
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　還元性澱粉部分分解物に下記の理化学的性質 する非還元性糖質生成酵素

トレハロース
遊離酵素を作用させて非還元性糖質 を生成させる工程と、該工程で生成
した非還元性糖質又は を含む低還元性糖質を採取する工程とを含んでなる糖
質の製造方法。
非還元性糖質生成酵素：
（１）作用
　グルコース重合度３以上の還元性澱粉部分分解物から末端にトレハロース構造を有する
非還元性糖質を生成する。
（２）分子量
　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法により、７５，０００±
１０，０００ダルトン。
（３）等電点
　アンフォライン含有電気泳動法により、ｐＩ４．５±０．５。
（４）至適温度
　ｐＨ６．０、６０分間反応で、５０℃。
（５）至適ｐＨ
　５０℃、６０分間反応で、ｐＨ６．０。
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を有 を作用させ
るか、又は当該非還元性糖質生成酵素とともに下記の理化学的性質を有する

又はトレハロース
トレハロース



（６）温度安定性
　ｐＨ７．０、６０分間保持で、５５℃まで安定。
（７）ｐＨ安定性
　４℃、２４時間保持で、ｐＨ５．０乃至１０．０の範囲で安定。
トレハロース遊離酵素：
（１）作用
　末端にトレハロース構造を有するグルコース重合度３以上の非還元性糖質におけるトレ
ハロース部分とそれ以外の部分との間の結合を特異的に加水分解する。
（２）分子量
　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法により、６２，０００±
５，０００ダルトン。
（３）等電点
　アンフォライン含有電気泳動法により、ｐＩ４．７±０．５。
（４）至適温度
　ｐＨ６．０、３０分間反応で、５０℃乃至５５℃。
（５）至適ｐＨ
　５０℃、３０分間反応で、ｐＨ６．０。
（６）温度安定性
　ｐＨ７．０、６０分間保持で、５０℃まで安定。
（７）ｐＨ安定性
　４℃、２４時間保持で、ｐＨ４．５乃至１０．０の範囲で安定。
【請求項２】
　非還元性糖質生成酵素及びトレハロース遊離酵素が、アルスロバクター属に属する細菌
由来である請求項１記載の糖質の製造方法。
【請求項３】
　アルスロバクター属に属する細菌が、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（工業技
術院生命工学工業技術研究所、受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）である請求項２記載
の糖質の製造方法。
【請求項４】
　非還元性糖質生成酵素が、配列表における配列番号１に示すアミノ酸配列を含有する請
求項１乃至３のいずれかに記載の糖質の製造方法。
【請求項５】
　トレハロース遊離酵素が、配列表における配列番号９に示すアミノ酸配列を含有する請
求項１乃至３のいずれかに記載の糖質の製造方法。
【請求項６】
　還元性澱粉部分分解物が、澱粉又は澱粉質に酸及び／又は澱粉加水分解酵素を作用させ
て得られるグルコース重合度３以上の還元性澱粉部分分解物である請求項１乃至５のいず
れかに記載の糖質の製造方法。
【請求項７】
　非還元性糖質を生成させる工程において、α－アミラーゼ、β－アミラーゼ、グルコア
ミラーゼ、澱粉枝切り酵素、シクロマルトデキストリン・グルカノトランスフェラーゼ及
び／又はα－グルコシダーゼをさらに作用させる請求項１乃至６のいずれかに記載の糖質
の製造方法。
【請求項８】
　非還元性糖質 －グルコシルトレハロース、α－マルトシルトレハロース、α－マル
トトリオシルトレハロース、α－マルトテトラオシルトレハロース又はα－マルトペンタ
オシルトレハロースである請求項１乃至７のいずれかに記載の糖質の製造方法。
【請求項９】
　トレハロースが含水結晶又は無水結晶である請求項１乃至８のいずれかに記載の糖質の
製造方法。
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【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
この発明は、非還元性糖質生成酵素及びトレハロース遊離酵素ならびに該酵素を用いる糖
質の製造方法に関するものである。
【０００２】
【従来の技術】
トレハロースは２分子のグルコースが還元性基同士で結合してなる二糖類であり、自然界
においては、細菌、真菌、藻類、昆虫、甲殻類などに広く分布している。トレハロースは
、還元性を示さず、且つ、水分保持作用を有する有用性の高い糖質として古くより知られ
、食品、化粧品、医薬品をはじめとする広範な分野での用途が期待されてきた。しかしな
がらトレハロースは、その効率的な製造方法がかつては確立されていなかったために、そ
の期待の大きさに反して利用の範囲は極めて限られていた。このことから、斯界において
は、トレハロースが安価に供給されることが待ち望まれていた。
【０００３】
先に、本発明者らは、鋭意研究の結果、斯かる要望に応える提案のひとつとして、澱粉原
料から酵素的にトレハロースを生成させるトレハロースの製造方法を確立した。この方法
は、還元性澱粉部分分解物から末端にトレハロース構造を有する非還元性糖質を生成する
作用を有する非還元性糖質生成酵素と、末端にトレハロース構造を有するグルコース重合
度３以上の非還元性糖質におけるトレハロース部分とそれ以外の部分との間を特異的に加
水分解する作用を有するトレハロース遊離酵素とを、還元性澱粉部分分解物に作用させる
ことを特徴とする。これらの酵素ならびに当該酵素を用いるトレハロースを含む糖質の製
造方法は、同じ特許出願人による特開平７－１４３８７６号公報、特開平７－２１３２８
３号公報、特開平７－３２２８８３号公報、特開平７－２９８８８０号公報、特開平８－
６６１８７号公報、特開平８－６６１８８号公報、特開平８－７３５０４号公報、特開平
８－８４５８６号公報及び特開平８－３３６３８８号公報に開示されている。斯くしてト
レハロースの安価な供給への道が拓かれた。
【０００４】
更に、この研究の過程で、斯かる非還元性糖質生成酵素が、従来の還元性澱粉部分分解物
の抱える問題点を解消し得る新規な非還元性糖質の製造にも有用であるという独自の知見
も見出された。各種デキストリンや各種マルトオリゴ糖などの還元性澱粉部分分解物は、
甘味料やエネルギー用糖源などとして有用である一方、その還元力故に反応性に富み、ア
ミノ酸や蛋白質との共存下では褐変しやすく、品質が劣化しやすいことが問題となってい
た。斯かる問題を解消し得る唯一の方法として、還元性澱粉部分分解物を高圧水素添加法
などにより糖アルコールに変換する方法が知られていた。然るに、斯かる方法の実施には
多量の熱量が必要な上、水素を使用することから、安全面を考慮に入れた設備を必要とし
、結果として、多大な費用と労力を要することにつながっている。これに対し、上記の非
還元性糖質生成酵素は、上記でも示したように、還元性澱粉部分分解物に作用して、末端
部にトレハロース構造を有する非還元性の糖質を生成する作用を有しており、この作用は
酵素作用故に温和な条件下で進行するものである。この作用を利用して、本発明者らは、
当該酵素を用いる、従来の還元性澱粉部分分解物における問題点を解消し得る新規な非還
元性糖質の効率的な製造方法の確立にも至った。以上によってトレハロースならびに非還
元性糖質の用途開発が各方面で盛んになり、その結果、斯かる糖質の用途が多様化すると
ともに、その需要は諸種の分野において現在急速に伸びつつある。
【０００５】
このような状況下、トレハロースならびにトレハロース構造を有する非還元性糖質の製造
のさらなる効率化への期待が斯界では高まっている。斯かる期待に応える方策のひとつは
、様々な至適条件を有する非還元性糖質生成酵素ならびにトレハロース遊離酵素を確立し
、製造に使用可能な酵素の幅広い給源を提供することにある。これによって、目的とする
糖質の製造に併用される他の酵素の至適条件や製造設備、製造する糖質の最終用途などに
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よって要求される製造条件に応じて、多種の酵素の中から最適のものを選択することがで
き、より効率的な糖質の製造が可能なものとなる。然るに、現在までに開示された非還元
性糖質生成酵素は、その至適温度に基づいて分類すると、約４０℃以下という比較的低温
域に至適温度を有する酵素群と、約６０℃以上という比較的高温域に至適温度を有する酵
素群とに分けられる。また、現在までに開示されたトレハロース遊離酵素は、同様に分類
すると、約４５℃以下という比較的低温域に至適温度を有する酵素群と、約６０℃以上と
いう比較的高温域に至適温度を有する酵素群とに分けられる。これに対して、例えば、５
０℃付近というような中温域に至適温度を有する非還元性糖質生成酵素ならびにトレハロ
ース遊離酵素についてはいずれも未だ開示がない。
【０００６】
澱粉原料からの糖質の製造に用いられる糖質関連酵素において、主要なある種の酵素群は
中温域に至適温度を有している。これらの酵素は、上記トレハロースならびに非還元性糖
質の製造においても必要とされる場合がある。然るに、中温域に至適温度を有する非還元
性糖質生成酵素及びトレハロース遊離酵素は未だ確立されていないために、これら両酵素
のいずれか一方又は双方とともに、上記の如き糖質関連酵素を併用する糖質の製造は、未
だ充分に効率的と言えるものが確立されてはいない。また、糖質の製造設備や糖質の最終
用途によっては、製造における酵素反応の温度として中温域が要求される場合がある。こ
のような場面に対応し得る、非還元性糖質生成酵素及びトレハロース遊離酵素を用いる効
率的な糖質の製造方法も未だ確立されていると言える状況にはない。以上のことから、斯
界においては、中温域に至適温度を有する非還元性糖質生成酵素ならびにトレハロース遊
離酵素が確立され、斯かる酵素を用いる、非還元性糖質を含む糖質の製造方法が確立され
ることが待ち望まれている。
【０００７】
斯かる状況に鑑み、この発明の第一の課題は、中温域に至適温度を有する非還元性糖質生
成酵素を提供することにある。
【０００８】
この発明の第二の課題は、斯かる非還元性糖質生成酵素をコードするＤＮＡを提供するこ
とにある。
【０００９】
この発明の第三の課題は、斯かる非還元性糖質生成酵素の製造方法を提供することにある
。
【００１０】
この発明の第四の課題は、中温域に至適温度を有するトレハロース遊離酵素を提供するこ
とにある。
【００１１】
この発明の第五の課題は、斯かるトレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡを提供するこ
とにある。
【００１２】
この発明の第六の課題は、斯かるトレハロース遊離酵素の製造方法を提供することにある
。
【００１３】
この発明の第七の課題は、斯かる非還元性糖質生成酵素及び／又は斯かるトレハロース遊
離酵素の産生能を有する微生物を提供することにある。
【００１４】
この発明の第八の課題は、斯かる非還元性糖質生成酵素及び／又は斯かるトレハロース遊
離酵素を用いる、非還元性糖質を含む糖質の製造方法を提供することにある。
【００１５】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、上記の課題を解決し得る酵素を産生する微生物を土壌より広く検索した。
その結果、兵庫県赤穂市の土壌から新たに分離した微生物が上記課題を解決し得る酵素を
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産生することを見出した。当該微生物より目的とする非還元性糖質生成酵素ならびにトレ
ハロース遊離酵素をそれぞれ単離し、それらの性質を決定したところ、単離されたこれら
の酵素は、いずれも中温域に至適温度を有することが確認された。一方、当該微生物を同
定したところ、アルスロバクター（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）属に属する新規微生物で
あることが確認され、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４と命名された。なお、アル
スロバクター・スピーシーズＳ３４は、平成１０年８月６日付けで、茨城県つくば市東１
丁目１番３号、通商産業省工業技術院生命工業技術研究所、特許微生物寄託センターに、
微生物受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０を付して受託された。
【００１６】
本発明者らは、さらに鋭意研究を続け、上記で確認された酵素をコードするＤＮＡをアル
スロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）より単離し、その塩基
配列を解読して、当該酵素のアミノ酸配列を決定した。また、アルスロバクター・スピー
シーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）ならびに、先に得たＤＮＡを常法にしたがい
微生物に導入して得た形質転換体は、いずれも所望量の酵素を産生し得ることが確認され
た。斯くして得られる両酵素は、いずれも、トレハロースならびにトレハロース構造有す
る非還元性糖質を含む糖質の中温域での製造に有利に用い得るものであることも確認され
た。この発明は以上の知見に基づき完成されたものである。
【００１７】
すなわち、この発明は、前記第一の課題を、還元性澱粉部分分解物から末端にトレハロー
ス構造を有する非還元性糖質を生成し、中温域に至適温度を有する新規な非還元性糖質生
成酵素により解決するものである。
【００１８】
この発明は、前記第二の課題を、斯かる非還元性糖質生成酵素をコードするＤＮＡにより
解決するものである。
【００１９】
この発明は、前記第三の課題を、斯かる非還元性糖質生成酵素の産生能を有する微生物を
培養し、産生した非還元性糖質生成酵素を培養物から採取することを特徴とする非還元性
糖質生成酵素の製造方法により解決するものである。
【００２０】
この発明は、前記第四の課題を、末端にトレハロース構造を有するグルコース重合度３以
上の非還元性糖質におけるトレハロース部分とそれ以外の部分との間を特異的に加水分解
し、中温域に至適温度を有する新規なトレハロース遊離酵素により解決するものである。
【００２１】
この発明は、前記第五の課題を、斯かるトレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡにより
解決するものである。
【００２２】
この発明は、前記第六の課題を、斯かるトレハロース遊離酵素の産生能を有する微生物を
培養し、産生した非還元性糖質生成酵素を培養物から採取することを特徴とするトレハロ
ース遊離酵素の製造方法により解決するものである。
【００２３】
この発明は、前記第七の課題を、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　Ｂ
Ｐ－６４５０）及びその変異株から選ばれる微生物により解決するものである。
【００２４】
この発明は、前記第八の課題を、当該非還元性糖質生成酵素及び／又は当該トレハロース
遊離酵素を還元性澱粉部分分解物に作用させて非還元性糖質を生成させる工程と、該工程
で生成した非還元性糖質又はこれを含む低還元性糖質を採取する工程とを含んでなる糖質
の製造方法により解決するものである。
【００２５】
【発明の実施の形態】
この発明は、非還元性糖質生成酵素及びトレハロース遊離酵素ならびに該酵素のいずれか
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一方又は双方を用いる糖質の製造方法に関するものである。本明細書でいう非還元性糖質
生成酵素とは、還元性澱粉部分分解物から末端にトレハロース構造を有する非還元性糖質
を生成する作用を有する酵素を意味する。本明細書でいうトレハロース遊離酵素とは、末
端にトレハロース構造を有するグルコース重合度３以上の非還元性糖質におけるトレハロ
ース部分とそれ以外の部分との間を特異的に加水分解する作用を有する酵素を意味する。
本明細書でいう中温域とは、酵素反応による澱粉原料からの糖質の製造において通常用い
られる反応温度における中間域を意味する。因みに、斯かる製造においては、多くの場合
、約１０℃乃至約１００℃又はその前後の範囲の種々の反応温度が用いられる。この発明
の非還元性糖質生成酵素とは、非還元性糖質生成酵素としての作用を有し、中温域、望ま
しくは、４０℃を越え且つ６０℃未満の範囲に至適温度を有する酵素、より望ましくは、
斯かる至適温度に加え、酸性域に至適ｐＨを有する酵素を意味する。この発明のトレハロ
ース遊離酵素とは、トレハロース遊離酵素としての作用を有し、中温域、望ましくは、４
５℃を越え且つ６０℃未満の範囲に至適温度を有する酵素、より望ましくは、斯かる至適
温度に加え、酸性域に至適ｐＨを有する酵素を意味する。以上の如きこの発明の非還元性
糖質生成酵素ならびにトレハロース遊離酵素はその出所・由来により限定されるものでは
ない。
【００２６】
非還元性糖質生成酵素の活性は以下のようにして測定する。すなわち、基質として１．２
５％（ｗ／ｖ）マルトペンタオースを含む２０ｍＭ酢酸緩衝液（ｐＨ６．０）４ｍｌに、
酵素液１ｍｌを加え５０℃で６０分間保持して反応させた後、１００℃で１０分間加熱し
て反応を停止させ、その反応液を脱イオン水で正確に１０倍希釈し、その希釈液の還元力
をソモギー・ネルソン法で測定する。対照として、予め１００℃で１０分間加熱すること
により失活させた酵素液を用いて同様に測定する。この発明においては、この測定方法を
用いて、１分間に１μｍｏｌのマルトペンタオースに相当する還元力を減少させる酵素量
を１単位と定義する。また、本明細書でいう当該酵素の至適温度は、この測定方法に準じ
て求められる。すなわち、反応温度を５０℃を含む適宜の各種温度に設定して、一定量の
当該酵素を用いて、この測定方法に準じて種々の温度条件下で反応させ、引き続き、この
測定方法にしたがい各反応系における還元力の減少量を求める。そして、求められた還元
力の減少量を相互に比較し、最大の値を示した反応系の反応温度が当該酵素の至適温度と
求められる。
【００２７】
トレハロース遊離酵素の活性は以下のようにして測定する。すなわち、基質として１．２
５％（ｗ／ｖ）マルトトリオシルトレハロース（別名、α－マルトテトラオシル　α－Ｄ
－グルコシド）を含む２０ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ６．０）４ｍｌに、酵素液１ｍｌを加え
５０℃で３０分間保持して反応させた後、ソモギー銅液を加え反応を停止させ、還元力を
ソモギー・ネルソン法で測定する。対照として、予め１００℃で１０分間加熱することに
より失活させた酵素液を用いて同様に測定する。この発明においては、この測定方法を用
いて、１分間に１μｍｏｌのグルコースに相当する還元力を増加させる酵素量を１単位と
定義する。また、本明細書でいう当該酵素の至適温度は、この測定方法に準じて求められ
る。すなわち、反応温度を５０℃を含む適宜の各種温度に設定して、一定量の当該酵素を
用いて、この測定方法に準じて種々の温度条件下で反応させ、引き続き、この測定方法に
したがい各反応系における還元力の増加量を求める。そして、求められた還元力の増加量
を相互に比較し、最大の値を示した反応系の反応温度が当該酵素の至適温度と求められる
。
【００２８】
この発明の非還元性糖質生成酵素を、そのアミノ酸配列に基づいて説明すると、当該酵素
は、全体としては配列表における配列番号１に示すアミノ酸配列を、部分アミノ酸配列と
しては、配列表における配列番号２乃至６に示すアミノ酸配列を含有する場合がある。こ
の発明の非還元性糖質生成酵素には、以上のアミノ酸配列をそっくりそのまま含有する酵
素に加えて、斯かるアミノ酸配列から選ばれるいずれかの配列の一部を含有するものであ
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っても、それが非還元性糖質生成酵素としての作用を有し、且つ、上述の如き至適温度を
有している限り包含される。斯かるアミノ酸配列の一部を含有する当該酵素のアミノ酸配
列としては、斯かるアミノ酸配列において、この発明の非還元性糖質生成酵素としての性
質の発現に関わる部分アミノ酸配列ないしはアミノ酸残基を保持しつつ、それ以外の部分
の１箇所又は２箇所以上にアミノ酸の置換、付加及び／又は欠失を導入してなるアミノ酸
配列を挙げることができる。ここでいうアミノ酸の置換を導入してなるアミノ酸配列とし
ては、例えば、配列番号１に示すアミノ酸配列を構成する全アミノ酸の、望ましくは３０
％未満、より望ましくは２０％未満のアミノ酸を、それぞれ性質や構造の類似する他のア
ミノ酸で置換してなるものが挙げられる。互いに性質や構造の類似するアミノ酸のグルー
プとしては、例えば、酸性アミノ酸であるアスパラギン酸とグルタミン酸、塩基性アミノ
酸であるリジンとアルギニンとヒスチジン、アミド型アミノ酸であるアスパラギンとグル
タミン、ヒドロキシアミノ酸であるセリンとトレオニン、分岐アミノ酸であるバリンとロ
イシンとイソロイシン、などが挙げられる。また、配列番号１乃至６に示すアミノ酸配列
から選ばれるいずれかの配列の一部を含有する当該酵素のアミノ酸配列の別の例としては
、配列番号１のアミノ酸配列の蛋白質がとる立体構造と実質的に同等の立体構造をとり得
る、配列番号１のアミノ酸配列にアミノ酸の置換、欠失及び／又は付加を導入してなるア
ミノ酸配列を挙げることができる。蛋白質の立体構造は、例えば、目的とするアミノ酸配
列と関連するアミノ酸配列を有し立体構造が判明している蛋白質を慣用の蛋白質立体構造
データベースから検索し、検索された立体構造を参照して、立体構造の視覚化のための慣
用のソフトウエアを用いて予測することができる。以上のようなこの発明の非還元性糖質
生成酵素のアミノ酸配列は、配列番号１に示すアミノ酸配列に対して、通常５７％以上、
望ましくは７０％以上、より望ましくは８０％以上の相同性を示す。
【００２９】
この発明の非還元性糖質生成酵素は、上述のように、特定の出所・由来に限定されるもの
ではないが、当該酵素の具体例として、例えば、微生物由来のものを挙げることができる
。斯かる微生物の具体例としてはアルスロバクター属に属する細菌、より具体的には、ア
ルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）及びその変異株が挙
げられる。当該変異株は、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６
４５０）を、Ｎ－メチル－Ｎ′－ニトロ－Ｎ－ニトロソグアニジン、エチルメタン・スル
フォネート、紫外線、トランスポゾンなどの慣用の変異源で常法にしたがい処理して生成
する変異株を、中温域、通常は、４０℃を越え且つ６０℃未満の範囲に至適温度を有する
非還元性糖質生成酵素の産生能を指標として検索することにより得ることができる。アル
スロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）由来の当該酵素は、通
常、配列表における配列番号１乃至６に示すアミノ酸配列を含有する。アルスロバクター
・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）の変異株を含むアルスロバクター・
スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）以外の微生物由来の当該酵素は、通常
、配列表における配列番号１乃至６のいずれかに示すアミノ酸配列の一部又は全てを含有
する。当該酵素の別の具体例としては、非還元性糖質生成酵素としての作用を有し、中温
域、通常は、４０℃を越え且つ６０℃未満の範囲に至適温度を有する組換え型蛋白質が挙
げられる。斯かる組換え型蛋白質は、後述のように、この発明の非還元性糖質生成酵素を
コードするＤＮＡに通常の遺伝子工学的手法を適用して得ることができる。組換え型蛋白
質としての当該酵素は、通常、配列表における配列番号１乃至６のいずれかに示すアミノ
酸配列の一部又は全てを含有する。
【００３０】
以上の如きこの発明の非還元性糖質生成酵素は、下記の性質を有する場合がある。
（１）作用
グルコース重合度３以上の還元性澱粉部分分解物から末端にトレハロース構造を有する非
還元性糖質を生成する。
（２）分子量
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法（以下、「ＳＤＳ－ＰＡＧ
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Ｅ」と略記する。）により、約７５，０００±１０，０００ダルトン。
（３）等電点
アンフォライン含有電気泳動法により、ｐＩ約４．５±０．５。
（４）至適温度
ｐＨ６．０、６０分間反応で、約５０℃付近。
（５）至適ｐＨ
５０℃、６０分間反応で、ｐＨ約６．０付近。
（６）温度安定性
ｐＨ７．０、６０分間保持で、約５５℃付近まで安定。
（７）ｐＨ安定性
４℃、２４時間保持で、ｐＨ約５．０乃至約１０．０の範囲で安定。
この発明の非還元性糖質生成酵素は、後記に詳述する、この発明による当該酵素の製造方
法によって所望量を得ることができる。
【００３１】
この発明は、この発明の非還元性糖質生成酵素をコードするＤＮＡを提供するものでもあ
り、斯かるＤＮＡは、組換え型蛋白質としての当該酵素の製造に極めて有用である。本発
明による当該ＤＮＡは、当該非還元性糖質生成酵素をコードするＤＮＡ全般を包含するも
のであり、その出所・由来は問わない。斯かるＤＮＡの具体例としては、例えば、配列表
における配列番号７に示す塩基配列又は斯かる塩基配列に相補的な塩基配列の一部又は全
てを含有するＤＮＡを挙げることができる。配列表における配列番号７に示す塩基配列の
全てを有するＤＮＡは、配列番号１に示すアミノ酸配列をコードする。配列表における配
列番号７に示す塩基配列の一部を含有するＤＮＡとは、それにコードされる蛋白質におけ
る、この発明の非還元性糖質生成酵素としての性質の発現に関わるアミノ酸配列ないしは
アミノ酸残基に対応する塩基を保持しつつ、それ以外の部分における１箇所又は２箇所以
上に塩基の置換、付加及び／又は欠失を導入してなる塩基配列のいずれかを含有するＤＮ
Ａを意味する。本発明による当該ＤＮＡには、それがコードするアミノ酸配列を変更する
ことなく、遺伝子の縮重に基づいて塩基の１又は複数を他の塩基で置換した塩基配列を有
するＤＮＡも当然ながら包含される。また、この発明による当該ＤＮＡには、当該非還元
性糖質生成酵素をコードする塩基配列に、それ以外の塩基配列、例えば、開始コドン、終
止コドン、シャイン・ダルガノ配列などのリボゾーム結合配列、シグナルペプチドをコー
ドする塩基配列、適宜の制限酵素による認識配列、プロモーターやエンハンサーなど遺伝
子の発現を調節する塩基配列、ターミネーター等、組換え型蛋白質の産生のために遺伝子
工学分野で慣用される諸種の塩基配列から選ばれる１又は複数を連結してなる塩基配列を
含有するＤＮＡも包含される。例えば、配列表における配列番号８に示す塩基配列の一部
又は全てはリボゾーム結合配列として機能するので、斯る塩基配列をこの発明の非還元性
糖質生成酵素をコードする塩基配列の上流に連結してなるＤＮＡは、組換え型蛋白質とし
ての当該酵素の製造に有用である。
【００３２】
本発明による、当該非還元性糖質生成酵素をコードするＤＮＡは、上述のように、特定の
出所・由来に限定されるものではない。当該ＤＮＡは、当該非還元性糖質生成酵素のアミ
ノ酸配列、例えば、配列表における配列番号１に示すアミノ酸配列の少なくとも一部をコ
ードし得る塩基配列を含有するＤＮＡとのハイブリダイゼーションに基づいて、諸種の給
源からのＤＮＡを検索して得ることができる。斯かる給源の具体例としては、例えば、ア
ルスロバクター属に属する細菌、より望ましくは、アルスロバクター・スピーシーズＳ３
４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）及びその変異株を含む当該非還元性糖質生成酵素の産生
能を有する微生物が挙げられる。斯かる検索には、例えば、遺伝子ライブラリーのスクリ
ーニング法や、ＰＣＲ法、さらにはこれらの変法など、斯界においてＤＮＡの検索ないし
はクローン化に通常用いられる方法が適宜適用される。検索の結果、所期のハイブリダイ
ゼーションが確認されたＤＮＡを常法にしたがって採取すれば、当該ＤＮＡは得ることが
できる。斯くして得られる当該ＤＮＡは、通常、配列表における配列番号７に示す塩基配
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列の一部又は全てを含有する。例えば、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲ
Ｍ　ＢＰ－６４５０）からは、通常、配列表における配列番号７に示す塩基配列の全てを
含有するＤＮＡが得られる。配列表における配列番号７に示す塩基配列の一部を含有する
ＤＮＡは、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）以外の
、本発明の非還元性糖質生成酵素の産生能を有する微生物を給源として得られるＤＮＡを
同様にして検索することにより得ることができる。また、配列表における配列番号７に示
す塩基配列の一部を含有するＤＮＡは、慣用の突然変異導入法から選ばれる１又は複数の
方法により、以上の如きＤＮＡの１箇所又は２箇所以上に塩基の置換、付加及び／又は欠
失を導入して得られるＤＮＡより、この発明の非還元性糖質生成酵素としての性質を有す
る酵素をコードするＤＮＡを選択することによっても得ることができる。また、当該ＤＮ
Ａは、当該非還元性糖質生成酵素をコードする塩基配列、例えば、配列表における配列番
号７に示す塩基配列に基づいて、通常の化学合成を適用することによっても得ることがで
きる。いずれにしても、この発明によるＤＮＡは、一旦入手されれば、ＰＣＲ法や、自律
複製可能なベクターを用いる方法などを適用することにより、所望のレベルにまで容易に
増幅することができる。
【００３３】
この発明による、当該非還元性糖質生成酵素をコードするＤＮＡは、当該ＤＮＡが自律複
製可能なベクターに挿入された、組換えＤＮＡとしての形態のものをも包含する。斯かる
組換えＤＮＡは、上述のように一旦目的とするＤＮＡが入手できれば、通常一般の遺伝子
工学的技術により比較的容易に調製することができる。この発明で用いるベクターは適宜
の宿主内で自律複製する性質を有するものであれば何を用いてもよく、斯かるベクターの
具体例としては、例えば、大腸菌を宿主として用いる、ｐＵＣ１８、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉ
ｐｔ　ＩＩ　ＳＫ（＋）、ｐＫＫ２２３－３及びλｇｔ・λＣ等、枯草菌を宿主として用
いる、ｐＵＢ１１０、ｐＴＺ４、ｐＣ１９４、ρ１１、φ１及びφ１０５等、２種類以上
の微生物を宿主として用いる、ｐＨＹ３００ＰＬＫ、ｐＨＶ１４、ＴＲｐ７、ＹＥｐ７及
びｐＢＳ７等を挙げることができる。斯かるベクターにこの発明のＤＮＡを挿入するには
、斯界において慣用の方法が用いられる。具体的には、上述のようにして得られる当該Ｄ
ＮＡと自律複製可能なベクターとを制限酵素及び／又は超音波により切断した後、当該Ｄ
ＮＡ断片とベクター断片を連結する。ＤＮＡの切断に塩基配列に特異的に作用する制限酵
素、とりわけ、ＫｐｎＩ、ＡｃｃＩ、ＢａｍＨＩ、ＢｓｔＸＩ、ＥｃｏＲＩ、ＨｉｎｄＩ
ＩＩ、ＮｏｔＩ、ＰｓｔＩ、ＳａｃＩ、ＳａｌＩ、ＳｍａＩ、ＳｐｅＩ、ＸｂａＩ、Ｘｈ
ｏＩなどを用いれば、当該ＤＮＡ断片とベクター断片を連結するのが容易となる。連結に
は、必要に応じて、両者をアニーリングした後、生体内又は生体外でＤＮＡリガーゼを作
用させればよい。斯くして得られる組換えＤＮＡは、適宜の宿主において無限に複製可能
である。
【００３４】
この発明による、当該非還元性糖質生成酵素をコードするＤＮＡは、さらに、当該ＤＮＡ
が適宜の宿主に導入された、形質転換体としての形態のものをも包含する。斯かる形質転
換体は、通常、上述のようにして得られるＤＮＡないしは組換えＤＮＡを適宜の宿主に導
入して形質転換することにより容易に得ることができる。宿主としては、当該組換えＤＮ
Ａにおけるベクターに応じて選択される、斯界において慣用される微生物や、植物、動物
由来の細胞を用いることができる。宿主微生物としては、例えば、大腸菌、枯草菌、アル
スロバクター属の微生物をはじめとする細菌の他、放線菌、酵母、真菌などはいずれも有
利に用いることができる。宿主微生物にこの発明によるＤＮＡを導入するには、例えば、
公知のコンピテントセル法やプロトプラスト法を適用すればよい。なお、この発明による
形質転換体において、当該非還元性糖質生成酵素をコードするＤＮＡは、宿主の染色体か
ら独立した状態にあっても、斯かる染色体に組み込まれた状態にあってもよい。宿主の染
色体に組み込まれた当該ＤＮＡは、宿主内で安定して保持されるという特徴があり、組換
え型蛋白質の製造に有利な場合がある。
【００３５】
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この発明の非還元性糖質生成酵素は、当該非還元性糖質生成酵素の産生能を有する微生物
を培養し、産生された非還元性糖質生成酵素を培養物から採取することを特徴とする、こ
の発明による非還元性糖質生成酵素の製造方法によって所望量を得ることができる。斯か
る製造方法で用いる微生物は、当該非還元性糖質生成酵素の産生能を有するものであれば
何を用いてもよく、その種類は問わない。斯かる微生物の具体例としては、例えば、アル
スロバクター属に属する細菌、より望ましくは、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４
（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）及びその変異株をはじめとする微生物や、当該非還元性糖
質生成酵素をコードするこの発明によるＤＮＡを適宜の宿主微生物に導入して得られる形
質転換体を挙げることができる。
【００３６】
この発明による非還元性糖質生成酵素の製造方法における培養で用いる栄養培地は、当該
微生物が生育でき、当該非還元性糖質生成酵素を産生し得るものであればよく、特定の組
成の培地に限定されるものではない。当該培地は、通常、炭素源及び窒素源を含有し、必
要に応じて無機成分が添加される。炭素源としては、当該微生物が資化し得るものであれ
ばよく、例えば、デキストリン、澱粉、澱粉部分分解物、グルコースなどの糖質、糖蜜及
び酵母エキス等の糖含有物のほか、グルコン酸やコハク酸などの有機酸はいずれも有用で
ある。炭素源の濃度は、その種類に応じて適宜選択されるが、通常、３０％（ｗ／ｖ）以
下、より望ましくは、１５％（ｗ／ｖ）以下の条件が適用される。窒素源は、通常、アン
モニウム塩や硝酸塩などの無機窒素化合物の他、尿素や、コーン・スティープ・リカー、
カゼイン、ペプトン、酵母エキス、肉エキスなどの有機窒素含有物から適宜選択される。
無機成分としては、例えば、例えば、カルシウム塩、マグネシウム塩、カリウム塩、ナト
リウム塩、燐酸塩、マンガン塩、亜鉛塩、鉄塩、銅塩、モリブデン塩、コバルト塩などか
ら適宜選ばれる塩類が必要に応じて用いられる。
【００３７】
　この発明による当該非還元性糖質生成酵素の製造方法における培養条件は、使用する微
生物に応じて、それぞれの微生物の生育に適した条件が適宜に選択される。例えば、アル
スロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）などのアルスロバクタ
ー属に属する微生物を使用 る場合、培養温度は通常、２０乃至５０℃、望ましくは、２
５乃至３７℃、培養ｐＨは通常ｐＨ４乃至１０、望ましくは、ｐＨ５乃至９、培養時間は
１０乃至１５０時間から選ばれ、好気条件下で培養される。一方、当該非還元性糖質生成
酵素をコードするＤＮＡを宿主微生物に導入してなる形質転換体を使用する場合、宿主の
微生物種やベクターの種類にもよるが、培養温度は通常、２０乃至６５℃、培養ｐＨは通
常、ｐＨ２乃至９、培養時間は通常、１乃至６日間から選ばれ、好気条件下で培養される
。斯くして得られる培養物は、通常、主としてその菌体画分に当該酵素を含有する。一方
、枯草菌などを宿主として得た形質転換体を培養する場合には、形質転換に用いるベクタ
ーの種類によっては、斯かる培養物は、主としてその上清画分に当該酵素を含有する場合
もある。以上のようにして得られる培養物における当該酵素の含量は、用いる微生物の種
類や培養条件などにもよるが、通常、培養物１ｍｌ当たりに換算すると０．０１乃至１，
０００単位である。
【００３８】
以上のようにして得られる培養物から、この発明の非還元性糖質生成酵素を採取する。培
養物からの当該酵素の採取の方法は問わないが、例えば、当該酵素活性が主として認めら
れる菌体又は培養上清のいずれかの画分を分離して採取し、さらに必要に応じて、採取し
た画分を適宜の精製手段に供して、当該非還元性糖質生成酵素を含有する精製された画分
を採取する。培養物における菌体と培養上清との分離には、通常の固液分離手段、例えば
、遠心分離のほか、プレコートフィルターや平膜、中空糸膜などを用いる濾過などはいず
れも有利に適用できる。斯くして分離される菌体含有画分及び培養上清から所望の画分を
採取する。採取する画分が菌体含有画分である場合、斯かる菌体を破砕して菌体破砕物と
したり、さらには、菌体破砕物からその可溶性画分を上記の固液分離手段によって、その
可溶性画分としての菌体抽出液及び菌体不溶性画分に分離し、所望のいずれかの画分を採
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取することも随意である。菌体不溶性画分は、更に必要に応じて、常法により可溶化して
用いることもできる。菌体の破砕には、通常の、超音波処理、界面活性剤処理、リゾチー
ムやグルカナーゼなどの細胞壁破壊酵素による処理、機械的磨砕、機械的圧力の負荷など
は、いずれも有利に適用できる。また、菌体の破砕には、培養物そのものを直接これらの
菌体の破砕方法のいずれかで処理し、上述の固液分離手段のいずれかを適用して液体画分
を採取して菌体抽出液を得ることも有利に実施できる。
【００３９】
以上のようにして得られる画分から当該非還元性糖質生成酵素をさらに精製するには、例
えば、塩析、透析、濾過、濃縮、分別沈澱、ゲル濾過クロマトグラフィー、イオン交換ク
ロマトグラフィー、疎水性クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー、アフィニティ
ークロマトグラフィー、ゲル電気泳動及び等電点電気泳動などの糖質関連酵素を精製する
ための斯界における慣用の方法が適用され、必要に応じてこれらは適宜組合せて適用され
る。斯様な方法によって分離される画分の中から、非還元性糖質生成酵素の活性測定に基
づき、所期の活性を示した画分を回収すれば、所望のレベルにまで精製された当該酵素を
採取することができる。例えば、下記に詳述する実施例に記載の方法によれば、当該酵素
は電気泳動的に均質な状態にまで精製することができる。以上のようにして、この発明の
製造方法によってこの発明の非還元性糖質生成酵素は、培養物、培養上清画分、菌体含有
画分、菌体破砕物、菌体抽出液、菌体不溶性画分とその可溶化物、部分精製酵素含有画分
、精製酵素含有画分などとして得られる。当該画分は、さらにトレハロース遊離酵素を含
有する場合がある。なお、以上のようにして得られるこの発明の非還元性糖質生成酵素は
、常法にしたがい固定化して用いることも随意である。斯かる固定化の方法としては、例
えば、イオン交換体への結合法、樹脂及び膜などとの共有結合・吸着法、高分子物質を用
いた包括法などが挙げられる。以上のようにして得られる当該非還元性糖質生成酵素は、
いずれも、後述するこの発明の糖質の製造方法を含む各種糖質の製造において有利に用い
ることができる。とりわけ、当該非還元性糖質生成酵素は、中温域に至適温度を有す上、
望ましくは、酸性域に至適ｐＨを有しているので、後述するこの発明のトレハロース遊離
酵素の他、酸性域に至適ｐＨを有する澱粉枝切り酵素、中温域で良好な活性を示すシクロ
マルトデキストリン・グルカノトランスフェラーゼなどとの併用による糖質の製造に極め
て有用である。
【００４０】
次に、この発明のトレハロース遊離酵素を、そのアミノ酸配列に基づいて説明すると、当
該酵素は、全体としては配列表における配列番号９に示すアミノ酸配列を、部分アミノ酸
配列としては、配列表における配列番号１０乃至１６に示すアミノ酸配列を含有する場合
がある。この発明のトレハロース遊離酵素には、以上のアミノ酸配列をそっくりそのまま
含有する酵素に加えて、斯かるアミノ酸配列から選ばれるいずれかの配列の一部を含有す
るものであっても、それがトレハロース遊離酵素としての作用を有し、且つ、上述の如き
至適温度を有している限り包含される。斯かるアミノ酸配列の一部を含有する当該酵素の
具体例としては、斯かるアミノ酸配列において、この発明のトレハロース遊離酵素として
の性質の発現に関わるアミノ酸配列ないしはアミノ酸残基を保持しつつ、それ以外の部分
の１箇所又は２箇所以上にアミノ酸の置換、付加及び／又は欠失を導入してなるアミノ酸
配列のいずれかを含有する酵素を挙げることができる。ここでいうアミノ酸の置換を導入
してなるアミノ酸配列としては、例えば、配列番号９に示すアミノ酸配列を構成する全ア
ミノ酸の、望ましくは３０％未満、より望ましくは２０％未満のアミノ酸を、それぞれ性
質や構造の類似する他のアミノ酸で置換してなるものが挙げられる。互いに性質や構造の
類似するアミノ酸のグループとしては、例えば、酸性アミノ酸であるアスパラギン酸とグ
ルタミン酸、塩基性アミノ酸であるリジンとアルギニンとヒスチジン、アミド型アミノ酸
であるアスパラギンとグルタミン、ヒドロキシアミノ酸であるセリンとトレオニン、分岐
アミノ酸であるバリンとロイシンとイソロイシン、などが挙げられる。また、配列番号９
乃至１６に示すアミノ酸配列から選ばれるいずれかの配列の一部を含有する当該酵素のア
ミノ酸配列の別の例としては、配列番号９のアミノ酸配列の蛋白質がとる立体構造と実質
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的に同等の立体構造をとり得る、配列番号９のアミノ酸配列にアミノ酸の置換、欠失及び
／又は付加を導入してなるアミノ酸配列を挙げることができる。蛋白質の立体構造は、例
えば、目的とするアミノ酸配列と関連するアミノ酸配列を有し立体構造が判明している蛋
白質を慣用の蛋白質立体構造データベースから検索し、検索された立体構造を参照して、
立体構造の視覚化のための慣用のソフトウエアを用いて予測することができる。以上のよ
うなこの発明のトレハロース遊離酵素のアミノ酸配列は、配列番号９に示すアミノ酸配列
に対して、通常６０％以上、望ましくは７０％以上、より望ましくは８０％以上の相同性
を示す。
【００４１】
この発明のトレハロース遊離酵素は、上述のように、特定の出所・由来に限定されるもの
ではないが、当該酵素の具体例として、例えば、微生物由来のものを挙げることができる
。斯かる微生物の具体例としてはアルスロバクター属に属する細菌、より具体的には、ア
ルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）及びその変異株が挙
げられる。当該変異株は、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６
４５０）を、Ｎ－メチル－Ｎ′－ニトロ－Ｎ－ニトロソグアニジン、エチルメタン・スル
フォネート、紫外線、トランスポゾンなどの慣用の変異源で常法にしたがい処理して生成
する変異株を、中温域、通常は、４５℃を越え且つ６０℃未満の範囲に至適温度を有する
トレハロース遊離酵素の産生能を指標として検索することにより得ることができる。アル
スロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）由来の当該酵素は、通
常、配列表における配列番号９乃至１６に示すアミノ酸配列を含有する。アルスロバクタ
ー・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）の変異株を含む、アルスロバクタ
ー・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）以外の微生物由来の当該酵素は、
通常、配列表における配列番号９乃至１６のいずれかに示すアミノ酸配列の一部又は全て
を含有する。当該酵素の別の具体例としては、トレハロース遊離酵素としての作用を有し
、中温域、通常は４５℃を越え且つ６０℃未満の範囲に至適温度を有する組換え型蛋白質
が挙げられる。斯かる組換え型蛋白質は、後述のように、この発明のトレハロース遊離酵
素をコードするＤＮＡに慣用の遺伝子工学的手法を適用して得ることができる。組換え型
蛋白質としての当該酵素は、通常、配列表における配列番号９乃至１６のいずれかに示す
アミノ酸配列の一部又は全てを含有する。
【００４２】
以上の如きこの発明のトレハロース遊離酵素は、下記の理化学的性質を有する場合がある
。
（１）作用
末端にトレハロース構造を有するグルコース重合度３以上の非還元性糖質におけるトレハ
ロース部分とそれ以外の部分との間の結合を特異的に加水分解する。
（２）分子量
ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより、約６２，０００±５，０００ダルトン。
（３）等電点
アンフォライン含有電気泳動法により、ｐＩ約４．７±０．５。
（４）至適温度
ｐＨ６．０、３０分間反応で、約５０℃乃至約５５℃付近。
（５）至適ｐＨ
５０℃、３０分間反応で、ｐＨ約６．０付近。
（６）温度安定性
ｐＨ７．０、６０分間保持で、約５０℃付近まで安定。
（７）ｐＨ安定性
４℃、２４時間保持で、ｐＨ約４．５乃至約１０．０の範囲で安定。
この発明のトレハロース遊離酵素は、後記に詳述する、この発明による当該酵素の製造方
法によって所望量を得ることができる。
【００４３】
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この発明は、この発明のトレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡを提供するものでもあ
り、斯かるＤＮＡは、組換え型蛋白質としての当該酵素の製造に極めて有用である。本発
明による当該ＤＮＡは、当該トレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡ全般を包含するも
のであり、その出所・由来は問わない。斯かるＤＮＡの具体例としては、例えば、配列表
における配列番号１７に示す塩基配列又は斯かる塩基配列に相補的な塩基配列の一部又は
全てを含有するＤＮＡを挙げることができる。配列表における配列番号１７に示す塩基配
列の全てを有するＤＮＡは、配列番号９に示すアミノ酸配列をコードする。配列表におけ
る配列番号１７に示す塩基配列の一部を含有するＤＮＡとは、それにコードされる蛋白質
における、この発明のトレハロース遊離酵素としての性質の発現に関わるアミノ酸配列な
いしはアミノ酸残基に対応する塩基を保持しつつ、それ以外の部分における１箇所又は２
箇所以上に塩基の置換、付加及び／又は欠失を導入してなる塩基配列のいずれかを含有す
るＤＮＡを意味する。本発明による当該ＤＮＡには、それがコードするアミノ酸配列を変
更することなく、遺伝子の縮重に基づいて塩基の１又は複数を他の塩基で置換した塩基配
列を有するＤＮＡも当然ながら包含される。また、この発明による当該ＤＮＡには、当該
トレハロース遊離酵素をコードする塩基配列に、それ以外の塩基配列、例えば、開始コド
ン、終止コドン、シャイン・ダルガノ配列などのリボゾーム結合配列、シグナルペプチド
をコードする塩基配列、適宜の制限酵素による認識配列、プロモーターやエンハンサーな
ど遺伝子の発現を調節する塩基配列、ターミネーター等、組換え型蛋白質の産生のために
遺伝子工学分野で慣用される諸種の塩基配列から選ばれる１又は複数を連結してなる塩基
配列を含有するＤＮＡも包含される。例えば、配列表における配列番号８に示す塩基配列
の一部又は全てはリボゾーム結合配列として機能するので、斯る塩基配列をこの発明のト
レハロース遊離酵素をコードする塩基配列の上流に連結してなるＤＮＡは、組換え型蛋白
質としての当該酵素の製造に有用である。
【００４４】
本発明による、当該トレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡは、上述のように、特定の
出所・由来に限定されるものではない。当該ＤＮＡは、当該トレハロース遊離酵素のアミ
ノ酸配列、例えば、配列表における配列番号９に示すアミノ酸配列の少なくとも一部をコ
ードし得る塩基配列を含有するＤＮＡとのハイブリダイゼーションに基づいて、諸種の給
源からのＤＮＡを検索して得ることができる。斯かる給源の具体例としては、例えば、ア
ルスロバクター属に属する細菌、より望ましくは、アルスロバクター・スピーシーズＳ３
４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）及びその変異株を含む当該トレハロース遊離酵素の産生
能を有する微生物が挙げられる。斯かる検索には、例えば、遺伝子ライブラリーのスクリ
ーニング法や、ＰＣＲ法、さらにはこれらの変法など、斯界においてＤＮＡの検索ないし
はクローン化に通常用いられる方法が適宜適用される。検索の結果、所期のハイブリダイ
ゼーションが確認されたＤＮＡを常法にしたがって採取すれば、当該ＤＮＡは得ることが
できる。斯くして得られる当該ＤＮＡは、通常、配列表における配列番号１７に示す塩基
配列の一部又は全てを含有する。例えば、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥ
ＲＭ　ＢＰ－６４５０）からは、通常、配列表における配列番号１７に示す塩基配列の全
てを含有するＤＮＡが得られる。配列表における配列番号１７に示す塩基配列の一部を含
有するＤＮＡは、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）
以外の、本発明のトレハロース遊離酵素の産生能を有する微生物を給源として得られるＤ
ＮＡを同様にして検索することにより得ることができる。また、配列表における配列番号
１７に示す塩基配列の一部を含有するＤＮＡは、慣用の突然変異導入法から選ばれる１又
は複数の方法により、以上の如きＤＮＡの１箇所又は２箇所以上に塩基の置換、付加及び
／又は欠失を導入して生成されるＤＮＡより、この発明のトレハロース遊離酵素としての
性質を有する酵素をコードするＤＮＡを選択することによっても得ることができる。また
、当該ＤＮＡは、当該トレハロース遊離酵素をコードする塩基配列、例えば、配列表にお
ける配列番号１７に示す塩基配列に基づいて、通常の化学合成を適用することによっても
得ることができる。いずれにしても、この発明によるＤＮＡは、一旦入手されれば、ＰＣ
Ｒ法や、自律複製可能なベクターを用いる方法などを適用することにより、所望のレベル
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にまで容易に増幅することができる。
【００４５】
この発明による、当該トレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡは、当該ＤＮＡが自律複
製可能なベクターに挿入された、組換えＤＮＡとしての形態のものをも包含する。斯かる
組換えＤＮＡは、上述のように一旦目的とするＤＮＡが入手できれば、通常一般の遺伝子
工学的技術により比較的容易に調製することができる。この発明で用いるベクターは適宜
の宿主内で自律複製する性質を有するものであれば何を用いてもよく、斯かるベクターの
具体例としては、例えば、大腸菌を宿主として用いる、ｐＵＣ１８、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉ
ｐｔ　ＩＩ　ＳＫ（＋）、ｐＫＫ２２３－３及びλｇｔ・λＣ等、枯草菌を宿主として用
いる、ｐＵＢ１１０、ｐＴＺ４、ｐＣ１９４、ρ１１、φ１及びφ１０５等、２種類以上
の微生物を宿主として用いる、ｐＨＹ３００ＰＬＫ、ｐＨＶ１４、ＴＲｐ７、ＹＥｐ７及
びｐＢＳ７等を挙げることができる。斯かるベクターにこの発明のＤＮＡを挿入するには
、斯界において慣用の方法が用いられる。具体的には、上述のようにして得られる当該Ｄ
ＮＡと自律複製可能なベクターとを制限酵素及び／又は超音波により切断した後、当該Ｄ
ＮＡ断片とベクター断片を連結する。ＤＮＡの切断に塩基配列に特異的に作用する制限酵
素、とりわけ、ＫｐｎＩ、ＡｃｃＩ、ＢａｍＨＩ、ＢｓｔＸＩ、ＥｃｏＲＩ、ＨｉｎｄＩ
ＩＩ、ＮｏｔＩ、ＰｓｔＩ、ＳａｃＩ、ＳａｌＩ、ＳｍａＩ、ＳｐｅＩ、ＸｂａＩ、Ｘｈ
ｏＩなどを用いれば、当該ＤＮＡ断片とベクター断片を連結するのが容易となる。連結に
は、必要に応じて、両者をアニーリングした後、生体内又は生体外でＤＮＡリガーゼを作
用させればよい。斯くして得られる組換えＤＮＡは、適宜の宿主において無限に複製可能
である。
【００４６】
この発明による、当該トレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡは、さらに、当該ＤＮＡ
が適宜の宿主に導入された、形質転換体としての形態のものをも包含する。斯かる形質転
換体は、通常、上述のようにして得られるＤＮＡないしは組換えＤＮＡを適宜の宿主に導
入して形質転換することにより容易に得ることができる。宿主としては、当該組換えＤＮ
Ａにおけるベクターに応じて選択される、斯界において慣用される微生物を用いることが
できる。斯かる宿主微生物としては、例えば、大腸菌、枯草菌、アルスロバクター属の微
生物をはじめとする細菌の他、放線菌、酵母、真菌などはいずれも有利に用いることがで
きる。斯かる宿主にこの発明によるＤＮＡを導入するには、例えば、公知のコンピテント
セル法やプロトプラスト法を適用すればよい。この発明による形質転換体において、当該
トレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡは、宿主微生物の染色体と独立した状態にあっ
ても、斯かる染色体に組み込まれた状態にあってもよい。宿主微生物の染色体に組み込ま
れた当該ＤＮＡは、宿主内で安定して保持されるという特徴があり、組換え型蛋白質の製
造に有利な場合がある。
【００４７】
なお、以上ならびに先述の、組換えＤＮＡ及び形質転換体を含むこの発明によるＤＮＡを
得るための個々の方法や、斯かるＤＮＡを用いる組換え型蛋白質の産生の方法はいずれも
斯界において慣用となっている。例えば、ジェイ・サムブルックら、『モレキュラー・ク
ローニング・ア・ラボラトリー・マニュアル』、第２版（１９８９年）、コールド・スプ
リング・ハーバー・ラボラトリー発行には、所期のＤＮＡの取得や、取得したＤＮＡの物
質生産への利用のための方法が種々詳述されている。また、例えば、特許第２５７６９７
０号明細書には、目的とする遺伝子を欠損させた細菌を宿主として用いる形質転換ＤＮＡ
の安定化方法が、特開昭６３－１５７９８７号公報には、枯草菌で効率的に所期のＤＮＡ
を発現させるベクターが、特表平５－５０２１６２号公報には、細菌染色体への所期のＤ
ＮＡへの安定な組み込みの方法が、特表平８－５０６７３１号公報には澱粉分解酵素の遺
伝子工学的手法を用いる効率的な産生方法が、特表平９－５００５４３号公報や特表平１
０－５０００２４号公報には組換え型蛋白質の効率的な産生のための真菌を用いる宿主－
ベクター系がそれぞれ開示されている。この発明においては、以上の如き斯界における慣
用の方法はいずれも有利に適用できる。
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【００４８】
ところで、斯界においては、所望のＤＮＡが上述のようにして得られている場合、斯かる
ＤＮＡを適宜の動植物体に導入してなる、いわゆる、トランスジェニック動物やトランス
ジェニック植物を得ることは慣用となっている。この発明の非還元性糖質生成酵素ないし
はトレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡにおける、適宜の宿主に導入された形態のＤ
ＮＡには、斯かるトランスジェニック動物ないしトランスジェニック植物も包含される。
トランスジェニック動物を得るには、概略としては、先ず、当該酵素をコードするＤＮＡ
を、必要に応じてプロモーターやエンハンサーなど所望の他のＤＮＡとともに、宿主動物
の種に応じて選択される適宜のベクターに組み込み、斯かる組換えＤＮＡをマイクロイン
ジェクション法、エレクトロポレーション法や当該ＤＮＡを含有する組換えウイルスの感
染などの方法により、宿主として用いる動物の受精卵や胚性幹細胞に導入する。宿主動物
としては、マウス、ラット、ハムスターなど実験動物として汎用される齧歯類のほか、山
羊、羊、ブタ、牛などの家畜として常用される哺乳動物も飼育の容易さの点で有用である
。次に、このようにして得られる、当該ＤＮＡの導入された細胞を、斯かる細胞と同種の
偽妊娠雌動物の卵管内又は子宮内に移植する。その後、自然分娩や帝王切開などにより生
まれる新生児の中から、ハイブリダイゼーション法やＰＣＲ法などを適用して当該酵素を
コードするＤＮＡが導入されたトランスジェニック動物を選択すればよい。斯くしてトラ
ンスジェニック動物としての形態のこの発明のＤＮＡは得ることができる。なお、トラン
スジェニック動物に関しては、例えば、村松正實、岡山博人、山本雅編集、『実験医学別
冊　新　遺伝子工学ハンドブック』、１９９６年、羊土社発行、２６９乃至２８３頁に、
その手法が詳述されている。一方、トランスジェニック植物を得るには、例えば、先ず、
植物への感染性を有するアグロバクテリウム属微生物のプラスミドをベクターとして用い
て、斯かるベクターに、当該酵素をコードするＤＮＡを組込み、得られる組換えＤＮＡを
植物体や植物のプロトプラストに導入したり、重金属の微粒子を当該酵素をコードする塩
基配列を含むＤＮＡでコートし、斯かる微粒子をパーティクルガンを用いて植物体や植物
のプロトプラストに直接注入する。宿主植物としては種々のものを用いることができるが
、通常、ジャガイモ、大豆、小麦、大麦、米、トウモロコシ、トマト、レタス、アルファ
ルファ、リンゴ、桃、メロンなどの食用の植物が用いられる。斯くして得られる植物体な
いしは植物のプロトプラストに、ハイブリダイゼーション法やＰＣＲ法を適用して所期の
ＤＮＡを含むものを選択し、プロトプラストの場合にはそれを植物体として再生させれば
、トランスジェニック植物としての形態のこの発明のＤＮＡは得ることができる。なお、
トランスジェニック植物に関しては、ジェーン・ケイ・セトロウ編集、『ジェネティック
・エンジニアリング』、第１６巻、１９９４年、プレナム・プレス発行、９３乃至１１３
頁に、その手法が種々概説されている。以上の如きトランスジェニック動物ないしはトラ
ンスジェニック植物の形態のこの発明のＤＮＡは、この発明の非還元性糖質生成酵素及び
／又はトレハロース遊離酵素の給源として、また、トレハロース又はトレハロース構造有
する非還元性糖質を含有する食用の動植物として利用することができる。
【００４９】
この発明のトレハロース遊離酵素は、当該トレハロース遊離酵素の産生能を有する微生物
を栄養培地に培養し、産生されたトレハロース遊離酵素を培養物から採取することを特徴
とする、この発明によるトレハロース遊離酵素の製造方法によって所望量を得ることがで
きる。斯かる製造方法で用いる微生物は、当該トレハロース遊離酵素の産生能を有するも
のであればいずれでもよく、その種類は問わない。斯かる微生物の具体例としては、例え
ば、アルスロバクター属に属する細菌、より望ましくは、アルスロバクター・スピーシー
ズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）及びその変異株等の微生物や、当該トレハロース
遊離酵素をコードするこの発明によるＤＮＡを適宜の宿主微生物に導入して得られる形質
転換体を挙げることができる。
【００５０】
この発明によるトレハロース遊離酵素の製造方法で用いる栄養培地は、当該微生物が生育
でき、当該トレハロース遊離酵素を産生し得るものであればいずれでもよく、特定の組成
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の培地に限定されるものではない。当該培地は、通常、炭素源及び窒素源を含有し、必要
に応じて無機成分が添加される。炭素源としては、当該微生物が資化できるものであれば
よく、例えば、デキストリン、澱粉、澱粉部分分解物、グルコースなどの糖質、糖蜜及び
酵母エキス等の糖含有物のほか、グルコン酸やコハク酸などの有機酸はいずれも有用であ
る。炭素源の濃度は、その種類に応じて適宜選択されるが、通常、３０％（ｗ／ｖ）以下
、より望ましくは、１５％（ｗ／ｖ）以下の条件が適用される。窒素源は、通常、アンモ
ニウム塩や硝酸塩などの無機窒素化合物の他、尿素や、コーン・スティープ・リカー、カ
ゼイン、ペプトン、酵母エキス、肉エキスなどの有機窒素含有物から適宜選択される。無
機成分としては、例えば、例えば、カルシウム塩、マグネシウム塩、カリウム塩、ナトリ
ウム塩、燐酸塩、マンガン塩、亜鉛塩、鉄塩、銅塩、モリブデン塩、コバルト塩などから
適宜選ばれる塩類が必要に応じて用いられる。
【００５１】
　　この発明による当該トレハロース遊離酵素の製造方法における培養条件は、使用する
微生物に応じて、それぞれの微生物の生育に適した条件が適宜に選択される。例えば、ア
ルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）などのアルスロバク
ター属に属する微生物を使用 る場合、培養温度は通常、２０乃至５０℃、望ましくは、
２５乃至３７℃、培養ｐＨは通常ｐＨ４乃至１０、望ましくは、ｐＨ５乃至９、培養時間
は１０乃至１５０時間から選ばれ、好気条件下で培養される。一方、当該トレハロース遊
離酵素をコードするＤＮＡを宿主微生物に導入してなる形質転換体を使用する場合、宿主
の微生物種やベクターの種類にもよるが、培養温度は通常、２０乃至６５℃、培養ｐＨは
通常、ｐＨ２乃至９、培養時間は通常、１乃至６日間から選ばれ、好気条件下で培養され
る。斯くして得られる培養物は、通常、主としてその菌体画分に当該酵素を含有する。一
方、枯草菌などを宿主として得た形質転換体を培養する場合には、形質転換に用いるベク
ターの種類によっては、斯かる培養物は、主としてその上清画分に当該酵素を含有する場
合もある。以上のようにして得られる培養物における当該酵素の含量は、用いる微生物の
種類や培養条件などにもよるが、通常、培養物１ｍｌ当たりに換算すると０．０１乃至３
，０００単位である。
【００５２】
以上のようにして得られる培養物から、この発明のトレハロース遊離酵素を採取する。培
養物からの当該酵素の採取の方法は問わないが、例えば、当該酵素活性が主として認めら
れる菌体又は培養上清のいずれかの画分を分離して採取し、さらに必要に応じて、採取し
た画分を適宜の精製手段に供して、当該トレハロース遊離酵素を含有する精製された画分
を採取する。培養物における菌体と培養上清との分離には、通常の固液分離手段、例えば
、遠心分離のほか、プレコートフィルターや平膜、中空糸膜などを用いる濾過などはいず
れも有利に適用できる。斯くして分離される菌体含有画分及び培養上清から所望の画分を
採取する。採取する画分が菌体含有画分である場合、斯かる菌体を破砕して菌体破砕物と
したり、さらには、菌体破砕物からその可溶性画分を上記の固液分離手段によって、その
可溶性画分としての菌体抽出液及び菌体不溶性画分に分離し、所望のいずれかの画分を採
取することも随意である。菌体不溶性画分は、更に必要に応じて、常法により可溶化して
用いることもできる。菌体の破砕には、通常の、超音波処理、界面活性剤処理、リゾチー
ムやグルカナーゼなどの細胞壁破壊酵素による処理、機械的磨砕、機械的圧力の負荷など
は、いずれも有利に適用できる。また、菌体の破砕には、培養物そのものを直接これらの
菌体の破砕方法のいずれかで処理し、上述の固液分離手段のいずれかを適用して液体画分
を採取して菌体抽出液を得ることも有利に実施できる。
【００５３】
以上のようにして得られる画分から当該トレハロース遊離酵素をさらに精製するには、例
えば、塩析、透析、濾過、濃縮、分別沈澱、ゲル濾過クロマトグラフィー、イオン交換ク
ロマトグラフィー、疎水性クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー、アフィニティ
ークロマトグラフィー、ゲル電気泳動及び等電点電気泳動などの糖質関連酵素を精製する
ための斯界における慣用の方法が適用され、必要に応じてこれらは適宜組合せて適用され
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る。斯様な方法によって分離される画分の中から、トレハロース遊離酵素の活性測定に基
づき、所期の活性を示した画分を回収すれば、所望のレベルにまで精製された当該酵素を
採取することができる。例えば、下記に詳述する実施例に記載の方法によれば、当該酵素
は電気泳動的に均質な状態にまで精製することができる。以上のようにして、この発明の
製造方法によってこの発明のトレハロース遊離酵素は、培養物、培養上清画分、菌体含有
画分、菌体破砕物、菌体抽出液、菌体不溶性画分とその可溶化物、部分精製酵素含有画分
、精製酵素含有画分などとして得られる。当該画分は、さらに非還元性糖質生成酵素を含
有する場合がある。なお、以上のようにして得られるこの発明のトレハロース遊離酵素は
、常法にしたがい固定化して用いることも随意である。斯かる固定化の方法としては、例
えば、イオン交換体への結合法、樹脂及び膜などとの共有結合・吸着法、高分子物質を用
いた包括法などが挙げられる。以上のようにして得られる当該トレハロース遊離酵素は、
いずれも、後述するこの発明の糖質の製造方法を含む各種糖質の製造において有利に用い
ることができる。とりわけ、当該トレハロース遊離酵素は、中温域に至適温度を有す上、
望ましくは、酸性域に至適ｐＨを有しているので、後述するこの発明のトレハロース遊離
酵素の他、酸性域に至適ｐＨを有する澱粉枝切り酵素、中温域で良好な活性を示すシクロ
マルトデキストリン・グルカノトランスフェラーゼなどとの併用による糖質の製造に極め
て有用である。
【００５４】
この発明は、以上に説明したこの発明の酵素を用いる、非還元性糖質を含む糖質の製造方
法を提供するものでもある。この発明の糖質の製造方法は、当該非還元性糖質生成酵素及
び／又は当該トレハロース遊離酵素を還元性澱粉部分分解物に作用させて非還元性糖質を
生成させる工程と、該工程で生成した非還元性糖質又はこれを含む低還元性糖質を採取す
る工程を含んでなる。斯かる糖質の製造方法においては、この発明以外の非還元性糖質生
成酵素ならびにトレハロース遊離酵素、さらには他の糖質関連酵素から選ばれる１又は複
数を併用することを妨げない。斯かる糖質の製造方法で用いる還元性澱粉部分分解物は、
その給源や調製方法によって限定されるものではない。この発明でいう非還元性糖質とは
、トレハロースをはじめとするトレハロース構造有する非還元性糖質全般を意味する。
【００５５】
この発明の糖質の製造方法で使用する還元性澱粉部分分解物は、例えば、澱粉又は澱粉質
を公知の方法で液化して得ることができる。斯かる澱粉は、とうもろこし澱粉、米澱粉、
小麦澱粉などの地上澱粉であっても、馬鈴薯澱粉、甘藷澱粉、タピオカ澱粉などの地下澱
粉であってもよい。斯かる澱粉の液化は、通常、澱粉を水に懸濁した澱粉乳、望ましくは
、濃度１０％（ｗ／ｗ）以上、より望ましくは、約２０乃至５０％（ｗ／ｗ）の澱粉乳と
し、これを機械的処理、酸処理又は酵素処理することにより行われる。液化の程度は比較
的低いものが適しており、望ましくは、デキストロース・エクイバレント（以下、「ＤＥ
」という。）１５未満、より望ましくは、ＤＥ１０未満のものが好適である。酸で液化す
る場合には、塩酸、燐酸、蓚酸などを用い、その後、炭酸カルシウム、酸化カルシウム、
炭酸ナトリウムなどで所望のｐＨに中和して利用すればよい。酵素で液化する場合には、
α－アミラーゼ、とりわけ、耐熱性の液化型α－アミラーゼの使用が適している。また、
斯かる澱粉の液化物に、さらに、α－アミラーゼ、マルトトリオース生成アミラーゼ、マ
ルトテトラオース生成アミラーゼ、マルトペンタオース生成アミラーゼ、マルトヘキサオ
ース生成アミラーゼ、澱粉枝切り酵素などの糖質関連酵素などをさらに作用させて得られ
る反応産物を還元性澱粉部分分解物として用いることも随意である。なお、これら澱粉関
連酵素の酵素学的性質は、『ハンドブック・オブ・アミレーシズ・アンド・リレイテッド
・エンザイムズ』、アミラーゼ研究会編、パーガモン・プレス発行（１９８８年）、１８
乃至８１頁、１２５乃至１４２頁に詳述されている。
【００５６】
このようにして得られる還元性澱粉部分分解物に、当該非還元性糖質生成酵素及び／又は
当該トレハロース遊離酵素と、必要に応じて、α－アミラーゼ、β－アミラーゼ、グルコ
アミラーゼ、イソアミラーゼやプルラナーゼなどの澱粉枝切り酵素、シクロマルトデキス
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トリン・グルカノトランスフェラーゼ、α－グルコシダーゼ、β－フラクトフラノシダー
ゼをはじめとする糖質関連酵素から選ばれる１又は複数の酵素とを作用させる。酵素を作
用させるにあたっては、用いる酵素が作用し得る条件、通常、ｐＨ４乃至１０、温度２０
乃至７０℃、望ましくは、ｐＨ５乃至７、温度３０乃至６０℃から適宜選ばれる条件が採
用される。とりわけ、４０℃を越え且つ６０℃未満若しくは４５℃を越え６０℃未満の中
温域で、弱酸性乃至酸性の条件下で反応を行うと、より効率的に非還元製糖質を生成せし
めることができる。還元性澱粉部分分解物にこれらの酵素を作用させる順序は問わず、い
ずれかの酵素を先に作用させ、他の酵素を後に作用させることも、用いる複数の酵素を同
時に作用させることも随意である。
【００５７】
酵素の使用量は、酵素の作用条件・作用時間や、非還元性糖質又はこれを含む低還元性糖
質の最終用途などに応じて適宜選ばれる。通常、還元性澱粉部分分解物の固形分１ｇ当た
り、非還元性糖質生成酵素及びトレハロース遊離酵素の場合、いずれも、約０．０１乃至
約１００単位、澱粉枝切り酵素の場合、約１乃至約１０，０００単位、シクロマルトデキ
ストリン・グルカノトランスフェラーゼの場合、約０．０５乃至約５００単位から選ばれ
る。斯かる酵素作用により得られる反応液は、通常、非還元性糖質としてトレハロース、
α－グルコシルトレハロース、α－マルトシルトレハロース、α－マルトトリオシルトレ
ハロース、α－マルトテトラオシルトレハロース又はα－マルトペンタオシルトレハロー
スを含有する。当該製造方法において、非還元性糖質生成酵素及びトレハロース遊離酵素
とともに澱粉枝切り酵素及びシクロマルトデキストリン・グルカノトランフェラーゼを併
用する場合、トレハロース及びトレハロース構造有する非還元性糖質のうちの比較的低分
子のものが多量に生成されるという特徴がある。
【００５８】
斯くして得られる反応液から非還元性糖質又はこれを含む低還元性糖質を採取する。斯か
る工程には、糖質の製造に慣用される方法が適宜適用される。具体的には、例えば、斯か
る反応液を濾過、遠心分離などして不要物を除去した後、活性炭を用いる脱色ならびにＨ
型・ＯＨ型イオン交換樹脂を用いる脱塩などにより精製し、さらに濃縮して、シラップ状
製品として採取する。必要に応じてさらに精製し、高純度の非還元性糖質製品として採取
することも随意である。さらなる精製には、例えば、イオン交換クロマトグラフィー、活
性炭カラムクロマトグラフィー、シリカゲルカラムクロマトグラフィーなどのカラムクロ
マトグラフィーを用いる分画、アルコール及びアセトンなどの有機溶媒を用いる分別沈澱
、適度な分離性能を有する膜を用いる分離、さらには、酵母での発酵処理、アルカリ処理
などにより残存している還元性糖質の分解除去などの方法を１種又は２種以上組み合わせ
て適用することができる。とりわけ、工業的大量生産方法としては、イオン交換カラムク
ロマトグラフィーの採用が好適であり、例えば、特開昭５８－２３７９９号公報、特開昭
５８－７２５９８号公報などに開示されている強酸性カチオン交換樹脂を用いるカラムク
ロマトグラフィーにより夾雑糖類を除去し、含量を向上させた非還元性糖質を有利に製造
することができる。この際、固定床方式、移動床方式、擬似移動床方式のいずれの方式を
採用することも随意である。
【００５９】
このようにして得られる非還元性糖質又はこれを含む低還元性糖質を、必要により、アミ
ラーゼ、例えば、α－アミラーゼ、β－アミラーゼ、グルコアミラーゼなどや、又はα－
グルコシダーゼで分解し、甘味性、還元力などを調整したり、粘性を低下させたりするこ
とも、また、同じ特許出願人による特開平８－７３４８２号公報に開示された方法に準じ
て、水素添加して残存する還元性糖質を糖アルコールにして還元力を消滅せしめることな
どの更なる加工処理を施すことも随意である。とりわけ、当該非還元性糖質又はこれを含
む低還元性糖質に対して、グルコアミラーゼ又はα－グルコシダーゼを作用させることに
より容易にトレハロースを製造することができる。即ち、これらの非還元性又は低還元性
糖質にグルコアミラーゼ又はα－グルコシダーゼを作用させてトレハロースとグルコース
との混合溶液とし、これを、前述の精製方法、例えば、イオン交換樹脂を用いるカラムク
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ロマトグラフィーなどにより、グルコースを除去し、トレハロース高含有画分を採取する
。これを精製、濃縮して、シラップ状製品を得ることも、更に濃縮して過飽和にし、晶出
させて含水結晶又は無水結晶としてのトレハロースを得ることも有利に実施できる。
【００６０】
トレハロース含水結晶を製造するには、例えば、純度約６０％（ｗ／ｗ）以上、固形分濃
度約６５乃至９０％（ｗ／ｗ）のトレハロース高含有液を助晶缶にとり、必要に応じて、
０．１乃至２０％（ｗ／ｖ）の種晶共存下で、温度９５℃以下、望ましくは１０乃至９０
℃の範囲で、攪拌しつつ徐冷し、トレハロース含水結晶を含有するマスキットを製造する
。また、減圧濃縮しながら晶析させる連続晶析法を採用することも有利に実施できる。マ
スキットからトレハロース含水結晶又はこれを含有する含蜜結晶を製造する方法は、例え
ば、分蜜方法、ブロック粉砕方法、流動造粒方法、噴霧乾燥方法など公知の方法を採用す
ればよい。
【００６１】
分蜜方法の場合には、通常、マスキットをバスケット型遠心分離機にかけ、トレハロース
含水結晶と蜜（母液）とを分離し、必要により、該結晶に少量の冷水をスプレーして洗浄
することも容易な方法であり、より高純度のトレハロース含水結晶を製造するのに好適で
ある。噴霧乾燥方法の場合には、通常、固形分濃度７０乃至８５％（ｗ／ｗ）、晶出率２
０乃至６０％程度のマスキットを高圧ポンプでノズルから噴霧し、結晶粉末が溶解しない
温度、例えば、６０乃至１００℃の熱風で乾燥し、次いで３０乃至６０℃の温風で約１乃
至２０時間熟成すれば非吸湿性又は難吸湿性の含蜜結晶が容易に製造できる。また、ブロ
ック粉砕方法の場合には、通常、水分１０乃至２０％（ｗ／ｗ）、晶出率１０乃至６０％
程度のマスキットを約０．１乃至３日間静置して全体をブロック状に晶出固化させ、これ
を粉砕又は切削などの方法によって粉末化し乾燥すれば、非吸湿性又は難吸湿性の含蜜結
晶が容易に製造できる。
【００６２】
また、無水結晶トレハロースを製造するには、上記のようにして得られる含水結晶トレハ
ロースを、例えば、７０℃乃至１６０℃の範囲の温度で常圧乾燥又は減圧乾燥、より望ま
しくは、８０℃乃至１００℃の範囲の温度で減圧乾燥するか、あるいは、水分１０％未満
の高濃度トレハロース高含有溶液を助晶缶にとり、種晶共存下で５０乃至１６０℃、望ま
しくは８０乃至１４０℃の範囲で攪拌しつつ無水結晶トレハロースを含有するマスキット
を製造し、これを比較的高温乾燥条件下で、例えば、ブロック粉砕、流動造粒、噴霧乾燥
などの方法で晶出、粉末化して製造される。
【００６３】
このようにして製造される非還元性糖質又はこれを含む低還元性糖質は、還元性が低く安
定であり、他の素材、特にアミノ酸、オリゴペプチド、蛋白質などのアミノ酸を有する物
質と混合、加工しても、褐変することも、異臭を発生することもなく、混合した他の素材
を損なうことも少ない。また、還元力が低いにもかかわらず低粘度であり、平均グルコー
ス重合度が低いものの場合には、良質で上品な甘味を有している。このようにして得られ
る糖質は、例えば、同じ特許出願人による特開平８－６６１８７号公報、特開平８－６６
１８８号公報、特開平８－７３４８２号公報、特開平８－７３５０６号公報、特開平８－
７３５０４号公報、特開平８－３３６３６３号公報、特開平９－９９８６号公報、特開平
９－１５４４９３号公報、特開平９－２５２７１９号公報、特開平１０－６６５４０号公
報、特開平１０－１６８０９３号公報、特願平９－２３６４４１号明細書、特願平９－２
５６２１９号明細書、特願平９－２６８２０２明細書、特願平９－２７４９６２号明細書
、特願平９－３２０５１９号明細書、特願平９－３３８２９４号明細書、特願平１０－５
５７１０号明細書、特願平１０－６７６２８号明細書、特願平１０－１３４５５３号明細
書及び特願平１０－２１４３７５号明細書などに開示されているように、食品分野、化粧
品分野及び医薬品分野などにおいて有利に利用することができる。
【００６４】
次に、実施例によりこの発明をさらに具体的に説明する。
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【００６５】
【実施例１】
〈非還元性糖質生成酵素及び／又はトレハロース遊離酵素を産生する微生物〉中温域に至
適温度を有する非還元性糖質生成酵素及び／又はトレハロース遊離酵素を産生する微生物
を土壌より広く検索したところ、兵庫県赤穂市の土壌から分離した微生物の１株が、目的
とする酵素を産生し得るものであると認められた。そこで、この微生物を『微生物の分類
と同定』、（長谷川武治編、学会出版センター、１９８５年）に準拠して同定試験に供し
た。同定試験の結果を以下にまとめた。
【００６６】
細胞形態に関する試験結果を以下に示す。
（１）肉汁寒天培養、３７℃
通常０．４乃至０．５×０．８乃至１．２μｍの桿菌。単独。多形性あり。運動性なし。
無胞子。非抗酸性。グラム陽性。
（２）ＥＹＧ寒天培養、３７℃
桿菌－球菌の生育サイクルを示す。
【００６７】
培養的性質に関する試験結果を以下に示す。
（１）肉汁寒天平板培養、３７℃
形状：　円形　大きさは２日間で１乃至２ｍｍ
周縁：　全縁
隆起：　凸状
光沢：　湿光
表面：　平滑
色調：　半透明、クリーム色
（２）肉汁寒天斜面培養、３７℃
生育度：　良好
形状：　糸状
（３）酵母エキス・ペプトン寒天斜面培養、３７℃
生育度：　良好
形状：　糸状
（４）肉汁ゼラチン穿刺培養、２７℃
液化しない。
【００６８】
生理学的性質に関する試験結果を以下に示す。
（１）メチルレッド試験：　陰性
（２）ＶＰ試験：　陽性
（３）インドールの生成：　陰性
（４）硫化水素の生成：　陰性
（５）澱粉の加水分解：　陽性
（６）ゼラチンの液化：　陰性
（７）クエン酸の利用：　陽性
（８）無機窒素源の利用：　アンモニウム塩は利用しない。硝酸塩は利用する。
（９）色素の生成：　なし
（１０）ウレアーゼ：　陰性
（１１）オキシダーゼ：　陰性
（１２）カタラーゼ：　陽性
（１３）生育の範囲：　ｐＨ４．５乃至８．０。温度２０乃至５０℃。最適温度３０乃至
４５℃。
（１４）酸素に対する態度：　好気性
（１５）炭素源の利用性：
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Ｌ－アラビノース：　利用しない
Ｄ－グルコース：　利用する
Ｄ－フラクトース：　利用しない
Ｄ－ガラクトース：　利用しない
Ｌ－ラムノース：　利用しない
Ｄ－キシロース：　利用しない
Ｄ－マンノース：　利用する
ラフィノース：　利用しない
トレハロース：　利用しない
スクロース：　利用しない
マルトース：　利用しない
ラクトース：　利用しない
Ｄ－ズルシトール：　利用しない
Ｄ－マンニトール：　利用しない
グルコン酸：　利用する
こはく酸：　利用する
ニコチン酸：　利用しない
Ｌ－マレイン酸：　利用する
酢酸：　利用する
乳酸：　利用する
（１６）糖からの酸生成：
Ｌ－アラビノース：　僅かに生成する
Ｄ－グルコース：　僅かに生成する
Ｄ－フラクトース：　生成しない
Ｄ－ガラクトース：　僅かに生成する
Ｌ－ラムノース：　僅かに生成する
Ｄ－キシロース：　僅かに生成する
グリセロール：　僅かに生成する
ラフィノース：　生成しない
トレハロース：　僅かに生成する
スクロース：　僅かに生成する
マルトース：　僅かに生成する
ラクトース：　生成しない
（１７）アミノ酸の利用：　Ｌ－グルタミン酸ナトリウム、Ｌ－アスパラギン酸ナトリウ
ム、Ｌ－ヒスチジン、Ｌ－アルギニンいずれも利用しない。
（１８）アミノ酸の脱炭酸：　Ｌ－リジン、Ｌ－オルニチン、Ｌ－アルギニンいずれも脱
炭酸しない。
（１９）ＤＮａｓｅ：　陰性
（２０）細胞壁のＮ－アシル型：　アセチル
（２１）細胞壁の主要ジアミノ酸：　リジン
（２２）ＤＮＡのＧ－Ｃ含量：　７１．２％
【００６９】
以上の菌学的性質を、『バージーズ・マニュアル・オブ・システマティック・バクテリオ
ロジー』、第２巻（１９８４年）を参考にして、公知の菌株とその異同を検討した。その
結果、上記微生物は、アルスロバクター（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）属に属する新規微
生物であることが判明した。本発明者等は、上記微生物を新規微生物アルスロバクター・
スピーシーズ（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）Ｓ３４と命名した。なお、アルスロバ
クター・スピーシーズＳ３４は、平成１０年８月６日付けで、茨城県つくば市東１丁目１
番３号にある通商産業省工業技術院生命工業技術研究所、特許微生物寄託センターに、微
生物受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０を付して受託された。
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【００７０】
引き続き、上記微生物アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５
０）と、米国の微生物寄託機関『アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション（ＡＴ
ＣＣ）』に寄託されている、アルスロバクター属に属する微生物のタイプ株とのＤＮＡの
相同性を、『バージーズ・マニュアル・オブ・システマティック・バクテリオロジー』、
第１巻（１９８４年）に記載のＤＮＡ－ＤＮＡハイブリダイゼーション法に準じて調べた
。すなわち、先ず、後記表１に示す１２種のタイプ株をそれぞれ常法にしたがって培養し
、培養物から菌体を採取した。また、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ
　ＢＰ－６４５０）を後記実施例２－１における種培養の方法で培養し、培養物から菌体
を採取した。常法にしたがって、それぞれの菌体からＤＮＡを採取し、その２μｇずつを
制限酵素ＰｓｔＩで消化した。これら消化物をアマシャム製ナイロン膜『Ｈｙｂｏｎｄ－
Ｎ＋』上に個々にスポットした後、常法にしたがい、アルカリ処理の後、中和、乾燥させ
て、ＤＮＡを該ナイロン膜上に固定した。続いて、先に得た、アルスロバクター・スピー
シーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）由来のＤＮＡを１μｇとり、これを、制限酵
素ＰｓｔＩで消化した。該消化物を、アマシャム製［α－ 3 2Ｐ］ｄＣＴＰとファルマシア
製ＤＮＡ標識キット『レディー・トゥー・ゴー、ＤＮＡラベリング・キット』とを用いて
放射性同位元素で標識し、プローブを得た。このプローブと、先に準備した、ＤＮＡを固
定したナイロン膜とを、２０ｍｌのアマシャム製ハイブリダイゼーション用緩衝液『ラピ
ッド・ハイブリダイゼーション・バッファー』中で、６５℃で振盪しつつ、２時間ハイブ
リダイゼーションに供した。ハイブリダイゼーション後のナイロン膜を常法にしたがって
洗浄し、乾燥させた後、常法にしたがいオートラジオグラフィーに供した。オートラジオ
グラフィーで認められたハイブリダイゼーションのシグナルを、ファルマシア製画像解析
システム『イメージ・マスター』を用いて解析し、それぞれのシグナルの強度を数値化し
た。得られた数値に基づいて、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ
－６４５０）由来のＤＮＡのスポットにおけるシグナルの強度を１００とした場合の、タ
イプ株由来のＤＮＡのスポットにおけるシグナルの相対強度（％）を算出し、アルスロバ
クター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）とそれぞれのタイプ株とのＤ
ＮＡの相同性を示す指標とした。結果を表１に示す。
【００７１】
【表１】
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【００７２】
表１に示すように、ハイブリダイゼーションのシグナルの相対強度（％）は、アルスロバ
クター・ラモサス（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ｒａｍｏｓｕｓ）のタイプ株（ＡＴＣＣ
　１３７２７）由来のＤＮＡのスポットにおいて９８．６％という高値を示した。このこ
とから、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）は、本実
施例で用いた１２種のタイプ株のうちでは、アルスロバクター・ラモサス（ＡＴＣＣ　１
３７２７）と最も高いＤＮＡの相同性を有していることが判明した。以上実施例１に示し
た結果は、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）がアル
スロバクター・ラモサス（ＡＴＣＣ　１３７２７）と近縁の新規微生物であることを示し
ている。
【００７３】
【実施例２】
〈非還元性糖質生成酵素〉
【００７４】
【実施例２－１】
〈酵素の産生〉
１．０％（ｗ／ｖ）デキストリン（松谷化学工業株式会社製、商品名『パインデックス＃
４』）、０．５％（ｗ／ｖ）ペプトン、０．１％（ｗ／ｖ）酵母エキス０．１、０．１％
（ｗ／ｖ）燐酸一ナトリウム０．１、０．０６％（ｗ／ｖ）燐酸二カリウム、０．０５％
（ｗ／ｖ）硫酸マグネシウム及び水からなる培地をｐＨ７．０に調整した。５００ｍｌ容
三角フラスコにこの培地を約１００ｍｌずつ入れ、オートクレーブで１２０℃で２０分間
滅菌し、冷却して、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０
）を接種し、温度３７℃、２６０ｒｐｍの撹拌条件下で４８時間培養したものを種培養物
とした。
【００７５】
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容量３０ｌのファーメンターに、０．０５％（ｗ／ｖ）消泡剤（信越化学工業株式会社製
、商品名『ＫＭ－７５』）を含むこと以外は種培養の場合と同組成の培地約２０ｌを入れ
て殺菌、冷却して温度３７℃とした後、種培養物を培地に対して１％（ｖ／ｖ）の割合で
接種し、温度３７℃、ｐＨ５．５乃至７．５に保ちつつ、約７２時間通気攪拌培養した。
【００７６】
得られた培養物の一部を採り、遠心分離して菌体と上清液とに分離した。この菌体を超音
波で破砕し遠心分離して上清を回収して菌体抽出液を得た。培養上清と菌体抽出液それぞ
れの非還元性糖質生成酵素活性を測定したところ、培養上清には当該酵素活性が僅かであ
ったのに対して、菌体抽出液には当該酵素活性が培養物１ｍｌ当たりに換算して約０．１
単位認められた。
【００７７】
【実施例２－２】
〈酵素の精製〉
実施例２－１の方法にしたがって得た培養物約８０ｌを、８，０００ｒｐｍで３０分間遠
心分離することにより、湿重量で約８００ｇの菌体を得た。その菌体を２ｌの１０Ｍ燐酸
緩衝液（ｐＨ７．０）に懸濁し超音波ホモジナイザー（株式会社エスエムテー製、『モデ
ルＵＨ－６００』）で処理した。処理液を、１０，０００ｒｐｍで３０分間遠心分離し、
その上清約２ｌを回収した。この上清液に飽和度０．７になるように硫安を加え溶解させ
、４℃、２４時間放置した後、１０，０００ｒｐｍで３０分間遠心分離し、硫安塩析物を
回収した。得られた硫安塩析物を１０ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）に溶解させた後、同
じ緩衝液に対して４８時間透析し、１０，０００ｒｐｍで３０分間遠心分離して不溶物を
除去した。この透析内液約１ｌを、約１．３ｌの陰イオン交換樹脂（三菱化学株式会社製
、商品名『セパビーズＦＰ－ＤＡ１３ゲル』）を用いるイオン交換カラムクロマトグラフ
ィーに供した。溶出は、通液に伴い０Ｍから０．６Ｍまで直線的に濃度が上昇する食塩を
含む１０ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）で行った。カラムからの溶出物を分画採取し、各
画分の非還元性糖質生成酵素活性を測定した。その結果、約０．２Ｍの食塩を含む緩衝液
でカラムから溶出された画分に顕著な当該酵素活性が認められ、これらの画分を合一した
。
【００７８】
合一した溶液に硫安を濃度１Ｍになるように加え４℃で１２時間放置した後、１０，００
０ｒｐｍで３０分間遠心分離して上清を回収した。回収した上清を疎水性ゲル（東ソー株
式会社製、商品名『ブチルトヨパール６５０Ｍゲル』）を用いる疎水性カラムクロマトグ
ラフィーに供した。ゲル量は約３００ｍｌ、ゲルは使用に先立って、１Ｍ硫安を含む１０
ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）で平衡化した。溶出は、通液に伴い１Ｍから０Ｍまで直線
的に濃度が下降する硫安を含む１０ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）で行った。カラムから
の溶出物を分画採取し、各画分の非還元性糖質生成酵素活性を測定した。その結果、約０
．７５Ｍの硫安で溶出された画分に顕著な当該酵素活性が認められ、これらの画分を合一
した。
【００７９】
　合一した溶液を１０ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）に対して透析し、その透析内液を１
０，０００ｒｐｍで３０分間遠心分離した。この上清を回収し、約４０ｍｌの陰イオン交
換樹脂（東ソー株式会社製、商品名『ＤＥＡＥ－トヨパール６５０Ｓゲル』）を用いるイ
オン交換カラムクロマトグラフィーに供した。溶出は、通液に伴い０Ｍから０．２Ｍまで
直線的に濃度が上昇する食塩水溶液で行った。カラムからの溶出物を分画採取し、各画分
の非還元性糖質生成酵素活性を測定した。その結果、約０．１５Ｍ食塩で溶出された画分
に顕著な当該酵素活性 認められ、これらの画分を合一した。合一した液を、引き続き、
約３８０ｍｌの『ウルトロゲルＡｃＡ４４ゲル』（フランス、セプラコル社製）を用いる
ゲル濾過クロマトグラフィーに供し、顕著な当該酵素活性の認められた画分を回収した。
以上の、精製の各工程における非還元性糖質生成酵素の酵素活性量、比活性、収率を表２
に示す。
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【００８０】
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００８１】
上記のゲル瀘過クロマトグラフィーで溶出され回収した溶液を、常法にしたがい、７．５
％（ｗ／ｖ）ポリアクリルアミドゲルを用いる電気泳動法に供したところ、単一の蛋白質
バンドが確認された。この結果は、上記で得た、ゲル濾過クロマトグラフィーからの溶出
物が、電気泳動的に均質な状態にまで精製された、非還元性糖質生成酵素の精製標品であ
ることを意味している。
【００８２】
【実施例２－３】
〈酵素の性質〉
【００８３】
【実施例２－３（ａ）】
〈作用〉
基質として、グルコース、マルトース、マルトトリオース、マルトテトラオース、マルト
ペンタオース、マルトヘキサオース、またはマルトヘプタオースの２０％水溶液を調製し
、それぞれに実施例２－２の方法で得た非還元性糖質生成酵素の精製標品を基質固形分１
ｇ当たり２単位の割合で加え、５０℃、ｐＨ６．０で４８時間反応させた。反応産物を脱
塩した後、『ＭＣＩゲル　ＣＫ０４ＳＳカラム』（三菱化学株式会社製）２本を直列につ
ないだカラムを用いる高速液体クロマトグラフィー（以下、「ＨＰＬＣ」という。）で分
析し、各反応産物中の糖質の組成比を求めた。ＨＰＬＣにおいて、カラムはカラムオーブ
ン『ＣＯ－８０２０』（東ソー株式会社製造）を用いて８５℃に保持し、移動相として水
を流速０．４ｍｌ／分で通液し、溶出物を示差屈折計『ＲＩ－８０２０』（東ソー株式会
社製造）で分析した。結果を表３に示す。
【００８４】
【表３】
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【００８５】
表３の結果から明らかなように、それぞれの反応産物は、残存する基質と新たに生成した
非還元性糖質α－グルコシルトレハロース、α－マルトシルトレハロース、α－マルトト
リオシルトレハロース、α－マルトテトラオシルトレハロース又はα－マルトペンタオシ
ルトレハロース（表３においては、それぞれ、グルコシルトレハロース、マルトシルトレ
ハロース、マルトトリオシルトレハロース、マルトテトラオシルトレハロース又はマルト
ペンタオシルトレハロースと表示した。）とからなり、それ以外の糖質はほとんど検出さ
れなかった。各反応産物における非還元性糖質の組成比をその生成率として評価すると、
グルコース重合度３のα－グルコシルトレハロースは比較的低いものの、グルコース重合
度４以上のα－マルトシルトレハロース、α－マルトトリオシルトレハロース、α－マル
トテトラオシルトレハロース、α－マルトペンタオシルトレハロースはいずれも約８５％
以上という高い生成率であることが判明した。なお、グルコース及びマルトースからの非
還元性糖質の生成は確認されなかった。
【００８６】
【実施例２－３（ｂ）】
〈分子量〉
実施例２－２の方法で得た非還元性糖質生成酵素の精製標品を、分子量マーカー（日本バ
イオ・ラド・ラボラトリーズ株式会社製）と並行して、１０％（ｗ／ｖ）ポリアクリルア
ミドゲルを用いる、通常のＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した。泳動後、分子量マーカーの泳動位
置と比較した結果、当該酵素の分子量は約７５，０００±１０，０００ダルトンであった
。
【００８７】
【実施例２－３（ｃ）】
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〈等電点〉
実施例２－２の方法で得た非還元性糖質生成酵素の精製標品を、両性電解質『アンフォラ
イン』（スウエーデン国、ファルマシア・エルケイビー社製）を２％（ｗ／ｖ）の濃度で
含有するポリアクリルアミドゲルを用いる等電点電気泳動法に供した。泳動後、ゲルのｐ
Ｈを測定した結果、当該酵素の等電点は約４．５±０．５であった。
【００８８】
【実施例２－３（ｄ）】
〈至適温度及び至適ｐＨ〉
実施例２－２の方法で得た非還元性糖質生成酵素の精製標品を用いて、当該酵素活性に対
する温度の影響及びｐＨの影響を調べた。温度の影響を調べる際には、適宜の各温度で反
応させたこと以外は活性測定法にしたがって操作した。ｐＨの影響を調べる際には、適宜
の２０ｍＭ緩衝液を用いて適宜の各ｐＨ条件下で反応させたこと以外は活性測定法にした
がって操作した。それぞれの操作において、各反応系に認められた基質の還元力の減少量
の相対値（％）を算出し、相対酵素活性（％）とした。結果を図１（温度の影響）及び図
２（ｐＨの影響）に示す。図１で横軸は反応温度を、図２で横軸は反応ｐＨをそれぞれ示
す。図１に示されるように、当該酵素の至適温度は、ｐＨ６．０、６０分間反応で、約５
０℃付近であった。図２に示されるように、当該酵素の至適ｐＨは、５０℃、６０分間反
応で、ｐＨ約６．０付近であった。
【００８９】
【実施例２－３（ｅ）】
〈温度安定性及びｐＨ安定性〉
実施例２－２の方法で得た非還元性糖質生成酵素の精製標品を用いて、当該酵素の温度安
定性及びｐＨ安定性を調べた。温度安定性は、当該酵素の精製標品を２０ｍＭ燐酸緩衝液
（ｐＨ７．０）で希釈し、適宜の各温度に６０分間保持し、水冷した後、希釈液に残存す
る酵素活性を活性測定法にしたがい調べた。ｐＨ安定性は、当該酵素の精製標品を適宜の
各ｐＨの５０ｍＭ緩衝液で希釈し、４℃で２４時間保持した後、ｐＨを６に調整し、希釈
液に残存する酵素活性を活性測定法に従って調べた。結果を図３（温度安定性）及び図４
（ｐＨ安定性）に示す。図３で横軸は酵素の保持温度を、図４で横軸は酵素の保持ｐＨを
それぞれ示す。図３に示されるように、当該酵素は約５５℃付近まで安定であった。図４
に示されるように、当該酵素は、ｐＨ約５．０乃至約１０．０の範囲で安定であった。
【００９０】
以上の結果は、実施例２－２の方法で得た非還元性糖質生成酵素が、中温域に至適温度を
有するこの発明の非還元性糖質生成酵素であることを示している。
【００９１】
【実施例２－４】
〈部分アミノ酸配列〉
実施例２－２の方法で得た非還元性糖質生成酵素の精製標品の一部を蒸留水に対して透析
した後、蛋白量として約８０μｇをＮ末端アミノ酸配列分析用の試料とした。Ｎ末端アミ
ノ酸配列は、『プロテインシーケンサー　モデル４７３Ａ』（米国、アプライドバイオシ
ステムズ社製造）を用い、Ｎ末端から２０残基まで分析した。得られた配列は、配列表に
おける配列番号４に示すアミノ酸配列であった。
【００９２】
実施例２－２の方法で得た非還元性糖質生成酵素の精製標品の一部を１０ｍＭトリス－塩
酸緩衝液（ｐＨ９．０）に対して透析した後、限外濾過膜（東ソー株式会社製、商品名『
ウルトラセント－３０』）を用い、常法にしたがい操作して、濃度約１ｍｇ／ｍｌにまで
濃縮した。この濃縮液（０．２ｍｌ）に１０μｇのトリプシン試薬（和光純薬株式会社販
売、商品名『ＴＰＣＫ－トリプシン』）を加え、３０℃、２２時間反応させて当該酵素を
消化し、ペプチドを生成させた。反応産物を、『マイクロボンダスフェアー　Ｃ１８カラ
ム』（直径３．９ｍｍ×長さ１５０ｍｍ、ウォーターズ社製）を用いる逆相ＨＰＬＣに供
し、ペプチドを分離した。温度は室温で行った。溶出は、通液に伴い６０分間で２４％（
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ｖ／ｖ）から４８％（ｖ／ｖ）まで直線的に濃度が上昇するアセトニトリルを含む０．１
％（ｖ／ｖ）トリフルオロ酢酸水溶液で、流速０．９ｍｌ／分で行った。カラムから溶出
されたペプチドは、波長２１０ｎｍの吸光度を測定することにより検出した。他のペプチ
ドとよく分離した２個のペプチド、『Ｓ５』（保持時間約２３分）及び『Ｓ８』（保持時
間約３０分）を分取し、それぞれを真空乾燥した後、５０μｌの０．１％（ｖ／ｖ）トリ
フルオロ酢酸を含む５０％（ｖ／ｖ）アセトニトリル水溶液に溶解した。これらのペプチ
ド溶液をプロテインシーケンサーに供し、それぞれ２０残基までアミノ酸配列を分析した
。ペプチド『Ｓ５』からは、配列表における配列番号５に示すアミノ酸配列が、またペプ
チド『Ｓ８』からは、配列表における配列番号６に示すアミノ酸配列が得られた。
【００９３】
【実施例３】
〈非還元性糖質生成酵素をコードするＤＮＡ〉
【００９４】
【実施例３－１】
〈遺伝子ライブラリーの作製と検索〉
培養温度を２７℃とし、培養時間を２４時間としたこと以外は実施例２－１と同様にして
、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）を培養した。遠
心分離により培養物から菌体を分離し、適量のトリス－ＥＤＴＡ－食塩緩衝液（以下、「
ＴＥＳ緩衝液」いう。）（ｐＨ８．０）に浮遊させ、リゾチームを当該菌体浮遊液の体積
に対し０．０５％（ｗ／ｖ）の割合で加えた後、３７℃で３０分間インキュベートした。
この処理物を－８０℃で１時間保持して凍結させた後、ここに、予めＴＥＳ緩衝液（ｐＨ
９．０）を加えて６０℃に加温しておいたＴＥＳ緩衝液／フェノール混液を加えて充分に
撹拌し、さらに氷冷後遠心分離して形成された上層を採取した。この上層に、２倍容の冷
エタノールを加えて生成した沈澱を採取し、ＳＳＣ緩衝液（ｐＨ７．１）の適量に溶解後
、７．５μｇのリボヌクレアーゼ及び１２５μｇのプロテアーゼを加え、３７℃で１時間
インキュベートした。ここに、クロロホルム／イソアミルアルコール混液を加えて撹拌後
、静置して形成される上層を採取し、この上層に冷エタノールを加えて生成した沈澱を採
取した。沈澱を冷７０％（ｖ／ｖ）エタノールで濯ぎ真空乾燥して、ＤＮＡを得た。得ら
れたＤＮＡは、濃度約１ｍｇ／ｍｌとなるようにＳＳＣ緩衝液（ｐＨ７．１）に溶解し、
－８０℃で凍結した。
【００９５】
上記で得たＤＮＡ溶液を５０μｌとり、ここに制限酵素ＫｐｎＩを約５０単位加え、３７
℃で１時間インキュベートしてＤＮＡを消化した。消化したＤＮＡの３μｇと、予め制限
酵素ＫｐｎＩで消化しておいたストラタジーン・クローニング・システムズ製プラスミド
ベクター『ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＳＫ（＋）』０．３μｇとを、宝酒造製『Ｄ
ＮＡライゲーション・キット』を用いて、添付の説明書にしたがって操作して連結した。
通常のコンピテントセル法にしたがって、この連結産物でストラタジーン・クローニング
・システムズ製大腸菌『Ｅｐｉｃｕｒｉａｎ　Ｃｏｌｉ　ＸＬ１－Ｂｌｕｅ』株１００μ
ｌを形質転換して遺伝子ライブラリーを作製した。
【００９６】
作製した遺伝子ライブラリーを、常法により調製した、１０ｇ／ｌ　トリプトン、５ｇ／
ｌ　酵母エキス、５ｇ／ｌ　塩化ナトリウム、７５ｍｇ／ｌ　アンピシリンナトリウム塩
及び５０ｍｇ／ｌ　５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－ガラクトシドを含む
寒天平板培地（ｐＨ７．０）に植菌し、３７℃で１８時間培養後、培地上に形成された白
色のコロニー約５，０００個を、常法にしたがって、アマシャム製ナイロン膜『Ｈｙｂｏ
ｎｄ－Ｎ＋』上に固定した。別途、実施例２－４の方法で明らかにした、配列表における
配列番号５に示すアミノ酸配列における第１乃至８番目までのアミノ酸配列に基づき、配
列表における配列番号１８に示す塩基配列のオリゴヌクレオチドを化学合成し、常法にし
たがい［γ－ 3 2Ｐ］ＡＴＰ及びＴ４ポリヌクレオチドキナーゼを用いて同位体標識してプ
ローブを得た。このプローブを用いて、先に得たナイロン膜上に固定されたコロニーを、
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通常のコロニー・ハイブリダイゼーション法に従って検索した。ハイブリダイゼーション
は、適量のプローブを添加したハイブリダイゼーション液（６×ＳＳＣ、５×デンハルト
液及び１００ｍｇ／ｌ変性サケ精子ＤＮＡを含む）中で、６５℃で１６時間実施した。ハ
イブリダイゼーションを終えた上記ナイロン膜は、６×ＳＳＣで６５℃で３０分間洗浄し
た後、０．１％（ｗ／ｖ）ＳＤＳを含む２×ＳＳＣで６５℃で２時間さらに洗浄した。洗
浄後のナイロン膜を常法にしたがいオートラジオグラフィーに供して認められたシグナル
に基づき、プローブと顕著なハイブリダイゼーションを示したコロニーを選択した。選択
した形質転換体を『ＧＹ１』と命名した。
【００９７】
【実施例３－２】
〈塩基配列の解読〉
この形質転換体『ＧＹ１』を常法にしたがい、１００μｇ／ｍｌ　アンピシリンナトリウ
ム塩を含むＬ－ブロス培地（ｐＨ７．０）に植菌し、３７℃で２４時間振盪培養した。培
養終了後、遠心分離により培養物から菌体を採取し、通常のアルカリ－ＳＤＳ法により組
換えＤＮＡを抽出した。当該組換えＤＮＡを『ｐＧＹ１』と命名した。組換えＤＮＡ『ｐ
ＧＹ１』を、上記プローブを用いて通常のサザン分析法により分析し、分析結果に基づき
制限酵素地図を作成した。作成した制限酵素地図を図５に示す。図５に示すように、組換
えＤＮＡ『ｐＧＹ１』は、図中太線で示されるアルスロバクター・スピーシーズＳ３４（
ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）由来の約５，５００塩基対からなる塩基配列を含有し、そし
て、斯かる組換えＤＮＡは、制限酵素ＥｃｏＲＩによる２箇所の認識部位の間の約４，０
００塩基対からなる領域に、図中太線の領域内の黒色矢印で示すように、当該非還元性糖
質生成酵素をコードする塩基配列を含有することが判明した。そこで、組換えＤＮＡ『ｐ
ＧＹ１』を制限酵素ＥｃｏＲＩで完全に消化した後、通常のアガロースゲル電気泳動法を
用いて、約４，０００塩基対のＤＮＡ断片を分離精製した。このＤＮＡ断片と、予め制限
酵素ＥｃｏＲＩで消化しておいたストラタジーン・クローニング・システムズ製プラスミ
ドベクター『ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＳＫ（＋）』とを、通常のライゲーション
法で連結した。引き続き常法にしたがって、連結産物でストラタジーン・クローニング・
システムズ製大腸菌『ＸＬ１－Ｂｌｕｅ』株を形質転換した。このようにして得られた形
質転換体より常法にしたがい組換えＤＮＡを抽出し、上記の約４，０００塩基対のＤＮＡ
断片を含有することを常法にしたがって確認し、『ｐＧＹ２』と命名した。また、ここで
得た、組換えＤＮＡ『ｐＧＹ２』が導入されてなる形質転換体を『ＧＹ２』と命名した。
【００９８】
組換えＤＮＡ『ｐＧＹ２』の塩基配列を、通常のジデオキシ法により分析したところ、当
該組換えＤＮＡは、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０
）に由来する、配列表における配列番号１９に示す、３２５２塩基対からなる塩基配列を
含有していた。この塩基配列は、配列番号１９に併記したアミノ酸配列をコードし得るも
のであった。このアミノ酸配列と、実施例２－４の方法で確認された本発明の非還元性糖
質生成酵素の部分アミノ酸配列である、配列表における配列番号４乃至６に示すアミノ酸
配列とを比較した。その結果、配列表における配列番号４、５及び６に示すアミノ酸配列
は、それぞれ、配列番号１９に併記したアミノ酸配列における第２乃至２１番目、６１９
乃至６３８番目及び第９８乃至１１７番目のアミノ酸配列と完全に一致した。以上のこと
は、実施例２で得た本発明の非還元性糖質生成酵素が、配列表における配列番号１９に併
記したアミノ酸配列における第２乃至７５７番目のアミノ酸からなる配列、すなわち、配
列番号１に示すアミノ酸配列を有することを示している。また、以上のことは、当該酵素
はアルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）においては、配
列表における配列番号１９に示す塩基配列における第７４６乃至３０１３番目の塩基から
なる配列、すなわち、配列番号７に示す塩基配列によりコードされていることをも示して
いる。以上に示した組換えＤＮＡ『ｐＧＹ２』の構造は図６にまとめている。
【００９９】
実施例２の方法で得られるこの発明の非還元性糖質生成酵素の、上記で明らかにしたアミ
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ノ酸配列と、非還元性糖質生成酵素としての作用を有する公知の他の酵素のアミノ酸配列
とを、ディー・ジェイ・リップマンら、『サイエンス』、２２７巻、１４３５乃至１４４
１頁（１９８５年）に記載の方法にしたがって、市販のソフトウェア（商品名『ジェネテ
ィクス－マック（ＧＥＮＥＴＹＸ－ＭＡＣ）、バージョン８』、ソフトウエア開発株式会
社販売）を用いて比較し、それぞれ相同性（％）を求めた。公知の酵素として、特開平７
－３２２８８３号公報に開示されたアルスロバクター・スピーシーズ（Ａｒｔｈｒｏｂａ
ｃｔｅｒ　ｓｐ．）Ｑ３６由来のもの、特開平７－３２２８８３号公報に開示されたリゾ
ビウム・スピーシーズ（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｓｐ．）Ｍ－１１由来のもの、特開平８－
８４５８６号公報に開示されたスルフォロバス・アシドカルダリウス（Ｓｕｌｆｏｌｏｂ
ｕｓ　ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ）ＡＴＣＣ３３９０９由来のもの及び、再公表特許
ＷＯ９５／３４６４２号公報に開示されたスルフォロバス・ソルファタリカス（Ｓｕｌｆ
ｏｌｏｂｕｓ　ｓｏｌｆａｔａｒｉｃｕｓ）ＫＭ１由来のものを用いた。以上の公知の酵
素は上記公報に記載のとおり、いずれも中温域以外に至適温度を有するものである。なお
、以上の公知の酵素のアミノ酸配列は、米国国立予防衛生研究所作成のＤＮＡデータベー
ス『ジェンバンク（ＧｅｎＢａｎｋ）』から、それぞれのアクセション番号『Ｄ６３３４
３』、『Ｄ６４１２８』、『Ｄ７８００１』及び、『Ｄ８３２４５』により入手すること
もできる。求められた相同性を表４に示す。
【０１００】
【表４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１０１】
　表４に示すように、実施例２によるこの発明の非還元性糖質生成酵素は、中温域以外に
至適温度を有する公知の酵素のうちではリゾビウム・スピーシーズＭ－１１由来の酵素と
最も高い５６．９％というアミノ酸配列の相同性を示した。この結果は、この発明の非還
元性糖質生成酵素が、配列番号１に示すアミノ酸配列に対して５７％以上の相同性を有す
るアミノ酸配列を通常は含有することを意味している。また、アミノ酸配列の比較結果か
ら、実施例２による当該酵素と上記の４種類の公知の酵素は、配列表における配列番号２

３に示すアミノ酸配列を共通して含有していることが判明した。実施例２による当該
酵素は、配列表における配列番号１のアミノ酸配列における第８４乃至８９番目及び第２
７７乃至２８２番目のアミノ酸からなる部分に見られるとおり、配列番号２ ３のアミ
ノ酸配列を部分アミノ酸配列として含有している。上記で比較の対象とした４種類の酵素
も、いずれも、それぞれ対応する部分にこれらの部分アミノ酸配列を含有している。実施
例２による当該酵素ならびに比較の対象とした酵素がいずれも共通して還元性澱粉部分分
解物から末端にトレハロース構造を有する非還元性糖質を生成する作用を有していること
から、上記で見出された配列表における配列番号２及び３に示す部分アミノ酸配列が斯か
る作用の発現に関わっていることが示唆された。したがってこの結果は、この発明の非還
元性糖質生成酵素が、配列表における配列番号２及び３に示すアミノ酸配列を含有すると
ともに中温域に至適温度を有することにより特徴づけられることを示している。
【０１０２】
【実施例３－３】
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〈ＤＮＡを導入してなる形質転換体〉
配列表における配列番号７に示す塩基酸配列における５′末端及び３′末端の配列に基づ
いて、それぞれ、配列表における配列番号２０及び２１に示す塩基配列のオリゴヌクレオ
チドを常法にしたがい化学合成した。センスプライマー及びアンチセンスプライマーとし
て、これらのオリゴヌクレオチドをそれぞれ８５ｎｇと、鋳型として、実施例３－２の方
法で得た組換えＤＮＡ『ｐＧＹ２』を１００ｎｇとを反応管で混合し、耐熱性ＤＮＡポリ
メラーゼ試薬（宝酒造製、商品名『Ｐｙｒｏｂｅｓｔ』）１．２５単位、同試薬に添付さ
れた緩衝液５μｌとｄＮＴＰ混合液４μｌをさらに加え、滅菌蒸留水で全量を５０μｌと
して、ＰＣＲを行った。ＰＣＲの温度制御は、９５℃１分間の後、９８℃２０秒間、７０
℃３０秒間及び７２℃４分間を２５サイクル、最後に、７２℃１０分間とした。ＰＣＲ産
物としてのＤＮＡを常法にしたがい回収して、約２，３００塩基対のＤＮＡを得た。この
ＤＮＡと、予め制限酵素ＥｃｏＲＩで切断し、宝酒造製『ＤＮＡ　Ｂｌｕｎｔｉｎｇ　Ｋ
ｉｔ』を用いて平滑化しておいたファルマシア製プラスミドベクター『ｐＫＫ２２３－３
』とを混合し、通常のライゲーション法により連結した。引き続き、連結産物を常法にし
たがって操作して、上記約２，３００塩基対のＤＮＡが挿入された組換えＤＮＡを得た。
得られた組換えＤＮＡを通常のジデオキシ法により解読したところ、当該組換えＤＮＡは
、配列表の配列番号７に示す塩基配列における５′末端及び３′末端に、それぞれ、５′
－ＡＴＧ－３′及び５′－ＴＧＡ－３′で示される塩基配列が付加された塩基配列を含有
していた。当該組換えＤＮＡを『ｐＧＹ３』と命名した。以上に示した組換えＤＮＡ『ｐ
ＧＹ３』の構造は図７にまとめている。
【０１０３】
組換えＤＮＡ『ｐＧＹ３』を、常法にしたがい予めコンピテント化しておいた大腸菌ＬＥ
３９２株（ＡＴＣＣ　３３５７２）に導入して形質転換体を得た。斯かる形質転換体より
、通常のアルカリ－ＳＤＳ法によりＤＮＡを抽出し、抽出されたＤＮＡが『ｐＧＹ３』で
あることを常法にしたがって確認し、当該形質転換体を『ＧＹ３』と命名した。斯くして
、この発明の非還元性糖質生成酵素をコードするＤＮＡを導入してなる形質転換体を得た
。
【０１０４】
【実施例３－４】
〈ＤＮＡを導入してなる形質転換体〉
ファルマシア製プラスミドベクター『ｐＫＫ２２３－３』におけるプロモーターの３′末
端側下流の塩基配列にもとづいて、配列表における配列番号２２及び２３に示す塩基配列
のオリゴヌクレオチドを常法にしたがって合成し、それぞれの５′末端をＴ４ポリヌクレ
オチドキナーゼを用いて燐酸化した。燐酸化した該オリゴヌクレオチドを常法にしたがい
アニーリングさせた後、これと、あらかじめ制限酵素ＥｃｏＲＩ及びＰｓｔＩで切断して
おいたファルマシア製プラスミドベクター『ｐＫＫ２２３－３』とを通常のライゲーショ
ン法により連結した。常法にしたがい、連結産物を大腸菌株に導入し、斯る大腸菌株を培
養後、培養物から通常のアルカリ－ＳＤＳ法によりＤＮＡを抽出した。得られたＤＮＡは
、プラスミドベクター『ｐＫＫ２２３－３』と同様の構造を有する一方、そのプロモータ
ーの下流に、制限酵素ＥｃｏＲＩ、ＸｂａＩ、ＳｐｅＩ及びＰｓｔＩによる認識配列をこ
の順序で含有していた。斯くして得たＤＮＡをプラスミドベクター『ｐＫＫ４』と命名し
た。
【０１０５】
配列表における配列番号７に示す塩基配列における５′末端及び３′末端部分の配列に基
づいて化学合成した、配列番号２４及び２５に示す塩基配列のオリゴヌクレオチドをそれ
ぞれセンスプライマー及びアンチセンスプライマーとして用いたこと以外は実施例３－３
と同様にしてＰＣＲを行った。ＰＣＲ産物としてのＤＮＡを常法にしたがい回収して、約
２，３００塩基対のＤＮＡを得た。このＤＮＡを制限酵素ＸｂａＩ及びＳｐｅＩで切断し
た後、これと、制限酵素ＸｂａＩ及びＳｐｅＩであらかじめ切断しておいた上記プラスミ
ドベクター『ｐＫＫ４』とを通常のライゲーション法により連結した。連結産物を常法に
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したがって操作して、配列表における配列番号７に示す塩基配列を含有する組換えＤＮＡ
を得た。斯くして得た組換えＤＮＡを『ｐＫＧＹ１』と命名した。
【０１０６】
引き続いて、ロバート・エム・ホートンらが、『メソッズ・イン・エンザイモロジー』、
第２１７巻、２７０乃至２７９頁（１９９３年）に報告している、２段階のＰＣＲを適用
する『オーバーラップ・エクステンション法』により、上記で得た組換えＤＮＡ『ｐＫＧ
Ｙ１』における配列番号７の塩基配列の５′末端上流部分の塩基配列を改変した。先ず、
センスプライマー及びアンチセンスプライマーとして、プラスミドベクター『ｐＫＫ４』
の塩基配列に基づいて常法にしたがい化学合成した、配列表における配列番号２６及び２
７に示す塩基配列のオリゴヌクレオチドを、また、鋳型として、上記で得た組換えＤＮＡ
『ｐＫＧＹ１』をそれぞれ用いたこと以外は、実施例３－３と同様にしてＰＣＲを行った
（「第１段ＰＣＲ－Ａ」という）。これと並行して、センスプライマー及びアンチセンス
プライマーとして、配列表における配列番号７の塩基配列に基づいてそれぞれ常法にした
がい化学合成した、配列表における配列番号２８及び２９に示す塩基配列のオリゴヌクレ
オチドを、また、鋳型として、上記で得た組換えＤＮＡ『ｐＫＧＹ１』をそれぞれ用いた
こと以外は、実施例３－３と同様にしてＰＣＲを行った（「第１段ＰＣＲ－Ｂ」という）
。第１段ＰＣＲ－Ａの産物としてのＤＮＡを常法にしたがって回収し、約３９０塩基対の
ＤＮＡを得た。第１段ＰＣＲ－Ｂの産物としてのＤＮＡを常法にしたがい回収して、約９
３０塩基対のＤＮＡを得た。
【０１０７】
鋳型として、第１段ＰＣＲ－Ａ及び第１段ＰＣＲ－Ｂの産物として得たＤＮＡの混合物を
、センスプライマーとして、第１段ＰＣＲ－Ａで用いた配列表における配列番号２６の塩
基配列のオリゴヌクレオチドを、また、アンチセンスプライマーとして、配列表における
配列番号７に示す塩基配列に基づき常法にしたがい化学合成した、配列表における配列番
号３０に示す塩基配列のオリゴヌクレオチドをそれぞれ用いたこと以外は、実施例３－３
と同様にしてＰＣＲを行った（「第２段ＰＣＲ－Ａ」という）。このＰＣＲの産物として
のＤＮＡを常法にしたがい回収し、約１，３００塩基対のＤＮＡを得た。
【０１０８】
第２段ＰＣＲ－Ａの産物として得たＤＮＡを制限酵素ＥｃｏＲＩ及びＢｓｉＷＩで切断し
、生成した約６５０塩基対のＤＮＡを常法にしたがい回収した。一方、上記で得た組換え
ＤＮＡ『ｐＫＧＹ１』を制限酵素ＥｃｏＲＩ及びＢｓｉＷＩで切断し、生成した約６，３
００塩基対のＤＮＡを常法にしたがい回収した。これらのＤＮＡを通常のライゲーション
法により連結し、連結産物を常法にしたがい操作して、第２段ＰＣＲ－Ａの産物由来の約
６５０塩基対のＤＮＡを含有する組換えＤＮＡを得た。通常のジデオキシ法によりＤＮＡ
を解読したところ、得られた組換えＤＮＡは、５′末端から３′末端に向けて、配列表に
おける配列番号８に示す塩基配列、５′－ＡＴＧ－３′で表される塩基配列、配列表にお
ける配列番号７に示す塩基配列及び、５′－ＴＧＡ－３′で表される塩基配列が、この順
序で連結された塩基配列を含有していた。斯くして得た組換えＤＮＡを『ｐＧＹ４』と命
名した。なお、組換えＤＮＡ『ｐＧＹ４』の構造は、配列表における配列番号８に示す塩
基配列を含有すること以外は、実施例３－３の方法で得た組換えＤＮＡ『ｐＧＹ３』の構
造と実質的に同一である。
【０１０９】
組換えＤＮＡ『ｐＧＹ４』を、宝酒造製の大腸菌コンピテント細胞『ＢＭＨ７１－１８ｍ
ｕｔＳ』に常法にしたがい導入して形質転換体を得た。斯る形質転換体より通常のアルカ
リ－ＳＤＳ法によりＤＮＡを抽出し、抽出されたＤＮＡが『ｐＧＹ４』であることを常法
にしたがって確認し、当該形質転換体を『ＧＹ４』と命名した。斯くして、この発明の非
還元性糖質生成酵素をコードするＤＮＡを導入してなる形質転換体を得た。
【０１１０】
【実施例４】
〈非還元性糖質生成酵素の製造〉
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【０１１１】
【実施例４－１】
〈アルスロバクター属微生物を用いる酵素の製造〉
アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）を、実施例２－１
の方法に準じて、ファーメンターで約７２時間培養した。培養後、ＳＦ膜を用いて菌体を
濃縮して約８ｌの菌体懸濁液を回収し、更に、その菌体懸濁液を高圧菌体破砕装置（大日
本製薬株式会社製、『ミニラボ』）で処理し、含まれる菌体を破砕した。処理液を遠心分
離し、約８．５ｌの遠心上清を得た。上清中の非還元性糖質生成酵素活性を測定したとこ
ろ、培養物１ｍｌ当たりに換算すると、約０．１単位の当該酵素活性が認められた。この
上清に飽和度約０．７になるように硫安を加えて硫安塩析し、遠心分離で沈殿物を回収し
、１０ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）に溶解後、同緩衝液に対して透析した。得られた透
析内液を、イオン交換樹脂量を約２ｌとしたこと以外は、実施例２－２に記載の陰イオン
交換樹脂（三菱化学株式会社製、商品名『セパビーズＦＰ－ＤＡ１３ゲル』）を用いる方
法に準じてイオン交換カラムクロマトグラフィーに供し、非還元性糖質生成酵素活性画分
を回収した。回収した画分を１Ｍ硫安を含む同緩衝液に対して透析し、その透析内液を遠
心分離して形成された上清を回収した。回収した上清を、ゲル量を約３００ｍｌとしたこ
と以外は、実施例２－２に記載の疎水性ゲル（東ソー株式会社製、商品名『ブチルトヨパ
ール６５０Ｍゲル』）を用いる方法に準じて疎水性カラムクロマトグラフィーに供し、非
還元性糖質生成酵素活性画分を回収した。回収した酵素の至適温度が４０℃を越え且つ６
０℃未満の範囲の中温域にあること及び、至適ｐＨがｐＨ７未満の酸性域にあることを確
認した。斯くして、約２，６００単位のこの発明の非還元性糖質生成酵素を得た。
【０１１２】
【実施例４－２】
〈形質転換体を用いる酵素の製造〉
１６ｇ／ｌ　ポリペプトン、１０ｇ／ｌ　酵母エキス及び５ｇ／ｌ　塩化ナトリウムを含
む水溶液を５００ｍｌ容三角フラスコに１００ｍｌ入れ、オートクレーブで１２１℃で１
５分間処理し、冷却し、無菌的にｐＨ７．０に調製した後、アンピシリンナトリウム塩１
０ｍｇを無菌的に添加して液体培地を調製した。この液体培地に実施例３－２の方法で得
た形質転換体『ＧＹ２』を接種し、３７℃で約２０時間通気撹拌培養したものを種培養物
とした。次に１０ｌ容ファーメンタに、種培養に用いたのと同一組成の培地を種培養の場
合に準じて７ｌ調製し、種培養物を７０ｍｌ接種し、約２０時間通気撹拌培養した。得ら
れた培養物から、常法にしたがい、遠心分離して菌体を回収した。回収した菌体を、１０
ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）に懸濁し、超音波処理して菌体を破砕し、さらに遠心分離
により不溶物を除去し、上清を回収して菌体抽出液を得た。この菌体抽出液を１０ｍＭ燐
酸緩衝液（ｐＨ７．０）に対して透析した。透析内液を回収し、回収した液が非還元性糖
質生成酵素活性を示し、当該酵素の至適温度が４０℃を越え且つ６０℃未満の範囲の中温
域にあること及び、至適ｐＨがｐＨ７未満の酸性域にあることを確認した。斯くしてこの
発明の非還元性糖質生成酵素を得た。本実施例における培養においては、培養物１ｍｌ当
たりに換算すると約０．２単位の当該酵素が産生されていた。
【０１１３】
対照として、ストラタジーン・クローニング・システムズ製大腸菌『ＸＬ１－Ｂｌｕｅ』
株を、アンピシリンを含まないこと以外は上記と同一の組成の培地を用い、上記と同一の
条件で培養し、さらに上記と同様に菌体抽出液を得、透析した。得られた透析内液には、
非還元性糖質生成酵素活性は認められなかった。このことは、形質転換体『ＧＹ２』がこ
の発明の非還元性糖質生成酵素の製造に有用であることを示している。
【０１１４】
【実施例４－３】
〈形質転換体を用いる酵素の製造〉
実施例３－３の方法で得た形質転換体『ＧＹ３』を、１％（ｗ／ｖ）マルトース、３％（
ｗ／ｖ）ポリペプトン、１％（ｗ／ｖ）『ミースト　ＰＩＧ』（アサヒビール食品株式会
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社製）、０．１％（ｗ／ｖ）燐酸一水素カリウム、１００μｇ／ｍｌアンピシリン及び水
からなる液体培地（ｐＨ７．０）を用いたこと以外は実施例４－２と同様にして培養した
。得られた培養物を超音波処理して菌体を破砕し、遠心分離により不溶物を除去後、上清
中の非還元性糖質生成酵素活性を測定したところ、当該酵素は、培養物１ｍｌ当たりに換
算すると約１５単位産生されていた。この上清を実施例２－２に記載の方法にしたがって
精製し、この精製標品が非還元性糖質生成酵素活性を示し、当該酵素の至適温度が４０℃
を越え且つ６０℃未満の範囲の中温域にあること及び、至適ｐＨがｐＨ７未満の酸性域に
あることを確認した。斯くしてこの発明の非還元性糖質生成酵素を得た。
【０１１５】
【実施例４－４】
〈形質転換体を用いる酵素の製造〉
実施例３－４の方法で得た形質転換体『ＧＹ４』を、２％（ｗ／ｖ）マルトース、４％（
ｗ／ｖ）ペプトン、１％（ｗ／ｖ）酵母エキス、０．１％燐酸二水素ナトリウム、２００
μｇ／ｍｌアンピシリン及び水からなる液体培地（ｐＨ７．０）を用いたこと以外は実施
例４－２と同様にして培養した。得られた培養物を超音波処理して菌体を破砕し、遠心分
離により不溶物を除去後、上清中の非還元性糖質生成酵素活性を測定したところ、当該酵
素は、培養物１ｍｌ当たりに換算すると約６０単位産生されていた。この上清を実施例２
－２に記載の方法にしたがって精製し、この精製標品が非還元性糖質生成酵素活性を示し
、当該酵素の至適温度が４０℃を越え且つ６０℃未満の範囲の中温域にあること及び、至
適ｐＨがｐＨ７未満の酸性域にあることを確認した。斯くしてこの発明の非還元性糖質生
成酵素を得た。
【０１１６】
【実施例５】
〈トレハロース遊離酵素〉
【０１１７】
【実施例５－１】
〈酵素の産生〉
実施例２－１の方法にしたがって、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　
ＢＰ－６４５０）をファーメンターで培養した。引き続き、実施例２－２の方法にしたが
って、得られた培養物の一部を採り、菌体と上清液に分離した後、菌体抽出液を得た。こ
の培養上清と菌体抽出液のトレハロース遊離酵素活性を測定したところ、培養上清には当
該酵素活性が僅かであるのに対して、菌体抽出液には当該酵素活性が、培養物１ｍｌ当た
りに換算して約０．３単位確認された。
【０１１８】
【実施例５－２】
〈酵素の精製〉
実施例２－１の方法にしたがって得た培養物約８０ｌを、８，０００ｒｐｍで３０分間遠
心分離することにより、湿重量で約８００ｇの菌体を得た。その菌体を２ｌの１０Ｍ燐酸
緩衝液（ｐＨ７．０）に懸濁し超音波ホモジナイザー（株式会社エスエムテー製、『モデ
ルＵＨ－６００』）で処理した。処理液を、１０，０００ｒｐｍで３０分間遠心分離し、
その上清約２ｌを回収した。この上清液に飽和度０．７になるように硫安を加え溶解させ
、４℃、２４時間放置した後、１０，０００ｒｐｍで３０分間遠心分離し、硫安塩析物を
回収した。得られた硫安塩析物を１０ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）に溶解させた後、同
じ緩衝液に対して４８時間透析し、１０，０００ｒｐｍで３０分間遠心分離して不溶物を
除去した。この透析内液約１ｌを、約１．３ｌの陰イオン交換樹脂（三菱化学株式会社製
、商品名『セパビーズＦＰ－ＤＡ１３ゲル』）を用いるイオン交換カラムクロマトグラフ
ィーに供した。溶出は、通液に伴い０Ｍから０．６Ｍまで直線的に濃度が上昇する食塩を
含む１０ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）で行った。カラムからの溶出物を分画採取し、各
画分のトレハロース遊離酵素活性を測定した。その結果、約０．２Ｍの食塩を含む緩衝液
でカラムから溶出された画分に顕著な当該酵素活性が認められ、これらの画分を合一した
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。
【０１１９】
合一した溶液に硫安を濃度１Ｍになるように加えて４℃で１２時間放置した後、１０，０
００ｒｐｍで３０分間遠心分離して上清を回収した。回収した上清を疎水性ゲル（東ソー
株式会社製、商品名『ブチルトヨパール６５０Ｍゲル』）を用いる疎水性カラムクロマト
グラフィーに供した。ゲル量は約３００ｍｌとした。ゲルは使用に先立って、１Ｍ硫安を
含む１０ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）で平衡化した。溶出は、通液に伴い１Ｍから０Ｍ
まで直線的に濃度が下降する硫安水溶液で行った。カラムからの溶出物を分画採取し、各
画分のトレハロース遊離酵素活性を測定した。その結果、約０．５Ｍの硫安を含む緩衝液
で溶出された画分に顕著な当該酵素活性が認められ、これらの画分を合一した。
【０１２０】
合一した溶液を１０ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）に対して透析し、その透析内液を、１
０，０００ｒｐｍで３０分間遠心分離した。この上清を回収し、約４０ｍｌの陰イオン交
換樹脂（東ソー株式会社製、商品名『ＤＥＡＥ－トヨパール６５０Ｓゲル』）を用いるイ
オン交換カラムクロマトグラフィーに供した。溶出は、通液に伴い０Ｍから０．２Ｍまで
直線的に濃度が上昇する食塩水溶液で行った。カラムからの溶出物を分画採取し、各画分
のトレハロース遊離酵素活性を測定した。その結果、約０．１５Ｍの食塩で溶出された画
分に顕著な当該酵素活性が認められ、これらの画分を合一した。合一した液を引き続き、
約３８０ｍｌの『ウルトロゲルＡｃＡ４４ゲル』（フランス、セプラコル社製）を用いる
ゲル濾過クロマトグラフィーに供し、顕著な当該酵素活性の認められた画分を回収した。
以上の、精製の各工程におけるトレハロース遊離酵素の酵素活性量、比活性、収率を表５
に示す。
【０１２１】
【表５】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１２２】
上記のゲル濾過クロマトグラフィーで溶出され回収した溶液を、常法にしたがい、７．５
％（ｗ／ｖ）ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供したところ、単一の蛋白質バンドが確
認された。この結果は、上記で得た、ゲル濾過クロマトグラフィーからの溶出物が、電気
泳動的に均質な状態にまで精製された、トレハロース遊離酵素の精製標品であることを示
している。
【０１２３】
【実施例５－３】
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〈酵素の性質〉
【０１２４】
【実施例５－３（ａ）】
〈作用〉
後記実施例８－３の方法で得た、トレハロース構造有する非還元性糖質としてのα－グル
コシルトレハロース、α－マルトシルトレハロース、α－マルトトリオシルトレハロース
、α－マルトテトラオシルトレハロース、α－マルトペンタオシルトレハロース及び、還
元性糖質としてのマルトトリオース、マルトテトラオース、マルトペンタオース、マルト
ヘキサオース及びマルトヘプタオースのいずれか１種の糖質を固形分濃度２％（ｗ／ｖ）
となるよう水に溶解させて基質水溶液を調製した。それぞれの基質水溶液に、実施例５－
２の方法で得たトレハロース遊離酵素の精製標品を基質固形分１ｇ当たり２単位の割合で
加え、５０℃、ｐＨ６．０で４８時間反応させた。反応産物を実施例２－３（ａ）の方法
に準じて脱塩した後ＨＰＬＣで分析し、各反応産物中の糖質の組成比を求めた。結果を表
６に示す。なお、表６においては、α－グルコシルトレハロース、α－マルトシルトレハ
ロース、α－マルトトリオシルトレハロース、α－マルトテトラオシルトレハロース及び
α－マルトペンタオシルトレハロースは、それぞれ、グルコシルトレハロース、マルトシ
ルトレハロース、マルトトリオシルトレハロース、マルトテトラオシルトレハロース及び
マルトペンタオシルトレハロースと表示した。
【０１２５】
【表６】
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【０１２６】
表６の結果から明らかなように、実施例５－２の方法で得たトレハロース遊離酵素は、末
端にトレハロース構造を有するグルコース重合度３以上の非還元性糖質のトレハロース部
分とグリコシル部分との間の結合を特異的に加水分解し、トレハロースとグルコース重合
度１以上の還元性糖質とを生成した。一方、マルトトリオース以下のマルトオリゴ糖は、
トレハロース遊離酵素によって全く作用をうけなかった。
【０１２７】
【実施例５－３（ｂ）】
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〈分子量〉
実施例５－２の方法で得たトレハロース遊離酵素の精製標品を、分子量マーカー（日本バ
イオ・ラド・ラボラトリーズ株式会社製）と並行して、１０％（ｗ／ｖ）ポリアクリルア
ミドゲルを用いる、通常のＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した。泳動後、分子量マーカーの泳動位
置と比較した結果、当該酵素の分子量は約６２，０００±５，０００ダルトンであった。
【０１２８】
【実施例５－３（ｃ）】
〈等電点〉
実施例５－２の方法で得たトレハロース遊離酵素の精製標品を、常法にしたがい、両性電
解質『アンフォライン』（スウエーデン国、ファルマシア・エルケイビー社製）を２％（
ｗ／ｖ）の濃度で含有するポリアクリルアミドゲルを用いる等電点電気泳動に供した。泳
動後、ゲルのｐＨを測定した結果、当該酵素の等電点は約４．７±０．５であった。
【０１２９】
【実施例５－３（ｄ）】
〈至適温度及び至適ｐＨ〉
実施例５－２の方法で得たトレハロース遊離酵素の精製標品を用いて、当該酵素活性に対
する温度の影響及びｐＨの影響を調べた。温度の影響を調べる際には、適宜の各温度で反
応させたこと以外は活性測定法にしたがって操作した。ｐＨの影響を調べる際には、適宜
の２０ｍＭ緩衝液を用いて適宜の各ｐＨ条件下で反応させたこと以外は活性測定法にした
がって操作した。それぞれの操作において、各反応系に認められた還元力の増加量の相対
値（％）を算出し、相対酵素活性（％）とした。結果を図８（温度の影響）及び図９（ｐ
Ｈの影響）に示す。図８で横軸は反応温度を、図９で横軸は反応ｐＨをそれぞれ示す。図
８に示されるように、当該酵素の至適温度は、ｐＨ６．０、３０分間反応で、約５０℃乃
至約５５℃付近であった。図９に示されるように、当該酵素の至適ｐＨは、５０℃、３０
分間反応でｐＨ約６．０付近であった。
【０１３０】
【実施例５－３（ｅ）】
〈温度安定性及びｐＨ安定性〉
実施例５－２の方法で得たトレハロース遊離酵素の精製標品を用いて、当該酵素の温度安
定性及びｐＨ安定性を調べた。温度安定性は、当該酵素の精製標品を２０ｍＭ燐酸緩衝液
（ｐＨ７．０）で希釈し、適宜の各温度に６０分間保持し、水冷した後、残存する酵素活
性を測定して調べた。ｐＨ安定性は、当該酵素の精製標品を適宜の各ｐＨの５０ｍＭ緩衝
液で希釈し、４℃で２４時間保持した後、ｐＨを６に調整し、残存する酵素活性を測定し
て調べた。結果を図１０（温度安定性）及び図１１（ｐＨ安定性）に示す。図１０で横軸
は酵素の保持温度を、図１１で横軸は酵素の保持ｐＨをそれぞれ示す。図１０に示される
ように、当該酵素は約５０℃付近まで安定であった。図１１に示されるように、当該酵素
は、ｐＨ約４．５乃至約１０．０の範囲で安定であった。
【０１３１】
以上の結果は、実施例５－２の方法で得たトレハロース遊離酵素が、中温域に至適温度を
有するこの発明のトレハロース遊離酵素であることを示している。
【０１３２】
【実施例５－４】
〈部分アミノ酸配列〉
実施例５－２の方法で得たトレハロース遊離酵素の精製標品の一部を蒸留水に対して透析
した後、蛋白量として約８０μｇをＮ末端アミノ酸配列分析用の試料とした。Ｎ末端アミ
ノ酸配列は、『プロテインシーケンサー　モデル４７３Ａ』（米国、アプライドバイオシ
ステムズ社製造）を用い、Ｎ末端から２０残基まで分析した。得られた配列は、配列表に
おける配列番号１４に示すアミノ酸配列であった。
【０１３３】
実施例５－２の方法で得たトレハロース遊離酵素の精製標品の一部を１０ｍＭトリス－塩
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酸緩衝液（ｐＨ９．０）に対して透析した後、限外濾過膜（東ソー株式会社製、商品名『
ウルトラセント－３０』）を用い、常法にしたがい操作して、濃度約１ｍｇ／ｍｌにまで
濃縮した。この濃縮液（０．２ｍｌ）に１０μｇのリジルエンドペプチダーゼ試薬（和光
純薬株式会社販売）を加え、３０℃、２２時間反応させて当該酵素を消化し、ペプチドを
生成させた。反応産物を、『ノバパックＣ１８カラム』（直径４．５ｍｍ×長さ１５０ｍ
ｍ、ウォーターズ社製）を用いる逆相ＨＰＬＣに供し、ペプチドを分離した。温度は室温
で行った。溶出は、通液に伴い６０分間で２４％（ｖ／ｖ）から４８％（ｖ／ｖ）まで直
線的に濃度が上昇するアセトニトリルを含む０．１％（ｖ／ｖ）トリフルオロ酢酸水溶液
で、流速０．９ｍｌ／分で行った。カラムから溶出されたペプチドは、波長２１０ｎｍの
吸光度を測定することにより検出した。他のペプチドとよく分離した２個のペプチド、『
ＲＴ１８』（保持時間約１８分）及び『ＲＴ３３』（保持時間約３３分）を分取し、それ
ぞれを真空乾燥した後、２００μｌの０．１％（ｖ／ｖ）トリフルオロ酢酸を含む５０％
（ｖ／ｖ）アセトニトリル水溶液に溶解した。これらのペプチド溶液をプロテインシーケ
ンサーに供し、それぞれ２０残基までアミノ酸配列を分析した。ペプチド『ＲＴ１８』か
らは、配列表における配列番号１５に示すアミノ酸配列が、またペプチド『ＲＴ３３』か
らは、配列表における配列番号１６に示すアミノ酸配列が得られた。
【０１３４】
【実施例６】
〈トレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡ〉
【０１３５】
【実施例６－１】
〈遺伝子ライブラリーの作製と検索〉
実施例３－１の方法にしたがって、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　
ＢＰ－６４５０）の遺伝子ライブラリーを作製した。引き続き、この遺伝子ライブラリー
を、プローブとしてこの発明のトレハロース遊離酵素をコードし得る塩基配列のオリゴヌ
クレオチドを下記のとおり調製して用いたこと以外は実施例３－１に記載の条件でコロニ
ーハイブリダイゼーション法を実施して検索した。プローブは、実施例５－４で明らかに
した、配列表の配列番号１５に示すアミノ酸配列における第１２乃至２０番目のアミノ酸
からなる配列に基づいて化学合成した、配列表における配列番号３１に示す塩基配列のオ
リゴヌクレオチドを、常法にしたがい［γ－ 3 2Ｐ］ＡＴＰ及びＴ４ポリヌクレオチドキナ
ーゼを用いて同位体標識して調製した。斯かるプローブと顕著なハイブリダイゼーション
を示した形質転換体を選択した。
【０１３６】
実施例３－２の方法にしたがって、上記で選択した形質転換体より組換えＤＮＡを抽出し
、本実施例におけるプローブを用いて通常のサザン分析法により分析した。分析の結果に
基づき作成した制限酵素地図は、図５に示した実施例３－１乃至３－２で得た組換えＤＮ
Ａ『ｐＧＹ１』の場合と一致した。そして、図５に示されるように、本実施例による組換
えＤＮＡは、図中斜線矢印で示される、この発明のトレハロース遊離酵素をコードする塩
基配列を、制限酵素ＰｓｔＩ及びＫｐｎＩによる認識部位の間の約２，２００塩基対から
なる領域内に含有していることが判明した。そこで、以下、組換えＤＮＡ『ｐＧＹ１』を
用いて、この発明のトレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡの塩基配列の解読を進めた
。
【０１３７】
【実施例６－２】
〈塩基配列の解読〉
実施例３－２の方法で得た組換えＤＮＡ『ｐＧＹ１』を、常法にしたがい、制限酵素Ｐｓ
ｔＩで完全に消化した。消化産物を、通常のアガロースゲル電気泳動法を用いて、生成さ
れた約３，３００塩基対のＤＮＡ断片を除去し、生成された約５，２００塩基対のＤＮＡ
断片を回収した。回収したＤＮＡ断片を常法にしたがって連結反応に供し、常法にしたが
って連結産物でストラタジーン・クローニング・システムズ製大腸菌株『ＸＬ１－Ｂｌｕ
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ｅ』株を形質転換した。得られた形質転換体より常法により組換えＤＮＡを抽出した。こ
の組換えＤＮＡが、この発明のトレハロース遊離酵素をコードする塩基配列を含む約２，
２００塩基対からなる領域を含有することを常法により確認し、『ｐＧＺ２』と命名した
。ここで得た、組換えＤＮＡ『ｐＧＺ２』が導入されてなる形質転換体を『ＧＺ２』と命
名した。
【０１３８】
組換えＤＮＡ『ｐＧＺ２』の塩基配列を、通常のジデオキシ法により分析したところ、当
該組換えＤＮＡは、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０
）に由来する、配列表における配列番号３２に示す、２，２１８塩基対からなる塩基配列
を含有していた。この塩基配列は、配列番号３２に併記したアミノ酸配列をコードし得る
ものであった。このアミノ酸配列と、実施例５－４で確認されたこの発明のトレハロース
遊離酵素の部分アミノ酸配列である、配列表における配列番号１４乃至１６のアミノ酸配
列とを比較した。その結果、配列表における配列番号１４、１５及び１６に示すアミノ酸
配列は、それぞれ、配列番号３２に併記したアミノ酸配列における第１乃至２０番目、第
２９８乃至３１７番目及び第３１乃至５０番目のアミノ酸配列と完全に一致した。以上の
ことは、実施例５で得たこの発明のトレハロース遊離酵素が、配列表における配列番号３
２に併記したアミノ酸配列、すなわち、配列番号９に示すアミノ酸配列を有することを示
している。また、以上のことは、当該酵素は、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（
ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）においては、配列表における配列番号３２に示す塩基配列に
おける第４７７乃至２，２０１番目の塩基からなる配列、すなわち、配列番号１７に示す
塩基配列によりコードされていることをも示している。以上に示した組換えＤＮＡ『ｐＧ
Ｚ２』の構造は図１２にまとめている。
【０１３９】
実施例５の方法で得られるこの発明のトレハロース遊離酵素の、上記で明らかにしたアミ
ノ酸配列と、トレハロース遊離酵素としての作用を有する公知の他の酵素のアミノ酸配列
とを、実施例３－２に準じて比較し、それぞれ相同性（％）を求めた。公知の酵素として
、特開平７－２９８８８０号公報に開示されたアルスロバクター・スピーシーズＱ３６由
来のもの、特開平７－２９８８８０号公報に開示されたリゾビウム・スピーシーズＭ－１
１由来のもの、特開平８－３３６３８８号公報に開示されたスルフォロバス・アシドカル
ダリウスＡＴＣＣ３３９０９由来のもの及び、再公表特許ＷＯ９５／３４６４２号公報に
開示されたスルフォロバス・ソルファタリカスＫＭ１由来のものを用いた。以上の公知の
酵素は上記公報に記載のとおり、いずれも中温域以外に至適温度を有するものである。な
お、以上の公知の酵素のアミノ酸配列は、米国国立予防衛生研究所作成のＤＮＡデータベ
ース『ジェンバンク（ＧｅｎＢａｎｋ）』から、それぞれのアクセション番号『Ｄ６３３
４３』、『Ｄ６４１３０』、『Ｄ７８００１』及び『Ｄ８３２４５』により入手すること
もできる。求められた相同性を表７に示す。
【０１４０】
【表７】
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【０１４１】
表７に示すように、実施例５によるこの発明のトレハロース遊離酵素は、中温域以外に至
適温度を有する公知の酵素のうちではアルスロバクター・スピーシーズＱ３６由来の酵素
と最も高い５９．９％というアミノ酸配列の相同性を示した。この結果は、この発明のト
レハロース遊離酵素が、配列番号９に示すアミノ酸配列に対して６０％以上の相同性を有
するアミノ酸配列を通常は含有することを意味している。また、アミノ酸配列の比較結果
から、実施例５による当該酵素と上記の４種類の公知の酵素は、配列表における配列番号
１０乃び１３に示すアミノ酸配列を共通して含有していることが判明した。実施例５によ
る当該酵素は、配列表における配列番号９のアミノ酸配列における第１４８乃至１５３番
目、第１８５乃至１９０番目、第２４８乃至２５４番目及び第２８５乃至２９１番目のア
ミノ酸からなる部分に見られるとおり、配列番号１０乃至１３のアミノ酸配列を部分アミ
ノ酸配列として含有している。上記で比較の対象とした４種類の酵素も、いずれも、それ
ぞれ対応する部分にこれらの部分アミノ酸配列を含有している。実施例５による当該酵素
ならびに比較の対象とした酵素がいずれも共通して、末端にトレハロース構造を有するグ
ルコース重合度３以上の非還元性糖質におけるトレハロース部分とそれ以外の部分との間
を特異的に加水分解する作用を有していることから、上記で見出された配列表における配
列番号１０及び１３に示す部分アミノ酸配列が斯かる作用の発現に関わっていることが示
唆された。したがってこの結果は、この発明のトレハロース遊離酵素が、配列表における
配列番号１０及び１３に示すアミノ酸配列を含有するとともに中温域に至適温度を有する
ことにより特徴づけられることを示している。
【０１４２】
【実施例６－３】
〈ＤＮＡを導入してなる形質転換体〉
配列表における配列番号１７に示す塩基配列における５′末端及び３′末端の配列に基づ
いて、それぞれ、配列表における配列番号３３及び３４に示す塩基配列のオリゴヌクレオ
チドを常法にしたがい化学合成した。センスプライマー及びアンチセンスプライマーとし
て、これらのオリゴヌクレオチドそれぞれ８５ｎｇと、鋳型として、実施例６－２の方法
で得た組換えＤＮＡ『ｐＧＺ２』１００ｎｇとを反応管で混合し、他の試薬の添加量は実
施例３－３に準じてＰＣＲを行った。ＰＣＲの温度制御は、９５℃１分間の後、９８℃２
０秒間、７０℃３０秒間及び７２℃４分間を２５サイクル、最後に７２℃１０分間とした
。ＰＣＲ産物におけるＤＮＡを常法にしたがい回収して、約１，７００塩基対のＤＮＡを
得た。このＤＮＡと、予め制限酵素ＥｃｏＲＩで切断し、宝酒造製『ＤＮＡ　Ｂｌｕｎｔ
ｉｎｇ　Ｋｉｔ』を用いて平滑化しておいたファルマシア製プラスミドベクター『ｐＫＫ
２３３－３』とを混合し、通常のライゲーション法により連結した。引き続き、連結産物
を常法にしたがって操作して、上記の約１，７００塩基対のＤＮＡが挿入された組換えＤ
ＮＡを得た。得られた組換えＤＮＡを通常のジデオキシ法により解読したところ、当該組
換えＤＮＡは、配列表の配列番号１７に示す塩基配列における３′末端に５′－ＴＧＡ－
３′で示される塩基配列が付加された塩基配列を含有していた。当該組換えＤＮＡを『ｐ
ＧＺ３』と命名した。以上に示した組換えＤＮＡ『ｐＧＺ３』の構造は図１３にまとめて
いる。
【０１４３】
組換えＤＮＡ『ｐＧＺ３』を、常法にしたがい予めコンピテント化しておいた大腸菌ＬＥ
３９２株（ＡＴＣＣ　３３５７２）に導入して形質転換体を得た。斯かる形質転換体より
、通常のアルカリ－ＳＤＳ法によりＤＮＡを抽出し、抽出されたＤＮＡが『ｐＧＺ３』で
あることを常法にしたがって確認し、当該形質転換体を『ＧＺ３』と命名した。斯くして
、この発明のトレハロース遊離酵素をコードするＤＮＡを導入してなる形質転換体を得た
。
【０１４４】
【実施例６－４】
〈ＤＮＡを導入してなる形質転換体〉
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配列表における配列番号１７に示す塩基配列における５′末端及び３′末端部分の配列に
基づいて化学合成した、配列番号３５及び３６に示す塩基配列のオリゴヌクレオチドをそ
れぞれセンスプライマー及びアンチセンスプライマーとして用いたこと以外は実施例６－
３と同様にしてＰＣＲを行った。ＰＣＲ産物としてのＤＮＡを常法にしたがい回収して、
約１，７００塩基対のＤＮＡを得た。このＤＮＡを制限酵素ＸｂａＩ及びＳｐｅＩで切断
した後、これと、制限酵素ＸｂａＩ及びＳｐｅＩであらかじめ切断しておいた、実施例３
－４の方法で得たプラスミドベクター『ｐＫＫ４』とを、通常のライゲーション法により
連結した。連結産物を常法にしたがって操作して、配列表における配列番号１７に示す塩
基配列を含有する組換えＤＮＡを得た。斯くして得た組換えＤＮＡを『ｐＫＧＺ１』と命
名した。
【０１４５】
引き続き、実施例３－４と同様に、『オーバーラップ・エクステンション法』により上記
で得た組換えＤＮＡ『ｐＫＧＺ１』における配列番号１７の塩基配列の５′末端上流部分
の塩基配列を改変した。先ず、センスプライマー及びアンチセンスプライマーとして、プ
ラスミドベクター『ｐＫＫ４』の塩基配列に基づいて常法にしたがい化学合成した、配列
表における配列番号２６及び３７に示す塩基配列のオリゴヌクレオチドを、鋳型として、
上記で得た組換えＤＮＡ『ｐＫＧＺ１』をそれぞれ用いたこと以外は、実施例３－３と同
様にしてＰＣＲを行った（「第１段ＰＣＲ－Ｃ」という）。これと並行して、センスプラ
イマー及びアンチセンスプライマーとして、配列表における配列番号１７の塩基配列に基
づいてそれぞれ常法にしたがい化学合成した、配列表における配列番号３８及び３９に示
す塩基配列のオリゴヌクレオチドを、鋳型として、上記で得た組換えＤＮＡ『ｐＫＧＺ１
』をそれぞれ用いたこと以外は、実施例３－３と同様にしてＰＣＲを行った（「第１段Ｐ
ＣＲ－Ｄ」という）。第１段ＰＣＲ－Ｃの産物としてのＤＮＡを常法にしたがって回収し
、約３９０塩基対のＤＮＡを得た。第１段ＰＣＲ－Ｄの産物としてのＤＮＡを常法にした
がい回収して、約５９０塩基対のＤＮＡを得た。
【０１４６】
鋳型として、第１段ＰＣＲ－Ｃ及び第１段ＰＣＲ－Ｄの産物として得たＤＮＡの混合物を
、センスプライマーとして、第１段ＰＣＲ－Ｃで用いた配列表における配列番号２６に示
す塩基配列のオリゴヌクレオチドを、また、アンチセンスプライマーとして、第１段ＰＣ
Ｒ－Ｄで用いた配列表における配列番号３９に示す塩基配列のオリゴヌクレオチドをそれ
ぞれ用いたこと以外は、実施例３－３と同様にしてＰＣＲを行った（「第２段ＰＣＲ－Ｂ
」という）。このＰＣＲの産物としてのＤＮＡを常法にしたがい回収し、約９５０塩基対
のＤＮＡを得た。
【０１４７】
第２段ＰＣＲ－Ｂの産物として得たＤＮＡを制限酵素ＥｃｏＲＩで切断し、生成した約２
７０塩基対のＤＮＡを常法にしたがい回収した。一方、上記で得た組換えＤＮＡ『ｐＫＧ
Ｚ１』を制限酵素ＥｃｏＲＩで切断し、生成した約６，１００塩基対のＤＮＡを常法にし
たがい回収した。これらのＤＮＡを通常のライゲーション法により連結し、連結産物を常
法にしたがい操作して、第２段ＰＣＲ－Ｂの産物由来の約２７０塩基対のＤＮＡを含有す
る組換えＤＮＡを得た。通常のジデオキシ法によりＤＮＡを解読したところ、得られた組
換えＤＮＡは、５′末端から３′末端に向けて、配列表における配列番号８に示す塩基配
列、配列表における配列番号１７に示す塩基配列及び、５′－ＴＧＡ－３′で表される塩
基配列がこの順序で連結された塩基配列を含有していた。斯くして得た組換えＤＮＡを『
ｐＧＺ４』と命名した。なお、組換えＤＮＡ『ｐＧＺ４』の構造は、配列表における配列
番号８に示す塩基配列を含有すること以外は、実施例６－３の方法で得た組換えＤＮＡ『
ｐＧＺ３』の構造と実質的に同一である。
【０１４８】
組換えＤＮＡ『ｐＧＺ４』を、宝酒造製の大腸菌コンピテント細胞『ＢＭＨ７１－１８ｍ
ｕｔＳ』に常法にしたがい導入して形質転換体を得た。斯る形質転換体より通常のアルカ
リ－ＳＤＳ法によりＤＮＡを抽出し、抽出されたＤＮＡが『ｐＧＺ４』であることを常法
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にしたがって確認し、当該形質転換体を『ＧＺ４』と命名した。斯くして、この発明のト
レハロース遊離酵素をコードするＤＮＡを導入してなる形質転換体を得た。
【０１４９】
【実施例７】
〈トレハロース遊離酵素の製造〉
【０１５０】
【実施例７－１】
〈アルスロバクター属微生物を用いる酵素の製造〉
アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　ＢＰ－６４５０）を、実施例２－１
の方法にしたがって、ファーメンターで約７２時間培養した。培養後、ＳＦ膜を用いて菌
体を濃縮して約８ｌの菌体懸濁液を回収し、更に、その菌体懸濁液を高圧菌体破砕装置（
大日本製薬株式会社製、『ミニラボ』）で処理して菌体を破砕し、菌体破砕物を得た。こ
の菌体破砕物を遠心分離し、形成された上清約８．５ｌを回収し、菌体抽出液を得た。得
られた菌体抽出液のトレハロース遊離酵素活性を測定したところ、培養物１ｍｌ当たりに
換算すると、約０．３単位の当該酵素活性が認められた。この菌体抽出液に飽和度約０．
７になるように硫安を加えて硫安塩析し、遠心分離で沈殿物を回収し、１０ｍＭ燐酸緩衝
液（ｐＨ７．０）に溶解後、同緩衝液に対して透析した。得られた透析内液を、イオン交
換樹脂量を約２ｌとしたこと以外は、実施例５－２に記載の陰イオン交換樹脂（三菱化学
株式会社製、商品名『セパビーズＦＰ－ＤＡ１３ゲル』）を用いる方法に準じてイオン交
換カラムクロマトグラフィーに供し、トレハロース遊離酵素活性画分を回収した。回収し
た画分を１Ｍ硫安を含む同緩衝液に対して透析し、その透析内液を遠心分離して形成され
た上清を回収した。回収した上清を、ゲル量を約３５０ｍｌとしたこと以外は、実施例５
－２に記載の疎水性ゲル（東ソー株式会社製、商品名『ブチルトヨパール６５０Ｍゲル』
）を用いる方法に準じて疎水性カラムクロマトグラフィーに供し、トレハロース遊離酵素
活性画分を回収した。回収した酵素が４５℃を越え且つ６０℃未満の範囲の中温域に至適
温度を有することと、ｐＨ７未満の酸性域に至適ｐＨを有することを確認した。斯くして
、約６，４００単位のこの発明のトレハロース遊離酵素を得た。
【０１５１】
【実施例７－２】
〈アルスロバクター属微生物を用いる酵素の製造〉
実施例７－１の方法にしたがって、アルスロバクター・スピーシーズＳ３４（ＦＥＲＭ　
ＢＰ－６４５０）を培養した。培養物１ｌに対して１００ｍｇのリゾチーム剤（長瀬産業
製、商品名『卵白リゾチーム』）を加えた後、通気を停止し、温度・撹拌条件は培養の場
合と同じ条件下で培養物を２４時間処理して菌体を破砕した。この菌体破砕物を１０，０
００ｒｐｍの連続遠心分離に供して上清を回収し、菌体抽出液を得た。引き続き実施例７
－１の方法にしたがって、斯かる菌体抽出液を硫安塩析に供し、塩析物を透析し、透析内
液を『セパビーズＦＰ－ＤＡ１３ゲル』（三菱化学株式会社製）を用いるイオン交換カラ
ムクロマトグラフィーに供してトレハロース遊離酵素活性画分を回収した。回収した画分
は、この発明のトレハロース遊離酵素を約１６，５００単位とともに、この発明の非還元
性糖質生成酵素を約５，５００単位含むものであった。斯くして、この発明の非還元性糖
質生成酵素ならびにトレハロース遊離酵素を含有する酵素剤を得た。
【０１５２】
【実施例７－３】
〈形質転換体を用いる酵素の製造〉
１６ｇ／ｌ　ポリペプトン、１０ｇ／ｌ　酵母エキス及び５ｇ／ｌ　塩化ナトリウムを含
む水溶液を５００ｍｌ容三角フラスコに１００ｍｌ入れ、オートクレーブで１２１℃で１
５分間処理し、冷却し、無菌的にｐＨ７．０に調製した後、アンピシリンナトリウム塩１
０ｍｇを無菌的に添加して液体培地を調製した。この液体培地に実施例６－２の方法で得
た形質転換体『ＧＺ２』を接種し、３７℃で約２０時間通気撹拌培養したものを種培養物
とした。次に１０ｌ容ファーメンターに、種培養に用いたのと同一組成の培地を種培養の
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場合に準じて７ｌ調製し、種培養物を７０ｍｌ接種し、約２０時間通気撹拌培養した。得
られた培養物から、常法にしたがい、遠心分離して菌体を回収した。回収した菌体を、１
０ｍＭ燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）に懸濁し、超音波処理して菌体を破砕し、さらに遠心分
離により不溶物を除去し、上清を回収して菌体抽出液を得た。この菌体抽出液を１０ｍＭ
燐酸緩衝液（ｐＨ７．０）に対して透析した。透析内液を回収し、回収した液がトレハロ
ース遊離酵素活性を示し、当該酵素の至適温度が４５℃を越え且つ６０℃未満の範囲の中
温域にあること及び、至適ｐＨがｐＨ７未満の酸性域にあることを確認した。斯くしてこ
の発明のトレハロース遊離酵素を得た。本実施例における培養においては、培養物１ｍｌ
当たりに換算すると約０．５単位の当該酵素が産生されていた。
【０１５３】
対照として、ストラタジーン・クローニング・システムズ製大腸菌『ＸＬ１－Ｂｌｕｅ』
株を、アンピシリンを含まないこと以外は上記と同一の組成の培地を用い、上記と同一の
条件で培養し、さらに上記と同様に菌体抽出液を得、透析した。得られた透析内液には、
トレハロース遊離酵素は認められなかった。このことは、形質転換体『ＧＺ２』がこの発
明のトレハロース遊離酵素の製造に有用であることを示している。
【０１５４】
【実施例７－４】
〈形質転換体を用いる酵素の製造〉
実施例６－３の方法で得た形質転換体『ＧＺ３』を、１％（ｗ／ｖ）マルトース、３％（
ｗ／ｖ）ポリペプトン、１％（ｗ／ｖ）『ミースト　ＰＩＧ』（アサヒビール食品株式会
社製）、０．１％（ｗ／ｖ）燐酸一水素カリウム、１００μｇ／ｍｌアンピシリン及び水
からなる液体培地（ｐＨ７．０）を用いたこと以外は実施例７－３と同様にして培養した
。得られた培養物を超音波処理して菌体を破砕し、遠心分離により不溶物を除去後、上清
中のトレハロース遊離酵素活性を測定したところ、当該酵素は、培養物１ｍｌ当たりに換
算すると約７０単位産生されていた。この上清を実施例５－２に記載の方法にしたがって
精製し、この精製標品がトレハロース遊離酵素活性を示し、当該酵素の至適温度が４５℃
を越え且つ６０℃未満の範囲の中温域にあること及び、至適ｐＨがｐＨ７未満の酸性域に
あることを確認した。斯くしてこの発明のトレハロース遊離酵素を得た。
【０１５５】
【実施例７－５】
〈形質転換体を用いる酵素の製造〉
実施例６－４の方法で得た形質転換体『ＧＺ４』を、実施例４－４の方法で培養した。得
られた培養物を超音波処理して菌体を破砕し、遠心分離により不溶物を除去後、上清中の
トレハロース遊離酵素活性を測定したところ、当該酵素は、培養物１ｍｌ当たりに換算す
ると約２５０単位産生されていた。この上清を実施例５－２に記載の方法にしたがって精
製し、この精製標品がトレハロース遊離酵素活性を示し、当該酵素の至適温度が４５℃を
越え且つ６０℃未満の範囲の中温域にあること及び、至適ｐＨがｐＨ７未満の酸性域にあ
ることを確認した。斯くしてこの発明のトレハロース遊離酵素を得た。
【０１５６】
【実施例８】
〈糖質の製造〉
【０１５７】
【実施例８－１】
〈非還元性糖質含有シラップの製造〉
濃度６％（ｗ／ｗ）の馬鈴薯澱粉乳を加熱して糊化した後、ｐＨ４．５、温度５０℃に調
整し、澱粉固形分１ｇ当たり２，５００単位のイソアミラーゼ剤（株式会社林原生物化学
研究所製）を加えて２０時間反応させた。反応物をｐＨ６．５に調整し、１２０℃で１０
分間オートクレーブした後、４０℃まで冷却し、同温度に維持しつつ、これに、澱粉固形
分１ｇ当たり１５０単位の液化型α－アミラーゼ剤（ノボ・ノルディスク・インダストリ
ー製、商品名『ターマミール６０Ｌ』）を加えて２０時間反応させた。この反応物を１２
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０℃で２０分間オートクレーブした後、５３℃まで冷却し、ｐＨ５．７に調整後、同温度
に維持しつつ、澱粉固形分１ｇ当たり１単位の実施例４－１の方法で得た非還元性糖質生
成酵素を加えて９６時間反応させた。斯くして得た反応物を９７℃で３０分間加熱して酵
素を失活させ、冷却し、濾過した後、常法により、活性炭を用いる脱色処理及びイオン交
換樹脂を用いる脱塩処理により精製し、濃縮して固形分濃度約７０％（ｗ／ｗ）のシラッ
プ状物を原料澱粉固形分当たり約９０％の収率で得た。
【０１５８】
ＤＥが２４と低く、非還元性糖質としてα－グルコシルトレハロース、α－マルトシルト
レハロース、α－マルトトリオシルトレハロース、α－マルトテトラオシルトレハロース
及びα－マルトペンタオシルトレハロースを固形分当たりそれぞれ１１．５％、５．７％
、２９．５％、３．５％及び２．８％含む本品は、温和で上品な甘味に加えて適度の粘度
と保湿性を有しており、甘味剤、呈味改良剤、品質改良剤、安定剤、賦形剤などとして飲
食物、化粧品、医薬品を始めとする組成物一般に有利に配合使用できる。
【０１５９】
【実施例８－２】
〈非還元性糖質含有シラップの製造〉
濃度３３％（ｗ／ｗ）のとうもろこし澱粉乳に最終濃度０．１％（ｗ／ｗ）となるように
炭酸カルシウムを加え、ｐＨ６．５に調整後、これに、澱粉固形分当たり０．２％（ｗ／
ｗ）の液化型α－アミラーゼ剤（ノボ・ノルディスク・インダストリー製、商品名『ター
マミール６０Ｌ』）を加えて９５℃で１５分間反応させて澱粉を液化した。この澱粉液化
液を１２０℃で１０分間オートクレーブした後、５３℃に冷却し、同温度に維持しつつ、
澱粉固形分１ｇ当たり、１単位のシュードモナス・スツッチェリ由来マルトテオラオース
生成アミラーゼ剤（株式会社林原生物化学研究所製）及び２単位の実施例４－２の方法で
得た非還元性糖質生成酵素を加えて４８時間反応させた。引き続き反応物に、澱粉固形分
１ｇ当たり１５単位のα－アミラーゼ剤（上田化学製、商品名『α－アミラーゼ２Ａ』）
を加え、６５℃でさらに２時間反応させた後、１２０℃で１０分間オートクレーブし、次
いで冷却した。斯くして得た反応物を濾過した後、常法により、活性炭を用いる脱色処理
及びイオン交換樹脂を用いる脱塩処理により精製し、濃縮して固形分濃度約７０％（ｗ／
ｗ）のシラップを原料澱粉固形分当たり約９０％の収率で得た。
【０１６０】
ＤＥが１８．５と低く、非還元性糖質としてα－グルコシルトレハロース、α－マルトシ
ルトレハロース、α－マルトトリオシルトレハロース、α－マルトテトラオシルトレハロ
ース及びα－マルトペンタオシルトレハロースを固形分当たりそれぞれ９．３％、３０．
１％、０．９％、０．８％及び０．５％含む本品は、温和で上品な甘味に加えて適度の粘
度と保湿性を有しており、甘味剤、呈味改良剤、品質改良剤、安定剤、賦形剤などとして
飲食物、化粧品、医薬品を始めとする組成物一般に有利に配合使用できる。
【０１６１】
【実施例８－３】
〈非還元性糖質の製造〉
マルトトリオース、マルトテトラオース、マルトペンタオース、マルトヘキサオース及び
マルトヘプタオース（いずれも株式会社林原生物化学研究所製）のいずれかの還元性澱粉
部分分解物の２０％（ｗ／ｗ）水溶液それぞれに、還元性澱粉部分分解物の固形分１ｇ当
たり２単位ずつの実施例２－２の方法で得た非還元性糖質生成酵素の精製標品を加え、５
０℃、ｐＨ６．０で４８時間作用させ、それぞれの還元性澱粉部分分解物から、非還元性
糖質としてのα－グルコシルトレハロース、α－マルトシルトレハロース、α－マルトト
リオシルトレハロース、α－マルトテトラオシルトレハロース及びα－マルトペンタオシ
ルトレハロースを生成させた。これら反応物を、それぞれ、常法に従って、加熱による酵
素失活、瀘過、脱色、脱塩、濃縮した後、アルカリ金属型強酸性カチオン交換樹脂（Ｎａ
＋型、架橋度４％、東京有機化学工業株式会社製、商品名『ＸＴ－１０１６』）を用いる
カラムクロマトグラフィーに供し、反応物中の糖質を分画した。このカラムクロマトグラ
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フィーにおいて、カラム内温度は５５℃、糖液の樹脂に対する負荷量は約５％（ｖ／ｖ）
とし、移動相として５５℃の温水をＳＶ０．１３の流速で通液した。カラムからの溶出液
の内、固形分重量当たりの上記のいずれかの非還元性糖質の組成比が９５％（ｗ／ｗ）以
上の溶出液をそれぞれ採取した。採取したそれぞれの溶出液に水酸化ナトリウムを０．１
Ｎになるように加え、１００℃で２時間加熱して残存する還元性糖質を分解した。斯くし
て得た反応物を、それぞれ、活性炭にて脱色し、Ｈ型及びＯＨ型のイオン交換樹脂で脱塩
し、濃縮、真空乾燥の後、粉砕して、純度９９．０％以上のα－グルコシルトレハロース
、α－マルトシルトレハロース、α－マルトトリオシルトレハロース、α－マルトテトラ
オシルトレハロース及びα－マルトペンタオシルトレハロース粉末を得た。
【０１６２】
高純度の非還元性糖質を含み、ＤＥの極めて低いこれらの製品は、呈味改良剤、品質改良
剤、安定剤、賦形剤などとして飲食物、化粧品、医薬品を始めとする組成物一般に有利に
配合使用できる。
【０１６３】
【実施例８－４】
〈非還元性糖質を含む結晶性粉末の製造〉
マルトペンタオース（株式会社林原生物化学研究所製）の２０％（ｗ／ｗ）水溶液を調製
した。この水溶液に、マルトペンタオース固形分１ｇ当たり２単位の実施例４－３の方法
で得た非還元性糖質生成酵素を加え、５０℃で４８時間反応させた。この反応によりマル
トペンタオースの約７５％がα－マルトトリオシルトレハロースに変換された。この反応
物を９７℃で３０分間加熱して酵素を失活させ、冷却し、瀘過後、常法により、活性炭を
用いる脱色処理及びイオン交換樹脂を用いる脱塩処理により精製した。
【０１６４】
その後、６０℃で減圧しながら固形分濃度約７５％（ｗ／ｗ）まで濃縮し、種結晶として
α－マルトトリオシルトレハロース結晶を約０．０１％（ｗ／ｖ）加え、２４時間放置し
た後、晶出したα－マルトトリオシルトレハロース結晶を遠心分離で回収し、さらに少量
の冷水で洗浄した後、常法により乾燥して非還元性糖質含量の高い結晶性粉末を原料固形
分当たり約５０％の収率で得た。
【０１６５】
ＤＥが０．２未満と極めて低く、非還元性糖質としてα－マルトトリオシルトレハロース
を固形分当たり９９．０％（ｗ／ｗ）以上含む低甘味の本品は、呈味改良剤、品質改良剤
、安定剤、賦形剤などとして飲食物、化粧品、医薬品を始めとする組成物一般に有利に配
合使用できる。
【０１６６】
【実施例８－５】
〈含水結晶トレハロースの製造〉
トウモロコシ澱粉を３０％（ｗ／ｗ）になるように水中に懸濁し、懸濁液に炭酸カルシウ
ムを０．１％（ｗ／ｗ）加えた。ｐＨ６．０に調整後、澱粉固形分当たり０．２％（ｗ／
ｗ）の液化型α－アミラーゼ剤（ノボ・ノルディスク・インダストリー製、商品名『ター
マミール６０Ｌ』）を加え、９５℃で１５分間反応させて澱粉を糊化・液化した。得られ
た澱粉液化液を１２０℃で３０分間オートクレーブした後、５１℃に冷却し、ｐＨ５．７
に調整後、同温度で維持しつつ、澱粉固形分１ｇ当たり、３００単位のイソアミラーゼ剤
（株式会社林原生物化学研究所製）、２単位のシクロマルトデキストリン・グルカノトラ
ンスフェラーゼ剤（株式会社林原生物化学研究所製）、２単位の実施例４－１の方法で得
た非還元性糖質生成酵素及び、１０単位の実施例７－１の方法で得たトレハロース遊離酵
素を加え、６４時間反応させた。この反応物を９７℃で３０分間加熱して酵素を失活させ
た後、５０℃に調整し、澱粉固形分１ｇ当たり１０単位のグルコアミラーゼ剤（ナガセ生
化学工業製、商品名『グルコチーム』）を加えて２４時間反応させた。斯くして得た反応
物を９５℃で１０分間加熱して酵素を失活させ、冷却し、瀘過後、常法により、活性炭を
用いる脱色処理及びイオン交換樹脂を用いる脱塩処理により精製し、固形分濃度約６０％
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（ｗ／ｗ）まで濃縮して、固形分当たりトレハロースを８４．１％（ｗ／ｗ）含むシラッ
プを得た。このシラップを減圧下で固形分濃度約８３％（ｗ／ｗ）にまで濃縮し、助晶機
にとり、シラップの容量に対して約０．１％（ｗ／ｖ）の含水結晶トレハロースを種晶と
して加えて約２時間撹拌助晶した。晶出したトレハロースを遠心分離で回収し、少量の水
で洗い蜜を除き、４５℃の温風で乾燥させ、純度約９９％のトレハロースの含水結晶を原
料澱粉当たり約５０％の収率で得た。
【０１６７】
本品は、実質的に吸湿性を示さず、取扱いが容易であり、甘味料、呈味改良剤、品質改良
剤、安定剤、賦形剤などとして、各種飲食物、化粧品、医薬品など各種組成物に有利に利
用できる。
【０１６８】
【実施例８－６】
〈無水結晶トレハロースを含む結晶性粉末の製造〉
実施例８－５の方法でトレハロースの含水結晶を調製し、これを、ジャケット付き回転式
真空乾燥機を用いて減圧乾燥した。減圧乾燥は、温度９０℃、気圧－３００乃至－３５０
ｍｍＨｇの条件で、約７時間行った。減圧乾燥後、温度を常温に、気圧を常圧に戻して、
製品を回収し、製品重量当たり無水結晶トレハロースを９０％（ｗ／ｗ）以上含む結晶性
粉末を得た。
【０１６９】
無水結晶トレハロースには含水物の水分を吸収し、トレハロース含水結晶に変わる性質が
ある。無水結晶トレハロース含量の高い本品は、水分を含有している飲食物、化粧品及び
医薬品をはじめとする各種組成物ならびにそれら組成物の原料及び中間加工物を脱水又は
乾燥するための安全で無害な脱水剤として有用である。また、まろやかで上品な甘味を有
する本品は、甘味剤、呈味改善剤、安定剤、賦形剤などとして飲食物、化粧品及び医薬品
をはじめとする組成物一般に有利に配合使用できる。
【０１７０】
【実施例８－７】
〈トレハロース含有シラップの製造〉
濃度２７％（ｗ／ｗ）のタピオカ澱粉乳に、最終濃度０．１％（ｗ／ｗ）となるように炭
酸カルシウムを加えた後、ｐＨ６．０に調整し、これに、澱粉固形分当たり０．２％（ｗ
／ｗ）の液化型α－アミラーゼ剤（ノボ・ノルディスク・インダストリー製、商品名『タ
ーマミール６０Ｌ』）を加え、９５℃で１５分間反応させ、澱粉を糊化・液化した。この
澱粉液化液を２ｋｇ／ｃｍ 2で３０分間オートクレーブした後、５３℃に冷却し、ｐＨ５
．７に調整し、同温度に維持しつつ、これに、澱粉固形分１ｇ当たり、５００単位のプル
ラナーゼ剤（ノボ・ノルディスク・インダストリー製、商品名『プロモザイム２００Ｌ』
）、１単位のシュードモナス・スツッチェリ由来のマルトテトラオース生成アミラーゼ剤
（株式会社林原生物化学研究所製）及び、約２単位の非還元性糖質生成酵素とともに約６
単位のトレハロース遊離酵素を含有する実施例７－２の方法で得た酵素剤を加えて７２時
間反応させた。斯くして得た反応物を９７℃で１５分間保った後、冷却し、瀘過して濾液
を採取した。この濾液を、常法により、活性炭を用いる脱色処理及びイオン交換樹脂を用
いる脱塩処理により精製し、更に濃縮して固形分濃度７０％（ｗ／ｗ）のシラップを、原
料固形分当たり約９２％の収率で得た。
【０１７１】
本品は固形分当たりトレハロースを３５．２％、α－グルコシルトレハロースを３．４％
、グルコースを１．８％、マルトースを３７．２％、マルトトリオースを９．１％および
マルトテトラオース以上のオリゴ糖を１３．３％含有しており、まろやかで上品な甘味、
低い還元性、低い粘度、適度の保湿性を有し、甘味料、呈味改良剤、品質改良剤、安定剤
、賦形剤などとして、各種飲食物、化粧品、医薬品など各種組成物に有利に利用できる。
【０１７２】
【実施例８－８】
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〈無水結晶トレハロースを含む結晶性粉末の製造〉
アミロース（株式会社林原生物化学研究所製、商品名『ＥＸ－Ｉ』）１重量部を水１５重
量部に加熱溶解し、温度５３℃、ｐＨ５．７に調整した。これに、アミロース固形分１ｇ
当たり、２単位の実施例４－３の方法で得た非還元性糖質生成酵素及び６単位の実施例７
－４の方法で得たトレハロース遊離酵素を加え、４８時間反応させた。反応物を９７℃で
３０分間加熱して酵素を失活させ、５０℃、ｐＨ５．０に調整後、グルコアミラーゼ剤（
ナガセ生化学工業製、商品名『グルコチーム』）をアミロース固形分１ｇ当たり１０単位
加え、さらに４０時間反応させた。斯くして得た反応物を９５℃で１０分間加熱して酵素
を失活させ、冷却し、濾過した後、常法により、活性炭を用いる脱色及びイオン交換樹脂
を用いる脱塩により精製し、固形分濃度約６０％（ｗ／ｗ）まで濃縮して固形分当たりト
レハロースを８２．１％含むシラップを得た。
【０１７３】
このシラップを実施例８－３と同様にしてカラムクロマトグラフィーに供し、固形分当た
りトレハロースを約９８％（ｗ／ｗ）含む画分を採取し、減圧下で加熱しながら固形分濃
度約８５％（ｗ／ｗ）まで濃縮してシラップを得た。このシラップに、その容量に対して
約２％（ｗ／ｖ）の無水結晶トレハロースを種晶として加え、攪拌しながら１２０℃で５
分間混合後、プラスチック製バットに分注し、１００℃で減圧乾燥して結晶化させた。そ
の後、バットからブロック状物を取出し、切削機により粉砕したところ、結晶化率約７０
％の無水結晶トレハロースを含む水分含量約０．３％（ｗ／ｗ）の固状物を、原料アミロ
ース固形分当たり約７０％の収率で得た。この固状物を常法にしたがって粉砕し、無水結
晶トレハロースを含む結晶性粉末を得た。
【０１７４】
無水結晶トレハロースには含水物の水分を吸収し、トレハロース含水結晶に変わる性質が
あるので、無水結晶トレハロース含量の高い本品は、水分を含有している飲食物、化粧品
及び医薬品をはじめとする各種組成物ならびにそれら組成物の原料及び中間加工物を脱水
又は乾燥するための安全で無害な脱水剤として有用である。また、まろやかで上品な甘味
を有する本品は、甘味剤、呈味改善剤、安定剤、賦形剤などとして飲食物、化粧品及び医
薬品をはじめとする組成物一般に有利に配合使用できる。
【０１７５】
【発明の効果】
　以上説明したように、この発明は、中温域に至適温度を有し、望ましくは、酸性域に至
適ｐＨを有する、新規な非還元性糖質生成酵素ならびにトレハロース遊離酵素の発見に基
づくものである。この発明の両酵素は、例えば、斯かる酵素を産生する微生物の培養によ
りその所望量を得ることができる。また、この発明による両酵素をコードするそれぞれの
ＤＮＡは、組換え型蛋白質としての両酵素の製造に極めて有用であり、当該ＤＮＡを導入
してなる形質転換体を用いる場合にも、この発明の両酵素の所望量を得ることができる。
この発明の両酵素は、トレハロースをはじめとするトレハロース構造 有する非還元性糖
質の中温域・酸性域での製造に有利に用いることができる。とりわけ、中温域・酸性域に
至適条件を有する他の糖質関連酵素との併用により糖質を製造する際には、目的の糖質を
極めて効率的に得ることができる。しかも、この発明の両酵素はアミノ酸配列まで明らか
にされた酵素であり、飲食物や医薬品への配合使用を前提とする当該非還元性糖質の製造
に安心して使用し得る。斯くして得られる非還元性糖質ないしは斯かる非還元性糖質を含
む低還元性糖質は、温和で上品な甘味を有し、そして、何よりも、糖質中の還元性基を有
しないか又は大幅に低減しているので、着色や変質の懸念なく飲食物、化粧品、医薬品を
始めとする組成物一般に有利に配合使用できる実益がある。
【０１７６】
この発明は斯くも顕著な作用効果を奏する意義のある発明であり、斯界に貢献すること誠
に多大な発明であると言える。
【０１７７】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】本発明のアルスロバクター・スピーシーズＳ３４由来の非還元性糖質生成酵素の
酵素活性に及ぼす温度の影響を示す図である。
【図２】本発明のアルスロバクター・スピーシーズＳ３４由来の非還元性糖質生成酵素の
酵素活性に及ぼすｐＨの影響を示す図である。
【図３】本発明のアルスロバクター・スピーシーズＳ３４由来の非還元性糖質生成酵素の
安定性に及ぼす温度の影響を示す図である。
【図４】本発明のアルスロバクター・スピーシーズＳ３４由来の非還元性糖質生成酵素の
安定性に及ぼすｐＨの影響を示す図である。
【図５】本発明による組換えＤＮＡ『ｐＧＹ１』の制限酵素地図である。図中太線はアル
スロバクター・スピーシーズＳ３４由来の塩基配列を示す。太線の領域内の黒色矢印は本
発明の非還元性糖質生成酵素をコードする塩基配列を、斜線矢印は本発明のトレハロース
遊離酵素をコードする塩基配列をそれぞれ示す。
【図６】本発明による組換えＤＮＡ『ｐＧＹ２』の制限酵素地図である。図中太線はアル
スロバクター・スピーシーズＳ３４由来の塩基配列を示す。太線の領域内の黒色矢印は本
発明の非還元性糖質生成酵素をコードする塩基配列示す。
【図７】本発明による組換えＤＮＡ『ｐＧＹ３』の制限酵素地図である。図中黒色矢印は
、本発明の非還元性糖質生成酵素をコードするアルスロバクター・スピーシーズＳ３４由
来の塩基配列を示す。
【図８】本発明のアルスロバクター・スピーシーズＳ３４由来のトレハロース遊離酵素の
酵素活性に及ぼす温度の影響を示す図である。
【図９】本発明のアルスロバクター・スピーシーズＳ３４由来のトレハロース遊離酵素の
酵素活性に及ぼすｐＨの影響を示す図である。
【図１０】本発明のアルスロバクター・スピーシーズＳ３４由来のトレハロース遊離酵素
の安定性に及ぼす温度の影響を示す図である。
【図１１】本発明のアルスロバクター・スピーシーズＳ３４由来のトレハロース遊離酵素
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の安定性に及ぼすｐＨの影響を示す図である。
【図１２】本発明による組換えＤＮＡ『ｐＧＺ２』の制限酵素地図である。図中太線はア
ルスロバクター・スピーシーズＳ３４由来の塩基配列を示す。太線の領域内の斜線矢印は
本発明のトレハロース遊離酵素をコードする塩基配列示す。
【図１３】本発明による組換えＤＮＡ『ｐＧＺ３』の制限酵素地図である。図中斜線矢印
は、本発明のトレハロース遊離酵素をコードするアルスロバクター・スピーシーズＳ３４
由来の塩基配列を示す。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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