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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　水とガス体および／または溶剤等の液体とから包接化合物が形成されるに際し、タイプ

IIIの球状不凍タンパク質を添加することにより該包接化合物の形成を抑制する包接化合

物の形成抑制方法。

【請求項２】

　ガス体がメタンやプロパンなどの炭化水素ガス、炭酸ガスや硫化水素などの酸性ガス、

及びネオンやクリプトンなどの希ガスである請求項1記載の形成抑制方法。

【請求項３】

　液体がHFC-32や HFC-134aなどのフルオロカーボン、テトラヒドロフランやアセトンなど

の有機溶剤、または請求項２記載のガス体との共存下で包接化合物を形成するメチルシク

ロヘキサンやイソペンタンなどの有機溶剤や液体炭化水素である請求項1記載の形成抑制

方法。

【請求項４】

　ガス体および／または溶剤等の液体を輸送・貯蔵する際に、タイプ IIIの球状不凍タン

パク質を添加し包接化合物の形成を抑制することを特徴とするガス体および／または液体

の輸送・貯蔵方法。

【請求項５】

　ガス体がメタンやプロパンなどの炭化水素ガス、炭酸ガスや硫化水素などの酸性ガス、

及びネオンやクリプトンなどの希ガス等である請求項４記載のガス体および／または液体
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の 輸 送 ・ 貯 蔵 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 液 体 が HFC-32や HFC-134aな ど の フ ル オ ロ カ ー ボ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン や ア セ ト ン な ど

の 有 機 溶 剤 、 ま た は 請 求 項 ５ 記 載 の ガ ス 体 と の 共 存 下 で 包 接 化 合 物 を 生 成 す る メ チ ル シ ク

ロ ヘ キ サ ン や イ ソ ペ ン タ ン な ど の 有 機 溶 剤 や 液 体 炭 化 水 素 で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の ガ ス 体 お

よ び ／ ま た は 液 体 の 輸 送 ・ 貯 蔵 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 ガ ス 体 お よ び ／ ま た は 溶 剤 等 の 液 体 を 輸 送 管 に よ り 輸 送 す る 方 法 に お い て 、 タ イ プ III

の 球 状 不 凍 タ ン パ ク 質 を 添 加 し 包 接 化 合 物 の 形 成 を 抑 制 す る こ と に よ り 輸 送 管 の 閉 塞 を 防

止 す る 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 ガ ス 体 が メ タ ン や プ ロ パ ン な ど の 炭 化 水 素 ガ ス 、 炭 酸 ガ ス や 硫 化 水 素 な ど の 酸 性 ガ ス 、

及 び ネ オ ン や ク リ プ ト ン な ど の 希 ガ ス で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 輸 送 管 の 閉 塞 を 防 止 す る 方 法

。

【 請 求 項 ９ 】

　 液 体 が HFC-32や HFC-134aな ど の フ ル オ ロ カ ー ボ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン や ア セ ト ン な ど

の 有 機 溶 剤 、 ま た は 請 求 項 ５ 記 載 の ガ ス 体 と の 共 存 下 で 包 接 化 合 物 を 生 成 す る メ チ ル シ ク

ロ ヘ キ サ ン や イ ソ ペ ン タ ン な ど の 有 機 溶 剤 や 液 体 炭 化 水 素 で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 輸 送 管 の

閉 塞 を 防 止 す る 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 石 油 や 天 然 ガ ス を 輸 送 す る 際 に 輸 送 管 中 に 生 成 し 、 閉 塞 事 故 を 起 こ す 原 因 と

な る 包 接 化 合 物 の 生 成 を 制 御 す る た め 、 水 溶 液 中 に タ イ プ IIIの 球 状 不 凍 タ ン パ ク 質 を 溶

解 さ せ る こ と に よ り 、 生 成 過 程 を 抑 制 す る 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 包 接 化 合 物 は 、 天 然 ガ ス な ど の 疎 水 性 気 体 や フ ル オ ロ カ ー ボ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン の

よ う な 溶 剤 等 の 分 子 （ ゲ ス ト 分 子 と 呼 ぶ ） と 水 （ ホ ス ト 分 子 と も 呼 ば れ る ） と が 低 温 高 圧

条 件 下 で 反 応 し 、 水 （ あ る い は 氷 ） へ の 溶 解 度 を は る か に 超 え る 高 濃 度 に ゲ ス ト 分 子 を 包

蔵 し た 固 体 の こ と を 言 う 。 こ の 物 質 は 18世 紀 末 に 発 見 さ れ て い る が 、 1950年 代 に 高 緯 度 地

域 の 石 油 化 学 プ ラ ン ト に て 輸 送 パ イ プ が 閉 塞 す る 事 故 が 生 じ 、 こ の 原 因 物 質 と し て 大 き く

注 目 さ れ た 。 そ の 後 こ う し た 事 故 を 防 ぐ た め 、 生 成 を 阻 害 す る 技 術 を 中 心 に 研 究 が 進 め ら

れ て き た (例 え ば 非 特 許 文 献 １ を 参 照 )。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 包 接 化 合 物 は 、 主 と し て 2種 類 の 結 晶 構 造 を と る 。 ひ と つ は メ タ ン ガ ス や 炭 酸 ガ ス 等 と

反 応 し て 生 成 す る I型 結 晶 （ 立 方 晶 、 単 位 胞 長 約 1.2nm） で 、 も う ひ と つ は テ ト ラ ヒ ド ロ フ

ラ ン や プ ロ パ ン ガ ス 等 と 反 応 し て 生 成 す る II型 結 晶 （ 立 方 晶 、 単 位 胞 長 約 1.7nm） で あ る

。 い ず れ も 水 分 子 の 作 る 格 子 か ら な る が 、 氷 の 結 晶 （ 六 方 晶 、 単 位 胞 長 a=0.45nm、 c=0.74

nm） と は 異 な る 構 造 で あ り 、 水 分 子 間 距 離 も そ れ ぞ れ 異 な る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 化 石 燃 料 が 次 第 に 極 地 域 、 大 水 深 地 域 に 展 開 し て い く 現 在 、 包 接 化 合 物 の 生 成 抑 制 技 術

は 古 く て 新 し い 技 術 と し て 現 在 も 研 究 対 象 と な っ て い る (例 え ば 非 特 許 文 献 ２ 参 照 )。 ま た

海 底 の 堆 積 物 中 や 極 域 の 永 久 凍 土 層 中 に は 、 こ う し た 化 石 燃 料 に 付 随 す る も の ば か り で は

な い 天 然 ガ ス が 包 接 化 合 物 の 形 で 腑 存 し て い る こ と が 知 ら れ て お り 、 近 年 こ れ ら を 天 然 ガ

ス 資 源 と し て 開 発 す る た め の 開 発 研 究 が 開 始 さ れ て い る （ 例 え ば 非 特 許 文 献 ３ を 参 照 ） 。

さ ら に 包 接 化 合 物 の 持 つ 高 密 度 ゲ ス ト 分 子 包 蔵 性 や 生 成 ・ 分 解 反 応 時 の ゲ ス ト 分 子 選 択 性

等 の ユ ニ ー ク な 特 性 を 利 用 し 、 工 業 的 に 利 用 す る 技 術 に つ い て も 検 討 が 行 わ れ 始 め て い る

。 例 え ば 包 接 化 合 物 を 利 用 し た 混 合 ガ ス の 分 離 技 術 と し て は 、 「 ガ ス ハ イ ド レ ー ト を 利 用

し た 混 合 ガ ス の 分 離 お よ び 海 水 の 淡 水 化 方 法 」 （ 特 許 文 献 １ ） や 「 同 位 体 分 離 方 法 」 （ 特

10

20

30

40

50



(3) JP  4106440  B2  2008.6.25

許 文 献 ２ ） 「 希 ガ ス の 分 離 方 法 」 （ 特 許 文 献 ３ ） な ど が 報 告 さ れ て お り 、 従 来 か ら 行 わ れ

て い る 混 合 ガ ス 中 の 各 成 分 の 沸 点 差 を 利 用 し た 低 温 分 離 法 、 膜 分 離 法 、 振 動 吸 着 分 離 法 な

ど の 手 法 に 比 べ て 低 エ ネ ル ギ ー 性 、 小 設 備 性 、 低 環 境 負 荷 性 な ど 優 れ た 点 を 持 つ こ と が 知

ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 こ れ ら の 技 術 開 発 に お い て 、 包 接 化 合 物 の 生 成 ・ 分 解 挙 動 を 制 御 す る こ と は 、 き わ め て

重 要 で あ る 。 特 に 前 述 し た よ う に 、 包 接 化 合 物 の 生 成 を 抑 制 す る 技 術 に つ い て は そ の 応 用

範 囲 が 広 い 。 ま た 包 接 化 合 物 中 の 成 長 速 度 と 、 形 成 さ れ た 包 接 化 合 物 中 の ゲ ス ト 分 子 濃 度

と の 間 に は 相 関 が あ り 、 必 要 な 量 の ゲ ス ト 分 子 濃 度 を も つ 包 接 化 合 物 を 得 る た め に は 、 生

成 速 度 を 制 御 す る 必 要 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 包 接 化 合 物 の 生 成 を 抑 制 す る 技 術 と し て は 、 主 と し て 次 の よ う な 2つ の 添 加 剤 を 用 い る

方 法 が 主 流 で あ る 。 ひ と つ は 、 包 接 化 合 物 の 平 衡 条 件 を 抑 制 側 に シ フ ト さ せ る 添 加 物 （ 例

え ば 海 水 や ア ル コ ー ル な ど ） を 利 用 す る 方 法 で あ り 、 他 の ひ と つ は 平 衡 条 件 は ほ と ん ど 変

化 さ せ な い が 生 成 し た 結 晶 を 抑 制 す る 添 加 物 （ PVPな ど の 化 学 薬 品 ） を 利 用 す る 方 法 で あ

る 。 い ず れ の 方 法 も 実 際 の 生 産 に お い て 利 用 さ れ て は い る が 、 前 者 の 添 加 物 は 包 接 化 合 物

の 成 長 を 抑 制 す る わ け で は な い の で 、 系 が シ フ ト し た 平 衡 条 件 に な っ て し ま う と 包 接 化 合

物 の 生 成 を 抑 制 す る こ と が で き な い 。 ま た 後 者 の 添 加 物 は 現 在 も 開 発 が 進 め ら れ て い る が

、 環 境 へ の 影 響 評 価 な ど が 十 分 に 行 わ れ て お ら ず 、 経 済 的 な 問 題 も 多 い 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 Uchida et al. (1999)（ 非 特 許 文 献 ４ ） は 炭 酸 ガ ス 包 接 化 合 物 の 生 成 実 験 を 行 い 、 純 水

－ 炭 酸 ガ ス 界 面 で 生 成 さ れ る 膜 状 包 接 化 合 物 の 成 長 速 度 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 炭 酸 ガ ス 包

接 化 合 物 の 成 長 速 度 は 、 そ の 圧 力 下 で 生 成 を 開 始 す る 時 の 温 度 の 平 衡 温 度 か ら の ず れ （ 過

冷 却 度 DT） の 関 数 で あ ら わ さ れ る こ と が わ か っ た 。 さ ら に Uchida et al. (2002) （ 非 特

許 文 献 ５ ） は 、 同 様 の 実 験 を NaClを 含 む 水 溶 液 で 行 い 、 NaCl水 溶 液 － 炭 酸 ガ ス 界 面 で 生 成

す る 包 接 化 合 物 は 、 純 水 系 よ り も 成 長 速 度 が 遅 い こ と 、 ま た NaCl濃 度 が 高 い ほ ど 成 長 速 度

抑 制 効 果 が 大 き い こ と を 見 出 し た 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 包 接 化 合 物 と 同 様 の 水 素 化 合 物 系 結 晶 で あ る 氷 の 生 成 抑 制 技 術 と し て 、 近 年 天 然 に 産 出

す る 不 凍 タ ン パ ク 質 の 利 用 技 術 開 発 が 活 発 に な っ て い る 。 こ の 不 凍 タ ン パ ク 質 は 氷 の 結 晶

面 上 に 選 択 的 に 付 着 し 、 そ の 結 晶 成 長 を 抑 制 す る 働 き を 持 つ と い わ れ て い る 。 し か し な が

ら そ の 機 能 は 氷 の 結 晶 構 造 に 限 定 さ れ て 評 価 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 最 近 Zengら (非 特 許 文 献 ６ )は 、 タ イ プ Iに 分 類 さ れ る ら せ ん 状 不 凍 タ ン パ ク 質 が テ ト ロ

ヒ ド ロ フ ラ ン や プ ロ パ ン ガ ス な ど の II型 包 接 化 合 物 の 生 成 を 抑 制 す る 可 能 性 を 指 摘 し た 。

し か し な が ら 効 果 が II型 結 晶 構 造 に 対 し て の み 示 さ れ て お り 、 天 然 ガ ス の 主 成 分 で あ る メ

タ ン ガ ス や 炭 酸 ガ ス と 反 応 し て 生 成 す る I型 包 接 化 合 物 結 晶 へ の 有 効 性 に つ い て の 報 告 は

な い 。

【 ０ ０ １ ０ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 11-319805

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 2000-33236

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 2000-107549

【 非 特 許 文 献 １ 】 Sloan, E.D.Jr. , Clathrate Hydrates of Natural Gases 2ndEd. Revis

ed and Expanded, Marcel Dekker Inc., 1998

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Carroll , J.J. , Natural Gas Hydrates: A Guide for Engineers, Butt

erwort-Heinemann, 2002

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Paull, C.K and Dilloin, W.P. Eds., Natural Gas Hydrates: Occurre

nce, Distribution, and Detection

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Uchida et al. J. Crystal Growth, 204, p. 348, 1999

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Uchida et al. J. Crystal Growth, 237-239, p. 383, 2002
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【 非 特 許 文 献 ６ 】 Zeng et al Can. J. Phys., 81, p.17, 2003

【 非 特 許 文 献 ７ 】 Sicheri et al. Nature, 375, p. 427, 1995

【 非 特 許 文 献 ８ 】 Gronwald et al. Biochemistry, 37, p. 4712, 1998

【 非 特 許 文 献 ９ 】 Jia et al. Nature, 384, p. 285, 1996

【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Deng et al. Biochim. Biophys. Acta, 1388, p.305, 1998

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 こ の 発 明 は 、 石 油 や 天 然 ガ ス を 輸 送 す る 際 に 輸 送 管 中 に 生 成 し 、 あ る い は 工 業 的 に 生 成

さ れ た 包 接 化 合 物 ス ラ リ ー の 輸 送 管 中 で 成 長 を 続 け 、 閉 塞 事 故 を 起 こ す 原 因 と な る 包 接 化

合 物 の 生 成 過 程 を 制 御 す る た め 、 天 然 に 産 出 し 環 境 調 和 性 の 高 い タ イ プ IIIの 球 状 不 凍 タ

ン パ ク 質 を 水 溶 液 中 に 微 量 に 溶 解 さ せ る こ と に よ り 、 生 成 過 程 を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る

こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 者 は 包 接 化 合 物 の 生 成 に 用 い る 水 溶 液 や ゲ ス ト 分 子 と 、 形 成 さ れ た 包 接 化 合 物 の

生 成 過 程 に つ い て 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 氷 の 生 成 制 御 に 効 果 が あ る こ と が 報 告 さ れ た 不

凍 タ ン パ ク 質 水 溶 液 か ら 包 接 化 合 物 を 形 成 さ せ る 際 、 包 接 化 合 物 相 の 生 成 安 定 条 件 に 達 し

て か ら 結 晶 が 発 生 す る ま で の 時 間 （ 生 成 誘 導 期 間 ） が 純 水 を 用 い た と き よ り 長 く な る こ と

、 ま た 結 晶 が 発 生 し て か ら 成 長 す る 速 度 が 純 水 を 用 い た と き よ り 遅 く な る こ と を 見 出 し 、

水 溶 液 中 の タ イ プ IIIの 球 状 不 凍 タ ン パ ク 質 の 濃 度 に 変 化 さ せ て も 同 様 の 成 果 が 得 ら れ る

と い う 知 見 に 基 づ い て 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 水 と ガ ス 体 お よ び ／ ま た は 溶 剤 等 の 液 体 と か ら 包 接 化 合 物 が 形 成

さ れ る に 際 し 、 タ イ プ IIIの 球 状 不 凍 タ ン パ ク 質 を 添 加 す る こ と に よ り 該 包 接 化 合 物 の 形

成 を 抑 制 す る 包 接 化 合 物 の 形 成 抑 制 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ガ ス 体 お よ び ／ ま た は 溶 剤 等 の 液 体 を 輸 送 ・ 貯 蔵 す る 際 に 、 タ イ プ

IIIの 球 状 不 凍 タ ン パ ク 質 を 添 加 し 包 接 化 合 物 の 形 成 を 抑 制 す る こ と を 特 徴 と す る ガ ス 体

お よ び ／ ま た は 液 体 の 輸 送 ・ 貯 蔵 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ガ ス 体 お よ び ／ ま た は 溶 剤 等 の 液 体 を 輸 送 管 に よ り 輸 送 す る 方 法 に

お い て 、 タ イ プ IIIの 球 状 不 凍 タ ン パ ク 質 を 添 加 し 包 接 化 合 物 の 形 成 を 抑 制 す る こ と に よ

り 輸 送 管 の 閉 塞 を 防 止 す る 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 上 記 そ れ ぞ れ の 方 法 に お い て 、 ガ ス 体 と し て は 、 メ タ ン や プ ロ パ ン な ど の 炭 化 水 素 ガ ス

、 炭 酸 ガ ス や 硫 化 水 素 な ど の 酸 性 ガ ス 、 及 び ネ オ ン や ク リ プ ト ン な ど の 希 ガ ス が 挙 げ ら れ

、 液 体 と し て は 、 HFC-32や HFC-134aな ど の フ ル オ ロ カ ー ボ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン や ア セ

ト ン な ど の 有 機 溶 剤 、 ま た は 上 記 ガ ス 体 と の 共 存 下 で 包 接 化 合 物 を 生 成 す る メ チ ル シ ク ロ

ヘ キ サ ン や イ ソ ペ ン タ ン な ど の 有 機 溶 剤 や 液 体 炭 化 水 素 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 ま た 、 使 用 す る タ イ プ IIIの 球 状 不 凍 タ ン パ ク 質 は 水 溶 液 中 で の 濃 度 が 0.01 mg/mlで 有

効 で あ り 、 上 限 の 濃 度 に つ い て は 特 に 限 定 は な い 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 に よ り 、 水 と ガ ス 体 お よ び ／ ま た は 溶 剤 等 の 液 体 か ら 包 接 化 合 物 が 形 成 さ れ る に

際 し 、 こ れ ら に タ イ プ IIIの 球 状 不 凍 タ ン パ ク 質 を 添 加 す る こ と に よ り 該 包 接 化 合 物 の 形

成 を 抑 制 す る こ と が で き た 。 そ し て 、 こ の 方 法 を ガ ス 体 お よ び ／ ま た は 溶 剤 等 の 液 体 を 輸

送 管 に よ り 輸 送 す る 方 法 に お い て 適 用 す る こ と に よ り 包 接 化 合 物 の 形 成 に よ る 輸 送 管 等 の

閉 塞 を 防 止 す る こ と が で き た 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 包 接 化 合 物 を 生 成 し 得 る ゲ ス ト 分 子 相 （ 気 相 ま た は 液 相 ） と 水 と を 反

応 さ せ る 際 に 、 包 接 化 合 物 を 形 成 し 得 る 条 件 下 に お い て も 生 成 反 応 が 起 こ ら な い 時 間 （ 生

成 誘 導 期 間 ） を 長 く す る こ と で 包 接 化 合 物 の 生 成 を 抑 制 す る 技 術 、 及 び 生 成 反 応 が 起 き た

後 包 接 化 合 物 が 成 長 す る 速 度 を 低 下 さ せ る こ と で 包 接 化 合 物 の 生 成 を 抑 制 す る 技 術 と か ら

な っ て い る 。 こ こ で い う 不 凍 タ ン パ ク 質 と は 、 不 凍 能 力 を 有 す る タ ン パ ク 質 の こ と で あ る

。 不 凍 タ ン パ ク 質 は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 分 子 形 状 に よ っ て タ イ プ Iか ら IVの 4種 類 に 分

類 さ れ る （ 図 １ 参 照 ） 。 図 １ に お い て 、 (a)は タ イ プ Iの 構 造 （ 一 本 の ア ル フ ァ ヘ リ ッ ク ス

構 造 ） を 、 (b)は タ イ プ IIの 構 造 （ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を ５ つ 有 す る 、 C-typeレ ク チ ン に 類

似 し た 構 造 ） を 、 （ c） は タ イ プ IIIの 構 造 （ ベ ー タ シ ー ト 構 造 に 富 ん だ 球 状 構 造 ） を そ れ

ぞ れ 示 す 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 タ イ プ Iは 分 子 量 3300～ 4500で 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に は ア ラ ニ ン を 多 く 含 む と い う 特 徴 を も

つ 。 代 表 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は カ レ イ の 一 種 winter flounder由 来 の 配 列 が 挙 げ ら れ

る (非 特 許 文 献 7)。 分 子 形 状 は 図 1(a)に 示 す よ う に 、 1本 の ア ル フ ァ へ リ ッ ク ス 構 造 を と る

。 タ イ プ IIは 分 子 量 11000～ 24000で 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に は シ ス テ イ ン を 多 く 含 む と い う 特 徴

を も つ 。 代 表 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は カ ジ カ の 一 種 sea raven由 来 の 配 列 が 挙 げ ら れ る (

非 特 許 文 献 8)。 分 子 形 状 は 図 1(b)に 示 す よ う に 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を ５ つ 有 し 、 C-typeレ

ク チ ン に 類 似 し た 構 造 を と る 。 タ イ プ IIIは 分 子 量 6500～ 14000で 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 徴 は

特 に 無 い 。 代 表 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は ゲ ン ゲ の 一 種 ocean pout由 来 配 列 が 挙 げ ら れ る

(非 特 許 文 献 9)。 分 子 形 状 は 図 1(c)に 示 す よ う に 、 ベ ー タ シ ー ト 構 造 に 富 ん だ 球 状 構 造 を

と る 。 タ イ プ IVは 分 子 量 10000で 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に は グ ル タ ミ ン を 多 く 含 む と い う 特 徴 を

も つ 。 代 表 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は カ ジ カ の 一 種 longhorn sculpin由 来 の 配 列 が 挙 げ ら

れ る (非 特 許 文 献 10)。 分 子 形 状 の 特 徴 は 4本 の ア ル フ ァ へ リ ッ ク ス バ ン ド ル 構 造 と 予 測 さ

れ て い る が 、 ま だ 構 造 解 析 さ れ て お ら ず 、 タ イ プ I～ IIIに 示 す よ う な 明 確 な 分 子 形 状 は ま

だ 決 定 さ れ て い な い 。 本 発 明 で 用 い て い る 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 タ イ プ IIIに 分 類 さ れ る 球

状 タ ン パ ク 質 で あ る 。 実 施 例 で 使 用 し た タ イ プ IIIの 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 配 列 表 の 配 列 番

号 1で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 た だ し 本 発 明 で も た ら さ れ る 効 果 は 、 当 該 ア ミ ノ

酸 配 列 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 広 く タ イ プ IIIの 不 凍 タ ン パ ク 質 に 当 て は ま る も の で

あ る 。 ま た 本 発 明 に お い て は 凍 結 と い っ て も 氷 化 で は な く 、 包 接 化 合 物 の 生 成 を 意 味 し 、

通 常 、 不 凍 タ ン パ ク 質 （ Antifreeze Protein, AFPと 略 記 す る ） と い う 名 称 を 用 い る 。 な

お 、 本 明 細 書 に お い て は 、 不 凍 タ ン パ ク 質 は タ イ プ IIIの 球 状 不 凍 タ ン パ ク 質 で あ る こ と

か ら 文 脈 に 応 じ て AFP（ III） と 略 記 す る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 包 接 化 合 物 を 生 成 す る こ と の で き る ゲ ス ト 分 子 と し て は 、 メ

タ ン ガ ス の ほ か 、 エ タ ン ガ ス 、 プ ロ パ ン ガ ス な ど の 天 然 ガ ス の 主 成 分 で あ る 炭 化 水 素 気 体

や 炭 酸 ガ ス 、 窒 素 ガ ス 、 酸 素 ガ ス 、 硫 化 水 素 等 の 小 さ な 分 子 、 キ セ ノ ン ガ ス 、 ア ル ゴ ン ガ

ス 、 ク リ プ ト ン ガ ス な ど の 希 ガ ス が 挙 げ ら れ る 。 ま た フ ル オ ロ カ ー ボ ン や ア ン モ ニ ウ ム 塩

水 溶 液 な ど の ゲ ス ト 分 子 は 、 上 記 の ゲ ス ト 分 子 と 異 な り 常 圧 条 件 で 包 接 化 合 物 を 生 成 す る

こ と が で き る 。 こ こ で は 炭 酸 ガ ス を 用 い て 実 施 し た が 、 本 発 明 に 用 い た 手 法 は 、 上 記 に 示

し た よ う な ゲ ス ト 分 子 に 対 し て も 一 般 的 に 成 立 す る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 水 は 、 通 常 脱 イ オ ン ・ 脱 気 し た 蒸 留 水 を 用 い る が 、 塩 や 塩 基

等 の 不 純 物 が 多 少 含 ま れ て い て も 一 般 的 に 成 立 す る 。 た だ し 、 含 ま れ る 不 純 物 の 種 類 や 濃

度 に よ り 、 包 接 化 合 物 の 生 成 平 衡 条 件 が シ フ ト す る 場 合 も あ る た め 、 得 ら れ る 気 体 や 包 接

化 合 物 中 の 成 分 比 が 異 な っ て く る こ と も あ る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 反 応 さ せ る 条 件 は 、 用 い る ゲ ス ト 分 子 と 純 水 と の 反 応 か ら 予 想 さ れ る 平 衡 条 件 よ り 低 温

・ 高 圧 条 件 で あ る 。 例 え ば 炭 酸 ガ ス を 用 い た 場 合 、 純 水 と 反 応 し て 生 成 さ れ る 包 接 化 合 物
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の 平 衡 圧 力 は 、 273.2Kに お い て 約 1.2MPaで あ る 。 従 っ て こ の ガ ス を 用 い る 実 験 で は 1.2MPa

以 上 の 範 囲 で 行 わ れ る 。 温 度 範 囲 は 圧 力 条 件 に よ っ て 任 意 で あ る が 、 不 凍 タ ン パ ク 質 が 氷

中 に ほ と ん ど 溶 存 し な い た め 水 溶 液 と の 反 応 条 件 の も と で 行 う 方 が 好 ま し く 、 273.2K以 上

で 行 う 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 図 ２ は 本 発 明 で 使 用 し た 包 接 化 合 物 生 成 観 測 装 置 で あ る 。 こ の 装 置 は 炭 酸 ガ ス － 純 水 （

ま た は 塩 水 ） 系 で の 包 接 化 合 物 生 成 速 度 測 定 に 用 い ら れ て お り （ 非 特 許 文 献 ５ ） 不 凍 タ ン

パ ク 水 溶 液 の 効 果 を 定 量 的 に 比 較 す る た め に 適 し て い る 。 一 定 量 の 水 試 料 を 高 圧 容 器 H V中

に 入 れ 全 体 を 恒 温 槽 TB中 に 入 れ て 所 定 温 度 に す る 。 そ の 後 H V中 の 空 気 を 排 気 し ボ ン ベ Bよ

り ゲ ス ト 分 子 試 料 を H V中 へ 導 入 し 、 所 定 圧 力 に す る 。 そ し て 恒 温 槽 の 設 定 を 下 げ て 包 接 化

合 物 生 成 条 件 へ 持 っ て い く 。 温 度 ・ 圧 力 が 包 接 化 合 物 生 成 条 件 に な っ た 時 刻 を ゼ ロ と し 、

温 度 ・ 圧 力 を 熱 電 対 TC、 圧 力 計 PGで 計 測 し 、 記 録 計 Rに て 記 録 す る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 包 接 化 合 物 の 生 成 の 確 認 は 、 観 測 窓 Wか ら の 目 視 観 測 、 お よ び 生 成 熱 放 出 に 伴 う 系 の 温

度 上 昇 に よ っ て 行 う 。 ま た 包 接 化 合 物 の 成 長 速 度 は 、 観 測 窓 か ら 系 内 の 様 子 を 顕 微 鏡 MSで

観 測 し 、 そ の 変 化 を ビ デ オ カ メ ラ VTRで 録 画 し て 得 ら れ た 画 像 を 解 析 す る こ と で 測 定 し た

。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 な お 生 成 速 度 の 測 定 実 験 の 後 、 系 内 の 温 度 を 上 昇 さ せ て 包 接 化 合 物 を 分 解 さ せ 、 そ の 分

解 温 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 不 凍 タ ン パ ク 質 水 溶 液 に よ る 平 衡 条 件 の 変 化 を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 従 来 AFPは 氷 の 結 晶 構 造 に 特 有 の 大 き さ を 持 っ て お り 、 そ の た め 成 長 結 晶 面 に 選 択 的 に

配 意 し て 成 長 を 抑 制 す る と い う メ カ ニ ズ ム が 提 案 さ れ て い た 。 し か し な が ら 本 発 明 で 適 応

し た 包 接 化 合 物 は 、 氷 の 一 種 で あ る 水 素 結 合 系 の 結 晶 で は あ る が 、 そ の 結 晶 構 造 は 氷 と 異

な り 、 同 じ 機 能 を 期 待 す る こ と が で き な か っ た 。 し か し な が ら 本 発 明 で 示 さ れ た よ う に 、

0.01 mg/ml（ 10
- 3
 wt%） と い う 微 量 な 添 加 に よ り 大 き な 成 長 阻 害 効 果 が 得 ら れ た 。 AFP自

体 は 天 然 に 産 出 さ れ る 物 質 で あ る た め 、 化 学 薬 品 で 合 成 さ れ た 形 成 抑 制 剤 と は 異 な り 環 境

調 和 性 が 高 い 。 ま た NaClの よ う に 反 応 容 器 や 輸 送 管 等 を 腐 食 す る 恐 れ も 少 な い と い う 利 点

を 持 っ て い る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 平 衡 条 件 を 変 え ず に 核 生 成 を 抑 制 す る と い う 特 徴 を 持 つ こ と か ら 、 結 晶 成 長 の 駆 動 力 を

低 く 抑 え る こ と に よ っ て 包 接 化 合 物 の 成 長 は 著 し く 抑 制 さ れ る こ と と な る 。 ま た 成 長 速 度

が 抑 制 さ れ る と い う 特 徴 か ら 、 ゲ ス ト 分 子 － 水 界 面 で 生 成 さ れ る 膜 状 包 接 化 合 物 の 成 長 速

度 を 抑 制 す る こ と に な り 、 気 ・ 液 接 触 型 で の 反 応 装 置 系 に お い て も 、 生 成 速 度 の 低 下 が 観

測 さ れ る こ と が 期 待 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 以 上 の こ と か ら 、 本 発 明 の 以 下 の 実 施 例 で 示 し た 系 の ほ か 、 同 じ 結 晶 構 造 を 持 つ メ タ ン

包 接 化 合 物 、 異 な る 結 晶 構 造 を 持 つ プ ロ パ ン 包 接 化 合 物 や 多 く の フ ル オ ロ カ ー ボ ン 包 接 化

合 物 、 準 包 接 化 合 物 と 呼 ば れ る ア ン モ ニ ア 塩 を 用 い た 包 接 化 合 物 な ど の 生 成 抑 制 剤 と し て

利 用 す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 従 っ て こ れ ら の 包 接 化 合 物 を 利 用 す る 技 術 に

関 し て 、 本 発 明 に よ る 生 成 制 御 法 を 適 応 す る こ と が 可 能 で あ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 具 体 的 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら 実

施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

　 脱 イ オ ン ・ 脱 気 処 理 し た 蒸 留 水 試 料 に 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る AFP（ III） を 所 定 の 濃 度 で

溶 か し た 水 溶 液 一 滴 （ 約 0.5 cm
3
） を 、 図 ２ に 示 す 高 圧 反 応 容 器 H V（ 内 容 積 約 10 cm

3
） 中

に 封 入 し 、 恒 温 槽 TB中 に 入 れ る 。 そ の 際 、 H V中 に 残 存 し て い た 空 気 は バ ル ブ V2を 開 け て 真

空 ポ ン プ VPに て 脱 気 す る 。 脱 気 後 バ ル ブ V２ は 閉 じ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】
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　 そ の 後 バ ル ブ V１ を 開 け て ボ ン ベ Bよ り 炭 酸 ガ ス 試 料 を H V中 へ 導 入 し 、 所 定 圧 力 ま で 昇 圧

さ せ た 後 、 バ ル ブ V１ を 閉 じ る 。 そ し て 温 度 圧 力 が 所 定 条 件 に な っ た こ と を 確 認 し た 後 、

恒 温 槽 TBの 設 定 を 下 げ て 温 度 を 所 定 温 度 に す る 。 設 定 圧 力 に お け る 包 接 化 合 物 生 成 温 度 に

達 し た 後 、 界 面 上 に 包 接 化 合 物 が 生 成 す る の を 観 測 す る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 図 ３ は AFP（ III） を 0.01mg/ml溶 か し た 水 溶 液 を 用 い た と き の 、 炭 酸 ガ ス 包 接 化 合 物 生

成 ま で の 温 度 Tの 時 間 t変 化 を 示 す 。 恒 温 槽 温 度 は 263.2Kに 設 定 し 、 系 内 圧 力 は 約 5 MPaと

し た 。 こ の と き の 平 衡 温 度 は 、 分 解 実 験 の 結 果 純 水 － 炭 酸 ガ ス 系 で 求 め ら れ る 包 接 化 合 物

の 平 衡 温 度 で あ る 約 283.2Kと 同 じ で あ っ た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 繰 返 し 実 験 を 行 っ た 結 果 、 包 接 化 合 物 は 温 度 低 下 中 に は 生 成 せ ず 、 ほ と ん ど の 場 合 設 定

温 度 （ 264.2 K） に 達 し て か ら し ば ら く 期 間 を お い て 生 成 し た 。 従 っ て 生 成 に 必 要 な 過 冷

却 度 DTは 、 約 18Kと な っ た 。 ま た 生 成 に か か る 誘 導 期 間 は 30～ 120分 と 見 積 も ら れ た 。 純 水

を 用 い た と き の 炭 酸 ガ ス 包 接 水 和 物 の 生 成 条 件 は 、 同 じ 設 定 に お い て 過 冷 却 度 は 10K以 下

で あ り 、 生 成 誘 導 期 間 は 20分 未 満 で あ る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。 す な わ ち AFP添 加 に よ り 、 炭

酸 ガ ス 包 接 化 合 物 の 生 成 が 著 し く 阻 害 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 Zengら （ 2003） （ 非 特 許 文 献 ６ ） の 行 っ た タ イ プ Iに 分 類 さ れ る ら せ ん 状 不 凍 タ ン パ ク

質 を 用 い た 実 験 で は 、 273.2Kに 温 度 を 保 持 し た 時 に 、 24時 間 以 内 に 核 生 成 が 起 こ る 確 率 を

持 っ て そ の 性 能 を 評 価 し て い た 。 従 っ て 本 実 施 例 と 直 接 比 較 す る こ と は 難 し い が 、 不 凍 能

力 に 濃 度 依 存 性 が あ る こ と と 、 本 実 施 例 で 用 い た AFP濃 度 が Zengら の 論 文 に 記 載 さ れ た 濃

度 よ り 10倍 以 上 希 薄 で あ る こ と か ら 、 本 発 明 で 用 い た 不 凍 タ ン パ ク 質 の 不 凍 能 力 の ほ う が

勝 っ て い る と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 図 ４ は 同 じ 実 験 系 に お け る 、 炭 酸 ガ ス 包 接 化 合 物 の 成 長 速 度 を 示 す 。 横 軸 に は 過 冷 却 度

DTを と り 、 縦 軸 に は ビ デ オ 画 像 か ら 求 め た 膜 状 包 接 化 合 物 の 成 長 速 度 v f を と っ た 。 図 中 点

線 は 純 水 － 炭 酸 ガ ス 系 に お け る 成 長 速 度 を 示 し （ 非 特 許 文 献 ４ ） 、 実 線 は 濃 度 10wt%の NaC

l水 溶 液 － 炭 酸 ガ ス 系 に お け る 成 長 速 度 の 過 冷 却 度 依 存 性 を 示 し て い る （ 非 特 許 文 献 ５ ）

こ れ ら の 結 果 と 比 較 す る と 、 濃 度 0.01 mg/mlの AFP（ III） 水 溶 液 － 炭 酸 ガ ス 系 に お け る 成

長 速 度 は 、 海 水 の 3倍 以 上 の 濃 度 の NaCl水 溶 液 と 同 等 の 成 長 抑 制 効 果 を 持 つ こ と が 示 唆 さ

れ た 。 AFPの 濃 度 を 重 量 パ ー セ ン ト で 表 す と 10
- 3
 wt%の オ ー ダ ー と な る た め 、 本 発 明 で 用

い た AFPの 包 接 化 合 物 生 成 抑 制 効 果 は NaClの 10
4
倍 で あ る と い え る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 Zengら （ 2003） （ 非 特 許 文 献 ６ ） の 行 っ た タ イ プ Iに 分 類 さ れ る ら せ ん 状 不 凍 タ ン パ ク

質 を 用 い た 実 験 で は 、 プ ロ パ ン ガ ス の 消 費 率 か ら そ の 性 能 を 評 価 し て い た 。 従 っ て 本 実 施

例 と 直 接 比 較 す る こ と は 難 し い が 、 生 成 速 度 抑 制 能 力 に 極 端 な 優 位 性 が 無 い こ と と 、 本 実

施 例 で 用 い た AFP（ III） 濃 度 が Zengら の 論 文 （ 非 特 許 文 献 ６ ） に 記 載 さ れ た 濃 度 よ り 100

倍 以 上 希 薄 で あ る こ と か ら 、 本 発 明 で 用 い た AFP（ III） の 生 成 速 度 抑 制 能 力 の ほ う が 勝 っ

て い る と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 実 施 例 1と 同 様 に し て 、 AFP（ III） の 濃 度 を 0.1 mg/ml～ 1 mg/mlに し た 水 溶 液 と 炭 酸 ガ

ス と を 試 料 と し て 用 い た 実 験 を 行 い 、 同 様 な 条 件 下 で 炭 酸 ガ ス 包 接 化 合 物 の 生 成 誘 導 期 間

が 純 水 － 炭 酸 ガ ス 系 に 比 べ て 長 く な り 、 成 長 速 度 も AFP（ III） 濃 度 0.01 mg/mlの 場 合 と ほ

ぼ 同 じ く ら い に 抑 制 さ れ た 。 従 っ て 、 AFP（ III） の 濃 度 に よ る 効 果 の 変 化 は 、 濃 度 の 違 い

ほ ど 大 き く は な か っ た 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ３ ８ 】

【 図 １ 】 不 凍 タ ン パ ク 質 の 各 タ イ プ の 分 子 形 状 。

【 図 ２ 】 実 施 例 で 使 用 し た 生 成 観 測 装 置 構 造 の 概 略 を 示 す 図 。

【 図 ３ 】 0.01 mg/mlの AFPを 含 む 水 溶 液 と 炭 酸 ガ ス （ 圧 力 約 5 MPa） と を 試 料 と し て 用 い て
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包 接 化 合 物 生 成 実 験 を 9回 行 っ た と き の 、 反 応 容 器 内 温 度 Tの 時 間 t変 化 を 示 す 図 。 な お 、

包 接 化 合 物 の 生 成 が 確 認 さ れ た 時 刻 を 矢 印 で 示 し た 。

【 図 ４ 】 0.01 mg/mlの AFPを 含 む 水 溶 液 と 炭 酸 ガ ス （ 圧 力 約 5 MPa） と を 試 料 と し て 用 い て

包 接 化 合 物 生 成 実 験 を 行 っ た と き の 、 包 接 化 合 物 成 長 速 度 v f の 過 冷 却 度 DT依 存 性 を 示 す 図

。

【 符 号 の 説 明 】

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 　 B： ガ ス 用 の 高 圧 ボ ン ベ

　 　 V1， V２ ： 弁

　 　 H V： 高 圧 反 応 容 器

　 　 TB： 恒 温 槽

　 　 SM： 水 溶 液 （ 試 料 ）

　 　 PG： 圧 力 計

　 　 TC： 温 度 計

　 　 R： 記 録 計

　 　 VP： 真 空 ポ ン プ

　 　 W： 観 測 窓

　 　 MS： 顕 微 鏡

　 　 V HS： ビ デ オ カ メ ラ

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 配 列 表 】
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