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1   はじめに 
不凍タンパク質（Antifreeze Protein, AFP）は微小
な氷結晶の表面に特異的に結合し、氷の成長を抑制

する性質を持つ。これまでに低温環境下に生息して

いる生物から様々な立体構造の AFPが見出されてい
る。これらの AFPの結晶構造解析によって、氷結晶
に結合する部位（Ice-binding site, IBS）は分子表面の
平坦な領域に位置し、その周囲には多くの水分子が

存在していることが知られている。例えば、昆虫

AFP は規則的なアミノ酸配列の反復によって構成さ
れた β ソレノイド構造となり、特定のアミノ酸が格
子状に配置された IBS が形成されている。また、
IBS の周囲には等間隔で水和水が配置されている。
これらの水和水は氷の結晶面の水分子と類似した構

造であることから、IBS上の水和水は AFP と氷結晶
を結びつける役割を果たしていると考えられている。 
真菌や酵母、珪藻などの多様な微生物が産出する

AFP は反復配列がなく、ねじれた βソレノイド構造
を形成している。また、これらの AFPの IBSのアミ
ノ酸配列は保存性が低く、氷結晶に対する結合の強

さが大きく異なっている。しかしながらその分子機

構は理解が進んでいない。本研究課題では好冷性担

子菌であるイシカリガマノホタケ（Typhula 
isikariensis）が産出する AFP（TisAFP）の結晶構造
解析によって IBS 周囲の水和構造を決定し、不凍機
能と関連付けた考察を行うことによって、氷結晶結

合能を規定する構造原理を明らかにすることを目指

した。 
 

2   実験 
TisAFPアイソフォームの１つの TisAFP7を結晶化
し、BL-1A で回折強度を収集した。TisAFP7 の結晶
構造を解析し、すでに結晶構造が決定されている２

種のアイソフォーム（TisAFP6および TisAFP8）と比
較した。特に、IBS の周辺の水和水の構造に着目し
た。これらの TisAFPアイソフォームは異なる空間群
で結晶化しており、結晶中で IBSが隣接する AFP分
子と近い場合には、水分子の座標が他の領域の近傍

にあるものとして登録されている場合があった。そ

のため、それぞれの TisAFP の PDB 座標から結晶の
対称操作によって等価な水分子を発生させて、それ

が IBS の周囲にある場合には水和水の構造比較へ加
えることした。また、IBS の一部分が隣接する分子
と接触し、水和水が排除されている場合には構造の

比較に用いないこととした。また、３種の TisAFPア
イソフォームの不凍機能の解析によって、TisAFP8
が最も強く氷結晶に結合することがわかっている。

次に TisAFP7、TisAFP6の順であり、このことを IBS
上の水分子の構造と関連付けて考察した。 

 
3   結果および考察 

TisAFP7 は収集した回折データを用いて分子置換
法によって構造決定し、1.54Å 分解能で精密化を行
った。TisAFP7を TisAFP6と TisAFP8に重ね合わせた
場合の Cα原子の R.M.S.Dは 0.37Åと 0.34Åであり、
同一の主鎖であることがわかった。それぞれの

TisAFPアイソフォームの IBSの周囲に存在する多数
の水和水の中には、規則的な構造を形成しているも



のが見出された。特に図 1 で示した水和水は、水素
結合によるジグザグパターンのネットワークを形成

している。また、このパターンは氷結晶の基底面を

構成する水分子の構造に類似していた。また、ネッ

トワークは不凍機能が最も高い TisAFP8 では最も広
範囲にわたるネットワークが形成されていた。

図１：TisAFP アイソフォームの氷結晶結合部位
（IBS：ピンク色の領域）に存在する規則的に
配置している水和水。 

TisAFP8 は氷結晶の基底面に結合することで、氷
結晶の成長を強く抑制することがわかっている。こ

のことから、氷の基底面へ結合し、氷結晶の成長を

強く抑制するためには IBS における広範囲にわたる
水素結合ネットワークが必要であることが示唆され

た。 

4   まとめ 
本研究課題の結果は、AFP は IBS 周辺の水和水を

介して氷結晶と結合することを示している。また、 
IBS を構成するアミノ酸は、氷結晶面を認識し結合
するために必要な水和水の構造形成の足場の役割を

担っていると考えられる。これらの知見は微生物

AFP の分子進化の解明や、AFP の機能改良、あるい
は分子模倣による新規不凍物質の創出に寄与すると

考えられる。 
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