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要 旨

本格 焼 酎 は麹 ､酵 母 を用 い た 並行 復 発 酵 に よ り得 た鯵 を単式 蒸 留 す る こ とで

製造 され る 日本 古 来 の蒸 留酒 で あ り､発 酵 の課 程 で麹 お よび酵 母 に よ り生産 さ

れ る様 々 な代 謝 産 物 お よび原 料 由来 の化 合 物 を複 雑 に含 有 して い る｡ 我 々は本

格 焼 酎 と して蕎麦 焼 酎 の香 気 成 分 の網 羅 的 な解 析 を行 い､ 68種 類 の多様 な化

合物 をガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー お よび ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー 質 量分析 に よ り

同定 した ｡ さ らに､ これ ら 6 8種 類 の香 気 成 分 に 関 して網 羅 的 に機 能性 を検討

した ｡ 機 能性 評価試 験 と して､ 2種 の抗変 異原試 験 (Ames試験 ､Ames変法)

お よび抗 酸化 試 験 (DPPH 消 去 活性 ) の試 験 法 に よ り分析 した ｡ そ の結 果 ､蕎

麦焼 酎 をは じめ と した本 格 焼 酎 の香 気 成 分 は抗 変 異源 作用 や 抗 酸化 作用 な どの

機能性 を持つ こ とが明 らか となった ｡

1.緒言

本格 焼 酎 は麹 ､酵 母 を用 い た並行 復 発 酵 に よ り得 た鯵 を単 式 蒸 留 す る こ とで

製造 され る 日本 古 来 の蒸 留酒 で あ る ｡ これ ま で は､ 主 に南 九州 を 中心 に製 造 ､

消費 され る地 方酒 で あ った ｡ しか しな が ら､近 年 の本 格 焼 酎 ブー ム で全 国的 な

アル コール飲 料 と して多 くの フ アン を獲 得 す るに至 った ｡ この焼 酎 ブー ムは､

二 日酔 い しに くい等 の消費者 の健 康 志 向 に上 手 く乗 った形 で､従 来 の アル コー

ル飲 料 とは異 な り､ 本 格 焼 酎 の健 康 的 なイ メー ジが大 き く貢 献 してい る と考 え

られ る｡ 現在 ､健 康 志 向の高 ま りを受 け食 品 の機 能性 につ い て数 多 くの報告 が

見 られ る｡ アル コー ル飲 料 も例 外 では な く､赤 ワイ ンの ポ リフ ェ ノール の機 能

性 等様 々な報 告 が見 られ る よ うにな って きた｡ しか しな が ら､ 本格 焼 酎 に関 し

ては､蒸 留酒 で あ るた め､圧 搾 工程 で得 られ る ワイ ン等 よ り含 有成 分 が少 ない

こ と等 の理 由でそ の機 能性 に注 目され た研 究 は あ ま り報 告 され てい ない｡ そ こ

で我 々は蕎麦 焼 酎 の揮 発性 成 分 を詳細 に検討 し､ これ ら揮 発性 成 分 の抗変 異原

作用 な どの機 能性 を評価す るこ とで本格焼酎 の機 能性 の開拓 を試 みた0
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実験方法

Ⅰ.焼酎製造

一 次仕 込み は河 内菌 白麹 (Aspergilluskawachii) を用 いた麦麹 原料 800g､汲

み水 960mlに協会焼酎酵母 2 号 (sH-2) を添加 した｡ 二次仕込みは蕎麦 グ リッ

ツ 1600g､汲み水 2880mlとした｡ 発酵条件 は一次 25℃ ､6 日間､二次 30℃､14

日間 で行 った ｡ 醇 は ロー タ リーエバ ポ レー ター で蒸 留 し､得 られ た焼 酎 を濃縮

サ ンプル とした｡ 以上の よ うに本格焼酎製造 は定法で行 った｡

Ⅱ.蕎麦焼酎揮発性成分 の同定

アル コール濃 度 を 10% に希釈 した蕎麦焼酎 をポー ラスポ リマー樹脂 に通 し､

ジェ チル エー テル で揮 発性 成 分 を抽 出 した もの を濃縮 サ ンプル と した ｡ このサ

ンプル を窒素気 流 下 で 500〃1まで濃縮後 GC-FID (水 素炎 イ オ ン化検 出器 )､

GC/MS で同定分析 した｡ GC 条件 はキャ リアガス圧 150kpa､カ ラム温度 を 70℃

か ら240℃ まで 3℃/minで昇温後 34分 間保持 した｡分離カラムは DB-WAXetr(60m

x0.32mmi.d.､膜厚 0.25pm) を使用 した｡ イ ンジ ェクシ ョン､検 出器 の温度は

260℃､スプ リッ ト比は 10:1で行 った ｡ また､GC/MS はイ ンジェクシ ョン部 を

スプ リッ トレスに した以外 は全 て同条件 で実施 した ｡

Ⅲ .Ames法 に よる抗変異原性 の検討

サルモネ ラ菌 (salmonellatyphimurium)TA98株 を用いた抗変 異原試験 を行 っ

た｡ 間接変異原物質 として Trp-p-1(酢酸塩) をプ レー ト 1枚 あた り 1.5mg使用

した｡ DMSO に溶解 した試料 (揮発性成分)､ ラ ッ ト肝臓 由来 S-9 に補酵素溶液

を添加 した S-9mix を滅菌小試験管 で混合 した ｡ 試料 の終濃度 は lmM とした ｡

ここに､前培養 した TA98 菌株 懸濁液 を加 え､37℃ ､20 分 間振 と うした｡ 振 と

う後 ､小試 験 管 に トップ アガ- を加 え最少 グル コー ス培 地 に重 層 した ｡ シャー

レは 37℃48 時 間暗所 で倒置培養 し生 じた ヒスチ ジン非要求性復帰変異 コロニー

数 を計数 した ｡ 抗 変 異原性 (%) は下式 に よ り求 めた ｡ 陽性 対 照試験 と して直

接変異原物質 であ る 4-nitroquinoline-1-oxide を用 いた場合 は､S-9mix の代 わ り

に 滅 菌 水 を 用 い た ｡ ま た ､ 抗 変 異 原 物 質 の コ ン ト ロ ー ル と し て ､ (-)-

epigallocatechingallate (EGCG) を終濃度 500〃M -で用 いた ｡ Trp-p-1のみ添加

した時のプ レー トコロニー数 は 141±13コロニーであった ｡

抗変異原性 (%) - (ト (A-B)/ (C-B)) ×100

A :試料 と Trp-p-1添加 時の コロニー数

B :添加物無 しの コロニー数 (自然復帰)

C:Trp-p-1のみ添加 時の コロニー数

Ⅳ. リコン ビナ ン ト硫酸転移酵素 を用 いた Ames変法

測 定法 は Glatteta19)らの方 法 を改変 して行 った ｡ まず ､活性 硫 酸 で ある 3'-

phosphoadenosine-5'-phosphosulrate (PAPS) を 16.7〃M にな る よ うに BurrerB
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(150mM KCl､ 15mM Na2SO｡､ 15mM MgC12､ 10mM PhosphateBurrer､pH7.4)

で調製 した ｡ 次 に ヒ ト肝臓 由来の dehydroepiandrosterone硫酸転移酵素 (hDHEA

ST)の酵素液 を 60JJg/mlにな るよ うに BurrerC (150mM KCl､0.5mg/mlBSA､

10mM PhosphateBurfer､pH7.4)で調製 した｡ さらに前培養 した TA98 菌株懸濁

液 を加 えた｡ 間接 変異原物質 と して 9-hydroxymethylanthracenelO)をプ レー トあた

り 104.1ng使 用 した ｡ 最後 に､終濃度 が lmM になる よ う DMSO に溶解 した試

料 (揮発性 成 分 ) を小試 験 管 で混合 した ｡ 以 下 ､方 法 3 と同様 に行 った ｡ 陽性

対 照 試 験 お よ び 抗 変 異 原 性 (% ) も 方 法 3 と 同 様 に 実 施 し た . 9-

hydroxymethylanthraceneのみ添加 した時のプ レー トの コロニー数 は 180±5 コロ

ニー であった ｡

Ⅴ･1､トdipheny1-2-picrylhydrazyl(DPPH) ラジカル消去活性法

35%エ タノール に溶解 した各試料 2.1mlを 500mM AcetateBuffer(pH5.5)300

〃1､99.5%ェ タノール 300JJl､0.25mM DPPH エ タノール溶液 300〃1とともに

試 験 管 に加 えた後 よ く撹拝 し､暗所 で室 温 ､ 1時 間反応 させ て､517mm での吸

光度 を測 定 した ｡ 試 料 の終濃 度 は lmM と した o 試 料 の代 わ りに 35%エ タノー

ル を対照 と して､下式 の よ うに して求 めた ｡ また陽性 対 照試験 と して終濃度 2.5

〃M EGCG を用 いて行 った｡

DPPH ラジカル 消去率 (%) - (A-B)/AX IOO

A:ブ ランクの吸光度

B :試料添加 時 の吸光度

2.結果及び考察

本格焼酎 由来 の揮発性成分

単式蒸 留 に よ り得 られ る本格焼 酎 は Figure lに示 した よ うに､非常 に多様 な

成 分 か らな りそれ らが豊 か な 味 と香 りを生 み 出 してい る ｡ 我 々 は､蕎麦焼 酎 の

揮 発性 成 分 の網 羅 的 な分析 を行 い ､Tablelに示 した よ うに 68種類 の成 分 を同

定 ､定量 し報 告 した (参 考文 献 )｡ そ の結果 ､本 格焼 酎 の香気成 分 は､アル コー

ル 類 の他 に脂 肪 酸 や そ のエ ステル 類 な ど非 常 に多様 な化 合 物 が含 まれ てい る こ

とが判 明 した ｡ 健 康 志 向の消費者 の支持 もあ って､本 格 焼 酎 は体 に よい と考 え

られ てい るが ､科 学 的 な根 拠 に乏 しく､それ らを裏 付 け る研 究 報 告 もあま り知

られ てい な い ｡ そ こでこ我 々 は蕎麦 焼 酎 よ り同定 した 6 8種 類 の香気成 分 に関

して網 羅 的 にそ の機 能性 を検討 した ｡ 今 回 注 目 した機 能性 は､抗 変 異原 作用 と

抗 酸化 作用 で あ り､ それ ぞれ Ames法お よび リコン ビナ ン ト硫 酸 転移 酵 素 を用

いた抗変異原試験 と DPPH ラジカル消去活性 法 に よ り検討 した｡

Ames法 に よる抗 変 異原性試 験 は､突然変 異原性 物質や ガ ン原性物質 と しての

可能性 のあ る物質 の第一次スク リーニ ング法 として優れ てい るこ とか ら､食 品
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compoundname mg/I compoundsname mg/1

1 isopropylalcohol*

2 ethylalcohol

3 ethylisobutyrate*

4 allylformate*

5 isobutylacetate*

6 m-propylalcohol

7 ethylbutyrate*

8 butylacetate*

9 isobutylalcohol

10 isoamylacetate
ll 1-butanol

12 I-ethoxy-2lPrOPanOl*

3-methyト1-butanol(Ⅰ.A.OH
13 )

14 ethylcaproate

15 1-pentanol*

16 3-methyl-3-buten-トol*

17 3-hydroxy-2-butanone*

18 41methy1-1-pentanol*

19 2-heptano1

20 3-methy1-2-buten-1-01*

21 3-methyト1-pentano1

22 ethyllactate
23 1-hexano1

24 3-ethoxy-1-propanol*

25 2-ethylhexylacetate*

26 ethylcaprylate
27 1-octen-3-01

28 1-heptano1
29 aceticacid

30 etllylhexano1

31 2-monanol

ethy1

32 DL-3-hydroxybutyrate*

33 ethyln一monanoate*

34 1inalool

0.02

a)

0.01

0.01

0.09

1.58

0.98

0.01

32.70

10.66

0.62

0.01

551.83

0.61

tr

O.02

0.13

0.01

0.01

0.03

0.05

tr

O.07

0.03

0.01

1.20

0.02

0.07

0.10

0.05

nd

O.07

0.01

0.09

35 m-octano1

36 isobutyricacid*

37 ethylcaprate
38 1-nonana1

39 isovalericacid

40 diethylsuccinate
41 methiono1

42 valericacid

43 2-ethylbutyrlCaCid*

44 ethylphenylacetate
45 mero1

46 β-phenethylacetate

47 caproicacid

48 2-methy1-hexanoicacid*

49 benzylalcohol

50 phenethylalcohol

51 ethylmyrlState

52 caprylicacid

1-methyト4-hydroxybenzen
53 e

54 ethylcinnamate

55 ethylpentadecanoate

56 ethylpalmitate

57 CaprlCaCid

58 trans,trams-farneso1

59 ethylstearate

60 ethyloleate

61 ethyllinoleate

62 ethylnonadecanoate*

63 myristicacid

64 dibutylphthalate

nerolidol(Gis- & trans-

65 mixture)

66 palmiticacid
67 0leicacid

bis(2-methoxyethyl)phthala
68 te*

0.02

0.45

0.41

0.02

1.35

0.51

0.48

0.01

0.01

0.05

0.01

5.77

7

1

4

つ一
2

0

3

0

0

つJ
O

つJ

0

0

O

3

0

0

01

0.01

0.05

0.01

0.ll

0.10

0.04

0.01

0.12

0.21

0.01

0.01

0.01

0.09

0.03

0.01

0.02

nd:notdetected,a):ConcentrationsofethanolwasadjustedtolO%bymaterialmethod.,

RI :retentionindex,tr:lessthan0.OIppm,*:newlyidentified
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FiguerlChromatogram ofconcentratedBuckwheatShochubySolidphaseextraction

Table2Atltinutagenicityofyolatilecompoundsfrom BuckwheatShochubyAmestest

andtnodifiedAmestestusingsulfotransferase

･O. co-pounds IAnhibition'篭' 0. co-pounds tnhibition'%B'

3 ethylisobutyrate n.d. 34.7±3.746 β-phenethylacetate 34.1±6.8 28.1±2.6

4 a11ylrormate n.d. 23.6±5.247 caproicacid n.d. 40.1±1.7

5 isobutylacetate n.d. 14.Oj=l.548 2-methyl-hexanoicacid n.d. 28.6±1.8

6 1-propano1 12±4.3 15.8±3.649 benzylalcoho1 14.7±4.1 20.2±4.7

10isoamylacetate n.d. 31.0±7.650phenethylalcohol n.d. 28.3±3.6

11 1-butanol n.d. 28.6±0.851ethylmyrlState 35.3±3.1 m.d.

･3…lTaent.hly(lI-i-.oH, n.d. 39.4± 1.153 工芸reihxyylb-e4n-zene 30.9±3.5 n.d.

19 2-heptanol n.d. 30.5±5.832:tyhdyrl.xybutyrateDL-3-36.5±5.1 8.1±1.2 55 ethylpentadecanoate 30.6±0.2 n.d.
60 ethyloleate 31.9±0.7 2.6±0.8

33 ethyln-nonanoate 33.3±7.0 m.d. 61ethy11inoleate 53.7±0.5 m.d.

35m-octanol n.d. 25.4±4.167 0leicacid 46.1±0.4 m.d.

A:Amestest･B:ModifiedAmestestusingsulfotransferase･ C:Finalconcentrationof

samplewasloo″M･D :Finalconcentrationorsamplewas20〃M･n･d∴ notdetected･ -

SamplecouldnotbedissolvedinDMSO.Valueshowedmeans±S.D.(N=3) *): Final

concentrationorEGCGwas500〟M.
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科学 の分 野 で も広 く実施 され てい る｡ S-9 を用 いた Ames法 では､9 サ ンプルが

30%以上 の抗変異原性 を示 した(Table2)｡そ の 中で 7 サ ンプル がエ ステル化合物

であ り､ さらに 6 サ ンプル がエ チル エ ステル化 合物 であ った｡ 不飽 和脂肪 酸お

よびそのエチルエ ステル体 である no.61/ethyllinoleate(53.7±0.5%)､no.67/Oleic

acid (46.1±0.4%) にお いて 40%以上の抗変異原性 が認 め られ た ｡

リコン ビナ ン ト硫 酸 転移 酵 素 を用 い た Ames変 法 では､40%以 上 の抗変 異原

性 が no.47/caproicacid (40.1±1.7%) で認 め られ た｡ また､20%以上 の抗変異原

性 を示す サ ンプル は､従 来 の Ames法 で 9 サ ンプル であるの に対 して､硫酸転

移酵素 を用 いた Ames変法 では 14サ ンプル確認 され た(Table2)｡特 に no.46/β-

phenetylacetate (28.1±2.6%)､no.49/benzylalcohol(20.2±4.7%)､no.46/β-

phenylethylisobutyrate(37.6±6.3%)､no.50/phenetylalcohol(28.3±3.6%)等の

フ ェニル 化合 物 で抗 変 異原性 が多 く認 め られ た ｡ 従 来 の Ames法 では低沸点揮

発性 成 分 で活 性 が認 め られ な か った の に対 して､硫 酸 転移 酵 素 を用 いた Ames

変法 では 20%以上 の抗変異原性 が 4 サ ンプル認 め られ ､no.ll/llbutanol(28.6±

0.8%)､no.13/31methy1-I-butanol(39.4±1.1%) の アル コール 類 で 高い値 を示 し

た ｡

2 種 類 の抗 変 異 原 性 試 験 で いず れ も 20%以 上 の活性 の あ る試 料 は no.46/β-

phenethylacetate のみ で あ った ｡ (略) これ は､ 間接 変 異原物 質 を直接 変異原物

質 に代 謝 活 性 化 す る異 化 代 謝 経 路 が ､S-9mix の酸 化 還 元 反 応 を利 用 してい る

Ames法 に対 して､硫 酸転移 酵 素 に よる極性 の高い物質 との硫 酸抱合反応 を利用

した Ames変 法 の違 い に よる と推 測 され る ｡ この よ うに 2種 の抗 変異原試験 を

併用す るこ とで､反応機構 の異 な る抗変異原作用 を検討す るこ とが可能 となる｡

DPPH ラジカル消去活性 法

DPPH ラ ジ カ ル 消 去 活 性 法 の 結 果 を Table 3 に 示 した ｡ No.53/トmethyl-4-

hydroxybenzene (74.4±0.9%) で高い抗 酸化性 が認 め られ た が､ フェニル化合物

である benzylalcohol､β-phenylethylisobutyrate､phenethylalcohol､β-phenethyl

acetate､ethylcinnamateにお いて活性 は見 られ なかった｡ ア ン トシアニ ジンの B

環 に水 酸 基 が増 え る と抗 酸 化 活性 も高 ま る こ とか ら､芳 香 環 の水酸 基す な わ ち

フ ェ ノー ル 基 の存 在 が重 要 で あ る と推 測 され る｡ トmethyl-4-hydroxybenzene の

活 性 は EGCG (71.0±0.0% ) と同 程 度 で あ る が ､ 測 定 に使 用 した 濃 度 が 1-

methyl-4-hydroxybenzeneの lmM に対 して EGCG の 2.5〃M と 40倍 も高い こと

か ら､EGCG の抗酸化性 には及 ばない結果 となった ｡

1-methyト4-hydroxybenzene (30.9±3.5%)は従 来の Ames法 にお いて も抗変異

原活性 が確 認 され た が､硫 酸 転移 酵 素 を用 い た Ames変 法 にお い て活性 は認 め

られ な か った ｡ ま た ､今 回 の実験 で抗 変 異原性 試 験 お よび 抗 酸 化性 試 験 で共 に

活性 のあるサ ンプル は認 め られ なか った ｡
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Table3DPPH radicalscavenglngactivityofvolatilecompounds

fron BuckwheatShochu

No. Compounds
Radicalscavending

activity(%)

41 methiono1 3.9±1.3

48 2-methyトhexanoicacid 3.4±1.5

53 1-methyl-4-hydroxybenzene 74.4±0.9

EGCG*) 71.0±0.0

n.d.:notdetected

Valueshowedmeans ±S.D.(N -3)

*) FinalconcentrationorEGCGwas2.5〃M.

お わ りに

本 格 焼 酎 の機 能 性 成 分 につ い て は ､ 血 栓 溶 解 活 性 の存 在 が報 告 され て い るが

それ 以 外 に は ほ とん ど報 告 され て い な い｡ 今 回 ､ 2 通 りの抗 変 異原性 試 験 を実

施 した ところ ､ 従 来 の Ames 法 で は 高沸 点 揮 発 性 成 分 で 多 く活 性 が認 め られ ､

硫 酸 転 位 酵 素 を用 い た Ames変 法 で は低 沸 点揮 発 性 成 分 で多 く活 性 が認 め られ

る とい う結 果 に な っ た ｡ ま た ､ 甲類 焼 酎 と本 格 焼 酎 の抗 酸 化性 につ い て は僅 か

で は あ るが ､ 本 格 焼 酎 の活 性 が 高 い こ とか ら も本 格 焼 酎 は抗 酸 化 活 性 な どの機

能性 を有 す る 可能 性 が 考 え られ た (デ ー タ未 掲 載 )｡ これ らの結 果 よ り､本 格焼

酎 は抗 変 異 原 作 用 や 抗 酸 化 作 用 を もつ 多様 な香 気 成 分 が含 まれ ､ これ らの作 用

が組 み 合 わ さ る こ とで相 乗 的 に 高 い機 能 性 を示 す 可 能性 が 考 え られ た ｡ 現 在 ､

これ らの 香 気 成 分 の構 造 と機 能 との 関係 につ い て詳 細 に検 討 を進 め て い る｡ ま

た ､ 蕎 麦 以 外 に甘 藷 ､ 麦 ､米 な どを原 料 と した 本 格 焼 酎 に 関 して も分 析 を進 め

広 く本格 焼 酎 に秘 め られ た機 能性 を明 らか に してい きた い と考 えてい る｡
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