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エチルーα＋グルコシド高含有酒類の

開発とその保湿機能

日本酒は古来，百薬の長と言われ，健康や美容の維持に関与する成分が含まれると考えられてきた。近年，

メタボローム解析などを通してそのような機能性成分に関する情報が増加しつつあるが，その作用機序の解

明に関する研究例は少ない。本稿では，清酒に含まれる工チル・α・D・グルコシドの保湿機能に着目し，その

作用機序に関する知見および実用化ヘ向けたヒ卜肌試験について解説いただいた。今後の清酒の機能性研究

の進展のために大いに参考になることから，是非ご一読をお勧めしたい。

1. はじめに

エチル －a-D－グルコシド（α－EG）は，日本酒にグル

コースに次いで高含有される分子量 208Daの配糖体

である I)。醸造工程では，澱粉由来のマルトースまた

はマルトオリゴ糖を麹菌のαグルコシダーゼ（AG)

がエタノールを電子受容体としてトランスグリコシル

化することにより生産される。これまでに味に及ぼす

影響やその生産メカニズムが研究されてきた 24）。北

村らはαEGがUVB照射マウスの肌荒れを改善し，

化粧品成分として有用で、ある可能性があることを示し

ている切）。また，広常らは紫外線B (UVB）暴露の

3日後にαEGを含む濃縮酒を投与した無毛マウスの

経表皮水分損失が減少することを見出した 7）。我々 は，

醸造時のアミラーゼ系酵素のバランスがα－EGの生産

効率に与える影響を調べ，またその生産性が最大にな

る醸造法を確立し，醸造した酒の保湿機能について検

証した 8）。さらにヒト正常線維芽細胞の増殖やコラー

ゲン生成に与えるα－EGの影響 9），またヒトでα－EG高

含有純米酒を配合したクリームの塗布試験でコラーゲ

ンスコアへの影響を評価した。
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2. a-EG高含有酒類の開発

2ー1. 麹菌の選定

清酒醸造の過程で生産されるαEGは，デキストリ

ン，マルトオリゴ糖，マルトース等の 2糖以上の糖と

もろみ中で酵母が生産したエタノールを基質として，

麹菌が生産した AGの糖転位反応によって生産され

るIO）。従って， α－EGを高生産するためには，麹菌が

生産する酵素の働きは重要である。また，清酒醸造で

は，通常黄麹菌が使用されているが， α－EG生産に適

した麹菌であるとは限らない。そこで，清酒および焼

酎醸造で用いられる黄麹菌 （Aspergillusoryzae）お

よび黒麹菌 （Asρergillusawamori）それぞれ2株を

用いて小仕込み試験を行い， α－EGの生産性を検討し

α－EG生産に適した麹菌の選別を行った。小仕込み試

験は，総米 25g，麹歩合 18%，汲み水 160%，蒸米を

2回（添・仲と留）に分けて添加するこ段仕込み，品

温 15℃， 20℃， 25℃または 30°cで、行った。 15℃仕込

みは留め後 20日， 20°Cと2s0cは10日， 30°cは5

日に上槽した。麹は，黒麹菌 （A.αwamori

KBN2012＊，カビ4388＊キ），黄麹菌 （A.oryzae: 

RIB40＊＊＊，強力糖化菌 3**) （＊株式会社ピオック分

譲菌，村株式会社樋口松之助商店分譲菌，＊＊＊独立行

政法人酒類総合研究所分譲菌），各々 2種類の異なる

Development of Ethyl αD-glucoside Rich Alcohol Beverage and Its Moisturizing Function 

Takayuki BoGAKI ( General Research Laboratory, Ozeki Co. Ltd.) 

Kenji 0ZEKI (KanazawαInstitute of Technology) 
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麹菌を用いて製麹した。発酵終了後，清酒中のα－EG

濃度と AG活性を定量した結果，清酒醸造で使用され

ている黄麹菌よりも，焼酎醸造で用いられている黒麹

菌を用いた方がα－EG濃度は高くなった。また，黒麹

菌A.awamoriKBN2012株を用いた場合，必EG濃度

は約 1.1%で4株の中で最も高くなった（第 1図（A））。

AGの残存活性についても 黄麹菌に比べて黒麹菌の

残存率は高く（第l図（B）），世EG生産に重要な酵

素である AGが安定であると考えられた。 α－EG濃度

とAG残存酵素活性より，焼酎醸造で用いられている

黒麹菌の方が黄麹菌と比較してα－EG生産に適した麹

菌であることが示唆された。

A 
1.2 

ヌ，、－”：、 1.0 

0.6 

0.4 

器6 0.2 

。
15°C 20°c 

2-2.酵素剤添加の検討

グルコアミラーゼ（GA）はデンプン，デキストリ

ン，マルトオリゴ糖などの多糖を非還元末端からグル

コース単位で加水分解する酵素である。 AGによるa

-EG生成反応の基質となるオリゴ糖がGAによってグ

ルコースにまで分解されるとα－EGの生産性が低下す

る。従って， αEG高生産には， AGが多く， GAが少

ない条件が好ましい。そこで， α－EGを高生産するた

めに麹歩合を下げ， α－EG生産に重要な酵素である

AGおよびαアミラーゼ（AA）を添加することによ

って補うことでアミラーゼ系酵素の配合を検討した。

焼酎麹を麹歩合 10%でもろみに添加し第 l表の仕込

み配合で
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第 1図 麹の種類と醗酵温度の影響（A)4種類の麹を用いて異なる温度で仕込んだ酒のα－EG濃度。（B）醗酵終了

時の AG残存相対活性。もろみ添加した AG活性を 100%とした。白抜き； KBN2012，黒塗り；麹 4388,

縦線， RIB40，横線； S強力糖化麹 3.値は 3仕込の平均値。
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して，麹歩合を通常の半量にした。酵素剤は， AA剤

（スミチーム L)100, 250, 500, 750, 1,000 U及びAG剤

（トランスグルコシダーゼ「アマノ」） 900, 1500, 2100 

Uを組み合わせて併用した。焼酎酵母を用いて 15℃

で20日開発酵した。エタノール濃度は 13-16%であり，

AA 1,000 UとAG900又は 1,500Uの組み合わせでα

-EG 濃度が3%を超えた。 AGは今回の試験区分では

活性が低い方がα－EG高濃度であった（第 2図）。この

原因は AGの酵素剤中に共存する GA活性の影響と考

えた。 AAについては 1,000U 添加した場合αEGが

一番高濃度で，試験した配合では最も添加量が多い時

にα－EG高生産であった。酵素剤を用いない仕込みと

比較して 2.5倍以上のα－EGを生産出来た事と酵素の

第 1表酵素剤添加仕込みの配合

添・仲 留 合計

総米（g) 9.8 13.0 22.8 

掛米（g) 7.5 13.0 20.5 

麹米（g) 2.3 。 2.3 

汲水（ml) 19.5 18.5 38.0 

配合量によって生産性に差があることから酵素バラン

スが重要で、ある事が確認された。第2表にα－EG濃度

が 3%を超えた時の各酵素活性を示す。

3. 小 EGの機能性

3 -1.α・EGの保湿効果

上述の条件で製造した酒が期待される機能性を有し

ているか確認するために肌の保湿試験を実施した。 20

代前半の被験者の上腕内側に 100μlのサンプル（第3

表）を含ませたパッチシートを貼り 2分間放置した後，

シートをはがし，皮膚表面の主に角層に含まれる水分

を皮膚水分量測定計（CorneometerCM 825）を用い

て120分後に測定した。なお，サンプル塗布前の肌の

水分量も測定しこれを対象とした。本実験は，肌の保

湿機能が健全な若いボランティアの学生（男性3名，

女性3名，平均年齢22歳）を被験者とした。また，

対象はエタノールを含まない精製水である為，水分蒸

散が少なく，エタノールを含む供試サンプルと差が出

にくい実験条件であるが， α－EG高含有清酒は対象に

対して有意差があった。 α－EG試薬では塗布前より水

分量は増加したが， α－EG高含有清酒及び清酒よりも

第2表 酒中のα－EG濃度が3%を超えた仕込みの酵素活性．
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第2図 もろみへの酵素剤の添加がαEG生産に与える影響

白抜き； AG900 U，横線， AG1,500 U，斜線； AG2,100 U。値は 3仕込の平均値。
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第 3表保湿試験に用いたサンプルの成分組成

0・EG(%) エタノール（%） グルコース（%）

RO水 0 0 0 

αEG高含有清酒＊ 2.5 16.1 1.6 

j青酒本＊ 0.9 16.3 1.6 

α－EG試薬 1 2.5 15.0 1.6 

a-EG試薬2 0.9 15.0 1.6 

h本研究で醸造した清ii!!!.* ＊；清酒酵母と清酒用麹を用いて醸造した清酒
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第3図 α－EG含有サンプル塗布後 120分の角層の相対水分量

befor巴treatment；処理前の水分量， ROwater ；精製水， αEG-rich-sake；本研究で製造した酒， Sake；純米酒，

世 EGreagent lおよび 2，第 3表の組成の試薬 lおよび2。う＜ 0.05 vs RO 水Ct-test）。値は平均値±標準偏差

(n = 30）。

水分量は少なく， 0.9%α－EGでは対象よりも有意に水

分量が少なかった（第3図）。米焼酎蒸留残澄から調

製した 2.5%α－EG抽出液と 2.5%α－EG試薬には，肌

試験で保湿効果が認められたが，この場合試料にはエ

タノールが含まれていなかった 11）。今回のαEG試薬

溶液は 15%のエタノールを含んでいるために，水分

の蒸散が多かったと考えられる。今回α－EG高含有清

酒だけで有意差が出た原因として， α－EGと醸造によ

って生じた天然保湿成分である有機酸などの相乗効果

が考えられた。

3-2.α－EGが繊維芽細胞に与える影響

皮膚は表皮と真皮，その下層の皮下組織から形成さ

れている。表皮が主に関与する保湿に対する効果が確

第 113巻 第 B 号

認できたので，次に皮膚の張りや鍍の形成に影響する

真皮に対する影響を調べることを目的に，真皮を構成

する細胞の一つであり，コラーゲンなどの細胞外マト

リクスを生産する細胞である繊維芽細胞に対するα

石Gの影響を調べた。 α－EGが正常ヒト線維芽細胞

(NHDF）の増殖を阻害する濃度を確認するために，

α－EG (0.01～ 5%), 1%ウシ胎児血清（FBS）を含む

低グルコースダルベッコ改変イーグル培地（DMEM)

で3日間培養（37℃， 5%CO2）した。細胞数は

MTT (3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltet-

razolium bromid巴）アツセイで推定した。 α－EG濃度

0.01%から 0.5%までは有意な影響はなかった。しかし

α－EG濃度 2.5%または 5%では，それぞれ10%また

339 
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第 4図 NHDFに対するα－EGの増殖賦活効果

エラーパーは標準偏差を示す。～ く0.05，事ホp< 0.01, n = 4。

は20%生育が阻害された。次にα－EG(0.048-4.8 μM) 

を含有する DMEMでNHDFを培養した結果，すべ

ての試験区で対照よりも有意に細胞数が増加していた。

コントロールと比較して， 0.48μM a-EGでは細胞数

は120%になり最も細胞数が多かった（第4図）。こ

れにより白石GがNHDFの増殖を賦活化することが示

唆された。

3-3. 線維芽細胞における I型コラーゲン生産に及

ぼすa-EGの影響

コラーゲンは真皮の細胞外マトリックスの主要成分

であり，繊維成分の約 90%を占め 12），真皮ではコラ

ーゲンは線維芽細胞が生産している。そこで皮膚コラ

ーゲンの 7080%を占める I型コラーゲンについて，

a-EGが線維芽細胞のコラーゲン生産に与える影響を

調べた。NHDFを10%FBSを含む DMEMで1日間

培養した後， a-EG(0.48 48 μM）と1%FBSを含有

する RPMI培地でさらに 3日間培養後，倍地中のコ

ラーゲンを HumanCollagen Type I ELISAキット

で定量した。対照と比較してa-EG濃度 0.48μM, 4.8 

μMおよび48μMで．コラーゲン産生はそれぞれ

125.0%, 117.3%および79.9%であった（第5図）。培

地中のコラーゲン濃度は対照と比較して最大で 25%

増加したが48μMでは減少した。

3 -4. RT-qPCRによる遺伝子発現解析

α－EGが繊維芽細胞の増殖とコラーゲン生産に関与

34日

することが示唆されたので，次に繊維芽細胞の増殖に

関与する増殖因子およびコラーゲン生成に関与する遺

伝子の mRNAを定量した。真皮の細胞外マトリクス

の主要成分である I型コラーゲンは， 2本のα1( I ) 

鎖および1本のa2( I ）鎖が三重螺旋構造を形成す

る13）。そこで＼日l鎖 I型コラーゲン遺伝子（CO-

LlAl）およびα2鎖 I型コラーゲン遺伝子（CO-

LIA2）のmRNAの発現量を定量した。更に幾つか

の組織において I型コラーゲンと同時に発現するE型

コラーゲンの遺伝子 COL3AlのmRNAについても

定量 した ω。線維芽細胞は皮膚の恒常性に重要な役

割を担っており，線維芽細胞の減少は皮膚の劣化に繋

がる。そこで線維芽細胞の増殖や血管新生に関与する

線維芽細胞増殖因子である FGFIのmRNAを定量し

た。NHDFをDMEMで1日間培養後， 1%FBSおよ

び！a-EGを含有する RPMI（ロズウェルパーク記念研

究所）培地に置き換え更に 2日間培養した。回収した

細胞から全RNAを抽出し それを鋳型として cDNA

を合成した。次に合成した DNAを鋳型として各遺伝

子特異的プライ マーを用いて RT-qPCRを行った。

mRNAの転写量はグリセルアルデヒドー3－リ ン酸デヒ

ドロゲナーゼ （GAPDH）との相対値として求めた。

0.48 μMまたは 4.8μMa EGを含有する培地で培養し

たNHDFのFGFIの発現レベルは，対照と比較して

約 20%増加した（6図A）。FGF-1の発現量が増加し

醸協 （2018)
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第5図 線維芽細胞の I型コラーゲン産生に及ぼすαEGの影響

培地中のコラーゲン濃度を測定し， α－EG無添加のときのコラーゲン濃度を 100として相対値で示した。エラー
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第 6図 mRNA発現に対するa-EGの効果

(A)FGFl, (B)COLlAl. (C)COL1A2, (D)COL3Al，エラーパーは標準偏差を示す。ら く0.05,• *p < 0.01, n = 4。
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たことから，FGFIの発現によ ってNHDFの増殖が

誘導された可能性がある。COLIAIの発現レベルは白

石Gなしで培養した細胞の発現レベルと比較して，

0.48 μMのa-EG濃度で 164.5%,0.048 μMおよび4.8

μMで約 120%(6図B）であった。対照と比較して，

COLIA2の発現レベルは，0.48μMおよび0.048μM 

でそれぞれ 139.1%および115.8% (6図C）であった。

COL3Alの発現は，0.48μMのa-EG濃度で 134.9%

(6図D）であ った。COLIAIおよびCOLIA2の遺

伝子発現は有意に増加した。しかし， タンパク質レベ

ルでは細胞あたりの生産は増加しなかった。その原因

として，NHDFによ って産生されたコラーゲンが，

プロテアーゼによる分解を受けた，または小胞体にお

いて合成されたコラーゲンが細胞外に分泌されていな

いなどの可能性が考えられた。

4. 純米酒配合クリームの肌への塗布試験による

コラーゲンスコアの影響

AGを酒税法の範囲内 （原料の 1/1000量）で使用し，

（株） 車多酒造で精米歩合 60%の米と米麹を用いて純

米酒を醸造した。その純米j酉のα－EGは1.7%の含有量

であった 14）。 この純米酒を 5.3%配合したクリームの

組成 （α－EG濃度 009%）は，7]<.，ホホパ種子油，グ

リセリン， （ヒマワリ種子泊／水添ヒマワ リ種子油）

実験方法

エステルズ，ペンチレングリコール，ステアリン酸，

ステアリン酸グリセリル （SE），ラウリン酸ポリグリ

セリルー10,ミツロウ，ヒアルロン酸Na，スイカ果実

エキス， リンゴ果実エキス，ヒラマメ果実エキス， ミ

リスチン酸ポリグリセリルー10,PCA-Na，乳酸Na,

ローズマリ一葉エキス，オレンジ果皮油，ニオイテン

ジクアオイ油，ラベンダ一泊，オニサルビア泊，イラ

ンイラン花油， ピターオ レンジ花泊，アルギニン，キ

サンタンガム， トコフエロールであり，無配合のクリ

ームは純米酒の代わりに水を同量入れた。20代前半

の学生8名 （男性3名，女性5名）による純米酒無配

合と配合クリームによる塗布試験は， 第 7図のよう

に行い，2週間以降週間でのコラーゲンスコアを Der

ma Lab③（皮膚専用超音波真皮画像装置）により測

定した。コラーゲンスコアとは超音波を皮膚表面に当

てると，超音波に対して異なる性質（音響インピダン

ス）を持つ面で反射され （エコー），真皮層のコラー

ゲン線維の密度に比例する原理を利用し，コラーゲン

密度を数値化したものである。DarmaLab③ を用いる

とコラーゲンスコアの数値化と コラーゲン密度が高い

かどうか判断できる画像として測定できる。次に，

20-60代の女性9名と 40-60代の男性2名に，純米j酉

6%を配合した上述と同様な組成 （a-EG濃度 0.1%)

のク リームを両腕の内恨lj （肘から手首方向に45.5%,

ハンドクリ｝ムを被験者（平均年齢22歳）に配布
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無配合（ωと0.09知－EG純米酒配合（B)

毎朝晩の2回、爪楊枝の先に付着する分を

塗布開始から2週間、左腕の内側の枠内ヘ塗布

品
塗布開始日から週単位でコラーゲンスコアの測定

易
手首根ljから6区画があり、各区画5点測定し、

最大値、最小値の2点を除去し統計処理

第7図 純米j酉無配合・配合クリームによる塗布試験
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第8図 20代学生の塗布試験によるコラーゲンスコア

腕の幅の内側から 10%の場所）に，直径 3cmの円を

基準として塗布した。クリームの塗布期間は 2週間，

一日 l度，両腕に塗布した。測定は週単位で l回の測

定について 3cmの円内を 5箇所 2回繰り返して測定

した。αEG濃度 0.09%の純米酒配合と無配合クリー

ムの 20代前半の学生への塗布によるコラーゲンスコ

アの測定結果を第 8図に示した。α－EGを含有するク

リームでは，男性で塗布終了直後である 2週日から無

配合クリームと比べコラーゲンスコアが最大で4.5ポ

イントの有意差が認められ，4週まで継続して高くな

った。女性では 2週日で 2ポイントの有意差が認めら

れた。 8名の平均では 3ポイントの有意差が認められ，

3週目まで継続していることが分かつた。従って，塗

布終了後もコラーゲンスコアの高い状態、が1週間継続

することが分かつた。また今回ここではデータを掲載

していないが， 0.1%α－EG純米酒配合と同濃度の試薬

α－EGでの学生への塗布試験結果でも，無配合のクリ

ームと比較して 2ポイントの有意差が認められ，α

EGがコラーゲンスコアに影響していることを証明し

た 15）。 α－EGは分子量 208Daの低分子物質であり，

肌から吸収され表皮の角質細胞から更に肌奥まで浸透

でき，真皮層にある線維芽細胞を賦活化し，この細胞

が分泌生産するコラーゲン密度を充実させることを，

20代前半の学生においても効果があることを初めて

第 113巻 第 B号

証明する実験となった。この効果はヒト成人線維芽細

胞実験で 0.48μM (0.00001 %）日EGの非常に低濃度

で細胞賦活化とそれに伴う細胞内のコラーゲン量が増

加する結果 16）からも推測できると考えている。次に

純米j酉を最大配合できる量である 6%まで配合したク

リーム（0.1%α－EG）を用いて， 40-60イ℃男’I生2名と

20-60代女性9名による， l日1回の塗布試験による

コラーゲンスコアの影響の結果を図 9に示した。男性

女性共に 2週日で有意差が認められ，男性で4ポイン

ト，女性で 6ポイント，平均で 5ポイント無配合のク

リームと差が認められた。塗布終了後 1週間では，男

性で4ポイント，女性で 2ポイント，平均で 2ポイン

ト有意差が継続することが分かった。学生の塗布試験

は一日 2回塗布する試験で， 20-60代の塗布試験は一

日l回の塗布であり，ポイントも学生より年配層の方

が差が大きい傾向であり 年配層のαEGの線維芽細

胞の賦活化効果が高いことが推測できる。これは線維

芽細胞は 50歳で 50%低下すると報告されており 17)'

α－EGが減少した細胞を回復する能力とコラーゲン生

産能力が個人差もあるが，年代差が大きく関わってい

ると考えている。

5. おわりに

清酒麹よりも焼酎麹の生産する AGの失活が少なく，
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第9図 20-60代の塗布試験によるコラーゲンスコア

その結果焼酎麹の方がローEGの生産量が多かった。麹

量を半量にして， AA斉ljとAG剤を添加した酵素仕込

みの方が，麹仕込みよりもα－EGの生産量が多くなり

3%という高いαEG濃度の清酒が醸造できた。日－EG

を高濃度とするためには， AA活性と AG活↑生のバラ

ンスが重要であると考えられる。学生ボランテイアに

よる肌試験では，醸造したαEG高含有清酒が試験区

の中で最も角層の水分量が高かった。試薬のα－EGと

比較して，清酒を塗布した角層の水分量が高かったの

はa-EGと醸造過程で生産された天然保湿成分である

有機酸などの発酵産物の相乗効果であると考えられる。

酒に含まれるαEGはヒトの真皮に由来する線維芽細

胞に対して増殖活性化作用を有し， I型コラーゲンは

細胞増殖とともに増加することを見出した。NHDF

をローEGの存在下でDMEM中で培養すると，線維芽

細胞増殖ならびに I型およびIII型コラーゲン産生に

関連する遺伝子発現が増加した。これらの結果は，転

写レベルでのαEGの皮膚保湿効果を支持している。

NHDFにおいて，日－EGカfCOLIAl, COLIA2, FGFI 

遺伝子の発現調節にどのように関与しているかをさら

に検討することで， α－EGの作用機序を明らかにした

いと考えている。肌への塗布試験により。－EGが2週

間継続して塗布することにより ，真皮層まで到達して，

線維芽細胞を刺激して細胞を活性化し，コラーゲンの
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生産を高める効果があることを初めてヒトで証明した。

これにより日本酒の新たな用途展開が大いに期待でき

るものと考えている。また最近α－EG高含有の日本酒

を飲用することで，塗布以上に学生及び年配層のコラ

ーゲン量を高めることが判明した。これらの結果から，

これまで伝承的に言われてきた「肌のハリに日本酒が

効果的」であることを学術的にある程度証明できたと

考えている。
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