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短鎖分岐脂肪酸非生 産納豆 菌の 取得 と低臭納豆 へ の 利用
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　納豆 は、短鎖分岐脂肪酸 （イ ソ 酪 酸、2一メ チ ル 酪酸、イ ソ 占草酸）を含有 し て い る e 我 々 は 、低臭納豆 の 商

品化 をお こ な う に あ た り、短鎖 分岐脂 肪 酸 が 納 豆 の 気 に な る臭い の 原因と な っ て い るとの 仮説 を立 て 、短 鎖

分岐脂肪酸低 含有納豆 の 開発を試み た 。ロ イ シ ン 脱水素酵素活性を欠損させ た納豆菌は、短鎖分岐脂肪酸

生成能を欠失 し て い た 。こ の 納 豆 菌を 用 い て 製造 し た納豆 は 、短鎖分岐 脂肪酸 をほ とん ど含有せ ず、か つ 、
低臭納 豆と して の品質を備えて い た。本納 豆菌を用 い た納豆 は、低臭納 豆と して 商品化 され、主力製品 に 育 っ

て い る、，

キーワー ド ：納豆、納豆 菌、短鎖分岐脂肪酸、低臭納豆、育種

は じめ に

　 現在 、日本に は約 720 社の納豆 メ
ー

カ
ー

があ り、

1万種類以 ヒの 納豆 が 存在す る。消費者は 、こ れ ら

の 多種 多様 な納豆 か ら自分の 好み に あ っ た 納豆 を自

由に選んで 食べ る こ とが で き る はずで あ る。しか し、

独特の 臭い お よび糸引 きとい う納豆 その もの が持つ

強烈 な個性 を前 に す ると、個 々 の 納豆 が持 つ 個性な

どな い に等 し い もの と な る。そ の た め、他 の 納豆 に

対 して差別化 され た 品質 を有す る 納豆 は 事実上存在

し なか っ た。消費者は そ の こ と 、即 ち 「納豆 は皆同

じ」である こ と、を良く知 っ て お り、もっ ぱら量 と

値段 だ け で 納 豆 を選 ん で 購 入 し て い た
。

　我 々 は 、納豆 の 新製品を開発する に あ た り、差別化

された品質 を有する納豆 を開発す る こ と を 目 標 と し

た 。 そ して 、納豆 の 最 も大 きな特 徴の
一

つ で あ る

「臭 い 」を ターゲ ッ トと し た差別化商品 の 開発 を試

み た ，，

　本総説 で は 、納豆の 商品開発 に つ い て理 解する助

け と な るよ う に 、納豆製造工程お よび納豆菌につ い

て の 基本的な事項を概説 し、その 後本論の 低臭納豆

の 開発事例に つ い て 述 べ る。
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1．納豆の
一

般知識

1．1，納豆 の 製造工 程

　納豆 の 製造は 、大豆 の 選 別 → 大豆 の 浸漬、蒸煮 →

納豆菌の 噴霧、盛り込み → 発酵、熟成→検査、包装、

出荷 とい う流れ で 行 われ る。以 ド、各工 程 に つ い て

簡単 に 説明す る。

1．1．1 大 豆 の 選 別

　納豆 の 原料は 、大豆 と納 豆菌で あ り、納豆菌を発酵

の 道具と考え る な らば、大豆 は 唯
一・の 原料と 言 え る。

大豆 は、一
部国産 の もの も使わ れ て い るが 、その ほ

とん どは 、米国、中国等 か らの 輸入品 で あ る。納豆

生 産 に 適 し た 大豆 は 、一
搬 に 、糖分の 含有量 が 多く

て 、脂肪分 が少な い 品種 と い われ て い る。し か し、

あ る大豆 が 納豆生産 に適する か どうか は、納豆 を作 っ

て み な け れ ば分か ら な い と い うの が現 実 で あ る 。

多くの 大手 メ
ー

カ
ー

で は 、大 豆 の 質と 数量 を確保 す

るため に 、契約栽培を行 っ て い る，，

　原料と して 入荷 し た 大 豆は 、まず選別 に か け ら れ

る 。 選別に は大 きく2つ の 目的がある。そ の
一一一

つ は、

異物、不良 豆の 除去で あ る。代表的な 異物 に は 、石 、

植物の 種子等が あ り、不艮豆 に は、割れ豆、皮 、変色
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豆等 が ある．J 選別 の も う
一

つ の 目的 に 、大 きさの 選

別 が あ る、納豆 の 豆 は大き さ に より、大粒 （直径7．9

m 皿 以上）、中粒 （7，3−7，9mm ＞、小粒 （55−7，3　nm 】）、

極小粒 （4，9−55mm ）に分類 される
1｝
。現在は、ご飯

と 緒 に食べ たときに 良 くあう とい う理由で 、小粒、

極小粒が 主流と な っ て い る、

1．1．2 大 豆 の 浸漬 、蒸煮

　乾物 の 豆 は 、水に浸漬 し で 膨潤 させ られる。浸漬

は 、通常
一

晩程度 行われ、そ の 過程で 豆の 重量は、約

二 倍に なる。浸漬 が終 r し た納豆 は 、圧力 釜 で 蒸煮

される u

一
般に は、2−4俵 （240−480kg）の 容量を持

つ 釜 が 使用 され る。

　浸漬を長く行 うと、V
’
cは軟 らか く煮 ヒが る。ま た 、

蒸煮時間 を長 く、圧力を高くする と豆は軟 らか く煮

Eが る
一

方 で 、煮豆 の 色が濃 くなる。煮豆 の 硬 さ、

色 をどの 程度 に 仕上 げる か は 、最終的な納 豆の 品質

と相談 して 決定 され る、

1．1．3 納豆 菌の 噴霧 、盛り込 み

　か つ て は、納豆 の 発酵に は、藁に つ い て い る納豆菌

が 種菌 と し て使用 さ れ て い た。し か し 、現 在は 、品質

を安定 させ るた め、純粋培養 し た納豆菌が種菌 と し

て 用 い られ て い る。種 菌 は 、蒸煮 し た煮豆 に 、1，000

− IO，OOO／g 程 度噴霧 され る 。 種菌が噴霧 され た 煮豆

は 、PSP ト レ イ や紙 カ ッ プ等の容器に充填され （盛

り込まれ）、更 に 、た れ、か ら し等 の添付物が投入 さ

れ た後、発酵室へ と運ばれ る。 容器 へ の 盛 り込 み を

発酵前 に 行 なうの は 、発酵 し た納豆 を容器 に 充填 す

る こ と が困難なためで ある。

1．1．4 発酵、熟成

　発酵 は 、35℃ −40℃ で お よそ
一

晩行 われ 、こ の 間

に納豆菌は 1× IOL，】個／g 程度 まで 増加す る。発酵が

進む と、煮豆 は納豆 に変化する。発酵 が不十分だ と

糸引きが弱 くなり、 長 く発酵 しす ぎ る と、ア ン モ ニ

ア が発生 し異臭 の 原因 と なる。どの程度で 発酵 を終

rす る か は 、品 質 を見な が ら決定す る こ と と な る。

　発酵 が 終 了す る と、納豆 は 室 か ら出 され て 、冷蔵

庫で 熟成 さ れ る。熟成 は 、通常1日 か ら数 日行 われ

る 。室出 し直後 の 納 豆 は、非常 に 生臭 い 感 じの 臭 い

がするが、熟成する こ とによ り臭 い が落ち着い て く

る。こ の 間 の成分の 変化に つ い て は、知見 は な い 。

1．1．5 検査、包装、出荷

　発酵が終了 し た納豆 は、品質検 査 に供 され る 、 検

査項目 は、官能検査 に よ る納 豆 と して の 品 質 の 確認 、

菌検査に よる雑菌汚染の 有無の 確認 、揮発 ア ン モ ニ

ア の 測 定 等 が あ る。また 、特殊な例 と し て は 、我 々

ミツ カ ン グル
ーブか ら発売 して い る 特定保健用食品

で あ る ビ タ ミ ン K2 高含有納豆 の ビ タ ミ ン K2 含量

の 検査 が あ る。

　検査 に合格 し た納豆 は 、二次的な発酵を防 ぐた め

低温下 （15℃）で 包装さ れ た 後、出荷 される．出荷

後は 、品質保持の ため 10℃以下 で 流通 され る 。

1．2，納豆菌 に つ い て

　納 豆は、大 豆 の 煮豆 を納豆 菌 で 発酵す る こ とに よっ

て 作られる。従 っ て 、納豆菌は、納豆 の 品質を左右す

る最も重要な因子 の
一
つ で あ る．そ こ で 、納豆菌に

つ い て 簡単に解説する 。

1．2．1 分類

　納豆菌は 、分類学的に は枯草菌 〔Bacillus　subtilis ）

に 属す る。枯草菌は 、そ の名の 通り、枯れ草 、稲 わ ら

等に 存在す る非常 に一
般的な細菌で あ る。日本 で は、

北海道大学の 沢村博士 が 、納豆菌 の 純粋培養を行い 、

Bacillus　natto ．　var．　Sawamura と命名 し た と い う歴 史

的 な 経緯 が あ り、納豆菌 と枯草菌は区別 して 扱われ

る こ とが多い
）゚

p しか し納豆菌 と枯草菌に は、分類学

上意味 が あ る よ う な違い は な い 。あえて 違 い を述 べ

る とすれ ば、ネバ ネバ 、即 ち γ
ポ リグ ル タ ミ ン 酸を

菌体外 に 大量作る と い う点 で 納豆 菌は、普通 の 枯草

菌 と異な る、，ま た 、生 育に ビ オ チ ン を要求す る 点 も

一
つ の違 い と され て い る

9〕。

　　
・
方、納豆菌が、分類学 上枯草菌に 属する と い う

事実は 、納豆菌の 育種改良を行う上では非常 に 重要

で あ る。とい うの は 、納豆 は 日本独特の 食品 で ある

た め 、納豆菌を研究 対象と して 扱 っ て い る研究 者の

数 が限 られ て お り、納豆菌に関する研究知見 も限ら

れ た もの とな っ て い る 。 そ れ に対 し て、枯草菌 は代

表 的 なグ ラ ム 陽性細菌と して 世界中で 遺伝学的 、生

化学的な研究の 対象と され て お り、納豆菌 と は 比較

に な らな い 量 の研究知見が存在する 。 納 豆菌の育種

改良を行 う に あ た っ て は 、こ れ ら の 枯草菌に関 し て

存在す る遺伝学的、生化学的知見が非常に役立つ 。
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1．2．2 胞子

　枯草菌は、胞子 を作 るとい う特徴を持つ 。当然、

納豆菌も胞子を作る。納 豆の 中に い る納豆菌は 、栄

養細胞 と呼ばれ る活動中の細胞で ある、栄養細胞は、

そ の 活動に 必要な栄 養 が 維持 で きなくな る と胞 r一に
な る。胞 子は 、休眠 中 の 細胞 で あ り、い わば種の 状態

とい え る 。 胞子 は 、熱 に 強 く安定 で あ るの で 、1〔〕0℃

近 い 高温 の 煮 臣 に か け て も死 なず、冷暗所で 簡単に

保管で き るの で 、納 駐の 製造 に種菌と して 使われ る。

1．2，3 納豆製造 に お け る納豆菌の 働 き

　納豆製造 に お け る納豆菌の 働 きは 、煮 豆 を納 豆 に

変 え る こ と に あ る。こ の 過程、即ち発酵中に 、煮 豆

に 含 まれ る糖、タ ン パ 久 核酸等 の 成 分が、ネバ 、旨味

成分、ビ タ ミン K2 、ナ ッ トウ キ ナ
ーゼ とい っ た納

豆独特 の 栄養素や 、ジ ア セ チ ル 、ビ ラ ジ ン、短鎖分

岐脂肪酸等 の 臭い の 成 分 に変換 され る
IS ／

。

　納 豆菌が異な る と納豆 の 品質 も変わ る。従 っ て 、

納豆菌の 種類を変 え た り納豆 菌を改良す る こ と に よ っ

て 納豆の 品質を変える こ とが で き る、この こ と よ り、

納豆 の 商品開発 に おい て納豆菌の 選択 や 改良は非常

に 有効な 手段だ と言 える。

3．低臭納豆 の 開発

　以 ド、 我々 が 行っ た納豆 商品開発 の 事例 に つ い て

述べ る。

3．1 納豆 市場の 特徴

　まず、納 寝の 商品開発 を行 う上 で 、納豆市場の 特

徴 を把握する こ と は重要な事項で あ る。図 1は 、納

豆 の 購 入理由につ い て の調査結果で あ 6 ，、納豆 の 購

入理由をマ ル チ ア ン サ
ー

形式 （選択肢か ら該当す る

もの を幾つ で も選ぶ ）で質問す ると、「お い しい 、1、
「体に よ い 」、「安い 」、「手軽」、「家族が好 き」 と多

くの 理 由 が 出て くる が 、シ ン グ ル ア ン サ
ー
形式 （選

択肢か ら該当する もの を 1つ だけ選 ぶ ）で は、「体 に

よい 」が圧倒的 に 高い 。こ の 結果 か ら、納豆 は体に

よ い と い う理由で購入 され る、健康 イ メ
ージ食品 で

ある と分 か る u こ れ は 、納豆 市場 の 大 きな特微の 一

つ で ある。

　図2は 、納豆 の購入銘柄 に 関す る 調査結果で あ る，、

半分以 ヒの 人が購入する銘柄をきめてお らず、い つ

も同 じ銘柄に決め て い るひ と は、わずか に 6％ で あっ

た。こ の 結 果か ら．消費 者の 「納豆 は皆同じで 品質

に 大差 が な い 」とい う意識が浮 き彫 りに な っ て くる。

納 豆購入 理由 （1999年10月　東阪名 ；N ＝450）

100．09c．

8u．D％

皺 圜
21

：諏
　　　おい しい 　　体に良い 　　価格が 安い 　f’軽だか ら　家族が好 き　習慣 だか ら

　　　か ら　　　　 か ら　　　　か ら　　　　　　　　　　 だか ら

図1 納豆 の 購入理由。

　　 MA ：マ ル チ ア ン サ ー、　 SA：シ ン グル ア ン サ ー

納豆 の 銘柄決 定率 （首都圏 99年 11月 N・151）

決定有無
決 め て い る

　 45％
決め て い な い

　 　 55％

主に 1銘柄 と他の 1〜2銘 柄

図2 納豆 の 購入銘柄v
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また、その 結果起 こ る 「値段の安い もの を買 う」 と

い う消費者の行動が予測 され る。

　図3は、都道府 県県庁所在地に お け る
一

世体 当 た

りの 納豆購入 金額 を示 した もの であ る
コト

c 良く知 ら

れ て い る よ う に 、近畿地区を中心 と し た西日本で 消

費が 少な く、関東、東北で消費量 が多 く、全国的に

食 され るよ うに な っ た 今日に お い て も納豆 が 地域色

の 強 い 食品で ある こ と が 分 か る、西 日本 で 消費量 の

少 な い 理由は 、本来食習慣が な か っ た と い う こ と も

あ る が、納豆 の 臭 い が大 き な障壁に な っ てい る こ と

は 周知 の 通りで あ る。

　以 トの よ うな納豆市場 の 特徴をふ まえ、納豆 の 商

品開発を行 う に あ た っ て 以 下の ような方針を立 て た。

　まず、商品の 切 り口 と し て は 、西日本に 多く存在

する と考 え ら れ る 「体に い い の で 納豆 を食べ た い の

だが 、臭 い が 苦手」と い う人 を対 象と した低臭納豆

と した 。ま た、従来の 納豆 に対 して 差別化され た品

質 を有する、即ち、明らか に臭 い が 少 な い と 分 か る

納豆を開発す る こ とに 目標を置い た。さらに、臭 い

が少 な い 機構 が わ か りやすく語れ る、セ ー
ル ス ト

ー

ク が作 りや すい 手段で低臭納豆 を実現するこ とに 留

意 し た 。

3．2 納 豆の香気成分

　納豆臭の 原因物質と して は、ア セ トイ ン 、ジ ァ セ

チ ル 、短鎖分岐 脂肪酸、ピ ラ ジ ン 類、ア ン モ ニ ァ 等

が報告されて 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
3
  低

臭納豆 の 開発を目的と し た研究は 過去 に もな さ れ て

おり複数 の特許出願がな され て い る が、それ らの 研

究は いずれ もア ン モ ニ ア を発生 し に くい 納豆 菌を開

発する と い う r法を と っ て い る。し か し、ア ン モ ニ

ア臭は 、適正 な条件で 発酵 し た納豆 で は ほ と ん ど問

題 に な らな い 、，ア ン モ ニ ア は 、発酵管理正 しく行わ

れずに過発酵に な っ た り、製造後 の 保存状態が悪 く

品温 が ⊥ 昇し て 2次 発酵が起 こ っ た場合に大量 に発

生 し、ク レ
ー

ム の 原 因と な る 。 従 っ て 、ア ン モ ニ ア

臭が し な い と い う品質は、納豆 が 本来備え て い るべ

き基本的 な品質 で あり、他 の 納豆 に対 し て 差別化 で

き る 品質と は い え ない c その た め 、我々 は 、ア ン モ

ニ ア非生産 菌の 開発 と い う手法 は と ら な か っ た 、

　我 々 は ．納豆 の 揮発性成分中で も、短鎖分岐脂肪

酸、特 に イ ソ 酪酸 、イ ソ 吉草酸 、2一メ チ ル 酪酸に着

口 し、その低含有納豆 を開発す る こ と と し た 。 理由

は 、い ずれ も非常に 強 い か つ
一

般 に は不快 とされ る

臭 い の す る化合物だ か らで あ る。また 、その 于段と

して 、短鎖分岐 脂肪酸 を生産 し な い 納豆菌を開 発す

る とい う方法を とっ た 、、

3．3 短鎖分 岐脂肪酸非生産株 の取得

　納豆菌の イ ソ 酪酸 、イ ソ 吉草酸、2メ チ ル 酪 酸の

生 合成系に つ い て は 明 ら か に な っ て い な い が 、分岐

脂肪酸の 合成 系
IL”

を介 し て バ リ ン 、ロ イ シ ン 、イ

ソ ロ イ シ ン か ら合成 さ れ た イ ソ プ チ リ ル ーCoA 、イ

ソ バ レ リル ーCoA 、2一メ チル ブ チ リル ーCoA が 加 水分

解さ れ て 生 じ る と推定される （図4）e

　枯草菌 に お い て は、分岐 ア ミ ノ 酸の 酸化的脱ア ミ

ノ 反応 に は ロ イ シ ン 脱水素酵素お よび分岐 ア ミ ノ 酸

ア ミ ノ トラ ン ス フ ェ ラーゼ が関与 して い る と報告 さ

れ て い る
1T｝。我 々 は、まず この 反応 に 関与す る酵素

の 同定 を行 っ た。

「
図3 都道府県県庁所在地 に お ける

一世体当た りの 納豆購入 金額 
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短鎖分岐脂肪酸非生 産納豆菌の 取得 と低臭納 豆へ の 利 用

3．3．1 分岐 ア ミ ノ 酸 ア ミノ トラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ 遺伝

　　 子 お よび ロ イシ ン 脱水素酵素遺伝子挿入変異

　　 株の 分離

　 ロ イ シ ン 脱 水素酵素 と分岐ア ミ ノ 酸 ア ミ ノ トラ ン

ス フ ェ ラ ーゼ の 短鎖分岐脂肪酸生合成 へ の 関与 を調

べ る た め に 、両酵素遺伝子 の 破壊株の 取得を試み た。

手法と して は 、枯 草菌 に お い て 用 い ら れ て い る相同

組み換 え法 を用 い た。納豆菌 r22 株の 分岐ア ミ ノ 酸

ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ 遺 伝子 を破壊 し た株

（ywaA 　1）と、ロ イ シ ン脱水素酵素遺伝子 を破壊 し

た 株 （yqiTl）をそれぞれ取得し た （図5」。

そ の 納 豆品質が 劣る、そ こ で 、Stahlら の 報告 し て

い る相 同組 み 換え に よ る欠失変異株 の 取得 法
1コ1／

お

よび永井 らの 開発 し た納豆菌 フ ァ
ー

ジ φBNIOO を

用 い た形質導入 法
13．

を利用 し、0 −2 株 の ロ イ シ ン

脱水素酵素遺伝 子欠失変 異株 B2 を取得 し た．　 B2

株 は、ロ イ シ ン 脱水素酵素遺伝子 ほ ぼ 中央部 に存在

す る 237bp の Ecc丿RV 断 片を欠 失 し て お り（図5）、

yqiTl 株 と 同 様に ロ イ シ ン 脱 水素酵 素活性を欠失 し

て い る（表2）、，しか し、yqiT1 株と異な り．ベ ク タ ー

（pHG399 および pHY300PLK ）由来 の 外来遺伝子 は

含まな い （図 5）。

3．3，2 分岐 ア ミ ノ 酸 ア ミ ノ トラ ン ス フ ェ ラ ーゼ 遺伝

　　 子 お よび ロ イ シ ン 脱水素 酵素遺伝子挿入変異

　　 株 の 短 鎖分 岐 脂 肪 酸 生 産能

　分岐 ア ミ ノ 酸 ア ミ ノ トラ ン ス フ ェ ラ ーゼ遺伝子 お

よび ロ イ シ ン脱水素酵素遺伝子 の 破壊が短鎖分岐脂

肪酸 の 生産 に 及ぼす影響を調 べ る ため 、両破壊株の

短鎖分岐脂肪酸生産能 を調 べ た 。

　親株の r22 株、　ywaAl 株お よび yqiTl 株を 100ml

ブ イ ヨ ン培 地 （ywaAI 株お よび yqiTl 株の 培地 に は

2mg ！lの テ トラ サ イ ク リ ン を添加）を含む 500ml坂

ロ フ ラ ス コ で 37℃ 、24時間培養 し、培養液の 遠心

上清液中 の 短鎖分 岐 脂 肪酸量 を測定 し た。

　その 結果 、ywaAl 株 は親株で あ る r22 株と同等の

短 鎖分岐 脂肪 酸 を培地 中 に 生 産 し た の に 対 し 、

yqiTl 株は r22 株 の 115以 ドしか 生産 し な か っ た （表1）。

　 こ の結果より、納豆菌に お い て は 、ロ イ シ ン 脱水

素酵素が短鎖分岐脂肪酸の 合成に お い て 分岐 ア ミノ

酸 の 酸化的脱 ア ミノ を行う主要な酵素 で あ る こ と が

判明 し た、

〔へ）
r22

yqiTl

ltto［｛丶　　 ｝．t・t、1｛x・

r／ ぢ 　ン 肢1
水哲酵索蹟1！、i1U

  Pi

1 じ・，RX．　 Lじ‘・臥 「．・≧二　　　 1〕］L3｛｝コou

1：c」、RVLq
〕Rk

B2

〔B ）

r22

1じlR 万 ゆ

　 　 　 トc／dlL
− ｝iΣ

　　　　↓駄

　 　 1凵L「〕k 、　　　1…coI ｛x
一

1「円 5

ltI，）ユ

ywaAl

争｝II漫 ア ミ ／醸「111，　t（素酵室遺 伝 1
’

1　　　　　　　　　　　　　　　　 116

一
pllSG／，，］O

3，3．3 ロ イ シン 脱水素酵素遺伝子欠失変異株 の 分離

　yqiTl 株は 、外来遺伝子 を含む遺伝子組み 換え菌

で あ る の で （図5）試食に供す る の に 適 さ な い 。また 、

r22 株 （0 −2株の形質転換効率 を上昇 させ た変異株）

は親株で ある0 −2 株 に 較 べ て、納豆種菌と し た場 合、

n t
　 　 　 1

’
etF｛　　　　 二11　　　　　　　　　　　　　 111り≧

図5　ロ イ シ ン 脱水 素酵素遺伝 了お よび分岐ア ミ ノ

　　 酸 ア ミ ノ トラ ン ス フ ェ ラーゼ の 破壊株の構築。

　　 （A ）納 豆菌 r22 ，yqiT1，B2 の ロ イシ ン 脱 水素酵素

　　 遺伝子 の 構造、

　　 （B）納 頃 菌 r22 、　 ywaA1 の 分岐ア ミ ノ 酸ア ミノ

　　 トラ ン ス フ ェ ラーゼ 遺 伝子 の構造 ，

　　 図 中の 数字 は
，各遺伝子 の 塩基番号。TetR ：テ

　　 トラ サ イ ク リ ン 耐性遺伝子。

R リ ン

L 一ロ イシ ン

L
ソ ロ イ シ ンー一

＞ 2一ケ トー3一メ チ ル 吉草酸 一一
＞ 2一メ チ ル プチ リル ーCoA − 一

＞ 2 一メ チ ル 酪 酸

2一ケ トイ ソ 吉草酸

2一ケ トイ ソ カ プ ロ ン 酸 イ ソパ レ リル ーCoA

　　　↓
分 岐 脂 肪 酸合成系

イ ソ ブ チ リル ーCoA　　　　　　　　　　　 イ ソ 酪 酸

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 イ ソ 吉草酸

図4　短鎖 分岐脂肪酸の 推定さ れ る合成経路。
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表1
脚
ロ イ シ ン脱 水素酵素遺伝子挿 入 変異株、

分岐 ア ミ ノ 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ーゼ 挿入 変

異株の 短鎖分岐脂肪酸 生 産 量 、

菌株

　　 無｛鎖分山攴脂肪酸 （lng ！1）

イソ 酪酸 　イ ソ 吉草酸　　合計

r22yqiTlywaAl

培地

91．822

．7125

．5

176．225

．8162

．7

268．048

．5288

．1

｛〕．3 3．1 3，4

ブ イ ヨ ン 培地、37℃ 、24時間振 と う培養．、

イソ 占草酸に は 2一メ チ ル 酪酸が 含まれ る 、

3．4 化学変異法に よる短 鎖分 岐脂肪酸非生産

　　株の取得

　 B2 株は異種 の 遺伝 子を含ま な い の で （図5）遺伝

子組 み 換 え菌で は な い 、、し か し、遺伝子組 み 換え技

術を用 い て 育種 し た 菌で あ る、遺伝 子 紐 み 換 え 食品

の 安全性や表示 の 問題 が 議論 を呼 ん で い る 今日の 状

況に お い て 、健康 イメ
ージ の 強 い 食品で あ る納 豆に

こ の ような納豆菌を用 い る こ と に 対 して 、消費 者の

理 解 が得ら れ る と は 考 えに くい ．

　その た め、通常の 突然変異法を用 い て 、同様 の ロ

イ シ ン 脱水素酵素 欠損株を 分離 し直し た．

3．3．4 ロ イシ ン脱水素酵素遺伝子 欠失変異株 を用 い

　　 て製造 し た 納 豆 の 評価

　B2 株を用 い て 製造 し た 納豆 の 短鎖分岐 脂肪酸 含

量を測定 した 、その 結果、親株 の 短鎖分岐脂肪酸生

産量 が 70．7mg ！100g 納豆 で あ っ た の に 対 し、　 B2 株

で 製造 し た 納豆 で IS　O．7mg 　／　100g納 豆で あ っ た （表3）。

こ の結果よ り、目的通 り B2 株 は 短鎖分岐脂肪酸を

ほ とんど生産 しな い こ と が確認で き、所期の 目的で

あ る短鎖分岐脂肪酸 低含有納 豆 の 生 産 が 可 能 に な っ

た1、

　B2株 を 用 い て 作 っ た 納豆 は 、親株 で あ る 0 −2 株

を用 い て 作 っ た納豆 と同等の 外観、糸引 き、昧、食

感等 の 品 質を有 し て お り、納豆 と し て 市販する に 足

りる品質を備え て い る と判断 され た ．

　
一

方臭い に関 しては、0 −2 株で 作 っ た納豆 と明ら

か な違い が認め られ、納豆 の 臭い が弱か っ た 。

　ま た 、44 人 の パ ネ ラ
ー

に よ り代表 的 な 市販納豆

菌で ある宮城野菌 で 作 っ た納豆 と の 比較 を官能試験

で行 っ た、、そ の 結 果、外観 、糸引 き 、食感、眛 と も

に B2 株 で 製造 し た 納 豆 は 宮 城野菌 で 製造 し た そ れ

と同等で あ る と評価された。一
方、臭い に関して は 、

B2 株 は 宮城野 菌に比 べ て 、臭 い が弱く、「香ば しい

香り」 が相対 的 に 強 く、「乳 製品 の ような臭 い 」お

よび 「酸 っ ぱい 臭い 」が少な い と評価 され た 、こ の

結果よ り、B2 株 を 用 い て製造 し た 納 豆 は 、納豆 と

して の基本的な品質を保持 し、かつ 日的 の 「低臭納

豆」と い う コ ン セ プ ト が 実現 さ れ て い る こ と が確認

で きた n

3．4．1 ロ イ シ ン脱水素酵素欠損変異株の 取 得

　Willcckeらは 、分岐脂肪酸合成系の 酵素で あ る 分

岐 ケ ト酸脱水素酵素 を欠損 した 枯草菌は生育に 短鎖

分岐脂肪酸 を要求す る こ と を報告 して い る
1

焦 ロ イ

シ ン脱水素酵 素欠損株で ある B2 株も同様に 短鎖分

岐脂肪酸を生育 に 要求す る、、

　そ こ で 、短鎖分岐脂肪酸非存在下 で 生育 で きな い

変異株 を選択す る こ と に よ り ロ イ シ ン 脱 水素酵 素欠

損変異株を取得する事と し た。

　NTG 変異処理 し た 0 −2 株 、且8896 コ ロ ニ
ー

を最

少培地プ レ
ー トお よび短 鎖分岐 脂肪酸（イ ソ 酪酸、

イ ソ 吉草酸 、2一メ チ ル 酪酸、各0，lmM ）を添加 し た

最少培地 に レ プ リ カ し、115株 の 短鎖 分岐 脂肪酸要

表2　 ロ イ シ ン脱水素酵活性．、

菌株 mUlmg 蛋 白

0 −2r22yqiTIB2N46N64N1035284

〈 2

〈 2

く 2

つ脅

つ』

＜

＜

表3　納 豆 中の 短鎖分岐脂肪酸 含量。

短鎖分岐脂肪酸 （mg ／100　9 ）

菌株 イ ソ 酪酸 　イ ソ 占苧：酸 　　合言†

0 −2B2N46N64N103　 　 40　　　　　　　30，7　　　　　　 70，7

　 　 0．3　　　　　　0．4　　　　　　　工）．7

検出さ れず 検出 されず 検出 されず

　 　 2　　　　　　2　　　　　　 4

　 　 0．6　　　　 0，4　　 　　　 1

イ ソ 吉草酸に は 2一メ チ ル 酪酸が含 まれ る
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求性変異株を選択 した 。

　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 ロ イ シ ン脱水 素酵素活性 を測定 し、3

株 （N46 、　N64、　 N103）が ロ イ シ ン脱水素酵素活性を

欠失 して い る こ とを確認 した（表2）．

3，4．2 化学変異 に より取得 したロ イ シ ン脱水素酵素遺

　　 伝子 欠失変異株 を用 い て製造 した納豆 の 評価

　得 られ た 3株 を用 い 納豆 を製造 し、納 豆中 の 短 鎖

分岐脂肪酸 を測定 した（表3）。

　3株 と も親株 で あ る0 −2株に 比べ て 、短 鎖分岐脂

肪酸の 生産量が顕著に減 っ て い た。但 し、その 減少

の 度合い に 差 が あり、N46株 、　 NlO3 株 は 短鎖分岐 脂

肪酸生産能をほ ぼ 完全 に欠い て い る の に 対 し、N64

株 は短鎖分岐脂肪酸を少量生産 した 、し か し、その

生産量 は、親株 で あ る0 −2株 に 比 べ れ ば顕 著に 減 少

して い た、、

　N46 株、　 N64 株、　 NEl）3株 を用 い て 製造 した納豆は、

官能検査 の 結果 、い ずれ もB2株 を用 い て 製造 し た

納 豆 と、臭い の 少な さ、外観、糸引き、食感、味 と

もに同等の 品質を有 して い る と評価 された、，この こ

と よ り、目的通 り、突然変 異 に よ りB2 株 と同等 の

低 臭納豆菌が育種で きて い る こ と が確認 で き た c

　そ し て 、さ ら に 上記 の 3株 に つ い て 、納 豆 の 品 質

を総合的に評価 し た結果、N64 を最終的に選択 した 。

3．5 商品 へ の 応用

　低臭納豆 の商品化にあた っ て、マ
ー

ケ ッ テ ィ ン グ

部門に お い て商品コ ン セ プ トの再整理 が 行われ た。

納豆菌の 開発時に 想定 して い た 西 日本 の 納 豆の 臭 い

が苦手 な消費者層が タ ーゲ ッ トで は 、市場が 小 さ い

との 判断 された。そ し て 、納豆 の 臭い は 苦手で は な

い が 、納 豆 を食べ た 後 の 口臭が 気 に な る ヘ ビ ーユ ー

ザ
ーが 多 く存 在す る こ とを調査 に よ り明 ら か に し、

気に なる臭 い を抑 えた納豆 と し て 、これら の ヘ ビ ー

ユ ー
ザ
ーを対象に した商品 と して発売 した．J

　発売か ら既 に 1億食以上売 り上 げて い るが、納豆臭

い と い うク レ ーム は 頂 い て お らず、低臭納豆 と い う

コ ン セ プ トが具現化され て い る こ と が 、市場 に お い

て も検証 され て い る 。
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