
　ハチミツは，古くからヒトが天然の貴重な甘味料とし
て利用してきた1）。現在は，糖質摂取の目的よりも，健
康維持や自然食品として利用されていることが多い2）。
日本だけでなく世界的にもハチミツの需要は増加してい
るが，生産量は減少している3）。国内では需要を補うた
めセイヨウミツバチの生ハチミツが輸入されているが，
消費者は国産のハチミツを嗜好しており，需要と供給の
バランスが一致していない状態である。さらに国産ハチ
ミツは，養蜂従事者の高齢化や蜜源植物の減少により，
生産量の増加は今後も困難である4）。
　ニホンミツバチ Apis cerana japonicaは，本州・四国・
九州に分布する在来種である（図 1）。ニホンミツバチ
は養蜂種として明治時代に輸入されたセイヨウミツバチ
Apis melliferaと比べて，飼養が困難なことやハチミツ
の生産量が低いため養蜂業での利用は少ない5）6）。また，
ニホンミツバチのハチミツは，一般的なセイヨウミツバ
チの生ハチミツと異なり，採蜜した数日から数週間後に
自然発酵により性状が液体からクリームや固形状に変化
することがある7）（図 1）。発酵過程では，ハチミツが容
器から溢れ出したり破裂したりするため，販売前に冷蔵
保管または加熱などの処置をして水分量を減らして発酵
を抑制させる必要がある3）5）6）8）。ニホンミツバチのハチ
ミツは，生産量が少なく，販売に手間がかかるため自家

消費または廃棄されており，食品としてほとんど流通し
ていない。その結果，現在国内で流通している生ハチミ
ツの 99％は，セイヨウミツバチにより採蜜されたもの
である4）。伝統的養蜂の存続やセイヨウミツバチ不足問
題の解消のためにも，このような在来種による未利用資
源のハチミツを有効利用することは重要であると考える。
　明治以前は，国内にはニホンミツバチしか生息してい
なかったため本種のハチミツが食されていた3）5）6）。ニホ
ンミツバチの養蜂は，「日本書紀」や「津嶋紀畧乾」に
記録があり，507-531 年頃に対馬島で，627 年に奈良県
三輪山でニホンミツバチを飼養していた記載がある。江
戸時代になるとハチミツの性状や食べ方（治療），飼養
方法の文献が多数見られるようになる。例えば「大和本
草」や「日本山海名産図会」には，ハチミツの味や色の
違いに関する記述が存在し，これは発酵の有無または蜜
源植物の相違による可能性が推測されている5）6）8）。また，
江戸末期から明治初期には，和歌山県（紀州藩）で生産
されたニホンミツバチのハチミツを東京（江戸）に船で
運び，販売していた記録もあり，この時代は各地で養蜂
が行われハチミツの消費量も増加したようである5）6）。
これらのことから，明治以前は発酵したニホンミツバチ
のハチミツを食べていた可能性が高く，液体状の生ハチ
ミツは，明治以降にセイヨウミツバチが輸入されてから
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一般化したと推定される。
　国産ハチミツの各栄養成分に関する分析は，多くがセ
イヨウミツバチの生ハチミツで行われており9‒12），ニホ
ンミツバチのハチミツに関する分析例は少ない。また，
遊離アミノ酸に関する分析もほとんど行われていな
い7）。そこで本研究では，未利用資源であるニホンミツ
バチの発酵ハチミツを食品として利用するにあたり，通
常の生（未発酵）ハチミツとの差別化を目的に，これら
のハチミツの一般成分と遊離アミノ酸組成を分析した。

調　査　方　法

1．分 析 試 料
　実験に使用したニホンミツバチのハチミツは，2021
年 7 月に和歌山県みなべ町および田辺市の民家で飼養さ
れているニホンミツバチの 20 個の巣箱とした。ハチミ
ツは巣箱ごとに分けて採集した。採集方法は，巣房の蓋
に穴をあけてハチミツだけを回収する一般的な方法で
行った5）。採蜜およびハチミツの保管に使用した器具類
は，すべて乾熱滅菌または γ線処理をしたものを使用し
た。採蜜したハチミツは，ただちに 800 gずつを 1,000 
mLの耐熱ガラス製の IWAKI広口メジューム瓶（AGC
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図 1　ニホンミツバチ Apis cerana japonicaの伝統的巣箱 aと巣箱の内部 b，働きバチ成虫 c，発酵した
ハチミツ d。



テクノグラス，静岡）に入れて密閉した。ハチミツは，
採集後に発酵したハチミツ（以下，発酵後）と，発酵し
たハチミツの発酵前のハチミツ（以下，発酵前），未発
酵だったハチミツ（以下，未発酵）の 3区分とした。ニ
ホンミツバチの 20 個の巣箱から採集したハチミツは，
巣箱ごとに少なくとも 2個以上の 1,000 mLのメジュー
ム瓶に 800 gずつ入れて密閉した。以後の分析には，各
巣箱由来の 2個のメジューム瓶に保管したハチミツを使
用し，そのうち 1個を実験室内で 25℃の常温で，もう 1
個を冷蔵（4度）で 1週間放置した。室温に静置した区
の中で，1週間後に発酵したハチミツを発酵後区（n＝
15），発酵しなかったハチミツを未発酵区（n＝5）とし
て 2区に分けた。発酵の判断は，液状からクリームやス
ポンジ，固形への状態変化と，気泡の発生やアルコール
香気臭が確認されたものを発酵後区，それ以外は未発酵
区とした。発酵前区（n＝15）は，4℃で保管されてい
るハチミツのうち，発酵後区に分類されたハチミツと同
じ巣箱由来の検体を使用した。

2．栄養成分分析
　栄養成分の分析は，各ハチミツから 50 gを使用した。
エネルギーは，食品表示基準（平成 27 年内閣府令第 10
号）によるエネルギー換算係数を用いて計算により導い
た。水分は減圧加熱乾燥法，タンパク質は燃焼法（タン
パク質換算係数は 6.25 を使用），炭水化物は，計算式：
100－（水分＋タンパク質＋脂質＋灰分），ナトリウムは
原子吸光光度法を用いて測定した。糖度（Brix）は，ハ
チミツ用屈折計 REPO-4（アタゴ，東京）で測定した。
果糖やブドウ糖，ショ糖含量は，崎原ら13）の分析方法に
従って高速液体クロマトグラフ（HPLC）法で分析した。
ハチミツは，超純水で 10 倍に希釈し，モルカット LGC
（メルク，東京）でろ過したものを使用した。HPLCは，

Prominence-i （島津製作所，京都）を使用した。カラム

は GL Science InertSphereⓇ Sugar-2（300 mm L.×7.8 
mm I.D., 9 μm）を使用した。流量は 0.3 mL/min，カラ
ム温度は 85℃，注入量は 20 μLとした。検出器は RID-
20A （島津製作所）を使用した。標準物質には，フルクトー
ス，グルコース，ツラノース，スクロース，マルトース
を用いた。また，脂質はソックスレー抽出法，食物繊維
は酸素-重量法，灰分は直接灰化法，食塩相当量は計算式：
ナトリウム×2.54 を用いて算出したが，一般的なハチミ
ツと同じように含まれていない場合が多く，今回も定量
下限未満の検体が多かった（n＝32/35）ことから表に
は記載していない。

3．遊離アミノ酸分析
　遊離アミノ酸分析は，プレカラム誘導体化-高速液体ク
ロマトグラフ法を用いた。各ハチミツは 20 gを超純粋で
10倍に希釈し，孔径 0.2 μmメンブランフィルターでろ
過後に分析した。機器は，NexeraX2（島津製作所），カ
ラムは YMC-Triart C18 75×3 mm，1.9 μm，移動相 Aに
20 mmol/Lのリン酸（カリウム）緩衝液 pH6.5，移動相
Bにアセトニトリル/メタノール/水＝45/40/15（v/v/v）
を使用した。誘導体化は 30 μLのメルカプトプロピオン
酸溶液（10 mg/mL），15 μLの o-フタルアルデヒド溶液（10 
mg/mL），5 μLのハチミツ希釈液を混合して 1分静置後，
5 μLのクロロギ酸フルオレニルメチル溶液（2.5 mg/
mL）を混合して 2分間ほど静置した。

4．統 計 解 析
　各区の一般成分および有利アミノ酸の量は平均値±標
準偏差で示した（表 1・2）。一般成分および遊離アミノ
酸の各量については，一元配置分散分析を行い，区間に
有意差が見られたものについては Tukey-Kramerの多重
比較検定を行った。p値＜0.01 の場合に統計学的有意差
があると見なした。
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表 1　ニホンミツバチ Apis cerana japonicaのハチミツの一般成分（100 gあたり）

一般成分
発酵前（n＝15） 発酵後（n＝15） 未発酵（n＝5）

平均±標準偏差 平均±標準偏差 平均±標準偏差

エネルギー（kcal） 325.3±3.87b 316.1±1.68a 334.2±6.19c

水分（g） 21.3±0.91b 20.7±0.58a 17.4±0.91c

タンパク質（g） 0.2±0.08b 0.3±0.06a 0.2±0.11c

炭水化物（g） 80.8±0.94b 78.7±0.43a 82.8±1.57b

ナトリウム（mg） 3.6±0.40 3.4±0.50 4.0±1.10
糖度（Brix） 79.4±0.63b 77.9±0.80a 81.0±0.29c

ブドウ糖（g） 28.4±0.54 27.9±0.45 28.4±0.57
ショ糖（g） 1.3±0.36 1.2±0.23 1.6±0.45
果糖（g） 35.3±1.63 33.8±1.07 35.3±0.41

分析方法：エネルギー（食品表示基準によるエネルギー換算係数），水分（減圧加熱乾燥法），タンパク質（燃焼法，
タンパク質換算係数は 6.25），炭水化物（100－（水分＋タンパク質＋脂質＋灰分），ナトリウム（原子吸光光度法），
糖度 Brix （屈折率法），ブドウ糖およびショ糖，果糖（HPLC法）。
異英記号間（a-b，b-c，a-c）に有意差あり（p＜0.01）。



結果および考察

1．栄養成分分析
　ハチミツの一般栄養成分について，発酵後区（n＝
15）と発酵前区（n＝15），未発酵区（n＝5）の 3区の結
果を表 1に示した。多重比較の結果，エネルギー，水分，
タンパク質，糖度は 3区間で，炭水化物は発酵後区が発
酵前区および未発酵区との間でそれぞれ有意差が確認さ
れた（p＜0.01）。発酵後区は，発酵前区および未発酵区
と比較すると，エネルギーおよび，炭水化物，糖度が有
意に減少していた。水分は，発酵前区と比較して発酵後
区で少なく，未発酵区と比較すると発酵後区が多かった。
一方，発酵後区のタンパク質は，発酵前区および未発酵
区よりも有意に高いことがわかった。ナトリウムおよび
ブドウ糖，ショ糖，果糖には変化が見られなかった。
　ニホンミツバチのハチミツは，一般的にセイヨウミツ
バチのハチミツ（CODEX基準値 20％＝18.47 g以下）
に比べて水分が高いことが知られている5）6）。セイヨウ
ミツバチのハチミツは，自然発酵が起きにくく，中東や

欧州でハチミツ酒を醸造するときは，微生物や水分を添
加している14）15）。今回分析した未発酵区の水分は，100 
gあたり 17.4±0.91 gであった（表 1）。一方，発酵前区
の水分は，100 gあたり 21.3±0.91 gであり，未発酵区
よりも有意に高かった。花蜜をもとに作られるハチミツ
は，働きバチが水分を低下させ，糖度が高くなった状態
で巣房に貯められている。セウミツバチの巣ではハチミ
ツの水分を 100 gあたり約 15-19 gに，ニホンミツバチ
の巣では約 17-24 gに調整している5）6）。今回分析した未
発酵区のハチミツは，ニホンミツバチのハチミツの中で
は，糖度が高く，水分も低いため自然発酵が起きなかっ
たと推定された。

2．遊離アミノ酸分析
　ハチミツ中に含まれていた 25 種の遊離アミノ酸分析
の結果を表 2に示した。発酵後区と発酵前区を比較する
と，20 種類の遊離アミノ酸（アスパラギン酸，グルタ
ミン酸，アスパラギン，グルタミン，ヒスチジン，グリ
シン，トレオニン，シトルリン，アルギニン，β-アラニン，
アラニン，タウリン，テアニン，GABA，シスチン，メ
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表 2　ニホンミツバチ Apis cerana japonicaのハチミツの遊離アミノ酸組成

項目
発酵前（n＝15） 発酵後（n＝15） 未発酵（n＝5）

平均（mg/kg）±標準偏差 平均（mg/kg）±標準偏差 平均（mg/kg）±標準偏差

アスパラギン酸 2.9±0.25b 6.1±0.23a 3.0±0.15b

グルタミン酸 2.6±0.32b 7.4±0.38a 2.3±0.17b

アスパラギン 8.0±0.54b 16.3±0.33a 8.4±0.33b

セリン 4.0±0.28a 4.1±0.17a 3.4±0.20b

グルタミン 13.6±0.81b 40.1±2.67a 14.6±0.37b

ヒスチジン 未検出1,b 2.9±0.14a 未検出1,b

グリシン 1.3±0.17b 3.1±0.15a 1.5±0.10c

トレオニン 2.2±0.28b 2.8±0.15a 2.6±0.15a

シトルリン 未検出1,b 2.1±0.15a 未検出1,b

アルギニン 3.9±0.25b 8.8±0.15a 4.0±0.17c

Β-アラニン 2.3±0.45b 3.6±0.26a 2.6±0.12c

アラニン 5.1±0.81b 8.1±0.35a 5.8±0.10b

タウリン 1.5±0.41b 3.6±0.27a 1.8±0.17b

テアニン 未検出1,b 2.1±0.19a 未検出1,b

GABA 2.2±0.61b 14.7±0.61a 2.5±0.16b

チロシン 4.6±0.34a 4.8±0.30a 6.5±0.29b

シスチン 未検出2,b 20.7±0.59a 未検出2,b

バリン 3.9±0.49 4.3±0.60 3.7±0.27
メチオニン 未検出1,b 2.2±0.26a 未検出1,b

トリプトファン 未検出1,b 2.1±0.19a 未検出1,b

フェニルアラニン 45.9±5.92b 75.8±1.24a 44.8±1.36b

イソロイシン 2.9±0.81 2.3±0.21 2.4±0.17
ロイシン 3.8±0.75 3.4±0.30 3.6±0.19
リジン 6.6±0.68b 12.5±1.08a 6.0±0.23b

プロリン 70.6±10.36b 154.7±4.19a 68.3±0.70b

未検出は検出限界濃度以下を示す（12.0 mg/kg未満，220 mg/kg未満）。
異英記号間（a-b，b-c，a-c）に有意差あり（p＜0.01）。



チオニン，トリプトファン，フェニルアラニン，リジン，
プロリン）が発酵後区で有意に増加していた（p＜0.01）。
そのうちグリシン，アルギニン，β-アラニンは 3区間で
も有意差が確認された（p＜0.01）。一方，バリン，イソ
ロイシン，ロイシンは 3区間で有意差は確認されなかっ
た。特に発酵後区で含有量が大きく増加したものは，プ
ロリン（154.7±4.19 mg/kg），フェニルアラニン（75.8
±1.24 mg/kg），グルタミン（40.1±2.67 mg/kg），シス
チン（20.7±0.59 mg/kg），GABA （14.7±0.61 mg/kg）
であった。また，ヒスチジンやシトルリン，テアニン，
シスチン，メチオニン，トリプトファンは，発酵前区お
よび未発酵区のすべての検体で検出限界濃度以下であっ
たのに対し，発酵後区ではすべての検体から検出された。
　発酵後区で有意に増加していた 20 種の遊離アミノ酸
のうち，高い含有量を示したグルタミンや GABA，シス
チン，フェニルアラニンは，国内外のセイヨウミツバチ
の生ハチミツでは微量または検出限界濃度以下であるこ
とが知られている9‒12）16）。今回の分析により発酵したハ
チミツは，一部の遊離アミノ酸量が増加していることが
明らかになった。
　ハチミツ中には，多様な微生物類が存在していること
が知られており，発酵に関与する可能性のある乳酸菌や
酵母も確認されている7）17‒19）。実際にこれらの微生物の
うち，耐糖性酵母 Zygosaccharomyces属の Zygosaccharo-
myces siamensisが国内ではニホンミツバチのハチミツ中
でのみ見つかっている7）16）。発酵後のハチミツのみで増
加していた一部の遊離アミノ酸は，もともとハチミツに
存在している微生物が発酵過程で生合成をしている可能
性が推定された。ミツバチは，花蜜は炭水化物源として，
花粉はタンパク質源として利用している20）。ニホンミツ
バチが集めてくる花粉には，主にリジンやメチオニン，
フェニルアラニン，ロイシン，バリン，イソロイシン，
トレオニン，トリプトファン，セリン，シスチン，アル
ギニン，ヒスチジン，チロシンが含まれている11）20）21）。
今回の分析では，一部の必須および非必須アミノ酸が，
発酵後区で含量が増加していた（表 2）。これらのうち
フェニルアラニンやプロリンの濃度は，加齢の進んだオ
スバチよりも若齢個体の体液中で高く，性成熟の過程で
オスバチの精嚢や女王バチの卵黄膜で高濃度になるとい
う報告がある6）22）。フェニルアラニンについては，オス
バチが交尾飛翔をするときの酸化的代謝に利用されてい
るという報告もある23）。また，グルタミンは，働きバチ
成虫の飛翔筋に多く含まれていている。飛翔筋は採餌，
巣内の保温，天敵に対する発熱防衛（熱殺蜂球）などの
行動を行う上で重要な組織である6）。今回の分析により
発酵したハチミツは，これらのアミノ酸含量が生ハチミ
ツよりも増加しており，ニホンミツバチにとって発酵し
たハチミツは有用な餌であると推定された。

ま　　と　　め

　ニホンミツバチの発酵したハチミツは，発酵前区や未
発酵区のハチミツと一般成分には大きな相違は見られな
かった。ただし，発酵前区の水分は，未発酵区よりも高
く，その一方で糖度は低いため，これらが発酵に関連し
ている可能性が推定された。一方，検出された遊離アミ
ノ酸は，発酵前区や未発酵区では 19 種であったが，発
酵後区で 25 種であった。発酵後区のハチミツのみに含
まれていた 6種類の遊離アミノ酸は，ヒスチジンやシト
ルリン，テアニン，シスチン，メチオニン，トリプトファ
ンであった。また，発酵後区における 25 種の遊離アミ
ノ酸の含有量は，チロシンとイソロイシンを除いて発酵
前区または未発酵区よりも増加していることがわかっ
た。特に，グルタミンや GABA，シスチン，フェニルア
ラニン，プロリンは発酵後区で大幅に増加していた。ニ
ホンミツバチの発酵ハチミツは，これまで食品としてほ
とんど利用されていなかったが，一般的に流通している
セイヨウミツバチの生ハチミツには存在していない 6種
の遊離アミノ酸が含まれているだけでなく，分析した
25 種のうち 19 種の遊離アミノ酸含有量が増加してい
た。今回の分析によりはじめて明らかになった発酵した
ハチミツにおける遊離アミノ酸の分析データは，未利用
資源であるニホンミツバチの発酵ハチミツの有効利用に
つながる結果になると期待する。

利　益　相　反

　本論文発表内容に関連して申告すべき COI状態はない。

　ハチミツの採集には，みなべ・田辺地域世界農業遺産
推進協議会による協力を受けた。
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Composition of Free Amino Acids in Fermented Honey, an Untapped Resource 
from Japanese Honeybees
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Summary: The honey of the Japanese honeybee, Apis cerana japonica, is known to ferment spontaneously. 
Fermented honey is an underutilized resource that is rarely sold. Here we report the first analysis of the gener-
al composition and free amino acid composition of honey obtained in a fermented state from Japanese honey-
bees, for use as food. Fermented honey showed a significantly higher content of five of the 25 free amino acids 
analyzed: glutamine, GABA, cystine, phenylalanine, and proline. Another six amino acids （histidine, citrulline, 
theanine, cystine, methionine, and tryptophan）, which are undetectable in unfermented honey, were confirmed 
to be present in fermented honey. No significant differences in general components were evident. The free ami-
no acids that are increased in fermented honey are important nutrients for both humans and honeybees. Fer-
mented honey from Japanese honeybees can be used as a new value-added food rich in important amino acids.

Key words: fermentation, amino acids, honey, honeybee, untapped resources
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