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はしがき

【研究目的】

水産の発酵食品は原材料が発酵素材になりにくいことや産業上の比重が比較的小

さいことなどのために、農産や畜産の発酵食品に比べて研究例は少なく、一部の製

品を除いてはそこに関与する微生物の種類や役割などもほとんど知られていない。

筆者らはこれまで、水産発酵食品のうち、くさや、塩辛、魚醤油などについて研究

を進めており、くさやについてはくさや汁細菌相の解析、抗菌作用を有する細菌に

よる保存性の付与、カピによるトリメチルアミンの除去、らせん菌とくさや汁成分

の関係、ヒスタミン分解細菌の役割などを明らかにし、塩辛については古くから関

心の的である熟成中の旨味生成に対する微生物の役割について検討した(資料1参

照)0 また魚醤油については細菌相の解析や腐敗における好塩菌の関与、乳酸菌の役

割などについて調べ、飛鳥の魚醤油より新種の好塩性乳酸菌 Tetragenoc OCC u s 

muriaticusを発見している O なお、これら研究の到達点と今後の課題については水産

発酵食品に関する小著『塩辛・くさや・かつお節j (恒星社厚生閣)および『魚の

発酵食品j (成山堂書庖)として整理している O

本研究課題では上記の研究経過をふまえ、次の諸点について研究する o (1) く

さや汁中らせん菌に関する分類学的研究;くさや汁中には特徴的な微生物としてら

せん菌が観察されるが、本菌は分離・培養が困難なため詳細な知見がない。そこで

先に開発した分離装置を用いて分離したらせん菌について、遺伝子手法によりその

分類学的位置を明らかにする o (2 )くさや汁中の優勢微生物群の解析 ;in situ 

PCR法により、従来分離・検出が困難であったくさや汁中の優勢菌群を把握する O

(3) 塩辛熟成中における微生物の役割と食中毒菌の挙動に関する研究;塩辛熟成

中の有機酸蓄積における微生物の役割と、塩辛に接種した数種の食中毒菌の消長に

ついて調べる o (4)塩辛中の球菌類の簡易判別法の検討;塩辛中の優勢菌群であ

る球菌類の簡易判別法について検討する o (5) フグ卵巣糠漬けの細菌相に関する

研究;塩蔵工程の優勢菌群である好塩偏性嫌気性細菌および糠漬け製造工程中の優

勢菌群である好塩性乳酸菌の分類と分布について検討する O
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【研究成果の概要】

本研究では各創嘘発酵食品のうち、くさや、イカ塩辛、フグ卵巣糠漬けに関す

る微生物学的課題について検討した。主要な成果は以下の通りである。

， • くさや汁中らせん菌に関する分類学的研究(論文2参照)

くさや汁中の特徴的な細菌として、顕微鏡下で多数のらせん菌が観察されるが、

これらの多くは分離・培養が困難で、あったためその性状については不明であった。

本研究では、先に開発したらせん菌分離装置を用いて新島、大島等のくさや汁より

分離した菌株について、表現形質(形態、生化学性状、培養性状等)、化学性状

(菌体脂肪酸組成、細胞壁成分)、遺伝子性状 (DNAの塩基組成、 DNA-DNAハイ

プリダイゼーション、制限酵素による 16SrDNA切断パターン(RFLP)解析)を調べ、

近縁種との系統解析を行った。

その結果、 くさや汁からの分離らせん菌は大型で平板培地では増殖できず酸素濃

度6%程度の微好気条件下でのみ増殖できる群と、小型で、培養可能な群の2群に分か

れたが、いずれも好塩性で、従来の分類ではOceanospirillum属に分類された O しか

しいずれも表現形質では種レベルの分類的位置は特定できなかった O これらは16S

rRNAおよび、gyrasesサプユニット塩基配列を用いた系統解析および近縁種との

DNA-DNAハイプリ夕、イゼーション等の結果から新属に該当すると考えられたので、

新たにMarinospirillum属を提唱し、前者にM.megateriumと命名した。

2. くさや汁中の微生物相の解析(論文1参照)

くさや汁中の脱窒、硝酸塩還元、硫酸塩還元、タンパク質分解、デンプン分解の

各活性を有する菌群を計数した結果、窒素・硫黄の変換に関与する菌群が多数であ

るのに対し炭水化物分解菌は少数であった。またくさや汁の生菌数は107---108/mlで、

あるが、 DAPI染色により直接計数すると 101l/mlのいわゆるVBNC細菌が観察される O

そこで、くさや汁より直接DNAを抽出し、 16S rRNA遺伝子塩基配列を解析して優
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占菌群を検討したところ、 Bacteroides-Cytophaga群， wall less spirohaeta群， Thermo-

togales， Eubacterium， Paracoccusなど、これまで報告されていない未知の菌群と相向

性の高い菌群が認められた。

3. 塩辛熟成中における微生物の役割と食中毒菌の挙動に関する研究(論文3，4参照)

塩辛(食塩10%)熟成中における微生物の役割を明らかにするため、抗生物質添

加および非添加の塩辛を調整し、熟成中の有機酸量の変化を調べた結果、抗生物質

非添加の塩辛で、のみ乳酸が最大225mg/100g、酢酸が153mg/100g蓄積し、その生成

には塩辛中の優勢菌群であるStaphylococcu sが重要で、あることが分かつた。また塩辛

の微生物学的安全性を確認するため、塩辛に数種の食中毒菌を接種してその消長を

調べた結果、黄色ブドウ球菌は生残する可能性が示されたが、熟成期間中増殖はせ

ず、エンテロトキシンも検出されなかった。腸炎ピブリオ、 E型ボ、ツリヌス菌は死

滅し検出できなくなった。

4. 塩辛中の球菌類の簡易判別法の検討(論文6参照)

塩辛熟成中の優勢菌群と考えられているStaphylococcu sとMicroc occ u s属の簡易判

別には従来O/F testが用いられてきたが、この方法には疑問が持たれたため、両属

の標準菌株34株について検討した結果、 OFテストはStaphylococcusの約1/2の菌種

を誤ってMicrococcusと判別することがわかり、両菌群はFPagar及び、SKagarにより

明確に判別できることが確認された。

5. フグ卵巣糠漬けの細菌相に関する研究(論文5，7，8参照)

糠漬けに関する微生物学的知見が少ないため、製造過程の微生物相について検討

した。その結果、塩蔵工程の優勢菌群として分離された好塩偏性嫌気性細菌は、酪

酸，ブロピオン酸産生菌群とエタノール産生菌群の 2群に大別され、前者は

H丘loanaerobiumalcaliphilum、後者はHaloanaerobium属の新種で、あることが判明し、

H. fermen tansと命名することを提唱した。また、糠漬け製造工程中の優勢菌群であ

る好塩性乳酸菌はTetragenococcushalophi1usとT.muriaticusの2群に大別された。

なお、水産発酵食品における好塩偏性嫌気性細菌の分布を調べ、本菌群は糠漬け

のほか、魚醤油、くさや汁、スウェーデンのニシン発酵缶詰 (Surstrらmming)にも広

く分布していることを明らかにした。
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