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欧文抄録

Sake yeast strains with lower urea productivity 

were bred from S. cerevisiae Hiroshima ginjo kobo 

12BY and 13BY strains using a mutation technique 

and CAO plates. Sake mutant strains (12BY-16 

and 13BY-5) were selected during a fermentation 

test by using a koji extract medium supplemented 

with alcohol-dehydrated koji， 200-g and 1500-g 

scale brewing tests， and a pilot scale brewing test. 

The pilot scale brewing test showed that both of 

the selected strains demonstrated almost identical 

fermentation ability and almost the same amounts 

of major components in sake， when compared to 

the parental strain. Also， there were no significant 

difference in sake sensory score between the selected 

strains and the parental strains. Furthermore， the 

12BY-16 and 13BY-5 produced 10 and 20 times lower 

urea than the parental strain， respectively. These 

results suggest that both of the selected strains not 

only can give the same quality of Ginjo sake (quality 

sake brewed from the finest rice) as the parent strains 

but also have lower urea productivity， or can depress 

the formation of ethyl carbamate in the sake. 
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1.はじめに
カルバミン酸エチルは，発がん性物質の可能性があ

る1）ことが知られており，酒類を含む発酵食品にも少量

含まれている。２）現時点で国内における規制値はない

ものの，第64回FAO/WHO合同食品添加物専門者会議

（2005年）は「ある種の酒類については低減策を継続す

べきである」と述べている。ワインや清酒ではカルバミ

ン酸エチルは主に尿素とエタノールの化学反応により生

成する。３）したがって，清酒中の尿素の低減や貯蔵温

度を低く保つことが，カルバミン酸エチルの低減に効果

があることが報告されている。４）これまでに，清酒中

の尿素濃度の低減化について，ウレアーゼの添加や尿素

低もしくは非生産酵母の使用などいくつかの方法が報

告・実用化されている。５-9）前者の場合，清酒の製成・

貯蔵段階にウレアーゼを作用させることにより尿素を分

解する方法である。しかしながら，昨今の消費者の無添

加・天然志向を考えると，清酒に本来含まれないものを

添加することは好ましい印象を与えない。一方，後者は

酵母の尿素生産量を低下させるため，醸造工程において

何ら添加物を加える必要がない。北本らは，酵母の尿素

生成に関与するアルギナーゼ遺伝子を破壊することで，

尿素非生成の酵母を作出できること，また，CAO培地

を用いることで変異株の中から高い確率で尿素非生成株

を取得可能なことを報告している。８-10）セルレニン耐性
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表1　清酒小仕込試験の仕込配合
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酵母11）である広島吟醸酵母は，高いカプロン酸エチル

生成能と低酸性を特徴とし，華やかな香りの清酒の醸造

が可能である。12， 13）そのため，広島県のみならず，中

国地方を中心に全国で吟醸酒や純米吟醸酒用の酵母とし

て使用されている。また，これまで高いカプロン酸エチ

ル生成能を有する清酒酵母で，尿素低生産株を選抜した

といった報告はされていない。そこで，本研究では広島

吟醸酵母12BYおよび13BYの尿素低生産株をCAO培地

により選抜育種したので報告する。

2.実験方法
2-1.供試菌株および培地

広島吟醸酵母12BYおよび13BY を供試菌株とした。

培地としてCAO培地（0.17%Difco社製イーストニトロ

ゲンベースw/o amino acid and ammonium sulfate，

10 ppmカナバニン，１ mMアルギニン塩酸塩，５ mMオ

ルニチン塩酸塩，２%ブドウ糖，２%寒天），アルギニン培地

（0.17%Difco社製イーストニトロゲンベースw/o amino 

acid and ammonium sulfate，５ mMアルギニン塩酸塩，

２%ブドウ糖，２%寒天），オルニチン培地（0.17%Difco

社製イーストニトロゲンベースw/o amino acid and 

ammonium sulfate，５ mMオルニチン塩酸塩，２%ブドウ

糖，２%寒天）， YPD培地（１%酵母エキス，２%ポリペプトン，

２%ブドウ糖），麹汁培地およびアルコール脱水麹添加

培地14）を用いた。アルコール脱水麹添加培地には麹と

して徳島製麹（株）製の乾燥麹（精米歩合50%「山田錦」）

を用いた。

2-2.尿素低生産性変異株の分離

12BYおよび13BY をエチルメタンスルフォン酸によ

り変異処理後，CAO培地に塗布し，30℃，３日間の培養

後に出現したコロニーを単離した。単離した変異株をア

ルギニン培地およびオルニチン培地に塗布し，アルギニ

ン培地に生育できず，オルニチン培地に生育できるもの

を選抜した。単離した変異株を再度CAO培地に塗布し 

30℃で培養後に菌体を釣菌し，この操作を２回繰り返し

て分離株を得た。

2-3.アルコール脱水麹添加培地による発酵試験

アルコール脱水麹添加培地による発酵試験は，斉藤

らの方法14）を若干改変して行った。すなわち，酵母を

YPD培地に一白金耳植菌し，30℃で２日間静置培養した。

培養液をアルコール脱水麹添加培地に添加し，15℃で

14日間静置培養した。発酵終了後，遠心分離を行い，

上清の一般成分（日本酒度，アルコール，酸度，アミノ

酸度），香気成分および尿素の測定を行った。

2-4.清酒小仕込試験

総米200gおよび1500g規模の清酒小仕込試験を行っ

た。仕込配合を表１に示す。吟醸もろみの品温経過とし，
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表2　パイロットスケール仕込試験の仕込配合

図1　パイロットスケールの仕込試験におけるもろみの品温変化
 　　　○, 12BY-16株; ●, 12BY（親株）; △, 13BY-5株; ▲, 13BY（親株）
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添を13℃，踊を15℃，仲を８℃，留を６℃とし，その後５

日目に最高品温が11℃となるように１℃ /日ずつ品温を

上昇させ，以後上槽まで一定とした。掛米は精米歩合

50%「千本錦」，麹は徳島製麹（株）製の乾燥麹（精米

歩合50%「山田錦」）を用いた。総米200g規模の小仕込

試験では，もろみの重量が留より55g以上減少した時点

で発酵を終了した。一方，総米1500g規模の小仕込試験

では，日本酒度が±０になった時点で発酵を終了し，遠

心分離により上槽した。酵母の前培養には麹汁培地を用

いた。製成酒の分析は一般成分，香気成分および尿素に

ついて行った。また，総米1500g規模の試験については，

製成酒の官能評価も行った。

2-5.パイロットスケールの仕込試験

仕込試験は表２に示す仕込配合で行った。原料米とし

ては精米歩合50%「千本錦」を用いた。吟醸もろみの品
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温経過とし，添および踊を14℃，仲を７℃，留を５℃とした。

その後８または９日目に最高品温をおよそ10.5℃となるよ

うに品温を上昇させた（図１）。日本酒度が－2を越えた

時点でアルコールを添加し，上槽した。酒母廃止仕込み

とし，活性酵母を用いた。活性酵母の培養には麹汁培地

を用いた。白米の浸漬については，吸水率25~31%の限

定吸水を行った。麹については，蓋麹法で行った。もろ

みの分析は一般成分について行った。製成酒の分析は一

般成分，香気成分，ブドウ糖および尿素について行った。

また，製成酒の官能評価も行った。

2-6.成分分析

もろみのアルコールを除く一般成分15）は国税庁所定

分析法に準じて分析した。もろみのアルコールの測定

には，理研計器（株）製の簡易測定装置 AL-２型を用い

た。香気成分15）は国税庁所定分析法に修正を加えて行っ

た。すなわち，ガスクロマトグラフィー分析を以下の条

件で行った。検出器，FID; カラム，J&W Scientific製

化学結合型のシリカメガボアカラム DB-wax（内径0.53 

mm; 長さ30 m; 膜厚１μm）; カラム温度，40℃で１分

間保持後，20℃ /分で昇温し，80℃で１分間保持，さら

に20℃ /分で昇温し，180℃で４分間保持し注入口温度，

200℃ ; キャリアーガス，窒素; 流速，30 mL/分とした。

ヘッドスペース法による香気成分の捕集および導入は，

バイアルに試料５ mLおよび100 mg/Lのカプロン酸メチ

ル0.5 mL（内部標準）を加え，密栓し，ヘッドスペー

スオートサンプラー（Tekmar社製 Tekmar 7000，香気

成分平衡時間; 65℃，35分間）により行った。ブドウ糖

はグルコースCII-テストワコー（和光純薬工業㈱）を用

いて測定した。

2-7.尿素の分析

尿素は，アルコール脱水麹添加培地による発酵試験

および清酒小仕込試験ではF-キット法（（株）J.K.イン

ターナショナル），パイロットスケールの仕込試験では

（株）日立ハイテクノロジーズ製の高速アミノ酸分析計

L-8800Aを用いてそれぞれ測定した。

2-8.官能評価

製成酒の官能評価は，香り，味，総合評価について，

５点法（１，とても良い; ２ ，良い; ３，普通; ４，悪い; ５，

とても悪い）による絶対評価で行われた。1500g規模の

清酒小仕込試験では８名，パイロットスケールの仕込試

験では13名の訓練されたパネリストが評価した。パイ

ロットスケールの仕込試験の結果は，Microsoft Office 

Excel 2007を用いて官能評価値の平均値の差について有

意差検定を行った。

3. 結果と考察
3-1.CAO培地による選抜株の分離およびアルコール脱

水麹添加培地による発酵試験

12BYおよび13BYを変異処理後，CAO培地に塗布し，

比較的大きなコロニーを釣菌した。続いて，アルギニン

培地に生育できず，オルニチン培地に生育できるものを

選抜し，さらに再度CAO培地を用いて分離株を得た。 

12BYおよび13BYからそれぞれ32および23株を取得し

た。それらをアルコール脱水麹添加培地による発酵試験

に供した。日本酒度が高く，発酵力が比較的良好と考え

られるものについて，酸度，アミノ酸度，香気成分およ

び尿素を測定した。アミノ酸度および香気成分が親株と

同等の値で尿素生産量の低いものを優良株として選抜し

た（データーは省略）。

3-2.清酒小仕込試験

アルコール脱水麹添加培地による発酵試験において選

抜した株（12BYおよび13BYからそれぞれ５株）を200g

規模の清酒小仕込試験に供した。親株と比べてもろみ日

数が同等または短く，アミノ酸度および香気成分が親株

と同等の値で尿素生産量の低いものを優良株として選抜

した（データーは省略）。12BYおよび13BYからそれぞ

れ３株が優良株として選抜された。

次に，選抜株について仕込み規模を1500gにスケール

アップして小仕込試験を行った。製成酒の成分分析結果

を表３に，官能試験の結果を表４に示す。12BY由来では

親株と比べて日本酒度がやや低く，アミノ酸度がやや高

く，酢酸イソアミルが低いものの，カプロン酸エチルが

高く，アルコール，酸度およびその他の香気成分は同

等であり，官能的に良好でかつ尿素が１/10以下であった

12BY-16株を選抜した。一方，13BY由来では一般成分

とほとんどの香気成分が親株と同等であり，官能的に良
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表3　1500g規模の清酒小仕込試験の分析結果

表4　清酒小仕込試験（1500g）製成酒の官能検査結果
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好でかつ尿素が不検出であった13BY-５株を選抜した。

3-3.パイロットスケールの仕込試験

1500g規模の清酒小仕込試験において選抜した２株

（12BY-16および13BY-５）を使用し100kg規模の仕込試

験を行った。もろみの一般成分の経時変化を図２および

３に示す。もろみ初期における日本酒度の減少とアル

コールおよび酸度の増加が両選抜株で親株と比べて若

干小さい傾向が認められた。その他の部分については，

もろみにおける一般成分の変化に選抜株と親株の間に

大きな差はなかった。もろみ日数は12BY-16株で29日，

13BY-５株で33日と親株（12BYで31日，13BYで34日）

と比べて１日ないし２日短くなった。製成酒の成分分析結

果を表５および６に，官能試験の結果を表７に示す。一般成

分，ブドウ糖および香気成分は両選抜株ともに親株とほ

ぼ同等の値を示した。選抜株において親株と比べて粕歩

合が高く，アルコール収得量が低くなったが，大きな差

ではなかった。これについては両選抜株の発酵が順調に

進んだためこのような結果となったと考えられる。尿素

については12BY-16株で0.5 mg/Lで親株（5.8 mg/L）の

１/10以下に，一方，13BY-５株で0.5 mg/Lで親株（10.8 

mg/L）の１/20以下に低減することが可能であった。官

能評価の結果は香り，味，総合評価のすべてにおいて，

両選抜株とそれぞれの親株の間に有意な差が認められな

かった。

以上の結果から，広島吟醸酵母由来の両選抜株

（12BY-16および13BY-５）は，尿素の生産量は抑制しな

がら，親株と同等の品質を有する清酒の醸造を可能とす

る。すなわちこの酵母を使用することで，醸造工程を変

えることなく，カルバミン酸エチルの生成を抑制可能で

あることが示唆された。今回育種した選抜株は尿素低生

産性ではあるが，非生産性ではない。しかし広島吟醸酵

母の用途は，主に吟醸酒の醸造に限定されており，通常

の清酒と比べて，発酵温度が低いため尿素の生産量は低

5点法により8人のパネリストが行った官能評価の平均値±標準偏差を示す。
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図3　パイロットスケールの仕込試験におけるもろみの一般成分の変化（13BY）
　　　△, 13BY-5株; ▲, 13BY（親株）

図2　パイロットスケールの仕込試験におけるもろみの一般成分の変化（12BY）
 　　　○, 12BY-16株; ●, 12BY（親株）
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表5　パイロットスケール仕込試験製成酒の一般成分および歩合

表6　パイロットスケール仕込試験製成酒の尿素,ブドウ糖および香気成分

表7　パイロットスケール仕込試験製成酒の官能評価結果
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く，６）また，カルバミン酸エチルの生成に影響を与え

るアルコール濃度や貯蔵温度が低く，かつ貯蔵期間は短

い４）。したがって，両選抜酵母は清酒醸造現場で十分利

用することが可能と考えられる。

3-4.まとめ

広島吟醸酵母12BYおよび13BYの変異処理により

CAO培地に生育可能となった株から尿素低生産性株の

選抜育種を行った。アルコール脱水麹添加培地による

発酵試験，２段階の清酒小仕込試験およびパイロットス

ケールの仕込試験により，12BY-16株および13BY-５株

の２株を選抜した。パイロットスケールの仕込試験の結

果は，両選抜株ともに親株と比べて発酵力，製成酒の各

種成分に大きな差が認められず，官能的にも親株と同等

であり，しかも尿素生産性は親株の１/10以下に低減して

いた。以上の結果から，両選抜育種株（12BY-16株およ

び13BY-５株）を用いることで，尿素量を低減しながら，

親株と同等の品質を有する吟醸酒を醸造することが可能

である。すなわち，カルバミン酸エチルの生成抑制が可

能であることを示唆する。
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