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色素含有平板培地による岩手県清酒酵母の識別＊ 
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色素混合平板培地（カラープレート）を使用し、岩手県清酒酵母「ジョバンニ

の調べ」、「ゆうこの想い」、「FoxIw201」の識別を検討した。色素濃度検討の結果、

BTB は 80 mg/L、フロキシン B 及びローズベンガルは 20 mg/L でコロニーの着色

が最も明瞭となった。また、培養温度 35℃、炭素源にグルコース及びグリセロ

ールを用いた結果、炭素源により着色が変化し、これらの酵母を識別できた。 
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1 緒  言 

食品に使用される酵母の大部分は Saccharomyces 

cerevisiaeである。S.cerevisiaeは、糖分からアルコー

ルと炭酸ガスを生成する働きを持つ。この働きからパン、

ワイン、清酒など多くの発酵食品に使われている。清酒

酵母は、公益財団法人日本醸造協会が頒布するきょうか

い酵母や、各県が独自に育種した県酵母などがある。岩

手県にも、県で育種した清酒酵母がある。吟醸香と言わ

れる香気成分の一種であるカプロン酸エチル生成量が多

く大吟醸酒等に使用される「ジョバンニの調べ」、カプロ

ン酸エチル生成量がやや多く純米吟醸酒や純米酒等に使

用される「ゆうこの想い」、吟醸香の一種である酢酸イソ

アミルと酸の生成量が多く純米酒等に使用される

「FoxIw201」である。 

清酒の製造時には培養した優良な清酒酵母を十分量

添加して、その添加酵母を優勢な状態とすることで、雑

菌汚染のリスクを低くする。しかし、容器を密閉せずに

開放状態で発酵するため、稀に野生酵母や別の醪の酵母

が混入して添加酵母よりも優勢になる場合がある。添加

酵母以外が優勢になって発酵が進むと、香りや味が商品

コンセプトと異なる清酒ができてしまう。醪が添加酵母

の特徴と異なり添加酵母以外の優勢が疑われる場合には、

酵母の識別が必要になる。添加酵母以外が優勢の場合に

は、酵母の再添加などの対策が必要となる。 

清酒酵母の識別は、呼吸欠損菌の判別をする TTC染色

法 1,2）やパントテン酸資化性の判別をするβ-アラニン法
3）など各種識別培地の組み合わせによる識別 4）に加え、

PCR 法を用いた遺伝子解析も行われている 5）。識別に要

する日数は、各種識別培地は５～７日間、PCR 法は３～

４日間であるが、いずれの識別法も操作が煩雑であるた

め、より簡易な方法が求められる。 

簡易な識別方法として、色素混合平板培地（カラープ

レート）を用いて清酒酵母であるきょうかい９号酵母と

こまち酵母を着色差によって２～３日間の短期間で識別

した渡辺らの報告がある 6）。 

本試験は、渡辺らの方法を参考に、岩手県で育種した

清酒酵母をカラープレートで識別できるか検討した。渡

辺らの方法に加え、培養温度の検討と、炭素源をグルコ

ースからグリセロールに変えた培養試験、酵母混合によ

る識別試験も実施したので報告する。 

 

2 実験方法 

2-1 使用酵母と培養方法 

酵母は、岩手県で育種した清酒酵母「ジョバンニの調

べ」、「ゆうこの想い」、「FoxIw201」の３株を使用した。 

酵母は YPD液体培地（20 g/L グルコース、10 g/L 酵

母エキス、20 g/L ペプトン）３ mLにスラントから一白

金耳接種し、30℃で３日間静置培養して供試した。 

2-2 使用色素 

色素は、pH指示薬であり中性で緑色を呈するブロモチ

モールブルー（BTB）、歯垢の染め出しなどで用いられる

桃色を呈するフロキシン B、食紅で赤色を呈するローズ

ベンガルの３種類を使用した。 

2-3 色素濃度の検討 

 カラープレートに用いる最適な色素濃度を検討するた

め、次の方法で試験を行った。 

グルコースカラープレートは YPD培地（20 g/L グル

コース、10 g/L 酵母エキス、20 g/L ペプトン、20 g/L 

寒天）に色素を濃度 20、40、60、80 mg/Lとなるように

混合して作成した。 

 YPD 液体培地で増殖した酵母の光学密度(OD600)を測定

し、OD600=１となるように滅菌水で希釈して、濁度をそろ
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えた。 

 OD600=１の酵母希釈液をグルコースカラープレートへ

プロットし、30℃で３日間培養後に各酵母の着色状態を

観察した。 

2-4 培養温度の検討 

 カラープレートの最適な培養温度を検討するため、次

の方法で試験を行った。 

BTBは濃度 80 mg/L、フロキシン Bとローズベンガル

は 20 mg/Lのグルコースカラープレートへ OD600=１の酵

母希釈液をプロットし、25、30または 35℃で３日間培養

後に各酵母の着色状態を観察した。 

2-5 炭素源の検討 

 各酵母の炭素源による着色を確認するため、次の方法

で試験を行った。 

グルコースカラープレートに加え、炭素源をグルコー

スからグリセロールに変更した培地（20 g/L グリセロ

ール、10 g/L 酵母エキス、20 g/L ペプトン、20 g/L 寒

天）に、BTBは濃度 80 mg/L、フロキシン B及びローズベ

ンガルは 20 mg/Lになるように混合してグリセロールカ

ラープレートも作成した。 

OD600=１の酵母希釈液を１万倍希釈して、作成したカラ

ープレートに 100 μL塗抹し、35℃で、グルコースカラ

ープレートは３日間、グリセロールカラープレートは６

日間培養後に各酵母の着色状態を観察した。 

2-6 混合酵母の識別 

 酵母を混合した場合に識別可能か確認するため、次の

方法で試験を行った。 

OD600=１の酵母希釈液を１万倍希釈して、「ジョバンニ

の調べ×ゆうこの想い」、「ジョバンニの調べ×

FoxIw201」、「ゆうこの想い×FoxIw201」の組み合わせで、

１対１で混合し、酵母混合液とした。 

カラープレートに酵母混合液を 100 μL塗抹し、35℃

で、グルコースカラープレートは３日間、グリセロール

カラープレートは６日間培養後に各酵母の着色状態を観

察した。 

 

3 結果及び考察 

3-1 色素濃度の検討 

結果を図 1 に示す。BTB は濃度が高くなるにつれて、

酵母の着色が濃くなり 80 mg/Lが最も酵母間の差が明瞭

であった。同様に、フロキシン Bとローズベンガルは濃

度が高くなるにつれて、酵母が濃く着色した。しかし、

濃度が高くなると酵母間の着色差が小さくなるとともに、

培地の色が濃く不明瞭となるため、20 mg/Lが最も識別

し易かった。すべての色素で「ジョバンニの調べ」と

「FoxIw201」の着色は似通っており、識別は難しいと考

えられた。そのため、より識別を容易にするため培養温

度の検討を行った。 

 
図 1 酵母を培養したカラープレート（色素濃度の検討） 

 

3-2 培養温度の検討 

結果を図 2に示す。酵母の着色は、培養温度が 25℃か

ら 30℃、35℃と高くなるにつれ、濃くなり、35℃で最も

酵母間の差が明瞭となった。このことから培養温度は

35℃が最適と考えられた。 

酵母別の着色は「FoxIw201」が最も濃く、次に「ジョ

バンニの調べ」となり、「ゆうこの想い」は最も薄くなっ

た。BTB とフロキシン B 又はローズベンガルを組み合わ

せることで、単コロニーの酵母の識別が可能であった。 

酵母の最適培養温度は 30℃程であり、この最適温度か

ら大きく離れるとストレスが負荷される 7）。高温などの

環境ストレスに酵母が曝されると、ストレス応答が誘導

され、酵素の不活性化やタンパク質の保護及び除去など

が行われる。このことから培養温度による酵母の着色の

違いは、ストレス応答による酵母の酵素活性やタンパク

質の変化が影響していると考えられた。 

3-3 炭素源の検討 

これまでの検討で単コロニーの酵母の識別はできた。

そこで、実際の作業では単コロニーではなく、複数コロ

ニーで識別するため、以下の試験は複数コロニーで実施

した。 

炭素源をグルコースとした場合は色素によらず、「ジ

ョバンニの調べ」と「ゆうこの想い」は同程度に薄く、

「FoxIw201」は濃く着色した（図 3）。そこで、「ジョバン

50



色素含有平板培地による岩手県清酒酵母の識別 

 

ニの調べ」と「ゆうこの想い」の識別を容易にするため

に炭素源の違いよる検討を行った。 

グルコースは解糖系で代謝される。グリセロールはジ

ヒドロキシアセトンリン酸を経て、グリセルアルデヒド

３リン酸に変換され解糖系に合流する８）。この反応で発

生した NADH は呼吸鎖で再酸化される必要がある。こう

したことから、グリセロールの代謝には酸素が必要にな

る。このような代謝の違いが色素の取り込みや着色に関

与すると推測し、炭素源をグリセロールに変更して試験

を行った。 

その結果、グリセロールの場合は「ゆうこの想い」と

「FoxIw201」は薄く、「ジョバンニの調べ」は濃く着色し

た（図 4）。 

 

 
図 2 酵母を培養したカラープレート（培養温度の検討） 

 

3-4 混合酵母の識別 

 次に、実際の識別作業を想定して、２種類の酵母を混

合した混合酵母の培養を試みた。 

 その結果、炭素源をグルコースとした場合（図 5）と

グリセロールとした場合（図 6）のいずれの着色パター

ンも、図 3及び図 4と同様であった。そのため、グルコ

ースでは「ジョバンニの調べ×ゆうこの想い」、グリセロ

ールでは「ゆうこの想い×FoxIw201」の識別は難しいと

考えられた。しかし、表 1に示すように、これら２種類

の炭素源を用いることで、試験した３つの酵母の組み合

わせを識別可能であった。 

 全ての色素で、酵母及び炭素源での着色パターンが一

致していたため、色素はいずれかの１種類で十分である

と考えられる。３種類の色素の中では、BTB が最も識別

が容易であったが、BTB は酵母の生成する酸により培地

が変色する。このように酵母や色素により識別が難しい

場合があるため、念のため BTBとフロキシン B又はロー

ズベンガルというように、２種類の色素を用いることで

より確実に識別できると考えられる。 

 

 

図 3 酵母を培養したカラープレート（炭素源グルコース） 

 

 

図 4 酵母を培養したカラープレート（炭素源グリセロール） 
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図 5 混合酵母を培養したカラープレート（炭素源グルコース） 

 

 

図 6 混合酵母を培養したカラープレート（炭素源グリセロー

ル) 

 

表 1 カラープレートでの酵母の着色結果 

 

+：薄い着色、++：濃い着色 

4 結  言 

 本研究では、カラープレートを用いて岩手県で育種し

た清酒酵母の識別を試みた。 

(1)色素濃度を検討した結果、酵母に依存せず、BTBでは

80 mg/L、フロキシン B 及びローズベンガルは 20 mg/L

が、全体的にコロニーの着色が最も明瞭であった。 

(2)最適な培養温度を検討した結果、35℃でコロニーの着

色が最も明瞭となった。 

(3)グルコースとグリセロールの２種類の炭素源を用い

ることで、同一株でもコロニーの着色に違いが生じ、ど

の酵母の組み合わせでも、それぞれの酵母を識別可能で

あった。 

(4)色素は１種類ではなく、２種類を用いることでより確

実に識別できると考えられる。著者らは BTBとフロキシ

ン Bを推奨する。 

(5)PCR 法と比較すると、識別に同等の期間を要したが、

カラープレートは煩雑な作業がなく簡易に行うことがで

きた。 

(6)各種識別培地と比較すると、同等の操作になるものの、

グリセロールカラープレートでは少し早く（３日間）、グ

リセロールカラープレートでは同等の期間（６日間）で、

複数回の培養工程がなく、識別することができた。 

(7)カラープレートによる識別は必要とする設備が少な

く、また、高価な機器を必要としないため、酒造企業で

も実施できる。 

本研究で開発したカラープレートでの酵母識別技術

を、醪中の酵母の優勢確認で活用し、県内清酒の品質向

上に繋げるとともに、今後、きょうかい酵母など県酵母

以外の識別も検討し、県内酒造企業への技術支援に活か

したい。 
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