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伝統一 … … 曇
納豆研究の 新展開 〜 納豆菌 と フ ァ

ー ジの 共進化か ら探る 〜

木村啓太郎

　納豆 菌 （宮城野株，図 1）は，自身の ゲ ノ ム 中 に い く

つ か の プ ロ フ ァ
ージ 配 列 （フ ァ

ージゲ ノ ム 由来 の 塩基配

列）を持 っ て い る T）．ま た，フ ァ
ージ側 の ゲ ノ ム に も宿

主 由来 と思 わ れ る 配列が含まれ て い る．こ れらは宿主株

と フ ァ
ージ 間 で 過 去 に ゲ ノ ム の 交換 が 起 こ っ た こ と を示

唆 し，フ ァ
ージ感染や 溶原化，耐性獲得とい っ た長期 に

渡 る 生 存競争が もた ら し た 共進化 の 産物 と言える．納豆

種菌 に 限 らず多 くの 宿 主 細 菌 と フ ァ
ージ に も同様 の 事例

がみ られ る．

　本 シ ン ポ ジ ウ ム で は，納豆菌 フ ァ
ー

ジが共進化 の 結果

獲 得 し た と 考 え ら れ る PghP （poly−gamma −g】utamic

acid 　hydrolase　P）に つ い て，筆者らが （独）農研機構 ・

食品総合研究所 で 行っ て い る研究を紹介 した．学部学生

の 参加 も多い と い うこ と だ っ た の で ，フ ァ
ージ 関連 の 研

究 に加 えて ，意外 に知ら れ て い な い 納豆種菌の 由来 や 微

生 物分類 上 の 位置 づ け，納豆 の 粘性物質 （い わ ゆ る ネバ

ネバ ） の 合成制御 な ど につ い て も，最新 の 知見を含 め て

解説 した．

納 豆 菌 フ ァ
ー

ジ の 粘 り物質分解酵素 PghP

　
“
粘 らない

”
発酵不良納豆 の 原因 は，フ ァ

ージ 感染 で

あ る．納豆菌自身の 変異 に よっ て 粘 り物質 γPGA （poly−

gamma −glutamic　acid）が 生産 され ない 場合あ る い は フ ァ
ー

ジ 汚染 が 重症 な場合は，出荷前 に 問題が発覚す る．検 品

をす り抜け る発酵不良納豆 は見かけ上は正常な納 豆 と 変

わ りな く．被 り（白 く見え る 被膜状 の 納 豆 菌 コ ロ ニ
ー）

図 L 納 豆 菌 （宮 城 野株 ）胞 了の 竃 子 顕 微 鏡像．（独 ） 国 際 農

林水産業研 究 セ ン ター八 田珠郎 博 1： 提供．

も粘 り物質 γPGA も存在する．と こ ろ が，か き混ぜ る こ

と に よ っ て 小数の フ ァ
ージが生産 した粘 り物質分解酵素

PghP が 拡散し，あ っ と盖う間に粘 りが失 わ れ て し ま う．

　筆者ら は，Φ NIT1 フ ァ
ージ に 感染 した納豆菌培養 上

清か らPghP を精製 し，最近そ の 立体構造 を明 らか に し

た 2，コ）．PghP の 基質で あ る γPGA は，グ ル タ ミ ン 酸 の 高

分子 ポ リ マ
ーで あ る 45 ＞．通常 の ペ プ チ ドと異 な り，

γPGA で は γ位の カ ル ボ キ シル 基 とア ミ ノ 基 が連結 して

い る．また，構成グ ル タ ミ ン 酸 に D 体が非常 に 多 く含 ま

れ て い る （50−80％）．こ うした珍 しい 特徴 を有す る 高分

子 を加水分解する PghP とア ミノ 酸配列相 同性を持 つ 既

知の 酵素 は 見あ た ら なか っ た．そ の た め，構造 が 明 らか

に な る以 前は そ の 触媒機作が よ くわからなか っ た．

　pghP 遺伝子 は，Φ NIT1 フ ァ
ージ ゲ ノ ム Lの い わ ゆ る

ジ ャ ン ク 領域 （フ ァ
ージ の ラ イ フ サ イク ル に 直接必要 な

い と考え ら れ る領域で，宿主由来 で あ る 可能性が示唆 さ

れ て い る）に存在 し，そ の 近傍に は トラ ン ス ポゼ ー
ス と

相同性 の あ る 遺伝子 が あ っ た 6）．また．こ れ まで に 発酵

不良納 豆 か ら分離 さ れ た フ ァ
ージは すべ てpghP を持 っ

て い た 6）．

PghP は CPA （carboxyl 　peptidase　A ）と似 て い る

　ア ミノ 酸配列 の 相 同性はない が，PghP と CPA の 構造

は 非常に よ く似 て い る こ とが わ か っ た （図 2）．両 者 は，

活性中心 に Zn イオ ン とそ の リ ガ ン ドHis −Glu −His モ チ ー

フ を持 つ 点 （図 2B ）， こ れ らが 4 本 の 並行 β
一sheet か ら

な る コ ア構造 ヒ同
一

の トポ ロ ジー
で 位置 し て い る 点 で 非

常に よ く似 て い る 3），従 っ て ．CPA が C 末端カ ル ボ キ シ

ル 基 を認識 す る の と似 た機構に よ っ て，PghP が γPGA

の 側鎖 の カ ル ボ キ シ ル 基 を認識 し て 加水 分 解す る 可 能性

が考え られ た．しか し，PghP に カ ル ボ キ シ ペ プチ ダ ー

ゼ 活性 はな く，γグル タ ミ ル ペ プ チ チ ドに特異的な反応

を示す．

　構造類似性 は 明らか に な っ た が，PghP の 基質認識 の

詳細 に は 不明 な点 が ま だ 多く残さ れ て い る．例 えば，

PghP は納 豆 繭 が 作 る γPGA （DL 一
γPGA ） を切断す る が ，

病原微生 物 B α ciilus 　anthr α cis が作る D 体 グ ル タ ミ ン 酸 の

み で構成さ れ る D 一γPGA は 切断 で きな い η．　 PghP 消化性

の 有無 が，酵素側 の 基質特異性 に よ る の か，あ る い は基
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図 2．PghP ，　CPA ，　FSG （putative　N −fonn＞・lglutamate　arnidohydrolase ） の 構 造比 較．　A 　C α 描 画全体 像 （重 ね書 き，黒線 が PghP を
示 す ）．　　　B ，活性 中心 部 の ア ミノ 酸残 基 と 亜 鉛 イ オ ン ．CPA に 結 合 した基 質の Gly−Tyrジ ペ プ チ ドお よ び PghP に結 合 した 基質 ア ナ
ロ グ の リ ン 酸 イ オ ン を含 む．◎ Wiley　Periodicals，［nc ．，　Proteins．参考 文献 3 の 図 3を改変．

質側 の D一γPGA と DL 一
γPGA が ま っ た く異 な る構造を持

つ た め な の か，今の と こ ろ 明瞭 な議論 は で き な い ．B ．

anthracis の D 一
γPGA は病 原 因 子 で あ り，薬剤開発 の 標

的分子 と な っ て い る S・7）．鏡像体認識機構 の解明が 今後

の 課題 の
一

つ で あ る 、

食品加 工 酵素 として の PghP 活用を提唱

　納 豆は発酵食品 と して は例外的な日配食品 （日々 作 り

日々 出荷す る 在庫 を多く持 た な い 食 品） で あ り，栄養価

や独特 の 風味を生か した潜在的な加 匚用途が見込 まれる

に もかかわらず，加 ⊥ 食品へ の 展開 は 進 ん で い ない ．つ

ま り、納豆 の 粉末化 や 溶解成 形，凍結乾燥 な ど に よ る保

存性 の向上 や調味食材 と して の 活用が進ん で い ない ．そ

の 原因の ひ とつ と し て ，納豆 の 粘り成分 γPGA の 存在 が

考え られ る．

　γPGA はグ ル タ ミ ン 酸が 1万個 以 上 直鎖状 に 繋が っ た

高分子で あ り，水溶液中で非常に高 い 粘性 を持 つ ．こ の

粘性 が，加 匚の 際 の 攪拌や充填，混合な どの 作業 の 障害

に な る，製造 ラ イ ン の 洗 浄 も困難 で あ ろ う．PghP は

γPGA を エ ン ド型 に 切 断 し，最終的 に 3〜5量体 の オ リ

ゴ マ ー
まで 分解 す る こ とが で きる．PghP 処 理 に よ っ て

納豆 は 急激 に粘性 を失 い ，煮豆同様 に加 工 用 と し て 扱 う

こ と が 可 能 と な る．PghP を用 い て 作成 し た
‘’
粘 ら な い

納豆
”

は，粘性 以 外 の 風味，臭 い ，栄養価 などの 諸性質

が まっ た く変化 して ない だ けで な く，分解 産物 の グ ル タ

ミ ン 酸 オ リ ゴ マ ーが 残存す る た め ，豆表面 に は γPGA の

保湿性に 由来す る し っ と り感 光沢感が あ る．こ の よ う

な製品 は，単純 に γPGA 合成変異株 で は作る こ とは で き

な い ．本方法で は 既存 の 発酵設備 ・発酵条件を そ の まま

変 ttせ ずに使 うこ とが で きるの も利点の
一

つ で ある．
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納豆 種菌の由来と系統解析

　 2010年 に 公開され た納豆菌ゲ ノ ム 解析 で は宮城野株

が 使 わ れ た 1｝．こ の 宮城 野 と い う名称 は，仙台 市の 「宮

城野納豆製造所」 に 由来す る．純粋培養 した宮城野株を

ス ターターとす る 近代納豆 の 製造 は 約 100年前 に 商業化

さ れ，同 時期 に，経木などの 衛生的容器 の 使用 も推奨 さ

れ る よ うに な っ た．こ の 近代納豆 の 成立 は．宮城野納豆

製造所 の 創設者 で あ る 三 浦二 郎氏 と北大教授だ っ た半澤

淘博士 を初 め と す る 多 くの 人 々 の 尽力 に よ る と こ ろ が 大

きい ．より詳細な経緯 を知 りた い 却 よ 堀 田らの 総説を

参照 されたい 8）．

　 納豆菌 は，枯草 菌 （Bacillus　subtilis ） に分類 され る．

原著論文 で は，他 の 枯草菌株 と区別す るた め に B．subtilis

（natto ）あ る い は B．　 subtilis　var ．　natto などと標記 され る

が，枯 草菌 の 亜種 と して 認 め られ て い る わ けで は ない ．

とは言え，納豆を製造 で きる 枯草菌が 1垠られ る こ とは経

験的 に 明 らか で あ り，枯草菌 の 中 に
tt

納豆 菌
”

と呼 ぶ こ

とが で きる グ ル ープが あ る．筆者 ら は，納豆発酵菌 の 系

統的な位置づ けを明 らか に す る ため，宮城野株 の こ とは

い っ た ん 忘れて ，新 た に稲 わ らか ら枯草菌 をサ ン プ リ ン

グ し，分離 し た株 で
一

つ
一

つ 実際 に 納 豆 を作っ て み た 9）．

まず，茨城県 を中心 に 日本各地か ら集 め た 稲 わ ら を分離

源 と し，寒 天 培 地 ヒで・IPGA を作 る枯草菌 を 400株以 ヒ

収集 した．次い で ，こ れ らすべ て の 株で 納 豆 を作成 し，

分離株 の 煮豆 上 で の 生 育 と γPGA 生 産力，納 豆 の 固 さ試

験 お よ び官能評価 を 指標 に 納 豆 発酵適性を検討 し た 9｝．

そ の 結 果，59株に納豆発酵適性が あ っ た．こ の 59 株は

AFLP （Amplified　Fraglnent　Length　Polymorphism）解

析で 互 い に 区別 で きた の で，系統樹を作製する こ と が で

きた 9｝．ち な み に，59株の 中 に宮城野 株 とまっ た く同 じ

AFLP パ ターン を示す株が
一

つ 含まれ て い た．

　とこ ろ で，宮城野株ゲ ノ ム は枯草菌実験室株 （Marburg

168株）に は な い 特有 の 配列 を持 つ D．宮城野株 に 顕著

な特徴は，挿入配列 （insertion　Sequence，　IS）が 多数存

在す る こ と，ビ オ チ ン合成 オ ペ ロ ン が壊れて い る た め ビ

オチ ン 要求性 で ある こ と，γPGA 生産 に 重要な役割 を果

た す deg2 遺伝子 の プ ロ モ
ー

タ
ー

に 高発現型 の
一

塩基変

異を持 つ こ と な どで あ る，ISは挿人箇所 で の 遺伝 子破

壊や発現量変化を引 き起 こ して い る 可能性があ り，納 豆

発酵 と の 関連 が考 え られ た．ま た，少 な く と も2 種 の

lS，　 IS4Bsul と IS256Bsu／が保存的複製 に よ っ て ゲ ノ ム

内転移す る能力 を持 つ こ と Ie ｝，　 IS4Bsu／が γPGA 合成 に

必須 な eomP 遺伝子 へ 転移 しや す く，結果 と して γPGA

生産能を失わせ て 種菌 の 安定的生産一ヒ問題 と な る こ と が
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知 られ て い た M ）．

　 納豆発酵適性があ っ た 59株 に つ い て ，IS の 有無，ビ

オチ ン 要求性，フ ァ
ージ感受性 を検討 した．その 結果

59株す べ て が ビ オチ ン 要求性 を 示 し，ビ オ チ ン 合成オ

ペ ロ ン は 宮城野株 と同様 に破壊 され て い た 9）．一
方，IS

に つ い て は 持つ 株，持たない 株が約半 々 で ，予想 に 反 し

て納豆発酵 と は 直接関係 ない こ とが示唆 された 9）．また，

59株 は す べ て 納豆菌 フ ァ
ージ ΦNITI に 感受性 で あ っ た

が，納豆発酵適性 の なか っ た株や Bacillus　amytolique −

faciensに も感受性株が 見 つ か る こ とか ら，ΦNIT1 感受

性が納豆発酵株 の 指標 に ならない こ と も判 明した．

　 ビ オチ ン 要求性が納豆発酵能 と非常に強 くリ ン クして

い た．ビ オチ ン は 補酵素 と して 働 くだ けで なく，転写因子

に直接結合 して細胞内代謝 フ ラ ッ ク ス を変 え る こ とが知

られて い る （biotin　sensing ）12）．こ れ に 関連す る 現象 と し

て ，ビ オ チ ン 欠乏が C （）PJ・nebacterium 　gtutamieumの グ ル

タ ミ ン酸高生産を誘発する こ とが報告 されて い る
13 ）．ビ オ

チ ン 欠乏が納豆菌細胞内の グル タ ミ ン 酸濃度 を高 め，そ

れ が γPGA の 高生産 に つ なが っ て い る の か も知れな い ．

　次 に，納豆発酵適性株 の 枯草菌種 内で の 分布を調べ る

た め，MLST （Multi−Locus 　Sequence　Type ）解析を行 っ

た 9｝．系統樹 上 ，納 豆 発酵適性株は B ． subtili ．s’ subsp ．

subtilis の あ る部分 に 集中 して 現 れ た．

　以 上 の 結果 に よ っ て，納豆 発酵株 の 分類 上 の 位置づ け

を以前 よ りは 明暸 にす る こ とが で き た と考えて い る．取

得 し た 59株 は，遺伝 資源 と して新た な種菌の 開発 に活

用す る こ とが で きる．現在，ISを持た な い 種菌や 黄大

豆 以外 の 有色大豆 （紅大豆 な ど）用種菌の 育種を試験中

で あ る．納豆 発酵菌 の 特徴 や実験室株との 違い に つ い て

の 詳細は．拙著を参照 さ れ た い 14）．

　 納豆 は 日 本特有 の 食品 で あ る と思 わ れ が ちだが，B．

subtilis は 日本 以 外 の ア ジ ア の 国 々 で 大豆 発酵食品 の 製

造 に 関 わ っ て い る．た とえば，韓国の 清国醤，中国の 豆

鼓，タ イの トゥ ア ナオ，ミ ャ ン マ
ー

の ペ ポ，ネパ ー
ル の

キ ネマ な どで あ る．こ れ ら納豆 と よ く似 た 食材 の 食 べ 方

図 3．韓 国の 清 国醤 （左 ） と タ イ の トゥ ナ オ （右 ）
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は多様で，韓国で は煮物 （納豆汁）で あ りT タイで は成

形乾燥品 （納豆せ ん べ い ）として 食され て い る （図 3＞．

納豆菌とア ジア の 納豆様食品製造に関与する枯草菌 との

比較ゲ ノ ム 研究が行われて い る 15）．

γPGA の合成制御

　γPGA の 様々 な用途で の 活用が提唱され 16）．効率の よ

い
γPGA 生産法が望まれ て い る，一

方，納豆菌は常 に

γPGA を生産す る わけで は なく，γPGA 生産は 遺伝的制

御と環境条件 の 影響 を受ける．従 っ て，γPGA の 合成制

御研究が重要となる．

　γPGA 合成は細胞密度応答機構 （quoτum 　sensing ）の 制

御下にあ り，細胞増殖が定常期に入 っ て から始まる 17」s・⊥9）．

γPGA 合成開始シ グナル は、　 ComX と呼ばれる菌体外低

分子ペ プ チ ドに よ っ て 細胞内へ 伝えられ る （図4）．細胞

密度が高 くな っ て自身が生産した ComX の 環境中濃度

が閾値 を超えると，ComX は細胞表層にある ComX 受

容体2成分制御系の ComP に結合し，　 ComP を活性化 し

て自己リ ン 酸化を引 き起こす，次い で，ComP は転写因

子CornAヘ リン 酸基を転移する，

　この ようにして細胞内へ 伝達され た細胞密度情報は，

さらに様々 な調節を受け て γPGA 合成オペ ロ ン の 発現誘

導に至る，ComA で正の 転写制御を受ける タ ンパ ク質

の
一・−tつ に，γPGA 合成に 必須なDegQ が ある，筆者らは

最近，deg（〜遺伝子破壊に よ る γPGA 欠損の抑制変異を

同定し，DegQ タ ン パ ク質が
一連の情報伝達系の 中で 果

たす役割につ い て新規な知見を得た ］9）．解析結果の 詳細

は紙面 の 都合に よ り割愛するが，ア ミ ノ酸46個の小さ

なタ ンパ ク質で ある DegQ が γPGA 合成オペ ロ ン；）g，sBCA

c°mX  
宀 　糊 外

　 　　　
禽
§

　 　鑓 韆醗 ＿ ＿

顛轄 嚢 i鑄靉ll
　　　　　　　　　　o
　　　　　　　 gene　exp 「eSSion

図4，細胞密度応答制御開始機搆の 模式図

　　　 DegQ（1丿ン酸｛ヒ｛足進）

　　　　↓　　　　 ↓

韆鰭
　　　DegQL

図 5．納 亙 菌の γPGA 合 成制 御系．矢印は正 の 制御，電線は負

の 制御を示 す．◎ASM ，？lppliedandEnvronmentaliVficrobiology，，
文献 19の 図7 を改変，

の 直接の 転写制御因子で あるDegS −DegU リン 酸リレー

系 の 脱リ ン 酸化を抑制する とい う大変興味深 い 結果 が

in　vitro リン 酸化実験か ら得られた 匸
t
）） （図5）．

　γPGA 生塵は，細胞密度だけで な く栄養条件によっ て

も影響され る．例えば，宮城野株は同じ富栄養な培地で

あっ て もGSP培地 で は活発 に 生産する一方，　 LB 培地 で

は まっ た く生産 しない こ とが知られ て い る 17〕．DegS −

DegU2 成分制御系が，栄養条件に応答する働きを持つ

の か も知れ ない．今後更に研究を深め れ ば，培地条件に

よらない γPGA の大量生産と生産コ ス ト低減が可能にな

る だろ う．

γPGA とPgh？の生理的機能

　こ こまで，納豆菌が作る yPGA を入間側の 都合で論じ

て きた．こ こ で，納豆菌の 立場で こ れ を考えて み た い ，

納豆菌は，細胞密度が高くなっ た定常期に コ ロ ニ ーを覆

い 尽 くすように γPGA を作る、保水性を持つ
γPGA は コ

ロ ニ ーの水源と し て働 く他，貯蔵栄養 （後述），フ ァ
ー

ジ感染へ の防御壁 として の機能を有する （γPGA がある

場合，フ ァ
ージは細胞表面に容易に は到達する こ とが で

きない ）2，20），γPGA は納豆蔭の集団安全保障策と言え る

か も知れない ．フ ァ
ージの PghP は，γPGA の感染防御

機能 と競合し，共進化した結果獲得されたの で あろ う．

まず，フ ァ
ージはγPGA 合成が始まっ て い ない 若い 細胞

集団に感染し，宿主 の タン パ ク質合成系を使っ て 大量 に

PghP生産する．そして，生産された PghPが周囲に存在

する 防御壁 （γPGA ）を破壊して 娘 フ ァ
ー

ジの 感染を可

能にするの で ある．関連する事例 として，大腸菌フ ァ
ー

ジが フ ァ
ージ粒子自体に莢膜分解酵素を持つ こ とが知 ら

れて い る．納豆菌 フ ァ
ー

ジの 場合，フ ァ
ー

ジ粒子 自体に

PghPを装備する よ りも、納豆 菌｝
IPGA 合成 シ ス テ ム の

“
弱

点
”

を捉えた間接的な戦略が効果的なの であろ う．
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　話 は 変 わ る が，納豆 を 室温 で保管する 問 に粘 りが な く

な っ た 経験 を もつ 読者が い る か も知 れ な い ．納豆菌は合

成 した γPGA を自分 で 分解す る こ とが で きる 20）．試験管

培養 で 観察す る と，自己分解は 1週間程度か けて 非常 に

ゆ っ くり進行す る． こ の 遅 い 分解は，γPGA をグ ル タ ミ

ン酸 に戻 して 栄養源 と して 再利用す る た め に行わ れ，そ

れ に 関与す る 因子 が 同定 さ れ た 20・21，22）．γPGA に 含 まれ

る D 一グ ル タ ミ ン 酸を栄養と し て 使 うた め に は，グ ル タ

ミ ン酸 ラ セ マ ーゼ （Glr）や D 一ア ミノ 酸オ キ シ ダーゼ な ど

の 代謝酵素が必要 で あ る．通常，Glrは ペ プ チ ドグリカ

ン 構 成要素 で あ る D 一グ ル タ ミ ン 酸 を作 る ため の ア ナ ボ

リ ッ ク 酵素 で あ り，γPGA に含ま れ る D一グ ル タ ミ ン 酸 も

Glrに よ っ て 供給 さ れ る とする報告もあ る 23・24）．納豆菌

は 他 の 微 生 物 に 比 べ て 高い Glr活性 を有 し25），しか も，

納豆菌 の Glrは カ タボ リ ッ ク酵素で ある か の よ うな発現

調節 を受け，細胞分裂 が 盛 ん な富栄養な条件 よりもむし

ろ 定常期後期 の よ うな貧栄養な条件 で 強 く発現す る
2T ），

筆者 は，納豆蘭 Glrの こ の 風変わ りな発現制御 は ，　 Glr

が γPGA 由来 の D 体 グ ル タ ミ ン 酸をL 体に 変換す る ため

だ と考えて い る．グ ル タ ミ ン 酸ラ セ マ ーゼ 遺伝子破壊株

を使 っ た実験結果 もこ の 仮説 と矛盾 しな か っ た 21）．

　 さて ，人間の 話 に 戻 ろ う．人間は，納豆菌がせ っ せ と

作 っ た
“
保存食

”
γPGA を知 っ て か知 らずか 横取 りして ，

こ れを食べ て い る こ と に な る．食べ 残 して廃棄す る の は

誠 に もっ た い ない こ とだ，

　本 稿 で 紹介 した研 究は ，茨城県工 業技 術 セ ン ターの 皆 様，東

北大学大学院農学研 究 科　微 生 物 機能 開発 科学 講座 の 皆 様 農

業 生 物 資 源研 究所生 体分 子 研 究 ユ ニ ッ トの 皆 様，農 研 機構 ・

食 品総 合 研 究 所 発 酵細 菌 ユ ニ ッ トに 在籍 し た 皆様の ご協 力 を

得 て 遂行す る こ とが で きま した、心 よ り感 謝 申 し上 げ ます，納

豆 菌胞 子 の 電 了
一
顕微 鏡 像 は，国 際農 林 業 研 究 セ ン タ

ーの 八 田

博士 に撮 影 い た だ き ま した．
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