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氷と蛋白質との相互作用－生物の凍結回避戦略－

松　嶋　範　男1 ， 田　中　剛　範2，3

札幌医科大学保健医療学部1

北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻2

札幌医科大学医学部第二生化学講座3

要　　　旨

北極や南極の海に生息する魚の血液中には、水が凍ることを妨げる働きをする不凍蛋白質

（antifreeze  protein）が存在している。この蛋白質が過冷却を促進することによって魚は体液の凍結を

防ぎ、その結果、非常に寒い気象条件下でも生きのびることができる。一方、ある細菌の表面には、水

が凍ることを促進する氷核蛋白質（ice  nucleation  protein）が存在している。この蛋白質が細胞外で

の水の凍結を促進し、細菌は自らの細胞内での致命的な凍結を防いでいる。両蛋白質とも、氷の結晶に

吸着することにより機能を果たしていると考えられているが、そのメカニズムの分子レベルでの解明は

まだ始まったばかりである。これらの蛋白質は、互いに似たオリゴペプチドが連続して繰り返すアミノ

酸配列（タンデムリピート）を持っており、他の多くの蛋白質にも見られる一連のタンデムリピートの

構造、機能および分子進化の研究につながるものと考えている。本総説では、我々の研究を含めたこれ

までの研究を概観したい。

＜索引用語＞　氷、不凍蛋白質、氷核蛋白質、タンデムリピート、分子動力学

はじめに

すべての生きている細胞において、水は、生命活動の

主役を担う核酸分子や蛋白質分子等の存在形態の土台を

なしている。さらに水は、生体内での循環過程、物質代

謝、化学反応、および細胞内のpHの制御等において本

質的な役割を果たしている。もし寒い気象条件下で生体

内の水が凍結したならば、生物はその生体機能に致命的

な打撃を受け、死に至る。しかしながら実際には、厳し

い気象条件に対抗するさまざまな戦略を用いて、生物は

生きている1－3）。

北極や南極の海に生息する魚の血液中には、水が凍る

ことを妨げる働きを持つ不凍蛋白質（ant i f r e eze

protein）と呼ばれる蛋白質が存在している4，5）。この不

凍蛋白質が過冷却を促進することによって、魚は体液の

凍結を防ぎ、その結果、非常に寒い気象条件下でも生き

のびることができる。これとは逆に、ある土壌細菌の表

面には氷核蛋白質（ice nucleation protein）と呼ばれる、

水が凍ることを促進する蛋白質が存在している6，7）。こ

の蛋白質によって細胞外での水の凍結を促進することに

より、細菌は自らの細胞内での致命的な凍結を防いでい

る。しかしながら、この細菌の出す氷核蛋白質は、我々

人間にとっては春や秋における農作物の霜被害を大きく

している一因ともなっている。

一方、水の結晶＝氷からなる雪は、気象条件によりさ

まざまな形態を形成することが知られている。故中谷宇

吉郎博士は、“雪は天から送られた手紙である”という

美しいことばを残している8）。雪を分子レベルに拡大し

てみると、水素原子２個と酸素原子１個が共有結合した

H2Oという分子が、縦、横、高さの三つの方向に規則正

しく配列している。このように分子が三次元的に規則正

しく配列したものを結晶と呼んでいる9）。この氷の結晶

に不凍蛋白質や氷核蛋白質が吸着することにより、それ

ぞれの機能を果たしていると考えられている。しかしな

がら、そのメカニズムの分子レベルでの解明は緒につい

たばかりの状態である。本総説では、分子生物学および

構造生物学研究を中心にして、我々の研究を含めたこれ

までの研究を紹介し、さらにこれからの研究計画につい

ても議論したい。

著者連絡先：松嶋範男　060－8556 札幌市中央区南１条西17丁目　札幌医科大学保健医療学部一般教育科
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水分子の結晶化（凍結）と結晶構造9，10）

一般に物質が結晶化するためには、結晶発生の芽とし

ての核（nucleus）が必要である。この核（水において

は氷核）が存在しないと、水は氷点下温度でも凍結する

ことはなく、過冷却（supercooling）の状態を保つ。完

全に純粋な水では－40℃付近まで凍結しないが、この

温度になると水分子自体が集合してクラスター状とな

り、これが氷核となって凍結が始まる。この様式を均一

核生成（homogeneous  nucleation）という。一方、日

常我々が使う水は完全に純粋ではなく、塵や埃等の何ら

かの異物が混じり、それが核となって水の凍結が誘導さ

れる。この様式を不均一核生成（heterogeneous

nucleation）という。この場合、核生成の温度Tnは－10

～－15℃程度となる。

氷の結晶構造には、六方晶の構造（Ih）と立方晶のダ

イヤモンド構造（Ic）の２種類がある。立方晶の氷は－

100℃以下の低温で、しかも特殊な方法でしかつくるこ

とができない。通常我々が目にする氷は、例外なく六方

晶の氷である。図１はIhの結晶構造を示す。各酸素原子

は、2.76Å離れた最近接の４個の酸素原子と四面体配置

をなしている。この氷の硬い構造は、水素結合によりで

きている。氷結晶の四面体構造はほとんど正確に正四面

体であるので、水素結合の間の角度は109度である。

不凍蛋白質（antifreeze  protein）

冬の北極や南極の海水温度は、約－1.9℃になる。一

般の魚の血清は、ヒトのそれと同様にほぼ－0.7℃か

ら－1.0℃で凍結してしまう。しかしながら、ある種の

極地魚の血清は、寒い冬の期間中、－２℃ぐらいまで冷

えても凍結しない。その原因はある種の糖蛋白質

―antifreeze  glycoprotein (AFGP) ―にあることが示さ

れた。その後、他の不凍蛋白質（antifreeze  protein;

AFP）の存在も知られて来ている。

南 極 に 生 息 す る タ ラ 科 の 魚 （ T r e m a t o m u s

borchgrevin）の血液から精製されたAFGPは、分子量

の異なる、少なくとも８種類のアイソフォームとして存

在している。いずれのAFGPにおいても、アラニン－ア

ラニン－スレオニンのトリペプチドが連続して繰り返す

配列（タンデムリピート）を持ち、スレオニン残基のβ

水酸基に糖鎖β－Ｄ－ガラクトピラノシル－（１,３）－

Ｎ－ガラクトサミンが結合している（表１）。最も小さ

いAFGP（AFGP8）は、そのトリペプチドが４回繰り

返したもの（分子量Mr=2,600）であり、最も大きい

AFGP（AFGP1）はそれが 55 回繰り返したもの

（Mr=34,000）である。最近、Antarctic  notothenioid

fish (Notothenia  coriiceps と Dissostichus  masoni）の

AFGP遺伝子の塩基配列が決定され、AFGP分子がタン

デムに繰り返す巨大ポリプロテイン前駆体としてコード

されていることが示された11，12）。これまでの研究から、

AFGPの吸着による氷の結晶成長の阻害が、水の凍結温

度（Tf）降下の原因と考えられている。AFGPは、折れ

曲がりやすい柔軟な立体構造をとると考えられており、

アラニン残基の側鎖が疎水性側面を、糖鎖に由来する水

酸基が親水性側面を形成すると推定されている。最近、

ラマン測定によりγ－ターン構造の存在が示された13，14）。

一方、AFPについては４つのタイプが知られている

（表１）。タイプⅠのAFPは、アラニンが豊富に含まれ

た11アミノ酸残基のモチーフが連続して３回から５回

繰り返した配列（タンデムリピート）からできている

（図２）。魚のwinter  flounderのＸ線結晶構造解析から、

このペプチドが分子全体にわたってα－ヘリックス構造

をとることが示された15－17）。イオンエッチングの研究か

らは、このペプチドが氷結晶のhexagonal bipyramidal

面｛202
＿

1｝に選択的に吸着し、その際ヘリックスの軸が

［011
＿

2］方向に沿うように配置することが示された18）。

さらに、エネルギー極小化によって理論的に求められた

詳細な立体構造モデルは、配列中に11残基ごとに現わ

れるスレオニンがヘリックスの同じ側面に、互いに16

Å間隔で存在することを示した。この距離は、氷結晶の

［011
＿

2］方向における水分子の周期間隔（spacing）16.6

Åに近い。このことから、スレオニンの水酸基が氷結晶

中の水分子と水素結合するジッパーモデルが提案された19）。

［0001］ 

［0112］ 
-

a ［1210］ 
-

2
-

［1120］ 
- -
a 3

c0

a 0

［2110］ 
--a 1

c-axis

図１　氷（Ih）の結晶構造． a）水分子の四面体配位の様子
b）結晶格子の模式図と、結晶軸のベクトル表現．a0＝
4.50Å，C0＝7.32Å．

a）

b）



い球状のフォールディングをしていることが明らかにさ

れている21－24）。Jiaら22）は、氷結晶とのドッキングモデ

ルから、［0001］方向にある｛101
＿

0｝のプリズム面とこ

のペプチドとの間で５個の水素結合の形成が可能である

ことを示し、AFP中の５残基がこれらの水素結合に関

与していると推定している。

氷核蛋白質（ice  nucleation  protein）

すでに説明したように、通常水は－５℃以下の温度ま

で過冷却の状態を保ち、凍結しない。ところが、農産物

に被害を与える天災の一つとしての霜害は、春の晩霜、

秋の初霜のように、せいぜい地表温度が－２℃前後とい

った温和な条件下で凍結してしまうことにより起こる。

この霜は、氷核活性細菌（あるいは氷核細菌）と呼ばれ
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タイプⅡのAFPは、システインを豊富に含む約160残

基からなる蛋白質である。配列解析によって、この蛋白

質がＣ型のレクチンとホモロジーをもつことが示され

た。最近、マンノース結合蛋白質（MBP－A）を用い

てホモロジーモデリングが行われ、その予測立体構造に

基づいて氷と相互作用するサイトが提案された20）。

タイプⅢのAFPの立体構造は、β－ストランドが多

図３　ＩＮＰ (P. syringae) のアミノ酸配列． a）全体の一
次構造．８、16、48残基の繰り返しモチーフを特徴づ
けるアミノ酸をそれぞれ枠、灰色、白抜き表示してある．
b）Rドメインのリピート配列に見られる繰り返しモチ
ーフの入れ子構造（nested  sequence）．各繰り返しモ
チーフは、大きなモチーフがより小さなモチーフのタン
デムリピートでありながらも、それぞれ特有のアミノ酸
を保持している．

図２　タイプⅠAFP (winter  flounder) のアミノ酸配列．11
残基ごとのタンデムリピートが見られる．

表１　不凍蛋白質（AFP）の種類
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る微生物によるものであることが明らかにされた。グラ

ム陰性菌である氷核細菌は、その外膜表層に強力な氷核

を持ち、－５℃以上の温度、場合によっては－１℃で水

を凍らせてしまう。昔から知られているヨウ化銀AgIの

核生成の温度Tnは約－８℃であると言われている。こ

れと比較すると、氷核細菌の氷核活性はかなり強力であ

ると言える。

最近、この氷核活性が、細菌が分泌する氷核蛋白質

（ice  nucleation  protein; INP）によるものであることが

明らかにされた。これまで、Pseudomonas  syringae, P.

fluorescences, Erwina  ananas, E. herbicola, E.

uredovora, Xanthomonas campestris の氷核蛋白質の遺

伝子の塩基配列とアミノ酸配列が決定されている25－29）。

これらはいずれも約1200～1500残基のアミノ酸からな

り、互いにきわめて相同性が高い。また、いずれの氷核

蛋白質も３つのドメイン構造（Ｎドメイン、Ｒドメイン、

Ｃドメイン）に分けられるが、このうちＮドメインとＣ

ドメインは、これといった特徴のないアミノ酸配列から

なっている。これに対し、Ｒドメインには、互いに似た

オリゴペプチドが延々と連続して繰り返されるタンデム

リピートが存在する。さらに興味あることに、このリピ

ート配列は入れ子構造をした配列（nested  sequence）

をしている。このことを、P. syringaeのINPを例にとっ

て説明しよう（図３）。まずこの配列は基本的に、５番

目にセリン（S）を持つような８残基のモチーフが116

回繰り返していると見ることができる。しかしグリシ

ン－チロシン－グリシン（GYG）の配列の出現パターン

に着目するならば、16残基からなるモチーフが約58回

繰り返すタンデムリピートであると見なすこともでき

る。さらにグルタミン（Q）等の出現パターンを考慮す

れば、このタンデムリピートは48残基が１つの繰り返

し単位となっているとも言える。

これまでの氷核蛋白質の立体構造研究

これまで氷核蛋白質の原子座標レベルの立体構造解析

は成功しておらず、立体構造を予測する試みがなされて

いるだけである。Warren25）はβ－シートが繰り返す三

角形あるいは六角形の形をしたモデル、また、反平行の

β－シートが六方晶の二重らせん状にフォールデイング

したモデルも提案した。Mizuno30）は、AGYGSTLTか

らなる８アミノ酸残基を代表的なモチーフとして選び、

ECEPPプログラムを使ったエネルギー計算により原子

座標レベルでの立体構造を求めた。その結果、二次構造

としてβ－ターンを豊富にもちながら、８残基のモチー

フが６回繰り返した48残基を一周期とする、大きなら

せん状構造をとると予測した。Mizunoは、表面に露出

した領域の特定残基に水分子が歪みなく結合でき、しか

も結合した水から氷晶が成長する場合も構造的に無理が

ないと主張している。一方、KajavaとLindow31）は、

Mizunoの提案したらせん構造の中心にある空隙を批判

し、β－シートに基づいた、よりコンパクトなモデルを

提案した。

核磁気共鳴法（ＮＭＲ）による氷核蛋白質リピート配列

の立体構造研究

最近我々は、８アミノ酸からなるモチーフが３回繰り

返したペプチド（AGVDSSLIAGYGSTQTSGSDSALT;

INP24）を合成し、２次元NMR測定を実行した32）。各

プロトン間の距離を決めるNOE測定から、Leu7、Ile8、

Ala9のアリファテックプロトンとTyr11のリングプロト

ンが互いに近いことを明らかにした。また、Leu7のア

ミドプロトンのケミカルシフトの温度依存性が極端に小

さいことも明らかにした。これらの結果から我々は、

Leu7-Ile8-Ala9-Gly10-Tyr11-Gly12のヘキサペプチドが、

これまでに予測されているβ－ターンとは異なるヘアピ

ンループ構造を取ることを提案した（図４）。

図５　タイプⅠAFP分子と氷結晶プレートの相互作用モデ
ル．多数の水分子を実際の氷結晶と同じパターンで規則
的に配置して氷のプレートを形成し、それをAFP分子
と近接させた状態を作り出した．

図４　ＩＮＰ24中のヘキサペプチドLeu7-Ile8-Ala9-Gly10-
Tyr11-Gly12が取りうるヘアピンループ構造
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氷と蛋白質の相互作用研究におけるコンピュータの利用

蛋白質の構造研究において、分子動力学シミュレーシ

ョンが飛躍的に利用されつつある33）。AFP，INPにおい

ては３例が報告されている。しかしながら、実際に行わ

れたシミュレーションは主として真空中および水溶液中

でのものであった34－36）。明らかに、氷と蛋白質の相互作

用を調べるには、氷結晶に吸着した状態でのシミュレー

ションを行う必要がある。

そこで、最近我々が構築した遺伝情報解析システムを

利用して37）、タイプⅠおよびタイプⅢのAFPが氷結晶

に吸着した状態でのシミュレーションを行う方法を開発

した（図５）。この方法により、氷結晶に吸着した状態

でのAFPの構造、特に氷に吸着したアミノ酸側鎖のコ

ンフォメ－ションを明らかにしたいと考えている

ま　と　め

生物は凍結を回避するために、不凍蛋白質や氷核蛋白

質を積極的に利用している。このような現象のメカニズ

ムを解き明かすには、分子生物学や生化学はもとより、

生物物理学や結晶学等のさまざまな分野の研究者との共

同研究が必須である。この分野の本格的研究はまだ始ま

ったばかりであるが、生命の基本的な営みのより深い理

解をもたらすばかりではなく、農学や材料科学等のさま

ざまな分野の発展に寄与するものと期待される。
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Abstract

To  survive  the  freezing  temperatures  of  the  ice-laden  polar  and  north  temperate  oceans,

many  fish  inhabiting  these  waters  synthesize  biological  antifreezes (AFs) , which  lower  the

freezing  point  of  their  body  fluids  below  that  of  the  ambient  seawater.  These  antifreezes,

either  protein (AFP) or  glycoprotein (AFGP) , are  synthesized  by  the  liver  and  secreted  into

the  blood  from  which  they  become  distributed  to  almost  the  entire  extracellular  space.

Many  strains  of  the  bacterial  species, on  the  other  hand, can  catalyze  the  nucleation  of  ice

at  temperatures  as  high  as  -2℃.  The  ice-nucleating  activity  could  prevent  a  fatal  wound  on

the  bacteria, which  incites  frost  damage  in  many  agricultural  crops.  Particular  proteins (ice

nucleation  proteins;  INPs) are  essential  for  the  ice-nucleating  activity.  Two  types  of  proteins

(AFP  or  AFGP  and  INP) function  through  interaction  with  ice.  However, the  molecular

mechanism  of  the  function  remains  unknown.  This  article  reviews  our  present  knowledge

on  the  structure  and  mode  of  action  of  these  proteins  capable  of  ice  interaction, including

our  recent  study.  Interestingly, AFGP, type  I  AFP  and  INP  contain  tandem  repeats.  This

article  constitutes  part  of  our  studies  on  the  structure, function  and  molecular  evolution  of

tandem  repeats  in  proteins.

Key words : Ice, Antifreeze  protein, Ice  nucleation  protein, Tandem  repeats, Molecular  

dynamics  simulation.


