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 愛知県大府市の桜の花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酵母

は 26S rDNA D1/D2 領域の塩基配列解析より、Saccharomyces cerevisiae と同定された。発酵試験の結

果、分離酵母は酒造現場において一般的に使用される協会酵母と比較してアルコール生成能が低く、有機

酸生成能も異なっていた。しかし、清酒小仕込試験の結果、最終的なアルコール分は 14%台に到達した

ため、我々がこれまでに分離した天然酵母の醸造特性、実用化事例も考慮して、清酒製造に適用可能と判

断した。なお、分離酵母 (「おおぶ酵母」 )を用いた純米酒が「桜舞 (おおぶ )」として製品化された。  

 

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、花や果実等の地域資源より新たな酵母を

分離・育種して清酒製造に活用し、地域ブランド製品の

開発や清酒品質の個性化・差別化を図る取り組みが積極

的に試みられている。あいち産業科学技術総合センター

食品工業技術センターでは、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、清酒やパンの製造を含め、その利用技術の

開発に取り組んできた 1)~5)。 

 本研究では、新たな地域ブランド清酒の開発を目的と

して、愛知県大府市の桜の花から清酒製造に適用可能な

酵母の分離を試みた。遺伝子解析手法を用いて酵母の種

の同定を行うと共に、酒造現場において一般的に使用さ

れる協会酵母に対するキラー性を評価した。また、発酵

試験(総米 100 g)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た。さらに、分離酵母

の実用化に向けてスケールアップした清酒小仕込試験

(総米 1 kg)を実施し、清酒製造への適用を検討した。 

 

2. 実験方法 

2.1 酵母の分離、選別 

2.1.1 使用培地 

 1 次集積培地はエタノール 2.4%(v/v)を添加した麹汁

培地(ボーメ 5.0、pH4.5)、2 次集積培地はエタノール

5.7%(v/v)を添加した麹汁培地、3 次集積培地はエタノー

ル 9.1%(v/v)を添加した麹汁培地を使用した。コロニー

の分離には YPD 平板培地(1%酵母エキス、2%ポリペプ

トン、2%グルコース、2%寒天)を使用した。発酵試験

及び清酒小仕込試験に用いる酵母の培養には麹汁培地を

使用した。 

2.1.2 分離源 

 令和 2 年 4 月に愛知県大府市内の桜から採取した花弁

を分離源とした。 

2.1.3 集積培養 

 1L 容ガラス瓶に採取した花弁 40 g、1 次集積培地 400 

mL を入れ、30℃で 7 日間浸漬させた(計 24 試験区)。1

次集積培養液 0.2 mL を 2 次集積培地 50 mL に接種し、

30℃で 7 日間静置培養を行った。さらに白濁した 2 次集

積培養液 0.05mL を 3 次集積培地 5mL に接種し、30℃

で 4 日間静置培養を行った。3 次集積培養液を希釈して、

YPD 平板培地に塗抹、30℃で 2 日間培養し、コロニー

を取得した。取得したコロニーを麹汁培地 5mL に一白

金耳植菌して、30℃で 48 時間静置培養した際の白濁や

気泡の発生状況を観察し、清酒製造に適用可能な酵母と

期待されるコロニーを選別した。 

2.2 遺伝子解析による分離酵母の種の同定 

 食品衛生検査指針微生物編 2015(公益社団法人日本食

品衛生協会)に準じて行った。選別した清酒製造に適用
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表 1 仕込配合 

酒母 初添 仲添 留添 計

総米 （kg） 0.000 0.172 0.314 0.514 1.000 

掛米 （kg） 0.000 0.112 0.246 0.442 0.800 

麹米 （kg） 0.000 0.060 0.068 0.072 0.200 

汲水 （L） 0.120 0.322 0.650 0.828 1.920 

可能な酵母と期待されるコロニーについて、26S rDNA 

D1/D2 領域をコロニーダイレクト PCR によって増幅し、

部分塩基配列を決定した。PCR 用酵素として KOD FX 

Neo(東洋紡(株))，プライマーとして D1(5'GCATATCA 

ATAAGCGGAGGAAAAG-3')および D2(5'-GGTCCGTG 

TTTCAAGACGG-3')を用いて PCRを行った。PCRの温

度条件は、94℃2 分、40 サイクルの 98℃10 秒；55℃30

秒；68℃90 秒、72℃1 分とした。得られた塩基配列と

NCBI(National Center for Biotechnology Information、

ホームページアドレス http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)に

登録されている配列との相同性を比較した。 

2.3 分離酵母のキラー性の評価 

 分離酵母の麹汁培養液から白金耳を使用して YPD 平

板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 K901 株、K1801 株の培養液をそれぞれ植菌線画

し、30℃で 3 日間培養した。 

2.4 分離酵母を用いた発酵試験 

 乾燥麹 (60%精白、徳島製麹 (株 ))20g、乾燥 α 化米

(60%精白、徳島製麹(株))80g、蒸留水 180 mL、分離酵

母の培養液 5mL を混合して、15℃一定で発酵させた

(n=3)。対照酵母として、協会酵母 K901 株と、これま

でに分離され、既に実用化に至っている既存の天然酵母

MC9-31)株を用いた。発酵 18 日目で遠心分離(9000 rpm、

20 分)にて上槽し、得られた上清液を製成酒として成分

分析を行った。清酒醪(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醪重量が減少する。

発酵中、醪の炭酸ガス減少量を測定することで、発酵経

過の比較も行った。 

2.5 清酒小仕込試験 

 乾燥麹(60%精白、徳島製麹(株))及び乾燥α化米(60%

精白、徳島製麹(株))を用い、総米 1 kg の三段仕込で行

った。仕込配合を表 1 に示す。麹汁培地による酵母培養

液 120mL を酒母とした。対照酵母として、協会酵母

K901 株を使用した。仕込温度は、初添 12℃、仲添 8℃、

留添 7℃とした。醪品温は留時から 1 日 1℃ずつ上昇さ

せ、醪 9 日目に最高品温 15℃となるようにし、それ以

降は 15℃一定とした。発酵 19 日目で遠心分離(9000 

rpm、20 分)にて上槽し、得られた上清液を製成酒とし

て成分分析を行った。また、発酵中、醪の炭酸ガス減少

量を測定することで、発酵経過を比較した。 

 

 

 

 

 

 

2.6 成分分析 

 アルコール分はアルコメイト AL-2 型(理研計器(株))を

用いて測定した。日本酒度、酸度、アミノ酸度及び香気

成分組成は酒類総合研究所標準分析法 6)に準拠して分析

した。有機酸組成は既報 2)に従って分析した。 

 

3. 実験結果及び考察 

3.1 酵母の分離 

 測定採取した桜の花弁を浸漬して行った 1 次集積培養

液(計 24 試験区)を 2 次集積培地に接種して培養したと

ころ、17 試験区で白濁が認められた。さらに白濁が認

められた 17 試験区の 2 次集積培養液を 3 次集積培地に

接種したところ、5 試験区で白濁が認められた。 

 白濁が認められた 5 試験区の 3 次集積培養液を適宜希

釈して YPD 平板培地に塗抹し、30℃で 2 日間培養する

ことで、コロニーを取得した。これらのコロニーを麹汁

培地 5 mL に一白金耳植菌して、30℃で 48 時間静置培

養を行った際の白濁や気泡の発生状況から、清酒製造に

適用可能な酵母と期待される 1 試験区のコロニーを選

別した。 

3.2 遺伝子解析による分離酵母の種の同定  

 選別した清酒製造に適用可能な酵母と期待されるコロ

ニーについて、26S rDNA D1/D2 領域の約 600bp の

DNA 断片を PCR により増幅し、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、Saccharomyces 

cerevisiae の 26S rDNA D1/D2 領域の塩基配列と 100%

一致した。この結果より、選別したコロニーは

Saccharomyces cerevisiae と同定された。なお、この同

定されたコロニーを「おおぶ酵母」とした。 

3.3 分離酵母のキラー性の評価 

 新規に分離した天然酵母を清酒製造に使用する場合、

酒造現場において使用され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

とが重要である。YPD 平板培地上、縦に線画したおお

ぶ酵母の植菌線と横に線画した協会酵母 K901 株、

K1801 株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。よって、おおぶ酵母は協会酵母に対し

キラー性を有さないことが確認された。 

3.4 分離酵母を用いた発酵試験 

3.4.1 発酵経過の比較 

 発酵試験(総米 100 g)における炭酸ガス減量経過を図 1

に示す。おおぶ酵母の醪は、協会酵母 K901 株の醪と比

較すると、特に発酵中期以降の炭酸ガス減量速度が小さ

かった。既存の天然酵母 MC9-3 株と比較しても、発酵

中期以降の炭酸ガス減量速度がやや小さかった。 
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図 1 炭酸ガスの減量経過(発酵試験) 
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図 2 炭酸ガスの減量経過(清酒小仕込試験) 

表 2 製成酒の成分値(発酵試験) 

K901 MC9-3 おおぶ酵母

アルコール分 (%) 18.62 ± 0.03 15.73 ± 0.15 13.07 ± 0.21

日本酒度 8.88 ± 0.91 -19.65 ± 1.73 -38.13 ± 2.25

酸度 (mL) 3.30 ± 0.13 3.66 ± 0.05 4.27 ± 0.24

アミノ酸度 (mL) 1.12 ± 0.03 1.34 ± 0.01 1.33 ± 0.03

リンゴ酸 (mg/L) 316 ± 4 182 ± 5 189 ± 15

コハク酸 (mg/L) 597 ± 17 529 ± 6 562 ± 30

乳酸 (mg/L) 329 ± 2 333 ± 2 366 ± 24

酢酸 (mg/L) 354 ± 17 582 ± 16 882 ± 61

カプロン酸エチル (mg/L) 0.4 ± 0.2 0.2 ± 0.1 0.3 ± 0.1

酢酸イソアミル (mg/L) 2.0 ± 0.3 1.0 ± 0.2 0.9 ± 0.1

イソアミルアルコール (mg/L) 154.2 ± 11.5 144.6 ± 13.8 144.2 ± 11.1

平均値 ± 標準偏差 (n=3)

 また、発酵時の泡生成状況を観察したところ、おおぶ

酵母の醪は K901 株の醪と同程度に泡の低い状貌を呈し

たため、泡無し酵母と考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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、

有機酸、香気成分を表 2 に示す。アルコール分に関して、

おおぶ酵母の製成酒(以降、おおぶ酵母区と記載)は、

K901 株の製成酒(以降、K901 株区と記載)の約 70%、既

存の天然酵母の製成酒(以降、天然酵母区と記載) の約

85%と低い値であった。また、生成アルコール分が低い

ことに対応して、日本酒度はよりマイナスの値となった。

前項の炭酸ガス減量も合わせて考慮すると、おおぶ酵母

は K901 株と比較するとアルコール生成能が低いことが

わかった。また、既存の天然酵母 MC9-3 株と比較して

もややアルコール生成能が低いことがわかった。酸度は、

K901 株区より約 1 mL 高く、MC9-3 株と比較しても約

0.6 mL 高かった。アミノ酸度は、K901 株区より約 0.2 

mL 高かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 有機酸組成について、おおぶ酵母区は K901 株区と比

較すると、リンゴ酸濃度が約 60%と低く、乳酸濃度が

やや高かった。また、酢酸濃度については、K901 株区

の約 2.5 倍と高く、既存の天然酵母 MC9-3 株同様に酒

造現場で一般的に使用される協会酵母と比較して酢酸生

成能が高い酵母であることがわかった。 

 香気成分組成について、おおぶ酵母区は K901 株区同

様にカプロン酸エチル濃度が 1ppm 以下となり低かった。

また、酢酸イソアミル濃度は K901 株区の 1/2 程度であ

り、吟醸香生成能は低かった。MC9-3 株と比較すると

ほぼ同様の香気成分組成であった。 

3.5 清酒小仕込試験 

3.5.1 発酵経過の比較 

清酒小仕込試験(総米 1 kg)における炭酸ガス減量経過

を図 2 に示す。おおぶ酵母の醪は、K901 の醪と比較す

ると、炭酸ガス減量速度が小さいことが再確認できた。

このことから、おおぶ酵母は、実規模レベルの仕込みに

おいて、一般的に使用される協会酵母と比較して、発酵

が遅くなることが推測される。 
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K901 おおぶ酵母

アルコール分 (%) 18.8 14.3 

日本酒度 10.9 -24.7 

酸度 (mL) 2.55 4.00 

アミノ酸度 (mL) 1.65 1.45 

表 3 製成酒の成分値(清酒小仕込試験) 

3.5.2 製成酒の成分分析 

製成酒の成分分析結果を表 3 に示す。おおぶ酵母区は、

アルコール分が K901 株区の約 75%と低くなったものの、

最終的なアルコール分は 14%台に到達しており、我々

がこれまでに分離した天然酵母のアルコール生成能等を

含めた醸造特性、実用化事例 1),2)も考慮して、清酒製造

に適用可能と判断した。日本酒度は-24.7 と低く、酸度

は 4.00mL と高くなったことから、おおぶ酵母を利用し

た清酒は甘酸っぱい酒質になると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 結び 

 本研究では、地域ブランド清酒の開発を目的として、

愛知県大府市の桜の花から酵母を分離し、清酒製造への

適用を検討した。 

結果は、以下のとおりである。 

(1) 26S rDNA D1/D2 領域の塩基配列解析より、分離酵

母は Saccharomyces cerevisiae と同定された。 

(2) 分離酵母は協会酵母に対してキラー性を有さないこ

とが確認された。 

(3) 発酵試験(総米 100 g)の結果、分離酵母は協会酵母と

比較してアルコール生成能が低く、有機酸生成能も

異なっていたが、清酒小仕込試験(総米 1 kg)の結果、

最終的なアルコール分が 14%台に到達したため、清

酒製造に適用可能と判断した。 

 なお、本研究結果を参考にして、令和 3 年 7 月に中埜 

酒造株式会社において、おおぶ酵母を用いた清酒が醸造

され、「桜舞(おおぶ)」として製品化された。 
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