
(57)【要約】
本発明は、加水分解されたミルクカゼインと、好ましくは加水分解されていない乳清タン
パク質とを、９：１～１：１の比 (乾燥質量 )で含む組成物を提供する。４０ｇ／リットル
の量で１０℃で水に溶解され又は存在する場合、これは、ｐＨ４で透明な液体である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
水 に ４ ０ ｇ ／ リ ッ ト ル の 量 で １ ０ ℃ で 溶 解 さ れ 又 は 存 在 す る 場 合 、 ｐ Ｈ ４ で 透 明 な 液 体 で
あ る 、 加 水 分 解 さ れ た カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 と 乳 清 タ ン パ ク 質 と を 、 乾 燥 質 量 で ９ ： １ ～ １
： １ の 比 で 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
乳 清 タ ン パ ク 質 画 分 が 加 水 分 解 さ れ て い な い 、 請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
加 水 分 解 前 の タ ン パ ク 質 組 成 物 と 比 較 し て 低 下 し た ア レ ル ゲ ン 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ 又 は
２ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
５ ０ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 加 水 分 解 さ れ た タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 画 分 が 、 加
水 分 解 さ れ た タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の ９ ０ 質 量 ％ よ り 大 き い 、 好 ま し く は 、
９ ５ 質 量 ％ よ り 大 き い 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
１ ５ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 加 水 分 解 さ れ た タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 画 分 が 、 加
水 分 解 さ れ た タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の ８ ０ 質 量 ％ よ り 大 き い 、 好 ま し く は 、
８ ５ 質 量 ％ よ り 大 き い 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
ス キ ム ミ ル ク が タ ン パ ク 質 源 と し て 使 用 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組
成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
組 成 物 １ ０ ０ ０ ｇ 当 た り １ ０ ～ １ ５ ０ の 全 タ ン パ ク 質 乾 燥 質 量 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ６ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
１ ０ ％ w/w未 満 、 好 ま し く は ５ ％ w/w未 満 の 水 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 を 含 む 食 料 品 、 好 ま し く は 飲 料 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ス ポ ー ツ ド リ ン ク 又 は ソ フ ト ド リ ン ク 又 は 健 康 ド リ ン ク で あ る 、 請 求 項 ９ の 飲 料 。
【 請 求 項 １ １ 】
加 水 分 解 さ れ た カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 と 乳 清 タ ン パ ク 質 と を 含 む 組 成 物 の 調 製 方 法 で あ っ て
、 少 な く と も カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 を 加 水 分 解 し て 、 水 に ４ ０ ｇ ／ リ ッ ト ル の 量 で １ ０ ℃ で
溶 解 さ れ 又 は 存 在 す る 場 合 に ｐ Ｈ ４ で 透 明 な 液 体 で あ る 組 成 物 と す る こ と を 含 み 、 カ ゼ イ
ン 及 び 乳 清 タ ン パ ク 質 画 分 が 、 乾 燥 質 量 で ９ ： １ ～ １ ： １ の 比 で 存 在 す る こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
乳 清 画 分 及 び カ ゼ イ ン 画 分 が 加 水 分 解 さ れ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
カ ゼ イ ン 及 び ／ 又 は 乳 清 画 分 が 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 、 好 ま し く は プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド
プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 加 水 分 解 さ れ る 、 請 求 項 １ １ 又 は １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
さ ら に 、 プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で の 加 水 分 解 を 含 み 、 プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド
プ ロ テ ア ー ゼ 加 水 分 解 が 、 他 の エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ の 前 、 後 又 は 同 時 に 行 わ れ る 、 請 求 項
１ １ ～ １ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 加 水 分 解 と 同 時 又 は 後 に 、 エ キ ソ プ ロ テ ア ー ゼ を 加 え る 、 請 求 項 １ １
～ １ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 の 食 品 又 は 餌 へ の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
加 水 分 解 し て い な い タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 食 品 又 は 餌 中 の タ ン パ ク 質 の ア レ ル ゲ ン 性 を
減 少 し 又 は 生 理 活 性 を 向 上 す る た め の 、 食 品 又 は 餌 へ の 請 求 項 １ ４ の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 加 水 分 解 さ れ た ミ ル ク カ ゼ イ ン 及 び 好 ま し く は 、 加 水 分 解 さ れ て い な い 乳 清 タ
ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 に 関 し 、 特 に 、 加 水 分 解 さ れ た カ ゼ イ ン 及 び 好 ま し く は 加 水 分 解 さ
れ て い な い 乳 清 タ ン パ ク 質 を 含 む 加 水 分 解 物 の 新 規 製 造 方 法 に 関 す る 。 結 果 と し て 、 こ の
よ う な 加 水 分 解 物 は 、 ス ポ ー ツ ド リ ン ク 及 び ソ フ ト ド リ ン ク の よ う な 飲 料 、 栄 養 製 品 、 乳
児 栄 養 物 又 は 種 々 の 食 品 若 し く は 発 酵 製 品 の 製 造 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 本 発 明 の 背 景 ）
ウ シ の ミ ル ク の タ ン パ ク 質 画 分 は 、 健 康 に 結 び つ く 。 健 康 促 進 特 性 は 、 こ の タ ン パ ク 質 画
分 の 栄 養 面 の み な ら ず 、 種 々 の 健 康 促 進 要 素 に 存 在 す る 。
ミ ル ク タ ン パ ク 質 は 、 約 ８ ０ ％ が カ ゼ イ ン か ら な る 。 残 り の タ ン パ ク 質 は 、 種 々 の 乳 清 タ
ン パ ク 質 か ら な る 。 カ ゼ イ ン 画 分 は 、 ア ミ ノ 酸 、 カ ル シ ウ ム 及 び ホ ス フ ェ ー ト の 主 源 で あ
り 、 こ れ ら 全 て は 、 若 い 動 物 の 成 長 に 必 要 で あ る 。 乳 清 タ ン パ ク 質 画 分 は 、 さ ら に 、 ア ミ
ノ 酸 の 源 で あ り 、 加 え て 、 こ れ は 、 い く つ か の 生 理 活 性 で 推 定 さ れ る 健 康 促 進 タ ン パ ク 質
、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 葉 酸 (folate)結 合 性 タ ン パ ク 質 、 ラ ク ト フ ェ リ ン 、 ラ ク ト ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 及 び リ ゾ チ ー ム を 含 む 。 こ れ は 、 更 に 、 カ ゼ イ ン 及 び 乳 清 タ ン パ ク 質 画 分
の 代 謝 (metabolisation)に お い て 、 多 数 の 新 し い 生 理 活 性 特 性 が 形 成 さ れ る こ と が 知 ら れ
て い る 。 こ の よ う な 新 規 に 形 成 さ れ た 生 理 活 性 特 性 の 例 は 、 カ ゾ モ ル フ ィ ン 、 カ ソ キ ニ ン
(casokinins)、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 ペ プ チ ド 、 カ ゼ イ ン ホ ス フ ホ ペ プ チ ド 、 乳 糖 及 び ラ
ク ト フ ェ リ シ ン を 含 む 。 従 っ て 、 カ ゼ イ ン と 乳 清 タ ン パ ク 質 と を ミ ル ク で 生 じ る よ う な 組
み 合 わ せ で 使 用 す る と 、 か な り の 栄 養 及 び 健 康 の 利 点 を 与 え る 。
最 近 、 産 業 的 に 調 製 さ れ た ミ ル ク タ ン パ ク 質 の 加 水 分 解 物 は 、 新 規 に 形 成 さ れ た 生 理 活 性
ペ プ チ ド を 含 み 、 特 に 、 高 血 圧 症 と 戦 う ACE-阻 害 剤 を 含 む こ と が 見 出 さ れ た 。
ミ ル ク の 白 い 見 か け は 、 脂 肪 小 球 と カ ゼ イ ン ミ セ ル に よ る 光 の 散 乱 に よ っ て 起 こ る 。 ス キ
ム ミ ル ク 、 即 ち す べ て の 脂 肪 が 除 去 さ れ た ミ ル ク は 、 こ れ ら カ ゼ イ ン ミ セ ル の た め に 依 然
と し て 白 い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
ミ ル ク の 乳 清 タ ン パ ク 質 画 分 、 即 ち 脂 肪 及 び カ ゼ イ ン 画 分 の 双 方 を 除 去 し た 後 の ミ ル ク は
、 黄 色 み が か っ て い る が 透 明 な タ ン パ ク 質 溶 液 で あ り 、 こ れ は 、 種 々 の タ ン パ ク 質 、 ペ プ
チ ド 、 ラ ク ト ー ス 、 ミ ネ ラ ル 及 び ビ タ ミ ン に 富 む 。 こ れ ら の 成 分 の 全 て は 、 酸 性 条 件 下 で
さ え も 完 全 に 溶 解 性 で あ る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 乳 清 タ ン パ ク 質 の 溶 解 は 、 ス プ レ ー ド
ラ イ の 間 、 部 分 的 な 変 性 の 結 果 と し て 濁 っ た 溶 液 を 生 成 し 得 る 。 部 分 的 な 酵 素 加 水 分 解 は
、 こ れ ら や や 変 性 し た ス プ レ ー ド ラ イ 乳 清 タ ン パ ク 質 の 溶 解 特 性 を 改 善 し 得 る 。 さ ら に 、
乳 清 タ ン パ ク 質 の 徹 底 的 な 酵 素 加 水 分 解 は 、 さ ら に 、 そ の 溶 解 性 を 改 善 す る だ け で な く 、
苦 み 及 び 遊 離 ア ミ ノ 酸 の 存 在 の レ ベ ル を 適 度 に 増 加 す る 。 乳 清 タ ン パ ク 質 の 更 に 徹 底 的 な
酵 素 加 水 分 解 の 通 常 の 目 的 は 、 ア レ ル ゲ ン 性 の 低 下 と 、 腸 の 取 り 込 み の 改 善 を 達 成 す る こ
と に あ る 。 特 に 、 低 下 し た ア レ ル ゲ ン 性 の 特 徴 は 、 商 業 的 に 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 北 欧 の
異 な る 国 に お い て 、 乳 牛 ミ ル ク の 不 耐 性 は 、 幼 児 の 全 体 人 口 の ほ ぼ ３ ％ が 、 人 生 の 最 初 の
２ 年 間 で 診 断 さ れ て い る 。 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン は 、 カ ゼ イ ン と 共 に 、 ウ シ の ミ ル ク に お
け る 主 な ア レ ル ゲ ン に 属 す る 。 大 人 は め っ た に ウ シ ミ ル ク ア レ ル ギ ー を 示 さ ず 、 こ の グ ル
ー プ に 対 し て 特 化 し た 製 品 は 、 容 易 に 吸 収 さ れ 得 、 良 好 な 味 を 提 供 し 、 良 好 な 棚 安 定 性 を
示 し 、 特 に 酸 性 条 件 下 に お い て そ う で あ る よ う に 仕 立 て ら れ な け れ ば な ら な い 。 従 っ て 、
臨 床 、 栄 養 、 ス ポ ー ツ の 用 途 並 び に 幼 児 栄 養 向 け の 乳 清 加 水 分 解 物 の 徹 底 的 な 酵 素 消 化 に
関 す る 多 数 の 文 献 が 存 在 す る こ と は 、 驚 く べ き こ と で は な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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乳 清 と 対 照 的 に 、 カ ゼ イ ン は 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 に 富 み 、 こ の 加 水 分 解 物 は 、 苦 く て 有 名 で
あ り 、 悪 臭 及 び だ し 汁 の 腐 っ た 味 (off-taste)を 有 す る 傾 向 が あ る 。 こ れ ら の 極 端 な 苦 味
の た め 、 酵 素 的 に 加 水 分 解 し た カ ゼ イ ン は 、 限 定 的 な 用 途 の み し か 見 い だ せ な い 。 さ ら に
、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の 高 い 含 有 量 は 、 カ ゼ イ ン 由 来 ペ プ チ ド を 、 特 に 酸 性 条 件 下 で 溶 解 困 難
と す る 。
文 献 に 記 載 さ れ た 部 分 的 な カ ゼ イ ン 加 水 分 解 物 の 調 製 方 法 は 、 一 般 的 に 、 い く つ か の エ ン
ド プ ロ テ ア ー ゼ で の 多 段 階 加 水 分 解 と 、 そ の 後 １ 以 上 の エ キ ソ プ ロ テ ア ー ゼ で の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 含 む 。 種 々 の エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ の 組 み 合 わ せ は 、 可 能 性 あ る ア レ ル ゲ ン 性
の 反 応 を 最 小 限 に し 、 か つ 、 溶 解 性 を 改 善 す る た め に 要 求 さ れ る 高 加 水 分 解 度 (高 DH)を 得
る た め に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 。 続 く エ キ ソ プ ロ テ ア ー ゼ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 ア ミ
ノ 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 を 放 出 し て 苦 い 腐 っ た 味 を 最 小 限 に す る 。 し か し な が
ら 、 遊 離 ア ミ ノ 酸 を 放 出 す る こ と は 、 収 率 の 損 失 及 び 減 少 し た 栄 養 価 を 意 味 す る 。 高 レ ベ
ル の 遊 離 ア ミ ノ 酸 は 、 更 に 、 だ し 汁 の 腐 っ た 味 と な り 、 最 終 加 水 分 解 物 の 浸 透 圧 値 が 増 加
す る の で 、 遊 離 ア ミ ノ 酸 、 及 び 苦 い 腐 っ た 味 の 原 因 と な る 強 い 疎 水 性 ペ プ チ ド を 除 去 す る
た め の 追 加 の 処 理 工 程 は 、 一 般 的 な 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
特 許 出 願 EP 0610411は 、 低 分 子 量 ペ プ チ ド 及 び １ ５ ～ ３ ５ ％ の 大 き さ の DH値 を 有 す る 良 好
な 感 覚 受 容 性 の 品 質 の 完 全 に 溶 解 性 の カ ゼ イ ン 加 水 分 解 物 を 開 示 す る 。
特 許 出 願 WO 96/131744は 、 ミ ル ク タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 の 調 製 方 法 で あ っ て 、 加 水 分 解 反
応 が 、 バ シ ラ ス か ら の 中 性 又 は ア ル カ リ 性 プ ロ テ ア ー ゼ を 、 エ ン ド 及 び エ キ ソ ペ プ チ ダ ー
ゼ を 含 む ア ス ペ ル ギ ル ス 酵 素 複 合 体 と の 組 み 合 わ せ で 含 み 、 加 水 分 解 度 が ３ ５ ～ ５ ５ ％ で
あ る 方 法 を 開 示 す る 。
特 許 出 願 EP 384303は 、 低 い 苦 味 と 低 い DH値 を 示 す タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 の ア ミ ノ ペ プ チ
ダ ー ゼ を 用 い る 調 製 方 法 を 開 示 す る 。
特 許 出 願 EP 223 560は 、 連 続 的 な 酵 素 加 水 分 解 を 用 い た ミ ル ク タ ン パ ク 質 の 調 製 方 法 を 開
示 す る 。
特 許 出 願 EP 0631731は 、 乳 清 タ ン パ ク 質 及 び カ ゼ イ ン を 含 む タ ン パ ク 質 混 合 物 の 部 分 的 加
水 分 解 物 で あ っ て 、 該 加 水 分 解 物 が 、 ４ ～ １ ０ ％ の 加 水 分 解 度 を 有 し 、 低 苦 味 加 水 分 解 物
が ト リ プ シ ン 及 び キ モ ト リ プ シ ン の 組 み 合 わ せ を 使 用 し て 得 ら れ る こ と を 開 示 す る 。
米 国 特 許 第 4,600,588号 は 、 a.o.酸 真 菌 プ ロ テ ア ー ゼ で 処 理 し た 酸 沈 殿 カ ゼ イ ン か ら な る
ミ ル ク タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 を 開 示 す る 。
特 許 出 願 JP11243866は 、 無 味 無 臭 で 、 １ ７ ～ ３ ０ ％ の 加 水 分 解 度 を 有 す る 、 飲 料 及 び 食 品
に 有 用 な カ ゼ イ ン 加 水 分 解 物 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
(本 発 明 の 概 要 )
本 発 明 は 、 加 水 分 解 さ れ た カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 と 乳 清 タ ン パ ク 質 と を 、 乾 燥 質 量 で ９ ： １
～ １ ： １ の 比 で 含 む タ ン パ ク 質 組 成 物 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 乳 清 タ ン パ ク 質 は 、 加 水
分 解 さ れ て い な い 。 加 水 分 解 カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 及 び 乳 清 タ ン パ ク 質 が 、 水 に １ ０ ℃ で タ
ン パ ク 質 (乾 燥 質 量 )４ ０ ｇ ／ リ ッ ト ル の 量 で 溶 解 さ れ 又 は 存 在 す る 場 合 、 タ ン パ ク 質 組 成
物 は 、 ｐ Ｈ ４ で 透 明 な 液 体 で あ る 。
タ ン パ ク 質 組 成 物 が タ ン パ ク 質 (乾 燥 質 量 )を ４ ０ ｇ ／ リ ッ ト ル よ り 少 な く 含 む 場 合 、 こ の
組 成 物 は 、 タ ン パ ク 質 (乾 燥 質 量 )４ ０ ｇ ／ リ ッ ト ル の 液 体 に 濃 縮 さ れ た 場 合 、 １ ０ ℃ に お
い て ま だ 透 明 液 体 で あ る 。
本 発 明 は 、 更 に 、 少 な く と も カ ゼ イ ン 画 分 が 加 水 分 解 さ れ て い る 、 カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 及
び 乳 清 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 の 調 製 方 法 を 提 供 す る 。
本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 の 組 成 物 を 含 む 製 品 、 例 え ば 、 ス ポ ー ツ ド リ ン ク 又 は ソ フ ト ド リ
ン ク 又 は 健 康 ド リ ン ク の よ う な 飲 料 、 若 し く は 、 高 齢 者 用 又 は 体 重 を 減 ら し て い る 人 用 の
製 品 の よ う な 栄 養 食 品 、 若 し く は 、 期 間 又 は 後 続 製 品 (term or follow-on product)の よ
う な 幼 児 用 調 合 乳 (infant formula)を 提 供 す る 。 さ ら に 、 こ れ は 、 発 酵 し た 製 品 で あ り 得
、 又 は 、 種 々 の パ ー ソ ナ ル ケ ア 製 品 に 混 合 さ れ 得 る 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
(本 発 明 の 詳 細 な 説 明 )
本 発 明 の 製 品 は 、 好 ま し く は 、 乳 清 タ ン パ ク 質 及 び カ ゼ イ ン を 、 ウ シ の ミ ル ク に 存 在 す る
よ う な 比 率 で 含 む 。 ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 に 存 在 す る 生 理 活 性 の 利 点 を 得 る た め 、 好 ま
し く は 、 乳 清 タ ン パ ク 質 の 酵 素 加 水 分 解 を 最 小 に す る べ き で あ る 。 カ ゼ イ ン の 酵 素 加 水 分
解 を か な り 十 分 と し て 、 酸 条 件 下 で の 透 明 な 製 品 に お け る 高 い タ ン パ ク 質 収 率 を 保 証 す る
べ き で あ る 。 従 っ て 、 カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 は 、 十 分 な 量 の 酵 素 で 、 十 分 な 時 間 加 水 分 解 さ
れ 、 ほ と ん ど 完 全 に 加 水 分 解 さ れ た タ ン パ ク 質 に な る 。 ほ と ん ど 完 全 に 加 水 分 解 さ れ た こ
と は 、 ほ ん の わ ず か な パ ー セ ン ト の カ ゼ イ ン 塩 が 完 全 に は 溶 解 で き ず 、 最 終 加 水 分 解 物 に
お い て い く ら か 濁 度 を 引 き 起 こ し 得 る こ と を 意 味 す る 。 同 様 に 、 乳 清 画 分 は 、 い く ら か の
残 り の 不 溶 性 物 質 、 例 え ば 、 痕 跡 量 の カ ゼ イ ン を 含 み 得 る 。 こ の 不 溶 性 物 質 を カ ゼ イ ン 加
水 分 解 物 及 び 乳 清 の 混 合 物 か ら 除 去 す る た め に 、 低 速 遠 心 分 離 (例 え ば 、 2000～ 5000g)又
は 単 純 な 沈 降 と 続 く デ カ ン テ ー シ ョ ン の い ず れ か が 、 産 業 上 許 容 で き る 処 理 工 程 を 提 供 し
、 透 明 な 製 品 が 得 ら れ る 。 通 常 の 乳 牛 ミ ル ク は 、 低 速 遠 心 分 離 又 は 沈 降 ／ デ カ ン テ ー シ ョ
ン 工 程 の い ず れ を 使 用 し て も 浄 化 さ れ 得 な い こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 加 水 分 解 さ れ
た カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 と 乳 清 タ ン パ ク 質 を 混 合 し た 後 、 好 ま し く は 低 速 遠 心 分 離 を し 、 得
ら れ る 製 品 は 、 リ ッ ト ル 当 た り ４ ０ ｇ の タ ン パ ク 質 (乾 燥 質 量 )の 量 で 水 に 溶 解 し 又 は 存 在
さ せ た 場 合 、 ｐ Ｈ ４ で 透 明 な 液 体 を 生 成 し た 。 通 常 、 加 水 分 解 は 、 ３ ． ５ ～ ９ の ｐ Ｈ 、 及
び ４ ０ ～ ８ ０ ℃ の 温 度 で 行 わ れ る 。 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 は 、 ウ シ の ミ ル ク
中 に 存 在 す る 乳 清 対 カ ゼ イ ン の 比 を 有 し 、 酸 条 件 下 で 透 明 で あ る 。 好 ま し く は 、 加 水 分 解
物 は 、 改 善 さ れ た は っ き り し な い (neutral)又 は 薄 い (bland)味 を 有 し 、 及 び 良 好 な 棚 安 定
性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
液 体 組 成 物 は 、 １ ０ ℃ 及 び ｐ Ｈ ４ の 場 合 、 「 透 明 」 で あ り 、 ４ ８ ０ ナ ノ メ ー ト ル で 、 １ ｃ
ｍ ガ ラ ス セ ル を 使 用 し て 測 定 し た そ の 光 吸 収 は １ ． ０ ０ よ り 低 く 、 20000gで ２ ０ 分 間 遠 心
分 離 の 後 に 得 ら れ る 同 じ 組 成 物 の 上 澄 み に 対 し て １ ０ ℃ 及 び ｐ Ｈ ４ で 測 定 し た 場 合 、 好 ま
し く は ０ ． ５ ０ よ り 低 い 。
本 発 明 は 、 ミ ル ク タ ン パ ク 質 の 混 合 物 、 好 ま し く は 、 カ ゼ イ ン 加 水 分 解 物 及 び 乳 清 を 、 カ
ゼ イ ン 対 乳 清 の 比 で ９ ： １ ～ １ ： １ の 乾 燥 質 量 、 好 ま し く は 、 ウ シ の ミ ル ク 中 に 存 在 す る
よ う な 比 率 で 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 そ の よ う な 混 合 物 及 び そ こ か ら 由 来 す る 栄 養
飲 料 の 調 製 方 法 を 提 供 す る 。 タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 は 、 幼 児 用 調 製 乳 、 治 療 食 、 栄 養 品 (n
utraceutical)、 ア イ ス ク リ ー ム 、 ド レ ッ シ ン グ 、 発 酵 製 品 、 ヨ ー グ ル ト 、 及 び 個 人 ケ ア
製 品 に 使 用 さ れ 得 る 。 一 般 に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ウ シ の ミ ル ク と 比 較 し て 非 常 に 低 い ア
レ ル ゲ ン 性 を 有 す る 。 一 般 に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 薄 い 又 は は っ き り し な い 味 、 並 び に 酸
性 条 件 下 で の 改 善 さ れ た 溶 解 性 及 び 透 明 性 (transperancy)を 有 し 、 他 の 飲 料 、 例 え ば 、 ス
ポ ー ツ ド リ ン ク 又 は ソ フ ト ド リ ン ク 又 は 健 康 ド リ ン ク 又 は 発 酵 製 品 の ベ ー ス と し て 使 用 さ
れ 得 る 。 薄 い 味 の 語 は 、 蒸 留 水 に 溶 解 し た キ ナ ー ゼ サ ル フ ェ ー ト の １ ５ ｍ ｇ ／ リ ッ ト ル の
レ ベ ル と 同 様 又 は そ れ 以 下 で あ り 、 及 び １ ４ ℃ の 温 度 で 味 が わ か る 苦 味 の レ ベ ル を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の 製 品 の 健 康 利 益 を さ ら に 改 善 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 組 成 物 は 、 ビ タ ミ ン 濃 縮 物
、 フ ル ー ツ 又 は フ ル ー ツ 画 分 と 組 み 合 わ さ れ て 、 最 終 生 成 物 の ビ タ ミ ン 及 び 繊 維 含 有 量 を
向 上 さ せ 、 及 び 、 加 水 分 解 物 画 分 と も 組 み 合 わ さ れ て 生 理 活 性 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 向 上
さ せ 得 る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 製 品 は 、 種 々 の 微 生 物 培 養 で 発 酵 さ れ て 、 味 を 改 善 し 、 健 康
利 益 を 改 善 し 、 又 は 最 終 製 品 の 粘 度 を 向 上 し 得 る 。 理 想 的 に 、 発 酵 は 、 ４ ０ ～ ５ ０ ℃ の 温
度 で の プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン と 同 時 に 行 わ れ る 。 使 用
し た ス タ ー タ ー 培 養 が 高 い 粘 度 を 発 生 す る 場 合 、 発 酵 は 、 低 速 遠 心 分 離 工 程 の 後 に 最 善 に
行 わ れ る 。 好 適 な ス タ ー タ ー 培 養 又 は 種 々 の ス タ ー タ ー 培 養 の 組 み 合 わ せ で の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン に 続 き 、 全 体 の 混 合 物 は 、 要 求 さ れ た 酸 ｐ Ｈ が 達 成 さ れ る ま で 発 酵 さ れ 、 そ の 後
１ ０ ～ ２ ０ ℃ に 冷 却 さ れ る 。 従 っ て 、 こ の よ う に 生 産 さ れ た 発 酵 さ れ た ベ ー ス は 、 水 又 は
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ジ ュ ー ス に 均 質 化 さ れ 又 は 希 釈 さ れ 、 ４ ℃ に 冷 却 さ れ 、 要 求 さ れ た 小 売 コ ン テ ナ に 充 填 さ
れ 得 る 。 す な わ ち 、 低 温 殺 菌 又 は 滅 菌 工 程 は あ っ て も な く て も よ い 。 医 薬 を 必 要 と し な い
消 費 者 の 間 で 受 け 入 れ ら れ る 広 範 な 消 費 者 を 得 る た め に 、 高 い 嗜 好 性 並 び に 酸 条 件 下 で 溶
解 性 で あ る よ う な 一 定 の 物 理 化 学 的 特 徴 は 、 最 も 重 要 で あ る 。 透 明 で 白 く な い 見 か け は 、
重 要 な 利 益 で あ る と と も に 、 通 常 乳 製 品 に 付 随 す る ジ ア セ チ ル の よ う な 臭 い 及 び 香 り が な
い 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 酸 条 件 下 で 透 明 な 液 体 で あ っ て 、 ウ シ の ミ ル ク と 比 較 し て 低 い ア
レ ル ゲ ン 性 を 有 し 、 ミ ル ク の 健 康 促 進 特 性 及 び 栄 養 効 果 を 有 す る 液 体 を 調 製 す る 方 法 で あ
っ て 、 炭 酸 飲 料 を 含 む 飲 料 、 発 酵 製 品 及 び 食 品 の よ う な 食 品 用 途 に 使 用 さ れ 得 る も の を 提
供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 加 水 分 解 物 の 調 製 方 法 は 、 ス キ ム ミ ル ク 、 ス キ ム ミ ル ク パ ウ ダ ー 、 ミ ル ク タ ン パ
ク 質 濃 縮 物 、 乳 清 タ ン パ ク 質 と カ ゼ イ ン と の 好 適 比 混 合 物 、 又 は 、 単 離 さ れ た 乳 清 タ ン パ
ク 質 画 分 及 び 単 離 さ れ た カ ゼ イ ン 画 分 を 使 用 す る こ と に よ っ て 行 わ れ て も よ く 、 こ れ ら は
、 そ の 後 、 混 合 し て 出 発 物 質 と し て 好 ま し い 比 を 得 、 画 分 （ の 一 部 ） を 加 水 分 解 し た 後 に
混 合 し て も よ く 、 加 水 分 解 中 に 混 合 し て も よ い 。
乳 清 タ ン パ ク 質 は 、 チ ー ズ 製 造 か ら 得 ら れ た 液 体 乳 清 を 出 所 と し て も よ く 、 好 ま し く は 、
動 物 又 は 微 生 物 レ ン ネ ッ ト に よ る カ ゼ イ ン の 凝 固 に 起 因 す る よ う な 甘 い 乳 清 を 出 所 と し て
も よ い 。 こ れ は 、 さ ら に 、 混 入 し て い る カ ゼ イ ン か ら 、 例 え ば 、 酸 性 化 さ れ て そ の 後 遠 心
分 離 さ れ て 精 製 さ れ る 。 好 ま し く は 、 濃 縮 さ れ 、 ス プ レ ー ド ラ イ さ れ な い バ ー ジ ョ ン の こ
れ ら 乳 清 製 品 が 使 用 さ れ る 。 任 意 に 市 販 の 乳 清 タ ン パ ク 質 パ ウ ダ ー は 、 例 え ば 、 BiPRO(Da
visco Foods International)、 PROXIME 660又 は HIPROTAL 875又 は DOMOVICTUS 535（ BDI, 
オ ラ ン ダ ） 又 は 、 よ り 好 ま し く は こ れ ら の ス プ レ ー ド ラ イ さ れ な い 同 等 物 を 使 用 し て も よ
い 。 任 意 に 、 使 用 さ れ る 乳 清 は 、 非 タ ン パ ク 質 分 解 性 酵 素 、 例 え ば 、 ラ ク タ ー ゼ に か け て
、 存 在 す る ラ ク ト ー ス を グ ル コ ー ス 及 び ガ ラ ク ト ー ス に 変 え て も よ い 。 任 意 に 、 乳 清 物 質
は 脱 塩 さ れ て も よ い 。 本 発 明 は 、 好 ま し く は 、 乳 清 タ ン パ ク 質 画 分 の 加 水 分 解 を せ ず 、 又
は 非 常 に 限 ら れ た 加 水 分 解 だ け を 考 え る 。 加 え て 、 本 発 明 は 、 乳 清 画 分 及 び カ ゼ イ ン 画 分
の 双 方 が 、 例 え ば ス キ ム ミ ル ク 又 は ス キ ム ミ ル ク パ ウ ダ ー の 加 水 分 解 の 間 に 生 じ る よ う に
加 水 分 解 さ れ る よ う な 加 水 分 解 物 を 考 え る 。 ス キ ム ミ ル ク は 、 脱 脂 さ れ た ミ ル ク で あ り 、
従 っ て 、 好 ま し く は １ ｇ ／ リ ッ ト ル よ り 少 な い 脂 肪 、 好 ま し く は 、 ０ ． ８ ｇ ／ リ ッ ト ル よ
り 少 な い 脂 肪 を 含 む 。 ス キ ム ミ ル ク 又 は ス キ ム ミ ル ク パ ウ ダ ー を 出 発 物 質 と し て 使 用 す る
本 発 明 の 製 品 に お い て 、 １ ５ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る ペ プ チ ド 画 分 は 、 典 型 的
に 、 本 発 明 の 組 成 物 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の ８ ５ 質 量 ％ よ り 大 き い こ と を 示 す に 対 し 、
５ ０ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の ペ プ チ ド 画 分 は 、 典 型 的 に 、 本 発 明 の 組 成 物 中 に 存 在 す る タ ン パ
ク 質 の ９ ５ 質 量 ％ よ り 大 き い こ と を 示 す 。 従 っ て 、 本 発 明 の 製 品 は 、 好 ま し く は 、 出 発 タ
ン パ ク 質 と 比 較 し て 著 し く 減 少 し た ア レ ル ゲ ン 性 を 示 す 。 本 発 明 は 、 更 に 、 ナ ノ 濾 過 し 、
イ オ ン 交 換 し 、 又 は 電 気 透 析 し た 後 に 得 ら れ る よ う な 、 低 下 し た 浸 透 圧 値 を 有 す る 加 水 分
解 物 を 考 え る 。
【 ０ ０ １ １ 】
カ ゼ イ ン 画 分 の 透 明 性 及 び 酸 溶 解 性 は 、 カ ゼ イ ン ミ セ ル を よ り 小 さ な ペ プ チ ド に 酵 素 的 に
加 水 分 解 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
カ ゼ イ ン 源 は 、 レ ン ネ ッ ト カ ゼ イ ン 、 酸 カ ゼ イ ン 、 又 は カ ゼ イ ン ナ ト リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム
若 し く は カ リ ウ ム の い ず れ か で あ り 得 る 。 本 発 明 の 方 法 に 対 し 、 タ ン パ ク 質 は 、 １ リ ッ ト
ル 当 た り １ ０ ～ １ ５ ０ グ ラ ム の タ ン パ ク 質 (１ ～ １ ５ ％ w/w)、 好 ま し く は 、 １ リ ッ ト ル ０
～ ６ ０ グ ラ ム の タ ン パ ク 質 を 含 む 溶 液 中 に 希 釈 さ れ 又 は 元 に 戻 さ れ る 。
部 分 加 水 分 解 物 を 得 る た め に 、 タ ン パ ク 質 は 、 ま ず 、 ４ ～ １ ０ の ｐ Ｈ 最 適 条 件 で エ ン ド プ
ロ テ ア ー ゼ に か け ら れ 、 嵩 高 い 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 の カ ル ボ キ シ 末 端 側 で タ ン パ ク 質 を 切
断 す る こ と を 優 先 す る 。 好 ま し く は 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ は 、 エ キ ソ プ ロ テ ア ー ゼ が な い
。
こ の よ う な 特 徴 を 有 す る 好 ま し い エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ は 、 サ ブ チ リ シ ン (EC3.4.24.4又 は
ペ ス カ ラ ー ゼ (Pescalase), (DSM Food Specialities、 Seclin、 フ ラ ン ス に よ っ て 供 給 )、
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又 は ア ル カ ラ ー ゼ (Alcalase), (NOVO, Bagsvaerd, Denmarkに よ っ て 供 給 ))、 サ ー モ リ シ
ン (EC3.4.24.4又 は サ ー モ ア ー ゼ (ダ イ ワ カ セ イ 、 大 阪 、 日 本 に よ っ て 供 給 ))、 中 性 メ タ ロ
プ ロ テ ア ー ゼ (EC3.4.24.28又 は ブ リ ュ ー ワ ー ズ プ ロ テ ア ー ゼ 2000(Brewers Protease 2000
)(DSM Food Specialities、 Seclin、 フ ラ ン ス に よ っ て 供 給 )、 又 は ニ ュ ー ト ラ ー ゼ (Neutr
ase), (NOVOに よ っ て 供 給 ))又 は キ モ ト リ プ シ ン (EC3.4.21.1)で あ る 。 他 の 好 ま し い エ ン
ド プ ロ テ ア ー ゼ は 、 プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ
ロ テ ア ー ゼ は 、 プ ロ リ ン の ア ミ ノ 末 端 側 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 側 の い ず れ か で 優 先 的 な 切 断
を 示 し 得 る 。 プ ロ リ ン の ア ミ ノ 末 端 側 で 切 断 し 得 る エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ は 、 既 知 で あ る (N
ature, Vol. 391, 15 January 15, pp301-304, 1998)。 プ ロ リ ン の カ ル ボ キ シ ル 末 端 側 で
切 断 す る こ と を 優 先 す る エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ も 既 知 で あ る (EC3.4.21.26)。 後 者 の タ イ プ
の プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ は 、 好 ま し く は 、 食 品 グ レ ー ド 過 剰 産 生 組 換 え 株 、
例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス (Aspergillus)か ら 得 ら れ る 。 こ の 酵 素 の 好 適 な 産 生 株 の 例 は 、
同 時 継 続 特 許 欧 州 出 願 番 号 PCT/EP01/14480に 記 載 さ れ て い る 。 こ の プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド
プ ロ テ ア ー ゼ は 、 プ ロ リ ン 残 基 を 含 有 す る ペ プ チ ド 結 合 の み を 加 水 分 解 し 、 こ の 酵 素 は 、
好 適 な エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ の 一 つ と 有 利 に 結 合 し て 、 結 合 し た 乳 清 タ ン パ ク 質 と カ ゼ イ ン
又 は 単 離 し た 画 分 を 加 水 分 解 し 得 る 。 プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ を 使 用 す る 重 要
な 利 点 は 、 カ ゼ イ ン 及 び 乳 清 タ ン パ ク 質 中 の 主 要 な ア レ ル ゲ ン 性 の エ ピ ト ー プ を 切 断 し 得
る こ と で あ る 。 例 え ば 、 カ ゼ イ ン は 、 プ ロ リ ン 残 基 に 非 常 に 富 む の で 、 プ ロ リ ン 特 異 性 エ
ン ド プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 頻 繁 に 切 断 さ れ 得 る 。 β － ラ ク ト グ ロ ブ リ ン の ３ つ の 主 要 な ア
レ ル ゲ ン 性 エ ピ ト ー プ (フ ラ グ メ ン ト 41-60, 102-124及 び 149-162； Clinical and Experim
ental Allergy, 1999, Vol 29, pp1055-1063)は 、 全 て セ ン ト ラ ル プ ロ リ ン 残 基 を 含 む の
で 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 関 連 す る ヒ ト IgEに よ る 認 識 を 低 下
し や す く な り 、 こ の 結 果 、 最 終 製 品 の ア レ ル ゲ ン 性 が 最 小 に な る 。 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し
い 態 様 は 、 カ ゼ イ ン 画 分 若 し く は 乳 清 画 分 と カ ゼ イ ン 画 分 の 双 方 が 少 な く と も プ ロ リ ン 特
異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ を 含 む 加 水 分 解 に か け ら れ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 方 法 の 他 の 好 ま し い 態 様 は 、 全 体 の ミ ル ク に 存 在 す る よ う な 、 乳 清 画 分 、 カ ゼ イ
ン 画 分 又 は タ ン パ ク 質 画 分 の 酵 素 加 水 分 解 が 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ の み を 使 用 し て 、 す な
わ ち 、 エ キ ソ プ ロ テ ア ー ゼ を 使 用 せ ず に 加 水 分 解 さ れ る こ と で あ る 。
プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ の ｐ Ｈ 最 適 条 件 に 依 存 し て 、 加 水 分 解 は 、 他 の エ ン ド
プ ロ テ ア ー ゼ と と も に 又 は 他 の エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ と は 別 に 行 わ れ る 。 加 水 分 解 は 、 一 定
ｐ Ｈ 又 は 非 制 御 ｐ Ｈ 条 件 下 で 行 わ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 加 水 分 解 は 、 ２ つ の 工 程 で 行 わ れ
、 ま ず 、 タ ン パ ク 質 を 、 中 性 又 は ア ル カ リ 性 条 件 下 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 、 嵩 高
い 疎 水 性 の ア ミ ノ 酸 残 基 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 側 で タ ン パ ク 質 を 切 断 す る こ と を 優 先 し て イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 加 水 分 解 の 間 、 ｐ Ｈ は 、 酸 性 の 値 (す な わ ち 、 ｐ Ｈ ７ 未 満 )に 低 下
し 、 そ う な っ て か ら の み 、 第 ２ の エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 、 好 ま し く は 、 プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン
ド プ ロ テ ア ー ゼ 、 よ り 好 ま し く は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス か ら 得 ら れ た プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ
ロ テ ア ー ゼ を 加 え る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
所 望 程 度 の 加 水 分 解 を 達 成 す る た め に 必 要 な 酵 素 の 量 は 、 使 用 さ れ る 酵 素 に 依 存 す る 。 し
か し な が ら 、 酵 素 投 与 量 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 は 、 カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 画 分 の 大 部
分 が 典 型 的 に ６ ～ ２ ０ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 反 応 の 水 相 中 に 溶 解 さ れ る と
い っ た 方 法 で 最 適 化 さ れ る 。 大 部 分 と は 、 ｐ Ｈ ４ 下 、 カ ゼ イ ン 画 分 中 に 存 在 す る ２ ０ ％ よ
り 少 な い 、 好 ま し く は １ ０ ％ よ り 少 な い 、 よ り 好 ま し く は ５ ％ よ り 少 な い タ ン パ ク 質 が 、
１ ０ 分 間 、 2000gで の 遠 心 分 離 で 沈 殿 さ れ 得 る こ と を 意 味 す る 。
エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 起 因 す る 加 水 分 解 物 の 追 加 の 苦 味 除 去 は 、
有 益 で あ り 得 る 。 追 加 の 苦 味 除 去 は 、 好 ま し く は エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の な い エ キ ソ プ
ロ テ ア ー ゼ 製 剤 に よ る 同 時 又 は 後 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 好 適 に 行 わ れ る 。 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン が エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 行 わ れ る 場 合 、 塩 酸 で
の ｐ Ｈ 調 整 が 必 要 で あ り ； エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 普 通 要 求 さ れ な
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い 。 苦 味 除 去 は 、 中 性 又 は わ ず か に 酸 性 の 条 件 下 で 、 ア ミ ノ 末 端 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 、 例
え ば 、 ア ク セ リ ザ イ ム (Accellerzyme)(DSM Food Specialities: Delft, オ ラ ン ダ )又 は コ
ロ ラ ー ゼ LAP(Corrolase LAP)(Rohm, Darmstadt, ド イ ツ )又 は バ チ ラ ス  ス テ ア ロ サ ー モ フ
ィ ル ス (Bacillus stearothermofilus)か ら 及 び Stollら (BBA 438(1976) 212-220)に よ っ て
記 載 さ れ た よ う に 単 離 さ れ た APIIを 除 去 す る こ と を 優 先 す る こ と を 示 す 好 適 な ア ミ ノ ペ プ
チ ダ ー ゼ で 行 い 得 る 。 こ れ と は 別 に 、 苦 味 除 去 は 、 わ ず か に 酸 性 の 条 件 下 、 カ ル ボ キ シ 末
端 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス か ら の CPDI（ PepG） (Dal Degan et al, 
Appl. Environ Microbial, 58(7)2144-2152)を 除 去 す る こ と を 優 先 す る こ と を 示 す 好 適 な
カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ で 行 わ れ 得 る 。 任 意 に 、 ２ つ の タ イ プ の エ キ ソ プ ロ テ ア ー ゼ の 組
み 合 わ せ は 、 わ ず か に 酸 性 の 条 件 下 で 使 用 さ れ 得 る 。 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 並 び に エ キ ソ プ
ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 好 ま し い イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 は 、 ４ ０ ℃ 又 は そ れ 以 上 、 好 ま し く
は 、 ５ ０ ℃ ～ ８ ０ ℃ で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
加 水 分 解 の 条 件 と は 関 係 な く 、 最 終 加 水 分 解 物 は 、 好 ま し く は 、 酵 素 不 活 性 化 の 追 加 の 工
程 を 受 け る 。 酵 素 不 活 性 化 工 程 は 、 少 な く と も ８ ５ ℃ に 少 な く と も １ ０ 分 間 加 熱 す る こ と
を 含 む 熱 処 理 で あ り 得 る 。 よ り 高 い 温 度 又 は よ り 極 端 な ｐ Ｈ 値 を 使 用 す れ ば 、 期 間 が よ り
短 く な り 得 る 。 そ の よ う な 熱 処 理 は 、 好 ま し く は 、 酸 性 ｐ Ｈ 値 、 好 ま し く は ３ ～ ７ で 行 わ
れ る 。 全 て の 非 可 溶 化 物 質 を 最 終 製 品 か ら 除 去 す る た め 、 デ カ ン テ ー シ ョ ン 又 は 工 業 的 ス
ケ ー ル で 行 わ れ 得 る よ う な 低 速 、 例 え ば 、 2000～ 4000gの 遠 心 分 離 が 好 適 で あ る 。 任 意 に
、 加 水 分 解 物 は 、 ウ ル ト ラ フ ィ ル タ ー 、 マ イ ク ロ フ ィ ル タ ー 、 珪 藻 土 、 フ ァ イ バ ー グ ラ ス
フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 、 又 は 、 交 流 濾 過 を 使 用 し て 濾 過 さ れ 得 る 。 完 全 な 酵 素 不 活 性 化 は
、 色 素 ゼ ラ チ ン テ ス ト に よ っ て 確 認 さ れ 得 る 。 任 意 に 、 濾 過 さ れ た 最 終 加 水 分 解 物 は 、 活
性 炭 、 ナ ノ 濾 過 、 イ オ ン 交 換 又 は 電 気 透 析 で 処 理 さ れ て 、 余 剰 の 塩 を 除 去 し 得 る 。 濾 過 さ
れ た 加 水 分 解 物 は 、 低 温 殺 菌 さ れ 、 滅 菌 さ れ 、 必 要 で あ れ ば 、 さ ら に 乾 燥 技 術 、 例 え ば 、
蒸 発 、 ナ ノ 濾 過 、 ス プ レ ー ド ラ イ 、 流 動 床 乾 燥 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 濃 縮 さ れ
る 。 好 ま し く は 、 得 ら れ た 製 品 は 、 粒 状 形 態 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
有 利 に 、 カ ゼ イ ン と 乳 清 タ ン パ ク 質 の 比 は 、 実 質 的 に ウ シ の ミ ル ク で 存 在 す る も の で あ る
。 乳 清 タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、 非 加 水 分 解 タ ン パ ク 質 で あ る 。
有 利 に 、 カ ゼ イ ン 又 は 乳 清 タ ン パ ク 質 又 は こ の ２ つ の 組 み 合 わ せ は 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ
の み を 使 用 し て 、 即 ち 、 エ キ ソ プ ロ テ ア ー ゼ の 使 用 を 含 ま ず に 加 水 分 解 さ れ る 。
好 ま し く は 、 最 終 タ ン パ ク 質 混 合 物 は 、 １ ０ ～ ５ ０ ％ の 乳 清 タ ン パ ク 質 及 び ９ ０ ～ ５ ０ ％
の カ ゼ イ ン を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 こ の タ ン パ ク 質 混 合 物 は 、 ２ ０ ～ ４ ０ ％ 乳 清 タ ン パ
ク 質 及 び ８ ０ ～ ６ ０ ％ カ ゼ イ ン を 含 む 。 カ ゼ イ ン と 乳 清 タ ン パ ク 質 の パ ー セ ン ト は 、 共 に
乾 燥 質 量 ベ ー ス で 表 さ れ る 。
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 カ ゼ イ ン 塩 は 、 好 適 な エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で 加 水 分 解 さ
れ 、 そ の 後 、 プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 受 け る 。 そ の ま
ま で 、 又 は 好 ま し く は 遠 心 分 離 の 後 、 カ ゼ イ ン 加 水 分 解 物 を 濃 縮 し 、 乾 燥 す る 。 乾 燥 し た
製 品 は 、 非 加 水 分 解 乳 清 中 に 再 び 溶 解 さ れ 、 所 望 の タ ン パ ク 質 濃 度 及 び タ ン パ ク 質 比 を 得
る こ と が で き 、 そ の 後 必 要 で あ れ ば 、 遠 心 分 離 又 は 濾 過 さ れ 、 及 び 低 温 殺 菌 さ れ 又 は 滅 菌
さ れ て 、 本 発 明 の 製 品 を 得 る こ と が で き る 。 こ れ と は 別 に 、 濃 縮 さ れ た カ ゼ イ ン 加 水 分 解
物 は 、 濃 縮 さ れ た 非 加 水 分 解 乳 清 タ ン パ ク 質 と 混 合 さ れ 、 所 望 の タ ン パ ク 質 濃 度 及 び タ ン
パ ク 質 比 を 達 成 し 、 そ の 後 、 任 意 に 遠 心 分 離 さ れ 又 は 濾 過 さ れ 、 及 び 任 意 に 低 温 殺 菌 さ れ
又 は 滅 菌 さ れ て 本 発 明 の 製 品 を 得 る こ と が で き る 。
当 然 、 本 製 品 は 、 追 加 の 酵 素 処 理 、 た と え ば 、 ラ ク タ ー ゼ を 受 け 、 又 は 異 な る タ イ プ の ス
タ ー タ ー 培 養 で 発 酵 さ れ 、 又 は 全 て の 種 類 の 成 分 、 例 え ば 、 フ ル ー ツ 濃 縮 物 、 香 料 、 顔 料
、 ア ル コ ー ル 、 二 酸 化 炭 素 、 増 粘 剤 、 酸 味 料 、 酸 化 防 止 剤 、 ハ ー ブ 又 は ハ ー ブ 抽 出 物 、 健
康 促 進 化 合 物 様 ビ タ ミ ン 又 は プ ロ ビ タ ミ ン 、 又 は 生 理 活 性 ペ プ チ ド 又 は 炭 水 化 物 又 は ア ミ
ノ 酸 と 組 み 合 わ せ て 、 市 場 の 要 求 に 沿 っ た 製 品 を 処 方 す る こ と が で き る 。
ｐ Ｈ 値 が 一 般 的 に ３ よ り 高 く 、 好 ま し く は 、 ３ ． ５ よ り 高 く 、 全 タ ン パ ク 質 濃 度 が ５ ％ w/
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wよ り 小 さ く 、 好 ま し く は ３ ． ５ ％ w/wで あ る 最 終 用 途 に お い て 、 ４ ８ ０ nmで 測 定 し た 溶 液
(４ ０ g/リ ッ ト ル の タ ン パ ク 質 を 含 む )の 光 吸 収 は 、 1.000よ り 小 さ く 、 好 ま し く は 溶 液 の
上 澄 み に 対 し て 測 定 し て ０ ． ５ ０ よ り 小 さ く 、 こ れ は 、 20,000gで ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た
後 、 １ ｃ ｍ ガ ラ ス セ ル を １ ０ ℃ か つ ｐ Ｈ ４ で 使 用 し て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
(実 施 例 １ )
プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ を 使 用 す る カ ゼ イ ン の 加 水 分 解
カ ゼ イ ン ナ ト リ ウ ム パ ウ ダ ー の ｋ ｇ 当 た り 、 サ ー モ リ シ ン １ ｇ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ
り 、 １ リ ッ ト ル 当 た り カ ゼ イ ン ナ ト リ ウ ム (Miprodan 30、 MD Foods, Viby, デ ン マ ー ク か
ら 供 給 )６ ０ ｇ を 含 む 溶 液 ／ 懸 濁 液 中 、 ｐ Ｈ ６ ． ７ で ７ ５ ℃ 、 一 定 ｐ Ｈ 条 件 で ３ 時 間 後 、
ほ と ん ど 沈 殿 物 の な い 透 明 な 溶 液 に な っ た 。 ｐ Ｈ を ５ ． ０ に 調 節 し た 後 、 酵 素 を ９ ５ ℃ で
４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 液 体 は 冷 却 さ れ 、 非 常 に 苦 味 を 与 え る 味 が し た 。 ｐ Ｈ を ６
． ０ に 調 節 し 、 A.ニ ガ ー (A. niger)か ら の プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ ３ 単 位 を こ
の カ ゼ イ ン 塩 加 水 分 解 物 ２ ５ ｍ ｌ に 加 え た 。 A.ニ ガ ー か ら の プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ
ア ー ゼ の １ 活 性 単 位 は 、 １ 分 間 当 た り １ μ モ ル の ｐ Ｎ Ａ を Ｎ － カ ル ボ ベ ン ゾ キ シ － グ リ シ
ン － プ ロ リ ン － ｐ 　 ニ ト ロ ア ニ リ ド (Z-Gly-Pro-pNA)(Bachem, ス イ ス )か ら ｐ Ｈ ５ 及 び ３
７ ℃ で 遊 離 す る の に 要 求 さ れ る 酵 素 の 量 と し て 定 義 さ れ る 。 ｐ Ｎ Ａ の 遊 離 は 、 ４ １ ０ ｎ ｍ
で の 光 吸 収 に よ っ て 測 定 さ れ る 。 ５ ０ ℃ で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 ｐ Ｈ を 更 に ５
． ０ に 調 節 し 、 他 の 酵 素 不 活 性 化 工 程 (９ ０ ℃ で ３ ０ 分 )を 行 っ た 。 室 温 に 冷 却 し た 後 、 カ
ゼ イ ン 加 水 分 解 物 は 、 完 全 に 溶 解 さ れ 、 透 明 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
試 験 は 、 苦 み が 全 く な い こ と を 示 し た 。
P4000ポ ン プ (Themoquest, Breda, オ ラ ン ダ )を 取 り 付 け た イ オ ン ト ラ ッ プ マ ス ス ペ ク ト ロ
メ ー タ ー (Thermoquest, Breda, オ ラ ン ダ )を 使 用 す る HPLCを 、 酵 素 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に
よ っ て 生 産 さ れ た よ う な カ ゼ イ ン ペ プ チ ド の 分 子 量 分 布 を 特 徴 づ け る た め に 使 用 し た 。 形
成 す る ペ プ チ ド は 、 PEPMAP C18 300A(MIC-15-03-C18-PM, LC Packings, ア ム ス テ ル ダ ム
、 オ ラ ン ダ )カ ラ ム を 、 溶 出 に 対 し て ミ リ Q水 (Milli Q water)中 ０ ． １ ％ ギ 酸 (Millipore,
 bedford, MA, USA; 溶 液 Ａ )及 び ア セ ト ニ ト リ ル 中 ０ ． １ ％ ギ 酸 (溶 液 Ｂ )の 勾 配 で 使 用 し
て 分 離 し た 。 勾 配 は 、 溶 液 Ａ １ ０ ０ ％ で 開 始 し 、 及 び ４ ５ 分 間 で 溶 液 Ｂ ７ ０ ％ に 増 加 し 、
後 者 の 比 を 更 に ５ 分 間 維 持 し た 。 ５ ０ μ ｌ の 導 入 容 積 を 使 用 し 、 流 速 は ５ ０ μ ｌ ／ 分 と し
、 カ ラ ム 温 度 を ３ ０ ℃ に 維 持 し た 。 導 入 し た 試 料 の タ ン パ ク 質 濃 度 は 約 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ だ
っ た 。 得 ら れ た デ ー タ に 従 い 、 カ ゼ イ ン ペ プ チ ド の 多 く は 、 ３ ０ ０ ～ １ ２ ０ ０ Ｄ の 範 囲 の
分 子 量 を 有 し て い た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
（ 実 施 例 ２ ）
加 水 分 解 し て い な い 甘 い 乳 清 で 大 規 模 に 加 水 分 解 さ れ た カ ゼ イ ン 塩 を 混 合 す る こ と に よ っ
て 得 ら れ る 透 明 で 苦 味 の な い ミ ル ク 様 ド リ ン ク
カ ゼ イ ン ナ ト リ ウ ム を ６ ０ ｇ ／ リ ッ ト ル 含 む 溶 液 (Miprodan 30, MD Foods, Viby, デ ン マ
ー ク か ら 供 給 )２ ０ ０ ｍ ｌ に 対 し 、 サ ー モ ア ー ゼ  (14000PU/mgの 活 性 を 有 す る バ チ ラ ス 　
サ ー モ プ ロ テ オ リ チ カ ス 　 ロ ッ コ (Bacillus thermoproteolyticus Rokko)か ら の 熱 安 定 性
メ タ ロ エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 、 ダ イ ワ カ セ イ (大 阪 、 日 本 )製 )３ ０ ０ ｍ ｇ を 加 え た 。 ｐ Ｈ ６
． ７ 、 ７ ５ ℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 、 カ ゼ イ ン 様 (caseinaceous)タ ン パ ク 質 の 迅 速
な 凝 結 及 び 沈 殿 が 生 じ た 。 ３ 時 間 一 定 の ｐ Ｈ 条 件 で の 更 な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、
ほ と ん ど 沈 殿 の な い 浄 化 し た 溶 液 に な っ た 。 溶 液 の ｐ Ｈ は 、 ｐ Ｈ ５ ． ０ に 調 節 さ れ 、 サ ー
モ ア ー ゼ は 、 ４ ５ 分 間 ９ ５ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 冷 却 後 、 溶 液 を テ ィ ス テ ィ ン グ し 、
非 常 に 苦 い こ と が わ か っ た 。
ｐ Ｈ を ６ ． ０ に ｐ Ｈ 調 節 し た 後 、 A.ニ ガ ー か ら の プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ ３ 単
位 (Z-Gly-Pro-pNAで ｐ Ｈ ５ 、 ３ ７ ℃ で 測 定 )を ２ ５ ｍ ｌ 加 水 分 解 物 に 加 え た 。 ２ ０ 時 間 ５
０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 他 の 酵 素 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン サ イ ク ル を 、 溶 液 を ３ ０
分 間 ９ ０ ℃ に 加 熱 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 室 温 に 冷 却 し 及 び ｐ Ｈ 値 を ４ ． ０ に 調 節 し た
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後 、 カ ゼ イ ン 塩 加 水 分 解 物 は 、 完 全 に 溶 解 さ れ 、 透 明 で あ る こ と が わ か っ た 。 即 ち 、 水 に
対 し 、 ４ ８ ０ ｎ ｍ 、 １ ｃ ｍ セ ル で 分 光 光 学 的 に 測 定 し て ０ ． ２ ４ の 光 吸 収 を 示 し た 。 テ ィ
ス テ ィ ン グ は 、 苦 み 及 び 異 臭 (off-flavor)が な い こ と を 示 し た 。
こ の ２ つ の 濃 縮 し た カ ゼ イ ン 溶 液 を 、 同 量 の 、 カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 が 混 入 し な い 新 鮮 で ２
倍 濃 縮 さ れ た 甘 い 乳 清 と 混 合 し 、 ｐ Ｈ ４ ． ０ に 酸 性 化 し 、 そ の 後 低 速 遠 心 分 離 を す る こ と
に よ っ て 、 最 終 的 に 、 透 明 で 苦 み の な い ミ ル ク 様 ド リ ン ク を 得 た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
（ 実 施 例 ３ ）
甘 い 乳 清 の 加 水 分 解 に よ っ て 得 ら れ る 加 水 分 解 し た 乳 清 タ ン パ ク 質 の 透 明 で 苦 味 の な い 溶
液
甘 い 乳 清 は 、 カ ゼ イ ン 様 タ ン パ ク 質 が な く 、 ｐ Ｈ ４ に 溶 液 を 酸 性 化 す る こ と に よ っ て 作 成
さ れ た 。 遠 心 分 離 後 、 透 明 な 上 澄 み を デ カ ン テ ー シ ョ ン し た 。 乳 清 画 分 の ｐ Ｈ を ｐ Ｈ ６ ．
８ に 調 節 し た 。 こ の 溶 液 ２ ０ ０ ｍ ｌ に 対 し 、 サ ー モ ア ー ゼ  (14000PU/mgの 活 性 を 有 す る バ
チ ラ ス 　 サ ー モ プ ロ テ オ リ チ カ ス 　 ロ ッ コ (Bacillus thermoproteolyticus Rokko)か ら の
熱 安 定 性 メ タ ロ エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 、 ダ イ ワ カ セ イ (大 阪 、 日 本 )製 )２ ０ ０ ｍ ｇ を 加 え た
。 ｐ Ｈ ６ ． ７ 、 ７ ５ ℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 、 タ ン パ ク 質 の わ ず か な 凝 結 及 び 沈 殿
が 生 じ た 。 ３ 時 間 一 定 の ｐ Ｈ 条 件 で の 更 な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 い く ら か 沈 殿 物
を 含 む 浄 化 し た 溶 液 に な っ た 。 溶 液 の ｐ Ｈ は 、 ｐ Ｈ ５ ． ０ に 調 節 さ れ 、 サ ー モ ア ー ゼ は 、
４ ５ 分 間 ９ ５ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 冷 却 後 、 溶 液 を テ ィ ス テ ィ ン グ し 、 わ ず か に 苦 い
こ と が わ か っ た 。
ｐ Ｈ を ６ ． ０ に さ ら に ｐ Ｈ 調 節 し た 後 、 A.ニ ガ ー か ら の プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー
ゼ ３ 単 位 (Z-Gly-Pro-pNAで ｐ Ｈ ５ 、 ３ ７ ℃ で 測 定 )を ２ ５ ｍ ｌ 加 水 分 解 物 に 加 え た 。 ２ ０
時 間 ５ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 他 の 酵 素 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン サ イ ク ル を 、 溶 液
を ３ ０ 分 間 ９ ０ ℃ に 加 熱 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 室 温 に 冷 却 し 及 び ｐ Ｈ 値 を ４ ． ０ に 調
節 し た 後 、 乳 清 タ ン パ ク 質 加 水 分 解 物 は 、 完 全 に 溶 解 さ れ 、 透 明 で あ る こ と が わ か っ た 。
即 ち 、 水 に 対 し 、 ４ ８ ０ ｎ ｍ 、 １ ｃ ｍ セ ル で 分 光 光 学 的 に 測 定 し て ０ ． ３ ５ の 光 吸 収 を 示
し た 。 テ ィ ス テ ィ ン グ は 、 苦 み や 異 臭 (off-flavor)が な い こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ 実 施 例 ４ ）
エ キ ソ プ ロ テ ア ー ゼ を 使 用 せ ず 、 ス キ ム ミ ル ク の 加 水 分 解 に よ っ て 得 ら れ る 透 明 で 苦 味 の
な い ミ ル ク タ ン パ ク 質 ベ ー ス 溶 液
市 販 の ス キ ム ミ ル ク ２ ０ ０ ｍ ｌ に 対 し 、 サ ー モ ア ー ゼ  (14000PU/mgの 活 性 を 有 す る バ チ ラ
ス 　 サ ー モ プ ロ テ オ リ チ カ ス 　 ロ ッ コ (Bacillus thermoproteolyticus Rokko)か ら の 熱 安
定 性 メ タ ロ エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 、 ダ イ ワ カ セ イ (大 阪 、 日 本 )製 )３ ０ ０ ｍ ｇ を 加 え た 。 ｐ
Ｈ ６ ． ７ 、 ７ ５ ℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 、 タ ン パ ク 質 の 迅 速 な 凝 結 及 び 沈 殿 が 生 じ
た 。 ３ 時 間 、 ｐ Ｈ ス タ ッ ト 条 件 で の 更 な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 ほ と ん ど 沈 殿 の な
い 浄 化 し た 溶 液 に な っ た 。 溶 液 の ｐ Ｈ は 、 ｐ Ｈ ５ ． ０ に 調 節 さ れ 、 サ ー モ ア ー ゼ は 、 ４ ５
分 間 ９ ５ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 冷 却 後 、 溶 液 を テ ィ ス テ ィ ン グ し 、 非 常 に 苦 い こ と が
わ か っ た 。
ｐ Ｈ を ６ ． ０ に さ ら に ｐ Ｈ 調 節 し た 後 、 A.ニ ガ ー か ら の プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー
ゼ ３ 単 位 (Z-Gly-Pro-pNAで ｐ Ｈ ５ 、 ３ ７ ℃ で 測 定 )を ２ ５ ｍ ｌ 加 水 分 解 物 に 加 え た 。 ２ ０
時 間 ５ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 他 の 酵 素 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン サ イ ク ル を 、 溶 液
を ３ ０ 分 間 ９ ０ ℃ に 加 熱 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 室 温 に 冷 却 し 及 び ｐ Ｈ 値 を ４ ． ０ に 調
節 し た 後 、 カ ゼ イ ン 塩 加 水 分 解 物 は 、 完 全 に 溶 解 さ れ 、 透 明 で あ る こ と が わ か っ た 。 即 ち
、 水 に 対 し 、 ４ ８ ０ ｎ ｍ 、 １ ｃ ｍ セ ル で 分 光 光 学 的 に 測 定 し て ０ ． ９ ０ ０ よ り 小 さ い 光 吸
収 を 示 し た 。 テ ィ ス テ ィ ン グ は 、 苦 み 及 び 異 臭 (off-flavor)が な い こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
（ 実 施 例 ５ ）
加 水 分 解 さ れ た カ ゼ イ ン ナ ト リ ウ ム と 種 々 の 加 水 分 解 さ れ て い な い 乳 清 製 剤 と を 混 合 す る
こ と に よ っ て 得 ら れ る ミ ル ク 様 組 成 物 を 有 す る 透 明 で 酸 安 定 で 苦 味 の な い 液 体
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カ ゼ イ ン ナ ト リ ウ ム の ６ ％ (質 量 )溶 液 (９ ０ ％ タ ン パ ク 質 、 DMV International, オ ラ ン ダ
か ら 入 手 )の ｐ Ｈ を 8.0に 調 節 し 、 そ の 後 、 デ ル ボ ラ ー ゼ (Delcolase(登 録 商 標 )、 560000DU
／ グ ラ ム 、 DSM Food Specialities, Seclin, フ ラ ン ス か ら 入 手 )４ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル を
カ ゼ イ ン の グ ラ ム 当 た り で 加 え た 。 こ の 混 合 物 を ６ ０ ℃ で 、 定 常 的 に 撹 拌 し て 、 １ ５ ０ 又
は ２ １ ０ 分 、 ｐ Ｈ を コ ン ト ロ ー ル し な い か 、 又 は ８ ． ０ で 一 定 に 維 持 し て イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 加 水 分 解 反 応 を 、 乳 酸 を 使 用 し て ｐ Ｈ を ５ ． ０ に 低 め 、
そ の 後 、 １ ０ 分 間 ９ ０ ℃ の ヒ ー ト シ ョ ッ ク で 停 止 し た 。 そ の 後 、 温 度 を ５ ０ ℃ に 低 下 し 、
A.ニ ガ ー か ら の プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ (WO 02/45523参 照 )を 加 え た 。 カ ゼ イ
ン の グ ラ ム 当 た り 、 ８ 単 位 ／ ミ リ リ ッ ト ル 含 む 酵 素 溶 液 ２ ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル (即 ち 、
実 施 例 １ に 記 載 の 方 法 で 測 定 し て 、 ２ 単 位 ／ グ ラ ム カ ゼ イ ン 塩 )を 加 え 、 ２ ４ ０ 、 ４ ８ ０
又 は ９ ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 、 １ ０ 分 間 ９ ５ ℃ の 追 加 の ヒ ー ト シ ョ ッ ク を
適 用 し 、 そ の 後 、 す べ て の 試 料 を 蒸 留 水 に 希 釈 し て 、 ３ ％ の カ ゼ イ ン 塩 濃 度 を 達 成 し 、 １
４ ℃ に 冷 却 し 、 そ の 後 、 乳 製 品 中 の 苦 い 腐 っ た 味 を 定 量 す る 訓 練 を し た 専 門 の テ イ ス テ ィ
ン グ パ ネ ル に 提 供 さ れ た 。 テ イ ス テ ィ ン グ の 後 、 パ ネ ル の す べ て の メ ン バ ー は 、 種 々 の デ
ル ボ ラ ー ゼ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 続 く プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で の ４ ８ ０ 分
又 は ９ ６ ０ 分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン か ら 得 ら れ た す べ て の 試 料 は 、 苦 み が な い こ と で 一 致
し た 。 デ ル ボ ラ ー ゼ だ け で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 得 ら れ た 試 料 は 、 非 常 に 苦 く 、 デ
ル ボ ラ ー ゼ 及 び ２ ４ ０ 分 間 の プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
で 得 ら れ た 試 料 は 、 わ ず か に 苦 い と 評 価 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
デ ル ボ ラ ー ゼ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 測 定 さ れ た 、 Nielsen, P. M.ら (Journal of 
Food Science, Vol. 66, No. 5, PP 642-646, 2001)に 記 載 さ れ た OPA法 を 使 用 す る 加 水 分
解 の 程 度 は 、 約 １ ２ ％ で あ り 、 プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン の 後 で 、 DH値 は 、 １ ６ ～ ２ ０ ％ の 値 に 増 加 し た 。
本 質 的 に ウ シ の ミ ル ク と 同 じ 組 成 を 有 す る 製 品 を 調 製 す る た め に 、 上 記 手 順 を 使 用 し て 生
産 さ れ た 、 種 々 の ２ 倍 濃 縮 (即 ち ６ グ ラ ム ／ リ ッ ト ル )の 苦 く な い カ ゼ イ ン 加 水 分 解 物 を 、
同 容 量 の ２ 倍 濃 縮 (即 ち 、 １ ． ３ グ ラ ム ／ リ ッ ト ル )の 加 水 分 解 さ れ て い な い 乳 清 タ ン パ ク
質 と 混 合 し た 。 最 初 は 、 異 な る 乳 清 タ ン パ ク 質 溶 液 を 市 販 及 び 非 市 販 の 製 品 を 使 用 し て 調
製 し た 。 種 々 の 試 験 さ れ る 乳 清 製 品 の な か で 、 BiPRO(Davisco Foods International)、 PR
OXIME 660又 は HIPROTAL 875又 は DOMOVICTUS 535（ BDI, オ ラ ン ダ ） は 、 す べ て 比 較 的 透 明
で 薄 い 味 の 製 品 を 生 産 し た 。 新 鮮 な チ ー ズ 乳 清 は 、 強 い 乳 の 香 り (dairy aroma)を 有 す る
黄 色 み が か っ て 濁 っ た 製 品 を 生 産 し た 。 こ れ ら 異 な る 乳 清 製 品 及 び 異 な る カ ゼ イ ン 加 水 分
解 物 か ら 作 ら れ る コ ン ビ ネ ー シ ョ ン の な か で 、 特 に 、 低 温 殺 菌 し て い な い (市 販 さ れ て い
な い )バ ー ジ ョ ン の PROXIME 660と の コ ン ビ ネ ー シ ョ ン は 、 そ の 魅 力 あ る 味 と 、 濁 度 又 は 異
臭 (off-odour)が な い こ と か ら 、 特 に 興 味 が あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
こ の よ う に し て 調 製 さ れ る ミ ル ク 様 混 合 物 が 非 常 に 透 明 で あ る と の 事 実 に も か か わ ら ず 、
１ ０ 分 間 2000gの 低 速 遠 心 分 離 又 は 数 時 間 の 単 な る 沈 降 と そ の 後 の デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ
り 、 完 全 に 透 明 な 製 品 に な る 。 遠 心 分 離 さ れ た 製 品 は 、 典 型 的 に 、 水 に 対 し て ４ ８ ０ ｎ ｍ
、 １ ｃ ｍ セ ル で 分 光 光 学 的 に 測 定 し て ０ ． ９ ０ よ り 低 い 光 吸 収 と な る 。 最 も 重 要 な こ と に
、 後 者 の 処 理 工 程 で 、 典 型 的 に 溶 解 し た 画 分 が １ ０ ％ 未 満 の タ ン パ ク 質 減 少 と な る 。 従 っ
て 、 調 製 さ れ た 透 明 溶 液 は 、 た と え ｐ Ｈ を ４ ． ０ 及 び ２ ． ８ の 低 い 値 に 酸 性 化 し て も 、 ま
だ 透 明 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
（ 実 施 例 ６ ）
ス キ ム ミ ル ク を 透 明 で 薄 い 味 の 酸 安 定 性 最 終 製 品 に 転 換 す る 単 純 化 さ れ た 加 水 分 解 手 順
３ ９ ｇ ／ リ ッ ト ル の タ ン パ ク 質 、 ５ １ ｇ ／ リ ッ ト ル の 炭 水 化 物 、 ０ ． ５ ｇ ／ リ ッ ト ル の 脂
肪 の 濃 度 で 、 最 終 ｐ Ｈ ６ ． ５ の 、 市 場 で 入 手 で き る ス キ ム ミ ル ク (Friesche Vlag, オ ラ ン
ダ )を ウ ォ ー タ ー バ ス 中 で ６ ０ ℃ で 平 衡 化 し 、 そ の 後 、 デ ル ボ ラ ー ゼ (実 施 例 ５ 参 照 )４ ０
マ イ ク ロ リ ッ ト ル を カ ゼ イ ン の グ ラ ム 当 た り で 加 え た (使 用 し た ス キ ム ミ ル ク は 、 ３ ０ ｇ
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カ ゼ イ ン ／ リ ッ ト ル を 含 む )。 こ の 混 合 物 を 、 ｐ Ｈ 調 節 せ ず に 定 常 的 に 撹 拌 し て イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 １ ５ ０ 分 後 、 乳 酸 を 使 用 し て ｐ Ｈ を ５ ． ０ に 低 め 、 溶 液 を ２ つ の 部 分 に 分 け
た 。 一 つ の 部 分 は 、 １ ０ 分 間 ９ ０ ℃ に 加 熱 し て サ ブ チ リ シ ン を 不 活 性 化 し た の に 対 し 、 他
方 の 部 分 は 、 ６ ０ ℃ で 更 に １ ０ 分 間 維 持 し た 。 双 方 の 部 分 を ５ ０ ℃ の ウ ォ ー タ ー バ ス に 移
動 し 、 平 衡 後 、 プ ロ リ ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ を ２ つ の バ イ ア ル に 加 え て 、 存 在 す る
カ ゼ イ ン の グ ラ ム 当 た り ２ ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 酵 素 の 濃 度 (即 ち 、 ２ 単 位 ； 実 施 例 ５
参 照 )に 達 し た 。 ９ ６ ０ 分 ５ ０ ℃ の 追 加 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 双 方 の 部 分 を １
０ 分 間 ９ ５ ℃ の ヒ ー ト シ ョ ッ ク に か け た 。 そ の 後 、 Ｄ Ｈ 値 を 実 施 例 ５ に 概 説 し た 手 順 を 使
用 し て 測 定 し た 。 デ ル ボ ラ ー ゼ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 Ｄ Ｈ は 、 ２ ０ ％ だ っ た 。 プ ロ リ
ン 特 異 性 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 デ ル ボ ラ ー ゼ を 不 活 性 化 す る
た め の ヒ ー ト シ ョ ッ ク を 受 け た 試 料 は 、 ２ ６ ％ の Ｄ Ｈ 値 を 有 す る が 、 他 の 試 料 は 、 ３ ０ ％
の Ｄ Ｈ を 示 し た 。 さ ら に 、 ２ つ の 最 終 溶 液 の テ ィ ス テ ィ ン グ を 、 １ ４ ℃ で 、 実 施 例 ５ で 言
及 し た も の と 同 じ 訓 練 し た パ ネ ル に よ っ て 行 っ た 。 テ イ ス テ ィ ン グ パ ネ ル の 結 果 、 双 方 の
溶 液 が 同 様 に 苦 味 が な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
さ ら に 、 ２ つ の 調 製 品 の 低 速 遠 心 分 離 に よ り 、 ｐ Ｈ ４ に さ ら に 酸 性 化 し て も 透 明 性 を 残 す
透 明 溶 液 が 産 生 し た 。 ペ プ チ ド サ イ ズ 分 析 を Superdex Peptide HR 1030カ ラ ム で の ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ に よ っ て 行 っ た 。 得 ら れ た デ ー タ は 、 デ ル ボ ラ ー ゼ 不 活 性 化 で 調 製 さ れ た 物 質
に お い て 、 1500ダ ル ト ン よ り 小 さ い ペ プ チ ド を 含 む 画 分 が 、 溶 液 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質
の ９ ４ 質 量 ％ を 示 す の に 対 し 、 5000ダ ル ト ン よ り 小 さ い ペ プ チ ド を 含 む 画 分 が 、 溶 液 中 に
存 在 す る タ ン パ ク 質 の ９ ９ 質 量 ％ を 示 し 、 こ の 1500ダ ル ト ン よ り 小 さ い ペ プ チ ド を 含 む 画
分 は ８ ７ 質 量 ％ で あ り 、 5000ダ ル ト ン よ り 小 さ い ペ プ チ ド を 含 む 画 分 は ９ ９ 質 量 ％ で あ る
こ と を 示 す 。
結 果 、 本 実 施 例 で 示 さ れ る 結 果 は 、 ス キ ム ミ ル ク 並 び に カ ゼ イ ン が 、 単 純 な 加 水 分 解 手 順
を 使 用 し て 、 苦 み が な く 透 明 な 加 水 分 解 物 に 効 果 的 に 加 水 分 解 さ れ 得 る こ と を 示 す 。 存 在
す る 小 さ な ペ プ チ ド の ほ と ん ど 大 部 分 は 、 通 常 の ス キ ム ミ ル ク と 比 較 し て 、 得 ら れ た ス キ
ム ミ ル ク 加 水 分 解 物 の 極 め て 減 少 し た ア レ ル ゲ ン 性 を 示 す 。
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