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研究成果の概要（和文）：アレルギー様食中毒の原因物質であるヒスタミンを生成する菌に変質することが無い
安心安全な水産発酵食品用発酵スターターを選抜するため、ヒスタミン生成酵素遺伝子を受け取らない好塩性乳
酸菌を日本産水産発酵食品から分離し、その遺伝子構造を調べ、ヒスタミンなどのアミン類を生成しない発酵ス
ターター候補株を選抜した。そのうち増殖性に優れた2菌株を発酵スターター株として選抜し、ヒスタミン生成
菌が混入している魚醤油仕込み液に接種して魚醤油製造試験を行った。その結果、ヒスタミンの蓄積が観察され
ず、調味料として問題のない品質の魚醤油を製造することができた。

研究成果の概要（英文）：Histamine is a causative agent of allergy like food poisoning and is 
problematic compound in seafood processing. To develop a fermentation starter for producing safe and
 reliable fermented seafood, we selected halophilic lactic acid bacteria which do not receive 
histamine - forming enzyme gene from Japanese fermented seafood. The genetic structure was 
investigated to select a fermentation starter candidate strain which did not produce biogenic amines
 such as histamine and tyramine. Among them, two strains were selected as a fermentation starter 
strain based on its excellent growth, and a brewing test of fish sauce was carried out. As the 
result, there was no accumulation of histamine, and the products was acceptable quality as a fish 
sauce.

研究分野： 食品微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 醤油や魚醤油など発酵調味料の製造では
アレルギー様食中毒原因物質であるヒスタ
ミンの蓄積が問題となっている。ヒスタミン
蓄積は発酵調味料製造用発酵スターター（発
酵の種株）と同じ種類の好塩性乳酸菌による
ものであり、ヒスタミン生成に関与するヒス
チジン脱炭酸酵素遺伝子(hdc)は本菌種が持
つプラスミドにコードされている。投入され
たスターター株にhdcを持つプラスミドが伝
播して、新たなヒスタミン生成菌が生み出さ
れる危険性がある。そのため、魚醤油を含む
水産発酵食品の製造業では、ヒスタミン生成
菌に変質しない発酵スターターの開発が望
まれている。以下に挙げる現状を把握しつつ
スターターを開発する。 
(1) 水産発酵調味料の現状 
食の安全安心志向の高まり、資源の有効利

用等の観点から、魚介類を原料とした天然発
酵調味料（魚醤油）の製造量が増加している
1)。また、近年、CODEX において魚醤油の
規格基準が設定されるなど、国際的にも注目
されている。しかし、国産魚醤油の場合、ヒ
スタミン含量が CODEX 基準（400mg/kg）
を超えるものが散見され、製品によっては
2000ppm を超えるものもある（日本は基準
値なし）2)。魚醤油は塩分濃度が約 20％と高
く、pH も 5.0 前後と低い。有占する微生物
は大豆醤油や味噌から常在菌として分離さ
れる好塩性乳酸菌（Tetragenococcus spp.）
である。有占菌のうちごく一部の菌株はヒス
タミン生成能を有し、ヒスタミンの蓄積に関
与していることが明らかとなった 3-6)。 
(2) 発酵食品のヒスタミン生成菌 
魚醤油のヒスタミン生成菌が保有してい

る hdc の塩基配列を解析したところ、ワイン
やチーズなどの乳酸菌の持つピルボイル型
酵素遺伝子と非常に高い相同性を示し、この
遺伝子は細菌の種、属を超えて分布している
ことが分かった 4-6)。さらに、各種魚醤油から
分離されたヒスタミン生成菌の hdc は全て
20-35kb の環状プラスミドにコードされ、1
つの例外を除き全てのプラスミドで複製開
始点および複製に関与する遺伝子群は保存
されていた（pHDC-A 型プラスミド）4-6)。ま
た、ヒスタミン同様、生理活性アミンの 1 種
であるチラミンを生成する魚醤油由来の好
塩性乳酸菌の遺伝子を解析し、チラミン生成
酵素遺伝子も pHDC-A 型プラスミドにコー
ドされていることを見出した 7)。つまり、生
理活性アミン生成酵素遺伝子をコードする
プラスミドの起源は同一であり、このプラス
ミドを介してヒスタミン生成能等が伝播し
たと考えられる。乳酸菌のアミン生成は乳酸
発酵による生息環境の酸性化に対する、スト
レス応答の一環と考えられ、ヒスタミンなど
のバイオジェニックアミンを生成する能力
の獲得は魚醤油に存在する好塩性乳酸菌に
とって生存戦略上プラスであると予想され
ている。 

(3) 発酵スターター 
大豆醤油の製造では、発酵の安定化を図るた
め好塩性乳酸菌を発酵スターターとして加
える。この好塩性乳酸菌は多くの場合、先述
したヒスタミン生成菌と同種である。発酵ス
ターターとして期待されるのは、仕込み液の
中で優占し、原料由来の雑菌の繁殖を抑え、
乳酸発酵を行い、製品に好ましい風味を付与
する事である 8)。しかし、魚醤油を含む水産
発酵食品の製造ではこのようなスターター
を使用する習慣が近年までなかったことか
ら、水産発酵食品用のスターターは開発され
ておらず、また、ヒスタミン蓄積に関しても
あまり研究されてこなかった。先述したよう
に、CODEX で規格基準が設定され、国内生
産量も急増していることから、水産発酵食品
製造に特化したヒスタミン等のアミン類を
生成しない発酵スターターの開発は急務で
ある。 
 
２．研究の目的 
研究の最終目標はヒスタミンやチラミン

等のバイオジェニックアミン生成酵素遺伝
子をコードしていないプラスミド（複製開始
点が pHDC-A 型のプラスミド）を保有して
いる魚醤油発酵スターター株を選抜し実用
化することである。つまり、ヒスタミン等の
アミン生成酵素遺伝子を持つ外来プラスミ
ドを取り込まない魚醤油発酵スターター株
を創出することである（下図）。 
 

 
そのために以下の研究を行う。 
(1) 好塩性乳酸菌株の収集 
(2) pHDC-A 型プラスミドの特異的検出法の
開発 
(3) バイオジェニックアミン（ヒスタミンお
よびチラミン）生成遺伝子をコードしていな
い pHDC-A 型プラスミドを保有している菌
株の選抜 
  
３．研究の方法 
(1) 好塩性乳酸菌株の収集 

日本各地で製造されている水産発酵食品
（魚醤油、魚類塩辛、魚類糠漬けなど 11 製
品）から好塩性乳酸菌を収集した。培地には
10％食塩含有 MRS 平板（pH7.0、メルク）



を、希釈液には 10％食塩水を用い。常法に基
づき、無菌的に試料を採取・粉砕し、段階希
釈を行い、平板培地に塗沫した。試料を接種
した平板培地は 30℃で好気および嫌気条件
下で 2 週間培養した。培養後得られた微生物
の集落を釣菌し、画線培養にて純粋分離を行
った。さらに、既報の PCR 法 6)にて分離株の
中 か ら 好 塩 性 乳 酸 菌 Tetragenococcus 
halophilus または T. muriaticus に該当する
ものを選抜した。 

 
(2) pHDC-A 型プラスミドの特異的検出法の
開発 
これまでに著者らがシーケンスを行った

好塩性乳酸菌の pHDC-A 型プラスミドの塩
基配列 5-7)を比較し、複製開始点近傍で保存性
の高い領域を抽出し、その部分のうちおよそ
450bp が増幅できるように PCR プライマー
を設計した（repA-F および C13RVR2）。設
計したプライマーセットを用いて PCR 条件
を検討し、pHDC-A 型プラスミドを特異的に
検出できる PCR 法を構築した。PCR 条件は
以下のとおりである（94℃；1 分、30 サイ
クル: 94°C；30 秒、55°C；30 秒、72°C; 30
秒、72℃；7 分）。なお、PCR 産物の確認
は反応液を電気泳動に付し、臭化エチジウ
ム染色にて行った。 
 
(3) バイオジェニックアミン（ヒスタミンお
よびチラミン）生成遺伝子をコードしていな
い pHDC-A 型プラスミドを保有している菌
株の選抜 
収集した菌株を 10％食塩含有MRS液体培

地（pH7.0、メルク）で培養し、遠心分離に
て菌体を回収した。培養菌体に TE 緩衝液を
加え、よく分散させたのち、沸騰水にて加熱
し、DNA 抽出液とした。得られた菌体 DNA
を PCR の鋳型 DNA とし、上述した pHDC-A
型プラスミド特異検出 PCR 法にて本プラス
ミドの有無を判定した。また、ヒスタミンお
よびチラミン生成酵素遺伝子の有無は既報
4-6)に従い判定した。 
 
(4) 魚醤油モロミ中でのスターター候補株と
ヒスタミン生成菌との混合培養 
分離菌株の中から菌株の中からバイオジ

ェニックアミン（ヒスタミンおよびチラミ
ン）生成遺伝子をコードしていない pHDC-A
型プラスミドを保有している菌株を選抜し、
さらに、T. halophilus と同定され、10％食塩
含有 MRS 液体培地での発育に優れた２菌株
（A および B 株）を供試菌株とした。カタク
チイワシを原料とした魚醤油モロミ（カタク
チイワシ、食塩、ブドウ糖：商業用につき原
料非非公開）に供試菌を約 106 cfu/g、ヒスタ
ミン生成菌を 102 cfu/g となるようにモロミ
に接種し、30℃にて 28 日間発酵させ、その
間のヒスタミン量およびヒスタミン生成菌
数、好塩性乳酸菌数および pH を測定した。
スターターを接種していない試料をコント

ロールとした。また、発酵後の資料の呈味性
を官能的（味、色、香り）に比較した。 

 
(5) 分離株が保有していたプラスミドの構造
解析 
分離株AおよびBの保有していたプラスミ

ドの構造を解析するため、市販のプラスミド
抽出キット（キアゲン）にてプラスミドを抽
出し、得られたプラスミドを制限酵素 EcoRI
または HindIII にて切断し、pUC118 ベクタ
ーに組み込み、大腸菌 DH5αに形質転換した。
形質転換した大腸菌からプラスミドを抽出
し、インサート部分の塩基配列を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) バイオジェニックアミン（ヒスタミンお
よびチラミン）生成遺伝子をコードしていな
い pHDC-A 型プラスミドを保有している好
塩性乳酸菌株の収集 
 国産水産発酵食品 11品目から合計 1126株
の好塩性細菌を分離し、そのうち 296 株が 
pHDC-A 型プラスミドを保有していた。その
うちヒスタミンおよびチラミン生成酵素遺



伝子をコードしていないプラスミドを保有
していた菌株は 191 株であった（表１）。サ
バやイワシの糠漬けには pHDC-A 型プラス
ミドを保有する T. muriaticus が存在するの
に対し、魚醤油からは T. halophilus しか分
離されなかった。本調査で pHDC-A 型プラ
スミドは両種間に広く分布し、別種にもかか
わらず機能していることが明らかとなり、本
プラスミドの複製開始点を利用すれば両種
で機能するシャトルベクターが構築できる
と期待される。本研究で解析した pHDC-A
型プラスミドの多くはヒスタミンおよびチ
ラミン生成酵素遺伝子をコードしていなか
ったが、解析したプラスミドのほとんどがヒ
スタミン生成酵素遺伝子をコードしている
試料もあり、この場合、試料に存在している
菌株は高い頻度でヒスタミン生成酵素を有
していると考えられた。 
 
(2) 魚醤油モロミ中でのスターター候補株と
ヒスタミン生成菌との混合培養 
 発酵スターター候補株（A および B 株）を
実際の魚醤油モロミにヒスタミン生成菌と
ともに添加して、ヒスタミン蓄積抑止能を評
価した。その結果、スターターを添加した試
料においてヒスタミンの蓄積が抑制され（図
1）、また、試作品の呈味性などを発酵スター
ター非添加のものと官能的に比較したとこ
ろ、両者に大きな差は見られなかった。従っ
て、スターター株はヒスタミン生成菌に変質
することなく、魚醤油モロミ中で増殖したこ
とが示唆された。 
 

 
 
(3) 分離株が保有していたプラスミドの構
造解析 
 AおよびB株が保有していたプラスミドの
構造を解析した結果、pHDC-A 型プラスミド
の複製開始点および repA 遺伝子などプラス
ミドの複製に関する遺伝子群は保存され、こ
れらのプラスミドは pHDC-A 型プラスミド
であることが確認された。また、これらのプ
ラスミドは多数のトランスポゾンをアミノ
酸脱炭酸酵素遺伝子の近隣の領域に有して
いた。つまり、ヒスタミンおよびチラミン生
成酵素遺伝子をコードしているプラスミド

とはアミノ酸脱炭酸酵素遺伝子の種類が異
なるだけで基本構造は同じであった（図 2）。
これにより pHDC-A 型プラスミドは複製に
関する領域を除き転移性の遺伝子群が複雑
に転移を繰り返してきたことが示唆された。 
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