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大徳寺瑞峯院納 豆 の 製造過程 に お ける DPPH ラ ジ カ ル 消去活性 の 変化 と

　　　　　　　　　　　　　　　　その 関連物質につ い て
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　大 徳 寺納豆 は．京都 の 大 徳寺で 古 くか ら作 られ て い る 加

塩 納 豆 の
一

種で あ る 。 加塩 納豆 と は，奈良時代 に 中 11・iか ら

入唐僧たちに よ っ て 日本 に もた ら さ れ た もの で．古 くに 中

国 で つ くられ て い た大 豆 を 麹 菌で 発 酵 させ た 「鼓」が そ の

原 型 だ と され て い る。お寺の 納所 （台所） で 僧侶 が 作 っ て

い た こ とか ら寺 納 腎：，また は ，中 国渡来 とい うこ とか ら 唐

納 豆 と もい わ れ る よ うに な っ た
ll。加 塩 納豆 侍 納豆 ） は ．

京都 で は 大徳寺納 豆 の 他 に ．丿く竜寺納豆 、　 ・
休寺納 豆 知 ら

れ て い る が ，静岡の 浜名湖畔 の 浜納 豆 もよ く知 ら れ て い る 。
一

般的な 糸引 き納豆 と は異 な り，黒 くて 味噌 の よ うな 風味

が あ る の が 特徴 で あ る。加塩 納豆 の 製法 と して は，蒸煮 し

た 大 豆 に 麹菌 とは っ た い 粉 （麦焦が し） をふ りか けて 発酵

させ て 大旦 麹 を作 り，乾燥後 塩水 につ け て 3 ヶ 月
一1年

熟成 さ せ て 作 る の が
一

般 的 で あ る
‘’
。

　加塩納豆 を含 め 味噌．醤油 と い っ た 大 豆 発 酵食晶 は，原

料大豆 よ り強 い 抗酸化作用 や ラ ジ カ ル 消去活性 を 示す こ と

が 報 告 され て い る
1i’［’／。そ の 理 由 と して ，大豆 に は． トコ

フ ェ ロ ー
ル や イ ソ フ ラ ボ ン 化合物

6
と い っ た 抗酸化性物質

が 含 まれて い るが，大 豆発酵食品で は，こ れ らに加 え，発

酵ある い は 熟成過 程 に お い て．新 た な 抗 酸化 物 質が 生 成 す

る た め と 考 え られ て い る。例 え ば，大 ワ：タ ン パ ク 質 が，発

S
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酵，熟成中に，麹菌の プロ テ アーゼ の 作用 に よ っ て 分解さ

れ．生 成 した ペ プ チ ドや ア ミノ 酸が 抗 酸化性 を示す こ とが

報告 さ れ て い る
9

。 ま た、原料大豆 中 の イ ソ フ ラ ボ ン 配糖

体で あ る ダ イ ズ イ ン やゲニ ス チ ン が 発酵過程で 微生 物の 産

生 す る β
一グ ル コ シ ダ

ーゼ に よ っ て 分解 され，よ り強い 抗

酸化力 を示 す ダ イ ゼ イ ン や ゲ ニ ス テ イ ン と い うア グ リ コ ン

の 形 に な る た め と も報告 され て い る
8−／1．

。さ ら に，味噌 や

醤油 は ，発酵，熟成 中 に メ イ ラード反 応 に よ る褐変が 起 き，
こ の 反 応 で 生 成 され る メ ラ ノ イ ジ ン に も強い 抗酸化性 や ラ

ジ カ ル 消去活性 や 抗変異源性 が ある こ とが 確認 され て い

る
itt
．
151

っ

　 こ の よ うに，目本 の 伝統的な大皇発酵食品の 保存性 は，

発 酵 あ るい は熟成 の 過 程 で生 成 され る 様 々 な抗 酸化 物 質 に

よ っ て 高 ま っ て い る と 考 え られ る u

　 と こ ろ で 人 問を 含め，生 物 が 呼吸 し新陳代謝 を して い る

と きに は，呼吸 に 利用 さ れ る 酸素の 約 3 〜10％ が 活性酸素

に な る と され る
16／

。 そ して 、近年、そ の 活性酸素 や フ リ
ー

ラ ジ カ ル が，癌 や 心臓病，脳卒中な どの 牛 活習慣病 をは じ

め ，老 入疝 と呼ばれ る数多くの 疾病 に 関係 して い る こ とが

明 らか に さ れ
［
’
／

，こ うい っ た 疾 病 の 予 防 の 上 か ら も．生 体

内 で 酸 素 障 害 の 抑 制 に 働 く物 質 に 期 待 が 集 ま り．大 豆 発 酵

食晶が注 凵されて い る tt

　 と こ ろ で ，京都大徳 ：1・瑞峯院の 大徳古・納豆 は，製造方法

に特徴 が あ り，麹菌 は 添加 され ず，熟成期問 も約 2 う
．
月間

と非常 に短 い ，発酵，熟成は 真夏に天 日 に干 した状態で 行

（239） 17

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society of Cookery Science

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　of 　Cookery 　Soienoe

凵本調理 科学会誌　Vol．40　No．4 （2007）

な わ れ る な ど，大徳寺瑞峯院納豆 の 製造方法は 他の 大徳寺

納豆 とは異な っ て い る 。

　そ こ で，本研 究で は大徳寺瑞峯院の 大徳寺納豆 の 製 造 過

程 に お け る DPPH ラ ジ カ ル 消 去活性の 変化 お よ び そ の 関

連物質に つ い て 検討 を行 っ た 。

実験方法

1． 大徳寺納豆 の 製法とサ ン プ リ ン グ

　京都大 徳寺瑞峯 院 で 2004年 7 月
〜10月 に製造 され た 大

徳寺納豆 を使用 した 。 大徳寺納豆 の 製造過程お よ び サ ン プ

リ ン グにつ い て は，Scheme　lに 示す。まず，原料大豆 （北

海 道 産．鶴 娘 ）360kg を洗 い
一

晩 水 に 浸 漬 させ ，浸 漬 し

た 大 豆 を 釜 で 約 3〜4 時 間 蒸 煮す る 。蒸 す こ と に よ り大 豆

は赤 っ ぽ く仕上 が る 。 次 に 蒸煮大豆 と は っ た い 粉 （麦焦が

し）90kg をまぜ 合 わ せ ，室 で ／週間自然発酵 さ せ る 。 そ

の 後 前 日 に 沸か して冷 ま して お い た 塩湯 とまぜ 合 わ せ桶

に 入 れ，約 2 ヶ 月間，炎天 下 で ，毎 目 か き混ぜ なが ら熟成

させ る 。 水分 が 蒸発 し，黒い 味噌の よ うな状態 に な っ た ら

完成 晶 と され る。完成品 は，直径 1．5cm ほ どの 粒 状 に 丸

め て，壷 に入 れ 常温 で 保存 さ れ る 。

　本研究 で は，7 月の 仕 込み か ら 10 月に 製 品 と な る まで

の 過程 で ，Scheme 　l に 示 し た よ うに 9 回 の サ ン プ リ ン グ

を行 い ，試料  〜  と して 分析 に 供 した。

2． 分析用試料の 調製

1）　水抽出画分 の 調製

　各試料 5g を ミ ル で 粉砕後．10倍容 の 蒸留水 で 4℃ 12

時間抽出 し，抽出液を遠心分離 した 後，得 られ た E清 を水

抽 出 試 料 と した。

2）　 メ タ ノ
ー

ル 抽 出 画分 の 調製

　各試料 5g を ミ ル で 粉砕後、10倍容 の 80％ メ タ ノ
・一

ル

で 4℃ 12時 間 抽出 し
三
δ：．
，抽 出液を遠心分 離 した 後．得 ら

れ た ヒ清を 80％ メ タ ノール 抽出 試料と した。
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3． 分析方法

1） 水分含量 の 測定

　食 品分析法 に準 じ，電気炉 （Yamato 　MUFFLE 　FUR −

NACE 　FP−31）で 105℃，4 時間乾燥 させ ，そ の 重量変化

か ら水分含量 を 求め た 。

2）　褐変度 の 測定

　分光光度計 （JASCO 日本分 光株式会社 　V −550）を 用い ，

抽出物 の 470nm の 吸光度を褐変度
，9）

と した 。

3）　ラ ジ カ ル消去活性の 測定

　DPPH 法
5．20’21）

に よ り測定 を 行 っ た 。 希釈 した 試料 0．5
mt に 0．1M 酢酸 buffer（pH 　5．5） 1．5m ‘とエ タ ノ ール 2

mt を加え，全量 を 4　mt と した 。 そ の 後 0．51nM 　DPPH

（1−1−diphenyl−2−picrylhydrazyl＞一エ タ ノ
ー

ル 溶 液 1mt
を添加 し，30分間放置後，517nm に お ける 吸光度 の 減少

量 を測定 した 。 DPPH ラ ジカ ル 消去活性 は α
一tocoferol 等

量 と して 求 め た。

4） 総 ポ リ フ ェ ノ
ー

ル 含有量 の 測定

　総 ポ リ フ ェ ノ
ー

ル 含有量 は，Fo 伽
一
α o σα伽   法

22〕
に よ

り測定を行 っ た 。 希釈 した試料 1m ‘に 1　N　Fol’in．−Ciocα1一

直θ％ 溶液 1mZ を加 え，3分 間 室温 で 放鷹後 10％ Na2CO3

2m ‘を加えた。1時間放置後，700　nm の 吸光度を測定 した 。

総 ポ リ フ ェ ノ
ー

ル 含有量 は ク ロ ロ ゲ ン 酸等量 と して 算 出 し

た 。

5）　イ ソ フ ラ ボ ン 含有量 の 測定

　HPLC （島津 LC−9　A ） に よ り測定 を行 っ た
23）

。 カ ラ ム

は GL サ イ エ ン ス 社 製 Unisil　C　l8 （4．6mm 　i．　d．× 250

mrn ）を用 い ，カ ラ ム 温度 35℃，流速 1．Oml ／min ，検出

波長 245nm で 分析 を行 っ た。ダイジ ン ，グ リ シチ ン の 分

離 の 場合，移動 層 に は，ア セ トニ ト リ ル ／20mM リ ン 酸

緩衝液 （pH 　2．6）（20f80） を，ゲ ニ ス チ ン ，ダ イ ゼ イ ン ，

グ リ シ テ イ ン ，ゲ ニ ス テ イ ン の 場合 に は，ア セ トニ トリ

ル ／20mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　2．6）（25／75） を使用 した 。

6）　ニ ン ヒ ドリ ン 呈色性物質の 測定

　ニ ン ヒ ドリ ン 法 に よ り測定 した
zo
。試料 1m ‘に ニ ン ヒ

ドリン 試薬 1rn‘を加え，良 く攪拌 した後 沸騰水浴中 に

て 15分 反 応 さ せ ，水 冷 後，50％ エ タ ノ ール を 5mt 加 え，

30分 間静 置 後，570nm に て 吸 光 度 を測 定 し，グ ル タ ミ ン

酸等量 と して 求 め た 。

7） 遊離 ア ミ ノ 酸分析

　BidlimgInyer らの 方法を
一

部改変 し た 佐藤 ら の 方法
25 ；

に従 っ て 行 っ た。一
定量の サ ン プル （10〜100 μ‘）を乾固後

ア ル カ リ メ タ ノー
ル 溶液 （メ タ ノ

ー
ル ：TEA ：蒸留水 ＝7 ：

2 ：1） 10　ml 加 え て 真 空 乾固 させ ア ル カ リ処 理 を行 っ た 。

続 い て ，誘導化液 （メ タ ノ
ー

ル ：TEA ：蒸留水 ：PITC ＝7 ：

1 ； 1 ： 1） を 20μ‘加え，20分 間室温 で 反応 させ た 後，真

空乾固させ，Pico−Tag　bufferを 10μ‘添加 した。

　カ ラム は Superspher　100　RP−18 （e ）を用 い ，カ ラ ム温

度 45℃，流速 は O．8mt ／min ，検出 は 254　nm で 行 っ た 。

溶離液 に は，A 液 （5％ ア セ トニ ト リル f150　mM 　酢酸

ア ン モ ニ ウ ム，pH 　6．0）と B 液 （60％ ア セ トニ ト リル ）

を川 い た 。 溶離液 の 構成 は，B 液 の 比率を 0− 5 分 ： 0％，

5− 25 分 ：10− 47．5％，25− 30分 ；47．5− 100％，30− 40分 ：

100％，40− 50分 ：0％ と した。

8） Bio−Gel　P−4 に よ る分画

　水抽出試料 1m ‘を Bio−Gel　P−4 カ ラ ム （φ1．5x50　cm ：

分画分子量 800〜4，000ダル トン ）に供 し．蒸留水 で 展開 し．

2　mi ．ず つ 分取 した。得 られた各画分 の 褐変度，総 ポ リ フ

ェ ノ
ー

ル 含有量 ，ニ ン ヒ ドリ ン 呈 色 性 量，お よび ラ ジ カ ル

消 去 活 性 を測定 した。

結果 と考察

1， 製造過程にお け る 大徳寺納豆 の 変化

　蒸煮大豆 を室 で 1 週間自然発酵させ た 試料  は ，表面 に

麹菌 と思わ れ る 黄，緑，黒色 の カ ビが 生えて い た 。そ の 後，

天 日に 干 しなが ら熟成 させ る こ と に よ り，色 は茶色か ら黒

色へ と変化して い っ た。天 日干 し開始 か ら 8週 目，黒い 味

噌 の よ うな大徳寺納 豆 の 完成品が 得 られ た 。

　各試料 の 水抽出画分 の 褐変度 を測定 した結果を Fig，1 に

示 した。天 日干 し開始 6 週目の 試料  と 8週 凵の 試料  と

の 間 で 大 き く値 が 増 加 し，こ の 間 に急 激 に 水 ロr溶性 の 褐変

物 質が 生 成 さ れ た こ とが 示 され た。

2，　 熟成 に伴 うラジカル 消去活性 の 変化

　池 田 ら
S）

は豆味噌発酵過程 に お け る抗酸化性 の 変化 につ

い て，豆味噌仕込み 後 30 日 間は，発酵熟成の 進行 に従い

抗酸化性が 上昇す る こ とを報告して お り，竹内 ら
「’）

は，豆

味噌の 抗酸化能に は抗酸化 ペ プチ ドに よ る 金 属 イ オ ン の 封

鎖 作 用 と メ ラ ノ イ ジ ン 関連物質の 脂肪酸 ラ ジ カ ル の 捕捉 に

基 づ くこ と，味噌の DPPH ラ ジ カ ル 補足物質の 大部分 は

メ ラ ノ イジ ン 関連物質 に よる と報告 して い る。Fig　2 に水

可溶性画分の ラ ジ カ ル 消去活性の 変化を示 したが ，ラ ジ カ

ル 消去活性は，天 日干 し 1 日 目 （塩湯 と混ぜ た直後）の 試

料  か ら  に か けて ，天 日「
：

しの 過程 で 高 くな り，試料 

の 大徳寺納豆 完成 品 （天 日干 し 8 週 目）の ラ ジ カ ル 消去活

性 は，原料大豆 （  ）の そ れ に 比 べ ，約 20 倍高い 値 を示

した。また，試料  と  試料  と  の 問 で ラ ジ カ ル 消去

⊆
O

守

痛

8
⊆

εL8
』

く

3．0252

．0t5100500

            ．      

　 　 　 　 S  plo　number

Fig．1　 Changes　of　the 　browning　of　water
−
soluble 　fraction
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Table 　1． Changes　of 　the　 water 　 contents 　of

I）α・itokT一プz一アzt−tto　dur元ng 　Processing

Salnp且es Water　（％）

                 

Sumple　number

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9．268
．853
．316
．853
．152
、342
．63

／．623
，4

Fig．2　RadicaT−scavenging 　activities　of 　water
−
soluble 　fraction

　 　 　 of 　Da・’itok？nj7／一” a ，tto　during　PrQcessing
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Fig．3　Radicai−scavenging 　activity 　of 　80％ methanol
−
soluble

　 　 fraction　of　Da・itok砌fi−7zα・tto　during　prQcessing

活性 の 変化が 大きくな っ て お り，こ の 間に ラ ジ カル消去活

性 に 寄 与す る 成 分が 生 成 し た 可 能 性が 示 唆 さ れ た。

Murakami ら も，メ イ ラード反応 に お い て 色 が つ くか つ か

な い か の 初期 よ りラ ジ カ ル 消去活性 を示す物質が 生 成 され

て い る こ と，また褐変度 と消去活性 の 間に は 相 関 が あ る こ

と を報告 して い る
］4）
。

　また，Fig．3 に は ，メ タ ノール 可 溶画分の ラ ジ カ ル 消去

活性 の 変化 を示 した。な お，メ タ ノール抽出 に お い て は，

試料   は  と，試料  は   と大 きな変化 は な い と考 え測定

しな か っ た。そ の 結果 試 料  か ら  に か けて の 天 日干 し

開始 か ら 2 週間 の ラ ジ カ ル 消去活性 の 増加 が 顕 著 で あ っ

た 。 しか し，水抽出画分 の ラ ジ カ ル 消去活性 と比 較 す る と，

80％ メ タ ノ ール 抽 出 画 分 の ラ ジ カ ル 消去 活性 は か な り低

い 値 を示 した。メ タ ノール 可溶画分 に は イ ソ フ ラ ボ ン が 分

画 され て い る と考 え られ るが，イ ソ フ ラ ボ ン に は 抗酸化性

は報告 され て い るが ，DPPH ラ ジ カ ル 消去活性 は 報告 され

て い ない こ とか ら，本活性 に は イソ フ ラ ボ ン 以外の 例 えば

α
一トコ フ ェ ロ

ー
ル な どが 関与 して い る もの と思 わ れ た が，

詳細 に つ い て は ，今後 の 検討課題 と考えて い る。以 上 の 結

果 よ り，大徳寺納豆 の ラ ジ カ ル 消去活性は，主 と して 水可

溶性成分が担 っ て い る こ とが 示 され た 。

3． 製造過程 の 成分変化

　 まず，水分含有量 の 変化を，Table　 l に 示 した 。 試料 
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Fig．4　Polyphenol　contentsof 　water
−
soluble 　fraction　of
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Fig．5　Polypherlol　content 　of　80％ methanol
−
soluble 　fraction

of　Dattohuy
’
i−natt σ during　processing

か ら  で 水分含有量 の 減少が み られた が，こ れ は室 で の 発

酵過程 で 乾燥が進 ん だ た め と考えられ る 。 また，試料  で

水分含量が増加 した の は，塩湯を加 えたためで ある 。 試料

  から完成品試料  まで は，天 日干 し過程 で あ り，時間の

経過 と と もに 乾燥 が 進 ん だ こ とが わ か る。

　Fig．4 に は水 可 溶 性 画 分 の 総 ポ リ フ ェ ノー
ル 含有量 を，

ま た Fig．5 に は，80％ メ タ ノ
ー

ル 抽 出画分 の 総 ポ リフ ェ

ノ
ー

ル 含有量 を示 した 。 ポ リ フ ェ ノ
ー

ル 含有量 は水可溶性

画分 の 方が 多 か っ たが，い ずれ の 画分 も熟成 に伴 い 増加 し

た。
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　水可溶画分 の ポ リ フ ェ ノー
ル 含有量 の 増加 は，熟成 に 伴

い ，あ る種の ポ リ フ ェ ノ
ー

ル の 水へ の 溶解性が 増加 した こ

と や，Folin試薬 に 反応す る もの と して ア ミ ノ 酸や タ ン パ

ク 質 な ど もあ る こ とか ら，発酵過程に お い て 菌体 の 持つ プ

ロ テ ア
ー

ゼ の作用 に よ っ て生 じた，ア ミ ノ 酸 やペ プチ ドに

よ る もの と も考 え られ る 。 なお，水可溶画分 の 試料  で ポ

リ フ ェ ノー
ル 含量が低下 したの は，は っ たい 粉 （麦焦 が し）

と混ぜ た た め 試料 に 占め る大豆 の 相 対 重 量 が 減少 した た め

と考え られ る。

　味噌 や 納豆 につ い て は，発酵過程 に おい て プ ロ テ ア
ーゼ

に よ りタ ン パ ク質が分解 され，ペ プチ ドや ア ミノ酸 が 生成

す る こ とが 報告 されて い る
57 ）

。 大徳寺納 肩：は麹菌を 入 れ

て い ない 点で 味噌などとは異 な るが，室 に い れ て 自然発酵

させ た後 の 大豆 の 表面 に は黄，緑 黒色 の カ ビが み られ た

こ とか ら，落 ド細菌中 に 含 まれ て い た 麹菌が 産 生 す る プ ロ

テ ア
ーゼ に よ りタ ンパ ク質の 分解が 起 こ り，ア ミ ノ 酸やペ

プチ ドが 増加 した の で は な い か と考 え られ た 。 Tab ！e　2 に

熟成 に伴 う遊 離 ア ミノ酸含有量 と ア ミ ノ 酸組成の 変化 を示

した が ，室 に 入れ，1週間自然発酵 させ た 後 の 試料  で は，

蒸煮大豆   の 約 10倍 もの 遊離 ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ て い る こ

とが 示 さ れ た 。しか し試 料  以 降 の 熟 成 期 間 中 に は，遊 離

ア ミ ノ 酸含有量 に大きな変化 は み られ ず，室で の 発酵期間

で 分解され た 遊離 ア ミ ノ 酸 は比較的安定 で あ る こ とが 示 さ

れた 。 こ れは 高濃度 の 錦湯が添加 され た こ とと 炎天 下 に あ

っ て 水分が減少 しプロ テ ア
ーゼ が 失活 した た め と考 え られ

る。また ア ミ ノ酸組成 で は，グ ル タ ミ ン 酸の 割合 が 高 く，

グ ル タ ミ ン 酸 の 生 成 は，大徳寺納豆 の うま味 に も関 与 して

い る と考 え られ る
鮒

。

　 メ タ ノ
ー

ル 可溶画分 の ポ リ フ ェ ノ
ー

ル の 増 加 に つ い て

は，今後の 検討課題 と考えて い るが 　こ の 画 分 に抽 出 さ れ

る イ ソ フ ラ ボ ン 含有 量 の 変化 につ い て Fig．　6 に示 した。配

糖体の ゲ ニ ス チ ン ，ダ イ ジ ン ，グ リシ チ ン は室 で の 発酵期

間 と天 口干 し開始後 の 熟成 2 週目まで の 間で 減少 し，逆 に

ア グリ コ ン で あ る ゲ ニ ス テ イ ン とダ イ ゼ イ ン は，徐々 に増

加 した。つ ま り，室 で の 発酵期間 に，天 然 に 存在する 麹菌

の β
一グ ル コ シ ダーゼ に よ りイ ソ フ ラ ボ ン 配糖体が 分解 さ

れ，ア グ リ コ ンが 増加 した こ とが 示 さ れ た。一
般的に 大

豆 イ ソ フ ラボ ン を摂取 した 場合，腸 内細菌 に よ っ て 分解が

必要と され る 配 糖体よ りもア グ リ コ ン の 方が，腸管 か ら吸

Table 　2．　 Changes　of　free　aminQ 　acid 　compositions 　of　water
−

　 　 　 　 so 且uble 　fracUon　of 　Daitoicu，y”i，−natt σ during　Processing

　　　　　　　　　　　　　　　　　（mg ／100gdry 　w ．）
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収 され る 際 に 吸収性 も生 理活性に お い て も優れ て い る とさ

れ て い る
27）
。熟成期 間 にお い て こ れ らの ア グ リ コ ン が 増加

した こ とは，抗酸化食品 と して の 大徳寺納豆 の 生理 機能が

期待され る 。

　また，蒸煮大 豆 の 試料  で 原料大 豆 の 試料  よ りも配糖

体 で あ る ゲニ ス チ ン と ダイ ジ ン の 増加が み られ た が ，イ ソ

フ ラ ボ ン配糖体 に は，配糖体 の 他 に マ ロ ニ ル 化配糖体，ア

セ チ ル 化配糖体が存在する 。 今回は，測定は行 っ て い ない

が，マ ロ ニ ル 化配糖体 は生 の 大豆 に 最 も多く含まれ て お り，

こ れ らは 熱 に 対 して 不安定 な た め，加熱す る とマ ロ ニ ル 化

配糖 体が 減少 し，配糖体が増加す る こ とが報告 さ れ て い

る
6）
こ とか ら，今囘 の 蒸煮大豆 の 場合 に配糖体が増加 した

の もマ ロ ニ ル 化配糖体の 分解 に よる もの で は ない か と考え

られ る 。
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−
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　 　 　Radical−scavenging 　activity 　and 　the　contents 　of 　polyphenol　and 　 ninhydrin 　reacti ▽e　materials

　 　 　were 　shown 　on 　chromatogra 皿 ．
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4． ラ ジカル 消去活性 と各種成分 との関係

　大徳寺納豆 に お け る ラ ジ カル 消去 活性 は．主に 水可 溶性

画分 に 認め られ た こ と か ら，水可溶性画分 の ラ ジ カ ル 消去

活性 と各種成分 との 関係 を検討 した。醤油，味噌 にお い て

は ，着色度 （褐変度）が 高い ほ ど抗酸化性，お よび ラ ジ カ

ル 消去活性 が 強 い こ とが 報告 さ れ て い る
3’5）。そ こ で ，試

料 
〜

  の 熟成過程 に おけ るで ，ラ ジ カ ル 消去活性 と褐変

度 総 ポ リ フ ェ ノ
ー

ル 含量 との 関係を検討 した。そ の 結果 ，

双方 ともに相 関 関係が 認 め られ た が．特に，Fig．7 に示す

ように 総 ポ リ フ ェ ノ
ー

ル 含有量 との 問 に 高 い 相 関 （p く

0．01） が 認め られ た 。 そ こ で ，よ り詳細 に どの よ うな成分

が ラ ジ カ ル 消去活性 に寄与 して い る か を検討す る た め に，

試料  （原 料大 豆）お よ び 試料  ，  ，  の 水抽出画 分 を

Bio−Gel　P−4 カ ラ ム で 分 画 し，ラ ジ カ ル 消去活性 お よ び，

褐変度，総 ポ リ フ ェ ノー
ル 含有量，ニ ン ヒ ドリ ン 旱色性物

質量を測定 した 。

　Fig．8 に，原 料大豆 の 水抽 出 画 分 の ゲ ル ろ過 ク ロ マ トグ

ラム の 結果 を示 した。原 料大豆 に つ い て は，排除体積画分

に ポ リ フ ェ ノ ール お よ び ニ ン ヒ ド リ ン 反応物質と同 じ位置

に 弱い ラ ジ カ ル 消去活性 が 認 め ら れ た。Folin試薬 お よ び

ニ ン ヒ ドリン と反応 した こ と を考 え る と水溶性 の タ ン パ ク

質 と考 えられ る 。実態 は 明らか に されて い ない もの の 大立

タ ン パ ク 質が 抗酸化 性 を示 す こ とが 報 告 され て お り
28〕
，ラ

ジ カ ル 消去 活性 の 主 体 も，未知 の タ ン パ ク質成 分 と も考 え

られ今後の 検討課題で ある 。

　Fig．9，10，11に は，試料   ，  ，  の ク ロ マ トグ ラ ム

を示 した。そ の 結果，ラジ カ ル消去活性は高分 子量 の もの

に 加え低分子量 の もの と 2 ヵ 所 に 確認され ，完成品 の 試料

  で は ，特 に 高分子量 の ラ ジ カ ル 消去活性 が 高値を示 した 。

高分 子 量側 に 認め られ た活性は褐変の ピーク と も
一

致 した

こ とか ら，活性物質の 本体 は褐変物質で あ る メ ラ ノ イ ジ ン

と思 わ れ た
2
「S 。さ ら に 試料  で は低分子画分 の ラ ジ カ ル 消

去活性 の ピークが試料  ，  と比較 して 高分子側 に シ フ ト

して い る こ と も確認 された。

　低 分 子 画 分 の 活 性 は，生 の 大 豆 に は 存在 しな か っ た こ と

か ら，蒸煮操作 また は室 で の 発酵期間 に 生 じた こ とが 考え
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Radica1−scavenging 　acti＞ity，　browning　degree　and 　the　contents 　of 　polyphenoL 　and

rlinhydrin 　reactlve 　materials 　were 　shown 　on 　chrQmatogram ．

られ，ニ ン ヒ ド リ ン とも反 応す る こ と か ら タ ン パ ク 質の 分

解 に よ り生 じた ア ミ ノ酸 や ペ プ チ ドに よ る もの で は ない か

と考 え ら れ る 。 しか し，竹内 らの 報告 に よ る と，大豆 タ ン

パ ク 質の 麹菌 プロ テ アーゼ 分解液 に は DPPH ラ ジ カ ル消

去活性 は殆ど認め られ ない と して い る こ とか ら，1司 じ位置

に 溶出 した メ イ ラード初 期 生 成物 に よ る もの で は ない か と

考え られ る
514 〕。また，完成品で あ る 試料   で は．低分 子

画分 か ら高分子画分 に か けて ，ニ ン ヒ ド リ ン 呈色物質が 広

範囲 に 分布 し て い る こ とが 示 され が，同 じ く竹内 らの 研

究
’1’／

に よ る と，メ ラ ノ イ ジ ン生 成 の 初期 お よ び 中 間 生 成物

は ，時間の 経過 に伴 い 集積 し，か つ ア ミ ノ化合物 と重 合
・

高分 子化し，また 量 的 に も増大 して 活性 に寄与 して い る と

して い る こ とか ら，大徳寺納豆 の 場合 も，熟成に 伴 い ア ミ

ノ 化合物 と重合
・
高分子化 した メ ラ ノ イ ジ ン の 中 間 反 応 生

成物 で は ない か と考え られ た。

　メ ラ ノ イ ジ ン は 重合が 進 む に従い 黒 味 を帯 び る と い わ れ

て お り，活性酸素消去作用 は高分子 メ ラ ノ イ ジ ン の ほ うが

低分 子 メ ラ ノ イ ジ ン よ りも高い こ とが 知 られ て い る
291

。 し

たが っ て，大徳寺納 豆 の 場合 も天 日干 しに よ る熟成期間に

お い て 進行 した メ イ ラ
ー

ド反応 に よ っ て ラ ジ カ ル 消去活性

が 強 くなっ た もの と考えら れ た。

　大徳寺瑞宝院の 寺納豆 は，代 々 受け継が れ て きた経験 と

勘に よ り，毎年祇園祭が 終 わ る 時期 に仕込 まれ，約 2 ヶ 月

とい う短期間 に 完成 され る 。 褐変が進 み，ラ ジ カ ル 消去活

性が急激 に 上 昇す る の は，完成まで の わ ずか 2週間で あ る。

今 回，抗酸化性 につ い て は測 定 しな か っ た が，先 人 の 勘 と

技 が，様 々 な抗酸化 物 質 を始 め，ラ ジ カ ル 消 去 活 性 物 質 を

産 み 出 し，保存期間の 長 い 伝統 食品 と な っ て い た こ とが ，

本研究か ら明 らか とな っ た 。

まとめ

　伝統食品 で あ る 京都 大徳寺瑞峯院の 大徳寺納豆 に つ い

て，そ の ラ ジ カ ル 消 去 活 性の 高 さ を 解明 す る た め に，製造

過 程 の DPPH ラ ジ カ ル 消去活性 の 変化 と その 関連成分 に

つ い て 検討を行 っ た 。

　 ラ ジ カ ル 消去活性 を測定 した とこ ろ，主たる 活性 は水 可

溶性画分 に存在す る こ とが示された 。 そ こ で，ラ ジカ ル消

去活性 に寄与 して い る 成分を推定す る た め に Bio−gel　P−4

24 （246）
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Fig．11　Fractionation　of　water −
soluble 　fraction　of　sample   on 　Bio−Gel　P−4　column

　　　 Radical−scavenging 　activity ，　browning 　degree　aDd 　the 　contents 　of　polyphenol　and

　 　 　 ninhydrin 　reac τive　malerlaLs 　were 　shown 　on　chromatogram ．

カ ラ ム に て水可溶性画分の 分画 を試み た 結果，原料大豆で

は，水溶性 の 未知 の タ ン パ ク 質 の 可能性が示唆 され た が，

蒸煮後 の 室で の 発酵過程初期 に おい て は，麹菌等 の プ ロ テ

ア
ーゼ に よ っ て タ ン パ ク質が分解され て 生 じた遊離 ア ミノ

酸や ペ プ チ ドが カ ル ボ ニ
ー

ル 化 合物 と 反 応 し生 成 した メ ラ

ノ イ ジ ン 初期生成物 で は な い か と考 え られ た。そ して ，天

日干 しに よ る熟成 に と もな っ て メ イ ラ
ード反応が 進行 し，

メ ラ ノ イ ジ ン 生 成 の 初期お よび 中問生 成物が ア ミ ノ化合物

と重合
・
高分子化 し，また量的 に も増大 して 活性を高め て

い る こ とが示唆された 。

　京都大徳寺瑞峯院の 　大徳寺納豆 は，天 然 に存在す る麹

菌 等 を利 用 して 作 られ，天 日干 し しな が ら短 期間に 完成 さ

れ る食 品 で あ るが ，そ の 間に 生 成 さ れ る さ ま ざ ま な 成分 に

よ っ て ，その 保存性が高 まっ て い る こ とが 示 さ れ た 。

　本研究を遂行す る に 当た り，試料 の 提供 に協力 して 頂 き

ま した京都大徳寺瑞峯院 の 住職 並 び に 隋峯院の 皆様に感

謝 い た し ます。
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和文抄録

　伝統食品で ある 京都大徳寺瑞峯院の 大徳寺納豆 につ い て，ラ ジカ ル 消去活性 の 強 さ を解明す る ため に，製造過程 の ラ ジ

カ ル 消去活性 の 変化 とそ の 関連成分 につ い て検討を行 っ た。大徳寺納豆 は，7月下 旬か ら 9 月 下 旬 に か け て仕込まれ る。

大豆 （鶴姫）を蒸煮す る こ とで，ゲ ニ ス チ ン ，ダ イ ジ ン ，グ リ シ チ ン が 増加 した。しか し，室 で の 発酵期間に 減少 し，熟

成期 間 で は，代 わ っ て ゲ ニ ス テ イ ン ，ダ イ ゼ イ ン が 増加 した。ま た，室 で の 1 週間の 発酵期間に ，プ ロ テ ア
ーゼ の 働 きに

よ り，遊 離 ア ミノ 酸，特 に グ ル タ ミ ン 酸や ペ プ チ ドが 増加 した 。 炎 天 下 に お け る 2 ヶ 月間の 熟成期間 に は，徐 々 に メ ラ ノ

イ ジ ン 関連物質が 産 生 され た 。 また ラ ジ カ ル 消去活性 は ，ポ リ フ ェ ノール 含有量 と高 い 相関 を示 した が，ラ ジ カ ル 消去活

性 に 寄与 して い る 主な成分 は メ ラ ノ イジン 関連物質で ある こ とが 示唆 され た。
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