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要 約  

 県オリジナル清酒酵母（県産酵母）である富士桜酵母および桃の実酵母の泡なし化を実施した．シュガーエステル

凝集法により泡なし変異株の取得を行い，富士桜酵母から 221 株，桃の実酵母から 217 株の変異株候補を得た．各変

異株候補に対し，泡なし性，高糖濃度培地での生育性，麹汁培地での生育性を指標に比較的良好な株の選抜を行った

ところ，富士桜酵母から 73 株，桃の実酵母から 58 株を選抜した． 

 

1. 緒 言 

 清酒は，酒税法において「アルコール度が 22 度未満

で，米，米こうじ及び水を原料として発酵させて，こし

たもの」を基本として定義されている 1) ．発酵を担う

のは清酒酵母であるが，清酒酵母はアルコールを生成す

ると同時に種々の香気成分 2) や呈味成分 3) を生成し，

清酒の香味に大きく影響を与えることが知られている． 

 ところで清酒酵母は，かつては各清酒製造企業が所有

する，いわゆる家つき酵母 4) が使われていたが，1906

年に発足した醸造協会（現：公益財団法人日本醸造協

会）により，全国の清酒製造企業のもろみから分離され

た優良な清酒酵母 5) が「きょうかい酵母」として頒布

されるようになった．そのため，近年使用されている清

酒酵母は多くがきょうかい酵母と言われている． 

 一方で，かねてより，清酒の差別化を目的として，各

県，各研究グループあるいは各清酒製造企業において独

自の清酒酵母を取得し活用する動きが存在した．本県に

おいても，既報 6,7) により清酒醸造に使用できる野生酵

母が取得され，「富士桜酵母」および「桃の実酵母」

（以下，県産酵母と称す）と命名された後，県酒造組合

を中心に活用が図られた． 

 しかしながら，県産酵母は野生酵母の特徴を強く残し，

特にもろみにおいては高泡を形成する，いわゆる泡あり

タイプであった．泡ありタイプの清酒酵母は，泡消装置

の設置やもろみのオーバーフローを考慮した製造量の調

整などが必要であり，作業性に難がある．一方で近年で

は，きょうかい酵母を中心に高泡を形成しない泡なしタ

イプの清酒酵母が実用化 8) されており，各清酒製造企

業の醸造計画は，泡なしタイプを前提としている場合も

多い． 

 そこで本研究では，県産酵母を泡なし化し，またその

醸造条件を最適化することを目的とした．本報では，県

産酵母の泡なし化と，泡なし変異株候補の選抜方法にお

いて有機酸生成能を指標とするための検討を行ったので

報告する． 

 

2. 実験方法 

 2－1 供試試料 

 富士桜酵母および桃の実酵母は，凍結保存されたもの

を復帰後，YM 液体培地で 25℃，3 日間静置を 3 回繰り

返したものを使用した． 

 2－2  泡なし変異株の取得法 

 県産酵母の泡なし化は，自然発生する泡なし変異株を

取得する方法で行った．変異株は，酵母の増殖過程にお

いて自然発生するとされているが，泡なしのような特定

の変異が発生する確率は 100 万分の 1 程度 9) とも言わ

れている．そのため，性質の違いを利用し，自然発生し

た泡なし変異株を効率よく取得する方法が数種報告され

ている．性質の違いとは，気泡への吸着性や，担体への

凝集性などである． 

 本報では，手法の簡便さから，凝集法の一手法である

シュガーエステル凝集法 10) を使用した．すなわち，5ml

の YM 液体培地で県産酵母を 25℃，7 日間静置した後，

0.5ml のシュガーエステル溶液（三菱化学フーズ㈱，

0.25% リョートーシュガーエステル P1570）を加え，1

分間強く混合した．次に，遠心機（㈱コクサン，H-
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60R）で 4℃，90×g，5 分間遠心分離後，遠心上清

0.5ml を別の YM 液体培地に接種し，同様に 25℃，7 日

間静置した．本操作を，遠心後の上清に十分濁りが認め

られるようになるまで繰り返し行った． 

 続いて遠心上清を適宜希釈し，YM 平板培地に塗沫後，

25℃，3 日間培養してコロニーを得た．生育したコロニ

ーから良好な生育を示したものを釣菌し，別の YM 平板

培地で継代して純化したものを泡なし変異株候補とした． 

 2－3 試験管培養による選抜 

 泡なし変異株候補について，試験管培養による選抜を

行った．なお，各変異株候補は，選抜前に 1ml の YM 液

体培地で 25℃，2 日間前培養した． 

 泡なし変異株候補のうち，特に優れる株については光

学顕微鏡（オリンパス㈱，BX-51）により気泡への吸着

性を確認した． 

 2－3－1 泡なし性 

 2－2 に準じ，各泡なし変異株候補を 5ml の YM 培地で

25℃，3 日間静置後，0.5ml のシュガーエステル溶液を

加え，1 分間強く混合した．4℃，90×g，5 分間遠心分

離し，上清の濁りや沈殿量を目視で確認し，4 段階で評

価した． 

 2－3－2  高糖濃度での生育性 

 各泡なし変異株候補を，5ml の YPD 培地（グルコース

5.0 あるいは 10.0%，酵母エキス 1.0%，ポリペプトン

2.0%）に接種し，25℃，3 日間静置した．酵母の増殖量

および発泡性を目視で確認し，生育や発泡性を 4段階で

評価した． 

 2－3－3  麹汁培地での生育性 

 各泡なし変異株候補を，麹汁（9゜Bé，クロラムフェ

ニコール 100ppm 含有）に接種し，25℃，2 日間静置し

た．酵母の増殖量および発泡性を目視で確認し，生育や

発泡性を 4 段階で評価した． 

 2－4  有機酸生成能を指標とした選抜法の検討 

 各泡なし変異株候補について，有機酸生成能を指標

とした選抜法を検討した．微生物培養用プレート（ア

ズワン㈱，24 穴平底）を使用し，変異株候補を 1ml の

麹汁培地（9゜Bé，クロラムフェニコール 100ppm 含

有）で 25℃，2 日間静置後，その懸濁液を遠心機（日

立工機㈱，CT15RE）で 4℃，15,000rpm，15 分間遠心

した．上清を 0.45μm のメンブランフィルターでろ過

し，ろ液の有機酸含有量を高速液体クロマトグラフで

定量した．測定条件を表 1 に示した． 

 また，同条件で雰囲気を嫌気（三菱ガス化学㈱，嫌

気ジャーおよびアネロパック・ケンキ使用）としたも

のについても同様に試験した．前者を通常培養，後者

を嫌気培養とした． 

 

表 1 有機酸測定条件 

方式 ポストカラムpH緩衝法

ポンプ LC-10AD（島津製作所社製）×2

検出器 CCD-6A電気伝導度検出器（島津製作所社製）

カラム Shim-pack SCR-102H φ8.0×300mm

溶離液 5mM p -トルエンスルホン酸

反応液 5mM p -トルエンスルホン酸

20mM Bis-Tris

100mM EDTA

カラム温度 40℃

流速 0.6ml/min  

 

3. 結果 

 3－1 泡なし変異株候補の取得 

 富士桜酵母および桃の実酵母ともに，泡なし変異株の

取得は 2 系列で行った．便宜上，富士桜酵母を親株とす

る 2 系列を FJA，FJB，桃の実酵母を親株とする 2 系列

を MMA，MMB とした． 

 シュガーエステル凝集法の操作を 9 回繰り返したとこ

ろ，いずれの系列においても遠心後の上清に濁りが認め

られるようになった．操作をさらに 3 回加え合計 12 回

とし，釣菌と純化を行い，泡なし変異株候補を得た． 

 泡なし変異株候補の取得結果を表 2 に示した．富士桜

酵母から合計 221 株，桃の実酵母から合計 217 株を得た．

なお，泡なし変異株は，本法での培養期間の長さから，

泡なし以外の変異も生じている可能性を考慮し，選抜の

幅を広げるため各系列で 100株以上を取得した． 

得られた各変異株候補は，YM 平板培地にスポット培

養し，適宜継代した． 

 

表 2 泡なし変異株候補の分離数 

親株 系列 略号
変異株候補
分離数(株)

1 FJA 112

2 FJB 109

1 MMA 111

2 MMB 106

富士桜酵母

桃の実酵母

 

 

 3－2 試験管培養による選抜 

泡なし変異株候補の選抜を行った結果を表 3 に示した．

選抜の結果，泡なし性，高糖濃度での生育性，麹汁培地

での生育性のいずれも良好な株数は，FJA で 29 株，FJB

で 44 株，MMA で 34株，MMBで 24 株認められ，また各選

抜のいずれにおいても特に優れていると推察された株数

はそれぞれ 14 株，13 株，8 株，11 株であった．したが

って，親株である富士桜酵母からは 73 株（うち，特に

優れると推察された株 27 株），桃の実酵母からは 58 株
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（うち，特に優れると推察された株 19 株）を選抜し，

次の選抜候補として扱うこととした． 

得られた変異株候補のうち，特に優れると推察され

た合計 46 株について気泡吸着性を確認したところ，

いずれの株も気泡吸着性は認められなかった．例とし

て，親株である富士桜酵母の気泡吸着を図 1 に，泡な

し変異株候補の 1 株である FJA025 株の気泡吸着を図 2

に示した． 

なお，泡なし性がほとんど認められなかった株は，

FJA で 12 株，FJB で 8 株，MMA で 7 株，MMB で 4 株あっ

た（表には示さない）． 

 

表 3 泡なし変異株候補の選抜結果 

変異株
候補

分離数
A B C

A，B，C
いずれも

優れる株数

特に優れる
株数

FJA 112 54 82 82 29 14

FJB 109 58 86 109 44 13

MMA 111 55 76 96 34 8

MMB 106 46 58 100 24 11

(株)

 

A：泡なし性に優れる株数 B：高糖濃度での生育に優

れる株数 C：麹汁培地での生育に優れる株数 

 

 

   図 1 富士桜酵母（親株）の気泡吸着性 

     （気泡への吸着が認められる） 

 

 

図 2 泡なし変異株候補（FJA025 株）の気泡吸着性 

  （気泡への吸着が認められない） 

 

 

 3－3  有機酸生成能を指標とした選抜法 

 泡なし変異株候補のうち，FJA の 12 株を使用し，通

常の培養培養あるいは嫌気培養した際の有機酸生成量を

図 3 に示した． 

 有機酸は，クエン酸，リンゴ酸，コハク酸および酢酸

が認められた．クエン酸は，通常培養あるいは嫌気培養

のいずれでもほぼ同程度の含有量であったが，リンゴ酸，

コハク酸および酢酸は，通常培養と比較し嫌気培養での

含有量が減少した．酢酸は，通常培養と比較し嫌気培養

での含有量の変動が少なくなる傾向が認められた． 

 

0.0 

5.0 

10.0 

15.0 

20.0 

クエン酸 リンゴ酸 コハク酸 酢酸

有
機

酸
精
製
量
（m

g/
10

0m
l）

通常培養

嫌気培養

 

図 3 泡なし変異株候補の有機酸生成量 

 

4. 考  察 

 県産酵母（富士桜酵母，桃の実酵母）は，どちらも自

然界から分離された野性酵母である．本研究に先立ち聞

き取り調査を行ったところ，県産酵母に共通する欠点と

して，①高泡を形成すること ②発酵能力がやや低く・

特にもろみの後半で鈍ること ③清酒に独特の香気を有

すること，などが主に指摘された． 

 県産酵母について，シュガーエステル凝集法により泡

なし変異株候補を取得したところ，富士桜酵母から 221

株，桃の実酵母から 217 株を分離し，比較的性質が良好

と推察される株はそれぞれ 27 株，19 株であった．泡な

しタイプの酵母は，泡ありタイプの酵母と比較し，もろ

み中に多数の酵母が存在するようになるため，もろみの

発酵が旺盛に行われる 9) とされている．したがって，

県産酵母に共通する欠点である高泡の形成と発酵力の弱

さは，泡なし化により改善が望めるものと考えられた．

引き続き，泡なし変異株候補から優良な株を選抜する予

定である． 

 一方，泡なし変異株候補のうち，泡なし性がほとんど

認められない株も存在し，富士桜酵母では 20 株，桃の

実酵母では 11 株が該当した．したがって，本研究にお

いてシュガーエステル凝集法により泡なし変異株が取得
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できる確率は，富士桜酵母では約 91%，桃の実酵母では

約 95%であった．既報 10) では，同法で取得した 15 株の

変異株のうち，泡なし性を示した株は 14 株（約 93%）

であったため，本研究でも同程度の効率で泡なし変異株

が取得できたこととなった． 

 また，県産酵母に指摘された清酒の独特の香気は，原

因として酢酸が推察され，県産酵母に限らず野性酵母で

醸造した清酒においてよく指摘される 11) ．しかしなが

ら，清酒における有機酸の生成，特に揮発酸である酢酸

の生成量は，もろみの酸素濃度に左右されることが知ら

れており，酢酸の生成能により変異株を選抜する方法に

ついては確かな手法がなかった．今回，嫌気雰囲気にお

いて酵母を培養することにより，通常の雰囲気と比較し

て酢酸生成量の変動が少なくなる傾向が認められたため，

酢酸を指標とした変異株の選抜において，嫌気雰囲気で

培養を行うことが有効である可能性が示唆された．しか

しながら，実際のもろみにおける酢酸生成との相関は不

明であり，今後の検討課題である． 

 

5. 結 言 

 県産清酒酵母の泡なし化を目的として，シュガーエス

テル凝集法により泡なし化を行った．泡なし変異株候補

は富士桜酵母から 221 株，桃の実酵母から 217 株が得ら

れ，各選抜により富士桜酵母からは 73 株（うち，特に

優れる株 27 株），桃の実酵母からは 58 株（うち，特

に優れる株 19 株）が得られた． 
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