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第１章．緒言 

 

１－１．はじめに 

ビールの泡はドイツ語でブルーメ（Blume）つまり「花」と言われる。厳選された原料

（麦芽、ホップ）とビール職人の匠の技術があって泡がビールの花となって、視覚や味覚

を通してビールを飲む人の心をとらえ、楽しませることをドイツ人は古くから認識してい

た。この事は、泡は味や香りと並んでビールの重要な品質のひとつであることが歴史的に

認識されてきた証とも言える。日本においては、かつてビールの泡が司法の場で争われた

事実がある。昭和 15 年、戦時下の物価統制下の日本において、「ビアホールの生ビールの

泡が不当に多い」との告発で争われた裁判において、東京大学農学部 故 坂口謹一郎教授

は、泡を液体に戻すと、その液体に含まれる成分は元のビールより濃いことを証明し、す

なわち泡には何らかのビール成分が濃縮されることを証明し、「泡はビールである」との

判決が下った [1]。泡がビールの一部であることを示した坂口博士の見解は、今日におい

ても一定の拘束力を持つとされている [2]。また、和食が世界文化遺産に登録されたが、

日本人が料理において、味と共に大切にする「美しさ」は言うを待たない。黄金食の液体

に浮かぶ純白の泡は富士山を髣髴させる。ビールの美しさとしての泡は、日本人にとって

観念的にも定着していると言って過言ではない。 

ビールの泡に関する研究には、大きく下記のように分類される（なお、本論文では、以

降、泡の安定性を「泡持ち」と表記する）。 

・泡の安定性に関する物理学的研究［１－２］ 

・泡の測定法に関する研究（泡持ち、泡のグラスへの付着性）［１－３］ 

・泡持ちにプラスに作用する成分の研究（高分子蛋白質、高分子多糖類、ホップ由来苦味

物質、等々に関するもの）［１－４］ 

・泡持ちにマイナスに作用する成分の研究（脂肪酸や脂質、酵母から分泌される蛋白質分

解酵素に関するもの）［１－５］ 

・原料に関する研究［１－６］ 

・醸造工程に関する研究［１－７］ 
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また、本緒言では触れないが、容器やグラスの開発に関する研究、流通過程に関する研

究、飲食店で使用されるビールサーバーの開発に関する研究等も消費者との接点において

重要となる。 

ビールの泡に関する総説としては Bamforth [3] ならびに Evans ら [4]がその著書にま

とめている。 

 

１－２．泡の安定性に関する物理学的研究 

泡の物理学的考察は小山内の総説 [5]にまとめられており、ビールの泡の物理的考察と

しては Evans らが著書 [4]に総括している。 

 

１－２－１．気泡の形成とサイズ (Bubble formation and size) 

泡を論ずる際には、気泡（Bubble）と泡沫（Foam）を区別する必要がある。気泡は気

体が液体または固体中に包まれた状態を表し、泡沫は気泡が多数集まって薄膜を隔てて密

接に存在する状態を表す。泡立ち現象には 2 つのパラメータ、すなわち「泡立ちやすさ

（気泡力）」と「泡の消えやすさ（泡の安定度）」が関与している。泡沫の形成のためには

気／液界面の拡張を伴い、その仕事は（表面張力×表面積）で示される。表面張力の小さ

い多くの有機溶媒は水と比較して泡立ちやすいが、安定した泡沫を形成するためには界面

活性成分の存在が必要である。 

ビールの泡立ちには炭酸ガスの存在が不可欠である。通常のビールは炭酸ガスが過飽和

状態で溶け込んでいる。これが壜や缶からグラス等の容器に注がれるときの衝撃や、生ビ

ールの場合には加圧下でディスペンサーの注ぎ口ノズルの細い導管を通過した直後に大気

圧下に解放される衝撃で泡立ちが生じ、この気泡表面や気泡間の薄膜に、高分子蛋白質

や、それとホップ苦味質の複合体が集積する事によって安定した泡沫が形成される。 

容器に注がれて出来た泡の安定性には、ビール中に含まれる不溶性の粒子、もしくはビ

ールが接する容器表面の凹凸も影響を及ぼす。これら泡の発生の起点となる部分を「核」

と表現する。Fig. 1-1 に、容器表面の核を起点にした泡の形成を模式的に示した。 
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Fig. 1-1  Schematic representation of the bubble formation sequence [4] 

(Ronteltap et al., 1991 [6]). 

この原理を応用して、グラスの底面に意図的に核となる凹凸をつけて、グラスの底から

連続的に泡が立ち上がるようにして、視覚的にも楽しめるようにした飲用容器もある。こ

の原理で、陶器に注いだビールは、陶器表面のざらつきが核となって、連続的に泡が発生

し、安定した細かい泡が楽しめることは経験的に知られている。一方で、洗浄不良のグラ

スは、表面の汚れが核となってグラス内面に泡が付着し、ビール品質としては問題となる

場合がある。さらに、この泡立ちが過剰な状態に至ると「噴き」という現象が発生する。

「噴き」は主として壜ビールや缶ビールにおいて生じ、開栓と同時に核を起点とした気泡

発生が瞬間的に多数発生し、内容物が壜や缶から噴きこぼれる品質異常である。

核に誘引されて形成される気泡のサイズは下記の数式に依存する。

Bubble	radius
/

Rm = radius of nucleation site (m)： 核となる部位の大きさ 

γ = surface tension (mN m-1)： 表面張力 

ρ = relative density of the beer (kg m-3)： 当該ビールの密度 

g = acceleration due to gravity (9.8 ms-2)： 重力加速度 

ビールの密度や表面張力に比して、核となる部位の大きさの影響が大きいとされる。
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１－２－２．泡沫からの排液（Drainage） 

ビールの場合を含めて泡沫は基本的に湿潤であり、Fig. 1-2 に示した泡沫から気泡と気

泡の間の隔壁を伝って重力によって液体が下方に流れる排液（Drainage）が生じる。 

 

Fig. 1-2  Schematic representation of drainage. In dry foam the bubbles take on a 

honeycombe-like polyhedric structure showing well defined plateau borders between 

bubbles [4] (Prins and Marle, 1999 [7]). 

 

この際に、3 つの気泡から形成される界面においては、Fig. 1-2 に模式したように、薄

膜内の液体は 3 つの気泡が接する部分に向かって移動する“Plateau border suction”と

いう力が働き、薄膜はより薄くなる方向に変化する。これに抗する力としては、ビールの

バルク粘度、キャピラリー効果、ビールの表面粘度があるが、Bamforth [8]は表面粘度の

寄与が も大きとしており、Lusk [9]らは、ビールのバルク粘度を上昇させるβグルカン

のような高分子多糖類の効果は無視できるレベルであるとした。著者らもこれを裏付ける

結果を得ており、本論に記述する。泡沫からの排液速度は下の式で定義される。 

 

Q
η

  

Q = flow rate (m3 s-1)： 排液速度 

η＝viscosity of film liquid (Pa s)： 薄膜中の液体のバルク粘度 

ρ＝ relative density of the beer： 当該ビールの密度 

q＝ length of Plateau border (m)： プラトーボーダー長 

g＝ acceleration due to gravity： 重力加速度 

δ＝ thickness of film (m)： 薄膜厚 
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１－２－３．泡の供給と集積 (Creaming, Beading) 

グラスの底の核から気泡が発生して泡沫に供給される現象を Creaming もしくは

Beading と称される。核からの気泡の発生活性（下式）は、炭酸ガス濃度、表面張力、ビ

ール密度によって決定されるが、専ら炭酸ガス濃度の寄与が大きい。 

 

=3.11C+0.0962γ-218ρ+216 

= 核からの気泡の発生活性 

γ＝ surface tension： 表面張力 

ρ＝ density： 密度 

C ＝ carbon dioxide content (vol. CO2/vol. beer)： 炭酸ガス濃度 

 

１－２－４．気泡の合体 （Coalescence） 

気泡の合体（Coalescence）は、二つの気泡が隔壁の破壊により合体し、粗い不安定な

泡沫を形成する事を意味する。品質に問題のないビールは、この現象によって著しい品質

問題を引き起こす事は稀だが、疎水性の極めて高い物質、例えば脂質（スナック菓子やリ

ップスティック等に起因する）や洗剤、またはこれらの物質が付着した洗浄不良のグラス

に注がれたビールはこの現象が顕著となる場合がある。 

 

１－２－５．泡沫の不均一化 

泡沫の不均一化は「オストワルド熟成（Ostwald ripening）」とも言われる現象で、過

飽和の液体から発生した気泡同士が接する場合に、その粒径に差がある場合は、小粒径の

気泡の蒸気圧は、大粒径のそれより大きいため、含まれる気体（ビールの場合は炭酸ガ

ス）は隔壁を通過して小粒径気泡から大粒径気泡に移動する。その結果、小さい気泡はよ

り小さく、大きい気泡はより大きくなり、泡沫が粗い状態へと変化する。含まれる気体が

例えば窒素ガスの場合、炭酸ガスの場合に比べて液体への溶解度が低いために、このガス

の移動が起こりにくく、泡沫が不均一になりにくい。この現象を利用して、例えばギネス

等は、樽からディスペンスする際に窒素ガスの細かい泡が形成されるサーバーを用いる
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か、あるいは缶ビールの中に窒素ガスを封入したプラスティック容器を入れて、缶の開栓

と同時に破裂して細かい泡が発生するようにして、安定した細かい泡が発生するようにし

た例がある。 

不均一化は下記の式で定義される。 

 

  

rt = the bubble radius at time t： 時間 t における気泡径 

r0 = bubble radius at time 0：時間 0 における気泡径 

R = the gas constant (8.3 J K-1 mol-1)： 気体定数 

T = absolute temperature： 絶対温度（ﾟ K） 

D = the gas diffusion coefficient (m2 s-1)： ガス拡散係数 

S = the solubility of the gas (mol m-3 Pa-1)： ガスの溶解度 

γ= the surface tension： 表面張力 

t = time (s)： 時間 

P = pressure： 圧力 

θ= the film thickness between bubbles： 気泡間の隔壁の厚さ 

 

この中で気泡間の隔壁の厚さは前述した排液速度にも影響を与える重要な因子であり、こ

の薄膜を形成する、または薄膜に濃縮される成分が泡沫安定性（泡持ち）に重要な影響を

及ぼし、著者はこれについて本論文で述べる。 

 

１－３．泡の測定法に関する研究 

泡の研究において泡の状態を定量的に（場合によっては定性的に）測定する事は極めて

重要である。これまで報告されている主要な泡の測定法を Table 1-1 に示した。 
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Table 1-1 Foam analysis methods 

方法（名） 測定対象 測定手段 文献 

目視測定 総合的泡品質 試料を飲用容器へ注ぎ、パネリスト

が目視測定（主に製造工程における

品質チェックの際に行われる） 

 

Blom 法 泡安定性 ガス抜きビールへの CO2吹き込み

で起泡し、泡沫からの排液速度を測

定 

Blom [10] 

Ross&Clark 法 泡安定性 ガス抜きビールを測定用機に注ぎ、

泡沫からの排液を速度 

Ross and Clark [11] 

Rudin 法 泡安定性 ガス抜きビールへの CO2吹き込み

起泡し、泡沫からの排液速度（市販

装置あり） 

Rudin [12] 

Micro Scale 法 泡安定性 ホモジナイズにより起泡し、排液速

度を測定 

St John-Coghlan et al. 

[13], Hung et al. [14] 

Sigma (Σ) Head 

Value 法 

泡安定性 製品を専用測定容器に注ぎ、排液速

度を測定 

ASBC [15] 

LG Automatic 法 泡安定性 ガス抜きビールへの CO2吹き込

み、排液速度を測定 

Rasmussen [16] 

NIBEM (NIBEM-

T) 法 

泡安定性 CO2フラッシングにより起泡し、泡

沫の崩壊時間（電導度センサーによ

る。市販装置あり） 

Klopper [17] 

Constant 注ぎ法 泡安定性 試料を専用測定容器に注ぎ、画像解

析 

Constant [18] 

光ファイバー法 泡安定性、泡沫

均一性 

CO2フラッシングにより起泡し、光

ファイバーによる泡沫内の気泡径お

よび泡密度 

Ronteltap [6] 

FCT 法 泡安定性 試料を専用測定容器に注ぎ、液表面

露出までの泡表面を画像解析 

Yasui et al. [19] 

Ferreira et al. [20] 

振とう法 泡安定性 ガス抜きビールの振とうにより起泡

し、泡崩壊速度 

Knapp and Bamforth 

[21] 

Lacing 測定法 泡付着性 ガス抜きビールへの CO2吹き込み

により起泡し、付着物質量の吸光度

による測定 

Jackson and Bamforth 

[22] 

NIBEM-CLM 法 泡付着性 NIBEM (NIBEMT) 法に準じて起

泡し、測定用グラス側面の画像解析 

Bamforth [3] 
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泡持ち測定法として、現在、世界標準となっているのは Klopper [17]によって提唱され

た NIBEM 法で、現在、Haffmans 社から Foam Stability Tester NIBEM-TPH という商

品名で専用装置が市販されている。Fig. 1-3 にその外観を示した。 

 

 

 

Fig. 1-3  The NIBEM foam analyzer [3]. 

 

実際の測定において、 初のステップである「起泡」には、炭酸ガス加圧化で起泡用ノ

ズルを通過させることにより再現性良く起泡する事ができる専用装置を使用する。続い

て、起泡後の容器を泡面の低下速度を測定する測定ユニットに移して計測を開始する。導

電度計を備えたセンサーが経時的に低下する泡の表面を追随する。測定開始時から泡面が

10 mm、20 mm、30 mm 低下するのに要する時間を測定する。通常は 10 mm 低下時から

30 mm 低下まで掛かる時間を NIBEM 値とする。この方法の 大の利点は、専用装置を

使用するため、測定者や測定室間誤差が少なく、高い再現性が得られることである。 

一方で、市場において 終的に泡の良し悪しを判断するのは消費者の目であり、泡の測
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定は極力消費者が実際にビールをグラスに注いで出来る泡を視覚に近い形で解析して数値

化するべきであるという考え方があり、安井と著者らは、人間の動きをシミュレートした

ビール注ぎ機を開発し、複数回の注ぎから得られた画像を統計的に処理して数値化する試

みを行い、これについては本論文で記述する [19]。 

 

１－４．泡持ちにプラスに作用する成分の研究 

古くから泡持ちに関連するビール成分の研究がなされており、その中心を成すのが泡持

ちにプラスに寄与するビール中の高分子蛋白質に関する研究である。原料大麦中の蛋白質

は、製麦工程および仕込工程において、大麦の発芽によって活性化する自らの蛋白分解酵

素の作用により分解を受け、酵母の栄養素となるアミノ酸に分解される。また、製麦工程

における焙燥工程や、醸造工程における麦汁煮沸という著しい高温にさらされる工程があ

り、蛋白質分子は高度に変性され、一定量の蛋白質は凝固・不溶化して除去される。ま

た、醸造工程の熟成（貯酒）工程では 0°C 以下の低温に一定期間置かれる。その目的は製

品になった後の保存中の混濁発生を防止するために、低温で余剰な蛋白質を凝固させて取

り除くことである。また、熟成後の濾過工程ではシリカゲル等により、やはり混濁に関与

する蛋白質を吸着除去する工程もある。このような一連のビール製造工程の中で、高分子

構造を維持した特定の蛋白質（ただし、酵素活性など、生物学的な活性は失われている）

のみが 終的に製品ビール中に移行し、物理的な起泡性や泡沫安定性といった性質を有し

たものがビールの泡持ちに寄与するとされる [23-25]。 

泡持ちに寄与する蛋白質の詳細については１－４－１項から１－４－６項に記述する。 

高分子蛋白質以外に、泡持ちにプラスに作用する物質としてホップ由来の苦味物質イソフ

ムロン（別名：イソα酸、Fig. 1-4）が挙げられる [26]。 
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Fig. 1-4  Iso-alpha acids. 

 

これらは高分子蛋白質と結合して界面活性の高い複合体を形成すること [27]、さらに二価

の金属イオンがこの複合体同士を架橋する事で泡持ちへの寄与度が高まるモデルが提唱さ

れている [28]。イソα酸にはシス体とトランス体があり、トランス体がより泡に濃縮さ

れ、泡持ちへの寄与度が高いとされている。イソフムロンはホップ中のフムロンが麦汁煮

沸工程でイソ化されて苦味を有するイソフムロンに変換されてビールの苦みの源となり、

さらにホップ苦味質の中では、その疎水性の度合いの違いからイソコフムロンに比べてイ

ソフムロンの泡持ちへの寄与度が高いことが知られている [29]。ホップ苦味質の加工品の

中には、壜製品が日光に暴露されることで、イソα酸が紫外線によって分解し、これが硫

化水素と反応して強い日光臭を有する 3-methyl-2-buten-1-thiol（Fig. 1-5）を生じるため

に起きる日光臭の発生を抑止するために、イソフムロンが持つ二重結合を還元した還元イ

ソα酸が添加物として使用されることがあり（商品名“Tetra Hop”）、これがその強い疎

水性ゆえ泡持ちへの寄与度が高いことも知られている。 
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Fig. 1-5  3-methyl-2-butane-1-thiol. 

 

金属イオンの泡持ちへの寄与は古くから知られており、特に Co2+、Ni2+、Fe2+/3+;の効果が

大きいとされるが、安全性やビール品質（噴きや混濁耐久性）の観点からは重大な問題を

引き起こすとされる [12] [30]。 

ビール中の多糖類で、泡持ちに寄与する可能性を有しているのは、高分子のβグルカ

ン、アラビノキシランであるが、その寄与に関しては諸説がある。これらの物質は、ビー

ルのバルク粘度を高め、泡沫からの排液速度を低下させることで泡を安定化させるとされ

るが [31-34]、一方で、βグルカンは泡持ちへの影響が少ないことや、醸造工程における

麦汁濾過性の改善のためにβグルカナーゼを使用した試験醸造において、ビールの粘度は

低下したものの、泡持ちは低下しなかった事も報告されている [35, 36]。また、ある種の

アラビノキシランは、バルク粘度を上昇させるだけでなく、蛋白質と相互作用する事で泡

を安定化させるという報告もある [37]。多糖類がもたらすバルク粘度の上昇は、泡の付着

性にも寄与する事も報告されている [38]。一方、麦芽由来の低分子のオリゴ糖の泡持ちへ

の寄与は少ないとされている [20]。これらの諸説は採用する泡持ち測定法の原理によって

左右され、すなわちバルク粘度に影響される泡沫からの排液速度を原理とする方法を採用

した場合に寄与が認められるが、実際の醸造においてはバルク粘度が高いことは麦汁濾過

やビール濾過で問題を引き起こし、分解を促進させることが工程管理上も必要であり、実

質的にバルク粘度が泡を左右する要因とはなりにくい [39]。 

また、海外では泡持ちを良くするための添加物として多糖類であるアルギン酸プロピレ

ングリコールが使用されることがある。これはそのマイナス電荷と蛋白質のプラス電荷に

よって高粘度の高分子複合体を形成し、気泡周辺の泡膜の粘度を高めることがその原理と

される。 
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窒素ガスは溶解度が低く気泡と気泡の間の透過性が低いことから、１－２－５項で述べ

たように、樽製品や缶製品において、例えばギネスのように特徴的に泡持ちの良い製品に

おいて利用されている。 

本論文では、泡持ちに寄与する蛋白質を研究の主たる対象にしており、以下にこれまで

報告されているビール中の泡持ち寄与蛋白質について報告されている知見を記述する。 

 

１－４－１．脂質結合性蛋白質（Lipid Transfer Protein: LTP） 

大麦の LTP ファミリーには表現型の異なる 2 タイプ、LTP1 と LTP2 が存在する事が知

られている [40]。LTP2 は大麦穀粒の発育の初期段階にアロイロン層に生じ、麦芽中には

少量検出されるのみで、泡持ちへの寄与は限定的とされる。一方、LTP1 は PAPI

（Probable Amylase/Protease Inhibitor）と称されていた時期があり[41, 42]、ビール中に

移行する分子量約 9.7 kDa の疎水性蛋白質で、ビールの泡に濃縮される性質を持つとされ

る[33, 43]。 

醸造工程の煮沸工程中に、LTP1 は不可逆的に変性（熱変性およびメイラード反応）し、

より起泡性のある蛋白質へ性質を変えるとされている [44, 45]。大麦中でのネイティブな

状態の二次構造までが調べられているが、熱変性により、その生物学的機能や免疫抗原性

を失うとされている [46]。蛋白休止段階の 高濃度と比較して未変性の LTP1 は麦汁煮沸

直前には 5%～20%に低下するが、麦汁煮沸中に変性 LTP1 が増加し、結果的に約 25%の

変性 LTP1 が冷麦汁に移行する [47]が、その一方で、その変性の度合いが泡の安定化能に

影響し、すなわち麦汁煮沸中の熱変性が進むほど脂質との結合力が弱まり泡の安定化能が

弱まるとしている [48]。また、ビール中の LTP1 は低分子の hordein（後出）／glutelin

や、高分子の Protein Z（後出）を含む画分と複合体を形成する事で泡の安定化能が高ま

ることが報告されている [49]。 

 

１－４－２．ホルデイン（Hordeins） 

主要な大麦穀粒中の貯蔵蛋白質である Hordein は、電気泳動により分子量的に、B、C、
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D およびγと称する複雑な多形から成り立っている [50]。Hordein 自体は不溶性の蛋白質

であるが、製麦や仕込工程における酵素分解で可溶化される。構成アミノ酸としてプロリン

とグルタミンを多く含み、そのため「噴き」や「混濁」の発生に深く関わるとされている [51]。

ビールの泡から検出された分子量 23 kDa の Hordein は、元の液体に比較して 2.7 倍の濃

度で泡に濃縮されており、その泡持ちへの寄与が推測されている [52]。分子量 17 kDa の

Hordein もビールの泡に濃縮されると報告されており [53]、この蛋白質は 23 kDa の蛋白

質と類似のアミノ酸配列を有し、LTP1 との共存化において泡に寄与するとされている。さ

らに分子量の小さい 3-33 kDa の分子量を有する Hordein 由来のポリペプチドも、その疎

水性の高さ故、泡持ちへの寄与が示唆されている [54, 55]。以上のように、Hordein および

その分解物の泡持ちへの寄与については多岐にわたる研究が成されているが、その複雑さ

故、未だ統一的な結論には至っていない。 

 

１－４－３．プロテイン Z（Protein Z） 

Protein Z は大麦の胚乳中に含まれるアルブミン様の貯蔵タンパク質で、製麦や醸造工

程で、蛋白分解酵素や熱負荷、また低温貯蔵やビール濾過等の工程を経ても、分子量約 40 

kDa の一次構造をほぼ保持したままビールに移行する蛋白質で、その分子量から 40 kDa 

beer protein とも称される。Protein Z は泡持ちへの関与が 初に示唆されたビール中の蛋

白であり[56, 57]、 Protein Z4, Z7, Zx というアイソフォームから成ると報告されている 

[58, 59]。大麦・麦芽中では Protein Z4 の比率が高く、全 Protein Z の 80%を占め [60]、

終の製品ビール中では高分子蛋白質のうちの 10～20%を占めるとされている [57, 61]。

著者らはこのビール中 40 kDa 蛋白質が高い表面粘度特性を有する事を見出し [62]、同様

に高い弾性も報告されている [63]。また、Protein Z と LTP1 等の他の蛋白質との相互作

用が泡持ちにとって重要であるとの報告もある [64]。その一方で、Protein Z の泡持ちに

関しては懐疑的な報告もある。小スケール（600-800 mL）およびパイロットスケール

（50 L）の醸造試験において、その効果の再現性は確認できなかった [60, 65-67]、あるい

は Protein Z 抗体を用いたイムノアフィニティクロマトグラフィーを用いて Protein Z を



17/129 
 

選択的に除去したビールは泡持ちの低下を示さなかったとの報告もある [68]。この矛盾の

説明として、Protein Z の泡持ちへの寄与は、麦芽の“溶け”（製麦中の蛋白・多糖類分解

程度）に影響されるとの知見がある。すなわち、麦芽の溶けが十分でない（i.e.: Kolbach 

Index<40）の場合は Protein Z 以外の蛋白質が多くビールに移行し、相対的に Protein Z

の泡への寄与が限定的であるのに対して、溶けが十分である（i.e.: Kolbach Index>40）場

合に Protein Z の寄与は大きくなり [69]、更にホルデイン由来の蛋白質が多い場合は、そ

の寄与が Protein Z に勝るという考察もある [8]。大麦育種において、Protein Z は泡持ち

を良くするための醸造用大麦分子育種に活用され、著者らは、高 Protein Z 含有大麦の交

配系統を用いて Protein Z の構造遺伝子多型を調査し、得られた分子マーカー（RFLP 

marker）が選抜マーカーとして利用可能であることを報告している [70]。 

 

１－４－４．脂質結合性蛋白質 

脂質はビールの泡持ちにマイナスの影響を及ぼすことが良く知られているが、その影響

はビールを 24 時間保存すると、完全にもしくは部分的に回復する事が報告されており、

その現象はビール中に含まれる脂質結合性蛋白質が脂質を分子内に取り込むことによって

泡持ちが回復するためと報告されている [48, 71-74]。これらの蛋白質は、麦芽、小麦、副

原料大麦に由来するとされるが、その性質は良く明らかにはされていない。候補として考

えられているのは LTP1 [75]、および小麦や大麦中の puroindoline/holdoindoline 蛋白質

である [76]。LTP1 の脂質の取込能については、その変性の度合いが関係し、LTP1 の変

性が大きいほど脂質の結合能が小さくなり、泡を保護する能力が乏しくなるとの報告があ

る [48]。冷麦汁中の脂質含量は、例えば麦汁濾過におけるマイシェフィルターの採用な

ど、特定の醸造条件で増加する事が知られているが [77, 78]、このような麦汁は酵母の浮

遊性を高めて旺盛な発酵を引き起こすことで結果的には逆に脂質の除去を促進し、また健

全な発酵は泡持ち阻害要因である酵母由来 Proteinase A の漏出を低下させることで、間接

的に泡持ちに寄与するという報告もある [79]。 
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１－４－５．疎水性蛋白質（画分） 

ここで述べる疎水性蛋白質とは、例えば疎水性相互作用クロマトグラフィー等で分画さ

れる一定レベル以上の疎水性を示す蛋白質の画分（複数種の蛋白質から成る）の事を示す

[80-82]。いずれの報告も、蛋白質の疎水性部分とホップ苦味質が水素結合もしくは疎水性

相互作用により複合体を形成し、また著者らは本論文に示したように、疎水性蛋白質自体

が表面粘度を有する事で泡膜を強化し、泡持ちへ寄与することを報告した [82]。 

 

１－４－６．泡持ち関連蛋白質の定量分析法 

大別すると泡持ちに寄与する蛋白質を特異的に定量する方法と、高分子蛋白質総量や、

疎水性蛋白質等画分を数値化する方法に大別される。前者は、Protein Z や LTP1 に着目

して、Protein Z の古典的なロケット免疫電気泳動による定量 [61]や、Protein Z4, 

Protein Z7, LTP1 の ELISA 法による定量などが泡持ちの研究に使われる [60]。マススペ

クトルの解析によって、Protein Z4 の分解断片が 7-17 kDa 画分に検出されたという知見

もある [83]。 

一方で、高分子蛋白質総量を定量する方法としては Coomassie Brilliant Blue 色素結合

法（CBB Assay）が使われている [84]。この色素は分子量 5 kDa 以上の蛋白質と結合す

るために、定量結果は泡持ちに寄与する蛋白質を良く反映しているが [85-87]、その結果

は蛋白質のアミノ酸組成、とりわけアルギニン残基の影響を受け [87]、結果としてアルギ

ニン残基の比率が低いホルデイン由来の蛋白質の含量が相対的に低く定量されるという特

性を有する [88]。Pyrogallol redmolybdate (PRM)を用いた方法も、低分子の蛋白質やア

ミノ酸の影響を受けない方法として報告されている [89]。ビールの泡持ちに強く関与する

疎水性蛋白質画分の濃度を測定する試みとして CBB assay と Phenyl-Sepharose 疎水性相

互作用クロマトグラフィーを組み合わせた方法や [90, 91]、1-anilino-8-

naphthalenesulfonate が疎水性蛋白質と相互作用する際に蛍光強度が高まることを利用し

た定量方法が提唱されているが、この方法にはビール中の蛍光夾雑物質の影響を受けやす

いという欠点がある [92]。 
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１－５．泡持ちにマイナスに作用する成分の研究 

１－５－１．脂質 

脂質はビールの泡にとって決定的なダメージを与える物質と認識されている。ビールに

含まれる、あるいは影響を及ぼすものとして、脂肪酸、グリセライド、リン脂質、糖脂

質、ステロールに大別される [93]。ビールに含まれる脂質は、その大部分が麦芽由来で、

一部はホップに [93-95]、また一定の条件下で酵母から漏出し、その多くは C6もしくは

C8の炭素鎖を有する脂肪酸であるとの報告がある [96]。どのような脂質が泡に悪影響を

及ぼすかについては多くの研究がある。リン脂質や中性脂質と比較して糖脂質の影響が大

きく、炭素鎖 C6から C10までの脂質と比較して、C16や C18といった長鎖の脂肪酸の影響

が大きいとの報告もある [97]。一方で、短鎖の脂肪酸は泡の付着性に悪影響を及ぼすとさ

れる [98]。ビール製造中の脂質酸化反応の生成物であるヒドロキシ脂肪酸は泡品質に悪影

響を及ぼすことが明らかとなっている [99]。このヒドロキシ脂肪酸は麦芽中のリポキシゲ

ナーゼ等の酵素が関与する反応経路が詳細に調べられており [100]、生成の抑制法が報告

されている [101, 102]。また泡持ちに有利な原料を確保する目的でリポキシゲナーゼを発

現させない原料大麦の育種に関する取り組みがなされているが、これについては原料の項

で記述する。 

 

１－５－２．酵母由来蛋白質分解酵素 

非熱処理ビールには酵母に由来する蛋白質分解酵素の作用で泡持ちが劣化する事が古く

から知られている [103]。中でも酵母の液胞中に存在する Proteinase A (PrA) [104]による

泡持ちの影響が顕著で、ビール酵母から精製された PrA をビールに添加して実際に泡持ち

が低下する事が確認され [105]、パン酵母由来の PrA については、そのアミノ酸配列も明

らかとなっている [106]。ビール中の酵母由来蛋白分解酵素に関する研究において課題と

されたのは微弱な活性を再現性良く測定する酵素活性測定法の開発であり [107-110]、著

者らは本論文に記載したように、蛍光性のペプチド基質を用いてビール中の蛍光物質の影

響を受けずに微弱な酵素活性を測定する方法を開発した [111]。酵母細胞外への PrA 排出
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の挙動も明らかになりつつあり、使用する酵母株や、発酵・熟成中の栄養条件や、その温

度・期間によって 終製品の PrA 活性は大きく変化するとされる [112]。従って、実際の

ビール製造においては、PrA 排出の少ない酵母株の選択、酵母の弱化を起こしにくい発

酵・熟成管理が重要である。ただし、PrA がビール中の蛋白質にどのように作用し、泡持

ちの低下に結びつくかは必ずしも明確になっておらず、PrA による Protein Z のような主

要な蛋白質の明らかな一次構造の変化や、著しい有利アミノ態窒素の増加は認められない

が、疎水性蛋白質画分への若干の作用が認められ、酵素作用によって疎水性蛋白質の物理

的・質的変化が泡持ち低下を引き起こすとされている [113]。 

 

１－６．原料に関する研究 

近年のプロテオミクスの発展に伴い、大麦やビールのプロテオーム解析によって泡持ち

に寄与する蛋白質の網羅的な解析が可能になり、新たな知見が見出され、ビール大麦の育

種に応用されている。二次元電気泳動と質量解析により同定した蛋白質情報リストを含む

ビール・麦汁プロテオームマップが作成され、本マップと泡持ちの異なるサンプル間の蛋

白質組成の差が比較できるようになり [114, 115]、その結果、Protein Z4 [116, 117]、B

ホルデイン、大麦由来の Barley dimeric α-amylase inhibitor-1 (BDAI-1) [118, 119]、酵

母由来の Thioredoxin [120]が新たな泡持ち寄与蛋白質の候補として同定されている。

Protein Z4 および Z7、BDAI-1、B ホルデインについては、各遺伝子の遺伝子型を簡便に

判別可能な DNA マーカーが開発され [116]、これらの技術を利用して、大麦一粒から出

た葉より抽出した DNA を用いて泡持ちの良し悪しを判定する事が可能になるなど [115, 

121-125]、泡品質を高めるための大麦選抜技術の開発が進められている。 

 

１－７．醸造工程に関する研究 

泡持ちを 適化するための醸造工程条件に関する知見は数多く報告されているが、ここ

では泡持ち関連蛋白質および脂質酸化酵素に関連する醸造工程との関連の報告を記載す

る。仕込開始（アインマイシェ）時における粉砕原料の濃度は蛋白質の可溶化の観点で重
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要であり、高濃度醸造仕込条件は、疎水性蛋白質の可溶化が抑制される点で不利とされる 

[126, 127]。低温（55°C 以下）での蛋白休止工程は蛋白分解が過度に促進され [128-

130]、また遊離アミノ態窒素（特に、酵母によって資化されにくく、泡持ちにネガティブ

に作用するアルギニン）の増加が泡の付着性を阻害するという報告がある [131]。低温で

の蛋白休止は、麦芽由来のリポキシゲナーゼの反応を促進し、生成物のヒドロキシ脂肪酸

増加が泡持ちを悪化させることを報告している [132-135]。その一方で、高温での仕込開

始は蛋白分解酵素およびリポキシゲナーゼの反応を抑制する事で泡持ちに有効とされ 

[136]、それがホルデイン由来のポリペプチドに起因するとの報告 [52]や、糖蛋白の生成

によるとの報告がある [137, 138]。また、湿式麦芽粉砕が 40 kDa 蛋白質のビールへの移

行を促進するとの報告もある [139]。 

麦汁煮沸は、ホップ由来苦味物質のイソ化、酵素活性の消失、麦汁濃度調整、色や香味

の付与等の機能を有する工程だが、泡持ちとの関係でも、蛋白質の熱変性と不溶化、脂質

のトルーブへの吸着による除去など、重要な要素を含んでいる。泡持ち寄与蛋白質として

上述した LTP1 は熱変性によって泡持ち性が高まり [33, 44, 49, 140]、4 つのジスルフィ

ド結合による立体構造が破壊されることが、気液界面への吸着力が高まることや [140]、

還元物質の存在によってその変性が進行する事が報告されている [47]。また蛋白質-糖類

のメイラード反応生成物も泡持ちに寄与するとされ [141]、蛋白質分子自体のフレキシビ

リティが高まることがその理由とされている [142, 143]。Protein Z についても製麦・仕

込中に糖タンパク化されることで泡持ち性が高まることも報告されている [144]。麦汁煮

沸中の蛋白質の挙動が調べられ、LTP1 が麦汁煮沸開始直後に急激に減少するのに対し

て、Protein Z は比較的緩やかに減少していくことが分かっている [145]。また、近年は円

偏光二色性分光計やフーリエ変換赤外分光光度計を用いて Protein Z の醸造工程中の二次

構造の解析が行われている [146]。 

実際の醸造工程では、麦汁煮沸工程がとりわけ重要視されており、外部煮沸器を用いた

醸造試験において、カウンタープレッシャーを掛けて内圧を高め、温度を上昇させること

で、103-110°C において蛋白凝固、DMS の揮散、苦味質のイソ化が効率よく進行するも
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のの、103°C を越える高温での煮沸条件は蛋白凝固が過度に進み、泡持ちには不利である

と注意喚起している [96]。これらを改善するための麦汁煮沸装置の改良も進められている 

[147]。麦汁煮沸器の過熱器表面の温度が、過剰な蛋白凝固を防ぐために特に重要であると

の報告もある [148]。 

発酵工程との関連では高濃度醸造が泡持ちに与える影響が論じられており、高濃度醸造

の多くの要素が泡持ちにとって、特に酵母に対する種々のストレスを発生させる点でマイ

ナスに作用する事が報告されている [127]。その対策のひとつとして、主発酵終了後に速

やかに酵母を除くことが泡持ちにとって有利に作用する事も報告されている [107, 109, 

149, 150]。 

発酵・貯蔵中に漏出する酵母由来 Proteinase A に関する研究については１－５－２項に記

載したが、醸造工程の要因との関連については、発酵が進行する過程における窒素飢餓、

アルコール濃度の影響、炭酸ガスの発生に起因する圧力などが本酵素の酵母細胞からの漏

出に影響する事が報告されている [110, 150]。 
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１－８． 本研究の目的 

ビールの泡に関する研究の 終目的は、消費者に提供する優れた泡品質を有する製品・

商品の実現である。そのためには泡持ちに寄与する成分を特定し、 終製品の味や香り、

また物的耐久性（混濁や噴き）に問題を起こすことなくその成分を制御し、より具体的に

は、原料を厳選し、製麦・醸造条件を 適化するべく製造プロセスを 適化する事が必要

となる。また、そのような知見を新たな製品の開発に反映させることにも意義がある。本

研究においては、まず、泡持ちプラス要素の代表であるビール中の高分子蛋白質に着目し

て、その蛋白化学的性質の解明、ビール醸造工程中の挙動、物理化学的性質の解明（とり

わけ蛋白質の疎水性に着目）を行い、ビール泡持ちに寄与する蛋白質を特定する事を試み

た。次いで、泡持ちマイナス要素である酵母由来蛋白分解酵素（Proteinase A）に着目

し、ビール中の成分に影響される事なく微弱な活性を精度よく測定する方法の確立を試

み、Proteinase A の泡持ち阻害効果を確認する事を試みた。また、ビールの泡持ちの評価

方法について、従来から伝統的に用いられてきた方法と比較してより人間の視覚に近い泡

持ち測定方法の確立を試みた。ビール自動注ぎ機を開発し、終点判定結果を統計処理する

事で方法を確立した。視覚パネルを用いた結果と、新規に確立した方法で得られたデータ

を統計処理することで確立した方法の評価を試みた。 
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第２章．ビール中に含まれる主要蛋白質の分析 

 

２－１．緒論 

これまでにもビール中の蛋白質を分離して性質を調べる試みがなされており、泡立ち蛋

白質は異なる分子量分布を持つ３つの画分より成り、より高分子の２画分がεアミノ基を

介してイソフムロンと結合し泡立ち特性を有する事が報告されている [27]。また、その中

でも分子量 40 kDa を有する蛋白質は大麦の胚乳に含まれる Protein Z 由来であることが

示され、その蛋白化学的性質が報告されている [158]。 また、分子量 9.6kDa の塩基性蛋

白質 LTP1 も大麦胚乳に由来し、ビールの泡持ちへの寄与が論じられている [44]。 

本章では、ビールに含まれる蛋白質を、SDS ポリアクリルアミド電気泳動後のゲルから

スポットを切り出し、アミノ酸組成や、アミノ末端、カルボキシ末端のアミノ酸配列の情

報を得ることで、その蛋白質化学的な性質を明らかにする事を試みた。 

 

２－２．実験材料および実験方法 

２－２－１．実験材料 

蛋白質分析用のビールはサッポロビール静岡工場製の黒ラベルを用いた。 

 

２－２－２．SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）は Laemmli [151]の方法に従い、

16.5% (W/V) Acrylamide / 0.47% (W/V) N, N’-methylene-bis-acrylamide ゲルを用いて行

った。電気泳動後のゲルは、0.1% (W/V) Coomassie Blue R (Sigma Chemical Company, 

St. Louis, MO) で染色、25% (V/V) methanol, 7% (V/V) 酢酸溶液で脱色した。SDS-

PAGE に用いた試薬は全て和光純薬製のものを用いた。分子量の推定は分子量標準蛋白質

を用いて行い、標準蛋白質は Serva Feinbiochemica 社 (Heidelberg, Germany)の、 

bovine serum albumin (67 kDa) , ovalbumin (43 kDa), chymotrypsinogen (25 kDa), 

myoglobin (17 kDa), cytochrome C (12 kDa) を用いた。 
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２－２－３．蛋白質の精製 

SDS-PAGE の染色後のゲルから蛋白質を精製する Tsugita らの方法 [152]を用いて行っ

た。ビール、および発酵前の麦汁は、これに含まれる低分子の糖類などが濃縮の妨げとな

るため、透析膜を用いて 0°C、16 時間、イオン交換水に対して透析を行い、ロータリーエ

バポレーターで濃縮後、SDS-PAGE に供した。染色後のゲルから目的とするバンドを切り

出し、25 倍量の 70% (V/V) ギ酸溶液を用いて室温中で穏やかに回転撹拌により蛋白質を

溶解し、ロータリーエバポレーターで濃縮・乾燥した。残渣を 100 µl の 70% (V/V) ギ酸

溶液に溶解し、70% (V/V) ギ酸溶液で平衡化した Bio-Gel P-10 (100-200 mesh, Bio-Rad 

Laboratories, Richmond, CA)に供して塩類、SDS、色素を除き、ボイドボリューム画分を

再度ロータリーエバポレーターで濃縮・乾燥し下記の分析に供した。 

 

２－２－４．アミノ酸組成分析 

Tsugita らの方法 [153]を用いて加水分解の後、アミノ酸分析に供した。２－２－３項

に示した方法で得られた蛋白質は、0.005% (V/V) フェノールを含む塩酸/トリフルオロ酢

酸の 2:1 (V/V) 混合溶液、100 µl に溶解、ガラスチューブに真空封止し、166°C、25 分間

および 50 分間加水分解を行った。開封後の残渣を乾燥後、0.01N 塩酸溶液に溶解し、ア

ミノ酸分析計 Irica  A-5500 (Irica Equipment Products, Kyoto, Japan）に供した。アミ

ノ酸組成は、2.5 nmol の標準アミノ酸標品（和光純薬）を標準とし、スレオニンとセリン

は 25 分および 50 分加水分解品の値から加水分解 0 分に相当する値を求め、バリンとイソ

ロイシンは 50 分加水分解品の値を用いた。それ以外のアミノ酸は 25 分と 50 分の加水分

解品の平均値を用いて求めた。 

 

２－２－５．アミノ酸配列分析 

アミノ末端配列は、マニュアルのエドマン分解法により行った [154]。

Phenylthiohydantoin (PTH)-アミノ酸分析は Hunkapiller らの方法 [155]に準じて、
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Zorbax CN (4.6 mm×250 mm, 5-µm, DuPont Company, Wilmington, DE) を装着した逆

相高速液体クロマトグラフィーを用いて、異動相 0.01 N 酢酸ナトリウム（pH 4.9）：アセ

トニトリル（62.2 : 37.8）、流速 1ml/min、カラム温度 40°C のイソクラティック溶出、

UV254nm 紫外部吸収検出にて行った。Phenyl isothiocyanate は和光純薬製（Osaka, 

Japan）を用いた。エドマン分解で使用した試薬は Pierce 社（Rockford, IL）を用いた。 

カルボキシ末端配列は、0.1 M pyrimidine acetate-collidine 緩衝液（pH 8.2）中で、

carboxypeptidase A (Cpase A) および carboxypeptidase B (Cpase B) を作用させ、遊離

するアミノ酸をアミノ酸分析計にて分析する事で行った。Cpase A 

（phenylmethylsulfonyl fluoride 処理済）および Cpase B （diisopropyl 

fluorophosphate 処理済）は Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) を用いた。 

 

２－３．結果および考察 

２－３－１．ビール中の蛋白質の性質 

ビールの蛋白質の SDS-PAGE 結果を Fig. 2-1 のレーン 1 に示した。分子量標準蛋白質

を供したレーン S においてシャープな泳動結果が観測されるように、高い分解能を有する

SDS-PAGE において、レーン 1 が示すように分子量 40 kDa 近辺にややブロードながら比

較的明瞭なバンドを、また 15 kDa より低分子側に連続したブロードなバンドが検出さ

れ、10 kDa および 8 kDa に相当する位置に、比較的濃いバンドが観測された。第 1 章 １

－４項に記述したように、原料大麦中の蛋白質は、製麦工程および仕込工程において、大

麦の発芽によって活性化する自らの蛋白分解酵素の作用により分解を受け、酵母の栄養素

となるアミノ酸に分解される。また、製麦工程における焙燥工程や、醸造工程における麦

汁煮沸という著しい高温にさらされる工程があり、蛋白質分子は高度に変性されることが

容易に推察できるが、この電気泳動結果はその変性が分子量的に分布をもたらす形で生じ

ていることを示している。分子量 40 kDa、10 kDa および 8 kDa に相当する位置のバンド

を切り取り、２－２－３項で示した方法で精製を行ったものを再電気泳動したのが各々レ

ーン２、３、４である。ビールの泳動結果で得られたのと同じ位置にブロードな状態のま
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まバンドが検出され、この結果は、SDS-PAGE ゲル上に観察されるゾーン状のバンドが、

その分子量分布を保持したまま分画されていることを示しており、以降、この SDS-PAGE

で検出された 3 つの蛋白質を、40 kDa 蛋白質、10 kDa 蛋白質、8 kDa 蛋白質と称する

事とする。 

 

 

Fig. 2-1.  Sodium dodecyl sulfate gel electrophoresis of the proteins in beer before and 

after electrophoretic purification.  Beer before purification (lane 1), purified 40 kDa 

protein (lane 2), 10 kDa protein (lane 3), and 8 kDa protein (lane 4). S: the standard 

protein mixture. bovine serum albumin (67 kDa) , ovalbumin (43 kDa), 

chymotrypsinogen (25 kDa), myoglobin (17 kDa), cytochrome C (12 kDa) 

Arrows indicate the protein of 40, 10, and 8 kDa proteins. 

 

 

２－３－２．40 kDa 蛋白質のアミノ酸組成とアミノ酸配列 

ビールより SDS-PAGE で分画・精製した 40 kDa 蛋白質のアミノ酸組成を Table 2-1 に

示した。これまでにカラムクロマトによりビールおよび大麦から精製された Beer Antigen 

I と Barley Protein Z のアミノ酸組成が Hejgaard と Kaersgaard [61] によって報告され
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ており、その値も同表に示した。ビール 40 kDa 蛋白質のアミノ酸組成から得られたデー

タと SDS-PAGE 上の分子量推定から全アミノ酸残基を 370 から 380 と推定し、またアミ

ノ酸分析において も安定したピーク面積処理のできるアラニンを基準として用い、

Hejgaard と Kaersgaard らの報告にある Beer Antigen I のアラニン残基 38 に当てはめ

て 1 分子当たりのアミノ酸残基数を算出した。Table 2-1 に示したように、40 kDa 蛋白質

のアミノ酸組成は Beer Antigen 1 と Barley Protein Z のそれと良く類似していた。 

 

 

Table 2-1  Amino Acid Composition (residue per molecule) 

of the 40 kDa Proteins in beer 

 

  The 40 kDa Protein 

Amino acid Beer 
 (in this study) 

Beer Antigen I 
[61] a 

Barley Protein Z [61] 
a 

Aspartic acid and asparagine 34 33.1 32.8 

Threonine 21 18.7 19.9 

Serine 40 35.8 35.9 

Glutamic acid and glutamine 47 45.6 44.4 

Proline 16 14.5 13.8 

Glycine 34 27.6 27.0 

Alanine b 38 38.0 38.6 

Valine 24 30.4 30.1 

Methionine 3 4.4 4.2 

Isoleucine 15 16.2 16.5 

Leucine 41 41.4 42.0 

Tyrosine 6 6.8 6.7 

Phenylalanine 18 21.9 21.8 

Histidine 20 17.3 20.5 

Lysine 11 8.6 9.0 

Arginine 11 9.7 10.1 

Cysteine n.d. n.d. 2.0 

Tryptophane n.d. n.d. n.d. 

Total 377 370.0 375.3 

a From the amino acid analyses of beer Antigen 1 and Barley Protein Z. [61] 
b In order to compare the composition of the 40 kDa proteins (Beer Antigen I a) in beer, 
Alanine was assumed to be 38 residues. 
c n.d., Not detected.    
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本方法で精製したビール 40 kDa 蛋白質についてマニュアルでのエドマン分解による N

末端配列解析、およびカルボキシぺプチダーゼによる C 末端配列解析を実施した結果

Table 2-2 に示した。N 末端残基は全く検出されずブロックされていると考えられ、また

C 末端残基はアラニンのみが検出された。これらのアミノ酸情報は Hejgaard らによる報

告 [156]とほぼ一致した。SDS-PAGE からのバンドを切り取るというワンステップの精製

方法で固有の蛋白質の情報と一致したことから、少なくとも分子量 40 kDa 近辺の蛋白質

は大麦の Protein Z に由来するものに限定されることが示された。 

 

 

Table 2-2  Carboxypeptidase Digestion of Proteins in Beer 40kDa protein 

 

Protein 
Carboxy- 
peptidase 

Time 
(hr) 

Amino Acids a 

Ala 

Beer 40 kDa A 16 0.65 

 A+B 16 0.59 

a Values are given as a molar ratio of amino acid per protein. 

 

 
 

２－３－３．10 kDa および 8kDa 蛋白質のアミノ酸組成とアミノ酸配列 

Fig. 2-1 に示した分子量 10 kDa および 8 kDa の蛋白質について、アミノ酸組成および

アミノ酸配列分析を行った。アミノ酸組成分析結果を Table 2-3 に示した。なお、アミノ

酸組成（モル比）の算出において、双方ともアラニンを６残基と仮定した場合に、各々の

分子量に も近い総アミノ酸残基数、すなわち 10 kDa 蛋白質は 91 アミノ酸残基, 8 kDa

蛋白質は 79 アミノ酸残基と算出できた。また、参考としてこれまでの研究から、分子量

10 kDa 付近で主要な蛋白質として報告されている大麦およびビール由来の Lipid 

Transfer Protein 1 (LTP1)のアミノ酸組成を同表に併記した。双方の比較においてアミノ

酸組成は、特にアスパラギン酸/アスパラギン、グルタミン酸/グルタミン、アラニン、ヒ

スチジン、リジンにおいて相互に大きく異なっていた。  
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Table 2-3 Amino Acid Composition (residue per molecule) 

of the 10 kDa and 8 kDa Proteins in beer 

 

 10 kDa Protein  

Beer 8 kDa 
Protein 

(in this study) Amino acid 

Beer 10 kDa 
Protein 
(in this 
study) 

Barley LTP1 as 
the Probable 

Amylase/Protease 
Inhibitor (PAPI) 

[42] 

Beer LTP1 
(in mol %) 

[157] 

 

Aspartic acid and 
asparagine 12 15.0 16.1  9 

Threonine 4 3.0 3.4  3 

Serine 9 8.2 8.3  6 
Glutamic acid and 

glutamine 9 6.1 8.7  11 

Proline 6 6.3 8.8  5 

Glycine 10 9.1 11.0  9 

Alanine a 6 a 4.3 4.7  6 a 

Valine 7 5.9 6.6  5 

Methionine 1 1.1 1.0  1 

Isoleucine 6 6.1 5.8  4 

Leucine 6 6.3 6.8  6 

Tyrosine 2 2.6 1.3  2 

Phenylalanine 1 0.0 n.d.  1 

Histidine 5 1.9 1.5  4 

Lysine 2 3.5 3.5  2 

Arginine 5 3.9 3.5  5 

Cysteine n.d. n.d. n.d.  n.d. 

Tryptophane n.d. n.d. n.d.  n.d. 

Total 91 91 91  79 
a In order to consider their total molecular weight, Alanine was assumed to be 6 residues. 

b n.d., Not detected. 

 

 

本方法で精製したビール 10 kDa および 8 kDa 蛋白質についてマニュアルでのエドマン分

解による N 末端配列解析を Table 2-4 に、カルボキシぺプチダーゼによる C 末端配列解析

を実施した結果を Table 2-5 に、以上の結果から類推されるアミノ酸配列を Fig. 2-3. に示

した。 
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Table 2-4  Sequence Analysis of Proteins in Beer 

 Beer 10 kDa protein (1nmol) 

Cycle 1 2 3 4 5 6 7 8 

PTH-amino acids         

Asp … … … 17 23** 13 … … 

Asn tr b 51**c 10 … … … … … 

Ser … … … … … … … … 

Pro … tr 23** 13 … … … … 

Gly … … 43 88** 43* 65* 40 … 

Ala 56*d 24 … … … … … … 

Val … … … … 36 89** 65 … 

Ile … … 19 38* 22 … tr 18** 

Leu 120** 9 … … … tr 13** tr 

Tyr … … … … … … tr 12* 
         
 Beer 8 kDa protein (1nmol) 

Cycle 1 2 3 4 5 6   

PTH-amino acids         

Asp … … … … … …   

Asn tr 63** 17 … … …   

Ser … tr 30* 17 25** 11   

Pro … tr 32* … .. …   

Gly … … 57 87** 59** 46   

Ala 75* 48 … … … …   

Val … … … … 33 88**   

Ile 201** 62 … … … …   

Leu 98* 30 … … … …   

Tyr … 17 40** 20 … …   

a Picomole amount of phenylthiohydantoin (PTH) -amino acid. 
b Trace amount (less than 10 pmol) of PTH -amino acid. 
c **: Major residue 
d **: Minor residue 

 

  



32/129 
 

 

Table 2-5  Carboxypeptidase Digestion of Proteins in Beer and Barley 

Protein 
Carboxy- 
peptidase 

Time 
(hr) 

Amino Acid a 

Ala Ile Tyr Arg 

Beer 10 kDa A 2 0 0.73 0.45 0 

  16 0 0.89 0.75 0 

 A+B 16 0 0.89 0.75 1.00 

Beer 8 kDa A 2  0.41 0.25 0 

  16  0.88 0.70 0 

 A+B 16  0.83 0.75 0.89 

a Values are given as a molar ratio of amino acid per protein. 
 

 

 

Beer 10 kDa protein:  Leu-Asn-Pro-Gly-Asp-Val-Leu-Ile-------------------------------Arg-Tyr-Ile 

(Ala)       (Ile)(Gly)(Gly)   (Tyr)                       (Ile)(Tyr) 

Beer 8 kDa protein:   Leu-Asn-Tyr-Gly-Ser-Val-----------------------------Arg-Tyr-Ile 

(Ala)    (Pro)   (Gly)                         (Ile)(Tyr) 

(Leu)    (Ser) 

 

Fig. 2-3. Partial amino acid sequences of proteins in beer and barley.  N-termini were 

detected by manual Edman degradation and C-termini with carboxypeptidase 

digestion.  The observed minor peaks if phenylthiohydantoin amino acids are in 

parentheses. 

 

 

アミノ末端（N 末端）には 10 kDa、8 kDa 蛋白質ともに、類似のアミノ酸配列（Leu- 

Asn-）ならびにカッコ内に示したマイナーなアミノ酸残基が複数検出された。また同様に

カルボキシ末端（C 末端）にも共通する –Arg-Tyr-Ile の配列が認められたが、同時に Ile, 

Tyr の残基も検出された。 

また、これらの結果は、報告されている LTP1（かつては PAPI と称されていた）のア

ミノ酸配列 [41] [42]、すなわちアミノ末端（Leu-Asn-Cys-Gly-Gln-Val-Asp-Ser---）およ

びカルボキシ末端（---Arg-Ile-Tyr）配列と部分的に一致しているが、複数のアミノ酸残基

も同時に検出されている。 
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SDS-PAGE において明らかに異なる分子量分布を有するにも関わらずアミノ末端および

カルボキシ末端に類似の配列が認められたこと、およびアミノ末端、カルボキシ末端とも

にマイナーな残基が複数検出された結果を総合的に考察すると、幾つかの可能性が類推で

きる。ひとつは今回検出された 10 kDa 蛋白質、8 kDa 蛋白質は、製麦および/または仕込

工程にて作用する蛋白分解酵素による分解を受けた結果生じた LTP1 の断片であること。

もしくは LTP1 の特にアミノ末端部分が不規則に酵素消化を受けたために分子量に分布を

持つヘテロな分子の集団として存在していること（10 kDa 蛋白質、8 kDa 蛋白質ともに

Fig. 2-1 に示したように SDS-PAGE においてブロードなバンドを示している）。また、特

に麦汁煮沸工程で進行しているであろう糖との共存化で、メイラード反応等を伴う熱変性

が分子表面で不規則に進行し、これがアミノ末端、カルボキシ末端の不揃いな配列を引き

起こしている可能性が考えられる。また、当然、LTP1 以外の複数の蛋白質の混在も考え

られる。 

 

 

２－４．小括 

泡持ちにプラスに関与すると報告されているビール中の高分子蛋白質の性質を調べるた

めに、SDS ポリアクリルアミド電気泳動でビール中の蛋白質を分離し、泳動後のゲルから

70%ギ酸で蛋白質を抽出し、ゲル濾過クロマトで蛋白質から色素および低分子物質を除く

ことで精製を行い、マニュアルエドマン分解法およびカルボキシペプチダーゼによる酵素

消化法を用いてアミノ末端およびカルボキシ末端の配列分析を行った。SDS-PAGE では分

子量 40 kDa 近辺に独立したバンドを、10 kDa、8 kDa 近辺に双方が連続するようなブロ

ードなバンドを検出した。40 kDa 蛋白質については、アミノ酸組成、アミノ末端、カル

ボキシ末端の分析結果から、既に報告されている大麦 Protein Z に由来する蛋白質の情報

とほぼ一致し、この分子量近傍で単独の蛋白質として存在している可能性を示唆した。一

方、15 kDa あたりから低分子に掛けて連続したブロードなバンドが存在し、10 kDa、8 

kDa あたりに比較的濃いバンドが検出された。これらの蛋白質のアミノ酸組成は、これに
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近い分子量を有してビール中への移行が報告されている大麦 LTP1 蛋白質とは異なるアミ

ノ酸組成を有していた。アミノ末端、カルボキシ末端配列分析からは LTP1 と一部重複す

るも、その他の複数のアミノ酸配列が検出され、麦芽由来の蛋白分解酵素が製麦・仕込中

に LTP1 を部分的に酵素反応することで、断片化もしくはアミノ末端、カルボキシ末端が

不揃いに酵素消化されたこと、さらにおもに麦汁煮沸中に当該蛋白質にメイラード反応が

進行し、分子量的にも分布を持つ形で反応生成物が生じた結果とも考えられる。このよう

な蛋白質のいずれがビールの泡持ちに関与していくかを明らかにする必要がある。 
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第３章．醸造工程中の蛋白質の挙動 

 

３－１．緒論 

前章ではビール中の蛋白質の基本的な性質の解析を試み、分子量 40 kDa 近辺に大麦

Protein Z 由来と類推される分子量的に単一な蛋白質を、また分子量 15 kDa より低分子域

には分子量 10 kDa の蛋白質をはじめ、電気泳動（SDS-PAGE）的にブロードで、不均一

なアミノ末端、カルボキシ末端を有する蛋白質群を検出した。次章以降では泡持ちに関与

する蛋白質を特定していくが、そのためには原料のビール大麦に含まれる蛋白質が、製麦

に始まって、仕込・発酵工程を経て 終ビールに至る醸造工程においてどのように移行し

ていくかを把握する事が必要となる。 

 

３－２．実験材料および実験方法 

３－２－１．実験材料 

蛋白質分析用のビールはサッポロビール静岡工場製の黒ラベルを用いた。ビール大麦は

ニューゴールデン種を用いた。麦芽はカナダ産ハリントン種を用いた。糖化開始時マイシ

ェ上澄、糖化終了時マイシェ上澄、煮沸釜満量時麦汁、煮沸終了時麦汁、冷麦汁は静岡工

場の仕込工程よりサンプリングした。 

 

３－２－２．SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

Laemmli [151]の方法で行った。 

 

３－２－３．アミノ酸組成分析 

蛋白質のアミノ酸組成分析は Tsugita らの方法 [153]を用いて行った。 
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３－２－４．総蛋白質 

Bradford の方法 [84]を用いて、Bio-Rad 社の Protein assay キットを用いて行った、標

準蛋白質として牛血清アルブミンを用いた。 

 

３－２－５．大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）の精製 

Hejgaard [158]の方法を改変し、下記の方法で行った。大麦を簡易粉砕機で粉砕し、そ

の 1.5 kg を 5 L の 50 mM β-メルカプトエタノール溶液で 1 時間 0°C で撹拌し、0°C で

一夜整置し、12.000g で 15 分間遠心分離して上澄を得た。上澄に 40%飽和度となるよう

に硫酸アンモニウムを加え、pH を水酸化ナトリウム溶液で 6.1 に調整し、常温で一夜整

置、遠心分離により沈殿を除去した。次いで 60%飽和度となるように硫酸アンモニウムを

加え、撹拌後常温で一夜整置した。沈殿を遠心分離により回収し、100 ml の 10 mM β-

メルカプトエタノール溶液に再溶解し、10 mM β-メルカプトエタノールを含む 50 mM

リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.5）に対して 0°C、3 日間透析を行った。この透析内液

を、10 mM β-メルカプトエタノールを含む 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.5）

で平衡化した Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia)イオン交換クロマトカラム（25×350 

mm）に供した。同緩衝液を 700 ml 流したのち、同緩衝液 1,500 ml の NaCl 濃度を 0 か

ら 0.4 M に高めるグラジエント溶出で蛋白質を脱着し、15 ml ずつフラクションを回収し

た。流速は全て 5 ml/min にて行った。各フラクションは SDS-PAGE により分析し、分子

量 40 kDa の蛋白質を含む画分を回収した。 次いで、40 kDa 蛋白質を含む画分を集め、

(NH4)2SO4を 0.6 M となるように添加・溶解した。この溶液を 50 mM リン酸ナトリウム

緩衝液（pH 7.5）, 0.6 M (NH4)2SO4で平衡化した Phenyl Sepharose 6 Fast Flow 

(Pharmacia) 疎水性相互作用クロマトカラム（直径 25mm×長さ 350 mm）に供した。同

緩衝液を 700ml 流したのち、同緩衝液 1,500 ml の (NH4)2SO4濃度を 0.6 M から 0 M に

低下させるグラジエント溶出で蛋白質を脱着し、15 ml ずつフラクションを回収した。流

速は全て 5ml/min にて行った。各フラクションは SDS-PAGE により分析し、分子量 40 
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kDa の蛋白質を単一で含む画分を回収した。当該画分はイオン交換水に対して 24 時間、

0°C で透析を行い、凍結乾燥を行った。 

 

３－２－６．ゲル濾過クロマトグラフィー 

Parmacia 社製 Sephacryl S-200 superfine（直径 32 mm×長さ 600 mm）を用いた。試

料としてビール 10 ml を負荷した。溶離液は、50 mM NaCl+0.02% NaN3を用いた。流速

は 0.5 ml/分、分画は 6.6 ml、検出は、３－２－４項に示した総蛋白質、ならびに各画分

から３－２－８項に示したロケット免疫電気泳動に供し、大麦 40 kDa 蛋白質（Protein 

Z）を特異的に定量した。 

 

３－２－７．大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）抗体の作成 

３－２－５項に示した方法で調整した大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）を抗原として、

ウサギ三羽に対して、各々一回の免疫注射あたり、標品 0.5 mg を生理食塩水に溶解、

Freund’s complete adjuvant (Difco)と混合、初回・14 日目・21 日目・28 日目の計 4 回に

渡り注射、30 日目に全採血を行って抗血清約 100 ml を得た。作成は（株）日本生物材料

センターに委託した。 

 

３－２－８．免疫二重拡散法（Ouchterlony 法） 

Ouchterlony の方法 [159]を用いて行った。0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.0）にアガロー

ス（Pharmacia 社、Agarose A）1% (W/W)を加えて沸騰水浴中で溶かし、ガラス板とシ

リコンゴム枠を用いて厚さ 1 mm のゲルを作成した。直径 5 mm の穴を 5 mm 間隔で 3 か

所あけ、大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）抗血清、大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）標品

溶液（1 mg/ml）、大麦抽出液（粉砕大麦 10 g に 50 mM β-メルカプトエタノール 50 ml

を加え、4°C で 1 時間抽出）を加え、一夜静置、拡散反応させ、沈降線の生成を確認し

て、写真撮影を行った。 
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３－２－９．ロケット免疫電気泳動 

Laurell の方法 [160]により行った。0.03 M バルビタール緩衝液（pH 8.6）18 ml にア

ガロース（Pharmacia 社、Agarose A）0.18 g を加えて沸騰水浴中で溶かした後、55°C に

保った。大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）抗血清 100µl を加え、撹拌後、直ちにガラス板

とシリコンゴム枠を用いて、14 cm×10 cm×1 mm のゲルを作成した。ゲルの片側に直径

3 mm の穴を 25 個作り、これに試料 9 µl を注入した。ゲルの両端を、ろ紙を介して 0.03 

M バルビタール緩衝液（pH 8.6）に接触させ、冷却板を用いてゲルの温度を 4°C に保ち

ながら、試料側を陰極として 24 mA 定電流で電気泳動を行った。泳動後はゲルを温風で

乾燥し、0.1%クマシーブリリアントブルー（25%メタノール、7%酢酸溶液）で染色し、

沈降線を確認した。また、定量を行う場合には大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）の標準液

（4～50 mg/l）の複数段階の標準液を同時に泳動し、沈降線の高さから検量線（ 小二乗

法による二次曲線）を作成して定量値を算出した。 
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３－３ 結果および考察 

３－３－１．醸造工程中の蛋白質の SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）に

よる分析 

原料大麦から製品ビールに至るまでの蛋白質の挙動を SDS-ポリアクリルアミドゲル電

気泳動（SDS-PAGE）により解析した結果を Fig. 3-1 に示した。供試した試料は、大麦抽

出液（粉砕大麦 10 g に 50 mM β-メルカプトエタノール 50ml を加え、4°C で 1 時間抽

出）、麦芽抽出液（粉砕麦芽 10 g にイオン交換水 50 ml を加え、4°C で 1 時間抽出）、糖

化開始時マイシェ上澄、糖化終了時マイシェ上澄、煮沸釜満量時麦汁、煮沸終了時麦汁、

冷麦汁、ビールである。 

             S        1     2    3   4   5    6    7    8          S 

 

Fig. 3-1  Electrophoretic characterization of proteins during malting and brewing 

processes.   

Lane 1: Extract from barley.  Lane 2: Extract from malt.  Lane 3: Supernatant of the 

mash just after mashing-in.  Lane 4: Supernatant of the mash just after mashing-out. 

Lane 5: Wort before wort-boiling process.  Lane 6: Wort after wort-boiling process. 

Lane 7: Cooled wort  Lane 8: Final beer 
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S: The standard protein mixture. bovine serum albumin (67 kDa) , ovalbumin (43 kDa), 

chymotrypsinogen (25 kDa), myoglobin (17 kDa), cytochrome C (12 kDa). 

 

大麦抽出液（Lane 1）には幅広い分子量のバンドが多数検出された。一般的に、大麦か

ら発芽や焙燥工程を経て麦芽に至る間は、澱粉、βグルカン等の多糖類、高分子蛋白質の

分解と遊離アミノ態窒素の増加が進行するとされるが、今回検出されたバンドのパターン

は、大麦（Lane 1）と麦芽（Lane 2）で大きくは変わっていなかった。また、そのパター

ンは糖化開始時のマイシェ上澄（Lane 3）まで維持されていた。糖化終了時マイシェ上澄

（Lane 4）では 20 kDa 以上の高分子領域において複数のバンドが消失している様子が観

察されたが、40 kDa 付近の蛋白質は安定的に仕込工程を経て後工程に移行していた。 

また 14 kDa 以下の低分子のブロードなバンドも移行していた。煮沸満量時（Lane 5）か

ら煮沸終了時（Lane 6）に掛けては、全体のバンドが薄くなり、100°C、90 分の麦汁煮沸

工程において熱凝固で蛋白質が除去されていることが推察された。冷麦汁（Lane 7）から

終ビール（Lane 8）に至る過程では、酵母による発酵と、0°C 以下の低温での貯蔵中

に、酵母由来蛋白質分解酵素の作用や、低温による蛋白質凝固が促進するとされ、また一

般的にはろ過工程においては製品化後の保存中の混濁を引き起こす蛋白質を除去するため

にシリカゲル等の濾過助剤を使用するが、そのような過酷な条件を経て 40 kDa 蛋白質が

選択的に移行している様子が観察され、また低分子領域の蛋白質の以降も認められ、さら

にブロードなゾーンがより低分子側に移行している様子が観察された。 

以上をまとめると、大麦中に存在していた複数の蛋白質は、麦汁煮沸による熱変性

（凝固）、発酵工程中の酵母由来蛋白質分解酵素の作用、貯酒中における低温での凝固、

ろ過工程における濾過助剤との接触といった蛋白質にとって過酷な条件を経て、特定の蛋

白質が 終ビールへ移行する、特に電気泳動的に分子量 40 kDa および 14 kDa 以下の比

較的低分子の蛋白質が選択的に移行していることが明らかとなった。 
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３－３－２．大麦 40 kDa 蛋白質の精製結果 

前述の方法（３－２－５項）に示した方法により、粉砕大麦 1.5 kg から大麦 40 kDa 蛋

白質凍結乾燥標品約 150 g を得た。Fig. 3-2 に得られた蛋白質標品の SDS ポリアクリルア

ミド電気泳動結果を示した（Lane 2）。比較対照として、大麦抽出液およびビールの濃縮

液を各々Lane 1 と Lane 3 に供した。 

                  S    1     2    3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2  SDS polyacrylamide gel electrophoresis of purified barley 40 kDa protein 

Lane 1: Extract from barley.  Lane 2: Purified barley 40 kDa protein.  Lane 3: Beer 

S: The standard protein mixture. bovine serum albumin (67 kDa) , ovalbumin (43 kDa), 

chymotrypsinogen (25 kDa), myoglobin (17 kDa), cytochrome C (12 kDa). 

 

レーン２に示したように、得られた蛋白質標品は単一のバンドを示し、分子量標準蛋白

質の移動度から分子量も 40,000 と推定できた。同時に泳動した大麦抽出液（Lane1）には

高分子から低分子に掛けて多数のバンドが検出されたが、精製された大麦 40 kDa 蛋白質

とほぼ同じ移動度に色の濃いバンドが検出された。また、同時に泳動した濃縮ビール
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（Lane 3）には前章の Fig. 2.1 で検出されたのと同様にビールに特徴的なバンドの中に分

子量 40 kDa の位置にバンドが検出された。大麦 40 kDa 蛋白質とビール 40 kDa 蛋白質の

バンドは、前者が単一でシャープなバンド形状を示したのに対して、後者はブロードなバ

ンド形状を示し、醸造工程中で変性が進行し分子量 40 kDa の一次構造を保持しながらも

分子量的に若干の不均一性を伴っていることを示唆している。 

精製した大麦 40 kDa 蛋白質のアミノ酸組成分析結果を Table 3-1 に示した。得られた

アミノ酸組成は Hejgaard によって報告されたもの [158]とほぼ完全に一致し、目的の通

り大麦 Protein Z が精製されたと判断した。 

 

Table 3-1  Amino Acid Composition (residue per molecule) 

of the purified 40 kDa Proteins in Barley 

 

Amino acid Purified Barley 
40 kDa Protein 

Reported Barley 
Protein Z [158] by 

J. Hejgaard 

Aspartic acid and asparagine 33.1 32 

Threonine 18.6 19 

Serine 33.5 34 

Glutamic acid and glutamine 44.0 44 

Proline 15.2 14 

Glycine 28.4 27 

Alanine 39.8 38 

Valine 32.2 31 

Methionine 3.4 4 

Isoleucine 16.4 18 

Leucine 43.4 44 

Tyrosine 4.7 9 

Phenylalanine 22.1 24 

Histidine 9.4 9 

Lysine 21.3 20 

Arginine 10.6 10 

Cysteine n.d. 2 

Tryptophane n.d. 4 

Total 376.1 383 
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３－３－３．抗大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）血清の性質 

前述した３－２－７項の方法により作成した抗大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）血清の

性質を調べるために Ouchterlony法により免疫反応性を調べた。結果を Fig. 3-3 に示した。 

 

 

Fig. 3-3  The results of Ouchterlony test 

AS: Anti-serum against the barley 40 kDa protein (Protein Z) 

B40: Purified barley 40 kDa protein (Protein Z). 

a: Extract from barley. 

c: Beer 

 

抗大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）血清と３－３－２項に記述した電気泳動的性質を有

する精製大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）との間には明瞭な沈降線が確認され、同抗血清

に含まれる抗体と、抗原として用いた大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）が免疫的に特異的

に反応する事を確認した。また、その沈降線は大麦抽出液（左図）およびビール（右図）

と同抗体との間にも検出され、その沈降線が各々融合していることから、本血清が大麦抽

出液やビールのような蛋白質の混合物中の大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）の検出や定量

（ロケット免疫電気泳動等による）に用いることが出来ることを確認した。 

ビール中の蛋白質と抗大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）血清との反応をさらに詳しく調

べるために、ビール蛋白質をゲル濾過クロマトグラフィーにより分画し、各画分の総蛋白

質とともに、ロケット免疫電気泳動により、本抗血清と反応する蛋白質の量を調べた。

Fig. 3-4, Fig. 3-5 に示したように、ロケット免疫電気泳動において形成された沈降線の高

さ（40 kDa 蛋白質（Protein Z）の濃度を反映している）は蛋白質溶出曲線の 40 kDa 蛋
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白質に相当するピーク形と一致しており、また他の画分に対する反応が認められないこと

からも、本抗血清はビール中の 40 kDa 蛋白質（Protein Z）に特異的に反応する抗体から

成ることを確認した。また、総蛋白質のピーク形状について、ボイドボリューム（画分番

号 21~28）には分子量 100 kDa 以上の蛋白質がわずかに検出され、画分番号 38 をピーク

にした 40 kDa 蛋白質、その後、画分番号 44~70 に掛けてブロードなピークが溶出するパ

ターンは、Fig. 3-2 に示した電気泳動パターンと良く一致していた。なお、画分番号 83 以

降に溶出しているピークはゲル濾過担体との相互作用で遅れて溶出してきた低分子蛋白質

と考えられるが、成分の同定などは行っていない。 

 

 
Fig. 3-4  Gel filtration chromatography on Sephacryl S-200 of beer proteins. 

●: Concentration of high molecular protein measured by Bradford 

method. 

○: Concentration of 40 kDa beer protein derived from barley Protein 

Z represented as the height of precipitation on rocket 

immunoelectrophoresis by using anti-Protein Z serum. 
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Fig. 3-5  Rrocket immunoelectrophoresis by using anti-Protein Z serum in the fraction 

of gel filtration chromatography of beer proteins. 

 

 

３－４．小括 

 

泡持ちに関与する蛋白質を特定していくためには、原料のビール大麦に含まれる蛋白質

が、製麦・仕込・発酵工程を経て 終ビールに至る醸造工程においてどのように移行して

いくかを把握する事が必要となる。SDS-ポリアクリルアミド電気泳動を用いて調べたとこ

ろ、大麦抽出液中には幅広い分子量分布に渡って多数のバンドが検出されたが、仕込・発

酵工程を経るにしたがって特定の蛋白質がビールに移行していく様子が観察された。とり

わけ、40 kDa 付近の蛋白質は安定的に仕込工程を経て後工程に移行していた。また 14 

kDa 以下の低分子のブロードなバンドもビールへ移行していた。ビール醸造工程には麦汁

煮沸のように 100°C 以上で 90 分前後の麦汁煮沸工程における熱変性、熟成工程では 0°C

以下の低温における蛋白質凝固、またろ過工程ではシリカゲルのような濾過助剤による吸

着など、蛋白質を系外に除去するように作用する条件が複数存在するが、これらの工程を

経て特定の蛋白質がビールへ移行していると考えられる。また、その中でも分子量 40 

kDa の蛋白質は、そのアミノ酸組成や、免疫反応により大麦 Protein Z に由来することが
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確認された。今後はこれらの蛋白質について泡持ちへの関与を確認していくことがビール

の泡持ちに関する研究において必須要件となる。 
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第４章．ビールの泡持ちと表面粘度の関係 

 

４－１．緒論 

前章では原料の大麦から、製麦・仕込・発酵・貯酒・濾過などの醸造工程を経て、どの

ような蛋白質がビール中に移行してくるかを調べた。これまでビールの泡持ちに関する研

究において、関与物質を化学的に捉える研究が数多くなされているが、物理的な視点で検

討されたものは少ない。泡持ちに関与すると考えられる代表的な物理的特性は、泡の液膜

のガス透過性、液膜の電気二乗層の厚さ、表面弾性、液膜からの水分の蒸発、表面張力、

バルク粘度、表面粘度等である。泡持ちに関係する物理的特性を把握し、それに関与する

物質を特定していくことが泡持ちの解明や泡持ち向上の対策に繋がると考えられる。本章

においては、上述した物理的特性のうち、ビールの表面粘度に着目し、泡持ちとの関係を

調べた。 

 

４－２．実験材料および実験方法 

４－２－１．実験材料 

ビールはサッポロビール黒ラベル、および国内他社のピルスナータイプの大壜製品（市

販品）を用いた。 

 

４－２－２ 泡持ち 

シグマ法による泡持ち測定は ASBC 公定法に従った [15]。 

 

４－２－３ 界面活性剤 

ドデシル硫酸ナトリウムは Sigma 社製、ラウリルアルコールは和光純薬社製を用いた。 

 

４－２－４ 表面粘度の測定 

協和界面化学社製の表面粘度計 SVR-S を用いた。 
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表面粘度（μs）はバルクの粘度（μ）とは異なる物性であり、液体表面の粘りを示す

（単位：μs: g/sec, μ: g/cm/sec (=poise)）。表面粘度は液体表面に接線方向のせん断速度

を与えた際の抵抗力として得られる。表面粘度の測定には減衰振動法、回転法、細隙流動

法の三つがあるが、本実験では予備的な検討の結果、ビールのμs の測定に適した方法と

して回転法を採用し、Fig. 4-1 に示した原理により下記の方法で行った。 

 

 

Fig. 4-1  Schematic diagram of the rotational viscometer. 

 

ガス抜きしたビール 200 ml を泡のない状態で、表面粘度計の試料皿（半径：r1=7.5 

cm）に静かに注ぎ入れ（時間 t=0min）、次いでねじり定数 k=173.8（g・cm2/sec2）のピ

アノ線で吊り下げられた円盤状のテフロンコーティングを施した検出体（r2=2.5 cm）を試

料皿内のビール表面に接触させた（t=5min）。静置後、試料皿を一定角速度ω（red/sec）

で等速回転させた（t=5min）。検出体とビール表面との間の粘りに基づく抵抗（表面粘

度）のために検出体は試料皿の回転方向と同じ方向に振れ、ピアノ線のトルクと釣り合っ

た角度θ（rad）で停止する。この振れ角を反射光で読み取った。θより次式を用いてμs

が、また非ニュートン流体の場合は見かけの表面降伏値（f s：dyne/cm）が算出できる。 
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μs = k (θ－θw－θ0)（1/r12－1/r22）／4πω  （１） 

f s ＝ kθ0（1/r12－1/r22）／4πln （r2／r1） （２） 

θw：清浄な水を試料とした場合の振れ角 

θ0：非ニュートン流体を示すω－θ曲線の直線部分をω=0 に補外した時の値 

 

しかし、後述のようにビールの表面は経時的にニュートン性から非ニュートン性へと変化

する複雑な挙動を示すため、ここでは（１）式については、θw とθ0 を含む見かけの表

面粘度（μs a）として次のように表した。 

 

μs a＝kθ0（1/r12－1/r22）／4πω  （３） 

 

（３）式においてωで回転した時のθ以外は定数となるため、μs a はθで表すことが出

来る。 

 

μs a＝mθ （但し、m は定数）   （４） 

 

よって、以下では表面粘度を見かけの表面粘度（μs a）で表し、その値を振れ角θで代表

して表すこととした。 

用いた表面粘度計（SVR-S、協和界面化学）の外観を Fig. 4-2 に示した。 
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Fig. 4-2  SVR-S Rotational surface viscometer (Kyowa Interface Science Co., Tokyo). 

 

装置はアンプ、駆動部、検出部から構成される。測定は 20°C の恒温室で、振動、循環

空気の影響を排除して行った。また、経時的に測定する場合は、表面の乱れを避けるため

に、検出体とビール表面を連続的に接触した状態にして、各時間における反射光を読み取

った。 

 

４－３ 結果および考察 

４－３－１．ビール表面粘度の経時的変化 

予めシグマ法 [15]によって泡持ちを測定した 8 種類の国産ピルスナータイプ（Σ110～

127、Σ値が大きいほど泡持ちが良い）のビールのみかけの表面粘度（μs a）を表す振れ

角θを経時的に測定した結果を Fig. 4-3 に示した。データは示さないが、水やドデシル硫

酸ナトリウム＋ラウリル硫酸ナトリウム溶液は経時的な表面粘度の経時的変化は全く生じ

なかったのに対して、ビールの表面粘度は時間と共に増加し、その増加の度合いはビール

によって異なることが判明した。すなわち、泡持ちの良い（Σ値が大きい）ビールほど経

時的な表面粘度の増加が大きい事が明らかとなった。また、低分子界面活性剤の溶液等の
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表面と比較して、ビールの場合は平衡状態に達するまで長時間を要する事も明らかとなっ

た。 

 

 

Fig. 4-3  Changes in apparent surface viscosity of beer with time.  

Angular velocity (ω)=0.10 rad/sec. 

 

４－３－２．ビール表面粘度増加速度と泡持ちΣ値との関係 

ビール表面粘度増加速度と泡持ちΣ値との関係を明らかにするために、表面粘度がほぼ

直線的に増加する測定開始後 30 分から 50 分の間の表面粘度増加速度を Vθと定義し、両

者の関係（n=50）をプロットした（Fig. 4-4）。両者の間には強い相関関係が認められ、表

面粘度がビールの泡持ちを表す物性のひとつであることが明らかとなったとともに、泡持

ちの良否の判定の指標となることも明らかとなった。 
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Fig. 4-4  Relationship between velocity of increase in apparent surface viscosity and  

∑-value. Angular velocity (ω)=0.10 rad/sec. 

 

 

４－３－３．ビールの表面特性 

ビール表面の変化を流動曲線（ω-θ曲線）により更に検討した。Fig. 4-5 に泡持ちの異

なる 2 種類のビール（∑123, ∑110）の流動曲線を、表面形成後の時間 t をパラメータと

して示した。流動曲線の傾きや曲線の形状（f s 値の出現の有無）によりμs の値のほか

に、表面がニュートン性か非ニュートン性か、すなわち流体の粘性および（擬）塑性の強

さが判断できる。 
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Fig. 4-5  Force-flow curves of beers having different foam stabilities. 

Beer A: ○, ∑=123 

Beer B: ●, ∑=110 

 

泡持ちの良い∑123 のビール（Ａ）の表面は、t=10 min において、与えたせん断速度と

生じた応力とが比例関係で表されるニュートン性を示した。この関係ではθ/ωが一定であ

り、（３）式からμs a がω（あるいはθ）にかかわらず一定であることが示される。しか

し、t=40, 60 では比例関係から外れた流動曲線となった。すなわち、与えたせん断速度に

よってμs a が変化する非ニュートン性を示し、直線部分をω=0 に補外したθ0 から

（２）式を用いて算出される f s 値が Table 4-1 に示したように次第に増加した。一方、

泡持ちの劣る∑110 のビール（Ｂ）の表面は、t=10, 40 でニュートン性を示し、長時間を

経過して（t=120）ようやく非ニュートン性を示した。 
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Table 4-1  Surface Viscometric Properties of Beers 

  Surface Viscosity Surface Yield Value 

 

Beer 

Time 

(min) 

Μs 

(g/sec) 

f s 

(dyn/cm) 

A  (Σ123) 

10 0.12 0 

40 0.28 0.13 

60 0.30 0.19 

B  (Σ110) 

10 0.05 0 

40 0.11 0 

120 0.31 0.04 

 

このようにμs a が経時的に変化する事は、ビールの表面がニュートン性から非ニュー

トン性へ変化する事を示しており、降伏値の出現により表面の構造が強い粘性（あるいは

擬塑性）を次第に帯びてくる、つまり経時的にビール表面が固体に近い性質を帯びてくる

ことが明らかとなった。また、泡持ちの異なるビールの比較から、この経時的に強い粘性

を帯びる性質の程度が泡持ちの良否と対応することも示された。 

 

４－４．小括 

泡持ちに関与すると考えられる代表的な物理的特性の中から、表面粘度に着目した解析

を行った。表面粘度計を用いた検討の結果、ビールの見かけの表面粘度（μs a）は表面を

形成してから経時的に増加することが判明し、泡持ちの良いビールほどその増加速度は大

であった。またこのμs a 増加速度と泡持ち（∑）との間には強い相関関係が認められ、

表面粘度が泡持ちを表す物性のひとつであることが明らかとなった。さらにμs a の経時

的増加は、ビールの表面がニュートン性から非ニュートン性へ変化する事を示しており、

この程度が大きいほど、すなわち表面粘度を経時的に増加させる性質を強く持つビールほ

ど泡持ちが良いことが示された。  
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第５章．ビールの泡持ちに寄与する蛋白質の性質 

 

５－１．緒論 

前章では表面粘度計を用いた検討の結果、表面粘度が泡持ちを表す物性のひとつである

ことが明らかとなり、表面粘度を経時的に増加させる性質を強く持つビールほど泡持ちが

良いことが示された。泡持ちの良いビールを醸造する、あるいは泡持ちを改善するために

は、明らかとなった表面粘度を増加させる要因となる物質を特定することが重要と考えら

れる。そこで、本章では従来から泡持ちに深く関わるとされる大麦由来の高分子蛋白質と

表面粘度との関係に着目して検討を行う事とした。ビール中に含まれる高分子蛋白質の性

質については第 2 章で、また醸造工程中の高分子蛋白質の挙動については第 3 章で述べ

た。本章では蛋白質の物性に影響を与えないように、酵素精製に多用されるようなカラム

クロマト等の方法を組み合わせて分画を行い、ビールの表面粘度の上昇を司る蛋白質が存

在するかどうかに焦点を当てて検討を行った。 

 

５－２．実験材料および実験方法 

５－２－１．実験材料 

ビールはサッポロビール黒ラベル（市販品）を用いた。 

 

５－２－２．分画方法 

ガス抜きしたビール 6 L を硫酸アンモニウムで塩析処理を行った。飽和度 40%から 60%

の間に析出する区分を 20 mM 硫酸ナトリウム緩衝液（pH 3.5）に溶解したのち、同緩衝

液に対して 0°C、一夜透析を行った。不溶物は遠心分離により除去した。この透析内液を

同緩衝液で平衡化処理を行った陽イオン交換クロマト担体 S-Sepharose Fast Flow （ファ

ルマシア社製、直径 3.2×長さ 16.0 cm）を充てんしたカラムに供した。同緩衝液で洗浄し

たのち、1.0 M NaCl 溶液で吸着された蛋白質を溶出させた。得られた溶出液を 20 mM 

Tris 塩酸緩衝液（pH 8.8）に対して透析し、この透析内液を同緩衝液で平衡化処理を行っ
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た陰イオン交換クロマト担体 Q-Sepharose Fast Flow （ファルマシア社製、直径 2.6×長

さ 25 cm）を充てんしたカラムに供した。同緩衝液で洗浄したのち、1.0 ml/分の流速で 0

～0.6 M NaCl 溶液（1,200 ml）でグラジエント溶出を行い、4 ml ずつ分画した。なお、

上記のカラムクロマトは全て 0°C にて行った。得られた画分は 280 nm の紫外部吸収を測

定し、また一部を加水分解しアミノ酸濃度を測定した。その溶出ピークから蛋白質が溶出

されていると判断される画分（後述する F1、F2、F3、F4 画分）はイオン交換水に対して

透析処理を行い、限外濾過膜（アミコン社製、分子量カット 10,000）で濃縮した。 

 

５－２－３．SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

Laemmli [151]の方法で行った。 

 

５－２－４．ポリアクリルアミド等電点電気泳動 

Pharmalyte pH 3-10（ファルマシア社製）を含む 5%ポリアクリルアミドゲルを用いて

12°C でファルマシア社製フラットベッド電気泳動装置を用いて行った。操作は全てファ

ルマシア社の Manufacturer’s Instruction に従って行った。泳動後のゲルは 15%トリクロ

ロ酢酸に浸漬し、析出した白いバンドを写真撮影した。 

 

５－２－５．アミノ酸分析 

第２章 ２－２－４項に示した方法で行った。 

 

５－２－６．炭水化物 

フェノール硫酸法を用いて、グルコースを標準物質として定量した。 

 

５－２－７．疎水性相互作用クロマトグラフィーによる蛋白質の疎水性度分析 

Slack と Bamforth の方法 [80]に従って、Octyl-Sepharose CL-4B（ファルマシア社

製）カラムを用いて行った。 
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５－２－８．免疫二重拡散法（Ouchterlony 法） 

第３章 ３－２－７項に記述した方法で作成した大麦 40 kDa 蛋白質（Protein Z）抗血

清を用いて、第３章 ３－２－８項に示した Ouchterlony の方法 [159]を用いて行った。 

 

５－２－９．蛋白質画分の泡持ちの測定 

Rudin の方法 [12]を基本とし、直径 4 cm×長さ 60 cm の Rudin チューブ（Porosity 3

のガラスフィルター装着）を用い行った。200 ml の試験溶液を穏やかに Rudin チューブ

に注ぎ入れ、炭酸ガスで 5 秒間でチューブトップまで起泡し、10 秒後の外観を写真撮影す

る事で行った。 

 

５－２－１０．表面粘度の測定 

第４章 ４－２－４項に示した協和界面化学社製の SVR-S を用いた方法で行った。 

 

５－２－１１． 泡持ち 

シグマ法による泡持ち測定は ASBC 公定法に従った [15]。 

 

 

５－３．結果および考察 

５－３－１．ビール蛋白質の分画 

Q-Sepharose 陰イオン交換クロマトグラフィーの蛋白質溶出パターンを Fig. 5-1 に、ま

た得られた画分の SDS ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）結果を Fig. 5-2 に示

した。 
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Fig. 5-1 Chromatographic profile of beer protein on Q-Sepharose anion exchange column. 

*Amino acid contents after hydrolysis. 

 

 

Fig. 5-2.  SDS polyacrylamide gel electrophoresis of beer protein fractions obtained. 

B: Original beer. 

S: Sample prior to Q-Sepharose chromatography. 
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Fig. 5-2 に示した通り、分画に供した元のビール（Lane B）と S-Sepharose を用いて蛋

白質の吸着、溶出処理によって濃縮された Q-Sepharose カラムクロマトに掛ける直前のサ

ンプル（Lane S）の SDS-PAGE でのバンドパターンはほとんど差がなく、S-Sepharose

を用いた前処理によって蛋白質は濃縮され、透析と塩析によって、電荷を有しない高分子

の炭水化物や低分子化合物が除かれていると判断した。Q-Sepharose から溶出された蛋白

質は、その溶出曲線から F1、F2、F3、F4 画分の 4 つに分画した。それぞれの画分の

SDS-PAGE 分析結果（Fig. 5-2）は F1 画分が 10 kDa 近辺に比較的明瞭なバンドを示し

た一方、F2, F3 画分は其々10 kDa, 15 kDa 以下の分子量ゾーンにブロードな分布を示し

た。また F4 画分は 40 kDa の分子量を持つ明瞭なバンドを示し、第２章において明らか

になっている大麦 Protein Z 由来の蛋白質であると考えられた。 

Fig. 5-3 に抗大麦 Protein Z 抗体を用いて行った免疫二重拡散法（Ouchterlony 法）に

よる各画分の免疫応答性を調べた結果を示した。抗大麦 Protein Z 抗体との間には F4 画

分のみが免疫反応を示し、その沈降線は抗大麦 Protein Z 抗体と、抗原として用いた

Protein Z 標品との間に形成された沈降線と完全に融合した。 

 

 

Fig. 5-3  Immunodiffusion of anti-Protein Z serum (AS) and beer protein fractions. 
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以上の SDS-PAGE および免疫応答性の結果から、F4 画分は主として大麦由来 Protein Z

から成ることを確認した。 

 

５－３－２．ビール蛋白質画分の表面粘度 

前章で記述したようにビールの泡持ちと密接な関係を有する事が明らかとなっている表

面粘度と、前項で記述したビール蛋白質画分の関係を明らかにすることを目的に、表面粘

度計を用いて F1～F4 画分の表面粘度増加速度を測定した。Fig. 5-4 に示したように、各

画分は異なる表面粘度増加速度を示し、0～60 mg/l の濃度範囲において、F4 画分に特異

的に高い表面粘度増加速度を検出した。 

 

 

Fig. 5-4  Velocity of increase in surface viscosity of beer protein fractions. 

 

前項で F4 画分は大麦由来 Protein Z より成ることが分かっており、この画分が特異的

に高い表面粘度増加速度を示すことは、Protein Z 由来の蛋白質が泡持ちに有利な何らか

の物理的性質を有している可能性がある。その性質を明らかにすると同時に、ビール中の

含量や醸造工程でのより詳細な挙動などを調べることで、泡品質の向上や、そのための醸
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造工程の改善、 適原料の選択等につながる可能性がある。我々は、大麦育種において、

Protein Z を、泡持ちを良くするための醸造用大麦分子育種に活用しており、高 Protein Z

含有大麦（北米産 Bonanza）の交配系統を用いて Protein Z の構造遺伝子多型を調査し、

得られた分子マーカー（RFLP marker）が選抜マーカーとして利用可能であることを見出

している [70]。 

 

５－３－３．ビール蛋白質画分の化学的性質 

 

得られた画分のアミノ酸組成および炭水化物含量を測定した結果を Fig. 5-5 に示した。

F1, F2, F3 画分のアミノ酸組成と比較して、F4 画分はやや異なる組成を示し、次項で述

べる蛋白質の疎水性度と関係があると考えられる疎水性アミノ酸（ここでは Ala, Val, 

Met, Ile, Leu, Phe と定義した）含量の比が比較的高いことが認められた。すなわち、疎

水性アミノ酸含量（mol%）の少ない順に F1 画分が 27%、F2 画分が 28%、F3 画分が

29%、F4 画分が も高く 36%であった。また、おそらく製麦や麦汁煮沸といった高温下

での蛋白質と糖類の反応（メイラード反応と考えられる）に起因すると思われる炭水化物

を含んでおり、その含量はグルコース重量換算で少ない順に F2 画分が 4.1%、F1 画分が

4.5%、F4 画分が 6.7%、F3 画分が 7.9%であった。 

 

Fig. 5-5  Amino acid compositions and carbohysrate contents of beer protein fractions. 
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得られた４画分の等電点をポリアクリルアミド等電点電気泳動により測定した。泳動結果

を Fig. 5-6 に示した。 

 

Fig. 5-6  Polyacrylamide gel isoelectric focusing of beer protein fractions. 

S: Sample prior to Q-Sepharose chromatograpy. 

 

分画に用いた Q-Sepharose は陰イオン交換担体であり、理論的には等電点の高い分子か

ら低い分子の順に溶出される。Fig. 5-6 から分かるように、F1 画分は等電点が 6 以上の

塩基性蛋白質、F2 画分は 5.5 から 7 の中性領域、F3 画分は 4 から 7 にかけて広い酸性領

域の等電点分布を示し、F4 画分は 4 から 5 の比較的狭い酸性領域に分布していた。全て

の画分に言えることは、複数の微細なバンドがそれぞれの画分を構成しており、とりわけ

F4 画分は Fig. 5-2 の SDS-PAGE の結果は分子量的には単一に見えるものの、等電点的に

は多数のバンドを示し、電荷を有するアミノ酸残基が不規則に修飾される形で変性を受け

ていることが推測される。ビールの pH は 4 前後の酸性であり、この pH 近くに等電点を

持つ蛋白質は酸性領域で電荷を失った結果、溶解度が低下し（極端な場合には等電点沈殿
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を引き起こし）泡沫表面に吸着されやすくなることで泡沫安定性に寄与する事が推察でき

る。 

 

５－３－４．ビール蛋白質画分の疎水性度 

得られた４つの画分について５－２－７項に示した Octyl-Sepharose CL-4B（ファルマ

シア社製）カラムを用いた疎水性相互作用クロマトグラフィーによる方法で蛋白質の疎水

性度分析を行った。高分子蛋白質はその分子の表面に疎水性の強いアミノ酸残基を持って

おり、疎水クロマトグラフィーは、この疎水性部分とゲル担体表面の疎水基に対する疎水

的相互作用の差を利用した分離方法である。疎水的な結合力に影響を与える要因には、塩

濃度、温度、pH、界面活性剤、エチレングリコールなどがあるが、イオン強度（塩濃度）

が強いほど担体との疎水的な結合力は強くなり、塩濃度を下げると疎水性度の低い順に蛋

白質が溶離してくる。本方法では 25%飽和度の(HN4)2SO4溶液で平衡化した Octyl-

Sepharose CL-4B カラムに、25%飽和度となるように(HN4)2SO4を溶解したビールを供

し、素通り画分を親水性の“Hydrophilic”画分、次いで塩濃度を下げて蒸留水で溶出する

画分を中程度の疎水性の“Moderately hydrophobic”画分、50%エチレングリコールで溶

出する画分を強い疎水性の“Strongly hydrophobic”画分とした。 
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Fig. 5-7  Ratio of components with different hydrophobicity in the four beer protein 

fractions. 

 

既に４章において、ビールの泡持ちには表面粘度の増加速度が関係し、また５－３－２

項において記述したように、ビールに含まれる蛋白質の画分においては、F4 画分において

特異的に高い表面粘度の増加が認められたが、その理由には Fig. 5-7 に示した各画分のア

ミノ酸組成において F4 画分の疎水性アミノ酸比率が高いことも要因のひとつと考えられ

る。本項では F4 画分が“Moderately hydrophobic”、“Strongly hydrophobic”を合わせ

ると 82%が疎水性の高い蛋白質で構成されていることが明らかとなった。この画分を構成

する蛋白質、は５－３－１項にて考察したように主として大麦由来 Protein Z から成ると

考えられるが、実際には５－３－３項での等電点電気泳動の結果からも、同じ分子量を持

ちながら電荷的に複雑に修飾されている様子が観察され、それによって疎水性の異なる分

子を含んでいることが推察できる。以上述べたように、F4 画分は疎水性の高い高分子蛋白

質分子で構成されていることから高い表面粘度を有し、これが泡持ちにプラスに作用する

要因となっていることは容易に推測できる。 
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５－３－５．蛋白質画分の泡持ちへの寄与 

既項で述べた物理化学的方法で推測されたビール蛋白質画分の泡持ちへの寄与を直接的

に調べるために、限外濾過膜を用いて高分子蛋白質（分子量 10,000 以上）を除いた限外

濾過処理ビールに添加して（蛋白質濃度は 50 および 100 mg/l の 2 水準を設定）泡持ちを

測定する事で、得られた蛋白質画分の泡持ちへの寄与を測定した。泡持ちの測定は、方法

５－２－９項に記述した改変 RUDIN 法を用い、測定チューブの外見を写真撮影する事で

評価を行った。結果を Fig. 5-8 に示した。 

 

 

Fig. 5-8.  Foam stability of beer protein fractions in ultrafiltered beer. 

( ): Concentration of protein in mg/l. 

 

限外濾過処理したビールには泡持ちに関与すると報告されている低分子物質（イソα

酸、金属イオン等）が元のビールと同じ濃度で含まれている一方で、分子量 10,000 以上

の高分子蛋白質が除かれている。この限外濾過処理ビールの泡持ちは、Fig. 5-8.の左端の

写真に示したように起泡した泡沫は一瞬にして消失した事から、高分子蛋白質自体が泡持

ちにとって不可欠の要素であることが明らかである。F1～F4 画分を添加した試験区にお

いて、F4 画分を添加したものが も安定した泡持ちを示し、次いで F3 画分という結果と

なった。この事は５－３－２項で述べた各画分の表面粘度測定結果と一致した。以上の結
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果から、ビール中の蛋白質は低分子の金属イオンやイソα酸との相互作用によって泡持ち

に寄与する事が知られているが、その度合いは蛋白質分子の性質によって異なっており、

より疎水性が高く、表面粘度の高い分子（ここでは F4 画分）の寄与度が高いことが示さ

れた。また F4 画分の構成分子としては、SDS ポリアクリルアミド電気泳動および免疫応

答性の結果から大麦胚乳中に含まれる大麦 Protein Z であると類推でき、大麦 Protein Z

の泡持ちへの寄与を強く示唆する結果となった。 

 

 

５－４．小括 

ビール中の高分子蛋白質を、塩析、透析、陽イオン・陰イオンクロマトグラフィーによ

り分画を行い、F1～F4 画分の 4 つの画分を得た。SDS-PAGE 分析結果、F1 画分が 10 

kDa 近辺に比較的明瞭なバンドを示した一方、F2, F3 画分は其々10 kDa, 15 kDa 以下の

分子量ゾーンにブロードな分布を示した。また F4 画分は 40 kDa の分子量を持つ明瞭な

バンドを示し、大麦 Protein Z 由来の蛋白質であると推察した。抗大麦 Protein Z 抗体を

用いて行った免疫二重拡散法（Ouchterlony 法）による各画分の免疫応答性を調べた結

果、抗大麦 Protein Z 抗体との間には F4 画分のみが免疫反応を示し、F4 画分が大麦

Protein Z 由来であることを確認した。表面粘度計を用いた分析の結果、F4 画分に特異的

に高い表面粘度増加速度を検出した。アミノ酸組成分析の結果、F1, F2, F3 画分のアミノ

酸組成と比較して、疎水性アミノ酸（Ala, Val, Met, Ile, Leu, Phe）含量の比が比較的高い

ことが認められた。ポリアクリルアミド等電点電気泳動分析の結果、F1 画分は等電点が 6

以上の塩基性蛋白質、F2 画分は 5.5 から 7 の中性領域、F3 画分は 4 から 7 にかけて広い

酸性領域の等電点分布を示し、F4 画分は 4 から 5 の比較的狭い酸性領域に分布してい

た。全ての画分において、複数の微細なバンドが観察され、とりわけ F4 画分は SDS-

PAGE の結果は分子量的には単一に見えるものの、等電点的には多数のバンドを示し、電

荷を有するアミノ酸残基が不規則に修飾される形で変性を受けていることが推測された。

疎水性相互作用クロマトグラフィーを用いた分析の結果、F4 画分が疎水性の高い蛋白質分
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子で構成されていることが明らかとなった。限外濾過により高分子蛋白質（分子量 10,000

以上）を除去した限外濾過処理ビールに各画分を添加して改変 Rudin 法により泡持ちへの

影響を調査したところ、F4 画分を添加したものが も安定した泡持ちを示した。これらの

結果から、酸性に等電点を有し、より疎水性が高く、表面粘度の高い分子の集合体である

F4 画分の寄与度が高いことが示された。F4 画分の構成分子としては、SDS ポリアクリル

アミド電気泳動および免疫応答性の結果から大麦胚乳中に含まれる大麦 Protein Z である

と類推でき、大麦 Protein Z の泡持ちへの寄与を強く示唆する結果となった。 

 

  



68/129 
 

第６章．疎水性蛋白質の泡持ちへの寄与の検証 

 

６－１．緒論 

これまでに、泡持ちに寄与する成分が泡沫の表面に集積して生じる表面粘度の上昇が泡

持ちに深く関与していることや、大麦由来 Protein Z がその疎水性ゆえ泡持ちに大きく寄

与している事が推測された。以上の論拠を直接的に検証するために、ビール中の高分子蛋

白質を疎水性相互作用クロマトグラフィーによって分画を行い、主として表面粘度を指標

としてその性質を調べた。 

 

６－２．実験材料および実験方法 

６－２－１．実験材料 

ビールはサッポロビール黒ラベル（市販品）を用いた。 

 

６－２－２．疎水性相互作用クロマトグラフィーによるビール蛋白質の分画 

ガス抜きビール 200 ml に 終濃度が 1.0 M となるように溶解し、室温で一夜静置し

た。生じた沈殿物を遠心分離（28,000g, 10 分間）により除いたうえで、予め 1.0 M 硫酸

ナトリウム溶液で平衡化処理した疎水性相互作用クロマトグラフィーカラム（TSK-Gel 

Butyl-Toyopearl 650M, Tosoh Corporation, Tokyo, Japan. 直径 2.6 cm×長さ 10 cm）に

供した。200 ml の 1.0 M 硫酸ナトリウム溶液でカラムを洗浄したのち、200 ml の 0.4 M

硫酸ナトリウム溶液、200 ml の 0.2 M 硫酸ナトリウム溶液、200 ml の蒸留水、そして

200 ml の 50%エチレングリコール溶液で蛋白質を脱着して分画を行った。なお、流速は

3.0 ml/分、分画操作は常温にて行った。 

 

６－２－３．高分子総蛋白質、疎水性蛋白質画分（H4）、大麦由来 Protein Z の定量分析 

高分子総蛋白質の定量は、ゲル濾過担体 Sephadex G-25 Superfine を充てんしたミニカ

ラム Fast Desalting Column HR10/10 （直径 1.0 cm×長さ 10 cm）（Pharmacia, 
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Uppsala, Sweden）を用いて行った。溶離液として 10 mM 塩化ナトリウム溶液を用い、

室温で流速 2.0 ml/分で通液した。100 µl のビールをカラムに供し、そのボイドボリューム

1.2 ml を試験管に集め、真空乾燥後、第２章２－２－４項に示した方法で加水分解を行

い、本章６－２－４項に示した方法でアミノ酸量を定量し、その総量から蛋白質量を算出

した。 

疎水性蛋白質画分（H4 画分）の定量は、疎水性相互作用クロマトグラフィー担体

Butyl-Toyopearl 650C (Tosoh Corporation, Tokyo, Japan) を充てんしたミニカラム（直

径 1.3 cm×長さ 2.2 cm）を用いて行った。ガス抜きした試料ビール 90 ml に硫酸ナトリ

ウム 14.2 g を溶解して、同ビールで 100 ml に定容した（硫酸ナトリウム濃度は 1.0 M と

なる）。室温で一夜静置後、生じた沈殿物を遠心分離（28,000g, 10 分間）により除いた。

上澄みを、予め 1.0 M 硫酸ナトリウム溶液で平衡化した上記カラムに供し、30 ml の 1.0 

M 硫酸ナトリウム溶液でカラムを洗浄したのち、15 ml の蒸留水で疎水性画分（H4 画

分）を溶離させた。これを 20ml に定容し、その 1.0 ml を真空乾燥後、第２章２－２－４

項に示した方法で加水分解を行い、本章６－２－４項に示した方法でアミノ酸量を定量

し、その総量から蛋白質量を算出した。 

大麦由来 Protein Z の定量は、第３章３－２－８項に示したロケット免疫電気泳動法に

より行った。 

 

６－２－４．アミノ酸分析 

アミノ酸分析（定量）は、Ishida ら [161]の方法に従い、高速液体クロマトグラフィー

システム Shimadzu LC-9A（Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan）と o-フタルアルデヒ

ド と次亜塩素酸ナトリウムを用いたポストカラム誘導体化法を組み合わせて行った。 

 

６－２－５．表面粘度の測定 

第４章４－２－４項に示した協和界面化学社製の SVR-S を用いた方法で行った。 
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６－２－６．SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

Laemmli [151]の方法で行った。 

 

６－３．結果および考察 

６－３－１．疎水性相互作用クロマトグラフィーによるビール蛋白質の分画 

TSK-Gel Butyl-Toyopearl 650M を用いた疎水性相互作用クロマトグラフィーによるビ

ール蛋白質の分画結果を Fig. 6-1 に示した。また、各画分に含まれる蛋白質を SDS-ポリ

アクリルアミド電気泳動で分析した結果を Fig. 6-2 に、各々の蛋白質画分が含む蛋白質の

定量値を Table 6-1 に示した。 

 

 

Fig. 6-1 Hydrophobic interaction chromatography on TSK-Gel Butyl-Toyopearl 650M 

of beer proteins. 

Solid line: High-molecular-weight protein (HMWP). 

Dotted line: 40 kDa protein. 

Arrow indicates the change of the eluent. 
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Fig. 6-2  Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis of isolated fractions 

of beer protein obtained by hydrophobic interaction chromatography. 

S: Standard proteins. 

OB: Original Beer. 

 

Table 6-1 Quantity of proteins in fractions isolated from 1 L of beer 

Fraction HMWP* (mg) 40 kDa Protein (mg) 

H1 218 0 

H2 181 10 

H3 96 3 

H4 27 3 

Total 522 16 

Original beer** 480 20 

* High-molecular-weight protein. 

** Determination was carried out prior to the fractionation. 
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疎水性相互作用クロマトグラフィーにおいては、イオン強度が高い状態で疎水結合が高

まり疎水性の高い蛋白質は担体に吸着し、親水性の蛋白質は吸着せずにカラムを通過す

る。イオン強度を連続的もしくは段階的に下げると吸着した蛋白質は親水性の高い順に溶

出し、 も疎水性の高い蛋白質が も遅れて脱着して溶出する。Fig. 6-1 に示したよう

に、 も疎水性の低い（親水性）画分として H1 画分、硫酸ナトリウム溶液の塩濃度を

0.4 M, 0.2 M と下げることで疎水性の低い順に、各々H2 画分、H3 画分が順に溶出し、蒸

留水による通液で も疎水性の高い H4 画分が 後に溶出した。 終的に 50%エチレング

リコール溶液でカラムを通液したが、蛋白質はほとんど検出されず、蒸留水による通液で

ほとんどの蛋白質が溶出されたと考える。これまでの試験結果から泡持ちへの寄与が示唆

されている大麦 Protein Z 由来の 40 kDa 蛋白質の溶出位置を確認するために、ロケット

免疫電気泳動で同蛋白質の溶出パターンをモニターした。Fig. 6-1 の点線でクロマトグラ

ムを示したように、大麦由来の同蛋白質は H2, H3, H4 画分の 3 つに分かれて溶出した。

なお、データは示さないが、第３章 ３－２－５項で示した方法で精製し、同章３－３－

２項に示したように、精製結果を確認した大麦 Protein Z 自体を同一条件で本クロマトグ

ラフィーに供したところ、大麦 Protein Z は H3 画分の位置のみに溶出した。この結果か

ら、大麦種子の胚乳中に存在した Protein Z は製麦や醸造工程中において、主として熱に

よるものと考えられる変性を受け（第３章３－３－２項に示したように SDS ポリアクリ

ルアミド電気泳動において、バンドがややブロードに変化した事や、第５章５－３－３項

に示したようにポリアクリルアミド等電点電気泳動においてビール中のそれは複数の等電

点を示したことが醸造工程中での変性を示唆している）、一部の分子はより親水性の分子

へ（H2 画分に溶出したもの）、また一部の分子はより疎水性の分子へ（H4 画分に溶出し

たもの）と変化したことが推測できる。 

また、分子量 15 kDa 以下の蛋白質についても H3 画分に数本のバンドが認められるの

みで、H2, H3, H4 画分に渡ってブロードなゾーンが検出され、結論として導き出される

事は、ビール中の蛋白質は元々の大麦中に存在していた性質を変え、分子種に因らずに幅

広い疎水性度を持つ蛋白質の集合体としてビール中に存在しているという事である。 
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６－３－２．疎水性蛋白質画分の表面粘度 

疎水性相互作用クロマトグラフィーによって得られた蛋白質画分の表面粘度を表面粘度

計を用いて分析した。なお、今回はよりビールに近い環境を再現するために、限外濾過膜

を用いて高分子蛋白質（分子量 10,000 以上）を除いた限外濾過処理ビールに得られた H1, 

H2, H3 および H4 画分を所定濃度になるように溶解して表面粘度を測定した。結果を

Fig. 6-3 に示した。 

 

 
Fig. 6-3  Effect of the protein content on surface viscosity (Vθ) of fractions H1 (○), H2 

(□), H3 (●), and H4 (■). 

 

４つの画分は各々異なる濃度依存性の表面粘度を示した。 も親水性の H1 画分は調査

した濃度範囲において表面粘度は検出されず、泡持ちへの寄与は低いと推察した。また
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H3 画分も表面粘度が低く、濃度が高くなると（70～100 mg/L）若干の表面粘度の増加を

観測した。H2 画分は一定レベルの表面粘度を示し、濃度に応じて表面粘度が増加した

が、次に述べる H4 画分と比較して増加する傾向は小さかった。 も疎水性の高い H4 画

分は濃度に依存して表面粘度が増加し、その増加率は他の画分と比較して圧倒的に高かっ

た。ビールの表面粘度と泡持ちの関係については第４４－３－２項で述べたように、泡持

ちの良いビールほど表面粘度が高い事が示されている。本実験により疎水性クロマトグラ

フィーによって分画された も疎水性の高い H4 画分に高い濃度依存性の表面粘度特性が

認められたことは、この画分が泡持ちに大きく寄与している直接的な証拠と考える。ま

た、Fig. 6-2 に示した SDS-ポリアクリルアミド電気泳動の結果から H4 画分には複数の蛋

白質のバンド（ゾーン）が検出され、その中には分子量 40,000 の Protein Z 由来の蛋白質

も含まれている。つまり、分子種としては Protein Z が着目すべき泡持ち寄与蛋白質と言

えるが、実際には製麦・醸造工程中において蛋白質は疎水性にばらつきをもたらす方向で

変性が起こり、結果としてより疎水性の高い分子群が泡持ちに寄与することとなり、それ

は分子量 15,000 以下の低分子の蛋白質にも言えると考える。このように泡持ちに寄与す

る蛋白質は分子種と、その変性の度合いという複雑な要素によって決まってくると結論付

けられる。 

 

６－３－３．疎水性画分の表面粘度に及ぼすイソα酸の影響 

イソα酸が泡持ちに寄与する事が古くから知られており、そのメカニズムは高分子蛋白

質と結合する事で界面活性の高い複合体を形成する事とされている [27]。既述したように

我々は表面粘度と泡持ちが深く関係し、泡持ちに寄与する蛋白質がビールの液表面におい

て表面粘度の増加をもたらすことを明らかにした。これまでの知見から、これまで提唱さ

れてきたメカニズムに加えて、ビール蛋白質のとりわけ疎水性蛋白質がイソα酸の疎水基

と疎水性相互作用に基づいて結合し、より界面活性の強い複合体を形成する事は容易に推

測できる。これを検証するために以下の実験を行った。すなわち、パイロット醸造により

無ホップビールを醸造し、これを限外濾過処理によって高分子蛋白質を除去したビールを
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調製した。これに疎水性相互作用クロマトグラフィーによって得られた 4 つの画分（H1、

H2、H3、H4 画分）を溶解したビールを調製した。各々の画分の濃度は、Table 6-1 に従

った定量試験によって得られたビール中の各画分の濃度の算出結果に基づいて溶解する濃

度を決定した。これに市販のイソα酸標品を一般的なピルスナータイプのビールに典型的

なイソα酸濃度範囲を想定し、3 段階（17, 27, 37 mg/L）を設定・溶解し、表面粘度を測

定した。得られた結果を Fig 6-4 に示した。 

 

Fig. 6-4  Effect of iso-α-acids content on surface viscosity (Vθ) of protein fractions H1 

(○), 220 mg/L; H2 (□), 180 mg/L; H3 (●), 100 mg/L; and H4 (■), 30 mg/L. 
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も親水性の H1 画分は、220 mg/L という比較的高濃度ながらイソα酸との相互作用に

よる表面粘度上昇はほとんど観測されなかったが、疎水性の高い H3、H4 画分はイソα酸

の濃度が高まると、表面粘度が急激に増加する現象が観測された。特に H4 画分は 30 

mg/L という低濃度ながら高い表面粘度の増加が観測された。この事から低濃度であって

も疎水性蛋白質はホップ由来のイソα酸との相互作用を生じ、その結果として形成された

複合体が泡表面に吸着して固体に近い液膜表面を形成し、それが泡沫を安定化させるとい

うメカニズムが導き出される。 

 

６－３－４．疎水性蛋白質画分の泡への集積 

ホップ苦味質は泡へ集積されることが知られており、ビールの泡の部分は液体の部分よ

り苦く感じられることが経験的に言われている。同様に、泡に寄与する蛋白質もイソα酸

との相互作用の結果として泡へ集積されることが言われているが、疎水性蛋白質の泡持ち

への寄与が示唆された事を受けて、疎水性蛋白質画分である H4 画分の泡への集積の度合

いを検証する事とした。 

泡持ちの異なる二種類のビール、すなわち泡持ちの良いビール A（∑値 121）と泡持ち

の劣るビール B（∑値 113）を試料とし、泡持ち測定法∑法 [15]の測定において、ビール

を測定用の漏斗に注いで 230 秒間静置した後でビールを排液し、泡沫部分に含まれるビー

ルが液化するのを待って得られたビールを泡ビール（Collapsed Foam）とし、原ビールと

の比較を、総高分子蛋白質、40 kDa 蛋白質、H4 画分の三項目について行った。結果を

Table 6-2 に示した。 
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Table 6-2  Quantitative Analysis of Proteins in Original Beer and Collapsed Foam 

  HMWP* 
(mg/L) 

 40 kDa Protein 
(mg/L) 

 Fraction H4 
(mg/L) 

Beer ∑** Original 
Beer 

Collapsed 
Foam 

 Original 
Beer 

Collapsed 
Foam 

 Original 
Beer 

Collapsed 
Foam 

A 121 535 740  42 67  26 66 

  (100)*** (138)  (100) (159)  (100) (256) 

B 113 537 730  25 44  21 39 

  (100) (136)  (100) (174)  (100) (191) 

* High-molecular-weight protein. 

** Foam stability in Sigva value. 

***Number in parentheses is concentration ratio. 

 

2 種類のビールともに、測定した 3 項目の蛋白質は原ビールと比較して、泡ビールに高い

濃度で検出された。これまでの結果から、泡持ちに寄与する蛋白質の分子種として結論付

けた大麦由来 Protein Z、および泡持ちに寄与する蛋白質画分として結論付けた H4 画分、

ともに泡持ちの良いビールにおいて泡ビールに濃縮されていることが認められ、特に疎水

性蛋白質画分である H4 画分は、泡持ちの良いビール A において、原ビールの約 2.5 倍に

濃縮されていることが判明した。またデータは示さないがイソα酸も蛋白質の比率とほぼ

同様に濃縮されていることが明らかとなった。これらの結果から、疎水性蛋白質はイソα

酸と複合体を形成することで疎水性が高まり、泡表面に吸着する事で表面粘度が増加し、

泡沫表面をより強固にすることで泡の安定性に寄与することが明らかとなった。また、そ

の度合いは実際に泡持ちの良いビールほどその現象が顕著に起きることが明らかとなっ

た。 

 

６－４．小括 

ビール中の高分子蛋白質を疎水性相互作用クロマトグラフィーによって分画を行い、主

として疎水性を中心として、その性質を調べた。得られた 4 つの画分のうち、 も疎水性

の高い H4 画分は分子量 40 kDa 付近および 15 kDa 以下の蛋白質から構成されており、

前者は大麦 40 kDa 由来の蛋白質であることを免疫的に確認した。しかし、大麦 40 kDa

蛋白質由来の分子は H2, H3 画分にも検出され、この事は大麦 40 kDa 蛋白質が製麦・醸
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造工程中に受けた変性により疎水性に幅を生じている事が明らかとなった。表面粘度の分

析から、疎水性画分である H4 画分に高い表面粘度が認められ、またその性質は同じ分子

種由来でもより疎水性の高い性質を持った分子の寄与が大きい事を明らかにした。また、

ホップ苦味質であるイソα酸と共存下で、とりわけ H4 画分の表面粘度がイソα酸の濃度

に依存して増加した。更に疎水性蛋白質画分が泡部分に濃縮され、泡持ちの良いビールほ

どその現象が顕著であることを確認した。 

前章および本章における検討から、泡持ちに寄与する蛋白質は分子種としては大麦

Protein Z に由来する 40 kDa 蛋白質に着目すべきと当時に、疎水性の高さという観点でも

泡持ち寄与蛋白質を捉え、原料や醸造工程をこれらの側面から評価を行い、品質の造り込

みに反映させていくことが泡持ち改善に直結すると結論付けられる。 

 

  



79/129 
 

第７章． 酵母由来蛋白質分解酵素の泡持ちに与える影響と高感度活性測定法の開発 

 

７－１．緒論 

これまで泡持ちに寄与する物質として高分子蛋白質に注目して特定分子種として大麦

Protein Z 由来蛋白質、また蛋白質の物性として疎水性に着目し、疎水性の高い蛋白質の

寄与について述べてきた。一方、泡持ちにマイナスに寄与する要素として酵母由来蛋白質

分解酵素の影響が報告されている [103, 107]。とりわけ酵母の液胞に存在する Proteinase 

A （PrA）の影響が大きいとされ詳細な研究が行われてきたが [104-106]、PrA の活性測

定に関して著者らが追試を行った結果、これまで報告されている方法では再現性と繰返し

精度について、十分な結果が得られなかった。そこで、これまで PrA の研究で報告されて

いる Yokosawa らの方法 [162]を改変する事で、ビール中に含まれる妨害成分の影響を受

けることなく同酵素の微弱な活性を選択的に再現性良く測定する方法を検討し、併せて同

酵素の泡持ちへの影響を再確認する事を試みた。 

 

７－２．実験材料および実験方法 

７－２－１．実験材料 

ビールはサッポロビール静岡工場製の黒ラベルを用いた。酵素精製にはビール酵母を用

いた。酵素活性測定の基質として合成ペプチド Succinyl-Arg-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-

Tyr-4-methylcoumaryl-7-amide （Suc-R-P-F-H-L-L-V-Y-MCA) （ペプチド研究所、

Osaka、 Japan）を用いた。 

パン酵母由来 Proteinase A、Leucine aminopeptidase (Microsomal, from Porcine Kidney 

Microsomes)、7-amino-4-methylcoumarine (AMC)、pepstatin A、chymostatin、

antipain は Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA) 社製を用いた。 

 

７－２－２．ビール酵母 Proteinase A の精製 

同酵素の精製は、自己消化、塩析、疎水性クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグ
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ラフィー、イオン交換クロマトグラフィーを用いて行った。泥状酵母 1.5 L を遠心分離と

蒸留水懸濁を２回繰り返して洗浄し、2L の McIlvaine 緩衝液（0.2 M Na2HPO4溶液と

0.1 M クエン酸溶液を混合し、pH 7.0 に調整して作成）に懸濁した。懸濁液を室温に 16

時間静置して自己消化を行った。遠心分離で得られた上澄に硫酸アンモニウムを 95%飽和

度となるように溶解した。沈殿物を遠心分離で集め、300 ml の 0.2 M (NH4)2SO4, 30 mM 

Tris HCl (pH 7.2) に溶解し、同緩衝液で予め平衡化した疎水性相互作用クロマトグラフ

ィーカラム Butyl Toyopearl 650C (直径 2.6 cm×長さ 12 cm) に供した。同緩衝液 100 

ml でカラムを洗浄した後、50% ethylene glycol, 30 mM Tris HCl (pH7.2) で吸着した酵

素を溶出した。溶出液 50 ml を 300 ml の 30 mM Tris HCl (pH 7.2) に溶解して陰イオン

交換 Q-Sepharose Fast Flow クロマトグラフィーカラム（Pharmacia Fine Chemicals, 

Uppsala, Sweden. 直径 2.6×長さ 12 cm）に供した。同緩衝液 100 ml で洗浄したのち、

0 から 0.8 M NaCl, 30 mM Tris HCl (pH 7.2) のリニアグラジエント溶出（流速：2.0 

ml/min）を行い、活性画分を集めて 30 mM Tris HCl (pH 7.2) に対して透析を行った。

透析内液を予め同緩衝液で平衡化した陰イオン交換 Mono-Q クロマトグラフィーカラム

（直径 1.0×長さ 10 cm）に供し、0 から 0.5 M NaCl, 25 mM Tris HCl (pH 7.4) のリニ

アグラジエント溶出（流速：1.0 ml/min）を行い活性画分を分取、このクロマトグラフィ

ーを 2 回繰り返し、活性画分を獲得した。 終クロマトグラフィーにおいて、単一活性ピ

ークと 280 nm の紫外部吸収ピークは完全に一致した。 

 

７－２－３．ビール中 Proteinase A（PrA）活性の測定 

測定対象のビールもしくは酵母懸濁溶液は予め McIlvaine 緩衝液（pH 6.0）で活性の強

さに応じて 2 倍～100 倍程度に希釈した。通常のビールの場合は 2 倍希釈が適当であっ

た。希釈済み試料 100µl を 1.5ml 容の蓋付きプラスチック製マイクロチューブに採取し

た。これに、共存する可能性のある Proteinase B（PrB）活性を押さえるために、

dimethyl sulfoxide に溶解した 1 mM chymostatin（PrB 阻害剤）、5µl を加えた。また、

ブランクには dimethyl sulfoxide に溶解した 1 mM chymostatin（PrB 阻害剤）, 100 
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mg/l pepstatin（PrA 阻害剤）5 µl を加えた。酵素反応は dimethyl sulfoxide に溶解した

0.25 mM 基質（Suc-R-P-F-H-L-L-V-Y-MCA）溶液 5 µl を加えて開始させ、PrA による L-

L 間の選択的切断を行わせた。37°C で 1 時間の反応後、沸騰水浴中にマイクロチューブを

浸すことで反応停止を行った。マイクロチューブを冷却後、10 µl の leucine 

aminopeptidase 溶液（0.125U）および 100 µl の 0.5 M リン酸ナトリウム緩衝液（pH 

7.5、50 µM chymostatin, 5 mg/l pepstatin を加え、3 時間 37°C で反応を行い、遊離した

L-V-Y-MCA のアミノ末端側からアミノ酸を遊離させ、 終的に 7-amino-4-

methylcoumarine（AMC)を遊離させた。遊離した AMC を逆相イソクラティック HPLC

で検出した。HPLC システムは島津（Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan）製の、シス

テムコントローラーSCL-6B、自動注入ユニット SIL-6B、ポンプユニット LC-9A、蛍光検

出器 RF-550A、データインテグレーターC-R4AX を用いた。カラムは Nova-Pac C18, 3.9

×150 mm（Waters, Millipore Corporation, MA, USA）を用い、溶離液は 15 mM リン

酸ナトリウム緩衝液（pH 6.8）：アセトニトリル（１：１）を用いた。流速は 0.6 

ml/min、検出は励起波長 380 nm、蛍光波長 460 nm を用いた。 

また、本報告では PrA の酵素活性について、37°C で 1 pmol の基質を分解する酵素活性を

1 ユニット（UPRA）と定義する事とした。 

 

７－２－４． 泡持ち 

シグマ法による泡持ち測定は ASBC 公定法に従った [15]。 

NIBEM 法による泡持ち測定は Klopper [17]の方法に従って NIBEM Foam Stability 

Tester を用いて行った。 

RUDIN 法による泡持ちの測定は Rudin の方法 [12]を改変した Bishop の方法 [163]を

用いて行った。 

 

７－２－５．SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

Laemmli [151]の方法で行った。 
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７－３．結果および考察 

７－３－１．ビール中の PrA 活性測定における遊離 AMC の HPLC による定量 

MCA をアミノ末端に有する合成ペプチドを用いた蛋白分解酵素の活性測定において

は、遊離した AMC が有する蛍光強度を蛍光光度計で測定するのが一般的である。種々の

予備検討の結果、我々は Yokosawa らの方法 [162]を用いてビール中の蛋白分解酵素活性

の測定を試みたが、二つの問題点を見出した。一つ目はビール中に含まれる蛍光物質が活

性測定の弊害となることである。ブランクの測定で高い蛍光が検出され（とりわけ全麦芽

ビールや濃色系のビールの場合はそれが顕著に表れる）、微弱な活性を検出したい場合

に、目的とする遊離 AMC による蛍光強度の増加分を検出する事が難しい場合が出てく

る。二つ目は Photobleaching（光退色）と言われる現象である。蛍光光度計の測定におい

て、ビール中に含まれる蛍光物質が励起光に曝されることで不可逆的な光退色を起こし、

蛍光強度が低下する事で定量値が安定しない現象が観測された。遊離した AMC の蛍光強

度をビール中に含まれる蛍光物質と切り離して検出する事が出来ればこの二つの問題は同

時に解決できると考えた。そこで、反応液の中から逆相 HPLC により簡便かつ迅速に

AMC のみを検出する方法を検討した。種々の予備実験から、カラムは Nova-Pac C18, 3.9

×150 mm（Waters, Millipore Corporation, MA, USA）、溶離液は 15 mM リン酸ナトリ

ウム緩衝液（pH 6.8）：アセトニトリル（１：１）、流速は 0.6 ml/min、検出は励起波長

380 nm、蛍光波長 460 nm を用いたイソクラティック逆相 HPLC 分析により、一分析当

たり 4 分以内に、ビール中の蛍光物質の影響を受けることなく、定量性良く AMC を分析

できる条件を見出した。反応液および AMC 標準液の HPLC クロマトグラムを Fig. 7-1 に

示した。 
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Fig. 7-1  The HPLC profile of the AMC determination with fluorometric 

detection on PrA assay: (a) standard AMC solution (200 nM), (b) unpasteurized 

bees sample, (c) yeast filtrate sample. 

 

Fig. 7-1 (a) に示したように、AMC 標準品は保持時間 2.665～2.666 分の溶出位置に単

一のピークを示した。(b) に示したように、ビールの分析においては問題となるビール中

の蛍光物質は全て素通りの溶出位置に大きなピークとなって検出され、AMC の検出に影

響を及ぼさなかった。従って、ビール中の蛍光物質の高ブランクとしての妨害や、

Photobleaching（光退色）による誤差誘因の両方を回避する事が出来ることが明らかとな

った。また (c) に示した酵母懸濁液のようにビール中の成分が希釈されているような場合

は全く妨害物なく測定が可能であることも確認した。 
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AMC の濃度に応じた HPLC における濃度依存直線性につき、Fig 7-2 に示した。 

AMC 10 mM～1 µM の濃度範囲において良好な直線性が確認された。 

 

 
Fig. 7-2  The linearity of the AMC determination by isocratic HPLC. 

(a) 20-100 nM AMC, (b) 100 nM-1 µM AMC, (c) 1 µM -10 µM AMC. 

 

また、異なる非熱処理ビールおよび酵母懸濁液について日内・日間誤差を検討した結果を

Table 7-1 に示した。 
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Table 7-1 Repeatability of the PrA assay for an unpasteurized beer and a yeast filtrate 

  PrA Activity (UPRA/ml)  

Samples Number of 

Samples 

Mean Range Standard 

Deviation 

Coefficient of 

Variation (%) 

Unpasteurized beer      

Day1 10 17.7 16.9-19.1 0.687 3.9 

Day2 10 18.2 17.4-18.9 0.510 2.8 

Day3 10 17.8 17.1-18.7 0.490 2.8 

Yeast filtrate      

Day1 10 382 354-407 19.7 5.2 

Day2 10 384 341-416 24.5 6.4 

Day3 10 403 373-433 16.8 4.2 

 

日内誤差・日間誤差ともに良好な結果が得られ、製造工程における定量的品質管理に十分

耐えうる精度を有する事を確認した。 

酵素反応の経時的直線性を調べた結果を Fig. 7-3 に示した。 

 

Fig. 7-3  The concentration of AMC in dependence on the reaction time. 
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PrA activity: 0 UPRA/ml, ○, 5 UPRA/ml, △, 10 UPRA/ml, □, 20 UPRA/ml, ●; 30 UPRA/ml, 

▲. 

 

酵素活性濃度に比例して 37°C、0～2 時間の反応時間において直線性が認められ、酵素活

性の測定が可能であることを認めた。 

 

７－３－２．PrA による泡持ち低下の検証 

今回設定した PrA 活性測定法を踏まえて、実際にどの程度の活性でどの程度の泡持ちダ

メージが生じるかについて、ビール酵母から精製した PrA を熱処理ビールに添加する事で

市場における泡品質の劣化を想定した検証実験を行った。 

本章７－２－２項で示したビール酵母 PrA の精製によって得られた PrA 標品の SDS ポリ

アクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）分析結果を Fig. 7-4 に示した。 

 

Fig 7-4.  SDS PAGE of PrA from yeast. Lane 1: Commercial PrA from baker’s yeast 

(obtained from Sigma).  Lane 2: Purified PrA from brewer’s yeast. Lane S: Standard 

proteins. 
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図中の Lane 2 に示したように SDS-PAGE において、分子量 41 kDa の位置にほぼ単一の

バンドを示すまで精製されていることを確認した。また、参照として、市販されているパ

ン酵母由来の PrA との比較を行ったが、これまで報告されている通り [104]、Lane 1 に

認められるようにほぼ同一の分子量（41 kDa）を有している事を確認した。 

今回、ビール酵母から精製した PrA 標品を、熱処理によって残存する蛋白分解酵素を失活

させたビールに添加し、20°C で 26 日間保存した後の泡持ちを異なる泡持ち測定法で測定

した。Fig. 7-5 に示した通り、いずれの泡持ち測定方法においても、酵素活性の強さに応

じて泡持ちの顕著な低下が観測された。 

 

 

Fig. 7-5  The effect of the addition of purified PrA on the foam stability after storage 

(20°C, 26 days). (a)Sigma-value method, (b) NIBEM method, (c) RUDIN method. 

 

緒論の１－３項 泡の測定法に関する研究の項で記したように、泡持ちの測定法は、ど

のような泡沫の特性を評価するかによって異なる方法が報告されている。今回用いた三つ

の方法のうち、NIBEM 法は今日醸造業界で も広く採用されている方法で、専用測定機

を用いて泡沫の低下速度を直接測定する方法で、Sigma 法と RUDIN 法（HRV 値）は泡
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沫からの排液速度を測定し、泡沫の安定性に代替する方法である。今回、原理の異なる三

つの泡持ち測定方法のいずれにおいても泡持ちの低下が観測されたことから、ビール酵母

由来の蛋白分解酵素がビール品質に重篤な悪影響をもたらすことが明らかとなった。 

これまでの研究から酵母の液胞に存在する代表的エンド型の蛋白分解酵素として PrA と

並んで PrB が報告されている [164]。今回、PrA による泡持ちへのダメージを直接的に検

証したが、これを確認するために PrA, PrB の阻害剤を用いて両蛋白分解酵素の泡持ちへ

のダメージを間接的に確認した。PrA の阻害剤である Pepstatin A、PrB の阻害剤である

Chymostatin, Antipain を非熱処理ビールに添加し、泡持ちへの影響を評価した。 

結果を Table 7-2 に示した。 

 

Table 7-2  The effect of proteinase inhibitors on the foam stability after storage (37°C, 

7 days) 

 Inhibitors Concentration 

of inhibitors 

PrA activity 

(UPRA/ml) 

Foam stability 

(Sigma-value) 

Beer A     

pasteurized None - 0 120 

unpasteurized None - 7 115 

unpasteurized Chymostatin 50 µM 7 115 

unpasteurized Antipain 5 µg/ml 7 115 

unpasteurized Pepstatin A 5 µM 0 120 

Beer B     

pasteurized None - 0 118 

unpasteurized None - 12 112 

unpasteurized Chymostatin 50 µM 12 112 

unpasteurized Antipain 5 µg/ml 12 112 

unpasteurized Pepstatin A 5 µM 0 118 

 

Beer A、Beer B ともに加熱処理（pasteurized）したものは PrA 活性が消失したのに対

して、非熱処理（unpasteurized）のものは PrA 活性が残存し、保存後に泡持ち Sigma 値

が低下した（Beer A: 120→115、Beer B: 118→112）。これに PrA 阻害剤である Pepstatin 

A を加えたものは PrA 活性が消失し、泡持ちの低下は認められなかった。これに対して、
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PrB 阻害剤である Chymostatine、Antipain を添加したものは PrA 活性に影響を与え

ず、非熱処理ビールと同じ泡持ちの低下を示した。この事から酵母由来蛋白分解酵素の泡

持ちへの影響はもっぱら PrA によってもたらされていることを確認した。 

よってビール醸造工程において泡品質を改善するためには、プラスの要素である泡持ち寄

与蛋白質を増強する事と並行して、酵母由来蛋白分解酵素である PrA の活性を抑制する事

の両面が重要であることが示された。 

 

７－４．小括 

これまで泡持ちに寄与する物質として高分子蛋白質に注目してきたが、一方、泡持ちに

マイナスに寄与する要素として酵母の液胞に存在する Proteinase A （PrA）の影響が報

告されている。この現象を詳細に調べるためには PrA の活性を正確に測定できることが前

提となるが、これまで報告されている方法では再現性と繰返し精度について、十分な結果

が得られなかった。そこで、これまで PrA の研究で報告されている合成ペプチド

Succinyl-Arg-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr-4-methylcoumaryl-7-amide （Suc-R-P-F-H-

L-L-V-Y-MCA)を用いた Yokosawa らの方法を改変する事で、ビール中に含まれる種々の

成分の影響を受けることなく同酵素の微弱な活性を選択的に再現性良く測定する方法を検

討した。活性測定において問題となるブランクの高さ（ビール中に含まれる蛍光物質の存

在）、および Photobleaching（光退色）を回避するために、酵素反応で生成した 7-amino-

4-methylcoumarine (AMC)をイソクラティック HPLC で簡便に測定する方法を試み、前

述の二つの問題を同時に回避し、微弱な PrA 活性をビール中の妨害物質の影響を受けるこ

となく測定できることを確認した。併せて同酵素の泡持ちへの影響を再確認するためにビ

ール酵母より PrA を精製し、熱処理ビールに添加し、保存後の泡持ち低下を測定した。3

つの泡持ち測定法（Sigma 法、NIBEM 法、RUDIN 法）の全ての評価法で PrA による泡

持ちの低下が認められた。また、酵母由来エンド型蛋白分解酵素の阻害剤を用いた添加試

験の結果、PrB の影響は認められず、専ら PrA による影響で非熱処理ビールの保存中の泡

持ち低下が生じていることを明らかにした。ビール醸造工程において泡品質を改善するた
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めには、プラスの要素である泡持ち寄与蛋白質を増強する事と並行して、酵母由来蛋白分

解酵素である PrA の活性を抑制する事の両面が重要であることが示された。 
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第８章． 消費者の視覚をシミュレートした泡持ち評価法の開発 

 

８－１．緒論 

本論文緒言の１－３．「泡の測定法に関する研究」においてこれまで報告されている泡

持ちの測定法について概説した。“ビールの泡が良い・悪い”を 終的に判断するのは消

費者であり、本来は主観的なものである。しかし、これを製造工程の管理や品質保証、ま

た製品の開発等に反映させるためには主観的な消費者の判断を、何らかの方法で客観的な

数値に置き換える必要があり、それが故に泡持ちの測定法が必要になる。現在の泡持ち測

定法は数値化のために、泡沫からの排液速度や、泡沫の高さの低下速度等々、なんらかの

測定可能な代用特性を用いて数値化し、泡持ちの評価としている。これまで消費者の視覚

評価を客観的に数値化して実用となっている方法は存在していない。 

そこで我々は、人間がビールを注ぐ動きを再現できる自動ビール注ぎ機を開発し、これに

よって注がれたビールの泡の様子を画像処理し、液表面が露出するまでの時間、注がれた

ビール量および生じた泡の比率から泡消失までの時間（Foam Collapse Time: FCT）を統

計的に算出する事によって、消費者の視覚をシミュレートした泡持ち評価法の開発を試

み、得られた結果を統計的に解析した。 

 

８－２．実験材料および実験方法 

８－２－１．実験材料 

実験に用いたビールは国内産各社の市販の壜ビール（大壜、48 工場・68 ロット）を用

いた。 

 

８－２－２． 泡持ち 

シグマ法による泡持ち測定は ASBC 公定法に従った [15]。 

NIBEM 法による泡持ち測定は Klopper [17]の方法に従って NIBEM Foam Stability 

Tester を用いて行った。 
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RUDIN 法による泡持ちの測定は Rudin の方法 [12]を改変した Bishop の方法 [163]を用

いて行った。 

 

８－２－３．統計解析 

全て SPSS6.1J for Macintosh を用いた。 

 

８－３．結果および考察 

８－３－１．注ぎをシミュレートした泡持ち評価法測定条件の設定 

今回、開発を試みたビール注ぎ機の基本コンセプトは人間がビールを注ぐ際の動き、な

らびに注がれたビールの状態を忠実に再現する事である。そのために必要なのは具体的に

人間がビールを注ぐ際の条件設定である。そこで、我々は社内の 33 名（男性 21 名、女性

12 名）の社員のビールを注ぐ際の動き、合計 292 杯分をビデオで記録・解析する事を試

みた。供試ビールは国内産の 11 銘柄の市販壜ビールで、ビールの温度は実際の飲用条件

に近い 6°C、室温を 20°C に設定した。用いたビールグラスは、壜ビールを家庭および外

食で飲む際に一般的に使用されるの 6 オンスグラス（内径 約 6 センチ、高さ 約 9 セン

チ）を用いた。ビールを注ぐ際の動きをビデオ撮影し、注ぎに要する時間と、注いでから

10 秒後のグラスの中の泡の比率を観測した。結果を Fig. 8-1 と Fig. 8-2 に示した。 
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Fig. 8-1  Pouring time determined by video data analysis (poured by 33 people, 11 

brands, for a total of 292 glasses). 

 

 
 

 

Fig. 8-2  Percentage of foam in the glass at 10 sec determined by video data analysis 

(poured by 33 people, 11 brands, for a total of 292 glasses). 
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注ぎ時間で頻度が も高かったのは 5 秒から 7 秒の間で、平均値は 6.1 秒、メジアン

6.0 秒、標準偏差 1.38 であった。また、注ぎ終わったあとのビールの平均重量は 165.6 g

であった。ビデオによる注ぎ調査では、溢れない程度にグラスいっぱいにビールを注ぐケ

ースが多かったたが、実際の測定では溢れ出ないようにグラス上端に余裕を持たせたいた

め、設定するビール重量は 150 g／杯とした。従って、ビールを注ぐ時間としては、ビー

ル 150 g に相当する注ぎ時間に換算し、（6.1 秒÷165.6 g）×150 g=5.5 秒とすることとし

た。泡の比率については、注ぎ調査からは、注ぎ終わってから 10 秒後のグラスの中の泡

の比率は 35%から 40%が も頻度が高かった。以上の結果から、実際の注ぎをシミュレー

トする注ぎ条件として「注ぎ時間 5.5 秒、泡比率 40%、注ぐビール重量 150 g」を採用す

る事とし、これを再現性良く注げる自動ビール注ぎ機の作成を試みた。 

 

８－３－２．ビール自動注ぎ機の作成 

今回の自動注ぎ機の作成で も留意したのは、ビールを注ぐ際に人間がビール壜のどこ

を支点にしてビールを注ぐかという点である。留意点を Fig. 8-3 に示した。 

 

Fig. 8-3  Placement of the pivot. Appropriate placement of the pivot is at the lip of the 

bottle, not at the bottle’s center of balance. 
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ビール工場においては品質管理目的で、手動でビールを注ぎ、目視で泡持ちの良否を判定

するために、手動の注ぎ機を使用する場合があるが、一般的に Fig. 8-3 の下の図にあるよ

うに壜の中心を支点にした動きをするものが多い。しかしこの動きでは壜口が上下に動く

ために注いだ結果としてのビール量や泡の比率にばらつきを生じる要因になる可能性があ

る。ビデオで記録した人間の動きでは壜口を支点にビールを注ぐ割合が圧倒的に多く、ま

た壜の中心を支点に注いだ場合には上述したようなばらつきが大きくなることを人間の動

きからも観測できた。以上の点を考慮して Fig. 8-4 に外観を示した自動ビール注ぎ機を作

成した。 

 

 

Fig. 8-4  Programmable beer pouring apparatus. 

 

本自動ビール注ぎ機の駆動方式を Fig. 8-5 に、また制御方法を Fig. 8-6 に示した。今

回採用した駆動方法はモータのトルクを有効に使えるだけでなく、微妙な動きを再現する

のに適したものである。モータの回転速度が一定の場合に、厳密には壜台の回転角速度は

一定にはならないが、注ぎ中の回転角範囲は非常に狭いので、実質的に問題にはならな

い。 
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Fig. 8-5  Outline of the operation of programmable beer pouring apparatus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8-6   Diagram of the control of programmable beer pouring apparatus. 

 

測定に使用する動作プログラムの作成は試行錯誤を繰り返す事で行い、 終的に大壜

（633 ml）から 3 杯、中壜（500 ml）から 2 杯のビールを人間とほぼ同じ動作で、注ぎ時

間 5.5 秒、泡比率 40%、注ぐビール重量 150 g を実現するプログラムを作成した。 

 

８－３－３．泡持ち値 FCT（Foam Collapse Time）の算出法 

以後、本方法で得られた泡持ち値を FCT（Foam Collapse Time）値と称し、その定義

PC 制御ソフトウェア 
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タイミングベルト 
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回転角： 0.72 度／ステップ(Full) 
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（ねじピッチ 5mm） 
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を「ビール温度 6°C、室温 20°C で泡比率 40%・注ぎ時間 5.5 秒・ビール重量 150 g で注

がれた泡が崩壊し、液面が見えるまでに要する時間（秒）で評価する」とした。 

 

８－３－３－１．終点判定 

FCT 測定における終点判定は、単層となった泡越しにビール液の色が見えた時点で「液

面が見えた」と判定する。但し、単層の泡が液面に接触した時点ではなく、泡の直径分が

ビール液体の色に変化するのを確認できた時点で終点と判定する。これにより判定精度が

向上し、粗い泡への対処も可能となる。液面が見えるまでという表現は、幅を持った表現

と捉えられるかもしれないが、本測定法では下記に記述するように終点タイミングを厳密

に定めている。つまり、単層の泡が単に液面に接した時点ではなく、泡の直径分がビール

の色に変化するのを確認できた時点で終点と判定する方法を採用する。実際の測定におけ

る終点の 5 秒前、5 秒後の液面の様子を Fig. 8-7 に示した。 
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Fig. 8-7  Transition of the foam surface: 5sec before collapse point (A), collapse point 

(B), 5sec after collapse point (C).  

 

 終点のタイミングは Fig. 8-7 の（B）であるが、比較的サイズの大きな泡が 初に液面に

接し、ビールの色が見え始めても終点とは判定しない（A）。比較的サイズの大きな泡の直

径分がビールの色に変化した終点タイミング（B）を境にして、その直後から小さな泡粒

が次々と終点に達していく（C）。よって判定のトレーニングを積めば、終点判定は数秒と

ズレない。 
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８－３－３－２．統計処理（重回帰分析）を用いた FCT 算出 

FCT 値は「泡比率 40%・注ぎ時間 5.5 秒・ビール重量 150 g で注がれた泡が崩壊し、液

面が見えるまでに要する時間（秒）」で表すが、実際にはこの条件を厳密に満たすように

壜からビールを注ぎ出すのは自動ビール注ぎ機をもってしても、壜誤差やビール流の乱れ

等の不確定な要因により、制御は不可能であった。従って、実質的には、泡比率 40±

10%・ビール重量 150±5 g・注ぎ時間 5.5±0.5 秒の範囲内で注がれたデータから得られ

る複数の測定値を用い、泡比率とビール重量を説明変数、泡崩壊時間を目的変数とする重

回帰分析により得られる重回帰平面から統計的に泡比率 40%・ビール重量 150 g に相当す

る点を推定して、これを FCT 値とする方法を採る事とした。重回帰平面と FCT 値との関

係を Fig. 8-8 に示した。 

 
Fig. 8-8  Foam collapse time value is estimated by multiple regression analysis of nime 

data. Foam collapse time is estimated for a defined foam layer (40% foam amount and 

beer weight 150 g) considered to be a single layer. 

 

厳密には泡比率とビール重量を説明変数とする重回帰面は平面ではなく局面となる。現

実に分析法として具備すべき精度とハンドリングの両面を考慮し、FCT 測定では泡比率

40%・ビール重量 150 g の範囲内を近似的に平面とみなして値を算出する事とした。 
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８－３－４．目視評価によるデータ収集と数値化 

実際に視覚評価パネルメンバー6 名に手でグラスにビールを注いでもらい、目視で泡の

品質を評価させた。評価は Fig. 8-9 に示した評価票を用いて、泡総合評価（Overall 

Evaluation）、泡持ち（Stability）、泡立ち（Foamability）、付着性（Adhesion）、キメ細

かさ（Creaminess）の 5 項目について 1～5 段階で採点し、各項目共に 6 名の平均値を代

表値として用いた。 

 

 

Fig. 8-9  Evaluation sheet for visual foam assessment. 

 

泡持ち（Stability）は泡がどれだけグラスの上に保持されるかに着目、泡立ち

（Foamability）は注いだ後の泡立ち具合に着目、付着性（Adhesion）は泡が減少してい

く際にグラスの壁面にどれだけ付着するかに着目、キメ細かさ（Creaminess）は泡がどれ

だけクリーミーであるかに着目、そしてそれらを総合的に見てどれだけ泡品質が優れてい

るかに着目して泡総合評価（Overall Evaluation）を評価させた。 

連続して 2 点のビールを 6 名に注いでもらいテーブルに並べた。評価は並べられたグラ

ス全体の様子を見ながら、自分の注いだ分に重点を置き、評点 3 を基準に絶対評価をイメ

ージして採点させた。しかし、検討の結果、個々の評点を絶対評価値として扱うのは、日

間の感覚のズレ等の影響から不適切と判断し、連続して注いだビール 2 点について、この

2 点の組合せの差（例：A－B、C－B）を代表値として解析を行う事とした。今回はラン
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ダムに 50 組（ビール 100 点）の組合せを作成してデータを取得した。2 点間の差を検出

する場合、パネル数は 5～10 名が必要とされるが、今回のデータ取得は 6 名で行っており

サンプリング人数で問題はないと判断した。 

以上の方法によって得られたデータを Table 8-1 に示した。合計 50 組の FCT 差、

Sigma 差、NIBEM 差、Rudin 差、泡総合評価差（Overall Evaluation）、泡持ち

（Stability）差、泡立ち（Foamability）差、付着性（Adhesion）差、キメ細かさ

（Creaminess）差のデータが得られた。 
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Table 8-1  Difference in foam stability value and visual impression for beer pairs 

 

 

  

Pair No. Sigma FCT NIBEM Rudin Overall Evaluation Stability Foamibility Adhesion Creaminess

1 16 10 46 19 1.8 1.7 1.7 1.8 0.5

2 8 11 24 10 0.3 -0.5 -0.1 0.7 -0.1

3 10 -1 21 6 0.8 0.9 0.2 1.1 0.5

4 11 -1 51 16 -1.1 -1.2 -1.5 -0.4 -0.7

5 0 10 2 1 1.0 1.2 0.5 1.2 0.1

6 -1 20 1 -2 -0.5 -0.2 -0.5 -0.5 -0.3

7 8 3 29 2 0.4 0.1 -0.5 1.3 -0.4

8 -11 -1 -42 -18 -0.2 -0.5 -0.2 0.0 0.1

9 4 2 5 9 0.6 0.4 -0.1 1.2 -0.2

10 1 -5 5 4 0.2 0.3 0.2 -0.1 0.2

11 0 -1 0 9 -0.8 -1.0 -0.7 -0.3 0.0

12 9 9 24 3 1.0 0.9 0.0 1.2 0.3

13 6 0 19 0 0.4 -0.5 0.2 0.4 0.2

14 7 0 35 11 -0.5 -1.0 -0.1 1.2 -0.5

15 2 -15 4 -3 -0.9 -0.6 -0.7 0.8 -0.6

16 4 0 -5 -14 -0.3 -0.7 -0.5 -0.3 0.0

17 -3 0 -1 0 -0.3 -0.1 -0.4 0.0 -0.3

18 -5 -6 -28 -2 -1.3 -1.4 -1.4 -1.2 -0.4

19 -8 -3 -31 -11 -0.7 -1.2 -1.0 0.5 -0.6

20 5 10 32 9 0.1 0.7 -1.3 -1.6 0.7

21 1 -8 … … -0.9 -0.9 -1.0 -0.4 -0.5

22 1 -10 … … -0.8 -0.9 -1.5 -0.1 -0.1

23 7 -4 … … -0.3 0.0 -0.4 0.0 0.4

24 -7 -7 … … 0.1 0.3 0.3 -0.3 0.4

25 5 1 10 -2 -1.0 -1.2 -1.2 -0.8 -0.6

26 6 2 3 -2 0.1 0.0 0.0 0.4 0.1

27 -14 2 -40 -15 -0.3 -0.4 -0.8 -0.4 -0.5

28 12 -2 … … -0.5 -0.5 -1.1 0.0 -0.5

29 0 14 12 4 0.0 0.3 -1.0 0.0 0.2

30 -1 -15 … … -0.6 -0.6 -0.5 -0.1 -0.1

31 0 -7 … … -0.6 -0.2 -0.7 0.0 -0.3

32 -7 0 … … 0.3 0.0 0.4 0.9 -0.1

33 1 -12 … … -0.8 -0.7 -0.7 -1.2 -0.5

34 -1 0 -5 -7 -0.3 -0.3 -0.5 -0.1 0.0

35 8 -2 … … 0.4 0.1 0.0 1.0 -0.1

36 -1 -1 -5 0 -0.1 0.2 -0.1 -0.5 0.1

37 -13 -8 … … 0.0 0.2 -0.4 -0.8 0.8

38 6 0 9 7 0.0 -0.1 -0.1 0.2 -0.1

39 16 17 53 14 1.2 1.1 0.0 1.5 0.3

40 2 -13 -2 3 -0.4 -0.7 0.0 0.0 -0.2

41 8 0 18 5 -0.2 0.3 -0.3 -0.3 0.0

42 0 -10 -2 -1 -0.5 -0.1 0.1 -0.3 0.1

43 -1 0 -12 -1 -0.5 -0.1 -0.6 -1.8 1.1

44 -7 -8 -18 -11 0.3 0.0 0.3 0.8 0.2

45 7 -2 30 3 -0.1 -0.3 -0.1 0.3 -0.5

46 -6 0 -20 -6 -1.0 -0.8 -0.7 -0.6 -0.7

47 13 16 34 8 0.9 0.5 0.3 2.1 -0.7

48 6 0 13 3 0.4 0.6 0.2 0.0 0.0

49 -6 2 -3 -5 0.0 0.5 -0.3 -0.8 0.2

50 9 3 25 14 0.5 0.5 0.0 0.5 0.3

Differences in Foam Stability Value Differences of Visual Impression Grade
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８－３－５．FCT 値と目視評価および従来泡持ち測定法による数値との関係 

今回の「消費者の視覚をシミュレートした泡持ち評価法の開発」が意図するところは、

より消費者の視覚的評価に近い泡持ち測定法を開発する事であり、それを評価するために

視覚評価パネルによる評価と FCT 値がどのような関係にあるかの相関分析を行った。８

－３－４項に既述したように、パネルの個々の評点を絶対評価値として扱うのは、日間の

感覚のズレ等の影響から不適切と判断し、連続して注いだビール 2 点について、この 2 点

の組合せの差（例：A－B、C－B）を代表値として解析を行った。まず、視覚評価パネル

から得られた泡総合評価（Overall Evaluation）差と、視覚による泡持ち（Stability）

差、FCT 差、Sigma 差、NIBEM 差、Rudin 差の関係を調べた相関行列（０次相関）を

Table 8-2 に示した（実際の計算は、上述した６変数に加えて、泡立ち（Foamability）

差、付着性（Adhesion）差、キメ細かさ（Creaminess）差を加えた９変数の相関行列を

計算したが、ここでは前者の６変数の相関行列を示した）。 FCT 値差と も高い相関を示

したのは泡総合評価（Overall Evaluation）差で相関係数 0.549**、次いで視覚による泡

持ち（Stability）差で相関係数 0.491**となり、FCT は視覚による泡持ち評価を反映して

いることが示された。従来の泡持ち測定値との相関は、相関係数の高い順に NIBEM 値差

0.423**、Sigma 値差 0.366**、Rudin 差 0.341*となった。 

 

Table 8-2  Correlation coefficients a 

 Overall Stability FCT Sigma NIBEM Rudin 

Overall 1.000 0.884** 0.549** 0.416 0.483** 0.400* 

Stability 0.884** 1.000 0.491** 0.318* 0.417** 0.379* 

FCT 0.549** 0.491** 1.000 0.366** 0.423** 0.341* 

Sigma 0.416** 0.318** 0.366** 1.000 0.930** 0.807** 

NIBEM 0.483** 0.417** 0.423** 0.930** 1.000 0.852** 

Rudin 0.400* 0.379* 0.341 0.807** 0.852** 1.000 

a Coefficient, two-tailed significance. *: significant LE 0.05; **: significant LE 0.01 

Valuables are differences in pairs for: overall visual impression of foam quality, visual 

impression of foam stability, FCT, Sigma value, NIBEM value and Rudin value. 
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FCT 値が見た目の泡を反映する傾向は認められたが、泡総合評価（Overall 

Evaluation）差の相関係数 0.549**、視覚による泡持ち（Stability）差の相関係数

0.491**は圧倒的に高い相関とは言えない。しかし、これだけで今回の調査結果の本質が

現れたわけではない。二つの変数間の関係を調べる時には、この関係に他の変数が及ぼす

影響を常に考慮に入れなくてはならない。そこで、同時にデータ取得した泡立ち

（Foamability）差、付着性（Adhesion）差、キメ細かさ（Creaminess）差のデータを用

いて偏相関分析を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8-10  Image of partial correlation between two variables. 

 

Fig. 8-10 に示したように、二つの変数間の関係を調べる時はいつでも、その関係に他の

変数が及ぼす影響を考慮に入れなくてはならない。Fig. 8-10 における変数 A と変数 B の

相関関係１は、２、３の相関関係が高い場合、変数 C の影響を受ける。偏相関は、この変

数 C の線形効果を制御して、A－B 間の相関関係を調べることが出来る。すなわち、変数

C の影響を排除する事で疑似相関の問題が回避され、隠された関係の検出が可能になる。 

Table 8-3 に、泡立ち（Foamability）差、付着性（Adhesion）差、キメ細かさ

（Creaminess）差の影響を排除した偏相関行列の結果を示した。FCT 値差と泡総合評価

（Overall Evaluation）差の相関係数は０次相関解析の結果と比較して上昇し、0.683**、

次いで視覚による泡持ち（Stability）差で相関係数 0.486**となり、一方で FCT 値差と従

来の泡持ち測定値との相関は、NIBEM 値差が 0.306、Sigma 値差 0.223、Rudin 差 0.232

に低下した。 

B 

C 

１ 

２ ３ 

Partial correlation 
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Table 8-3  Partial correlation coefficients a 

 Overall Stability FCT Sigma NIBEM Rudin 

Overall 1.000 0.753** 0.638** 0.193 0.271 0.147 

Stability 0.753** 1.000 0.486** 0.145 0.264 0.198 

FCT 0.638** 0.486** 1.000 0.223 0.306 0.232 

Sigma 0.193 0.145 0.223 1.000 0.911** 0.769** 

NIBEM 0.271 0.264 0.306 0.911** 1.000 0.826** 

Rudin 0.147 0.198 0.232 0.769** 0.826** 1.000 

a Controlling for foamability, adhesion and creaminess. *: significant LE 0.05; **: 

significant LE 0.01 

Valuables are differences in pairs for: overall visual impression of foam quality, visual 

impression of foam stability, FCT, Sigma value, NIBEM value and Rudin value. 

 

これらの結果は、今回開発した視覚を重視した泡持ち測定法の評価結果が従来から伝統的

に用いられてきた泡持ち測定法と比較して、より消費者の視覚評価に近い測定結果が得ら

れることを示している。 

さらにこれら６変数の類似性を、クラスター分析を用いて評価した。類似性の計算は、

代表的な手法のひとつである平方ユークリッド距離と Ward 法を用いた。計算結果から導

き出されたデンドログラムを Fig. 8-11 に示した。 

 

 

Fig. 8-11  Dendrogram of measured foam stability values and visual impressions. 

Variable 1-6 are differences in 1: Sigma value, 2: NIBEM value, 3: Rudin value, 4: overll 

visual impression, 5: visual impression of foam stability and 6: foam collapse time (FCT). 

Squared Euclidean mearsure and Ward method were used. n=39. 
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FCT 値は目視による評価である泡総合評価（Overall Evaluation）、泡持ち

（Stability）と同じクラスターに属し、従来の泡持ち測定値である NIBEM 法、Sigma

法、Rudin 法による値とは別のクラスターに属する事が明らかとなった。NIBEM 法、

Sigma 法、Rudin 法はビールの泡持ち研究や生産現場で長きにわたって活用されてきた歴

史的に実績のある泡持ち測定方法であるが、今回開発した FCT 法はそれよりも更に人間

の視覚に近い泡持ち測定法であることが統計的にも示された。 

さらに、泡総合評価（Overall Evaluation）差がどの変数によって も適切に説明でき

るかを解析するための重回帰分析を行った。なおこの解析からは泡総合評価（Overall 

Evaluation）差と も相関の高かった泡持ち（Stability）差は変数から外して解析を行っ

た。変数選択の結果を Table 8-4 に示した。 

 

Table 8-4  The result of stepwise analysis of variance 

Pairwise Deletion of Missing Data 

Equation Number 1  Dependent Variable.  TOTAL 

Block Number 1. Method: Stepwise  Criteria PIN 0.0500 POUT 0.1000 

SIGMA  FCT  NIBEM  RUDIN  TATI  TUKI  KIME 

Step MultR Rsq F (Eqn) Sig F  Variable BetaIn 

1 .7264 .5276 41.326 .000 In: TATI .7264 

2 .8289 .6871 39.535 .000 In: FCT .4088 

3 .8500 .7225 30.371 .000 In: TUKI .2444 

4 .9099 .8280 40.918 .000 In: KIME .4056 

Multiple R .90994     

R Square .82800     

Adjusted R Square .80776     

Standard Error .26506     

 

変数選択を行うと、泡立ち差、FCT 差、付着性差、キメ差の順に変数が選択された。重

相関係数 0.91、決定係数 0.83 であり、見た目の泡の総合評価を充分に説明できることが

明らかとなった。また、FTC 差は目視評価の泡立ち差の次の二番目に選択されており、泡
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立ち差で説明できない残差変数を もよく説明できる変数、つまり、FCT 差は目視による

泡総合評価を説明するのに必要な測定値とみなせる。一方で、NIBEM 差、Sigma 差、

Rudin 差は必要な変数として選択されてこなかった。この傾向は Fig. 8-11 で示したクラ

スター分析によって得られたデンドログラフの結果と同じである。この結果からも、今回

開発した FCT 法が人間の視覚に近い泡持ち測定法であることが言える。重回帰予測値と

泡総合評価差の関係の散布図を Fig. 8-12 に示した。 

 

 

Fig. 8-12  Correlation between the difference in overall visual impression and estimated 

value using the Multiple linear model.  Factors included the difference in foam collapse 

time (FCT) value, visual foamability, adhesion and creaminess. r2=0.89, n=50. 
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８－４．小括 

“ビールの泡が良い・悪い”を 終的に判断するのは消費者であり、本来は主観的なも

のであるが、これまで消費者の視覚評価を客観的に数値化して実用となっている方法は存

在していない。そこで、人間がビールを注ぐ動きを再現できる自動ビール注ぎ機を開発

し、これによって注がれたビールの泡の様子を画像処理し、液表面が露出するまでの時

間、注がれたビール量および生じた泡の比率から泡消失までの時間（Foam Collapse 

Time: FCT）を統計的に算出する事によって、消費者の視覚をシミュレートした泡持ち評

価法を開発した。33 名（男性 21 名、女性 12 名）のパネルを用いて人間がビールを注ぐ

典型的な動きを解析した結果、内径 6 センチ、高さ 9 センチのグラスにビールを注ぐ条件

として「注ぎ時間 5.5 秒、泡比率 40%、注ぐビール重量 150 g」という条件を割り出し

た。このビール注ぎの条件を再現性良く実現する自動ビール注ぎ機を開発した。しかし、

実際にはこの条件を厳密に満たすように壜からビールを注ぎ出すのは自動ビール注ぎ機を

もってしても、壜誤差やビール流の乱れ等の不確定な要因により、制御は不可能であるた

め、泡比率 40±10%・ビール重量 150±5 g・注ぎ時間 5.5±0.5 秒の範囲内で注がれたデ

ータから得られる複数の測定値を用い、泡比率とビール重量を説明変数、泡崩壊時間を目

的変数とする重回帰分析により得られる重回帰平面から統計的に泡比率 40%・ビール重量

150g に相当する点を推定して、これを FCT 値とする方法を採る事とした。この方法を用

いて、視覚評価パネルメンバー6 名に手でグラスにビールを注いでもらい、目視で泡の品

質を評価させ、泡総合評価（Overall Evaluation）、泡持ち（Stability）、泡立ち

（Foamability）、付着性（Adhesion）、キメ細かさ（Creaminess）の 5 項目について 1～

5 段階で採点し、各項目共に 6 名の平均値を代表値として用いた。泡持ち（Stability）は

泡がどれだけグラスの上に保持されるかに着目、泡立ち（Foamability）は注いだ後の泡

立ち具合に着目、付着性（Adhesion）は泡が減少していく際にグラスの壁面にどれだけ付

着するかに着目、キメ細かさ（Creaminess）は泡がどれだけクリーミーであるかに着目、

そしてそれらを総合的に見てどれだけ泡品質が優れているかに着目して泡総合評価

（Overall Evaluation）を評価させた。実際には、個々の評点を絶対評価値として扱うの
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は、日間の感覚のズレ等の影響から不適切と判断し、連続して注いだビール 2 点につい

て、この 2 点の組合せの差を代表値として解析を行う事とした。相関行列（０次相関）解

析により、FCT 値差と も高い相関を示したのは泡総合評価（Overall Evaluation）差

で、次いで視覚による泡持ち（Stability）差で、FCT は視覚による泡持ち評価を反映して

いることが示された。さらに、泡総合評価に関係すると思われる変数、泡立ち

（Foamability）差、付着性（Adhesion）差、キメ細かさ（Creaminess）差の影響を排除

した偏相関行列解析の結果、FCT 値差と泡総合評価（Overall Evaluation）差の相関係数

は０次相関解析の結果と比較して上昇し、一方で FCT 値差と従来の泡持ち測定値との相

関は低下した。これらの結果はクラスター分析によっても示され、今回開発した FCT 法

は従来から用いられている泡持ち測定方法と比較して、より人間の視覚に近い泡持ち測定

法であることが統計的にも示された。また重回帰分析の結果からもそれが裏付けられた。 
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第９章． 総括 

 

ビールの泡に関する研究の 終目的は、消費者に提供する優れた泡品質を有する製品・

商品の実現である。そのためには泡持ちにプラスに、あるいはマイナスに作用する成分や

要素を特定し、 終製品の味や香り、また物的耐久性（混濁や噴き）に問題を起こすこと

なくその成分を制御し、より具体的には、原料を厳選し、製麦・醸造条件を 適化するべ

く製造プロセスを改善する事が必要となる。 

我々は、まず泡持ちにプラスに関与すると報告されているビール中の高分子蛋白質の性質

を調べるために、SDS ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）でビール中の蛋白質を

分離し、泳動後のゲルから蛋白質を抽出し、マニュアルエドマン分解法およびカルボキシ

ペプチダーゼによる酵素消化法を用いてアミノ末端およびカルボキシ末端の配列分析を行

った。SDS-PAGE では分子量 40 kDa 近辺に独立したバンドを、10 kDa、8 kDa 近辺に

双方が連続するようなブロードなバンドを検出した。40 kDa 蛋白質については既に報告

されている大麦 Protein Z に由来する蛋白質の情報とほぼ一致した。一方、15 kDa 近辺か

ら低分子に掛けて連続したブロードなバンドが存在し、10 kDa、8k Da 近辺に比較的濃い

バンドが検出された。これらの蛋白質のアミノ酸組成や、アミノ末端、カルボキシ末端配

列分析からは複数のアミノ酸配列が検出され、麦芽由来の蛋白分解酵素が製麦・仕込中に

元々の蛋白質を部分的に酵素反応することで、断片化もしくはアミノ末端、カルボキシ末

端が不揃いに酵素消化されたこと、さらにおもに麦汁煮沸中に当該蛋白質にメイラード反

応が進行し、分子量的にも分布を持つ形で反応生成物が生じた結果とも考えられる。この

ような蛋白質のいずれがビールの泡持ちに関与していくかを明らかにする必要があること

を示した。 

泡持ちに関与する蛋白質を特定していくためには、原料のビール大麦に含まれる蛋白質

が、製麦・仕込・発酵工程を経て 終ビールに至る醸造工程においてどのように移行して

いくかを把握する事が必要となる。SDS-PAGE を用いて調べたところ、仕込・発酵工程を

経るにしたがって特定の蛋白質がビールに移行していく様子が観察された。とりわけ、40 
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kDa 付近の蛋白質は安定的に仕込工程を経て後工程に移行していた。また 14k Da 以下の

低分子のブロードなバンドもビールへ移行していた。その中でも分子量 40 kDa の蛋白質

は、そのアミノ酸組成や、免疫反応により大麦 Protein Z に由来することが確認されが。

今後はこれらの蛋白質について泡持ちへの関与を確認していくことがビールの泡持ちに関

する研究において必須要件となる。 

泡持ちに関与すると考えられる代表的な物理的特性の中から、表面粘度に着目した物理

化学的解析を行った。表面粘度計を用いた検討の結果、ビールの見かけの表面粘度  

（μs a）は表面を形成してから経時的に増加することが判明し、泡持ちの良いビールほど

その増加速度は大であった。また表面粘度を経時的に増加させる性質を強く持つビールほ

ど泡持ちが良いことが示された。 

ビール中の高分子蛋白質の性質をより詳しく調べるために、塩析、陽イオン・陰イオン

クロマトグラフィーにより分画を行い、F1～F4 画分の 4 つの画分を得た。SDS-PAGE 分

析結果、F1 画分が 10 kDa 近辺に比較的明瞭なバンドを示した一方、F2, F3 画分は其々

10 kDa, 15 kDa 以下の分子量ゾーンにブロードな分布を示した。また F4 画分は 40 kDa

の分子量を持つ明瞭なバンドを示し、大麦 Protein Z 由来の蛋白質である事を免疫科学的

に証明した。表面粘度計を用いた分析の結果、F4 画分に特異的に高い表面粘度増加速度を

検出した。アミノ酸組成分析の結果、F4 画分は疎水性アミノ酸含量の比が比較的高いこと

が認められた。等電点については、F4 画分は 4 から 5 の比較的狭い酸性領域に分布して

いた。疎水性相互作用クロマトグラフィーを用いた分析の結果、F4 画分が疎水性の高い蛋

白質分子で構成されていることが明らかとなった。限外濾過により高分子蛋白質（分子量

10,000 以上）を除去した限外濾過処理ビールに各画分を添加して泡持ちへの影響を調査し

たところ、F4 画分を添加したものが も安定した泡持ちを示した。これらの結果から、酸

性に等電点を有し、より疎水性が高く、表面粘度の高い分子の集合体である F4 画分の寄

与度が高いことが示された。F4 画分の構成分子としては、大麦胚乳中に含まれる大麦

Protein Z であると類推でき、大麦 Protein Z の泡持ちへの寄与を強く示唆する結果となっ

た。 
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蛋白質の疎水性が泡持ちに関連していることが推測されたが、これを直接的に検証する

ために、ビール中の高分子蛋白質を疎水性相互作用クロマトグラフィーによって分画を行

い、主として表面粘度を指標としてその性質を調べた。得られた 4 つの画分（H1～H4 画

分）のうち、 も疎水性の高い H4 画分は分子量 40 kDa 付近および 15 kDa 以下の蛋白

質から構成されており、前者は大麦 40 kDa 由来の蛋白質であることを免疫的に確認し

た。しかし、大麦 40 kDa 蛋白質由来の分子は H2, H3 画分にも検出され、この事は大麦

40 kDa 蛋白質が製麦・醸造工程中に受けた変性により疎水性に幅を生じている事が明ら

かとなった。表面粘度の分析から、疎水性画分である H4 画分に高い表面粘度が認めら

れ、またその性質は同じ分子種由来でもより疎水性の高い性質を持った分子の寄与が大き

い事を明らかにした。泡持ちに寄与する蛋白質は分子種としては大麦 Protein Z に由来す

る 40 kDa 蛋白質に着目すべきと当時に、疎水性の高さという要素でも泡持ち寄与蛋白質

を捉え、原料や醸造工程をこれらの側面から評価を行い、品質の造り込みに反映させてい

くことが泡持ち改善に直結すると結論付けられる。 

泡持ちにマイナスに寄与する要素として報告されている酵母の液胞に存在する

Proteinase A （PrA）について、合成ペプチド Succinyl-Arg-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-

Tyr-4-methylcoumaryl-7-amide （Suc-R-P-F-H-L-L-V-Y-MCA)を用いた Yokosawa らの

方法を改変する事で、ビール中に含まれる種々の成分の影響を受けることなく同酵素の微

弱な活性を選択的に再現性良く測定する方法を検討した。活性測定において問題となるブ

ランクの高さ（ビール中に含まれる蛍光物質の存在）、および Photobleaching（光退色）

を回避し、微弱な PrA 活性をビール中の妨害物質の影響を受けることなく測定できる方法

を考案した。併せてビール酵母より PrA を精製し、熱処理ビールに添加し、保存後の泡持

ち低下を測定した。3 つの泡持ち測定法（Sigma 法、NIBEM 法、RUDIN 法）の全ての

評価法で PrA による泡持ちの低下が認められた。また、酵母由来エンド型蛋白分解酵素の

阻害剤を用いた添加試験の結果、PrB の影響は認められず、専ら PrA による影響で非熱処

理ビールの保存中の泡持ち低下が生じていることを明らかにした。 

“ビールの泡が良い・悪い”を 終的に判断するのは消費者であり、本来は主観的なも
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のであるが、これまで消費者の視覚評価を客観的に数値化して実用となっている方法は存

在していない。そこで、人間がビールを注ぐ動きを再現できる自動ビール注ぎ機を開発

し、これによって注がれたビールの泡の様子を画像処理し、液表面が露出するまでの時

間、注がれたビール量および生じた泡の比率から泡消失までの時間（Foam Collapse 

Time: FCT）を統計的に算出する事によって、消費者の視覚をシミュレートした泡持ち評

価法を開発した。泡比率 40±10%・ビール重量 150±5 g・注ぎ時間 5.5±0.5 秒の範囲内

で注がれたデータから得られる複数の測定値を用い、泡比率とビール重量を説明変数、泡

崩壊時間を目的変数とする重回帰分析により得られる重回帰平面から統計的に泡比率

40%・ビール重量 150 g に相当する点を推定して、これを FCT 値とする方法を採る事とし

た。この方法を用いて、視覚評価パネルメンバー6 名に手でグラスにビールを注いでもら

い、目視で泡の品質を評価させ、泡総合評価（Overall Evaluation）、泡持ち

（Stability）、泡立ち（Foamability）、付着性（Adhesion）、キメ細かさ（Creaminess）

の 5 項目について 1～5 段階で採点し、各項目共に 6 名の平均値を代表値として用いた。

実際には、個々の評点を絶対評価値として扱うのは、日間の感覚のズレ等の影響から不適

切と判断し、連続して注いだビール 2 点について、この 2 点の組合せの差を代表値として

解析を行う事とした。相関行列（０次相関）解析により、FCT 値差と も高い相関を示し

たのは泡総合評価（Overall Evaluation）差で、次いで視覚による泡持ち（Stability）差

で、FCT は視覚による泡持ち評価を反映していることが示された。さらに、泡総合評価に

関係すると思われる変数、泡立ち（Foamability）差、付着性（Adhesion）差、キメ細か

さ（Creaminess）差の影響を排除した偏相関行列解析の結果、FCT 値差と泡総合評価

（Overall Evaluation）差の相関係数は０次相関解析の結果と比較して上昇し、一方で

FCT 値差と従来の泡持ち測定値との相関は低下した。これらの結果はクラスター分析によ

っても示され、今回開発した FCT 法は従来から用いられている泡持ち測定方法と比較し

て、より人間の視覚に近い泡持ち測定法であることが統計的にも示された。また重回帰分

析の結果からもそれが裏付けられた。 
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以上に総括した通り、消費者に提供する優れた泡品質を有する製品・商品を作るために

は、プラス因子としての高分子蛋白質の物理化学的性質（特に蛋白質の疎水性）を知るこ

とで、原料を吟味し、醸造工程を 適化する事で泡持ちの改善が期待される。またマイナ

ス因子として酵母液胞由来蛋白分解酵素の活性を正確に測定する事で、はじめて醸造工程

の 適化を行い、マイナス因子を抑制することが可能となる。泡品質を総合的に評価する

には人間の視覚に近い方法を採用する事で、従来の泡持ち測定法よりもより現実に即した

評価が可能となり、有効な泡持ち改善のための重要な手段として活用する事が可能であ

る。 
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