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県内食品工場の発酵食品から、血圧降下作用等の生理活性があるγ-アミノ酪酸を生産する乳酸

菌を分離した。この乳酸菌を利用し、パンくず、オカラ等の食品加工残渣にグルタミン酸を添加し

発酵させ、γ-アミノ酪酸を豊富に含んだ発酵食材を試作した。

γ-アミノ酪酸，ＧＡＢＡ，乳酸菌，食品加工，残渣キーワード

１ はじめに

乳酸菌は、乳酸発酵によりヨーグルト、漬け物

などの発酵食品に利用され、古来より、多様な食

文化の形成や健康に貢献してきた。一方で、食文

化の発達により、多量の食品加工残渣が食品製造

工場等から廃棄されているが、乳酸菌の生育に利

用可能な栄養成分が含まれたままである。

そこで、筆者は生理活性物質の一つであるγ-

アミノ酪酸（以下、ＧＡＢＡ）を生産する乳酸菌

（以下、ＧＡＢＡ高生産菌）が発酵食品から発見

されていることから 、新規のＧＡＢＡ高生産１ 、２） ）

菌を見いだし、食品加工残渣への利用方法を検討

した。ＧＡＢＡとはアミノ酸の一種で、グルタミ

ン酸を原料にグルタミン酸脱炭酸酵素の働きで生

産される。血圧降下作用や利尿作用 、ストレス３）

低減作用 などが報告されており、現在，特定保４）

健食品等としてＧＡＢＡを含む食品が数多く製品

化されている。

本研究では、まず主に県内の発酵食品の製造工

場及びその製品から乳酸菌を分離し、ＧＡＢＡ高
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生産能を有する乳酸菌の検索、同定及び性質の把

握を行い、食品工場

等の製造過程で発生

する残渣等から容易

にＧＡＢＡを生産す

る方法について検討

図１ 残渣利用の概念図した（図１ 。）

２ 実験方法

2.1 乳酸菌の分離・培養

発酵食品からＧＡＢＡ高生産菌を分離するため

に、関東化学製 グルタミン酸ナトリウム一水L-

和物（以下、ＭＳＧ）を 及び共存微生物の生1%

育を抑制する目的でシクロヘキシミドとアジ化ナ

トリウムをそれぞれ 添加したＧＹＰ寒天10mg/L

、 。培地を使用し 30 72℃で 時間嫌気培養を行った

2.2 ＧＡＢＡ高生産菌の分離

ＧＹＰ寒天培地に生育したコロニーは、それぞ

れ ＭＳＧ含有ＧＹＰ液体培地（ダーラム管入1%

り試験管）に接種し、 で 時間静置培養を30 72℃

行った。そして、ＧＡＢＡ高生産菌がＭＳＧをＧ

ＡＢＡに変換するとき二酸化炭素を発生させるメ
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カニズムを利用し、ダーラム管にガスが充満した

もの選抜した。次に、選抜した菌株について、薄

層クロマトグラフィー(以下、ＴＬＣ)を行い、Ｇ

ＡＢＡが検出された株を選抜した。最後に、高速

液体クロマトグラフィー(以下、ＨＰＬＣ)により

アミノ酸分析を実施し、ＭＳＧ及びＧＡＢＡの濃

90%度を定量し ＭＳＧからＧＡＢＡの変換率が、

以上のものをＧＡＢＡ高生産菌とした。

2.3 ＧＡＢＡの定性分析

ワットマン社製 ÅのPartisil K6F Sillica Gel60

ＴＬＣを使用し、展開溶媒として（ ブタノール1-

：酢酸：水 = （ ） に、アミノ酸発3:2:1 v/v/v） ２）

色試薬としてニンヒドリンを ％ 添加し0.05 (w/v)

て使用した。

2.4 ＧＡＢＡの定量分析

フェニルイソチオシオナートによるプレカラム

誘導体化法によりＨＰＬＣで定量した。分離には

を用い、溶離液ＢをWakosil-PTC(4.0mm×250mm)

（ 、30 A 0.01M分間で3%から48% ： 酢酸ナトリウム

B：アセトニトリル）の濃度勾配で行った。アミ

ノ酸は紫外波長 で誘導体化アミノ酸を測254nm

定した。

2.5 ＧＡＢＡ高生産菌の同定

， 、 、グラム染色 細胞の形態観察 カタラーゼ試験

、 、 、運動性試験 グルコースからのガス発生 初発 pH

生育温度及び芽胞の形成試験は乳酸菌実験マニュ

。 、 ，アル のとおり行った また 糖の資化性試験は５）

ビオメリュー社製アピ アピ 培地50CH+ 50CHL

S29 K14a（ 、 ） 。 、以下 アピキット により行った また

及び 株については 配列解析によりK35 16S rRNA

菌種の同定を行った。

2.6 菌数の測定

乳酸菌は日水製薬製 加プレートカウントBCP

アガール（ ℃、 時間嫌気培養 、酵母はクロ30 48 ）

ラムフェニコールを 添加した日水製薬製ポ0.05%

テトデキストロース寒天培地( ℃ 時間培養)30 48、

そして大腸菌は栄研化学製パールコアデスオキシ

、 、コーレイト培地( ℃ 時間培養)を使用して35 20

60 10それぞれ計数した また 標準寒天培地( ℃で。 、

分間湯煎後 ℃、 時間培養)を使用し、生育35 48

したコロニーを計数し枯草菌等とした。

2.7 比較実験条件

Lactobacillus既知のＧＡＢＡ高生産菌である

（以下、 ） との比較実験brevis L.b.NBRC12005 １）

は以下のとおり行った。

ＧＹＰ液体培地を使用し、実験条件に応培養は

じてＭＳＧや塩化ナトリウム（以下、 ）等をNaCl

添加し、 ℃、 時間の静置培養を行った。30 72

生育速度は、アドバンテック東洋製振とう温度

生育速度を付勾配培養装置 を使用し、TN-2612

属の濁度計（ ）で自動測定した。OD nm660

2.8 食品加工残渣への添加実験

2.8.1 標準条件

食品加工残渣に対して、ＧＹＰ液体培地で 日1

間前培養した培養液を 及びＭＳＧ1%(V/W)

添加し、 ℃で 時間の静置培養した3%(W/W) 30 72

（ただし 日２回撹拌 。1 ）

2.8.2 食品加工残渣の調達

、 、 、パンくずは小麦粉 に対し 水 食塩100g 60g 2g

砂糖 及び市販酵母（日清スーパーカメリア、2g

以下同様）で発酵させ焼いたパンを使用した。

オカラは、市販の生オカラ（ 、水分量pH7.0

、枯草菌等 、大腸菌群不検77.2%(W/W) 10 CFU/g5

出）を使用した。

2.8.3 パンの試作

小麦粉 に対し、水 、砂糖 、市販酵100g 60g 2g

母 及びＧＡＢＡ高生産菌の前培養液 を添1g 1mL

加し、 ℃で 時間発酵させ培養液とした。次28 48

100g 100mL 30gに、パンくず に対し水 、培養液

及びＭＳＧ を添加し、 ℃で 時間培養し6g 28 72

100gＧＡＢＡ含有パン種とした 最後に 小麦粉。 、

、 、 、 、に対し ＧＡＢＡ含有パン種 水 食塩5g 55g 2g

、 。砂糖 及び市販酵母で発酵させ パンを焼いた2g

３ 結果及び考察

探索結果3.1

発酵食品については、ぬか漬、キムチ、ヨーグ

ルト等から、食品工場については、漬物、醤油製
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造工場から採取した。また、過去に採取した当所

保存の乳酸菌株も調査した。

その結果、試料数 、分離菌株数約 か171 2000

S29ら ４株のＧＡＢＡ高生産菌を得た 表１、 （ ）。

は乳製品、 と は生醤油そして はK14a K14b K35

醤油もろみ由来であった。

表１ ＧＡＢＡ高生産菌の探索結果
由来 分離菌株・命名試料数 高生産菌数

60 1 S29発酵食品
K14a,K14b,K35食品工場 71 3

所有菌株 －40 0
合計 －171 4

3.2 同定結果

グラム陽性分離したＧＡＢＡ高生産菌は、全て

の短桿菌、カタラーゼ反応陰性、運動性なし、そ

Lactobacillusしてグルコースから酸を生産する等、

の性質を示した（表２ 。また、グルコ属乳酸菌 ）

，アルコールを生産ースを資化してガスを発生し

することからヘテロ発酵性と推定された。

表２ ＧＡＢＡ高生産菌の乳酸菌実験
S29 K14a K14b K35特徴

+グラム染色
short rod細胞形

1.8 1.4 1.4 1.2平均的なサイズ
m 0.9 0.7 0.7 0.6(μ ) × × × ×

-カタラーゼ反応
-運動性

glucose +からガス発生

pH 3.5初発
15/45 +/-℃での生育

-胞子形成

、糖の資化性がそれぞ次に、アピキットにより

れ異なることが判った 表３ また 同（ ）。 、 （ApiWeb

社の同定用データーベース）により、高い確率で

Lactobacillus brevisS29 K14a K14b K35、 、 及び は

と同定された（表４ 。さらに、 、 及3 S29 K14a）

の塩基配列を分析したび についてK35 16S rRNA

ところ、 と 一致した。たLactobacillus brevis 100%

だし、各菌株は糖資化性や、後述するとおり生化

学的性質が異なっていた。

表３ ＧＡＢＡ高生産菌の糖資化性
S29 K14a K14b K35炭水化物

L-Arabinose + + + +
D-Ribose + + + +

D-Xylose + + + +
β-Methyl-D-xyloside - + + -
D-Galactose + + + +
D-Glucose + + + +
D-Fructose + + + +
D-Mannitol - + - -
α-methyl-D-glucoside + + + +
Amygdalin - + - -
Arbutin - + - -
Esculin + - - -
D-Maltose + + + +
D-Melibiose + + + +
Trehalose - + + -

どの菌も資化しなかった糖は記載省略*

表４ 糖資化性による菌種の同定
一致率菌名 分類群

S29 3 99.1Lactobacillus brevis
K14a 99.8↑
K14b 98.8↑
K35 96.3↑

3.3 ＧＡＢＡ高生産菌の性質

3.3.1 生育速度及び耐塩性の比較

各ＧＡＢＡ高生産菌について、生育速度を比較

した。菌液を になるように培地に添10 CFU/mL-3

加し培養を行った。その結果、 が最も速いK14a

生育を示した（図２ 。）

72次に ＧＡＢＡ生産量を比較した その結果、 。 、

90% 36時間後は 全て 以上の変換率であったが、 、

時間後を比較すると、もともと生育速度の速かっ

た が最も変換率が高かった（図３ 。K14a ）

また、初発ＭＳＧに対し、 時間後のＭＳＧ72

とＧＡＢＡのモル分率の和を計算すると 以97%

上が保持されており、ＭＳＧのほぼ全量がＧＡＢ

Ａに消費されたことが判った（図３ 。）

また、高塩濃度の食品加工残渣を想定し、耐塩

-5性を比較した。培地の を ％、菌液をNaCl 6 10

になるように添加し培養を行ったとこCFU/mL

ろ、 が最も耐塩性が高かった（図 。K14a 4）

ＧＡＢＡ生産に及ぼす の影響を比較しNaCl

K14a 4.5% S29 4%た その結果 で 及び では。 、 、 L.b.

が高生産可能な上限であった（図５ 。）

以上のことから、食品加工残渣には、生育速度

・耐塩性が共に最も高かった を用いて試作K14a



等を行った。

図２ ＧＡＢＡ高生産菌の生育速度

図３ ＧＡＢＡとグルタミン酸の相関性

図４ 生育に及ぼすNaClの影響（濃度 6%）

図５ ＧＡＢＡ生産に及ぼすNaClの影響

3.4 培地の高ｐH化および対策

ＧＡＢＡ高生産菌がＭＳＧからＧＡＢＡを生産

する過程で培地の が上昇し、雑菌の生育を抑pH

制できなくなる恐れがあった。そのため、ＧＡＢ

。 、Ａ非生産乳酸菌との混合培養を検討した そこで

ラッキョウの漬け汁から採取し、多くの糖を資化

し（アピキット 種中 種、データー省略 、49 24 ）

乳酸を多く生産した乳酸菌を選択した（以下、

の塩基配列は、RA RA）。なお、 の 16 S rRNA

と 一致した。Lactobacillus zeae 100%

と を混合培養したところ、 の上昇K14a RA pH

が抑制され（図６ 、なおかつ、ＧＡＢＡ生産能）

力に影響がないことが確認された（表５ 。）

図６ ｐHの上昇抑制効果

表５ 乳酸菌RA添加の影響
72 K14a RA K14a+RA実験項目（ 時間後）

pH 5.6 4.2 4.5
10 CFU/mL 2.1 2.5 4.3乳酸菌数( )９

GABA % 100 0 99変換率( )
g/100mL 0.47 1.41 1.19乳酸生産量( )

3.5 食品加工残渣への応用

3.5.1 パンくずへの応用と試作

標準条件 ただし、パンに水を同量添加 では、( )

パンくずは資化されず、ＧＡＢＡもほとんど生産

されなかった。そのため、酵母でパンくずを分解

する方法を検討した。実験方法 のとおり、2.8.3

パンくずを利用してパン種を調製したところ、

のパン種において、ＭＳＧからＧＡＢＡへK14a

の変換率はほぼ であった（表６ 。100% ）

また小麦粉に対して の パン種5%(W/W) K14a
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を添加してパンを試作したところ、ＧＡＢＡを

含有するパンができた。48mg/100mg

表６ ＧＡＢＡ含有パン種
L.b.実験項目（ 時後）72 K14a

10 CFU/mL 2.4 2.2乳酸菌数( )9

10 CFU/mL 2.7 2.5酵母数( )7

枯草菌等 不検出 不検出
大腸菌群 不検出 不検出
pH 4.1 4.1

mg/100g 1030 234ＧＡＢＡ（ ）
mg/100g 5 902ＭＳＧ（ ） <

3.5.2 オカラへの応用

L.b.標準条件では、 においてＧＡＢＡがK14a

より高い 生産されたが、ｐＨは中性205mg/100g

で、強い悪臭を感じた。次に、 を添加して同RA

様に培養したところ、ＧＡＢＡの生産量が

に上昇し、異臭も感じなかった。し610mg/100g

かしながら、 が と高く、大腸菌群の生育pH 6.1

は抑制できたが、枯草菌等の増殖は抑制できなか

った （表７ 。したがって、簡易な方法でオカラ。 ）

にＧＡＢＡ生産菌を応用する場合、事前に加熱殺

菌する等の対策が必要であった。

表７ ＧＡＢＡ含有オカラ
K14a+RA実験項目( 時間後)72 K14a L.b.

10 CFU/mL 1.6 2.1 1.5乳酸菌数( )9

10 CFU/mL 2.2 1.7 0.9枯草菌等( )7

大腸菌群( ) 不検出10 CFU/mL 4.4 4.45

pH 6.9 6.9 6.1
mg/100g 205 130 610ＧＡＢＡ（ ）

４ まとめ

発酵乳、生醤油及び醤油もろみから４種のＧ(1)

ＡＢＡ高生産乳酸菌を分離した。これらは、全て

であったが、 が最も高いLactobacillus brevis K14a

生育速度と耐塩性を示した。

分離したＧＡＢＡ高生産菌は、グルコースを(2)

資化し、ＭＳＧが無くても生育した。

衛生管理上問題となるＧＡＢＡ生産時の 上(3) pH

昇は、ＧＡＢＡ非生産乳酸菌を同時添加すること

により防げた。

ＧＡＢＡを高生産する場合、食品加工残渣の(5)

性質に合わせた工夫が必要であった。

①パンくずに応用する場合、酵母を同時添加す

ることが有効であった。

②オカラに応用する場合は、ＧＡＢＡの生産性

を高めるにＧＡＢＡ非生産乳酸菌を用いるこ

とが有効であった。また、大腸菌群の抑制に効

果的であったが、すでに枯草菌等が繁殖してい

た場合、効果がなかった。

本実験条件（ＧＹＰ液体培地、 で 時間30 72℃

L.b.静置培養 での のＧＡＢＡ生産能力は） 、K14a

についてはすでに報告 されているように、ＭＳ２）

Ｇの濃度によらず ～ 程度が上限100mM 120mM

であった。したがって、その性質を利用し、ＭＳ

ＧとＧＡＢＡの濃度の比率をコントロールする方

法が考えられる。また、加熱殺菌等せずに、乳酸

菌の生育条件を最適化し、雑菌の繁殖を抑える方

法についても検討したい。
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