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要 約

豆類中のシアン化合物分析の公定法では，豆中のβ-glucosidaseを利用してHCNを遊離している。しか

しβ-glucosidase活性が低く，豆中のシアン化合物を十分に検出できない豆の存在が確認された。今回，こ

のβ-glucosidase活性が低いライマビーンを３年間栽培し，豆中のシアン蓄積量及びβ-glucosidase活性に

違いが見られるか検討した。また，信州大学農学部の構内ステーション及び野辺山ステーションの圃場にお

いて，栽培地の違いによる変化も検討した。その結果，豆中のシアン蓄積量及びβ-glucosidase活性に，栽

培年次及び栽培地の違いによる差は見られなかった。
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１．緒 言

ライマビーン（Phaseolus lunatus）にはシアン配

糖体が含まれており ，豆中や動物の腸内細菌のβ-

glucosidaseによりシアン配糖体が加水分解される

と人畜に有害なシアン化水素（HCN）を発生する。

HCNは分子量27.03，沸点25.7℃の無色の物質で

あり，ラットにおける経口投与の半数致死量は4.1

㎎ CN/㎏体重 ，シアンのヒトにおける致死量は

HCNとして0.05ℊとされている 。シアンイオン

は，動物の体内でシトクロムオキシダーゼを不活化

し，細胞呼吸を阻害して組織中毒性低酸素症となる

ことで中毒症状が示される 。ヒトに対するシアン

化合物の経口摂取による急性毒性は，呼吸困難，消

化器障害，脈薄弱，神経障害などが報告されてい

る 。このように有毒なシアン化合物を含有する豆

類については食品衛生法で規制されており，シアン

化合物を含有していない豆類のみ，流通，販売が可

能となっている 。また，シアン化合物を含有する

ことが知られているライマビーンやバタービーン等

の豆類については，HCNとして500㎎/㎏の基準値

が設けられ，生あん原料用としてのみ，販売が可能

となっている 。

豆中のシアン化合物分析に関する日本の公定法で

は，豆中のβ-glucosidaseを利用して，シアン配糖

体からHCNを遊離させ，検出するように定めてい

る 。しかし，β-glucosidase活性が不十分で，豆

中のシアン化合物量を正確に測定できないライマビ

ーンがあることが判明した 。本研究では，信州大

学農学部附属農場で栽培した酵素活性が低いライマ

ビーンのシアン蓄積量とβ-glucosidase活性が，栽

培年次あるいは栽培地の違いにより，差が見られる

か調査した。

２．材料及び方法

供試系統として，β-glucosidase活性が弱い信州

大学保存系統ライマビーンの種皮色が赤色

（SRW）と白色（SWW）のもの，種皮色の突然

変異系統（SMW），及びβ-glucosidase活性が

HCNを遊離するのに十分な活性をもつ長野県中信

農業試験場保存系統（CWW）を用いた。ライマビ

ーンの栽培は，信州大学農学部附属AFC構内ステ

ーション（南箕輪村，標高760ⅿ，以降構内ステー

ション）と，信州大学農学部附属AFC野辺山ステ

ーション（南牧村，標高1350ⅿ，以降野辺山ステ

ーション）内の圃場で行った。構内ステーションで

は上記４系統の栽培を行い，2011年～2013年に年次

変化を調査した。播種した豆は各系統とも，前年に

収穫したものを用いた。また，野辺山ステーション

では2012年と2013年に SRW を栽培し，構内ステー

ションで栽培したSRW と比 した。栽培は５月中

～下旬に育苗し，６～７月に定植して，９月～10月

に莢が緑から褐色に変化した際に収穫を行った。収

穫物は水分含量が約15％未満になるまで，ビニール
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ハウス内で天日乾燥させた。なお，2013年は播種期

の５月中～下旬の旬別平均気温が平年値より

2.6～3.0℃高く ，播種したビニールハウス内で発

芽障害が発生し，発芽しなかったため，６月に再度

播種を行い，７月に定植し，９月下旬～10月に収穫

した。以下の分析では，収穫物を混合後，無作為に

抽出して測定した（n=1）。

シ ア ン 化 合 物 の 定 性，定 量 試 験 及 び β-

glucosidase活性の測定では，リナマラーゼ（β-

glucosidase；EC 3.2.1.21），消泡剤（antifoam
 

SI）と p-ニトロフェニルβ-D-グルコピラノシド

は和光純薬（大阪），それ以外の試薬は関東化学

（東京）から購入したものを用いた。

豆中のシアン化合物の定性試験では，ピクリン酸

紙法を用いた 。ピクリン酸紙は，ピクリン酸飽和

水溶液にろ紙（20×400㎜ No.50；ADVANTEC，

東京）を浸し，乾燥後，２×５㎝の大きさに切った

ものを用いた。200mL容三角フラスコに粉砕した

豆10ℊと pH5.9クエン酸緩衝液50mL，１U/mL

リナマラーゼ溶液１mLを加え，予め10％ Na CO

水溶液で潤したピクリン酸紙を吊るしたコルク栓で

密栓して静かに混合した。30℃で30分間ごとに静か

に混合しながら３時間静置した。反応後，２ℊの酒

石酸を加えて密栓し，55℃で15分ごとに混合しなが

ら１時間置いた。その後，ピクリン酸紙を風乾して

ろ紙の色の変化を観察した。

豆中のシアン化合物の定量試験は，基本的には，

リナマラーゼ添加-ピリジンカルボン酸・ピラゾロ

ン法に従って行った 。粉砕した豆7.5ℊに pH5.9

クエン酸緩衝液100mL，３U/mLリナマラーゼ溶

液１mL及びトルエン数滴を加え，38℃で24時間酵

素反応させた。この溶液に超純水50mLと消泡剤を

15滴程度加え，2％KOH水溶液10mLを捕集液と

して直接蒸留を行った。蒸留後，ピリジンカルボン

酸・ピラゾロン法により発色し，638nmの吸光度

を測定した。

豆中のβ-glucosidase活性の測定は宇田ら の方

法を基にした。豆５ℊに水50mLを加え，16speed
 

blender（Oster，USA）で３分間破砕抽出し，

22,000×gで40分間（４℃）遠心分離した。上清を

硫安分画し，45-85％飽和硫安沈殿画分を回収した。

沈殿を0.05mol/Lクエン酸緩衝液（pH5.2）に溶

解させた後，同じ緩衝液で４℃で１日透析を行った。

透析外液は４回交換した。生じた沈殿を10,000×g

で15分間（４℃）遠心分離し，その上清を酵素液と

した。この酵素液20μLを p-ニトロフェニルβ-D-

グルコピラノシドを基質として反応させ，400nm

の吸光度を測定した。

３．結 果

⑴ 気象状況

2011年～2013年の３年間の伊那（北緯35度49.6分，

東経137度57.2分），及び2012年と2013年の野辺山

（北緯35度56.9分，東経138度28.3分）の栽培期間

中の月別平均気温を図１に，月別合計降水量を表１

表１ 栽培期間における月別合計降水量

合計降水量（㎜）

月 ５ ６ ７ ８ ９ 10

伊那 平年値 158.6 193.8 187.5 133.6 169.9 138.2

2011年 349.0 125.0 167.0 197.5 238.0 132.5

2012年 62.5 190.0 249.0 37.0 101.5 115.5

2013年 46.5 192.5 131.0 150.5 164.5 185.0

野辺山 平年値 127.5 174.9 202.1 176.0 210.5 136.7

2012年 98.0 194.5 253.0 96.5 179.5 81.0

2013年 71.5 203.5 88.0 69.5 218.0 247.0

図１ 栽培期間における月別平均気温
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に示した 。構内ステーション及び野辺山ステーシ

ョンにおける月別平均気温は３年間ともに平年並か

ら平年より高い値で推移した。構内ステーションで

は，2011年は莢の結実・登熟期の８～９月に降水量

が多く，莢及び種子にカビの感染が多く，収穫でき

た子実重は１株当たり50ℊ前後と少なかった。2012

年は結実・登熟期の降水量が少なく，収穫した子実

重が１株当たりおよそ200～300ℊと３年間の中で最

も多収となった。2013年は播種の遅れにより収穫期

が遅くなったため，収穫した子実重は１株当たりお

よそ100～150ℊであった。野辺山ステーションにつ

いては，2013年は収穫期の遅れと，収穫期の９月

～10月の降水量が平年値よりも多かったため，同時

期の降水量が平年値よりも少なかった2012年の子実

重（１株当たりおよそ50ℊ）と比 して，子実重は

１株当たり20ℊ前後と少なかった。また，野辺山ス

テーションは構内ステーションと比 して気温が低

く，全体的に収穫できた子実重は少なかった。

⑵ 豆中のシアン化合物の定性試験

β-glucosidase活性が低いライマビーン（SRW，

SWW，SMW）にリナマラーゼを添加した場合と

添加しない場合の，シアン化合物の定性結果を図２

に示した。シアンが検出されると，ピクリン酸紙は

黄色から茶褐色に色が変化する。この３系統のライ

マビーンではリナマラーゼを添加しないとシアン化

合物はほとんど検出されなかった。

⑶ 豆中のシアン蓄積量とβ-glucosidase活性の年

次変化

SRW，SWW，SMW，CWW の各系統における

2011～2013年のシアン化合物蓄積量及びβ-

glucosidase活性を表２に示した。３年間の栽培に

おいて，リナマラーゼを添加して分析した場合のシ

アン化合物の検出量は，HCN量に換算して，

SRW で36～38㎎/㎏，SWW で33～47㎎/㎏，

SMW で31～48㎎/㎏，CWW で20～30㎎/㎏と，

全ての系統で年による差は見られなかった。また，

リナマラーゼを添加しないで，豆中のリナマラーゼ

を利用して分析したシアン化合物の検出量は，

HCNに換算して，SRW で0.85～34㎎/㎏，SWW

で4.7～24㎎/㎏，SMW で0.75～15㎎/㎏，CWW

で21～26㎎/㎏であった。この内，SRW で2011年

に，SWW とSMW で2012年に収穫したもので，

他の年と比 してやや高いシアン化合物の検出量で

あった。β-glucosidase活性は，SRW で0.022～

0.064U/g dw，SWWで0.024～0.078U/g dw，SMW

で0.018～0.040U/g dw，CWWで2.0～4.0U/g dw

であった。β-glucosidase活性が約0.3U/g dw以

表２ ライマビーンのシアン化合物量（HCN換算）と

β-glucosidase活性の年次変化

HCN（㎎/㎏） β-glucosidase活性

年 － ＋ U/g dw
 

SRW 2011 34 38 0.064

2012 0.85 38 0.022

2013 1.7 36 0.064

SWW 2011 4.7 47 0.062

2012 24 33 0.024

2013 9.1 39 0.078

SMW 2011 2.0 48 0.040

2012 15 40 0.018

2013 0.75 31 0.037

CWW 2011 21 20 2.0

2012 25 30 2.5

2013 26 27 4.0

：リナマラーゼの添加をしない場合のHCN量

：リナマラーゼの添加をした場合のHCN量

：信大保存系統（赤） ：信大保存系統（白）

：種皮色の突然変異系統 ：中信農試保存系統

ササゲ

-

SRW

-

SRW

＋

SWW

-

SWW

＋

SMW

-

SMW

＋

Blank

-

Blank

＋

図２ ライマビーン中のシアン化合物定性試験の結果

：シアン化合物を含有しないササゲに10㎎/㎏のHCNに相当するKCNを添加

：信大保存系統（赤） ：信大保存系統（白） ：種皮色の突然変異系統

：豆を添加しないで試験した結果

：リナマラーゼを添加しないで試験した結果

：リナマラーゼを添加して試験した結果
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下のものは，β-glucosidase活性が低すぎるため，

比色分析による正確な分析が困難で，バラつきが大

きかった。いずれの系統でも，β-glucosidase活性

の年による差は認められなかった。

⑷ 豆中のシアン蓄積量とβ-glucosidase活性の栽

培地間差

2012年と2013年に SRW を構内ステーションと野

辺山ステーションで栽培したライマビーン中のシア

ン蓄積量とβ-glucosidase活性の測定量を表３に示

した。２年間の試験において，リナマラーゼを添加

して分析した場合のシアン化合物検出量は，構内ス

テーションで栽培したものはHCN換算で38，36

㎎/㎏，野辺山ステーションで栽培したものは28，

16㎎/㎏と，野辺山ステーションで栽培したものは

構内ステーションと比べてシアン化合物の検出量が

やや低い傾向は見られたが，大きな差は見られなか

った。また，リナマラーゼを添加しないで分析した

場合のシアン化合物の検出量は，構内ステーション

で0.85，1.7㎎/㎏，野辺山ステーションで2.2，

1.4㎎/㎏といずれも大きな差はなかった。β-

glucosidase活性についても，構内ステーションの

ものが0.022，0.064U/g dw，野辺山ステーション

のものが0.036，0.022U/g dwと大きな差は見ら

れなかった。

４．考 察

2011～2013年の３年間，構内ステーションで４系

統のライマ豆を栽培した結果，豆中のシアン蓄積量

及びβ-glucosidase活性は年次間で大きな差は見ら

れなかった。また，β-glucosidase活性の低い

SRW を，構内ステーションと野辺山ステーション

の２か所で２年間栽培した結果，豆中のシアン蓄積

量は構内ステーションと比 して，野辺山でやや低

い傾向は見られたが，β-glucosidase活性と同様に，

栽培地による大きな差は見られなかった。しかし，

３年間の年次変化では，リナマラーゼを添加せず，

豆中のリナマラーゼを利用してシアン化合物を検出

した場合に，β-glucosidase活性の測定値が低い豆

でも，リナマラーゼを添加した場合と近いシアン化

合物量が得られることがあった。この原因は不明で

あるが，今回用いたβ-glucosidase活性の測定の際

に，酵素の精製で失活した可能性や，検出で用いて

いる酵素基質が実際のシアン配糖体と違っている点

など，測定系に問題があることが考えられる。また，

併行試験で，SMW のシアン蓄積量はRSDが3.6％

（n=6）と同じ系統の豆で大きな差は見られなかった

が，リナマラーゼを添加しないでHCN量を検出し

た場合，RSDが0.6～41.5㎎/㎏（n=6）とばらつき

が大きかった。この時もβ-glucosidase活性は

0.026～0.036U/g dwでRSDが12％（n=6）と大き

な差は認められなかった。

食品衛生法ではシアン化合物が不検出の豆のみ流

通，販売が可能となっており，栽培条件によってシ

アン化合物を低減されることが期待されたが，３年

間の年次及び異なる栽培地での２年間の調査では，

豆中のシアン蓄積量に大きな変化が見られなかった。

今後はさらに多様な栽培条件でシアン蓄積量及びβ

-glucosidase活性に変化が見られるか検討していく

必要がある。
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Changes of cyanide accumulation andβ-glucosidase activity in lima beans
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Summary
 

The Japanese official method to determine cyanide in beans utilizes endogenous enzymeβ-glucosidase
 

to liberate HCN.However,several beans are found to contain insufficient levels ofβ-glucosidase activity
 

to evaluate their levels of cyanide.In this study,we cultured lima beans that lack sufficient level ofβ-

glucosidase activity and compared cyanide accumulation and β-glucosidase activity over a three year
 

period.Also,we examined those differences by production site,using beans cultured at the Minamiminowa
 

Campus Station(elevation 760 m)and Nobeyama Station(elevation 1350 m)of the Faculty of Agriculture,

Shinshu University.No significant variations of cyanide accumulation and β-glucosidase activity was
 

observed over the three year period and from the two cultured sites.

Key words:lima bean,cyanide,β-glucosidase,annual variation,cultured sites

 

15ライマビーン中のシアン蓄積量とβ-glucosidase活性の変化


