
淡
く
な
る
傾
向
が
認
め
ら
れ
た
。
醤

油
の
特
徴
香
気
成
分
の４
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は
、
濃
口
醤
油
よ
り
や
や
少
な
か
っ

た
も
の
の
、
十
分
な
醤
油
香
が
感
じ

ら
れ
る
濃
度
で
あ
っ
た
。

ア
ミ
ノ
酸
総
量
は
濃
口
醤
油
よ
り

や
や
少
な
か
っ
た
。
し
か
し
興
味
深

い
こ
と
に
、
え
ん
ど
う
豆
醤
油
の
各

ア
ミ
ノ
酸
の
含
有
量
の
バ
ラ
ン
ス

は
、
主
原
料
に
え
ん
ど
う
豆
の
み
を

用
い
た
に
も
関
わ
ら
ず
大
豆
・
小
麦

を
用
い
た
濃
口
醤
油
に
非
常
に
近
か

っ
た
。
こ
の
こ
と
か
ら
、
え
ん
ど
う

豆
醤
油
が
濃
口
醤
油
に
近
い
呈
味
を

持
つ
こ
と
が
期
待
さ
れ
た
。（
図
１

参
照
）

工
業
規
模
の
製
造
に
お
い
て
も
極

力
コ
ン
タ
ミ
ネ
ー
シ
ョ
ン
を
防
ぐ
工

程
を
検
討
し
、
や
む
を
え
ず
濃
口
醤

油
と
製
造
ラ
イ
ン
を
共
用
す
る
設
備

に
つ
い
て
は
、
入
念
な
洗
浄
を
行
う

こ
と
と
し
た
。
製
造
工
程
の
初
期
か

ら
製
品
、
洗
浄
水
に
至
る
ま
で
の
各

サ
ン
プ
ル
に
つ
い
て
食
物
ア
レ
ル
ゲ

ン
の
公
定
検
査
方
法
で
あ
るＥ

ｎ
ｚ
ｙ

ｍ
ｅ
－
Ｌ
ｉ
ｎ
ｋ
ｅ
ｄ　
Ｉ
ｍ
ｍ
ｕ
ｎ
ｏ　
Ｓ
ｏ
ｒ

ｂ
ｅ
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法

に
よ
る
大
豆
・
小
麦
ア
レ
ル
ゲ
ン
の

定
量
を
行
っ
た
と
こ
ろ
、
全
て
の
サ

ン
プ
ル
で
検
出
限
界
以
下
で
あ
っ

た
。
さ
ら
に
、
原
料
分
別
や
装
置
洗

浄
、
お
よ
び
そ
れ
ら
の
記
録
等
の
製

造
工
程
管
理
体
制
を
整
え
た
。

な
お
、
え
ん
ど
う
豆
醤
油
は
食
物

ア
レ
ル
ギ
ー
特
定
原
材
料
等
不
使
用

を
達
成
し
た
が
、
食
物
ア
レ
ル
ギ
ー

を
全
く
発
症
さ
せ
な
い
こ
と
を
保
証

す
る
も
の
で
は
な
い
。
患
者
の
方
に

は
医
師
に
相
談
の
上
、
慎
重
に
使
用

す
る
よ
う
勧
め
て
い
る
。

本
研
究
開
発
で
は
、
え
ん
ど
う
豆

を
原
料
に
用
い
、
濃
口
醤
油
の
製
法

を
参
考
に
し
た
製
麹
・
仕
込
を
行
っ

て
醤
油
様
調
味
料
（
え
ん
ど
う
豆
醤

油
）を
得
る
製
法
を
開
発
し
、工
業
生

産
レ
ベ
ル
に
お
い
て
も
、
ア
レ
ル
ゲ

ン
の
コ
ン
タ
ミ
ネ
ー
シ
ョ
ン
を
適
切

に
管
理
す
る
製
造
方
法
を
確
立
し

た
。ま

た
、各
種
分
析
を
行
い
、え
ん
ど

う
豆
醤
油
が
大
豆
・
小
麦
を
全
く
用

い
て
い
な
い
に
も
関
わ
ら
ず
濃
口
醤

油
に
近
い
呈
味
特
性
と
成
分
構
成
を

有
す
る
こ
と
を
示
し
た
。

本
研
究
成
果
を
活
用
し
た
商
品

（
し
ょ
う
ゆ
風
調
味
料
、商
品
名「
え

ん
ど
う
ま
め
し
ょ
う
ゆ
」）は
２
０
１

６
年
か
ら
販
売
さ
れ
、
大
豆
・
小
麦

の
原
材
料
表
示
が
気
に
な
る
方
に
使

用
い
た
だ
い
て
お
り
、
大
豆
・
小
麦

を
原
料
と
し
た
食
品
を
摂
取
で
き
な

い
方
の
食
生
活
に
も
醤
油
の
お
い
し

さ
を
提
供
す
る
こ
と
が
で
き
た
と
考

え
て
い
る
。

に
比
較
的
近
い
位
置
に
プ
ロ
ッ
ト
さ

れ
、
成
分
構
成
の
面
か
ら
も
濃
口
醤

油
に
近
い
こ
と
が
示
さ
れ
た
。
大
豆

も
小
麦
も
使
用
し
て
い
な
い
に
も
関

わ
ら
ず
、
濃
口
醤
油
に
近
い
成
分
構

成
と
な
っ
た
こ
と
は
興
味
深
い
こ
と

え
ん
ど
う
豆
醤
油
に
含
ま
れ
る

様
々
な
成
分
を
網
羅
的
に
分
析
し
、

他
の
醤
油
や
調
味
料
と
比
較
す
る
こ

と
を
目
的
と
し
て
、
誘
導
体
化
Ｇ
Ｃ

／
Ｍ
Ｓ
法
に
よ
る
分
析
を
行
っ
た
。

誘
導
体
化
（
メ
ト
キ
シ
化
お
よ
び
ト

リ
メ
チ
ル
シ
リ
ル
化
）
に
よ
り
、
Ｇ

Ｃ
で
は
従
来
分
析
し
に
く
か
っ
た
ア

ミ
ノ
酸
や
糖
等
の
親
水
性
成
分
も
一

斉
に
分
析
す
る
こ
と
が
可
能
で
あ
っ

た
。
得
ら
れ
た
各
成
分
の
ピ
ー
ク
面

積
値
を
用
い
て
主
成
分
分
析
を
行
っ

た
。（
図
３
参
照
）

え
ん
ど
う
豆
醤
油
は
、
各
種
醤
油

様
調
味
料
の
中
で
当
社
の
濃
口
醤
油

近
年
、
食
品
業
界
に
お
い
て
ヒ
ト

の
感
じ
る
味
を
官
能
評
価
パ
ネ
ル
に

代
わ
っ
て
検
出
す
る
味
認
識
装
置

（
味
覚
セ
ン
サ
ー
）
が
普
及
し
て
い

る
。呈
味
物
質
の
吸
着
特
性
の
異
な

る
人
工
脂
質
膜
セ
ン
サ
ー
を
用
い
、

基
本
五
味
お
よ
び
渋
味
を
測
定
す
る

こ
と
が
可
能
で
、
ヒ
ト
の
官
能
評
価

と
高
い
相
関
を
示
す
こ
と
が
報
告
さ

れ
て
い
る
。え
ん
ど
う
豆
醤
油
が
、他

の
醤
油
や
醤
油
様
調
味
料
と
比
較
し

て
ど
の
よ
う
な
呈
味
特
性
を
有
す
る

か
明
ら
か
に
す
る
た
め
、
味
認
識
装

置
を
用
い
て
測
定
を
行
い
、
各
セ
ン

サ
ー
の
測
定
値
を
主
成
分
分
析
し

た
。そ
の
結
果
、え
ん
ど
う
豆
醤
油
は

濃
口
醤
油
と
近
い
位
置
に
プ
ロ
ッ
ト

さ
れ
、
濃
口
醤
油
の
中
で
も
特
に
当

社
製
品
に
近
い
位
置
で
あ
っ
た
。こ

の
こ
と
か
ら
、
え
ん
ど
う
豆
醤
油
が

当
社
製
濃
口
醤
油
に
近
い
呈
味
特
性

を
有
す
る
こ
と
が
客
観
的
に
示
さ

れ
、
濃
口
醤
油
を
置
き
換
え
て
無
理

な
く
使
用
で
き
る
こ
と
が
期
待
さ
れ

る
。（
図
２
参
照
）

え
ん
ど
う
豆
醤
油
の
呈
味
特
性
が

濃
口
醤
油
に
近
い
一
因
と
し
て
、
原

料
の
タ
ン
パ
ク
質
／
糖
質
の
比
率
が

近
い
こ
と
が
挙
げ
ら
れ
る
。
え
ん
ど

う
豆
の
タ
ン
パ
ク
質
は
約
２２
％
で
、

大
豆
（
約
３４
％
）
と
比
較
す
る
と
少

な
い
が
、
一
般
的
な
濃
口
醤
油
の
原

料
配
合
比
で
大
豆
と
小
麦
を
混
合
し

た
場
合
の
タ
ン
パ
ク
質
量
に
近
い
。

ま
た
、
一
般
的
な
成
熟
大
豆
に
デ
ン

プ
ン
は
ほ
と
ん
ど
含
ま
れ
て
い
な
い

が
、
え
ん
ど
う
豆
に
は
デ
ン
プ
ン
が

含
ま
れ
て
お
り
、
濃
口
醤
油
の
原
料

配
合
比
で
大
豆
と
小
麦
を
混
合
し
た

場
合
の
糖
質
量
に
近
い
。
こ
の
た
め

小
麦
に
代
わ
る
糖
質
原
料
を
用
い
な

く
て
も
、
発
酵
後
に
タ
ン
パ
ク
質
か

ら
生
じ
た
ア
ミ
ノ
酸
や
ペ
プ
チ
ド
、

糖
質
（
デ
ン
プ
ン
）
か
ら
生
じ
た
グ

ル
コ
ー
ス
の
含
有
量
バ
ラ
ン
ス
が
近

く
な
っ
た
と
推
察
さ
れ
、
さ
ら
に
こ

の
こ
と
に
よ
っ
て
、
乳
酸
菌
や
酵
母

の
発
酵
状
態
や
、
ア
ミ
ノ
カ
ル
ボ
ニ

ル
反
応
に
よ
り
生
じ
る
着
色
成
分
や

香
気
成
分
も
近
く
な
っ
た
と
考
え
ら

れ
る
。

で
あ
っ
た
。

そ
の
一
方
で
、
濃
口
醤
油
と
は
含

有
量
が
異
な
る
成
分
も
見
出
さ
れ

た
。
例
え
ば
、
え
ん
ど
う
豆
醤
油
に

は
濃
口
醤
油
の
２
～
１０
倍
の
糖
ア
ル

コ
ー
ル
類
が
含
ま
れ
て
い
る
こ
と
が

明
ら
か
と
な
っ
た
。

こ
の
う
ち
ア
ラ
ビ
ト
ー
ル
は
、
キ

ノ
コ
子
実
体
に
存
在
し
、
コ
ク
や
ま

ろ
や
か
さ
を
付
与
す
る
こ
と
が
知
ら

れ
て
い
る
。
ま
た
、
マ
ン
ニ
ト
ー
ル

は
、
昆
布
の
呈
味
成
分
の
一
つ
と
し

て
独
特
の
旨
味
や
ま
ろ
や
か
さ
を
呈

す
る
と
報
告
さ
れ
て
い
る
。

こ
れ
ら
の
成
分
が
え
ん
ど
う
豆
醤

油
に
お
い
て
ど
の
よ
う
な
呈
味
効
果

を
発
揮
し
て
い
る
か
に
つ
い
て
は
検

証
が
必
要
で
あ
る
が
、
旨
味
や
コ
ク

を
底
上
げ
し
て
い
る
可
能
性
も
考
え

ら
れ
る
。

え
ん
ど
う
豆
は
古
代
か
ら
食
用
と

さ
れ
、
紀
元
前
７
世
紀
頃
に
は
栽
培

さ
れ
て
い
た
と
考
え
ら
れ
て
い
る
。

世
界
各
地
で
主
食
と
し
た
り
、
ス
ー

プ
や
サ
ラ
ダ
の
具
材
と
し
て
広
く
用

い
ら
れ
て
い
る
。
年
間
を
通
じ
て
流

通
量
が
多
く
、
各
種
穀
物
の
中
で
は

価
格
も
比
較
的
安
定
し
て
お
り
、
工

業
的
に
調
達
し
や
す
い
原
料
で
あ

る
。え

ん
ど
う
豆
を
割
砕
し
、
加
圧
蒸

煮
を
行
い
、
放
冷
後
に
種
麹
を
接
種

し
て
製
麹
し
た
。
一
般
的
な
醤
油
麹

に
接
種
す
る
種
麹
に
は
、
小
麦
フ
ス

マ
が
使
用
さ
れ
る
こ
と
が
多
い
。
し

か
し
な
が
ら
小
麦
フ
ス
マ
は
小
麦
粉

の
製
粉
工
程
中
で
生
じ
る
小
麦
の
皮

の
部
分
で
あ
る
た
め
、
小
麦
ア
レ
ル

ゲ
ン
の
キ
ャ
リ
ー
オ
ー
バ
ー
を
防
ぐ

観
点
か
ら
、
え
ん
ど
う
豆
の
み
を
用

い
て
種
麹
を
調
製
し
た
。
次
に
、
得

ら
れ
た
え
ん
ど
う
豆
麹
を
食
塩
水
で

仕
込
み
、
乳
酸
菌
と
酵
母
を
植
菌
し

て
、
通
常
の
醤
油
諸
味
の
管
理
方
法

を
参
考
に
最
適
化
し
た
条
件
で
発

酵
・
熟
成
を
行
っ
た
。
乳
酸
菌
と
酵

母
の
培
養
に
用
い
る
培
地
も
、
ア
レ

ル
ゲ
ン
の
キ
ャ
リ
ー
オ
ー
バ
ー
を
防

ぐ
観
点
か
ら
、
大
豆
・
小
麦
を
原
料

に
含
ま
な
い
組
成
と
し
た
。
発
酵
熟

成
後
、
諸
味
を
圧
搾
し
火
入
れ
を
行

っ
た
。
通
常
の
醤
油
諸
味
と
比
較
す

る
と
、
仕
込
初
期
の
粘
度
が
や
や
高

い
傾
向
が
あ
っ
た
が
、
仕
込
終
盤
に

は
通
常
の
醤
油
諸
味
と
同
等
と
な

り
、
圧
搾
性
も
同
等
で
あ
っ
た
。
ま

た
、
圧
搾
後
の
液
に
醤
油
油
が
ほ
と

ん
ど
な
く
、
濃
口
醤
油
と
比
較
し
て

火
入
れ
オ
リ
が
少
な
か
っ
た
。
こ
れ

ら
の
こ
と
か
ら
、
通
常
の
醤
油
製
造

設
備
で
製
造
可
能
で
あ
る
と
考
え
ら

れ
た
。

え
ん
ど
う
豆
醤
油
の
可
溶
性
総
窒

素
（
Ｔ
Ｎ
）
は
、
Ｊ
Ａ
Ｓ
の
格
付
に

当
て
は
め
る
と
こ
い
く
ち
上
級
に
相

当
す
る
程
度
の
Ｔ
Ｎ
と
な
っ
た
。
乳

酸
発
酵
は
順
調
で
濃
口
醤
油
と
同
等

の
ｐ
Ｈ
ま
で
低
下
し
、
酵
母
発
酵
も

旺
盛
で
同
等
の
エ
タ
ノ
ー
ル
量
と
な

っ
た
。
色
沢
は
濃
口
醤
油
よ
り
や
や
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近
年
、
食
物
ア
レ
ル
ギ
ー
患
者
が
増
加

傾
向
に
あ
り
、
そ
の
有
病
率
は
幼
児
で
約

５
％
、
学
童
期
か
ら
成
人
で
は
１
・
５
～

３
％
程
度
と
考
え
ら
れ
て
い
る
。食
物
ア

レ
ル
ギ
ー
が
社
会
の
中
で
身
近
に
存
在
す

る
も
の
と
な
る
中
、
行
政
や
企
業
の
対
応

も
求
め
ら
れ
て
い
る
。

食
物
ア
レ
ル
ギ
ー
患
者
の
誤
食
に
よ
る

発
症
を
防
ぎ
、
患
者
自
身
が
食
べ
ら
れ
る

食
品
を
選
別
し
や
す
く
す
る
た
め
に
２
０

０
１
年
に
食
品
衛
生
法
で
主
要
な
ア
レ
ル

ゲ
ン
を
含
む
原
材
料
を
用
い
た
加
工
食
品

の
原
材
料
表
示
ル
ー
ル
が
定
め
ら
れ
た
。

２
０
２
２
年
８
月
時
点
で
、
表
示
義
務
７

品
目
、
表
示
推
奨
２１
品
目
の
計
２８
品
目
の

原
材
料
が
表
示
対
象
に
な
っ
て
い
る
。一

般
的
な
醤
油
の
原
料
で
あ
る
小
麦
は
表
示

義
務
、
大
豆
は
表
示
推
奨
に
該
当
す
る
た

め
、醤
油
の
製
品
ラ
ベ
ル
で
は「
大
豆
・
小

麦
」
が
強
調
表
示
さ
れ
て
い
る
こ
と
が
ほ

と
ん
ど
で
あ
る
。ま
た
、醤
油
を
原
料
に
使

用
し
た
加
工
食
品
の
原
材
料
表
示
に
お
い

て
も「
し
ょ
う
ゆ（
大
豆
・
小
麦
を
含
む
）」

と
表
示
さ
れ
て
い
る
。

筆
者
ら
は
、
一
般
的
な
濃
口
醤
油
に
近

い
味
わ
い
を
持
ち
、
大
豆
・
小
麦
不
使
用

商
品
を
望
む
方
が
安
心
し
て
使
用
で
き
る

醤
油
様
調
味
料
を
開
発
す
べ
く
検
討
し
た

結
果
、
え
ん
ど
う
豆
を
原
料
に
用
い
て
製

麹
・
仕
込
を
行
う
こ
と
に
よ
り
、
目
的
の

品
質
の
実
現
に
成
功
し
た
の
で
、
紹
介
す

る
。

味
認
識
装
置
に
よ
る
呈
味
性
の
評
価

え
ん
ど
う
豆
醤
油
の
製
法

成
分
プ
ロ
フ
ァ
イ
リ
ン
グ

誘
導
体
化
ガ
ス
ク
ロ
マ
ト
グ
ラ
フ
ィ
ー

／
マ
ス
ス
ペ
ク
ト
ロ
メ
ト
リ
ー（
Ｇ
Ｃ
／
Ｍ
Ｓ
）に
よ
る

はじめに

お
わ
り
に

図２　味認識装置を用いたえんどう豆醤油の
　　　呈味特性のプロファイリング

図１　えんどう豆醤油のアミノ酸分析

図３　誘導体化ＧＣ／ＭＳによる
　　　えんどう豆醤油の成分プロファイリング

醤油技術特集醤油技術特集

今回の本特集では10月20日に東京農業大学で開催され
る、第90回醤油研究発表会において、「日本醤油技術賞」受
賞講演が行われる、「えんどう豆を用いたしょうゆ風調味
料の開発（キッコーマン研究開発本部・仲原丈晴氏）」と、
「醤油乳酸菌における活性型トランスポゾンの発見とア
ルギニン非分解性株育種への利用（ヤマサ醤油製造本部・
脇中琢良氏）」の概要を掲載する。� （友枝）
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好塩性乳酸菌Tetragenococcus　
halophilusは、醤油諸味で乳酸発酵
を担う乳酸菌であり、醤油乳酸菌と
も呼ばれる。醤油が乳酸発酵食品で
あることはあまり認知されていない
が、醤油に含まれる乳酸の濃度は、
製品によって0%に近い場合から、

ヨーグルトの乳酸濃度を上回る2%
近い場合まであり、注意深く味わえ
ば製品ごとに酸味の強さが異なるこ
とに気づくであろう。乳酸菌が生産
する乳酸は、醤油に酸味や味の深み
をもたらすだけでなく、醤油諸味の
pHを降下させて酵母によるアルコ

ール発酵を促すなど、おいしい醤油
を造る上で重要な役割を果たしてい
る。一方で、乳酸が多すぎると醤油
にきつい酸味が付与されてしまう上
に、酵母によるアルコール発酵も阻
害されるため、香味の悪い醤油にな
りやすい。乳酸発酵を適切にコント
ロールすることは、醤油醸造上の重
要な課題である。
伝統的な醤油醸造では、醤油蔵の
壁などに住むいわゆる蔵付き菌が、
乳酸発酵を担っていた。しかし近
年、洗浄性に優れた大型諸味発酵タ
ンクの普及で蔵付き菌が排除され、
特定の乳酸菌株を発酵スターターと
して添加することが多くなってきて

いる。さらに最近の研究で、醤油乳
酸菌の性質は菌株間で全く同じでは
なく、アミノ酸・糖・有機酸代謝な
どにおいて多様な性質を示し、それ
らの性質の違いが醤油の品質にも大
きな影響を及ぼすことが明らかにな
ってきた。そのため、多様性に満ち
た醤油乳酸菌の個性を理解した上
で、望ましい性質の菌株を選抜した
り、望ましくない性質を改変・育種
したりする技術が求められている。
醤油乳酸菌においては未だ簡便な
遺伝子操作方法が確立されていない
が、近年、全ゲノムのDNA配列が
解析され、インサーションシーケン
スという小さなトランスポゾン（動

く遺伝子）らしき配列が存在するこ
とが明らかにされた。トランスポゾ
ンは、トランスポザーゼという
DNAを切り出し挿入する酵素遺伝
子を含む配列で、動く遺伝子と言わ
れる通り、DNA上をある場所から
別の場所へ移動することができる。
インサーションシーケンスが他の遺
伝子の上に動く（転移する）と、そ
の遺伝子は機能を破壊されるため、
しばしば細菌の変異導入にインサー
ションシーケンスは利用される。し
かしながら、醤油乳酸菌で実際に転
移活性のあるインサーションシーケ
ンスの存在は、これまで確認されて
いなかった。

本研究では、醤油乳酸菌において
トランスポゾンの一種であるインサ
ーションシーケンスが活発に転移し
ていることを発見し、それを利用し
てアルギニン非分解性の変異株を育
種することに成功した。本研究で見
出 し たISTeha3、ISTeha4、ISTe
ha5という3種類の新規なインサー
ションシーケンスは、Tetragenoco
ccus属の乳酸菌において転移活性
が確認された初めてのトランスポゾ
ンである。M1〜M5の変異株は紫外
線照射した上で得られたが、その後

の研究からは、これらのインサーシ
ョンシーケンスの転移に紫外線照射
は必須でなく、単に継代・培養する
だけで醤油乳酸菌のゲノム上を活発
に転移していることが判明してい
る。
育種は、農作物では一般的な技術
であり、例えば果物では、より甘く、
収量が多く、病気に強く、種のない品
種などが育種されている。微生物に
おいても同様で、清酒酵母では、優れ
たアルコール生産能力を有し、吟醸
香成分を多く作り、不快臭成分を作

らず、醪が泡立ちにくいといった性
質の菌株が育種されている。しかし
醤油乳酸菌を育種した事例は、麹菌
や酵母と比べて少なく、変異を導入
するための技術も確立されていなか
った。今回報告したインサーション
シーケンスを利用した育種は、薬剤
処理による農作物の育種などと同様
に、遺伝子組み換え技術を用いない、
自然変異を利用した育種技術であ
る。
本研究が、今後の醤油乳酸菌の育
種・研究の基盤技術として活用さ
れ、醤油の品質・安全性・生産性の
向上に寄与することを願ってやまな
い。

醤油諸味から分離される醤油乳酸
菌には、アルギニンを分解する菌株
と分解しない菌株が存在する。乳酸
菌のアルギニン分解性に関与するの
は、アルギニンデイミナーゼ経路と
いう代謝経路である。この経路では、
アルギニンがオルニチンへと変換さ
れ、その際にアンモニアが遊離する。
醤油諸味中でアルギニンが分解され
ると、乳酸発酵で生産された乳酸を
アンモニアが中和してpH低下を抑
制するため、結果的に乳酸過多の諸
味になりやすい。また、アルギニンと
オルニチンの代謝中間体であるシト
ルリンは、発がん性が指摘されるカ
ルバミン酸エチルの前駆体となる＝
図1。
これらの理由から、醤油醸造上ア
ルギニンを分解する乳酸菌は好まれ
ない。しかし野生の醤油乳酸菌の中
ではアルギニンを分解する菌株の方
が優勢であるため、変異導入によっ
てアルギニンデイミナーゼ経路を不
活化した菌株を育種することができ
れば、非常に有用な技術となる。そこ
で、アルギニンを分解する性質を有
し、全ゲノム配列が解読されている
NBRC　12172株を親株として、アル
ギニン分解性を失った変異株の育種
を試みた。
アルギニンを含む培地で乳酸菌を
培養すると、アルギニンが分解され
ない場合は乳酸生産に伴ってpHが

低下するのに対し、アルギニンが分
解されアンモニアが生じるとpHが
上昇する。培地にpH指示薬を添加し
ておけば、pHの変化を色の違いに
よって視覚的に捉え、培養した菌株
がアルギニンを分解するかどうか簡
単に判別することができる。この方
法を用いて、NBRC　12172株に紫
外線を照射した株の中からアルギニ
ン分解性を失った変異株を5株選抜
し、M1〜M5と名付けた。
アルギニンデイミナーゼ経路に関
与する遺伝子クラスター領域の
DNAシーケンス解析を実施したと
ころ、5株の変異株全てで、クラスタ

ー上のいずれかの箇所にインサーシ
ョンシーケンスが転移していること
が見出された＝図2。
いずれの株も、アルギニンの分解
に関与する酵素遺伝子や、細胞内へ
のアルギニンの取り込みに関与する
遺伝子、各遺伝子の発現に必要な転
写調節領域などが、転移したインサ
ーションシーケンスによって破壊さ
れたため、アルギニンを分解しなく
なったと考えられる。M1〜M5で転
移したインサーションシーケンスは
3種 類 あ り、ISTeha3、ISTeha4、
ISTeha5と 名 付 け た。い ず れ も
NBRC　12172株のゲノム上の別の
箇所に全く同じ配列が存在してお
り、その箇所からアルギニンデイミ
ナーゼ経路に関与する遺伝子クラス
ター領域へ転移したと考えられる。

親株であるNBRC　12172株と、育
種したアルギニン非分解性変異株を
発酵スターターとして用い、試験的
に醤油を醸造した。発酵スターター
を添加しない諸味と比べ、親株、変異
株をスターターとして添加した諸味
では、いずれも速やかにpHが低下し
た。スターターを添加しない諸味で
は乳酸はほとんど生産されなかった
のに対し、スターターを添加した諸
味では著量の乳酸が生産された。
乳酸濃度を比較すると、アルギニ
ンを分解しアンモニアを生産する親

株の方が、アルギニンを分解しない
変異株よりも多くなっていた。アミ
ノ酸濃度を分析したところ、親株を
スターターとして用いた諸味ではア
ルギニンが減少してオルニチンが生
じていた一方で、変異株を用いた諸
味ではアルギニンは分解されず残存
していた。変異株は、親株と比べ過剰
な乳酸を生産せず、アルギニンも分
解しないという、期待した通りの醸
造特性を示した＝図3。

醤油乳酸菌における活性型トランスポゾンの醤油乳酸菌における活性型トランスポゾンの
発見とアルギニン非分解性株育種への利用発見とアルギニン非分解性株育種への利用
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アルギニン非分解性株の育種アルギニン非分解性株の育種

育種株を用いた醤油醸造育種株を用いた醤油醸造
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図1　醤油乳酸菌のアルギニンデイミナーゼ経路と
カルバミン酸エチル生成経路の模式図

図2　アルギニンデイミナーゼ経路に関与する遺伝子クラスター領域周辺のインサーションシーケンス転移位置

図3　各スターター株を添加した諸味のpH推移と、乳酸・アミノ酸の分析値
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