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 愛知県半田市指定天然記念物「萬三の白モッコウバラ」から清酒製造に適した有用酵母の分離を試みた。

集積培養により分離された 3 株の酵母は 28S rDNA D1/D2 領域の塩基配列解析より、いずれも

Saccharomyces cerevisiae と同定された。清酒小仕込試験における製成酒のアルコール分が協会酵母と比

較してやや低いものの、協会酵母に対してキラー性を示さないことから、清酒製造に適用可能であること

が確認された。また、製成酒の日本酒度の値より、本酵母を利用した清酒は甘口の酒質となることが推測

された。  

 

１．はじめに 

近年、地域資源を活かした製品の開発によって、地域

の活性化を図る取り組みが盛んに行われている。清酒業

界においても、地域ブランド製品の開発が模索されてい

る。こうした取り組みの一環として、各県公設試験研究

機関や大学が中心となり、花や果実等から有用酵母を分

離して清酒製造に利用する試みが行われてきた。我々は

これまでに愛知県内の各種植物から食品用酵母

Saccharomyces cerevisiae を分離すると共に、清酒製造

を含め、その利用技術の開発に取り組んできた 1)～3)。 

本研究では、地域ブランド清酒の開発を目的として、

株式会社萬三商店敷地内の半田市指定天然記念物「萬三

の白モッコウバラ」から酵母を分離した。遺伝子解析手

法を用いて酵母の種の同定を行うと共に、キラー性、糖

資化性等の生理学的性質を評価した。また、清酒小仕込

試験を行い、分離酵母のアルコール、有機酸及び香気成

分の生成能を評価し、清酒製造への適性を検討した。 

 

２．実験方法 

2.1 酵母の分離 

2.1.1 使用培地 

1 次集積培地はエタノール 3%(v/v)を添加した麹汁培

地(ボーメ 5.0、pH4.0)を使用した。2 次集積培地はエタ

ノール 10%(v/v)を添加した麹汁培地を使用した。コロニ

ー分離用の平板培地には TTC(トリフェニルテトラゾリ

ウムクロライド)下層培地（日本醸造協会製）を使用した。 

2.1.2 分離源 

平成 25 年 4、5 月に株式会社萬三商店（愛知県半田市）

敷地内の半田市指定天然記念物「萬三の白モッコウバラ」

から採取した花を分離源とした。 

2.1.3 集積培養 

採取した花 50g を 1Ｌ容三角フラスコ中の 1 次集積培

地 500ml に浸漬し（計 30 本）、33℃で 7 日間静置培養

を行った。白濁の認められた 1 次集積培養液 1mL を

200mL 容メディウム瓶中の 2 次集積培地 100ml に接種

し、33℃で 7 日間静置培養を行った。2 次集積培養にお

いて白濁が認められた試験区に関して、培養液の一部を

適宜希釈して TTC 下層培地に塗抹し、酵母のコロニー

を得た。 

2.2 遺伝子解析による分離酵母の種の同定 

真菌の系統分類に用いられる 28S rDNA D1/D2 領域

を解析対象とした 4)。集積培養により分離された酵母の

コロニーから鋳型となる DNA を抽出し、プライマーD1

（ 5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3'）および

D2（5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'）と、PCR 用

酵素 QIAGEN Fast Cycling PCR Kit (QIAGEN 製)を用

いて PCR を行った。PCR の温度条件は、95℃5 分、40

サイクルの 96℃5 秒；55.5℃5 秒；68℃27 秒、72℃1 分

とした。得られた DNA 断片の塩基配列を BLAST プロ

グ ラ ム （ National Center for Biotechnology 

Information、http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）によりホ

モロジー検索を行い、酵母の種を同定した。  
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2.3 分離酵母の生理学的性質 

2.3.1 TTC 染色性 

分離酵母を麹汁培地にて培養した後、培養液を TTC

下層培地にスポットして 30℃で 2 日間培養を行った。コ

ロニー出現後、TTC 上層培地を重層し、30℃で保温して、

呈色を観察した。対照として協会酵母 K701、K901、

K1801 株を使用してコロニーの呈色を比較した。 

2.3.2 キラー性 

分離酵母を麹汁培地にて培養した後、培養液から白金

耳を使用して TTC 下層培地に一本植菌線を描き、それ

と交差するように協会酵母 K701、K901、K1801 株の培

養液をそれぞれ植菌線画し、30℃で 2 日間培養した。 

2.3.3 糖資化性 

酵母様真菌同定キット ID32C アピ（シスメックス・

ビオメリュ－（株）製）を用いた。TTC 下層培地に生育

させた酵母菌体を滅菌水 2mL に懸濁させ、ID32C アピ

C メディウムに 250μL 添加した。これを ID32C アピプ

レートに接種した。30℃で 48 時間培養後、プレート上

の 31 種類の炭素源（ガラクトース、シクロヘキシミド、

白糖、N-アセチル-グルコサミン、乳酸、L-アラビノース、

D-セロビオース、ラフィノース、D-マルトース、トレハ

ロース、2-ケト-グルコン酸カルシウム、α-メチル-D-グ

ルコシド、D-マンニトール、乳糖、イノシット、D-ソル

ビトール、D-キシロース、D-リボース、グリセロール、

L-ラムノース、パラチノース、エリスリトール、D-メリ

ビオース、グルクロン酸ナトリウム、D-メレチトース、

グルコン酸カリウム、レブリン酸、ブドウ糖、L-ソルボ

ース、D-グルコサミン塩酸塩、エスクリン）の資化性パ

ターンを調べた。 

2.4 分離酵母を用いた清酒小仕込試験 

2.4.1 発酵経過の比較 

乾燥麹（60%精白、徳島製麹（株）製）20g、乾燥α

化米（60%精白、徳島製麹（株）製）80g、蒸留水 180ml、

分離酵母の前培養液 10ml を混合して、15℃で発酵させ

た。対照酵母として協会酵母 K701 株を使用した。小仕

込試験容器の蓋にピンホールを空けてガス放出口を設け、

容器重量を測定した。重量減少をモニタリングして発酵

経過の比較を行った。 

2.4.2 製成酒の成分分析 

もろみ日数 20 日目に上槽を行った。7000rpm、20 分

の条件で遠心分離し、得られた上清液を製成酒として成

分分析に供した。アルコール分はアルコメイト AL-2 型

（理研計器（株）製）を用いて測定した。日本酒度、酸

度、アミノ酸度及び香気成分組成に関しては国税庁所定

分析法 5)に準拠して分析を行った。有機酸組成は前報３)

に従い、高速液体クロマトグラフで分析した。 

３．実験結果及び考察 

3.1 酵母の分離 

採取した花を浸漬して行った 30 本の 1 次集積培養の

うち、4 本で白濁とガスの発生が認められた。その 4 本

の 1 次集積培養液を 2 次集積培地に接種して培養を行っ

たところ、3 本の培養で白濁が認められた。白濁が認め

られた 3 本の培養液をそれぞれ適宜希釈して TTC 下層

培地に塗抹し、30℃で 2 日間培養を行った。生じたコロ

ニーから、3 種類の酵母（以降モッコウバラ酵母 M1、

M2、M3 株と記載）を取得した。 

3.2 遺伝子解析による分離酵母の種の同定 

モッコウバラ酵母 M1、M2、M3 株について、28S rDNA 

D1/D2 領域の約 600bp の DNA 断片を PCR により増幅

し、それぞれの塩基配列を決定した。これらの配列につ

いて公開データベースに登録されている配列との相同性

を比較したところ、いずれも S. cerevisiae の 28S rDNA 

D1/D2 領域の塩基配列と 100%一致した。これらの結果

より、モッコウバラ酵母 M1、M2、M3 株は S. cerevisiae

と同定された。 

3.3 分離酵母の生理学的性質 

3.3.1 TTC 染色性 

TTC 染色性はアルコール発酵能の指標となる。酵母の

アルコール発酵能が高ければ TTC が還元され、強い赤

色を示す。一般的な酒造現場で使用される協会酵母は

TTC を還元して強い赤色を示す。 

対照として用いた協会酵母 K701、K901、K1801 株の

コロニーは強い赤色を示した。一方、モッコウバラ酵母

M1、M2、M3 株のコロニーはいずれもピンク色に染色

された。モッコウバラ酵母は一般的な酒造現場で使用さ

れている協会酵母とは TTC 染色性が異なることが示さ

れた。 

3.3.2 キラー性 

S. cerevisiae の中には、キラー因子と呼ばれるタンパ

ク質を分泌して他の酵母を死滅させるキラー酵母の存在

が知られている。清酒製造において、新規に分離した酵

母を利用する場合、酒造現場で使用されている協会酵母

に悪影響を及ぼすことのないように、酵母のキラー性の

有無を確認することは重要である。 

協会酵母 K701、K901、K1801 株に対するモッコウバ

ラ酵母のキラー性評価の結果を図１に示す。TTC 下層培

地上、縦に線画したモッコウバラ酵母の植菌線と横に線

画した協会酵母の植菌線との交差部位にハロー（抗菌活

性）は認められなかった。モッコウバラ酵母 M1、M2、

M3 株はいずれも協会酵母に対しキラー性を示さないこ

とが判明し、酒造現場で使用することに対する安全性が

確認された。 
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図１ モッコウバラ酵母のキラー性評価 

 

3.3.3 糖資化性 

モッコウバラ酵母の糖資化性評価の結果を表１に示

す。M1、M2、M3 株は同様の糖資化性を示し、ガラク

トース、白糖、乳酸、ラフィノース、α-メチル-D-グル

コシド、ブドウ糖を資化した。また、いずれの株に関し

ても、K701 株で資化性の認められなかった D-マルトー

スについては資化性が認められた。一方、K701 株で資

化性の認められたパラチノースについては資化性が認め

られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 分離酵母を用いた清酒小仕込試験 

3.4.1 発酵経過の比較 

清酒もろみでは発酵に伴って炭酸ガスが生成し、それ

が揮散することでもろみ重量が減少する。したがって、

重量減少分を炭酸ガス減量として測定することにより、

発酵経過の指標とすることができる。炭酸ガス減量経過

を図２に示す。モッコウバラ酵母 M1 株を利用した清酒

もろみ（以降 M1 株区と記載）は他の酵母を利用した区

と比較すると、発酵初期の炭酸ガス減量速度が小さく、

その後は K701 株区とほぼ同程度の速度で推移した。こ

のことから、M1 株は K701 株と比較して、もろみ初期

におけるアルコール発酵が遅いと考えられた。一方、M2、

M3 株区は K701 株区と比較すると、発酵中期以降の炭

酸ガス減量速度が小さく、実規模レベルの仕込みにおい

て、もろみ後期で発酵が停滞する可能性がある。最終的

な炭酸ガス減量は M1、M2、M3 株区間では、ほぼ同程

度となった。また、発酵もろみの泡生成状況から、M1、

M2、M3 株はいずれも泡なし酵母である K701 株と同様

に泡の低い状貌を呈し、泡なし酵母と考えられた。     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.2 製成酒の成分分析 

製成酒のアルコール分、日本酒度、酸度、アミノ酸度

の値を表２に示す。M1、M2、M3 株区のアルコール分

は 16%台であり、K701 株より低い値となったものの、

我々がこれまでに愛知県内の各種植物から分離してきた

酵母と比較するとアルコール生成能がやや高いと考えら

れた３)。また、発酵基質である糖分が多く残存したため

に日本酒度はマイナスの値となった。このため、モッコ

ウバラ酵母を利用した清酒は甘口の酒質となると考えら

れた。酸度に関しては、K701 株区と比較すると、M1

株区は同程度であったが、M2、M3 株区は約 1.2 倍高い

値を示した。M1、M2、M3 株区のアミノ酸度はいずれ

も K701 株区と同程度であった。 

製成酒の有機酸組成を表３に、香気成分組成を表４に

示す。M1 株区は K701 株区と比較すると、リンゴ酸及

びコハク酸濃度がやや低く、乳酸及び酢酸濃度がやや高 

かった。M2、M3 株区は K701 株区と比較すると、リン

ゴ酸及びコハク酸濃度がやや低く、乳酸濃度がやや高か

った。また、酢酸濃度が約 2 倍であり、M2、M3 株は酢

酸生成能が高いことがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

＋：資化性あり、－：資化性なし 

注：1 株も陽性を示さなかった 23 種類の炭素源に関しては表示を省略 

 

 

表２ 製成酒の成分値 

 

図２ 炭酸ガスの減量経過 

 

表１ モッコウバラ酵母の糖資化性評価 
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香気成分組成に関しては、M1、M2、M3 株区はいず

れも K701 株区と比較すると、カプロン酸エチル濃度が

やや低く、酢酸イソアミル濃度は 1/3 程度であり、一般

的に吟醸香とされている香気成分の生成能が低いことが

わかった。オフフレーバーとされているイソアミルアル

コール濃度は K701 株区の約 1.3 倍であった。花から分

離した酵母を利用して、花のイメージを喚起させる清酒

を製造するには香りは重要な因子である。今後、薬剤耐

性を指標とした育種法等により、香気成分生成能を改良

する必要がある。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．結び 

地域ブランド清酒の開発を目的として、株式会社萬三

商店敷地内の半田市指定天然記念物「萬三の白モッコウ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

バラ」から酵母を分離した。28S rDNA D1/D2 領域の塩

基配列解析より、分離された 3 株の酵母はいずれも S. 

cerevisiae と同定された。また、協会酵母に対してキラ 

ー性を示さないことから清酒製造に適用可能であること

が確認された。清酒小仕込試験の結果より、モッコウバ

ラ酵母は協会酵母と比較するとアルコール生成能が低い

ものの、我々がこれまでに愛知県内の各種植物から分離

した酵母と比較するとアルコール生成能がやや高いと考

えられた。本酵母を利用した清酒は甘口の酒質となるこ

とが推測された。 

現在、中埜酒造株式会社において本酵母を使用した仕

込試験を実施しており、製品化を目指している。また、

本酵母を活用した地域おこしを推進するために、当セン

ターを含めて、株式会社萬三商店、中埜酒造株式会社、

株式会社トラム、特定非営利活動法人半田市観光協会が

協力して、清酒以外の地域商品の開発も進めている。 
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表３ 製成酒の有機酸組成 

 

表４ 製成酒の香気成分組成 

 

（単位：mg/100ml） 
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