
Ⅰ 緒 言

アミノ酸の一種であるγ-アミノ酪酸(以下，GABA)は，

ヒトが摂取することで，精神的ストレス緩和 14)や血圧降下

作用 9)を有するとされ，トマトなどの農産物の機能性表示

食品の関与成分として多く届け出られている 1)10)．

農産物のGABA含量は，品種や作型，栽培管理方法など

で異なるため 5)～7)，12)，15)，機能性表示食品の届出といった

GABA含量に基づく販売促進を行う場合には，表示する含

量を上回る栽培管理が必要となる 7)．そのような栽培管理

技術の研究開発や，生産された農産物の品質確認には，多

数の試料を測定するため，測定時間とコストを削減した効

率的なGABA含量の簡易測定法が求められる．

GABA含量の測定には，一般的に高速液体クロマトグラ

フィー(以下，HPLC法)が用いられるが 11)，19)，試料の前処

理や測定に多くの工程や時間を要する．また，簡易なGA

BA含量の測定法として，酵素反応を利用し，マイクロプ

レートリーダーにより吸光度を測定する手法が報告されて

いるが，数種類の試薬を用いる必要がある 3)，13)，16)．

一方，酵素試薬2種類と試料を混合し，付属の比色計で

GABA含量の測定が可能なキット 4)(GABAミエール®，エ

ンザイム・センサ製)(以下，測定キット)が市販されており，

トマトでの測定が報告されている 4)，17)．測定キットは，試

薬A液により試料中のL-グルタミン酸及びアスコルビン酸

を除去した後，試薬B液を添加してカタラーゼ阻害剤の存

在下でGABAトランスアミラーゼ(E．C2．6．1．19)及び

L-グルタミン酸オキシダーゼ(E．C 1．4．3．11)により過

酸化水素を発生させ，引き続き発色剤及びパーオキシダー

ゼ(E．C1．11．1．7)により色素形成を行い，比色計を用

いて比色定量を行うものである4)(以下，測定キット法)．測

定キット法は，HPLC法と比較して測定時間が短く，装置

の導入や維持，試薬やカラム等の購入費用といった運用コ

ストを抑えられる．また，酵素反応を利用した他の手法よ
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表1 測定液量の検討

りも使用する試薬数が少なく，室温での反応が可能である

ため操作が簡便である 4)，17)．しかしながら，測定キット法

で用いる比色計は，試料を1点ずつ測定する必要があるた

め，試料点数が多い場合には測定に時間を要し，試薬コス

トの増大も想定される．

そこで本研究では，試料 50点以上の多検体測定を想定

し，機能性表示食品として多く届け出られているトマトの

うち，中玉トマトのGABA含量の簡易測定を目的に，測定

キットの酵素試薬を用いてマイクロプレートリーダーによ

る多検体測定(以下，マイクロプレートリーダー法)を実施

し，その実用性や測定コストについて検討したので報告す

る．

Ⅱ 材 料 及 び 方 法

1 GABA標準液の検量線評価
GABA標準液の濃度測定における測定液量及び反応時間

が及ぼす影響を検討し，その検量線を評価した．GABA標

準液は，GABA粉末試薬(東京化成工業製)を超純水に溶解

し，濃度8水準(0，5，10，25，50，100，150，200ppm)
に調整した．

試験は，使用する各試薬量から設定した50µL区，100µ
L区及び130µL区について，各濃度のGABA標準液を各

6反復で実施した(表1)．
測定には，マイクロプレートリーダー(Spark®，テカン

ジャパン製)，96穴平底マルチウェルプレート(FALCON35
3072，コーニングジャパン製)，測定キット付属の酵素試

薬(試薬A液：L-グルタミン酸及びアスコルビン酸の除

去，試薬B液：GABAトランスアミラーゼ，L-グルタミ

ン酸オキシダーゼ，発色剤及びパーオキシダーゼ等)を用

いた．分注には，マルチチャンネルピペット，シングルチ

ャンネルピペット及び電動連続分注器(エッペンドルフ製)
を用いた．なお，96穴平底マルチウェルプレートは2枚

用意し，試料用プレートと測定用プレートとした．

試料用プレートにはGABA標準液を適量分注し，測定

用プレートには試薬A液を表1の規定量を分注した．次

に，試料用プレートのGABA標準液を測定用プレートに

添加してピペッティングにより混合し，マイクロプレート

リーダーで撹拌(10秒間，8の字，振幅2.5mm，回転数10
8rpm)後，30℃で10分間反応させた．試薬A液の反応

後，すみやかに測定用プレートに試薬B液を表1の規定

量を分注し，ピペッティングにより混合して，マイクロプ

レートリーダーで撹拌(10秒間，8の字，振幅2.5mm，回

転数108rpm)後，1分ごとに15分後までの吸光度を測定

した．吸光度測定は，測定波長555nm，温調30℃，フラ

ッシュ10回，ウェルの中心部の値を採用した．吸光度

は，各測定値からGABA標準液0ppmの値を引いて補正

した．GABA濃度は，補正した吸光度から検量線を作成し

て算出した．

2 中玉トマト果汁を用いたGABA添加回収試験
マイクロプレートリーダー法における中玉トマト果汁の

マトリックスの影響を確認するため，添加回収試験を実施

した．中玉トマトは，AOI-PARC 研究用温室(静岡県沼津

市)において，高糖度・高機能性トマト養液栽培システム 2)

を用いて栽培し，2025年 7月25日に赤熟期で収穫した果

重39.0gの‘フルティカ’(タキイ種苗)１果を供試した．中

玉トマトは，果皮表面を紙ワイパー(ケイドライ132-S，日

本製紙クレシア製)で拭き，ヘタを除いた後，果実を包丁

で４等分し，マルチビーズショッカー(MB1200，安井器械

製)で破砕し(2500rpm，15秒)，転倒混和のうえ速やかに15
mLチューブに分注後，遠心分離をして(15310G，10分，

4℃)，上清液を回収した．

測定試料は，上清液を 10倍希釈してGABA非添加 1点

とGABA添加3点の計4濃度に調整し，各4反復を試験に

供した．調整方法は，上清液100µLに，前述1と同様の手

順で調整したGABA標準液 900µLを添加し，GABA添加

濃度が生鮮重当たり0，9，45，90mg/100gF.W.となるよう

にした．

測定方法は，前述1と同様の手順で行い，試薬A液及び

試薬B液は130µL，測定試料は13µLとした．GABA濃度

は，検量線用標準液(0～200ppm，8点)による検量線に基

づき算出し，その値を生鮮重当たりのGABA含量(mg/100g
F.W.)に換算し，回収率を求めた．

3 測定キット法及びHPLC法との比較
マイクロプレートリーダー法と既存の測定法との相関関

係を明らかにするため，測定キット法及びHPLC法で前

述2の測定試料のGABA含量を測定し，マイクロプレー

トリーダー法での測定値と比較した．

測定キット法では，測定キット付属の試薬A液，試薬B
液，校正用標準液，セル及び比色計を用いて測定マニュア
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(1)50µL区

(2)100µL区

(3)130µL区

図1 反応液量別の吸光度の時間的経過

（50µL区，100µL区：n=1反復、130µL区：n=6反復）

ルに準じて実施した．まず，試薬A液500µL及び測定試

料50µLをセルに分注し，10分間反応後，試薬B液500µL
を加え，10分間反応後に比色計により測定した．

HPLC法では，測定試料を0.45µmセルロースアセテー

トメンブレンフィルター(C045A025A及び43303010，アド

バンテック東洋製)でろ過し，HPLC(LC-10AT，DGU-20A5
R，CTO-10Avp，RF-20A，SCL-10Avp，SIL-10AF，島津

製作所製)及びカラム(AscentisExpressC18(7.5cm×4.6mm,
5µm)，シグマアルドリッチ製)を用いて，Yamashitaetal.
の方法 18)からグラジエント条件を一部改変し(移動相B:初
期条件5％→5～10％(5.5分間)→10～18％(0.1分間)→18％
(6.4分間)→18～95％(0.1分間)→95%(1.9分間)→95～5％(0.5
分間)→5～0％(0.5分間))，OPAプレカラム誘導体化法によ

り実施した．

HPLC法及び測定キット法ともに測定結果を生鮮重に換

算してGABA含量(mg/100gF.W.)を求めた．

4 測定の所要時間及び試薬費用の比較

測定コストを比較するため，マイクロプレートリーダー

法と測定キット法の測定時間と試薬費用を比較した．マイ

クロプレートリーダー法では，GABA標準液50点と検量

線用標準液8点を前述2の手順で測定したときの時間を計

測した．一方，測定キット法では，GABA標準液50点と

校正液2点(超純水1点，キット付属の標準液1点)を前述

3の手順で測定し，測定用セルを並べてから最後のセルの

測定完了までの時間を計測した．

測定に必要な試薬費用は，各測定方法で使用した試薬使

用量から試薬使用量の削減量を試算した．

Ⅲ 結 果 及 び 考 察

1 GABA標準液の検量線評価
試薬B液を添加後の反応時間に伴う吸光度の変化を確認

したところ，プラトーに達した時間は50µL区では5分，1
00µL区では 7分，130µL区では8分であった(図1)．いず

れの試験区でも，プラトー到達時のGABA濃度と，測定キ

ットの反応時間である10分のGABA濃度とに差はなかっ

た(データ略)．
なお，130µL区では全濃度範囲で気泡の発生がなく安定

した測定が可能であったが，50µL区及び 100µL区では気

泡の混入により測定値にばらつきが生じた．また，50µL
区では気泡がない場合も吸光度が安定しなかった．このた

め，50µL区及び 100µL区は，気泡がなく吸光度も安定し

ていた1反復での結果を採用した．

反応時間 10分の吸光度とGABA標準液濃度の相関関係

は，50µL区は r=0.9998，p<0.001，100µL区は r=1.0000，
p<0.001，130µL区は r=0.9998，p<0.001であり，有意な正

の相関を示した．一次回帰式は，50µL区は y=0.0014x+0.0
018，R2=0.9997，100µL区はy=0.0034x-0.0003，R2=0.9999，
130µL 区は y=0.0045x+0.0002，R2=0.9996であり，いずれ

も高い直線性が認められた(図2)．
これらのことから，マイクロプレートリーダー法はGA

BA標準液を高い精度で測定することが可能であった．な

お，分注操作性と測定値の安定性を考慮して，反応時間 1
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(1)50µL区

(2)100µL区

(3)130µL区

図2 反応時間後10分のGABA標準液濃度と

吸光度との関係

（50µL区，100µL区：n=8、130µL区：n=48）

図3 中玉トマト果汁へのGABA添加量と

マイクロプレートリーダー法による測定値との関係(n=16)

表2 中玉トマト果汁へのGABAの添加による

マイクロプレートリーダー法の測定値に及ぼす影響

0分，測定液量130µLの条件で行うことが適当であると考

えられた．また，本手法を他の試料に適用する際は，試料

の性状に応じて，気泡の影響がなく安定的に測定できる測

定液量を事前に検討する必要がある．

2 中玉トマト果汁を用いたGABA添加回収試験
中玉トマト果汁へのGABA添加量とマイクロプレートリ

ーダー法による測定値の関係は，相関係数 r=0.9997，p<0.
001，一次回帰式 y=1.0011x+48.606，決定係数 R2=0.9994
(図 3)であり，有意な正の相関と高い直線性が認められた．

各GABA添加量における回収率は，添加量 9mg/100gF.
W.では理論値 57.5mg/100mgF.W.に対して平均測定値 58.2
mg/100gF.W.で回収率108.0％，添加量45mg/100gF.W.では

理論値93.5mg/100mgF.W.に対して平均測定値92.8mg/100g
F.W.で回収率 98.4％，添加量 90mg/100gF.W.では理論値 1
38.5mg/100gF.W.に対して平均測定値 139.1mg/100mgF.W.
で回収率100.6％であり，いずれのGABA添加量における

変動係数CVは0.8％以下であった(表2)．
これらのことから，中玉トマト果汁において，マイクロ

プレートリーダー法はマトリックスの影響や測定間誤差が

小さく，GABA 含量の測定に適用できることが示唆され

た．

なお，測定キット法は，トマト以外にブロッコリー4)や

ヘチマ 8)でGABA含量の測定が報告されていることから，

これらの品目についてもマイクロプレートリーダー法の適

用が可能であると考えられる．
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図4 中玉トマト果汁へのGABA添加における

マイクロプレートリーダー法と測定キット法の

測定値との関係(n=16)

図5 中玉トマト果汁へのGABA添加における

マイクロプレートリーダー法とHPLC法の

測定値の関係(n=16)

3 測定キット法及びHPLC法との比較
マイクロプレートリーダー法による測定値と，測定キッ

ト法及びHPLC法による測定値とを比較した．測定キット

法との比較では，相関係数 r=0.9987，p<0.001，一次回帰

式y=0.8779x+1.7536，決定係数R2=0.9975であり(図4)，H
PLC法との比較では，相関係数 r=0.9833，p<0.001，一次

回帰式y=0.7274x+3.6087，決定係数R2=0.9668と(図5)，い

ずれも有意な正の相関と高い直線性が認められた．このこ

とから，マイクロプレートリーダー法は，中玉トマト果汁

のGABA含量測定において，従来の測定キット法やHPL
C法と同様に測定が可能であると考えられた.

4 測定の所要時間及び試薬費用の比較

測定に要した時間は，マイクロプレートリーダー法では

34分，測定キット法では48分で，マイクロプレートリー

ダー法の方が14分短く，測定キット法から 29％短縮した．

測定に用いた試薬費用は，マイクロプレートリーダー法で

は測定キット法と比較して71％削減した．

これらのことから，マイクロプレートリーダー法は，中

玉トマト果汁のGABA含量測定が可能で，所要時間と試薬

使用量を削減できる技術として有用な測定法であると考え

られた．

Ⅳ 摘 要

本研究では，市販の酵素試薬とマイクロプレートを用

いて，マイクロプレートリーダーによるGABA含量の簡

易測定法について検討した．その結果，GABA 標準液及

び中玉トマト果汁を測定試料とした場合に，反応時間 10
分，測定液量 130µLの条件下で行うことで，高い精度で

の測定が可能であった．また，本手法は，既存の測定キ

ット法やHPLC法の測定値との高い相関関係が示唆され，

測定コストは測定キット法と比べて測定時間を 29％短縮

し，試薬費用を71％削減することができた．
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