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１. はじめに 

納豆の賞味期限は製造後 10 日程度で設定されるこ

とが多く，かつ，作り置きが難しい製品であるため，

メーカーは季節や時期を問わず生産を続けなければな

らない。賞味期限を既存製品よりも長く設定できる技

術を確立すれば，メーカーの製造計画にゆとりが生じ

て休日や勤務時間帯などの面で従業員の雇用条件が改

善されることにより，企業価値の向上が期待される。 

また，納豆は茨城県の特産品として広く認知されて

おり，土産ものやギフトとしての製品も多く，賞味期

限延長技術が確立すれば，土産もの等の製品開発の促

進にも繋がる。 

本研究では，納豆の発酵・熟成速度に関与する遺伝

子領域の解明と，既存の菌株よりも賞味期限を延長可

能な納豆菌株の育種を目的とする。 

 

２．目的 

本研究では，納豆の発酵及び熟成に大きく関与する

と思われる酵素をコードする遺伝子の発現を制御した

際の納豆への影響を評価して各遺伝子の機能解析を進

める。併せて，発酵及び熟成に関与する遺伝子の発現

を制御することで納豆の熟成速度を適度に緩やかにし，

既存の納豆の2倍となる20日程度まで賞味期限を延長

できる技術を確立することを目的とする。 

 

３．研究内容 

納豆は製造後も菌が生きた状態で存在し，酵素も穏

やかに働き続けるため，貯蔵流通の過程で熟成が進み

続ける。納豆の品質保持に関わる大きな要因として，

納豆表面に生じるチロシンの結晶の問題があることが

知られている。大豆タンパク質の分解速度を制御する

ことが出来れば，チロシンの析出を抑制できることか

ら，大豆タンパク質の分解速度は納豆の品質保持に効

果があると考えた。 

これまでの研究では，納豆菌が生産する主要プロテ

アーゼであるアルカリプロテアーゼと中性プロテアー

ゼをターゲットに試験を行ったが，アルカリプロテア

ーゼ活性を抑制すると納豆の発酵を抑制しすぎること，

また通常の納豆よりも糸引きが極端に弱くなることが

問題点として残った 1)。また，中性プロテアーゼ活性

を単独で抑制した場合は，日持ちへの影響がほとんど

見られないことも明らかになった 1)。そこで，本研究

では，プロテアーゼではなくペプチダーゼに着目して，

納豆の品質保持との関係性を明らかにすることとした。 

ターゲットとするペプチダーゼ遺伝子として，納豆

の発酵過程で転写量の多い遺伝子を RT-qPCRで検討し

て決定した。既報 2)のとおり，ybaC,yjbG では非特異

的な増幅が起こってしまい，転写量を評価できなかっ

たため，本年度はこの 2つの領域を遺伝子組み換えの

ターゲットとした。 

また，納豆の成分は，納豆菌が増殖し生活環を経る

中で形成される。つまり，納豆菌の増殖や代謝が納豆

の品質を決定づけることになるため，納豆菌の増殖ス

ピードや数に変化が生じれば，納豆の品質にも変化が

生じる可能性が高い。 

細菌の増殖に関与する物質としてポリアミンが知ら

れている 3)。そこで，本年度は，ペプチダーゼ遺伝子

に加え，ポリアミンの代謝に関与する遺伝子領域であ

る bltDと paiAも検討することとした。 

 加えて，昨年度までに作成した宮城野菌のペプチダ

ーゼ遺伝子破壊株 (△ ywaD, △ pepA, △ yflG,△

yqjE)2,4)も一部の試験において評価対象に含めた。 

 

3.1 遺伝子破壊納豆菌株の作成 

3.1.1 ターゲット遺伝子の破壊とクローニング 

遺伝子組み換え株の作成方法は，既報 4)と同様であ

るため，概略のみを記す。なお，遺伝子組み換えのベ

ースとして，昨年度までと同様，宮城野菌を選択した。 

宮城野菌のゲノム DNAを鋳型として，表 1に示した

プライマー(No.1+No.2, No.5+No.6, No.7+No.8, 

No.11+No.12, No.13+No.14, No.17+No.18)を利用した

PCRによりターゲット領域を増幅した。抗生物質耐性

マーカーは，pDG17263)を鋳型にして，表 1中の

No.3+No.4, No.9+No.10, No.15+No.16のプライマーセ

ットにてスペクチノマイシン耐性カセット(SpcR)5)を

増幅した。なお，プライマーは，増幅末端が 15塩基ず

つ重なる様配慮しつつ,GENETYX((株)ゼネティックス)

のプライマー設計支援機能を利用して構築した。PCR

産物はアガロースゲル電気泳動で結果を確認すると共

に，目的バンドを切り出し，Nucleo Spin ExtractⅡ

(MACHEREY-NAGEL)にて精製した。 

DNA を連結するライゲーション反応とコンピテント

セル(形質転換受容性細胞)への形質転換は，In-Fusion 

HD Cloning Kit(タカラバイオ)を使用した。PCR で増

幅した遺伝子の上流部分と下流部分の間にマーカーと

なる抗生物質耐性カセットを挟み，ベクターに 1ステ

ップで繋ぎ，コンピテントセルに導入後，遺伝子の増

幅(クローニング)を行った。クローニングした DNAは

次の行程の形質転換に使用するため，DraⅢで消化後，

一本鎖になっていることをアガロースゲル電気泳動で

確認した。 
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表1 PCRに使用したプライマー一覧 

No.
上段：プライマー名称

下段：配列
mer

1
INF(pKF19+paiA-289)Fw.1.1
　　5'-GCATGCCTGCAGGTCATCATCGTTAAGGGAGGCGT

35

2
INF(paiA+271)Rv.1.1
　　5'-GTGATTCAGCACCCA

15

3
INF(paiA+M69221)Fw.1.1
　　5'-TGGGTGCTGAATCACATCGATTTTCGTTCGTGA

33

4
INF(M69221+paiA)Rv.1.1
　　5'-ATGTTTTTGAAAGCTCATATGCAAGGGTTTATTG

34

5
INF(paiA+301)Fw.2.1
　　5'-AGCTTTCAAAAACATGGGCT

20

6
INF(paiA+759+pKF19) Rv.2.1
　　5'-GGATCCTCTAGAGTCCATCTTCACAGGCTTC

31

7
INF(pKF19+ybaC-151)Fw.1
　　5'-GCATGCCTGCAGGTCGTGAAGGCGGACGTACT

32

8
INF(ybaC+446)Rv.1
　　5'-GATTCTTCATCGTGAGGG

18

9
INF(ybaC+M69221)Fw.1
　　5'-TCACGATGAAGAATCATCGATTTTCGTTCGTGA

33

10
INF(M69221+ybaC)Rv.1
　　5'-CCAATGAAACGTGTGCATATGCAAGGGTTTATTG

34

11
INF(ybaC+510)Fw.2
　　5'-CACACGTTTCATTGGTGCTC

20

12
INF(ybaC+1111+pKF19)Rv.2
　　5'-GGATCCTCTAGAGTCGGGTGTGTCAGCAACC

31

13
INF(pKF19+yjbG+165)Fw.1
　　5'-GCATGCCTGCAGGTCAGACGAGGGGGATCA

30

14
INF(yjbG+920)Rv.1
　　5'-TTCACAGTGCCGCTAAGCGT

20

15
INF(yjbG+M69221)Fw.1
　　5'-TAGCGGCACTGTGAAATCGATTTTCGTTCGTGA

33

16
INF(M69221+yjbG)Rv.1
　　5'-GTAGAAGTTGTCCTTCATATGCAAGGGTTTATTG

34

17
INF(yjbG+922)Fw.2
　　5'-AAGGACAACTTCTACGCGAG

20

18
INF(yjbG+2002+pKF19)Rv.2
　　5'-GGATCCTCTAGAGTCGACTTTCATCAGCAGCTC

33
 

 

3.1.2 宮城野菌への形質転換 

最終的なターゲットとなる宿主は宮城野菌(WT)(以

下，「WT」と記載する。)であるが，形質転換効率が低

く，クローニングしたベクター遺伝子を直接導入する

ことが難しいため，一旦，degQを破壊してコンピテン

スを高めたB.subtilis NAFM73(△degQ::ErR)5)（国立研

究開発法人 農業・食品産業技術総合研究機構 食品研

究部門 微生物機能ユニットから提供）に，3.1.1で調

製したDNAの形質転換を行った後，そのゲノムDNAを使

用して宮城野菌へ形質転換するという，二段階で菌株

を作成した。試験手順は既報4)のとおりである。 

選択マーカーとして使用したスペクチノマイシン

(Spc)添加培地中での生育の良い菌株を単離し，遺伝子

組み換えのターゲットとした領域について，表 1のプ

ライマー(paiA 及び bltD +paiA の二重破壊株 : 

No.1+No.6, ybaC : No.7+No.12, yjbG:No.13+No.18)

を用いて PCRを行った後，アガロースゲル電気泳動で

結果を確認した。 

 

3.2 試験菌株での納豆試作 

 国産大豆（スズマル）を0.18MPaで23分蒸煮した後，

容器に入れて121℃で15分オートクレーブすることで

完全滅菌した。種菌は，遺伝子を破壊した5株の宮城野

菌株(△ybaC, △yjbG，△bltD, △paiA，△bltD +△paiA
の二重破壊株)及び対照として非遺伝子組み換えの宮

城野菌株WTを使用した。それぞれの菌株をLB培地中，

37℃で20時間程度振盪培養し，滅菌水で100倍希釈した。

50g程度の蒸煮大豆をPSP容器に充填し，種菌の水溶液

を500μlずつ添加した。被膜を掛けた状態で良く混合

し，42℃の恒温器中で18時間発酵した。 

 

3.3 遺伝子破壊納豆菌株を使用した納豆の評価 

3.3.1 糸引き，チロシンの析出度合い 

3.2に記載の，対照株を含めて6株で試作した納豆に

ついて，4℃で10日間及び，20日間保存した後，目視に

よるチロシンの析出の有無及びかき混ぜた際の糸引き

の強さを評価した。 

 

3.3.2 前処理 

3.2に記載の納豆について，①発酵終了直後，4℃で

保存し，②10日間及び③20日間経過した段階でサンプ

リングを行った。30メッシュの裏ごし器で2回裏ごしし，

各種分析に使用するサンプルとした。  

 

3.3.3 アンモニア態窒素含量測定 

3.3.2で裏ごしした納豆について，納豆の貯蔵中に増

加するアンモニア態窒素の量を，アンモニアテストワ

コー(和光純薬)を使用して測定した。約100mgを秤量し

た後，50mlにメスアップし，試験サンプルとして用い

た。なお，測定のプロトコルは添付のマニュアルに従

い，3連で測定を実施した。 

また，原料である蒸し大豆に起因する差を無くした

場合にどうなるかについて評価する目的で，LB培地中，

37℃，110rpmの条件で振盪培養して24時間，48時間経

過した時点における培養液中のアンモニア態窒素含量

を測定した。今回の様な評価は，これまでに行ってい

ないため，納豆の試作に用いた6株に加え，過去に作成

した4株(△ywaD, △pepA, △yflG,△yqjE)2,4)を加え

た10株について試験を実施した。なお，遺伝子を組み

換えていないWTを対照とした。  

 

3.3.4 遊離アミノ酸含量測定 

 3.3.2で裏ごしした納豆について，遊離アミノ酸含量

の測定を行った。ターゲットとするアミノ酸は，アミ

ノ酸混合標準液, AN-Ⅱ型及びB型(富士フイルム和光

純薬(株))を合わせた35種とした。実験操作は，既報6)

を参考に実施した。 

 

3.3.4.1 抽出操作 

裏ごし納豆を遠心チューブに約0.5gずつ秤量した。

70%エタノールで抽出操作を3回繰り返した後，10mlに

メスアップした。シリンジフィルター(ADVANTEC 

13CP020AS)にて濾過し，不溶物及び菌体を除去した。

pH2.2クエン酸リチウムバッファーと混合，15,000×g

にて遠心分離し，上清を試験サンプルとした。 

 

3.3.4.2 HPLC分析 

HPLC(Prominence20シリーズ, 島津製作所)のアミノ

酸分析システムを使用し，ポストカラムOPA誘導体化法

にて実施した。詳細な条件は，以下のとおり。 

アンモニアトラップ :Shim-pack ISC-30/S0504Li 

分析カラム         :Shim-pack Amino-Li 

移動相             :アミノ酸移動相キットLi(島津) 

(AA-MA(Li),AA-MB(Li),AA-MC(Li) 

反応液              :分析キットOPA試薬(島津) 

(AA-RA, AA-RB) 
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流速                :0.6ml(グラジエント) 

カラム温度          :39℃ 

検出                :蛍光検出器 

（励起350nm，蛍光450nm） 

定量                :標準品を用いた検量線法 

 

3.4 有意差検定 

アンモニア態窒素含量，総遊離アミノ酸量について，

エクセル統計2015を使用し，Tukey kramer法により標

準品である宮城野菌を使用したサンプルとの有意差検

定を実施した。 

 

４．研究結果と考察 

4.1 遺伝子破壊株の作成 

 3.1.2で実施した形質転換結果の確認を行った。 

ybaCを組み換えた宮城野菌の当該領域を表1のプライ

マーNo.7及びNo.12で増幅したPCR産物は，約2,460bp

となる(ybaC領域が約1,260bp,スペクチノマイシンカ

セットが約1,200bp)。yjbGを組み換えた場合，表1のプ

ライマーNo.13及びNo.18で増幅したPCR産物は，約

3,040bpとなる(yjbG領域が約1,840bp,スペクチノマイ

シンカセットが約1,200bp)。paiAを組み換えた場合，

表1のプライマーNo.1及びNo.6で増幅したPCR産物は，

約2,250bpとなる(paiA領域が約1,050bp,スペクチノマ

イシンカセットが約1,200bp)。bltD +paiAの二重破壊

株については，bltD領域についても同様にPCRとアガロ

ースゲル電気泳動を行い，目的通りに遺伝子組み換え

が起こっていることを確認した。 

アガロースゲル電気泳動で確認すると計算通りの大

きさのPCR産物がシングルバンドで得られた(図1,図2)

ことから，目的の遺伝子組み換え株が得られているこ

とを確認した。 

  

 

 

 

 

 

 

 

図1 ybaC, yjbG部分の遺伝子組み換え結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2  paiA部分の遺伝子組み換え結果 

 

4.2 遺伝子破壊納豆菌株を使用した納豆の評価 

4.2.1 糸引き，チロシンの析出度合い 

3.2の納豆について，発酵終了直後の納豆の見た目，

糸引きを確認したところ，全ての菌株で，菌膜，糸引

きが良好な納豆ができることを確認した。 

4℃で10日及び20日間保存した後，チロシンの析出の

有無及びかき混ぜた際の糸引きの強さについて，目視

にて非組み換え体であるWTと比較した(表2)。対照（宮

城野菌）より糸引きが弱くなる株はなかったが，大豆

表面のチロシンの析出が宮城野菌より顕著に少なくな

る株も見られなかった。 

 

表２ チロシンの析出及び糸引きの強さの評価結果 

チロシンの析出 糸引きの強さ チロシンの析出 糸引きの強さ

Miyagino(△ybaC) - ++ ± ～ + ++
Miyagino(△yjbG ) - ++ + ++
Miyagino(△bltD ) - ++ + ++
Miyagino(△paiA ) - ++ - ～ ± ++
Miyagino(△bltD ,△paiA ) - ++ ＋ ++
Miyagino(WT) - ++ - ～ ± ++

10日保存時点 20日保存時点
菌株

 
 

4.2.2 アンモニア態窒素含量測定 

全ての菌株で，製造直後から20日間保存時点までに

アンモニア態窒素含量が増加することが確認された。

その中で，10日時点においてWTが215mg/100gであった

のに対してpaiA遺伝子を破壊した株が175mg/100gとい

う結果となり，唯一，WTに対し1%の危険率で有意に少

ないことが認められた（図3）。製造直後及び20日間保

存においても，paiA遺伝子を破壊した株で，宮城野菌

のよりやや低い値を示したものの，有意差はないとい

う結果になった。保存期間中のアンモニア態窒素含量

の増加分を見ると，yjbG 破壊株は，製造直後の

208mg/100gから20日間保存時点の248mg/100gと，

40mg/100gの増加にとどまり，WTの増加分，75mg/100g

よりも低い値を示し，変化が少ないことが伺えた。 
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図３ 納豆のアンモニア態窒素含量（「**」は宮城野菌に対

し，1%の危険率で有意差が認められることを示す） 
 

 液体培養を行った際には，培養24時間時点でWTに対

して有意にアンモニア態窒素含量が少ない株は見受け

られなかった(図4)。48時間時点で，唯一，昨年度に作

成したywaDを破壊した株4)のみ，74mg/100mlという結

果を示し，WTの80mg/100mlと比較し5%の危険率で有意

に少ないという結果になった。但し，ywaD 破壊株は，

過去に納豆の試作試験で，WTに対してアンモニア含量

やチロシンの析出が増える傾向を示した4)。合成培地

などと異なり，生物試料である大豆を使用した納豆で

は，同じ条件で加工処理した蒸し大豆であっても，品

質的に全く均一とはならず，発酵容器ごとに差が生じ

てしまい，その差が最終的な結果に影響を与えた可能

性が考えられた。 図3に示した納豆の保存試験の結果，

paiA 破壊株においてWTに対してアンモニア態窒素含

量が低い傾向が確認されたが，同一菌株で試作した別

パックのサンプルでは，WTよりも高いアンモニア態窒

素含量を示すものも確認された。WTよりも熟成が進み

500

1,000

1,500

2,000

3,000

4,000

6,000

bp

500

1,000

1,500

2,000

3,000

4,000

6,000

bp

8,000
10,000
12,000

500

1,000

1,500

2,000

3,000

4,000

6,000

bp

8,000
10,000
12,000



茨城県産業技術イノベーションセンター研究報告 第 47 号 

 

やすいと結論付けたywaD 破壊株の結果4)を含め，納豆

の評価については，蒸し大豆の状態を揃えつつ，サン

プル数を増やしてその平均をとるなど，より配慮しな

がら再度の検討が必要である。 
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図４ LB培養液のアンモニア態窒素含量（「*」は宮城野菌

に対し，5%の危険率で有意差が認められることを示す） 

 

4.2.3 遊離アミノ酸含量測定 

 製造直後の納豆を比較すると，遺伝子組み換えを行

っていないWTで納豆100g当たり751mgの遊離アミ酸含

量だったのに対し，これよりも少ない結果となったの

は，paiA 破壊株の665mg及びbltD +paiA 二重破壊株の

702mgだった(図5)。一方，4℃で10日間保存した際の比

較では，WTで納豆100g当たり1524mgの遊離アミ酸含量

となったのに対し，これを下回ったのは，ybaC 遺伝子

破壊株の1,242mgと，paiA 破壊株の981mgの2つとなり

長期保存でも品質変化が少ない可能性が示された。製

造直後には宮城野菌よりも遊離アミノ酸の少なかった

bltD +paiA 二重破壊株は1841mgとなり，保存によりタ

ンパク質の分解が進んだことが確認された。 
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図５ 遊離アミノ酸総量の比較（「*」は宮城野菌に対し，5%，

「**」は1%の危険率で有意差が認められることを示す） 
 

５．まとめ 

5.1 ペプチダーゼ遺伝子破壊納豆菌株の作成 

ペプチダーゼ遺伝子(ybaC, yjbG)及びポリアミン代

謝関連遺伝子(paiA, bltD +paiA)を破壊した宮城野菌

株を作成した。最終目的株が得られていることを，タ

ーゲット遺伝子のPCRとアガロースゲル電気泳動で確

認した。 

 

5.2 遺伝子を破壊した納豆菌株を使用した評価 

本年度に作成した，遺伝子を破壊した宮城野菌株(△

ybaC, △yjbG, △bltD, △paiA,△bltD +△paiA)で試

作した納豆を4℃で保存した後，目視によるチロシンの

析出の有無，かき混ぜた際の糸引きの強さ及びアンモ

ニア態窒素含量，遊離アミノ酸量を測定した。対照で

ある宮城野菌(WT)よりも顕著に糸引きが弱くなる株は

なかったが，大豆表面のチロシンの析出がWTより少な

くなる株も見られなかった。アンモニア態窒素量につ

いては，10日保存時点でpaiA 破壊株においてWTに対し

有意差が見られ，保存期間中の増加量ではyjbG 破壊株

が最も少ないという結果になった。総遊離アミノ酸量

については，保存10日時点でpaiA 破壊株やybaC 破壊

株においてWTよりも有意に少なくなる傾向が見られた。

但し，合成培地と異なり，納豆の評価については，蒸

し大豆の状態が結果に影響を与えるため，再現性等の

検討が必要である。 

上記の5株に加え，これまでに作成した遺伝子を破壊

した4株の宮城野菌株(△ywaD, △pepA, △yflG,  
△yqjE)2,4)を含め，液体培養にてアンモニア態窒素含

量の増加を評価すると，48時間培養時点において 

△ywaD株でアンモニア態窒素含量が少ない傾向を示し

た。 

 以上の結果から，△paiA, △ybaC, △yjbG, △ywaD 

の4株が有望株として挙げられると考える。 

 

６．今後の課題 

 納豆，培養液を用いた評価について再現性の検討が

必要。同時に，紫外線処理などにより，変異を誘発し，

賞味期限延長を可能にする納豆菌の育種を進める。 
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