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研究成果の概要（和文）：　黒酢醸造プロセス全体として重要な熟成期に対して微生物学的メスを入れ、多面的
に解析することを主たる目的とした。壺寄せ直後から熟成開始後約300日のサンプルについて、それぞれ3つの壺
の発酵液を16S rRNAを対象とした次世代シークエンサー解析に供した。なお、サンプルは壺表面下約20 cm から
採取した。
　各菌叢において、最も優占的に存在しているのはFirmicutes門、次いで優占的なのはAlphaproteobacteria綱
であった。また、熟成開始後307日の菌叢について大きな変化が認められた。

研究成果の概要（英文）： Maturation period, which is a very important period for the traditional 
rice vinegar brewing, was analyzed microbiologically. After “Tsubo-yose” various samples were 
analyzed through next generation DNA sequencer in terms of 16S rRNA. Samples were collected 20 cm 
below the water level. 
 In each period, Firmicutes was most abundant, and second most abundant was Alphaproteobacteria. 
Also, there was a big change for the microbiological member in 307-day sample after “Tsubo-yose.”

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 黒酢
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 

鹿児島県霧島市福山町で生産されている
「壷造り純米黒酢」は、1805 年に福山町で
酢作りが開始されて以来、約 200 年もの間、
伝統的方法を受け継ぎ作られ続けている。 
 製法は以下の通りである。まず、蒸煮した
精米歩合97%の米7.6 kg、米麹（混ぜ麹）3 kg、
地下水 32 L を、径約 43 cm・高さ 62 cm・
容量 54 L の屋外に設置した壷の中に入れ混
合する。その後、乾燥させた米麹（振り麹）
を液面に隙間なく振り撒く。仕込み後は野外
で発酵・熟成させる。発酵には数ヶ月かかり、
その間に糖化・アルコール発酵、酢酸発酵が
順に進んだ後、6 ヶ月から 2 年間の熟成を経
て、さらにろ過・殺菌により、製品となる。
（図１） 
 黒酢の製法は表面発酵法の一種であるが、
（1）壷を野外に並べ温度管理をしない、（2）
種酢を加えず、種菌は米麹のみを使う、（3）
一つの壷の中で糖化・アルコール発酵、酢酸
発酵が連続的に進む、という一般的な表面発
酵法とは全く異なる特徴を有する。因みに、
一般の食酢醸造ではエタノール発酵期と酢
酸発酵期は明確に区別され、さらにスタータ
ーとして種酢を添加するので、上記の黒酢の
製法は微生物学的に見ても極めて珍しいも
のである。 
 申請者は、この製造過程を微生物学的に明
らかにすることを通して、新たな微生物学領
域の開拓を図っている。 
これまでに、アルコール発酵、酢酸発酵期

に関わる微生物を明らかにしてきた。即ち、
唯一の種菌の米麹（混ぜ麹・振り麹）中の微
生物を解析した結果、PCR-DGGE 法により
発酵初期から中期で主要な乳酸菌と主要な
酵母 Saccharomyces cerevisiae が、混ぜ麹あ
るいは振り麹由来であることを示してきた。
一方で、酢酸濃度の上昇時に現れる主要乳酸
菌 Lactobacillus acetotolerans と酢酸菌
Acetobacter pasteurianus は、拭き取り法に
より検出されたことから壷内に存在してい
ることも示してきている。 
 
２． 研究の目的 

 
上記のような背景のもと、本研究において

は、プロセス全体として重要な熟成期に対し
て微生物学的メスを入れ、多面的に解析する
ことを主たる目的とする。熟成期では、酢酸
濃度は当初から高いため、多くの微生物が生
育阻害を受けるような条件となっている。そ
のため、時間経過に伴う物理化学的パラメー
タの変化は、発酵期に比べれば緩やかなもの
となっているが、期全体では明確な変化を伴
ったものになっている。それ故、この期の微
生物を解析する必然性は高いと言える。一方
では、生育阻害を受けるような条件とは、微
生物にとっては、定常期的生育をせざるを得
ない条件でもある。つまり、熟成期を微生物

学的に解析することで、『定常期の微生物学』
を展開させることに繋がっていくこととな
る。 
３． 研究の方法 

 
本研究では、伝統的発酵食品醸造プロセスを、
現代科学の最先端の手法により微生物学的
に解き明かして行くことを目的としている。 
『熟成期』の微生物に関して次世代シークエ
ンサーを用いて解析を加えると共に、培養法
により得られる知見、さらに、物理化学的パ
ラメータを合わせ、熟成期で生じている事柄
を正確に記述していく。 
 
４．研究成果 
 
熟成期の菌叢解析 
壺寄せ直後から熟成開始後約300日のサン

プルについて、それぞれ 3つの壺の発酵液を
16S rRNAを対象とした次世代シークエンサー
解析に供した。なお、サンプルは壺表面下約
20 cm から採取した。 
 
門レベルでの菌叢解析 
各菌叢において、最も優占的に存在してい

るのは Firmicutes 門、次いで優占的なのは
Alphaproteobacteria 綱であった。また、熟
成開始後307日の菌叢について大きな変化が
認められた。（図２、３） 
 
多様性解析 
存在比率を考慮しない方法により多様性

解析を行ったところ、各菌叢における種多様
性は熟成日数に応じて変化しており、熟成日
数とリンクした菌叢変化が示唆された。（図
４） 
 
種レベルでの菌叢解析 
上記の多様性解析で菌叢変化が認められ

たサンプル間について、各日数における優占
種5種の挙動を調べた（５月にサンプリング）。
すると、熟成開始後 75 日から 155 日につい
て、Lactobacillus acetotolerance の減少
と Komagataeibacter xylinus の特徴的な増
加がみられた。また、熟成開始後 155 日から
307 日について、L. acetotolerance の減少
と Acetobacter pasteurianus の爆発的な増
加がみられた（図５、６）。 
熟成開始後307日のサンプルに関しては明

確な味の違いが認められたので、この菌叢変
化が味の変化と関与している可能性が示唆
された。 
 一方で、１２月ににサンプリングを行った
発酵液（熟成 250～350 日）についても菌叢
解析を行った。その結果、ほぼ同じ熟成日数
のサンプルであっても、5 月サンプリング分
の菌叢とは全く異なる傾向（乳酸菌の消失、
酢酸菌の存在比率増加）が認められた。この
ことから、熟成期として纏めて捉えることは
適切ではなく、個々の壷の変遷をも考慮にい



れた解析が必要なことが分かってきた。（図
７） 
 
D-アミノ酸高含有サンプルの菌叢解析 
熟成期において、一部のサンプルについて

顕著に D-アミノ酸を多く含んでいることが
過去の研究で明らかとなった。今回は、D-ア
ミノ酸高含有サンプルおよび低含有サンプ
ルについて、その菌叢を比較解析した。 

多様性解析 
D-アミノ酸高含有サンプルについて、わず

かな菌叢の相同性が示唆されたが、明確に菌
叢に違いがあるとはいえなかった 

種レベルでの菌叢解析 
D-アミノ酸高含有サンプルの菌叢について、
L. acetotolerance が有意に多く存在してい
ることが示された。現に何種類かの他の乳酸
菌について、D-アミノ酸を生合成できるラセ
マーゼ（異性化酵素）を持っているという報
告があり、黒酢醸造においても D-アミノ酸生
合成に乳酸菌が関わっていること、特に L. 
acetotolerance が大きく関与しうることが
示唆された。なお、乳酸菌については、壷か
ら多数の株を得ており、D-アミノ酸生成性に
ついて、精査した。 
 
図１．「壷造り純米黒酢」醸造の概要 
本研究では、熟成期の壺を解析した。 

 
図２．壺寄せ後 4日の菌叢 

 
 

図３．壷寄せ後 300 日の菌叢 
 
 

 
 
 
図４． 多様性解析 
 
 

 
 
 
図５．各日数における挙動 
 

 
 
 



図６．Firmicutes の変遷 
 

 
 
 
図７． サンプリング時期による違い 

 
 
今後の展望 
 当初は、壷寄せが行われ熟成が進行してい
く中で、壷内の微生物叢の変化は殆ど無いだ
ろうと考えており、そのため、定常期微生物
学の創成も充分に可能であろうとしていた。
しかしながら、実情は、どのような時期（季
候）を経てきたサンプルであるかにより、微
生物叢が大きく変化していることが読み取
れた。微生物叢の変化が、季候に依存するも
のであるのか、あるいは、もっと別の要因が
あるのか否かは、今のところ不明ではあるも
のの、喫緊に明らかにすべき課題と捉えてお
り、本助成が終了しても、続けて明らかにし
ていく。 
 D-アミノ酸生産性乳酸菌については、未だ
明確な答えが出てはいないものの、 L. 
acetotolerance がその要因菌である可能性
は極めて高い。そのため、単離菌を用いた in 
vitro での実験系を立ち上げており、こちら
も、本助成が終了しても、続けて明らかにし
ていく。 
 黒酢は２００年以上の伝統を有する発酵
食品であり、作り方に複雑な部分が在る訳で
はない。一方で、解析を進めれば進めるほど、
微生物学的に不思議なところが多く出現し
てくる材料となっている。 
 これからも、黒酢醸造の不思議な部分をで

きる限り多く解明していくことで、微生物学
の新天地を開拓していくとともに生産現場
へのフィードバック的な事柄も着実に履行
していきたいと考えている。 
 本申請へのご理解に対し、厚く御礼申し上
げる。 
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