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はじめに

【研究目的】

農産や畜産の分野では、これまで発酵食品に関する研究が活発に行われてきており、それ

ぞれの食品毎に製造に関与する微生物の種類や発酵の仕組み、品質劣化の要因などについて

の彪大な研究の蓄積がある。これらの発酵食品では乳酸菌が主要な役割を果たしている場合

が多いが、水産の発酵食品については従来研究例は少なく、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についてはほとんど知られていない。また魚肉自体に糖質が少な

いために、漬け物型発酵製品(ふなずし、思11れずしなど)を除いては、乳酸菌に関心が持た

れることもほとんどなかった。

筆者はこれまで、水産発酵食品のうち、クサヤ、塩辛、魚醤油等について研究を進めてき

た。クサヤについてはその保存性の原因解明や新属螺旋菌 (Marinospirillumgen. nov.)の発

見などを行い、塩辛については熟成中の旨みとにおい生成における微生物の役割を明らかに

した。また魚醤油については腐敗における好塩菌の関与などを明らかにした。また、飛島の

魚醤油では乳酸菌が腐敗防止に貢献していることや、塩辛の熟成中にも乳酸の蓄積が見られ

ることなどから、水産発酵食品においても乳酸生成菌の関与があることを見いだした。

そこで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を行う。(1 )飛島

の魚醤油では乳酸菌が存在し、最終製品である塩辛の保存性に寄与していることを明らかに

しているので、本研究では熟成中における細菌相の変化とヒスタミン蓄積の関係などについ

て調べる。 (2)魚醤油中好塩性乳酸菌 Tetragenococcusmuriaticusについて、ヒスタミン

生成に及ぼす各種条件(食塩濃度、 pH、グルコース濃度、好気嫌気条件など)の影響および、

ヒスチジン脱炭酸酵素の酵素・遺伝子性状を調べる。 (3)水産発酵食品のうち微生物学的な

情報の少ないふなずしについて、製品および、熟成過程の細菌相変化を調べる。 (4) クサヤ汁

の優勢菌群は培養困難であるので、その微生物群の解明は困難であった。本研究では微生物

群集の遺伝子解析によりそれらの主組成を明らかにする。
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【研究成果の概要】

( 1 )魚醤油中乳酸菌の消長と成分変化:飛島の魚醤油の製造工程は複雑であるが、魚醤油の

熟成工程の初期 (11月)、中期 (6月)、後期(11月)にサンプリングを行い、それらについて

微生物学的分析(乳酸菌、好塩菌などの生菌数、フローラなど)および、化学分析を行った。 10%

または 20%食塩加培地での生菌数は初期の 106/gから中期には 108/gに増加した。発酵後期の

魚醤油は pH5.5、食塩濃度 20.7%、VBN181mg/100g、乳酸 1，620mg/100g、グルタミン酸

1，322mg/100g、ヒスタミン 163mg/100gであった。熟成中の優勢菌群は Tetragenococcus

ha10philusで、ほかに Bacillusや Micrococcusがみられた。また初期にはヒスタミン生成能

を有する T.muriaticusも検出された。

(2)魚醤油中好塩性乳酸菌によるヒスタミン生成条件:魚醤油から分離された好塩性乳酸菌

T. muriaticusについて、ヒスタミン生成に及ぼす各種条件(食塩濃度、 pH、グルコース濃度、

好気嫌気条件など)の影響を調べた。本菌の増殖細胞によるヒスタミン生成は酸性 (pH 5.8)、

嫌気条件下で高く、至適食塩濃度は 5--7%であったが、 20%でも生成がみられた。またヒス

タミン蓄積は増殖の定常期後期で大きかった。上記ヒスタミン生成の至適条件は cell

suspensionの実験でも同様の傾向がみられた。

(3)好塩性乳酸菌工 muriaticusのヒスチジン脱炭酸酵素の性状:T. muriaticusのヒスチジン

脱炭酸酵素を精製し、そのタンパク性状および、 N-末端アミノ酸配列を調べた。精製酵素は pH

4.5--7.0の幅広い範囲で高い活性を示し、 pH4.5で最も安定であった。熱安定性試験の結果

pH4.5で40"C20分間は安定であり、800C以上では完全に失活した。反応最大速度 (Vmax)は

16.8μmol histamine/min mg、ミカエリス定数(Krn)は0.74mMであった。また本酵素は28.8

kDa (α)および、 13.4kDa (β)の 2つのサブユニットから形成され、未変性の状態では 258

kDaのタンパクであることが示されたことから、 (αβ)6の 12量体の構造をとることが推察さ

れた。これらの性状は他のグラム陽性細菌のヒスチジン脱炭酸酵素の性状と類似していた。 N-

末端アミノ酸配列の結果 Oenococcusoeniのヒスチジン脱炭酸酵素と αおよび、βサブユニッ

トともに完全に一致し Lactobacillusbuchnelずとも非常によく類似していた。

(4) T. muriatic凶のヒスチジン脱炭酸酵素遺伝子のクローニング、配列決定および発現 T.

muriaticusの染色体 DNAを抽出し EcoRI断片のうち 2.4kbpのものを pUC18にクロー

ニングし、このフラスミドを pE38とした。得られた pE38の挿入配列を配列決定に供した結
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果 2つのオーフンリーディングフレームが見いだされ、上流側のものを hdcA 下流側のものを

hdcBとした。このうち hdcAはG+C含量がT.muriaticusの染色体DNAより 5%高い41%

であり、約 34kDaのタンパクをコードし、演鐸アミノ酸配列は o.oeniのヒスチジン脱炭酸

酵素と約 98%一致していた。この演鐸アミノ酸配列のうち 0サフユニットと推定される領域と

既知のヒスチジン脱炭酸酵素の 3 サブユニットにより系統樹を作製した結果、 Stilesおよび

Ho1zapfel (1997)の報告した 16SrDNAの配列による系統樹と異なる結果が得られた。サブ

クローニング後に hdcAを E.coliで大量発現させた結果得られたタンパクは 35kDaのタン

パクであり、不溶性の封入体を形成していた。この封入体を可溶化しリフォールディングを行

った結果、活性のあるタンパクが得られた。ノーザンハイブリダイゼーションにより発現を調

べた結果約 1kbの転写産物が低 pH半嫌気条件下で培養した定常期の細胞から顕著に見られ

た。また hdcAとhdcBはそれぞれ単独に発現している可能性が強く示唆された。

以上の(3)，(4)の結果から T.muriaticusのヒスチジン脱炭酸酵素は性状やアミノ酸配列など他

のグラム陽性細菌のヒスチジン脱炭酸酵素と非常に類似した酵素であることが示された。

(5)くさや汁中の培養困難な優勢菌群:新島のくさや加工場より採取したくさや汁中の微生物相

をPCR-RFLPおよびPCR-DGGE法により解析した。平板培地で測定した生菌数はTSA培地、

BP5G培地、 ABCM培地上で1.2x 108---1.5 x 109であった。それぞれのくさや汁より 40菌株

を分離し PCR-RFLP法を用いて群分けしたところ、分離菌株はそれぞれ 6---9群に分けられた。

各群の代表株を 16SrDNAの塩基配列より同定した結果、 Pseudomonas，Marinobacter， 

Peptostreptococcus， Enterococcusなどの属に該当した。くさや汁より直接 DNAを抽出し、

PCR増幅により得られた 16SrDNAを DGGE解析に供したところ、 3種類のくさや汁で類似

したパターンが認められた。ゲル中より主なバンドを回収してクローニングし、塩基配列に基

づいて菌を同定した。その結果、Bacteroides，Flavobacterium， Eggerthela lenta， Clostridium 

属に該当した。培養法により分離された菌群と PCR-DGGE法によって解析された菌群には大

きな違いがあることが判明し、くさや汁中には培養できない菌群が存在していると考えられた。

(6)ふなずしの乳酸菌フローラ:ふなずし市販品のフローラは Lactobacillus kefir， L. 

a1imentariusが優勢であった。現地(滋賀県)加工場で米飯漬け込み中の各時期の試料につい

て調べた結果、漬け込みの前半にフローラの変動が大きく、初期に優勢であった好気性菌が淘

汰され、乳酸菌が優占した。乳酸菌は漬け込み初期には L.a1imentariusが、後期には L.kefir 

が優勢となった。
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