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緒言

-アミノ酪酸（GABA）はタンパク質を構成しない
アミノ酸の一種で，哺乳類や両生類，爬虫類等の脳に
大量に存在する物質として発見された 1）．GABAは動
物だけでなく植物や微生物にも見出され，生物界に広
く存在していることが明らかとなっている．GABAは
脳において抑制性の神経伝達物質として機能している
2）．GABAにはリラックス効果の他，血圧上昇の抑制
やインスリン分泌の促進などが報告されており2-4），そ
の保健効果を狙ったGABAを多く含む食品が開発され
ている．GABAの富化については，茶葉の嫌気的栽培
や玄米の水浸漬などで成功している5），6）．また，細菌
やカビ，酵母など微生物によるGABA生産も報告され
ている 7-11）．発酵食品製造に関わる乳酸菌にも GABA
を生産する菌株が存在することが報告されており，一
般に乳酸菌はエネルギー獲得と環境の pH上昇を目的
としてGABAを生産していると考えられている12），13）．
乳酸菌において GABAはグルタミン酸からの脱炭

酸によって生成される．この反応を触媒する酵素はグ
ルタミン酸脱炭酸酵素（EC: 4.1.1.15）で，Lactobacillus

属や Lactococcus属の一部の乳酸菌ではその精製が行
われ，特性が明らかとなっている14），15）．乳酸菌の中で
も比較的 GABA 生産量が多い Lactobacillus paracasei

NFRI 7415 株は鮒ずしから分離され，酵素活性や遺伝
子配列等の解析が行われた16），17）．Lb. paracasei NFRI 
7415 株は最適な条件下では約 300 mMの GABAを生
産することができる．
パン作りにはパン酵母以外にも乳酸菌が関わってお

り，その共生関係が明らかになりつつある 18）．パン生
地の発酵には程度の差はあるが乳酸菌が関わっている
ことが知られている 19）が，特に乳酸菌を多く含むパ
ン生地はサワー生地と呼ばれ，それを焼いたものがサ
ワーブレッドとなる．サワーブレッドは欧米の伝統的
発酵食品で，イタリアのパネトーネやドイツのザワー
ダイク，アメリカのサンフランシスコサワーなどが有
名である．パン生地に含まれる乳酸菌は風味を良くす
るだけでなく，ライ麦などグルテンを含まない穀物で
パンを作る際に生地を酸性化することでα-アミラー
ゼの活性阻害，フィターゼの活性化，ペントサンの可
溶化など生地の物性に大きく影響することが報告され
ている 20）．また，サワー生地には乳酸菌が生産した
GABAを含有するものもある 21）．
サワーブレッドのように製パン時に GABAを生産

する乳酸菌を働かせることで GABAを富化したパン
ができると考えられるが，パン酵母が GABAを消費
（資化）してしまうという問題がある 22）．そこで我々
は GABAを資化しないパン酵母（GABA非資化性パ
ン酵母）AY77 株を実用パン酵母の変異育種により分
離し，その特性をこれまでに明らかにしている 23），24）．
AY77 株は窒素源代謝に関わる遺伝子発現を活性化す
るDal81 の遺伝子に変異が入っており，GABAの取込
や代謝に関わる遺伝子の発現が低下していることが明
らかとなっている．
本研究では，パン生地中の GABA含量を増強する
ことを目的として，GABA非資化性パン酵母とGABA
産生乳酸菌の複合発酵について検討した．またGABA
含量をより高めたパンを製造するために，GABAを多
く含む米粉を利用した製パンについて検討した．

実験方法

1．供試菌株および培地
本研究ではパン酵母として，実用株由来出芽酵母

（Saccharomyces cerevisiae）二倍体株AY13株（MATaTT /α）
およびそのGABA非資化性変異株AY77 株（MATaTT /α, 
dal81/dal81）を使用した．またGABA産生乳酸菌とし
て鮒ずしから分離された Lb. paracasei NFRI 7415 株を
使用した．
酵母の培養はYPD培地（10 g/L イーストエキスト

ラクト（Difco）20 g/L ポリペプトン（Difco），20 g/
L グルコース）を使用し，30℃で 24 時間振盪した．糖
蜜を使用した流加培養は Nishida ら 25）の方法に従い
行った．乳酸菌の培養はMRS培地（Difco）を使用し，
30℃で 24 時間静置した．

2．パン酵母と乳酸菌の複合発酵
複合発酵に使用したパン生地の組成は，小麦粉（カ

メリア，日清製粉）100 g，グラニュー糖 5 g，塩化ナ
トリウム 2 g，圧搾酵母 2 g，逆浸透水 57 g，生理食塩
水（PBS）10 mL で調製した．原料をすべて混ぜて 3
分間のミキシング後，30℃で 5 時間発酵を行った．乳
酸菌を加える場合は，PBS に乳酸菌を懸濁（8.8 × 109

cfu/mL）して加えた．発酵過程のガス発生量はファー
モグラフ II（アトー）を用いて測定した．

3．米粉パンの製造
米粉パンの製造には（株）米ト産業の安藤年治氏よ

り分譲された 412 nmol/g の GABA を含む GABA 富
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化米粉（コシヒカリ，米ト産業）を使用した．米粉お
よびバイタルグルテン（A- グル GX，グリコ栄養食品）
を 8：2の配合で混合し，100 g の混合粉をパン生地作
成に使用した．パン生地の組成は混合粉に対し 5%グ
ラニュー糖，2% 塩化ナトリウム，2% 圧搾酵母（市
販生イーストもしくはAY77 株を使用）で，加水量を
68% で調製した．原料をすべて混ぜた後，3分間ミキ
シングを行い，30℃で 1 時間発酵を行った．ガス抜き
を行った後，専用の型に入れてさらに 30℃で 1時間発
酵を行い，200℃のオーブンで 20 分焼成した．

4．遊離アミノ酸の測定
発酵終了後のパン生地および焼成後のパンを凍結乾
燥し，乳鉢と乳棒で粉末にした．0.2 g の粉末を 75%
エタノールに懸濁・攪拌した後，遠心分離を行い，上
清を遠心エバポレーターで減圧乾固した．減圧乾固物
を 0.4 mL の滅菌水に溶解し，限外濾過（分画分子量
30,000）を行い，濾液を回収した．50 μ L の濾液をア
ミノ酸分析計 JLC-500/V2（日本電子）に供し，遊離
アミノ酸量の測定を行った．

実験結果

1．パン酵母・乳酸菌複合発酵系によるパン生地発酵
GABA非資化性パン酵母AY77 株および GABA高

生産乳酸菌 Lb. paracasei NFRI 7415 株を用いてパン
生地発酵を行い，両株による複合発酵系の評価を行っ

た．まず，産業的パン酵母生産に用いられる流加培養
法によってパン酵母を培養し，小麦粉に対して 2%の
菌体（圧搾酵母）を用いてパン生地を調製した．パン
生地の発酵特性を調べた結果，AY77 株は野生型パン
酵母AY13 株と同等な優れた発酵力を示した（図 1A）．
次に，パン生地発酵力に対する乳酸菌添加の影響を
調べるため，MRS 培地で培養した乳酸菌を PBS に懸
濁してパン生地に添加し，その発酵特性を調べた．サ
ワー生地を模して乳酸菌を 5× 108 cfu/g 生地重量とな
るようにパン生地に添加したところ，パン酵母株に関
わらずガス発生量は乳酸菌無添加のパン生地とほとん
ど差が見られなかった（図 1B）．パン酵母の発酵力へ
の乳酸菌添加の影響は極めて低いことが明らかとなっ
た．次に，複合発酵系における GABA等のアミノ酸
の変動を明らかにするため，パン生地中の遊離アミノ
酸の分析を行った（図 2）．パン酵母単独での発酵の場
合，AY13 株を用いたパン生地ではGABAが全く検出
されなかったが，AY77 株を用いたパン生地では小麦
粉に含まれる量とほぼ同等のGABAが検出された（図
2A）．一方，AY77 株と乳酸菌との複合発酵を行った場
合，GABA含量が約 1.7 倍に増加することが明らかと
なった．AY13 株と乳酸菌との複合発酵においても少
量のGABAが検出された．また，パン酵母株に関わら
ず，乳酸菌との複合発酵によって総遊離アミノ酸含量
が顕著に増加していた（図 2B）．以上の結果から，パ
ン酵母・乳酸菌複合発酵系は，パン生地中のGABAや
アミノ酸の増強に有効であることが明らかとなった．
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図 1．パン生地発酵特性
パン生地発酵過程の総ガス発生量をファーモグラフⅡで測定した。データは 3回
の独立した実験の平均を示した。A：乳酸菌無添加，B：乳酸菌添加



62

2．GABA富化米粉パンの製造
GABAの血圧降下の作用を期待するのであれば，1

日に 10 mg 程度は摂取する必要がある 26）．今回使用
した小麦粉に含まれている GABAは 75 nmol/g（7.7
mg/kg）であり，10 mg の GABA を摂取しようとす
ると小麦粉 1.3 kg，食パンに換算すると約 5 斤食べ
なければならない．GABA高生産乳酸菌を使用して
も GABA含量は不十分であると考えられた．そこで
GABAをより多く含むパンを作るために，GABAを

多く含む米粉を利用してパンの製造を試みた．米粉と
バイタルグルテンを用いたパン生地を作成し，市販パ
ン酵母（生イースト）あるいはAY77 株を使って発酵
させた．パン生地をオーブンで焼いた後，できあがっ
たパンに含まれる GABAを測定した結果，市販パン
酵母を使用した米粉パンでは GABAは 36 nmol/g 含
まれており，十分の一程度にまで減少していた．一
方，AY77 株を使用した場合，393 nmol/g の GABA
を含有し，小麦粉で作成したパンと比較して約 6倍の
GABAを含む米粉パンを製造することができた（図3）．
このとき GABAはほとんど減少していなかったこと
から，GABA濃度を高くしてもAY77 株が GABAの
取込や消費をほとんど行わないことが確認できた．

考察

本研究では，GABAを富化したパンの製造を目的と
して，パン酵母と乳酸菌の複合発酵および GABA富
化米粉を利用した製パンを行った．複合発酵において
は乳酸菌によって GABAを増強できることが確認で
きた．パン類の GABA富化については，サワー生地
に GABA高生産乳酸菌を添加することで GABAを増
強した報告がある 27）．サワー生地に含まれる酵母は通
常のパン酵母（S. cerevisiae）と異なる種（S. exiguus，
Candida humilisなど）であるため，パン生地中での
GABAの代謝も異なっている可能性が考えられる．
パン酵母と乳酸菌の複合発酵において，栄養源の奪
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図 2．パン生地中の遊離アミノ酸含量
発酵 5時間後のパン生地から遊離アミノ酸を抽出し，アミノ酸分析を行った。データ
は 3回の独立した実験の平均を示した。A：GABA含量，B：総遊離アミノ酸含量，
－：乳酸菌無添加，＋：乳酸菌添加

図 3．米粉パンのGABA含量
焼成後のパンから遊離アミノ酸を抽出し，アミ
ノ酸分析により GABAを定量した。データは 2
回の独立した実験でそれぞれ焼成パンの異なる
2点の部位について測定した平均を示した。
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い合いや pHの低下などによる発酵力の低下が懸念さ
れたが，乳酸菌添加は発酵力にほとんど影響を与えな
かった．バイオエタノール製造においては，乳酸菌の
混入によって生産効率は大きく低下する 28）．その一方
で，サワー生地では酵母と乳酸菌は共生関係（相利共
生）にあり，互いに栄養源を与え合っている 18）．Lb. 
paracaseiはこれまでにサワー生地から分離されたこと
はないが，パン酵母と共生関係を築けている可能性が
あり，非常に興味深い．
今回，パン生地中の GABAを約 1.7 倍に増加させる

ことができたが，発酵時間が 5時間であることから製
パン法としてはストレート法（直捏法）には不向きで
ある．しかしながら，中種法における中種発酵には複
合発酵が利用できると考えられる．乳酸菌の菌株や添
加物，発酵温度などの条件を検討することで，発酵時
間の短縮化や GABAのさらなる増強ができる可能性
もあり，今後の検討課題である．
乳酸菌の添加によりGABAだけでなく他の遊離アミ

ノ酸の増加も観察された．一般的にパン生地中のアミ
ノ酸はパン酵母によって資化されるため発酵時間に伴
い減少するが，乳酸菌の働きでアミノ酸が供給される
ことでその減少幅が小さくなっていると推測された．
アミノ酸はうまみなど風味に重要であることから，中
種発酵のように長時間の発酵においては複合発酵が有
効であると考えられる．
パンに含まれる GABA量を実用に近いレベルまで

向上させるために，GABAを多く含む米粉を利用して
パンを製造した．GABA非資化性パン酵母AY77株は，
パン生地中のGABA濃度が高くなってもほとんど消費
しないことから実用性が高いと考えられる．しかしな
がら，本研究で作成した GABA米粉パンでも食パン 1
斤程度食べないと保健効果が期待できない．本研究で
使用した米粉は，籾に適宜加水の後に 63℃で保温する
ことで胚乳部分に GABAを蓄積させたものを原料と
しており，特許公報によると最大で今回使用した米の
約 5 倍程度の GABA蓄積が可能である 29）．最大量の
GABAを含む米粉を使用した食パンであれば 6枚切り
を 1枚食べることで 10 mg の GABAを摂取でき，現
実的である．
パンの主要な原料である小麦粉には，白米と同程度

かそれ以下の量しか GABAが含まれていない．その
GABAもパン生地発酵過程で消費されてしまうため，
できあがったパンには GABAはほとんど含まれてい
ない．本研究でも使用したが，白米では GABAを富
化する技術が開発されている．小麦粉でも GABAを

富化する技術が開発されれば，GABA富化パンなどか
ら手軽に GABAの摂取ができるようになると期待さ
れる．

要約

一般的には，パン生地中のGABAはパン酵母によっ
て資化されるため，できあがったパンには GABAは
ほとんど含まれていない．パンに含まれる GABAを
富化するために，GABA非資化性パン酵母と GABA
高生産乳酸菌を用いてパン生地の発酵を行った．パン
酵母と乳酸菌との複合発酵によりパン生地中のGABA
は約 1.7 倍，総遊離アミノ酸は約 2倍に増加させるこ
とができた．パン酵母・乳酸菌複合発酵系は，パン生
地中の GABAやアミノ酸の増強に有効である．また
GABAを多く含む米粉を利用してパンを作った場合で
も，GABA非資化性パン酵母は GABAをほとんど消
費しないため，GABAに富むパンの製造ができること
が確認できた．
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