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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　不凍タンパク質が担体上に集積して固定化されている、不凍タンパク質固定化担体であ

って、該不凍タンパク質が、その氷結晶結合部位が露出するように配向されて担体上に固

定化されている、上記不凍タンパク質固定化担体。

【請求項２】

　不凍タンパク質が、その氷結晶結合部位が平面構造を形成しているものである、請求項

１記載の不凍タンパク質固定化担体。

【請求項３】

　不凍タンパク質が III型不凍タンパク質である、請求項１または２記載の不凍タンパク

質固定化担体。

【請求項４】

　不凍タンパク質がシステインを導入した不凍タンパク質であり、該システイン導入不凍

タンパク質が該システインのチオール基を介して担体に固定化されている、請求項１～３

のいずれか１項記載の不凍タンパク質固定化担体。

【請求項５】

　不凍タンパク質が、 1× 10
- 1 3
～ 1× 10

- 9
mo l / cm

2
の量で固定化されている、請求項１～４

のいずれか１項記載の不凍タンパク質固定化担体。

【請求項６】

　請求項１～５のいずれか１項記載の不凍タンパク質固定化担体と水または含水物とを接
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触 さ せ る こ と に よ り 、 該 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 を 促 進 す る 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 と 水 ま た は 含 水 物 と を 接

触 さ せ る こ と に よ り 、 該 水 ま た は 含 水 物 に 含 ま れ る 気 体 を 除 去 し な が ら 該 水 ま た は 含 水 物

を 凍 結 す る 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 と 含 水 物 と を 接 触 さ せ る

こ と に よ り 、 該 含 水 物 の 水 以 外 の 成 分 を 濃 縮 し な が ら 水 成 分 を 凍 結 す る 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 を 促 進 す る た め の 材 料 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 し た

担 体 、 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 を 促 進 す る 方 法 、 水 ま た は 含 水 物 に 含 ま れ る 気 体 を 除 去 し な

が ら 凍 結 す る 方 法 、 な ら び に 含 水 物 の 水 以 外 の 成 分 を 濃 縮 し な が ら 水 成 分 を 凍 結 す る 方 法

に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 一 般 的 に 、 水 は ０ ℃ で 凍 結 す る と 考 え ら れ て い る が 、 凍 結 開 始 の き っ か け と な る 物 質 す

な わ ち 「 氷 核 」 が 存 在 し な け れ ば ０ ℃ 以 下 で も 凍 ら な い （ 過 冷 却 状 態 ） 。 過 冷 却 状 態 に あ

る 水 ま た は 含 水 物 の 内 部 に 自 然 に 氷 核 を 発 生 さ せ て 凍 結 に 至 ら し め る た め に は 、 こ れ ら を

例 え ば -20℃ （ 汎 用 の 冷 凍 庫 内 温 度 ） か ら -196℃ （ 液 体 窒 素 温 度 ） ま で の 低 い 温 度 に 冷 却

し な く て は な ら な い 。 一 方 、 氷 核 を 存 在 さ せ る と 該 水 ま た は 含 水 物 を ０ ℃ 以 下 の 高 い 温 度

で 凍 結 さ せ る こ と が で き る 。 既 知 の 氷 核 物 質 、 す な わ ち 凍 結 促 進 物 質 と し て は 、 例 え ば ヨ

ウ 化 銀 、 氷 核 活 性 細 菌 等 が あ り 、 そ れ ぞ れ -8℃ お よ び -4～ -2℃ で 水 を 凍 結 さ せ る こ と が で

き る 。 特 に 、 製 造 業 、 加 工 業 、 冷 凍 業 、 製 氷 業 、 蓄 熱 業 、 食 品 ・ 細 胞 ・ 臓 器 保 存 、 人 工 降

雨 ・ 降 雪 な ど の 技 術 分 野 に お い て は 莫 大 な 冷 却 エ ネ ル ギ ー の 消 費 が 問 題 と な っ て お り 、 該

技 術 分 野 で の 氷 核 物 質 の 利 用 、 す な わ ち 氷 核 物 質 を 用 い て 低 エ ネ ル ギ ー （ ０ ℃ 以 下 の 高 い

温 度 ） で 水 を 凍 結 さ せ る こ と が 期 待 さ れ て き た 。 し か し 、 上 記 の よ う な 氷 核 物 質 を 用 い る

と 重 金 属 や 細 菌 を 含 水 物 中 に 混 在 さ せ る 結 果 に な り 、 環 境 、 人 体 、 生 態 系 等 に 対 す る 悪 影

響 が 懸 念 さ れ る こ と や コ ス ト 面 （ 氷 核 活 性 細 菌 は 比 較 的 高 価 で あ る ） 等 か ら 、 適 用 で き る

応 用 分 野 ・ 範 囲 は 極 め て 限 ら れ て お り 、 氷 核 と し て 機 能 し 水 の 凍 結 促 進 活 性 を 発 揮 す る 新

し い 材 料 の 開 発 が 強 く 望 ま れ て い た 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ま た 、 水 は 一 般 に 通 常 の 方 法 で 凍 結 さ せ る と 水 に 溶 存 す る 空 気 等 の 影 響 に よ り 白 濁 し た

氷 が 生 成 す る 。 一 方 で 、 水 割 、 オ ン ザ ロ ッ ク 、 清 涼 飲 料 水 等 の 飲 料 や 、 食 品 保 存 、 装 飾 用

氷 柱 等 に 用 い る 氷 は 、 不 純 物 が 少 な く 透 明 度 の 高 い も の が 、 そ の 溶 け 難 さ や 高 い 美 観 ・ 涼

感 の た め 好 適 と さ れ て い る 。 近 年 の 清 潔 指 向 の 高 ま り に よ り 、 業 務 用 の 製 氷 機 だ け で な く

家 庭 用 冷 蔵 庫 に お い て も 透 明 氷 を 作 製 で き る 製 氷 装 置 等 が 組 み 込 ま れ る よ う に な っ て き て

い る 。 こ れ ま で の 透 明 氷 作 製 法 と し て は 、 製 氷 皿 上 面 か ら 温 風 を 所 定 の 角 度 で 吹 き 付 け な

が ら 凍 ら せ る 方 法 、 ペ ル チ ェ 素 子 を 用 い て 製 氷 皿 下 面 か ら 順 次 凍 結 さ せ る 方 法 、 製 氷 皿 に

給 水 後 に 製 氷 皿 を 振 動 さ せ る 方 法 、 製 氷 す る 前 に 水 中 の 空 気 な ど の 溶 存 ガ ス を 脱 気 す る 方

法 、 製 氷 皿 の 開 口 部 を 下 に 向 け て 噴 水 状 に 給 水 し 製 氷 容 器 の 側 面 か ら 徐 々 に 凍 結 さ せ る 方

法 、 冷 気 を 製 氷 皿 の 裏 側 か ら 送 風 ・ 製 氷 皿 の 蓋 に ヒ ー タ ー を 埋 め こ ん で 温 め な が ら 凍 結 さ

せ る 方 法 等 が 採 ら れ て い た 。 す な わ ち 、 凍 結 す る 水 ま た は 製 氷 容 器 の 温 度 制 御 や 水 の 脱 気

・ 噴 出 等 の 煩 雑 な 作 業 、 お よ び そ れ ら の た め の 装 置 ・ コ ス ト を 必 要 と し た 。 さ ら に 凍 結 に

は 、 -20℃ 前 後 の 大 き な 冷 却 エ ネ ル ギ ー が 必 要 と さ れ て い た 。 こ の た め 簡 便 で 、 低 コ ス ト

か つ 低 エ ネ ル ギ ー で 透 明 氷 を 作 製 す る 新 し い 方 法 の 開 発 が 強 く 望 ま れ て い た 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ま た 、 水 の 凍 結 を 利 用 し た 技 術 に 凍 結 濃 縮 技 術 が あ る 。 こ れ は 、 含 水 物 を 部 分 的 に 凍 結

さ せ て 水 分 を 氷 と し て 分 離 し 溶 質 を 濃 縮 す る 方 法 で あ り 、 他 の 濃 縮 方 法 に 比 べ 溶 質 成 分 の
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均 一 な 濃 縮 が 可 能 で あ る と と も に 溶 質 の 保 存 性 が 高 い こ と な ど 、 大 き な 利 点 を 有 し て い る

。 液 状 食 品 、 医 薬 品 お よ び 液 体 燃 料 等 の 濃 縮 、 な ら び に 汚 水 や 廃 液 等 の 浄 化 処 理 ま た は 排

水 処 理 等 へ の 応 用 が 期 待 さ れ 、 様 々 な 装 置 が 開 発 さ れ て い る 。 し か し 、 い ず れ の 装 置 も 処

理 液 を 過 冷 却 し て 凍 結 さ せ る も の で あ り 、 こ の た め 溶 質 が 氷 中 に 取 り 込 ま れ や す く 濃 縮 率

が 低 い 、 エ ネ ル ギ ー 効 率 が 悪 い と い う 課 題 を 有 し て い た 。 １ 段 の 濃 縮 ユ ニ ッ ト で は 濃 縮 率

が 低 い た め 複 数 段 の 濃 縮 ユ ニ ッ ト を 設 け な け れ ば な ら ず 装 置 の 価 格 が 高 く な る と と も に 装

置 が 複 雑 化 ・ 大 型 化 す る と い う 問 題 も あ っ た 。 ま た 濃 縮 ユ ニ ッ ト 毎 に 冷 凍 機 が 必 要 と な り

凍 結 物 を 得 る た め に 莫 大 な エ ネ ル ギ ー を 要 し て い た 。 こ の た め 過 冷 却 を 必 要 と せ ず 簡 便 で

、 低 コ ス ト か つ 低 エ ネ ル ギ ー で 凍 結 濃 縮 で き る 新 し い 手 法 の 開 発 が 強 く 望 ま れ て い た 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 は 30～ 150残 基 程 度 の ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 比 較 的 小 さ な タ ン パ ク 質 で

あ り 、 ０ ℃ 以 下 の 温 度 領 域 に お い て 、 氷 核 の 特 定 の 結 晶 面 に 結 合 し て そ の 成 長 を 抑 え る こ

と に よ っ て 、 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 を 阻 害 す る 能 力 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 近 年 、

N M R法 や X線 結 晶 構 造 解 析 法 に よ り 種 々 の 不 凍 タ ン パ ク 質 の 構 造 が 解 か れ 、 そ の 氷 結 晶 結 合

部 位 が 明 ら か に な っ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 一 方 、 氷 核 タ ン パ ク 質 は 氷 の 結 晶 成 長 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 例 え ば 氷 核 菌 の 一

種 で あ る Pseudomonas syringae由 来 の 氷 核 タ ン パ ク 質 は お よ そ 1200個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

膜 タ ン パ ク 質 で あ り 、 N末 端 領 域 (～ 19kDa)、 中 心 領 域 (～ 94kDa)、 C末 端 領 域 (～ 7kDa)の ３

つ の 領 域 か ら 構 成 さ れ る 。 こ れ ら ３ つ の 領 域 の う ち 、 中 心 領 域 は 特 徴 的 な 繰 返 し ア ミ ノ 酸

配 列 か ら 構 成 さ れ て お り 、 こ の 配 列 が 氷 核 活 性 を 発 揮 す る 部 位 と 考 え ら れ て い る （ 非 特 許

文 献 ２ ） 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 と 氷 核 タ ン パ ク 質 の あ い だ に は ア ミ ノ 酸 配 列 上 の 相 同 性 が な い 。 ま た 、

氷 核 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 不 凍 タ ン パ ク 質 の そ れ よ り も 10倍 ～ 20倍 以 上 も 大 き い 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 一 般 に 、 不 凍 タ ン パ ク 質 は 安 定 で あ り 、 こ れ を 含 有 す る 生 物 か ら 抽 出 し た り （ 特 許 文 献

１ ） 、 遺 伝 子 工 学 的 な 手 法 を 用 い て 取 得 す る こ と は 容 易 で あ る 。 一 方 、 氷 核 タ ン パ ク 質 を

安 定 に 単 離 し 大 量 に 精 製 す る 技 術 は 開 発 さ れ て お ら ず 、 純 粋 な 氷 核 タ ン パ ク 質 を 水 の 凍 結

促 進 材 料 と し て 応 用 す る こ と は 極 め て 困 難 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2004-344033号 公 報

【 非 特 許 文 献 １ 】 Davies P.L. and Sykes B.D. 1997. Curr. Opin. Struct. Biol. 7: 82

8-834

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Hew C.L. and Yang D.S.C., 1992. Eur. J. Biochem. 203: 33-42

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 の 課 題 は 、 氷 核 活 性 ま た は 凍 結 促 進 活 性 を 有 す る 新 規 材 料 を 提 供 す る こ と で あ る

。 本 発 明 は ま た 、 簡 便 で 、 低 コ ス ト か つ 低 エ ネ ル ギ ー で 透 明 氷 を 作 製 す る 方 法 な ら び に 凍

結 濃 縮 を 実 施 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 検 討 を 行 っ た 結 果 、 分 子 表 面 に 水 分 子 結 合 側 鎖

を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 担 体 上 に 集 積 化 し て 固 定 化 す る こ と に よ り 、 ま た は 不 凍 タ ン パ ク

質 を 担 体 上 に 集 積 し て 固 定 化 す る こ と に よ り 、 こ れ ら を 氷 核 物 質 と し て 作 用 さ せ う る こ と

、 な ら び に 水 ま た は 含 水 物 に 含 ま れ る 気 体 や 溶 質 な ど の 水 以 外 の 成 分 を 除 去 し な が ら 凍 結

さ せ う る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 発 明 を 包 含 す る 。
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（ １ ） 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 を 促 進 す る た め の ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 で あ っ て 、 分 子 表

面 に 水 分 子 結 合 側 鎖 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 担 体 上 に 集 積 し て 固 定 化 さ れ て い る 、 前 記 ポ

リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 。

（ ２ ） ポ リ ペ プ チ ド が 、 そ の 水 分 子 結 合 側 鎖 が 露 出 す る よ う に 配 向 さ れ て 担 体 上 に 固 定 化

さ れ て い る 、 （ １ ） 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 。

（ ３ ） ポ リ ペ プ チ ド が 、 1× 10
- 1 3

～ 1× 10
- 9

mol/cm
2
の 量 で 固 定 化 さ れ て い る 、 （ １ ） ま た

は （ ２ ） 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 。

（ ４ ） 不 凍 タ ン パ ク 質 が 担 体 上 に 集 積 し て 固 定 化 さ れ て い る 、 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体

。

（ ５ ） 不 凍 タ ン パ ク 質 が 、 そ の 氷 結 晶 結 合 部 位 が 露 出 す る よ う に 配 向 さ れ て 担 体 上 に 固 定

化 さ れ て い る 、 （ ４ ） 記 載 の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 。

【 ０ ０ １ ３ 】

（ ６ ） 不 凍 タ ン パ ク 質 が 、 そ の 氷 結 晶 結 合 部 位 が 平 面 構 造 を 形 成 し て い る も の で あ る 、 （

４ ） ま た は （ ５ ） 記 載 の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 。

（ ７ ） 不 凍 タ ン パ ク 質 が III型 不 凍 タ ン パ ク 質 で あ る 、 （ ４ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載

の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 。

（ ８ ） 不 凍 タ ン パ ク 質 が シ ス テ イ ン を 導 入 し た 不 凍 タ ン パ ク 質 で あ り 、 該 シ ス テ イ ン 導 入

不 凍 タ ン パ ク 質 が 該 シ ス テ イ ン の チ オ ー ル 基 を 介 し て 担 体 に 固 定 化 さ れ て い る 、 （ ４ ） ～

（ ７ ） の い ず れ か に 記 載 の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 。

（ ９ ） 不 凍 タ ン パ ク 質 が 、 1× 10
- 1 3

～ 1× 10
- 9

mol/cm
2
の 量 で 固 定 化 さ れ て い る 、 （ ４ ） ～

（ ８ ） の い ず れ か に 記 載 の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 。

（ １ ０ ） （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 ま た は （ ４ ） ～ （ ９

） の い ず れ か に 記 載 の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 と 水 ま た は 含 水 物 と を 接 触 さ せ る こ と に

よ り 、 該 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 を 促 進 す る 方 法 。

【 ０ ０ １ ４ 】

（ １ １ ） （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 ま た は （ ４ ） ～ （ ９

） の い ず れ か に 記 載 の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 と 水 ま た は 含 水 物 と を 接 触 さ せ る こ と に

よ り 、 該 水 ま た は 含 水 物 に 含 ま れ る 気 体 を 除 去 し な が ら 該 水 ま た は 含 水 物 を 凍 結 す る 方 法

。

（ １ ２ ） （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 ま た は （ ４ ） ～ （ ９

） の い ず れ か に 記 載 の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 と 含 水 物 と を 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 該

含 水 物 の 水 以 外 の 成 分 を 濃 縮 し な が ら 水 成 分 を 凍 結 す る 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 に よ り 、 高 い 氷 核 活 性 お よ び 凍 結 促 進 活 性 を 有 す る 安 全 な 材 料 が 提 供 さ れ 、 水 ま

た は 含 水 物 を ０ ℃ 以 下 の 高 い 温 度 で 凍 結 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 水 中

お よ び 含 水 物 中 の 溶 存 気 体 を 除 去 し な が ら 、 ま た は 含 水 物 中 の 水 以 外 の 成 分 を 濃 縮 し な が

ら 水 （ 水 成 分 ） を 凍 結 さ せ る こ と が で き る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 分 子 表 面 に 水 分 子 結 合 側 鎖 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 担 体 上 に 集 積 し て 固

定 化 し 、 こ れ を 水 ま た は 含 水 物 と 接 触 さ せ る と 、 該 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 が 促 進 さ れ る こ

と 、 水 ま た は 含 水 物 に 含 ま れ る 気 体 が 除 去 さ れ な が ら 凍 結 が 進 む こ と 、 お よ び 含 水 物 の 水

以 外 の 成 分 が 濃 縮 さ れ な が ら 凍 結 が 進 む こ と を 見 出 し た 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 従 っ て 、 一 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 を 促 進 す る た め の ポ リ ペ

プ チ ド 固 定 化 担 体 で あ っ て 、 分 子 表 面 に 水 分 子 結 合 側 鎖 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 担 体 上 に

集 積 し て 固 定 化 さ れ て い る 、 ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 に 関 す る 。 当 該 ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化

担 体 は 、 溶 存 気 体 を 除 去 し な が ら 水 ま た は 含 水 物 を 凍 結 す る た め 、 お よ び ／ ま た は 含 水 物

の 水 以 外 の 成 分 を 濃 縮 し な が ら 水 （ 水 成 分 ） を 凍 結 す る た め に も 利 用 で き る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】

　 分 子 表 面 に 水 分 子 結 合 側 鎖 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 分 子 の 三 次 元 構 造 に お い て 、 水 分

子 結 合 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 分 子 の 表 面 に 露 出 し て い る ポ リ ペ プ チ ド を さ す 。 本

発 明 に お い て ポ リ ペ プ チ ド に は 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 が 包 含 さ れ

る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 水 分 子 結 合 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 と し て は 、 極 性 基 を 側 鎖 に 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、

例 え ば 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 リ シ

ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 担 体 に 固 定 化 さ れ る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス な ど の 酸 化 還 元 酵

素 、 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ な ど の 転 移 酵 素 、 リ パ ー ゼ な ど の 加 水 分 解 酵 素 、 カ タ ラ ー

ゼ な ど の 脱 離 酵 素 、 グ ル コ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ な ど の 異 性 化 酵 素 、 ミ オ グ ロ ビ ン な ど

の 球 状 タ ン パ ク 質 、 ケ ラ チ ン な ど の 構 造 タ ン パ ク 質 、 ア ミ ノ 酸 合 成 酵 素 、 膜 タ ン パ ク 質 、

金 属 タ ン パ ク 質 、 抗 菌 タ ン パ ク 質 、 免 疫 タ ン パ ク 質 、 光 受 容 タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、

分 子 モ ー タ ー 、 D N A結 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び 不 凍 タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 ポ リ ペ プ チ ド が 担 体 上 に 集 積 し て 固 定 化 さ れ て い る と は 、 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 が 担

体 上 に 密 に 固 定 化 さ れ て い る こ と を い う 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 1× 10
- 1 3

～ 1× 10
-

9
mol/cm

2
、 よ り 好 ま し く は 1× 10

- 1 2
～ 1× 10

- 1 0
mol/cm

2
の 量 で 担 体 に 固 定 化 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 水 分 子 結 合 側 鎖 が 露 出 す る よ う に 配 向 し て 担 体 上 に 固 定 化 す る こ

と が 好 ま し い 。 そ う す る こ と で 、 水 分 子 結 合 側 鎖 を 担 体 表 面 に 露 出 し た 状 態 で 集 積 化 さ せ

る こ と が で き 、 高 い 氷 核 活 性 お よ び 凍 結 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 を 得 る

こ と が で き る 。 露 出 す る よ う に 配 向 さ れ る と は 、 水 分 子 結 合 側 鎖 が 水 ま た は 含 水 物 と 接 触

し や す い よ う に 、 す な わ ち 担 体 の 外 側 に 向 か っ て 配 向 さ れ て い る こ と を さ す 。 ポ リ ペ プ チ

ド を 配 向 し て 担 体 上 に 固 定 化 す る 方 法 に つ い て は 、 後 述 す る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 氷 核 活 性 と は 、 多 数 の 水 分 子 の 集 結 を 促 す こ と で 氷 核 を 形 成 さ せ 、 そ の

結 晶 成 長 を 開 始 さ せ る 活 性 を さ し 、 凍 結 促 進 活 性 と は 、 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 温 度 （ 凝 固

点 ） を 上 昇 さ せ る 活 性 を さ す 。 凍 結 温 度 は 、 水 ま た は 含 水 物 の 温 度 を 徐 々 に 降 下 さ せ 、 水

ま た は 含 水 物 が 凍 結 す る 温 度 を 観 察 す る こ と に よ り 測 定 で き る 。 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 が

昇 華 を 伴 う 場 合 に は 、 凍 結 温 度 は 凍 結 と 昇 華 の 両 方 を 観 察 す る こ と に よ り 測 定 で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 水 分 子 結 合 側 鎖 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を 担 体 に 固 定 化 す る の が

好 ま し い 。 不 凍 タ ン パ ク 質 は 氷 結 晶 結 合 部 位 を 有 し 、 該 氷 結 晶 結 合 部 位 は 水 分 子 結 合 側 鎖

を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 従 っ て 、 一 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 不 凍 タ ン パ ク 質 が 担 体 上 に 集 積 し て 固 定 化 さ れ

て い る 、 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 に 関 す る 。 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 に お い て 、 集 積

し て 固 定 化 さ れ た 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 氷 核 活 性 お よ び 凍 結 促 進 活 性 を 有 す る 。 従 っ て 、 本

発 明 の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 を 水 ま た は 含 水 物 と 接 触 さ せ る と 、 該 水 ま た は 含 水 物 の

凍 結 を 促 進 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 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 と し て

知 ら れ て い る 。 本 発 明 に お い て 不 凍 タ ン パ ク 質 に は 、 不 凍 活 性 、 す な わ ち 氷 結 晶 の 成 長 を

阻 害 す る 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び タ ン パ ク 質 の い ず

れ も 包 含 さ れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に お け る 不 凍 タ ン パ ク 質 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 糖 鎖 が

修 飾 さ れ て い る 種 類 、 す な わ ち 不 凍 糖 タ ン パ ク 質 （ AFGP） も 包 含 さ れ る 。 不 凍 タ ン パ ク 質
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と し て は 、 魚 類 、 菌 類 、 昆 虫 ま た は 植 物 に 由 来 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 不 凍 タ ン パ ク 質 を

有 す る 魚 類 と し て は 、 例 え ば 、 ナ ガ ガ ジ 属 （ Zoarces） 、 ギ ス カ ジ カ 属 （ Myoxocephalus）

、 ツ マ グ ロ カ ジ カ 属 （ Gymnocanthus） 、 ヨ コ ス ジ カ ジ カ 属 （ Hemilepidotus） 、 サ ラ サ カ

ジ カ 属 （ Furcina） 、 ワ カ サ ギ 属 （ Hypomesus） 、 シ シ ャ モ 属 （ Spirinchus） 、 カ ラ フ ト シ

シ ャ モ 属 （ Mallotus） 、 ホ ッ ケ 属 （ Pleurogram mus） 、 メ バ ル 属 （ Sebastes） 、 ニ シ ン 属

（ Clupea） 、 マ コ ガ レ イ 属 （ Limanda） 、 ク ロ ガ レ イ 属 （ Liopsetta） 、 サ メ ガ レ イ 属 （ Cl

idoderma)、 ソ ウ ハ チ 属 （ Cleisthenes） 、 バ バ ガ レ イ 属 （ Microstomus） 、 シ ュ ム シ ュ ガ

レ イ 属 （ Lepidopsetta） 、 ヌ マ ガ レ イ 属 （ Platichthys） 、 イ シ ガ レ イ 属 （ Kareius） 、 ム

シ ガ レ イ 属 （ Eopsetta） 、 マ ダ ラ 属 （ Gadus） 、 ス ケ ト ウ ダ ラ 属 （ Theragra） 、 イ カ ナ ゴ

属 （ A m modytes） 、 シ ワ イ カ ナ ゴ 属 （ Hypoptychus） 、 マ ア ジ 属 （ Trachurus） 、 シ チ ロ ウ

ウ オ 属 （ Brachyopsis） 、 ニ シ キ ギ ン ポ 属 （ Pholis） 、 オ キ カ ズ ナ ギ 属 （ Opisthocentrus

） 、 ド ロ ギ ン ポ 属 （ Ascoldia） 、 ま た は ム ロ ラ ン ギ ン ポ 属 （ Pholidapus） に 属 す る 魚 種 が

挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 を 有 す る 菌 類 と し て は 、 例 え ば 、 バ チ ル ス (Bacillus)属 の バ チ ル ス ・ グ

ロ ビ ス ポ ラ ス (Bacillus globisporus)、 カ ン ジ ダ (Candida)属 の カ ン ジ ダ ・ エ ス ピ ー (Cand

ida sp.)と カ ン ジ ダ ・ ス コ ッ チ イ (Candida scottii)、 ク ラ ド ス ポ リ ウ ム (Cladosporium)

属 の ク ラ ド ス ポ リ ウ ム ・ ヘ ル バ レ ム (Cladosporium herbarum)、 ヒ ダ ナ シ タ ケ 目 、 ハ ラ タ

ケ 目 、 ア ン ズ タ ケ 目 、 フ ラ ボ バ ク テ リ ウ ム (Flavobacterium)属 、 シ ュ ー ド モ ナ ス (Pseudom

onas)属 、 マ イ ク ロ コ ッ カ ス (Micrococcus)属 に 属 す る 菌 類 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 を 有 す る 昆 虫 と し て は 、 例 え ば 、 ハ マ キ ガ 科 、 ゴ ミ ム シ ダ マ シ 科 、 オ オ

ク ワ ガ タ 属 に 属 す る 昆 虫 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 を 有 す る 植 物 と し て は 、 例 え ば 、 ア ブ ラ ナ 科 、 イ ネ 科 、 オ オ バ コ 科 、 カ

エ デ 科 、 カ タ バ ミ 科 、 カ ヤ ツ リ グ サ 科 、 キ ク 科 、 キ ョ ウ チ ク ト ウ 科 、 キ ン ポ ウ ゲ 科 、 ス イ

カ ズ ラ 科 、 ス ミ レ 科 、 セ リ 科 、 タ デ 科 、 ツ ツ ジ 科 、 ナ ス 科 、 ナ デ シ コ 科 、 ハ ゼ リ ソ ウ 科 、

ハ ナ シ ノ ブ 科 、 バ ラ 科 、 フ ウ オ ソ ウ 科 、 フ ジ ウ ツ ギ 科 、 ブ ナ 科 、 マ ツ 科 、 マ メ 科 、 モ ク セ

イ 科 、 ヤ ナ ギ 科 、 ユ リ 科 に 属 す る 植 物 種 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 こ れ ら の 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 単 独 で 用 い て も よ い し 、 複 数 種 の も の を 組 み 合 わ せ て 用 い

て も よ い 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 の 不 凍 活 性 は 、 該 不 凍 タ ン パ ク 質 が 添 加 さ れ た 水 ま た は 含 水 物 に 対 し 、

熱 ヒ ス テ リ シ ス 、 氷 結 晶 の 成 長 阻 害 お よ び 氷 の 再 結 晶 阻 害 の い ず れ か を も た ら す 活 性 と し

て 評 価 さ れ る 。 あ る い は 、 不 凍 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る 含 水 物 中 に は 、 特 徴 的 な 形 状 の 氷 結

晶 （ 例 え ば 、 魚 類 由 来 の 不 凍 タ ン パ ク 質 で は 、 ピ ラ ミ ッ ド を 二 つ 底 面 で 重 ね た バ イ ピ ラ ミ

ダ ル 型 氷 結 晶 ） が 生 成 す る こ と か ら 、 氷 結 晶 の 形 状 を 顕 微 鏡 で 観 察 す る こ と に よ り 対 象 と

す る タ ン パ ク 質 の 不 凍 活 性 を 評 価 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 通 常 、 水 の 凝 固 点 と 氷 の 融 点 は 同 一 で あ る が 、 不 凍 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る と そ れ が 氷 結

晶 表 面 と 結 合 し て 成 長 を 抑 制 し さ ら に 氷 結 晶 同 士 の 結 び つ き を 強 く 抑 制 す る た め 、 水 の 凝

固 点 と 氷 の 融 点 の 間 に 差 が 生 じ る 。 こ の 現 象 を 熱 ヒ ス テ リ シ ス と い う 。 不 凍 タ ン パ ク 質 に

お け る 不 凍 活 性 の 大 き さ は 、 通 常 、 不 凍 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る と き に 生 じ る 氷 の 融 点 と 水

の 凝 固 点 の 差 に よ っ て 評 価 さ れ 、 こ の 融 点 と 凝 固 点 の 差 を 熱 ヒ ス テ リ シ ス 活 性 と し て 評 価

す る こ と が で き る 。 熱 ヒ ス テ リ シ ス 活 性 は 、 浸 透 圧 計 （ オ ス モ メ ー タ ー ） や 凍 結 ス テ ー ジ

付 き の 顕 微 鏡 を 用 い る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 形 成 し た 氷 結 晶 は 、 -1

0℃ 以 上 の 比 較 的 高 い 温 度 で の 昇 華 ま た は 一 部 融 解 に よ っ て 、 生 じ た 水 分 を 吸 収 し 成 長 す

る 。 氷 の 再 結 晶 阻 害 と は 、 こ の 現 象 を 阻 害 す る 効 果 を い う 。

【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 不 凍 タ ン パ ク 質 が 担 体 上 に 集 積 し て 固 定 化 さ れ て い る と は 、 上 記 と 同 様 に 、 複 数 の 不 凍

タ ン パ ク 質 が 担 体 上 に 密 に 固 定 化 さ れ て い る こ と を い う 。 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は

1× 10
- 1 3

～ 1× 10
- 9

mol/cm
2
、 よ り 好 ま し く は 1× 10

- 1 2
～ 1× 10

- 1 0
mol/cm

2
の 密 度 で 担 体 に

固 定 化 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 担 体 に 固 定 化 す る 不 凍 タ ン パ ク 質 と し て は 、 そ の 氷 結 晶 結 合 部 位 が 平 面 構 造 を 形 成 し て

い る も の が 好 ま し い 。 氷 結 晶 結 合 部 位 が 平 面 構 造 を 形 成 し て い る 不 凍 タ ン パ ク 質 に お い て

は 、 こ れ を 担 体 上 に 集 積 化 し て 固 定 化 し た 場 合 に は 巨 大 な 氷 結 晶 結 合 面 が 形 成 さ れ る こ と

に な る 。 そ の 面 が 多 数 の 水 分 子 の 集 結 を 促 す こ と で 氷 核 を 形 成 さ せ 、 そ の 結 晶 成 長 を 促 進

す る こ と に よ っ て 高 い 氷 核 活 性 お よ び 凍 結 促 進 活 性 を も た ら す も の と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ま た 、 不 凍 タ ン パ ク 質 と し て は 、 活 性 の 高 さ 、 入 手 し や す さ 、 お よ び コ ス ト 等 の 点 か ら

、 好 ま し く は 魚 類 由 来 の 不 凍 タ ン パ ク 質 、 特 に ナ ガ ガ ジ 属 魚 類 由 来 の も の を 用 い る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 魚 類 由 来 の 不 凍 タ ン パ ク 質 は そ の 構 造 に よ り I～ IV型 の ４ つ の 型 お よ び 糖 鎖 を 有 す る 型

（ 不 凍 糖 タ ン パ ク 質 ： 略 称 AFGP） に 分 類 さ れ て い る 。 I型 は 高 い Ala含 有 量 を 特 徴 と し Thr

と Asp残 基 が 等 間 隔 で 配 置 さ れ た α － ヘ リ ッ ク ス 構 造 を 形 成 し て い る 。 II型 は 高 い Cys含 量

（ 8％ ） を 特 徴 と し C型 レ ク チ ン の 糖 鎖 認 識 領 域 と 類 似 の 構 造 を 形 成 し て い る 。 III型 は 二

重 ら せ ん 様 の 構 造 モ チ ー フ を 特 徴 と す る 球 状 構 造 を 形 成 し て い る 。 IV型 は 高 い Gln残 基 の

含 有 量 を 特 徴 と し α － ヘ リ ッ ク ス の 束 構 造 を 有 す る と 予 想 さ れ て い る 。 不 凍 糖 タ ン パ ク 質

は -Ala-Thr-Ala-の ３ 残 基 の 繰 り 返 し 単 位 か ら な り Thr残 基 に 糖 鎖 が 修 飾 さ れ て い る こ と を

特 徴 と す る 。 I型 不 凍 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 約 3,000～ 4,500で あ り 、 II型 不 凍 タ ン パ ク 質

の 分 子 量 は 約 20,000で あ り 、 III型 不 凍 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 約 7,000で あ り 、 IV型 不 凍 タ

ン パ ク 質 の 分 子 量 は 約 11,000で あ り 、 不 凍 糖 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 約 2,600～ 33,000で あ

る 。 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 い ず れ も 両 親 媒 性 を 有 し て お り 、 Ｉ 型 、 II型 、 AFGPな ど の タ イ プ

に よ ら ず 、 水 に 対 し て 高 濃 度 で 溶 解 す る 性 質 を 有 し て い る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 I～ IV型 お よ び AFGPの い ず れ の タ イ プ で

あ っ て も よ い が 、 II型 お よ び III型 の も の が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 II型 お よ び III型 の 魚 類

由 来 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 氷 結 晶 結 合 部 位 が 平 面 構 造 を 形 成 し て い る こ と か ら 、 こ れ を

集 積 化 し た 場 合 に 高 い 氷 核 活 性 お よ び 凍 結 促 進 活 性 を 有 す る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 あ る い は 、 昆 虫 由 来 の 不 凍 タ ン パ ク 質 も そ の 氷 結 晶 結 合 部 位 が 平 面 構 造 を 形 成 し て い る

こ と が 知 ら れ て お り 、 本 発 明 に お い て 好 ま し く 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 好 ま し い 不 凍 タ ン パ ク 質 の 具 体 例 と し て は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 不 凍 タ

ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 の

タ ン パ ク 質 も ま た 、 好 ま し い 不 凍 タ ン パ ク 質 と し て 使 用 で き る 。 機 能 的 に 同 等 と は 、 対 象

と な る タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 同 等 の 生 物 学 的 機

能 、 生 化 学 的 機 能 、 す な わ ち 不 凍 活 性 を 有 す る こ と を 指 す 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 の タ ン パ ク 質 に は 、 配 列

番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 挿 入 も し く は 付

加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 不 凍 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 包 含 さ れ る 。 こ こ で

数 個 と は 、 通 常 、 2～ 10個 、 好 ま し く は 2～ 5個 、 よ り 好 ま し く は 2～ 3個 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 ま た 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 の タ ン パ ク 質 に は

、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 50％ 以 上 の 同 一 性 、 好 ま し く は 75％ 以 上 の 同 一

性 、 さ ら に 好 ま し く は 85％ 以 上 の 同 一 性 、 さ ら に 好 ま し く は 90％ 以 上 の 同 一 性 、 特 に 好 ま

し く は 95％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 不 凍 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 も
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包 含 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 通 常 用 い ら れ る 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ

と が で き 、 例 え ば 、 Karlin and Altschulに よ る ア ル ゴ リ ズ ム BLAST (Proc. Natl . Acad.

Sci. USA 90:5873-5877, 1993)に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ

い て 、 BLASTNや BLASTXと 呼 ば れ る プ ロ グ ラ ム が 開 発 さ れ て い る （ Altschul et al. J. Mol

. Biol. 215:403-410, 1990） 。 こ れ ら の 解 析 方 法 の 具 体 的 な 手 法 は 公 知 で あ る （ http://

w w w.ncbi.nlm.nih.gov.） 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 魚 類 、 菌 類 、 昆 虫 ま た は 植 物 等 か ら 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り

精 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 例 え ば 、 魚 類 の 血 液 か ら 不 凍 タ ン パ ク 質 を 得 る 際 に は 、 不 凍 タ ン パ ク 質 産 生 魚 体 の 尾 部

静 脈 等 か ら 注 射 器 を 用 い て 採 取 し た 血 液 を 、 4℃ 付 近 に て 12時 間 以 上 静 置 す る 。 こ の 操 作

に よ っ て 沈 殿 す る 血 球 成 分 （ 不 凍 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い ） を 赤 血 球 の 膜 を 破 ら な い よ う に

静 か に 取 り 除 く （ デ カ ン テ ー シ ョ ン ） 。 残 る 血 清 成 分 （ 不 凍 タ ン パ ク 質 を 含 む ） に 対 し て

透 析 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は HPLCク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と い っ た 汎 用 の 生 化

学 的 分 離 操 作 を 適 用 す る こ と に よ っ て 、 該 不 凍 タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る （ Schrag,

J. D.,ら 、 Biochim. Biophys. Acta, 915, 357-370(1987))。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 魚 類 の 筋 肉 か ら 不 凍 タ ン パ ク 質 を 得 る 際 に は 、 不 凍 タ ン パ ク 質 産 生 魚 体 を そ の ま ま 、 ま

た は 該 魚 体 か ら 頭 部 と 内 臓 を 取 り 除 い た も の を 、 ミ キ サ ー に か け て す り 身 に す る 。 こ れ に

水 ま た は 緩 衝 液 を 加 え て 良 く 懸 濁 す る 。 こ の と き 、 必 要 に 応 じ て す り 身 懸 濁 液 に 対 し て 50

～ 90℃ の 加 熱 を 行 う （ 特 に 、 Iお よ び II型 不 凍 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る 場 合 ） 。 こ の す り 身

懸 濁 液 を 静 置 す る か 、 ま た は 3,000～ 12,000rpmで 30分 程 度 の 間 、 遠 心 分 離 操 作 を 行 う こ と

に よ っ て 、 上 澄 み 液 を 得 る 。 こ れ に 対 し て 透 析 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は HP

LCク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と い っ た 汎 用 の 生 化 学 的 分 離 操 作 を 適 用 す る こ と に よ っ て 、 不 凍 タ

ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る （ 特 開 2004-083546公 報 ） 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 例 え ば 、 菌 類 か ら 不 凍 タ ン パ ク 質 を 得 る 場 合 は 、 菌 類 を 培 地 に て 培 養 し 、 該 培 養 液 か ら

菌 体 を 分 離 し 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 菌 体 の 分 離

に は 、 例 え ば 、 遠 心 分 離 、 濾 過 、 限 外 濾 過 等 を 用 い る こ と が で き る 。 菌 体 の 分 離 後 に 得 ら

れ る 培 養 上 清 液 に 含 ま れ る 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム や 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 等 に よ

る 塩 析 法 、 ア セ ト ン や エ タ ノ ー ル に よ る 有 機 溶 媒 沈 殿 法 、 陽 イ オ ン 交 換 体 又 は 陰 イ オ ン 交

換 体 等 を 用 い た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ア ガ ロ ー ス 誘 導 体 等 を 用 い た ゲ ル 濾 過 法 等

に よ り 単 離 ・ 精 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 ま た 、 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 公 開 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 を 利 用 し て 、 当 技 術 分

野 で 公 知 の 手 法 、 例 え ば 担 体 ペ プ チ ド 合 成 法 な ど に よ り 合 成 す る こ と が で き る 。 ま た 、 公

知 の 遺 伝 子 組 換 え 手 法 を 利 用 し て 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N Aの 情 報 を 用 い て 不 凍

タ ン パ ク 質 を 生 産 す る こ と も 可 能 で あ る 。 な お 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン

パ ク 質 を コ ー ド す る D N Aの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 １ に 示 す 。 以 下 、 組 換 え 手 法 を 用 い た 不 凍

タ ン パ ク 質 の 生 産 に 関 し て 説 明 す る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 生 産 用 組 換 え ベ ク タ ー は 、 上 記 D N Aの 塩 基 配 列 ま た は 公 開 さ れ て い る cD N

Aの 塩 基 配 列 を 適 当 な ベ ク タ ー に 連 結 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き 、 形 質 転 換 体 は 、 不

凍 タ ン パ ク 質 生 産 用 組 換 え ベ ク タ ー を 、 不 凍 タ ン パ ク 質 が 発 現 し 得 る よ う に 宿 主 中 に 導 入

す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 ベ ク タ ー に は 、 宿 主 微 生 物 で 自 律 的 に 増 殖 し 得 る フ ァ ー ジ ま た は プ ラ ス ミ ド が 使 用 さ れ
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る 。 プ ラ ス ミ ド D N Aと し て は 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば pET21a、 pGEX4T、 pUC118

、 pUC119、 pUC18、 pUC19等 ） 、 枯 草 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば pUB110、 pTP5等 ） 、 酵 母

由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば YEp13、 YEp24、 YCp50等 ） な ど が 挙 げ ら れ 、 フ ァ ー ジ D N Aと し て

は λ フ ァ ー ジ （ 例 え ば 、 λ gt11、 λ ZAP等 ） が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス

な ど の 動 物 ウ イ ル ス 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス な ど の 昆 虫 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る こ と も で き

る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 ベ ク タ ー に 不 凍 タ ン パ ク 質 cD N Aを 挿 入 す る に は 、 ま ず 、 精 製 さ れ た D N Aを 適 当 な 制 限 酵

素 で 切 断 し 、 適 当 な ベ ク タ ー D N Aの 制 限 酵 素 部 位 ま た は マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に 挿 入

し て ベ ク タ ー に 連 結 す る 方 法 な ど が 採 用 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 そ の 他 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 用 い ら れ る 不 凍 タ ン パ ク 質 生 産 用 組 換 え ベ ク タ ー に は 、

プ ロ モ ー タ ー 、 不 凍 タ ン パ ク 質 cD N Aの ほ か 、 所 望 に よ り エ ン ハ ン サ ー な ど の シ ス エ レ メ ン

ト 、 ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル 、 ポ リ Ａ 付 加 シ グ ナ ル 、 選 択 マ ー カ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列

（ SD配 列 ） な ど が 連 結 さ れ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 D N A断 片 と ベ ク タ ー 断 片 と を 連 結 さ せ る に は 、 公 知 の D N Aリ ガ ー ゼ を 用 い る 。 そ し て 、 D N

A断 片 と ベ ク タ ー 断 片 と を ア ニ ー リ ン グ さ せ た 後 連 結 さ せ 、 不 凍 タ ン パ ク 質 生 産 用 組 換 え

ベ ク タ ー を 作 製 す る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 形 質 転 換 に 使 用 す る 宿 主 と し て は 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を 発 現 で き る も の で あ れ ば 特 に 限 定

さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 細 菌 （ 大 腸 菌 、 枯 草 菌 等 ） 、 酵 母 、 動 物 細 胞 （ COS細 胞 、 C

H O細 胞 等 ） 、 昆 虫 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 一 例 と し て 、 細 菌 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 不 凍 タ ン パ ク 質 生 産 用 組 換 え ベ ク タ ー が 該 細 菌

中 で 自 律 複 製 可 能 で あ る と 同 時 に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 、 不 凍 タ ン パ ク 質

D N A、 転 写 終 結 配 列 に よ り 構 成 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 プ ロ モ ー タ ー を 制 御 す

る 遺 伝 子 が 含 ま れ て い て も よ い 。 大 腸 菌 と し て は 、 例 え ば エ ッ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ （ Escher

ichia coli） BL21な ど が 挙 げ ら れ 、 枯 草 菌 と し て は 、 例 え ば バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス （ Baci

llus subtilis） な ど が 挙 げ ら れ る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 大 腸 菌 等 の 宿 主 中 で 発 現 で き る も

の で あ れ ば い ず れ を 用 い て も よ い 。 細 菌 へ の 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 は 、 細 菌 に D N Aを

導 入 す る 方 法 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば カ ル シ ウ ム イ オ ン を 用 い る 方

法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 酵 母 、 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 な ど を 宿 主 と す る 場 合 に は 、 同 様 に 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 手

法 に 従 っ て 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を 生 産 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 上 記 作 製 し た 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、 そ の 培 養 物 か ら 採 取 す る こ と に

よ り 得 る こ と が で き る 。 「 培 養 物 」 と は 、 培 養 上 清 、 培 養 細 胞 、 培 養 菌 体 、 ま た は 細 胞 も

し く は 菌 体 の 破 砕 物 の い ず れ を も 意 味 す る も の で あ る 。 上 記 形 質 転 換 体 を 培 地 で 培 養 す る

方 法 は 、 宿 主 の 培 養 に 用 い ら れ る 通 常 の 方 法 に 従 っ て 行 わ れ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 大 腸 菌 や 酵 母 菌 等 の 微 生 物 を 宿 主 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て は 、

微 生 物 が 資 化 し 得 る 炭 素 源 、 窒 素 源 、 無 機 塩 類 等 を 含 有 し 、 形 質 転 換 体 の 培 養 を 効 率 的 に

行 う こ と が で き る 培 地 で あ れ ば 、 天 然 培 地 、 合 成 培 地 の い ず れ を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 培 養 は 、 通 常 、 振 盪 培 養 ま た は 通 気 攪 拌 培 養 な ど の 好 気 的 条 件 下 、 37℃ で 6～ 24時 間 行

う 。 培 養 期 間 中 、 pHは 中 性 付 近 に 保 持 す る 。 pHの 調 整 は 、 無 機 ま た は 有 機 酸 、 ア ル カ リ 溶

液 等 を 用 い て 行 う 。 培 養 中 は 必 要 に 応 じ て ア ン ピ シ リ ン や テ ト ラ サ イ ク リ ン 等 の 抗 生 物 質

を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】

　 培 養 後 、 不 凍 タ ン パ ク 質 が 菌 体 内 ま た は 細 胞 内 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 菌 体 ま た は 細 胞

を 破 砕 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 抽 出 す る 。 ま た 、 不 凍 タ ン パ ク 質 が 菌 体 外 ま た は 細 胞

外 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 培 養 液 を そ の ま ま 使 用 す る か 、 遠 心 分 離 等 に よ り 菌 体 ま た は 細

胞 を 除 去 す る 。 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 の 単 離 精 製 に 用 い ら れ る 一 般 的 な 生 化 学 的 方 法 、 例 え

ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア

フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 単 独 で ま た は 適 宜 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 、

前 記 培 養 物 中 か ら 不 凍 タ ン パ ク 質 を 単 離 精 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 が 得 ら れ た か 否 か は 、 SDS－ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 等 に よ り

確 認 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 分 子 表 面 に 水 分 子 結 合 側 鎖 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 の 担 体 へ の 固 定

化 は 、 タ ン パ ク 質 を 担 体 に 固 定 化 す る た め の 公 知 の 方 法 に 従 っ て 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 例 え ば 、 金 属 イ オ ン に 対 し て 親 和 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 例 え ば ヒ ス チ ジ ン 、 シ ス テ

イ ン ま た は ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 と 金 属 イ オ ン と の 結 合 を 利 用 す る 方 法 、 シ ス テ イ ン 残 基 と

マ レ イ ミ ド 基 と の 結 合 を 利 用 す る 方 法 、 ア ビ ジ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 等 の ビ オ チ ン

結 合 タ ン パ ク 質 と ビ オ チ ン と の 結 合 を 利 用 す る 方 法 、 チ オ レ ド キ シ ン タ グ と フ ェ ニ ル ア ル

シ ン オ キ シ ド と の 結 合 を 利 用 す る 方 法 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と グ ル タ

チ オ ン と の 結 合 を 利 用 す る 方 法 、 抗 原 -抗 体 結 合 を 利 用 す る 方 法 、 疎 水 性 表 面 を 持 つ 担 体

と タ ン パ ク 質 と の 疎 水 性 相 互 作 用 を 利 用 す る 方 法 、 な ら び に 担 体 上 の ア ミ ノ 基 ま た は カ ル

ボ キ シ ル 基 と タ ン パ ク 質 上 の ア ミ ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 と の 結 合 を 利 用 す る 方 法 な ど

が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 金 属 イ オ ン に 対 し て 親 和 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 と 金 属 イ オ ン と の 結 合 を 利 用 す る 方 法

の 具 体 例 と し て 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 に 導 入 し た ヒ ス チ ジ ン タ グ と 金

属 イ オ ン の 配 位 結 合 を 利 用 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 ヒ ス チ ジ ン タ グ と は 、 数 個 、 好 ま し く

は 3～ 10個 、 よ り 好 ま し く は 6個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 の 連 続 し た 配 列 を さ す 。 ヒ ス チ ジ ン タ グ

の 導 入 は 、 公 知 の 方 法 に よ り 実 施 で き る が 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 部 分 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を

有 す る ベ ク タ ー を 用 い る 方 法 が 好 適 で あ る 。 担 体 上 に 、 金 属 錯 体 、 好 ま し く は ニ ッ ケ ル 錯

体 ま た は コ バ ル ト 錯 体 を 導 入 す る こ と に よ り 、 上 記 ヒ ス チ ジ ン タ グ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド

ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 を 高 い 親 和 性 で 固 定 化 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 金 属 錯 体 は 、 キ レ ー ト 配 位 子 を 担 体 に 導 入 し 、 こ れ に 金 属 イ オ ン を 添 加 す る こ と に よ り

形 成 す る こ と が で き る 。 キ レ ー ト 配 位 子 の 構 造 と し て は 、 例 え ば 、 イ ミ ノ ジ カ ル ボ ン 酸 、

ニ ト リ ロ ト リ 酢 酸 、 テ ル ピ リ ジ ン 、 ビ ピ リ ジ ン 、 ト リ エ チ レ ン テ ト ラ ア ミ ン 、 ビ エ チ レ ン

ト リ ア ミ ン 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 ト リ メ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 、 ジ エ

チ レ ン ト リ ア ミ ン ペ ン タ 酢 酸 、 大 環 状 ポ リ ア ミ ン ジ オ キ ソ 誘 導 体 、 ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム

、 ト リ ポ リ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ポ リ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酒 石 酸 、 ク エ ン 酸 、 グ ル コ ン 酸 、

ジ メ チ ル グ リ オ キ シ ム 、 2,4-ペ ン タ ン ジ オ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ジ ア ミ ノ シ ク ロ ペ ン タ ン 、 ジ エ

チ レ ン ト リ ア ミ ン 、 ジ メ チ ル グ リ オ キ シ ム 、 ア エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 、 グ リ シ ン 、 ヘ

キ サ エ チ レ ン ヘ キ サ ミ ン 、 2-メ チ ル -1,2-プ ロ パ ン ジ ア ミ ン 、 イ ソ キ ノ リ ン 、 マ ロ ン 酸 、 O

-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 、 シ ュ ウ 酸 、 N,N,N＇ ,N＇ -テ ト ラ キ ス （ 2-ア ミ ノ エ チ ル ） エ チ レ ン

ジ ア ミ ン 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ン 、 γ － ピ コ リ ン -1,2-プ ロ パ ン ジ ア ミ ン 、 ピ リ ジ ン 、 キ

ノ リ ン 、 及 び 尿 素 等 の 構 造 を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 ま た 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る シ ス テ イ ン 残 基 ま た は 新 た に

導 入 し た シ ス テ イ ン 残 基 の チ オ ー ル 基 を 、 そ の 金 属 イ オ ン と の 親 和 性 に 基 づ き 、 金 属 担 体

上 に 固 定 化 す る こ と も で き る （ Love J. C. et al. , Chem. Rev., 105, 1103-1169 (2005)
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） 。 金 属 担 体 と し て は 、 金 属 製 の 担 体 お よ び 高 分 子 基 板 等 の 金 属 以 外 の 材 料 か ら な る 基 板

の 表 面 に 金 属 膜 を 有 す る 担 体 の い ず れ も 使 用 で き る 。 シ ス テ イ ン 残 基 の チ オ ー ル 基 と 親 和

性 の 金 属 と し て は 、 金 、 銀 、 銅 、 白 金 、 イ リ ジ ウ ム 、 ニ ッ ケ ル 、 ル テ ニ ウ ム 等 が 挙 げ ら れ

る 。 好 ま し く は シ リ コ ン 基 板 上 に 金 を 蒸 着 し た 担 体 を 用 い る 。 基 板 表 面 に 金 属 膜 を 形 成 す

る 場 合 、 金 属 膜 の 厚 さ は 、 通 常 100～ 2000Å 、 好 ま し く は 500～ 1000Å で あ る 。 ま た 、 In2O

3、 CdS、 GaAsな ど の 半 導 体 や こ れ ら の 薄 膜 を 有 す る 基 板 も チ オ ー ル 基 と 結 合 す る 担 体 と な

り う る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 シ ス テ イ ン 残 基 の 導 入 は 、 公 知 の 組 換 え 法 に よ り 不 凍 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 際 に 実 施 し

て も よ い し 、 化 学 的 に シ ス テ イ ン 残 基 を 結 合 さ せ る こ と に よ り 実 施 し て も よ い 。 シ ス テ イ

ン は 、 好 ま し く は Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 に 導 入 す る 。 例 え ば 、 Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 基 と シ ス テ イ

ン の カ ル ボ キ シ ル 基 を 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 ま た Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 基

と 例 え ば N 2 H(CH 2 ) 2 O(CH 2 ) 2 OCH 2 CO O Hの よ う に ア ミ ノ 基 及 び カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 し て い る 様

な 適 当 な リ ン カ ー の カ ル ボ キ シ ル 基 と を 反 応 さ せ 、 次 い で 該 リ ン カ ー の ア ミ ノ 基 と シ ス テ

イ ン の カ ル ボ キ シ ル 基 と を 反 応 さ せ る こ と で リ ン カ ー を 介 し て Ｎ 末 端 に シ ス テ イ ン を 結 合

さ せ る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 あ る い は 、 チ オ ー ル 基 と ア ミ ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 と を 有 す る 化 合 物 を 、 上 記 の よ

う な 金 属 製 の 担 体 ま た は 高 分 子 基 板 等 の 材 料 か ら な る 基 板 の 表 面 に 金 属 膜 を 有 す る 担 体 、

好 ま し く は シ リ コ ン 基 板 上 に 金 を 蒸 着 し た 担 体 と 反 応 さ せ て 、 該 化 合 物 の チ オ ー ル 基 と 金

属 と の 親 和 性 に よ っ て ア ミ ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 を 担 体 表 面 に 導 入 す る こ と も で き る

。 そ し て 、 該 ア ミ ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 と 固 定 化 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ

ク 質 の カ ル ボ キ シ ル 基 ま た は ア ミ ノ 基 と の 間 で ペ プ チ ド 結 合 を 形 成 す る こ と に よ り 、 固 定

化 を 実 施 す る こ と が で き る 。 魚 類 由 来 III型 不 凍 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 す る 場 合 は 、 チ オ ー

ル 基 と カ ル ボ キ シ ル 基 と を 有 す る 化 合 物 （ カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 す る チ オ ー ル 化 合 物 ） を 用

い 、 不 凍 タ ン パ ク 質 の 末 端 ア ミ ノ 基 と 該 カ ル ボ キ シ ル 基 で ペ プ チ ド 結 合 を 生 成 さ せ る の が

好 ま し い 。 カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 す る チ オ ー ル 化 合 物 を 用 い る こ と に よ り カ ル ボ キ シ ル 基 を

担 体 に 導 入 す る 場 合 は 、 さ ら に シ ア ナ ミ ド や カ ル ボ ジ イ ミ ド （ 例 え ば 、 1-[3-(ジ メ チ ル ア

ミ ノ )プ ロ ピ ル ]-3-エ チ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド )な ど の 脱 水 縮 合 剤 と N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ

ド な ど の 化 合 物 で カ ル ボ キ シ ル 基 を 活 性 エ ス テ ル 化 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の 処 理 に よ り

、 ア ミ ド 結 合 を 介 し て 炭 化 水 素 基 の 末 端 に 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 基 等 の 活 性 エ ス

テ ル 基 が 結 合 し た 基 を 形 成 す る こ と が で き る 。 活 性 エ ス テ ル 基 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ

基 と の 反 応 性 が 高 い た め 有 利 で あ る 。 活 性 エ ス テ ル 基 と し て は 、 例 え ば p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル

基 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 基 、 コ ハ ク 酸 イ ミ ド 基 、 フ タ ル 酸 イ ミ ド 基 、 5-ノ ル ボ ル

ネ ン -2,3-ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 基 等 が 挙 げ ら れ る 。 特 に 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 基

が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る シ ス テ イ ン 残 基 ま た は 新 た に 導 入 し

た シ ス テ イ ン 残 基 の チ オ ー ル 基 と 、 担 体 上 の マ レ イ ミ ド 基 ま た は 担 体 上 に 導 入 し た マ レ イ

ミ ド 基 と の 間 で 共 有 結 合 を 形 成 さ せ る こ と に よ り 、 固 定 化 を 実 施 す る こ と も で き る 。 担 体

へ の マ レ イ ミ ド 基 の 導 入 は 、 公 知 の 試 薬 （ 例 え ば 、 ス ル ホ － Ｅ Ｍ Ｃ Ｓ 、 株 式 会 社 　 同 仁 化

学 研 究 所 ） を 用 い て 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 ま た 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 不 凍 タ ン パ

ク 質 の 抗 体 を 結 合 し た 担 体 を 用 い て 抗 原 -抗 体 結 合 を 介 し て 担 体 上 に 固 定 化 す る こ と も で

き る 。 さ ら に 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 を 、 疎 水 性 表 面 を 持 つ 担 体 を 用 い

て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 不 凍 タ ン パ ク 質 の 疎 水 性 部 位 と の 相 互 作 用 を 介 し て 担 体 上 に

固 定 化 す る こ と も で き る 。 疎 水 性 表 面 を 持 つ 担 体 の 例 と し て 、 ア ル キ ル チ オ ー ル 分 子 (例

え ば 、 HS(CH 2 ) 1 1 CH 3 )を 担 体 上 に 固 定 化 し た 単 分 子 膜 が 挙 げ ら れ る 。 こ の と き 、 該 ポ リ ペ

プ チ ド ま た は 該 不 凍 タ ン パ ク 質 に 複 数 個 の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 導 入 し た も の を 利 用 す る こ と
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も で き る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど の ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と ビ オ チ ン の 結 合 を

利 用 す る 方 法 に お い て は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 に ビ オ チ ン を 導 入 し 、

こ れ を 担 体 上 に 結 合 さ せ た ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る こ と に よ り 、 固 定 化 を 実 施

す る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 本 発 明 に お い て は 、 上 記 の よ う に ビ オ チ ン 等 の 修 飾 部 位 を 導 入 し た も の も ま た 、 分 子 表

面 に 水 分 子 結 合 側 鎖 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 に 包 含 さ れ る も の と す る

。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 あ る い は 、 担 体 が 有 す る カ ル ボ キ シ ル 基 を N-ヒ ド ロ キ シ コ ハ ク 酸 イ ミ ド と 反 応 さ せ る こ

と に よ っ て 、 ス ク シ ン イ ミ ド オ キ シ カ ル ボ ニ ル 基 に 変 換 し 、 こ れ に 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た

は 不 凍 タ ン パ ク 質 を ア ミ ノ 基 の 部 分 で 反 応 さ せ る 方 法 （ 活 性 エ ス テ ル 法 ） 、 担 体 が 有 す る

ア ミ ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 に 、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド な ど の 縮 合 試 薬 の 存

在 下 で 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ ル 基 ま た は ア ミ ノ 基 を 縮 合

反 応 さ せ る 方 法 （ 縮 合 法 ） な ど も 利 用 で き る 。 こ こ で 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン

パ ク 質 の ア ミ ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 と し て は 、 分 子 表 面 に 存 在 す る も の を 担 体 上 の 官

能 基 と 反 応 さ せ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 ま た 、 担 体 と 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 と を グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド な ど の ２

個 以 上 の 官 能 基 を 有 す る 化 合 物 を 用 い て 架 橋 す る 方 法 （ 担 体 架 橋 法 ） 、 エ ポ キ シ 基 を 有 す

る シ ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 を 介 し て 担 体 表 面 に 固 定 化 す る 方 法 な ど も 利 用 で き る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 す る 担 体 は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は

不 凍 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 損 な わ ず に 担 持 で き る も の で あ れ ば 制 限 さ れ ず 、 用 い る 固 定 化 方

法 に 合 わ せ て 、 当 業 者 で あ れ ば 適 宜 選 択 で き る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 例 え ば 、 白 金 、 白 金 黒 、 金 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ロ ジ ウ ム 、 銀 、 水 銀 、 タ ン グ ス テ ン 及 び そ れ

ら の 化 合 物 な ど の 金 属 、 及 び グ ラ フ ァ イ ト 、 カ ー ボ ン フ ァ イ バ ー に 代 表 さ れ る 炭 素 な ど の

導 電 体 材 料 ； 単 結 晶 シ リ コ ン 、 ア モ ル フ ァ ス シ リ コ ン 、 炭 化 ケ イ 素 、 酸 化 ケ イ 素 、 窒 化 ケ

イ 素 な ど に 代 表 さ れ る シ リ コ ン 材 料 、 Ｓ Ｏ Ｉ （ シ リ コ ン ・ オ ン ・ イ ン シ ュ レ ー タ ） な ど に

代 表 さ れ る こ れ ら シ リ コ ン 材 料 の 複 合 素 材 ； ガ ラ ス 、 石 英 ガ ラ ス 、 ア ル ミ ナ 、 サ フ ァ イ ア

、 セ ラ ミ ク ス 、 フ ォ ル ス テ ラ イ ト 、 感 光 性 ガ ラ ス な ど の 無 機 材 料 ； ポ リ エ チ レ ン 、 エ チ レ

ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 環 状 ポ リ オ レ フ ィ ン 、 ポ リ イ ソ ブ チ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ

ー ト 、 不 飽 和 ポ リ エ ス テ ル 、 含 フ ッ 素 樹 脂 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ リ デ ン 、 ポ リ

酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ア セ タ ー ル 、 ア ク リ ル 樹 脂 、 ポ リ ア ク リ

ロ ニ ト リ ル 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ア セ タ ー ル 樹 脂 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ ア ク

リ ル ア ミ ド 、 フ ェ ノ ー ル 樹 脂 、 ユ リ ア 樹 脂 、 エ ポ キ シ 樹 脂 、 メ ラ ミ ン 樹 脂 、 ス チ レ ン ・ ア

ク リ ロ ニ ト リ ル 共 重 合 体 、 ア ク リ ロ ニ ト リ ル ・ ブ タ ジ エ ン ス チ レ ン 共 重 合 体 、 ポ リ フ ェ ニ

レ ン オ キ サ イ ド 、 ポ リ ス ル ホ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 キ チ ン 、 コ ラ ー ゲ ン お よ び

ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー な ど の 有 機 材 料 等 が 挙 げ ら れ る 。 担 体 の 形 状 は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、

例 え ば 、 容 器 、 基 板 、 多 孔 質 お よ び ビ ー ズ （ ナ ノ 粒 子 ～ マ ク ロ 粒 子 ） 等 の 形 状 を 有 し う る

。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 氷 結 晶 結 合 部 位 が 露 出 す る よ う に 配 向 し て 担 体 上 に 固 定 化 す る

こ と が 好 ま し い 。 そ う す る こ と で 、 結 晶 結 合 部 位 を 担 体 表 面 に 露 出 し た 状 態 で 集 積 化 さ せ

る こ と が で き 、 高 い 氷 核 活 性 お よ び 凍 結 促 進 活 性 を 有 す る 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 を 得

る こ と が で き る 。 露 出 す る よ う に 配 向 さ れ る と は 、 氷 結 晶 結 合 部 位 が 水 ま た は 含 水 物 と 接

触 し や す い よ う に 、 す な わ ち 担 体 の 外 側 に 向 か っ て 配 向 さ れ て い る こ と を さ す 。
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【 ０ ０ ７ ７ 】

　 分 子 表 面 に 水 分 子 結 合 側 鎖 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 を 配 向 し て 担 体

上 に 固 定 化 す る 場 合 は 、 そ の 三 次 元 構 造 を 考 慮 し 、 用 い た 固 定 化 方 法 に 基 づ き 、 上 記 ポ リ

ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 に お い て 、 好 適 な 担 体 結 合 部 位 を 選 択 ま た は 導 入 す る 。 上

記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 の 三 次 元 構 造 に お い て 、 そ の 水 分 子 結 合 側 鎖 ま た は

氷 結 晶 結 合 部 位 に 対 し て 反 対 側 に 担 体 結 合 部 位 が 存 在 す る よ う に 、 こ れ を 選 択 ま た は 導 入

す る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 不 凍 タ ン パ ク 質 ま た は こ れ と 機 能 的 に 同 等

の タ ン パ ク 質 を 担 体 上 に 固 定 化 す る 場 合 は 、 そ の ア ミ ノ 末 端 に シ ス テ イ ン を 導 入 し 、 こ れ

を 金 属 担 体 、 好 ま し く は 金 担 体 ま た は 表 面 に 金 を 有 す る 担 体 に 固 定 化 す る こ と に よ り 、 氷

結 晶 結 合 部 位 が 露 出 す る よ う に 不 凍 タ ン パ ク 質 を 配 向 し て 固 定 化 す る こ と が で き る 。 ア ミ

ノ 末 端 に シ ス テ イ ン を 導 入 し た 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 不 凍 タ ン パ ク 質 お よ び

こ れ を コ ー ド す る D N Aの 塩 基 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ４ お よ び ３ に 示 す 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 お よ び 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 と 、 水 ま た は 含 水 物

と を 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 該 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 を 促 進 す る こ と が で き る 。 ま た 、 水

ま た は 含 水 物 中 の 溶 存 気 体 を 除 去 し な が ら 水 ま た は 含 水 物 を 凍 結 す る こ と が で き 、 結 果 と

し て 、 透 明 な 氷 を 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 含 水 物 に お け る 水 以 外 の 成 分 を 除 去 し な

が ら 水 （ 水 成 分 ） を 凍 結 す る こ と が で き 、 結 果 と し て 、 含 水 物 に お け る 水 以 外 の 成 分 を 濃

縮 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 含 水 物 と は 、 水 分 子 と 水 分 子 以 外 の 分 子 と を 含 む 物 質 を 意 味 し 、 例 え ば

、 溶 質 と 溶 媒 か ら な る 水 溶 液 、 水 に 溶 解 し な い 物 質 と 水 と の 混 合 液 、 穀 類 、 麺 類 、 卵 、 野

菜 、 果 実 、 肉 類 、 魚 介 類 、 パ ン 生 地 、 氷 菓 子 お よ び 加 工 食 品 な ど の 食 品 、 医 療 品 、 診 断 薬

、 試 薬 、 化 粧 品 、 化 粧 水 、 血 液 、 血 清 、 血 小 板 、 精 子 、 卵 子 、 単 細 胞 、 多 細 胞 、 生 体 組 織

、 心 臓 、 膵 臓 、 肝 臓 お よ び 腎 臓 な ど の 臓 器 な ら び に こ れ ら の 保 存 液 、 融 雪 剤 、 霜 害 防 止 剤

等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 を 促 進 す る と は 、 該 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 温 度 （ 凝 固 点 ） を 上 昇

さ せ る こ と を さ す 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 お よ び 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 に

お い て 集 積 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 多 数 の 水 分 子 の 集 積 を 促 す こ

と で 氷 核 を 形 成 さ せ 、 水 ま た は 含 水 物 の 凍 結 を 促 進 す る と 考 え ら れ る 。 通 常 、 水 は 約 -20

℃ で 凍 結 す る が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 お よ び 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 と 接

触 さ せ る こ と に よ り 、 水 の 凍 結 温 度 を 約 -2℃ ま で 上 昇 さ せ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 本 発 明 に よ り 、 水 お よ び 含 水 物 を 従 来 よ り も 少 な い 冷 却 エ ネ ル ギ ー を 用 い て 凍 結 さ せ る

こ と が 可 能 に な る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 固 定 化 担 体 お よ び 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 は

、 製 氷 漕 、 製 氷 皿 、 ラ ッ ピ ン グ 用 フ ィ ル ム 等 と し て の 利 用 が 期 待 さ れ 、 こ れ ら を 用 い れ ば

、 た と え ば 冷 凍 庫 の 温 度 を 従 来 の よ う に -20℃ ～ -196℃ ま で 冷 却 す る 必 要 が な く な り 、 大

幅 な エ ネ ル ギ ー コ ス ト の 削 減 が 期 待 で き る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 説 明 す る が 、 本 発 明 は 実 施 例 の 範 囲 に 限 定 さ れ な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ８ ４ 】

（ 1） 天 然 不 凍 タ ン パ ク 質 の 調 製

　 魚 類 由 来 III型 不 凍 タ ン パ ク 質 （ AFP） を 特 開 2004-083546公 報 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 ナ

ガ ガ ジ 属 魚 類 （ ナ ガ ガ ジ ： Zoarces elongatus Kner） の 魚 体 す り 身 か ら 調 製 し た 。 用 い た

魚 類 由 来 III型 不 凍 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） お よ び 該 不 凍 タ ン パ ク 質 を

コ ー ド す る D N Aの 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を 配 列 表 に 示 す 。
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【 ０ ０ ８ ５ 】

（ 2） シ ス テ イ ン を 導 入 し た 不 凍 タ ン パ ク 質 （ C y s - A F P） の 調 製

（ a） 発 現 ベ ク タ ー の 構 築

　 魚 類 由 来 III型 不 凍 タ ン パ ク 質 （ AFP） の ア ミ ノ 末 端 6ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 、 さ ら に 開 始

コ ド ン （ ATG） の 直 後 に Cysの コ ド ン （ TGC） を 挿 入 し た D N Aプ ラ イ マ ー と 不 凍 タ ン パ ク 質 の

カ ル ボ キ シ 末 端 及 び 終 止 コ ド ン を コ ー ド す る D N Aプ ラ イ マ ー を 化 学 合 成 し た 。 次 に 、 合 成

し た こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 用 い て 不 凍 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N Aを 鋳 型 と し て PCRを 行 っ

た 。 増 幅 さ れ た D N A断 片 を Nde Iと Xho Iで 制 限 酵 素 消 化 し 、 同 酵 素 で 消 化 し た pET20bベ ク

タ ー に 組 込 ん だ （ pETCys-AFP） 。 魚 類 由 来 の III型 不 凍 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 へ シ ス テ

イ ン を 導 入 す る た め の D N Aの 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） と そ れ に よ っ て 発 現 さ れ る ア ミ ノ 酸

配 列 （ 配 列 番 号 ４ ） を 配 列 表 に 示 す 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

（ b） 大 腸 菌 に よ る Cys-AFPの 発 現

　 プ ラ ス ミ ド pETCys-AFPで 大 腸 菌 BL21(DE3)を 形 質 転 換 し た 。 プ ラ ス ミ ド pETCys-AFPに は

ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 が 導 入 さ れ て い る た め 、 ア ン ピ シ リ ン 100μ g/ml含 有 LB寒 天 培 地

に 大 腸 菌 を 広 げ 、 一 晩 28℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と で 形 質 転 換 体 を 選 択 し た 。 形 成 さ れ

た コ ロ ニ ー の 一 つ を 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 ん だ LB培 地 2 mlに 植 え 28℃ で 一 晩 培 養

し た 。 こ の 培 養 液 を 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 ん だ LB培 地 100 mlに 植 え 継 ぎ し 、 さ ら

に 28℃ で 一 晩 培 養 し た 。 100 mlの 培 養 液 の う ち 20 mlを 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 ん だ

LB培 地 2000 mlに 植 え 継 ぎ し 、 波 長 600 nmの 吸 光 度 で 大 腸 菌 の 増 殖 度 を モ ニ タ ー し な が ら 2

8℃ で 培 養 し た 。 波 長 600 nmの 吸 光 度 が 0.5に な っ た と こ ろ で イ ソ プ ロ ピ ル -β -D(－ )-チ オ

ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド を 終 濃 度 0.5 m M に な る よ う に 加 え る こ と に よ り Cys-AFPの 発 現 を 誘 導

し 、 さ ら に 8時 間 培 養 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

（ c） Cys-AFPの 精 製

　 培 養 液 を 3600 × g、 4℃ で 15分 遠 心 分 離 し 、 菌 体 を 回 収 し た 。 菌 体 を 10 m M ト リ ス -塩

酸 緩 衝 液 / 1m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ウ ム (pH 8.0) （ TE緩 衝 液 ） に 縣 濁 し

、 氷 中 で 超 音 波 破 砕 し た 。 こ れ を 11900 × g、 4℃ で 30分 遠 心 分 離 し 、 可 溶 性 画 分 と 不 溶

性 画 分 に 分 離 し た 。 可 溶 性 画 分 を 50m Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 2.9） に 対 し て 透 析

し 、 溶 液 の 置 換 を 行 っ た 。 透 析 に よ っ て 生 じ た 沈 殿 は 11900 × g、 4℃ で 30分 遠 心 分 離 す

る こ と で 除 去 し 、 上 澄 み 液 を 回 収 し た 。 上 澄 み 液 か ら の Cys-AFPの 精 製 に は 50m Mク エ ン 酸

ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 2.9） で 平 衡 化 し た High－ Sカ ラ ム （ BIO-RA D） を 接 続 し た D U O Flow

シ ス テ ム （ BIO-RA D） を 用 い た 。 ま ず 、 上 澄 み 液 を カ ラ ム に 通 し た 後 、 カ ラ ム 体 積 の 3倍 量

の 緩 衝 液 A、 50m Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 2.9） で カ ラ ム を 洗 浄 し た 。 次 に 一 定 の

割 合 で 緩 衝 液 B、 50m Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 1M塩 化 ナ ト リ ウ ム （ pH 2.9） の 混 合 比 率

を 増 加 さ せ な が ら 緩 衝 液 Aを カ ラ ム に 通 し Cys-AFPの 溶 出 を 行 っ た 。 Cys-AFPの 溶 出 は 波 長 2

80nmお よ び 214 nmの 吸 光 度 で 検 出 し 、 溶 出 Cys-AFPを フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ ー で 回 収 し た

。 精 製 操 作 は 常 に 4℃ の チ ャ ン バ ー 内 で 行 い 、 流 速 は 1ml/min、 1フ ラ ク シ ョ ン あ た り の 回

収 量 は 1 mlと し た 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

（ d） ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動

　 一 般 的 な 手 順 に 従 い 、 電 気 泳 動 装 置 (ATTO) 用 い て 精 製 し た Cys-AFPを 15% ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ド ゲ ル で 泳 動 し た 。 分 子 量 測 定 の た め 、 broad range SDS-PA GE standard (BIO-RA D

) を 同 時 に 泳 動 し た 。 サ ン プ ル 緩 衝 液 は 、 0.065 M ト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 (pH6.8) / 2 % ド

デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム / 10 % シ ョ 糖 / 5 % β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル / 0.001 % ブ ロ

モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー を 用 い た 。 濃 縮 ゲ ル は 0.5 M ト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 (pH 6.8) 0.75 ml、

30 % ア ク リ ル ア ミ ド / ビ ス (37.5 : 1) 混 合 液 0.45 ml、 10 % ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ

ム 0.12 ml、 蒸 留 水 1.78 mlを 混 合 し て 作 製 し 、 分 離 ゲ ル は 1.5 M ト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 (pH

8.8) 2.25 ml、 30% ア ク リ ル ア ミ ド / ビ ス (37.5 : 1) 混 合 液 4.5 ml、 10 % ド デ シ ル

硫 酸 ナ ト リ ウ ム 0.36 ml、 蒸 留 水 1.89 mlを 混 合 し て 作 製 し た 。 泳 動 用 緩 衝 液 は 、 ト リ ス
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（ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン 3.03ｇ 、 グ リ シ ン 14.4ｇ 及 び ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ

ム 1ｇ を 合 計 1 lの 蒸 留 水 中 に 溶 解 さ せ た も の を 用 い た 。 ゲ ル の 染 色 は メ タ ノ ー ル 20 ml

、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 12.5g、 リ ン 酸 2.5ml、 0.04 % ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー G-250

を 100mlの 蒸 留 水 の 溶 液 に 溶 か し た 染 色 液 を 用 い て 一 晩 行 い 、 蒸 留 水 で 脱 染 色 し た 。 分 子

量 7 K Da の Cys-AFPと そ の 二 量 体 の そ れ ぞ れ 単 一 の バ ン ド が 観 測 さ れ 純 度 高 く 精 製 さ れ て

い る の が 確 認 で き た 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

（ 3） 不 凍 活 性 の 測 定

　 (1)で 調 製 し た 天 然 AFPお よ び (2)で 調 製 し た Cys-AFPを 50m M リ ン 酸 緩 衝 液 / 0.05M NaCl

水 溶 液 (pH6.0)に 対 し て 透 析 し 、 緩 衝 液 置 換 を 行 っ た 後 に 1mg/mlに な る ま で 限 外 濾 過 に よ

り 濃 縮 を 行 っ た 。 な お 、 注 目 す る 検 体 液 が 不 凍 活 性 を 有 す る か 否 か の 評 価 は 、 低 温 顕 微 鏡

下 で の バ イ ピ ラ ミ ッ ド 型 氷 結 晶 観 察 実 験 を す る こ と で 1μ lの 液 に 対 し て で も 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 上 記 の よ う に 調 製 し た 試 料 溶 液 1μ lを ラ イ カ 社 製 D M LB100型 顕 微 鏡 (Leica D M LB 100 pho

tomicroscope)の 直 径 16m mの カ バ ー ガ ラ ス 上 に 滴 下 し た 。 こ れ を そ の ま ま も う １ 枚 の 直 径 1

2.5m mの カ バ ー ガ ラ ス に よ り は さ み 、 こ れ を D M LB100型 顕 微 鏡 の ス テ ー ジ 部 に 設 置 し た 冷 却

箱 内 に セ ッ ト し た 。 冷 却 箱 の 上 下 に は 直 径 1m mの 光 取 り 入 れ 穴 を あ け 、 顕 微 鏡 光 源 か ら の

光 は 下 側 の 穴 か ら 箱 内 を 通 り 上 側 の 穴 を 抜 け て レ ン ズ に 入 光 さ せ る よ う に し た 。 こ の 上 下

の 穴 に よ り 規 定 さ れ る 光 軸 上 に 検 体 液 を セ ッ ト す る こ と で 、 光 軸 上 に あ る 検 体 液 中 の 物 質

を 顕 微 鏡 観 察 す る こ と が で き る 。 検 体 液 が セ ッ ト さ れ た 冷 却 箱 の 中 の 温 度 は 、 リ ン カ ム 社

製 LK600温 度 制 御 装 置 （ Linkam LK600 temperature controller） に よ り +/-0.1℃ の 誤 差 で

制 御 さ れ る 。 室 温 下 で 検 体 液 を セ ッ ト し た 後 、 温 度 制 御 装 置 に よ り 冷 却 箱 内 の 温 度 を 毎 秒

0.2℃ で -22℃ ま で 下 降 さ せ た 。 お よ そ -14℃ か ら -22℃ の 間 の 温 度 の ど こ か で 検 体 液 の 全 体

が 凍 結 す る 。 凍 結 の 後 に 毎 秒 0.2℃ で 冷 却 箱 内 温 度 を 上 昇 さ せ 零 度 ℃ で 上 昇 を 停 止 し 、 そ

の ま ま 1～ 10秒 程 度 の 間 、 -3℃ を 維 持 し て い る と 凍 結 が 溶 け 、 無 数 の き れ つ の 入 っ た 氷 結

晶 状 態 を 経 た の ち に 、 氷 結 晶 が 水 中 に 浮 か ん だ も の が 観 測 さ れ た 。 そ の 瞬 間 に 、 冷 却 箱 内

の 温 度 を -2℃ ～ 3℃ 程 度 に 下 降 さ せ て 止 め 、 氷 結 晶 の 形 状 を 観 察 し た 。 試 験 に 使 用 し た 天

然 AFPお よ び Cys-AFPに お い て バ イ ピ ラ ミ ッ ド 型 の 氷 晶 が 観 察 さ れ 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は

不 凍 活 性 を 有 す る こ と を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ９ １ 】

（ 4） 金 基 板 上 へ の 配 向 固 定 化

（ a） 天 然 AFPの 固 定 化

　 シ リ コ ン ウ ェ ー ハ （ 111） 上 に 金 を 500Å の 厚 さ で 蒸 着 し た 金 薄 膜 基 板 を 、 0.1 m Mの メ ル

カ プ ト プ ロ ピ オ ン 酸 の エ タ ノ ー ル 溶 液 に 一 晩 浸 漬 し 、 メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ ン 酸 の チ オ ー ル

基 と 金 と の 結 合 を 利 用 し て プ ロ ピ オ ン 酸 基 を 露 出 さ せ た 界 面 を 作 製 し た 。 こ の 界 面 上 の プ

ロ ピ オ ン 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 2m Mの カ ル ボ ジ イ ミ ド お よ び 5m Mの ス ク シ ン イ ミ ド 混 合 溶 液

（ 100 m Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH７ .0)） に 25℃ で １ 時 間 浸 漬 す る こ と で 活 性 化 し た 後 、 天 然 AFP

溶 液 （ 10 m Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH 8.0)） に 4℃ で 一 晩 浸 漬 し 、 天 然 AFPの ア ミ ノ 基 、 す な わ ち

最 も 溶 媒 中 に 露 出 さ れ 反 応 性 が 高 い と 考 え ら れ る N末 端 の ア ミ ノ 基 、 と 活 性 化 カ ル ボ キ シ

ル 基 の ペ プ チ ド 縮 合 を 利 用 し て 不 凍 タ ン パ ク 質 を 金 薄 膜 に 固 定 化 し た 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

（ b） Cys-AFPの 固 定 化

　 シ リ コ ン ウ ェ ー ハ （ 111） 上 に 金 を 500Å の 厚 さ で 蒸 着 し た 金 薄 膜 基 板 を 、 0.1 m Mの Cys-

AFPの 溶 液 （ 50m M リ ン 酸 緩 衝 液 / 0.05M NaCl水 溶 液 (pH6.0)） に 25℃ で 一 晩 浸 漬 し 、 シ ス

テ イ ン 残 基 の チ オ ー ル 基 と 金 と の 結 合 を 利 用 し て 不 凍 タ ン パ ク 質 を 金 薄 膜 上 に 固 定 し た 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

（ 5） 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 表 面 の 評 価

　 本 方 法 に よ り 作 製 さ れ た 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 の 分 析 を 、 Ｘ 線 電 子 分 光 法 、 反 射 赤

外 分 光 法 、 表 面 増 強 赤 外 分 光 法 、 電 気 化 学 分 析 法 、 水 晶 振 動 子 マ イ ク ロ バ ラ ン ス （ QC M）

法 に よ り 行 っ た 。
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【 ０ ０ ９ ４ 】

　 XPS分 析 に お い て 、 固 定 化 前 後 で 窒 素 原 子 お よ び 炭 素 原 子 の 量 が 大 幅 に 増 大 し て い る こ

と が 観 測 さ れ た 。 ま た 、 金 － 硫 黄 の 結 合 に 由 来 す る シ グ ナ ル の 生 成 が 観 測 さ れ た 。 電 気 化

学 分 析 お よ び QC M分 析 に お い て 、 不 凍 タ ン パ ク 質 の 固 定 化 量 が 5× 10
- 1 1

mol/cm
2
程 度 （ 単 分

子 膜 レ ベ ル ） と 見 積 も ら れ た 。 赤 外 分 光 測 定 に お い て 、 amide I お よ び amide II の シ グ

ナ ル か ら 不 凍 タ ン パ ク 質 が 配 向 固 定 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 以 上 か ら 、 不 凍 タ ン パ ク 質 の 固 定 化 量 が 確 認 さ れ る と と も に 、 不 凍 タ ン パ ク 質 が チ オ レ

ー ト 結 合 に よ り 、 あ る い は カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 す る チ オ ー ル 化 合 物 を ス ペ ー サ ー と し て ペ

プ チ ド 結 合 に よ り 基 板 表 面 へ 固 定 化 さ れ 、 不 凍 タ ン パ ク 質 の 氷 結 晶 結 合 部 位 が 担 体 上 で 配

向 し て 集 積 固 定 化 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 １ ） 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

（ 6） 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 の 凍 結 促 進 活 性 評 価 実 験

　 不 凍 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 し た 基 板 の 凍 結 促 進 活 性 を 評 価 す る た め に 以 下 の 実 験 を 行 っ た

。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 始 め に 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 し た 基 板 （ +AFP） と 不 凍 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 し て い な

い 基 板 （ -AFP） （ 図 ２ 参 照 ） の 上 に ２ μ lず つ の 蒸 留 水 の 水 滴 を 静 置 し た 。 次 に そ れ ら の

基 板 を EYELA社 製 低 温 域 イ ン キ ュ ベ ー タ ー LTI-601SD の 庫 内 に 置 い た 温 度 計 の 上 に 静 置

し 、 そ の 温 度 計 の 温 度 と ２ 枚 の 基 板 が 同 時 に 視 野 に 入 る よ う に 、 フ ァ イ バ ー 型 の ビ デ オ カ

メ ラ を 設 置 し た 。 ビ デ オ カ メ ラ に は 、 OLY MPUS社 製 　 iPLEX M X 型 ビ デ オ ス コ ー プ シ ス テ ム

を 用 い た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー の 温 度 を -10℃ に 設 定 し て 温 度 降 下 開 始 の ス イ ッ チ を 入

れ 、 庫 内 の 温 度 を 室 温 か ら -10℃ ま で 約 0.7℃ ／ 分 で 降 下 さ せ た 。 こ う し て ２ 枚 の 基 板 上 に

静 置 し た 水 滴 が 庫 内 の 温 度 降 下 に 伴 っ て 凍 結 し て 昇 華 す る 様 子 を VICTOR社 製 DR-M X1 型 録

画 シ ス テ ム を 用 い て 録 画 し 、 そ の 映 像 を ス ロ ー ス ピ ー ド で 再 生 し 検 討 す る こ と に よ っ て 、

各 々 の 水 滴 の 凍 結 温 度 （ 凝 固 点 ） を 決 定 し た 。 図 ３ に 、 こ の 実 験 の 再 生 画 像 の 一 部 を 示 す

。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 Ａ は 約 4℃ で の 画 像 、 Ｂ は 約 -3℃ の 画 像 、 Ｃ は 約 -9℃ の 画 像 で あ る 。 こ の 実 験 に よ っ て

、 +AFPの 基 板 上 に あ る 水 滴 は -2.5℃ で 凍 結 し 、 -AFPの 基 板 上 に あ る 水 滴 は -10℃ で 凍 結 す

る こ と が 判 明 し た 。 以 上 の 結 果 は 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 し た 基 板 は 不 凍 タ ン パ ク 質 を

固 定 化 し て い な い 基 板 に 比 べ て 高 い 凍 結 促 進 活 性 を も つ こ と を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 同 様 な 実 験 を 水 滴 が 昇 華 し な い 条 件 下 で 行 う と 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 し た 基 板 （ +A

FP） 上 に あ る 水 滴 は -0.5℃ か ら -2.5℃ に か け て 基 板 界 面 に 接 触 し た 部 分 か ら 徐 々 に 凍 結 し

、 透 明 な 氷 と な っ た 。 一 方 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 し て い な い 基 板 （ -AFP） 上 に あ る 水

滴 は -11℃ 近 傍 で 一 瞬 に し て 凍 結 し 、 白 く 濁 っ た 氷 と な っ た 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 不 凍 タ ン パ ク 質 の 氷 結 晶 結 合 部 位 と 反 対 側 に 位 置 す る 特 定 の ア ミ ノ 酸 を

担 体 と 結 合 さ せ た 不 凍 タ ン パ ク 質 の 配 向 固 定 化 、 す な わ ち 氷 結 晶 結 合 部 位 の 集 積 化 に 成 功

し た 。 そ し て 、 こ の 集 積 化 し た 氷 結 晶 結 合 部 位 が 非 常 に 高 い 氷 核 活 性 お よ び 凍 結 促 進 活 性

を 発 揮 す る こ と を 見 出 し た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ０ １ 】

　 製 造 業 、 加 工 業 、 冷 凍 業 、 製 氷 業 、 蓄 熱 業 、 食 品 ・ 細 胞 ・ 臓 器 保 存 技 術 、 人 工 降 雪 ・ 降

雨 技 術 な ど に 対 す る 本 発 明 の 利 用 が 期 待 さ れ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ １ ０ ２ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の 不 凍 タ ン パ ク 質 固 定 化 担 体 の 構 造 を 示 す 概 略 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 シ リ コ ン ウ ェ ー ハ （ 111） 上 に 金 を 500Å の 厚 さ で 蒸 着 し た 金 薄 膜 基 板 （ 左 ： AFP
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未 処 理 ） と そ の 上 に Cys-AFPを 固 定 化 し た 基 板 （ 右 ： AFP固 定 化 基 板 ） を 示 し た 図 で あ る 。

【 図 ３ 】 図 2の AFP未 処 理 お よ び AFP固 定 化 基 板 に 2μ lの 水 滴 を 静 置 し 、 温 度 を 室 温 か ら -10

℃ ま で 約 0.7℃ ／ 分 の 速 度 で 変 化 さ せ た と き に 、 水 が 凍 結 ・ 昇 華 す る 様 子 を 示 し た 連 続 画

像 の 一 部 で あ る 。 Ａ は 約 4℃ で の 画 像 、 Ｂ は 約 -3℃ の 画 像 、 Ｃ は 約 -9℃ の 画 像 で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 配 列 表 】
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