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研究成果の概要（和文）：　ビール酵母の測定に適した検出波長と励起波長を選定し、ビール酵母の生細胞や
ATPとの関係を検討した。その結果、ビール酵母の測定には励起波長425 nm、検出波長635 nmが最適と判断され
た。検出波長635 nmのピークは、糖度、アルコール、酵母の種類の違いに影響を受けないため、適用範囲の広い
指標であることが判明した。醪の検出波長635 nmの蛍光スペクトルの屈曲度は、生細胞数との間に正の相関が認
められた。また、生細胞数はATPとの間に正の相関が認められたことから、蛍光分光法によって得られる屈曲度
はビール酵母のATPを評価する指標になり、活性状態の評価に結びつくことが認められた。

研究成果の概要（英文）：  We found that the best excitation and detection wavelengths for 
investigating beer yeast were 425 and 635 nm, respectively. The fluorescence may have been induced 
by beer yeast because no fluorescence peaks were detected from mash from which the beer yeast had 
been removed. Furthermore, this peak was not affected by differences in the concentrations of 
glucose and alcohol or by the different strains of beer yeast. Then we examined the relationship 
between the curvature degree of the fluorescence peak and the viability of the beer yeast. A 
positive correlation was observed between the degree of curvature of the peak and the number of live
 cells. In addition, a positive correlation was observed between the number of live cells and ATP 
production in beer yeast. Therefore, it was suggested the degree of curvature of the peak is also 
related closely with ATP production of beer yeast.

研究分野：食品科学
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１．研究開始当初の背景 

近年ビール市場全体は縮小気味であるの
に対し、プレミアムビールが人気を博し、市
場に占める割合は、2003年の 4.0 %から 2013

年には 12.9 %に拡大している 1)。また、食
品・嗜好品一般にプレミアム市場は拡大しつ
つあり、高価格であっても質を求める顧客が
増加している。そうした中、大手のビールに
比べてやや高価格である地ビールが注目さ
れ、2014 年 1 - 9 月累計の地ビールの出荷量
は同期比 7.0 %増となり、4 年連続前年を上
回った 2)。しかし、地ビール会社は商品の品
質を安定化させることに苦慮しており、高品
質を求める顧客を満足させ続けることは難
しい。 

ビールの品質の安定には、ビール酵母の状態
を正確に把握することが重要である。ビール
酵母は、製造過程で麦汁中の糖分を取り込み、
アルコールや炭酸ガスを生成するだけでな
く、アミノ酸を取り込み、香りや味を生成す
る重要な役割を果たす 3)。そのためビール酵
母の評価法として、染色法 4-7)や培養法 8,9)、
生理学的方法 10)等が試みられてきた。しか
し、それぞれ生死の判別、計測が煩雑で長時
間、生理状態のみ判別という問題点がある。
一方、ビール酵母の発酵・増殖に重要な役割
を担う細胞膜プロトンポンプ活性を把握す
る細胞内 pH 法は、ビール酵母の代謝活性を
反映した方法として注目されている 11)。し
かしこの方法も、細胞を蛍光染色したり、pH

や蛍光強度を計測する複数の工程があり、短
期間での計測が難しく、小規模な醸造現場で
は定着していない。そのため多くの地ビール
会社は、品質に関して、比重によるアルコー
ルの生成具合以外ほとんど全てを官能に頼
っている 12)。 

２．研究の目的 

蛍光分光法は、励起光と検出光を分光する
ことで物質の情報を得る手法であり、試薬の
添加や前処理を必要とせず、簡便、迅速、非
破壊での計測が可能である。片岡ら 13）は、
清酒の製造に用いられる麹の菌体量や酵素
活性の評価に本手法が適用できることを明
らかにした。そのため本手法は、麹菌だけで
なくビール酵母の状態の評価にも適用が期
待された。そこで本研究は、ビール酵母の状
態を把握するために、蛍光分光法が適用可能
か明らかにすることを目的とした。 

３．研究の方法 

ビール酵母の測定に最適な検出波長と励
起波長を選定した。次に、醪を用い、ビール
酵母の有無、糖やアルコール、ビール酵母の
種類の違いが蛍光スペクトルに与える影響
について把握した。最後に、醪の蛍光スペク
トルとビール酵母の生死や ATPとの関係を解
明した。 

蛍光スペクトルの検出には、試料を96 well
黒色マイクロプレートに 100 µL 分注し、蛍
光プレートリーダー（infinite M200 PRO, 
TECAN）を用い、各検出波長における蛍光強

度を 5 nm 間隔で計測した。蛍光スペクトル
のピークは、ピークの最大蛍光強度およびピ
ークの屈曲度を指標として評価した。なお、
屈曲度は次式（1）で算出した。 

・ピークの屈曲度 = 検出波長 635 nm の蛍
光 強 度  / 検 出 波 長 615 nm の 蛍 光 強
度・・・・・・（1） 

なお、屈曲度が 1.000 以上である場合をピ
ークの検出が可能であると判断した。供試体
は、地ビールの製造に用いられる醪（上面発
酵ビール酵母 WY1056 や麦汁等の混合液）を
用いた。 

（1）ビール酵母の測定に最適な検出波長
と励起波長の選定 

励起波長 380, 400, 420, 440 nm における
醪の蛍光スペクトルを計測した。また、励起
波長380, 390, 400, 410, 415, 420, 425, 430, 
435, 440 nm における、醪の検出波長 635 nm
の蛍光強度を測定した。 

（2）醪の蛍光スペクトルに影響を与える
因子の解明 

 醪を遠心分離した後の上清液、濾過後の
醪、Brix が 0, 5, 10, 15, 20 のグルコース
と超純水の混合液（以下、糖溶液）、濃度が
0, 5, 10, 20, 40, 80 v/v %のエタノール溶
液、Brix が 12 の糖溶液で 24 時間培養した上
面発酵酵母 Saflale S-04（以下、S-04）と下
面発酵酵母Saflager W-34/70（以下、W-34/70）
を供試体に用い、励起波長 425 nm における
蛍光スペクトルを求めた。 

（3）醪の蛍光スペクトルとビール酵母の
生死、ATP との関係の解明 

 UV スポット光源（LC6, 浜松ホトニクス）
の照射時間を適宜変化させビール酵母の生
細胞数を変化させた醪、Brixが12の糖溶液、
2.5, 5, 10, 100 倍に希釈した醪、同じ内容
物が混入した醪 2種（醪①、醪②）を供試体
に用い、励起波長 425 nm における蛍光スペ
クトルを求めた。また、トーマ氏血球計算盤
（サンリード硝子）上に試料を 20 µL と 20 µL
のメチレンブルー染色液を滴下し、生細胞数
と死細胞数を生物顕微鏡 BX-2700TL（レイマ
ー）で求めた。ATP はルシフェール 250 プラ
ス、ルシフェール ATP 消去試薬（共にキッコ
ーマンバイオケミファ）を用い測定した。 
４．研究成果 
1）ビール酵母の測定に最適な検出波長と励
起波長の選定 
 Fig. 2 に、励起波長 380, 400, 420, 440 nm
の醪の蛍光スペクトルを示す。励起波長が長
くなるにつれ、最大蛍光強度は大きくなった。
また、励起波長が 420 nm の蛍光スペクトル
には検出波長 515, 585, 635, 690 nm におい
て 4 つのピークが検出できた（①～④）。検
出波長 635 nm 付近に見られるピークは、他
のピークが励起波長毎に検出波長が異なる
のに対し、400, 420, 440 nm の励起波長全て
に共通に出現した。片岡ら 13)は、検出波長
630 nmのピークが麹菌からの情報を得るため
に最適だと判断しており、今回の結果も検出



波長が近く、醪中のビール酵母からの情報検
出には 635 nm が適切と考えられた。Fig. 3
に、励起波長 380～440 nm（10 段階）におけ
る検出波長 635 nm の蛍光強度を示す。励起
波長 425 nm において、蛍光強度は最も大き
くなった。このことから、醪の検出波長635 nm
のピークを捉えるには、425 nm の励起波長が
最適と考えられた。 

 
 
（2）醪の蛍光スペクトルに影響を与える因
子の解明 
 Fig. 4 に示すように、遠心分離後および濾
過後のスペクトルは、醪の蛍光スペクトルに
見られた検出波長 590, 635, 700 nm のピー
クが消失した。遠心分離および濾過は、醪中

のビール酵母のみを取り除けないため、ビー
ル酵母以外に醪に含まれる糖やアルコール
が醪の蛍光スペクトルに与える影響も調べ
た。その結果、検出波長 635 nm のピークは
全て検出されなかった。また糖溶液およびエ
タノール溶液の蛍光強度は、最大で約 700 
counts / 20 µs であり、醪の最大蛍光強度の
1/500 と低く、糖やアルコールは醪の蛍光ス
ペクトルにほとんど影響しないことが明ら
かとなった。また、異なる種類のビール酵母

（S-04, W-34/70）の蛍光スペクトルは、Fig. 
5 に示すように、どちらも検出波長 635 nm に
ピークが検出され、ビール酵母の種類の違い
によってピークの検出波長は変化しないこ
とが明らかとなった。以上の結果から、検出
波長 635 nm のピークはビール酵母に由来し
ていると考えられた。 

（3）醪の蛍光スペクトルとビール酵母の生
死、ATP との関係の解明 
Fig. 6 に、紫外線を 20 分間照射した醪の蛍
光スペクトルを示す。検出波長 635 nm のピ

ークは大きく減少した。Table 1 に示すよう
に、紫外線照射した醪中のビール酵母の死細
胞率は 98.1 %となり、ほとんど全てのビール

酵母が死滅していた。そのため、ピークはビ
ール酵母の生死と関係していることが示唆
された。そこで、ビール酵母の生死とピーク
の屈曲度との関係を明らかにするため、死細
胞率の異なる醪 20 種のピークの屈曲度を調
べた。その結果、Fig. 7 および Fig. 8 に示
すように、ピークの屈曲度は死細胞数との間
に負の相関、生細胞数との間に正の相関がそ
れぞれ認められ、屈曲度はビール酵母の生細
胞数を推測する手段となり得ると考えられ
た。そこで、発酵初期におけるビール酵母の
代謝活性と関係していると言われる ATP14）
をビール酵母の状態を評価する指標とし、屈
曲度との関係を調べた。Fig. 9 に、醪中のビ
ール酵母の生細胞数と ATP発光量との関係を
示す。生細胞数は、ATP 発光量との間に正の
相関が認められた。このように、屈曲度は生
細胞数と相関が認められることから、ATP と



も密接に関係していることが明らかとなっ
た。なお ATP は、Fig. 10 に例を示すように、
同じ種類のビール酵母であっても生細胞 1個
あたりで 7倍も異なる。そのため蛍光分光法
を用いた本手法で得られる屈曲度は、ビール
酵母の数やその生死だけでなく、ビール酵母
の代謝活性を評価する指標になり得ると考
えられた。 

 
 蛍光分光法において、ビール酵母の測定に
最適な励起波長は 425 nm、検出波長は 635 nm
であることが判明した。また、蛍光スペクト
ルの検出波長 635 nm 付近のピークの屈曲度
は ATP と密接に関係していることが明らかと
なった。そのため蛍光分光法は、地ビールの
醸造現場で、簡便かつ迅速にビール酵母の代
謝活性を評価する手法になり得ると考えら
れた。今後は、ビール酵母の代謝活性を評価
する、細胞内 pH 法等のその他の既存の評価
法との関係を検証する。また、実際の地ビー

ルの製造現場での利用適性を検討する。 
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