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本文中で用いた主な略号 
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HEMF  5(or 2)-ethyl-4-hydroxy-2(or 5)-methyl-3(2H)-furanone 

HILIC  Hydrophilic Interaction Chromatography 

HMBC  Hetero-nuclear Multiple-Bond Connectivity 

HMF  4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone 

HMQC  Heter-nuclear Multiple Quantum Coherence 

JAS  Japan Agricultural Standard／日本農林規格 

LC-MS  Liquid chromatography-mass spectrometry／液体クロマトグラ

フ質量分析計 

maltol  3-hydroxy-2-methyl-4-pyranone 

methional 3-(methylthio)propanal 

methionol 3-(methylthio)propanol 

MSG  mono sodium L-glutamate／グルタミン酸ナトリウム 

NMR  Nuclear Magnetic Resonance／核磁気共鳴 

ODS  octadecylsilyl 

PDA  Photo Diode Array 

pGlu-Gln pyroglutamylglutamine 

pGlu-Gly pyroglutamylglycine 



 

 

RI  Retention Index 

RP-HPLC Reverse Phase-High Performance Liquid Chromatography／逆

相高速液体クロマトグラフィー 

SAFE  Solvent Assisted Flavor Evaporation 

SFE  Supercritical Fluid Extraction 

SIM  Selected Ion Monitoring 

sotolon  3-hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanone 

SPME  solid phase microextraction 

TCD  Thermal Conductivity Detector／熱伝導度検出器 

TDA  Taste Dilution Analysis 

TD-factor Taste Dilution factor 

Theogallin (1R, 2R, 3R, 5S)-5-carboxy-2,3,5-trihydroxycyclohexyl 

3,4,5-trihydroxybenzoate 

TOF-MS Time of Flight-Mass Spectrometry 

vanillin  4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde 
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第１章 緒言 

 

1.1 食品の香りと味 

 

食品の香りと味は、食品のおいしさを左右する最も重要な要素であり、質と

共にバランスも重要である（Figure 1-1）1)。 

香りは鼻腔内の受容体によって認知される嗅覚刺激であり、その感じ方は２

通りある。１つは鼻孔から直接感じられる香気（オルトネイザルアロマ）であ

り、もう１つは、食品を口に入れて咀嚼し、嚥下した後に喉から鼻腔に抜ける

香気（レトロネイザルアロマ）である。一方、味は、基本５味（塩味、甘味、

酸味、苦味、うま味）から成り立っており、いずれも舌の表面に存在する味細

胞の受容体によって認知される味覚刺激である。食品のおいしさは、これらの

感覚に加えて、食品を喫食した際に感じられる食感（テクスチャー）、温度、

色、音などのさまざまな感覚が一体化されて評価される。従って、食品のおい

しさを理解するには、香りと味に関与する成分の定性的、定量的な知見を得る

ことが最も重要な要素の１つである。 

 

 

Figure 1-1 Factors for palatability of food 
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1.2 食品の香味成分の研究手法 

 

1.2.1 香気成分の分析法 

 

食品中にはタンパク質、脂質、糖質をはじめとして、色素成分、香気成分な

ど、多岐にわたる成分が含まれている。中でも香気成分は、嗅覚刺激を通して

食品の重要な特徴付けを行っているにも関わらず、その含有量は非常に少ない。

香気成分の分析は、一般にガスクロマトグラフィー（GC）を用いて行われるが、

食品中の揮発性成分を直接あるいは水などの溶剤に溶解・懸濁させて分析する

ヘッドスペース分析 2)を除き、通常は GC分析の前処理として、蒸留法、抽出法、

分配法などの分離精製 3)を単独又は組み合わせて行い、GC分析に適さない夾雑

成分を除去して行われる。 

本研究では、吸着樹脂を用いる固相抽出法 4)及び低温下で蒸留可能な Solvent 

Assisted Flavor Evaporation 法（SAFE）5)を用いた。 

吸着樹脂を用いた固相抽出法は、食品中の香気成分を吸着樹脂の担体に吸

着・脱着させて分離精製する方法であり、一般的に、担体には非極性合成ポリ

マーが用いられる。この手法は、液液分配のような分配法に比べて使用する抽

出溶媒の量が少ないため、スケールアップが非常に容易である。また、熱がか

からない手法であるため、蒸留法に比べて香気成分の変化が少ない。一方、こ

の手法では吸着樹脂に対する親和性が弱いアルコールや酸などの高極性成分の

回収率がやや低くなる傾向がある。 

SAFE は、蒸留法の１つであり、高真空下、40～50℃程度の比較的低温下で

香気成分を揮発させることができる装置である。前述の固相抽出法を用いて調

製した香気抽出物は、香気成分と共に不揮発性成分も含有している場合が多い

ため、そのまま GC 分析に供するのは好ましくない。そこで、得られた香気抽

出物をさらに SAFE で蒸留することにより、不揮発性成分を含まない香気抽出

物が得られる。SAFEは現在、香気分析に最も広く適用されている手法の１つで

ある。 
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1.2.2 呈味成分の分析法 

 

食品の呈味は基本 5 味（塩味、甘味、酸味、苦味、うま味）から成り立って

おり、それらのバランスの違いによって多種多様な食品の呈味が特徴づけられ

ている 6)。これらの成分のうち、酸味成分である有機酸などを除き、多くの成分

は不揮発性である。そのため、呈味成分の分析は、揮発性成分から成る香気成

分の分析法と異なり、主に高速液体クロマトグラフィー（High Performance 

Liquid Chromatography（HPLC））が用いられる 7)。HPLCは、GCに比べて分

析試料の制約が少なく、試料中に水が多量に含まれていても問題ないため、不

溶性固形分を除去する程度の簡便な前処理のみで分析可能である場合が多い。

しかしながら、HPLCカラムは、GCカラムに比べて成分の分離能が高くないこ

とや呈味成分の化学構造が多岐にわたることから、分析対象に応じて分離方法

や検出方法の工夫が必要となる。最も汎用的に用いられる逆相液体クロマトグ

ラフィー（RP-HPLC）の他、甘味に関与する糖類の分析には順相液体クロマト

グラフィー7)が、酸味に関与する有機酸、塩味に関与するミネラル類の分析には

イオン排除クロマトグラフィー8,9)が、うま味、甘味、苦味に関与するアミノ酸・

ペプチドにはイオン交換クロマトグラフィー10)が用いられる。また、液体クロ

マトグラフィー以外の分析手法として、ミネラル類には原子吸光分析 11)が用い

られ、また、塩素イオンなどのアニオン類には古典的な電位差測定が用いられ

る 12)。 

しかしながら前述のように、食品の呈味成分は非常に多岐に亘る化学的性質

を有するため、未知の呈味成分を明らかにする場合は、その化学的特性を考慮

しながら、効率のよい分離精製を組み合わせて行い、活性成分を単離し、同定

する必要がある。塩味を呈する NaCl のようなミネラル類や酸味を呈する無機酸

や有機酸類は、それぞれ化学的性質が類似していることから、複雑な食品の成

分中から分離精製することが比較的容易である 13)。一方、甘味、苦味、うま味

は既に多くの活性成分が明らかにされているが、必ずしもそれらの構造と活性

の相関は明らかになっていない 13)。例えば、甘味成分はスクロースをはじめと

する糖類が最もよく知られているが、それら以外にも、天然物に含まれるアミ

ノ酸、ステビア類、ソーマチンのようなタンパク質や人工甘味料であるアスパ
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ルテームのようなペプチド、アセスルファムカリウムのような複素環化合物の

塩なども知られている。そこで、食品の呈味寄与成分を明らかにするために、

複数の分離精製を組み合わせて行い、活性成分を単離し、核磁気共鳴（NMR）

や液体クロマトグラフ質量分析計（LC-MS）などの機器分析手法を用いて同定

する手法が用いられる。 

 

1.2.3 食品の成分と香味の関係 

 

一般に嗅覚で検知する香気成分や味覚で検知する呈味成分は検知閾値を有し

ており、検知閾値以下の濃度では香味を感じない。検知閾値は化合物により大

きく異なり、数%～数 pptレベルまで非常に広範囲に及ぶ。そのため、含有量の

多い成分が必ずしも香味にとって重要な成分ではなく、また通常の分析では検

出できないほど微量な成分が重要な香味成分である可能性もある。 

そこで本研究では、Aroma Extract Dilution Analysis（AEDA）14)及び Taste 

Dilution Analysis（TDA）15)を用いて重要な香味成分の探索を行った。 

AEDA は 、 段 階 的 に 希 釈 し た 香 気 濃 縮 物 を 順 次 Gas 

Chromatography-Olfactometry（GC-O）にて分析し、成分の検出を行う方法で

あり、各成分の重要性は含有量ではなく、検知閾値の何倍含まれているか（Flavor 

Dilution-factor（FD-factor））によって判断される（Figure 1-2）。本研究では、

この FD-factorの高い成分を香気寄与成分と定義することとした。 

 



5 

 

 

Figure 1-2 Aroma Extract Dilution Analysis (AEDA) 

 

一方、TDA は、食品の不揮発性成分を異なる分離手段を用いて、分離精製を

繰り返し、得られた各画分の希釈液の閾値測定（Taste Dilution factor（TD-factor））

によって重要性を判断する方法である（Figure 1-3）。 
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Figure 1-3 Taste Dilution Analysis (TDA) 

 

しかしながら TDAは、分離精製した画分の呈味閾値試験に基づいてそれらの

重要性を判断するため、うま味の相乗作用のような成分間の効果を検証するこ

とができない。そこで、本研究では、TDA を応用し、官能評価を識別法による

閾値測定ではなく、評点法によるうま味強度の測定（モデルうま味溶液（グル
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タミン酸ナトリウム（MSG）水溶液）への画分の添加効果）で評価した（Figure 

1-4）。本研究では、この評点法で高い評価点を示した成分を呈味寄与成分と定

義することとした。 

 

 

Table 1-4 Revised TDA method by using scoring method instead of threshold 

measurement in sensory evaluation 
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1.3 大豆及び大豆食品（豆乳、醤油） 

 

1.3.1 大豆 

 

大豆（Glycine max (L.) Merr.）はアジア原産のマメ科作物であり、古来より

日本をはじめとするアジア地域で広く利用されてきた。世界における大豆の主

な用途は大豆消費量全体の約 90%を占める食用油加工用であり、食品用途はわ

ずか 5%に過ぎない 16)。しかしながら、日本では古来より大豆を味噌、醤油、豆

乳・豆腐などの食用として利用しているため、日本国内の大豆消費割合は世界

の状況とはかなり異なり、食品用途の割合が消費量全体の約 30%と相対的にか

なり高い 16)。また、その用途は豆乳・豆腐が最も多く、次いで味噌、納豆、醤

油となっている。 

日本で消費されるほとんどの大豆は、アメリカ、ブラジル、カナダ、中国か

らの輸入品であり、国産大豆の比率はわずかに 6.4%である。国産大豆品種は、

国の研究機関による育成種が多く、これまでに約 140品種が登録されている 17)。

それらは、農家の生産性向上や製造メーカーの加工適性向上を目的に、耐病虫

害抵抗性の向上、多収性、タンパク質含量の向上（豆腐用）、外観の改良（煮

豆用）などがなされている。また、国産大豆はほぼ食品用（豆腐・豆乳又は煮

豆）に栽培されているため、食品用途の大豆に占める国産大豆の割合は約 20%

であると概算される。すなわち、我々が消費している大豆食品の約 80%は外国

産大豆、約 20%は国産大豆を使用して製造されている。 

 

1.3.2 豆乳 

 

豆乳は最も摂取容易な大豆食品の１つであり、さらに凝固剤（にがりなど）

を加えて製造される豆腐の原料でもある。豆乳、豆腐は古くより重要な植物タ

ンパク源として安価で手軽に入手できる伝統食品であり、諸説あるが、奈良時

代、あるいは鎌倉時代に僧侶によって中国より伝えられたと言われている 17)。 
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1.3.2.1 豆乳の種類 

 

豆乳は、豆腐製造の原料となるほかに、日本農林規格（Japan Agricultural 

Standard（JAS））により大きく３つの製品（豆乳、調製豆乳、豆乳飲料）に分

類されている（Table 1-1） 

 

Table 1-1 Varieties of soymilks classified according to JAS 

製品 大豆固形分 タンパク質濃度 

豆乳 8%以上 3.8%以上 

調整豆乳 6%以上 3.0%以上 

豆乳飲料 

果汁入り 2%以上 0.9%以上 

その他 4%以上 1.8%以上 

 

1.3.2.2 豆乳の製造方法 18) 

 

豆乳は、大豆を水に半日浸した後、６～８倍量の水とともに細かく摩砕する

ことにより得られる生呉を数分間煮沸、ろ過して得られる白色の乳化された液

体である（Figure 1-5）。品質のよい豆乳を製造するために、豆乳用の大豆品種

は一般的に高いタンパク質含量、最適な β－コングリシニンとグリシニンの比、

高い糖含量などが要求される 19-24)。 

 

  

Figure 1-5 Manufacturing process of soymilk 

 

 

 

 

大豆 豆乳
精選、洗浄、浸漬、磨砕（加水）

生呉
加熱

煮呉
分離

オカラ
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1.3.2.3 豆乳の香気成分に関する知見と現状の課題 

 

豆乳の特徴的な香気は、一般的にオフフレーバーと認識されるグリーン、フ

ァッティ様であるとされている 18)。これらの香気については、古くから研究報

告がなされており、脂質の自動酸化、光酸化、酵素反応、とりわけリポキシゲ

ナーゼによる分解物に起因すると考えられている（Figure 1-6）25,26)。最近では、

これらの香気成分量の品種間差異や加熱殺菌条件の違いによる変化についても

報告がなされている 27-30)。また、近年これらのオフフレーバー成分を減らすた

めに、リポキシゲナーゼを欠損させた大豆品種が開発されているが 31)、それら

から調製した豆腐は、通常の大豆品種から調製した豆腐に比べて、グリーン、

ファッティ香気は少ないが、甘味が弱く、こくが足りないために、全体の風味

は劣っているとの報告もある 32,33)。 

このように、脂質由来のオフフレーバー成分以外にも豆乳や豆腐の風味に影

響を与える成分が存在する可能性が示唆されているが、良質な豆乳の香気に関

与する成分は、未だ十分に明らかにされていない。 

 

 

Figure 1-6 Typical green and fatty odor compounds in soymilk 
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1.3.3 醤油 

 

醤油は大豆を原料とする発酵食品の１つであり、中国より伝来した「醤」が

由来であるとされている 17)。当初は魚や肉を原料としていたが、１６世紀にな

り、大豆や大麦など、穀物を原料とする醤油が製造されるようになり、１８世

紀には現代同様、大豆と小麦を原料とする製法が一般的になった。 

 

1.3.3.1 醤油の種類 

 

日本の醤油は JAS により、濃口、淡口、溜、再仕込み、白の５種類に分類さ

れている（Table 1-2）34)。 

 

Table 1-2 Varieties of Japanese soy sauces classified according to JAS 

種別 原料 主な産地 用途 

濃口 大豆 50%、小麦 50% 全国 つけ醤油、かけ醤油、煮物などの調味料、ソース 

淡口 大豆 50%、小麦 50% 全国 料理の素材の風味を生かす料理 

溜 大豆>80%、小麦<20% 東海地方 佃煮、せんべいなどの加工品、刺身のつけ醤油 

再仕込み 大豆 50%、小麦 50% 九州、山陰地方 甘露煮、刺身のつけ醤油 

白 大豆<10%、小麦>90% 愛知県 うどんのつゆ、鍋料理、素材の風味を生かす料理 

 

濃口は、日本の醤油の全生産量の約 85％を占める最も一般的な濃紅色の醤油

であり、つけ醤油、かけ醤油のようにソースとして、また煮物などの調味料と

して幅広く利用されている。淡口は、主に関西地方で消費されており、素材の

色を生かす料理に利用される着色が抑えられた淡褐色の醤油である。溜は、ほ

ぼ大豆を原料とする濃褐色の醤油であり、主に刺身用のつけ醤油や佃煮、せん

べいなどの色の濃い煮物や焼き物に用いられる。再仕込みは、日本の西部（山

口県）で主に製造・消費されている醤油で、製法は濃口と同じだが、食塩水の

代わりに生揚げ醤油（火入れを行う前の濃口醤油）を用いる。再仕込み醤油は、

主に甘露煮用の調味料や刺身用のソースとして利用されている。白はごく薄い
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琥珀色の醤油で、主に日本の中部で製造されている。溜とは対照的に、原料が

ほぼ小麦であり、淡口と同様に、主に素材の色を生かしたい料理に用いられる。 

 

1.3.3.2  JASにより分類される５種類の醤油の製造方法 18,35) 

 

1.3.3.2.1 濃口醤油 

 

濃口醤油の製造方法は本醸造方式、新式醸造方式、アミノ酸混合方式がある

が、最も一般的な製造方法は本醸造方式である（Figure 1-7）。 

 

 

Figure 1-7 Brewing process of Koikuchi-type soy sauce 

 

煮沸によりタンパク変性させた大豆と焙煎後粉砕した小麦をほぼ同量使用し、

種麹（Aspergillus oryzae 又は Aspergillus sojae）を添加して高湿下数日間培養

することにより、麹が生産される（製麹）。諸味は、麹に約 20%の食塩水を添

加することにより得られ、その後発酵・熟成される。醤油乳酸菌

（Tetragenococcus halophilus）や耐塩性熟成酵母（Candida versatilisやCandida 

etchellsii など）などが諸味中で最初に生育し、次いで耐塩性の主発酵酵母

(Zygosaccharomyces rouxii)が生育する。諸味に含まれるタンパク質、糖質、脂

質は、麹菌の酵素による分解や耐塩性の乳酸菌、酵母の発酵により徐々に熟成

されていく。熟成された諸味は、その後圧搾され、ろ液（生揚げ醤油）と沈殿

（粕）に分けられる。得られた生揚げ醤油を、殺菌及び火入れ香（火香）生成

のために行われる加熱処理（火入れ）を経て醤油となる。 
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1.3.3.2.2 淡口醤油 

 

淡口醤油は、濃口醤油と同様に大豆と小麦を約 50%ずつ使用して醸造される

が、食塩濃度を濃口醤油よりもやや高くし、発酵と熟成を緩やかにしている。

また、味をまろやかにするために米を糖化した甘酒を使用することもある

（Figure 1-8）。 

 

 

Figure 1-8 Brewing process of Usukuchi-type soy sauce 

 

1.3.3.2.3 溜醤油 

 

溜醤油は、原料がほぼ大豆（80~100%）であり、小麦はほとんど使用されな

い（Figure 1-9）。蒸煮された大豆を小さな塊にした後、麹と混合し、高湿下 3

～4日間培養することにより、味噌玉麹が生産される。諸味は、麹に高濃度の食

塩水を添加することにより得られ、その後１～３年間発酵・熟成される。この

間、底に溜まった溜醤油を汲み出して循環させる「汲みかけ」を行う。熟成さ

れた諸味は、自然に分離される醬油（生引き溜り）と溜味噌に分離され、溜味

噌を圧搾して得られるろ液が溜醤油となる。また、一般的に火入れは行われな

い。 
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Figure 1-9 Brewing process of Tamari-type soy sauce 

 

1.3.3.2.4 再仕込み醤油 

 

再仕込み醤油は、濃口醤油と同様の製法で醸造されるが、食塩水の代わりに

生揚げ醤油が用いられる（Figure 1-10）。 

 

 

Figure 1-10 Brewing process of Saishikomi-type soy sauce 

 

1.3.3.2.5 白醤油 

 

白醤油は、溜醤油とは対照的に原料がほぼ小麦である。精白、洗浄された小

麦と焙煎後粉砕された大豆を少量使用し、蒸煮後に種麹を添加して高湿下数日

間培養することにより、麹が生産される。その後、低温・短期間（約 3 カ月）

熟成により製品となる（Figure 1-11）。また、溜醤油と同様に、一般的に火入

れは行われない。 



15 

 

 

 

Figure 1-11 Brewing process of Shiro-type soy sause 

 

1.3.3.4 醤油の香気成分に関する知見と現状の課題 

 

醤油の香りに関与する揮発性成分は、 フラノン化合物の 5(or 

2)-ethyl-4-hydroxy-2(or 5)-methyl-3(2H)-furanone (HEMF) 、

4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone (HMF) 、

4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone (HDMF) や フ ェ ノ ー ル 化 合 物 の

4-ethyl-2-methoxyphenol をはじめとしてエステル類、炭化水素、含硫化合物、

アルコール類、ピラジン類、酸類など、既に 300 種以上の成分が報告されてい

る 36)。さらに、それらの成分の香調や生成機構（麹菌・酵母・乳酸菌による発

酵、火入れ工程による加熱など）に関する数多くの報告がなされている 37-43)。 

さらに、濃口醤油については、AEDA を用いて香気寄与成分が見出されてお

り 44)、3-methylbutanal、3-hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanone (sotolon)、HEMF, 

2-methylbutanal、3-(methylthio)propanal (methional)が重要な成分であると報告

されている。 

一方、1.3.3.1 で述べたように、日本の醤油は JAS により、濃口、淡口、溜、

再仕込み、白の 5 種類に分類されており、各醤油は、原料である大豆と小麦の

比率や醸造の条件が異なることから、それらの香気寄与成分も異なっている可

能性が高い。しかしながら、濃口醤油以外の醤油については、揮発性成分に関

する報告がわずかになされているが 45,46)、AEDA を用いて香気寄与成分を明ら
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かにした研究報告はなく、それらの香気特徴は化合物レベルで十分に明らかに

されていない。 

また、生揚げ醤油をそのまま、あるいは限外ろ過などの熱のかからない方法

で殺菌を行った火入れ工程を経ていない醬油（生
なま

醤油）がフレッシュで軽い香

気特徴を有する新しいタイプの製品として開発され、近年普及しつつある。一

般に、火入れは 80～85℃で 10～30分或いは 110～130℃で数秒加熱後 60～65℃

で数日間静置して行われ、酵素の失活とともに、香り付けの目的で行われる醤

油製造工程の１つである 36,47)。この火入れ工程で濃度が増加する成分として、

HDMFや HMFなどのフラノン類、ストレッカーアルデヒド類、α-ジケトン化合

物、ピラジン類、dimethyl disulfide、dimethyl trisulfide などの含硫化合物などが

報告されている（Figure 1-12）47-51)。 

 

Figure 1-12 Increacing compounds in raw soy sauce during heating 
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さらに近年、2-furfurylthiol、benzenmethanethiol、ethyl 2-mercaptopropanoate

が火入れ加熱によって増加することが報告されている 52)。これらの成分は官能

評価によって、火入れ前後の香気変化に影響を与えていることが確認されてい

る。しかしながら、AEDAを用いて生醤油の香気寄与成分を明らかにした研究

報告はなく、未だ多くの不明点がある。 

 

1.3.3.5 醤油の呈味成分に関する知見と現状の課題 

 

醤油は基本５味をバランスよく有する調味料であるといわれている。 

濃口醤油の約 60％は水あるいは醸造中に生成するエタノールであり、残りの

約 40％が不揮発性成分である（Figure 1-13）53)。呈味に関与すると考えられる

不揮発性成分のうち、最も多い成分は、ミネラル類であり、その他アミノ酸、

有機酸、糖などが含まれている。 

 

 

Figure 1-13 Chemical components in Koikuchi-type soy sauce 

 

醤油の品質は JAS 規格により、色度、全窒素、無塩可溶性固形分、アルコー

ル分、直接還元糖などの成分組成から特級、上級、標準の 3 階級に分類されて

おり 53)、全窒素及び無塩可溶性固形分が多いほどうま味が強く、品質が高いと

される。しかしながら、これらは大豆及び小麦タンパク質由来の遊離グルタミ
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ン酸の含有量を概算する間接的な指標であり、醤油のうま味に関与する化合物

を直接的に明らかにした研究報告はほとんどない 54)。グルタミン酸以外のうま

味成分として、酸性ペプチドの１つであるグルタミルグルタミン酸の存在が報

告されているが 55)、醤油中の含有量が低いため、うま味への寄与に否定的な報

告もある 56)。さらに、醤油中の低分子化合物が塩味、うま味に寄与していると

の報告もある 57)。しかしながら、いずれの報告も分子レベルで醤油のうま味へ

の寄与が明らかにされておらず、検討が十分ではない。 
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1.4 本研究の目的と意義 

 

多くの大豆食品は日本の伝統食品であり、含有成分に関する研究報告は、そ

れぞれ専門的な視点から既に数多くなされている。例えば、醤油の揮発性成分

は既に 300以上の化合物が 36)、味噌の揮発性成分は 200以上の化合物が検出さ

れている 58)。しかしながら、1.2.3で述べたように、食品中の量的な主要成分が

必ずしも香味に重要な成分とはいえず、また通常の分析では検出できないほど

微量な成分が重要な香味成分である可能性もある。したがって、これまでの研

究報告によって、大豆食品の香味特徴に寄与している成分が十分に明らかにさ

れているとはいえない。 

大豆食品の香味寄与成分は、これまでに AEDA、TDA を活用した報告（濃口

醤油 44,57)、豆乳 27,31)、味噌 59)）が幾つかなされている。しかしながら、例えば、

醤油の香気寄与成分に関する報告は、これまで濃口醤油のみであり、近年普及

しつつある生醤油や濃口醤油以外の JAS 規格の醤油については全く報告がない。

また、醤油の呈味寄与成分は、TDAを用いた研究報告 57)がなされているものの、

化合物レベルの検証が十分になされていない。そこで、本研究では、次に挙げ

る２つの課題を解決することを目的とした。第一に、大豆食品の香味寄与成分

を AEDA、TDA によって明らかにする。研究対象として、日本の主要な大豆食

品である豆乳（豆腐）と伝統的な大豆発酵食品である醤油を選択した。第二に、

明らかになった香味寄与成分の存在要因を明らかにする。そのために、豆乳調

製過程での香気寄与成分の変化と異なる品種から調製した豆乳の香気寄与成分

の比較について研究することとした。さらに、生醤油の火入れによる香気変化

に着目した。 

以下に、より具体的にそれぞれの研究の目的と意義を説明する。 

第 2章では、大豆食品の香気寄与成分について述べる。2.1では、豆乳の香気

に注目した。豆乳香気は、1.3.2.3 で述べたようにグリーンでファッティなオフ

フレーバーが特徴的とされていたが、豆乳のおいしさに関与する良質な香気成

分は、ほとんど明らかにされていない。そこで、主要な豆乳・豆腐用の国産大

豆品種であるフクユタカから調製した豆乳の香気寄与成分を AEDA により明ら

かにした。このことにより、香りの観点から豆乳のおいしさを理解することが
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可能になるとともに、豆乳を取り扱うメーカーにとって、それらの見出された

成分を製品の品質管理の指標や購買の規格とすることが可能となり、消費者に

風味のより好ましい豆乳が提供できる。 

さらに、豆乳の香気寄与成分の豆乳調製過程での変化を明らかにするために、

生大豆及び加熱前の豆乳（生呉）の AEDA を行い、豆乳の AEDA と比較した。

このことにより、おいしさに関わる豆乳の香気寄与成分の生成要因を推定する

ことができ、より好ましい風味を有する豆乳の調製方法を見出すことが可能と

なる。また、豆乳製造メーカーにとって、製造工程の指標とすることが可能と

なり、豆乳製品の品質の安定化や向上などの産業上の有益性も期待できる。 

また、1.3.1 で述べたように、原料大豆は、生産者の生産性向上や加工業者の

加工適性の向上を目的に改良された育成種がほとんどであり、それらから調

製・製造される豆乳の風味が必ずしも好ましいとは限らない。そこで、豆乳の

香気寄与成分の品種の違いによる質的、量的な差を明らかにするために、フク

ユタカに加えて、主に煮豆用に用いられる主要国産大豆品種の１つであるミヤ

ギシロメ、日本国内で最も利用されている豆腐・豆乳用の輸入大豆品種の１つ

である VINTON81 から作成した豆乳の AEDA及び官能評価の比較を行った。こ

のことにより、これまで十分に明らかでなかった香りの観点から、大豆品種と

豆乳への用途適性の関係を明らかにすることが可能となる。 

2.2では醤油の香気に注目した。醤油は、最も汎用的な日本の伝統的な調味料

であり、さまざまな用途に利用されている。例えば、濃口醤油はつけ醤油やか

け醤油として、淡口醤油は関西地方の煮物やうどんなどの出汁として、溜醤油

は甘露煮用の調味料としてそれぞれ利用されている。しかしながら、前述のよ

うに濃口醤油以外の香気寄与成分は全く報告されておらず、それらの香気特徴

はほとんど明らかにされていない。そこで、JAS規格の 5種類の醤油に加えて、

近年普及しつつある生醤油の香気寄与成分を AEDA により明らかにした。この

ことにより、各醤油の香気特徴を理解することが可能となり、各醤油の適切で

有効な用途を新たに見出すことが可能になる。また、醤油製造メーカーにとっ

ては、製品の品質管理の指標とすることが可能となり、醤油を利用する食品メ

ーカーにとっては、醤油の購買規格を詳細に設定することが可能となるなど産

業上の有益性も期待できる。 
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さらに、生醤油の火入れ時の香気寄与成分の変化を明らかにするために、生

醤油と火入れ相当の加熱を行った生醤油（本論文では、「火入れ醤油」と記載

する）の AEDA、定量分析、官能評価による比較を行った。このことにより、

濃口醤油の火入れ加熱による香気寄与成分の変化がより詳細に理解できるよう

になるとともに、近年製品としても普及しつつある生醤油と一般的な火入れ醤

油の風味の差異が明らかとなり、生醤油独特の風味を生かした新たな用途開発

が可能になる。 

また、生醤油は火入れ加熱によって spicy/burnt 香気が顕著に強まったにもか

かわらず、その香気に寄与するフェノール化合物の増加は一部の成分のみであ

った。そこで、その要因を明らかにするために対応するフェノール酸からのモ

デル脱炭酸反応を検討した。このことにより、濃口醤油の香気寄与成分である

複数のフェノール化合物の生成要因の差異についての有用な知見が得られると

ともに、製造メーカーには、製品の品質管理を行う上で重要な知見を提供でき

ると考えられる。 

第 3章では、呈味寄与成分について述べる。3.1では、はじめに醤油のうま味

寄与成分を探索するため、スクリーニング手法の開発を行った。うま味は基本 5

味の１つであり、酸性アミノ酸や核酸などの成分が知られているが 6)、近年では、

これら以外にもグアニル酸類縁体、グルタミン酸のアマドリ化合物、酸性ペプ

チド類やピログルタミルペプチド類、有機酸グルコシドなど、さまざまなうま

味化合物が同定されている 60-66)。さらに、グルタミン酸とイノシン酸やグアニ

ル酸のような核酸にはうま味の相乗効果があることも知られている 6)。これに関

しても近年、核酸類以外にもグアニル酸誘導体、ベタイン、ピログルタミルペ

プチド、有機酸アミド、芳香族アミノ酸など、さまざまなうま味増強化合物が

報告されている 67-71)。このように、食品のうま味は、うま味化合物以外にもう

ま味増強化合物によって形成されている可能性があるため、1.2.3で述べた従来

の TDA法ではうま味の相乗作用のような成分間の効果を検証することができな

い。そこで、本研究では、うま味成分と共にうま味増強成分を見出すために、

TDAを応用し、識別法を用いた閾値測定ではなく、モデルうま味溶液（MSG水

溶液）へ添加し、評点法を用いたうま味強度測定によって有効成分を評価する

手法の有効性を確認した。本手法の開発により、成分間の相互作用に着目した
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活性成分の探索手法として、うま味増強成分のような成分間相互作用を有する

成分の探索が可能になる。 

3.2では、醤油のうま味に注目した。醤油のうま味は醤油の品質に影響を与え

る重要な構成要素の１つであるにもかかわらず、うま味寄与成分は十分に明ら

かにされていない。そこで、3.1で開発した手法を用いて、濃口醤油のうま味寄

与成分を単離し、同定を行った。さらに、それらの化合物の醤油のうま味への

寄与度を検証するためにモデル醤油を調製し、官能評価によって醤油のうま味

と比較した。醤油のうま味寄与成分を明らかにすることにより、見出された成

分を醤油の品質管理の指標とすることが可能となり、さらに多岐に亘る食品に

うま味を付与・増強する食品素材の開発が可能になるなど、産業上の有用性も

期待できる。 

本研究により、大豆食品のおいしさをより深く理解することにより、我々の

食生活を豊かにし、さらには産業上にも広く役立つ。 
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第２章 大豆食品の香気寄与成分に関する研究 

 

2.1 豆乳 

 

2.1.1 豆乳の香気寄与成分の解明 

 

豆乳は牛乳に似た外観を有しているが、オフフレーバーと認識されるグリー

ン、ファッティ香気が特徴的であり 18)、これらの成分の生成機構や品種間の量

的な差異、殺菌による変化などさまざまな研究報告が既になされている 25-30)。

一方、これらのオフフレーバー成分を減らすために開発されたリポキシゲナー

ゼ欠損大豆からは、風味の好ましい豆腐が調製できなかったとの報告もあり

32,33)、脂質由来のオフフレーバー成分以外にも豆乳・豆腐の風味に影響を与える

成分が存在する可能性が示唆されている。 

そこで、良質な豆乳の香味に関与する成分を明らかにするために、主要な豆

乳・豆腐用の国産品種であるフクユタカから調製した豆乳の香気寄与成分を

AEDAにより明らかにした。 

 

2.1.1.1 実験方法 

 

2.1.1.1.1 実験材料 

 

実験材料として 2009年度産のフクユタカ（佐賀産）を使用した。同定に使用

した標準化合物のうち、2-acetyl-1-pyrroline、3-methyl-2,4-nonanedione、

cis-4,5-epoxy-(E)-2-decenal、trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenalはそれぞれ文献に従

って合成した 72-74)。その他の化合物は試薬会社より購入した。 

 

2.1.1.1.2 豆乳香気濃縮物の調製 

 

生呉は、大豆 40gを 12時間蒸留水に浸漬し、洗浄した後、蒸留水 200 mL を

加えてミキサーで粉砕することにより得た。豆乳は、生呉に蒸留水 200 mL を加
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えて 3 分間煮沸した後、急冷、ろ過、遠心分離(3,000 rpm、10 分、5℃)するこ

とにより調製した。豆乳香気抽出物は、豆乳を吸着樹脂（SP700（三菱化学社

製））5 mLに通液し、次いで蒸留水合わせて 50 mL（20 mL x 2、10 mL x 1）

で洗浄し、ジクロロメタン 20 mL で脱着させた後、ジクロロメタン層に無水硫

酸ナトリウムを加えて乾燥し、SAFE（<5.0 x 10-3 Pa、40℃）を用いて蒸留す

ることによって調製した。豆乳香気濃縮物は、豆乳香気抽出物をロータリーエ

バポレーション(550 mmHg、35℃)し、窒素気流下で約 100μL まで濃縮するこ

とにより調製した。 

 

2.1.1.1.3 GC-O 

 

GC-O分析には熱伝導度検出器（Thermal Conductivity Detector（TCD））を

装備した Agilent 社製 6850 シリーズガスクロマトグラフを使用した。分離カラ

ムは J & W Scientific社製 DB-WAXカラム(30 m x 0.25 mm i.d.、膜厚 0.25 μm)

又は DB-1カラム(30 m x 0.25 mm i.d.、膜厚 0.25 μm)を用い、1 μLをスプリッ

トレスで注入した。キャリアーガスにはヘリウム 1 mL/minを用いた。注入口の

温度は 250℃、パージタイムは 60秒に設定した。クロマトグラフィーのカラム

温度は 40℃から始め、210℃まで 5℃/minで昇温した。検出器の温度は 230℃に

設定した。ガラス製の匂い嗅ぎポートを TCDの出口に繋げ、リボンヒーターで

210℃以上に温めた。匂い嗅ぎポートから出る匂い成分をすばやく除くために、

100 mL/minの水蒸気を含む空気を匂い嗅ぎポートに流した。3人の被験者によ

りそれぞれ 3回ずつ香気濃縮物のGC-O測定を行った。各香気ピークの検出は、

各被験者によるそれぞれ少なくとも 2回の検出と定義した。 

 

2.1.1.1.4 AEDA 

 

2.1.1.1.2 で調製した各香気濃縮物をジクロロメタンで 1:4～1:4096 まで順次

希釈し、AEDA の分析に用いた。希釈度の低い試料から順次 2.1.1.1.3 に記載し

た方法で、3 名の被験者によりそれぞれ 3 回ずつ GC-O を行った。各香気成分
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の検出は、各被験者がそれぞれ 2 回以上感知できた場合を「香気成分が検知で

きた」と定義し、最大希釈度を FD-factorとした。 

 

2.1.1.1.5 Gas Chromatography-Mass Spectrometry（GC-MS） 

 

GC-MS 分析には Agilent 5975C inert XL シリーズ MS 検出器を装備した

Agilent 社製 7890A ガスクロマトグラフを使用した。分離カラムは、J & W 

Scientific社製 DB-WAXカラム(60 m x 0.25 mm i.d.、膜厚 0.25 μm)又は DB-1

カラム(60 m x 0.25 mm i.d.、膜厚 0.25 μm)を用い、1 μLをスプリットレスで注

入した。ヘリウム 1 mL/minをキャリアーガスに用い、注入口の温度は 250℃に

設定した。香気濃縮物1 μLをスプリット比1:30又はスプリットレスで注入した。

スプリット注入の場合は、カラム温度 80℃から 210℃まで 3℃/min で昇温し、

スプリットレス注入では 40℃から 210℃まで 3℃/min で昇温した。MS 検出器

のイオン化電圧は 70 eV、イオン源温度は 150℃に設定した。 

 

2.1.1.1.6 成分の同定 

 

各香気濃縮物中の香気寄与成分の同定は、GC-MSによる標準物質のRetention 

Index（RI）と MS の一致、及び GC-O による標準物質の RI と匂いの特徴の一

致により行った。 

 

2.1.1.2 結果と考察 

 

2.1.1.2.1 フクユタカから調製した豆乳香気濃縮物の AEDA による香気寄与成

分の解明 

 

豆乳の香気寄与成分を明らかにするために、フクユタカから調製した香気濃

縮物の AEDAを行い、FD-factorが 16以上の成分を 36種検出した（Table 2-1）。 
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Table 2-1 Key aroma compounds in soymilk made from Fukuyutaka 

no. 

RI 

odor qualities compound 
FD- 

factor 
ref

*1
 DB-

WAX 
DB-1 

1 990  fruity unknown 16  

2 1052  leafy, green hexanal 1024 25 

3 1113  green, sweet unknown 16  

4 1137  green (Z)-3-hexenal 16  

5 1297  mushroom-like 1-octen-3-one 64 31 

6 1336  popcorn-like 2-acetyl-1-pyrroline 64 27 

7 1352  green hexanol 16 25 

8 1431 1075 pea-like, earthy 2-isopropyl-3-methoxypyrazine
*2

 64  

9 1446  mushroom-like 1-octen-3-ol 64 26 

10 1449  cooked potato-like methional 256 27 

11 1464  nutty 2-ethyl-3,5-dimethylpyrazine 16  

12 1502  green, fatty (E,E)-2,4-heptadienal 16 27 

13 1532  sweet, fruity (E)-2-nonenal 1024 25 

14 1584  cucumber-like (E,Z)-2,6-nonadienal 16 27 

15 1652  green unknown 64  

16 1668  sour 3-methylbutanoic acid 16 75 

17 1698  fatty (E,E)-2,4-nonadienal 1024 25 

18 1723  green 3-methylnonane-2,4-dione 16  

19 1757  meaty 2-acetyl-2-thiazoline 16 27 

20 1763  green, fatty (E,Z)-2,4-decadienal 256 25 

21 1807  fatty (E,E)-2,4-decadienal 4096 25 

22 1844  sour hexanoic acid 16 25 

23 1857  burnt 2-methoxyphenol 16 27 

24 1964  caramel-like maltol 256 27 

25 1986  metallic cis-4,5-epoxy-(E)-2-decenal 64  

26 2000  metallic trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal 4096  

27 2024  cherry-like unknown 16  

28 2029  fatty, milky 4-nonanolide 64 25 

29 2029  caramel-like HDMF 64 75 

30 2043  sour, powdery octanoic acid 16 27 

31 2075  sweet, fatty unknown 64  

32 2162  spicy 4-allyl-2-methoxyphenol 16 75 

33 2191  spicy 2-methoxy-4-vinylphenol 256 27 

34 2191  caramel-like, seasoning-like sotolon 256  

35 2218  grape-like 2ʹ-aminoacetophenone 64  

36 2565  vanilla-like vanillin 16 75 
*1

 Previous reports identified as volatile components in soymilk. 
*2

 The compound was tentatively identified by GC-O analysis using DB-WAX and DB-1 columns by comparison to the 

authentic compound, but no unequivocal mass spectrum was available by GC-MS. 
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このうち 2-isopropyl-3-methoxypyrazine (8)、cis-4,5-epoxy-(E)-2-decenal (25)、

trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal (26)、sotolon (34)、2ʹ-aminoacetophenone (35)

は、豆乳から新規に同定又は推定された成分である（Figure 2-1）。 

 

 

Figure 2-1 Key aroma compounds newly identified or tentatively-identified from 

soymilk 

 

また、FD-factor 4096 で最も高い寄与度を示した成分は、fatty な香調の

(E,E)-2,4-decadienal (21) 及 び metallic な 香 調 を 有 す る

trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal (26)であった。次いで FD-factor 1024 で検出され

た成分は、hexanal (2) (green)、(E)-2-nonenal (13) (fatty)、(E,E)-2,4-nonadienal 

(17) (fatty)であった。さらに、FD-factorが 64以上の成分では、豆乳の特徴香と

されている green、fatty、sweet な香調を有する成分の他に、methional (10) 

(cooked potato-like) 、 2-methoxy-4-vinylphenol (33) (spicy) 、 sotolon (34) 
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(caramel-like, seasoning-like)、1-octen-3-one (5) (mushroom-like)、1-octen-3-ol 

(9) (mushroom-like) 、 2-acetyl-1-pyrroline (6) (popcorn-like) 、

2-isopropyl-3-methoxypyrazine (8) (pea-like, earthy)、2ʹ-aminoacetophenone 

(grape-like) (35)などが検出された。多くの過去の報告では、豆乳香気は green、

fattyな香調に着目されてきたが、フクユタカから調製した豆乳の香気は green、

fatty 以外にもさまざまな香調の成分から成り立っていることが明らかになった。 

 

2.1.2 生大豆から豆乳を調製する際に変化する豆乳香気寄与成分の解明と生成

機構の推定 

 

2.1.1で明らかとなったフクユタカから調製した豆乳の香気寄与成分には、新

規な成分も含まれ、それらの成分がどのように生成しているのかは不明である。

豆乳調製過程におけるこれらの香気寄与成分の生成要因を明らかにすることは、

好ましい豆乳の風味について理解を深めるために重要である。 

そこで、フクユタカから調製した生大豆及び加熱前の豆乳（生呉）の AEDA

を行い、豆乳の AEDAと比較し、豆乳香気寄与成分の生成機構の推定を行った。 

 

2.1.2.1 実験方法 

 

2.1.2.1.1 実験材料 

 

実験材料は 2.1.1.1.1と同様の方法で入手した。 

 

2.1.2.1.2 生大豆、生呉、及び豆乳からの香気濃縮物調製 

 

生呉香気濃縮物は、生呉を 2.1.1.1.2 と同様の方法で濃縮することにより得た。

生大豆香気濃縮物は、大豆 40 gを用い、ジクロロメタン 400 mLで 4時間Soxhlet

抽出を行い、得られた抽出物を SAFE（<5.0 x 10-3 Pa、40℃）にて蒸留し、さ

らにロータリーエバポレーション(550 mmHg、35℃)し、窒素気流により約 100 

μLまで濃縮することにより得た。 
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2.1.2.1.3 GC-O、AEDA、GC-MS 

 

GC-O、AEDA、GC-MS は 2.1.1.1.3、2.1.1.1.4、2.1.1.1.5 と同様の方法で行

った。 

 

2.1.2.1.4 成分の同定 

 

成分の同定は、2.1.1.1.6 と同様の方法で行った。 

 

2.1.2.2 結果と考察 

 

2.1.2.2.2 生大豆、生呉、及び豆乳香気濃縮物の AEDA比較 

 

2.1.1.2.1 にてフクユタカから調製した豆乳の香気成分の生成機構を推定する

ために、FD-factor 64以上を示した香気寄与成分について、生大豆、生呉及び豆

乳から香気濃縮物を調製し、AEDAで比較した（Table 2-2）。 

生大豆から生呉を調製した際にFD-factorにおいて大きな変化が認められた成

分は、hexanal (2)、1-octen-3-ol (9)、methional (10)、(E)-2-nonenal (13)、

(E,E)-2,4-nonadienal (17)、(E,Z)-2,4-decadienal (20)、(E,E)-2,4-decadienal (21)

であった。 

また、生呉から豆乳を調製した際に FD-factor が大きく増加した成分は、

2-acetyl-1-pyrroline (6) 、 methional (10) 、 maltol (24) 、 HDMF (29) 、

2-methoxy-4-vinylphenol (33)であった。 

一方、1-octen-3-one (5)は生呉から豆乳を調製した際に大きく減少した。 
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2.1.2.2.3 豆乳香気寄与成分の生成機構の推定 

 

2.1.2.2.2 で明らかになった生大豆から豆乳を調製した際に変化のあった成分

の生成機構を推定した。hexanal (2)、1-octen-3-ol (9)、(E)-2-nonenal (13)、

(E,E)-2,4-nonadienal (17)、(E,Z)-2,4-decadienal (20)、(E,E)-2,4-decadienal (21)

は過去の知見を踏まえると 76-78)、脂質（リノール酸及びリノレン酸）由来の反

応生成物であると考えられる（ Figure 2-2 、 Figure 2-3）。また、

cis-4,5-epoxy-(E)-2-decenal (25)及び trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal (26)は、リ

ノール酸の自動酸化生成物と考えられ（Figure 2-2）79)、生大豆から豆乳を調製

Table 2-2 Changes of the key aroma compounds of the soymilk made form Fukuyutaka during 

the manufacturing process 

no. RI
*1 

compound 

FD-factor 

raw soy bean 
soymilk before 

heating 
soymilk 

2 1052 hexanal 4 1024 1024 

5 1297 1-octen-3-one 256 1024 64 

6 1336 2-acetyl-1-pyrroline nd
*3 

nd
*3

 64 

8 1431 2-isopropyl-3-methoxypyrazine
*2

 64 64 64 

9 1446 1-octen-3-ol nd
*3

 16 64 

10 1449 methional nd
*3

 4 256 

13 1532 (E)-2-nonenal 64 1024 1024 

17 1698 (E,E)-2,4-nonadienal 64 1024 1024 

20 1763 (E,Z)-2,4-decadienal 4 64 64 

21 1807 (E,E)-2,4-decadienal 64 1024 4096 

24 1964 maltol 16 16 256 

25 1986 cis-4,5-epoxy-(E)-2-decenal 4 16 64 

26 2000 trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal 256 1024 4096 

28 2029 4-nonanolide 64 64 64 

29 2029 HDMF 4 4 64 

33 2192 2-methoxy-4-vinylphenol 4 4 256 

34 2191 sotolon 1024 256 256 

35 2218 2’-aminoacetophenone 64 64 64 

*1
 RI; Retention index on DB-WAX column. 

*2
 The compound was tentatively identified by GC-O analysis using DB-WAX and DB-1 columns by comparison to the 

authentic compound, but no unequivocal mass spectrum was available by GC-MS. 
*3

 nd, not detected.
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する過程で徐々に増加する傾向が認められたが、trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal 

(26)は、生大豆でも高い寄与度を示していたことから、生大豆の浸漬や生呉の加

熱以外に、収穫後の乾燥工程中にも生成している可能性が高い。 

 

 

Figure 2-2 Proposed formation mechanisms of the key aroma compounds from 

linoleic acid76-79) 
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Figure 2-3 Proposed formation mechanism of (E,E)-2,4-nonadienal from 

linolenic acid78) 

 

2-acetyl-1-pyrroline (6)は、生呉から豆乳調製時に顕著に増加したことから、

過去の知見を考慮すると、浸漬によって増加した大豆中の遊離の L-proline80)か

らMaillard反応により生成したと考えられる（Figure 2-4）81)。 
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Figure 2-4 Proposed formation mechanism of 2-acetyl-1-pyrroline by Maillard 

reaction81) 

 

また、同様にmethional (10)は、生呉加熱時の Maillard反応及び引き続いて起

こるStrecker分解により、浸漬によって増加した大豆中の遊離の L-methionine80)

から生成したと考えられる（Figure 2-5）82)。 
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Figure 2-5 Proposed formation mechanism of methional by Maillard reaction82) 

 

Maltol (24)は、大豆中にサポニン誘導体として存在することが報告されており

83)、生呉から豆乳を調製する際の加熱により、生成したと考えられる。（Figure 

2-6）。 

 

Figure 2-6 Proposed formation mechanism of maltol from saponin derivative 

 

さらに、HDMF (29)も 2-acetyl-1-pyrroline (6)、methional (10)と同様に、

Maillard反応による加熱反応生成物であると考えられる（Figure 2-7）84,85)。 
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Figure 2-7 Proposed formation mechanism of HDMF by Maillard reaction84) 

 

2-methoxy-4-vinylphenol (33)は、2.2.2で詳しく考察するが、大豆中に存在す

る ferulic acidなどからの脱炭酸生成物であると考えられる 86)。 

生大豆、生呉で高い FD-factorを示した 1-octen-3-one (5)は、脂質の酸化によ

って生成することが報告されており 87)、また、生大豆中から高い FD-factorで検

出されたことから、大豆収穫後の乾燥時に生成している可能性が高い。また、

α、β－不飽和ケトンであることから、加熱によって分解しやすいため、生呉

に比べて豆乳の FD-factorが顕著に低かったと考えられる。 

Table 2-2で示されている他の豆乳香気寄与成分はいずれも生大豆から豆乳調

製までの過程で顕著な差が認められなかった。それらの中で、いずれの試料か

らも高い FD-factorで検出された sotolon (34)は、さまざまな生成経路が示唆さ

れており、L-threonine からの生成（Figure 2-8）や 88,89)、pyruvic acid と

α-ketoglutaric acid の縮合反応による生成などが報告されている（Figure 2-9）90)。

豆乳においては、いずれの反応生成経路も考えられる。 
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Figure 2-8 Proposed formation mechanism of sotolon from L-threonine88,89) 

 

 

Figure 2-9 Proposed formation mechanism of sotolon from α-ketoglutaric acid 

and pyruvic acid90) 

 

また同様に、2-isopropyl-3-methoxypyrazine (8)は、ワイン用ブドウにおいて、

生合成経路にて L-valine より生成するとの報告があり（Figure 2-10）91)、大豆

中においても 2-isopropyl-3-methoxypyrazine (8)は生大豆中において生合成経路

で生成している可能性が高い。 
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Figure 2-10 Proposed mechanism of 2-isopropyl-3-methoxyprazine through 

biosynthetic pathway91) 

 

4-nonanolide (28)は linoleic acidより生成すると考えられるが、生大豆、生呉、

豆乳いずれの試料からも同等の FD-factorで検出されたことから、生大豆から豆

乳を調製する過程では生成せず、乾燥中又は生合成によって生大豆中で生成し

ている可能性が考えられる（Figure 2-11）。 
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Figure 2-11 Proposed formation mechanism of 4-nonanolide through 

biosynthetic pathway 

 

2’-aminoacetophenone (35)は、L-tryptophan から熱分解反応により生成する

ことが知られているが（Figure 2-12）92)、生大豆中からも検出されており、そ

の後の加工によって FD-factorに変化が認められなかったことから、生大豆乾燥

時の加熱によって生成した可能性が考えられる。 

 

 

Figure 2-12 Proposed formation mechanism of 2ʹ-aminoacetophenone by the 

heat treatment92) 
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2.1.3 3品種の大豆から調製した豆乳の香気寄与成分の比較 

 

1.3.1で述べたように、日本では食品用途で消費される大豆の割合が高く、中

でも豆乳・豆腐用の用途が最も多い。日本国内で販売されている豆乳は主に輸

入大豆から製造されているが、一部ではフクユタカのような国産品種から製造

した豆乳も販売されている。また、大豆品種のほとんどは、生産性向上や製品

加工適性の改善を目的に育種されているため、これらの品種から調製された豆

乳がどのような香味特性を有しているかについては、不明である。 

そこで、2.1.1で検討したフクユタカに加えて、主に煮豆用に用いられる主要

国産大豆品種の１つであるミヤギシロメ、日本国内で最も利用されている豆

腐・豆乳用の輸入大豆品種の１つである VINTON81 から作成した豆乳の AEDA

及び官能評価の比較を行った。 

 

2.1.3.1 実験方法 

 

2.1.3.1.1 実験材料 

 

実験材料として 2009年度産の国産大豆（フクユタカ（佐賀産）、ミヤギシロ

メ（宮城産））、外国産大豆（VINTON 81（アメリカ産））を使用した。同定

に使用した標準化合物は、2.1.1.1.1 と同様の方法で入手した。 

 

2.1.3.1.2 各豆乳香気濃縮物の調製 

 

各豆乳香気濃縮物は 2.1.1.1.2 と同様の方法で得た。 

 

2.1.3.1.3 GC-O、AEDA、GC-MS 

 

GC-O、AEDA、GC-MS は 2.1.1.1.3、2.1.1.1.4、2.1.1.1.5 と同様の方法で行

った。 
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2.1.3.1.4 成分の同定 

 

成分の同定は 2.1.1.1.6 と同様の方法で行った。 

 

2.1.3.1.5 官能評価 

 

官能評価者は 6 カ月の官能評価訓練（300 以上の香気成分の認識・官能表現

の記憶）を受けた小川香料（株）の 17 名の社員を選抜した。官能評価試験は、

25℃に調節された専用官能評価ブースにて、プラスチックカップに入れた

2.1.3.1.2に記載の方法で調整した豆乳 20 mL のヘッドスペース香気の評価を行

った。評価は 1（弱い）～7（強い）の尺度で行った。官能評価ワードは以下の

化合物の香調として定義した。pea-like/earthy（2-isopropyl-3-methoxypyraizne）、

metallic（trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal）、caramel-like/seasoning-like（sotolon）、

green（hexanal）、fatty（(E,E)-2,4-decadienal）、cooked potate-like（methional）。

官能評価結果は繰り返しのない二元配置分散分析を用いて統計処理を行った。 

 

2.1.3.2 結果と考察 

 

2.1.3.2.1 3品種の大豆から調製した豆乳の AEDA比較 

 

豆乳の香気寄与成分の大豆品種による差異を明らかにするために、フクユタ

カ、ミヤギシロメ、及び VINTON 81の 3品種からそれぞれ調製した豆乳香気濃

縮物の AEDAを比較した（Table 2-3）。 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

 

FD-factor≧64の高い寄与度を示した香気成分は 3品種間でほとんど共通して

い た が 、 ミ ヤ ギ シ ロ メ で の hexanal (2) 、 (E)-2-nonenal (13) 、

trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal (26)の FD-factorは 64～256であり、フクユタカ

の 1024～4096 に比べて低かった（Table 2-3）。ミヤギシロメは、他の国産大

豆品種に比べて、水浸漬時のhexanal生成量が少ないことが報告されており 93)、

本研究の AEDAでも同様の傾向が認められたと考えられる。 

Table 2-3 Key aroma compounds in the soymilks made from three different cultivars 

no. 

RI 

odor qualities compound 

FD-factor 

DB-

WAX 
DB-1 

Fuku 

yutaka 

Miyagi 

shirome 

VINTON 

81 

2 1052  leafy, green hexanal 1024 64 256 

5 1297  mushroom-like 1-octen-3-one 64 64 16 

6 1336  popcorn-like 2-acetyl-1-pyrroline 64 16 16 

8 1431 1075 pea-like, eathy 2-isopropyl-3-methoxypyrazine
*1

 64 nd
*2 

16 

9 1446  mushroom-like 1-octen-3-ol 64 16 64 

10 1449  
cooked 

potato-like 
methional 256 256 1024 

13 1532  sweet, fruity (E)-2-nonenal 1024 64 256 

15 1652  green unknown 64 16 16 

17 1698  fatty (E,E)-2,4-nonadienal 1024 4096 4096 

18 1723  green 3-methylnonane-2,4-dione 16 64 64 

20 1763  green, fatty (E,Z)-2,4-decadienal 256 256 16 

21 1807  fatty (E,E)-2,4-decadienal 4096 4096 4096 

24 1964  caramel-like maltol 256 16 16 

25 1986  metallic cis-4,5-epoxy-(E)-2-decenal 64 16 64 

26 2000  metallic trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal 4096 256 1024 

28 2029  fatty, milky 4-nonanolide 64 16 256 

29 2029  caramel-like HDMF 64 16 256 

31 2075  sweet, fatty unknown 64 64 64 

33 2191  spicy 2-methoxy-4-vinylphenol 256 256 1024 

34 2191  
caramel-like, 

seasoning-like 
sotolon 256 256 1024 

35 2218  grape-like 2’-aminoacetophenone 64 64 16 

36 2565  vanilla-like vanillin 16 16 64 

*1
 The compound was tentatively identified by GC-O analysis using DB-WAX and DB-1 columns by comparison to the 

authentic compound, but no unequivocal mass spectrum was available by GC-MS. 
*2

 nd, not detected.
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一方、2-isopropyl-3-methoxypyrazine (8)の FD-factorは、フクユタカでは 64、

VINTON81では 16で、ミヤギシロメからは検出されず、3品種において最も顕

著な差が認められた。2-isopropyl-3-methoxypyrazine (8)は、主に豆乳・豆腐に

用いられるフクユタカ及び VINTON81 においてのみ検出されたことから、豆乳

香気の特徴成分の１つであることが推察された。アルキルメトキシピラジン類

の含有量の変動は、ワイン用ブドウ品種で詳細に報告されており 94)、品種・産

地・天候などさまざまな要因によって左右されることが明らかとなっており、

大豆においても同様の要因が考えられる。 

 

2.1.3.2.2 3品種の大豆から調製した豆乳の官能評価 

 

3 品種の大豆から調製した豆乳の香気特徴の差異を明らかにするために、

Table 2-3でいずれかの試料で FD-factorが 64以上を示した成分の香調を評価ワ

ードとして選択し、官能評価を行った(Table 2-4)。 

 

Table 2-4 Sensory evaluation of the soymilks made from three different cultivars 

cultivar 

sensory score (SD)
*1 

pea-like 

earthy 
metallic 

caramel 

-like 
green fatty 

cooked 

potato-like 

Fukuyutaka 4.9
a
 (± 1.2) 4.0 (± 1.8) 4.3 (± 1.3) 4.2 (± 1.2) 5.0 (± 1.0) 4.2

cd
 (± 1.1) 

Miyagishirome 3.9
b
 (± 1.1) 3.6 (± 1.3) 4.0 (± 0.9) 4.1 (± 1.0) 4.4 (± 1.0) 3.9

c
 (± 1.2) 

VINTON 81 5.4
a
 (± 1.2) 3.8 (± 1.4) 4.9 (± 1.4) 3.9 (± 1.2) 5.4 (± 0.5) 4.9

d
 (± 0.6) 

*1
 Different letters showed significant differences within the column (p < 0.05). 

 

フクユタカとVINTON 81はいずれの評価ワードにおいても有意差は認めらず、

いずれの試料も fatty、pea-like/earthy の評価点が高かった。また、VINTON 81

では fatty、pea-like/earthyに加えて、caramel-like、cooked potato-likeの評価点

も高かった。さらに、これらとミヤギシロメの間には pea-like/earthy 香気に有

意な差が認められた。また、官能評価パネルの嗜好性を自由記述で回答させた

ところ、フクユタカの嗜好性が最も高く、好ましい風味の豆乳であると評価さ

れた。一方、ミヤギシロメは香りが弱く、ボリュームに欠けるため、嗜好性が

低かった。VINTON 81は脂っぽい、沈んだ、重たいなどの評価が多く、Table 2-4
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では全体的に評価点が高かったが、その嗜好性はフクユタカに劣っていた。こ

のことから、豆乳の香りは、香気寄与成分の香調が強いほど好ましいとはいえ

ず、それらの香気寄与度のバランスも重要であることが判明した。 

さらに、官能評価結果と FD-factor の結果から、pea-like/earthy な香調の

2-isopropyl-3-methoxypyrazine (8)は、フクユタカ及び VINTON 81から調製され

た豆乳の香気にとって、最も重要な香気成分の１つであると考えられた。

2-isopropyl-3-methoxypyrazine (8)は、食品としては、ピーマン、ワイン用のブ

ドウ、にんじん、コーヒーの生豆で同定されている。その pea-like/earthy と表

現される香調は、微量に存在すれば全体の風味によい影響を与えるが、存在量

が多いとその earthy な香調が沈んだ重たい印象を与え、ネガティブな香調とし

て認識される成分である 94)。豆乳香気においても、pea-like/earthy の官能評価

点が最も高かった VINTON 81 の風味はフクユタカよりも劣っていたことから、

2-isopropyl-3-methoxypyrazine (8)は、豆乳香気にとって重要な役割を果たして

いる香気成分の 1 つであるが、その風味向上には適切な量が必要であることが

推察された。 

 

2.1.4 結論 

 

近年新たな香気寄与成分探索手法として広く適用されるようになってきた

AEDA を用いて日本の代表的な豆乳・豆腐用大豆品種であるフクユタカから調

製した豆乳の香気寄与成分を探索し、新規な成分を含む多数の香気寄与成分を

明らかにすることができた（Figure 2-13、Figure 2-14）。 
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Figure 2-13 Key aroma compounds newly identified or tentatively identified in 

soymilk 

 

特に、FD-factorの高かった香気寄与成分には、豆乳香気として一般的な green、

fatty な香調の成分に加えて、さまざまな香気特徴の成分が含まれていることが

明らかとなった（Figure 2-14）。 
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Figure 2-14 Key aroma compounds as having high FD-factors in soymilk 

 

さらに、これらの成分の生成機構を考察することにより、豆乳調製中の香気

寄与成分の生成要因を推定することができた（Figure 2-15）。多くの香気寄与

成分は豆乳調製過程において、熱又は酵素反応によって生成していると考えら

れたが、2-isopropyl-3-methoxypyrazine は生大豆中からも検出され、大豆自身が

生合成によって作り出している成分であると考えられた。 
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Figure 2-15 Classification of the key aroma comopounds by proposed formation 

mechanisms 

 

また、官能評価より、豆乳の香気は、green、fatty 以外にも pea-like/earthy、

caramel-like、cooked potato-likeなどの特徴を有していることが判明した。加え
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て、豆乳の風味の好ましさは香気寄与成分のバランスも重要であることが明ら

か と な っ た 。 と り わ け 、 pea-like/earthy な 香 調 を 有 す る

2-isopropyl-3-methoxypyrazine は、豆乳中に適切な量存在することが重要であり、

豆乳香気を特徴づける香気寄与成分の中で、数少ない大豆品種に起因する成分

の１つであることが明らかとなった。 
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2.2 醤油 

 

2.2.1 生醤油の香気寄与成分の解明と火入れ加熱による変化 

 

生醤油は、通常の濃口醤油と異なり火入れ工程を経ていない新しいタイプの

製品として普及しつつある。一般に火入れによって付与される火香と呼ばれる

成分は既に幾つか報告されているが 47-52)、AEDA を利用した生醤油の香気寄与

成分に関する研究報告は全くなく、未だ不明点が多い。従って、その香気寄与

成分を AEDA により明らかにすることは、生醤油の香気特徴を理解するために

非常に重要である。さらに、生醤油の火入れ加熱による香気寄与成分の変化を

明らかにすることは、生醤油と火入れ醤油の香気特徴の差を把握するために重

要である。 

そこで、はじめに生醤油の香気寄与成分を AEDAにより明らかにした。次に、

生醤油の火入れ加熱による香気寄与成分の量の変化及び香気特徴の変化を明ら

かにするために、生醤油と火入れ醤油の AEDA、定量分析、及び官能評価を行

った。 

 

2.2.1.1 実験方法 

 

2.2.1.1.1 実験材料 

 

実験材料として、市販の濃口タイプの生醤油（キッコーマン（株）、千葉）

を使用した。火入れ醤油は、生醤油を未開封のまま、80℃の水浴に 30分間保温

することにより得た。同定に使用した標準化合物は 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol

を除き、2.1.1.1.1 と同様の方法で入手した。 

2,6-Dimethoxy-4-vinylphenolは文献の方法に若干の修正を加え、以下のように

合成した 95) (Figure 2-16)。 
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Figure 2-16 Synethetic pathway of 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol 

 

Malonic acid (2.00 g, 19.2 mmol)を 50-mL二口フラスコに入れ、ピリジン 20 

mLに溶解した。3,5-Dimethoxy-4-hydroxybenzaldehyde (2.34 g, 12.8 mmol)及

び piperidine (0.48 mL, 4.8 mmol)を加え、70℃下、60分撹拌した。反応液を室

温まで冷却後、pH=3.0に調整した冷水中に加えた。混合液を酢酸エチル（20 mL 

x 5）で抽出し、過剰量の無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒をヘキサン／酢

酸エチル（8:2）で置換した後、得られた溶液をヘキサンで懸濁させた 50 gのシ

リカゲル（ワコーゲル C-300（和光純薬工業（株）））が充てんされたガラス

カラムで分画した。分画は、ヘキサン／酢酸エチル（8:2、画分 I-V）500 mLで

行い、画分 III、IVを回収し、減圧乾固した。収率は 19%であった。1H NMR (400 

MHz, CDCl3; COSY) : δ 3.91 [s, 6H, H-C(7), H-C(8)], 5.15 [dd, 1H, 3J = 10.9 

Hz, 2J = 0.7 Hz, Ha-C(10)], 5.55 [s, 1H, HO-C(1)], 5.60 [dd, 1H, 3J = 17.5 Hz, 2J = 

0.7 Hz, Hb-C(10)], 6.62 [dd, 1H, 3J = 17.2 Hz, 3J = 10.9 Hz, H-C(9)], 6.65 [s, 2H, 

H-C(3), H-C(5)]. 13C{1H} NMR (100 MHz, CDCl3; HMQC, HMBC): δ56.4 [C(7), 

C(8)], 103.2 [C(3), C(5)], 112.0 [C(10)], 129.4 [C(9)], 135.0 [C(1)], 137.0 [C(4)], 

147.2 [C(2), C(6)]. MS-EI. m/z(%) 180 (100), 165 (40), 137 (27), 77 (15), 122 

(12), 91 (12). 

 

2.2.1.1.2 醤油香気濃縮物の調製 

 

生醤油及び火入れ醤油香気抽出物は、各試料 5 gを 2.1.1.1.2 と同様の吸着樹

脂（SP 700）5 mL に通液し、続いて蒸留水 (5 mL x 4)、ジクロロメタン (20 mL)

を通液して得られたジクロロメタン層を無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、

SAFE（40℃、<5.0 x 10-3 Pa）を行うことにより得た。各醤油香気濃縮物は、
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醤油香気抽出液をロータリーエバポレーション(550 mmHg, 35℃)後、窒素気流

により約 100 μLまで濃縮することにより得た。 

 

2.2.1.1.3 GC-O、AEDA及び GC-MS測定 

 

GC-O、AEDA 及び GC-MS 測定は、それぞれ 2.1.1.1.3、2.1.1.1.4、2.1.1.1.5

に記載の方法に従って行った。 

 

2.2.1.1.4 成分の同定 

 

成分の同定は、2.1.1.1.6に記載の方法に従って行った。 

 

2.2.1.1.5 生醤油及び火入れ醤油の香気寄与成分の標準添加法による定量 

 

内部標準物質として 2-octanol（4150 μg/L）及び Table 2-5に示した標準溶液

をそれぞれ無添加、100 μL、200 μL添加した醤油 5 mLより 2.1.1.1.2 記載方法

に従って各香気濃縮物を調製した。各香気濃縮物は GC-MSの SIM/scan モード

で分析した。各成分の定量は、各成分の選択イオンの面積値を 2-octanol の

m/z=45の面積値で除した値と添加した各成分濃度の関係式を最小二乗法によっ

て求めることにより行った。各定量値は３回の測定値を平均することにより決

定した。本手法の計算例を Figure 2-17に示した。 
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Table 2-5 Selected ions and the concentration of the standard solution of the key aroma 

compounds for quantitative analysis by standard addition method 

compound 
selected ion 

m/z 

concentration of the standard 

solution (mg/L) 

for the raw soy 

sauce 

for the heated 

soy sauce 

3-methylbutanal 44 94.6 94.6 

2-methylbutanal 57 92.8 92.8 

methional 48 20.4 20.4 

2-ethyl-3,5-dimethylpyraizine 135 0.602 0.602 

phenylacetaldehyde 91 479 479 

3-methylbutanoic acid 60 97.4 97.4 

methionol 106 101 101 

2-methoxyphenol 109 1.91 1.91 

4-ethyl-2-methoxyphenol 137 5.32 5.32 

HDMF 128 103 103 

HEMF 142 1370 1370 

2-methoxy-4-vinylphenol 150 3.37 40.4 

sotolon 83 4.02 4.02 

2,6-dimethoxyphenol 154 3.06 3.06 

phenylacetic acid 91 98.1 98.1 

2,6-dimethoxy-4-vinylphenol 180 0.511 9.30 
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Figure 2-17 Quantitative analysis of methional by standard addition method 

 

2.2.1.1.6 官能評価 

 

官能評価者は 6カ月の官能評価訓練（300以上の香気成分の認識・官能表現の

記憶）を受けた小川香料（株）の 18 名の社員を選抜した。官能評価試験は、

25℃に調節された専用官能評価ブースにて、プラスチックカップに入れた醤油

5 mLのヘッドスペース香気の評価を行った。評価は 1（弱い）～7（強い）の

尺度で行った。官能評価ワードは以下の化合物の香調として定義した。

caramel-like/seasoning-like（sotolon）、cooked potato-like（methional）、

spicy/burnt（4-ethyl-2-methoxyphenol）、fruity （ethyl 2-methylbutanoate）、

sour（3-methylbutanoic acid）。官能評価結果の統計処理は繰り返しのない二

元配置分散分析を用いて行った。 
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2.2.1.2 結果と考察 

 

2.2.1.2.1 生醤油の香気寄与成分の解明 

 

生醤油の香気寄与成分を明らかにするために、生醤油香気濃縮物へ AEDA を

適用し、FD-factor が 1 以上の香気寄与成分を 37 成分検出した(Table 2-6)。こ

れらの中で、2-methyl-3-furanthiol (9)、2-isopropyl-3-methoxypyrazine (11)、

2-isobutyl-3-methoxypyrazine (14)、3-ethyl-2-hydroxy-2-cyclopentanone (21)、

5-decanolide (31) 、 2'-aminoacetophenone (32) 、 3-methylindole (34) 、

2,6-dimethoxy-4-vinylphenol (37)を醤油の香気寄与成分として初めて同定又は

推定した（Figure 2-18）。 
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Table 2-6 Key aroma compounds in raw soy sauce 

No 

RI 

odor qualities compound FD-factor ref
*1 

DB- 

WAX 
DB-1 

1 937  stimulus ethyl acetate 1 96 

2 947  malty 2 and 3-methylbutanal 16 96,97 

3 975  fruity ethyl 2-methylpropanoate 4 44 

4 979  milky 2,3-butanedione 4 98 

5 1045  fruity ethyl 2-methylbutanoate 4 99 

6 1061  fruity ethyl 3-methylbutanoate 4 100 

7 1074  rancid dimethyl disulfide 1 101 

8 1278  milky 3-hydroxy-2-butanone 8 96 

9 1295 849 roasty 2-methyl-3-furanthiol
*2 

4  

10 1352  rancid dimethyl trisulfide 1 102 

11 1428 1078 earthy, pea-like 2-isopropyl-3-methoxypyrazine
*2 

1  

12 1449  cooked potato-like methional 512 103 

13 1463  nutty, roasty 2-ethyl-3,5-dimethylpyraizine 64 103 

14 1515 1158 earthy 2-isobutyl-3-methoxypyrazine
*2 

1  

15 1631  honey-like phenylacetaldehyde 32 97 

16 1657  sour, cheese-like 3-methylbutanoic acid 64 104 

17 1709  cooked potato-like methionol 32 105 

18 1718  floral unknown 4  

19 1831  caramel-like 2-hydroxy-3-methyl-2-cyclopentenone 8 101 

20 1851  burnt 2-methoxyphenol 64 106 

21 1877  caramel-like 3-ethyl-2-hydroxy-2-cyclopentenone 8  

22 1960  caramel-like maltol 16 107 

23 1995 1342 metallic trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal
*2 

8 44 

24 2016  spicy, burnt 4-ethyl-2-methoxyphenol 256 108 

25 2024  caramel-like HDMF 128 101 

26 2053  caramel-like HEMF 2048 42 

27 2123  caramel-like HMF 4 109 

28 2123  fatty, milky 4-decanolide 1 110 

29 2181  spicy, burnt 2-methoxy-4-vinylphenol 16 111 

30 2182  
caramel-like, 

seasoning-like 
sotolon 2048 112 

31 2190  milky 5-decanolide 8  

32 2223 1276 grape-like 2′-aminoacetophenone
*2 

8  

33 2257  spicy, burnt 2,6-dimethoxyphenol 64 97 

34 2471  animal-like 3-methylindole
 

1  

35 2546  honey-like phenylacetic acid 32 101 

36 2560  vanilla-like vanillin 16 113 

37 2569  spicy 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol 4  
*1

 Previous reports identified as volatile components in soy sauce. 
*2

 The compound was tentatively identified by GC-O analysis using DB-WAX and DB-1 columns by comparison to the 

authentic compound, but no unequivocal mass spectrum was available by GC-MS. 
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Figure 2-18 Key aroma compounds newly identified or tentatively-identified from 

raw soy sauce 

 

また、caramel-like/sweet な香調の HEMF (26)、caramel-like/seasoning-like

な香調の sotolon (30)が最も高い FD-factor 2048 として検出され、続いて

methional (12) (cooked potato-like)、4-ethyl-2-methoxyphenol (24) (spicy, burnt)、

HDMF (25) (caramel-like)、2-ethyl-3,5-dimethylpyrazine (13) (nutty, roasty)、

3-methylbutanoic acid (16) (sour, cheese-like)、2-methoxyphenol (20) (burnt)、

2,6-dimethoxyphenol (33) (spicy, burnt)が FD-factor 64～512で検出された。こ

れらの化合物の大部分は、過去の火入れされた濃口醤油中の香気寄与成分とし

て報告されており、これらの成分は生醤油香気においても重要であると考えら

れる 44)。 
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2.2.1.2.2 生醤油の香気寄与成分の生成機構の推定 

 

最も FD-factorの高かった HEMF (26)は、味噌中で詳細に報告されている生成

機構と同様の経路で生成していると考えられ、Maillard反応とそれに引き続いて

起こる酵母の代謝によって生成すると考えられる（Figure 2-19）114,115)。 

 

 

Figure 2-19 Proposed formation mechanism of HEMF in fermented soybean 

paste (miso)114) 
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HEMFと同様に最も FD-factorの高かった sotolon (30)の生成機構は、2.1.2.2.3

で推察した通り、幾つかの経路が示唆されている 88-90)。特に pyruvic acid と

α-ketoglutaric acid の縮合反応による推定生成経路は、クエン酸回路における成

分同士の反応であり、醤油醸造中の生成経路として十分に可能性が高いと推察

される。 

次いで FD-factor の高かった methional (12)は、2.1.2.2.3 で推察したように、

Maillard 反応及び引き続いて起こるストレッカー分解によって L-methionine か

ら生成したと考えられる。 

さらに、4-ethyl-2-methoxyphenol (24)は、shakuchirin、coniferyl alcohol など

から生成する ferulic acid から酵素的あるいは熱的に生成することが報告されて

いる 2-methoxy-4-vinylphenol (29)より、熟成酵母の１つである C.versatilisが生

成するリダクターゼによって還元され生成することが知られている（Figure 

2-20）39,40)。 

 

 

Figure 2-20 Proposed formation mechanism of 4-ethyl-2-methoxyphenol in 

soy sauce39,40) 

 

HDMF (25)は、2.1.2.2.3 で推察したように糖の熱分解や Maillard 反応によっ

て生成したと考えられるが、醤油においては酵母の発酵によっても生成するこ

とが推察されている 116)。また、火入れによって有意に増加した 3-methylbutanal 

(2a)、2-methylbutanal (2b)、phenylacetaldehyde (15)はそれぞれ L-leucine、

L-isoleucine、L-phenylalanine からストレッカー分解によって生成したと考えら

れる 82)。 
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2.2.1.2.3 生醤油及び火入れ醤油の香気寄与成分の比較 

 

生醤油香気寄与成分の火入れによる変化を明らかにするために、生醤油及び

火入れ醤油いずれかにおいて FD-factor 32 以上を示した成分の比較を行った

(Table 2-7)。 

 

 

生醤油と火入れ醤油の AEDAを比較すると、火入れ前後で FD-factorが顕著に

増加した成分は 2-methoxy-4-vinylphenol (29)及び 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol 

(37)のみであった。そこで、より詳細な変化についての知見を得るために、Table 

2-7で示した香気寄与成分を標準添加法にて定量し、濃度の変化を明らかにした

(Table 2-8)。生醤油と火入れ醤油の香気寄与成分の定量値を比較したところ、

3-methylbutanal (2a)、2-methylbutanal (2b)、methional (12)、phenylacetaldehyde 

(15)、HDMF (25)、2-methoxy-4-vinylphenol (29)及び 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol 

(37)が有意に増加していた。1.3.3.4 で示した通り、いくつかの揮発性成分が生

Table 2-7 Key aroma compounds in raw soy sauce and heated soy sauce 

no. RI
*1

 odor qualities compound 

FD-factor 

raw soy 

sauce 

heated 

soy sauce 

2 947 malty 2 and 3-methylbutanal 16 32 

12 1449 cooked potato-like methional 512 1024 

13 1463 nutty, roasty 2-ethyl-3,5-dimethylpyraizine 64 64 

15 1631 honey-like phenylacetaldehyde 32 32 

16 1657 sour, cheese-like 3-methylbutanoic acid 64 64 

17 1709 cooked potato-like methionol 32 32 

20 1851 burnt 2-methoxyphenol 64 64 

24 2016 spicy, burnt 4-ethyl-2-methoxyphenol 256 256 

25 2024 caramel-like HDMF 128 256 

26 2053 caramel-like HEMF 2048 2048 

29 2181 spicy, burnt 2-methoxy-4-vinylphenol 16 128 

30 2182 caramel-like, seasoning-like sotolon 2048 2048 

33 2257 spicy, burnt 2,6-dimethoxyphenol 64 64 

35 2546 honey-like phenylacetic acid 32 32 

37 2569 spicy 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol 4 64 

*1 
RI, Retention Index on DB-WAX column. 
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醤油の火入れ加熱によって増加することは既に知られているが、その中で醤油

の香気に影響を与える成分はごく一部であることが明らかとなった。また、フ

ェノール化合物の 2-methoxy-4-vinylphenol (29)と 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol 

(37)の顕著な増加は新しい知見であり 2.2.1.2.5 で詳しく考察する。 

 

 

2.2.1.2.4 アディッションテストによる生醤油及び火入れ醤油香気の比較 

 

生醤油と火入れ醤油の香気特徴の差異を官能的に把握するために、Table 2-8

で示した成分のうち、火入れ加熱によって有意に増加した成分を生醤油に添加

し、官能評価を行った。評価ワードは生醤油又は火入れ醤油のいずれかの試料

で FD-factorが 32以上を示した成分の香調を選択した(Table 2-9)。 

 

Table 2-8 Quantitative analysis of the key aroma compounds in raw soy sauce and heated soy 

sauce by standard addition method 

no. compound 

raw soy sauce heated soy sauce 

ratio concentration
*1

 

μg/L 

SD 

μg/L 

concentration
*1

 

μg/L 

SD 

μg/L 

2a 3-methylbutanal 2640 20 3220 60 1.22
*2 

2b 2-methylbutanal 2670 70 3160 200 1.1
*2

 

12 methional 388 4 513 16 1.32
*2

 

13 2-ethyl-3,5-dimethylpyraizine 15.2 0.7 16.4 0.6 1.08 

15 phenylacetaldehyde 10000 700 13100 600 1.31
*2

 

16 3-methylbutanoic acid 2340 120 2300 120 0.98 

17 methionol 3390 120 3690 140 1.09 

20 2-methoxyphenol 51.9 1.6 52.6 3.0 1.02 

24 4-ethyl-2-methoxyphenol 280 31 266 12 0.95 

25 HDMF 1650 60 2440 160 1.48
*2

 

26 HEMF 42800 1700 40400 2400 0.94 

29 2-methoxy-4-vinylphenol 98.6 7.5 1120 62 11.3
*2 

30 sotolon 105 4 113 6 1.08 

33 2,6-dimethoxyphenol 104 6 114 10 1.09 

35 phenylacetic acid 2480 100 2520 120 1.02 

37 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol 13.6 0.8 235 11 17.2
*2

 

*1 
Mean value in triplicate experiments. 

*2 
There were significant differences between the raw soy sauce and the heated soy sauce by two-sample t-test (p < 

0.05). 
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malty、cooked potato-like、spicy/burnt の香調は、生醤油に比べて火入れ醤油

及び生醤油に増加した成分を添加した試料が有意に強かった。この結果は、

AEDAにより火入れ時に増加することが判明し、添加した成分（3-methylbutanal 

(2a) (malty)、2-methylbutanal (2b) (malty)、methional (12) (cooked potato-like)、

2-methoxy-4-vinylphenol (29) (spicy, burnt)、2,6-dimethoxy-4-vinylphenol (37) 

(spicy)）が生醤油と火入れ醤油の香気特徴の差異に大きな影響を与えているこ

とを示している。一方、HDMF (25) (caramel-like)は、火入れ時に大きく増加し

ていたにも関わらず、caramel-like の香気強度に有意な差が認められなかった。

この結果は、他の caramel-likeな香調を有する HEMF (26)や sotolon (30)などの

非常に高いFD-factorを示した成分が火入れ時に変化しなかったことによると推

察された。また、honey-likeな香調も試料間で有意差が認められなかった。これ

は honey-likeな香調の phenylacetaldehyde (15)は、火入れによって大きく増加

していたものの、FD-factor は 32 と寄与度があまり高くないことが原因である

と考えられる。 

 

2.2.2 生醤油の火入れ時に増加するフェノール化合物の生成機構の推定 

 

Table 2-9の官能評価結果で示したように、フェノール化合物の香気特徴であ

る spicy/burnt な香調は火入れ加熱により有意な増加が認められ、火入れ醤油に

おいて 4.8と最も高い評価点を示したことから、火入れ醤油の香気特徴の１つで

あると考えられる。しかしながら、Table 2-8で示したように、フェノール化合

Table 2-9 Sensory evaluation of raw soy sauce and heated soy sauce 

sample 

sensory score
*1

 (SD) 

malty 

cooked 

potato 

-like 

nutty 
honey 

-like 
sour 

caramel 

-like 

spicy 

/burnt 

raw soy sauce 3.6a (0.9) 4.0c (0.7) 3.1 (1.0) 3.7 (1.0) 3.2 (1.0) 3.8 (0.9) 3.6e (0.7) 

heated soy sauce 4.8b (0.9) 4.7d (1.0) 3.4 (0.7) 3.8 (1.1) 3.6 (1.1) 4.4 (0.8) 4.8f (0.6) 

raw soy sauce + 

increased components
*2 4.8b (1.0) 4.7d (0.9) 3.7 (0.9) 4.3 (1.3) 3.6 (1.0) 4.7 (1.0) 5.3f (1.0) 

*1 
Different letters indicate significant differences within the column (p < 0.05). 

*2 
3-Methylbutanal (580 μg/L), 2-methylbutanal (490 μg/L), methional (125 μg/L), phenylacetaldehyde (3100 μg/L), 

HDMF (790 μg/L), 2-methoxy-4-vinylphenol (1020 μg/L), and 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol (221 μg/L) were added to the 

raw soy sauce. 
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物のうち 2-methoxy-4-vinylphenol (29)と 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol (37)は生

醤 油 の 火 入 れ 時 に 大 き く 増 加 し た が 、 2-methoxyphenol (20) と

2,6-dimethoxyphenol (33)は増加しなかった。この反応性の違いを明らかにする

ために、前駆体の１つと考えられるフェノール酸の脱炭酸モデル反応を検討し、

醤油の火入れによるフェノール化合物の生成経路を明らかにした（Figure 2-21）。 

 

 

Figure 2-21 Model decarboxylation reactions of phenolic acids by a thermal 

treatment 
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2.2.2.1 実験方法 

 

2.2.2.1.1 実験材料 

 

生醤油と火入れ醤油は、2.1.1.1.1 と同様の方法で得た。フェノール酸とフェ

ノール化合物は試薬会社より購入した。 

 

2.2.2.1.2 フェノール酸の火入れモデル反応 

 

クエン酸バッファで pH を 4.7 に調製した各フェノール酸（vanillic acid、

syringic acid、ferulic acid、synapic acid）100 ppm 水溶液を窒素気流中でガラス

瓶に封入し、80℃、30分間水浴で加熱した。加熱後、各水溶液を室温まで急冷

した。 

 

2.2.2.1.3 フェノール酸とフェノール酸脱炭酸生成物の RP-HPLCによる定量 

 

Photo diode array（PDA）検出器を備えた Agilent 1200 シリーズ HPLCを使

用し、分離カラムは資生堂社製 ODS RP18（10 μm, 250 mm x 4.6 mm i.d.）を

用いた。Vanillic acid、syringic acidは 280 nmの吸光度にて、ferulic acid、synapic 

acidは 324 nmの吸光度にて定量を行った。クロマトグラフィーは 0.1%リン酸

を含む 3%アセトニトリル溶液を 1.0 mL/minの流速で行い、その後 29分かけて

アセトニトリル含量を 25%まで増やした。その後、さらに 1 分でアセトニトリ

ル含量を 100％まで増やした。フェノール酸脱炭酸生成物の 2-methoxyphenol、

2-methoxy-4-vinylphenol 、 2,6-dimethoxyphenol 及 び

2,6-dimethoxy-4-vinylphenolは同じ分離カラムを用い、以下の条件で分析を行っ

た。280 nmでモニターしながら、クロマトグラフィーは 0.1%リン酸を含む 10%

アセトニトリル溶液を 1.0 mL/分の流速で行い、その後 25分かけてアセトニト

リル含量を 100%まで増やした。各成分の定量は絶対検量線法により 3回の測定

値を平均することにより行った。 
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2.2.2.2 結果と考察 

 

2.2.2.2.1 フェノール酸のモデル火入れ反応 

 

100ppm の各フェノール酸（vanillic acid、syringic acid、ferulic acid、sinapic acid）

を pH=4.7に調整した蒸留水に溶解し、80℃下 30分加熱したところ、sinapic acid

から最も高い収率 1.656%で対応する 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol (37)が生成し、

次いで ferulic acidから0.758%で2-methoxy-4-vinylphenol (29)が生成した(Table 

2-10)。一方、vanillic acid と syringic acidからの対応するフェノール化合物の生

成量は極めて低収率であった（0.010%、0.023%）。 

 

Table 2-10 Yields of the model decarboxylation reaction of phenolic acids by a 

thermal treatment
*1 

compound product 
yield

*2
 

(%) 

SD 

(%) 

vanillic acid 2-methoxyphenol (20) 0.010 0.000 

syringic acid 2,6-dimethoxyphenol (33) 0.023 0.001 

ferulic acid 2-methoxy-4-vinylphenol (29) 0.758 0.019 

sinapic acid 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol (37) 1.656 0.033 

*1 
80°C x 30 min., pH = 4.7. 

*2 
Mean value in triplicate experiments. 

 

Table 2-10 に示したように、全反応とも低収率ではあったが、醤油の火入れ

条件でフェノール酸の脱炭酸反応が進行することが明らかとなった。また、

ferulic acidや sinapic acid のような桂皮酸誘導体が vanillic acid や syringic acid

の安息香酸誘導体よりも反応性が高かった。桂皮酸誘導体はより安定な β-カル

ボニルイオン（オレフィンへのプロトンの付加）を経由して脱炭酸反応が進行

するのに対し（Figure 2-22）117)、安息香酸誘導体は不安定なカルボアニオンを

経由して反応が進行することに起因すると考えられる（Figure 2-23）118)。 
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Figure 2-22 Proposed mechanism of the decarboxylation reaction of 

hydroxycinnamic acid derivatives117) 

 

 

Figure 2-23 Proposed mechanism of the decarboxylation reaction of 

hydroxybenzoic acid derivatives118) 

 

また、sinapic acidや syringic acidのような２，６－ジメトキシ体は ferulic acid

や vanillic acidのような２－メトキシ体よりも反応性が高いことが判明した。脱

炭酸の反応性は、一般にカルボアニオン中間体が安定なほど高いことが知られ

ており、カルボン酸の m-位にメトキシ基が存在すると、その電子吸引効果（I

効果）によって、カルボアニオン中間体がより安定化するため、２－メトキシ

体よりも２，６－ジメトキシ体の方が高い反応性を示したと考えられる 118)。 

 

2.2.2.2.2 生醤油の火入れによるフェノール化合物の生成機構の推定. 

 

さらに、生醤油の火入れによるフェノール化合物増加の要因を検証するため

に、反応前駆体の１つであると考えられるフェノール酸の生醤油中の含有量を

RP-HPLCにより定量した（Table 2-11）。生醬油中には syringic acid が最も多
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く (36.1 μg/L)、次いで ferulic acid (19.7 μg/L)、vanillic acid (6.1 μg/L)、sinapic 

acid (3.8 μg/L)であった。 

 

Table 2-11 Quantitative analysis of phenolic acids in 

raw soy sauce 

compound 
concentration

*1
 

(mg/L) 

SD 

(mg/L) 

vanillic acid 6.1 0.2 

syringic acid 36.1 0.1 

ferulic acid 19.7 0.1 

sinapic acid 3.8 0.1 

*1 
Mean value in triplicate experiments. 

 

次に、Table 2-10で得られたフェノール酸のモデル脱炭酸反応の収率を元に、

生醤油の火入れによるフェノール酸からのフェノール化合物の生成量を概算し

た(Table 2-12)。2-methoxyphenol (20)と 2,6-dimethoxyphenol (33)の概算生成量

は、かなり低かった（それぞれ 0.6, 8.3 μg/L）が、2-methoxy-4-vinylphenol (29)

と 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol (37)は比較的高かった（それぞれ 150 μg/L、62.9 

μg/L）。 

 

Table 2-12 Estimated yields of phenols formed from phenolic acids by a thermal treatment in the 

raw soy sauce 

compound
 

concentration (μg/L) 
ratio

*3
 

(%)
 

increase during heating
*1

 
estimated yield formed 

from phenolic acid
*2

 

2-methoxyphenol (20) 0.7 0.6 84 

2,6-dimethoxyphenol (33) 9 8.3 89 

2-methoxy-4-vinylphenol (29) 1020 150 15 

2,6-dimethoxy-4-vinylphenol (37) 221 62.9 28 

*1 
Difference between the raw soy sauce and the heated soy sauce calculated from Table 2-8. 

*2 
The multiplication of the concentration of the corresponding precursor in the raw soy sauce showed in Table 2-11 and 

the yield of the corresponding phenolic compound by the thermal treatment showed in Table 2-10. 
*3 

The ratio of the estimated yield to the increased amount during heating of the raw soy sauce. 
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これらの結果より、2-methoxyphenol (20)と 2,6-dimethoxyphenol (33)は生醤

油の火入れ条件ではほとんど生成しないことが判明した。他方、

2-methoxy-4-vinylphenol (29)と 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol (37)は生醤油の火

入れ条件で生成すると考えられたが、実際の火入れ工程でははるかに多くの量

（それぞれ 1020 μg/L、221 μg/L）の生成が認められた。このことから、

2-methoxy-4-vinylphenol (29)と 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol (37)の火入れ時の

増加には、ヒドロキシ桂皮酸からの生成だけではなく、shakuchirin や細胞壁結

合型のフェルラ酸エステルなどの他の前駆体からの生成も大きく関与している

可能性が高い（Figure 2-24）。 

一 方 、 火 入 れ 時 に は 増 加 し な か っ た 2-methoxyphenol (20) と

2,6-dimethoxyphenol (33)を含めたこれらの 4成分は、生醤油中でも比較的高い

FD-factor を示していた。従って、これらの成分は大豆の蒸煮や小麦の焙煎、あ

るいは醸造時の酵素反応による生成の可能性も考えられるが 39,86)、今後詳細な

検討が必要である。 

 

 

Figure 2-24 Proposed formation mechnisms of phenol compounds by a thermal 

treatment 
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2.2.3 JAS規格で分類される５種類の醤油の香気寄与成分の解明 

 

日本の醤油は JAS により、濃口、淡口、溜、再仕込み、白の５種類に分類さ

れており 34)、各醤油は、原料である大豆と小麦の比率や醸造の条件が異なるこ

とから、それらの風味も異なっている。しかしながら、濃口醤油以外の醤油は、

揮発性成分に関する報告がわずかになされているが 45,46)、AEDA を用いて香気

寄与成分を明らかにした研究報告は全くなく、未だ多くの不明点がある。 

そこで、JAS で分類されている５種類の醤油について、AEDA を用いて香気

寄与成分を明らかにし、官能特徴との関係を明らかにした。 

 

2.2.3.1 実験方法 

 

2.2.3.1.1 実験材料 

 

実験材料として、市販の 5 種類の醤油（小原久吉商店、湯浅）を使用した。

同定に使用した標準化合物は、2.1.1.1.1 と同様の方法で入手した。 

 

2.2.3.1.2 醤油香気濃縮物の調製 

 

各醤油香気濃縮物は、2.2.1.1.2 と同様の方法で得た。 

 

2.2.3.1.3 GC-O、AEDA及び GC-MS測定 

 

GC-O、AEDA 及び GC-MS 測定は、それぞれ 2.1.1.1.3、2.1.1.1.4、2.1.1.1.5

に記載の方法に従って行った。 

 

2.2.3.1.4 成分の同定 

 

成分の同定は、2.1.1.1.6に記載の方法に従って行った。 
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2.2.3.1.5 官能評価 

 

官能評価は、2.2.1.1.6と同様の方法で行った。 

 

2.2.3.2 結果と考察 

 

2.2.3.2.1 JAS規格の 5種類の醤油の AEDAの比較 

 

各醤油の香気寄与成分を同定するために、それぞれの醤油香気濃縮物へ AEDA

を適用し、FD-factor 4以上の香気寄与成分を 25成分検出した(Table 2-13)。濃

口醤油では、 4-ethyl-2-methoxyphenol (16) (spicy, burnt)と sotolon (22) 

(caramel-like, seasoning-like)が最も高い FD-factor 1024として検出され、続い

てmethional (6) (cooked potato-like)、HEMF (18) (caramel-like)、HDMF (17) 

(caramel-like)、2-methoxy-4-vinylphenol (21) (spicy, burnt)が FD-factor 64～256

で検出された。これらの化合物の大部分は、過去の報告と共通して高い寄与度

を示しており、濃口醤油香気の重要な構成要素と考えられる 44)。 

また、濃口醤油のAEDAと他の 4種類の醤油のAEDAを比較すると、methional 

(6)及び sotolon (22)はいずれの試料からも高い FD-factor で検出されたため、5

種類の醤油共通の香気寄与成分であると考えられた。また、白醤油以外の醤油

にて高い FD-factor 256~1024 を示した 4-ethyl-2-methoxyphenol (16)は、

2.2.1.2.4 で考察したように、熟成酵母の１つである C. versatilisにより生成する

と考えられる。一方、白醤油は、1.3.3.2.5 で述べたように、低温短期間の発酵

で製造されるため、4-ethyl-2-methoxyphenol (16)が生成しなかったと考えられ

る 39,40)。 
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さらに、各醤油の香気寄与成分を詳細に比較すると、淡口醤油の香気寄与成

分は、全て濃口にも含まれていたが、HDMF (17) (64→4)と HEMF (18) (256→16)

Table 2-13 Key aroma compounds in five different types of Japanese soy sauces 

no. RI
*1

 odor qualities compound 

FD-factor 

ref
*2

 
koi 

kuchi 

usu 

kuchi 

tamar

i 

sai 

shiko

mi 

shiro 

1 937  stimulus ethyl acetate 4 4 nd
*3

 nd
*3

 nd
*3

 96 

2 950  malty 2 and 3-methylbutanal nd
*3

 nd
*3

 4 4 nd
*3

 96,97 

3 975  fruity ethyl methylpropanoate 4 nd
*3

 nd
*3

 nd
*3

 nd
*3

 44 

4 1005  fruity ethyl 2-methylbutanoate 16 nd
*3

 nd
*3

 4 nd
*3

 99 

5 1030  fruity ethyl 3-methylbutanoate 4 nd
*3

 nd
*3

 4 nd
*3

 100 

6 1449  
cooked 

potato-like 
methional 256 64 256 256 256 103 

7 1463  roasty 2-ethyl-3,5-dimethylpyraizine 4 nd
*3

 4 4 nd
*3

 103 

8 1533  fruity unknown 64 nd
*3

 nd
*3

 nd
*3

 nd
*3

  

9 1638  honey-like phenylacetaldehyde 4 16 16 16 nd
*3

 97 

10 1664  
sour, 

cheese-like 
3-methylbutanoic acid 16 4 64 16 nd

*3
 104 

11 1837  caramel-like 
2-hydroxy-3-methyl-2-cyclope

ntenone 
16 4 16 16 nd

*3
 101 

12 1855  burnt 2-methoxyphenol 16 4 64 16 nd
*3

 106 

13 1883  caramel-like 
3-ethyl-2-hydroxy-2-cyclopent

enone 
4 nd

*3
 4 4 nd

*3
  

14 1964  caramel-like maltol 4 nd
*3

 16 4 nd
*3

 107 

15 2000  sweet, metallic trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal 16 nd
*3

 4 16 16 44 

16 2025  spicy, burnt 4-ethyl-2-methoxyphenol 1024 256 256 1024 nd
*3

 108 

17 2033  caramel-like HDMF 64 4 256 16 nd
*3

 101 

18 2059  caramel-like HEMF 256 16 4 64 nd
*3

 40 

19 2129  caramel-like HMF 16 4 nd
*3

 4 nd
*3

 109 

20 2178  sweet, spicy 4-ethylphenol 16 16 16 16 nd
*3

 39 

21 2191  spicy, burnt 2-methoxy-4-vinylphenol 64 16 16 16 nd
*3

 111 

22 2198  
caramel-like, 

seasoning-like 
sotolon 1024 1024 256 1024 1024 112 

23 2218  grape-like 2’-aminoacetophenone nd
*3

 nd
*3

 nd
*3

 4 nd
*3

  

24 2265  spicy, burnt 2,6-dimethoxyphenol 16 nd
*3

 16 4 nd
*3

 97 

25 2553  honey-like phenylacetic acid 16 nd
*3

 16 4 nd
*3

 101 

*1 
Retention Index on DB-wax column. 

*2
 Previous reports identified as volatile components in soy sauce.

 

*3
 nd, not detected. 
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の FD-factor は 低 か っ た 。 ま た 、 ethyl methylpropanoate (3) 、 ethyl 

2-methylbutanoate (4) 、 ethyl 3-methylbutanoate (5) 、

2-ethyl-3,5-dimethylpyraizine (7)、3-ethyl-2-hydroxy-2-cyclopentenone (13)、

maltol (14)、trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal (15)、2,6-dimethoxyphenol (24)、

phenylacetic acid (25)は検出されなかった。これらの要因は、1.3.3.2.2 で述べた

ように、濃口醤油に比べて、淡口醤油は醸造期間が短く、塩分濃度が高いため

に酵母による発酵の際に生成する香気成分の濃度が低かったと考えられる 37)。 

溜醤油の香気寄与成分は、濃口醤油とほぼ同じであったが、揮発性が高い成

分（ethyl acetate (1)、ethyl methylpropanoate (3)、ethyl 2-methylbutanoate (4)、

ethyl 3-methylbutanoate (5)）がほとんど検出されなかった。一方、濃口醤油で

検出されなかった2-methybutanal及び3-methylbutanal (2)が検出された。また、

HEMF (18) の FD-factorが低く(256→4)、HMF (19)は検出されなかった。味噌

の香気の報告では、HEMF (18)の生成量は、出発原料の加熱条件、諸味中のグル

コース含量、乳酸菌の種類、発酵温度、発酵期間によって大きく異なることが

明らかにされているため、醤油中の HEMF 量もこれらの要因に影響され、生成

量に差があったと考えられる 114,115)。1.3.3.2.3 で述べたように、溜醤油は原料

がほぼ大豆であること、また、醸造中諸味の撹拌を行わなずに製造されること

など、他の醤油と製造方法が異なり酵母による発酵が弱く、HEMFの FD-facror

が低かったと考えられる。HMF (19)は火入れによって大幅に増加するため 37)、

一般に火入れを行わない溜醤油では検出されなかったと考えられる。 

再仕込み醤油の香気寄与成分は、ほぼ濃口醤油と同じであったが、揮発性が

高い成分(ethyl acetate (1)、ethyl methylpropanoate (3))は検出されなかった。一

方、濃口醤油では検出されなかった 2-methylbutanal 及び 3-methylbutanal (2)、

2’-aminoacetophenone (23)が検出された。これらはいずれも熱により揮発又は

生成すると考えられる成分であるため、本研究で用いた再仕込み醤油は、濃口

醤油に比べて醸造期間が長かったか火入れ加熱が強かったことが推察される。 

白 醤 油 は 、 ほ と ん ど 香 気 成 分 が 検 出 さ れ ず 、 methional (6) 、

trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal (15)、sotolon (22)のみ検出された。これは

1.3.3.2.5 で述べたように、白醤油は発酵期間が短く、低温で醸造されること、

また火入れが行われないことが要因であると考えられる。 
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2.2.3.2.2 JAS規格の５種類の醤油の官能評価 

 

GC-Oで検出された成分の醤油香気への寄与度を検証するために、5種類の醤

油のいずれかの試料で FD-factor 64 以上検出された成分の香調について、各醤

油の官能評価を行った(Table 2-14)。 

 

 

濃口、溜、再仕込み醤油は fruityを除き全体的に評価点が高く、特にspicy/burnt 、

cooked potato-likeが高かった。一方、淡口、白醤油は cooked potato-likeの評

価点は高かったが、他の香調はいずれも低かった。 

５種類の醤油において caramel-likeと cooked potato-likeに大きな差異が認め

られなかった結果は、AEDAにおいて sotolon (22)及び methional (6)の FD-factor

が高かった結果とよく相関した。また、spicy/burnt な香調は濃口、溜、再仕込

み醤油が強く、白醤油が弱かった。これは濃口、溜、再仕込み醤油で FD-factor

が高かった 2-methoxyphenol (12)、4-ethyl-2-methoxyphenol (16)、4-ethylphenol 

(20)、2-methoxy-4-vinylphenol (21)の影響であると考えられた。Sour な香調は

濃口、溜醤油と白醤油の間で有意差が認められた。これは 3-methylbutyric acid 

(10)の影響であると考えられる。また、fruity な香調はいずれの試料においても

官能強度が低かった（2.9~3.6）ため、試料間の有意差が認められなかったと考

えられる。 

 

Table 2-14 Sensory evaluation of five different types of Japanese soy sauces 

variety 

sensory score
*1 

(SD) 

caramel-like 
cooked 

potato-like 
spicy/burnt fruity sour 

koikuchi 4.0 (0.7) 4.1 (0.9) 4.9ac (1.1) 3.6 (1.4) 4.3d (1.2) 

usukuchi 3.6 (1.0) 4.3 (1.0) 3.9ab (1.1) 3.0 (1.3) 3.4de (0.8) 

tamari 4.2 (1.3) 4.8 (1.3) 4.7ac (1.2) 2.9 (1.3) 4.3d (1.7) 

saishikomi 4.0 (1.0) 4.4 (1.3) 5.1c (1.3) 3.3 (0.8) 3.9de (1.2) 

shiro 3.9 (1.3) 5.1 (1.4) 3.1b (1.4) 3.1 (1.0) 2.9e (0.9) 

*1 
Different letters indicate significant differences within the column (p < 0.05). 
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2.2.4 結論 

 

本研究により生醤油及び JAS 規格の５種類の醤油の香気寄与成分を探索し、

新規な成分を含む多数の香気寄与成分を明らかにすることができた（Figure 

2-25）。 

 

 

Figure 2-25 Key aroma compounds newly identified or tentatively-identified in 

Japanese soy sauce 

 

生醤油の香気寄与成分の大部分は既に報告されている濃口醤油の香気寄与成

分と共通していたが、Figure 2-25に示す 8成分を醤油中の香気寄与成分として

初めて同定又は推定した。とりわけ、2-methyl-3-furanthiolや 5-decanolide は熱

に対して不安定なため、一般的な火入れ醤油では検出しにくい化合物であると

考えられ、生醤油独特の香気特徴を構成する成分の一部である可能性がある。 
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さらに、生醤油香気寄与成分の定量分析より、一部の成分が火入れ工程中に

有意に増加していることが判明した（Figure 2-26）。過去の報告では、本研究

でも高い寄与度を示した多くの香気成分が熱によって生成する可能性が示唆さ

れていたが、実際には、火入れ相当の加熱条件下での香気寄与成分の増加は

Figure 2-25に示した 7成分に限られることが明らかになった。 

 

 

Figure 2-26 Increased compounds in raw soy sauce during a heating process 

 

また、火入れ時に増加した成分の生醤油への添加による官能評価試験から、

官能的に変化が認められた香調はさらに限定的であり、malty、cooked 

potato-like、spicy/burnt 香気のみであることが明らかとなった。 

これらの結果を総合的に判断すると、malty 香気を有する 2-methylbutanal 及

び 3-methylbutanal、cooked potato-like香気を有する methional、spicy/burnt香

気を有する 2-methoxy-4-vinylphenol 及び 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol の増加が

生醤油と火入れ醤油の香気特徴の差に大きく関与していると考えられる（Figure 

2-27）。 
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Figure 2-27 Key aroma compounds contributing a change of aroma profile 

during a heating process of raw soy sauce 

 

さらに、生醤油と火入れ醤油の間で顕著な差が認められた spicy, burnt香気に

寄与するフェノール化合物の増加は一部の成分のみであった。その要因を明ら

かにするために対応するフェノール酸からのモデル脱炭酸反応を検討した結果、

ヒドロキシ桂皮酸の脱炭酸反応は低収率ではあるが進行したが、ヒドロキシ安

息香酸の脱炭酸反応はほとんど反応しなかった。このことから、ヒドロキシ安

息香酸から生成する 2-methoxyphenol と 2,6-dimethoxyphenol は生醤油の火入

れ 加 熱 で は 生 成 し に く い が 、 ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 か ら 生 成 す る

2-methoxy-4-vinylphenol と 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol は生醤油の火入れ加熱

で生成することが明らかとなった。しかしながら、2-methoxy-4-vinylphenol と

2,6-dimethoxy-4-vinylphenolは、実際の火入れ過程ではるかに多くの量の増加が

認められたことから、これらの成分の火入れ加熱時の増加は、ヒドロキシ桂皮

酸だけではなく、shakuchirin や細胞壁結合型のフェルラ酸エステルなどの他の

前駆体からの生成も大きく関与している可能性が高い。 
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また、JAS規格で分類される５種類の醤油に AEDAを適用し、25の香気寄与

成分を明らかにした。さらに、AEDA及び官能評価結果から、cooked potato-like

な香調の methional や seasoning-like/caramel-like な香調の sotolon のように、

これらの醤油に共通して高い寄与度を示す成分と、HDMF、HEMF、

4-ethyl-2-methoxyphenol のように、醤油の種類によって寄与度が大きく異なる

成分が存在することが判明した（Figure 2-28）。 

 

 

Figure 2-28 Key aroma compounds in five different types of Japanese soy sauce 
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第３章 大豆食品の呈味寄与成分に関する研究 

 

3.1 呈味寄与成分探索手法の開発 

 

食品の呈味は基本 5 味（塩味、甘味、酸味、苦味、うま味）から成り立って

おり、それらのバランスの違いによって多種多様な食品の呈味が特徴づけられ

ている 6)。また、1.2.2 で述べたように、食品の呈味寄与成分は多岐に亘り、そ

の構造活性相関はいまだ十分に明らかにされていない。そのため、食品中の複

雑な構成成分の中からその食品の呈味に寄与する成分を明らかにするためには、

活性成分の化学的特性を考慮しながら、複数の分離精製手法を組み合わせて単

離し、NMR やMS などの複数の分析手法を用いて同定を行う必要がある。 

 

3.1.1 食品中のうま味寄与成分のスクリーニング手法の開発 

 

我々の食生活は、うま味を有する食品やそれらを利用した料理に囲まれてい

る。とりわけ、日本ではうま味を特徴とする和風出汁の素材として、鰹節、昆

布をはじめとし、野菜や魚などさまざまな食品が利用されている。また、それ

以外にも、緑茶のような飲料やトマトのような野菜、チーズのような発酵食品

など、うま味を特徴とする食品は多岐に亘り、我々の食生活を豊かにしている。 

1.4で述べたように、基本 5味の１つであるうま味は、古くより知られている

酸性アミノ酸や核酸以外にも、近年グアニル酸類縁体、グルタミン酸のアマド

リ化合物、酸性ペプチド類やピログルタミルペプチド類、有機酸グルコシドな

ど、さまざまな化合物がうま味成分として同定されている（Figure 3-1）60-66)。 
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Figure 3-1 Umami compounds 

 

また、うま味の相乗作用が知られているグルタミン酸と核酸類以外にも、さ

まざまな化合物がグルタミン酸のうま味を増強する成分として報告されている

（Figure 3-2）67-71) 

 

 

Figure 3-2 Umami enhancing compounds 
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このように、食品のうま味は、うま味成分とうま味増強成分によって構成さ

れている可能性があるため、1.4で述べたように、TDAを応用し、うま味成分と

うま味増強成分を評価する手法の有効性を検証した。 

研究対象として、日本の緑茶の 1 種である抹茶を使用した。抹茶は緑茶独特

の苦味と渋味に加えて、うま味が特徴的な日本で古くから親しまれている食材

の１つである。抹茶のうま味はグルタミン酸以外に緑茶特有のアミノ酸である

テアニンの関与が指摘されているが 6)、テアニンは閾値が非常に高く、うま味へ

の関与に否定的な報告もある 119,120)。そのため、テアニンのうま味への関与の有

無とともに、未知のうま味寄与成分の解明が期待される。 

 

3.1.1.1 実験方法 

 

3.1.1.1.1 実験材料 

 

市販の抹茶を使用した（（株）あいや、愛知）。同定に使用した標準化合物

は (1S, 3R, 4R, 

5R)-1,3,4-trihydroxy-5-(3,4,5-trihydroxybenzoyl)oxycyclohexane-1-carboxylic 

acid (theogallin)を除き、試薬会社より購入した。 

Theogallinは文献 121)に従って合成した3,4-O-isopropylidenquinic acidとgallic 

acidとのエステル化により行った（Figure 3-3）。 

 

 

Figure 3-3 Synethetic pathway of theogallin 
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Gallic acid（1.2 g、7.1 mmol）、N,N-dicyclohexylcarabodiimide（2.0 g、9.7 mmol）

をジクロロメタン 20 mLに溶解した後、3,4-O-isopropylidenquinic acid（1.0 g、

4.3 mmol）N,N-dimethylamino pyridine（0.2 g、1.6 mmol）を加え、室温下 12

時間撹拌した。生成した白色沈殿をろ過により除去した後、1N塩酸 5 mLを加

え室温下、12時間撹拌した。反応後、水層をジクロロメタンで分液し（20 mL x 

4）、得られたジクロロメタン層を水（20 mL x 1）、飽和食塩水（20 mL x 1）

で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒留去後、RP-HPLCで精製した。

収率は 42％であった。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6; COSY) : δ 1.80 [dd, 1H, , 

2J = 13.0 Hz, 3J = 7.8 Hz, Hax-C(6)], 1.95 [dd, 1H, 2J = 13.3 Hz, 3J = 3.7 Hz, 

Hax-C(2)], 2.06 [m, 2H, Heq-C(2), Heq-C(6)], 3.59 [m, 1H, H-C(4)], 3.96 [m, 1H, 

H-C(3)], 4.77 [d, 1H, 3J = 6.0 Hz, HO-C(3)], 4.93 [d, 1H, 3J = 5.2 Hz, HO-C(4)], 

5.10 [ddd, 1H, 3J = 6.9 Hz, 3J = 4.1 Hz, H-C(5)], 5.55 [s, 1H, HO-C(1)], 6.91 [s, 

2H, H-C(2’), H-C(6’)], 8.93 [s, 1, HO-C(4’)], 9.19 [s, 2H, HO-C(3’), HO-C(5’)]; 

13C{1H} NMR (100 MHz, DMSO-d6; HMQC, HMBC): δ36.1 [C(6)], 37.0 [C(2)], 

68.1 [C(3)], 70.5 [C(4)], 71.1 ([C(5)]), 73.4 [C(1)], 108.7 [C(2’), C(6’)], 119.7 

[C(1’)], 138.3 [C(4’)], 145.3 [C(3’), C(5’)], 165.1 [C(7’)], 174.7 [C(7)]. LC-MS/MS 

(ESI+): m/z 345 (72), 327 (40), 153 (100). 

 

3.1.1.1.2 抹茶うま味画分の調製 

 

抹茶うま味画分調製は Figure 3-4のフローチャートに従って行った。 

抹茶 100gを 80℃の蒸留水 1Lで 4分間抽出した後、得られた濃緑色懸濁液を

室温まで急冷した。得られた懸濁液を遠心分離（3,000 rpm、10分）した後、上

清をろ過、凍結乾燥することにより、抹茶不揮発性画分を得た。さらに、得ら

れた抹茶不揮発性画分を蒸留水500 mLに溶解し、ジクロロメタン（500 mL x 2）、

酢酸エチル（500 mL x 2）で順次抽出した。得られた水層を 2回凍結乾燥した

後、50 v/v%メタノール水溶液 500 mL に懸濁させ、10分間室温で静置した後、

ろ過して沈殿とろ液に分離した。得られたろ液をエバポレーション後、蒸留水

に溶解させ、2回凍結乾燥した後、ギ酸で pH 4.0に調整した蒸留水 50 mLに溶

解し、Phenomenex社製 ODS RP18充填ガラスカラム（25-40 μm、100 mm x 40 
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mm）に 1.1 mL/minの流速で通液した。さらに、pH 4.0に調整した蒸留水（50 mL 

x 10）を通液し、得られた水層を 2 回凍結乾燥することにより抹茶うま味画分

を得た。収率は 8%であった。 

 

 

Figure 3-4 Preparation of the mat-cha umami fraction 

 

3.1.1.1.3 RP-HPLC分画 

 

分離精製は、PDA 検出器を備えた BIOTEK 社製 HPLC を用いた。カラムは、

Thermo社製 ODS-Hypersil 100-5C18（5 μm、250 mm x 20 mm i.d.）を用いた。

分析は、UV 220nm でモニターしながら、0.1%ギ酸水溶液を 18.0 mL/minの流

速で行い、50分間保持後、10分間かけてメタノール含量を 100%まで増やした。 

試料は、抹茶うま味画分 117 mgを 0.1%ギ酸水溶液 0.8 mL に溶解させ、メ

ンブランろ過後、分取 HPLC に注入した。この測定を 10 回繰り返して 22 画分

とし、各画分はエバポレーターで濃縮後、蒸留水を加えて凍結乾燥を 2 回繰り

返し行うことにより各 RP-HPLC分画画分の凍結乾燥粉末を得た。 

 



81 

 

3.1.1.1.4 LC-MS/MS 

 

HPLCは、Agilent 社製 Agilent 1100シリーズを用い、カラムは、Phenomenex

社製 Synerge Fusion-RP（4 μm、150 mm x 2.0 mm i.d.）を用いた。クロマトグ

ラフィーは、0.1%ギ酸を含む 98%メタノール水溶液を 1.0 mL/分の流速で行っ

た。MS部は Applied Biosystems 社 API 4000 Q-Trapを用いた。スプレー電圧

は 5500V、クラスタ分離電位 30V、イオン化は ESI+モードで行った。 

 

3.1.1.1.5 NMR 

 

Bruker 社製 DMX-400 を用いた。DMSO-d6 を重溶媒に用い、化学シフトは

trimethylsilane を内部標準物質に使用して測定した。 

 

3.1.1.1.6 官能評価 

 

官能評価者は小川香料（株）の 12名の社員を選抜した。基本 5味及び渋味識

別の官能評価訓練は pHを 6.0に調整した蒸留水 2 mLを用い、3点識別法によ

り行った。各呈味標準物質としては、以下の化合物を用いた。甘味（50 mmol/L 

sucrose）、酸味（20 mmol/L lactic acid）、塩味（20 mmol/L NaCl）、苦味（1 

mmol/L caffeine ）、うま味（ 8 mmol/L MSG ）、渋味（ 0.01 mmol/L 

quercetin-3-rutinoside）。官能評価試験は、19～22℃に調節された専用官能評価

ブースにて行った。評価試料はそれぞれ抽出・分画の収率を元に抹茶浸出液中

の濃度相当に希釈して用いた。希釈は pH=6.0 に調製した蒸留水を用いた。評価

は 0（弱い）～5（強い）の尺度で行った。 

各 RP-HPLC 画分の MSG 水溶液に対するうま味増強効果の評価は、3 mM 

MSG水溶液に各HPLC画分をそれぞれの収率を元に抹茶浸出液中の濃度相当加

えた試料を 3 mM MSG水溶液と比較することにより行った。評価は 3 mM MSG

水溶液のうま味強度を 1とし、0（弱い）～5（強い）の尺度で行った。 
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3.1.1.2 結果と考察 

 

3.1.1.2.1 抹茶うま味画分の回収 

 

抹茶浸出液からうま味画分を回収するために、まず、有機溶媒との液液分配

により、色素成分及び香気成分の分離を行った（Figure 3-4）。続いて、多糖を

分離するために、50%メタノール水溶液に懸濁させて固液分離を行った。さら

に、得られたろ液に多量に含まれるカテキン類を除去するために、ODS 樹脂吸

着を行い、非吸着画分を回収した。 

このようにして得られた非吸着画分（抹茶うま味画分）と抹茶浸出液の官能

評価を行った（Figure 3-5）。抹茶浸出液は苦味（3.8）、渋味（3.2）とともに

強いうま味（3.2）を有しており、うま味は抹茶の呈味の重要な構成要素である

ことが確認できた。一方、抹茶うま味画分は抹茶浸出液とほぼ同等の強いうま

味（2.8）を有していたが、他の呈味はわずかな甘味（0.4）以外認められなかっ

た。このことから、抹茶浸出液の液液分配、沈殿分離、逆相系固相カラム抽出

を連続的に行うことにより、効率的に抹茶のうま味に関与する成分を回収する

ことができたといえる。 

 

 

Figure 3-5 Taste profile of the mat-cha infusion and the mat-cha umami fraction 
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3.1.1.2.2 抹茶うま味画分の RP-HPLC分画によるうま味寄与画分の特定 

 

抹茶のうま味寄与成分を特定するために、抹茶うま味画分を RP-HPLCにて分

離・精製し、Figure 3-6に示す 22の画分に分画した。 

 

 

Figure 3-6 Preparative RP-HPLC chromatogram of the mat-cha umami fraction 

(UV = 220 nm) 

 

得られた各画分をエバポレーション及び 2 回の凍結乾燥後、それぞれ収率に

応じて濃度調製した各画分を 3 mM MSG水溶液に添加し、うま味の強さを評価

したところ（Figure 3-7）、第 3、第 4、第 8、第 13、第 14、第 21画分にうま

味強度を強める効果が認められた。 
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Figure 3-7 Umami enhancement activity of the RP-HPLC fractions to a 3 mM 

MSG solution (a,b,c: different letters show significant differences (p<0.05)) 

 

3.1.1.2.3 うま味寄与化合物の同定又は推定 

 

第 3、第 4画分は未だ複数の成分を含んでいたが、アミノ酸分析より L-glutamic 

acid (1)が検出されたため、第 3、第 4画分のうま味寄与成分は L-glutamic acid (1)

であると推察された（Figure 3-8）。 

他の画分は、LC-MS/MS、NMR分析により同定を行った。第 8、第 14、及び

第21画分はそれぞれほぼ単一成分から成り立っており、第8画分より L-theanine 

(2)、第 14画分より gallic acid (3)、第 21画分より theogallin (4)をそれぞれ同定

した。 
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Figure 3-8 Umami and umami enhancing compounds in mat-cha 

 

本研究にてうま味寄与成分として同定した L-theanine (2)は、L-glutamic acid 

(1)のエチルアミドであり、その構造上の類似性から抹茶を含む緑茶のうま味成

分として一般的に認知されている(Figure 3-8)。しかしながら、L-theanine (2)の

うま味の検知閾値（24.0 mmol/L）は抹茶浸出液中の濃度（3.4 mmol/L）よりも

はるかに高く、L-theanine (2)が抹茶のうま味に直接的に関与しているとは考え

にくい。一方、L-theanine (2)は 3.0 mM MSG水溶液のうま味を強めたことから、

抹茶中では、うま味増強化合物として呈味に関与している可能性が高い。 

また、gallic acid (3)及び theogallin (4)は緑茶に含まれるポリフェノールとして

よく知られているが、それらの緑茶の呈味への関与はこれまで不明であった。

これらの成分はいずれも単独では、渋味を有しているが、本研究により抹茶浸

出液中の濃度で 3.0 mM MSG水溶液のうま味を増強することが明らかとなった。

とりわけ theogallin (4)は、その構造に関する報告はなく、本研究で初めて NMR

及び LC-MSを測定し、化学構造を明らかにすることができた（Figure 3-9）。 

また、第 13画分は未だ多くの化合物を含有していたため、主要成分の単離は

出来なかった。 
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Figure 3-9 NMR spectrum of theogallin isolated from the fraction 21 

 

3.1.2 結論 

 

呈味寄与成分探索手法として有効性が提唱されている TDAを応用し、分画し

た食品の呈味成分を MSG水溶液に添加し、評点法の官能評価を行うことにより、

効率的にうま味寄与成分をスクリーニングすることができた（Figure 3-10）。 

抹茶では従来知られていた L-glutamic acidに加えて、L-theanineや gallic acid、

theogallinがうま味増強効果を有することが明らかになった。中でも、L-theanine

は一般に抹茶を含む緑茶のうま味成分として知られている成分であるが、抹茶

浸出液中の L-theanine 濃度は検知閾値の 1/7 程度であり、直接的にはうま味に

関与していないことが明らかとなった。また、茶ポリフェノールの１つとして
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知られている theogallin は、呈味効果に関する報告が全くなかった成分であり、

非常に興味深い知見である。 

一般に、食品中に含まれる不揮発性成分は非常に多岐に亘る構造を有するた

め、網羅的に分析を行うことは困難である。また、それら個々の成分の呈味の

質、強度を推察することはさらに困難である。したがって、本章で述べたよう

に官能評価と成分分離、成分分析を組み合わせてスクリーニングを行う手法は、

食品のうま味に関与する成分を効率的に見い出す手法として非常に有用である

ことが判明し、さまざまな食品への適用が可能である。 

 

 

Figure 3-10 Screening methodology for umami contributing compounds in 

mat-cha 
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3.2 醤油 

 

醤油は基本５味をバランスよく有する調味料であるといわれている。 

濃口醤油の呈味成分と考えられる不揮発性成分の主要成分は、ミネラル、ア

ミノ酸、有機酸、糖であるが、これらの成分と醤油の呈味の関係を明らかにし

た研究報告はほとんどない 54)。また、醤油の呈味に関わる品質は、全窒素分や

無塩可溶性固形分などの間接的な規格で評価されているため、醤油の呈味寄与

成分を化合物レベルで明らかにすることは、醤油の風味をより深く理解する上

で重要であるばかりでなく、産業上も非常に役立つ知見となる。 

 

3.2.1 醤油のうま味寄与成分の解明 

 

1.3.3.5 で述べたように、醤油のうま味は醤油の品質に影響を与える重要な構

成要素の１つであるにもかかわらず、うま味寄与成分は十分に明らかにされて

いない。 

そこで、3.1.1 でうま味寄与成分の探索手法として有効性が確認された TDA

を応用した手法を濃口醤油に適用し、うま味寄与成分のスクリーニング及び単

離、同定を行うことにした。さらに、それらの化合物の醤油のうま味への関与

を検証するためにモデル醤油を作成し、官能評価を行った。 

 

3.2.1.1 実験方法 

 

3.2.1.1.1 実験材料 

 

実験材料として、市販の濃口醤油（丸新本家（株）、和歌山）を使用した。

同定に使用した標準化合物は、N-(1-Deoxy-D-fructos-1-yl)-pyroglutamic acid 

(Fru-pGlu) 、 N-(1-Deoxy-D-fructos-1-yl)-valine (Fru-Val) 、

N-(1-Deoxy-D-fructos-1-yl)-methionine (Fru-Met)、を除き、試薬会社より購入し

た。Fru-pGlu、Fru-Val、Fru-Metは文献に従って合成した(Figure 3-11) 122)。 
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Figure 3-11 Chemical structure of synthesized amadori compounds of Fru-pGlu, 

Fru-Val, and Fru-Met 

 

Fru-pGlu：1H NMR (400MHz, D2O; COSY) : δ 2.13 [m, 1H, H-C(3’)], 2.43-2.62 

[m, 3H, H-C(3’), H-C(4’)], 3.18-4.11 [7H, H-C(1), H-C(3), H-C(4), H-C(5), H-C(6)], 

4.56 [dd, 0.24H, 3J = 8.70 Hz, 3J = 2.70 Hz, H-C(2’) in α-furanose], 4.61 [d, 

0.12H, 3J = 8.25 Hz, H-C(2’) in β-furanose], 4.67 [dd, 0.64H, 3J = 9.15 Hz, 3J = 

2.75 Hz, H-C(2’) in β-pyranose]. 13C{1H} NMR (100 MHz, D2O; HMQC, HMBC): 

δ23.1 [C(3) in β-pyranose], 23.2 [C(3) in α-pyranose], 23.7 [C(3) in β-furanose], 

29.5 [C(4’) in β-pyranose], 46.1 [C(1) in α-furanose], 48.0 [C(1) in β-furanose], 

48.1 [C(1) in β-pyranose], 61.2 [C(6) in α-furanose], 61.9 [C(2’) in α-furanose], 

62.4 [C(2’) in β-furanose], 62.6 [C(2’) in β-pyranose], 62.9 [C(6) in β-furanose], 

63.7 [C(6) in β-pyranose], 69.5 [C(5) in β-pyranose], 69.9 [C(3), C(4) in 

β-pyranose], 75.0 [C(4) in β-furanose], 76.5 [C(4) in α-furanose], 77.8 [C(3) in 

β-furanose], 80.7 [C(5) in β-furanose], 82.3 [C(5) in α-furanose], 82.5 [C(3) in 

α-furanose], 98.6 [C(2) in β-furanose], 101.4 [C(2) in β-furanose], 104.8 [C(2) in 

α-furanose], 176.4 [C(1’) in β-furanose], 176.8 [C(1’) in α-furanose], 177.0 [C(1’) 

in β-pyranose], 180.4 [C(5’) in β-furanose], 180.6 [C(5’) in β-pyranose]. 

Fru-Val：1H NMR (400MHz, D2O; COSY) : δ0.96 [3H, H-C(4’)], 1.04 [3H, 

H-C(5’)], 2.20 [1H, H-C(3’)], 3.23-3.36 [2H, H-C(1)], 3.47-4.18 [6H, H-C(3), 

H-C(4), H-C(5), H-C(6), H-C(2’)]. 13C{1H} NMR (100 MHz, D2O; HMQC, HMBC): 

δ16.8 [C(5’) in α-pyranose], 17.1 [C(5’) in β-pyranose], 17.2 [C(5’) in β-furanose], 

17.3 [C(5’) in α-furanose], 18.3 [C(4’) in α-furanose], 18.5 [C(4’) in β-furanose], 

18.6 [C(4’) in α-pyranose and β-pyranose], 29.0 [C(3’) in β-furanose, α-furanose, 
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and α-pyranose], 29.1 [C(3’) in β-pyranose], 49.1 [C(1) in α-pyranose], 51.4 [C(1) 

in β-furanose], 52.4 [C(1) in α-furanose], 53.4 [C(1) in β-pyranose], 60.9 [C(6) in 

α-furanose], 62.0 [C(6) in β-furanose], 62.9 [C(6) in α-pyranose], 64.0 [C(6) in 

β-pyranose], 65.8 [C(5) in α-pyranose], 68.7 [C(2’) in β-furanose], 68.9 [C(2’) in 

α-furanose], 69.0 [C(2’) in β-pyranose], 69.0 [C(5) in β-pyranose], 69.4 [C(4) in 

β-pyranose], 70.3 [C(3) in β-pyranose], 70.4 [C(3) in α-pyranose], 72.2 [C(4) in 

α-pyranose], 74.0 [C(4) in β-furanose], 76.0 [C(4) in α-furanose], 78.2 [C(3) in 

β-furanose], 81.1 [C(5) in β-furanose], 82.6 [C(5) in α-furanose], 82.7 [C(3) in 

α-furanose], 95.4 [C(2) in β-pyranose], 96.1 [C(2) in α-pyranose], 98.9 [C(2) in 

β-furanose], 101.6 [C(2) in α-furanose], 167.8 [C(1’) in α-pyranose], 172.3 [C(1’) 

in β-pyranose], 172.4 [C(1’) in β-furanose], 172.4 [C(1’) in α-furanose]. 

Fru-Met：1H NMR (400MHz, D2O; COSY) : δ2.12 [3H, H-C(5’)], 2.17-2.22 [2H, 

H-C(4’)], 2.61-2.65 [2H, H-C(3’)], 3.27-3.33 [1H, H-C(1)], 3.63-4.20 [6H, H-C(3), 

H-C(4), H-C(5), H-C(6), H-C(2’)]. 13C{1H} NMR (100 MHz, D2O; HMQC, HMBC): 

δ14.2 [C(5’)], 28.6 [C(4’) in β-furanose], 28.7 [C(4’) in α-furanose], 28.8 [C(4’) in 

β-pyranose], 29.0 [C(4’) in α-pyranose], 29.2 [C(3’) in β-pyranose], 29.2 [C(3’) in 

α-furanose], 29.3 [C(3’) in β-furanose], 29.4 [C(3’) in α-pyranose], 48.2 [C(1) in 

α-pyranose], 50.7 [C(1) in β-furanose], 51.8 [C(1) in α-furanose], 52.8 [C(1) in 

β-pyranose], 61.0 [C(6) in α-furanose], 62.0 [C(2’) in β-furanose], 62.2 [C(6) in 

β-furanose], 62.5 [C(2’) in β-pyranose], 63.2 [C(6) in α-pyranose], 64.0 [C(6) in 

β-pyranose], 66.1 [C(5) in α-pyranose], 69.0 [C(5) in β-pyranose], 69.5 [C(4) in 

β-pyranose], 70.0 [C(3) in β-pyranose], 70.4 [C(3) in α-pyranose], 72.2 [C(4) in 

α-pyranose], 74.2 [C(4) in β-furanose], 76.2 [C(4) in α-furanose], 78.1 [C(3) in 

β-furanose], 81.0 [C(5) in β-furanose], 82.6 [C(5) in α-furanose], 82.8 [C(3) in 

α-furanose], 95.4 [C(2) in β-pyranose], 96.3 [C(2) in α-pyranose], 98.9 [C(2) in 

β-furanose], 101.8 [C(2) in α-furanose], 168.1 [C(1’) in α-pyranose], 172.8 [C(1’) 

in β-pyranose], 172.9 [C(1’) in β-furanose and α-furanose]. 
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3.2.1.1.2 濃口醤油うま味寄与成分の分離・精製 

 

Figure 3-12に示す方法に従って、濃口醤油うま味寄与成分の分離・精製を行

った。 

 

 

Figure 3-12 Separation flow chart of umami compounds in soy sauce 

 

3.2.1.1.2.1 RP-HPLCによる濃口醤油の不揮発性成分の分離精製 

 

濃口醤油不揮発性成分の分離精製は、PDA検出器を備えた島津社製 LC-10Avp

シリーズを用いて行った。カラムは、富士シリシア社製 ODS RP18（10 μm, 250 

mm x 20 mm i.d.）を用いた。分析は、UV 214nm でモニターしながら、0.1%ギ

酸を含む 3%メタノール溶液を 12.0 mL/min の流速で行い、5 分間保持後、15

分間かけてメタノール含量を 15%まで増やした。その後 10分間かけてメタノー

ル含量を 100%まで増やした。 

試料は、1回の分析で濃口醤油を 2 mL 注入し、計 100回繰り返し実験を行っ

た。画分は A～H の 8 つに分け、各画分はエバポレーターで濃縮後、蒸留水を

加えて凍結乾燥を 2回繰り返し行うことにより得た。 
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3.2.1.1.2.2 GPCによる画分 Bの分離精製 

 

画分 B の精製は、3.2.1.1.2 と同様に島津社製 LC-10Avp シリーズを用いて行

った。カラムは、GEヘルスケア社製 Sephadex G-10（55-165 μm）をスチール

製カラム（500 mm x 22 mm i.d.）に充填したものを用いた。分析は、示差屈折

検出器でモニターしながら、0.1%ギ酸水溶液を 0.5 mL/minの流速で行った。 

試料は、1回の分析で凍結乾燥した画分 B 5%水溶液を 2 mL注入し、計 10回

繰り返し実験を行った。画分は B-I～B-IVの 4つに分け、各画分は凍結乾燥を 2

回繰り返し行うことにより得た。 

 

3.2.1.1.2.3 HILICによる画分 B-IIの分離精製 

 

画分 B-II の精製は、3.2.1.1.2 と同様に島津社製 LC-10Avp シリーズを用いて

行った。カラムは、日本ウォータース社製 Atlantis HILIC Silica（5 μm, 250 x 4.6 

mm i.d.）を用いた。分析は、UV 214 nm でモニターしながら、0.1%ギ酸を含む

95%アセトニトリル水溶液を 1.0 mL/minの流速で行い、16.7分間かけてアセト

ニトリル含量を 91.5%まで減らした。その後 1.3 分で急速にアセトニトリル含

量を 70%まで減らし、15分間保持した。 

試料は、1回の分析で凍結乾燥した画分 B 5%水溶液を 0.5 mL注入し、計 32

回繰り返し実験を行った。画分は B-II-1～B-II-20の 20画分に分け、各画分は凍

結乾燥を 2回繰り返し行うことにより得た。 

 

 

3.2.1.1.3.4 B-II-6画分中の Fru-pGlu及び pGlu-Glyの単離 

 

画分 B-II-6 の分離精製は、3.2.1.2 と同様に島津社製 LC-10Avp シリーズを用

いて行った。カラムは、日本ウォータース社製 Atlantis HILIC Silica（5 μm, 250 

x 4.6 mm i.d.）を用いた。分析は、UV 214 nmでモニターしながら、0.1%ギ酸

を含む 98%アセトニトリル水溶液を 1.0 mL/minの流速で行い、20分間保持後、
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40 分間かけてアセトニトリル含量を 86%まで減らした。Fru-pGlu と pGlu-Gly

はそれぞれ 46-48.4 分、48.4-52分の画分から得られた。 

試料は、1回の分析で凍結乾燥した画分 B-II-6 1%水溶液を 50 μL注入し、計

10回繰り返し実験を行った。各画分は凍結乾燥を 2回繰り返し行うことにより

得た。 

 

3.2.1.1.2.5 B-II-19画分中の Fru-Val及び Fru-Metの単離 

 

画分 B-II-19の分離精製は、3.2.1.2 と同様に島津社製 LC-10Avp シリーズを用

いて行った。カラムは、野村化学社製Develosil C30-UG（5 μm, 250 x 4.6 mm i.d.）

を用いた。分析は、UV 214nm でモニターしながら、0.1%ギ酸水溶液を 1.0 

mL/min の流速でアイソクラティック条件にて行った。Fru-Val と Fru-Met はそ

れぞれ 6.8-7.6分、11.0-11.8 分の画分から得られた 

試料は、1回の分析で凍結乾燥した画分 B-II-19 1%水溶液を 50 μL注入し、計

20回繰り返し実験を行った。各画分は凍結乾燥を 2回繰り返し行うことにより

得た。 

 

3.2.1.1.3 定量分析 

 

アミノ酸の定量は、日立ハイテク社製 L-8500A アミノ酸分析計を用いて行っ

た 20)。有機酸の定量は、島津社製 LC-10Avp シリーズを用い、カラムは島津社

製 Shim-pack SCR-102H（7 μm、300 x 8.0 mm i.d.、2本）、検出器は電気伝導

度検出器を用いた 8)。ミネラル類の定量は、島津社製LC-10Avpシリーズを用い、

カラムは島津社製 Shim-pack IC-C3（7 μm、100 x 4.6 mm i.d.）、検出器は電気

伝導度検出器を用いた 9)。塩素の定量は、電位差測定法を用いた 12)。糖類の定

量は、Agilent 1200 シリーズを用い、カラムは、昭和電工社製 Asahipak NH2P-50 

4E（5 μm、250 mm x 4.6 mm i.d.）を用い、検出器は示差屈折検出器を用いた。

分析は、示差屈折検出器でモニターしながら、アイソクラティック条件で 80%

アセトニトリル水溶液を 1.0 mL/min の流速で 40 分間行った。pGlu-Gln、

pGlu-Gly、Fru-pGlu、Fru-Val、Fru-Metの定量は日本ウォータース社製Micromass 
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LCT premier system (LC-TOFMS)を用いて行った。カラムは、日本ウォーター

ス社製 Acquity UPLC BEH C18（1.7 μm, 100 mm x 2.1 mm i.d.）を用いた。 

 

3.2.1.1.4 LC-TOF-MS測定 

 

日本ウォータース社製 Micromass LCT premier system を用いた。カラムは、

日本ウォータース社製 Acquity UPLC BEH C18（1.7 μm、100 mm x 2.1 mm i.d.）

を用いた。イオン化は ESI+モードを用い、分析は 0.1%ギ酸を含む 97%メタノ

ール水溶液を 0.5 mL/min の流速で行い、2 分間保持後、3 分間かけてメタノー

ル含量を 100%まで増やし、5分間保持した。 

TOF-MS はギ酸ナトリウムで校正した後、以下の条件で分析を行った。

Electrospray: positive mode、MS capillary voltage: 3000 V、sample cone: 50 V: 

source temperature: 100、cone gas flow: 50 L/h、desolvation gas temperature: 

350℃、desolvation gas flow: 800 L/h、internal reference: leucine enkephalin、

protonated peak: 556.2771、scan: m/z 100 - 1000、scan speed: 0.5 s/scan. 

 

3.2.1.1.5 NMR 

 

Bruker社製 AVANCE-400を用いた。D2Oを重溶媒に用い、化学シフトはメタ

ノールを内部標準物質に使用して測定した。 

 

3.2.1.1.6 官能評価 

 

基本 5味及び渋味の官能評価は 3.1.1.1.6 に記載の方法で行った。醤油の官能

評価は、醤油を蒸留水で 5 倍に希釈して用いた。醤油の RP-HPLC 分画画分は

pH=4.5 に調製した蒸留水でそれぞれの収率に応じて醤油の 1/5 濃度相当に希釈

して評価に用いた。評価は 0（弱い）～5（強い）の尺度で行った。 

各 HPLC 分画画分の MSG に対するうま味増強効果の評価は、3.1.1.1.6 に記

載の方法で行った。標準溶液には 6.0 mM MSG 水溶液を用いた。 
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3.2.1.1.7 閾値測定 

 

ピログルタミルペプチド及びアマドリ化合物の呈味閾値は３点識別法により

行った。蒸留水に化合物を溶解させた試料と無添加の蒸留水２試料を用い、ブ

ラインド条件下、異なる呈味を有する試料を選択させた。濃度は 1/2ずつ希釈し、

判別できた濃度と判別できなかった濃度の平均値を各パネリストの検知閾値と

した。各化合物の検知閾値は全パネリストの閾値の平均値とした。呈味質の評

価は閾値濃度の 4倍濃度にて行った。 

 

3.2.1.1.8 うま味再構築実験 

 

5倍に希釈した醤油と Table 3-1に示す成分分析結果から再構成した再構築溶

液の呈味を評価した。評価は 0（弱い）～5（強い）の尺度で行った。 
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Table 3-1 Concentration of minerals, organic acids, amino acids, and sugars 

in Japanese Koikuchi-type soy sauce 

compound 
concentration

*1
  

(mmol/L) 

one-fifth 

concentration
*1

  

(mmol/L) 

RSD
*2 

(%) 

Minerals    

Na 2723.0 544.7 0.1 

K 103.3 20.7 0.2 

Mg 36.6 7.3 0.5 

Ca 8.8 1.8 1.0 

Cl 2576.7 515.3 1.0 

Organic acids    

phosphoric acid 61.6 12.3 0.6 

malic acid 5.5 1.1 0.8 

succinic acid 1.4 0.3 3.9 

lactic acid 257.7 51.5 0.3 

acetic acid 30.5 6.1 0.8 

pyroglutamic acid 45.6 9.1 1.0 

Sugars    

glucose 85.9 17.2 1.7 

fructose 10.6 2.1 5.4 

Amino acids    

L-aspartic acid 30.8 6.2 0.2 

L-threonine 29.2 5.8 0.2 

L-serine 52.9 10.6 0.3 

L-glutamic acid 104.0 20.8 0.1 

glycine 36.0 7.2 0.3 

L-alanine 74.1 14.8 0.3 

L-valine 45.3 9.1 0.4 

L-methionine 7.7 1.5 0.3 

L-isoleucine 36.2 7.2 0.1 

L-leucine 58.0 11.6 0.2 

L-phenylalanine 28.2 5.6 0.2 

L-lysine 26.0 5.2 0.2 

L-histidine 10.6 2.1 0.2 

L-arginine 8.1 1.6 0.3 

L-proline 71.4 14.3 0.3 
*1 

Mean value in triplicate measurements. 
*2

 RSD, relative standard deviation. 
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3.2.1.2 結果と考察 

 

3.2.1.2.1 醤油の官能評価と再構築実験 

 

醤油の主要な不揮発性成分であるミネラル、アミノ酸、有機酸、糖の醤油の

呈味への寄与を明らかにするために、5倍希釈した醤油と Table 3-1で示した定

量値を元に再構築したモデル醤油溶液の官能評価を行った（Figure 3-13）。醤

油で最も呈味強度が高かったのは塩味であり(4.0)、続いてうま味(3.3)、酸味

（2.1）、渋味（1.8）、苦味（1.4）であった。また、甘味が最も弱く 1.3 であ

った。うま味は、塩味に続いて強く、濃口醤油の呈味の中で非常に重要である

ことが判明した。 

また、醤油と再構築溶液の基本 5 味と渋味を比較すると、うま味のみ有意差

が認められた。このことは、醤油のうま味にこれらの再構成した成分以外の成

分も関与していることを示唆している。 

 

 

Figure 3-13 Taste profiles of koikuchi-type soy sauce and its reconstituted 

solution 
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3.2.1.2.2 醤油の RP-HPLC分画によるうま味寄与画分の特定 

 

醬油は抹茶と異なり、比較的極性の低いクロロフィルのような色素成分やカ

テキン類のようなポリフェノールをあまり含有していないことが予想されたた

め、Figure 3-4で行った分離精製を行わずに、直接分取 RP-HPLCを用いて A～

Hの 8画分に分画した（Figure 3-14）。 

 

 

Figure 3-14 Preparative RP-HPLC chromatogram of soy sauce (UV = 214 nm) 

 

凍結乾燥後、個々の画分を水に溶解し、呈味評価を行った（Figure 3-15）。8

画分のうち、画分 A が最も強いうま味強度(1.9)を示したのに対し、他の 7 画分

はほとんどうま味を示さなかった。また、醤油そのもののうま味スコアは 3.3

であり、唯一うま味を示した画分 A を含めたすべての画分と有意差が認められ

た。しかしながら、醤油と画分 A～Hまでを再構築した溶液とは有意差が認めら

れなかったことから、単独ではうま味を呈さなかった画分 B～H には、画分 A

のうま味を増強する化合物が存在する可能性が示唆された。 
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Figure 3-15 Umami intensities of soy sauce and the RP-HPLC fractions (a,b,c: 

different letters show significant differences (p<0.05)) 

 

そこで、醤油中のうま味増強化合物を特定するために、画分 A～Hを 6.0 mM 

MSG溶液に添加し、6.0 mM MSG溶液のうま味強度を基準にスクリーニングを

行った。Figure 3-16に示すように、単独でうま味を示した画分 A以外に、それ

自身うま味を示さなかった画分 Bを添加することにより、MSG溶液のうま味強

度が有意に増加した。このことから、画分 B に MSG のうま味を強めることに

よって醤油のうま味を強める化合物が含まれていることが示唆された。 

 

 

Figure 3-16 Umami enhancement activity of the RP-HPLC fractions to a 6.0 mM 

MSG solution (a,b,c: different letters show significant differences (p<0.05)) 

 

また、各画分の収率を Table 3-2に示した。画分 Aの収率が他の画分に比べて

圧倒的に高く、濃口醤油の不揮発性成分の大部分は高極性成分で成り立ってい

ることが明らかとなった。 
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Table 3-2 Yields of the RP-HPLC 

fractions from the soy sauce 

fraction 
yield 

(%) 

A 30.5 

B 1.9 

C 1.8 

D 0.7 

E 0.9 

F 0.2 

G 1.9 

H <0.1 

 

さらに、MSG水溶液のうま味を増強した画分A及びB中のミネラル、有機酸、

アミノ酸分析を行った（Table 3-3）。醤油中の L-aspartic acidや L-glutamic acid

はほぼ画分 A に回収されており、これらの成分が画分 A のうま味を形成してい

ると考えられた。一方、MSG水溶液のうま味を増強させた画分Bには lactic acid、

L-isoleucine、L-leucine などが含まれていたが、うま味を形成する酸性アミノ酸

やミネラル類はほとんど含まれていなかった。 
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Table 3-3 Concentrations of minerals, organic acids, and amino acids in the fraction A and B 

compound 

fraction A fraction B 

concentration
*1*2*3

 

(mmol/L) 

RSD
*4 

(%) 

concentration
*1*2*3

 

(mmol/L) 

RSD
*4 

(%) 

Minerals     

Na 2639.4 0.1 tr. - 

K 95.0 0.1 tr. - 

Mg 33.6 0.7 tr. - 

Ca 7.7 1.4 tr. - 

     

Organic acids     

phosphoric acid 56.7 0.9 tr. - 

malic acid 4.1 3.4 tr. - 

succinic acid - - tr. - 

lactic acid 182.4 0.5 31.8 0.1 

pyroglutamic acid 29.6 2.2 12.0 0.1 

     

Amino acids     

L-aspartic acid 30.6 0.2 tr. - 

L-threonine 27.1 0.1 tr. - 

L-serine 42.7 0.2 tr. - 

L-glutamic acid 100.6 0.1 tr. - 

glycine 31.8 0.1 tr. - 

L-alanine 70.7 0.1 tr. - 

L-valine 35.3 0.2 1.2 0.2 

L-methionine tr. - 6.9 0.3 

L-isoleucine 1.0 2.6 25.4 0.3 

L-leucine 3.7 0.2 12.3 0.2 

L-phenylalanine tr. - tr. - 

L-lysine 24.5 0.2 tr. - 

L-histidine 9.7 0.3 tr. - 

L-arginine 7.1 0.2 - - 

L-proline 60.3 0.2 tr. - 

*1
 Mean value in triplicate measurements. 

*2
 Data were calculated as the concentration in the soy sauce based on the yields summarized in Table 3-2. 

*3
 tr., trace; -, not detected. 

*4
 RSD, relative standard deviation 
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3.2.1.2.3 うま味増強画分 Bの GPC、HILIC分画によるうま味寄与画分の特定 

 

画分 B には未だ多数の成分を含有していたため、まず多糖のような高分子を

分離するために、MSG のうま味を増強させた画分 B を分取 GPC によりさらに

４つの画分に分画した（Figure 3-17）。凍結乾燥後、個々の画分を MSG水溶液

に添加し、うま味強度を評価したところ、Figure 3-18 に示すように、B-II 画分

にMSGのうま味を有意に強める効果が認められた。 

 

 

Figure 3-17 GPC chromatogram of the fraction B monitored by a Reflective 

Index (RI) Detector 

 

 

Figure 3-18 Umami enhancement activity of the GPC fractions to a 6.0 mM MSG 

solution (a,b: different letters show significant differences (p<0.05)) 

 

しかしながら、B-II画分には未だ多数の成分を含有していたため、RP-HPLC、

GPCと分離手法の異なるHILICを用いてさらに 20画分に分画した(Figure 3-19)。
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凍結乾燥後、各画分の MSG のうま味増強効果を再度評価したところ、Figure 

3-20に示すように、B-II-6、B-II-11、B-II-13、B-II-18、B-II-19画分に MSGのう

ま味を有意に強める効果が認められた。 

 

 

Figure 3-19 HILIC chromatogram of the fraction B-II (UV = 214 nm) 

 

 

Figure 3-20 Umami enhancement activity of the HILIC fractions to a 6.0 mM 

MSG solution (a,b,c,d: different letters show significant differences (p<0.05)) 

 

3.2.1.2.4 うま味増強化合物の同定 

 

MSG のうま味増強効果を示した画分 B-II-6 から、RP-HPLC による再精製に

より、Fru-pGlu (1)と pGlu-Gly (2)をそれぞれ単離した(Figure 3-21)。 
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Figure 3-21 Chemical structures of pyroglutamylpeptides and amadori 

compounds (β-pyranose form) 

 

各化合物の同定は 1D/2D NMR 及び LC-TOF-MS 測定により達成した。

Fru-pGlu (1)のようなアマドリ化合物は、水中では α－又は β－ピラノース及び

フラノースの４種の異性体の平衡状態で存在するため、NMRの同定は非常に複

雑となるが、単離化合物と合成品との比較、及び文献データとの比較により、

13C{1H}NMRスペクトルの一致を確認することができた(Figure 3-22)122)。また、

4 種の環状化合物の異性体の存在比は、1H NMR の H-C(2’)プロトンを示す

4.56ppm、4.61ppm、4.67ppm のシグナル強度から算出することができ、β－ピ

ラノース、β－フラノース、α－フラノースがそれぞれ 64%、24%、12%で存在

していることが明らかとなった（Figure 3-23）。 
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Figure 3-22 Cyclic structures of Fru-pGlu in aqueous solution 

 

 

Figure 3-23 1H NMR spectrum of Fru-pGlu (400 MHz, D2O) 
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さらに、LC-TOF-MS 測定により、精密分子量 292.1028（理論値 292.1032）

が擬似イオンピーク[M+H]+として検出され、擬似イオンピークから H2Oが 1～3

分子脱離したピークも娘イオンピークとして検出された（Table 3-4）。Fru-pGlu 

(1)は、天然物からの単離の報告ははじめてである。 

 

Table 3-4 LC-TOF-MS spectra of amadori compounds and 

pyroglutamylpeptides isolated from the soy sauce 

fraction compound 
exact mass (m/z) 

ions 
measured calculated 

B-II-6 Fru-pGlu 292.1028 292.1032 [M+H]
+
 

   274.0913 274.0927 [M+H-H2O]
+
 

   256.0826 256.0821 [M+H-2H2O]
+
 

   238.0708 238.0715 [M+H-3H2O]
+
 

B-II-6 pGlu-Gly 187.0712 187.0719 [M+H]
+
 

B-II-13 pGlu-Gln 258.1097 258.1090 [M+H]
+
 

B-II-19 Fru-Val 280.1397 280.1396 [M+H]
+
 

   262.1274 262.1291 [M+H-H2O]
+
 

   244.1182 244.1185 [M+H-2H2O]
+
 

   234.1372 234.1341 [M+H-H2O-CO]
+
 

B-II-19 Fru-Met 312.1123 312.1117 [M+H]
+
 

   294.0998 294.1011 [M+H-H2O]
+
 

   276.0907 276.0906 [M+H-2H2O]
+
 

 

B-II-6中のもう一つの化合物は pGlu-Gly (2)であると同定した（Figure 3-21）。

単離化合物と購入試薬との比較により、1H 及び 13C{1H}NMR スペクトルの一致

を確認した。また、各ピークの帰属は、1H及び 13C{1H}NMR分析に加え、COSY、

HMQC、HMBC 分析も行い、確定した。LC-TOF-MS 測定により、擬似イオン

ピーク 187.0712（理論値 187.0719）が pGlu-Gly (2)の構造を示唆するメインピ

ークとして検出された（Table 3-4）。 

B-II-13画分は UV 214nm では単一ピークとして検出されたため、さらなる精

製操作を行わずに 1D/2D NMR、LC-TOF-MS測定により pGlu-Gln (3)であると

同定した（Figure 3-21）。同定と NMRの帰属は pGlu-Gly (2)と同様の方法で行

うことにより達成した。また、LC-TOF-MS 測定により、擬似イオンピーク
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258.1097（理論値 258.1090）が pGlu-Gln (3)の構造を示唆するメインピークと

して検出された（Table 3-4）。この化合物は小麦グルテンの酵素加水分解物よ

り FAB-MS/MS とピログルタミンアミノペプチダーゼによる分解物のアミノ酸

分析により構造が推定されていたが 123)、NMR及び TOF-MSによる同定は初め

てである。 

B-II-19 画分からは、RP-HPLC による精製後、1D/2D NMR、LC-TOF-MS 測

定よって、Fru-Val (4)と Fru-Met (5)を主要成分として同定した（Figure 3-21）。

Fru-Val (4)の NMR の帰属は単離化合物と合成品の NMR 比較、及び NMR の文

献データとの比較により達成した 122)。また、LC-TOF-MS 測定により、擬似イ

オンピーク 280.1390（理論値 280.1396）がメインピークとして検出され、さ

らに H2Oが 1～2分子脱離したピーク、及び H2Oとカルボニル基(CO)が脱離し

たピークが娘イオンとして検出された（Table 3-4）。 

B-II-19 中のもう一つの主要化合物である Fru-Met (5)も Fru-pGlu (1)及び

Fru-Val (4)と同様の方法で行うことにより達成した（Figure 3-21）。また、

LC-TOF-MS測定により、擬似イオンピーク 312.1123（理論値 312.1117）がメ

インピークとして検出され、さらに H2O が 1～2 分子脱離したピークが娘イオ

ン 294.0998（理論値 294.1011）及び 276.0907（理論値 276.0906）としてそれ

ぞれ検出された（Table 3-4）。Fru-Val (4)及び Fru-Met (5)は脱アミド化した小

麦グルテンの加水分解物中から HILIC-ESI-MS により構造が推定されていたが

124,125)、NMR及び TOF-MSによる同定は初めてである。また、これらの化合物

は画分 B-II-18にも含まれていた。 

画分 B-II-11は未だ多くの化合物を含有していたため、主要成分の単離は出来

なかった。 

 

3.2.1.2.5 単離化合物の定量と閾値の決定 

 

単離・同定したアマドリ化合物、ピログルタミルペプチドの醤油の呈味への

寄与を検討するために、それぞれの化合物の醤油中の含有量を定量し、閾値測

定、及び呈味の質の評価を行った（Table 3-5）。醤油中の濃度は Fru-pGlu (1)、

Fru-Val (4)、pGlu-Gln (3)が、それぞれ 1.6 mmol/L、1.6 mmol/L、1.5 mmol/L で
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あった。また、Fru-Met (5)は 1.0 mmol/L、pGlu-Gly (2)は 0.2 mmol/L であった。

また、それぞれの化合物の検知閾値と呈味の質を評価したところ、Fru-pGlu (1)

と Fru-Met (5)は、それぞれ 2.6 mmol/L、1.6 mmol/L以上の濃度で渋味を呈し、

Fru-Val (4)は 1.8 mmol/L以上の濃度で苦味を呈した。pGlu-Gln (3)と pGlu-Gly 

(2)は、それぞれ 1.9 mmol/L、2.2 mmol/L 以上の濃度で甘味を呈した。 

これらの結果から、いずれの化合物も醤油中には閾値以下の濃度の含有であ

るため、それぞれ単独では呈味を示していないことが推察された。 

 

Table 3-5 Taste qualities, concentrations, and taste thresholds of amadori compounds and 

pyroglutamylpeptides in the soy sauce 

compound taste quality 
concentration

*1*2*3 

(mmol/L) 

taste threshold 

(mmol/L) 

concentration/ 

taste threshold 

Fru-pGlu astringent 1.6 2.6 0.6 

Fru-Val bitter 1.5 1.8 0.8 

Fru-Met astringent 1.0 1.6 0.6 

pGlu-Gln sweet 1.6 1.9 0.8 

pGlu-Gly sweet 0.2 2.2 >0.1 

*1 
Mean values in triplicate measurements. 

*2
 The fraction B was used for quantitative analysis. 

*3
 Data were calculated as the concentration in the soy sauce based on the yield of fraction B, as described in Table 3-2. 

 

3.2.1.2.6 単離化合物の官能評価によるうま味増強効果の検証 

 

醤油から単離したアマドリ化合物、ピログルタミルペプチドの醤油のうま味

への寄与を検討するために、Table 3-1に示す成分分析結果から再構成した再構

築溶液 A、再構築溶液 Aにさらに Table 3-5に示す 5種類の単離化合物を加えた

再構築溶液 B、醤油５倍希釈溶液を調製し、うま味強度の比較を行った。Figure 

3-24に示すように、再構築溶液 Aのうま味は 2.8であったが、再構築溶液 Bは

3.2を示し、これらの間には有意差が認められた。また、醤油は 3.4を示し、再

構築溶液 A と有意差が認められたが、再構築溶液 B とは有意差が認められなか

った。この結果は、本研究で単離、同定した 5 化合物が醤油のうま味に寄与し

ていることを示している。 
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Figure 3-24 Umami taste intensities of the reconstituted soy sauce A, the 

reconstituted soy sauce B, and the soy sauce (a,b: different letters show 

significant differences (p<0.05)) 

 

さらに、個々の化合物のうま味増強効果を検討するために、各化合物を再構

築溶液 B から１つずつ除いたオミッションテストや再構築溶液 A に各化合物を

単独で添加するアディッションテストを行ったが、いずれも有意な差が認めら

れなかった（データ示さず）。一方、スクリーニング時に用いた醤油中のグル

タミン酸濃度（104.0 mmol/L（５倍希釈溶液中には 20.8 mmol/L））よりも低濃

度の 6.0 mM MSG水溶液では pGlu-Gln (3)のみを含有していた B-II-13画分にう

ま味増強効果が認められたことから、効果の発現にはうま味化合物とうま味増

強化合物のバランスも非常に重要であることが推察された。以上の結果より、

醤油においては、個々の化合物のうま味増強効果は大きくはないが、5化合物全

体として醤油のうま味増強に寄与していると考えられた。 
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3.2.3 結論 

 

醤油のうま味はこれまで、グルタミン酸のような酸性アミノ酸や酸性ペプチ

ドなどによる寄与が推察されていたが、分子レベルでのうま味への寄与は明ら

かにされておらず検討が不十分であった。3.1 で開発した TDA を応用したスク

リーニング手法を適用することにより、濃口醤油のうま味寄与成分を初めて明

らかにすることができた（Figure 3-25）。 

 

Figure 3-25 HILIC chromatogram and sensory results of the umami enhancing 

fractions of the Koikuchi-type soy sauce 

 

また、醤油のうま味再構築溶液の官能評価試験により、醤油のうま味はグル

タミン酸のようなうま味成分を主体とし、アマドリ化合物やピログルタミルペ

プチドのような成分がうま味増強作用を示すことによって成り立っていること

が判明した。 

特にピログルタミルペプチド類は、低分子ペプチド群として小麦グルテン中

から分離され、そのうま味への関与が示唆されていたが、本研究により、その
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一部である pGlu-Gly (2)と pGlu-Gln (3)が具体的なうま味寄与化合物として明ら

かになったことは非常に価値があると考えられる。 

また、アマドリ化合物の Fru-pGlu (1)、Fru-Val (4)、Fru-Met (5)は、いずれも

初めて食品中から単離され、学術上非常に有益な知見である。さらに、これら

の成分は、Maillard反応の初期生成物であるため、醤油の醸造条件によって、そ

の含有量を増加させることが可能であると考えられ、これらの成分量を指標に

醤油の風味のさらなる向上が期待できる。 
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第４章 総括 

 

本研究は、大豆食品の香味寄与成分の解明を目的に行った。香味寄与成分の

探索を行うためには効果的で効率的な分析手法の選択が非常に重要である。大

豆食品は多様な成分から構成されているが、本研究では、含有量ではなく閾値

を元に重要性を判断する手法である AEDAや TDAを用いることによって、香味

に関与する重要成分を効率的に見出すことが可能となった。 

第２章では、はじめに最も摂取容易な大豆食品の１つである豆乳に着目し、

新規な成分を含む多数の香気寄与成分を AEDAにて明らかにした。豆乳香気は、

従来から報告されているグリーンやファッティなオフフレーバー成分に加え、

cooked potato-like な 香 調 の methional 、 metallic な 香 調 の

trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal、 spicy な香調の 2-methoxy-4-vinylphenol、

caramel-like/seasoning-like な香調の sotolon など、さまざまな香調の成分によ

って特徴づけられていることが判明した。さらに、豆乳の調製過程で得られる

生呉や生大豆の香気寄与成分を AEDA により明らかにし、豆乳の香気寄与成分

の一部の生成機構を明らかにした。多くの香気寄与成分は豆乳調製過程の酵素

反応や加熱反応によって生成していると推察されたが、pea-like/earthyな香調を

有する 2-isopropyl-3-methoxypyrazine は、大豆中の生合成による数少ない香気

寄与成分である可能性が高いことが判明した。また、この化合物は、豆乳、豆

腐用大豆品種において高い寄与度で検出されたことから、豆乳香気に不可欠な

成分の１つであると考えられたが、官能評価により、豆乳中の含有量が高いほ

ど風味が好ましいとは言えなかった。従って、好ましい風味の豆乳を得るには

適切な量の 2-isopropyl-3-methoxypyrazine を含有する大豆を原料に用いる必要

があると考えられる。これらの知見は、香気寄与成分の含有量を制御し、好ま

しい風味の豆乳を製造する上で、非常に有用である。 

次に、伝統的な大豆醗酵食品の１つである醤油の香気寄与成分の探索を行っ

た。対象は、近年普及しつつある生醤油と JAS規格の 5種類の醤油とし、AEDA

を行った。生醤油の香気寄与成分は多くが通常の火入れ醤油と共通していたが、

2-methyl-3-furanthiol 、 2-isopropyl-3-methoxypyrazine 、

2-isobutyl-3-methoxypyrazine 、 3-ethyl-2-hydroxy-2-cyclopentanone 、
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5-decanolide 、 2'-aminoacetophenone 、 3-methylindole 、

2,6-dimethoxy-4-vinylphenolを、醬油中の香気寄与成分として初めて同定又は推

定し、通常の火入れ醤油とは異なる香気特徴を有していることを明らかにした。 

さらに、生醤油は、官能的に cooked potato-like や spicy/burnt な香調が火入

れ醤油よりも弱く、通常の火入れ醤油に比べて、加熱された香りが弱く、より

新鮮な香調を有する醬油であることが明らかとなった。また、生醤油と火入れ

醤油の香気寄与成分の比較から、既に報告されている火入れ加熱によって増加

するさまざまな揮発性成分の香気への寄与は極めて限定的であり、一部のスト

レッカーアルデヒドやフェノール化合物のみが火入れ時の香気変化に寄与して

いることが明らかとなった。さらに、火入れ加熱により spicy/burnt な香気に寄

与している一部のフェノール化合物が顕著に増加した要因をモデル脱炭酸反応

によって明らかにした。その結果、火入れ加熱ではヒドロキシ安息香酸類縁体

から 2-methoxyphenol と 2,6-dimethoxyphenol はほとんど生成しないが、ヒド

ロ キ シ 桂 皮 酸 類 縁 体 か ら 2-methoxy-4-vinylphenol と

2,6-dimethoxy-4-vinylphenolは生成することが判明した。しかしながら、火入れ

醤油と生醤油の 2-methoxy-4-vinylphenol と 2,6-dimethoxy-4-vinylphenol の含有

量の差（増加量）は、モデル反応から算出した火入れ時の生成量よりも約３～

７倍多いことが判明した。従って、これらの成分の火入れ加熱時の増加の主要

因は、ヒドロキシ桂皮酸類縁体だけではなく、shakuchirin や細胞壁結合型のフ

ェルラ酸エステルなどの他の前駆体からの生成も関与している可能性が高い。 

また、JAS 規格の５種類の醤油の香気寄与成分を AEDA により探索したとこ

ろ、これらの醤油には、 cooked potato-like な香調の methional や

caramel-like/seasoning-like な香調の sotolon のような共通して高い寄与度を示

す成分と caramel-like な香調の HDMF や HEMF、 spicy/burnt な香調の

4-ethyl-2-methoxyphenol のような醤油の種類によって寄与度が大きく異なる成

分が存在することが判明し、その要因は主に醸造条件の違いによることが推察

された。これらの知見は、香気寄与成分を製品の品質管理の指標や購買の規格

とすることが可能となるため、産業上非常に有用である。さらに、明らかにな

った各醤油の官能的特徴に適した新たな用途の開発を行うことも可能である。 
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第３章では、食品中のうま味寄与成分を効率的にスクリーニングする手法と

して、TDA を応用した手法を開発した。本手法を適用することにより、うま味

成分とともに、それ自身はうま味を示さないが、MSGのうま味を増強する成分

を同時に見出すことが可能になった。本手法を用いることにより、成分間の相

互作用に着目した活性成分を探索することが可能であり、うま味増強成分以外

にもさまざまな応用が期待できる。 

さらに、開発したうま味探索手法を濃口醤油に適用し、そのうま味寄与成分

として、pGlu-Gln、pGlu-Gly、Fru-pGlu、Fru-Met、Fru-Valを新たに明らかにし

た。これまで、醤油のうま味は、L-glutamic acid のような酸性アミノ酸のみと考

えられていたが、本研究により、L-glutamic acid のようなうま味成分に前述のア

マドリ化合物やピログルタミルペプチドのようなうま味増強成分が加わって成

り立っていることが新たに判明した。特にピログルタミルペプチド類は、低分

子ペプチド群として小麦グルテン中から分離され、そのうま味への関与が示唆

されていたが、本研究により、その一部である pGlu-Gln と pGlu-Gly が具体的

なうま味寄与化合物として明らかになったことは非常に価値があると考えられ

る。また、アマドリ化合物の Fru-pGlu、Fru-Met、Fru-Val は、いずれも食品中

から初めて単離され、学術上非常に有益な知見である。これらの寄与成分の解

明は醤油のうま味を理解する上で重要な知見となることに加え、産業上有用な

うま味素材の開発が期待できる。すなわち、醸造条件の最適化によって醤油中

のこれらの成分量を最大化し、品質の向上に貢献できる。さらに、醤油を他の

食品と調理することによって、これらのうま味増強化合物の含有量の高められ

た新しい醤油加工品を開発したり、他の食品からこれらのうま味増強成分を有

効成分とする食品や食品添加物を開発するなど、さまざまな可能性が期待でき

る。 

本研究により、豆乳の香気寄与成分及び醤油の香味寄与成分について、その

一部を解明することができた。本研究で得られた知見は、我々の食生活を豊か

にする一助となり、また産業上においても、豆乳、醤油を利用した製品の品質

向上に役立つ。 
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