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要 約

 既報で分離された Schizosaccharomyces pombe KY02-6-6 を使用した清酒製造法を検討した．同菌株は，発酵温度 13

℃で発酵せず，15℃あるいは 18℃でのアルコール生成は，きょうかい 901 号と比較して倍程度の期間を要した．も

ろみ中の尿素量低減は，アルコール生成と同時期に認められ，発酵温度 15℃では 12 日目から，18℃では 9 日目から

であった．901 号のもろみにおいて，もろみ日数 10 日目に KY02-6-6 を混合することで，製成後の尿素分解活性が認

められた．

 

 

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 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．また既報 6) では山梨県内の自然環境

中から，新規な分裂酵母菌株を取得した．本報では，

KY02-6-6 株を使用して，清酒製造を試みた結果を報告

する． 

 

2. 実験方法 

2－1 供試菌株 

分裂酵母として，前報で取得した Schizosaccharo-

myces pombe（以下 Sz. pombe） KY02-6-6 および（独）

製品評価技術基盤機構から購入した Sz. pombe NBRC 

0347 株を使用した．清酒酵母として，（公財）日本醸

造協会から購入した，きょうかい 901 号（以下 901

号）を使用した． 

2－2 使用培地 

菌株の継代および拡大培養には，YM 液体培地

（Difco 社製）を使用した． 

2－3 小仕込試験 

尿素量を低減するための小仕込試験を 2 手法実施し

た．まず，酵母を酒母に添加する際に KY02-6-6 と 901

号を混合する方法（以下，酵母混合法）を，次に 901

号で育成したもろみに KY02-6-6 を添加する方法（以

下，添加法）を実施した． 

2－3－1 酵母混合法 

麹米として乾燥麹（1‐70，精米歩合 70%，徳島製

麹社製）を，掛米としてα化米（AA‐70，精米歩合

70%，徳島製麹社製）を使用した．仕込水は，蒸留水

に硫酸マグネシウム 10 mg/L および尿素を 140 mg/L と

なるように添加した． 

仕込配合は，既報 7) にしたがい，一段仕込により総

米 95.8 g のスケ－ルで実施した（表 1）． 

酵母は，KY02-6-6 および 901 号をそれぞれ YM 液体

培地で培養し，遠心分離機で集菌後，KY02-6-6 の菌数

：901 号の菌数＝10:0，7:3，5:5，3:7，0:10 の割合とな

るように混合後，最終接種菌量が 107 オーダーとなる

ように接種した．品温は，インキュベーターを使用し



 

 

て 13，15 あるいは 18℃に制御した． 

発酵の経過は，もろみの重量減少で示した．もろみ

の分析は，適宜サンプリングしたもろみを 12,000 rpm，

10 分，15℃で遠心分離し，上清のアルコール度を高速

液体クロマトグラフで測定した．尿素量は，アミノ酸

分析装置（JLC-500/V2，日本電子社製）あるいは F-キ

ット  尿素／アンモニア（JK インターナショナル社

製）を使用して定量した 

 

表 1 仕込配合（一段仕込） 

総米 (g) 95.8 

蒸米 (g) 74.8 

麹米 (g) 21.0 

汲水 (mL) 114.2 

 

2－3－2 添加法 

仕込配合は，既報 8) にしたがい，初添，仲添および

留添の 3 回に分けて仕込を行う三段仕込により，総米

200g のスケ－ルで実施した．なお，初添と仲添の間に

一日，踊り（休み）を取った（表 2）．麹米，掛米，

仕込水は 2－3－1 と同様に実施した． 

もろみは，901 号を YM 液体培地で培養し，集菌後，

最終接種菌量が 107 オーダーとなるように酒母に接種

した． 

KY02-6-6 は，YM 液体培地で培養し，集菌後，最終

接種菌量が 107 オーダーとなるようにもろみに接種し

た．もろみに接種する時期は，（1）酒母育成後 あ

るいは（2）もろみ日数留後 3 日 あるいは（3）もろ

み日数留後 10 日 の 3 時期とした（図 1）． 

もろみの管理および分析は，2－3－1 と同様に行っ

た． 

 

表 2 仕込配合（三段仕込） 

 
水麹 初添 仲添 留添 計 

総米 (g) 10 25 65 100 200 

蒸米 (g) 
 

25 55 80 160 

麹米 (g) 10 
 

10 20 40 

汲水 (mL) 55 
 

75 130 260 

品温 (℃) 15 8 9 7 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 901 号もろみへの KY02-6-6 添加時期 

 

2－4 KY02-6-6 菌体のエタノール処理による上清の

尿素分解活性 

KY02-6-6 の尿素分解酵素を菌体外に抽出する方法と

して，菌体のエタノール処理を検討した．KY02-6-6 を

YM 液体培地で培養し，集菌後 107 オーダーとなるよ

うに調製した．この調製液に，濃度が 10，15 および

20% (v/v) となるようにエタノールを添加し，20℃で 2，

10，24 および 48 時間静置した．遠心処理後の上澄液

に，尿素を 70 mg/L となるように添加し，20℃，20 分

静置後に 0.4M TCA を添加して酵素反応を終了し，上

澄液の尿素量を，アミノ酸分析装置で定量した． 

 

3. 結 果 

3－1 分裂酵母のアルコール生成と尿素分解活性の

経時変化 

 一段仕込み，発酵温度 15℃において，KY02-6-6 およ

び NBRC 0347 による小仕込試験を実施した結果を図 2

に示した．その結果，KY02-6-6 および NBRC 0347 は同

様の傾向を示し，上清に含まれるエタノールは発酵開始

後にしばらく認められなかったが，12 日から認められ，

同時期から尿素量の減少が認められた．発酵温度 18℃

においては，エタノールは 9 日目から認められた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 一段仕込みにおける分裂酵母のアルコール製成と



 

 

尿素分解活性の経時変化 

 3－2 酵母混合法 

 KY02-6-6 および 901 号を混合して小仕込試験を行っ

た際の，KY02-6-6 単独，KY02-6-6 : 901 号 = 5 :5，901

号単独の場合について図 3 および図 4 に示した．もろみ

の重量減少は，15℃（図 3）および 18℃（図 4）でも，

901 号の混合割合にかかわらず同様の傾向となった．こ

のとき，もろみに尿素分解活性は認められなかった（図

省略）．一方，KY02-6-6 単独の発酵では，901 号を混

合したもろみと比較して重量減少が遅れ，およそ 2 倍の

時間を要した．なお，図は示さなかったが，発酵温度

13℃では KY02-6-6 もろみの重量減少は認められなかっ

た． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3  KY02-6-6 および 901 号酵母を混合した場合の

もろみ重量減少（15℃） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  KY02-6-6 および 901 号酵母を混合した場合の

もろみ重量減少（18℃） 

 

 3－3 添加法 

 901 号により育成したもろみにおいて，（1）酒母育

成後 あるいは（2）もろみ日数留後 3 日 あるいは

（3）もろみ日数留後 10 日に KY02-6-6 を混合した際の，

製成後の尿素量を測定した結果を表 3 に示した．もろみ

日数 10 日に混合した場合，製成後の尿素量は，添加な

し区と比較して低下が認められた．  

 また，もろみの総米を 1000g とした場合の尿素量を表

4 に示した．スケールアップの場合も，製成後の尿素量

の低減が認められた． 

 

表 3 KY02-6-6 の添加による 901 号もろみの製成後の尿

素量（n=2） 

901 号もろみへの 製成後の尿素量 

KY02-6-6 添加日 (ppm) 

添加なし 26 

(1) 酒母育成後 17 

(2) もろみ日数 3 日目 28 

(3) もろみ日数 10 日目 2 

 

表 4 総米 1000g とした場合の KY02-6-6 もろみの添加に

よる 901 号もろみの製成後の尿素量 

総米 

(g) 

もろみ 

温度 
酒精度 

日本 

酒度 
酸度 

尿素量 

(ppm) 

1000 15℃ 17.5 ＋4.4 2.3 5 

 

 3－4 KY02-6-6 菌体のエタノール処理による上清の

尿素分解活性 

 KY02-6-6 のエタノール処理後の上清の尿素分解活性

を図 5 に示した．エタノール濃度を 20%とすることで，

上清に尿素の分解活性が認められた．エタノール濃度

10%，あるいは 15%の場合，48 時間のエタノール処理

で上清に尿素分解活性が認められた．このことから，

KY02-6-6 菌体を比較的エタノール含有量の高いもろみ

に混合することで，もろみに尿素の分解活性を付与でき

ることが確認できた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5  KY02-6-6 のエタノール処理後の上清の尿素分

解活性 

 



 

 

 

4. 考 察 

3－2の結果のとおり，KY02-6-6を単独で清酒製造に

使用する場合，15℃以上のもろみ温度が必要と認められ

た．KY02-6-6と901号を混合して使用した場合，その混

合割合にかかわらず同様な発酵経過が認められた．これ

は，901号が常に優勢となり，KY02-6-6が生育できない

可能性が推測された．結果には示さなかったが，Sz. po

mbe NBRC 0347でも同様の結果となった．以上のこと

から，本報告における「酵母法」のように，酒母育成時

に分裂酵母と清酒酵母を混合して使用し，尿素量の低減

を図ることは困難であることがわかった． 

一方，図2に示したとおり，分裂酵母は，もろみのエ

タノール生成と同時期に尿素の分解活性が高まることが

わかった．続いて，901号により育成したもろみにおい

てKY02-6-6を混合したところ，製成酒中の尿素量が低減

が認められた．これは，図5からエタノールによる溶菌

による菌体内の尿素分解酵素がもろみ中に放出される可

能性が考えられた． 

ただし，分裂酵母単独のもろみにおいては，発酵開始

初期にエタノールが含まれない期間が比較的長期間ある

ため，乳酸による制菌など，衛生管理を確実に行うこと

に注意が必要である． 

 

5. 結 言 

1. Schizosaccharomyces pombe KY02-6-6 を使用した清

酒製造法を検討した． 

2. 小仕込試験では，同菌株は，発酵温度 13℃で発酵

せず，15℃あるいは 18℃でのアルコール生成は

901 号と比較して倍程度の期間を要した． 

3. もろみ中の尿素量低減は，アルコール生成と同時

期に認められ，発酵温度 15℃では 12 日目から，

18℃では 9 日目からであった． 

4. 901 号のもろみに，もろみ日数 10 日に KY02-6-6

を混合することで，製成後の尿素分解活性が認め

られた． 
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