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(57)【要約】
【課題】低コストで、ＡＦＰと同レベル以上の不凍活性
を有する氷結晶成長抑制剤を提供する。また、ＡＦＰと
同レベル以上の不凍活性を発現できる氷結晶成長抑制方
法を提供する。
【解決手段】本発明の氷結晶成長抑制剤は、不凍タンパ
ク質とポリカルボン酸系重合体とを含む。本発明の氷結
晶成長抑制方法は、不凍タンパク質と、ポリカルボン酸
系重合体とを用いる。
【選択図】図２－ｂ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　不凍タンパク質とポリカルボン酸系重合体とを含む、氷結晶成長抑制剤。
【請求項２】
　前記不凍タンパク質１重量部に対して前記ポリカルボン酸系重合体を１０～２００００
０重量部含む、請求項１に記載の氷結晶成長抑制剤。
【請求項３】
　前記ポリカルボン酸系重合体が、不飽和モノカルボン酸（塩）系単量体（Ｉ）由来の構
成単位を有する、請求項１または２に記載の氷結晶成長抑制剤。
【請求項４】
　前記不飽和モノカルボン酸（塩）系単量体（Ｉ）が、一般式（１）で表される、請求項
３に記載の氷結晶成長抑制剤。
【化１】

（一般式（１）中、Ｒ１～Ｒ３は、それぞれ、同一または異なって、水素原子またはメチ
ル基を表し、Ｍは、水素原子、１価金属原子、多価金属原子、アンモニウム基、または有
機アンモニウム基を表す。）
【請求項５】
　前記一般式（１）中のＭが、アンモニウム基または有機アンモニウム基である、請求項
４に記載の氷結晶成長抑制剤。
【請求項６】
　不凍タンパク質と、ポリカルボン酸系重合体とを用いる、氷結晶成長抑制方法。
 

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、氷結晶成長抑制剤および氷結晶成長抑制方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　不凍タンパク質（Ａｎｔｉ－Ｆｒｅｅｚｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ：ＡＦＰと称される場合も
ある）は、極地に生息する魚、昆虫、植物などに含まれる特殊なタンパク質である（非特
許文献１参照）。通常の魚類の体液は－０．８℃前後で凍結するのに対し、ＡＦＰを体内
に有する魚類の体液は－２℃以下まで下がっても凍結しない。海水は－１．９℃程度で凍
ってしまうので、ＡＦＰを体内に有する魚類は、海水が凍ってしまう環境下においても、
体液が凍ることなく生息が可能となる。
【０００３】
　凝固点の降下は、一般には、凝固点降下温度が溶質のモル濃度と正比例するモル凝固点
降下則によって説明される。しかし、ＡＦＰのモル濃度と凝固点降下温度とは正比例しな
い。すなわち、ＡＦＰは、モル凝固点降下則とは異なる作用で体液の凍結を防止している
。具体的には、生体内で成長した氷結晶の成長面に特異的に吸着し、氷結晶の成長を阻害
することによって体液の凍結を防止している。
【０００４】
　水中での氷結晶の成長について、図１、図２－ａ、図２－ｂを参照しながら、より具体
的に説明する。図１は、ＡＦＰが存在しない場合の氷晶の成長を示す概念図である。図２
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－ａ及び図２－ｂはＡＦＰが存在する場合の氷晶の成長の一例を示す概念図である。図１
に示すように、一般に、氷の最小核が形成されると、この最小核はａ軸方向及びｃ軸方向
の両方に成長する。ただし、ａ軸方向の成長速度はｃ軸方向の成長速度より約１００倍程
度速いため、円盤状の氷の核（氷晶）１が形成される。これに対し、図２－ａに示すよう
に、ＡＦＰが存在する場合、氷の最小核ができるとただちにｃ軸に平行な面（プリズム面
）に吸着し、ａ軸方向の氷の成長を抑止するため、六方晶状の氷晶２が形成される。六方
晶状の氷晶２は、図２－ｂに示すように、ｃ軸方向に小さな六方柱を積み重ねるようにし
て成長し、バイピラミッド型氷晶３となる。ＡＦＰは、ｃ軸方向の成長を抑止する場合も
あり、このときは、六方晶状のまま（図２－ａ参照）となる。いずれにせよ、ＡＦＰが存
在すると、氷晶が通常（扁平円盤型）とは異なる形態となる。また、結晶成長が抑制され
ているため、氷晶同士の合一も抑制され、氷結晶の粗大化が抑制される。ＡＦＰが有する
不凍活性は、このような氷晶形態の変化で特徴づけられる。
【０００５】
　ＡＦＰが有する不凍活性は、熱ヒステリシスを示すことによっても特徴づけられる。す
なわち、ＡＦＰが溶解した水溶液を過冷却して一度完全に凍結させ、系の温度を徐々に上
昇させ、一部結晶を残しておくように融解する。この融解温度（融点）よりも僅かに温度
を下げて長時間放置すると、通常であれば凍結が始まる（すなわち融点と凝固点とは一致
する）が、ＡＦＰが存在していると凍結は始まらず、さらに温度を下げることによって初
めて凍結が始まる。融解温度（融点）と、再度の凍結温度（凝固点）との差は熱ヒステリ
シスと称されている。この熱ヒステリシスを示すことは、不凍活性が存在することを意味
する。
【０００６】
　すなわち、不凍活性とは、（１）氷晶形態が変化する（非扁平円盤形となる）こと、（
２）熱ヒステリシスがあること、（３）再結晶の抑制を意味する。したがって、本明細書
では、（１）氷晶形態が変化し（非扁平円盤形となり）、（２）熱ヒステリシス、（３）
再結晶の抑制があれば、不凍活性があるとする。
【０００７】
　このような不凍活性を有するＡＦＰについては、種々の応用開発について研究されてい
る。例えば、冷凍食品の品質やきめ（テクスチャー）改善用途（特許文献１～１４参照）
、生体組織及び体液の耐凍性改善用途（特許文献１５～１７参照）、氷蓄熱システム用途
（特許文献１８参照）に関する研究が行われている。
【０００８】
　ＡＦＰが１９６０年代後半に南極等に生息する魚類の体液から発見されてから既に４０
年以上が経過した。その間、上述したような、ＡＦＰに関する膨大な研究が行われてきて
いる。それにもかかわらず、いまだにＡＦＰによる低温保存などの技術は実用化されてい
ない。その最大の原因は、実用化に必要な量のＡＦＰを生産する技術が開発されていない
ことである。そのため、ＡＦＰは極めて高価であり、現状では、１ｇあたり、およそ１０
０万円レベルにある。
【０００９】
　そこで、近年、ＡＦＰの代替品となりうる物質の探索がなされている。
【００１０】
　タンパク質系以外で不凍活性を有する物質として、炭素鎖を主鎖とし、窒素原子を含有
する官能基を側鎖に有する重合体が報告されている（特許文献１９参照）。しかし、この
重合体は不凍活性を有するものの、ＡＦＰに比較して、不凍活性のレベルはまだまだ満足
できるものではない。
【非特許文献１】西村紳一郎，「不凍糖タンパク質の合成－不凍魚の秘密をさぐる－ 」
，現代化学，東京化学同人，１９９９年４月，第３３７号，第５６－６２頁
【特許文献１】国際公開第９６／３９８７８号パンフレット
【特許文献２】国際公開第９６／１１５８６号パンフレット
【特許文献３】国際公開第９８／４６９９号パンフレット
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【特許文献４】国際公開第９８／４１４７号パンフレット
【特許文献５】国際公開第９８／４１４８号パンフレット
【特許文献６】特開２０００－１５７１９５号公報
【特許文献７】国際公開第９９／３７１６４号パンフレット
【特許文献８】国際公開第９９／３７６７３号パンフレット
【特許文献９】国際公開第００／５３０２５号パンフレット
【特許文献１０】国際公開第００／５３０２６号パンフレット
【特許文献１１】国際公開第００／５３０２７号パンフレット
【特許文献１２】国際公開第００／５３０２８号パンフレット
【特許文献１３】国際公開第００／５３０２９号パンフレット
【特許文献１４】国際公開第９９／３７６７３号パンフレット
【特許文献１５】国際公開第９１／１０３６１号パンフレット
【特許文献１６】国際公開第９７／３６５４７号パンフレット
【特許文献１７】国際公開第００／００５１２号パンフレット
【特許文献１８】特開平８－７５３２８号公報
【特許文献１９】特開２００６－２９９１０８号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明の目的は、低コストで、ＡＦＰと同レベル以上の不凍活性を有する氷結晶成長抑
制剤を提供することにある。また、ＡＦＰと同レベル以上の不凍活性を発現できる氷結晶
成長抑制方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明の氷結晶成長抑制剤は、不凍タンパク質とポリカルボン酸系重合体とを含む。
【００１３】
　好ましい実施形態においては、上記不凍タンパク質１重量部に対して前記ポリカルボン
酸系重合体を１０～２０００００重量部含む。
【００１４】
　好ましい実施形態においては、上記ポリカルボン酸系重合体が、不飽和モノカルボン酸
（塩）系単量体（Ｉ）由来の構成単位を有する。
【００１５】
　好ましい実施形態においては、上記不飽和モノカルボン酸（塩）系単量体（Ｉ）が、一
般式（１）で表される。
【化１】

（一般式（１）中、Ｒ１～Ｒ３は、それぞれ、同一または異なって、水素原子またはメチ
ル基を表し、Ｍは、水素原子、１価金属原子、多価金属原子、アンモニウム基、または有
機アンモニウム基を表す。）
【００１６】
　好ましい実施形態においては、上記一般式（１）中のＭが、アンモニウム基または有機
アンモニウム基である。
【００１７】
　本発明の別の局面によれば、氷結晶成長抑制方法が提供される。この氷結晶成長抑制方
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法は、不凍タンパク質と、ポリカルボン酸系重合体とを用いる。
【発明の効果】
【００１８】
　本発明によれば、低コストで、ＡＦＰと同レベル以上の不凍活性を有する物質を提供す
ることができる。
　上記効果は、ＡＦＰに比較して非常に安価なポリカルボン酸系重合体をＡＦＰと併用す
ることによって発現できる。ポリカルボン酸系重合体は、ＡＦＰに比較して非常に安価で
あるが、ＡＦＰに比較して不凍活性が低い。このため、ＡＦＰとポリカルボン酸系重合体
とを併用しても、ＡＦＰと同レベル以上の不凍活性を有するものになるとは到底予想でき
ない。ところが、本発明者らが、ＡＦＰに比較して非常に安価なポリカルボン酸系重合体
をＡＦＰと併用してみると、驚くべきことに、極めて大きな相乗効果が発現され、ＡＦＰ
と同レベル以上の不凍活性を有することが判った。さらに、この大きな相乗効果は、ポリ
カルボン酸系重合体に対するＡＦＰの割合を大幅に下げても発現できることが判った。こ
の結果、本発明の氷結晶成長抑制剤を用いれば、極めて低コストで、ＡＦＰと同レベル以
上の不凍活性をすることができることとなる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
≪氷結晶成長抑制剤≫
　本発明の氷結晶成長抑制剤は、不凍タンパク質とポリカルボン酸系重合体とを含む。本
発明の氷結晶成長抑制剤中の、不凍タンパク質とポリカルボン酸系重合体との合計量の割
合は、好ましくは、５０～１００重量％、より好ましくは７０～１００重量％、さらに好
ましくは９０～１００重量％、特に好ましくは９５～１００重量％である。
【００２０】
　上記不凍タンパク質は１種のみでも良いし、２種以上であっても良い。上記ポリカルボ
ン酸系重合体は１種のみでも良いし、２種以上であっても良い。
【００２１】
　本発明の氷結晶成長抑制剤中における、不凍タンパク質とポリカルボン酸系重合体との
割合としては、任意の適切な割合を採用し得る。コストと不凍活性とのバランスを考慮す
ると、好ましくは、不凍タンパク質１重量部に対して、ポリカルボン酸系重合体を、通常
１０～１００００００重量部含み、１０～２０００００重量部含むことが好ましく、５０
～１５００００重量部含むことがより好ましく、１００～１０００００重量部含むことが
さらに好ましい。
【００２２】
　上記不凍タンパク質としては、任意の適切な不凍タンパク質（ＡＦＰ）を採用し得る。
不凍タンパク質は、不凍活性を有するタンパク質を意味し、魚類等の生体内において、凍
結温度域で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抑制し、組織の
凍結から身を守る生体防御物質である。本明細書において、不凍タンパク質とは、不凍活
性を有するペプチドおよびタンパク質の双方を包含するものとする。また、その側鎖に、
ガラクトース、グルコース、フルクトースなどの糖類を有するものを包含するものとする
。
【００２３】
　不凍タンパク質は、任意の適切な方法により、例えば、植物、昆虫、魚類から抽出され
得る。例えば、特開２００６－１２４２９５号公報に記載の方法が挙げられる。
【００２４】
　上記ポリカルボン酸系重合体は、任意の適切なポリカルボン酸系重合体を採用し得る。
ポリカルボン酸系重合体とは、構成単位として、カルボキシル基またはその塩を有する構
成単位を有する重合体をいう。
【００２５】
　上記塩としては、金属塩、アンモニウム塩、有機アンモニウム塩など、任意の適切な塩
を採用し得る。
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【００２６】
　上記ポリカルボン酸系重合体は、単独重合体であっても良いし、共重合体であっても良
い。
【００２７】
　上記ポリカルボン酸系重合体は、好ましくは、不飽和モノカルボン酸（塩）系単量体（
Ｉ）由来の構成単位を有する。上記ポリカルボン酸系重合体が不飽和モノカルボン酸（塩
）系単量体（Ｉ）由来の構成単位を有する場合、該重合体中の該構成単位の割合は、好ま
しくは５０～１００重量％、より好ましくは６０～１００重量％、さらに好ましくは８０
～１００重量％である。該重合体中の該構成単位の割合が上記範囲を外れると、本発明の
効果が十分に発揮できないおそれがある。
【００２８】
　上記ポリカルボン酸系重合体は、不飽和モノカルボン酸（塩）系単量体（Ｉ）と共重合
し得る任意の適切な単量体（以下、その他単量体と称することがある）由来の構成単位を
有していても良い。
【００２９】
　上記その他の単量体としては、例えば、マレイン酸、無水マレイン酸、フマル酸、イタ
コン酸、シトラコン酸、ならびにこれらの１価金属塩、２価金属塩、第４級アンモニウム
塩、有機アンモニウム塩などの、不飽和ジカルボン酸系単量体；ビニルスルホネート、ア
リルスルホネート、（メタ）アリルスルホネート、（メタ）アクリルアミドメチルスルホ
ン酸、２－メチルプロパンスルホン酸（メタ）アクリルアミド、スチレンスルホン酸、な
らびにこれらの１価金属塩、２価金属塩、第４級アンモニウム塩、有機アンモニウム塩な
どの、不飽和スルホン酸系単量体；メチル（メタ）アクリルアミドのような、不飽和カル
ボン酸類と炭素数１～３０のアミン類とのアミド；スチレン、α－メチルスチレンなどの
、ビニル芳香族系単量体；（メタ）アリルアルコールなどの、アリル系単量体；メチル（
メタ）アクリレート、エチル（メタ）アクリレートなどの、不飽和モノカルボン酸類と炭
素数１～３０のアルコールとのエステル；（メタ）アクリロニトリルなどの、不飽和シア
ン系単量体；などが挙げられる。
【００３０】
　上記不飽和モノカルボン酸（塩）系単量体（Ｉ）としては、不飽和二重結合、および、
カルボキシル基またはその塩を有する単量体であれば、任意の適切な単量体を採用し得る
。好ましくは、一般式（１）で表される単量体である。
【化２】

【００３１】
　一般式（１）中、Ｒ１～Ｒ３は、それぞれ、同一または異なって、水素原子またはメチ
ル基を表す。
【００３２】
　一般式（１）中、Ｍは、水素原子、１価金属原子、多価金属原子、アンモニウム基、ま
たは有機アンモニウム基を表す。本発明の効果をより一層発現させるために、好ましくは
、Ｍは、アンモニウム基または有機アンモニウム基である。
【００３３】
　上記１価金属原子としては、例えば、リチウム、ナトリウム、カリウムが挙げられる。
【００３４】
　上記多価金属原子としては、例えば、カルシウム、マグネシウムなどのアルカリ土類金
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属等の２価金属原子；アルミニウム、鉄等の３価金属原子が挙げられる。
【００３５】
　上記有機アンモニウム基としては、例えば、トリメチルアンモニウム基、トリエチルア
ンモニウム基、モノエタノールアミン由来の有機アンモニウム基、ジエタノールアミン由
来の有機アンモニウム基、トリエタノールアミン由来の有機アンモニウム基が挙げられる
。
【００３６】
　上記不飽和モノカルボン酸（塩）系単量体（Ｉ）の具体例としては、例えば、アクリル
酸のアンモニウム塩、アクリル酸の有機アンモニウム塩、メタクリル酸のアンモニウム塩
、メタクリル酸の有機アンモニウム塩が挙げられる。
【００３７】
　上記ポリカルボン酸系重合体の具体例としては、例えば、ポリアクリル酸アンモニウム
、ポリアクリル酸有機アンモニウム、ポリメタクリル酸アンモニウム、ポリメタクリル酸
有機アンモニウムが挙げられる。
【００３８】
　上記ポリカルボン酸系重合体の重量平均分子量としては、例えば、１０００～１０００
０００が好ましく、３０００～５０００００がより好ましい。上記ポリカルボン酸系重合
体の重量平均分子量が１０００より小さいと、氷結晶あるいは不凍タンパク質に吸着する
際の被覆面積が小さくなって氷結晶成長抑制剤としての効果が発揮できないおそれがある
。上記ポリカルボン酸系重合体の重量平均分子量が１００００００より大きいと、氷結晶
を分散させる効果が小さくなり、氷結晶成長抑制剤が凝集剤的に作用してしまうおそれが
ある。
【００３９】
　本発明の氷結晶成長抑制剤は、上記不凍タンパク質と上記ポリカルボン酸系重合体以外
に、必要に応じて、本発明の効果を損なわない範囲で、任意の適切なその他の成分を含ん
でいても良い。
【００４０】
　上記その他の成分としては、例えば、ポリビニルアルコール、ポリアクリルアミド、ポ
リビニルピロリドンなどの水溶性高分子；塩；糖類；核酸；タンパク質；などが挙げられ
る。
【００４１】
　本発明の氷結晶成長抑制剤は、不凍活性の内容に応じて種々の用途に使用できる。例え
ば、熱ヒステリシスと再結晶抑制効果は、氷結晶成長抑制剤として利用できる。この場合
、氷の成長を抑制することによって氷の合一化を抑制できる。本発明の氷結晶成長抑制剤
は、例えば、氷蓄熱システムの二次冷媒としての氷スラリーに添加してもよい。
【００４２】
　本発明の氷結晶成長抑制剤を氷蓄熱システム用途に利用する方法の一例としては、本発
明の氷結晶成長抑制剤を添加した液体を冷却して氷スラリーを生成させ、該氷スラリーを
配管及びポンプによって所定の場所に輸送することや、同様にして得られた氷スラリーを
貯蔵することで冷熱を保存することが挙げられる。本発明の氷結晶成長抑制剤を氷蓄熱シ
ステム用途に使用すれば、氷スラリー中で氷が合一化してシステムが運転不能となること
を防止できる。なお、氷そのものの量は実質的には変化しないため、システムの蓄熱能力
が低下するおそれはない。さらに、比較的少量で効果があるので、多大なモル凝固点降下
を引き起こさない。また、本発明の氷結晶成長抑制剤は化学的に安定なので、運転効率を
保ったまま長期間の運転が可能である。
【００４３】
　本発明の氷結晶成長抑制剤を冷凍食品に添加すれば、食品中の氷が合一化または再結晶
化して食感が低下するのを防止できる。
【００４４】
　本発明の氷結晶成長抑制剤は、熱ヒステリシスを示す性質によって、氷の成長開始温度
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低下剤としても利用できる。氷結晶成長開始温度低下剤は、氷付着を防止するために付着
箇所（例えば、飛行機などの翼や電線など）に散布又は塗布してもよく、凍結や霜害を防
止するために地面（路面、土壌など）や農作物に散布又は塗布してもよい。
【００４５】
　本発明の氷結晶成長抑制剤は、金属への腐食性が少なく、また少量の添加でも効果が高
いため、環境への負荷が小さい。
【００４６】
　本発明の氷結晶成長抑制剤は、熱ヒステリシスを示す性質と、再結晶を抑制する効果に
よって、氷点下での生体組織の凍結保存と凍結防止を可能にし、氷点下での生体組織の損
傷又は体液の凍結を防止するために生体組織又は体液に注入することができる。具体的に
は、養殖魚の耐凍性改善、精子や臓器などの冷凍保存、冷凍手術などに利用できる。
【００４７】
≪氷結晶成長抑制方法≫
　本発明の氷結晶成長抑制方法は、氷結晶の表面に吸着して凍結を阻害する高分子Ａと、
該氷結晶の表面であって該高分子Ａが吸着する表面と異なる表面に吸着して凍結を阻害す
る高分子Ｂとを用いる。このような高分子Ａおよび高分子Ｂを併用することにより、高い
氷結晶成長抑制効果を発現できる、氷結晶成長抑制方法を提供することが可能となる。
【００４８】
　高分子Ａとしては、氷結晶の表面に吸着して凍結を阻害する高分子であれば、任意の適
切な高分子を採用し得る。
【００４９】
　高分子Ｂとしては、氷結晶の表面であって高分子Ａが吸着する表面と異なる表面に吸着
して凍結を阻害する高分子であれば、任意の適切な高分子を採用し得る。
【００５０】
　本発明の氷結晶成長抑制方法の、好ましい実施形態としては、不凍タンパク質とポリカ
ルボン酸系重合体とを用いて氷結晶成長を抑制する方法である。この場合、高分子Ａが不
凍タンパク質に該当し、高分子Ｂがポリカルボン酸系重合体に該当する。
【００５１】
　本発明の氷結晶成長抑制方法について、図２－ａ、図２－ｂを参照しながら、より具体
的に説明する。図２－ａにおいて、氷結晶の表面に吸着して凍結を阻害する高分子Ａは、
氷の最小核ができるとただちにｃ軸に平行な面（プリズム面）に吸着し、ａ軸方向の氷の
成長を抑止するため、六方晶状の氷晶２が形成される。六方晶状の氷晶２は、図２－ｂに
示すように、ｃ軸方向に小さな六方柱を積み重ねるようにして成長し、バイピラミッド型
氷晶３となる。高い氷結晶成長抑制効果を発現するためには、ｃ軸方向の成長を抑止する
必要がある。このｃ軸方向の成長を抑止するために、高分子Ｂを用いる。高分子Ｂは、ｃ
軸方向の成長を抑止し、このときは、六方晶状のまま（図２－ａ参照）となる。ａ軸方向
とｃ軸方向の結晶成長が抑制されているため、氷晶同士の合一も抑制され、氷結晶の粗大
化が抑制される。別の可能性としては、高分子Ａ、Ｂが同じ氷結晶の表面に吸着し、その
結果、高い氷結晶成長抑制効果を発現していることも考えられる。さらに別の可能性とし
ては、高分子Ａ、Ｂが作用し、氷結晶表面への吸着量が強い高分子複合体を形成すること
も考えられる。
【実施例】
【００５２】
　以下、実施例により本発明をより詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例には限定
されない。なお、特に明記しない限り、実施例における部および％は重量基準である。
【００５３】
＜重量平均分子量（Ｍｗ）の測定＞
　ＧＰＣ（ゲルパーミエーションクロマトグラフィ）により、以下の条件で測定した。
　・カラム：ＧＦ－７ＭＨＱ（昭和電工社製）
　・カラム温度：３５℃
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　・溶離液：リン酸水素二ナトリウム１２水和物３４．５ｇおよびリン酸二水素ナトリウ
ム２水和物４６．２ｇ（いずれの試薬も特級である。）に純水を加えて全量を５０００ｇ
とし、その後、フィルター孔径０．４５μｍのメンブランフィルターで濾過した水溶液
　・検出器：ＵＶ　２１４ｎｍ（日本ウォーターズ（株）製、モデル４８１型）
　・流量：０．５ｍＬ／ｍｉｎ
　・検量線：ポリアクリル酸ナトリウム標準サンプル（総和科学社製）
【００５４】
＜熱ヒステリシスの測定＞
　容量が約３０ｍｌのジャケット付アクリル製小型セルを結晶観察セルとし、該セルは、
恒温槽から供給される冷媒によって温度制御されている。結晶観察セル中における氷単結
晶の成長の様子は、顕微鏡レンズ付きのＣＣＤカメラにて撮影し、ＨＤＤレコーダーに録
画した。また、結晶観察セル中の溶液温度を、白金温度計で測定した。
　実験手順としては、予め濃度調整を行ったサンプル溶液をセルに注入し、冷媒を供給し
て、溶液温度を下げた。溶液中に、平板状の氷結晶から切り出した氷単結晶を浸漬した。
溶液の温度を平衡融点近傍に設定し、氷単結晶の成長を止めた後、溶液温度を徐々に下げ
て、氷単結晶が再び成長し始める温度（凝固点）を決定した。その後、溶液の温度を上げ
、氷単結晶の融解速度を測定し、平衡融点を決定した。
【００５５】
＜不凍タンパク質（ＡＦＰ）＞
　Ｗｉｎｔｅｒ　ｆｌｏｕｎｄｅｒ由来の、ＡＦＰ　ｔｙｐｅＩ（Ａ／Ｆ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｃａｎａｄａ　２０００　Ｉｎｃ．）を用いた。
＜ポリアクリル酸アンモニウム（ＮＨ４ＰＡ）の合成＞
　ポリアクリル酸（商品名：「アクアリックＨＬ－４１５」、重量平均分子量（Ｍｗ）：
１００００、株式会社日本触媒製）を２８％アンモニア水（和光純薬工業製）でｐＨ７．
０になるまで中和し、ポリアクリル酸アンモニウム（ＮＨ４ＰＡ）を合成した。
【００５６】
〔実施例１〕
　ＡＦＰが０．２ｍｇ／ｍｌの濃度、ＮＨ４ＰＡが２００ｍｇ／ｍｌの濃度となるように
、ＡＦＰとＮＨ４ＰＡとの混合水溶液を調製した。
　得られた水溶液について、熱ヒステリシスを測定した。
　結果を表１に示す。
【００５７】
〔実施例２〕
　ＡＦＰが０．０１ｍｇ／ｍｌの濃度、ＮＨ４ＰＡが２００ｍｇ／ｍｌの濃度となるよう
に、ＡＦＰとＮＨ４ＰＡとの混合水溶液を調製した。
　得られた水溶液について、熱ヒステリシスを測定した。
　結果を表１に示す。
【００５８】
〔比較例１〕
　ＮＨ４ＰＡが２００ｍｇ／ｍｌの濃度となるように、ＮＨ４ＰＡの水溶液を調製した。
　得られた水溶液について、熱ヒステリシスを測定した。
　結果を表１に示す。
【００５９】
〔比較例２〕
　ＡＦＰが０．２ｍｇ／ｍｌの濃度となるように、ＡＦＰの水溶液を調製した。
　得られた水溶液について、熱ヒステリシスを測定した。
　結果を表１に示す。
【００６０】
〔比較例３〕
　ＡＦＰが５．６ｍｇ／ｍｌの濃度となるように、ＡＦＰの水溶液を調製した。
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　得られた水溶液について、熱ヒステリシスを測定した。
　結果を表１に示す。
【００６１】
【表１】

【００６２】
　比較例２によれば、ＡＦＰのみを０．２ｍｇ／ｍｌ用いた場合の熱ヒステリシスは０．
０９Ｋである。また、比較例１によれば、ＮＨ４ＰＡのみを２００ｍｇ／ｍｌ用いた場合
の熱ヒステリシスは０．０１Ｋであり、ＡＦＰのみの場合（比較例２）よりも熱ヒステリ
シスは低くなっている。ところが、実施例１に示すように、ＡＦＰ（０．２ｍｇ／ｍｌ）
とＮＨ４ＰＡ（２００ｍｇ／ｍｌ）とを併用した場合、熱ヒステリシスが、それぞれの単
独使用の場合（比較例１、２）からの予想をはるかに超えて、０．６８Ｋという大きな値
となっており、非常に高い不凍活性を示している。しかも、熱ヒステリシスが０．６８Ｋ
という非常に高い不凍活性と同レベルの不凍活性をＡＦＰのみを用いて発現しようとする
と、比較例３に示すように、ＡＦＰが５．６ｍｇ／ｍｌ以上必要であることが判る。この
ことから、熱ヒステリシスが０．６８Ｋという非常に高い不凍活性を発現させるために、
本発明の氷結晶成長抑制剤を用いて本発明の氷結晶成長抑制方法によれば、ＡＦＰの使用
コストが大幅に低減（実施例１のＡＦＰの使用量は比較例３のＡＦＰの使用量の２８分の
１）できることが判る。
【産業上の利用可能性】
【００６３】
　本発明の氷結晶成長抑制剤は、不凍活性の内容に応じて種々の用途に使用できる。例え
ば、氷結晶成長抑制剤以外に、氷蓄熱システムの二次冷媒としての氷スラリーに添加して
もよい。
【図面の簡単な説明】
【００６４】
【図１】不凍活性を示さない物質の水溶液から析出する氷晶を説明するための概念図であ
る。
【図２－ａ】不凍活性を示す物質の水溶液から析出する氷晶を説明するための第１の概念
図である。
【図２－ｂ】不凍活性を示す物質の水溶液から析出する氷晶を説明するための第２の概念
図である。
【符号の説明】
【００６５】
１　　扁平円盤状氷晶
２　　六方晶状氷晶
３　　バイピラミッド型氷晶
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