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する非タンパク性のアミノ酸で､ヒトなど晒乳 グルタミン酸脱炭酸酵素活性の高い微生物とL-

動物の小脳などに存在 して､抑制性神経伝達物質 グルタミン酸を発酵食品に添加 してインキュベ-

として機能している1)｡具体的には､血圧降下作 トすれば､発酵食品中に GABAが生成､蓄積す

用や精神安定効果などが注目されており､高血圧 ると考えた｡

症や脳血流の改善による不眠や彰などの予防､さ 乳酸菌は古来より発酵食品や飲料の製造に関与

らに腎機能改善効果が期待 されている｡一般に し､乳酸発酵をおこなって食品に保存性と風味を
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認可され､注目を集めている 6｡

著者らは､L グルタミン酸脱炭酸酵素が Lグ

ルタミン酸に働 くとGABAが生成することから､
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GABAは 1日に 20mg以上摂取すると効果があ
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付与してきた｡乳酸菌の中からグルタミン酸脱炭

酸酵素活性の高い株が単離されている｡たとえ

ば､ヨーグル トやキムチの製造に関わる非耐塩性

緒 言 

ABA)は､天然に広 く存在

倍

の GABAが含まれており､また玄米を水に浸潰

irevsuI btacoac, illsb 9)から高い酵素活性が検出さ

ことが報告されている 4-) ABA濃度 れている｡しかし､味噌や醤油など高濃度の食塩5｡最近では G

を高めた乳酸菌発酵飲料が特定保健用食品として を含む発酵食品の製造に関与している耐塩性乳酸

して腔を発芽させると､GABA濃度が上昇する
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菌 occsh hlll から､グルタミン

酸脱炭酸酵素活性の高い株は報告されていない｡

uslaopuTteragenoc 乳酸菌を分離 した｡分離源の味噌 10gに蒸留

8

2

10ml水を 添加 し均一に懸濁後､遠心分離で得

そこで本研究では､多 くの市販味噌中の食塩濃 た上清 に 

V

lを 1% (W/) となるように添

加 した｡この味噌抽出液 100mlと3% (W/)莱

V2NCa

度､1% (W/)N

菌を耐塩性乳酸菌と定義 し､味噌製造に使用され 天溶液 100mlを別々に高圧滅菌 した後､混合 し

CaV2 l存在下でも生育できる乳酸

ている と市販および自家製味噌かlusiT hl haop. シャーレに分注 して､味噌抽出液平板培地を作成

ら単離 した耐塩性乳酸菌､醤油醸造用乳酸菌群を した｡培地中の食塩濃度は､食塩濃度測定用屈折

計 S

株をスクリーニングした｡ しかし､供試株の中か を用いて測定 した｡ 

2-対象に､L-グルタミン酸を GABAに変換できる E (株式会社相互理化学硝子製作所､京都)8

ら活性の高い株を兄いだすことができなかった｡

一方､高いグルタミン酸脱炭酸酵素活性をもつ

と報告されている非耐塩性乳酸菌 L b )の休

止菌体を 1% (W/)N lを含む L-グルタミン

irevs9
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酸 Na( uN)溶液中でインキュベ 

と､GABAが生成 されることを兄いだ した｡そ
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7.0､L uN L bこで 添加培地で前培養 した 
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mg)を市販味噌 8gに添加 して 7日間インキュ

9mgの 
lOOml
 

ベ- トした ところ､味噌 1gあた り 1g00.itcysen-L
ABAが生産されたので､それらの結果を報告

する｡
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材料および方法
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illsb NBRC 

20005は､長野県味噌工業協 同組合連合会 と1

味 噌 醸 造 用 耐 塩 性 乳 酸 菌 
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術基盤機構生物遺伝資源部門,千葉県)から分譲

を受けた｡また､醤油醸造用乳酸菌群は株式会社 供試味噌から耐塩性乳酸菌の単離

)NCla 0

8V41

溶液で 1

コール)無添加の市販味噌 6点と自家製味噌 5点 倍段階希釈 した｡希釈液を味噌抽出液平板培地に

から耐塩性乳酸菌を分離 した｡供試味噌の食塩濃 塗抹 し､脱酸素剤 (三菱ガス化学㈱)を入れた嫌

% (W/)であった｡ 気パックに平板を入れて 2℃で 6日間培養 した｡

Vビオック (豊橋市)から購入した｡保存料 (アル 供試味噌 1gを滅菌 6% (W/

-11度は 

得られたコロニーの中から独立 したコロニーを味

供試培地 8噌抽出液培地に移植 し､2℃で 3日間培養後､無

菌的に遠心分離 して集めた菌を ℃で凍結保存08-3.lusiT hlhaop. N0 の培養に供試株の培養には 

用いられている PH培地､乳酸菌の培養に使用さ した｡ 

れる MRS培地と大豆抽出液添加 MRS培地を使

用 した e1-lTba( tpepon
Ploy
)03 は日本製薬㈱ L-グルタミン酸を GABAに変換できる乳酸菌の

trot texracteas(東京 )､Y とMRSB hはB tecon, 

y (USA)から購入 した｡

探索 

V1anoninso
kc
Di nadCmp % (W/)グルタミン酸ナ トリウムを添加 し

味噌抽出液平板培地を用いて味噌から耐塩性 た PH培地､MRS培地､大豆抽出液添加 MRS培
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弛 loml .Ⅹ f/ に調整 した乳酸菌懸に､16109 cuml

濁液を 100〟1接種 し､スクリューコック付き試

験管で､28℃で 6日間静置培養 した｡2日ごとに

培養液をサンプリングし濁度を測定後､遠心分離 

(1 p 1 n Hとグルタミ2000rm,0mi)した上清の p

ン酸濃度を測定 した｡グルタミン酸は F-キット

し グルタミン酸 (..∫K インターナショナル､東

京)を用いて定量 した｡また､培養液上清を蒸留

水で 100倍希釈 し､フィルター渡過したものをア

ミノ酸分析装置 ( 8 ､東京)で GABA と目立 -500

L-グルタミン酸を定量した｡ 

L_/vsNBR 20bej C105の耐塩性 

1%( V -uN %( V Clを含W/)LGl aと0-6 W/)Na

beSむ大豆抽出液添加 MRS培地 100mi に L.rvl'

懸濁液 (.Ⅹ09 cuml 接種 し､28℃で161 f/ )を 1ml

6日間静置培養 した｡2日毎に培養液の濁度と上

清の pH､し グルタミン酸濃度を測定した｡

薄層クロマ トグラフィー (TLC)を用いたし グ

ルタミン酸と GABAの検出

アルミシー トセルロース Fプレー ト (MERCK. 

Germany) に､標準 品 と 100倍希釈試料 をス

ポットし､2-rpnlds. tr: ei cdPoao:itWae Actcai

/ 504: VVV:55 (//)で展開した｡ニンヒドリン溶

液を噴霧後､加熱 して青紫色スポットを発色させ

た｡ 

beJsNBR 20L.rv' C105による L･グルタミン酸か

ら GABAへの変換 

1% ( V uNaを含 む大豆抽 出液添加W/)LGl

MRS培地 100ml .Ⅹ07 cumlとなるようにに 161 f/

i.brevisを接種 し､28℃で 6日間静置培養 した｡

培養液の pHが 50以下に低下 した後､再び 58. .

-6. (0003まで上昇 してきた培養液を遠心分離 8

rp 0mi) して菌体 を回収 した｡0m､1 n

(W/V)NaClを含む大豆抽出液添加 MRS培地

.

100
%21.6

mlに､前培養 した菌懸濁液 161 0f/ に(.Ⅹ01 cuml

調整)を 1ml接種 し､3日間静置培養した｡経時

的にサンプリングした培養液の濁度とL-グルタ

ミン酸､GABA濃度を TLCとアミノ酸分析計で

測定した｡ 

L.rv' C105の凍結乾燥菌体の調製besNBR 0I 2

1% (W/V)LGluNaを含 む大豆抽 出液添加 

MRS培地 100ml .reusを 1.6107 cumlとに Lb i Ⅹ f/

なるように接種 し､28℃で 6日間静置培養 した｡ 

1.Ⅹ01 cuml 0ml61 0f/ に調整 した菌懸濁液 1 に凍結

保護剤として トレハロースと牛血清アルブミンを

それぞれ 0. .1g加え､凍結乾燥 Ash2gと00 ( ai 

TechnoGl ,東京) した｡コントロールとしass

て､凍結保護剤無添加で凍結乾燥 した菌体も調製

した｡

凍結乾燥菌体を用いた市販味噌における L-グル

タミン酸からGABAへの変換 

5% (W/V)LGluNaを含 む大豆抽 出液添加 

MRS培地 1mlに凍結乾燥菌体 を05g懸濁 し､.

これを市販味噌 8gに添加 して 28℃で 7日間保っ

た｡経時的に採取した味噌 0, 03gを滅菌蒸留水 1

mlに懸濁し､上清の 100倍希釈液を TLCとアミ

ノ酸分析 した｡

結果および考察

供試味噌から耐塩性乳酸菌の単離と L-グルタミ

ン酸からGABAへの変換能力が高い耐塩性乳酸

菌の探索

供試味噌 11点から50株の耐塩性乳酸菌を分離

した｡分離株 50株と ThlpiuNo3.aohls .､醤油醸

造用乳酸菌群は､PH培地や 12% (W/V)NaCl添

加 MRS培地､12% (W/V)NaClを含む大豆抽出

液添加 MRS培地に生育 したが､非耐塩性乳酸菌 

i.brevisNBRC 120005は､これらの培地に生育

できなかった｡醤油醸造用乳酸菌群から特徴の異

なる複数種のコロニーが出現 したが､本実験では

単離せずに群集として取 り扱った｡

分離株 50株 と T hlzhls o3.ao'iuN .､醤油醸造

用乳酸菌群は､1% ( V uN H培地､W/)Gl-a添加 p

12 W/)Na % ( v uNaを添加 し% ( V Clと 1 W/)Gl-

た MRS培地と大豆抽出液添加 MRS培地いずれ

に もよ く生育 し､培養 7日目で OD660 .-が 08

1.､培養液の p . .0 Hは 45-50まで低下 した｡ し

かし､いずれの培養液からもGABAのスポット

を検出することができなかった｡また､培養液

中のし グルタミン酸濃度も減少していなかった｡

これらの結果から､T hao)iuや味噌から分lzhls

離した耐塩性乳酸菌､醤油醸造用乳酸菌群は､し

グルタミン酸を GABAへ変換する酵素を生産し

ていないか､極めて弱い活性しか有していないと
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考えられる｡ 

Gud O -ioら L)は大腸菌が生産するL グルタミン

酸脱炭酸酵素の局在部位 を調べ､酵素は細胞質

内に局在することと､本酵素は細胞質を中性域に

維持する機能を有すると述べている｡また､石川

と小幡 11)は精製 した L-グルタミン酸脱炭酸酵素

活性 が､高濃度の NaCl NO3 ,CC2,Na ,KCl a1, 

CuS04で阻害 された と報告 している｡た とえ

ば､5% NaCl存在下で 90分間酵素反応させると､ 

CO2発生量が NaCl無添加の 80%に低下 したと記

載 している｡これらの情報から､L-グルタミン酸

脱炭酸酵素は菌体内酵素で､菌体外に単離すると 

5% (W/V)以上の NaClで活性が阻害されると考

えられる｡

一方､非耐塩性乳酸菌の一部が L-グルタミ

ン酸 を GABAに変換で きることは､すでに明

らかにされている｡早川 ら8)はヨーグル トか

ら 分 離 し た Stre♪tococcusthermophilusY-1と 

Latbcllsdlrek' -coaiu ebucliY2を混合培養すると､

し グルタミン酸からGABAが生産されたと述べ

ているOまた､OhandPark9)はキムチから分離

した L breuisOPK-3を用いて GABAを高生産 

(8,9 //)する条件を確立するとともに､422mgLh

i bruSOP - ltm aedcroyae遺伝el K3の gua t eabxls

子をクローニングしている｡さらに複本ら 12)は､ 

L-uNaを添加 した米糠に L bei FO1 5Gl .rvsI 2000

を 20℃以下の低温で 7日間培養すると､100mg/ 

g以上の GABAが生産されることを明らかにし

ている｡

そこで､非耐塩性乳酸菌 L.brevisIFO 120005

を用いて gltmaedcroyae活性の高い休ua t eabxls

止菌体が､高濃度食塩存在下で もL-グルタミン

酸を GABAに変換できるか検討 した｡ 

L.rbsNB C100 a 添加培bei R 205の耐塩性と N Cl

地における L-グルタミン酸から GABAへの変換 

L. rvsNBRC 100 -50/ W/)bei 205を0 .0o( V

NaClを含む大豆抽出液添加 MRS培地で培養す

ると､培養液の pHは低下 し､培養 2-4日目で 

pH45 50に達 した｡そ してその後､p.- . Hは上

昇 した｡一方､Na を 55 W/)以上添加 しCl .% ( V

た培地では､pHは 50付近に低下 したままで上.

昇 しなかった (Flg.1)｡培養初期に培養液の pH

が低下 したのは､乳酸発酵によって乳酸が生成 し

たためで､培養後期に培養液の pHが上昇 したの

は､し グルタミン酸が gltmaedcaroxylsua t e b ae

で脱炭酸されて GABAに変換 され､酸 として働

くカルボキシル基が 1個減ったためと考えられ

る｡ 

02 4 6 8 1012 
Time (days) 

Fi..p fMRSclueslto otiigg 1 H o utr ouincnann

so xrcsad20t .%Na icbtdwihyetat n . o60 Clnuae t

L.breuisNBRC120005, 

●;.%N C, 30 a,;.% Na ,20 al▲ ;.%NCl 40 Cl■
○;50 a , 55 Cl□ :./NCI.%NCl△ ;.% Na , 600o a

Na を 60 W/)添加すると､NBRC1 5Cl .%( V 2000

はほとんど増殖 しなかったことから､この株の耐

塩性は 4.% ( V (i.) % (0 W/)と考えた Fg201 W/ 

V)LGl S培地にuNaを含む大豆抽出液添加 MR

4% (W/V)以下の NaClを添加 して培養すると､

培養液中の L- .%グルタミン酸は減少 したが､55

(W/)以上添加すると減少 しなかった Fi.)V ( g30

そ して､2.% ( V Cl0 W/)Na 添加培地では 8日目

でL-グルタミンのピークが検出できな くな り､ 

220LmO/ 6日培養)の GABAが､また 400ol lml( ./

(W/)Nal 0 l lml(10V C添加培養液からは 20LmO/

日培養)の GABAが検出された｡それぞれ L-uGl

Naに対する GABAのモル変換率は 75% と68%

であった (Fg3i.)0 

NBRC 120005の生育は､6% (W/V)NaCl存在

下で阻害された｡市販味噌には 11-14% (W/V) 

NaClが含まれているので､NBRC120005が市販

味噌で増殖することは難 しい｡ しか し,細胞膜

が NaClの透過を防ぐ障壁 として機能 し､高濃度

食塩存在下でも細胞内の食塩を低濃度に維持でき

れば､菌体内酵素 L-グルタミン酸脱炭酸酵素の
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活性低下は防 ぐことができると予測 した｡そこ (W/)LGl 2 ( V Clを含む大豆V - uNaと1% W/)Na
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タミン酸からGABAへの変換を検討 した｡ ところ､12時間からL-グルタミン酸スポットが

薄 くなり､GABAスポットが出現 してきた (Fig. 

4)072時間 インキュベー ト後の GABA濃度は 

mlで L-グルタミン酸に対するモル変l/21 l0 LmO

換率は 71%であった｡ 
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ルタミン酸を GABAに高変換することができた｡

この結果は､12% (W/V)前後の食塩を含む市販

味噌に NBRC12 5の休止菌体と LGl000 - uNaを添

加すると､味噌に GABAが生成､蓄積されるこ

とを示唆 している｡
p
p 

(1
]6
∈
)

e
uⅧ∈
eln
19
･1

reL b bsNBR 205凍結乾燥菌体 と LGli C 100 - u 

Naを添加 した市販味噌における GABAの生成 

1% (W/V)LG】uNa添加培 地 で前培養 した 

000 .NBRC 12 5株の凍結乾燥菌体 05gを 5% (W/ 
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な違いは認められなかった｡ 
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Lh たとえば､L グルタミン酸から GABA-
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- の変換
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品に GABAが含まれていると､高血圧の予防に

効果があると期待される｡

謝 辞 

4)2.	 ｡6gと報告されている 1 

3

2

2

⊥ 

0 

Lr
) 

O 

Lh 

loo0 1020304050607080 90 loI

imi tonRtteen )in…e(
Tteragenococc

きました長野県味噌工業協同組合連合会とアミノ

lusih
hlDao
us N03を供与いただ

e 

iitonanng 

ic

n

s

.

ltgua

tr.

-

Fi 6,Amioa da sofMiocl inays

an

peare

dL micadTh

pkofGABA wasa da t65mi

ic
n


L b ireus.

g.

pea

NBRC120005

酸分析計で試料中の し グルタミン酸とGABAを

定量 していただきました近畿大学農学部水産学科

ノ酸とくにL-グルタミン酸が多 く含まれている 安藤正史博士に深謝いたします｡

と期待 した｡そこで､味噌手由出液をアミノ酸分析

したが､L-グルタミン酸の高いピークを検出する 参考文献 

ことができなかった｡綾部 ら 131は､味噌麹より

v.Itn.berdlenR boer
,
El) tadE,El d. Reも醤油麹で醸造した味噌の方が､グルタミン酸量

が多かったと報告 している｡使用する麹カビの種 iobeuroN 19l,2,279-332( 70). 

類によって生産されるタンパク分解酵素の特性が dcoyn.harhI Ptc n. .t tanoC S. ,
H
)
2 nIAr ma , 

異なり､これが製品中のグルタミン酸を決める大 191214 04( 6

きな要因の一つと考えられるc Lたがって､味噌 3) 大森正司､矢野 とし子､ 岡本順子､津志

に GABAを生成､蓄積 させるためには､GABA 田藤二郎､村井敏信､樋 口満 :農化､61, 

3,195 3). 

の変換能力の高い乳酸菌とともに L

一緒に添加する必要がある｡

-GluNaも 87). 

op.IkhsuaarT.

19

kitsuza an

14
9-

Ko.


14

N
)4

4 51(

ma dK a:nP

-

凍結乾燥菌体の菌懸濁液ではなく､粉末を市販

10/味噌に添加 したところ､GABAの生成量は 1

以下に低下 した｡これは味噌の水分量が少なく､ 

iosc.r

l

n

CEng.

irno


lr
Soc.

kusa
S ia
)
5

Am. Ag ..p

.Ho .a d Mo上:Bi

l(2003). 

hoceh ltoecno.Bi Bi

相島知美､門松俊志､内田充郎､西祐一郎､

土谷紀美､西村賢了 :日本国公開特許公報 

m,58.229112292(1994). 

-LGl

できなかったことが原因と考えている｡そこで､

LINaと凍結乾燥菌体が味噌中で均一に混合 )6

lnerS tyaho ov

)(A､2006

A.Yu.M.M.Pl .T.GL . 

2-5669(2006).味噌 8gに加える液量を検討 したところ､1mlで 

GABA-の変換､蓄積が安定 して認められ､そ )7

ielp

y

lkosay

h ltoecnoog

れ以上添加 しても変換率は大 きく増加 しなかっ A. mp ApYa a･ 

Bi ,88,2

tsryhoce

2-57

d Bi mi

65(2000).た｡一方､菌懸濁液を 1ml加えた味噌は､すこ



5
4

4(4),2 244-9
3
小 田耕平 :生物工学会誌､7
 

199
(

乳酸菌を用いた味噌における γ-アミノ酪酸の生成 

8) 早川潔､上野義栄､河村真也､谷口良三､

d S.Oh :Bi

gy,98(2),3

波寛子､海老根秀子 :味噌の科学 と技術､ 

9(200

oresource 

7
1
3-2
1


)C

Ma s:EMBO J l. 
22(16,4

)石川芳典､/｣､幡珊太郎 :日本農芸化学会誌､ 

)塚本研 一､戸枝 一書､大久 長範､船木

ourna

) ､6後藤敦､橋本勉､柳川洋 :臨床栄養

. 

)綾部孝太郎､大貴恵美子､島崎須雅子､藤

kruB F Grancesco. , .

)

0

ll

2

3

4

1

1

1

1


ienz, 

),7
(1


). 

, 孔GH.C itaern.Ailanead DBDo,..Giu,

､200
 3
01
2
5
0-5
勉 :日本国公開特許公報 ()A

).5
002
(

).7(2003
3
04-7
2
0

,6 2(955).
1
9
6-9
8


).09(1997
2
-3


).7


).2
8
9
1(1
1
8-5
08


K.Pa k anr

h lecnooT

)9


9
2


8(8).2
7
3



