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ま　え　が　き

農研機構，食品総合研究所は，豊かな食生活を実現し，我が国の食料問題を解
決するために独創的な研究開発に挑戦することを役割としています。この中で，
農林水産物や食品の価値を最大限に向上させる技術の開発，多様で安全な食品を
支える技術の提供，科学的で正しい食品の情報の発信など，食品に関わる基礎か
ら応用に至る幅広い研究を行っています。

食品総合研究所では，様々な研究のうち，その時々の研究トピックスや今後の
研究開発の考え方，技術の普及材料となる研究などを分かり易く解説した「食糧」
を，年１回，刊行しています。今回の食糧 53 号は，「微生物研究分野の最新の成
果」をテーマに関連深い研究トピックスを解説いたしました。

当所の微生物に関する研究は，味噌，醤油，納豆などの発酵食品に使われる発
酵微生物研究，食中毒の原因となる病原微生物研究，さらに，マイコトキシン
（カビ毒）産生菌関連の研究等に大別されます。今回の特集では，これらの微生
物研究のうち，納豆菌や麹菌に関する最近の研究成果に加え，細菌性食中毒の防
止法や微生物細胞を使ったカビ毒の毒性評価法，微生物の物質生産能を飛躍的に
向上させる手法についても解説し，この一冊で当所における微生物研究の最新の
進捗状況を把握いただけるものと期待しています。

食品に係る研究者や技術者だけではなく，食に関心をお持ちの多くの方々に活
用して頂くとともに，現在の食品総合研究所の活動について少しでもご理解を戴
ければ幸いです。

なお，食糧の 15 号（1972 年）以降は，ホームページでも公開しておりますの
で，ぜひご参照ください。
（http://www.naro.affrc.go.jp/publicity_report/publication/laboratory/nfri/index.html）

　　　　　　　　　　　平成 27 年 1 月
� （独）農業・食品産業技術総合研究機構　食品総合研究所
� 所　長　　大谷　敏郎
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Ⅰ　生野菜およびその加工品による
　細菌性食中毒とその防止

1．生食用野菜およびその加工品による食中毒事件
北米を始めとして世界の至る所で，野菜を媒介とする微生物性食中毒事件が頻

発している。腸管系食中毒原因細菌（大腸菌・サルモネラなど）による汚染が加
工または調理過程において生じたと推定される場合もあるが，生産・収穫段階
において汚染が生じたものと推定される例もある（たとえば 2006 年にカリフォ
ルニア州サリナス地域産ホウレンソウを原因として起こった大規模食中毒事例
は，野生動物による圃場の汚染が原因ではないかと疑われている 1））。1996 年に
大阪府堺市で発生した腸管出血性大腸菌 O157:H7 集団食中毒事件以来，わが国
でも「野菜が細菌性食中毒の原因となりえる」という事実は，広く認知されてい
る。厚生労働省「食中毒統計」に基づく，2000 ～ 2013 年に国内で発生した野菜
類を原因食材とする細菌性食中毒事例を表 1 に示した。ノロウイルスによるもの
を除くと，米国のような大規模集団食中毒事件はほとんど発生していないが，「浅
漬け類」による病原性大腸菌食中毒が散発的に発生している点が特徴的である。
2012 年 8 月に発生した白菜浅漬けによる大腸菌 O157 食中毒事件の結果，それ
まで年 15 万トン前後で推移していた浅漬け類の製造量が，同年は 10 万トンまで
落ち込んだ 2）。発症者の喫食調査に基づく疫学的推定と，原因施設に保存されて
いた検食から分離された大腸菌 O157 株と患者由来株の同一性証明に基づき，こ
の事件は北海道内の業者が製造した「白菜きりづけ」を原因食材とするものであ
るとされたが，従業員および外部環境から原因菌が持ち込まれた可能性を強く疑
わせるような証拠は見いだされておらず，汚染経路は特定されなかった 3）～5）。ま
た 2014 年 7 月には，露天販売の「冷やしキュウリ」（キュウリ浅漬け）を原因食
材とする大規模な大腸菌 O157 食中毒事件が発生した（患者数 501 人）。浅漬け
類は日本，韓国の他，ベトナムからミャンマーにかけてのインドシナ半島中～北
部でも日常的に食されており，小規模かつ非衛生的な環境で製造が行われている
ことも珍しくない。韓国では 2012 年にキムチを原因食材とする腸管毒素原性大
腸菌 O169 集団食中毒事件（患者数 1,642 名）が発生しており 6），おそらく他の
国でも腸管系食中毒菌による食中毒が発生しているものと思われる。

腸管出血性大腸菌やサルモネラの他，生食用野菜およびその加工品で，安全
性上の問題を引き起こす可能性がある細菌として，Listeria monocytogenes が挙
げられる。これは 1981 年にカナダで発生した「コールスロー」集団食中毒事件

（41 人感染，17 人死亡）の原因細菌であり，リステリア症のヒツジ糞便による
栽培土壌汚染が，原料野菜への原因菌の付着の原因と考えられている。Listeria
属細菌は通常の土壌あるいは食品工場から検出されることもあることから，L. 
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monocytogenes が野菜加工食品に混入する機会が存在することは否定できない。
この菌は４℃の低温あるいは 6％食塩存在下でも増殖可能であるために，特に浅
漬け類やカット野菜などの加工野菜食品で注意が必要である。

原因食品 病因菌 原因施設 摂食者数 患者数 死者数
2000年 カブの浅漬け 腸管出血性大腸菌 事業場 - 給食施設 - 老人ホーム 82 7 3

ホウレンソウの胡麻和え サルモネラ属菌 病院 - その他 139 52 0
青菜の辛し和え サルモネラ属菌 病院 - 給食施設 158 8 0
ポテトサラダ サルモネラ属菌 飲食店 27 25 0
スイートポテト サルモネラ属菌 その他 53 43 0

2001年 ワラビの酢の物 病原大腸菌 事業場 - 給食施設 - 老人ホーム 153 47 0
トマトしらすのせ サルモネラ属菌 学校 - 給食施設 - 単独調理場 - その他 184 90 0
西瓜，ほうれん草のサラダ サルモネラ属菌 病院 - 給食施設 329 52 0
和風キムチ 腸管出血性大腸菌 製造所 不明 29 0
とろろ サルモネラ属菌 病院 - 給食施設 113 18 0
山芋の和え物 サルモネラ属菌 飲食店 32 8 0

2002年 ゴーヤーイリチー（ニガウリの炒め物） サルモネラ属菌 家庭 5 3 0
もやしの酢のもの 病原大腸菌 飲食店 336 204 0
キュウリ浅漬け 腸管出血性大腸菌 製造所 不明 112 0
山芋とろろ サルモネラ属菌 家庭 1 1 0
マサドニアンサラダ，おかか和え 腸管出血性大腸菌 病院 - 給食施設 19 7 0
インゲンのピーナッツ和え サルモネラ属菌 病院 - 給食施設 294 67 0
アンデスメロン サルモネラ属菌 事業場 - 給食施設 - 保育所 123 28 0
大根サラダ サルモネラ属菌 事業場 - その他 91 5 0
ポテトサラダ サルモネラ属菌 事業場 - 給食施設 - 保育所 147 55 0

2003年 アサリとネギのぬた サルモネラ属菌 事業場 - 給食施設 - 老人ホーム 92 43 0
キャベツ（唐揚弁当） サルモネラ属菌 飲食店 190 96 0
小松菜の煮浸し，里芋のとも和え サルモネラ属菌 事業場 - 給食施設 - 老人ホーム 92 7 0

2004年 リンゴサラダ エルシニア 学校 - 給食施設 - 単独調理場 - その他 175 40 0
2005年 とろろいもおろし 病原大腸菌 事業場 - 給食施設 - 事業所等 105 39 0

とろろ汁 サルモネラ属菌 家庭 5 5 0
グリーンサラダ サルモネラ属菌 事業場 - 給食施設 - 老人ホーム 98 12 0
白菜キムチ漬 病原大腸菌 その他 431 401 0

2006年 （なし）
2007年 キャベツ（推定） サルモネラ属菌 飲食店 6 5 0

ポテトサラダ 病原大腸菌 家庭 44 35 0
生野菜，きざみみかん，きざみごはん サルモネラ属菌 事業場 - 給食施設 - 保育所 119 16 0

2008年 サラダ（推定） サルモネラ属菌 飲食店 84 62 0
給食料理（ほうれん草としめじ和え） サルモネラ属菌 事業場 - 給食施設 - 老人ホーム 150 38 0
給食のスティックきゅうり サルモネラ属菌 事業場 - 給食施設 - 保育所 96 52 0

2009年 かぼちゃ，きゅうり，チーズのサラダ サルモネラ属菌 その他 32 14 0
ポテトサラダ サルモネラ属菌 旅館 43 26 0

2010年 ホウレンソウのごま和え サルモネラ属菌 事業場 - 給食施設 - 保育所 81 42 0
インゲンツナサラダ サルモネラ属菌 飲食店 258 34 0
パパイヤサラダ サルモネラ属菌 その他 458 71 0

2011年 ブロッコリーサラダ サルモネラ属菌 学校 - 給食施設 - 共同調理場 2758 1522 0
もやしのナムル サルモネラ属菌 学校 - 給食施設 - 共同調理場 2055 364 0
カットキャベツ（仕出し弁当） 腸管出血性大腸菌 製造所 不明 18 0
ナスと大葉のもみ漬け 腸管出血性大腸菌 病院 - 給食施設 323 15 0
「長ネギ小口切り」が使用された食事 病原大腸菌 製造所不明 362 0 0
大根おろし大葉 腸管出血性大腸菌 事業場 - 給食施設 - 老人ホーム 196 9 0

2012年 漬物（白菜きりづけ） 腸管出血性大腸菌 製造所 不明 169 8
2013年 寮での食事（野菜サラダ） エルシニア 事業場 - 寄宿舎 92 52 0

表 1　生野菜（加工品）を原因食材とする細菌性食中毒事件

平成 12 年～平成 25 年「食中毒統計」（厚生労働省）を元に作成した（明らかに交差汚染のケー
スは除く）。
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2．生食用野菜およびその加工品の糞便汚染指標菌等のサーベイランス結果
1998 年より厚生労働省により，国内市場流通食品の大腸菌およびサルモネラ

汚染実態調査 7）が行われており，その野菜類に関する結果をまとめたものを表
2 に示した。これによると，2013 年までに調査した 21,655 検体のうちサルモネ
ラ陽性検体数は 16（レタス 1，キュウリ 2，かいわれ 1，アルファルファ 5，も
やし 2，ミニトマト 1，カット野菜 1，みつば 2，漬け物野菜 1）であり，大腸
菌 O157 および O26 は検出されていない。大腸菌陽性率は 0.07％（95％信頼区間
0.04-0.12％）であり，芽もの野菜，カット野菜，ホウレンソウおよびキュウリに
比較的高い大腸菌汚染が認められている。浅漬け 1,966 検体および浅漬け原料野

表 2　国内市場流通野菜食品の糞便汚染指標細菌（大腸菌）汚染実態

品目 検体数 大腸菌陽性
数 （％）

カット野菜 2518 161 6.4
かいわれ 2108 260 12.3
もやし 2108 705 33.4
レタス 2009 133 6.6
キュウリ 1815 129 7.1
漬け物野菜 1656 118 7.1
漬物 1966 193 9.8
みつば 1204 375 31.1
トマト 964 27 2.8
ミニトマト 502 10 2.0
ほうれんそう 485 77 15.9
アルファルファ 482 69 14.3
ダイコン 381 32 8.4
（長）ネギ 374 30 8.0
ニンジン 317 14 4.4
キャベツ 296 21 7.1
タマネギ 209 1 0.5
ナス 141 9 6.4
水菜 199 28 14.1
スプラウト 79 10 12.7
サラダ菜 98 13 13.3
ハクサイ 35 2 5.7
ブロッコリースプラウト 54 4 7.4
その他（30検体未満） 1655 159 9.6
合計 21655 2580 11.9
「食中毒菌汚染実態調査」（平成 10-25 年�厚生労働省）より作成した。大腸菌
陽性検体より，腸管出血性大腸菌は検出されていない。
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菜 1,656 検体の大腸菌検出率はそれぞれ 9.8％（95％信頼区間は 8.5 ～ 11％）お
よび 7.1％（95％信頼区間は 5.9 ～ 8.5％）である。なお，ここでいう食品衛生法
上の「大腸菌（E.coli）」とは，糞便系大腸菌，すなわち「グラム陰性かつ乳糖
発酵性を有し，（1.5％胆汁酸塩を含む）EC 液体培地中にて 44.5℃で増殖可能な
細菌」の総称であり，これには微生物分類学上の大腸菌（Escherichia coli）以
外の細菌も含まれる。糞便系大腸菌や微生物分類学上の大腸菌（E.coli）が糞便
汚染の可能性を示す指標として用いられることもあるが，それが検出されたこと
を理由として，その製品が危険である（食中毒リスクが無視できない）とまでは
いえない（ほとんどの糞便系大腸菌は，一般に，健康なヒトに対する病原性を持
たない）。

農林水産省が 2007 ～ 2008 年に実施した農場実態調査 8）では，生食用野菜
（3,407 検体）およびその生産環境（4,166 検体）からサルモネラおよび大腸菌
O157/O26 は検出されなかった（大腸菌の検出率はそれぞれ 2.0％および 9.8％）。
とはいえ，生食用野菜は生産過程における環境からの病原菌移行の可能性が完全
には否定できず，その後の加工・調理過程における効果的な殺菌が困難である。
それゆえに，「適正農業規範」（GAP）の導入等，原料野菜を生産する段階での適
切な一般衛生管理の実施が望まれる。この点に関連して，2003 年 7 月に Codex
委員会（FAO ／ WHO 合同食品規格委員会）総会において「生鮮果実・野菜
衛生管理規範」およびその付属書 1「カット野菜・果実」および同 2「スプラウ
ト」が採択されており，さらに 2010 年 7 月の Codex 委員会総会において付属書
3「葉物野菜・ハーブ」が採択された。現在，これらが生食用野菜およびその加
工品の食品安全管理に関する国際標準的な文書とみなされており（ただし，国
内の事業者に対する直接的な拘束力はもたない），ISO/TS�22002-3�“Prerequisite�
programmes�on�food�safety-�Par�3:�Farming”もこれと整合するように記載され
ている。農林水産省生産局は 2010 年 4 月に「農業生産工程管理（GAP）の共通
基盤に関するガイドライン」（2012 年 3 月最終改訂）を，同省消費・安全局は
2011 年 6 月に「生鮮野菜を衛生的に保つために－栽培から出荷までの野菜の衛
生管理指針－」を，それぞれ作成し，国内における普及を図っているところであ
る。なお同省の調査によれば，2013 年 3 月末の時点で何らかの（上述したもの
以外のものも含む）GAP を導入済みの野菜生産産地は，国内 2,621 産地の 60.1％
である一方，25.0％が未検討である 9）。

3．生食用野菜の表面殺菌
生食用野菜の殺菌方法として現実的に使用しうる手段は，食品添加物として使

用が認められる殺菌剤の水溶液を用いて，表面を洗浄することである。殺菌剤の
効力はその酸化力によるものであり，これは生野菜表面に付着した有機物との反
応によって減少する可能性がある。それゆえに表面殺菌に先立って，水あるいは
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食品用洗浄剤による洗浄操作を行っておくことが望ましく，この操作によって対
象物に付着している微生物の絶対数を 1�log�CFU/g（1 桁）程度減らすことや，
食品表面上に残存する有機物を減少させることで，殺菌後に生き残った微生物の
増殖に必要な栄養分を減少させることが期待できる。

ただし水洗のみでは野菜表面に付着している微生物を十分に除去することはで
きず，また洗浄水を介した他の野菜や調理加工環境への交差汚染の拡大の可能性
もありうる。そのために，水洗に引き続き，何らかの殺菌剤による処理が推奨さ
れる。カット野菜については「亜塩素酸ナトリウム」（酸性化しないと殺菌力は
生じない）または「亜塩素酸水」も使用可能であるが，国内で最も一般的に使用
されているものは「次亜塩素酸ナトリウム」水溶液である。また食塩の電気分解
によって製造された「電解水」を，食品やその製造ラインの殺菌に使用すること
も可能である。食品衛生法にもとづく規制では，無隔膜法で製造された弱アルカ
リ性電解水は「次亜塩素酸ナトリウムを希釈したもの」，隔膜電解法の陽極水で
ある強酸性次亜塩素酸水は「次亜塩素酸水」として扱われ，それぞれの規格基準
が適用される。これらのいずれについても，化学的には「pH の異なる次亜塩素
酸ナトリウム水」とほぼ同等と考えてよい。なお亜塩素酸水とは「飽和塩化ナト
リウム溶液に塩酸を加え，酸性条件下で，無隔膜電解槽内で電解して得られる水
溶液に，硫酸を加えて強酸性とし，生成する塩素酸に過酸化水素水または亜塩素
酸加えて反応させて得られる水溶液」と規定されているため，この方法以外で製
造したものは（化学的に同一な物質を含む溶液であっても）「亜塩素酸水」とし
て使用することはできない。生野菜の表面殺菌という点では，上述したいずれの
殺菌剤を使用しても効果に大きな差はなく，1-2� log�CFU/g（1 ～ 2 桁）程度の
生菌数低下が見られることが一般的である（野菜の表面の構造の違いにより，殺
菌しやすいものとしにくいものが存在する：表 3）10）。なお，殺菌剤濃度が 2 倍
になったからといって，洗浄時間が半分になるという実験的な証拠は見当たら
ず，ある程度以上の濃度および時間以上の殺菌処理を行っても，著しく殺菌効果
が上がることは期待できない 11）�12）。

厚生労働省「大規模食中毒対策等について」（平成 9 年 3 月 24 日，衛食第 85
号）�別添『大量調理施設衛生管理マニュアル』（最終改正：平成 25 年 10 月 22 日
　食安 1022�第 10 号）には，「野菜および果物を加熱せずに供する場合には，飲
用適の流水で十分洗浄し，必要に応じて次亜塩素酸ナトリウム（生食用野菜に
あっては，亜塩素酸ナトリウムも使用可）の 200mg/L に 5 分間（100mg/L の溶
液の場合は 10 分間）またはこれと同等の効果を有するもの（食品添加物として
使用できる有機酸等）で殺菌を行った後，十分な流水ですすぎ洗いを行うこと」
という旨の記述がなされており，浅漬け原料野菜の殺菌についても「漬物の衛生
規範」（昭和 56 年 9 月 24 日環食第 214 号別紙，最終改正平成 25 年 12 月 13 日食
安 1213 第 2 号）にも同様の規定がある（浅漬け原料野菜については「亜塩素酸水」
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が使用できる（きのこ類を除く）一方，「亜塩素酸ナトリウム」が使用できない
という法令解釈がなされている）。次亜塩素酸ナトリウム水の酸化力（有効塩素
濃度）は，次亜塩素酸などが食品に含まれる窒素化合物と反応することによって
減少し，同時にトリハロメタン等の有機塩素化合物が生成する。次亜塩素酸ナト
リウムあるいは電解水を食品の表面殺菌目的で使用する場合，殺菌槽の有効塩素
濃度をこまめにチェックしておくべきである。

溶液中に存在する細菌に対する殺菌効果に対して，野菜表面上の細菌に対する
殺菌効果が極めて低いことが，これまでの多くの研究によって示されてきた。そ
の理由として，気孔内や表面の微細な傷への細菌の進入や，バイオフィルムの存
在が指摘されており，このようなことが生じていることを示す顕微鏡写真も存在
する 13）。しかしこれだけでは「野菜表面上の菌数の多寡にかかわらず，殺菌効
果に差がみられない」という事実の説明が困難である。食品と殺菌液の界面付近
の液体はその粘性のために極めて動きにくく，野菜表面に付着した細菌への殺菌
性物質の移動は，濃度勾配に基づく拡散によるものと考えると，上述した事実に
加え，図 1 および図 2 に示した「殺菌時間を長くしても効果に大きな差が出ない」
理由も説明できそうである（ただし，この仮説を直接的に証明した研究は見られ
ない）。通常の攪拌操作やバブリングが界面付近の物質移動に対して大きな影響
を与えているとは考えにくい。洗浄または殺菌処理中のバブリングあるいは超音
波処理は，食品表面から微生物を遊離させるというより，どちらかというと食品
に付着した大きな塵や有機物の塊を除去することで，食品表面における殺菌剤の
失活を減少させる意味の方が大きいようにも思われる。これらの操作がどれくら

TSA-Rif 生菌数（log�CFU/g）

洗浄前 水洗 次亜塩素酸
ナトリウム

オゾンナノ
バブル水 オゾン水 オゾンガス

レタス 6.5±0.2 A 5.7±0.2 B 4.9±0.4 C 6.5±0.2 B 5.5±0.3 B 6.4±0.1 A

ハクサイ 6.1±0.3 A 5.6±0.3 B 5.2±0.3 CD 5.3±0.2 BD 5.5±0.2 B 6.1±0.3 A

ホウレンソウ 6.0±0.1 A 5.2±0.1 B 4.9±0.2 C 5.2±0.1 B 5.3±0.2 B 6.1±0.1A

キャベツ 5.5±0.2 A 4.7±0.3 B 3.7±0.6 C 4.3±0.3 BD 4.7±0.3 B 5.0±0.3 BD

SMAC 生菌数（log�CFU/g）

洗浄前 水洗 次亜塩素酸
ナトリウム

オゾンナノ
バブル水 オゾン水 オゾンガス

レタス 5.6±0.2 A 4.7±0.3 B 4.2±0.6 C 4.9±0.5 B 4.9±0.5 B 5.9±0.1 A

ハクサイ 5.1±0.4 A 4.4±0.4 A 4.1±0.6 B 4.7±0.3 AC 4.4±0.5 AB 5.3±0.6 AC

ホウレンソウ 5.5±0.6 A 4.5±0.2 B 4.4±0.4 B 5.0±0.4 BC 4.8±0.1 BC 5.8±0.2 A

キャベツ 4.7±0.2 A 4.0±0.5 B 2.9±0.3 C 3.9±0.5 B 3.8±0.3 B 4.5±0.5 AB

4 連 3 反復（n=12）で行った実験結果の平均値および標準偏差を示した。処理の異なる同
種野菜における，異なる生菌数の肩付き文字は，有意水準 5％で有意差があることを示す。

表 3　生野菜表面に接種した大腸菌 O157 の表面殺菌 10）
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い有効であるかという点については，信頼できる実スケールあるいはパイロット
プラントスケールの実験結果が見あたらず，個別の工場の現場で，導入後に最適
化を図っているのが現状のようである。

野菜類を殺菌した後に水洗を行うことが多いが，これを 10℃で保存すると，1

図 1　二酸化塩素水による野菜の殺菌に及ぼす処理時間の影響 11）

（九州大学大学院　宮本敬久教授作成）
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図 2　ホウレンソウの殺菌時間と殺菌効果の関係 11）

（広島大学大学院　中野宏幸教授作成）
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週間以内に殺菌剤未使用（水洗 2 回）の場合と変わらない程度まで，一般生菌数
および大腸菌群数が増加することが多い。生鮮野菜や果実類の微生物規格は存在
しないが，「弁当及びそうざいの衛生規範」（厚生労働省�昭和 54 年 6 月 29 日�環
食第 161 号，平成 7 年 10 月 15 日最終改正�衛食第 188 号・衛乳第 211 号・衛化
第 119 号）では，「サラダ，生野菜等の未加熱処理のものは，検体 1g につき細
菌数（生菌数）が 100 万以下であること」が望ましいとされている。青果物カッ
ト事業協議会が 1997 年 9 月に発行した『カット野菜（生食用）衛生管理マニュ
アル』では，製造時の目標値として「生菌数 10 万 /g 未満，大腸菌群数 3,000/
g 未満，大腸菌および黄色ブドウ球菌陰性」が設定されている。ただしこれはそ
の後の流通過程で生じる微生物の増殖を見越したものであって，ユーザーに対す
る「製品品質の保証基準」でもある「製品基準」よりも厳しく設定されている点
に留意が必要である。厚生労働省「漬物の衛生規範」には，浅漬けについて「冷
凍食品の規格基準で定められた E.coli の試験法により大腸菌が陰性であること」
が定められている。ただし，いずれの基準についても「これを満たさないものは
危険」または「これを満たしたものは安全」と判断できるだけの，十分に科学的
な根拠は見当たらない（「ある検体から E.coli が検出された場合，その中に，ど
の程度の確率でどの程度の量の食中毒菌が混入しているといえるのか」という点
がわかっていない）。これらの指標は製造所等において，管理図等を使用して原
料，製造過程および製品の異常を発見するために使用する「工程管理のための
ツール」であると理解すべきであり，そのためには，ある程度の継続的な検査結
果の集積が必要であろう。

（食品安全研究領域　食品衛生ユニット　稲津　康弘）
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Ⅱ　微生物細胞を用いたマイコトキシンの毒性評価

1．はじめに
我々は様々な微生物に囲まれて生活している。その多くは動物にとって無害で

あるが，時として影響を及ぼすものも存在する。発酵・醸造に利用される酵母や
麹，納豆菌などは食生活に豊かさをもたらす一方で，代謝産物が不快・有害であ
る場合には腐敗・変敗菌と判断される。我々の生活に多大な影響を与えている代
謝産物の内，有用な物質としては Penicillium の産生する抗生物質ペニシリンが
有名であろう。しかし，負の影響を与える物質も存在する。その代表として挙げ
られるのがカビ毒（以降マイコトキシン）である。マイコトキシンとはカビの二
次代謝産物であり，ヒトや家畜等の経済動物，あるいはペットに対する毒性を有
する。抗生物質とマイコトキシンの違いは，こうした動物に対する毒性の有無や
選択性によって判断されている。その一例として挙げられるのは，ペニシリンと
同様に Penicillium 属菌が産生するパツリン（Patulin,�PAT）である。この物質
は抗生物質としての可能性が検討されたが，動物に対する毒性が強いことからマ
イコトキシンに分類され，現在では規制対象物質となっている。マイコトキシン
はこれまで 300 種以上が報告されており，その構造は実に多様である。しかし，
ヒトの暮らしに大きな影響を与える程の汚染が報告されるのは，その中の一部で
ある。ここではそれらの主要なマイコトキシンに関して，過去の知見と我々の実
施した研究の結果から推察されるマイコトキシンの毒性メカニズムや毒性の低減
について述べる。（図 1）

図 1．本稿で取り上げたマイコトキシンの構造およびその由来・特性

Deoxynivalenol (DON)Aflatoxin B1 (AFB1) Patulin (PAT)

種類(基準値) 代表的な産生菌 検出試料 摂取経路

AFB1, G1, B2, G2

(10 μg/kg)
Aspergillus flavus 穀物、香辛料、豆類 生鮮・加工食品、

家畜飼料

DON
(1.1 mg/kg)

Fusarium
graminearum

麦類、トウモロコシ 加工食品、
家畜飼料

PAT
(50 μg/kg)

Penicillium
expansum

リンゴ、ブドウ、モモ ジュース（果汁）
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2．食品や作物を汚染する主要なマイコトキシン
＜アフラトキシン＞

マイコトキシンとして最も注目を浴びているのはアフラトキシン（Aflatoxin;�
AF）である。このマイコトキシンは肝臓癌を誘発することが知られており，自
然界で生み出される最も強い発癌性物質とされる。強いインパクトを与える物
質であるため，しばしばニュースにも取り沙汰されている。近年では 2008 年に
AF 汚染米（事故米）が食用に加工されて市場に出回るといった事件が報道さ
れ，大きな話題となった。このマイコトキシンを産生する Aspergillus 属菌（A. 
flavus, A. parasiticus, A. nomius 等）は世界各地に広く分布し，多くの農産物を
輸入する日本においては輸入米などの穀物，胡椒などの香辛料，各種ナッツ類で
の AF 汚染がしばしば報告されている。世界各地の家畜飼料を対象としたマイコ
トキシンの汚染実態調査では，アジア・オセアニア地域の飼料は日本国内の基準
値（10µg/kg）を上回る濃度で広範な汚染を示す一方，ヨーロッパ地域において
は汚染頻度や濃度が低いという報告がなされている 1）。同報告ではデオキシニバ
レノール（DON）やフモニシン（FUM），T-2�トキシンなども同様の傾向であ
ることが報告されており，温帯�-�熱帯地域の作物はマイコトキシン汚染リスクが
全体的に高いと想定される。実際にインドのコメの AF 汚染調査では７割近いサ
ンプルからアフラトキシン B1（AFB1）が検出されている 2）。多くの食品を輸入
に頼る我が国では，こうした AF 産生菌の混入に関する実態を把握すると共に，
AF 産生に適さない輸送・貯蔵環境を構築していく必要がある。AF には構造の
違いにより AFB1,�AFB2,�AFG1,�AFG2,�AFM1 など複数の構造体が存在するが，毒
性評価研究において AFB1 は他の AF の 10 倍以上の毒性を示すことから，最近
まで国内における規制対象の AF は AFB1 のみであった。そのため上述の事故米
混入事件で検出対象となっていたのは AFB1 であったが，2011 年からは食品健
康影響評価や国際動向等を鑑み，AFB1,�AFB2,�AFG1,�AFG2 の 4 種を「総 AF 類」
として一括で規制している。AFM1 は主に生体内の代謝作用で AFB1 から変換さ
れ，乳牛からミルク中へ移行したものが検出対象となっている。AFM1 は AFB1

より低毒性かつ含有量が低いため，今のところ規制の対象ではない。しかし，ミ
ルクやそれを原料とするチーズなどの製品は若年層が摂取する機会も多いため注
意を要する。AF の国内におけるリスク評価は 2009 年に終えているが，その後
に規制対象物質も増えているため，今後も継続した評価が求められる。

＜トリコテセン系マイコトキシン＞
AF よりも更に広範な汚染被害を引き起こすのがトリコテセン系マイコトキシ

ンである。トリコテセン類を産生するのは Fusarium 属菌などである。トリコテ
セン類は構造毎に分類されており，最も毒性の強いグループがタイプ A�，次が
タイプ B となっている。他にもタイプ C,D などが存在するが，主要な汚染マイ
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コトキシンはタイプ A および B である。タイプ A トリコテセンには T-2�トキシ
ン ,�HT-2�トキシンなどが含まれる。これらのマイコトキシンは非常に毒性が強
く重要であるが，検出量，頻度が少ないため，現在のところ日本では規制の対象
とはなっていない。タイプ B トリコテセンとしては DON,�ニバレノール（NIV）
などが含まれる。これらのマイコトキシンは T-2 トキシン ,�HT-2 トキシンと比
べて低毒性であるが，最も頻繁かつ広範に麦類やトウモロコシなどを汚染するこ
とで，経済的に大きな損失をもたらす。また，これらのマイコトキシンを産生す
るカビは赤かび病を引き起こす作物病害菌であるため，マイコトキシン産生の有
無に関わらず非常に重要な防除対象カビである。この DON,�NIV の産生過程で
は中間生成物として細胞内にアセチル化体が生成する。これはカビ自身の自家毒
性を低減させる意味があると考えられているが，動物等に対して強い毒性を示
し，高頻度な検出率を示す場合もあるため DON,�NIV の誘導体も注目されてい
る。これらの誘導体は農林水産省や厚生労働省のモニタリング調査の対象となっ
ているが，国内における調査では DON,�NIV と比べて低レベルの汚染である。
現在はタイプ B トリコテセンの中でも DON のみの基準値（1.1�mg/kg）が設け
られている。

＜パツリン＞
国内において基準値の定められたマイコトキシンは AF，DON の他にもう一

つあり，主に果実を汚染する Penicillium 属菌等の産生する PAT である。PAT
は AF やトリコテセン類と比べて検出率も低く，国内においては基準値（50µg/
kg）を上回る汚染も報告されていない。それにもかかわらずこのマイコトキシ
ンが規制されているのは，輸入されることも多い果汁飲料（特にリンゴ果汁）が
乳幼児に好まれるため，曝露の可能性が高くなることに起因している。PAT の
国内リスク評価は 2003 年に報告されている。

これら 3 種の主要なマイコトキシンの他にも AF と合成経路が共通するステリ
グマトシスチン（ST）やフモニシン（FUM），比較的毒性の強いオクラトキシ
ン（OT）等も食品や作物，飼料などを汚染している。（図 2）

図 2．マイコトキシン毎に異なる毒性発現メカニズム
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3．マイコトキシンの毒性
＜アフラトキシン＞

動物に対する曝露試験において，AF の急性毒性は肝細胞の壊死や変質として
表れる。また，細胞異常が誘発された結果，ラットでは慢性毒性として肝臓癌が
認められる。その他に精子の運動量減少やホルモン異常による生殖異常も報告さ
れている。ヒトにおいても動物と同様の影響が生じると考えられる。AF は体内
に取り込まれた後に代謝を受けて血清アルブミンと結合し，トランスポーターを
介して血中へと運ばれる。AFB1 の場合，肝臓および各細胞ではシトクロム P450

（CYP）を介して AFM1 や AFQ1,�AFB1-8,9-epoxide に代謝され，特に AFB1-exo�
8,9-epoxide は DNA や RNA の付加体となることで毒性を発揮する。DNA,�RNA
への付加は RNA 合成や RNA ポリメラーゼ活性の阻害を通じてタンパク質合成
を抑制する。更に肝臓や腎臓における小胞体の分解や細胞の壊死に繋がる。ま
た，肝臓におけるこの代謝プロセスで活性酸素種が生成され，毒性を示すこと
も示唆されている。これに関連して，肝臓のグルタチオン濃度の減少は AFB1 の
DNA への共有結合を増加させ，複数の酸化防止剤が AFB1 の DNA 結合性を抑
えることが報告されていることから，AF の毒性に対して抗酸化物質の摂取は有
効であると思われる。動物モデルにおける毒性低減に最も寄与しているのがグ
ルタチオン S トランスフェラーゼであり，エポキシド体を抱合して DNA への付
加を妨げることで毒性の発現を抑える 3）。ヒトへの毒性に着目すると，急性毒性
として嘔吐，発作，黄疸なども認められる。肝臓癌（Hepato-cellular�carcinoma;�
HCC）のリスク要因には，AFB1 以外に喫煙や B 型肝炎ウィルス（hepatitis�B�
virus;�HBV）および�C 型肝炎ウィルス（hepatitis�C�virus;�HCV）の感染も挙げ
られるが，特に HBV 感染と AFB1 の恒常的な摂取が HCC のリスクを高める 4）。
これらの関連性が完全に明らかとなった訳ではないが，AF を恒常的に摂取して
いる場合，HBV 抗体のキャリアは HCC のリスクが高まるとされている。

＜デオキシニバレノール＞
トリコテセン系マイコトキシンの毒性は ribotoxic�stress と呼ばれる。これは

RNA 機能を阻害する毒性を指しており，リボソームサブユニットへの結合によ
る翻訳阻害などの特徴が挙げられる。タイプ B トリコテセンとして最も毒性に
関する研究が進んでいるのは DON であるため，ここでは DON の情報を基準と
して話を進める。また，DON はタイプ A トリコテセンである T-2 トキシンより
も毒性が低いとされるが，曝露量が圧倒的に多い場合にはショック性の細胞死
を引き起こす 5）。これが生体では腹痛や不快感，下痢などの急性毒性として表れ
る。このような背景から，致死性は低いが嘔吐や食欲減退の誘発性は T-2�トキ
シンなどのような強毒性マイコトキシン以上である。下痢や食欲不振といった急
性毒性は体重の減少という慢性毒性影響として表れるため，家畜被害が大きいこ
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とを鑑みると経済上の大きな脅威である。DON とマイコトキシンの一種である
ゼアラレノンによって共汚染された場合，卵母細胞の質を低下させ，肝臓組織の
病理的変化を誘発する 6）。免疫学的には，DON の曝露が転写に関連するサイト
カインを誘導する。また，高濃度のトリコテセン曝露は白血球やマクロファージ
の細胞死を誘発し，免疫抑制を引き起こす 7）。DON の標的分子の一つは遺伝子
の翻訳を担う 60S リボソームサブユニットである 8）。DON 結合による翻訳阻害
は普段抑制的な制御を受けている mitogen-activated�protein�kinases�（MAPKs）
を誘導し，MAPK 経路の誘導によってアポトーシスが引き起こされる。この一
連の流れが ribotoxic�stress�response と呼ばれる 9）。MAPK 経路は細胞死以外に
も免疫応答や細胞分裂，生体構成成分合成など，多くの機構を制御している。そ
のため MAPK 経路の制御変化は生体の免疫機構や細胞の維持・増殖に大きく影
響することになる。DON の動物に対する感受性はブタ > マウス > ラット > 鳥，
ウシとなっている 7）。ブタでは DON の細胞への吸収が速いことがその要因のよ
うである。ブタの DON 吸収は小腸に至るまでの短時間に進行する 10）一方，大
腸に至るまでには腸内細菌によって脱エポキシ化される 11）。脱エポキシ化され
た DON（de-epoxy�DON;�DOM-1）は DON よりも毒性が低くなる。生体内に取
り込まれた DON の多くは脱エポキシ化された形で糞尿と共に排出されているこ
とから，再び DON に変換される心配は少ない。このため，DON から DOM-1 へ
効率的に変換される腸内環境が DON の毒性低減に重要である。ブタのように吸
収が速いと，胃から十二脂腸付近において腸内フローラが効果的な働きをしない
場合には DOM-1 への変換が進まないため，DON の毒性が反映されやすいと考
えられる。反芻動物において感受性が低いのは，DON が腸内に留まる時間が相
対的に長いため，腸内細菌に代謝を受けて脱エポキシ化し易くなることが要因の
一つと考えられる。しかし，マウスの DON 吸収はブタよりも更に速く 12），感受
性傾向とは一致しない。このことは，生体ごとの DON に対する毒性影響が完全
には同一でないことを示唆している。また，感受性には生物種の他に品種間差，
環境差も影響する。これは DON を代謝・抱合しやすい腸内細菌叢や酵素を有し
ているか否かに大きく左右される。

＜パツリン＞
PAT の急性毒性はマウスにおいて消化管の出血や潰瘍などであり，慢性毒性

や催奇形性は認められていない。発癌性に関してもデータが不十分である。そ
の一方で数々の細胞種に対して DNA 合成に障害を及ぼすことが報告されてい
る。PAT は細胞膜表層の還元能を持つグルタチオンに結合することで，活性酸
素種への抵抗性を失わせる。本来還元されるべき活性酸素種が細胞内に溢れる
ことによって DNA 切断などの傷害が誘発され，細胞死を誘発する。一例とし
て，PAT はチャイニーズハムスターの線維芽細胞である V79 細胞に対する染色
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体異常誘発性を示すことが報告されており 13），V79 細胞を用いた試験において，
PAT 曝露は染色体複製開始に係る二本鎖 DNA 分離の異常により引き起こされ
る nucleoplamic�bridges�（NPB）と呼ばれる症状を引き起こすと同時に，DNA
の切断・損傷度を表す Tail�DNA 量も増大する 14）。このほか NPB に近い様態の
染色体異常である Micronuclei（MN）も PAT によって誘導されるが，アスコル
ビン酸の添加が症状を緩和すると報告されている 15）。V79 細胞以外の報告とし
てはヒト結腸癌由来の Caco-2 細胞や分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe に対
する PAT の影響を調査した報告があり，PAT が細胞膜を流動化させ透過性を
高めている 16），17）。これらをまとめると，PAT は細胞に対して染色体の異常な切
断及び修復異常を引き起こし，細胞の維持やストレス抵抗性に重要な細胞膜の恒
常性を失わせることで細胞死を引き起こすものと考えられる。（図 3）

図 3．DNAマイクロアレイを用いたマイコトキシン毒性評価の概要
マイコトキシンを曝露した細胞から遺伝子の発現を表す mRNA を抽出し，この mRNA
からラベル標識化された合成 RNA(aRNA) を作製して，各遺伝子の相補配列から成るプ
ローブセットを搭載したアレイチップとハイブリダイズさせる。ハイブリダイズされた
aRNA はシグナルとして検出され，シグナル強度から aRNA ≒ mRNA 量を計算してコ
ントロール条件と比較を行う。*Heat�map は遺伝子発現量の比較結果であり，線状のイ
メージとして表された各遺伝子発現の比較結果を積み重ねた図である。
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4．DNA マイクロアレイによるマイコトキシンの毒性評価
＜ AFB1 の毒性影響＞

AFB1 の毒性低減試験としてグレープフルーツ果汁の摂取により AFB1 による
肝細胞の DNA 損傷が抑制されたとの報告 18）があり，この報告では肝臓におけ
る AFB1 の代謝不活性化を通じて毒性発現を抑制している事が示唆されている。
しかし，種々の毒性メカニズムに関する報告や同様の毒性緩和に関する報告か
ら，毒性低減には他の要素も貢献している可能性が考えられる。一つの可能性と
しては，3 章で述べたように AFB1 の毒性が抗酸化物質によって低減されるため，
その効果が表れたということである。このような毒性低減に向けたヒントを掴む
ため，我々は酵母 Saccharomyces cerevisiae の細胞を用いた AFB1 の曝露試験を
実施して毒性応答メカニズムの解明に取り組んだ 19）。この研究では，酵母細胞
において細胞壁のβグルカン生合成等に関与している MAPK�経路を抑制的に
制御している Ser/Thr�フォスファターゼ�2C をコードする PTC1 遺伝子を欠失
した変異株（⊿PTC1）に対し，AFB1 の曝露試験を実施した。変異株を用いる
のは酵母細胞のマイコトキシン耐性を抑えるためである。酵母細胞には一部のマ
イコトキシンのトラップにも関与する厚い細胞壁や多剤耐性能を持つ細胞質膜上
の排出ポンプが存在するため，動物細胞と比べて抵抗力が強く，野生型株では細
胞内の応答反応を捉える事が困難である。これにより，酵母細胞を用いたマイコ
トキシン毒性評価においては変異株を用いる事が多い。さらに酵母細胞を用いる
利点として，酵母細胞が真核細胞の実験系モデルとされていること，全ゲノムが
解析されており，遺伝子破壊株のセットが入手可能であるためスクリーニングに
適している事等が挙げられる。また動物細胞は各器官に分化した細胞であるた
め，細胞株毎に異なる応答反応を示す可能性があり，一般性のあるメカニズムを
確認するには酵母のような細胞が適している。当該研究では，これに加えてマイ
コトキシンの細胞内への移行を促進する目的で低濃度のドデシル硫酸ナトリウム

（SDS）を培地に添加している。DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解
析の結果，⊿PTC1 に対し AFB1 を 2 時間曝露させた細胞では，1200 余りの遺
伝子発現が変化した。（表�1）

遺伝子発現の変化を機能遺伝子群毎に分類すると，DNA の構成物質であるプ
リンの生合成経路遺伝子の発現抑制や DNA 修復関連遺伝子の発現誘導が見られ
た。これは動物細胞における DNA 損傷と同様の事態が酵母細胞の中で生じてい
ることを示唆している。また，この研究では解糖系や糖新生，TCA サイクル上
の遺伝子にもまとまった変化が見られた。（図 4）

これらの系の一連の流れを追うと，遺伝子発現の変化が糖新生を誘導する傾向
を示していた。さらに，糖新生と同時にイノシトール合成遺伝子が誘導されてい
た。イノシトールとは水溶性のビタミン様物質である。動物では肝臓に多く含ま
れ，LDL コレステロールを放出して脂肪肝を抑制する働きもある。脂肪肝も酸
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化ストレスを亢進する特徴があり，イノシトールはこれを解消することで抗酸化
にも寄与していると考えられる。酵母細胞において，イノシトールはスフィンゴ
脂質代謝経路へと送られる。スフィンゴ脂質代謝経路ではイノシトールリン酸
と phytoceramide から mannosyldiinositol�phosphoryl� -ceramide�（MIP2C）が作
られる。MIP2C は細胞膜の主要な構成物質であり膜タンパク質の局在を左右す
る重要な物質である。ところが，phytoceramide の生合成経路上にある複数の遺
伝子は，AFB1 の曝露により発現が抑制されている。セラミドは膜タンパクの構
成成分であると同時にその他の細胞維持機能や細胞死シグナルの役割も持ってい
るため，シグナルの供給異常は細胞修復や分裂に異常を誘発する。先に述べたと
おり細胞膜上には多剤耐性トランスポーターが存在するものの，これらの影響に
より細胞の維持機能が有効に機能しないと推測される。他のマイコトキシンに
関する報告として，動物細胞に対するフモニシン B1�（FB1）の曝露によってセラ
ミド合成阻害が引き起こされ，スフィンゴ脂質代謝経路の異常によって DNA 合
成を補助する葉酸を取り込むためのトランスポーターが機能しない例 20）がある。
AFB1 の毒性評価においても，FB1 同様にスフィンゴ脂質代謝経路の観測から細
胞の損傷や修復プロセスに関連する情報を取得可能であろう。上述のグレープフ
ルーツはイノシトールを豊富に含んでいる果物であり，スフィンゴ脂質代謝経路

Ensembl 遺伝子名 遺伝子発現
変化量（倍） コードタンパク質 機能分類

YGL234W ADE5,7 0.42 Aminoimidazole�ribotide�synthetase

　プリン
　塩基合成

YLR359W ADE13 0.51 Adenylosuccinate�lyase
YGR061C ADE6 0.45 Formylglycinamidine-ribonucleotide,�(FGAM)-synthetase�
YDR226W ADK1 0.56 Adenylate�kinase
YNL220W ADE12 0.46 Adenylosuccinate�synthase
YDR454C GUK1 0.59 Guanylate�kinase
YHR216W IMD2 0.02 Inosine�monophosphate�dehydrogenase
YLR432W IMD3 0.34 Inosine�monophosphate�dehydrogenase

YGR258C RAD2 1.83 Subunit�of�Nucleotide�Excision�Repair�Factor�3

　DNA
　修復

YER162C RAD4 2.36 Subunit�of�Nuclear�Excision�Repair�Factor�2�(NEF2)
YJR052W RAD7 1.54 Subunit�of�Nucleotide�Excision�Repair�Factor�4�
YMR201C RAD14 1.69 Subunit�of�Nucleotide�Excision�Repair�Factor�1�(NEF1)
YBR114W RAD16 2.88 Subunit�of�Nucleotide�Excision�Repair�Factor�4
YPL153C RAD53 1.84 Protein�kinase
YGL058W RAD6 1.52 Ubiquitin-conjugating�enzyme�(E2)
YJR035W RAD26 1.64 Homolog�of�human�CSB�protein
YDR030C RAD28 3.42 Homolog�of�human�CSA�protein
YER095W RAD51 1.57 Strand�exchange�protein
YGL163C RAD54 3.04 DNA-dependent�ATPase
YDL059C RAD59 1.83 Homolog�of�Rad52p

表 1．アフラトキシン B1 曝露による酵母⊿PTC1 細胞の遺伝子発現変化
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の正常化に影響することで細胞分裂のシグナル正常化に一役買っているのかもし
れない。また，DNA 付加体を形成する AFB1-exo-8,9-epoxide は CYP3A による
代謝を受けることで生成されるが，グレープフルーツの成分であるフラノクマリ
ン類は CYP3A を不活性化する 21）ことから，アスコルビン酸の抗酸化，スフィ
ンゴ脂質代謝経路の正常化，CYP3A 不活化という複合的な影響が AFB1 の毒性
を低減しているものと思われる。（図 5）

図 4．アフラトキシン B1 の曝露と酵母の糖代謝経路遺伝子の遺伝子発現変化
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＜ DON, NIV 及びその誘導体の毒性比較＞
タイプ B トリコテセンの毒性情報や基準値設定は，主に DON,�NIV を対象と

して議論されている。しかし，その中間生成物であるアセチル化体の汚染実態は
気候変動に影響されて変化しており，国外の汚染調査ではアセチル化体が DON,�
NIV に近い汚染量を示す地域も散見されるため，アセチル化体の毒性に関する
情報集積も求められている。主に注目されているのは，取り込まれたアセチル化
体が生体内で脱アセチル化され，最終産物である DON,NIV と同様の毒性リスク
を生じる可能性である。しかし，腸管上皮細胞のように代謝を受ける前にアセチ
ル化体に曝されるリスクのある細胞にとって，アセチル化体そのものの毒性情報
も重要である。動物細胞を用いた試験では毒性の強さのみに着目した比較試験が
多いが，毒性メカニズムに違いがある場合には，アセチル化体のリスクを慎重に
検討する必要がある。そこで我々は再び酵母細胞を用いた DNA マイクロアレイ
による遺伝子発現解析を実施した 22）。ここでは酵母の細胞膜表面に局在する多
剤耐性トランスポーター遺伝子 PDR5 の変異株⊿PDR5 を DNA マイクロアレ
イに使用した。この細胞は DON,�15 アセチル DON（15AcDON）,�4AcNIV に対
して感受性を示す一方，3AcDON,�NIV には感受性を確認できなかった。DNA
マイクロアレイの結果から毒性の特徴を調べたところ，顕著に変化していたのは

図 5．アフラトキシン B1 の曝露とスフィンゴ脂質代謝経路遺伝子の遺伝子発現変化
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タンパク質合成遺伝子群であった。これは翻訳阻害に関連した遺伝子発現の変化
と考えられた。その他に特徴的な変化を示したのはトリコテセンの標的ともなり
得るリボソームの合成遺伝子群であった。興味深いことに，細胞質に局在するリ
ボソーム合成遺伝子群では DON,�15AcDON,�4AcNIV の曝露によって発現が誘
導されている反面，ミトコンドリアのリボソーム合成遺伝子群は発現が抑制され
た。（図 6）

トリコテセン系マイコトキシンのモデルとしてトリコテシンを曝露した酵母細
胞においてリボソーム合成遺伝子群が大きく変動することは報告されていたが，
我々の研究では遺伝子発現変化の傾向が細胞内局在によって正反対になっている
ことを示唆した。この特異的な変化との関連を持つと想定されるのが DON 曝露
と細胞死の関係である。マイクロアレイ解析ではシステインプロテアーゼをコー
ドする遺伝子 MCA1�の発現も DON などによって誘導されていた。この遺伝子
は細胞周期の G1/S 期を促進する働きがあり，G1/S 期細胞の数は減少し，結果
として G2/M 期にあたる産物が集積する。この特徴はトリコテセン系マイコト

図 6．タイプ Bトリコテセン曝露とリボソーム合成遺伝子群の発現変化
プロットはリボゾーム合成遺伝子の各遺伝子がマイコトキシン曝露によって示
した発現量の変化を表す。
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キシンの毒性である G2/M�arrest に一致する。また，MCA1 の欠損変異株では
短期的に細胞の生存率が上昇する。そのため，この試験で検出された MCA1 の
発現誘導は細胞死（多細胞生物ではアポトーシスに相当）を誘発すると考えられ
る。細胞死メカニズムの一つとして，ミトコンドリア内で電子伝達に働いている
シトクロム C が細胞質へ放出され，これがカスパーゼ 8 のイニシエーターとさ
れる Mca1p の活性を上昇させることで細胞死が誘導される。この結果，細胞質
における細胞分解酵素生成やストレス応答遺伝子の活性化が起こる反面，同時期
にミトコンドリアの呼吸鎖は断たれ，活性が下がっている可能性が考えられる。
DNA マイクロアレイによる遺伝子発現変化の網羅的解析は，個々の遺伝子発現
の変化量を測定するツールとしてはノーザンブロット解析やリアルタイム PCR
解析に劣るものの，機能遺伝子群全体の発現傾向を掴むことに長けている。これ
までトリコテセン系マイコトキシンが G2/M 期停滞を引き起こすことは報告さ
れていたが，その作用機序は深く調べられていなかった。本研究から得られた特
徴的な遺伝子発現変化のデータは，そうした毒性症状の作用機序を明らかとする
ための一助となるであろう。（図 7）

＜ PAT の毒性を抑える抗酸化作用＞
PAT は細胞膜上に存在し，抗酸化機能を担っているグルタチオンに結合し，

図 7．Mca1p による細胞周期の調節と細胞死の誘導
細胞周期右の赤矢印は G1/S 期の活性化を表し，G1/S 期に留まる細胞数は減少する。
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細胞の抗酸化能を低下させる。これにより細胞内の活性酸素種が増加し，DNA
に対する傷害やアポトーシスを誘導して細胞を傷つけるとされている。そこで，
毒性緩和に関する情報を取得するために，我々は酵母の酸化還元酵素スーパーオ
キシドジスムターゼ�1（SOD1）を欠損した変異株⊿SOD1 を用いた試験を実施
した。これにより，酵母細胞においても PAT の毒性を確認する事が出来る。当
該研究において，我々はカテキンやケイ皮酸メチル，没食子酸，L- システイン
などの抗酸化物質を培地に加え，生育遅延の改善効果や DNA 発現量の変化を
観察した。この中で顕著な生育改善効果を示したのがアスコルビン酸であった。
アスコルビン酸はビタミン C として認知されている一般的な抗酸化物質であり，
柑橘類の果汁にも豊富に含まれている。前章で述べたとおり，チャイニーズハ
ムスター V79 細胞の実験系においてもアスコルビン酸が染色体異常を緩和して
おり，酵母でも同様の結果が得られた。また，DNA マイクロアレイによる網羅
的遺伝子発現解析から，アスコルビン酸を同時に添加した PAT 曝露条件の酵母
細胞では，DNA ダメージ応答遺伝子や DNA 修復遺伝子の発現量の変化が PAT
のみを曝露した条件と比べて抑えられた 23）。これはアスコルビン酸の抗酸化作
用によって細胞内の活性酸素種が抑えられたために DNA ダメージが抑えられた
ことを示唆している。また，鉄代謝系の遺伝子が変化し，多くの場合アスコルビ
ン酸の添加によって PAT 曝露由来の遺伝子発現変化が抑えられた。（図 8）�

図 8 ． パツリン（PAT）曝露及びアスコルビン酸 (AsA) 添加条件における
DNA 修復遺伝子群の発現変化

PAT(-),�AsA(-)�=�control=1 倍として，各条件における遺伝子発現変化を表示。
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酵母の細胞膜上には 3 価の鉄イオンを取り込むトランスポーターと 2 価の鉄イ
オンを取り込むトランスポーターが存在し，PAT の曝露によって 2 価の鉄イオ
ントランスポーターの発現が抑制されていた。また細胞質内では 3 価となった鉄
イオンが 2 価に変換されてミトコンドリアに取り込まれ，鉄硫黄クラスターが形
成され，再び細胞質に放出されてクラスターを完成させるが，ミトコンドリア内
の鉄硫黄クラスター形成遺伝子も発現が抑制されていた。これにより細胞内の酸
化還元状態の更なる悪化が引き起こされ，活性酸素種の増加に繋がるのではない
かと考えられた。動物細胞において観察されている NPB や MN といった染色体
の切断を伴う異常にも，これと同様のメカニズムに起因する酸化還元状態の変化
が影響しているものと思われる。では，動物における毒性症状と酵母細胞内の影
響はどのようにリンクしているのか？（図 9）

ヒトや動物において，鉄は 3 価のイオンとして摂取されて腸管へと至る。同様
にマイコトキシンも十二指腸を始めとする腸管上皮細胞に到達する。動物は 3 価
の鉄イオンを取り込む事が出来ないが，腸管上皮細胞表面には 3 価の鉄を 2 価に
還元し，細胞内に取り込む仕組みが存在する 24）。この 2 価の鉄イオンは更に門
脈中へ放出された後，3 価の鉄イオンに変換されてトランスフェリンによって各
種組織や臓器へと運ばれるのである。しかし，PAT の毒性によって腸管上皮に
おける還元力が低下すると，鉄イオンは 3 価のまま還元されず，鉄欠乏の症状を
呈すものと考えられる。酵母細胞における鉄代謝遺伝子の変化もこれと同様に細
胞表面の還元力低下に起因する症状であると推測される。一方アスコルビン酸は
還元作用を有するため鉄イオンを 2 価に還元し，細胞内に取り込み易くする効果
がある。（図 10）

図 9 ． 酵母細胞内における鉄イオン代謝とパツリン（PAT）及びアスコルビン酸
（AsA）の影響
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実際に，ヒトリンパ球系の培養細胞である U-937 細胞では，アスコルビン酸
の添加によって 2 価鉄イオンの取り込みが増加する 25）。チャイニーズハムス
ターの V79 細胞におけるアスコルビン酸の添加効果もこうした還元作用が影響
しているものと思われ，酵母細胞のみならず動物細胞における鉄代謝異常にも有
効性を示す可能性が高い。我々の知見と過去の報告をまとめると，PAT の曝露
に起因する鉄代謝異常に関してはアスコルビン酸の存在によって緩和される。し
かし，動物細胞および酵母細胞においても，アスコルビン酸の添加のみによる完
全な回復は観察されていない。これは V79 細胞の報告でも，我々の遺伝子発現
変化のデータからも確認できる。鉄取り込みに関連する遺伝子の発現変化異常も
ある程度残ったままとなっている。PAT の毒性を完全に抑えるため，こうした
遺伝子に着目すると毒性メカニズムの解明を進める助けになるだろう。しかし，
PAT の研究において，酵母細胞で検出されたミトコンドリアにおける鉄硫黄ク
ラスター形成遺伝子の変化に対して動物における対応したデータが無い。これは
マイコトキシンの毒性評価に用いる動物細胞が分化した組織に由来するため，マ
イコトキシンの直接的な攻撃対象となる腸管上皮細胞や，染色体異常など特定の
症状を観察しやすい細胞が研究対象となりやすいことに起因している。動物細胞
を用いた試験の場合，鉄代謝異常のような一連の流れは複数の組織を横断的にモ
ニタリングする必要があるが，これは培養細胞試験では再現できず，時として見
逃される可能性がある。このような面から，酵母細胞のような基礎的な細胞試験

図 10 ． 生体内鉄イオンの取り込み機構におけるパツリン（PAT）の阻害作用と
アスコルビン酸（AsA）による緩和
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系を用いる試験でも，動物細胞試験では補いきれない知見を獲得する事が可能と
考えられる。

5．藻類を用いたマイコトキシンの毒性評価
マイコトキシンの毒性は主としてヒトや家畜等の経済動物，あるいはペットへ

の影響を想定して調査されている。しかし，マイコトキシンの動物に対する毒性
というものは，カビのライフサイクルに対して必須の存在ではない。その生存・
繁栄に必須の生体は寄生対象となる植物である。実際に小麦赤かび病の原因菌
も産生する DON が葉片の白化や根の伸長抑制に影響している事が報告されてお
り，一方で，植物体の防御応答に呼応してマイコトキシンの産生が開始するとい
う報告も上がっている。つまり，繁殖に適した環境を整えるためにマイコトキシ
ンが細胞傷害を誘発し，植物の防御応答を無効化している可能性がある。現在ま
でのところ，こうした寄生メカニズムとマイコトキシンの役割に関する研究の情
報は限られているが，今後多くのマイコトキシンについてメカニズムが明らかに
なっていくだろう。では，植物体は為す術もなくカビに寄生されるのかという
と，そうではないようだ。植物が体外へ放出する防御応答物質の一種としてグル
コシルトランスフェラーゼが挙げられる。この酵素はマイコトキシンにグルコー
スを結合させる働きがあり，グルコシド化されたマイコトキシンは元のマイコト
キシンと比べて大幅に毒性が下がるという報告がなされている 26）。これまで検
出技術が確立していなかったためにグルコシド体の存在は注目されていなかった
が，近年複数のマイコトキシンにグルコシド体が存在することが示唆されてい
る。今後動植物に対する影響の評価も進むであろう。

では，こうした防御応答機構以外にマイコトキシンの毒性に作用する要因は存
在しないのであろうか？マイコトキシンの挙動は化学構造に左右される面が多い
ため，基本的には生物種を問わずその毒性メカニズムは共通している。一方で，
植物組織として最も特徴的と言えるのは光合成や光感受性に関わるメカニズムで
あるが，これらの機構は動物細胞に存在しないため，マイコトキシンがどのよう
に影響するのか評価が進んでいない。そこで，我々は光感受性や光合成研究のモ
デル細胞として用いられている単細胞の微細藻類であるクラミドモナスに対する
マイコトキシンの毒性を調査している。これは Alexander ら 27）が以前クラミド
モナスを使用した実験系でトリコテセン系マイコトキシンの毒性評価を実施して
おり，利用可能と思われたためである。また，モデル生物でもあるため組換え体
の入手容易性や近年光合成関連遺伝子群を網羅的に搭載したマイクロアレイチッ
プも報告されたこと，さらには高等植物と異なり藻類であるため，細胞が均質で
培養も短期間で済むことが利点である。更にクラミドモナスが藻類の中でも優れ
ているのは，光条件を失っても培地から栄養を取り込み生育する事が出来るヘテ
ロトロフであり，光合成関連の機能を欠損しても細胞の維持が可能な事である。
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この特徴は完全暗所条件におけるマイコトキシン曝露試験が実施可能なことを意
味しており，光合成経路の働かない植物細胞におけるマイコトキシンの曝露影響
を評価可能ということである。実際に光条件の有無を設定してタイプ B トリコ
テセンの曝露試験を実施したところ，光条件の有無によらず感受性の傾向は一致
した。（図 11）

次に光の波長について着目した。クラミドモナスはクロロフィル a,�b を持っ
ており，一般的な高等植物と同様である。また，これらのクロロフィルは 450-
470nm 付近の青色光及び 660nm 付近の赤色光を効率的に利用する。我々はこれ
らの波長域に対応した LED 光と，コントロールとして白色 LED を準備し，さ
らに赤：青＝ 3：1 のミックス光それぞれを光条件としてマイコトキシンの曝露
を実施した 28）。しかし，波長ごとの増殖効率は異なるものの，マイコトキシン
に対する感受性の傾向に大きな変化は見られなかった。光の有無および波長の変
化が感受性の傾向に変化を示さなかったことで，マイコトキシンの曝露影響は光
合成系にはまったく影響していないものと考えたが，一部のマイコトキシンの感
受性が大きく上がっている事を見出した。光の有無や波長帯の違いではなく，光
の強さの変化がマイコトキシン感受性に影響するかもしれないということが想定
され，光の強さを変化させた曝露試験を実施し，4AcNIV や 15AcDON などは光
強度が強まると感受性が高くなる傾向を示した（ここで言う光強度とは光合成光
量子束密度と呼ばれるもので，光合成に利用される 400 ～ 700nm の波長帯の放
射照度に係数を掛けて波長ごとに算出する数値であり，目視による明るさとは異
なる）。これが他の植物細胞でも再現される現象であるならば，作物の栽培環境
における光条件の影響がマイコトキシン抵抗性を変化させ，カビの感染を誘発，
あるいは抑制するかもしれない。光の強さは植物の生長だけでなくストレスにも
関わる重要なファクターである。こうした研究もまた，作物の栽培現場における
カビ感染の低減に役立てるものと考えている。（図 12）

6．おわりに
近年，国内はもとより世界各地で極端な気象現象が頻発しており，農産物の安

定的な栽培に悪影響を与えている。また，新興国の消費拡大や農地の劣化によっ
て，安価で良質な農産物の安定供給にも問題が生じ始めている。このような状況

0

0.5

1

1.5

2

400 500 600 700400 500 600 700

2.0

1.5

1.0

0.5

0

W
/m

2

Red LED

658
0

0.5

1

1.5

2

400 500 600 700400 500 600 700

2.0

1.5

1.0

0.5

0

W
/m

2

Blue LED

470
0.0

0.3

0.6

0.9

1.2

400 500 600 700400 500 600 700

1.2

0.9

0.6

0.3

0

W
/m

2

Red + Blue LED

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

400 500 600 700400 500 600 700 (nm)

W
/m

2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

White LED

455

図 11．クラミドモナスの生育に用いた LED 光源の波長特性



32

が，国産・輸入を問わずマイコトキシン汚染農産物の流通する可能性を，若干な
がら高めつつある。また，地産地消やインターネットの発達によって，メジャー
な流通経路を経ないで取引される農産物も増えている。これらはマイコトキシン
汚染の実態が調査されていないため，消費者のマイコトキシンの曝露リスクを増
加させ，リスクファクターを複雑化させている。これを解決するためには消費者
自身が正しい情報を認識した上で，それらのリスクと向き合う必要がある。マイ
コトキシンの毒性やその低減に関する情報の提供は，今後消費者のリスク管理に
資する判断材料になると考えている。

� （応用微生物研究領域　微生物評価ユニット　鈴木　忠宏）
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Ⅲ　枯草菌の物質生産能を向上させる手法

1．はじめに
枯草菌（Bacillus subtilis）は自然界に普遍的に存在するグラム陽性の土壌細

菌である。その特徴は，内生胞子を形成することによって様々なストレスに対し
て強い抵抗性を獲得し，極めて厳しい環境下でも生き延びることができることに
ある。また，外部 DNA を取り込む自然形質転換能を有し，古くから分子遺伝学
研究が盛んに行なわれてきた。1997 年には全ゲノム配列が決定され，その後の
ポストゲノム解析でもグラム陽性細菌のモデル生物として微生物研究の牽引役と
なってきた。これらモデル生物としての学術的重要性に加え，枯草菌の産業微生
物としての重要性も忘れてはならない。一般的に枯草菌は人間に対する病原性
が無く，�“安全な”菌として認知されており，産業への活用が容易な菌でもある。
日本人には馴染みの深い納豆菌（Bacillus subtilis natto）も分類上，枯草菌に分
類されている。また，枯草菌は菌体外に種々の分解酵素や抗菌物質を生産するこ
とでも知られ，近縁菌がプロテアーゼやアミラーゼなどの有用酵素の生産菌とし
て利用されているほか，枯草菌胞子を有効成分とする微生物農薬としても活用さ
れている。このように枯草菌は基礎及び応用の両面において魅力的な研究材料で
あると言える。本稿では，枯草菌の抗生物質生産研究から得られた知見ととも
に，枯草菌の物質生産能力を向上させる手法について紹介する。

2．枯草菌の抗生物質生産について
枯草菌は様々な抗生物質を生産することが知られている。これまでに様々な株

から抗生物質が単離，構造決定されており，報告された抗生物質は既に 20 種類
以上に上る 1）。しかしながら，筆者が枯草菌の抗生物質生産の制御機構について
研究を始めた頃，枯草菌のポストゲノム解析が着々と進行していたにもかかわら
ず，枯草菌の抗生物質生産に関する研究はほとんど行なわれていなかった。学会
などでは「なぜ枯草菌で抗生物質の研究をするのか」とよく質問されたものであ
る。抗生物質といえば，天然抗菌薬の約 7 割を生産する放線菌に焦点を当てがち
であるが，抗生物質の用途は人用医薬品に限ったものではない。前述のように，
枯草菌胞子自体は既に微生物農薬として利用されていたが，その効果は病原菌を
直接攻撃するものではなく，植物表面上で枯草菌が優先的に増殖することによっ
て病原菌の定着を阻止するというものであった。そこで筆者は抗生物質高生産株
を利用すれば更なる防除効果が期待できると考え，枯草菌が生産するジペプチド
抗生物質バシリシン（図 1）の研究を開始したのである。バシリシン（図 1）は
枯草菌ゲノム解析に用いられた実験標準株 168 が生産する主要な抗生物質である
が，ゲノム配列決定後もバシリシンの生合成遺伝子は同定されていなかった。そ
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こで，筆者は遺伝学的解析により生合成遺伝子を同定し，その転写制御機構を解
析してきた 2）,�3）。近年になって，このバシリシンが梨やリンゴなどのバラ科植物
に発生する火傷病の原因菌 Erwinia amylovora の生育を阻害することが報告さ
れ 4），枯草菌が生産する抗生物質にも徐々に関心が高まりつつある。火傷病は国
内では報告例はないものの，一度発生すると防除が困難であり深刻な被害をもた
らす伝染病害である。抗生物質ストレプトマイシンは火傷病防除に効果的な薬剤
であるが耐性菌の出現が問題となっており，他の防除剤の開発が強く望まれてい
る。火傷病防除におけるバシリシンの有効性は未だ不明であるが，様々な薬剤に
抵抗性を有する胞子は他の薬剤との混合・併用も可能であり，バシリシン高生産
株を利用した新たな薬剤の開発に繋がる可能性もある。また，火傷病防除剤の
目的以外にも，バシリシンの生合成に関与するアミノ酸リガーゼ（図 1）がジペ
プチド合成に活用されている 5）,�6）。このように，枯草菌由来の抗生物質だけでな
く，それらの生合成に関与する酵素なども注目されるようになっている。

3．リファンピシン耐性変異による物質生産能の向上
リファンピシンは細菌の RNA ポリメラーゼに作用して転写開始反応を阻害す

る抗生物質であるが，低い頻度（約 10-8 程度）でリファンピシン耐性変異株が出
現する。リファンピシン耐性変異のほとんどは，RNA ポリメラーゼの β サブ
ユニットをコードする rpoB 遺伝子内の限られた領域内に見出される 7），8）。これ
らリファンピシン耐性変異により RNA ポリメラーゼの機能変化が生じ，有用遺
伝子の発現を変化させることができる。このリファンピシン耐性を指標とした
RNA ポリメラーゼの機能改変は様々な微生物の物質生産能を向上させることが
確認されている（表 1）。この手法の特徴は，リファンピシン耐性変異という限
られた変異で効果的に物質生産能を向上させることができる点にある。但し，リ
ファンピシン耐性変異の効果は生物種や目的遺伝子によっても異なるため注意が
必要である。

L-アラニン L-アンチカプシン バシリシン

YwfE（アミノ酸リガーゼ）

図 1　バシリシン生合成の最終段階
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3.1　枯草菌の潜在的二次代謝経路ネオトレハロサジアミン合成の活性化
枯草菌の実験標準株である 168 株において，βサブユニットの 487 番目のセ

リンがロイシンに置換されたリファンピシン耐性変異株はアミノ糖抗生物質ネオ
トレハロサジアミン（3,3’- ジアミノ -α,β- トレハロース）を過剰に生産する（図
2）9）。この抗生物質は Bacillus pumilus17）や Bacillus circulans18）が生産することが

生物種 活性化された物質生産能 rpoB 変異 参考文献
B. subtilis ネオトレハロサジアミン S487L 9
B. subtilis (natto) ネオトレハロサジアミン

プロテアーゼ
セルラーゼ

S487L 10

B. licheniformis α - アミラーゼ Q469R
A478D
A478V
H482R
R485H
S487L�

11

B. clausii プロテアーゼ A478V 11
S. coelicolor アクチノロージン H437Y 12
S. lividans アクチノロージン S433L

S433P
13

S. erythrae エリスロマイシン S444F 14
S. incarnatus シネフンジン D447G 15
S. mauvecolor ピペリダマイシン H437L 16
下線は本稿に記載の抗生物質

表１　リファンピシン耐性変異により物質生産が向上した例

野生株 Rif耐性株

図 2　ネオトレハロサジアミン
A. 枯草菌 168 株（野生株）及びリファンピシン耐性変異株（Rif 耐性株）の培養
上清における抗黄色ブドウ球菌活性を示す。B. ネオトレハロサジアミンの構造
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報告されていたが，枯草菌 168 株は通常培養条件下では，この抗生物質を生産す
ることはない。即ち，リファンピシン耐性変異によって生じた RNA ポリメラー
ゼの機能変化が潜在的な抗生物質生産経路であるネオトレハロサジアミン合成経
路を活性化したのである。このリファンピシン耐性変異によるネオトレハロサジ
アミン合成の活性化については納豆菌においても確認されている 10）。

3.2 ネオトレハロサジアミン合成経路の活性化メカニズム
ネオトレハロサジアミン生合成遺伝子（ntdABC）の発現は，最終産物である

ネオトレハロサジアミン自身が転写アクチベーター NtdR に作用して生合成遺
伝子の発現を誘導するオートインダクション機構によって正に制御されている 9）

（図 3）。また，ネオトレハロサジアミン生合成遺伝子下流に存在するグルコー
ストランスポーター GlcP がグルコースの取り込みに連動してネオトレハロサジ
アミン生合成遺伝子の発現を抑制していることが判明している 19）。この GlcP を
コードする遺伝子の発現はネオトレハロサジアミン生合成遺伝子プロモーターに
依存しており，ネオトレハロサジアミン生合成遺伝子下流の転写終結シグナルを
リードスルーすることによって発現している（図 3）。これらの転写制御機構を
踏まえ，リファンピシン耐性変異によるネオトレハロサジアミン生合成経路の活
性化メカニズムとして，①リファンピシン耐性変異が RNA ポリメラーゼのプロ

図 3　ネオトレハロサジアミン生合成遺伝子の転写制御機構
NtdA，NtdB，NtdC はネオトレハロサジアミン生合成に関わる各酵素，NtdR はネオトレハ
ロサジアミン生合成遺伝子の転写因子，GlcP はグルコーストランスポーター，NTD はネオ
トレハロサジアミン，Glc はグルコース，ステム・ループ構造は転写終結シグナルを表してい
る。+�及び�－�はネオトレハロサジアミン生合成遺伝子プロモーターにおける転写効果を示
している。点線はメカニズムが判明していない制御機構を表す。
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モーター認識能を増大させ，ネオトレハロサジアミン生合成遺伝子プロモーター
を含む複数のプロモーター活性を増大させていること 9），②ネオトレハロサジア
ミン生合成遺伝子下流の転写終結シグナルでの転写終結効率を向上させることに
より，ネオトレハロサジアミン生合成遺伝子の負の転写制御に関与する GlcP の
発現を低下させていること 19），③ネオトレハロサジアミンによるオートインダ
クション機構によりネオトレハロサジアミンの過剰生産を引き起こすこと 9），な
どが挙げられる。

4．ストレプトマイシン耐性変異による物質生産能の向上
ストレプトマイシンは細菌のリボソームに作用して翻訳を阻害する抗生物質で

ある。ストレプトマイシン耐性変異は，この抗生物質の発見とほぼ同時期に見出
されており，耐性レベルの違いにより高レベル耐性（最小発育阻止濃度の 10 倍
以上）及び低レベル耐性（最小発育阻止濃度の数倍程度）の 2 種類が存在するこ
とが知られていた。1969 年には高レベルストレプトマイシン耐性変異はリボソー
ムタンパク質 S12 の突然変異により起こることが明らかにされたが 20），低レベ
ルストレプトマイシン耐性変異は，近年まで同定されていなかった。越智らは，
高レベルストレプトマイシン耐性変異であるリボソームタンパク質 S12 の変異
が放線菌の抗生物質生産を活性化することを発見し，新たな微生物育種法として

「リボソーム工学」を提唱した 21）。これを機に，様々なリボソーム変異と抗生物
質生産との相関性について検討され，未同定であった低レベルストレプトマイ
シン耐性変異もリボソームを構成する 16S�rRNA のメチル化酵素 RsmG（rRNA�
small�subunit�methyltransferase�G）の変異であることが判明した 22），23）。この変
異では，16S�rRNA のストレプトマイシン結合部位でのメチル化が消失すること
によりストレプトマイシンとの親和性が低下するものと考えられている。S12 及
び RsmG 変異は，いずれも放線菌の抗生物質生産の活性化に有効であることが
明らかにされている 21），24）。

4.1　枯草菌のバシリシン生産における効果
ストレプトマイシン耐性変異による枯草菌の物質生産における効果について

は，リボソームタンパク質 S12 変異の一部で僅かに認められたものの 25），芳し
い成果は得られていなかった。実際，枯草菌の抗生物質生産能が向上した低レベ
ルストレプトマイシン耐性変異株には，いずれの変異も生じていなかったのであ
る。そこで，枯草菌において抗生物質生産能が向上した低レベルストレプトマ
イシン耐性変異株を用いて DNA マイクロアレイを利用した CGS（Comparative�
Genome�Sequencing）法により変異を同定することとなった。予期していなかっ
たことに，新たに同定された変異は S- アデノシルホモシステイン（SAH）／
メチルチオアデノシン（MTA）　ヌクレオシダーゼをコードする mthA 遺伝子
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における 11�bp の欠失変異であることが判明した 26）。この酵素は S- アデノシル
メチオニン（SAM）のリサイクル経路の酵素の一つであり（図 4），同定した
mthA 変異株では細胞内 SAM レベルが上昇し，バシリシン生合成遺伝子及びネ
オトレハロサジアミン生合成遺伝子の発現が増大していた。SAM 合成酵素遺伝
子 metK を枯草菌内で過剰発現させても同様な効果が認められることから，細胞
内の SAM がこれら抗生物質生産の活性化に寄与していると思われる。放線菌に
おいては SAM 合成酵素遺伝子 metK の過剰発現だけでなく，培地への SAM 添
加によっても抗生物質生産を誘導することが報告されている 27）。しかしながら，
枯草菌においては SAM 添加による抗生物質生産の活性化は観察できなかった。
これは SAM の取り込み能の差によるのかもしれない。なお，同定した mthA 変
異は枯草菌 rsmG 変異よりも低いストレプトマイシン耐性を付与するが，スト
レプトマイシン耐性に至るメカニズムは不明である。

図 4　枯草菌の SAM リサイクリング経路
イタリック文字は各反応に関わる酵素をコードする遺伝子名を示している。SAM:S-
アデノシルメチオニン，SAH:S- アデノシルホモシステイン，SRH:S- リボシルホモ
システイン，MTA: メチルチオアデノシン，MTR: メチルチオリボース，MTRP: メ
チルチオリボース�1- リン酸，KMBA: α - ケト -γ- メチル - チオブチル酸，AI-2 はオー
トインデューサー 2 を示す。
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5．希土類元素スカンジウムの効果
希土類元素はスカンジウム及びイットリウムの 2 元素とランタンからルテチウ

ムまでの 15 元素を合わせた 17 元素の総称である。これら元素は優れた物理化学
的特性を持ち，微量で物質の性質を大きく変えることができることから，「産業
のビタミン」と称される。地球上での希土類元素の存在量は決して少ないわけで
はなく，環境中で生物がこれら元素の影響を受けていても些かも不思議ではな
い。しかしながら，生物における希土類元素の効果については研究が進んでおら
ず，未だ不明な部分が多いのが実情である。河合らは希土類元素が微生物に与え
る影響について調査し，スカンジウムが放線菌の抗生物質生産能を向上させるこ
とを報告している 28）。ここでは枯草菌における希土類元素の効果について紹介
する。

5.1　スカンジウムの添加効果
希土類元素は弱い抗菌活性を有している。特にスカンジウムは，枯草菌に対し

て希土類元素の中では最も強い抗菌活性を示し，50�µg/mL（193�µM）以上の濃
度では生育が阻害される。しかしながら，培地に非致死濃度のスカンジウムを添
加することによりアミラーゼやプロテアーゼ，抗生物質の生産能が向上すること
がわかった（図 5）29）。スカンジウムの添加効果は終濃度 10 ～ 20�µg/mL（38.5
～ 77�µM）で最大であり，それ以上の濃度では生育阻害効果が大きく，これら
の生産量は低下する。放線菌では他の希土類元素の添加でも抗生物質生産を活性

図 5　枯草菌の物質生産におけるスカンジウムの添加効果
スカンジウムを 10μg/mL の濃度で添加した培地と無添加の培地で枯草菌を培養し，培
養上清におけるアミラーゼ活性（A）及びプロテアーゼ活性（B），抗菌活性（C）を比
較した。赤丸がスカンジウム添加，白丸が無添加時の活性を示す。
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化することが報告されているが 30），枯草菌においては他の希土類元素に顕著な
効果は認められない（図 6）。通常，アミラーゼ遺伝子やバシリシン遺伝子の発
現量は定常期初期に誘導され，定常期後期（培養開始 24 時間以降）には低下す
るが，スカンジウム存在下では，これら遺伝子の発現がより持続しており，物質
生産の向上に繋がっていると考えられる。スカンジウムは他の希土類元素より
も，むしろ第 1 遷移金属元素とよく似た性質を示すことが知られており，枯草菌
における効果はスカンジウム特有の現象であるかもしれない。

スカンジウムは高価であるため，研究室で使用される微生物用培地に添加する
ことはほとんどない。近年，スカンジウムは照明や機能性素材などの分野で用途
が拡大し，生産量も増えたことから価格は以前よりも下落している。また最近に
なって，スカンジウムを回収する技術も開発されており，価格がさらに下落する
ことも予想される。今後，スカンジウムを多く含む土壌などから分離した微生物
を研究室で培養する際には，スカンジウムの効果を検討する必要があるだろう。

5.2　スカンジウム耐性変異の同定
前述したように，スカンジウムは希土類元素の中では最も強い抗菌活性を有

しており，その耐性変異株を取得することが可能である。筆者は，枯草菌のスカ
ンジウム耐性変異株を取得し，CGS 法により変異を同定することに成功した 31）。
この耐性変異はウンデカプレニル 2 リン酸（UPP）合成酵素に 1 アミノ酸置換

図 6　枯草菌のアミラーゼ生産における希土類元素の添加効果
希土類元素を各濃度で添加した培地で枯草菌を 48 時間培養し，培養上清におけるアミ
ラーゼ活性を比較した。無添加の時のアミラーゼ活性を１として各希土類元素の効果を
アミラーゼ相対活性で示している。5μg/mL の実験は Sc および Y，La，Lu のみ行なった。
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をもたらす変異であった。UPP の脱リン酸化反応で生じるウンデカプレニルリ
ン酸は細胞壁合成の際にグリコシル基を輸送する担体として働く必須分子である
32）。細胞壁合成阻害剤であるバシトラシンは UPP に結合して，その脱リン酸化
反応を阻害する抗生物質であるが 33），34），この変異株はバシトラシンに対しても
耐性を示す 31）。また，UPP 合成酵素をコードする uppS 遺伝子を強力なプロモー
ターにより過剰に発現させると，スカンジウムやバシトラシンに対して感受性を
示すことから，UPP の蓄積がスカンジウム及びバシトラシンに対する感受性を
決定する因子となっていると推察される。高橋らは細菌細胞表面のリン酸基に
希土類元素が吸着することを報告している 35）。UPP は細胞膜に局在しており，3
価陽イオンであるスカンジウムが細胞表面にある UPP のリン酸基と結合し，細
胞壁合成を阻害している可能性がある。また，スカンジウムが細胞内に取り込ま
れているかどうかは未だ不明であり，今後の研究で明らかにする必要がある。も
し，細胞内に取り込まれているのであれば，スカンジウムが DNA などに直接作
用する可能性もある。

5.3　スカンジウム耐性変異によるアミラーゼ生産の向上
前述したスカンジウム耐性変異株（uppS86）はアミラーゼの生産量が約 2 倍

に増大していた（図 7）。一方，プロテアーゼや抗生物質の生産には影響は見ら
れなかった。この変異株でのアミラーゼ遺伝子の発現量は野生株と同程度であ

図 7　枯草菌のアミラーゼ生産におけるスカンジウム耐性変異の効果
枯草菌野生株とスカンジウム耐性変異株（uppS86 株）を培養し，各培養時間に
おける培養上清中のアミラーゼ活性を測定した。
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り，この変異が転写後段階でアミラーゼ生産を向上させていると考えられる。ア
ミラーゼの分泌には細胞表面の電荷が影響するという報告もあり，細胞表面の
UPP 量が変化したことによってアミラーゼ分泌に影響を及ぼしているのかもし
れない。このようにスカンジウム耐性変異によるアミラーゼ生産の向上メカニズ
ムは，スカンジウム添加による効果とは明らかに異なっている。この変異の効果
については更なる解析が必要である。

6．おわりに
本稿では，枯草菌において物質生産を向上させる手法を紹介した。これら手法

の特徴は，薬剤の耐性変異に基づいていることにある。従来用いられてきた変異
剤などによる突然変異誘発法とは異なり，薬剤耐性変異による活性化法では生物
間で保存されている必須分子の変異を利用するため，様々な生物種に適用できる
という大きな利点がある。リファンピシン耐性変異やストレプトマイシン耐性変
異は既に様々な微生物において，その有用性が確認されている 21），24）。また，本
稿では紹介しなかったが，これら薬剤の他にゲンタミシンやジェネティシン，パ
ロモマイシン，リンコマイシン，フシジン酸，チオストレプトンなども放線菌の
抗生物質生産を活性化することが示されている。さらに，これら薬剤耐性変異に
よる活性化法のもう一つの利点は，通常の培養条件では発現しない“休眠”状態
の遺伝子をも活性化しうることである 9），16）。本来，生産菌の生育には必要でない
二次代謝産物の場合，培養条件によっては二次代謝産物を生産しないということ
も珍しいことではない。このような休眠状態の遺伝子を活性化する手法は新規化
合物の探索において強力なツールとなるであろう。実際，保坂らはこの手法によ
り，放線菌から新規抗生物質ピペリダマイシンの発見に至っている 16）。

一方，スカンジウムについては，様々な生物種に対して未知の効果を発揮する
可能性があるものの，現時点ではスカンジウム添加による発酵生産にはコスト面
での問題がある。しかしながら，生物におけるスカンジウムの研究は始まったば
かりである。今後，スカンジウムによる物質生産向上メカニズムが明らかになれ
ば，同等もしくはそれ以上の効果を発揮する代替物質や変異等による別法の開発
も不可能ではない。本研究を契機に，生物における希土類元素の影響に関する研
究が活発化することを望む。

　（食品バイオテクノロジー研究領域　生物機能解析ユニット　稲岡　隆史）
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Ⅳ　納豆菌の発酵能力をアップグレード

1．はじめに
納豆菌［Bacillus subtilis （natto）］は納豆製造および食品添加物としてのポリ

－γ－グルタミン酸（いわゆる納豆のネバネバ物質，以下 γPGA とする）生
産に利用されている。最近，筆者らは異なる 2 つのアプローチから納豆菌の発酵
能力増強に取り組んだ 1）－3）。その目的は，種皮の硬い黒大豆など有色大豆を用い
た納豆製造に適した種菌の開発とγ PGA の収量向上である。

市販されている納豆の多くは黄大豆納豆である。黄大豆と比して有色大豆は種
皮が硬い。そのため，糸引きが充分で且つ柔らかい納豆に仕上げるには，大豆蒸
煮圧を上げる又は蒸煮時間を長くするなどの工夫が必要である 4），5）。しかし，蒸
煮条件を厳しくすれば皮むけが生じやすく発酵ムラの原因となる。そこで，蒸煮
条件は変えずに，納豆菌の菌体外分解酵素（プロテアーゼ，セルラーゼなど）生
産能力を増強して種皮の酵素的分解を促進することを目論んだ。新たな納豆種菌
を育種し 1）ポリフェノール類を多く含むことから潜在需要が大きいと考えられ
た黒大豆を用いてその評価行った 3）。

γ PGA の収量向上に関しては，分子遺伝学的な手法で研究を進めた。納豆菌
は膜タンパク質複合体 PgsBCA によって ATP 分解を伴うグルタミン酸重合反応
を行い，菌体外へγ PGA を放出する 6），7）。この PgsBCA による γPGA 合成は細
胞密度による制御（クォーラムセンシング，quorum�sensing）を受ける 8），9）。つ
まり，細胞密度の低い対数増殖期には PgsBCA は発現せず，増殖が定常期に達
してからのみ発現する。著者らは，細胞密度情報を伝達する細胞内鍵因子の働き
を明らかにした 2）。その研究過程で，細胞密度情報伝達系に依存せずに γPGA
を合成できる変異株を得ることが出来た 2）。この変異株では γPGA と同様に細
胞密度制御下にある菌体外分解酵素群の発現も亢進した。

2．黒大豆発酵に適した納豆菌
（1）納豆種菌の探索

やみくもに菌体外分解酵素活性が高い株を探しても，その株で納豆が作れる保
証はない。何故ならば，煮豆成分の消化性を向上させる菌体外分解酵素生産は納
豆発酵の必要条件の一つに過ぎないからである。分解酵素生産以外の必要条件と
して納豆の品質評価基準の一つでもある“被り”の形成が挙げられる。“被り”
は発酵後に煮豆上に形成される白っぽい菌膜のことで，納豆菌が作る樹状構造を
もつコロニー（菌の集団）（図 1）に由来する。英語文献ではこの構造は fruiting�
body と呼ばれることもある。被りを形成しない株は納豆発酵適性がない。また，
γ PGA は菌体と一体となって存在するのが良く，例え量が多くても水飴状に垂
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れるのは好ましくないとされる。納豆発酵適性は細胞の運動性とも密接に関係す
ることも報告されている 10）－13）。そこで，筆者らは納豆発酵適性株の系統的な特徴
の解明，つまり納豆菌の分類上の位置づけを明確にすることから研究に着手し 14），
その過程で納豆発酵適性を有する多くの Bacillus subtilis 株を稲わらから分離す
ることに成功した。当初，得られた株の中から高い菌体外分解酵素活性を示すも
のを探した。しかし，現在使われている主要な納豆種菌（宮城野株）を上回る株
はなかった。　�

（2）rpoB 変異　
環境中から種菌候補を探すことは諦め，別の方法を採ることにした。文献

調査をしたところ，Bacillus subtilis や近縁の Bacillus licheniformis において
RNA ポリメラーゼβ - サブユニット遺伝子 rpoB（細菌の遺伝子名は abcX のよ
うに表記する）変異によるリファンピシン耐性獲得に伴って 2 次代謝産物やア
ミラーゼの生産量が向上する報告があった 15）－18）。特に，Bacillus subtilis 実験室
株（Bacillus subtilis 168）のリファンピシン耐性に関する情報が大変参考になっ
た 17），18）。しかしながら，実験室株はγ PGA を生産しない株であり“被り”も
形成しない。加えて，実験室株の菌体外分解酵素生産量は納豆菌より遙かに低
いので，納豆製造には全く適さない。実験室株のリファンピシン耐性株は NTD

（neotrehalosadiamine，2 次代謝産物でアミノ糖抗生物質の一種）の生産量を増
大させるが，プロテアーゼ生産は影響を受けなかった。そのため，実験室株の知
見をそのまま納豆菌に当てはめることが出来るか不明であった。この点，納豆菌
のゲノム情報が公開されたこと 19）により実験室株との比較検討が遺伝子レベル
で可能になったことが研究推進の一助となった。例えば，NTD 合成オペロンが

図 1．納豆菌が作る樹状構造をもつコロニー形態（fruiting body）
撮影協力：今場司朗博士
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納豆菌にも存在することが容易に判断できたので，リファンピシン耐性獲得の影
響評価を行うことができたのである。菌体外分解酵素生産に関しては，実験室
株では細胞密度情報伝達に必要な degQ 遺伝子（後述）の発現調節領域内一塩基
変異が原因でそもそも非常に低いレベルに発現量が抑えられていること 20），21）や，
主要なプロテアーゼ遺伝子が実験室株と納豆菌の間で保存されていることなどが
既に明らかであった。

上述の新たに稲わらから採取した納豆発酵適性株をリファンピシン含有寒天培
地に塗布すると，自然変異による耐性株がいくつか得られた。次世代シークエン
サーで全ゲノム塩基配列を比較し変異箇所を rpoB 遺伝子内に同定した。リファ
ンピシン耐性を獲得した株はすべて rpoB に変異があったが，その中で同時に菌
体外分解酵素生産が増えたものは rpoB 遺伝子の 1460 番目の C が T に置換した
変異株（rpoB5 変異株）だけだった。他の耐性変異（1406A → G，1444C → T）
では菌体外分解酵素生産への影響はなかった 1）。

（3）rpoB5 変異と遺伝子発現制御
rpoB5 変異株の菌体外分解酵素活性を表 1 に示した。プロテアーゼ活性の上

昇が顕著で約 3.5 倍となった。セルラーゼ（Azo-CMC 分解酵素）や γ- グルタ
ミルペプチダーゼ活性も有意に上昇し，実験室株同様 NTD の生産も増えた。一
方，納豆の粘性に関わる多糖であるレバンの合成酵素（levansucrase）活性は逆
に低下して検出限界以下となった（表 1）。　�

rpoB5 変異が遺伝子発現へ及ぼす影響は実験室株を用いて詳細に研究され，2
つの作用機作（メカニズム）が提唱されている 18）。1 つは RNA ポリメラーゼと
結合して DNA 配列認識を司るσ因子 A を介した転写の促進であり，もう一つ
は，転写終結シグナルの認識強化による転写終結シグナルのリードスルー（読
み飛ばし）減少である。NTD 生産が増えたことから，納豆菌細胞内においても
rpoB5 変異は実験室株と同様の作用機作で遺伝子発現に影響していると考えられ
た。実験室株ではレバン合成酵素の発現が見られなかったため両菌株を直接比較
することはできないが，レバン合成酵素の発現量低下は転写終結シグナル認識

表１　rpoB5 変異株（Miyagi-4100）とその親株（Miyagi-4）の菌体外分解酵素と
　　NTD の生産

菌株名 プロテ
アーゼ
(U/ml)

セルラーゼ
(U/ml)

γ - グルタミル
ペプチダーゼ

(mU/ml)

レバンシュー
クラーゼ
(mU/ml)

NTD
(µg/ml)

B. subtilis�Miyagi-4 22.2 0.14 0.7 73 <5
B. subtilis�Miyagi-4100 78.0 0.21 1.9 <2 40

文献１の表１を改変．
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強化から合理的な説明が可能であった（図 2）。すなわち，レバン合成酵素遺伝
子（sacB）の転写開始点と翻訳領域（ORF）の間に転写終結シグナルが存在す
る。sacB はショ糖で発現誘導される遺伝子である。ショ糖存在下では転写終結
シグナルのすぐ隣にあるアンチターミネーション配列に SacY タンパク質（遺伝
子 abcX がコードするタンパク質は AbcX と表記する）が結合することによって
mRNA の構造が変化し，転写終結シグナルのリードスルーが促進される 22）。お
そらく，rpoB5 変異を有する RNA ポリメラーゼの転写終結シグナル認識が強い
ため SacY が存在してもリードスルーが起こらないのであろう。

　�
（4）黒大豆納豆の試作と評価

実際に納豆を試作してみた 3）。
原料大豆として黒大豆（品種名：黒大豆小粒）を用いた。スターター株として，

rpoB5 変異を有する納豆菌 Miyagi-4100 株とその親株（Miyagi-4），比較検討の
ため現在広く使用されている宮城野株の 3 株を用いた。

独立に 3 回試作を行い（n�=�3）出来た納豆について硬さ試験などの評価を
行った（表 2，3）。Miyagi-4100 株ではレバン合成酵素活性が検出限界以下まで
低下していたので，レバン量にも着目して納豆の評価を行った。その結果，親
株および宮城野株と比べ，Miyagi-4100 株で作った黒大豆納豆では有意に γ
PGA が増え，発酵状態が改善されたことがわかった。意外なことにレバン量は
Miyagi-4100 株で顕著に増大した（表 2）。納豆切断用のアダプターとピークホー
ルド型の重量計を用いて硬さ試験を行ったところ，P 値はやや高かったものの
Miyagi-4100 株でより柔らかく仕上がる傾向があった（切断強度が約 8 グラム低
下）（表 3）。柔らかさについては官能検査でも良い成績が得られている（久保ら，
未発表データ）。

予想に反してレバン量が増えた理由は定かでない。レバン合成酵素活性は液体
培地にショ糖（1%�w/v）を添加し発現誘導される条件で測定した。大豆にはショ

図 2．レバンシュークラーゼ遺伝子の発現制御（模式図）
レバンシュークラーゼ遺伝子（sacB）とその上流の発現調節領域を模式的に表した．
矢印は逆向き反復配列を示す．sacB�ORF は sacB 遺伝子の翻訳領域を示す．
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糖が約 5％（乾物重量当たり）含まれる。納豆発酵過程で sacB 遺伝子発現が誘
導され得るか調べていないが，少なくとも Miyagi-4100 株では誘導なしの基礎的
レベルの合成酵素発現量でレバンが生産されたと考えられる。納豆菌は SacC（エ
キソ型レバンナーゼ）と LevB（エンド型レバナーゼ）の 2 つのレバン分解酵素
を菌体外に生産することがゲノム情報から予想される。rpoB5 変異によって分解
系が抑制されたためにレバンが蓄積したのかも知れない。あるいは，液体培地で
得られた実験結果をそのまま納豆に当てはめられない可能性も考えられた。煮豆
上でコロニーを形成しながら生育する納豆菌と液体培地中の納豆菌では違った遺
伝子発現制御があるのかも知れない。尚，レバンにはプレバイオティクスとし
ての機能性報告がある 23），24）。本株を利用した黒大豆納豆の生産が 2013 年末に始
まった。

　�
3．細胞密度応答制御系の改変とγ PGA 生産

（1）納豆菌のγ PGA 合成制御機構
発酵法によるγ PGA の工業生産はすでに数社が行っている。発酵生産プロセ

スにはいくつもの重要点（シード培養，培地組成，連続培養，通気，培養液の粘
性制御，生産物の回収・精製，残存胞子除去など）があるが，納豆菌自身の γ

表 2　黒大豆納豆のレバンとγ PGA の含量

使用種菌名
レバン

成分量（mg/g 納豆）
γ PGA 全糖量

Miyagino 0.73±0.02A 13.33±0.04A 1.65±0.04A

Miyagi-4 0.53±0.03A 13.08±0.02A 1.37±0.02A

Miyagi-4100 4.52±0.16B 16.16±0.42B 6.60±0.42B

含量の数値は平均値±標準偏差（n=3）．
各列数値の上付き文字の違いは，Tukey-Kramer 法により有意に（P<0.05）異なる
ことを示す．
文献 3 の表 1 を改変．

表 3　黒大豆納豆の硬さ試験

試料名 使用菌株 切断強度（g） P 値
黒大豆煮豆 225.7±12.5
黒大豆納豆 (Miyagino) 163.3±12.9

　　0.236
黒大豆納豆 (Miyagi-4100) 155.8±11.9
サンプルの納豆については，括弧内に使用した納豆菌を示した．�
納豆 50 粒を測定し，中間 30 粒分のデータを用いて算出した．
文献 3 の表 2 を改変．
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PGA 生産性が収量に最も影響するであろう。筆者らは変異株による γPGA 高
生産を目指し，納豆菌のγ PGA 合成制御機構，特に細胞密度応答による制御に
ついて研究を進めてきた 8），9），25）。

納豆菌自身が菌体外へ分泌する低分子ペプチド ComX の濃度を指標とした細
胞密度情報はその受容体膜タンパク質である ComP-ComA 二成分制御系を介して
細胞内へ伝達される（図 3）。degQ 遺伝子は細胞密度情報の直接の受け手である
ComP-ComA 二成分制御系依存的に発現誘導される。つまり，細胞内で細胞密度
情報の 2 次的伝達（あるいは増幅）の役割を担う。DegQ は γPGA 生産に必須で
あるだけでなくプロテアーゼなどの菌体外分解酵素生産や鞭毛の形成にも必要で，
尚且つ細胞のコンピテンス（competence，細胞増殖の定常期において外部から
DNA を取り込んで形質転換する能力）を負に制御する働きが知られている 2），13），20），

21），26）。つまり，DegQ は細胞表層にある ComP が感知した細胞密度情報の伝達を
担う定常期の細胞生理を多面的に制御する鍵因子なのである。　�

γ PGA 合成は PgsBCA 膜タンパク質複合体が担う（遺伝子 abcX，abcY，
abcZ がオペロンを構成する場合は abcXYZ と表記する）。pgsBCA 遺伝子上流
の遺伝子間領域は約 700�bp あり，細菌の遺伝子間領域としては非常に長い。�
pgsBCA 遺伝子の発現調節にはこの 700�bp のほぼ全長が必要で 8）その中に DNA
結合タンパク質の一つである DegU の結合部位が含まれる 27）。γPGA 合成遺伝
子 pgsBCA の転写を直接制御するのがこの DegU である 27）。DegU は細胞内で
リン酸化された状態あるいは脱リン酸化された状態で存在し，リン酸化の有無に

図 3．γPGA 生産を制御する細胞密度情報の伝達経路（模式図）
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よって結合できる DNA 配列が異なる性質を持つ。言い換えれば，�DegU のリン
酸化状態によって発現する遺伝子が変わるのである 28）。筆者らは，degQ 遺伝子
破壊株を用いた遺伝学的な実験および精製したタンパク質を用いた in vitro での
リン酸基転移実験によって，DegQ による細胞密度情報伝達と DegU リン酸化の
関係の詳細を明らかにした 2）。

（2）degQ 遺伝子破壊株を用いた遺伝学的な実験　－ degQ 遺伝子破壊株の表現型－
DegQ はアミノ酸 46 個からなるとても小さなタンパク質である。degQ 遺伝

子を破壊すると細胞密度情報伝達が滞り，その結果，γPGA は生産されなくな
る（図 3）。γ PGA 生産の他にもプロテアーゼなど定常期に誘導される菌体外分
解酵素の生産量も激減する（表 4）。一方，コンピテンス（形質転換能）は逆の
影響を受け，degQ 遺伝子破壊によって向上する（表 4）。ComP-ComA 二成分
制御系の名称 Com がコンピテンス（competence）に由来することが示すよう
に，元々，外部から DNA を自己ゲノムに取り込んで形質転換する現象の解析か
ら Bacillus subtilis の細胞密度応答機構は見つかった。納豆菌のコンピテンスは
実験室株に比べてかなり低いのであるが，degQ 遺伝子を破壊すると改善される

（表 4）。実験室株には degQ 遺伝子の転写開始点から約 10 塩基上流に一塩基変
異（T → C）がある。この変異によって実験室株では degQ 遺伝子の発現量が約
50 分の 1 に低下している 21）。そのため，実験室株のコンピテンスは高いのであ
る（逆に言えば，形質転換実験し易い株が実験室株として選ばれたことになる）。
納豆菌の場合，degQ 遺伝子破壊株であっても実験室株と比べればまだコンピテ
ンスは低い。納豆菌の形質転換効率の低さ（実験室株の高さ）は degQ 遺伝子の
発現量の違いに加え，その他の遺伝的多型（例えば comS 遺伝子の多型 29）など）
との相乗効果の結果であると考えられる。　�

表 4 　degQ 破壊株とその抑制変異株のγPGA 生産，菌体外分解酵素生産および
コンピテンス

菌株名 GGT*

(mU/ml)

アミラーゼ

(U/ml)

アルカリ
プロテアーゼ

(U/ml)

γPGA

(mg/ml)

レバン
シュークラーゼ

(mU/ml)

コンピテンス
（形質転換能）

(x�10-8)

BS168 実験室株 <0.01 2400�　  8.2 �<0.01 <2　� 1218

NAFM5 納豆菌（野生型） 0.5 218.0 50.2 11.2 173.1 　11
NAFM73 degQ 遺伝子破壊株 0.1 �<10　  3.0 �<0.01 　4.9 �116
NAFM735 グループ I 抑制変異株 2.0 2696.2� 60.4 14.0 324.7 　27
NAFM736 グループ II 抑制変異株 0.2 �<10　 14.8 �0.7 111.9 �135

*γ- グルタミルペプチダーゼ
�文献２の表２を改変．
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（3） degQ 遺伝子破壊株を用いた遺伝学的な実験　－ degQ 遺伝子破壊の抑制変異－
筆 者 ら は degQ 遺 伝 子 破 壊 の 抑 制 変 異（ サ プ レ ッ サ ー 変 異，suppressor�

mutation）をスクリーニングし，細胞密度応答の制御を受けない γPGA 生産が
可能となる変異株の育種を行った 2）。この研究では，抑制変異箇所の同定・解析
を通じて細胞密度情報伝達に関わる新たな因子が見つかる可能性にも期待でき
た。具体的には，degQ 遺伝子破壊株を変異原処理し γPGA 生産が回復した株
を寒天培地上のコロニーを 1 つ 1 つ目視で観察して探す，という地道な作業を
行った。γ PGA 生産が回復したと思われる表面が盛り上がったコロニーを爪楊
枝でつついて粘性物質生産を確認し，最終的には液体培地で培養して HPLC 法，
電気泳動法等でγ PGA 生産量を求めた。観察した約 4 万のコロニー中，9 つに
γ PGA 生産を認めた。

この 9 株についてより詳細な分析を行ったところ，9 株はその表現型から 2 つ
のグループに分かれた。即ち，グループ I 抑制変異株（6 株）では γPGA 生産
が野生型並に回復しておりコンピテンスも野生型並に戻ったのに対し，グルー
プ II（3 株）ではγ PGA 生産の回復は部分的でコンピテンスは変化せずに野生
型よりも高いままであった（表 4）2）。詳細は省略するが，グループ I 変異は連
鎖解析が可能であったので変異箇所を同定することができた。グループ I 変異は
全て degS 遺伝子内にあった（図 4）。�DegS と DegU は二成分制御系を構成し，
DegS タンパク質によって DegU タンパク質がリン酸化される（図 3）（正確に
言うと，DegS は 189 番目のヒスチジン残基を自己リン酸化し，次いでそのリン
酸基を DegU に転移する）。6 つのグループ I 変異は，DegS 内の異なるアミノ酸
変異；M195I（アミノ酸残基 195 番目のメチオニンがイソロイシンに変わった変
異），R208Q（208 番目のアルギニン→グルタミン），P245S（245 番目のプロリ
ン→セリン），L248F（248 番目のロイシン→フェニルアラニン），D249G（249
番目のアスパラギン酸→グリシン），�および D250N（250 番目のアスパラギン酸
→アスパラギン）であった。これらは全て DegS の自己リン酸化部位とその周辺

図 4．DegS 変異箇所の模試図
星印は 6 つのグループ I 抑制変異箇所を示す .
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のアミノ酸配列からなる HisKA_3 ドメイン内にあった（図 4）。グループ II 変
異に関しては，納豆菌で遺伝的マーカーが整備されていないこともあり連鎖解析
による変異箇所同定に苦慮した。しかし，ようやく最近になって，変異株の全ゲ
ノム配列を解読することにより原因変異を推定できた（木村ら，未発表データ）。
次世代シーケンサーの解析コストが低下し，食品微生物分野でも利用できるよう
になったのである。　�

（4）精製したタンパク質を用いた in vitro でのリン酸基転移実験　－ DegQ による
DegS- DegU 二成分制御系のリン酸化制御－
次にアイソトープ（32P）標識した ATP を基質とした in vitro でのリン酸基転

移実験に取り組むことにした。Kobayashi の先行研究 28）で，DegS から DegU へ
のリン酸基転移反応が DegQ 存在下で促進されることが報告されていた。そこ
で，変異型の DegS を精製して DegQ,�DegS,�DegU の 3 者共存下でのリン酸化反
応を確かめることにした。しかし，ここで問題が生じた。in vitro 実験に必要な
DegS を大腸菌細胞内で発現すると，その全てが不溶性画分（インクルージョン
ボディ）に回収されたのである。不溶性のままではタンパク質は適正な立体構造
を失っているので実験に使うことはできない。Kobayashi の先行研究では，不溶
性画分を界面活性剤で溶解し，その後徐々に界面活性剤を除去して適正な構造を
回復させた（リホールディングさせた）DegS が使われた。リホールディング法
では全ての分子の立体構造が適正に回復しているわけではなく，タンパク質分子
は＜不溶性⇔中間構造体⇔適正構造＞の間で平衡状態にある。そのため，複数の
変異体タンパク質と元の野生型タンパク質との比較検討にはリホールディング化
効率は勿論のこと，残存する不溶性や中間構造状態にある分子種の影響を見極め
る必要がある（との，厳しい指摘を論文査読レフェリーから受けた）。そこで，
様々な手法（低温発現，分子シャペロンとの共発現，枯草菌細胞内での発現，融
合タンパク質として発現，DegS と DegU の共発現………∞（×�_×）∞）を試したが，
なかなか上手くいかなかった。研究を登山に例えれば，正に胸突き八丁の上り坂
にさしかかったのである。この間，“ネガティブではあるが重要なデータ”を粘
り強く出していただいた共同研究先の修士課程院生に感謝いたします。幸い努
力は報われた。可溶性 DegS の発現に成功し，いよいよ変異体 DegS の解析を行
う段になって院生は希望企業へ就職。その後のアイソトープ実験は私自身で行っ
た。数週間夜遅くまで，時には夢の中でも実験した。　�

in vitro でのリン酸基転移実験結果をまとめると，DegQ は DegS と DegS-Pi
（自己リン酸化した DegS）間の平衡を右側に保つ機能を持つこと，および DegQ
と DegS-DegU 二成分制御系の 3 者会合状態で DegU-Pi が安定的に存在できる
ことが明らかとなった 2）。加えて，DegQ 非存在下であっても，抑制変異を持つ
DegS があたかも DegQ が存在するかの様に振る舞う（リン酸化を促進し，脱リ
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ン酸化を抑える）ことがわかった（図 5）2）。おそらく変異アミノ酸残基は DegS�
と DegQ との会合部位に位置し，DegQ と同様な影響をもたらすのであろう。こ
れらはリホールディング法ではわからなかった新規な知見であったので，研究論
文は海外の有力研究者にも引用されている 11），12）。

DegU の pgsBCA 遺伝子上流の発現調節領域への結合にそのリン酸化が必須
であることは Ogura らの研究 27）で明らかであり，ComP から始まる γPGA 生
産制御に関わる一連のリン酸化反応リレーは終点へ到達した。DegS 変異株は活
発にγ PGA を生産する。次の課題は，変異株を用いた γPGA 生産のスケール
アップである。

4．おわりに
納豆発酵適性株の系統解析では，多数の異なる納豆発酵菌を得ることができ

た。これらは遺伝資源として貴重である。バクテリオファージ耐性や香気成分の
改良等の課題に取り組むための研究材料となるであろう。また，得られた多くの
納豆発酵菌をまとめてゲノム解析することによって，納豆発酵とビオチン要求性
や運動性との関連性 10）－12），14）をより明確に議論できるようになる可能性もある。

全く触れなかったが，γ PGA の生産コストには生産物の回収・精製過程の寄
与が大きく，克服すべき課題として残されている。グループ II 抑制変異の研究
を通じた更なる納豆菌アップグレードが生産性向上に繋がると考え，現在研究を
鋭意進めている。

図 5．DegS から DegU への 32P で標識したリン酸基の転移反応
（文献 2 の図 4 を改変）　　　　　　　　　　　　

DegS タンパク質を [γ-32P]ATP を用いて自己リン酸化した後に DegU と大過剰の非標
識 ATP を加え，経時的にサンプリングしてポリアクリルアミド電気泳動に供した．野
生型 DegS（左，WT）と比べ抑制変異を持つ DegS（右，D250N）では脱リン酸化反応
が遅くなり，リン酸化した状態で安定化している．
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V　麹菌のゲノム解析とポストゲノム手法を用いた
醸造技術への応用

1．はじめに
近年，我が国の伝統的発酵食品が海外に注目され，輸出が増加傾向にある。さ

らに，2013 年末，和食が「日本人の伝統的な食文化」としてユネスコ無形文化
遺産に登録された。和食の世界的な認知により，味噌等の伝統的発酵食品の国際
的な需要が高まると期待される。また，和食とこれに伴う文化を今後も継承し，
その情報を世界に発信する際，日本独自の伝統的発酵食品は極めて重要な位置を
占める。和食の献立を考えるときに欠かせない味噌，醤油，みりん，食酢等の調
味料，また清酒等の酒類は，麹菌等の醸造微生物を使って製造される。そのた
め，これら有用微生物の生物学的特性あるいはその醸造における働きを科学的に
解明しておくことはたいへん重要である。

麹菌は糸状菌（カビ）の仲間であるが，特定の糸状菌を指すのではなく，我
が国の醸造食品に使用される実用糸状菌全般を意味している。味噌の他，清
酒，醤油，みりん等，我が国の伝統的発酵食品の醸造に使用されており（表
1），日本醸造学会により我が国の「国菌」と認定されている。この麹菌の一種
Aspergillus oryzae（以降，本稿では A. oryzae を便宜的に麹菌と呼ぶ）は，工業
用酵素の生産菌としても利用され，植物由来のデンプンを分解するアミラーゼや
タンパク質を分解するプロテアーゼ等の細胞外分泌酵素の生産性が高いことが知
られている。またこの高い酵素生産性と毒性物質を生産しないことが，発酵食品
の醸造に麹菌が利用されるようになった理由ではないかと考えられる。そこで，
本稿では発酵食品のおいしさに関わる麹菌とこの菌が生産する酵素の解明研究に
ついて，麹菌のゲノム解析とその情報を利用したポストゲノム研究の進展を交え
て解説するとともに，発酵食品の旨味生成に関わると考えられる新しい麹菌酵素
について紹介したい。

表 1　各種醸造食品製造に使用される麹菌の種類

　醸造食品������ 　生物種
清酒�
味噌�
醤油�
甘酒
味醂�
焼酎�

Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae, Aspergillus sojae
Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae
Aspergillus kawachii, Aspergillus awamori
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2．麹菌酵素とゲノム解析
麹菌は多様な分泌酵素を生産するが，とりわけタンパク質分解酵素は発酵食品

の特徴的な味である「旨味」に関与するアミノ酸生成に必須な働きをする酵素で
ある。タンパク質分解酵素は，ペプチドの内側を切断するエンド型，ペプチドの
末端からアミノ酸を 1分子ずつ遊離するエキソ型に分けられる。このうちアミ
ノペプチダーゼは，ペプチドのＮ末端側からアミノ酸を加水分解により遊離する
エキソ型酵素である。本酵素はその種類によって，アミノ酸認識の特異性（Ｎ末
端のアミノ酸の種類を選択して遊離）が異なる。従って，アミノペプチダーゼは，
醸造食品の味を決めている重要な酵素の一つであり，同酵素の作用による遊離ア
ミノ酸の生成バランスは，食品の呈味性に大きく影響する。

多様な能力を有する産業微生物である麹菌の機能をさらに解明して引き出すこ
とにより，その機能を新産業の開拓に利用できる可能性が考えられる。また学術
的には，伝統的発酵食品の醸造において，麹菌の酵素が担う機能の解明が望ま
れている。このような要望を受けて，麹菌ゲノム解析コンソーシアムが組織さ
れ，2005 年に麹菌のゲノム情報が解明された。そのゲノム情報から麹菌のプロ
テアーゼ遺伝子群を抽出した結果，100 種類以上の遺伝子が発見され，その中に
はアミノペプチダーゼ様遺伝子がして 30 種類以上含まれていた。

これまでに報告された麹菌アミノペプチダーゼは，実用菌株から生化学的な実
験手法により精製されたタンパク質である。例を挙げると，細胞外に分泌され
る 4 種類のロイシンアミノペプチダーゼが培養上清より精製され，特性が解明さ
れた 1）－�4）。ゲノム情報から抽出したアミノペプチダーゼ様遺伝子のうち，著者
らは糸状菌で報告例のない酵素，真核生物で報告例の無い酵素の遺伝子を解析し
てきた。これらは生産量が微量であり，精製困難なタンパク質と推測された。そ
こで遺伝子レベルで見出した新規アミノペプチダーゼを遺伝子組換え技術を利用
して強制的に高生産させた。その結果，精製可能な量の酵素タンパク質を確保す
ることができた。この手法で酵素化学的性質を決定したアミノペプチダーゼとし
て，グルタミン酸やアスパラギン酸といった旨味を示すアミノ酸をペプチドから
特異的に遊離するアスパチルアミノペプチダーゼ（DapA5）），プロリンを特異的
に遊離するプロリルアミノペプチダーゼ（PapA6）），ロイシンを中心に疎水性ア
ミノ酸を遊離するロイシンアミノペプチダーゼ（LapA7））がある。LapA は培養
上清に高生産させて精製したが，その他の酵素は細胞内に蓄積されたため，細胞
破砕後の無細胞抽出液から精製した。一方，cDNA を大腸菌で過剰発現させた
のち，付加された His-tag を指標に精製を行うことにより特性を解明したアミノ
ペプチダーゼとして，システイニルジペプチダーゼ（CdpA8）），及びリジンアミ
ノペプチダーゼ（ApsA，ApsB9））がある。



65

3．麹菌アスパチルアミノペプチダーゼの精製と酵素の特徴
上述の酵素のうち，アスパチルアミノペプチダーゼ（DapA）5）は，酸性アミノ

酸であり重要な呈味成分であるグルタミン酸及びアスパラギン酸に高い特異性を
示し，これらのアミノ酸をペプチドのアミノ末端から遊離する酵素である。した
がって，本酵素は味噌醸造中において，もろみ中で生成するペプチドのアミノ末
端のアスパラギン酸やグルタミン酸を遊離し，味噌における旨味アミノ酸生成へ
の寄与が考えられる。そこで，アスパチルアミノペプチダーゼの詳細な酵素化学
的性質 5）や麹菌細胞内における生理的機能の解明，細胞内の本酵素が細胞外に放
出される現象等，味噌等の醸造工程における機能解明につながる知見を得た 10），11）

ので，紹介する。
酸性アミノ酸であるグルタミン酸及びアスパラギン酸をペプチドのアミノ末端

から特異的に遊離するアミノペプチダーゼは 1961 年に初めて報告された 12）。こ
の酵素は哺乳類（ラット）の腎臓組織に見出された膜結合型タンパク質であり，
グルタミルアミノペプチダーゼと呼ばれた。本酵素が注目を浴びたのは，哺乳
類の血圧上昇に関与するペプチドホルモンであるアンジオテンシン I とアンジオ
テンシン II のアミノ末端のアスパラギン酸を遊離する活性を示したためである。
また本酵素はカルシウムイオンにより活性が促進された。一方，犬の腎臓組織に
見出された可溶性アミノペプチダーゼは，合成基質のアスパラギン酸 2- ナフチ
ルアミド分解活性がグルタミン酸 2- ナフチルアミド分解活性を上回ることから，
アスパチルアミノペプチダーゼと命名された。同酵素はマンガンイオンにより活
性化された 13）。その後ネズミからも同様の酵素が粗精製されたが，こちらのほ
うはペプチドのみを基質とし，合成基質の分解は見られなかった 14）。これらの
酵素は安定性が悪いため，単一タンパク質にまでは精製されていなかったが，そ
の後，やはりアンジオテンシンの脳内機能解明の一環として，ウサギの脳からア
スパチルアミノペプチダーゼが高度に精製され，同様に合成基質の分解能力が見
られなかった 15）。

一方，微生物におけるアスパチルアミノペプチダーゼに関する情報は全く得
られていなかったが，横浜市立大学の Yokoyama ら 16）は出芽酵母細胞内の高分
子タンパク質の機能解明を進めている際，未解明のタンパク質 Yhr113w を発見
し，アミノ酸配列から哺乳類のアスパチルアミノペプチダーゼに類似する構造を
有することを見出した。同酵素の基質特異性や活性の pH 依存性は哺乳類のアス
パチルアミノペプチダーゼと同様であったが，いくつかの違いが見られた。すな
わち，サブユニット構成数が哺乳類では 8 量体に対して，出芽酵母では 12 量体
であったこと，および金属イオンキレート剤である EDTA は哺乳類酵素を阻害
しないが，出芽酵母酵素を阻害することがわかった。また，真核生物や原核生物
にアスパチルアミノペプチダーゼが広く存在することが各種生物ゲノム情報から
示唆された。
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著者らの研究室では，東京農工大学，東北大学，株式会社月桂冠，天野エンザ
イム株式会社との共同研究により，麹菌の全タンパク質分解酵素の解明を目指
して網羅的な遺伝子機能の解明を進めた。その中で，上述の出芽酵母 Yhr113w
タンパク質にアミノ酸配列で 53％の同一性を示すタンパク質が麹菌ゲノム内に
コードされていることを見出した。そこで，そのタンパク質を DapA，遺伝子
を dapA と命名し，タンパク質機能の解明を目指すこととした。研究戦略とし
て，標的タンパク質の精製を容易にするため，同タンパク質のアミノ末端あるい
はカルボキシル末端にタグと呼ばれるペプチドが付加された融合タンパク質の形
で，麹菌自身の細胞内で強制的に発現させる方法を採用した。そこで，ヒスチジ
ンが 6 分子連続して連結した His タグが DapA のカルボキシル末端に付加され
た DapA-His タグタンパク質を，麹菌の高発現プロモータであるタカアミラーゼ
遺伝子 amyB プロモータの制御下で発現するように発現用プラスミドを構築し，
麹菌に導入した（図 1）。この His タグペプチドを有したタンパク質は，ニッケ
ルイオンが結合した樹脂に吸着する性質があり，目的のタンパク質をその他のタ
ンパク質と分離する目的で利用されている。得られた形質転換体はデンプンを炭
素源として培養後，無細胞抽出液を調製し，抗 His タグ抗体を用いたウェスタン
ブロット解析により，免疫学的に His タグを有する約 52×103 のタンパク質が形
質転換体の細胞内に検出された（図 1）。このことから，麹菌のアスパチルアミ

ptrAAmpr

pUCori Plasmid1
（約7.1kb）

dapA His-tagProAmyB

アミノペプチダーゼ高発現用プラスミドの構
造

麹菌へ導入

高発現用プラスミド
保有株の選択

分子量 x 10-3

220

97
66
45

30
20
14

1 2 3 4 5

標的タンパク質を
生産

分子量約52 x 103 dapAタンパク質
（ゲノム情報では54 x 103）
（タグ付加で57 x 103）

抗His-tag抗体による細胞抽出液のウェスタンブロット解析

図1 dapA高発現株の作製と高発現株の確認
図 1　dapA 高発現株の作製と高発現株の確認
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ノペプチダーゼも他の生物同様，細胞内酵素であることが確認できた。
次に予備試験として，対象タンパク質である DapA-His タグの生産が確認され

た形質転換株を高発現株とし，ツァペックドクス－デンプン培地（炭素源として
デンプンを添加）にて培養後，ニッケルイオンが結合したタンパク質精製用担
体を使用して，His タグ付加タンパク質を粗精製した。その結果，免疫学的に検
出されたタンパク質と同等の分子量を有するタンパク質が主要なタンパク質と
して精製された。そこで，合成基質のアスパラギン酸 - パラニトロアニリド（以
下，Asp-pNA）を用いて，粗精製酵素と混合して 30℃にて保温した結果，Asp-
pNA が加水分解され，遊離された pNA による黄色の発色が確認できた。哺乳類
のアスパチルアミノペプチダーゼが基質としない合成基質を用いることができる
ならば，分光光度計等を用いて活性を測定できるため，酵素精製作業は簡便とな
る。しかし，この加水分解反応の比活性は極めて低く，やはり合成基質は基質と
しては適していない可能性，または麹菌で強制発現したために，活性発現に必要
なタンパク質のフォールディング（折りたたみ）が正しく行われていない可能性
等が考えられた。そこで，タンパク質の構造上，本酵素が金属イオンを活性発現
に必要とする金属ペプチダーゼに属するということを考慮し，粗精製画分あるい
は菌体抽出液に亜鉛イオン，カルシウムイオン，コバルトイオンを塩化物の形で
10�mM になるよう添加したところ，コバルトイオン添加では Asp-pNA 分解活
性が約 2 倍となった。その他のイオンでは同様か，低下するのみであった。そこ
で，今度は効果のあった塩化コバルトを 0.3�～ 1�mM になるよう添加した液体培
地で，形質転換体を最初から培養したところ，今度はその無細胞抽出液の Asp-
pNA 分解反応の比活性が塩化コバルト無添加の場合の 20 倍以上となった。塩化
コバルトを 2�mM となるよう添加した培養では，菌体の生育が阻害された。ま
た，塩化亜鉛や塩化カルシウムを培養時に添加しても無細胞抽出液における酵素
比活性には影響しなかった。ニッケルイオン結合担体からの溶出液に 1�mM と
なるよう塩化コバルトを添加したところ，無添加の場合の約 3 倍の活性回収率で
あった。以上の結果から，コバルトイオンにより培養中の酵素比活性及び精製中
の同比活性が飛躍的に向上させることが明らかになった。また，このことから培
養中に大量に翻訳合成される DapA-His タグタンパク質にコバルトイオンが組み
込まれることで正常なフォールディングとなった可能性が考えられるが，これに
ついては別途検証が必要である。また，Hoshida ら 17）は，麹菌で担子菌由来ラッ
カーゼを高発現させる際に銅イオンを培地に添加して高活性酵素の取得に成功し
ており，このような金属酵素研究の先行例を参考にしたことも比活性の飛躍的上
昇につながった。

上記の予備的な実験を受け，本精製ではツァペックドクス－デンプン（CDS）
培地に 1�mM となるよう塩化コバルトを添加して，高発現株の振とう培養を
行った。無細胞抽出液を調製後，Asp-pNA 分解活性を指標に活性画分を精製す
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ることとした。ニッケルイオン結合担体にて結合，洗浄後に溶出させた活性タン
パク質画分について，主要タンパク質の内部アミノ酸配列を決定した結果，目的
の DapA の部分配列と一致したため，精製を進めているタンパク質が DapA で
あると確認した。そこで，次に，この活性画分をさらにゲルろ過カラムクロマト
グラフィーにより，分離し（図 2），各画分のタンパク質を SDS-PAGE に供した

（図 3）。その結果，活性画分は約 520 × 103 の巨大なタンパク質であった（図 2）。
その単量体タンパク質の分子量は SDS-PAGE の結果（図 3）から 57×103 であり，
計算上の DapA-His タグタンパク質の分子量と一致した。これらの結果から，活

図 2　麹菌アスパチルアミノペプチダーゼ活性画分の
ゲルろ過クロマトグラフィーによる分離

図 3　SDS-PAGE によるゲルろ過カラムクロマト
　　　グラフィー溶出画分の分析 5）
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性を有する DapA-His タグタンパク質は同一タンパク質をサブユニットとする 9
量体で構成されると考えられた。また，57 × 103 以外にタンパク質は検出されず，
目的タンパク質は極めて精製度が高いことが示された。一方，図 2 に示すとお
り，活性ピーク以外にも約 630 × 103，110×103 の位置にタンパク質のピークが
見られ，それらの SDS-PAGE 分析でも 57×103 の DapA-His タグタンパク質が
検出された（図 3，25 レーン，34 レーン）。このことから，DapA-His タグタン
パク質は活性を示す 9 量体以外に，不活性な多量体（それぞれ 11 量体，2 量体）
を形成することが明らかになった。データは示さないが，麹菌高発現株の培養液
に塩化コバルトを添加せずに培養した場合，同様に精製したタンパク質のゲルろ
過カラムクロマトグラフィー溶出パターンは，9 量体のタンパク質ピークがほと
んど見られず，11 量体，2 量体のタンパク質ピークが主要な構成ピークとなった。
この結果からも，コバルトイオンの添加の有無が高発現 DapA-His タグタンパク
質の構造に影響を与え，多量体化プロセスを変えている可能性が考えられる。

ゲルろ過カラムクロマトグラフィー後の精製酵素について，基質特異性を確認
した。10 種類のアミノ酸 -pNA 基質との反応では，アスパラギン酸が最も高い
特異性を示し，次いでグルタミン酸であった。しかし，他のアミノ酸化合物は全
く反応性を示さなかった。次に，ペプチドを基質とすることを確かめるため，上
述したペプチドホルモン，アンジオテンシン II を基質として，酵素反応を行っ
た。図 4-A に示したように，アンジオテンシン II はアミノ末端にアスパラギン
酸残基を有する。アンジオテンシン II のアスパラギン酸残基が酵素反応により
遊離すると，反応生成物であるアンジオテンシン III が生成する。これらのペプ
チド基質と産物は液体クロマトグラフィーにより分離・定量することが可能であ
る。精製酵素によりアンジオテンシン II が継時的に分解を受け，アンジオテン

図 4　精製 DAP によるアンジオテンシン II の経時的分解 5）
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シン III が生成する様子を図 4-B に示した。反応 20 時間を経ても，生成するア
ンジオテンシン III とわずかに残存するアンジオテンシン II のピーク以外に生成
物のピークは検出されず，本酵素は酸性アミノ酸に極めて特異的なアミノペプチ
ダーゼであることが確かめられた。なお，ヤマサ醤油株式会社の渡部らは，本研
究に先んじて大腸菌を宿主とした DapA の生産と精製を行い，特性解析結果を
公表した 18）。そこで本研究はその結果も参考にしながら，麹菌で比活性の高い
アスパチルアミノペプチダーゼを生産するための研究を行い，塩化コバルトの培
養液中等の添加という選択が酵素機能解析に極めて有効であった。

4．dapA の人為的改変株の性質及び dapA 転写様式
次に dapA 遺伝子の麹菌における生理機能について解明することとした。作製

した dapA 遺伝子破壊株及び高発現株 10）について，ツァペックドックス－グル
コース（CD）寒天培地またはツァペックドックス－デンプン（CDS）寒天培地
におけるコロニーの生育速度，コロニー形態及び胞子形成をそれぞれの対照株

（宿主株）と比較した。なお，デンプン含有培地では当該遺伝子が高発現するよ
うにあらかじめ菌株を改変した。その結果，遺伝子破壊株（図 5），高発現株（図
6）のいずれも対照株と同等のコロニー形態及び生育速度を示した。また，遺伝
子破壊株について窒素源濃度を CD 寒天培地の 100 分の 1 及び 1000 分の 1 に制
限した寒天培地上に接種し，コロニーの形態等を観察したところ，上述と同様に
対照株と同等の性質を示した（データ省略）。この結果から，dapA は麹菌の生

図 5　 dapA 遺伝子破壊株のツァペックドックス（CD）
寒天培地におけるコロニー形態 10）

control

⊿DapA-3 ⊿DapA-4

⊿DapA-1
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CD 6日目
CDS 6日目

育に必須ではない遺伝子であることが明らかになった。
dapA 遺伝子発現の培養環境による違いを検討するため，一晩培養後の菌体を

塩濃度，熱，アルカリの各ストレス条件下で 2 時間処理した後，RT-PCR 法にて
転写量を準定量的に測定した。その結果，各ストレス条件と対照条件で転写量は
同等であった（データ省略）。そのため，本遺伝子は供試ストレス条件のいずれ
においても転写制御を受けないと考えられた。

次に，DapA の活性発現に金属塩が与える影響を検討するため，高発現株とそ
の対照株の CDS 液体培地培養後に，無細胞抽出液を調製した。His タグの付加
は場合によりタンパク質の可溶性や立体構造に影響を与えることが考えられるた
め，ここでは，高発現株は His タグの影響を回避するために，同タグを付加せず
に高発現するように改変した。そして，無細胞抽出液に金属塩を 1�mM となる
よう添加した後，DapA の活性測定用合成基質である Asp-pNA 及び Glu-pNA を
用いて抽出液中の DapA 活性を測定した。その結果，塩化コバルト塩の添加に
より高発現株抽出液における当該酵素活性は塩無添加の場合の約 4 － 5 倍となっ
た。また，遺伝子破壊株は，対照株と比較して，Asp-pNA 及び Glu-pNA 分解活
性が有意に低下していた。

5．DapA 高発現株を用いた米麹の酵素活性
次に，DapA 高発現株を対照株とともに実験室で小ロットの米麹培養を行い，

4℃において抽出用緩衝液（50�mM�Tris-HCl,�pH�7.5）中でスターラーを用いて
ゆるやかに 1 時間攪拌を行ったのちの遠心上清を酵素液とした。そして，上述
の合成基質を用いた酵素反応後，活性測定を行った。その結果，DapA 高発現株

図 6　 dapA 遺伝子高発現株のツァペックドクス－デンプン
（CDS）及び CD 寒天培地におけるコロニー形態 10）



72

の米麹抽出液中の DapA 活性は，対照株に比べて極めて高い活性を示し，Asp-
pNA 基質の分解活性で対象区の約 39 倍の活性を示した（図 7）10）。このことから，
DapA は細胞内酵素ながら細胞外に容易に抽出可能な酵素であり，醸造過程にお
いて米麹に由来する本酵素が呈味アミノ酸であるグルタミン酸やアスパラギン酸
の増加に寄与している可能性が示唆された。

渡部ら 18）は麹菌のアスパチルアミノペプチダーゼを遺伝子組み換え技術によ
り大腸菌を用いて生産し，同酵素が耐塩性を示すとともに，本酵素を脱脂大豆部
分分解物と反応させると，グルタミン酸の遊離量が増加することを報告してい
る。本研究においては，穏やかな条件で米麹から容易にアスパチルアミノペプチ
ダーゼ活性が調製可能であることが判明した。発酵食品である味噌は，種類に
よって塩分が 5 ～ 13%（w/w）程度含まれる。DapA は内在酵素であるが耐塩
性が高い酵素であることから，このような塩分の高い味噌の醸造工程中で大豆や
米に由来するペプチドから本酵素が旨味アミノ酸を遊離することは十分に考えら
れる。また，醤油もろみ中でも同様に旨味アミノ酸の生成に機能すると考えられ
ている 18）。

6．麹菌由来グリシン -D- アラニンアミノペプチダーゼ
上述した酵素は，L 型のアミノ酸を遊離するものであった。L- アミノ酸はよく

知られているようにタンパク質あるいはペプチドの構成要素である。一方，D 型
アミノ酸を認識するアミノペプチダーゼが近年になり報告された。グラム陰性バ
クテリアの Ochrobacterium anthropi が有する D- アミノ酸特異的アミノペプチ
ダーゼ（D-stereospecific�aminopeptidase,�DAP）は，基質からＮ末端の D- アラ
ニンを極めて特異的に遊離することが報告された。19），20）また，この DAP はメチ

図 7　dapA 高発現株と対照株の米麹浸出液の合成基質分解活性 10）
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ル化あるいはアミド化されたグリシンに対しても高い活性を示した。
一方，D- アミノ酸に特異的なアミノペプチダーゼは，真核生物では情報がほ

とんどない。著者らのグループは，麹菌ゲノム上から抽出されたアミノペプチ
ダーゼの中に，上述の DAP の相同遺伝子を見出した 21），22）。本遺伝子機能解明の
概略を以下に紹介する。O. anthropi の DAP に相同性を有する DNA 領域が，限
られた種類の糸状菌ゲノムに見出された。これらの遺伝子または遺伝子産物に関
する先行研究情報は見られない。そのうち，麹菌から見出された当該遺伝子につ
いて，後ほど明らかにした基質特異性を考慮し，グリシン -D- アラニンアミノペ
プチダーゼ（glycine-D-Alanine�aminopeptidase,�gdaA）と命名した。gdaA は，O. 
anthropi の DAP とアミノ酸配列で 43％の同一性を示した。

タンパク質が有する機能領域を検索することができるデータベース（Pfam）
を利用して GdaA タンパク質の機能領域を調べた。その結果，O. anthropi の
DAP と同様，β - ラクタマーゼ（β - ラクタム環を有する抗生物質の分解酵素）
に類似性の高い領域と， D- アミノペプチダーゼに類似性の高い 2 つの領域の合
計 3 領域が想定された。Asano ら 23）は，O. anthropi の DAP と β- ラクタマー
ゼの間に，一次配列上の高い類似性が認められ，同時にセリンタイプ β- ラク
タマーゼの活性部位におけるアミノ酸配列モチーフ（セリン -Xaa-Xaa- リジン，
Xaa は任意のアミノ酸）の重要性について報告している。GdaA タンパク質は，
このセリン -Xaa-Xaa- リジンモチーフを第 58 － 61 番目のアミノ酸残基に有して
いた。PSORTII プログラムを用いた局在性解析では GdaA は分泌シグナル配列，
あるいは細胞小器官への移行配列はなく，本タンパク質は O. anthropi の DAP
と同様，細胞質で機能すると考えられた。

7．GdaA の精製と生化学的特性の解明
そこで，GdaA タンパク質を効率的に精製するため，遺伝子操作技術により

gdaA 遺伝子を過剰発現させて，同タンパク質を麹菌細胞内に蓄積させる戦略を
取った。前述した amyB プロモータの他に麹菌の遺伝子過剰発現では，ポリペ
プチド鎖伸長因子遺伝子 tef1 のプロモータ領域がよく利用される。gdaA 遺伝子
コーディング領域を tef1 遺伝子のプロモータ領域と連結し，遺伝子マーカーを
利用して麹菌に導入した。一方，麹菌における gdaA 遺伝子の機能，役割を解明
するため，高発現株と同時に，gdaA 遺伝子の破壊株も作製した。

gdaA 遺伝子高発現株，同破壊株，そして対照株を最少寒天培地，完全寒天培
地に接種，培養したところ，3 株の間には生育の速さや胞子形成についての違い
は観察されず，少なくとも gdaA 遺伝子は麹菌の生育にとって必須の遺伝子では
ないと考えられた。gdaA 遺伝子産物，すなわち GdaA の酵素としての機能を解
明していく上で，O. anthropi の DAP が D- アラニンアミド，D- アラニン含有ペ
プチド，グリシンメチルエステルの加水分解に対して高い特異性を示すことを考
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慮し，グリシン - パラニトロアニリド（Gly-pNA）及び D- アラニン - パラニトロ
アニリド（D-Ala-pNA）を GdaA のアミノペプチダーゼ活性を測定するための基
質として選択した。

得られた gdaA 高発現株を，対照株，遺伝子破壊株も併せて，液体完全培地に
おいて 24 時間，30℃で振とう培養した。その菌体から RNA を調製し，定量的
リアルタイム PCR 解析により gdaA 遺伝子の発現量を調べた。その結果，高発
現株は，対照株の約 5,000 倍の転写レベルであった。一方，遺伝子破壊株は想定
どおり転写が検出されないことを確認した。また，遺伝子破壊株と対照株を液
体完全培地で培養し，回収した菌体から調製した無細胞抽出液（粗酵素液）に
おける上述のアミノペプチダーゼ活性を測定した（図 8）。その結果，Gly-pNA，
D-Ala-pNA のいずれを基質とした場合も，対照株では培養時間の増加に伴い比
活性が増加したのに対して，gdaA 遺伝子破壊株ではいずれの基質分解活性も低
レベルに終始した。このことから，GdaA は麹菌細胞内におけるグリシン及び
D- アラニンを遊離するアミノペプチダーゼ活性を担う主要な酵素として機能す
ることが明らかになった。

転写レベルが高いことと相関して，高発現株の菌体内における Gly-pNA 及び
D-Ala-pNA の加水分解活性の比活性も極めて高く，酵素精製を進める上で問題
ないと判断した。gdaA 高発現株を液体完全培地で振とう培養し，菌体を凍結
破砕し，緩衝液を添加して撹拌後，遠心分離して得られた上清を粗酵素液とし
た。粗酵素液からの GdaA タンパク質の精製は，硫酸アンモニウムによる沈殿
分画，疎水カラムクロマトグラフィー，透析，陰イオン交換カラムクロマトグラ
フィー，ゲルろ過カラムクロマトグラフィーを用いて進めた。精製酵素の分子量

図 8　 遺伝子破壊株と対照株のグリシン及び D-アラニンアミノ
ペプチダーゼ活性の培養時間に伴う変化 21）
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は，ゲルろ過カラムによる分子量の標準曲線から 126×103 と算出した。遺伝子
情報及び SDS-PAGE 解析の結果から，GdaA タンパク質単量体の分子量は 59×
103 であり，本酵素は麹菌細胞内では 2 量体で機能すると考えられた。

精製酵素の基質特異性について，まず，各種アミノ酸のパラニトロアニリド
化合物を基質として調べた結果，これらの合成基質のうちで基質となったのは，
反 応 性 の 高 い 順 に Gly-pNA，D-Ala-pNA，L-Ala-pNA で あ っ た。Gly-pNA は
D-Ala-pNA よりも少しだけ相対活性が高く，一方で L-Ala-pNA に対しては弱い
活性を示すのみであった（表 2）。酵素の反応効率を表すパラメータの比較から
も，GdaA は D- 体のアミノ酸に特異的なアミノペプチダーゼであることが明ら
かになった。

GdaA はグリシンに対する反応性が最も高いことから，本酵素の生化学的特性
を Gly-pNA を基質として試験を実施した。その結果，本酵素は，弱アルカリの
pH 領域（pH8 ～ 9）で最も反応性が高く，pH�8.5 が最適であった。また，pH�8
から 11 において最適活性の 80％以上の活性を示すとともに，酸性側の pH�5 か
ら 7 においても 60％以上の活性を示し，広範な pH 範囲の反応性を有していた。
反応の最適温度は 40℃であり，熱安定性も 40℃，1 時間の熱処理では 80％以上
の残存活性を示した。これらの結果から，GdaA は細胞内在酵素でありながら，
比較的安定であり，弱アルカリ領域で活性が高いという特徴を有することがわ
かった。一方，弱酸性領域でも比較的安定であるため，本酵素は麹菌の細胞質中
で機能し，グリシンをペプチドから遊離する活性を有すると考えられる。また本
酵素の活性がキレート剤，セリンプロテアーゼ阻害剤で強く阻害されることか
ら，本酵素はセリン型のアミノペプチダーゼであり，金属イオンも活性発現に重
要な役割を示すと考えられた。

合成基質の分解性に加えて，Ｎ末端にグリシンあるいは D- アラニンを有する
ペプチドを基質として，GdaA のアミノペプチダーゼ活性を検討した（表 3，表
4）。まず，グリシン含有ペプチドを基質とした場合では，合成基質の分解性から
予測されたように，グリシンをＮ末端に有するジペプチド及びトリペプチドから

表 2　GdaA のアミノ酸パラニトロアニリド基質に対する特異性 21）

Substrate Relative�activity�(%)*
Gly-pNA 100�±�1.6
D-Ala-pNA 93.1�±�1.5
L-Ala-pNA 12.2�±�0.3
β-Ala-pNA,�L-Leu-pNA,�D-Leu-pNA,�L-Met-pNA,�L-Pro-pNA,�
L-Val-pNA,� L-Ile-pNA,� L-Phe-pNA,�D-Phe-pNA,� L-Lys-pNA,�
L-Arg-pNA,�L-His-pNA,�L-Asp-pNA,�L-Glu-pNA

<�0.5

相対活性は，Gly-pNA を 100％として算出した。
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グリシンを遊離する活性を示した。一方，グリシンを 2 番目の位置に有する供試
ペプチドに対する分解活性は示さなかった。（表 3）次に，D- アラニン含有ペプ
チドを基質とした場合では，Ｎ末端に D- アラニンを有するペプチドから D- ア
ラニンを遊離し，その中でもグリシンを 2 番目の位置に有するペプチドからの
D- アラニン遊離活性が，D- アラニンや L- アラニンを 2 番目の位置に有するペプ
チドからの遊離活性よりも顕著に高かった。一方，L- アラニンをＮ末端に有す
るペプチドからは，L- アラニンの遊離活性が検出されなかった。（表 4）すなわ
ち，GdaA はＮ末端にグリシンまたは D- アラニンを有するペプチドからこれら
のアミノ酸を遊離するアミノペプチダーゼ活性を示し，特にアラニンに対して
は D 体を特異的に認識する厳密な光学異性体の選択性が見られた。このように，
産業微生物である麹菌から見出されたペプチダーゼとしては，初めてグリシンと
D- アラニンを特異的に認識するアミノペプチダーゼの特性を解明することがで
きた。

8．GdaA の麹菌における生理的機能の解明
GdaA の細胞内における生理的な機能解明の一端として，菌体を最少培地で前

培養した後，栄養源として窒素源あるいは炭素源を制限した培地に移し替えて培
養を行い，そのような栄養源制限下における菌体内の Gly-pNA，D-Ala-pNA 分

表 3　ペプチド基質からの GdaA による N 末端グリシンの遊離 21）

基質 反応液中の遊離グリシン濃度（µM）
Gly-L-Ala 51.6�±�1.9
L-Ala-Gly 極微量
Gly-L-Cys 21.7�±�1.2
L-Cys-Gly� 極微量
Gly-Gly 682.8�±�54.5
Gly-L-Cys-Gly 277.9�±�2.3
Gly-Gly-Gly 1007.2�±�12.6
L-Cys-Gly-Gly 不検出

表 4　ペプチド基質からの GdaA による N 末端 D- アラニンの遊離 21）

基質 反応液中の遊離 D- アラニン濃度（µ�M）
D-Ala-D-Ala 141.8�±�26.9
D-Ala-L-Ala 232.4�±�7.5
L-Ala-D-Ala 不検出
D-Ala-Gly 947.6�±�19.8
D-Ala-Gly-Gly 852.8�±�14.9
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解活性を，gdaA 破壊株及び対照株で比較した。その結果，窒素源制限下におい
て，両株のグリシンアミノペプチダーゼ活性は急増し，窒素源制限開始 24 時間
後には対照株で開始時の 46 倍，破壊株では 75 倍に増加した。一方，同条件にお
ける D- アラニンアミノペプチダーゼ活性は両株ともに増加するが，遺伝子破壊
株では対照株よりも増加率は低く抑えられた。このことは，GdaA が同条件下に
おいて D- アラニンを遊離する主要な酵素であるが，他にも同遊離活性を示す酵
素の存在が推測された。他方，グリシンアミノペプチダーゼ活性は GdaA 以外
の酵素の関与が大きいと考えられた。次に，炭素源制限下における同様の試験の
結果では，GdaA 以外の酵素が主要なグリシンアミノペプチダーゼとして働く一
方，D- アラニンアミノペプチダーゼ活性のほとんどは GdaA が担うことが明ら
かになった。このことは，これらの栄養源制限下においては，GdaA と他の酵素
が協調的に細胞内のアミノ酸遊離に寄与していることを示しており，GdaA のア
ミノ酸獲得機能の一端が解明できた。

9．GdaA の醸造における役割について
我が国の発酵食品製造においては，蒸し米を培養基とした麹菌の固体培養を行

い，得られた米麹を蒸煮大豆等の原料と混合して味噌を醸造する。あるいは蒸し
米や水と混合して甘酒を製造する。これらの発酵食品の製造過程において，米麹
は原料中の糖質やタンパク質，脂質等を加水分解する各種酵素群を供給してい
る。そこで，このような米麹において，GdaA も原料からのアミノ酸遊離の一端
を担う可能性が考えられた。GdaA の麹使用発酵食品における機能の可能性を検
討するため，簡易な攪拌操作により米麹から GdaA のグリシン -�D- アラニンア
ミノペプチダーゼ活性が抽出可能であるかを試験的に確認することとした。フラ
スコに 4�g のアルファ化米を入れてオートクレーブ滅菌し，2�ml（2�×�106�cfu/
ml）の胞子懸濁液を添加して，30℃，90% 湿度の条件で固体培養を 36 時間また
は 48 時間行い，モデル的な米麹を調製した。そして，12�ml の滅菌水を添加し
て 4℃で 1 時間攪拌して抽出を行った。このような米麹からのゆるやかな抽出に
より，GdaA 活性が検出された（図 9）。すなわち，pH が高くなるにつれて，ま
た培養時間が長くなるにつれて，対照株米麹由来のグリシン及び D- アラニンア
ミノペプチダーゼ活性が上昇するのに対して，gdaA 破壊株では両酵素活性は極
めて低いままであり，特に D- アラニンアミノペプチダーゼ活性についてはほと
んど検出されないレベルであった。このことから，米麹において，特にグリシ
ンアミノペプチダーゼ活性は GdaA がそのほとんどを担っていると考えられた。
グリシンは甘味を呈することが知られており，麹を用いた発酵食品における遊離
グリシンの生成に GdaA が関与している可能性が示唆された。また，GdaA は食
塩の存在で活性は低下するが，もともと比活性が極めて高い酵素（最終精製標品
で 115U ／ mg タンパク質）であるため，食塩濃度の高い味噌や醤油等の醸造に
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おいても呈味性を示すグリシンの遊離に寄与することが考えられる。

10．GdaA と D- アラニンについて
GdaA は上述したように明確な D- アラニンアミノペプチダーゼ活性を有する

が，その基質となる D- アラニン含有ペプチドは麹菌細胞内に存在するのであろ
うか。細胞内の D- アラニン，あるいは D- アラニンを有するペプチドの存在に
ついては，細菌の細胞壁に存在するペプチドグリカンのペプチド部分に D- アラ
ニンが構成要素として知られている。一方，真核生物においては，D- アラニン，
あるいは D 体アミノ酸の存在については，糸状菌が生産する一部のペプチド性
抗生物質の構成要素として知られているのみであった。しかし，近年の精力的
な研究から，量的には低いが細菌や真核生物のペプチド中に D 体アミノ酸が含
まれることが解明されてきた。例えば，ジャポニカ米には D-Ala-Gly や D-Ala- 
D-Ala 等の GdaA が好んで基質とするペプチドが含まれることが知られる。これ
らのペプチドの米中の存在は，麹菌と米の密接な関係を意味しており，GdaA が
これらのペプチド分解に寄与することが考えられる。

近年，発酵食品に D- アラニンやその他の D 体アミノ酸が豊富に含まれ，その
生成は主として同食品の製造過程で増殖する乳酸菌が有するアミノ酸ラセマーゼ
を介した L 体アミノ酸からの変換によるものであることが示された。また，野
菜や果物等にも含まれることが明らかにされ，一部の化合物にのみ含まれると考
えられていた D 体アミノ酸は，広く存在し，我々が摂取していることが知られ
るようになった。現在，D 体アミノ酸を機軸として第二次機能としての呈味性
を追求する食品や，第三次機能としての健康機能を追及する食品への応用研究が
進められている。そのような状況の中，醸造食品の加工に利用されてきた麹菌の
D 体アミノ酸関連酵素が見出されたことにより，今後の新規食品の開発にも麹
菌とその酵素が利用されることを期待したい。なお，著者らのグループは別途，
基質特異性が GdaA と異なる D- アミノ酸特異的アミノペプチダーゼを麹菌ゲノ
ム情報中に発見した。この酵素（DamA�23））は，麹菌の生育にとって必須の遺伝
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図 9　米麹における GdaA 活性 21）
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子ではないが，一方で，反応条件によっては D 体アミノ酸をアミノ末端に有す
るペプチドの合成が可能であるため，今後醸造以外の分野における利用が考えら
れる。

11．おわりに
味噌の熟成にはアミラーゼと中性プロテアーゼの働きが重要であり，醤油では

アルカリプロテアーゼが重要とされている。一方，麹菌株を変更すると，味噌や
醤油の味が変わるとも言われている。また，麹菌酵素の作用が弱いと，醤油では
窒素利用率が低くなり，味噌では味が乗らず色調が悪くなる。著者は全国味噌鑑
評会において審査員を務めているが，上位品質の味噌は香り高い上に旨味と甘味
のバランスの調和が取れており，このようなすぐれた品質と麹菌の酵素バランス
の間にどのような関係があるのか，ぜひとも追求してみたいと考えている。菌株
の違いと呈味性も含めた品質との関係を研究することにより，麹菌酵素の食品か
ら見た機能が解明されると期待される。本研究の結果から，これまでに注目され
ていないアミノペプチダーゼの味噌醸造工程における機能がさらに解明され，こ
の酵素の生産性が異なる麹菌株を醸造で用いることにより，アミノ酸組成が従来
から変化した新規な呈味性を有する発酵製品が開発される可能性がある。従来の
醸造用麹菌株からプロテアーゼ生産に関する新たな特性が解明されることによ
り，今後，新たな地場発酵食品の開発や，種麹産業における菌株の新規用途開拓
が期待される。
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