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論 文 内 容 要 旨

序論

大豆は我 国の伝 統食品 の豆腐 、味噌、醤油 、納豆 、お よび湯葉な どの原 料で あ り、

優れ た加 工食 品素材 で ある。 これ は、大豆蛋 白質が 、栄養 的、経済的に も優れ てい る

ことに加 えて、溶解性、気 泡性 、乳化性 、ゲル化性 な どの機能 特性 を備 えてい ること

に起 因 してい る。 しか し、伝統食 品の製造 にお いては、経験 とカ ンに頼 る ところが多

く、この優 れた加 工素材 で あ る大豆 の機能特性 を十分 に活 か した新 しい大豆食 品を開

発す るには、大豆及 びその加 工 に関す る実用性 の伴 った基礎 的研究が必要で ある。

そ こで本研究 では、大豆 の加 工時、特 に豆腐製造 にお け る大豆 の磨砕 工程 の品質変

化 に焦点 をあてて検討 した。まず 、豆腐及 び豆腐 関連製 品の品質 にお いて重要 な役割

を果た してい る大豆蛋 白質 の 「ゲル形成性 」に関 し、そ の重要 因子で あるスル フィ ド

リル(SH)基 に着 目して研 究 を進 めた。そ の結果 、大豆 磨砕 時 に酵素作用 に よって

SH基 が減少す る とともにゲル強度が低下す るこ とを見い 出 した。そ して 、その原 因

酵素 を特定す る とともに、モデル 系にお ける酵素反応 にお いてSH基 の反応 生成 物 を

調べた。 さらに、豆腐製 造 にお いて重要 な品質 の一つ である 「色調」に関す る変化 を

調 べた ところ、大豆磨砕 温度 の上昇 に伴 って豆乳 の色調 の変化 が観 察 されたた め、そ

の原 因 とメカニズ ムについ て研究 した。そ して、これ らの研 究成果 をもとに、大豆加

工時にお け る酵 素の実用的制御方法 にっ いて検討 して、大豆磨砕 時の酵素制御 を 目的

と した豆腐製造 システム を開発 し、強固なゲル強度 が要求 され る レ トル ト式 の無菌豆

腐 の製造 に成功 した。 以下 これ らの成果 につ いて説 明す る。

第1章 豆 乳 中 のSH基 含 量 測 定 法 の確 立

大 豆 蛋 白質 の ゲル 形 成 性 の重 要 因 子 の 一 つ はSH:基 含 量 で あ る。 大 豆加 工 中のSH

基 含 量 の変 化 を調 べ るに は 、大豆 か ら調 製 され る豆 乳 中のSH基 量 を直 接 測 定 す る こ

とが 必 要 で あ る。 しか し、 豆 乳 は 懸 濁 溶 液 で あ る た めDTNB(2,27・dithiobis・(5・

nitrobenzoicacid))な どの 比 色 法 を直 接 用 い る こ とは で き な い。 そ こで 、懸 濁 溶 液 で

あ る豆乳 中のSH基 含 量 を 簡 便 に直接 測 定 す る方 法 につ い て検 討 した。

1)2,2'・dithiobis・(5-nitropyridine)(DTNP)と5-nitro-2-thiopyridone(NTP)の 過 塩

素 酸 酸 性 下 で の 挙 動

ピ リジ ン誘 導 体 のSH基 測 定試 薬 で あ るDTNPはpH5.8・8.9の 間 でS:H基 と反 応

し、 そ の結 果386nmに 吸 収 を持 つNTPが 生 成 す る(Fig.1)。 過 塩 素 酸 に よ る 除 蛋

白の前 後 で そ の 両者 が安 定 で あれ ば 、試 薬 と反 応 後 除蛋 白 し、透 明 に して か ら吸 光 度

測 定 を行 うこ とが で き る はず で あ る(除 蛋 白法)。 そ こで 、 中性 及 び 過 塩 素 酸 酸 性 下

で のDTNPとNTPの 吸 収 スペ ク トル を測 定 した(Fig.2)。 そ の結 果 、両 者 とも経 時

的 には 安 定 で あ っ たが 、NTPは 酸性 下 で 最 大 吸収 波長 が376nmヘ シ フ トした。 しか
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し、実 際の測 定波長は未反応のDTNPの 影響 を考慮 し、386nmで 測定す る ことに し

た。

2)除 蛋 白操作 の影響

除蛋 白法 ではNTPの 吸収 スペ ク トル に変化 が生 じたので、 システイ ンで検 量線 を

作成 した。その結果 か ら分子吸光係数 を求 める と ε=17,400と な り、DTNB法 に比 べ

28%感 度 が上昇 した。 また、透 明な蛋 白質溶液 であ る大 豆 グロブ リン溶液 を用い て除

蛋 白前後 のSH基 含量 を測定 した ところ、相 関係数r=0.9993が 得 られ 、過塩 素酸 に

よる除蛋 白操作 はSH:基 の定量性 に影響 を及 ぼ さない こ とがわか った。

3)豆 乳のSH:基 測 定及 び精度

実際 に豆乳 を用 いて測 定 してみ た ところ、0-0.4%の 範 囲で非 常に良い直線 関係 が

得 られた。 この方法 を用 いて豆乳 の加熱 に よるSH基 の変化 を調べ る と、100℃ で3

分以上加熱 して もSH基 の変化 はみ られ ず(Fig.3)、 従 来経 験的 に行 われ て きた呉加

熱 条件 の妥 当性 を裏づ け る結果 になるもの と考 え られ た。

第2章 大豆磨砕 時 にお け る豆乳 中のS且 基の変化

豆腐製造 にお ける大豆磨砕工程 に焦点 を絞 って、ゲル形成性 とSH基 の関係 にっ い

て調べ た。

1)大 豆磨砕温度 とゲル形成性

大豆 の磨砕温度 と豆腐 のゲル強度の関係 を調べ た ところ、磨砕温度 が上昇す るに従

い、ゲル強度 は低 下 して いった(Fig.4)。 同時 に、磨砕 直後の豆乳の疎水領域 を測 定

した ところ、50℃ 以下で はほ とん ど変化 してい ない ことか ら、磨砕 時に蛋 白質 の立体

的 な構造変化 ではない何 らかの変化 が起 こってい る もの と推察 した。そ こで 、加 熱 し

た豆乳のSH基 含 量を測定 してみた ところ、SH基 含量 は豆腐 のゲル強度 の低 下 と良

く相関 したた め(Fig.5)、 このSH基 の減 少がゲル強度低 下の原 因の一つ と考 え られ

た。

2)SH基 の減 少 と酵素反応

磨砕温度50℃ 以下でSH基 の減少 が起 こる こ とか ら酵素反応 と推察 された ので、

未加熱豆乳 をイ ンキュベー シ ョン してみた。明 らかにSH基 の減少が観 察 され 、酵素

反応 と考え られ た。SH基 の減少 と同時 に酸化臭 の増加 も観察 されたので リポ キシゲ

ナーゼ との関係 を調べ てみ た。磨 砕温度 の上昇 に伴 い、過酸 化物価 は増加 し、逆 に

SH基 は減少 した(Fig.6)。 リポキ シゲナーゼのSH基 の減少への関与を明 らか にす

るため、加熱 豆乳(酵 素失活)に リポキシゲナーゼ を添加 した ところ確 かにSH基 の

減少 が観察 され た。

第3章 リポキシゲナ ーゼ とSH基 酸化
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リポキ シゲナーゼ が豆 乳 中のSH基 の減少 に関与す るこ とか ら、リポキシゲナーゼ

欠失大豆 を用 いて3種(L1、:L・2、L・3)の アイ ソザイ ムの影響 を調べ た。

1')常 温磨砕 での各 アイ ソザイムのSH酸 化能

まず、通常 の豆腐製造 と同様 に、常温磨砕 におけ る各 リポキシゲナーゼアイ ソザイ

ムのSH基 酸化 能 を調べ た(Fig.7)。 その結果 、3種 のアイ ソザイム全て を欠失 して

い る大豆 で はSH基 の減少 がほ とん どな く、リポキシゲナーゼ の関与 が再確認 された。

また、一種 欠失 した大豆 でのSH:基 酸化能 はL-2欠 失大豆が一番 弱 く、二種欠 失 した

大豆 では:L-1、 ・3欠失大豆(:L・2残 存)が 一番強い こ とか ら、3種 のアイ ソザイムの

中で:L・2が 一番 強いSH基 酸化 能 を有 してい る と考 え られた。

2)大 豆磨砕 時のS且 基酸化 の抑制

大豆磨砕 時のSH基 の減 少 を抑制す るために、1)低 温下(2℃)、2)窒 素雰 囲気 下、

3)低 温下+窒 素雰 囲気下で磨砕 してSH基 量の変化 を調 べた(:Fig.8)。 その結果 、低

温かつ窒素雰 囲気 下で磨砕す るとほぼSH:基 の減 少 を抑 制で きるこ とがわか った。ま

た、:L・1、:L-2、は低 温 にお いて抑制 されや す く、:L・3は窒素雰囲気下で抑制 されやす

か った。3種 の アイ ソザイ ムを内在す るス ズユ タカ は窒素雰囲気下で抑制 されやす い

こ とか ら、L2だ けで はな く:L・3もS且 基の酸化 に対 して重要な役割 を果た してい る

と考 え られ た。市販 の大豆5種 につ いて同様 の実験 を行 った ところ、低温かっ窒素雰

囲気下で磨砕す る とSH含 量 が一番 高 く、次いで窒素雰 囲気 下の磨砕 に効果 が あった

(:Fig.9)。 しか し、低温下で もか な りSH基 の酸化 が抑制 される品種 もあ り、品種 に

よってアイ ソザイ ムの活性 に違 いが ある ことが示唆 された。

第4章 モデル系 にお け るSH基 酸化生成物

リポキシゲナーゼ の脂質酸化反応 によって酸化 されたSH基 が、どの よ うな形 に変

化す るか を調 べた。

1)SH基 減少(50℃ 磨砕)豆 乳のア ミノ酸分析

50℃ で磨砕 してSH基 が減少 した豆乳 をモ ノ ヨー ド酢酸でSH基 をカル ボキシメチ

ル(CM)化 した のち加水 分解 し、誘導体化 してHP:LCで 分析 した。その結果 、50℃

磨砕 では明 らかにCMシ ステイ ンの量が減少 していた(Fig.10)。 この ことは、豆乳

中のSH:基 の減 少が蛋 白質 のシステイ ン残 基のSH基 に由来 してい るこ とを示 してい

る。 しか し、 システイ ン酸 な どの酸化 生成物 は検 出 され なかった。

2)モ デ ル系(シ ステイ ン)に よる酸化生成物 の検索

豆乳 のア ミノ酸分析 に よるSH基 の酸化生成物の特定は困難であったため、システ

インをSH:基 のモデル化 合物に用い、リノール酸 とリポキ シゲナーゼ の酵 素反応 系 を

使 っ て 酸 化 生 成 物 を 検 索 した 。 な お 、 誘 導 体 化 試 薬 にNBDF(4・:Fluoro・7・

nitrobenzo・2・oxo・1,3-diazole)を 用 い ることで酸化生成物 のSH基 の有無 も同時 に調
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べ た。 シ ス テ イ ン と リノー ル 酸 だ けで は 何 の変 化 もな か った が 、それ に リポ キ シ ゲ ナ

ー ゼ を加 え る と
、 シ ステ イ ン は減 少 し複 数 の ピー クが 出 現 した(:Fig、11)。 そ の 主 要

ピー ク の一 つ は シ スチ ンで あ り、も う一 つ は未 知 成 分 で 、NBD:F誘 導 体 の吸 収 スペ ク

トル か らSH基 を持 た な い化 合 物 で あ っ た。 シス チ ン及 び そ の未 知 成 分 は反応 時 間 と

とも に増加 す る こ とか ら、 明 らか に酵 素 反 応 に よっ て生 成 して い た(Fig.12)。 この

未 知成 分 を 明 らか にす るた めに 、シ ステ イ ンの酸 化 物 で あ る シ ステ イ ン酸 とシス テ イ

ンスル フ ィ ン酸 につ い てHPLCで 比 較 した が 、そ れ ら とは異 な っ て い た(Fig.14)。

そ こで 、シ ス チ ンの 酸化 物 で あ る シ スチ ン ジ スル フォ キ サ イ ド(Fig.13)と 比較 した

と ころ 、HPLCの リテ ン シ ョン タイ ムが 一 致 した こ とか ら、この化 合 物 は シ ス チ ン ジ

スル フ ォ キ サ イ ドで あ る と推 定 され た(Fig.14)。

第5章 大豆磨砕 時の豆乳 の色調変化

豆腐製造や分離 蛋 白質 の製造 において 、それ らの色調 も重要 な品質 の一つ であ る。

大豆 の磨砕工程 で の豆 乳 の色調変化 を調べ た ところ、磨砕温度 の上昇 に伴 って色調 が

著 しく変化す る こ とを見い 出 した。そ こで大豆磨砕 時 に起 こる豆乳 の色調変化の原 因

とその メカ ニズム について調べた。

1)大 豆磨砕 温度 と豆乳 の色調

磨砕 温度が0℃ か ら50℃ の問では、磨砕温度 の上昇 に伴 って黄色→ 白→ ピンクへ と

変化 し、測色値 では:L値 、b値 は減少 し、a値 は上昇 した(Fig.15)。 この変化 は過

酸化物価 の変化 とよく似 てお り、 リポキ シゲナ ーゼ の関与 が推 察 され た(Fig.16)。

2)リ ポ キシゲナ ーゼ欠失 大豆 に よる豆 乳の色調変化

リポキ シゲナーゼ の関与 を調べ るために、リポキシゲナ ーゼ欠 失大豆を用いて 同様

の試験 を実施 した ところ、色調 は黄色 のままで変化 せず 、リポ キシゲナーゼが色 調 を

変化 させ る原 因酵素で ある ことがわかった(Fig.15)。 リポキ シゲナーゼ が若干働 い

た方 が、黄色 色素 が酸化退色 し豆乳 が 白くなった。

3)黄 色色素成 分 に関す る解析

リポキシゲナーゼが酸化退色す る黄色色 素について調べ た ところ、限外濾過 に よる

挙動 か ら、水溶性 の蛋 白質非結合性の低分子色素 と考 え られ、酵 素反応前後 の差 スペ

ク トルで は420nm付 近 に吸収極大 が観察 され た(Fig.17)。HPLCに よる分析で は・

酵素反応 の前後 で多数の ピー クが消失 してお り、複数 の色 素が ランダムに酸化 され 退

色 してい た(Fig.18)。 この中の最 大 ピー ク成分の吸収スペ ク トル を測定 した ところ・

415nmに 吸収極 大 を有 してお り、 よく知 られ てい るカ ロテ ノイ ド系の色素 とは 明 ら

か に異 なってお り(Fig.19)、 フ ラボノイ ド成 分で はなか い と推測 した。

第6章 レ トル ト式無菌 豆腐 の開発
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伝統 的手 法で作 られ る豆腐は、微 生物汚染 に対 して極 めて弱い欠点 があるため、微

生物 に よる品質劣化 を防いだ長 期保 存豆腐 に関 して、幾っの技術 が提案 され ている。

レ トル ト方式 の無 菌豆腐 もその一つで、この方式 は凝 固剤 添加後 の豆乳 を容器 に充填

し、凝 固 と滅菌 を同時に行 う方 法で ある。 しか し、 レ トル ト方式 は滅菌 の際にゲルが

脆 くなるこ とが重 大な問題 点の一 つになっていた。そ こで、上述 の研 究成果 を活か し

て、大豆磨砕 時 の酵素制御 を 目的 とした連続式豆乳製造 システム を開発 し、レ トル ト

式の無菌豆腐 の製造 に成功 した。

総 括

大豆蛋 白質 は、栄養 的、経済的 に も優 れてい るこ とに加 えて、溶解性 、気泡性 、乳

化性 、ゲル化性 な どの有 用な機 能特性 を備 えてい るこ とか ら、日本で は昔か ら種 々の

食 品に利用 され て きた。この優れ た加工素材 である大豆の機 能特性 を充分 に活 か した

食 品を開発す るた めに、大豆の加 工、特に磨砕 工程 に焦点 をあてて研 究を進 めた。

まず 、ゲル 形成性 に関 して、その重要 因子 で ある豆 乳 中のスル フ ィ ドリル(SH)

基 に着 目して検討 した。新 しく開発 したDTNP法 を用 いて豆腐製造 工程 の磨砕工程

とゲル形 成性 の関係 につ いて調べ た ところ、大豆の磨砕温度 の上昇 に伴 い豆腐 のゲル

強度 は低 下 し、このゲル 強度 の低 下は豆乳 中のSH基 含量 の低下 が原 因の一つ と考 え

られた。このSH基 の低 下は リポキ シゲナーゼに よる脂質酸化反応 に起 因 していた。

リポ キシゲナーゼ欠失大豆 を用 いてアイ ソザイ ムの影響 を調べた ところ、:レ2に 一番

強いSH基 酸化能 がみ られた。 しか し、3種 のアイ ソザイ ムを含んでい る市販の大豆

では、L・2だ けではな くL・3もSH基 の分解 に対 して重要 な役割 を果た してい ると

考 えられ た。 さ らに、SH基 の酸化生成物 にっ いて調べ るために、 システイ ンに よる

モデル系 で実験 した ところ、リポキシゲナーゼ の脂質 酸化反応に伴い複 数の反応 生成

物 が検 出 され た。主要な成分の一っは シスチ ンであ り、も う一っ は、シスチ ンの酸化

物 であるシスチ ンジスル フォキサイ ドであ ると推 定 した。

次 に、豆腐 製造 にお いて重要 な品質の一っで ある色調 に関 して大豆磨砕 時での変化

について調べ 、リポキシゲナーゼ が色調 を変化 させ る原 因酵 素である ことをつ き とめ

た。・また、 リポ キシゲナーゼが酸化す る黄色色素は複数 の水溶性 の低分子色素 と考 え

られ、その 中の主要成分 はカ ロテ ノイ ド系の色素 とは異 な り、415nmに 吸収極 大 を

有 していた。

これ らの研 究成 果 をも とに、大豆磨砕 時の酵素制御 を 目的 とした連続式豆乳製造 シ

ステムを開発 し、 レ トル ト式の無菌豆腐の製造 に成功 した。本論 文は、大豆製 品の機

能性 の改 良に よる用途拡 大 な ど、高付加価値 の商 品をデ ザイ ン し得 る利 用価値 の高 い

実用的 な製造方 法 を提供 す るものであ る。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

豆腐 は大豆 タンパ ク質 のゲル形成能 を活 用 した伝 統 的食 品で あ り,栄 養学 的だけでな く経済的 に も

優れ てい る。 しか し,伝 統 的食 品の製造 において は,経 験 と勘に頼 る ところが多 く,食 品素材 として

の大 豆の機 能性 を十分 に発揮す るには,加 工に 関す る実用性 を伴 った基礎 的知 見が必要で ある。本研

究では,豆 腐製造時 の大豆磨砕工程 の品質変化 に及 ぼす 酵素作 用の影響 に焦点 を当て,研 究 を進 めた。

第1章 で は,大 豆 タンパ ク質 のゲル形成能の重要 な因子 である豆乳 のSH基 含量定量法 について検討 し,

22'一dithiobis一(5-nitopyhdine)とSH基 の反応 に よって生 成す る5-nitro-2-thiopyridoneを386nmで 比

色す る方法 を確 立 した。第2章 で は,大 豆磨 砕時 のSH基 の変化機構 につ いて上記 の方 法 を用い て検

討 した。す なわ ち,大 豆磨砕温 度 と豆腐 ゲル強度 の関係 を調べた ところ,磨 砕温 度の上昇 に伴 いゲル

強度 は低 下 した。 しか し,磨 砕温度 が上昇 して もタ ンパ ク質 の立体構造 には変化 がない が,SH基 は

減少 した。SH基 の減少は,豆 乳脂質 の過酸化 と平行 し,標 品酵 素の添加 実験 か ら酵 素 リポキシゲナー

ゼに よるもの と推 定 した。第3章 において は,大 豆 に含 まれ る3種 の リポキシゲナーゼ アイ ソザ イム

の役割 につ いて,各 アイ ソザイ ム欠失 品種 を使用 して検討 し,L-2が 最 も強いSH基 酸化活性 を有す が,

L-3も 重 要であ り,大 豆 品種 に よ り各アイ ソザイ ムの活性 に違 いが見 られ るこ とを明 らか に した。磨

砕 中の リポ キシゲナーゼ の作用を抑制す るには,低 温 下の窒素雰 囲気 中で行 うこ とが有効だ ったが,

どち らか一方 では十 分に抑制す るこ とが できなかった。第4章 にお いては,リ ポキ シゲナーゼ反 応に

よるSH基 酸化 機構 を検討 した。す なわち,SH基 の減少 は タンパ ク質 中の シスチ ン残 基のSH基 の酸

化に 由来 していた。酸化 生成物の構造 を解析 す るた め,シ ステイ ン,リ ノール酸,大 豆 リポキシゲナー

ゼか らな るモデル系 を作 成 し,反 応生成物 をHPLCで 分析 した ところ,シ スチ ンと共に新 たな未知 ピー

クが検出 され た。本物質 は,標 品 との ク ロマ ト上の挙 動か ら,シ スチ ンジスル フォ キサイ ドと推 定 さ

れた。第5章 においては,大 豆磨砕 工程 における豆乳の色調変化について調べ,そ の機構 を推定 した。

磨砕 温度0℃ か ら50℃ の間では,温 度の上昇 に伴 い黄色一 白(退 色)一 ピンクへ と色調 が変化 し,測

色値 ではL値,b値 が減少 し,a値 が上昇 した。 この変化 は,脂 質 の過 酸化物価 の変化 とよ く一 致 し

てお り,リ ポ キシゲナーゼ の関与 が示唆 された。リポキ シゲナーゼ欠失品種では,全 く色調が変化せず,

リポキシゲナーゼが原因で あった。黄色色 素は水溶性低分子化 合物 で,吸 収 スペ ク トル か らカ ロテ ノ

イ ドではな く,フ ラボ ノイ ド化合物 と推 定 され た。第6章 においては,長 期間保存豆腐 の製造 上の問

題点 だった滅 菌の際のゲル が脆 くなる現象 について,本 研究 の成果 を活 用 して酵素反応 を制御す るこ

とによ り,レ トル ト式無菌豆腐 に適 した連続式豆乳製造 システ ムを開発 した。

以上 の本研 究の成果 は,と か く経験 に頼 るところが 多かった豆腐 製造において,豆 乳 の機能性 お よ

び品質を向上 させ るた めに酵素反応 を制 御す るこ との重 要性 を明 らか に し,新 しい豆乳製造方法 の開

発 につながったこ とは,著 者 に博 士 儂 学)を 授与す るに値す る と判 断 した。
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