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第１章 緒 言 

 

1.1 研究背景 

 

1.1.1 中華まん市場について 

 中華まんは，名前の通り中国で生まれた蒸し饅頭であるが，日本においては生地や具材

などで独自に進化し，市場を広げた［ⅰ］． 

 日本国内において中華まん市場は，CVS（コンビニエンスストア）の店舗増加や食シーン

の広がりにより，市場規模が拡大しており，平成 30年度には，前年比 2％増の 680億円を

達成し，その市場規模は 700億円目前となっていた［ⅱ］．しかしながら，令和元年度，令

和 2 年度は，暖冬や新型コロナウイルスの蔓延により，CVS での中華まんの販売は停滞し

た［ⅲ］．一方，量販店（スーパーマーケット，ドラッグストア等）においては，「巣ごも

り需要」があり，袋入り製品，特に冷凍食品の売上が伸び［ⅳ］，CVSの売り上げ減をカバ

ーしたが，市場全体の売り上げ規模は若干の減少となった．令和 3年度以後は，コロナ禍

の影響が少なくなって CVS での販売が回復傾向になり，令和 5 年度においては，CVS での

販売は，コロナ禍以前の水準にほぼ回復したとされており［ⅴ］，令和 6年度以降，市場規

模がさらに拡大することが期待されている． 

こうした市場において，中華まん製品の販売競争が激化している．さらなる市場拡大を

目指し，CVS 各社の販売競争が激しくなっており，本格的な具材と併せ，「ふっくら」や，

「もっちり」と表現された，柔らかくかつ弾力があってしっかりとした特徴ある食感を有

する生地の中華まん製品が高価格帯の商品として市場に出ている． 

 

1.1.2 中華まん生地について 

中華まんは，小麦粉・水・砂糖・イースト（パン酵母）・ベーキングパウダーなどを捏

ねて作った柔らかい皮で具材を包んで，発酵させた後に蒸しあげられることによってつく

られる饅頭（まんじゅう）である． 

中華まんの製造は，一般に図 1-1に示したストレート法と呼ばれる工程により行われて

いる．すなわち，小麦粉（中力粉または中強力粉），ベーキングパウダー，食塩，砂糖を混

合し，イースト及び水を添加後捏ね，生地をまとめた後ラードを添加し，さらに捏ねる．

こうしてできた生地を延ばし，薄い膜が形成（グルテンの形成を確認）され，生地捏ねを
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完了する．捏ね上がった生地を計量し，丸めた後，さらに薄く引き延ばす．引き延ばした

生地で具材を包み，丸く成形されたものを発酵させ，15分～20分程度蒸すことにより完成

する．パン生地と同様に添加するイーストの発酵による炭酸ガスの発生によって中華まん

生地は，膨化し，蒸されることでふっくらとしたものになる．炭酸ガスの発生力に関して

は，イーストが糖類を発酵してアルコールと炭酸ガスを生成することを利用しており，発

生した炭酸ガスを小麦タンパク質のグルテンにより保持することで，ふっくら感が成り立

っている［1, ⅵ］． 

中華まんの生地は，最近では，メーカー独自の製法で作られている場合も多く見受けら

れる．中種法（生地を 2 段階で発酵させる製法で，1 段階めで低温で長時間発酵させるこ

とで，食感の改良を行っている）が用いられる場合もあるが，中種法を改良した製法とし

て，「2段階発酵」と呼ぶ場合もある．また，もっちり感のある生地を実現するために，少

量の米粉を混ぜたり，加工方法を見直した小麦粉を使用する等，配合上の工夫がされてい

る．  

 

1.1.3 野生酵母の活用について 

 一般に使用されているイーストは，当初は自然界からの原料等により入ってきたものと

考えることができる．これらは長い年月をかけて，選抜と保存を経て現在までに実用に至

り，イーストとして使用されるようになった［2］．この過程で，基質の特異性（マルトー

スの資化性など）や望ましい性質（発酵で生じる香気成分など）での選抜を繰り返してき

た結果，多くのイーストは，似たような性質となってきている．こうした中で，様々な発

酵食品において，新たな消費を拡大する上で，従来とは異なる特性を持つような酵母が求

められている［3］．  

一方，近年の消費者の動向として，自然や天然を重視する傾向がある．パン市場におい

ては，「自然や天然」をコンセプトとした「野生酵母」を活用したパンが人気を得ており，

商品名やキャッチコピーとして「天然酵母」が表示されている．一般に穀物や果物に付着

した酵母や乳酸菌などの微生物を増殖させた発酵種（パン種）を利用して作られており，

通常のイーストを使用したパンとは，官能的に異なるパンとして開発されている［1, ⅵ］．

これまでも，自然界から野生酵母を採取し，使った事例は，パン［1, 3-17］や酒類［18-

26］で数多く紹介されている．これらの中には，その食感や香り，おいしさなどの特性が

付加価値として評価されている事例も多く見受けられる． 
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パン生地への野生酵母の使用については，野草などの花，果実，樹液等から，単離した

酵母を Saccharomyces cerevisiae と同定した上で，使われている例が多数報告されてい

る［3, 12］．また一部，Saccharomyces属以外の酵母についても検討されている［10，17］．

一方で，「自家製天然酵母使用」をうたい，昔ながらの方法として種起こしをしてパンに使

用されている事例では，菌種を同定せずに使用される場合も見受けられる［ⅵ］． 

 

1.2 本研究の目的と本論文の構成 

 

1.2.1 本研究の目的 

すでにパンや酒類などで野生酵母を使った製品がある中で，パンと同様にイーストを発

酵に使う中華まんにおいて，野生酵母を使った製品は，市場では見られていない．これは，

中華まんの市場規模は拡大しつつあるものの，パンの市場規模に比べて小さく，現在の商

品開発の主流が生地よりも，具材を中心に行われていることなどが考えられる． 

本研究では，中華まん生地の発酵に野生酵母が利用できるかどうか検討することを目的

とした．野生酵母を採取・単離し，炭酸ガスの発生，基質利用性の試験から，酵母種の絞

り込みを行い，実際に生地に使うことで膨化できるかどうかの試験を行った．さらに，得

られた野生酵母について，生地の成分の特徴を調べ，中華まん生地へ利用できるかについ

て考察した． 

 

1.2.2 本論文の構成 

 本論文では，植物から単離した野生酵母が，中華まん生地へ利用できるかどうかを評価

するために，単離した野生酵母による生地の発酵性の検討を行った． 

 第 2章では，野生酵母を単離し，単離した菌について，ガス発生性から見る発酵能によ

る選抜，菌の同定により食経験の有無の検討を行い，さらに，中華まん生地に一般的に使

われる糖質源のスクロースを基質とした炭酸ガス発生発酵試験，中華まん生地における発

酵試験（膨化試験）を行い，中華まん生地の発酵に適した酵母の選抜を行った．  

第 3章では，選抜した酵母について，アルコール発酵能，乳酸発酵能，香気成分やアミ

ノ酸，有機酸分析を行い，その成分を従来の酵母を使った中華まん生地と比較することに

より，その特徴について考察した． 

第 4章では，総括として，論文全体の流れと今後の課題をまとめた．  
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図 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1 中華まん製造の基本工程（ストレート法） 
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第 2章 中華まん生地用野生酵母の採取と選抜 

 

2.1 緒言 

 

本章では，野生酵母を利用する中華まん生地の開発を目的に，野生酵母を分離し，それ

らの基質資化性や炭酸ガス発生能等に基づいて，スクリーニングを行った． 

すなわち，野生酵母の分離については，地域ブランド化の可能性も考慮して，野生酵母

が存在する可能性のある植物試料（果実，野菜，花，樹木など）を三重県内から採取また

は入手した．また，和菓子の餡の素材である小豆の花と莢についても特徴ある野生酵母源

試料として，栽培地の北海道十勝地方の生産者より入手した．取得した酵母については，

単離後の簡易同定で，従来の中華まん生地に用いられている Saccharomycestaceae科であ

ること，中華まんで使用される炭素源がスクロースであることから，スクロースでの発酵

性（炭酸ガス生産性）があること，生地においても膨化することが重要で，このような観

点での選抜を行った． 

 

2.2 方法 

 

2.2.1 試料の収集 

梨（新興梨，三重県津市），ブドウ（ピオーネ，伊賀乙女，ロザリオビアンコ，三重県名

張市），アケビ（三重県津市），マコモ（三重県三重郡菰野町），リンゴ（シナノゴールド，

三重県津市），柿（次郎柿，三重県津市），干し柿（三重県津市），イチゴ（かおりの，三重

県津市），ビワ（三重県津市），ミカン（三重県南伊勢市）を三重県内各地の道の駅，直営

店等で購入した．また，桜（三重県津市），梅（三重県津市），芝桜（三重県津市），野生の

花 5種（三重県津市，伊勢市），コナラの樹液（三重県津市）を採取した．また，小豆の花

および莢を北海道中川郡幕別町の小豆栽培農家から入手した．  

 

2.2.2 菌株の単離 

菌株の分離と培養には MY培地［表 2-1，pH 6.6］を使用した．MY培地の組成を，麦芽

エキス（Bacto Malt Extract，Life Technology Corporation）0.3 %，酵母エキス（乾燥

酵母エキス，ナカライテスク）0.3 %，ポリペプトン（ハイポリペプトン，富士フイルム和
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光純薬）0.5 %，グルコース（富士フイルム和光純薬）2 %または，スクロース（富士フイ

ルム和光純薬）１％とし，クロラムフェニコール（富士フイルム和光純薬））を 34 μg/mL

になるように加え培地を調製した．固体平板培地の場合は，2 %寒天（精製寒天末，理科研）

を添加した．培地を121 ˚C，20 分間オートクレーブにより滅菌した． 

酵母の分離には，同固体平板培地を使用した．植物試料表面を白金耳でなぞって（樹液

については綿棒）滅菌生理食塩水 10 mlに懸濁し，適宜希釈した懸濁液20 μl を培地表

面に塗沫し，この培地を30 ℃，48 時間培養し，得られたコロニーについて，目視により

酵母とみなせるものを単離した． 

 

2.2.3 単離した菌株の発酵試験と光学顕微鏡観察による確認 

1 % スクロースを含む MY液体培地（pH 6.6，MYG培地よりグルコースを除いて代わりに

スクロースを添加したもの）を 10 ml ずつ試験管に分注し，Dhrham 発酵管を入れオート

クレーブにより滅菌した．分離した菌株1白金耳を滅菌済み10 ml生理食塩水にて懸濁し，

懸濁液100 μl を試験管に加え，30 ℃ で 72時間培養後，Dhrham 管内に蓄積した炭酸ガ

スの有無を目視で観察した．炭酸ガスを発生した菌株については，光学顕微鏡（Olympus 

BX51）により形状や出芽を観察し，酵母であることを確認した． 

 

2.2.4 菌株の ITS（Internal Transcribed Spacer）領域の塩基配列の解析 

食用として実績のある酵母を選抜するために，信頼性のある酵母同定法として利用され

る菌株のリボソームをコードする領域（rRNA シストロンの内部転写スペーサーの ITS 領

域）の塩基配列の相同性を調べる方法を用いた[27, 28]．各菌株を液体培養して，培養液

20 μlを遠心分離して菌体を回収した．この菌体を 180 μlの 50 mM 水酸化ナトリウム

溶液に懸濁して，沸騰水浴により 10 分間加熱した．室温に冷却後，20 μlの 1 Mトリス

塩酸緩衝液（pH 8.0）で中和し，遠心分離（13,200×g，10分）により細胞残渣を取り除

いた．得られた上澄み液 2 μlを PCR反応の鋳型として使用した．PCR反応については，

KOD One（東洋紡）を使用し，メーカーの指示に従い DNA増幅を行った．増幅には ITS5 (5'-

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') と ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') のプライマーを用

い，40 mMトリス酢酸-1 mM エチレンジアミン四酢酸緩衝液中，0.8 % アガロースゲルに

よる電気泳動を行い，臭化エチジウムによる染色により増幅された DNAを確認した．増幅

した DNA断片を ExoSAP-IT (Thermo Fisher Scientific) で処理し，塩基配列決定のため
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の鋳型とした．塩基配列の決定を三重大学遺伝子実験施設に依頼した．ITS4プライマーを

使用して BigDye Terminator cycle sequencing kit (Thermo Fisher Scientific) でシー

クエンス反応を行い，反応後 DNA試料を，AB3730 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Sci-

entific) に供して塩基配列を決定した．得られた塩基配列をもとに，国際 DNAデータベー

スに対して BLASTアルゴリズムで相同性を検索し，相同性を算出した． 

 

2.2.5 菌株の発酵（炭酸ガス発生）試験 

 菌株の糖類への資化性を調べるため，炭素源として 2 % グルコース，1 ％ スクロース，

1 ％ マルトース，1 ％ でんぷん（溶性）を含む MY液体培地（pH 6.6）を 10 mlずつ試験

管に分注し，Dhrham発酵管を入れ滅菌した．これに酵母を植菌し（植え付け方法は，2.2.3

と同じ），30 ℃ で培養し，24時間，48時間後に，炭酸ガスの発生の様子を確認した．炭

酸ガス発生の程度は，Dhrham発酵管に貯まる炭酸ガス量を目安にして判定した. 

 炭素源としてスクロースを用いる実験での炭酸ガスの発生量は，培養によって減少した

培養液の重量とした．すなわち，1 %スクロースを炭素源とする滅菌した 10 mlの MY液体

培地（pH 6.6）に，酵母を植菌し（植え付け方法は，2.2.3と同じ），30 ℃で培養した．

培養液の全重量を 3 日間，24 時間毎に測定し，その重量差を求めた．  

 

2.2.6 生地発酵試験 

 

2.2.6.1 選抜した菌株の培養 

 選抜した酵母 1白金耳を 10 ml滅菌済み生理食塩水にて懸濁し，懸濁液 1 mlを 500 ml

の滅菌済み 1 ％スクロース MY液体培地（pH 6.6）に加え，30 ℃，150 rpm，60～72 時間

振とう培養した．培養後，遠心分離（14,170×g）を繰り返し行い，酵母湿菌体を回収し，

重量測定を行い，得られた菌体量を比較した． 

 

2.2.6.2 選抜した菌株による生地発酵試験 

 選抜する酵母は,中華まんの生地を発酵させるためのものであり，小麦粉生地を膨化さ

せる必要がある．日本イースト工業会・パン酵母試験法を参考にして生地を発酵させ，膨

化度合いを確認した［29］．発酵試験用の小麦粉生地は，表 2-2の配合にて，小型ミキサ

―（KitchenAid社製 KSM150）により捏ね上げた．小麦粉は，日清製粉「桔梗（中力粉）」，
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ベーキングパウダーは，大宮糧食工業「BP-焼きミョウバンフリー」を使用した．初めにラ

ードを除く材料をミキシングボウルに入れ，フラットビーターで 10 分間低速（速度調節

レバー2）で捏ねた．その後，ラードを加え，中速（速度調節レバー3）7 分間，高速（速

度調節レバー4）で 3 分間捏ねた．その際，生地の状態を観察し，グルテンの形成（薄く

延ばしても切れず，反対側が透けて見える状態）により終点を確認した．捏ね上げられた

生地は，内径 74 ㎜の底無しのメスシリンダーに入れ，下部にシャーレを置き平らになる

様に押し込み，30 ℃の恒温機にて 120 分間発酵した．発酵後，膨らんだ生地の上部にあ

るスケールを読み取った．対照区として，市販酵母（イースト FG，カネカ）を使用した． 

 

2.2.7 走査型電子顕微鏡観察 

採取した菌株が酵母であることをさらに確認するため，形状を走査型電子顕微鏡で確認

した．酵母を MY培地で培養した細胞について，試料台の上に載せ，試料台ごとデシケータ

ー内で 48 時間乾燥した後，オスミウムコーター（Neoc，メイワフォーシス）により導電

コーティングしたうえで，走査型電子顕微鏡 Hitachi S-4000にて撮影した．撮影は三重大

学電子顕微鏡センターに依頼した． 

 

2.3 結果 

 

2.3.1 試料の収集と菌株の単離 

三重県内各地の果実，野菜，花，樹液の検体から，MY 寒天培地上でコロニーを形成し

た 281 株の酵母と推定される菌を単離することができ，No. 1〜281として以下の実験に

用いた． 

果実表面や樹液から高い頻度で酵母と推定される菌株を得ることができ，特にコナラ

の樹液からは多くの菌株が分離された． 

 

2.3.2 単離した菌株の発酵試験と光学顕微鏡観察による確認 

選抜する野生酵母は，中華まん生地を発酵によって膨化させるために炭酸ガスを発生す

る必要がある．また，中華まん生地には糖としてスクロースを使用しており，単離した野

生酵母について，炭素源として，スクロースを用いて炭酸ガス発生能を調べた． 

単離した 281 株について，MY液体培地（炭素源 1 % スクロース）を用いた発酵試験で
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炭酸ガス発生能を調べたところ，Dhrum管内で炭酸ガスを発生した菌株は，281 株中 27 株

のみであった．また，炭素源としてグルコースを使用した場合にのみ，炭酸ガスを発生さ

せる菌株もあった．しかしながら，中華まんの生地の主な炭素源はスクロースであるため，

これらのグルコースのみ発酵した分離株は候補から除外した．結果として，スクロース発

酵性の 27 株を選抜菌株とし，採取場所などを，表 2-3にまとめた．これらの菌の細胞を

光学顕微鏡（400 倍，Olympus BX 51）で観察し，その一部を顕微鏡像として，図 2-1に

示した．これらの菌株細胞はいずれも楕円形であり，図中に矢印で示したように，出芽に

より増殖することが推定でき，酵母の形態を有していることを確認した． 

 

2.3.3 選抜した菌株の ITS領域の塩基配列の解析 

選抜した菌株の属種を決定するために，バーコード領域と呼ばれる ITS領域の塩基配列

を決定して近縁種の配列と比較し，98.41 %以上の相同性を有することで，どの種に属する

か判定した［30］．ITS5と ITS4のプライマーを用いて PCRを行い，増幅した DNA断片の塩

基配列を決定した．決定した配列の相同性から菌種を判定した結果を表 2-4に示した．菌

株 No. 1, 2, 3, 4, 29, 31, 35, 40について同じ塩基配列の 517 塩基が増幅された．相

同性の検索を行ったところ，Hanseniaspora uravum CBS2585株と 100 %一致しており，こ

れらは，Hanseinaspora uvarumであると判定した．菌株 No. 9と 195については，同じ塩

基配列の 386 塩基が増幅され，相同性検索で，Groenewaldozyma salmanticensis CBS5121

株と 99.7 %一致していた．菌株 No. 41から得られた塩基配列は 243 塩基で，Metschnikowia 

sp. 3-TS-2020 株と 99.6 %一致し，菌株 No. 62 から得られ配列は 242 塩基で，

Metschnikowia rancensis UCDFST:11-201株と 100 %一致した．菌株 No. 172, 174, 175, 

204から得られた塩基配列は 808 塩基で同じで，Saccharomyces cerevisiae LL2012_040

株と 100 %一致していた．菌株 No. 178 と 187 の塩基配列も 454 塩基で一致しており，

Hanseniaspora vineae CBS2827株と 99.8 %一致していた．菌株 No. 179, 190, 192, 202, 

203から得られた塩基配列も 638 塩基で一致しており，Lachancea fermentati CBS12068

株と 100 %一致していた．菌株 278，279，280から得られた塩基配列も 346 塩基で一致し

ており，Candida intermedia CNRMA9.237株と 100 ％一致していた．  

これらのうち Candida属，Groenewaldozyma属，Metschnikowia属の菌株については，食

用に利用する酵母としての報告はなく，Candida 属については病原菌としての報告［31］

もあることから，選抜酵母の候補から除外した． 
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また，Hanseinaspora 属の菌株については，スクロースに対する資化性を持たないとい

う報告があり［32, 33］，候補から外したが，食用に利用した報告があることから，比較の

ために一部菌株を候補に残した． 

決定した配列および相同性検索のアライメント結果については，参考資料 2-1-1～8 と

して添付した． 

 

2.3.4 選抜し同定した酵母の発酵（炭酸ガス発生）試験 

 選抜した酵母（No. 178, 179, 187, 190, 192, 202, 203, 204）の糖質の資化性を炭酸

ガス発生能で調べた．異なる炭素源を基質として培養し，炭酸ガスの発生状況を調べた結

果を表 2-5に示した．炭酸ガス発生の程度は，Dhrum管内に溜まる程度の場合を＋，Dhrum

管内から溢れ出す場合を＋＋とした．対照とした市販酵母（イースト FG，カネカ）は，グ

ルコース，スクロース，マルトースで，24 時間後に炭酸ガスの発生が見られ，特にグルコ

ースとマルトースで多く発生した．一方，選抜した菌株では，菌株 No. 187以外の菌株で

は，グルコースとスクロースで炭酸ガスの発生が見られた．菌株 No. 204は，グルコース

とスクロースで，特に多くの炭酸ガスが発生したが，マルトースでは炭酸ガスは発生しな

かった．菌株 No. 178は，スクロースでは，48 時間培養でようやく炭酸ガスの発生が見ら

れたが．マルトースでは炭酸ガスは発生しなかった．菌株 No. 179は，スクロースとマル

トースで，48 時間培養でようやく炭酸ガスの発生が見られた．菌株 No. 190，192, 202, 

203は，マルトースで，48 時間培養でようやく炭酸ガスの発生が見られた．菌株 No. 187

は，グルコースで炭酸ガスの発生が見られたものの，それ以外の基質においては，炭酸ガ

スの発生が見られなかった．これらの結果により，菌株によって糖質の資化性が異なるこ

とが確認できた．  

また，選抜した酵母について，中華まん生地の炭素源として用いられるスクロースで発

酵させた際に発生する炭酸ガス量を比較した．発酵によって発生した炭酸ガスが空気中に

放出されることで培養液の重量が軽くなると考え，菌を接種していない MY液体培地（炭素

源 1.0 % スクロース，10 ml）を対照とし，発酵による培地の重量の減少量を，炭酸ガス

の発生量とみなした［図 2-2］．菌株 No. 204は，他の分離株よりも高い炭酸ガス発生量を

示し，菌株 No. 190は，菌株 No. 204に近い発酵能力を示すことがわかった．菌株 No. 178

は，MY液体培地（炭素源 1.0 % スクロース）による培養で，十分に炭酸ガスを発生するこ

とができなかった．  
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2.3.5 酵母の生地発酵試験 

 

2.3.5.1 選抜した酵母の培養 

生地発酵テストには大量の酵母が必要になるため，培養により増菌させる必要があり，

効率よく増殖するかどうかも応用的側面から重要である．生地発酵の試験では，500 mlの

フラスコ培養を行い，遠心分離により湿菌体を回収した．各菌株の湿菌体の回収量を，表 

2-6に示した．菌株 No. 179，190, 192, 202, 203，204については，市販酵母（イースト

FG）を超える（108〜119 %）湿菌体を回収することができた．一方，菌株 No. 178におい

ては，菌体湿収量が 83.7%と市販酵母（イースト FG）に比べて若干劣っていたが，選抜し

た酵母はどれも，MY液体培地（炭素源 1 % スクロース）による好気培養により，生地の発

酵試験に使用できる量の菌体を増殖できることがわかった．  

 

2.3.5.2 選抜し同定した酵母を用いた生地の発酵試験および最終選抜  

スクロースを炭素源として，炭酸ガス発生能が良好であった選抜酵母による生地発酵能

力を，生地の膨化能で判定した（図 2-3）．菌株 No. 178は，MY液体培地（炭素源 1 % ス

クロース）による培養において炭酸ガス発生能力が低いにもかかわらず，良好な生地発酵

を示した．これは，液体培地発酵能力が膨化能として判定する生地発酵能力を必ずしも反

映していないことを示唆している．この理由については後の項で考察するが，スクロース

を炭素源として生地をつくる場合には，液体培地での炭酸ガス発生試験はスクリーニング

には有効であるが，グルテンの粘弾性に影響を与える代謝物などが影響する場合も考えら

れ，菌株の小麦粉生地の発酵能を評価するためには，最終的には，酵母を実際に小麦粉生

地に入れた発酵試験が必要である． 

菌株 No. 190は，他の菌種より発酵速度が遅いものの，最終的（120 分後）に市販酵母

（イースト FG）と比較して遜色ない膨化能を示した．また，菌株 No. 178により膨化した

小麦粉生地は表面が凸凹していた．菌株 No. 204は，MY液体培地（炭素源 1 % スクロー

ス）による培養において炭酸ガス発生能力が最も高かったが，生地膨化能がほとんどなか

った．菌株 No. 178の結果とは真逆であったが，この場合も液体培地発酵能力が生地発酵

能力を反映していないことを示す結果となった．生地の発酵試験で，十分な膨化が見られ

たのは，菌株 No. 178および菌株 No. 190であった． 

生地の膨化能において，菌株 No. 178は，市販酵母（イースト FG）に勝る結果であるが，
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2.3.5.1 の結果から安定した大量培養が難しいことが懸念材料となった．また，膨化した

生地の表面が凸凹していることから生地に何らかの影響を与えていると考え，生地表面が

滑らかな菌株 No. 190を最終選抜株とした． 

最終選抜株とした菌株 No. 190および 市販酵母（イースト FG）の生地の膨化能を比較

したところ，生地発酵力には若干の差異があり，菌株No. 190 による生地発酵においては，

膨化能を指標とした発酵速度が少し遅いことがわかった(図 2-3)．  

 

2.3.6 最終選抜酵母の系統解析および国際 DNAデータベースへの登録 

菌株 No. 190の ITS領域について ITS4及び ITS5による増幅域を，それぞれのプライマ

ーで再度塩基配列を決定し，さらに ITS1, 5.8S rRNA, ITS2を含む領域の塩基配列を決定

した．決定した配列の全長は 651 塩基であり，BLAST アルゴリズムでの相同検索で塩基配

列が 100 %一致したものは，Lachancea fermentatiであった．とくに真菌類のカルチャー

コレクションであるアメリカ農務省 NRRLに登録されている L. fermentati NRRL Y-1559

株，並びに，Westerdijk Institute（オランダ）に登録されている L. fermentati CBS797

株，CBS12066株，CBS12067株，CBS12068株などの基準菌株と 100 %の一致をしており，典

型的な L. fermentatiであると推定した［図 2-4］．また, L. fermentati以外の Lachancea

属の他の種と，食品で利用されるイースト FG などが属する Saccharomyces 属との相同性

について，表 2-7にまとめた．Lachancea属は Saccharomyces属の近縁の属と考えられて

いるが，L. fermentatiは，他の Lachancea属との相同性が高く，Saccharomyces属とも近

いものの，系統的に異なることを示している． 

これらことから，本菌を L. fermentati NM73株と命名し，その ITS配列を国際 DNAデ

ータベースに登録し，アクセッションナンバーLC716519を与えられた． 

最終選抜した L. fermentati NM73株について走査型電子顕微鏡により細胞形態の観察

を行ったところ，やや細長い形態の酵母で，先端部分より出芽する酵母であることが分か

った．この形態は，これまでに知られている Lachancea属酵母の形態と合致していた［34, 

図 2-5 A］．Lachancea属には，フロックを形成できるものがいることが知られており［35］，

図 2-5 Bに示した様に，菌体が集団となるような形態も観察された． 
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2.4 考察 

 

本章では，中華まん生地の発酵に適した野生酵母の探索を行うために，植物試料から，

281 株の酵母と推定される菌株を単離することができた．生地の発酵には，炭酸ガスを発

生することが必要となるため，液体培地において炭酸ガス発生についてスクリーニングし，

主炭素源としてスクロースに絞った場合，27株のみに炭酸ガスの発生が認められた［表 2-

3］．特に中華まんの生地発酵に野生酵母を用いる研究の手始めでもあり，生地発酵の主炭

素源として一般的なスクロースを使用することにし，まず，上記 27株について rDNAの ITS

領域の塩基配列を調べることで酵母属種の簡易同定を行った．菌株の選抜について，生地

発酵の主炭素源として一般に用いられ想定されるスクロースによる発酵での炭酸ガス発生

量，実用面を考え液体培養で効率的に菌体量が得られること，実際に生地を発酵させた場

合の膨化能について選抜を行った結果，Saccharomyces cerevisiae と推定された No.204

株を除いて，市販酵母（イースト FG）と遜色ない生地発酵（膨化）能を有する菌株が採取

できた［図 2-3］． 

新しい生地の開発過程で将来的にスクロース以外の糖を炭素源として使用する可能性を

考慮して，異なる炭素源による炭酸ガス発生を検討した．選抜した酵母についてグルコー

スおよびマルトースで炭酸ガス発生能を調べた結果，炭素源の違いで炭酸ガス発生能が異

なることが確認できたが，今後の酵母のスクリーニング，選抜過程等でこの点も留意する

必要がある［表 2-5］． 

液体培養での炭酸ガス発生量と実際の生地の発酵での膨化の程度の関係が，必ずしも一

致しない結果が得られた［図 2-2，2-3］．菌株によっては，液体培養で炭酸ガスを多く発

生しても生地での発酵では，効率的に炭酸ガスを発生できないことも考えられ，この場合

には，今回用いたスクリーニング法自体を見直す必要がある．一方で，発酵による生地の

膨化は，主として生地に含まれるグルテンの炭酸ガス保持能によると考えられるが，これ

については，生地に含まれる他の成分の影響を考える必要がある．つまり，炭酸ガスが発

生していても生地に保持されない可能性，あるいは，生地を効率よく膨化できない可能性

も考えられる．2.3.5.2 で述べたように，実際，生地が膨化しても生地表面が凸凹である

試料も観察され，炭酸ガスが生地から不均一に抜けることなどが原因と考えられる． 

また，第 3章で示すように，生地の発酵過程でアルコールや有機酸等の様々な代謝物が

生産され，これらが生地の膨化，グルテンの物性などに影響する可能性が考えられる．生
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地発酵前後の炭酸ガス発生量や，生地発酵で生産される代謝産物の種類や量が，生地の粘

弾性などの物性などにどのような影響を与えるのか調べる必要がある． 

酵母種の簡易同定は，rDNA領域の塩基配列の相同性を利用した．酵母が属する Funji界

Ascomycota門において，信頼性の高い菌種の同定方法として，rRNAシストロンの ITS領域

の塩基配列が適している [27, 28]．実際に ITS領域の配列は，国際 DNAデータベース上

に豊富にあること，また細菌ではリボソームの小サブユニット(16S rRNA)配列が利用され

ているが，糸状菌の 18S rRNA配列では，十分に詳細な属種のバラエティが得られてないこ

となどの理由で，ITS領域の配列比較が菌種同定に適している［27, 28］.ITS領域の塩基

配列の相同性の比較により，従来の中華まん生地に用いられている Saccharomycestaceae

科の Saccharomyces属，Lachancea属と Hanseniaspora属に属する菌株を選抜した． 

ただ，Hanseniaspora 属の酵母は，液体培地での発酵性が Lachancea 属に比べて悪く，

培養において回収できる湿菌体量が少ないことと[表 2-6]，生地発酵の際に生地の表面が

凸凹していたことから，No.190菌株（単離した複数の L. fermentati菌株の中で，発酵力，

回収量，安定性が最も良かったもの）を最終選抜酵母とした． 

 L. fermentatiは，以前，Zygosaccharomyces属に属していたが，2003年に提案された

Lachancea属に再分類された酵母の種である［36］．現状で，Lachancea属，Zygosaccharo-

myces属，Saccharomyces属，Hanseniaspora属は，いずれも Saccharomycestaceae科の属

である．クラフトビールにおける地元産酵母の利用を目的とした野生酵母を単離した研究

においても，Lachancea属や Hanseniaspora属の酵母の単離が報告されている［20, 26］．  

菌株 No. 190は，L. fermentatiの多くの基準菌株と ITS領域の配列が 100 %一致して

いた他，アメリカのヨーグルト工場で採取された L. fermentati E20626（アクセションナ

ンバーMK267548.1），愛知県内で採取されたクワガタムシから分離された Lachancea sp. 

とも 100 %一致していた（アクセションナンバーLC661440.1）．  

L. fermentatiは，これまで，ブドウ果汁などから主に単離されており，その他にも植

物の葉，木の皮，樹液などから単離された実績がある［35, 37, 38］．また，ワインの醸造

においては，ブドウ果汁の発酵速度が Saccharomyces属に比べて早いことが知られている

が，香気成分については，株間に大きな差があり，イソアミルアルコールなどの特定の成

分を多く作るものとそうでないものがあると報告されている［39］．また調べた範囲では，

これまでに中華まんの生地発酵に Lachancea属の酵母を使用した事例を見つけることがで

きなかったので，新規性のある中華まん生地の開発に繋がる可能性があると考え，選抜の
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候補とした．Lachancea属では，その発酵特性が，種よりも株に依存するとの報告［39］が

あるので，選抜した酵母について，第 3章では，中華まん生地への活用を検討するために，

その特性を調べることとした． 
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図 

 

 

 

 

 

菌株 No. 178               菌株 No. 187 

         

 

菌株 No. 190               菌株 No. 204 

  

図 2-1 選抜した酵母細胞の顕微鏡画像（400倍，Olympus BX51） 

 

矢印で示した箇所に，「出芽」をしているところが確認でき，酵母の特徴を有している． 
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図 2-2 選抜した酵母の炭酸ガス発生量試験 

 

●：菌株 No. 204, ■：菌株 No. 190, ◆：菌株 No. 178  

 

培養前後の培養液の重量の差を炭酸ガス発生量として示した． 

数値は平均値±標準偏差（n=3）を示す． 
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図 2-3 小麦粉生地の発酵に伴う膨化 

 

選抜した酵母 NO.190株および市販酵母（イースト FG）を使った小麦粉生地を 30℃で発酵

させた際の膨化状態を比較した． 

 

生地の体積について，メスシリンダーの中での膨化状態を読み取った結果であり，メスシ

リンダーの目盛の単位から mlとした．数値は平均値±標準偏差（n=3）を示す． 

 

Ａ：市販酵母（イースト FG）による生地発酵テスト（膨化状態） 

Ｂ：菌株 Nｏ．190による生地発酵テスト（膨化状態） 
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図 2-4  Lachancea fermentati NM73株の ITS領域の配列 

および Lachancea fermentati  Y1559株とのアライメント 

 

Lachancea fermentati NM73:アクセション No.LC716519.1 

Lachancea fermentati Y1559:アクセション No.NR130666.1 

 

青字の部分は，5.8S rRNAの配列を示した． 
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Ａ                 Ｂ 

 

図 2-5 L. fermentati NM73株の電子顕微鏡写真（5,000倍，走査型電子顕微鏡 Hitachi 

S-4000） 

 

Ａ: やや細長い形態で，先端部分より出芽している． 

Ｂ：菌体が集団となるような形態（フロックを形成） 

 

※白いスケールバーは6μmを示す． 

 

 

 

 

 

 

 



21 

表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-1 MY培地組成 
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表 2-2 発酵試験用小麦粉生地の材料組成 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-3  発酵性のあった菌株および採取試料，採取場所 
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表 2-4 単離した酵母と最も塩基配列の相同性の高い酵母および相同性 
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表 2-5 単離した酵母の基質利用性と炭酸ガス発生 

 

＋＋：炭酸ガス発生多い（Durham管に炭酸ガスが溜まって溢れ出した状態） 

＋：炭酸ガス発生あり（Durham管に炭酸ガスが溜まっている状態） 

－：炭酸ガス発生なし（Durham管に炭酸ガスが全く溜まっていない状態） 
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表 2-6  選抜した酵母の培養後得られた菌体湿重量 

 

ＭＹ液体培地 500mlから得られた菌体湿重量 
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表 2-7 選抜した Lachancea fermentati NM73株と近縁種の塩基配列の相同性 
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参考資料 

 

参考資料 2-1-1  菌株 No.1（酵母）と Hanseniaspora uravum CBS2585株の ITS領域との

アライメント  

青文字は rRNAをコードしている配列 

 

参考資料 2-1-2 酵母 No.9（酵母）と Groenewaldozyma salmanticensis CBS51株とのア

ライメント 

青文字は rRNAをコードしている配列，赤文字が異なっている塩基 
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参考資料 2-1-3 菌株 No.41（酵母)と Metshnikowia sp. 3-TS-2020株とのアライメント 

青文字は rRNAをコードしている配列，赤文字が異なっている塩基. 

 

 

 

 

参考資料 2-1-4 菌株 No.62（酵母）と Groenewaldozyma salmanticensis CBS51株とのア

ライメント 

青文字は rRNAをコードしている配列 
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参考資料 2-1-5 菌株 No.172（酵母）と Saccharomyces cerevisiae LL2023_040株とのア

ライメント 

青文字は rRNAをコードしている配列 
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参考資料 2-1-6 菌株 No.178（酵母）と Hanseniaspora vineae CBS2827株とのアライメ

ント 

青文字は rRNAをコードしている配列, 赤文字が異なっている塩基. 
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参考資料 2-1-7 菌株 No.179（酵母）と Lachancea fermentati CBS12068株とのアライメ

ント 

青文字は rRNAをコードしている配列 

 

 

参考資料 2-1-8 菌株 No.279（酵母）と Candida intermedia CBRMA9.237株とのアライメ

ント 

青文字は rRNAをコードしている配列 
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第 3章 選抜した野生酵母の特性と中華まん生地への活用について 

 

 

3.1 緒言 

 

第 2章において，三重県津市の山林に自生するコナラから採取した酵母から，小麦粉生

地の膨化能を有する野生酵母を単離することができた．単離した野生酵母は，Lachancea 

fermentatiに属する酵母であった． 

L. fermentati は，中華まんへの応用例はないが，パンにおいて応用された事例がある．

S. cerevisisae を使った全粒小麦パンでは，発酵可能なオリゴ糖，二糖類，単糖，ポリオー

ルが残留しており，過敏性大腸炎において問題になっている．Ispiryan らは，環境から単

離した 96 の分離酵母から，小麦生地での膨化を目安に，最終的に L. fermentati FST5.1 株

を選抜している．この菌は，消費されにくい全粒小麦に含まれるフルクタンと果糖を消費

し，発酵品質は，S. cerevisiae と比較できるものであった［40］．また，古川は，単離した

L. fermentati KPC1 株を使用し，パン発酵を行っており，市販酵母に比べ増殖速度が遅く，

エタノール生産性は低かったが，乳酸を発酵していることを報告している［41］． 

ワインにおいては，S. cerevisiae が発酵の主体ではあるが，ぶどう果皮などから入る様々

な酵母が発酵品質に影響することが知られている［35］．例えば，Porter らは，ぶどう品種

ソービニオンブランから単離した L. fermentati Y515 株で発酵したワインでは，イソブタ

ノール，イソ酪酸，モノテルペンが多くなることを報告している［39］．また，クラフトビ

ールでは，従来の乳酸菌添加によるサワービール発酵に代わり，乳酸発酵とアルコール発

酵を同時に行うことができる野生酵母の探索が行われている［20, 26, 37］．Osburn らは，

284 の分離酵母のうち，白樺の樹皮から単離した L. fermentati WYP39 株が，乳酸発酵と

アルコール発酵が同時できる菌株の一つであると報告している［38］．Bellut らは，米国各

地とオーストラリアの Kombucha より単離した L. fermentati の４株で，適度な酸度と残

糖のある低アルコールビールの開発を行っている［34］．  

本章においては，選抜した酵母（L. fermentati NM73株）により発酵した生地が市販酵

母により発酵した生地と比べて，どのような特徴があるかを，中華まん生地に含まれる物

質的側面から検討した． 

生地の味や香りなどに関係することを考え，液体培養下でのアルコールや，L. 
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fermentati特有と考えられる乳酸の生成量についても確認する． 

さらに，本菌で発酵させて作った小麦粉生地の成分分析（香気成分および遊離アミノ酸，

有機酸含有量）を行い，市販のパン酵母で作った小麦粉生地と比較することにより，本菌

により発酵した小麦粉生地の特性を調査し，その特徴を考察する．  

 

3.2 方法 

 

3.2.1 アルコール発酵能の測定 

 スクロース濃度 2 %，4 %，8 % に調製した YP液体培地（酵母エキス 1.0 ％，ポリペ

プトン 1.0 %，スクロース適宜，pH 6.6）を，各 10 mlを試験管に分注し滅菌した．選抜

した酵母（L. fermentati NM73株）1白金耳を滅菌済み生理食塩水 10 mlにて懸濁し，懸

濁液100 μlをスクロース濃度の違う YP液体培地に植菌し，30 ℃，120 時間，静置培養

し, 24 時間毎に生成したエタノール濃度を測定した．エタノール濃度の測定には，アルコ

メイト Type AL2（簡易アルコール分析機・理研計器）を使用した．市販酵母（イースト FG，

カネカ）を対照とし，同様の試験を行い比較した．  

 

3.2.2 乳酸発酵能の測定 

 YP液体培地を，スクロース濃度 8 % に調製し，10 mlを試験管に分注し滅菌した．酵母

1 白金耳を滅菌済み生理食塩水 10 mlにて懸濁し，懸濁液100 μlをスクロース濃度 8 % 

の YP液体培地に植菌し，30 ℃，120 時間，静置培養し，24 時間毎に培地中の乳酸濃度を

測定した．乳酸濃度の測定には，Lactate Assay Kit-WST（同仁化学研究所）を使用し，マ

イクロプレートリーダー（モレキュラーデバイスジャパン SpectraMAX ABSPlus）により

450 nmの吸光度にて測定した．  

 

3.2.3  中華まん生地の香気成分分析 

 香気成分については，2.2.6と同様の方法で作った生地（A：市販酵母（イースト FG）に

よる発酵，及び B:選抜した酵母による発酵, 非加熱）を分析試料とした． 

 香気成分の分析は，ヘッドスペースサンプラー（Agilent G1888）を装着したガスクロマ

トグラフ質量分析装置（GC/MS: Agilent GC 6890N /MS 5975C）を用いて，外部標準法によ

り実施した．生地（非加熱）1.0 gを 20 ml容量のバイアル瓶に取り，90 ℃で 30 分間保
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持したのち，ヘッドスペースガス 1 mlを GC/MSに注入した．キャリアガスはヘリウム（流

速 1.4ml/min），ヘッドスペースのニードル温度は 160°C，トランスファー温度は 200°C, 

ヘッドスペースキャリアガス圧 は60 kPa, 気化室温度は220°C, イオン源温度は240°C, イ

ンターフェース温度は 260°C,とした．分析カラムは VF-WAXms（長さ 60 m，内径 0.25 mm，

膜厚 0.5 m，アジレント・テクノロジー株式会社）を用いた．カラムオーブンの温度は，

40°C で 3 分間保持した後，10°C/min で 260°C まで昇温させ，5 分間保持した．測定は

SCANモード測定ではマススペクトルを確認して定性し，SIMモード測定では外部標準法に

より定量した．各成分の測定イオン（定量イオン(m/z)，確認イオン(m/z)）は，イソアミル

アルコール（55，70），n-プロピルアルコール（59，60），イソブチルアルコール（43，74），

フェネチルアルコール（91，122）），酢酸エチル（43，61），酢酸イソアミル（43，70），カ

プロン酸エチル（88，99），カプリル酸エチル（88，101），アセトイン（43，45），酢酸（60,43），

イソ酪酸（43,73），n-酪酸（60,73），イソ吉草酸（60,87）とした．SCANモード測定のスキ

ャン範囲は m/z 29 – 200 とした。測定はそれぞれの試料で 3 回行い，平均値ならびに標準

偏差を算出した．イオン化法は EI法を用いた．  

標準液の調製と検量線の作成は，以下の様に行った．各特級試薬を 0.500g精秤し，特級

エタノール（ナカライテスク）15mlにて溶解し，水で 50mlに定容し，1 %の標準原液を作

り，これを混合，希釈し，15vol％のエタノールを含むよう混合標準液を作成した．アルコ

ール（イソアミルアルコール（富士フイルム和光純薬），n-プロピルアルコール（富士フイ

ルム和光純薬），イソブチルアルコール（富士フイルム和光純薬），フェネチルアルコール

（富士フイルム和光純薬））と酢酸エチル（富士フイルム和光純薬）は，10，50，100，500 

㎎/l，酢酸イソアミル（富士フイルム和光純薬），カプロン酸エチル（東京化成工業）とカ

プリル酸エチル（東京化成工業）は，1, 5, 10, 50 ㎎/l，アセトイン（東京化成工業）と

酢酸（富士フイルム和光純薬）は，10, 50, 100, 500, 1000 ㎎/l，その他の有機酸（富士

フイルム和光純薬，イソ酪酸のみナカライテスク）は，5, 10, 20, 50 ㎎/lの濃度に調整

し，各濃度の混合標準液100μlを 20ml容量のバイアル瓶中で全量揮発させて試料と同様

に分析し，検量線を作成した．試薬のアセトインについては，重合した 2量体の結晶であ

ったため，窒素下で 100℃に加熱し，解重合して使用した．尚，GC-MSによる香気成分の定

量は三重県工業研究所の支援のもと，実施した. 

各試料の TICは，図 3-1-1，3-1-2，定量した各香気成分のイオンスペクトルは，図 3-2-

1～13に示した． 
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3.2.4中華まん生地の遊離アミノ酸分析 

生地に含まれる遊離アミノ酸分析については，公定法（日本食品標準成分表 2020 年版

（八訂）分析マニュアル）に従って行った．試料を細断後，試料と同量の 10 ％スルホサ

リチル酸溶液を加えてミルで粉砕し，粉砕物約 12 gを精秤し，25 mlの 10 ％スルホサリ

チル酸溶液を加え，20 分間混合した．水酸化ナトリウム溶液により pH 2.2付近に調整し，

クエン酸ナトリウム緩衝液（pH 2.2）で 50 mlに定容し適宜希釈後，ろ紙（No.1）[東洋濾

紙株式会社]でろ過した．ろ過後の溶液をさらにメンブランフィルター（孔径 0.45 μm）

でろ過した．ろ液を試料溶液とし，アミノ酸混合標準液（富士フィルム和光純薬，Type H）

を用い，アミノ酸自動分析装置により分析を行った．また，アミノ酸のうちトリプトファ

ンについても，公定法（日本食品標準成分表 2020年版（八訂）分析マニュアル）に従って

行った．水で 50 mlに定容し，ろ過するところまでは他のアミノ酸と同じであるが，ろ過

液のうち 5mlを全量ピペットで 10 mL全量フラスコに分取し，水酸化ナトリウム溶液で微

アルカリに調整後，水で 10 mlに定容し，メンブランフィルター（孔径0.45 μm）でろ過

した液を試験溶液とし，標準溶液（トリプトファン標準品 50 ㎎を精秤し，0.1 mol/lの水

酸化ナトリウム溶液に溶解後，100 mlに定容し，水で 50倍希釈; 10 μg/ml）を用い，液

体クロマトグラフィーにより分析を行った．分析は，日本食品分析センターに依頼した．  

 

3.2.5中華まん生地の有機酸分析 

生地に含まれる有機酸分析については，公定法（日本食品標準成分表 2020年版（八訂）

分析マニュアル）に従って行った．試料 3～5 gを精秤し，5 mlの 5 ％過塩素酸及び水約

25 mlを加えて 10 分間混合した後，水で 50 mlに定容した．定容後，ろ紙（No.5B [東洋

濾紙株式会社]）及びメンブランフィルター（孔径0.45 μm）でろ過した液を試料溶液と

し，高速液体クロマトグラフィーにより分析を行った．標準溶液のうち，クエン酸標準溶

液は，クエン酸三ナトリウム二水和物(特級)0.1531gを容量100ml全量フラスコに精秤し，

水で定容した (1.0㎎/mｌ) ．定容後，ろ紙（No.5B [東洋濾紙株式会社]）及びメンブラ

ンフィルター（孔径0.45 μm）でろ過した液を 0.01，0.1，0.2及び 0.5㎎/mlとなるよう

に水で希釈し調整した．また，それ以外の有機酸の標準溶液についても同様に調整した．

分析は，日本食品分析センターに依頼した． 
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3.3 結果 

 

3.3.1 エタノール生産性 

L. fermentati NM73株のエタノール生産性について，YP液体培地に植菌し，30℃で発酵

させ，経時変化により検討した．炭素源としてスクロースを使用し，2，4，および 8 ％と

濃度を変えて，エタノール濃度を測定したところ，どの濃度においても 48時間後以降にエ

タノールが生成し，96 時間後にピークを迎えた．スクロース濃度を高めると，生産された

エタノールの濃度は増加し，8% 区で最もエタノール生産性が高く，エタノール濃度 4 ％

に達した．エタノール濃度は，基本的にスクロース濃度に依存していた．また，市販酵母

（イースト FG）によるエタノール生産性は，本菌のエタノール生産性より若干高かった［図 

3-3］． 

 

3.3.2  乳酸生成量 

本菌による YP 液体培地での乳酸の発生量を測定した．48 時間後以降に乳酸を生成し，

120 時間後まで増え続けた［図 3-4］．一般的に Lachancea属の酵母は，乳酸を生成するこ

とが知られており［34, 35, 37, 39］，本菌も同様の特性を示した．また，市販酵母（イー

スト FG）においては，乳酸の生成はほとんど見られなかった．  

 

3.3.3 中華まん生地の評価 

 

3.3.3.1 GC/MSによる香気成分の分析結果 

試作した中華まん生地の香りについては，GC/MS で検出された香気成分をヘッドスペー

ス-ガスクロマトグラフ質量分析（HS-GC/MS）法により定量したところ，表 3-1の結果を

得た． 

本菌（L. fermentatiNM73株）により発酵させて作った中華まん生地と市販酵母（イー

スト FG）により発酵させて作った中華まん生地の分析結果において，両者においてイソア

ミルアルコールが比較的多く含まれ，本菌におけるアセトインの含有量は少なかった． 

一方で，市販酵母（イースト FG）で発酵させた中華まん生地には，酸臭や発酵臭に由来

する揮発性脂肪酸 (酢酸，イソ酪酸，n-酪酸，イソ吉草酸)が多く含まれ，イソアミルアル

コールに由来する香り（果実の様な甘い香り）が阻害されるのではないかと推測した． 
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3.3.3.2 アミノ酸および有機酸の分析結果  

中華まん生地に含まれる遊離アミノ酸［表 3-2］および有機酸量を比較した［表 3-4］．

その結果，必須アミノ酸の一つであるリジンが生地 100 gあたり 71 mgと，市販酵母（イ

ースト FG）で発酵させた生地の約 8 倍量含まれていた．また，本菌を用いて発酵させた中

華まん生地には，乳酸が多く，酢酸が少ない傾向にあった． 

 

3.4 考察 

 

L. fermentatiの生地発酵の研究例は少ないが，ワインやビールなど液体発酵における

性質の検討などの先行研究［34, 35, 37, 39］がある．これらによると Saccharomyces属

の酵母と比べ，乳酸を生成することが大きな特徴であることが報告されおり，クラフトビ

ールにおいては，独特な特徴の一つになっている［34, 37］． 

L. fermentati NM73においても，液体培養では，乳酸が生成することを確認した[図 3-

2]．一方，生地発酵させて作った中華まん生地の有機酸分析でも，対照区（市販酵母（イ

ースト FG）で作った生地）と比較して乳酸が多く含まれ，本菌による乳酸生成が生地発酵

においても検出された. このことは，糖の解糖において生じるピルビン酸が，S. cere-

visiaeでは，エタノールに代謝されるのに対して，L. fermentatiでは，エタノールに代

謝される他，一部が乳酸になっていることを示している［34］．これは，図 3-3で示す発酵

試験でエタノールの生成量が市販酵母（イースト FG）よりも少ないことと関連していると

考えられる． 

パンの製造において，乳酸菌を含むサワー種を使うことによりパンの日持ちを改善して

いる例があり［42］，本菌の乳酸生成能力は，中華まんの生地に同様の効果を期待できる可

能性がある．また中華まん生地発酵における乳酸産生は，味の面からも良い特性になる可

能性があると考えた．L. fermentatiを使った低アルコールビールの開発では，発酵後に

残存した糖分と，この乳酸によりバランスの取れた製品ができるとの報告もあり［34］，乳

酸の生成は，本菌の特徴の一つで，中華まん生地に乳酸が含まれるという新たな特性を付

与する可能性が考えられる． 

小麦粉生地の GC/MSの分析では，市販酵母（イースト FG）で発酵させて作った生地には，

本菌で発酵させて作った生地よりも，オフフレーバーとされる香気成分として，酸臭や発

酵臭のする酢酸，イソ酪酸，n-酪酸，イソ吉草酸［43］がおよそ 2 倍量含まれていた．ま
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た，市販酵母（イースト FG）および本菌を用いた生地には，両者ともに同程度のイソアミ

ルアルコールが含まれていた．イソアミルアルコールは，果実様芳香の特徴香成分とされ

る高級アルコールであり，日本酒においては，酒らしい香りを下支えすると言われている

［44］．本菌により発酵して作った生地については，市販酵母（イースト FG）で発酵させ

て作った生地よりもオフフレーバーが少ないことより，イソアミルアルコール由来の香り

が感じやすいのかもしれない．こうした成分により，市販酵母（イースト FＧ）と比較し，

甘い香りが立ち特徴のある香りを有する中華まんができる可能性がある． 

発酵生地の遊離アミノ酸分析では，リジンが検出された．リジンは小麦タンパク質のア

ミノ酸スコアの中で，一番低くなっている[45]．パン酵母がリジンを生産するという報告

はないが，液胞にリジンを多く蓄積するような酵母の育種研究は行われている［46］．本菌

のリジン生産性については，興味深い分析結果ではあるが，遊離アミノ酸だけでなく，タ

ンパク質由来のアミノ酸を含めて分析するなど，今後の詳細な研究が必要である． 

発酵生地の有機酸分析では，乳酸を検出することができ，液体培養だけでなく，本菌が

発酵した生地においても乳酸を生産していることが確認できた． 

このような特徴のある香り成分と有機酸である乳酸が中華まんの生地で検出されたこと

は，本菌を使用した中華まん生地に，これまでの市販酵母にはない特性を提供することが

できる可能性を示した．もちろんこれらの特性が消費者に受け入れられるものかどうかは，

今後の課題として，モニター調査等による確認が必要ではあるが，本研究において，野生

酵母が，中華まんの生地にこれまでにない特性を付与することに，活用できる可能性を示

すことができた． 
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図 

 

 

 

図 3-1-1 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム TIC（市販酵母（イースト FG ） 

 

 

 

図 3-1-2 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム TIC（Lachancea fermentati 

NM73株） 
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図 3-2-1 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（イソアミ

ルアルコール） 

 

 

 

図 3-2-2 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（アセトイ

ン） 

 

 

定量イオン

確認イオン
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図 3-2-3 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（酢酸エチ

ル） 

 

 

 

図 3-2-4 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（酢酸イソ

アミル） 
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図 3-2-5 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（カプロン

酸エチル） 

 

 

 

図 3-2-6 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（カプリル

酸エチル） 
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図 3—2-7 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（n-プロピ

ルアルコール） 

 

 

 

図 3-2-8 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（イソブチ

ルアルコール） 
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図 3-2-9 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（フェネチ

ルアルコール） 

 

 

 

図 3-2-10 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（酢酸） 
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図 3-2-11 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（イソ酪酸） 

 

 

  

図 3-2-12  生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（n-酪酸） 
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図 3-2-13 生地に含まれる香気成分のガスクロマトグラム イオンスペクトル（イソ吉草

酸） 
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図 3-3 L. fermentati NM73株の発酵による YD液体培地でのエタノール生産量 

 

●:スクロース 2％含有，■：スクロース 4％含有，▲スクロース 8％含有，◆：スクロー

ス 8％含有（市販酵母（イースト FG）） 

 

数値は平均値±標準偏差（n=3）を示す． 
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図 3-4 L. fermentati NM73株の発酵による YP培地（スクロース 8％）での乳酸生成量 

 

●：市販酵母（イースト FG），■：L. fermentati NM73株  

 

数値は平均値±標準偏差（n=3）を示す． 
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表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 3-1 中華まん生地から発生した香気成分量 

 

数値は平均値±標準偏差（n=3）を示す． 
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表 3-2 中華まん生地に含まれる遊離アミノ酸量（報告値） 
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表 3-3 中華まん生地に含まれる有機酸量（報告値） 
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第4章 総 括 

 

本研究では，中華まん生地の発酵に野生酵母を初めて利用するために，野生酵母を分離

し，炭酸ガス発生能や生地の膨化能などの発酵特性で，スクリーニングし，中華まん生地

に適用できる菌株の取得を試みた． 

野生酵母が存在する可能性のある植物試料（樹皮，果実表面，蜜，樹液など）を採取し，

MY寒天培地を用いて微生物を分離し，分離コロニーを顕微鏡で観察して酵母細胞を選択し

た． 

分離した酵母細胞は，各種糖類を基質として炭酸ガス産生能を試験し，スクロースに炭

酸ガス産生能の高い菌株を選択した． 

選抜した株の ITS領域の増幅と塩基配列を決定することにより簡易的な同定を行なった．

決定した配列の相同性を国際 DNAデータベースで検索したところ，従来の中華まん生地に

用いられている Saccharomycestaceae科の Lachancea fermentati，Saccharomyces cere-

visiae，Hanseniaspora vineae，Hanseniaspora uvarumといった酵母を簡易同定すること

ができた． 

これらの菌株を用いて作った小麦粉生地の発酵力を，市販のパン酵母を対照に調べた．

その結果，小麦粉生地の発酵試験では，市販酵母（イースト FG）と遜色ない発酵力を持つ

L. fermentatiを得ることができ，当初の目的の単離した野生酵母を利用して膨化した中

華まん生地ができることを示すことができた．また，発酵させた小麦粉生地中には，

Saccharomyces cerevisiaeで発酵させた生地とは異なる特徴的な成分として，乳酸を生産

すること，香気成分分析において，イソアミルアルコールおよびアセトンが含まれ，オフ

フレーバーとして報告されている酢酸，イソ酪酸，n-酪酸，イソ吉草酸が少ないことが分

かった．一方，アミノ酸分析においては，特徴としてリジンが検出された． 

これらの結果から，自然界から採取した野生酵母を用い，中華まん生地を開発できる可

能性を示すことができた．Lachancea 属は，ワインで広く見られるほか，自然界に広く存

在している酵母で，Saccharomycetaceae科に属する属の一つである．本研究で採取された

L. fermentatiは，クラフトビール発酵に適した野生酵母の探索において，選抜されてい

る［33, 36］．また，液体培養での発酵性と小麦粉生地での発酵性の違いがあることも理解

でき，液体培養のみの発酵性での評価では，不十分であることが分かった．  

第 1章では，中華まんの市場規模が増大しており，その市場の中で販売競争に打ち勝っ
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ていくためには差別化が必要であり，中華まんにおいて，本格的な具材と併せ，特徴ある

生地が求められていることが示唆されており，本論文においては，これまでに報告がない

中華まん生地の発酵への野生酵母の利用において，生地が膨化できるかどうか検討するこ

とを目的とした． 

さらに，野生酵母を採取・選抜し，選抜した酵母を評価し，選抜した酵母により発酵さ

せて作った生地の特徴を調べ，中華まん生地への応用について考察した．  

第 2章では，果物，野菜，花，樹木等から，281株の酵母と思われる菌株を単離した．

生地の発酵には炭酸ガスの発生が必要なことから，液体培地でのスクリーニングをしたと

ころ，27株に炭酸ガスの発生が認められた．さらに ITSの配列に伴う同定から 9株を選

定し，さらに生地の発酵試験を行った．その結果，小麦粉生地を十分に，安定的に発酵さ

せる酵母である L. fermentatiに属する酵母から，生地の膨化能が強く，安定的に培養が

できる菌株として，最終的に No.190株を選抜し，L. fermentati NM73株と命名し，その

ITS配列を国際 DNAデータベースに登録した． 

第 3章では，選抜した L. fermentati NM73株の発酵および L. fermentati NM73株を使

用し発酵させて作った中華まん生地の特性を調査し，特徴的に香気成分や乳酸，リジンが

含まれることを確認した． 

今後の課題として，本研究では，野生酵母を中華まん生地の発酵に初めて利用するに当

たり，まず，野生酵母が中華まん生地の発酵に利用できる可能性を検討したが，商品開発

を見据えるには，どのような特色をもつ生地とするのか等の目標を予め明確にし，そのた

めの菌の探索，スクリーニング方法等を十分に検討した上で研究を進めることが必要であ

る．一方，本菌の利用については，本菌を用いて作った中華まん生地のテクスチャーの分

析，詳細な成分分析が挙げられる．また，商品化につなげるための課題として，本菌を大

量培養し一定量の安定した活性のある菌体を得ること，分離菌の発酵力の維持等の発酵品

質の安定性，発酵した生地と中華まんの具材との相性，販売時における天然酵母の特性の

訴求方法，試験方法の検討があると考えている． 
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要 約 

 

本研究では，特徴的な中華まん生地の開発に利用できる酵母を発見するために，植物か

ら野生酵母を分離し，その炭酸ガス産生能などの発酵特性でスクリーニングした． 

まず，野生酵母が存在する可能性のある試料（樹皮，果実表面，蜜，樹液など）を採取

し，MY寒天培地を用いて微生物を分離し，分離コロニーを顕微鏡で観察して酵母細胞を選

択した． 

分離した酵母細胞は，炭酸ガス産生能を試験し，基質としてスクロースに炭酸ガス産生

能の高い菌株を選択した． 

選別した酵母の ITS 領域の塩基配列を決定し，得られた配列の相同性を検索して，

Lachancea fermentati，Saccharomyces cerevisiae，Hanseniaspora vineae，Hanseniaspora 

uvarum，といった酵母を同定した． 

これらの菌株を用いて作った生地の膨化力を，市販のパン酵母を対照に比較し，遜色な

い発酵力を示した L. fermentatiに属する酵母を本研究における最終選抜酵母とした．本

菌を L. fermentati NM73と命名し，発酵させた小麦粉生地の成分を調べた．本菌により発

酵させた小麦粉生地には，特徴的な成分として，乳酸や遊離のリジンを多く含むこと，香

気成分としてイソアミルアルコール（果物の様な甘い香りを付与）を含むこと，オフフレ

ーバー（酸臭や発酵臭に由来する揮発性脂肪酸 (酢酸，イソ酪酸，n-酪酸，イソ吉草酸)）

の産生量が少ないことなどがわかり，特徴ある中華まんの生地の開発の可能性があること

を示した． 
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英文要約 

 

In this study, wild yeasts were isolated from plants and screened for their 

fermentation characteristics, such as carbon dioxide production capacity, to 

identify yeasts suitable for developing distinctive Chinese bun dough.  

First, samples (bark, fruit surfaces, nectar, sap, etc.) potentially containing 

wild yeast were collected. Microorganisms were isolated using MY agar medium, and 

yeast cells were selected by observing the isolated colonies and cells under a 

microscope.   

The isolated yeast cells were then tested for their ability to produce carbon 

dioxide gas. Strains with high carbon dioxide production on sucrose as a substrate 

were selected.  

The ITS region of the selected yeasts was sequenced, and the yeasts identified 

through sequence homology included Lachancea fermentati, Saccharomyces cere-

visiae, Hanseniaspora vineae, and Hanseniaspora uvarum.  

The dough's swelling power made with these strains was compared with that of 

dough made with commercial baker's yeast as a control. The yeast belonging to L. 

fermentati, which demonstrated similar fermentation power, was selected as the 

final yeast in this study. This yeast was named Lachancea fermentati NM73, and 

the components of the fermented flour dough were analyzed. The dough fermented by 

this strain contained lactic acid and free lysine as characteristic components, 

isoamyl alcohol (which imparts a fruit-like sweet aroma) as an aroma component, 

and fewer off-flavors (volatile fatty acids such as acetic acid, isobutyric acid, 

n-butyric acid, and isovaleric acid) than the commercial yeast. The results in-

dicated the potential for developing doughs with distinct characteristics. 

 

 

 

 

 


