
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記工程：
　（ａ）南極エノキ Flammulina velutipes KUAF-1（独立行政法人産業技術総合研究所受
託番号ＦＥＲＭ　Ｐ－１９２４２）を 液体培地で培養して増殖さ
せること、次いで
　（ｂ）工程（ａ）で得られた菌体を 液体培地で培養すること
を特徴とする、 を有する培養液の製造方法。
【請求項２】
　工程（ａ）を１５℃ないし ℃で行ない、工程（ｂ）を０℃ないし で行なうこ
とを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項３】
　液体培地が ＹＧ培地、

ＰＤＹ培地および
ＰＤ培地からなる群より選択される請求項１または２記載の方法。

【請求項４】
　工程（ａ）を１６～２０℃で６～８日間行ない、工程（ｂ）を２～６℃で６～８日間行
ない、液体培地が ＹＧ培地、

ＰＤＹ培地および
ＰＤ培地からなる群より選択されるものである、請求項１記載の方法。
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１５℃ないし３０℃にて

０℃ないし１５℃未満にて
氷結晶成長阻害活性

２５ １０℃

酵母エキスとグルコースを含む ペプトンと酵母エキスとデキスト
ロース（グルコース）を含む ペプトンとデキストロース（グルコース）
を含む

酵母エキスとグルコースを含む ペプトンと酵母エキスとデキ
ストロース（グルコース）を含む ペプトンとデキストロース（グルコー
ス）を含む



【請求項５】
　請求項１ないし４のいずれか１項記載の方法により得られる培養液。
【請求項６】
　食品または生体材料の凍結保存における保護剤として使用される請求項５記載の培養液
。
【請求項７】
　請求項６記載の培養液を食品または生体材料に接触させることを特徴とする食品または
生体材料の凍結保存方法、凍結保存における保護方法、あるいは 方法。
【請求項８】
　南極エノキ Flammulina velutipes KUAF-1（独立行政法人産業技術総合研究所受託番号
ＦＥＲＭ　Ｐ－１９２４２）。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
　本発明は、液体培地中で担子菌を培養することを特徴とする 活性を有す
る培養液の製造方法、その方法により得られる培養液、その培養液を用いる食品および生
体材料の凍結保存方法、ならびに本発明の方法に使用される南極エノキ等に関する。
【０００２】
【従来の技術】
　種々の食品を冷凍にして保存したりすることは、日常的に行われているが、十分にそれ
ら品質を保持できていない。保存中に氷結晶が再結晶化することによって、それらの組織
を破壊し、鮮肉や鮮魚などの美味しさを低下させてしまうからである。また、アイスクリ
ームなどの氷菓子などは、長期的保存によって、時間とともにザラザラな舌触りになって
しまう。このような現象は、冷凍保存中における氷結晶の再結晶化（氷の拡大化）に起因
している。このような現象を防止するためには 活性を有する物質を添加す
ることが必要である。
【０００３】
　種々の冷凍食品や食材を冷凍する際に、この再結晶化を阻害する活性を持った不凍タン
パク質（ antifreeze protein; AFP）を原材料に添加あるいは食材に凍み込ませる事によ
って、氷結晶の成長を阻害し、食品品質を向上させることが提案されている。
【０００４】
　ＡＦＰは多くの低温環境下で生息している生物種によって生産されるタンパク質である
。その生物種とは、南極海や低温環境下に生息している魚、極寒地域で生息あるいは栽培
されている植物、極寒の間、土壌中で越冬する甲虫の幼虫、低温に適応する微生物などで
ある。これまでに植物由来のＡＦＰ（特許文献１および特許文献２参照、地衣類由来のＡ
ＦＰ（特許文献２参照）、魚由来のＡＦＰ（特許文献３および特許文献４参照）、昆虫由
来のＡＦＰ（特許文献５参照）などの報告がある。
【０００５】
　これら生物種由来のＡＦＰは、様々な応用技術に利用できることが明らかにされている
。このタンパク質の生産には、直接生物種より抽出して得る方法と、その遺伝子を大腸菌
に組み込んで、組換え大腸菌をパイロットプラントにおいて大量生産する系が確立されて
いる。組換えＤＮＡ技術により生成された不凍剤ペプチドが開示されており、これをアイ
スクリームのような食品に適用できるとの報告がある（特許文献６参照）。
【０００６】
　しかしながら、これまでに報告されている魚類や植物、細菌、昆虫のＡＦＰは微量にし
か発現していないものや多量に発現していても栽培あるいは漁獲量の問題やその発現が季
節に影響されることで、工業化するのは非常に困難である。また、遺伝子組換え技術によ
って、人為的に製造することが容易になっているが、遺伝子組換え体を使用した食品は、
消費者に受け入れ難いのが現状である。そこで、魚や植物などから直接大量に抽出して生
産する系についても検討されているが、それらの生物は冬の低温下にしか組織ないに生産
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していないので、冬季に大量に確保しないと、１年中ＡＦＰを生産する系を確立すること
は不可能である。冬季にのみＡＦＰを得ようとすれば、大量に魚や植物を採取しなければ
ならず、生物資源保護の面からも問題を生じ、その確保はかなり困難であると考えられる
。一方、微生物（組換え微生物も含む）由来のＡＦＰであれば、パイロットプラントによ
って年中生産できるが、これまでに安全性の高い微生物由来のＡＦＰは皆無であった。
【０００７】
　ＡＦＰのほかに 活性を有するものとしては、機械類に使用される不凍液
の成分であるエチレングリコール等が挙げられるが、食品や生体材料に使用することは安
全性や毒性の面から問題がある。
【０００８】
【特許文献１】
　　　　　国際公開ＷＯ９８／０４１４８公報
【特許文献２】
　　　　　国際公開ＷＯ９９／３７６７３公報
【特許文献３】
　　　　　国際公開ＷＯ９６／１１５８６公報
【特許文献４】
　　　　　国際公開ＷＯ９７／０２３４３公報
【特許文献５】
　　　　　国際公開ＷＯ９９／００４９３公報
【特許文献６】
　　　　　国際公開ＷＯ９０／１３５７１公報
【０００９】
【発明が解決しようとする課題】
　したがって、年中生産が可能で、安全性についても問題のない 活性を有
する物質を工業的規模で得ることが課題となっていた。
【課題を解決するための手段】
　上記事情に鑑みて、本発明者らは鋭意研究を重ね、南極大陸より分離された担子菌エノ
キを液体培 、低温に晒すことによって得られる培養液が強力な 活性を
有することを初めて見出し、本発明を完成するに至った。本発明によれば、

活性を有する担子菌の培養液を年中しかも大量に製造することができ、工業化が容易で
あり、エノキなどの食用担子菌を用いることができるため、安全性や毒性においても問題
がない。
【発明の実施の形態】
　すなわち、本発明は、
　（１）下記工程：
　（ａ）

液体培地で培養して増殖さ
せること、次いで
　（ｂ）工程（ａ）で得られた菌体を にて液体培地で培養すること
を特徴とする、 活性を有する培養液の製造方法；
　（２）工程（ａ）を１５℃ないし ℃で行ない、工程（ｂ）を０℃ないし で行
なうことを特徴とする（１）記載の方法；
　（３）液体培地が ＹＧ培地、

ＰＤＹ培地および
ＰＤ培地からなる群より選択される（１）または（２）記載の方法；

　（４）

記載の方法；
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養し 氷結晶成長阻害
氷結晶成長阻

害

南極エノキ Flammulina velutipes KUAF-1（独立行政法人産業技術総合研究所受
託番号ＦＥＲＭ　Ｐ－１９２４２）を１５℃ないし３０℃にて

０℃ないし１５℃未満
氷結晶成長阻害

２５ １０℃

酵母エキスとグルコースを含む ペプトンと酵母エキスとデ
キストロース（グルコース）を含む ペプトンとデキストロース（グルコ
ース）を含む

工程（ａ）を１６～２０℃で６～８日間行ない、工程（ｂ）を２～６℃で６～８
日間行ない、液体培地が酵母エキスとグルコースを含むＹＧ培地、ペプトンと酵母エキス
とデキストロース（グルコース）を含むＰＤＹ培地およびペプトンとデキストロース（グ
ルコース）を含むＰＤ培地からなる群より選択されるものである、（１）



　（５） ；
　（６） 培
養液；
　（７）

　（８）

を提供するものである。
【００１０】
　本発明は、１の態様において、
（ａ）担子菌を液体培地で培養して増殖させること、次いで、
（ｂ）工程（ａ）で得られた菌体を工程（ａ）よりも低い温度にて液体培地で培養するこ
と
を特徴とする、 活性を有する培養液の製造方法を提供する。
　担子菌としてはいずれの種類のものであっても使用可能であるが、低温環境下でもよく
生育する担子菌が好ましく、また安全性の面からは食用担子菌（食用キノコ）、例えば、
シメジ、エノキ、ヒラタケ、マッシュルーム等が好ましい。したがって、本発明において
好ましい担子菌は低温でもよく生育するシメジ、エノキ、ヒラタケ、マッシュルーム等の
食用担子菌（食用キノコ）であり、さらに好ましい担子菌は、南極で生息しているエノキ
の１種である   KUAF-1（独立行政法人産業技術総合研究所に寄託さ
れ、平成１５年２月２８日に受託番号ＦＥＲＭ　Ｐ－１９２４２を付与された）である。
【００１１】
　上記のごとく、本発明の 活性を有する担子菌培養液の製造方法は、
（ａ）担子菌を液体培地で培養して増殖させる工程、および
（ｂ）工程（ａ）で得られた菌体を工程（ａ）よりも低い温度にて液体培地で培養する工
程
を特徴とする。
　まず、工程（ａ）（増殖工程ともいう）において菌体の増殖に適した培養温度（増殖温
度ともいう）にて菌体を増殖させてできるだけ多くの菌体を得ておき、その後の工程（ｂ
）（誘導工程ともいう）において増殖工程よりも低い培養温度（誘導温度ともいう）にて

活性を有する物質を培養液中に大量に誘導生産させる。このような温度シ
フトを行なわない場合には、本発明の所定の目的を達成することができない。例えば、増
殖温度のまま担子菌を培養すると 活性が得られないか、あるいは活性が微
量であり、誘導温度のまま担子菌を培養すると菌体の増殖が不十分で、やはり培養液の

活性が不十分となり、実用的でない。増殖温度は使用担子菌の増殖に適した
温度範囲であればよく、通常には１５℃～３０℃、好ましくは１５℃～２５℃である。担
子菌   KUAF-1の場合には好ましい増殖温度は約１６℃ないし約２０
℃、より好ましくは約１８℃である。増殖温度での培養期間は菌体が十分に生育するに十
分な期間とする。増殖温度での培養期間が短すぎると菌体が十分に得られず、後で

活性を有する物質を誘導してもその量が不十分となってしまう。増殖温度での培
養期間が長すぎると菌体の自己消化等による死滅などによりかえって菌体収量が減少する
。増殖温度での培養期間は使用担子菌にもよるが一般的には３ないし１４日、好ましくは
５ないし１０日であり、担子菌   KUAF-1の場合には増殖温度での好
ましい培養期間は約６ないし約８日、より好ましくは約７日である。
【００１２】
　本発明の方法においては、増殖温度で一定期間培養を行なってできるだけ多くの菌体を
得た後、培養温度を低下させて 活性を有する物質を誘導生産させて培養液
を得る。誘導温度は使用担子菌にもよるが、一般的には０℃～１５℃未満、好ましくは０
℃ないし１０℃である。担子菌   KUAF-1の場合には、好ましい誘導
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（１）ないし（４）のいずれかに記載の方法により得られる培養液
食品または生体材料の凍結保存における保護剤として使用される（５）記載の

（６）記載の培養液を食品または生体材料に接触させることを特徴とする食品ま
たは生体材料の凍結保存方法、凍結保存における保護方法、あるいは氷結晶成長阻害方法
；ならびに

南極エノキ Flammulina velutipes KUAF-1（独立行政法人産業技術総合研究所受
託番号ＦＥＲＭ　Ｐ－１９２４２）
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温度は約２℃ないし約６℃、より好ましくは約４℃である。誘導温度が高すぎると誘導が
不十分となり、低すぎると菌の代謝活性が低下して好ましくない。誘導温度での培養期間
は使用担子菌にもよるが一般的には３ないし１４日、好ましくは５ないし１０日であり、
担子菌   KUAF-1の場合には約６ないし約８日、より好ましくは約７
日である。この培養期間が長すぎると菌体から分泌される各種分解酵素の作用により

活性を有する物質が分解されてしまう等の弊害が生じ、あまり長時間の培養は
経済的にも好ましくない。またこの培養期間が短すぎると 活性を有する物
質の誘導が不十分となり好ましくない。
【００１３】
　上述のごとく、本発明の担子菌の液体培養は、増殖温度と、その後の増殖温度よりも低
温の誘導温度で行なうことが特徴である。かかる温度シフトは２段階またはそれ以上の段
階により行なうこともできるが、一般的には増殖温度と誘導温度からなる２段階で行うの
が簡便であり実用上十分である。連続的に温度を低下させていくことも本発明に包含され
る。また、例えば、培養温度で培養して得られた菌体を、新たな培地に移して誘導温度で
培養してもよい。これらの温度シフトの様式は使用担子菌の種類、培養条件等により適宜
選択されうる。例えば、増殖温度と誘導温度からなる２段階の温度を採用する場合、担子
菌を１５～３０℃、好ましくは１５℃～２５℃の増殖温度で３ないし１４日、好ましくは
５ないし１０日液体培養し、次いで、増殖した該担子菌を０℃～１５℃未満、好ましくは
０℃ないし１０℃の誘導温度で３ないし１４日、好ましくは５ないし１０日液体培養する
ことにより 活性を有する培養液を得ることができる。好ましい担子菌

  KUAF-1を用いる場合には、１６～２０℃、より好ましくは１８℃の増
殖温度で６～８日、より好ましくは７日液体培養し、次いで、増殖した担子菌
  KUAF-1を２℃～６℃未満、より好ましくは４℃の誘導温度で６～８日、より
好ましくは７日液体培養することにより 活性を有する培養液を得ることが
できる。
【００１４】
　本発明の 活性を有する培養液の製造方法において、担子菌を液体培地で
好気的に培養する。通気量は担子菌が十分に生育できる量とするのが一般的である。好気
的な培養方法は当業者に公知であり、担子菌の種類、培養規模等に応じて適宜選択、変更
されうる。例えば、フラスコに液体培地を入れ、これにスラント培養物から１白金耳接種
し、シェーカーにて振盪しながら行なってもよい。また、タンク培養などの大規模培養の
場合には滅菌した空気をポンプにて液体培地に送り込むのが適当である。
【００１５】
　本発明の 活性を有する培養液の製造方法に使用される液体培地は、担子
菌を増殖させ、 活性を有する物質を生産させることのできるものであれば
いかなるものであってもよいが、主に使用担子菌の種類によって選択される 体の増殖
し易さ、得られる 活性の高さ、培地調製のし易さおよび価格、ならびに食
品や生体材料への適用等を勘案すると、天然成分を含有する毒性のない培地が適当であり
、酵母エキス＋グルコース（ＹＧ）培地、ペプトン＋デキストロース （Ｐ
Ｄ）培地、ペプトン＋酵母エキス＋デキストロース （ＰＹＤ）培地、酵母
エキス＋麦芽エキス（ＹＭ）培地等が好ましい培地として挙げられる（培地組成について
は表１参照）。担子菌として   KUAF-1を用いる場合、ＹＧ培地、Ｐ
Ｄ培地、ＰＹＤ培地が好ましい。増殖工程と誘導工程において同じ培地中で引き続き行な
うのが操作の簡便性・経済性等から一般的であるが、増殖工程と誘導工程において異なる
培地を用いてもよい。
【００１６】
　本発明は、もう１つの態様において、上記製造方法により製造された 活
性を有する担子菌の培養液を提供する。本発明の方法において、 活性を有
する物質は菌体外に分泌されるので、培養液をそのまま使用することができる。また、後
述するように、本発明の方法により生産される 活性を有する物質の分子量
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は１００００以上なので、当業者に公知の方法、例えば、分子量カットオフ約１００００
の膜を用いて培養液を限外濾過する、あるいはセロハンチューブ等で透析を行なう、ある
いは分子ふるいクロマトグラフィーにかける等の方法により培養液を分画し、さらに公知
の方法で濃縮することもできる。培養液やこのような濃縮物を凍結乾燥して粉末製品とし
て用いることもできる。本明細書において、「培養液」、「 活性を有する
培養液」という場合、本発明の方法により得られる 活性を有する物質を含
有する担子菌培養液ならびに上記の濃縮物や凍結乾燥製品等をいうものとする。
【００１７】
　本発明の方法により得られる培養液中の 活性を有する物質は、低温で誘
導されること、分子量が１００００以上の画分に存在することから、タンパク質と推定さ
れる。
【００１８】
　本発明の担子菌培養液は、安全性の高い食用キノコを用いて得ることができるので、食
品や生体材料を含む広範な対象に適用することができる。主な用途は凍結保存時の保護剤
、および 剤である。
　まず、本発明の培養液の食品への適用について説明する。本明細書において「食品」と
いう場合、生食品、加工食品を包含し、さらに食品素材・材料も包含する。本発明の培養
液の適用例の１つとして、冷凍食品への適用があり、本発明の培養液を食品と接触させて
食品を凍結保存して、凍結による食品のテクスチュアの破壊が抑制され、舌触りや歯触り
などの食感を含めた品質を向上させることができる。本発明の培養液は広範な食品に適用
できるが、なかでもアイスクリーム等の氷菓子に応用してその食感を向上させることがで
きる。また、本発明の培養液を食品と接触させ、保護作用を発揮させることにより、これ
まで凍結不可能であった食品を凍結可能なものとすることもできる。
【００１９】
　同様に、本発明の培養液を生体材料の凍結保存に利用することもできる。本明細書にお
いて「生体材料」という場合、細胞、組織、器官、臓器、および血液、唾液、精液、リン
パ液、尿などの体液等を包含する。本発明の培養液を保護剤として用いてこれらの生体材
料と接触させて凍結保存し、凍結による破壊から生体材料を保護することができる。
【００２０】
　また、本発明の培養液を化粧品に添加してもよい。
　さらなる用途として、本発明の培養液を機器等の結露防止用のコーティング剤として用
いることもでき、土壌に散布して霜を防止することもできる。
【００２１】
　本発明の培養液はそのまま用いてもよく、担体、賦形剤あるいは希釈剤等と混合して組
成物の形態として使用してもよい。また、担子菌培養液をそのまま凍結乾燥して用いても
よく、凍結乾燥品を他の公知の担体、賦形剤等混合して組成物としてもよい。さらに本発
明の培養液およびその凍結乾燥品を他の公知の 物質と混合して使用しても
よい。当業者は使用目的・用途に応じて種々の組成物を調合することができる。
【００２２】
　さらなる態様において、本発明は、本発明の担子菌由来の培養液を対象に接触させるこ
とを特徴とする対象の凍結保存方法、対象の凍結保存における保護方法、あるいは対象の

を提供する。好ましい対象としては、食品および生体材料が挙げられ
る。
　なお、本明細書において、培養液と「接触」させるとは、培養液中の 活
性を有する物質の作用が対象に及ぼされるように培養液を対象に密着させることをいう。
例えば、本発明の培養液を食品や生体材料にまぶしてもよく、均質になるまで食品や生体
材料中に混合、分散させてもよくあるいは練り込んでもよい。食品や生体材料が液体の場
合にはこれに溶解させることもできる。
【００２３】
　さらに本発明は、本発明の担子菌培養液の製造に適した担子菌   K
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UAF-1（独立行政法人産業技術総合研究所に寄託され、平成１５年２月２８日に受託番号
ＦＥＲＭ　Ｐ－１９２４２を付与された）も提供する。
【００２４】
【実施例】
　次に実施例を示して本発明をさらに具体的に説明するが、実施例は本発明を限定するも
のではない。
【００２５】

　実験に用いた一般的方法につき説明する。
１．培養方法
　ＰＤＡ寒天培地（ｐＨ  ６．０）に保存していた南極エノキ（   KU
AF-1）の菌糸体を１白金耳取り、５０　ｍｌ容三角フラスコに入った各種培地１０　ｍｌ
に植菌し、１８℃、１２０ｒｐｍで回転培養を行なった。なお、今回使用した各種培地は
、表１にまとめた。
　１８℃で１週間培養後、同一培地にてそのまま４℃に温度を下げて１週間培養を行なっ
た。
【００２６】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００２７】
２．各種測定法
ａ）氷結晶の形態観察
　温度制御が可能な装置ＬＫ－６００ＰＭ（リンカム社製）の付いた位相差顕微鏡ＢＸ５
０（オリンパス社製）のステージ上のガラスシャーレを２０℃に保ち、その上にサンプル
１μＬ添加し、１００℃／分の速度で、－４０℃まで冷却した。同速度で－５℃まで加温
し、それから５℃／分の速度で温度を徐々に上げて氷の結晶を単結晶にした。それから、
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温度を１℃／分の速度で低下させ、氷を再結晶化し、その形態を観察した。
【００２８】
ｂ）熱ヒステレシス測定（ＴＨ；℃）
　氷結晶の形態観察と同様に、単結晶にした氷結晶を１℃／分の速度で低下させる時に、
氷結晶が成長し始める時間を測定した。下記の式でＴＨを算出した。
　　　　　　ＴＨ＝６０－ １ （℃／ｓ）×測定時間（ｓ）
　なお、ａ）およびｂ）とも、培養上澄み液を分子量１００００でカットできるセントリ
カットで濃縮後、タンパク質量を１００μｇ／ｍｌ（ＣＢＢ法、ピアス社製キットを用い
て測定）に調製後測定を行った。
【００２９】

　各種培地にて   KUAF-1を１８℃で１週間培養し、次いで、４℃で
１週間培養して得た培養液を用いて、氷結晶形態を調べ、熱ヒステレシス（ＴＨ）測定を
行なった結果を図１に示す。氷結晶の形態に関しては、いずれの培地を用いた場合にも、
１８℃で１週間培養しただけでは氷結晶の形態変化は見られなかったが（図１中欄）、さ
らに４℃で１週間培養すると、ＹＧ培地、ＰＤＹ培地およびＰＤ培地の培養液の場合には
氷結晶の形態が岩型になり、 活性を有する物質が氷結晶に結合することに
より形態を変化させ、成長を阻害したことが示唆された（図１右欄）。ＹＭ培地の場合に
も若干の氷結晶の形態変化が見られた（図１右欄）。さらに、これらの培養液を用いてＴ
Ｈの測定を行なった結果も図１に示す。１８℃で１週間培養しただけではいずれの培養液
に関してもＴＨの上昇はわずかで（図１中欄）、 活性を有する物質の生産
が無いかあるいはごく微量であることが示された。その後４℃で１週間培養した場合には
、いずれの培養液を用いた場合にもＴＨの上昇が見られ（図１右欄）、特にＹＧ培地、Ｐ
ＤＹ培地、ＰＤ培地およびＹＭ培地の培養液の場合に高いＴＨ値が示され、

活性を有する物質が多く生産されたことが示された。
【００３０】
【発明の効果】
　本発明によれば、 活性を有する担子菌培養液を年中しかも大量に製造す
ることができ、工業化が容易であり、安全性の高い食用担子菌を用いることができるため
、安全性や毒性においても問題がない。本発明の培養液は食品や生体材料の

等に有用である。
【図面の簡単な説明】
【図１】　各種培地にて   KUAF-1を１８℃で１週間、次いで、４℃
で１週間培養し、得られた培養液を用いて氷結晶の形態を観察した結果を示す。左欄は培
地のみのコントロールであり、中欄は１８℃で１週間培養後の結果を示し、右欄は１８℃
で１週間培養後、４℃で１週間培養した場合の結果を示す。氷結晶形態の下に、その培養
液を用いた場合のＴＨの値を示す。
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【 図 １ 】
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