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凡例
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poly(dime血ylsiloxane)
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序章

清酒を貯蔵すると，淡黄色から褐色へと色が変化する。色と同様に香り，味も大きく変化し，

新酒のフルーティーな香りが減少するとともに，カラメル，焦げ，醤油，ナッツなどと形容され

る複雑な香り，口当たりのなめらかさや苦味を増した味へと変化する。

一般的には，清酒の変化は劣化とみなされ，変化した香りは「老香」とよばれる。一方で，長

期間貯蔵した清酒に特有の複雑な香りゃなめらかな味を楽しむ消費者も増えつつある。清酒は通

常製造後 1年以内に出荷されるが，近年の清酒の多様化の動きともあいまって，蔵内で 10年， 20 

年と貯蔵した清酒が「熟成酒」として市場に出回るようになっている。熟成酒を製造するメーカ

ーのグ〉レープ「長期熟成酒研究会Jでは「満3年以上蔵元で熟成させた，増醸酒を除く清酒Jを

「長期熟成酒」としている(1)。清酒の貯蔵による香りの変化に寄与する成分を明らかにし，それ

らを制御することができれば，清酒の劣化防止や，品質の良い熟成酒の製造が可能になると考え

られる。

古酒(貯蔵した清酒)の香りを明らかにする試みは， 1970........80年代にかけて精力的に行われた。

Takah出hiらは， 600Cで1ヶ月貯蔵した清酒 180Lから，焦げ臭を呈する成分としてみヒドロキシ

・4，5・ジメチル・2(5H)-フラノン(ソトロン)を発見した(2)。ソトロン以外にも，コハク酸モノエチ

ル，リンゴ酸モノエチノレといったエステル類(3)，酢酸等の酸類(4)，フルフラール等のカルボニル

化合物(5)，ジメチノレジスルフィド (DMDS)等の含硫化合物(6・7)等が，貯蔵により増加すること

が報告されている。これらのうち，ソトロンについては闇値が調べられ，香りへの寄与が確認さ

れていたが，その他の成分については，定性分析にとどまっていたり，清酒中の関値が不明であ

るなど，香りへの寄与が明らかでないものも多かった。

一方，近年の分析技術の進歩は目覚しく，固相マイクロ抽出(SPME)やStirBar Sorptive E油 action

(SBSE)といった簡便な香気成分抽出方法が開発され，広く利用されるようになっている。 SBSE

で用いられる Twisterは，援祥子に液相(ポリジメチルシロキサン， PDMS)をコーティングさせ

たもので， SPMEファイパーに比べて液相量が数十倍となっており，微量香気成分の抽出・濃縮

にも適している(8)。コーヒー(9)，ウイスキー(10)，ワイン(11)等の香気成分，飲料水中のオフフレ

ーパー成分(12)の分析等の応用例が報告されている。

また，香りに寄与する香気成分のスクリーニングには古くから GC-Olfactome町が用いられてい

た。近年，それぞれの香気成分の寄与をより客観的に評価するために， CharmAnalysisや， Aroma 
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Extract Dilution Analysis (AEDA)が開発され，食品等の香りの研究に利用されている(13)。これらは，

試料の香気成分抽出液の希釈系列についてGC・Olfactometryを行い，それぞれの香気成分の階層構

造を明らかにするものである。

本論文の第1章では，これらの新しい手法を取り入れ，清酒の熟成に関与する香気成分の解明

を試みた。第2章では，比較的短期間で起こる清酒の香りの変化に着目し，一般の市販酒にみら

れる「老香」に寄与する成分を検討した。第3章では，清酒中での生成機構が不明であった，ジ

メチノレトリスルフィド (DMTS)の生成機構について検討した。

Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE)(14) 

液ー液抽出法では，試料溶液に有機溶媒を加え，その有機溶媒相へ目的成分を分配させ，濃縮

を行う。有機溶媒の代わりにポPジメチルシロキサン(PDMS)相を使用したのがSorptiveEx住action

である。 PDMSは常温で無極性の液体であり，目的成分は試料溶液から有機溶媒へ分配するよう

に， PDMS相へ分配する。

SPME (Solid Phase Micro Extraction)では，溶融シリカファイパーの周りにPDMSをコーティン

グしたニ一ドルを，気体・液体試料中，または液体・固体試料上のヘッドスペース中に挿入し，

目的成分を抽出する。 SP恥.ffiは有機溶媒を使用することなく，短時間で簡単に試料を濃縮するこ

とができるため，広い範囲で応用されている。しかしながら， SPMEで用いられる汎用的なPDMS

ファイパーは膜厚数 10凹n，長さ 1cm程度で， PDMSの体積にすると 0.5μL程度である。試料溶

液を数 mL""'"数十mL程度とすると，試料溶液に対して PDMS相が非常に少ないため，目的成分

の回収率が低い。また，液体の分析では，分配を早めるためにスクーラーを用いて試料を撹持し

ながら抽出を行うが，親油性の高い成分はPDMS相だけでなく撹搾子へも吸着するという問題が

ある。

SBSEは， SPME分析で問題となった擾持子への成分吸着から発想を得て生まれた。 SP恥伍でポ

リ塩化ピフェニル (PCBs)の分析を行ったところ， PCBsが撹持子に吸着され，回収率が非常に

低くなった。そこで，逆に提持子を吸着剤として用いる発想が生まれ，ガラス製の捷祥子にPDMS

をコーティングしたTwisterが2000年に誕生した。捷持子に膜厚500μmの液相をコーティングし

たことでPDMS相は24μLまで増加し， SPMEで問題となった目的成分の撹祥子への吸着が解消

されるとともに，回収率の問題も改善された。
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実際の操作としては， Figure 1に示すように，試料溶液に Twisterを入れて一定時間捜梓した後，

加熱脱着装置を用いて捕集した成分の加熱脱着を行い， GCIMSで分析する。

SBSE 

Twister 

TDS Thermally desorbed 

20
0
C→230

0
C 

Figure 1. SBSE and thermal desorption using Gerstel TDS. 

GC・01factometry(GC・0)(13)

一般的に，食品には多数の揮発成分が含まれているが，香りに寄与するのはその一部である。

食品の香りのキーとなる香気成分は閥値が低く，濃度も低い場合が多い。したがって， FIDやMS

のプロファイルが必ずしも食品の香りのプロファイルを反映しているとはいえない。香りの研究

では，香りに寄与する成分を選び出すことが重要なファーストステップである。

ある成分が食品の香りにどの程度寄与しているのかを推定する概念として，濃度を闘値で除し

た値が用いられる。これは， Odor Activity Value (OAV)，もしくは，上立ち香の場合odorunit，口

中香の場合 flavorunitなどとも呼ばれる。しかし，

OAVを求めるには成分の同定と闇値の測定が必要

であり，食品に含まれる膨大な成分の OAVを算出す

るには非常に時間がかかる。また，スクリーニング

ステップをふまないと，重要な成分を見落としてし

まう可能性がある。

GCとにおし、かぎを組み合わせた GC-Olfactom出γ

(GC-O)は，混合物からにおい活性成分をスクリーニ
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ングする有用な手法である。 GC・0は，人聞がGCカラムから流出する成分のにおいをかぐ実験で

ある (Figure2)。この手法を用いれば，化学構造が不明のにおい活性成分をも検出することがで

きる。

GC・0は定性的な分析方法であるため，それぞれの化合物の香りへの寄与を 1回の分析で判断

するのは難しい。 GC・0のデータを客観的に評価する方法の一つに希釈法があり， Acreeらによる

ChannAnalysisやGroschらによる AromaExtract Dilution Analysis (AEDA)が開発されている。これ

らの方法はいずれも，香気成分抽出液の希釈系列を作成して GC-Oを行い，個々の化合物のにお

い活性を評価するものである。においの検知闇値に基づく手法であり，においが感じられなくな

る希釈率までGC-Oを繰り返す。

ChannAnalysisはコンビューター化されたシステムである。通常，希釈試料の順序をランダム化

して GC・0を行う。評価者はにおいの始まりから終わりまでマウスボタンを押し，スクリーンに

表示された用語からにおいの特徴を選ぶ。これを繰り返すことにより Charmvalueが計算され，結

果はCharmクロマトグラムに表される (Figure3)。

c= d̂(n・1) n:応答の数， d:希釈率

AEDAはCharmよりも簡略化された方法で，におい活性成分のスクリーニング手法として提案

されたものである。評価者は GC・0を行い，においの有無およびその特徴を記録する。結果は，

Flavor Dilution (FD)ファクター，すなわちにおいが検知される最大の希釈率として， FDクロマト

グラム (Figure4)で表される。

20U-t 35 
141117 

2S 
21 26 30 33341 

子喜 η 

s 111 1 31 

Serial DUution GasChromat曙raphy Olfactometry 
.11.1128 I E 11 11 

Z R1E 32 
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τ1me retention Index 

'--'r-
700 900 1100 1300 1500 

Figure 3. Schematic procedure for 
IRI IOV-17011 

GC・olfactometryusing CharmAnalysis. Figure 4. FD chromatogram. 

Charmや AEDAによりクロマトグラム上でにおい活性ゾーンが特定されたら，においの特徴，

36 

クロマトグラフィー特性(リテンションインデ、ツクス， RI)，およびマススベクトルをもとに化合
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物の同定を行う。

GC・0を行う上で注意すべき点がいくつかある。一つは，香気成分抽出液の香りがもとの食品

の香りを反映していることである。化合物の分解やアーティファクトの生成を防ぐため，抽出時

の加熱処理はできるだけ避けるべきである。また，香気成分の抽出にはさまざまな方法があるが，

それぞれの方法によって抽出される成分は異なる可能性がある。たとえば，カラメル様の甘いに

おいを呈する furaneolは極性の高い化合物で，水蒸気蒸留法では検出されないが，溶媒抽出法で

は検出される。さらに，食品中に含まれるさまざまな特性の化合物を分離するために，極性の異

なる 2種類以上のカラムを用いることが推奨される。

GC・0の限界についても留意する必要がある。 ChannやAEDAといった希釈法は闇値に基づく

評価方法である。一方，関上での用量一強度関数は化合物によって異なるため， Chann va1ueや

FDが実際の寄与率と一致しない場合もある。また，他の成分が共存する場合のにおい活性につい

ては予測できない。

ChannやAEDAにより，定性的な香気成分組成は明らかになる。しかしこれは，複雑な食品の

香りを理解する上での第一段階に過ぎない。今日の食品香気の研究は，官能評価および分析を組

み合わせたアプローチが基本となっている。特徴香成分やオフプレーパ一成分の同定は，基本的

に1.定性的な香気成分組成 (GC-O)2.定量的な香気成分組成 (OAV)3.香りの再構成(定量

データに基づく香りのシュミレーション)の3段階で行われる。
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第1章清酒の熟成による香気成分の変化

1.緒言

清酒を数年間貯蔵すると，色，味，香りが変化する。古酒の香りは「カラメノレj，r焦げj，r重

いj，r複雑」な特徴を有するといわれる。このような清酒は劣化していると捉えられる場合が多

いが，独特の香りとなめらかな味が消費者の関心を引き， 3年~数十年間熟成させた清酒が「熟

成酒」として市場にも出回っている。

古酒の香りに関して，多くの研究報告がある。 Takahashiらは，焦げ臭を呈する成分としてソト

ロンを同定し，古酒中の odor山首t(濃度を関値で除した値)が1.8""'5.6と報告している(2)。しか

し，清酒の貯蔵によるソトロンの経時変化については調べられた例がなく，また，清酒中のソト

ロンの定量方法に関する報告はほとんどみられなかった。また，そのほかに，エステル(3)，酸(4)，

含硫化合物(6・7)，カルボニル化合物(5)等が貯蔵により増加することが報告されているが，香りへ

の寄与が明らかでない成分も多い。

本章では，まず，溶媒抽出法およびSBSE法を用いて清酒の香気成分を抽出し， GC・Olfactometry

により古酒の香りに寄与する成分を探索した。同定した香気成分の定量方法を確立し，経時変化

を調べるとともに，関値との関係から古酒の香りへの寄与について検討した。

2.材料および方法

(1)試薬

2・メチノレプタナール， 3・メチルプ、タナール，2・メチル酪酸エチノレ，3・メチル酪酸エチル， DMDS，ベ

ンズアルデ、ヒド，フェニルアセトアルデヒド， [1，2)3C]・アセトアルデヒド，オキサルプロピオン酸

ジエチルは Sigma-Aldrichより，酢酸イYアミル，メチオナール，コハク酸ジエチル，フェニル酢

酸エチル，酢酸フェネチル， 3・ヒドロキシ・4，5・ジメチノレ・2(5H)・フラノンは東京化成工業より，

DMTSはAcrosOrganicsより，アノレカンスタンダード(C6-C20)はジーエルサイエンスより購入し

た。

13C2・ソトロンはBlankらの方法(15)に従い合成した。 [1，2-13C]・アセトアルデ、ヒドとオキサノレプロ

ピオン酸ジエチルとを無水ピリジン中で還流し，さらに塩酸および酢酸を添加して還流を続け，

生成した 13C2・ソトロンをジエチルエーテルにより抽出した。 [1，2-
13C]・アセトアルデヒド 1gより

13C2・ソトロン 143mgが得られた。(回収率5%)
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(2 )清酒

酒類総合研究所で 1967年"'-'2002年に製造し，貯蔵庫(室温 10"'-'200C)で貯蔵した清酒を用い

た。一般成分等をTable1に示す。

Table 1. Profiles of Samples 
production storage polishing alcohol pH absorbance 3-deoxy 
year length rate of (%， v/v) at 430nm glucosone 
(BY) (years) rice (%) (mM) 
2002 o 40 16.3 4.2 0.02 0.11 
2000 2 [伺 50 17.3 4.2 0.03 0.07 
1997 5 [3] 50 18.7 4.4 0.04 0.10 
1994 8 [6] 40 18.0 4.1 0.06 0.20 
1991 11 [9] 50 19.1 4.4 0.09 0.34 
1988 14 [12] 50 18.0 4.1 0.08 0.25 
1985 17 [15] 50 18.1 4.2 0.10 0.29 
1982 20 [18] 50 17.8 4.1 0.12 0.39 
1980 22 [2回 50 17.3 4.2 0.15 0.46 
1976 26 [24] 50 16.9 4.3 0.15 0.42 
1974 28 [26] 50 19.4 4.5 0.67 1.37 
1973 29 [27] 70 17.9 4.3 0.64 1.76 
1967 35 [33] 50 16.9 4.4 0.78 1.09 

[ ] : The concentrations of sotolon and furfural were measured in 2001. 

(3) GC・Olfactome句r(GC・0)

i .溶媒抽出法による GC・0

清酒50mLに硫酸アンモニウム2.5gを加え，これにジクロロメタン20mLを加えて700中m，

10分間擾枠した後，分液ロートにより有機溶媒相(下層)を採取した。水相に再びジクロロメタ

ン20mLおよび 10mLを加えて同様の操作を行った。得られた有機溶媒相約50mLを3000叩m

で10分間遠心して水相を除去し，硫酸ナトリウムにより脱水した。これをロータリーエパポレー

ターにより約lOmLまで濃縮し，さらに窒素気流下で約 150μLまで濃縮した。この濃縮液lμL

をガスクロマトグラフに注入し， Table 2・(a)に示す条件で GC・0 を行った。また，同一の条件で

GC 

包.SBSEによるAEDA

エタノール濃度が 10%となるように清酒に超純水を添加した後， 10%エタノールで 1:5，1:25， 

1:125に希釈した試料を作成した。この試料10mLと Twister(GERSτEL社製)を 10mL容のガラ

ス製ヘッドスペースパイアルに入れ， 2gの塩化ナトリウムを添加し，テフロンコーティングした
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セプタムでシーノレした。 Twisterを700叩mで30分間捷持した後，試料から取り出し，キムワイプ

で水分をふき取り，加熱脱着用のガラスチューブ、に入れた。このガラスチューブ、をGerstelTDS2加

熱脱着システムに装着した。 TDS2を 20
0
Cで 1分間保持した後 60

0
C/分で 230"Cまで昇温し， 4 

分間保持することにより， Twisterに抽出された香気成分の加熱脱着を行った。脱着された香気成

分は， -150oCに冷却した CIS4部分でいったんクライオフォーカスされ，その後， CIS4を 12
0

C/

秒で250"Cまで上昇させることにより， GCカラムに注入される。注入はスプリットレスモードで

行った。

GC・0はTable3・(a)に示す条件で行った。カラム出口をフロースプリッターに接続し，キャリア

ガスをスニッフィングポートと質量分析計に 2: 1で分岐した。 2人のパネリストが2回ずつにお

いかぎを行い，合計4回のうち2回においが検出されたにおいゾーンを odoractiveとした。リテ

ンションインデ、ツクスは， n-アノレカン (C6・C20)を参照物質とし，文献の方法(16)に従って計算し

た。

(4)香気成分の定量

i .溶媒抽出法によるソトロンおよびフルフラーノレの定量

Cutzachらのワインの分析方法(17)を一部改変し，ソトロンについては 13C2・ソトロンを用いる同

位体希釈分析法(18)により行った。清酒 50mLに内部標準として 13C2・ソトロン(ソトロン定量

のための内部標準物質)50μι3・オクタノーノレ(フノレアラーノレ定量のための内部標準物質)1000 

μg/Lとなるように添加し， (3)・iと同様にしてジクロロメタン抽出および濃縮を行った。濃縮

液2μLをGC・MSに注入し， Table 2・(b)に示す条件で分析した。

u. SBSEによる香気成分の定量

エタノール濃度 10%になるように加水した試料に2gの塩化ナトリウムおよび内部標準として

みオクタノール (5mダL)を添加し， (3) -uと同様に SBSEを行った。カラムは直接質量分析計

に接続し， Table 3・(b)に示す条件で分析を行った。検出は SIMモードにより， Table 6に示すイオ

ンを定量イオンとして用いた。

(5 )官能評価

DMTSが古酒の香りに及ぼす影響を，訓練された 10人のパネルにより評価した。 DMTSおよび

ソトロンを， Figure 6に示す濃度でベースの清酒(製造後約 1年)に添加した。ベースの清酒には

これらの香気成分は検出されなかった。試料には 3桁のランダムコードを付し， 11慎序効果を排除
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するため，それぞれのパネリストに異なる順序で試料を提示した。パネリストには，試料のにお

いをかぎ， 3つの特性(全体的なにおい強度，カラメル/焦げ臭，硫黄系のにおい)について O

'"""'5のスケールで評価するよう指示した。得られたデータについて分散分析を行った。

Table 2. Gas chromatography analysis conditions for the samples extracted with solvent 

(a) GC・0

n

-

m

 

m
日

1
.
b

u

n
訂

C

c

d
卸

山

町

・

戸

G

C

C

O

M

 

Shimadzu GC-17 A 

HP-Wax (30 mxO.32 mm i.d. 0.25 IJm film) 

Herium， 1.3 mUmin， constant f10w mode 

400C (2 min)→30C/min→2300C (40 min) 

Splitless， 1μL， 1100C 

(b) Quantification of sotolon and furfural 

GC Agilent 6890 

Column 

Carrier 

Oven 

Injection 

Transfer line 

MS 

Mode 

HP-Wax (60 mxO.25 mm i.d. 0.25 IJm叩m)

Herium， 2.0 mUmin， constant f10w mode 

400C (2 min)→30C/min→2300C (40 min) 

Pulsed splitless， 2μL，230oC 

250
0
C 

Agilent 5973 

SIM， m/z: furfural， 96 3・octanol，83 sotolon， 128 13C2-sotolon， 130 

Table 3. Gas chromatography analysis conditions for SBSE 

(a) GC・0

GC 

Column 

Carrier 

Oven 

Injection 

MS 

Mode 

Agilent6890 

HP・INNOWax(30 mxO.25 mm i.d. 0.25 IJm film) 

Herium， 1.9 mUmin， constant f10w mode 

400C (5 min)→50C/min→2400C (15 min) 

Splitless 

Agilent5973 

Scan (m/z 30-450， 0.29 s/scan) 

(b) Quantification of volatile compunds 

GC Agilent 6890 

Column HP・INNOWax(30 mxO.25 mm i.d. 0.25ドm刊m)

Carrier 

Oven 

Injection 

MS 

Mode 

Herium， 1.0 mUmin， constant f10w mode 

400C (5 min)→50C/min→2400C (15 min) 

Split (50:1)， Splitless only for methional 

Agilent 5973 

SIM 
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(6 )一般分析

清酒の色は，遠心後， 10mmセノレで430nmの吸光度を測定した値とした。 3・デ、オキシグルコソ

ン (3・DG)は，岩野らの方法(19)により測定した。なお， F-kitでヒ。ルビ、ン酸濃度を測定した後，

大塚らの方法(20)により 3・DGの測定値からピルビン酸の影響を排除した。

3.結果

(1) GC・0

まず，溶媒抽出により清酒の香気成分を抽出し， GC・0を行った。 Table4に，新酒 (2000年製

造)からは検出されず，古酒(1967，1973年製造)からのみ検出された成分を示した。標準物質

とのリテンションタイムの比較および GC・MS分析により， 20.5分の硫黄系のにおいは DMTS，

25.2分のカラメノレもしくは焦げ臭はフルフラール， 27分のフルーティーなにおいはベンズアルデ

ヒド， 34.7分のはちみつ様のにおいはコハク酸ジエチル， 51分のカレ一様のにおいはソトロンと

同定した。 49分の甘いにおいは同定することができなかった。これらのうち，ソトロンとフルフ

ラールが古酒において特に強く検出された。

T'able 4. Odorants found only in aged 5ake by GC・oand results of identification 

RT. 2000 1973 1967 odor property compound 

20.5 n.d. 0 0 5ulfur DMTS 

25.2 n.d. @ @ caramel， burnt furfural 

27.0 n.d. 0 0 fruity benzaldehyde 

34.7 n.d. 0 0 honey diethyl succinate 

49.0 n.d. 0 0 cotton candy， 5weet unknown 
51.0 n.d. @ @ cur叩 50tolon

n.d.: not detected， 0: moderately detected， @: strongly detected 

次に， SBSEにより香気成分を抽出し， AEDAにより新酒 (2002年製造)と古酒(1967年製造)

を比較した。 Table5には両者でFlavorDilution (FD)ファクターが異なるにおい成分を示した。

検出されたにおい成分は，新酒よりも古沼のほうが多かった。 2・メチルブ、タナール/3・メチルブタ

ナール 2・メチル酪酸エチル， 3・メチルー2・ブテン・1・チオール， 4・メチルペンタン酸エチノレ， DMTS， 

およびメチオナールの FDは古酒のほうが 25""'125倍高かった。 3・メチノレ-2-ブテン・1・チオール

はビールの日光臭の原因物質とされているが，清酒にも存在することが初めて示唆された。ただ

し， MSでは確認することができなかった。 3・メチノレ酪酸エチルおよびフェニルアセトアルデヒド
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のFDは古酒のほうが5倍高かった。 DMDS，フルフラーノレ，フェニル酢酸エチルは古酒のみから

検出されたがFDは5とあまり高くなかった。一方，酢酸イソアミルや酢酸フェネチルのFDは古

おそらく，親水性ソトロンはこの方法では検出されなかった。

化合物に対して PDMSの親和性が低いためと考えられる。

酒よりも新酒のほうが高かった。

Difference of odors between aged sake and fresh sake by AEDA Table 5. 
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906 aldehyde， nut 2・methylbutanal+ 3・methylbutanalB

993 resin unknown 

1036 roasted， eaはhy unknown 

1041 sweet， ester ethyl 2・methylbutyrateB

1055 sweet， ester ethyl 3・methylbutyrateB

1061 resin DMDSB 

1087 sulfur， garlic 3・methyl-2・butene-1・thiolb

1103 banana isoamyl acetateB 

1116 garlic， metal unknown 

1154 powder， roasted unknown 

1173 sweet， ester ethyl 4・methylpentanoateB

1323 nut， powder 2，3・dimethylpyrazineb+ unknown 
1369 sulfur DMTSB 

1407 sweet， ester unknown 

1445 potato， roased methionalb 

1473 burnt， chemical furfuralB 

1512 grass unknown 

1617 burnt unknown 

1635 f10wer phenylacetaldehydeB 

1663 nut， powder unknown 

1721 honey， caramel unknown 

1720 plastic， sulfur unknown 

1760 sulfur unknown 

1771 f10wer ethyl phenylacetateB 

1808 f10wer phenethyl acetateB 

1821 curry unknown 

1958 honey， caramel unknown 

2012 roasted， wax unknown 

2097 medicinal unknown 

2199 cereal unknown 

compound odor property RI 

B Compound identified by comparison of RI value， odor property， and mass spectra with those of 

standard compound. b Compound tentatively identified by comparison of RI value and odor 

property of standard compound. 

コハクベンズアノレデヒド，フノレフラール，

(2)定量方法の精度

溶媒抽出による GC・0により検出されたソトロン，
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酸ジエチノレ， SBSEによる AEDAで古酒と新酒でFDに差がみられた2・メチルプタナーノレ， 3・メチ

ルプタナール，メチオナール，フェニルアセトアルデヒド， DMDS， DMTS， 2・メチル酪酸エチ

ル， 3・メチル酪酸エチル，フェニル酢酸エチノレ，酢酸イソアミル，酢酸フェネチノレについて定量

方法を検討した。

ソトロンおよびフルフラールは溶媒抽出法で、定量を行った。当初はワインでの方法にしたがい，

両化合物ともみオクタノールを内部標準物質に用いていた。しかし， Table 6に示すようにソトロ

ンについては繰り返し誤差が大きかった。その原因として，両者の沸点，極性などの物性の違い

が考えられた。そこで， 13C2・ソトロンを合成し，これを内部標準物質とする同位体希釈分析法に

よる定量方法を検討した。その結果，変動係数は 10%以下となり，良好な再現性が得られた。一

方，フルフラールについては， 3・オクタノーノレを内部標準とした方が良好な繰り返し再現性が得

られた。

その他の成分についてはSBSE法による定量方法を検討した。 Table6に示すとおり，変動係数

(CV)は6%以下であった。また，清酒に標準物質を添加して回収率を求めたところ 87・103%と

なり， SBSE法による定量が可能であると考えられた。

Table 6. Monitor ions， variation coe宵icients(CV) and recovery rates 

monitor ion CV (%)8 recovery 
悶 te(%) 

sotolon (iふ 3・octanoり 128 48 b 

sotolon (iふ 13C2-sotolon) 128 4.4 

furfural (i.s. 3・octanoり 96 5.0 

furfural (i.s. 13C2・sotolon) 96 58 

2・methylbutanal 58 1.9 98 

3・methylbutanal 58 5.8 99 

methional 104 2.1 103 

benzaldehyde 106 2.5 87 

phenylacetaldehyde 120 5.7 89 

DMDS 94 2.5 93 

DMTS 126 2.9 96 

ethyl2・methylbutyrate 102 1.4 95 

ethyl3・methylbutyrate 88 3.1 94 

diethyl su∞inate 101 4.9 98 

ethyl phenylacetate 91 2.5 96 

isoamyl acetate 70 1.8 100 

phenethyl acetate 104 2.7 90 

a CV was calculated from 5 injections of standard solution. b Calibration curves of sotolon and 

furfural were constructed by analysing sake spiked with sotolon and furfural. 
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(3)清酒の熟成による香気成分の変化

ソトロンおよびフルTable 1の試料について上記の香気成分を測定した結果をFigure5に示す。

おおむね貯蔵フラールは新酒からは検出されなかったが 3年以上貯蔵した清酒からは検出され，

期間の長いもので多くなる傾向を示した (Figure5A， B) 0 2・メチルプタナール，3・メチルブタナー

フェニノレアセトアルデヒド，メチオナールといったアルデヒド類もおおむね貯蔵期間の長い

もので多かった (Figure5D， E)。

ノレ，

メチオナールは1974年製造のものが極端に低くなってただし，

いた。ベンズアルデヒドは8年貯蔵のものがピークで，以後減少した (Figure5F) 0 D恥1DSおよび

貯蔵期間にしたがって増加するDMTS (ポリスルフィド)は新酒には痕跡量程度しか含まれず，

傾向を示した (Figure5C)。ただし， 1991年および1988年製造のものはDMDS濃度が極端に高か

およびコハク酸ジエチルフェニル酢酸エチル，った。 2・メチル酪酸エチル，3・メチル酪酸エチル，

といったエチルエステル類も貯蔵により増加する傾向を示した (Figure50， H)。一方，酢酸イソア

酢酸フェネチルといった酢酸エステル類は貯蔵により減少する傾向を示した (Figure51)。
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(4 )各香気成分の古酒の香りへの寄与

Table 7に， (3)で測定した香気成分の濃度と闇値をまとめた。 OdorActivity Value (OAV)が1

を超えていたのは，ソトロン， 3・メチルブタナール，メチオナール，ベンズアルデヒド，および

DMTSで，このうちソトロンのOAVが最も高く， DMTSがこれに続いた。

Table 7. Concentrations of volatile compounds in stored sake， threshold values and OAV 

compound detection concentration OAV 
threshold in stored sake 

(~g/L) (~g/L) 
mm 町lax 行1m max 

furfural 11000
8 n.d. 7800 <0.1 0.7 

sotolon 2.3
8 n.d. 140 <0.5 61 

2・methylbutanal 1500d n.d. 496 <0.1 0.3 

3・methylbutanal 120
8 55 722 0.5 6.0 

methional 10
C n.d. 17 <0.1 1.7 

benzaldehyde 990
8 77 1067 <0.1 1.1 

phenylacetaldehyde 25' 1.1 15 <0.1 0.6 

DMDS 7d 0.11 5.6 <0.1 0.8 

DMTS 0.18
8 0.04 2.4 0.2 14 

ethyl2・methylbutyrate 7，200e 0.8 11 <0.1 0.1 

ethyl3・methylbutyrate 18，200e 1.6 24 <0.1 0.2 

diethyl succinate 100000C 76 11424 <0.1 0.1 

ethyl phenylacetate 100
C 1.5 25 <0.1 0.3 

isoamyl acetate 300
b 50 1531 0.2 5.7 

phenethyl acetate 3000，3800d 10 865 <0.1 0.3 

a・cOdor threshold in sake according to Utsunomiya (36) (a)， (37) (b)， determined for this work in 

our labo問tory(c). d，e Odor threshold in beer according to Meilgaard (38) (め， MolI (39) (e). f 

Odor threshold in wine accoding to Silva Ferreira (27). 

次に，これら 2つの成分を組み合わせて清酒に添加して官能評価を行った。ソトロンの添加濃

度は市販熟成酒の平均的な濃度(15μgIL，認知闇値の5倍)とした。 DMTSの濃度は (3)で調

べた濃度範囲 (0'"'-'2μgIL)とした。 Figure6A， Bに示すとおり， DMTS添加量の増加により，硫

黄系のにおいだけでなく，全体的なにおい強度も増加した。いずれの特性についても， DMTSを

1または2μgIL添加したものは，無添加のものに比べて有意に高いスコアとなった(危険率5%)。

さらに， DMTSとソトロンの相互作用について調べた。 Figure6Cに示すように， 15μダLのソト

ロンに， 1μgILのDMTSを添加すると， DMTS無添加の場合に比べて，ソトロンの特徴であるカ

ラメル/焦げ臭のスコアが高くなった。 DMTSの硫黄系のにおいに対するソトロンのマスキング

効果についても調べた (Figure6 D)。その結果，ソトロンの有無にかかわらず硫黄系のにおい強

度はほぼ同等であった。したがって，この実験で用いた濃度では，ソトロンの硫黄系のにおいに
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対するマスキング効果はみられないようだ、った。
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考察4. 

清酒の貯蔵による香りの変化本章では，酒類総合研究所で製造・貯蔵している清酒を用いて，

を調べた。用いた試料は類似した条件で製造された吟醸酒であるが，貯蔵期聞が 0"'35年と異な

フノレプラ

新酒よりも古酒で強く検出された

ソトロン，

およびポリスルフィドが，

(Table 4， 5)。貯蔵酒中のこれらの香気成分濃度を測定し，貯蔵により増加することを確認した

GC・0により古酒の香りに寄与する成分の探索を行ったところ，

エステノレ類，アルデヒド類，

っている。

ーーノレ，

の構造式をFigure7に示した。
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Figure 7. Chemical structures ofthe aroma compounds that increased during aging of sake. 

これらの化合物のうち，ソトロン， 3・メチルプタナーノレ，メチオナーノレ，ベンズアノレデ、ヒド，お

よび DMTSは，貯蔵酒中の濃度が関値を超えるものがあった (Table7)。ソトロンについては

T誌油出hiらの報告(2)が再確認され，それ以外の成分については，本研究により古酒の香りへの寄

与が初めて確認された。

ソトロンは， 60"Cで 1ヶ月間加温貯蔵した清酒から焦げ臭を呈する物質として単離・同定され

た(2)。しかし，清酒中のソトロン定量方法については報告がほとんどみられなかった。そこで，

13
C2・ソトロンを内部標準として用い，ワイン中のソトロンの定量方法を参考にし，溶媒抽出によ

る定量方法を確立した。この方法により貯蔵酒の分析を行ったところ，最大 140μgILのソトロン

が検出され，検知闇値である 2μgILを大きく上回った。一方，フルフラールも焦げ臭を呈するが，

貯蔵酒中の濃度は最大でも 8mgILであり，閑値である 11mgILを超えるものはなかった。したが

って，古酒の一つの特徴であるカラメル様の香りや焦げ臭は，主にソトロンに由来すると考えら

れる。
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ソトロンは，スレオニンが酸性下で分解して生じるαーケト酪酸とアセトアルデ、ヒドが縮合し

て生成すると考えられている(2)。一方で， Hofmannらはグルコースとシステインの加熱溶液から

ソトロンを検出しており (21)，メイラード反応が関与する生成機構も存在すると思われる。

3・メチルブタナールは加熱殺菌(火入れ)していない清酒(生酒)のオフプレーパーの原因物

質として知られており，生酒ではイソアミルアルコールの酵素的酸化により生成する(22-24)。し

かし，火入れ後の 3-メチルブタナールの生成についてはあまり調べられていなかった。一方，ビ

ールでは貯蔵中に2・メチルブタナール，3・メチルブタナール，フェニルアセトアルデ、ヒドといった

アルデヒド類が増加することが報告されている(25)。貯蔵清酒中のこれらのアノレデヒド類の濃度は，

メイラード反応の中間体化合物である 3・OG濃度および430nmの吸光度と高い相関がみられた(R

=0.92・0.95および0.85・0.90)。このことから，これらのアルデヒド類は対応するアミノ酸のストレ

ッカ一分解により生じると考えられた。

最も貯蔵期間の長い貯蔵酒の 3・メチルブ、タナールの OAVは6.0であり，新酒の OAVは0.5だっ

た。 3・メチルブタナールのにおいは「アルデヒドJ，r青臭し、J，rナッツ様Jなどと表現されるこ

とから，古酒の刺激的な特性に寄与すると思われる。

メチオナールについては，大場らによりその存在が推定されていたが(7)，本研究で初めて確認

された。 OAVはあまり高くないが(最大で1.7)，全体的な香りに対し，ある程度寄与していると

考えられる。この化合物は白ワインの酸化劣化臭に関与していることが報告されている(26・28)。

ビールでは， pHや亜硫酸といった要因が，メチオナーノレの安定性に影響を及ぼすことが報告さ

れている(29)。貯蔵酒の分析の結果， 1974年製造の貯蔵酒が低い値となっていたが，それはpHが

やや高い (Table1) ことが一因かもしれない。

ベンズアルデヒドの OAVは1試料 0994年製造)のみ 1を超えていた。ビールでは6ヶ月間

の貯蔵によりこの化合物が増加することが報告されている(25)。清酒の場合はある時期まで増加し，

その後減少するようで、あった (Figure5F)。したがって，この化合物は一時的にのみ香りへ寄与す

ると思われた。ベンズアルデヒドがある時期から減少する理由についてはわからないが，安息香

酸エチルが貯蔵中に増加することが観察されており(未公表データ)，その生成機構としてベンズ

アノレデヒドの酸化およびエステル化が推察される。

D恥IDSは佐藤らにより貯蔵した清酒から見出され(6)，本研究においても貯蔵により増加するこ

とが確認された (Figure5C)。しかし， 0恥在DSの濃度は検知関値以下だ、った。一方J OMTSのOAV
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は8年以上貯蔵したもので 1を超えており， 35年貯蔵酒では 14となった。したがって，古酒の

硫黄系もしくはたくあん様のにおい特性にはDMDSよりも DMTSの寄与が大きいと考えられる。

清酒にDMTSを添加すると，硫黄系のにおいとともに全体的なにおい強度が増加した(Figure6)。

DMTSおよびソトロンの OAVの対数を加算した値は，全体的なにおい強度のスコアと高い相関を

示した (R2= 0.99)。このことから，両化合物は独立ににおい強度に寄与していると考えられた。

DMTSそのもののにおいは「硫黄様J，rたくあん様J，または加熱した野菜様のにおいである。

しかし， DMTSとソトロンを組み合わせて添加すると， DMTS無添加の場合に比べて，ソトロン

の特徴であるカラメル/焦げ臭が増加した。このような増強効果の原因が，共存物質による揮発

性の変化によるものなのか(30)，嘆覚神経レベルでの相乗作用なのかは(31)，現在のところ不明で

ある。一方， DMTSに由来する硫黄系のにおいが強すぎると，増強効果はみられなかった。カラ

メル/焦げ臭は古酒の望ましい特性なので，これら 2つの化合物のバランスが重要と思われた。

硫黄系のにおいに対するソトロンのマスキング効果は，本実験ではみとめられなかった(ソト

ロン 15μダL，DMTS 1μg/L)。しかし，貯蔵期間の非常に長いものでは， DMTSに対して大過剰

のソトロンが含まれている。たとえば， 1974年製造酒はDMTS濃度1.6μg/Lに対し，ソトロンは

140μ.g/Lである。このような場合は，ソトロンによるマスキング効果が期待できるかもしれない。

清酒中の DMTS生成機構は調べられていないが，ビールでは多くの報告があり，主に二つの生

成経路が研究されている(29，32・35)。一つは，ホップ由来のふメチノレシステインスルフオキサイド

が酵素反応または加熱により分解してメタンスルフェン酸を生じ，メタンスノレフェン酸と硫化水

素との反応で DMTSを生じるというものである(32)。もう一つは，麦汁煮沸工程においてメチオ

ニンのストレッカ一分解で生じるメチオナールが貯蔵中に分解してメタンチオールを生じ，それ

が酸化されてDMTSとなる，という経路である(29，34・35)。清酒にはホップを添加しないので，前

者の経路は可能性が低いが，後者の経路は関与する可能性が考えられる。詳細については第 3章

で述べる。

エステル類については， 2・メチル酪酸エチル，3・メチル酪酸エチル，フェニル酢酸エチノレ，およ

びコハク酸ジエチルといったエチルエステル類が貯蔵により増加した(Figure5G， H)。ビールでも，

これらのエチルエステルが増加することが報告されている (25)。しかし，これらの OAVは35年

貯蔵酒でも 1以下であるため，少なくとも単独では古酒の香りには寄与しないと考えられる。

酢酸イソアミノレの OAVは新酒では6.0だったが，最も古い試料では0.2まで減少した。カプロ
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ン酸エチルのOAVも30から3に減少した(データは示していなし、)。これらのエステルの減少も，

清酒の熟成による香りの変化に大きな影響を及ぼしていると考えられる。

上記の結果から，ソトロンやアノレデ、ヒド類，およびポリスルフィドが古酒の香りに寄与するこ

とが明らかとなったが，これら以外の化合物の寄与についても可能性が考えられる。上記のアル

デヒド類，エステル類，ポリスルフィドおよびソトロンを新酒に添加し，古酒の香りの再構成を

試みた。しかし，再構成した清酒と本物の古酒との官能評価による類似度は50%程度だった(デ

ータは示していなし、)。一方， GC・0で検出されたものの同定できなかった成分もいくつか存在し

た。 RI= 1036および 1154の焦げたにおい， RI=I721のはちみつ様のにおい， RI = 1087の硫黄系

のにおい (RIより 3・メチル・2・プテン・1・チオーノレと推定)といった特性はいずれも古酒の香りの

構成要素であり，これらの成分が香りに寄与する可能性は考えられる。古酒の香りの全容解明に

はさらなる研究が必要であろう。

5.要旨

清酒の熟成による香りの変化を， GC・Olfactometry(GC・0)，同位体希釈分析法， StirBar So中tive

Extraction (SBSE)法等を用いて調べた。溶媒抽出法を用いたGC・0では，古酒においてソトロン

およびフルフラーノレが強く検出された。 SBSE法を用いたAromaExtract Dilution Analysisでは，新

酒より古酒から多くのにおいが検出され，特にアルデヒド類，ポリスノレフイド，エステル類のFD

が，古酒で高くなっていた。 0'"'-'35年間貯蔵した清酒について，これらの成分の定量分析を行い，

熟成により増加することを確認した。これらの成分のうち，ソトロン， 3・メチルブタナール，メチ

オナーノレ，およびジメチルトリスルフィド (DMTS)の古泊中の濃度は関値を超えていた。 Odor

Activity Va1ue (OAV)が最も高かったのはソトロンで， DMTSがこれに続いた。官能評価の結果，

DMTSの添加は，硫黄系のにおいおよび全体的なにおい強度の増加に寄与することが示された。
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第2章市販酒の老香に関与する香気成分

1.緒言

第1章では，清酒の長期間にわたる貯蔵('"数十年)によって，ソトロン，フルフラール，ア

ルデヒド類などのカルボニル化合物，有機酸・脂肪酸のエチルエステノレ， DMDS， DMTSといっ

たポリスルフィドなどの香気成分(熟成香成分)が増加することを示した。一方，一般的な清酒

の貯蔵・流通期間は数ヶ月"'2年程度と考えられる。このような比較的短期間の貯蔵条件におい

ても貯蔵劣化臭である「老香Jを生じる場合は多いが，実際に老香を生じた市販清酒の香気成分

について検討した例はほとんどみられない。老香はさまざまな化合物からなる複合香といわれて

いるが(40)，それぞれの化合物の生成速度や闘値は異なり，貯蔵期間によって，香気成分組成や香

りに寄与する成分も異なると考えられる。そこで，実際に官能評価により老香の指摘をうけた市

販清酒を集めて香気成分分析および官能評価を行い，成分的な特徴(老香の指摘のない清酒との

違い，長期熟成酒との違い)および官能評価に寄与する成分について検討を行った。

2.材料および方法

(1)清酒

i . 市販酒

国税庁実施の平成 15年度全国市販酒類調査試料を用いた。名古屋国税局管内および広島国税局

管内の小売庖頭から買い上げられた清酒を 20点ずつ提供していただ、き，計40点を試料とした。

このうち 20点(各国税局 10点ずつ)は，それぞれの国税局で行われた官能評価において 5人以

上の審査員から老香の指摘を受けたもの(老香清酒)であり，残り 20点は老香の指摘がなかった

もの(老香なし清酒)である。

証.市販長期熟成酒

長期熟成酒研究会のメンバーより，各メーカーの代表的商品を提供していただいた。長期熟成

酒研究会会員 6名および当所職員 6名の官能評価により，熟成香が感じられたもの (4段階評価

で平均点が1.8点以上のもの)15点を選抜し，試料とした。

温.当所貯蔵酒

熟成香成分の活性炭への吸着を調べるため，当所で 1973年に製造した清酒を用いた。

(2) 官能評価
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市販酒の官能評価は，名古屋国税局試料については当所職員 5名のパネルにより，広島国税局

試料は当所職員3名のパネルにより，別々のセッションで、行った。まず予備的に官能評価を行い，

評価スケールの上限・下限を認識するよう依頼した。本試験では，それぞれの国税局試料につい

て，老香清酒 10点および老香なし清酒3点(老香以外のオフフレーパーについても指摘が少なか

ったもの)の計 13点ずつを試料とした。老香，硫黄系のにおい，およびカラメノレ・はちみつを，思

わせる甘いにおいについて4段階 (0:感じない←→3:強く感じる)の尺度で評価した。

(3 )香気成分分析

第1章2. (4)に示した方法で行った。

(4)多変量解析

SAS Institute Japan株式会社の品.1P5.1により行った。

(5)活性炭による熟成香成分の吸着

清酒(1973年当所製)およびそれに活性炭 (MC炭)を 19ILとなるように添加したものを，

室温にて1時開放置後，孔径0.20μmのフィルターでろ過し，香気成分を比較した。

3.結果

( 1 )市販酒の官能評価と香気成分との関係

Figure 8に名古屋国税局試料の官能評価と香気成分(関値以上の濃度であったもの;3・メチノレプ

タナーノレ，ソトロン， DMTS) との関係を示した。 DMTSおよび 3・メチルブ、タナールの濃度の対

数と老香強度との相関係数はそれぞれ 0.72，0.55で，有意な相闘がみられた。一方，ソトロンと

の聞には有意な相関はみられなかった。また，老香の一つの要素と考えられる硫黄系のにおいと

DMTS濃度の対数との聞には相闘がみられたが，カラメノレ・はちみつを思わせるような甘いにお

いとソトロン濃度の対数との聞には相聞はみられなかった。

広島国税局試料についても，老香強度と DMTSおよび3・メチルプタナーノレ濃度の対数との聞に

はそれぞれ R= 0.90， 0.76と高い相闘がみられた。ソトロンはほとんどのものが定量下限値(I

μsι)以下であった。
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Figure 8. Relationship between senso叩scoresand logarithms of the concentrations of aroma 

compounds. Senso叩scoresare the means of five panelists. 

Symbols:・， commercial sake with “hineka" (n = 10) ;ム， commercial sake without“hineka" (n = 
3). *: below detection limit. 

との香と指摘のなかった市販酒(老香なし清酒)(2)老香の指摘をうけた市販酒(老香清酒)

気成分の違い

2-メチTable 8に示すとおり，老香清酒と老香なし清酒の香気成分濃度の平均値を比較すると，

ソトロン，イソ酪酸フノレフラーノレ，ルプロパナーノレ， 2・メチルブタナール， 3・メチルプ、タナーノレ，

DMDSおよびDMTSとフェニル酢酸エチノレ，コハク酸ジエチノレ，エチル， 3・メチル酪酸エチル，

一方，いった熟成香成分は，老香清酒の方が老香なし清酒よりも有意に多かった(危険率 5%)。

これら酢酸イソアミノレやカプロン酸エチノレといった吟醸香成分は老香なし清酒の方が多かった。

とほぼ熟成香成分が増加する傾向(第 1章)の結果は，長期貯蔵において吟醸香成分が減少し，

一致していた。

濃度を闇値で割った値 (OAV)が1以上の場合，その成分は香りに寄与していると考えられる。

老香清酒20点のうち65%のものはDMTSのOAVが1以上だった。3・メチルブタナーノレは45%が
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1以上だった。一方，ソトロンのOAVが1以上だ、ったのは老香清酒のうち 5%(1点)だ、った。

Table 8 Concentrations of aroma compounds and OAV 

conpound average concentration (IJがL) detection OAV 
commercial sake commercial threshold commercial sake commercial 

without with ag(n ed sake (μg/L) without with aged sake 
hinek_a (n = 20) hineka (n = 20) (11 = 15) hineka hineka 

2・methylpropanal 13 合1 34 .2 171 1000d <1 <1 <1 

2・methylbutanal 7 合1 26 .2 122 1500d <1 <1 <1 

3・methylbutanal 75 .1 127 .2 279 1208 ....2 ....4 

ロ0) (45) (93) 

benzaldehyde 116 107 .2 331 9908 <1 <1 <1 

furfural 175 .1 686 .2 3312 11000a <1 <1 <1 

sotolon 0.1 .1 0.5 .2 9.8 2.3a <1 ....2 ....18 
(5) (73) 

ethyl2・methylpropanoate 5.0 .1 6.5 .2 21 5000d <1 <1 <1 

ethyl3・methylbutyrate 1.0 .1 2.0 .2 10 18，2000d <1 <1 <1 

ethyllactate 10841 10721 .2 45494 250000d <1 <1 <1 

diethyl succinate 138 .1 329 合2 3867 100000C <1 <1 <1 

ethyl phenylacetate 2.1 .1 3.6 .2 34 100C <1 <1 <1 

DMDS 0.1 .1 0.8 1.0 7d <1 <1 <1 

DMTS trace .1 0.3 .2 1.0 0.188 ....1 ....5 ....14 
(5) (65) (93) 

ethyl 回 proate 301 .1 175 313 120b ....6 ....6 ....6 

isoamyl acetate 996 .1 707 589 270b ....7 ....7 ....10 

“: A significant di仔erencewas observed between commercial sake with “hineka" and without 
“hineka". (5% leveり *2:A significant di宵erencewas observed between commercial aged sake 

and commercial sake with “hineka". (5% leveり a-c:Odor threshold in sake according to refs 36(a)， 

37(b)， determined in our laboratory (0). d: Odor threshold in beer according to ref 44. 

Figures in parentheses are percentages of samples whose concentrations exceeded the detection 

threshold values. 

(3 )老香清酒と長期熟成酒の香気成分の違い

老香清酒と市販長期熟成酒の香気成分濃度の平均値を比較すると， Table 8に示すとおり，熟成

香成分はおおむね長期熟成酒の方が多かったが， DMDSは有意な差がみられなかった。また，長

期熟成酒/老香清酒の比をとると， DMDSは1ム DMTSは3.5であるのに対し，コハク酸ジエチ

ルは 12，ソトロンは 18と非常に大きく，化合物によって差があった。

Table 9に，熟成香成分を変数として主成分分析を行った結果を示した。第 1主成分 (pcOの

寄与率は64.5%，第2主成分 (PC2)の寄与率は 10.6%で，累積寄与率が 75%となった。 PClは'.

すべての化合物が同一方向に寄与しており，熟成香成分全体の強度を表すと考えられた。一方，

PC2は， DMDSや DMTSといったポリスルフィドが正の方向に，ソトロンをはじめとするカルボ

ニル化合物およびコハク酸ジエチルが負の方向に寄与する成分であった。
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Figure 9に，市販酒(老香なし清酒，老香清酒)および長期熟成酒の主成分スコアの散布図を示

した。 PClのスコアは，老香なし清酒<老香清酒<長期熟成酒の順に大きくなった。これは，老

香なし清酒<老香清酒<長期熟成酒の順に熟成香成分全体が多くなっていることを示している。

PC2については，老香清酒は正の方向，すなわちポリスルフィドが多くなる方向に分布した。長

期熟成酒のPC2スコアは正から負まで広く分布したが，貯蔵期間が特に長いものは負の値のもの

が多く， 30年程度熟成させたものは大きく負の方向にプロットされた。これは，長期熟成酒で貯

蔵期間が長いものはソトロンをはじめとするカルボニル化合物やコハク酸ジエチルが多く，ポリ

スルフィドが相対的に少ないことを示している。すなわち，老香清酒と長期熟成酒で貯蔵期間が

長いものとは香気成分組成において違いがみられ，前者はポリスルフィドが相対的に多いのに対

し，後者はソトロンをはじめとするカルボニル化合物やコハク酸ジエチルが多い傾向がみられた。

Table 9. Results of a principal component 

analysis of aroma compounds in commercial 

sake and commercial aged sake. 

PC1 PC2 

variance (%) 64.5 10.6 

factor loading 

2・methylpropanal 0.92 -0.20 

2・methylbutanal 0.95 -0.17 

3・methylbutanal 0.86 -0.26 

benzaldehyde 0.46 -0.01 

furfural 0.91 -0.11 

sotolon 0.72 -0.35 

ethyl2・methylpropanoate 0.84 0.13 

ethyl3・methylbutyrate 0.92 0.04 

ethyl lactate 0.75 0.05 

diethyl succinate 0.94 -0.13 

ethyl phenylacetate 0.85 0.18 

DMDS 0.36 0.83 

DMTS 0.70 0.59 
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Figure 9. First two principal component scores of 

aroma compounds in commercial aged sake (0， n = 
15)， commercial sake with“hineka" (・， n = 20)， and 

without‘'hineka" (ム， n= 20). 

また，熟成香成分による老香清酒と長期熟成酒の判別を試みた (Table10)。ステップワイズ変

数選択によりコハク酸ジエチル，乳酸エチルおよびイソ酪酸エチルの 3成分を用いたところ，長

期熟成酒は 15点中 1点が老香清酒に誤判別されたが，老香清酒は20点すべて正しく判別され，

誤判別率は2.9%となった。一個抜きクロスバリデーション(試料をひとつずつ除いて判別式を作
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成し，除いた試料のグループを予測する)の結果，長期熟成酒は87%，老香清酒は95%が正しく

判別され，良好な結果が得られた。

Table 10. Discrimination between commercial aged sake and commercial sake with “hineka" 

based on the concentrations of ethyl 2・methylpropanoate，ethyl lactate， and diethyl succinate 

commercial aged sake 

commercial sake with hineka 

cross-validation 

commercial aged sake 

commercial sake with hineka 

total 

number 

15 

20 

assigned classes 

commercial commercial sake % correct 

aged sake with hineka recognition 

14 1 93 。 20 100 

% error rate: 2.9 

assigned classes 

total commercial commercial sake % correct 

number aged sake with hineka p陪diction

15 13 2 87 

20 1 19 95 

% error rate: 8.6 

(4)活性炭による熟成香成分の吸着

老香を除去するといわれている MC炭による熟成香成分の吸着を検討した。 DMTSは1.0問ι

が0.4μダLとなり，約40%に減少した。エステル類は30'"'-'80%に減少したが，乳酸エチルは変化

しなかった。3・メチルプ、タナールは1.3mgILから 1.2mgILと 10%程度しか減少せず，ソトロン(43

μダL)はほぼ100%残存した。

4.考察

本章では，市販酒にみられる短期間の貯蔵や流通過程で生じる老香について，成分的な特徴お

よび官能評価に寄与する成分を検討した。

清酒の貯蔵によって増加する香気成分は，老香なし清酒と比較して老香清酒で多くなっていた。

このうち， DMTS，3・メチノレプタナールおよびソトロンは老香清酒中に闇値以上の濃度で含まれる

ものがあった (Table8) 0 DMTSについては， Figure 10のヒストグラムに示すように，老香清酒は

0.9μダL(関値の約5倍)まで分布し， 20点中 13点が闇値を上回っていたのに対し，老香なし清

酒は20点中 19点が0.09μダL以下に分布し，関値以上であったのは 1点のみだった。官能評価に

おいても老香強度と DMTS濃度の対数との間に相関がみられたことから (Figure8)， DMTSは官
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能的に老香に大きく寄与していることが示唆された。宇都宮も， DMTSを清酒に添加した場合に

約 3割の技術者が「老香Jと答えたと報告している(41)。また，老香の除去に用いられる MC炭

の処理により DMTSは確かに減少し，効果がみられたことから，老香への関与が裏付けられた。

3・メチルプ、タナールについても，老香清酒は老香なし清酒よりも高濃度側に分布し (Pigure10)， 

老香清酒の約半数が関値を超えていた (Table8)。また老香強度との聞に相闘がみられた (Pigure8)。

3・メチルプタナールは生酒の貯蔵中に顕著に増加する成分で，ムレ香の主原因物質であるが(22)，

火入れ後の貯蔵劣化臭である老香にも関与していると考えられた。ソトロンは，老香清酒で関値

を超えていたのは20点中 1点のみで，官能評価の結果からも (Pigure8)，老香への寄与は小さい

と考えられた。老香清酒でも甘いにおいが感じられるものはあったが，これにはソトロン以外の

化合物が関与していると思われる。この未同定成分については検討が必要と考えている。

DMTS 
3・methylbutanal

20 I DT 
8 r DT 

15トII
6 

ト| aEE コ4

E 

5 ト~I • 2 

。l圃I.J圃:-1圃I.J圃 t圃 l圃 1 ，. ，- o 
心.090.09-: 0.18・0.27・0.36・0.45・0.54-0.63・0.72-0.81・ -40 40・80 80- 120・160・200- 240・280-
0.18・0.270.36 0.45 0.54 0.63 0.72 0.81 0.9 120 160 200 240 280 

Concentration (119ι) Concentration (1I9/L) 

Figure 10. Histograms of the concentrations of DMTS and 3・methylbutanalin the commercial 

sake. Symbols:・， commercial sake with“hineka" (n = 20) ;口I commercial sake without 
“hineka" (n = 20). 

老香清酒と長期熟成酒の香気成分を比較すると， DMDS以外は長期熟成酒の方が有意に多かっ

た (Table8)。ただし，化合物によって老香清酒/長期熟成酒の比は異なっていた。主成分分析の

結果，老香清酒ではポリスルフィドが相対的に多い傾向がみられ，長期熟成酒で貯蔵期間が特に

長いものではYトロンをはじめとするカルボニノレ化合物やコハク酸ジエチルが多くなっていた。

老香清酒の貯蔵期間は数ヶ月""2年程度と考えられる。一方，今回用いた長期熟成酒の貯蔵期間

は5年""30年である。このことから，清酒の貯蔵初期はポリスルフィドが相対的に多くなり，貯
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蔵期間が長くなるにつれてソトロンなどのカルボ、ニル化合物や有機酸エステノレの比率が高くなる

と考えられた。

このような香気成分組成の違いが生じる原因としては，それぞれの化合物の生成速度や，清酒

中での化合物の安定性の違いなどが考えられる。ソトロン，フルフラール，アルデヒド類といっ

たカルボニル化合物の生成にはメイラード反応が関与していると考えられるため(42，43)，比較的

長い時間が必要と思われる。また，コハク酸や乳酸などの有機酸の化学的なエステル化反応にも

長い時聞が必要と考えられ，これらのエチルエステルを用いると老香清酒と長期熟成酒が判別可

能であった (Table10)。

ポリスルフィドの清酒中における生成機構は明らかではないが，一つの生成機構としては，メ

チオニンのストレッカ一分解で生じるメチオナールを前駆物質とする経路が考えられる。ピーノレ

においては，麦汁由来のメチオナールが DMTS生成に寄与していることが報告されている(34)。

一方，佐藤らが行った清酒の分画試験によると， DMDSには複数の前駆物質が存在するようであ

る(6)。ポリスルフィドは他の熟成香成分と挙動が異なっていたことから，上記のメイラード反応

以外の要因が存在する可能性も考えられる。

市販酒でみられる老香にはDMTSの寄与が大きいと考えられ，その生成を制御することが老香

の抑制につながると考えられる。第3章では，清酒における DMTSの生成機構について検討する。

5.要約

一般の市販酒において生じる老香に関与する香気成分を明らかにするため，全国市販酒類調査

試料より老香を指摘された清酒を選抜して香気成分分析および官能評価を行い，官能評価に寄与

する成分および香気成分組成の特徴(老香のない清酒や長期熟成酒との違い)について検討した。

老香に寄与する成分としては，老香清酒の65%に闇値以上のDMTSが含まれていたこと，また，

DMTS濃度の対数と老香強度との間に相関がみられたことから， DMTSが官能的に老香に大きく

寄与していることが示唆された。一方，ソトロンは老香清酒ではほとんどが関値以下の濃度であ

り，官能評価への寄与は小さいと考えられた。

成分的な特徴としては，アルデヒド類，エチルエステル類，ポリスルフィド (D恥IDS，DMTS)， 

フルフラール，ソトロンといった貯蔵によって増加する香気成分は，老香なし清酒<老香清酒<

長期熟成酒の順に多くなった。主成分分析の結果，老香清酒はポリスノレフィドが相対的に多く，
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長期熟成酒で貯蔵期間が特に長いものはソトロンをはじめとするカルボニル化合物およびコハク

酸ジエチルが多い傾向がみられ，両者の香気成分組成の違いが示唆された。
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第3章 DMTS前駆物質の探索および同定

1.緒言

清酒を数ヶ月から 2年程度貯蔵すると r老香」と呼ばれる貯蔵劣化臭を生じる場合がある。

第2章では，この「老香」に寄与する主要成分の一つがDMTSであることを示した。 DMTSは硫

黄様，タマネギ様のにおいを呈する物質で，加熱調理したタマネギ(45)，プロッコリ(46)，牛乳(47)，

チーズ(48)，ウイスキー(49)，ビール(33)，ワイン(50)といった食品や飲料から広く見出されている。

DMTSの生成経路および前駆物質に関していくつかの報告がある。前駆物質のーっとして，ネ

ギ属やアブラナ属の植物に含まれるらメチルシステインスルフォキサイドが報告されている

(51，52)。システインスルフォキサイドリアーゼの作用もしくは加熱処理によりこの物質が分解す

ると， DMTSを生じる(51，53)。植物中のDMTS前駆物質として，ほかに，ブロツコリなどのアブ

ラナ属植物に含まれるスルフォラファン (4・methylsulfinylbuty 1 isothiocyanate)が報告されている

(54)。この物質も，熱または酵素によって分解し， D恥10SおよびDMTSを含む様々な含硫化合物

を生じる(55，56)。

カマンベールやチェダーチーズの f熟成した」香りにも DMTSが寄与している。これらのチー

ズでは，メチオニンがバクテリアにより分解されてメタンチオールを生じ，これが酸化されて

DMTSを生じる。さまざまな種類のバクテリアがメチオニンからメタンチオーノレを生成すること

が報告されている(48)。

ウイスキーの蒸留工程においては，ウオッシュ中のメチオナーノレがメタンチオールを経て

DMDSおよびDMTSに変化する(57)。ビールの貯蔵中にもメチオナーノレから DMTSを生じること

が報告されている(29，34)。メチオナールの由来はメチオニンのストレッカ一分解と考えられてい

る。麦汁煮沸のような加熱工程がメチオニンのストレッカ一分解を促進すると考えられる。ピー

ノレでは，ホップ由来の S・メチノレシステインスノレフォキサイドも前駆物質の一つであると報告され

ている(32)。

佐藤らは，清酒の貯蔵における DMDSの生成について検討している(6)。清酒を酸性，塩基性，

および中性画分に分画し， DMDSの生成に対する寄与を調べたところ，どのフラクションからも

DMDSが生成した。しかし，メチオニンとシステイン以外の前駆物質は同定されなかった。また，

清酒における DMTSの生成機構については研究が行われていない。老香の生成を制御するために

は，においに寄与する DMTSの生成機構の解明が必要である。
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本章では，清酒を分画してDMTS生成に対する寄与を調べさらにDMTS前駆物質の同定を行

った。

2.材料および方法

(1)試薬

[methy/-d31・メチオニンおよびアセトニトリル-d3は，Cambridge Isotope Laboratories， Inc.より，

Dowex 50WX4 (200・400メッシュ)はムロマチテクノス株式会社より購入した。その他の試薬に

ついては和光純薬株式会社の特級， HPLC溶媒についてはHPLCgradeのものを使用した。試薬の

調製およびHPLC溶媒にはMili-Q水 (Mi1lipore社)を用いた。

(2)清酒

市販清酒は清酒メーカーから直接購入した。純米酒3種類(J1，J2， J3)，本醸造酒2種類(Hl，H2) 

の合計5種類の清酒を用いた。アルコール濃度は 15.5-18.0%，製造年は2004ー2007年だ、った。

( 3) [methy/-d31・メチオニンを清酒に添加した強制劣化試験

清酒Hlのメチオニン濃度を測定し，同濃度メチオニンまたは[methy/-d31・メチオニンをHlに添

加した。これらの試料を 9mLずつ 10・mL容のガラスパイアルに入れ， PTFE/シリコンセプタムで

シールした。このパイアルを 70"Cで1週間インキュベーションし，強制劣化試験を行った。GC・MS

分析は第1章2.(4) -iiと同様の方法で行った。ただし，インジェクションはスプリットレス

モードで行い，[methy/-d31・DMTSおよび[dimethy/-d61・DMTSの分析はSIMモードでmlz129および

132のイオンをモニターした。

(4)陽イオン交換樹脂による分画およびDMTS生成ポテンシャルの測定

清酒成分の分画は，佐藤らの方法(6)を一部変更して行った。 100mLの清酒を超純水で 1: 1に

希釈し，ガラスカラムに充填した陽イオン交換樹脂 (Dowex50WX4， W形， 200-400メッシュ，

60 mL)に通液した。カラム体積の3倍の超純水で洗浄後，溶出液を合わせてN画分(陽イオン

交換樹脂非吸着画分)とした。次に，カラム体積の 10倍の0.5Mアンモニア水を通液し，溶出液

をA画分(陽イオン交換樹脂吸着画分)とした。それぞれの画分を減圧濃縮後凍結乾燥し， 20mL

の超純水に溶解した。このうち1.8mLを 10・mL容のガラスパイアルに入れ，清酒と同濃度となる

ようエタノールを添加し，超純水で9mLにメスアップした。清酒と閉じpH(4.2-4.4)に調整後，

(3) と同様に強制劣化試験を行った。第1章2. (4) -iiと同様の方法で DMTSの分析を行
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った。ただしインジェクションはスプリットレスモードで、行った。定量下限値および検出下限値

はそれぞれ0.04および0.01μg/Lだった。清酒 1mLもしくはそれに相当する量の画分の強制劣化

試験によって生成する DMTS量 (ng)をDMTS生成ポテンシャルと定義した。

(5)清酒から DMTS前駆物質の精製

画分を得た。これを濃縮，凍結乾燥後， 120叫

の超純水に溶解し，逆相カラム (TSKgel

ODS・80Ts，21.5 x 300 mm，東ソー製)で分画し

た。クロマトグラフィーは以下の条件で行った。

試料4mLを注入し，流速4mL/分で超純水を75分間流した後， 62.5分間でメタノール濃度を直

Figure 11に示すスキームで，清酒J3から

DMTS前駆物質を精製した。逆相クロマトグラ

フィーには， 5mLのサンプノレノレープを装着した

Gilson社製 model305を用い，イオン排除およ

び順相クロマトグラフィーには， 50μLのサン

プルループと UV-VIS検出器を備えた

LC・10ADvp(島津製作所製)用いた。 Frac-920

(Amersham Biosciences製)を用いてフラクシ

ョンを回収した。

清酒 1Lを， 500 mLの Dowex50WX4を充填

したガラスカラム (50x 500 mm)に通液し， N
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Figure 11. Scheme of the purification of 

DMTS precu陪orcompound (DMTS・P1)from 

sake. 

線的に 50%まで増加させ， 75分間保持した。溶出液は 10mLずつ回収した。この操作を29回繰

り返した。フラクションの一部 (2.7mL)をコハク酸緩衝液に添加し， (6)に述べる方法でDMTS

生成ポテンシヤノレを測定した。 DMTSを生成したフラクション (DMTS生成フラクション)を集

めて濃縮，凍結乾燥し， 12mLの20mMギ酸溶液 (pH2.8)に溶解した。超純水のかわりに20mM

ギ酸溶液を移動相として，再度逆相クロマトグラフィーを行った。 DMTS生成フラクションを濃

縮，凍結乾燥し， 3mLの超純水に溶解した。 50μLをイオン排除カラム(Ic-PakIon-Exclusion， 7.8 

x 300 mm， Waters製)・に注入し，溶離液として20mMギ酸を 0.6mLl分で流した。溶出液は0.3mL 

ずつ回収した。この操作を 55回繰り返した。DMTS生成フラクションを集めて濃縮，凍結乾燥し，
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1.5mLの80%のアセトニトリル水溶液に溶解した後， Amide-80カラム (4.6x 250 mm，東ソー製)

に供した。 80%のアセトニトリル水溶液を溶離液として 0.5mLl分で、流した。この操作を 29回繰

り返し，精製されたDMTS前駆物質 (DMTS-PI)を得た。

(6 )クロマトグラフィーフラクションのDMTS生成ポテンシャルの測定

クロマトグラフィーフラクション，エタノール1.6mL，緩衝液(IOOmMコハク酸緩衝液，pH 4.0) 

0.9 mLを10・mL容のガラスパイアルに入れ，超純水を加えて 9mLとした。フラクションに有機

溶媒が含まれる場合は，減圧濃縮および凍結乾燥により除去し，残涯を超純水に溶解した。フラ

クションの添加量は，強制劣化試験の総体積 (9叫)を濃縮率(前駆物質が1つのフラクション

に回収率 100%で溶出すると仮定して計算)で除した量とした。強制劣化試験を行い， DMTS生

成ポテンシャルを求めた。

(7)高分解能LC-MS分析

質量分析装置JMS・T100LP(日本電子製)にAgilent・1200HPLCシステム (Agilent製)を連結さ

せた装置を用いた。精製したDMTS-PlをJK-CI8カラム (2.0x 150 mm， Imtakt製)に供し，超

純水を移動相として 0.2mL/分で流した。溶出液を ESI(+)・TOFマススベクトロメトリーに導入し

た。正確に質量を分析するため，内部標準としてギ酸ナトリウムを添加した。

(8 )核磁気共鳴分光法 (NMR)

N恥1Rスベクトノレは日本電子製ECP-500スベクトロメーターにより測定した。 NMR操作および

解析にはソフトウエアDeltaを用いた。lHNMRは500.16MHz， 13C NMRは125.77MHzで行った。

測定はCD3CNID20(80:20)溶液中で， 5'Cで行った。化学シフトは， CD3CNのOH1.93およびOc1.28 

を内部標準とした。 lHおよび 13CNMR， lH)H COSY， 1削 QC，lTh佃Cいずれも標準パルスシー

ケンスにより測定した。

1，2・Dihydroxy-5・(me出ylsulfinyl)pentan-3・one. lH m仮:O 2.57 (s， 3H， H・6)，2.89 (m， lH， H・5a)，3.00

(m， 2H， H-4)， 3.05 (m， lH， H・5s)，3.70 (dd， lH， J = 3.0， 12.0 Hz， H-1a)， 3.79 (dd， lH， J = 3.0， 12.0 Hz， 

H-Is)，4.21仏lH，J= 3.5 Hz， H・2). 13CNMR:δ31.5 (C-4， CH2)， 37.2 (C・6，CH3)， 46.2 (C-5， CH2)， 63.2 

(C・1，CH2)， 77.8 (C・2，CH)， 210.4 (C-3， C=O). COSY daぬ:H・1→ H・2;H・2→ Hl;H・4→ H5;H・5

→ H-4. HMQC data: H・1→ C・1;H・2→ C・2;H・4→ C-4;H・5→ C-5;H・6→ C-6. HMBC 

data: H・1→ C・3;H・2→ C・3;H-4→ C・3，5;H-5→ C・3，4，6;H・6→ C・5

(9)その他の化学分析
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メチオニン濃度は JLC-500アミノ酸分析計(日本電子製)で測定した。メチオナール濃度は第

1章2.(4) -iiに示した方法で測定した。有機酸濃度は島津製作所製有機酸分析装置で測定し

た。グ、ノレコース濃度はアークレイ社製グルコースオートアンドスタットで測定した。

3.結果および考察

( 1) [methyl-d3J・メチオニンを添加した強制劣化試験

まず，メチオナーノレの前駆物質であるメチオニンがDMTSの生成に及ぼす影響について検討し

た。メチオニンのストレッカ一分解により DMTSが生じるなら，[methyl-d3J・メチオニンを清酒に

添加すれば，[methyl-d3J・DMTSおよび[dimethyl-d6JーDMTSが生じるはずであると考えた (Figure

12C)。そこで，清酒Hlに天然のメチオニンと同濃度(66μM)の[methyl-d3J・メチオニンを添加した。

コントロールとして無標識のメチオニンを同量添加した。強制劣化試験前の試料にはDMTSは検

出されなかった。強制劣化後，[methyl-d3J・メチオニンを添加した試料から，[methyιd3J・DMTSに

相当するrnJz129の小さなピークが，無標識のDMTS(rnJz 126)の少し前に検出された(Figure12A)。

コントロールからは[methyl-d3J・DMTSのピークは検出されなかった (Figure12B)。これらの結果

から，メチオニンのメチル基が DMTSに導入されることが示された。しかし，[methyl-d3J・DMTS

のピーク面積は無標識のDMTSのわずか6%であり，また，[dimethyl-d6J・DMTSに相当するrnJz132 

のピークは検出されなかった。メチオニンのストレッカ一分解だけでDMTSが生じると仮定すれ

ば，無標識の DMTSと[methyl-d3J・DMTSおよび[dimethyl-d6J・DMTSの量比は 1: 2 : 1となるはず

である。以上の結果から，清酒貯蔵中の DMTS生成に対するメチオニンのストレッカー分解の寄

与は小さく，他の前駆物質や生成機構の存在が推察された。清酒Hlから少量のメチオナール(10

μgIL)が検出されたが，メチオナールから DMTSへの変換率は0.1%と報告されていることから(34)，

生成したDMTS量 (0.2μダL)の約 10%しか説明できない。
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Figure 12. GC・MSchromatograms of sake samples spiked with [methyl-尚子methionine(A) and 

control (8) after accelerated aging， and the pathway of DMTS formation from methionine via 

Strecker degradation (C). 

(2)陽イオン交換樹脂による分画

H2)を陽イオン交換樹脂で分画し，J2， DMTS前駆物質を探索するため， 3種類の清酒(J1，

Table 11に未処理の清酒と分画面分のDMTS生成ポテンシDMTS生成ポテンシヤノレを測定した。

陽イオン交換樹脂に吸着しなかった画分 (N画分)は

Table 11. DMTS-producing potential before 

and after fractionation by cation exchange 

ャルを示した。いずれの清酒についても，

吸着画分 (A画分)よりも DMTS生成ポテンシャ

resln 

fraction 

A画分にはアミンやアミノ酸といルが高かった。

DMTS producing potential 

(ng DMTS/ml sake) 

J1 J2 H2 

14 10 0.2 

0.1 1.1 n.d. 

112 22 22 

26 8.8 3.2 

before fractionation 

adsorbed (A) 

not adsorbed (N) 

A+N 

n.d.， not detected. 

N画分には酸性および

DMTS これらの結果から，

った塩基性成分が含まれ，

中性成分が含まれる。

前駆物質は主に酸性/中性画分に存在することが

示唆された。意外なことに， N画分のDMTS生成

の清酒よりも高
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DMTS生成ポテンシャルが減少したことから，(A+N) ， かった。 N画分にA画分を添加すると

A画分にはN画分からの DMTS生成を抑制する成分が含まれると考えられた。

(3)清酒からの DMTS前駆物質の精製

DMTS前駆物質を他の成分と分離するため，逆相シリカゲル (ODS)を用いたクロマトグラフ

ィーにより N画分をさらに分画した。 Figure13に示すとおり， DMTS生成ポテンシヤルを有する

リンゴ酸，主要ピークが2つ見出された。これらは， N画分の主要成分である有機酸(クエン酸，

1番目のピークの DMTS前駆物質コハク酸)およびグルコースとは分離されていた。乳酸，

(DMTS-P2)はメタノールのリニアグラジエン

DMTS-P1はDMTS-P2よりも極性が高いと考えられた。

(DMTS-P1)は水のみで溶出し， 2番目のピーク

トで溶出したことから，
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Figure 13. Reversed-phase chromatogram with MeOH/H20 as eluent. DMTS-producing 

potential ofthe fractions 5-40 was measured by directly adding the fractions to the bu宵ersolution. 

For the fractions 41-89， eve叩threefractions were combined， Iyophilized， and dissolved in 10 mL 

of ultrapure water. The potential was measured in the same way as fractions 5-40 and 

represented by dividing the measured value by three. 

また， DMTS-P1およびDMTS-P2とN画分(IIl6希釈したもの)との聞には相乗効果がみられ

た。 Figure14に示すとおり， DMTS-PlまたはDMTS-P2にN画分を添加すると，単独の場合に比

DMTS-P1およびDMTS-P2がこの結果は，それぞれ 10倍程度 DMTS生成量が増加した。ベて，

DMTSの生成に関与していることを示唆している。
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さらにクロマトグラフィーにより精製した。 20DMTS-P1の方がポテンシヤノレが高かったため，

mMギ酸 (pH2.8)を移動相とした逆相カラムでも，水を移動相とした場合と同じリテンションタ

イムでDMTS-P1は溶出した。 pHの異なる溶離液を用いたクロマトグラフィーでも同じ挙動を示

RT 
20 40 30 10 D したことから， DMTS-P1は酸性成分ではなく中

3∞ 
イオン排さらに，性成分であると考えられた。

2∞ 
O
N
N
〈

(Amide-80)を用い除カラムおよび順相カラム

てDMTS-P1を精製した。Figure15に示すとおり，

1∞ 
DMTS-P1 Amide-80カラムを用いた HPLCで，

は画分7の単一ピークとして分離された。
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Table 12. Summary of the purification of 

DMTS-P1 from sake. 

DMTS-producing 

potential (ng/ml) 

4.3 
182 

2.4 

chromatography 

step 

Figure 15. Separation by the Amide-80 column. 

The e宵luentwas collected in nine fractions， as 

indicated by the arrows. 
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DMTS-Plの精製をTable12にまとめた。 DMTS生成ポテンシヤルは精製ステップにおいて徐々

に減少したが，濃縮や凍結乾燥の前後ではポテンシヤルの変化がみられなかった(データは示し

ていなし、)ことから，カラムでの精製により他の前駆物質または触媒成分が除去された可能性が

考えられた。

(4) DMTS・Plの構造決定

MSおよびNMRによって得られたデ、ータをもとに， DMTS-Plの構造決定を行った。 Figure16 

に示すとおり，ポジティプモードの高分解能 ESI・MSにより， DMTS-Plの分子式は C6H1204Sと

推定された (mlz181.0534， [M + Ht，企・0.1mmu) 0 mlz 361.0988のピークは二量体[2M+Htであ

り，mlz 117.0566のピークは組成式CSH903(ca1cd. 117.0552) と推定され，メチルスルフォキサイ

ド部分が脱離した構造[M-S(O)Metと考えられた。

relative 

abundance 181.05342 

由。

80 

70 

381.09884 

60 

50 

40 

30 117.05655 

20 

10 

D 山 斗~
50 1ω 150 2∞ 250 350 4∞ 

m/z 

Figure 16. High-resolution mass spectra of DMTS-P1. 

DMTS-PlのlHおよび 13CNMR.， lH)H COSY， HMQCスベクトノレ解析を行ったところ，すべ

ての 13Cおよび lHシグナルを帰属することができた。 13Cm在RおよびDEPTスベクトルから，

DMTS-Plの6つの炭素は，カルポニノレ炭素， 2つのメチレン炭素，酸素が結合した2つの sp3炭

素，およびメチル基であることが明らかとなった。高分解能 ESI-MS分析の結果より， DMTS-Pl 
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にメチルスルフォキサイド部分が含まれることが示唆されたため， oH2.57のシングレットシグナ

ルはメチルスルフォキサイド部分C・6のメチルプロトンと帰属した。 lH-1HCOSYスベクトルでは，

OH 3.70， OH 3.79 (H-lαおよびH-IJ3)，およびOH4.21 (H・2).の間に相関ピークがみられた。したが

って， 2つの水酸基がそれぞれC・1(oc63.2)およびC・2(oc77.8)に結合していると考えられた。

H恥侶Cにおいて，カルボニル炭素 (C・3) とH・1，H・2，H・4およびH・5プロトンとの間に相関が

みられ，メチレン炭素 (C・5)とH・6のメチルプロトンとの聞に相関がみられたことから， C-2お

よびC・4炭素はカルボニノレ炭素 (C・3)に結合し

ており，メチルスルフォキサイド部分は C・5に

結合していることが示唆された (Figure17)。

O~ ベ凶6L
?ijdZL110H 

Figure 17. Key HMBC (indicated byarrows 

以上の結果から， DMTS-Plの構造は， 1，2・ジー from1H to 13C)， and 1H_1H COSY (indicated by 

ヒドロキシ・5・(メチルスルフイニノレ)ペンタン・3- bold lines) for 1，2・dihydroxy-5・(methylsulfinyl)

オンと決定した。我々の知る限りにおいて，本

化合物はこれまでに文献等には報告されていない。

(5) DMTS-Plから DMTSの生成

pentan・3・one.

高分解能ESI・MS分析において検出された mJz117.0566のイオンは，メチルスルフォキサイド

部分が脱離した構造に相当する。したがって，メチルスルフォキサイド部分はDMTS-Plから容易

に脱離し， DMTSの生成に寄与すると考えられる。 Ostennyerらは， S-メチノレシステインスルフオ

キサイドの加水分解により不安定なメタンスルフェン酸を生じると報告しており(58)，Chinらは，

メタンスノレフェン酸から生じるメタンチオーノレの酸化によって DMDSが生じると報告している

(53)。メタンチオールの酸化によって， DMDSとともにDMTSも生じる(48)0S-メチルシステイン

スルフォキサイドの場合と同様に， DMTS-Plについても，メチノレスルフォキサイド部分から s-

脱離によりメタンスルフェン酸を生じると考えられ， Figure 18にまとめた経路により DMTSが生

成すると推定される。

なお， DMTS-PlとN画分との聞には相乗効果がみられた (Figure14)0 DMTS-Plの分解によっ

て生じると考えられるメタンスルフェン酸は反応性が高いため， N画分中の他の含硫化合物と反

応してDMTSを生じる可能性がある。
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Figure 18. Estimated mechanism of the formation of DMDS and DMTS from DMTS-P1. 

(6) DMTS前駆物質の由来の推定

DMTS-Plは新規化合物であるため，清酒製造工程においてどのように生成するのかは不明であ

る。一つの可能性として，メチルチオアデノシン (MTA)からメチオニンを再生するメチオニン

再生経路が考えられる。この経路はバクテリア(59，60)，酵母(61)，植物(62)，および動物(63)に幅

広くみられる。この経路では(60)，まずMTAの加水分解によりメチルチオリボース (MTR)を生

じ， MTR・I・りン酸 (MTR-IP)に変換される。続いて MTR・l-Pは，イソメラーゼ，デヒドラター

ゼ，エノラーゼ，ホスファターゼによる一連の酵素反応により 1，2-ジヒドロキシふ(メチルチオ)・1・

ベンテン・3・オンを生じる (Fig町e19)。この不安定な化合物は，好気的条件において自発的に分解

して2・ケト・4・メチルチオ酪酸または3・メチルチオプロピオン酸を生じるか (64)，もしくはジオキ

シゲナーゼにより酵素的に2・ケト・4・メチルチオ酪酸に変換される (63)。最終的に，このケト酸が

アミノ基転移反応によりメチオニンになる。

Saccharomyces cerevisiaeのゲノムからも，この経路を

コードする遺伝子が同定されている(65・67)。

1，2・ジヒドロキシ・5・(メチルチオ)・1・ペンテン・3・オ

ンと DMTS-Plの化学構造を比較すると，前者のスノレ

フィド基が後者ではスルフォキサイドに酸化され，前

O 

\S~OH 
OH 

Figure 19. Structure of 1，2・dihydroxy-

5・(methylthio)・1・penten・3・one，an

intermediate compound of the methionine 

salvage pathway. 

者のエンジオールが後者ではジオールとなっている点が異なるが，両者は類似している (Figure19 

およびFigure17)。したがってDMTS-Plがメチオニン再生経路と関連している可能性が推察され

る。しかし，この仮説を確認するためにはさらに研究が必要である。
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本研究では，ほかの前駆物質として DMTS-P2も見出された。 DMTS-P2の精製は現在行ってお

り， DMTS-P1に比べてAmide-80カラムに対する親和性が低いことが観察されている(データは

示していない。)このことは， DMTS-P1よりも疎水的な性質であること CFigure13) と矛盾しな

い。しかし，メチオニン再生経路の代謝中間体は，水酸基やリン酸基を有する親水性の化合物な

ので， DMTS・P2はこの経路には含まれないと思われる。 DMTS-P2の由来を解明するには，構造

解析等の情報が必要である。

さらなる研究が必要であるが， DMTS-P1およびDMTS・P2の発見は，清酒製造工程中の生成機

構の解明を通じて，清酒の老香の制御の可能性を提示するものと思われる。

4.要旨

ジメチルトリスノレフィド CDMTS)は「老香」よばれる清酒の劣化臭に寄与するが，清酒貯蔵中

の生成機構は明らかとなっていない。本報では，清酒中の DMTS前駆物質について検討した。

[methyl-d31・メチオニンを用いた実験から， DMTS生成に対するメチオニンのストレッカ一分解の

寄与は小さいことが示された。陽イオン交換樹脂により清酒成分を分画したところ， DMTS前駆

物質は塩基性画分よりも酸性/中性画分に存在することが明らかとなった。 DMTS生成ポテンシ

ヤルを指標として，各種クロマトグラフィーにより DMTS前駆物質を精製した。高分解能ESI・MS

および 1D/2DN恥1Rにより，前駆物質のひとつは 1，2・ジヒドロキシ・5・(メチノレスノレフィニノレ)ベンタ

ン・3・オンと同定された。
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総括

清酒の貯蔵による香りの変化は一般的に劣化ととらえられ老香」とよばれる。一方で，長

期間貯蔵した清酒に特有のカラメル様の香りゃなめらかな味を楽しむ消費者もあり，意図的に長

期間貯蔵した清酒が「熟成酒」として市場に出回っている。貯蔵による香りの変化に寄与する成

分を明らかにし，それらを制御することができれば，清酒の劣化防止や，品質の良い熟成酒の製

造が可能になると考えられる。

清酒の貯蔵により増加する香気成分として，これまでにさまざまな化合物が報告されていた。

しかし，濃度や闘値が不明であるなど，香りへの寄与が明らかでない成分も多かった。本研究で

は， GC-O， GC-MSを用いた定量分析により，清酒の熟成に関与する香気成分について検討した。

その結果，既に報告されていたソトロン，フルフラール， DMDS等のほか， DMTS，アルデヒド

類，エステル類等のさまざまな香気成分を見出した。このうち，':1トロン， 3・メチルブタナーノレ，

DMTSは，古酒中の濃度が闇値を大きく上回り，古酒の香りに大きく寄与することが示唆された。

一方，全国市販酒類調査試料を用いて， r老香」を指摘された市販清酒(老香清酒)の香気成

分を調べた結果，一般的な貯蔵・流通期間(数ヶ月'"'"'2年程度)で市販清酒に生じる「老香Jに

は， DMTSが大きく寄与することが明らかとなった。また，老香清酒と長期熟成酒(貯蔵期間5

年'"'"'30年)の香気成分組成の比較から， DMDSやDMTSといったポリスノレフィドは老香清酒を

特徴付ける成分であり，ソトロンをはじめとするカルボニル化合物やコハク酸ジエチノレは，長期

間貯蔵した清酒を特徴付ける成分であることが明らかとなった。

清酒の貯蔵により増加する香気成分(熟成香成分)とその生成機構を Figure20にまとめた。

ソトロン，フルフラール，アルデヒド類といったカルボニル化合物は，アミノ酸と糖との反応で

あるメイラード反応により主に生成すると考えられる。コハク酸ジエチル，2・メチル酪酸エチル，

3・メチル酪酸エチノレ等のエチルエステル類も貯蔵により増加する。清酒中に高濃度(15'"'"'20%)

含まれるエタノールと，有機酸や脂肪酸とのエステノレ化反応により生成すると考えられる。

DMDS， DMTSといったポリスノレフィドについては，ピーノレ，ウイスキー，野菜類において前

駆物質が報告されていたが，それらの前駆物質の清酒中の含有量は微量もしくは検出されず，清

酒中の生成機構は解明されていなかった。そこで，清酒中より DMTS前駆物質を探索した。その

結果，二つの主要前駆物質が見いだされ，そのうちの一つ (DMTS-PI)は，新規化合物 1，2・ジヒ

ドロキシ・5・(メチルスノレフィニノレ)ベンタン・3・オンと同定された。 DMTS-Plの由来については現
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在のところ不明であるが，メチオニン再生経路の代謝中間体と構造が類似していることから，こ

の代謝経路が関与する可能性が考えられる。

最近金井らは，清酒もろみにマグネシウムイオンを添加すると，酵母によるメチオニンの取込

みが促進されるとともに，貯蔵によるDMTSの生成が抑制されることを見出している(68)。また，

奥田らは，清酒中の含硫アミノ酸の総量と貯蔵により生じるポリスルフィドとの聞に相闘がみら

れること，また，メイラード反応に由来する清酒の色とポリスルフィドの生成には，それぞれ別

の要因が関与すること示している(69)。これらの報告と本研究の結果をあわせて，ポリスルフィ

ドの生成には含硫アミノ酸の代謝関連成分が関与すると推察される。

清酒の熟成の制御という観点から，たとえば，アミノ酸や糖濃度を高めるような方法で清酒を

製造すれば，貯蔵中にメイラード反応が促進され，ソトロンなどのカノレボニル化合物の多い熟成

酒をつくることが可能と考えられる。一方，ポリスノレフィドはアミノ酸から直接に生成するわけ

ではないので，たとえばDMTS-Plの生成を抑制するような製造条件や酵母を見出せば，他の成

分とは別に，ポリスルフィドのみを制御することが可能になると考えられる。今後，さらにDMTS

の生成機構についての解明が進み，老香の制御や予測といった技術につながることを期待したい。

3・methylbu旬nal
• benzaldehyde 
• phenylacetaldehyde 
methional 
furfural 

D-J¥ 
トーノ

-----v 

つ・
|作E日日t廿th陥M刷附州1祖閣m叩a町加仰no悶。
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DMTS-P2... 

Organic acids 
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Figure 20. Aroma compounds increased during aging and the mechanism of their formation. 
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