
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

36　 2 日目 S2 会場

2S2−AM3　　低臭納豆 の 開発

　　 　　　 O 竹村　　浩
1，塚 本　義則

？

　　 　　　 　（
1

（株） ミツ カ ン ，E （株） ミツ カン グル
ー

プ本社）

2S2−AM4　　食酢醸造過程 の微生物学的解析

　 　　　 　 O 石 井 　正 治
T，春 田　　伸

2，五 十嵐 泰夫
1

　　　　　　（
1
東大院 ・農生科 ・応生工 ，2 東大院 ・農生 科）

【緒論】

納豆 には ビタ ミ ン K2 、イ ソ フ ラ ボ ン 、大 豆 タ ン パ ク等 々 、い わゆ

る健 康 機 能 を も っ て い る 成 分 が 多 く含 まれ る。そ の た め、納 豆 は

健康食品的な 色 合い が 強い 食品 とな りつ つ ある。我 々 が実施 し た

消 費 者調査 に お い て も、納 豆 購 入 理 由の 第
一

位 は 「健 康 に 良 い か

ら」 で ある 。かつ て 納豆 は 、関東、東北 地方 を中心 に食 され て い

る 地 方 色 の あ る 食品 で あ り、近 畿地方 を 中心 と した西 日本で は余

り食 されて い なか っ た。しか し、納豆 は健康食 晶 の 代表 格 と して

近 年の 健康 ブー
ム に乗 り市場を拡 大 して お り、現在 で は 全 国的 に

食 され る よ うに な っ て き て い る．とは 言 うもの の 、現 在 で も西 口

本に お け る納 豆 消費 量 は東 日本 に 比 べ て 多 くは ない 。西 日本 で 納

豆 消 費が増 え な い 理 由 は、も とも と食 べ る 習慣 が な い とい うこ と

も あ るが、納 豆 の ネバ ネバ お よ び独特 の 臭 い が敬遠 されて い る た

め と
一般に 考え られ て い る。本 発 表 で は、こ の 納 豆 独 特 の 臭 い を

抑 え た 納 豆の 開発 にっ い て 紹介す る。
【方法】

納豆 臭の 原因物質 と して は、ア セ トイン 、ジ ア セチ ル 、短鎖分岐

脂肪 酸、ピ ラ ジン 類、ア ン モ ニ ア 等が知 られ て お り、お そ ら く こ

れ らの 成 分が 混合 され て 納豆 臭が 作 り出 され る と理 解 され て い

る。これ らの 化 合 物 の な か で最 も納 豆 の 臭 い に影響 を与 え て い る

と思わ れる短鎖分岐脂肪酸 （特 に イ ソ 酪酸、イ ソ 吉草酸、2一メチ

ル 酪 酸、以 後 bcfaと略 す ） の 低 含有納 豆 開 発 を 試 み た。
【結果 】

bcfaは分岐 ア ミノ 酸か ら生 成す る と予測 し、その 最初の 反応 を触

媒す る酵素 として ロ イ シ ン 脱水素酵素 （LDH ）、分岐ア ミ ノ 酸ア

ミ ノ トラ ン ス フ ェ ラーゼ を想定 した。相同組み 換 え を利用 し て 両酵

素 の 挿入 変異株 を取 得 した とこ ろ、LDH の 挿入 変異株 でbcfaの 生

成 量 が顕 著 に減 少 した。こ の 結 果 よ り、LDH がbcfaの 生 合 成 の 最

初 の ス テ ッ プ を触 媒す る と結論 し た。
次 に、相同 組 み 換 えを 利 用 して LDH 遺伝 子 の

一
部 が 欠 失 した 納

豆 菌 を 育種 した。得 られ た納 豆 菌 （B2 株 ）を用 い て 製造 し た 納豆

は 、bcfaをほ とん ど 含 ま なか っ た 。ま た、そ の 納豆 は、通 常の 納

豆 菌を用い て 作った 納豆 に比 べ て 香 りが 弱 く、低臭納豆 とし て の

品質 を有 して い た．
　B2 株 の 分離 に よ り、技術的 に は低臭納豆 の 商品化が 可能に な っ

た。B2株は 外来遺伝 子 を含 まず 遺伝 子組換 体で は ない が、育種 の

過 程 で
一

旦 組み 換 え体 を経 て い る e そ の た め、B2 株 をそ の ま ま 納

豆 の 生産 に使用 した の で は、消 費者が 抵 抗感 を もっ こ とが 予 測 さ

れ た。そ こ で 、LDH 欠 損株 を突然変異法で 再取得す る こ と と し た。
　市販 納豆 か ら分離 し た 納豆 菌0−2株 を NTG 変異 処 理 し、得 られ

た 18896 コ ロ ニ
ー

を最 少 培地 プ レ ートお よ びbcfa（イ ソ酪酸、イ ソ 吉

草酸、2メ チ ル 酪酸、各0ユ mM ）を添加 し た 最少 培 地 プ レ ー
トに レ

プ リカ し、ll5株 の bcfaee求性 変異株 を選 択 した n 得 られ た 115株
の うち納豆製造適性 を有 して い た 32株 に つ い て LDH 活性 を測定

し、S株 が LDH 活 性 を欠 失 して い る こ とを 確認 した。こ れ らS 株
を用 い て 製造 し た 納豆 は ．所期の 目的 ど お りbch を ほ とん ど含ま

な か っ た。こ れ ら 3株 の うち 試 食 評 価 に お い て 最 も評価 が 高 か っ

た 変異株 （N64 株）を選択 し、低臭納豆 の 商業生 産に 用い て い るu

　 食酢 は塩 と共 に最古 の 調味 料 と言わ れ て お り、現在 日本で は 年

間 約4．a  千kI．が 生産 され て い る （平成 14年 ．［業 統 計 年 表 よ り）。食

酢 は 用 い る原 料 に よ り、醸 造 酢 と合成 酢 に大 きく分 け られ る が、
現 在製造 され て い る食酢 はそ の 殆 どが 醸造酢 で ある。ま た、食酢

の 発 酵 様 式 は、表 面発 酵法、深 部発酵法、固定化発酵法、固体発

酵法 の 4種 類 に分類 され る。　 我 々 は、表 面発 酵 法 に よ り醸 造 酢

を製造 して い る 2ヶ 所 の 現場 （壺酢醗造現場 として 坂元醸 造、粕

酢 醸 造 現 場 と して 横 井醸 造 に、そ れ ぞ れ 我 々 との 共 同 研 究 と し て

ご協力戴い た）を研 究対 象 と して、食酢醸造過 程 に 関 わ る微 生 物

群 の 解析、並 び に食酢 醸 造 過 程 の 物 理 化 学 的 パ ラ メ
ー

タの 測定 と

解析、を行 っ て き た。そ こ で、こ れ ま で の 研 究経過 並び に結果 を、
シ ン ポ ジ ウム にお い て は 既 報 の 結 果 との 比 較討 論 も含 め て 、報告

す る。
「壺酢醸造 」 の 解析

　 壷酢 は、鹿児島県福 山町 で 1805年か ら製造 され て お り、屋 外 に

置か れ た壺の 中で 糖化、ア ル コ
ー

ル 発酵、酢酸発酵 の 3 つ の 発 酵

が順次進行す る とい う方法 に より製造 されて い る。実際 に は、壺

に 蒸 した玄 米、麹、水 を仕込ん で か ら、水面を薄 く覆 うよ うに 麹

を振 る。振 っ た 麹 が 蓋 とな り糖 化 、アル コ
ー

ル 発 酵 が 進 む．次 い

で 、酢酸発酵 が進 む と覆 っ た麹 が沈み、さらに 熟成 が 進み 酢が で

き 1”’tが る、とい うプ ロ セ ス を経 る。糖 化、アル コ
ー

ル 発酵 は概 ね

2U 日 目頃 まで で 、そ の 後酢酸発酵 が始 ま る。
　ま ず、PGR −DGGE 法 に よ り発酵 液 中 （発酵液面か ら 15　cm の 深

さ）の 微 生物叢の 変遷 を大まか に検討 した。細菌の DGGE 解析 の

結 果 、仕 込 み 1 日 後 に は Lactobacillus　fermentum 並 び に

LaCto ⊂o ⊂cus 　lactis由来 と推 定 され るバ ン ドが メ ジ ャ
ーバ ン ドと し

て 検 出 され た。その 後 の 糖 化、ア ル コ
ー

ル 発 酵 過 程 （20 日 目頃 ま

で ） で は バ ン ドパ タ
ー

ン に大 き な 変化 は な か っ た．2  日 目を過 ぎ

酢酸発 酵過程に 入 る と、一 や Lactobac皿us

acetotolerans 由 来 と推 定 され る バ ン ドが 検出 され る よ うに な り、
こ れ らの バ ン ドは解析 終 r時 （90 日 目） まで 検出 され 続 けた。一
方、Lactococcus　lactis由 来 と推 定 され る バ ン ドは酢酸 発酵過程 に

入 る と殆 ど検出 され な くな っ た。
　次 い で、壺間で の 微 生 物叢 の 差 異を検証 する た め に、3 個 の 壷

を対象 として 2種類の PGR −DGGE （バ ク テ リア、カ ビ酵母 ）解析

を 経 日的に 行 っ た。そ の 結果、全 て の 壼 が 同様 なバ ン ドパ タ
ー

ン

を示 し 、均質な発酵過 程が 進行 して い る こ とが示 唆 され た。
粕 酢 醸 造 の 解析

　 粕酢醸 造の 概 要は 以 下 の 通 りで ある。3 年前後槽 の 中で 熟成 さ

せ た 酒粕 に 温 水 を加 え、そ の 抽 出物 に対 し、酸 度 が L5 ％ 、ア ル

コ ール 濃度が 5〜6 ％ となる よ うに 種酢 並 び に ア ル コ ール を添加

し、4700L の 静置発 酵 槽 に入 れ る。佳込 み液の 表 面 に酢酸菌膜 を

浮 か べ 、2〜3ヶ 月間静置発酵を行わせ る。
PCR −DGGE 的に 菌膜 中の 微生物の 変遷 を 検討 した 所、変遷 そ の も

の は 殆 ど観 察 されず、一 由来 と推定 され る

バ ン ドが 主 要 な も の と して検 出 され た。プ レ
ー

ト解 析 の 結 果 か ら

は、静置発酵 開始か ら 2週 間 目頃まで は 酢酸菌 に 比 し て 乳酸菌が

高い 割合 で検 出 され て い た。そ こで、乳 酸 菌 特 異 的 な プ ライ マ
ー

に よ りPCR −DGGE を 行 っ た 所、全 て の 静置発酵期間 を通 じて 検 出

され た メ ジ ャ
ー

なバ ン ドが存在 し、Lactobacillus　acetotolerans 由

来 と推定 され た。
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