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The ethyl -D-glucoside ( -EG) contained in sake is generated via a transglucosylation reaction medi-
ated by -glucosidase, which is produced by koji mold in sake mash. The mechanism of generation and 
effects of -EG on the quality of sake products have been studied over many years. Moreover, -EG has 
been reported to be the active ingredient in sake used to produce a skin moisturizer that reduces skin rough-
ness. However, cost has been an issue in manufacturing -EG using sake as the raw material. In the present 
study, we developed a low-cost, simple brewing method for manufacturing -EG from the brewing by-
product sake-cake.

We then studied the moisturizing function of sake-cake refermentation liqueur (SCRL) produced by this 
method. Further, we applied SCRL preparations containing 0.03, 0.16, or 2.5% of -EG to the skin surface 
of student volunteers in their early 20s. The result showed a marked increase in water content in the stratum 
corneum 120 min after the application compared with that observed with a control, ethanol, demonstrating 
the moisturizing function of SCRL.
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緒　　言

飲酒したヒトの尿から検出されたことをきっかけとし
て清酒に含有される成分として同定されたエチル -D-
グルコシド（以下， -EG）は 1)，清酒においてエタノー
ル，グルコースについで高含有されている分子量208の
配糖体で 2)（Fig. 1（A）），口に含むとすぐに感じる甘味
と遅れて感じる苦味を呈する． -EGは清酒中には通常
1％（w/v）以下の濃度で含有されており，その濃度はビー
ルやワインなどの他の醸造酒と比較して高いが，それは
デンプンの糖化とアルコール発酵が同時に行われる清酒

独特の発酵法である並行複発酵に起因する．すなわち，
デンプンの糖化とエタノール発酵が並行して進行するこ
とで，もろみ中に共存するマルトースやマルトオリゴ糖
とエタノールを基質として，麹の生産する -グルコシ
ダーゼの糖転移反応によって -EGが生成される3)（Fig. 1
（B））．したがってビールやワインでは，エタノール発
酵中にマルトオリゴ糖および -グルコシダーゼが共存
しないために -EGがほとんど生成されない．なお，ワ
インに微量に含まれる -EGは，貯蔵中にワインに含ま
れるグルコースとエタノールから化学反応によって生成
するとされている 4)． -EGは清酒の呈味に影響を与え
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るだけではなく，肌質改善などの機能性を持つことが報
告されている．マウスの皮膚にUV-Bを照射する前5日
間 -EGを塗布すると，塗布しない場合と比較して有意
に肌からの水分蒸散量が低減された．この現象は培養細
胞を用いた実験によって， -EGがUV-Bによって細胞
の増殖が誘発された表皮細胞の角化を促進することで，
増殖と角化のバランスを改善する効果であると報告され
ている 5,6)．また，伝承的に日本酒をよく飲む蔵人や相
撲取りは肌にハリやツヤがあると言われてきたが，ヘア
レスマウスに経口投与し皮膚に及ぼす影響を調べた実験
で， -EGには飲用でも肌質の改善に効果があることが
広常らによって報告されている 7)．これらの -EGの機
能性を期待して，清酒を原料として調製した -EGを含
有する米発酵液が化粧品素材として利用されている．し
かし，清酒中の -EGの含有量は少なく製造コストの低
減に課題がある．そこで本研究で我々は， -EGを発酵
法で安価に製造することを目的に，清酒醸造の副産物で
ある酒粕を用い， 化米または米ヌカ（白ヌカ）をデン
プン原料として補填した仕込み試験を行い，どの程度の

-EGを含有する酒粕再発酵酒を醸造できるか検討した．
次に，ボランティアの肌に酒粕再発酵酒を塗布した後の
角層水分量の変化を測定し，酒粕再発酵酒が目的とする
保湿機能を有することを検証したので報告する．

実験方法

試料　　酒粕は本醸造板粕（精米歩合70％以下，以
下酒粕）または錬り粕（純米酒酒粕を数か月熟成）を使
用した．デンプン原料として70％精米の 化米または
精米歩合85％～75％の白ヌカを使用し，酵母はきょう
かい7号酵母（Saccharomyces cerevisiae Kyokai No. 7，
NBRC 101557）を用いた． -アミラーゼ剤は株式会社
新日本化学工業のスミチームL（以下AL）12,000 U/g，

-グルコシダーゼ剤は，天野エンザイム株式会社の四
段用TG-B（以下TGB）300,000 U/gおよび -グルコシ
ダーゼ「アマノ」SD（以下SD）60,000 U/gを供与いた
だいた．
白ヌカ液化液の調製　　白ヌカ50 gに対して精製水

200 mlおよびAL 500 mgを加え，40°Cで24時間振と
うした後，再度白ヌカを50 g添加し40°Cで1時間振と
うした．白ヌカを蒸きょうする場合は，200 gの白ヌカ
に精製水100 mlを噴霧した後90分間蒸きょうし，蒸きょ
うした白ヌカ100 gを用いて無蒸きょうの白ヌカと同様
の手順で液化した．液化液は固液分離せずに全量をもろ
みに添加した．
仕込み方法　　酒粕10 gに 化米もしくは白ヌカ液化
液および酵素剤を加え，酵母を仕込み水（乳酸でpH 2.6

Fig. 1.　Mechanism of ethyl -D-glucoside ( -EG) production in sake mash and brewing process. (A) Structural formula of -EG. (B) 
Rice starch is broken down into low-molecular-weight sugars such as maltooligosaccharide, maltose, and glucose by -amylase and 
glucoamylase produced by Aspergillus oryzae (koji) metabolism. Saccharomyces cerevisiae produces ethanol mainly from glucose 
and maltose. Ethyl -D-glucoside is generated via an -glucosidase-mediated transglucosylation reaction between ethanol and one of 
the sugars: maltooligosaccharide, maltose, or isomaltose. (C) Sake-cake refermentation liqueur brewing process. (D) Sake brewing 
process.
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に調整した精製水を用いた）に対して5.3 × 106 cells/ml
添加し，15°C一定で20日間発酵した後，遠心分離によっ
て固液分離を行った．試験区によって 化米，白ヌカ液
化液，仕込み水量および各種酵素剤の添加量を調整した．
Fig. 1（C）に本研究で検討した仕込み方法，Fig. 1（D）
に一般的な清酒の仕込み方法を示す．

-EGの定量　　 -EGの定量は高速液体クロマトグラ
フィー（HPLC）分析装置として，Alliance HPLC system
および2414RI（Waters, Milford, MA）検出器を用い，
既報の分析条件で行った 8)．
角層水分量の測定　　肌試験は，普通酒粕と 化米を

発酵して調製した酒粕再発酵酒および -EG含有エタ
ノール水溶液を試料として，既報に従って 9)サンプルを
塗布した被験者（平均年齢22才，男4名，女4名）の前
腕部の角層水分量を塗布直後を0分として，以後120分
まで15分間隔でCorneometer CM825（Courage+Khazaka 
electronic GmbH, Cologne, Germany）を用いて測定し
た．なお，各サンプルと同濃度のエタノール水溶液を対
照として，相対角層水分量を以下の式によって求めた．

相対角層水分量（％）＝（各時間のサンプルを塗布した
肌の水分量／各時間のエタノール水溶液を塗布した肌の
水分量）×100

本試験は，室温22–23°C，湿度48–64％に保った室内
で行った．なお，本試験は自由意志で応募した学生ボラ
ンティアを対象に，金沢工業大学の倫理委員会の承認を
得て行った．

実験結果

酒粕と 化米を用いた仕込み試験　　酒粕を用いて
-EGを生産可能か検証する目的で酒粕と 化米を用い
て小仕込み試験を行った．新鮮な酒粕または錬り粕10 g
に 化米無添加または20 gを加え精製水をそれぞれ
10 mlまたは50 ml加水して仕込み，生成した酒の -EG
濃度を測定したところ，酒粕のみでは -EGは生産され
なかった（Table 1）．また酒粕の熟成度によって -EGの
生産性に差はなかった．この結果から以降の仕込みでは，
新鮮な酒粕を用いることにした．糖質原料と汲み水の配
合を決定するために，酒粕10 g， 化米10 g，汲み水を
20，40および60 mlにして仕込み試験を行った結果，
汲み水が20，40および60 mlのとき -EG濃度はそれぞ
れ2.8，1.0および0.2％であり，汲み水の量を2.0倍ま
たは3.0倍にすると -EG濃度はそれぞれ約3分の1また
は14分の1に減少した（Fig. 2）．

-EGの生成反応を触媒する -グルコシダーゼに関し

て，使用する酵素の種類とその添加量について検討した．
-グルコシダーゼはSDよりもTGBの方が -EGが高生
産となる傾向であった．もっとも -EG高生産となった
のは -グルコシダーゼとしてTGBを15 mg， 化米を
10 gを用いて汲み水を20 ml添加した仕込み区分であっ
た（Fig. 3）．
白ヌカ液化液を用いた仕込み試験　　デンプン原料を

酒粕に添加することで -EG含有酒粕再発酵酒が生産で
きたので，次に酒粕と同様に清酒醸造の副産物である白
ヌカを用いて仕込み試験を実施した．白ヌカを直接もろ
みに添加すると白ヌカが吸水し，発酵が進まないため，
白ヌカを -アミラーゼ（AL）で液化しもろみに添加した．
また，酒粕を添加する効果を検証する目的で，酒粕を添
加もしくは無添加で仕込みを行った．このときもろみに
添加するTGBの添加量についても検討した．酒粕を添
加した区分は無添加の2倍以上の -EGを生産した．ま
たTGBを10 mg添加した区分で -EGの生産性が高かっ
た（Fig. 4）．
液化液を作製する際のALの添加量を検討することを

Fig. 2.　Effect of the amount of water added to sake mash on 
-EG production. Ten grams of sake-cake were fermented 

using 20, 40, or 60 ml of water with 50 mg of AL ( -amylase); 
10 mg of TGB ( -glucosidase); and 10 g of dried pregelatinized 
rice. Fermentation was carried out for 20 days at 15°C. Plotted 
values represent the mean ± SD (n = 3).

Table 1.　
and -glucosidase on the -EG production.

Component

Fresh sake-cake (g) 10 10 ̶ ̶

Aged sake-cake (g) ̶ ̶ 10 10

Pre-gelatinized rice (g)  0 20  0 20

Water (ml) 10 50 10 50

-Glucosidase (TGB) (mg) 10 10 10 10

-EG (%) 0.2 1.9 0.2 1.7
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目的に，白ヌカ100 gに対してALを0.5，1.0または1.5 g
添加して液化液を作製し，また，もろみに加えるTGB
の添加区分を10 mgと15 mgとして小仕込み試験を行っ
た．ALおよびTGBの添加量が多いほど -EG濃度は低
下した（Fig. 5）．

-EGが高生産となる酒粕と白ヌカ液化液のもろみへ
の添加量を求める目的で，酒粕10 gに対して異なる量
の液化液を添加して仕込みを行った．TGBの添加量が
10 mgのとき，液化液の添加量が増加するに従って

-EG濃度が低くなった（Fig. 6）．このとき -EGの総取
得量は液化液の添加量に比例して増加したが，液化液の
添加量を増すとデンプン原料1 gに対する -EGの収量は
減少した．TGBを15 mgおよび液化液50 gを添加した

場合 -EGの濃度は約2.1％であり，もろみの原料使用量
を考慮するともろみに含有する -EGの総量はもっとも
多くなった．しかし，デンプン原料1 gに対する -EG
の収量（15.8 mg/g）は，TGB 10 mg，液化液30 gの仕
込み条件の収量（17 mg/g）には及ばなかった．この条
件で作成した液化液の粘度は高いため，もろみに50 g
以上添加するのは困難であった．
白ヌカに精製水を加えて液化液を調製すると，粘度が
高く作業性が悪い欠点があったが，粘度を下げる目的で
添加する精製水を増やすと汲み水が過多になってしま
う．そこで，白ヌカを蒸きょうして液化液を調製し，無

Fig. 3.　Effect of the amount of starch-hydrolyzing enzymes 
added to sake mash on -EG production. Sake-cake (10 g) was 
fermented using 20 ml of water; 50 mg of AL ( -amylase); 
10 g of dried pregelatinized rice; 10 or 15 mg of -glucosidase 
preparation SD or TGB. Fermentation was carried out for 20 
days at 15°C. Plotted values represent the mean ± SD (n = 3).

Fig. 5.　Effect of amount of AL ( -amylase) used for rice bran 
-EG production. One hundred grams of 

10 mg of TGB ( -glucosidase). Fermentation was carried out 
for 20 days at 15°C. Plotted values represent the mean ± SD (n 
= 3).

Fig. 4.　Effect of the presence of sake-cake on -EG 

or 15 mg of TGB ( -glucosidase), with 10 g of sake-cake or 
without sake-cake. Fermentation was carried out 20 days at 
15°C. Plotted values represent the mean ± SD (n = 3).

Fig. 6.　
amount of TGB ( -glucosidase) on -EG production. Ten 
grams of sake-cake was fermented using 30, 40, or 50 g of 

-glucosidase TGB. 
Fermentation was carried out for 20 days at 15°C. Plotted 
values represent the mean ± SD (n = 3).
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蒸きょうの液化液と同様の条件で仕込み試験を実施した
（Fig. 7）．液化液を30，40，50，70 gと増加させるに従っ
て -EGの濃度が高くなり70 g添加した時に1.48％と
なった．
酒粕と 化米，白ヌカ液化液または蒸きょう白ヌカ液

化液の3種のデンプン原料を用いた仕込み条件で， -EG
の生産性がもっとも高くなった仕込み配合をTable 2に
まとめた．デンプン原料1 gあたりの -EGの収率は，
化米22 mg，無蒸きょう白ヌカ17 mg，蒸きょう白ヌカ
20 mgとなり 化米がもっとも高い収率であった．
酒粕再発酵酒および試薬 -EGを塗布した肌の角層水

分量の変化　　前述の方法で製造した酒粕再発酵酒が期
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．2.5％ -EGと15％（v/v）エタノール
を含有する酒粕再発酵酒を希釈することで， -EGとエ

タノールをそれぞれ，2.5％，15％および0.16％，0.9％
および0.03％，0.19％含有するサンプルを調製した．ま
た，各酒粕再発酵酒希釈サンプルと同濃度の -EGとエ
タノールを含む水溶液および同濃度のエタノール水溶液
（対照）をそれぞれ調製した．これらの試料を塗布した
場合の120分後の水分量を測定した結果をFig. 8に示す．
酒粕再発酵酒は -EG濃度が0.16％のとき，水分量が対
照を塗布した場合の119.6％となり，対照に対して有意
に水分量が高かった．

考　　察

発酵法で， -EGを高含有する米発酵液を安価に製造
することを目的に本研究を行い，一般的な清酒に含まれ
る -EG濃度の2倍以上の酒粕発酵液を作ることができ
た．この -EG高含有酒粕再発酵酒を肌に塗布して保湿
試験を実施した結果，角層の水分量が増加しており，保
湿機能を持つことを確認した．
酒粕の鮮度によって -EGの生産性に違いが出るかを
確認するために新鮮な酒粕と錬り粕を用いて仕込みを
行った．錬り粕は酒粕を数か月間熟成させているため，
酒粕中の酵素作用によってデンプンが分解され -EG合
成の基質となる多糖やオリゴ糖は，通常の酒粕と比較す
ると少なくなっている．しかし，錬り粕を用いて仕込ん
だ場合でも，新鮮な酒粕を使用した場合と比較して，

-EGの生産性は明らかに低いとは言えなかった．また，
酒粕のみでは -EGはほとんど生産されなかった．この
ことから， -EG生産に酒粕中の糖類は関与しないと考
えられた．もろみに添加する汲み水を増やすと流動性が

Table 2.　 -EG yield under the indicated fermentation conditions.

Component

Sake-cake (g) 10 10 10

Dried pre-gelatinized rice (g)* 10 ̶ ̶

̶ 10 ̶

̶ ̶ 23

Water (ml) 20 20 47

-Amylase (AL) (mg) 50 50 117

-Glucosidase (TGB) (mg) 15 10 15

-EG (%) 3.0 2.4 1.5

-EG yield (mg/g starch source) 22 17 20

*: dried pre-gelatinized rice or rice bran added to sake mash.

Fig. 8.　Moisture content of the stratum corneum 120 min after 
the application of sake-cake refermented liqueur (SCRL) or 

-EG. The moisture content of the stratum corneum was 
reported relative to the moisture content when 15%, 0.9%, or 
0.19% ethanol was applied. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. moisture 
content when ethanol was applied (t test). Plotted values 
represent the mean ± SD (n = 8).

Fig. 7.　
-EG production. Ten grams of sake-cake was fermented using 

TGB ( -glucosidase). Fermentation was carried out for 20 days 
at 15°C. Plotted values represent the mean ± SD (n = 3).
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高くなり作業性が良くなったが， 化米の4倍量の汲み
水を加えると， -EGの濃度は2倍量を加えたときの10
分の1以下となった．基質となる糖類が希釈され，さら
にエタノール発酵によって生産されるエタノールの濃度
が低くなったために酵素反応が進まなかったことが原因
と考えられた． -グルコシダーゼ剤の使用量については，
大きな差は認められなかったが， -グルコシダーゼ剤
としてTGBを用いた場合にSDを用いるよりも -EGの
生産性が高くなる傾向であった．この結果は， -グル
コシダーゼ比活性がTGBはSDの5倍であることおよび
TGBは清酒醸造で甘味を抑えて，「こく味」のある清酒
を製造する目的で，米からオリゴ糖を主体とした液化液
を作る際に用いる酵素であることと整合する．また，単
位重量あたりのTGBの価格はSDの約2分の1でありコ
スト面からもTGBの使用が有利である．酒粕10 g，
化米10 g，TGB 15 mg，汲み水20 mlの時に -EG濃度
が3％となり試験区分でもっとも高濃度であった．
次に行った 化米に代えて安価な原料である白ヌカを
原料とした仕込み試験では，デンプン原料として白ヌカ
液化液のみを用いた仕込みと，酒粕を添加した仕込みを
比較すると酒粕を添加した区分で -EGは2倍以上生産
された．液化液に酒粕を添加した区分では酒粕に含まれ
る窒素源やビタミンなどの成分が酵母による発酵を促進
したためと考えられ，酒粕のみでは -EGはほとんど生
産されなかったが，酒粕の添加効果が確認された 10–12)．
TGBの添加量が15 mgの場合に10 mg添加した区分よ
りも -EG濃度が低くなったのは，TGBにはグルコアミ
ラーゼ活性が夾雑しているために，エタノール濃度が低
い発酵の初期にデンプンがグルコースまで分解されてし
まい基質となるオリゴ糖が減少するためと考えられた．
液化液を調製する際に添加するALの添加量を0.5，1.0，
1.5 gと増量すると -EG濃度は減少した．もろみに添加
するTGBについては15 mgよりも10 mg添加した場合
に -EG濃度が高くなった．この結果はデンプン分解酵
素の添加量がデンプンに対して過多になると分解が進み
すぎるためと考えられ， 化米を用いた場合と逆の結果
であった．酒粕10 gに対して液化液を30 g，40 g，ま
たは50 g添加するとTGBの添加量が10 mgの場合は添
加量が増えるに従って -EG濃度が減少した．原因とし
ては反応を触媒するTGBが不足する，もしくは基質で
あるエタノールが不足している可能性が考えられた．し
かし，添加する液化液が30 gと40 gの場合はTGBを
15 mgに増やした試験区ではさらに -EG濃度が低く
なっていたことから，TGBの不足は原因ではないと考
えられた．白ヌカ液化液を糖原料とする場合は，酒粕
10 gに対して，液化液30 g，TGB 10 mgを用いた場合の

-EG濃度2.44％が最大値であった．
白ヌカを蒸きょうすることで液化液調製時の粘度が下
がり液化液の調製が容易になり，作業性が向上し，もろ
みへの添加量を増やすことが可能となった．液化液を
30 g加えたとき -EG濃度は0.65％で液化液の添加量が
増加するに従って -EGの濃度は高くなった．液化液を
70 g添加した場合に -EG濃度が1.48％ともっとも高く
なった．無蒸きょう白ヌカ液化液を用いた場合より

-EG濃度が低くなったのは，もろみ初期のエタノール
が生成されていない段階で，マルトースやマルトオリゴ
糖が速やかにグルコースに分解され，また白ヌカを蒸
きょうしたことで液化反応が進んでいるために高分子の
デンプンが少なく，エタノールが生成された段階でマル
トースやマルトオリゴ糖が十分に供給されなかったため
と考えられた．

-EGの濃度は，デンプン原料として 化米，無蒸きょ
う白ヌカ，蒸きょう白ヌカを用いた場合にそれぞれ3.0，
2.4，1.5％，デンプン原料に対する -EGの収量は，22，
17，20 mg/mlとなった． 化米を用いた場合に濃度，
収量共にもっとも良い結果であったが，原料コストを考
慮すると白ヌカが有利であると考えられた．白ヌカを用
いた場合は蒸きょうした方が糖原料当たりの収量は無蒸
きょうよりも良い結果であったが，その差は10％程度
であることから設備やエネルギーなどの蒸きょうのコス
トを考慮すると無蒸きょうの白ヌカを用いるのが適当で
あると考えられる．以上の結果から醸造副産物である酒
粕と白ヌカを用いることで -EGを高含有する米発酵液
を製造できた．米と比較して非常に安価な酒粕と白ヌカ
を用い，さらに麹に換えて酵素剤を用いることで -EG
を高含有する米発酵液を安価に製造することが可能で
あった．
エタノールと糖類を基質として酵素剤を用いて工業的
に -EGを大量に生産する方法が開発されているが 13)，
本研究で作成した米発酵液は，清酒の醸造副産物である
酒粕と米を原料として発酵法により製造したものであ
り，発酵によって生産されるアミノ酸や有機酸などとの
相加効果が期待される．また，清酒の醸造法を参考にし
た発酵法で製造している点も消費者の自然志向に対して
訴求できるものと考えている．さらに，清酒にはエタノー
ルの刺激を緩和させる糖質や皮膚の弾力を上げる -グ
ルコシルグリセロール，天然保湿因子のアミノ酸など化
粧品に含まれている成分が複数存在することが知られて
おり，清酒醸造法を踏襲して製造した酒粕再発酵酒にも
同様の成分が含まれていると考えられる 14–16)．
酒粕再発酵酒，試薬 -EG共に2.5％から0.03％の低
濃度でも保湿効果を示し， -EG濃度0.16％のサンプル
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では，他の濃度のサンプルと比較して，酒粕再発酵酒は
試薬 -EGよりも保湿効果が高い傾向を示した．酒粕再
発酵酒には天然保湿成分として知られているアミノ酸や
有機酸が含まれており，0.16％ -EGのサンプルは天然
保湿成分と -EGおよびエタノールの含有量のバランス
が保湿に適していると考えられた．しかし，2.5％ -EG
のサンプルは15％エタノールを含有するためにエタ
ノールの影響が強く，0.03％ -EGのサンプルでは濃度
が低いために両者の保湿効果に差が現れ難いと考えられ
た．既知の -EGの効果として -EGが肌から表皮層に
浸透し，表皮細胞の角化を促進させて荒れ肌を抑制する
機能が報告されているが 6)，週単位の試験であり，本研
究の時間単位の保湿効果は異なるメカニズムによるもの
と考えられる．また，今回は皮膚の保湿機能が高い20
歳代を対象に皮膚保湿試験を行ったが，今後中高年を対
象とした場合の効果についても検討したい．本研究で，

-EGを高含有し，保湿機能を持つ米発酵液を安価な原
料で製造できることが示されたので，今後は化粧品や入
浴剤などへの応用を進めるとともにその作用機序を解明
したい．

要　　約

醸造副産物である酒粕および白ヌカを原料として安価
に -EGを高含有する酒粕再発酵酒を製造する醸造方法
を開発した．本醸造酒粕と白ヌカ糖化液を原料として，

-グルコシダーゼ剤（TGB）をもろみに添加し，醸造
した場合 -EG濃度2.4％となり，一般的な市販酒の2倍
以上の -EG濃度であった．製造した酒粕再発酵酒を希
釈し皮膚に塗布してその保湿効果を検討した結果，

-EG濃度0.16％，アルコール0.9％のとき，同濃度の
エタノールを塗布した対象と比較して角層の水分量が約
20％増加した．また，同濃度の試薬の -EGを塗布した

場合と比較して有意に水分量が増加しており，酒粕再発
酵酒に含まれるアミノ酸などの天然保湿成分の相加的な
影響が考えられた．
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