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ワイン発酵と微生物学研究について

ワイン科学研究センター

篠原隆

1．はじめに

　ワイン（ブドウ酒）は，ブドウ果実を原料とした

発酵による酒類であり，現在，日本を始めとして世

界で広く生産されている．日本でのワイン醸造は明

治時代に始まるが，欧米のワイン生産国では2000年

余の歴史を有し，それぞれの銘醸地と品質的特徴が

確立されている．日本では最近のワインブーム

（1997－1999年）により，ワイン生産量が増大し

た．しかし，世界的な視点からでは，日本のワイン

生産および消費量が少ない．ちなみに，日本のワイ

ン消費量は国民一人当り2．5リットル／年である．

比較すると，伝統的な欧米のワイン生産国の消費量

は20～60リットル／人・年であり，ワイン新世界お

よび伝統的なワイン消費国では10～20リットル／

人・年である（1999年）．これらの数値から，日本

のワイン生産の発展が，さらに期待されるところで

ある．

　さて，ワイン生産の基本はブドウ栽培（ブドウ収

穫）とワイン醸造（発酵および熟成）である．この

うちワイン発酵は，ブドウ果実（果もろみ）がワイ

ン（酒類）になる基本工程であり，この発酵におい

て，ワインの種類（赤，白，ロゼ／甘口，辛口），

ならびにワイン品質が決定される．よって本発酵に

は，発酵力と芳香味生成に優れたワイン酵母が使用

される．すなわち，優れたワイン生産には，優良1生

質のワイン酵母を選択して使用することが，重要課

題である．

　ワインの醸造研究は明治時代の殖産奨励期より始

まり，当初はブドウ栽培研究と共に各地の試験研究

所にて行われた．明治時代のワイン醸造は多くが自

然発酵あるいは清酒酵母を利用したとされる．ま

た，外国産ワイン酵母の利用も検討された．昭和10

年代に至り，日本産の優良ワイン酵母の採取と選択

が研究されており，優良株OC－2（きょうかい酵

母ブドウ酒用1号）が選抜された．本酵母は，今

日，なお利用されている1）．

　山梨大学工学部にワイン研究の研究施設が創設さ

れたのは，昭和22年（1947年）であり，当初，山梨

県内および国内のワイン生産者の指導ならびにワイ

ン研究を目的とした．これは当初，発酵研究所とよ

ばれ，次いで発酵化学研究施設（1950年）に改名

し，現在のワイン科学研究センター（2000年）と

なった．創設当初より，ワインの微生物学研究が行

われており，日本産および外国産のワイン酵母が研

究された1）．これより，山梨県のワイナリーから優

良ワイン酵母W－3株（山梨酵母／きょうかい酵母

ブドウ酒用4号）が選抜されており，山梨県や国内

のワイナリーにて広く利用されている2）．また，昭

和32年に発酵生産学科（現在，物質・生命工学科の

生命工学コース）が新設されており，ワイン微生物

学研究などが大きく進展した．最近，私どもの研究

室（発酵微生物工学研究部門）では「低温発酵酵

母」，「リンゴ酸生産酵母」，「キラー酵母」，「海洋酵

母」などが研究されており，これらの新しい酵母が

甲州ワインなどの発酵に利用されている．

　今日，日本のワイン生産技術は改善されて品質的

にレベルアップしたが，これが国内のワイン産業全

体に及びかつ世界的な競争力を有するには，さらな

るワイン醸造学研究ならびに基礎研究（分子生物学

研究など）が必要であると考える．ここでは「ワイ

ンの発酵と微生物学」の研究について，ワインの芳

香成分の生成ならびにワイン酵母の育種を中心に，

その概要を紹介する．

2．ワイン醸造工程と芳香成分の生成およびそ

　の制御について

　ワインの芳香成分は，ブドウ果実，アルコール発

酵，マロラクテイック発酵および熟成の工程におい

て生成される（表1）．ブドウ果実に由来する成分
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表1 ワインの醸造工程と芳香成分の生成

醸　造　工　程 芳　香　成　分
生　成　量・）

　（mg／L）
香　　り

ブ　ド　ウ

　　母

アルコール発酵

　　Q
マロラクテイック発酵

　　　　Q

熟　成

テルペノール，フェノール，ヘキゼナール，アルコール類

高級アルコール，エステル類，アルデヒド類，脂肪酸，硫黄化

合物，（ポリオール）b）

乳酸エチル，アセトイン，ジアセチル，酢酸

エチルエステル類（酢酸，乳酸，コハク酸，リンゴ酸，酒石酸

のエチルエステル），アセタール，フルフラL－－Lル，ジメチルサ

ルファイド，樽材成分（樽貯蔵のとき）

1～20

200～600

60～300

10～100

　果実香
　　品種香

　発酵の香り

　新酒の香り

乳酸発酵の香り

熟成香

a）おおよその生成量（合計値）．

b）2，3一ブタンジオール（500－700mg／L），グリセロール（6－8g／L）．これらは低揮発性成分であり，甘味／コク味

　に寄与する．その生成量が大きいので括弧で示す．

は，揮発テルペノール，揮発フェノール，ヘキゼ

ナール，アルコール類等であり，果実香や品種香に

寄与する．ワイン酵母によるアルコール発酵ではエ

チルアルコールが主要成分であるが，この二次生産

物として高級アルコール，揮発エステル，アルデヒ

ド，脂肪酸，硫黄化合物等が生成し，これらが発酵

の香り（新酒の香り／酒の香り）に寄与する．マロ

ラクティック発酵は乳酸菌によるリンゴ酸分解であ

り，乳酸が主要成分であるが，さらに乳酸エチル，

アセトイン，ジアセチル，酢酸等が生成されてお

り，乳酸発酵の香気として寄与する．熟成工程では

有機酸（乳酸，コハク酸，リンゴ酸，酒石酸）のエ

チルエステル類が生成していくが，これらは果実様

や花様の芳香を有しており，熟成香に寄与する．ま

た，残糖分のカラメル化に由来するカラメル香や焦

臭が生成する．樽発酵および樽貯蔵を行ったとき，

樽材からの芳香成分（バニリン，ケルカスラクトン

等）が樽香として寄与する．

　これまでに多数の日本産および外国産ワインの芳

香成分を分析し，その生成条件と香気特性や品質へ

の関与を検討してきた．その結果，テルペノール

（2），アルコール（8），エステル（10），カルボ

ニル化合物（2），ポリオール（2），ラクトン

（1），および脂肪酸（4）について，その成因と

品質的意義を示した（括弧内は化合物数）3）．とく

に，基本的な発酵香気成分であるアセトァルデヒ

ド，酢酸エチル，高級アルコール，アセトインおよ

び乳酸エチルの迅速な分析のためには，ごく微量の

ワイン（1　Pte　）をガスクロマトグラフに導入する

簡便法を確立した．本研究により，アセトアルデヒ

ド，酢酸エチルおよびアセトインは微生物管理と香

気品質の指標であり，高級アルコール（n一プロピ

ルァルコール＋isO一ブチルアルコール＋isO一アミル

ァルコール）と組成比（A／B比：iso一アミルアル

コール／iSO一ブチルアルコール）は発酵条件の指標

であり，また，乳酸エチルはマロラクティック発酵

の指標であることを示した．さらに香気成分を抽出

してガスクロマトグラフィー分析する方法を設定し

て，より芳香的に重要なエステル類（酢酸イソアミ

ル，カプロン酸エチル，カプリル酸エチル，カプリ

ン酸エチルなど／花，果物の香り），2一フェニルエ

チルアルコール（バラの花の香り），およびテルペ

ノール類（リナロール，α一テルピネオール，ゲラ

ニオール／品種香）を分析している．いずれも，ワ

インの香気的および品質的特性と密接に関与する成

分である．

　分析される芳香成分の中において，高級アルコー

ルとA／B比はアルコール発酵条件を直接的に反映

することから，主要な発酵条件の関与を解明した

（図1）．すなわち，高級アルコール（HA）の高

生成（200－500mg／L）は発酵の促進条件であり，

一方，低生成（100－200mg／L）は発酵の抑制条件

である．A／B比に関与するのは，発酵におけるワ

イン酵母の栄養成分的な好適条件（A／B比が小さ

い値）か，あるいはストレス（阻害的／欠乏状態）

条件である（A／B比が大きい値）．よって，高級

アルコールやエステル類の生成を制御するには，ワ

イナリーでの発酵条件（ブドウ果実の成熟，ワイン

酵母の選択と利用，仕込み方法，発酵容器，発酵温

度，微生物管理など）の設定が必要であり，これが
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　HA（mg／L）

500

200

0

1 II

IV III

0 4 8

｝

（1）好気的条件

（2）高温条件

　　　（t＞20℃）

｝

（3）嫌気的条件

（4）低温条件

　　　（t＜20℃）

一一A／B比低濃度

好気的

好　適

難鷹熱嫌気的条件

図1　高級アルコールの生成とA／B比に関係する発

　　　酵条件

　　　HA：高級アルコール（n一プロピルアルコール

　　　　　十iso一ブチルアルコール十iso一アミルアル

　　　　　コール）．

　　　A／B比：iso一アミルアルコール／iso一ブチルア

　　　　　ルコール．

表2　市販ワインの芳香成分

制御の発酵条件が推定される．デラウエアワインは

高級アルコールが高い傾向であること，A／B比お

よびエステル類が低いことから好気的発酵促進条件

が推定され，また，酢酸エチルと乳酸エチルが高レ

ベルであったことから発酵香気に特異臭のあるこ

と，および微生物管理（発酵制御）の不備が示唆さ

れる．このように芳香成分の分析は，香気特性の解

析と発酵条件の評価に有効である．

白ワイン（mg／L）

3．ワイン微生物とその応用研究について

香気成分
甲州一1：甲州一2：甲州一3：デラウエア

アセトアルデヒド

酢酸エチル

高級アルコール

A／B

アセトイン

乳酸エチル

酢酸イソアミル

カプロン酸エチル

67

46

219

　5．9

　0

19

　1．0

　0．8

41

44

129

　9．0

　0

　0

　0．7

　0．9

15

36

421

　3．6

　0

　0

　0．8

　0．5

　3

109

272

　1．4

　5

162

　0．4

　0

　ワイン醸造では，自然界に由来する野生微生物が

関与している．以下にワインの醸造工程とその微生

物を示す（表3）．

　ブドウ畑から収穫されたブドウ果実には，野生微

生物が多少とも生息してワイン発酵に関与する．通

常，ワイン酵母（選抜された優良性質の酵母）を培

養しブドウもろみに加えて，アルコール発酵が誘導

される．この発酵過程におけるエタノール生成によ

り，野生微生物の多くが死滅するが，一部は発酵後

も生存して影響する．次のマロラクティック発酵

は，乳酸菌によりリンゴ酸が分解されて乳酸と二酸

化炭素になる工程である．これにより，ワインの酸

味が低減して丸い風味となる．通常，赤ワインや高

酸度の白ワインに誘発されており，本発酵にはワイ

ン乳酸菌（選抜された優良性質の乳酸菌）がスター

ターとして使用される．伝統的なワイン生産地にお

いては，自然発酵によるアルコール発酵とマロラク

表3　ワイン醸造工程と関係する微生物

ワインの芳香的および風味的特性を形成する．

　次に市販の甲州ワインとデラウエアワイン（国産

品）の分析例を示して，その香気特性と発酵条件を

推測する（表2）．

　この分析値を見ると，甲州ワインのサンプル1と

2はアセトアルデヒドおよびA／B比がやや高いこ

と，高級アルコールが低いレベルであること，しか

し，エステル類（酢酸イソアミル，カプロン酸エチ

ル）が一定以上のレベルにあることから，果実香／

果物香の特徴を有すること，また，制御された条件

（ストレス）下の発酵が推定される．サンプル3は

アセトアルデヒドおよびA／B比が低く，高級アル

コールが高いレベルにあること，また，カプロン酸

エチルが低いレベルにあることから，発酵香気は高

いが果物香の低い香りであること，さらに緩やかな

醸　造　工　程 ワ　イ　ン　微　生　物

［ブドウ果実］

　　　母

［アルコール発酵］

：野生酵母，乳酸菌，酢酸菌，

≡
ワイン酵母／野生酵母（培養酵

母／自然発酵）

　　　　Q
［マロラクティック発酵］：ワイン乳酸菌／野生乳酸菌（培

　　o
［貯蔵・熟成］

　母

［製品］

養乳酸菌／自然発酵）

．ワイン酵母（シュール・リー／

酵母おり）／野生酵母，乳酸菌，

酢酸菌など（微生物汚染）

：微生物汚染一中味，コルク栓，

　ラベル
庫カビーセラー内の壁，設備，

　壕に発生
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ティック発酵の行われることがある．しかし，自然

発酵では微生物相の変動による発酵管理および品質

的安定性に問題がある．

　微生物研究においては，先ず，ワイン生産地にお

ける微生物の生態を明らかにして制御を図ること，

次いでワイン環境から分離される野生微生物群か

ら，優良性質の酵母や乳酸菌を選抜して利用するこ

と，が課題である．これまで山梨県内のブドウ畑や

ワイナリーを中心に，野生微生物相の解析と優良微

生物の選択，育種研究を進めてきた4）．ここにワイ

ン酵母などの研究概要を紹介する．

1）野生酵母のエコロジーおよび酵母相解析と

　　DNA情報の利用

　ブドウ果実に分布する野生酵母は，Kloeckerα／

Hαnseniαsporα，　Cr　yp　tococcus，　Rhodotorulα，　Cαn－

didαなどの4属12種であった5）．しかし，これら

はワイン発酵に有用性の少ない酵母である．次い

で，ワイン酵母と同一種であるSαcchαromorces　cer－

evisiαe野生株を探索した．ワイン醸造環境から選

択分離法により本野生株を採取し解析したところ，

分離酵母は35核型，249株に整理された（表4）6）．

本野生酵母はブドウ畑土壌に由来するものが多いこ

と，また，その出現が季節的に変動したことから，

ブドウ畑土壌中の昆虫などに運ばれてブドウ果実や

ブドウ果汁に移行し，発酵もろみとワイン中に生存

して酵母相に反映したと考察した．この分離株から

優良ワイン酵母を選択すべく醸造学的性質を検討中

である．

　近年，DNA分析（PFGE，　RFLP，　RAPD－PCR

など）の適用によって，迅速な属，種あるいは菌株

レベルでの判別（同定）が可能となり，本法により

生産地固有の酵母相7）の解析と優良酵母の選抜，お

よび培養したワイン酵母と野生酵母の競合など8）が

研究された．

2）新規な発酵特性を有するワイン酵母の選抜と利

　用
（a）低温発酵性：本性質は新鮮な果実香および発酵

　風味の増強に重要な特性である．ワイン酵母の

　中から，低温（7～10℃）での発酵性に優れた

　　2菌株が選抜された．この2株は2一フェニル

　エチルアルコール，その酢酸エステル，リンゴ

　酸，グリセロールおよびコハク酸の高生産性で

　あり，一方，酢酸が低生産性であった．その性

　質はワイン芳香味の改良に有用である9）．最

　近，同様の発酵特性を有する海洋酵母株（S．

　cerevisiαe）が選抜されており，白ワイン醸造

　に利用されている1°）．

（b）フェノール性異臭の生産性と制御：揮発フェ

　　ノール（ビニルガヤコール，ビニルフェノール

　など）は高濃度に含まれると，フェノール性異

　臭（POF）となる．これが特定産地のワイン

　にみられる匂いであり，また，生産年により変

　動したことから調べた．ワイン酵母および関連

　酵母を試験したところ，国産ワイン酵母ならび

　に大多数の酵母がPOF生産性であること，ま

　た，ブドウもろみ中の一定レベル以上のフェ

　ノール酸（フェルラ酸，p一クマール酸など，10

　～50ppm）の存在が，　POFの成因と分かった．

　これらの結果より，POFの発生を制御する条

　件（POF低生産性酵母株の使用，フェノール

　酸濃度の低下，野生微生物の管理など）を提示

　した11）．また，Pof＋株の遺伝的安定性，およ

　びPAD1遺伝子の存在をPFGE一サザンプロッ

　　ト解析から明らかにした12）．POFはビール発

　酵の異臭でもあり，その発生源と制御法が研究

　されている．

（c）高発酵性とストレス耐性：これは発酵能の基本

　的解明ならびにワイナリーでの発酵の迅速化お

　よび高糖果汁の発酵促進に有用な性質である．

　もろみからの分離株（8，cerevisiαe）およびワ

表4　野生酵母（Saccharomyces　cerevisiae）の分離および核型

分析　項　目
分 離 源

計

土壌ブドウ果果汁　搾り粕
分離株の分布（A）

核型の由来

出現核型数（B）

核型当たりの菌株数（A／B）

116

17

23

5．0

42

5

20

2．1

56

8

15

3．7

35

5

14

2．5

249株

35型
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　イン酵母（W－3，0C－2）の胞子クローン株

　から，ブドウ果汁（糖分35％）の発酵試験によ

　り高発酵性株を選抜した．この選抜株は，アル

　コール高生産性およびストレス耐性（13％エタ

　ノール，1．3M　NaCl，熱ショック／40℃）を示

　した13）．さらに関連する遺伝子発現を検討中で

　ある．

（d）キラー活性：キラー酵母はキラー蛋白質を分泌

　して，その感受性酵母を死滅させる能力を有す

　る．よって，キラーワイン酵母から分泌される

　キラー蛋白質（抗菌物質）を，有害酵母の防除

　に利用することが考えられる．ワイン酵母（S．

　cerevisiαe）48株のキラー型はK2（12株），

　KHS（8株），KHR（1株）および非キラー（27

　株）であった14）．そこでK2型キラー蛋白質を

　分離，濃縮，精製して，野生酵母などに対する

　キラー活性を試験した15）．さらに，キラー蛋白

　質の解析と発現を検討中である．微生物の生産

　する抗菌物質については，食品のバイオプリザ

　ベーションへの利用が注目されている．

3）従来法による交雑育種の研究

　従来法による育種は実用的であり，以下に研究例

を示す．

　（a）凝集性：発酵後期に発酵液中の酵母が凝集して

沈澱することは，その後の濾過工程と酵母回収の作

業が容易となり，望まれる性質である．研究室保存

株を試験したところ，有用な凝集性酵母株はワイン

酵母1株およびS．cerevisiαe野生株4株と少な

かった．次いで凝集性形質のワイン酵母への導入を

試みた．交雑法（胞子接合）により強い凝集性野生

株の形質をワイン酵母に導入し，次いで戻し交雑に

より，有用な凝集性ワイン株が造成された16）．な

お，凝集性はビール酵母の重要な性質であり，凝集

性遺伝子FLO1の解析と分子育種の研究がある17）．

　（b）リンゴ酸の分解性と生産性：これはワイン酸度

の調整に役立つ性質である．ワイン酵母およびS．

cerevisiαe野生株のL一リンゴ酸の分解性／生産性

を調べたところ，多数の酵母株が分解性があり，リ

ンゴ酸生産株は少数であった．次いで生産株を呼吸

能欠損変異処理することにより，高生産性株（リン

ゴ酸生成量約1－2g／L）が造成できた．これらの

高生産性株および分解性株の特性は，ワイン試験醸

造において有効に発現された（図2）18）．

5

4

S、
§

』，

§

　1

0

0

図2

　　　　　　　　　　　十RIFY　1001（control〕

　　　　　　　　　　　一一［卜一RIFY　1218

　　　　　　　　　　　十MNB－5

　　　　　　　　　　　十YRDE5
　　　　　　　　　　　十YRDE8
　　　　　　　　　　　－一△一一RIFY　1026

　　　　　　　　　　　十IBI14－1

5101520253035
　Fermentaton　time（days）

発酵中の七リンゴ酸濃度の変化［リンゴ酸生
産性酵母および分解性酵母による白ワイン試験
醸造］

供試果汁：甲州ブドウ果汁；リンゴ酸生産性
株：RIFY1218（ワイン株），　YRDE　5（呼吸能

欠損変異株），YRDE　8（呼吸能欠損変異株），

MNB－5（野生株）；リンゴ酸分解性株：RIFY
1001（ワイン株），RIFY1026（ワイン株），　IBl

14－1（野生株）．

　4）遺伝子解析および分子育種

　近年において，ワイン酵母の遺伝子解析や遺伝子

導入などの研究が活発となっている．以下に遺伝子

研究を紹介し，また，内外の研究を展望する．

　（a）皮膜形成遺伝子：産膜酵母による皮膜形成は汚

染現象であり，異臭味が生成して風味を劣化させ

る．産膜酵母の皮膜形成機構の解明のために，シェ

リー酒酵母Jerez－5（Torμ1αsporαdeZbruechii）

の皮膜形成遺伝子を探索した．染色体DNAを断片

化して検索した結果，gF1（3．7Kbp）とgF2（4．　O

Kbp）に皮膜形成形質が保持された．これはS．　cer－

evisiαe第11番染色体に高い相同性領域があり，　gF

1領域にRPL14A遺伝子（5．8S　rRNA結合蛋白質

をコー・・一・bド）が，また，gF2領域にRCNI遺伝子（カ

ルシニューリン結合蛋白質をコード）が存在した

（図3）19）．これは産膜酵母による汚染防止の基礎

研究として，関連遺伝子と発現ネットワークの解析

を進めている．

　（b）内外の遺伝子研究について：ワイン酵母の醸造

学的性質に関係する遺伝子が研究された．それは，

（1）遺伝子解析：亜硫酸耐性遺伝子，亜硫酸関連遺伝

子とグルコース耐性遺伝子，（2）遺伝子導入：マロラ

クティック酵素遺伝子＋リンゴ酸透過酵素遺伝子，

乳酸生成遺伝子，（3）DNAマイクロアレイ解析（窒

素代謝），（4）実用的遺伝子組換え酵母の育成法，（5）

遺伝子工学研究の展望：遺伝子工学とワイン酵母の

改良20），テーラーメードワイン酵母の育種21）などで
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gF1

1～LPL14A　encoding　ribosomal

RNA　binding　protein

RPL　74A

Ch　romosome　XI

5’

5’一［コー＿一一［：＝＝＝＝＝＝＝＝コー

月C∧〃
5‘

R（）Nl　encoding　calcineurin－

related　protein

　　　　l　　　　　　　　gF2　　　　　　　　　　1

図3　皮膜形成遺伝子（推定）のS．cere　vis　ia　e染色体Xl上の相同領域

　　　gF　1，gF2：シェリー酵母Jerez－5（Torulasρora　dθlbrueckii）のDNAフ

　　　ラグメント，皮膜形成能（十）；相同ORF：RPL　14（810bp），　RCN　1（636

　　　bp）［Saccharomyces　Genome　Databaseより］．

ある．

4．おわりに

　近年，微生物のゲノム解読が急速に進み，出芽酵

母S．cerevisiαeのゲノム情報が1996年に，また，

分裂酵母SchiZOSαccharomyces　pombeのゲノム情

報が2002年に公開された．このように酵母学研究も

ゲノム科学の時代に入った．これらのゲノム情報に

基づいて，発酵環境における酵母相の解析と有用酵

母の選抜と育成，有用菌株の遺伝子解析と分子育

種，遺伝子発現ネットワークの解析と発酵工学への

利用が進むと予想される．さらなるワイン微生物学

の研究発展が期待される．
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