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【緒言】

　申請者は平成27年度の本研究グラントによる助成に

よって，味噌成分が胃癌のリスクファクターである活

性酸素種を減少させるかについて研究を進めた。同時

に味噌成分が持つ胃癌細胞の増殖抑制効果についての

検証を行った。その結果，ある種の味噌抽出液が胃癌

細胞の増殖を抑制し，細胞死に向かわせることを示唆

するデータを得た。平成28年度の研究では，ピロリ菌

と味噌との関係を明らかにすることにより，味噌によ

る胃癌抑制効果について検証をおこなうことを目的と

した。

　これまでの癌に係る知見では，癌の発生に繋がる原

因は活性酸素種によるDNA障害であるとされている

が，特に日本人においては胃癌の重要なリスクファク

ターとして，ピロリ菌（ヘリコバクター・ピロリ）に

よる胃壁の障害（胃潰瘍）とそれに伴う胃上皮細胞

の再生の過程でおこるDNAの複製エラーが挙げられ

ている。また，ピロリ菌から胃上皮細胞内に打ち込ま

れるCagAタンパク質が胃細胞の増殖を引き起こすこ

とが明らかとなっている1)。また，それら以外にもピ

ロリ菌による様々な胃癌誘発機構が明らかになってき

ており，胃癌の予防にはピロリ菌の除染が極めて重要

であるとされている2),3),4)。今年度の研究助成において

は，味噌成分がもつピロリ菌に対する感染予防効果

（除染効果），増殖抑制効果，遺伝子タンパク質作用

について検証することによって，味噌がもつ胃癌の発

症抑制効果について研究を行ったのでその結果を報告

する。

　

　

【材料と方法】

１）味噌試料

　実験動物に投与する味噌汁は，中央味噌研究所より

供与いただいた，米みそ９種，豆みそ１種，麦みそ２

種を各々10 g 秤量し，90℃の蒸留水100 mlで溶いた

ものを味噌試料液とした。微生物検定の実験では，味

噌 10 g を下記ピロリ菌増殖培地 100 ml に懸濁し 0.45

µmのフィルターで濾過したものを用いた。味噌の濃

度は先行研究5)に従った。味噌試料は少量づつ小分け

し，-30℃で保存した。
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２）ピロリ菌

　ピロリ菌は麻布大学獣医学部微生物学第一研究室

の内山淳平先生から分与いただいた Helicobacter 

pylori  strain 26695 を用いた。ピロリ菌の培養は，10

％馬血清（ハイクローン社製）と10µg/mlバンコマ

イシン（ナカライテスク社製）を含むブルセラブロス

（ベクトン・ディッキンソン社製）培地（ピロリ菌増

殖培地）上でおこなった。培養にはアネロパック（ス

ギヤマゲン社製）を用い，酸素濃度６～12 ％，二酸

化炭素濃度５～８％の微好気環境，37 ℃でおこなっ

た。

　

３）実験動物

　実験動物は４週齢のオスのスナネズミ（Meriones 

unguiculatus ）を用いた。通常の飼育環境で３個体

づつの集団飼育をおこない，味噌汁の投与は自由飲水

によりおこなった。

　

４）タンパク質の抽出とウエスタンブロッティング

　対数増殖期にあるピロリ菌の培養液と味噌懸濁液

を１：１で混合し，６時間経過後の培養液をタンパ

ク質抽出の材料とした。ピロリ菌はプロテアーゼイ

ンヒビターカクテル（シグマ社製）を含むNP40リシ

スバッファー【150 mM NaCl，１％ NP40，50 mM 

Tris -HCl（pH8.0）】で溶解した。タンパク質濃度は

BCA reagent kit（サーモフィッシャーサイエンティ

フィック社製）で行った。抽出したタンパク質50µg

分を８％のポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS -

PAGE）によって分離し，PVDF膜（ミリポア社製）

に転写した。転写膜は 0.3％のスキムミルクでブロッ

キング後，抗CagA抗体（オーストラルバイオロジカ

ルズ社製），HRPを付加したヤギ抗ラビットIgG抗体

で反応させた。シグナルの検出は Chemi - doc（バイ

オラッド社製）でおこなった。

　

５）スナネズミ胃中のピロリ菌数の測定

　スナネズミをエーテルによって麻酔後，胃を切除

し，胃内容物の除去をおこなった。次に滅菌済みの

PBS とともにダウンスホモジナイザーで胃組織を破

砕し，試料液とした。この試料液を10倍～1000倍に

希釈したものをピロリ菌選択培地（日水薬品社製）に

塗布し，３日後にコロニー数をカウントすることによ

っておこなった。

　

　

【結果と考察】

１）食塩と味噌による増殖期のピロリ菌への影響

　多目的コホート研究の結果より，高塩分食と胃癌と

の関係が示唆されている6)。味噌汁は通常で約１％程

度の食塩を含む食品であり，このコホート研究の結果

を勘案すると味噌は胃癌のリスクファクターとなる。

この可能性を検証するため，ピロリ菌増殖の食塩によ

る影響を解析した。対数増殖期にあるピロリ菌を０～

２％のNaClを含むピロリ菌増殖培地にO.D.600＝0.06

になるように懸濁し，37 ℃，微好気環境下で振盪培

養をおこなった。図１Ａに示すとおり，５時間毎の

測定では０～1.5％の間で増殖速度に大きな差は見ら

れなかった。また，２％の濃度では～ 25 時間の間で

増殖が強く抑制されたが，30 時間まで培養したとこ

ろ，最終的な濁度は他の濃度のものと変わりなかっ

た。この結果より，通常の味噌汁の摂取によって期待

される塩分濃度ではピロリ菌の増殖に影響がないこと

が示唆された。また，短時間の高濃度塩分の暴露はむ

しろピロリ菌の増殖を抑制する（即ちがんに対し抑制

的に働く）可能性が示唆された。

　微生物は増殖期にある時と停止期にある時で細胞活

動を大きく変化させることが一般的であるため，味噌

によるピロリ菌への影響も増殖期と停止期とで個別に

検証する必要がある。そのため，まずは増殖期にあ

るピロリ菌の味噌による影響を調べた。【材料と方法

１】で記した味噌－ブルセラ培地混合液に O.D.600＝

0.1相当のピロリ菌を懸濁し～12時間，37℃，微好気

環境下で培養した後，一部をピロリ菌選択培地に塗布

しコロニー数をカウントすることによりピロリ菌数を

比較した。結果図１Ｂに示すとおり，増殖期にあるピ

ロリ菌は味噌の存在下で最大 25 ％程度の細胞数の低
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図１Ａ．ピロリ菌増殖の食塩による影響
　　　（n = 3, mean ± SD）
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下を引き起こした（培養12時間後の時点において）。

しかし，短時間（１時間未満）の暴露によっては影響

が殆どないか，あるいはいくつかの味噌においては幾

分増殖率が上昇した。

　

２）味噌が停止期のピロリ菌の生存率に与える影響

　次に，細胞周期を停止している（停止期にある）ピ

ロリ菌に対する味噌の影響を調べるため，培養後 20

時間後のピロリ菌培養液を味噌試料液に懸濁し，２時

間後のピロリ菌生存率をコロニーカウント法によって

測定した。結果２に示すとおり，対象区（水）に対

し，１％ NaCl（食塩水）では～５％程度の生存率の

減少を認めた。また，味噌試料液に浸したものでは，

最大で 12 ％程度の減少を認めるものがあったが，そ

の一方で４％程度上昇するものがあった。全体として

は対象区に対して低下傾向にはあるものの，大きな差

は認められなかった。

　

３）味噌がピロリ菌CagAタンパク質の発現に与える

　　影響

　上記の結果より，長時間の味噌試料液の暴露によ

りピロリ菌は生存率を低下させる傾向にあることが

明らかとなった。しかし，他方でNaClはピロリ菌の

胃癌（細胞分裂）を誘導するタンパク質CagAの発現

を上昇させることが知られている（図３A7)）。図３Ａ

に示すとおり，CagA タンパク質の発現量は NaCl 濃

度依存的に上昇する（NaCl １％では０％の約20倍程

120

100

80

60

40

20

0

食塩
抗生物質
米Ａ
米Ｂ
米Ｃ
米Ｄ
米Ｅ
米Ｆ
米Ｇ
米Ｈ
米Ｉ
豆Ａ
麦Ａ
麦Ｂ

0 2 4 6 8 10 12

図１Ｂ．増殖期にあるピロリ菌に対する
味噌試料液の影響　　

縦軸は対照区（ブルセラ培地に他のサンプルと同量の水を
添加したもの）の細胞数を100とした時の相対値

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0
─ 食塩 米Ａ 米Ｂ 米Ｃ 米Ｄ 米Ｅ 米Ｆ 米Ｇ 米Ｈ 米Ｉ 豆Ａ 麦Ａ 麦Ｂ

図２．停止期にあるピロリ菌に対する味噌試料液の影響
縦軸は対照区（水）との相対値



─ 47 ─

中央味噌研究所研究報告　No.39（2018）

度）。この結果に関連して，味噌による CagA タンパ

ク質の発現量の変化を測定したところ，１％ NaClに

晒したピロリ菌の CagA 発現量に対して多くの味噌

品種でCagA量の低下を認めた（＜15％）。これによ

って，同量の塩分（NaCl）を摂取する場合において

も，味噌汁として摂取することによってCagAの発現

をある程度抑える効果が期待されることが示唆され

た。

　

４）味噌汁によるピロリ菌感染数の変化

　モデル生物として頻繁に使用されるげっ歯類はピロ

リ菌に対して耐性があり，多くのものはピロリ菌感染

試験に用いるのに適当ではない。しかし，スナネズミ

はヒトと同じくピロリ菌に感受性があり，感染試験に

用いられるモデル生物である。本実験において，ピロ

リ菌をスナネズミに適合させるため，スナネズミの胃

中で２世代に渡り継代したものを感染実験に用いた。

スナネズミを各区３匹づつに継代済みピロリ菌を摂取

し，感染が確認された後，自由飲水による味噌試料液

（味噌汁）の投与を２週間続けた。その後，胃中のピ

ロリ菌数をカウントしたのが図４Ｂである。結果が示

すとおり，各味噌試料液の投与による有意なピロリ菌

数の変化は認められなかった。
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【総括と今後の展望】

　今回の研究結果より，ⅰ）多くの味噌抽出液の存在

下で増殖期・停止期両方のピロリ菌が生存率を低下さ

せることが明らかとなり，また，ⅱ）同等の塩分を含

む液体に浸した時に比べ，味噌試料液に浸した場合に

はピロリ菌の毒性タンパク質であるCagA量の発現が

抑えられることが明らかとなった。しかし，ⅰ）に関

しては，この効果は長時間の味噌試料液の暴露によっ

て観察されることであり，（食事のような）味噌汁の

短時間の暴露での効果は認められなかった。また，

ⅱ）の効果に関しては，同等の塩分摂取と比較した場

合にはCagA量の低下が認められた。このことから，

同等の塩分を摂取する場合には味噌汁として摂取する

ことが胃癌の抑制につながる可能性が示唆される。今

回，スナネズミを使ったin vivo 試験では有意な差は

得られなかったが，長期間・幅広い味噌サンプルで試

験することにより，より具体的な味噌とピロリ菌，更

に胃癌との関係を明らかにできると考えている。
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【背景と目的】
　

　2004年のLancet誌に，医療先進国15カ国の年間の

エックス線検査件数は，単位人口あたりで日本が世界

一多く，日本ではがんの 3.2％が医療被曝，特に画像

診断における放射線被曝に起因すると推測される，と

の報告がされた1)。しかし，その一方で放射線被曝の

少ない国よりも平均余命は長く，各種画像診断によっ

て疾病が早期に発見されるなどメリットがデメリット

を上回っているとも考えられる。したがって放射線検

査をむやみに控えるよりも，検査を行う際に受ける被

曝の影響を低減させる新たな方法を見つけることの方

が，より重要な課題と言える。

　放射線の影響とは，細胞内でラジカルが生じること

によって化学結合が切断されたり分子の酸化が生じ，

DNAの切断が起こることである。したがって抗酸化

作用をもつ成分が放射線の影響を減弱させる可能性が

ある2)。本研究の目的は，放射線被曝による障害を薬

品などではなく，抗酸化作用をもち古来十分に安全性

が認められている味噌という食品によって防御できる

か否かを明らかにすることにある。

　

【方法】

（１）味噌の抽出

　味噌は中央味噌研究所より供与された米味噌３種

（米味噌，米味噌（白），米味噌（麹入り）），麦味噌

２種，豆味噌１種を使用した。味噌の成分の抽出方法

として，　①リン酸緩衝液で溶解し抽出　 ②リン酸

緩衝液で溶解後トリクロロ酢酸を用いた蛋白沈殿を行

う方法　③メタノールを用いての抽出を試みたが，手

順の煩雑さ，抽出液中の塩分濃度，浸透圧等を鑑み，

メタノールを用いた抽出法を選定した。これまでの報

告を参考に3)，各味噌10ｇを20 mLのメタノールに溶

解し，濾紙で濾過後，0.20µmセルロースアセテート

フィルター（DISMIC®-28CP，ADVANTEC，東洋

濾紙）を通して滅菌した。

　

（２）細胞

　培養細胞はヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を使

用した。細胞は hEGF（組換えヒト上皮細胞成長因

子），ヒドロコルチゾン，ウシ胎児血清，VEGF（血

管内皮細胞成長因子），hFGF-B（組換えヒト繊維芽

細胞成長因子，塩基性），へパリン，R3 - IGF - 1（イ
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ヒストンH2AX

γH2AX focus数＝全focus数/細胞数
　　　　　　　＝18/4＝4.5

二本鎖切断

Figure.1　γH2AX focus のできる機序とγH2AX focus 数の算出法
縦軸は対照区（水）との相対

4.07 ± 0.66 focus/細胞 7.29 ± 0.99 focus/細胞

No radia�onNo radia�on

100 mGy 200 mGy100 mGy 200 mGy

Figure.2　放射線照射量とγH2AX focus 数
縦軸は対照区（水）との相対
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ンシュリン様成長因子），アスコルビン酸，GA-1000

（ゲンタマイシン，アンホテリシン - B）を加えた内

皮細胞基本培地-2（EBM®-2）を用いて，37℃，５％

（v/v）CO2の条件下で培養した。

　

（３）DNA損傷刺激

　HUVECを22 x 24 mm カバーガラスに播種し，接

着後メタノール抽出した味噌を添加し 24 時間後に，

Ｘ線照射装置CP-160を用いてＸ線を照射した。

　

（４）DNA損傷の程度の評価

　DNA損傷とくに二本鎖切断が生じると傷周辺のヒ

ストンH2AXは直ちにリン酸化される（Figure.1）。

これを利用し，DNA 損傷の程度はリン酸化 H2AX

（γH2AX）の抗体を用いた蛍光免疫染色により評価

した4)。Ｘ線照射後 30 分（最大 DNA 損傷時），24 時

間（DNA修復後）に細胞を４％パラフォルムアルデ

ヒドにより固定し，γH2AX抗体を用いた蛍光免疫染

色を行った。Zeiss社 Metapherを用いて画像を撮影

し，細胞核内のDNA damage focusの数をカウント

した。細胞100個分の平均値を算出し，溶媒（メタノ

ール）のみを添加したコントロールと比較した。

　

　 

【結果と考察】

（１）放射線照射量の決定

　最近の医療被曝とくに CT は低線量放射線により

画像を得る技術が進歩している。その照射量による

ものと同等の DNA 損傷量を得るため，100 ｍGy，

200 mGy の放射線照射を行い，DNA 損傷の程度を

比較した。最近の低線量肺 CT によってできる DNA

損傷（γH2AX focus数）は3.30 ± 2.4個/細胞，今

回の実験のＸ線照射装置による照射 100 mGy で 4.07 
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Figure.3　放射線照射後のγH2AX focus 数の変化および各味噌の効果（一例）
縦軸は対照区（水）との相対
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± 0.66 個 / 細胞，200 ｍGy で 7.29 ± 0.99 個 / 細胞

（Figure.2）であることから，本実験では100 mGyを

照射量として選択した。

　

（２）味噌によるDNA損傷抑制効果

　ヒト内皮細胞に放射線 100 mGy を照射すると，味

噌の有無にかかわらずγH2AX focus数は30分後に増

加し，24 時間後にほぼ前値に戻った（Figure.3）。各

味噌を投与した際のγH2AX focus数の変化の一例を

Figure.3に示す。

　放射線照射前（０Gy），100 mGy 照射後30 分，

100 mGy 照射後 24 時間において，味噌を投与してい

ない細胞の DNA 損傷量を 100 とした場合のみそ投与

群のDNA損傷の程度をFigure.4に示す。

　放射線照射後 30 分においては米味噌（麹入り）の

みがDNA損傷を有意に抑制していた。照射後24時間

では，麦味噌１と豆味噌においてDNA損傷が有意に

抑制されていた。

　以上より，麹入り米味噌は放射線照射直後のDNA

損傷の生成を抑制し，麦味噌１および豆味噌は生じた

DNA損傷の修復を促進すると考えられた。

　放射線照射は酸化ストレスを生じることにより

DNA損傷を引き起こすので，麹入り米味噌は抗酸化

作用によって DNA 損傷の生成を抑制した可能性が

ある。DNA損傷が生じると，ataxia - telangiectasia 

mutated（ATM）などのキナーゼが活性化され，

DNA 損傷修復にいたる DNA 損傷応答の活性化が引

き起こされる。今後，この DNA 損傷の生成抑制や

DNA損傷修復の促進にいたる分子メカニズムを明ら

かにしていきたい。また，培養細胞において味噌が

DNA損傷抑制効果を有することが明らかとなったの

で，動物やヒトの生体内における放射線の影響が味噌

によって抑制されるか否かを検討したい。
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はじめに

　味噌には食塩感受性を抵抗性に変換する新規抗高血

圧物質（降圧機能性物質）が存在することをみいだし

てきた。味噌に含まれる降圧物質は複数存在するが，

このうち分子量 3k ～ 5kDa 分画中にある降圧物質を

同定しその特性を明らかにするとともに，本分画中の

降圧物質に注目し，HPLC上で物理化学的に定量化す

る方策について検討した。また，全国各地で製造され

る味噌中に存在する本降圧物質の含有量を定量測定す

る可能性を検討した。さらに，製造工程と降圧物質発

現との関連性を検討した。

　

　

１．味噌による高血圧抑制効果（表１）

　長期味噌摂取が血圧に及ぼす影響については，これ

までの動物実験での研究を通して，含有される食塩に

よる昇圧反応性が減弱されること，それには味噌に含

まれる腎Na利尿促進物質と循環血液経由の血管弛緩

性物質が関係することを報告してきた1)-4)。

　昇圧反応性についてみると，味噌には摂取された食

塩の30～50％の減塩効果があること，味噌の降圧作用

は食塩感受性高血圧のみならず自然発症高血圧の抑制

作用もあることをみいだしている。このように，動物

実験からは味噌中に降圧物質の存在にすることが明ら

かであり，味噌摂取が高血圧発症に影響しないと結論

された。　　

　一方，ヒトでの血圧への影響については，５年間の

横断的観察研究からは，一日１～３杯のみそ汁摂取は

正常血圧者及び正常高値血圧者の血圧に影響しないこ

とを報告した5)。さらに，最近，ヒトでの二重盲検平

行比較介入試験を実施し，３ヶ月間の一日２杯の味噌

汁摂取は，正常血圧者及びステージＩの高血圧症患者

での血圧値に影響を与えないことを初めて報告した

（図１）6)。

　このように，味噌摂取による血圧への影響はないこ

とが，動物実験に引き続きヒトでも明確に実証され

た。これらのことは，味噌中の降圧物質がヒトでも有

効であることを強く示唆している。したがって，降圧

物質の同定とそれを強化した味噌製造の重要性が示唆

される。これらを背景に，複数あると考えられる味噌

中降圧物質の一つに焦点を合わせ，その抽出と定量

法，その意義について検討した。
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２．味噌中の降圧物質

　味噌に含有される降圧物質については，経口摂取

での降圧機能性と腹腔内・皮下投与による降圧機能

性物質に分けて考えられる。経口摂取下には腎Na利

尿を伴う。一方腹腔内・皮下投与では50 mg/日とい

う微量でも降圧機能性を発揮するが，Na 利尿は伴わ

ず，さらに分子量で分けて調べると＜3kDa と 3kDa

＜のいずれにも降圧機能性が存在することが分かって

いる3)。＜3kDaにはACE阻害活性が存在するが，他

にも多くの物質が存在することが予想され，降圧物質

の探査には向いていない4),7)。したがって，予備的に

は3kDa＜中の降圧活性物質に注目するのが適切と考

えた。

　味噌粗上清と3k～5kDaのC18逆相HPLCの分離パ

ターンを示す（図２）。ピーク高からも分かるように

3k ～ 5kDa には上清に比較して 0.1～１％の物質しか

含まれていない。しかし，3k ～ 5kDa の HPLC 解析

では約70種類の物質が分離され，この中に降圧活性

を示すものが存在する。日本全国での地域味噌から

ACE阻害活性の異なる７種類を選択し，これらの味

噌 3k ～ 5kDa 上清を作成し，ラット腹腔内に投与し

て２時間と４時間後の血圧降下を測定した。さらに，

この分画を C18逆相 HPLC により分離し Rt ごとのピ

ーク高を計測して，降圧活性とピーク高との関係性を

Pearsonの単相関法により解析した。その結果ピーク

高と有意な逆相関関係を示す２分画が抽出され，その

うち腹腔内投与後４時間まで強い降圧活性を示す Rt 

17.5 minの分画に注目した。

　

　　

３．日本全国の味噌における降圧物質

　3k～5kDa中のRt17.5の物質について，各種味噌で

の含有量を測定した。はじめに，各種30種類の味噌の

粗分画と3k～5kDa分画についてC18逆相HPLCで分

析した。Rt17.5のピーク高（ｐ），面積（ａ）の一覧を

表２に示した。Rt17.5 でのピーク高または面積につ

いて粗分画と 3k ～ 5kDa 分画との間には一定の関係

が見られず，粗分画は 3k ～ 5kDa の量を反映しない

と結論された。Rt17.5近辺の多くは分子量＜3kDaに

あり，分子量3kDa＜でカットすることでRt17.5の降

圧物質を定量することが可能となる。なお，ニコチア

ナミンの Rt は 2.67，イソフラボンであるダイジンは

14.39，グリシチンは 14.91，ゲニスチンは 15.99 であ

り，Rt17.5 の物質はこれらの機能性物質とは異なる

ものと考えられる（図３）。
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303
87
48
70

表２．Rt17.5 のピーク高（ｐ）とピーク面積（ａ）
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　3k ～ 5kDa の Rt17.5 ピーク高についてみると，０

から最大37160µVまで分布していた。Rt17.5のピー

ク高を測定することで味噌の降圧活性が評価できる

か，０，1443 及び 3358µＶ を示す３種類の味噌につ

いて 3k ～ 5kDa 分画を作成し，その降圧活性を測定

した（図４）。Rt17.5が０µＶの味噌では２時間，４

時間共に血圧は低下せず，Rt17.5 が 1443µＶ の味噌

では２時間値が，3358µＶでは２と４時間値が共に低

下し，降圧活性が強いことが示された。

　したがって，3k ～ 5kDa の抽出分画の C18 逆相

HPLC での Rt17.5 のピークを測定することで，味噌

の降圧活性の一部を評価することが可能といえる。

　

　

４．降圧機能性物質の構造決定

　味噌に含まれる降圧機能性物質の一つが同定された

ことから，3k ～ 5kDa での Rt17.5 ピーク高が最大の

味噌を用いてこの分画を分取し，単離したものを用い

てMSによる構造決定を実施する予定となっている。

分子量が3kDa以上であることから，ペプチドや糖鎖

の結合体が考えられるため，慎重な解析が必要とされ

る。 

　

　

５．味噌とNa利尿因子

　ところで，味噌水の経口投与により腎Na利尿作用

と食塩感受性高血圧の抑制がみられるが，味噌の原料

である米麹を原料とする酒粕水や甘酒においても腎

Na利尿効果と自然発症高血圧の抑制効果がある8)。図

５には，比較のためにこれらのクロマトグラムを示

す。これからも明らかなように，極性が高い部位の溶

出パターンは，味噌も酒粕，甘酒も同様のクロマトグ

ラムを示す。味噌にみられる溶出が遅れる部位には，

酒粕と甘酒には溶出がみられない。

　このことは，味噌でみられる Rt17.5 の降圧成分は

大豆の発酵に由来する可能性が高いと考えられた。一

方，味噌にみられる腎Na利尿物質は，米麹菌に由来

することが強く示唆された。

　

　　

終わりに

　味噌には，腎Na利尿活性，食塩感受性高血圧抑制

活性，自然発症高血圧抑制活性などが存在し，これら

の総合的な効果でヒトにおいても食塩感受性を抑制し

て血圧に影響を与えないことが明らかになった。味噌

の降圧機能性は，大豆のみならず米麹菌での発酵にも

依存するものであり，機能性物質も複数存在する。今

回その中で，大豆に由来すると考えられる分子量 3k

～5kDaにある降圧機能性物質について単離に成功し

た。本因子の構造決定は今後に待つ必要があるが，物

理化学的な定量が可能となったことから，味噌の降圧

機能性の一部について簡便に評価することができ，味

噌製造への応用へ繋げることができるものと考える。
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【緒言】

　ヒトの体内では，小腸での消化吸収を免れて大腸に

たどり着いた食事成分は，ヒト腸内細菌叢（フローラ）

の餌となり菌叢構成に大きな影響を与えている。しか

しながら現在の食品機能性評価では，細胞やモデル動

物を用いた試験に基づいた食事成分とヒトの健康の関

わりの議論が主流となっており，ヒト腸内フローラに

対する議論に及んでいない。腸内フローラが人々の健

康に大きく関与していることが明らかになりつつある

今，食事成分が腸内フローラに与える影響を評価する

試験系の確立が強く望まれている。

　我々はこれまでに腸内細菌叢環境の培養槽レベルで

の再現（ヒト大腸フローラモデル，Kobe University 

Human Intestinal Microbiota Model；KUHIMM，

図１）に取り組み，このモデルを用いて機能性食品

素材が腸内フローラに与える影響を評価する試験系の

構築に関わってきた 1)。本研究では，味噌の主原料で

ある大豆に含まれる特異的なオリゴ糖・スタキオース

(stachyose) に着目した。スタキオースとは，天然に

存在する非還元性の四糖のオリゴ糖である。これまで

にスタキオースのビフィズス菌増殖作用は報告されて

いるが 2)，スタキオースがヒト腸内細菌叢構成に与え

る影響については報告がない。本研究では本モデルを

用いてスタキオースのヒト腸内細菌叢構成に与える影

響を検証した。

図１．ヒト大腸フローラモデル培養槽
（エイブル株式会社／BME-25NC）

100 mL 培地中にヒト糞便を加えてフローラ構成を再現する
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【方法】

１）ヒト大腸フローラモデル培養

　ヒト糞便（検体）から綿棒を用いて腸内フローラを

回収し，実験使用時まで嫌気的に保管し，５時間以内

に試験を開始した。検体を生理食塩水に溶かしこんだ

ものをスターターとして，このスターターを培地に播

種した。24時間，嫌気条件下で攪拌しながら培養を

行った（ヒト大腸フローラモデル試験，図１）。培養

開始時に，スタキオースを加えて培養を開始した群

（スタキオース群）と未添加群（コントロール群）を

用意し，スタキオース添加以外は同一条件で実験を

行った。培養開始時から経時的に pH のモニタリング

を実施した。また培養24時間後にサンプリングした

培養液から DNA を抽出し，定量 PCR 法に供した。

全菌数を基準に正規化しΔΔ CT 法により解析した。

Student's t-test により有意差検定を行った。本試験

はヒト糞便を使用するため，岐阜大学医学部倫理審査

の承認を得て実施した。

　

２）味噌中のスタキオースの定量 

　味噌を熱水に溶かした溶液に含まれるスタキオース

の量について，アセトニトリルにより抽出し，以下の

条件で HPLC 解析を行った。スタキオース標品を用

いて検量線を作成し，味噌１g に含まれるスタキオー

スの定量を試みた。

HPLC：DIONEX Ultimate 3000（Thermo　

Scientific），Column：AsahiPak NH2P-50 4E，

Flow rate：1.0 mL/min，Injection volume：20

µL，Gradient program：0.5 ％ CH3COOH：

Acetonitrile ＝ 25 ％：75 ％ （13 min）→  7 min　

gradient → 40％：60％（5 min）．

　

　

【結果および考察】

１）味噌汁 1 杯の大豆原料に含まれるスタキオース量

がヒト腸内フローラに与える影響

　味噌汁１杯に相当する大豆タンパク量から算出した

スタキオース 73 mg （和光純薬工業）をヒト大腸フ

ローラモデルに供した。一例として２名の被験者デー

タを示す。培養液内の pH の経時変化では，培養 10

control
stachyose 37F
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図２．スタキオース73 mg添加時の培養液 pHの
経時変化　　　　　　　　　　　　
（Ａ）37歳女性，（Ｂ）43歳女性

　　　（n = 3, mean ± SD）
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図３．スタキオース73 mg添加がヒト腸内細菌叢に
　与える影響　　　　　　　　　　　　　

ヒト大腸フローラルモデルにてスタキオース73 mg 添加・
未添加を同一条件で培養した。24時間後に回収した培養液
から細菌 DNA を抽出し，定量 PCR 解析を行った。スタキ
オース未添加のコントロールを1.0としたときのスタキオー
ス73 mg 添加時の菌叢変化を示す。
ｎ＝3，* p＜0.05，** p＜0.01
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時間ごろまではコントロールとスタキオース群では類

似した挙動を示した。10 時間後から培養終了時まで

は，コントロールと比較して，スタキオース添加群で

は pH が低く維持された（図２）。コントロールを比

較してみてもわかるように，培養液の pH 変動は個人

のフローラに依存した個人差がある。43 歳女性の被

験者についてはスタキオース添加により腸内の pH が

低く保たれていた（図２Ｂ）。

　24 時間後の培養液に含まれる菌叢について定量

PCR 解析を行った。コントロール培養液に含まれる

各属の菌量を 1.0 とした時の変化を示している（図

３）。２名の被験者いずれも善玉菌として知られるビ

フィドバクテリウム属を増加させ，一方で，バクテロ

イデス属は減少する傾向が共通して見られた。その他

にも 43 歳女性被験者については，クロストリジウム

属，エンテロコッカス属，エンテロバクター科の増加

が観察された。

　大豆オリゴ糖であるスタキオースは，腸内のビフィ

ドバクテリウム属を有意に増加させる効果が見られ

た。ビフィドバクテリウム属の増加に伴い，代謝産物

である乳酸，酢酸などの有機酸の産生量が増加し，結

果として培養液 pH が低下したと推測される。味噌汁

１杯の大豆原料中に含まれるスタキオースには，腸内

フローラ改善作用が期待できると考えられた。

　

２）味噌に含まれるスタキオース量の定量

　味噌汁１杯の大豆原料に含まれるスタキオースの

量で十分な腸内環境改善効果が期待されたことから，

味噌６種に含まれるスタキオース量の定量を試みた。

HPLC 分析より，味噌１g 中に 0.6 mg ～ 2.8 mg の

スタキオースが含まれていた（表１）。大豆原料に含

まれているスタキオース量と比較すると，加工・成熟

により約 60 - 90％のスタキオースが減少していた。過

去に，味噌の熟成期間において遊離するオリゴ糖の組

成が異なることが報告されている 3)。今回の試験に用

いた味噌は熟成期間が統一されていなかったため，各

味噌に含まれるスタキオース量を一概に比較すること

はできないが，加工・成熟によりスタキオースが減少

することが明らかとなった。

　

３）味噌汁１杯スタキオース量がヒト腸内フローラに

与える影響

　HPLC の結果から，実際の味噌汁１杯（味噌 10 g）

に含まれるスタキオース量を想定し，大腸フローラモ

デル 100 mL 培養液中に 8 mg を添加して試験を行っ

た。未添加の場合と比較して，スタキオース 8 mg 添

加により pH は上昇傾向にあった（図４）。菌叢解析

を行ったところ，いずれの試験群においても全菌数

は 1011 に到達した。しかしながら，24 歳女性（24 F）

/ スタキオース 8 mg 群では，バクテロイデス属の急

激な増加が見られ，一方でビフィズドバクテリウム属

の減少が観察された。43 歳女性（43 F）/ スタキオー

ス 8 mg 群では様々な属において全体的に菌数の減少

傾向が見られた。今回の検証だけでは結論にはできな

いけれども，少量のスタキオースの単回投与では腸内

値は，平均値±標準偏差　で示した。
N.D. 検出限界（0.1 μg/ml）以下

g g

表１．各味噌に含まれていたスタキオースの量

control 24F

stachyose 8 mg 24F

control 43F

stachyose 8 mg 43F
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図４．スタキオース8mg添加時の培養液 pHの
　経時変化　　　　　　　　　　　　
（Ａ）24歳女性，（Ｂ）43歳女性

　　　（n = 3, mean ± SD）
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細菌叢に対して良い効果を得るのは難しいと考えられ

た。

　

　

【総括】

  味噌汁１杯相当の大豆（原料）に含まれるスタキオー

ス量に対してビフィズス菌増殖効果が認められた。ま

た味噌に含まれるスタキオースの定量結果より，加工・

熟成の工程により 60 から 90 ％ほど減少すると推測さ

れた。加工・熟成の工程において，味噌に含まれる微

生物がスタキオースを資化するため，実際の味噌汁

（１杯の摂取量）には腸内細菌叢に好影響を与えるほ

どのスタキオースが残っていないと推測された。味噌

加工・成熟においてスタキオース含量を高める工夫を

することで，腸内細菌叢を改善する食品・プロバイオ

ティクスとしての利用性が考えられる。

　スタキオースは大豆特有のオリゴ糖であることか

ら，被験者の日常的な大豆摂取量が本試験結果に大き

く関与している可能性が考えられる。例えば一般的な

見解として，日常的を大豆摂取している被験者はスタ

キオース資化性の高い腸内細菌が定着している可能性

が高い。また加齢による腸内フローラの変遷も生じる

ことから，スタキオース・味噌摂取の有効性をさらに

検証するためには，被験者を区分して試験を行う必要

がある。また今回の 8 mg 試験は味噌汁 1 杯による影

響を検証しているが，今後は味噌汁を継続して摂取し

た場合の影響なども検証していく必要がある。
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図５．スタキオース8mg添加が腸内細菌叢に
　 与える影響　　　　　　　　　　　

ヒト大腸フローラルモデルにてスタキオース8 mg 添加・未
添加を同一条件で培養した。24時間後に回収した培養液か
ら細菌 DNA を抽出し，定量 PCR 解析を行った。スタキオ
ース未添加のコントロールを1.0としたときのスタキオース
8 mg添加時の菌叢変化を示す。
ｎ＝3，* p＜0.05，** p＜0.01
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１．序論

　接合は，酵母の自然現象である。酵母の接合性 a

を示す細胞と接合性αを示す細胞間で接合し，接合性

を示さない２倍体 a/α細胞となる現象である。接合

育種とは，この現象を利用した育種法である（図１）。

育種された酵母菌株は，遺伝子組み換え体には該当し

ないので，有望な酵母育種法であるといえよう。酵母

の接合性は，接合遺伝子座MAT に Ya 配列が挿入さ

れていると，その細胞の接合性は a になり，Yα配列

が挿入されていると，その細胞の接合性はαとなる。

　昨年度，我々は，接合性が a であると報告されて

い る 味 噌 酵 母 Zygosaccharomyces  sp. NBRC1876

と，接合性αであると報告されている味噌酵母Z. 

rouxii NBRC0740 との間に，接合株を得たことを

報 告 し て い る 1)。 し か し，Zygosaccharomyces  sp. 

NBRC1876 の接合性を決定する遺伝子座MAT の構

造，この領域の DNA 塩基配列の詳細が不明で，接合

が生じたかを正確に証明することができていなかっ

た。そこで，本年は，次世代シークエンサーを用いて，

Zygosaccharomyces 属酵母株のゲノム配列を決定し，

接合が生じたことをゲノムデータから証明することを

試みた。

　また，味噌酵母が産生する香気物質 HEMF（2-

（or 5-）-ethyl-5（or 2）-methyl-4-hydroxy-3（2H）

-furanone）は，味噌の品質を高める香気物質である

とともに，強い抗酸化性より，抗ガン性等の生理活性

も注目されている物質である。昨年度の我々の研究で

は，味噌酵母による HEMF の産生には，五炭糖であ

るリボースが必須であることを見出した1)。本年は，

菌体内リボース含量を増加させる変異株を用いること

で，HEMF 産生量に変化があるかを検討した。

a  
 

α  
 

 

a /α  
 

MAT 

a 

MAT 

α 

MAT 

a 
MAT 

α 

図１．酵母の接合
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２．実験材料と実験方法

（１）実験材料と培地

　味噌酵母 Zygosaccharomyces rouxii は，独立行

政法人製品評価技術基盤機構（NITE）のバイオテク

ノロジーセンター（NBRC）より入手した。タイプス

トレインである NBRC1130，NBRC の菌株リストに

接合性αと記載されている NBRC0740，1877 と，接

合性 a と記載されている NBRC1876 を使用した。培

地は，YPD 培地（１％ yeast extract，２％ peptone，

２％ glucose）使用した。HEMF の産生培地としては，

Sugawara らの報告 2) にあった培地（2.5％ ribose，

１ ％ glycine，7.5 ％ glucose，１％ KH2PO4，0.5 ％ 

MgSO4，0.5％ yeast extract）を使用した。

　

（２）味噌酵母Z. rouxii の接合実験

　NBRC の菌株リストに，接合性αと記載されてい

る NBRC0740 に，シクロへキシミド耐性の選択マー

カーを付与した。シクロへキシミド耐性の付与は，

NBRC0740 を，EMS（エチルメタンスルホン酸）で

変異処理し，YPD 寒天培地に，シクロへキシミド５

µg/ml でコロニーを形成する菌株を分離することで

おこなった。分離されたシクロへキシミド耐性酵母

株を，NBRC0740-CYR1 と命名した。接合は，この

NBRC0740-CYR1 と，NBRC の菌株リストに，接合

性 a と記載されている NBRC1876 を，１細胞ずつ，

マイクロマニピュレーターで釣菌し，YPD 寒天培地

上に接触させ，コロニーを形成させ，接合株 Y130 を

得た。

　

（３）次世代シークエンサーによるゲノム配列解読

　味噌酵母 Z. rouxii  NBRC1130（type strain），　

Z. rouxii  NBRC0740，Zygosaccharomyces sp. 

NBRC1876 のゲノム配列解読は，次世代シークエン

サー HiSeq2500 を用いておこなった。アセンブリソ

フトウエア Platanus を用いて配列アセンブリをおこ

ない，scaffold を作成した3)。

　

（４）各Zygosaccharomyces 酵母株のMTL（Mating 

type like）loci の PCR による増幅

　各Zygosaccharomyces 酵母株のMTL（Mating type

like）loci の PCR による増幅は，Zygosaccharomyces  

ゲノムデータあるいは，次世代シークエンスデータを

基に作成したプライマーを用いておこなった。各プラ

イマーの配列は，表１に示す。

　

（５）プリン塩基生合成変異株の HEMF 産生への影響

　プリン塩基生合成に関わる遺伝子ADE1 が遺伝子

破壊されたSacchromyces cerevisiae  BY4741 Δade1

株を用いて，HEMF 産生量を測定した。

　

　

３．実験結果および考察

（１）次世代シークエンサーを用いたゲノム解読とそ

のゲノムデータを用いた接合の確認

　味噌酵母 Z. rouxii  NBRC1130（type strain），　

Z. rouxii  NBRC0740，Zygosaccharomyces  sp. 

NBRC1876 の ゲ ノ ム 配 列 は， 次 世 代 シ ー ク エ ン

サー HiSeq2500 を用いて決定し，アセンブリソフ

トウエア Platanus を用いて配列アセンブリをおこ

ない，scaffold を作成した。各接合遺伝子座に相当

する推定の染色体構造と scaffold は，図２－４に

示した。この推定された染色体構造に基づき，各

値は，平均値±標準偏差　で示した。
N.D. 検出限界（0.1 μg/ml）以下

α

α

表１．PCR プライマーの配列
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(a) Chromosome F (accession no: CU928178) in CBS732 
Yα 
ZYRO0F15818g 
ZYRO0F15840g 

133kb  
SLA2 
ZYRO0F15862g 

CHA1 
ZYRO0F15774g 

1,303kb  

CHA1 
ZYRO0F18524g 

Yα 
ZYRO0F18568g 
ZYRO0F18590g 

ZYRO0F18634g 
20kb  

(b) Chromosome F on which Watanabe et al. insist (2013) in NBRC1130  

ZYRO0C18392g 
CHA1 
ZYRO0F15774g Ya 

 JW 1m         JW Bm PCR Primer set  
ZYRO0C18458g 

(c) Chromosome C (accession no: CU928175) in CBS732 DIC1 
ZYRO0C183049g 

1,436kb  118kb  

Ya 
ZYRO0C1834g 

ZYRO0C18392g ZYRO0C18458g 

(d) Chromosome C on which Watanabe et al. insist (2013) in NBRC1130  
DIC1 
ZYRO0C183049g 

puta�ve 
MAT locus 
Ya/Yα SLA2  

ZYRO0F15862g 
CHA1 
ZYRO0F18524g Yα 

ZYRO0F18634g 

JW 2m          JW Am        JW 3m    JW Cm PCR Primer set  PCR Primer set  

Scafflod505 NBRC1180 Scafflod48 NBRC1180 

Scafflod16 NBRC1180 
Scafflod1118 NBRC1180 Scafflod505  

NBRC1180 

図２．Zygosaccharomyces rouxii CBS732 or NBRC1130 の染色体ＣおよびＢの推定構造

(a) Chromosome F on which Watanabe et al. insist (2013) in NBRC0740  
ZYRO0F18634g 

CHA1 
ZYRO0F15774g 

MTL 
Yα 

JW 1m   JW Cm PCR Primer set  

(b) Chromosome C on which Watanabe et al. insist (2013) in NBRC0740  
DIC1 
ZYRO0C183049g 

MTL 
Yα 

SLA2 
ZYRO0F15862g 

CHA1 
ZYRO0F18524g 

MTL 
Yα 

ZYRO0F18634g 

JW 2m  JW Am      JW 3m         JW Cm PCR Primer set  
PCR Primer set  

Scafflod28 NBRC0740 

Scafflod2210  
NBRC1180 

Scafflod2209 NBRC0740 

Scafflod2210 NBRC0740 

Scafflod9 NBRC0740 

図３．Zygosaccharomyces rouxii NBRC0740 の染色体ＣおよびＢの推定構造
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MTL （Mating Type Like）locus を PCR に よ っ て

増 幅 さ せ た（ 図 ５ － ７）。Z. rouxii  NBRC1130 お

よび Z. rouxii  NBRC0740 では， 各 MTL  loci で

Watanabe らが報告していたように，各MTL locus

に，Y a あるいは Yα配列が挿入されていることが

確認された（図５，６）4)。一方，接合実験で用いた

(a) Chromosome F on which is deduced from this sequencing in NBRC1876  

ZYRO0C18370r 
CHA1 
ZYRO0F15774g 

MTL 
Ya 

 JW 1m         JW Bm 
ZYRO0C18458g 

Scaffold1060_NBRC1876 

(b) Chromosome C which is deduced from this sequencing in NBRC1876 
DIC1 
ZYRO0C183049g MTL 

SLA2 ZYRO0F15862g 

CHA1 
ZYRO0F18524g 

MTL 
Yα 

ZYRO0F18612g 

JW 2m          JW Am        JW 3m    JW Cm 

PCR Primer set  

PCR Primer set  

PCR Primer set  

Scaffold31_NBRC1876 Scaffold1957 
_NBRC1876 

Scaffold412 
_NBRC1876 

Scaffold63 
_NBRC1876 

Scaffold652 
_NBRC1876 

 JW 2W     Scaf1957_1876_128R 

図４．Zygosaccharomyces sp. NBRC1876 の染色体ＣおよびＢの推定構造

1   2  3  4 M 

DIC1 
ZYRO0C183049g 

puta�ve 
MAT 
Ya/Yα 

SLA2 
ZYRO0F15862g 

(a) Chromosome C  

MTL 
Yα 

CHA1 
ZYRO0F18524g 

(c) Chromosome F  

ZYRO0F18634g 

1   2  3  4 M 

CHA1 
ZYRO0F15774g 

MTL 
Ya ZYRO0C18392g 

(b) Chromosome C right arm end  

M  1   2       3   4 

 JW 2m   JW Am  JW 1m   JW Bm  JW 3m         JW Cm 
1 
2 
3 
4 

Yα rev 
Ya  rev 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

Yα 
Ya 

Yα rev 
Ya  rev 

Yα 
Ya 

Yα rev 
Ya  rev 

Yα 
Ya 

図５．Zygosaccharomyces rouxii NBRC1130 の MTL遺伝子座
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酵 母 菌 株 Zygosaccharomyces  sp. NBRC1876 で は，

Chromosome C にあるMTL locus が，PCR で増幅

されず（図７(a) lanes 1-4），この領域の DNA 塩基配

列が，データベースのものと異なっていることが予

想された。Zygosaccharomyces  sp. NBRC1876 の次

世代シークエンサーのゲノム解析後の Scaffold1957_

CHA1 
ZYRO0F15774g 

MTL 
Yα ZYRO0C18634g 

 JW 1m   JW Cm 

DIC1 
ZYRO0C183049g 

MTL 
Yα 

SLA2 
ZYRO0F15862g 

 JW 2m   JW Am 

1    2  3   4 M 

MTL 
Yα 

CHA1 
ZYRO0F18524g ZYRO0F18634g 

 JW 3m         JW Cm 

1   2  3  4 M 

(a) Chromosome C  (c) Chromosome F (b) Chromosome C right arm end 

1 
2 
3 
4 

Yα rev 
Ya  rev 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

Yα 
Ya 

Yα rev 
Ya  rev 

Yα 
Ya 

Yα rev 
Ya  rev 

Yα 
Ya 

 1    2  3   4 M 

図６．Zygosaccharomyces rouxii NBRC0740 の MTL遺伝子座

DIC1 
ZYRO0C183049g SLA2 

MTL 
Yα 

CHA1 
ZYRO0F18524g ZYRO0F18612g 

CHA1 
ZYRO0F15774g 

MTL 
Ya ZYRO0C18730r 

 JW 2m   JW Am  JW 1m   JW Bm  JW 3m         JW Cm 

 1    2   3   4 M 1    2    3  4 M 

 JW 2W     Scaf1957_1876_128R  

1   2   3   4   5 M 

MTL 

(a) Chromosome C   (c) Chromosome F  (b) Chromosome C right arm end  

1 
2 
3 
4 
5 

Yαrev 
Ya  rev 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

Yα 
Ya 

Yα rev 
Ya  rev 

Yα 
Ya 

Yα rev 
Ya  rev 

Yα 
Ya 

図７．Zygosaccharomyces sp. NBRC1876 の MTL遺伝子座
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NBRC1876 の DNA 塩基配列は，このゲノム領域に

ある遺伝子SLA2（ZYRO0F15862g）と，81％の一

致率であったが，プライマー JW_Am の相当領域

では一致していなかった。そこで，Scaffold1957_

NBRC1876 の DNA 塩基配列を基に新たにプライマー

Scaf1957_1876_128R を作成し，PCR をおこなった

ところ，増幅産物を得た（図７(a) lane 5）。以上の

結果より，接合実験で用いたZ. rouxii  NBRC0740

と，Zygosaccharomyces  sp. NBRC1876 と で は，　

Chromosome C の MTL locus と，Chromosome F

右腕末端のMTL locus で，染色体構造及び DNA 塩

基配列に差異があることがわかった。この差異を利用

して，接合が生じていた場合，Z. rouxii  NBRC0740

由 来 の MTL  locus と，Zygosaccharomyces  sp. 

NBRC1876 由来のMTL locus が，接合株に共に存在

することを，PCR によって証明可能となることが予

想された。そこで，PCR をおこなったところ，接合

株 Y130 から，増幅産物を得た（図８）。従って，次

世代シークエンサーを用いたゲノムデータを利用し

て，味噌酵母Zygosaccharomyces 酵母で接合株を分

離できたことを証明することができた。

　

（２）高 HEMF 産生味噌酵母の育種の可能性の検討

　昨年度の我々の研究では，味噌酵母による HEMF

の産生には，五炭糖であるリボースが必須であること

を見出した（図９）1)。そこで，本年，菌体内リボー

ス含量を増加させることが予想されるΔade1 変異株

を用いることで，HEMF 産生量に変化があるかを検

討した。HEMF 産生実験の結果は，表２に示す。Δ

ade1 変異によって，HEMF 産生量が増加したことが

 1   2    3    4 M 

DIC1 
ZYRO0C183049g   MTL SLA2 

 JW 2W     Scaf1957_1876_128R  

1. Chromosome C 

DIC1 
ZYRO0C183049g  MTL SLA2 

 JW 2m   JW Am 

2. Chromosome C 

CHA1 
ZYRO0F15774g MTL ZYRO0C18730r 

 JW 1m   JW Bm 

3. Chromosome F 

CHA1 
ZYRO0F15774g MTL ZYRO0C18634g 

 JW 1m   JW Cm 

4. Chromosome F 

NBRC1876  

NBRC0740  

図８．接合株 Y130 の MTL遺伝子座

 

 

HEMF 

HEMF 

 

 

ADE1
HEMF

 

図９．HEMF 産生量増加のために考えられる酵母育種
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確認された。この結果は，Uehara らの結果と一致す

るものであった5)。

　

　

４．総括

（１）　次世代シークエンサーを用いて得た味噌酵母の

ゲノムデータを利用して，接合実験に用いた味

噌酵母菌株間の染色体構造及びMTL loci 周辺の

DNA 塩基配列の差異を見い出し，これを利用し

て，接合株であることを PCR 実験によって証明

することができた。

（２）　味噌の品質を高める香気物質である HEMF は，

前駆物質であるリボース量に産生量が影響される

と予想され，酵母菌体内リボース量を増加させる

Δade1 変異によって，HEMF 産生量が増加した

ことが確認された。
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はじめに

　味噌は，食品の品質や保存性を高めることが以前か

ら知られており，食塩だけでなく，水分活性および

pH の低下，また含有するアルコール1)，メラノイジン2)

および乳酸菌由来のバクテリオシン3) などの作用によ

り食中毒菌の生育を抑制できることが知られている。

このように，味噌は微生物に関する安全性が高いこと

が報告されているが，最近の市販されている味噌にお

ける微生物の挙動および病原性因子の発現に関する情

報・知見は少ない。

　味噌は，加熱変性処理した米または麦に，麹菌を生

育させた「麹」と加熱変性処理した大豆と食塩を混合

して仕込まれる。仕込みの過程で，切返しという天地

返し工程を含む醸造発酵中において，麹菌の生産する

加水分解酵素群により大豆のタンパク質や米，麦の

デンプンが分解され，分解物をZygosaccharomyces 

rouxii 等の酵母やTetragenococcus halophilus 等の

乳酸菌が資化する。半年間程度，酵母発酵と乳酸発酵

が行われた後，漉し味噌は，漉し機を通してすり味噌

に整えられ，粒味噌はそのまま製品化される。また，

再発酵を防ぐために，必要に応じて酒精（アルコー

ル）を添加，または加熱殺菌してから包装された後，

製品として販売される 4)。味噌中には，麹菌，酵母，

乳酸菌をはじめとする様々な微生物が存在しているこ

とが知られており，味噌製造に関する微生物は，身近

に存在する微生物であるにも関わらず，味噌中に含ま

れる微生物の挙動に関する知見は少ない。一方，新た

な機能を有する微生物の分離源として味噌等の発酵食

品が注目されていることから，現在，発酵食品中にど

のような微生物が存在するのか，その菌叢構造を明ら

かにする研究が世界中で活発に行われている5)。従来

の分子生物学的な菌叢解析では，発酵食品中の細菌叢

の解析は困難であったが，近年，次世代シーケンサー

を用いた細菌叢を正確かつ網羅的に把握する手段（メ

タゲノム解析）が報告されており，韓国の味噌である

テンジャン6) や meju 7) において，その細菌叢が報告

されている。しかし，近年，日本で市販されている味

噌に食中毒菌を接種した際の味噌中の細菌叢のメタゲ

ノム解析や食中毒菌の病原性因子の発現について網羅

的に解析した報告はない。

　そこで，本研究では，各種味噌が食中毒菌に汚染さ

れた際の細菌の挙動に影響を及ぼす因子について調べ

た。まず，近年市販されている味噌における微生物学

的安全性について検討し，次に，次世代シーケンサー

を用いた細菌叢のメタゲノム解析により，食中毒菌を

接種した際の細菌叢の変動や挙動について，明らかに

することを目的とした。

研 究 報 告

各種味噌が食中毒菌に汚染された際の

微生物学的安全性に関する網羅的解析
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材料および方法

１．試料

　各種味噌は，一般社団法人 中央味噌研究所が選定

した味噌を用いた。保存温度４℃における味噌中の食

中毒菌数の変動については，市販味噌 20 検体（米味

噌 15 検体，麦味噌２検体，豆味噌１検体および調合

味噌２検体）を実験に用いた（Table. 1）。保存温度

30℃における味噌中の食中毒菌数の変動，各種味噌中

の細菌叢の変動および各種味噌の理化学検査について

は，保存温度４℃における結果をもとに選抜した６種 

（米味噌３種；米甘みそＡ，米甘みそＢ，米辛口みそＨ，

豆味噌１種 ; 豆みそＡ，麦味噌１種 ; 麦みそＢ，およ

び調合味噌１種 ; 調合みそＢ）を試料とした。

　

２．供試菌株

　Staphylococcus aureus  C-29（黄色ブドウ球菌），

Salmonella  Enteritidis NBRC3313（サルモネラ）お

よびEscherichia coli  JCM2449（大腸菌）を試験に

供した。

　

３．保存温度４℃および 30℃における味噌中の食中

毒菌数の変動

　各味噌５g を 50 mL 遠沈管に入れ，2,000 ×g で

20 秒間遠心し，味噌の表面を平らにしたものを味噌

試料とした。これを味噌１種につき３菌株 × 試験日

数（４℃；０，１，４，７，14，28 日，30℃；０，２，５，

７日）分の試料を作製した。一晩培養した各供試菌

株の培養液 30 µL を Brain Heart Infusion（BHI）

液体培地（３mL）に接種し，37 ℃で 24 時間振盪培

養 （本培養）した。マイクロチューブに各菌体の培養

液 1 mL を分注し，4000 × g で 5 分間遠心分離した

後，phosphate buffered saline（PBS）1 mL を加え，

菌懸濁液とした。菌懸濁液 50 µL を味噌表面に接種

（107 ～ 108 CFU/g）し，４℃（28 日間）または 30℃

（７日間）で保存した。各試験日に，味噌試料の入っ

た遠沈管に最終容量が 50 mL となるように PBS を加

え，ボルテックスミキサーで撹拌した後，PBS で適

宜希釈し，希釈液 100µL を選択培地に塗布した。黄

色ブドウ球菌選択培地としてマンニット食塩寒天培地

を，サルモネラ選択培地として XLD 寒天培地を，大

腸菌選択培地として XM-G 寒天培地を用いた。

　

４．各種味噌中の細菌叢の変動

　次世代シーケンサーによるメタゲノム解析を実施

するにあたり，各種味噌からの DNA 抽出法の検討を

行った。

方法 1；サンプル 200 mg を採取し，ガラスビーズを

用いて均質化し，NucleoSpin Food（タカラバ

イオ株式会社）を用いて味噌中に存在する微生

物の DNA を抽出・精製した。

方法２；サンプル 200 mg に DNA すいすい -F また

は DNA すいすい-E（株式会社リーゾ）のバッ

ファー溶液を混合し，乳鉢を用いて均質化した。

65℃で１時間インキュベートした後，フェノー

ル・クロロホルム処理にてタンパク質を除去

し，上清をイソプロパノール沈殿で回収した。

NucleoSpin Food を用いて味噌中に存在する

微生物の DNA を精製した。

　

５．各種味噌中の理化学検査

５-１．pH の変化

　各味噌試料を 30℃で７日間保存し，継時的

に pH を測定した。各味噌試料５g を 50 mL 遠

沈管に入れ，MilliQ 水を最終容量が 50 mL と

なるように分注し，ボルテックスミキサーで撹

拌し，懸濁液を作製した。pH メーター F-21

（株式会社 堀場製作所）を用いて，pH を測定

した。

　

５-２．酸度の変化

　各味噌試料を 30℃で 7 日間保存し，継時的

に酸度（酸の質量パーセント濃度）を測定し

た。各味噌試料５g に MilliQ 水を最終容量が

70 mL となるように分注し，ボルテックスミ

キサーで撹拌し，懸濁液を作製した。縣濁液

を 100 ℃で 20 分加熱した後，ろ過した。ろ液

は，MilliQ 水を加えて最終容量を 100 mL とし，

そのうち 10 mL を試験に供した。指示薬とし

て１％フェノールフタレイン溶液を２，３滴加

え，0.1 N 水酸化カリウム（KOH） 溶液で滴

定し，次式を用いて酸度を算出した。

　

Table. 1：試験に供した味噌試料
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酸度（％）＝ 0.009 × a × F × 100 /w

　

　

ａ：滴定に要した KOH 溶液（mL）

Ｆ：0.1 M KOH 溶液のファクター

ｗ：サンプルの採取量

　

　

５-３．遊離アミノ酸組成の変化

　各味噌試料を 30℃で７日間保存し，遊離ア

ミノ酸含有量を測定した。遊離アミノ酸組成分

析は，北海道大学創成研究機構 共用機器管理

センター委託分析部門に委託した。各味噌試

料５g に２％スルホサリチル酸 20 mL を加え，

ボルテックスミキサーで１分間撹拌し，縣濁液

を調製した。この縣濁液を 3000 ×g で 10 分

間遠心分離し，変性タンパク質や脂肪を含まな

い中間層をさらに 10,000 ×g で遠心分離した

後，得られた透明層を Amino Acid Analyzer 

L-8900 （日立ハイテクノロジーズ）を用いて測

定した。分析は，カラム（＃ 2622SC-PF（高

分離用）（Φ4.6 mm x 80 mm；日立ハイテク

ノロジーズ），フィルターカラム（＃ 2650L（高

分離用）（Φ4.6 mm x 80 mm；日立ハイテク

ノロジーズ），溶離液（生体液分析法用緩衝液

PF セット（関東化学））および反応液（日立

用ニンヒドリン発色溶液キット（和光純薬工

業））を用い，検出波長 570，440 nm で検出した。

　

６．加熱処理後の味噌における食中毒菌数の変動

　我々は，これまでに，80℃で 30 分加熱した塩麹溶

液においても，食中毒菌の増殖抑制効果が認められる

ことを明らかにしている（データ未発表）。そこで，

加熱処理した味噌においても食中毒菌の増殖抑制効果

が認められるか検討した。各味噌は，オートクレーブ

を用いて，121℃で 15 分間加熱して試験に供した。オー

トクレーブで加熱した各味噌試料５g を 50 mL 遠沈

管に入れ，2,000 ×g で 20 秒間遠心し，味噌の表面

を平らにしたものをオートクレーブ加熱処理味噌試

料とした。これを味噌１種につき３菌株 × 試験日数

（０，２，５，７日 ) 分作製した。一晩培養した各供試菌

株の培養液 30µL を Brain Heart Infusion （BHI）液

体培地（３mL）に接種し，37 ℃で 24 時間振盪培養

（本培養）した。マイクロチューブに各菌体の培養液

１mL を分注し，4000 ×g で５分間遠心分離した後，

PBS １mL を加え，菌懸濁液とした。菌懸濁液 50 µ

L を味噌表面に接種 （107 ～ 108 CFU/g）し，30 ℃

（７日間）で保存した。各試験日に，味噌試料の入っ

た遠沈管に最終容量が 50 mL となるように PBS を加

え，ボルテックスミキサーで撹拌した後，PBS で適

宜希釈し，希釈液 100µL を選択培地に塗布した。黄

色ブドウ球菌選択培地としてマンニット食塩寒天培地

を，サルモネラ選択培地として XLD 寒天培地を，大

腸菌選択培地として XM-G 寒天培地を用いた。

　

７．評価方法

　データは，平均値および標準偏差を算出し，Tukey- 

Kramer の多重比較検定法を用いて有意差の検定を実

施した。試料 100 g あたりの成分の比較については，

各試料群の平均値および標準偏差を算出し，両群間で

等分散性の検定（Ｆ検定）を行い，Student のｔ検定

により統計学的有意差検定を行った。なお，いずれの

場合も有意水準は５％とし，両側検定で実施した。

　

　

結果および考察

１．保存温度 4℃における味噌中の食中毒菌数の変動

　保存温度４℃における味噌中の食中毒菌数の変動を

Fig. S1 に示した。全試料中 19 検体で，４℃，28 日

間の保存期間中における減少は，他の食中毒菌に比べ

て，サルモネラが最も速かった。特に，28 日目にサ

ルモネラが検出限界以下（≦ 102 CFU/g）となった

試料は，米味噌２検体（米甘みそＢおよび米辛口み

そＪ），豆味噌１検体（豆みそＡ）および麦味噌１

検体（麦みそＡ）であった。これらのうち３検体は，

味噌 100 g あたりの食塩含有量が約 10 g であったが，

１検体 （米甘みそＢ）は 5.5 g であった（Fig. 1）。ま

た，28 日目に黄色ブドウ球菌が検出限界以下となっ

た試料は，豆味噌（豆みそＡ，食塩含有量 9.7 g/100 

g）であった（Fig. 1）。しかし，いずれの試料におい

ても，大腸菌は検出限界以下にならなかった。一方，

米味噌３検体（米甘みそＡ，米辛口みそＩおよび米辛

口みそＧ）および調合味噌（調合みそＡ）１検体にお

いて，28 日目においても 104 CFU/g 以上の菌が生存

していた。これらのうち３検体では，味噌 100 g あた

りの食塩含有量が 10 g 以上であったが，１検体（米

甘みそＡ）は 4.9 g（Fig. 2）であった。これらの結果

より，食中毒菌の死滅速度には，味噌の主原料や食塩

含有量以外の因子が関与していることが推察された。

　食中毒菌の死滅速度が速かった４試料（Fig. 1）お

よび遅かった４試料（Fig. 2）について，試料 100 g

あたりのタンパク質，脂質，炭水化物および食塩含有

量（g）の平均値を Fig. 3 に示した。試料 100 g あた

りのタンパク質，炭水化物および食塩含有量において，

食中毒菌の死滅速度が速かった試料と遅かった試料の
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Fig. 1：味噌中の食中毒菌の死滅速度が速かった試料（保存温度４℃）
Tukey-Kramer test，p<0.05
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間に有意差は認められなかった。一方，脂質含有量

は，食中毒菌の死滅速度が速かった試料の方が遅かっ

た試料に比べて有意に少なかった。これらの結果より，

食中毒菌の死滅速度には，味噌の脂質含有量が関与し

ている可能性が推察された。しかし，今回は，比較し

た試料数が少ない（４試料 vs. ４試料）ことから，今

後試料数を増やして検討する必要がある。

　

２．保存温度 30℃における味噌中の食中毒菌数の変

動

　保存温度４℃における味噌中の食中毒菌数の変動の

結果より，食中毒菌の菌数減少が速い（米甘みそＢお

よび豆みそＡ），または遅い味噌（米甘みそＡ）およ

び試料を米（米辛口みそＨ），麦（麦みそＡ），調合味

噌（調合みそＢ）から各１種類の６種を選抜し，保存

温度 30℃における食中毒菌の生菌数の変動を調べた 

（Fig. 4）。その結果，サルモネラおよび大腸菌を接種

した全ての試料において７日目までに検出限界以下と

なった（Fig. 4 （Ａ）（Ｂ））。黄色ブドウ球菌を接種し

た米甘みそＡのみが７日目までに検出限界以下に至ら

なかった（Fig. 4 （Ｃ））が，４℃で保存した際の生菌

数の推移と比較するとその減少速度が大きくなった。

味噌に接種した食中毒菌は，低温条件下（４℃）より

も高温条件下（30℃）で生育が抑制されたことから，
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味噌中に，30 ℃で保存した際に，新たに生成もしく

は活性化する成分が存在する可能性が示唆された。過

去の報告によると，味噌中に混入した大腸菌の生菌数

は，特定の保存条件下では寒天平板法の検出限界以下

まで減少することが報告されており8)，本研究の結果

も既報の結果を支持する結果となった。

　

３．各種味噌中の細菌叢の変動

　味噌中の DNA を抽出する方法について検討した

が，いずれの方法においても味噌中微生物由来の

DNA は，次世代シーケンシング解析に必要な量を得

るまでに至らなかった。今後は，ジルコニアビーズに

よる破砕方法を使用し，DNA の抽出効率の向上を図

る予定である。

　

４．各種味噌中の理化学検査

　選抜した６種（米味噌３種，豆味噌１種，麦味噌

１種および調合味噌１種）を検体として pH の測定を

行った（Fig. 5（A））。その結果，最も高い試料で平均

pH5.6（米甘みそＡ），最も低い試料で平均 pH4.9（豆

みそＡ）となり，味噌試料間での pH の差が確認され

た。しかし，30 ℃で７日の保存した味噌試料におい

て１日目と７日目で pH の増減は確認されなかったこ

とから，味噌中における食中毒菌の抑制因子は，pH

によるものではないことが示唆された。

　酸度については，最も高い試料で平均 0.44％（豆み

そＡ），最も低い試料で平均 0.1％（米甘みそＡ）と

なり，味噌試料間での酸度の差が確認された（Fig. 5 

（Ｂ））。しかし，30℃で７日の保存した味噌試料にお

いて１日目と７日目で酸度の増減は確認されなかった

ことから，味噌中における食中毒菌の抑制因子は，酸

によるものではないことが示唆された。

　アミノ酸含有量については，４℃および 30℃で７

日の保存した試料におけるアスパラギン酸（Asp），

トレオニン（Thr），セリン（Ser），グルタミン酸（Glu），

グリシン（Gly），アラニン（Ala），システイン（Cys），

バリン（Val），メチオニン（Met），イソロイシン（Ile），

ロイシン（Leu），チロシン（Tyr），フェニルアラニ

ン（Phe），リシン（Lys），ヒスチジン（His），アル

ギニンおよび NH3 の含有量の変化を調べた。30℃で

７日の保存した試料における抗菌作用を示す Gly お

よび Ala の含有量の変化については，米甘みそＡの

Gly，豆みそＡ，麦みそＢおよび調合みそＢの Ala の

含有量が約５％上昇したが，その他の試料では，ア

ミノ酸含有量の変化は±５％以内に留まった（Fig. 6

（Ａ））。また，30℃で７日の保存した試料における味

噌の熟成度を示す指標となる成分として報告されてい

る Lys，Glu，Phe，Arg および Asp 9) の含有量の変

化については，Lys，Glu，Phe および Asp の含有量

が約５％上昇したが，Arg の含有量に変化は認めら

れなかった（Fig. 6（Ｂ））。上記以外のアミノ酸含有

量についても，４℃および 30℃で７日保存した試料

間で差は認められなかった。これらの結果より，味噌

中における食中毒菌の抑制因子は，アミノ酸によるも

のではないことが示唆された。

　

５．加熱処理後の味噌における食中毒菌数の変動

　オートクレーブで加熱した味噌試料に各種食中毒菌

を接種して 30℃で７日保存し，継時的に食中毒菌数

の変動を調べた。その結果，オートクレーブ加熱後の

味噌においても，オートクレーブ加熱していない味噌

試料と同様に食中毒菌数が有意に減少した。これらの

結果より，味噌中に生存している微生物により，食中

毒菌の増殖抑制効果が得られている可能性は低いこと

が推察された。また，食中毒菌の増殖抑制効果を有す

る物質は，耐熱性であることが示唆された。今後は，
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食中毒菌の増殖抑制効果を有する物質が 30℃の保存

期間中に生成するものか，もしくは 30℃で活性化す

る物質であるかについて明らかにする予定である。現

在，30℃で 10 日間保存した味噌に食中毒菌を接種し

た後，４℃で保存した場合の食中毒菌数の変動につい

て検討している。

　

総　括

　本研究では，近年市販されている各種味噌が食中毒

菌に汚染された際の細菌の挙動に影響を及ぼす因子に

ついて検討し，以下のことを明らかにした。

（１）各種市販味噌に食中毒菌を接種し，４℃で保存

したところ，食中毒菌の死滅速度が速い味噌と遅

い味噌が存在した。その因子については，味噌の

主原料や食塩含有量以外の因子が関与しているこ

とが示唆された。

（２）４℃で保存した際に食中毒菌の死滅速度が速い，

または遅い味噌を 6 試料選抜し，食中毒菌を接種

した後，30 ℃で保存したところ，サルモネラお

よび大腸菌を接種した全ての試料において７日目

までに検出限界以下となった。これらの結果より，

味噌中に，30 ℃で保存した際に新たに生成もし

くは活性化する成分が存在する可能性が示唆され

た。

（３）保存温度が味噌の成分に及ぼす影響について明

らかにするために，30℃における味噌の pH およ

び酸度の変化と，４℃および 30℃で保存した味

噌のアミノ酸含有量の比較を行った。その結果，

30℃，７日間の保存期間中において，味噌の pH

および酸度に変化は認められず，４℃で保存した

味噌と 30℃で保存した味噌のアミノ酸含有量に

ついても大きな差は認められなかった。

（４）オートクレーブ加熱した味噌試料に各種食中毒

菌を接種して 30℃で７日間保存し，継時的に食

中毒菌数の変動を調べた。その結果，オートクレー

ブで加熱後の味噌においても，加熱していない味

噌試料と同様に食中毒菌数が有意に減少した。こ

れらの結果より，味噌中に生存している微生物に

より，食中毒菌の増殖抑制効果が得られている可

能性は低いことが推察された。また，食中毒菌の

増殖抑制効果を有する物質は，耐熱性であること

が示唆された。

　

　本研究の結果より，30℃で新たに生成もしくは活

性化する味噌中の物質により，食中毒菌の増殖が抑制

されていることを明らかにした。また，オートクレー

ブで加熱後の味噌においても食中毒菌数が有意に減少

したことから，食中毒菌の増殖抑制効果を有する物質

は耐熱性であり，味噌中に生存している微生物により

食中毒菌の増殖抑制効果が得られている可能性は低い

ことが推察された。本研究の成果および今後の更なる

研究により，味噌の微生物学的な安全性や品質向上に

寄与する新たな成分や因子を見出し，病原性因子の発

現抑制メカニズムを明らかにしていきたいと考えてい

る。
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Fig. S1（続き）：保存温度４℃における味噌中の食中毒菌数の変化
Tukey-Kramer test，p<0.05
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Fig. S1（続き）：保存温度４℃における味噌中の食中毒菌数の変化
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森戸知沙希

（単位：μＭ）

Table. S1-1：４℃で保存した試料と30℃で７日の
保存した試料におけるアミノ酸含有
量の比較（米甘みそＡ）

（単位：μＭ）

Table. S1-2：４℃で保存した試料と30℃で７日の
保存した試料におけるアミノ酸含有
量の比較（米甘みそＢ）

（単位：μＭ）

Table. S1-3：４℃で保存した試料と30℃で７日の
保存した試料におけるアミノ酸含有
量の比較（米辛口みそＨ）

（単位：μＭ）

Table. S1-4：４℃で保存した試料と30℃で７日の
保存した試料におけるアミノ酸含有
量の比較（豆みそＡ）
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森戸知沙希

（単位：μＭ）

Table. S1-5：４℃で保存した試料と30℃で７日の
保存した試料におけるアミノ酸含有
量の比較（麦みそＢ）　

（単位：μＭ）

Table. S1-6：４℃で保存した試料と30℃で７日の
保存した試料におけるアミノ酸含有
量の比較（調合みそＢ）
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【要旨】

　味噌の原料の大豆に含まれるイソフラボン類が，樹

状細胞からのナチュラルキラー（NK）細胞活性化因

子であるインターロイキン-12（IL-12）産生を促進

することで，間接的に自然免疫系を活性化する可能性

を考えて，その確認を試みた。単球系の細胞株である

THP-1 細胞をホルボール 12-ミリステート 13-アセ

テート（PMA）とインターロイキン-4（IL-4）で

樹状細胞様の細胞に分化させた細胞系を用いて，イソ

フラボン類の IL-12 産生誘導能を観察した。その結

果，ゲニステインには IL-12 産生誘導能はなかったが，

ダイゼインは IL-12 の産生を用量依存的に促進する

ことが明らかになった。その他のイソフラボン類に

ついても検討したところ，バイオカニンA には IL-12

産生誘導能はなかったが，フォルモノネチンには観察

された。IL-12 は NK 細胞活性化因子であり，大豆

イソフラボンのダイゼインをはじめ，ある種のイソフ

ラボン類は，IL-12 の産生誘導を介して，自然免疫系

を活性化して，がん予防につながる可能性が示唆され

た。

　

　

【目的】

　大豆イソフラボンが，樹状細胞からの NK 細胞活

性化因子である IL-12 の産生を促進することで，間

接的に NK 細胞が活性化され，がん予防につながる

可能性について検討することを目的とした。

　

　

【方法】

　IL-12 測 定：96 穴 プ レ ー ト に 20 ng/ml PMA，

20 ng/ml ヒト組換え型 IL-4，10 ％ ウシ胎児血清

を含む RPMI1640 培地に 1.1 x 105 cells/ml で分散

させた THP-1 細胞を 100 µl 播種し，５％ CO2 存

在下，37 ℃で 96 時間培養して樹状細胞様に分化誘

導させ，リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で３回洗浄

後，1 mg/ml のオボアルブミンと被験サンプルを含

み，PMA，IL-4 を含まない上記培地を 100µl 加え

て，72 時間培養した。培養後，プレートを 1,000 rpm，

４℃で，５分間遠心し，上清 70µl を回収した。培養

上清中の IL-12 量は，ヒト IL-12 測定キット（Cisbio）

を用いて測定した。なお，ポジティブコントロールと

しては，リンゴプロシアニジン（アサヒビールより入

手）を用いた。
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　NK 活 性 測 定：2.5 x 105 cells / well（1.25 ml / 12 

well plate）の NK 細胞株 KHYG-1 を 100 IU/ml の

IL-2（WAKO）と 10％ウシ胎児血清を含む RPMI 

1640 培地で，被験物質を添加して 24 時間前処理を

行った。ポジティブコントロールとしては，フラボノ

イドの一種であるノビレチン（東京化成工業）を 30µ

M になるように添加した。一方，標的となる白血病細

胞 株 K562 は PBS で 洗 浄 後，10µg/ml の calcein-

AM を含む血清を含まない RPMI1640 培地で，30 分

間遮光して室温で緩やかに混和し，PBS で洗浄後，

１％のウシ血清アルブミンを含み，フェノールレッド

を含まない RPMI1640 培地（アッセイ培地）を加え

て，96 well plate に 100 µl ずつ，1 x 104 cells / well 

になるように播種した。前述の被験物質で処理した

KHYG-1 細 胞 を 96 well plate に 100µl ず つ，1 x 

104 cells / well になるように，先ほど播種した K562

細 胞 の 上 に 添 加 し た（K562 : KHYG-1 ＝ 1：1）。

37℃，５％ CO2 条件下で４h 培養後，上清の calcein

の量をプレートリーダー PowerScan 4（DS Pharma 

Biomedical）で測定した（excitation / emission ＝

485 nm/ 538 nm）。

【結果】

　PMA と IL-4 により樹状細胞様に分化した THP-1

細胞に，大豆に含まれるイソフラボンであるダイゼイ

ン，ゲニステイン，グリシテインと，ひよこ豆などに

多く含まれるイソフラボンのフォルモノネチン，バイ

オカニンＡを添加して培養したところ，ダイゼインと

フォルモノネチンでは用量依存的な IL-12 の産生促

進が見られるのに対して，ゲニステイン，グリシテイ

ン，バイオカニンＡでは産生促進効果は見られなかっ

た（図１）。

　なお，前年度にゲニステインは直接 NK 細胞を活

性化しないことを，NK 細胞株の KHYG-1 の白血病

細胞株 K562 への細胞傷害性を見る系で示したが，ダ

イゼイン，グリシテイン，フォルモノネチンも同様に

NK 細胞を活性化しないことを，同じ系で確認した

（図２）。
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図１．各種イソフラボン類による樹状細胞様に分化させた THP-1 細胞からの IL-12 産生
（ｎ＝３，mean ± SD，*ｐ＜0.05，**ｐ＜0.01，***ｐ＜0.001）
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【考察】

　信州大学の大谷元教授（現・名誉教授）らのグルー

プにより，無塩味噌粉末（正確には塩を含まないも

のは味噌と呼ばない）を C3H/HeN マウスに投与す

ると，脾臓中の免疫関連細胞である IL-12+CD11b+

細胞，CD49b+ 細胞が増えることが示されていた1)。

CD49+ 細胞は主に自然免疫系の NK 細胞と考えられ，

大豆に含まれる成分が直接 NK 細胞の活性化に関わっ

ている可能性が考えられた。そこで，前年度に味噌

の原料である大豆に含まれる成分として，イソフラ

ボン類の一種のゲニステインに着目し，NK 細胞株

KHYG-1 の白血病細胞株 K562 に対する傷害性で評

価する系2) で検討したが，残念ながら NK 細胞の直

接的な活性化は見られなかった。また本年は，大豆の

主要なもう一つのイソフラボンであるダイゼインにつ

いても同様の実験を行ったが，ゲニステインと同様に

活性化は見られなかった（図２）。そこで，無塩味噌

粉末で IL-12+CD11b+ 細胞が増加することに着目し，

CD11b+ 細胞に分類されるマクロファージや樹状細胞

からの，NK 活性化因子である IL-12 の分泌を促進

することで，大豆イソフラボンが間接的に NK 細胞

を活性化する可能性について検討することにした。今

回は，信州大学の中村宗一郎教授らが開発した，単球

系の細胞株である THP-1 細胞を PMA と IL-4 で樹

状細胞様に分化させた細胞系で，オボアルブミン刺

激下での IL-12 産生に及ぼすイソフラボン類の効果

を検討した。なお，ポジティブコントロールとして

は，この論文で IL-12 産生誘導能が示されていたリン

ゴプロシアニジンを用いた3)。その結果，ダイゼイン

によって，樹状細胞様に分化した THP-1 細胞からの

IL-12 産生が促進されたが，ゲニステインにはその活

性がなかった（図１）。そこで，その他の大豆イソフ

ラボンであるグリシテイン，ならびに，ひよこ豆に多

く含まれるイソフラボンであるフォルモノネチン，バ

イオカニンＡについても IL-12 産生誘導能を観察し

たところ，フォルモノネチンにのみ活性が認められた

（図１）。イソフラボン類の構造と樹状細胞様の細胞か

らの IL-12 産生能との構造活性相関から，Ａ環の５

位に水酸基がないダイゼインやフォルモノネチンには

IL-12 産生促進能があるが，この位置に水酸基がある

ゲニステイン，バイオカニンＡでは活性がなくなるこ

とが分かった。また，ダイゼインのＡ環の６位にメト

キシ基が加わったグリシテインでは，ダイゼインで見

られた活性が消失することが明らかになった（表１）。

ダイゼインやフォルモノネチンは何に作用して IL-12

の産生を促進するかについては今後の検討課題であ

る。Ａ環の５位に水酸基があるゲニステインも，この

位置に水酸基がないダイゼイン（表１）も，例えばエ

ストロゲン受容体（ER）（特に ERβ）を介して，エ

ストロゲン様の活性を示すことが知られており4)，こ

の樹状細胞様の細胞からの IL-12 産生誘導では，ダ

イゼインは IL-12 産生誘導活性があるものの，ゲニ

ステインには活性が見られないのとは全く対照的であ

り，IL-12 産生誘導に関わるダイゼインの標的はエス

トロゲン受容体とは異なるのではないかと予想され

る。
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図２．NK活性に対するイソフラボン類の効果
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ない。（ｎ＝３）
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　IL-12 は NK 細胞活性化因子として知られている

ため5)，本研究では大豆イソフラボンのダイゼインが，

樹状細胞などからの IL-12 の産生を誘導することで，

自然免疫系の NK 細胞を活性化して，がん予防につ

ながる可能性が示唆された。IL-12 は Th1 細胞を増

やす形で，腸管の Th1/Th2 バランスを制御すること

で，アレルギーの制御に関わっている可能性が示唆さ

れており6)，ダイゼインによる，IL-12 の産生制御は，

腸管免疫系の制御にも重要なのかも知れない。
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Ⅰ　緒言

　亜鉛はヒトの健康や栄養バランスの維持に重要な必

須微量元素であり，欠乏すると味覚異常，免疫機能低

下および創傷治癒力低下等を招くなど人体に重篤な影

響を与える1)。最近の試算では，世界人口の実に 25％

が亜鉛欠乏傾向にあるとの報告2), 3) があり，亜鉛欠乏

を予防することは，健康社会の実現のため重要な要素

のーつとなっている。このことから，平成14年に厚生

労働省が栄養機能食品成分として亜鉛を追加し，また，

平成16年には文部科学省により給食中亜鉛含量の目標

値を設定するなど，国による対策も講じられている。

　我が国の食事摂取基準においては，一日あたり成人

男性は 10 mg，女性は 8 mg（妊婦や授乳婦は数 mg

の付加）の亜鉛を摂取することが推奨されている4) が，

現状では充足されていない。また，通常の食事に含ま

れる亜鉛の消化管での吸収効率は 30％前後と低い5)。

したがって，必要量の亜鉛を充足させるには食事中の

亜鉛量を高めることや，消化管での亜鉛吸収効率を高

めることが要求される。

　亜鉛を多量に含む代表的な食材は，牡蠣，ホヤなど

魚介類や豚レバーなどの動物性食品があげられるが，

これらは日本人の食生活習慣から日常的に摂取するこ

とが難しい。また，植物性食品では豆類や種実類に比

較的多く，特に大豆は乾燥重量 100 g あたり 3.2 mg

含まれ，牛や鶏のレバーに匹敵することから，亜鉛供

給素材として期待される。

　しかし，植物性食品である大豆には，亜鉛をはじ

め，カルシウム，鉄，銅などの必須ミネラルの吸収を

阻害するフィチン酸が多く含まれていること6) が知ら

れており，吸収率を高めるためには，フィチン酸を十

分に取り除くことが不可欠である。実際に，塩酸抽出

等によりフィチン酸が除去された分離大豆タンパク質

では，亜鉛の吸収効率が改善されることが報告されて

いる7)。

　大豆発酵食品では，フィチン酸は発酵過程中に微生

物が持つフィチン酸分解酵素（フィターゼ）により分

解されることが報告8) されており，優れた亜鉛供給食

品として期待される。味噌では，主に麹由来のフィター

ゼが大豆中のフィチン酸に作用し，これを分解するこ

とが示唆されている9) が，フィチン酸の分解に関与す

るフィターゼの種類が特定されていない。そこで，本

研究では味噌および原料中のフィターゼを精製し，幾

つかの化学的性質を明らかにするとともに，味噌の試

作をとおして効果的なフィチン酸低減化技術に繋がる

基礎データの取得を目指した。
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Ⅱ　味噌および味噌原料のフィターゼ活性

１．目的

　味噌のフィチン酸含有量が他の大豆製品と比較して

少ないことは幾つかの報告9), 10) があり，フィターゼの

関与が示唆されている。麹のフィターゼについては

Fujita らの報告があり，麹の液体培養物からフィター

ゼを見出し，特性を調べている11)。一方，味噌は麹の

ほか，大豆も原料としており，大豆からもフィターゼ

が分離されている12)。また，麹の原料である米由来フィ

ターゼに関する報告も出されている13)。味噌の原料で

ある大豆や米は蒸煮処理を行うことから，酵素はほぼ

失活していると考えられるが，味噌におけるフィター

ゼの由来は明らかにされていない。

　そこで，本実験では味噌とその原料である大豆，米，

麹のフィターゼ活性を調べるとともに，味噌の原料で

ある米および大豆については蒸煮前後のフィターゼ活

性についても調べた。

　

２．実験方法

１）粗酵素液の調製

　大豆（道産大豆「ユキホマレ」）および米（市販の

食用米）は一晩，2.5 倍量の水に浸漬した。蒸煮は

オートクレーブで 95℃，30分間で行った。余分な水

分を除き，氷冷した抽出バッファー（20 mM CaCl2, 

1 mM DTT，1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride 

を含む 100 mM 酢酸緩衝液，pH 5.5）を加え，ホモ

ジナイザーで破砕した。米麹（市販の味噌用）およ

び味噌（試験試作したもの）は同抽出バッファーを

加え，同様に破砕した。全てのサンプルは遠心分離

（10,000 rpm，20分，4 ℃）し，上清を回収した。得

られた上清は 50mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.2）

で透析し，これを粗酵素液とした。

　

２）タンパク質量の測定

　粗酵素液のタンパク質は Bradford 試薬（TaKaRa 

Bradford Protein Assay Kit，タカラバイオ）を用い，

試薬に添付された説明書に準じて測定した。BSA 標

準溶液の検量線から濃度を求めた。

３）フィターゼ活性の測定

　2 mM フィチン酸を含む 20 mM 酢酸緩衝液（pH 

5.2）に同量の粗酵素液を加え，40℃，60分間インキュ

ベーションした。生成した無機リン酸をホスファ C-

テストワコー（和光純薬工業）にて，試薬に添付され

た説明書に準じて定量した。フィターゼ活性は１分間

に 1µM のリン酸の生成する酵素量を 1 U と定義した。

　

３．結果および考察

米，大豆，麹および味噌（３点）は全てフィターゼ活

性を有していた（図１）。しかし，米は蒸煮すること

で活性が減少し，大豆はほぼ活性を失った。麹は高い

活性を有していた。３点の味噌については，活性に約

３倍の差が見られた。

　これらの結果から，味噌のフィターゼ活性は主に麹

由来であろうと推察されるが，米由来フィターゼが残

存している可能性も考えられる。

　

　

Ⅲ
　

味噌および味噌原料のフィターゼ精製

１．目的 

　味噌のフィターゼ活性は，主に麹由来であろうと推

察されたが，米由来フィターゼが残存している可能性

も考えられた。したがって，味噌の含まれるフィター

ゼの由来を明らかにするには，味噌のフィターゼを精

製するとともに，大豆や麹等の原料由来フィターゼを

精製し，その性質を比較する必要がある。そこで，本

実験では味噌および大豆，米，麹からフィターゼの精

製を試みた。

　

２．実験方法

１）サンプル

　大豆（道産大豆「ユキホマレ」），米はタンパク質の

多い玄米（道産米「ゆきぴりか」），麹は生麹（北海道

味噌株式会社）を用いた。味噌は蒸煮後の大豆に米麹

（10割）と食塩（終濃度 12％）を加え，８日間，30℃

で発酵させた発酵初期段階のものを用いた。これは，

味噌では発酵経過とともにタンパク質が分解され，低
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分子化することが示されている14) ことから，当初の

フィターゼに近い構造を維持しているものを調べるた

め比較的短期間発酵した味噌を用いることとした。

　

２）フィターゼの精製

　Ⅱ２．１）に記した手順で粗酵素液を調製し，これ

に硫酸アンモニウムを 80％飽和として加え，沈殿を

20 mM 酢酸緩衝液（pH5.2）に溶解し , 同緩衝液に

対して24時間透析した。透析後，Toyoperl DEAE-

650 M イオン交換クロマトグラフィー（東ソー），

Toyoperl SP-650 M イオン交換クロマトグラフィー

（東ソー），Toyoperl HW55S ゲル濾過クロマトグラ

フィー（東ソー），ConA アフィニティークロマトグ

ラフィー（アガロース固定化ゲル，J-オイルミルズ）

の手順で精製した。各フラクションについて，280 

nm の吸光度およびフィターゼ活性を測定した。

　クロマトグラフィー後のフィターゼ活性画分は必要

に応じてアミコンウルトラ（10 K，Merck Millipore）

を用いて濃縮した。

　

３）タンパク質量およびフィターゼ活性の測定

　Ⅱ２．２）および３）を参照のこと。
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上から大豆，玄米，麹および味噌由来フィターゼのクロマトグラム，●；280 nm吸光度， ；フィターゼ活性
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４）SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動

　電気泳動はコンパクト PAGE・ツイン-R（アトー）

を使い，泳動ゲルは c-パジェル（ゲル濃度：5-20％，

アトー），タンパク質染色はクマシーブリリアントブ

ルー（イージーステインアクア，アトー）を用いて行っ

た。分子量マーカーは SDS-PAGE 用イージースタン

ダード（アトー）を用いた。

　

３．結果および考察

１）DEAE-650M イオン交換クロマトグラフィー

　DEAE-650 M イオン交換クロマトグラフィー（5.0

× 12.5 cm，250 mL）は 20 mM Tris - HCl 緩衝液（pH 

8.0）で平衡化し，非吸着画分は同緩衝液で溶出（50 

mL/ 画分）した。吸着画分は 0.2 ～ 0.6 M NaCl の直

線濃度勾配（500 mL）で溶出（１分 / 画分）した（図

２）。玄米のフィターゼ活性は吸着画分のフラクショ

ン No.25-26 にピークがあった。大豆，麹および味噌

の各フィターゼ活性はほぼ同様に吸着画分のフラク
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図３．SP-650Mイオン交換クロマトグラフィーによるフィターゼの精製
上から大豆，玄米，麹および味噌由来フィターゼのクロマトグラム，●；280 nm吸光度， ；フィターゼ活性
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ション No.28-30 にピークがあった。それぞれの最大

活性フラクションを集め，次のクロマトグラフィーに

供した。

　

２）SP-650M イオン交換クロマトグラフィー

　SP-650 M イオン交換クロマトグラフィー（5.0 × 12.5 

cm，250 mL）は 20 mM 酢酸緩衝液（pH5.2）で平

衡化し，非吸着画分は同緩衝液で溶出（50 mL/ 画分）

した。吸着画分は０～ 0.6 M NaCl の直線濃度勾配

（500 mL）で溶出（１分 / 画分）した（図３）。玄米

由来フィターゼは吸着画分の No.28-29 と No.62-63

にピークがあった（それぞれ玄米 - 1 ，玄米 - 2 とする）。

一方，大豆，麹および味噌の各フィターゼ活性は非吸

着画分にピークがあった。それぞれの最大活性フラク

ションを集め，次のクロマトグラフィーに供した。

３）HW55S ゲル濾過クロマトグラフィー

　HW55S ゲル濾過クロマトグラフィー（2.5 × 102 

cm，500 mL）は 0.5 M NaCl を含む 20 mM 酢酸緩衝

液（pH5.2）で平衡化し，供試試料は同緩衝液で溶出（20

分 / 画分）した（図４）。玄米 - 1 ，大豆，麹および

味噌由来フィターゼ活性はフラクション No.50 付近

にピークがあった。玄米 - 2 のフィターゼ活性はフラ

クション No.53-54 にピークがあった。それぞれの最

大活性フラクションを集め，次のクロマトグラフィー

に供した。

　

４）ConA アフィニティークロマトグラフィー

　ConA アフィニティークロマトグラフィー（充填

量；1 mL）は TBS（トリス緩衝生理食塩水，pH7.4）

で平衡化し，非吸着画分は同溶液で溶出（5 mL，
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1 mL/ 画分）した。吸着画分は TBS に溶解した 0.2 M 

Methyl-α-D-glucoside で溶出（5 mL，1 mL/ 画分）

した。大豆および玄米（本実験では玄米 - 1 を用いた）

由来フィターゼ活性は非吸着画分にあったが，麹およ

び味噌由来フィターゼ活性は吸着画分にあった（図

５）。

　味噌由来フィターゼの活性画分を集め，精製度を調

べるために SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動を

行った。アフィニティークロマトグラフィー後の精製

酵素は，ほぼ単一のバンドであり，分子量は約53,000

と推定された（図６）。

　

　

Ⅳ　味噌および味噌原料由来フィターゼの性質

１．目的 

　精製された味噌および味噌原料由来フィターゼの性

質として，分子量，pH 及び温度特異性を調べた。また，

味噌発酵過程での活性を想定して，味噌由来フィター

ゼの食塩およびアルコール耐性を調べた。
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図５．ConA アフィニティークロマトグラフィーによるフィターゼの精製
上左から大豆，玄米 - 1，麹および味噌由来フィターゼのクロマトグラム，●；280 nm吸光度， ；フィターゼ活性
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図６．味噌由来フィターゼの SDS-PAGE
（１）アフィニティークロマトグラフィー後，
（２）DEAE イオン交換クロマトグラフィー後，
（３）標準タンパク質
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２．実験方法

１）ゲル濾過による分子量測定

　Ⅲ３．３）のゲル濾過クロマトグラフィーで得られた

フィターゼ活性画分の溶出時間および標準タンパ

ク質の溶出時間から算出した。標準タンパク質は

Ovalbumin（44,000），Conalbumin（75,000），

Aldolase（158,000），Ferrit in（440,000），　

Thyroglobulin（669,000）とした。

　

２）pH 特異性

　フィターゼ活性の測定方法（Ⅱ２．３）を参照）に

従い行ったが，緩衝液はクエン酸 - クエン酸ナトリウ

ム（pH3.19-5.78），トリス - 塩酸（pH7.49）を用いた。

　

３）温度特異性

　フィターゼ活性の測定方法に従い行ったが，イン

キュベーション温度は 30 ～ 60℃の 10 ℃刻みとした。

　

４）食塩およびアルコール耐性

　フィターゼ活性の測定方法に従い行ったが，酵素反

応液に食塩（終濃度０，２，５，10，15 ％）またはエ

タノール（終濃度０，２，５，10，15％）を添加した。

３．結果および考察

１）ゲル濾過による分子量測定

　ゲル濾過クロマトグラフィーの溶出時間から玄米

-1，大豆，麹および味噌由来フィターゼの分子量はほ

ぼ同じであり，標準タンパク質の溶出時間との比較

から約55,000 と推定された。また，同様に米 - 2 は約

25,000 と推定された（図７）。
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２）pH および温度特異性

　DEAE イオン交換クロマトグラフィー後の部分精

製フィターゼを用いて pH および温度特異性を調べ

た。大豆および玄米由来フィターゼの至適 pH は約

4.5，麹および味噌由来フィターゼの至適 pH は約5.5

であった（図８）。味噌の pH は 5.5 前後である15) こ

とから，麹由来フィターゼは効果的に作用すると考え

られる。

　同様に各フィターゼの温度特異性を調べた。至適温

度は全由来フィターゼで 50℃前後であった（図９）。

味噌は一般的に 30℃前後で発酵させる16) ので，この

温度で麹由来フィターゼは高い活性を維持しており，
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十分に作用すると考えられる。

　以上のクロマトグラフィー精製，分子量，pH およ

び温度特異性などの結果は，先行文献11) - 13) で報告さ

れた各フィターゼとほぼ同様の特性を示した。味噌由

来フィターゼは麹由来フィターゼと特性が類似したこ

とから，麹に由来することが示された。

　

３）味噌由来フィターゼの食塩およびアルコール耐性

　味噌由来フィターゼは食塩およびアルコールの含有

量の増加とともに活性が低下したが，食塩濃度15％

で約60％，アルコール濃度 15％で約80％の活性を有

した（図10）。したがって，味噌の発酵過程において

十分に活性を保持し，フィチン酸の分解に効果のある

ことが示唆された。

　

　

Ⅴ　味噌試作とフィチン酸の低減化

１．目的

　味噌製造において，フィターゼ活性に基づいたフィ

チン酸の低減には発酵過程での pH，温度，食塩濃度

などフィターゼ活性の至適条件で発酵させるのが効果

的であろうと考えられる。しかしながら，味噌は伝統

的に地域や各メーカーで製法が決められており，これ

らの条件を変更するのは非常に難しいのが現状であ

る。

　そこで，本実験ではフィターゼ添加による米味噌の

試作をとおして，味噌発酵過程におけるフィチン酸量

の変化を調べ，フィターゼ添加の有効性を検討した。

　

２．実験方法

１）味噌の試作

　蒸煮後の大豆（道産大豆「ユキホマレ」）に米麹（10

割）と食塩（終濃度12％），さらに味噌由来フィター

ゼ（約10 U/g）または市販の小麦由来フィターゼ試

薬（約120 U/g ，Sigma）を加え 30 ℃，28日間の発

酵により試作した。コントロールはフィターゼ無添加

区とした。

　

２）フィチン酸

　フィチン酸量は試料を３％トリクロロ酢酸で抽出

し，Wade 試薬を用いる比色法にて測定した17)。

　

３）麹由来酵素液による小麦由来フィターゼの分解反

　　応

　麹由来酵素液は，Ⅲ２．２）に記した手順で硫安塩

析し，20 mM 酢酸緩衝液（pH5.2）に溶解し，同緩

衝液に対して透析したものを用いた。この麹由来酵素

液（たんぱく質量：1.5 mg/mL）に同量の 20 mM 酢

酸緩衝液（pH5.2）に溶解した小麦由来フィターゼ試

薬（ 1 mg/mL）を混和し，30℃で24時間インキュベー

ションした。

　

４）SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動

　Ⅲ２．４）を参照のこと。

　

３．実験結果および考察

　フィチン酸量は，フィターゼ無添加のコントロール

区を含めて発酵７日までに有意に減少した（図11）。

また，発酵７日では，小麦由来フィターゼ添加区がコ

ントロール区よりも減少傾向にあった。味噌由来フィ

ターゼ添加区では，フィターゼの添加量が少なかった
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図11．味噌試作におけるフィターゼ添加の影響
蒸煮大豆，麹（麹歩合10割），食塩（塩分濃度12％）に味噌由来フィターゼ（約10 U/g）または小麦由来フィター
ゼ試薬（約120 U/g）を加え混和後，30℃で28日間の発酵を行った。コントロールはフィターゼ未添加のもの。
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（手持ちが無かったため）ことから，コントロール区

との有意差はなかった。コントロール区および味噌由

来フィターゼ添加区では，21日間までフィチン酸量の

緩やかな減少傾向が見られ，小麦由来フィターゼ添加

区とほぼ同量となった。このことから，味噌発酵過程

において迅速なフィチン酸の低減にはフィターゼ添加

が有効であろうと考えられる。しかし，発酵７日以降

では小麦由来フィターゼの効果が認められなかった。

　コントロール区と小麦由来フィターゼ添加区につ

いて，図12 に発酵過程における可溶性タンパク質の

97200

66400

45000

29000

20100

14300

0Incubation time（ｈ）： 1 3 7 24 0 1 3 7 24 Ｗ Ｓ

Ammonium sulfate
fractionation from koji

Plus phytase
from wheat

図13．麹粗酵素液による小麦由来フィターゼの分解反応
Ｗ：小麦由来フィターゼ試薬薬（1mg/mL），Ｓ：標準タンパク質
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図12．味噌発酵過程における粗抽出液の SDS ゲル電気泳動パターン
Ｗ：小麦由来フィターゼ試薬，Ｓ：標準タンパク質
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SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動の結果を示し

た。発酵前には約15,000および約55,000にバンドが見

られた。発酵７日で，約15,000のバンドはほぼ消失し

たが，約55,000のバンドは発酵28日まで検出された。

小麦由来フィターゼ試薬の複数バンドは，発酵７日ま

でに全て検出限界以下に分解された。

　図13 に麹由来酵素液による小麦由来フィターゼ試

薬の分解反応の結果を示した。インキュベーション直

後（０時間の位置）には，薄いながらも小麦由来フィ

ターゼ試薬の複数バンドが見られたが，数時間のイン

キュベーション後には全てのバンドが検出限界以下ま

で分解された。一方，麹由来の約55,000付近に見られ

る主バンドは，時間経過とともに分解されたが，幾つ

かのバンドは24時間経過後も検出された。

　麹は高いプロテアーゼ活性を有し，60日間の味噌

発酵過程でも大きく活性が低下しないことが示されて

いる18)。したがって，小麦由来フィターゼは麹のプロ

テアーゼにより迅速に分解され，活性を消失したもの

と考えられる。一方，麹由来フィターゼはConAアフィ

ニティークロマトグラフィーに親和性を示したことか

ら糖タンパク質であることが示唆された。一般的に，

糖タンパク質は安定性に優れ，分解されにくいことが

知られている。本研究において，小麦由来フィターゼ

試薬は糖鎖染色法であるシッフ染色に反応しなかった

（データは示していない）ことから，糖鎖をもたない

タンパク質であろうと考えられる。これらのことから，

麹由来フィターゼは小麦由来フィターゼよりも長期間

にわたって活性を維持したと考えられるが，仮説の域

をでない。今後，麹由来フィターゼのプロテアーゼ抵

抗性や味噌発酵過程での挙動などに関する研究を進め

る必要がある。

　以上から，味噌製造において市販の小麦由来フィ

ターゼ試薬の添加は発酵初期では有効であるが，ある

程度の発酵期間で作用させるには麹由来フィターゼの

優位性が示唆され，今後の研究の進展に期待するとこ

ろである。特に，味噌発酵過程でのフィチン酸低減化

には，高フィターゼ活性を有する新たな種麹菌株の開

発が望まれる。

　

　

Ⅵ　まとめ

　味噌およびその原料である大豆，米，麹のフィター

ゼを各種クロマトグラフィーにより精製し，幾つかの

性質を調べた。味噌から精製されたフィターゼは，分

子量55,000，至適 pH 5.5，至適温度50 ℃であり，同

様に精製した麹のフィターゼと類似した特性を有して

いたことから，麹由来であることが示された。また，

味噌製造におけるフィチン酸の低減化にはフィターゼ

活性を高めることが有効であり，特に，麹由来フィター

ゼが効果的であると推察された。
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