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（要　　　旨）

　市販の食品中のGABAを測定した。キムチ、ヨーグルト、酒類、野菜ジュース等多くの食品でGABA

が検出された。市販ヨーグルトから分離した2種の乳酸菌、S. thermophilus 、L. delbruekii は混合培養

することにより多量のGABAを生成した。一方、キムチから分離したGABA生産菌は Lactobacillus属と

推定された。分譲乳酸菌、43菌株についてGABAの生成を調べたところ、L. brevis 、L. plantarum 、L.

lactis 、E. casseliflavus 、S. thermophilus がGABAを蓄積することが判明した。特に、L. brevis の場

合、8菌株中の4菌株が多量のGABA生成能を持ち、7日間で59 mMのMSGを40～50 mMのGABAに

変換した。菌体中のGAD活性の比較では、K-3は対数増殖期の菌体中にGAD活性を持ちGABAを培地中

に蓄積し始めるのに対し、L. brevis IFO 2005は対数増殖期の菌体中にはGAD活性はなく、定常期にな

り初めてGAD活性が現れGABAの蓄積が始まった。

に含まれているGABAが血圧降下作用を示すこと

が明らかにされた。

　また、米の浸漬でGABA含量が増大し、降圧効

果の得られることも最近報告された11）。

　微生物によるGABAの生成は大腸菌12）、ライ

菌13）、海洋性Pseudomonas14）、キノコ15）、乳酸

菌16－21）などにおいて報告されているが、醸造微生

物による報告はない。GABAは多くの動、植物中

にあり、GADが微生物中に存在するので、それら

を原料や加工手段とする食品中にも当然含有され

ていると考えられる。

　著者らは、醸造食品を中心にそのGABA含量を

調べるとともに、菌株分譲機関の保存菌株も含め

て、GABA生産菌の分離、検索等を行ったので報

告する。

１．　緒　　　言

　γ-アミノ酪酸（GABA）は、非タンパク質アミ

ノ酸であり、微生物に広く分布するグルタミン酸

デカルボキシラーゼ（GAD）の作用によりグルタ

ミン酸が脱炭酸されて生成する。GABAは、高等

動物の神経の抑制性伝達物質であり、血圧降下作

用や利尿作用を持つ１－５）ことが知られている。食

品においては、紅こうじ６、７）やギャバロン茶８－10）
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２．実　験　方　法

２．１　供試食品

　市販の漬物、ヨーグルト、納豆、酒類などを用

いた。

２．２　アミノ酸の分析

　食品を0.2 Nクエン酸ナトリウム緩衝液（pH

2.2）で100倍に希釈後、固形物をろ過し、測定試料

とした。アミノ酸分析は㈱島津製作所液体クロマ

トグラフLC-9Aで強酸性陽イオン交換樹脂カラム

Shin-pack Isc-07Na型（スルホン基を持つスチレ

ンージビニールベンゼン共重合体）を用いて分析

した。

２．３　菌の分離

　ホモゲナイザーカップに食品１gと99 mlの滅菌

水を入れ、5000 rpmで５分間懸濁処理し、その懸

濁液を希釈し、乳酸菌分離用培地（日水製薬製

BCP加プレートカウントアガール）で、30℃又は

37℃で平板培養し、生育したコロニーを分離し

た。

２．４　菌の培養とGABAの測定

　ヨーグルトより分離した菌については10%スキ

ムミルク培地、その他の乳酸菌については、GYP

液体培地（Glucose 1g ,  yeast  extract  1g ,

polypeptone 0.5 g, Na-acetate･3H
2
O 20 mg,

MgSO
4
･4H

2
O 1 mg, FeSO

4
･7H

2
O 1 mg, NaCl 1

mg, H
2
O 100 ml, pH 6.8）にそれぞれL-グルタミン

酸モノナトリウム塩（以下MSGと略す）を10 g/l

添加して使用した。これらの培地に前培養した各

菌を接種し、静置培養後、グルタミン酸の減少と

GABAの生成量を測定した。

２．５　菌体のGAD活性の測定

　培養液30 mlから菌体を5000 rpm、10分間で遠

心回収し、20 mMリン酸緩衝液（pH 7.0）30 mlで

２回洗浄し、最終液量を10 mlにし、超音波処理

（トミー精工）により菌体を破砕し、その遠心上

清（5000 rpm、10分間）を測定用酵素液とした。

基質溶液（20 mM MSG, 0.4 M NaCl, 0.2 M Pyridin-

HCl, pH 4.6）1.3 ml、4M硫酸アンモニウム0.1 ml

及び酵素液0.1 mlを混合し、37℃で60分間反応を

行った。５分間煮沸して反応を停止した後、生成

したGABAを測定した。上記条件下で、１分間に

１μmolのGABAを生産する酵素量を１単位（Ｕ）

とした。

３．　結　　　果

３．１　食品中のGABAの含有量とMSG添加

によるGABAの生産

　市販の各種食品中のGABA量を調べた（表

１）。GABAは、ヨーグルトの一部、清酒、ワイ

ン、ビール等の酒類、酢、漬物、キムチ、野菜

ジュース等、多くの食品に含有されていた。特

に、キムチでは6試料全てに0.3 mg/g以上、最大で

5.8 mg/gが検出された。食品中のGABAは、野菜

ジュースについては原料の野菜に由来するものと

考えられるが、他の食品は醸造食品なので微生物

により生産された可能性がある。

　GABA生産における微生物の関与を調べる目的

で、ヨーグルトとキムチを選び検討した。即ち、

GABAが検出されたヨーグルトとキムチにMSGを

10 mg/gの濃度で添加し、１週間培養した。その

結果を表１に示す。GABA含量が顕著に増大する

ものが検出された。興味あることに、GABA含量

が少なかったヨーグルトにおいて、MSGを添加し

て培養すると、GABAが顕著に増加するものが現

れた。これは、ヨーグルト中にGABA生産菌が存

在していても、原料乳中には遊離のグルタミン酸
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試みた。連鎖状球菌と桿菌の２種類の乳酸菌Y-1、

Y-2を分離した。これらの菌は、表２に示す形態や

性質からヨーグルト生産によく用いられる乳酸

菌、Streptococcus thermophilus (Y-1) とLactoba-

cillus delbrueckii (Y-2) と同定された（図１A,

B）。それぞれの分離菌を10 g/lのMSGを含有した

10%スキムミルク培地（以下、MSG添加スキムミ

ルク培地と略す）で個別に培養したところ、両菌

株共に生育は良好であったが、GABA生成量は非

常に低く、Y-1株のみが微量のGABAを生成した。

Y-2株は全くGABAを生成しなかった。

　そこで、GABAの大量蓄積が認められたヨーグ

ルト中での両乳酸菌の生育状況を想定して、分離

した２種類の乳酸菌Y-1、Y-2を同一のMSG添加ス

表１　各種食品中におけるGABA及びグルタミン

酸含量

（mg/g）
Food Initial After incubation

GABA Glu GABA Glu
Kimuchi A 0.79 7.65 5.20 0.27
Kimuchi B 0.38 4.32 4.16 0.22
Kimuchi C 0.27 8.33 0.52 8.06
Kimuchi D 0.58 10.67 2.30 1.06
Kimuchi E 5.80 <0.01 7.78 0.17
Kimuchi F 1.05 21.05 4.02 10.05
Yoghurt A <0.01 0.09 <0.01 8.83
Yoghurt B <0.01 0.06 <0.01 9.05
Yoghurt C 0.07 0.16 4.00 0.16
Yoghurt D <0.01 0.11 <0.01 9.52
Yoghurt E <0.01 <0.01 <0.01 7.63
Yoghurt F <0.01 0.21 <0.01 9.26
Yoghurt G <0.01 <0.01 <0.01 8.93
Yoghurt H <0.01 0.06 <0.01 7.70
Yoghurt I <0.01 0.05 <0.01 8.62
Yoghurt J 0.01 0.01 0.40 8.29
Yoghurt K <0.01 0.07 <0.01 9.43
Yoghurt L <0.01 <0.01 0.10 9.20
Yoghurt M <0.01 0.20 <0.01 9.54
Yoghurt N <0.01 0.03 <0.01 9.32
Yoghurt O <0.01 0.06 <0.01 8.93
Yoghurt P 0.02 <0.01 1.16 6.42
Yoghurt Q 0.02 <0.01 4.01 0.53
Yoghurt R 0.03 <0.01 2.51 4.49
Suguki 0.37 5.73 － －
Shibazuke 0.08 7.18 － －
Natto <0.01 1.35 － －
Sake 0.02 0.15 － －
Wine 0.06 <0.01 － －
Beer 0.05 <0.01 － －
Rice vinegar 0.15 0.17 － －
Vegetable juice 0.56 2.92 － －

表２　Y-1、Y-2及びK-3株の性質

Property Y-1 Y-2 K-3
Cell form Core Rod Short Rod
Cell arrangement Strepto Single Single
Gram staining ＋ ＋ ＋
Motility － － －
Growth at: 15℃ － － ＋
               20℃ ± ± ＋
               40℃ ＋ ＋ －
               45℃ ＋ ＋ －
Growth in Nacl: 4% － － ＋
Initial pH for growth 6.0～8.5 4.5～7.5 4.0～7.5
Fermentation type Homo  Homo Homo
Optical form of lactic acid L(+) D(－) L(+)
Catalase reaction － － －
Hydrolysis of gelatin ＋ ＋ －
Nitrate reduction － － －
Gas-production from glucose － － －
Sugar fermentation:
Glucose ＋ ＋ ＋
Lactose ＋ ＋ ＋
Gluconic acid(Na) － － ＋
L-Alabinose ± ± ＋
Xylose ± ± ＋
Ribose － ＋ ＋
Mannitol ± ± ＋
Rafinose ± ± ＋
Solbitol ± ± ＋

がほとんどなく、そのためにGABAの生成がな

かったと考えられる。

３．２　ヨーグルトからGABA生成に関与す

る乳酸菌の分離

　MSGの添加により顕著なGABA生成量の増加が

認められたヨーグルトより、その生成菌の分離を
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キムミルク培地に接種し、混合培養を試みた。そ

の結果、図２に示すように、両者の混合培養では

多量のGABAを生成することが判明した。また、

培養液当たりの菌体中のGAD活性については、個

別の培養ではY-1株にのみ微量の活性が認められた

が、Y-2株との混合培養の菌体中では活性が飛躍的

に増大した。

３．３　キムチからGABA生成に関与する乳

酸菌の分離

　醸造食品の中で、特にGABA含量の多かったキ

ムチよりGABA生産菌の分離を試みた。即ち、

MSGを添加培養したキムチを分離源として、乳酸

菌分離用のBCP加プレートカウントアガール培地

を用いて行った。分離菌を10 g/lのMSGを含有し

たGYP液体培地で培養し、GABA生成量を調べ

た。その結果、３種類のGABA生産菌が得られ

た。これらの菌株のうち特にK-3株はMSGを速や

かに変換した。K-3株によるGABAの生成は、菌体

の増殖と平行して進行し、24時間で培地中のグル

タミン酸はGABAへと転換された（図３）。培養

液当たりの菌体中のGAD活性も菌の増殖初期（培

養16時間）から菌体中に高く存在し、培養後期

図１　Y-1(A)、Y-2(B)、K-3(C) の走査電子顕微鏡像

図２　培養時におけるGABA、グルタミン酸と

GAD活性の変化

（A）：Y-1、（B）：Y-2

（C）：Y-1とY-2の混合培養

○：GABA、●：グルタミン酸

△：GAD活性（培養液中の菌体）
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図３　K-3株培養時におけるGABA、グルタミン

酸、GAD活性と生菌数の変化

○：GABA、●：グルタミン酸、

△：GAD活性、□：生菌数

（培養72時間）には減少した。本菌株は図１Ｃ及

び表２に示すようにグラム陽性の桿菌であり、カ

タラーゼ活性を持たず、GYP培地によりホモ発酵

で乳酸を生成し、ラクトースを発酵する乳酸菌で

あった。本菌株は、現在、同定中である。

３．４　分譲乳酸菌を対象としたGABA生産

菌の検索

　醸造食品中から分離したGABA生産菌が乳酸菌

であることから、分譲機関の保存乳酸菌を対象に

MSG添加GYP培地を使用してGABA生成菌を検索

した。その結果、表３に示すように、L. brevis、

L. plantarum、Lactococcus lactis、Enterococcus

casseliflavusやS. thermophilusがGABAを培地中に

蓄積し、GABAの生産菌は乳酸菌中に比較的広く

分布することが判明した。これらの乳酸菌の中で

も、L. brevisは検討した８菌株中４菌株に高い

GABA生産性が見られ、L. brevis IFO 3345、IFO

3960、IFO 12005、IFO 12520において約40～50

mMのGABAを蓄積した。しかし、L. brevis IAM

1318やL. brevis IAM 10075のようにGABAの生産

が極めて低いものも見られた。また、L. brevis以

外の乳酸菌は比較的GABAの生産性が低かった。

　L. brevis IFO 12005による菌体の増殖、グルタ

ミン酸の減少とGABAの蓄積及び菌体中のGAD活

性を図４に示した。本菌株は、キムチからの分離

菌K-3よりGABAの蓄積が遅く、定常期で初めて菌

体中のGAD活性が認められ、培地中にもGABAの

蓄積が始まった。また、本菌は振とう培養でもよ

図４　L. nrevis IFO 12005培養時におけるGABA、

グルタミン酸、GAD活性と生菌数の変化

○：GABA、●：グルタミン酸、

△：GAD活性、□：生菌数

表３　乳酸菌によるGABAの生産

Lactic acid bacterium GABA(g/l)
Lactobacillus brevis IFO 3345 4.84
L. brevis IFO 3960 3.80
L. brevis IFO 12005 5.16
L. brevis IFO 12520 4.48
L. brevis IFO 13109 0.32
L. brevis IFO 13110 0.27
L. brevis IAM 1318 0.04
L. brevis IAM 10075 0.09
L. japonicus IAM 10068 0.04
L. plantarum IFO 3070 0.29
L. plantarum IFO 3074 <0.01
L. plantarum IFO 12006 0.36
L. plantarum IFO 12519 0.50
L. plantarum IAM 1041 0.35
Lactococcus lactis subsp. lactis IFO 12007 0.75
E. casseliflvus IFO 12256 0.20
Streptococcus thermophilus IFO 13957 0.11
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く増殖するが、ほとんどGABAを蓄積しなかっ

た。GABAの生成には静置培養が必要であった。

４．考　　　察

　GABAはお茶などの食品中にも多く含まれてい

る。しかし、醸造食品中のGABA含有量、および

醸造微生物によるGABA生成の研究報告はほとん

どない。そこで、本研究では醸造食品中での

GABA量を調べると共に、乳酸菌によるGABA生

成について調べた。

　先ず、市販の各種食品中のGABAを測定した。

多くの食品でその存在が認められた。ヨーグルト

とキムチ等の醸造食品では、それらの食品に含ま

れる微生物がGABAの生成への関与が強く示唆さ

れた。そこで、ヨーグルトとキムチからGABA生

成に関与する乳酸菌を分離し、醸造食品、特にキ

ムチのGABAは乳酸菌によって生成されることが

明らかになった。

　MSG添加によりGABAを蓄積したヨーグルトか

らの分離菌、Y-1とY-2は各々S. thermophilus、L.

delbrueckiiと同定されたが、これらの菌は単独で

はGABAを生成せず、混合培養によりはじめて

GABAを生成した。ヨーグルトの生産において

は、S. thermophilusとL. delbrueckii sub.

bulgaricusの２菌を混合してスターターとして用い

ることが多く、混合培養により両菌の生育速度が

速くなり、ヨーグルトの質も向上するといわれて

いる。GABA生成に関しては、原料乳中に遊離の

グルタミン酸が少ないために市販のヨーグルトで

はほとんど検出されなかった。これら２種のヨー

グルト生産菌が、通常のヨーグルト原料乳中には

存在しないような多量の遊離グルタミン酸添加乳

中で何等かの相互作用を発揮し、GABAの大量蓄

積を引き起こしたことは非常に興味深く、その生

成機構の解明が急がれる。

　次に、菌株分譲機関の乳酸菌4 3株について

GABAの生成を調べた。L. brevisの８種中４種が

多量に蓄積し、L. plantarum、L. lact is、E.

casseliflavus、S. thermophilusもGABAを蓄積する

ことが判明した。乳酸菌全体から見ればGABA生

産菌は少数であるが、その分布はLactobacillus、

Lactococcus、Enterococcus、Streptococcusなど

数種類の属に広がりを持つことが判った。これら

の乳酸菌をスターターとして使用する醸造食品

（ヨーグルト、チーズ、漬物等）には原料に遊離

グルタミン酸が存在すればGABAを蓄積する可能

性が高いと考えられる。

　L. brevis IFO 2005とキムチから分離したK-3に

ついて菌の増殖時期とGABAの生成の関連を検討

した。K-3は対数増殖期の菌体中にGAD活性を持

ちGABAを培地中に蓄積し始めるのに対し、L.

brevis IFO 2005は対数増殖期の菌体中にはGAD活

性はなく、定常期に達した後初めてGAD活性が現

れGABAの蓄積が始まった。このように各菌体中

でのGAD活性の出現時期が異なることは非常に興

味深く、今後、菌種間での酵素の諸性質や酵素タ

ンパクとしての差異などについて検討したい。
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