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GABA高 産生乳酸菌を用いた植物性飲料の開発

八十川大輔,中 川良二,能 登裕子

Novel GABA producing lactic acid bacterium and

application to functional vinegar fermentation.

Daisuke Yasokawa, Ryoji Nakagawa, Hiroko Noto

1-Aminobutyric acid (GABA) , a nonprotein amino acid, possesses well-known physiological functions
such as neurotransmission, induction of hypotension, and diuretic and tranquilizer effects. Recently,
GABA has been recognized as a strong secretagogue of insulin from the pancreas, which may prevenr
symptoms of diabetes. Because of these physiological effects, several functional foods incorporating
GABA have been manufactured.

In our laboratory, the GABA-producing lactic acid bacterium Lactococcus lactis was isolated from
homemade vegetable pickles. From the isolate, we obtained a high GABA-producing mutant using
streptomycin sulfate, by a method known as "ribosome engineering". The mutant strain No.5-2 produced
more GABA than its parent strain for in a culture medium supplemented with L-glutamic acid. To
utilize this advantageous property of the mutant in the food industry, we produced green tomato vinegar.
In this report, we have described some properties of this mutant and the resulting vinegar.

its

ν
―アミノ酪酸 (GABA)は ,L一 グルタミン酸からグ

ルタメートデカルボキシラーゼ (Gluttmla∝decarbOxylぉe,

GAD)に よる脱炭酸反応で生成する非蛋白性のアミノ

酸である.GABAは 高血圧症状の緩和に有効であるこ

とが知られている。また,最 近ではス トレスの抑制や寝

付きの改善に効果があるという報告もあり,ギ ャバロン

茶,胚 芽米以外にも様々な健康食品が開発されるように

なってきた.

GADは 様々な植物や微生物に存在することが知られ

ており,当 研究室でも天然界から様々な乳酸菌を分離 ・

保存しているが,当 研究課題では GAD活 性を有する乳

酸菌を探索することとした.更 に,当 乳酸菌に変異処理

を施しGABA産 生能を強化し,GABA高 産生変異株を

入手することとした。

トマ トは L―グルタミン酸が豊富に含まれる野菜で,

また,同 時に GABAも 多 く含まれている.特 に青い時

期に摘果される未熟 トマ トには大量の GABAが 含まれ

ることが知られている。そこで,摘 果された未熟 トマ ト

な どを原料 とし,本 GABA高 産生変異株 を用 いて

GABAを 更に増強した健康酢を開発することとした.

1.実 験方法

(1)使用菌株の分離

BCP加 プレー トカウントアガール (日水製薬)お よ

び 1%炭 酸カルシウム加MRS寒 天培地を乳酸菌の分離・

選択培地として用いた.BCP加 プレー トカウントアガー

ルの場合は培地の黄変で, 1%炭 酸カルシウム加 MRS

寒天培地ではハロー形成で選択した。菌の分離は道内で

市販されている野菜発酵食品の他,野 菜や果物からも試

みた。更に,野 菜の浅漬けを調製し,そ の中からも分離

を試みた。
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長島ら
1)の
方法に準 じて 16SrRNA遺 伝子の塩基配列

を解読 し,イ ンターネットで NCBI(National Center

for Biotechnology lnformation)のデータベースと照合

(Nucleotide―nucleotide BLAST)することにより菌株の

同定を行った。

生 理 ・生 化 学 的 性 状 は,主 に AP I  C Hキ ッ ト

(bioM6rieux社)を 用いて分析した.

(2)GABA産 生株のスクリ‐ニング

MRS培 地 (Difco Lactobacilli MRS Broth① ,BD)に

グルタミン酸ナ トリウムを50mM以 上 となるように添

加 した培地に供試菌株を接種,35℃ で 72時間培養 し,

上清を薄層クロマ トグラフイ
ー (HPTLC plates 10X10

cm Cellulose,MERCK)|こ 展開した.展 開溶媒は n_ブ

タノール :ア セ トン :酢酸 :水の 35:35:7:23を 用

いた。発色はニンヒドリン試薬で行った。

(3)GABA高 産生変異株の分離
・育種

GABA高 産生突然変異株の分離はス トレプ トマイシ

ン耐性変異株選抜法
2)で
行った

(4)GABAの 測定

培養上清中の GABAの 定量分析はアミノ酸分析装置

(Amino Acid Analyzer L-8800,HITACHI)を 用いた.

(5)ト マ ト酢の試作

トマ ト酢の試作にあたり,酵 母は清酒用協会 701号を

用いた.酢 酸菌はスθιわらαθ″″夕ぉ″z/2aκ%s IF014814株

を用いた.

(6)乳 酸,エ タノール,お よび酢酸の測定

乳酸濃度および酢酸濃度は,そ れぞれ F―キット (D

乳酸/L― 乳酸 」.K.インタ
ーナショナル)お よび F‐キッ

ト酢酸で測定した。エタノール濃度はガスクロマ トグラ

フィーで測定した.

2.実 験結果および考察

(1)GABA産 生乳酸菌の分離

札幌市および江別市内で購入した野菜 (ナス,キ ュウ

リ,ト ウモロコシ,イ ンゲン,ウ リ,大 根葉など)お よ

び果物 (ブドウ,プ ルーンなど), さらに自作の糠床に

上記野菜を漬けた浅漬けなどからBCP加 寒天培地で培

地の黄変を示すコロニーおよび 1%炭 酸カルシウム加

MRS寒 天培地にてハロ
ー形成を示すコロニーを分離し

た.Single Colony lsolationを行 い,16SrRNA遺 伝子

の塩基配夕1を解読 してιαθ"わαθグ″%sι“ιあιみ.夕″激グれ

ιι%`θπθs′θι ιJι″ι%222, ιι%ι. 2ηιsιπιι″θググιs, Ⅳcグssι′′α

夕α″αZιSι″″″0グαιs,Zら.//%θ′グυο″ακs,ιら.ζαたι,ιら。

θ%″υαι%S, ιαθιθθθθθ%s ′αθ′た, ιθ. ♂α″υJιαι, Pcググθθοὲπs

pιπ′θsαθι%S ,  フフ
″
. 力′πθカググ, ιι%θ. gα″′′θ%π, Lι.

ノク″%2,ι .らZεttκι/′の 15種79株を分離
。同定した。

発酵形式がヘテロ型の乳酸菌は植物性飲料を調製する

際に風味に問題が発生する可能性が高いことから, これ

らを除外 し,ホ モ型の発酵形式 を示すιι.θωιあιι.

sα力ι, ιι. θ″″υαιχs,ι`.′αειJs,Zθ.gα″υ′ιαι,P.

″″"SαθιπS,ιb.タルπ″πZに 属する45株ついてGABA

産生能を検討した。グルタミン酸を添加したMRS培 地

中で35℃,72時 間培養後のそれぞれの培養上清を薄層

クロマ トグラフイーにかけた結果,Lc.lactisの 2株 の

培養上清から,GABA標 準品とほぼ同じ位置にニンヒ

ドリン発色成分を検出した.

(2)GABA高 産生変異株の分離

越智ら
2)はス トレプトマイシン耐性株中に二次代謝

産物生産能力を尤進させた変異株が高頻度に存在するこ

とを報告 している。そこで,分 離された GABA産 生

ιι.″θ法 の2株 についてストレプトマイシン耐性能を

検討したところ,250μg/mlま で増殖可能であった.こ

のため,そ の2倍 濃度の 500μg/mlと なるようにストレ

プトマイシンを添加した MRS寒 天培地でコロニー形成

した26株について, グルタミン酸添加 MRS培 地で培養

し,培 養上清を薄層クロマトグラフイ
ーにかけた.そ の

結果,GABA標 準品とはぼ同じ位置のニンヒドリン発

色スポットが親株より大きくなっている菌株 10株を分

離した。このことは,単 純にストレプトマイシン耐性変

異株を取得することにより,非 常に高頻度 (38.5%)で

二次代謝産物高産生型変異株が取得できることを示して

いる

当該変異株 10株と親株を, グ・フレタミン酸を100 mM

以上となるように添加したMRS培 地で培養した.そ の

培養上清をアミノ酸分析装置にかけ GABAの 定量を

行ったところ,親 株のグルタミン酸からGABAへ の脱

炭酸効率は約 15%で あつたが,変 異株は最大 46.4%で

あった。(表1).

培地中にGABAを 最も多く蓄積する株を5-2株と命名

し,そ の増殖とGABA生 産を経時的に測定した。その

表 1.独 自に分離したGABA産 生野生株 Lc.ractisとその

GABA高 産生型変異株 Lc.ractis 5‐2株によるGABA産 生

親株    高 産生変異株

mM  mg/ml  mM  mg/ml

グルタミン酸

GABA

13.4    58.5

1.7    50.7

90.9

16.4

8 . 6

5 . 2

培養条件 :グルタミン酸が 100mM以 上となるように添加し

た MRS培 地で 35℃、 4日 間培養した.
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結果,GABAの 生産は増殖定常期以降に最大化してい

た (図2).こ のことは越智ら
3)の
報告と一致し,ス ト

レプトマイシンによリリボゾームS12サブユニットに

変異が起きた株が選抜され,定 常期における翻訳の活性

化 (酵素生産の活性化),即 ちGADの 蓄積が起きてい

るものと推定された.

(3)青 トマト酢の試作

予備試験において,ιθ.″θ麻 5-2株を摘果 トマ ト果汁

で培養したが,良 好な増殖およびGABAの 産生は認め

られなかった。また,摘 果 トマ ト果汁 100%でアルコー

ル発酵を行ったところ,生 成されたエタノール7in度は

2.53%と低く, この方法は酢製造には不適であった.そ

こで,予 め通常ビール製造で使用する2倍濃度の麦汁を

調製し,こ れにιε.″θ麻 5-2株を接種し,GABAを 生

成させ,こ れに摘果 トマ ト果汁を 1:1(V:V)と な

るように混合してトマ ト酢を試作することとした.

まず,粉砕麦芽 300gを 700mlの温水 (70℃)と混合し,

70℃,lhr保 温後,遠 心分離により上澄みを回収し,麦

芽抽出液を調製した。麦芽抽出液をオー トクレーブで

121℃,15分加熱 (高7it度麦汁),熱 いうちにろ過して乳

酸発酵に用いた.青 トマト果汁は2重 のガーゼでろ過し

た破砕圧搾液を85℃,30分 間加熱殺菌して用いた。

GABA高 産生変異株ιθ.″θ′お5-2株による麦汁の乳

酸発酵は30℃で6日 間,力 θθ力″"り θιS ιι″υ短“ 清酒

用協会 701号株によるエタノール発酵は30℃で5日 間,

4θιわらαθ″″,湿 ″πακzs IF014814株による酢酒変発酵は

30℃, 8日 間,い ずれも振盪培養で行った.6日 間の乳

酸発酵の後,等 量の青 トマ ト果汁を無菌的に混合し酵母

を接種した 酵 母によるエタノール発酵が終了した試料

は無菌的に遠心して菌体等の沈殿物を除去し,70℃ で加

熱殺菌して放冷後,酢 酸発酵に供した。

試験中の乳酸量の変化は図 3(A),エ タノール量の

増減は図 3(B),酢 酸生成の様子は図 3(C),GABA

濃度の変化は図3(D)に 示した。乳酸量は,乳 酸発酵

終了後青 トマト果汁で半分に希釈されたため,不 連続な

グラフとなっている (図3(A)).エ タノール量は酵母

発酵中に6.5%まで増加し,酢 酸発酵に伴い酢酸菌によ

り消費された (図 3(B)).GABA濃 度は,ιθ.ルθ麻

5-2株を用いた発酵により0.14 mg/mlに まで増加し,

GABAを 大量に含んだ食材である青 トマ ト果汁と共に

アルコール発酵,酢 酸発酵を経て0.83 mg/mlと なっ

た (図3(D)。 これは20 mlの摂取により高血圧抑制

効果を得るのに充分な量であり
4),健
康酢としての効果

が期待できる濃度であった。
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図 1.Lc.racぉ 5‐2株の増殖 とGABA生 成量/グ ルタ

ミン酸消費量の経時変化

グルタミン酸を20mM以 上となるように添加したMRS培

地にLc.lacls 5-2株を接種,35℃で培養した。パネルAは 増

殖曲線,パ ネルBは その間の上清に含まれるGABA濃 度お

よびグルタミン酸濃度を表す

摘果青 トマ ト果汁 100%の 原料や乳酸発酵後の 100%

麦汁では,そ れぞれ生成された酢酸濃度,GABA濃 度

は機能性酢 としては充分な濃度ではなかったが,本 研究

で行った混合液を原料とする方法により商品と成りうる

GABA濃 度に高めることができた.

3.要 約

当センターで独自に GABA産 生乳酸菌を分離し,そ

の菌株からGABA高 産生型変異株を育種 した。当変異

株 Zθ.″θ′お5-2株を用いた青 トマ ト酢の試作を通して,

GABA濃 度が充分高い酢を作る方法を見いだした.
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図2.Lc.racぉ 5-2株を用いた青 トマ

パネルAは 乳酸濃度,パ ネルBは エタノール濃度,パ ネルC

砂 1 5

10

days

卜酢試作時の各成分の濃度変化

は酢酸濃度,パ ネルDは GABA ile度の経時変化を表す
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