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1．はじめに

「ある種の魚類は, なぜ水温－1.7℃の冬の北極海に生

息できるのか？」この疑問は今から45年ほど前に北米

のScholanderらによって初めて学会に投げかけられた1）.

それから約10年を経た1969年に, 凍結温度域において

細胞内に生成する氷結晶の表面に特異的に結合して

その成長を食い止め, 組織の凍結から身を守る生体防

御物質, すなわち「不凍タンパク質（antifreeze protein;

AFP）」が南極海に生息するノトセニア科の魚類から初

めて発見された2）. このときから現在まで, AFPに関す

る研究は, 生物学, 物理学, 化学, 遺伝子工学, 構造生物学

などの広範な分野にまたがる多くの研究者によって行

われてきた3）. その一方で, AFPを医療や産業に応用す

る試みもさまざまに行われてきた4）. 北極や南極の魚だ

けがもっていると考えられがちなAFPであるが, 実は

ワカサギなど日本の食卓に並ぶさまざまな魚にも豊富

に含まれていることが我々の研究により明らかになっ

てきた. 本稿では, 生物物理学的な知見に重点をおいて

AFP研究の最新状況を紹介する. 

2．不凍タンパク質の定義

ここでは“水の凍結”にかかわるいくつかの基本事

項と不凍タンパク質という物質の定義を既報にしたが

って述べることにする. ある気圧の下での水溶液の凍

結温度, すなわち凝固点は, 液相と固相が等しいGibbs

自由エネルギーをもつときの温度である. この系の凝

固点と融点は熱平衡状態では同一となり, その0℃から

の差は“モル凝固点降下”として知られる熱力学的現象

によって生じる5）. AFPはモル凝固点降下に比べて300-

500倍以上も強く, かつ非直線的な凝固点降下を引き起

こす（モル濃度換算）（Fig.1）. また, AFP水溶液の凝固

点と融点は同一にならず（熱ヒステリシス）, これは時

間に依存する動力学的現象の結果として生じると考え

られている6）. 0℃以下においては, 水溶液中には氷核と

よばれる氷の単結晶が生成される（Fig.2a参照）. この

氷核に対して動力学的に結合する能力を有し, ゼロで

はない熱ヒステリシスを示す物質はすべて“氷結晶成

長抑制物質（IGIC, ice growth inhibition compound）”

とよばれ, この物質のなかでも特に氷結晶形状を変化
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させる性質をもつ物質は“氷結晶成長変化物質（IGM,

ice growth modifier）”とよばれている7）, 8）. AFPが起こ

す熱ヒステリシスは, AFPがIGICとして働くことが原

因とされる9）. これらのことから,「動力学的な機構によ

り氷結晶表面に結合してその成長を抑制し, 熱ヒステ

リシスを示すタンパク質」がAFPの厳密な定義と言え

る. 注目する物質がIGICであるか否かは, わずか1 µlの

検体試料があれば, たとえ多量に不純物が混在してい

ても顕微鏡により瞬時に調べることができる. 

3．不凍タンパク質の氷結晶成長抑制メカニズム

現在発見されているAFPにはアミノ酸組成や3次元

構造が異なるさまざまなバリエーションがあるが（後

述）, その氷結晶成長抑制メカニズムはおよそFig.2の

模式図で説明される. 通常, 1気圧下のマイナス温度域

で形成される氷の単結晶はFig.2aに示す8枚の面から

なる六方晶型（Ih）である10）. ここで, Ihの単位格子は

a1, a2, a3（a1軸のとり方は任意）および cの4つの軸で

規定され , たとえば正六角形の上面（基底面）は

（0001）という丸括弧で表す. また, たとえば12枚の等

しい六方両錘面の方向は＜1
_
102＞などと表し, 特定の

方向は［21
_
1
_
0］のように表す. このような氷結晶面は,

さまざまな“特定の距離を隔てた酸素原子の組”に対し

てAFPが方向を揃えて結合することにより形成される

と考えられる3）. 

ゼロ℃以下の温度域においてAFPが氷結晶のプリズ

ム面｛101
_

0｝に結合しているときの模式図をFig.2bに

示す. 1気圧下でのプリズム面の結晶成長速度は c軸方

向の成長速度に比べて100倍以上速い10）, 11）. 氷結晶表

面への水分子の結合は突状面（Fig.2b下図）の隆起・

伸長を起こすと考えられ（Kelvin効果）, 突状面の高さ

はその底面積と体積で規定される 12）. Fig.2bの場合,

AFPが結合していない“空きスペース”にのみ突状面

の伸長が許され, すぐに停止する. もしもAFPが存在し

ないときにはプリズム面全体からの突状面の隆起と伸

長が起こり円盤状の氷の粒を生成する. プリズム面の
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Fig.1 Concentration-dependence of the freezing point
depression of the solutions of an AFP（RD3）（▲）,
NaCl（■）, AFGP8（●）, and chicken hen-egg white
lysozyme（×）.
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Fig.2 The model of binding of AFPs to a seed ice crystal under subzero temperature.（a）Hexagonal ice crystal created at 1
atomic pressure. Ice planes are defined by the Miller-Bravais indices. The direction indices are the translations parallel
to each of the four axes.（b）Schematic view of the accumulations of AFPs at the prism planes. Growth of the convex
ice surfaces is limitedly allowed and terminated between the bound AFPs.（c1）Hexagonal bipyramidal ice crystal. （c2）
Hexagonal trapezohedron ice crystal.



成長が抑制されても, 遅い c軸方向の結晶成長は起こる.

上下に新しくできる氷結晶のプリズム面にも先程と同

様にAFPが結合する. この繰り返しによりFig.2c1で表

される六方両錘体あるいはFig.2c2で表される六方偏

四角面体の氷結晶ができ上がると考えられている13）. 

4．不凍タンパク質の活性測定

英語のantifreezeおよびその日本語訳である“不凍”

という言葉は, ともにAFPが「その水溶液をゼッタイ

に凍結させないモノ」という印象を与えるために不適

当ではないか？という指摘をされることが多い8）. ここ

では, 不凍活性測定の実際と温度降下に伴うAFP水溶

液のふるまいを紹介する. 不凍活性測定のためには専

用の市販品（Nanolitre Osmometer, Clifton Technical

Physics, Hartford, N.Y.）もあるが, 低温域顕微鏡と浸透

圧計だけでも十分な実験ができる.  

低温域顕微鏡の模式図をFig.3に示す. ②の部分は採

光窓と観察窓が上下についた小箱になっている. 小箱

のフタをあけ, 光軸上に直径15 mm程度の2枚のガラス

板にはさんだAFPを含む液（検体, 1 µl程度）を静置し

てフタを閉じる. ④と⑤を用いて検体の温度を降下さ

せていくと過冷却状態となり, 無数の氷結晶（Fig.2の

c1またはc2）の集合体の形成（全面結氷）が観察され

る. つまりAFPの水溶液も凍結する. 次に, この状態の

検体の温度をゼロ℃付近まで上昇させ, 全面結氷から

解離してくる氷の粒と溶媒の混合状態をつくる. この

瞬間に温度を少しだけ降下させると, 六方両錘型など

の氷の単結晶を観察できる. 熱ヒステリシスの温度域

では氷結晶成長の抑制が続くため結晶形状は変化しな

い. 温度下降が熱ヒステリシス温度域を超えると, 氷結

晶の任意の部分から爆発的に結晶成長が起こり（種類

によっては針状（c軸方向）に伸長）, まもなくそれら

の集合体の形成（全面結氷）が観察される. AFPが機能

しない場合には円盤状の氷結晶成長が観察され, プリ

ズム面が弱い成長抑制を受けている場合には六角平面

状の氷結晶が観察されることがある（Fig.3a）. 成長抑

制を受けてはいるが六方両錘型などにならない氷結晶

形状の例をFig.3bおよびFig.3cに示す. 氷結晶形状は

AFPの種類, 濃度, 実験条件により多様に変化する. 

浸透圧計は溶液の凝固点を浸透圧値に換算するもの

であるので, 凝固点測定装置として利用できる. 同装置

には過冷却現象が起こらないようにプローブに氷核を

発生させた状態で検体の凝固点を測定できるような工

夫が施されている. このため降温が熱ヒステリシス温

度域を超えたときに起こる氷結晶成長抑制の破綻現象

を検体の凝固点として測定することができる. 

5．不凍タンパク質の種類

現在明らかにされているAFPの特徴についてまとめ

たものをFig.4に示す. 以下に, 各々についての説明を

試みる. 

AFGP

AFPの研究は南極海に生息するショウワギスなどノ

トセニア科の魚類について開始された2）. この魚が体内

に発現するAFPは主として-Ala-Ala-Thr-の繰り返しか

ら構成され, Thrの側鎖は氷結晶結合にかかわる二糖で

修飾されているため, 特に不凍糖タンパク質（AFGP）

とよばれている14）. 注目するAFPがAFGPであるか否

かはシッフ試薬などにより容易に調べることができる.

近年になってAFGPおよびその類似体を化学合成する

手法が確立され15）, 16）, その3次元分子構造はポリプロ

リンが形成するタイプII型のらせん構造と予測されて

いるが, 3次元分子構造は解かれていない6）. 

I型AFP

連続したAla残基から構成され一本鎖α-らせん型構

造を特徴とする I型AFPは, 1974年に北極海からラブ

ラドル海に生息するカレイ科のプセウドプレウロネク

テスアメリカヌスから見出されたが, 近年ではカジカ

科のミオクソケファルススコルピウスなどからも組成

と残基数の異なるものが精製されている8）. 同じI型で

も前者は｛202
_
1｝面に結合し, 後者は｛21

_
1
_
0｝面に結合す

る. 3次元構造と氷結晶結合機能解析のほとんどは前者
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Fig.3 An example of photomicroscope system to observe
the ice crystal morphology. ①Photomicroscope. ②
Cryo-stage. ③LN2 Dewar. ④Temperature controller.
⑤Temperature programmer. ⑥CRT. ⑦Video recorder.
The photographs a-d are examples of the morphology
change of an ice crystal induced by AFP-binding.



が発現する37残基の一本鎖α-らせん型AFP（HPLC6）

に対して行われ17）, 疎水性側鎖であるAlaおよびThrの

メチル基が I型AFPの氷結晶結合に必須と考えられて

いる3）. またI型AFPのN末端側を4残基短くしても熱

ヒステリシスを維持すること, I型AFPのAsp23-Arg37に

相当する15残基ペプチドは完全に活性を失うが, その

一部に塩橋を導入すると熱ヒステリシスを示さない

IGICになること, などが示されている8）. 

II型AFP

既知のAFPの中で最も分子量が大きく（～14 kDa）,

S-S結合を有し, カルシウム依存型（C-type）レクチン

の糖認識領域と高い相同性を有する II型AFPは, キュ

ウリウオ, タイセイヨウニシン, ヘミトリプテルスアメ

リカヌスから精製されている3）. このうち前二者由来の

II型AFPは不凍活性の発現に1個のカルシウムイオン

の結合（Kd～9 µM）を必要とする18）. 一方, 後者由来の

II型AFPではカルシウム結合に必要なアミノ酸が置換

されており, その活性は前二者よりも高くカルシウム

濃度に依存しない. 遺伝子発現, 3次元構造モデリング,

NMR構造決定がなされてはいるが, 氷結晶結合部位,

構造機能相関に関して未知のことが多い3）, 19）. 

III型AFP

III型AFPは, X線法とNMR法により高分解能の3次

元構造情報が多く得られている分子量6-7 kDaの球状

タンパク質で, 1980年代後半にラブラドル海に生息する

マクロゾアルケルスアメリカヌスなどから精製された.

ヒトのシアル酸合成酵素のC末端側との配列相同性が

高いため, 同酵素が III型AFPの起源と指摘されてい

る 20）. III型AFPは陰イオン交換樹脂（QAE-sephadex）

に結合するものと陽イオン交換樹脂（SP-Sephadex）

に結合するものに分類され, 冬季における血液中での

発現量は20 mg/ml以上にも上る. 構造解析はQAEタイ

プの分子種について多く行われ, その構造は相同な2層

のコイル構造モチーフで特徴づけられ, 一方のコイル

面は分子表面側に露出することが示された21）. このコ

イル面内に配置している極性アミノ酸残基の位置は氷

結晶プリズム面の酸素原子の位置と符合する. Fig.5に

我々が最近決定したIII型AFPの分子内2量体型（RD3）

の構造を示す22）-24）. RD3はIII型AFPの2倍の能力を示

すと予測されたが, 低濃度域では6倍もの凝固点降下度

を示した. 

IV型AFP

108残基からなる分子量12 kDaのIV型AFPは, 北大
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Fig.4 Five types of AFP with their representative sources and structures（fish illustrations are copied with permission from
"ILLUSTRATED FISHES OF THE WORLD IN COLOUR",（1987）HOKURYUKAN Co. Ltd.）.



西洋に生息するカジカ科のミオクソケファルスオコト

デケンスピノススからのみ1997年に単離された25）. こ

のLS-12と名づけられたGluおよびGlnに富む（26％）

IV型AFPについては, 1）アポリポプロテインE3と高

い配列相同性が見られること, 2）高いαヘリックス含
量が見積もられること, 3）特徴的な六方偏四角面体型

氷結晶が観測されることなどが報告された. これらを

もとに, 束ねられた5本のαヘリックスからなるバンド
ル構造が 1998年に予測された 26）が, それから現在

（2002.9）まで, IV型AFPに関する新しい知見は発表さ

れていない. 

βヘリックス型AFP

近年最も急速に構造と機能の解明が進められた分子

量約9 kDaのβヘリックス型AFPは, ペットショップな

どで小鳥の餌として売られているチャイロコメノゴミム

シダマシの幼虫（yellow mealworm）や穀物害虫など

（例：spruce budworm）の幼虫から単離された. これら

は-Thr-xxx-Thr-とCysを特定の位置に含む12-13残基

の繰り返しアミノ酸配列から構成され, 魚類AFPに比

べて 10 -100倍もの高い熱ヒステリシスを示すため

hyper active AFPともよばれる27）. この繰り返し配列が

右回りの平行βヘリックス構造をもたらし, 分子表面に

表れるThr側鎖の配置が氷結晶基底面とプリズム面の

どちらの酸素原子の配置にも適合することなどから,

このAFPは基底面とプリズム面のどちらにも強く結合

すると考えられている28）, 29）. 

上記以外にも, キノコ類やニンジン, コムギ, モモなど

の植物からAFPまたはIGICが見つかっており30）-33）, 今

後もその種類は増えていくことが確実視される. また,

特定の魚種についてはI - IV型とは異なるタイプのAFP

（例：skin-type AFP）を部位特異的に発現することも

明らかになっている34）. 一連の魚類由来AFPの研究は

北極海と南極海およびその周辺に生息する特定の魚種

について行われてきたが, そのほとんどは日本では捕

れない. 我々は最近, ワカサギなどを含む40種類以上の

日本産食用魚種がAFPを発現することを明らかにした.

また廃棄魚のすり身などから短時間のうちにグラム単

位でAFPを精製する手法も開発した. AFPにはアミノ

酸組成, 鎖長, 3次元構造に多様性があることを述べた

が, これはAFPの標的物質である氷結晶面とその酸素

原子の配置に多様性があることに関係すると考えられ

ている. AFPを発現する動植物は, 体内にある何らかの

タンパク質を素材にして, これに氷結晶結合能をもた

せ, 細胞凍結に対する生体防御機能を獲得した種類な

のではないかという推察がなされている35）. 

6．AFPの冷凍技術への応用

AFPはわずか0.05％程度の濃度で強く氷の結晶化を

抑え, 細胞, 組織, 加工食品, 食肉, 穀物, 野菜などの内部

構造を凍結による損傷から守り, 凍結前の生理活性や

品質を維持することができる. AFPはまた冷熱輸送（氷

懸濁液）や動植物の品種改良にも有効とされる4）, 36）, 37）.

我々の研究により廃棄魚のすり身などからAFPを大量

に精製する手法が開発されたことで, これらの応用技

術は飛躍的に発展すると期待される. 
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Fig.5 Left: Stereo view of the NMR-based solution structure of a type III AFP intramolecular dimer（RD3）. Right： Ice-
binding model of RD3. The flat ice-binding surface of the C-domain binds first to the prism plane, and the successive
binding occurs for the N-domain surface. A linker connecting the two domains controls the relative orientations of the
two ice-binding surfaces.
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