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　温度 24.9 ± 0.1℃で湿度 35.5 ± 17.1%RH（室温 A）および同温度で 58.1% ± 1.6RH（室温 B）

の条件により 15 ヶ月間貯蔵した小豆および金時豆はタンパク質の変性およびペクチンの可溶化

の抑制が起きていることおよび煮豆の煮熟性の低下が認められることを明らかした（呉ら 2014）。

今回は脂質とフィチン酸に注目して，煮熟性の低下との関連性について解析を行った。貯蔵し

た小豆に含まれる脂質の過酸化分解生成物（マロンジアルデヒド，MDA）量は 81.9nmol/g seed

（室温 A）および 71.7nmol/g seed（室温 B），金時豆のそれは 115.9nmol/g seed（室温 A）および

111.4nmol/g seed（室温 B）であった。この値は，通年温度 7.1℃± 3.4℃で湿度 84.8 ± 4.4%RH

（低温 C）および同温度で湿度 55.1% ± 4.9%RH（低温 D）の貯蔵，通年温度 18.9 ± 1.6℃と湿

度 41.3% ± 5.9%RH（凍結 E）および同温度で湿度 51.5 ± 6.9%RH（凍結 F）で貯蔵したそれぞ

れの豆に含まれる MDA 量に比べ顕著に高い値を示した。15 ヶ月間貯蔵した小豆の煮豆の硬さと

MDA 量との間には高い正の相関関係がみとめられた（室温 A：r=0.69，室温 B： r=0.84）。また，

金時豆のそれらにも高い正の相関関係が認められた（室温 A：r=0.89，室温 B：r=0.89）。これら

の結果は，小豆および金時豆の煮豆の硬さとタンパク質の遊離 SH 基量との間の相関係数よりも

高い値を示していた。また，いずれの貯蔵条件においてもフィチン酸の経時変動は殆ど認められ

なかった。これらのことから，室温 A および室温 B の条件で貯蔵した小豆および金時豆の煮熟性

の低下は，主に脂質の過酸化に起因する可能性の高いことを明らかにした。
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緒　言

　小豆は和菓子餡の代表的原料であり，他にお祝いの赤

飯，小正月の小豆粥などに良く利用されている。また，

金時豆はインゲン豆の代表的な種類で，粒形が良く，食

味も優れていることから煮豆や甘納豆などの原料として

よく利用されている。これらの豆類の特徴は保存性の良

いことであるが，貯蔵の温度や湿度によっては加工適性

に大きな影響を与えることが知られている。特に，加熱

加工による煮熟性の低下は，餡収率の低下，栄養成分や

風味の低下などに影響を及ぼすことが指摘されている

（Bressani. 1982; Tuan et al. 1991; Hohlberg et al. 1991）。

　豆の煮熟性の低下が起きるメカニズムは複雑である

が，高温・高湿条件で貯蔵した豆類種実の煮熟性の低

下に関わる多経路機構モデル（図 1）が Liu et al.（1995）

により提案されている。即ち，煮熟性の低下が起きると，

貯蔵中の脂質過酸化による膜の損傷およびフィチン酸の

分解によるカチオンバランスの変化，細胞内カルシウム

イオン濃度の上昇などにより，ペクチンの不溶化などが

原因で起きる経路，及びタンパク質の変性および凝固な

どが原因で起きる経路が関与していると提案した。しか

し，これらの経路は，高温・高湿以外の貯蔵条件におい

ても影響を与える因子であるのかについては明らかにさ

れていない。

　今回は，高温・高湿以外の条件で貯蔵した小豆，金時

豆の煮熟性と脂質の過酸化およびフィチン酸の加水分解

との関連性について明らかにすることを目的とした。
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図1. 豆類種実の煮熟性の低下に関わる経路モデル(Liu et al. 1995)  図 1. 豆類種実の煮熟性の低下に関わる経路モデル (Liu et al. 1995) 
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実験方法

１．実験材料，貯蔵施設および包装形態

　実験材料は，平成 21 年北海道音更産の小豆「エリモ

ショウズ」および金時豆「大正金時」を使用した。小豆，

金時豆の貯蔵は，それぞれ凍土利用貯蔵庫（帯広農業高

校に設置），室温貯蔵庫（帯広畜産大学に設置）および

冷凍貯蔵庫（帯広畜産大学小嶋研究室内に設置）を用い

て行った。凍土利用貯蔵庫は冬の冷気を利用して地下に

埋めたヒートパイプの回りに凍土を作り貯蔵庫の内部温

度を長期に低く保持する原理である（土谷 2009）。また，

室温貯蔵庫は 25℃恒温槽（MIR-152，三洋電機）を使用

し，冷凍貯蔵庫は市販の -20℃冷凍庫（MDF-536，三洋

２．フィチン酸含量の測定

　フィチン酸含量は Latta and Eskin（1980）の方法を用

いて測定した。すなわち，サンプル 1g に 20ml の 2.4％

HCl 溶液（0.65N）を加え，15 分毎に 10 秒間撹拌を繰り

返し，合計 1 時間室温で抽出した。10 分間，3000rpm で

遠心分離して得られた上清 3ml は，水で 25ml に定容後，

2ml 溶量の DOWEX 1-8 樹脂（100 ～ 200 メッシュ）カ

ラムに載せ，10ml の蒸留水及び 15ml の 0.1M NaCl 溶液

を流して無機リン及びその他の妨害物質を溶出させた。

続いて，15ml の 0.7M NaCl によりフィチン酸を溶出し

た。容量を測定後，30 分以内に溶出液 700μl に Wade 試

薬（0.03％ FeCl3・6H2O 水溶液及び 0.3％スルホサリチ

ル酸水溶液の等量混合液）700μl を加えて混和後，1 分間，

電機）を使用して貯蔵実験を行った。全てのサンプルは，

市販の包装形態である日本東陽製紙袋（大きさ 830mm

× 417mm，厚さ 0.4mm，クラフト製）およびポリエチ

レン製ジッパー付密封袋（大和物産株式会社製の大きさ

270mm × 280mm，厚さ 0.07mm）に入れて貯蔵した。各

試料の貯蔵量は，総重量は 20kg，紙袋は 20kg/ 袋（1 袋）で，

密封袋は 1kg/ 袋（20 袋）とした。貯蔵条件の温度およ

び湿度は表 1 に示した。平成 22 年 3 月～平成 23 年 5 月

までの 15 ヶ月間貯蔵を行い， 0 ヶ月から 15 ヶ月まで 3 ヶ

月毎に各試料 2kg をランダムに採取して，全体を混合し

た後，ランダムに試料を採取して以下の分析に使用した。

測定の反復回数は 3 回以上行った。

12000rpm で遠心分離し，得られた上清は 500nm で測定

した。フィチン酸含量は，既知量のフィチン酸を用いた

検量線より求めた。

３．脂質の過酸化（MDA 量）の測定

　脂質の過酸化は，チオバルビツール酸反応物（TBARs，

MDA 相当量）を測定することで評価した（Kosugi et al. 

1991; 1993）。種子 10g は 1 分間ミキサーで粉末化し，粉

末化サンプル 1g は 10ml の蓋付き試験管に 1g 取り，3ml

のクロロホルム：メタノール（2：1）を加えて，2 分間

攪拌後，10 分間，3000rpm で遠心分離した。同じ操作を

3 回繰り返して得られた抽出液は，メスフラスコで 10ml

に定容した。サンプル 1ml を蓋付き試験管に取り，窒素

表1. 小豆と金時豆の貯蔵条件； 平均温度，平均湿度，貯蔵施設名，包装形態 
                    

貯蔵条件 平均温度(℃) 平均湿度（%RH）   貯蔵施設 包装形態 

室温A 24.9 ± 0.1 35.5 ± 17.1   恒温槽 紙袋 

室温B 24.9 ± 0.1 58.1 ± 1.6   恒温槽 密封袋 

低温C 7.1 ± 3.4 84.8 ± 4.4   凍土利用 紙袋 

低温D 7.1 ± 3.4 55.1 ± 4.9   凍土利用 密封袋 

凍結E -18.9 ± 1.6 41.3 ± 5.9   冷凍庫 紙袋 

凍結F -18.9 ± 1.6 51.5 ± 6.9   冷凍庫 密封袋 

表 1. 小豆と金時豆の貯蔵条件； 平均温度，平均湿度，貯蔵施設名，包装形態
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乾固後，2ml の TBA 混液；4% ドデシル硫酸ナトリウム

の 20% 酢酸緩衝液（pH3.5），0.8% ジブチルヒドロキシ

トルエン，0.8%チオバルビツール酸，蒸留水を8:30:1:30:11

の割合で混合した溶液を加えてよく撹拌後，氷中で 1 時

間インキュベートした。1 時間，100℃のドライバスで反

応後，流水で室温程度まで冷却した。500μl の蒸留水，

2.5ml の n- ブタノール：ピリジン (15：1) 混液を加え，

30 秒間激しく攪拌後，10 分間，3000rpm で遠心分離した。

得られた上清は 532nm の吸光値を測定した。MDA 量は

TEP（1,1,3,3-tetraethoxypropane）を加水分解して得られた

MDA の標準溶液（25nmol/ml）を用いて作成した検量線

より求めた。

４．硬さの測定

　小豆または金時豆 50g に 250ml のイオン交換水を加え

て 25℃インキュベーターで 18 時間浸漬後，吸水豆と浸

漬液に分けた。吸水豆は新しいイオン交換水 250ml を加

え，20 分間，95℃で加熱後，15 分間室温で冷却し，煮

豆と煮熟液に分けた。煮豆の硬さ測定は，テクスチャー・

ア ナ ラ イ ザ ー（Texture-Analyzer TA-XT2, Stable Micro 

System Co., Ltd.）を用いた。直径 2mm の鋼製平坦パンチ

を用い，30cm/min クロスヘッド速度で，貫入実験を行っ

た。10 粒の煮豆を使用して平均値を求めた。

５．統計処理

　数値は平均値 ± 標準偏差で示した。貯蔵開始時（0 ヶ

月）を基準にして，貯蔵 3 ヶ月から貯蔵 15 ヶ月の間に

得られた値は Dunnett の多重比較法により検定し，有意

水準を厳しく 0.1% とした。MDA 量と硬さ，フィチン酸

と硬さの間の関係については Pearson 相関分析法により

評価した。

結果および考察

１．貯蔵した小豆及び金時豆を用いた煮豆の煮熟性

　室温 A，B 条件で貯蔵した小豆，金時豆の煮豆は，貯

蔵期間の長さに伴い，煮豆の硬さは上昇することが認め

られた（表 2）。また，湿度の低い貯蔵条件である室温

A に比べ，湿度の高い貯蔵条件である室温 B で貯蔵し

た小豆及び金時豆の煮豆は，いずれも硬いことが判明し

たが，この現象は黒豆（Molina et al. 1976），インゲンマ

メ（Aguilera et al. 1985）およびエンドウ（Liu et al. 1993; 

•Sefa-Dedeh et al. 1979）において同様の報告がある。しか

し，今回検討したそれ以外の低温 C，D 及び凍結 E，F

の条件で貯蔵した豆を用いた煮豆の煮熟性にはほとんど

影響を与えなかった。

表2. 各貯蔵条件で0ヶ月～15ヶ月貯蔵した小豆および金時豆を用いた各煮豆の硬さ 
                                          
    煮豆の硬さ（N/seed） 

試料 貯蔵条件 貯蔵0ヶ月 貯蔵3ヶ月 貯蔵6ヶ月 貯蔵9ヶ月 貯蔵12ヶ月 貯蔵15ヶ月   

小豆 室温A       0.5 ± 0.0 0.5 ± 0.0 0.9 ± 0.1* 1.1 ± 0.1* 1.1 ± 0.1*   

  室温B       0.5 ± 0.5 0.7 ± 0.1* 1.1 ± 0.2* 2.7 ± 0.1* 3.7 ± 0.1*   

  低温C 0.5 ± 0.0 
0.5 ± 0.0 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.0 0.5 ± 0.0   

  低温D 0.5 ± 0.0 0.6 ± 0.1 0.5 ± 0.0 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1   

  凍結E       0.5 ± 0.0 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.0   

  凍結F       0.5 ± 0.0 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.0   
                                          

金時豆 室温A       1.3 ± 0.1 1.2 ± 0.2 2.3 ± 0.0* 2.3 ± 0.0* 2.2 ± 0.4*   

  室温B       1.2 ± 0.3 1.2 ± 0.2 3.8 ± 0.2* 3.9 ± 0.2* 6.0 ± 0.5*   

  低温C 1.1 ± 0.0 
1.2 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1.2 ± 0.0 1.1 ± 0.0 1.1 ± 0.1   

  低温D 1.2 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.2   

  凍結E       1.1 ± 0.0 1.2 ± 0.0 1.1 ± 0.1 1.2 ± 0.1 1.1 ± 0.1   

  凍結F       1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.0 1.1 ± 0.2   

* P<0.1%                                       

表 2. 各貯蔵条件で 0ヶ月～ 15 ヶ月貯蔵した小豆および金時豆を用いた各煮豆の硬さ
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２．貯蔵中の脂質過酸化と煮熟性との関連性

　MDA は，植物組成および動物組織の過酸化物の指標

として広く使用されている（Rendón et al. 2014; Jin et al. 

2013; Maqsood et al. 2011）。本研究において，いずれの

貯蔵条件においても 15 ヶ月間貯蔵した小豆と金時豆の

MDA 量は貯蔵初期に比べて上昇していた（図 2）。特

に，室温 A，B で貯蔵した小豆と金時豆の過酸化の進行

速度は，他のものに比べ最も速いことが示された。また，

室温 A，B で貯蔵した小豆及び金時豆の MDA 値と各々

の煮豆の硬さとの間に正の相関性が認められた（表 3）。

Fang et al.（2014）は，MDA 値の増加率と貯蔵温度との

間に正の相関のあることを報告している。また，ダイズ

を長期間貯蔵すると，細胞膜が変化すること（Parrish et 

al. 1978）や長期間貯蔵した小豆電解質の溶出量が多くな

ること（塩田ら 1983）はリン脂質二重層から構成されて

いる細胞膜の酸化損傷により膜の透過性が破壊され，細

胞内の電解質が漏出しやすくなる（Gill et al. 2010; Anjum 

et al. 2012）ことなどが報告されている。今回，室温 B，

低温 D および凍結 F 貯蔵により 15 ヶ月間貯蔵した小豆

を蒸留水で 16h 浸漬後，漏出したミネラル含量を測定し

たところ，室温 B 条件で貯蔵した小豆から得られた浸漬

液には，カリウム；450mg/l，リン；32mg/l，マグネシウ

ム；21 mg/l，カルシウム；11 mg/l が認められた。しかし，

低温 D 条件で貯蔵した小豆を上記と同条件で処理した時

の浸漬液に含まれるミネラル含量は，カリウム；300 mg/l，

リン；13 mg/l，マグネシウム；18 mg/l，カルシウム 9.9mg/

l であり，凍結 E 条件のそれらは，カリウム；290mg/

l，リン；13 mg/l，マグネシウム；18 mg/l，カルシウム

10mg/l といずれも低い値を示した。すなわち，室温 B で

貯蔵した小豆を浸漬した時のイオン漏出量は，低温 D 及

び凍結 E で貯蔵したそれに比べは高い値を示した。これ

らのことから，長期間，室温 A，B で貯蔵した小豆及び

金時豆が，煮熟し難くなるのは，貯蔵中の脂質過酸化に

よる膜の損傷，さらに漏出したイオン濃度の上昇がペク

チンの不溶化に起因すると考えられる。低温 C，D 貯蔵

と凍結 E，F 貯蔵した小豆及び金時豆の MDA 値は貯蔵

初期のそれらと比べ，上昇していた。しかし，これらの

貯蔵条件により貯蔵した小豆及び金時豆煮豆の煮熟性の

低下はほとんど認められなかったため，MDA 値と硬さ

の間に相関性は認められなかった（表 3）。この結果は，

30

60

90

120

0 3 6 9 12 15

M
D

A量
 (n

m
ol

 M
D

A/
g 

se
ed

) 

貯蔵期間（月） 

室温A 
室温B 
低温C 
低温D 
凍結E 
凍結F 

* 

* 
* 

* * 

* 

* 
* 

* * 

A 

30

60

90

120

0 3 6 9 12 15

M
D

A量
 (n

m
ol

 M
D

A/
g 

se
ed

) 

貯蔵期間（月） 

室温A 
室温B 
低温C 
低温D 
凍結E 
凍結F 

B 

* 
* 

* * 
* 
* 

* 

* 
* * 

* 
* 
* 

* 
* 
* 

* 
* 
* 

* 
* 
* 

* 
* 
* 

図2. 各貯蔵条件で0ヶ月～15ヶ月貯蔵した小豆（A）および金時豆（B）のMDA量の経時変化（P<0.1%） 

* 
* 

* 

* 
* 

* 
* 
* 

表3. 各貯蔵条件で貯蔵した豆のMDA量と硬さおよびフィチン酸量と硬さとの相関性 
                    

        相関係数（ｒ） 

試料 相関性 室温A 室温B 低温C 低温D 凍結E 凍結F 
                    
小豆 MDA量 × 硬さ 0.69* 0.84* 0.00 0.09 0.20 0.13 

  フィチン酸 × 硬さ 0.59 0.48 0.22 0.00 0.18 0.21 
                    
                    
金時豆 MDA量 × 硬さ 0.89* 0.89* 0.05 0.19 0.07 0.33 

  フィチン酸 × 硬さ 0.59 0.58 0.24 0.31 0.00 0.10 
                

* P<0.01         

      

図 2. 各貯蔵条件で 0ヶ月～ 15 ヶ月貯蔵した小豆（A）および金時豆（B）の MDA 量の経時変化（P<0.1%） 

表 3. 各貯蔵条件で貯蔵した豆の MDA 量と硬さおよびフィチン酸量と硬さとの相関性 
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長期貯蔵により生じた程度の過酸化物は，細胞膜の損傷

までには至らず，膜の傷害にも繋がらない可能性が考え

られる。ある範囲内における過酸化物の生成は，イオン

の漏出にもほとんど影響を与えないのかもしれない。

３．貯蔵中のフィチン酸量の変化と煮熟性との関連性

　煮熟性の低下のメカニズムの１つとしては，phytase–

phytate–pectin 仮説がある（Galiotou-Panayotou et al. 2008; 

Phillips et al. 2003）。これは，ある条件により内生のフィ

ターゼ活性によりフィチン酸が分解し，解放された２価

カチオンがペクチンの１価カチオンと交換され，ペクチ

ンの不溶化が促進されて豆が硬くなるとする説である。

15 ヶ月間貯蔵した小豆及び金時豆中に含まれるフィチン

酸含量を測定したところ，いずれの貯蔵条件においても

ほぼ安定した値（表 4）を示した。この結果より，今回

の貯蔵条件ではフィターゼ活性の上昇はほとんど認めら

れないことが推察される。豆中に含まれるフィチン酸は

タンパク質と結合していることや豆に含まれる水分含量

の低いことがフィチン酸の加水分解と関係しているかも

しれない（Lott et al. 1984）。また，Fredrikson et al.（2001）

はエンドウ豆のフィチン酸の加水分解は，貯蔵温度 37℃

および 55℃に比べ，45℃で貯蔵した方が加水分解されや

すいことを報告している。今回の結果は，室温 A，B に

よる貯蔵条件，低温 C，D による貯蔵条件および凍結 E，

F による貯蔵条件は，フィチン酸の加水分解に最適な温

度ではないことを示しているのかもしれない。しかし，

これらの結果は，フィチン酸含量と煮熟性の低下との間

には関連性が認められないことを示している（表 3）。

　以上のことから，室温 A，B（24.9℃，35.5%RH と

58.1%RH）で 15 ヶ月間貯蔵した小豆および金時豆の煮

熟性の低下の原因は，フィチン酸が加水分解することに

よる影響ではなく，脂質の過酸化が主に関係して起きる

ことが示唆された。
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表4.各貯蔵条件で0ヶ月～15ヶ月貯蔵した小豆および金時豆のフィチン酸量 
                                  
    フィチン酸量（mg/g） 

試料 貯蔵条件 貯蔵0ヶ月 貯蔵3ヶ月   貯蔵9ヶ月   貯蔵15ヶ月   

小豆 室温A       6.3 ± 0.4   7.5 ± 0.5   7.1 ± 0.1   

  室温B       7.8 ± 0.2   7.7 ± 0.2   7.9 ± 0.1   

  低温C 6.1 ± 0.3 8.0 ± 0.0   7.4 ± 0.6   7.1 ± 0.3   

  低温D       8.4 ± 0.1   8.0 ± 0.3   7.8 ± 0.5   

  凍結E       7.4 ± 0.2   7.6 ± 0.2   7.3 ± 0.3   

  凍結F       7.5 ± 0.1   6.9 ± 0.3   7.3 ± 0.1   
                                  

金時豆 室温A       9.8 ± 0.3   10.1 ± 0.7   11.5 ± 0.3   

  室温B       10.6 ± 0.2   10.9 ± 0.2   10.8 ± 0.4   

  低温C       10.5 ± 0.2   9.4 ± 0.4   10.3 ± 0.6   

  低温D 9.5 ± 0.4 9.9 ± 0.2   9.9 ± 0.3   10.5 ± 0.4   

  凍結E       9.3 ± 0.3   10.6 ± 0.1   10.4 ± 0.4   

  凍結F       10.9 ± 0.4   9.8 ± 0.3   10.1 ± 0.5   

表 4. 各貯蔵条件で 0ヶ月～ 15 ヶ月貯蔵した小豆および金時豆のフィチン酸量 
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Abstract

Poorer cooking characteristics, protein denaturation, 

and suppression of pectin solubilization have been reported 

in adzuki beans and red kidney beans stored at 58.1% ± 

1.6% relative humidity (RH) or 35.5 ± 17.1% RH and 

temperatures of 24.9 ± 0.1°C for 15 months (Wu et al. 2014). 

In this study, we determined the levels of lipids and phytic 

acids in stored beans and analyzed their correlation with a 

reduction in cooking characteristics. Adzuki beans stored at 

room temperatures A and B contained the lipid peroxidation 

product malondialdehyde (MDA), at 81.9 nmol/g seed and 

71.7 nmol/g seed, respectively; in kidney beans stored at 

these temperatures, MDA levels were 115.9 nmol/g seed 

and 111.4 nmol/g seed, respectively. MDA values were 

significantly higher in beans stored at room temperature than 

in beans stored at low temperature C (84.8% ± 4.4% RH, 

7.1°C ± 3.4°C), low temperature D (55.1% ± 4.9% RH, 7.1°C 

± 3.4°C), frozen temperature E (-18.9 ± 1.6°C, 41.3% ± 

5.9% RH), or frozen temperature F (-18.9 ± 1.6°C, 51.5% ± 

6.9% RH). A high positive correlation was observed between 

hardness and MDA levels of cooked adzuki beans stored for 

15 months (room temperature A: r = 0.69, room temperature 

B: r = 0.84); a similar correlation was observed in cooked 

kidney beans stored for 15 months (room temperature A: r = 

0.89, room temperature B: r = 0.89). Lower correlations were 

found between storage conditions and protein denaturation, 

suppression of pectin solubilization, and reduction in cooking 

characteristics of adzuki and kidney beans. Furthermore, 

almost no changes in phytic acid levels were observed in 

beans stored under any conditions. Thus, the reduction in the 

cooking characteristics of adzuki and kidney beans stored 

at room temperatures A and B is probably caused by lipid 

peroxidation.

Keywords: beans storage，hardness，phytic acid，

MDA，frozen soil




