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　Ain　ef五cicnt 　tecbniquc 　f（）r　production　of γ
一aminobutyric 　acid （GABA ）usillg1 ，α‘ソ〔，b（ecillrts　brevis　IFO12005

alld 　ricc 　bran　was 　examined ．　 GABA 　was 　produced　with 　a　convcrsion 　ra ［c　of 　more 　than 　90％ from
monosodium 　gluta皿 ate （MSG ）by　L 伽 諮 IFO 　I　2005　 using 　a　culture 　medium 　which 　c〔｝ntaincd 　ricc

bran　as　thc 　so正e　sour ⊂ e　ofnutrition ．　Howeverい vhen 　thc　MSG 　contellt 　ofthe 　rice 　bran　was 　Tnore 　thnn 　8％，
lhe　conversion 　eflicicncy 　k レGABA 　fel1．

「
1
’
he　enz

》
me 　pmcessing 　of 　the 　rice 　bran　medium （RB 　nledium ）

was 、
・
ery 　eHbctive 　fbr　GABA 　pmductiol1．　 GABA 　wus 　prodllced　with 　a　col1 、

・e1・sion　rale 　cレf　morc 　than 　95％
bア 乙．breT．，is　l　FOI2 〔｝（）511sillg　thc　enzyme −treaしed 　RB 　rriedium 　 and 　16％ MSG ，　GABA 　was 　produccd
with 　H　collvcrsion 　m 重e　of 　L4 ％ using 　a　30　tjar　fermentoh’contai 雨 ng2010fRB 　mediuln ．

LKe γwords ：γ
一aminobutyric 　acid （GAIうA），ムαビtob（tc／ittus　brevis　IFO 　l2005

，
　rice 　bran，　ricc 　brall　nlcdiuln ］

　食品副産物で ある米糠 の有効利用は重要な問題とされ

て い る．清酒の製造工 程か ら排 出され る米糠 （精米かす）

は．玄米の外層側か ら 30％ 〔植 v）の部分 の米糠だ けで

も，そ の 量 は 全 国で年間 9万 トン に も達する．さらに，私

たちが普段食してい る 白米 の精米にお い て排山され る米

糠を含め る と莫たな量 と推測され，そ の ほ とん どが家畜

飼料，堆肥，米糠油脂な どに利用 され て い る．し か し，
こ の副産物で ある米糠には良質な油脂 タ ン パ ク質，ビ

タ ミン，食物繊維な どの 機能性成分 が 豊富に含まれ て い

る こ とか ら発酵原料として も有望であ る が，現状は十分

に活用され て い る とは言えな い ，

　
一

方，γ
一ア ミノ酪酸 （GABA ）は動植物界 1〕 に広 く分

布し，血圧降下作用
2〕や精神安定作用 n・）を持つ こ とが知

＊
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られてい る．植物では，米胚芽，米糠，米や茶葉などの

1人1在グル タ ミ ン 酸脱炭酸酵素 （GAD ）を利用しGABA を

富化 した 食品素材やそ の 生理機能 gy ， に つ い て，微生物

で は乳酸繭，酵母な どの液体発酵に よ る GABA 富化食品

素材
1°，11 ）に つ い て 報告 さ れ て い る が，米糠を発酵原料と

しGABA を富化させ る研究に つ い て報告はない ．

　本報 で は，米糠を唯 の 栄養素とした培地 を調製し，

乳酸菌 ’．α‘彦o皰 6跏 5 伽 撚 IFO1200S を用 い て 発酵に よる

GABA 含有組成物の 生産を 目的とした．米糠の 舸処理法

の検討および培養条件 の 検 討を行っ た結果，グル タミン

酸か らGABA へ の 高い 変換効率を保持 し，　 GABA 濃度が

1％以上 の GABA 含有組成物 の 生産法を開発 した の で報

告する．

実験方法

実験試料　　秋 田 銘醸株式会 社 に て 酒造 工 程 の 精 米
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（玄米か ら 15％精米部分）に排出した秋田県産米の あき

た こ まち （
一
般米），め ん こ い な （

・
般米），秋田酒こ ま

ち （酒米） の 米糠 3種を用 い た．グル タ ミン 酸モ ノナ ト

リウ ム ・一水和 （MSG ）は和光純薬製を 用 い ，米糠重 量

に対 して 8〜16％添加した，

　ア ミノ酸分析　　試料液5．Om1 に 40％ ト リ ク ロ ロ 酢酸

0．8ml を添加後，遠心分離 （2900　x 　g，10分） に よ り除

タ ン パ ク した．得られた上澄液中の ア ミノ酸をア ミノ酸

自動分析機JLC−300 （凵本電子社製）を用い て分析 した．

　GABA 変換率　　（込 BA 変換率 （％）は生成した GABA

モ ル濃度を添加 MSG モ ル濃度で 除して算出した．

　糖分析　　米糠酵素処理に よ っ て 可溶化される単糖の

分析は DX −f，OO （ダ イ オネク ス社製） 高性能陰イ オ ン 交

換ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPAEC −PAD ）を用 い て行っ た ，

　菌数の測定　　試料原液を 予 想 菌数に 応 じ て減菌水を

用い て希釈し，乳酸菌数測定用培地 〔BCP 川ブ レートカ

ウン トア ガール ，日水製薬）を用 い て 35DCで 3 日間培養

し，菌数を測定 した．一
般生菌数はAC プ レート （3M 社

製）を用い て 35°C で 4 日間培養し，測定した，

　使用菌株 と培養法　　乳酸菌は L ．brevi．s　IFOI200 ．5 を

用い た，保存培地 は MRS 培地 〔1）ifco製）を用 い た．前培

養培地 に は，GY 液体培地 Lグル コ ース 2％，酵母エ キ ス

1侃 （酵味，武田キ リン食品製），MSG 　l％］を用 い，30°C，

2 凵間静置培養後に 用 い た．前培養液を 米糠培 地 の 米糠

重量に対 し4％ （v〆w ）添加した．

　米糠混合液に よる GABA 生産　　米糠 20　g，水 75　inl

の 混合液 を 90％ 乳酸で pH4 ．J「 に 調整 し，加 圧 滅菌

（121°C，15分）した培地 に，別途に て加熱殺菌した MSG

溶液 5．O　m 】（MSG 　l、6　gf5　ml ）を加え，前培養液を接種

し，30°G，4〜6 日間の撹拌培養 （r）O　rpm ）をした．経

時的に GABA ．グル タ ミン 酸濃度お よ び乳酸菌数を 測 定

した．

　米糠の酵素処理 に よ る培地の検討　　米糠 2〔〕s・，水 80
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ml の混合液 （pH4 ，5）を，市販酵素剤の液化ア ミラーゼ

酵素剤 thY （天野製薬），タ ン パ ク 分解酵素剤デナプ シ ン

10P （ナガセ ケムテ ッ ク）1 繊維分解酵素剤ペ ク チナーゼ

ナ ガセ （ナガ セ ケムテ ッ ク ），脂肪分解酵素剤 リリパ ー
ゼ

A −lOFG （ナガセケムテ ッ ク）を米糠重量に対 して，それ

ぞ れ 111000を加え，撹拌 しなが らFig，1に示した昇温プ

ロ グラム で酵素処埋 した，

　酵素処理培地 に よるGABA 生産　　301 ジ ャ
ー
培養装

置 M ＄1−N2 型 （丸菱バ イオ エ ン ジ製）を用 い て，あきた

こ まち米糠4kg ，水 161 の 米糠混 合液 （pH4．4） の 酵素

処理 を行い ，酵素処理後に 8％MSG ，前培養液を加 え，

30°C で
’

t 日間の撹拌 （50rPm ）培養を行 っ た．培養終 ∫

後に米糠培養液 の 固液分離に つ い て検討した，経時的に

GAB ヘ　グル タ ミン 酸濃度お よび乳酸菌数を測定した．

実験結果と考察

　米糠混合液に よる GABA 生産　　GABA の 生成 に 関与

す るL．brevis　l　FO 　12005 の GAD の 奈適pH は4．2と報告 L2・1s ｝

されて い るが，本研究 で は 1 現場醸造も考慮し，米糠培

地 を pH4．5 以 ドに調整し，常圧加熱に よ る滅菌お よび

（；．M 活性の 毫適 pH による GABA 生産の最適化を日的と

した．

　米糠混合液 （pH4 ，5）におけるL ．brevds　IFOI2005 培養

に よ る GABA 生産の 経時変化をFig．2 に示した．

　培養初発の グル タ ミン 酸濃度 15．45mg11nlか ら GABA

の生産量は，培養2 凵目で 1．02　mg ！ml ，4 日 目で 8．63　mg ／

ml が確認され，　MSG か ら GABA へ の変換率が，培養 4 円

目で 79．7％に達 した．さ ら に，米糠に対する MSG 添加濃

度の 違 い による〔JABA 変換率は，8％ 以上 の MSG 添加濃

度で低下 した （データ示さず），以上の結果か ら，米糠 〔あ

き た こ まち）を唯
一

の 栄養源として ム ゐ脚 姐 FOI2005 培
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Fig，2．　 Producdon　of 　GABA 　fi・om 　MSG 　by ノ，actoba，citlus 　brevi

　　IF（）12005　usingbrall 　of ／1kitahoma‘痂 rice ・Glutamic　acid 　aDd

　　1、．hi’et・お 1FO 　12005 　wcre 　added 　to　thc 　Iice　bran 監iquid　mix −

　　ture （rice　br≡ln ：water ＝1 ：4）and （：ulLivated 〔br　6　d　at 　30°G ．

　　Symbols：●，GABA ；▲ ．glutamic　acid ；■ ，cell　growlh．
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養 による GABA 生産が 可能で ある こ とが判明 した．

　さらに，あ き た こ まち，めん こ い な，秋旧酒 こまちの

3品種の異な る米糠混合液に お けるL，brevis　IFO1200J”
　t“

養 に よ る GABA 生産，変換率 に つ い て
「
1訌blc　lに 示 した．

各米糠の最大 GABA 生産量お よび変換率 は，あ きた こ ま

ち 9． 2　rng！nll，90．8％ （培養 6 凵目），めん こ い な 9．02

mg ／mL 　 IOO％ 〔培養4 凵 目），秋出 酒 こ まち 8．81　mg ／ml ，

95．8％ （培養 4 冖 H）とな り，品種 の 異な る米糠混合液

に よる GABA の 生産に顕著な差は認め られなか っ た，こ

の こ とか ら，米糠の品種の違い は GABA 生産性に影響を

及ぼさな い こ とが 明 ら か に な っ た．

　米糠の酵素処理　　米糠混合液の吏なる栄養源の増加

を目的 に，あきた こ ま ち，秋田酒 こ まちの米糠に対して

酵 素処理 の検討を行 っ た．酵素処理後の 米糠混合液中の

ア ミノ駿お よび糖組成 に つ い て
「
蝋 blc　2に示 した．

　米糠混合液の遊離ア ミ ノ酸総量は，酵素未処埋 の 米糠

混合液に比べ 2倍以 「二に増加 し，糖組成につ い て も酵素

処埋 に よっ て，本菌が利用可能な グル コ ース ，フ ラ ク トー

ス ，マ ル トース などの炭素源が増加 した．以後の試験に

は，酵素処理米糠を G 招 A 生産用米糠培地 （RB 培地 ；

ricc 　bran　medium ）として 用 い た．

　RB 培地 に よる GABA 生産　　RB 培地 （米糠 ：水≡1 ：4）

の 加水割合を 1 ：4〜6 に変化させ た培地 〔RB 正 ：4 〜6）

に対 して 8％ MSG と前培養液を加え，30°C で 4 日間の撹

ll’培養 （50　rpm ）に よる GABA 生産，変換率お よび乳酸

菌数に つ い て Fig．3 に 示 した．

　各RB 培地 の GABA 変換率は RBI ：6で 83．4％．　 RB1 ：5
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　 ゐα σのゐα α 〜h‘∫ brevas　IFOI200 う to 　altcr 　hydratioIl　r と五te．　Svlnbols

　　｛br　GABA 　concentradon ： ど
噛ice　bIan ： wa 仁er ＝
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一
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一
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一
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　 warcr ≡1 ：6 （
一

■
一
）； synibols 　lbr　L．加襯 qFO12005 　ccll

　　growth：ricc　bran；w とltel
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で 86．0％ と培養 2日目で最大値に達 し，RBI ：4 では，培

養4 日 目で 85．2％の 最大値に達 した．こ の こ とか ら，RB

培地 の 加水比率 を米糠に対して 5 倍以上 に増加 させ る こ

とに よ っ て，GABA 変換速度に顕著な差が認め られた．

　さらに，乳酸 菌増殖 に つ い ては，各培地 とも培養 1 日

目で 菌体数が最大 に 達したが，RBl ：4 で 2．8　x　IOS　cfu ！ml

に 対 して，RB1 ：5で4．4　x　l　08　cftl〆ml ，　 RBI ：6 で 4．3 × IOH

cfu！ml と菌体数が L5 倍である こ とが確認された，こ れは

RB 培地 に 対す る 酵素処琿，加水比率 の 増加 に よ っ て 培

地 の 粘性の低下，菌体増殖に利用される ア ミノ酸，炭素

源 の 増加および，末確認 で はあ るが他 の 栄養源 の増加 に

よ っ て，GABA 変換速度および菌体増殖が促進 された と

推測 され る．

　RB 培地 の MSG 添加量 の 影響　　RB 培地 （米糠 ：水 ＝

1 ：6） に 8〜 16％ MSG お よび前培養液を加え，30 °C で

3日間 の静置培養 に よるC議 BA 生産 の 経時変化 をFig．　4に

示 した，

　培養 1 日 目にお け る GABA 生産は，12％ MSG 区で 8．7J「

mg ／ml ，16％ MSG 区で 11．92　mg．！ml が確認され，両区 と

もに 95％以 ヒの GABA 変換率 で あ っ た．さらに，培養中

における培地 pllの 経時 変化は 12％MSG 区で pll4，83〜

5．28，16％ MSG 区 で は 4．97〜5．55 と培養 3 囗 囗間 で 急激

な増加傾 向であ っ た，

　
一
方，8％ MSG 区 で は，培養 1〜2 目目で 2．83 〜6．40

m9 〆ml の GABA 生産が得 ら札 GABA 変換率 も培養 2 目

目で 95％以上であ っ た．RB 培地 の pH も，培養 3 日目問

で pH4 ．73〜4．81 と緩やかな増加傾向を示 した．　RB 培地

の MSG 濃度増加によ っ て，培地 の pH が増加 したため，

L．brevis　lFO1200r ） の 生育が旺盛に な り，その 結果 MSG

か らG ．n，BA の 変換率が向 Lした もの と考 えられる．
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Fig．4．　Effect〔〕fMSG 　concentration 　on 　produ⊂tion 　ofGABA ．　AI1

　　8％ 匸o 　l6％ gluramic　 acid 　 Sdlt 且ion　and 　Lactoba‘
馳
匪”榔 ゐγ8τ鋸

　　IFOI2005 　wcrc 　addcd 　tΩ 1hc 　cnz ｝
mc −

proccsscd　ri 【：c　bran ，
　 　 INtllicセ1　、、

．
a 〜　⊂ll1li、ale ⊂1　丑，r 　3　@〔l　fll　300ぐ：．　〔ヨ」へBA@　col】、

e1
−si〔）rl　1−11

e 　　with　 8％ MSG（●），12 曳 MSG（▲），　alld　 l6 腎 MSG（■）；G

A 　　 conccntration 　with 　8％ MSG（こ．）， 12 ％ MSG（ム），　and 　

％ 　　）げ ISG（

）．

82 　RB 培地 初 発pH のGABA 生産に対する影 響 　

RB 培 地 初発 pH の 影響によるGABA 牛 産についてFig

5 に

し た． 　RB 培地 に 対し て 16 ％MSG を加え，　 l

鮪_ 溶液にて pH4．0， 4．7 ，5 ．3 に調整後 ，前培養液を

種し，
静
置培養 〔30 °C， 3 口 間） した．培 養3 日目のGABA生産

， 　 pll4．7 区で3． 〔〕2　n コ　g／ml ，　pH5． 3区で13 ．37 　 nlg

ml を得ら れた が ， pH4 ．0 区 で は GABA が 未生産であった

さらにpll4 ．0 ， 4 ．7 区の pH の経 時 変化 は，培養3

目までに pH4．00〜 3．95 （pll4 ．O区） ，　pH4．70 〜4 ．5

ipH4 ． 7区）とほとん ど 変化 はなく，pH ．i3区のみ pH

D30 〜

D08 に急激 に 増 加し た． 　 また，pH の異なるRB 培地

お ける菌体増殖は．　 pH4．0 区 で最大 菌数8．3 ×107cfu ！ml

達 し，　 pH4 ．7区お よび 5 ．3 区と比較し 1 〆lO

ｭ ないこと から，菌 体 増殖 の 減 少に よ りGABA が生

されなかったもの と考え
られる．一方， pH4 ．7 区では 10P 　cfi

rl1 オー ダーに達し ていたがGABA
産はpH5 ，3 区の1／4 以下 で あ った． 　 以 上の結果から，R

| 地にお いて，　 L ，伽鵡IFQI2005 接種前の

発pH が 4 ．7 以上 なければ菌体 増 殖による菌 体 定 常

に移行 して も，

BA の 生産 は抑制されること が推測される． 　
GABA

含

組成物 の生産試 験　　9 ． 　O 　 lジ ャー 培 養装 置 を 使

し ，米糠4kg スケール の RB 培地によるGABA 生

Y （35 ℃， 7目間）について Fig ．　6 に示した ．

RB 培地の GABA変換率およ び菌体
増殖はT 培養 3L 旧 以内 で最大〔9

刀 C4 ．6×10s 　cfu！ml ）に達し， 　GABA 生 産も14 ．

mg ！ llll と 最大値を確 認 した．次 に．　 GABA 含

組 成 物を調製するため，7 日 間の培養終了後の RB

養液

に
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Fig．6．　Production　of　GABA 什onl 　rice 　bran　usiIlg 　301 ．iar　f〜｝r −

　　mcnt 。L　 Ricc　bran　 nle 〔lillm　 cultivati ・ ・l　 temperature 　 was

　　30°Cand 　agitation 　speed 　50　rpm ．　Sアmbols 　are 　the　same 　as

　　in　Fig・2．

圧搾機MO −4 型 〔薮田産業製）を使用 した．　 RB 培地 を圧

搾機に通液する と内圧が k昇し，連続的 に液休採取が不

可能で あ っ た．圧搾機用の ろ布に デ キ ス トリン な ど が 吸

着，目詰まりし，内圧上昇を起こ した こ とが原因 と思わ

れ る．そ こ で，RB 培 地 に 市販の糖化酵素剤ビ オ ザイ

ム A （天野製薬）を米糠重量に対して 1〆1000添加し，55°C

で 1 時間の糖化処 理後，同様に圧搾機に よ る 固液分離を

行っ た，

　糖化処理に よ っ て ，流動性が高まっ た こ とで日詰ま り

がな くな り連続ろ過が 可能とな り，液体収率が 65．6％

〔w ∫w ）と遠心 分離法 （3000rpm ，50 分）65．2％ Cwf“，）

と同等で あっ た，得 られた液体お よび 固形分を含むろ過

残渣の GABA 含有濃度は，それぞれ液体 1．3％ （w ！v ）お

よ び ろ過残渣 12 ％ （w ！w ）で あ っ た ，以上 の 結 果か ら，

本法を用い る こ とに よ りGABA 含有組成物と して液体お

よ び固体の 牛産が 可能と判断 さ れ，食晶副産物の 米糠を

用い て 廃棄物を出す こ とな くG．A，BA 生産が 可能 とな っ

た ．

要 約

　Lactobttcitlzas　b7’evis　I　1♂012005 お よび米糠を用 い て 7一ア

ミ ノ酪酸 （（1．M ］A）の 効率的な生産法を検討した，清酒

製造の際に発生す る米糠 （あ き た こ ま ち，め ん こ い な，

2006年　第 12号

秋田酒こ まち）を唯
一・

の栄養源とした米糠混合液 （酵素

未処理）を用い て，J．．　brevis　IFOI2005 を液体培養する こ

とに よ り米糠重量の 8％ （w 〆w ）を添加 したグル タ ミン 酸

ナ ト リ ウ ム （MSG ）か ら90％以上の 変換率で GABA を生

産する こ とがで きた．しかし，米糠に対し 8％以上の MSG

を添加した場合，GABA へ の 変換効率は低下 した．さ ら

に，複合酵素処理 した米糠 培地 （RB 培地）を用 い る こ

とに よ り，米糠が液化 され L．brevis［FO12005 の 栄養源が

倍増した．複合酵素処理 した RB 培地 は無処理の 米糠混

合液と比 べ ，培地 の 加水割合 を 1 ：4 か ら 1 ：6 に増加さ

せ た 上，さ らに，MSG の 添加量 を8％ か ら 16％ 増加させ

た場合，95％ 以上 の変換率でか つ 高収量 で GABA を24時

間で 生産 した．SOlジ ャ
ー培養装置に よる RB 培地 20kg

ス ケ
ール の培養に より　GABA が L4 ％ （w ！w ）生産された，

培養液を固液分離に よ っ て 1．0％ （w 〆w ）以上 の GABA 含

有組成物の液体，固体を製造す る こ とが で きた．
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