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納豆菌によるアグリコン型イソフラボンの 
生成と枯草菌 168 株との比較 
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Production of isoflavone aglycones by Bacillus subtilis (natto) and  
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The production of isoflavone aglycones (IA) from isoflavone glucosides by a commercially available 
Bacillus subtilis (natto) strain and β-glucosidase activity associated with the reaction were examined using 
various media. These results were compared with those using B. subtilis strain 168. Some production of IA by B. 
subtilis (natto) in semi-solid soybean medium was shown; however, almost no production was observed in solid 
soybean medium. B. subtilis 168 produced IA abundantly in both media. Regarding fermentation in both soybean 
media, β-glucosidase activity was much lower in B. subtilis (natto) than in B. subtilis 168. When using liquid 
soybean medium, similar amounts of IA production were observed in both strains at similar culture incubation 
times (after the middle of fermentation). However, β-glucosidase activity was significantly lower in B. subtilis 
(natto) than in B. subtilis 168. In LB medium containing isoflavone glucosides (LB-DG medium), β-glucosidase 
activity of B. subtilis (natto) or B. subtilis 168 cultured in LB-DG medium supplemented with 0.2 % glucose at 
the early stage was significantly higher than that with no added glucose. Thus, B. subtilis (natto) can be a starter 
for IA production in semi-solid and liquid soybean medium, and the low IA content in natto (fermented soybean) 
products could be attributed to not only low β-glucosidase activity, but also a delay in IA production, which does 
not depend on β-glucosidase activity, during fermentation with B. subtilis (natto). Furthermore, the glucose 
content in soybean media might affect IA production during fermentation with Bacillus subtilis. 
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大豆や小豆, 葛等のマメ科の植物, とりわけ大豆に

多く含まれているイソフラボンは生活習慣病予防に

寄与する抗酸化活性 1) を有し, また, エストロゲン様

の作用 2) に起因する骨粗鬆症やガンの予防等の効果 3)4)

を示すことが報告されている . 作物や食品中のイソ

フラボンは, アグリコン型である Daidzein, Glycitein, 

Genistein, そしてそれらのグルコシル配糖体である

Daidzin, Glycitin, Genistin, さらにマロニル配糖体やア

セチル配糖体等のさまざまな形態で存在しており , 

大豆や煮豆中にはそのほとんどが配糖体の形で含ま

れている 5) . 食事によりイソフラボン配糖体を摂取し

た場合, 消化の過程で腸内細菌のもつ β-グルコシダ

ーゼの作用によりアグリコン型に変換されて吸収さ

れるか, もしくは, アグリコン型がエストロゲン活性

の高いエクオールに変換された後に吸収されること

が知られている 6)7). しかし, 腸内におけるアグリコン

型やエクオールへの変換は腸内細菌の働きに依存し

ており, 個人差が大きいことが示されている 8)9). 腸管

における吸収率については , 配糖体を摂取した際に

は全体の約 2 割とされているが, アグリコン型イソフ

ラボン (以後 IA: Isoflavone aglycones とする) を摂取

した場合には配糖体に比べて約 3 倍に向上し, また, 

摂取後の吸収のピークは配糖体では約 7 時間である

のに対し IA は約 2 時間と, 吸収速度も上昇すること

が報告されている 10). よって, あらかじめ大豆食品中

の IA 含量を増やすことができれば, イソフラボンの

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
〒577-8550 大阪府東大阪市菱屋西 4-2-26 
*連絡先(Corresponding author), inagaki.syuichiro@osaka-shoin.ac.jp 



日本食品科学工学会誌 第 69 巻 第 11 号 2022 年 11 月 

 

 

518   

 

 

利用効率を飛躍的に高めることができる.  

納豆は , 大豆および納豆菌を主な原材料として製

造される日本の伝統的な大豆発酵食品であり , 大豆

由来のイソフラボンが豊富に含まれている . 納豆菌 

(Bacillus subtilis (natto)) は枯草菌の一種 (変種) とし

て分類されており , 納豆製造には市販の納豆菌株や

食品メーカーによって独自に開発された納豆菌が用

いられ, それらの識別法も開発されている 11)12). 枯草

菌の実験室株として知られる枯草菌 168 株は, モデル

微生物として芽胞形成や形質転換能等の研究に利用

されているため, 微生物 (枯草菌) の多様な機能に関

する知見が蓄積されており , 全ゲノム配列も解読さ

れている 13). また, 本菌株は納豆菌の近縁種であるに

も関わらず, 大豆 (煮豆) に納豆特有の性質 (粘質物

や納豆臭等) を付与できないことが知られている 14)15).  

大豆を用いた発酵物 (発酵食品) のなかには, 原料

である食用微生物が生産する β-グルコシダーゼの作

用によりイソフラボンがアグリコン化され , 発酵物

中に一定量の IA を含むものがある 16)~21). 納豆の製造

過程に生じるイソフラボン形態の変化についてもこ

れまでにいくつかの報告があり , 納豆に特有の配糖

体であるサクシニル体が生成されること, そして IA

はほとんど生成されない (納豆菌は IA 生成のための

スターターとして適さない) ことがその特徴として

挙げられている 21)~25). しかし, これまでの報告におい

て用いられてきた発酵様式 (使用する培地の形状)や

発酵期間の範囲は限られたものであり , 納豆菌の低

い IA 生成能について, 枯草菌種の特徴に関連付けて

その要因が検証された例はなかった . そこで本研究

では, 異なる 4 種の培地を用い, 通常の市販製品の製

造よりも長い期間 (24 時間以上) 発酵させた際のイ

ソフラボン形態の変化を , 納豆に含まれる主要なイ

ソ フ ラ ボ ン  (Daidzin, Genistin, Succinyldaidzin, 

Succinylgenistin, Daidzein, Genistein: 図 1) に焦点を置

いて調査した. また, 納豆菌による β-グルコシダーゼ

活性の発現とそれに基づく IA の生成を枯草菌 168 株

における結果と比較することで, 納豆に IA がほとん

ど含まれない要因の解明を目指した. 

 

実 験 方 法 

 

1. 材料および試薬 

本研究には, 志満屋商会 (富山) から購入した小粒

スズマル大豆を用いた. 納豆菌には, 主要な市販納豆

菌株の一つである宮城野株を宮城野納豆製造所 (宮

城) から購入して用いた. また, 独立行政法人 製品

評価技術基盤機構 (東京) から購入した枯草菌 NBRC 

111470 を枯草菌 168 株と同等の菌株として使用した. 

LB (Luria-Bertani) 培地粉末および p-ニトロフェニル-

β-D-グルコピラノシド (pNPG) はナカライテスク社 

(京都), p-ニトロフェノール標準品およびイソフラボ

ン標準品は富士フィルム和光純薬社 (大阪) から購入

した . メンブレンフィルター  (DISMIC-25, 0.20 μm) 

はアドバンテック社 (東京), アセトニトリルはシグ

マアルドリッチ社 (St. Louis, MO, 米国) から購入し

た . その他の試薬は全て富士フィルム和光純薬社か

ら購入した. 

2. 各種培地を用いた発酵 (培養) 

(1) 前培養液の調製 

LB 液体培地を用いて各菌株を 37 ℃で一晩振とう

培養した後, 遠心分離 (3 000 × g, 5 分) により菌体を

沈殿させた . 滅菌生理食塩水  (0.9 % NaCl) に沈殿 

(菌体) を懸濁させて洗浄後, 適量の滅菌生理食塩水

に溶解させたものを前培養液とした. また, 前培養液

の生菌数 (CFU: colony forming unit) を, 後述する方

法 (5. 生菌数の測定) により測定した. 

(2) 大豆固体発酵 

30 g の大豆を 100 ml の水道水に浸け, 24 時間冷蔵

庫内で静置して浸漬を行った . 残存した水を除去し

た後, 浸漬大豆のオートクレーブ処理 (121 ℃, 20 分) 

を行うことにより煮豆 (大豆固体培地) を調製した. 

煮豆を調製後直ちに, 無菌操作により 5 g ずつ 50 ml

の遠沈管に測り入れ, 前培養液を 1 × 105 CFU/g にな

るように添加 (植菌) してよく攪拌後, 遠沈管にシリ

コ栓を付け, 恒温槽内 (38 ± 0.5 ℃) に静置し, 発酵さ

せた. 発酵開始後, 1 日毎に恒温槽から取り出し, 各試

験に供した (7 日目まで測定を行った). 

 

図 1  各種イソフラボンの構造 
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(3) 大豆半固体発酵 

ミルサーを用いて大豆を粉砕することにより大豆

粉を調製した. 大豆粉 5 g に対して 25 ml の水道水を

ビーカー内で混合し, オートクレーブ処理 (121℃, 20

分) したものを大豆半固体培地とした. 大豆半固体培

地を調製後直ちに, 無菌操作により 5 g ずつ 50 ml の

遠沈管に測り入れ, 前培養液を 1 × 105 CFU/g になる

ように添加(植菌)してよく攪拌後, 遠沈管にシリコ栓

を付け, 恒温槽内 (38 ± 0.5℃) に静置し, 発酵させた. 

発酵開始後, 1 日毎に恒温槽から取り出し, 各試験に

供した (7 日目まで測定を行った). 

(4) 大豆液体 (煮汁) 発酵 

大豆 40 g に対して 100 ml の水道水をビーカー内で

混合し, オートクレーブ処理 (121 ℃, 1 分) を行うこ

とにより吸水させた . 吸水した大豆の入ったビーカ

ーに水道水 100 ml を加えてオートクレーブ処理 

(121 ℃, 20 分) を行った (1 回目の大豆成分の抽出) 

後, ガーゼを用いて濾過し, その濾液を別のビーカー

に移した . 濾液を除いた後の大豆の入ったビーカー

に再度水道水 100 ml を加えてオートクレーブ処理 

(121 ℃, 20 分) を行った (2 回目の大豆成分の抽出) 

後, ガーゼを用いて濾過し, その濾液を 1 回目の抽出

液と混合した. 本処理により, 大豆 40 gから 200 mlの

大豆液体 (煮汁) 培地を得た. オートクレーブにより

滅菌処理をした大豆液体 (煮汁) 培地 1 ml を 15 ml の

遠沈管に測り入れた後, 前培養液を 1 × 105 CFU/ml に

なるように添加 (植菌) し, 遠沈管にシリコ栓を付け, 

恒温槽内 (38 ± 0.5 ℃) で振とう培養 (旋回, 160 rpm) 

した. 培養開始後, 6 時間毎に恒温槽から取り出し, 各

試験に供した (72 時間まで測定を行った). 

(5) LB 液体培地を用いた培養 

LB 培地 (1 %トリプトン, 0.5 %酵母エキス, 1 %塩化

ナトリウムを含有) はタンパク質を主な炭素源とし

たグルコースを含まない完全培地である. 15 ml の遠

沈管内に測り入れた LB 液体培地 1 ml に Daidzin およ

び Genistin をそれぞれ 50 μM になるように添加した 

(本培地を LB-DG 培地とした). また, 0.2 %のグルコー

スを含有もしくは非含有の LB-DG 培地を調製し 

(0.20 μm のメンブレンフィルターを用いて濾過した

グルコース溶液を滅菌済の LB-DG 培地に添加した), 

それぞれに前培養液を 1 × 105 CFU/ml になるように添

加(植菌)後, 遠沈管にシリコ栓を付け, 恒温槽内 (38 

± 0.5 ℃) で振とう培養 (旋回, 160 rpm) した. 培養開

始後, 6 時間毎に恒温槽から取り出し, 各試験に供し

た (72 時間まで測定を行った). 

3. イソフラボンの定量 

(1) 測定試料の調製 

大豆固体および半固体発酵では, 発酵後の 50 ml 遠

沈管内の発酵物を凍結乾燥した後 , その乾燥物を取

り出し , ミルサーにより粉砕して発酵物粉末を調製

した. この発酵物粉末 (全量) を 50 ml 遠沈管に戻し

た後, メタノール 20 ml を加えて一晩の振とう抽出を

行い, 遠心分離 (3 000 × g, 5 分) 後の上清 1 ml を遠心

エバポレーターにより乾固した. 乾燥物を 100 μl のジ

メチルスルホキシドに溶解し, 遠心分離 (10 000 × g, 

5 分) により不溶物を除去後, さらにその上清をメン

ブレンフィルター (0.20 μm) により濾過し, イソフラ

ボン定量用の試料とした. 大豆液体 (煮汁) 発酵およ

び LB液体培地を用いた培養では, 遠心分離 (10 000 × 

g, 5 分) により発酵液から菌体を沈殿させて除去した

後 , その上清を凍結乾燥することにより発酵物粉末

を調製した. 発酵物粉末 (全量) を含む 50 ml 遠沈管

に 5 ml のメタノールを加えて一晩の振とう抽出を行

い, 遠心分離 (3 000 × g, 5 分) 後の上清 1 ml を遠心エ

バポレーターにより乾固し , 以降は大豆固体および

半固体発酵と同様の処理を行った. 

(2) 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (High 

performance liquid chromatography: HPLC) 分析 

(株) 島津製作所 (京都) の HPLCシステムを用いて

以下の条件で分析を行った. 固定相: COSMOSIL 5C18-

MS-Ⅱ (4.6 × 150 mm; 5 μm 粒子径, ナカライテスク), 

検出器: PDA (SPD-M20A), カラム温度: 40 ℃, 移動相: 

A, 超純水 (0.025 % TFA); B, アセトニトリル, 溶離条

件: 100 % A イソクラティック (0-5 分); 0-20 % B 直線

グラジエント (5-10 分); 20-40 % B 直線グラジエント 

(10-40 分), 40-100 % B 直線グラジエント (40-45 分); 

100 % B イソクラティック (45-50 分), 流速: 1.0 ml/分.  

各試料中の Daidzin, Genistin, Daidzein, および

Genistein 含有量は, イソフラボン標準品 (0～20 mM) 

のピーク面積値から作成した標準曲線を用い , 試料

中の各イソフラボンのピーク面積値より求めた . な

お , ピーク面積値は各イソフラボン種の最大吸収波

長 (Daidzin および Daidzein, 249 nm; Genistin および

Genistein, 259 nm) の も の を 用 い た . ま た , 

Succinyldaidzin および Succinylgenistin に関しては, こ

れらの標準品を入手できなかったため , 既知の情報
22)25) を参考にして他のイソフラボン種との保持時間

の差およびスペクトルデータからピークを特定後 , 

Daidzin と Genistin 標準品による標準曲線を用いて, 

それらの最大吸収波長  (Succinyldaidzin, 249 nm; 

Succinylgenistin, 259 nm) のピーク面積値から , サク

シニル体との分子量比を考慮した含有量 (Daidzin お

よび Genistin 当量) を算出した. なお, 大豆固体およ

び半固体培地を用いた試験では試料 1 g 中の, 大豆液

体 (煮汁) 培地および LB 液体培地を用いた試験では

試料 1 ml 中の含有量を求めた. 

4. β-グルコシダーゼ活性の測定 

(1) 測定試料の調製 

大豆固体および半固体発酵では , 発酵終了後の各

発酵物 (全量) を含む 50 ml 遠沈管に 20 ml の滅菌生

理食塩水を加え, 遠沈管を 1 時間 4 ℃で振とうさせた

後, 30 分間静置して菌体以外の固形物を沈殿 (自然沈
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降) させた. その上清 5 ml を 15 ml の遠沈管に移し, 

遠心分離 (3 000 × g, 10 分) により沈殿させた菌体を

5 ml の滅菌生理食塩水に懸濁させて洗浄後, 再度, 遠

心分離  (3 000 × g, 10 分) により沈殿させた菌体を

0.5 ml のリン酸緩衝液 (50 mM , pH 7.0) に溶解したも

のを酵素活性測定用の試料溶液とした. 大豆液体 (煮

汁) 発酵および LB 液体培地を用いた培養では, 遠心

分離 (3 000 × g, 10 分) により発酵 (培養) 液から上清

を除き, その沈殿物を 5 ml の滅菌生理食塩水に懸濁

させて菌体を洗浄後, 再度, 遠心分離 (3 000 × g, 10

分) により沈殿させた菌体を 0.1 ml のリン酸緩衝液 

(50 mM , pH 7.0) に溶解したものを酵素活性測定用の

試料溶液とした. 

(2) 活性測定 

伊部らの方法 23) を一部改変して行った (培養培地

中には活性がほとんど見られないため , 菌体の活性

を測定した). すなわち, リン酸緩衝液  (50 mM , pH 

7.0) を用いて調製した 1 mM の pNPG 溶液 0.1 ml に

試料溶液 20 μl を添加してよく混合後, 37 ℃に 2 時間

保温して酵素反応を行った . 反応終了後 , 遠心分離 

(10 000 × g, 5 分) により菌体を沈殿させ, その上清

0.1 ml をマイクロプレートに移した後, マイクロプレ

ートリーダー (バイオラッド社) により 405 nm にお

ける吸光度を測定した. 10～100 μmol/ml の p-ニトロ

フェノール水溶液の吸光度 (405 nm) から作成した標

準曲線を用いて反応液中の p-ニトロフェノール濃度

を求め, pNPG から 1 分間に 1 μmol の p-ニトロフェノ

ールを遊離させる酵素力を 1U とした. なお, 大豆培

地を用いた試験においては発酵試料 1 g もしくは 1 ml

中の活性値を求めたが, LB 液体培地を用いた試験に

関しては , 培地中のグルコース含有の有無により納

豆菌, 枯草菌 168 株いずれも増殖度に差異が見られた

ため (図 5AB-c), 生菌数 (1 × 108 CFU) 当たりの活性

値を算出した. 

5. 生菌数の測定 

大豆固体発酵試料からの菌体の採取には , 生菌数

測定と同時に β-グルコシダーゼ活性測定にも菌体を

使用することを考慮し , 穏和な  (発酵物を破砕しな

 

図 2  大豆固体発酵によるイソフラボン形態(a), β-グルコシダーゼ活性(b), および生菌数(c)の変動 
A, 納豆菌 (宮城野株 ); B, 枯草菌 168 株 . (a) ● , Daidzin; ■ , Genistin; 〇 , Daidzein; □ , Genistein; ● , 
Succinyldaidzin; ■, Succinylgenistin. 各値は全て, 3 つの独立した試験の平均値 (±標準偏差)を示した. 
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い) 条件による処理法を採用した 26) . すなわち, 発酵

終了後の各発酵物(全量)を含む 50 ml 遠沈管に 20 ml

の滅菌生理食塩水を加え, 遠沈管を 1 時間 4 ℃で振と

うした後, 30 分間静置して菌体以外の固形物を沈殿さ

せ, その上清を生菌数測定用の試料とした. 大豆半固

体発酵についても同様の処理により菌体を採取した. 

大豆液体 (煮汁) 発酵および LB 液体培地を用いた培

養では, 発酵(培養)液をそのまま試料とした. 試料原

液から滅菌生理食塩水を用いて調製した希釈液を LB

寒天培地上に塗抹して 37 ℃で培養後, 形成されたコ

ロニー数から各発酵物中の生菌数 (CFU) を算出した. 

 

実 験 結 果 

 

1. 大豆固体発酵によるイソフラボン形態, β-グル

コシダーゼ活性, および生菌数の変動 

発酵開始後 7 日間の各試験における変化を 1 日毎

に追跡したところ, 納豆菌では 1 日目においてグルコ

シル配糖体の減少にともないサクシニル配糖体の生

成量が増加し, その後, サクシニル配糖体の減少とと

もにグルコシル配糖体が増加した (サクシニル体が

グルコシル配糖体に変換された). IA の生成はほとん

ど見られず (図 2A-a), これまでの知見 21)23)25) と同様

の結果が得られた. 一方, 枯草菌 168 株では 2 日目か

ら IA の生成量が増加し, 5 日目で最大となり, その後

減少した. なお, 枯草菌 168 株においてサクシニル配

糖体は検出されなかった (図 2B-a). β-グルコシダーゼ

活性は, 枯草菌 168 株では 1 日目に特に高い活性が見

られ, 2 日目以降も活性が継続したが, 発酵の進行に

ともない低下傾向を示した (図 2B-b). 納豆菌におい

ても 1 日目にわずかに活性が見られたが, 枯草菌 168

株に比べて著しく低い値であった (図 2AB-b). 

2. 大豆半固体発酵によるイソフラボン形態, β-グ

ルコシダーゼ活性, および生菌数の変動 

発酵開始後 7 日間の各試験における変化を 1 日毎

に追跡したところ, 納豆菌では 1 日目にグルコシル配

糖体の減少にともないサクシニル配糖体の生成量が

増加し, その後, サクシニル配糖体の減少とともに IA

 

図 3  大豆半固体発酵によるイソフラボン形態(a), β-グルコシダーゼ活性(b), および生菌数(c)の変動 
A, 納豆菌 (宮城野株 ); B, 枯草菌 168 株 . (a) ● , Daidzin; ■ , Genistin; 〇 , Daidzein; □ , Genistein; ● , 
Succinyldaidzin; ■, Succinylgenistin. 各値は全て, 3 つの独立した試験の平均値 (±標準偏差)を示した. 
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の生成が進行した (図 3A-a). 一方, 枯草菌 168 株では

1 日目から IA の生成量が増加し, 4～5 日目に最大と

なり, その後減少した. なお, 枯草菌 168 株において

サクシニル配糖体は検出されなかった (図 3B-a). 大

豆半固体培地における納豆菌の IA 生成量は枯草菌

168 株に比べて低い値であった (図 3AB-a). β-グルコ

シダーゼ活性は, 枯草菌 168 株では 1～3 日目におい

て高い活性が見られ , その後低下傾向を示した  (図

3B-b). 納豆菌においても 1～3 日目に活性が見られた

が, 枯草菌 168 株に比べて低い値であった (図 3AB-

b). 

3. 大豆液体(煮汁)発酵によるイソフラボン形態, β-

グルコシダーゼ活性, および生菌数の変動 

発酵開始後 72 時間の各試験における変化を 6 時間

毎に追跡したところ , 納豆菌ではグルコシル配糖体

の減少にともない 12 時間からサクシニル配糖体が生

成され, その後, サクシニル配糖体の減少とともに 36

時間から IA の生成が見られた (図 4A-a). 一方, 枯草

菌 168 株では 6～12 時間にグルコシル配糖体の減少

が見られた後 , しばらくいずれのイソフラボンも検

出されなかったが, 36 時間以降に IA の生成が見られ

た (図 4B-a). β-グルコシダーゼ活性は, 枯草菌 168 株

の培養期間中, 継続的に (特に 12～18時間に) 高い活

性が見られた (図 4B-b). 納豆菌においても 6～54 時

間にかけて継続(断続)的な活性が見られたが, 枯草菌

168 株に比べて低い値であった (図 4AB-b). 

4. LB-DG 培地を用いた培養による IA の生成量, β-

グルコシダーゼ活性, および生菌数の変動 

培養開始後 72 時間の各試験における変化を 6 時間

毎に追跡したところ, グルコース非含有の LB-DG 培

地を用いた納豆菌の培養では, 12 時間から徐々に IA

の生成量の増加が見られた. 0.2 %グルコースを含有

する LB-DG 培地を用いた納豆菌の培養では, 54 時間

まではグルコース非含有に比べて IA の生成量は低か

ったが, 最終的 (72 時間まで) には両者で同等量の

IA の生成が見られた (図 5A-a). 枯草菌 168 株では, 

 

図 4  大豆液体(煮汁)発酵によるイソフラボン形態(a), β-グルコシダーゼ活性(b), および生菌数(c)の変動 
A, 納豆菌 (宮城野株 ); B, 枯草菌 168 株 . (a) ● , Daidzin; ■ , Genistin; 〇 , Daidzein; □ , Genistein; ● , 
Succinyldaidzin; ■, Succinylgenistin. 各値は全て, 3 つの独立した試験の平均値 (±標準偏差)を示した. 
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0.2 %グルコース含有, 非含有 LB-DG 培地ともに, 培

養開始 6 時間から IA の生成が進行した (図 5B-a). β-

グルコシダーゼ活性は , 納豆菌ではグルコース非含

有の LB-DG 培地において活性はほとんど見られなか

ったが, 0.2 %グルコース含有 LB-DG 培地において培

養初期  (特に 12 時間)にグルコース非含有と比較し

て顕著に高い活性が認められた  (図 5A-b). 枯草菌

168 株では, グルコース非含有 LB-DG 培地において

培養初期 (特に 12 時間) に高い活性が見られ, 0.2 %

グルコース含有 LB-DG 培地ではグルコース非含有と

比較してより高い活性が認められた (図 5B-b).  

なお, 本項目の実験において, 0.5 %グルコースを含

有する LB-DG 培地を用いて納豆菌の培養を行ったと

ころ, 0.2 %グルコース濃度と比較してより高い β-グ

ルコシダーゼ活性が認められた (データ非掲載). し

かし, 同グルコース濃度の LB-DG 培地を用いて枯草

菌 168 株を培養した際に増殖性が著しく低下し, 毒性

が生じていると考えられたため (β-グルコシダーゼ活

性および IA 生成量も低下した), 図 5 においては両菌

種とも 0.2 %グルコース濃度による結果のみを示した. 

 

考    察  

 

わが国の人々にとって , 納豆はタンパク質やイソ

フラボンに富む大豆の重要な摂取源となっており , 

その発酵過程にビタミン K やナットウキナーゼ等も

生じるため , 優れた栄養価を有する食品として認知

されている . イソフラボンの機能性成分としての作

用が効果的に発揮されるためにアグリコン化は重要

であるが 27) , 納豆の製造過程に IA はほとんど生成さ

れていないため , 大豆中のイソフラボンを有効に利

用できていないことが , 納豆を食する上での栄養学

 

図 5  LB-DG 培地を用いた培養によるアグリコン型イソフラボンの生成(a)と β-グルコシダーゼ活性(b)お

よび生菌数(c)の変動 
A, 納豆菌(宮城野株); B, 枯草菌 168 株. (a) ●, Daidzein (グルコース非含有); ■, Genistein (グルコース非含
有); 〇, Daidzein (0.2 %グルコース含有); □, Genistein (0.2 %グルコース含有). (b) ■, グルコース非含有; ■, 
0.2 %グルコース含有. (c) 〇, グルコース非含有; ●, 0.2 %グルコース含有. 各値は全て, 3 つの独立した試験
の平均値 (±標準偏差)を示した. 
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的な課題である. 納豆に IA が少ない要因として, 発

酵時間が約 24 時間と短いことや, 納豆菌の β-グルコ

シダーゼ活性能が真菌類等の微生物に比べて低いこ

とが考えられたが, 詳細については不明であった. 本

研究では, その機構の解明を目指すとともに, 応用の

可能性について考察した.  

大豆固体および半固体発酵においては, 納豆菌, 枯

草菌 168 株ともに, β-グルコシダーゼ活性の強さが本

酵素の活性化後に生じる IA の生成量に反映されてい

た (いずれの評価も枯草菌 168 株で高く, 納豆菌で低

かった: 図 2 および 3). また, 納豆菌による発酵のう

ち, 大豆固体発酵では β-グルコシダーゼ活性, IA の生

成ともにほとんど見られないのに対し (図 2A-a, b), 

半固体発酵では枯草菌 168 株に比べると低いものの

培養初期に活性が認められ, IA の生成も進行した (図

3A-a, b). これらの結果から, 納豆菌では β-グルコシ

ダーゼ活性の誘導能が低いこと , 特に大豆固体発酵

では活性の抑制を強く受けていることが , 納豆製造

において IA の生成がほとんど進行しない一つの要因

と推察された.  

一方, 大豆液体 (煮汁) 発酵では, 枯草菌 168 株に

比べると低いものの納豆菌において継続 (断続) 的な

β-グルコシダーゼ活性が認められ (図 4A-b) , 納豆菌, 

枯草菌 168 株いずれも発酵開始から 36 時間以降に同

等量の IA が生成された (図 4AB-a). 興味深いことに, 

納豆菌, 枯草菌 168 株ともに 6～24 時間にかけて β-グ

ルコシダーゼが活性化されているのにも関わらず , 

同時間付近に IA は検出されなかったことから  (図

4AB-a, b), β-グルコシダーゼ活性の誘導と IA 生成のタ

イミングは一致せず, 活性の上昇後, IA の生成は一定

時間遅れることが示された. 本研究では β-グルコシ

ダーゼ活性測定用の基質として pNPG を用いている

ことから , β-グルコシダーゼによる基質の選択性 

(pNPG とイソフラボン配糖体に対する反応性) の相

異がこのような IA 生成のタイミングの不一致に影響

しているのかもしれない. 一方で, 培養培地中のイソ

フラボンの総量が発酵期間中に著しく変動している

ことや , 培地中の各種イソフラボン量には秩序のあ

る変遷 (納豆菌ではグルコシル配糖体が減少した後, 

サクシニル体の生成とその減少を経てアグリコン型

が生じる; 図 4A-a) が見られることから, 納豆菌およ

び枯草菌 168 株では菌体における多量のイソフラボ

ンの取り込みと放出が能動的かつ厳密に行われ , 生

じた IA が一定時間菌体内に保持されている可能性が

示された. 今後, 菌体内における各種イソフラボン含

量やその局在を調べることにより, β-グルコシダーゼ

活性の誘導と IA 生成のタイミングの不一致 (IA の生

成時期の遅れ) が生じる要因の解明を試みたい.  

上記のように, 3 種の大豆培地を用いた実験におい

て, 納豆菌の β-グルコシダーゼ活性は枯草菌 168 株に

比べて著しく低値を示した (図 2AB-b; 3AB-b; 4AB-b). 

我々は, 両菌種が近縁にも関わらず, β-グルコシダー

ゼ活性に大きな差異が生じる要因を明らかにするた

め, 納豆菌および枯草菌 168 株ゲノム内の β-グルコシ

ダーゼ遺伝子に着目した. これまで, 枯草菌 (納豆菌

を含む) の β-グルコシダーゼに関しては多数の報告

があり, 遺伝子やタンパク質の同定, そしてそれらの

発現機構についても調査されてきた 28)29). 近年では , 

枯草菌 168 株のみでなく納豆菌 (BEST195: 宮城野株

を由来とする) の全ゲノム配列も解読されているため
30)31), 両菌種における β-グルコシダーゼ関連遺伝子の

比較解析が可能である . よって我々はまず , 納豆菌 

(BEST195) の β-グルコシダーゼ関連遺伝子 7 種 (枯

草菌 168 株ゲノム中の bglA, bglC, bglH, gmuD, licH, 

ycdG, および yugT 遺伝子に相当) について, 遺伝子

内への IS (Insertion sequence: IS4Bsu132) や IS254Bsu133) 

等) の挿入の有無を調べたが, これら関連遺伝子内へ

の挿入は見られなかった. 次に, 両菌種における β-グ

ルコシダーゼ関連遺伝子のアミノ酸配列を比較した

ところi) , bglH (納豆菌では YckE に相当) および ycdG

遺伝子において相同性が低かった (bglH, 63.3 %; ycdG, 

59.9 %) ことから, これらの相違が両者における β-グ

ルコシダーゼ活性の差異に関与する可能性も考えら

れた (それ以外の遺伝子に関しては 98 %以上の相同

性を有していた). 他方, 納豆菌と枯草菌 168 株におけ

る生理的機構の相違点としてクオラムセンシング機

構が知られており , 本機構に関わる遺伝子配列内の

変異が, 大豆 (煮豆) への納豆の特性付与の可否に関

与していると考えられている 34)35). 我々の研究におい

て, 全般にわたり β-グルコシダーゼ活性の誘導は発

酵初期 (菌の対数増殖期から定常期初期) に強く見ら

れる傾向にあったことから, β-グルコシダーゼ活性の

発現がクオラムセンシング機構の制御下にあること

により, 納豆菌の β-グルコシダーゼ活性が抑制され

ている可能性が示唆された. 今後, 納豆菌および枯草

菌 168 株における β-グルコシダーゼ活性とクオラム

センシング機構との関わりについての検証が望まれ

る.  

微生物における β-グルコシダーゼ活性の誘導は , 

本酵素活性の作用で遊離するグルコースの存在によ

りフィードバック阻害を受けることが知られている

が, 逆に, 低濃度のグルコースにより活性化される β-

グルコシダーゼについても報告されている 36)37). 我々

は本研究において , 酵素遺伝子の発現上昇によるも

のか , もしくは酵素の加水分解活性が増強されてい

るのかを含めて詳細な機構は不明であるが, LB-DG 培

地へのグルコース  (0.2 %) の添加により , 納豆菌お

よび枯草菌 168 株の β-グルコシダーゼ活性が亢進す

ることを明らかにした (図 5AB-b). 大豆に含まれる

成分のうち, 糖質の含有量 (納豆菌の生育に必要な糖

質源の量)はタンパク質や脂質に比べて顕著に少ない

ことが知られているため , 納豆製造過程における原
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料大豆中の糖質の量 (もしくは原料への糖質の付加) 

が β-グルコシダーゼ活性および IA の生成に与える影

響について興味がもたれる . 他方 , 本研究において , 

LB-DG 培地にグルコースを添加した際の納豆菌によ

る β-グルコシダーゼ活性の上昇度は枯草菌 168 株に

比べて高かったが (図 5AB-b), 上記のように枯草菌

は複数の β-グルコシダーゼを有し, それぞれ固有の

制御機構が働いていると考えられるため, 全体の β-

グルコシダーゼ活性やグルコースの添加によるその

応答は枯草菌種によって多様なものになると推察さ

れた. よって, 環境中から枯草菌を分離する際に, そ

れらを LB 液体培地により培養し, 培養初期の β-グル

コシダーゼ活性や , 培地へグルコースを添加するこ

とによるその挙動を調査することで , 枯草菌種内に

おける菌株の分類や保存・管理に応用できるかもしれ

ない.  

東南アジア各地には多様な大豆発酵食品が存在し

ていることが報告されており 38)39), それらから分離・

保存されている食用枯草菌 (納豆菌) の中には枯草菌

168 株と系統的にごく近縁である株も見い出されてい

る 40). また, 国内において採取された枯草菌の遺伝的

系統と大豆 (煮豆) を原料に用いた際の発酵適正との

関係性についても研究が実施されている 41). 大豆固体

発酵における枯草菌 168 株の IA 生成能は納豆菌に比

べて著しく高いことが本研究により明らかになった

ことから (図 2B-a), このような食用枯草菌の IA 生成

能や, 枯草菌種の遺伝的系統と β-グルコシダーゼ活

性との関わりについても興味がもたれる. 一方, 食用

枯草菌の利用に関する実用的な課題として, IA 生成能

の高い枯草菌 168 株でさえ, 大豆固体発酵では発酵開

始から 2 日目以降にしか IA が増加しておらず (図 2B-

a), その要因として, 枯草菌 168 株においても IA の生

成時期の遅れが生じているものと考えられた . 市販

納豆の発酵時間は約 24 時間であり, それ以上の時間

が経過するとアンモニア臭等の好ましくない性質が

生じてしまうため, より早い時期に IA を生成させる

ことのできる発酵手法の確立が求められる.   

本研究では, 異なる 3 種の大豆培地のうち, 半固体

および液体 (煮汁) 培地を用いることで, 中長期の培

養 (半固体では発酵期間 2日以上, 液体培養では 36時

間以上) にはなるものの, 納豆菌が IA 生成のための

スターターとなりうることが示された . また , 納豆 

(大豆固体発酵) において IA 含有量の少ない要因には, 

β-グルコシダーゼ活性の強弱のみでなく, 本酵素活性

に依存しない IA の生成時期の遅れが関与しているも

のと推察された (本性質は納豆菌と枯草菌 168 株共通

のものである). 今後, 納豆菌による β-グルコシダー

ゼ活性の誘導と IA の生成に関する詳細な機構の解明

が望まれるとともに , 使用する枯草菌種を含めた原

料の工夫や製造法の改良により, IA を豊富に含有する

納豆の開発が期待される. 

 

要    約 

 

本研究では, 異なる 4 種の培地を用いて市販納豆菌

の β-グルコシダーゼ活性とアグリコン型イソフラボ

ン (IA) の生成量を調査するとともに, それらを枯草

菌 168 株による結果と比較した. 納豆菌では, 大豆固

体発酵において IA の生成はほとんど見られなかった

が, 半固体発酵において一定量の IA の生成が認めら

れた. 枯草菌 168 株では, 大豆固体および半固体発酵

において顕著な IA の生成が見られた. 両培地を用い

た発酵において, 納豆菌の β-グルコシダーゼ活性は

枯草菌 168 株の活性に比べて著しく低かった. 大豆液

体 (煮汁) 発酵では, 納豆菌の β-グルコシダーゼ活性

は枯草菌 168 株よりも低かったが, 両菌種において発

酵中期以降の同じ時期に, 同等量の IA が生成された. 

イソフラボン配糖体を含有する LB 液体培地 (LB-DG

培地) を用いた培養試験では, 0.2 %グルコースを含有

する LB-DG 培地を用いた納豆菌もしくは枯草菌 168

株の培養において , グルコース非含有に比べて培養

初期の β-グルコシダーゼ活性が有意に高かった. 以

上の実験結果から , 大豆培地を用いた発酵のうち半

固体および液体 (煮汁) 発酵では, 納豆菌が IA 生成

のためのスターターとなりうることが示された . ま

た, 納豆製造過程に IA がほとんど生成されない理由

には, 納豆菌の β-グルコシダーゼ活性が低いことの

みでなく, 本酵素活性に依存しない IA の生成時期の

遅れが関与しているものと推察された. さらに, 大豆

培地を用いて枯草菌を培養する際に , 培地中のグル

コース含量が IA の生成に影響を与える可能性が示唆

された. 
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