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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　動物由来の乳のヨーグルトを生産するための方法であって、
　ａ）動物由来の乳を提供し；
　ｂ）ペプチド－Ｎ（４）－（Ｎ－アセチル－ベータ－グルコサミニル）アスパラギンア
ミダーゼ（ＥＣ番号：３．５．１．５２；別名：Ｎ－グリコシダーゼ－Ｆ又はＰＮＧａｓ
ｅ－Ｆ）及びエンド－β－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼＨ（ＥＣ番号：３．２．１．
９６；別名ＥＮＤＯ－Ｈ）からなる群から選択される少なくとも一つのＮ－結合型グリコ
シダーゼを用いて当該乳を処理し；そして
　ｃ）ストレプトコッカス・サーモフィルス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍ
ｏｐｈｉｌｕｓ）、ラクトバチルス・デルブルッキー亜種ブルガリクス（Ｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ　ｓｕｂｓｐ　ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ）、ラクト
コッカス・ラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）、ラクトコッカス・ラ
クティス亜種クレモリス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．　ｃｒ
ｅｍｏｒｉｓ）、リューコノストック・メゼンテロイデス亜種クレモリス（Ｌｅｕｃｏｎ
ｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｓｕｂｓｐ．　ｃｒｅｍｏｒｉｓ）、シュー
ドリューコノストック・メゼンテロイデス亜種クレモリス（Ｐｓｅｕｄｏｌｅｕｃｏｎｏ
ｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｓｕｂｓｐ．　ｃｒｅｍｏｒｉｓ）、ペディオ
コッカス・ペントサセウス（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）、ラク
トコッカス・ラクティス亜種ラクティス次亜種ジアセチラクティス（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃ
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ｕｓ　ｌａｃｔｉｓ　ｓｕｂｓｐ．　ｌａｃｔｉｓ　ｂｉｏｖａｒ．　ｄｉａｃｅｔｙｌ
ａｃｔｉｓ）、ラクトバチルス・カゼイ亜種カゼイ（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａ
ｓｅｉ　ｓｕｂｓｐ．　Ｃａｓｅｉ）、ラクトバチルス・パラカゼイ亜種パラカゼイ（Ｌ
ａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐａｒａｃａｓｅｉ　ｓｕｂｓｐ．　Ｐａｒａｃａｓｅｉ）
、ビフィドバクテリウム・ビフィドゥム（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｉｆｉｄ
ｕｍ）及びビフィドバクテリウム・ロンガム（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｏｎ
ｇｕｍ）からなる群から選択される種に属する微生物を用いて当該乳を発酵させること
を含む、方法。
【請求項２】
　工程ｂ）が、工程ｃ）の前、又は間に行なわれる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記動物由来の乳が、ウシ、ヒツジ（ｓｈｅｅｐ）、雌ヒツジ（ｅｗｅｓ）、ヤギ、バ
ッファロー又はラクダ由来である、請求項１又は２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の方法により得られるヨーグルト。
【請求項５】
　動物由来の乳のヨーグルトを生産するための方法であって、
　（ｉ）：動物由来の乳に、当該動物由来の乳のゲル硬度を増加させる量のＯ－結合型グ
リコシダーゼを添加する工程；及び
　（ｉｉ）：Ｏ－結合型グリコシダーゼが当該動物由来の乳のゲル硬度を増加させる条件
下でヨーグルトを取得する工程；
を含み、当該Ｏ－結合型グリコシダーゼが、α－Ｎ－アセチル－ガラクトサミニダーゼ（
ＥＣ番号：３．２．１．４９；別名：ＧａｌＮＡＣ）である、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は、有効量のＮ－結合型グリコシダーゼ及び／又はＯ－結合型グリコシダーゼを
乳に添加することを含む、乳製品（例えばヨーグルト）を製造するための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　背景技術
　乳製品、例えば、発酵乳製品（例えば、ヨーグルト）は、当該技術分野においてよく知
られている。
【０００３】
　当該技術分野において知られているように、粘性、及びゲル硬度などの特性は、関連す
る乳製品にとって重要な特性である。
【０００４】
　一般的に言えば、同一の乳組成物を用いてより高い粘性及び／又はゲル硬度を作り出す
ことができる場合、より少ない乳（又は他の固体）を用いて同一の粘性／ゲル硬度を作り
出すことができ、従って、原料を節約する（あるいはより高い収率を得る）ことができる
。
【０００５】
　低脂肪発酵乳製品、例えば低脂肪ヨーグルトについて、製品の最適な好ましいテクスチ
ャを得ることは困難であり、より正確には、前記課題は、例えばかかる低脂肪製品におい
て十分に高いテクスチャ粘性を得ることである。
【０００６】
　タンパク質、典型的には脱脂乳、又は乳清に基づくタンパク質の添加は、低脂肪ヨーグ
ルトにおけるテクスチャを改良するための標準的手段としてみられる。しかしながら、こ
のような解決策は、コストがかかり、添加されたタンパク質はまた全エネルギー含量に寄
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与するので、低脂肪／低カロリー製品のコンセプトに完全には適合しない。
【０００７】
　テクスチャの改良に関して、米国特許出願公開第２００５／００９５３１６Ａ１号明細
書の段落［０００５］は、いわゆるテクスチャリング剤（増粘剤、ゲル化剤）、例えばで
んぷん、ペクチン、又はゼラチンを添加することを記載する。しかしながら、知られてい
るように、例えばヨーグルト製品において、例えば余分なペクチン又はゼラチンを有する
ことは、好ましくない。
【０００８】
　近年のいわゆるテクスチャリング培養物の中でも。細胞外多糖（ＥＰＳ）産生に基づく
ものは、かかる低脂肪乳製品の粘性を著しく向上させ、例えば国際公開２００７／０９５
９５８Ａ１号（Chr. Hansen A/S）は、ストレプトコッカス・サーモフィルス（Streptoco
ccus thermophilus）の株が、発酵乳製品に所望の「ねばねばする」あるいいは粘着性の
テクスチャを与えることができるＥＰＳを合成することを記載する。
【０００９】
　従って、例えば低脂肪ヨーグルトについてのテクスチャ粘性に関する課題は、今日、例
えばこれらのＥＰＣ産生培養物の使用によりほぼ解決されるとも言うことができる。
【００１０】
　しかしながら、A.N. Hassanらの論文（J. Dairy Sci: 86:1632-1638; 2003）に記載さ
れるように、いわゆるゲル硬度は、かかるＥＰＳ生産培養物を用いる場合、ＥＰＳ非生産
培養物と比較して、著しく減少し得る。
【００１１】
　従って、今日の状況において、例えば低脂肪ヨーグルト製品が有する従来の粘性の課題
は、ＥＰＣ産生培養物の使用により本質的に解決されているとも言えるが、しかしながら
、ＥＰＳ培養物の使用は、減少したゲル硬度に関する新たな課題を「作り出している」。
【００１２】
　A.N. Hassanらの論文では、要約において低い粘弾性係数に言及しており、当業者に知
られているように、この粘弾性係数の特徴は、製品が低い粘弾性係数を有する場合、これ
が低いゲル硬度を有するという意味で、ゲル硬度に関する。論文の図１は、ＥＰＳヨーグ
ルトの剪断応力がより高くなり、当業者に直接的により高い粘性に変換することを示す。
【００１３】
　上述のように、乳製品、一般的には例えば発酵乳製品（例えば、ヨーグルト）にとって
、いわゆるゲル硬度は、大変に関連性のある性質である。
【００１４】
　例えば、低いゲル硬度は、乳製品に望ましくない食感を与え得る。さらに、例えばヨー
グルトが低いゲル硬度を有する場合、これは薄くみえ、例えばスプーン又は例えばボウル
上から容易にこぼれる。さらに、例えばヨーグルトが低いゲル硬度を有する場合、乳性分
離のために、これはシネレシス（下記を参照）を生じやすい。
【００１５】
　当該技術分野においてよく知られているように、乳凝固酵素、例えばプロテアーゼであ
るキモシン（別名レンニン）は、チーズを製造するために用いられ、キモシンは、凝固及
びカード形成を引き起す。よく知られているように、チーズの製造は、全てが乳凝固酵素
の添加の結果として生ずる三つの工程又は段階：１）塊（又はソフトゲル）の形成、凝固
、又はこの塊の硬化、及び段階的な乳清の排除（後者のプロセスは、シネレシスと称され
る）を含む。明らかなように、例えば、ヨーグルトを製造する場合、一般的にこのシネレ
シス効果、即ち、乳の固体カードと液体乳清への分離を生じることに興味をもたれない。
従って、キモシンのような乳凝固酵素の使用は、一般的に、例えばヨーグルトを製造した
い場合、好まれない。
【００１６】
　米国特許出願公開第２００５／００９５３１７Ａ１号明細書（Danone）は、発酵乳製品
、例えばヨーグルトの生産におけるカッパ－カゼイン分解活性を有するプロテアーゼの使
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用を記載する。前記プロテアーゼは、例えばキモシンでもよい（例えば、前記米国特許出
願の［００２８］を参照のこと）。前記プロテアーゼ（例えば、キモシン）は、乳中のカ
ゼインを加水分解し、従って、プロテアーゼ（例えば、キモシン）が、ヨーグルト生産に
とって望ましくないシネレシス効果を生じさせ得ると、一見したところ思える。しかしな
がら、段落［０００８］は、驚くべきことに、そして予測できないことに、プロテアーゼ
、例えばキモシンの使用が、「かかる発酵乳製品にとって許容されないシネレシスを誘導
する結果を生ずることなく、テクスチャを改良し、そして特にヨーグルト及び発酵乳の粘
性を増加させる」ことを示したことを説明する。
【００１７】
　米国特許出願公開第２００５／００９５３１６Ａ１号明細書（Danone）は、本質的に、
上述の米国特許出願公開第２００５／００９５３１７Ａ１号明細書（Danone）における同
様の技術的教示に関するが、しかしながら、この米国出願において、関連するプロテアー
ゼは、細菌プロテアーゼとして定義される（キモシンは、ウシ由来であり、即ちこれは、
細菌プロテアーゼではない）。
【００１８】
　米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書（ＤＳＭ）は、チーズ生産における特別な脱グ
リコシル化酵素の使用を記載する。脱グリコシル化酵素は、乳中に存在するカッパカゼイ
ン（κ－カゼイン）を脱グリコシル化することができる酵素として定義される。後述のよ
うに、カゼインはいわゆるＯ－結合型グリコシル化を有するタンパク質である。従って、
この米国特許において言及される脱グリコシル化酵素は、Ｏ－結合型グリコシル化タンパ
ク質、例えばカッパ－カゼイン（カッパ－カゼインは、いわゆるＯ－結合型糖タンパク質
である）を脱グリコシル化することができる酵素である。前記米国特許は、１段、５１～
５８行において、「これが、カゼインミセルを安定化する負の電荷を有する、κ－カゼイ
ンと結合した糖であるので、κ－カゼインの脱グリコシル化が凝固を導くことが、驚くべ
きことに発見された。この方法における乳の凝固は、κ－カゼインの大部分がチーズ中に
保持されるプロセスをもたらし、キモシンのタンパク質分解活性を用いることよりも、高
い収率を得ることができる。」と記載している。
【００１９】
　手短に言えば、この米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書は、キモシンの代わりに、
言及されたＯ－結合型関連脱グリコシル化酵素を用いることにより、チーズ生産について
要求される凝固が得られることを実質的に記載していると言える。この米国特許第７５６
０１２７Ｂ２号明細書はチーズの生産に関し、そして請求項１においてプロテアーゼ（例
えばキモシン）を用いることなくチーズを得ることができることを述べているので、当業
者は、Ｏ－結合型関連脱グリコシル化酵素の使用が実質的な量のシネレシスを導くに違い
ないことを、明確に理解する。
【００２０】
　米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書が、実質的な量のシネレシスを要求するチーズ
の生産に関することは、本明細書に関連する。結果として、当業者は、シネレシスが一般
的に大変望ましくないヨーグルトのような発酵乳製品にこれを適用することを予測しない
。
【００２１】
　さらに、米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書は、本明細書に関連するゲル硬度特性
について何ら明確に述べておらず、即ち、これは、キモシンの代わりに、記載されるＯ－
結合型脱グリコシル化酵素を使用することに起因する凝固／シネレシス効果にのみ明確に
関すると言うことができる。
【００２２】
　E. Casesらの論文（Journal of Food Science; Vol. 68, Nr. 8, 2003, Pages 2406-24
10）は、Ｏ－結合型脱グリコシル化酵素（ノイラミニダーゼ；ＥＣ３．２．１．１８）を
用いて化学的に酸性化した乳の脱グリコシル化を記載する。前記乳は、化学物質であるＧ
ＤＬを用いて化学的に酸性化され（p. 2407, section “Acid milk coagulation”を参照
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のこと）、従って、E. Casesらの論文は、関連する微生物を接種した「発酵乳」製品（例
えば、ヨーグルト）を記載しない。
【００２３】
　E. Casesらの論文は、Ｏ－結合型脱グリコシル化酵素であるノイラミニダーゼ（ＥＣ３
．２．１．１８）の使用が、酵素的に処理した乳、及び化学的に酸性化した乳に、より高
い最終ゲル硬度を与えることを記載する。
【００２４】
　E. Casesらの論文が、Ｏ－結合型脱グリコシル化酵素であるノイラミニダーゼ（ＥＣ３
．２．１．１８）を使用することの潜在的なシネレシス効果に関して何ら述べられていな
いことは、本明細書に関連する。
【００２５】
　E. Casesらの論文では、用いられるノイラミニダーゼ（ＥＣ３．２．１．１８）Ｏ－結
合型脱グリコシル化酵素調製物の純度についての適切な証拠を提供していない。この観点
において、これは、用いられる酵素調製物が、いくらかの関連するプロテアーゼ酵素活性
を有し、このプロテアーゼ酵素活性が、記載されるゲル硬度効果の原因となり得ることを
述べており、上述のように、米国特許出願公開第２００５／００９５３１７Ａ１号明細書
（Danone）は、プロテアーゼの使用がゲル硬度を改善し得ることを記載する。
【００２６】
　この疑念の関連性は、E. Casesらの論文（材料及び方法の欄を参照のこと）においてノ
イラミニダーゼが由来する微生物であるクロストリジウム・パーフリンジェンス（Clostr
idium perfringens）が、１４０超のタンパク質分解酵素を有することが知られていると
いう事実によりさらに強調される（例えば、信頼できるＭｅｒｏｐｓペプチダーゼデータ
ベース（http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/speccards?sp=sp000283;type=peptidase
）を参照のこと）。
【００２７】
　提供される酵素調製物の純度に関する情報がないので、従って、E. Casesらの論文に記
載されるゲル硬度に関してこれら自身に影響を与える全ての関連するタンパク質分解酵素
の排除までこれが精製されないことは、大変に妥当であるように思われる。
【００２８】
　当該技術分野において知られるように、Ｏ－結合型脱グリコシル化酵素であるノイラミ
ニダーゼ（ＥＣ３．２．１．１８）はまた、いくらかのＮ－結合型グリコシダーゼ活性を
有し得る。しかしながら、上述のE. Casesらの論文は、ノイラミニダーゼの本明細書に関
連する酵素活性がE. Casesらの論文において述べられる場合、ノイラミニダーゼ（ＥＣ３
．２．１．１８）のＯ－結合型グリコシダーゼ活性についてのみに言及する。
【００２９】
　欧州特許第１４８９１３５Ａ１号明細書は、酸性化した乳清乳及びヨーグルトの硬度を
増加させるための脱グリコシル化オレウロペイン（オリーブ葉抽出物から得られる）の使
用に関するものとして見ることができる。ベータ－グリコシダーゼ（ベータ－１，６－グ
ルコシダーゼ）及びラクターゼは、この文書において、オレウロペインを脱グリコシル化
するために「単に」用いられ、即ち、前記酵素は、本明細書において乳／ヨーグルトにお
けるゲル硬度を増加させるための活性成分ではない。オレウロペインは、酵素活性を有す
るタンパク質／ペプチドではない。ベータ－グリコシダーゼは、Ｎ－又はＯ－結合型グリ
コシダーゼのどちらでもない。本発明の方法は、好ましくは、欧州特許第１４８９１３５
Ａ１号明細書に開示されるような、の活性化されたオリーブ葉抽出物（又は他の抽出物）
の動物乳基質への添加を含まない。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００３０】
　発明の概要
　本発明により解決される課題は、関連する乳製品、例えば、ヨーグルトのような発酵乳
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製品、特に低脂肪ヨーグルトのような低脂肪発酵乳製品のゲル硬度を改善する／増加させ
るための新しい方法の提供に見ることができる。さらに、前記の新しい方法は、好ましく
は製品の粘性に悪影響を与えるべきではない。
【００３１】
　前記解決策は、脱グリコシル化酵素（即ちグリコシダーゼ）の使用により、有意に増加
した／改善されたゲル硬度を有する乳製品（例えば、ヨーグルト）を得ることができるこ
とを発明者らがを確認したことに基づく。さらに、発明者らは、本明細書に関連するグリ
コシダーゼの使用が、有意なシネレシス効果がない態様において行なわれたことを確認し
た。さらに、発明者らは、本明細書に関連するグリコシダーゼの使用が有意なシネレシス
効果がない態様において行われることを確認し、上述のように、有意なシネレシス効果を
有しないことは、発酵乳製品、例えばヨーグルトの製造に関して、大変有利である。特に
、Ｏ－結合型グリコシダーゼの使用に関して、有意なシネレシス効果が存在することなく
これを用いることができることは、発明者らにとって驚きであった。発明者らはまた、脱
グリコシル化酵素の使用が、製品の粘性に悪影響を与えないことを確認した。
【００３２】
　本明細書の実施例４は、グリコシダーゼであるＰＮＧａｓｅ－Ｆの使用が、低脂肪ヨー
グルトの粘性に関して何らの悪影響を与えることなく、有意に増加した／改善したゲル硬
度を有する低脂肪ヨーグルトを与えることを示す。
【００３３】
　本明細書の実施例１に記載されるように、本明細書の実施例において用いられるグリコ
シダーゼ酵素調製物を、分析し、汚染物質の混入がないこと、即ち、これらが汚染物質、
例えばプロテアーゼ酵素活性を含まないことが分かった。
【００３４】
　ＰＮＧａｓｅ－Ｆが、「Ｎ－結合型グリカン」に作用する、即ちＮ－結合型糖タンパク
質を脱グリコシル化するグリコシダーゼであることは、本明細書において興味深いことで
ある。
【００３５】
　上述のように、カゼインは、Ｏ－結合型グリカンを含んでなる糖タンパク質であり、Ｐ
ＮＧａｓｅ－Ｆ自体は、それ故カゼインを脱グリコシル化することができず、従って、Ｐ
ＮＧａｓｅ－Ｆが本明細書において有益なゲル硬度の結果を与える理由は、例えば米国特
許第７５６０１２７Ｂ２号明細書（上記を参照のこと）に記載されるように、カゼインの
グリコシル化に関する機構によるものではあり得ない。
【００３６】
　理論に拘束されることなく要約すれば、発明者らがＰＮＧａｓｅ－ＦのようなＮ－結合
型グリコシダーゼが本明細書において作用する（即ち改善されたゲル硬度を与える）こと
を例証する事実は、本明細書に関連する改善されたゲル硬度を得る背後にある基本的な機
構が、チーズの調製（上記を参照のこと）おけるキモシンの代替としてのＯ－結合型グリ
コシダーゼの使用に関する米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書において提案される機
構に基づく「カゼインの脱グリコシル化」と完全に異なることを説明する。
【００３７】
　言い換えれば、ＰＮＧａｓｅ－ＦのようなＮ－結合型グリコシダーゼが本明細書におい
て作用する（即ち改善されたゲル硬度を与える）という事実は、先行技術、例えば米国特
許第７５６０１２７Ｂ２号明細書を考慮しても、当業者にとって大変に驚くべきことであ
ると言える。
【００３８】
　理論に拘束されることなく、グリコシダーゼ自体の使用が本明細書に関連する改善され
たゲル硬度を与えることができることについての考えられる説明は、前記グリコシダーゼ
が、カゼインでない乳清タンパク質からグリカンを除去することである。
【００３９】
　例えば、ＰＮＧａｓｅ－ＦのようなＮ－結合型グリコシダーゼは、いくつかの乳清糖タ
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ンパク質、例えばＮ－グリコシル化されていることが知られているα－ラクトアルブミン
から、Ｎ－グリカンを除去することができる。前記乳清タンパク質はまた、いくらか、タ
ンパク質－ネットワークに携わり、これは適切なゲル硬度を生じる。親水性グリカンの除
去及び脱アミノ反応により課せられる荷電変化は、より強固なタンパク質ネットワークの
形成に有利であり、それ故、改善されたゲル硬度を得ることができる。
【００４０】
　理論に拘束されることなく、いくつかの本明細書に関連する乳清糖タンパク質はまた、
Ｏ－結合型グリカンを含んでなることが考えられる。
【００４１】
　従って、発明者らは、Ｏ－結合型グリコシダーゼがまた、本明細書に関連する改善され
たゲル硬度を与えることができるか否か試験した。実施例５では、ＧａｌＮＡＣのような
Ｏ－結合型グリコシダーゼの使用がまた、本明細書に関連する改善されたゲル硬度を与え
ることができることを例証する。
【００４２】
　理論的な観点から、ＰＮＧａｓｅ－ＦのようなＮ－結合型グリコシダーゼを用いること
の本明細書に関連する利点は、例えばヨーグルト製品の製造に関する限定された（又は限
定されていない）望ましくないシネレシス効果である。この理論的な観点についての一つ
の理由は、ＰＮＧａｓｅ－ＦのようなＮ－結合型グリコシダーゼが、カゼインに作用せず
、そして例えば、米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書に記載されるように、キモシン
の代わりに（カゼインを脱グルコシル化するための）言及されるＯ－結合型関連脱グリコ
シル化酵素を用いることにより、チーズ生産のために要求される凝固（シネレシス）を得
ることができることである。本明細書の実施例４では、Ｎ－結合型グリコシダーゼである
ＰＮＧａｓｅ－Ｆが、ヨーグルトの製造に関して、本明細書において望ましくないシネレ
シス効果を与えないことを例証した。
【００４３】
　発明者らは、例えば、ＧａｌＮＡＣのようなＯ－結合型グリコシダーゼについて、ヨー
グルトの製造に関する、本明細書において望ましくないシネレシス効果を試験した。本明
細書で実施例６に示されるように、Ｏ－結合型グリコシダーゼＧａｌＮＡＣをヨーグルト
生産に用いた場合、ヨーグルトの製造に関して望ましくないシネレシス効果がなかったこ
とは、発明者らの驚くことであったと言える。
【００４４】
　本明細書の実施例７では、グリコシダーゼ（本明細書においてＰＮＧａｓｅ－Ｆ）の使
用が、乳酸菌（ＬＡＢ）で酸性化した乳及び化学的に酸性化した乳の双方において、本明
細書に関連する改善されたゲル硬度を与えたことを例証する。理論に拘束されることなく
、これは、ゲル硬度に関するグリコシダーゼの効果が、生物学的な効果（即ち、前記グリ
コシダーゼがＬＡＢ自体の機能性に関する何かしらにのみ影響する効果）よりもむしろ物
理的効果（即ち、上述のような乳清タンパク質の脱グリコシル化）であることを示す。
【００４５】
　上述の実施例では、既に熱処理された乳が用いられ、即ちグリコシダーゼ酵素は、関連
する熱処理の後に、乳に添加された。理論に拘束されることなく、例えばＰＮＧａｓｅ－
Ｆのようなグリコシダーゼはまた、未加工の乳（即ち熱処理されていない乳）に添加され
、その後本明細書に関連する熱処理がされる場合、作用する（即ち、本明細書に関連する
ゲル硬度の改善を生ずる）べきである。
【００４６】
　従って、本発明の第一の態様は、乳製品を製造するための方法であって、以下の工程：
　（ｉ）：Ｎ－結合型グリコシダーゼ及び／又はＯ－結合型グリコシダーゼを乳基質に添
加する工程；
　（ｉｉ）：任意で、乳基質を酸性化（例えば、発酵）させ、そして／あるいは任意で乳
製品を得るために十分な工程を行なう工程であって、前記十分な工程は、有効量のグリコ
シダーゼが、その存在の結果として乳製品に増加したゲル硬度を与える条件下で行なわれ
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る、工程
を含んでなる方法に関する。
【００４７】
　前記乳基質は、動物由来の乳（例えばウシ、ヒツジ、雌ヒツジ、ヤギ、バッファロー、
又はラクダ）、及び植物由来の乳（例えば豆乳、オーク乳、米乳、アーモンド乳）からな
る群から選択されてもよい。
【００４８】
　第一の態様の実施形態は、動物乳製品を製造する方法であって、以下の工程：
　（ｉ）：有効量のＮ－結合型グリコシダーゼ及び／又はＯ－結合型グリコシダーゼを動
物乳基質に添加する工程；
　（ｉｉ）乳製品を得るために十分な工程を行なう工程であって、前記十分な工程は、有
効量のグリコシダーゼが、その存在の結果として乳製品に増加したゲル硬度を与える条件
下で行なわれる、工程；
を含み、前記グリコシダーゼが、乳中に存在するκ－カゼインの脱グリコシル化を行なう
ことができるＯ－結合型グリコシダーゼ（例えば、α－ガラクトシダーゼ、Ｎ－アセチル
－ガラクトサミニダーゼ［ＧａｌＮＡＣ］及びノイラミニダーゼ）のみである場合、前記
動物乳製品が、関連する微生物を接種した発酵乳製品（発酵乳製品は、乳清の有意な除去
が生じるチーズ製品ではない）であることを条件とする、方法に関する。
【００４９】
　第一の態様の工程（ｉｉ）の「有効量のグリコシダーゼが、その存在の結果として乳製
品に増加したゲル硬度を与える」なる表現は、「有効量のグリコシダーゼが、その存在の
結果として乳製品に改善されたゲル硬度を与える」と代替的に表現することができる。
【００５０】
　工程（ｉｉ）の「乳製品を得るために十分な工程を行なう」なる表現は、目的の乳製品
（例えば、ヨーグルト）を製造するための関連する十分な工程として理解される。当業者
が、例えばヨーグルトの製造に関して、好適な乳酸菌（ＬＡＢ）培養物を用いた接種を含
むかかる十分な工程を完全に知っていることは明らかである。
【００５１】
　当業者が、目的の乳製品（例えば、ヨーグルト）のゲル硬度を測定することは、日常業
務である。本明細書の実施例２では、目的の乳製品のゲル硬度の測定のための好ましい標
準的な方法を提供し、好ましくは、本明細書に関連するゲル硬度は、この実施例２の方法
に従って測定される。上述のA.N. Hassanらの論文（J. Dairy Sci: 86:1632-1638; 2003
）は、ゲル硬度の測定のための好ましい標準的な方法を記載する。例えば、前記論文の材
料及び方法の欄を参照のこと、ここで弾性係数及び粘性弾性係数は測定され、本明細書の
実施例２にみることができるように、パラメータである弾性係数及び粘性弾性係数は、ゲ
ル硬度を決定するために用いられ、本明細書の実施例２に記載されるように、いわゆる複
素係数をこれらから任意で得ることができる。
【００５２】
　当業者が目的の乳製品のゲル硬度を測定することは容易であるので、「有効量のグリコ
シダーゼがその存在の結果として乳製品に改善されたゲル硬度を与える」か否かに関する
第一の態様の方法の工程（ｉｉ）の必要条件を決定することはまた、当業者に当然に容易
である。
【００５３】
　この必要条件を決定するために、当業者は、有効量のグリコシダーゼの存在下、及び不
存在下で、工程（ｉｉ）の「乳製品を得るために十分な工程」を単純に行ない、そして添
加される量のグリコシダーゼの存在の本明細書に関連するゲル硬度効果を決定する。ゲル
硬度が改善された／増加した場合、第一の態様の工程（ｉ）に従って、有効量のグリコシ
ダーゼを乳基質に添加し、有効量のグリコシダーゼが、その存在の結果として乳製品に改
善されたゲル硬度を与える条件下で、工程（ｉｉ）の十分な工程が行なわれる。
【００５４】
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　当業者に知られているように、ゲル硬度を測定するための様々な方法は、絶対値におい
て様々な値を与える。しかしながら、本明細書で述べられるような改善されたゲル硬度の
測定に関して、ゲル硬度の相対的な改善、即ち有効量のグリコシダーゼの存在下、及び不
存在下での改善が実質的に測定される。
【００５５】
　当業者に理解されるように、本明細書の実施例２、及びA.N. Hassanらの論文に記載さ
れるようなゲル硬度を測定するための方法（比較的小さい計測の不確かさを含む）は、同
様の相対的な結果を与え、即ち、用いられる特定の測定方法から独立して、ゲル硬度の相
対的な改善に関する同一の結果を得ることができる。
【００５６】
　第一の態様の方法の条件を、上述の米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書、及び上述
のE. Casesらの論文（Journal of Food Science; Vol. 68, Nr. 8, 2003, Pages 2406-24
10）に関する放棄として見ることができる。
【００５７】
　上述のように、E. Casesらの論文には、関連する微生物を用いて接種した「発酵乳」製
品（例えば、ヨーグルト）が記載されていない。
【００５８】
　上述のように、米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書は、本明細書に関連するゲル硬
度特性について、何ら明確に述べておらず、即ち、これは、キモシンの代わりに記載され
るＯ－結合型脱グリコシル化酵素の使用に起因する凝固／シネレシス効果にのみ関すると
言うことができる。しかしながら、米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書において記載
されるＯ－結合型脱グリコシル化酵素を、チーズ乳製品を製造するプロセスにおいて乳基
質に添加することにより、理論的に明らかに、有効量のグリコシダーゼを添加することが
でき、本明細書に関連する改善されたゲル硬度をおそらく得ることができる。
【００５９】
　前記条件は、グリコシダーゼがＯ－結合型グリコシダーゼのみである状況に関し、米国
特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書は、Ｎ－結合型グリコシダーゼの使用に関して本明細
書における何らの関連性も記載しておらず、従って、第一の態様の工程（ｉ）において添
加される有効量のグリコシダーゼ（即ち、１又は複数のグリコシダーゼを網羅する）が、
例えば、Ｎ－結合型グリコシダーゼ及びＯ－結合型グリコシダーゼの混合物である場合、
これは、前記グリコシダーゼがＯ－結合型グリコシダーゼのみである状況ではない。
【００６０】
　本明細書において、当業者は、乳製品が米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書に記載
されるようなチーズ製品であるか、あるいは別の本明細書に関連する乳製品、例えばヨー
グルトのような発酵乳製品であるか日常的に確認することができる。
【００６１】
　定義
　用語「グリカン」とは、多糖又はオリゴ糖を意味する。グリカンは、単糖残基のホモ又
はヘテロポリマーであり、そして直線状であるか、又は分岐している。グリカンはまた、
複合糖質、例えば糖タンパク質、糖脂質、又はプロテオグリカンの糖質部分を意味するの
に用いられる。
【００６２】
　用語「糖タンパク質」は、ポリペプチド側鎖と共有結合的に結合したオリゴ糖鎖（グリ
カン）を含むタンパク質である。前記糖質は、共翻訳修飾又は翻訳後修飾において、タン
パク質と結合する。
【００６３】
　用語「グリコシダーゼ」（グリコシドヒドラーゼとも称される）とは、グリコシド結合
（linkage）／結合（bond）の加水分解を触媒する酵素を意味し、グリコシド結合は、炭
水化物（糖）分子が別の炭水化物であってもなくてもよい別の基と結合する共有結合の一
種である。Ｎ－結合型グリカンを部分的に、あるいは完全に脱グリコシル化するグリコシ
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ダーゼは、本明細書でＮ－結合型グリコシダーゼと称される。同様に、Ｏ－結合型グリカ
ンを部分的に、あるいは完全に脱グリコシル化するグリコシダーゼは、本明細書でＯ－結
合型グリコシダーゼと称される。Ｎ－結合型グリコシダーゼなる用語は、当該技術分野に
おいてよく定義された用語であり、当業者は、目的の特定のグリコシダーゼがＮ－結合型
グリコシダーゼであるか否かを知っている。同様に、Ｏ－結合型グリコシダーゼなる用語
は、当該技術分野においてよく定義された用語であり、当業者は、目的の特定のグリコシ
ダーゼがＯ－結合型グリコシダーゼであるか否かを知っている。グリコシダーゼは、本明
細書において、脱グリコシル化酵素とも称される。
【００６４】
　用語「グリコシル化」は、グリカンがタンパク質、脂質、又は有機分子と結合する酵素
的プロセスである。
【００６５】
　用語「Ｎ－結合型グリカン」とは、通常、アスパラギン又はアルギニン側鎖の窒素と結
合したグリカンを意味する。
【００６６】
　用語「Ｏ－結合型グリカン」とは、通常、セリン、スレオニン、チロシン、ヒドロキシ
リジン、又はヒドロキシプロリン側鎖のヒドロキシ酸素、あるいは脂質、例えばセラミド
上の酸素と結合したグリカンを意味する。
【００６７】
　用語「乳酸菌」とは、グラム陽性の微好気性細菌、又は嫌気性細菌を指し、これは、主
に生成する酸として乳酸、酢酸、及びプロピオン酸を含む酸の生成と共に糖を発酵する。
工業的に最も有用な乳酸菌は、ラクトコッカス属（Lactococcus）種、ストレプトコッカ
ス属（Streptococcus）種、ラクトバチルス属（Lactobacillus）種、リューコノストック
属（Leuconostoc）種、シュードリューコノストック属（Pseudoleuconostoc）種、ペディ
オコッカス属（Pediococcus）種、ブレビバクテリウム属（Brevibacterium）種、エンテ
ロコッカス属（Enterococcus）種、及びプロピオニバクテリウム（Propionibacterium）
属種を含む「ラクトバチルス」目内で発見されている。加えて、偏性嫌気性細菌の群に属
する乳酸を生産する細菌であるビフィズス菌、すなわちビヒトバクテリウム属（Bifidoba
cterium）種は、一般的に乳酸菌の群に含まれる。これらは、単独で、又は他の乳酸菌と
組み合わせて、しばしば食品培養物として用いられる。
【００６８】
　用語「乳基質」とは、本発明の方法に従って酵素的処理（あるいは発酵）に供すること
ができる任意の未加工の及び／又は加工された乳原料でもよい。従って、有用な乳基質と
しては、限定することなく、任意の乳若しくはタンパク質を含む乳様製品の溶液／懸濁液
、例えば、全脂肪乳若しくは低脂肪乳、脱脂乳、バターミルク、再構成された粉乳、コン
デンスミルク、乾燥乳、乳清、乳清透過物、乳糖、乳糖の結晶化由来の母液、乳清タンパ
ク質濃縮物、又はクリームが挙げられる。言うまでもなく、乳基質は、任意の哺乳動物（
哺乳動物）に由来してもよく、例えば実質的に純粋な哺乳動物乳、又は再構成された粉乳
でもよい。好ましくは、乳基質中の少なくとも一部のタンパク質は、乳中に天然に生じる
タンパク質、例えばカゼイン又は乳清タンパク質でもよい。しかしながら、タンパク質の
一部は、乳中に天然に生じないタンパク質でもよい。発酵の前に、前記乳基質は、当該技
術分野において知られている方法に従って均質化及びパスツーリゼーションされてもよい
。
【００６９】
　用語「乳」とは、任意の哺乳動物、例えばウシ、ヒツジ、雌ヒツジ、ヤギ、バッファロ
ー、又はラクダを搾乳することにより得られる乳状分泌物として理解される。好ましい実
施形態では、前記乳は牛乳である。乳なる用語はまた、非動物又は植物由来（例えば野菜
、又は穀物由来）の「乳」、例えば豆乳、オーク乳、米乳、アーモンド乳を含む。他の由
来としては、綿、小麦、麦芽、トウモロコシ、ジャガイモ、豆、ルピナス、及びモロコシ
である。任意で、前記乳は、例えば酸（クエン酸、酢酸、又は乳酸）の添加により酸性化
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され、あるいは例えば水と混合される。乳は、未加工でも、例えば濾過、撹拌、パスツー
リゼーション、均一化等により加工されてもよく、あるいは再構成された乾燥乳でもよい
。本発明による「牛乳」の重要な例は、パスツーリゼーションした牛乳である。前記乳が
、細菌を接種される前、間、及び／又は後に、酸性化され、グリコシダーゼで処理され、
混合され、又は加工されてもよいことは、理解される。
【００７０】
　本明細書において、乳製品なる用語は、Ｎ－又はＯ－結合型グルコシダーゼを用いて乳
基質を処理することにより製造される製品であり、任意で、前記製品はまた、発酵又は酸
性化される。前記用語は、発酵乳製品（飲料用、撹拌型又はセット型でもよい）及びチー
ズを含む。
【００７１】
　本明細書で用いられるように、「均質化すること」とは、可溶性懸濁液又はエマルジョ
ンを得るために激しく混合することを意味する。均質化が発酵の前に行われる場合、これ
は、乳から分離しないように、乳脂肪を小さいサイズに分散させるように行われてもよい
。これは、乳を高圧で小孔に強制的に通すことにより達成されてもよい。
【００７２】
　本発明の方法において、「発酵」とは、微生物の作用を介した、糖質のアルコール又は
酸への変換を意味する。好ましくは、本発明の方法における発酵は、乳酸への乳糖の変換
を含む。
【００７３】
　ラクトバチラス種、及びストレプトコッカス・サーモフィラスの細菌を含む乳酸菌は、
乳製品、例えば発酵乳製品の生産のために、バルクスターター増殖のための凍結若しくは
凍結乾燥された培養物、あるいは発酵ベッセル若しくはバットへの直接接種を意図したい
わゆる「直接バット投入（Direct Vat Set）」（ＤＶＳ）培養物のいずれかとして、通常
、乳業に供給される。かかる培養物は、一般的に「スターター培養物」又は「スターター
」と呼ばれる。
【００７４】
　任意で、前記発酵乳基質を、微生物を不活性にするための熱処理に供することができる
。
【００７５】
　発酵乳製品の生産に用いられる発酵プロセスはよく知られており、当業者は、好適な処
理条件、例えば温度、酸素、微生物の量及び特性、並びに処理時間を選択する方法をよく
知っている。言うまでもないが、発酵条件は、本発明の達成を支持するために、すなわち
、発酵乳製品を得るために選択される。
【００７６】
　本明細書において、ヨーグルトスターター培養物は、少なくとも一つのラクトバチルス
株、例えばラクトバチルス・ブルガリクス（Lactobacillus bulgaricus）株、及び少なく
とも一つのストレプトコッカス・サーモフィルス株を含む細菌培養物である。これに従っ
て、ヨーグルトは、ラクトバチルス株及びストレプトコッカス・サーモフィルス株をを用
いて乳に接種し、そして発酵させることにより得られる発酵乳製品である。
【００７７】
　用語「スプーン用」とは、スプーンを用いて食べられるものとして理解されるべきであ
る。用語「スプーン用乳製品」は、撹拌された製品を含む。用語「撹拌型製品」とは、具
体的には、発酵後に、発酵段階下で形成された凝塊の破壊及び液体化をもたらす機械的処
理を受けた発酵乳製品を意味する。機械的処理は、一般的に、これに限らないが、撹拌、
ポンピング、濾過、又はゲルの均一化により、あるいは他の成分と混合することにより得
られる。
【００７８】
　用語「セット型製品」とは、スターター培養物が接種され、そして接種する工程に続い
てパッケージされ、その後パッケージ中で発酵される乳に基づく製品を含む。
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【００７９】
　用語「飲料用製品」は、飲料、例えば「飲むヨーグルト」及び同様の物を含む。用語「
飲むヨーグルト」は、典型的に、ラクトバチルス属種及びストレプトコッカス・サーモフ
ィルスの組み合わせによる発酵により生産される乳製品を網羅する。飲むヨーグルトは、
典型的に、８％以上の乳固体非脂肪含量を有する。さらに、飲むヨーグルト飲料について
の生存培養物カウントは、典型的に１ｍｌあたり、少なくとも１０Ｅ６細胞形成単位（Ｃ
ＦＵ）である。
【発明を実施するための形態】
【００８０】
　発明の詳細な説明
　動物乳製品
　一般的に言えば、動物乳製品（即ち、動物乳に基づく製品）を含む本明細書で好ましい
乳製品のｐＨは、ｐＨ３～ｐＨ６．５、より好ましくは、ｐＨ３．５～ｐＨ５．７５であ
る。
【００８１】
　当業者に知られているように、例えば好適な乳酸菌培養物で発酵させることにより、乳
製品の適切なｐＨを得ることができる。しかしながら、当業者に知られているように、要
求されるｐＨを得るために、好適な酸（例えば、乳酸）を単純に添加してもよい。あるい
は、要求されるｐＨを得るために、ラクトン（例えば、ＧＤＬラクトン）を単純に添加し
てもよく、あるいは、要求されるｐＨを得るために、他の既知の方法（例えば、酵素法、
又は二酸化炭素での圧力飽和（pressureatiation）を用いてもよい。
【００８２】
　上述のように、本明細書で記載されるようなゲル硬度を改善するためのグリコシダーゼ
の使用は、いわゆる低脂肪乳製品に関して特に有用である。
【００８３】
　従って、好ましい実施形態では、第一の態様の方法の工程（ｉ）に用いられる乳基質は
、低脂肪含量、即ち３．５％未満の脂肪含量、より好ましくは１．５％脂肪未満の脂肪含
量、さらにより好ましくは０．７５％未満の脂肪含量を有する乳基質である。
【００８４】
　上述のように、記載されるような、ゲル硬度を改善するためのグリコシダーゼの使用の
有利な点は、十分で適切なゲル硬度を得るために、例えば低脂肪乳製品のタンパク質含量
を増加させる必要がないことであり、それ故最終低脂肪乳製品（例えば、低脂肪ヨーグル
ト）の合計カロリー／エネルギー含量を更に最小化する。
【００８５】
　従って、好ましい実施形態では、最終乳製品（例えば、ヨーグルト）は、１００ｇの乳
製品あたり、１５０キロカロリー未満の合計カロリー／エネルギー含量を有し、より好ま
しくは、前記最終乳製品（例えば、ヨーグルト）は、１００ｇの乳製品あたり、１００キ
ロカロリー未満の合計カロリー／エネルギー含量を有する。知られているように、当業者
が目的の乳製品のカロリー含量を測定することは、日常業務である。
【００８６】
　乳製品の好ましい例は、発酵乳製品又はチーズである。好ましい実施形態では、前記乳
製品は発酵乳製品である。
【００８７】
　好ましい実施形態では、前記発酵乳製品は、ヨーグルト、代替培養ヨーグルト、バター
ミルク、アシドフィルス乳、ケフィア、クミス及びクオークからなる群から選択される少
なくとも一つの発酵乳製品である。最も好ましくは、発酵乳製品は、ヨーグルトである。
【００８８】
　本明細書において、用語「ヨーグルト」及び「発酵乳」は、これらの通常の意味を有す
る。米国特許出願公開第２００５／００９５３１６Ａ１号明細書及び米国特許出願公開第
２００５／００９５３１７Ａ１号明細書（双方ともにDanone）では、これらの用語はフラ
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ンスにおける関連する公式な布告／規則に従って定義され、下記は、実質的にこれらの用
語の同一の標準的な既知の定義に言及される。
【００８９】
　当業者に知られているように、「ヨーグルト又は発酵乳」製品を得るために、乳清の有
意な除去がされるべきではなく、パスツーリゼーションと少なくとも同等な熱処理がされ
るべきであることは、特に思い出される。発酵乳製品、例えばヨーグルトを製造するため
の好適な関連する熱処理は、例えば、１５秒～３０分間の８５～９８℃の熱処理である。
標準的なパスツーリゼーションと少なくとも同等な熱処理の適用により、乳基質の乳清タ
ンパク質は、多かれ少なかれ（これらの約２５～９９％）変性する。
【００９０】
　当業者に明らかなように、ヨーグルト又は発酵乳製品は、「乳清の有意な除去がされる
べきではない」ので、ヨーグルト又は発酵乳製品は、米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明
細書（上記を参照のこと）に記載されるように、チーズ製品ではない。
【００９１】
　用語「発酵乳」は、脱脂された、又は脱脂されていない、あるいは乳構成物で富化した
又は富化していない、脱脂された、又は脱脂されていない、濃縮された、又は濃縮されて
いない乳で調製された乳製品であって、パスツーリゼーションと少なくとも同等の熱処理
に供され、それぞれの製品の特徴である種に属する微生物が接種される乳製品に関する。
これらに含まれる遊離の乳酸の量は、消費者に販売される時に、好ましくは１００グラム
あたり０．６グラム未満であるべきではない。発酵乳は、好ましくは、これらを腐らせる
ことを防ぐことが可能な温度において、消費者に販売される時にまで維持されるべきであ
る。
【００９２】
　用語「ヨーグルト」は、好ましくは特定の好熱性乳酸菌のみ、例えばラクトバチルス・
デルブルッキー亜種ブルガリクス（Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus）及び
ストレプトコッカス・サーモフィルスの発達のみによる、適切な、そして従来の慣習に従
って得られる発酵乳を意味し、これは好ましくは、同時に接種され、そして好ましくは最
終した製品中で、乳を含む部分に関して表される１グラムあたり、好ましくは少なくとも
１０百万の細菌の割合で、生存しているべきである。
【００９３】
　発酵乳製品は、通常、
　（Ａ）：１０5～１０13ｃｆｕ／ｍｌ（好ましくは１０6～１０11ｃｆｕ／ｍｌ）の乳酸
菌（ＬＡＢ）培養物を動物乳基質に接種し；及び
　（Ｂ）：１０℃～５５℃の温度において、２～１２０時間、乳基質を発酵させること
により得られる。
【００９４】
　当業者に知られているように、乳酸菌の好適な種としては、ビフィドバクテリウム（Bi
fidobacterium）属、ラクトバチルス属（Lactobacillus）（例えばラクトバチルス・デル
ブルッキー亜種ブルガリクス（Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus）、ラクト
バチルス・アシドフィルス（Lactobacillus acidophilus）、ラクトバチルス・カゼイ（L
actobacillus casei）又はラクトバチルス・ヘルベティカス（Lactobacillus helveticus
））、ストレプトコッカス属（Streptococcus）（例えばストレプトコッカス・サーモフ
ィルス）、ラクトコッカス属（Lactococcus）（例えばラクトコッカス・ラクティス（Lac
tococcus lactis））、リューコノストック属（Leuconostoc）（例えばリューコノストッ
ク・ラクティス（Leuconostoc lactis）、リューコノストック・メゼンテロイデス（Leuc
onostoc mesenteroides)）が挙げられる。
【００９５】
　前記乳基質を、ラクトバチルス・デルブルッキー亜種ブルガリクスの株及びストレプト
コッカス・サーモフィルスの株からなる発酵体を用いて接種した場合、前記製品は一般的
にヨーグルトであると理解される。
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【００９６】
　当該技術分野において知られるように、用語「代替培養ヨーグルト」とは、ストレプト
コッカス・サーモフィルス及び任意のラクトバチルス属種の培養物を用いることにより製
造される発酵乳製品を意味する。
【００９７】
　当該技術分野において知られるように、用語「アシドフィルス乳」とは、ラクトバチル
ス・アシドフィルスの培養物を用いることにより製造される発酵乳製品を意味する。
【００９８】
　当該技術分野において知られるように、用語「ケフィア」とは、強い特殊な関係におい
て増殖するケフィアグレイン、ラクトバチルス・ケフィリ（Lactobacillus kefiri）、リ
ューコノストック属、ラクトコッカス属、及びアシネトバクター（Acetobacter）の種か
ら調製されるスターター培養物を用いることにより製造される発酵乳製品を意味する。ケ
フィアグレインは、乳糖発酵性酵母（クルイヴェロマイセス・マルキシアヌス（Kluyvero
myces marxianus））、及び非乳糖発酵性酵母（サッカロマイセス・ユニスポラス（Sacch
aromyces unisporus）、サッカロマイセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）及
びサッカロマイセス・エキシグス（Saccharomyces exiguus））の双方で構成される。
【００９９】
　当該技術分野において知られるように、用語「クミス」とは、ラクトバチルス・デルブ
ルッキー亜種ブルガリクス及びクルイヴェロマイセス・マルキシアヌスの培養物を用いる
ことにより製造される発酵乳製品を意味する。
【０１００】
　好ましい実施形態では、前記乳製品は、細胞外多糖（ＥＰＳ）を合成することができる
ラクトバチルス・デルブルッキー亜種ブルガリクス及びストレプトコッカス・サーモフィ
ルスを含むヨーグルト乳酸菌培養物での接種により製造されるヨーグルトであり、この好
ましい実施形態は、前記ヨーグルトが低脂肪ヨーグルトである場合、即ち、第一の態様の
工程（ｉ）に用いられる乳基質が、低脂肪含量、即ち３．５％未満の脂肪含量、より好ま
しくは１．５％脂肪未満の脂肪含量、さらにより好ましくは０．７５％脂肪未満の脂肪含
量を有する乳基質である場合、特に関連する。
【０１０１】
　上述のように、先行技術は、多数のＥＰＳを産生するストレプトコッカス・サーモフィ
ルスのかかる株を記載する（例えば国際公開２００７／０９５９５８Ａ１号（Chr. Hanse
n A/S）を参照のこと）。従って、当業者は、目的の特定の株がＥＰＳを合成することが
できるか否かを日常的に確認することができる。
【０１０２】
　本明細書において考えられる関連する理論的なビジネスシナリオの例は、会社が、本明
細書に記載のグリコシダーゼの使用により乳濃縮物／粉末を製造し、その後、例えば改善
された／増加したゲル硬度を有するヨーグルトを得るために彼らのヨーグルト生産におい
てこれを使用するヨーグルト生産者にこの乳濃縮物／粉末を販売することであり、即ち彼
らが、ヨーグルト生産自体の間にグリコシダーゼの何らかの更なる追加をすることなく、
改善されたゲル硬度を得ることができることである。当業者に理解されるように、このよ
うな理論的なビジネスシナリオは、本明細書で述べられるような第一の態様の方法の範囲
内の方法の例でもよい。乳濃縮物／粉末は、第一の態様の方法の動物乳製品の例として見
ることができる。さらに、本明細書において当業者に理解されるように、最終のヨーグル
トは、乳へのグリコシダーゼの予めの添加により、改善された／増加したゲル硬度を有し
、即ち、前記ヨーグルト生産者はまた、本明細書に記載されるような第一の態様の方法の
範囲内で、活動を行なう。
【０１０３】
　グリコシダーゼ
　上述のように、用語「グリコシダーゼ」（グリコシドヒドラーゼとも称される）とは、
グリコシド結合（linkage）／結合（bond）の加水分解を触媒する酵素を意味し、グリコ
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シド結合は、炭水化物（糖）分子が、別の炭水化物である、又は別の炭水化物でない別の
基と結合する共有結合の一種である。上述のように、グリコシダーゼはまた、本明細書に
おいて脱グリコシル化酵素とも称される。
【０１０４】
　前記グリコシダーゼは、天然のグリコシダーゼでもよく、あるいは、これは天然のグリ
コシダーゼの変異体／突然変異体でもよく、当業者に知られているように、酵素の重要な
酵素活性（本明細書ではグリコシダーゼ活性）を維持しながら、例えば、酵素の安定性を
改善するために、目的の酵素（本明細書ではグリコシダーゼ）の突然変異誘発された変異
体を作製してもよい。
【０１０５】
　例えば、（特に、前記乳製品が発酵乳製品、例えばヨーグルトである場合に）望ましく
ないシネレシスを最小化するために、前記グリコシダーゼは、Ｎ－結合型グリコシダーゼ
であることが好ましい。
【０１０６】
　上述のように、Ｎ－結合型グリコシダーゼなる用語は、当該技術分野においてよく定義
されている用語であり、当業者は、目的の特定のグリコシダーゼがＮ－結合型グリコシダ
ーゼであるか否かを知っている。さらに、先行技術は、多数の様々な本明細書において好
適なＮ－結合型グリコシダーゼを記載する。
【０１０７】
　本明細書において好適なＮ－結合型グリコシダーゼの例は、ペプチド－Ｎ（４）－（Ｎ
－アセチル－ベータ－グルコサミニル）アスパラギンアミダーゼ（ＥＣ番号：３．５．１
．５２；代替名：Ｎ－グリコシダーゼ－Ｆ又はＰＮＧａｓｅ－Ｆ）及びエンド－β－Ｎ－
アセチルグルコサミニダーゼＨ（ＥＣ番号：３．２．１．９６；代替名ＥＮＤＯ－Ｈ）か
らなる群から選択される少なくとも一つのグリコシダーゼでもよい。
【０１０８】
　直前に記載のＮ－結合型グリコシダーゼは、Ｎ－結合型グリコシダーゼ活性を有するが
、本明細書において有意なＯ－結合型グリコシダーゼ活性を有しないグリコシダーゼとし
て、本明細書において記載される。従って、前記Ｎ－結合型グリコシダーゼが、本明細書
に関連するＯ－結合型グリコシダーゼ活性を有しない（例えばＯ－結合型グリコシダーゼ
活性がない）Ｎ－結合型グリコシダーゼであることが本明細書において好ましい。
【０１０９】
　前記方法において用いられるＰＮＧａｓｅ－Ｆとしても知られるＮ－グリコシダーゼ－
Ｆは、フラボバクテリウム・メシンゴセプチクム（Flavobacterium mesingosepticum）由
来でもよいアスパラギンアミダーゼ（ＥＣ３．５．１．５２）である。これは、糖タンパ
ク質からのＮ－結合型オリゴ糖の完全且つ無傷の切断を触媒する。これは、ＰＮＧａｓｅ
－Ｆの名称でNew England Biolabs Inc.からの市販品として得られ、あるいは本明細書の
実施例１に記載のプラスミド及び方法を用いて行ったように、大腸菌（Escherichia coli
）のような株において組み換え生産されてもよい。ＥＮＤＯ－Ｈとしても知られるエンド
－β－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼＨ（ＥＣ３．２．１．９６）は、ストレプトマイ
セス・プリカタス（Streptomyces plicatus）から得てもよい。ＥＮＤＯ－Ｈは、Ｎ－結
合型グリコシル化の二つのＮ－アセチルグリコサミン間のグリコシド結合の加水分解を触
媒することができる。これはＥＮＤＯ－Ｈの名称でNew England Biolabs Inc.からの市販
品として得られる。
【０１１０】
　好適なＯ－結合型グリコシダーゼの例は、α－Ｎ－アセチル－ガラクトサミニダーゼ（
ＥＣ番号：３．２．１．４９；代替名：ＧａｌＮＡＣ）；α－ガラクトシダーゼ（ＥＣ番
号：３．２．１．２２）；及びノイラミニダーゼ（ＥＣ番号：３．２．１．１８）からな
る群から選択される少なくとも一つのグリコシダーゼでもよい。
【０１１１】
　ＧａｌＮＡＣは、α－結合型Ｄ－Ｎ－アセチル－ガラクトサミン残基の加水分解を触媒
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する非常に特異的なエキソグリコシダーゼである。これはNew England Biolabs Inc.から
の市販品として得られる。
【０１１２】
　上述のように、Ｏ－結合型グリコシダーゼなる用語は、当該技術分野においてよく定義
されている用語、当業者は、目的の特定のグリコシダーゼがＯ－結合型グリコシダーゼで
あるか否かを知っている。さらに、先行技術は、多数の様々な本明細書において好適なＯ
－結合型グリコシダーゼを記載する。
【０１１３】
　グリコシダーゼの有効量／活性は、本明細書において、当該技術に従って決定される。
【０１１４】
　当該技術によれば、Ｎ－結合型グリコシダーゼ（例えば、ＰＮＧａｓｅ－Ｆ及びＥＮＤ
Ｏ－Ｈ）について、１活性単位は、１０μｌの全反応容量において、３７℃で１時間、１
０μｇの変性したＲＮａｓｅ－Ｂから、＞９５％の糖質を除去するのに要求される酵素の
量として定義される。
【０１１５】
　ＧａｌＮＡＣ（Ｏ－結合型グリコシダーゼ）について、１活性単位は、１０μｌの全反
応容量において、３７℃で１時間、１ｎｍｏｌの（ＧａｌＮＡｃα１－３）（Ｆｕｃα１
－２）Ｇａｌα１－４Ｇｌｃ－７－アミノ－４－メチル－クマリン（ＡＭＣ）から＞９５
％の末端α－Ｄ－Ｎ－アセチル－ガラクトサミンを切断するのに要求される酵素の量とし
て定義される。
【０１１６】
　多くの本明細書に関連するグリコシダーゼ酵素は、New England Biolabs社から市販さ
れている（本明細書に関連するグリコシダーゼ活性単位の特定の標準的な定義に関する詳
細については、New England Biolabs社の製品カタログ（例えば彼らのウェブページ上で
オンラインで利用可能）を参照のこと）。
【０１１７】
　第一の態様の方法の工程（ｉ）
　第一の態様の本明細書に記載される方法の工程（ｉ）は、「（ｉ）：有効量のＮ－結合
型グリコシダーゼ及び／又はＯ－結合型グリコシダーゼを動物乳基質に添加すること」と
読める。
【０１１８】
　本明細書において当業者に理解されるように、前記Ｎ－結合型グリコシダーゼ及び／又
はＯ－結合型グリコシダーゼは、実質的に純粋なグリコシダーゼ組成物、例えば前記グリ
コシダーゼ活性が、グリコシダーゼ組成物それ自体の全酵素活性の少なくとも５％を示す
グリコシダーゼ組成物として動物乳基質に通常添加される。これはまた、グリコシダーゼ
活性が、グリコシダーゼ組成物の全酵素活性の少なくとも２５％を示すグリコシダーゼ組
成物、あるいはグリコシダーゼ組成物の全酵素活性の少なくとも５０％を示すグリコシダ
ーゼ組成物でもよい。多くの場合、かかる実質的に純粋なグリコシダーゼ組成物が、グリ
コシダーゼ組成物の全酵素活性の少なくとも９０％を示すグリコシダーゼ組成物であるこ
とが好ましい。
【０１１９】
　有効量のグリコシダーゼは、一つの特別な種類のグリコシダーゼ（例えば、ＰＮＧａｓ
ｅ－Ｆ）であってもよく、あるいは本明細書に関連するグリコシダーゼ酵素の混合物（例
えば、二つの異なるＮ－結合型グリコシダーゼ、又は一つのＮ－結合型及び一つのＯ－結
合型グリコシダーゼ）でもよい。
【０１２０】
　第一の態様の方法の工程（ｉ）において添加されるグリコシダーゼが、Ｎ－結合型グリ
コシダーゼであることが好ましい場合、これは、工程（ｉ）において有効量のＮ－結合型
グリコシダーゼが添加されるべきであり、このＮ－結合型グリコシダーゼが、その存在の
結果として乳製品に改善されたゲル硬度を与えることを当然に意味する。しかしながら、
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Ｎ－結合型グリコシダーゼが好まれる場合、これは、工程（ｉ）において任意のＯ－結合
型グリコシダーゼが添加されるべきでないことを当然に意味しない。同様のことは、Ｏ－
結合型グリコシダーゼが好まれる場合に適用され、即ち、工程（ｉ）においてＯ－結合型
グリコシダーゼが添加されるべきであるが、Ｎ－結合型グリコシダーゼはまた添加されて
もよい。これと対称的に、そして当業者に明らかなように、前記グリコシダーゼが、Ｏ－
結合型グリコシダーゼのみである場合、第一の態様の工程（ｉ）において、Ｎ－結合型グ
リコシダーゼは添加されるべきではない。同様のことは、前記グリコシダーゼが、Ｎ－結
合型グリコシダーゼのみである場合に適用され、第一の態様の工程（ｉ）において、Ｏ－
結合型グリコシダーゼは添加されるべきではない。
【０１２１】
　当該技術分野において知られるように、乳製品は、一般的に熱処理がされる。当該技術
分野において知られるように、典型的に超高温において、カゼインミセルが不可逆的に凝
集する（又は「凝固する」）ので、熱処理は、沸点未満の温度が用いられる。
【０１２２】
　本明細書において、パスツーリゼーションした動物乳製品に関する用語「パスツーリゼ
ーションした」とは、標準的なパスツーリゼーション工程を意味する（即ち乳の好適な熱
処理を含む）。本明細書において、目的の特定の乳製品がパスツーリゼーションした動物
乳製品であるか否かを当業者が知っていることは明らかである。
【０１２３】
　当業者に理解されるように、標準的なパスツーリゼーション工程は、約１５～２０秒間
の約７１～７２℃での熱処理である。
【０１２４】
　上述のように、「ヨーグルト又は発酵乳」製品を得るために、乳清の有意な除去がされ
ないべきであり、そして、パスツーリゼーションと少なくとも同等の熱処理がされるべき
であることは、特に思い出される。発酵乳製品、例えばヨーグルトを製造するための好適
な関連する熱処理は、例えば、１５秒～３０分間の８５～９８℃での熱処理である。
【０１２５】
　用いられる熱処理の種類に依存して、前記熱処理は、例えば、１秒足らず～３０分間の
、６５～１５０℃の温度を用いることによる乳の熱処理でもよい。
【０１２６】
　上述のように、前記乳製品が、発酵乳製品、例えばヨーグルトである場合、パスツーリ
ゼーションと少なくとも同等の熱処理がされるべきである。前記グリコシダーゼは、工程
（ｉ）において、熱処理工程、即ち１秒足らず～３０分間の、６５～１５０℃の温度を用
いることによる乳の熱処理の前又は後に添加されてもよい。
【０１２７】
　場合によっては、グリコシダーゼが既に熱処理された乳に添加されることが好ましい。
上述のように、前記乳製品が発酵乳製品である場合、前記乳基質は関連する乳酸菌（ＬＡ
Ｂ）培養物を用いて接種され、発酵される。
【０１２８】
　前記乳製品が発酵乳製品である場合、前記グリコシダーゼは、乳酸菌（ＬＡＢ）培養物
を乳基質に接種する前に、一緒に、又は後に添加することができる。
【０１２９】
　乳製品に関連して、一般的に、前記乳基質のｐＨがｐＨ６を下回る前に、前記グリコシ
ダーゼが添加されることは、好ましい。
【０１３０】
　発酵乳製品に関連して、前記グリコシダーゼが、関連する乳酸菌発酵工程が終了する前
に、即ち、好ましくは前記乳のｐＨがｐＨ６を下回る前に添加されることは、好ましい。
【０１３１】
　１ｍｌの乳あたり１０活性単位～１ｍｌの乳あたり１００活性単位のグリコシダーゼの
添加は、本明細書に関連する有効量のグリコシダーゼを得るために十分であり、即ち本明
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細書本明細書に関連する改善されたゲル硬度を得るために十分である。特別な目的に関す
る場合、多くのグリコシダーゼ、例えば１ｍｌの乳あたり最大２００００活性単位のグリ
コシダーゼを添加することができる。上述のように、グリコシダーゼの有効量／活性は、
当該技術に従って本明細書で決定される。
【０１３２】
　第一の態様の方法の工程（ｉｉ）
　第一の態様の本明細書で記載される方法の工程（ｉｉ）は、「（ｉｉ）：動物乳製品を
得るために十分な工程を行なうことであって、前記十分な工程は、有効量のグリコシダー
ゼが、その存在の結果として改善されたゲル硬度を乳製品に与える条件下で行なわれる、
工程」と読むことができる。
【０１３３】
　上述のように、目的の動物乳製品を得るために十分な工程を行なうことは、当業者にと
って日常業務であり、例えば、乳製品が例えばヨーグルトである場合、当業者は当然に、
目的のヨーグルトを得るための十分な工程を知っている。有効量のグリコシダーゼが、乳
製品に改善されたゲル硬度を与える条件に関して、これらの条件が、グリコシダーゼ酵素
自体が十分な期間、活性を有する条件であることは明らかである。
【０１３４】
　本明細書の実施例に示されるように、発明者らは、本明細書に関連する乳製品、例えば
ヨーグルトを製造するための通常の好適な条件（例えば、温度、ｐＨ等）において、多く
の様々なのグリコシダーゼ酵素が好適な活性を有することを確認した。
【０１３５】
　要するに、そして当業者に理解されるように、好ましい、本明細書に関連するグリコシ
ダーゼ活性を得るための好ましい条件は、用いられる特異的なグリコシダーゼ酵素（例え
ば、ＰＮＧａｓｅ－Ｆ）、及び製造される特定の乳製品（例えば、ヨーグルト）に依存す
る。
【０１３６】
　本明細書において、前記グリコシダーゼが本明細書に関連する改善されたゲル硬度を与
える好適な反応条件の例は、
　・１０～５０℃の温度（例えば２０～４０℃）；
　・ｐＨ３～ｐＨ９のｐＨ（例えばｐＨ４～ｐＨ７．５、３～７、又は３～６．５）；
　・１０分～１２０時間の期間（例えば１時間～１２０時間、又は０．５～５時間）
でもよい。
【０１３７】
　好ましい実施形態では、工程（ｉｉ）におけるグリコシダーゼの存在は、乳製品に１．
２５倍改善されたゲル硬度；より好ましくは乳製品に１．５０倍改善されたゲル硬度を与
え；さらにより好ましくは工程（ｉｉ）におけるグリコシダーゼの存在は、乳製品に１．
７倍改善されたゲル硬度を与える。
【０１３８】
　上述のように、発明者らは、グリコシダーゼの使用が最終乳製品の粘性に悪影響を与え
ないことを確認した。
【０１３９】
　従って、好ましい実施形態では、有効量のグリコシダーゼが、その存在の結果として乳
製品の粘性に関して悪影響を与えない条件下で行われる。
【０１４０】
　当業者が目的の乳製品（例えば、ヨーグルト）の粘性を測定することは、日常業務であ
る。本明細書の実施例２は、目的の乳製品の粘性の測定のための好ましい標準的な方法を
提供し、好ましくは本明細書に関連する粘性は、この実施例２の方法に従って測定される
。上述のA.N. Hassanらの論文（J. Dairy Sci: 86:1632-1638; 2003）はまた、粘性の測
定のための好ましい標準的な方法を記載する。例えば、論文の材料及び方法の欄、並びに
図１を参照のこと、ここで剪断応力は測定され、本明細書の実施例２にみることができる
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ように、パラメータである剪断応力は粘性の基準として用いられる。
【０１４１】
　当業者が目的の乳製品の粘性を測定することは容易であるので、「工程（ｉｉ）が、有
効量のグリコシダーゼがその結果として乳製品の粘性に関して悪影響を与えない条件下で
行われる」か否かに関する、第一の態様の方法の工程（ｉｉ）の好ましい実施形態を決定
することは、当然に当業者に容易である。
【０１４２】
　この必要条件を決定するために、当業者は、有効量のグリコシダーゼの存在下及び不存
在下において、工程（ｉｉ）の「乳製品を得るために十分な工程」を単純に行い、そして
その結果、添加された量のグリコシダーゼの存在の本明細書に関連する粘性効果を決定す
る。
【０１４３】
　本明細書の実施例にみられるように、本明細書に記載されるようにグリコシダーゼを用
いることにより改善された粘性を実際に得ることができる。
【０１４４】
　従って、好ましい実施形態では、工程（ｉｉ）におけるグリコシダーゼの存在は、乳製
品に１．１０倍に増加した粘性を与え；より好ましくは乳製品に１．２０倍に増加した粘
性を与える。
【０１４５】
　当業者に理解されるように、例えば本明細書の実施例２及びA.N. Hassanらの論文に記
載されるような粘性を測定するための方法（比較的小さい計測の不確かさを含む）は、同
一の相対的な結果を与え、即ち用いられる方法に独立して、粘性の相対的な改善に関する
同一の結果を得ることができる。
【０１４６】
　上述のように、本明細書の実施例は、Ｎ－結合型グリコシダーゼ及びＯ－結合型グリコ
シダーゼの双方が、ヨーグルトの製造に関して望ましくないシネレシス効果を与えないこ
とを例証した。
【０１４７】
　従って、好ましい実施形態では、工程（ｉｉ）は、有効量のグリコシダーゼがその存在
の結果として、乳製品のシネレシス効果を増加させない条件下で行われる。この、シネレ
シス効果を増加させないことは、前記乳製品が、発酵乳製品、例えばヨーグルトである場
合、特に適切である。
【０１４８】
　当業者が目的の乳製品（例えばヨーグルト）のシネレシス効果を測定することは、日常
業務である。本明細書の実施例３では、目的の乳製品のシネレシスの測定のための好まし
い標準的な方法を提供し、好ましくは、本明細書に関連するシネレシスは、この実施例３
の方法に従って、測定される。実質的に、実施例３のシネレシス効果を測定するための標
準的な方法は、目的の乳製品の適切な保存、及び目的の乳製品の上部の乳清の量の測定に
基づく。
【０１４９】
　当業者が目的の乳製品のシネレシスを測定することは容易であるので、「工程（ｉｉ）
が、有効量のグリコシダーゼがその結果として乳製品に対するシネレシス効果を増加させ
ない条件で行われる」か否かに関する、第一の態様の方法の工程（ｉｉ）の好ましい実施
形態を決定することは、当然に当業者に容易である。この必要条件を決定するために、当
業者は、有効量のグリコシダーゼの存在下及び非存在下における工程（ｉｉ）の「乳製品
を得るために十分な工程」を単純に行い、その結果、添加された量のグリコシダーゼの存
在の本明細書において関連するシネレシス効果を決定する。
【０１５０】
　本発明はまた、乳製品を生産するための方法に関し、前記方法は
　ａ）乳基質を提供し；
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　ｂ）Ｎ－結合型グリコシダーゼ活性を有する酵素を用いて乳基質を処理し；及び
　ｃ）任意で、微生物、例えば乳酸菌を用いて乳基質を発酵させること
を含む。興味深い実施形態において、工程ｂ）は、工程ｃ）の前又は間に行なわれる。
【０１５１】
　上述のように、前記乳基質は、任意の動物又は非動物起源に由来してもよい。
【０１５２】
　前記乳製品は、好ましくは、増粘剤及び／又は安定化剤、例えばペクチン、ゼラチン、
でんぷん、修飾でんぷん、カラギーナン、アルギネート、及びグアーガムを実質的に添加
することなく、あるいは全く添加することなく生産される。
【０１５３】
　興味深い実施形態では、前記微生物は、多糖、例えばエキソ多糖（ＥＰＳ）を産生する
乳酸菌及び／又は微生物である。
【０１５４】
　前記微生物は、乳酸菌でもよく、そして好ましくは、ストレプトコッカス・サーモフィ
ルス（Streptococcus thermophilus）、ラクトバチルス・デルブルッキー亜種ブルガリク
ス、ラクトコッカス・ラクティス（Lactococcus lactis）、ラクトコッカス・ラクティス
亜種クレモリス（Lactococcus lactis subsp. cremoris）、リューコノストック・メゼン
テロイデス亜種クレモリス（Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris）、シュード
リューコノストック・メゼンテロイデス亜種クレモリス（Pseudoleuconostoc mesenteroi
des subsp. cremoris）、ペディオコッカス・ペントサセウス（Pediococcus pentosaceus
）、ラクトコッカス・ラクティス亜種ラクティス次亜種ジアセチラクティス（Lactococcu
s lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis）、ラクトバチルス・カゼイ亜種カゼイ
（Lactobacillus casei subsp. Casei）、ラクトバチルス・パラカゼイ亜種パラカゼイ（
Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei）、ビフィドバクテリウム・ビフィドゥム（
Bifidobacterium bifidum）及びビフィドバクテリウム・ロンガム（Bifidobacterium lon
gum）からなる群から選択される種に属してもよい。
【０１５５】
　本発明の任意の方法の興味深い実施形態は、
　・前記乳基質が酸性化の前にパスツーリゼーションに供され、酵素処理がパスツーリゼ
ーション前に行なわれる方法；
　・前記乳基質が、Ｎ－結合型グリコシダーゼ活性を有する酵素を用いた処理の前に、熱
処理に供される方法；
　・前記乳製品が、セット型発酵乳製品、飲料用発酵乳製品、及びスプーン用発酵乳製品
からなる群から選択される方法；
　・前記乳製品が、８％未満の乳固体非脂肪含量を有する方法；
　・前記乳製品が、２％未満の脂肪含量を有する方法；
　・前記乳製品が、０．５％未満の脂肪含量を有する方法；
　・前記乳製品が、パッケージされている方法（即ち、前記方法はパッケージングを含む
）；及び／又は
　・前記グリコシダーゼが、α－Ｎ－アセチル－ガラクトサミニダーゼ；ＧａｌＮＡＣ）
；α－ガラクトシダーゼ；ノイラミニダーゼ；ペプチド－Ｎ（４）－（Ｎ－アセチル－ベ
ータ－グルコサミニル）アスパラギンアミダーゼ；Ｎ－グリコシダーゼ－Ｆ；ＰＮＧａｓ
ｅ－Ｆ；エンド－β－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼＨ；ＥＮＤＯ－Ｈ及びＥＣ３．２
．１．４９、ＥＣ３．２．１．１８、ＥＣ３．２．１．２２、ＥＣ３．５．１．５２、又
はＥＣ３．２．１．９６に分類される任意の酵素からなる群から選択される方法
である。
【０１５６】
　本明細書では、好適なパッケージに（好適な量の）製品を「パッケージング」すること
は、製品が例えばヒト、又はヒトの集団に摂取され得るように、配布可能な形態において
製品を得るための、製品の最終パッケージングに関する。好適なパッケージは、従って、
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ボトル、容器、パッケージ、又は同様物であり、好適な量は、例えば１０ｍｌ～５０００
ｍｌであってもよいが、パッケージ中の量は、５０ｍｌ～１０００ｍｌであることが、目
下好ましい。かかるパッケージされた製品は、本発明の一部である。
【０１５７】
　更なる態様では、本発明はまた、本発明の方法により得ることができる乳製品に関連す
る。
【０１５８】
　なお更なる態様では、本発明は、Ｎ－結合型グリコシダーゼ及び／又はＯ－結合型グリ
コシダーゼを乳基質に添加することを含む方法により得ることができる乳製品に関連する
。前記グリコシダーゼは、所望のゲル硬度を与えるための「有効量」が添加されるべきで
ある。
【０１５９】
　本発明の乳製品は、グリコシダーゼを用いた処理の前、及び／又は間、及び／又は後に
、乳酸菌を用いた接種により発酵することができる。
【０１６０】
　前記乳製品を、例えば、１０ｍｌ～５０００ｍｌの範囲の容量を有する密閉容器、例え
ば２５ｍｌ～１５００ｍｌの容量、又は５０ｍｌ～１０００ｍｌの容量を有する容器にパ
ッケージすることができる。
【０１６１】
　更なる態様では、本発明は、乳製品、例えば発酵乳製品（例えばヨーグルト）又はチー
ズ（例えばフレッシュチーズ、フロマージュ・フレ、クオーク等）の調製のための方法に
おける、Ｎ－結合型グルコシダーゼの使用に関する。
【０１６２】
　本発明はまた、乳製品、例えば発酵乳製品（例えばヨーグルト）又はチーズ（例えばフ
レッシュチーズ、フロマージュ・フレ、クオーク等）のテクスチャ（例えばゲル硬度又は
剛性）を改善するための方法における、Ｎ－結合型グルコシダーゼの使用に関する。
【０１６３】
　現在好ましい実施形式では、本発明は、乳製品、例えばヨーグルトの食感を改善するた
めの、Ｎ－結合型及び／又はＯ－結合型グリコシダーゼ活性を有する酵素の使用に関する
。
【０１６４】
　前記使用は、前記乳製品が、多糖、例えばエキソ多糖（ＥＰＳ）を産生する乳酸菌を用
いて生産されることを含む。
【０１６５】
　本発明を記載する明細書において（特に添付の特許請求の範囲において）、用語「a」
、「an」、及び「the」並びに同様の指示語の使用は、本明細書で他に指示されない限り
、あるいは文脈により明らかに矛盾しない限り、単数及び複数の双方を網羅すると解釈さ
れる。用語「含むこと（comprising）」、「有すること（having）」、「含むこと（incl
uding）」、及び「含むこと（containing）」は、他に記載のない限り、開放式の用語（
すなわち、「限定せずに含むこと（including, but not limited to）」を意味する）と
して解釈される。本明細書での値の範囲の記述は、本明細書で他に指示のない限り、範囲
内にあるそれぞれの別個の値を個別に示す簡単な方法として役割を果たすことが意図され
るにすぎず、それぞれの別個の値は、これがあたかも本明細書で個別に詳述されるように
、本明細書中に組み込まれる。本明細書で記述される全ての方法は、本明細書で他に指示
のない限り、あるいは文脈により明らかに矛盾しない限り、任意の好適な順序で行なうこ
とができる。本明細書で提供されるありとあらゆる実施例、又は例示的な言語（例えば、
「例えば（such as）」）の使用は、本発明をより説明することを意図するにすぎず、他
に請求のない限り、本発明の範囲について制限を課すものではない。本明細書におけるい
かなる言語も、本発明の実施に必須である任意の請求されない要素を指すものとして解釈
されるべきでない。
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【０１６６】
　実施例
　実施例１：グリコシダーゼ
　本明細書に記載される方法に用いられるグリコシダーゼの例としては、アスパラギンア
ミダーゼ、アセチルグルコサミニダーゼ、又はガラクトサミニダーゼが挙げられる。本方
法に用いられるＰＮＧａｓｅ－Ｆとしても知られるＮ－グリコシダーゼ－Ｆは、アスパラ
ギンアミダーゼ（ＥＣ３．５．１．５２）であり、フラボバクテリウム・メシンゴセプチ
クムに由来してもよい。これは、糖タンパク質からＮ－結合型オリゴ糖の完全且つ無傷の
切断を触媒する。これは、ＰＮＧａｓｅ－Ｆの名称でNew England Biolabs Inc.から市販
品として得てもよく、あるいはLoo et al（Protein Expression and Purification 24, 9
0-98, 2002）に記載されているプラスミド及び方法を用いて我々が行なったように、大腸
菌のような株において組み換え生産されてもよい。ＥＮＤＯ－Ｈとしても知られるエンド
－β－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼＨ（ＥＣ３．２．１．９６）は、例えば、ストレ
プトマイセス・プリカタスに由来してもよい。ＥＮＤＯ－Ｈは、Ｎ－結合型グリコシル化
の二つのＮ－アセチルグリコサミン間のグリコシド結合の加水分解を触媒する。これは、
ＥＮＤＯ－Ｈの名称でNew England Biolabs Inc.から市販品として得ることができる。α
－Ｎ－アセチル－ガラクトサミニダーゼ（ＥＣ３．２．１．４９）は、スレオニン又はセ
リンからα－結合型Ｄ－Ｎ－アセチル－ガラクトサミン残基の加水分解を触媒する大変に
特異的なエキソグリコシダーゼである。これは、α－Ｎ－アセチル－ガラクトサミニダー
ゼの名称でNew England Biolabs Inc.から購入して得ることができる。自社で生産された
ＰＮＧａｓｅ－Ｆについて、我々は、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（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）、続くクーマシーブリリアントブルー（ＣＢＢ）染色を用い
て、高い（＞９５％）純度を確認した。さらに純度を確認するために、プールした酵素を
、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離し、銀を用いて染色した。出現したバンドを、次にＰＮＧ
ａｓｅ－Ｆの存在、そしてＰＮＧａｓｅ－Ｆのみであることを確認するために、質量分析
により分析した。
【０１６７】
　自社で精製されたＰＮＧａｓｅ－Ｆの潜在的な特定のタンパク質分解活性を、基質とし
てウシ－カッパ－カゼイン（Sigma-Aldrich）を用いたタンパク質分解アッセイにおいて
評価した。このアッセイでは、我々は、ヨーグルト発酵において生じる天然のｐＨ降下と
似た様々なｐＨ値におけるタンパク質分解活性を試験した。前記システムに挑戦するため
に、我々は、本発明の方法における濃度よりも２０倍高い酵素濃度を用い、そしてそれぞ
れのｐＨ値において４時間インキュベートした。これらの条件下で、我々は、特定のタン
パク質分解活性についての何らの証拠も発見しなかった。
【０１６８】
　結論：
　上述の結果に基づいて、いわゆる自社で生産されたＰＮＧａｓｅ－Ｆに汚染物質の混入
がないことは、明らかであった。供給者により記載されるように、上述の他の市販のグリ
コシダーゼに、汚染物質の混入はなかった。
【０１６９】
　実施例２：ゲル硬度及び粘性を測定するための方法
　ゲル硬度を、自動サンプルチェンジャーを備えたAnton Paarレオメーター（Physica DS
Rレオメーター＋ＡＳＣ）の使用により測定した。測定ローター（measuring bob）を２０
ｍｌのサンプルを含む測定カップ中に置き、これを手で撹拌し、１３℃に加熱した。ロー
ター（bob）をサンプル中に置いた後、待機時間を適用した。次にゲル硬度を振動により
測定した。本明細書において、前記株（strain）を、０．３％の一定に維持し、周波数を
０．５Ｈｚから３０Ｈｚまで増加させた。前記測定から、弾性係数（Ｇ’）及び粘性係数
（Ｇ’’）を計算することができ、そしてこれらから複素係数（Ｇ*）を得た。
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【数１】

　１ＨｚにおけるＧ*を、ゲル硬度の基準として用い、そして様々なサンプルの比較のた
めに用いた。
【０１７０】
　同様の装置（Anton Paarレオメーター）を用いて、前記粘性を、１０秒毎に測定点（剪
断応力）を設けて、剪断速度を０．２７０７　１／ｓから３００　１／ｓまで増加させる
ことにより測定した。前記剪断速度を、１０秒毎に測定点（剪断応力）を設けて剪断速度
を２７５　１／ｓから０．２７０７　１／ｓまで減少させた。３００　１／ｓにおける剪
断応力を製品の粘性の基準として用いた。
【０１７１】
　結論：
　ゲル硬度及び粘性を測定するための上記の標準的な方法に基づいて、本明細書に記載の
動物乳製品を製造するための方法に従って、グリコシダーゼの添加により、目的の乳製品
のゲル硬度及び／又は粘性が改善されたか否かを当業者が決定することは、日常業務であ
る。
【０１７２】
　実施例３：シネレシスを測定するための方法
　シネレシスの量を測定するための二つの異なる方法が本発明において用いられる。
　方法１：５０ｍｌのヨーグルト（実施例４のように生産される）をエッペンドルフチュ
ーブに入れ、冷所（５℃）で１４日間保存し、その後ヨーグルトの上部の乳清の量を定規
（ｍｍ）で測定する。当業者に明らかなように、目的の乳製品の保存により、ヨーグルト
以外の別の乳製品のシネレシス効果を測定し、そして目的の乳製品の上部の乳清の量を測
定してもよい。
【０１７３】
　方法２：脱脂乳を２％脱脂粉乳（ＳＭＰ、生産者）で補強し、冷蔵庫に一晩置いた。前
記バッチを９０℃で２０分間熱処理した。７５ｍｌ乳溶液を、０．０２％ＹｏＦｌｅｘ（
登録商標）Ａｄｖａｎｃｅ　２．０ヨーグルト培養物（Chr. Hansen A/S, Denmarkから得
ることができる）及び酵素（ＰＮＧａｓｅ又はＧａｌＮＡＣのいずれか）とともに、１０
０ｍｌの容量フラスコに入れた。乳、培養物、及び酵素の合計重量を記録した。前記溶液
を４３℃に加熱し、ｐＨ４．５５まで発酵させ、その後フラスコを冷所に７日間置いた。
７日後、ヨーグルトの上部の前記乳清を、注ぎ出し、重量を測定した。シネレシスの量を
、その後パーセンテージとして計算した。当業者に明らかなように、目的の乳製品の保存
により、例えば目的のヨーグルト培養物でない別の物で発酵させることにより、ヨーグル
ト以外の別の乳製品のシネレシス効果を測定し、保存し、そして目的の乳製品の上部の乳
清の量を測定することができる。
【０１７４】
　結論：
　シネレシス効果を測定するための上記の標準的な方法に基づいて、本明細書に記載の動
物乳製品を製造するための方法に従って、グリコシダーゼの添加により、目的の乳製品に
対する有意なシネレシス効果を有するか否かを当業者が確認することは、日常業務である
。
【０１７５】
　実施例４：（２ｌスケール）に関するＰＮＧａｓｅＦの影響
　２リットルの脱脂乳（０．１％脂肪、Arla Express, Slagelse）を１．６％脱脂粉乳（
ＳＭＰ、生産者）で補強し、冷蔵庫に一晩置いた。前記溶液を９０℃で２０分間熱処理し
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、４３℃に冷却し、０．０２％ＹｏＦｌｅｘ（登録商標）Ａｄｖａｎｃｅ　２．０（Chr.
 Hansen A/S, Denmarkから得られる）、及び１０ｍｌ　ＰＮＧａｓｅ－Ｆ又は対照サンプ
ルとして５０ｍＭ　ＮａＣｌを含む１０ｍｌの２０ｍＭ　リン酸Ｎａ緩衝液ｐＨ７．５の
いずれかで接種し、ｐＨ４．５５まで発酵させた。ｐＨ４．５５に達した場合、前記ヨー
グルトを撹拌し、後処理ユニット（ＰＴＵ）を通過させ、前記ヨーグルトを２５℃で２ｂ
ａｒの背圧に供した。最終製品を５日目にレオメーター分析に供した。
【０１７６】
【表１】

【０１７７】
　表１の数値は、ＰＮＧａｓｅ－Ｆが低脂肪ヨーグルトのゲル硬度を増加させることを示
す。これらの条件下で、対照と比較して７５％を有した。ＰＮＧａｓｅ－Ｆの存在下にお
いて得られる粘性は、対照サンプルに匹敵する、あるいは僅かに優れる。本明細書ではデ
ータを示さないが、我々は、ＰＮＧａｓｅ－Ｆ処理に応じたゲル硬度の増加が、用量依存
的であることを発見した。我々はまた、実施例３の方法１を用いてシネレシスを評価し、
シネレシスがＰＮＧａｓｅ－Ｆ処理に応じて減少したことを発見した。
【０１７８】
　結論：
　上記の結果は、ＰＮＧａｓｅ－Ｆが、低脂肪ヨーグルトのゲル硬度を増加させることを
例証する。この実験の条件下で、対照と比較して７５％（即ち１．７５倍）を有した。さ
らに、シネレシスが、ＰＮＧａｓｅ－Ｆ処理に応じて減少することを発見した。ＰＮＧａ
ｓｅ－Ｆの存在下において得られる粘性は、対照サンプルに匹敵する、あるいは僅かに優
れる。
【０１７９】
　実施例５：低脂肪ヨーグルトにおける様々なグリコシダーゼの試験
　ヨーグルトを２０ｍｌのレオメーターカップ中で直接製造した。この結果、セット型ヨ
ーグルトを得た。脱脂乳（０．１％脂肪、Arla Express, Slagelse）を２％脱脂粉乳（Ｓ
ＭＰ、生産者）で補強し、冷蔵庫に一晩置いた。前記溶液を９０℃で２０分間熱処理し、
４３℃に冷却し、０．０２％ＹｏＦｌｅｘ（登録商標）Ａｄｖａｎｃｅ　２．０（Chr. H
ansen A/S, Denmarkから得られる）及び様々なグリコシダーゼで接種し、発酵させた（表
１）。前記サンプルを冷蔵庫に置き、レオロジーを、実施例２に従って、３日目に測定し
た。
【０１８０】
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【表２】

【０１８１】
　全ての試験されたグリコシダーゼ、Ｎ－グルコシダーゼ、及びＯ－グルコシダーゼＧａ
ｌＮＡＣについて、前記ゲル硬度が、著しく改善されたことが分かった。試験された濃度
において、市販のＰＮＧａｓｅ－Ｆは、低脂肪ヨーグルトのゲル硬度に関してと最も強力
な効果を有することが分かった。
【０１８２】
　結論：
　上記結果は、全ての試験されたグリコシダーゼ、Ｎ－グルコシダーゼ、及びＯ－グルコ
シダーゼであるGalNACについて、ゲル硬度が著しく改善されたことが分かった。
【０１８３】
　実施例６：Ｏ－結合型グリコシル化に作用するグリコシダーゼを用いたシネレシス実験
　米国特許第７，５６０，１２７号明細書では、α－グルコシダーゼであるＧａｌＮＡＣ
が、チーズカード／凝固形成を導くことができることが示されている。我々は、本明細書
において、低脂肪ヨーグルトにおけるＧａｌＮＡＣが与えるシネレシス形成に関する効果
を分析した。前記実験は、実施例３の方法２に記載されるように行なった。ヨーグルトを
１００ｍｌのレオメーターカップ中で直接製造した。この結果、セット型ヨーグルトが得
られた。脱脂乳（０．１％脂肪、Arla Express, Slagelse）を２％脱脂粉乳（SMP, Arla 
Express, Slagelse）で補強し、冷蔵庫に一晩置いた。前記溶液を９０℃で２０分間熱処
理し、４３℃に冷却し、０．０２％ＹｏＦｌｅｘ（登録商標）Ａｄｖａｎｃｅ　２．０（
Chr. Hansen A/S, Denmarkから得られる）及び１ｍｌの乳あたり１００Ｕの濃度のＧａｌ
ＮＡＣで接種した。酵素を含まない対照サンプルについて、２１日後の乳清のパーセンテ
ージが０．３±０．０４％である一方で、酵素処理されたサンプルについての乳清画分は
、０．２±０．０８％であった。驚くべきことに、それ故ＧａｌＮＡＣを用いた処理は、
同一の培養物で発酵させた対照サンプルと比較した場合、シネレシスを増加させなかった
ことが分かった。米国特許第７，５６０，１２７号明細書は、Ｏ－結合型グリカンの除去
がカード形成、及びその結果乳清の分離を導くことを示唆しているので、この結果は予測
されなかった。
【０１８４】
　結論：
　上記の結果は、ヨーグルトの生産の間、試験されたＯ－結合型グリコシダーゼがシネレ
シスを引き起さなかったことを例証する。
【０１８５】
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　実施例７：ＬＡＢで酸性化した乳及び化学的に酸性化した乳
　本実験において、我々は、ＰＮＧａｓｅ－Ｆの効果が酸性化の機構に依存するか否かを
評価することを望んだ。実験的に、発酵させたヨーグルト及び化学的にグルコノ－δ－ラ
クトン（ＧＤＬ）で酸性化したヨーグルトにおけるＰＮＧａｓｅ－Ｆの効果を比較するこ
とにより行なった。９．５％の乾燥物からなる乳に、表３に示されるように、ＹｏＦｌｅ
ｘ（登録商標）Ａｄｖａｎｃｅ　２．０又はグルコノ－δ－ラクトン（ＧＤＬ）のいずれ
か、及びＰＮＧａｓｅ－Ｆを接種し、４３℃に加熱し、ｐＨ４．５５まで発酵させた。サ
ンプルを５℃で３日間保存後、サンプルを攪拌器で撹拌し、レオメーターカップに注ぎ、
レオロジーを実施例２及び３に従って測定した。表３に表される結果は、ＰＮＧａｓｅ－
Ｆの効果が物理的現象として記載されてもよいことを確認した。化学的に酸性化したヨー
グルトは、Ａｄｖａｎｃｅ　２．０培養物よりもより硬いゲルを生成した。しかしながら
、酸性化の双方の方法について、ＰＮＧａｓｅ－Ｆの添加がゲル硬度を改善したことは明
らかである。
【０１８６】

【表３】

【０１８７】
　結論：
　上記の結果は、酸性化の双方の方法について、ＰＮＧａｓｅ－Ｆの添加がゲル硬度を改
善したことが明らかであることを例証する。
【０１８８】
　本発明の好ましい実施形態は、本明細書に記載され、これは、本発明を実施するための
発明者らに知られている最良の態様を含む。これらの好ましい実施形態の変形は、先の記
載を読んだ場合、当業者に明らかになる。発明者らは、当業者が必要に応じてかかる変形
を用いることを予測し、発明者らは、本発明が本明細書に特別に記載されない限り、本発
明が実施されることを意図する。従って、本発明は、準拠法により許容される添付の請求
項に列挙される主題の全ての改変及び同等物を含む。さらに、これらの全ての可能な変形
における上述のエレメントの任意の組み合わせは、本明細書に特に示されない、あるいは
明らかに本明細書に矛盾しない限り、本発明により包含される。
【０１８９】
　参考文献
　１．米国特許出願公開第２００５／００９５３１６Ａ１号明細書　（Danone）
　２．米国特許出願公開第２００５／００９５３１７Ａ１号明細書　（Danone）
　３．国際公開２００７／０９５９５８Ａ１号（Chr. Hansen A/S）
　４．A.N. Hassan et al (J. Dairy Sci: 86:1632-1638; 2003)
　５．米国特許第７５６０１２７Ｂ２号明細書（DSM）
　６．E. Cases et al (Journal of Food Science; Vol. 68, Nr. 8, 2003, Pages 2406-
2410)
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　７．欧州特許第１４８９１３５Ａ１号
　８．R. Scott, (1986), Cheesemaking process, second ed., Elsevier Applied Scien
ce Publishers, London and New York. 
　９．G. Bylund, (1995), Dairy processing handbook, Tetra Pak Processing Systems
, Lund, Sweden
　１０．F. Kosikowski, (1982), Cheese and fermented foods, second ed., Kosikowsk
i & Associates, New York
【０１９０】
　本特許文書に引用される全ての参考文献は、参照によりこれらの全体において本明細書
に組み込まれる。
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