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序論 

清酒は古来より，日本国固有の酒であり，酒といえば清酒のことであったし，現在

でも「酒」は清酒の代名詞でもあり，海外でも清酒は「sake」として浸透している。 

清酒は，日本国の定める法律「酒税法」の中で醸造酒類に分類され，アルコール分

が 22 度未満のもので「米，米こうじ及び水を原料として発酵させて，こしたもの」，

「米，米こうじ，水及び清酒粕（清酒製造時，こした際に残る固形物），その他政令

で定める物品を原料として発酵させて，こしたもの」，「清酒に清酒粕を加えてこした

もの」と定義づけられており 1），また，原料や製法が一定の基準を満たすものは，国

税庁告示に定められた特定の名称を容器又は包装に表示することができ，特定名称を

表示した清酒を特定名称酒という 2)。特定名称酒は，原料や精米歩合（白米のその玄

米に対する重量の割合）により,本醸造酒，純米酒，吟醸酒，に分類され，特に精米歩

合が 50％以下の白米を原料に使用したものを大吟醸酒，もしくは純米大吟醸酒とい

う。 

清酒製造工程は Fig. 1 に示したように複雑であるが，以下の 6 区分から成ると考え

ることができる。すなわち，1）玄米から白米を経て蒸米を調製する「原料処理工程」，

2）蒸米から米麹を造る「製麹工程」，3）米麹と蒸米に水を加え，さらに純粋培養さ

れた酵母を添加した後，一定期間発酵させる「酒母製造工程」，4）酒母に水と米麹，

蒸米を加え発酵させる「モロミ製造工程」，5）発酵が終了したモロミを専用設備でこ

す「上槽工程」，6）残存酵素を失活させるための加熱処理「火入れ」や，活性炭等を

使用して清酒の品質保持のための精製ろ過などの各種操作を行う「清酒管理工程」，

である。これら，6 つの工程が確立されたのは江戸時代初期とされており，元禄初年

（1688 年）の醸造技術書「元禄童蒙酒造記」に，細かな差異はあるが，現代と同様の

清酒製造工程が記されており，江戸時代で製造方法が確立されていたと考えられる 3）。
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また，江戸という大消費地の出現や海運業の発達と共に，清酒の製造業，卸売業，流

通業，販売業が確立され，産業としても成立した。明治初期において，酒税が日本の

税収の約 4 割を占めていたことから 4)，国の基幹産業としての支援が行われ，明治 37

年（1904），醸造試験場（現，独立行政法人酒類総合研究所）が，明治 39 年（1906）

醸造協会（現，公益財団法人日本醸造協会）が創設され，酒造りに対する研究が盛ん

に行われた。その結果，安定した清酒製造が可能となり，清酒の品質も大きく向上し，

過去の大戦時期を除き，昭和 48 年（1973）まで，清酒製造量は順調に増加した。し

かし，社会経済情勢，他酒類との競争，人口減少や，健康志向の高まりにより，昭和

48 年をピークに，清酒製造量は減少しつづけている 5）。 

清酒を取り巻く環境は，先に述べたように，大きく変化しており，現在の国内の清

酒製造量は，ピーク時に比べ，三分の一以下と大幅に減少している。そのような中に

あって，日本の伝統的産業である清酒産業を，次世代へ継承するため，国内はもとよ

り海外での需要拡大のための最重要課題であり，消費者の関心を引き需要拡大に結び

付けるための，一層の品質と安全性向上，そして積極的な新製品開発が不可欠である。 

そこで，本研究では新製品開発のために自然界より清酒製造に使用できる酵母を単

離し（第 1 章），その実用化および実地醸造を行うと共に（第 2 章），清酒の安全性を

保障するために不可欠であり，現代の清酒製造業界の技術的ニーズである清酒中尿素

の簡易定量分析法を考案した（第 3 章）。さらに，清酒製造において重要な工程であ

る「上槽工程」における清酒の成分的，官能的変化を経時的に観測することで，清酒

の高品質化に寄与する知見を得た（第 4 章）。本論文は，これらの結果を取りまとめ

ものである。 
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Fig. 1  Sake brewing processes. 
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第 1 章 自然界からの清酒醸造用酵母の単離 

緒論 

 清酒製造における酵母の醸造特性は，原料米と麹菌とともに清酒の品質を決定する

大きな要因である。現在，清酒製造に用いられる酵母は各地の酒造場のモロミを分離

源とした，きょうかい酵母である場合が多い。これらの酵母の持つ優れた性質が，清

酒の安全な醸造や高品質化に果たした役割は極めて大きく，公益財団法人日本醸造協

会から全国の酒造場へ頒布されている 6）。一方で近年，自然界から分離した酵母を使

用した清酒が注目されている。これらの酵母を利用することによって，産地イメージ

の向上と他産地との差別化を図る動きがあり，特に地域の名所や特産品などを分離源

とした酵母の使用は，より高付加価値の創造を可能とし，清酒の需要拡大に貢献でき

るものと期待できる。 

これまでに，山形県の特産品であるサクランボ果実や 7），埼玉県水戸市のシンボル

であるウメなどから清酒製造に適する酵母の分離がなされ 8），清酒製造に利用可能な

酵母が自然界の様々な分離源に存在することが示された。酒類の多様化に伴い，より

個性的で地域色ある清酒製品が重要になる中，このような酵母を利用することによっ

て，産地イメージの向上と他産地との差別化を図る動きがある。特に，地域の名所や

特産品などを分離源とした酵母の使用は，より高付加価値の創造を可能とし，清酒の

需要拡大に貢献できるものと期待できる。そこで私は，新潟銘醸株式会社に所縁のあ

る清酒酵母の単離を目的として，新潟県小千谷市にある新潟銘醸株式会社が所有する

山林の草木や野花から酵母の単離を行った。この山林は，新潟銘醸株式会社から 5 km

ほど離れた山の麓にあり，ここの山林の湧き水で飼育した錦鯉の発色が良いとの話を

聞き，1980 年頃に井戸を掘り，清酒製造時に使用する水（以下，仕込水）として使い

始めた。この年から，全国新酒鑑評会や関東信越国税局酒類鑑評会において優秀な成
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績をとれるようになったため，新潟銘醸株式会社にとって縁起が良く，縁の深い場所

である。そのため，ここから酵母を単離することが出来れば，ストーリー性の高い製

品作りができると考えた。
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第 1節 実験方法 

1-1. 培地の調製 

麹汁培地は，米麹 800 g と蒸留水 3,000 mL を混和し，60°C で 18 時間加温後，ろ過

を行った。得られたろ液に水を加え，重ボーメ度 6.0 Bh に調製後，オートクレーブ処

理した。 

YM 液体培地と YPD 液体培地のそれぞれの組成を Table 1-1 と Table 1-2 に示す。

YPD 寒天培地は，YPD 液体培地に終濃度 2.0％（v/v）となるように寒天を加えた。 

分離用液体培地は，YM 液体培地を乳酸で pH 4.0 に調整後，オートクレーブ処理した

後，エタノール 6％（v/v）となるように添加し，分離用平板培地には、分離用液体培

地に終濃度 2.0％（g/L）となるように寒天を加えた。 

高リン酸培地は，Table 1-3 に示した Burkholder 培地を使用した。低リン酸培地は，

高リン酸培地中のリン酸二水素カリウムを 1.5 g のヨウ素カリウムに置き換え，さら

にリン酸二水素カリウム 15 mg を加えたものを使用した。 

キラー性確認培地は，YPD 寒天平板培地にメチレンブルーを 0.003%（w/v）となる

ように添加した。 
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Table 1-1  YM medium. 

Yeast extract   3 g  

Malt extract  3 g  

Polypeptone  5 g  

Glucose  10 g  

Deionized water  1000 mL 
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Table 1-2  YPD medium. 

Yeast extract  10 g  

Polypeptone  20 g  

Glucose  20 g  

Deionized water  1000 mL 
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Table 1-3  Burkholder medium. 

Glucose  20.0 g   

Asparagine  2.0 g   

Potassium dihydrogen phosphate  1.5 g   

Calcium chloride dihydrate  330.0 mg 

Magnesium sulfate  0.5 g   

Boric acid  60.0 mg 

Manganese(II) sulfate  30.0 mg 

Zinc sulfate heptahydrate  0.3 g   

Copper(II) sulfate  40.0 mg 

Iron(II) chloride  250.0 mg 

Disodium Molybdate(VI) Dihydrate  25.0 mg 

Thiamine  0.2 mg 

Pyridoxine hydrochloride  0.2 mg 

Nicotinic acid  0.2 mg 

Pantothenic acid  0.2 mg 

Biotin  2.0 g  

Inositol  10.0 mg 

Agar  20.0 g   

Deionized water  1000 mL 
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1-2. 単離源   

2015 年から 2018 年に渡り，例年 6 月上旬の晴天の日に，新潟県小千谷市山谷地区

の新潟銘醸株式会社が所有する山林にある井戸付近で咲いている野花と，草木の葉お

よび樹皮を計 1,300 点採取し，単離源とした。採取にあたっては器具，収納容器等は

すべて滅菌したものを用いた． 

 

1-3. 集積培養法 

採取したサンプル 1 点につき 10 g を分離用液体培地 80 mL に投入し，ガスパック嫌

気ジャー（三菱ガス化学，アネロケンキパック）を用いて，25°C で 5 日間培養後，

菌体の集積が確認された培養液を，分離用平板培地に塗抹し，ガスパック嫌気ジャー

で 25°C 5 日間静置培養した。出現したシングルコロニーを釣菌し，YPD 液体培地に

て 25°C 5 日間培養後，その培養液 700 L に 50％（v/v）グリセロール溶液 300 L を

加え混和し，15％（v/v）グリセロール懸濁液として，－80°C で保存した。 

 

1-4. 分離株の ITS配列解析 

分離株の染色体上のリボゾーム DNA 遺伝子中の internal transcribed spacer（ITS）の

部分塩基配列解析に基づく同定を，Table 1-4 に示したプライマーを使用して Boonlue

ら 9) の方法に従い決定し，各種データベースに照会し同定を行なった。詳しくは，

95°C で 10 分間加熱処理した酵母様微生物の懸濁液を鋳型 DNA とし，プライマー

ITS1 および ITS4（終濃度各 0.5 M）と，PCR 用酵素 QIAGEN Fast Cycling PCR Kit

（QIAGEN）を用いて PCR を行った。PCR の温度条件は，95°C 5 分間，40 サイクル

の 96°C 5 秒間，55°C 5 秒間，68°C 27 秒間，72°C 1 分間とした。反応物の 2%（w/v）

アガロースゲル電気泳動を行い，rDNA5.8 S-ITS 領域の増幅長が 880 bp である分離酵
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母を Saccharomyces 属酵母の候補株として選抜した。 
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Table 1-4  Primers for PCR amplification of the internally transcribed spacer of the ribosomal 

DNA region. 

Primer  Sequence (5'-3') 

Forward primer : ITS1  TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

Reverse primer : ITS4  TCCTCCGCTTATTGATAGC 
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1-5．形態学的性質の調査 

分離酵母をグリセロールストックから，YPD 液体培地に植菌し，30°C で 3 日間静置

培養後，一部を採取し蒸留水で 10 倍希釈し，その希釈液を顕微鏡で観察し，単離酵

母の細胞形態および，増殖形態を観察した。また，酵母の栄養細胞と胞子をサフラニ

ンとマラカイトグリーンで対比染色させ胞子の形成を確認した。詳しくは，分離酵母

をグリセロールストックから，YPD 液体培地に植菌し，30°C で 5 日間静置培養後，

生菌をスライドガラス上で炎上固定し，終濃度 5％（w/v）マラカイトグリーン水溶液

をピペットでのせてバーナーの上で軽く沸騰させ，空冷して水洗した後，終濃度 0.5％

（w/v）サフラニン水溶液中に 30 秒間浸漬させ，水洗した後，顕微鏡で染色の有無を

観察した。 

 

1-6．糖発酵性試験 

 分離酵母を YPD 寒天培地で一昼夜培養し，シングルコロニーを得た。このコロニ

ーを釣菌し，滅菌した蒸留水に懸濁して，マクファーランド濁度 2 相当になるように

調製し，これを酵母懸濁液とした。ダーラム管入りの試験管に，グルコース，ラクト

ース，ガラクトース，マルトース，スクロース，メリビオースの各種糖が終濃度 2％

（w/v）ならびに，ラフィノースが終濃度 4％（w/v）となるように添加した。調製し

た酵母懸濁液を 0.25 mL 添加し撹拌後，25°C で 5 日間静置培養し，増殖に伴う炭酸

ガス発生の有無を確認した。 

 

1-7．炭素源資化性試験およびシクロヘキシミド耐性試験 

 NM-1 株の炭素源資化性試験および，シクロヘキシミド耐性の確認を酵母様真菌同

定キット ID32C API（シスメックス・ビオメリュー株式会社）を用いて，キット付属
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の手順書に従って行った。詳しくは，分離酵母のグリセロールストックから YPD 寒

天培地へ植菌し，一昼夜培養してシングルコロニーを得た。このコロニーを釣菌し，

滅菌した蒸留水に懸濁，マクファーランド濁度 2 相当になるように調製した。31 種

類の各炭水化物基質を唯一の炭素源とした各培地 31 種および，100 ppm のシクロヘ

キシミドを含む 1 種類の培地の，計 32 種類の各培地に，調製した懸濁液をそれぞれ

135 L 分注し，その後 30°C で 48 時間培養し，各培地の NM-1 株の増殖状態を確認

した。 

 

1-8．リン酸存在下での酸性ホスファターゼ活性の確認 

 分離酵母を YM 液体培地に植菌後，30°C で 3 日間培養した。培養液を滅菌した蒸

留水で 1 万倍希釈し，高リン酸培地および低リン酸培地にスポットし，30°C で 3 日

間培養後，形成されたコロニーをジアゾカップリング法により染色した 16)。具体的に

は，コロニーが形成された寒天培地上に，寒天 3%（w/v）を含むジアゾ染色液を流し

込み，重層し，寒天培地が固化した後，30°C で 1 時間保温し，コロニーが赤色もし

くは，暗赤色に染色されるかを確認した。 

 

1-9．高泡形成の確認 

 分離酵母を YM 液体培地 10 mL に植菌後，30°C で 3 日間培養し，分離酵母の培養

液とした。500 mL 容三角フラスコで米麹 35 g，蒸米 115 g，水 200 mL，90％乳酸 0.8 

mL ならびに培養液 10 mL を混和後，13°C で培養し経時的に，培養液表面の泡の有無

を観察した。 
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1-10．キラー性の確認 

分離酵母および，きょうかい酵母 701 号を，それぞれ YM 液体培地 10 mL に植菌

し，30°C で 3 日間培養し，各酵母培養液とした。きょうかい酵母培養液の 100 倍希

釈液をキラー性確認培地の全面に塗抹した後，分離酵母培養液 100 L スポットし，

25°C で培養した。培養 24 時間後に微小コロニーが培地一面に生じた時に現れるク

リアゾーンを観察した。 

 

1-11. 小仕込試験 

 Table 1-5 に示した仕込配合で，総米 1 kg の清酒小仕込試験を難波らの方法に基づ

き行った 10）。なお，対照には，きょうかい 701 号酵母を用いた。 

分離酵母および対象株のグリセロールストックから，YM 培地にそれぞれ植菌し，

25°C で 4 日間静置培養し，その培養液を活性酵母液とした。添仕込時に活性酵母液

を 107 cell/mL になるように添加し，添仕込は 15°C，仲仕込は 9°C，留仕込は 7°C で

行った．留仕込後の品温は，1°C /日で昇温し，最高品温 15°C で試験終了まで保ち，

炭酸ガス放出によるモロミの減少重量を測定することによって，発酵経過を把握した。

留仕込後 20 日間でモロミを遠心分離し，清酒を得た。 
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Table 1-5  Feed program for a brewing test on small scale. 

Materials 1st  2nd  3rd 

Total rice (g) 175  325  500 

Rice for steaming (g) 125  275  400 

Rice for koji (g) 50  50  100 

Water (mL) 275  325  650 

Lactic acid (mg) 600     
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1-12. 清酒の一般成分分析 

清酒の一般成分である日本酒度，総酸度，総アミノ酸度，アルコール度は酒類総合

研究所標準分析法注解に従い 11），それぞれ分析した。 

総酸度は指示薬滴定法で測定した。詳しくは，清酒 10 mL に混合指示薬（ブロモチ

モールブルーならびにニュートラルレッド）を 50 L 加え，混和後に 0.1 mol/L 水酸

化ナトリウム水溶液で赤色から淡緑色に変化するまで滴定し，要した水酸化ナトリウ

ムの体積（mL）を総酸度の値とした。 

アミノ酸度は、ホルモール滴定法で測定した。詳しくは，はじめに清酒 10 mL に

1％（w/v）フェノールフタレイン溶液を加え，に 0.1 mol/L 水酸化ナトリウム水溶液

で淡桃色に変化するまで滴定した後，中性ホルマリン液 5 mL を加え混和した。再度，

0.1 mol/L 水酸化ナトリウム水溶液で滴定し，無色から淡桃色に変化までに要した水

酸化ナトリウムの体積（mL）がアミノ酸度の値とした。 

日本酒度は，酒類用振動密度計 DA-155（京都電子工業）を用いた振動式密度計法

で測定した。 

アルコール度は，品温 15°Cに調製した清酒 100 mL に蒸留水 30 mL を加え蒸留し，

70 mL 以上留出した後，留液に蒸留水を加え 100 mL にメスアップし，酒類用振動密

度計 DA-155（京都電子工業）を用いた振動式密度計法で測定した。 

 

1-13. 清酒の香気成分分析 

清酒の香気成分を酒類総合研究所標準分析法注解に従い 11），ヘッドスペースガス

クロマトグラフィーによって測定した 12）。分析条件を以下に記述する。 

装置：島津ガスクロマトグラフ GC-2014AF，ヘッドスペースサンプラ－：Turbo Matrix 

HS40，カラム：DB-WAX（0.25 mmΦ×30 cm×0.25 m），カラム温度：40°C（3 min），
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10°C（1 min），150°C（5 min），注入口： 250°C，キャリアガス：He（スプリット比： 

1:40），検出器：FID。 

10 mL のガラスバイアルに試料 0.9 mL と，n-アミルアルコールおよびカプロン酸

メチルを含んだ内部標準 0.1 mL を添加し，50°C で 30 分間加熱した後，ヘッドスペ

－スガス 1 mL をオートサンプラーにてガスクロマトグラフに注入した。なお，イソ

アミルアルコール等のアルコ－ル類の分析には，n-アミルアルコールを内部標準とし，

酢酸エチル等のエステル類の分析にはカプロン酸メチルを内部標準として定量した。 

 

1-14. 清酒の有機酸組成分析 

清酒の有機酸組成は，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）法で測定した 13）。HPLC

分析条件として，Shim-pack SCR-102H（2 連カラム）を用い，カラム温度 45°C，移動

相は 5 mM p-トルエンスルホン酸，反応液は 20 mM Bis-Tris，5 mMp-トルエンスル

ホン酸溶液を用い，流速 0.8 mL/分とした。 
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第 2節 結果と考察 

2-1. 酵母の単離と同定 

 新潟銘醸株式会社が所有する井戸の付近および新潟銘醸株式会社本社敷地内で咲

いている野花と草木の葉および樹皮を計 1,300 点採取し，集積培養を行った結果，3

点の酵母様微生物を単離した。 

本研究で目的としている Saccharomyces cerevisiae は，rDNA5.8S-ITS 領域長が 880  

bp であるため，各単離株の染色体上の，その領域の PCR 産物をアガロースゲル電気

泳動でサイズの確認を行った結果，NM-1 株のみ 880 bp の位置にバントが確認され，

S. cerevisiae と推定された。真核生物の同定は，一般的に ITS 領域の部分塩基配列解

析が用いられており，真核生物の rDNA において，18S，5.8S，28S の各 rRNA をコー

ドする遺伝子間に存在する領域で，変異が大きく，コピー数が多く解析が容易である

ため，分子系統解析に用いられている。そのため，単離した NM-1 株に対し ITS 領域

の部分塩基配列解析を行った。NM-1 株の PCR 産物を用いて塩基配列を決定し（株式

会社ファスマックに委託），各種データベースに照会し同定を行なった結果，S. 

cerevisiae と同定された。 

自然界では，非発酵性酵母が大部分を占め，S. cerevisiae は希少であるため 7），自然

界からの S. cerevisiae の単離は難しい。本研究では，新潟銘醸株式会社敷地内より様々

な野花と草木を分離源とし，3 年間で約 1,300 点のサンプリングを行ったが，S. 

cerevisiae が得られたのは，野花からの 1 点だけであった。この結果は，これまでの

報告と同様に，自然環境下では S. cerevisiae が極めて希な微生物であることを示して

いた。以下，NM-1 株を用いて形態学的，生理学的性質および醸造特性を検討した。 
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2-2. 形態学的性質 

 結果を Table 1-6 に示す。NM-1 株は短卵形の形態で，増殖形態は多極出芽であり，

マラカイトグリーンで緑色に染色される胞子が観察され，NM-1 株が胞子形成能を有

することを確認した。日本で広く普及しているきょうかい酵母は胞子形成性を有して

おらず 14），NM-1 株がきょうかい酵母とは異なる S. cerevisiae であることを示してい

る。 
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Table 1-6  Morphological characteristics of NM-1 a. 

Growth on YPD medium  After 3 days at 30 oC, cells were ovoidal and  

globose, (3.0-7.0) x (4.0-10.0) mm.   

   

Color of colonies  Cream 
   

Proliferation  Multipolar budding 

a Morphological and physiological characteristics were investigated by the procedure described 

as Kurtzman and Fell15). 
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2-3. 糖発酵性試験 

 糖発酵性試験の結果を Table 1-7 に示す。NM-1 株は，ラクトースを除く，グルコー

ス，ガラクトース，マルトース，スクロース，ラフィノース，メリビオースで発酵を

確認した。この結果は，S. cerevisiae の性質とほぼ一致し，ITS 配列解析の同定結果を

支持するものとなった。さらに，きょうかい酵母はメリビオース発酵性を有しておら

ず 2），NM-1 株がきょうかい酵母とは異なる S. cerevisiae であることが示唆された。 
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Table 1-7  Fermentation of carbon source a, b. 

  Carbon source 

Positive  Glucose Galactose Maltose Sucrose 

  Raffinose Melibiose   

      

Negative  Lactose    

a Morphological and physiological characteristics were investigated by the procedure described 

as Kurtzman and Fell 15). 

b The assimilation tests were examined using ID32C (bioMérieux, Japan) according to the 

manufacturer’s instructions. 
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2-4. 炭素源資化性試験およびシクロヘキシミド耐性試験 

 ID32C API は酵母様真菌の同定を目的としたキットで，31 種類の各炭水化物基質

を唯一の炭素源とした各培地 31 種および，シクロヘキシミドを含む 1 種類の培地の

計 32 個の培地が入った容器で構成されており，酵母様真菌の培養液を容器に接種し，

48 時間培養後の増殖性を目視で確認し，その結果を ID32C API に付属する各種の酵

母様真菌の各培地における増殖性の結果と比較して，その種を同定するキットである。

NM-1 株の ID32C API の各培地を用いた増殖性の結果を Table 1-8 に示す。なお，100 

ppm のシクロヘキシミドが含まれる培地で，増殖を確認できなかったことから，NM-

1 株はシクロヘキシミド耐性を有していないことが示された。これらの結果は，S. 

cerevisiae の性質と一致し 7），ITS 配列解析の同定結果を支持するものとなった。 
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Table 1-8  Assimilation of carbon source a. 

Positive  D-Glucose, D-Galactose, Sucrose, Lactate, Maltose, Raffinose, -

Methyl-D-glucoside, Palatinose, Potassium gluconate   

       

Negative  N-Acetyl-glucosamine, Lactose, Inositol, L-Arabinose, D-Cellobiose, 

Trehalose, Mannitol, D-Sorbitol, D-Xylose, D-Ribose, D-Melezitose, 

Glycerol, L-Rhamnose, Erythritol, D-Melibiose, Gluconate, L-Sorbose, 

D-Glucosamine, Cycloheximide, 2-Keto-D-gluconic acid, Sodium 

glucoronate, Levulinic acid, Aesculin 

  

  

  

       

a The assimilation tests were examined using ID32C (bioMérieux, Japan) according to the 

manufacturer’s instructions. 
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2-5. 酸性ホスファターゼ活性 

 きょうかい酵母と野生酵母の判別法として TTC 染色法が一般的ではあるが，一部

の野生酵母でも清酒酵母と同様の染色性を示すこと，炭素源や培養条件等で，染色の

色調が異なること場合がある 16)。きょうかい酵母は，培地中の無機リン酸濃度を上げ

ると酸性ホスファターゼを生産しないことが報告されおり，この性質を利用し，きょ

うかい酵母と野生酵母の識別する方法が考案されている 16)。そのため，NM-1 株のリ

ン酸存在下での酸性ホスファターゼ活性の有無を調べることで，実用化した際に，野

生酵母との識別する方法として活用できないか検討した。その結果，NM-1 株のコロ

ニーは野生酵母と同様に，培地上で赤色を呈したため，酸性ホスファターゼ活性を有

していることがわかった（Fig. 1-1）。この結果から，NM-1 株がきょうかい酵母とは

異なる S. cerevisiae であることが示されたが，実用化した際に，野生酵母と識別する

方法として，酸性ホスファターゼ活性の有無は活用できないことがわかった。 
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Fig. 1-1  Acid phosphatase activity of NM-1. 
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2-6. 高泡形成の確認 

 高泡とは，清酒製造工程上の酒母およびモロミ特有の現象で，酵母の細胞表層のタ

ンパク質と炭酸ガスの気泡が疎水結合することにより気泡表面に酵母細胞が付着し

て形成される粘稠度が高い泡の呼称である 17）。きょうかい 7 号や 9 号酵母などの，

高泡を形成する酵母を使用した場合，泡消し器や泡笠等の専用設備が必要となり，高

泡の容積分を想定し仕込数量を決定するため，きょうかい 701 号などの高泡を形成し

ない酵母を使用した場合と比較し，仕込数量を減らす必要があるため，単離酵母の高

泡形成を確認することは，実用化を行う上で重要である。 

500 mL 容三角フラスコで米麹 35 g，蒸米 115 g，水 200 mL，90％乳酸 0.8 mL なら

びに NM-1 株培養液 10 mL を混和後，13°C で培養し経時的に観察した結果，高泡の

形成が認められないため，NM-1株は高泡形成しないことがわかり，実用化した際に，

非常に利便性が高いことが示された。 

 

2-8. キラー性の確認 

 S. cerevisiaeに属する酵母が同じ属の酵母を殺す作用があることが 1963年に発見さ

れ，キラー性を持つ酵母ということから，キラー酵母と名付けられた 18）。この際，殺

される酵母の方は感受性酵母と呼ばれ，代表的な酵母としては，広く普及している清

酒酵母の，きょうかい酵母である。キラー酵母は生育過程で培地中にキラー因子（高

分子のタンパク質で熱に不安定な物質）を菌体外に出して相手の酵母を死に至らしめ

るが，キラー酵母自体は免疫性があり，死なない。清酒モロミがキラー酵母で汚染さ

れると，清酒酵母が死滅するため，アルコール生成量が低下し，総酸度が増加し，目

的の清酒を製造することはできない。そのため清酒醸造場において，キラー性をもつ

酵母は，他のモロミを汚染する可能性があるとして，使用することはできない。そこ



33 

 

で，きょうかい 7 号酵母に対する NM-1 株のキラー性の確認を行った。7 号酵母を塗

抹した上に画線した NM-1 株との境界にハロが認められなかったことから，7 号酵母

に対するキラー性がない事が確認でき，酒造現場で他の酵母に影響を与えず，使用す

ることができると考えられる．  

  

2-9. 小仕込試験 

総米 1 kg の小仕込試験を行った発酵期間中の積算炭酸ガス放出量による発酵経過

を Fig.1-2 に，得られた清酒の一般成分，香気成分，有機酸組成を Table 1-9 に示した。

NM-1 株は，きょうかい 7 号酵母に比べ，炭酸ガス放出量の増加がやや遅く，清酒の

アルコール分は 7 号酵母に比べ低かったが，総酸度および総アミノ酸度は高かった．

香気成分であるエステル類や高級アルコール類の生成量は，総じて少ない傾向であっ

た。有機酸の生成量は，きょうかい 7 号酵母に比べ，乳酸は 1.4 倍，酢酸も 1.3 倍と

多く，クエン酸とリンゴ酸が低下し，特徴ある有機酸組成を示した。 

宮岡らは，柑橘の果皮から清酒製造に適する酵母を分離し，きょうかい 7 号および

9 号酵母に比べアルコール生成が 3 分の 4 程度と少なく，有機酸組成は大きく異な

り，香気成分が少なかったと報告した 19)。小玉らが海洋から分離した S. cerevisiae も，

7 号酵母に比べ，発酵日数は長くなる傾向にあり，有機酸組成が異なることが報告さ

れている 20)。これらの醸造特性は，本研究で分離した NM-1 株にも共通しており，

NM-1 株は自然界より分離された S. cerevisiae であることが示唆された。さらに，清

酒酵母との交配をせずとも，実用化が可能であることが示された。NM-1 株の醸造特

性は，7 号酵母とは明らかに異なり，市場にはない新製品開発に利用可能であること

を示している。 
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Fig. 1-2  Changes in CO2 evolution during fermentation. Open Symbol, NM-1; closed symbol, 

Kyokai no. 7. 
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Table 1-9  Analysis of sake made by NM-1 and kyokai no. 7 on small scale brewing. 

 
Strain 

NM-1 Kyokai no. 7 

Sake meter -36.0    -19.0    

Alcohol (%) 12.5    14.0    

Acidity 4.5    3.2    

Amino Acidity 2.4    1.4    

Flavor components (mg/L)   

Isobutyl alcohol 46.6    79.0    

Isoamyl alcohol 94.5    186.4    

Isoamyl acetate 1.5    2.6    

Erhyl caproate 0.2    0.9    

Organic acid components (mg/L)  

Citrare 120.2    77.8    

Malate 140.4    202.3    

Succinate 690.6    696.2    

Lactate 1251.0    867.1    

Acetate 526.2    390.1    
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総括 

 新潟県小千谷市の新潟銘醸株式会社の井戸付近の野花より酵母の分離を試み

たところ，野花 1,300 点から酵母様微生物を 1 株分離した。分離株の中で NM-1

株は，形態学的試験および生理学的試験，ITS 配列解析の結果から S. cerevisiae

と同定された。NM-1 株の醸造特性は，きょうかい７号と比較して，香気成分お

よび有機酸組成は異なっており，アルコール生成能はやや低いものの，清酒製造

で用いるには十分であった。これまで，自然界から単離された酵母の多くは，醸

造特性が低く，特にアルコール生成能が非常に低いため，実用化できないため，

既存の清酒酵母との交配が行われる事が多い。しかし，NM-1 株は清酒酵母との

交配を行わずに実用化が可能であるため，既存の清酒酵母とは全く異なる酒質

の清酒を製造することが可能であると考えられ，市場にはない新規の清酒開発

に利用可能であることが示された。 
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第 2章 自然界から単離した酵母を用いた新規格清酒の開発 

緒論 

 近年の酒類消費は，低価格，低アルコール化が顕著であり，また海外の多彩な

食文化の浸透により，多種多様な酒類が市場に流通している。一方，清酒に関す

る現状は，消費者ニーズの多様化，あるいは清酒消費者の高齢化，社会概念およ

び食生活の欧米化による清酒離れなどの要因からその消費量は年々減少してい

る。そのような現状を打開すべく，それぞれのメーカー，各都道府県の工業試験

場や食品研究センターで新製品の研究開発が進められており，これまでに多く

の新しい清酒（以下，新規格清酒）が開発されている 21-31)。しかしながら,これ

までに開発された新規格清酒では,製造方法の煩雑さ 22),特殊な発酵管理の必要

性 21),オフフレーバーであるダイアセチル臭発生，製造後の香気成分の劣化 31)な

ど検討すべき点もあり，高品質かつ，現場作業員にも理解しやすい清酒製造方法

の開発が望まれていた。さらに，近年の新規格清酒は,アルコール分の低下によ

る香味のアンバランスを改善するために，過度の甘味の強調や酸度の非常に高

い製品が多くみられ，味が重い製品や甘酸っぱい製品が主流を占めており 32)，

また世界的にワインやビールを含むアルコール飲料は軽さのある香味が主流で

あるため，軽い香味の新規格清酒を開発する必要があった。 

 本研究で単離された NM-1 株は，きょうかい酵母と比較し，生成する有機酸組

成に特徴があり，アルコール生成能が低い。NM-1 株を清酒醸造に用いた場合，

その特徴的な酸味をいかして香味の軽い製品設計を行うことができ，既存の製

品とは異なる新規格清酒の製造が可能であると考えた。 
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 製品設計を行うにあたり，新潟銘醸株式会社の役員および営業部スタッフと

協議した結果，1）ふくらみのある甘さがあること，2）くどくなく爽やかな酸味

があること，3）日本酒らしさを感じられること，3 点が製品コンセプトとして

定められ、製品要求事項としては，1）純米酒規格であること，2）常温流通が可

能であること，3）720 mL で小売価格 1,500 円以内であること，3 点が定められ

た。要求事項を満たすため、原材料は米と米麹とし，常温流通を可能とするため，

残存酵素による清酒の香味の変化を抑制するため，発酵終了後の清酒は速やか

に熱殺菌（以下、火入れ）を行い，製品容器（ガラス瓶）への充填時に再度火入

れを行った。小売価格 1,500 円とするため，新潟銘醸の通年製品と同様の原料米

と精米歩合（白米のその玄米に対する重量の割合），仕込数量（製造 1 ロットあ

たりの製造数量）とすることで，製造コストを調整した。製品コンセプトである

「ふくらみのある甘さ」を実現するため，製造に使用する麹米の量（以下、麹歩

合）を増加させ，モロミ品温を前半高めに推移させて後半に徐々に低下させる前

急後緩型とした 18）。「日本酒らしさ」を新潟銘醸（株）の役員と検討し，1）グラ

スに注ぎ最初に感じる香り（以下、上立香）は穏やかで，口に含んだ際の香り（以

下，口中香）が華やかである，2）あと味（飲み込んだ後に口中に感じる感覚や

味の総合的な調和）は，軽快で適度な味があること，と定義し，これらを表現す

るための製造方法を検討した。あと味に関与するアルコール分を 15度程度とし，

米麹のグルコアミラーゼ活性と-アミラーゼ活性の値を割った値である GA 比

を 0.2 から 0.3 とすることで，デンプンより生成される糖類の総量を調整するこ

とで，あと味の軽快さを表現することにした。宇都宮は，総酸度とグルコース量
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は清酒の甘辛度と密接に関係していると報告している 33）。そのため，NM-1 株が

これまでの清酒酵母と比較し，総酸度が多くなることが予測できたので，通常の

清酒よりもグルコース量を多くしてバランスを取ることとした。これら考案し

た製造方法は，全国新酒鑑評会 34）に代表される吟醸酒の製造技術の応用であり，

実地規模でも実施可能であると考えた。しかし，これを検証するためには実験室

レベルの小仕込試験では困難であったため，平成 29 年度に総米 600 kg（以下，

小規模仕込み）で，翌平成 30 年度に総米 2,000 kg（以下，大規模仕込み）によ

る実地醸造を，それぞれ行い，考案した製造方法の検証および製造した清酒の一

般分析や官能検査を行った。 
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第 1節 実験方法 

1-1．製造工程および製品化工程の考案 

 新潟銘醸株式会社の製造および製品化の工程を Table 2-1 および Table 2-2 に示

す。以下，示した工程に沿って，小規模および大規模仕込みの実地醸造を行った。

なお，工程は ISO9001:2015 に基づいた新潟銘醸株式会社の清酒製造工程と同一

である。 
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Table 2-1  Niigata Meijo Co., Ltd. quality control process chart no.1. 
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Table 2-2  Niigata Meijo Co., Ltd. quality control process chart no.2. 
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1-2. 原料米 

 平成 29 年度に行った小規模仕込みでは，平成 29 年度新潟県産五百万石を，

平成 30 年度に行った大規模仕込みでは，平成 30 年度新潟県産五百万石を，そ

れぞれ使用した。精米歩合は，平成 29 年度および 30 年度共に，掛け米で 60％，

麹米で 55%とした。原料白米は，奥田らの報告 35）を参考に，尿素崩壊性による

蒸米酵素消化性を推定した。詳しくは，原料白米 1.3 g を平底シャーレ（直径 90 

mm，高さ 20 mm）に入れ，3.6 M 尿素溶液 15 mL を加え，30°C で 24 時間静置

した後，目視で観察するとともに，0.01 M ヨウ素溶液 125 L 加え，浸漬した白

米の呈色性を観察した。得られた結果を基に，白米の浸漬時間を決定した。 

 

1-3. 麹米および酵素力価測定 

 種麹は，平成 29 年度および 30 年度共に，株式会社糀屋三左衛門の新潟銘醸

株式会社専用菌を使用し，Table 2-3 に示した温度経過および操作（以下，製麹操

作）を行った。米麹完成後（以下，出麹），米麹を採取し酒類総合研究所標準分

析法に従い 11)，酵素液を調製した。詳しくは，出麹後，麹室に広げられた米麹の

品温が室温まで低下した際，偏りが無いよう各箇所から約 1 g づつ採取し，計 15 

g を速やかに密閉容器に採取し，よく混和した。採取した米麹 10 g に 0.5% NaCl

を含む 10 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0）を 50 mL 加え，室温でときどき撹拌し 3 時

間浸出した後，アドバンテック社の No.5 ろ紙でろ過し，酵素液を得た。酵素液

を測定試料として，キッコーマン株式会社の糖化力分別定量キットでグルコア

ミラーゼ活性を，-アミラーゼ測定キットで-アミラーゼ活性を，酸性カルボキ
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シペプチダーゼ測定キットで酸性カルボキシペプチダーゼ活性を，付属の手順

書に従い測定した。 

グルコアミラーゼ活性の測定は，糖化力と-グルコシダーゼ活性を求め，算出

した。はじめに糖化力を求めるため，キット付属の糖化力測定用の基質溶液 0.5 

mL と酵素溶液 0.5 mL を混和し，37°C で 5 分間加温した。その後，蒸留水で 2

倍に希釈した酵素液を 0.1 mL 加え混和後，37°C で 10 分間加温後，キット付属

の糖化力測定用の反応停止液を 2.0 mL 加え混和し，400 nm における吸光度を測

定し糖化力を算出した。次に-グルコシダーゼ活性を求めるため，キット付属の

-グルコシダーゼ活性用の基質溶液 2.0 mL を 37°C で 5 分間加温した。その後，

酵素液 0.1 mL を加え混和し 37°C で 10 分間加温後，-グルコシダーゼ活性用の

反応停止液 1.0 mL を加え，400 nm における吸光度を測定し，算出した。求めた

糖化力と-グルコシダーゼ活性からグルコアミラーゼ活性を算出した。 

-アミラーゼ活性の測定は，はじめにキット付属の-アミラーゼ活性測定用

の基質溶液 0.5 mL と酵素溶液 0.5 mL を混和し，37°C で 5 分間加温した。その

後，蒸留水で 50 倍に希釈した酵素液を 0.1 mL 加え混和後，37°C で 10 分間加温

後，キット付属の-アミラーゼ活性測定用の反応停止液を 2.0 mL 加え混和し，

400 nm における吸光度を測定し糖化力を算出した。 

酸性カルボキシペプチダーゼ活性の測定は，はじめにキット付属の酸性カル

ボキシペプチダーゼ活性測定用の基質溶液 1.0 mL を 37°C で 5 分間加温した。

その後，蒸留水で 5 倍に希釈した酵素液を 0.1 mL 加え混和後，37°C で 10 分間

加温後，キット付属の酸性カルボキシペプチダーゼ活性測定用の反応停止液を
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2.0 mL 加え 37°C で 5 分間加温した。その後，定量用酵素液 0.1 mL を加え 37°C

で 20 分間加温した後，定量用発色液 0.1 mL 加え，さらに 37°C で 10 分間加温

し，460 nm における吸光度を測定し酸性カルボキシペプチダーゼ活性を求めた。 

製造した米麹の官能評価結果（状貌，香り，破精込み，破精まわり）と求めた

酵素力価から，酒母やモロミの操作を決定した。 
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Table 2-3  Koji making process. 

Koji production time 

(hour) 
 

temperature 

(°C) 

 operation 

     

0  32-35  Hiki-komi 

0-12  32-35  Sarasi 

12  32  Kiri-kaesi 

23  33  Mori 

30  35  Naka-sigoto 

36  38  Simai-sigoto 

45  40  De-koji 
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1-4. 酒母 

 1）小規模仕込み 

小規模仕込みにおける酒母の仕込配合を Table 2-4 に示す。酒母は，仕込時に

乳酸および酵母を添加する速醸酒母とし，発酵期間を 11 日間とした。仕込時に

麹汁培地 900 mL で 25°C 5 日間培養した NM-1 株を全量添加し，仕込後の品温

を 9°C とした。その後，Fig. 2-1 に示した温度経過並びに操作を行った。 

2）大規模仕込み 

大規模仕込みにおける酒母の仕込配合を Table 2-4 に示す。酒母は，発酵期間

13 日間の普通速醸酒母とした。仕込時に麹汁培地 1,800 mL で 25°C 5 日間培養

した NM-1 株を全量添加し，仕込後の品温を 10°C とした。その後，Fig. 2-2 に示

した温度経過ならびに操作を行った。 
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Table 2-4  Proportion of raw materials for syubo. 

Production scale  Small scale Large scale 

Total rice (kg)  40 140     

Rice for steaming (kg)  45 90     

Rice for koji (kg)  15 50     

Water (L)  45 155     

Lactic acid (g)  230 1,007     
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Fig. 2-1  Shubo production process on a small scale. 
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Fig. 2-2  Shubo production process on a large scale. 
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1-5. モロミ 

 1）小規模仕込み 

小規模仕込みのモロミ仕込配合を Table 2-5 に示す。添仕込を 15°C，仲仕込を

10°C，留仕込を 8°C とし，留仕込後，Fig. 2-3 に示した温度経過並びに操作を行

った。留仕込後 20 日目でモロミを薮田式自動圧搾機でろか（以下，上槽）し，

清酒を得た。 

 2）大規模仕込み 

大規模仕込みのモロミ仕込配合を Table 2-6 に示す。添仕込を 14°C，仲仕込を

11°C，留仕込を 9°C とした。留仕込後，Fig. 2-4 に示した温度経過並びに操作を

行った。留仕込後 19 日目でモロミを薮田式自動圧搾機で上槽し，清酒を得た。 
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Table 2-5  Feed program for moromi. 

Production scale Materials  1st  2nd  3rd  Oi-mizu 

Small 

Total rice (kg)  95  175  290   

Rice for steaming (kg)  70  140  240   

Rice for koji (kg)  25  35  50   

Water (L)  105  225  425   

Large 

Total rice (kg)  310  550  1,000   

Rice for steaming (kg)  230  430  830   

Rice for koji (kg)  80  35  170   

Water (L)  330  730  1,550  100   
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1-6. 清酒の各種成分分析 

 清酒の一般成分，香気成分は，それぞれ第 1 章 1-12，1-13 と同様に行った。 

 

1-7. 清酒の官能検査 

1）小規模仕込み 

1 級酒造技能士 5 名，新潟県酒造組合技術委員 1 名，新潟銘醸役員 4 名，一

般 8 名（50 代男性 1 名，40 代男性 1 名，40 代女性 1 名，20 代女性 3 名，20 代

男性 2 名）の計 18 名による官能検査を優，良，不可の三点法で行った。一般 6

名には，自身の趣向で，新潟銘醸役員 4 名は，設定したコンセプトに沿っている

かを，1 級酒造技能士 5 名には製造工程での管理に不備が無いか等の工程管理

の検査を行った。 

2）大規模仕込み 

1 級酒造技能士 5 名，新潟県酒造組合技術委員 1 名，新潟銘醸役員 4 名，の計

10 名による，優，良，不可の三点法で官能検査を行った。新潟銘醸役員 4 名は，

設定したコンセプトに沿っているかを，新潟県酒造組合技術委員 1 名および，1

級酒造技能士 5 名には製造工程での管理に不備が無いか等の工程管理の検査を

行った。 
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第 2節 結果と考察 

2-1. 原料米 

清酒の製造工程では，アルコール発酵が蒸米の酵素消化に依存し，原料利用率

や味の濃淡に影響するため，原料米の溶解性が重要である。蒸米の酵素消化試験

は主に酒造用原料米全国統一分析方法に基づき行われているが，この方法は時

間と労力がかかり，製造現場では適用できない。そこで，奥田ら 35）が考案した

白米を尿素液に浸漬し，その崩壊性を目視で確認すると共にヨウ素染色を行い，

蒸米酵素消化性を推定する方法を採用した。 

1）小規模仕込み 

小規模仕込みで用いた平成 29年度新潟県産五百万石の蒸米酵素消化性を分析

した結果，精米歩合 55，60％の白米は共に，粒は崩壊し，ヨウ素溶液により藍

色に染色された（Fig. 2-5）。よって，使用する原料米は，蒸米酵素消化性が高く，

酒母やモロミで溶けやすいことが示唆された。酒母やモロミで蒸米が溶けすぎ

ると，あと味が重くなり，また発酵初期に過度な濃糖状態となり，発酵が停滞す

る恐れがある。そのため，小規模仕込みにおける白米浸漬時間は，従来 6 分間で

あるところ，5 分間へ短縮し，蒸米の酵素消化性を調整することで，モロミ中の

蒸米溶解過多を防ぐ試みを行った。 
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Fig. 2-5  Urea solubility after 24 hour soaking and iodine staining of polished rice 

grains (gohyakumangoku from niigata prefecture in 2017). 
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2）大規模仕込み 

大規模仕込みで用いた平成 30 年度新潟県産五百万石の蒸米酵素消化性を分析

した結果，精米歩合 55，60％共に，白米は崩壊せず，ヨウ素溶液の染色性も平

成 29 年度産と比べ低かった（Fig. 2-6）。よって使用する原料米は，平成 29 年度

よりも蒸米酵素消化性が低いことが示唆された。酒母やモロミで蒸米が溶けな

い場合，味のりが悪く，また糖化が進まず，発酵が停滞する恐れがある 36）。そ

のため，大規模仕込みにおける白米浸漬時間は，従来 8 分間であるところ，12

分間へ延長し，蒸米の酵素消化性を調整することで，モロミ中の蒸米溶解を促進

させる試みを行った。 
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Fig. 2-6  Urea solubility after 24 hour soaking and iodine staining of polished rice 

grains (gohyakumangoku from niigata prefecture in 2018). 
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2-2. 麹米および酵素力価測定 

 清酒製造には，蒸米に黄麹菌（Aspergillus oryzae）を生育させた米麹が使用さ

れる。米麹の役割として，1）酒母とモロミへの酵素類の供給，2）栄養素の提供

による清酒酵母の増殖と発酵の促進，3）麹菌生産物による酒質の直接的および

間接的形成,が挙げられ，非常に重要な役割を果たしている。その麹の評価方法

としては，破精込みや破精周り，香りや味といった官能評価と，グルコアミラー

ゼや α-アミラーゼ活性等の酵素力価を測定し評価する方法がある。 

 本研究においては，製品コンセプトを表現するため，関東信越国税局酒類鑑評

会技術セミナーでの報告を参考し 36），麹の製造（以下，製麹）工程を考案した。

あと味の軽快さを出すため，グルコアミラーゼや-アミラーゼ活性バランスが

良い麹となるように，株式会社糀屋三左衛門に麹菌種（以下，種麹）を依頼し，

新潟銘醸専用菌として購入し使用した。麹自体は，麹菌を蒸米全体に生やす総破

精麹とし，かつ製麹工程において最高温度に達した後，製麹時間を延ばし十分に

麹菌を増殖させることで，適度な味がある麹とした。製造した小規模および大規

模仕込みの麹の評価結果を Table 2-6 に示す。米麹のグルコアミラーゼ活性と-

アミラーゼ活性の値を割った値である GA 比は 0.2 と，目標とした値になってい

た。また，官能評価においても，総破精麹であることが確認され，味のある麹の

特有の香りである栗香も確認された 37）。小規模と大規模仕込みでは，麹原料米

数量で約 3 倍の物量差があるため，大規模仕込みでは試料採取位置によって，

酵素力価に多少の差があったが，酵素力価は目標とした値になっており，官能評

価においても予定通りの評価を得ることができた。これは，適切な製麹操作が行
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われたことはもとより，原料米分析結果で得た数値により，適切な原料処理が行

われた結果と考えられる。酵素力価の値によっては，酵素剤の使用を検討したが，

本研究においては使用しなかった。 
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Table 2-6  Enzyme activity and sensory test of koji. 

Production 

scale 
No. 

Glucoamylase 

activity  

（U/g･koji） 

α-amylase 

activity  

（U/g･koji） 

Acid 

carboxypeptidase 

activity 

（U/g･koji） 

Sensory test 

Small 

1 200 1,000 4,500 

So-haze, 

Kuri-ka 

2 200 1,000 4,523 

3 210 1,000 4,321 

Average 203 1,000 4,448 

Large 

1 190 1,230 5,000 

So-haze, 

Kuri-ka 

2 230  986 4,323 

3 200  870 4,000 

Average 207 1,028 4,441 
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2-3. 酒母 

 清酒製造では安定して発酵をさせるため，清酒酵母をモロミにおいて純粋培

養させることが要求されが，清酒製造は開放発酵系であるため，細菌による汚染

の危険性が高い。このような環境下において，健全にモロミの発酵を進めるため，

酒母においては，大量に清酒酵母を純粋培養することを目的としている。様々な

酒母の製造法が考案されているが，その中でも速醸酒母は，仕込時に蒸米と麹米，

水の他に乳酸と酵母培養液を添加することで pH を低下させ雑菌を抑制し，目的

の酵母を速やかに増殖させて，11 日間から 15 日間で完成させる製造方法である

18）。 

1）小規模仕込み 

平成 29 酒造年度の新潟銘醸の製造計画上，酒母の日数は 11 日間と決められ

ていたため，本研究の試験醸造では速醸酒母を採用した。NM-1 株の発酵能は，

一般的な清酒酵母である，きょうかい 7 号酵母と比較して劣るため，酒母の操

作を検討した。発酵能が弱い酵母として，吟醸酒で広く使用されている，きょう

かい 1801 号酵母が挙げられる 38）。1801 号酵母の発酵能は，代表的な清酒酵母

である，きょうかい 7 号酵母と比較し低いが，適切な操作を行う事で十分な酵

母密度と必要濃度の乳酸を含む酒母が製造できる 39）。過去の新潟銘醸（株）に

おける，きょうかい 1801 号酵母での酒母製造を元に，NM-1 株の製造工程を考

案した。具体的には，仕込後の品温を 10°C 以下とし，初期の酵母によるアルコ

ール生成を抑制した。その後，加温する事で，酵母の増殖を促進させた後，低温

にすることで酵母が自身で生産したアルコールによって，阻害を受けぬように
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した。NM-1 株の酒母 11 日目の成分値ならびに，参考値として同様の仕込配合

で 製造した 1801 号酵母の酒母の成分値を Table 2-7 に示す。結果，1801 号酵母

と同程度の成分値と酵母数の酒母を得る事ができた。 

2）大規模仕込み 

大規模仕込みの酒母量は 301 L で，総米 600 kg 時と比較して，3.6 倍の物量差

があり，また原料白米の特性も異なるため，Fig. 2-2 に示した品温管理を行った。 

平成 30 酒造年度の新潟銘醸の製造計画上，酒母の日数は 13 日間と決められ

ていたため，試験醸造と同様に速醸酒母を採用した。試験醸造時の原料米と比較

し，平成 30 年度の原料米の酵素消化性が低いため，加温操作を 3 回に増やし，

また品温も試験醸造時より 2°C 高く発酵をさせ，蒸米の融解を促進させるよう

に努めた。結果，Table 2-7 に示すように，試験醸造時と同程度の成分値と酵母数

の酒母を得る事ができた。 

酒母においては，小仕込試験で見られた総酸度の差は確認できなかったが，こ

れは酒母とモロミとでは，品温や仕込配合など大きく異なるためと考えられる。

製造作業自体は暖気（酒母を加温する操作）や冷却といった，従来の酒母製造工

程と同様だったので，現場作業員に大きな混乱はなかった。また，総米が異なる

場合においても，発酵助剤等の使用といった特別な作業が必要ないことから，

NM-1 株は特別な製造工程を用いなくとも，酒母の製造が行え，どの酒造場にお

いても適応可能であり，非常に実用性が高い酵母であると考えられる。 
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Table 2-7  Analysis of shubo made by NM-1 and kyokai no. 1801. 

        Strain 

 NM-1 Kyokai no. 1801 

Production scale Small Large Small 

Sake meter 5.9 6.4 6.3 

Alcohol (%) 11.6 10.9 11.0 

Acidity 5.0 6.0 4.8 

Amino Acidity 1.1 1.0 1.0 

Yeast density 

(cells / mL) 
2.2×108 1.8×108 2.3×108 
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2-4. モロミ 

 酒母，蒸米，米麹，水を混和し，その後発酵している状態をモロミという。こ

の工程でアルコール発酵とともに香味成分の大部分が整い，味の骨格ができあ

がる。通常は 3 段仕込が行われており，これは物量を 3 回に分けて倍量ずつ逐

次増やしていく方法で，酒母からの乳酸の希釈を酵母の増殖の勢いでカバーし，

発酵を促すものである。モロミでは，米麹由来の酵素による米デンプンの糖化と，

酵母による発酵という 2 つ過程が並行して行われる並行複発酵が行われ，その

管理は品温調整や加水（以下，追水）を行うことで，酵素作用や酵母の活動を制

御し，一般的には最高品温が 15°C程度で，香味のバランスを取りながら管理し，

20 から 30 日間で発酵を終了させる。 

 1）小規模仕込み 

 これまでの結果から，NM-１株の発酵特性が，きょうかい 1801 号酵母と類似

しているものと推定し，品温の変化を 24 時間で 1°C 以内とし，留仕込後 10 日

間以内に追水をした。モロミ経過としては，品温上昇の際の遅れも無く，日本酒

度も順調に切れ，ビタミン剤等の発酵助剤の使用を必要としなかった。総酸度の

み， モロミ日数 10 日目で，きょうかい 1801 号より 2.5 多かったが，モロミに

は異臭や発酵不良は確認できなかった。また，顕微鏡観察も行ったが，酵母密度

が 2×108 cells/mL と十分であり 18），酵母以外の微生物も確認できなかったため，

総酸度の値は発酵異常ではなく，NM-1 株が生産した有機酸によるものと考えた。

モロミ 15 日目においても発酵は順調に進み，製品コンセプトの酒質となるよう

に，目的の香味となった 20 日目で上槽した。Fig. 2-3 に示したモロミ経過のとお
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り，順調に発酵は行われた。 

2）大規模仕込み 

大規模仕込みのモロミ数量は 4,919 L で，試験醸造時と比較して 3.5 倍の物量

差があり，また原料白米の特性も異なるため，小規模仕込み時とは異なり，Fig. 

2-4 に示した管理を行った。モロミ経過としては，発酵の遅れも見受けられず，

日本酒度も順調に切れ，ビタミン剤等の発酵助剤の使用を必要としなかった。モ

ロミ 15 日目においても発酵は順調に進んだが，総酸度が試験醸造時より 0.5 低

かったため，宇都宮らの報告に基づいて香味バランスの調製を試みた 28）。具体

的には，酵母にグルコースを消費させ，モロミのグルコース濃度を低下させるこ

とで，グルコース（％）から総酸度の値を引いた新甘辛度の値を，小規模仕込み

の清酒と同じ値にすることで香味バランスを調整した。Fig. 2-4 に示したモロミ

経過のとおり，発酵は順調に行われた。 

酒母製造工程と同様に，NM-1 株は発酵助剤の使用や二日踊り（踊り日数を 2

日間とする製造方法）などの特別な製造方法を用いなくとも，モロミ製造が行え，

かつ，原料米特性や製造規模が異なる場合においても，再現性のある清酒醸造が

可能であると考えられる。 

 

2-5. 製造した清酒の一般成分 

 NM-1 株を用いて小規模および大規模仕込みの実地醸造を行い，得た清酒の一

般成分と，参考値として，きょうかい 1801 号を用いて小規模仕込みを行い，得

た清酒の一般成分を Table 2-8 に示した。きょうかい 1801 号と，NM-1 株を用い
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た各清酒の日本酒度とアルコール度の数値が大きく異なるが，これは目的とす

る製品コンセプトが，それぞれ異なるためである。非常に特徴的であるのが，総

酸度の違いで，一般的な清酒酵母の総酸度は，モロミが他の微生物に汚染されな

い限りは，1.5 から 2.5 である 18）。NM-1 株を用いた清酒は，総酸度が小規模で

4.4，大規模仕込みで 3.5 と，一般的な清酒と比較すると高い値で，これは第 1 章

でも示された NM-1 株の特徴的な有機酸生産能に由来すると示唆された。今後，

NM-1 株の生産する有機酸の分析を行う予定である。 

発酵の指標とされるモロミ熟成歩合（原料白米そのものがどれだけのモロミ

容量になったかを表す割合，通常 90％以上）は 95.5％と標準的な値で，発酵が

順調に行われたことを示し，モロミの発酵管理時の結果を支持するものとなっ

た。製造コストに関わる，肉垂れ歩合（原料白米だけから製成された清酒の割合，

通常70％前後）は62.3％とやや低いが，新潟銘醸株式会社において小売価格1,500

から 2,000 円の製品では肉垂れ歩合が 50 から 60％が多いことを考慮すると妥当

な数値であり，製品要求事項「720 mL で小売価格 1,500 円程度」を達成したと

考える。 
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Table 2-8  Analysis of sake made by NM-1 and kyokai no. 1801. 

 Strain 

 NM-1 Kyokai no. 1801 

Production scale Small Large Small 

Sake meter -16.0  -12.0  +3.0       

Alcohol (%) 15.5  16.2  16.4       

Acidity 4.4  3.5  1.4       

Amino Acidity 1.3  1.0  0.9       

Glucose (%) 3.5  2.5  1.5       
    

Ratio (%)    

Moromi maturation rate a 95.5  98.5  97.7       

Rate of sake yield b 62.3  89.6  75.3       

Ratio of sake lees c 35.8  73.3  24.4       
 

a A value showing the quantity of moromi produced from the white rice used as a raw material, 

calculated at the point prior to pressing. 

b This is the ratio of sake produced to the weight of white rice used. Represents the amount of sake 

produced in relation to the quantity of actual white rice used. 

c The quantity of seishu kasu in relation to the original white rice. 
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2-6．製造した清酒の一般香気成分 

 NM-1 株で醸造した清酒の一般香気成分をガスクロマトグラフィー（以下，GC）

にて測定し，得られた結果（Fig. 2-7）から算出した香気成分を Table 2-9 に示し

た。参考として，同様の仕込配合で，きょうかい 1801 号酵母で醸造した清酒の

香気成分を共に示す。NM-1 株で醸造した清酒は，1801 号酵母で醸造した清酒と

比較した場合，香気成分では劣り，特にカプロン酸エチル含量が顕著に低い。こ

れは，1801 号酵母がカプロン酸エチル高生産性酵母であるため 38），香気成分を

比較する対象としては，適当ではない。そこで，全国の市販清酒の香気成分の平

均値と比較した。全国の平均値は，カプロン酸エチルが 1.0 ppm，酢酸イソアミ

ルが 2.0 ppm，イソアミルアルコールが 124 ppm であったのに対し 40），NM-1 株

で醸造した清酒では，カプロン酸エチルが 1.8 ppm，酢酸イソアミルが 2.7 ppm，

イソアミルアルコールが 152 ppm であり，ほぼ同じ値であった。全国の市販清

酒の香気成分と比較しても，NM-1 株で醸造した清酒の香気成分は劣るものでは

なかった。よって，実地規模の醸造においても NM-1 株は，十分な香気を生産す

ることが示され，また，小規模と大規模仕込みで得た清酒の一般香気成分量に有

意な差がないことから，NM-1 株は原料米特性や製造規模が異なる場合において

も，再現性のある香気生成が可能であると考えられる。 
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Fig. 2-7  Analysis of flavor components in sake made by NM-1 and Kyokai no. 1801 by 

GC. a; isobutyl alcohol, b; Internal standard, c; isoamyl alcohol, d; ethyl caproate. 
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Table 2-9  Flavor components of sake made by NM-1 and kyokai no. 1801. 

 Strain 

 NM-1 Kyokai no. 1801 

Production scale Small Large Small 

Isobutyl alcohol (ppm) 71.3     56.3   77.0      

Isoamyl alcohol (ppm) 152.4    118.9   84.6      

Isoamyl acetate (ppm) 2.7    3.6   2.4      

Erhyl caproate (ppm) 1.8    2.0   9.2      
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2-7. 清酒の官能検査 

1）小規模仕込み 

 1 級酒造技能士 5 名，新潟県酒造組合技術委員 1 名，新潟銘醸役員 4 名，一般

8 名（50 代男性 1 名，40 代男性 1 名，40 代女性 1 名，20 代女性 3 名，20 代男

性 2 名）の計 18 名による，優，良，不可の三点法の官能検査を行った。一般 8

名全員が優と評価し，寸評は「飲みやすい」，「甘酸っぱい」，「バラの様な香り」，

「おいしい」等の良好なコメントが得られ，高い評価であった。1 級酒造技能士

5 名および新潟県酒造組合技術委員 1 名は全員が優と評価し，寸評は「ツワリ

香，木香様，ヤブタ癖等の異臭なし」，「すべり良し」，「ふくらみあり」等のコメ

ントが得られ，製造工程上でトラブルがないことが確認された。新潟銘醸役員 4

名は，2 名が優，2 名が良と評価した。その評価は，「コンセプト通りの酒質であ

る」，「バラ様の香気」，「コンセプト通りの良い酒ではあるが，もう少しドライな

感じが良いのでは」，「ボディ感があり良いが，もう少しシャープさを出してほし

い」等の概ね良好なコメントを得られた。 

2）大規模仕込み 

1 級酒造技能士 5 名，新潟県酒造組合技術委員 1 名，新潟銘醸役員 4 名，の計

10 名による，優，良，不可の三点法で官能検査を行った。1 級酒造技能士 5 名お

よび新潟県酒造組合技術委員 1 名は全員が優と評価し，寸評は「ツワリ香，木香

様，ヤブタ癖等の異臭なし」，「すべり良し」，「ふくらみあり」等のコメントが得

られ，製造工程上でトラブルがないことが確認された。新潟銘醸役員 4 名は，3

名が優，1 名が良と評価し，その評価は，「コンセプト通りの酒質である」，「バ
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ラ様のフローラルな香味だが，日本酒らしさを感じる」，「コンセプト通り、ドラ

イ感もでており良い」，「ボディ感があり良いが，もう少し酸味を出してほしい」

等の概ね良好なコメントを得られた。 
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総括 

 自然界より分離した NM-1 株の実地醸造を総米 600 kg 規模で行ったところ，

従来の清酒製造技術と設備のみで，問題なく清酒製造が行え，できた清酒も非常

に特徴的な製品となった。また，総米 2,000 kg 規模の実地醸造を行った結果，試

験醸造時とほぼ同様の清酒が製造できたことから，NM-1 株は，年度毎の原料米

の特性や，製造規模に関わらず，再現性のある清酒製造が可能であり，実用性の

高い酵母であると考えられる。 
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第 3章 清酒中に含まれる尿素の簡易定量法の開発 

緒論 

発酵食品に存在するカルバミン酸エチル（以下，ECA）は，平成 19 年に国際

がん研究機関において、グループ 2A（ヒトに対して、おそらく発がん性がある）

に分類され，健康への影響が指摘されている。ECA は清酒にも含まれているた

め 41），国税庁の実施する全国市販酒類調査の調査対象物質に指定されており 41)，

既にカナダやチェコといった外国では，清酒中の ECA の濃度に規制値が設けら

れている 42)。そのため，清酒の品質と安全性確保のため ECA 対策は非常に重要

な課題であり，近年の清酒の輸出の急激な増加にともない，清酒のカルバミン酸

エチルへの対策の重要性が増しており，清酒の海外輸出においては ECA のリス

クマネジメントは不可欠である。 

清酒の ECA は，酵母が生産する尿素とエタノールから化学的に生成され，火

入れや貯蔵で増加し，清酒中の尿素濃度が高いほど ECA が生成されやすいこと

が知られている 43)。現在まで，清酒中 ECA の効率的な除去方法は開発されてい

ないため，ECA 生成反応の律速物質の尿素を低減し，生成を抑制することが一

般的である。代表的な尿素低減方法としては，非尿素生産性酵母の使用 44, 45) ，

清酒のウレアーゼ処理 46)，火入れ後の速やかな冷却 43)，貯蔵温度の管理 3)が報

告されている。これらの方法を行った際は，その有効性の確認のため，清酒中の

尿素を測定する必要がある。 

尿素の代表的な定量方法としては，尿素とジアセチルモノオキシムの呈色反

応を比色するジアセチルモノオキシム法（DAMO 法）や 47,48)，尿素とウレアー
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ゼを反応させる酵素法 49)が挙げられ，清酒中の尿素の定量には，DAMO 法 8)や

酵素法に基づいた測定キット 50-53)が広く用いられており，これらの従来法のメ

リットは清酒中の尿素を正確に定量可能であることである。DAMO 法のデメリ

ットは，遮光条件での煮沸と冷却操作が必要であるため，操作が複雑であること

と，測定試薬に強い特異臭があり，清酒製造工程での官能検査を妨げる恐れがあ

ることである。現在発売されている酵素法および酵素法に基づいた測定キット

のデメリットは，測定原理上，試料中のアンモニアの影響を受けるため，試料の

前処理が必要であり，また測定試薬の調製と測定のための分析機器が必要とな

ることである。これらのデメリットが要因となり，実際の酒造現場では清酒の尿

素の測定はあまり行われていない。過去には，吉沢と高橋が，当時販売されてい

た酵素法に基づいた尿素測定キット 3 種類を用いて清酒中尿素の測定値の比較

を報告し良好な定量結果を示しているが 54)，この 3 種類の尿素測定キットはす

べて販売が停止している。 

現在，発売されており，従来の報告で用いられてきた酵素法に基づいた尿素測

定キットに比べ，１）操作が簡便で操作性に優れる，2）分析時間が短縮できる，

3）清酒中のアンモニアの影響を受けない，4）吸光度の測定により定量可能であ

るとともに，マイクロプレートリーダーなどの高価な装置を用いない場合でも

目視による簡易判別が可能である，といった様々な優れたメリットを持つ生体

試料用の尿素窒素分析キットが近年発売されている。 

そこで私は，清酒中のカルバミン酸エチルのリスク管理として重要な指標と

なる尿素の分析方法について検討し，優れた操作性をもつ生体試料用尿素窒素
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分析キットに注目した。しかし，生体試料と比較し，清酒は pH が 4.0 から 4.5

と非常に低く，エタノールが含まれ，その成分は大きく異なる。そのため，調製

したモデル清酒と市販清酒を用いて，生体試料用の尿素窒素分析キットを清酒

中の尿素分析に適応を試みた。結果，従来の報告で用いられてきた DAMO 法や

酵素法に基づくキットに比べ優れた操作性等，様々なメリットを持ち，定量性に

優れていたとともに目視による簡易判別も可能であり，広く酒造現場で利用可

能な清酒中の尿素簡易測定法を開発した。 
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第 1節 実験方法 

1-1. 試薬および試料 

測定には，生体試料用尿素窒素分析キットであるArbor Assay社製DetectX Urea 

Nitrogen Colorimetric Detection Kit（以下，本キット）を使用し，標準試料等の調

製には特に記載のない限り，富士フイルム和光純薬株式会社製の特級試薬を使

用した。なお，キット附属のマニュアルに、本キットは試料中のアンモニア含量

が 81.9 mM 以下である場合，アンモニアの影響を受けず測定が可能であるなど

と書かれている。清酒のアンモニア含量は平均1.2 mMと報告されているため 55)，

本キットを使用するに当たり，清酒の希釈やアンモニア除去等の前処理は行わ

ず測定した。 

試料として使用した市販清酒の原産地，アルコール度数等を Table 3-1 と Table 

3-2 に示す。市販清酒は，古酒や長期貯蔵の表示がないものを酒類卸業者から購

入し，国内産 33 点（純米大吟醸酒 2 点，大吟醸酒 1 点，純米吟醸酒 13 点，純米

7 点，本醸造酒 2 点，特定名称以外 8 点），アメリカ産 6 点（純米吟醸酒 4 点，

純米酒 2 点），オーストラリア産純米吟醸酒 1 点，ベトナム産純米酒 1 点，ノル

ウェー産 2 点（純米吟醸酒 1 点，純米酒 1 点），韓国産純米酒 2 点，カナダ産純

米大吟醸酒 1 点の計 46 点である。 
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Table 3-1  Sample of sake. 

Sample no. Country of Origin Category Alcohol percentage (%) 

 1 The United States of America Junmai ginjo-shu 18 or more and less than 19 

 2 The United States of America Junmai-shu 15.6 

 3 The United States of America Junmai-shu 15.6 

 4 The United States of America Junmai-shu 16 or more and less than 17 

 5 The United States of America Junmai-shu 14.5 

 6 The United States of America Junmai ginjo-shu 14.5 

 7 Commonwealth of Australia Junmai ginjo-shu 15 or more and less than 16 

 8 Socialist Republic of Vietnam Junmai-shu 15 or more and less than 16 

 9 Kingdom of Norway Junmai ginjo-shu 16 or more and less than 17 

10 Kingdom of Norway Junmai-shu 16 or more and less than 17 

11 Republic of Korea Junmai-shu 13 or more and less than 14 

12 Republic of Korea Junmai-shu 16 or more and less than 17 

13 Canada Junmai-shu 15 or more and less than 16 

14 Yamanasi, Japan Junmai-shu 13 or more and less than 14 

15 Hyogo, Japan Junmai-shu 10 or more and less than 11 

16 Hyogo, Japan junmai-shu 14 or more and less than 15 

17 Hyogo, Japan Junmai-shu 15 or more and less than 16 

18 Hyogo, Japan Junmai-shu 15 or more and less than 16 

19 Hyogo, Japan Junmai-shu 15 or more and less than 16 

20 Hirosima, Japan Futsu-shu  16 or more and less than 17 

21 Kyoto, Japan Junmai-shu 14 or more and less than 15 

22 Hirosima, Japan Junmai ginjo-shu 18 or more and less than 19 

23 Hirosima, Japan Junmai ginjo-shu 17 or more and less than 18 
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Table 3-2  Sample of sake. 

Sample no. Country of Origin Category Alcohol percentage (%) 

24 Isikawa, Japan Junmai-shu 14 or more and less than 15 

25 Hyogo, Japan Junmai daiginjo-shu 16 or more and less than 17 

26 Ibaragi, Japan Tokubetsu junmai-shu 14 or more and less than 15 

27 Hyogo, Japan Tokubetsu junmai-shu 15 or more and less than 16 

28 Kyoto, Japan Junmai ginjo-shu 15 or more and less than 16 

29 Hyogo, Japan Tokubetsu junmai-shu 14 or more and less than 15 

30 Gifu, Japan Futsu-shu  15 or more and less than 16 

31 Miyagi, Japan Junmai-shu 15 or more and less than 16 

32 Akita, Japan Junmai daiginjo-shu 16 or more and less than 17 

33 Miyagi, Japan Daiginjo-shu 16 or more and less than 17 

34 Iwate, Japan Tokubetsu junmai-shu 15 or more and less than 16 

35 Aiti, Japan Futsu-shu  19 or more and less than 20 

36 Hyogo, Japan Junmai ginjo-shu 15 or more and less than 16 

37 Ymagata, Japan Junmai ginjo-shu 16 or more and less than 17 

38 Hyogo, Japan Junmai ginjo-shu 15 or more and less than 16 

39 Hyogo, Japan Junmai-shu 15 or more and less than 16 

40 Niigata, Japan Junmai-shu 15 or more and less than 16 

41 Niigata, Japan Futsu-shu  16 or more and less than 17 

42 Niigata, Japan Futsu-shu  15 or more and less than 16 

43 Niigata, Japan Futsu-shu  15 or more and less than 16 

44 Niigata, Japan Junmai ginjo-shu 12 or more and less than 13 

45 Niigata, Japan Futsu-shu  15 or more and less than 16 

46 Niigata, Japan Honjozo-shu 15 or more and less than 16 
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1-2. 尿素の測定方法   

本キットの具体的な測定方法については Fig. 3-1（上部パネル）に示す。清酒

（測定試料）50 L，本キットの呈色試薬 A，B 各 75 L を，96 ウェルマイクロ

プレート上で混和後，室温で 40 分間静置した。キット付属のマニュアルに記載

されている測定方法では室温で 30 分間静置とされていたが，この条件では結果

の判定が難しかったため，反応時間を延長した。反応後，マイクロプレートリー

ダーで 450 nm における吸光度を測定した。なお，従来法として DAMO 法を採

用し，具体的な測定方法については Fig. 3-1（下部パネル）に示す。はじめに，

A 試薬（無機リン酸 588 g，チオセミカルバジド 60.2 mg，塩化第二鉄 25.0 mg，

以上を水 1 L で溶解したもの）と，B 試薬（ジアセチルモノオキシム 6 g を水 1 

L で溶解したもの）を，5 対 1 の比率で混和し，発色試薬を用事調製した。清酒

（測定試料）0.5 mL と発色試薬 5.0 mL を混和，遮光条件下で 25 分間煮沸後，

室温まで冷却し，分光光度計で 530 nm における吸光度を測定した。 
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Fig. 3-1  Summery procedure for determination of urea in sake. Upper panel; DetectX 

Urea Nitrogen Colorimetric Detection Kit, lower panel; diacetyl monoxime method. 
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1-3. 尿素添加モデル清酒の調製 

モデル清酒は島津らの報告と同様に調製した 56)。15.5%（v/v）エタノール水溶

液に乳酸 1.1 g/L，コハク酸 0.7 g/L，リンゴ酸 0.6 g/L，グルコース 2%（v/v）と

なるように溶解し，15 度モデル清酒とした。また同様に，20.5%（v/v）エタノー

ル水溶液を用いて 20 度モデル清酒を調製した。 

調製した 15 度と 20 度モデル清酒に尿素を 10，20，30，40，50 mg/L となるよう

に溶解し，各尿素添加モデル清酒を調製した。 

 

1-4．尿素測定への清酒成分の影響の検討 

Fig. 3-1（上部パネル）によって各尿素添加モデル清酒を発色させ，マイクロ

プレートリーダーで 450 nm における吸光度を測定し，検量線を作成した。これ

らの測定は 3 回行い平均値を分析値とした。 

 

1-5．測定精度の検証と添加回収試験 

15 度モデル清酒を Fig. 3-1（上部パネル）によって 10 回繰り返し測定した場

合の標準偏差を求めた。この標準偏差の 3 倍に相当する値に，先に求めた 15 度

の尿素添加モデル清酒の検量線の傾きを割った値を検出限界とし，標準偏差の

10 倍に相当する値に，同様に検量線の傾きを割った値を定量下限とした。 

15 度の尿素添加モデル清酒（尿素濃度 10 mg/L）を 10 回繰り返し測定した場合

の標準偏差と平均値を求め，標準偏差を平均値で割った値を変動係数とした。 

15 度の尿素添加モデル清酒（尿素濃度 20 mg/L）を 5 回繰り返し測定し，実測値
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と理論値から回収率を求めた。 

 

1-6．目視判定可能な清酒の尿素量判定法の検討 

新潟銘醸株式会社で醸造した清酒（アルコール分 19 度）9 kL をウレアーゼで

処理した。ウレアーゼはキリン協和フーズ株式会社製タケメイト-AUを使用し，

製品に添付された手順書に従った。詳しくは，100 g のタケメイト-AU を 9 kL 清

酒に添加し，4°C から 10°C で 10 日間貯蔵した後，常法に従って，清酒のオリ下

げおよびろ過を行い，ウレアーゼ処理清酒を得た。ウレアーゼ処理清酒を本法で

発色させ，目視で観察した。比較として，20 度モデル清酒に尿素を 10，20，30，

40，50 mg/L となるように溶解した尿素添加モデル清酒を同様に発色させた。本

試験は 3 回繰り返し行った。 

 

1-7．反応温度と反応時間の検討 

2019 年 12 月に醸造した本醸造の清酒（アルコール分 20 度）をタケメイト-AU

で処理した。処理前後の清酒を本法に従い，呈色試薬 A と B を添加した。撹拌

後，4，12，27，40 °C で，それぞれを静置し，目視で経時的に観察した。本試験

は 3 回繰り返し行った。 
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第 2節 結果と考察 

2-1. 新規分析キットへの清酒成分の影響 

 清酒は，蒸留酒を除く酒類の中では 15 度から 20 度程度の比較的高いアルコ

ール分と，様々な糖類や有機酸を含んでおり，これは本キットが分析対象として

いる生体試料の成分とは大きく異なる。そのため，本キットで清酒を分析した場

合，正確な定量ができない恐れがあるため，はじめにモデル清酒を用いて，本キ

ットに対するエタノールや有機酸の影響を検討し，清酒に適用できるかを調べ

た。清酒中の主要な糖類であるグルコースと有機酸（乳酸，コハク酸，リンゴ酸），

ならびにエタノールを添加することで，アルコール分が 15 度と 20 度のモデル

清酒を調整し，これらのモデル清酒に所定の濃度で尿素を加えた尿素添加モデ

ル清酒を，本法で測定した。Fig. 1 に示した測定方法は本キット付属の手順書に

記載されている方法とほぼ同じだが，この条件では結果の判定が難しかったた

め，反応時間を延長した。結果を Fig. 2 に示す。各試料において，10 mg/L から

50 mg/L の間で十分な直進性と，高い相関性（15 度モデル清酒 R2 = 0.9978，20 度

モデル清酒 R2 = 0.9982）が認められ，エタノールおよび有機酸，pH の影響は見

られなかった。よって，本キットは，これらの物質の影響を受けることなく分析

できることが確認できた。 
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Fig. 3-2  Calibration curve for urea in model sake obtained the DetectX Urea Nitrogen 

Colorimetric Detection Kit. A; model sake containing 15% Ethanol, B; model sake 

containing 20% Ethanol. 
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2-2．清酒における新規分析キットの測定精度の検討 

 生体試料用である本キットを用いて，清酒中の尿素を定量できることが明ら

かになった。次に，15 度モデル清酒を用いて，本キットの検出限界と定量限界

および変動係数を調べた 57，58）。 

15度モデル清酒を本キットで10回繰り返し測定した結果をTable 3-3に示す。

この結果から，検出限界および定量限界を求めた結果，検出限界 1.2 mg/L，定量

限界 3.9 mg/L であった。従来法である DAMO 法が清酒を試料とした場合の定量

限界は 3.0 mg/L であると，過去に栗林らが報告しているため 59），定量限界 3.9 

mg/L という数値は，清酒中の尿素含量を求める方法として十分であると判断し

た。 

次に，尿素 10 mg/L を含む 15 度モデル清酒を本キットで 10 回繰り返し測定

し，変動係数を求めた結果を Table 3-4 に示す。この結果から，変動係数を求め

たところ 3.6%であった。従来法である酵素法に基づいたキットが清酒を試料と

した場合の変動係数は 1.0%から 3.6%であると，過去に吉沢らが報告しているた

め 14），変動係数 3.6%という数値は、清酒中の尿素含量を求める方法として十分

であると判断した。 

さらに添加回収試験を実施した。15 度の尿素添加モデル清酒（尿素濃度 20 

mg/L）を本キットで 5 回繰り返し測定した結果を Table 3-5 に示す。結果から，

回収率を算出したところ，理論値に対する実測値が 99.6%（n=5）の回収率とな

り，良好な回収結果を示した。これらの結果より，本キットは清酒の尿素の定量

に使用できることがわかった。 
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Table 3-3  Calculation of detection limits and quantitation limits for the DetectX Urea 

Nitrogen Colorimetric Detection Kit using model sake containing 15% Ethanol. 

 

No. 

 1st 2nd 3rd  

Average 
 (OD530)  

1  0.471  0.471  0.471   0.471 

2  0.492  0.492  0.491   0.492 

3  0.484  0.482  0.483   0.483 

4  0.490  0.490  0.491   0.490 

5  0.478  0.478  0.477   0.478 

6  0.494  0.494  0.493   0.494 

7  0.476  0.476  0.476   0.476 

8  0.482  0.482  0.481   0.482 

9  0.487  0.487  0.486   0.487 

10   0.489  0.488  0.489    0.489 
       
  Standard deviation(σ)  0.008 

    3*σ  0.022 

        10*σ   0.075 
       
 Detection limit (mg/L)  1.2 

 Quantitative limit (mg/L)  3.9 
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Table 3-4  Calculation of coefficient of variation for the DetectX Urea Nitrogen 

Colorimetric Detection Kit using model sake containing 15% Ethanol (urea: 10 mg/L). 

 

No. 

 1st 2nd 3rd  

Average 
  (mg/L)   

       

1   10.6 10.5 10.6  10.6  

2   10.2 10.1 10.2  10.2  

3   10.0 10.0 10.0  10.0  

4   10.4 10.4 10.4  10.4  

5   10.0 10.0 10.0  10.0  

6   10.2 10.2 10.2  10.2  

7   9.3 9.3 9.3  9.3  

8   10.0 10.0 10.0  10.0  

9   10.6 10.6 10.6  10.6  

10   10.6 10.6 10.6   10.6  
       
  Average (mg/L)   10.2 
       

    Standard deviation   0.4 
       

Coefficient of variation (%)  3.6 
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Table 3-5  Spike and recovery test for the DetectX Urea Nitrogen Colorimetric Detection 

Kit using model sake containing 15% Ethanol (urea: 20 mg/L). 

 

No. 

 1st 2nd 3rd  

Average 
  (mg/L)   

       

1  20.5 20.5 20.4  20.5 

2  19.3 19.3 19.2  19.3 

3  20.2 20.2 20.2  20.2 

4  19.9 20.0 19.9  19.9 

5  19.9 19.9 19.8  19.8 
       
   Average (mg/L) 19.9 
       
   Recovery (%)  99.6 
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2-3．市販清酒の尿素の定量と従来法との比較 

市販清酒 46 点を用いて，DAMO 法の定量値と本キットの定量値との比較を行

った。その結果を Fig. 3-3 に示す。本法の定量限界（3.9 mg/L）未満の市販清酒

は 46 点中 7 点，平均値 14.3 mg/L，中央値 15.6 mg/L，最大値 33.3 mg/L であっ

た。両者の間には良好な相関関係（相関係数 r＝0.9595）が認められたことから，

本キットによる測定は，清酒中の尿素の簡易定量法として十分活用できること

がわかった。 
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Fig. 3-3  Correlation between the urea concentrations in sake obtained from the DetectX 

Urea Nitrogen Colorimetric Detection Kit and diacetyl monoxime method (n = 46). 
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2-4. 目視判定可能な清酒の尿素量判定法の検討 

 本キットは，反応液の 450 nm における吸光度の値から，比色分析により尿素

を定量している。可視光での測定となるため，分光光度計やマイクロプレートリ

ーダーを用いずとも，目視にて尿素量の判定が行えると考えられるため，目視に

よる清酒中の尿素量判定法を検討した。 

ウレアーゼ処理前後の清酒を本キットで測定した結果を Fig. 3-4 に示す。処理

前の清酒に比べ，ウレアーゼ処理を施した清酒は，その尿素濃度に依存して明確

な濃淡変化が観察され，ウレアーゼ処理の有無を明確に判別できた。さらに，標

準試料と比較することで，目視により尿素濃度を簡易的に判定することができ

た。従って，本キットを用いることにより，清酒のウレアーゼ処理の成否を簡便

に確認できることがわかった。 
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Fig. 3-4  Urea content in sake before/after urease treatment (upper row ; urea standard 

samples, lower row; sake with (+) and without (-) urease treatment). 
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2-5．反応時間と反応温度の検討 

 本キット付属の手順書では，測定試料と呈色試薬混和後の反応温度と反応時

間を，室温で 30 分間と規定している。しかし，酒造現場の室温は，外気温に左

右され，季節によって大きく変動する場合が多いことから，本キットの適用可能

な反応温度と反応時間を検討した。 

ウレアーゼ処理した清酒と，未処理の清酒に本キットの呈色試薬を添加した

後，それぞれを 4°C，12°C，27°C，40 ℃で反応させ経時的観察した。その結果

を Fig. 3-5 に示す。40°C は 10 分間，27°C は 40 分間，12°C は 4 時間，4°C は 15

時間で，発色が確認できた。また，12°C，27°C，40°C で反応させた試料は，発

色後に反応を継続させると退色した。これらの結果から，27°C よりも高い温度

で反応させることで，分析時間を短縮することが可能であり，一方で反応温度が

27℃よりも低い場合には，反応時間を延長することで測定できることが明らか

となった。 

酒造現場で本法を行う場合は、呈色試薬混和後の試料を麹室やインキュベー

ターで加温することで、約 10 分間で測定が終了する。また、外気の影響で室温

が低下した際、加温する場所や設備がなくとも、静置時間を延長することで分析

を行えると考える。 

これまでにも，酵素法に基づいた生体試料用の尿素測定キットによる清酒中

の尿素測定値の比較が報告され，良好な定量結果を示している 14)。しかし，酵

素法に基づいた測定キットでは，試料の前処理と分光光度計が必要となる。また，

尿素の一般的な測定法である DAMO 法は，反応液の 540 nm における吸光度の
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値から，比色分析により尿素を定量しているため，目視判定も可能であると考え

られる。しかしながら，強い特異臭のある試薬を使用するため，日常的に官能検

査を行っている酒造場では適用できず，さらに遮光条件での煮沸作業といった

手間のかかる工程がある。本キットを用いた分析法は，試料と本キット付属の呈

色試薬を添加撹拌後，室温に静置するだけで分析が完了でき，なおかつ測定者が

単に発色を見るだけで尿素低減処理の有効性を確認できるため，本法は，これま

での尿素定量法と比較し，より酒造現場に適した定量法であると考えられる。 
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Fig. 3-5  Effect of reaction temperature and reaction time on process of determination 

of urea in sake while using the DetectX Urea Nitrogen Colorimetric Detection Kit. 
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総括 

 DetectX Urea Nitrogen Colorimetric Detection Kit（Arbor Assays 社）を用いた清

酒中の尿素定量について検討した。このキットは，清酒中に含まれるエタノール

や有機酸の影響を受けずに尿素の定量が可能であり，測定精度も良好であった。

市販清酒中の尿素を測定した結果，ジアセチルモノオキシム（DAMO）法と比較

して相関性のある結果が得られ，簡便かつ迅速な尿素の定量法として確立でき

た。さらに，本キットを用いて，ウレアーゼによる清酒の尿素低減処理の成否を，

特別な装置を使用せずに，目視で確認できることがわかった。さらに，適切な反

応時間の検討が必要だが，加温や冷却装置が不要で麹室など現場で測定可能で

あった。これらの結果から，本キットによる分析は，清酒製造に適した尿素分析

法であり，日常的な分析法として実用性の高い手法である。 
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第 4章 上槽中における清酒の香気成分および遊離脂肪酸の挙動 

緒論 

 清酒製造において，上槽工程は，清酒モロミを清酒と酒粕に分ける工程で，製

造現場における上槽の方式としては，佐瀬式と薮田式に大別される。佐瀬式は，

酒袋と呼ばれるナイロン等の化学繊維で作られた袋にモロミを取り分けながら，

ステンレス，もしくは樹脂ライニング製の槽（フネ）と呼ばれる開放式タンク（長

さ約 300 cm，幅約 70 cm，深さ約 100 cm）に積み，人力もしくは油圧ジャッキ

で，モロミを圧搾する方法で，薮田式は，空気袋を内蔵したろ過板を 40 から 260

段備えた大型のフィルタープレス装置にモロミをポンプで投入し，自動でろ過

と圧搾を連続して行う方法である。 

佐瀬式は，モロミを多数の酒袋に取り分けて槽に重ねて積むため，多くの人員

と長い作業時間が必要となるが 60)，通常，大吟醸などの付加価値の高い清酒モ

ロミで用いられている。一方，薮田式は，自動圧搾装置による機械化により効率

的な上槽作業が行えるため 60)，大規模仕込みのモロミに用いられることが多い。 

モロミは急激に圧力をかけると，ろ過しにくくなる性質をもつため 60)，佐瀬式

や薮田式などでは，段階的に圧力を高めて，モロミを圧搾しており，この上槽圧

力増加に伴って清酒も区分される。上槽初期から順に「荒走り」，「仲汲み」，「責

め」と呼称され，それぞれ区分の香味は異なることが報告されているものの 61)，

混和して製品とするのが一般的である。モロミの上槽圧力の増加に伴う清酒の

香味の変化は，製造現場においても古くから認識されているが 62,63)，上槽圧力毎

の清酒中の成分変化を調べた報告はほとんどない。我々が知る限り，飯野らが佐
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瀬式は藪田式に比べ，無機成分の増加や官能評価による香味の変化が緩慢であ

ったことを報告しているに過ぎない 64)。また，現在の大吟醸などの付加価値の

高い清酒では，カプロン酸エチル高生産性酵母が広く利用されており，吟醸香で

あるカプロン酸エチルとその前駆体で遊離脂肪酸であるカプロン酸の濃度が高

い清酒となる。遊離脂肪酸は清酒のオフフレーバーである脂肪酸臭の原因物質

であるため 65)，上槽圧力毎の清酒の香気成分の変化と遊離脂肪酸量の変化に関

する知見が得られれば，高品質な清酒製造に応用できる。 

本研究では，カプロン酸エチル高生産性酵母を使用したモロミを佐瀬式およ

び藪田式で，それぞれ上槽し，得られた清酒の香気成分と遊離脂肪酸濃度の変化

を調べ，清酒の高品質化の知見を得た。さらに，得た知見をもとに，新潟銘醸株

式会社の清酒の高品質化を行った。 
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第 1節 実験方法 

1-1．使用酵母  

 カプロン酸エチル高生産性酵母である，きょうかい 1801 号 66)（以下，K1801），

きょうかい 1901 号 48)（以下，K1901），広島吟醸酵母（26BY）67)を用いた。 

 

1-2．清酒製造 

 原料米に兵庫県産山田錦（精米歩合 35％）を用いた総米 600 kg 仕込を同一の

仕込配合で 3 種類，原料米に新潟県産五百万石（精米歩合 50％）を用いた総米

3 t 仕込を同一の仕込配合で 2 種類，計 5 種類すべて純米酒規格で製造した。総

米 600 kg と 3 t のそれぞれの仕込配合を，Table 4-1 および Table 4-2 に示す。総

米酒母は，5 種類すべて普通速醸酒母で行い，総米 600 kg 仕込では，K1801，

K1901，および広島吟醸酵母（26BY），総米 3 t 仕込では，K1801，K1901 をそれ

ぞれ用いた。 
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Table 4-1  Feed program for moromi (total rice 600 kg). 

Materials Syubo  1st  2nd  3rd 

Total rice (kg) 40  95  175  290 

Rice for steaming (kg) 45  70  140  240 

Rice for koji (kg) 15  25  35  50 

Water (L) 45  105  225  425 
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Table 4-2  Feed program for moromi (total rice 3 t) 

Materials Syubo  1st  2nd  3rd 

Total rice (kg) 210   460  920  1410 

Rice for steaming (kg) 140   330  720  1210 

Rice for koji (kg) 70   130  200  200 

Water (L) 230   500  1170  2650 
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1-3．上槽方法と試料の採取 

 総米 600 kg 仕込のモロミは，酒袋を用いた手回し式の槽（佐瀬式）で，総米

3 t 仕込のモロミは薮田式自動圧搾機で，それぞれ常法どおりに上槽した。なお，

何れの方法においても，上槽直前のモロミを 2,000 ×g，30 分間の遠心分離を行

い，得られた清澄部分を，そのモロミの無加圧の試料とした。 

佐瀬式の上槽では，モロミが投入された酒袋を積み重ね，清酒が垂れなくなる

まで自然流出した後，作業員が清酒の垂れ具合を確認しながら，ハンドルを回し

て圧力をかけていき，翌日に酒袋を積みかえた後，再び約 24 時間加圧した。本

研究では，上槽初期に流出された白濁した清酒を荒走り，その後の清澄した清酒

を仲汲みの試料とした。さらにその後，液垂れが終わった時点で加圧を始め，モ

ロミを加圧して垂れた清酒を加圧開始時の試料とし，さらに加圧を続けて，約 5

時間後に採取した清酒を責めの試料とした。また，薮田式自動圧搾機による上槽

は，モロミを 0.4 kgw/cm2の圧力で 150 段の槽へ投入を開始し，30 分間毎に 0.1 

kgw/cm2昇圧し，1.4 kgw/cm2までモロミ投入圧を上げて，約 6 時間でモロミの投

入を完了した。その後，1.0 kgw/cm2で圧搾を始め，30 分間毎に 1.0 kgw/cm2昇圧

し，6.0 kgw/cm2まで昇圧し，そのままの圧力で約 12 時間圧搾した。試料として，

圧搾機の垂れ口より直接採取し，モロミ投入圧 0.4，1.0，1.4 kgw/cm2，モロミ圧

搾圧 3.0，6.0 kgw/cm2時の清酒をそれぞれ採取した。 
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1-4．試料の香気成分と遊離脂肪酸の分析 

試料の香気成分分析は，第 1 章 1-13 と同様に，酒類総合研究所標準分析法注

解に基づき行い 11)，試料中の遊離脂肪酸を，NEFA C-テストワコー（和光純薬工

業）を用いた酵素法で測定した 68)。具体的には，試料 125 L に遊離脂肪酸測定

キット NEFA C-テストワコー（和光純薬工業株式会社）の発色液 A を 1 mL 加え

混和し、37°C 10 分間保温後，同測定キット発色液 B を 2 mL 加え混和し，37°C 

10 分間保温した後，550 nm における吸光度を測定した。なお，カプロン酸エ

チル高生産性酵母を使用した清酒中の遊離脂肪酸組成の 80%以上をカプロン酸

が占めることから 68)，カプロン酸を用いて検量線を作成し，遊離脂肪酸濃度を

算出した。検量線の作成は，15%（v/v）エタノール水溶液に，0.2，0.4，0.6，0.8 

mM となるようにカプロン酸を溶解させ，各濃度のカプロン酸標準試料とし，

NEFA C-テストワコーで上述した方法と同様に，発色させ，550 nm における吸

光度を測定し，作成した。 

 

1-5．官能評価 

酒母で K1801 を用いたモロミの，佐瀬式と薮田式の各上槽工程で得られた清

酒，それぞれ 5 点と 6 点に対し，清酒審査員経験者 3 名による官能評価を行い，

5 点法での総合評価値（1 非常に良い，2 良い，3 普通，4 悪い，5 非常に悪い）

と，香味に関するコメントを得た。 
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1-6．清酒の高品質化への応用 

1-6-1．薮田式で上槽した清酒の高品質化の検討 

 総米 3 t 仕込みのモロミ（純米吟醸規格）を薮田式自動圧搾機で上槽する際，

モロミ圧搾圧が 0.4 から 3.0 kgw/cm2となるまでの間に得られた清酒（以下，上

槽初期清酒）と，3.0 kgw/cm2から上槽終了時までに得られた清酒とを取り分け，

上槽初期清酒を有識者が審査員を務める「ワイングラスでおいしい日本酒アワ

ード」に出品し，その評価を検討した。なお，3.0 kgw/cm2 から上槽終了時まで

に得られた清酒は，新潟銘醸株式会社の普通酒に混和した。 

 

1-6-1．佐瀬式で上槽した清酒の高品質化の検討 

 総米 600 t 仕込みのモロミ（純米大吟醸規格）を佐瀬式で上槽する際，本章 1-

3 の「荒走り」，「仲汲み」にあたる清酒を 10 L 容量のガラス容器に採取し，関

東信越国税局が主催する「関東信越国税局酒類鑑評会」に出品し，その評価を検

討した。なお，本章 1-3 の「加圧開始」，「責め」にあたる清酒は，新潟銘醸株式

会社の普通酒に混和した。 
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第 2節 結果と考察 

2-1．試料の採取 

各上槽方法における試料採取時のモロミ垂れ歩合を Table 4-1，Table 4-2 に示

す。上槽後のモロミ垂れ歩合と粕歩合は，同一の仕込配合のモロミでは，ほぼ同

程度であり，また佐瀬式および薮田式の上槽時の槽場の室温と湿度に大きな差

はなく，室温約 8 °C，湿度約 70%であった。 
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Table 4-3  Typical relationship between the pressure process and moromi tare-buai by 

sase-shiki pressure 

 

 

 

 

 

 

 

*Moromi tare-buai is the ratio of sake to moromi (v/v). 

  

Pressure process 
Moromi tare-buai*                                         

(%) 

Non-press No data 

Arabasiri 10.8 

Nakagumi 25.0 

Press start 46.3 

Seme 74.4 
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Table 4-4  Typical relationship between the pressure process and moromi tare-buai by 

yabuta-shiki pressure 

Filtration press            

(kgw/cm2) 

Moromi tare-buai*                                    

(%) 

Non-press No data 

0.4  4.8 

1.0 21.5 

1.4 46.8 

3.0 69.9 

6.0 85.4 

*Moromi tare-buai is the ratio of sake to moromi (v/v). 
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2-2．上槽工程における高級アルコールおよび酢酸イソアミルの挙動  

兵庫県産山田錦（精米歩合 35%）を使用した総米 600 kg 仕込を，K1801，K1901

および広島吟醸酵母（26BY）をそれぞれ用いて，3 種類のモロミを製造し，酒袋

を使用した手回し式の槽（佐瀬式）で上槽した。また，原料米に新潟県産五百万

石（精米歩合 50%）を使用した総米 3 t 仕込を，K1801，K1901 をそれぞれ用い

て，2 種類のモロミを製造し，薮田式自動圧搾機にて上槽した。２つの上槽方法

により得られた各清酒の高級アルコールおよび酢酸イソアミルの挙動を Fig. 4-

1，Fig. 4-2 に示す。 

1）佐瀬式による上槽 

無加圧の試料と「荒走り」等の加圧した各清酒を比較した場合，高級アルコー

ル（イソブタノールおよびイソアミルアルコール）では，僅かに減少傾向を示し

た（Fig. 4-1）。一方で，吟醸香である酢酸イソアミルは，いずれのモロミの上槽

においても，「中汲み」で約 3 割，「責め」で約 4 から 5 割減少した（Fig. 4-1）。

これらのことから，佐瀬式での上槽は，上槽工程が進むに従い，清酒中の高級ア

ルコールおよび酢酸イソアミルが減少する傾向があるものと示唆された。 
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Fig. 4-1  Changes in concentrations of isobutyl alcohol, isoamyl alcohol, and isoamyl 

acetate with increasing pressure, during the Sase-method. 
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2）薮田式による上槽 

無加圧の試料と圧力 1.0から 6.0 kgw/cm2時に採取した各清酒を比較した場合， 

K1801 を用いた醪モロミの上槽では，1.0 kgw/cm2 以上の圧力において，加圧と

共に高級アルコール類および酢酸イソアミル濃度の値が 1 割程度の範囲で僅か

に減少した（Fig. 4-2）。さらに，K1901 を用いたモロミでは，同様の減少は確認

できなかったことから（Fig. 4-2），薮田式は佐瀬式に比べ，清酒の高級アルコー

ルおよび酢酸イソアミルの減少に及ぼす影響は小さいことが示唆された。 

今回の分析結果から，上槽圧力の増加に伴い，酢酸イソアミルが減少し，遊離

脂肪酸が増加した。佐瀬式は薮田式に比べ，清酒の高級アルコールおよび酢酸イ

ソアミルに及ぼす影響が大きかった。過去に伊藤が清酒モロミの香気成分の中

で，酢酸イソアミルとカプロン酸エチルが，高級アルコールより揮発しやすいこ

とを報告していると共に，香気成分の保留のためには，モロミと空気との接触を

防ぐことが重要であると指摘している 69)。モロミをほぼ密閉状態で圧搾できる

薮田式に比べ，佐瀬式は醪を多くの酒袋に取り分けて槽に積むため，モロミが空

気と接触する時間が長く，モロミからの揮発によって酢酸イソアミルが減少し

たものと示唆された。また，清酒中において酢酸イソアミルは，吟醸香として認

識されるだけでなく，甘みを呈することも報告されていることから 70)，酢酸イ

ソアミルの減少は，酒質低下の要因となる可能性がある。 
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Fig. 4-2  Changes in concentrations of isobutyl alcohol, isoamyl alcohol, and isoamyl 

acetate with increasing pressure, during the Yabuta-method. 
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2-3．上槽工程におけるカプロン酸エチルおよび遊離脂肪酸の挙動  

 カプロン酸エチル高生産性酵母を使用した清酒中の遊離脂肪酸組成の 80％以

上をカプロン酸が占めることから 68)，はじめにカプロン酸を用いて検量線を作

成し（Fig. 4-3），以下，遊離脂肪酸濃度をカプロン酸等量として算出した。 
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Fig. 4-3  Calibration curve for caproic acid in 15% ethanol obtained in the NEFA C kit

（Wako, Japan).  
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上槽圧力の増加に伴うカプロン酸エチルと遊離脂肪酸量，およびカプロン酸エ

チル量を遊離脂肪酸量で割った値（以下，C/F 比）の挙動を Fig. 4-4，Fig. 4-5 に

示す。 

1）佐瀬式による上槽 

佐瀬式による上槽では，無加圧の試料と「荒走り」等の各清酒を比較した場合，

清酒のカプロン酸エチル濃度が 10 mg/L 以上となった K1801 及び広島吟醸酵母

（26BY）を用いたモロミでは，上槽圧力の増加に伴い，カプロン酸エチルが大

きく減少すると共に，遊離脂肪酸が増加したため，カプロン酸エチル量を遊離脂

肪酸量で割った値の C/F 比が減少し，特に「責め」で大きく減少した（Fig. 4-4）。

一方で，清酒のカプロン酸エチル濃度が 5 mg/L 程度の K1901 を用いたモロミで

は，遊離脂肪酸の変化はなかったが，「責め」のみカプロン酸エチルが減少した

ため，C/F 比が減少した（Fig. 4-4）。 

以上の結果から，佐瀬式による上槽では，モロミ上槽時の圧力増加に伴って，

得られる清酒のカプロン酸エチル量が減少した。また，モロミを高圧で圧搾した

際，佐瀬式では遊離脂肪酸が増加し，特に佐瀬式における「責め」において， C/F

比が減少する傾向が認められた。佐瀬式の圧力増加に伴う清酒の遊離脂肪酸量

の増加については，槽中のモロミのアルコール分の減少と加圧が，モロミ中の清

酒酵母の代謝や遊離脂肪酸の酒粕への吸着に影響及ぼし，遊離脂肪酸濃度が変

化する可能性も考えられるが，この点については今後検討する必要がある。 
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Fig. 4-4  Changes in concentrations of ethyl caproate and free fatty acids (FFAs), and 

ratios of ethyl caproate to FFAs with increasing pressure, during the Sase-method. 

  



119 

 

2）薮田式による上槽 

無加圧と圧力時の清酒を比較した場合， K1801，K1901 何れの酵母を用いた

モロミにおいても，1.0 kgw/cm2 以上の加圧に伴いカプロン酸エチルは僅かに減

少し，遊離脂肪酸はやや増加し，C/F 比が減少する傾向を示した（Fig.4-5）。ま

た，薮田式の上槽では佐瀬式に比べ，清酒のカプロン酸エチルに及ぼす影響は小

さいことが示唆された。これらの結果から，薮田式の上槽では佐瀬式に比べ，清

酒のカプロン酸エチルおよび遊離脂肪酸に及ぼす影響は小さいことが示唆され

た。 

藪田式は，圧搾板の間にモロミが密閉されるため，気中への香気成分の拡散が抑

制される可能性があることから，槽に残存する清酒や酒粕中のこれら成分の残

存率など，上槽時おける香気成分の挙動を今後詳細に検討する必要がある。 

今回の分析結果から，上槽圧力の増加に伴い，カプロン酸エチルが減少し，遊離

脂肪酸が増加した。酢酸イソアミルの減少と同様に，モロミからの揮発によって，

カプロン酸エチルが減少したものと示唆された。 

山根らは遊離脂肪酸のカプロン酸が清酒中において油臭と同系統のオフフレ

ーバーとなることを 66)，また岡本らはカプロン酸エチルの残存率が大きく減少

することは，香気バランスの変化を引き起こし，清酒中の脂肪酸臭の認識に関与

する可能性があると指摘している 71)。従って，C/F 比の著しい減少を伴う清酒モ

ロミの上槽は，圧力が高い区分，佐瀬式においては特に「責め」において酒質の

低下が懸念される結果となった。 
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Fig. 4-5  Changes in concentrations of ethyl caproate and free fatty acids (FFAs), and 

ratios of ethyl caproate to FFAs with increasing pressure, during the Yabuta-method. 
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2-4. 官能評価 

酒母で K1801 を用いたモロミの，佐瀬式と薮田式の各上槽工程で得られた清

酒，それぞれ 5 点と 6 点に対し，清酒審査員経験者 3 名により官能評価を行っ

た。3 名の，5 点法での総合評価値の平均値と，香味に関するコメントを Table 4-

5，Table 4-6 に示す。佐瀬式では加圧開始以降，薮田式では最高圧 6.0 kgw/cm2で

総合評価値が大きく低下し，雑味や苦味，香りの劣化や油臭といった指摘がされ

た。 

K1801 を用いたモロミの，佐瀬式と薮田式の上槽工程で得られた各清酒の官

能評価を行った結果，モロミを高圧で圧搾した区分や，佐瀬式における「責め」

では，雑味や苦味，香りの劣化や油臭といった指摘があり，明らかに酒質が低下

した。この結果は，「責め」の清酒は雑味が強く，異臭があり，酒質が低下する

という，これまでの報告と同様であるとともに 72），C/F 比の著しい減少を伴う清

酒モロミの上槽は，酒質を低下させるという，本研究結果を支持するものとなっ

た。 

これまでにも，「荒ばしり」，「中汲み」，「責め」の酒質に差異があることは，

製造現場おいて認識されており 63,64)，特に「責め」は，「荒ばしり」および「中

汲み」と比較し，雑味や異臭の指摘があるため酒質が低下すると報告されている

17)。清酒の酒質低下を回避する対策としては，単純に「責め」を区分する方法が

広く用いられている 62,72)。「責め」を取り分けた場合の，「責め」の清酒を廃棄す

ることは現実的ではないため，濾過等で矯正後，普通酒等への混和が考えられる

が，脂肪酸臭がついた清酒の場合，活性炭での矯正は難しいため 73)，影響が出
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ぬよう，少量ずつ分けて混和するなどの対策が必要となる。 

今後は，上槽圧力の増加に伴う遊離脂肪酸量の増加，原料米や精米歩合等の醸

造条件が及ぼす影響や，遠心分離による上槽方法を詳細に検討する必要がある。  
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Table 4-5  Sensory evaluation of sake with K1801 obtained using the sase-method. 

Pressure                         

process 
Score* Comments 

Non-press 2.0 "Lightness" and "Clear" 

Arabasiri 1.6 "Clear" and "Clear cut" 

Nakagumi 1.0 "Rich" 

Press start 3.3 "Oily", "Foreign taste", and "Bustling" 

Seme 4.0 "Oily", "Bustling", "Bitterness", and "Unbalanced aroma" 

*Scores show the average of 3 panels: 1, good;  5, bad (5 point scale). 
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Table 4-6  Sensory evaluation of sake with K1801 obtained using the yabuta-method. 

Filtration press            

(kgw/cm2) 

Score* 

(Average) 
Comments 

Non-press 2.0 "Clear" 

0.4 2.3 "Clear" and "Lightness" 

1.0 2.0 "Clear" 

1.4 1.6 "Clear", "Spectrum", and "Fullness" 

3.0 2.6 "Spectrum" and "Foreign taste" 

6.0 4.0 "Unbalanced aroma", "Oily", "Bitterness", and "Bustling" 

*Score show the average of 3 panels: 1, good; 5, bad (5 point scale). 
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2-5．清酒の高品質化への応用 

2-5-1．薮田式で上槽した清酒の高品質化の検討 

本研究結果から上槽時高圧区分で得られる清酒の品質の低下が示唆されたた

め，新潟銘醸株式会社の薮田式で上槽する大規模仕込み（純米吟醸規格）各モロ

ミの上槽方法を一部変更し，得られた各清酒の品質を検討した。 

モロミ圧搾圧が最高圧である 6.0 kgw/cm2時に得られる清酒の品質が低下する

ため，圧搾圧が 0.4 から 3.0 kgw/cm2間で得られる清酒を取り分けて貯蔵し，そ

の清酒を有識者が審査員を務める「ワイングラスでおいしい日本酒アワード」に

出品した結果，高評価を得て，金賞を受賞し，これまでの報告 63,64,72）ならびに

本研究結果を支持するものとなった。なお，「ワイングラスでおいしい日本酒ア

ワード」に出品した清酒は，新潟銘醸株式会社から「寒中梅 純米吟醸 ゆるや

か搾り」として製品化し，発売され，顧客から好評を得ている。 

 

2-5-2．佐瀬式で上槽した清酒の高品質化の検討 

 本研究結果から，「加圧開始」以降で得られる清酒の品質の低下が示唆された

ため，新潟銘醸株式会社の佐瀬式で上槽する小規模仕込み（純米大吟醸規格）の

各モロミの上槽方法を一部変更し，得られた各清酒の品質を検討した。 

 

総米 600 t 仕込みのモロミ（純米大吟醸規格）を佐瀬式で上槽する際，本章 1-

3 の荒走り，仲汲みにあたる清酒を 10 L 容量ガラス容器 10 本に採取し，関東信

越国税局が主催する「関東信越国税局酒類鑑評会」に出品した結果，高評価を得
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て，優秀賞を受賞し，これまでの報告 63,64,72）ならびに本研究結果を支持するも

のとなった。なお，「関東信越国税局酒類鑑評会」に出品した清酒は，新潟銘醸

株式会社から「純米大吟醸 丹頂錦」として製品化し，発売され，顧客から好評

を得ている。 

 

総括 

  佐瀬式および薮田式でのカプロン酸エチル高生産性酵母を使用した吟醸モ

ロミの上槽時の圧力増加に伴う，清酒の香気成分と遊離脂肪酸の挙動を調査し

た。佐瀬式および薮田式では，上槽圧力の増加に伴い，香気成分は減少し，遊離

脂肪酸は増加する傾向にあり，特に佐瀬式の「責め」部分の清酒の酢酸イソアミ

ルおよびカプロン酸エチルの減少が顕著であった。これらの結果から，上槽圧力

が高い区分の清酒は，上槽初期に得られる清酒の香気バランスをそのまま維持

することは難しいことが示唆された。 
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総合討論 

清酒を取り巻く環境は，社会経済情勢，他酒類との競争，人口減少などの影響

で，大きく変化しており，現在の国内の清酒製造量は，ピーク時に比べ，三分の

一以下と大幅に減少している。そのような中にあって，日本の伝統的産業である

清酒産業を，次世代へ継承するための，清酒需要の拡大は最重要課題であり，そ

のための積極的な新製品開発と，安全性向上，ならびに高品質化は不可欠である。 

そこで，本研究では新製品開発のために自然界より清酒製造に使用できる酵母

を単離し，その実用化および実地醸造を行った。また，清酒の安全性を保障する

ために不可欠であり，現代の清酒製造業界の技術的ニーズである清酒中尿素の

簡易定量分析法を考案した。さらに，清酒製造において重要な工程である「上槽

工程」における清酒の成分的，官能的変化を経時的に観測することで，清酒の高

品質化に寄与する知見を得ると共に，実際の清酒製造に応用した。 

第 1 章 

新潟銘醸株式会社の井戸付近の野花より酵母の分離を試みたところ，野花

1,300 点から酵母様微生物を 1 株分離した。分離株の中で NM-1 株は，形態学的

試験および生理学的試験，ITS 配列解析の結果から S. cerevisiae と同定された。

NM-1 株の醸造特性は，きょうかい７号酵母と比較して，アルコール生成能は低

いものの，得られた酒の香気成分および有機酸組成は異なっていた。また，清酒

酵母との交配をせずとも，清酒醸造が可能であることが示された。 

第 2 章 

NM-1 株の実地醸造試験を総米 600 kg および 2 t 規模で行ったところ，従来の
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清酒製造技術と設備のみで，問題なく清酒製造が行え，できた清酒も非常に特徴

的な製品となった。また，実地醸造試験で得た，それぞれの清酒の酒質がほぼ同

様であることから，NM-1 株は，製造規模に関わらず，再現性のある清酒製造が

可能であり，実用性の高い酵母であると考えられる。 

第 3 章 

生体試料中の尿素窒素分析キットである DetectX Urea Nitrogen Colorimetric 

Detection Kit（Arbor Assays 社）を用いた清酒中の尿素定量について検討した。

このキットは，生体試料用ではあるが，清酒中に含まれるエタノールや有機酸の

影響を受けずに尿素の定量が可能であり，測定精度も良好であった。市販清酒中

の尿素を測定した結果，清酒中尿素の分析法として一般的なジアセチルモノオ

キシム法と比較して相関性のある結果が得られ，簡便かつ迅速な尿素の定量法

として確立できた。さらに，本キットを用いて，ウレアーゼによる清酒の尿素低

減処理の成否を，目視で確認できることがわかった。また，適切な反応時間の検

討が必要だが，様々な温度で測定可能であった。これらの結果から，本キットに

よる分析は，清酒製造に適した尿素分析法であり，日常的な分析法として実用性

の高い手法である。 

第 4 章 

佐瀬式および薮田式でのカプロン酸エチル高生産性酵母を使用した吟醸モロ

ミの上槽時の圧力増加に伴う，清酒の香気成分と遊離脂肪酸の挙動を調査した。

佐瀬式および薮田式では，上槽圧力の増加に伴い，香気成分は減少し，遊離脂肪

酸は増加する傾向にあり，特に佐瀬式の「責め」部分の清酒の酢酸イソアミルお
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よびカプロン酸エチルの減少が顕著であった。上槽圧力が高い区分の清酒は，上

槽初期に得られる清酒の香気バランスをそのまま維持することは難しいことが

示唆された。また，高圧区分や「責め」の清酒を取り分けることで，清酒製品の

高品質化を行えることが示された。 

以上のように，本研究は，「新製品開発」，「安全性向上」，「品質向上」といっ

た清酒製造業のニーズに応えたものである。今後，より機能的に優れた酵母の開

発や，簡便な清酒中の尿素分析法，ならびに，「責め」の清酒を出さず，高効率

な清酒の上槽方法の開発が期待される。 
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