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Novel lactic acid bacteria Enterococcus sp. Aり34was isolated from sugar cane bagasse. AG34 was 

grown in sugar cane juice and produced r-ammobutyric acid (GABA). for which addition of yeast 

extract was not necessary. AG34 was inoculated into sugar cane juice containing 0. 2% sodium 

glutamate and cultured at 30℃ . GABA-enriched Kokuto containing 357. 4 mg GABA per 100 g Kokuto 

was made from juice that was fermented for 24 h. In addition, the data suggested that AG34 does 

not produce any substance that inhibits the solidification of Kokuto. 

(Received Aug. 24, 2017 ; Accepted Nov. 8, 2017) 
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ァグアミノ酪酸 (GABA) は，血圧上昇抑制効果1)や抗

ストレス効果叫睡眠の質改善効果叫皮膚改善効果4)な

ど多様な機能性が報告され，注目されている。このGABA

は，各種微生物において培地の酸性化に対する防御機構

の一つとして，グルタミン酸よりグルタミン酸脱炭酸酵

素によって生成される四乳酸菌にGABAを生産する菌

株6)が見出され，乳酸菌による発酵により GABA含有量

を高めた食品が開発されている 7)。一方，黒糖はサトウ

キビ (Saccharumspp. hybrid)の搾汁液をそのまま加

熱濃縮して製造される含みつ糖で， GABAをはじめとす

るアミノ酸やミネラル叫ポリコサノール類9)などサトウ

キビ由来の有用成分を豊富に含んでいる。執筆者らは黒

糖の付加価値を高める目的で， Lactobacillusbrevisを利

用してGABA含有量を高めた黒糖の製造方法を開発し

た10)が， GABAを生産させるためには，前駆体であるグ

* 1 〒901-0336 沖縄県糸満市真壁820番地

ルタミン酸ナトリウムに加え，酵母エキスの添加を必要

とした。また，長時間発酵させた搾汁液では固形の黒糖

が製造できないなどの課題が残された。そこで，サトウ

キビ搾汁粕（バガス）より新規な乳酸菌を検索した結果，

GABA強化黒糖の製造に適した乳酸菌を分離したので報

告する。

実験方法

1. 供試材料

サトウキビ搾汁液およびサトウキビ搾汁液培地 (CJ

培地）は前報10)と同様に調製した。グルタミン酸ナトリ

ウム（和光純薬社製）および酵班エキス（ナカライ社

製）はO.ZOμmのメンブレン (MinisartRC15, Sartorius 

社製）でろ過除菌し，加熱殺菌した培地に添加した。

§Corresponding author, E-mail : hirosent@pref.okinawa.lg.jp 
* 2 〒903-0213 沖縄県中頭郡西原町千原 1番地
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2. 乳酸菌のスクリーニング

岡田11)は，乳酸茜の多くは厳しい栄養要求性を有して

いるため，植物質の培地を用いる場合には植物質の環境

に生育する乳酸菌を選択するべきであると指摘している。

そこで，サトウキビの搾汁で副生するサトウキビ搾汁粕

をスクリ ーニ ング源とした。沖縄県粟国島の黒糖製糖工

場で採取したサトウキビ搾汁粕1.0gをlOmRの滅菌した

生理的食塩水に懸濁し，段階希釈した後にアジ化ナトリ

ウムおよびシクロヘキシミドを各lOppm添加したMRS

白亜寒天培地町こ塗布した。30℃で 4日間培養して透明

なハロを形成したコロニーをBCP加プレートカ ウント寒

天培地 (Merck社製）に移し，生酸性を有する菌株を分

離した。分離株はMRS培地（関東化学社製）で24時間

培養し，以下の実験に供した。

分離株を， 0.1%のグルタミン酸ナトリウム (MSG)

を添加したCJ培地および0.1%のMSGと酵母エキス

(YE) を添加したCJ培地にそれぞれ 1%接種して30℃

で48時間培養した。培養液に等量のエタノ ールを加えて

遠心分離し，得られた上清の適量を簿層クロマトグラフ

（セルロースF, Merck Millipore社製）上にスポットし

て展開溶媒 (n-プタノール：酢酸：水=3:2:1) で

展開した後に，ニンヒドリン試薬（和光純薬社製）を噴

霧して加熱し，グルタミン酸とGABAのスポ ットを検出

した。

乳酸菌の同定は，生化学的性状判定キット（アピスト

レップ20プレート，シスメックス・ビオメリュー社製）

および16SrDNAの塩基配列を用いた遺伝子解析131によ

った。

CJ培地でGABAを生産する対照菌株として， L.brevis 

NBRC 3345101 (以下， NBRC3345と表記）を用いた。

3. GABA産生条件の検討

MRS培地を用いて30℃で24時間培養した培養液をCJ

培地に 1%接種し， 30℃で24時間前培養した培養液をさ

らにCJ培地に 1%接種して30℃で24時間培養したもの

をスタータ ーとして用いた。

発酵温度の検討では， 0.1%のMSGを添加したCJ培地

に乳酸菌スターターを 1%接種して25~40℃で72時間培

養 し，培地中のGABA濃度を分析した。MSG添加濃度

の検討では， MSG添加濃度を0.05~1. 0%として60時間

培養し，同様に培地中のGABA濃度を分析した。

4. GABAを強化した黒糖の試作

乳酸菌で発酵させた搾汁液を用いた黒糖の試作方法，

およびアミノ酸や糖組成の分析方法は，前報町こ従った。

実験結果と考察

1. GABA強化黒糖製造に利用できる乳酸菌のスクリー

ニング

サトウキビ搾汁粕より MRS白亜寒天培地およびBCP

加プレート カウント寒天培地を用いて乳酸菌と考えられ

る菌株を200株分離した。これら分離株をMSG添加CJ培

GABA 

Glutamic acid 

1 2 1 2 
I 11 I 

STD 

AG34 NBRC 3345 

Fig. 1 Determination _of GABA production by TLC 

The cultures were incubated at 30℃ for 48 hr. Sugar cane 

juice containing 0. 1 % sodium glutamate (1) or 0. 1 % sodium 

glutamate and yeast extract (2) was used as the culture 

medium. 

地およびMSG・YE添加CJ培地に接種して30℃で48時間

培養し，得られた培養上清をTLC分析した結果， GABA

を生産する菌株AG34を見出した (Fig.l)。既報JO)のと

おりNBRC3345はYEを添加していないCJ培地では

GABAを生産しなかった。一方で， AG34はYE無添加の

CJ培地においてGABAを生産する菌株であることが示

された。次に， CJ培地にMSGのみを添加してAG34を培

養し， CJ培地にMSGとYEを添加したNBRC3345の培

養と比較したところ，いずれも菌体の増殖が定常期に達

するとともにグルタミン酸の減少とGABAの増加が見ら

れた (Fig.2)。AG34の定常期における生菌数はNBRC

3345の1/10程度であ った。また，培養24時間における

GABA生産効率（グルタミン酸 1molの添加に対して得

られるGABAのmol数）もNBRC3345の98%に対して

80%と低くなった。一方で， YEは調味料でもあり， YE

添加による味への影響が懸念されるほか，製造コストも

上昇する。 したがって， GABA生産にYE添加が不要な

AG34は，これらの面からも有利であると思われた。

AG34は，グラム陽性の球菌であった。そこで，腸球

菌用生化学的性状判定キットによる同定試験の結果，

Enterococcus aviumと99.8%の高い同定確率を示した。

次に， 16SrDNAの塩基配列約1500bpを用いてDDBJ

(DNA Data Bank of Japan, 静岡県三島市）における相

同性を検索した結果， E.malodoratus ATCC43197T, E. 

pseudoavium A TCC4937がおよびE.avium A TCC14025T 

に対して，それぞれ99.7%の高い相同率を示したが，簡

易分子系統解析ではクラスタ ーを形成する既知種が認め

られなかった (Fig.3)。これらの結果より， AG34はE.
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Fig.2 Comparison of GABA production by isolated strain AG34 and Lactobacillus brevis NBRC 3345 

L. brevis NBRC 3345 was used as known GABA-producing lactic acid bacteria. Sugar cane juice containing 0. 2% sodium 

glutamate (and yeast extract for NBRC 3345) was used as the culture medium. 

(0: growth, ▲： GABA, ■ ： Glu) 

94 
Enterococcus avium LMG 10744T (AJ301825) 

T 
Enterococcus avwm ATCC 14025 (DQ411811) 

Enterococcus raf.inosus NBRC 100492T (Tecsrg0064) 
T 

Enterococcus {[Jfvus NBRC 100696 (Tecsrg0041) 

Enterococcus malodoratus A TCC 43197 T (AF061012) 

AG34 

:JEnterococcus devriesei LMG 14595T (AJ891167) 

98 T 
Enterococcus pseudoavwm A TCC 49372 (AF061002) 

T 
Enterococcus pseudoavwm ATCC 49372 (DQ411809) 

Enterococcus [[aJ!Jnarum LMG 13129 T (AJ301833) 

Enterococcus pallens NBRC 100697T (Tecsrg0042) 
T 

Enterococcus canmtestini LMG 13590 (AJ888906) 

LMG 12287T (AJ271329) 

Enterococcus canis NBRC 100695T (Tecsrg0040) 
T 

Enterococcus mundt11 A TCC 43186 (AF061013) 
T 

Enterococcus h1rae ATCC 8043 (AF061011) 
T 

Enterococcus faecwm DSM 20477 (AJ276355) 

Enterococcus durans DSM 20633T (AJ276354) 

LMG 7937T (AJ301831) Enterococcus faecalis 

O.Ql 

Fig. 3 Phylogenetic analysis by 16S rDNA 

Bootstrap values are shown. 

aviumに極めて近縁なEnterococcus属の乳酸菌であると推

定した。 TAMURAらはニンジン葉より GABAを生産する

E. aviumを分離しており 14>,AG34も類似した菌株であ

ると思われた。 Enterococcus属の乳酸菌は，病原性は低

いものの日和見感染や薬剤耐性遺伝子の水平伝播が危惧

される叫黒糖の製造工程にはライミングによるタンパ

ク質の除去や130℃までの加熱操作があり 10>, この過程

で乳酸菌は死滅し除去されるものと考えているが，実用

に際しては詳細な評価が必要である。

2. GABA産生条件の検討

AG34は培養温度30~40℃では培養24時間でGABA生

産がほぼ停止したが， 25℃ではGABAの生産が遅くなっ

た (Fig.4-(a))。次に培養温度30℃でMSG添加濃度を

検討したところ，添加濃度0.1%では培養12時間， 0.2%

では24時間でGABA生産が停止し，生産効率がほぼ100%

に達したが， 0.5%添加では培養36時間， 1.0%添加では
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Fig. 4 Effect of culture temperature (a) and sodium 

glutamate concentration (b) on GABA production by 

AG34 

(a) Sugar cane juice containing 0. 1 % sodium glutamate was 

used as the culture medium. Culture temperature : 0. 25℃ ; 

●, 30℃ ；△ , 35℃ ;•. 40℃. 
(b) The cultures were incubated at 30℃ . Sodium glutamate 

content : 0. 0. 1 % ; ● 0.2%; △ , 0.5%; ▲， 1.0%. 

培養60時間で停止し，各々のGABA生産効率は87%およ

び78%にとどまった (Fig.4-(b))。これらの結果より，

AG34におけるGABA産生の最適培養条件は30℃で24時

間， MSG添加濃度は0.2%とした。

3. GABAを強化した黒糖の試作

AG34で発酵させたCJ培地を用いて黒糖を試作したと

ころ， GABAを357.4士3.9rng/100 g D W  (平均値土標準

誤差， n= 4)含有する，硬い黒糖を製造することがで

きた。既報10)のとおり， NBRC3345では30時間以上発

酵させたサトウキビ搾汁液を用いると，固形の黒糖を製

造できなかった。そこで， AG34とNBRC3345で24時間

培養した培養液の糖組成を分析したところ， NBRC3345 

の培養液にはAG34では検出されない，マンニトールと

溶出時間が一致するピークが出現した(Fig.5)。L.brevis 

はマンニトールを生産すること 16)や，マンニトールがシ

ョ糖の結晶化を阻害することが報告されている17)ことか

ら， NBRC3345は発酵時にマンニトールを生産し，黒

賓
AG34 

2
 

ー

-゚1 
6.0 

Fig.5 

7.0 

3
 

2
 

ー

-゚1 
mm 

NBRC 3345 

6.0 7.0 mm 

Comparison of HPLC chromatogram 

0. 2% of sodium glutamate (AG34) or 0. 1 % of sodium 

glutamate and yeast extract (NBRC 3345) were added to 

sugar cane juice and incubated at 30℃ for 24 hr. 

糖の固形化を妨げる一因である可能性が考えられた。微

生物によるサトウキビ搾汁液の品質劣化要因には，多糖

類の産生や純糖率の低下が知られており 1si,検討が必要

である。

以上の結果より，サトウキビ搾汁粕より分離した

Enterococcus属の乳酸菌AG34は， GABAの生産にYEの

添加を必要とせず，黒糖の固形化を妨げる物質も生産し

ない， GABA強化黒糖の製造に適した菌株であることが

明らかとなった。

要 約

サトウキビ搾汁粕より， GABAを生産するEnterococcus

属の乳酸菌AG34を分離した。 AG34は， GABAの生産に

酵母エキスの添加を必要としなかった。サトウキビ搾汁

液にグルタミン酸ナトリウムを0.2%添加した培地にAG

34を接種して30℃で24時間発酵させた後に製糖すると，

GABAを357.4mg/100 g含有する黒糖を製造することが

できた。また， AG34は黒糖の固形化を妨げる物質を生

産しないことが示唆された。
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