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要 約 

既報では清酒中の尿素を低減するために分裂酵母を用いた醸造方法について検討を行った．本報では独自の分裂酵母を

取得することを目的に，効率的な単離方法を検討するとともに，山梨県の自然界から独自の分裂酵母菌株の取得を試みた．

検討した集積培養方法を用いて，分裂酵母と推定される菌株を単離した．単離した菌株 2 株を同定した結果，100%の一

致率で分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe であると同定された． 

 

1. 緒 言 

近年，清酒の国内消費量は減少する傾向にあるが，各

清酒メーカーでは低アルコール清酒や発泡性清酒の開

発など，多様な製品の開発に取り組んでいる．また，近

年では清酒の海外輸出も促進され 1)，今後さらに輸出が

増加すると見込まれる． 

清酒の醸造に用いられる酵母のほとんどは出芽酵母

である Saccharomyces cerevisiae（以下 S.cerevisiae）が用

いられており，製成される清酒の酒質の多様性に欠ける

といった指摘がある．またカルバミン酸エチルの前駆体

である尿素が含まれるといった，品質上の課題が問題視

されることがある． 

そこで本研究ではワインの醸造において，ウレアーゼ

活性や 2)，香気成分の生成を行うと報告されている 3,4)

分裂酵母（Schizosaccharomyces 属酵母）を用いて，実用

的な清酒醸造への応用を目指す． 

既報 5)では国内研究機関保有の分裂酵母菌株について，

培養温度が細胞増殖に与える影響やエタノール耐性な

どを検討した．本報告では山梨県内の自然環境中から，

新規な分裂酵母菌株の取得を試みた． 

 

2. 実験方法 

2－1 供試菌株 

分裂酵母標準菌株として，（独）製品評価技術基盤機

構保有菌株 Schizosaccharomyces pombe （以下 Sz. pombe） 

NBRC344， 347，349を用いた．比較対照の清酒酵母と

して本県で取得した S. cerevisiae FJA025株 6) を用いた．

菌株は平板培地で復元後，液体培地にて 2回継代培養し

たものを用いた． 

2－2 使用培地 

菌株の復元にはイーストモールド培地（YM 培地，

Difco 社製）を，継代培養には YM 培地または麹汁培地

を用いた．麹汁培地は既報 5)と同様に調製した．すなわ

ち乾燥麹（精米歩合 70％，徳島製麹社製）に 4倍量の滅

菌蒸留水を加え，55℃で 12 時間保温することで高温糖

化処理した後，遠心分離（8,000 rpm，10 分間）して得

た上清に，クロラムフェニコール（0.1 g/l）を添加して

調製した． 

また酵母の分離操作には，プロピオン酸ナトリウム（1 

g/l）および，クロラムフェニコール（0.1 g/l）を含有し

たポテトデキストロース培地（PDA培地，日水製薬社製）

を用いた．培地には適宜，乳酸や酢酸を添加し，分離操



作に用いた． 

2－3 分裂酵母の効率的単離方法の検討 

分裂酵母は比較的酸に強いことが知られている 7)．本

研究ではその性質を利用して，酢酸による集積培養につ

いて検討した．酢酸を 0.75%含有する YM液体培地に分

裂酵母標準菌株 3 株をそれぞれ 1×105個 / mL の濃度で

添加し，それぞれの試験区に S. cerevisiae FJA025を同

濃度で添加した．それぞれ 20℃で 3日間静置培養を行い，

顕微鏡観察による細胞形態からそれぞれの細胞の割合

を計測した．図 1に示すように，円筒型およびセプタム

形成がある細胞を Sz.pombe，円～楕円型および出芽があ

る細胞を S.cerevisiae と判定した．形態が曖昧で判別不可

能な場合はその他とした． また比較対照として酢酸を

含有しない培地における細胞の割合を測定した． 

 

 

 

 

 

図 1 Sz.pombe（左：円筒型）および 

S.cerevisia（右：楕円型）の顕微鏡画像 

 

2－4  自然界からの単離 

 2－4－1  分離源の採取 

 平成 28年 2月～平成 30年 2月まで山梨県内の自然環

境中の花，果実，河川湖水，樹液，土壌などから試料を

採取した．採取方法は，直接採取または拭き取り試験に

よる採取とした．収集した試料は分離操作まで密封して

冷暗所で保存した．  

 2－4－2  酵母の単離方法 

 2－4－1 で採取した分離源試料の一部を，試験管に分

注した麹汁培地に植菌し，25℃で 3日から 1週間培養し

た．発酵による気泡が確認されたものについて，適宜希

釈し，PDA 平板培地に塗布した．25℃，1 週間培養し，

生じたコロニーのうち，コロニー形態からバクテリア

（着色，凹凸，遊走性）や糸状菌（菌糸）と思われるコ

ロニーを除外した．PDA 培地におけるコロニー色調が

白からベージュであること,コロニー径が 15 mm 以上

であることを確認し，分離酵母菌株として取得した． 

得られた菌株は 0.8%乳酸を含む麹汁培地に植菌し，

25℃，1 週間の培養を行った．産膜を形成しない，かつ

発泡性のある株を取得し，これを一次選抜とした．同様

に 0.75％酢酸を含む PDA 培地に植菌し，生育可能なコ

ロニーを二次選抜とした．さらに顕微鏡観察を行い，こ

れを三次選抜とした．すなわち ,細胞形態が長さ 7～

15μm，幅 3～5μm 程度の円筒型細胞であること，体細

胞分裂期に見られるセプタムが確認できること，細胞

分裂様式が分裂型であることなどについて確認を行い

8），分裂酵母と推定される菌株とした．図 2に分離酵母

菌取得の流れを示した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 酵母菌の取得方法 

 

2－5 単離酵母菌株の同定 

選抜した酵母推定菌株の同定方法を図 3 に示した．

選抜された酵母菌について，より生育速度が速い 2 株

について，遺伝子レベルの同定試験として，26s-rDNA 

D1/D2 領域の塩基配列を調べ, 国際塩基配列データベ

ース（GeneBank/DDBJ/EMBL）に基づく相同性解析を

実施した．遺伝子レベルの同定試験は外部機関に委託

した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 酵母菌の同定方法 

 

 

 



3. 結果と考察 

3－1 分裂酵母の効率的単離方法の検討 

分裂酵母は一般的な酵母と同様に糖を栄養源として

おり，自然界では S.cerevisiae を初めとした様々な酵母と

混在していると推察される．そこで酢酸を含有した培地

を用いて効率的な分裂酵母の取得方法を検討した． 分

裂酵母は比較的酸に耐性を示すことが知られていたた

め，酢酸を含有した培地による集積培養を検討した． 

0.75%酢酸含有培地における，細胞形態観察による

Sz.pombeと S.cerevisiae の割合を図 4に示す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  Sz.pombeと S.cerevisiae の細胞の割合 

 

酢酸を含有しない培地においては S.cerevisiae の生育

がより早く，細胞の割合も多くなる傾向が見られたのに

対し，酢酸を含有する培地では Sz.pombe が優位に生育

できることがわかる．このことから酢酸含有培地を用い

ることで S.cerevisiae の生育を抑制し，Sz.pombe を選択

的に取得できる可能性が示唆された． 

3－2  自然界からの単離 

山梨県内から収集した分離源試料の概要を表 1に示し

た．試料は本県の特色ある農産物等を中心に，県内環境

中から幅広く取得した． 

表 1 分離源試料の概要 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの分離源試料を培地に植菌し，発泡性を示した

試料から 6,780 のコロニーを取得した．ここから乳酸を

含有する麹汁培地で発泡性を有するコロニー597 菌株を

得た．さらに酢酸含有培地で生育可能な菌株 184株を得

て，顕微鏡による形態観察から分裂酵母と推定される菌

株 7菌株を選抜した．菌株の選抜状況については表 2に

示す． 

 

表 2 菌株の取得状況 

 

 

 

 

 

 

3－3 単離酵母菌株の同定 

3－ 2 で選抜した 7 菌株はその表現形質から

Schizosaccharomyces 属酵母であるものと推定した．この

うち生育が早く，比較的低温で生育可能な 2菌株につい

て 26ｓ-rDNA の D1/D2 遺伝子解析を実施した．これら

2菌株は相同性解析の結果から，分裂酵母 Sz.pombeであ

ると推察された．以上のことから本県の自然環境から

Sz.pombeが 2菌株得られたことになる． 

ここで得られた塩基配列から分離株 1 菌株について，

図 5に示す系統樹を作成した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 分離した Schizosaccharomyces 属酵母の系統樹 

 

酢酸含有培地を用いた選抜において Sz.pombe 以外と

推定される菌株も取得された．顕微鏡観察からも分裂酵

母の円筒型細胞以外にも円型，楕円型，アーモンド型な



ど様々な細胞が観察された．これは自然界には，酢酸に

耐性がある酵母（Zygosaccharomyces bailii，Candida属の

一部など）9 )も広く存在することを示唆し，選択培地に

よる，より効率的な Sz.pombe の単離には酢酸濃度や培

養温度，培地の栄養源など，さらなる検討の余地がある

と考えられる． 

今後は，今回得られた分裂酵母について更なる検討を

行い，以後の研究では得られた 2 菌株の Sz.pombe につ

いて，酵素活性や醸造適正等を確認するとともに，既存

の山梨県産清酒酵母との混醸なども検討し，本県の特色

を活かしつつ，利用しやすい形での活用を検討する． 

 

4. 結 言 

1． 分裂酵母の選択的単離方法を検討した結果，酢酸を

含有した培地で集積培養を行うことで効率的な単

離が可能であることが示唆された． 

2． 検討した単離方法などの集積培養を行い，分離源か

ら単離した 6,780 コロニーから生育可能な 184 コロ

ニーを取得し，形態学的解析などから分裂酵母と推

定される菌株，7菌株を取得した． 

3． 遺伝子解析から分裂酵母 Schizosacchromyces pombe

と同定される菌株を 2菌株分離した． 
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