
緒 言

味噌は，わが国の食生活の基盤を形成する

とともに，多様な食品機能成分の存在１）が確

認されており，日本人の健康に大きく寄与し

てきている。特に味噌の食品機能特性のひと

つに強力な抗酸化作用が挙げられるが，抗酸

化物質は食品の酸化的劣化や栄養成分の損失

を防ぎ，生体内でもラジカルを捕捉して生体

膜脂質の過酸化反応を抑えて，種々の疾病，

老化や発癌を抑制するものと考えられてい

る。

今まで味噌の抗酸化物質としてはサポニ

ン，イソフラボン，メラノイジン，トコフェ

ロール，ペプチド，２，３‐ジヒドロキシ安息香

酸２），８‐ヒドロキシダイゼイン，８‐ヒドロキ

シゲニステイン３）等が挙げられ，これらの総

合的な作用で，強い活性を示すことは事実で

ある。

しかし，味噌の原料配分は多様で，かつ発

酵の程度も大きく異なることから，生成する

抗酸化物質やその活性は一様ではない。また

ラジカル捕捉（以下 RSと略記）活性が他の

味噌より５倍以上も強い豆味噌消費地域（東

海３県）では，味噌の消費量の増加につれて

生活習慣病死亡率が減少し，他の味噌の消費

地域と異なった傾向４）が示されるなど，種類

別味噌の精確な RS活性の把握が必要となっ

た。そこで，平成１０年度の全国鑑評会に出品

された１１区分（A～I，平均７点）の味噌，計

８１点を用い，従来ともすれば，個別的で定性

的な評価に留まっている味噌の RS能を総合

的かつ定量的に評価することとした。

実 験 方 法

１．試料：第１表に示した平成１０年度全国鑑

評会出品種１１タイプの８１点で，味噌の種別と

№は味噌の科学と技術，４７，２９８（１９９９）記

載と同一試料を用いた。なお，味噌の種類別

の№は淡色から濃色の順にナンバリングされ

ている。

２．RS活性測定法：DPPH（１，１‐diphenyl‐２
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‐picrylhydrazyl）を用いる Blois５）の方法に準

じた。本報では，その活性を RS５０および RS

⊿ OD値で示した。

RS５０：数段階に希釈した味噌の熱水抽出

液の２mlを試験管にとり，ついで０．５M-

AcOH buffer（pH５．５）０．４ml，９９％EtOH１．６

ml，０．５mM-DPPHエタノール溶液１mlを混

合，常温・暗所で３０分間静置後，５２０�（λmax

５１７�）の OD値をそれぞれ測定し，BlankOD

値の５０％を消去するに要する味噌の�数とし
て示した。即ち，RS５０値は０．２５µMの DPPH

を消去する味噌の�数である。
RS⊿ OD：ゲルろ過フラクションチュー

ブから１ml採取，水１mlを加えた後，上記

と同様に測定した OD値を BlankOD値から

控除した値，即ち，フラクションによる DPPH

退色量を RS⊿ OD活性として示した。

３．SephadexG‐１５によるゲルろ過：Column（３．１

×１０７�, bed volume８０７ml）に味噌の熱水抽

出濃縮試料約５mlを charge（豆味噌は２．５�，
その他の味噌は５．０�相当量），水で６０ml/hr

の流速で展開，ほぼ５～６ml/tubeで fraction-

ateした必要部分（４０～１７０本）について，frac-

tionの色度（そのまま），Cu-Folin６）（０．２ml），

Ninhydrin（０．０５ml）呈色比色し，同時に RS

⊿ OD活性（１．０ml）を測定して，クロマト

グラムを得た。カッコ内は分析採取量であ

り，食塩は流出のピーク位置を示した。また

大豆蛋白分解液およびそのアミノカルボニル

反応液の濃縮液約５ml（Total nitrogenで４５�
相当量，食塩を添加）を charge，それぞれゲ

ルろ過した。

４．クロマトのM，P，A，Y区分への分画

とRS寄与率：ゲルろ過は表１の○印№で示

した１０種類，計１２試料について実施した。そ

のクロマトグラムには Ninhydrn呈色で４個，

Cu-Folin呈色で６個のピークが共通的にみら

れるなどの類似性があり，４区分への分画は

容易であった。即ち，流出順にM（高分子

区分もしくはメラノイジン）は着色物質の流

出が完了するまで，P（中分子区分もしくは

ペプチド）は Ninhydrin呈色値でペプチドか

らアミノ酸の流出に移る bottomまで，A（低

分子区分もしくはアミノ酸）はアミノ酸の流

出が完了し，Cu-Folin呈色に移る bottomま

で，Y（本区分は column内で yellow bandとし

て移動し，ゲルとの若干の吸着反応と顕著な

Cu-Folin呈色する）は fractionの色度と Cu-

Folin呈色がなくなるまでの区分とした。ま

た，M，P，A，Yの RS⊿ OD値の和を求め，

各区分の RS寄与率（％）を求めた。

また，大豆蛋白分解液のアミノカルボニル

反応物には Y区分に続き顕著な RS活性を示

す未知物質（u）が生成するが，uの分画は

第７図に準じた。

５．大豆蛋白分解液とそのアミノカルボニ反

応物の調製：酸沈殿蛋白質を数回，９０％エ

タールに浸漬・洗浄，乾燥粉末とした。蛋白

含量は７８％，ダイジン６．５，ダイゼイン０．９，

ゲニスチン１７．５，ゲニステイン１．０，いずれ

も�％含有していた。酵素分解は麹菌プロテ
アーゼ（Protease A天野）で３５℃，３時間，振

盪下で行った。基質濃度６％，酵素力価／�
基質は１，４５５Unitであり，蛋白可溶化率（SN

/TN）８７％，分解率（FN/SN）は２２．３％であっ

た。アミノカルボニル反応は大豆蛋白分解液

（TN：７１９�N％，FN：１６０�N％）と等容量

の１M‐グルコース液を混合，１００℃シリコン

オイルバス中で７時間加熱した。

実 験 結 果

１．各種味噌のDPPH‐ラジカル捕捉活性

（RS５０活性）

０．２５µMの DPPHラジカル消去に要した各

種味噌の�数は第１表のように，甘味噌（A）

では５００～１１１（２５２．５），甘口味噌（B）では
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８７～２６（５１．２），淡色辛漉（C）８３．３～３２．８

（６５．３），淡色辛粒（�）９０．９～４１．７（６０．２），
赤色辛麹粒（D）３７～２７（３２．２），赤色辛漉

（E）３４．５～１６．５（２６．２），赤色辛粒（�）６６．７
～１４．７（２７．５），豆味噌（F）１２．８～５．４（７．５），

麦味噌淡色系（G）９０．９～３７（６４．１），麦味

噌赤色系（H）５０～１６．７（２５．３），米と麦の

調合味噌（I）５２．６～１５．６（３０．９）であり，同

一種別の味噌においても，それぞればらつき

がみられた。カッコ内は RS５０値の平均値で

ある。

豆味噌の平均活性（RS５０＝７．５�）を１００
とした時の各種味噌の比活性（第１図）は豆

味噌（F）５８．６～１３８．９（１００）＞麦・赤色系

（H）１５．０～４４．９（２９．６）＞赤色辛漉（E）２１．７

～４５．５（２８．６）＞赤色辛粒（�）１１．２～５１．０
（２７．３）＞調合味噌（I）１４．３～４８．１（２４．３）

＞赤色辛麹粒（D）２０．３～２８．５（２３．３）＞甘

口（B）８．６～２８．８（１４．６）＞淡色辛粒（�）
８．３～１８．０（１２．５）＞麦・淡色系（G）８．３～

２０．３（１１．７）＞淡色辛漉（C）８．６～２２．９（１１．５）

＞甘（A）１．５～６．８（３．０）の順であった。カッ

コ内は平均比活性値である。即ち，豆味噌の

RS活性は最も強く，赤色系味噌の４倍，淡

色系味噌の８倍，甘味噌の３３倍となり，濃色

の味噌ほど比活性が高くなった。

２．ラジカル捕捉活性と一般成分との相関性

第１表に示した RS５０活性（�数）と一般
分析成分値７）との相関式を求め，その相関係

数を第２図に示した。

図のように，窒素に関連した全ての成分項

目および大豆割合，熟成日数は項目の値が高

いほど，また表面色〔Y（％）〕が小さくなる

ほど RS５０活性（�数）は低くなる（活性は
強くなる）。逆に DSや EtOHは，その値が

高くなるほど RS５０値は高くなり，RS活性を

第１表 各種味噌のRS５０活性（n＝８１）

第１図 各種味噌のRS５０比活性

第２図 RS５０活性と味噌の一般成分との相関係数
（n＝８１）

味噌の DPPHラジカル捕捉能に関する研究
（竹内徳男，稲荷妙子，森本仁美，毛利光之＊）
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弱めることが示された。このことは味噌の RS

活性に寄与する成分は主として大豆に由来

し，成分の溶解率，分解率が高くなるほど，

また濃色の味噌ほど RS活性が高くなること

を示しており，前項の結果を裏付けている。

３．味噌のゲルろ過クロマトグラムとRS活

性分布との関連

味噌のどの様な成分が RS活性に寄与して

いるかを推定するために，Sephadex G-１５によ

る分子篩パターンと RS（⊿ OD）活性分布

パターンを比較した。

� 淡色辛味噌のRS寄与物質

淡色辛味噌�-２の５�相当量の熱水抽出
物を charge（５３．４�N）した例を第３図に示

した。

図のように，色度（４３０�）はM，P，A，

Y区分に弱く認められ，Ninhydrin呈色ピー

クは Fraction８８，１００前後，１２５（フエニルア

ラニン），１４６（チロシン）の４ピークがみら

れた。Cu-Folin呈色（Folin Lowry法）はM，

P，A，Y区分に存在する４つのピークと Frac-

tion１２１と１４６（チロシン）の６ピークがみら

れた。

RS活性はM，P，A，Yの幅広い分子量区

分にみられるが，概して Cu-Folin呈色ピー

クを中心とした部位で認められた。そこで

M，P，A，Yを構成する RS活性を各区分の

RS⊿ ODの和で示すと，それぞれ１．３６，１．９６，

２．０１，０．９８（計６．３１）となり，RS寄与率（％）

は２１．６，３１．０，３１．８，１５．６となった。即ち，

淡色辛味噌の RS活性は低分子から中分子に

至る A，P区分の物質が中心に寄与し，つい

でメラノイジン（M），黄色物質やフェノー

ル物質など Y区分が寄与している。

� 豆味噌のRS寄与物質

豆味噌 F‐２５の２．５�相当量の熱水抽出物
（４５．３�N）を chargeし，第３図と全く同条

件で行ったクロマトグラムと RS活性分布図

を第４図に示した。

図のように，色度はM区分で顕著に増大

し，P, A, Y区分にも中等度の増色がみられ

た。Ninhydrin呈色性物質のパターンは淡色

辛味噌と全く同じであり，味噌のアミノ化合

物の分布形態は類似している。一方 Cu-Folin

呈色値で示したクロマトグラムは淡色辛味噌

Sephadex G‐１５column（３．１×１０７�，bed volume８０７ml）
Develoption with water at a flow rate of６０ml per hr.
Collection in ca．５．５ml portions

第３図 淡色辛味噌（�‐２）のゲルろ過クロ
マトグラムとRS活性分布

Sephadex G‐１５column（３．１×１０７�，bed volume８０７ml）
Develoption with water at a flow rate of６０ml per hr.
Collection in ca.５．５ml portions

第４図 豆味噌（F‐２５）のゲルろ過クロマトグ
ラムとRS活性分布
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の P，A区でみられたピークはみられないな

ど，異なっていた。

RS活性分布パターンは図のように Cu-

Folin呈色カーブと類似の傾向がみられた。ま

た，M，P，A，Y区分の Σ⊿ OD活性は，味

噌５．０�換算で，それぞれ３０．５３，１４．３０，７．５４，
８．６８（計６１．０６）であり，RS寄与率はそれぞ

れ５０．０，２３．４，１２．４，１４．２％となった。即ち，

豆味噌の RS活性はMと Pが主体的に作用

している。

４．各種味噌のRS活性成分の比較（M，P，

A，Y区分の寄与率）

前項で淡色辛味噌と濃色の豆味噌の RS物

質を比較した結果，RS活性は Cu-Folin呈色

値に依存的で，淡色の味噌では低分子区分，

濃色の豆味噌では高分子区分が高かった。こ

のことから，味噌の RS物質はメラノイジン

もしくはアミノカルボニル反応過程で生成す

る還元性物質であると推定される。

そこで，本項では，１２品種の味噌のゲルろ

過分画したM, P, A, Y区分の RS活性（Σ⊿

OD活性）と味噌の表面色 Y（％）との関係

をさらに検討した。（第５図）

図は各種味噌の分子量別の RS物質（M, P,

A, Yの順に配列）の RS活性（Σ⊿ OD値）

を横軸に示した。図のように，増色に伴っ

て，４区分の RS活性はいずれも比例的に高

まった。その中で，Y（％）値が１５以上の淡

色の味噌では，低分子の A区分の活性が高

く，Y（％）が１４～１１の D, �, Eの味噌では

中分子の P区分の活性が，濃色の豆味噌で

は高分子のM区分の活性が高いなど味噌の

種類による差異がみられた。即ち，増色に伴っ

て，味噌の RS活性の主体をなす物質が高分

子側にシフトしていく傾向が確認された。

このことは，アミノカルボニル反応が強く

第２表 各種味噌分画４区分のRS活性構成比（％）

第５図 味噌RS物質の分子区分別活性

味噌の DPPHラジカル捕捉能に関する研究
（竹内徳男，稲荷妙子，森本仁美，毛利光之＊）

― ―１１９

／【Ｍ：】Ｓｅｒｖｅｒ／岐阜女子大学紀要　第３３号／竹内１３／竹内１３  2004.02.17 19.09.03  Page 5 



進行する味噌・醤油にあっては，メラノイジ

生成の初期段階，中間段階にある反応生成物

も RS活性に強く寄与し，またそれらは時間

経過に伴って集積し，かつアミノ化合物と重

合・高分子化すると共に量的にも増大して活

性をもたらしていることを示唆する。

第２表に，供試味噌の RS活性と相関性の

高い成分値と RS物質の構成化をまとめた。

表のように，①味噌の色度は同一種類内で

も Y（％）に大きなふれがあった。② RS５０

表示および RSΣ⊿ OD表示した各種味噌の

RS活性は全く一致し，その強さは味噌の色

度と相関していた。③各種味噌の主体的に作

用する RS物質と寄与率（％）は，淡色系味

噌では低分子（A）区分で３５％，赤色系味噌

では中分子（P）区分で４０％，豆味噌では高

分子（M）区分でほぼ６０％であった。

５．大豆蛋白分解液とそのアミノカルボニル

反応物のRS活性

味噌の RS活性は色との相関が強く，豆味

噌の RS活性は他の味噌と較べて強く，特に

M区分（高分子区分，メラノイジン）の RS

活性構成が著しく高いという特徴が示され

た。アミノカルボニル（以下 ACと略記）反

応によるメラノイジンの生成は中間段階で生

成したカルボニル化合物がアミノ化合物と縮

合・重合して高分子化の経過をたどる。従っ

て，アミノ化合物の形態の差異が生成するメ

ラノイジンに影響をもたらし，味噌の RS構

成比に差異が生ずると考えられる。本項では，

大豆蛋白質を麹菌プロテアーゼで分解し，豆

味噌の初期段階の蛋白分解形態を有する分解

液の AC反応前後の RS活性を測定し，RS

物質の前駆体となるアミノ化合物を推定し

た。

� 大豆蛋白分解液のAC反応前後におけ

るRS物質の比較

大豆蛋白分解液とその AC反応物のゲルろ

過クロマトグラムと RS活性分布図を第

６，７図に示した。

大豆蛋白分解液のクロマトグラム（第６図）

で，Ninhydrin呈色や Cu-Folin呈色のパター

ンは第４図の豆味噌のパターンに極似してい

た。しかし，着色がみられず，RS分布パター

ンは豆味噌と全く異なり，Y区分に認められ

た弱い活性以外は殆んど皆無もしくは極微弱

であった。（別に行った大豆分解液では，Y

区分にはかなり強い活性が現われることか

ら，本区分にはイソフラボン類の混在が推定

される。）

一方，大豆蛋白分解液の AC反応物のクロ

マトグラム（第７図）は Ninhydrin呈色性物

質が顕著に減少し，着色の増加と Cu-Folin

呈色値が高まり，RS活性が顕著に高くなり，

RS分布パターンは，第４図の豆味噌のパター

ンに近似したものとなった。AC反応におけ

るアミノ化合物の減少率はM＞P＞Aの順で

Sephadex G‐１５column：３．１×１０６�，（B.V.８１０ml）
展開液：H２O Fraction Volume：５．１ml/Tube
Flow rate：６３ml/h Sample charge：反応液６．３ml（４５．０�N）
Tube Fraction の分析：Cu-Folin（０．２ml），Ninhydrin（０．０５
ml），NaCl（０．１ml），色度（そのまま）

第６図 大豆蛋白分解液のゲルろ過クロマトグ
ラムとRS活性分布
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あり，生成する Cu-Folin呈色値当りの RS活

性 はM（２．２５）＞P（２．０５）＞A（１．６５）の

順であった。即ち，麹菌酵素の作用で生成す

る豆味噌様の窒素形態を持つペプチドのメラ

ノイジン化は速く，RS活性も高いと云える。

また，第７図の RS分布パターンで，フラ

クション１４０の部位に，未知の RS活性物質

（u）が生成した。この物質は豆味噌熟成の中

期段階で生成するが，後期には消失する興味

ある物質である。

� 豆味噌RS物質の前駆体

大豆蛋白分解液を構成するアミノ化合物に

は，原則的に RS活性はないが，AC反応で

RS物質が生成し，豆味噌と類似の RS分布

形態となった。そこで豆味噌の多様な RS物

質がどの様なアミノ化合物に由来するかを知

る目的で実験した。即ち，大豆蛋白分解液か

ら，M，P，A，Yの４区分を分画し，その

AC反応物から，第７図の上段の指標に準じ，

生成した RS物質 m，p，a，y，uの RS活性

（Σ⊿ OD）を測定した。その結果を第３表

に示した。表のように，�高分子のM区分

からは，４８％の m-RS物質と２５％の u-RS物

質，その他を生成した。�中分子の P区分

からは４４％の m-RS物質と２６％の p-RS物質，

その他を生成，�低分子の A区分からは３８％

の p-RS物質と各２２％の m-，u-RS物質を生

成した，�Y区分からは，３６％の y-RS物質

と２７％の u-RS物質，その他を生成した。上

記のように，味噌の DPPHラジカル捕捉物

質は大豆蛋白分解物の AC反応で生ずるメラ

ノイジン関連物質であるが，それらは単に重

合のみでなく，高分子物質の低分子化や低分

子物質の高分子化により生ずることを認め

た。

考 察

大豆蛋白質の麹菌プロテアーゼ分解液や豆

味噌の熱水抽出液中には，Sephadex G-１５によ

るゲルろ過で，分子量１，１００～２８０の中分子区

分（本報で示した P区分）にリノール酸の

過酸化を強く抑制する抗酸化性ペプチド８）が

存在する。しかし，第６図に示した大豆蛋白

分解液 P区分には RS活性が全く認められな

いことから，ペプチドの抗酸化性は金属キ

レート能９）に基づくとする説が支持できる。ま

た豆味噌の熱水抽出液の中分子区分には，酸

第３表 AC反応で分画区分から生成するRS
活性（∑⊿OD）

Sephadex G‐１５column（３．１×１０７�，bed volume８０７ml）
展開液：H２O Fraction Volume：５．１ml/Tube
Flow rate：６３．８ml/h Sample charge：反応液６．３ml（４５．０�N）
Tube Fraction の分析：Ninhydrin（０．０５ml），Cu-Folin（０．２
ml），色度（そのまま），NaCl（０．１ml）
AC反応：１００℃，７hrs 加熱液

第７図 大豆蛋白分解液AC反応物のゲルろ過
クロマトグラムとRS活性分布

味噌の DPPHラジカル捕捉能に関する研究
（竹内徳男，稲荷妙子，森本仁美，毛利光之＊）
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性～塩基性に亘る少なくとも７種以上の抗酸

化ペプチドが認められたが，その活性はペプ

チドの塩基性度が高いものほど強い。得られ

た３種の抗酸化ペプチド１０）では（Glu, Arg）＜

（Ala, His）＜（Met, Ile, His, His）の順に活性

が強く，ヒスチジンの寄与が高い。

いずれにしても，豆味噌の優れた抗酸化能

は抗酸化ペプチドによる金属イオンの封鎖作

用と脂肪酸ラジカルの捕捉に役立つメラノイ

ジン関連物質等の還元作用の２段階からなる

ことに基づくと考えられる。

要 約

味噌のラジカル捕捉（RS）能を総合的か

つ定量的に評価することを目的に，平成１０年

度全国味噌鑑評会出品種８１点の RS活性やそ

の構成を評価すると共に大豆蛋白質の麹菌プ

ロテアーゼ分解液を用いて RS活性の生因に

ついて解析した。得られた結果は次のとおり

である。

１）味噌のラジカル捕捉活性の測定法とし

て RS５０法を設定した。それは０．２５µMの

DPPH（測定系 DPPHの５０％相当量）を消去

するに必要な味噌の�数を RS５０とした。

２）種別味噌の RS５０平均値は豆味噌７．５

（１００），赤色系味噌２５．３（２９．６）～３２．２（２３．３），

甘口味噌５１．２（１４．６），淡色系味噌６０．２（１２．５）

～６５．３（１１．５），甘味噌２５２．５（３．０）であり，

濃色の味噌ほど RS活性は強くなる。カッコ

内は豆味噌を１００とした時の比活性である。

３）RS活性物質は低～高分子の幅広い分

子区分に存在し，濃色化につれて，いずれの

区分も活性が増加した。しかし，淡色系では

低分子，赤色系では中分子，豆味噌では高分

子（メラノイジン）物質の寄与が高いなど，

RS構成には差異がみられた。

４）大豆蛋白質（酸沈澱蛋白質）の麹菌プ

ロテアーゼ分解液には RS活性物質の存在は

殆んど認められないが，アミノカルボニル反

応を施すと RS物質が生成し，豆味噌と類似

の RS活性分布形態となった。従って，味噌

の DPPHラジカル捕捉物質の大部分はメラ

ノイジン関連物質に由来すると考えられた。

（本研究は全国味噌工業協同組合連合会から研究費補

助を得てなされたことを付記し，御礼申し上げます）
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