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諸　　言

清酒は，米を原料として麹菌による糖化と酵母による
発酵を同時に行う並行複発酵により生産される日本古来
の醸造酒である．並行複発酵の過程で微生物により多種
多様な成分が生成され，その結果得られる成分プロファ
イルによって清酒の香味が決定付けられる．
筆者らは，基本的な醸造方法（使用する原料米・精米

歩合，麹菌，酵母，仕込配合，醪の温度管理，原酒処理）
や一般分析値（アルコール度数，日本酒度，酸度，アミ
ノ酸度）がほぼ同等である清酒間で，「押し味」の強度
に違いが見られることを経験的に把握している．この「押
し味」とは，後味にごく味（コク）があってしっかりし

た感じの味わいのことであり 1)，灘酒の特長とされる味
わいの一つである．そうした官能特性を，成分プロファ
イルを用いてモデル化できれば，品質管理指標の構築や
「押し味」を引き出す醸造方法への応用が期待できる．
清酒の香味には単一成分ではなく多種多様な成分が関
与しており 2)，香味特性のモデル化においては多成分の
プロファイルから捉えることが有効であると考えられ
る．伏木は，清酒のごく味（コク）には多くの味覚因子
が複雑に絡み合い，個別の味覚としては認識困難であろ
うことを指摘している 3)．ごく味（コク）は「押し味」
の構成要素の一つであるため，「押し味」にも多種多様
な成分が複雑に関与していると推察される．
近年のメタボロミクス技術の進展に伴い，多成分のプ
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ロファイルから醤油，チーズといった食品の香味特性の
モデル化を試みた研究例が複数報告されている 4–6)．こ
うした試みは清酒にも応用されており， らはガ
スクロマトグラフィー /質量分析（

）を用いて数十種類の市販酒
中に含まれる不揮発性成分と揮発性成分を網羅的に分析
し，それらの成分プロファイルを説明変数とすることで，
後味や吟醸香をはじめとする香味特性をモデル化できる
ことを示している 7)．
そこで，本研究では，GC/MSを用いたノンターゲッ
ト分析により得られた清酒成分プロファイルを説明変数
とすることで，官能評価による「押し味」のスコアをモ
デル化することを試みた．

実験方法

サンプル，試薬　　サンプルには，2013年7月から
10月に出荷した同じ市販種麹と自社保存の清酒酵母，
同一の精米歩合の原料米を使用し，同じ仕込配合で醸造
を行った に示した9点の清酒（普通酒）の原酒
を用いた．火入れ・ろ過などの原酒処理や貯蔵もすべて
同一の条件で行った．各サンプルは，官能評価・分析ま
で冷凍保存した． に示すように，日本酒度，ア
ルコール度数，酸度，アミノ酸度といった一般分析値に
はサンプル間で顕著な差は認められていない．

， ， ， は和光純薬
工業から， は
（ミズーリ州セントルイス，米国）から，N N-

（MSTFA）はGLサイ
エンスから購入した．
官能評価による「押し味」のスコア化　　官能評価は，
清酒の官能評価に精通した7名のパネルにより実施し

た．各サンプルの「押し味」を3段階（0–2：弱－強）
で評価し，7名のパネルの平均値を各サンプルの「押し
味」のスコアとした．官能評価はすべて暗番で実施した．
不揮発性成分のプロファイリング　　不揮発性成分
は，オキシム化とトリメチルシリル化による誘導体化を
行うことで分析した．清酒サンプル30 Lに内部標準物
質として 溶液（ ）50 Lを加え，2時
間遠心濃縮した後，一晩凍結乾燥を行った．凍結乾燥後
のサンプルに （

）を100 L加えた後，30°C，90分，
でレシプロ振とうした．続いてMSTFAを50 L加え，
37°C，30分， でレシプロ振とうさせ，GC/
MSに供した．なお，各サンプルのサンプル調製から誘
導体化は3連で実施した．
ガスクロマトグラフ質量分析計には，GCMS-QP2010 

Ultra（島津製作所）を用いた．カラムは，CP-SIL 8 CB 
（ × ， ，Agilent，

カリフォルニア州サンタクララ，米国）を用いた．分析
条件は に示した．
分析データをAIA形式で出力し，解析ソフトウェア

MetAlign8)にそれらを供することでピーク検出とアライ
メントを行った．MetAlignの結果はCSV形式で出力し
た．続いて，出力したCSV形式のファイルを解析ソフ
トウェア 9)に供することで化合物同定を行った
後に，ピーク行列，すなわち各サンプルについて各化合
物の相対定量値を格納したデータ行列の作成を行った．
なお，各化合物の定量m/zのイオン強度を内部標準物質
である に起因するm/z（217）のイオン強度で除
した値を，各化合物の相対定量値とした．
揮発性成分のプロファイリング　　揮発性成分は，固
相抽出による濃縮後に，2次元ガスクロマトグラフ飛行
時間型質量分析計（GC × GC-TOFMS）に供すること
で分析した．サンプル前処理は， らの報告 10)

を参考にして実施した．清酒サンプル を
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の水で希釈し， の吸着剤を含んだ1-cc Oasis HLB
カートリッジ（Waters，マサチューセッツ州ミルフォー
ド，米国）に通した．200 Lの水で洗い流した後に，吸
着した成分を400 Lの有機溶媒（
= 4:1）で溶出させ，分析まで4°Cで保存した．

GC × GC-TOFMSには × GC-
TOFMS（LECO，ミシガン州セント・ジョゼフ，米国）
を用いた．1次元目のカラムにはPure WAX（
× ， ，GLサイエンス）を，2次元目のカラ
ムには （ × ， ，GLサ
イエンス）を用いた．分析条件は に示した．なお，
各サンプルについて，3連で分析を実施した．
得られたクロマトグラムのデコンボリューションには

ソフトウェア を用いた．化合物ラ
イブラリの検索には， と を使
用した．
多変量解析　　主成分分析（

），および部分最小二乗（
PLS）回帰分析は， 9)を用いて実施した．なお，
多変量解析に先立ってのスケーリング法にはAuto-
scalingを採用し，各ピークの相対定量値をサンプル間
での平均値が0，分散が1となるように変換した．

実験結果および考察

官能評価による「押し味」のスコア化　　官能評価で
得られた各サンプルの「押し味」のスコアを に
示した．なお，官能評価データを一次元分散分析に供し
た結果，サンプル間で「押し味」のスコアに高い有意差
（p ）があることが確認された．
清酒成分のプロファイリング　　不揮発性成分の分析
の結果，清酒中成分由来と考えられる84個のピークが

検出され，各ピークの保持時間とマススペクトルをライ
ブラリの情報と照らし合わせることで，そのうち51個
のピークについて化合物同定を行うことができた．これ
らの中には，糖，糖アルコール，アミノ酸，有機酸など
をはじめとする親水性低分子成分が含まれていた．得ら
れた不揮発性成分プロファイルのデータを （doi: 

）に示した．化合物を同
定できなかったピークについてはピーク名をNV_

としたが，そのマススペクトルから 9)

により糖であると推定されたピークについてはピーク名
を （ ）とした．
一方，揮発性成分の分析の結果，1686個のピークが
検出された．サンプル間の違いの評価に有用なピークを
抽出するために，検出されたすべてのピークについて

（ ）値を算出した． 値が10以上である
121個のピークを抽出し，以降の解析に用いた． 値
とは，検体間分散値を検体内分散値で除した値であり，
値が高いほど検体内での再現性が高く，検体間での有意
差が大きいピークであると考えられる 11)． 値は以下
の式で算出される．

 （1）

なお，

 （2）

 （3）

ここで， class
2は検体間分散値， error

2は検体内分散値，
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niは i番目のクラスの測定値の数， は i番目のクラスの
平均値， は全サンプルの平均値，kはクラスの数， は
j番目のクラスの i番目の測定値，Nはサンプルの総数を
示す．抽出された121個のピークについて，化合物ライ
ブラリを用いたマススペクトルのシミラリティー検索
により，化合物推定を行った．得られた揮発性成分プロ
ファイルのデータを （  
5975383）に示した．ライブラリとのマッチ率（最大
1000）が700を下回ったピークについては，ピーク名
を とした．
各々の成分プロファイルデータをPCAに供した．得

られたスコアプロットを に示した．その結果，不
揮発性成分プロファイル，揮発性成分プロファイルのい
ずれを用いた場合にも，9種類のサンプルごとにスコア
プロット上のプロット位置に違いが認められた．このこ
とから，GC/MSを用いたノンターゲット分析は，一般
分析値では顕著な差が認められないサンプル間の成分的
特性の違いの把握に有用であることが示された．

PLS回帰分析による「押し味」のモデル化　　取得し
た不揮発性成分プロファイル，揮発性成分プロファイル，
および両方のプロファイルを説明変数，「押し味」のス
コアを目的変数としたPLS回帰分析を行った．得られ

た「押し味」のスコアの予測モデルを に示した．
それぞれの点は各サンプルを示しており，縦軸は「押し
味」のスコアの実測値，横軸は予測値である．なお，予
測モデルの構築にあたって，潜在変数の数はモデルの予
測性能の指標であるQ2値が極大値をとるように決定し，
不揮発性成分プロファイルを用いた場合には五つの，揮
発性成分プロファイルを用いた場合には四つの，両方の
プロファイルを用いた場合は三つの潜在変数を用いた．
また，Q2値はデータセット内の交差検証（クロスバリ
デーション）によって計算した．各予測モデルのQ2値，
直線性の指標であるR2値，予測残差を示す 値
を に示した．一般的にモデルの評価はQ2

でgood，Q2 で とされ 12)，いずれのデータ
を説明変数に用いた場合も良好なモデルを構築できた．
このことから，GC/MSを用いたノンターゲット分析が，
多種多様な成分が複雑に関与していると推察される「押
し味」のモデル化に有効であることが示された．揮発性
成分プロファイルを説明変数に用いた場合はQ2 と
なり，特に予測性能が高くなったことから，サンプル間
の「押し味」のスコアの違いには揮発性成分が大きく寄
与している可能性が考えられた．
続いて，各予測モデルにおいて，各説明変数のモデル
構築への寄与度を示すVIP（

）値を指標に，モデル構築に重要なピークを
抽出した（ ）． の値が正のピークが「押
し味」のスコアに正の，負のピークが負の寄与があった
ピークである．不揮発性成分プロファイルを用いたモデ

R2 Q2

R2 Q2

Oshi-aji
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ルでは，多数の糖由来の未同定ピークが正の寄与のある
ピークとして抽出された（ （A））．揮発性成分プ
ロファイルを用いたモデルにおいても，正の寄与のある
ピークが多数抽出された（ （B））．両方のプロファ
イルを用いたモデルにおいては，VIP値上位10ピーク
すべてのcoefficientの値が正であった．このことから，
さまざまな成分の量が多いほど，「押し味」のスコアが
高くなることが示唆された．VIP値上位には，各々のプ
ロファイルを個別に用いた場合と同様にある種の揮発性
成分のピークや糖由来の未同定ピークが抽出された
（ （C））．これらのピークの成分は「押し味」の
スコアに直接的に寄与しているか，あるいは寄与成分と
相関を持っていると考えられる．糖は甘みのみならず清
酒の濃厚さにも寄与していることは自明であるが，「押
し味」の構成要素としても重要であると推察された．一
方，VIP値上位3ピークはすべて揮発性成分のピークで
あった．揮発性成分は清酒の香りのみならず，味わいに
も寄与していることが報告されている 13)．また，食品の
コクには不揮発性成分のみならず，揮発性成分も寄与し
ているとの報告があり 14)，伏木も清酒のごく味（コク）
には香りも寄与する可能性を指摘している 3)．今回の結
果から，「押し味」についても揮発性成分が不揮発性成
分と併せて重要な役割を果たしていることが示唆され
た．VIP値上位3ピークについて，各サンプルにおける
ピーク強度データを に示した．サンプルによって
ピーク強度に差が見られた．これらのピークの成分が単
一で「押し味」を構成しているとは考えづらいが，「押
し味」の一端を担っている可能性が考えられる．もっと
もVIP値の高かったピークは高級脂肪酸エステルである

と推定された．この成分
自体の香味への寄与に関する報告はない．しかしながら，
一般的に高級脂肪酸エステルは焼酎においては香りのみ
ならず，味わいにもまるみを与えると考えられており 15)，

も清酒の味わいに影響を
与えている可能性が推察される．2番目にVIP値の高かっ
たピークは，揮発性成分由来の未同定ピークであった．
3番目にVIP値の高かったピークは，高級アルコールで
ある1-undecanolと推定された．この成分は， ，
coconutと形容される香りを持つ 16)．1-undecanol自体
の清酒や焼酎の香味への寄与に関する報告はない．しか
しながら，一般的に高級アルコールは焼酎においては香
りのみならず，調和のとれた味わいに寄与することが知
られており 15)，また，下面発酵ビールにおいては香味の
甘さ・重さに寄与することが報告されている 16)．このこ
とから，1-undecanolも清酒の味わいに影響を与えてい
る可能性が推察される．

Oshi-aji
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本研究では，成分プロファイルを用いた官能特性のモ
デル化を行ったが，今後，製造工程と成分プロファイル
の関連性を明らかにすることで，サンプル間の「押し味」
のスコアの違いの要因解明につながる可能性がある．今
回用いた清酒サンプルは基本的な醸造方法は同等である
が，たとえば三段仕込みの各々で使用した麹の糖化酵素
の活性や原料米中の脂質などの成分量は異なっていたと
考えられる．「押し味」のスコアの違いには糖のプロファ
イルの違いも寄与していることが示唆されたが，このプ
ロファイルの違いには麹の糖化酵素の活性が関与してい
る可能性がある．これらのパラメータと成分プロファイ
ルの関連性の解明は今後の課題である．
本研究は，基本的な醸造方法や一般分析値がほぼ同じ

である清酒において，GC/MSを用いたノンターゲット
分析を「押し味」の解析に応用した最初の報告である．
また，得られた成分プロファイルを説明変数，「押し味」
のスコアを目的変数としたPLS回帰分析を行った結果，
「押し味」のスコアを高い精度でモデル化することに成
功した．このモデルは，「押し味」を担保する品質管理
指標の構築に応用可能であると期待される．また，ある
種の揮発性成分や糖由来のピークがモデル構築に重要な
ピークとして抽出された．こうした結果は「押し味」の
構成要素を理解する一助になると考えられる．今後，こ
うした成分と製造工程の関連性を明らかにすることで，
灘酒の特長とされる「押し味」をより引き出すような醸
造方法の開発に繋がると期待される．

要　　約

「押し味」とは後味にごく味（コク）があってしっか
りした感じの味わいのことであり，灘酒の特長とされる
味わいの一つである．筆者らは，基本的な醸造方法や一
般分析値はほぼ同一であるが，「押し味」のスコアに違
いが見られる清酒サンプル9点について，GC/MSによ

るノンターゲット分析を行った．得られた成分プロファ
イルを説明変数，「押し味」のスコアを目的変数とした
PLS回帰分析を行った結果，「押し味」のスコアを高い
精度でモデル化することに成功した．また，ある種の揮
発性成分や糖由来のピークがモデル構築に重要なピーク
として抽出された．
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