
１．はじめに
日本で水揚量が最も多い魚種はさば類であり、年間約

53.7万トン（平成30年）が水揚げされる 1）。これは日本
の総漁獲の約16%を占める。また近年の銚子漁港におけ
るさば類の水揚げ量は、平成28年をピークに減少してい
るものの約11.6万トン（平成30年）と、総水揚げ量の約
46％を占め、銚子漁港で取り扱う主要な魚種となって
いる 2）。実に日本の総漁獲量の20％以上のさば類が銚子
に水揚げされている。漁獲されるさば類はその多くが加
工用原料として一律に凍結され、食用から飼料まで様々
な用途に向けられているため、生食に供される量は極め
て少ない。この理由として寄生虫であるアニサキスや主
にPhotobacterium phosphoreum、Morganella morganii 
などが産生するヒスタミンによる食中毒の予防が第一に
挙げられる 3）。一方で、大分県佐賀関で水揚げされる関

さばや神奈川県松輪で水揚げされる松輪さばは、「一本
釣り」「面買い」「活け締め」等による徹底した鮮度保持
により生食を可能としている 4）。また、岩手県石巻で水
揚げされる金華さばは、巻き網漁業で漁獲するが漁獲直
後にさばを船内凍結することで生食を可能としている 4）。
これら各産地における取り組みをみると、銚子で水揚げ
されるさばは、このようなブランド化による商品価値を
高める機会を逸失してきたともいえる。そのような中で
株式会社海辺里（つべり）代表取締役である渡辺義美氏
は銚子うめぇもん研究会を設立し、銚子で水揚げされた
さばの生食を可能とするため、魚介類の鮮度保持・加工・
保存のための技術開発に取り組んだ 5）。その成果として
「熟成塩タレ」（図1）の製法を確立し , 製法特許を取得す
るに至った（特許番号4309375号）。これにより水揚げ
されたさばのうち、大型のものを選別の上「熟成塩ダレ」
により処理し急速冷凍することで「極上サバ」として生
食提供が可能となった。最近では「極上サバ」もブラン
ドとして認知されつつある。「極上サバ」の加工に必須
である「熟成塩タレ」は高温焼成したカキ殻、食塩、香
味野菜、及び海藻を素焼の甕で熟成した天然発酵液であ
り、単にさばに凍結処理を施したものよりも鮮度保持、

銚子漁港におけるさば類の水揚げ量は年間10万トン以上と、総水揚げ量の半数近くを占め、銚子で取り扱
う主要な魚種となっている。しかしながら、その殆どはアニサキスやヒスタミンによる食中毒を避けるため
に生で提供されることはない。さばをはじめ魚介類の鮮度保持・加工・保存のために開発された「熟成塩タ
レ」は、焼成カキ殻、塩、及び、香味野菜を熟成した天然発酵液であるが、これにさばの身を漬け急速冷凍
することで生食を可能にしている。この「熟成塩タレ」は鮮度保持 , 旨味向上 , 嬌臭作用に優れた効果がある
ことが経験上わかっているが、その有用微生物の同定などの微生物学的分析はいまだなされていない。そこで、
「熟成塩タレ」より微生物を培養・分離し、単離された微生物を分子遺伝学的手法により同定した。また次世
代シーケンシングにより「熟成塩タレ」の発酵・熟成による細菌叢の変化を網羅的に解析した。
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温度で好気的条件下培養した後、24時間毎にコロニー
数を計測した。

２．２　単離された細菌の16S rRNAに基づく系統解析
　得られたコロニーより、DNeasy Blood & Tissue Kit
（Qiagen）を用いて抽出したゲノムDNAを抽出した。得
られたゲノムDNAを鋳型としPCR反応を行った。16S 
rRNA領域の増幅には16S-10F（5’-GTTTGATCCTGGC
TCA-3’）、及び16S-800R（5’-TACCAGGGTATCTAAT
CC-3’）を、rDNA ITS1領域の増幅には ITS-1F（5’-GT
AACAAGGTTTCCGT-3’）、及び ITS-1R（5’-CGTTCTT
CATCGATG-3’）の各プライマーを用いてEx Taq DNA 
polymerase（タカラバイオ）により増幅した。増幅産物
は1.0%アガロースゲル電気泳動を行い、増幅が確認さ
れたものはABI Prism 3130 Genrtic Analyzer（Applied 
Biosystems）を用いて塩基配列を決定した。PCR増幅領
域の塩基配列を確認し、BLAST （https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/）により、データベース上の既知の塩基配
列情報との相同性検索を行った。

２．３　次世代シーケンサーによる網羅的解析
　熟成塩タレの熟成開始前、及び熟成開始後2、4、8、12週
間の各熟成過程の塩ダレよりNucleoSpin Tissue（MAC
HEREY-NAGEL）を用いてDNAを抽出し、これを鋳型
とした。2-step tailed PCRにより16S rRNA遺伝子の増
幅を行い、ライブラリを作製した。1st PCRはプライマー
1st-341f_MIX（5’-ACACTCTTTCCCTACACGACGCT
CTTCCGATCT-NNNNN-CCTACGGGNGGCWGCA
C-3’）、及び1st-805r_MIX（5’-GTGACTGGAGTTCAGA
CGTGTGCTCTTCCGATCT-NNNNN-GACTACHVG
GGTATCTAATCC-3’）の各プライマーを用いてKOD Fx 
Neo DNA polymerase （東洋紡）により増幅した。2nd PCR
はプライマー2nd F（5’-AATGATACGGCGACCACCGA
GATCTACAC-Index2ACACTCTTTCCCTACACGAC
GC-3’）、及び2nd R（5’-CAAGCAGAAGACGGCATAC
GAGAT-index1-GTGACTGGAGTTCAGACGTGTG-3’）
の各プライマーを用いてEx Taq DNA polymeraseによ
り増幅した。次世代シーケンサーMiSeq （illumina）を用

旨味向上、嬌臭作用に優れた効果があることが経験上わ
かっている。しかしながら ,発酵食品である「熟成塩タ
レ」の品質に影響を与える重要な要素でありながらその
微生物学的な分析はされていない。そこで「熟成塩タレ」
中の微生物叢について、分子遺伝学的手法による微生物
の同定を行うと同時に「熟成塩タレ」の発酵・熟成過程
における細菌叢の変化を網羅的に解析した。

２．　実験方法
２．１　培養条件とコロニーの計数　
分離培養は、普通寒天培地（栄研化学）、MRS乳酸菌

培地（Difco）、サブロー寒天培地の3種類、及びそれに
「熟成塩ダレ」の塩分濃度である20%NaClを添加したも
の、計6種類の培地を用いた。滅菌超純水にて100倍に
希釈した「熟成塩ダレ」を1mLずつ寒天培地に滴下し、
好気的環境下において20、25、30、35、40、45℃の各

図1. 「熟成塩タレ」の熟成
　素焼甕によって熟成される（A）.　熟成前の塩タレ（B）と , 熟
成後の塩タレ（C）.

表1. 各サンプルの反応条件、及びシーケンシング結果
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25℃で48時間培養した普通寒天培地、20℃で48時
間培養したMRS乳酸菌培地、25℃で48時間培養したサ
ブロー寒天培地、30℃で96時間培養、40℃で96時間、
及び120時間培養した20%NaCl含有普通寒天培地より、
形成されたコロニーを分取し、ゲノムDNAを抽出した。
抽出・精製したDNAを鋳型とし16S rRNA領域、及び
rDNA ITS1領域をPCR法によって増幅し、アガロース
ゲル電気泳動によって確認した結果を図3に示した。全
ての菌種で16S rRNA遺伝子のみが増幅され、rDNA 
ITS1遺伝子の増幅はみられなかったことから、得られ
たコロニーは全て真正細菌によるものと考えられた。
BLASTによる相同性比較より、普通寒天培地、MRS乳
酸培地、サブロー寒天培地から単離されたコロニーは全
て同一の種と考えられ、それはSphingomonas属細菌と
97～99％の相同性を示した。Sphingomonas属はグラム
陰性細菌に特有のリポ多糖を含まない、スフィンゴ糖脂
質を有する水環境や土壌などの様々な環境に生息するグ
ラム陰性細菌である 6）。また、20%NaCl添加普通寒天培
地より単離されたコロニーもいずれも同一の種と考えられ、
Chromohalobacter属細菌と98～99％一致相同性を示
し、 日本の塩蔵食品から発見されたChromohalobacter 
japonicusの近縁種と考えられた 7）。今回は、好気的条
件のみで培養を行ったことから分離培養可能であった細
菌の種が限定されたことが懸念される。塩タレの熟成過
程により近いと考えられる微好気条件、もしくは嫌気条
件においての分離培養を行うことにより、より多様な菌
種が分離できる可能性が考えられた。

いて300bpペアエンドシーケンスを行った。各サンプル
の生成物濃度、Index、Rawリード数は表1に示した。得
られた配列情報をQiime 2（https://qiime2.org/）により
解析した。

３．結果と考察
普通寒天培地、MRS乳酸菌培地、サブロー寒天培地、

20%NaCl含有普通寒天培地、20%NaCl含有MRS乳酸
菌培地、20%NaCl含有サブロー寒天培地の6種の培地
を用いて、20、25、30、35、40、45℃の各温度におい
て好気的環境下で完成した「熟成塩タレ」を培養し、培
養開始から120時間まで24時間毎にコロニー形成数を
計測した。NaCl未添加である3種の培地、即ち普通寒
天培地、MRS乳酸菌培地、サブロー寒天培地では、培
養開始から48時間の時点でコロニーが観察された。培
養開始後48時間の各培地におけるコロニー形成数を図
2に示した。それぞれ20℃において4.0～7.0×105 CFU 
/ mL、25℃において6.0～9.0×105 CFU / mL、30℃に
おいて6.0×105 CFU / mL、35℃において6.0～8.0×105 
CFU / mLのコロニーが形成された。20% NaCl含有培
地では普通寒天培地の35℃、及び40℃の条件でのみコ
ロニーが観察された（図2）。20% NaCl含有普通寒天培
地にて35℃で培養した場合、培養開始から96時間の時
点でコロニーが観察され、約3.0×104 CFU/mLのコロ
ニーが形成され、40℃では培養開始から120時間の時点
でコロニーが観察され、約1.3×104 CFU / mLのコロニ
ーが形成された。

図2. 培養開始48時間後におけるコロニー形成数
　6種の培地を用いて好気的環境下20～45℃の各温度で「熟成
塩タレ」を培養し , コロニー形成数を計測した . △；普通寒天培
地, □；サブロー培地, 〇；MRS寒天培地, ▲；20%NaCl普通寒天
培地 , ■；20%NaClサブロー培地 , ●；20%NaCl MRS寒天培地 .

図3. 16S rRNA、ITS1領域の増幅
　分取したコロニーより抽出したDNAを鋳型にPCRを行い16S 
rRNA, ITS1領域を増幅した. A, 16S rRNA増幅産物, B, ITS1領
域増幅産物. 1; 普通寒天培地25℃ , 2; MRS乳酸培地20℃ , 3; サ
ブロー寒天培地25℃ , 4; 20%NaCl普通寒天培地30℃ , 5; 
20%NaCl普通寒天培地40℃（培養96時間後）, 6; 20%NaCl普通
寒天培地40℃（培養120時間）.

― 43 ―

「熟成塩タレ」の熟成過程における細菌叢解析



図4. 塩タレ熟成に伴う細菌叢の経時変化
　検出リード数がいずれかの段階で25 以上（相対検出頻度約0.1%）であった細菌
について , それぞれの熟成前 , 及び各熟成段階における相対検出頻度を示した .
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り、熟成塩タレ中の高い塩濃度の環境を反映しているも
のと考えられた。検出された細菌の多くが発酵や塩蔵の過
程で検出される細菌であり、例えばChromohalobacter 
属やHalomonas 属は魚醤など海産物発酵食品から多数
検出される 10-13）。Haererehalobacter属やSalinisphaera
属についてはいずれもその性質についてほとんど報告が
無いものの、塩田やロメインレタスの塩蔵品、タラなど
の干魚などから検出されることが報告されている 14-16）。
「熟成塩タレ」の熟成は経験上8~12週間程度で完成し、
さばの加工に用いられるが、本研究で明らかとした経時
的な細菌叢変化によって裏付けることが出来たと考えら
れた。
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