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Ⅰ．緒論 

酵⺟はその存在が認識される前から⼈類に貢献してきた微⽣物である

1）。紀元前 4000 年にはメソポタミア地域において⼩⻨粉と⽔を捏ねてお

くと膨らんで美味しいパンができたことや果実類や穀類などの液汁からア

ルコール飲料が作られていたと記録されている。⻑い年⽉を経て，酵⺟の

存在は 1680 年にレーウェンフックが発酵中のビールの顕微鏡観察したこ

とにより初めて確認されたと考えられている。酵⺟という名前は発酵を産

む⺟という意味で名付けられた。このように酵⺟は古くから各種発酵⾷品

の製造に関わり，⼈類に⽋かすことのできない微⽣物である。 

酵⺟は各種アルコール飲料やパンなどの製造に使⽤される産業⽤酵⺟，

⾃然界の果実や花弁などに⽣息している野⽣酵⺟，そして実験室酵⺟と区

別されている 2）。多くの産業⽤酵⺟と実験室酵⺟は Saccharomyces 

cerevisiae である。実験室酵⺟は組換え DNA 技術等が容易にできるよう

に育種された菌株であり，モデル真核⽣物として分⼦⽣物学的研究の発展

に⼤きく貢献してきたが，アルコール発酵⼒が低いなど産業利⽤の形質に

は乏しい。⼀⽅で，野⽣酵⺟には S. cerevisiae 以外にも様々な種属の酵⺟
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が含まれており，産業利⽤のための実⽤的な形質についても多種多様であ

る。各種発酵⾷品は野⽣酵⺟が製造中に偶然混⼊したことが起源であり，

その発酵⾷品の製造を繰り返す過程で⻑い年⽉をかけてより良い品質の製

品が得られる産業⽤酵⺟として S. cerevisiae をはじめとする

Saccharomyces 属酵⺟が選抜されてきた 3, 4）。この Saccharomyces 属には

S. bayanus，S. cariocanus，S. cerevisiae，S. eubayanus，S. kudriavzevii，

S. mikatae，S. paradoxus，S. pastorianus の少なくとも 8 種が含まれる

5）。 

1883 年にハンセンが酵⺟の純粋培養法を確⽴したことをきっかけに，

酵⺟の培養技術が次々と開発されて，酵⺟の産業利⽤の形が変わっていっ

た 6）。通気培養法が開発されて酵⺟の培養菌体収量が著しく改善し，培地

の主原料が製糖⼯業の副産物である安価な糖蜜に切り替えられて安価に酵

⺟菌体を製造することが可能となり，さらに流加培養法が確⽴されて従来

の回分培養法よりも菌体収量が増加した。1960 年代後半には連続真空脱

⽔機や⾃動包装機も導⼊されて効率的な酵⺟菌体の⼯業⽣産が可能になっ

た。純粋培養法の確⽴以前は製造した発酵⾷品の⼀部を次の製造の種とし
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て使⽤するか，もしくは果実や穀類に付着している野⽣酵⺟を増殖させて

使⽤するしかなかった。しかし，現代では⼯業⽣産された酵⺟菌体を発酵

⾷品の製造に⼿軽に利⽤することができ，これによって安定した品質の製

品の製造が可能になったため，各種発酵⾷品の製法も⼀新され，それぞれ

の製造に重要な酵⺟の形質も明らかになっていった。 

清酒の製造において⼤事な⼯程は「⼀麹，⼆酛（もと），三造り」と⾔

われている 7）。「⼀麴」に当たる製麹は蒸⽶に麹菌を⽣育させて⽶麹を製

造する⼯程である。「⼆酛」にあたる酒⺟の仕込み⼯程は，乳酸の存在下

において野⽣酵⺟や酒造りに有害な菌の発⽣を抑制しながら⽬的の清酒酵

⺟ S. cerevisiae を培養する⼯程である。「三造り」に当たる発酵⼯程は，

先に製造した⽶麹と酒⺟に蒸⽶と⽔を加えて醪として，酒⺟の乳酸による

低 pH と⾼い酵⺟菌数を維持して腐敗等の変敗を抑制するため，「添」

「仲」「留」と呼ばれる 3 段階に分けてスケールアップしてアルコール発

酵する⼯程であり，清酒醸造に特徴的な⼯程として「三段仕込み」と知ら

れている。また，醪中では⽶麹の酵素による蒸⽶中のデンプンの糖化と清

酒酵⺟によるアルコール発酵が同時並⾏するため「並⾏複発酵」と知られ
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ている。このようにして発酵した醪を搾り，酒と酒粕に分けて酒をろ過，

60〜65 ℃で 10 分程度の⽕⼊れをした後，貯蔵して充填されて出荷され

る。清酒酵⺟に特に重要な性質は 15 ℃以下で醪の発酵が可能な低温発酵

性，20％以上に達する⾼いアルコール⽣成能，そして⾵味成分をバランス

良く⽣成して出来た製品の⾵味が優れていることであり，さらに醪の発酵

中に問題になる⾼泡形成性やビオチン合成能も重要である 8）。 

ビールの醸造はまず⻨汁の製造から始まる 9）。⻨芽やその他のコーンス

ターチ等の副原料を煮て，原料から⻨芽に含まれている酵素アミラーゼや

プロテアーゼの作⽤によりグルコース，マルトース，ペプチドやアミノ酸

等を⽣成させ，ろ液にホップを加えて煮沸して⻨汁を製造する。得られた

⻨汁にビール酵⺟を加えてアルコール発酵するが，ビールは酵⺟の発酵形

式によって上⾯発酵ビールであるエールビールと下⾯発酵であるラガービ

ールに分けられ，上⾯発酵ビール酵⺟には S. cerevisiae が使⽤され，下⾯

発酵ビール酵⺟には S. pastorianus が使⽤される。発酵終了後，熟成と貯

蔵を経て，必要に応じてろ過した後充填されて出荷される。ビール酵⺟に

必要な形質として，上⾯発酵ビール酵⺟は低温発酵能が弱いことと，発酵
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後期に炭酸ガスとともに液の上層に浮上する凝集性が弱いことが挙げられ

ている。上⾯発酵ビール酵⺟と対照的に，もう⼀⽅の下⾯発酵ビールは

10 ℃前後でも発酵可能な低温発酵能があることと，発酵後期に凝集して

タンク底に沈降する凝集性が強いことが挙げられている 9）。 

ワインの醸造⽅法は清酒やビールと異なり，糖化の⼯程を必要としない

ため⽐較的単純な⼯程になるが，主要な⼆種類のワインである⾚ワインと

⽩ワインは原料ブドウ以外にも製法が⼀部異なる 7）。⾚ワインは収穫した

ブドウを除梗，破砕して果醪とした後，亜硫酸や補糖してから酵⺟を加え

て発酵して，発酵終了後の果醪を圧搾，熟成と滓下げ⼯程を経て，ろ過し

て瓶詰される。⽩ワインは収穫したブドウを先に圧搾して果汁を回収して

酵⺟により発酵する。以降の⼯程は⾚ワインと同⼀になる。ワイン酵⺟に

は S. cerevisiae の他にも S. bayanus や S. uvarum も使⽤される 10）。ワイン

酵⺟に重要な形質は様々挙げられており，例としては殺菌⽬的で使⽤され

る亜硫酸への耐性，アルコール発酵能⼒や低温発酵性などが挙げられる。 

代表的な製パン法としてストレート法，中種法，発酵種法がある 7）。ス

トレート法は原材料を混捏してパン⽣地を作り，⼀次発酵をしてベンチタ



6 
 

イムをとり，成形した後に⼆次発酵して焼成する。中種法はパン⽣地の⼀

部を混捏して中種を作り，この中種を発酵した後，残りの原材料を加えて

混捏して本捏⽣地を作り，以降の⼯程はストレート法と同⼀である。スト

レート法は作業時間が短く⼿軽であるが，⽇持ちしにくい特徴があり，中

種法は作業時間が⻑くなってしまうが，ふくらみが良く，⽇持ちも⻑くな

る特徴がある。これらの製法は先に述べた発酵⾷品の製法よりも圧倒的に

発酵時間が短いため，短時間でアルコール発酵をしてパン⽣地を膨張する

能⼒がパン酵⺟として最も重要な形質である 2）。また，ストレート法や中

種法に使⽤するパン酵⺟は S. cerevisiae である。最後に，発酵種法は穀類

や果物に⽣息している野⽣酵⺟などの微⽣物を利⽤した製法であり，使⽤

する原料によって様々な種類がある 7, 11, 12）。例としては，ビール醸造にも

使⽤するホップとジャガイモなどのでんぷん質により作るホップス種，ラ

イ⻨粉から作るサワー種，⼩⻨粉とライ⻨粉から作るフランス伝統のルヴ

ァン種，レーズンや砂糖などから作るレーズン種が挙げられる。いずれの

製法も仕込みから製パンに利⽤するまで 3〜8 ⽇間と時間がかかり，その

間も毎⽇作業しなければならないため⼯業⽣産されたパン酵⺟を利⽤する
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よりも⾮常に⼿間暇がかかるが，発酵種の原料に由来する⾵味や⻑時間の

発酵により形成された⾵味などをパンに付与することができ，個性豊かな

パンを製造することができる。⼯業⽣産されたパン酵⺟の利⽤は安定した

品質のパンの製造や短時間でパンが出来上がるという作業性の向上をもた

らした⼀⽅で，発酵により⽣成する⾵味の差別化が困難になるという課題

を⽣じた。 

既存の産業⽤酵⺟に頼らず，新たに分離した酵⺟を産業に利⽤する試み

がされてきた 13-15）。新たに分離した酵⺟はまず炭素化合物の資化性，糖の

発酵性や⽣育温度，光学顕微鏡による形態観察など分類学的性質を調べ，

DNA の塩基配列情報を解析して同定する。酵⺟をはじめとする真核⽣物

の属以上の系統分類には 18S rRNA の塩基配列情報が利⽤されるが，近縁

な種間では塩基置換数が少なくなるため，同定の精度が低下する。そのた

め，種の同定や近縁種の判別は塩基置換頻度の⾼い rRNA D1/D2 領域や

ITS（Internal Transcribed Spacer）領域が利⽤される。同定した菌種の⾷

経験や安全性などを考慮してから，先に述べた各種発酵⾷品の製造に重要

な形質を調べて，それぞれの発酵⾷品の試作を⾏い，分離株の有⽤性を判
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定する。そして，必要に応じて分離株をさらに育種改良する。Oda ら 16）

は北海道⼗勝地域に⾃⽣していた果実や花 215 点のうちエゾヤマザクラの

果実からパン⽣地の発酵能⼒に優れた S. cerevisiae AK46 を分離し，この

酵⺟は⽇本甜菜製糖株式会社から製パン⽤ドライイースト「とかち野酵

⺟」として商品化された。この商品は 2010 年に発売され，⼗勝地域に⾃

⽣していたエゾヤマザクラに由来する酵⺟であるというストーリー性や⾼

い製パン適性が好評のため 2021 年現在も継続して販売されている。

Mikumo ら 17）は S. cerevisiae AK46 の製パン性をさらに向上するため，⼩

⻨粉中の主要な糖であるマルトースの発酵を改善するため，マルトースに

よるカタボライト抑制が解除されて AK46 よりも製パン性が向上した

MCD4 を取得したと報告している。これら⾃然界から分離した酵⺟を産

業利⽤に適応する研究はいずれも S. cerevisiae が利⽤されていた。 

アルコール飲料やパンの産業利⽤は S. cerevisiae が⼀般的に使⽤されて

いる 18）。そのため，発酵により⽣じる⾵味を著しく差別化することが困難

である。なぜなら，同⼀種が発酵により⽣成する代謝産物は基本的に同じ

代謝経路によって⽣成されるためである。したがって，新規に分離した S. 
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cerevisiae を各種発酵⾷品の製造に利⽤しても既存の産業利⽤酵⺟と発酵

により⽣成する⾵味と著しく差別化することは困難であると推察された。

そこで，近年では製品の⾵味の差別化のために Non-Conventional 酵⺟ま

たは Non-Saccharomyces 属酵⺟と呼ばれる⼀般的に産業利⽤されていな

い酵⺟が注⽬されている。たとえば原料を殺菌処理しない⾃然なワイン製

造⼯程では，⾼いエタノール⽣産性とエタノール耐性を特徴とする S. 

cerevisiae が発酵の後期に優勢になるものの，発酵の初期段階では S. 

cerevisiae 以外のさまざまな酵⺟も⽣育しており，これらの Non-

Saccharomyces 属酵⺟と S. cerevisiae を同時に接種すると，揮発性化合物

の量が変化し，最終製品の品質の多様化，さらには品質の改善に貢献する

と報告されている 19-22）。この Non-Saccharomyces 属酵⺟の⼀種である

Hanseniaspora vineae は酢酸 2-フェニルエチルや酢酸エチルなどの酢酸エ

ステルを多量に⽣成してフルーティーな⾹りのワインが得られると報告さ

れていた 23）。また，Zhou ら 24）は H. vineae がスクロースからのガス発⽣

⼒はほとんど検出されなかったものの，味と⾹りに優れたパンが得られた

と報告していた。しかし，彼らは⾼いストレス耐性と豊かな⾹りを特徴す
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る Kazachstania gamospora と Wickerhamomyces subpelliculosus に注⽬し

ており，スクロースを発酵しないという製パン利⽤への⼤きな課題を抱え

ている H. vineae についてはあまり注⽬していなかった。 

北海道⼗勝地域は農業が盛んな地域であり，酵⺟とも関わりのある地域

である。⼗勝地域の農業はじゃがいも，⾖類，甜菜，⼩⻨が代表的な作物

である。収穫された甜菜は砂糖等の製造に利⽤され，この製造の副産物で

ある糖蜜は酵⺟等の微⽣物の培養基材にもなる。⼀⽅で， 2019 年の⼩⻨

の国内⽣産量は約 104 万 t である 25）のに対して，北海道全体の⼩⻨⽣産

量は約 68 万 t であり，国内⽣産量の 65％を占めている 26）。北海道内でも

⼗勝地域の⼩⻨⽣産量は約 25 万 t であり，⼗勝地域が⽇本国内で最も⾼

い⼩⻨⽣産量である 26）。⼩⻨はパン，麺類や菓⼦類等にも加⼯されて⾷べ

られるが， 2014 年以降，⽇本の伝統的な主⾷である⽶よりもパンへの⽀

出額が⾼くなっている 27）。また，ワインをはじめとする果実酒製造場数が

増加している 28）。国税庁課部酒税課によると北海道では 2018 年 3 ⽉ 31

⽇時点で 37 場あり，これは全国の約 11％に相当する。⼗勝地域では

1963 年に国内最初の⾃治体経営によるワイン醸造を始めた池⽥町の⼗勝
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ワインのほか，2019 年からは新たに 3 つのワイナリーも開設されてい

る。これらパンやワインの製造に不可⽋な原料のひとつが酵⺟である。 

本研究は Non-Saccharomyces 属酵⺟である H. vineae によって既存の産

業⽤ Saccharomyces 属酵⺟と差別化された⾼品質のパンとワインの製法及

び培養⽅法を検討した。酵⺟の分離源は国際ブドウ・ワイン機構に国際品

種登録された⼗勝地域の貴重な資源である池⽥町ブドウ・ブドウ酒研究所

のワイン⽤ブドウ「⼭幸」を使⽤した。分離した TW15 の炭素化合物資

化性，糖発酵性，⽣育温度や rRNA D1/D2 領域と ITS 領域の塩基配列情

報など菌学的諸性質を調査した。その結果、TW15 をワイン醸造に利⽤す

ると⾵味の良い製品が得られると報告されている 19-22）H. vineae と同定し

たが，TW15 はスクロースを発酵しなかった。そこで，安価な糖源である

異性化糖を想定したフルクトース：グルコース＝55：45 の糖を使⽤して

製パン⾏い，市販パン酵⺟と⽐較評価した。その結果，TW15 は市販パン

酵⺟よりも膨らみが良く，特に⾹りが差別化されたパンが得られた。 

発酵種の⼀種であるレーズン種はレーズン特有の⾵味や⽢味をパンに付

与し，さらにクラストを⽢く，⾹ばしく焼き上げる製法である 12）。そし
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て，レーズンが含有している糖は TW15 が発酵可能なフルクトースとグ

ルコースである。そこで，異性化糖を使⽤せずにスクロースを発酵しない

TW15 を製パンに利⽤するため，レーズン種を応⽤した製パン法を検討し

た。その結果，異性化糖を使⽤した製パンと同様に市販パン酵⺟よりも膨

らみが良く，特に⾹りが差別化されたパンが得られた。 

酵⺟菌体の⼯業⽣産は製糖⼯業の副産物である糖蜜が使⽤される。この

糖蜜の主要な糖はスクロースであるため，TW15 は糖蜜を利⽤して培養す

ることができない。また，TW15 は製パンに最も⼀般的に使⽤されるショ

糖であるスクロースを発酵することができない。⼀⽅で，S. cerevisiae は

スクロースを分解する酵素インベルターゼを合成する。そこで，TW15 の

培養とスクロースを配合したパン⽣地発酵のふたつの課題を解決するた

め，スクロース存在下における S. cerevisiae との混合培養法とこれにより

得られた混合培養菌体を使⽤したスクロース配合の製パン法を検討した。

その結果，TW15 が⾼⽐率で存在する混合培養菌体を回収し，スクロース

配合パン⽣地から TW15 特有の⾹りを備えたパンが得られた。 
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TW15 の分離源であるワイン⽤ブドウ「⼭幸」は国際ブドウ・ワイン機

構に国内 3 例⽬となる品種登録がされ，今後海外輸出が期待されているワ

インの原料であった。TW15 の菌種である H. vineae はワイン醸造へ利⽤

すると有⽤であると多数報告されており 19-22），⼭幸ワインのさらなる⾼品

質化に TW15 が有⽤である可能性が考えられた。そこで，TW15 のワイ

ン醸造適性を調査して，⼭幸ブドウを使⽤した実規模スケールの試験醸造

により製造したワインの品質を評価した。その結果，TW15 は亜硫酸耐性

とアルコール耐性を備えており，TW15 により製造したワインは市販ワイ

ン⽤酵⺟よりも華やかな⾹りを特徴とするエステル化合物の合成に優れ，

総合的に⾵味の優れたワインが得られた。 
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Ⅱ．⼭幸ブドウから分離した酵⺟ Hanseniaspora vineae の諸性質と製パン

への利⽤ 

１．緒⾔ 

製パンにおける酵⺟の役割は，第⼀に発酵により炭酸ガスを放出して⽣

地を膨らませることであるが，⽣成する代謝産物によりパンの⾵味を形成

するという側⾯もある。しかし，⼀般に製パンに利⽤される酵⺟は S. 

cerevisiae 菌株であり，その発酵経路は基本的にアルコール飲料の発酵過程

においても発⽣する糖代謝の経路と同じである。そのため，同⼀種の S. 

cerevisiae 菌株を使⽤した製パンでは，発酵により⽣成する⾵味の差別化に

限界があった。 

パンに良好な⾵味を形成する新たなパン⽤酵⺟菌株を探索する過程で，

池⽥町独⾃のワイン⽤ブドウ「⼭幸」から H. vineae TW15 を分離した。そ

の菌株の諸性質を明らかにし，産業利⽤への有⽤性を検証するために製パ

ンへの利⽤を試みた。 
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２．実験材料及び⽅法 

（1）酵⺟の分離 

分離源としたワイン⽤ブドウ品種「⼭幸」は，池⽥町のブドウ・ブドウ酒

研究所で選抜育成された醸造⽤品種「清⾒」と⼭ブドウを交配することに

よって開発された低温耐性品種であり，優れた品質のワイン原料である 29, 

30）。このブドウを 2016 年 10 ⽉に同研究所のブドウ園において収集した。

そして，このブドウから製パンに有⽤な酵⺟菌株を分離するため，⼩⻨粉

の主要な糖であるマルトースとパン⽣地に⼀般的に配合されるスクロース

を使⽤した集積培養を⾏った。まず⼀次集積培養として，6 つのブドウ搾汁

液それぞれ 7.0 mL ずつに，それぞれ 10.0％ マルトース 1.0 mL，2.0％ プ

ロピオン酸ナトリウム1.0 mL，クロラムフェニコール 1.0 mg（終濃度0.01％）

を含むエタノール 1.0 mL を混合し，30℃で 3 ⽇間培養した。この培養液

0.05 mL を，20％ スクロース，1.0％ 酵⺟エキス，2.0％ ポリペプトン，

0.2％ プロピオン酸ナトリウム及び 0.01％ クロラムフェニコールから成

る⼆次集積培地に接種して，30 ℃，6 ⽇間培養した培養液を 1.0％ 酵⺟エ

キス，2.0％ ポリペプトン，2.0％ グルコース，2.0％ 寒天を含む YPD 寒
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天培地に画線塗抹した。YPD 寒天培地は酵⺟の培養に⽤いられる最も⼀般

的な培地のひとつである。 

 

（2）分離した酵⺟の同定と諸性質の解析 

分離された酵⺟の⽣理学的特性とリボソーム D1 / D2 ドメイン及び ITS

領域の解析は，Kurtzman ら 31）や Oda ら 16）の⽅法で実施した。⽣育温度

は菌体を滅菌蒸留⽔ 25μL に懸濁し，YPD 寒天培地に接種してそれぞれ

20 ℃，30 ℃，37 ℃で培養後，⽬視により増殖を確認して判定した。炭素

化合物の資化性は 0.2％ Yeast Nitrogen Base without Amino Acids，0.1％ 

グルコースの培地により 30℃，3 ⽇間飢餓培養し，回収した菌体を滅菌蒸

留⽔で洗浄して 0.2％ Yeast Nitrogen Base without Amino Acids，0.1％ 表

Ⅱ-1 記載の各種炭素化合物，0.6％ 寒天に 50 μL 塗布して 30℃，7 ⽇間

培養して⽬視により増殖を確認して判定した。糖の発酵性は 0.15％ 酵⺟エ

キス，0.5％ ポリペプトン，0.002％ BTB（ブロモチモールブルー），2.0％ 

各種糖（グルコース，ガラクトース，スクロース，マルトース，ラクトース，

ラフィノース，トレハロース，メリビオース）3 mL をダーラム管を加えた
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試験管に調製し，YPD 寒天培地で培養した菌体を滅菌蒸留⽔ 0.5 mL に懸

濁してその懸濁液 50 μL を接種して 30℃，7 ⽇間発酵した後，気泡の発

⽣と BTB の⻩変を⽬視で確認して判定した。 
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表Ⅱ-1．炭素化合物資化性試験に⽤いた化合物 
1.グルコース 11.メチル-α-グルコシド 21.エタノール 
2.イヌリン 12.可溶性でんぷん 22.グリセロール 
3.スクロース 13.セロビオース 23.リビトール 
4.ラフィノース 14.サリシン 24.D-マンニトール 
5.メリビオース 15.L-ソルボース 25.ミオイノシトール 
6.ガラクトース 16.L-ラムノース 26.コハク酸 
7.ラクトース 17.D-キシロース 27.クエン酸 
8.トレハロース 18.L-アラビノース 28.D-グルコサミン 
9.マルトース 19.D-アラビノース  
10.メレジトース 20.D-リボース  
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（3）使⽤菌株 

H. vineae の 7 菌株（NBRC 1412，NBRC 1415T，NBRC 1416，NBRC 

1753，NBRC 1754，NBRC 10226，NBRC 100790）とパン⽤酵⺟ S. cerevisiae 

3 菌株（NBRC 2043，NBRC 2044，NBRC 2375）は，独⽴⾏政法⼈製品評

価技術基盤機構バイオテクノロジーセンター（NBRC）から⼊⼿し，これら

に加えて市販の製パン⽤圧搾酵⺟から分離した S. cerevisiae HP467 を実験

に使⽤した 16）。 

 

（4）培養⽅法 

各菌株を 50 mL 三⾓フラスコ中の YPD 培地 10 mL で 30 ℃，24 時間，

150 rpm で振盪培養し，この種培養液 0.6 mL を 300 mL またはバッフル付

き三⾓フラスコ中の本培地（1.0% バクト酵⺟エキス，2.0% バクトペプト

ン，0.2% リン酸⼆⽔素カリウム，0.1% 硫酸マグネシウム七⽔和物，0.05% 

アデカノール LG-294，2.0% グルコース）60 mL に接種して 24 時間，30 ℃，

150 rpm で振盪培養した。 
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（5）液体発酵⼒測定 

培養後の菌体を遠⼼分離で回収し，蒸留⽔で 2 回洗浄してから容量 7.0 

mL になるように懸濁した。この懸濁液の 1.0 mL を 105 ℃，2 時間乾燥

させて菌体収量を算出するとともに，乾物重量 200 mg/5 mL の菌体懸濁

液を調製した。 

液体発酵⼒の測定に際して，100 mL 三⾓フラスコに糖（後述）2.5 g と

アスパラギン⼀⽔和物 0.25 g を測り取り，5.0 mL 塩類溶液（15.0 g/L リ

ン酸⼆⽔素ナトリウム⼆⽔和物, 10.0 g/L 硫酸マグネシウム七⽔和物, 4.0 

g/L 塩化カリウム），5.0 mL ビタミン溶液（1.0 mg/L チアミン塩酸塩，

1.0 mg/L ピリドキシン塩酸塩，1.0 mg/L ニコチン酸），3.0 mL クエン酸

緩衝液（クエン酸三ナトリウム⼆⽔和物 10.0 g を溶解し，10% クエン酸

⼀⽔和物溶液で pH5.5 に調整後，100 mL に定容）を添加し，容量が 20 

mL になるように蒸留⽔を加えて溶解した。この液体培地に上記の 5 mL

菌体懸濁液を混合し，10 N 硫酸を⼊れた発酵管を取り付け，30 ℃の恒温

庫内で 3 時間往復振盪（80 rpm）し，発酵前後の重量差を液体発酵⼒

（mg/3h）として測定した。なお，H. vineae 菌株はスクロースを発酵で
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きないため，安価に市販されている異性化糖を想定したフルクトースとグ

ルコースの混合物（55：45）を使⽤した。 

 

（6）製パン試験 

種培養液 1.0 mL を 500 mL バッフル付き三⾓フラスコ中の本培地 100 

mL に接種した以外は上記と同様の⽅法で培養した。培養後の菌体は遠⼼

分離で回収し，蒸留⽔で 2 回洗浄してから乾燥させた吸収板の上に数分間

置いて培養湿菌体を得た。培養菌体の固形分は約 30%になるが，⼀部を乾

燥させて正確な数値を算出し，以下の実験では固形分 33%に換算した重量

として培養菌体を製パン試験に使⽤した。 

製パンは強⼒⼩⻨粉（カメリヤ；⽇清フーズ株式会社）250 g，無塩バ

ター（よつ葉乳業株式会社） 10.0 g，果糖（⽇新製糖株式会社）9.35 g，

ブドウ糖（⽇本ガーリック株式会社）7.65 g，スキムミルク（雪印メグミ

ルク株式会社）6.0 g，⾷塩 5.0 g，酵⺟培養菌体 7.0 g（固形分 33%換

算），蒸留⽔ 170 mL をホームベーカリー（SD-BMT1000；パナソニック

株式会社）に投⼊し，⾷パンモード（所要時間：約 4 時間）で焼成までの
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⼯程を⾃動で⾏った。焼成したパンは室温で放冷後，重量と菜種置換法に

よって容積を測定して⽐容積（ml/g）を算出した。また，3 名のパネルで

簡易的に官能評価を⾏い，パンの外観（クラスト）の⾊，内層（クラム）

の⾊，味，⾹りについて感じられた特徴を記述した。 

 

（7）揮発成分の分析 

ガスクロマトグラフ質量分析計 GCMS-QP 2010 Plus（島津製作所）を

使⽤し, SPME（Solid Phase Micro Extraction, 固相マイクロ抽出）法で分

析した 32）。2 cm ずつスライスした 3 枚のパンローフからそれぞれクラム

1.0 g を切り出し, 15 mL 分析⽤ガラスバイアルに⼊れて，分析時まで-

20 ℃で保管した。この試料を室温で解凍後，40 ℃のインキュベーターで

5 分間加熱して平衡化し，ヘッドスペースガスを SPME ファイバーに 30

分間吸着させ，ガスクロマトグラフ質量分析計のインジェクションポート

で 250 ℃ 1 分間，SPME ファイバーを加熱することにより⾹気成分を脱離

して分析した。SPME ファイバーは DVB/Caboxen/PDMS 50/30μm

（Supelco, Inc），カラムは InertCap 1（ジーエルサイエンス株式会社）を
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使⽤し，流速は 1.4 mL/分，カラム温度は 36 ℃で 10 分間保持した後，

6 ℃/分で 220 ℃まで昇温した。各成分について全ピーク⾯積の合計に対

する⽐率を算出した。 

 

（8）可溶性成分と味質の分析 

別々のパンスライスから取り出した 3 個のクラム 5.0 g にそれぞれ蒸留

⽔ 20 mL を添加し，ミルサーで 1 分間混合した溶液を遠⼼分離後，上清

をろ過して試料溶液として分析に使⽤した。 

各試料溶液の味質を味認識装置 TS-5000Z を使⽤してメーカーのマニュ

アルに従って分析し，得られた出⼒値を酸味，苦味雑味，渋味刺激，旨

味，塩味，苦味，渋味，旨味コクの 8 つの味質のスコアに換算した 33）。遊

離アミノ酸はトリクロロ酢酸処理によりタンパク質を除去し，フェニルイ

ソチオシアネートの誘導体化処理後に測定した 34）。各試料溶液の有機酸と

発酵性糖は⾼速液体クロマトグラフィーにより分析した 35, 36）。 
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（9）統計解析 

すべての実験は独⽴して 3 回実施し，得られたデータは平均値±標準偏

差で表した。また得られたデータは student の t 検定により有意差を検定し

た。 

 

３．結果 

（1）分離した酵⺟の同定と諸性質 

ワイン⽤ブドウ「⼭幸」から集積培養により有⽤酵⺟の分離を試みた。6

⽇間の⼆次集積培養中に，6 つの培養液のうち 5 つの培養液の表⾯に膜が

現れ，⽬に⾒える膜を形成しなかった１つの培養液を YPD 寒天培地に画線

塗抹した。そして，現れた⼤きなコロニーを TW15 株として分離し，独⽴

⾏政法⼈製品評価技術基盤機構（NITE）の特許微⽣物寄託センター

（NPMD）に NITE P-02881 として寄託した。 

細胞は 4〜6 μm×8〜12 μm の短突起型であり，双極出芽（図Ⅱ-1）に

より増殖し，温度は 20〜30 ℃で増殖したが，37℃では増殖しなかった。 

この株はグルコースを著しく発酵したが，ガラクトース，スクロース，マル
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トース，ラクトース，ラフィノース，及びトレハロースは発酵しなかった。 

炭素化合物の資化性は，グルコース，マルトース，セロビオース，及びサリ

シンと限定的であった。18S-26S の塩基配列情報は，DDBJ / EMBL / 

GenBank アクセッション番号 LC474406 で登録した。これらの表現型の特

徴とリボソーム D1 / D2 ドメイン（DDBJ / EMBL / GenBank アクセッシ

ョン番号 KY107860）の配列の相同性から TW15 株を Hanseniaspora vineae

と同定した 37）。18S-26S rDNA スペーサー領域の塩基配列に基づく系統樹

を作成したところ（図Ⅱ-2），H. vineae 標準株である CBS 2171 の塩基配列

と⽐較して，5 塩基が異なっていた。 
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図Ⅱ-1．ワイン⽤ブドウ「⼭幸」から分離した TW15 の細胞形態 

YPD 培地で 30 ℃，24 時間培養した細胞を観察した。図右下のスケールは 10 μ
m を表している。 
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図Ⅱ-2．ITS 領域の塩基配列から近隣結合法によって作成した系統樹 

Hanseniaspora osmophila はアウトグループとして使⽤した。DDBJ / EMBL / 
GenBank アクセッション番号は括弧内に⽰した。ブートストラップ値は 1000 ツリー
から計算した。 
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（2）菌体収量と液体発酵⼒ 

菌体収量は酵⺟菌体を安価に製造するためには⾼いことが望ましい。⼀

⽅の液体発酵⼒は製パン⽤酵⺟の形質として最も重要なパン⽣地の発酵⼒

を推定する⽅法である。試験した H. vineae 全 8 菌株の菌体収量はいずれ

も S. cerevisiae 菌株よりも低かった。S. cerevisiae 菌株の乾燥菌体による

菌体収量はおよそ 660 mg/60 mL であったのに対して，H. vineae はおよ

そ 230〜330 mg/60 mL であった。しかしながら，TW15 は NBRC1415，

NBRC1753，NBRC10226 ともに菌体収量が 300 mg/60 mL よりも⾼く，

同種のなかでは⽐較的⾼い菌体収量であった。⼀⽅の液体発酵⼒は， 菌

体収量が著しく低かった NBRC1412 と NBRC100790 は試験しなかった

が，これら以外の S. cerevisiae を含めた他のすべての菌株よりも TW15 が

⾼い液体発酵能⼒を有していた（表Ⅱ-2）。 
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表Ⅱ-2．菌体収量と液体発酵⼒ 

菌種 菌株 
菌体収量 

(乾燥菌体 mg /60 mL) 
液体発酵⼒ 
(mg/3 h) 

Hanseniaspora 
vineae 

TW15 315 ± 7 484 ± 18 

NBRC1412 233 ± 11 - 

NBRC1415T 322 ± 7 420 ± 32 

NBRC1416 271 ± 8 322 ± 33 

NBRC1753 299 ± 4 418 ± 25 

NBRC1754 273 ± 0 372 ± 7 

NBRC10226 327 ± 4 363 ± 55 

NBRC100790 243 ± 11 - 

Saccharomyces 
cerevisiae 

HP467 681 ± 11 372 ± 23 

NBRC2043 670 ± 15 359 ± 15 

NBRC2044 679 ± 0 340 ± 18 

NBRC2375 663 ± 4 364 ± 9 

NBRC1412 と NBRC100790 の菌体収量が著しく低かったため，液体発酵⼒測定は実
施しなかった。 
 
  



30 
 

（3）パンの品質評価 

TW15 で作成したパンの品質を HP467 と⽐較した。その結果，TW15 の

⽐容積は 4.62±0.03 mL/g であり，S. cerevisiae HP467 の 4.35±0.02 mL/g

よりも有意に⼤きかった（図Ⅱ-3）。また，3 名のパネルによる簡易的な官

能評価では，両⽅のパンの外観や質感は類似しているが，TW15 を発酵に

⽤いたパンは明らかに⾹りが好ましく，具体的には乳製品の⾹り増強と華

やかな⾹りとコメントされた。また，味もわずかに異なると評価した。そこ

で，パンの揮発性成分，味質，可溶性成分について分析した。 

パンのサンプルから合計 17 の揮発性化合物を確認し，これらのうちア

セトイン，酢酸 2-フェニルエチル及び酢酸は，TW15 を発酵に⽤いたパン

が HP467 の 2 倍を超えるレベルで含有していることが分かった（表Ⅱ-

3）。これらの特徴的な化合物が簡易的な官能評価のコメントにあった乳製

品の⾹り増強と華やかな⾹りに寄与したと推察された。 

味認識装置による試料溶液の味質評価では旨味，旨味コク，塩味，苦味

雑味の 4 つの味質の強度値に有意な差が認められたが，ヒトが強度差を識

別するために必要とされる 1.0 以上の数値の差異 33）は得られなかった
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（表Ⅱ-4）。可溶性成分として抽出液中にクエン酸と乳酸は検出されず，

総遊離アミノ酸，コハク酸，及び酢酸の含有量に有意な差が認められた

（表Ⅱ-5）。 
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図Ⅱ-3．TW15 と HP467 を発酵に⽤いたパンの外観 

独⽴して 3 回実施した実験結果を上から順に表した。 
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 表Ⅱ-3．TW15 と HP467 を発酵に⽤いたパンの揮発成分 

化合物 
相対⾯積 (%) ⾯積⽐ 

(TW15/HP467) 
P 値 

TW15 HP467 

アセトイン 9.985 ± 0.928 0.434 ± 0.132 23.01 ** 

イソアミルアルコール 5.615 ± 0.328 7.681 ± 1.114 0.73 ** 

イソ酪酸 0.147 ± 0.055 0.242 ± 0.047 0.61 ** 

カプリル酸 0.079 ± 0.055 0.048 ± 0.031 1.64  

カプロン酸 0.136 ± 0.066 0.107 ± 0.024 1.27  

吉草酸 0.053 ± 0.016 0.055 ± 0.013 0.97  

酢酸 1.834 ± 0.160 0.650 ± 0.151 2.82 ** 

酢酸 2-フェニルエチル 0.928 ± 0.055 0.165 ± 0.155 5.62 ** 

ジアセチル 0.124 ± 0.038 0.000 ± 0.000 - ** 

ドデカン 0.155 ± 0.038 0.093 ± 0.029 1.67 ** 

フェネチルアルコール 5.440 ± 0.459 8.087 ± 0.827 0.67 ** 

フルフラール 0.022 ± 0.006 0.018 ± 0.009 1.23  

ベンズアルデヒド 0.456 ± 0.058 0.229 ± 0.086 1.99 ** 

ヘキサノール 0.230 ± 0.110 0.185 ± 0.076 1.24  

2-ペンチルフラン 0.097 ± 0.014 0.058 ± 0.010 1.66 ** 

酪酸イソアミル 0.057 ± 0.008 0.057 ± 0.009 1.01  

*P<0.05; **P<0.01 
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表Ⅱ-4．TW15 と HP467 を発酵に⽤いたパン抽出液の味質評価結果 

味 
スコア 

P 値 
TW15 HP467 

旨味 5.37 ± 0.04 5.45 ± 0.03 ** 

旨味コク 2.07 ± 0.06 1.92 ± 0.09 ** 

塩味 2.91 ± 0.04 2.97 ± 0.05 * 

苦味雑味 1.90 ± 0.03 1.96 ± 0.02 ** 

*P<0.05; **P<0.01 
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表Ⅱ-5．TW15 と HP467 を発酵に⽤いたパン抽出液の可溶性成分 

化合物 

含有量 
 （mg/乾物 100 g） P 値 

TW15 HP467 

総遊離アミノ酸 214 ± 6 208 ± 1 * 

有機酸    

酢酸 167 ± 6 83 ± 6 ** 

コハク酸 17 ± 2 63 ± 7 ** 

糖    

フルクトース 662 ± 196 800 ± 126  

グルコース 41 ± 80 0 ± 0  

ラクトース 1,370 ± 84 1,327 ± 68  

マルトース 3,423 ± 163 3,235 ± 155  

スクロース 237 ± 42 0 ± 0 ** 

*P<0.05; **P<0.01 
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4．考察 

製パン⽤酵⺟菌株として適性の⾼い，すなわちマルトースとスクロース

を強⼒に発酵可能な酵⺟菌株を分離することを⽬的としたため，これらの

糖を含む培地で集積培養を⾏い，グルコース含有培地で酵⺟を単離した。

しかし，分離した TW15 はマルトースもスクロースも発酵することがで

きなかった。これは⼀次集積培養ではマルトースを追加しても搾汁液に由

来するグルコースで⽣育し，⼆次集積培養では共存した産膜酵⺟などの作

⽤によりスクロースから加⽔分解されて⽣成した単糖を利⽤して増殖した

ためと考えられた。 

TW15 を⼯業的に製パン⽤酵⺟菌株として利⽤するためには，菌体収量

が低いこと，スクロースが発酵できないこと，主にこのふたつの課題を解

決する必要がある。マルトースを発酵することもパン酵⺟には望ましいが，

⾷パンなどをストレート法で製造する場合はスクロースを発酵してパン⽣

地を膨張し，マルトースは利⽤されずに発酵が完了するため，マルトース

発酵能は必須の能⼒ではない。前者の菌体収量については培養温度，原料

の種類や流加培養の条件の検討による改善の余地があり，後者のスクロー
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スを発酵しない課題については今回の製パン試験のように例えば安価な異

性化糖に糖源を置き換えることによって解決することが可能である。以上

のことから TW15 が新たな製パン⽤酵⺟菌株として産業利⽤できる可能性

が⽰唆された。 

TW15 はスクロースとマルトースを消費せず，TW15 によって消費され

た糖の総量は HP467 によって消費されたものよりも少なかった（表Ⅱ-

5）。パン⽣地のガス保持性が変わらない場合，ガスの⽣産量がパンの膨ら

みを決定する。本研究ではそれぞれのガス保持性の測定を⾏わなかった

が，TW15 は HP467 に⽐べて発酵により消費した糖が少なかったにも関

わらず，TW15 によるパンのほうが HP467 のものよりも⽐容積が⼤きか

った。この原因の 1 つとして，TW15 を発酵に⽤いたパンは焼成中に 2-

アセト乳酸からアセトインへ変換する過程で炭酸ガスが発⽣する 38）。この

炭酸ガスによって⽐容積の⼤きいパンが得られたということが考えられ

た。 

TW15 と HP467 の味覚スコアの差と可溶性成分の含有量の差は，仮に

疎⽔性の⾼い物質が⼗分に抽出されていなかったとしても，⾮常に⼩さい
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ものであった。したがって，簡易的な官能評価の結果は揮発性化合物の寄

与が⼤きいものと推察された。 

TW15 を発酵に⽤いたパンの特徴的な揮発性化合物のうち，酢酸 2-フ

ェニルエチルと酢酸はパンの品質に影響することが報告されており，酢酸

は⼀定の量まではパンの⾹りを改善することが⽰唆されているが 39），濃度

が⾼すぎると酸臭や酸味に伴うパンの品質に悪影響を及ぼすことが予想さ

れる。もう⼀⽅の酢酸 2-フェニルエチルはバラや花様の⾹りであり，ワイ

ンの発酵でも同様に検出されている 40, 41）。 H. vineae は S. cerevisiae と⽐

較してベンゼン系化合物を合成する能⼒が⾼いため，芳⾹族中間体を⽣成

する 42）。 H. vineae のゲノムにおいて，芳⾹族アミノ酸アミノトランスフ

ェラーゼをコードする ARO8 と ARO9 遺伝⼦及びフェニルピルビン酸デ

カルボキシラーゼをコードする ARO10 が複製され，酢酸 2-フェニルエチ

ルとフェニルプロパノイドの⽣産を促進したことが報告されている 43）。今

回の実験では，ARO10 にコードされたデカルボキシラーゼによって，フ

ェニルピルビン酸から合成された 2-フェニルエチルアルコールが酢酸 2-

フェニルエチルに変換されたことを⽰唆している。 
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TW15 を発酵に⽤いたパンには HP467 のものよりもはるかに多くのア

セトインが含まれていた。アセトインとジアセチルの形成は，バターの⾵

味を増強することによってサワー種やパンの⾹りをより好ましいものに変

えると報告されている 44）。また，ワイン醸造に関与していた

Hanseniaspora 属と Kloeckera 属の短突起型酵⺟もワイン⽤ S. cerevisiae

株よりもはるかに多くのアセトインを⽣産したと報告されている 45）。ジア

セチルからアセトインに変換される過程で NADH が NAD に酸化される

が，アセトアルデヒドからエタノールに変換される過程でも同様に

NADH が NAD に酸化される。短突起型酵⺟は S. cerevisiae よりもエタノ

ール耐性が低いため，アルコール発酵ではなくアセトインを合成すること

で NAD と NADH の細胞内バランスを保ち、⽣存している可能性が考え

られた。 

本研究によってワイン⽤ブドウ「⼭幸」から新たに分離した酵⺟ H. vineae 

TW15 を分離した。TW15 はスクロースやマルトースを発酵しないが，異

性化糖をパン⽣地に配合することで製パンに利⽤することができ，従来の

S. cerevisiae と差別化された乳製品の⾹りと華やかな⾹りを特徴とするパ
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ンが得られる有⽤な菌株であると考えられた。 

  



41 
 

Ⅲ．レーズン発酵液を⽤いた製パン法の開発に関する研究 

1．緒⾔ 

第Ⅱ章においてワイン⽤ブドウ「⼭幸」から酵⺟ H. vineae TW15 を分離

し，製パンに利⽤すると市販のパン酵⺟菌株と⽐較して膨らみが良く，⾹

りの良いパンが得られることが分かった。しかし，TW15 はスクロースを

発酵することができないため，パン⽣地配合に⼀般に使⽤されるショ糖を

果糖ぶどう糖液糖などの異性化糖に置き換える必要があった。このような

異性化糖はショ糖を酵素処理することにより製造されることから⼈⼯的な

⽢味料と考えて敬遠する消費者もいるため 46），異性化糖を使⽤しない製パ

ン法も開発することが望ましいと考えられた。 

近年では美味しいパンの訴求として個々のベーカリー独⾃の天然酵⺟や

⾃家製発酵種を掲げる事業者も多い。この⾃家製発酵種のひとつにレーズ

ン種が挙げられる 47）。レーズン種は⾼糖濃度条件下にレーズンを置くこと

で，レーズンに付着している浸透圧耐性とエタノール発酵⼒の⾼い酵⺟を

優先的に増殖させて製パンに利⽤する⽅法であり，このレーズンに含まれ

ている糖は TW15 が発酵可能なフルクトースとグルコースであるため
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TW15 の製パンにも応⽤可能であると考えられた。 

本章では，異性化糖を使⽤しない TW15 の製パンを開発するため，レー

ズン種を応⽤した TW15 を発酵に⽤いたレーズン発酵液を⽤いた製パン法

の開発を検討した。 

 

2．実験材料及び⽅法 

（1）使⽤菌株 

ワイン⽤ブドウ「⼭幸」から分離した H. vineae TW15 と，市販パン酵⺟

である S. cerevisiae HP467 を使⽤した。 

 

（2）レーズン抽出液の調製 

オイルコートがされていない市販レーズン（イオン株式会社）5〜30 g を

ミルミキサーで蒸留⽔ 100 mL とともに均質化し，85 ℃で 30 分間低温殺

菌した。この殺菌によりレーズンに由来する酵⺟・カビ，⼀般⽣菌数がそれ

ぞれ PDA 培地，SPC 培地による検出限界以下であることを確認した。 
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（3）レーズン発酵液の⾄適発酵条件の検討 

レーズン抽出液にあらかじめ 150 rpm で振盪しながら 30 ℃で 24 時間

培養した 1.0 mL の種培養液（0.67％ Yeast nitrogen base without Amino 

Acids，2.0％ グルコース）を接種した。静置条件下 25 ℃で数⽇間発酵した

後，発酵液をパン⽣地発酵⼒測定及び製パン試験に使⽤した。また，レーズ

ン発酵液は 24 時間毎にサンプリングし，PDA 培地による⽣菌数測定，第

Ⅱ章と同⼀⼿法による⾼速液体クロマトグラフィーによる糖濃度分析及び

SPME を使⽤したガスクロマトグラフ質量分析計による揮発成分分析を⾏

った。pH はガラス電極により測定した。⽇清カメリヤ強⼒粉 10.0 g 及び

レーズン発酵液 6.0 mL を⼿で 1 分間素早く混捏し，30℃で 5 時間発酵し

て⽣地から発⽣するガスをパン⽣地発酵⼒として測定し，パン⽣地発酵⼒

が最⼤となるレーズン濃度と発酵⽇数を⾄適発酵条件と決定した。なお，

調製したレーズン発酵液は全量を各種分析もしくは製パン試験に消費した。 

 

（4）製パン試験 

ホームベーカリー（SD-BMT1000；パナソニック株式会社）を使⽤して，
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天然酵⺟モード（所要時間約 7 時間）により製パンした。⽣地の配合は強

⼒⼩⻨粉（カメリヤ；⽇清フーズ株式会社）300 g，無塩バター（よつ葉乳

業株式会社）10.0 g，⾷塩 5.0 g，レーズン発酵液 100 mL，蒸留⽔ 90 mL と

した。パンの⽐容積（mL/g）は，室温まで冷却した後，重量と菜種置換法

による体積から算出した。また，第Ⅱ章と同様に 3 名のパネルで簡易的に

官能評価を⾏い，パンの外観（クラスト）の⾊，内層（クラム）の⾊，味，

⾹りについて感じられた特徴を記述した。 

 

（5）各種成分分析 

第Ⅱ章と同様に，可溶性成分である糖，有機酸，遊離アミノ酸は液体⾼速

クロマトグラフィーによって，揮発成分は SPME を使⽤してガスクロマト

グラフ質量分析計によって分析した。 

 

（6）統計解析 

すべての実験は独⽴して 3 回実施し，得られたデータは平均値±標準偏

差で表した。また得られたデータは Student の t 検定により有意差を検定
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した。 

 

3．実験結果 

（1）レーズン発酵液の⾄適発酵条件 

レーズン濃度 5〜30％の抽出液を調製し，これらの抽出液に種培養液を

接種して 25 ℃で 2 ⽇間静置して発酵した後，パン⽣地発酵⼒と⽣菌数を測

定した（図Ⅲ-1）。パン⽣地の発酵⼒はレーズン濃度の増加とともに増加し，

レーズン濃度 20％が最⼤となった。⽣菌数はレーズン濃度に依存せずほぼ

⼀定であった。 

TW15 のパン⽣地発酵⼒が最⼤となったレーズン濃度 20％の抽出物の発

酵経過を HP467 と⽐較した（図Ⅲ-2）。TW15 の⽣菌数は発酵開始 1 ⽇⽬

まで急激に増加した後もわずかに増加し，その⼀⽅で全糖濃度は減少した。

TW15 はレーズン抽出物を 3 ⽇発酵するとパン⽣地発酵⼒が低下した。し

たがって，パン⽣地発酵⼒が最⼤となったレーズン濃度 20％，発酵 2 ⽇を

TW15 のレーズン抽出液の⾄適発酵条件とした。 
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図Ⅲ-1．TW15 を発酵に⽤いたレーズン発酵液中のレーズン濃度とパン⽣地発酵⼒の

関係性 
各濃度のレーズン発酵液を 25 ℃，2 ⽇発酵した。それぞれの記号はグルコースとフ
ルクトースの合計である全糖を▲もしくは△，パン⽣地発酵⼒を●，⽣菌数を■で表
した。なお，▲は発酵前の全糖濃度，△は発酵後の全糖濃度を表している。 
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図Ⅲ-2．TW15 と HP467 のレーズン濃度 20％の発酵液のパン⽣地発酵⼒の推移 

それぞれの記号はパン⽣地発酵⼒を〇もしくは●，⽣菌数を□もしくは■，全糖を△
もしくは▲で表した。⽩抜きの記号は TW15，塗りつぶしの記号は HP467 を⽰して
いる。 
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（2）レーズン発酵液の評価 

TW15 もしくは HP467 によって調製したレーズン濃度 20％，発酵 2 ⽇

⽬の 2 つの抽出液のパン⽣地発酵⼒，⽣菌数，フルクトースとグルコース

の量，pH を⽐較した（表Ⅲ-1）。 TW15 は HP467 の⽣菌数と残存糖の量

は同等であったが，有意に⾼いパン⽣地発酵⼒を⽰した。これは第Ⅱ章と

同様の結果であった。 

TW15 を発酵に⽤いた発酵液の揮発成分は，HP467 の発酵液と⽐較して

⼤きな違いが得られた（表Ⅲ-2）。特に違いが⼤きかった酢酸 2-フェニルエ

チルはおよそ 22 倍であった。このほかにも TW15 に特異的な化合物とし

て，第Ⅱ章で TW15 を発酵に⽤いたパンの特徴的な揮発成分のひとつであ

ったアセトイン，さらにはゲラニオールやリナロールといったモノテルペ

ン系化合物も検出した。 
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表Ⅲ-1．レーズン濃度 20％，2 ⽇発酵したレーズン抽出液の⽐較 

 TW15 HP467 

パン⽣地発酵⼒ (mL/5h/10 g ⼩⻨粉) 31.1±0.5** 27.8±0.4 

⽣菌数 (log cfu/mL) 7.92±0.05 7.99±0.06 

全糖 (g/100mL) 5.67±0.06 5.20±0.30 

pH 3.55±0.04 3.67±0.03* 

*P<0.05; **P<0.01 
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表Ⅲ-2．TW15 と HP467 を発酵に⽤いたレーズン発酵液の揮発成分 

 
*P<0.05; **P<0.01 
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（3）パンの品質評価 

   TW15 のパン⽣地発酵⼒が最⼤になったレーズン濃度 20％で 2 ⽇発酵

したレーズン発酵液を使⽤して製パンをした（図Ⅲ-3）。 TW15 を発酵に

⽤いたパンの⽐容積 2.85±0.05 mL/g は，HP467 を発酵に⽤いたパンの⽐

容積 2.48±0.03 mL/g よりも有意に⼤きかった。簡易的な官能評価により，

３名のパネルすべてが，華やかな⾹りについて HP467 よりも TW15 のパ

ンを評価した。パンの揮発成分中の主要な成分（相対⾯積> 1.0％）は，ア

セトイン，イソアミルアルコール及び 2-フェネチルアルコールであった（表

Ⅲ-2）。可溶性成分のうち，総遊離アミノ酸は TW15 が低く，有機酸の⼀種

である酢酸は TW15 を発酵に⽤いたパンの含有量が有意に⾼かったが，⼤

きな数値の差異ではなかったため，官能的に差異は⾒いだせないと考えら

れた。また，パンの残存糖は TW15 と HP467 に有意な違いはなかった（表

Ⅲ-3）。 
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図Ⅲ-3．TW15 と HP467 を発酵に⽤いたレーズン発酵液を使⽤したパンの外観 

独⽴して 3 回実施した実験結果を上から順に表した。 
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表Ⅲ-3．TW15 と HP467 を発酵に⽤いたレーズン発酵液を使⽤したパンクラムの揮
発成分 

*P<0.05; **P<0.01 
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表Ⅲ-3．TW15 と HP467 を発酵に⽤いたレーズン発酵液を使⽤したパンの 

可溶性成分 

化合物 
含有量 （mg/乾物 100 g） 

P-値 
TW15 HP467 

総遊離アミノ酸 111 ± 9 147 ± 15 ** 
有機酸               

酢酸 55 ± 2 34 ± 2 ** 
コハク酸 9 ± 3 19 ± 2 ** 

糖               
フルクトース 911 ± 433 1,143 ± 85   
グルコース 342 ± 256 305 ± 75   
マルトース 5,490 ± 591 5,450 ± 752   
スクロース 171 ± 1 172 ± 0   

*P<0.05; **P<0.01 
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4．考察 

TW15 と HP467 を発酵に⽤いたレーズン発酵液を調製して製パンへの

応⽤を検討した。それぞれのレーズン抽出液の発酵経過は⽣菌数，残存糖

ともに類似した傾向であったが，レーズン抽出液発酵 3 ⽇後のパン⽣地発

酵⼒は TW15 が低下し，HP467 が低下しなかった（図Ⅲ-2）。この TW15

のパン⽣地発酵⼒の低下は，レーズン発酵液から⽣地に供給される発酵性

糖が不⾜したためと考えられ，もう⼀⽅の HP467 は⼩⻨粉に由来するマル

トースなどを発酵したことにより低下が抑制されたものと考えられた。 

⾄適発酵条件によって調製したレーズン発酵液を使⽤した TW15 を発酵

に⽤いたパンの⽐容積は 2.85±0.05 mL/g，HP467 は 2.48±0.03 mL/g で

あり，HP467 よりも膨らみの良いパンが得られた（図Ⅲ-3）。しかしながら，

第Ⅰ章のように培養菌体を使⽤した製パンにより得られるパンの⽐容積

（TW15 は 4.62±0.03 mL/g，HP467 は 4.35±0.02 mL/g）と⽐較すると

⼗分な⽐容積ではなかった。レーズン発酵液による製パンでは⼩⻨粉に由

来する主要な糖であるマルトースやその他の糖も残存しているため，市販

パン酵⺟を製パン時に併⽤することで⽐容積を改善することが可能と考え
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られた。 

レーズン発酵液中の揮発成分では，TW15 株による発酵液は HP467 株に

よる発酵液のおよそ 22 倍に相当する⾮常に⼤量の酢酸 2-フェニルエチル

を含んでいた（表Ⅲ-2）。ベンゼノイド化合物の優先的合成は H. vineae に

⾒られる特徴であり 42, 48），⼤量の酢酸 2-フェニルエチルが TW15 の発酵液

に好ましい華やかな⾹りを付与したものと考えられた 49）。焼成したパンの

酢酸 2-フェニルエチルの量の差は，発酵液の量の差よりも⼩さかった（表

Ⅲ-2，3）。これは焼成により蒸発したと考えられるが，簡易的な官能評価に

より TW15 は華やかな⾹りが評価されたことから TW15 を発酵に⽤いた

レーズン発酵液を使⽤したパンの重要な化合物の 1 つである可能性が⽰唆

された。また，TW15 の発酵液のみ検出されたゲラニオールとリナロール

は，TW15 株から合成されたβ-グルコシダーゼとβ-キシロシダーゼの作

⽤により，レーズン組織のグリコシドから形成された可能性が考えられた

50）。 

パンクラムの主要な揮発成分であったアセトインの⾯積は TW15 が⾼く，

イソアミルアルコールの⾯積は HP467 が⾼かった。イソアミルアルコール
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はロイシンを出発物質として合成される。また，ロイシンに分岐鎖アミノ

トランスフェラーゼや分岐鎖α-ケト酸脱⽔素酵素などが作⽤することで

アセチル CoA が合成される 51）。アセチル CoA はアセトアルデヒドと反応

してジアセチル，そしてアセトインを合成することが可能である 45）。した

がって，TW15 は HP467 よりもロイシンからアセトインを合成したため，

イソアミルアルコールの量が少なくなったことが考えられた。 

本章では異性化糖を使⽤せずに TW15 を製パンに応⽤するため，ベーカ

リーで⼀般的なレーズン種の製法を応⽤して，レーズン抽出液を発酵した

製パン法を検討した。TW15 は市販パン酵⺟よりも好ましい花の⾹りを持

つ酢酸 2-フェニルエチルを⼤量に発酵液中で合成し，さらに市販パン酵⺟

よりも華やかな⾹りをもった⽐容積の⾼いパンが得られた。この TW15 を

発酵に⽤いたレーズン発酵液を使⽤する製パン法は，発酵の基質として異

性化糖などの単糖を補充することなく，⼩規模ベーカリーでも容易に実施

可能な⽅法であると考えられた。 
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Ⅳ．製パン⽤酵⺟ S. cerevisiae を併⽤した H. vineae の製パン法の開発に関

する研究 

1．緒⾔ 

H. vineae TW15 はパンに乳製品様と華やかな⾹りを与えるが，スクロー

スを発酵することができないため異性化糖などを製パンに利⽤するか，レ

ーズン種などの発酵種を製パンに利⽤する必要があった。第Ⅲ章の製パン

試験の結果は TW15 を発酵に⽤いたレーズン発酵液を使⽤したパンの⽐容

積は市販パン酵⺟菌株よりも優れていたが，市販パン酵⺟を製パンに併⽤

することで⽐容積がさらに向上する可能性を⽰唆した。 

製パン⽤酵⺟をはじめとする S. cerevisiae は細胞外にスクロースをフル

クトースとグルコースに加⽔分解する酵素インベルターゼを分泌する 52）。

したがって，TW15 は S. cerevisiae の存在下においてスクロースから加⽔

分解された単糖を利⽤できる可能性がある。つまり，TW15 は製パン⽤酵

⺟ S. cerevisiae を製パンに併⽤することによって，異性化糖ではなく⼀般

的に製パンに使⽤されるショ糖を配合したパン⽣地を発酵し，焼きあがっ

たパンに TW15 特有の⾵味を与えることが期待できる。⼀⽅で，ベーカリ
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ーが最も簡便に利⽤できる酵⺟菌体は市販されている圧搾酵⺟もしくはド

ライイーストの形態であり，⼀般的に酵⺟菌体を製造するためにはスクロ

ースを主要な糖とする糖蜜により培養されるため，スクロースにより増殖

することができない TW15 は⼯業的に菌体を製造することが⾮常に困難で

あった。しかし，S. cerevisiae の共存下で TW15 を培養することによって

S. cerevisiae の分泌するインベルターゼの働きによって TW15 の増殖が可

能になることが期待できる。 

既存の類似技術として中富ら 53）は腸内でのビフィズス菌など有⽤微⽣物

の⽣育促進作⽤を持つフラクトオリゴ糖をパンに含有するため，スクロー

ス⾮発酵性 S. cerevisiae 菌株と製パン⽤ S. cerevisiae を混合培養する培養

法を開発した。この培養法は糖蜜によりスクロース⾮発酵性酵⺟を培養す

ることを可能にしたが，回収した培養菌体はインベルターゼ活性が著しく

低いためにフラクトオリゴ糖やスクロースをほとんど分解しなかった。し

たがって，この発明による培養菌体はスクロースを発酵してパン⽣地を膨

張することができないと推察された。 

本研究では，TW15 菌体の⼯業⽣産とその菌体によるスクロース配合パ
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ン⽣地の発酵を可能とするため，まず TW15 と製パン⽤酵⺟ S. cerevisiae

を個々に培養して回収した菌体を製パン時に混合して使⽤することでスク

ロースを配合したパン⽣地の発酵が可能か検証し，つづいてスクロースを

糖源とした培地で製パン⽤酵⺟ S. cerevisiae と混合培養し，回収した混合

培養菌体を使⽤してスクロースを配合した製パン試験を実施して TW15 特

有の⾵味を再現したパンが得られる菌体の培養条件を検討した。 

 

2．実験材料及び⽅法 

（1）使⽤菌株 

ワイン⽤ブドウ「⼭幸」から分離した H. vineae TW15 と ⾼いインベル

ターゼ活性を持つ製パン⽤酵⺟ S. cerevisiae NBRC2044 を使⽤した。 

 

（2）培養 

TW15 及び NBRC2044 は，第Ⅱ章の⽅法と同⼀の⽅法で培養した。遠⼼

分離により培養菌体を回収し，蒸留⽔で菌体を洗浄した後，蒸留⽔で再懸

濁して各酵⺟の懸濁液の⼀部である 1.0 mL をマイクロチューブに移し，
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80 ℃で 3 時間加熱して乾燥して固形分を測定した。残りの菌体懸濁液はさ

まざまな⽐率で混合し，液体発酵⼒測定試験及びインベルターゼ活性測定

試験に使⽤した。製パン試験に使⽤する菌体は第Ⅱ章と同じく，遠⼼分離

により回収した菌体を洗浄した後，乾燥した吸収板で脱⽔したものを使⽤

した。 

混合培養は上記と同様に種培養した培養液を TW15：NBRC 2044 =99.9：

0.1，99：1，90：10，0：100 の⽐率で混合した菌液 1.0 mL を 1.0％ バク

ト酵⺟エキス，2.0％ バクトペプトン，2.0％ スクロース，0.2％ リン酸⼆

⽔素カリウム，0.1％ 硫酸マグネシウム七⽔和物，及び 0.05％ アデカノー

ル LG-294 から成る培地 100 mL に接種し，30 ℃，24 時間，150 rpm の振

盪培養をした。上記と同様に菌体を回収して各種試験に使⽤した。 

 

（3）混合培養菌体の評価 

TW15 と NBRC2044 のそれぞれの菌数は，細胞形態による顕微鏡観察，

また PDA 培地と S. cerevisiae 存在下でも H. vineae 特異的に検出可能なリ

ジン基礎培地によるコロニー計測の 2 つの識別法で決定した 54）。 
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培養した酵⺟菌体の懸濁液を乾物 200 mg/5 mL に調製して第Ⅱ章と同

⼀の⽅法で液体発酵⼒を測定した。インベルターゼ活性の測定は液体発酵

⼒試験に使⽤した菌体懸濁液と同⼀のものを酵素液として使⽤した。100 

mM 酢酸緩衝液（pH5.0）に 187.5 mM スクロースを含む基質溶液を 0.20 

mL ずつ試験管に分注し，あらかじめ 30 ℃に保温しておいた菌体懸濁液を

0.5 mL 加えて 30 ℃でインキュベートした。3 分後に DNS 試薬（1.0％ 3,5-

ジニトロサリチル，1.7％ ⽔酸化ナトリウム，30％ 酒⽯酸ナトリウムカリ

ウム）0.25 mL を添加して反応を停⽌し，沸騰⽔中で 5 分間加熱して発⾊

させて氷⽔で急冷し，蒸留⽔ 5.0 mL を添加して OD535 nm を測定した。

標準曲線はグルコースで作成し，乾燥菌体重量 1 mg の酵⺟菌体が 1 nmol

の転化糖を⽣成する活性を 1 単位とした。 

 

（4）製パン試験 

回収した培養菌体は細胞数を揃えるため第Ⅱ章と同様に固形分 33％

（w/w）に換算して配合量を調整した。製パンは強⼒⼩⻨粉（カメリヤ；⽇

清フーズ株式会社）250 g，無塩バター（よつ葉乳業株式会社） 10.0 g，シ
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ョ糖（⽇本甜菜製糖株式会社）17.0 g，スキムミルク（雪印メグミルク株式

会社）6.0 g，⾷塩 5.0 g，酵⺟培養菌体 7.0 g（固形分 33%換算），蒸留⽔ 

170 mL をホームベーカリー（SD-BMT1000；パナソニック株式会社）に投

⼊した。TW15 と NBRC2044 を個々に培養して回収した菌体を混合して使

⽤した製パン試験では早焼き⾷パンモード（所要時間約 2 時間）の設定を

使⽤し，TW15 と NBRC2044 の混合培養菌体を使⽤した製パン試験では標

準的な⾷パンモード（所要時間約 4 時間）の設定を使⽤した。また，第Ⅱ

章と同様に，3 名のパネルで簡易的に官能評価を⾏い，パンの外観（クラス

ト）の⾊，内層（クラム）の⾊，味，⾹りについて感じられた特徴を記述し

た。 

 

（5）各種成分分析 

第Ⅱ章と同様に，可溶性成分である糖，有機酸，遊離アミノ酸は液体⾼速

クロマトグラフィーによって，揮発成分は SPME を使⽤してガスクロマト

グラフ質量分析計によって分析した。 
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（6）再現性 

すべての実験は独⽴して 3 回以上実施し，得られたデータは平均値±標

準偏差として表した。有意差は⼀元配置分散分析と Tukey の多重⽐較検定

により検定した。 

 

3．実験結果 

（1）インベルターゼ活性の影響 

NBRC2044 と TW15 をグルコースで個々に培養し，菌体をさまざまな⽐

率で混合してスクロースの発酵能⼒を評価した（図Ⅳ-1）。TW15 単独を意

味する混合⽐ 0.0 ではインベルターゼ活性が検出できないほど⾮常に低く，

スクロースを発酵することができなかった。NBRC2044 との混合⽐ 0.2 で

スクロース発酵能⼒が最⼤に達し，このときのインベルターゼ活性は 116 

nmol / min / 乾燥菌体 mg であった。TW15 の存在⽐率が下がる混合⽐ 0.5

と 1.0 ではインベルターゼ活性は増加するものの，スクロース⽤いた液体

発酵⼒は低下した。 
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図Ⅳ-1．インベルターゼ活性と液体発酵⼒の関係性 
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（2）培養菌体を混合使⽤したパンの評価 

TW15 と NBRC2044 それぞれグルコースを糖源とした培地で個々に培

養した菌体を使⽤して，4 つの混合⽐ TW15：NBRC2044＝90：10，80：

20，50：50，0：100 で製パンをした。混合⽐ TW15：NBRC2044＝90：10

のパンの⽐容積は他のものよりも低かったが，その他の間に有意差はなか

った（図Ⅳ-2）。3 名のパネルによるそれぞれのパンの簡易的な官能評価の

コメントは次の通りであった。90：10 はわずかに酒粕様の⾹りが感じられ

た。80：20 は TW15 特有の増強された乳製品の⾹りと華やかな⾹り，さら

に⽢い⾹りも感じられた。 50：50 はわずかに膨らみが良いが，TW15 特

有の⾹りと味の特徴が弱まっており，少し物⾜りない⾵味に感じられた。

0：100 は焼き⾊が濃く，味と⾹りが物⾜りなく感じられた。 

官能的な違いの原因を調べるために，パンクラムの各種成分を分析した。

TW15 を発酵に⽤いたパンの特徴的な揮発性化合物であるアセトインの相

対⾯積は混合⽐ 80：20 が最も⾼く，酢酸 2-フェニルエチルの相対⾯積は，

混合⽐ 90：10 と 80：20 が最も⾼かった（表Ⅳ-1）。可溶性成分の総遊離ア

ミノ酸は NBRC2044 の⽐率が⾼まるにつれて減少し，有機酸は増加した
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（表Ⅳ-2）。また，糖は NBRC2044 の⽐率が⾼まるにつれてスクロースは

減少し，フルクトースとグルコースの残存量が増加した。 
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図Ⅳ-2．TW15 と NBRC2044 を混合使⽤したパンの外観と⽐容積 

独⽴して 4 回実施した実験結果を上から順に表した。 
 
  



69 
 

表Ⅳ-1．TW15 と NBRC2044 を混合使⽤したパンの揮発成分 

 
各⾏の異なるアルファベットは有意差があることを⽰す(P<0.05)。 
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表Ⅳ-2．TW15 と NBRC2044 を混合使⽤したパンの可溶性成分 

化合物 

含有量 (mg/乾物 100 g) 

TW15：NBRC 2044 の混合⽐ 

90：10 80：20 50：50 0：100 

総遊離アミノ酸 245 ± 11 a 211 ± 12 b 160 ± 6 c 116 ± 6 d 

有機酸     

酢酸 53 ± 2 c 80 ± 12 b 95 ± 18 a 105 ± 7 a 

コハク酸 17 ± 2 c 17 ± 2 c 27 ± 4 ab 23 ± 6 b 

糖     

フルクトース 302 ± 90 d 553 ± 166 c 2,067 ± 216 b 3,059 ± 85 a 

グルコース 182 ± 3 d 307 ± 95 c 921 ± 160 b 1,673 ± 61 a 

ラクトース 1,272 ± 20 b 1,285 ± 28 ab 1,330 ± 77 a 1,285 ± 11 b 

マルトース 2,928 ± 138 ab 2,897 ± 85 b 3,050 ± 86 a 3,059 ± 92 a 

スクロース 5,087 ± 226 a 3,629 ± 227 b 1,208 ± 349 c 123 ± 92 d 

各⾏の異なるアルファベットは有意差があることを⽰す(P<0.05)。 
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（3）混合培養法の評価 

TW15 と NBRC2044 それぞれの種培養液を TW15：NBRC2044＝99.9：

0.1，99：1，90：10，0：100 の 4 つの異なる⽐率で接種し，スクロースを

糖源とした培地で混合培養した（表Ⅳ-3）。その結果，菌体収量はインベル

ターゼ活性と同様に NBRC2044 の割合に⽐例して増加した。インベルター

ゼ活性は接種⽐ 99.9：0.1 が 111±51 nmol / min / 乾燥菌体 mg，99：1 が

206±70 nmol / min / 乾燥菌体 mg，90：10 が 1,120±156 nmol / min / 乾

燥菌体 mg，0：100 が 2,140±195 nmol / min / 乾燥菌体 mg であった。リ

ジン基礎培地と顕微鏡観察による分析により，混合培養後の TW15 の割合

は接種⽐ 99.9：0.1 が約 96％，99：1 が 92％，90：10 が 80％，0：100 が

0％であった。なお，リジン基礎培地による TW15 の割合は，TW15 と

NBRC2044 それぞれの⽣菌数から算出した結果であり，顕微鏡観察による

TW15 の割合はそれぞれの⽣菌，死菌問わず算出した結果である。 
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表Ⅳ-3．TW15 と NBRC2044 の混合培養菌体の評価 
 

 
各⾏の異なるアルファベットは有意差があることを⽰す(P<0.05)。 
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（4）混合培養菌体を使⽤したパンの品質評価 

TW15 と NBRC2044 の混合培養により回収した菌体を使⽤して製パン

試験を実施した。⽐容積は接種⽐ TW15：NBRC2044＝99.9：0.1 が 3.91±

0.14 mL/g，99：1 が 3.98±0.15 mL/g，90：10 が 4.69±0.07 mL/g，0：

100 が 4.62±0.18 mL/g であった（図Ⅳ-3）。簡易的に官能評価をしたとこ

ろ，接種⽐ 99.9：0.1 と 99：1 のパンに先述の混合⽐ 80：20 と同様な TW15

特有の⾵味が感じられた。パンクラムの総遊離アミノ酸は接種⽐率 99：1

が最も⾼く，酢酸は NBRC2044 の⽐率が⾼まるにつれて減少した（表Ⅳ-

4）。接種⽐率 99.9：0.1 と 99：1 はスクロースが残存していたが，90：10

と 0：100 はスクロースをすべて消費してフルクトースが残存していた（表

Ⅳ-4）。第Ⅱ章で推察された TW15 特有の⾹りに寄与している揮発成分の

アセトインは接種⽐率 99.9：0.1 と 99：1 の相対⾯積が有意に⾼く，酢酸

は 99.9：0.1，99:1，90：10 が有意に⾼く，酢酸 2-フェニルエチルは 99.9：

0.1，99:1，90：10 が有意に⾼かった（表Ⅳ-5）。 
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図Ⅳ-3．TW15 と NBRC2044 の混合培養菌体を使⽤したパンの外観と⽐容積 

独⽴して 3 回実施した実験結果を上から順に表した。 
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表Ⅳ-4．TW15 と NBRC2044 の混合培養菌体を使⽤したパンの可溶性成分 

化合物 

含有量 (mg/乾物 100 g) 

TW15：NBRC 2044 の接種⽐ 

99.9：0.1 99：1 90：10 0：100 

総遊離アミノ酸 133.2 ± 6.6 b 164.3 ± 14.6 a 97.4 ± 9.6 c 90.0 ± 3.4 c 

有機酸     

酢酸 186 ± 15 a 176 ± 26 a 161 ± 14 a 121 ± 20 b 

コハク酸 17 ± 2 b 15 ± 4 b 18 ± 5 b 61 ± 13 a 

糖     

フルクトース 0 ± 0 b 0 ± 0 b 330 ± 496 b 1,436 ± 295 a 

グルコース 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

ラクトース 1,150 ± 76 1,229 ± 162 1,112 ± 116 1,098 ± 56 

マルトース 2,657 ± 416 2,777 ± 235 2,805 ± 228 2,426 ± 361 

スクロース 1,850 ± 340 a 1,715 ± 287 a 0 ± 0 b 0 ± 0 b 

各⾏の異なるアルファベットは有意差があることを⽰す(P<0.05)。 
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表Ⅳ-5．TW15 と NBRC2044 の混合培養菌体を使⽤したパンの揮発成分 

 
各⾏の異なるアルファベットは有意差があることを⽰す(P<0.05)。 
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4．考察 

NBRC2044 と TW15 をグルコースで培養し，菌体を混合してスクロース

の発酵能⼒を液体発酵⼒により評価し，NBRC2044 との混合⽐ 0.2 でスク

ロース発酵能⼒が最⼤に達した（図Ⅳ-1）。この結果は異性化糖などの

TW15 の発酵性糖を原料として使⽤しなくとも，NBRC 2044 が分泌したイ

ンベルターゼによって TW15 に⼗分な発酵性糖を供給できる可能性を⽰唆

した。なお，NBRC2044 のインベルターゼ活性は以前に報告されたものよ

りも低かった 16）。本研究ではグルコースで培養したが，先の報告の実験は

スクロースで培養していたためインベルターゼの発現が誘導されたものと

考えられた。 

液体発酵⼒測定と同様に TW15 と NBRC2044 の培養菌体を混合して製

パン試験を⾏った。NBRC2044 の混合⽐率が 20％までは混合⽐率の増加に

伴いパンの⽐容積が増⼤したが，20％以上になるとパンの⽐容積は変わら

なかった（図Ⅳ-2）。つまり，混合⽐率 20％以上で NBRC2044 の分泌する

インベルターゼが TW15 を発酵に⽤いた⽣地の膨張に⼗分な単糖を供給し

たと考えられた。⼀⽅で，NBRC2044 の混合⽐が増加するにつれてパンク
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ラムの総遊離アミノ酸の含有量が減少して有機酸の含有量が増加した（表

Ⅳ-2）。総遊離アミノ酸と有機酸の含有量は，酵⺟細胞の代謝活性に関連し

ているものと思われ，NBRC2044 は TW15 よりも早くアミノ酸を消費して

有機酸を⼤量に合成したと考えられた。グルコースとフルクトースの含有

量が少ないということは，インベルターゼの作⽤によってスクロースから

加⽔分解された単糖が混合⽐ 90：10 と 80：20 のパンではすぐに発酵に使

⽤されるのに対し，混合⽐ 50：50 と 0：100 のパンでは過剰であることを

意味している。還元糖はパンの焼き⾊を増すメイラード反応に関与するた

め，50：50 と 0：100 のパンは焼き⾊が濃くなったものと考えられた。 

混合培養菌体のインベルターゼ活性から接種⽐ 99：1 でも⼗分に⽐容積

の⾼いパンが得られると予測していたが，実際にはよりインベルターゼ活

性の⾼かった接種⽐率 90：10 と 0：100 の⽐容積が⾼かった（図Ⅳ-3）。こ

れはおそらくパン⽣地中のスクロースの拡散が液体培地よりも遅いため，

⾼い⽐容積のパンが得られるためにはより⾼いインベルターゼ活性が必要

であったものと考えられた。 

3 名のパネルによる簡易的な官能評価は，99.9：0.1 及び 99：1 の接種⽐
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で焼いたパンが，培養菌体を混合使⽤した製パン試験における混合⽐ 80：

20 により調製したパンと類似していると評価した。いくつかの可溶性成分

の含有量に違いがあったが，接種⽐率 99.9：0.1 及び 99：1 によるパンは，

混合⽐ 80：20 で調製されたパンと同様にアセトインの相対⾯積が⾼かっ

た。したがって，アセトインは TW15 を発酵に⽤いたパンの好ましい⾵味

にとって重要な成分である可能性が⾼いと考えられた。 

スクロース発酵能のない TW15 は，製パン⽤酵⺟ S. cerevisiae と混合培

養することにより，ショ糖を使⽤するごく⼀般的な製パン法に適応して，

好ましい品質のパンを得ることができた。本章で開発した培養⽅法及び製

パン法は，スクロース⾮発酵性である H. vineae もスクロース存在下で培養

することができ，また異性化糖を添加することなく好ましい⾵味のパンが

得られる⽅法である。これまでのスクロースの発酵が不可能な状態ではベ

ーカリーでの使⽤⽅法がかなり限定的であったが，本章の開発した⼿法に

よって H. vineae の製パンへの利便性が⼤幅に向上することが⽰された。 
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Ⅴ．Hanseniaspora vineae を利⽤したワインの開発に関する研究 

1．緒⾔ 

ワイン醸造において，酵⺟は糖をエタノールと炭酸ガスへ変換するアル

コール発酵を引き起こす特に重要な微⽣物である。酵⺟はアルコールの⽣

成のみならず，代謝産物の⽣成と分泌によりワインの⾵味にも影響を与え

ることが報告されている 55）。近年ではアルコール発酵を主として担う S. 

cerevisiae だけでなく，ブドウの表⾯などに由来する Non-Saccharomyces

属酵⺟にも注⽬が集まっている。Non-Saccharomyces 属酵⺟はワイン醸造

において⾃然発⽣的に関与し，より良い発酵を引き起こしてワインの⾵味

の改善につながる酵⺟の存在が数多く報告されている 56）。この Non-

Saccharomyces 属酵⺟である H. vineae は酢酸 2-フェニルエチルや酢酸エ

チルなどの酢酸エステルを多量に⽣成してフルーティーな⾹りのワインが

得られると報告されている 23）。 

本研究では H. vineae TW15 を⽤いた⼭幸ブドウのワイン醸造適性を評

価することを⽬的に，実製造規模のワイン醸造試験を実施し，発酵過程の

解析及びワインの品質評価を⾏った。 
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2．実験材料及び⽅法 

（1）菌株と培養 

⼭幸ブドウから分離した H. vineae TW15 は YPD 培地 10 mL に接種し，

30 ℃，150 rpm，24 時間種培養した後，各種試験に⽤いた。醸造試験は第

Ⅱ章と同様に培養した菌体を使⽤した。また，実規模スケールの試験醸造

では対照区に Lallemand 社の市販乾燥ワイン酵⺟ S. bayanus DV10 を使⽤

した。 

 

（2）ワイン醸造適性の評価 

亜硫酸耐性試験は Morata らの⽅法 57）を参考に，種培養液 100 μL をメ

タ重亜硫酸カリウム濃度 0, 25, 50, 75, 100 ppm に調整した YPD 培地

（pH3.2）10 mL に接種して 25 ℃で 2 ⽇間培養し，増殖を⽬視と OD600 

nm の測定により評価した。 

アルコール耐性試験は Ali らの⽅法 58）を参考に，種培養液を 5〜14％エ

タノールを含む YPD 培地（pH3.2）10 mL に 100 μL を接種して 25 ℃で

2 ⽇間培養し，増殖を⽬視と OD600 nm の測定により評価した。 
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（3）試験醸造 

2020 年 10 ⽉ 21 ⽇に池⽥町ブドウ・ブドウ酒研究所にて，前⽇に収穫し

た⼭幸ブドウを破砕して得られた果醪 444 L に 50 ppm になるように亜硫

酸カリウムを添加し，Brix23 になるよう補糖し，培養菌体 16 g を添加した。

対照区は，同様に処理した⼭幸果醪 410 L に市販乾燥ワイン酵⺟ DV10 を

80 g 添加した。実製造条件を再現するため温度管理は実施しなかった。発

酵開始 12 ⽇後に圧搾して，さらに 9 ⽇間発酵した後，5 ⽇間オリ下げをし

て瓶詰めした。搾汁率はどちらも 70％程度であった。 

 

（4）ワインの発酵経過の解析 

試験醸造開始から 10 ⽇⽬まで毎⽇午前 9 時ごろにサンプリングを実施

し，12 ⽇⽬以降は 3 ⽇に 1 度サンプリングを実施した。また，サンプリン

グはタンク内の濃度勾配や菌体の沈降の影響を除外するためにゆるやかに

タンク内を撹拌してから実施し，同時に液温の計測を実施した。液温はど

ちらもおよそ 15 ℃で発酵を開始し，DV10 の液温は発酵開始 6 ⽇⽬に最⼤

の 24 ℃となり，もう⼀⽅の TW15 の液温は発酵開始 8 ⽇⽬に最⼤の 23 ℃
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となった後，最終的にどちらも 7 ℃まで液温が低下した。サンプリング溶

液は 4 ℃で保存し，サンプリング当⽇に次の分析に供した。 

還元糖は第Ⅱ章と同様に⾼速液体クロマトグラフィーにより分析した。

pH はガラス電極により測定した。酵⺟数の計測はクロラムフェニコール添

加 PDA 培地により計測し，最少セロビオース-リジン培地（0.17% YNB 

without Amino Acids and Ammonium Sulfate，0.5% セロビオース，0.1% 

リジン，2.0%寒天）を⽤いたレプリカ法により H. vineae TW15 の菌数を

計測した 23）。 

 

（5）ワインの品質評価 

瓶詰めしたワインは 10 ℃で保管し，10 ⽇以内に以下の分析に供した。

⽐重，エキス分，アルコール分，総酸，還元糖，着⾊度は酒類総合研究所標

準分析法注解に従った 59）。なお，着⾊度は光路⻑ 5 mm のセルを⽤いて

OD420 nm と OD530 nm における吸光度を測定した。 

官能評価は池⽥町ブドウ・ブドウ酒研究所に所属する特に習熟したパネ

ル 4 名を含む合計 10 名により，外観を 3 点満点，⾹りを 5 点満点，味を 8



84 
 

点満点，調和を 4 点満点とした合計 20 点満点の評点法で評価すると同時に

任意でプロファイルについて⾃由記述した。 

 

（6）ワインの成分分析 

有機酸と遊離アミノ酸は⾼速液体クロマトグラフィーにより分析した。

有機酸の分析条件は，カラムを GL-C610H-S，カラムオーブン温度を 60 ℃，

溶離液を 5 mM 過塩素酸溶液，溶離液流量を 0.5 mL/min，発⾊試薬をブロ

モチモールブルー，反応液流量を 0.6 mL/min，検出を 440 nm により分析

した。遊離アミノ酸は第Ⅱ章と同様にフェニルイソチオシアネートによる

誘導体化処理をして⾼速液体クロマトグラフィーにより分析した。グリセ

ロールは第Ⅱ章の糖分析と同⼀の⽅法により分析した。 

揮発成分は 15 mL 容ガラスバイアル瓶に 5 mL のワインを加えて，ヘッ

ドスペースガスを固相マイクロ抽出 SPME 法（DVB/Carboxen/PDMS, 

50/30 μm, Supelco 社）により吸着してガスクロマトグラフ質量分析計で

測定した 60）。GC-MS の分析条件は，カラムを DB-Wax 30 m×0.25 mm 

I.D.×0.25 mm，キャリアガスをヘリウム，サンプリング時間を 3 分，気化
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室を 250 ℃，流速を 1 mL/min，イオン源温度を 220 ℃，インターフェイ

ス温度を 250 ℃，電⼦イオン化（EI）を 70 eV として，カラムの温度プロ

グラムは 40 ℃，4 分間保持，90 ℃まで 5 ℃/min で上昇し，230 ℃まで

12 ℃/min で上昇した後，最後に 7 分間保持して分析した。 

得られたデータは Student の t 検定により有意差を検定した。 

 

3．実験結果 

（1）ワイン醸造適性の評価 

ワイン醸造に⽤いる酵⺟に重要な性質である亜硫酸耐性とアルコール耐

性を評価した。TW15 は 100 ppm の亜硫酸濃度でも顕著に増殖した。⼀⽅，

アルコール濃度が 10%以上になると増殖が抑制され，13%以上になると増

殖することができなかった（表Ⅴ-1）。 
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表Ⅴ-1．TW15 のワイン醸造試験適性 

  
亜硫酸濃度（ppm）  エタノール（%） 

25 50 75 100  5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

TW15 + + + +  + + + + + W W W ― ― 

＋：⽣育, W：わずかに⽣育, ―：⽣育しない 
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（2）ワインの発酵経過 

ワイン発酵中の還元糖濃度の推移ならびにクロラムフェニコール添加

PDA 培地によるワイン中の全酵⺟数，最少セロビオース-リジン培地によ

り TW15 の菌数の推移を分析したところ，TW15 は市販ワイン製造⽤乾燥

酵⺟と異なる発酵経過を⽰した（図Ⅴ）。両菌株とも酵⺟の菌数が 5×107 

cfu/mL を越えると還元糖濃度が⼤きく減少しはじめたが，この菌数に達す

るまでに DV10 は発酵開始から 3 ⽇，⼀⽅の TW15 は発酵開始から 5 ⽇を

要した。これは⼭幸ブドウ果醪の低い pH（3.2），⾼い糖濃度，低い発酵温

度（15 ℃）などの複合的な要因により⽣じたものと考えられた。発酵開始

から 8 ⽇⽬までは全酵⺟数とほぼ同じ菌数を維持したが，TW15 は糖をほ

ぼ消費する 9 ⽇⽬以降，全酵⺟に占める割合が減少した。これは 8 ⽇⽬に

はアルコール濃度が 10.1％（分析値）を超えたため TW15 の増殖が著しく

弱まり，原料ブドウに由来するアルコール耐性の⾼い野⽣酵⺟が優勢にな

ったものと考えられた。 
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図Ⅴ．TW15 と DV10 によるワイン発酵経過の⽐較 

H. vineae TW15 と S. bayanus DV10（市販ワイン⽤乾燥酵⺟）の⼭幸ブ

ドウの果醪発酵中の還元糖（実線），PDA 培地と最少リジンセロビオース

培地による⽣菌数（点線）。各シンボルはそれぞれ―■―, TW15 の還元

糖；―●―, DV10 の還元糖；…■…, TW15 の酵⺟数；…●…, DV10 の

酵⺟数；…□…, TW15 のみの⽣菌数である。 
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（3）ワインの品質評価 

H. vineae TW15 と市販ワイン醸造⽤乾燥酵⺟を発酵に⽤いたワインの品

質を国税庁所定分析法に従って評価した（表Ⅴ-2）。アルコール濃度，pH，

還元糖，着⾊度いずれも TW15 を発酵に⽤いたワインが⾼く，総酸は低か

った。なお，この還元糖は酒類総合研究所標準分析法注解に従って分析し

た値である。TW15 とワイン酵⺟として最も⼀般的な菌株のひとつである

S. cerevisiae OC-2 は糖濃度およそ 9.5％に調製した YPD 培地を 25 ℃，5

⽇間静置して発酵すると，エタノール濃度がそれぞれ 4.3％と 4.2％であっ

た。TW15 は S. cerevisiae と同等にアルコール変換能⼒の⾼い菌株である

と推察された。 

ワインの官能評価に熟練したパネル 10 名による評価は TW15 を発酵に

⽤いたワインが⾹り，味，調和において⾼い傾向であり，総合得点では

TW15 が有意に⾼い評価結果であった（表Ⅴ-3）。⾹りはパネルの半数であ

る 5 名が TW15 を発酵に⽤いたワインを⾼く評価した。⼀⽅で，TW15 を

発酵に⽤いたワインの⾹りを低く評価したパネル 1 名は酢酸エチル臭がし

たとコメントした。味は過半数以上である 7 名のパネルが TW15 を発酵に
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⽤いたワインを⾼く評価した。任意の⾃由記述によるパネルのコメントは

酸味が穏やか，おとなしいというコメントであった。調和は 6 名のパネル

が TW15 を発酵に⽤いたワインを⾼く評価した。また，特に訓練されたパ

ネル 4 名による評価は⾹りと調和は 3 名が TW15 を発酵に⽤いたワインを

⾼く評価し，どちらも残りの 1 名は同等と評価した。味については 4 名全

員が TW15 を発酵に⽤いたワインを⾼く評価した。 

TW15 を発酵に⽤いたワインの可溶性成分，揮発性成分ともに特徴的な

結果が得られた（表Ⅴ-4, 5）。遊離アミノ酸濃度はセリン，チロシンを除く

17 種が DV10 を発酵に⽤いたワインより低かった。有機酸は，特にリンゴ

酸が DV10 を発酵に⽤いたワインのほうが⾼く，総有機酸濃度も TW15 を

発酵に⽤いたワインが 8.20 g/L に対して DV10 が 9.25 g/L であった。グ

リセロールはわずかに TW15 を発酵に⽤いたワインが⾼かった。揮発性成

分ではイソブチルアルコール，2-フェニルエチルアルコールなどの⾼級ア

ルコール，酢酸エチル，酢酸イソアミル，酢酸 2-フェニルエチルなどの酢

酸エステルがわずかに⾯積値が⾼い傾向であり，モノテルペンのシトロネ

ロール，ゲラニオール，リナロールはほぼ同等であった。 
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表Ⅴ-2．TW15 と DV10 によるワインの品質評価 

 アルコール 
(%) 

エキス 
(%) 

pH 
総酸 
(g/L) 

還元糖 
(g/L) 

⾊ 

420 nm 530 nm 

TW15 12.33 3.5 3.62 9.79 3.2 2.142 2.705 
DV10 11.52 3.4 3.55 10.97 2.8 2.074 2.568 
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表Ⅴ-3．TW15 と DV10 によるワインの官能評価 

  ⾊ ⾹り 味 調和 総合 
TW15 2.8 ± 0.6 2.7 ± 0.7 4.3 ± 1.4 2.6 ± 0.5 12.4 ± 2.2 a 

DV10 2.7 ± 0.7 2.3 ± 0.7 3.6 ± 1.6 2.1 ± 0.6 10.7 ± 2.3 b 

n＝10 

各列の異なるアルファベットは有意差があることを⽰す(P<0.05)。 
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表Ⅴ-4．TW15 と DV10 によるワインの可溶性成分  

化合物 TW15 DV10 
遊離アミノ酸 (mg/L)     
 アスパラギン 6.34 11.15 
 アスパラギン酸 4.68 5.35 
 アラニン 2.81 5.35 
 アルギニン 8.58 11.94 
 イソロイシン 1.48 3.03 
 グリシン 3.78 4.97 
 グルタミン 4.66 7.23 
 グルタミン酸 8.00 9.15 
 システイン 5.22 8.41 
 スレオニン 12.94 17.23 
 セリン 15.27 8.93 
 チロシン 0.00 0.00 
 バリン 0.54 0.91 
 ヒスチジン 14.35 18.72 
 フェニルアラニン 0.98 2.32 
 プロリン 330.48 355.32 
 メチオニン 0.34 0.48 
 リジン 1.11 2.77 
 ロイシン 2.75 8.41 
 総遊離アミノ酸 424.32 481.67 
有機酸(g/L)     
 クエン酸 0.90 0.81 
 コハク酸 0.94 1.19 
 酢酸 0.13 0.13 
 酒⽯酸 0.82 0.79 
 DL-乳酸 0.20 0.21 
 リンゴ酸 5.21 6.13 
 総有機酸 8.20 9.25 
その他 (g/L)     
 グリセロール 0.97 0.89 
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表Ⅴ-5．TW15 と DV10 によるワインの揮発成分 

化合物 ⾹り* 
相対⾯積 (%) ⾯積⽐ 

（TW15/DV10） TW15 DV10

アルコール     

イソブチルアルコール ワイン, 溶剤, 苦い 0.072 0.048 1.58 

イソアミルアルコール ウィスキー, モルト, 焦げ 6.336 6.78 0.98 

1-ウンデカノール マンダリン 0.012 0.004 4.00 

エタノール ⽢い 19.271 23.641 0.85 

1-オクタノール コケ, ナッツ, キノコ 0.021 0.019 1.17 

2-フェネチルアルコール 蜂蜜, スパイス, バラ, リラ 3.100 2.820 1.15 

1-ヘプタノール ⾹草 0.047 0.051 0.97 

1-ヘキサノール 樹脂, 花, 緑草 1.829 1.269 1.51 

総アルコール  30.689 34.633 0.93 

酸     

カプリル酸 ⽢い, チーズ 0.137 0.147 0.98 

カプリン酸 腐敗, 脂肪 0.081 0.064 1.34 

酢酸 酸 0.337 0.340 1.04 

総酸  0.556 0.551 1.06 

エステル     

カプリル酸エチル フルーツ, 脂肪 1.661 2.070 0.84 

カプリン酸エチル ブドウ 0.890 0.925 1.01 

カプロン酸エチル リンゴの⽪, フルーツ 0.787 1.038 0.80 

酢酸イソアミル バナナ 0.335 0.225 1.57 

酢酸エチル パイナップル 1.027 0.217 4.90 

酢酸 2-フェニルエチル バラ, 蜂蜜, タバコ 0.064 0.024 2.87 

パルミチン酸エチル ワックス 0.092 0.085 1.15 

ラウリン酸エチル 葉 0.154 0.147 1.11 

総エステル  5.012 4.731 1.11 

テルペン     

シトロネロール バラ 0.035 0.023 1.71 

ゲラニオール バラ, ゲラニウム 0.050 0.044 1.21 

リナロール 花, ラベンダー 0.011 0.013 0.88 

総テルペン   0.096 0.079 1.27 

* Flavornet：https：//www.flavornet.org/flavornet.html 
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4．考察 

近年，ワイン醸造に関わる Non-Saccharomyces 属酵⺟が幅広く研究され

ており，Non-Saccharomyces 属酵⺟のなかでも Hanseniaspora 属酵⺟はワ

インの発酵初期段階において酵⺟菌叢の最⼤ 75％を占めるという報告があ

るほど主要な酵⺟である 61-63)。26S rRNA 遺伝⼦配列からブドウまたはワ

イ ン か ら 分 離 さ れ た Hanseniaspora 属 酵 ⺟ は H. valbyensis, H. 

guilliermondii, H. uvarum, H. opuntiae, H. thailandica, H. meyeri, H. 

clermontiae のグループと H. vineae, H. osmophila, H. occidentalis のグルー

プに分けられる。酢酸 2-フェニルエチルなどの酢酸エステルを多量に⽣成

してワインのフルーティーな⾹りを⾼めることが報告されている H. vineae

はその好ましい添加効果だけでなく，潜在的なワイン醸造への適応性の⾼

さも報告されている 23, 62, 64）。ワイン醸造において酵⺟に影響を与える⼤き

な要因にアルコールと亜硫酸が挙げられる。⼀般に Non-Saccharomyces 属

酵⺟はアルコール耐性が低く，Hanseniaspora 属酵⺟も多くは 3〜5％程度

のアルコール耐性しか持たないが，H. vineae は 10％のアルコール耐性を

持っていたと報告されている 63)。これはアルコールデヒドロゲナーゼをコ
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ードする ADH 遺伝⼦が H. vineae は S. cerevisiae と同じ 8 つ，H. osmophila

は 6 つ，H. guilliermondii, H. uvarum 及び H. opuntiae は 4 つあり，この

ADH の遺伝⼦数がアルコール耐性ならびにアルコール発酵能⼒と関連し

ていると考えられている。もう⼀⽅の亜硫酸耐性に重要な亜硫酸イオン排

出ポンプをコードする SSU1 遺伝⼦配列は Hanseniaspora 属酵⺟のなかで

は H. vineae と H. osmophila のみ⾒つかっている 65）。本研究で試験した H. 

vineae TW15 はアルコール耐性と亜硫酸耐性の両⽅を兼ね備えており，実

規模スケールのワイン醸造に⼗分適応可能な適性を備えていると考えられ

た。 

H. vineae によるシャルドネワインの発酵速度は S. cerevisiae と⽐べて遅

くなるが，よりボディ感が増してアロマやフレーバーが多様な好ましい⾵

味のワインが得られると報告している 64）。TW15 を発酵に⽤いた⼭幸ブド

ウの発酵も市販ワイン⽤乾燥酵⺟よりも遅かったが，ワインの品質は好ま

しいものであった。特に評価された味は酸味が穏やかであることが評価さ

れており，これは総酸と pH が影響したと考えられる。総酸は 0.02〜0.05％，

pH は 0.05 の違いで識別が可能と考えられており 66），特に総酸は TW15 が



97 
 

1.18 g/L も低かったため TW15 の酸味が穏やかに感じられたと考えられ

た。⾹りの評価に関連する揮発性成分は適量の⾼級アルコールとエステル

の存在が重要である 67）。SPME を⽤いた GC-MS による揮発性成分の⾯積

値の⽐較から次のことが考えられた。17 種の遊離アミノ酸を TW15 のほう

がより多く消費し，このうちバリン，ロイシン，フェニルアラニンそれぞれ

を出発物質とする⾼級アルコールもしくはその酢酸エステルであるイソブ

チルアルコール，酢酸イソアミル，2-フェニルエチルアルコール及び酢酸

2-フェニルエチルは TW15 のほうが⾯積値が⾼かった。DV10 の菌種であ

る S. bayanus はイソブチルアルコール，イソアミルアルコール，2-フェニ

ルエチルアルコールなどの⾼級アルコールと酢酸 2-フェニルエチルの⽣成

量が多く，中でも酢酸 2-フェニルエチルは S. cerevisiae のおよそ 12 倍もの

量を⽣成すると報告されている 68）。TW15 はイソアミルアルコールを基質

とする酢酸イソアミルの⾯積値が⾼かったためイソアミルアルコールの⾯

積値は低かったが，その他の成分は DV10 よりも⾼かった。H. vineae は芳

⾹族アミノ酸アミノトランスフェラーゼをコードする ARO8 及び ARO9 と

フェニルピルビン酸デカルボキシラーゼをコードする ARO10 の遺伝⼦重
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複が報告されており 43），これにより 2-フェニルエチルアルコール及び酢酸

2-フェニルエチルの増加が起きたものと考えられる。ただし，酢酸エチル

の⾯積値も⾼く，⼀名のパネルが酢酸エチル臭とコメントしていたことか

ら，その⾯積値は酢酸エチルの閾値濃度である 18 ppm 程度に達していた

ものと推察される 69）。したがって，酢酸エチルの⽣成を抑制する必要があ

るものの，TW15 の⾼級アルコール，酢酸エステル⽣成能は⾼品質のワイ

ン製造に有⽤な性質であると考えられた。 

ワインの製造に関与する Non-Saccharomyces 属酵⺟は主に原料のブドウ

に由来するが，ブドウに⽣息している酵⺟は地域的に異なることが分かっ

ており，これがテロワールの概念の⼀因とも考えられている 63)。TW15 の

分離源であった⼭幸ブドウを原料に製造したワインは若々しく華やかなア

ロマが特徴と報告されており 70），TW15 が華やかな⾹りを持つエステル化

合物や芳⾹族化合物の合成に優れた酵⺟であったことは先の仮説を⽀持す

る結果であった。 

⼭幸ブドウから分離した TW15 は亜硫酸耐性とアルコール耐性の両⽅を

持つワイン醸造適性を備えた菌株であることが分かった。また，⼭幸ブド



99 
 

ウを原料とした実規模の試験醸造により，TW15 が⼭幸ワインの特徴でも

ある華やかな⾹りを持つエステル化合物の合成に優れた酵⺟であることも

分かった。本研究のようにワイン⽤ブドウに⽣息している酵⺟を調査し，

これらの酵⺟によるワインの品質への影響を解析することはワインのオリ

ジナル性を⾼め，さらなる⾼品質化につながることが期待できるものと考

えられた。 
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Ⅵ．総括 

酵⺟による発酵⾷品は古くから⼈類に親しまれ，より⾼品質で安定的に

発酵⾷品を⽣産するために S. cerevisiae が使⽤されてきた 71）。Non-

Saccharomyces 属酵⺟はアルコール発酵及びパン⼯業への利⽤は S. 

cerevisiae ほど⼀般的ではないが 72），アルコール飲料の製造では Non-

Saccharomyces 属酵⺟菌体のみまたは Saccharomyces 属酵⺟との混合菌体

を醸造スターターとして使⽤することによって製品の⾹りが改善されてい

るなど有益な報告がされている 73-77）。Hanseniaspora 属酵⺟はワイン⽤ブ

ドウから分離された Non-Saccharomyces 属酵⺟の菌叢中で優勢であり

78），そのなかでも菌数が多かったものは H. uvarum だったが，実験室レベ

ルの実験で最もワインの芳⾹を⾼めた菌株は H. vineae だったと報告して

いる 79）。また，他の報告でもワイン醸造に H. vineae 株を利⽤することで

明確により優れた品質が得られたことが確認されている 40, 41）。その⼀⽅

で，H. vineae はアミノ酸の消費量が多いため共存する S. cerevisiae の発

酵が遅延する可能性があることや，H. vineae の特性をワイン醸造により

活かすために栄養源に関する研究，H. vineae が⽣成する特徴的な揮発成
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分である酢酸 2-フェニルエチルを増加する S. cerevisiae との共発酵もしく

は連続発酵に関する研究，さらに S. cerevisiae との発酵を改善するための

通気条件に関する研究など，直近で様々な H. vineae の有効利⽤に関する

報告がされている 80-82)。⼀⽅で，製パン業界における Non-Saccharomyces

属酵⺟の利⽤は，Torulaspora delbrueckii が⾼糖濃度と冷凍耐性があるた

め特殊な製パン法に有⽤であるとして注⽬されている 83）。また，Zhou ら

は H. vineae によって味と⾹りに優れたパンが得られたと報告していた

が，スクロースを発酵しない H. vineae の製パンへの利⽤についてはあま

り注⽬していなかった 65）。H. vineae を製パン業界への技術移転を⾒据え

て研究報告した事例は確認している限り本研究が初である。 

本研究は市販酵⺟と差別化された⾵味を形成する有⽤酵⺟を探索して，

池⽥町ブドウ・ブドウ酒研究所で栽培されていたワイン⽤ブドウ「⼭幸」か

ら H. vineae TW15 を分離した。TW15 はスクロースを発酵しないため，製

パンへの利⽤及び菌体の⼯業⽣産をするためには課題があった。製パン利

⽤への課題については第Ⅱ章では安価な異性化糖を使⽤し，第Ⅲ章では異

性化糖を使⽤せずに発酵種法のひとつであるレーズン種で課題を解決し，
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これらによって得られたパンは市販パン酵⺟によるものと差別化された好

ましい⾵味であった。第Ⅳ章では菌体の製パンへの利⽤だけでなく，⼯業

⽣産も可能にするため S. cerevisiae との混合培養法を開発し，これにより

得られた菌体はスクロースを配合したパン⽣地も発酵可能となり，市販パ

ン酵⺟と差別化された TW15 特有の⾵味のパンも得られ，製パン利⽤と菌

体の⼯業⽣産の両課題を解決した。さらに第Ⅴ章ではこれまでの H. vineae

のワイン醸造への有⽤性に関する報告と同様に，TW15 が官能的に優れた

ワインの製造に有望な菌株であることを明らかにした。本研究によって開

発された TW15 の培養⽅法及び発酵⾷品の製法を基に⼗勝地域のオリジナ

ル性が⾼く，⾼品質な地域特産品が開発されることが期待される。 
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Ⅶ．SUMMARY 

Recently, Non-Saccharomyces yeasts have attracted attention for improving and 

differentiating fermented products quality. Fermentative yeast strain TW15 was isolated from 

the grape cultivar ‘Yamasachi’. It was identified as Hanseniaspora vineae based on the 

ribosomal D1/D2 domain. TW15 couldn’t ferment sucrose but it showed higher fermentation 

ability in medium containing a fructose and glucose mixture (55：45) compared with five other 

H. vineae strains and four S. cerevisiae baking strains. The baking tests using a fructose and 

glucose mixture (55：45) revealed that TW15 produced larger specific volume in baked products 

than the baking strain. The results of preliminary sensory evaluation showed that the product of 

TW15 had a more distinct and desirable flavor than commercial baker’s yeast S. cerevisiae 

HP467. Compared with bread samples produced by HP467, the amount of acetoin was much 

higher in bread samples made with TW15. 

The practical and simple method to make baked products having desirable quality without 

the addition of monosaccharides were tried to develop using raisin extracts fermented by H. 

vineae TW15. When the strain TW15 was incubated in the raisin extracts (20 g/100 mL) at 

25 ℃ for 2 days with standing, the fermented extracts showed high leavening ability in dough. 

Thus, baking tests were conducted using these extracts as a substitute of baker’s yeast. As 

compared with baked products using the extracts fermented by conventional strain of S. 

cerevisiae, the analysis results of volatile compounds revealed that the breads made by the 

extracts of strain TW15 showed desirable quality with floral aroma. The results seem to show 
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that the strain TW15 could be readily applied to bread making using fermented raisin extract. 

TW15 was applied along with the baking strain S. cerevisiae to the conventional dough 

containing sucrose. The liquid fermentation ability of sucrose was elevated with increasing the 

ratio of S. cerevisiae cells, which secrete external invertase. The baking strain was then 

inoculated along with H. vineae TW15 and both strains were grown with sucrose. When the 

mixed strains were used for the conventional dough including sucrose, the baked products 

showed a distinct and acceptable quality similar to those made by TW15 alone. These results 

showed that TW15 can be applied to the conventional bread making method by mixing a baking 

strain. 

The suitability of winemaking using TW15 isolated from ‘Yamasachi’ grapes was tested 

and a winemaking test using ‘Yamasachi’ grapes was conducted to analyze the fermentation of 

the wine and evaluate its quality. TW15 was found to have high tolerance against both sulfite  

and alcohol as well as the ability suitable for winemaking. TW15 had a slower fermentation rate 

than the commercial dry wine yeast, but improved the wine quality. The taste was highly related 

for its weak sourness due to its low levels of total acids and high pH. It was assumed that the 

wine aroma characteristics by TW15 were highly related the production of more isobutyl alcohol, 

isoamyl acetate, 2-phenylethyl alcohol, and 2-phenylethyl acetate. 

In this study, methods for culturing and producing fermented foods with a desirable flavor 

by TW15 were developed. Results obtained in this study expect that high-quality regional 

special products with high originality in the Tokachi region will be developed. 
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