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兼六園桜酵母の育種とオリジナル清酒の開発  

 

山崎裕也 * 笹木哲也 *  

 

 地域性を活かしたオリジナル清酒の開発が全国各地で盛んに行われている。当場でも，兼六園の桜から

分離した酵母 (Saccharomyces cerevisiae  KEN24-15株 )を用いて清酒の開発を支援してきた。一方，この酵母

を用いた清酒は香りが穏やかで，発酵の立ち上がりが遅いという課題があった。そこで，本研究では石川

県オリジナルの清酒を開発するために，花のような香りを生成し，発酵の立ち上がりが速い酵母の育種を

行うとともに，育種した酵母の醸造特性の評価を行った。その結果，酢酸 β-フェネチルを高生産し，発酵

の立ち上がりが速い KEP8n株を取得した。さらに， KEP8n株を用いた試験醸造の結果， KEP8n製成酒はア

ルコール濃度 13.4%，酸度 3.6，グルコース濃度 3.1%を示した。酢酸 β-フェネチル濃度は 1.4 ppmと，KEN24-

15製成酒より約 1.5倍多く，花様の香りが特徴の清酒が醸造可能であることを明らかにした。  

キーワード : 兼六園桜酵母，育種，酢酸 β-フェネチル，清酒   

 

Breeding Improvement of Kenrokuen Sakura Yeast and Development of Original Sake 

 

YAMAZAKI Yuya and SASAKI Tetsuya 

 

Original sake products with regional characteristics are being actively developed in various areas of Japan. We also assisted the 

development of sake products brewed with a yeast (Saccharomyces cerevisiae KEN24-15) isolated from Kenrokuen cherry blossoms. 

However, the yeast had two problems: the aroma of the sake was mild and the commencement of fermentation was slow. In this study, we 

attempted to breed a yeast that produces a floral aroma and initiates rapid fermentation early in the brewing process, and subsequently 

evaluated its brewing characteristics. As a result, we obtained KEP8n, which produces high levels of β-phenethyl acetate and shows rapid 

fermentation commencement. In a test brew with KEP8n, the sake showed an alcohol concentration of 13.4%, an acidity of 3.6, and a glucose 

concentration of 3.1%. The concentration of β-phenethyl acetate was 1.4 ppm, 1.5 times higher than that of KEN24-15, indicating that 

KEP8n can be used to brew sake with a distinct floral aroma. 

Keywords: Kenrokuen sakura yeast, breeding, β-phenethyl acetate, original sake 

 

１．緒  言   

近年，食の多様化に伴い，多様なフレーバーを有す

るリキュール類などのアルコール飲料の消費量が増加

する一方，清酒の消費量は年々減少している 1)。この

状況は，伝統的な酒造業界に深刻な影響をもたらして

いる。清酒の消費量減少に対処するため，業界では高

品質化，差別化，そして地域性を推進する取り組みが

行われている。  

高品質化の取り組みとしては，吟醸香であるカプロ

ン酸エチル (リンゴ様 )，酢酸イソアミル (バナナ様 )な

どの成分を多量に生成する酵母の研究が数多く行われ

ている 2)-4)。この研究は，消費者に対して高級感と独

自性を提供するために重要であり，特に香りの面での

差別化を図るために重要な役割を果たしている。  

また，地域の特色を反映した清酒の開発も全国各地

で進められている。具体的には，大学や公設試験研究

機関と連携し，名所旧跡などから分離した酵母を活用

する試みが行われている 5)-7)。これにより地域の魅力

を清酒に反映させるとともに，観光資源としての価値

も高めることが期待されている。  

このような背景から，当場では平成22年度より県内

の名所旧跡の花などからアルコール発酵力の高い酵母

の分離に取り組んできた。その結果，兼六園の八重桜

か ら 発 酵 力 の 高 い 酵 母 (Saccharomyces cerevisiae 

KEN24-15株 )の分離に成功し，これらの酵母を用いた

清酒の開発を支援してきた 8)。しかしながら，KEN24-*化学食品部  
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15株を用いた清酒の香りは，花を連想するような香調

を有しておらず，またKEN24-15株は乳酸耐性が弱いた

め，醸造初期の発酵の立ち上がりが遅いといった課題

があった。  

そこで本研究では，KEN24-15株を基に，花のような

香りである酢酸β-フェネチルを高生産し，発酵の立ち

上がりが速い酵母の育種改良を行うとともに，育種し

た酵母の醸造特性の評価を行った。  

 

２．実験方法 

２．１ 酵母の育種  

２．１．１ 供試菌株と使用培地 

兼六園桜酵母 (KEN24-15株 )を供試菌株とした。酵母

の前培養にはYPD培地 (酵母エキス1%，ポリペプトン

2%，グルコース2%)を用いた。 p-FPA耐性株の分離に

は，p-FPA耐性株分離培地 (Yeast Nitrogen Base 0.67%，

グルコース  2%，p-FPA 0.2 mg/ml，寒天2%)を用いた。

酢酸β-フェネチル高生産株の選抜には麹エキス培地を

用いた。麹エキス培地は乾燥米麹 (徳島製麴 (株 )) 300 g

に蒸留水1 Lを加え，56℃で18時間糖化した。その後，

濾過した液を蒸留水でBrix10に希釈し，オートクレー

ブ滅菌 (121℃，20分 )することで調製した。  

 

２．１．２  p-フルオロフェニルアラニン (p-

FPA)耐性株の分離 

p-FPA耐性株の分離は，既法 9)に準じて以下の方法で

行った。酵母をYPD培地3 mLに1白金耳接種し，30℃

で 2 日 間 培 養 し た 。 こ の 培 養 液 を 生 理 食 塩 水

(0.85%NaCl水溶液 )で 3回洗浄し， p-FPA耐性株分離培

地に100 μL塗末した。30℃で3日間培養後，生育したコ

ロニーから釣菌し，同様の操作を繰り返した。増殖し

てきたコロニーをp-FPA耐性株とした。  

 

２．１．３ 酢酸β-フェネチル高生産株の選抜 

 得られたp-FPA耐性株100株を麹エキス培地6 mLに1

白金耳接種し， 30℃，3日間培養した。簡易的な官能

評価を行い，花の香りを感じた20株について，酢酸β-

フェネチル濃度を測定し，生成量の多い株を選抜した。  

 

２．１．４ 乳酸耐性株の育種 

選抜した酢酸β-フェネチル高生産株を供試株として，

乳酸耐性株を得るために以下①～③の工程を行った。

①酵母をYPD液体培地5 mLに1白金耳量を接種し，30  

℃で 2日間培養した。②これを遠心分離 (5000 rpm， 4  

℃，5分 )で集菌・洗浄した後，滅菌水に懸濁し，その

懸濁液を乳酸0.1%添加したYPD寒天培地 (酵母エキス1 

%，ポリペプトン2%，グルコース2%，寒天2%)のプレ

ートに塗布して， 25℃で3日間培養した。③生育した

コロニーから釣菌し，①～②の操作を繰り返した。こ

のとき，乳酸濃度を0.1%から最大0.6%まで段階的に上

げて繰り返し培養し，最終的に生育したコロニーを乳

酸耐性株とした。  

 

２．１．５ 酒母発酵試験 

取得した乳酸耐性株，対照株として乳酸耐性株の育

種に用いた親株を酒母発酵試験に供した。酵母を麹エ

キス培地5 mLに1白金耳量を接種し，30℃で2日間培養

した。酒母発酵試験は，50 mLの滅菌遠心ポリチュー

ブに乾燥米麹4.0 g，α化米10.0 g，滅菌水 (90%乳酸0.6 

%含有 )16 mLを加えた。α化米が十分膨潤した後，酵母

の培養液を滅菌水に対して1%添加して20℃で7日間発

酵を行った。発酵経過は試料の重量を測定し，炭酸ガ

ス減量で評価した。  

 

２．２ 清酒の試験醸造 

２．２．１ 清酒の小仕込み試験 

 ２．１で選抜したKEP8n株，対照として従来酵母の

KEN24-15株，協会酵母のK901株を用いて，総米600 g，

麹歩合20%，汲水歩合140%の三段仕込みで行った。原

料米は掛米，麹米ともに五百万石 (精米歩合65%)を用

いた。酒母は中温速醸酛を用いた。添仕込み，踊りの

温度は13℃，仲仕込みは12℃，留仕込みは10℃で行っ

た。その後，徐々に品温を上げ， 6日目に15℃とした。

11日目から徐々に品温を下げ，20日目に10℃とした。

上槽は20日目に行った。発酵経過は酒母発酵試験と同

様に炭酸ガス減量で評価した。  

 

２．２．２ 成分分析 

 アルコール濃度はアルコール分析計 (アルコメイト

AL-2，理研計器 (株 ))を用いて測定した。日本酒度，酸

度，アミノ酸度は国税庁所定分析法に準じて測定した。

グルコースはグルコース測定キット (CIIテストワコー，

和光純薬工業 (株 ))を用いて測定した。  

香気成分はGC-MSを用いて固相マイクロ抽出法で測

定した。試料 5 mLに内部標準物質として 0.1%の 3-

pentanol 0.1 mLをバイアル内に入れ，オートサンプラ
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ー (MPS2，ゲステル (株 ))にて，50℃で保持したバイア

ル内ヘッドスペースの香気成分を SPMEファイバー

(DVB/Car/PDMS，Supelco)に 30分間抽出した。ファイ

バーに抽出した香気成分をGC-MS(7890A/5975C，アジ

レント・テクノロジー (株 ))により，カラム (DB-

WAX;60 m×0.25 mm×0.15 μm，アジレント・テクノロ

ジー (株 ))，注入口温度230℃，オ－ブン温度40℃ (10分

保持 )→5℃ /分→230℃ (12分保持 )，スプリット比1:10の

条件で分析した。香気成分の同定は，マススペクトル

のNIST/Wileyライブラリとの一致，リテンションイン

デックスの既報文献値との一致で行った。内部標準物

質のピーク強度から各成分のピーク相対強度を算出し

た。検量線作成のため，酢酸β-フェネチル (東京化成工

業 (株 ))を用いて標準溶液 (13%エタノール溶液 )を作成

した。酢酸β-フェネチル濃度は標準溶液の検量線から

算出した。  

 

２．２．３ 官能評価 

 ２．２．１で醸造した清酒を官能評価に供した。官

能評価は，酒造関係者10名をパネルとし，各試料につ

いて，香味の総合点を5点評点法で評価した。さらに，

特徴的な香り (甘い，花様 )の有無についても評価した。  

 

３．結果および考察  

３．１ 酢酸β-フェネチル高生産酵母の選抜 

 清酒中に含まれる花の香りを有する成分としては，

酢酸β-フェネチルがあげられる。酢酸β-フェネチルは

桃の花の香りに類似しており，フェニルアラニン生合

成経路から生成される。この成分を高生産する酵母の

育種には，フェニルアラニンのアナログである p-フル

オロフェニルアラニン (p-FPA)に耐性を持つ株からの取

得が有効であることが報告されている 9),10)。そこで，

p-FPA耐性株の分離を行い，酢酸 β-フェネチル高生産

酵母の選抜を行った。  

p-FPA耐性株の分離を行った結果， p-FPA耐性株を

100株得ることができた。得られた100株を麹エキス培

地で培養し，簡易的な官能評価を行った。花の香りを

感じた20株について，培養液の酢酸β-フェネチル濃度

を測定した。その結果を図 1に示す。親株である従来

酵母KEN24-15株は酢酸β-フェネチル濃度は0.2 ppmで

あったが，花の香りを感じた20株中19株は酢酸β-フェ

ネチル濃度0.2 ppm以上を示し，酢酸β-フェネチル生産

能の向上が認められた。特にKEP8株は酢酸β-フェネチ

ル濃度1.2 ppmで最も高い値を示した。p-FPA耐性株の

中にはフェニルアラニン生合成経路の鍵酵素である

DAHPシンターゼのフィードバック阻害が解除され，

酢酸β-フェネチル生産能が向上することが報告されて

いる 9),11)。DNA解析などの詳細な検討が必要であるが，

酢酸β-フェネチル生産能が向上した19株はDAHPシン

ターゼのフィードバック阻害が解除されて，酢酸β-フ

ェネチル生産能が向上した可能性が考えられた。中で

もKEP8株は最も酢酸β-フェネチル生産能の高い株であ

ることから，以後の試験に使用した。  

 

３．２ 乳酸耐性株の育種および酒母発酵試験  

 一般的な清酒醸造は麹エキスで酵母を前培養した後，

酒母を経て，本発酵が行われる。兼六園桜酵母をはじ

めとする野生酵母は清酒醸造で通常使用される協会酵

母に比べて，乳酸に対する耐性が弱いことが知られて

いる 12)。そのため，発酵の立ち上がりが遅く，複数段

階の酒母工程が必要であった。そこで，まずKEP8株を

用いて乳酸に耐性を示す酵母の育種を行った。その結

果，乳酸0.6%でも生育可能な乳酸耐性株KEP8n株を取

得することができた。  

次に，取得したKEP8n株，対照株としてKEP8株を用

いて，酒母の発酵試験を行った。その結果を図 2に示

す。KEP8株は発酵の立ち上がりが遅く，7日目の炭酸

ガス減量は0.8 gであった。一方，乳酸耐性を獲得した

KEP8n株は発酵の立ち上がりがKEP8株に比べて速く，

7日目の炭酸ガス減量は2.8 gであった。清酒の醸造で

は，発酵初期の立ち上がりが緩やかな場合，もろみ中

のアルコール濃度が高まるまでに時間を要し，もろみ

の雑菌汚染リスクが高くなる 12)。KEP8n株は発酵の立

ち上がりが改善され，もろみの雑菌汚染リスクが低減

するものと考えられる。  

 

図1  p-FPA耐性株の酢酸β-フェネチル生産量 
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３．３ 育種した酵母を用いた試験醸造 

 ３．２で取得したKEP8n株，対照として従来酵母の

KEN24-15株，協会酵母のK901株を用いて，清酒の試

験醸造 (総米600 g，三段仕込み )を行い，試醸で得た製

成酒の成分を分析した。その結果を表 1に示す。対照

となるK901製成酒のアルコール濃度は18.1%を示した。

一方，KEP8n製成酒，KEN24-15製成酒のアルコール濃

度はそれぞれ13.4%，12.9%を示した。KEP8n株のアル

コール発酵力はK901と比べてやや劣るものの，清酒醸

造に十分な発酵力を示した。対照となるK901製成酒の

酸度は 2.2を示した。一方，KEP8n製成酒，KEN24-15

製成酒の酸度はそれぞれ 3.6，3.5を示した。対照とな

るK901製成酒のグルコース濃度は0.6%を示した。一方，

KEP8n製成酒，KEN24-15製成酒のグルコース濃度はそ

れぞれ3.1%，3.2%を示した。KEP8n製成酒はK901製成

酒よりも酸度およびグルコース濃度が高く，甘酸っぱ

い味わいの清酒となった。なお，KEP8n製成酒のアル

コール濃度，酸度，グルコース濃度はKEN24-15製成酒

と比べていずれも大きな差はなかった。  

次に，試醸で得た製成酒の酢酸β-フェネチル濃度を

測定した。その結果を図3に示す。KEP8n製成酒の酢酸

β-フェネチル濃度は1.4 ppmを示し，KEN24-15製成酒

より約1.5倍多い傾向が認められた。試験醸造において

も，KEP8n株は酢酸β-フェネチル高生産能を有してい

ることが確認された。  

試醸した製成酒の酒造関係者10名による官能評価結

果を図 4に示す。KEP8n製成酒の総合点はKEN24-15製

成酒およびK901製成酒の総合点よりも高い傾向が認め

られた。さらに香りの特徴として，KEP8n製成酒は甘

い香りや花様の香りを感じるという意見がKEN24-15製

成酒，K901製成酒よりも多い傾向が示された。  

 

図3 試醸した清酒の酢酸β-フェネチル濃度  

  

  

図4 試醸製成酒の官能評価結果  

 

図2 酒母の発酵経過 

表1  試醸した清酒の成分値 

 

KEN24-15 KEP8n K901

(従来酵母) (育種酵母) (協会酵母)

日本酒度 -30 -32 5.1

アルコール (%) 12.9 13.4 18.1

酸度      3.5 3.6 2.2

グルコース (%) 3.2 3.1 0.6

菌株
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さらに，これらの香りに関与すると考えられる成分

の探索を行い，ピーク強度の比較を行った。その結果

を図5に示す。フェニル酢酸エチル (花様 )が約1.2倍，

フェネチルアルコール (花様 )が約1.3倍，フェニルアセ

トアルデヒド (花様 )が約1.5倍，メチル酪酸エチル (甘い

香り )が約1.5倍，KEP8n製成酒に多い傾向が示された。

食品や飲料の香気は数十～数千の多種多様な成分が含

まれている。各成分は香気の質や閾値が大きく異なり，

濃度によって感じ方が変化する成分も含まれる。その

ため，微妙な香気成分の組成バランスの変化が食品全

体の風味の変化に影響を与える 13),14)。各成分の濃度の

把握や閾値についてはさらに詳細な検討を行う必要が

あるが，KEP8n製成酒の花様の香りや甘い香りはこれ

らの成分が関与している可能性が示唆された。  

 

４．結  言  

本研究では石川県オリジナルの清酒を開発するため

に，花のような香りを生成し，発酵の立ち上がりが速

い酵母の育種を行うとともに，育種した酵母の醸造特

性の評価を行った。  

その結果，酢酸β -フェネチルを高生産し，発酵の立

ち上がりが速いKEP8n株を取得した。このKEP8n株を

用いて試醸を行った結果，花様の香りや甘い香りが特

徴の清酒が醸造可能であることを明らかにした。  

今後，育種改良した酵母を活用した石川県オリジナ

ル清酒の技術移転を積極的に進めていきたい。  
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