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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
０．０００１乃至０．５重量％の不凍ポリペプチドを含み、軟らかいが砕け易い噛み応え
を有する分離した要素からなり、１．１乃至１．９の縦横比の氷結晶を有する、噛み応え
の対比を有する冷凍菓子製品であって、前記不凍ポリペプチドが植物起源のものであり且
つ氷結晶の錘面へ結合する、噛み応えの対比を有する冷凍菓子製品。
【請求項２】
薄いウォーターアイス層と薄いアイスクリーム層を交互に含み、ウォーターアイス層が、
０．０００１乃至０．５重量％の不凍ポリペプチドを含み、１．１乃至１．９の縦横比の
氷結晶を有する、請求項１記載の冷凍菓子製品。
【請求項３】
前記分離した要素が、内包物である、請求項１記載の冷凍菓子製品。
【請求項４】
前記分離した要素が、不凍ポリペプチドを含まないアイスクリームの芯を覆う、請求項１
記載の冷凍菓子製品。
【発明の詳細な説明】
発明の技術分野
本発明は、ＡＦＰ類を含む食品の製造方法、及びＡＦＰを含む食品に関する。
発明の背景
食品の冷凍耐性を改良するために不凍ペプチド（ＡＦＰ類）の使用が提案されている。



(2) JP 4338055 B2 2009.9.30

10

20

30

40

50

不凍タンパク質は、文献に記載されており、例えば、Marilyn Griffith及びK.Vanya Ewar
t著、Biotechnology Advances、Ｖｏｌ１３、Ｎｏ３、３７５頁乃至４０２頁、１９９５
年を参照のこと。不凍特性は、一般に、以下の特性、すなわち、温度ヒステレシス、氷の
再結晶の阻害、氷の結晶形の制御、及び氷の結晶核との相互作用などの特性の一つ以上を
有する。
温度ヒステレシスは、ＡＦＰ類の最もよく知られた特性であり、この特性は、通常、ＡＦ
Ｐ類の存在をテストするために使用される。温度ヒステレシスは、融点に影響することな
く、温度ヒステレシス活性なＡＦＰを含む溶液の見掛けの凝固点を低下させることからも
たらされる。温度ヒステレシス・テストによるＡＦＰ源の同定は、文献に広く知られてお
り、例えばJohn G Duman著、Cryobiology３０、３２２頁乃至３２８頁（１９９３）を参
照のこと。
氷の再結晶の阻害は、ＡＦＰ類のもう一つの特性である。この活性は、氷の結晶生長の抑
制ともいわれる。この特性は、ある特定の時点でのＡＦＰの存在下とＡＦＰの非存在下で
の氷の結晶の大きさを比較することによりテストされる。魚のＡＦＰ類のテストでこの方
法を使用することは、米国特許第５，１１８，７９２号（ＤＮＡ　プラント・テクノロジ
ー・コーポレーション（Plant Technology Corporation））に記載されている。
ＡＦＰ類の第３の特性は、氷の結晶形に影響する能力である。この特性は、ＡＦＰ類が氷
の結晶の特定の表面へ選択的に結合することに由来し、したがって、特定の方向への結晶
の生長を制限する。そのため六方晶系両錐形を有する氷の結晶の存在は、ＡＦＰの存在を
示すと考えられている。この方法は、例えば、国際公開第９２／２２５８１号（ウォータ
ーロー大学（University of Waterloo）には、細胞外の冬ライ麦（ウインター・ライ（wi
nter rye））のＡＦＰ類活性のテストについて記載されている。
ＡＦＰ類の第４の特性は、氷の結晶核物質の活性を阻害する能力である。このＡＦＰと氷
の結晶核の間での相互作用は、例えば、増加した温度ヒステレシスをもたらす。この特性
は、例えば、国際公開第９６／４０９７３号（ノートル・ダム・ド・ラック大学（Univer
sity of Notre dame du Lac））で、テストされている。
ＡＦＰ類は、生成物の冷凍耐性を改良することを示唆している。これに関連して多くの適
用が示唆されている。
例えば、ＡＦＰ類は、生化学的な物質の低温保存を促進することが示唆されている（国際
公開第９１／１２７１８号、アゴウロン・ファーマシューテイカルズ（Agouron Pharmace
uticals）、国際公開第９１／１０３６１号、カリフォルニア大学評議員（The Regents o
f the University of California））。また、ＡＦＰ類は、例えば、化粧品又は医薬品に
おけるリポソームの漏れを防ぐことが示唆されている（国際公開第９６／２０６９５号を
参照のこと）。さらに可能性のある適用は、ＡＦＰを含ませる（又は、遺伝的に製造させ
る）ことにより植物の冷凍耐性を増大させることである（J.Cell.Biochem.Suppl.vol.１
４ｅ、１９９０年、３０３頁、ＸＰ００２０３０２４８、Leeら、要約Ｒ２２８を参照の
こと）。魚のＡＦＰ類もまた、例えば、フローズン・ヨーグルト又はアイスクリームのよ
うな冷凍食品中に使用することが示唆されている（Pillsburyの米国特許第５，６２０，
７３２号、及びＨＳＣリサーチ・アンド・ディベロップメント・リミテッド・パートナー
シップ（Research and development limited partnership）の国際公開第９６／１１５８
６号）。
しかし、これまでにＡＦＰ類の使用は商業規模では適用されてなかった。本出願人は、多
くのＡＦＰ類が記載されているにもかかわらず、商業上の実行がなされていない理由の一
つは、実際のところ、現実の市販製品での実行が深刻な問題に遭遇しているためだと考え
ている。
本出願人は、これらの問題の重要な理由の一つは、文献に記載されている多くのＡＦＰ類
のうち、限られたＡＦＰ類のみしか各適用のために適切に使用することができないことに
あるということを見出だした。また、本出願人は、適するＡＦＰ類の選択は、所望の適用
及び／又は達成される製品の特性によることを見出だした。
国際公開第９０／１３５７１号は、化学的又は組換えＤＮＡ技術によって製造される不凍
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ペプチドを開示している。ＡＦＰ類は、アイスクリームのような食品に、適切に使用する
ことができる。実施例３Ｂは、ウォーターアイス混合物が０．０１重量％のＡＦＰと組み
合わせて薄層へ冷凍されるとき、改良された氷結晶形を示す。
国際公開第９２／２２５８１号は、アイスクリームでの氷の結晶の生長を制御するために
使用することのできる、植物から得られたＡＦＰ類を開示している。また、この文献は、
植物細胞を破壊することなく、葉に抽出溶媒を浸透させることにより、植物の細胞外隙間
からポリペプチド組成物を抽出する方法を記載している。
国際公開第９４／０３６１７号は、酵母からのＡＦＰ類の製造、及びそのアイスクリーム
への使用可能性を開示している。国際公開第９６／１１５８６号は、微生物により製造さ
れた魚のＡＦＰ類を記載している。
本発明は、上記の問題の解決法を提供することを目的とする。特に、本発明は、砕け易い
が比較的軟らかい冷凍食品であって、砕け易さが低温での延長された貯蔵において維持さ
れる冷凍食品を提供することを目的とする。
驚くべきことに、ＡＦＰ類を簡便に冷凍食品へ組み入れ、氷の結晶形が特定の要求を満た
すように加工条件を変更すれば、所望の製品特性を得ることが可能であることが発見され
た。
したがって、第一の観点では、本発明は、ＡＦＰを含む冷凍食品の製造方法に関し、その
条件は、製品中の氷結晶が１．１乃至１．９の縦横比を有するように選択される。
食品が冷凍される場合、氷結晶は製品全体に形成される。ＡＦＰ類が、冷凍される食品に
含まれる場合、これは、氷の再結晶特性の変化を導くことが可能である。ＡＦＰを含む食
品の氷結晶の凝集は、製品の噛み応えを導くことができる。
消費者の多くは、アイスクリーム及びウォーターアイスのような比較的軟らかくかつ噛み
応えのある食品又は成分を好む。例えば、軟らかいウォーターアイスは、冷凍菓子製品中
の魅力的な成分として使用することができ、また、比較的噛み応えのあるアイスクリーム
は、消費者の大部分に好まれる。
驚くべきことに、本発明者らは、冷凍食品へＡＦＰ類を配合すると、その食品が一方で比
較的軟らかくしかし噛み応えがあり、他方で改良された氷結晶化特性を維持することを発
見した。本出願人は、驚くべきことに、この特性に有利な組み合わせは、製品がＡＦＰ類
を含み、製品中の氷結晶が１．１乃至１．９の間の縦横比を有する場合に達成されること
を見出だした。
氷結晶の縦横比は、氷結晶の長さ及び幅の比として定義される。１．１乃至１．９の縦横
比は、丸味のある氷の結晶に相当し、細長い形ではない。結晶の縦横比は、いずれかの適
する方法で測定することが可能である。好ましい方法は、実施例に記載されている。好ま
しい比は１．２乃至１．８、最も好ましいのは１．３乃至１．７である。
本発明の冷凍製品は砕け易いことが好ましい。破壊挙動が観察される層の最小限の厚さは
、好ましくは１０ｍｍ未満、より好ましくは１乃至５ｍｍである。破壊挙動は、種々の厚
さの層を用意し、破壊挙動が起きる最小限の厚さを測定するか、又は実施例に記載されて
いるように、ヤング率（Young’s Modulus）から算出するかのいずれかで測定することが
できる。
配合及びこれに続く食品の冷凍の間、パラメーターのいくつかは、形成される氷結晶の縦
横比に影響する可能性がある。縦横比に影響を与える因子の例を以下に示す。本出願人は
、氷結晶の縦横比を所望の範囲内に収めるような条件を選択することは、当業者の能力の
範囲内であると考える。
氷結晶の縦横比に影響する因子の一つは、製品を冷凍する速度である。一般的には、冷凍
速度が増加すると、氷結晶の縦横比は減少する。この点に関し、冷凍温度は、冷凍速度に
影響する可能性があり、したがって、氷結晶の縦横比に影響する可能性がある。この点に
関し、例えば、華氏－３０度未満の温度での硬化工程を含む冷凍方法が好ましい場合があ
る。貯蔵温度及び貯蔵時間は、同様に縦横比に影響する可能性があり、貯蔵温度が高いほ
ど、及び／又は貯蔵時間が長いほど、高い縦横比を好ましく形成する傾向にある。
氷結晶の縦横比に影響するもう一つの因子は、冷凍の間の製品の可動性である。例えば、
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液体のウォーターアイス又はアイスクリームミックスが冷凍される場合、静止した冷凍は
、氷結晶のかなり高い縦横比を導き、撹拌するとより低い縦横比を導く。高剪断混合は、
さらにより低い縦横比を導く。
氷結晶の縦横比に影響を与えるもう一つ因子は、或る種の成分の存在及び量である。例え
ば、製品中に網状構造を形成する傾向にある成分（例えばガム又は脂肪）が存在すると、
これらの成分を含まない製品中よりも低い縦横比を導く可能性がある。また、他の成分は
より低い縦横比を導く可能性があり、例えば、高い糖類含量などの高い固体含量は、低い
縦横比を導く。
最後に、存在するＡＦＰ類の性質及び量は、縦横比の変化を導く可能性がある。低い縦横
比を好んで形成すると思われるＡＦＰ類もあるが、より高い縦横比を誘導すると思われる
ＡＦＰ類も存在する。これらのＡＦＰ類を選択するのに適するテストは、実施例に記載さ
れている。ＡＦＰ類の量の変化は、縦横比を変化させる可能性がある。
第二の態様に従うと、本発明は、ＡＦＰを含む冷凍食品を製造する方法に関し、配合、冷
凍及び貯蔵条件は、製品中の氷結晶が１．１乃至１．９の縦横比を有するように選択する
。
本発明の方法は、ＡＦＰ類を含む冷凍食品のいずれにも用いることができる。適する製品
の例は、ソース、ミール（meal）などである。好ましい食品は、アイスクリーム及びウォ
ーターアイスなどの冷凍菓子製品である。
本出願人は、本発明の方法で使用するＡＦＰ類は、植物、魚、虫、及び微生物などの種々
の原料に由来することができることを見出だした。天然に発生する種及び遺伝的な改変を
経て得られた種の両方を使用することができる。例えば、微生物又は植物はＡＦＰ類を発
現するように遺伝的に改変することが可能であり、そのＡＦＰ類は本発明の方法に使用す
ることができる。
ＡＦＰ類を製造するための遺伝的な操作技術は、以下の通りである。適切な宿種細胞又は
有機体は、所望のポリペプチドを含む遺伝子構築物により形質転換される。そのポリペプ
チドをコードするヌクレオチド配列を、転写及び翻訳に必要な要素をコードする適する発
現ベクターへ挿入し、適した環境下で発現する（例えば、適切な向き及び正しい読み取り
枠で、及び適する標的化及び発現配列で）ようにすることができる。これらの発現ベクタ
ーを構築するのに必要な方法は、当業者に周知である。
発現系の多くは、熱安定なポリペプチドコード配列を発現するために使用される。これら
は、バクテリア、酵母、昆虫細胞系、植物細胞系、及び植物を含み、全てが適する発現ベ
クターで形質転換されるが、これらに限定されるものではない。
広範囲の植物及び植物細胞系を、所望のポリペプチドの核酸構築物で形質転換することが
できる。好ましい態様は、トウモロコシ、トマト、タバコ、ニンジン、イチゴ、菜種、及
び砂糖大根を含むが、これらに限定されない。
本発明の目的のために、ＡＦＰ類は魚に由来するものが好ましい。特に好ましいのは、植
物起源のもの（すなわち、植物から直接得られるタンパク質、又は他の有機物から遺伝子
工学的に形成されたこれらのタンパク質）、特に冬ライ麦又は多年生の草に由来するもの
を使用する。
天然に起源するものでは、ＡＦＰ類は、二つ以上の異なるＡＦＰ類の混合物からなること
がある。
好ましくは、これらのＡＦＰ類は、十分に氷の再結晶を阻害する特性を有するものから選
択される。再結晶特性を決定するための適切なテストを、実施例に示す。本発明のＡＦＰ
類は、再結晶において、好ましくは実施例のように測定して、好ましくは２０μｍ未満、
より好ましくは５乃至１５μｍの氷の粒子径を提供する。特定の縦横比を有する小さい大
きさの氷結晶が、所望の構造特徴を得るのに特に有利であると考えられている。
本発明の非常に有利な態様は、製品の製造において、静止した冷凍条件を使用するように
選択されしかも上記の縦横比を得るような製品の組成配合に関する。
このような食品の例は、雰囲気又は冷凍庫温度で貯蔵することが意図されている、アイス
クリームミックス及びウォーターアイスミックスのような冷凍菓子ミックスである。適す
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る製品の形は、例えば、バッグ又はサシェに包装された粉末のミックスである。このミッ
クスは、例えば、水及び任意に他の成分の添加、及び任意に曝気の後に、冷凍食品の基礎
を形成することができる。
適するミックスのもう一つの例は、必要であれば、さらなる成分の添加及び任意にさらに
曝気の後に冷凍することが可能な液体のミックスであり得る。
上記のミックスの明確な利点は、ＡＦＰ成分が存在することにより、例えば、店又は家庭
用の冷凍庫で静止条件下でミックスを冷凍することが可能になったことである。
非常に簡便なことに、これらの混合物は密封された容器（例えば、カートン、バッグ、箱
、プラスチック容器など）へ包装される。一つの部分では、包装の大きさは一般に１０乃
至１０００ｇの範囲である。多様な部分では、５００ｋｇまでの包装の大きさが適してい
る。一般に、包装の大きさは１０ｇ乃至５０００ｇの範囲である。
上記のように、ＡＦＰ類が使用される好ましい製品は、アイスクリーム又はウォーターア
イスのような冷凍菓子製品である。好ましくはＡＦＰ類の含量は最終製品を基にして０．
０００１乃至０．５重量％である。乾燥ミックス又は濃縮物が使用される場合、最終的な
冷凍製品が上記の範囲内であるように、濃度をより高くすることができる。
驚くべきことに、本発明の組成物は、良好な品質のままで非常に少量のＡＦＰ類を含むこ
とが見出だされた。
これまでの一般的な考えは、非常に高濃度のＡＦＰ類が、再結晶特性の程よい改良を得る
ために要求されていた。その理由は、ＡＦＰ類が氷結晶の表面の十分な部分で作用し、そ
のため、程よい効果を得るために、例えば０．０１重量％以上のような非常に高濃度で存
在する必要があると通常考えられているためである。
驚くべきことに、冷凍製品に関し、改良された再結晶特性及び増大された温度耐性は、低
濃度のＡＦＰ類を使用しても得られることが見出だされた。
驚くべきことに、冷凍菓子製品中の適切な再結晶特性及び温度耐性を提供するのに、ＡＦ
Ｐ類の濃度は０．１乃至５０ｐｐｍ程度に低いことが可能であることが見出だされた。本
出願人は、いずれかの理論に捕らわれることを望まないが、この理由は、冷凍菓子の固体
とＡＦＰ類間の相互作用が、結晶の生長を阻害する卓越した機能を提供するためである可
能性がある。最も簡便には、ＡＦＰの濃度は１乃至４０ｐｐｍ、特に好ましくは２乃至１
０ｐｐｍである。
本発明の目的に鑑み、冷凍菓子製品という語は、アイスクリーム、フローズンヨーグルト
、シャーベット、ソルベ、アイスミルク、及びフローズンカスタードのような牛乳含有冷
凍菓子、ウォーターアイス、グラニタ及び冷凍フルーツピューレを含む。冷凍発酵食品で
のＡＦＰ類の使用があまり好ましくない適用もある。
冷凍菓子中の固体含量は好ましくは３０重量％より高く、より好ましくは４０乃至７０重
量％である。
本発明の非常に好ましい態様では、軟らかいが砕け易い冷凍菓子配合物を、氷菓子中の歯
応えの対照を生じさせるために使用する。好ましくはこのような氷菓子は、本発明のＡＦ
Ｐ含有組成物を、その構造中に分離した要素として含む。例えば、比較的固いアイスクリ
ームの芯を本発明の組成物の薄い層で覆うと、アイスクリームの芯を覆う比較的軟らかい
が砕け易い外部層が提供される。第二の態様は、本発明の配合物を内包物として氷菓子へ
組み込むことである。第三の態様は、本発明の配合物とアイスクリームを相互の層にして
、薄く軟らかいが砕け易い層をアイスクリームの層と交互に製造する。
実施例Ｉ
冬ライ麦からのＡＦＰ類の分離
冬ライ麦（ハロ（Halo）種）を、１月（この月の平均温度は３．５℃であり、植物は確実
に適切な寒冷順化した）に収穫した。さらなる処理のために組織を迅速に実験室へ輸送し
、水で全体を洗浄して汚れを除去した。
刈り取ったもの４００ｇを、雰囲気温度で８００ｇの水とともに、ワーリング（Waring）
混合器で、葉の組織が完全に粉砕されるまで均質化した。ＡＦＰに富んだ汁を４層のモス
リンを通過させて回収した。
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ＡＦＰに富んだ汁を次に１０分間沸騰させることにより温度処理にさらした。これにより
、本発明で使用するＡＦＰを溶液中に維持し、タンパク質の沈殿を生じさせた。１５，０
００ｇで２０分間、遠心分離するか、又はさらにムスリンを通して濾過することにより上
清を沈殿から分離した。
ＡＦＰ類は、凍結乾燥することにより上清から分離できる。
実施例II
草からのＡＦＰ類の分離
混合された草組織（ポア・トリビアリス（Poa trivialis）、ロリウム・ペレンネ（Loliu
m perenne）、ホルカス・ラナタス（Holcus lanatus）、及びブロムス・ステリリス（Bro
mus sterilis））を、１月（この月の平均温度は３．５℃であり、植物は確実に適切な寒
冷順化をした）に収穫した。さらなる処理のために組織を迅速に実験室へ輸送し、水で全
体を洗浄して汚れを除去した。
刈り取ったもの５００ｇを６５０ワット（Ｗ）の電子レンジに配置し、フルパワーで５分
加熱し、温度を８５℃乃至１００℃へ上昇させた。次に草の刈り取ったものを雰囲気温度
へ冷却した。
加熱工程の後、ＡＦＰに富んだ汁を濾過により刈り取ったものから分離した。同容積の水
の存在下で、５分間連続的に全体を撹拌し、次に３層のモスリンを通して絞った。
上清を凍結乾燥してＡＦＰを分離することができる。
実施例III
アイスクリームを製造するためのプレミックスを、以下のものを混合して製造した。
成分　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　重量％
スキムミルク粉末　　　　　　　　　　　　　１１．３９
ショ糖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　３．１４
マルトデキストリン（ＭＤ４０）　　　　　　　４．００
コーンシロップ　６３ＤＥ　　　　　　　　　２０．７１
バターオイル　　　　　　　　　　　　　　　　９．００
モノグリセリド（パルミチン酸エステル）　　０．４５
バニリン　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０１
イナゴ豆ゴム　　　　　　　　　　　　　　　　０．０７
グアールゴム　　　　　　　　　　　　　　　　０．０５
カラゲナン　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０２
微結晶セルロース　　　　　　　　　　　　　　０．２４
ゼラチン　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１４
ＡＦＰ（実施例Ｉ＊の）　　　　　　　　　　　０．０１又はなし（対照）
水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　残部
＊記　ＡＦＰは、濃縮された溶液として添加する。百分率はＡＦＰの量を示す。
この混合物を簡便に雰囲気温度で例えばプラスチック容器に貯蔵することができる。
混合物を従来の家庭用混合器でホイップし、約１００％のオーバーランにし、家庭用冷凍
庫内で静止して冷凍する。
二か月の貯蔵の後、本発明の組成物は、対照サンプルよりも著しく良好な砕け易さを有し
た。
実施例IV
アイスクリームを製造するための液体プレミックスを、以下の成分を混合して製造した。
成分　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　重量％
スキムミルク粉末　　　　　　　　　　　　　１０．００
ショ糖　　　　　　　　　　　　　　　　　　１３．００
マルトデキストリン（ＭＤ４０）　　　　　　　４．００
イナゴ豆ゴム　　　　　　　　　　　　　　　　０．１４
バターオイル　　　　　　　　　　　　　　　　８．００
モノグリセリド（パルミチン酸エステル）　　　０．３０
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バニリン　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０１
ＡＦＰ（実施例ＩＩ＊の）　　　　　　　　　　０．０１又はなし（対照）
水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　残部
＊記　ＡＦＰは、濃縮された溶液として添加する。百分率はＡＦＰの量を示す。
実施例Ｖ
実施例IVの配合物を冷凍し、７０％のオーバーランへ曝気することにより、アイスクリー
ムを製造した。
生成物のサンプルを－１８℃でプロラム（Prolan）環境キャビネット中で約１２時間平衡
させた。薄いガラス板の中央からアイスクリームの薄い層を塗って、顕微鏡のスライドを
用意した。
各スライドを、温度制御された（－１８℃）顕微鏡のステージへ移し、氷の結晶の画像（
約４００個の氷結晶）を集め、ビデオカメラを通じて画像の保存及び分析システムへ中継
した。
保存された氷結晶の画像は、手動で周辺を描くことによってこれを目立つようにし、それ
で結晶全体が目立つようになった。次に目立たされた結晶の画像は、最も長い直線（長さ
）、最も短い直線（幅）、縦横比（長さ／幅）を完成するのに要求された画素の数を数え
る画像分析ソフトウエアを使用して測定した。
結晶の平均縦横比が計算された。
対照サンプルでは、縦横比は１．４５であった。
ＡＦＰを含むサンプルでは、縦横比は１．７であった。
実施例VI
実施例IVのアイスクリームの砕け易さを、アイスクリームの破壊挙動を計算して測定した
。３点曲げテスト（3-Point bend test）を使用して、ヤング率を計算した。
ヤング率は、アイスクリームの細長い片を用意し、１８時間冷凍キャビネットで平衡させ
、温度キャビネットへ移動させることにより測定した。R. P. Brown編集、Handbook of P
lastics Test Methods（第２版）（George Godwin Ltd、１９８１年）に記載されたよう
に、細長い片を３点曲げ装置（rig）に配置した。サンプルのテストは、５０ｍｍ／分の
変形速度ですぐに実施された。力－変形曲線から、初期の傾きが測定され、これは、以下
の等式

（式中、Ｌ＝ビーム間隔（１１０ｎｍ）、Ｂ＝サンプルの幅、Ｗ＝サンプルの高さである
）にしたがってヤング率を計算するのに使用された。通常、８つのサンプルをテストして
平均ヤング率値を得た。
Williams及びCawood著、Polymer Testing　９　１５頁乃至２６頁（１９９０）に記載さ
れた計算を使用して、破壊強さを計算することができる。
結果は以下の通りであった。対照サンプルでは、９６６ｍの厚さが、砕け易い層を得るの
に必要であると計算された。ＡＦＰを含むサンプルでは、砕け易さ（破壊挙動）は、３ｍ
ｍの厚さですでに見受けられた。これは、明らかに、本発明の製品の改良された砕け易さ
を示す。ＡＦＰを有する製品は、比較的固かった。
実施例VII
この実施例は、本発明で好まれる氷結晶の形の形成に好ましいＡＦＰ類を選択するための
方法を記載する。
通常の環境下での氷結晶の生長は、結晶のａ軸に沿う。ＡＦＰ類が存在する場合、生長は
変化する。この結晶の形の選択的影響は、ＡＦＰ類が氷の結晶の特定の部分に結合する傾
向にあるという事実、及び特定の方向での氷の結晶の生長を阻害することによって説明す
ることができる。結合は、例えば、柱状面（プリズム形平面（prism planes）、ａ軸に垂
直）又は錐面（ピラミッド形平面（Pyramidal planes）、これらの平面から突き出ている
）で生じることができる。
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出願人は、本発明の縦横比を形成するのに好ましいＡＦＰ類は、錐面へ結合する傾向にあ
るＡＦＰ類を選択することによって見つけられることを見出だした。特定の結合をするこ
れらのＡＦＰ類を選択する方法は、いずれの適する方法でもよい。適するテストは、Knig
ht C.A.、C.C.Cheng、及びA.L.DeVries、Biophys.J.５９（１９９１）４０９頁乃至４１
８頁、Adsorption of α-helical antifreeze peptides on specific ice crystal surfa
ce planesに記載された技術を基に、いわゆる「氷の単結晶の『半球体』生長実験」（“S
ingle ice crystal’hemisphere’growth experiment”）を使用する。
完全に遮断された５１のプラスチックビーカーを脱イオン水で満たし、－１℃に温度制御
されたキャビネットに配置した。次に、上部から徐々に冷凍した。２日後、約４ｃｍの厚
さの氷の単結晶がビーカーを覆った。この結晶の結晶学的な配向は、単結晶Ｘ線回折法を
使用して測定した。約２ｃｍの大きさの氷の立方体を、一つの表面が柱状面と平行になる
ように、そして他は底面と平行になるように大きな単結晶から切り出した。したがって、
方向付けられた氷の単結晶が製造された。
真鍮の冷却されたフィンガー（直径約１ｃｍ）からなる装置を使用し、その上に配向され
た種結晶が冷凍された。種結晶が種の回りにくっつくように、種を初めにくりぬいた。次
に冷却剤をフィンガーを通して循環させ、種が凍結してフィンガーにしっかりとくっつい
た。
次に、種結晶を有するフィンガーを、観察下の物質の溶液を含む、遮断された１００ｍｌ
のビーカーに浸した。溶液の初期温度は室温（～１８℃）であり、冷却されたフィンガー
のみが冷却をもたらした。最初に種結晶は部分的に融解したが、次に単結晶の半球体が生
長した。数時間後（６乃至８）、直径５乃至７ｃｍの半球体が形成された。
実験は種々のＡＦＰ溶液で実施された。使用したＡＦＰ溶液は１０-3ｍｇ／ｍｌの濃度を
有した。
次に半球体を冷却されたフィンガーから除去し、－１５℃に温度制御されたキャビネット
へ移動させた。表面を引っ掻き、少なくとも一晩（１６時間以上）キャビネット内に放置
した。インテグラル・ファン（integral fan）によりキャビネットを通して空気を循環さ
せた。この間、氷の表面層の蒸発が起きた。したがって、氷の半球体の表面は、滑らかで
鏡のような表面になった。しかし、ＡＦＰを含む半球体では、粗い斑点が表面に見られる
。これらは、ＡＦＰが半球体の表面に結合した斑点に相当する。大きいＡＦＰ分子は、氷
分子が蒸発するのを防ぎ、氷への優先的な結合が起きた表面で、ＡＦＰ分子の粗いマット
（mat）が表面上に形成される。半球体の配向は知られており、これらの粗い斑点と底面
及び柱状面方向への角距離は光学角度計で容易に測定できるので、結合平面の性質を容易
に決定することができる。
このテストは、錐面へ結合する傾向のあるＡＦＰ類を選択するために使用される。例えば
、実施例Ｉ及びIIのＡＦＰ類は、錐面へ結合する傾向にある。又、植物抽出物の多くが、
結果的に錐面へ結合する傾向にある。
上記のテストを、氷結晶の高い縦横比を好ましく形成する傾向にあるＡＦＰ類を決定する
ために使用することは、当業者の能力の範囲内である。本発明の冷凍食品での適性をテス
トするために、実際の製品が製造され、製品中の結晶の縦横比を決定することができる。
実施例VIII
再結晶での氷結晶の大きさを測定するテスト
ＡＦＰを含む水溶液のサンプルを３０重量％のショ糖含量へ調節する（サンプルの初期濃
度が３０％より高い場合、希釈によって行い、初期濃度が低い場合、ショ糖を添加して３
０％の濃度へ調節する）。
一般に、テストは、ＡＦＰ及び水を含む適する組成物のいずれかへ適用することができる
。一般に、テスト組成物のＡＦＰレベルは、あまり重要ではなく、例えば、０．０００１
乃至０．５重量％、より好ましくは０．０００５乃至０．１重量％、最も好ましくは０．
００１乃至０．０５重量％、例えば、０．０１重量％である。
サンプルの３μｌの滴を２２ｍｍのカバースリップへ配置する。次に、直径１６ｍｍのカ
バースリップを上に乗せ、２００ｇの重りをサンプルの上に乗せ、スライドの厚みを均一
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にする。カバースリップの端を透明なネイル・マニキュアで塞ぐ。
スライドをリンカーム（Linkham）ＴＨＭ６００の温度制御された顕微鏡のステージへ置
く。ステージは、－４０℃まで急速に冷却され（一分当たり５０℃）、多数の小さい結晶
を生じる。次に、ステージの温度を－６℃まで急速に上昇させ（１分当たり５０℃）、こ
の温度を維持する。
氷相を－６℃でライカ・アリストプラン（Leica Aristoplan）顕微鏡を使用して観察した
。ラムダ平面に分極光の条件を使用して氷の結晶の対比を促進させた。氷相の状態（氷の
結晶の大きさ）は、Ｔ＝０及びＴ＝１時間で３５ｍｍの顕微鏡写真で記録する。それによ
り、２０μｍ未満、より好ましくは５乃至１５μｍの平均粒子径（肉眼測定、数平均）は
、本発明の製品に使用するのに好ましいＡＦＰ類を示す。
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