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第第第第 1 章章章章    緒論緒論緒論緒論  

1-1   しょうゆの世界市場しょうゆの世界市場しょうゆの世界市場しょうゆの世界市場 

しょうゆは世界中で消費されている醗酵調味料である．近年，日本国内の出荷量は減少

気味ではあるが 2011 年で 825,000kL が出荷されている．一方，国内の出荷量に比べると少

量ではあるが，日本からの輸出量と世界各国での生産量は年々増加傾向にあり，それぞれ

2011 年で約 17,000kL と 198,000kL にまで及んでいる．しょうゆが世界中で消費されるように

なった主な理由は先進国を中心とする世界各国での日本食ブームとその定着にあると考え

られる．表 1-1 に日本から海外への輸出数量とその金額を示す(しょうゆ情報センター，2011

年)．輸出数量はアメリカで約 2,600 kL，香港で約 1,900 kL，大韓民国で約 1,600 kL，英国と

オーストラリアはそれぞれ約 1,300 kL，中華人民共和国は約 900 kL，オランダは約 800 kLと

なっている．輸出数量に対する金額はアメリカで約 5 億円，香港とオーストラリアでは約 4 億

円，大韓民国と英国では約 3 億円，中華人民共和国とオランダでは約 2 億円となっている． 

このように，しょうゆは北米，アジア，ヨーロッパ等，世界各地において大量に消費されて

おり，大きな市場を確立している．世界最大のしょうゆ会社である本国のキッコーマン株式会

社は，現在アメリカに 2 工場，シンガポール，台湾，オランダ，中国にそれぞれ 1 工場を有し

ており，営業利益では海外のほうが多い(2013 年 3 月期)．従って，しょうゆは世界中で嗜好

されている醗酵調味料であり，我が国にとって食品産業上重要なアイテムであるといえる． 
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表表表表 1-1．．．．        日本から海外への輸出数量と金額日本から海外への輸出数量と金額日本から海外への輸出数量と金額日本から海外への輸出数量と金額(2011 年年年年)．．．． 

国名 数量 / kL 金額 / 百万円 

アメリカ合衆国 2,559 516 

香港 1,918 417 

大韓民国 1,585 339 

英国 1,321 294 

オーストラリア 1,272 374 

中華人民共和国 891 161 

オランダ 844 234 

フランス 793 196 

ドイツ 635 173 

シンガポール 503 75 

タイ 395 53 

フィリピン 359 53 

デンマーク 304 60 

インドネシア 247 39 

ニュージーランド 237 67 

イスラエル 229 48 

オーストリア 215 30 

マレーシア 210 34 

ウクライナ 206 24 

ポルトガル 196 31 

スウェーデン 188 40 

ロシア 176 41 

スペイン 167 50 

台湾 158 37 

イタリア 157 53 

その他 833 212 

合計 16,597 3,651 

 
(しょうゆ情報センター， 2011) 

 

1-2   しょうゆの醸造と呈味しょうゆの醸造と呈味しょうゆの醸造と呈味しょうゆの醸造と呈味 

しょうゆは世界中に様々な種類が存在しており，原料や製造方法によって味が異なる．例

えば，日本の典型的なしょうゆでるこいくちしょうゆは，蒸した大豆と炒って割砕した小麦をほ
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ぼ等量混合したものに食塩水を混合したものを原料とする．そして乳酸菌と酵母の醗酵後に

圧搾され，火入されて製品となる(Sugiyama et al., 1984)．一方，中国の伝統的なしょうゆは，

比較的少量の生の小麦を使用し，菌株や醸造期間もこいくちしょうゆとは異なる(Chou et al., 

1998)．このように，しょうゆは原料，製造工程などの違いによって多くの種類があり，それぞ

れ呈味性が異なる．醸造プロセスの結果生み出される成分としてアミノ酸，糖，有機酸，ペプ

チドなど実に多種多様な成分があるが，これら成分の種類や量が複雑に関与することでしょ

うゆの呈味が生まれ，製品間の呈味強度や質の違いに関わると考えられている(Fukushima 

et al., 1981)．  

 

1-3   しょうゆのしょうゆのしょうゆのしょうゆの成分と呈味成分と呈味成分と呈味成分と呈味 

しょうゆには基本五味である甘味，旨味，酸味，塩味，苦味がバランスよく含まれていると

言われており，それぞれの味に関与すると考えられる主要成分が特定されている．例えば，

旨味はたんぱく質の酵素分解によって生じる L-グルタミン酸のナトリウム塩であるグルタミン

酸ナトリウム(monosodium glutamate: MSG)，甘味はでん粉の酵素分解によって生じるグル

コース，酸味は乳酸醗酵によって生じる乳酸や各種微生物の代謝に基づいて生じる酢酸，

塩味は原料由来の食塩，苦味はたんぱく質の酵素分解によって生じる苦味ペプチドがそれ

ぞれ呈味の主要成分であると考えられている(中台忠信中台忠信中台忠信中台忠信，2005)．このようにしょうゆの呈味に

おいて重要な成分は，しょうゆの品質の指標として定められている．例えばこいくちしょうゆ

の一般社団法人日本農林規格(Japanese Agricultural Standard: JAS)の項目の 1 つとして，

アミノ酸の含有量を反映する全窒素分が使用されている．表 1-2 にこいくちしょうゆの JAS 規

格として全窒素分，色度，無塩可溶性固形分について各規格値の範囲を示した．しかし，

同じ規格のしょうゆが全て同じ呈味になるとは限らないため，これらの指標は呈味の評価とし

て完全ではない．平成 25 年度の“第 41 回 全国しょうゆ品評会”ではこいくちしょうゆ 180 点，

うすくちしょうゆ 29 点，たまりしょうゆ 11 点，さいしこみしょうゆ 38 点，しろしょうゆ 5 点の中か

ら農林水産大臣賞を 4 点，食品産業局長賞を 7 点，優秀賞を 30 品選定することで優劣を評
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価している．また，前述のようにしょうゆの旨味の主要成分は MSG であるが(中台忠信中台忠信中台忠信中台忠信，

2005)，水溶液中での MSG の閾値が 0.026 % (w/v)であるのに対して，しょうゆ中での MSG

の閾値は 1.9 % (w/v)である(今村今村今村今村 et al., 2009)．一般的なしょうゆの MSG 濃度は約 1.2 % 

(w/v)であるため，異なるしょうゆ間の旨味の違いを MSG のみで認識するためには，しょうゆ

間の MSG 濃度差が 2 倍以上必要となる．この結果は，呈味の主要成分が必ずしもサンプル

間の呈味の差に寄与しているわけではなく，呈味の主要成分以外の成分がサンプル間の

呈味の差に重要な影響を及ぼす事を示唆するものである．従って，限られた成分のみに着

目していたのでは，製品間の呈味強度の違いに関わる情報を得ることはできない． 

しょうゆの呈味が複雑である理由の 1 つとして呈味成分同士が複雑に相互作用している

ためだと考えられる(Keast et al., 2003)．例えば，単独水溶液では苦味を呈する L-フェニル

アラニン及び L-チロシンが，MSG 水溶液の旨味を増強する効果が報告されている(Lioe et 

al., 2004 and Lioe et al., 2007)．このように，しょうゆ中では呈味成分の相互作用が存在する

ため，しょうゆの成分と呈味の関係の研究にはできるだけ多種多様な成分を用いて解析す

る必要がある．また，ょうゆの成分と呈味間の関係を明らかにすることは，品質評価や品質改

良などに有用であると考えられる．しかし，しょうゆにおいて製品間の味の違いに関連するこ

とが示された成分は限られている． 

 

表表表表 1-2．．．．        こいくちしょうゆのこいくちしょうゆのこいくちしょうゆのこいくちしょうゆの JAS 規格規格規格規格．．．． 

規格 全窒素分 / % 色度 a
 / 番 無塩可溶性固形分 b

 / % 

特級 1.50 以上 18 未満 16 以上 

上級 1.35 以上 〃 14 以上 

標準 1.20 以上 〃 － 

a 色度の番数は「しょうゆの標準色」の番数．番数が小さくなるほど色が濃い． 
b 成分が溶け込んでいる固形分(可溶性固形)から塩分を除いたもの． 

 

1-4   しょうゆの官能評価しょうゆの官能評価しょうゆの官能評価しょうゆの官能評価 

現在，しょうゆの呈味性に関する品質評価は主にヒトによる官能評価によって行われてい
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る．官能評価は嗜好型と分析型の 2 つに大きく分けることができる．嗜好型がパネルの性質

を知るために用いられるのに対して，分析型は試料の性質を知るために用いられる．しょうゆ

の呈味性を評価する方法としては分析型官能評価の一種である定量的記述分析法

(quantitative descriptive analysis：QDA)が使用されている(今村今村今村今村 et al., 2009a and Gao et al., 

2011)．QDA は食品の性質を評価する“特性表現用語”をパネリスト自らが作成し，パネリスト

全員で共有できる各特性の強度を評価する手法である．QDA はクロマトグラフィーなどによ

る成分分析と同様，定性的且つ定量的な評価手法である．1) 測定対象の抽出，2) 測定対

象の選定，3) 強度評価の 3 つの観点から QDA とクロマトグラフィーを比較すると(図 1-1)，

クロマトグラフィーでは 1) サンプルを成分毎に分離してピークを検出し，2) そのピークの化

合物同定を実施した後に，3) そのピーク強度から各成分の含有量を算出する．一方，QDA

では 1) 特性表現用語の候補を生み出すために，特性の洗い出しを行い，2) パネリスト間

で話し合うことで特性表現用語を決定した後に，3) パネリストの感覚器によって各特性表現

用語の強度を決定する．ここで，クロマトグラフィーにおける分析機器と成分の関係が，QDA

ではパネリストと特性表現用語に置き換えることができる．つまり，QDA ではパネリストが装置

の代わりを務めることで食品の官能的性質を客観的かつ定量的に把握することが可能であ

る．そのため，定量値の日間誤差が生じにくく，再現性が良い結果が得られる特徴を有する．

しょうゆから抽出された官能特性表現用語の報告例としては旨味，後味(旨味)，塩味，甘味，

大豆の香ばしい風味，昆布のにおい，ホコリっぽい香り，香ばしい香り，まいたけの香り，漬

け物の醗酵した香り，甘い香り，ムレた感じ，なめらかがある（今村今村今村今村 et al.，2011）． 

QDA の評価環境を整えるためにはパネリストの長期的な育成が必要となり，その環境を

維持するために多大な労力とコストが必要であるという欠点があるが，QDA は食品の品質評

価に有用な官能評価手法であり，しょうゆ以外にもチーズやヨーグルトなど，様々な食品に

応用されている(Ochi et al., 2012, Bruzzone et al., 2013)．しょうゆの成分と呈味の関係を解

析する上で，QDA はしょうゆの呈味強度について最も信頼性の高いデータが取得できると

考えられる． 
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図図図図 1-1．．．．        機器分析と機器分析と機器分析と機器分析と QDA の比較の比較の比較の比較．．．． 

 

1-5   メタボローム解析技術に基づく成分プロファイリングの食品研究への応用メタボローム解析技術に基づく成分プロファイリングの食品研究への応用メタボローム解析技術に基づく成分プロファイリングの食品研究への応用メタボローム解析技術に基づく成分プロファイリングの食品研究への応用 

近年，食品の研究にメタボローム解析に基づいた成分プロファイリングの応用が検討され

ている． メタボローム解析とは生体内の代謝物の網羅的な解析のことである．20 世紀後半

に焦点が当てられたゲノム(遺伝子の総体)解析の次の解析として，mRNA の総体であるトラ

ンスクリプトーム，mRNA が翻訳されて生じるたんぱく質の総体であるプロテオームと共に，

近年目覚ましい発展をしている学問である(福崎，2008)．メタボローム解析の技術はこれま

でに緑茶(Pongsuwan et al., 2007)，チーズ(Ochi et al., 2012)，トマト(Thissen et al., 2011)，

だだちゃ豆(Arikit et al., 2011)等の食品に適用されている．2000 年代に入ってからこれらメ

タボローム解析を用いた食品研究は徐々に増えてきている．図 1-2 には 2013 年 11 月 7 日

現在の SciFinder によるキーワード“food”と“metabolomics”による文献の検索ヒット数を示し

た． 

メタボローム解析では，代謝物の量と生物機能の関係を解析することによって，生物機能

と関わりのある代謝物を推定することが可能である．そこで，メタボローム解析における生体

サンプルの“代謝物”と“生物機能”を，機器分析で得られる食品の“成分”と QDA で得られ

る“呈味”に置き換えることによって，成分と呈味間の関係を解析することができる(Ali et al., 

2011 and Ochi et al., 2012)．メタボロミクスで注目される中心代謝物は全ての生物が共通に

有する糖，アミノ酸，有機酸などであるが，これらは食品の呈味においても重要な成分であ
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る．そのため，メタボロミクスで用いられている分析手法，解析手法はそのまま食品の呈味解

析に適用することが可能であると考えられる．さらに，成分と呈味間の関係を解析する際に，

回帰式の一種である projection to latent structure (PLS)回帰や orthogonal PLS (OPLS)回帰

を使用することによって，呈味と相関の高い成分の特定ができるため，呈味に関連する成分

が特定できる可能性がある．また，成分データから呈味を予測するモデルを構築することで

機器分析を用いて呈味を評価することが可能な技術を開発できる可能性がある．もし，しょう

ゆについて機器分析から呈味を評価することが可能な技術が確立できれば，評価環境を整

えることが困難な QDA に取って代わる技術として期待できる．さらに，このようなメタボロミク

ス技術に基づく成分プロファイリングは，多成分について一度に適用することが可能な解析

手法であるため，様々な成分から成り立つしょうゆの呈味解析の研究において重要な施行

であると考えられる．  

 

図図図図 1-2．．．．        SciFinder によるキーワード“によるキーワード“によるキーワード“によるキーワード“food”と“”と“”と“”と“metabolomics”文献検索結果”文献検索結果”文献検索結果”文献検索結果．．．． 

 

1-6   呈味と成分の相関性の解析呈味と成分の相関性の解析呈味と成分の相関性の解析呈味と成分の相関性の解析 

前述のように，メタボロミクス技術に基づく成分プロファイリングと QDA を組み合わせること

で呈味と成分の相関性を解析することが可能である．具体的には，しょうゆの各製品の呈味

強度のプロファイルと成分量のプロファイルの相関を解析することで，しょうゆの呈味の差に



11 

 

相関の高い成分を特定することができる．例えば，しょうゆの呈味の差と正に高い相関を示

す成分は，呈味強度の強いしょうゆに特徴的に多く存在することを示すため，この成分は何

らかの作用によってしょうゆの呈味を増強している可能性がある．逆に，呈味の差と負に相

関する成分は呈味強度の弱いしょうゆに特徴的に存在することを示すため，この成分は何ら

かの作用によってしょうゆの呈味を抑制している可能性がある．このように，これらしょうゆの

呈味の差と相関の高い成分は，しょうゆ製品間の呈味の差に関与しうる実に重要な呈味成

分候補である．例えその成分が呈味を増強している場合でも，抑制している場合であっても，

しょうゆの呈味の差において重要な成分を特定することができれば，その情報はしょうゆの

品質評価や品質向上において有用である．しかし，これまでに呈味と成分の詳細な相関性

は解析されておらず，しょうゆの呈味の差と相関の高い成分は不明である． 

 

1-7     本研究の目的本研究の目的本研究の目的本研究の目的 

そこで，本研究では，しょうゆの呈味の差と相関の高い成分を特定することを目的として，

QDA とメタボローム解析に基づく成分プロファイリングの技術を組み合わせてしょうゆに適用

した．まず，QDA によるしょうゆの呈味の定量データと，機器分析による親水性低分子化合

物の成分データをそれぞれ取得した．そして，呈味と成分の相関性の解析には多変量解析

の一つであるPLS回帰を使用した．具体的には，各しょうゆについて成分データを説明変数，

QDA データを応答変数とすることで，QDA データの予測モデルを構築し，variable 

importance in the projection(VIP)値を用いて，しょうゆの味の差と相関の高い成分を特定し

た ．第 2 章では まず ，ガ スク ロ マトグラ フ ィー / 質量分析 (gas chromatography/mass 

spectrometry: GC/MS)を用いてこれまでに食品の呈味との関係が多く報告されているアミノ

酸，糖，有機酸等の成分データを取得した．そして，呈味との相関性を解析することによって，

しょうゆの呈味解析における成分プロファイリングの有用性について検討した．第 3 章ではし

ょうゆの呈味との関係が不明なジペプチドについて解析するために，まず，液体クロマトグラ

フィー/タンデム質量分析(LC/MS/MS)を用いてジペプチドの分析系を構築した．そして，し
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ょうゆに適用することでしょうゆ中のジペプチドのデータを取得した．そして，第 2 章と同様の

手法で，ジペプチドデータと QDA データとの相関性を解析し，しょうゆの呈味の差と相関の

高いジペプチドを特定した．図 1-3 に本研究のスキームを示した． 

 

 

図図図図 1-3．．．．        本研究のスキーム．本研究のスキーム．本研究のスキーム．本研究のスキーム． 
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第第第第 2 章章章章    GC/MS に基づくしょうゆの成分データと呈味との相関性解析に基づくしょうゆの成分データと呈味との相関性解析に基づくしょうゆの成分データと呈味との相関性解析に基づくしょうゆの成分データと呈味との相関性解析 

2-1     緒言緒言緒言緒言 

GC/MS は適切なサンプル調製法とカラムを選択することにより，アミノ酸，糖，有機酸など

しょうゆの呈味性に関わると考えられる親水性低分子化合物の一斉分析が可能である

(Pongsuwan et al., 2007, Tianniam et al., 2008 and Ochi et al., 2012)．また，GC からの溶

出時間と，電子イオン化(electron ionization: EI)法による化合物のフラグメント情報が再現性

よく得られ，ライブラリーの情報も充実していることから，分析毎に標準品を用いずとも 100 種

類以上の化合物の高精度な同定が一斉に可能である．近年，自動ピーク同定システムが構

築され，ピーク同定の精度と解析時間も向上した(Tsugawa et al., 2011)．GC/MS で親水性

低分子化合物を分析するには誘導体化試薬による処理が不可欠だが，以上の利点から

GC/MS はしょうゆの呈味性に関わると考えられる成分を一斉に分析するのに有用な手法で

あると思われる． 

そこで，本章では GC/MS に基づいて得られるアミノ酸，糖，有機酸等についてしょうゆの

呈味の差と相関の高い成分を特定するとともに，しょうゆの呈味解析における成分プロファイ

リングの有用性を検討することを目的とした．そのために，QDA によるしょうゆの呈味性の定

量データと GC/MS による親水性低分子化合物の成分データを取得し，その相関性を解析

した．相関性の解析には，多変量解析の一つである PLS を使用し，各しょうゆについて成分

データを説明変数，QDA データを応答変数とすることで，QDA データの予測モデルを構築

した．また，その予測性能を評価して呈味性評価法として使用できる可能性について検討し

た．さらに，予測モデルのデータ構造を解析することで，しょうゆ製品間の味の差に重要と考

えられる成分を特定した． 

 

2-2 実験方法実験方法実験方法実験方法 

2-2-1    試薬とサンプル試薬とサンプル試薬とサンプル試薬とサンプル 

用いた試薬はすべて分析グレードのものを用いた．蒸留水，メタノール，クロロホルム，リ
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ビトール，メトキシアミン塩酸塩，ピリジンは和光純薬工業株式会社より購入した．N-メチル

-N-トリメチルシリルトリフルオロアセトアミドはジーエルサイエンス株式会社より購入した．分

析サンプルは日本，中国，アメリカより購入したしょうゆ，及びアミノ酸液 (HVP: Hydrolyzed 

Vegetable Protein)の合計 24 種類を用いた．中国とアメリカのサンプルはそれぞれの国のメ

ーカーが製造したものを用いた．これらのサンプルはできる限り幅広い性質のしょうゆサンプ

ルとなるように選抜した．HVP はしょうゆに似た調味料であり，しょうゆと同様の用途で使われ

る事があるためサンプルに加えた．  

 

2-2-2    官能評価官能評価官能評価官能評価 

QDA を用いて，各サンプルの定性的・定量的評価を行った．既報に準じて選抜した QDA

専門パネル 13 名によって行った(今村今村今村今村 et al., 2008)．サンプルは 3 桁の乱数を貼り付けたカ

ップに 20 ml を注ぎ，シャーレで蓋をしてパネリストに提示した．提示の順番はパネリスト毎に

ランダム化した．香りはシャーレの蓋をとり評価した．風味，味および食感はサンプル 0.2 ml

を食して感じた特性を評価させた．サンプルから感じる特性をパネリスト一人一人に記述さ

せた後，各人が感じた特性についてパネル全体での話し合いを行った．パネルが共通認識

を持てること，および強度評価ができることを基準に特性表現用語を選定した．定量評価に

はソフトウェアである Compusense five 4.25 J (Guelph)を用いてパソコンのモニター上に表示

させた線尺度（10 cmの長さで，両端から 1 cmのところにアンカーが付いている）を

用いた．各特性表現用語について“感じない”を線尺度の左端，“今まで感じた中で最も強

い”を右端として，パネルは感じた特性の強度が当てはまるポイントを各自が選択し，左端か

らの距離をその特性の強度値として用いた．強度のスケールは左端を 0.0，右端を 10.0 とし

て 101 ポイントのスケールで実施した．本評価では 1 セッションあたり 3 サンプルを評価し，1

サンプルあたり 3 回の繰り返しデータを取った． 

 



15 

 

2-2-3    サンプル調製サンプル調製サンプル調製サンプル調製 

各しょうゆサンプル 20 µl を 1.5 ml マイクロチューブに移し，メタノール/蒸留水/クロロホル

ム (5:2:2，v/v/v) の混合溶液 1 ml と内部標準物質として 0.2 mg/ml の濃度で蒸留水に溶

解させたリビトールを 60 µl 加えてボルテックスで混合し，更に，ソニケーション を 1 分間行

った．続いて遠心分離機 (Eppendorf model 5415 R，エッペンドルフ株式会社) により

13400 x g，4°C の条件で 3 分間遠心分離を行った．その後，上澄み液 900 µl を新しい 1.5 

ml マイクロチューブに移し，400 µl の蒸留水を加えてボルテックスした後に 13,400 x g，4°C

の条件で再び遠心分離を 3 分間行った．次いで，溶液は水層とクロロホルム層に分離した

溶液の上層 900 µl を新しい 1.5 ml マイクロチューブに移した．そして遠心濃縮機 (Taitec 

model VC-96R，タイテック株式会社) により 2 時間遠心濃縮を行った．その後，抽出液を液

体窒素で凍結して，凍結乾燥機 (Taitec model VD-800F，タイテック株式会社)を用いて一

晩凍結乾燥を行うことで溶媒を除去した． 

乾燥後の抽出物に 20 mg/ml の濃度でピリジンに溶解させたメトキシアミン塩酸塩を 100 

µl 加えて 1 分間ソニケーションを行った．そしてサーモミキサー(Eppendorf AG model 5355，

エッペンドルフ株式会社)を用いて 1,250 rpm，30°C の条件を 90 分間保持してメトキシ化を

行った．その後，N-メチル-N-トリメチルシリルトリフルオロアセトアミドを 50 µl 加え，サーモミキ

サーで 1250 rpm，37°C の条件を 30 分間保持し，トリメチルシリル化処理を行った．その後，

不溶物を除去するために，13,400 x g，4°C の条件で 3 分間遠心分離を行い，上澄み液 100 

µl を GC/MS 用バイアル瓶に移した． 

 

2-2-4    GC/MS 条件条件条件条件 

ガスクロマトグラフは 689 CN(Agilent technologies)，オートサンプラーには Agilent 7683B

オートサンプラー(Agilent technologies)を用いた．また，カラムは CP-SIL 8 CB-Low bleed 30 

m x 0.25 mm i.d. フューズドシリカキャピラリーカラム(Agilent technologies)を用いた．質量分

析計には Pegasus III TOF 質量分析計(LECO)を用いた．スプリット比，インジェクション量，イ
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ンジェクション部の温度はそれぞれ 1:35，1 µl，230°C に設定した．カラムオーブンはサンプ

ルのインジェクション後，80°C を 2 分間保持した後に 15°C/min で 320°C まで昇温させ，そ

の後 320°C を 6 分間保持した．カラム中のヘリウムガス流量，ガスクロマトグラフィーと質量

分析をつなぐトランスファーラインの温度，イオン化部の温度はそれぞれ 1 ml/min，250°C，

200°C に設定した．イオン化は 70 eV の電子ビームを用いた電子イオン化（electron 

ionization: EI）法を用い，スキャン範囲は m/z 50-500，加速電圧は 1600 V，スキャンスピード

は 20 s
-1 に設定した．サンプルインジェクションの 250 秒後にデータの取得を開始した． 

 

2-2-5    ピーク同定ピーク同定ピーク同定ピーク同定 

ピ ー ク の 検 出 と ア ラ イ メ ン ト は MetAlign(Wageningen UR ，

http://www.pri.wur.nl/UK/products/MetAlign/)を用いた．ピーク同定はガスクロマトグラフで

の保持時間と，質量分析によって得られた EI マススペクトルを基準として半自動ピーク同定

ソフトである AIoutput により行った(Tsugawa et al., 2012)．また，内部標準物質であるリビトー

ルと，擬似内部標準物質としてアラニン，アスパラギン，カダベリン，グルタミン酸，オルニチ

ン，トリプトファン，チロシンを用いて保持時間の補正を行った．AIoutput によって同定されな

かったピークは NIST ライブラリーのマススペクトルとの比較により化合物の同定を行った．ピ

ーク同定の基準となるシミラリティーの閾値は 80 %とした．NIST ライブラリー検索でも同定で

きなかった化合物については AIoutput を用いて，soft independent modeling of class 

analogy(SIMCA)法に基づいてマススペクトルを解析し，化合物群の分類を行った． 

 

2-2-6  統計処理統計処理統計処理統計処理 

サンプル間の QDA データの有意差を検討するためにしょうゆの種類を因子として一元配

置 分 散 分 析 を 行 っ た ． 主 成 分 分 析 (principal component analysis: PCA) と PLS は

SIMCA-P(Umetrics)を用いて行った．データは各説明変数を説明変数の平均で引き，更に

標準偏差の平方根で除すパレートスケールを用いた．PCA では GC/MS より取得した成分
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データを用いた．PLS では GC/MS より取得した成分データを説明変数，QDA データを応答

変数として使用した．オーバーフィッティングの評価には permutation test を用いた．  

 

2-3 結果と考察結果と考察結果と考察結果と考察 

2-3-1    しょうゆのしょうゆのしょうゆのしょうゆの QDA データデータデータデータ 

定性評価では，パネリスト一人一人にしょうゆサンプルから感じた特性を記述させた後，パ

ネル全体で話し合って特性表現用語を選定した．その結果，味 10 種類，香り 27 種類，風味

15 種類，食感 4 種類の合計 56 種類の特性表現用語が選定された．各サンプルについてこ

れら 56 特性を定量評価した．サンプル間の違いを評価するために，各特性について得られ

た QDA データの一元配置分散分析を行った(p < 0.01)．検定統計量 F 値は以下の計算式

で求められる値であり，群間平均平方 VA と誤差平均平方 VE の比である． 

 

 

同様に SA は群間平方和，SE は誤差平方和，φ A と φ E は自由度をそれぞれ示す．一元配

置分散分析における F 値は，サンプル間における QDA データの差が大きいほど VA が VE

に比べてより大きくなるので F 値も大きくなる．有意差検定を行ったところ，サンプル間の

QDA データの平均に違いがあった特性は 56 特性中，54 特性であり，評価に供したしょうゆ

には多くの特性について有意差が認められた．有意に差がない特性表現用語はしょうゆ間

において品質の違いがないことを意味しているため，以降の解析ではサンプル間で有意差

がある特性のみを用いて実施した．表 2-1 に基本五味の QDA データの一元配置分散分析

の結果を示した．尚，過去に報告された，しょうゆから抽出された官能特性表現用語の例と

しては旨味，後味(旨味)，塩味，甘味，大豆の香ばしい風味，昆布のにおい，ホコリっぽい

香り，香ばしい香り，まいたけの香り，漬け物の醗酵した香り，甘い香り，ムレた感じ，なめら

かがある（今村今村今村今村，2011）． 

 

)φ/)/(φ/(/ EA EAEA SSVVF ==
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表表表表 2-1．．．．        基本五味における基本五味における基本五味における基本五味における QDA データの一元配置分散分析データの一元配置分散分析データの一元配置分散分析データの一元配置分散分析結果結果結果結果．．．． 

呈味 F 値 有意確率(p 値) 

旨味 5.56 0.000 

甘味 18.6 0.000 

塩味 4.59 0.000 

酸味 4.66 0.000 

苦味 14.2 0.000 

 

2-3-2    しょうゆのしょうゆのしょうゆのしょうゆの GC/MS データデータデータデータ 

GC/MS により，全 24 種類のサンプルを 3 回ずつ分析した．図 1 A，B，C，D はそれぞれ

日本産サンプル，中国産サンプル，アメリカ産サンプル，アミノ酸液の抽出物の全イオン電

流クロマトグラム（TICC）を示す．最もも大きいピークはグリセロールであった．また，グリセロ

ール以外にも乳酸，アラニン，グルコース，グルタミン酸，スクロース，ガラクトース，グリシン，

アスパラギン酸，リシン等が検出された． 

全 24 サンプルの GC/MS による成分分析により，合計 289 個のピークが検出された．

AIoutput と NIST ライブラリーを用いてピーク同定を行なった結果を表 2-2 に示した．289 個

のピークのうち 83 種類を同定した．また，残りの未同定ピークのうち 63 個が有機酸，25 個が

アミン，17個が糖，1個を脂肪酸に分類し，残りの100個については分類できなかった．同定

した 83 種類と各化合物群に分類した 106 種類の計 189 種類の成分データを用いてデータ

行列を作成し，多変量解析に供した． 
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図図図図 2-1．．．．        日本産日本産日本産日本産サンプルサンプルサンプルサンプル(A)，中国産，中国産，中国産，中国産サンプルサンプルサンプルサンプル(B)，，，，アメリカ産アメリカ産アメリカ産アメリカ産サンプルサンプルサンプルサンプル(C)，，，，アミノ酸液アミノ酸液アミノ酸液アミノ酸液(D)

の抽出物のの抽出物のの抽出物のの抽出物の GC/MS で取得したで取得したで取得したで取得した TICC：：：：1，乳酸；，乳酸；，乳酸；，乳酸；2，アラニン；，アラニン；，アラニン；，アラニン；3，グリセロール；，グリセロール；，グリセロール；，グリセロール；4，グルコー，グルコー，グルコー，グルコー

ス；ス；ス；ス；5，グルタミン酸；，グルタミン酸；，グルタミン酸；，グルタミン酸；6，スクロース；，スクロース；，スクロース；，スクロース；7，ガラクトース；，ガラクトース；，ガラクトース；，ガラクトース；8，グリシン；，グリシン；，グリシン；，グリシン；9，アスパルギン酸：，アスパルギン酸：，アスパルギン酸：，アスパルギン酸：10，リシ，リシ，リシ，リシ

ンンンン．．．． 
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糖類 1,5-アンヒドロ-D-グルシトール リキソース

34種類 1,6-アンヒドロ-β-D-グルコース マルトース

 2-デヒドロ-D-グルコン酸 マンニトール

アラビノース マンノース

アラビトール メソ-エリトリトール
α-ソルボピラノース N -アセチルグルコサミン

β-ラクトース プシコース

D-マンノピラノース リボース

フルクトース リブロース

ガラクチトール ソルビトール

ガラクトサミン スクロース

ガラクトース タガトース

ガラクツロン酸 トレイトール

グルコサミン トレハロース

グルコース ツラノース

イノシトール キシリトール

ラクチトール キシロース

アミノ酸類 アラニン オルニチン

23種類 アスパラギン フェニルアラニン

アスパラギン酸 プロリン
β-アラニン ピログルタミン酸

グルタミン酸 セリン

グリシン 2-アミノ-3-ヒドロキシコハク酸

ホモセリン スレオニン

イソロイシン trans-4-ヒドロキシプロリン

ロイシン トリプトファン

リシン チロシン

メチオニン バリン

N -アセチルグルタミン酸

有機酸類 2-アミノピメリン酸 グルコン酸

15種類 2-メチル馬尿酸 馬尿酸
γ-アミノ酪酸 イソクエン酸

酢酸 キヌレン酸

アセト酢酸 乳酸

安息香酸 リンゴ酸

クエン酸 ペンタン酸

グルカル酸

その他 2-アミノエタノール ヒポキサンチン

11種類 2'-デオキシウリジン プトレシン

2-ヒドロキシピリジン チラミン

カダベリン ウラシル

シトシン キサンチン

ヒスタミン

分類可能な未同定化合物 有機酸類 63種類

106種類 アミン類 25種類

糖類 17種類

脂肪酸類 1種類

表2-2．　GC/MSにより同定した化合物の一覧と，分類可能な未同定化合物数．
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2-3-3    PCA による全体のデータ構造の把握による全体のデータ構造の把握による全体のデータ構造の把握による全体のデータ構造の把握 

メタボローム解析から得られるデータは膨大であることから，まずは PCA によって全体の

データ構造を把握する研究例が多い(Moco et al., 2006)．そこで，GC/MS によって得たしょ

うゆの成分データを PCA に供した．第 1 主成分(PC 1)と第 2 主成分(PC 2)を用いたスコアプ

ロット(図 2-2 A)より，日本産，中国産，アメリカ産のしょうゆ，そしてアミノ酸液毎に分布の特

徴を確認できた．しかし，日本産とアメリカ産に由来するそれぞれのサンプルは日本の 2 種

類のサンプルを除いてほとんど同じ領域にプロットされた．また，ローディングは主成分分析

によって抽出されたスコアと，生データ（X 変数）との相関係数として定義されており，つまり，

スコアと X の相関を結果として見ることで，スコアと相関の高い変数（成分）を視覚的に容

易に特定することができる．ローディングプロット(図 2-2 B)より，中国産のサンプルにはスクロ

ースが多く含まれている傾向があることがわかった．これは中国のしょうゆの多くには添加物

としてカラメル化した糖類が用いられているためだと考えられる．また，アミノ酸液はグリシン，

アラニン，プロリンなどのアミノ酸が多く含まれていた．アミノ酸液は塩酸を用いてタンパク質

を分解することによって製造されたものであるため，アミノ酸の含有量が他のしょうゆに比べ

て多い．このように，GC/MS で取得した成分データはしょうゆの種類の違いを反映していた． 
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図図図図 2-2．．．．        GC/MS に基づく親水性低分子化合物データを用いたしょうゆサンプルに基づく親水性低分子化合物データを用いたしょうゆサンプルに基づく親水性低分子化合物データを用いたしょうゆサンプルに基づく親水性低分子化合物データを用いたしょうゆサンプル 24 種類種類種類種類

のののの PCA スコアプロットスコアプロットスコアプロットスコアプロット(A)及び成分及び成分及び成分及び成分 199 種類のローディングプロット種類のローディングプロット種類のローディングプロット種類のローディングプロット(B)．．．． 
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2-3-4    PLS による呈味の予測モデルの構築による呈味の予測モデルの構築による呈味の予測モデルの構築による呈味の予測モデルの構築 

回帰分析とは説明変数 X によって，応答変数 Y を予測・説明するための方法である．そ

の一種である PLS 回帰分析は説明変数をそのまま用いずに，データが縮約された潜在変

数を決定することにより変数を減少させることが可能である．例えば，重回帰分析の場合，説

明変数間に強い相関がある場合には，ある変数で予測した部分を別の変数で打ち消すな

ど，変数同士が互いに影響を及ぼし合う可能性が高いため，信頼性の高い予測モデルを作

成することができない．この現象を多重共線性というが，PLS 回帰分析では潜在変数を用い

ることによって回帰に用いる変数を減少させることが可能なため，多重共線性のリスクを減少

することができる．そのため，より多くの説明変数を用いた良好な予測モデルを作成すること

が可能であり，多変量の相関の解析に有用である (Jonsson et al., 2004)．そこで，PLS 回帰

分析を用いて 54 種類の特性表現用語についてそれぞれ QDA データの予測モデルを構築

した． 

図 2-3 に基本五味である旨味，甘味，塩味，酸味，苦味の予測モデルを示した．各マーカ

ーが各サンプルを示し，横軸は PLS 回帰により予測した QDA データ，縦軸は実際の QDA

データとしてプロットした．図中の対角線は実測値と予測値が等しい部分を示しており，各プ

ロットがこの直線に近いほど予測能が高いことを意味している．図 2-3 より，各呈味について

予測値が直線に対して近い部分にプロットされた． 

客観的に予測モデルの質を評価するために，モデルの直線性の指標となる R
2 値と予測

力の指標となるQ2値を用いて評価を行った．R2値及びQ
2値は 1 に近いほど良い予測モデ

ルであり，具体的にはR
2値が 0.65 以上あればおおよその定量的予測が可能で，Q2値は 0.5

以上あれば良好な予測モデルとされている(Williams et al., 1987 and Eriksson et al., 2001)．

表 2 に 6 種類の味の予測モデルの R
2値と Q2値を示す．基本五味の予測モデルにおいて

R
2値は 0.88 以上，Q2値は 0.6 以上であり，精度の高いモデルであった．また，その他の特

性表現用語についても R
2値が 0.65 以上，Q2値が 0.5 以上となり，一元配置分散分析で有

意差のあった 54 種類の官能特性全てについて良好な予測モデルを構築することができた． 
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続いて，予測モデルの信頼性を評価するために，モデルのオーバーフィッティングについ

て permutation test により検証した．オーバーフィッティングとは用いたサンプルに対して過剰

にモデルを適合させてしまうことによって他のサンプルへの適用性が低くなってしまうことで

ある．Permutation test では，まず，説明変数と応答変数の組み合わせをサンプル間でランダ

ムに変化させたデータ行列で予測モデルを構築し R
2値と Q

2値を求める作業を 100 回繰り

返した．また，その時の真の応答変数との相関係数も求めた．図 2-4 のグラフの縦軸は予測

モデルの R
2 値と Q

2 値を，横軸はランダムに変化させた応答変数と真の応答変数との相関

係数として，各予測モデルの結果をプロットした．また，元の応答変数の時(相関係数 1)の時

のR
2値とQ2もプロットして線形近似式を作成した．オーバーフィッティングの評価基準として

はこの近似式の切片を用いた．R2値と Q2値でそれぞれ 0.3 と 0.05 以下であればオーバー

フィッティングはしていないとされる(Eriksson et al., 2001)．もし，オーバーフィッティングして

いる場合は，応答変数の組み合わせが変化したとしても，R2値と Q
2値の近似式の傾きは小

さくなり切片は大きい値となる．各 PLS 予測モデルの応答変数を変化させた結果，R2値とQ2

値は顕著に減少していずれも評価基準値以下となった．そのため，これらの予測モデルは

オーバーフィッティングしていない． 

以上のことから，GC/MS によって得られた親水性低分子化合物にフォーカスした成分デ

ータはしょうゆの各 QDA データを高い精度で予測できた．これより，GC/MS を用いた成分プ

ロファイリングの技術がしょうゆの呈味性評価法に応用できる可能性が示された． 
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図図図図 2-3．．．．        旨味旨味旨味旨味(A)，，，，甘味甘味甘味甘味(B)，塩味，塩味，塩味，塩味(C)，，，，酸味酸味酸味酸味(D)，苦味，苦味，苦味，苦味(E)のののの PLS 予測予測予測予測モデルモデルモデルモデル．．．．各マーカー各マーカー各マーカー各マーカー

が各サンプルを示し，横軸はが各サンプルを示し，横軸はが各サンプルを示し，横軸はが各サンプルを示し，横軸は PLS 回帰分析により予測した回帰分析により予測した回帰分析により予測した回帰分析により予測した QDA データ，縦軸が実際のデータ，縦軸が実際のデータ，縦軸が実際のデータ，縦軸が実際の

QDA データを示すデータを示すデータを示すデータを示す．．．．対角線は実測値と予測値が完全に一致している部分を示す対角線は実測値と予測値が完全に一致している部分を示す対角線は実測値と予測値が完全に一致している部分を示す対角線は実測値と予測値が完全に一致している部分を示す．．．． 
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表表表表 2-3．．．．        呈味呈味呈味呈味のののの PLS 予測モデル予測モデル予測モデル予測モデルにおけるにおけるにおけるにおける R
2値値値値とととと Q2値値値値．．．． 

呈味性 R
2値 Q

2値 

旨味 0.875 0.705 

甘味 0.894 0.626 

塩味 0.883 0.708 

酸味 0.895 0.766 

苦味 0.939 0.689 

 

 

 

図図図図 2-4 旨味旨味旨味旨味(A)，甘味，甘味，甘味，甘味(B)，苦味，苦味，苦味，苦味(C)，塩味，塩味，塩味，塩味(D)，酸味，酸味，酸味，酸味(E)，渋味，渋味，渋味，渋味(F)のオーバーフィッティングのオーバーフィッティングのオーバーフィッティングのオーバーフィッティング

の評価．横軸は説明変数と応答変数の組み合わせをサンプル間でランダムに変化させたの評価．横軸は説明変数と応答変数の組み合わせをサンプル間でランダムに変化させたの評価．横軸は説明変数と応答変数の組み合わせをサンプル間でランダムに変化させたの評価．横軸は説明変数と応答変数の組み合わせをサンプル間でランダムに変化させた

時の，真の応答変数との相関係数を示し，縦軸はその場合の時の，真の応答変数との相関係数を示し，縦軸はその場合の時の，真の応答変数との相関係数を示し，縦軸はその場合の時の，真の応答変数との相関係数を示し，縦軸はその場合の R
2ととととQ2の値を示している．応の値を示している．応の値を示している．応の値を示している．応

答変数の組み合わせの変化は答変数の組み合わせの変化は答変数の組み合わせの変化は答変数の組み合わせの変化は 100 回行い，それぞれの結果回行い，それぞれの結果回行い，それぞれの結果回行い，それぞれの結果と真の応答変数の場合の結果と真の応答変数の場合の結果と真の応答変数の場合の結果と真の応答変数の場合の結果

をプロットしたをプロットしたをプロットしたをプロットした．．．． 
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2-3-5    PLS による呈味と相関の高い成分の特定による呈味と相関の高い成分の特定による呈味と相関の高い成分の特定による呈味と相関の高い成分の特定 

PLS 回帰分析は応答変数の予測モデルを作成するだけでなく，VIP 値を用いることにより

各説明変数の予測モデルの予測性能への貢献度を知ることが可能である(Erikkson and 

Johansson, 2001)．以下に VIP 値の計算式を示した． 

 

 

A は潜在変数の数，W は潜在変数における説明変数のウェイト，SSY は予測残差の分散，

K は成分数をそれぞれ示す．VIP 値は各説明変数について計算され，値が大きいほど予測

モデルの予測性能に対する寄与が大きい．特に，予測性能への貢献度の高い説明変数の 

VIP 値は 1 以上となる (Erikkson and Johansson, 2001) ．また，相関の正負は回帰式の

係数を用いて評価した．VIP 値は単回帰分析における相関係数(R
2
)のように，相関性を示

す指標であるため，高い VIP 値が算出された成分は，しょうゆの QDA データの差に相関が

高いことを示す．また，ここでの相関とはサンプル間における成分と QDA データ間を対象と

しているため，しょうゆ中に多量に含まれる成分であっても，サンプル間で違いが出なけれ

ば VIP 値は大きくならない．従って，VIP 値を指標とすることで，しょうゆ間の味の差において

重要と考えられる成分の特定が期待される．  

各味の予測モデルにおける VIP 値のランキングを表 2-4 に示した．VIP 値の値がトップ 3

にランクインされた成分についてその成分名と VIP 値を示した．また，寄与の正負を回帰係

数の値で判断し，負に相関する成分には記号“＊”を記した．旨味の予測モデルにおいて

最も高い VIP 値を示した成分はグルタミン酸であった．グルタミン酸のナトリウム塩である

MSG は，しょうゆの旨味成分の主要成分だと考えられているため，VIP 値も大きくなったの

だと考えられる(Nishimura and Kato, 1988)．また，甘味の予測モデル性能に最も寄与して

いた 3 化合物はグルコース，スクロース，フルクトースであった．フルクトースは天然の糖類の

中で最も甘味が強いことが知られているため，VIP 値が大きくなったのだと考えられる(Zittan, 

1981)．酸味や苦味においては甘味成分であるグルコース，スクロース，そしてグリシンが最

∑
=

−
−
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A
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も大きい VIP 値を示した．また，この 3 つの化合物は全て QDA データと負に相関していた．

これは酸味や苦味は甘味成分により抑制されるためだと考えられる(Takagi et al., 1998 and 

Maria et al., 2006)．酸味では乳酸などの有機酸，苦味ではロイシンなどの疎水性アミノ酸

がそれぞれ重要な成分だと考えられるが，甘味成分がより高い VIP 値を示した．この結果は，

苦味や酸味を呈する成分に比べて糖類を中心とする甘味成分による抑制効果がしょうゆ間

の苦味や酸味の違いに重要な役割を果たしているのではないかと推察される． 

このように，しょうゆ製品の呈味の差に相関の高い成分を特定することができ，VIP 値の高

い成分は各味において重要と考えられる成分であった．そのため，VIP 値はモデルの予測

性能に対する寄与だけでなく，サンプル間の味の差に影響する成分を評価する指標として

使用できるということが示唆された． 

 

表表表表 2-4．．．．        VIP 値を指標に特定した呈味と相関の高い成分．値を指標に特定した呈味と相関の高い成分．値を指標に特定した呈味と相関の高い成分．値を指標に特定した呈味と相関の高い成分． 

呈味 VIP ランキング ジペプチド VIP 値 

旨味 1 グルタミン酸 5.15 

 
2 グルコース 3.91 

 
3 スクロース 3.62 

甘味 1 グルコース 3.97 

 
2 スクロース 3.76 

 
3 フルクトース 3.74 

塩味 1 グルコース ＊ 4.56 

 
2 フルクトース＊ 3.39 

  3 スクロース＊ 3.27 

酸味 1 グルコース＊ 4.56 

 
2 グリシン＊ 3.77 

  3 フルクトース＊ 3.56 

苦味 1 グルコース＊ 4.48 

 
2 スクロース＊ 3.42 

  3 グリシン＊ 3.19 

＊QDA データと負に相関している成分 
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2-4    小括小括小括小括 

本章では，GC/MS に基づいて得られるアミノ酸，糖，有機酸等についてしょうゆの呈味の

差と相関の高い成分を特定するとともに，しょうゆの呈味解析における成分プロファイリング

の有用性を検討した． 

まず，しょうゆの QDA により，56 種類の特性表現用語が同定され，そのうち 54 種類につ

いてしょうゆのサンプル間で有意差が認められた．一方，GC/MS を用い，しょうゆ中の糖，ア

ミノ酸，有機酸などの親水性低分子化合物をターゲットとした一斉成分分析を行った．その

結果，289 個のピークを検出し，そのうち 83 種類を同定し，残りのうち 106 種類は化合物群

に分類する事ができた． 

メタボロミクスに基づく成分プロファイリングの技術を初めてしょうゆに適用した．GC/MS に

基づくしょうゆの親水性低分子化合物の成分データを説明変数，しょうゆの QDA データを

応答変数としたPLS回帰により，54種類の各官能特性の予測モデルを構築したところ，全て

の官能特性について良好な QDA データ予測モデルを構築することができた．この結果は，

GC/MS に基づくしょうゆの成分データからしょうゆの各 QDA データを高精度に予測すること

が可能であることを示す．これより，GC/MS を用いた成分プロファイリングの技術が，官能評

価特性の評価法として使用できる可能性を示すことができた． 

また， GC/MS に基づく親水性低分子化合物の成分データと基本五味の QDA データの

相関性について PLS 回帰により解析した．VIP 値を指標として用いることによってしょうゆの

呈味の差と相関の高い成分が特定したところ，特定された成分はしょうゆの味において重要

と考えられるグルタミン酸や糖類であった．これより，VIP 値はサンプル間の味の差に影響す

る成分を評価する指標として使用できるということが示唆された．さらに，しょうゆ製品間の塩

味，酸味，苦味の差には，糖類の抑制効果が大きく寄与する可能性を示した， 

以上の通り，本章では，メタボロミクスに基づく成分プロファイリングの技術と QDA を組み

合わせることで，QDA によって得られた呈味のデータと GC/MS に基づいて得られるアミノ

酸，糖，有機酸等の成分データの相関性を解析した．成分データと呈味性には高い相関が
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あり，成分データから QDA データを高精度に予測することが可能であった．そして，しょうゆ

の呈味において重要と考えられる，しょうゆの呈味の差と相関の高い成分を特定することが

可能であった．本章での成果は，成分プロファイリングがしょうゆの呈味解析において有用

であることが提示されたことを意味する． 
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第第第第 3 章章章章    LC/MS/MS に基づくしょうゆのジペプチドデータと呈味との相関性解に基づくしょうゆのジペプチドデータと呈味との相関性解に基づくしょうゆのジペプチドデータと呈味との相関性解に基づくしょうゆのジペプチドデータと呈味との相関性解

析析析析 

3-1     緒言緒言緒言緒言 

しょうゆの製造工程において，原料である大豆や小麦たんぱく質の 70～90 %は分解され

て遊離のアミノ酸や可溶なペプチドとなる(Chou and Ling, 1998)．平均アミノ酸残基数 2～3

のペプチドであるジペプチドやトリペプチドはこいくちしょうゆやたまりしょうゆに全窒素中 10

～20 %含まれており，窒素化合物の中では遊離アミノ酸に次いで多く含まれる(Takeuchi et 

al., 1962)．一方，しょうゆ中の低分子ペプチドが呈味性への関与していることを示唆する研

究論文が近年いくつか報告されている．例えば，インドネシアしょうゆにおいて，低分子ペプ

チドを含む分子量 500 以下の画分が，最も旨味が強いことが示された(Apriyantono et al., 

2002 and Apriyantono et al., 2004)．また，しょうゆの原料である小麦グルテンの酵素分解物

から，N 末端のグルタミン酸やグルタミンが化学的変換を受けてピログルタミン酸化したピロ

グルタミルペプチドには呈味増強効果があることが報告されている(Schlichtherle-Cerny 

and Amado, 2002)．さらに，旨味の強い関西風うどんだしにはピログルタミルペプチドが多く

含まれるとの報告もある(Katsura et al., 2005)．そこで，こいくちしょうゆとたまりしょうゆにお

ける低分子ペプチドの旨味への貢献度が，呈味を感じる最大希釈率(TD factor)を用いる

taste dilution analysis(TDA)によって評価された．しかし，低分子ペプチド画分の旨味の TD 

factor は小さく，旨味への貢献度は低く見積もられた (Lioe et al., 2006)．ところが，その後こ

いくちしょうゆからそれ自身は閾値以下且つ，単体では甘味を呈するにも関わらず旨味を増

強する成分としてピログルタミルジペプチドが特定されている(Kaneko et al., 2011)．この事

実はピログルタミルジペプチドのように閾値以下の濃度であっても，相互作用により呈味に

関与する成分があるため，閾値以下の低濃度成分にも着目する必要があることを示唆する． 

このように，しょうゆ中の低分子ペプチドの中でも，特にジペプチドが呈味性に関与するこ

とを示唆する研究成果が報告されているが， ジペプチドと呈味の関係は以前と不明のまま

である．しょうゆ中の個々のジペプチドと呈味性との関係を明らかにすることはしょうゆの呈味
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の解析において重要と考えられるが，ジペプチドは数が非常に多いため，ジペプチド一つ

一つについて呈味性との関係を詳細に解析することは困難である．そこで，メタボローム解

析に基づく成分プロファイリングのアプローチがジペプチドと呈味との関係の解析に有用で

あると思われる．  

ジペプチドの一斉分析は，ターゲットとなる種類が多いことから困難ではあるが Takahashi

らが 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate による誘導体化法と LC/MS/MS を

用いた一斉分析の手法を報告している．しかし，実際にジペプチドの標準品を用いて検出

を確認しているのはわずか 31 種類であり，包括的な分析手法であることの確認がなされて

いない(Takahashi，2012)．より確実な分析系を構築するためには，ジペプチドの標準品をで

きる限り多く揃えて分析系の検証を行うべきである．一方，第 2 章では GC/MS により，成分

データを取得したが，GC/MS で得られた親水性低分子プロファイルにジペプチドデータは

含まれていなかった．これは，ライブラリーの中に含まれていなかったことが原因であると考

えられる．また，ジペプチドの標準品を入手したとしても，メトキシアミンと MSTFA でジペプチ

ドを誘導体化すると，アミノ基が完全にトリメチルシリル化されずに複数の誘導体が生成され

て，元々微量なジペプチドがさらに分離されて検出器に到達するために，実際の検出感度

が高くなってしまうことが考えられる．そのため，しょうゆ中の微量なジペプチドの検出に

GC/MS は不適切である．一方，LC/MS は近年，アミノ酸などの親水性成分を分析する手法

がいくつか確立され始めている．特に，しょうゆについては固定相にペンタフルオロフェニル

プロピル (PFPP) 基を導入したフッ素含有逆相カラムを用いたアミノ酸，有機酸，核酸など

の一斉分析が報告されている（Yoshida et al., 2007）．PFPP カラムを用いることにより，親水

性成分の分離能が改善され，誘導体化を用いずとも，アミノ酸等が分離できるようになった．

そこで，PFPP カラムはジペプチド分析への応用が期待できる．また，近年，分析機器の発展

により，三連四重極質量分析計を用いた MS/MS の１つである多重反応モニタリング

(multiple reaction monitoring: MRM) が高速化してきており，一度に百種類以上の成分に

ついて MRM を適用することが可能となってきた．三連四重極質量分析計における MRM は
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一つ目の四重極で特定 m/zのイオンを単離し，二つ目の四重極で単離したイオンをフラグメ

ント化する．生じたプロダクトイオンを三つ目の四重極で更に単離して検出器に到達するた

め，高感度，高選択的分析が可能な分析手法である． 

そこで，本章の目的は，成分プロファイリングの技術によりしょうゆの呈味の違いと相関の

高いジペプチドを特定することとした．ジペプチドのデータを取得するために，LC/MS/MS

にによるジペプチドの一斉分析法を構築した．LC では PFPP 基を導入したフッ素含有逆相

カラムを，質量分析計の MS/MS では MRM を用いた．そして，構築した分析系をしょうゆに

適用し，しょうゆ中のジペプチドデータを取得した．さらに，GC/MS によりその他の親水性低

分子化合物の成分データについても取得した．呈味の定量的データとして，第 2 章と同じ

QDA データを用いた．成分と QDA データの相関の解析には，多変量解析の一つである

OPLS を使用した．成分データを説明変数，官能評価データを応答変数として QDA データ

の OPLS 予測モデルを構築した．そして，モデルの予測性能を評価したのちに，VIP 値を用

いて，しょうゆ間の味の差に相関の高いジペプチドを特定した． 

 

3-2     実験方法実験方法実験方法実験方法 

3-2-1  試薬とサンプル試薬とサンプル試薬とサンプル試薬とサンプル 

リビトール， LC/MS グレードの超純水とメタノール，分析グレードのクロロホルム，ピリジン

及びギ酸は和光純薬より購入した．メトキシアミン塩酸塩と MSTFA は Sigma とジーエルサイ

エンスよりそれぞれ購入した．LC/MS グレードのアセトニトリルは関東化学より購入した． 

ジペプチドの標準品 337 種類は ANASPEC より購入した．ピログルタミルジペプチド

(pGlu-X, X = amino acid)の 15 種類は L-ピログルタミン酸ペンタクロロフェニルエステルとトリ

エチルアミンとアミノ酸で conventional liquid-phase method で合成した(Davies and Donald, 

2007)．入手した標準品の一覧を表 3-1 に示した．ジペプチド標準物質の溶媒には 0.1 %の

ギ酸を含むメタノール/超純水(1:1，v/v)の混合溶液を用いた．標準品混合物は 4 種類を作

成した．標準品混合物 1 には Gln-X，Leu-X，Pro-X，Thr-X，Arg-X，His-X そして Gly-X を，
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標準品混合物 2 には Glu-X，Met-X，Ile-X，Phe-X，Ser-X そして Asn-X を，標準品混合物

3 には Asp-X，Lys-X，Val-X，Ala-X，Trp-X そして Tyr-X を，標準品混合物 4 には pGlu-X

をそれぞれ含む． 

分析サンプルは第 2 章で使用したサンプルのうち，日本産は 10 種類，中国産は 6 種類，

アメリカ産は 3 種類の合計 19 種類を用いた. 各サンプルはそれぞれの国のメーカーが製造

したものを用いた．これらのサンプルはできる限り幅広い性質のしょうゆサンプルとなるように

選抜した．  
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 3-2-2  官能評価官能評価官能評価官能評価 

官能評価データは第2章で取得した旨味，甘味，塩味，酸味，苦味の QDAデータを使用

した． 

 

3-2-3  GC/MS のためのサンプル調製のためのサンプル調製のためのサンプル調製のためのサンプル調製 

GC/MS のためのサンプル調製は第 2 章に準ずる．  

 

3-2-4  GC/MS 条件条件条件条件 

ガ スクロマトグラフ - 質量分析計は GCMS-QP2010 Ultra，オートサンプラーには

AOC-20s(島津製作所)を用いた．また，カラムは CP-SIL 8 CB-Low bleed 30 m x 0.25 mm 

i.d. フューズドシリカキャピラリーカラム(Agilent technologies)を用いた．データの取得は

GCMS solutions ver.2.7.1 で行った．キャリアガスにはヘリウムを用いて，カラム流量は 1.12 

mL/min とした．スプリット比，インジェクション量，インジェクション部の温度はそれぞれ 1:25，

1 µL，230 ゜C に設定した．カラムオーブンはサンプルのインジェクション後，80 ゜C を 2 分

保持した後に 15 ゜C /min で 320 ゜C まで昇温させ，その後 320 ゜C を 6 分間保持した．イ

オンソースの温度は 200 ゜C に設定した．イオン化は 70 eV の電子ビームを用いた EI 法を

用い，スキャン範囲は m/z 85-500，スキャンスピードは 20 scan/sec に設定した．サンプルイン

ジェクションの 3 分 30 秒後にデータの取得を開始した．  

ピーク検出，アライメント，化合物同定は第 2 章に準ずる． 

 

3-2-5    LC/MS/MS のためのサンプル調製のためのサンプル調製のためのサンプル調製のためのサンプル調製 

しょうゆサンプルはマイクロアシライザーS1 型電気透析装置(Asahi Chemical Industry 

Company)によって塩分濃度 1 %になるまで脱塩を行った．脱塩後のしょうゆを 0.1 %のギ酸

を含むメタノール/蒸留水(1:1，v/v)で 100 倍に希釈した後，0.2 µm PTFE フィルタに通して

LC/MS に供した． 
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3-2-6    LC/MS/MS 条件条件条件条件 

LC/MS は LCMS-8030 plus (島津製作所)を使用した．データの取得は Lab solutions 

ver.5.53 SP3 で行った．カラムは Discovery HS F5, 2.1 x 150 mm, 3 µm (Sigma-Aldrich)を

用いた．移動相 A は 0.1 %のギ酸を含む超純水で，移動相 B は 0.1 %のギ酸を含むアセト

ニトリルとした．グラジエントは，0 分で%B = 2，3 分で%B = 2，10 分で%B = 30，35 分で%B 

= 30，40 分で%B = 50，40.01 分で%B = 100，45 分で%B = 100，45.01 分で%B = 2，55 分

で%B = 2 と設定し，各時間の間は全て直線グラジエントとした．LC の移動相の流速，カラム

温度，インジェクションボリュームはそれぞれ 40 °C，0.35 mL/min，1 µL とした．MS の極性

はポジティブモードに設定した．ネブライザーガス流量は 3.0 L/min，DL 温度は 250 ゜C，ヒ

ートブロック温度は 400 ゜C，ドライガス流量は 15 L/min に設定した． 

MS の 分 析 モ ー ド は MRM を 用 い た ． Q3 の m/z と コ リ ジ ョ ン エ ネ ル ギ ー は

METLIN(http://metlin.scripps.edu/)の情報及び標準品を用いて設定した．METLIN 及び標

準品から情報が得られなかったジペプチドの Q3 とコリジョンエネルギーは他のジペプチドの

値を元に予測した．定性時には 1 つのジペプチドにつき 2 つのトランジッションを設定した条

件でサンプルを分析し，定量時には各トランジッションの dwell time を増やすために 1 つの

ジペプチドにつき 1 つのみのトランジションを設定し，再度サンプルの分析を行なった．プロ

ダクトイオンの選択は，他のジペプチドとできるだけ重ならないこと，感度が十分に得られる

ことを条件に設定した．各ジペプチドの定量用の Q3 の m/z を表 3-2 に示した．各 MRM の

Dwell Time は定性時には 2 msec，定量時には 5.5 msec，pause time は 1 msec に設定した．

ジペプチドの保持時間は標準品混合物によって確認した．ジペプチドの LC における保持

時間を表 3-3 に示した． 

得られた分析データをファイルフォーマットコンバーター(Reifycs)によって ABF 形式に変

換後，化合物同定とデータマトリックスの作成を MRMPROBS(Tsugawa et al., 2013)によっ

て行った．データマトリクスにおける各ジペプチドの定量値は強度値を用いた． 
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3-2-7    統計処理統計処理統計処理統計処理 

一元配置分散分析は Microsoft Excel 2010 を用いて行った．PCA と OPLS は SIMCA-P 

version 13.0(Umetrics)を用いて行った．分析装置から出力されるピーク強度は，装置やメー

カー毎に基準が異なるため，本章の多変量解析におけるスケーリング方法は，各データを

データの平均で引き，更に標準偏差で除す unit variance (UV)を用いた．UV によって，全て

のピークについて平均と分散がそれぞれ 0 と 1 になるため，異なるプラットフォームの装置の

データを結合させて解析することができる(Yoshida et al., 2010)．  

PCA では GC/MS 及び LC/MS/MS で得た成分データをそれぞれ別々に用いた． 

ジペプチドデータと呈味性との相関性を解析するために，3 種類のデータ行列をそれぞ

れ説明変数，基本五味の QDA データを応答変数に用いて OPLS 回帰を実施した．3 種類

の説明変数とは，それぞれ GC/MS を用いて取得した成分データ，LC/MS/MS で取得したジ

ペプチドデータ，そして GC/MS と LC/MS/MS で取得した成分の両方のデータ行列である．

また，基本五味の QDA データを応答変数に用いて OPLS 回帰を実施した．また，精度の高

い予測モデルにおいて高い VIP 値を示すジペプチドを呈味性の違いと相関の高いジペプ

チドとして特定した．モデル性能の評価として R
2値，Q2値を使用した．また，同じくモデル性

能の評価に用いた Root Mean Square Error of the Estimation(RMSEE)及び Root Mean 

Square Error of Prediction(RMSEP)は，それぞれキャリブレーション残差及び予測誤差の標

準偏差であるため，それぞれ内部バリデーションによる予測残差の評価と外部バリデーショ

ンによる予測残差評価の指標となる．これらの値が小さいほどモデルの精度が高いことを示

している．RMSEP を求めるためのクロスバリデーションにおけるテストセットはサンプル 1 種

類を使用して，トレーニングセットは残りの 18 種類のサンプルを用いた．全てのサンプルが

一回ずつテストセットになるように 19 回クロスバリデーションを行い，モデルを評価する際の

RMSEP はその平均値を算出した． 

オーバーフィッティングの評価は第 2 章と準じて permutation test を用いた．  

 



41 

 

3-3   結果と考察結果と考察結果と考察結果と考察 

3-3-1    しょうゆのしょうゆのしょうゆのしょうゆの GC/MS データデータデータデータ 

GC/MS により 19 種類のしょうゆサンプルを 3 回ずつ分析したところ，合計 138 個のピーク

を検出した．138 個のピークのうち73 個を同定した．これら同定した化合物は，アミノ酸が 25 

種類，糖及び糖アルコールが 24 種類，有機酸が 12 種類，アミンが 4 種類，その他は 8 

種類で，残りの 65 ピークについては同定できなかった． 

サンプル間の成分データの有意差を評価するために，各成分について一元配置分散分

析を行った(p < 0.05)．その結果，138 種類の成分全てについて有意差が認められたので，

以降の解析にこれらの成分データを用いて解析することとした． 

 

3-3-2    LC/MS/MS によるジペプチドの分析手法の構築によるジペプチドの分析手法の構築によるジペプチドの分析手法の構築によるジペプチドの分析手法の構築 

LC/MS/MS の MRM モードにおいて，ジペプチド標準品混合物を分析した．ジペプチド

標準品混合物 No. 1, 2, 3, 4 の各 TICC を図 3-1 A，B，C，D にそれぞれ示した．最も保持時

間が早い化合物は Asp-Asn，最も遅い化合物は Arg-Trp で，保持時間はそれぞれ 1.45 min

と 25.01 min であった．また，精密質量が同じになる Ile と Leu を含むジペプチドは LC 上で

分離できた．例として，Glu-Ile と Glu-Leu が分離した例を図 3-2 A に示した．一方，いくつか

のジペプチドについては保持時間が近くなり，共溶出した．これらのジペプチドはプリカーサ

ーイオンやプロダクトイオンの違いに基づいてできる限り独立した情報を取得した．プリカー

サーイオンとは，MRM において対象がフラグメンテーションを起こす前に一つ目の四重極

で単離するイオンのことである．本分析系では各ジペプチドのプリカーサーイオンはプロトン

付加イオン（【M+H】+）を設定した．プリカーサーイオンは対象分子の質量に基づいて計算

することができる．ジペプチドの逆配列同士のように，異性体のプリカーサーイオンは共に同

じ値になる．一方，プロダクトイオンとは，フラグメンテーションによって生じるイオンのことで

あり，プリカーサーイオンの構造によってそれぞれ特異的なイオンを生じる．例として，

Ala-Glu と Glu-Ala が，プロダクトイオンの違いによってそれぞれ独立した情報を取得するこ
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とができることを図 3-2 B, C, D, E に示した．Ala-Glu と Glu-Ala は LC 上での保持時間が同

じになり，更に，異性体の関係となるためにプリカーサーイオンの値も同じになる．しかし，質

量分析計の内部でイオンをフラグメンテーションさせる手法の 1 つである collision induced 

dissociation(CID)によってそれぞれ特異的なプロダクトイオンである m/z 148.1 と 90.2 をそれ

ぞれ生じる．つまり，MRM のトランジッション 219.1＞148.1（プリカーサーイオン＞プロダクト

イオン）では Ala-Glu のみが(図 3-2 B, D)，219.1>90.2 では Glu-Ala のみが(図 3-2 C, E)検

出されるため，それぞれ独立した情報を取得できる．また，Arg-Thr と Thr-Arg のように，保持

時間，プリカーサーイオン，プロダクトイオンが全て同じになるジペプチドについては合算値

を多変量解析に供することとした(図 3-2 F)．  

このように，N 末端が Ala，Arg，Asn，Asp，Gln，Glu，Gly，His，Ile，Leu，Lys，Met，Phe，

Pro，Ser，Thr，Trp，Tyr，Val 及び pGlu の 20 種類，C 末端が Ala，Arg，Asn，Asp，Gln，Glu，

Gly，His，Ile，Leu，Lys，Met，Phe，Pro，Ser，Thr，Trp，Tyr 及び Val の 19 種類，計 380 種

類のジペプチドについて MRM を構築した．1 つのジペプチドにつき 2 つのトランジッション

を設定した．そのうち Arg-Thr と Thr-Arg のように逆配列のジペプチドと分離ができなかった

ジペプチドは 15 種類であった(表 3-4)． 
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図図図図 3-1．．．．        標準品混合物標準品混合物標準品混合物標準品混合物 1(A)，，，，標準品混合物標準品混合物標準品混合物標準品混合物 2(B)，，，，標準品混合物標準品混合物標準品混合物標準品混合物 3(C)，，，，標準品混合物標準品混合物標準品混合物標準品混合物

4(D)のののの LC/MS/MS で取得した全イオン電流クロマトグで取得した全イオン電流クロマトグで取得した全イオン電流クロマトグで取得した全イオン電流クロマトグラム．ラム．ラム．ラム．標標標標準品混合物準品混合物準品混合物準品混合物 1 にはにはにはには Gln-X，，，，

Leu-X，，，，Pro-X，，，，Thr-X，，，，Arg-X，，，，His-X そしてそしてそしてそして Gly-X を，標準品混合物を，標準品混合物を，標準品混合物を，標準品混合物 2 にはにはにはには Glu-X，，，，

Met-X，，，，Ile-X，，，，Phe-X，，，，Ser-X そしてそしてそしてそして Asn-X を，標準品混合物を，標準品混合物を，標準品混合物を，標準品混合物 3 にはにはにはには Asp-X，，，，Lys-X，，，，Val-X，，，，

Ala-X，，，，Trp-X そしてそしてそしてそして Tyr-X を，標準品混合物を，標準品混合物を，標準品混合物を，標準品混合物 4 にはにはにはには pGlu-X をそれぞれ含む．をそれぞれ含む．をそれぞれ含む．をそれぞれ含む． 
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図図図図 3-2．．．．        ジペプチドの標準品混合物中のジペプチドの標準品混合物中のジペプチドの標準品混合物中のジペプチドの標準品混合物中の MRM クロマトグラム．クロマトグラム．クロマトグラム．クロマトグラム．Glu-Ile とととと Glu-Leu の混の混の混の混

合物の分析結果．合物の分析結果．合物の分析結果．合物の分析結果．LC における保持時間が異なるため，における保持時間が異なるため，における保持時間が異なるため，における保持時間が異なるため，分離が可能分離が可能分離が可能分離が可能であったであったであったであった(A)．．．．Ala-Glu

の分析結果．の分析結果．の分析結果．の分析結果．Ala-Glu はははは CID によってによってによってによって m/z 148.05 のプロダクトイオンを生じるため，検出さのプロダクトイオンを生じるため，検出さのプロダクトイオンを生じるため，検出さのプロダクトイオンを生じるため，検出さ

れるれるれるれる(B)．．．．Ala-Glu の分析結果．の分析結果．の分析結果．の分析結果．Ala-Glu はははは CID によってによってによってによってm/z 90.15 のプロダクトイオンを生じのプロダクトイオンを生じのプロダクトイオンを生じのプロダクトイオンを生じ

ないため，検出されないないため，検出されないないため，検出されないないため，検出されない(C)．．．．Glu-Ala の分析結果．の分析結果．の分析結果．の分析結果．Glu-Ala はははは CID によってによってによってによって m/z 148.05 のののの

プロダクトイオンを生じないため，検出されないプロダクトイオンを生じないため，検出されないプロダクトイオンを生じないため，検出されないプロダクトイオンを生じないため，検出されない(D)．．．．Glu-Ala の分析結果．の分析結果．の分析結果．の分析結果．Glu-Ala はははは CID

によってによってによってによって m/z 90.15 のプロダクトイオンを生じるため，検出されるのプロダクトイオンを生じるため，検出されるのプロダクトイオンを生じるため，検出されるのプロダクトイオンを生じるため，検出される(E)．．．．Arg-Thr とととと Thr-Arg のののの

混合物の分析結果，両ジペプチドのピークは重なるため，合算値が得られる混合物の分析結果，両ジペプチドのピークは重なるため，合算値が得られる混合物の分析結果，両ジペプチドのピークは重なるため，合算値が得られる混合物の分析結果，両ジペプチドのピークは重なるため，合算値が得られる(F)．．．． 
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3-3-3    LC/MS/MS によるしょうゆ中ジペプチドの分析によるしょうゆ中ジペプチドの分析によるしょうゆ中ジペプチドの分析によるしょうゆ中ジペプチドの分析 

構築した分析手法を用いて，19 種類のしょうゆサンプルを 3 回ずつ分析した．図 3-3 A, B, 

C にそれぞれ，日本産，中国産，アメリカ産サンプルの TICC を 1 種類ずつ示した．日本産，

中国産，アメリカ産のサンプルのジペプチドの TICC はほとんど同じパターンを示した．化合

物同定の結果，しょうゆサンプル 19 種類より，これまでのしょうゆの報告の中で最も多い 237

種類のジペプチドを検出した．検出したジペプチドを表 3-5 に示した．アラニン，アスパラギ

ン酸，グリシン，グルタミン酸，イソロイシン，ロイシン，プロリン，セリンを含むジペプチドは多

くの種類が検出された．また，アスパラギン，グルタミン，メチオニン，トリプトファンを含むジ

ペプチドの検出数は少なかった．例えば，グルタミン酸を含むジペプチドは31種類が検出さ

れたが，トリプトファンを含むジペプチドは Pro-Trp のみであった．検出数の多いジペプチド

を構成するアミノ酸は，しょうゆの原料である大豆タンパクや小麦タンパクに多く含まれてい

る．一方，検出数の少なかったトリプトファンやメチオニンは大豆ペプチドと小麦タンパク共

に含有量が少ない(Kovalenko et al., 2006 and Rombouts et al., 2009)．このように，検出し

たジペプチドの種類数はしょうゆの原材料中に含まれるアミノ酸組成を反映していた． 

一方で，グルタミンは大豆タンパクに多く含まれているにも関わらず，Gln-X の検出種類

は少なかった．グルタミンの一部は麹菌のグルタミナーゼによってグルタミン酸に変換され

(Yano et al., 1988)，残りは非酵素的反応でピログルタミン酸になる(Sugiyama, 1984)．その

ためしょうゆ中のグルタミン濃度は低くなっているが，同様の理由でGln-Xもピログルタミン酸

化してしまうために検出数が少なくなったのだと考えられる．一方，pGlu-X は多くのジペプ

チドが検出されていた． 

続いて，GC/MS データと同様に，サンプル間における有意差を評価するために，検出し

た 237 種類のジペプチドのデータについて一元配置分散分析を行った(p < 0.05)．その結

果，228 種類の成分について有意差が認められたので，以降の解析にこれら 228 種類のジ

ペプチドデータを用いて解析することとした．一元配置分散分析によってサンプル間で有意

差を示したジペプチドを表 3-6 に示した． 
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図図図図 3-3．．．．        日本産サンプル日本産サンプル日本産サンプル日本産サンプル(A)，中国産サンプル，中国産サンプル，中国産サンプル，中国産サンプル(B)，欧米産サンプル，欧米産サンプル，欧米産サンプル，欧米産サンプル(C)のののの LC/MS/MS でででで

取得した全イオン電流クロマトグラム．取得した全イオン電流クロマトグラム．取得した全イオン電流クロマトグラム．取得した全イオン電流クロマトグラム． 
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3-3-4    PCA による全体のデータ構造の把握による全体のデータ構造の把握による全体のデータ構造の把握による全体のデータ構造の把握 

メタボローム解析から得られるデータは膨大であることから，まずは PCA によって全体の

データ構造を把握する研究例が多い(Yoshida et al., 2010, Ochi et al., 2012 and Tsugawa 

et al., 2013)．そこで，GC/MS と LC/MS/MS から取得したデータをそれぞれ PCA に供した． 

図 3-4 A, B は GC/MS に基づく成分データの PCA スコアプロットとローディングプロット，

図 3-4 C, D は LC/MS/MS に基づくジペプチドデータの PCA スコアプロットとローディングプ

ロットをそれぞれ示している．図 3-4 A の GC/MS データのスコアプロットでは，日本，中国産

のしょうゆがそれぞれ近いところにプロットする傾向を示した．日本産は PC1 と PC2 両方にお

いて大きい値を示したために右上にプロットされ，中国産は PC1, PC2 両方において小さい

値を示したために左下にプロットされる傾向があった．また，ローディングプロットでは，多く

の化合物が PC1 において大きい値を示し右側にプロットされている．スコアプロットとローデ

ィングプロットを比較すると，日本産しょうゆの近くにより多くの成分がプロットされていること

から，日本産しょうゆには他のしょうゆに比べて多くの成分について，その成分量が多く含ま

れている傾向があると考えられた． 

一方，図 3-4 C の LC/MS/MS に基づくジペプチドデータの PCAスコアプロットでも，日本，

中国産のサンプルがそれぞれ近い部分にプロットされる傾向を示したが，欧米産のうち 1 サ

ンプルのみ PC1 で小さい値を，PC2 で大きい値を示して他のサンプルから大きく離れて左上

にプロットされた．また，日本産が PC1 で大きい値を示して右側に，中国産が PC1 で小さい

値を示して左側にそれぞれプロットされる傾向があった．ローディングプロットより，大きく離

れてプロットされた欧米産の 1 サンプルには特定のジペプチドが多く含まれている傾向があ

った．特に Ile-His, Leu-His, Phe-Ile, Phe-Leu は，19 サンプル中この欧米産サンプルにしか

含まれていなかった．このアメリカ産サンプルはアミノ酸液を用いて製造しているため，

Ile-His, Leu-His, Phe-Ile, Phe-Leu は，醸造に基づいたものではなく，タンパク質の酸加水分

解によって特徴的に生み出されるジペプチドであると考えられた．また，ローディングプロット

では，PC1 において高い値を示したジペプチドが多かった．スコアプロットとローディングプロ
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ットを比較すると，日本産しょうゆの近くにより多くのジペプチドがプロットされていることから，

日本産のしょうゆには他のしょうゆに比べて多くの種類のジペプチドにおいて，その量が多く

含まれている傾向があると考えられた． 

 

 

図図図図 3-4．．．． しょうゆサンプルしょうゆサンプルしょうゆサンプルしょうゆサンプル 19 種類の種類の種類の種類の PCA．．．．GC/MS で取得した成分で取得した成分で取得した成分で取得した成分デーデーデーデータのスコアプロットタのスコアプロットタのスコアプロットタのスコアプロット

(A)とローディングプロットとローディングプロットとローディングプロットとローディングプロット(B)及び及び及び及び LC/MS/MS で取得したで取得したで取得したで取得したジペプチドデータのスコアプロットジペプチドデータのスコアプロットジペプチドデータのスコアプロットジペプチドデータのスコアプロット

(C)とローディングプロットとローディングプロットとローディングプロットとローディングプロット(D)．．．． 

 

3-3-5    PLS による呈味の予測モデルの構築による呈味の予測モデルの構築による呈味の予測モデルの構築による呈味の予測モデルの構築 

ジペプチドデータと呈味性との相関性を解析するために，3 種類のデータ行列をそれぞ

れ説明変数，基本五味の QDA データを応答変数に用いて OPLS 回帰を実施した．3 種類

の説明変数とは，それぞれ GC/MS を用いて取得した成分データ，LC/MS/MS で取得したジ

ペプチドデータ，そして GC/MS と LC/MS/MS で取得した成分の両方のデータ行列である．

図 3-5 に例として GC/MS と LC/MS/MS で取得したデータの両方を説明変数として用いて構
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築した旨味，甘味，塩味，酸味，苦味の予測モデルを示した．第 2 章と同様，各マーカーが

各サンプルを示し，横軸は OPLS 回帰により予測した QDA データ，縦軸は実際の QDA デ

ータとしてプロットした．図中の直線は実測値と予測値が等しい部分を示しており，各プロット

がこの直線に近いほど予測精度が高いことを意味している．各味について予測値が直線に

対して近い部分にプロットされた．  

構築した予測モデルの，応答変数に相関しない潜在変数の数を決めるために，同じ数の

潜在変数の PLS による permutation test によってモデルのオーバーフィッティングについて

検証した．R2 値と Q
2 値を縦軸，シャッフルした応答変数と真の応答変数との相関係数を横

軸としてプロットした(図 3-6)．R2値と Q2値で線形近似式の切片がそれぞれ 0.3 と 0.05 以下

であればオーバーフィッティングはしていないとされる(Eriksson et al., 2001)．もし，オーバ

ーフィッティングしている場合は，応答変数の組み合わせが変化すると，R2値とQ2値の近似

式の傾きは小さくなり切片は大きい値となる．Permutation test の結果，PLS の潜在変数が 3

の時に，全ての予測モデルにおいて R
2値と Q

2値の線形近似式の切片は評価基準値以下

となった．そのため，OPLS における応答変数を予測するための変数は 1，応答変数に直行

する変数は 2 とした． 

続いて，R2 値，Q2 値，RMSEE，RMSEP を用いて，モデルの精度を評価した．表 3-7 に

GC/MS を用いて取得した成分データ，LC/MS/MS で取得したジペプチドデータ，そして

GC/MS と LC/MS/MS で取得した成分の両方を用いたをそれぞれ説明変数として用いた時

の予測モデルの R
2値，Q2値，RMSEE，RMSEP を示した．表 3-7 より，LC/MS/MS で取得

したジペプチドのデータのみを説明変数とした場合は，良好な予測モデルを作成することが

できなかった．特に，旨味，酸味，苦味では良好な予測モデルの指標である R2 > 0.65 と Q2 

> 0.5 (Williams et al., 1987 and Eriksson et al., 2001)を共に満たさなかった．VIP を元にし

て呈味性と相関の高いジペプチドを特定するためには，良好な予測モデルを構築すること

が望ましい．そこで，より良い予測モデルを作成するために，説明変数として GC/MS と

LC/MS/MS で取得した成分データの両方を用いて予測モデルを構築した．しょうゆ中ジペ
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プチドと呈味性間に相関がない場合は，モデルの精度は GC/MS データのみで構築したモ

デルに比べて顕著に悪くなると考えられる(Mahadevan et al., 2008)．GC/MS と LC/MS/MS

で取得したデータの両方を説明変数としてモデルを構築した結果，全ての味において R
2 と

Q
2 が良好な予測モデルの指標である R

2
 > 0.65 と Q

2
 > 0.5 (Williams et al., 1987 and 

Eriksson et al., 2001)を共に満たし，さらに RMSEE と RMSEP においても LC/MS/MS で取

得したジペプチドデータのみで構築した予測モデルに比べてより小さく，良好な値を示す予

測モデルが構築できた．全ての味において，GC/MS データのみで構築した予測モデルと同

等で精度の高い予測モデルを構築することができた．特に，甘味と塩味においては GC/MS

データのみで構築した予測モデルに比べて RMSEE，RMSEP の両方がより小さく，良好な

値を示した．これらの結果から，しょうゆ中ジペプチドに特に甘味及び塩味と相関の高いジ

ペプチドが含まれていることが示唆された． 
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図図図図 3-5    旨味旨味旨味旨味(A)，甘味，甘味，甘味，甘味(B)，塩味，塩味，塩味，塩味(C)，酸味，酸味，酸味，酸味(D)，苦味，苦味，苦味，苦味(E)の予測モデル．各マーカーが各サの予測モデル．各マーカーが各サの予測モデル．各マーカーが各サの予測モデル．各マーカーが各サ

ンプルを示し，横軸はンプルを示し，横軸はンプルを示し，横軸はンプルを示し，横軸は PLS 回帰分析により予測した官能評価データ，縦軸が実際の官能評回帰分析により予測した官能評価データ，縦軸が実際の官能評回帰分析により予測した官能評価データ，縦軸が実際の官能評回帰分析により予測した官能評価データ，縦軸が実際の官能評

価データを示す．直線は実測値と予測値が完全に一致している部分を示す．価データを示す．直線は実測値と予測値が完全に一致している部分を示す．価データを示す．直線は実測値と予測値が完全に一致している部分を示す．価データを示す．直線は実測値と予測値が完全に一致している部分を示す． 
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図図図図 3-6 旨味旨味旨味旨味（（（（A），甘味（），甘味（），甘味（），甘味（B），），），），塩味塩味塩味塩味（（（（C），），），），酸味酸味酸味酸味（（（（D），），），），苦味苦味苦味苦味（（（（E）の）の）の）の OPLS 予測モデルにおける予測モデルにおける予測モデルにおける予測モデルにおける

permutation test の結果の結果の結果の結果．横軸は説明変数と応答変数の組み合わせをサンプル間でランダ．横軸は説明変数と応答変数の組み合わせをサンプル間でランダ．横軸は説明変数と応答変数の組み合わせをサンプル間でランダ．横軸は説明変数と応答変数の組み合わせをサンプル間でランダ

ムに変化させた時の真の応答変数との相関係数を示し，縦軸はその場合のムに変化させた時の真の応答変数との相関係数を示し，縦軸はその場合のムに変化させた時の真の応答変数との相関係数を示し，縦軸はその場合のムに変化させた時の真の応答変数との相関係数を示し，縦軸はその場合の R
2とととと Q2の値をの値をの値をの値を

示している．応答変数の組み合わせの変化は示している．応答変数の組み合わせの変化は示している．応答変数の組み合わせの変化は示している．応答変数の組み合わせの変化は 100 回行い，それぞれの結果をプロットした．回行い，それぞれの結果をプロットした．回行い，それぞれの結果をプロットした．回行い，それぞれの結果をプロットした． 
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表表表表 3-7．．．．        各各各各 OPLS 予測モデルの予測モデルの予測モデルの予測モデルの R
2，，，，Q2，，，，RMSEE，，，，RMSEP．．．． 

呈味 説明変数 R
2
 Q

2
 RMSEE RMSEP 

旨味 GC/MS 0.930 0.907 0.0911 0.272 

 LC/MS/MS 0.621 0.486 0.212 0.391 

 GC/MS + LC/MS/MS 0.913 0.862 0.102 0.326 

      

甘味 GC/MS 0.861 0.801 0.141 0.591 

 

LC/MS/MS 0.666 0.602 0.227 0.503 

 

GC/MS + LC/MS/MS 0.885 0.808 0.128 0.531 

塩味 GC/MS 0.846 0.777 0.0809 0.302 

 

LC/MS/MS 0.564 0.563 0.136 0.277 

 

GC/MS + LC/MS/MS 0.856 0.774 0.0783 0.277 

酸味 GC/MS 0.890 0.857 0.0533 0.191 

 

LC/MS/MS 0.541 0.496 0.109 0.240 

 

GC/MS + LC/MS/MS 0.896 0.851 0.0518 0.193 

苦味 GC/MS 0.943 0.921 0.0856 0.267 

 

LC/MS/MS 0.575 0.386 0.233 0.443 

 

GC/MS + LC/MS/MS 0.952 0.900 0.0785 0.314 
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3-3-6    PLS によるによるによるによる呈味と相関の高いジペプチドの特定呈味と相関の高いジペプチドの特定呈味と相関の高いジペプチドの特定呈味と相関の高いジペプチドの特定 

GC/MS に基づく成分データにジペプチドデータを追加することによって，全ての味にお

いて良好な予測モデルを構築することができたので，VIP 値を元にしょうゆの呈味性の違い

と高い相関を示すジペプチドを特定した．説明変数にGC/MSとLC/MS/MSの両方に基づく

成分データを用いて構築した各呈味性の予測モデルにおいて，最も高い VIP 値を示したジ

ペプチドを表 3-8 に示した．相関が正と負のジペプチドについてそれぞれトップ 5 を示した．

また，ジペプチドとの比較のために，旨味におけるグルタミン酸，甘味におけるグルコース，

スクロース，フルクトースの VIP 値とランキングについて示した． 

表 3-8 で示したジペプチドと呈味との相関情報について，各味について以下の 3 つの項

目に着目した．1) 正に相関しているジペプチドと，負に相関しているジペプチドについて

VIP 値に差はないか，2) 第 2 章で呈味の差と相関の高い成分として特定され，旨味や甘味

の主要呈味成分とされるグルタミン酸や糖とジペプチドの比較，3) 過去に呈味性が報告さ

れているジペプチドがしょうゆの呈味の差とどのような相関を示しているか．特に，VIP 値の

高いジペプチドのうち，過去に呈味性に関する報告はないか．さらに，甘味を呈するという報

告のあるジペプチドは実際に甘味と正に相関しているのかなどについて着目した． 

表 3-8 に示したジペプチドについて 1) 正に相関しているジペプチドと，負に相関している

ジペプチドについて VIP 値を比べたところ，甘味と酸味は正負に相関するジペプチド間に

おいてVIP値の大きさに違いはなかったが，旨味，塩味，苦味においては負に相関している

ジペプチドのほうが，比較的高い VIP 値を示すジペプチドが多かった．これより，旨味，塩味，

苦味においては負に相関しているジペプチドによる塩味，旨味，苦味への抑制が特に期待

された． 

次に， 2) 第 2 章で呈味の差と相関の高い成分として特定され，旨味や甘味の主要呈味

成分とされるグルタミン酸や糖とジペプチドの VIP 値を比較した．旨味と負に相関するジペ

プチドである Arg-Pro, Asp-Asp, Arg-Asp についてはグルタミン酸(VIP 値 = 1.65)よりも高い

VIP 値を示した．また，甘味においては表 3-8 に示したジペプチド（正に相関した Ile-Gln, 
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Pro-Lys, Ile-Glu, Thr-Phe, Leu-Gln と，負に相関した His-Leu, Asp-Ala, pGlu-Gly, His-Gly, 

Ser-Ala）はいずれも Fructose(1.55)，Glucose(1.43)，Sucrose(1.31)，よりも高い VIP 値を示し

た．これらのジペプチドは特に，しょうゆの呈味差に関与する成分として期待される．  

最後に，3) 過去に呈味性が報告されているジペプチドがしょうゆの呈味の差とどのような

相関を示しているかについて述べる．旨味と高い正の相関を示したジペプチドのうち

Gly-Pro と Ala-Glu は旨味への関与の報告はないが，それぞれ苦味と酸味に関与する報告

がある(Kirimura et al., 1969 and 岡井岡井岡井岡井 et al., 1982)．また，負に相関するジペプチドの

Arg-Pro は苦味や塩味に関わるとの報告がある(Kirimura et al., 1969 and Schindler et al., 

2011)．そして，過去に旨味に関与するとの報告がある pGlu-Gln (0.0287), pGlu-Gly 

(0.831)(Kaneko et al., 2011), Val-Pro (0.683), Asp-Glu (0.131), Gly-Phe (0.948), Ala-Pro 

(1.01)(Park et al., 2002), Glu-Glu (0.810), Thr-Glu (0.101)(Noguchi et al., 1975)の VIP 値は

Ala-Pro を除いて 1 以下であったが，いずれも正の相関を示した．甘味と負に高い相関を示

した pGlu-Gly はしょうゆ中で甘味を抑制するとの報告はないが，旨味に関与する報告があ

る(Kaneko et al., 2011)．さらに，甘味に関与すると報告のある Asp-Glu (0.754)(Park et al., 

2002)の VIP 値は 1 以下であったが，正の相関を示した．塩味を増強するジペプチドとして

報告のあるジペプチドである Arg-Ala (0.223), Glu-Ala (0.34), Glu-Ser (0.234)(Shimono, M. 

and Sugiyama, K., Patent WO2009-119503, 2009), Arg-Ser (0.410), Arg-Val 

(0.184)( Schindler et al., 2011)の VIP 値は 1 以下であったが，正の相関を示していた．酸味

においては，酸味に関与するとの報告がある Asp-Pro (0.0104)( Park et al., 2002), Asp-Ala 

(0.955), Asp-Asp (0.407), Glu-Ala (0.593), Glu-Phe (0.902), Glu-Tyr (0.434), Gly-Asp 

(0.0409), Gly-Glu (0.301)(Kirimura et al., 1969), Gly-Gly (0.223)(Toko et al., 2000)の VIP

値は 1 以下であったが，いずれも正の相関を示した． 苦味においては負に相関したジペプ

チドのうち，Asp-Pro と Thr-Glu は苦味に関与するとの報告はないが，酸味に関与するとの

報告がある(Noguchi et al., 1975 and Park et al., 2002)．苦味に関与する報告がある

Gly-Phe (0.478), Gly-Pro (0.630), Pro-Gly (0.305)(岡井岡井岡井岡井 et al., 1982), Ala-Phe (0.570), 
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Arg-Pro (0.620), Gly-Ile (0.081), Gly-Met (0.230)(Kirimura et al., 1969), Gly-Leu 

(0.486)(Toko et al., 2000)の VIP 値は 1 以下であったが正の相関を示した．このように，過去

に報告例のあるジペプチドの多くが，その呈味性に対して正に相関していた．VIP 値は大き

い値を示さなかったが，過去の知見と一致する結果が得られた．これらのジペプチドは，しょ

うゆ中で呈味成分として働いているが，しょうゆの呈味の差への関与は大きくないことを示唆

していると考えられる． 

表 3-8 より，VIP 値に基づいてしょうゆの呈味の差と相関の高いジペプチドが特定できた．

VIP 値の高いジペプチドが多く存在したことから，様々なジペプチドが呈味に関与する可能

性が示唆された．全体的に Phe，Tyr，Arg，Leu，Ile，Val，Met，His などの単独の水溶

液では苦味を呈するアミノ酸残基を含むジペプチドが高い VIP 値を示した．特に，塩味と酸

味で正に相関していたジペプチドはトップ 5 のうち全てが苦味を呈すると考えられるジペプ

チドであった．これらの結果より，苦味ジペプチドが様々な味に関与することが示唆された．

単独水溶液では苦味を呈するフェニルアラニンやチロシンは旨味を増強することが報告さ

れているが(Lioe et al., 2004 and Lioe et al., 2007)，それと同様に，苦味を呈するジペプチド

を塩味や酸味を増強する化合物の候補として提示した． 
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呈味 相関 VIPランキング
a 成分 VIP値

旨味 正 23 グルタミン酸
c 1.65

52 Ala-His 1.37

101 Gly-Pro 1.13

112 Ala-Glu 1.09

113 Ile-Gln 1.09

115 Pro-Thr 1.09

負 9 Arg-Pro 1.83

19 Asp-Asp 1.7

21 Arg-Asp 1.68

25 Asp-Ala 1.65

27 Arg-Thr(+Thr-Arg) 1.64

甘味 正 4 Ile-Gln 2.3

8 Pro-Lys 2.01

10 Ile-Glu 1.91

14 Thr-Phe 1.74

15 Leu-Gln
b 1.74

26 フルクトース
c 1.55

44 グルコース
c 1.43

66 スクロース
c

1.31

負 7 His-Leu 2.09

12 Asp-Ala 1.77

16 pGlu-Gly 1.72

18 His-Gly
b 1.71

20 Ser-Ala 1.68

塩味 正 15 His-Leu 1.84

35 Leu-Arg
b 1.61

52 Phe-His 1.51

58 Phe-Ile 1.48

82 His-Val 1.33

負 4 Ala-Leu 2.23

5 Ile-Glu 2.22

8 Ala-Gln 2.06

10 Arg-Gly 2.02

11 Pro-Lys 2

表表表表3-8.　　　　　　　　VIP値を指標に特定した呈味と相関の高いジペプチド．値を指標に特定した呈味と相関の高いジペプチド．値を指標に特定した呈味と相関の高いジペプチド．値を指標に特定した呈味と相関の高いジペプチド．

a
 GC/MSで取得した成分も含めたVIPランキング．

b
 標準品を用いずに構造を推定したジペプチド．

c　
比較対象として記載．  
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呈味 相関 VIPランキング
a 成分 VIP値

酸味 正 5 His-Val 2.38

7 His-Leu 2.26

13 His-Ile 2.03

17 Phe-Ile 1.9

20 Arg-Ile 1.85

負 15 Val-Glu 1.99

16 Leu-Pro
b 1.92

22 Pro-Gln 1.84

25 Val-Asp 1.8

26 Pro-Lys 1.78

苦味 正 59 Leu-Ile 1.16

62 Leu-Ala 1.15

64 Lys-Thr(+Thr-Lys) 1.14

78 pGlu-Tyr
b 0.99

89 pGlu-Leu 0.94

負 13 Thr-Glu 2.45

14 Asp-Pro 2.37

16 Gly-Ser 2.24

17 His-Gly
b 2.2

19 His-Asp(+Asp-His) 2.18

表表表表3-8.　　　　　　　　VIP値を指標に特定した呈味と相関の高いジペプチド値を指標に特定した呈味と相関の高いジペプチド値を指標に特定した呈味と相関の高いジペプチド値を指標に特定した呈味と相関の高いジペプチド(続き続き続き続き)．．．．

a
 GC/MSで取得した成分も含めたVIP値のランキング．

b
 標準品を用いずに構造を推定したジペプチド．  

 

3-4   小括小括小括小括 

成分プロファイリングの技術によりしょうゆの呈味性の違いと相関の高いジペプチドを特定

することを目的として，GC/MS 及び LC/MS/MS による成分プロファイリングを実施し，OPLS

回帰分析により官能評価データとの相関性を解析した． 

まず，しょうゆ中のジペプチドをできる限り網羅的に分析するために，LC に PFPP カラム， 

MS/MS の分析モードとして MRM を用いた 380 種類のジペプチドを対象とした分析方法を

新規構築した．本分析法は既存の分析法に比べて，用いた標準品の数が最も多く，分析対

象とした 380 種類のジペプチドのうち 352 種類について標準品により検出できることを確認し

た．ジペプチドに限らずとも，これだけの標準品を用いた成分の一斉分析はこれまでに報告



62 

 

されていない．さらに，構築した分析方法によって，これまでのしょうゆの報告の中で最も多

い 237 種類のジペプチドの分析情報を取得した． 

続いて，LC/MS/MS で取得したジペプチドデータと GC/MS によって得たその他の親水性

低分子の合計 366 種類の成分データを説明変数，基本五味の QDA データを応答変数とし

て OPLS 回帰分析により予測モデルを構築した．その結果，全ての味において良好な予測

モデルを構築することができた．特に GC/MS データのみで構築したモデルに比べて，甘味

と塩味の予測モデルの精度が向上したことより，しょうゆ中ジペプチドに特に甘味及び塩味

に相関の高いジペプチドが含まれていることが示唆された．さらに，個々のジペプチドのプロ

ファイルに着目して，VIP 値を元にしょうゆの呈味性と相関の高いジペプチドを特定した．特

に，グルタミン酸よりもしょうゆの旨味の差に相関の高いジペプチドとして旨味と負に相関す

る Arg-Pro, Asp-Asp, Arg-Asp を特定した．また，糖類よりもしょうゆの甘味に相関の高いジペ

プチドは多く，特に正に相関したジペプチドとして Ile-Gln, Pro-Lys, Ile-Glu, Thr-Phe, 

Leu-Gln を特定した． 

このように，メタボロミクスに基づく成分プロファイリングの技術をしょうゆ中ジペプチドに応

用することによってしょうゆの呈味の差と相関の高いジペプチドを特定した． 
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第第第第 4 章章章章    総括総括総括総括  

4-1   まとめまとめまとめまとめ  

緒論で述べた通り，しょうゆの呈味の主要成分は既に明らかとなっているが，しょうゆ製品

の呈味の差という観点では，成分と呈味の関係は未だ不明な点が多い．本研究は，メタボロ

ミクスの技術をベースとしてこの分野にブレークスルーをもたらし，将来的には科学的かつ

実用的な品質評価や品質向上の技術を確立することを目指したものである．当該博士論文

において報告した研究はそのための端緒を切るものとして位置づけられる． 

 研究対象としては，これまでにしょうゆの呈味の主要成分として報告のある糖，アミノ酸，有

機酸に加えて，これまで呈味との関係が重要視されながらも，解析が行われていなかったジ

ペプチドを対象とした．分析機器としては糖，アミノ酸，有機酸などの一斉分析を GC/MS で

実施し，ジペプチド分析には LC/MS/MS を使用した．呈味解析には客観的な定量データを

取得できる QDA を使用した．成分と呈味間の関係の解析には，回帰式の一種である PLS

回帰を使用して呈味と相関の高い成分を特定することを当該博士論文の目的とした． 

第 2 章では GC/MS に基づく糖，アミノ酸，有機酸等の成分データと QDA データを組み

合わせた成分プロファイリングの技術を初めてしょうゆに適用した．しょうゆの QDA により，呈

味，香り，風味，食感などの全 56 種類の特性表現用語が同定され，そのうち 54 種類につい

てしょうゆのサンプル間で有意差が認められた．一方，GC/MS を用い，しょうゆ中の糖，アミ

ノ酸，有機酸などの親水性低分子化合物をターゲットとした一斉成分分析を行うことで，189

種類の成分データを取得することができた．続いて，GC/MS に基づくしょうゆの親水性低分

子化合物の成分データを説明変数，しょうゆの QDA データを応答変数とした PLS 回帰によ

り，54 種類の各官能特性の予測モデルを構築したところ，全ての官能特性について良好な

QDA データ予測モデルを構築することができた．この結果は，GC/MS に基づくしょうゆの成

分データからしょうゆの各 QDA データを高精度に予測することが可能であることを示す．こ

れらの結果から，GC/MS を用いた成分プロファイリングの技術が，官能評価特性の評価法と

して使用できる可能性を示すことができた．続いて，GC/MS に基づく親水性低分子化合物
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の成分データと基本五味の QDA データの相関性についても PLS 回帰により解析した．VIP

値を指標として用いることによってしょうゆの呈味の差と相関の高い成分が特定したところ，

特定された成分はしょうゆの味において重要と考えられる成分であった．特に，旨味におい

てはグルタミン酸，甘味においては糖類が高い VIP 値を示した．これより，VIP 値はサンプル

間の味の差に影響する成分を評価する指標として使用できるということが示唆された．さらに，

糖類は甘味以外の呈味においても高い相関を示したことより，しょうゆの呈味の差への糖類

の関与が示唆された． このように，第 2 章では，GC/MS に基づいて得られるアミノ酸，糖，

有機酸等についてしょうゆの呈味の差と相関の高い成分を特定するとともに，しょうゆの呈味

解析における成分プロファイリングの有用性を示した． 

第 3 章ではしょうゆの呈味性においていくつか報告があるにも関わらず呈味との関係が不

明なジペプチドに着目し，しょうゆの呈味性の違いと相関の高いジペプチドを特定することを

目的とした．まず，しょうゆ中のジペプチドをできる限り網羅的に分析するために，LC に

PFPP カラム， MS/MS のとして MRM を用いた 380 種類のジペプチドを分析対象とした分析

系を構築した．構築した分析系によって，初めてしょうゆ中のジペプチドの一斉分析を行っ

たところ，これまでのしょうゆの報告の中で最も多い 237 種類のジペプチドの分析情報を取

得した．続いて，LC/MS/MS で取得したジペプチドデータと GC/MS によって得たその他の

親水性低分子の合計 366 種類の成分データを説明変数，基本五味の QDA データを応答

変数として OPLS 回帰分析により予測モデルを構築したところ，全ての味において良好な予

測モデルを構築することができた．特に GC/MS データのみで構築したモデルに比べて，甘

味と塩味の予測モデルの精度が向上することができたことより，しょうゆ中ジペプチドに特に

甘味及び塩味に相関の高いジペプチドが含まれていることが示唆された．さらに，個々のジ

ペプチドのプロファイルに着目して，VIP 値を元にしょうゆの呈味性と相関の高いジペプチド

を特定した．その結果，グルタミン酸よりもしょうゆの旨味の差に相関の高いジペプチドとして，

旨味と負に相関する Arg-Pro, Asp-Asp, Arg-Asp を特定した．また，糖類よりもしょうゆの甘味

に相関の高いジペプチドを特定した．特に Ile-Gln, Pro-Lys, Ile-Glu, Thr-Phe, Leu-Gln が正
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に相関したジペプチドとして特定できた．さらに，単独水溶液では苦味を呈するアミノ酸を含

むジペプチドが特に呈味と相関が高く，しょうゆの呈味の差に関わる成分として予想された．

そして VIP 値の高いジペプチドが多く存在したことから，様々なジペプチドが呈味に関与す

る可能性が示唆された．このように，メタボロミクスに基づく成分プロファイリングの技術をしょ

うゆ中ジペプチドに応用することによってしょうゆの呈味の差と相関の高いジペプチドを特定

した． 

過去の知見から，しょうゆとしょうゆでないもの（タンパク加水分解物等）の呈味の差を決定

づける成分，つまり，しょうゆであるために必要な成分は，グルタミン酸やグルコースなどのし

ょうゆの呈味の主要成分だと考えられる．しかし，緒論で述べたように，これらしょうゆの呈味

の主要成分のみではしょうゆ製品間の呈味の差を完全に説明することはできない．一方，本

研究では，メタボロミクスに基づく成分プロファイリングの技術をしょうゆ中親水性低分子化合

物に応用し，さらに QDA と PLS 回帰を組み合わせることによってしょうゆの呈味の差と相関

の高い成分を特定することができた．特に，しょうゆの呈味の主要成分であるグルタミン酸や

グルコースに比べて，しょうゆの呈味の差に相関の高い成分としていくつかのジペプチドが

特定できた．これらジペプチドのしょうゆの呈味の差への関与は実証されていない．しかし，

これらのジペプチドは，しょうゆの呈味の違いへの関与が期待される重要な候補化合物であ

る．これらのことから，しょうゆ製品間の呈味の違いにはジペプチドのような微量な呈味成分

が重要な役割を担っていると考えている（図 4-1）．本研究で示したしょうゆの成分と呈味間

の詳細な相関情報は，しょうゆの呈味解析の研究において，重要な情報になるであろう． 
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図図図図 4-1 しょうゆとしょうゆでないものの呈味の差と成分の関係．及び，しょうゆ製品間の呈しょうゆとしょうゆでないものの呈味の差と成分の関係．及び，しょうゆ製品間の呈しょうゆとしょうゆでないものの呈味の差と成分の関係．及び，しょうゆ製品間の呈しょうゆとしょうゆでないものの呈味の差と成分の関係．及び，しょうゆ製品間の呈

味の差と成分との味の差と成分との味の差と成分との味の差と成分との関係関係関係関係．．．． 

 

4-2   今後の展望今後の展望今後の展望今後の展望  

今後の展望として，品質評価，品質改善，成分データの拡張を目指した研究への発展が

考えられる．  

まず，品質評価に向けた展望について以下に述べる．当該博士論文で特定した呈味に

相関の高いジペプチド等の成分はしょうゆの呈味の指標として，全窒素，グルタミン酸濃度，

食塩濃度などを補完することができる可能性があると考えている．例えば，全窒素分やグル

タミン酸濃度は旨味の指標として重要ではあるが，完全に旨味強度を表現することはできな

い．既存の指標を補完する役割として働き，より高精度な品質評価が確立されることを望ん

でいる．そのためには当該博士論文で特定した呈味と相関の高い成分について，より多くの

サンプルについて検証する必要性があると考えている．また，しょうゆの品質評価の現場に

応用するためには簡易な分析法が求められるため，よりスループットの高い分析法の構築に

も取り組む必要があると考えている． 
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さらに，当該博士論文で得た相関情報と開発した解析手法を元に，しょうゆ工場で醸造

中の成分変化をモニタリングすることで，品質を安定化させるための醸造期間や醸造状況

の管理に応用したいと考えている．そのためには，当該博士論文で実施した GC/MS と

LC/MS/MS による成分分析と，QDA による呈味評価をしょうゆの各醸造工程においてそれ

ぞれ行い，醸造中の成分変化と呈味変化との関係を明らかにする必要があると考えている．

呈味が形成される醸造期間や醸造条件に特徴的な成分を特定することができれば，その成

分を醸造中にモニタリングすることでより品質が安定したしょうゆの生産に繋がるであろう．  

次に，品質改善に向けた展望としてジペプチドの官能特性の解明に向けた方向性を述

べる．例えば，当該博士論文で示した呈味の差と相関の高い成分をしょうゆに添加し，その

前後におけるしょうゆの呈味変化を QDA により評価することによって，ジペプチドのしょうゆ

の呈味の差への寄与が明らかになると考えられる．しょうゆの品質改善に有用なジペプチド

が特定できれば，安全性を評価して食品添加物としての認可を目指す． 

また，醸造条件を検討することにより，呈味と相関の高いジペプチドの増減と，呈味のコン

トロールを目指したいと考えている．麹菌の種類の検討，ペプチダーゼ比率の異なる麹菌の

育種，原料の種類や配合，醸造期間の違いを検討することによりジペプチド量をコントロー

ルしたいと考えている．おそらく醸造条件の違いで特定のジペプチドのみを増減することは

非常に難しく，他の成分についても変動すると考えられる．しかし，それら他の成分の変動

についても呈味をコントロールするために必要である可能性があると考えている．呈味と相

関の高いジペプチドを増減することによって呈味をコントロールすることができれば，例えそ

のジペプチドが直接呈味に関与しておらず，原理がブラックボックスであっても有用な技術

になりうる． 

最後に，成分データの拡張に向けた展望について述べる．第 3 章で構築した LC/MS/MS

によるジペプチドの一斉分析法は全てのジペプチドを完全に分離・検出するに至っておら

ず，380 種類の対象ジペプチドのうち 15 種類は他のジペプチドと分離できない．そこで，異

なる LC 条件との組み合わせや，固定相を含めた新しい分離モードの開発によって，より多く
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のジペプチドが一度に分離・検出できる手法に取り組みたい．また，しょうゆ中には当該博

士論文で対象とした成分以外にも，トリペプチド以上のペプチド，ミネラル，香気成分，メイラ

ード化合物そして多糖類など実に多種多様な成分が含まれていると考えられている．より多

くの成分について分析データを取得して解析対象へと追加することで，しょうゆ呈味の差に

おいてより相関の高い成分を特定できる可能性があると考えている． 
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