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ゴチュジャン（Gochujang）は唐辛子の辛味のみなら
ず，発酵・熟成による独特の風味を有している発酵食品
である．最近の添加物に対する消費者の忌避感の高ま
り 1,2)から，食品工業製品として製造されているゴチュ
ジャンでは加熱と酒精添加で保蔵期間を保証するように
なった．しかしながら，常温流通が一般であるため，製
品からガスが発生する“膨れ事故”が起きるようになっ
た 3–6)．これまで，ゴチュジャンの“膨れ事故”の原因は，
耐塩性酵母 3–6)であると報告されていたが，低温殺菌後
の製品に残存するBacillus amyloliquefaciensやBacillus 
licheniformisなどのBacillus属細菌が“膨れ事故”の原
因であったことを前報 7)で報告した．

この“膨れ事故”は，前報での調査対象製造所（韓州社：
）の1月に製造を開

始した製品で発生し，他の製造期の製品では発生の記録
がないという特徴があることから，製造期により微生物
叢に違いがあると推定できる．本研究の目的は，細菌
16S rRNA遺伝子を指標とした変性剤濃度勾配ゲル電気
泳動（DGGE）8)と次世代シーケンス（NGS）9–13)の二つ
の手法で製造期が異なるゴチュジャンを解析し，“膨れ
事故”に至る微生物叢と至らない微生物叢の差異を明ら
かにすることである．

実験方法

試料　　ゴチュジャンの製造工程は大きく分けると，
発酵・熟成工程と調合・低温殺菌工程の二つから成り，
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瓶詰めを経て最終製品となる．蒸麦（5 t：数値は実際
の仕込みでの実数）と麴菌（4 kg）から麦麴を製麴し（約
30°C，2日），この麦麴全量に水（2 t）と塩（700 kg）
を加え，諸味とし，高さ3.5 mの槽で温度が30°C以上
とならないよう制御し，発酵を開始する．4週間の発酵
の後，全量を同じ形状の槽に擂

らいさい

砕しながら移し，6週間
熟成させる．調合・低温殺菌工程は，熟成後の諸味を分
け取り（1,030 kg），それに水飴（100 L）を加え，攪拌
しながら75°Cまで加熱する．75°Cとなった時点で唐辛
子粉（240 kg）を加え，75°Cの低温殺菌を30分続ける．
冷却ののち，水飴（60°C，350 L）を加え，保存期間の
延長を目的とした酒精（室温，30 L）を添加し，瓶詰
めし，製品となる．上述した製造所において9月，1月，
3月のそれぞれに製造を開始し，4週間の発酵工程に続
く6週間の熟成工程終了時に表面から1 mの深さから採
取した諸味（M-Sep，M-Jan，M-Mar）と調合・低温殺
菌・瓶詰め後の製品（P-Sep，P-Jan，P-Mar）とを試料
とした．

DNA抽出と変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（DGGE）  
試料 0.5 gから Fast DNA SPIN Kit for Soil（MP 

）でDNAを抽出した．
抽出したDNAより，Thapa Chettriら 14)と同じ方法で，
プライマー対GC-341F/534R8)を用い，16S rRNA遺伝
子の高度可変領域V3を含む約190 bpを増幅した．増幅
したV3領域を含むDNA断片を30～60％の変性濃度勾
配ゲルでmini-DGGE system NB-1490（日本エイドー，
東京）で泳動した（50 V，60°C，3 h）．
次世代シーケンス（NGS）　　試料から上記と同様に

抽出したDNAよりプライマー対515F/806R15)を用い16S 
rRNAの高度可変領域V4領域をPCRにて増幅した．一
つの試料に対し，独立にPCR増幅した二つの増幅断片そ
れぞれについて，次世代シーケンサーMiSeq（Illumina, 
San Diego, CA, USA）でのTarget Sequencing法による解
析を，ファスマック社（厚木，神奈川）に依頼した．得
られた16S rRNA遺伝子アンプリコン（約250 bp）の塩
基配列より，97％の配列類似性を評価基準として菌叢
解析パイプライン（QIIME-ver1.9.1）16)上でGreengenes 
13_8_99を参照データベースとしたUCLUST17)を用い
て53,323個の操作的分類単位（operational taxonomic 
units: OTUs）と各OTUの推定系統，出現頻度（リード
数）を得た．

pH，乳酸含量，熟成温度　　試料，M-Sep，M-Jan，
M-Mar，P-Sep，P-Jan，P-MarのpHはpHメータ（HI83141, 
Hanna Instruments, Woonsocket, RI, USA）で測定した．
また，P-Sep，P-Jan，P-Marについては，それぞれ3 g
を日本食品分析センター（渋谷，東京）に送付し，乳酸

量の測定を依頼した．M-Sep，M-Jan，M-Marを得た
熟成工程では，諸味表面から1 mの深さの温度を，熟成
開始14日目，28日目，42日目に測定し，それらの平均
を熟成期間の代表値とした．

結果と考察

DGGEによる製造期の異なるゴチュジャンの細菌叢
解析　　9月，1月，3月に製造を開始したゴチュジャン
の製品（P-Sep，P-Jan，P-Mar）から調製した16S rRNA
遺伝子のアンプリコンと，“膨れ事故”を起こした製品
から単離した“膨れ事故”の原因微生物，B. licheniformis
（strain A2，A9）およびB. amyloliquefaciens（strain B3，
B8）7)のDNAを鋳型とした16S rRNA遺伝子アンプリコ
ンのDGGEの結果をFig. 1に示す．P-Jan（レーンJan）
にはB. amyloliquefaciens（レーンB3，B8）のメジャー
バンドと同じ移動度のバンドが観察された（図中 ◁）．
P-SepとP-Mar（レーンSep，Mar）では，P-Janほどに
は明瞭には観察されず，1月の製品の“膨れ事故”とB. 
amyloliquefaciensとの関連が示唆された．
製品の試料（P-Mar）と調合・低温殺菌工程を行う前

の発酵・熟成工程終了時の試料（M-Mar）の16S rRNA

Bacillus

Bacillus isolate.
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遺伝子アンプリコンをDGGEで比較したところ（Fig. 2，
レーン1，2），“膨れ事故”原因のB. licheniformisとB. 
amyloliquefaciensの16S rRNA遺伝子のPCR産物を混合
した試料（Fig. 2，レーン3）と同じ移動度のバンドは観
察されなかった．さらに，このM-MarのDGGEバンド
パターン（Fig. 2，レーン1）は，製品（P-Mar）のバン
ドパターン（Fig. 2，レーン2およびFig. 1，レーンMar）
とも異なっていた．調合・低温殺菌工程がM-Marから
P-Marの間にあり，ここで唐辛子と水飴が発酵・熟成工
程終了後のM-Marに加えられる．そこで，調合時に添
加される唐辛子粉と水飴から同様に16S rRNA遺伝子の
PCRによる増幅を行い，DGGEで比較したところ，水
飴からは16S rRNA遺伝子の増幅は確認できなかったが
（Fig. 2，レーン5），唐辛子粉からは“膨れ事故”の原因
微生物群と同じ移動度のバンドが観察された（Fig. 2，

レーン4：図中 ◁）．すなわち“膨れ事故”の原因微生
物は，調合に用いられる唐辛子粉に随伴して製品に混入
したと結論できた．
調べた唐辛子粉は3月期製造に用いた唐辛子粉であ

り，唐辛子粉からの混入は通年の現象と推定できる．そ
こで，特定の製造期のみ，唐辛子粉からの原因微生物混
入が“膨れ事故”にまで至ることについて，さらに分析
と解析を続けた．Fig. 1および2で ◁ で示したバンドよ
りも製品（P-Sep，P-Jan，P-Mar）と唐辛子粉で観察さ
れる移動度が大きく，強度が高いバンドについては，続
くNGSの結果を参照し，後述する．
製 品 のpHと 乳 酸 濃 度　　 製 品（P-Sep，P-Jan，

P-Mar）のpHとそこに含まれる乳酸の測定値をTable 1
にまとめた．P-JanのpHは4.69とBaciilus属細菌の胞
子発芽を抑制するとされる4.518)を超えており，他の製
品，P-SepとP-Marでは4.5よりも低く，特にP-Sepは
他の製造時期より低いpHを示した．また，乳酸濃度は
pHの値と負の相関を示し，製品のpHは乳酸によって
規定されていると推定できた．

NGSデータからの推定系統　　NGSで各試料より2
回ずつ解析を行い，総リード数が多い方の解析結果を選
抜して集計したOTU全数は53,323であり，ゴチュジャ
ンの原材料が植物（麦，唐辛子）と黄麹であるためクロ
ロプラストとミトコンドリアの16S rRNA遺伝子のV4
領域も検出された 19,20)．特にクロロプラストのリード数
は全体の約70％であった．したがって，Fig. 1および2
で ◁ で示したバンドよりも移動度が大きく，強度が高
い，製品（P-Sep，P-Jan，P-Mar）と唐辛子粉で観察さ
れたバンドはクロロプラスト由来と考えられる．

OTU全数53,323からクロロプラストとミトコンドリ
ア由来のOTUを除くと35,737であり，さらに，そのう
ちの97 OTUsだけで35,737 OTUsのリード数累積の
95％を占めていた．この97 OTUsの各DNA塩基配列を
それぞれBLAST21)に供し， ％以上
を基準として，門，目，科，属および種名に関する菌叢
解析パイプライン（QIIME-ver1.9.1）上で行った簡易
分類の結果を検証した．検証した系統を属レベル以上で

B. amyloliquefaciens 
B. licheniformis

Source P-Sep P-Mar P-Jan M-Sep M-Mar M-Jan

pH 4.34 4.49 4.69 4.21 4.54 4.84

 1.08 1.02 0.77 ND ND ND

Typical temperature (°C) RT RT RT 24.7 18.6 11.0
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整理した．ただし，前報 7)で“膨れ事故”原因微生物と
して取得したB. amyloliquefaciensおよびB. licheniformis
に該当したものは種レベルで整理した．Bacillus属のう
ち二つのOTUが，B. amyloliquefaciensに該当する配列
を有していた．また，Bacillus属の別の一つのOTUが，
もう一方の“膨れ事故”原因微生物であるB. licheniformis
に該当する配列を有していた．それぞれについてのリー
ド数割合をTable 2にまとめた．
製造期の異なるゴチュジャンのNGS　　製品（P-Sep，

P-Mar，P-Jan）のBacillus属についてのNGS解析結果
（Table 2）は，P-SepとP-Marでは20％以下であったが， 
P-Janは約40％と，他の製造時期より高く，1月の微生
物叢の全体でもかなりのリード数を占めていた．そして

このBacillus属のほとんどがB. amyloliquefaciensであ
り，B. licheniformisなどはB. amyloliquefaciensの割合
の1/50から1/100程度であった．B. amyloliquefaciensは，
ゴチュジャンの“膨れ事故”を再現させた実験7)において，
B. licheniformisが のガス発生であったの
に対し， のガス発生を示した種でもあり，
“膨れ事故”の主たる原因微生物はB. amyloliquefaciens
のほうであると考えられる．
一方，B. subtilisなどのBacillus属細菌がゴチュジャ

ンの発酵・熟成に関与する主な微生物群であるとする報
告 22–24)があるが，熟成終了時の試料，M-Sep，M-Mar，
M-Janをみると，M-Sepでは微生物叢の約30％を占め
てはいるものの，M-JanとM-Marでは1％以下であった

Taxon names Samples
Phylum Class Family Genus Species P-Sep P-Mar P-Jan M-Sep M-Mar M-Jan Pepper

Firmicutes (44)

Bacilli (44)

Bacillales (26)

Bacillaceae (14)

Bacillus(6) 19.0% 14.0% 44.2% 29.3% 0.3% 0.4% 77.9%

amyloliquefaciensa) (2) 18.6% 13.7% 43.8% 28.1% 0.3% 0.3% 77.9%

licheniformisb) (1) 0.0% 0.1% 0.4% 1.2% 0.0% 0.1% 0.0%

Others (3) 0.4% 0.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

Others (8) 1.3% 1.6% 1.3% 0.1% 0.0% 0.1% 0.0%

Staphylococcaceae (8)

Staphylococcus (8) 8.1% 30.4% 42.2% 52.0% 78.1% 97.8% 0.0%

Others (4) 0.1% 0.5% 0.3% 0.1% 0.0% 0.1% 0.0%

Lactobacillales (18) 3.8% 15.3% 3.2% 15.2% 21.4% 1.2% 4.9%

Lactobacillaceae (6)

Lactobacillus (6) 1.8% 0.8% 0.2% 12.2% 0.9% 0.2% 0.0%

Leuconostocaceae (4)

Weissella (4) 0.5% 7.7% 2.2% 1.0% 18.9% 0.5% 2.2%

Others (8) 1.5% 6.8% 0.8% 2.0% 1.6% 0.5% 2.7%

Proteobacteria (35) 56.4% 37.7% 5.0% 0.1% 0.1% 0.0% 17.0%

Gammaproteobacteria (24) 52.6% 32.5% 4.3% 0.1% 0.0% 0.0% 16.7%

Others (11) 3.8% 5.2% 0.7% 0.0% 0.0% 0.0% 0.3%

Others (14) 11.3% 0.2% 3.8% 0.4% 0.1% 0.4% 0.0%

0.0% 0.3% 0.0% 2.8% 0.0% 0.0% 0.2%

B. amyloliquefaciens
98.4%), the same as to B. velezensis B. subtilis 168 [NR_102783] (100%, 98.4%).

B. licheniformis AK39422 [HQ234338] (98.4%), the same as to B. sonorensis F3-49 [KT735226] (98.4%).
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（Table 2）．Bacillus属細菌の発酵・熟成に対する役割は，
あったとしても，限定的であり，普遍的とは言えないと
判断できた．
また，製品P-JanではB. amyloliquefaciensの割合が

40％以上であるにもかかわらず，調合・低温殺菌工程
前のM-JanでのB. amyloliquefaciensは0.3％にすぎな
かった．一方，M-MarのB. amyloliquefaciensの割合
はM-Janと同程度でありながら，製品P-MarではB. 
amyloliquefaciensの割合はP-Janの1/3にとどまってい
た．調合・低温殺菌工程で添加する唐辛子粉のBacillus
属細菌のほとんどはB. amyloliquefaciensであり，その
割合は約80％であり（Table 2），これが製品にみられるB. 
amyloliquefaciensの源のほとんどと考えられるが，
P-MarではP-Janの1/3に，そしてM-Sepは30％であり
ながら，製品P-Sepでは20％程度に低減している．低
温殺菌工程後に観察されたBacillus属細菌の微生物叢で
の割合は，低温殺菌工程での昇温をトリガーとして胞子
化した胞子に由来するものと考えられ，NGSから得た
微生物叢割合が高い数値であっても，P-SepとP-Marで
は低pHで発芽が抑制され，“膨れ事故”にいたらなかっ
たものと考えられる．
この考察と前述のpHと乳酸含量の結果を併せ考える

と，発酵から熟成工程におけるBacillus属細菌以外の，
特に乳酸菌（ ）の役割を考慮す
る必要があると言える．しかしながら，これまでゴチュ
ジャンからLABは検出されないと報告 24–26)されており，
また本研究の試料ゴチュジャンと同じ食塩濃度（7およ
び10％ NaCl）に調整したMRS培地でのコロニー形成
は観察できていなかった 7)．

NGSでの乳酸菌（LAB）検出　　NGSによる分析
（Table 2）で，熟成工程終了時の試料のみならず製品か
らもLactobacillus属細菌6種（L. sakei，L. acidipiscis，L. 
brevis，L. fermentum，L. guizhouensis，L. halophilus）
の6 OTUs，Weissella属細菌3種（W. paramesenteroides，
(2)，W. thailandensis，W. ghanensis：複数のOTUが相
当した種については，そのOTU数を (　)内に記した）
の4 OTUsが，また他にLABと分類されるLactococcus
（Lactococcus lactis；後述），Leuconostoc，Pediococcus，
Enterococcus，Vagococcus，Trichococcus，Atopostipes，
Tetragenococcus属細菌 27,28)それぞれ1種の計8 OTUs
が検知された．NGSは試料中に存在するDNAに基づい
て微生物叢の構成を示しているため，これらのLABが
DNA抽出時に生存し，活動していたことは保証できな
いが，DNA抽出時までの活動の累積を示しており，製
品の乳酸含量は，これらのいずれかの活動の結果と言え
る．また，これまでのゴチュジャンにはLABがいない

という報告 7,24–27)は，それらの検出法がNGSよりも鋭
敏でなかったことに起因したものと考えられる．
ゴチュジャンの微生物叢　　熟成工程終了時におい
て，M-JanのLABの割合はM-SepとM-Marの1/10以
下と，非常に低い割合であり，pHの結果と矛盾はなかっ
た．一方，LABの割合の高かったM-SepではLABの約
80％がLactobacillus属細菌であり，Weisella属細菌他
は低かった．これに対し，M-MarではLABの大半を
Weisella属細菌が占めており，このLABの大半を
Weisella属細菌が占めているという結果はM-Janにおい
ても同様であった（Table 2）．
ただし，製品においては，P-JanのLAB割合は，

P-Sepのそれと，ほぼ同じ割合を示し，またP-Marの
LAB割合はM-Marよりも高くなっていた．NGSに供し
た試料のDNA濃度は揃えられているため，これらの変
動は熟成工程終了に続く調合・低温殺菌工程，瓶詰，保
存の過程での微生物叢変化である．そして，LABの構
成については，P-SepではM-Sepと同様にLactobacillus
属細菌が多くを占め，一方，製品でのLAB全体の割合
ではP-Sepと同等かそれ以上のP-JanとP-Marでは
Lactobacillus属細菌よりもWeisella属他の細菌群の割
合が高い状態が維持されており，LAB構成は調合・低
温殺菌，瓶詰，保存の過程で，おおよそ保持されたとい
える．熟成工程終了時および製品でのLAB構成の結果
から，ゴチュジャンの乳酸含量そしてpHを決定してい
るのはLactobacillus属細菌と帰結できるであろう．
また，すべての試料についてStaphylococcus属細菌
の微生物叢全体における割合は高く，特に熟成工程終了
時での割合は微生物叢全体の約半数以上であった（Table 
2）．Leeら 24)はゴチュジャンについて培養法により
Staphylococcus属はBacillus属細菌より少なかったと報
告しているが，本研究結果との相違は手法の違いによる
ものと考えられる．
熟成工程の温度とLAB　　一般的なLABの生育温度

は25～37°Cであり，下限でも15°Cと報告されてい
る 27–29)．9月，1月，3月の熟成工程の14，28そして48
日目に，表面から1 mの深さの温度を測定した．熟成工
程では諸味の切り返しがあり，切り返しによる外気の影
響が大きかったため，上述の平均温度を代表温度として
Table 1に示している．瓶詰後の製品については常温保
存であるためRTと記した．
熟成工程の前段の発酵工程の温度は，発酵による温度
上昇が30°C以上にならないように制御されていたが，
熟成工程の温度は外気温による季節変動を示していた．
微生物叢におけるLAB全体の割合が高く，またその構
成においてLactobacillus属が多数を占めていたM-Sep
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の平均温度は24.7°Cであり，Weisella属細菌が多数を
占めていたM-Marは18°Cであった．これに対し，生育
の下限とされる温度よりも低い温度が観察されたM-Jan
では，LAB全体の割合も低く，その中の構成でも
Lactobacillus属の構成割合は非常に低かった．
これらから，発酵・熟成工程を通してゴチュジャンの
乳酸含量を高め，pHを低下させているのはWeisella
属よりもLactobacillus属細菌の方が乳酸発酵の効率
が高いためと言える．そして唐辛子粉に随伴するB. 
amyloliquefaciensの発芽を防腐剤などの添加ではなく
低いpHで抑制するためには，これまで温度制御を施し
ていなかった熟成工程においても，適切な温度管理が必
要であることを示唆している．製造所では，これまでゴ
チュジャン製造工程において，発酵温度上限（30°C）
と低温殺菌温度（75°C）が管理点として採用されてき
たが，“膨れ事故”防止の観点からは，熟成工程，特に
冬季の基準温度設定と熟成槽の温度管理が必要であるこ
とが，NGSを用いた微生物叢の解析から初めて判明し
たといえる．

結　　論

防腐剤無添加のゴチュジャンでは，冬季の製造製品で
“膨れ事故”が発生することがある．16S rRNA遺伝子
をマーカーとしてDGGEとNGSのTarget Sequencing
法を併用し“膨れ事故”の原因微生物と“膨れ事故”に
関与する微生物叢を解析した．
ゴチュジャンの微生物叢は主にBacillus属細菌，

Staphylococcus属細菌そしてLABに分類される細菌
から構成されていた．また，Bacillus属細菌のほとん
どはゴチュジャンの“膨れ事故”の原因微生物B. 
amyloliquefaciensであり，最後の調合・低温殺菌工程
で添加する唐辛子粉に随伴して製品に混入することが初
めて判明した．
冬季製造製品では，熟成工程終了時にLABの割合が

低く，またLABの構成においてWeisella属細菌よりも
Lactobacillus属細菌が少ないという特徴があった．こ
れを原因として熟成工程終了時に乳酸の含量が低く，
pHが4.5以上となり，結果として低温殺菌工程で，B. 
amyloliquefaciensの発芽が抑制できないため“膨れ事故”
に至ったと考えられる．

要　　約

ゴチュジャンは韓国の代表的な発酵食品であるが，時
として流通過程で“膨れ事故”を発生する．本研究は，
16S rRNA遺伝子をマーカーとして変性剤濃度勾配ゲル
電気泳動（DGGE）と次世代シーケンシング（NGS）

技術を用い，コチュジャン“膨れ事故”の原因を追究し
た結果を報告している．DGGEとNGSの双方から
“膨れ事故”そのものの原因微生物は主にBacillus 
amyloliquefaciensであったことを示し，そして，このB. 
amyloliquefaciensは諸味の熟成後に添加，調合する唐
辛子粉由来であることを明らかにした．また，添加した
唐辛子粉に随伴するB. amyloliquefaciensによる“膨れ
事故”は，熟成工程の微生物叢において乳酸菌（LAB）
の割合が低く，さらにLABを構成するLactobacillus属
細菌の割合が低い製造で発生することを，初めて明らか
にしている．
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