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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ステビオールグリコシド基質を、グルコース供与体としてのスクロース、および、ラク
トバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１８０株のグ
ルカンスクラーゼＧＴＦ１８０の変異体である変異体ＧＴＦ１８０グルカンスクラーゼの
存在下で、インキュベートすることを含み、
　前記ＧＴＦ１８０は配列番号１のアミノ酸配列を有する全長グルカンスクラーゼＧＴＦ
１８０を含み、
　前記変異体ＧＴＦ１８０グルカンスクラーゼは、（ｉ）配列番号２のアミノ酸配列を有
するＮ末端可変ドメイン断片を欠く切断型グルカンスクラーゼＧＴＦ１８０（ＧＴＦ１８
０－ΔＮ）、（ｉｉ）配列番号３のアミノ酸配列を有するＮおよびＣ末端ドメインＶ断片
を欠く切断型グルカンスクラーゼＧＴＦ１８０（ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ）、ならびに、
（ｉｉｉ）配列番号１のアミノ酸配列での位置を用いて示して、Ｓ１１３７Ｙ、Ｑ１１４
０Ｅ／Ｆ／Ｎ／Ｙ、Ｌ９８１Ａ、Ｗ１０６５Ｌ／Ｅ／Ｑ／Ｆのアミノ酸置換の１つ以上を
含む、前記ＧＴＦ１８０、前記ＧＴＦ１８０－ΔＮ、および前記ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ
の変異型（配列番号１のアミノ酸配列でのＳ１１３７、Ｑ１１４０、Ｌ９８１、Ｗ１０６
５は、それぞれ、配列番号２のアミノ酸配列でのＳ３９８、Ｑ４０１、Ｌ２４２、Ｗ３２
６に対応し、配列番号１のアミノ酸配列でのＳ１１３７、Ｑ１１４０、Ｌ９８１、Ｗ１０
６５は、それぞれ、配列番号３のアミノ酸配列でのＳ３４５、Ｑ３４８、Ｌ１８９、Ｗ２
７３に対応する）、からなる群より選択される１種類以上を含む、
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　Ｃ－１９位のみが修飾された修飾ステビオールグリコシドを酵素的に提供する方法。
【請求項２】
　前記修飾ステビオールグリコシドが少なくとも１つのグルコース残基で修飾されている
、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記修飾ステビオールグリコシドが、（α１→６）グリコシド結合、（α１→３）グリ
コシド結合、またはそれらの組み合わせを介して１つ以上のグルコースで修飾されている
、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記修飾ステビオールグリコシドが、Ｃ－１９位においてのみ単一のグルコース残基で
修飾されている、請求項１から３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記ステビオールグリコシドが、レバウジオシドＡ［１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノ
シル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノ
シル｝オキシ）エント－カウル－１６－エン－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシルエステ
ル］、またはステビオシド（１３－｛［β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－β－Ｄ
－グルコピラノシル］オキシ｝エント－カウル－１６－エン－１９－酸α－Ｄ－グルコピ
ラノシルエステル）である、請求項１から４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記スクロースは、バッチ方式で添加される、請求項１から５のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項７】
　前記変異体ＧＴＦ１８０グルカンスクラーゼは、Ｓ１１３７Ｙ、Ｑ１１４０Ｅ、Ｌ９８
１Ａ、Ｗ１０６５Ｌ／Ｅ／Ｑ／Ｆの変異のうちの１つ以上を有する、請求項１から６のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記変異体ＧＴＦ１８０グルカンスクラーゼは、Ｎ末端可変ドメイン断片（ＧＴＦ１８
０－ΔＮ）ならびに／またはＮおよびＣ末端ドメインＶ断片（ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ）
を欠く切断型変異体である、請求項１から７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記変異体ＧＴＦ１８０グルカンスクラーゼは、ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｅ、Ｇ
ＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｆ、ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｎ、ＧＴＦ１８０－ΔＮ
Ｑ１１４０Ｙ、ＧＴＦ１８０－ΔＮＳ１１３７Ｙ、ＧＴＦ１８０－ΔＮ　Ｌ９８１Ａ、Ｇ
ＴＦ１８０－ΔＮ　Ｗ１０６５Ｌ、ＧＴＦ１８０－ΔＮ　Ｗ１０６５Ｅ、ＧＴＦ１８０－
ΔＮ　Ｗ１０６５　ＱおよびＧＴＦ１８０－ΔＮ　Ｗ１０６５Ｆ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔ
ＶＱ１１４０Ｅ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ１１４０Ｆ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ１１
４０Ｎ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ１１４０Ｙ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＳ１１３７Ｙ、
ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ　Ｌ９８１Ａ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ　Ｗ１０６５Ｌ、ＧＴＦ
１８０－ΔＮΔＶ　Ｗ１０６５Ｅ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ　Ｗ１０６５　ＱおよびＧＴ
Ｆ１８０－ΔＮΔＶ　Ｗ１０６５Ｆからなる群より選択される（ただし、変異の位置は配
列番号１のアミノ酸配列での位置を用いて示す）、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　（ｉ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラノシ
ル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エン－
１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→６）－β－Ｄ－グルコピラノシルエステル、
　（ｉｉ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラノ
シル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エン
－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→６）－α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→
６）－β－Ｄ－グルコピラノシルエステル、および、
　（ｉｉｉ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラ
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ノシル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エ
ン－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→３）－α－Ｄ－グルコピラノシル－（１
→６）－β－Ｄ－グルコピラノシルエステル、
　からなる群から選択される、修飾ステビオールグリコシド。
【請求項１１】
　低血糖甘味料としての請求項１０に記載の修飾ステビオールグリコシドの使用。
【請求項１２】
　請求項１０に記載の少なくとも１つの修飾ステビオールグリコシドを含む、甘味組成物
。
【請求項１３】
　請求項１０に記載の少なくとも１つの修飾ステビオールグリコシドを含む消耗品。
【請求項１４】
　請求項１０に記載の有効量の修飾ステアビオールグリコシドを消耗品に含めることを含
む、前記消耗品を甘味化する方法。
【請求項１５】
　ステビオールグリコシドのＣ－１９位のみを修飾することにより、当該ステビオールグ
リコシドの苦味および／または後味を完全にまたは部分的に除去するための、所望のトラ
ンスグリコシル化活性を有するラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１８０株のＧＴＦ１８０の変異体の使用であって、
　前記ＧＴＦ１８０は配列番号１のアミノ酸配列を有する全長グルカンスクラーゼＧＴＦ
１８０を含み、
　前記変異体は、（ｉ）配列番号２のアミノ酸配列を有するＮ末端可変ドメイン断片を欠
く切断型グルカンスクラーゼＧＴＦ１８０（ＧＴＦ１８０－ΔＮ）、（ｉｉ）配列番号３
のアミノ酸配列を有するＮおよびＣ末端ドメインＶ断片を欠く切断型グルカンスクラーゼ
ＧＴＦ１８０（ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ）、ならびに、（ｉｉｉ）配列番号１のアミノ酸
配列での位置を用いて示して、Ｓ１１３７Ｙ、Ｑ１１４０Ｅ／Ｆ／Ｎ／Ｙ、Ｌ９８１Ａ、
Ｗ１０６５Ｌ／Ｅ／Ｑ／Ｆのアミノ酸置換の１つ以上を含む、前記ＧＴＦ１８０、前記Ｇ
ＴＦ１８０－ΔＮ、および前記ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶの変異型（配列番号１のアミノ酸
配列でのＳ１１３７、Ｑ１１４０、Ｌ９８１、Ｗ１０６５は、それぞれ、配列番号２のア
ミノ酸配列でのＳ３９８、Ｑ４０１、Ｌ２４２、Ｗ３２６に対応し、配列番号１のアミノ
酸配列でのＳ１１３７、Ｑ１１４０、Ｌ９８１、Ｗ１０６５は、それぞれ、配列番号３の
アミノ酸配列でのＳ３４５、Ｑ３４８、Ｌ１８９、Ｗ２７３に対応する）、からなる群よ
り選択される１種類以上を含む、
　使用。
【請求項１６】
　ａ）ラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１
８０株のＧＴＦ１８０の変異体の組を生成する工程、
　ｂ）ステビオールグリコシドのグリコシル化を可能にする条件下で、水性反応混合物中
のグルコース供与体の存在下で、各変異体をステビオールグリコシド基質とインキュベー
トする工程、及び
　ｃ）少なくとも部分的に反応混合物が濁るのを防ぐ能力を決定することにより、ステビ
オールグリコシドを修飾することができるラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１８０株のＧＴＦ１８０の少なくとも１つの変異体を選
択する工程、
　ｄ）修飾ステビオールグリコシドの構造を更に決定すると共に、ステビオールグリコシ
ドのＣ－１９位のみを修飾することができるラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂ
ａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１８０株の変異体ＧＴＦ１８０を選択する工程、
　を含む、Ｃ－１９位のみでステビオールグリコシドを修飾することができるグルカンス
クラーゼを同定する方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は概して、ステビオールグリコシドの製造に関する。特に、本発明は、新規ステ
ビオールグリコシドへのステビオールグリコシドの酵素的修飾方法、およびその甘味料と
しての使用に関する。
【０００２】
　甘味料は、食品、飲料および菓子産業において最も一般的に使用される成分としてよく
知られている。甘味料は、製造中またはスタンドアローン使用のために、例えば、適切に
希釈された場合または卓上用甘味料として、最終食品に組み込まれ得る。甘味料には、ス
クロース、高フルクトースコーンシロップ、糖蜜、メープルシロップ、および蜂蜜などの
天然甘味料、ならびにアスパルテーム、サッカリンおよびスクラロースなどの人工甘味料
が含まれる。
【０００３】
　ハーブ植物ステビア・レバウジアナ・ベルトニー（Ｓｔｅｖｉａ　ｒｅｂａｕｄｉａｎ
ａ　Ｂｅｒｔｏｎｉ）の葉、キク科（Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ）［キク科雑草（ｃｏｍｐｏ
ｓｉｔａｅ）］科の根粒性多年草は、ステビオールグリコシドである天然の甘味化合物の
高品種を含む（Ｂｒａｎｄｌｅ　ｅｔ　ａｌ．　１９９８）。ステビオシド（乾燥葉５－
１０％ｗ／ｗ）とレバウジオシドＡ（２－４％ｗ／ｗ乾燥葉）が最も豊富で、それらはス
クロース（０．４％水溶液）より約２００～３００倍甘い。したがって、それらは、スク
ロースおよび人工（合成）甘味料のための「バイオ」代替物と考えられ得る（Ｇｅｕｎｓ
　２００３；　Ｇｏｙａｌ　ｅｔ　ａｌ．　２０１０；　Ｐｕｒｉ　ｅｔ　ａｌ．　２０
１１）。
【０００４】
　甘味に加えて、高用量および通常の消費量における、いくつかのステビオールグリコシ
ドは、抗酸化剤、抗菌剤、抗真菌剤、抗ウイルス剤、抗腫瘍剤、胃腸保護剤（下痢止め剤
）のような多様な薬理学的性質を有し、それらは、腎機能、血圧、および血糖値に正の効
果があるようである（Ｃｈａｔｓｕｄｔｈｉｐｏｎｇ　ａｎｄ　Ｍｕａｎｐｒａｓａｔ　
２００９；　Ｍａｄａｎ　ｅｔ　ａｌ．　２０１０；　Ｂｒａｈｍａｃｈａｒｉ　ｅｔ　
ａｌ．　２０１１；　Ｌｅｍｕｓ－Ｍｏｎｄａｃａ　ｅｔ　ａｌ．　２０１２；　Ｓｈｉ
ｖａｎｎａ　ｅｔ　ａｌ．　２０１３）。それらは、肥満、糖尿病、高血圧、フェニルケ
トン尿症、心臓病および虫歯に苦しむ人々にとって有益であり得る　（Ｙａｄａｖ　ａｎ
ｄ　Ｇｕｌｅｒｉａ　２０１２）。ステビオールグリコシドは非カロリーであり、発がん
性ではなく、遺伝毒性ではなく、ヒトの生殖／発生毒性に関係しない（Ｅｕｒｏｐｅａｎ
　Ｆｏｏｄ　Ｓａｆｅｔｙ　Ａｕｔｈｏｒｉｔｙ，　２０１０）。　
【０００５】
　構造的に、ステビオールグリコシドは、アグリコンとしてエント－１３－ヒドロキシカ
ウル－１６－エン－１９－酸を有するが、炭水化物組成物とは異なる（図１参照）。
【０００６】
　１３－ｔｅｒｔ－水酸基のグルコース単位数と１９－カルボキシル基のグルコース単位
数との比は、甘味およびステビオールグリコシドの味の質との関係を有するようである（
Ｄａｒｉｓｅ　ｅｔ　ａｌ．　１９８４）。例えば、レバウジオシドＡはステビオシドよ
り苦味が少ない。ステビオシドの酵素的グルコシル化研究は、グリコシド結合特異性がス
テビオールグリコシドの官能特性にも影響を及ぼすことを示している。Ｆｕｋｕｎａｇａ
ら（１９８９）は、Ｃ－１３位でのステビオシドのモノ－およびジ－（α１→４）－グル
コシル化の両方が、甘味の強度および品質の両方において顕著な改善を伴う生成物を与え
ることを見出した。しかしながら、Ｃ－１９位でのモノ－およびジ－（α１→４）－グリ
コシル化の両方は、苦味のある後味を増加させ、より低い甘味強度をもたらした（Ｆｕｋ
ｕｎａｇａ　ｅｔ　ａｌ．　１９８９）。一方、Ｃ－１９位のグルコース単位のＣ－６ヒ
ドロキシル基へのα－結合グルコースの結合は、味の質において顕著な改善をもたらした
（Ｌｏｂｏｖ　ｅｔ　ａｌ．　１９９１）。明らかに、グリコシド結合のアノメリック性
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は、甘さおよび苦さ味覚に大きな影響を与えないが、いくつかの最近の研究は、１９－Ｏ
－グルコシル部分に１つおよび２つのβ－結合グルコース単位をそれぞれ余分に有する、
レバウジオシドＤおよびレバウジオシドＭ、両レバウジオシドＡ誘導体は、両方ともレバ
ウジオシドＡおよび多くの他のステビオールグリコシドよりも望ましい味プロファイルを
有する（Ｈｅｌｌｆｒｉｔｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ．　２０１２；特許文献１、特許文献２；
Ｐｒａｋａｓｈ　ｅｔ　ａｌ．　２０１４）。レバウジオシドＡと比較して、レバウジオ
シドＤは甘味が増し、水および炭酸飲料系での苦味を減少させた。レバウジオシドＭは、
レバウジオシドＡと比べて苦味が減少したが、水溶液中の類似の甘味強度を示した。酸性
化した水では、レバウジオシドＡと比較して、苦味の減少およびより高い甘味が認められ
た（Ｐｒａｋａｓｈ　ｅｔ　ａｌ．　２０１４）。更に、ステビオシドのＣ－１９位のグ
ルコース単位のＣ－２ヒドロキシル基への（α１→２）－または（β１→２）－（レバウ
ジオシドＥ）結合グルコースの結合は、ステビオシドの感覚刺激生成物を改善し、同様の
甘味を有するが苦味を低減した化合物を生成した（Ｙｅ　ｅｔ　ａｌ．　２０１３）。
【０００７】
　ステビア甘味料の商業化の成功の主な欠点は、そのわずかな苦味と渋み（特にステビオ
シド）である。これらの望ましくない特性は、ステビオールグリコシドのグリコシル部分
を修飾することによって低減または排除することができる。
【０００８】
　ステビオールグリコシドの化学修飾は、これらの化合物の味の質を改善する目的で行わ
れてきた。例えば、ステビオシドおよびレバウジオシドＡは、（ソジオスルホ）プロピル
［（ＣＨ２）３ＳＯ３Ｎａ］部分による１９－Ｏ－グルコシル残基の置換によって改善さ
れ得る（ＤｕＢｏｉｓ　ｅｔ　ａｌ．　１９８１；　ＤｕＢｏｉｓ　ａｎｄ　Ｓｔｅｐｈ
ｅｎｓｏｎ　１９８５）。更に、ステビオシドのいくつかの類似体は、別の単糖（例えば
、β－Ｄ－Ｘｙｌ、α－Ｌ－Ａｒａ、α－Ｄ－Ｍａｎ、またはα－Ｌ－Ｒｈａ）のＣ－１
９－Ｏ－β－Ｄ－グルコシル部分を置換すること、あるいは単糖（α－Ｌ－Ｒｈａまたは
α－Ｌ－Ｑｕｉ）を有するＣ－１９β－Ｄ－グルコシル部分の伸長によって合成されてい
る。しかしながら、選択的保護－脱保護合成戦略において多段階配列の必要性のために、
ステビオールグリコシドを修飾するための化学的方法の適用は実用的でないと一般に考え
られている。更に、有機溶媒および金属塩の使用は、食品産業において得られた誘導体の
降心に問題を引き起こす。これらの問題を克服するために、生物触媒の代替物がより好ま
しく、「グリーン」ケミストリーの目的にも好ましい。　
【０００９】
　有望な手順は、酵素的なトランスグリコシル化の反応にステビオールグリコシドを供す
ることであり、それによって分子に新しい単糖残基を導入する。単糖残基の数、位置およ
びアノマー性（ａｎｏｍｅｒｉｃｉｔｙ）に依存して、化合物の味の質および効力は変化
する。
【００１０】
　味を改善するために、ＵＤＰ－グルコシルトランスフェラーゼ（ＵＧＴアーゼ）（特許
文献３、特許文献２）およびシクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ（ＣＧＴア
ーゼ）の間で、異なる酵素システムを用いてステビオールグリコシドの炭水化物部分の酵
素的修飾を行った（Ｄａｒｉｓｅ　ｅｔ　ａｌ　１９８４；　Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ　２０１
３；特許文献４）。ＵＧＴａｓｅは、高い位置特異性を有する効率的な酵素であり、α－
またはβ－結合グルコースの特定の位置への転移を触媒する。しかしながら、ＵＧＴａｓ
ｅは、グリコシル供与体として高価なヌクレオチド活性化糖を必要とするため、工業的用
途にはそれほど魅力的ではない。ＣＧＴａｓｅは、カップリングおよび不均化反応を触媒
し、グルコース残基をデンプンまたはシクロデキストリンから受容体分子に転移させる。
分子間のトランスグルコシル化反応は、ＣＧＴａｓｅ酵素の受容体特異性のために、ステ
ビオールグリコシドの非還元末端グルコース残基のＣ－４－ヒドロキシル基でのみ起こる
と予想される。しばしば高収率が得られるが、ＣＧＴａｓｅは、ほとんどＣ－１３および
Ｃ－１９にα－Ｄ－グルコシル伸長を有する化合物の混合物であるステビオールグリコシ
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ドを生成するＣ－１３／Ｃ－１９レジオ特異性が低い。更に、ＣＧＴａｓｅ酵素によって
導入された（α１→４）結合は、唾液中に存在するデンプン分解酵素によってヒトの口腔
内で急速に加水分解され、それによりステビオールグリコシドのカロリー含量を増加させ
る。したがって、（α１→６）および（α１→３）結合のようなα－アミラーゼ耐性グリ
コシド結合の導入は、低カロリー食品およびゼロカロリー食品に対する消費者の要求に答
えるので、より望ましい。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】米国特許出願公開第２０１３／００７７１５２１号明細書
【特許文献２】国際公開第２０１４／１２２２２７号
【特許文献３】国際公開第２０１３／１７６７３８号（Ａ９）
【特許文献４】米国特許出願公開第２０１４／０２２７４２１号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　したがって、本発明者らは、酵素的に修飾されたステビオールグリコシドを提供するた
めの新規な手段および方法を目指した。特に、彼らは、非修飾ステビオールグリコシドと
比較して、減少した苦味および／またはより高い甘味を示す化合物を産生する酵素的方法
を開発することに着手した。好ましくは、該方法は工業規模で経済的に魅力的であり、好
ましくはグリコシル供与体として高価なヌクレオチド活性化糖を必要としない。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　この目的のために、ラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅ
ｕｔｅｒｉ）のような、酵素の大部分のメンバーが一般に安全と認められる（ＧＲＡＳ）
というステータスを有する、種々の乳酸桿菌（ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ）のグルカンス
クラーゼ酵素およびフルクタンスクラーゼ酵素のグルコシル化潜在性をスクリーニングし
た。グルカンスクラーゼは細胞外酵素であり、これは乳酸菌においてのみ起こることが報
告されている。それらは、安価な供与体基質スクロースからα－グルカンポリマーを合成
する。グルカンスクラーゼ酵素に依存して、種々のグリコシド結合（の混合）、すなわち
（α１→２）－、（α１→３）－、（α１→４）－および（α１→６）結合がそのグルカ
ン生成物に導入される（Ｌｅｅｍｈｕｉｓ　ｅｔ　ａｌ．　２０１３）。グルカンスクラ
ーゼ酵素によって使用されるグルコシル供与体基質スクロースの低コストは、それらの工
業的用途にとって大きな利点である。最も重要なことに、グルカンスクラーゼ酵素によっ
て導入された（α１→２）－、（α１→３）－および（α１→６）結合は、唾液中に存在
するアミロリシス酵素によって口腔内で加水分解されない。種々のラクトバチルス・ロイ
テリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）株からの種々の産物特異性を有
する野生型および変異体グルカンスクラーゼおよびフルクタンスクラーゼ酵素からなる１
００を超える酵素を、ステビオールグリコシドレバウジオシドＡをグルコシル化する能力
についてスクリーニングした。セミ分取ＮＰ－ＨＰＬＣによりレバウジオシドＡグルコシ
ドを単離し、その構造をＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析および１Ｄ／２Ｄ　１Ｈ／１３Ｃ　
ＮＭＲ分光法により解明した。新しいレバウジオシドＡグルコシドの味覚属性を決定する
ために官能評価を行った。
【００１４】
　驚くべきことに、ラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕ
ｔｅｒｉ）１８０由来のグルカンスクラーゼＧＴＦ１８０（ＧｅｎＢａｎｋアクセッショ
ン番号ＡＹ６９７４３０）のみがレバウジオシドＡをグルコシル化することができたこと
が判明した。レバウジオシドＡグルコシル化生成物のＮＭＲ構造分析は、ＧＴＦ１８０が
、Ｃ－１９β－結合グルコース残基においてのみ特異的にレバウジオシドＡをグルコシル
化することを示した。興味深いことに、いくつかのＧＴＦ１８０点変異体は、レバウジオ
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シドＡに対してより高いトランスグルコシル化活性を示した。１つの変異体Ｑ１１４０Ｅ
は、約９６％のレバウジオシドＡ変換率を示した。ステビオシドの修飾に関しても同様の
結果が観察された。　
【００１５】
　したがって、一実施形態では、本発明は、ステビオールグリコシド基質をグルコース供
与体およびラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ
）１８０株のグルカンスクラーゼＧＴＦ１８０、または所望のトランスグリコシル化活性
を有するその変異体の存在下でインキュベートすることを含む、修飾ステビオールグリコ
シドを酵素的に提供する方法を提供する。
【００１６】
　私たちの知るところでは、グルカンスクラーゼを用いたステビオシドのグルコシル化に
関する唯一の報告がある。Ｍｕｓａらは、ステビオシドの生物変換におけるロイコノスト
ック・シトレウム（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｃｉｔｒｅｕｍ）ＳＫ２４．００２からの
アルテルナンスクラーゼによる酵素修飾が、ステビオシドの苦味を完全にまたは部分的に
除去することを報告している。最適化された反応条件では、ステビオシドで４３．７％の
最大トランスグルコシル化収率が達成された。１～３個のα－グルコース単位が結合した
ステビオシドグリコシドが得られた。フォローアップ研究では、生成物の構造が、１３－
｛［α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→３）－α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→６）－
α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→３）－β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－β－
Ｄ－グルコピラノシル］オキシ｝エント－カウル－１６－エン－１９－酸β－Ｄ－グルコ
ピラノシルエステルであると特徴づけられた（Ｍｕｓａ　ｅｔ　ａｌ．　２０１４）。し
たがって、Ｍｕｓａらの方法は、異なる酵素を使用し、より低い収率を示し、Ｃ－１９位
ではなくＣ－１３位で異なるタイプの修飾、すなわちα－グルコシル化をもたらす。
【００１７】
　本発明の一実施形態では、ステビオールグリコシドは、Ｃ－１９β－結合グルコース残
基において少なくとも１つのα－グルコース残基により修飾される。例えば、ステビオー
ルグリコシドには、（α１→６）、（α１→３）グリコシド結合、またはそれらの組み合
わせを介して１つ以上のグルコースが備わる。特定の態様では、修飾は、（α１→６）グ
リコシド結合（β－イソマルトース）または（α１→３）グリコシド結合（β－ニゲロー
ス）を介した１つのグルコースの付加を含む（図５Ａ）。別の特定の態様では、修飾は、
β結合グルコースにおける（α１→６）グリコシド結合を介したグルコシルグルコース単
位の付加を含む。単位内では、グルコース残基は（α１→６）グリコシド結合（イソマル
トース）または（α１→３）グリコシド結合（ニゲロース）（図５Ｂおよび５Ｃ）を介し
て結合することができる。
【００１８】
　ステビオールグリコシドは、複数の位置で修飾され得る。例えば、ステビオールアグリ
コンのＣ－１３位および／またはＣ－１９位（複数可）で修飾が起こり得る。レバウジオ
シドＤおよびレバウジオシドＭの魅力的な味覚特徴の観点から、ステビオールグリコシド
は、好ましくは、少なくともステビオールグリコシドのＣ－１９位で修飾されている。　
【００１９】
　より好ましくは、修飾ステビオールグリコシドは、ステビオールグリコシドのＣ－１９
位でのみ修飾される。例えば、一実施形態では、本発明は、ステビオールアグリコンのＣ
－１９位においてのみ単一のグルコース残基により修飾された修飾ステビオールグリコシ
ドの酵素的生産方法を提供する。一実施形態では、修飾は、Ｃ－１９β結合グルコース残
基における単一の（α１→６）グルコースの付加を含む。　
【００２０】
　ステビオールグリコシド基質は、いかなるタイプのものであってもよい。例えば、それ
は、ステビオシド、ルブソシド、レバウジオシドＡ、レバウジオシドＣ、レバウジオシド
Ｄ、レバウジオシドＥを含むレバウジオシドおよびズルコシド化合物からなる群から選択
される。一実施形態では、ステビオールグリコシド基質は、ステビオールグルコシドのＣ
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－１９位に少なくとも１つの単糖部分を有する。　
【００２１】
　特定の一実施形態では、ステビオールグリコシド基質はレバウジオシドである。本発明
者らは、Ｃ－１９位でのレバウジオシドＡのα－グルコシル化が、レバウジオシドＤおよ
びレバウジオシドＭよりも類似またはより良好な味プロファイルを有するレバウジオシド
ＤおよびレバウジオシドＭアノマー異性体を生じることができると仮定した。したがって
、好ましい実施形態では、本発明は、レバウジオシドＡ［１３－（｛β－Ｄ－グルコピラ
ノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラ
ノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エン－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシルエス
テル］の酵素的修飾方法を提供する。　
【００２２】
　別の特定の実施形態では、ステビオールグリコシド基質はステビオシドであり、最も豊
富で最も苦い味の１つである、ステビア抽出物に存在するステビオールグリコシドである
。　
【００２３】
　典型的には、乾燥重量に基づき、ステビアの葉に見られる４つの主要なステビオールグ
リコシドは、ズルコシドＡ（０．３％）、レバウジオシドＣ（０．６－１．０％）、レバ
ウジオシドＡ（２－４％）およびステビオシド（５－１０％）である。ステビア抽出物に
おいて合理的な量で同定される他のグリコシドは、レバウジオシドＢ、Ｄ、Ｅ、およびＦ
、ステビオールビオシドおよびルブソシドを含む。これらの中でも、現在、商業的規模で
は、ステビオシドおよびレバウジオシドＡのみが入手可能である。　
【００２４】
　ステビオールグリコシドは、典型的には水または有機溶媒抽出のいずれかを含む当該技
術分野で公知の方法を用いて葉から抽出することができる。超臨界流体抽出法および水蒸
気蒸留法もまた記載されている。超臨界ＣＯ２、膜技術、および水、またはメタノールお
よびエタノールなどの有機溶媒を使用するステビア・レバウジアナ（Ｓｔｅｖｉａ　ｒｅ
ｂａｕｄｉａｎａ）からのジテルペン甘味グリコシドの回収方法も使用することができる
。
【００２５】
　米国特許出願公開第２０１４／３４３２６２号明細書は、以下の工程を含む、ステビオ
ールグリコシドを精製する方法を開示する：ａ．吸着されたステビオールグリコシドを有
する少なくとも１つのカラムを提供するために、吸着樹脂を充填した複数のカラムを含む
マルチカラムシステムにステビオールグリコシドの溶液を通す工程、およびｂ．ステビオ
ールグリコシドを吸着した少なくとも１つのカラムからの低含量のレバウジオシドＸ（米
国特許出願公開第２０１４／０２２７４２１号明細書；　Ｐｒａｋａｓｈ　ｅｔ　ａｌ　
２０１４）を有する画分を溶出して、ステビオールグリコシドを含む溶出溶液を提供する
工程。
【００２６】
　レバウジオシドＡは一般的に≦８０％の純度で入手可能である。主な不純物は、ステビ
オシド、ステビオールビオシド、レバウジオシドＢ、レバウジオシドＣ、レバウジオシド
Ｄ、ズルコシドＡ、レバウジオシドＦおよび他のステビオールグリコシドを含む。多くの
研究は、高い回収率での高純度のレバウジオシドＡの回収に焦点を当てていた。米国特許
第５，９６２，６７８号明細書は、８０％純度のレバウジオシドＡを得るために無水メタ
ノール溶液を用いてレバウジオシドＡを再結晶化することを開示している。無水メタノー
ルで再結晶を何度も繰り返すことにより、レバウジオシドＡの純度を９５％以上に高める
ことができる。米国特許出願公開第２００６／００８３８３８号明細書は、エタノールと
４～１５％の水とを含む溶媒による再結晶によるレバウジオシドＡの精製を開示している
。特願昭第５５－２３７５６号は、水性エタノール（＞７０％）からの結晶化によりレバ
ウジオシドＡおよびステビオシドを精製して純度８０％のレバウジオシドＡを得る方法を
開示している。米国特許出願公開第２００７／００８２１０３号明細書は、エタノール水
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溶液からの再結晶化によってレバウジオシドＡを精製する方法を開示しており、粗レバウ
ジオシド（６０％）からの２段階再結晶により９７％収率で少なくとも純度９８％のレバ
ウジオシドＡが生成される。米国特許第８，７９１，２５３号明細書は、単一の再結晶化
工程のみを使用して、実質的に純粋なレバウジオシドＡ組成物を提供する。
【００２７】
　本発明の方法におけるステビオールグリコシド基質の濃度は、例えば、基質の種類、所
望の修飾等によって異なる。典型的には、反応混合物は、少なくとも２０ｍＭ、好ましく
は少なくとも３０ｍＭ、より好ましくは少なくとも５０ｍＭ、例えば６０、７０、８０、
９０～１００ｍＭの修飾されるステビオールグリコシドを含む。最大濃度は、とりわけ、
水性反応媒体中の基質溶解度に依存する。例えば、基質として５０～１００ｍＭのレバウ
ジオシドＡまたはステビオシドを用いて良好な結果が得られた。
【００２８】
　本発明の方法は、グルコース供与体としてスクロースを使用する。スクロースは安価で
広く入手可能である。スクロースが少なくとも５０ｍＭ、好ましくは少なくとも１００ｍ
Ｍ、より好ましくは少なくとも５００ｍＭの濃度で使用される場合、良好な結果が得られ
た。例えば、反応混合物は、少なくとも５００ｍＭ、６００ｍＭ、７００ｍＭ、８００ｍ
Ｍ、９００ｍＭまたは１Ｍスクロースを含む。２Ｍまたは３Ｍまでのより高い濃度を使用
することもできる。グルコース供与体は、反応の開始時にその総量で添加され得る。いく
つかの実施形態では、バッチ法式でスクロースを添加することが有利である。例えば、ス
クロースは、バッチ方式で、例えば、開始時に、１．５時間後および３時間後に、少なく
とも１μＭ、より好ましくは少なくとも２μＭの最終量まで添加される。
【００２９】
　反応は、典型的には約２０～７０℃の温度、３～７のｐＨ範囲で実施される。好ましく
は、約３７℃の温度が使用される。　
【００３０】
　反応は、所望の量の修飾ステビオールグリコシドが生成されるまで進行させる。典型的
には、インキュベーションは、約１時間～一晩にわたり実施される。　
【００３１】
　当業者は、所与の反応条件下で所望の程度の酵素修飾を得るために使用されるＧＴＦ１
８０グルカンスクラーゼ酵素の量を決定することができるであろう。例えば、１～５０Ｕ
／ｍＬを使用することができる。好ましくは、少なくとも３Ｕ／ｍＬが使用される。経済
的理由から、３５Ｕ／ｍＬまで使用することが有利であり得る。一実施形態では、５～３
０Ｕ／ｍＬが使用される。１単位（Ｕ）の酵素は、２５ｍＭの酢酸ナトリウム（ｐＨ４．
７）、１ｍＭのＣａＣｌ２、および３７℃での１Ｍのスクロースを含む反応混合物中で１
分間当たり１μｍｏｌの単糖を生成するのに必要な酵素の量として定義される。
【００３２】
　一実施形態では、ラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕ
ｔｅｒｉ）株１８０由来の野生型ＧＴＦ１８０グルカンスクラーゼが使用される（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋアクセッション番号ＡＹ６９７４３０）。別の実施形態では、変異体ＧＴＦ１８
０グルカンスクラーゼが使用される。本明細書中で使用される場合、変異体ＧＴＦ１８０
グルカンスクラーゼは、野生型アミノ酸配列と比較して、１つ以上のアミノ酸置換、アミ
ノ酸欠失および／またはアミノ酸挿入を含む酵素を指す。　
【００３３】
　好ましい実施形態では、本発明によるステビオールグリコシドの酵素的修飾のためのＧ
ＴＦ１８０変異体は、Ｓ１１３７、Ｑ１１４０、Ｌ９８１および／またはＷ１０６５（Ｇ
ｅｎＢａｎｋ配列ＡＹ６９７４３０に基づくナンバリング）位に置換変異体を含む。好ま
しくは、変異体は非保存的置換、すなわち天然アミノ酸とは異なる性質を有するアミノ酸
変化をもたらす変異体である。例えば、前記変異体は、以下のアミノ酸置換の１つ以上を
有する：Ｓ１１３７Ｙ、Ｑ１１４０Ｅ、Ｌ９８１Ａ、Ｗ１０６５Ｌ／Ｅ／Ｑ／Ｆ。
【００３４】



(10) JP 6976173 B2 2021.12.8

10

20

30

40

50

　別の実施形態では、変異体ＧＴＦ１８０は、欠失変異体または切断型変異体であり、少
なくとも１０アミノ酸のストレッチがＮ－および／またはＣ－末端から除去される。一態
様では、切断型変異体は、Ｎ末端可変ドメインが欠失している残基７４２－１７７２を含
むＧＴＦ１８０－ΔＮである。例えば、ＧＴＦ１８０全長野生型タンパク質の１１７ｋＤ
ａのＮ末端切断型（７４１残基）断片であるＧＴＦ１８０－ΔＮで良好な結果が得られた
。ＧＴＦ１８０－ΔＮは完全に活性であり、全長酵素と同様のサイズおよび結合分布を有
するα－グルカンポリマーを産生する（Ｋｒａｌｊ　ｅｔ　ａｌ．　２００４ａ）。レバ
ウジオシドＡグルコシル化生成物のＮＭＲ構造分析は、ＧＴＦ１８０－ΔＮが、Ｃ－１９
β－結合グルコース残基においてのみ特異的にレバウジオシドＡをグルコシル化すること
を示した。興味深いことに、いくつかのＧＴＦ１８０－ΔＮ置換変異体は、レバウジオシ
ドＡに対してＧＴＦ１８０－ΔＮよりもはるかに高いトランスグルコシル化活性を示した
。１つの変異体Ｑ１１４０Ｅは、ＧＴＦ１８０－ΔＮによる約５５％のレバウジオシドＡ
変換と比較して約９６％のレバウジオシドＡ変換を示した（図３および図４）。したがっ
て、好ましい実施形態では、本発明の方法は、例えばＱ１１４０、Ｓ１１３７、Ｌ９８１
および／またはＷ１０６５の位置に、１つ以上のアミノ酸置換を有するＧＴＦ１８０－Δ
Ｎを用いる。具体的な例示的変異体酵素には、ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｅ、ＧＴＦ
１８０－ΔＮＱ１１４０Ｆ、ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｎ、ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１
１４０Ｙ、ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｒ、ＧＴＦ１８０－ΔＮＳ１１３７Ｙ、ＧＴＦ
１８０－ΔＮ　Ｌ９８１Ａ、ＧＴＦ１８０－ΔＮＷ１０６５Ｌ、ＧＴＦ１８０－ΔＮＷ１
０６５Ｅ、ＧＴＦ１８０－ΔＮＷ１０６５ＱおよびＧＴＦ１８０－ΔＮＷ１０６５Ｆを含
む。
【００３５】
　別の態様では、切断変異体は、Ｎ末端可変ドメインおよびＮ末端ドメインＶ断片（最初
の７９３個のＮ末端アミノ酸に対応する）と、ドメインＶＣ末端断片（最後の１３６個の
Ｃ末端アミノ酸に対応する）が欠失して（Ｍｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　２０１５ａ）、アミ
ノ酸７９４－１６３６からなるＧＴＦ１８０変異体との両方をもたらすＧＴＦ１８０－Δ
ＮΔＶである。「触媒コア」と見なすことができるこのＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ切断変異
体は、全長ＧＴＦ１８０野生型と比較して約５０％のサイズの減少を有し、完全に活性で
あり、ＧＴＦ１８０野生型と同様のグリコシド結合分布を生成するが、高分子量の多糖類
合成においては、著しく害される。　
【００３６】
　本発明の切断変異体は、例えばその触媒特性を改善するために付加的な置換変異体（複
数可）を更に含んでいてもよい。一実施形態では、変異体はＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶであ
り、更に位置（複数可）Ｓ１１３７、Ｑ１１４０、Ｌ９８１および／またはＷ１０６５に
おいて置換変異体を含む。例えば、前記変異体は、以下のアミノ酸置換の１つ以上を有す
る：Ｓ１１３７Ｙ、Ｑ１１４０Ｅ、Ｌ９８１Ａ、Ｗ１０６５Ｌ／Ｅ／Ｑ／Ｆ。具体的な例
示的変異体酵素には、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ１１４０Ｅ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ
１１４０Ｆ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ１１４０Ｎ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ１１４０
Ｒ　ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ１１４０Ｙ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＳ１１３７Ｙ、ＧＴ
Ｆ１８０－ΔＮΔＶＬ９８１Ａ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＷ１０６５Ｌ、ＧＴＦ１８０－
ΔＮΔＶＷ１０６５Ｅ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＷ１０６５ＱおよびＧＴＦ１８０－ΔＮ
ΔＶＷ１０６５Ｆを含む。
【００３７】
　変異ＧＴＦ１８０グルカンスクラーゼは、例えば、Ｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎらにより説
明され、それは、ＧＴＦ１８０－ΔＮ酵素の特定のアミノ酸残基の変異誘発を報告し、ス
クロースから修飾されたエキソポリサッカライド（ｍＥＰＳ）を産生する１２の変異体酵
素を産生した（ｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎ　ｅｔ　ａｌ．　２００９）。本発明者らは、Ｇ
ＴＦ１８０－ΔＮの単一変異体のうちの２つであるＱ１１４０ＥおよびＳ１１３７Ｙが、
ＧＴＦ１８０－ΔＮよりもレバウジオシドＡに対するトランスグルコシル化活性がはるか
に高く、ＧＴＦ１８０－ΔＮによる約５５％レバウジオシドＡ変換と比べて、それぞれ約
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９６％および約７３％のレバウジオシドＡ変換を示すことを見出した（図３および図４）
。変異体Ｑ１１４０Ｅは主としてモノ－α－グルコシル化レバウジオシドＡを産生したが
、ＧＴＦ１８０－ΔＮおよび変異体Ｓ１１３７Ｙは少なくとも８までのＤＰを有する複数
のα－グルコシル化形態を産生した。α－グルコシル化生成物のＮＭＲ構造解析は、ＧＴ
Ｆ１８０－ΔＮおよび変異体Ｑ１１４０ＥおよびＳ１１３７Ｙが、Ｃ－１９位においての
み特異的にレバウジオシドＡをグルコシル化することを示した。３つの酵素は、Ｃ－１９
β－結合グルコースにおいて専ら（α１→６）結合グルコースでレバウジオシドＡをグル
コシル化し、ＲｅｂＡＧ１を生成した。ＧＴＦ１８０－ΔＮおよび変異体Ｓ１１３７Ｙの
ジ－グルコシル化レバウジオシドＡ生成物は、末端α－グルコース残基において結合した
（α１→３）結合グルコース（約７５％）または別の（α１→６）結合グルコース（約２
５％）による両方のＲｅｂＡＧ１の伸長であった。したがって、特に好ましい変異体は、
ＧＴＦ１８０－ΔＮのＱ１１４０ＥおよびＳ１１３７Ｙを含む。
【００３８】
　ＧＴＦ１８０－ΔＮ変異体Ｌ９８１ＡおよびＷ１０６５Ｌ／Ｅ／Ｑ／Ｆ（Ｍｅｎｇ　ｅ
ｔ　ａｌ．　２０１５ｂ）は、レバウジオシドＡをα－グルコシル化することができるが
、重合（すなわち、オリゴ糖およびグルカン形成）活性をほとんど示さない。これは、下
流の処理、単糖、二糖、オリゴ糖およびグルカンからの伸長レバウジオシドＡ生成物の精
製の間の明確な利点である。最も重要な副反応であるα－グルカン合成を排除することに
より、より高いグリコシル化収率がレバウジオシドＡについて得られた。２００ｍＭスク
ロースにおいて、および１．５時間のインキュベーション時間で、これらの変異体は、レ
バウジオシドＡ上のＧＴＦ１８０－ΔＮおよび変異体Ｑ１１４０ＥおよびＳ１１３７Ｙと
同等またはそれ以上のトランスグルコシル化活性を有する。レバウジオシドＡを受容体分
子として観察すると、変異体Ｑ１１４０Ｅもステビオシドを主にモノ－α－グルコシル化
生成物に変換した。したがって、一実施形態では、変異体酵素は変異体Ｌ９８１Ａおよび
／またはＷ１０６５Ｌ、Ｗ１０６５Ｅ、Ｗ１０６５Ｑ、Ｗ１０６５Ｆを含む。　
【００３９】
　また、ステビオールグリコシドの感覚刺激特性を増強または改善するために、例えば、
甘味を完全に増強するために、または苦味および／もしくはステビオールグリコシド、好
ましくはレバウジオシドＡもしくはステビオシドの後味を部分的に除去するために、ラク
トバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１８０株のグ
ルカンスクラーゼＧＴＦ１８０、または所望のトランスグリコシル化活性を有するその変
異体の使用が本明細書において提供される。
【００４０】
　レバウジオシドＡを修飾するのに有用な置換変異体のスクリーニングにおいて、レバウ
ジオシドＡをα－グルコシル化することができない不活性変異体または酵素を含む反応混
合物が、レバウジオシドＡの経時的な漸進的沈殿によりに濁ったことが観察された一方で
、レバウジオシドＡをα－グリコシル化することができる活性酵素を含むものは透明のま
まであった。理論に縛られることを望むものではないが、レバウジオシドＡにグルコース
部分を付加すると、その溶解性が増大する。この現象は、好ましくは最終レバウジオシド
Ａ濃度が最低５０ｍＭの場合には約６時間のインキュベーション後、最終レバウジオシド
Ａ濃度が最低３０ｍＭの場合には約１６時間インキュベーション後に、反応混合物の外観
を評価することによって活性変異体の迅速な選択を可能にする。例えば、反応がマイクロ
タイタープレートまたは他のタイプの透明容器で行われる場合、更なる特徴付けのために
１つ以上の変異体を同定するには単なる目視検査のみで十分であり得る。　
【００４１】
　したがって、本発明はまた、ステビオールグリコシド、好ましくはレバウジオシドＡま
たはステビオシドを修飾することができるグルカンスクラーゼを同定する方法であって、
該方法は、
　ａ）ラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）株
１８０のＧＴＦ１８０の変異体のパネルを生成する工程、　
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　ｂ）ステビオールグリコシドのグリコシル化を可能にする条件下で、水性反応混合物中
のグルコース供与体の存在下で、各変異体をステビオールグリコシドとインキュベートす
る工程、及び
　ｃ）少なくとも部分的に反応混合物が濁るのを防ぐ能力を決定することにより、ステビ
オールグリコシドを修飾することができるラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１８０のＧＴＦ１８０の少なくとも１つの変異体を選択
する工程、　
　ｄ）任意に、修飾ステビオールグリコシドの構造を更に決定すると共に、ステビオール
グリコシドのＣ－１９位を修飾することができるラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔ
ｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１８０の変異体ＧＴＦ１８０を選択する工程、を
含む。
【００４２】
　好ましくは、変異体パネルは、Ｎ末端可変ドメイン（ＧＴＦ１８０－ΔＮ）ならびに／
またはＮおよびＣ末端ドメインＶ断片（ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ）を欠く切断型変異体の
ような、切断型ＧＴＦ１８０酵素から出発して調製される。　
【００４３】
　一実施形態では、変異体パネルは、異なる置換変異体、好ましくは非保存的置換変異体
を含む。例えば、スクリーニング方法は、Ｑ１１４０位に異なる（非保存的）アミノ酸置
換を有するＧＴＦ１８０（切断型）変異体のパネルを作製し、ステビオールグリコシドα
－グルコシル化についてＱ１１４０変異体を全て試験することを含む。本明細書の以下の
図８を参照。
【００４４】
　本発明の更なる態様は、本発明による方法によって得ることができる修飾ステロイドグ
リコシドに関する。一実施形態では、ステビオールグリコシドは、少なくとも１つのグル
コース残基で修飾される。特定の態様では、修飾は、（α１→６）グリコシド結合（β－
イソマルトース）を介して１つのグルコースの付加を含む（図５Ａ）。別の特定の態様で
は、修飾は、β結合グルコースにおける（α１→６）グリコシド結合を介したグルコシル
グルコース単位の付加を含む。単位内では、グルコース残基は（α１→６）グリコシド結
合（イソマルトース）または（α１→３）グリコシド結合（ニゲロース）（図５Ｂおよび
５Ｃ）を介して結合することができる。　　
【００４５】
　本発明は、好ましくは、ステビオールグリコシドのＣ－１９位で修飾されたステビオー
ルグリコシドを提供する。より好ましくは、修飾ステビオールグリコシドは、ステビオー
ルグリコシドのＣ－１９位でのみ修飾される。例えば、一実施形態では、本発明は、ステ
ビオールグリコシドのＣ－１９位で単一のα－グルコース残基でのみ修飾された修飾ステ
ビオールグリコシドを提供する。一実施形態では、Ｃ－１９位は、単一の（α１→６）結
合グルコースで修飾される。
【００４６】
　本発明の例示的な修飾ステビオールグリコシドは、
　（ｉ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラノシ
ル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エン－
１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→６）－β－Ｄ－グルコピラノシルエステル（
図５Ａ）
　（ｉｉ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラノ
シル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エン
－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→６）－α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→
６）－β－Ｄ－グルコピラノシルエステル（図５Ｂ）
　（ｉｉｉ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラ
ノシル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エ
ン－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→３）－α－Ｄ－グルコピラノシル－（１
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→６）－β－Ｄ－グルコピラノシルエステル（図５Ｃ）からなる群から選択される。　
【００４７】
　レバウジオシドＡの１９－Ｏ－グルコシル部分における（α１→６）グルコシル化のレ
バウジオシドＡの甘味および苦味に対する効果を測定するために、新規レバウジオシドＡ
グルコシドの１つ、つまり、（ｉ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－
［β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エン
ト－カウル－１６－エン－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→６）－β－Ｄ－グ
ルコピラノシルエステルをレバウジオシドＡと比較して味の評価を行った。このために、
ブラインドテストでは、ステビオールグリコシドの苦い後味を知覚することができた１２
人の試験者に、０から５の尺度で甘味と苦味を評価するように要求した。ここで、スコア
０は甘味／苦味を示さない、５は非常に甘い／非常に苦いことを示す。新規レバウジオシ
ドＡグルコシドがレバウジオシドＡと比較してより自然な甘味を増大させかつ苦味を減少
させたことを示す明確な傾向が観察された（図７）。　
【００４８】
　また、低血糖甘味料としての本発明による修飾ステビオールグリコシドの使用、および
場合によっては他の食用成分、甘味料および／または甘味増強剤と組み合わせた、有効量
の修飾ステビオールグリコシドを消耗品に含めることを含む、消耗品を甘味化する方法が
提供される。
【００４９】
　更なる態様は、本明細書で提供される少なくとも１つの修飾ステビオールグリコシドを
含む甘味組成物に関する。特定の実施形態では、甘味料組成物は、調理に使用されるか、
または消費者によって飲料または他の食品に添加されるのに適した卓上甘味料である。そ
のような甘味料組成物は、包装してバルクで販売され得る。あるいは、特定の実施形態で
は、甘味料組成物は、消費者によって使用されるときに開封される一回分のパケットに包
装される。特定の実施形態による甘味組成物の少なくとも１つの他の食用成分は、風味料
、例えば、閾値知覚レベルでもしくはそれ未満もしくはわずかにそれを上回っている風味
料、または消費者が容易に知覚できる量の風味料、流動剤、着色料、甘味料組成物が使用
される飲料および他の食品中の取り扱いの容易さおよび／または改善された口当たりを提
供する増量剤、ならびに／または他の適切な成分、またはそれらの任意の２つ以上の組み
合わせであり得る。特定の実施形態では、増量剤（複数可）は、甘味料組成物によって前
もってもたらされた甘味を増大させることによって、改善された甘味プロファイルを提供
することができる。特定の実施形態では、少なくとも１つの他の食用成分は、エリスリト
ール、Ｄ－タガトース、および／またはＤ－プシコースであり、例えば、これらの成分の
２つ以上の組み合わせが、甘味料組成物に含まれ、組み合わせは、例えば、エリスリトー
ルおよびＤ－タガトース、またはエリスリトールおよびＤ－プシコース、またはＤ－タガ
トースおよびＤ－プシコースである。
【００５０】
　また、本発明による少なくとも１つの修飾ステビオールグリコシドを含み、任意に他の
甘味料および／または甘味増強剤と組み合わされた消耗品も提供される。例えば、消耗品
は、飲料、食料品、口腔ケア製品、たばこ製品、医薬品および栄養補助製品の群から選択
される。　
【００５１】
　典型的には、食料品は、甘味化量の本発明の修飾ステビオールグリコシドと、少なくと
も１つの他の食品成分とを含む。本明細書で使用される場合、「食品成分」という用語は
、風味、栄養、色、増量剤、食感または他の口当たり、安定性、酸味度、増粘性、固化防
止性等またはこれらの任意の２つ以上の組み合わせを提供するのに適した任意の食用物質
を意味する。以下に更に論じるように、本明細書で開示する新規な食品に使用するのに適
した典型的な食品成分には、穀物成分、炭酸または非炭酸水、他の甘味料、例えば、甘味
化量の少なくとも１つの栄養甘味料、風味料、酸味料、着色料、増量剤などを含む。特定
の例示的な（すなわち、非限定的な）実施形態では、食品は、一回分の量で包装される。
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本開示のこの態様の食品には、例えば、固形食品、ゲル、飲料などが含まれる。　
【００５２】
　適切な甘味料および甘味増強剤の例には、スクロース、フルクトース、グルコース、高
フルクトースコーンシロップ、コーンシロップ、キシロース，アラビノース、ラムノース
、エリスリトール、キシリトール、マンニトール、ソルビトール、イノシトール、アセス
ルフェームカリウム、アスパルテーム、ネオテーム、スクラロース、サッカリン、および
それらの混合物；トリロバチン、ヘスペレチンジヒドロカルコングルコシド、ナリンジン
ジヒドロカルコン、モグロシドＶを含むモグロシド、羅漢郭抽出物、ルブソシド、ルブス
抽出物、グリシフィリン、イソモグロシドＶ、モグロシドＩＶ、シアメノシドＩ、ネオモ
グロシド、ムクロジオシドＩｉｂ（ｍｕｋｕｒｏｚｉｏｓｉｄｅ　Ｉｉｂ）、（＋）－ヘ
ルナンズルチン、４β－ヒドロキシヘルナンズルチン、バイユノシド、フロミソシドＩ、
ブリオドコシド、ブリオシドブリオノシド、アブルソシドＡ～Ｅ、シクロカリオシドＡ、
シクロカリオシドＩ、アルビジアサポニンＡ－Ｅ、グリチルリチン、アラボグリシルリチ
ン、ペリアアンドリン１－Ｖ、プテロカリオシドＡおよびＢ、オスラジン、ポリポドシド
ＡおよびＢ、テロスモシドＡ８－１８、フィロズルチン、ハンキオシドＥ（Ｈｕａｎｇｑ
ｉｏｓｉｄｅ　Ｅ）ネオアスチルビン（ｎｅｏａｓｔｉｌｂｉｎ）、モナチン、３－アセ
トキシ－５，７－ジヒドロキシ－４’－メトキシフラバノン、２Ｒ，３Ｒ－（＋）－３－
アセトキシ－５，７，４’－トリヒドロキシフラバノン、（２Ｒ，３Ｒ）－ジヒドロケル
セチン３－Ｏ－アセテート、ジヒドロケルセチン３－Ｏ－アセテート４－メチルエーテル
、ブラゼイン、クルクリン、マビンリン、モネリン、ネオクリン、ペンタジン、タウマチ
ン、およびそれらの組み合わせを含む。上記の化合物のいくつかは、甘味増強剤および甘
味料として知られている。甘味増強剤として使用される場合、それらは通常、甘味検出閾
値未満で使用される。　
【００５３】
　飲料には、例えば、ジュース飲料（例えば、１つ以上の果汁および／または１つ以上の
野菜ジュースを含む飲料）、水分補給飲料、炭酸飲料（ＣＳＤ）、冷凍飲料、凍結炭酸飲
料、ダイエットまたは他の減カロリー飲料などを含む。これらのカテゴリー間に重複があ
ることは、当業者には認識されるであろう。本明細書で使用される場合、「減カロリー飲
料」とは、フルカロリーバージョン（通常は以前市販されていた完全カロリーバージョン
）と比較して飲料を提供する８オンス当たり少なくとも２５％のカロリーを減少させた飲
料を意味し、（例えば、甘味料の実質的に全てが、スクロース、ＨＦＣＳなどの栄養甘味
料に由来する）。少なくとも特定の実施形態では、低カロリー飲料は、完全カロリーバー
ジョンと比較して提供する８オンスあたり約５０％のカロリーを減少させる。本明細書で
使用する「低カロリー飲料」は、飲料と比較して提供する８オンスあたり４０カロリー未
満である。本明細書で使用される場合、「ゼロカロリー」または「ダイエット」は、１回
の提供当たり、例えば、飲料の８オンスあたり５カロリー未満を意味する。
【００５４】
　別の態様によれば、水、および少なくとも１つの酸を含む酸味料構成成分、少なくとも
１つの風味成分を含む風味構成成分、甘味化量の修飾ステビオールグルコシドを含む甘味
料構成成分、ならびに任意で甘味化量の１つ以上の他の甘味料を含む飲料製品が提供され
る。この態様による飲料製品の特定の例示的な実施形態では、飲料製品は、３．０より高
く４．０より低いｐＨを有するすぐに飲める飲料である。そのようなすぐに飲める飲料は
、例えば、水分補給飲料（スポーツ飲料とも呼ばれ、電解質を加えたもの）であってもよ
い。他の例示的な実施形態では、すぐに飲める飲料は、炭酸飲料、例えば減カロリーまた
はダイエットコーラ飲料である。この態様による飲料製品の特定の例示的な実施形態では
、飲料製品は、例えば、炭酸水又は非炭酸水で１：５の割合で希釈してすぐに飲める飲料
を製造するのに適したシロップである。
【００５５】
　特定の実施形態によれば、本発明の修飾ステビオールグリコシドは、消耗品の全甘味料
の少なくとも１０％を提供し、例えば、ダイエットコーラシロップ、すぐに飲めるダイエ
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ットコーラ飲料、別の飲料製品、または本開示に従った別の食品を提供する。特定の実施
形態によれば、それは全甘味料の少なくとも２０％、または全甘味料の少なくとも３０％
、または全甘味料の少なくとも４０％、または全甘味料の少なくとも半分、または全甘味
料の少なくとも６０％または少なくとも７０％、または全甘味料の少なくとも８０％、ま
たは全甘味料の少なくとも９０％を提供する。任意に、それぞれの追加の甘味料成分は有
機甘味料である。任意に、それぞれの甘味料成分は天然甘味料である。任意に、それぞれ
の甘味料成分はステビオールグリコシドである。任意に、それぞれの成分は、有機および
／または天然の成分であり、従って、カロリー低減（例えば、ダイエット）炭酸コーラ飲
料製品は対応して有機および／または天然の飲料製品である。
【００５６】
　好ましくは、消耗品は、図５に示すものから選択される少なくとも１つの修飾レバウジ
オシドＡを含む。
【００５７】
　例えば、飲料は、約３０ｐｐｍ～約７５０ｐｐｍ（例えば、約５０ｐｐｍ～３５０ｐｐ
ｍ）の濃度の修飾レバウジオシドＡを含み得る。しかしながら、追加される量は、主に所
望の甘味のレベルに依存し、他の成分の存在に依存し得る。例えば、果汁は糖を含み、し
たがって甘味のレベルに寄与する。一実施形態では、修飾レバウジオシドＡは、風味付け
された飲料に追加される唯一の甘味料である。別の実施形態において、修飾レバウジオシ
ドＡは、他の甘味料および／または甘味増強剤と組み合わせることができる。好ましい実
施形態において、修飾レバウジオシドＡは、モグロシドＶのようなモグロシドと組み合わ
される。
【図面の簡単な説明】
【００５８】
【図１】ステビオシド、レバウジオシドＡおよびＢ、およびステビオールビオシドの化学
構造。［Ｇｌｃ１］など、ＮＭＲ割り当てのためのグルコース残基の表示。
【図２】０．１２ｍｇ／ｍＬの精製酵素を用いたトランスグルコシル化（黒棒）および加
水分解（斜線棒）活性に対するレバウジオシドＡおよびスクロース濃度の影響：（Ａ）Ｇ
ＴＦ１８０－ΔＮ、（Ｂ）ＧＴＦ１８０－ΔＮ変異体Ｓ１１３７Ｙおよび（Ｃ）ＧＴＦ１
８０－ΔＮ変異体Ｑ１１４０Ｅ。
【図３】１０Ｕ／ｍＬ　ＧＴＦ１８０－ΔＮ（ＷＴ）、変異体Ｓ１１３７Ｙ、ならびに５
０ｍＭレバウジオシドＡ（＊）および１Ｍスクロース（＊＊＝ＲｅｂＡＧ１）を有する変
異体Ｑ１１４０Ｅの４時間のインキュベーションのＮＰ－ＨＰＬＣ生成物プロファイル。
【図４】１０Ｕ／ｍＬの酵素を用いたレバウジオシドＡ利用（破線）およびα－グルコシ
ル化（実線）によるＲｅｂＡＧ１形成の時間経過：（Ａ）ＧＴＦ１８０－ΔＮ、（Ｂ）Ｇ
ＴＦ１８０－ΔＮ変異体Ｓ１１３７Ｙおよび（Ｃ）ＧＴＦ１８０－ΔＮ変異体Ｑ１１４０
Ｅはそれぞれ、５５％、７３％および９６％の転換率を示した。
【図５（Ａ）】ＧＴＦ１８０－ΔＮおよび変異体ＧＴＦ１８０－ΔＮＳ１１３７Ｙおよび
ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｅによって産生される修飾レバウジオシドＡグルコシドの
構造：（Ａ）ＲｅｂＡＧ１＝１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－
Ｄ－グルコピラノシル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カ
ウル－１６－エン－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→６）－β－Ｄ－グルコピ
ラノシルエステル
【図５（Ｂ）】ＧＴＦ１８０－ΔＮおよび変異体ＧＴＦ１８０－ΔＮＳ１１３７Ｙおよび
ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｅによって産生される修飾レバウジオシドＡグルコシドの
構造：（Ｂ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラ
ノシル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エ
ン－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→６）－α－Ｄ－グルコピラノシル－（１
→６）－β－Ｄ－グルコピラノシルエステル
【図５（Ｃ）】ＧＴＦ１８０－ΔＮおよび変異体ＧＴＦ１８０－ΔＮＳ１１３７Ｙおよび
ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｅによって産生される修飾レバウジオシドＡグルコシドの
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構造：（Ｃ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラ
ノシル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エ
ン－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→３）－α－Ｄ－グルコピラノシル－（１
→６）－β－Ｄ－グルコピラノシルエステル
【図５（Ｄ）】３３４ＫでＤ２Ｏに記録されたＧＴＦ１８０－ΔＮ（ａ）および変異体Ｑ
１１４０Ｅ（ｂ）およびＳ１１３７Ｙ（ｃ）のＲｅｂＡＧ１生成物の５００ＭＨｚ　１Ｈ
　ＮＭＲスペクトル。
【図６】５０ｍＭステビオシドおよび５０ｍＭレバウジオシドＡと１００ｍＭスクロース
との１時間のインキュベーションで、２０Ｕ／ｍｌのＱ１１４０Ｅ有りおよび無しで、１
ＭのＮａＯＨによるアルカリ鹸化の前後で得られた生成物のＴＬＣ分析。
【図７】いくつかの甘味料の官能評価（ｎ＝１２）：ステビオシド（２５０ｍｇ／Ｌ）、
レバウジオシドＡ（３００ｍｇ／Ｌ）、ＲｅｂＡＧ１（３５０ｍｇ／ｍＬ）、およびスク
ロース（６０ｇ／Ｌ）。評価された味覚属性は、甘味（ハッチングされた棒）および苦味
（実線）であった。スコア０＝甘くない／苦くない、スコア５＝非常に甘い／非常に苦い
。
【図８】ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ（Ｑ）、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ１１４０アミノ酸置
換変異体Ｑ１１４０Ｇ／Ｓ／Ｉ／Ｖ／Ｗ／Ｄ／Ｍ／Ｃ／Ｅ／Ｌ／Ｋ／Ｔ／Ｐ／Ｒ／Ｆ／Ｎ
／Ｙ、またはＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｅ（Ｅ＊）での５０ｍＭのレバウジオシドＡ
および２００ｍＭスクロースの２時間のインキュベーションで得られた生成物のＴＬＣ分
析。
【図９（Ａ）】ラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅ
ｒｉ）１８０由来のグルカンスクラーゼＧＴＦ１８０のアミノ酸配列。パネル（Ａ）全長
タンパク質。
【図９（Ｂ）】ラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅ
ｒｉ）１８０由来のグルカンスクラーゼＧＴＦ１８０のアミノ酸配列。パネル（Ｂ）Ｎ末
端切断型変異体ＧＴＦ１８０－ΔＮ。
【図９（Ｃ）】ラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅ
ｒｉ）１８０由来のグルカンスクラーゼＧＴＦ１８０のアミノ酸配列。パネル（Ｃ）Ｎ末
端切断型およびドメインＶ切断型変異体ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ。
【発明を実施するための形態】
【００５９】
　実験セクション
　以下のセクションは、ラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒ
ｅｕｔｅｒｉ）株１８０のグルカンスクラーゼＧＴＦ１８０－ΔＮおよびその誘導された
単一アミノ酸置換変異体が、α－グルコシル化レバウジオシドＡに有利に使用されること
を例示する。ＧＴＦ１８０－ΔＮおよび誘導された変異体酵素は、唾液中に存在するデン
プン分解酵素による加水分解に対して耐性である（α１→６）および（α１→３）グリコ
シド結合を導入して、Ｃ－１９位に特異的にレバウジオシドＡをグルコシル化する。いく
つかのＧＴＦ１８０－ΔＮ変異体は、ＧＴＦ１８０－ΔＮよりもレバウジオシドＡに対し
てはるかに高いトランスグルコシル化活性を示した。興味深いことに、１つの変異体Ｑ１
１４０Ｅは、レバウジオシドＡのほぼ１００％の変換を示し、レバウジオシドＡのＣ－１
９位でほとんどが単一の（α１→６）－グルコースに結合した。
【００６０】
　生成された新規レバウジオシドＡグルコシドは、非常に興味深く、Ｃ－１９β－結合グ
ルコースにおいて特異的に１つおよび２つの（α１→６）結合グルコース単位を運ぶ。モ
ノ－α－グルコシル化レバウジオシドＡ生成物、ＲｅｂＡＧ１は、レバウジオシドＡと比
較して、より天然の甘味を増大させ、かつ苦味を減少させる。本発明のこれらの改良され
た新規ステビオールグリコシドは、機能性食品成分として非常に興味深い。
【００６１】
　材料および方法
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　ステビオールグリコシド基質
　レバウジオシドＡ（２）およびステビオシド（１）はＳｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈから
購入した。
【００６２】
　グルカンスクラーゼ酵素
　全てのグルカンスクラーゼおよびフルクタンスクラーゼ酵素は、Ｍｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ
　（２０１４）に記載されているように製造され、Ｋｒａｌｊ　ｅｔ　ａｌ　（２００４
ｂ）に記載されているように精製された。ＧＴＦ１８０－ΔＮは、１１７ｋＤａのＧＴＦ
１８０全長タンパク質のＮ末端切断型（７４１残基）断片である（Ｋｒａｌｊ　ｅｔ　ａ
ｌ．　２００４ａ）。ＧＴＦ１８０酵素のアミノ酸７９４－１６３６からなる切断型変異
体ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶの構築物は、Ｍｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　（２０１５ａ）に記載
され、ＧＴＦ１８０－ΔＮ変異体酵素はｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎ　ｅｔ　ａｌ．　（２０
０９）、Ｍｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　（２０１５ａ）、及びＭｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　（２
０１５ｂ）によって生成された。切断型変異体ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶにおけるアミノ酸
置換は、Ｍｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　（２０１５ｂ）に記載されているように生成された。
【００６３】
　酵素活性アッセイ
　酵素活性アッセイは、２５ｍＭ酢酸ナトリウム（ｐＨ４．７）；１ｍＭのＣａＣｌ２；
３７℃で０．１２ｍｇ／ｍＬの精製したＧＴＦ１８０－ΔＮ酵素またはＧＴＦ１８０－Δ
Ｎ変異体酵素中の５０ｍＭレバウジオシドＡの有無にかかわらず、１００ｍＭおよび１０
００ｍＭスクロースで実施した。１００μＬのサンプルを３０秒ごとに４分間採取し、２
０μＬの１０００ｍＭであるＮａＯＨと共に３０分間インキュベートすることにより反応
を直ちに停止させた。前述のように、不活性化サンプルを脱イオン水で２倍に希釈し、ヘ
キソキナーゼおよびグルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ／ホスホグルコースイソメ
ラーゼアッセイ（Ｒｏｃｈｅ）を用いたＮＡＤＰの還元をモニターすることにより、１０
μＬの希釈サンプルからグルコースおよびフルクトース濃度を酵素的に測定した（Ｍａｙ
ｅｒ　１９８７）。スクロースからのグルコースおよびフルクトースの放出の定量的決定
は、グルカンスクラーゼ酵素の活性の推定を可能にした（ｖａｎ　Ｇｅｅｌ－Ｓｃｈｕｔ
ｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ．　１９９９）。フルクトース放出は、全酵素活性に対応し、グルコ
ース放出は、加水分解活性に対応する。トランスグリコシル化活性は、全活性から加水分
解活性を差し引くことによって得ることができる。１単位（Ｕ）の酵素は、２５ｍＭの酢
酸ナトリウム（ｐＨ４．７）、１ｍＭのＣａＣｌ２、および３７℃での１０００ｍＭのス
クロースを含む反応混合物中で１分間当たり１μｍｏｌの単糖を生成するのに必要な酵素
の量として定義される。
【００６４】
　ステビオールグリコシドの酵素的グリコシル化
　インキュベーション反応は、２５ｍＭの酢酸ナトリウム（ｐＨ４．７）、１ｍＭのＣａ
Ｃｌ２、５０～１０００ｍＭのスクロース、５０～１００ｍＭのステビオールグリコシド
、および２～３０Ｕ／ｍＬの精製したＧＴＦ１８０－ΔＮ酵素またはＧＴＦ１８０－ΔＮ
変異体酵素中で３７℃で１５分～２４時間行った。熱不活性化（１００℃で１５分間）に
より反応を停止させた。不活性化サンプルから２５０ｕＬを１０００ｍｌの１０ｍＭであ
るカテコール（内部標準）と混合し、続いてＳｔｒａｔａ－Ｘ　３３ｕ　Ｐｏｌｙｍｅｒ
ｉｃ　Ｒｅｖｅｒｓｅｄ　Ｐｈａｓｅカラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ）を用いた固相抽出
によって精製した。ＨＰＬＣ分析のために、２０μＬの精製サンプルを、Ｌｕｎａ１０μ
ｍＮＨ２クロマトグラフィーカラム（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ；Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ）
に注入した。反応構成成分を勾配溶出条件下で１ｍＬ／分の流速で分離し、７０％溶媒Ａ
の２分間のアイソクラティックステップから開始し、続いて９分間にわたる７０～５５％
溶媒Ａの直線勾配（溶媒Ａ＝アセトニトリル；溶媒Ｂ＝０．０２５％酢酸）を行った。レ
バウジオシドＡおよびモノ－α－グルコシル化レバウジオシドＡ生成物の濃度は、対応す
る１．５６～５０ｍＭの較正曲線を用いてＮＰ－ＨＰＬＣで測定した。全てのデータは、
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カテコールを内部標準として標準化した。反応の標準偏差は５％未満であった。Ｅｎｄｕ
ｒａｎｃｅオートサンプラー（Ｓｐａｒｋ　Ｈｏｌｌａｎｄ、Ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａ
ｎｄｓ）を備えたＵｌｔｉＭａｔｅ　３０００クロマトグラフィーシステム（Ｔｈｅｒｍ
ｏＦｉｓｃｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ａｍｓｔｅｒｄａｍ、ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒ
ｌａｎｄｓ）上で全てのＮＰ－ＨＰＬＣ分析を実施した。
【００６５】
　α－グルコシル化レバウジオシドＡ生成物の定量的合成
　ＧＴＦ１８０－ΔＮおよびその誘導された変異体を用いたα－グルコシル化レバウジオ
シドＡ生成物の定量的合成のために、５ｍＬ、２５ｍＭの酢酸ナトリウム（ｐＨ４．７）
、１ｍＭのＣａＣｌ２、５０ｍＭのステビオールグリコシド中で、合計２，０００ｍＭの
スクロースに対する、１０００ｍＭ当量のスクロース供与体の２つのバッチ（ｔ＝０およ
び３時間）と共に、３７℃で１０Ｕ／ｍＬの酵素を用いて２４時間インキュベートした。
Ｓｔｒａｔａ－Ｘ　３３ｕポリマー逆相カラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ）を用いた固相抽
出によって、インキュベーション混合物から生成物を精製した。生成物をＬｕｎａ１０μ
ｍＮＨ２セミ分取クロマトグラフィーカラム（２５０ｍｍ×１０ｍｍ、Ｐｈｅｎｏｍｅｎ
ｅｘ）上で分離し、流速４．６ｍＬ／分で手動で回収し、８０％溶媒Ａの２分間のアイソ
クラティックステップから開始して、８０分～５０％の溶媒Ａの３８分にわたる直線勾配
（溶媒Ａ＝アセトニトリル；溶媒Ｂ＝０．０２５％酢酸）が続いた。集めた画分の溶媒を
窒素ガスの気流下で蒸発させ、乾燥した材料を脱イオン水に溶解した。　
【００６６】
　薄層クロマトグラフィー
　ｎ－ブタノール：酢酸：水＝２：１：１で展開したＴＬＣシート（Ｍｅｒｃｋ　Ｋｉｅ
ｓｅｌｇｅｌ　６０　Ｆ２５４、２０×２０ｃｍ）上にサンプルをスポットした。スポッ
トは、オルシノール／硫酸染色によって視覚化し、標準化合物の同時分析と比較した。
【００６７】
　アルカリ鹸化
　１９－Ｏ結合グリコシル部分を放出させるために、４ｍｇの各ステビオールグリコシド
生成物を１ＭのＮａＯＨ（１ｍＬ）に溶解し、８０℃で２．５時間加熱した。
【００６８】
　質量分析
　窒素レーザー（３３７ｎｍ、３ｎｓのパルス幅）を備えたＡｘｉｍａ（商標）質量分析
計（Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｋｒａｔｏｓ　Ｉｎｃ．，Ｍａｎｃｈｅｓｔｅｒ，ＵＫ）を用い
て、マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－
ＭＳ）実験を行った。陽イオンモードスペクトルは、５０００ＦＷＨＭの分解能および４
５０ｎｓの遅延抽出で反射モードを使用して記録した。加速電圧は１９ｋＶであり、グリ
ッド電圧は７５．２％であった。ミラー電圧比は１．１２であり、取得質量範囲は２００
－６０００Ｄａであった。マトリックス溶液として７０％ＡＣＮ中の１μＬ、１０％の２
，５－ジヒドロキシ安息香酸と１μＬのサンプル溶液を混合することによってサンプルを
調製した。
【００６９】
　ＮＭＲ分光法
　解像度が向上した１Ｄ／２Ｄ　５００ＭＨｚ　１Ｈ　ＮＭＲスペクトルは、Ｂｒｕｋｅ
ｒ　ＤＲＸ－５００スペクトロメータ（Ｂｉｊｖｏｅｔ　Ｃｅｎｔｅｒ，　Ｄｅｐａｒｔ
ｍｅｎｔ　ｏｆ　ＮＭＲ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，　Ｕｔｒｅｃｈｔ　Ｕｎｉｖｅｒ
ｓｉｔｙ）のＤ２Ｏで３３４Ｋのプローブ温度で記録した。データ収集および処理はＢｒ
ｕｋｅｒ　Ｔｏｐｓｐｉｎ　２．１で行った。分析前に、中間凍結乾燥したＤ２Ｏ（９９
．９原子％Ｄ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｉｓｏｔｏｐｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，　Ｉ
ｎｃ．，　Ａｎｄｏｖｅｒ，　ＭＡ）中でサンプルを２回交換し、次いで０．６ｍＬのＤ

２Ｏに溶解した。重水素水信号（４．４０ｐｐｍでのＨＯＤ）の抑制は、１Ｄ　ＮＭＲ実
験にＷＥＦＴ（水除去フーリエ変換）パルスシーケンスを適用し、２Ｄ実験で緩和遅延の
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、４０～２００ｍ秒のスピンロック時間を有するＭＬＥＶ－１７（Ｌｅｖｉｔｔ　ｅｔ　
ａｌ　（１９８２）によって考案された複合パルス）混合シーケンスを使用して記録した
。２Ｄ　ＲＯＥＳＹスペクトルは、２００ｍ秒の混合時間で標準Ｂｒｕｋｅｒ　ＸＷＩＮ
ＮＭＲソフトウェアを用いて記録した。搬送周波数は、スピンロック中のＴＯＣＳＹ転送
を最小にするために、スペクトルのダウンフィールドエッジで設定した。１Ｈ　ＦＩＤの
取得中にデカップリングすることなく、自然の豊富な２Ｄ　１３Ｃ－１Ｈ　ＨＳＱＣ実験
（１Ｈ周波数５００．０８２１ＭＨｚ、１３Ｃ周波数１２５．７５５２ＭＨｚ）を記録し
た。スペクトルの分解能向上は、１Ｄスペクトルのローレンツ－ガウス変換、または２Ｄ
スペクトルに対してπ／（２．３）シフトした二乗ベル関数位相を用いた乗算によって行
われ、必要に応じて５次の多項式ベースライン補正を行った。化学シフト（δ）は、内部
アセトン（１Ｈではδ２．２２５、１３Ｃではδ３１．０７）を基準としてｐｐｍで表さ
れる。
【００７０】
　レバウジオシドＡの新規α－グルコシル化生成物の官能評価
　レバウジオシドＡ（３５０ｍｇ／Ｌ）の新規α－グルコシル化生成物をスクロース（６
０ｇ／Ｌ）、レバウジオシドＡ（３００ｍｇ／Ｌ）、ステビオシド（２５０ｍｇ／Ｌ）と
比較した味覚の評価を行った。ブラインドテストでは、ステビオールグリコシドの苦い後
味を知覚することができた１２人の試験者に、０から５の尺度で甘味と苦味を評価するよ
うに要求した。ここで、０は甘味／苦味を示さない、５は非常に甘い／非常に苦いことを
示す。　
【００７１】
　結果
　レバウジオシドＡのα－グルコシル化のためのグルカンおよびフルクタンサクラーゼ酵
素のスクリーニング
　主にラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）由
来の１００以上のグルカンおよびフルクタンスクラーゼ野生型および変異体酵素を、レバ
ウジオシドＡα－グルコシル化についてスクリーニングした。このために、酵素を５０ｍ
ＭのレバウジオシドＡ（図１）および１０００ｍＭのスクロース中で３時間インキュベー
トした。反応混合物のＨＰＬＣおよびＴＬＣ分析は、ＧＴＦ１８０－ΔＮ酵素およびＧＴ
Ｆ１８０－ΔＮの変異体酵素のみがレバウジオシドＡをグリコシル化し得ることを示した
（表１）。興味深いことに、移行状態安定化残基Ｄ１１３６（ｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎ　
ｅｔ　ａｌ．　２００９）に近い単一のアミノ酸置換である２つの単一のＧＴＦ１８０－
ΔＮ変異体Ｓ１１３７ＹおよびＱ１１４０Ｅは、レバウジオシドＡに対するＧＴＦ１８０
－ΔＮよりも優れたトランスグルコシル化活性を示した。また、ＧＴＦ１８０－ΔＮ変異
体Ｌ９８１ＡおよびＷ１０６５Ｌ（Ｍｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　２０１５ｂ）は、レバウジ
オシドＡ（表１）をα－グルコシル化することができたが、重合（すなわち、スクロース
からのオリゴ糖およびグルカン形成）活性はほとんど示されなかった（データを示してい
ない）。これは、下流の処理、単糖、二糖、オリゴ糖およびグルカンからのα－グルコシ
ル化レバウジオシドＡ生成物の精製の間の明確な利点である。α－グルカン合成を排除す
ることにより、最も重要な副反応である、より高いグリコシル化収率がレバウジオシドＡ
について得られた。より低いスクロース濃度（２００ｍＭ）では、これらの変異体は、Ｇ
ＴＦ１８０－ΔＮならびに変異体Ｓ１１３７ＹおよびＱ１１４０Ｅよりもレバウジオシド
Ａと同等またはそれより高いトランスグルコシル化活性を有していた（データを示してい
ない）。
【００７２】
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【表１】

【００７３】
　レバウジオシドＡのグルコシル化に対する反応条件を最適化するために、ＧＴＦ１８０
－ΔＮならびに変異体Ｓ１１３７ＹおよびＱ１１４０Ｅのトランスグルコシル化活性に対
するレバウジオシドＡおよびスクロースの効果を測定した。このために、５０ｍＭレバウ
ジオシドＡの有無にかかわらず、１００ｍＭおよび１０００ｍＭのスクロースで酵素活性
アッセイを実施した。３つの酵素は全て、低スクロース濃度でより加水分解した（図２）
。両方の変異体酵素は１００ｍＭスクロースでほぼ完全に加水分解した。しかし、５０ｍ
ＭレバウジオシドＡを反応に添加した場合、またはスクロース濃度を１０００ｍＭに増加
させた場合、３つの酵素全てのトランスグルコシル化活性が顕著に増加し、１Ｍのスクロ
ースおよび５０ｍＭのレバウジオシドＡで最高の全活性および最も高いトランスグルコシ
ル化対加水分解比を示した。これらの反応条件は、ＧＴＦ１８０－ΔＮならびに変異体Ｓ
１１３７ＹおよびＱ１１４０ＥによるレバウジオシドＡのα－グルコシル化をより詳細に
追跡するために用いられた。
【００７４】
　５０ｍＭのレバウジオシドＡ、１０００ｍＭのスクロース、および１０Ｕ／ｍＬ酵素を
使用した場合、ＧＴＦ１８０－ΔＮによる約５５％と比較して、変異体Ｓ１１３７Ｙおよ
びＱ１１４０Ｅはそれぞれ約７３％および約９６％のレバウジオシドＡをグルコシル化し
た（図４）。驚くべきことに、変異体Ｑ１１４０Ｅは、主にモノグルコシル化レバウジオ
シドＡ（ＲｅｂＡＧ１）を産生し、５０ｍＭのレバウジオシドＡから約３５ｍＭのＲｅｂ
ＡＧ１を産生した（図３および図４）。変異体Ｓ１１３７Ｙは、ＧＴＦ１８０－ΔＮ酵素
（約１３ｍＭ）と同様の量のＲｅｂＡＧ１を産生したが（図３）、より多い量の複合グリ
コシドを合成した（図３）。
【００７５】
　試験した全てのグルカンおよびフルクタンスクラーゼ酵素から、変異体ＧＴＦ１８０－
ΔＮＱ１１４０Ｅは最も高いレバウジオシドＡグルコシル化活性を示し、主にレバウジオ
シドＡのモノグルコシル化を示した。したがって、変異体Ｑ１１４０Ｅ／Ａ／Ｈに加えて
、変異体ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶにおいて位置Ｑ１１４０における更なるアミノ酸置換も
生じ、レバウジオシドＡグルコシル化について試験された（図８）。このために、１ｍｇ
／ｍｌの酵素を緩衝液（２５ｍＭの酢酸ナトリウム（ｐＨ４．７）、１ｍＭのＣａＣｌ２

）中の５０ｍＭのレバウジオシドＡおよび２００ｍＭのスクロースと共に３７℃で２時間
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条件下で、いくつかのＱ１１４０置換変異体（例えばＱ１１４０Ｆ／Ｎ／Ｙの場合）は、
変異体Ｑ１１４０Ｅよりも高いレバウジオシドＡグルコシル化を示したが、後者はまだ最
高のモノ－グルコシル化収率を有していた。いくつかの変異体（例えば、Ｑ１１４０Ｄ）
は、レバウジオシドＡグルコシル化に対してわずかに負の効果を有した。興味深いことに
、変異体Ｑ１１４０Ｒはスクロースに対してほとんど活性を示さなかったが、レバウジオ
シドＡのグルコシル化は変異体の影響をほとんど受けなかった。スクロースは主にレバウ
ジオシドＡのグルコシル化に使用され、オリゴ糖形成などの副反応には使用されなかった
ようである。　
【００７６】
　ＧＴＦ１８０－ΔＮならびにＧＴＦ１８０－ΔＮ変異体Ｓ１１３７ＹおよびＱ１１４０
Ｅによって産生されるレバウジオシドＡグルコシドのα－グルコシル化生成物の単離およ
び特徴付け　
　レバウジオシドＡ（図１）の分子構造を見ると、総１４個の遊離ヒドロキシル基を有す
る４つのＧｌｃｐ残基（Ｇｌｃ１、Ｇｌｃ２、Ｇｌｃ３およびＧｌｃ４）があり、これら
はトランスグルコシル化の受容体として作用することができる。　
【００７７】
　ＧＴＦ１８０－ΔＮは、スクロースをオリゴ糖および多糖に変換し、（α１→３）－お
よび（α１→６）－結合におけるＧｌｃｐ残基のトランスグルコシル化を触媒し（ｖａｎ
　Ｌｅｅｕｗｅｎ　ｅｔ　ａｌ．　２００８）、Ｇｌｃ残基の最初の結合のためにレバウ
ジオシドＡに存在する３つの潜在的（１→３）部位および４つの潜在的（１→６）部位が
存在する。
【００７８】
　構造的特徴付けのレバウジオシドＡグルコシドのα－グルコシル化生成物を単離するた
めに、５０ｍＭのレバウジオシドＡおよび１０００ｍＭのスクロースを含む１０Ｕ／ｍＬ
酵素と共にインキュベーションを行った。３時間後、１０００ｍＭの過剰のスクロースを
反応混合物に添加し、更に２１時間インキュベーションした。セミ分取ＮＰ－ＨＰＬＣを
用いて反応混合物からグルコシドを単離した。興味深いことに、モノ－α－グルコシル化
生成物のＮＭＲ構造分析およびメチル化分析は、Ｃ－１９β結合グルコースにおいてのみ
、ＧＴＦ１８０－ΔＮならびに変異体Ｓ１１３７ＹおよびＱ１１４０Ｅが特異的にレバウ
ジオシドＡをグルコシル化し、（α１→６）結合グルコース（１００％）を結合して、Ｒ
ｅｂＡＧ１を産生する（図５Ａも参照のこと）ことを示した。
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【化１】

【００７９】
　ＧＴＦ１８０－ΔＮおよび変異体Ｓ１１３７Ｙのジ－グルコシル化レバウジオシドＡ生
成物は、（α１→３）結合グルコース（約７５％）（図５Ｃ）または別の（α１→６）結
合グルコース（約２５％）によるＲｅｂＡＧ１の構造の両線状伸長であった（図５Ｂ）。
図５Ｄのパネル（ａ）、（ｂ）および（ｃ）は、それぞれＧＴＦ１８０－ΔＮ、ＧＴＦ１
８０－ΔＮＱ１１４０ＥおよびＧＴＦ１８０－ΔＮＳ１１３７Ｙによって産生されたＲｅ
ｂＡＧ１の５００ＭＨｚ　１Ｈ　ＮＭＲスペクトルを示す。
【００８０】
　レバウジオシドＡのＣ－１９β－グルコシル部分のみに生じるＧＴＦ１８０－ΔＮによ
るトランスグルコシル化による過剰のＧｌｃｐ残基の導入が起こったことを確認するため
に、単離された画分をアルカリ鹸化に付して、１９－カルボキシル－グルコシルエステル
結合を特異的に加水分解した（図１および図６）。ＴＬＣ、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ（
ｍ／ｚ８２６［Ｍ＋Ｈ］＋）およびＮＭＲ分光法により、同一の生成物をレバウジオシド
ＡおよびレバウジオシドＡのα－グルコシル化生成物から得た。ここで、レバウジオシド
Ａは、Ｃ－１９において完全なグルコシル部分を欠いている。得られた構造体は、レバウ
ジオシドＢ（３）（図１）として知られている。　
【００８１】
　ＧＴＦ１８０－ΔＮ変異体Ｑ１１４０ＥによるステビオシドのＣ－１９位特異的α－グ
ルコシル化
　商業的目的のために、全ステビオールグリコシド葉抽出物の甘味を改善し、苦味を減少
させることが望ましい場合がある。ステビオシド（約５～１０％ｗ／ｗ乾燥葉）は最も豊
富で最も苦味のあるステビオールグリコシドの１つであるため、我々の目的はステビオシ
ドの味覚を高めることでもあった。したがって、ＧＴＦ１８０－ΔＮおよび受容体分子と
してのステビオシドを有するその誘導された置換変異体を用いたグルコシル化反応も行っ
た。３つの酵素は全てステビオシドをα－グルコシル化することもできた。受容体分子と
してのレバウジオシドＡを観察すると、変異体Ｑ１１４０Ｅはステビオシドを主に単一の
モノ－α－グルコシル化生成物に変換した（データ示さず）。ＧＴＦ１８０－ΔＮ変異体
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Ｑ１１４０ＥがステビオシドをＣ－１９位で特異的にグルコシル化するか否かを決定する
ために、Ｑ１１４０Ｅによって産生されたステビオールグルコシドを、１ＭのＮａＯＨで
１９－カルボキシル－グルコシルエステル結合をアルカリ鹸化して、Ｃ－１９部分を特異
的に除去した。Ｑ１１４０Ｅステビオールグルコシドのアルカリ鹸化によりステビオール
ビオシド（４）（図１）（すなわち、ステビオシドからＣ－１９部分を除いた）が得られ
ると、グルコシル化はステビオシドのＣ－１９位で特異的に起こった。ＴＬＣプレート上
で、複数のステビオールグリコシドがＱ１１４０Ｅを有するステビオシドの１時間のイン
キュベーションで視認された（図６）。しかし、インキュベーション混合物を１ＭのＮａ
ＯＨで処理し、ステビオシド陽性対照の鹸化後に生成した生成物と同じ高さで移動した場
合には、ただ１つのスポットしか観察されなかった。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析により、６
６５．５９の分子量が検出され、これはステビオールビオシドのナトリウム付加物に対応
する。これらの結果は、ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０ＥがまたＣ－１９β結合グルコシ
ル部分においてステビオシドを特異的にα－グルコシル化することを示している。
【００８２】
　レバウジオシドＡの新規合成α－グルコシル化生成物の味覚評価　
　レバウジオシドＡの１９－Ｏ－グルコシル部分における（α１→６）グルコシル化が甘
味および苦味に及ぼす影響を決定するために、レバウジオシドＡの新規α－グルコシル化
生成物の１つである、ＲｅｂＡＧ１をレバウジオシドＡと比較して味覚の評価を行った。
このために、ブラインドテストでは、ステビオールグリコシドの苦い後味を知覚すること
ができた１２人の試験者に、０から５の尺度で甘味と苦味を評価するように要求した。こ
こで、０は甘味／苦味を示さない、５は非常に甘い／非常に苦いことを示す。新規Ｒｅｂ
ＡＧ１がレバウジオシドＡと比較してより自然な甘味を増大させかつ苦味を減少させたこ
とを示す明確な傾向が観察された（図７）。
【００８３】
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ｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ　ａｎａｌｏｇｕｅｓ　ｎｏｎｄｅｇｒａｄ
ａｂｌｅ　ｔｏ　ｓｔｅｖｉｏｌ．　Ｊ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ　２４：１２６９－７１．
【００８９】
　ＤｕＢｏｉｓ　ＧＥ，　Ｓｔｅｐｈｅｎｓｏｎ　ＲＡ　（１９８５）　Ｄｉｔｅｒｐｅ
ｎｏｉｄ　ｓｗｅｅｔｅｎｅｒｓ．　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　ｓｅｎｓｏｒｙ　ｅ
ｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ　ａｎａｌｏｇｕｅｓ　ｗｉｔｈ　ｉ
ｍｐｒｏｖｅｄ　ｏｒｇａｎｏｌｅｐｔｉｃ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ．　Ｊ　Ｍｅｄ　Ｃ
ｈｅｍ　２８：９３－８．
【００９０】
　Ｆｕｋｕｎａｇａ　Ｙ，　Ｍｉｙａｔａ　Ｔ，　Ｎａｋａｙａｓｕ　Ｎ，　Ｍｉｚｕｔ
ａｎｉ　Ｋ，　Ｋａｓａｉ　Ｒ，　Ｔａｎａｋａ　Ｏ　（１９８９）　Ｅｎｚｙｍｉｃ　
ｔｒａｎｓｇｌｕｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｓｔｅｖｉｏｓｉｄ
ｅ：　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｗｅｅｔｎｅｓｓ－ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ．　
Ａｇｒｉｃ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　５３：１６０３－１６０７．　ｄｏｉ：　１０．１２
７１／ｂｂｂ１９６１．５３．１６０３
【００９１】
　Ｇｅｕｎｓ　Ｊ　（２００３）　Ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ．　Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ　６４：９１３－９２１．　ｄｏｉ：　１０．１０１６／Ｓ００３１－９４２２（０
３）００４２６－６
【００９２】
　Ｇｏｙａｌ　ＳＫ，　Ｓａｍｓｈｅｒ，　Ｇｏｙａｌ　ＲＫ　（２０１０）　Ｓｔｅｖ
ｉａ　（Ｓｔｅｖｉａ　ｒｅｂａｕｄｉａｎａ）　ａ　ｂｉｏ－ｓｗｅｅｔｅｎｅｒ：　
ａ　ｒｅｖｉｅｗ．　Ｉｎｔ　Ｊ　Ｆｏｏｄ　Ｓｃｉ　Ｎｕｔｒ　６１：１－１０．　ｄ
ｏｉ：　１０．３１０９／０９６３７４８０９０３１９３０４９
【００９３】
　Ｈｅｌｌｆｒｉｔｓｃｈ　Ｃ，　Ｂｒｏｃｋｈｏ　Ａ，　Ｓｔａ　Ｆ，　Ｍｅｙｅｒｈ
ｏｆ　Ｗ，　Ｈｏｆｍａｎｎ　Ｔ　（２０１２）　Ｈｕｍａｎ　ｐｓｙｃｈｏｍｅｔｒｉ
ｃ　ａｎｄ　ｔａｓｔｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｔｏ　ｓｔｅｖｉｏ
ｌ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ．　Ｊ　Ａｇｒｉｃ　Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ　６０：６７８２－
６７９３．
【００９４】
　Ｋａｍｅｒｌｉｎｇ　ＪＰ，　Ｖｌｉｅｇｅｎｔｈａｒｔ　ＪＦＧ　（１９８９）　Ｃ
ｌｉｎｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　－　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ，　Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ，　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．　Ｗａｌｔｅｒ　ｄｅ　Ｇｒｕｙｔｅｒ，　Ｂｅｒ
ｌｉｎ
【００９５】
　Ｋｒａｌｊ　Ｓ，　ｖａｎ　Ｇｅｅｌ－Ｓｃｈｕｔｔｅｎ　ＧＨ，　Ｄｏｎｄｏｒｆｆ
　ＭＭＧ，　Ｋｉｒｓａｎｏｖｓ　Ｓ，　ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｍａａｒｅｌ　ＭＪＥＣ，　
Ｄｉｊｋｈｕｉｚｅｎ　Ｌ　（２００４ａ）　Ｇｌｕｃａｎ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｉｎ
　ｔｈｅ　ｇｅｎｕｓ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ：　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｌｕｃａｎｓｕｃｒａｓｅ　ｇｅｎｅｓ，
　ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　ｇｌｕｃａｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｆｒｏｍ　ｓｉｘ　ｄｉ
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ｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｔｒａｉｎｓ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　１５０：３６８１－３６９０
．　ｄｏｉ：　１０．１０９９／ｍｉｃ．０．２７３２１－０
【００９６】
　Ｋｒａｌｊ　Ｓ，　ｖａｎ　Ｇｅｅｌ－Ｓｃｈｕｔｔｅｎ　ＧＨ，　ｖａｎ　ｄｅｒ　
Ｍａａｒｅｌ　ＭＪＥＣ，　Ｄｉｊｋｈｕｉｚｅｎ　Ｌ　（２００４ｂ）　Ｂｉｏｃｈｅ
ｍｉｃａｌ　ａｎｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ　１２１　ｒｅｕｔｅｒａｎｓｕｃｒａｓ
ｅ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　１５０：２０９９－２１１２．　ｄｏｉ：　１０．１０９９
／ｍｉｃ．０．２７１０５－０
【００９７】
　Ｌｅｅｍｈｕｉｓ　Ｈ，　Ｐｉｊｎｉｎｇ　Ｔ，　Ｄｏｂｒｕｃｈｏｗｓｋａ　ＪＭ，
　ｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎ　ＳＳ，　Ｋｒａｌｊ　Ｓ，　Ｄｉｊｋｓｔｒａ　ＢＷ，　Ｄ
ｉｊｋｈｕｉｚｅｎ　Ｌ　（２０１３）　Ｇｌｕｃａｎｓｕｃｒａｓｅｓ：　ｔｈｒｅｅ
－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ，　ｒｅａｃｔｉｏｎｓ，　ｍｅｃｈ
ａｎｉｓｍ，　α－ｇｌｕｃａｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｉｍｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｆｏｏｄ　ａｐｐｌｉｃ
ａｔｉｏｎｓ．　Ｊ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１６３：２５０－２７２．　ｄｏｉ：　１
０．１０１６／ｊ．ｊｂｉｏｔｅｃ．２０１２．０６．０３７
【００９８】
　Ｌｅｍｕｓ－Ｍｏｎｄａｃａ　Ｒ，　Ｖｅｇａ－Ｇａｌｖｅｚ　Ａ，　Ｚｕｒａ－Ｂｒ
ａｖｏ　Ｌ，　Ａｈ－Ｈｅｎ　Ｋ　（２０１２）　Ｓｔｅｖｉａ　ｒｅｂａｕｄｉａｎａ
　Ｂｅｒｔｏｎｉ，　ｓｏｕｒｃｅ　ｏｆ　ａ　ｈｉｇｈ－ｐｏｔｅｎｃｙ　ｎａｔｕｒ
ａｌ　ｓｗｅｅｔｅｎｅｒ：　Ａ　ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　ｒｅｖｉｅｗ　ｏｎ　
ｔｈｅ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ，　ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏ
ｎａｌ　ａｓｐｅｃｔｓ．　Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ　１３２：１１２１－１１３２．　ｄｏ
ｉ：　１０．１０１６／ｊ．ｆｏｏｄｃｈｅｍ．２０１１．１１．１４０
【００９９】
　Ｌｅｖｉｔｔ　ＭＨ，　Ｆｒｅｅｍａｎ　Ｒ，　Ｆｒｅｎｋｉｅｌ　Ｔ　（１９８２）
　Ｂｒｏａｄｂａｎｄ　Ｈｅｔｅｒｏｎｕｃｌｅａｒ　Ｄｅｃｏｕｐｌｉｎｇ．　Ｊ　Ｍ
ａｇｎ　Ｒｅｓｏｎ　４７：３２８－３３０．
【０１００】
　Ｌｉ　Ｓ，　Ｌｉ　Ｗ，　Ｘｉａｏ　Ｑ，　Ｘｉａ　Ｙ　（２０１３）　Ｔｒａｎｓｇ
ｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ　ｔｏ　ｉｍｐｒｏｖｅ　ｔｈ
ｅ　ｅｄｕｌｃｏｒａｎｔ　ｑｕａｌｉｔｙ　ｂｙ　ｌｏｗｅｒ　ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉ
ｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ｃｏｒｎｓｔａｒｃｈ　ｈｙｄｒｏｌｙｚａｔｅ　ａｎｄ　ＣＧＴａ
ｓｅ．　Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ　１３８：２０６４－９．　ｄｏｉ：　１０．１０１６／ｊ
．ｆｏｏｄｃｈｅｍ．２０１２．１０．１２４
【０１０１】
　Ｌｏｂｏｖ　ＳＶ，　Ｋａｓａｉ　Ｒ，　Ｏｈｔａｎｉ　Ｋ，　Ｙａｍａｓａｋｉ　Ｋ
　（１９９１）　Ｅｎｚｙｍｉｃ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｗｅｅｔ　ｓｔｅｖ
ｉｏｓｉｄｅ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ：　Ｔｒａｎｓｇｌｕｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｂ
ｙ　ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｓ．　Ａｇｒｉｃ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　５５：２９５９－
２９６５．
【０１０２】
　Ｍａｄａｎ　Ｓ，　Ａｈｍａｄ　Ｓ，　Ｓｉｎｇｈ　ＧＮ，　Ｋｏｈｌｉ　Ｋ，　Ｋｕ
ｍａｒ　Ｙ，　Ｓｉｎｇｈ　Ｒ，　Ｇａｒｇ　Ｍ　（２０１０）　Ｓｔｅｖｉａ　ｒｅｂ
ａｕｄｉａｎａ　（Ｂｅｒｔ．）　Ｂｅｒｔｏｎｉ　－　Ａ　ｒｅｖｉｅｗ．　Ｉｎｄｉ
ａｎ　Ｊ　Ｎａｔ　Ｐｒｏｄ　Ｒｅｓｏｕｒ　１：２６７－２８６．
【０１０３】
　Ｍａｙｅｒ　ＲＭ　（１９８７）　Ｄｅｘｔｒａｎｓｕｃｒａｓｅ：　ａ　ｇｌｕｃｏ
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ｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　ｆｒｏｍ　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｎｇｕｉ
ｓ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ　１３８：６４９－６６１．
【０１０４】
　Ｍｅｎｇ　Ｘ，　Ｄｏｂｒｕｃｈｏｗｓｋａ　ＪＭ，　Ｐｉｊｎｉｎｇ　Ｔ，　Ｇｅｒ
ｗｉｇ　ＧＪ，　Ｋａｍｅｒｌｉｎｇ　ＪＰ，　Ｄｉｊｋｈｕｉｚｅｎ　Ｌ　（２０１５
ａ）　Ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｏｍａｉｎ　Ｖ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｕｌｔｉｄｏ
ｍａｉｎ　ｇｌｕｃａｎｓｕｃｒａｓｅ　ＧＴＦ１８０　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌ
ｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ　１８０　ｈｅａｖｉｌｙ　ｉｍｐａｉｒｓ　ｉｔｓ　ｐｏｌｙｓ
ａｃｃｈａｒｉｄｅ－ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｉｎｇ　ａｂｉｌｉｔｙ．　Ａｐｐｌ　Ｍｉｃ
ｒｏｂｉｏｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　５８８５－５８９４．　ｄｏｉ：　１０．１００
７／ｓ００２５３－０１４－６３６１－８
【０１０５】
　Ｍｅｎｇ　Ｘ，　Ｄｏｂｒｕｃｈｏｗｓｋａ　ＪＭ，　Ｐｉｊｎｉｎｇ　Ｔ，　Ｌｏｐ
ｅｚ　ＣＡ，　Ｋａｍｅｒｌｉｎｇ　ＪＰ，　Ｄｉｊｋｈｕｉｚｅｎ　Ｌ　（２０１４）
　Ｒｅｓｉｄｕｅ　Ｌｅｕ９４０　ｈａｓ　ａ　ｃｒｕｃｉａｌ　ｒｏｌｅ　ｉｎ　ｔｈ
ｅ　ｌｉｎｋａｇｅ　ａｎｄ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈ
ｅ　ｇｌｕｃａｎｓｕｃｒａｓｅ　ＧＴＦ１８０　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ　
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ　１８０．　Ｊ　Ｂ
ｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２８９：３２７７３－３２７８２．　ｄｏｉ：　１０．１０７４／ｊ
ｂｃ．Ｍ１１４．６０２５２４
【０１０６】
　Ｍｅｎｇ　Ｘ，　Ｐｉｊｎｉｎｇ　Ｔ，　Ｄｏｂｒｕｃｈｏｗｓｋａ　ＪＭ，　Ｇｅｒ
ｗｉｇ　ＧＪ，　Ｄｉｊｋｈｕｉｚｅｎ　Ｌ　（２０１５ｂ）　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｒｏｌｅｓ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａ
ｃｉｄ　ｒｅｓｉｄｕｅｓ　ｉｎ　ａｃｃｅｐｔｏｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｕｂｓｉｔｅ
　＋１　ｉｎ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｅ　ｓｉｔｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｌｕｃａｎｓｕｃｒ
ａｓｅ　ＧＴＦ１８０　ｅｎｚｙｍｅ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅ
ｒｉ　１８０．　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２９０：３０１３１－３０１４１．　ｄｏｉ
：　１０．１０７４／ｊｂｃ．Ｍ１１５．６８７５５８
【０１０７】
　Ｍｕｓａ　Ａ，　Ｇａｓｍａｌｌａ　ＭＡＡ，　Ｍｉａｏ　Ｍ，　Ｚｈａｎｇ　Ｔ，　
Ａｂｏｓｈｏｒａ　Ｗ，　Ｅｉｂａｉｄ　Ａ，　Ｊｉａｎｇ　Ｂ　（２０１４）　Ｓｅｐ
ａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｔｒｉ－ｇｌｕｃｏｓｙｌ－ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ．　Ｊ　Ａｃａｄ　Ｉｎｄ　Ｒ
ｅｓ　２：５９３－５９８．
【０１０８】
　Ｐｒａｋａｓｈ　Ｉ，　Ｍａｒｋｏｓｙａｎ　Ａ，　Ｂｕｎｄｅｒｓ　Ｃ　（２０１４
）　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｎｅｘｔ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　Ｓｔｅｖｉａ　
Ｓｗｅｅｔｅｎｅｒ：　Ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅ　Ｍ．　Ｆｏｏｄｓ　３：１６２－１
７５．　ｄｏｉ：　１０．３３９０／ｆｏｏｄｓ３０１０１６２
【０１０９】
　Ｐｕｒｉ　Ｍ，　Ｓｈａｒｍａ　Ｄ，　Ｔｉｗａｒｉ　ＡＫ　（２０１１）　Ｄｏｗｎ
ｓｔｒｅａｍ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ｏｆ　ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ　ａｎｄ　ｉｔｓ　
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ａｄｖ　２
９：７８１－９１．　ｄｏｉ：　１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｔｅｃｈａｄｖ．２０１１
．０６．００６
【０１１０】
　Ｓｈｉｖａｎｎａ　Ｎ，　Ｎａｉｋａ　Ｍ，　Ｋｈａｎｕｍ　Ｆ，　Ｋａｕｌ　ＶＫ　
（２０１３）　Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ，　ａｎｔｉ－ｄｉａｂｅｔｉｃ　ａｎｄ　ｒｅ
ｎａｌ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　Ｓｔｅｖｉａ　ｒｅｂａ



(27) JP 6976173 B2 2021.12.8

10

20

30

40

50

ｕｄｉａｎａ．　Ｊ　Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　２７：１０３－
１３．　ｄｏｉ：　１０．１０１６／ｊ．ｊｄｉａｃｏｍｐ．２０１２．１０．００１
【０１１１】
　ｖａｎ　Ｇｅｅｌ－Ｓｃｈｕｔｔｅｎ　ＧＨ，　Ｆａｂｅｒ　ＥＪ，　Ｓｍｉｔ　Ｅ，
　Ｂｏｎｔｉｎｇ　Ｋ，　Ｓｍｉｔｈ　ＭＲ，　Ｔｅｎ　Ｂｒｉｎｋ　Ｂ，　Ｋａｍｅｒ
ｌｉｎｇ　ＪＰ，　Ｖｌｉｅｇｅｎｔｈａｒｔ　ＪＦＧ，　Ｄｉｊｋｈｕｉｚｅｎ　Ｌ　
（１９９９）　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｃｈａｒａｃ
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｌｕｃａｎ　ａｎｄ　ｆｒｕｃｔａｎ　ｅｘｏ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　Ｌａｃｔｏ
ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ｓｔｒａｉｎ　ａｎｄ　ｂｙ
　ｍｕｔａｎｔ　ｓｔｒａｉｎｓ．　Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　
６５：３００８－３０１４．
【０１１２】
　ｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎ　ＳＳ，　Ｋｒａｌｊ　Ｓ，　Ｅｅｕｗｅｍａ　Ｗ，　Ｇｅｒ
ｗｉｇ　ＧＪ，　Ｄｉｊｋｈｕｉｚｅｎ　Ｌ，　Ｋａｍｅｒｌｉｎｇ　ＪＰ　（２００９
）　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｉｏｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｅｄ　α－Ｄ－Ｇｌｕｃａｎｓ　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｍｕｔａｎｔ　ｇｌ
ｕｃａｎｓｕｃｒａｓｅ　ＧＴＦ１８０　ｅｎｚｙｍｅｓ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌ
ｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ　ｓｔｒａｉｎ　１８０．　Ｂｉｏｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｓ　１０：５８０－５８８．
【０１１３】
　ｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎ　ＳＳ，　Ｋｒａｌｊ　Ｓ，　ｖａｎ　Ｇｅｅｌ－Ｓｃｈｕｔ
ｔｅｎ　ＩＨ，　Ｇｅｒｗｉｇ　ＧＪ，　Ｄｉｊｋｈｕｉｚｅｎ　Ｌ，　Ｋａｍｅｒｌｉ
ｎｇ　ＪＰ　（２００８）　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　
ａｌｐｈａ－Ｄ－ｇｌｕｃａｎ　（ＥＰＳ１８０）　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ　ｓｔｒａｉｎ　１８０　ｇｌｕｃａｎｓ
ｕｃｒａｓｅ　ＧＴＦ１８０　ｅｎｚｙｍｅ．　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ　Ｒｅｓ　３４３：
１２３７－５０．　ｄｏｉ：　１０．１０１６／ｊ．ｃａｒｒｅｓ．２００８．０１．０
４２
【０１１４】
　Ｙａｄａｖ　ＳＫ，　Ｇｕｌｅｒｉａ　Ｐ　（２０１２）　Ｓｔｅｖｉｏｌ　ｇｌｙｃ
ｏｓｉｄｅｓ　ｆｒｏｍ　Ｓｔｅｖｉａ：　ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｐａｔｈｗａｙ
　ｒｅｖｉｅｗ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｆｏｏｄｓ　ａ
ｎｄ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ．　Ｃｒｉｔ　Ｒｅｖ　Ｆｏｏｄ　Ｓｃｉ　Ｎｕｔｒ　５２：９
８８－９８．　ｄｏｉ：　１０．１０８０／１０４０８３９８．２０１０．５１９４４７
【０１１５】
　Ｙｅ　Ｆ，　Ｙａｎｇ　Ｒ，　Ｈｕａ　Ｘ，　Ｓｈｅｎ　Ｑ，　Ｚｈａｏ　Ｗ，　Ｚｈ
ａｎｇ　Ｗ　（２０１３）　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ　
ｕｓｉｎｇ　ｔｒａｎｓｇｌｕｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　Ｂａｃ
ｉｌｌｕｓ　ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ　α－ａｍｙｌａｓｅ　ｔｏ　ｒｅｄ
ｕｃｅ　ｉｔｓ　ｂｉｔｔｅｒ　ａｆｔｅｒｔａｓｔｅ．　ＬＷＴ　－　Ｆｏｏｄ　Ｓｃ
ｉ　Ｔｅｃｈｎｏｌ　５１：５２４－５３０．　ｄｏｉ：　１０．１０１６／ｊ．ｌｗｔ
．２０１２．１２．００５
【０１１６】
（付記）
（付記１）
　ステビオールグリコシド基質を、グルコース供与体としてのスクロース、およびラクト
バチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１８０株のグル
カンスクラーゼＧＴＦ１８０、または所望のトランスグリコシル化活性を有するその変異
体の存在下でインキュベートすることを含む、修飾ステビオールグリコシドを酵素的に提
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供する方法。
【０１１７】
（付記２）　
　前記修飾ステビオールグリコシドが少なくとも１つのグルコース残基で修飾されている
、付記１に記載の方法。
【０１１８】
（付記３）　
　前記修飾ステビオールグリコシドが、（α１→６）グリコシド結合、（α１→３）グリ
コシド結合、またはそれらの組み合わせを介して１つ以上のグルコースで修飾されている
、付記１または２に記載の方法。
【０１１９】
（付記４）　
　前記修飾ステビオールグリコシドが、ステビオールグリコシドのＣ－１３位および／ま
たはＣ－１９位において修飾されている、付記１から３のいずれか１つに記載の方法。
【０１２０】
（付記５）　
　前記修飾ステビオールグリコシドがＣ－１９位においてのみ修飾される、付記４に記載
の方法。
【０１２１】
（付記６）　
　前記修飾ステビオールグリコシドが、Ｃ－１９位においてのみ単一のグルコース残基で
修飾されている、付記５に記載の方法。
【０１２２】
（付記７）　
　前記ステビオールグリコシド基質がステビオールグリコシドである、付記１～６のいず
れか１つに記載の方法。
【０１２３】
（付記８）　
　前記ステビオールグリコシドが、レバウジオシドＡ［１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノ
シル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノ
シル｝オキシ）エント－カウル－１６－エン－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシルエステ
ル］、またはステビオシド（１３－｛［β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－β－Ｄ
－グルコピラノシル］オキシ｝エント－カウル－１６－エン－１９－酸α－Ｄ－グルコピ
ラノシルエステル）である、付記７に記載の方法。
【０１２４】
（付記９）
　前記スクロースは、バッチ方式で、好ましくは最終量が少なくとも１Ｍ、より好ましく
は少なくとも２Ｍになるまで添加される、付記１から８のいずれか１つに記載の方法。
【０１２５】
（付記１０）
　前記変異体ＧＴＦ１８０グルカンスクラーゼは、Ｓ１１３７、Ｑ１１４０、Ｌ９８１お
よび／またはＷ１０６５においてアミノ酸置換基を含み、好ましくは前記変異体が、Ｓ１
１３７Ｙ、Ｑ１１４０Ｅ、Ｌ９８１Ａ、Ｗ１０６５Ｌ／Ｅ／Ｑ／Ｆの変異体のうちの１つ
以上を有する、付記１から９のいずれか１つに記載の方法。
【０１２６】
（付記１１）
　前記変異体ＧＴＦ１８０グルカンスクラーゼは、Ｎ末端可変ドメイン断片（ＧＴＦ１８
０－ΔＮ）ならびに／またはＮおよびＣ末端ドメインＶ断片（ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ）
を欠く切断型変異体である、付記１から１０のいずれか１つに記載の方法。
【０１２７】
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（付記１２）
　前記変異体ＧＴＦ１８０グルカンスクラーゼは、ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｅ、Ｇ
ＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｆ、ＧＴＦ１８０－ΔＮＱ１１４０Ｎ、ＧＴＦ１８０－ΔＮ
Ｑ１１４０Ｙ、ＧＴＦ１８０－ΔＮＳ１１３７Ｙ、ＧＴＦ１８０－ΔＮ　Ｌ９８１Ａ、Ｇ
ＴＦ１８０－ΔＮ　Ｗ１０６５Ｌ、ＧＴＦ１８０－ΔＮ　Ｗ１０６５Ｅ、ＧＴＦ１８０－
ΔＮ　Ｗ１０６５　ＱおよびＧＴＦ１８０－ΔＮ　Ｗ１０６５Ｆ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔ
ＶＱ１１４０Ｅ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ１１４０Ｆ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ１１
４０Ｎ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＱ１１４０Ｙ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶＳ１１３７Ｙ、
ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ　Ｌ９８１Ａ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ　Ｗ１０６５Ｌ、ＧＴＦ
１８０－ΔＮΔＶ　Ｗ１０６５Ｅ、ＧＴＦ１８０－ΔＮΔＶ　Ｗ１０６５　ＱおよびＧＴ
Ｆ１８０－ΔＮΔＶ　Ｗ１０６５Ｆである、付記１１に記載の方法。
【０１２８】
（付記１３）
　付記１から１２のいずれか１つに記載の方法によって得られる修飾ステビオールグリコ
シド。
【０１２９】
（付記１４）
　（ｉ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラノシ
ル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エン－
１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→６）－β－Ｄ－グルコピラノシルエステル、
　（ｉｉ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラノ
シル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エン
－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→６）－α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→
６）－β－Ｄ－グルコピラノシルエステル、および、
　（ｉｉｉ）１３－（｛β－Ｄ－グルコピラノシル－（１→２）－［β－Ｄ－グルコピラ
ノシル－（１→３）－］β－Ｄ－グルコピラノシル｝オキシ）エント－カウル－１６－エ
ン－１９－酸α－Ｄ－グルコピラノシル－（１→３）－α－Ｄ－グルコピラノシル－（１
→６）－β－Ｄ－グルコピラノシルエステル、
　からなる群から選択される、修飾ステビオールグリコシド。
【０１３０】
（付記１５）
　低血糖甘味料としての付記１３または１４に記載の修飾ステビオールグリコシドの使用
。
【０１３１】
（付記１６）
　付記１３または１４に記載の少なくとも１つの修飾ステビオールグリコシドを含む、甘
味組成物。
【０１３２】
（付記１７）　
　任意に他の甘味料および／または甘味増強剤と組み合わされた、付記１３または１４に
記載の少なくとも１つの修飾ステビオールグリコシドを含む消耗品。
【０１３３】
（付記１８）
　飲料、食料品、口腔ケア製品、たばこ製品、医薬品および栄養補助製品からなる群から
選択される、付記１７に記載の消耗品。
【０１３４】
（付記１９）
　任意に他の甘味料および／または甘味増強剤と組み合わせた、付記１３または１４に記
載の有効量の修飾ステアビオールグリコシドを消耗品に含めることを含む、前記消耗品を
甘味化する方法。
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（付記２０）
　ラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１８０
のＧＴＦ１８０、または所望のトランスグリコシル化活性を有するその変異体の、ステビ
オールグリコシドの感覚刺激特性を増強するための使用であって、好ましくは前記ステビ
オールグリコシドがレバウジオシドＡまたはステビオシドである、使用。
【０１３６】
（付記２１）
　ステビオールグリコシドの苦味および／または後味を完全にまたは部分的に除去するた
めの、付記２０に記載の使用。
【０１３７】
（付記２２）
　ａ）変異体のパネル、好ましくはラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌ
ｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）株１８０のＧＴＦ１８０の置換変異体を生成する工程、　
　ｂ）ステビオールグリコシドのグリコシル化を可能にする条件下で、水性反応混合物中
のグルコース供与体の存在下で、各変異体をステビオールグリコシド基質、好ましくはレ
バウジオシドＡとインキュベートする工程、及び
　ｃ）少なくとも部分的に反応混合物が濁るのを防ぐ能力を決定することにより、ステビ
オールグリコシドを修飾することができるラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１８０のＧＴＦ１８０の少なくとも１つの変異体を選択
する工程、　
　ｄ）任意に、修飾レバウジオシドＡの構造を更に決定すると共に、ステビオールグリコ
シドのＣ－１９位を修飾することができるラクトバチルス・ロイテリ菌（Ｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｒｅｕｔｅｒｉ）１８０の変異体ＧＴＦ１８０を選択する工程、
　を含む、ステビオールグリコシド、好ましくはレバウジオシドＡを修飾することができ
るグルカンスクラーゼを同定する方法。　
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