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Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus (S. diastaticus) は，Saccharomyces cerevisiaeの変種で分泌性グルコア

ミラーゼを産生できる酵母であり，ベルギービールの 1 つであるセゾンスタイルビールの醸造に使用されて

いる．以前に S. diastaticus であると強く示唆された，県保有のナラノヤエザクラ酵母を用いてセゾンスタイ

ルビールを醸造し，その醸造特性を評価した．その結果，ナラノヤエザクラ酵母はセゾンスタイルビールら

しいドライなビールを醸造できるものの，市販のセゾン酵母と比較して醸造したビールのエステル香が乏し

いことが明らかとなった．そこで，ナラノヤエザクラ酵母で醸造したビールに特徴的な香りを持たせるため，

フルーティーな香気成分の 1 つである酢酸イソアミルを高生産する酵母の分離を行った．ナラノヤエザクラ

酵母を変異原処理して得られた変異株の中から，5,5,5-トリフルオロロイシン耐性があり，かつ，細胞内ロ

イシン含量の高い変異株を選抜した結果，親株よりも酢酸イソアミルを 4.2 倍高含有するビールを醸造可能

な酢酸イソアミル高生産酵母 B17-L02株の分離に成功した． 

 

 

1. 緒言 

 

 ビールは最も古い発酵飲料の 1 つであり，世界で最も消

費されているアルコール飲料と考えられている 1)．ビール

は主に，上面発酵酵母により醸造されるエールビールと下

面発酵酵母により醸造されるラガービールに分類される．

一般的にエールビールの発酵温度は 18°C～25°C 程度（最

高 37°C）であるのに対して，ラガービールの発酵温度は，

8°C～15°C程度（最高 34°C）であり，両者は使用する酵母

が異なるだけでなく，発酵温度も異なる 2)． 

 セゾンスタイルビールは，エールビールの 1 つであり，

ベルギーが発祥のビールスタイルである．セゾンスタイル

ビールの特徴は，ドライな味わいでかつ華やかな香りをも

つことであり，これらの特徴はセゾン酵母と呼ばれる酵母

を使用して高い発酵温度で醸造されることで作り出される

3)．市販されているセゾン酵母は，主に Saccharomyces 

cerevisiae var. diastaticus (S. diastaticus) である．S. diastaticus 

は，Saccharomyces cerevisiae の変種で分泌性グルコアミラ

ーゼを産生できる酵母であり，エールビール醸造で一般的

に使用されている S. cerevisiae が資化できない多糖類を資

化できるため，この酵母で醸造することによって，ビール

中に糖類がほとんど残らないドライなビールが醸造可能で

ある． 

 県保有のナラノヤエザクラ酵母は，分離当初 28S rDNA

の D1/D2 領域の塩基配列から S. cerevisiae と同定されてい

たが，PCR 法による簡易同定の結果，S. diastaticus である

ことが強く示唆された 4)．しかし，これまでナラノヤエザ

クラ酵母は，セゾンスタイルビール用酵母としての評価は

されていない．そこで本研究では，ナラノヤエザクラ酵母

を用いてセゾンスタイルビールを醸造し，市販のセゾン酵

母を用いたビールと比較することで，その醸造特性を評価

した． 

さらに，ナラノヤエザクラ酵母で醸造したセゾンスタイ

ルビールは，市販セゾン酵母と比べてエステル香が乏しか

ったことから，ビールにフルーティーな香りを持たせるた

め，ナラノヤエザクラ酵母を親株とした酢酸イソアミル高

生産酵母の分離を行った．得られた変異株の遺伝子解析並

びにその変異株を用いたセゾンスタイルビール醸造を行い，

その醸造特性を評価した． 

 

2. 実験方法 

 

2.1 使用酵母及び培地 

県有酵母のナラノヤエザクラ酵母，市販ビール酵母の

SafAle US-05（Fermentis 社），VOSS Kveik (社)，LalBrew 

Belle Saison（Lallemand社），SafAle BE-134（Fermentis社）

技術論文
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を使用した．酵母の培養には，YPD 培地（グルコース 2%，

ペプトン 2%，酵母エキス 1%）， YPM20培地（マルトース 

20%，ペプトン 2%，酵母エキス 1%）， SMal培地（マルト

ース 2%，Yeast nitrogen base w/o amino acid 0.67%）を使用し

た．5,5,5-トリフルオロロイシン（TFL）耐性株のスクリ

ーニングには，SMal 培地に TFL を 150 µg/mL 添加した培

地を使用した． 

 

2.2 セゾンビール小仕込み試験 

 各酵母を YPD 5 mLで 30°C，100 rpmで一晩培養後，培

養液 400 µLを YPD 40 mLに添加し，30°C，100 rpmで 24 

時間培養した．その後，集菌し滅菌水で 2 回洗浄した菌体

を滅菌水 10 mLに再懸濁させ，既報の方法 4)で調製した麦

汁 500 mLに OD600が 0.2となるように菌体懸濁液を添加し，

30°C で 8 日間静置培養した．培養液の重量変化を CO2 減

量として計測し，CO2 減量をモニターすることによって，

発酵能を評価した．発酵終了後，発酵液を 10,000 rpmで 15 

分間遠心分離し，上清をビールとした．アルコメイト AL-

2（理研計器株式会社）を用いて，ビール中のアルコール

濃度を測定した．また，pH，比重，Brix を，それぞれ，

コンパクト pHメーター B-211（株式会社堀場製作所），あ

まからメイト DA-120（京都電子工業株式会社）を用いて

測定した． 

 

2.3 香気成分の測定 

 ビール中の香気成分として，高級アルコール類のプロパ

ノール，イソブタノール，イソアミルアルコール，エステ

ル類の酢酸エチル，酢酸イソブチル，酪酸エチル，酢酸イ

ソアミル，カプロン酸エチル，カプリル酸エチル，フェノ

ール類の 4-ビニルグアイアコール（4VG）を定量した．

4VG 以外の成分をガスクロマトグラフ質量分析装置

（GCMS）を用いて，4VG を高速液体クロマトグラフ質量

分析装置（HPLC）を用いて測定した． 

GCMS 測定には，GCMS-QP2010Ultra（株式会社島津製

作所）を使用した．20 mLバイアル瓶にサンプル 1.8 mL，

内部標準 0.2 mL（2,000 mg/L n-アミルアルコール及び 50 

mg/L カプロン酸メチルの混合溶液）を添加して密閉後，

70°Cで 30 分間加熱し，ヘッドスペース中の香気成分 2 mL

をカラムにスプリット比 1:5 で注入した．分離カラムに

HP-INNOWAX（60 m × 0.25 mm i.d., film thickness 0.25 mm; 

アジレントテクノロジー社）を使用し， オーブン温度を

40°C（5 min）→ 4°C/min → 60°C（0 min）→ 1°C/min → 

70°C（0 min）→ 10°C/min→ 120°C（0 min）→ 15°C/min→ 

240°C（5 min）で昇温させた．インターフェース温度を

250°C，イオン源温度を 200°C，イオン化電圧を 70eV（EI）

とした． 

 HPLC 測定には，LC-20 Prominence（株式会社島津製作

所）を使用した．0.45 µm フィルターでろ過したサンプル

を C18 カラムで分離し，254 nm の吸光度で定量した．移

動相には，50 mM酢酸（pH4.0）とメタノールを 60:40で混

合させた溶液を使用し，流速は 0.5 mL/minとした．分離カ

ラムに Inertsil ODS-3（5 µm, 4.6×250 mm，ジーエルサイエ

ンス株式会社）を使用し，カラム温度を 40°Cとした． 

  

2.4 5,5,5-トリフルオロロイシン耐性株の取得 

 ナラノヤエザクラ酵母をYPDで 30°C，100 rpmで一晩培

養後，菌体を集菌し滅菌水で洗浄した．次に洗浄した菌体

約 1.0×108 cells を 2%エチルメタンスルホン酸（EMS）含

有 100 mMリン酸緩衝液（pH7.0） 5 mL中で，30°C，20 分

間振とうすることで変異原処理を行った．その後，10%チ

オ硫酸ナトリウム 1 mL で中和し，菌体を遠心分離で集菌

後，滅菌水で洗浄した．変異原処理した菌体を TFL 150 

µg/mL含有 SMal寒天培地に塗布し，30°Cで 3 日間培養後

に生育したコロニーを TFL耐性株として単離した． 

 

2.5 細胞内ロイシン含量の測定 

 酵母を SMal培地で 30°C，48 時間培養し，集菌後，滅菌

水で洗浄した．OD600=10 量の菌体を 500 µL の滅菌水に懸

濁後，99°C で 20 分間熱水抽出を行った．遠心分離後，ア

ミノ酸分析システム UF-Amino Station（株式会社島津製作

所）を使用して，3-アミノピリジル-N-ヒドロキシスクシ

ンイミジルカルバメート（APDS）によるプレカラム誘導

体化法により，細胞内のロイシン含量を測定した．アミノ

酸分析システムの測定条件については，立本ら 5)の方法に

従った． 

 

2.6 YPM20培地での発酵試験 

 YPDで 30°C，100 rpmで一晩培養後，菌体を滅菌水で洗

浄した．発酵は，洗浄後の菌体をYPM20 10 mLにOD600が

1となるよう添加し，20°Cで 7 日間静置培養した．培養液

を 0.45 µm の PTFE フィルターでろ過し酵母を除去後，

GCMSにより培地中のイソアミルアルコール及び酢酸イソ

アミル含量の測定を行った． 

 

2.7 LEU4遺伝子の DNAシーケンス 

 酵母のゲノム DNA を鋳型に LEU4 遺伝子の前後 500 bp

を含む領域を LEU4-519_Fw（5’-CTTATGCTTCTGTTCTCC 

GCTTTGA-3’）と LEU4-750_Rv（5’-CGATGTCCATGAAAT 

CCCATTTAGA-3’）のプライマーと TaKaRa Ex Premier™ 

DNA Polymerase（タカラバイオ株式会社）を用いて，

Veriti™ 96-Well Fast サーマルサイクラー（Thermo Fisher 

Scientific 社）で増幅させた．PCR 産物は ExoSAP-IT

（Thermo Fisher Scientific 社）を用いて精製し，DNA シー

ケンス用の DNA 断片とした．下記プライマーを用いて，

LEU4遺伝子領域の塩基配列を決定した. 

LEU4_Seq1_Fw（5’-GGATTCTCACACTAGAAGTTTACTG 
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                                     TAG-3’）， 

LEU4_Seq1_Rv（5’-GAGTTTCACCTTGAGCACG-3’）， 

LEU4_Seq2_Fw（5’-TCCAAATGTTTATGCTGATCAG-3’）， 

LEU4_Seq2_Rv（5’-ATCCGTGCTTCTAGTAATTATATGG-3’） 

 

2.8 IPMSの立体構造予測解析 

 IPMSのアミノ酸置換によるロイシン結合への影響を推

測するため，Mycobacterium tuberculosisの IPMS（PDB ID: 

3FI）6)をテンプレートとして，PyMOL（http://www.pymo-

l.org/)を用いて IPMSの立体構造予測をおこなった． 

 

3. 結果及び考察 

 

3.1 ナラノヤエザクラ酵母のセゾンスタイルビール醸造特 

  性 

 ナラノヤエザクラ酵母, Belle saison株 , BE-134株, US-05, 

VOSS Kveik株 の 4 種類の酵母を用いて，一般的なエール

ビール醸造よりも高温で発酵させるセゾンスタイルビール

醸造の発酵条件でビール小仕込み試験を行った．Belle 

saison 株とBE-134株は，セゾン酵母として市販されている

S. diastaticus に属する．また， US-05 株は，一般的なエー

ル酵母として市販されており，穏やかな香りのビール醸造

が可能な S. cerevisiae に属する酵母で, VOSS Kveik株は，高

温発酵でもオフフレーバーがほとんど発生せず穏やかな香

りのビール醸造が可能な Kveik 酵母として市販されている

S. cerevisiae に属する酵母である． 

発酵中の累積 CO2発生量の経時変化を図 1に示す．エー 

 

 

 

ル酵母である US-05株の CO2発生量は，発酵初期段階で顕

著に増加し，発酵が早期に完了した．一方，ナラノヤエザ

クラ酵母の CO2発生量は，他のセゾン酵母と同様に緩やか

で継続的に増加した．これは，麦汁内のマルトースやグル

コースの消費後も分泌性グルコアミラーゼによって麦汁内

のオリゴ糖分解が継続して行われているためと考えられる． 

次に，醸造したビール中の一般成分分析結果を表 1に示

す．ナラノヤエザクラ酵母で醸造されたビールのアルコー

ル含量は，市販エール酵母（US-05 株）あるいは市販セゾ

ン酵母（Bell saison株あるいは BE-134株）で醸造されたビ

ールの中間程度であった．このことから，ナラノヤエザク

ラ酵母は，市販セゾン酵母には劣るものの，セゾンスタイ

ルビールらしいドライなビールをつくることが可能である

ことが示された． 

表 2に示すように，ナラノヤエザクラ酵母で醸造したビ

ール中の香気成分濃度について，高級アルコール類含量と

4VG含量は市販セゾン酵母で醸造したビールと同程度で

あった．また，ビールの華やかな香りに寄与するエステル

表 1  ビール小仕込み試験結果（一般成分） 

  ﾅﾗﾉﾔｴｻﾞｸﾗ酵母 US-05 VOSS Kveik Belle Saison BE-134 

アルコール % 6.6±0.1 6.3±0.1 6.2±0.0 6.9±0.0 6.8±0.0 

初期比重 - 1.0563 1.0563 1.0563 1.0563 1.0563 

最終比重 - 1.0066±0.0004 1.0091±0.0014 1.0084±0.0001 1.0037±0.0000 1.0044±0.0002 

pH - 4.4±0.0 4.6±0.1 4.4±0.0 4.4±0.0 4.3±0.0 

酸度 - 4.0±0.2 3.2±0.2 4.1±0.2 4.6±0.6 4.3±0.1 

 

表 2  ビール小仕込み試験結果（香気成分） 

  香調 ﾅﾗﾉﾔｴｻﾞｸﾗ酵母 US-05 VOSS Kveik Belle Saison BE-134 ﾋﾞｰﾙ中閾値 

ﾌﾟﾛﾊﾟﾉ-ﾙ mg/L ｱﾙｺｰﾙ様香 28.5±1.2 18.1±3.0 13.0±0.4 17.0±0.3 21.4±0.6 800 mg/L7) 

ｲｿﾌﾞﾀﾉｰﾙ mg/L ｱﾙｺｰﾙ様香 20.8±1.1 15.9±4.6 15.7±0.5 24.0±0.4 21.4±0.7 200 mg/L7) 

ｲｿｱﾐﾙｱﾙｺｰﾙ mg/L ｱﾙｺｰﾙ様香 59.4±1.5 52.0±9.5 50.9±0.5 77.0±0.7 53.1±0.5 65 mg/L7) 

酢酸ｴﾁﾙ mg/L ﾌﾙｰﾃｨ，溶媒様香 16.3±0.3 18.8±6.7 22.0±1.3 23.4±0.6 41.8±5.7 30 mg/L7) 

酢酸ｲｿﾌﾞﾁﾙ mg/L ﾌﾙｰﾃｨ，ﾊﾞﾅﾅ様香 0.03±0.00 0.04±0.02 0.03±0.00 0.04±0.00 0.06±0.00 1.6 mg/L8) 

酪酸ｴﾁﾙ mg/L ﾊﾟｲﾅｯﾌﾟﾙ様香 0.09±0.00 0.08±0.02 0.08±0.00 0.13±0.00 0.19±0.01 0.4 mg/L9) 

酢酸ｲｿｱﾐﾙ mg/L ﾊﾞﾅﾅ様香 0.73±0.06 0.90±0.44 0.63±0.03 1.07±0.03 1.08±0.07 1.2 mg/L7) 

ｶﾌﾟﾛﾝ酸ｴﾁﾙ mg/L 青ﾘﾝｺﾞ様香 0.32±0.02 0.16±0.02 0.19±0.02 0.24±0.01 0.13±0.02 0.21 mg/L7) 

ｶﾌﾟﾘﾙ酸ｴﾁﾙ mg/L 青ﾘﾝｺﾞ様香 0.19±0.01 0.11±0.02 0.18±0.01 0.22±0.01 0.14±0.02 0.9 mg/L7) 

4VG mg/L ｽﾓｰｸ様香 2.9±0.2 1.0±0.1 N.D. 2.7±0.0 2.8±0.0 0.2 mg/L10) 

       N.D.：不検出  
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図 1  セゾンスタイルビール小仕込み試験の発酵経過 
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類については，カプロン酸エチル含量（0.32 mg/L）は市

販セゾン酵母で醸造したビール（0.24, 0.13 mg/L）よりも

高く，カプリル酸エチル含量（0.19 mg/L）は, 市販セゾン

酵母で醸造したビール（0.22, 0.14 mg/L）と同程度，酢酸

イソアミルを含めたそれ以外のエステル類含量は市販セゾ

ン酵母で醸造したビールよりも低く，市販エール酵母と同

程度であった．ナラノヤエザクラ酵母で醸造したビール

は，清酒の吟醸香成分であるカプロン酸エチル含量が高

く，爽やかな香りが特徴のビールと推察された．一方で，

ビール中の香気成分は成分ごとに閾値が異なるため，低濃

度であっても官能的な寄与が大きいこともありうる．そこ

で，成分濃度を閾値で割ったOdor Unitを算出し，高級ア

ルコール類，エステル類，フェノール類の Ordor Unitから

ビールの香りの傾向を評価した（表 3）．その結果，ナラ

ノヤエザクラ酵母で醸造されたビールでは，エステル類の

Ordor Unitが市販セゾン酵母に比べて低く，エステル香が

乏しいビールであることが明らかとなった． 

 

表 3  ビール香気成分の Odor Unit 

 高級ｱﾙｺｰﾙ類 ｴｽﾃﾙ類 ﾌｪﾉｰﾙ類 

ﾅﾗﾉﾔｴｻﾞｸﾗ酵母 1.05 3.12 14.47 

US-05 0.90 2.52 5.13 

VOSS Kveik 0.88 2.59 0.16 

Belle Saison 1.33 3.43 13.33 

BE-134 0.95 3.59 14.05 

 

3.2 5,5,5-トリフルオロロイシン耐性株の取得及び細胞内 

ロイシン高蓄積株の選抜 

 ナラノヤエザクラ酵母のセゾンスタイルビール醸造特性

を評価したところ，市販セゾン酵母のような高い麦汁発酵

能があったものの，醸造したビールのエステル香が市販セ

ゾン酵母よりも乏しいことが明らかとなった．そこで，醸

造したビールに華やかなエステル香を持たせるため，ナラ

ノヤエザクラ酵母を親株として，エステル香の中でもフル

ーティーな香りの 1 つである酢酸イソアミルを高生産する

酵母の育種を検討した．これまで清酒酵母や泡盛酵母にお

いて，TFL耐性を指標とした酢酸イソアミル高生産酵母の

育種が報告されており 11,12,13)，ナラノヤエザクラ酵母も同

様の方法で育種を行った． 

ナラノヤエザクラ酵母を親株として EMS による変異原

処理の結果，TFL 耐性のある変異株を 32 株取得した．32 

株の細胞内ロイシン含量を測定したところ，全ての株で親

株よりも細胞内ロイシン含量が高く，特に高かった上位 2 

株の B17-L02株と B17-L09株を細胞内ロイシン高蓄積株と

して選抜した（図 2）． 

 

3.3 細胞内ロイシン高蓄積株のイソアミルアルコール及び 

酢酸イソアミル生成能 

 取得した細胞内ロイシン高蓄積株 B17-L02 株と B17-L09

株について，YPM20 培地中に生成した酢酸イソアミルと

前駆体のイソアミルアルコール生成量を測定した結果を図

3 に示す．親株（ナラノヤエザクラ酵母）と比較して，

B17-L02 株，B17-L09 株ともに培地中の酢酸イソアミル濃

度が 2 倍以上となり，親株よりも酢酸イソアミルを高生産

していた． 

 

3.4 酢酸イソアミル高生産株を用いたセゾンビール小仕込 

み試験 

 取得した酢酸イソアミル高生産酵母 2株のうち，最も酢

酸イソアミルを高生産した B17-L02株を使用してセゾンス

タイルビール小仕込み試験を行った．ビール中のアルコー

ル含量は 6.5%で，親株（アルコール含量 6.6%）と同程度

であった．ビール中のイソアミルアルコール及び酢酸イソ

アミル含量は，それぞれ親株と比較して，3.7 倍，4.2 倍に

増加した（図 4）．官能試験でも，B17-L02株で醸造したビ

ールは，親株で醸造したビールと比較して，酢酸イソアミ 
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図 2  細胞内ロイシン含量（SMal培地） 

図 3  YPD20培地中の酢酸イソアミル及びイソアミル 

アルコール含量 

図 4  ビール中の酢酸イソアミル及びイソアミル 

アルコール含量 
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ル特有のフルーティーな香りが顕著にした．測定した香気

成分のうち，イソアミルアルコール及び酢酸イソアミル以

外の成分含量は親株と同程度であった． 

セゾンスタイルビールは，S. diastaticus をはじめとした

セゾン酵母を使用して高い温度で発酵させるため，非常に

ドライでかつ華やかな香りが高い特徴をもつ．B17-L02 株

で醸造したビールも，ドライでフルーティーな香りが高い

特徴があり，B17-L02 株は，セゾンスタイルビールの醸造

に適した変異株と考えられる．  

 

3.5 酢酸イソアミル高生産メカニズムの推定 

 酢酸イソアミルは，酵母細胞内でピルビン酸から複数の

酵素反応により合成される（図 5）．この酢酸イソアミル

生合成経路において，α-ケトイソ吉草酸からα-イソプロ

ピルリンゴ酸への反応を触媒するα-イソプロピルリンゴ

酸合成酵素（IPMS）は，同じく酢酸イソアミル生合成経

路内でα-ケトイソカプロン酸からアミノ基転移酵素

（BCAT）の触媒反応で生成されるロイシンの IPMS の調

節ドメインへの結合により，フィードバック阻害を受ける

ため，その活性が低下することが知られている 14,15)．しか

し，ロイシンアナログであるTFLに耐性があり，細胞内に

ロイシンを高蓄積する酵母は，IPMSをコードするLEU4に

アミノ酸置換を伴う変異があり，IPMS のロイシンによる

フィードバック阻害感受性が低下するために，酢酸イソア

ミルの前駆体であるイソアミルアルコールを高生産し，そ

の結果，酢酸イソアミルを高生産することが知られている

11,12,13,16,17)．これまでに，IPMS のアミノ酸置換（G514D，

N515D，G516D，G516S，S519T，S520P，E540F，H541P，

S542F，A551V，A552T，D578Y）で，ロイシンによる

IPMSのフィードバック阻害感受性が低下することが報告  

 
 

 

 

 

されている． 

そこで，本研究で取得した酢酸イソアミル高生産株の

B17-L02 株と B17-L09 株についても，LEU4 の塩基配列を

解析し，酢酸イソアミル高生産メカニズムの推定を行った．

その結果，B17-L02 株及び B17-L09 株ともに，親株と比較

してアミノ酸置換を伴うヘテロな変異が 1箇所ずつ入って

いた（図 6）．B17-L02株では，LEU4の 1658番目のシトシ

ンがチミンに変異することで，IPMS の 553 番目のセリン

がフェニルアラニンに置換（S553F）されていた．B17-

L09株では，1625番目のシトシンがチミンに変異すること

で，IPMS の 542 番目のセリンがフェニルアラニンに置換

（S542F）されていた．S542F は，これまでに報告されて

いるアミノ酸置換である一方，S553F はこれまでに報告の

ない新規のアミノ酸置換であった． 

 B17-L02株で見出した新規変異S553Fについて，IPMSの

立体構造予測により酢酸イソアミル高生産への関与を推測 
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図 5  酵母の酢酸イソアミル生合成経路 図 7  IPMSの立体構造予測 

図 6  LEU4の変異箇所 
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した．テンプレートには，Takagi ら 11)と同様に M. 

tuberculosis の IPMS を使用した．立体構造予測の結果，

S553F は，ロイシン結合ポケットからは少し離れた位置に

あることが分かった（図 7（a））．しかし，553 番目のアミ

ノ酸残基がセリンから嵩高いフェニルアラニンに置換され

ることで，ロイシン結合ポケットの一部を形成するαヘリ

ックスに干渉する可能性が示唆された（図 7（b））．これ

により，ロイシン結合ポケットの立体構造が変化すること

で， IPMS のフィードバック阻害感受性が低下したのでは

ないかと推察された．今後，組換え IPMS を使用した実験

によりこの仮説を証明する必要があると考える． 

 

4. 結言 

 

 S. diastaticusと強く示唆されたナラノヤエザクラ酵母に

ついて，セゾンスタイルビール醸造特性を評価した．その

結果，ナラノヤエザクラ酵母はセゾンスタイルビールらし

いドライなビールを醸造可能であることが分かった．一方

で，ナラノヤエザクラ酵母で醸造されたビールは，セゾン

酵母で醸造されたビールと比較してエステル香が乏しいこ

とが明らかとなった．そこで，ビールにフルーティな香り

を持たせることのできる酵母の育種を行った．ナラノヤエ

ザクラ酵母に変異原処理をして得られた変異株の中から，

TFL耐性があり，かつ，細胞内ロイシン含量の 2倍以上高

い変異株を選抜した結果，培養液中に，親株より 2倍以上

酢酸イソアミルを高生産する B17-L02を分離した．B17-

L02株を用いて，セゾンスタイルビール小仕込み試験を実

施したところ，ビール中の酢酸イソアミル含量が親株より

も 4.2倍増加したフルーティな香りのビールを醸造するこ

とができ，セゾンスタイルビール醸造に適した変異株の分

離に成功した．さらに，B17-L02株の IPMSをコードする

LUE4にアミノ酸置換を伴う新規な変異（S553F）を見出

し，この変異が酢酸イソアミル高生産に寄与している可能

性が示唆された． 
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