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(57)【要約】
【課題】カラメル化重合物の資化に有用な糖質分解酵素
、食品添加用細菌のスクリーニング方法及びプレバイオ
ティクスの評価方法を提供する。カラメル化重合物の資
化に有用な糖質分解酵素を有する細菌を検出できるプラ
イマー対を提供する。
【解決手段】糖質分解酵素は、以下の（ａ）～（ｄ）の
いずれかのアミノ酸配列を有する。
　（ａ）配列番号１に示すアミノ酸配列
　（ｂ）配列番号１に示すアミノ酸配列において１若し
くは数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入又は付加された
アミノ酸配列
　（ｃ）配列番号２に示すアミノ酸配列
　（ｄ）配列番号２に示すアミノ酸配列において１若し
くは数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入又は付加された
アミノ酸配列
【選択図】図５
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかのアミノ酸配列を有する、
　糖質分解酵素。
　（ａ）配列番号１に示すアミノ酸配列
　（ｂ）配列番号１に示すアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が置換、欠失
、挿入又は付加されたアミノ酸配列
　（ｃ）配列番号２に示すアミノ酸配列
　（ｄ）配列番号２に示すアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が置換、欠失
、挿入又は付加されたアミノ酸配列
【請求項２】
　α－Ｄ－フルクトフラノシダーゼ活性を有する、
　請求項１に記載の糖質分解酵素。
【請求項３】
　前記（ａ）又は（ｂ）のアミノ酸配列を有し、
　α－Ｄ－アラビノフラノシダーゼ活性を有する、
　請求項１又は２に記載の糖質分解酵素。
【請求項４】
　前記（ａ）又は（ｂ）のアミノ酸配列を有し、
　カラメル化重合物を脱水縮合し、アンヒドロ糖を生成する、
　請求項１から３のいずれか一項に記載の糖質分解酵素。
【請求項５】
　請求項１から４のいずれか一項に記載の糖質分解酵素をコードする遺伝子をゲノムＤＮ
Ａに有する細菌を取得する取得ステップを含む、
　食品添加用細菌のスクリーニング方法。
【請求項６】
　請求項１から４のいずれか一項に記載の糖質分解酵素で試料を処理する処理ステップと
、
　前記処理ステップで生成した分解物、重合物及び単糖の少なくとも１つを定量する定量
ステップと、
　を含む、プレバイオティクスの評価方法。
【請求項７】
　請求項１から４のいずれか一項に記載の糖質分解酵素をコードする核酸に含まれる連続
する少なくとも１０塩基を、ＰＣＲ産物の塩基配列中に含むように設計された、
　プライマー対。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、糖質分解酵素、食品添加用細菌のスクリーニング方法、プレバイオティクス
の評価方法及びプライマー対に関する。
【背景技術】
【０００２】
　フルクトース（Ｆｒｕ）及びグルコース（Ｇｌｃ）は反応性が高い還元糖である。Ｆｒ
ｕ及びＧｌｃを、水を加えずに加熱すると、水飴状に溶けるとともに、カラメル化の初期
反応として糖同士が脱水縮合して様々な構造の重合物が生ずる。当該重合物は、フラン環
構造のフラノース（フルクトフラノース；Ｆｒｕｆ）で構成されたＦｒｕｆ－α２，６－
Ｇｌｃ及びα－Ｆｒｕｆ－β－Ｆｒｕｆ－１，２’：２，３’－ジアンハイドライド（Ｄ
ＦＡ－ＩＩＩ）等、α－グリコシド結合（α結合）を有するＦｒｕを含む。植物によって
生合成されるスクロース及びイヌリン等のＦｒｕｆ重合物はβ結合のみが知られており、
このようなα結合を有するＦｒｕを含む重合物は自然界においてまれである。
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【０００３】
　例えば、カラメルの製造においては、砂糖（非還元糖であるスクロース）が１００℃以
上に加熱されて、ＦｒｕとＧｌｃに分解する。その後、重合反応によりＦｒｕｆ－α２，
６－Ｇｌｃ等が生成する。カラメル化は、含水量が少ない条件で糖を煮詰める工程で生ず
る非酵素的重合反応である。カラメル化で生じた重合物はヒトの消化酵素で分解されない
難消化性オリゴ糖である。カラメル化重合物は、ヒトが摂取すると分解されることなく大
腸に到達する。非特許文献１によれば、カラメル化重合物に含まれるＦｒｕｆ－α２，６
－Ｇｌｃは特定のビフィズス菌等によって資化されることが知られている。カラメル化重
合物をＦｒｕ及びＧｌｃ等の単糖に分解できればビフィズス菌等の腸内細菌はそれを資化
できる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開２０１９－０１７３５８号公報
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｙａｍａｍｏｒｉ　Ａ．、外５名、“Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
　ｏｆ　α－Ｄ－Ｆｒｕｃｔｏｆｕｒａｎｏｓｙｌ－（２→６）－Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ　
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ　ｆｒｏｍ　Ｄ－Ｇｌｕｃｏｓｅ　ａｎｄ　Ｄ－Ｆｒｕｃｔｏｓ
ｅ　ｂｙ　Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ”、Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｇｌｙｃｏｓｃｉ．
、２０１４年、６１、ｐ９９－１０４
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　ビフィズス菌等においてＦｒｕｆ－α２，６－Ｇｌｃ等のカラメル化重合物を分解する
α－Ｄ－フルクトフラノシダーゼ活性を有する酵素は、これまでにクローニングされてお
らず、酵素活性も報告されていない。
【０００７】
　本発明は上述の事情に鑑みてなされたものであり、カラメル化重合物の資化に有用な糖
質分解酵素、食品添加用細菌のスクリーニング方法及びプレバイオティクスの評価方法を
提供することを目的とする。また、本発明はカラメル化重合物の資化に有用な糖質分解酵
素を有する細菌を検出できるプライマー対を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　発明者は、結核菌の細胞壁に含まれるα－Ｄ－アラビノフラノース（Ｄ－Ａｒａｆ）を
分解する酵素を土壌細菌から発見した（特許文献１参照）。発明者はα－Ｄ－Ａｒａｆと
α－Ｄ－Ｆｒｕｆとの構造類似性に着目し、タンパク質ファミリーのデータベースである
Ｐｆａｍ（http://pfam.xfam.org）における当該酵素と同じファミリーにα－Ｄ－Ｆｒｕ
ｆを分解するα－Ｄ－フルクトフラノシダーゼが含まれると考え、鋭意研究を重ね、本発
明を完成させた。
【０００９】
　本発明の第１の観点に係る糖質分解酵素は、
　以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかのアミノ酸配列を有する。
　（ａ）配列番号１に示すアミノ酸配列
　（ｂ）配列番号１に示すアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が置換、欠失
、挿入又は付加されたアミノ酸配列
　（ｃ）配列番号２に示すアミノ酸配列
　（ｄ）配列番号２に示すアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が置換、欠失
、挿入又は付加されたアミノ酸配列
【００１０】
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　この場合、上記本発明の第１の観点に係る糖質分解酵素は、
　α－Ｄ－フルクトフラノシダーゼ活性を有する、
　こととしてもよい。
【００１１】
　また、上記本発明の第１の観点に係る糖質分解酵素は、
　前記（ａ）又は（ｂ）のアミノ酸配列を有し、
　α－Ｄ－アラビノフラノシダーゼ活性を有する、
　こととしてもよい。
【００１２】
　また、上記本発明の第１の観点に係る糖質分解酵素は、
　前記（ａ）又は（ｂ）のアミノ酸配列を有し、
　カラメル化重合物を脱水縮合し、アンヒドロ糖を生成する、
　こととしてもよい。
【００１３】
　本発明の第２の観点に係る食品添加用細菌のスクリーニング方法は、
　上記本発明の第１の観点に係る糖質分解酵素をコードする遺伝子をゲノムＤＮＡに有す
る細菌を取得する取得ステップを含む。
【００１４】
　本発明の第３の観点に係るプレバイオティクスの評価方法は、
　上記本発明の第１の観点に係る糖質分解酵素で試料を処理する処理ステップと、
　前記処理ステップで生成した分解物、重合物及び単糖の少なくとも１つを定量する定量
ステップと、
　を含む。
【００１５】
　本発明の第４の観点に係るプライマー対は、
　上記本発明の第１の観点に係る糖質分解酵素をコードする核酸に含まれる連続する少な
くとも１０塩基を、ＰＣＲ産物の塩基配列中に含むように設計されたものである。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明によれば、カラメル化重合物の資化に有用な糖質分解酵素、食品添加用細菌のス
クリーニング方法及びプレバイオティクスの評価方法が提供される。また、本発明によれ
ば、カラメル化重合物の資化に有用な糖質分解酵素を有する細菌を検出できる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】本実施の形態に係る糖質分解酵素の酵素反応を示す図である。（Ａ）はα－Ｄ－
フルクトフラノシダーゼ活性によって切断される結合を示す図である。（Ｂ）はα－Ｄ－
アラビノフラノシダーゼ活性によって切断される結合を示す図である。
【図２】ＢＢＤＥ２０４０遺伝子にコードされる糖質分解酵素（αＦｒａｓｅ１）による
酵素反応を示す図である。（Ａ）～（Ｄ）は、当該糖質分解酵素が触媒する反応を例示す
る図である。
【図３】ＢＢＤＥ２０３２遺伝子にコードされる糖質分解酵素（αＦｒａｓｅ２）による
酵素反応を示す図である。（Ａ）及び（Ｂ）は、当該糖質分解酵素が触媒する反応を例示
する図である。
【図４】試験例１に係るＳＤＳ（Ｓｏｄｉｕｍ　ｄｏｄｅｃｙｌ　ｓｕｌｆａｔｅ）－ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）のバンドを示す図である。
【図５】試験例２に係る薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）のスポットを示す図である。
【図６】試験例３に係るαＦｒａｓｅ１の至適条件を示す図である。（Ａ）は至適ｐＨを
示す図である。（Ｂ）は至適温度を示す図である。
【図７】試験例４に係るＨＰＡＥＣ－ＰＡＤ（Ｈｉｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　Ａｎ
ｉｏｎ　Ｅｘｃｈａｎｇｅ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－Ｐｕｌｓｅｄ　Ａｍｐｅｒ
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ｏｍｅｔｒｉｃ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）の結果を示す図である。（Ａ）及び（Ｃ）はカラ
メル化重合物のピークを示す図である。（Ｂ）及び（Ｄ）はカラメル化重合物をαＦｒａ
ｓｅ２で処理した試料のピークを示す図である。
【図８】試験例５に係るＨＰＡＥＣ－ＰＡＤの結果を示す図である。（Ａ）はフルクトー
スのピークを示す図である。（Ｂ）及び（Ｄ）はカラメル化重合物のピークを示す図であ
る。（Ｃ）及び（Ｅ）はカラメル化重合物をαＦｒａｓｅ１で処理した試料のピークを示
す図である。
【図９】試験例６に係るＨＰＡＥＣ－ＰＡＤの結果を示す図である。（Ａ）はＦｒｕｆ－
α－２，６－Ｇｌｃのピークを示す図である。（Ｂ）及び（Ｃ）は、Ｆｒｕｆ－α－２，
６－ＧｌｃをそれぞれαＦｒａｓｅ２及びαＦｒａｓｅ１で処理した試料のピークを示す
図である。
【図１０】試験例７に係るＨＰＡＥＣ－ＰＡＤの結果を示す図である。（Ａ）はα－Ｆｒ
ｕｆ－β－Ｆｒｕｐ－１，２’：２，１’－ジアンハイドライド（ＤＦＡｘ）のピークを
示す図である。（Ｂ）はＤＦＡｘをαＦｒａｓｅ１で処理した試料のピークを示す図であ
る。（Ｃ）は、Ｆｒｕｐ－β－２，１－Ｆｒｕのピークを示す図である。（Ｄ）はＦｒｕ
ｐ－β－２，１－ＦｒｕをαＦｒａｓｅ１で処理した試料のピークを示す図である。
【図１１】試験例８に係るＨＰＡＥＣ－ＰＡＤの結果を示す図である。（Ａ）はα－Ｆｒ
ｕｆ－β－Ｆｒｕｆ－１，２’：２，１’－ジアンハイドライド（ＤＦＡ－Ｉ）をαＦｒ
ａｓｅ１で処理した試料のピークを示す図である。（Ｂ）はＤＦＡ－Ｉをインバーターゼ
で処理した試料のピークを示す図である。（Ｃ）はＤＦＡ－ＩをαＦｒａｓｅ１及びイン
バーターゼで処理した試料のピークを示す図である。（Ｄ）はＤＦＡ－Ｉのピークを示す
図である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明に係る実施の形態について図面を参照して説明する。なお、本発明は下記の実施
の形態及び図面によって限定されるものではない。なお、下記の実施の形態において、“
有する”、“含む”又は“含有する”といった表現は、“からなる”又は“から構成され
る”という意味も包含する。
【００１９】
　（実施の形態１）
　本実施の形態に係る糖質分解酵素は、配列番号１又は配列番号２に示すアミノ酸配列を
有する。当該糖質分解酵素による糖質分解活性には、少なくともα－Ｄ－フルクトフラノ
シダーゼ活性が含まれる。α－Ｄ－フルクトフラノシダーゼ活性は、図１（Ａ）に矢印で
示されたα－Ｄ－Ｆｒｕｆの２位のα結合を切断する活性である。
【００２０】
　配列番号１に示されるアミノ酸配列を有する糖質分解酵素は、α－Ｄ－アラビノフラノ
シダーゼ活性をさらに有する。α－Ｄ－アラビノフラノシダーゼ活性は、図１（Ｂ）に矢
印で示されたα－Ｄ－Ａｒａｆの１位のα結合を切断する活性である。また、配列番号１
に示されるアミノ酸配列を有する糖質分解酵素は、カラメル化重合物を脱水縮合し、ＤＦ
Ａ－Ｉ及びＤＦＡｘ等のアンヒドロ糖を生成する。
【００２１】
　配列番号１に示されるアミノ酸配列を有する糖質分解酵素による下記実施例で示された
酵素反応を図２に例示する。図２（Ａ）に示すように配列番号１に示されるアミノ酸配列
を有する糖質分解酵素は、イヌロビオース（Ｆｒｕｆ－β２，１－Ｆｒｕ）からＤＦＡ－
Ｉを生成する。当該反応は平衡反応である。図２（Ｂ）に示すように配列番号１に示され
るアミノ酸配列を有する糖質分解酵素は、Ｆｒｕｐ－β２，１－ＦｒｕからＤＦＡｘを生
成する。当該反応は平衡反応である。図２（Ｃ）及び図２（Ｄ）に示すように、配列番号
１に示されるアミノ酸配列を有する糖質分解酵素は、Ｄ－Ｆｒｕｆ－α－ＯＭｅ及びＤ－
Ａｒａｆ－α－ＯＭｅを分解する。
【００２２】
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　下記実施例で示された、配列番号２に示されるアミノ酸配列を有する糖質分解酵素によ
る酵素反応を図３に例示する。図３（Ａ）に示すように、配列番号２に示されるアミノ酸
配列を有する糖質分解酵素は、Ｆｒｕｆ－α２，６－Ｇｌｃを分解する。また、図３（Ｂ
）に示すように、配列番号２に示されるアミノ酸配列を有する糖質分解酵素は、Ｄ－Ｆｒ
ｕｆ－α－ＯＭｅを分解する。
【００２３】
　本実施の形態に係る糖質分解酵素のアミノ酸配列は、糖質分解活性等の上述の酵素活性
が失われない限り、配列番号１又は配列番号２に示すアミノ酸配列において、１若しくは
数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入又は付加されたアミノ酸配列であってもよい。１又は
数個とは、アミノ酸残基のタンパク質の立体構造における位置や種類によって異なる。置
換等で変異したアミノ酸の個数は、好ましくは１～３０個、より好ましくは１～２０個、
さらに好ましくは１～１０個、特に好ましくは１～５個である。
【００２４】
　置換の場合、好ましくは、酸性アミノ酸は、上述の酵素活性を失わない範囲で任意の別
の酸性のアミノ酸に置換される。同様に、塩基性アミノ酸、芳香族アミノ酸、脂肪族アミ
ノ酸及びオキシアミノ酸がそれぞれ別の塩基性アミノ酸、芳香族アミノ酸、脂肪族アミノ
酸及びオキシアミノ酸に置換されるのが好ましい。なお、特に言及しない限りアミノ酸は
Ｌ体である。
【００２５】
　本実施の形態に係る糖質分解酵素は、上述の酵素活性が失われない限り、配列番号１又
は配列番号２に示されるアミノ酸配列に対して８０％以上の配列同一性を有するアミノ酸
配列からなるタンパク質であってもよい。一般に、２つのタンパク質間で、アミノ酸配列
の配列同一性が８０％以上であれば、立体構造が極めて類似し、機能が維持される。アミ
ノ酸配列の配列同一性が高ければ、立体構造の類似性も高くなるため、配列同一性は、上
述の酵素活性が失われない限り、８５％以上または９０％以上であるのが好ましく、９５
％以上であればさらに好ましい。
【００２６】
　本実施の形態に係る糖質分解酵素は、公知の方法で合成することができる。例えば、当
該糖質分解酵素は、化学的なポリペプチド合成法で合成されてもよいし、大腸菌等を用い
た遺伝子工学的な方法で合成されてもよい。ポリペプチド合成法としては、液相法又は固
相法を挙げることができる。液相法は、反応を溶液状態で行い、反応混合物から生成物を
単離精製し、得られた生成物を中間体として次のペプチド伸長反応に用いる方法である。
一方、固相法は、反応溶媒に対して不溶の固相担体にアミノ酸を結合させ、結合させたア
ミノ酸に縮合反応を順次行い、ペプチドを伸長する方法である。上記の糖質分解酵素は、
タンパク質を構成する部分ペプチド又はアミノ酸と残余部分とを縮合し、生成物が保護基
を有する場合は保護基を脱離することにより合成することもできる。
【００２７】
　遺伝子工学的な方法では、例えば、上記の糖質分解酵素をコードする遺伝子を発現する
発現ベクターで宿主細胞を形質転換し、形質転換体を培養することによって糖質分解酵素
を得ることができる。配列番号１に示されるアミノ酸配列を有する糖質分解酵素をコード
する遺伝子の塩基配列は、例えば配列番号３に示される。また、配列番号２に示されるア
ミノ酸配列を有する糖質分解酵素をコードする遺伝子の塩基配列は、例えば配列番号４に
示される。なお、当該遺伝子は、Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｅｎｔｉｕｍ　Ｊ
ＣＭ１１９５株が有する遺伝子である。
【００２８】
　上記の糖質分解酵素をコードする遺伝子を宿主細胞内で発現させるための種々の調節エ
レメント（プロモーター、リボゾーム結合部位、ターミネーター、エンハンサー及び発現
レベルを制御する種々のシスエレメント等）を用いて、宿主細胞に応じた発現ベクターを
構築することができる。構築した発現ベクターは、例えば、大腸菌等の宿主細胞にエレク
トロポレーション等の方法により導入すればよい。当該宿主細胞を所定の条件で培養する
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ことにより、当該糖質分解酵素が宿主細胞内で発現され、当該糖質分解酵素を抽出するこ
とができる。
【００２９】
　Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｅｎｔｉｕｍ及びＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ　ｂｒｅｖｅの一部の細菌は、本実施の形態に係る糖質分解酵素をコードする遺伝子を
有する。本実施の形態に係る糖質分解酵素をコードする遺伝子は、配列番号３又は４に塩
基配列が示される遺伝子のホモログを有する細菌のゲノムＤＮＡから取得してもよい。
【００３０】
　得られた糖質分解酵素は、例えば、イオン交換クロマトグラフィー、高速液体クロマト
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及びエドマン
分解法等により精製及び解析してもよい。
【００３１】
　本実施の形態に係る糖質分解酵素が上述の酵素活性を示す条件は、特に限定されないが
、例えば温度は、好ましくは３５～５０℃、より好ましくは４０～５０℃である。また、
ｐＨは、好ましくは５．０～６．５、より好ましくは５．０～６．０である。
【００３２】
　糖質分解酵素による糖質分解活性は、例えば以下の方法により確認することができる。
Ｄ－Ｆｒｕｆの２位の炭素にＯを介してメチル基が結合したＤ－Ｆｒｕｆ－α－ＯＭｅ又
はＤ－Ａｒａｆの１位の炭素にＯを介してメチル基が結合したＤ－Ａｒａｆ－α－ＯＭｅ
を有する糖類に糖質分解酵素を反応させて、ＴＬＣ及びＨＰＡＥＣ－ＰＡＤ等のクロマト
グラフィー法によって生成した単糖を検出し、その量から酵素活性を算出すればよい。ま
た、ソモジーネルソン法のような切断により生ずる還元糖量を評価することにより、酵素
活性を定量的に評価することもできる。
【００３３】
　また、配列番号１に示されるアミノ酸配列を有する糖質分解酵素によるカラメル化重合
物からアンヒドロ糖を生成する酵素活性は、例えば、イヌロビオース及びＦｒｕｐ－β２
，１－Ｆｒｕ等のカラメル化重合物に当該糖質分解酵素を反応させて、生成する重合物を
同様に検出することで確認できる。配列番号２に示されるアミノ酸配列を有する糖質分解
酵素による糖質分解活性は、例えば、Ｆｒｕｆ－α２，６－Ｇｌｃに当該糖質分解酵素を
反応させて、生成するＦｒｕ又はＧｌｃを同様に検出することで確認できる。
【００３４】
　カラメル化重合物には、α結合を有するＤ－Ｆｒｕｆを含む多種の糖質が含まれる。α
結合したＤ－Ｆｒｕｆを含む二糖等の糖質が分解されて生成するＦｒｕを腸内細菌は利用
できる。本実施の形態に係る糖質分解酵素は、α結合したＤ－Ｆｒｕｆ等を含む糖質を分
解するため、カラメル化重合物の資化に有用である。
【００３５】
　なお、配列番号１に示されるアミノ酸配列を有する糖質分解酵素は、図２（Ａ）に示す
イヌロビオースからＤＦＡ－Ｉを生成するため、１－ケストース（Ｇｌｃ－α１，２－Ｆ
ｒｕｆ－β２，１－Ｆｒｕｆ）にβ－グルコシダーゼを作用させることで生成するイヌロ
ビオースからＤＦＡ－Ｉを生成することができる。これにより、１－ケストースを出発物
質として、ＤＦＡ－Ｉを製造することができる。なお、イヌロビオースは、ＤＡＦ－ＩＩ
ＩにＤＡＦ－ＩＩＩヒドロラーゼを作用させて生成することができる。ＤＡＦ－ＩＩＩヒ
ドロラーゼを併用することで、配列番号１に示されるアミノ酸配列を有する糖質分解酵素
は、ＤＡＦ－ＩＩＩからＤＦＡ－Ｉを生成することができる。
【００３６】
　（実施の形態２）
　実施の形態１に係る糖質分解酵素をコードする核酸、特には遺伝子を有する細菌は、カ
ラメル化重合物の資化に有用な細菌である。本実施の形態では、当該糖質分解酵素をコー
ドする遺伝子を有する細菌の検出に使用できるプライマー対が提供される。本実施の形態
に係るプライマー対は、実施の形態１に係る糖質分解酵素をコードする遺伝子に含まれる
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連続する少なくとも１０塩基を、ＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃ
ｔｉｏｎ）産物の塩基配列中に含むように設計される。
【００３７】
　ＰＣＲ産物は、ＰＣＲ法によって増幅された核酸である。プライマー対とは、例えば、
２本鎖の鋳型ＤＮＡのコーディング鎖側を５’末端から３’末端の方向に伸長するための
フォワードプライマーと、非コーディング鎖側を５’末端から３’末端の方向に伸長する
ためのリバースプライマーとの対をいう。
【００３８】
　プライマー対は、糖質分解酵素をコードする核酸の塩基配列に基づいて設計される。好
ましくは、プライマー対は、通常のＰＣＲで増幅可能であること、上記の糖質分解酵素を
コードする核酸ではない核酸ではＰＣＲ産物が生じない塩基配列であること、定量的ＰＣ
Ｒにも適用可能なようにＰＣＲ産物が８０～５５０ｂｐの長さになるようにすること、か
つ、Ｔｍ値が５５～６５℃の範囲内になること、を満たすように設計される。配列番号３
に示す糖質分解酵素をコードする遺伝子を増幅するためのフォワードプライマー及びリバ
ースプライマーは、例えば、それぞれ配列番号５及び配列番号６に示す塩基配列のオリゴ
ヌクレオチドである。また、配列番号４に示す糖質分解酵素をコードする遺伝子を増幅す
るためのフォワードプライマー及びリバースプライマーは、例えば、それぞれ配列番号７
及び配列番号８に示す塩基配列のオリゴヌクレオチドである。
【００３９】
　プライマーとしてのオリゴヌクレオチドは、既知の方法で合成することができる。オリ
ゴヌクレオチドは、例えば、固相ホスホルアミダイト法等を含む任意の核酸合成法により
化学的に合成される。オリゴヌクレオチドは、トリエステル法でも合成できる。また、種
々の自動オリゴヌクレオチド合成装置が市販されており、オリゴヌクレオチドは、当該自
動オリゴヌクレオチド合成装置で合成することもできる。また、マルチヌクレオチド合成
法も適宜使用することができる。
【００４０】
　当該プライマー対は、公知の定量ＰＣＲ等で使用されてもよい。定量ＰＣＲの方法は、
インターカレータ－法及びプローブ法等である。
【００４１】
　本実施の形態に係るプライマー対は、実施の形態１に係る糖質分解酵素をコードする核
酸の少なくとも一部を特異的に増幅することができる。当該プライマー対を使用し、核酸
の増幅を確認することで、糖質分解酵素をコードする遺伝子を有する細菌等を検出するこ
とができる。
【００４２】
　また、別の実施の形態では、上記プライマー対を備えるカラメル化重合物資化菌の検出
用キットが提供される。当該検出用キットは、糖質分解酵素をコードする遺伝子に含まれ
る連続する少なくとも１０塩基を塩基配列中に含む核酸、又はその核酸に相補的な核酸に
ハイブリダイズするプローブをさらに備えてもよい。
【００４３】
　プローブとは、核酸の相補性に基づいたハイブリダイゼーション等を利用して核酸につ
いて解析するための核酸の断片をいう。プローブは、例えば、糖質分解酵素をコードする
遺伝子の連続する１０塩基以上の塩基配列の核酸、好ましくは１０塩基から１００塩基の
塩基配列の核酸、より好ましくは、１０塩基から５０塩基の塩基配列の核酸、又はそれら
の核酸に相補的な核酸にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドである。プローブは、糖
質分解酵素をコードする遺伝子に含まれる連続する少なくとも１０塩基を含む核酸とはハ
イブリダイズするが、当該１０塩基を含まない核酸とはハイブリダイズしないものであれ
ば、その塩基配列において１又は複数の置換、欠失及び付加を含んでいてもよい。プロー
ブは、必要に応じて、蛍光物質や放射性物質等によって標識されたものであってもよい。
【００４４】
　ハイブリダイゼーションの条件は、特異的なハイブリッドが形成され、非特異的なハイ
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ブリッドが形成されないストリンジェントな条件である。ストリンジェントな条件では、
例えば、プローブが、糖質分解酵素をコードする遺伝子に含まれる連続する少なくとも１
０塩基を含む核酸とはハイブリダイズするが、当該１０塩基を含まない核酸とはハイブリ
ダイズしない。ストリンジェントな条件は、例えば、４２℃でのハイブリダイゼーション
及び１×ＳＳＣ（Ｓａｌｉｎｅ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｃｉｔｒａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒ）、０．
１％のＳＤＳを含む緩衝液による４２℃での洗浄処理である。
【００４５】
　プローブは、例えば、インベーダー（登録商標）法に用いられるものであってもよい。
また、プローブは、例えば、ＴａｑＭａｎ（登録商標）法に用いられるものであってもよ
い。
【００４６】
　プローブとしてのオリゴヌクレオチドは、上記したプライマーの合成等と同様に既知の
方法で合成することができる。
【００４７】
　上述のカラメル化重合物資化菌の検出用キットによれば、上記の糖質分解酵素をコード
する遺伝子を有する細菌を効率よく検出できる。さらに当該検出用キットは、上述のプロ
ーブを備えることで、ＰＣＲ法で増幅された核酸を効率よく定量できる。なお、ここで“
検出”とは、カラメル化重合物資化菌の有無を調べる定性的な検出に加え、カラメル化重
合物資化菌の存在量を定量的に調べる定量的な検出（測定）も含む。
【００４８】
　上述のプライマー対又はカラメル化重合物資化菌の検出用キットが適用される試料は、
特に限定されないが、例えば、乳酸菌の混合培養物、乳酸菌を含むヨーグルト及びチーズ
等の飲食品、マウス及びラット等の実験動物、並びにヒトの糞便及び腸液等である。これ
らの試料から核酸を抽出する方法は、例えば、Ｌｙｓｏｚｙｍｅ等の酵素又はビーズ等で
物理的に細胞を破壊して抽出する方法、あるいは市販の核酸抽出キットを使用する方法等
が挙げられる。
【００４９】
　上述のカラメル化重合物資化菌の検出用キットは、ＰＣＲ用試薬（耐熱性ＤＮＡポリメ
ラーゼ及びｄＮＴＰ等）、緩衝液及び説明書等をさらに備えてもよい。また、カラメル化
重合物資化菌の検出用キットは、カラメル化重合物資化菌の検出に必要な試薬及び他の細
菌の検出に必要な試薬等を備えてもよい。
【００５０】
　（実施の形態３）
　本実施の形態に係る食品添加用細菌のスクリーニング方法は、上記実施の形態１に係る
糖質分解酵素をコードする遺伝子をゲノムＤＮＡに有する細菌を取得する取得ステップを
含む。取得ステップでは、例えば、実施の形態２に係るプライマー対又はカラメル化重合
物資化菌の検出用キットで当該細菌を取得できる。食品添加用細菌のスクリーニング方法
で取得される細菌は、好ましくは、ビフィズス菌等の公知の腸内細菌である。具体的には
、当該細菌として、Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｅｎｔｉｕｍ、Ｂｉｆｉｄｏｂ
ａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｒｅｖｅ、Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｏｎｇｕｍ又はＢ
ｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｉｓ等に属する細菌が挙げられる
。なお、取得した細菌は、公知の方法で培養してもよい。
【００５１】
　当該細菌の用途は、食品添加用である。食品は、特に限定されないが、例えば、栄養ド
リンク、清涼飲料水、紅茶及び緑茶等の飲料、キャンデー、クッキー、錠菓、チューイン
ガム及びゼリー等の菓子、麺、パン、米飯及びビスケット等の穀類加工品、ソーセージ、
ハム及びかまぼこ等の練り製品、ふりかけ、並びに調味料等である。食品としては、バタ
ー、ヨーグルト及びチーズ等の飲食品が好ましい。なお、当該食品には、甘味料、香料及
び着色料等の添加物が含まれてもよい。
【００５２】
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　本実施の形態に係る食品添加用細菌のスクリーニング方法によれば、α結合したＤ－Ｆ
ｒｕｆ等を含む糖質を分解する糖質分解酵素を産生する細菌を特定できる。糖質分解酵素
を産生する細菌によって、α結合したＤ－Ｆｒｕｆを含む二糖等の糖質から生成した単糖
はビフィズス菌等の腸内細菌に資化され得る。したがって、糖質分解酵素を産生する細菌
を摂取することで、腸内のビフィズス菌等を選択的に増殖させ得る。
【００５３】
　また、別の実施の形態では、カラメル化重合物資化菌含有食品の製造方法が提供される
。当該製造方法は、上述の取得ステップで取得された細菌を、原料として食品に加えるス
テップを含む。
【００５４】
　（実施の形態４）
　本実施の形態に係るプレバイオティクスの評価方法は、処理ステップと、定量ステップ
と、を含む。プレバイオティクスとは、大腸内の特定の細菌の増殖及び活性を選択的に変
化させることで、宿主に有利な影響を与え、宿主の健康を改善する難消化性食品成分であ
る。プレバイオティクスに要求される条件は次の（１）～（４）である。（１）消化管上
部で加水分解、吸収されない。（２）大腸に共生する一種又は限定された数の有益なビフ
ィズス菌等の細菌の選択的な基質であり、それらの細菌の増殖を促進し、または代謝を活
性化する。（３）大腸の腸内細菌叢（フローラ）を健康的な構成に都合の良いように改変
できる。（４）宿主の健康に有益な全身的な効果を誘導する。
【００５５】
　処理ステップでは、実施の形態１に係る糖質分解酵素で試料を処理する。試料は、好ま
しくはプレバイオティクス、特にはカラメル化重合物が含まれることが見込まれる食品又
は食品の原料等である。処理ステップでは、実施の形態１に係る糖質分解酵素が糖質分解
活性を示す条件下で、当該糖質分解酵素に試料を暴露する。試料に糖質分解酵素によって
分解される基質であるカラメル化重合物が存在する場合、処理ステップによって試料中の
カラメル化重合物が分解され、単糖が生成する。また、配列番号１に示されるアミノ酸配
列を有する糖質分解酵素を用いた処理ステップでは、試料中のカラメル化重合物が脱水縮
合されて、ＤＦＡ－Ｉ及びＤＦＡｘ等のアンヒドロ糖が生成する。
【００５６】
　定量ステップでは、処理ステップで生成した分解物、重合物及び単糖の少なくとも１つ
を定量する。分解物、重合物及び単糖は、上記のクロマトグラフィー法等によって定量で
きる。この場合、分解物、重合物及び単糖の標品を対照として用いることで、分解物、重
合物及び単糖が同定でき、生成量を正確に評価できる。なお、処理ステップにおいて、糖
質分解酵素で処理しない試料についても同様の方法で定量して、処理ステップで生成した
分解物、重合物及び単糖の結果と比較するのが好ましい。こうすることで、処理ステップ
で処理する前の試料に含まれる糖の含有量を確認することができる。
【００５７】
　本実施の形態に係るプレバイオティクスの評価方法は、腸内細菌によって分解される、
試料中のカラメル化重合物を定量できる。腸内細菌によって分解されるカラメル化重合物
は、腸内のビフィズス菌等を選択的に増殖させ得るため、カラメル化重合物は、保健食品
又は健康増進を目的とする食品等に含まれるプレバイオティクスであると言える。
【００５８】
　以下の実施例により、本発明をさらに具体的に説明するが、本発明は実施例によって限
定されるものではない。
【実施例】
【００５９】
　（試験例１：組換え酵素の作製）
　Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｅｎｔｉｕｍ　ＪＣＭ１１９５株（ＤＳＭ　２０
４３６）のゲノムをテンプレートとして、ＢＢＤＥ２０４０遺伝子（Ｐｆａｍ：ＤＵＦ２
９６１、ＮＣＢＩ－ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ：ＢＡＱ２８０３４）及びＢＢＤＥ２０３２遺伝
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子（Ｐｆａｍ：ＤＵＦ２９６１、ＮＣＢＩ－ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ：ＢＡＱ２８０２６）の
全長をＰＣＲで増幅し、ＰＣＲ産物をＩｎ－Ｆｕｓｉｏｎ　ＨＤ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｋｉ
ｔ（クロンテック社製）を用いてｐＥＴ２３ｄベクター（ノバジェン社製）に組み込み、
プラスミドを取得した。ＰＣＲは、フォワードプライマー（１０ｐｍｏｌ／ｍＬ）、リバ
ースプライマー（１０ｐｍｏｌ／ｍＬ）及びＰｒｉｍｅＳＴＡＲ　ＨＳ（タカラバイオ社
製）を用いて行った。ＰＣＲ反応は、９８℃で１０秒、５５℃で１５秒及び７２℃で２．
５分を３０サイクルとし、４℃で終了した。１％アガロースゲル電気泳動を介して目的の
バンドを切り出し、Ｉｌｌｕｓｔｒａ　ＧＦＸ　ＤＮＡ　ａｎｄ　Ｇｅｌ　Ｂａｎｄ　Ｐ
ｕｒｉｆａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＧＥヘルスケアライフサイエンス社製）を用いてＰＣＲ
産物を精製した。
【００６０】
　ＢＢＤＥ２０４０遺伝子の増幅においてＰＣＲに用いたフォワードプライマー及びリバ
ースプライマーの塩基配列をそれぞれ配列番号５及び配列番号６に示す。ＢＢＤＥ２０３
２遺伝子の増幅においてＰＣＲに用いたフォワードプライマー及びリバースプライマーの
塩基配列をそれぞれ配列番号７及び配列番号８に示す。
【００６１】
　ＢＢＤＥ２０４０遺伝子を組み込んだプラスミドをｐＥＴ２３ｄ＿ＢＢＤＥ２０４０と
し、ＢＢＤＥ２０３２遺伝子を組み込んだプラスミドをｐＥＴ２３ｄ＿ＢＢＤＥ２０３２
とした。定法により大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）をｐＥＴ２３ｄ_ＢＢＤＥ２０４０又はｐ
ＥＴ２３ｄ＿ＢＢＤＥ２０３２で形質転換し、Ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　Ａ
ｕｔｏｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（メルク社製）を用いて酵素を誘導生成した。
ＢｕｇＢｕｓｔｅｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎｔ（メルク
社製）を用いて菌体内酵素を抽出した後、タンパク質のＣ末端に付加したＨｉｓ－ｔａｇ
（ＬＥＨＨＨＨＨＨ；配列番号９）を利用してタンパク質を精製した。得られたタンパク
質を定法によりＳＤＳ－ＰＡＧＥで評価した。
【００６２】
　（結果）
　ＢＢＤＥ２０４０遺伝子がコードするタンパク質のアミノ酸配列（配列番号１）から予
想される、Ｈｉｓ－ｔａｇを含めた分子量は５２．９４ｋＤａである。一方、ＢＢＤＥ２
０３２遺伝子がコードするタンパク質のアミノ酸配列（配列番号２）から予想される、Ｈ
ｉｓ－ｔａｇを含めた分子量は４４．０５９ｋＤａである。図４は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥの
バンドを示す。ＢＢＤＥ２０４０遺伝子がコードするタンパク質では５３ｋＤａ付近にシ
ングルバンドが確認された。ＢＢＤＥ２０３２遺伝子がコードするタンパク質では４４ｋ
Ｄａ付近にシングルバンドが確認された。以下では、ＢＢＤＥ２０４０遺伝子がコードす
るタンパク質をαＦｒａｓｅ１とし、ＢＢＤＥ２０３２遺伝子がコードするタンパク質を
αＦｒａｓｅ２とする。
【００６３】
　（試験例２：合成基質Ｄ－Ａｒａｆ－α－ＯＭｅ及びＤ－Ｆｒｕｆ－α－ＯＭｅに対す
る分解活性の確認）
　２０μＬのＤ－Ａｒａｆ－α－ＯＭｅ（８ｍＭ）及びＤ－Ｆｒｕｆ－α－ＯＭｅ水溶液
（８ｍＭ）、１０μＬの２００ｍＭ酢酸バッファー（ｐＨ６．０）及び５μＬの滅菌水中
に、試験例１で得た５μＬのαＦｒａｓｅ１溶液又はαＦｒａｓｅ２溶液（いずれも０．
１ｍｇ／ｍＬ）を加え、３７℃にて１８時間反応させた。回収した反応液１μＬをＴＬＣ
プレートに供し、ｎ－プロパノール／エタノール／水＝７／１／２にて展開した。オリゴ
糖はオルシノール硫酸によって発色させた。
【００６４】
　（結果）
　図５に示すようにＴＬＣによって、αＦｒａｓｅ１では、Ｄ－Ａｒａｆ－α－ＯＭｅ及
びＤ－Ｆｒｕｆ－α－ＯＭｅからの遊離糖のスポットが確認された。よって、αＦｒａｓ
ｅ１がα－Ｄ－アラビノフラノシダーゼ活性及びα－Ｄ－フルクトフラノシダーゼ活性を
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有していることが示された。一方、αＦｒａｓｅ２では、Ｄ－Ｆｒｕｆ－α－ＯＭｅから
の遊離糖のスポットが確認されたが、Ｄ－Ａｒａｆ－α－ＯＭｅからの遊離糖のスポット
は確認できなかった。これは、αＦｒａｓｅ２がα－Ｄ－フルクトフラノシダーゼ活性を
有していることを示している。
【００６５】
　（試験例３：αＦｒａｓｅ１の酵素反応条件）
　パラ－ニトロフェニルα－Ｄ－アラビノフラノシド（ｐａｒａ－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙ
ｌ　α－Ｄ－ａｒａｂｉｎｏｆｕｒａｎｏｓｉｄｅ；ｐＮＰ－α－Ｄ－Ａｒａｆ）を基質
として、以下のように酵素反応を行い、加水分解により遊離するｐ－ニトロフェノールを
アルカリ条件下で定量することで至適ｐＨ及び至適温度を決定した。
【００６６】
　至適温度の決定では、５μＬのｐＮＰ－α－Ｄ－Ａｒａｆ水溶液（４ｍＭ）、５μＬの
２００ｍＭ酢酸バッファー（ｐＨ５．５）及び５μＬの滅菌水中に、試験例１で得た５μ
ＬのαＦｒａｓｅ１溶液（０．０２５ｍｇ／ｍＬ）を加えた。各温度で２０分間反応させ
、３０μＬの１２０ｍＭ　ＮａＣＯ３を加えて反応を停止し、４００ｎｍにおける吸光度
を測定した。
【００６７】
　至適ｐＨの決定では、５μＬのｐＮＰ－α－Ｄ－Ａｒａｆ水溶液（４ｍＭ）、５μＬの
２００ｍＭ酢酸バッファー（ｐＨ４．０～６．０）又はリン酸バッファー（ｐＨ６．０～
８．０）及び５μＬの滅菌水中に、試験例１で得た５μＬのαＦｒａｓｅ１溶液（０．０
２５ｍｇ／ｍＬ）を加えた。３７℃において各ｐＨで２０分間反応させ、３０μＬの１２
０ｍＭ　ＮａＣＯ３を加えて反応を停止し、４００ｎｍにおける吸光度を測定した。
【００６８】
　（結果）
　図６（Ａ）に示すように、αＦｒａｓｅ１の至適ｐＨは５．５であった。図６（Ｂ）に
示すように、αＦｒａｓｅ１の至適温度は５０℃であった。
【００６９】
　（試験例４：カラメル化重合物に対するαＦｒａｓｅ２の分解性の検討）
　非特許文献（Ｙａｍａｍｏｒｉ　Ａ、外８名、“Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ａｎａｌｙｓ
ｉｓ　ｏｆ　Ｄｉｆｒｕｃｔｏｓｅ　Ａｎｈｙｄｒｉｄｅｓ（ＤＦＡｓ）　Ｓｙｎｔｈｅ
ｓｉｚｅｄ　ｆｒｏｍ　Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ　ｂｙ　Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｔｒ
ｅａｔｍｅｎｔ．”、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｇｌｙｃｏｓｃｉｅｎｃ
ｅ、２０１５年、６２、ｐ１２１－１２５）に基づいて、カラメル化重合物を次のように
調製した。フルクトース６０ｇを１３１℃で１２０分間（Ｆ１３０）又は１５０℃で９０
分間（Ｆ１５０）、加熱した。また、グルコース３０ｇとフルクトース３０ｇとを含む混
合物を、１３１℃で１２０分間（ＧＦ１３０）又は１５０℃で９０分間（ＧＦ１５０）、
加熱した。加熱後、それぞれ２００ｍｌの水を添加して撹拌した。
【００７０】
　Ｆ１３０及びＧＦ１３０それぞれに、市販パン酵母（スーパーカメリアドライイースト
、日清フーズ社製）を加え、３７℃で２４時間振とう培養し、単糖を消化させた。単糖を
消化したＦ１３０又はＧＦ１３０を基質として、２５μＬの基質、２０μＬの２００ｍＭ
酢酸バッファー（ｐＨ５．５）、５μＬのαＦｒａｓｅ２溶液及び５０μＬの水を含むサ
ンプルを３７℃で１日間反応させ、水で１００倍に希釈して、ＨＰＡＥＣ－ＰＡＤに供し
た。サンプルにおけるαＦｒａｓｅ２溶液を水に置き換えた対照を同様に調製した。
【００７１】
　反応後、サンプル全量を、ＨＰＡＥＣ－ＰＡＤで解析した。なお、ＨＰＡＥＣ－ＰＡＤ
にはＩＣＳ－３０００（Ｄｉｏｎｅｘ社製）を用いた。カラムはＣａｒｂｏＰａｃ　ＰＡ
－１とした。移動相は溶離液Ａ（０．１Ｍ　ＮａＯＨ）、溶離液Ｂ（０．５Ｍ酢酸ナトリ
ウム及び０．１Ｍ　ＮａＯＨ）、勾配溶離の条件は０－５分が１００％溶離液Ａ；５－３
０分が０～１００％溶離液Ｂ；３０－３５分が１００％溶離液Ｂとした。流速は１．０ｍ



(13) JP 2021-153433 A 2021.10.7

10

20

30

40

50

Ｌ／分で、温度は３０℃とした。検出器はＰＡＤである。
【００７２】
　（結果）
　図７に示すように、αＦｒａｓｅ２を含むＦ１３０では、対照（図７（Ａ））で観測さ
れなかったフルクトースに対応するピークが観測された（図７（Ｂ））。αＦｒａｓｅ２
で処理したＧＦ１３０では、対照（図７（Ｃ））で観測されなかったグルコース及びフル
クトースに対応するピークが観測された（図７（Ｄ））。このことから、αＦｒａｓｅ２
がＦｒｕｆ－α２，６－Ｇｌｃ及びＦｒｕｆ－α２，６－Ｆｌｕを分解することが示され
た。
【００７３】
　（試験例５：カラメル化重合物に対するαＦｒａｓｅ１の分解性の検討）
　Ｆ１３０又はＦ１５０を基質とした。１０μＬの基質、１０μＬの２００ｍＭ酢酸バッ
ファー（ｐＨ６．０）、５μＬのαＦｒａｓｅ１溶液及び１５μＬの水を含むサンプルを
３７℃で一晩反応させた。サンプルにおける酢酸バッファーとαＦｒａｓｅ１溶液を水に
置き換えた対照を同様に調製した。反応後、サンプルを１００倍に希釈して試験例４と同
様にＨＰＡＥＣ－ＰＡＤで解析した。
【００７４】
　（結果）
　図８（Ａ）は、０．０５％フルクトース溶液のピークを示す。図８（Ｂ）及び図８（Ｃ
）に示すように、Ｆ１３０では、カラメル化重合物７分ピーク（Ｆｒｕｐ－β－２，１－
Ｆｒｕ）がαＦｒａｓｅ１の作用を受けてαＦｒａｓｅ１反応物４分ピーク（ＤＦＡｘ）
に移行した。また、カラメル化重合物１１分ピーク（Ｆｒｕｆ－β２，１－Ｆｒｕ；イヌ
ロビオース）がαＦｒａｓｅ１反応物１０分ピーク（ＤＦＡ－Ｉ）に移行した。Ｆ１５０
についても図８（Ｄ）及び図８（Ｅ）に示すように、同様のピーク移行がみられた。
【００７５】
　（試験例６：カラメル化重合物標品に対するαＦｒａｓｅ１及びαＦｒａｓｅ１の分解
性の検討）
　カラメル化重合物の標品Ｆｒｕｆ－α－２，６－Ｇｌｃを基質とした。５μＬの基質、
５μＬの２００ｍＭ酢酸バッファー（ｐＨ５．５）、５μＬのαＦｒａｓｅ１溶液又はα
Ｆｒａｓｅ２溶液及び５μＬの水を含むサンプルを３７℃で１日間反応させた。サンプル
におけるαＦｒａｓｅ１溶液又はαＦｒａｓｅ２溶液を水に置き換えた対照を同様に調製
した。反応後、サンプルを１０倍に希釈して試験例４と同様にＨＰＡＥＣ－ＰＡＤで解析
した。
【００７６】
　（結果）
　図９（Ａ）はＦｒｕｆ－α－２，６－Ｇｌｃのピークを示す。図９（Ｂ）に示すように
、αＦｒａｓｅ２を作用させたサンプルでは、Ｆｒｕｆ－α－２，６－Ｇｌｃのピークが
小さくなり、グルコース及びフルクトースに対応する４～５分付近にピークが見られた。
よって、αＦｒａｓｅ２はα－Ｄ－フルクトフラノシダーゼと考えられる。一方、図９（
Ｃ）に示すように、αＦｒａｓｅ１を作用させたサンプルでは、グルコース及びフルクト
ースに対応するピークがほとんど検出されなかったため、αＦｒａｓｅ１はＦｒｕｆ－α
－２，６－Ｇｌｃをほとんど分解しないと考えられた。
【００７７】
　（試験例７：αＦｒａｓｅ１によるＦｒｕｐ－β－２，１－ＦｒｕからＤＦＡｘへの反
応が平衡反応であるかの確認）
　αＦｒａｓｅ１反応物４分ピークに示されるＤＦＡｘ及び７分ピークに示されるＦｒｕ
ｐ－β－２，１－Ｆｒｕを単離し、これらを基質とした。１０μＬの基質、２５μＬの２
００ｍＭ酢酸バッファー（ｐＨ５．５）、５μＬのαＦｒａｓｅ１溶液及び６５μＬの水
を含むサンプルを３７℃で一晩反応させた。サンプルにおけるαＦｒａｓｅ１溶液を水に
置き換えた対照を同様に調製した。反応後、サンプルを試験例４と同様にＨＰＡＥＣ－Ｐ
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ＡＤで解析した。
【００７８】
　（結果）
　ＨＰＡＥＣ－ＰＡＤの結果を図１０に示す。なお、図１０（Ａ）～（Ｄ）中の数値は、
各ピークの面積値を示す。図１０（Ａ）及び図１０（Ｂ）に示すように、ＤＦＡｘをＦｒ
ａｓｅ１で処理することで、ＤＦＡｘのピークの約２％がＦｒｕｐ－β－２，１－Ｆｒｕ
のピークに移行した。また、図１０（Ｃ）及び図１０（Ｄ）に示すように、Ｆｒｕｐ－β
－２，１－ＦｒｕをＦｒａｓｅ１で処理することで、Ｆｒｕｐ－β－２，１－Ｆｒｕのピ
ークがＤＦＡｘのピークに移行した。よって、αＦｒａｓｅ１によるＦｒｕｐ－β－２，
１－ＦｒｕからＤＦＡｘへの反応は平衡反応だと言える。また、Ｆｒｕｐ－β－２，１－
Ｆｒｕ→ＤＦＡｘの反応で移行したピークは、ＤＦＡｘ→Ｆｒｕｐ－β－２，１－Ｆｒｕ
の反応で移行したピークのよりも大きいことから、平衡反応はＦｒｕｐ－β－２，１－Ｆ
ｒｕからＤＦＡｘへの脱水縮合反応に偏っていることが示された。
【００７９】
　（試験例８：αＦｒａｓｅ１によるイヌロビオースからＤＦＡ－Ｉへの反応が平衡反応
であるかの確認）
　αＦｒａｓｅ１反応物１０分ピークに示されるＤＦＡ－Ｉを単離し、２ｍＭとして基質
とした。５μＬの基質、２０μＬの２５０ｍＭ酢酸バッファー（ｐＨ５．５）及び７５μ
Ｌの水を含むサンプルＳ１と、５μＬの基質、２０μＬの２５０ｍＭ酢酸バッファー、５
μＬのパン酵母由来のインバーターゼ溶液（β－フルクトフラノシダーゼともいう、１ｍ
ｇ／ｍＬ、シグマ社製）及び７５μＬの水を含むサンプルＳ２と、５μＬの基質、２０μ
Ｌの２５０ｍＭ酢酸バッファー、５μＬのαＦｒａｓｅ１溶液及び７０μＬの水を含むサ
ンプルＳ３と、５μＬの基質、２０μＬの２５０ｍＭ酢酸バッファー、５μＬのαＦｒａ
ｓｅ１溶液、５μＬのインバーターゼ溶液及び７０μＬの水を含むサンプルＳ４と、調製
し、３７℃で一晩反応させた。反応後、サンプルＳ１～Ｓ４を試験例４と同様にＨＰＡＥ
Ｃ－ＰＡＤで解析した。
【００８０】
　（結果）
　ＨＰＡＥＣ－ＰＡＤの結果を図１１に示す。なお、図１１（Ａ）～（Ｄ）中の数値は、
各ピークの面積値を示す。図１１（Ａ）に示すように、ＤＦＡ－ＩをαＦｒａｓｅ１で処
理すると、その一部がイヌロビオースに移行した。なお、平衡反応はイヌロビオースから
ＤＦＡ－Ｉへの脱水縮合反応に偏っていた。一方、ＤＦＡ－Ｉをインバーターゼで処理し
た図１１（Ｂ）に示されたピークは、図１１（Ｄ）に示すＤＦＡ－Ｉ（対照）のピークか
らほとんど変化がないため、ＤＦＡ－Ｉはインバーターゼで切断されなかった。ＤＦＡ－
ＩをαＦｒａｓｅ１及びインバーターゼで処理すると、図１１（Ｃ）に示すように、αＦ
ｒａｓｅ１の作用によりＤＦＡ－Ｉの一部がイヌロビオースに変換された後、インバータ
ーゼによりフルクトースに分解された。以上の結果から、αＦｒａｓｅ１が平衡反応を触
媒していることが確認された。また、β－フルクトフラノシダーゼを共存させることによ
り、平衡反応がイヌロビオースからＤＦＡ－Ｉへの脱水縮合反応に偏っていたとしても、
徐々にフルクトースに分解されることが確認された。
【００８１】
　上述した実施の形態は、本発明を説明するためのものであり、本発明の範囲を限定する
ものではない。すなわち、本発明の範囲は、実施の形態ではなく、特許請求の範囲によっ
て示される。そして、特許請求の範囲内及びそれと同等の発明の意義の範囲内で施される
様々な変形が、本発明の範囲内とみなされる。
【産業上の利用可能性】
【００８２】
　本発明は、健康食品及びプレバイオティクス含有食品の製造に好適である。
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