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豆類の加工工程で排出される大量の浸漬水や煮汁は、豆類由来のタンパク質、糖類、有機酸などの有用

成分を含むにもかかわらず、大部分が廃液として処理されている。そこで本研究では、タンパク質高吸着

性リン酸カルシウム（CAP）を用いて、小豆煮汁からタンパク質を効率的に吸着回収する技術の開発を目

指した。CAP の選択や吸着条件の最適化を図った結果、小豆煮汁からタンパク質を 80%以上吸着回収する

ことができた。回収したタンパク質やそのプロテアーゼ処理液には、アンジオテンシン変換酵素阻害活性

とトリプシン阻害活性が認められた。  

 

１．はじめに 

餡、豆腐、味噌、納豆などの豆類加工食品の製造現場

では、豆類を浸漬・煮熟する工程で大量の浸漬水や煮汁

が発生し、大部分が廃液として処理されている。これら

の豆類加工廃液は多量の有機物を含むため、活性汚泥法

などの排水処理を行う必要がある。しかし、昨今の環境

基準の規制強化に伴う排水処理のコスト増は、食品製造

企業の大きな負担となっている。一方、豆類加工廃液に

は、豆類に含まれる水溶性のタンパク質、糖類や有機酸

などの有用成分が多量に含まれており、機能性食品素材

や調味食品素材としての活用が期待できる。これらの有

用成分の回収・活用技術の開発は、環境汚染防止はもと

より、食糧資源の有効活用の点からも極めて重要である。 

 小豆煮汁に含まれる機能性成分として最も注目されて

いるのはポリフェノールであり、小豆煮汁中のポリフェ

ノールの回収法や回収したポリフェノールの生理機能に

関する多くの研究や特許がある 1)～3)。一方で、小豆は大

豆に次いでタンパク質含有量が多く（約 20%）、煮汁に

もタンパク質が溶出している。しかし、小豆タンパク質

の機能性に関する研究は大豆に比べてほとんど行われて

いない。 

 そこで本研究では、リン酸カルシウム（CAP）を用い

て、小豆煮汁中に含まれるタンパク質を効率的に吸着回

収する技術を開発するとともに、回収したタンパク質の

機能性（抗酸化活性、血圧上昇抑制活性及びトリプシン

阻害活性）の有無を分析した。 

 

２．実験方法 

2.1 小豆煮汁の調製 

 図 1 の製餡工程に従って 2 種類の小豆煮汁（渋切り水、

煮上げ水）を調製した。調製した小豆煮汁は、小豆 100g

あたり、渋切り水は約 700ml 、煮上げ水は約 430ml で

あった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 リン酸カルシウム（CAP）の調製 

タンパク質吸着材として、カルシウム塩（Ca 塩）、

リン酸塩（P 塩）、炭酸塩（C 塩）を様々な混合比で配合

し、調製した合計 11 種類の CAP を用いた。表１に CAP

の比表面積、リゾチーム（LYZ）及び牛血清アルブミン

（BSA）の吸着量を示した。 

2.3 CAP への小豆煮汁タンパク質の吸着試験 

CAPへ小豆煮汁タンパク質を各種条件（CAPの種類、

量、温度、時間）下で吸着させた。すなわち、1ml の小 

図 1 製餡工程 
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豆煮汁に 1〜30%（w/v）の CAP を加え、温度 4〜80ºC、

吸着時間 15 分〜16 時間において、吸着試験を行った。

遠心分離により CAP 沈殿物と上清（非吸着画分）に分

離した。 

2.4 CAP からの小豆煮汁タンパク質の回収 

CAP 沈殿物に蒸留水を 1ml 加えて、懸濁させ、遠心

分離後、上清を除去した。この洗浄操作を 3 回繰り返し

た。次に、タンパク質溶出のため、各種溶離液を 1ml 加

えて、懸濁させた。遠心分離後、上清を採取した。この

溶出操作を 4 回繰り返し、上清を集めた後、分画分子量

3500 の透析膜を用いて蒸留水にて 1 晩透析した。透析

内液を凍結乾燥後、 1ml の 0.1M Tris-HCl 緩衝液

（pH8.0）に溶解し、回収液とした。 

2.5 分析法 

非吸着画分と回収液中のタンパク質の定量には、

Bradford法を用いて行った。タンパク質の解析はSDSポ

リアクリルアミドゲル電気泳動法（SDS-PAGE）を用い

て行った。泳動後、CBB染色により、タンパク質を検出

した。 

2.6 回収タンパク質の機能性分析 

回収液に各種プロテアーゼを加え、各種プロテアーゼ

の最適温度で 4 時間インキュベートし、プロテアーゼ処

理液を得た。プロテアーゼとして、プロテアーゼ N、S、

パパイン（以上、天野エンザイム（株）製）、ズブチリシ

ン、トリプシン（以上、Sigma 製）を用いた。回収液及

びプロテアーゼ処理液を分析試料とした。 

抗 酸 化 活 性 は 、 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl  

（DPPH)の退色を測定し、Trolox 相当量として算出した

4)。血圧上昇抑制活性は、アンジオテンシン変換酵素

（ACE）阻害活性を測定し、指標とした 5)。トリプシン

阻 害 活 性 は 、 ト リ プ シ ン に よ る

Nα-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide（Sigma 製）

の加水分解活性を 405nm における吸光度の増加により

測定し、試料添加による反応阻害率を算出した 6)。 

３．実験結果及び考察 

3.1 小豆煮汁中のタンパク質の解析 

SDS-PAGE 解析の結果（図２）、「渋切り水」では分子

量約 20kDa 未満のタンパク質のマイナーバンドが数本

検出された。「煮上げ水」では分子量約 60kDa、45kDa、

38kDa、32kDa のメジャーバンド及び分子量 31kDa 未

満の多数のマイナーバンドが検出された。したがって、

製餡工程における 1 回目の煮熟時には小豆タンパク質は

煮汁中にほとんど溶出せず、2 回目の煮熟時に多くの小

豆タンパク質が煮汁中に溶出することが明らかになった。 

以降の実験では、小豆煮汁として煮上げ水を用いて試

験を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 CAP への小豆煮汁タンパク質の吸着試験 

調製した 11 種類の CAP を用いて、小豆煮汁タンパク

質の吸着試験を行った。 

CAP 量 10%（w/v）、温度 6ºC、吸着時間 16 時間の

条件で小豆煮汁タンパク質を吸着させ、遠心分離によっ

て得られた上清及び吸着前の小豆煮汁中のタンパク質量

を定量することにより、吸着率を算出した （図３）。 

その結果、CAP11 が約 75%と最も高い吸着率を示し、

次いでCAP6及びCAP1が約 60%と高い吸着率を示した。

小豆煮汁タンパク質の吸着率の高い CAP は BSA 吸着量

（表１）が高い傾向が見られた。BSA は酸性タンパク質

であり、CAP のカルシウムサイトに静電気的に吸着する

と考えられている。したがって、小豆煮汁タンパク質の

多くは酸性タンパク質であると推察された。 

以降の実験では CAP として、CAP11 を使用すること

とした。 

図２ 小豆煮汁の SDS-PAGE 

表１ CAP の比表面積及びタンパク質吸着特性 
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3.3 小豆煮汁タンパク質吸着に関する温度・時間の影響 

CAP への小豆煮汁の吸着温度について検討したとこ

ろ、CAP へのタンパク質吸着率は 6ºC～80ºC の範囲で

ほとんど差が見られなかった。また、吸着時間は約 30

分でほぼ吸着平衡になった。 

3.4 小豆煮汁タンパク質の溶出・回収に関する溶離液の

選択 

CAP に吸着したタンパク質を溶出・回収するための溶

離液の組成について検討した。吸着試験は、CAP 量 10%

（w/v）、温度 40ºC、吸着時間 16 時間の条件で行った。

溶離液として 0.5M リン酸カリウム緩衝液（pH7.0）や

1M NaCl、及びこれらの組合せで、CAP 沈殿物からの

タンパク質の溶出を試みたところ、0.5M リン酸カリウ

ム緩衝液（pH7.0）が最も良好であり、回収率は約 85%

であった。そこで以降の実験では 0.5M リン酸カリウム

緩衝液（pH7.0）を溶離液として用いることとした。 

3.5 小豆煮汁タンパク質の吸着・回収に及ぼす CAP 量の

影響 

小豆煮汁タンパク質の吸着及び回収に適した CAP 量

を検討した。小豆煮汁を各量の CAP と 40ºC、1 時間接

触させた後の非吸着画分の SDS-PAGE を図４に、小豆

煮汁と接触後の CAPからの回収液の SDS-PAGEを図５

に示す。非吸着画分のタンパク質は、CAP 量とともに減

少した。一方、回収タンパク質は CAP 量とともに増加

し、CAP 量 10%以上で回収率は約 80%に達した。CAP

量の増加に伴い、タンパク質吸着率も増加するが、作業

性を考慮すると、タンパク質を約 80%回収できる CAP

量 10%が妥当であると考えられた。 

3.6 回収した小豆煮汁タンパク質の機能性分析 

 DPPH ラジカル消去能を測定した結果、回収液には若

干の抗酸化活性が認められた。プロテアーゼ N やズブチ

リシンで処理した回収液では抗酸化活性が低下しなかっ

たが、プロテアーゼ S、トリプシン、パパインで処理し 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

た回収液では抗酸化活性が大きく低下した。この結果か

ら、回収液中の抗酸化活性物質はタンパク質性の物質で

あると推察された。 

 ACE 阻害活性の測定結果を図６に示す。回収液の阻害

活性は約 20%であったが、プロテアーゼ S 及びズブチリ

シンを反応させると活性が約 2 倍に増大した。大豆タン

パク質をプロテアーゼ処理すると ACE 阻害ペプチドが

生成することが報告されている 7)が、小豆煮汁において

も同様に阻害ペプチドが切り出されることが示唆された。 

 トリプシン阻害活性の結果を図７に示す。回収液の阻

害活性は約 95%であり、トリプシン、プロテアーゼ S、

パパインを反応させても活性はほぼ維持された。トリプ

シン阻害物は小豆や大豆など豆類に存在していることは

古くから知られており、以前は消化不良を引き起こすと

して敬遠されていたが、最近では急性膵炎やインシュリ

ン依存型糖尿病の治療薬としての可能性が期待されてき

ている 8)。本研究においても、小豆煮汁にトリプシン阻

害物質が存在することを確認したが、このトリプシン阻

図５ タンパク質回収液の SDS-PAGE 

図４ CAP 接触後の非吸着画分の SDS-PAGE 
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CAP 量 

図３ 調製した CAP への小豆煮汁タンパク質の吸着率 
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害物質が CAP によって回収できることもわかった。ま

た、このトリプシン阻害物質は、トリプシンのみならず、

プロテアーゼ S やパパインに対しても抵抗性があった。 

 今後は、本研究で認められた小豆煮汁中の ACE 阻害

ペプチドやトリプシン阻害物質の同定を行う予定である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．結び 

(1)小豆煮汁には分子量の異なる多くのタンパク質が含

まれていた。 

(2)調製方法や Ca、P 等の配合比を変えて調製した CAP

は、煮汁中のタンパク質に対する吸着特性が異なった。 

(3)CAP への煮汁タンパク質の吸着条件及び CAP から

のタンパク質回収条件を最適化した結果、小豆煮汁中

のタンパク質を約 80%回収することができた。 

(4)CAP からの回収物に、 ACE 阻害活性やトリプシン

阻害活性のあることが示唆された。 
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図６ 回収液及びプロテアーゼ処理液の 

ACE 阻害活性 

 

図７ 回収液及びプロテアーゼ処理液の 

トリプシン阻害活性 
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