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(57)【要約】
　本発明は、食感特性を有する細菌細胞、前記細胞を含む種菌、及び前記細菌細胞を用い
て製造された乳製品に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　10ppm（百万分率、mg/kg乾燥重量）未満、例えば9ppm未満、8ppm未満、6ppm未満又は3p
pm未満の鉄イオン（例えば、Fe2+）を含有する乳酸菌（LAB）。
【請求項２】
　6ppm（百万分率、mg/kg乾燥重量）未満、例えば5.5ppm未満、5.2ppm未満、5ppm未満、4
ppm未満又は2ppm未満のマンガンイオン（例えば、Mn2+）を含有するLAB。
【請求項３】
　合計で16ppm未満、例えば、15ppm未満、14ppm未満、13ppm未満、10ppm未満又は7ppm未
満のFe2+及びMn2+を含有する、請求項1又は2に記載のLAB。
【請求項４】
　攪乱された二価金属イオン代謝（DMIM）を有する、請求項1～3の何れか1項に記載の乳
酸菌（LAB）。
【請求項５】
　攪乱された二価金属イオン代謝（DMIM）を有する乳酸菌（LAB）。
【請求項６】
　前記攪乱されたDMIMが、減少したDMIMである、請求項1～5の何れか1項に記載のLAB。
【請求項７】
　前記攪乱されたDMIMが、fur遺伝子の変化した発現（例えば、減少）、例えば前記遺伝
子の（部分的又は完全な）不活性化、前記遺伝子又はその一部の欠失及び/又は前記遺伝
子への追加のDNAの挿入によって引き起こされる、請求項1～6の何れか1項に記載のLAB。
【請求項８】
　前記攪乱されたDMIMが、ノックアウト突然変異等の二価金属イオンの取り込みに関連す
る遺伝子の変異によって引き起こされる、請求項1～7の何れか1項に記載のLAB。
【請求項９】
　前記攪乱されたDMIMが、mntH遺伝子の発現の減少、例えば前記遺伝子の（部分的又は完
全な）不活性化、前記遺伝子又はその一部の欠失及び/又は前記遺伝子への追加のDNAの挿
入等によって引き起こされる、請求項1～8の何れか1項に記載のLAB。
【請求項１０】
　前記攪乱されたDMIMが、fatc遺伝子又は鉄の取り込みに関与する何れか他の遺伝子の発
現の減少、例えば前記遺伝子の（部分的又は完全な）不活性化、前記遺伝子又はその一部
の欠失及び/又は前記遺伝子への追加のDNAの挿入等によって引き起こされる、請求項1～9
の何れか1項に記載のLAB。
【請求項１１】
　前記攪乱されたDMIMが、バクテリウム属（bacterium）が、亜テルル酸塩（tellurite）
に耐性があることによって引き起こされる、請求項1～10の何れか1項に記載のLAB。
【請求項１２】
　前記二価金属イオンが、Fe2+、Mg2+、及びMn2+からなる群、好ましくは、Fe2+、及びMg
2+の群から選択される、請求項1～11の何れか1項に記載のLAB。
【請求項１３】
　前記二価金属イオンが、Fe2+である、請求項1～12の何れか1項に記載のLAB。
【請求項１４】
　前記二価金属イオンが、Mn2+である、請求項1～13の何れか1項に記載のLAB。
【請求項１５】
　突然変異により、及び/又は遺伝子工学により得られた、請求項1～14の何れか1項に記
載のLAB。
【請求項１６】
　0.25μg/g未満、例えば、0.2μg/g未満のFe2+及びMn2+からなる群から選択される二価
金属イオンの濃度を有する培地で増殖することによって得られる、請求項1～15の何れか1
項に記載のLAB。
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【請求項１７】
　ラクトバチルス・ブルガリカス種（species Lactobacillus bulgaricus）に属する、請
求項1～16の何れか1項に記載のLAB。
【請求項１８】
　ストレプトコッカス・サーモフィルス種（species Streptococcus thermophilus）に属
する、請求項1～17の何れか1項に記載のLAB。
【請求項１９】
　例えば、向上したEPS産生を有する突然変異株又は変異株等のストレプトコッカス・サ
ーモフィルスCHCC15712 (DSM25955)、又は当該株の突然変異株又は変異株。
【請求項２０】
　亜テルル酸塩に耐性である、請求項1～19の何れか1項に記載のLAB。
【請求項２１】
　乳に1ml当たり10E8 CFUで接種した際、37℃で9.5%の還元脱脂粉乳における前記バクテ
リウム属の16時間後の増殖のせん断応力として測定される、乳中で約50Pa.sより大きい（
例えば、60又は70Pa.sより大きい）粘度を生じる、請求項1～20の何れか1項に記載のLAB
。
【請求項２２】
　請求項1～21の何れか1項に記載のLAB（lactic acid bacterium）を含む組成物。
【請求項２３】
　種菌である、請求項22に記載の組成物。
【請求項２４】
　LABを含む組成物であって、前記組成物が、金属イオンキレート剤（例えば、EDTA）を
、好ましくは1ppm以上の濃度でさらに含む、組成物。
【請求項２５】
　1mg当たり少なくとも10E9 CFU（細胞形成単位（cell forming unit））の前記LABを含
む、請求項22～24の何れか1項に記載の組成物。
【請求項２６】
　1mg当たり少なくとも10E11 CFUの前記LABを含む、請求項22～25の何れか1項に記載の組
成物。
【請求項２７】
　1mg当たり10E10 CFU～10E14 CFUの前記LABを含む、請求項22～26の何れか1項に記載の
組成物。
【請求項２８】
　凍結又は凍結乾燥等の乾燥形態である、請求項22～27の何れか1項に記載の組成物。
【請求項２９】
　10ppm未満、例えば9.5ppm未満、9ppm未満、8ppm未満、6ppm未満又は3ppm未満のFe2+を
含む、請求項22～28の何れか1項に記載の組成物。
【請求項３０】
　6ppm未満、例えば5.5ppm未満、5.2ppm未満、5ppm未満、4ppm未満又は2ppm未満のMn2+を
含む、請求項22～29の何れか1項に記載の組成物。
【請求項３１】
　16ppm未満、例えば、15ppm未満、14ppm未満、13ppm未満、10ppm未満又は7ppm未満のFe2
+及びMn2の合計量を含む、請求項22～30の何れか1項に記載の組成物。
【請求項３２】
　少なくとも２種類、例えば少なくとも3種類、少なくとも5種類又は少なくとも10種類等
の異なるLAB株を含む、請求項22～31の何れか1項に記載の組成物。
【請求項３３】
　少なくとも2種類異なるLAB株が、異なる種に属する、請求項22～32の何れか1項に記載
の組成物。
【請求項３４】
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　乳製品（例えば、発酵乳（例えば、ヨーグルト）又はチーズ、例えば、パスタフィラー
タ若しくはフレッシュチーズ等）の製造方法であって、上記請求項の何れかに記載のLAB
、上記請求項の何れかに記載の株、上記請求項の何れかに記載の組成物を用いて、乳基質
を発酵させることを含む、製造方法。
【請求項３５】
　乳製品（例えば、発酵乳（例えば、ヨーグルト）又はチーズ、例えば、パスタフィラー
タ若しくはフレッシュチーズ等）の製造方法であって、0.25μg/g未満（例えば、0.20μg
/g未満又は0.15μg/g未満等）のFe2+濃度を有する乳基質を、例えば、上記請求項の何れ
かに記載のLABを用いて発酵させることを含む、製造方法。
【請求項３６】
　乳製品（例えば、発酵乳（例えば、ヨーグルト）又はチーズ）の製造方法であって、0.
025μg/g（例えば、0.020μg/g未満又は0.015μg/g未満）のMn2+の濃度を有する乳基質を
、例えば、上記請求項の何れかに記載のLAB等のLABを用いて発酵させることを含む、製造
方法。
【請求項３７】
　乳製品（例えば、発酵乳（例えば、ヨーグルト）又はチーズ、例えば、パスタフィラー
タ若しくはフレッシュチーズ等）の製造方法であって、活性furタンパク質を含まないLAB
を用いて乳基質を発酵させることを含む、製造方法。
【請求項３８】
　前記LABが、ストレプトコッカス・サーモフィルスの株である、請求項34～37の何れか1
項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記LABが、ラクトバチルス・ブルガリカスの株である、請求項34～38の何れか1項に記
載の方法。
【請求項４０】
　請求項34～38の何れか1項に記載の方法によって得ることが出来る、例えば、発酵乳製
品（例えば、発酵乳（例えば、ヨーグルト）又はチーズ、例えば、パスタフィラータ若し
くはフレッシュチーズ等）等の乳製品。
【請求項４１】
　果実濃縮物、シロップ、プロバイオティック細菌培養物、着色剤、増粘剤、香味剤、及
び保存剤からなる群から選択される成分を任意で含み; 及び/又は任意で撹拌タイプ製品
、セットタイプ製品、又は飲用製品の形態である、請求項40に記載の乳製品。
【請求項４２】
　乳基質に接種した際、食感を与える（又は母株と比較して増加した食感を与える）LAB
株の製造方法であって、
　-　LAB株（母株）の前記fur遺伝子に突然変異を導入すること、すなわち、遺伝子工学
又は突然変異誘発によって導入すること、及び
　-　母株と比較して向上した食感特性を有する突然変異株をスクリーニングすること、
を含む、製造方法。
【請求項４３】
　LAB株（EPSを産生することができる）のEPS産生を向上させるための方法であって、前
記方法が、株の接種前、接種中又は接種後に培地（例えば、産生培地又は乳基質）から、
例えば金属キレート剤を加えること等によるFe2+イオンを除去することを含む、方法。
【請求項４４】
　結果として生じる培地が、0.25μg/g未満（例えば0.20μg/g未満又は0.15μg/g未満等
）のFe2+濃度未満のFe2+濃度を有する、請求項43に記載の製造方法。
【請求項４５】
　LAB株のEPS産生を向上させるための方法であって、前記方法が、株の接種前、接種中又
は接種後に培地からMn2+イオンを除去することをさらに含む、請求項42～44の何れか1項
に記載の方法。
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【請求項４６】
　結果として生じる培地が、0.025μg/g未満（例えば、0.020μg/g未満又は0.015μg/g未
満）のMn2+濃度を有する、LAB株のEPS産生を向上させる、請求項45に記載の方法。
【請求項４７】
　増殖が、少なくとも2時間、又は少なくとも4時間行われる、請求項43～46の何れか1項
に記載の方法。
【請求項４８】
　LAB株（EPS産生可能）の産生方法であって、前記方法が、前記fur遺伝子の不活性化（
部分的又は完全な）を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組織化特性を有する細菌細胞、前記細胞を含む種菌、及び前記細菌細胞を用
いて製造された乳製品に関する。
【背景技術】
【０００２】
　食品産業では、食品の味及び食感を改善するためのみならず、これらの食品の貯蔵寿命
を延ばすためにも、多数の細菌、特に乳酸菌（lactic acid bacteria）（LAB）を用いて
いる。乳業において、LABは、乳の酸性化をもたらすためのみならず（発酵による）、そ
れらが組み込まれている製品に食感を加える目的でも広く用いられている。
【０００３】
　食品産業において用いられるLABの中には、ストレプトコッカス（Streptococcus）属、
ラクトコッカス（Lactococcus）属、ラクトバチルス（Lactobacillus）属、ロイコノスト
ック（Leuconostoc）属、ペディオコッカス（Pediococcus）属、及びビフィドバクテリウ
ム（Bifidobacterium）属が、挙げられ得る。
【０００４】
　LABは、食品、特に発酵食品の製造のために単独で又は他の細菌と組み合わせて広範囲
で用いられる。例えば、ヨーグルト等の発酵乳の製造に用いられる種菌の製剤化に用いら
れる。それらのいくつかは、発酵製品の食感の発展において主要な役割を担う。この特徴
は、ポリサッカライドの産生と密接に関連する。ストレプトコッカス・サーモフィルス（
Streptococcus thermophilus）及びラクトバチルス・ブルガリカス（Lactobacillus bulg
aricus）の株の間で、食感付与（texturizing）株と非食感付与株に区別することが可能
である。
【０００５】
　産業界の要求に合致させる目的で、LAB、特にストレプトコッカス・サーモフィルス及
びラクトバチルス種の新規食感付与株を提案することが必要になった。具体的な焦点の1
つは、乳製品中のタンパク質又はペクチン（両方とも食感を向上させる）の量を減らすこ
とであり、これらは、両方ともコストがかかるためである。
【０００６】
　従って、本発明が解決しようと提案する課題は、食品の食感付与、特に乳酸菌（例えば
、ストレプトコッカス・サーモフィルス）の食感付与株が、ラクトバチルス種の株と一緒
に用いられる食品のための良好な性質を有する乳酸菌の株を提供することである。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Lin et al., Microbiology (2011), 157, 419-429.
【非特許文献２】E.P. Skaar, PLoS Pathog. (2010) Aug 12;6(8):e1000949.
【非特許文献３】Baichoo et al., Molecular Microbiology (2002) 45 (6), 1613-1629.
【非特許文献４】Kosikowski, F.V. and Mistry, V.V., "Cheese and Fermented Milk Fo
ods", 1997, 3rd Ed. F.V. Kosikowski, L.L.C. Westport, CT
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【非特許文献５】Albert Saavedra et al., 2013, Advanced Materials Research, 825, 
115
【発明の概要】
【０００８】
　本発明者達は、驚くべきことに、乳酸菌細胞、又は乳細菌細胞を含有する種菌における
金属イオン濃度が、その細菌細胞、又は種菌が、発酵乳の製造に用いられる際に、食感の
形成に影響を及ぼすことを見出した。
【０００９】
　この驚くべき発見に従って、本発明は、向上した食感付与特性を有する新規LAB株、及
びそのような株を製造するための方法、並びにそのような株を用いて製造された発酵乳製
品に関する。
【００１０】
　従って、本発明の一態様は、乳基質に食感を与えることを可能にする乳酸菌の組成物に
関し、前記組成物は、細胞内に低減された濃度の金属イオンを有する乳酸菌を含み、及び
/又は前記組成物は、低減された金属イオンの量を含む。
【００１１】
　そのような細胞は、以下のような異なる方法で得ることが出来ると考えられる:
　・代替案A): 細胞が金属イオンを取り込まないように、又は低速でのみ金属イオンを取
り込む、又は細胞が、完全に機能的なイオン結合タンパク質を合成できないような、細胞
の遺伝子組換え、
　・代替案B): 培地への金属イオンキレート剤の添加等によって金属イオンを含まない、
又は低濃度の金属イオンを有する増殖培地における細胞の増殖、又は
　・代替案C): 例えば、母細胞の突然変異処理（化学的変異原、又はUV光による処理を含
む）によって得られる、突然変異細胞の単離。
【００１２】
　代替案A)に関して、本発明者達は、それらのイオン代謝において攪乱された（例えば、
減少された、抑制された等）食感付与化LABの突然変異体が、発酵乳製品において、優れ
た食感を与えるという発見を記述する。
【００１３】
　第2の態様において、本発明は、LABで発酵された乳製品の粘度を高める方法に関し、前
記方法は、還元鉄（esp Fe2+）及び/又はマンガン（esp Mn2+）含有量で乳基質を発酵さ
せること、又は前記金属イオンの少なくとも1つが、部分的又は完全にLABに隔絶された乳
基質を発酵させることを含む。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１Ａ】図1aは、バチルス、ストレプトコッカス・ゴルドニー（Streptococcus gordon
ii）及びCHCC9844由来のFurボックスのアライメントを示す。3株全てに見出されるヌクレ
オチドは、赤色で示され、バチルス及びCHCC9844との間で共通のヌクレオチドは、緑色で
示され、S.ゴルドニーとの間で共通のヌクレオチドは、青色で示される。
【図１Ｂ】図1bは、S.サーモフィルスCHCC9844におけるepsA遺伝子のプロモータ領域及び
最初の部分を示す。想定されるfurボックスは、青色で示される。プロモータ領域の他の
特徴が、図に示される。
【図２】図2は、食感付与突然変異体CHCC15712を用いた粘度試験を示す。粘度は、25mlの
ホールピペットからの流出時間を計算することによって測定された。グラフは、3回の測
定の平均を示す。
【図３】図3は、M17ブロスにおける排出されたエキソポリサッカライドのモノサッカライ
ド組成を示す。単一のモノサッカライドの濃度は、ppmで示される。
【図４】図4は、fur突然変異体KA509を用いた粘度試験を示す。粘度は、25mlのホールピ
ペットからの流出時間を計算することによって測定された。グラフは、3回の測定の平均
を示す。
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【図５】図5は、CHCC9844由来の４つの亜テルル酸塩（telurite）耐性突然変異体を用い
た粘度試験を示す。粘度は、25mlのホールピペットからの流出時間を計算することによっ
て測定された。グラフは、3回の測定の平均を示す。
【図６】図6は、1mMEDTA有り及び無しでの乳中での粘度試験を示す。粘度は、25mlのホー
ルピペットからの流出時間を計算することによって測定された。グラフは、3回の測定の
平均を示す。
【図７】図7a、7b、7cは、それぞれ、細胞内のFe、Mg、及びMnの濃度を示す。
【００１５】
　本特許明細書において引用された全ての文献は、その全体が、出典明記により本明細書
に組み込まれる。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　発明の詳細な説明
　本発明は、エキソポリサッカライド産生株S.サーモフィルスCHCC9844の突然変異体とし
て単離されたS.サーモフィルス株CHCC15712で発酵させた乳が、ヨーグルト及びヨーグル
トタイプ製品の食感付与特性に関連すると考えられている2つの重要な流動学的パラメー
タである、増加したせん断応力並びに増加したゲル硬度を示したという驚くべき発見に基
づく。ホールピペットからの流出時間をモニターすることによって測定された粘度もまた
、同様に増加した（実施例1参照）。
【００１７】
　CHCC9844及びCHCC15712からのEPSの単離株及び特徴付けは、CHCC15712についてのEPS産
生の9%増加を示し、これは、粘度の増加とよく相関する（実施例2）。
【００１８】
　突然変異体CHCC15712を分析することで、本発明者達は、驚くべきことに、細胞が、CHC
C9844と比較して異常な低濃度のFe2+及び他の金属イオンを含有することを明らかにした
。本発明者達は、驚くべき発見の根底にある可能性がるメカニズムを調査し、CHCC9844の
ゲノム配列において、本発明者達は、EpsA遺伝子の上流領域、CHCC9844のepsオペロンの
一部、Fur（第二鉄取り込み調節因子）ボックスに高い相同性を有する配列を同定した。
これは、Furが、CHCC9844のEPSの発現の調節に関与していることを示す（図1A及び1B）。
【００１９】
　特定の理論や仮設に縛られることなく、EpsAの発現は、Furの制御下にあり、EpsAの抑
制解除は、EPS産生の増加及び食感の増加をもたらすと考えられる。従って、二価金属の
取り込みが損なわれている何れかの突然変異体は、正常な取り込みを有する母株と比較し
て、増加された食感を付与すると予想する。
【００２０】
　CHCC9844と比較したCHCC15712のDNAアレイ（発現マイクロアレイ）分析により、特異的
鉄取り込み遺伝子カセット（Fatオペロン）が下方制御されたことが示された。fatABC遺
伝子は、CHCC15712において4倍発現が低く、fatDは、CHCC9844と比較して2倍発現が低か
った。
【００２１】
　上記代替案A)に関する調査
　本発明者達は、鉄トランスポーターの下方制御が、細胞内のFe2+及びFe3+の濃度の低下
をもたらし、これもまた、Fur調節因子のFurボックスへの結合の減少をもたらすと推測し
た。Furは、リプレッサーとして作用するため、Furの制御下にある遺伝子は、それ故、減
少したFe2+/3+濃度により抑制解除される。
【００２２】
　例えば二価金属イオンABC取り込み系（NRAMP）のような鉄の取り込みに関与する他の全
ての遺伝子の下方制御もまた、より低い細胞内鉄濃度をもたらし、Fur制御を介して、食
感を増加させる。
【００２３】
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　前記仮説は、fur遺伝子が不活性化されているCHCC9844の遺伝子操作突然変異体を作製
することによって検証された。食感に対する効果は、ピペット流出試験を用いて測定され
た。wt株CHCC9844は、24±1秒のピペット値を有したが、fur突然変異体KA509は、58%の増
加に対して38±0秒と測定された（実施例3）。
【００２４】
　遺伝子発現に対するfur不活性化の効果もまた、DNAマイクロアレイを用いて評価された
。鉄の取り込みに関与する遺伝子fatABDCは、Furによって調節されることが知られている
。KA509において、これらの遺伝子は、CHCC9844wt株と比較して、4倍下方制御された。KA
509を10mMのFe2+の存在下で増殖させた場合、脂肪族遺伝子クラスターの発現に実質的な
変化はなかった。反対に、母株CHCC9844を鉄の存在下で増殖させる場合、fatC及びfatD遺
伝子が、4倍誘導された。
【００２５】
　上記代替案B)に関する調査
　前記仮説は、金属キレート剤であるEDTAの存在下で、乳の酸性化実験を行うことによっ
て検証された。EDTAの添加は、利用可能な鉄の量を減少させるはずであり、それ故、EpsA
の脱抑制をもたらし、その結果、食感が増大する。実際に、乳に1mMのEDTAを加えると、C
HCC15712で発酵させた乳の食感が、25%増加することが観察された（実施例5）。
【００２６】
　上記代替案C)に関する調査
　CHCC9844由来の突然変異体が、鉄の取り込みに関連する遺伝子の発現減少を示したとい
う知見に基づいて、亜テルル酸塩耐性突然変異体が、CHCC9844から単離された。
【００２７】
　ピペット試験を用いた流出時間、及びこれにより測定された粘度は、亜テルル酸塩耐性
突然変異体に関して増加した。47%の最も高い増加は、突然変異体9844-K2で観察された（
実施例4）。
【００２８】
　この実験では、亜テルル酸塩耐性突然変異体の単離によって、さらに、eps陽性S.サー
モフィルス株の食感付与特性を高めることが可能であることが実証された。本発明は、当
該実施形態も含む。
【００２９】
　上記の驚くべき発見に基づき、本発明は、第1の態様において、細胞内に全部で4200ppm
（百万分率、mg/Kg乾燥重量）未満の全二価金属イオン、例えば4100ppm未満、4000、3000
又は2000ppm未満の全二価金属イオンを含む、乳酸菌（LAB）等の細菌細胞に関する。その
ような細菌細胞の興味深い実施形態は、以下の通りである:
　-　合計で4200ppm未満、例えば4100ppm未満、4000ppm未満、3000ppm未満、2000ppm未満
又は1000ppm未満のFe2+、Mg2+及びMn2+を含有するLAB。
　-　4200ppm未満、例えば4100ppm未満、4000ppm未満、3000ppm未満、2000ppm未満又は10
00ppm未満のMg+を含有するLAB。
　-　10ppm未満、例えば9ppm未満、8ppm未満、6ppm未満又は3ppm未満のFe2+を含有するLA
B。
　-　6ppm未満、例えば、5.5ppm未満、5ppm未満、4ppm未満又は2ppm未満のMn2+を含有す
るLAB。
　-　合計で16ppm未満、例えば、15ppm未満、14ppm未満、10ppm未満又は7ppm未満のFe2+
及びMn2+を含有するLAB。
　-　凍結乾燥形態において、2000ppm未満の何れかの二価金属イオン、特にMgイオンを含
有するLAB。
　-　凍結乾燥形態において、4000ppm（w/w）未満の二価金属イオンを含有するLAB。
　-　乾燥形態において、10ppm（w/w）未満、例えば、9ppm未満又は8ppm未満の鉄を含有
するLAB。
　-　凍結乾燥形態において、8ppm（w/w）未満の鉄を含有するLAB。
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【００３０】
　本発明の第1の態様の細菌細胞は、乳基質を発酵させる際、乳基質に食感付与すること
が出来る。従って、さらに興味深い実施形態は、本発明の乳酸菌に関し、これは、乳に1m
l当たり10E8 CFU（コロニー形成単位）を接種した際、乳中で、約50Pa.s（例えば、60又
は70Pa.s超）の粘度を生じ、37℃で9.5%の還元脱脂粉乳中でバクテリウム属を16時間増殖
させた後のせん断応力として測定される。
【００３１】
　さらに興味深い実施形態は、以下の通りである:
　-　攪乱された二価金属イオン代謝（DMIM）を有する乳酸菌（LAB）。
　-　攪乱された二価金属イオン代謝（DMIM）を有するLAB。
　-　前記攪乱されたDMIMが、DMIMにおける減少である、LAB。
　-　前記攪乱されたDMIMが、fur遺伝子の発現の変化によって引き起こされる、LAB。
　-　前記攪乱されたDMIMが、二価金属イオンの取り込みに関連する遺伝子の突然変異に
よって引き起こされる、LAB。
　-　前記攪乱されたDMIMが、mntH遺伝子の発現低下によって引き起こされる、LAB。
　-　前記攪乱されたDMIMが、fatc遺伝子又は鉄の取り込みに関与する何れか他の遺伝子
の発現低下によって引き起こされる、LAB。
　-　前記攪乱されたDMIMが、細菌が亜テルル酸塩に耐性があることによって引き起こさ
れる、LAB。
　-　前記二価金属イオンが、Fe2+、Mg2+、Mn2+、Te2+、Ca2+、Zn2+、Co2+、Ni2+及びCu2
+からなる群から選択される、LAB。
　-　前記二価金属イオンが、Fe2+、Mg2+、及びMn2+からなる群から選択される、LAB。
　-　前記二価金属イオンが、Fe2+である、LAB。
　-　前記二価金属イオンが、Mn2+である、LAB。
　-　突然変異誘発によって、遺伝子操作によって、及び/又は0.1%（w/v）未満の濃度の
二価金属イオン（Fe等）を有する培地中での増殖によって得られた、LAB。
　-　ストレプトコッカス・サーモフィルス及びラクトバチルス・ブルガリカスからなる
群から選択される種に属する、LAB。
　-　ストレプトコッカス・サーモフィルス種に属する、LAB。
　-　亜テルル酸塩に耐性のある、LAB。
　-　ストレプトコッカス・サーモフィルスCHCC15712株（DSM25955）、又はこの株の突然
変異体若しくは変異体。
【００３２】
　第2の態様において、本発明は、第1の態様のLABを含む組成物に関する。
【００３３】
　第3の態様において、本発明は、LABを含む組成物に関し、前記組成物は、金属イオンキ
レート剤（例えば、EDTA又はシデロフォア又はイオノフォア）を、好ましくは1ppm以上の
濃度でさらに含む。
【００３４】
　第2及び第3の態様の興味深い実施形態は、以下の通りである。
　-　種菌である、組成物。
　-　少なくとも10E9 CFUの本発明のLABを含む組成物。
　-　少なくとも10E11（10exp11）CFUの本発明のLABを含む組成物。
　-　10E10 CFU～10E14 CFUの本発明のLABを含む組成物。
　-　種菌として使用可能である、及び/又は凍結乾燥等の凍結又は乾燥形態である、組成
物。
　-　合計で4200ppm未満、例えば、4100ppm未満、4000ppm未満、3000ppm未満、2000ppm未
満又は1000ppm未満の全二価金属イオンを含む組成物。
　-　合計で4200ppm未満、例えば、4100ppm未満、4000ppm未満、3000ppm未満、2000ppm未
満又は1000ppm未満のFe2+、Mg2+及びMn2+を含む組成物。
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　-　4200ppm未満、例えば、4100ppm未満、4000ppm未満、3000ppm未満、2000ppm未満又は
1000ppm未満のMg2+を含む組成物。
　-　10ppm未満、例えば、8ppm未満、6ppm未満又は3ppm未満のFe2+を含む組成物。
　-　6ppm未満、例えば、5ppm未満、4ppm未満又は2ppm未満のMn2+を含む、組成物。
　-　合計で16ppm未満、例えば、15ppm未満、14ppm未満、10ppm未満又は7ppm未満のFe2+
及びMn2+を含む組成物。
　-　2つの異なるLAB株を含む組成物。
　-　2つの異なるLAB株が、異なる種に属する、組成物。
【００３５】
　第4の態様において、本発明は、本発明のLAB、本発明の株/細胞、又は本発明の組成物
を用いて乳基質を発酵させることを含む、発酵乳製品/乳製品の製造方法に関する。
【００３６】
　第6の態様において、本発明は、本発明の方法によって、得られる発酵乳製品（例えば
、ヨーグルト又はバターミルク）又はチーズ（例えば、フレッシュチーズ又はパスタフィ
ラータ）等の乳製品に関する。当該乳製品は、果実濃縮液、シロップ、プロバイオティッ
クス細菌培養物、着色剤、増粘剤、香味剤及び保存剤からなる群から選択される成分を任
意で含み; 及び/又は任意で、撹拌タイプ製品、又は飲用製品の形態である。
【００３７】
　別の態様において、本発明は、乳基質に接種した際に、以下:
　i) LAB株（母株）を提供する工程、
　ii) 遺伝子工学又は突然変異誘発によって、母株のfur遺伝子に突然変異を導入する工
程、及び
　iii) 母株と比較して向上した食感付与特性を有する突然変異体をスクリーニングする
工程、
　を含む食感を付与するLAB株を製造する方法に関する。
【００３８】
　本発明の他の興味深い態様（請求態様）を以下に列挙する。
　1.　10ppm（百万分率、mg/kg乾燥重量）未満、例えば9ppm未満、8ppm未満、6ppm未満又
は3ppm未満の鉄イオン（例えば、Fe2+）を含有する乳酸菌（LAB）。
　2.　6ppm（百万分率、mg/kg乾燥重量）未満、例えば5.5ppm未満、5.2ppm未満、5ppm未
満、4ppm未満又は2ppm未満のマンガンイオン（例えば、Mn2+）を含有するLAB。
　3.　合計で16ppm未満、例えば、15ppm未満、14ppm未満、13ppm未満、10ppm未満又は7pp
m未満のFe2+及びMn2+を含有する、上記請求態様の何れかに記載のLAB。
　4.　攪乱された二価金属イオン代謝（DMIM）を有する、上記請求態様の何れかに記載の
乳酸菌（LAB）。
　5.　攪乱された二価金属イオン代謝（DMIM）を有する乳酸菌（LAB）。
　6.　前記攪乱されたDMIMが、減少したDMIMである、上記請求態様の何れかに記載のLAB
。
　7.　前記攪乱されたDMIMが、fur遺伝子の変化した発現、例えば前記遺伝子の（部分的
又は完全な）不活性化、前記遺伝子又はその一部の欠失及び/又は前記遺伝子への追加のD
NAの挿入によって引き起こされる、上記請求態様の何れかに記載のLAB。
　8.　前記攪乱されたDMIMが、ノックアウト突然変異等の二価金属イオンの取り込みに関
連する遺伝子の変異によって引き起こされる、上記請求態様の何れかに記載のLAB。
　9.　前記攪乱されたDMIMが、mntH遺伝子の発現の減少によって引き起こされる、上記請
求態様の何れかに記載のLAB。
　10.　前記攪乱されたDMIMが、fatc遺伝子又は鉄の取り込みに関与する何れか他の遺伝
子の発現の減少によって引き起こされる、上記請求態様の何れかに記載のLAB。
　11.　前記攪乱されたDMIMが、バクテリウム属（bacterium）が、亜テルル酸塩（tellur
ite）に耐性があることによって引き起こされる、上記請求態様の何れかに記載のLAB。
　12.　前記二価金属イオンが、Fe2+、Mg2+、及びMn2+からなる群、好ましくは、Fe2+、
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及びMg2+の群から選択される、上記請求態様の何れかに記載のLAB。
　13.　前記二価金属イオンが、Fe2+である、上記請求態様の何れかに記載のLAB。
　14.　前記二価金属イオンが、Mn2+である、上記請求態様の何れかに記載のLAB。
　15.　突然変異により、及び/又は遺伝子工学により得られた、上記請求態様の何れかに
記載のLAB。
　16.　0.25μg/g未満、例えば、0.2μg/g未満のFe2+及びMn2+からなる群から選択される
二価金属イオンの濃度を有する培地で増殖することによって得られる、上記請求態様の何
れかに記載のLAB。
　17.　ラクトバチルス・ブルガリカス種（species Lactobacillus bulgaricus）に属す
る、上記請求態様の何れかに記載のLAB。
　18.　ストレプトコッカス・サーモフィルス種（species Streptococcus thermophilus
）に属する、上記請求態様の何れかに記載のLAB。
　19.　例えば、向上したEPS産生を有する突然変異株又は変異株等のストレプトコッカス
・サーモフィルスCHCC15712 (DSM25955)、又は当該株の突然変異株又は変異株。
　20.　亜テルル酸塩に耐性である、上記請求態様の何れかに記載のLAB。
　21.　乳に1ml当たり10E8 CFUで接種した際、37℃で9.5%の還元脱脂粉乳におけるバクテ
リウム属の16時間後の増殖のせん断応力として測定される、乳中で、約50Pa.sより大きい
（例えば、60又は70Pa.sより大きい）粘度を生じる、上記請求態様の何れかに記載のLAB
。
　22.　上記請求態様の何れかに記載のLAB（lactic acid bacterium）を含む組成物。
　23.　種菌である、上記請求態様の何れかに記載の組成物。
　24.　LABを含む組成物であって、前記組成物が、金属イオンキレート剤（例えば、EDTA
）を、好ましくは1ppm以上濃度でさらに含む、組成物。
　25.　1mg当たり少なくとも10E9 CFU（細胞形成単位（cell forming unit））の前記LAB
を含む、上記請求態様の何れかに記載の組成物。
　26.　1mg当たり少なくとも10E11 CFUの前記LABを含む、上記請求態様の何れかに記載の
組成物。
　27.　1mg当たり10E10 CFU～10E14 CFUの前記LABを含む、上記請求態様の何れかに記載
の組成物。
　28.　凍結又は凍結乾燥等の乾燥形態である、上記請求態様の何れかに記載の組成物。
　29.　10ppm未満、例えば9.5ppm未満、9ppm未満、8ppm未満、6ppm未満又は3ppm未満のFe
2+を含む、上記請求態様の何れかに記載の組成物。
　30.　6ppm未満、例えば5.5ppm未満、5.2ppm未満、5ppm未満、4ppm未満又は2ppm未満のM
n2+を含む、上記請求態様の何れかに記載の組成物。
　31.　16ppm未満、例えば、15ppm未満、14ppm未満、13ppm未満、10ppm未満又は7ppm未満
のFe2+及びMn2の合計量を含む、上記請求態様の何れかに記載の組成物。
　32.　少なくとも２種類、例えば少なくとも3種類、少なくとも5種類、又は少なくとも1
0種類の異なるLAB株を含む、上記請求態様の何れかに記載の組成物。
　33.　少なくとも2種類の異なるLAB株が、異なる種に属する、上記請求態様の何れかに
記載の組成物。
　34.　乳製品（例えば、発酵乳（例えば、ヨーグルト）又はチーズ、例えば、パスタフ
ィラータ若しくはフレッシュチーズ等）の製造方法であって、上記請求態様の何れかに記
載のLAB、上記請求態様の何れかに記載の株、上記請求態様の何れかに記載の組成物を用
いて、乳基質を発酵させることを含む、製造方法。
　35.　乳製品（例えば、発酵乳（例えば、ヨーグルト）又はチーズ、例えば、パスタフ
ィラータ若しくはフレッシュチーズ等）の製造方法であって、前記方法が、0.25μg/g未
満（例えば、0.20μg/g未満又は0.15μg/g未満等）のFe2+濃度を有する乳基質を、例えば
、上記請求態様の何れかに記載のLABを用いて発酵させることを含む、製造方法。
　36.　乳製品（例えば、発酵乳（例えば、ヨーグルト）又はチーズ）の製造方法であっ
て、前記方法が、0.025μg/g（例えば、0.020μg/g未満又は0.015μg/g未満）のMn2+の濃
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度を有する乳基質を、例えば、上記請求態様の何れかに記載のLAB等のLABを用いて発酵さ
せることを含む、製造方法。
　37.　乳製品（例えば、発酵乳（例えば、ヨーグルト）又はチーズ、例えば、パスタフ
ィラータ若しくはフレッシュチーズ等）の製造方法であって、活性furタンパク質を含ま
ないLABを用いて乳基質を発酵させることを含む、製造方法。
　38.　前記LABが、ストレプトコッカス・サーモフィルスの株である、上記請求態様の何
れかに記載の方法。
　39.　前記LABが、ラクトバチルス・ブルガリカスの株である、上記請求態様の何れかに
記載の方法。
　40.　上記請求態様の何れかに記載の方法によって得ることが出来る、例えば、発酵乳
製品（例えば、発酵乳（例えば、ヨーグルト）又はチーズ、例えば、パスタフィラータ若
しくはフレッシュチーズ等）等の乳製品。
　41.　果実濃縮物、シロップ、プロバイオティック細菌培養物、着色剤、増粘剤、香味
剤、及び保存剤からなる群から選択される成分を任意で含み; 及び/又は任意で撹拌タイ
プ製品、セットタイプ製品、又は飲用製品の形態である、上記請求態様の何れかに記載の
乳製品。
　45.　乳基質に接種した際、食感を与える（又は母株と比較して増加した食感を与える
）LAB株の製造方法であって、
　-　LAB株（母株）の前記fur遺伝子に突然変異を導入すること、すなわち、遺伝子工学
又は突然変異誘発によって導入すること、及び
　-　母株と比較して向上した食感特性を有する突然変異株をスクリーニングすること、
を含む、製造方法。
　46.　LAB株（EPSを産生することができる）のEPS産生を向上させるための方法であって
、前記方法が、株の接種前、接種中又は接種後に培地（例えば、産生培地又は乳基質）か
らFe2+イオンの除去を含む、方法。
　47.　結果として生じる培地が、0.25μg/g未満（例えば0.20μg/g未満又は0.15μg/g未
満等）のFe2+濃度未満のFe2+濃度を有する、上記請求態様の何れかに記載の製造方法。
　48.　LAB株のEPS産生を向上させるための方法であって、前記方法が、株の接種前、接
種中又は接種後に培地からMn2+イオンの除去をさらに含む、上記請求態様の何れかに記載
の方法。
　49.　結果として生じる培地が、0.025μg/g未満（例えば、0.020μg/g未満又は0.015μ
g/g未満）のMn2+濃度を有する、LAB株のEPS産生を向上させる、上記請求態様の何れかに
記載の方法。
　50.　増殖が、少なくとも5時間行われる、上記請求態様の何れかに記載の方法。
　51.　前記fur遺伝子の不活性化（部分的又は完全な）を含む、LAB株（EPS産生可能）の
製造方法。
【００３９】
　定義
　本明細書で使用される際、用語「乳酸菌（lactic acid bacterium）（略してLAB）」は
、主に産生される酸として乳酸、酢酸及びプロピオン酸を含む、酸の産生を伴って糖を発
酵させるグラム陰性、微好気性又は嫌気性細菌を指す。工業的に最も有用な乳酸菌は、
ラクトコッカスspp.（Lactococcus spp.）、ストレプトコッカスspp.（Streptococcus sp
p.）、ラクトバチルスspp.（Lactobacillus spp.）、ロイコノストックspp.（Leuconosto
c spp.）、シュードロイコノストックspp.（Pseudoleuconostoc spp.）、ペディオコッカ
スspp.（Pediococcus spp.）、ブレビバクテリウムspp.（Brevibacterium spp.）、エン
テロコッカスspp.（Enterococcus spp.）及びプロピオニバクテリウムspp.（Propionibac
terium spp.）を含む「ラクトバチルス目（Lactobacillales）」の内で見出される。さら
に、厳密な嫌気性細菌、ビフィドバクテリア、すなわち、ビフィドバクテリウムspp.（Bi
fidobacterium spp.）の群に属する乳酸菌は、一般に乳酸菌の群に含まれる。これらは、
単独又は他の乳酸菌と組み合わせて食品の発行の培養物として頻繁に使用される。ラクト
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バチルスsp.種及びストレプトコッカス・サーモフィルス種の細菌を含む乳酸菌は、通常
、バルクスターターの増殖のための凍結又は凍結乾燥培養物として、又は乳製品、例えば
発酵乳製品の生産用の発酵容器若しくはバットへの直接接種を意図した、いわゆる（ダイ
レクトバットセット（Direct Vat Set）（DVS））培養物として、乳業産業に供給される
。そのような培養は、一般に「種菌（starter culture）」又は「スターター（starter）
」と称される。一部の乳業においては、培養物が乳等に接種する前にその場で増殖する「
バルクスターター」も採用される。
【００４０】
　本明細書において、用語「乳基質（milk substrate）」は、本発明の方法に従って発酵
に供することが出来る生及び/又は加工された何れかの材料であり得る。従って、有用な
乳基質としては、限定されないが、乳又は例えば全脂肪又は低脂肪乳、脱脂乳、バターミ
ルク、還元乳粉末、コンデンスミルク、粉乳、ホエー、ホエー透過物、乳糖、乳糖の結晶
化からの母液、濃縮ホエータンパク質、又はクリーム等のタンパク質を含む乳様製品の何
れかの溶液/懸濁液を含む。明確に、乳基質は、何れかの哺乳動物、例えば実質的に純粋
な哺乳動物の乳、又は還元乳粉末に由来し得る。好ましくは、乳基質中のタンパク質の少
なくとも一部は、カゼイン又はホエータンパク質等の乳中に天然に存在するタンパク質で
ある。しかしながら、タンパク質の一部は、乳中に天然には存在しないタンパク質であり
得る。発酵の前に、乳基質は、当該分野で公知の方法に従って、均質化及び低温殺菌され
得る。
【００４１】
　用語「乳（milk）」は、例えば、ウシ、ヒツジ、ヤギ、バッファロー又はラクダ等の何
れかの哺乳動物を搾乳することによって得られる乳状分泌物として理解される。好ましい
実施形態において、乳は、牛乳である。用語「乳」は、豆乳等の植物材料で作られた乳も
含む。任意で、乳は、例えば酸（クエン酸、酢酸又は乳酸等）の添加によって酸性化され
るか、又は例えば水と混合される。乳は、生の状態でもよく、例えば、濾過、殺菌、低温
殺菌、均質化等によって加工され得、又は還元乾燥乳であり得る。本発明による「ウシの
乳（bovine milk）」の重要な例は、低温殺菌牛乳である。乳は、細菌の接種の前、最中
及び/又は後に酸性化、混合又は加工され得る。
【００４２】
　牛乳は、100g当たり約0.03mg = 0.3μg/g = 0.3ppmの濃度で鉄を含む。牛乳は、0.03μ
g/g = 0.03ppmの濃度でマンガンを含む。
【００４３】
　本明細書において、用語「突然変異体」は、例えば、遺伝子工学、放射線及び/又は化
学的処理、及び/又は選択、適応、スクリーニング等の手段によって本発明の株から誘導
された株として理解されるべきである。当該用語はまた、ファージ硬化突然変異体（phag
e hardened mutant）等のファージ耐性が向上した又は改変された突然変異体を含む。突
然変異体は、機能的に同一の突然変異体、例えば、母株と実質的に同じ、又は向上した特
性（例えば、収量、粘度、ゲル硬度、口腔コーティング、風味、ポスト酸性化（post aci
dification）、酸性化速度、及び/又はファージの堅牢性に関して）を有する変異体であ
ることが好ましい。本明細書において、本発明の突然変異体は、EPS産生に関して同一又
は向上した特性を有し、及び/又は乳基質が発酵された際、粘性を生じる突然変異体が好
ましい。そのような突然変異体は、本発明の一部である。特に、用語「突然変異体」は、
本発明の株を、エタンメタンスルホネート（EMS）又は、N-メチル-N'-ニトロ-N-ニトログ
アニジン（NTG）等の化学的変異原による処理、UV光又は自然に発生する突然変異体を含
む何れかの現在用いられている突然変異処理に供することによって得られる株を指す。突
然変異体という用語は、亜テルル酸塩耐性突然変異体も含む。亜テルル酸塩耐性突然変異
体という用語は、0.1mM K2TeO3を含むM17アガープレートで増殖する（コロニーを形成す
る）ことが可能な突然変異体と理解される。突然変異体は、いくつかの突然変異誘発処理
に供されてもよいが（単一の処理は、1つの突然変異誘発工程とそれに続くスクリーニン
グ/選択工程と理解されるべきである）、現在のところ、1000以下、100以下、20以下、10
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以下、又は5以下の処理が行われることが好ましい。現在好ましい変異体において、細菌
ゲノム中の5%未満、又は1%未満、さらには0.1%未満のヌクレオチドが、母株と比較して（
置換、挿入、欠失又はそれらの組合せ等により）変化している。
【００４４】
　本明細書において、用語「変異体」は、本発明の株と機能的に同等な株、例えば、粘度
、ゲル硬度、口腔コーティング、ポスト酸性化、酸性化速度、及び/又はファージ堅牢性
に関して等の実質的に同一、又は向上した特性を有する株として理解されるべきである。
適切なスクリーニング技術を用いて同定され得るそのような変異体は、本発明の一部であ
る。
【００４５】
　遺伝子の不活性化とは、その遺伝子（そのプロモータ及び他の調節領域を含む）が、そ
の遺伝子又はその産物がその活性を（部分的又は完全に）失うように改変されたことを意
味する。不活性化は、例として、その遺伝子の欠失（部分的又は完全に）、その遺伝子の
突然変異（例えば、遺伝子工学又は突然変異誘発による）、ノックアウト突然変異の供給
、例えば、ストップコドン等の挿入等のフレームシフトの導入、であり得る。
【００４６】
　本発明を説明する明細書部分において（特に以下の特許請求の範囲の部分において）、
用語「a」及び「an」及び「the」並びに類似の指示対象の使用は、特に定めが無い限り、
単数形及び複数形の両方を網羅すると解釈され、そうでなければ、本明細書に示されるか
、又は明細書の内容中に明らかに否定される。用語「含む（comprising）」、「有する（
having）」、「含む（including）」及び「含有する（containing）」は、特に定めが無
い限り、制限の無い用語として解釈されるべきである（すなわち、「を含むが、これに限
定されない」の意味）。本明細書における値の範囲の列挙は、本明細書において別段の指
定が無い限り、単にその範囲内に含まれる各別々の値を個々に指す簡潔な方法として役立
つことを意味しており、各別々の値は、本明細書に個々に記載されているかのように本明
細書に組み込まれる。本明細書に記載の全ての方法は、本明細書に別段の定めがない限り
又は内容によって明らかに矛盾しない限り、何れかの適切な順序で実行することが出来る
。本明細書で提供される一切の例、又は例示的な専門語（例えば、「例えば等（such as
）」）の使用は、単に本発明をより明らかにすることを意図しており、特に請求の無い限
り本発明の範囲を制限しない。本明細書中のいかなる専門語も、何れかの特許請求されて
いない要素を本発明の実施に必須であると示すものとして解釈されるべきではない。
【実施例】
【００４７】
　実験
　実施例1:　従来の突然変異誘発による攪乱されたイオン代謝を有するストレプトコッカ
ス・サーモフィルス突然変異体の単離
【００４８】
　S.サーモフィルスCHCC15712は、エキソポリサッカライド産生株であるS.サーモフィル
スCHCC9844の突然変異体として単離された。CHCC15712で発酵された乳は、ヨーグルトタ
イプ製品の食感付与特性に関連すると考えられる2つの重要なレオロジーパラメータであ
る、ゲル硬度の増加と同様にせん断応力の増加を示した。ホールピペットからの流出時間
をモニターすることによって測定された粘度も同様に増加した。
【００４９】
　粘度は、乳に1ml当たり10E8 CFUで接種した際、37℃、9.5%還元脱脂乳中でバクテリウ
ム属を16時間増殖させることにより調製された25mlの発酵乳で満たされた、25mlのホール
ピペットからの流出時間を計算することによって測定される。
【００５０】
　試料のレオロジー特性は、C25同軸測定システムを備えたレオメーター（StressTech、R
eologica Instruments、スウェーデン）で評価された。粘度測定試験は、21段階で0.27～
3001/秒まで変化するせん断速度で行われた。せん断速度を増加させた後に減少させ、せ
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ん断応力及び見かけの粘度の上方及び下方曲線を記録した。遅延時間と統合時間は、それ
ぞれ、5秒及び10秒であった。さらなる分析のために、300 s-1でのせん断応力が選択され
た。
【００５１】
　レオメーターの結果は、CHCC15712が、CHCC9844と比較して20%増加したせん断応力及び
ゲル硬度を有することを示した。
【００５２】
　粘度はまた、25mlのホールピペットからの流出時間を計算することによって測定された
。CHCC15712では、野生型株CHCC9844と比較して9%の粘度の増加が測定された（図2参照）
。流出時間は、35秒から38秒に増加し、これは、9%の粘度の増加に関連する。
【００５３】
　実施例2: M17ブロス中のエキソポリサッカライドの産生
【００５４】
　CHCC9844及びCHCC15712の2つの株を、1%ラクトースを含むM17ブロス中で37℃16時間増
殖させた。細胞を遠心分離によって除去し、EPSを、96%トリクロロ酢酸溶液（TCA）を用
いてタンパク質を沈殿させ、その後96%エタノールを用いてEPSを沈殿させることによって
上清から抽出した。次いで、EPS試料は、4℃で少なくとも24時間MilliQ水に対して透析さ
れた（Slide-A-lyzer dialysis cassette、0.5～3ml、MWCO 10000、Thermo scientific）
。次いで、EPSは、4M TFA（トリフルオロ酢酸）で加水分解され、HPLCによりモノサッカ
ライドの組成及び量が分析された。
【００５５】
　HPLC分析は、CHCC9844及びCHCC15712のEPS中にラムノース、ガラクトサミン、ガラクト
ース及びマンノースの存在を明らかにした（図3参照）。炭水化物ラムノース、ガラクト
サミン、ガラクトース及びグルコースの濃度は、増加するように見えた。合計でEPS炭水
化物は、13%増加した（1868ppmから2114ppm）。この数は、CHCC15712について測定された
粘度の増加とよく関連する（実施例1）。
【表１】

【００５６】
　実施例3:　食感形成が増加したGMO fur不活性化突然変異体
【００５７】
　KA509株は、fur遺伝子が遺伝的に不活性化されているCHCC9844の突然変異体である。こ
れは、CHCC9844 fur遺伝子の2～385の塩基を含有する内部フラグメントを有するプラスミ
ドベクターの単一交差によって行われた。得られた突然変異体は、485bp長のfur CDS（コ
ドン配列）の最初のヌクレオチドの後に挿入されたベクターを有する。これは、遺伝子の
破壊をもたらし、それによって不活性化される。正しい挿入は、ベクター中に配置された
1つのプライマー及び内部フラグメントのfur遺伝子の下流に配置された1つを用いてPCRに
よって確認された。
【００５８】
　食感に対する効果は、ピペット流出試験を用いて確認された。wt株CHCC9844は、24±1
秒のピペット値を示したが、fur変異体は、58%の増加に相当する38±0秒の値が測定され
た（図4）。
【００５９】
　遺伝子発現に対するfur不活性化の効果はまた、DNAマイクロアレイを用いて評価された
。KA509において、fatABDC遺伝子は、CHCC9844wt株と比較して4倍下方制御された。KA509
を、10mMのFe2+の存在下で増殖させた場合、fat遺伝子クラスターの発現の実質的な変化
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はなかった。反対に、母株CHCC9844を鉄の存在下で増殖させると、facC及びfatD遺伝子が
4倍誘導された。
【００６０】
　実施例4:　増加した粘度パラメータを有するS.サーモフィルスCHCC9844からの亜テルル
酸塩耐性突然変異体の単離
【００６１】
　CHCC9844からの突然変異体が、鉄の取り込みに関連する遺伝子の発現の現象を示したと
いう発見に基づき、亜テルル酸塩耐性突然変異体が、CHCC9844から単離された。
【００６２】
　突然変異体は、0.1mMのK2TeO3を含有するM17アガープレート上で直接スクリーニングさ
れた。安定な亜テルル酸塩耐性の表現型を示す、4つの突然変異体を純化した。4つのCHCC
9844突然変異体は、乳中1%の0.1mMのK2TeO3を含有するM17一晩培養物を摂取し、37℃で24
時間インキュベートした。次いで、発酵乳の粘度は、25mlピペットからの流出時間を測定
することによって決定された。流出時間が長くなればなるほど、試験培地の粘度は高くな
る。各株について流出時間は、3回の測定の平均として示される（図5参照）。
【００６３】
　流出時間、これによる粘度は、4つの亜テルル酸塩耐性突然変異体について増加した。4
7%の最も高い増加は、突然変異体9844-K2で測定された。
【００６４】
　この実験において、亜テルル酸塩耐性突然変異体の単離によって、さらに、eps陽性S.
サーモフィルス株の食感付与特性を高めることが可能であることが実証された。
【００６５】
　実施例5:　食感に対する金属キレート剤（EDTA）の添加の効果
【００６６】
　鉄濃度の減少が粘度を改変するという仮説は、金属キレート剤であるEDTAの存在下で乳
の酸性化を行うことによって試験された。EDTAの添加は、利用可能な鉄の量を減少させる
はずであり、それ故、EpsAの脱抑制をもたらし、その結果、食感が増加する。実際、乳へ
の1mMのEDTAの添加は、CHCC15712の食感を25%増加させることが観察された（図6）。
【００６７】
　実施例6:　二価金属イオンの含有量を測定する方法
【００６８】
　攪乱された二価金属イオン代謝を有しないストレプトコッカス・サーモフィルスの株は
、細胞内二価イオン濃度の含有量について分析されている。
【００６９】
　細胞内イオン濃度の決定のために、細胞をM17-2%ラクトース中で一晩増殖させた。
【００７０】
　5000rpmで10分間、50mlの遠心分離後、細胞は、50mlのM17-2%ラクトース培地で洗浄さ
れた。全てのチューブを、5000rpmで10分間遠心分離し、上清を捨て、次いで細胞は、5ml
のPBS緩衝液（1リットルの緩衝液中、10gのChelexで一晩処理したもの）で洗浄された。
全チューブは、5000rpmで10分間遠心分離され、次いで5mlのPBS緩衝液で洗浄され、5000r
pmで10分間遠心分離され、1mlのPBS緩衝液中で洗浄/再懸濁され、2mlのエッペンドルフチ
ューブに移された。次にチューブは、15,000×gで15分間遠心分離され、上清が可能な限
り捨てられた。
【００７１】
　チューブは、RT（室温）でスピードバック中、一晩乾燥された。全てのペレットは秤量
された。
【００７２】
　秤量後、0.1%Triton X-100を含む200μLの濃硝酸（65%）を加え、95℃で10分間チュー
ブを振盪し、その後、チューブを20秒間ボルテックスしてペレットを可溶化した。
【００７３】
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　ボルテックスした後、チューブを15,000×gで5分間遠心分離し、上清を新しいチューブ
に移した。
【００７４】
　試料の金属イオン濃度は、ICP-MS（誘導結合プラズマ質量分析）によって決定された。
【００７５】
　結果（図7a、7b及び7c参照）は、細胞の乾燥重量1kg当たりのmg単位のイオン濃度とし
て表される。従って、本内容の前後関係において、用語ppm（百万分率）は、細胞質の乾
燥重量Kgあたりに測定されるmgイオンとして理解されるべきである。
【００７６】
　本発明を実施するために本発明者達が知っている最良の形態を含み、本発明の好ましい
実施形態を本明細書に記載する。これらの好ましい実施形態の変形は、前述の説明を読む
ことによって当業者に明らかになるだろう。本発明者達は、当業者がそのような変形を適
切に使用することを期待し、及び本発明者達は、本明細書に具体的に記載されたものとは
別の方法で本発明を実施することを意図する。従って、本発明は、適用法律によって許容
されるように、本明細書に添付の特許請求の範囲に列挙されている課題の全ての変更形態
及び均等物を含む。さらに、そのすべての可能な変形形態における上記の要素の何れかの
組み合わせは、本明細書中に別段の定めが無い限り又は前後関係によって明らかに矛盾し
ない限り、本発明に包含される。
【００７７】
　寄託及びエキスパートソリューション（expert solution）
　ストレプトコッカス・サーモフィルスCHCC15712株は、2012年4月27日に、受託番号DSM2
5955としてDSMZ（Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inh
offenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Germany）に寄託された。
　CHCC4895は、2007年3月29日に、受託番号DSM19242としてDSMZに寄託された。
　CHCC8833は、2006年1月11日に、受託番号DSM17876としてDSMZに寄託された。
　寄託は、特許手続上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペスト条約に従って行わ
れた。
　出願人は、寄託された微生物の試料が、出願人によって承認された専門家のみに利用可
能にされるべきであることを要求する。
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