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略語  

 

AA：  α - Am yl ase  

AC：  Ko j i  ac id i t y  

AG：  α - Glucos ida se  

BG：  β - Glucos idas e  

C AP：  Ac t iv i t y  o f  ca f fe i c  ac id  p r oduc t ion   

DP P H：  1 ,1Diphen yl -2 -p i c r ylh ydr az a yl  

E LIS A：  Enz ym e - l i nked  im m unoS orben t  a s sa y  

GA：  G luco am yl as e  

GABA：  4 -Am ino bu tano i c  ac id  

LD H：  La c t a t e  d e h ydro genas e  

MTT：  3 - (4 ,5 -Dim eth yl th i az o l -2 - yl ) -2 ,5 -d i phen yl t e t r az o l ium  b rom ide  

NK ce l l：  N a tu ra l  k i l l e r  ce l l  

P BS：  Ph o sp h a t e  bu ffe r e d  s a l i n e  

R S D：  R aw s t a rch  d iges t i on  

S DR：  S wee tpo t a to  shochu -d i s t i l l ed  r e s idue   

TPA：  12 -O - t e t r ad ecano ylpho rbo l -13 - ace t a t e  
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緒論  

 

サ ツ マ イ モ や 米 麹 を 原 料 に ア ル コ ー ル 発 酵 を 終 え た 芋 焼 酎 も ろ み は

蒸 留 工 程 に よ り エ チ ル ア ル コ ー ル や そ の 他 の 香 気 成 分 等 の 揮 発 性 成 分

は 芋 焼 酎 と し て 製 造 さ れ ， 副 産 物 と し て 芋 焼 酎 粕 が 得 ら れ る 。 常 圧 蒸

留の場合，焼酎粕の量は芋焼酎の約 1 .9 倍になる。芋焼酎粕には，原料

の サ ツ マ イ モ 及 び 米 に 由 来 す る 繊 維 類 ， 非 発 酵 性 糖 類 ， タ ン パ ク 質 ，

脂 肪 ， 無 機 塩 類 そ の 他 の 原 料 成 分 の 一 部 と ， 麹 菌 ， 酵 母 な ど の 菌 体 ，

有 機 酸 ， ビ タ ミ ン 類 及 び ポ リ フ ェ ノ ー ル 等 発 酵 生 産 物 の 中 ， 蒸 留 で 除

去されなかった成 分が含まれている 1 , 2 )。平成 14 年度から始まった と

される焼酎ブーム 3 )による焼酎製造数量の増加に伴 い，熊本国税局しょ

うちゅう調査書に よると平成 18 酒 造年度の焼酎粕排 出量は 787 ,065kL

と平成 14 酒造年度の 1 .7 倍量まで急激に増加してい る。その処理方法

と比率はメタン発 酵 32 .2%，加熱乾 燥 15 .5%，海洋投 入 13 .0%，焼却 10 .2 %

となっており，陸 上処理が約 87%に なっている 4 )。焼酎粕の成分や機能

性 に 注 目 し た 有 効 利 用 法 と し て 泡 盛 蒸 留 廃 液 や 黒 糖 焼 酎 粕 の も ろ み 酢

について抗酸化作 用などの報告 5 . 6 )があり，また，米 元ら 7 )は芋焼酎粕

と 乳 成 分 を 利 用 し た 乳 酸 菌 飲 料 に つ い て ア レ ル ギ ー 抑 制 効 果 や 腸 内 細

菌叢の改善を報告 している。また， 森村ら 8 ～ 1 0 )は各種焼酎粕から醸造

酢を製造し抗腫瘍 活性効果や AC E 阻害活性などを報 告している。また，

麦焼酎粕の肝障害 抑制 1 1 )や脂肪肝抑制 1 2 )，泡盛についても脂質代謝抑

制作用の報告 1 3 )がある。一方，麹 菌は日本国の国菌 とされ，我が国の

食 生 活 に 密 着 し て い る 。 代 表 的 な 食 品 と し て 日 本 酒 や 味 噌 ， 納 豆 ， 醤
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油，食酢などがあ り，抗酸化作用や 抗アレルギー作用 ，血圧降下作用，

脂質代謝改善効果 などの機能性が数 多く報告 1 4 )されている。  

一方，厚生労働省 が発表 1 5 )した我が国の平均寿命は 男性 79 .64 歳，

女性 86 .39 歳（平 成 22 年）とそれぞ れ世界で 4 位と 1 位である。また，

65 歳以上の高齢 者人口比は 23%を 占めるほどになっ ている。そのため，

現在の医療保険制 度の維持が難しく なりつつある。日 本人の 3 大死因

は悪性新生物（ガ ン），心疾患，脳 血管疾患であると され，厚生労働省

によると平成 22 年度の日本人の死 因の割合はそれぞ れ 29 .5%， 15 .8%，

10 .3%と発表 1 6 )している。このうち ，脳血管疾患や心 疾患はいずれも生

活 習 慣 病 と 密 接 に 関 係 し て い る こ と か ら ， 食 事 に よ る 予 防 が 可 能 に な

る こ と が 考 え ら れ ， こ れ ま で の 研 究 で 「 食 品 に よ る 予 防 効 果 」 が 明 ら

かになりつつある 。  

先にも述べた通り ，芋焼酎粕の中に は原料や麹菌，酵 母が生成したク

エン酸などの有機 酸や必須アミノ酸 及びビタミン E， ポリフェノール，

食 物 繊 維 ， 酵 母 菌 体 な ど の 食 品 成 分 が 多 量 に 含 ま れ て い る 。 こ れ ら の

成 分 は 現 代 社 会 の 様 々 な 生 活 習 慣 病 の 原 因 と さ れ る 中 性 脂 肪 や コ レ ス

テ ロ ー ル ， 活 性 酸 素 の 低 下 な ど の 効 果 が 期 待 さ れ る 。 有 用 な 成 分 を 含

む 芋 焼 酎 粕 は 健 康 維 持 や 増 進 機 能 を 有 す る 飲 料 と し て 活 用 す る こ と で ，

付加価値の高い原 料と成り得ること が考えられる。  

し か し ，芋 焼酎 粕は 固 形 分が 多く 粘性 も 高 いこ とが 知ら れ て おり 1 )，

そ の ま ま の 状 態 で 飲 料 に す る こ と は 難 し い 。 ま た ， 固 液 分 離 も 困 難 で

あ る た め に ， 食 品 へ 利 用 さ れ て い な い 。 そ こ で ， 芋 焼 酎 粕 を 飲 料 と し

て 利 用 す る た め の 固 液 分 離 性 を 向 上 さ せ る 技 術 の 開 発 が 必 要 で あ る 。
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ま た ， 芋 焼 酎 粕 に は 異 臭 （ 発 酵 臭 ） が あ り ， 味 も 酸 味 は あ る も の の 甘

味 は な く 酸 っ ぱ い だ け で あ る 。 飲 み や す く ， か つ ， 大 量 に 飲 用 で き る

香味改善が必要で ある。  

そ こ で ， こ の よ う な 芋 焼 酎 粕 を 有 効 利 用 し や す く す る た め に 研 究 を

開 始 し た 。 す な わ ち ， 芋 焼 酎 粕 に ク エ ン 酸 を 生 成 す る 麹 菌 に よ る 米 麹

と 繊 維 分 解 酵 素 を 添 加 す る こ と に よ り 固 液 分 離 性 の 向 上 や 米 麹 に 含 ま

れ る デ ン プ ン を 糖 化 す る こ と に よ る 天 然 の 甘 味 と 麹 菌 が 生 成 し た ク エ

ン酸の付与による 香味改善を試みた 。この研究の先行 する成果として，

芋 焼 酎 粕 に 米 麹 を 添 加 す る 工 程 に よ り ポ リ フ ェ ノ ー ル が 増 え る こ と ，

抗 酸 化 作 用 が 増 す こ と や ポ リ フ ェ ノ ー ル か ら カ フ ェ 酸 が 生 成 さ れ る こ

とを見出し，既に 報告している 1 7 ， 1 8 )。  

本 研 究 論 文 で は ， 産 業 廃 棄 物 と し て 排 出 さ れ て い る 芋 焼 酎 粕 か ら 製

造 し た 飲 料 が 健 康 増 進 飲 料 と 成 り 得 る の か 研 究 し た 内 容 に つ い て ， 第

１ 章 で は 芋 焼 酎 粕 に 米 麹 を 添 加 す る 飲 料 の 製 造 方 法 の 確 立 に つ い て ，

第 ２ 章 で は 芋 焼 酎 粕 に 米 麹 を 添 加 し て で き た 飲 料 の 脂 質 代 謝 ・ 血 糖 値

に 及 ぼ す 作 用 に 関 す る 研 究 に つ い て ， 第 ３ 章 で は 新 飲 料 の マ ウ ス の 免

疫 亢 進 効 果 に 及 ぼ す 影 響 に 関 す る 研 究 に つ い て ， 第 ４ 章 で は 新 飲 料 の

ガ ン 培 養 細 胞 へ の 影 響 に 関 す る 研 究 に つ い て ， 第 ５ 章 で は 芋 焼 酎 粕 に

麹 菌 を 作 用 さ せ る と カ フ ェ 酸 が 生 成 さ れ る こ と を 先 に 見 出 し た こ と か

ら ， 各 種 麹 菌 の ク ロ ロ ゲ ン 酸 か ら の カ フ ェ 酸 生 成 活 性 に つ い て 研 究 を

行った。  

以下に本論に得ら れたこれらの次第 を論述する。  
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第１章 芋焼酎粕に米麹を添加する新飲料の製造方法の確立  

 

第１節   序章  

本格芋焼酎は米と サツマイモを原料 に用い，それを発 酵，蒸留して焼

酎 が で き る 。 蒸 留 と 同 時 に 副 産 物 の 芋 焼 酎 粕 が 排 出 さ れ ， そ の 量 は 年

間約 470 ,000ｔ（平成 18 年度）にのぼり，その約 17%が海洋投入処 分

されている 4 )。  

芋 焼 酎 粕 の 中 に は ， 麹 菌 や 酵 母 が 生 成 し た ク エ ン 酸 な ど の 有 機 酸 や

必須アミノ酸及び ビタミン E，ポリ フェノール，食物 繊維，酵母菌体な

どの健康増進能を 持つ食品成分が多 量に含まれている 1 )。これらの成分

は 現 代 社 会 の 様 々 な 生 活 習 慣 病 の 原 因 と さ れ る 中 性 脂 肪 や コ レ ス テ ロ

ー ル ， 活 性 酸 素 の 低 下 や 便 秘 な ど に 効 果 が 期 待 さ れ て い る 。 こ の よ う

に 有 用 な 成 分 を 含 ん で い る 芋 焼 酎 粕 は 健 康 維 持 や 増 進 機 能 を 有 す る 飲

料 と し て 活 用 す る こ と で ， 高 い 付 加 価 値 の あ る 原 料 と 成 り 得 る 。 し か

し ， 芋 焼 酎 粕 は 固 形 分 が 多 く 粘 性 も 高 い た め ， そ の ま ま の 状 態 で 飲 料

に す る こ と は 難 し い 。 ま た ， 固 液 分 離 も 困 難 で あ る た め 食 品 へ の 利 用

も 遅 れ て い る 。 そ こ で ， 芋 焼 酎 粕 を 飲 料 と し て 利 用 す る た め の 固 液 分

離 性 を 向 上 さ せ る 技 術 開 発 が 必 要 で あ る 。 ま た ， 焼 酎 粕 は 発 酵 臭 が あ

り 酸 味 が 際 立 つ た め そ の ま ま で は 飲 料 に 適 さ な い 。 そ こ で ， 発 酵 臭 を

抑 え ， 飲 み や す く す る こ と を 目 的 に ， 芋 焼 酎 粕 に 米 麹 を 加 え て 再 発 酵

す る こ と で ク エ ン 酸 濃 度 増 加 に よ る 酸 味 と ， 米 麹 デ ン プ ン を 糖 化 さ せ

る こ と に よ る 天 然 の 甘 味 を 付 与 し ， 香 味 改 善 の 検 討 を 行 っ た 。 こ の よ

う に し て 得 ら れ た 飲 料 に は 芋 焼 酎 粕 に 由 来 す る 抗 酸 化 性 物 質 や 米 麹 か
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らのクエン酸など を含む飲料となる ことが期待される 。  

本 章 で は 芋 焼 酎 粕 の 固 液 分 離 性 ， 酵 素 反 応 液 の ろ 過 性 ， 固 形 分 の 減

量 化 に 注 目 し た 各 種 セ ル ラ ー ゼ 系 酵 素 剤 の 選 抜 す る こ と な ら び に 米 麹

添加により，芋焼 酎粕から新飲料を 製造する技術の開 発を目的とした。 

 

第２節   実験方法  

第１項  試薬・試料の調 製  

麹歩合 20%，汲み 水歩合 65%のもろ みを常圧蒸留して 得られた芋焼

酎 粕 を 各 試 験 に 用 い た 。 酵 素 選 抜 試 験 に 使 用 す る 芋 焼 酎 粕 は ， 予 め 標

準ふるい（ 6 .5m es h）で粗大固形分 を除去した。  

セルラーゼ系酵素 は HB I，天野エン ザイム，キッコー マン，協和エン

ザ イ ム ， 新 日 本 化 学 工 業 ， 大 和 化 成 ， ナ ガ セ ケ ム テ ッ ク ス ， ノ ボ ザ イ

ムズ，ヤクルト薬 品工業の 9 社よ り 34 種類を提供 いただいた（ Tab l e   

1‐ 1）。  

 

第２項  酵素反応の条件  

芋焼酎粕 200  m L を 300  m L 容三角 フラスコに分注後 ，各種酵素剤を

芋焼酎粕の 0 .1% （ W /V）添加し，50℃，24 時間酵素反応させた。酵素

反応は，インキュベーター（ AS ON E 製  IC V-750）内 でロータリーシェ

ー カ ー （ TAITEC 製  RT-50）に 反応 液 を 入れ た 三角フ ラ ス コを セ ッ ト

し，回転速度 45  r pm で行った。  
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Tab le  1‐ 1  Li s t  o f  ce l l u lo l yt i c  enz ym e s  ob t a ined  com m er c i a l l y  

N o .  E n z y m e  E n z y m e  T y p e  O r i g i n  C o m p a n y  

1  C e l l u l o s i n  A C 4 0  c e l l u l a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

H B I  E n z y m e s  I n c .  

2  C e l l u l o s i n  A L  c e l l u l a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

3  C c e l l u l o s i n  T 2  c e l l u l a s e  T r i c h o d e r m a  v i r i d e  

4  C e l l u l o s i n  H C 1 0 0  x y l a n a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

5  C e l l u l o s i n  H C  x y l a n a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

6  C e l l u l o s i n  T P L  x y l a n a s e  T r i c h o d e r m a  v i r i d e  

7  C e l l u l o s i n  G M 5  m a n n a n a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

8  C e l l u l o s i n  P E 6 0  p e c t i n a s e   A s p e r g i l l u s  n i g e r  

9  C e l l u l a s e  A「 A m a n o」 3  c e l l u l a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

A m a n o  E n z y m e  I n c .  1 0  C e l l u l a s e  T「 A m a n o」 4  c e l l u l a s e  T r i c h o d e r m a  v i r i d e  

1 1  P e c t o l y a s e  G「 A m a n o」  p e c t i n a s e   
A s p e r g i l l u s   
p u l v e r u l e n t u s  

1 2  P e c t o l y a s e  p e c t i n a s e   A s p e r g i l l u s  j a p o n i c u s  K I K K O M A N  

C O R P O R A T I O N  1 3  C e l l u l a s e  A C 2 0  c e l l u l a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

1 4  M u l t i f e c t  B  c e l l u l a s e  T r i c h o d e r m a  r e e s e i  K y o w a - E n z y m e s  

C o . , L t d  1 5  D r i s e l a s e  K S M  c e l l u l a s e  I r p e x  l a c t e u s  

1 6  S u m i z y m e  A C  c e l l u l a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

S H I N  N I H O N  
C H E M I C A L  C O . ,  L T D .  

1 7  S u m i z y m e  C  c e l l u l a s e  T r i c h o d e r m a  s p .  

1 8  S u m i z y m e  A P - 2  c e l l u l a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

1 9  S u m i z y m e  S P C  p e c t i n a s e   A s p e r g i l l u s  n i g e r  

2 0  S u m i z y m e  P M A C  p e c t i n a s e   A s p e r g i l l u s  s p .  

2 1  C e l l u l a s e  D A I W A  c e l l u l a s e  T r i c h o d e r m a  s p .  
D a i w a  F i n e  C h e m i c a l s  

C o . ,  L t d .  

2 2  C e l l u l a s e  N a g a s e   c e l l u l a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

N a g a s e  C h e m t e x  

C o r p o r a t i o n  

2 3  C e l l u l a s e  X L - 5 3 1  c e l l u l a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

2 4  C e l l u l a s e  X P - 4 2 5  c e l l u l a s e  T r i c h o d e r m a  v i r i d e  

2 5  P e c t o l y a s e  N a g a s e  p e c t i n a s e   A s p e r g i l l u s  n i g e r  

2 6  P e c t o l y a s e  X P - 5 3 4  p e c t i n a s e   B a c i l l u s  s u b t i l i s  

2 7  C e l l u c l a s t  c e l l u l a s e  T r i c h o d e r m a  r e e s e i  
N o v o z y m e s  A / S  

2 8  V I S C I Z Y M E  c e l l u l a s e  A s p e r g i l l u s  a c u l e a t u s  

2 9  C E L L U L A S E ” O N O Z U K A “ 3 S  c e l l u l a s e  T r i c h o d e r m a  v i r i d e  

Y A K U L T  

P H A R M A C E U T I C A L  
I N D U S T R Y  C O . , L T D  

3 0  C e l l u l a s e  Y - N C  c e l l u l a s e  A s p e r g i l l u s  n i g e r  

3 1  M a c e r o z y m e  A  
C o l l a p s e  e n z y m e  

o f  t h e  p l a n t  t i s s u e  
R h i z o p u s  s p .  

3 2  P e c t o l y a s e  S S  p e c t i n a s e   A s p e r g i l l u s  n i g e r  

3 3  P e c t o l y a s e  3 S  p e c t i n a s e   A s p e r g i l l u s  s p .  

3 4  P e c t o l y a s e  H L  p e c t i n a s e   A s p e r g i l l u s  s p .  
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第３項   分離速度確認試 験  

分離速度確認試験 は永浜らの方法を 参考にした 2 0 )。すなわち，酵素

反応後の焼酎粕を 100  m L 採取し ，ろ紙 No.5A によ る 60 分間のろ液 量

を測定し，濁度は 分光光度計（日立 製作所製， U2000）で 660  nm の吸

光度を測定した。  

 

第４項   固形分可溶化試 験  

固 形 分 の 可 溶 化は酵 素 反 応 終 了 後，室 温 ま で 冷 却 した反 応 液 50  m L

を遠心分離（ 4500  rpm， 10  分間） して得られた上清 量を測定した。ま

た ， 上 清 の 濁 度 は 第 ３ 項 の 方 法 で 測 定 し た 。 反 応 液 中 の 固 形 分 含 有 量

は，反応液 5  m L を 採取し，ADVA NTE C 製ガラス繊維ろ紙 GA-100（ 1  µ m）

でろ過し， 110℃ 乾燥法で測定した 。  

 

第５項   HP LC による糖 分析  

第 3 項の分離速度 確認試験で得られ たろ液を純水で 20～ 50 倍希釈し，

W ater s 社製 S ep-P ak  P lus  C 18 カラムを用いて疎水性 化合物を除去し，

メンブランフィル ター  0 .45  µ m で前処理したサンプ ル 50  µ L を HP LC

に供した。  

糖分析は島津製作 所製高速液体クロ マトグラフ LC -V P 還元糖分析シ

ステムを用いた。カラムは S h im -P ak  IS A -07 /S 2504（ 250  m m L×4 .0  m m  I . D .）

を使用し，移動相 は A 液［ 0 .1M ほう酸カリウム緩衝 液（ pH8）］と B

液［ 0 .4M ほう酸カリウム緩衝液（ pH9）］を用いて，A/B=100 /0→0/10 0

へと切替える直線 グラジェントで行 った。移動相流量 は 0 .6  m L/m in，
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カラム温度は 65℃とした。また， 検出条件は反応液 として 1% L-アル

ギニンを含む 3%ホウ酸水溶液を使 用し，反応液流量は 0 .5  m L/m in とし

た。検出器は分光 蛍光検出器 R F-10 A X L を使用し，励 起波長 320  nm，測

定波長 430  nm で行った。  

 

第６項   呈味性試験  

芋焼酎粕 1500  m L に選抜した酵素 0 . 1%（ W /V）添加し て糖化（ 50℃，

15 時間）した液部の pH，酸度， B r ix の測定と官能検査を行った。 pH

は堀場製作所社製 F-12 を用 いた 。酸度は国税庁所 定分析法注解の方 法

2 1 )に従い，焼酎粕液 10m L に B.T.B,  N .R .混合指示薬を 2～ 3 滴加え 1 /10N  

NaOH で淡緑色 に なるまで中和滴定 した。  

ま た ， 芋 焼 酎 粕 だ け で は 発 酵 臭 や 酸 味 が 目 立 つ た め ， 香 味 改 善 を 目

的 に 米 麹 の 添 加 量 を 変 え て 常 法 通 り の 酵 素 反 応 を 行 っ た 。 な お ， 米 麹

には黒麹を使用し ，その添加量は 5， 10， 15， 20， 25， 30%の 6 区分で

行った。  

 

第７項   実スケールにお ける固液分離試験  

試験室スケールで 選抜した酵素を用 いて 50  L 規模 の 圧搾試験を行っ

た。すなわち，芋 焼酎粕 40  L に米 麹 8  kg と酵素 0 .1 %添加し， 55℃，

15 時間反応させ た。反応中は攪拌 機を用いて均一に なるように撹拌し

た。反応終了液を酒袋に入れ，手動式圧搾機（東洋商会製：C 型 480 L）

にて一昼夜圧搾ろ 過を行い，ろ液の 分離量（搾汁率），懸濁物質濃度（ S S），

透明度，圧搾粕量 を測定した。  



14 

 

透明度は第３項の 濁度，懸濁物質濃 度は第４項と同じ 方法で行った。 

 

第８項   飲料の成分分析  

新 飲 料 の 分 析 を 外 部 分 析 機 関 で あ る （ 財 ） 日 本 食 品 分 析 セ ン タ ー に

依 頼 し た 。 測 定 項 目 は ， 栄 養 成 分 （ 水 分 ， カ ロ リ ー ， タ ン パ ク 質 ， 脂

質 ， 灰 分 ， 炭 水 化 物 ， 食 物 繊 維 ） の ほ か ， ミ ネ ラ ル ， 有 機 酸 ， ア ミ ノ

酸， γ -アミノ酪酸 （ GAB A）とした 。  

 

第３節   結果と考察  

第１項  セルラーゼ系酵 素の選択試験（一 次スクリーニング ）     

芋焼酎粕に酵素剤 0 .1%を添加した反 応液 100  m L を用 いて分離速度確

認試験を行った。ろ過を開始して 6 0 分後のろ液量は 酵素処理により芋

焼酎粕そのものを ろ過するより最大 で 1 .6 倍に増加し た。ろ液の濁度は

芋焼酎粕のろ液よ り低いものや 2～ 3 倍と高い値などが散見されたが，

酵素剤の起源によ り差は見られなか った。酵素の起源 別では Tr i coderma

属起源の酵素剤が Asperg i l l u s 属起源のものよりも ろ液量が多くなる 傾

向がみられた。  

これらの結果から ，酵素剤 34 種類 のうち最終ろ液の 量が Blank であ

る芋焼酎粕ろ液量 よりも 1 .4 倍（ 60  m L）以上であり，ろ液濁度が Blank

と ほ ぼ 同 じ 値 か 低 い 値 で あ る 酵 素 剤 1 3 種 類 を 選 抜 し た （ Ta b l e  1‐ 2）。 
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Tab le  1‐ 2  Ef f ec t  o f  va r ious  ce l l u lo l yt i c  enz ym es  on  f i l t r a t i on  pe r fo rm anc e  

o f  S DR .  

N o .  E n z y m e  O r i g i n  
A m o u n t  o f  f i l t r a t e  

p e r  6 0  m i n ( m L )  
T u r b i d i t y  

0  B l a n k  －  4 4 . 0  0 . 4 9  

1  C e l l u l o s i n  A C 4 0  A s p e r g i l l u s  n i g e r  6 4 . 5  0 . 3 7  

2  C e l l u l o s i n  T 2  T r i c o d e rma  v i r i d e  6 9 . 5  0 . 1 0  

3  C e l l u l o s i n  G M 5  A s p e r g i l l u s  n i g e r  6 7 . 0  0 . 2 3  

4  C e l l u l a s e  A C 2 0  A s p e r g i l l u s  n i g e r  6 0 . 5  0 . 5 8  

5  M u l t i f e c t  B  T r i c o d e rma  r e e s e i  6 6 . 0  0 . 4 1  

6  S u m i z y m e  A C  A s p e r g i l l u s  n i g e r  6 1 . 5  0 . 5 5  

7  S u m i z y m e  C  T r i c o d e rma  s p .  6 3 . 0  0 . 2 2  

8  S u m i z y m e  P M A C  A s p e r g i l l u s  s p .  6 3 . 0  0 . 3 2  

9  C e l l u l a s e  D A I W A  T r i c o d e rma  s p .  6 5 . 0  0 . 1 8  

1 0  C e l l u l a s e  X P - 4 2 5  T r i c o d e rma  v i r i d e  6 3 . 5  0 . 3 2  

1 1  C e l l u c l a s t  T r i c o d e rma  r e e s e i  6 4 . 0  0 . 3 4  

1 2  C E L L U L A S E ” O N O Z U K A “ 3 S  T r i c o d e rma  v i r i d e  6 1 . 0  0 . 5 8  

1 3  C e l l u l a s e  Y - N C  A s p e r g i l l u s  n i g e r  6 3 . 5  0 . 4 6  
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第２項   セルラーゼ系酵 素の選択試験  （ 二次スクリーニン グ）    

第 １ 項 で 選 抜 し た 酵 素 剤 を 用 い た 酵 素 反 応 液 を 固 形 分 可 溶 化 試 験 に

供し，二次スクリ ーニングを行った 。  

液部割合は Tr i coderma 属起源の方 が Asperg i l l u s 属起 源の酵素剤より

多 く な り ， 第 １ 項 と 同 様 の 傾 向 が 見 ら れ た 。 液 部 の 濁 度 は Tr i coderma

属起源の酵素剤が 高く，Asperg i l l u s 属起源の酵素剤は Blank とほぼ変 わ

らなかった。これ は Tr i coderma 属 起源の酵素剤が遠 心分離では沈降し

ない大きさに繊維 が細かく分断され ることが考えられ る (Tab l e  1‐ 3 )。  

酵素処理後の固形 分の減少度割合は ，セルロシン T2 が最も大きく，

次いで Mul t i f ec t  B，セルラーゼダイ ワ，セルラーゼ X P -425，セルクラ

ストの 4 種類であった。これらはい ずれも Tr i coderma 属起源の酵素剤

であった (F i g .  1‐ 1)。  

分離液を HP LC で 糖分析したところ ，酵素剤の種類に より生成される

糖の組成が異なっ ていた。Tr i coderma 属起源の酵素剤 はセロビオース，

マルトース，キシ ロースが増える傾 向にあり，Asperg i l l u s 属起源の酵素

剤 は ， ガ ラ ク ト ー ス が 増 え る 傾 向 が 見 ら れ た （ Tab le  1‐ 4）。 グ ル コ ー

スの生成量が最も 多かったのはセル ロシン T2，セロ ビオースが最も多

いのは Mut i fec t  B であった。  

以上の結果から，液分離量が多く固 形分の減量化と糖 分析試験で特徴

的であると認めら れた酵素剤 2 種類（セルロシン T2，Mut i fec t  B）を選

抜した。  
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Tab le  1‐ 3  Eff ec t  o f  va r ious  ce l l u lo l yt i c  enz ym es  on  cen t r i fu ga t i on  

pe r fo rm anc e  o f  S D R .  

E n z y m e  O r i g i n  
P e r c e n t a g e  o f  

s u p e r n a t a n t  ( % )  
T u r b i d i t y  

B l a n k  －  6 6  0 . 0 6  

C e l l u l o s i n  T 2  T r i c o d e rma  v i r i d e  8 3  0 . 8 7  

M u l t i f e c t  B  T r i c o d e rma  r e e s e i  8 3  0 . 7 5  

S u m i z y m e  C  T r i c o d e rma  s p .  8 0  0 . 7 3  

C e l l u l a s e  D A I W A  T r i c o d e rma  s p .  8 2  0 . 7 7  

C e l l u l a s e  X P - 4 2 5  T r i c o d e rma  v i r i d e  8 0  0 . 5 6  

C e l l u c l a s t  T r i c o d e rma  r e e s e i  8 3  0 . 8 6  

C E L L U L A S E ” O N O Z U K A “ 3 S  A s p e r g i l l u s  n i g e r  7 5  0 . 5 6  

C e l l u l o s i n  A C 4 0  T r i c o d e rma  v i r i d e  7 8  0 . 0 6  

C e l l u l o s i n  G M 5  A s p e r g i l l u s  n i g e r  8 0  0 . 0 6  

C e l l u l a s e  A C 2 0  A s p e r g i l l u s  n i g e r  7 6  0 . 1 0  

S u m i z y m e  A C  A s p e r g i l l u s  n i g e r  7 6  0 . 1 5  

S u m i z y m e  P M A C  A s p e r g i l l u s  s p .  7 5  0 . 0 3  

C e l l u l a s e  Y - N C  A s p e r g i l l u s  n i g e r  7 3  0 . 1 0  
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F i gu re  1‐ 1  S uspen ded  so l i d  i n  t he  su perna t a n t s  a f t e r  t r e a tm en t  o f  S DR  b y  

va r ious  ce l l u lo l yt i c  enz ym es .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000
B

la
n

k

C
el

lu
lo

si
n
 T

2

M
u
lt

if
ec

t 
B

S
u
m

iz
y
m

e 
C

C
el

lu
la

se
 D

A
IW

A

C
el

lu
la

se
 X

P
-4

2
5

C
el

lu
cl

as
t

C
E

L
L

U
L

A
S

E
”O

N
O

Z
U

K
A

“3
S

S
u
m

iz
y
m

e 
A

C

C
el

lu
la

se
 A

C
2

0

S
u
m

iz
y
m

e 
P

M
A

C

C
el

lu
la

se
 Y

-N
C

C
el

lu
lo

si
n
 A

C
4

0

C
el

lu
lo

si
n
 G

M
5

S
u
sp

e
n
d

ed
 S

o
li

d
(m

g
/L

）

Aspergillus sp.Tricoderma sp.



19 

 

Tab le  1‐ 4  S u ga r s  i n  t he  superna t an t  f rom  the  enz ym e- t r e a t ed  S DR .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E n z y m e  O r i g i n  
P r o d u c t  

C e l l o b i o s e  M a l t o s e  G a l a c t o s e  X y l o s e  G l u c o s e  

B l a n k  －  0 . 0  0 . 0  0 . 7  0 . 0  0 . 4  

C e l l u l o s i n  T 2  T r i c o d e rma  v i r i d e  0 . 1  0 . 2  0 . 9  0 . 1  5 . 8  

M u l t i f e c t  B  T r i c o d e rma  r e e s e i  2 . 2  0 . 2  0 . 8  0 . 1  2 . 9  

S u m i z y m e  C  T r i c o d e rma  s p .  0 . 3  0 . 4  0 . 9  0 . 1  4 . 9  

C e l l u l a s e  D A I W A  T r i c o d e rma  s p .  1 . 1  0 . 2  0 . 8  0 . 1  3 . 6  

C e l l u l a s e  X P - 4 2 5  T r i c o d e rma  v i r i d e  0 . 4  0 . 4  0 . 9  0 . 0  4 . 5  

C e l l u c l a s t  T r i c o d e rma  v i r i d e  1 . 9  0 . 2  0 . 7  0 . 1  2 . 9  

C E L L U L A S E ” O N O Z U K A “ 3 S  T r i c o d e rma  r e e s e i  0 . 7  0 . 4  0 . 7  0 . 1  3 . 0  

S u m i z y m e  A C  A s p e r g i l l u s  n i g e r  0 . 0  0 . 0  1 . 0  0 . 0  5 . 6  

C e l l u l a s e  A C 2 0  A s p e r g i l l u s  n i g e r  0 . 0  0 . 0  1 . 2  0 . 0  5 . 0  

S u m i z y m e  P M A C  A s p e r g i l l u s  s p .  0 . 1  0 . 0  1 . 6  0 . 0  4 . 4  

C e l l u l a s e  Y - N C  A s p e r g i l l u s  n i g e r  0 . 0  0 . 0  0 . 9  0 . 1  5 . 6  

C e l l u l o s i n  A C 4 0  A s p e r g i l l u s  n i g e r  0 . 0  0 . 0  1 . 4  0 . 0  4 . 9  

C e l l u l o s i n  G M 5  A s p e r g i l l u s  n i g e r  0 . 0  0 . 0  1 . 6  0 . 0  5 . 3  
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第３項   呈味性試験  （ 三次スクリーニン グ）   

芋焼酎粕 1500  m L に第２項で選抜し た酵素を 0 .1%添 加し，第２項と

同 様 の 反 応 条 件 で 得 ら れ た 糖 化 液 の 分 析 と 官 能 検 査 を 行 っ た 。 そ の 結

果，酸度，pH，Br i x に大差は認められなかった。官能 検査では Mul t i f ec t  

B にややエグミが ，セルロシン T2 にはスッキリ感が 感じられた。飲み

やすい飲料にする ために清涼感が感 じられたセルロシ ン T2 を使用する

ことにした（ Tab l e  1‐ 5）。  

芋 焼 酎 粕 は 原 料 中 の デ ン プ ン 質 が ア ル コ ー ル 発 酵 に よ り 殆 ど 残 っ て

い な い 。 そ の た め ， 甘 味 が な く ， ク エ ン 酸 と ア ミ ノ 酸 に 由 来 す る 酸 味

と 旨 味 だ け が 目 立 つ 飲 料 で あ る 。 そ こ で ， ま ず ， 黒 麹 菌 で 製 麹 し た 米

麹 の 添 加 量 を 変 え て 水 に 添 加 し ， 糖 化 に よ り 酸 味 と 甘 味 の 付 与 の 確 認

を 行 っ た 。 黒 麹 菌 に よ る 米 麹 の ク エ ン 酸 の 影 響 か ら ， 添 加 量 の 増 加 と

と も に 酸 度 は 上 昇 し ， 酸 味 も 強 く な っ た 。 麹 添 加 量 が 25%以 上 で は 甘

味 と 酸 味 が 強 く な り す ぎ た こ と か ら ， 米 麹 は 20%添 加 が 適 量 と 判 断 し

た（ Tab le  1‐ 6）。  

 

Tab l e  1‐ 5  S om e p r oper t i e s  o f  t h e  enz ym e - t r e a t ed  S DR .  

 
E n z y m e  

C e l l u l o s i n  T 2  M u l t i f e c t  B  

A c i d i t y ( 1 0 m l )  6 . 0 5  6 . 2 5  

p H  3 . 2   3 . 2   

B r i x  3 . 2   3 . 2   

T u r b i d i t y  0 . 1 0 7  0 . 0 8 1  

Ta s t e  C l e a r  B i t t e r  
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Tab le  1‐ 6  E ffe c t  o f  t he  t r e a tm en t  m od i f i ed  b y r i c e -ko j i .  

 

A m o u n t  o f  r i c e - k o j i  ( % )  

5  1 0  1 5  2 0  2 5  3 0  

A c i d i t y  2 . 4  4 . 4  6 . 3  8 . 2  9 . 7  1 1 . 0  

p H  3 . 3 8  3 . 3 6  3 . 3 3  3 . 2 9  3 . 2 9  3 . 2 8  

B r i x  2 . 8  6 . 0  9 . 0  1 2 . 0  1 4 . 0  1 6 . 6  

S e n s o r y  t e s t  
We a k  s o u r  

T h i n  t a s t e  
We a k  s o u r  We a k  s o u r  

G o o d  b a l a n c e  o f  

s w e e t n e s s  a n d  

s o u r  

A l i t t l e  s t r o n g  

s w e e t  a n d  s o u r  
S t r o n g  s o u r  

 

 

第４項   実スケールにお ける固液分離試験  

芋 焼 酎 粕 を 酒 袋 に 入 れ て 圧 搾 機 に 並 べ た 後 に 均 一 に 重 み が 伝 わ る よ

う に 重 石 を の せ た 。 圧 搾 開 始 後 ， 間 も な く 濁 っ た 液  （ 荒 走 り ）  が 出

て き た 。 そ の 後 30 分 前 後 で 透 明 な 液 が 得 ら れ る よ う に な り ， 加 圧  

（ 0 .5MP a）  を開始し，芋焼酎粕自体の荒走りを含む 圧搾液の回収率は

77 .5%，圧搾固形 分の水分含有量は 80 .9%であった （ Tab le  1‐ 7）。  

試験室スケールで 選抜した酵素剤を 用いて 50  L 規 模 の圧搾試験を行

っ た 。 米 麹 無 添 加 で は 回 収 率 が 82 .8%， 圧 搾 液 の 懸 濁 物 質 ［ suspende d  

so l i d  （ S S）］は 2390  m g/ L と非 常 に高く，とても圧 搾できたとは言え

な い 結 果 で あ っ た 。 次 に ， 酵 素 反 応 後 に 米 麹 を 添 加 し て 糖 化 反 応 さ せ

て 圧 搾 を 試 み た と こ ろ ， 分 離 液 の 回 収 率 は 72%， 圧 搾 固 形 分 の 水 分 が

67%と 芋 焼 酎 粕 そ の も の を 圧 搾 す る よ り も 回 収 率 は 低 い が ， 分 離 液 の

S S が 627  m g/ L と 透明な液が得られ た。米麹を添加することで，圧搾で



22 

 

きなかった酵素反 応液の圧搾性を向 上させることが出 来た。  

そ こ で ， 酵 素 剤 と 米 麹 に よ る 酵 素 反 応 と 麹 の 糖 化 を 同 時 に 行 っ た 。

その結果，分離液の S S は酵素反応後に米麹を添加し た方法とほぼ同程

度 の 圧 搾 液 が 得 ら れ た 。 分 離 液 の 回 収 率 は 約 84%と 高 く ， 圧 搾 に よ り

分 離 し た 固 形 部 分 の 水 分 は 73%ま で 低 下 し ， 各 試 験 区 の 中 で 最 も 良 い

結果が得られた。  

これらの結果は，米麹の添加により セルラーゼ処理さ れた芋焼酎粕の

固 液 分 離 を 容 易 に す る こ と が 出 来 る こ と を 実 証 し た 。 芋 焼 酎 粕 だ け を

固 液 分 離 す る 場 合 ， 芋 焼 酎 粕 中 の 繊 維 は ろ 過 助 剤 の 役 目 を 果 た す が ，

酵 素 剤 を 添 加 す る こ と で 繊 維 が 分 断 し ， 微 細 化 し て 酒 袋 か ら 漏 れ た と

考 え ら れ た 。 こ の 反 応 液 に 米 麹 を 加 え る こ と で ， 米 麹 由 来 の 固 形 部 が

ろ過助剤の役目を 果たし，圧搾が可 能になったと推察 している。  

圧搾液のうち，米麹を 10%，20%，30%添加した区分 の遊離糖類を分

析した（ Tab le  1‐ 8）。米麹添加により，グルコース濃度が最も増加し，

次いでキシロース であった。アラビノース，ガラクトースもキシロー

スほどではないも のの増加していた 。  

次に，芋焼酎粕に 米麹とセルロシン T2 を加え反応 させた溶液を糖

分析した結果，最も多いグルコース 量は酵素添加によ る差異は認めら

れなかった。細胞壁に由来するセロ ビオースやアラビ ノースなどが増

えている理由とし て，セルラーゼ系酵素の効果による ものと考えられ

た。  
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Tab le  1‐ 7  Tes t  p l a n t  o f  m ak ing  t h e  ne w beve ra ge  f rom  S DR .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tr e a t m e n t  o f  S D R  s a m p l e  

L i q u i d   
 

S o l i d   

S S  

( m g / l )  
T u r b i d i t y  

R e c o v e r y  

r a t e  ( % )  

M o i s t u r e  

c o n t e n t  ( % )

N o n e  

A r a b a s i r i  

( l i q u i d  w i t h o u t  

c o m p r e s s i o n )  

1 7 1 3  2 . 0 7  

7 7 . 5  

 

8 0 . 9  
C o m p r e s s e d  

l i q u i d  
5 6 0  0 . 1 0   

E n z y m e  

A r a b a s i r i  

( l i q u i d  w i t h o u t  

c o m p r e s s i o n )  

5 1 7 0  2 . 7 2  

8 2 . 8  

 

8 7 . 0  

C o m p r e s s e d  

l i q u i d  
2 3 9 0  2 . 1 8   

E n z y m e  

+ r i c e - k o j i  

A d d i t i o n  o f  

r i c e - k o j i  a f t e r  
e n z y m e  t r e a t m e n t  

o f  S D R  

A r a b a s i r i  

( l i q u i d  w i t h o u t  

c o m p r e s s i o n )  

2 5 4  0 . 9 3  

7 2 . 0  

 

6 7 . 0  

C o m p r e s s e d  

l i q u i d  
6 2 7  1 . 1 3   

S i m u l t a n e o u s  

a d d i t i o n  o f  

e n z y m e  a n d  

r i c e - k o j i   

A r a b a s i r i  

( l i q u i d  w i t h o u t  

c o m p r e s s i o n )  

2 0 0 0  2 . 1 8  

8 3 . 8  

 

7 3 . 1  

C o m p r e s s e d  

l i q u i d  
6 5 4  0 . 3 5   

※ S D R  :  S e e t p o t a t o  S h o c h u - D i s t i l l e d  R e s i d u e    
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Tab le  1‐ 8  S u ga r  c ompos i t i on  i n  new bever a ge .  

             ( g / L )  

E n z y m e  
A d d e d  a m o u n t   

o f   k o j i  ( % )  
C e l l o b i o s e  M a l t o s e  A r a b i n o s e  G a l a c t o s e  X y l o s e  G l u c o s e  

Wi t h o u t  e n z y m e

1 0  0  0 . 0  0 . 4  0 . 3  2 . 4  6 1 . 4  

2 0  0  0 . 1  0 . 8  0 . 6  4 . 6  9 3 . 7  

3 0  0 . 1  0 . 2  1 . 0  0 . 9  6 . 9  1 2 3 . 2  

C e l l u l o s i n  T 2  

1 0  0 . 2  0 . 0  1 . 2  0 . 9  1 . 7  6 0 . 4  

2 0  0 . 2  0 . 2  1 . 3  1 . 2  4 . 9  9 6 . 8  

3 0  0 . 3  0 . 1  1 . 8  1 . 4  4 . 9  1 1 9 . 8  
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第５項   芋焼酎粕飲料の 成分  

芋焼酎粕に米麹を 添加して得られた 圧搾液［芋焼酎粕 飲料（新飲料）］

の栄養成分は， 10 0  m L 当たりのカ ロリーが 63  kca l，糖質が 15 .2  g， 食

物繊維は 0 .3  g で あり，脂質は 0 .1  g 以下であった （ Tab le  1‐ 9）。総有

機酸量は 1080  m g と豊富でその約 8 5%はクエン酸で あり 920  m g 含ま れ

て い た 。 そ の 他 は コ ハ ク 酸 ， リ ン ゴ 酸 ， 酢 酸 ， 乳 酸 ， ピ ロ グ ル タ ミ ン

酸であった。遊離アミノ酸は 18 種 類が確認され， 100m L 当たりに総量

として 1111  m g 含 まれていた。この うち，必須アミノ 酸は 406  m g であ

っ た 。 ミ ネ ラ ル で は カ リ ウ ム が ， ビ タ ミ ン 類 で は パ ン ト テ ン 酸 ， ナ イ

アシン，ビオチン ，ビタミン B 2，葉 酸などが比較的多 く含まれており，

この他にもポリフ ェノールや GA BA が含まれていた。  

新 飲 料 に 含 ま れ る ク エ ン 酸 は ， 用 い た 麹 菌 に 由 来 し ， そ の 量 は 92 0  

m g/100  m L であり ，この数値は，通 常，芋焼酎製造時 に産生する焼酎粕

中の含有量 488  m g/100  m L
1 )に比べ て約 2 倍の高い値 を示した。新飲料

の 製 造 方 法 で は ， 米 麹 を 再 度 添 加 し 再 発 酵 さ せ て い る た め ， 他 の 有 機

酸 を 含 め て ク エ ン 酸 量 が 増 強 さ れ た も の と 考 え ら れ る 。 ク エ ン 酸 に は

疲労回復効果など が知られており 2 2 )，この点で，今 回開発した再発酵

法 を 用 い る こ と で ， 新 飲 料 の ク エ ン 酸 含 有 量 が 高 く な り ， 健 康 維 持 機

能も高いと言える 。  

また，アミノ酸に ついても興味ある 知見が得られた。 新飲料 100  m L

当たり，必須アミ ノ酸の含有量は 4 06  m g であ った。 運動時のエネルギ

ー源となる分岐鎖 アミノ酸（ Val , Leu , I l e） 2 3 )は 180  m g 含まれてい た。

通 常 の 食 生 活 で は 概 ね 必 要 な タ ン パ ク 質 は 食 事 で 摂 取 で き る と さ れ て
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い る が ， 食 欲 低 下 な ど 食 事 摂 取 量 が 少 な い 場 合 に は 摂 取 し た タ ン パ ク

質がエネルギーに 利用され，タンパ ク質必要量は多く なる 2 4 )。新飲料

は約 1%のアミノ 酸を含むため，不足するアミノ酸を 容易に補完するこ

とに役立つものと 考えられる。  

ミ ネ ラ ル の 中 で 特 異 的 に 多 か っ た カ リ ウ ム は 新 飲 料 に 185  m g/100  

m L 含まれていた が，サツマイモにカリウムは 470  m g/100  g 含まれてい

る 2 5 )ことから，原料のサツマイモ に由来するものと いえる。カリウム

は 体 内 の ナ ト リ ウ ム 排 出 作 用 な ど が 知 ら れ て い る 。 な お ， ナ ト リ ウ ム

は 4 .8  m g/100  m L と殆ど含まれてい なかった。  

ビタミン類はパン トテン酸が新飲料 100  kca l 当た り 0 .8 6  m g 含ま れて

おり，健康増進法 第 31 条第 1 項に 基づく栄養表示基 準制度の豊富に含

む旨の表示が可能 になる基準値（ 0 . 55  m g）を超 える 含有量であった。

また，ナイアシン，ビオチンおよびビ タミン B 2 および葉酸に関しても，

強 化 さ れ た 旨 の 表 示 が 可 能 な 基 準 値 以 上 含 ま れ て い た 。 厚 生 労 働 省 所

管 の 栄 養 機 能 食 品 の 規 格 基 準 で は ， パ ン ト テ ン 酸 ， ナ イ ア シ ン ， ビ オ

チン，ビタミン B 2 は皮膚や粘膜の健康維持を助ける 栄養素，葉酸は赤

血 球 の 形 成 を 助 け る 栄 養 素 で あ る と さ れ て い る 。 以 上 の こ と か ら ， 新

飲 料 に は 各 種 ビ タ ミ ン 類 が 含 ま れ ， 健 康 維 持 機 能 に 役 立 つ も の と 考 え

られる。  

血圧降下作用など が報告 2 7 )されている GA BA は 13  m g/ 100  m L 含ま れ

ていた。一日の目 安摂取量は 20  m g
2 7 )とされているが，新飲料を一日に

100  m L/日摂取す ることで一日必要 量の半分を満たす と考えられる。  

原 料 の 芋 焼 酎 粕 と 米 麹 の ロ ッ ト に よ る 差 異 が あ る と 新 飲 料 の 品 質 に
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影 響 す る こ と が 考 え ら れ る 。 し た が っ て ， 安 定 し た 品 質 の 新 飲 料 を 得

る た め の 条 件 と し て ， 同 一 品 種 の サ ツ マ イ モ と 精 白 度 を 一 定 に し た 原

料 米 を 用 い て ， 製 麹 条 件 や 製 造 工 程 を 同 一 と し ， 酸 度 な ど の 規 格 値 を

設 け た 焼 酎 麹 や も ろ み 管 理 を 実 施 す る こ と が 考 え ら れ る 。 ま た ， 仕 込

配 合 （ 原 料 や 水 の 配 合 割 合 ） や 蒸 留 条 件 も 一 定 に す る 必 要 が あ る 。 こ

れ ら を 遵 守 す る こ と で 蒸 留 粕 ， 米 麹 な ら び に 新 飲 料 の 品 質 が 安 定 す る

ことになる。  

な お ， 製 造 に 用 い る 焼 酎 麹 の 規 格 と し て ク エ ン 酸 量 と 酵 素 力 価 が 考

え ら れ る 。 ク エ ン 酸 量 は 新 飲 料 中 の 含 有 量 に 直 接 影 響 す る こ と か ら 出

麹 酸 度 の 規 格 が 必 要 に な る が ， 酵 素 力 価 は 麹 酸 度 が 十 分 で あ れ ば 糖 化

系酵素量を特に管 理する必要はない 。  

以上のことに留意 して 6 回製造した新飲料はカリウ ム，クエン酸，

ア ミ ノ 酸 な ど の栄養 成 分 の 含 有 量のバ ラ ツ キ が ±10%以 下 で あ る こ と を

確認した (未発表 )。  
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Tab le  1‐ 9  S om e c hem ica l  an a l ys i s  o f  New bev er a ge .  

( J a p a n  F o o d  R e s e a c h  L a b o r a t o r i e s  R e p o r t  :  N O . 4 0 3 0 1 0 0 5 9－ 0 0 4 )  

     

N u t r i t i o n a l  

v a l u e  
C o n t e n t / 1 0 0 m l    O r g a n i c  a c i d s  C o n t e n t / 1 0 0 m l    A m i n o  a c i d s C o n t e n t / 1 0 0 m l  

M o i s t u r e  8 9 . 1 g    C i t r i c  a c i d  0 . 9 2 g    A r g  8 2 m g  

C a l o r i e  6 7 k c a l    S u c c i n i c  a c i d  0 . 0 6 g    L y s *  6 2 m g  

P r o t e i n  1 . 6 g    A c e t i c  a c i d  0 . 0 2 g    H i s *  3 1 m g  

L i p i d  ＜ 0 . 1 g    L a c t i c  a c i d  0 . 0 2 g    P h e *  4 7 m g  

A s h  0 . 4 g    
P y r o g l u t a m i c  

a c i d  
0 . 0 2 g    T y r  5 0 m g  

C a r b o h y d r a t e 1 5 . 2 g    M a l i c  a c i d  0 . 0 4 g    L e u *  7 1 m g  

D i e t a r y  f i b e r  0 . 3 g    
   

  I l e *  4 7 m g  

         M e t *  1 9 m g  

         V a l *  6 2 m g  

M i n e r a l  C o n t e n t / 1 0 0 m l    V i t a m i n s  C o n t e n t / 1 0 0 m l    A l a  7 0 m g  

F e  0 . 2 7 m g    B 1  0 . 0 3 m g    G l y  7 0 m g  

N a  4 . 8 m g    B 2  0 . 0 5 m g    P r o  6 6 m g  

C a  8 . 7 m g    I n o s i t o l  2 2 m g    G l u  1 6 1 m g  

K  1 8 5 m g    N i a c i n  0 . 6 1 m g    S e r  5 8 m g  

M g  1 0 . 7 m g    
P a n t o t h e n i c  

a c i d  
0 . 5 8 m g    T h y *  5 3 m g  

  B i o t i n  3 . 0 µ g   A s p  1 2 2 m g  

   F o l i c  a c i d  1 0 µ g   T r p *  1 4 m g  

   C y s  2 6 m g  

 *  E s s e n t i a l  a m i n o  a c i d  

 

G A B A  1 3 m g ( J a p a n  F o o d  R e s e a c h  L a b o r a t o r i e s  R e p o r t  :  N O . 4 0 4 0 2 0 0 8 1－ 0 0 8 )  
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第４節   小括  

芋 焼 酎 粕 の 有 用 成 分 に 着 目 し て ， 食 品 へ の 利 用 を 目 的 に 固 液 分 離 性

改 善 の た め に セ ル ラ ー ゼ 系 酵 素 と 米 麹 を 添 加 し た 独 自 の 方 法 に よ り 検

討した結果，次の ことが明らかにな った。  

（ 1）セルラーゼ系酵素 剤 34 種類の中から，ろ過速度や固 形分の減量

化 ， 官 能 検 査 ， 糖 分 析 結 果 な ど を 検 討 し て 実 用 試 験 に 用 い る 酵 素 剤 を

選 抜 し た 。 酵 素 剤 の 種 類 に よ り ， ろ 過 速 度 や 最 終 ろ 液 量 な ど に 差 異 が

見 ら れ た 。 ろ 液 を 糖 分 析 し た 結 果 か ら は ， 酵 素 剤 に よ り 遊 離 し て く る

糖に違いのあるこ とがわかった。  

（ 2）実用スケールで芋 焼酎粕を圧搾した ところ，酵素剤だ けの添加で

は圧搾液の S S は非常に高いが，反応液に米麹を添加 して圧搾すること

で 清 澄 な 液 が 得 ら れ る よ う に な っ た 。 ま た ， セ ル ラ ー ゼ 系 酵 素 剤 と 米

麹 を 同 時 に 添 加 す る と ， 圧 搾 液 の 量 が 増 え て 圧 搾 粕 の 水 分 含 有 量 も 少

なくなるなど圧搾 性が向上した。  

（ 3）新 飲 料 に は ク エ ン 酸 ， ア ミ ノ 酸 が そ れ ぞ れ 約 1%， ミ ネ ラ ル で は

カ リ ウ ム が 多 く ， ビ タ ミ ン 類 で は ナ イ ア シ ン ， パ ン ト テ ン 酸 ， ビ オ チ

ン，ビタミン B 2，葉酸などが比較 的多く含まれてい た。ポリフェノー

ルは約 0 .1%，食 物繊維は 0 .3%， G ABA も含ま れてお り，様々な成分に

よる相乗効果が期 待される栄養豊富 な飲料であること が考えられた。  
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第２章  新飲料の脂質代謝・血糖値に及ぼす効果  

 

第１節   序章  

芋 焼 酎 粕 に 米 麹 と セ ル ラ ー ゼ 系 酵 素 剤 を 添 加 し て ， 一 定 時 間 再 発 酵

さ せ た 後 ， 固 液 分 離 し て 得 ら れ た 芋 焼 酎 粕 飲 料 （ 新 飲 料 ） に は ， 前 章

で も 述 べ た 通 り ， 原 料 に 由 来 す る 食 物 繊 維 ， ポ リ フ ェ ノ ー ル ， ビ タ ミ

ン E，麹菌や酵母 が生成したクエン 酸などの有機酸や アミノ酸及び酵母

菌 体 な ど の 健 康 増 進 能 を 持 つ 食 品 成 分 が 多 量 に 含 ま れ て い る 。 こ れ ら

の 成 分 は 現 代 社 会 で 問 題 と な っ て い る 生 活 習 慣 病 の １ つ で あ る 脂 質 異

常 症 ， す な わ ち ， 中 性 脂 肪 や 総 コ レ ス テ ロ ー ル 値 の 低 減 や 活 性 酸 素 の

除 去 ， 便 秘 の 改 善 作 用 な ど に 様 々 な 生 理 作 用 を 示 す こ と が 知 ら れ て い

る 1 ， 2 ， 2 8 ， 2 9 )。  

今 回 は そ の 新 飲 料 の 脂 質 代 謝 改 善 効 果 ， 血 糖 値 上 昇 抑 制 効 果 な ど の

生理機能について 検討した。  

 

第２節   実験方法  

第１項  新飲料の製造方 法  

試験に用いた飲料 の製造方法は前章 と同様の方法で行 った。すなわ

ち，河内菌白麹を 散布して米麹を造 った。それを芋焼 酎粕の 20%相当

量芋焼酎粕に加え ，また，  Tr i choderma  v i r ide 由来の セルラーゼ［商品

名セルロシン T2（ HB I 社 製）］を 芋焼酎粕の 0 .1%量 (w/v )添加し，そ の

後 ， 5 5℃ で 1 5 時 間 再 発 酵 さ せ ， 芋 焼 酎 粕 と 米 麹 を 可 溶 化 し た 。 な お ，

芋焼酎粕ならびに 芋焼酎粕に添加し た米麹は田苑酒造 ㈱で製造したも
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のを使用した。  

芋焼酎粕の可溶化 液は清酒用酒袋に 入れ，圧搾ろ過機（ 東 洋 商 会 製 ：

C 型 480  L）で圧搾 ろ過により固液分 離した。分離液は S F フィルター M×1

型（ 0 .3  µ m，㈱山中技研製）で清澄 ろ過し，加熱殺菌 を行った。  

 

第２項  ポリフェノール 含有量  

新 飲 料 の ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 有 量 は フ ォ ー リ ン ・ チ オ カ ル ト 法 に よ り

測定した。すなわ ち，サンプル 25µ L に 1 0 倍希釈し たフェノール試薬

125µ L 添加し，3 分 間撹拌した後に 10％炭酸ナトリウム を 125µ L 加え，

25℃， 15 分静置 後，マイクロプレ ートリーダーで 6 60nm の吸光度を測

定し，飲料 100m L あたりのク ロロ ゲン酸相当量とし て算出した。  

 

第３項  DP P H ラジカル消去活性  

ラジカル消去活性 は安定ラジカルで ある DP P Hを用いて測定した 3 0 )。96

ウェルマイクロプ レートにサンプル 75  µ Lを採取し，50 %EtOHを含む 0 .1M 

MES溶液（ pH6 .0） 150  µ L， 0 .4m M DP P H溶液（ 50%EtOH含有） 7 5  µ Lを 添

加 し て よ く 振 盪 し ， 室 温 で 2分 間 保 持 後 ， 5 2 0  n mで の 吸 光 度 を 測 定 し た 。

その活性は IC 5 0（ DP P Hの吸光度を 50%に減少させる に必要な試料の量 ）

でトロロックス換 算により示した。  
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第４項  脂 質 代 謝 評 価 試 験 に お け る 実 験 動 物 と 飼 料 の 調 製 と 飼 育

条件  

Wis t a r ラット［雄 5 週齢， 1 群 6 匹（計 2 群）］を 日 本 S LC㈱より購

入し，個別ケージ で約 1 週間予備飼 育した。その間の 飼料は Tab le  2‐ 1

に示す A IN93G に 準じて調製し，こ れを水で練って成 形後凍結乾燥した

標準飼料をすべて の群に与えた。  

予備飼育後，実験 飼料による飼育を 30 日間行った 。実験飼料は水

（コントロール区 ）あるいは新飲料 （試験区） 3 .5  m L を上記標準飼料

粉末 7  g に加え ， 良く混練し た 後 ， 凍 結 保 存 し た 。 こ れ を 日 々 解 凍 し ，

1 個 /日 /匹を午前中に投与した。な お，投与した実験 飼料は直ちに完全

に摂食することを 確認した。標準飼 料は自由摂取とし ，飲水も自由と

した。  

飼育条件は 24℃ ±2℃， 12 時間明暗 条件（明 , 7： 00～ 19： 00）下で行

った。  

 

第５項  飼育期間におけ る測定項目  

飼育期間中は 1 週間～ 10 日毎に体重測定し飼料の摂 食量は 3 日毎に

測 定 し た 。 飼 育 実 験 終 了 時 に 各 ラ ッ ト の 体 重 を 測 定 し ， エ ー テ ル 麻 酔

下で 心臓 採血 し， 血清 を得 た。 各臓 器 (肝臓 ，脾 臓， 盲腸 ，腎 臓， 腎周

辺脂肪組織および 副睾丸周辺脂肪組 織 )を得て，重量 を測定した。  

 

第６項  血清成分の測定 方法  

血清は測定時まで 凍結保存し，総コ レステロール， H D L コ レステロ
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ール，中性脂質（ トリグリセライド ）は，それぞれの 試験項目用のカ

イノスキット（㈱ カイノス，東京） を用いて測定した 。  

 

第７項  高血糖に対する 評価試験  

高血糖に対する影 響を調べるため， ヒトインスリン非 依存性Ⅱ型糖

尿病 モ デ ル マ ウ ス で あ る K K - A
y の 5 週 齢 ， 雄 1 群 9 匹 （ 計 2 群 1 8 匹 ）

を日本クレア㈱（ 愛知）から購入し た。標準飼料 5 g に 芋焼酎粕飲料 10％

添加し，飼育条件 は脂質代謝に関す る飼育試験と同様 の方法で 2 ケ月

間行った。血糖値 は１週間毎にマウ スの尾静脈より採 血し，簡易血糖

測定器（ AC C U-C HEK C ompac t：R och e 社製）の酵素電 極法で測定した。

実験終了時にエー テル麻酔下で心臓 採血し，全血を採 り，糖化ヘモグ

ロビン（ Hb-A1c）濃度 (%)を測定し た。その定量は鹿児島市医師会臨床

検査センターに委 託した。  

 

Tab l e  2‐ 1  S t anda r d  f eed  (A IN 93G)  

I n g r e d i e n t s  C o m p o s i t i o n   

C o r n  s t a r c h   4 7 %  

C a s e i n  2 5 %  

C e l l o s e  7 %  

S u c r o s e  1 0 %  

C o r n  o i l  6 %  

V i t a m i n  m i x t u r e *  1 %  

M i n e r a l  m i x t u r e * *  3 . 5 %  

C h o l i n e  c h l o r i d e  0 . 2 %  

D L - M e t h i o n i n e  0 . 3 %  

T O T A L  1 0 0 %  

*   T h e  v i t a m i n  c o n t e n t s  w e r e  a c c o r d i n g  t o  t h e  A I N - 9 3  

 f o r m u r a  a n d  s u p p l i e d  f r o m  N i h o n  N o s a n  C o . , L T D   

* *  T h e  m i n e r a l  c o n t e n t s  w e r e  a c c o r d i n g  t o  t h e  A I N - 9 3  

 f o r m u r a  a n d  s u p p l i e d  f r o m  N i h o n  N o s a n  C o . , L T D   
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第３節   実験結果と考察  

第１項   新飲料のポリフ ェノール含有量と ラジカル消去活性  

新飲料のポリフェ ノール含有量の結 果を Tab le  2‐ 2 に示した。米麹

を添加する前の芋 焼酎粕のポリフェ ノール含有量は 7 7  m g/100  m L であ

り，新飲料には 13 4  m g/100  m L と高 い含有量で存在し ていた。これらは

原 料 の 米 と サ ツ マ イ モ に 由 来 す る が ， 米 麹 添 加 に よ り ポ リ フ ェ ノ ー ル

が 増 え て い た 。 一 方 ， 芋 焼 酎 粕 及 び 新 飲 料 の ラ ジ カ ル 消 去 活 性 （ IC 5 0）

はそれぞれ 3 .9， 4 .3 であり，ポリフェノール含有量の 増加ほどではな

いものの新飲料の 方が高い値を示し た (F i g .  2‐ 1)。ま た，機能性が高い

とされている市販 醸造酢と比較して も遜色ないことが 確認された。  

 

 

 

 

Tab l e  2‐ 2  P o l yp heno l  con t en t  o f  com m erc i a l l y  

v inegar,  sw ee tpo t a o  shochu  d i s t i l l ed  r e s idue  an d  

new bev era ge .  

Vi n e g a r  t y p e  P o l y p h e n o l  c o n t e n t  

S w e e t p o t a t o  d i s t i l l e d  r e s i d u e  7 7  

N e w  b e v e r a g e  1 3 4  

R i c e  v i n e g a r  1 4 1  

U n p o l i s h e d  r i c e  v i n e g a r  2 6 5  

B a r l e y  v i n e g a r  2 6 9  

( m g / 1 0 0 m L - v i n e g a r )  
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F i gu re  2‐ 1  R ad ica l  s cav en gin g  ac t i v i t y  o f  com m erc i a l l y  v ine gar,  

swee tpo t ao  shochu  d i s t i l l ed  r e s idue  an d  new bev era ge .  
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第２項  脂質代謝評価試 験中の飼育時の摂 食量及び各種重量  

飼育実験の期間中 3 日間隔で摂食量を計測したと ころ，新飲料区が

全期間を通じて高 い値を示した。従 って，総摂食量も 対照区で 738 .5  g

であったのに対し ，新飲料区では 78 9 .9  g と対照区 と 比べて 51 .4  g  （約

7%）多くなった 。  

飼 料 の 投 与 法 は 新 飲 料 の 一 定 量 を 標 準 飼 料 に 添 加 し 混 練 し た 形 で 投

与 し ， そ れ 以 外 は 標 準 飼 料 を 自 由 摂 取 し て い る 。 実 験 区 で 標 準 飼 料 を

多く摂食している のは，新飲料投与 によってラットの 体調が改善され，

食欲増進したため と考えられる。  

ま た ， コ ン ト ロ ー ル 区 お よ び 新 飲 料 区 の 体 重 は 双 方 と も 順 調 に 増 加

し た が ， 実 験 の 後 半 に お い て 新 飲 料 区 の 体 重 は 少 し 多 め に 推 移 す る 傾

向が認められた（ Fi g .  2‐ 2）。その 理由として，上述 したように，新飲

料 区 で は 飼 料 の 摂 食 量 が 増 え た た め に ， 体 重 の 増 加 傾 向 に な っ た と 考

えられる。  

飼育実験終了時の ラットの各種臓器 重量を Fi g .  2‐ 3 に示した。肝臓

重 量 は 新 飲 料 区 の 方 が 少 し 重 い 傾 向 を 示 し ， こ れ は 摂 食 量 の 増 加 に よ

り ， 肝 臓 脂 肪 含 有 量 の 増 加 の た め と 考 え ら れ る 。 副 睾 丸 脂 肪 組 織 で も

新 飲 料 区 が 重 い 傾 向 が あ っ た 。 腎 周 辺 脂 肪 組 織 で は 新 飲 料 区 が 少 し 軽

い 傾 向 が 見 ら れ た が ， こ れ ら の デ ー タ か ら ， 新 飲 料 区 で は 脂 肪 組 織 重

量 の 低 下 傾 向 は 認 め ら れ な か っ た 。 新 飲 料 摂 食 に よ り 摂 食 量 が 増 え ，

そ の 結 果 ， 体 重 が 増 加 し ， 脂 肪 組 織 重 量 も 増 え た こ と を 示 唆 し て い る

と考えられた。  
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F i gu re  2‐ 2  Bod y we i gh t  ga in  o f  r a t  du r ing  i n ges t i on  o f  new bev era ge .  

S ymbo l s :  ○ ,  C on t ro l  f eed :  ● ,  New beve ra ge  
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F i gu re  2‐ 3  Va r ious  o rgans ’ w e igh t s  o f  r a t s  f ed  wi th  new bever a ge .  

S ymbo l s :    ,C on t ro l :    ,  New b ever a ge  
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第３項  血清中性脂質濃 度の変化  

実験終了時の血清 について，中性脂 質を測定した結果 を Fi g .  2‐ 4 に

示した。血清中性 脂質濃度はコント ロール区で 59 .7  m g/100  m L であっ

たが，新飲料区で 34 .0  m g/100  m L と約 57 %に大幅 に低下し，この差 は

1%水準で有意で あり，強い中性脂 質抑制効果が認め られた。  

血 清 中 性 脂 質 は 肝 臓 で 合 成 さ れ る 中 性 脂 質 が 脂 肪 組 織 に 運 ば れ て い

る も の で あ り ， こ れ が 低 下 す る と 当 然 脂 肪 組 織 量 も 減 少 す る は ず で あ

る 。 し か し ， 上 述 の と お り ， 腎 周 辺 脂 肪 組 織 重 量 は 新 飲 料 区 が 少 し 軽

い 値 を 示 す も の の ， 副 睾 丸 脂 肪 組 織 重 量 は 新 飲 料 投 与 区 で 増 加 傾 向 が

あり，血清中性脂質濃度と矛盾する 。この理由として考えられるのが，

新 飲 料 投 与 区 で 飼 料 摂 取 量 の 増 加 が あ っ た た め ， こ れ が 体 重 増 加 ， 即

ち，脂肪重量の増 加となったと考え られる。  

即 ち ， 新 飲 料 に は 本 来 ダ イ エ ッ ト 効 果 が あ る が ， 体 調 改 善 効 果 が 強

く 現 れ た た め ， 摂 食 過 多 で あ っ て も 顕 著 な 体 重 増 が な い こ と か ら ， ダ

イ エ ッ ト 効 果 が あ る と 考 え ら れ る 。 こ の 推 測 を 実 証 す る に は ， 今 後 ，

ペ ア フ ィ ー デ ン グ 法 を 用 い て 摂 食 量 を 同 一 に し て 試 験 を 行 う 必 要 が あ

ろう。  
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F i gu re  2‐ 4  Neu t r a l  l i p id  con t en t  i n  s e rum  o f  r a t s  f ed  wi t h  new bev era ge  

(n=6) .  
* *  S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  b y  n e w  b e v e r a g e  i n g e s t i o n .  ( p : < 0 . 0 1 )  
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第４項  血清コレステロ ール濃度の変化  

F i g .  2‐ 5 に示す ように，総コレス テロール含有量は コントロール区

で 115 .2  m g/100  m L であったが，新 飲料区で 77 .8  m g/ 100  m L と約 67 .6 %

に大幅に低下し，有意差 1%と強い 総コレステロール 抑制効果が認めら

れ た 。ま た， 総 コレ ス テロ ール の 組成 を 検討 する と ， LD L コ レ ス テ ロ

ールはコントロー ル区の 50 .8  m g/1 00  m L と 比べ， 新飲料区では 17 . 0  

m g/100  m L と 約 33 .4%に低下し，有 意差 1%を示した 。一方， HD L コレ

ステロールはコン トロール区が 59 .0  m g/100  m L であ ったが，新飲料区

では 60 .9  m g/100  m L とほとんど変 わらない値を示し た（ Fi g .  2‐ 6）。  

以 上 の よ う に ， 新 飲 料 摂 取 に よ り 血 中 の 総 コ レ ス テ ロ ー ル 含 有 量 は

大幅に抑制され ,さらに健康にとっ て悪玉といわれる LD L コ レステロー

ル濃度のみが大幅 に低下し，善玉で ある HD L コ レス テロール濃度は変

化 し な い こ と が 明 ら か と な り ， 新 飲 料 の 健 康 維 持 効 果 が 強 く 認 め ら れ

た。  

コレステロール低 下作用が認められ た例として，酒 粕 3 1 , 3 2 )や食物繊

維 3 3 )，ウーロン茶 3 4 )などのポリフェノールなどの 報告がある。新飲料

は 芋 焼 酎 粕 の 固 形 分 が 除 か れ て い る た め ， 食 物 繊 維 は 可 溶 性 で あ り ，

その含有量は 0 .3  g /100  m L と低 かっ た (Tab l e  1‐ 9)。 したがって，新飲

料 の 脂 質 代 謝 改 善 効 果 は 食 物 繊 維 だ け に 起 因 す る と は 考 え に く い 。 ビ

タミン類，アミノ 酸など各種成分の 相互作用によるこ とが考えられる。 
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F i gu re  2‐ 5  To ta l  c ho l es t e ro l  con t en t  i n  s e rum  o f  r a t s  f ed  wi th  new 

bever a ge (n=6) .  

* * S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  b y  n e w  b e v e r a g e  i n g e s t i o n .  ( p : < 0 . 0 1 )  
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F i gu re  2‐ 6  HD L-  and  LD L- cho les t e r o l  con t en t s  i n  s e ru m  o f  r a t s  f ed  wi th  

new bev era ge  (n =6) .  
* *  S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  b y  n e w  b e v e r a g e  i n g e s t i o n .  ( p : < 0 . 0 1 )  
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第５項  高血糖抑制効果  

高血糖抑制効果に ついて， Fi g .  2‐ 7 に結果を示した。飼育に伴って

コ ン ト ロ ー ル 区 ， 新 飲 料 区 と も に 血 中 グ ル コ ー ス 濃 度 が ほ ぼ 同 様 に 上

昇したが，これは KK-Aｙ マ ウス 固有の性質であり ，一般的に認めら れ

るものである。飼 育実験開始 4 週目以降，コントロ ール区は血糖値が

500  m g/100  m L 以 上の値を維持した のに対し，新飲料投与区ではそれよ

りも 100  m g/100  m L ほど低い血 糖値 で推移し，7 週目では有意差を示し

た（ ρ＜ 0 .05）。実験 終了時の血中の H bA1c 濃度はコン トロール区が 7 .5 %

であるのに対し， 新飲料区で 7 .2%と低い値を示した 。新飲料区で長期

間に亘って血糖値 が低めに推移した ことを示している 。  
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Fi gu re  2‐ 7  Blood  suga r  l eve l  i n  s e ru m  o f  KK-A
y
 m ice  f ed  wi th  new 

bever a ge .  

S ymbo l s :  (      ) ,  C on t ro l :  (      ) ,  New bev er a ge    
* S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  b y  n e w  b e v e r a g e  i n g e s t i o n .  ( p : < 0 . 0 5 )  
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第４節   小括  

芋 焼 酎 粕 の 有 用 成 分 に 着 目 し ， 米 麹 を 添 加 し た 独 自 の 香 味 改 善 と 機

能 性 の 増 強 を 目 的 と し た 製 造 方 法 で 得 ら れ た 芋 焼 酎 粕 飲 料 （ 新 飲 料 ）

の生理作用につい て検討した。その結果，次のことが明らかになった。  

（ 1）動 物 試 験 に お い て ， 新 飲 料 は そ の 嗜 好 性 か ら 飼 料 摂 食 量 が 増 え た

が ， 体 重 増 に 有 意 差 が 見 ら れ ず 新 飲 料 摂 食 に よ り 代 謝 が 高 ま る こ と が

考えられた。なお ，臓器重量には有 意差はみられなか った。  

（ 2）新 飲 料 摂 食 試 験 の 結 果 ， 強 い 血 清 中 性 脂 質 抑 制 効 果 ， 総 コ レ ス テ

ロール抑制効果， 特に悪玉である LD L コレステロー ルを大幅に有意に

減少させ，善玉で ある HD L コ レス テロールは減少さ せない結果が得ら

れ，さらに，血糖 値を抑制する効果 が明らかになった 。  

以 上 の よ う に ， 芋 焼 酎 粕 を 原 料 と し た 新 飲 料 の 脂 質 代 謝 改 善 作 用 ，

高 血 糖 抑 制 効 果 な ど の 生 理 作 用 や 食 品 機 能 を 明 ら か に で き た こ と か ら ，

生 活 習 慣 病 や メ タ ボ リ ッ ク シ ン ド ロ ー ム な ど の 予 防 や 改 善 効 果 を も た

らす優れた飲料で あると考えられる 。  
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第３章 新飲料の免疫亢進効果  

 

第１節   序章  

芋 焼 酎 粕 に は ， 焼 酎 製 造 に 関 与 す る 微 生 物 （ 麹 菌 ， 酵 母 な ど ） に よ

り 生 成 さ れ た ク エ ン 酸 ， タ ン パ ク 質 ， ア ミ ノ 酸 や 原 料 に 由 来 す る サ ツ

マイモポリフェノ ール，繊維分，ミネ ラルなど不揮発の 栄養素を含み 1 ，

2 )，様々な機能性 2 8 ， 2 9 ， 3 5 )が報告されている。麦焼酎 粕の 機 能 性 に 関 し

ては，大森ら 1 1 ， 3 6 )は繊維分に脂肪 肝抑制効果，肝機能改 善 効 果 に つ い

て，望月ら 1 2 )は上清画分に肝障害 抑制物質の存在を 報告している。ま

た，廣瀬ら 3 7 )は麦，米，芋焼酎粕 の水溶性画分が種 々の培養ガン細胞

に対する i n  v i t ro での細胞増殖抑制 効果と正常ラット に対して毒性がな

く安全であること を報告している。  

前 章 に お い て ， 芋 焼 酎 粕 を 原 料 と し ， 焼 酎 用 麹 菌 で 製 麹 し た 米 麹 を

芋 焼 酎 粕 に 添 加 し て 得 ら れ た 芋 焼 酎 粕 飲 料 （ 以 下 ， ｢新 飲 料 ｣） の 抗 酸

化能や脂質代謝改 善効果，血糖値上 昇抑制作用に関す る報告を行った。 

食 品 の 免 疫 調 節 作 用 に 関 す る 報 告 は い く つ か な さ れ て お り ， 茶 ポ リ

フェノール 3 8 )や，フコイダン 3 9 )，シソエキス 4 0 )などの抗アレルギー効

果や NK 活性亢進 作用などがある。  

また，発酵物中に 抗腫瘍能があるこ とは既に奥田 4 1 )の酒粕や上野 4 2 )

ら の 黒 酢 に 関 す る 報 告 が あ る が ， そ れ に 用 い る の は 黄 麹 菌 で あ り ， 芋

焼 酎 製 造 に 用 い ら れ て い る ク エ ン 酸 生 成 能 の あ る 黒 麹 菌 ま た は 白 麹 菌

で は な い 。 本 章 で は ， ク エ ン 酸 生 成 能 を 持 つ 麹 菌 を 用 い た 新 飲 料 の 免

疫亢進効果につい て検討した。  
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第２節   実験方法  

第１項  新飲料の製造方 法  

麹歩合 20%，汲み 水歩合 65%のもろ みを常圧蒸留して 得られた芋焼

酎 粕 に ， 河 内 菌 白 麹 菌 を 用 い て 製 麹 し た 米 麹 と セ ル ラ ー ゼ ［ セ ル ロ シ

ン T2 （ HB I 社 製 ）］ を 芋 焼 酎 粕 の そ れ ぞ れ 20%(w/v ) 相 当 量 お よ び

1 /1000(w/v )相当量 添加し， 55℃で 1 5 時間糖化して，圧搾ろ過した液部

を使用した。  

 

第２項  マウスへのガン 投与および飼育条 件  

マウスの腹水ガン 細胞（サルコーマ 180）は東北大学 医学部附属細胞

研究所より入手し ，リン酸緩衝液生 理食塩水 (P BS )で 洗浄後，マウス

（ Balb / c，雄 ， 5 週齢，日本 S LC㈱ ，静岡県）の腹腔 に注入し，約 2 週

間増殖させた。な お，動物実験は鹿 児島大学動物実験 指針に従って行

った。  

増殖したサルコー マ 180 を腹水ごと 抜き取って集め， 低張緩衝液中

で赤血球を除去し ，サルコーマ 180 の細胞数を計測し た。マウス（ B alb / c  ，

雄，5 週齢，n=5）を室温 23℃ ±2℃，12 時間毎に明暗 サイクル（明 , 7 :00

～ 19 :00）の飼育環境で 1 週間予備 飼育した後に，上 記のように得たサ

ルコーマ 180（ 5✕ 10
6 個 / 0 .5  m L 生理 食塩水 /マウス）を腰部に皮下投与

した。当日より凍 結乾燥した新飲料 を標準飼料（ Tab l e  3‐ 1）に 5%含

むように調製した 実験飼料で約 20 日間飼育した。飼料と水は自由摂取

させた。  
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第３項  腫瘍重量の測定 と NK 細胞と YAC -1 細胞の調製  

飼育終了時，頸椎脱臼させたマウス より，皮下投与したサルコーマ

180 によって形成 された腫瘍組織と 脾臓を採取し，重 量を測定した。

脾臓をハンクス液 で洗浄し， R P M I1 640 培地（ニッス イ製薬）を加え

てナイロンメッシ ュを 2 重に通して 組織片を除き，脾臓浮遊細胞を得

た。その後，遠心分 離（ 150× g，5 分間）して脾臓浮遊細胞 を集め，0 .144M 

NH 4 C l， 0 .0017M Tr i s -HC l  bu ff e r（ pH 7 .2） 2  m L 中で赤 血球を溶血除去

し， 1500  rpm， 2 分間遠心分離して ，白血球を得た。 この白血球を

R P M I1640 培地 (10  m L)に加 えて洗浄 し，細胞数を測定 した。  

得られた白血球を R P M I1640 培地 で 5×10
6 個 /m L と し， 6  cm ディッ

シュに 4  m L ずつ 分注し， 37℃ ,  5%炭酸ガスで 3 時間 培養により接着

性のマクロファー ジを除去した。得 られた浮遊細胞を ， NK 細胞を含

む非接着性脾浮遊 細胞（ NK 細胞）とした。以後の操作では，NK 細胞

をエフェクター細 胞として使用した 。  

なお， NK 細胞の 調製には R P M I164 0 培地を使用した 。すなわち， L-

グルタミン 0 .3  m g /m L,  ペニシリン 1 00  U/m L,  ストレ プトマイシン 100  

µ g/m L を加え， 10 % NaHC O 3 で pH7 . 4 に調製した。  

また， NK 細胞の ターゲットとなる YAC -1 細胞（リ ンパ腫細胞）は

東 北 大 学 医 学 部 附 属 細 胞 研 究 所 よ り 入 手 し ， 10 % 子 牛 血 清 添 加

R P M I1640 培地で 培養した。 YAC -1 細胞を R P M I164 0 培地で培養し，

細胞数を 1×10
5
/m L に調製し培養 3 日後の細胞を NK 細胞のターゲット

細胞として以下の 試験に使用した。  
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第４項  NK 活性の測定 方法  

NK 活性の測定は ターゲットである YAC -１細胞に 対する細胞毒性に

よって，障害を受 けた細胞の放出す る Lac ta t e  Deh yd ro gen ase（ LDH）を

マーカーとする細 胞障害性アッセイ システム（ C yto Toｘ 96Ⓡ， P rom e ga

社）により， P rom ega 社のテキスト 4 3 )に従って行った。なお，以上の

操作は全て無菌的 に行った。すなわ ち， 96 穴プレー ト（岩城硝子）に

エフェクター細胞 （ E）として NK 細胞 100  µ L を分 注し，これに， 5 %

子牛血清を含む R P M I1640 培地に浮 遊させたターゲッ ト細胞（ T）であ

る YAC -1（リンパ 腫細胞） 1×10
5
/m L を 100  µ L ずつ 分注し， 5%炭酸 ガ

スインキュベータ ー（ 37℃）で 4 時 間培養した。この 際にあらかじめ

マイクロプレート 用の遠心機で遠心 分離（ 250× g， 4 分間）し，細胞を

互いに密着させ，細胞障害反応を生 じさせやすくした 。4 時間の反応後，

再び遠心分離（ 25 0× g， 4 分間）し ，細胞を沈殿させ ，各上清 50  µ L を

別の 96 穴プレー トに取り，基質混 合液を 50µ L ずつ 添加し，遮光して

室温で静置した（ E:T ra t i o=  10 :1）。3 0 分後，反応停止 液 50  µ L を加え，

直ちに 96 マイクロプレートリーダ ー（アマシャムバ イオサイエンス㈱）

で 492  nm の吸光度を測定し，LDH 放出量を算出した 。なお，LDH は子

牛血清中にも含ま れるので，それに よるコンタミを抑 えるために添加

する子牛血清濃度 を低濃度とした。  

NK 活 性 は タ ー ゲ ッ ト 細 胞 に 対 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 障 害 作 用 と

して測定した。 す なわち，ターゲ ッ ト細胞から放出 さ れる最大の LDH

活性を 100%とし，エフェクター細胞 添加により得られ た LD H 活性を最

大 LD H 活性に対 する割合で表した 。なお，それぞれ の LD H 活性は培 地



51 

 

の LD H 活性（バ ックグラウンド） を差引いて算出し た。  

 

 

NK 活性 (% )＝                ×100  

                                     

E：エフェクター 細胞から自然放出 される LDH 量  

T：ターゲット細 胞から自然放出さ れる LDH 量  

最大放出量：ター ゲット細胞中に存 在する全 LDH 量  

 

 

 

Tab l e  3‐ 1  S t anda r d  f eed (A IN9 3G)  

I n g r e d i e n t s  C o m p o s i t i o n   

C o r n  s t a r c h   4 7 %  

C a s e i n  2 5 %  

C e l l o s e  7 %  

S u c r o s e  1 0 %  

C o r n  o i l  6 %  

V i t a m i n  m i x t u r e *  1 %  

M i n e r a l  m i x t u r e * *  3 . 5 %  

C h o l i n e  c h l o r i d e  0 . 2 %  

D L - M e t h i o n i n e  0 . 3 %  

T O T A L  1 0 0 %  

*   T h e  v i t a m i n  c o n t e n t s  w e r e  a c c o r d i n g  t o  t h e  A I N - 9 3   

  f o r m u r a  a n d  s u p p l i e d  f r o m  N i h o n  N o s a n  C o . , L T D   

* *  T h e  m i n e r a l  c o n t e n t s  w e r e  a c c o r d i n g  t o  t h e  A I N - 9 3  

 f o r m u r a  a n d  s u p p l i e d  f r o m  N i h o n  N o s a n  C o . , L T D   

 

 

 

実験 LDH 放出量 － E－ T 

最大放出量－ T  
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第３節   実験結果と考察  

第１項  飼料摂食量と増 体量  

飼育実験の期間中 7 日間隔で摂食量を計測したと ころ，新飲料区が

全期間を通じて高 い値を示し，総摂 食量はコントロー ル区が 41 .8  g±0 .5  

g  （平均値 ±標準 誤差），新飲料区が 44 .3  g±2 .4  g と 新飲料区がコント ロ

ール区に比べて平 均値で 2 .5  g  （約 6%）多く摂取し た。第２章のラッ

ト を 用 い た 脂 質 代 謝 改 善 効 果 試 験 に お い て ， 新 飲 料 区 が コ ン ト ロ ー ル

区に比べて約 7%多く摂取していた 。新飲料投与によってマウスの体調

が 改 善 さ れ ， 食 欲 増 進 し た た め に 実 験 区 で 標 準 飼 料 を 多 く 摂 食 し た と

考えられる。  

また，増体量は新飲料区が 1 .7  g±0 .6  g とコントロー ル 区（ 1 .3  g±0 .7  g）

に 比 べ て 多 か っ た 。 飼 料 摂 食 量 の 多 か っ た 影 響 が 考 え ら れ た が ， 有 意

差は認められなか った（ Tab le  3‐ 2）。  

 

第２項  脾臓重量の変動  

飼育実験終了時の マウスの脾臓重量 を Fi g .  3‐ 1 に示 す。脾臓重量は

新飲料区 0 .097  g に対し，コントロール区は 0 .10  g と 差がなく，新飲料

投与による脾臓の 重量変化には影響 ないことを確認し た。  

 

第３項  サルコーマ脾臓 組織重量の変化  

マウス腰部皮下に マウスのガン細胞 サルコーマ 180 を接種し，同時

に実験飼料を投与 して 20 日間飼育 した。その後，と殺して腫瘍組織重

量 の 差 を 増 殖 抑 制 効 果 で 検 討 し た 。 そ の 結 果 ， 形 成 さ れ た 腫 瘍 重 量 の
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平均値はコントロ ール区で 0 .18  g であった。新飲料 区では 0 .11  g と腫

瘍重量は約 30%小 さく，この両者間では 5%水準で有 意な差が認められ

た 。 即 ち ， 新 飲 料 の 投 与 に よ り 腫 瘍 の 重 量 増 加 を 抑 制 し て お り ， 新 飲

料には移植ガン細 胞増殖抑制効果が 認められた（ Fi g .  3‐ 2）。  

 

Tab l e  3‐ 2  Food  in t ake  and  bod y we i gh t  ga in  o f  m ice  f ed  wi th  new  

bever a ge .  

  
F o o d  i n t a k e  B o d y  w e i g h t  g a i n  

( g / 1 4 d a y )  ( g / 1 4 d a y )  

C o n t r o l  4 1 . 8 ± 0 . 5  1 . 3 ± 0 . 7  

N e w  b e v e r a g e  4 4 . 3 ± 2 . 4  1 . 7 ± 0 . 6  
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Fi gu re  3‐ 1  C han ges  i n  sp l e en  w e i gh t  o f  m ic e  b y i nges t i on  o f  n ew  

bever a ge .  
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Fi gu re  3‐ 2  Th e  a n t i - t um or  ac t i on  o f  t he  a s c i t e s  t um or  ce l l s  o f  m ice  b y 

i nges t i on  o f  n ew b e vera ge .  
* S i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b y  i n g e s t i o n  o f  n e w  b e v e r a g e .  ( p : < 0 . 0 5 )  
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第４項  担ガンマウス脾 臓中の NK 活性の 変化  

サルコーマ 180 を 接種し， 20 日間 実験飼料で飼育し てマウスの脾臓

より得た N K 細胞 活性の測定を行っ た。その結果， Fi g .  3‐ 3 に示すよ

うに，マウスの N K 細胞活性はコン トロール区 5 .9%に対し，新飲料区

は 9 .8%と約 2 倍 であり，この両者間では 0 .1%水準 で有意な差が認め ら

れ，非常に強い N K 細胞活性を示し た。  

以上より，新飲料 投与区においてサ ルコーマ 180 の増殖抑制が明ら

かであり，また，生体の側でもガン 化細胞の増殖を抑 制する NK 活性の

活性亢進が認めら れた。すなわち，新飲料は NK 活性 を高めて生体防御

能 を 高 く 維 持 し ， そ の 結 果 ， 移 植 腫 瘍 の 増 殖 を 抑 制 し た と 考 え ら れ ，

生体防御能の亢進 と腫瘍組織の増殖 抑制との関連が認 められた。  

上野ら 4 2 )は酢酸除去した黒酢をマ ウスに投与した試 験により，腫瘍

の増大が有意に抑 制され，脾臓より調製した NK 細胞 の活性が有意に増

加 し た こ と を 報 告 し て い る 。 そ の 中 で ゲ ル ろ 過 に よ り 得 ら れ た 黒 酢 の

高 分 子 画 分 を 構 成 す る 糖 類 （ マ ン ノ ー ス ， グ ル コ ー ス ， ウ ロ ン 酸 ， ガ

ラ ク ト ー ス ， ア ラ ビ ノ ー ス ， ラ ム ノ ー ス ， キ シ ロ ー ス ） の 影 響 を 示 唆

している。 NK 細 胞の活性を高める 成分として，海藻 類由来多糖類 4 4 ，

4 5 )や乳酸菌由来リン酸化多糖類 4 6 )，オリゴグルコサミ ン 4 7 )，キチン誘

導体 4 8 )，マイタケ抽出多糖類 4 9 )，ニゲロオリゴ糖 5 0 )，カシス由来多糖

類 5 1 )などの報告があり，腫瘍細胞 の増殖抑制や腫瘍 消失などが確認さ

れているが，これ らはいずれも多糖 類によるものであ る。田代ら 5 2 )は

芋焼酎粕による i n  v ivo による抗腫 瘍活性試験により ， Tes t 群のマウス

は C ont ro l 群に比べて腫瘍形成が抑 制されたことを報 告している。その
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際に，芋焼酎粕を 4 画分に分画し，芋焼酎粕原液 給餌区と比較した と

ころ，腫瘍重量の最も小さかった画 分が最も高い NK 細胞の活性亢進能

が見られたと報告 している。また，NK 細胞の活性亢 進は認められなか

ったもののポリフ ェノール含有量， 抗酸化能が高かっ た 2 つの画分に

お い て も 腫 瘍 形 成 が 抑 制 さ れ て い た こ と か ら ， ポ リ フ ェ ノ ー ル に よ る

抗酸化能がサルコ ーマ 180 への直接作用したと推察 している。森村ら

8 )は芋焼酎粕および醸造酢による同 様の試験において ，ともに添加飼料

投与群では延命効 果が見られ，特に 0 .5%添加飼料 群が対照群と比較 し

て 顕 著 な 延 命 効 果 だ け で な く 腫 瘍 増 殖 抑 制 効 果 が 認 め ら れ た と 報 告 し

ている。  

以 上 の よ う に ， 今 回 の 試 験 に 用 い た 新 飲 料 は 原 料 に サ ツ マ イ モ を 用

い て い る が 黒 酢 と 同 様 の 微 生 物 （ 麹 菌 ， 酵 母 ） が 関 与 し て お り ， 他 の

発 酵 物と 同様 に 多糖 類 の影 響に より NK 活 性亢 進能 が 強く なる こ とで

ガ ン 組 織 重 量 の 減 少 が 考 え ら れ る 。 ま た ， 新 飲 料 は 芋 焼 酎 粕 に 米 麹 を

添加する処理によ り，ポリフェノール含有量が 134  m g/100  m L と米麹添

加前に比べて約 1 . 7 倍増加すること ( Tab l e  2‐ 2)やラ ジ カル消去能（ IC 5 0）

も高い値（ Fi g .  2‐ 1）を示したことから，ポリフェノールの抗酸化作 用

によっても腫瘍の 増殖が抑制された と考えられた。  
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F i gu re  3‐ 3  NK ac t i v i t y  i n  t he  sp l e en  o f  m ice  b y i n ges t i on  o f  new b eve ra ge .  

(NK:YAC -1 =10 :1 ) .  
* * * S i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b y  i n g e s t i o n  o f  n e w  b e v e r a g e .  ( p : < 0 . 0 0 1 )  
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第４節   小括  

 

芋焼酎粕飲料（新 飲料）の生体防御 能亢進効果に関す る試験を行っ

た 。 サ ル コ ー マ を 接 種 し た マ ウ ス の 新 飲 料 を 摂 取 す る こ と に よ っ て 腫

瘍の重量増加に 5 %水準の有意差が 認められ，新飲料には移植ガン細胞

増殖抑制効果が認 められた。このときの脾臓の NK 活 性はコントロール

区に比べて高い値 を示し，この両者 間では 0 .1%水準 で有意な差が認め

られ，非常に強い NK 細胞活性を示 した。新飲料の摂 取によって生体防

御 能 が 高 く 維 持 さ れ ， ま た ， 新 飲 料 に 含 ま れ る ポ リ フ ェ ノ ー ル の 抗 酸

化 作 用 に よ り 腫 瘍の 増 殖 が 抑 制 さ れた と 考 え ら れ た 。 5%水 準 で 有 意 な

差が認められた。  

ヒトは 60 兆の細 胞からなっており ，日々更新されている。この時に

遺 伝 子 の 修 復 の エ ラ ー ， 環 境 因 子 ， ウ イ ル ス 感 染 な ど に よ っ て 遺 伝 子

に 異 常 を持 つ 細 胞が 数 千 個 /日 も生じ る と 言わ れ て いる 。 こ れら の 異 常

細 胞 が 生 き 残 る と ガ ン 化 す る 確 率 が 高 い 。 生 体 内 で こ の 異 常 細 胞 を 早

期に見つけて処理 しているのが NK 細胞と言われるも のであり，この細

胞 活 性 が 高 く 維 持 さ れ て い る と ， 異 常 細 胞 の 消 去 が 早 期 に 行 わ れ ， ガ

ン化が未然に防止 されることになる 。  

本 章 で 論 述 し た よ う に ， 摂 取 す る 食 品 成 分 に よ っ て 活 性 が 高 く 維 持

で き る の で ， 生 体 の 免 疫 系 を 高 く 維 持 し う る 機 能 を 持 つ 食 品 を 開 発 ・

提供するのは重要 であると考えられ る。  
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第４章   新飲料のガン培養細胞への影響  

 

第１節   序章  

焼 酎 蒸 留 粕 に は ， 焼 酎 製 造 に 関 与 す る 微 生 物 （ 麹 菌 ， 酵 母 な ど ） に

よ り 生 成 さ れ た ク エ ン 酸 ， ア ミ ノ 酸 や 原 料 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 や 不

揮 発 性 の 各 種 栄 養 素 1 , 2 )が 含 ま れ てい る 。 焼 酎 粕 の 機 能 性 に 関 し て は ，

抗酸化作用 5 )，抗ラジカル活性 8 ， 9 ， 1 7 )，脂肪肝抑制効果 1 1 )，肝障害抑

制 1 2 )，抗腫瘍活性 9 ， 1 0 ， 5 2 )，脂 質代 謝 改 善 効 果 6 ， 1 3 ， 3 6 )，血 圧 上 昇 抑制

1 2 ， 5 3 )，アレルギー 7 )などが報告されている。また， 廣瀬ら 3 7 )は種々の

培養ガン細胞に対 する i n  v i t ro での細胞増殖抑制効果 と正常ラットへの

安全性について報 告している。  

一 方 ， 発 酵 物 の 抗 腫 瘍 作 用 と し て 大 腸 ガ ン の 予 防 効 果 な ど が あ る と

される発酵乳 5 4 )などの報告がある 。  

本章では，クエン 酸生成能を持つ麹 菌を用いた芋焼酎 粕飲料 (新飲料 )

の ガ ン 培 養 細 胞 増 殖 抑 制 能 ， ガ ン 化 抑 制 能 に 関 す る 生 理 機 能 に つ い て

述べる。  

 

第２節   実験方法  

第１項  新飲料の製造方 法  

これまで同様に， 麹歩合 20%，汲み 水歩合 65%のもろ みを常圧蒸留

して得られた芋焼 酎粕に，河内菌白 麹を用いて製麹し た米麹を芋焼酎

粕の 20%(w/v )相当 量，セルラーゼ［ セルロシン T2（ H B I 社製）］を芋

焼酎粕の 1 /1000 相当量 (w/v )添加し ， 55℃で 15 時間 糖化して，圧搾ろ
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過した液部（以後 ，「新飲料」）を使 用した。  

 

第２項  ヒアルロン酸の 分解抑制による抗 酸化活性  

抗 酸 化 能 の 測 定 は ヒ ア ル ロ ン 酸 の 低 分 子 化 抑 制 を 粘 度 法 で 検 討 し た 。

ヒアルロン酸の調 製は生化学工業㈱ の特許の方法 5 5 )に従った。すなわ

ち，トサカ 500  g を 55℃の水 1  L に 加え 2 時間保温し 溶解した。細かく

細断後，水 1 .5  L を加え， pH7 .5 に 調製した。プロナ ーゼ 25000 単位を

加え 37℃ ,  3 .5 時 間反応させ，タン パク質を消化し，ろ過した。ろ液 2  Ｌ

に 5%塩化セチル ピリジニウム 130  m L を加えて撹拌 し，多糖類を沈殿

させてろ過し集め た。それを，0 .5M NaC l を含む 30%エタノールに溶か

し，さらに同量の エタノール (95%～ 99%)を加えて生じ た沈殿物をろ過

し，乾燥してヒア ルロン酸標品とし た。  

過酸化水素 /鉄 ( I I )  （ Fen ton 試薬）またはアスコルビ ン酸 /過酸化水素

/鉄 ( I I I )に よ り 生 成 す る ヒ ド ロ キ シ ル ラ ジ カ ル が 高 分 子 ヒ ア ル ロ ン 酸 を

分 解 す る と 溶 液 の 粘 度 が 低 下 す る 。 し か し ， こ の 系 に ラ ジ カ ル 消 去 活

性 や 鉄 キ レ ー ト 活 性 を も っ た 化 合 物 を 添 加 す る と 粘 度 の 低 下 が 抑 制 さ

れる 5 6 )。そこで，以下の方法によ り試験を行った。 すなわち，過酸化

水素 /鉄 ( I I )系 の反 応液組成は最終濃 度をヒアルロン酸 2 .5  m g/m L，リ ン

酸緩衝液（ pH7 .4） 50m M，過酸化水素 1m M，硫酸鉄 ( I I )  0 .05m M とし，

この反応液に芋焼 酎粕飲料の凍結乾 燥粉末を 0， 0 .25， 0 .5， 1 .0  m g/m L

添加し ,混合した 後， 37℃で 30 分 間インキュベート し粘度を測定した。

反応液量は 5  m L とし，粘度計は小 倉硝子製キャノン フェンスケ粘度計

(No .300)を使用し た。粘度低下に対 する抑制効果は次 式により芋焼酎粕
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飲料のヒアルロン 酸分解抑制率とし て算出した。  

 

 抑制率 (%) =（ C－ B） /（ A－ B） × 100  

 A:未処理のヒア ルロン酸の粘度  

B :アスコルビン酸 /過酸化水素で処理したヒアルロン 酸の粘度  

C :B に試験化合物 を添加した場合の 粘度  

 

第３項  MTT アッセイ  

新飲料によるガン 細胞の増殖抑制効 果はヒト急性前骨 髄性白血病ガ

ン細胞 (H L60)を用 いて MTT アッセ イ 5 7 )で行った。また，対照細胞群と

してマウス正常皮 膚由来株細胞 ( J B6)を用いた。  

H L60 細胞は東北 大学加齢医学研究 所癌細胞保存施設 から， J B6 細胞

は Nat iona l  C anc er  In s t i t u t e  （ US A） から入手した。ま た，リン酸緩衝

生理食塩水［ P BS (- )］は 137m M NaC l，2 .7m M KC l，10mM Na 2 HP O 4，2m M 

KH 2 P O 4 になるように調製後，オー トクレーブで滅菌 した。  

MTT 液 (5  m g/m L)は 3- (4 ,5 -d im e th yl t h i az o l -2 - yl ) -2 ,5 -d i phen yl t e t r az o l i  

-um  b rom ide  (MTT )  500  m g を 滅菌し た P BS (- )100  m L に溶解した。  

0 .04N 塩酸 -イソプ ロパノールは 96 ウェル 1 枚当たり ，濃塩酸 34µ L

とイソプロパノー ル 10  m L を混合し ，作製した。  

MTT アッセイは，まず，細胞培養用 96 ウェルプレー ト（平底）に細

胞を 1～ 2 .0×10
4 個 / 100  µ L/ウェルに 調製し， 37℃， 5 %C O 2 で 24 時間培

養した。その後，新飲料を各種濃度 (0 .25，0 .50，0 .75 および 1 .00  m g/m L)

添加し，新飲料無添加の細胞をコン トロールとして，さらに 48 時間培
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養した。また，新 飲料のバックグラ ウンドを除去する ため，培地のみ

入れた 96 ウェル プレートに同量の 新飲料を添加した 。培養終了後，細

胞密度をそれぞれ 測定した。  

細胞増殖の測定は C arm icha e l らの方法 5 8 )に従って行った。すなわち，

培養終了後，MTT 液を 10  µ L ずつ各 ウェルに分注した 。さらに，4 時間

培養後， 0 .04N 塩 酸‐イソプロパノ ール 100  µ L ずつ ウェルに分注し，

結晶を溶解した。 室温で 5 分間静置 後，バイオラッド 社製マイクロプ

レートリーダーで 595  nm の吸光度を測定した。細 胞生存率は実験用 の

吸光度からサンプ ルの吸光度の差を コントロールの吸 光度に対する百

分率（ %）で求め た。また，コント ロールに対する割 合が 50%の時の試

料濃度を IC 5 0 として増殖抑制活性を 示した。  

 

第４項  細胞ガン化培養 方法  

（ 1）  試薬の調製  

細胞のガン化抑制 能の解析はガン細 胞などの寒天内で もコロニーを

形成することがで きる性質を利用し たコロニーアッセ イ法 2 3 )により行

った。すなわち，培地には EMEM （イーグル最少必須培地，1×EMEM）

と 2×EMEM （ 1×E MEM の 2 倍濃度）， 1 .5% BAC TO A gar を使用し ,それ

ぞれ超純水で混合 後，オートクレー ブして使用した。P BS (- )は前述した

方法と同様とし，Tr yps in -E DTA 溶液 は 0 .53m M EDTA-4 Na を含む 0 .05%

トリプシン溶液を 使用した。また，発 ガンプロモーター である 12-O - t e t r a  

-dec ano ylphorbo l -1 3 -ac e t a t e  ( TPA)は S igm a 社から入手 した。1× IN T 染色

液は p - i don i t ro t e t r az o l i um  v io l e t  0 .25g/m L を超純水で 溶解後，オートク
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レーブ滅菌して使 用した。  

 

（ 2）  基層培地の調製  

細胞の維持培養の 基層培地には， 6c m 培養ディッシュ 1 枚あたりに

1×EMEM と 2×EM EM，1 .5%寒天をそれぞれ 1  m L ず つ加え，これに TPA 

20  ng /m L と新飲料 の凍結乾燥粉末を 0 .1～ 2  m g/m L 加え，よく混合し た

後に，クリーンベ ンチで固化させた 。  

 

（ 3）  細胞の調製  

培養ディッシュの J B6 細胞を移し， P BS (- )7  m L 加え ，ディッシュを

リンス後回収した 。Tr yps in -EDTA 液 を 1m L 加え， 37℃ ， 5%C O 2 インキ

ュベーターで細胞 の剥離処理を行っ た。 P BS 入り培地を 9  m L 加え， 15  

m L の遠心管に回 収した。800  rpm で 8 分間遠心分離 し，上清を除去後 ，

沈殿した細胞の濃 度が 1×10
5 個細胞 /m L になるよう培 地に加えた。細胞

をよく拡散させた 後，細胞懸濁液を 37℃， 5%C O 2 インキュベーター で

保温した。  

 

（ 4）  上層培地の調製  

6  cm 培養ディッシ ュ 1 枚あたり に 1× EMEM 1 .0  m L， 2 × EMEM と 1 .5 %

寒天はそれぞれ 0 . 5  m L，調 製した細 胞総数が 1 .0×10
4 個になるように添

加後，よく混合し た。  
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（ 5）  実験方法  

基層培地に上層培 地を注ぎ，均一に 広げ，クリーンベ ンチ内で約 1

時間固化した。そ の後，37℃，5 %C O 2 インキュベーターに移し，2 週間

培養し， 1× INT 液 0 .8m L を注ぎ，染 色した。さらに同 インキュベータ

ー内で 24 時間置 いた後， 4℃で 1～ 2 日間冷却した。増殖し染色したコ

ロニー数を計測し ，コントロールと 比較してガン化抑 制能を検討した。 

 

第３節   結果と考察  

第１項  抗酸化活性  

新飲料の凍結乾燥 粉末添加によるヒ アルロン酸の粘度 低下抑制率の

測定結果を Fi g .  4‐ 1 に示した。ヒ アルロン酸に対す る添加量 0 .25  

m g/m L の粘度低下 抑制率が 23%であ るのに対し， 0 .5  m g/m L 添加では

95%とかなり高く 粘度低下を抑制す ることから，非常に強い抗酸化能を

示すことがわかっ た。1 .0  m g/m L で も 90%以上と同程 度であり，強い抗

酸化能を示し，新 飲料にはかなり高 い抗酸化活性が認 められた。  

西山 5 9 )は各種ポリフェノールを用 いて，ラジカル消 去活性とヒアル

ロン酸の分解に対 する抑制活性を指 標とした抗酸化活 性を比較してい

る。ポリフェノー ルの一部（ピロガ ロール，エピガロ カテキンガレー

ト）を除いてラジ カル消去活性と抗 酸化活性の間には 相関が認められ

たが，ラジカル消 去活性が強い化合 物が必ずしも抗酸 化的に作用しな

いことを示唆して いる。また，サツ マイモに含まれる カフェ酸誘導体

（カフェ酸，クロ ロゲン酸）も測定 しているが，いず れもラジカル消

去活性，抗酸化活 性を示している。  
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今回の試験におい て，新飲料に抗酸 化活性が認められ ているが（ Fi g .  

4‐ 1），新飲料の高いラジカル消去能 ( IC 5 0 )や原料のサ ツマイモに由来す

るカフェ酸誘導体 の作用ならびに芋 焼酎粕に米麹を添 加する処理によ

り，ポリフェノール含有量が増加し たことによる影響（ Fig .  2‐ 1）が考

えられる。  

 

 

 

Fi gu re  4‐ 1  An t iox idan t  ac t i v i t y  o f  ne w beve ra ge  m easu r ed  b y t he  

h ya lu ron i c  a c id -de c ompos i t i on  m e thod .  
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第２項  ガン細胞増殖抑 制作用  

MTT は帯黄色の化 合物で，ミトコン ドリアの呼吸鎖に 作用し，存在

する酵素によって テトラゾリウム環 が開裂し，青色の MTT フォルマザ

ンを生成する。こ の生成量は細胞数 とほぼ比例関係に あり，フォルマ

ザンは酸性イソプ ロパノールにより 分解し，呈色する ため，その比色

値を測定し，比較することにより細 胞増殖の指標とす ることができる。 

新飲料無添加のコ ントロール（ 100%）に対するヒト急性骨髄性白血

病ガン細胞 (H L-60 )の生存率は，添 加量 0 .25  mg/m L において 96 .0%で

あったものの，0 .5 0  mg/m L で 69 .5%と低下し，0 .75  m g/m L および 1 .00  

mg/m L の添加 では それぞれ 30 .6%および 19 .6%を示すなど，新飲料に

は ガ ン 細 胞 増 殖 を 抑 制 す る 成 分 が 存 在 す る こ と が 考 え ら れ た (F ig .  

4‐ 2)。侯 ら 6 0 )は焙煎した サツマイ モを用い た試験に より，ポ リフェ

ノール濃度が高く ，DPPH ラジカル消去能の強いほど ，ガン細胞 (H L60 )

の増殖を抑制した と報告しているが ，今回の試験にお ける H L60 細胞

の 増 殖 抑 制 作 用 も ポ リ フ ェ ノ ー ル に よ る ラ ジ カ ル 消 去 活 性 の 強 さ と

関係があるものと 考えられる。  

対象細胞群として マウス正常皮膚由 来細胞を用いて，同様の方法で

新飲料を添加し，48 時間培養後，細胞密度を測定した 結果を Fi g .  4‐ 2

に示した。 0 .25， 0 .50， 0 .75 および 1 .00  mg/m L の添加 では J B6 細胞の

生存率 は無 添加 の コント ロー ル（ 10 0%） に対 して ， それぞ れ 97 .7 %，

87 .4%， 85 .1%およ び 72 .2%であり，新飲料は正常細胞 の増殖にはあま

り影響を与えない ことがわかった。  

以上の結果から，新飲料はマウス正 常皮膚由来細胞 JB6 の増殖には
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影響が少ないもの の，ヒト急性前骨 髄性白血病ガン細 胞 H L-60 の増殖

を著しく抑制し， ガン細胞増殖抑制 能が認められた。  

芋焼酎粕を用いた ガン細胞の増殖抑 制効果として，廣 瀬ら 3 7 )はマウ

ス 由 来 悪 性 黒 色 腫 細 胞 と ヒ ト 細 胞 （ 胃 ガ ン ， 肝 臓 ガ ン ， 肺 腺 ガ ン ） に

対する効果を報告 している。  

先 に 述 べ た 通 り ， 新 飲 料 に は 原 料 の サ ツ マ イ モ に 由 来 す る ポ リ フ ェ

ノールが 134  mg/1 00  m L 含まれ，製 造工程で芋焼酎粕 に米麹を添加処理

することにより，米麹添加前に比べ て約 1 .7 倍増加し ていた。また，ラ

ジカル消去能 ( IC 5 0 )もこの製造工程 を経ることで増加 し，各種焼酎粕（芋，

麦，米）よりも高 い値を示していた 1 7 )。食品によるガン細胞への作 用

に関する報告とし て，緑黄色野菜や緑茶，大豆 6 1 )，黒米 6 2 )，サツマイ

モ 6 3 )などがあり，これらはいずれ もその含有成分で あるカテキン類，

フ ィ チ ン ， ア ン ト シ ア ニ ン な ど の 抗 酸 化 物 質 の 作 用 に 起 因 す る こ と が

考 え ら れ る 。 今 回 の 試 験 結 果 に つ い て も 新 飲 料 の 添 加 量 が 増 え る に 従

っ て ， 抗 酸 化 作 用 が 強 く な る こ と か ら ， ガ ン 細 胞 増 殖 抑 制 能 が 認 め ら

れたのは抗酸化作 用が高まることに 起因することが考 えられる。  
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Fi gure  4‐ 2  Supp re s s ion  e ff ec t  o f  n ew bever a ge  on  g rowth  o f  human  a cu te  

p rom yel oc yt i c  l euk emia  ce l l s  ( H L60) .  
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第３項  細胞ガン化抑制 作用  

マウス皮膚細胞 ( J B6)を用い ，ガン化 誘導剤として発ガ ンプロモータ

ー TPA を添加すると細胞がガン化し ，軟寒天培地中で も増殖し，コロ

ニーを形成できる ようになる。これをマーカーとして 同時に新飲料を

0 .1～ 2  mg/m L 培 地となるように添 加して TPA によるガン化誘導に対

する抑制効果を見 る方法を用いてガ ン化誘導抑制率を 計測した。  

この方法は微生物 を用いる変異原試 験に比べ，正常動物細胞を用い

るため，ヒトへの 発ガン誘導抑制能 を推定する上で極 めて有効で，価

値の高い情報が得 られることが考え られる。結果を Fi g .  4‐ 3 示して

いるが， 0 .5  mg/m L 濃度では 約 85%と非常に強い抑制 率を示した。  

抗 ガ ン 能 の １ つ で あ る ガ ン 細 胞 を 自 殺 に 追 い 込 む ア ポ ト ー シ ス 誘

導 能 に つ い て ， 新 飲 料 の 乾 燥 物 の 添 加 濃 度 （ 0 .2 5～ 8  mg/m L） を 変 え

て試験した。その 結果は示していな いが，いずれの濃 度においてもア

ポトーシスの分子 エビデンスである DNA のラダー （断片化）化はみ

られず，ガン細胞 を自殺に追い込む 作用は観察されな かった。ガン細

胞への作用として ，ガン細胞の増殖を直接抑制するい わゆる抗ガン剤

と 同 様 の 作 用 と ガ ン 細 胞 の 増 殖 自 体 に は 影 響 を 及 ぼ さ な い が ア ポ ト

ー シ ス 誘 導 す る こ と で 自 殺 に 追 い 込 み ガ ン 細 胞 を 減 ら す 作 用 が 考 え

られる。今回の結 果は，ガン細胞の 増殖は抑制してい るがアポトーシ

ス誘導は見られな かったことから， 前者によるものと 考えられる。  
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F i gu re  4‐ 3  Suppr e s s ion  e ffe c t  o f  ne w bever a ge  on  ca r c in oge ns i s  p romot ion  

o f  J B6  ce l l s .  
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第４節   小括  

 

芋 焼 酎 粕 飲 料 （ 新 飲 料 ） の ガ ン 細 胞 増 殖 抑 制 能 に 関 す る 生 理 機 能 に

関する試験を行っ た。  

ヒ ト 急 性 骨 髄 性 白 血 病 ガ ン 細 胞 ( H L60 )と マ ウ ス 正 常 皮 膚 由 来 細 胞

( J B6)に新飲料を 添加して培養した ところ，H L60 細胞 の増殖を強く抑制

す る が ， 正 常 細 胞 の 増 殖 に は あ ま り 影 響 を 与 え な い こ と が わ か っ た 。

こ れ は ガ ン 細 胞 の 増 殖 を 特 異 的 に 抑 制 す る こ と を 示 す も の で ， 新 飲 料

が健康食品として 非常に期待される と考えられた。  

ま た ,マ ウ ス 正常細 胞 を 用 い た 細胞ガ ン 化 抑 制 試 験にお い て ， 新 飲 料

はガン化誘導に対 するかなり強い抑 制が認められた。  

前 章 ま で の 芋 焼 酎 粕 に 米 麹 を 添 加 し た 飲 料 に 含 ま れ る 成 分 や 飲 料 の

脂 質 代 謝 改 善 作 用 ， 高 血 糖 上 昇 抑 制 作 用 ， 移 植 ガ ン 細 胞 の 腫 瘍 組 織 の

増 殖 抑 制 ， 免 疫 亢 進 作 用 に 加 え て ， 芋 焼 酎 粕 飲 料 に は ガ ン 細 胞 に 対 す

る 直 接 的 な 増 殖 抑 制 と ガ ン 化 誘 導 抑 制 作 用 が あ る 知 見 が 得 ら れ た 。 以

上 の 結 果 か ら ， 芋 焼 酎 粕 飲 料 は 健 康 食 品 と し て 非 常 に 期 待 さ れ る こ と

を示すことができ た。  
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第５章  各種麹菌の米麹によるカフェ酸生成活性  

 

第１節   序章  

新 飲 料 の 製 造 方 法 に よ り ， ポ リ フ ェ ノ ー ル か ら カ フ ェ 酸 が 発 酵 産 物

として検知され た 1 8 , 2 6 )。カフェ酸は桂皮酸に水酸 基が結合したポリ フ

ェノール化合物で あり，コーヒー豆 やサツマイモの塊 根 1 9 , 6 3 )のような

様 々 な 植 物 に 遊 離 ま た は エ ス テ ル 誘 導 体 と し て 存 在 し て い る 。 代 表 的

な エ ス テ ル 誘 導 体 は ク ロ ロ ゲ ン 酸 の 天 然 化 合 物 が よ く 知 ら れ て い る カ

フ ェ 酸 は ， 最 近 ， 抗 酸 化 作 用 お よ び 抗 腫 瘍 活 性 な ど の よ う な 生 理 活 性

を有するこ とが見 出され，ま た高血 圧 6 4 , 6 5 , 6 6 )を改善または予防 するた

め の 薬 剤 と し て 期 待 さ れ て い る 。 カ フ ェ 酸 お よ び そ の 誘 導 体 の 天 然 化

合物はサツ マイモ の塊根 2 8 , 6 7 , 6 8 )にも発見され ，その 化合物の機 能に基

づいていくつかの 新製品が開発 7 , 6 9 , 7 0 )された。  

クロロゲン酸（ 5  -  カフェオイルキ ナ酸）は，Fi g .  5‐ 1 に示すように

カ フ ェ 酸 が エ ス テ ル 結 合 に よ り キ ナ 酸 の 水 酸 基 と 結 合 し た 複 雑 な 構 造

を 有 し て お り ， ク ロ ロ ゲ ン 酸 エ ス テ ラ ー ゼ に よ っ て 分 解 さ れ ， カ フ ェ

酸 7 1 )を生成する。これまでの研究 により，芋焼酎粕 に米麹を添加する

ことによりカフェ 酸の増加が観察さ れた 1 8 , 2 6 )ことから，焼酎麹抽出液

のカフェ酸生成活 性 (CAP)に着目し た。  

CAP については，Okamura  e t  a l .
7 2 )は A. japon icas が クロロゲン酸エス

テラーゼを生成で きること， Adac h i  e t  a l .
7 3 )は A.so jae による麹の酵素

活 性 が コ ー ヒ ー 粕 を 含 む 培 地 を 使 用 す る こ と で カ フ ェ 酸 誘 導 体 に よ り

誘 導 さ れ た こ と を 言 及 し て い る 。 ま た ， Asthe r  e t  a l .
7 4 ) は A.n iger ,  
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A.oryzae ,  A. tamar i i を用いた液体培 養試験において A.n iger の培養液だ

けからクロロゲン 酸エステル加水分 解酵素の活性を発 見した。  

し か し ， 清 酒 ， 焼 酎 ， 味 噌 等 の 一 般 的 に 醸 造 食 品 に 使 用 さ れ て い る

米麹のクロロゲン 酸加水分解酵素に 関する報告されて いない。  

そ こ で ， 本 研 究 で は 各 種 麹 菌 に よ り 原 料 米 を 用 い て 製 麹 し ， 得 ら れ

た 米 麹 か ら 抽 出 し た 酵 素 作 用 に つ い て 検 討 し た 。 本 研 究 で は ， ク ロ ロ

ゲン酸からカフェ 酸を生成する麹抽 出液中の CAP を 調べるために，市

販種麹 35 種類と同様の Asperg i l l u s 属の標準菌株 17 種類を用いて小ス

ケールの米麹 52 種類を調製した。  

 

 

ch lo ro gen ic  ac id  es t e rase .  

 

 

 

F i gu re  5‐ 1  A sch e me fo r  c a f fe i c  ac id  p roduc t ion  f rom ch lo rogen ic  a c id  b y 

ch lo ro gen ic  ac id  es t e rase .   

 

 

 

 

Chlorogenic acid Caffeic acid Quinic acid

＋＋＋＋
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第２節   実験方法  

第１項  試験菌株  

麹菌の標準菌株は（独）酒類総合研 究 所から A.oryzae  （ R IB40，R IB128，

R IB143 および R IB430） ，A.so ja e（ R IB910 および R IB6001），A. tamar i i  

（ R IB3005 ）， A.usami i  （ RIB2004 お よ び RIB2005 ）， A.usami i  mu t .  

sh i rousami i  （ R IB2501 お よ び R IB 2506）， A.kawach i i  （ R IB SC60），

A.awamor i  （ R IB2 051，R IB2601 およ び R IB2604），A.n iger  （ R IB2002）

を，また，（独） 製品評価技術基盤 機構から A.kawach i i  （ NBRC4308）

の計 17 株が供与 された。また，市 販種麹は白麹菌 7 株，黒麹菌 8 株お

よび黄麹菌 13 株 が㈱ビオック（ B），㈱秋田今野商店（ A），㈱樋口松之

助商店（ H）より供与され，白麹菌 4 株および黒麹菌 3 株は河内源一郎

商店（ K）より購 入した。種麹のリ ストは Tab le  5‐ 1 の通りである。  

 

第２項  培養培地および 製麹条件  

（ 1）  Asperg i l l u s 属の標準菌株培養  

標準菌株のプレー ト培養には 0 .5%酵母エキス，2%寒 天を含む Br ix 10°

に調製した麹汁培 地を 121℃で 15 分間オートクレーブ 滅菌し，冷却後，

シャーレ（ φ90mm×15mm）に撒いて麹菌生育用培地と した。  

 

（ 2）  麹菌の培養  

Asperg i l l u s 属 の 分 生 子 は 白 金 耳 で 上 記 の 培 養 培 地 に 接 種 し ,  4 日 間

35℃で培養した。  
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第３項  原料米とその前 処理  

麹原料にはタイ米 A１スーパーを 使用した。原料米 は洗米後 30 分間

浸漬し， 30 分間水 切後， 50 分間蒸煮 した。室温まで放 冷後原料米重量

の 5%相当量の水 を 3 回に分けて散 水し，再度 50 分 間蒸煮した。  

 

第４項  製麹方法  

ガラスシャーレ（ φ90mm×20mm）の内壁並びに底面に J K ワイパーを

折 り 込 み ， 不 要 部 分 を 切 除 後 ， ろ 紙 （ φ90mm） と キ ム ワ イ プ を 入 れ ，

オートクレーブで 121℃， 30 分間 滅菌し，培養容器 とした。  

Asperg i l l u s 属の標 準菌株は，麹菌生 育用培地に生育し てできた分生子

は 1% N aCl 溶液 で表面を洗浄した 分生子懸濁液（ 2 . 5×10
5 胞子 /mL）を

蒸米約 50  g（原料 米として約 40  g） に種付けした。市 販種麹は，原料

米の 1 /500 量を散 布した。培養条件 は培養容器を 35℃ で 43 時間製麹し ，

湿 度 8 5 %で 管 理 し た 。 な お ， 製 麹 開 始 後 2 6 時 間 で 麹 を よ く ほ ぐ し た 。 
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Tab le  5‐ 1  Li s t  o f  17  s t andard  s t r a ins  o f  Asperg i l l u s  mo lds  and  35  

commerc i a l  s eed  ko j i ’s .  

K o j i  T y p e   A s p e r g i l l u s   n a m e  o r  C o m p a n y  n a m e  n u m b e r  U s e  

Y e l l o w   T y p e  A s p e r g i l l u s  o r y z a e  v a r .  b r u n n e u s  M u r a k a m i   R I B 4 0    

Y e l l o w   T y p e  A s p e r g i l l u s  o r y z a e  v a r .  o r y z a e  M u r a k a m i  R I B 1 2 8    

Y e l l o w   T y p e  A s p e r g i l l u s  o r y z a e  v a r .  o r y z a e  M u r a k a m i  R I B 1 4 3    

Y e l l o w   T y p e  A s p e r g i l l u s  o r y z a e  ( A h l b u r g )  C o h n  R I B 4 3 0    

Y e l l o w   T y p e  A s p e r g i l l u s  s o j a e  S a k a g u c h i  e t  Y a m a d a  R I B 9 1 0    

Y e l l o w   T y p e  A s p e r g i l l u s  s o j a e   R I B 6 0 0 1    

Y e l l o w   T y p e  A s p e r g i l l u s  t a m a r i i  K i t a   R I B 3 0 0 5    

Y e l l o w   T y p e  B   C o .  L t d .  1  S A K E  

Y e l l o w   T y p e  H   C o .  L t d .  2  S A K E  

Y e l l o w   T y p e  H   C o .  L t d .  3  S A K E  

Y e l l o w   T y p e  H   C o .  L t d .  4  S A K E  

Y e l l o w   T y p e  B   C o .  L t d .  5  S o y - s a u c e  

Y e l l o w   T y p e  B   C o .  L t d .  6  S o y - s a u c e  

Y e l l o w   T y p e  B   C o .  L t d .  7  S o y - s a u c e  

Y e l l o w   T y p e  B   C o .  L t d .  8  M i s o  

Y e l l o w   T y p e  B   C o .  L t d .  9  M i s o  

Y e l l o w   T y p e  H   C o .  L t d .  1 0  M i s o  

Y e l l o w   T y p e  B   C o .  L t d .  1 1  S h o c h u  

Y e l l o w   T y p e  A   C o .  L t d .  1 2  S h o c h u  

Y e l l o w   T y p e  H   C o .  L t d .  1 3  S h o c h u  

B l a c k   T y p e  A s p e r g i l l u s  u s a m i i   R I B 2 0 0 4  S h o c h u  

B l a c k   T y p e  A s p e r g i l l u s  u s a m i i   R I B 2 0 0 5  S h o c h u  

B l a c k   T y p e  A s p e r g i l l u s  a w a m o r i  N a k a z a w a   R I B 2 0 5 1  A w a m o r i  

B l a c k   T y p e  A s p e r g i l l u s  a w a m o r i   R I B 2 6 0 1  A w a m o r i  

B l a c k   T y p e  A s p e r g i l l u s  a w a m o r i  ( A s p e r g i l l u s  l u c h u e n s i s )   R I B 2 6 0 4  A w a m o r i  

B l a c k   m o l d  A s p e r g i l l u s  n i g e r   R I B 2 0 0 2    

B l a c k   T y p e  H   C o .  L t d .  1  S h o c h u  

B l a c k   T y p e  K   C o .  L t d .  2  S h o c h u  

B l a c k   T y p e  K   C o .  L t d .  3  S h o c h u  

B l a c k   T y p e  K   C o .  L t d .  4  A w a m o r i  

B l a c k   T y p e  B   C o .  L t d .  5  A w a m o r i  

B l a c k   T y p e  A   C o .  L t d .  6  A w a m o r i  

B l a c k   T y p e  A   C o .  L t d .  7  A w a m o r i  

B l a c k   T y p e  A   C o .  L t d .  8  A w a m o r i  

B l a c k   T y p e  A   C o .  L t d .  9  A w a m o r i  

B l a c k   T y p e  A   C o .  L t d .  1 0  S h o c h u  

B l a c k   T y p e  A   C o .  L t d .  1 1  A w a m o r i  

W h i t e   T y p e  A s p e r g i l l u s  u s a m i i  m u t .  s h i r o u s a m i i   R I B 2 5 0 1  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  A s p e r g i l l u s  u s a m i i  m u t .  s h i r o u s a m i i   R I B 2 5 0 6  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  A s p e r g i l l u s  k a w a c h i i   R I B  S C 6 0  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  A s p e r g i l l u s  k a w a c h i i   N B R C 4 3 0 8  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  H   C o .  L t d .  1  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  H   C o .  L t d .  2  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  K   C o .  L t d .  3  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  K   C o .  L t d .  4  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  K   C o .  L t d .  5  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  K   C o .  L t d .  6  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  A   C o .  L t d .  7  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  A   C o .  L t d .  8  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  A   C o .  L t d .  9  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  A   C o .  L t d .  1 0  S h o c h u  

W h i t e   T y p e  K   C o .  L t d .  1 1  S h o c h u  
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第５項  分析方法  

（ 1）  麹酸度および麹酵 素の抽出  

酵素力価測定用の 酵素抽出液は国税 庁所定分析法 7 5 )に従って調製し

た。黄麹菌は米麹に 5 倍量の 0 .5% N aCl を含む 0 .01M（黒麹菌，白麹菌

による米麹は 0 .1 M）酢酸緩衝液（ pH5.0）を加え，低温室で一夜浸出し

た後ろ紙 No.5C でろ過を行い，酵素 溶液とした。  

麹酸度（ AC）は米麹に 5 倍量の水 を加え室温にて 3 時間浸出し，そ

のろ液 10m L を 0 . 1N NaO H で pH7.2 になるまでの滴定 量とした。  

 

（ 2）  アミラーゼ系酵素 の分析方法  

グルコア ミラー ゼ （ GA） および α-アミラー ゼ（ A A）は最終 濃度が

0 .5%になるよう に 50mM 酢酸緩衝液（ pH4.5）を用い て調製した可溶性

デンプン［アミラ ーゼ定量用（ナカ ライテスク株式会 社製）］溶液 450  

µ L を予め 37℃， 5 分間保温後，酵 素溶液 50  µ L を加 え 37℃で 10 分間

反応させ，10 分間 熱煮沸により反応 を停止した。この 反応液から 200  µ L

取りソモギー・ネ ルソン法（ S-N 法 ） 7 6 )を， 100  µL 取りグルコースオ

キシダーゼ法（ G- O 法） 7 7 )を行った。 G-O 法の値をグ ルコアミラーゼ

活性とし， S-N 法 の値から G-O 法の 値を差し引いた値 を α-アミラーゼ

活性とし，1 分間 に 1µmole のグルコースを生成する 酵素量を 1 ユニッ

ト（ U）と定義し た。  

なお，同法によるグルコアミラーゼ 活性を約 10 倍し た数値が国税庁

所定分析法注解 7 5 )による活性とほ ぼ同値である。  
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（ 3）  α-及び β-グルコシ ダーゼ活性の分析 方法 7 8 )
 

α -グルコシダーゼ（ AG）及び β-グ ルコシダーゼ（ BG）活性はそれぞ

れ p -ニトロフェニ ル -α -D -グルコピ ラノシド（ナカラ イテスク株式会社

製），p -ニトロフ ェニル -β -D-グ ル コピラノシド（ナ カライテスク株式 会

社製）を最終濃度 1mM に調製した基質（ 50mM 酢酸緩衝液）450  µ L に ，

酵素溶液 50  µ L を 加え 37℃で 6 0 分 間反応させ， 0 .2 M 四ホウ酸ナトリ

ウムを 3  m L 加え て反応を停止させ た。この反応液を 吸光度 405  nm で

測定し， 1 分間に 1µmole の p -ニト ロフェノールを生 成する酵素量を 1

ユニット（ U）と 定義した。  

 

（ 4）  生デンプン分解力 の分析方法  

生デンプン分解率（ RSD）はサツマイモ（実験室調製 ）から調製した

生デンプン（水分 12 .5%）  200  m g に酵素溶 液 500  µ L と酢酸緩衝液 を

3 .5  m L 加え， 37℃ に保った恒温室内 のロータリーシェ ーカー（ TA ITEC 

ROTATOR R-50）を用いて約 30  rp m の速度で回転させながら反応させ

た。この反応液を 0， 2， 4 および 6 時間毎に 500  µ L ずつサンプリ ング

し，これを遠心分 離（ 11 ,400  g， 5 分間）した上澄み 液 200  µ L を， S-N

法で測定した。生 デンプン分解率の 算出方法は以下に 示す。  

 

 

生デンプン分解率 （ %）＝  

 

 

G lc（ µg） ×希釈 ×1 62 /180×4（ m L）  

1000×0 .2（ m L） ×2 00（ mg）  
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（ 5）  カフェ酸生成活性 （ CAP）の分析方法  

カフェ酸生成活性（ CAP，またはクロロゲン酸エステ ラーゼ）の測定

は Adach i  e t  a l .の 方法 7 3 )を一部改変して行った。す なわち，酵素抽出 液

500  µ L に，2 .5  mM クロロゲン酸［ 0 .1  M リン酸カリウム 緩衝液（ pH7.0）］  

1  m L を添加 し， 3 0℃で 5 時間イン キュベートした。 ブランクには酵素

溶 液 の 代 わ り に 緩 衝 液 を 使 用 し た 。 反 応 混 合 物 を 氷 中 に 保 存 し ， 以 下

に示す HP LC 分析 を行った。 1 分間に 1nmole のカフェ酸を生成する酵

素量を 1 ユニット （ U）と定義した 。  

 

（ 6）  クロロゲン酸およ びカフェ酸の HP LC 分析  

クロロゲン酸およ びカフェ酸の HP LC 分析は試料をミ クロフィルター

（ 0 .45  µm， ADVA NTEC）でろ過後 ， Yosh imoto  e t  a l .
1 7 )の方法に準じ，

島津製作所製イン ジェクター付 HP LC システム［ポンプ LC -6A ，オ ー

ト イ ン ジ ェ ク タ ー S IL- 6B ， 検 出 器 SPD-6AV （ 326  nm ）］， カ ラ ム は

YMC-Pack  ODS- A M AM-302  co lumn （ 4 .6mm ID x 150mm， 5  µm）を使用

した。  

分析条件はカラム 温度 40℃，流速 1  m L/min とし，溶媒 には  0 .2%（ v /v）

蟻 酸 （ A） と メ タ ノ ー ル （ B） を 使 用 し ， 2%  B（ 0 -1 5  min）， 2% -45% B

グラジエント（ 15 -50  min）， 45% B（ 50-65  min）とす るグラジエント分

析を行った。  
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第３節   結果と考察  

第１項  製麹の再現性試 験  

シ ャ ー レ ス ケ ー ル の 製 麹 試 験 に つ い て 再 現 性 を 確 認 す る た め に 河 内

菌白麹を用いて 5 回製麹試験を繰り返し，麹酸度及 び酵素力価を測定

した（データ省略）。標準偏差を平均値で除した変動 係数は 1 .4%と非 常

にバラつきが小さ かった。 GA， AG および BG の変 動係数はそれぞれ

1 .8%， 4 .3%およ び 10 .2%とばらつ きは小さかった。 一方， AA は 49 .2 %

の大きな値が得ら れた。これは AA 活性の値が小さい ためにばらつきが

大きくなったと考 えている。  

以 上 の こ と か ら 小 ス ケ ー ル で の 製 麹 の 再 現 性 は か な り 良 好 で あ る と

判断した。  

米麹を長期間培養 した時の酸度およ び CAP を含む酵 素活性の増加を

確認するために， 市販の白麹菌を使 用して 76 時間までモニターした。

その結果， GA， A A， AG および RSD のようなデンプ ン分解活性は 24

時間の初期段階ま でに増加し始めた 。一方， AC， BG， CAP は 28 時間

から 32 時間までの後期に増加した 。標準培養段階の 43 時間以内にす

べての活性の増加 が観察されたこと から，標準的な培 養期間である 43 

時間して，製麹時 間を設定した（ Ta b le  5‐ 2）。  
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Tab le  5‐ 2  Moni to r ing  fo r  p roduc t io n  o f  CAP and  the  o the r  enz ymat i c  

ac t i v i t i e s  du r in g  ko j i -mak ing  

  G A  A A  A G  B G  R S D  A C  C A P  

  ( U )  ( U )  ( U )  ( U )  ( % )  ( m L )  ( U )  

1 6 h  0 . 8 5  1 . 7 5  0 . 5 5  0 . 1 0  0 . 4 1  0 . 1 2  0 . 0   

2 4 h  4 . 0 5  1 . 1 5  1 . 5 5  0 . 2 0  1 . 4 6  1 . 0 3  0 . 0   

2 8 h  8 . 4 5  2 . 4 5  2 . 5 0  0 . 3 0  2 . 0 3  2 . 2 5  0 . 3   

3 2 h  1 4 . 3 0  4 . 8 0  4 . 2 5  0 . 8 5  2 . 0 2  3 . 6 5  1 . 4   

3 6 h  2 0 . 3 5  3 . 2 5  5 . 1 5  2 . 0 0  2 . 3 2  5 . 2 8  4 . 4   

4 0 h  2 4 . 5 0  3 . 2 5  6 . 3 5  2 . 7 5  2 . 3 9  5 . 5 3  3 . 6   

4 4 h  2 0 . 5 5  3 . 5 5  6 . 9 0  3 . 6 0  2 . 2 5  6 . 0 5  5 . 0   

5 2 h  3 0 . 2 0  5 . 6 0  9 . 1 0  9 . 7 0  2 . 6 3  6 . 8  7 . 8   

6 4 h  3 1 . 5 0  3 . 5 5  9 . 9 5  7 . 4 5  2 . 6 2  6 . 7 5  5 . 6   

7 6 h  3 4 . 8 5  6 . 2 5  1 1 . 1 0  1 2 . 5 5  2 . 7 8  6 . 9 5  1 0 . 8   

A C : k o j i  a c i d i t y,  G A :  G l u c o a m y l a s e ,  A A :  α - A m y l a s e ,  A G :  α - G l u c o s i d a s e ,  B G :  β - G l u c o s i d a s e ,  

R S D :  R a w  s t a r c h  d i g e s t i o n ,  C A P :  A c t i v i t y  o f  c a f f e i c  a c i d  p r o d u c t i o n  
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第２項  Asperg i l l u s  属の標準菌株による米 麹の CAP と酵素活性  

Asperg i l l u s  属の標準菌株 17 種類を 用いて，米麹の CAP とその他酵素

活性分析のために 小スケールで製麹 した。 Fi g .  5‐ 2 に示す HP LC 分析

するために 43 時 間培養した麹の一 部を採取した。生 成されたカフェ酸

量に応じて，麹抽 出物の酵素力価（ Tab le  5‐ 3）を算 出した。 AC の高

い麹である A.kawach i i， A.n iger，お よび A.awamor i の CAP 活性はそれ

ぞれ 37 .3 U/g，2 6 .7  U/g および 19 . 9  U/g と高かっ た のに対し，低い AC

の麹である A.oryzae， A.so jae およ び A. tamar i i の CAP 活性はそれぞれ

1 .5  U/g で， 2 .1  U/ g と 3 .9  U/g と 低 い値であった。  

その他の酵素活性 では，A.oryzae の 4 株の麹は GA（ 42  U/g），AA（ 89  

U/g）と AG（ 12  U/g）において 最 も高い活性が観察 されたが， RSD と

BG の活性 は低か った。A.so jae の 2 株の麹の GA（ 3 .3  U /g），AA（ 4 .7  U/ g），

AG（ 2 .5  U/ g）は低 い活性を示した。一方，酸を生成す る麹菌の A.n iger，

A.usami i， A.usami i  mu t .  sh i rousami i， A.awamor i および A.kawach i i は酸

を生成しない麹菌 の A.oryzae と比 較し， GA は 15 -3 1  U/g と低く， AA

は 2-14  U/ g と非常 に低かった。  

酸を生成する麹菌 の中で A.n iger は AC が最も高く，CAP は 2 番目に

高い活性を示した が， AG， BG およ び RSD の他の酵素活性はそれほど

高くなかった。  A s the r は A.n iger の液体培地中でク ロロゲン酸エステ

ラーゼ活性（ 0 .46  nka t /ml）を発見し，その酵素の生産 および性質 7 4 )に

つ い て 報 告 し て い る 。 今 回 の 製 麹 実 験 （ 固 体 培 養 ） に お い て ， 我 々 は

A.kawach i i の CAP が A.n iger よりも さらに強いことを 発見した。  
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F i g u r e  5‐ 2  H P LC  a s s a y  f o r  c a f f e i c  a c i d  p r o d u c t i o n  f r o m c h r o l o g e n i c  a c i d  b y  A .  

k awach i i  N B R C 4 3 0 8 .  

 

 

Chlorogenic acid

Caffeic acid

Blank(enzyme free)

A.kawachii NBRC4308

20.000 40.000 60.000

20.000 40.000 60.000

20.000 40.000 60.000

20.000 40.000 60.000
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Tab le  5‐ 3  Some  enz ym at i c  ac t i v i t i e s  i nc lud in g  CA P and  ac id i t y  o f  

r i ce - ko j i ’s  mad e  b y  17s t andard  s t r a ins  o f  Asperg i l l u s  mo lds .  

S t r a i n  n  
G A  A A  A G  B G  R S D  A C  C A P  

( U )  ( U )  ( U )  ( U )  ( % )  ( m L )  ( U )  

A s p e r g i l l u s  o r y z a e   4  4 2 . 0  8 9 . 3  1 2 . 1  1 . 7  0 . 5  0 . 2  1 . 5  

A s p e r g i l l u s  s o j a e   2  3 . 3  4 . 7  2 . 5  2 . 1  0 . 1 1  0 . 3  2 . 1  

A s p e r g i l l u s  t a m a r i i   1  1 3 . 3  2 1 . 0  7 . 0  1 . 2  0 . 6 6  0 . 5  3 . 9  

A s p e r g i l l u s  u s am i i   2  2 2 . 3  7 . 1  6 . 5  2 . 5  2 . 3 6  4 . 2  5 . 2  

A s p e r g i l l u s  a w amo r i  3  2 8 . 2  7 . 9  5 . 7  9 . 6  2 . 6 1  3 . 4  1 9 . 9  

A s p e r g i l l u s  n i g e r  1  3 1 . 4  1 4 . 3  3 . 6  4 . 0  1 . 0 7  8 . 5  2 6 . 7  

A s p e r g i l l u s  u s am i i  m u t .  s h i r o u s am i i   2  1 7 . 4  2 . 1  5 . 5  4 . 5  2 . 5 9  4 . 0  1 7 . 2  

A s p e r g i l l u s  k a wa c h i i   2  1 5 . 5  6 . 1  2 . 9  1 5 . 5  2 . 0 7  4 . 0  3 7 . 3  

 

A C  :  k o j i  a c i d i t y,  G A :  G l u c o a m y l a s e ,  A A :  α - A m y l a s e ,  A G :  α - G l u c o s i d a s e ,  B G :  β - G l u c o s i d a s e ,  

R S D :  R a w  s t a r c h  d i g e s t i o n ,  C A P :  A c t i v i t y  o f  c a f f e i c  a c i d  p r o d u c t i o n  
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第３項  市販種麹による 米麹の CAP と酵素活性  

Tab le  5‐ 4 に示す ように，市販種麹 35 種類を使用し てその CAP と他

の 酵 素 活 性 の 分 析 の た め に 小 さ な ス ケ ー ル で 米 麹 を 調 製 し た 。 白 麹 菌

および黒麹菌が 14 .8 -32 .5  U/ g と同 程度に高かったの に対し，黄麹菌の

CAP 活性は 1 .2 -3 .2  U/ g と同様に低 値であった。 Asperg i l l u s 属の標準菌

株 と 同じ よう に ，酸 生 成す る種 麹 は酸 生 成し ない 種 麹よ り も高 い CAP

活性を有すること が観察された。白 麹菌と標準菌株の A.kawach i i の CAP

活性は Adach i  e t  a l .
7 3 )によって報告されたような特定 の誘導培地なしに

それぞれ 32 .5  U/ g， 37 .3  U/g と かな り高い活性を示し た。  

他 の 酵 素 活 性 に つ い て ， 黄 麹 菌 （ 日 本 酒 ， 醤 油 ， 味 噌 ， 焼 酎 ） の す

べてのグループは 白麹菌や黒麹菌よ りも GA，AA と A G の活性が高く，

BG と RSD の活性 は低かった。これ らの傾向は A.so jae の株を除いて，

標 準 菌 株 と 市 販 種 麹 の 間 に 本 質 的 に 同 じ で あ る 。 市 販 の 醤 油 麹 が 他 の

黄 麹 と 同 じ よ う な 高 い ア ミ ラ ー ゼ 活 性 を 示 し た の に 対 し ， 一 般 的 に 醤

油を作るために使 用される A.so jae による麹は低アミ ラーゼ活性を示し

た。この不一致は 市販の醤油麹には A.so jae や A.ory zae の混合物であ る

ことに起因する 7 9 )ことが考えられ る。岩野らは南九 州における焼酎製

造工場 から 得ら れ た米麹 の様 々な タ イプの α-アミ ラ ーゼ活 性を 研究 し，

焼酎麹の α-アミ ラ ーゼの活性は清酒 麹 7 5 )のそれらよりもはるかに低か

ったことを報告し た。今回において も同様の結果を得 た。  

BG 活 性 は 発 酵 時の 焼 酎 も ろ みの 香気 生 産 に 関 与する 8 0 )こ と が知 ら

れている。白麹菌 （ 12 .6  U/g）と 焼 酎用黒麹菌（ 12 .3  U/g）の BG 活性

は泡盛用黒麹菌を 含む他のものより はるかに高い値を 示した。  
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Tab le  5‐ 4  Some  enz ym at i c  ac t i v i t i e s  i nc lud in g  CA P and  ac id i t y  o f  

r i ce - ko j i ’s  mad e  b y  35commerc i a l  s eed  ko j i ’s .  

    
n  

G A  A A  A G  B G  R S D  A C  C A P  

    ( U )  ( U )  ( U )  ( U )  ( % )  ( m L )  ( U )  

Y e l l o w  t y p e  

S a k e  4  2 5 . 6  7 5 . 3  6 . 9  1 . 6  0 . 3 5  0 . 1  1 . 2  

S o y - s a u c e  3  4 0 . 1  5 5 . 2  1 2 . 8  6 . 0  0 . 4 4  0 . 2  3 . 2  

m i s o  3  5 2 . 0  1 1 7 . 0  1 7 . 4  2 . 8  0 . 4 8  0 . 1  2 . 0  

S h o ch u  3  4 5 . 2  9 1 . 7  1 2 . 5  3 . 0  0 . 4 9  0 . 1  1 . 4  

A V E .  1 3  3 9 . 5  8 4 . 1  1 2 . 0  3 . 2  0 . 4 3  0 . 1  1 . 9  

B l a c k  t y p e  

A w a m o r i  7  1 4 . 8  1 4 . 6  3 . 1  4 . 8  1 . 8 2  4 . 9  1 4 . 8  

S h o ch u  4  2 1 . 5  7 . 8  5 . 6  1 2 . 3  2 . 3 6  7 . 4  2 6 . 2  

A V E .  1 1  1 7 . 2  1 2 . 1  4 . 0  7 . 5  2 . 0 2  5 . 8  1 9 . 0  

W h i t e  t y p e    1 1  2 3 . 7  7 . 7  5 . 8  1 2 . 6  2 . 6 1  7 . 8  3 2 . 5  

A V E .  3 5  2 7 . 6  3 7 . 5  7 . 5  7 . 5  1 . 6 1  4 . 3  1 6 . 9  

A C :  k o j i  a c i d i t y,  G A :  G l u c o a m y l a s e ,  A A :  α - A m y l a s e ,  A G :  α - G l u c o s i d a s e ,  B G :  β - G l u c o s i d a s e ,  

R S D :  R a w  s t a r c h  d i g e s t i o n ,  C A P :  A c t i v i t y  o f  c a f f e i c  a c i d  p r o d u c t i o n  
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第４項  酵素活性等の偏 差で示したレーダ ーチャート  

標準菌株 17 種類 と市販種麹 35 種 類の合計 52 種類 を 4 タイプ［黄麹

菌（ 20），黒麹菌（ 16），白麹菌（ 1 5）と A.n iger の黒 カビ（ 1）］に分 類

した。黒麹菌はさ らに焼酎用（ 6）と泡盛用（ 10）の 2 つのグループに

分けた。  

麹 菌 の 各 タ イ プ を 特 徴 づ け る た め に ， 酵 素 特 性 は レ ー ダ ー チ ャ ー ト

を作成した。各特 性の数値は偏差値（ T-スコア ）で示 した。ある特性が

平均値の場合，そ の T-スコアは 50 となり， T-スコア が 60 を示すとき

には数値は標準偏 差で平均よりも大 きいことを意味す る。 Fi g .  5‐ 3 に

見られるように，低 AC である黄麹菌は高い AC の他の麹菌とは大きく

異なり，黄麹菌の レーダーチャート は他の麹菌とは明 確に区別された。

黄 麹 菌 の 酵 素 特 性 は 他 の 麹 菌 と 逆 の 関 係 を 持 ち ， 酸 を 生 成 す る 白 麹 菌

や黒麹菌よりも A A （ T-スコア 60），GA （ T-スコア 56），AG （ T-スコ

ア 57）は高い活 性を示し， BG （ T-スコア 43）， RSD （ T-スコア 39）

と CAP （ T-スコ ア 41）は低い活性 を示した。白麹菌 の酵素特性は酸を

生成する麹菌の中 で最大の円で描か れ，白麹菌の CA P は最も高い T-ス

コア 61 であった。黒麹菌の中で焼 酎用麹菌は AA を除いたほとんどの

活 性 や 酸 度 が 泡 盛 用 麹 菌 よ り も 大 き い こ と を 示 し た こ と が 注 目 さ れ る 。

焼 酎 用 麹 菌 が 酵 素 の 供 給 源 と し て 主 に 使 用 さ れ た の に 対 し ， 泡 盛 用 麹

菌 は デ ン プ ン 分 解 酵 素 の ほ か に ， 米 か ら の 糖 質 の 供 給 源 と し て 使 用 さ

れ て い る こ と か ら ， 活 性 の 違 い は 妥 当 で あ る 。 そ の 酵 素 は 一 次 も ろ み

が 蒸 さ れ て 粉 砕 さ れ た 大 量 の サ ツ マ イ モ に よ り ， 希 薄 化 後 の 二 次 発 酵

も ろ み で サ ツ マ イ モ デ ン プ ン に 作 用 す る 。 バ ニ リ ン は 泡 盛 を 特 徴 付 け
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る特 定の 香り であ り， フェ ルラ 酸エ ステ ラー ゼに よっ て生 じる 4 -ビニ

ルグアイヤコール から生成され，低 pH 条件 8 1 )では不活性化されること

が 知 ら れ て い る 。 そ れ で ， 泡 盛 の 製 造 に は ， 弱 い 酸 度 を 持 つ 麹 菌 が 選

択されていると考 えられる。  

図に見られるよう に，黒カビの A.n i ger は最も高 い A C （ 8 .5ml， T-

スコア 63）で RSD （ T-スコア 45）と BG （ T-スコ ア 45）が低い活 性

特徴づけられ，歪 んだレーダーチャ ートを示した。2 つの活性は他の酸

生 成 す る 麹 菌 と 大 幅 に 異 な っ て い る 。 矢 野 ら は ， A.n iger の 配 列 は

A.awamor i のものでは大幅に異なっ ていることを DN A 配列分析で明ら

かにしたが，酸生 成や酵素活性のよ うな A.n iger と A.awamor i との間の

特性の違いは配列 の違いに直接関連 することができな かった。  

す べ て の 酵 素 特 性 の 偏 差 値 （ T-ス コ ア ） に 比 べ ， CA P 活 性 や 酸 生 成

能，生デンプン分 解活性（ RSD）および β-グルコシダーゼ活性（ BG）

のような他の酵素 特性の間にいくつ かの関係が示唆さ れている。  
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F i gu re  5‐ 3  R ader  char t s  o f  5  c l as ses  o f  ko j i ’s .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

30.0

40.0

50.0

60.0

70.0

GA

AA

AG

BGRSD

AC

CAP

Yellow type（n=20)

White type(n=15)

Black type shochu(n=6)

Black type awamori(n=10)

Black mold(n=1)
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第５項  CAP と酵素活性等との相関行列  

統計学的に CAP と他の酵素特性の 間の統計的ないく つかの関係を確

認するために，相 関行列を Tab le  5‐ 5 に示した。相 関行列は標準菌株

17 種類と市販種麹 35 種類の合計 52 種類の米麹を使用して，その特 性

から算出した。 7 つの特性（ CAP， GA， AA， A G， BG， RSD と AC）間

の相関行列は CA P と RSD（ r=0 .76）， CAP と AC（ r=0 .83）， CAP と BG

（ r  =  0 .86）の間 に高い正の相関を 示したが， CAP と AA（ r= -0 .64） の

間には負の相関が 見られた。  CAP との関係以外で，最も高い相関係数

は GA と AG（ r=0 . 91）の関係が観察 された。  

GA はデンプン結 合ドメイン 8 2  )に由来する生デンプ ン分解活性を有

することが知られ ている。しかし，RSD と GA の関係は 負の相関を示し，

正の相関を示して いない。RSD の活性が  GA だけ ではなく AG ある い

は AA のような他 の酵素も起因した という意外な結果 が示唆される。最

近，AG も清酒製 造の間に生デンプ ン消化のいくつか の役割を果たすこ

とが判明した 8 3 , 8 4 )。AA については 酸生成しない黄麹 菌が耐酸性のない

タ イ プ だ け を 生 成 す る の に 対 し ， 酸 を 生 成 す る 白 麹 菌 や 黒 麹 菌 は 耐 酸

性 AA と耐酸性の ない AA の 2 つの タイプを生産する ことができる 8 5 )。

耐酸性 AA は GA のようなデンプン 結合ドメインを有 し，RSD 活性を示

す。焼酎もろみや 泡盛もろみにおい て， pH を 4 . 0 以 下というもろみの

酸性条件下で耐酸 性のない AA が不 活性化する一方，耐酸性 AA は安定

であることが知ら れており 8 6 )，酸に不安定な AA よ りもサツマイモや

米のデンプン分解 により多く作用す る。  
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Tab le  5‐ 5  Cor r e l a t i on  mat r ix  be tween  CAP and  the  o the r  enz ym at i c  

p roper t i e s  o f  r i c e -ko j i ’s  made  b y 17  s t andard  s t r a ins  o f  Asperg i l l u s  mo lds  

and  35  commer c i a l  s eed  ko j i ’s    

  G A  A A  A G  B G  R S D  A c i d  C A  

G A  1 . 0 0        

A A  0 . 7 0  1 . 0 0       

A G  0 . 9 1  0 . 7 3  1 . 0 0      

B G  - 0 . 1 2  - 0 . 5 4  - 0 . 1 5  1 . 0 0     

R S D  - 0 . 2 9  - 0 . 5 9  - 0 . 4 4  0 . 6 0  1 . 0 0    

A c i d  - 0 . 2 5  - 0 . 6 7  - 0 . 3 9  0 . 7 0  0 . 7 2  1 . 0 0   

C A  - 0 . 2 2  - 0 . 6 4  - 0 . 3 4  0 . 8 6  0 . 6 8  0 . 8 3  1 . 0 0  

A C：k o j i  a c i d i t y ,  G A：G l u c o a m y l a s e ,  A A：α - A m y l a s e ,  A G：α - G l u c o s i d a s e ,  B G：β - G l u c o s i d a s e ,  

R S D： R a w  s t a r c h  d i g e s t i o n ,  C A P： A c t i v i t y  o f  c a f f e i c  a c i d  p r o d u c t i o n  

 

*    S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  b y  e n z y m a t i c  p r o p e r t i e s .  ( p : < 0 . 0 5 )  

* *   S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  b y  e n z y m a t i c  p r o p e r t i e s .  ( p : < 0 . 0 1 )  

* * * S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  b y  e n z y m a t i c  p r o p e r t i e s .  ( p : < 0 . 0 0 1 )  
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第６項  製麹期間中の CAP と酵素活性のモニタリング  

相関マトリックス を通しての統計分 析が CAP と BG （ r＝ 0 .85）の間

で最も高い相関係 数，それから CAP と AC の間の係数を明らかにした。

そこで，CAP と他 の酵素特性の関係 を調査するために ，Tab le  5‐ 2 に示

されるように，長 期間（ 72 時間） の製麹過程で酵素 活性を再度チェッ

クし た。 酸生 成 は 16-24 時間の 培養 後期 で見 いだ され たの に対 して ，

CAP と BG 活性 は 28  –  32 時間とやや後の段階でほ ぼ同時に増加し始 め，

両 活 性 は い く つ か の 第 二 の 代 謝 と し て 引 き 起 こ さ れ た こ と が 示 唆 さ れ

た。  
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第４節   小括  

 

米 麹 のカ フェ 酸 生成 活 性（ CAP） と他 の 酵素 の性 質 を調べ るた めに，

Asperg i l l u s 属の標準菌株 17 種類と 市販種麹 35 種類 を用いて，蒸し米 か

ら 52 種類の麹を 調製した。結論は 次のように得られ た。  

（ 1）米麹抽出物のうち ，標準菌株や市販 種麹の黄麹菌の CAP は低活性

を示したのに対し ，白麹菌と黒麹菌 の CAP は黄麹菌 のものよりはるか

に高かった。した がって，A.kawach i i と市販の白麹菌により製麹された

酸生成するタイプ は特定の誘導培養 することなく CA P の高活性を有し

ていた。  

（ 2）麹のタイプの特徴 として，52 種類の 麹は 5 グループ［ 黄麹菌（ 20），

泡盛用黒麹菌（ 10），焼酎用黒麹菌 （ 6），白麹菌（ 15）， A.n iger の黒カ

ビ（ 1）］に分けら れ，それぞれの酵 素特性は偏差値（ T-スコア）を基に

レ ー ダ ー チ ャ ー ト を 示 し た 。 酸 生 成 す る タ イ プ の 中 で 白 麹 菌 の 特 性 は

最 も 大 き い チ ャ ー ト の 円 で 表 現 で き ， 黄 麹 菌 と 反 対 で あ っ た 。 こ れ は

白麹菌が他の酸生 成するタイプの麹 菌よりも CAP， BG と RSD の活性

が 高 く 黄 麹 菌 と 逆 の 特 性 を 示 す こ と を 意 味 す る 。 黒 麹 菌 の 中 で 焼 酎 用

麹菌の殆どの酵素 特性と酸度は泡盛 用麹菌よりも高い 値を示した。  

（ 3） 52 種類の米麹抽 出液の 7 つの酵素 特性（ CAP，GA，A A，AG，BG，

RSD と AC9）について統計的分析を 行った。CAP について，CAP と BG

の間に高い正の相 関（ r  =0 .86）が相 関行列により得ら れた。CAP と BG

活性はいずれも 28 から 32 時間の培養後期にほぼ同 時に増加すること

が明らかとなった 。  
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総括  

 

ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 は 各 種 植 物 に 含 ま れ ， 抗 酸 化 作 用 や 各 種 疾 病 の 抑

制 効 果 が あ る こ と が 発 表 さ れ る な ど ， 近 年 注 目 さ れ て い る 。 芋 焼 酎 粕

に も 原 料 の サ ツ マ イ モ に 由 来 す る ポ リ フ ェ ノ ー ル が 含 ま れ て い る が ，

固 液 分 離 が 難 し い た め に 飲 食 品 へ の 利 活 用 が 遅 れ て い る 。 固 液 分 離 の

問 題 を 解 決 す る た め に ， 芋 焼 酎 粕 に 繊 維 分 解 酵 素 と 米 麹 を 添 加 し て 再

発 酵 す る 独 自 の 製 造 方 法 に よ り ， 新 規 芋 焼 酎 粕 飲 料 （ 新 飲 料 ） を 製 造

す る 技 術 を 開 発 し た 。 芋 焼 酎 粕 は ア ル コ ー ル 発 酵 を 終 え て い る た め 糖

分 を 含 ま な い 。 ま た ， 特 有 の 発 酵 臭 が あ る た め ， そ の ま ま で は 飲 み に

く い 。 得 ら れ た 飲 料 は ク エ ン 酸 を 生 成 す る 性 質 を 持 つ 麹 菌 で 製 麹 し た

米 麹 を 添 加 し て い る た め ， 酸 味 と 甘 味 が 適 度 に 含 ま れ る 飲 料 で あ り ，

芋焼酎粕特有の発 酵臭が軽減されて いる。  

この製法で得られ た新飲料には，有 機酸，アミノ酸が それぞれ約 1%

含まれていた。ビ タミン類ではパン トテン酸は新飲料 100  kca l 当た り

0 .86  mg 含まれて おり，健康増進法 第 31 条第 1 項に 基づく栄養表示基

準制度の豊富に含 む旨の表示が可能 になる基準値（ 0 . 55  mg）を超 える

含有量であった。 また，ナイアシン ，ビオチンおよび ビタミン B 2 およ

び 葉 酸 に 関 し て も ， 強 化 さ れ た 旨 の 表 示 が 可 能 な 基 準 値 以 上 含 ま れ て

いた。厚生労働省所管の栄養機能食 品の規格基準では ，パントテン酸，

ナイアシン，ビオ チン，ビタミン B 2 は皮膚や粘膜の健康維持を助ける

栄 養 素 ， 葉 酸 は 赤 血 球 の 形 成 を 助 け る 栄 養 素 で あ る と さ れ て い る 。 以

上 の こ と か ら ， 新 飲 料 に は 各 種 ビ タ ミ ン 類 が 含 ま れ ， 健 康 維 持 機 能 に
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役立つものと考え られる。  

新 飲 料 に は ポ リ フ ェ ノ ー ル 化 合 物 が 芋 焼 酎 の 原 料 で あ る サ ツ マ イ モ

と同程度（約 0 .1%）含まれていた 。また，この新飲 料のポリフェノー

ル か ら の 発 酵 産 物 と し て 抗 酸 化 能 や が ん 細 胞 の 抗 増 殖 作 用 ， 高 血 圧 予

防 ・ 改 善 効 果 な ど の 作 用 が 報 告 さ れ て い る 成 分 で あ る カ フ ェ 酸 も 検 知

された。その他で は，血圧降下作用 などが報告されて いる GA BA は 13 

mg/100  m L 含まれ ていた。一日の目 安摂取量は 20  mg とされているが，

新 飲 料 を 100  mL/日 摂 取 す る こ と で 一 日 必 要 量 の 半 分 を 満 た す と 考 え

られた。食物繊維 は 0 .3%含まれ， 様々な成分による 相乗効果が期待さ

れる栄養豊富な飲 料であることが示 された。  

動物試験において ，新飲料はその嗜 好性から飼料摂食 量が増えたが，

体 重 増 や 臓 器 重 量 に 差 は 見 ら れ ず ， 代 謝 が 高 ま る こ と が 考 え ら れ た 。

ま た ， 血 中 の 中 性 脂 質 と 総 コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 に 対 し て 強 い 低 減 効 果

が顕著に認められ ，特に，悪玉であ る LD L コレ ステ ロール濃度は低下

させ，善玉の HD L コレステロール 濃度には影響を与 えないなど脂質代

謝を改善すること が確認された。  

新 飲 料 は 食 物 繊 維 を 少 量 し か 含 ま な い に も か か わ ら ず ， 血 清 脂 質 改

善 作 用 な ど の 生 理 的 機 能 を 顕 著 に 示 し ， ま た ， 高 血 糖 抑 制 効 果 な ど の

生 理 作 用 や 食 品 機 能 を 明 ら か に で き た こ と か ら ， 生 活 習 慣 病 や メ タ ボ

リ ッ ク シ ン ド ロ ー ム な ど の 予 防 や 改 善 効 果 を も た ら す 優 れ た 飲 料 で あ

る と 考 え ら れ た 。 コ レ ス テ ロ ー ル 低 下 作 用 が 認 め ら れ た 例 と し て ， 食

物 繊 維 や ポ リ フ ェ ノ ー ル な ど が あ り ， 新 飲 料 に お い て も 各 種 成 分 と の

相互作用が考えら れた。  
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ま た ， 新 飲 料 の 生 体 防 御 能 亢 進 効 果 を 検 討 し た 。 新 飲 料 を 摂 取 す る

こ と に よ り ， サ ル コ ー マ を 接 種 し た マ ウ ス の 腫 瘍 重 量 増 加 は 抑 制 さ れ

ており，ガン細胞 増殖抑制効果が認 められた。このと きの脾臓の NK 活

性 は コ ン ト ロ ー ル に 比 べ 非 常 に 強 く ， 新 飲 料 摂 取 に よ り 生 体 防 御 能 が

高く維持されてい た。NK 細胞の活 性を高める成分と して，硫酸化多糖

類や乳酸菌由来リ ン酸化多糖類，オリゴグルコサミン ，キチン誘導体，

マ イ タ ケ 抽 出 多 糖 類 ， ニ ゲ ロ オ リ ゴ 糖 ， カ シ ス 由 来 多 糖 類 な ど の 報 告

が あ り ， 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 抑 制 や 腫 瘍 消 失 な ど が 確 認 さ れ て い る が ， こ

れ ら は い ず れ も 多 糖 類 に よ る も の で あ る 。 し た が っ て ， 他 の 発 酵 物 と

同 様 に新 飲料 に おい て も多 糖類 の 影響 に より NK 活性 亢 進能 が強 く な

る こ と で ガ ン 組 織 重 量 の 減 少 が 考 え ら れ る 。 ま た ， 芋 焼 酎 粕 の 分 画 物

を 用 いた 報告 に 腫瘍 重 量の 最も 小 さか っ た画 分が 最 も高 い NK 細胞 の

活 性 亢 進 能 が 見 ら れ ， ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 有 量 ， 抗 酸 化 能 が 高 か っ た 2

つ の 画分 にお い ては NK 細 胞の 活性 亢 進は 認め ら れな か った もの の 腫

瘍 形 成 が 抑 制 さ れ て い た こ と か ら ， ポ リ フ ェ ノ ー ル に よ る 抗 酸 化 能 が

サルコーマ 180 への直接作用した と推察されている 。新飲料において

も芋焼酎粕に米麹 を添加する処理に より，ポリフェノ ール含有量が 134 

mg/100  m L と米 麹 添加前に比べて約 1 .7 倍増加することやラジカル消去

能（ IC 5 0）も高い値を示しており，ポリフェノールの 抗酸化作用によっ

ても腫瘍の増殖が 抑制されたと考え られた。  

一方，本研究では i n  v i t ro にて新飲料のガン細胞増殖 抑制能の試験を

行 っ た 。 ヒ ト 急 性 骨 髄 性 白 血 病 ガ ン 細 胞 (H L60 )と マ ウ ス 正 常 皮 膚 由 来

株細胞 ( J B6)に新 飲料を添加して培 養したところ，H L60 細胞の増殖を 強
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く抑制したが，正 常細胞の増殖には あまり影響しない ことがわかった。

食品によるガン細 胞への作用に関す る報告として，緑 黄色野菜や緑茶，

大 豆 ， 黒 米 ， サ ツ マ イ モ な ど が あ り ， こ れ ら は い ず れ も そ の 含 有 成 分

で あ る カ テ キ ン 類 ， フ ィ チ ン ， ア ン ト シ ア ニ ン な ど の 抗 酸 化 物 質 の 作

用 に 起 因 す る こ と が 考 え ら れ た 。 今 回 の 試 験 に お い て も 新 飲 料 の 添 加

量 が 増 え る に 従 い ， 抗 酸 化 作 用 が 強 く な り ， ガ ン 細 胞 増 殖 抑 制 能 が 認

め ら れ た の は 抗 酸 化 作 用 が 高 ま る こ と に 起 因 す る こ と が 考 え ら れ る 。

また，マウス正常皮膚由来細胞 ( J B6)による細胞ガン 化抑制試験により ，

新飲料はガン化誘 導をかなり強く抑 制することが認め られた。 H L60 細

胞 の 増 殖 抑 制 作 用 は ポ リ フ ェ ノ ー ル に よ る ラ ジ カ ル 消 去 活 性 の 強 さ と

の関係が考えられ た。  

こ れ ま で の 研 究 に お い て ， 芋 焼 酎 粕 へ の 米 麹 の 添 加 処 理 は ポ リ フ ェ

ノール量やラジカ ル消去能 ( IC 5 0 )の増加することや芋 焼酎粕中のポリフ

ェ ノ ー ル 類 か ら カ フ ェ 酸 が 生 成 す る 知 見 を 得 て い る 。 抗 酸 化 能 や ガ ン

細 胞 の 抗 増 殖 お よ び ア ポ ト ー シ ス 効 果 が 認 め ら れ ， 高 血 圧 予 防 ・ 改 善

等 の 効 果 な ど 様 々 な 機 能 性 素 材 と し て 活 用 が 期 待 さ れ る カ フ ェ 酸 に 注

目し，各種麹菌（ 標準菌株 17 株，市販種麹 35 種類）により製麹した

米 麹 の 酵 素 抽 出 液 に よ り ク ロ ロ ゲ ン 酸 を 基 質 と し た カ フ ェ 酸 生 成 活 性

を 比 較 し た 。 そ の 結 果 ， 白 麹 菌 ， 黒 麹 菌 は カ フ ェ 酸 生 成 活 性 が 強 い こ

と， その 特性 であ る麹 酸度 およ び β-グ ルコ シダ ーゼ 活性 ，生 デンプ ン

分解率と相関性が 高く，β-グルコシ ダーゼ活性と最も 相関性が高いこと

を確認した。          

以 上 の 結 果 か ら ， 新 飲 料 に は 抗 酸 化 物 質 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 な ど 機 能
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性 成 分 が 豊 富 に 含 ま れ ， 実 際 に 脂 質 代 謝 改 善 効 果 や 抗 腫 瘍 活 性 な ど

様 々 な 生 理 作 用 を 示 す こ と を 動 物 試 験 で 明 ら か に す る こ と が で き た 。

ま た ， 新 飲 料 の 機 能 性 は ， 焼 酎 麹 の 添 加 を 行 う 製 造 法 に よ り 強 化 が 図

られていることも 示唆された。  
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