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１．はじめに

　近年，メタボリックシンドロームや糖尿病など様々な生活習慣病が問題視されている。
これらの疾病には生体内で発生した活性酸素やフリーラジカルの関与が示唆されてお
り1），これらの生活習慣病を予防するには，抗酸化能を持つ食品，あるいは食品由来の抗
酸化性物質の摂取が有効であると考えられている。
　平成26年国民健康・栄養調査では，我が国における肥満者（BMI 25）の割合は男性
28.7％，女性21.3％であるとされているi）。肥満治療は，食事の制御や適切な運動を生活
の中に取り入れることが重要であるが，近年では抗肥満薬の有用性も注目されている。日
本では，マジンドールが抗肥満薬として承認されているが，薬理作用がアンフェタミンと
類似していることから依存性に注意が必要とされ，重度の高血圧や脳血管障害などでは使
用禁忌である。さらに，糖尿病でも慎重投与となっていることからメタボリックシンド
ロームを伴う肥満患者には使用しづらいことが現状である2）。ところで，食事から得た脂
肪は，膵リパーゼによって脂肪酸とモノグリセリドに分解された後に，腸管から吸収され
る。従って，膵リパーゼの脂肪分解および脂肪酸やモノグリセリドの吸収の過程を阻害す
ることによって，脂肪の吸収を低下させたり，遅らせることが可能になる3）。
　メラニンは生体内に見られる褐色または黒色の色素であり，皮膚の色，毛髪の色を決定
する色素である。メラニンが生成される過程として，血中から供給されたチロシンは，チ
ロシナーゼによってドーパに，さらにドーパキノンへと代謝される。このドーパキノンは
反応性が高く，自動的に酸化・重合を起こして，ドーパクロム，インドールキノンへと変
化し，最終的には黒褐色のメラニンを合成する4）。直接日光に長時間暴露されると，メラ
ニン生成機能が持続し，シミやソバカスなどの色素沈着や，皮膚の老化が進行する5）。つ
まり，チロシナーゼを阻害すれば，メラニン生成を抑制することができ，皮膚の老化を防
ぐことができるといえる。
　本研究で使用した，大豆から豆腐を製造する際に副産物として発生するオカラは，多く
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の機能性成分を含むことが知られている。例えば，このオカラに含まれる食物繊維は，食
物の胃内滞留時間を延長させ，食後の急激な血糖値の変動を緩和するとともにインスリン
分泌を抑制する6）。また，オカラ中には大豆イソフラボン類がかなり残存しており
（20mg/100g）7），この食品成分は，疫学研究において乳がんをはじめとするがんの予防に有
効であると報告されている8）。しかし，オカラは6.1％のタンパク質や0.6％の糖質を含み，
水分含量も多い（75.5％）ため9），腐敗しやすい。このため，食品として利用されているの
はオカラ生産量の１～２％に過ぎず，多くは産業廃棄物として処理されているのが現状で
ある。一方，大豆をはじめとする多くの食材は，発酵というプロセスを経てより高い機能
性が得られる場合が多い。その例として納豆，味噌，醤油などの大豆発酵食品がある10）。
　本研究では未利用資源でもあるオカラの有効利用を目的とし，このオカラを麹菌で発酵
させてオカラ麹を調製した。このオカラ麹の様々な機能性を検討するため，生活習慣病の
予防に関与する抗酸化活性，脂肪の吸収を抑制することができる膵リパーゼ阻害作用およ
び皮膚の老化防止に有用なチロシナーゼ阻害作用を測定した。

２．実験方法

2.1. 実験試料および試薬

　オカラは，Ｍ社（名古屋市千種区）より入手した。オカラ麹の調製には，濃口しょうゆ，
豆味噌，米味噌，麦味噌，甘酒，清酒に使用される７種類の麹菌（ビオック㈱）を使用し
た。菌株の種類は，Aspergillus oryzae KBN606，KBN919，KBN930，KBN943，KBN950，
KBN969および KBN1010である。試薬類は，入手可能な限り特級グレードを使用した。

2.2. 発酵日数の異なる各種オカラ麹の調製

　オカラ200gに６％乳酸（食品添加物用）溶液を20mL加え，pH4.5に調整した。その後，
電子レンジで水分を蒸発させ（500W，10分間），水分含量を50％とした。放冷後，この
調製オカラに，Tween80を用いて分散させた７種類の各種 A. oryzae胞子懸濁液をオカラ
1gあたりの菌数が106個となるよう接種した。これらを滅菌済みシャーレに10gずつ分配
し，温度30℃，湿度50％の条件の恒温培養機で発酵を行った。発酵０，1，２，3，４日目に，
発酵日数の異なる各種オカラ麹を経日的に取りだし，生育状態を観察した後，－30℃で凍
結させた。その後，各発酵日数の麹は凍結乾燥した後，コーヒーミル（Mini Blender，大
阪ケミカル㈱）で粉末化し，凍結乾燥粉末（Freeze Dried Powder:FDP）を得た。

2.3. 発酵日数の異なる各種オカラ麹の75％エタノール抽出液の調製

　発酵日数の異なる各種オカラ麹の FDP1.0gを精秤し，ここに75％エタノールを7.0mL
ずつ加え，室温で16時間振とう抽出した。その後，遠心分離（3500rpm，20分間）を行
い，それぞれの上清を回収し，これを各種オカラ麹の75％エタノール抽出液とした。

2.4.  DPPH 法による抗酸化活性の測定

　各種オカラ麹の抗酸化活性は，DPPH法により測定した11）。2.3.で調製した各種オカラ
麹の75％エタノール抽出液は，75％エタノールで適宜希釈した後，その80μLずつを96穴
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マイクロプレートに分注した。ここに100mM トリス－塩酸緩衝液（pH7.4）を40μL，さ
らに500μM DPPH溶液を80μL加えた後，十分に混合した。室温，暗所で20分間静置した
後，540nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダー（benchmark，BIO-RAD）を用い
て測定した。また，各試料溶液の抗酸化活性測定時には，同時に抗酸化能の指標となるト
ロロックス（6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid）標準溶液を用いて同様
の操作を行った。各試料の FDP1.0gの抗酸化活性は，トロロックス相当量（μmol TE/g of 
FDP）として算出した。

2.5. 膵リパーゼ阻害作用の測定

　各種オカラ麹の膵リパーゼ阻害作用は，リパーゼキット S（DSファーマバイオメディ
カル㈱）を用いて測定した。
　エステラーゼ阻害液（3.48mg/mlフェニルメチルスルホニルフルオリド）を２μLずつ
96穴マイクロプレートに分注し，ここに0.1mg/mlの5,5‒ジオビス（2‒ニトロ安息香酸）
を含む発色液を100μLずつ加えた。ここに膵リパーゼ酵素溶液を５μL，さらに2.3.で調製
し適宜希釈した各種オカラ麹の75％エタノール抽出液を５μLずつ加え，予備加温を行っ
た（37℃，５分間）。その後，基質溶液（１mL中に三酪酸ジメルカプロールを6.69mgおよ
びドデシル硫酸ナトリウムを5.73mg含む）を10μL加え，37℃で60分間，加温を行った。
ここに反応停止液を200μL加え，酵素反応を停止させた後，415nmにおける吸光度をマ
イクロプレートリーダー（benchmark，BIO-RAD）を用いて測定した。

2.6. チロシナーゼ阻害作用の測定

　各種オカラ麹のチロシナーゼ阻害作用の測定は，Masonらの方法12）を参考に行った。ま
た，実験に使用したチロシナーゼ酵素液は，㈱ SIGUMAのマッシュルーム由来のチロシ
ナーゼ粉末（T3824，25000units）を330units/mLに調製したものを用いた。
　2.3.で調製し適宜希釈した各種オカラ麹の75％エタノール抽出液50μLに1/15Mリン酸
緩衝液（pH6.8）を45μLおよびチロシナーゼを5μL加え，予備加温を行った（37℃，５分
間）。その後，0.18％ DOPA（3,4-dihydroxyphenylalanin）溶液を50μL加え，37℃で５分間，
加温を行った。これらの490nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダー（benchmark，
BIO-RAD）を用いて測定した。

2.7. 統計処理

　各種オカラ麹の抗酸化活性，膵リパーゼ阻害率およびチロシナーゼ阻害率は，平均値
±標準偏差で示した。統計解析には，IBM SPSS Statistics Ver. 20を使用した。平均値の有
意差検定は，分散分析（ANOVA）により有意差（p＜0.01）が認められたものについて，
Tukeyの多重比較法を用いて行った。

３．実験結果および考察

3.1. 各種オカラ麹の生育状況

　各種オカラ麹の調製は，原料オカラを麹菌の生育に適した水分含量50％および pH4.5に
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図１　各種麹菌を用いたオカラ4日目麹の抗酸化能

それぞれのグラフの値は，平均値±標準偏差（n=3）を示す。異なるアル
ファベットは有意差（p＜0.01，Tukey検定）があることを示す。
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図２　KBN930を用いたオカラ麹の発酵に伴う抗酸化能の変動

それぞれのグラフの値は，平均値±標準偏差（n=3）を示す。異なるアル
ファベットは有意差（p＜0.01，Tukey検定）があることを示す。
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調整した後に行った。７種類の麹菌を接種した後，30℃で発酵を行ったところ，各種オカ
ラ麹は24時間後には栄養菌糸が伸長し，オカラの表面は菌糸体で覆われた。発酵２日目
には，胞子形成が認められた。

3.2. 各種オカラ麹の発酵に伴う抗酸化能の変動

　各種麹菌を用いたオカラ４日目麹の75％エタノール抽出液の DPPH法における抗酸化
活性を図１に示した。各種４日目麹の抗酸化活性は，５μmol TE/g of FDP以上を示し，中
でも A. oryzae KBN606，KBN930および KBN943において，約10μmol TE/g of FDP以上の
高い活性が認められた。そこで，特に強い抗酸化活性を示した KBN930における，発酵日
数に伴う活性の変化を調べた（図２）。その結果，KBN930麹の抗酸化活性は，発酵日数
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図３　各種麹菌を用いたオカラ4日目麹の膵リパーゼ阻害作用

それぞれのグラフの値は，平均値±標準偏差（n=3）を示す。異なるアルファ
ベットは有意差（p＜0.05，Tukey検定）があることを示す。
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の経過とともに上昇したが，特にオカラ麹の胞子形成が認められた発酵２日目の麹におい
て抗酸化能は著しく上昇した。その後も，抗酸化活性は発酵４日目まで緩やかに上昇し
た。この４日目の麹の抗酸化活性は，原料オカラ（０日目）より有意に（p＜0.01）に高
く，その抗酸化能は約10倍になった。
　KBN930は味噌用の麹菌であることから，他の菌に比べ，プロテアーゼ活性が高いと考
えられる。村本らは，発酵に伴う抗酸化活性の増強には大豆たんぱく質の酵素分解物であ
るペプチドやアミノ酸13）が関与していると報告しているが，この KBN930の麹においても
ペプチドやアミノ酸が抗酸化活性に関与していると推察される。また，Aspergillus属は
β‒グルコシダーゼを産生することが知られている14）。オカラ中に残存しているダイジンお
よびゲニスチンなどの配糖体は，発酵に伴い，β‒グルコシダーゼによってより強い抗酸化
活性を有するダイゼインおよびゲニステインなどのアグリコンに変換される15）。さらに，
これらのアグリコンは，発酵に伴い顕著に強い抗酸化性を示すオルトヒドロキシイソフラ
ボン（8-OHD（8-Hydroxydaizein）や8-OHG（8-Hydroxygenistein））に変換されることも報
告されている16）。KBN930を用いた麹の高い抗酸化性には，これらのイソフラボン類が寄
与していることが考察される。

3.3. 各種オカラ麹の発酵に伴う膵リパーゼ阻害作用の変動

　各種麹菌を用いたオカラ４日目麹の75％エタノール抽出液の膵リパーゼ阻害作用を図
３に示した。各種４日目麹の膵リパーゼ阻害作用は，A. oryzae KBN950を用いたオカラ麹
が，他の麹に比べ，有意に（p＜0.01）高い阻害作用が認められ，その活性は約70％を示
した。KBN950麹の経日的な阻害作用の変化を調べた結果（図４），発酵日数の経過とと
もに阻害率の上昇が認められ，特に胞子形成が認められた２日目の麹において著しく上昇
した。
　大豆発酵物はリパーゼ阻害作用を示すことが報告されている17）。また，イソフラボン類
やケルセチンをはじめとする各種フラボノイドにおいてもリパーゼ阻害作用が認められて
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図４　KBN950を用いたオカラ麹の発酵に伴う膵リパーゼ阻害作用の変動

それぞれのグラフの値は，平均値±標準偏差（n=3）を示す。異なるアルファ
ベットは有意差（p＜0.05，Tukey検定）があることを示す。
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いる18）。発酵に伴うリパーゼ阻害作用の上昇には，オカラ麹の発酵によって新たに生成し
たフラボノイド類の関与が考えられる。

3.3. 各種オカラ麹の発酵に伴うチロシナーゼ阻害作用の変動

　各種麹菌を用いたオカラ４日目麹の75％エタノール抽出液のチロシナーゼ阻害作用を
図５に示した。各種４日目麹のチロシナーゼ阻害作用は，A. oryzae KBN943を用いた麹以
外において阻害作用が認められた。阻害作用が認められた麹のうち，強い傾向を示した A. 
oryzae KBN930麹の発酵日数に伴う阻害作用の変化を調べたところ，発酵日数の経過とと
もに阻害作用は，発酵３日目に最大まで上昇が認められた（図６）。この３日目麹の阻害
活性は約50％を示した。
　大豆中のイソフラボン配糖体は麹菌の発酵に伴い，イソフラボンアグリコンや，顕著に
強い抗酸化性を示すオルトヒドロキシイソフラボンに変換されることが報告されてい
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図６　KBN930を用いたオカラ麹の発酵に伴うチロシナーゼ阻害作用の変動
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トは有意差（p＜0.05，Tukey検定）があることを示す。
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る16）。これらのイソフラボン類は，チロシナーゼなどの酸化酵素を強く阻害することが見
出されており19），オカラ麹の発酵に伴うチロシナーゼ阻害作用の変動に関与していること
が推測される。

４．ま と め

　本研究ではオカラの有効利用を目的とし，このオカラを麹菌で発酵させてオカラ麹を調
製した。このオカラ麹の様々な機能性を調べるため，抗酸化活性，膵リパーゼ阻害作用お
よびチロシナーゼ阻害作用を検討した。
　その結果，各種オカラ麹の抗酸化活性は，A. oryzae KBN930において高かった。この麹
の抗酸化活性は，発酵日数の経過とともに上昇し，４日目麹は原料オカラ（０日目）より
有意に（p＜0.01）に高い抗酸化能を示した。この抗酸化活性の増強には，大豆たんぱく
質の酵素分解物であるペプチドやアミノ酸，イソフラボンアグリコンおよびオルトヒドロ
キシイソフラボンが関与していることが推察される。
　各種オカラ４日目麹の膵リパーゼ阻害作用を測定したところ，A. oryzae KBN950を用い
た麹が，他の麹に比べ，有意に（p＜0.01）高い阻害作用が認められた。KBN950麹は発酵
日数の経過とともに阻害率の上昇が認められ，特に胞子形成が認められた２日目の麹にお
いて著しく上昇した。各種オカラ４日目麹のチロシナーゼ阻害作用は，A. oryzae KBN943
を用いた麹以外において阻害作用が認められた。阻害作用が認められた麹のうち，A. 
oryzae KBN930の発酵日数に伴う阻害作用の変化を調べたところ，阻害作用は発酵日数の
経過とともに上昇が認められた。膵リパーゼ阻害作用およびチロシナーゼ阻害作用の上昇
には，麹菌の発酵に伴い生成した，イソフラボン類をはじめとする各種フラボノイドの関
与が考えられる。
　今後はこれらの機能性に関与する成分を分離，生成し，化学構造を明らかにする必要が
ある。
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