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第 1章 序論 

 

1-1 はじめに 

茶（Camellia sinensis）はツバキ科（Theaceae）に属する多年生の常緑樹であり、原産地は中

国の西南部雲南から四川の地域であるとされている。茶は世界で最も長い歴史をもつ飲料で

あるが、いつ頃から人が茶を飲み始めたかは明らかでない。わが国へ中国から茶がいつ伝わ

ったかは、いまのところはっきりしていない。茶は天平時代にもたらされたと推測されているが

確証はない。『正倉院文書』の中に「茶」の字が出てくるが、これは苦菜のことで茶ではないと

の説が強い。わが国の正史に茶が登場したのは、平安時代の初期であった。弘仁 6 年（815）

嵯峨天皇が近江に行幸、梵釈寺に立ち寄ったとき、永忠（入唐帰朝僧）が自ら茶を煎じて献じ

たと『日本後紀』にある。平安時代、茶は宮廷で珍重され、また僧侶の間では儀式や眠気覚ま

しの薬用に供せられたが、飲茶の風習は一般庶民の及ぶところではなかった。わが国に喫茶

の風習が一般に広まるきっかけをつくったのは、臨済宗の開祖、栄西禅師であった。鎌倉時

代の初期、栄西は南宋より茶の種子を持ち帰り、茶樹を栽培し、わが国最古の科学書『喫茶

養生記（巻上、巻下）』（1211）著し、茶の効用を述べ、その普及をはかった。わが国で茶の化

学研究が始まったのは明治期に入ってからで、明治 13 年（1880）に創刊された東京化学会

（日本化学会の前身）誌1巻1号の巻頭には、高山勘太郎の「日本製茶ノ分析説」が掲載され

ている。 

茶は、製法的な違いから、不発酵茶（緑茶；蒸したり炒ったりして酸化酵素を失活させてか

ら揉む茶）、発酵茶（紅茶；熱をかけずに十分酸化させた茶、烏龍茶や包種茶；少し酸化萎凋

させてから熱をかけて酸化を止める半発酵茶、黒茶や阿波番茶；熱処理した茶葉を微生物で

発酵させた後発酵茶）等に分けられる（Fig.1）。また、摘採製造する時期により、一番・二番・

三番・四番・秋冬番という分け方をし、産地によって静岡茶（川根茶・本山茶）・宇治茶・福岡の
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八女茶・嬉野茶、かごしま茶、狭山茶、近江茶、三重茶、くまもと茶などという分け方をする。さ

らに、中国茶では、水色によって分類する。 

緑茶は製造の第一段階で加熱によって茶葉の酵素活性を失わせ、成分の酸化を防ぎ、緑

色を保たせた茶である。烏龍茶は茶葉を萎凋（しおらせる）しながら軽く刺激して、葉成分の

一部を酸化させたものを釜炒りするもので、緑茶と紅茶の中間の性質を持っている。紅茶は

世界中でもっとも消費されるお茶で 20 数カ国において生産されており、お茶生産量の約

70％を占めている。その製造は茶葉を萎凋し、よく揉み、茶中の酸化酵素の働きによって茶

成分の酸化を進めて発酵を完全に行わせるという方法である。黒茶は茶葉を長時間堆積して

微生物による発酵等の作用を受けさせ、十分に成分変化を行わせた茶である。 
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Fig.1. Classification of tea by difference of manufacturing method 
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1-2 緑茶の成分と機能性 

日本で生産されるお茶はほとんどが緑茶である。茶に含まれる成分はカテキン類（タンニ

ン）、カフェイン類（プリン塩基）、タンパク質、アミノ酸類など、炭水化物としては糖、デキストリ

ン、でんぷん、セルロース、ペクチンなど、植物色素としてはクロロフィル（葉緑素）、カロチノイ

ド、フラボノール誘導体、アントシアニンなど、その他に脂質、樹脂類、有機酸類、精油、ビタミ

ンおよび無機成分などである。他の植物に比べてカテキン類の含有量が多く、テアニンやカ

フェインを含み、無機成分としてはカリウム、フッ素、アルミニウムなど、ビタミン類では C、E な

どが多いことが分かっている。緑茶、烏龍茶、紅茶、黒茶の化学成分の違いは製造方法の違

いによる影響が大きい。緑茶は茶の生葉を乾燥したものであるため、その成分は基本的には

生葉に含まれていたものと変わらない。それに比べて他の茶種はカテキン類が製造過程の発

酵操作によって酸化重合するため含有量が減少する。緑茶はビタミン C、ビタミン A、葉酸、ク

ロロフィル、フィオフィチンなども多く含まれていることが明らかとなっている。 

近年、緑茶中の主要成分であるカテキンが注目されている。最近の研究においてカテキン

は発がん抑制作用、抗酸化作用、血圧上昇抑制作用、動脈硬化抑制作用などの様々な生理

作用を持つことが報告されている(1）。さらに、緑茶成分に抗肥満作用や抗アレルギー作用を

有することも明らかにされている。緑茶にはカテキン類の他にも β-カロチンやビタミン C、ビタミ

ン Eなどのビタミン類が豊富に含まれ、その抗酸化能や生活習慣病予防との関連が注目され

ている。このように緑茶の機能性について研究が進展し、緑茶はこれまでの嗜好性飲料から

機能性飲料として世界的に注目されるようになってきた。 

緑茶は摘んだ茶葉を直ちに蒸熱することにより酵素を失活させ、その後の工程中での成分

変化が抑えられるため、烏龍茶や紅茶などの発酵茶に比べ、カテキン類やビタミン類などの

成分が茶葉に多く残っている。緑茶には 10～20 ％のカテキン類が含まれ、カテキンの主な
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成分は（-）-エピカテキンガレート（EGCG）、（-）-エピガロカテキン（EGC）、（-）-エピカテキン

ガレート（ECG）および（-）-エピカテキン（EC）の 4種類がある（Fig.2）。  

 

 

     

EGCG                           EGC 

 

    

ECG                            EC 

 

Fig.2. Chemical structures of four kinds of catechins 
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カテキン類の中でもEGCGは茶以外の植物では見出されていない特殊な成分であり、茶カ

テキン抽出物には EGCG が最も多く、50 ％以上を占めているため、茶カテキンの生理機能

の研究はEGCGを対象にしたものが多く報告されている(1）。また、カテキン類は緑茶を製造す

る過程において加熱殺菌により異性化され、EC は（-）-カテキン（C）、EGC は（-）-ガロカテキ

ン（GC）、ECG は（-）-カテキンガレート（CG）、EGCG は（-）-ガロカテキンガレート（GCG）が

生成されることが分かっている。熱異性化体のカテキン類 4種を Fig.3に示す。 

カフェインも緑茶の代表的な成分であり、緑茶以外にも 60種類以上の植物に含まれている

天然成分であるが、その中でも特に茶には多く含まれている。カフェインはコーヒーやカカオ

に含まれるアルカノイドの一種であるが、麻薬作用はなく、人体では中枢神経を興奮させるな

どの薬理作用を示すことが明らかとなっている。その他にも利尿作用、強心作用、覚醒作用な

どが知られており、臨床では医薬品として用いられている。 

緑茶の主な機能性成分であるカテキンについて、これまでに報告されている生体での効能

について説明する。カテキンはポリフェノールの一種で昔からタンニンと呼ばれてきた緑茶の

渋味の主成分である。従来、茶の渋味成分としては茶タンニンが挙げられ、茶タンニン＝茶カ

テキンと考えられていた。タンニンは皮を鞣す（なめす）性質を持つ植物成分の総称として使

われ、口に入れると渋味があったため、渋みのある植物成分はタンニンと言われるようになっ

た。しかし、有機化学の発展とともに有機物は化学構造を基本として分類されるようになった。

茶カテキンは 1929 年に辻村らにより、その化学構造が明らかになった。タンニンは芳香環と

水酸基を多数結合した構造のポリフェノールとして分類された。ポリフェノールも基本的な構

造の特徴から多くのグループに分類され、そのうちフラボノイドを基本骨格として持つ化合物

群をフラボノイドと呼ぶようになった。その中で茶カテキンは C6-C3-C6の三環構造を有するフ

ラボノイド類に属するフラバノール（フラバン-3-オール）誘導体である。3-ヒドロキシフラバン

構造を有する化合物の総称で分子中に多数のポリフェノール性水酸基を持っている。カテキ
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ンは 3,3’,4’,5,7-ペンタヒドロキシフラバン（3,3’,4’,5,7-pentahydroxyflavan）；C15H14O6、分子量

290.27 のフラボノイドの 1 つで、樹皮の皮や幹に広く含まれている。カテキンの化学構造上の

特徴は、2 位と 3 位の炭素が不斉炭素となっており、同一化学構造でも 4 種の構造をとる。こ

れらは（-）-エピカテキンガレート（EGCG）、（-）-エピガロカテキン（EGC）、（-）-エピカテキン

ガレート（ECG）および（-）-エピカテキン（EC）と区別され、さらに B 環の水酸基が 2 つになっ

たものはカテキン、3 つになったものはガロカテキンと呼ばれている。カテキンやガロカテキン

の多くは、3 位の水酸基に没食子酸が結合して存在している。これらはカテキンガレートやガ

ロカテキンガレートと呼ばれる。通常のフラボノイドとは異なりカテキン類が糖と結合し、配糖体

として天然に存在することは稀である。茶カテキン類は全体的に渋みを有するが主要 4種のう

ち ECや EGCは渋みが弱く、苦味があり、EGCGや ECGは渋み、苦みが強く、EGCG＞ECG

＞EGC＞ECの順に渋み成分が多く含まれ、強いとされている。 
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Fig.3. Chemical structures of four kinds of other catechins 
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茶カテキンによる生理作用はカフェインと異なり、その生理学的効果を実感しにくいため、

一般的には、お茶の味の苦渋味成分としての認識にとどまり、今日のように注目はされていな

かった。1970 年代に入り、生体内での酸化ストレスと老化に伴って多発する癌や動脈硬化な

どの様々な退行性疾患の発症とその進行との関連が検討され、生体内での活性酸素の消去

機構として食品から摂取し、利用可能な抗酸化物質として注目され始めた。そして、カテキン

が強い抗酸化能を有することが判明し、その後カテキンの生理学的な効能についての研究が

活発になった。 

これまでの研究でカテキンには実に多様な生理活性があることが報告されており、癌予防

効果、抗癌作用、血圧上昇抑制作用、血中コレステロール調節作用、血糖値調節作用、抗酸

化作用、老化抑制作用、抗突然変異、抗菌、抗アレルギー作用などがあることが報告されて

いる(1）。そして、これらの効果の多くにカテキン類の持つ抗酸化作用が関与していることが明

らかとなった。茶カテキンの抗酸化作用は、その特徴的な化学構造により金属イオンをカテキ

ンの B 環およびガロイル基の隣接するフェノール性水酸基が捕らえ、酸化反応を阻止する予

防型抗酸化性物質としての作用とカテキン構造のピロガロール型あるいはカテコール型のフ

ェノール性水酸基がラジカル・活性酸素に水素原子を与え、ラジカル反応を停止させる産生

したラジカル捕捉型抗酸化物質としての作用によって酸化ストレスを抑制しているということが

明らかとなっている(2）。抗酸化作用として、緑茶ポリフェノール画分のマウスの投与は小腸や

肝臓・肺でのグルタチオンペルオキシダーゼなどの抗酸化酵素の活性増加に関与するという

報告がある(3）。また、茶カテキンを含む天然フラボノイド類のラジカル捕捉活性を検討した報

告では、茶の主要カテキンは他のフラボノイド類と比較して高い抗酸化活性を示したことが報

告された(4）。抗酸化作用を介した老化抑制作用として緑茶カテキン含有の水を飲んだマウス

は学習や記憶などの老化に伴う認知機能の低下が抑制されるという報告がある(5）。カテキン

は抗ウイルス作用もあり、インフルエンザウイルスに対する感染抑制効果が報告されている。
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また、カテキンはウイルス表面にあるヘマグルチニンスパイクに結合し、宿主細胞表面のレセ

プターへのウイルスに吸着を阻止する。この効果はインフルエンザウイルスの型に関係ないと

報告されている(6）。さらに、カテキンは細胞膜表面のインフルエンザ放出を抑制するノイタミニ

ダーゼ結成を阻害し、ウイルスの放出を抑える作用や細胞内での増殖を抑制する作用、感染

細胞のアポトーシス誘導作用などによる感染軽減効果を有している(7）。 

茶カテキンの抗癌作用についても多くの報告がなされており、樋廻らは 1996 年にヒトリンパ

球様白血病細胞 MO1T4B をカテキン類の存在下で培養すると増殖が抑制され、この増殖抑

制はカテキン類がアポトーシスを誘導することによることを初めて明らかにした(8）。また、緑茶

からのカテキン抽出物や EGCGがヒト胃癌細胞 KATOⅢにもアポトーシスを誘導することを明

らかにし、緑茶飲用が胃癌予防に役立つ可能性を示した(9）。がん転移抑制作用についても

緑茶 1 g/50 ml熱水抽出物の投与群はマウスウイルス肺癌細胞の肺への転移が対照群に比

べて 55 %が抑制されたと報告している(10）。この他にも、カテキンは食道、腸、すい臓、肝臓、

前立腺などの多くの癌に対して抑制効果が明らかとなっている。動脈硬化症は動脈が硬化す

る疾患であり、その病気には主にコレステロールが沈着し、そのことによって動脈が狭窄し、

狭心症や心筋梗塞、脳卒中などを引き起こす要因となる。この予防にも緑茶カテキンが有効

であるという研究報告がある。 
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1-3 亜臨界水抽出 

一般的に、天然物からの有機化合物の抽出には有機溶媒や水蒸気蒸留を用いて行われ

てきた。これらの方法は、有害な溶媒を多量に使うことや、非常に長い時間がかかることから

効率的な抽出方法の開発が望まれている。そこで、この 10 年間に効率的に天然物から有機

化合物を抽出する方法として超臨界水抽出方法が考え出された。この方法により水だけを用

いて水蒸気蒸留では抽出の難しかった低極性の化合物を短時間で抽出することが可能とな

った。しかし、超臨界水はその激しい分解能ゆえに多くの化合物が分解してしまうこと、装置

の劣化が激しいことなどの欠点があった。そこで、超臨界水よりも穏やかな条件、つまり臨界

点以下の温度、圧力領域の水を用いた亜臨界水抽出方法が開発された。 

亜臨界水の利点としては比較的に短い抽出時間、激しい加水分解作用、温度による誘電

率の制御などが挙げられる(11）。現在では亜臨界水抽出方法を用いた様々な研究が行われ、

本研究室においては食品への利用について検討し、大麦から麦茶様エキスの製造、ヘマトコ

ッカスからアスタキサンチンの抽出などの研究を行ってきた(12）。 

水は固体、液体、気体の三つの状態を有し、その三体が合わさった状態を三重点 (温度

0.01 ℃、圧力 0.0006 MPa) と呼ぶ。また、温度 374 ℃、圧力 22.1 MPa の状態を臨界点とい

い、臨界点以上の温度・圧力の状態の水を超臨界水と呼ぶ。三重点から臨界点までの液体と

気体の境界を気―液平衡線という。温度 100～374 ℃の範囲かつ、気―液平衡線以上の圧

力の高温高圧下で液体状態を保った水のことを亜臨界水と呼ぶ。水の状態図を Fig.4 に示し

た。亜臨界水は通常の水とは異なった二つの性質を持つ。常温常圧下の水のイオン積は

1×10
-14 mol/L であるが、亜臨界水領域である温度 100～374 ℃の範囲では、最大 1×10

-11
 

mol/Lまで上昇する。これは水中の水素イオン濃度、水酸化イオン濃度が共に約30倍に増大

したことを意味する。これにより、亜臨界水は酸触媒、塩基触媒として働き、強い加水分解力

を有する。また、比誘電率に関しては、常温常圧下では 78.5 であるが、温度 100～374 ℃の
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亜臨界水領域では約 10～40 まで低下する。この値は有機溶媒と同程度 (メタノール：32.6、

エタノール：24.5、アセトン：20.7、ヘキサン：1.8) の値となる。水のイオン積と比誘電率の依存

度をFig.5に示した。このことから亜臨界水は有機溶媒に似た性質を持ち、疎水性の物質を抽

出することができる水となる。これらの特性を応用し、天然成分からのエッセンシャルオイルの

抽出(13）、抗酸化物質などの有用成分の抽出(14）、難分解性および有害物質の分解、有害物

質の除去(15-18）、タンパク質からアミノ酸の生成、多糖から単糖および有機酸の生成(19-22）など、

亜臨界水を用いた研究が盛んに行われている。 

亜臨界水抽出を実用化するという観点で考えた場合、設備の導入費用や光熱費などが掛

かるというデメリットが考えられる。しかし、水を抽出溶媒として使用するため、産廃処理という

観点で考えるとコストが抑えられ、環境に優しいというメリットがある。また、処理時間が短く、抽

出効率が良好という利点もあり、実用化を考えた場合には収率面と目的物質の利用価値が重

要な要素となる。 

従来の抽出方法では高濃度のカテキンを緑茶から抽出するのに、高温域における熱水抽

出やエタノールやメタノールなどの溶媒抽出が利用されているが、本研究の亜臨界水抽出は

高温高圧下で液体状態を保った“特殊な水”による抽出であり、優れた成分抽出作用と強い

加水分解作用の性質を持った技術である。また、使用するのは通常の水のみであるため、人

体や環境に無害であり、さらに従来の抽出方法に比べて、抽出時間を 1/10～1/40 に短縮可

能なことや抽出の歩留まりが 5～10 %程度向上されること、また食品残渣・廃棄物の低減など

の様々な利点も挙げられる。 
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Fig.4. Existence phase diagram of water 

 

 

Fig.5. Dependence degree of ionic product and the dielectric constant of water 
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1-4 本研究の目的 

本研究では亜臨界水の特殊な作用に着目し、食品素材からの抽出方法として利用できな

いかと考えた。そして、静岡県の特産品である緑茶の抽出に応用することを考え、亜臨界水

抽出装置による緑茶の呈味、風味の改善に関する研究を行った。その結果、高濃度のカテキ

ン含有でありながら苦味や渋味が従来の抽出方法に比べ、明らかに低減された緑茶抽出物

を得ることに成功した。 

第 2 章ではこの緑茶カテキンの苦渋味抑制効果について化学的に検証した結果を述べ、

そのメカニズム解明を試みた。また、メカニズム解明には現在、研究が進んでいる苦味細胞を

用いた応答試験により細胞レベルでの評価も行った。これまでの研究でカテキン類が苦渋味

を呈することやカテキンの種類や濃度の違いが味にどのように影響するかをヒト官能検査やマ

ウスの嗜好性試験によって明らかにされた。その結果、カテキンに対する味覚はヒトとマウスで

同様の傾向を示し、マウス細胞を用いた評価が可能であることが分かった（マウス有郭乳頭由

来の味細胞がカテキンの刺激に対してカルシウム応答を示した）。このことからカテキンの味

は味細胞を介して認識されることが判明し、細胞を用いた苦渋味の評価系が構築された。こ

の評価法を用いた苦渋味抑制効果について検証を行った。さらに、亜臨界水抽出と従来の

抽出方法（熱水抽出および加圧抽出）との違いを明らかにさせることや亜臨界水の抽出温度

による違いについて緑茶に含まれる各成分を比較し、亜臨界水抽出の特徴を検証することを

目的とした。緑茶に含まれるアミノ酸は抽出条件により増加・減少するものが存在する。そこで

亜臨界水抽出において、どのような反応を示すか検証することにした。第 3 章では緑茶中の

アミノ酸の変動について検証した結果について述べ、変化が確認されたアミノ酸については

その変動量や構造変化の解明および機能性（効能）について検証を行った。本研究室では

過去の研究において緑茶抽出後の残渣（茶殻）を亜臨界水抽出することで良好な焙じ茶様エ

キスの製造を可能にしたことを報告している(23）。その時、圧力 3.0 MPaで 180 ℃、3分の処理
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によりテアニンが著しく減少することを確認した。この成果から緑茶に主に含まれるアミノ酸の

テアニン、グルタミン酸などについて検討を試みた。これまでにグルタミン酸は、熱水中でピロ

グルタミン酸に変化することが報告されている(24）。また、テアニンは植物中で加水分解酵素に

よってグルタミン酸とエチルアミンに加水分解されること、水のない状態での熱反応ではグル

コースの存在下でアミノカルボニル反応によって香気成分に変化することも報告されている

(25,26）。そこで、亜臨界水抽出による緑茶に含まれる成分の変化について検証を行った。第 4

章では亜臨界水抽出による緑茶中の機能性成分の変化について検証した結果について報

告する。加えて、第 5 章では緑茶以外に飲用される烏龍茶および紅茶について亜臨界水抽

出における変化や特徴（香り）について官能評価や GC-MS および脳波測定などを用いて検

証した結果について報告する。 

現在、産学官連携で開発を進めている量産型の連続式亜臨界水抽出装置の開発につい

て得られた成果を報告する。現状では加熱および冷却用の熱交換器ユニットの設計、モーノ

ポンプの選定と設置などバッチ式亜臨界水抽出装置と同等以上の能力で稼働が行える装置

の開発やその装置で得られる抽出物の安全性について急性経口毒性試験および変異原性

試験を行っている。また、研究レベルのバッチ式装置と生産機レベルの連続式装置について

その再現性を官能評価および成分分析で検証した結果を報告する。そして、最後に今後の

亜臨界水抽出の展望について述べていく。 
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第 2章 亜臨界水抽出による緑茶の苦渋味抑制効果 

 

現代社会ではペットボトル飲料の緑茶が数多く販売され、その中に機能性の高いカテキン

を多く含んだ製品も存在している。しかし、緑茶カテキンは苦味や渋味が強いため、日々の生

活の中でカテキンを効率よく摂取するには苦味や渋味を抑え、飲み続けられる緑茶製品の開

発が必要である。これまでにシクロデキストリンによる苦味や渋味のマスキング技術、キトサン

複合体および豆乳タンパクの添加による苦味や渋味の抑制などの加工技術が研究論文や特

許によって報告されている(27,28）。しかし、添加物の使用やタンパクやキトサンなどの成分の添

加による苦渋味抑制技術では緑茶本来の呈味や香りを損ねてしまう可能性が高く、また製品

化するにはコスト面の増加などの問題がある。そこで、食品加工として実例が少ない亜臨界水

抽出技術により、添加物なしで緑茶の呈味や香りの改善を行った。従来の方法では緑茶から

高濃度のカテキンを得るのに高温熱水抽出や加圧抽出、酵素反応抽出、アルコールやアセト

ンなどの溶媒抽出を行っている。しかし、これらの抽出方法は抽出率を上げるために高温で

の長時間抽出により酸化の促進や成分の変性が生じることや酵素剤、有機溶媒を使用するた

め危険性や使用の取扱いが大変などのデメリットが考えられる。さらに緑茶にとって重要な香

り成分を失わせてしまうなどのマイナス面もあり問題となっている。それに比べて亜臨界水抽

出はこのような現象が少なく、お茶の抽出として利用価値が高い技術と言える。これまでに亜

臨界水抽出の食品加工として実験を行った研究成果が本研究室より報告されている(12,23）。し

かし、まだ亜臨界水抽出の技術について分かっていない点も多く、有効な利用方法について

更なる検討が必要である。今後、亜臨界水抽出による新規嗜好性緑茶製品の生産と様々な

食品開発へ応用するためには基礎的な成分に関する知見を収集する必要がある。本研究で

は、亜臨界水抽出と従来の熱水抽出と加圧抽出との違いについて比較を行った。また、同時

に各抽出方法で得られる緑茶抽出物の味、香りの違いについても評価を行った。官能評価で
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は亜臨界水抽出によりカテキン特有の強い苦渋味が低減したことが確認された。また、味覚

センサー分析およびにおい識別分析を用いて化学的にも明らかにした。そこで、カテキンの

苦味や渋味の抑制メカニズムを明らかにするためにタンパク質、アミノ酸、全糖、水溶性ペク

チン、各カテキン類およびカフェインなどの成分を定量し、検討を行った。さらに、カテキンの

苦味に対する抑制効果について細胞を用いた応答評価試験を実施し、細胞レベルでの検証

も行った。 

 

2-1 実験方法 

 

2-1-1 実験材料および抽出方法 

バッチ式の亜臨界水抽出装置を用いて抽出を行った（Fig.6）。静岡大学農学部に設置され

ている装置写真を Fig.7 に示した。抽出は有機緑茶（有機栽培された緑茶）に対して 20 倍重

量の蒸留水を加えて、3分間撹拌し、初期圧力 3.0 MPa、加熱温度 120 ℃～180 ℃、反応時

間達温～3 分間の条件で処理を行った。目的の処理温度および反応時間で処理した後は速

やかに水で冷却し、試験サンプルを作成した。装置反応容器の容量は 350 mlである。また、

従来の抽出方法と比較するため熱水抽出および加圧抽出を用いた。熱水抽出は 90 ℃で 10

分間、加圧抽出は 120 ℃ （約 0.2 MPa）で 10分間処理し、サンプルを作成した。それぞれ得

られた緑茶抽出物は No.2 濾紙で濾過し、抽出液と茶殻に分離した。緑茶抽出物の一部を凍

結乾燥により粉末化させ、試験用サンプルは溶液タイプと粉末タイプの 2種類を準備した。溶

液タイプの緑茶抽出物は使用するまで密封状態で-20 ℃にて保存した。また、粉末タイプの

緑茶抽出物は褐色瓶の容器に入れ、密封状態で 4 ℃にて保存した。本試験に用いた有機

緑茶は化学肥料や農薬を控え、有機肥料などを使って育てる栽培方法で作られ、通常の煎

茶に比べてカテキンが多く含まれる茶葉である。 
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Fig.6. Batch-type Sub-critical water extraction device 

 

 

Fig.7. The photograph of batch-type sub-critical water extraction device 

 

データ処理

反応槽

温度、攪拌、圧力の制御
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2-1-2 総カテキン含有量の測定 

総カテキン含有量は酒石酸鉄比色法を用いて定量した。酒石酸鉄試薬は硫酸第一鉄 500 

mgと酒石酸カリウムナトリウム 2.5 gを水に溶解して 500 mlに調整した。リン酸緩衝液はM/15

リン酸二ナトリウム溶液と M/15 リン酸一カリウム溶液とをスターラーで撹拌しながら混合し pH 

7.5に調整した。試料 5 mlに酒石酸鉄試薬 5 mlを加え、リン酸緩衝液で 25 mlに定容したも

のを 540 nm の吸光度で測定した。検量線から試料の吸光度に相当する没食子酸エチルを

求め、その値からカテキン量を算出した。 

 

2-1-3 官能評価 

熱水抽出、加圧抽出、亜臨界水抽出により得られた緑茶抽出物 100 ml 中にカテキン含有

量180 mgに調整して試飲および香りの官能評価を行った。このカテキン量は通常飲まれる煎

茶の約 3 倍量にあたり、高濃度に調整することで苦渋味の違いを分かりやすくした。それぞれ

の緑茶抽出物について一切説明することなく、研究開発員 15 人で苦味の強さ、渋味の強さ、

飲みやすさ、香りの良さの優劣の判定を順位法で行った。判定は 1名ずつ個別に行い、各自

飲みやすいと思うものから順番に並べ順位を付けた。なお、同一と感じられるものは同順位と

した。結果については評定順位の平均値の算出を行った後、3 種の緑茶抽出物間に感じ方

の差が生じるかどうかについて判定した。 

 

2-1-4 味覚センサー分析による味覚評価 

熱水抽出、加圧抽出、亜臨界水抽出によりそれぞれ得られた緑茶抽出物に対してカテキン

含有量を一定にさせたもの 50 mlを専用のカップに入れ、味覚センサー装置（インテリジェント

センサーテクノロジー社製 TS-5000Z）で測定した（Fig.8）。センサーは苦味（C00）、渋味

（AE1）、旨味（AAE）、塩味（CT0）、酸味（CA0）の5種類を使用して食品を口に含んだ瞬間の
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味“先味”と食品を飲み込んだ後に残る持続性のある味“後味”の 2 種類で味を評価した。基

準液（30 mM KCl と 0.3 mM酒石酸を含んだ、ほぼ無味の溶液。人間の唾液に相当）の電位

をゼロとして、サンプル液との電位差を先味として測定、その後センサーを軽く洗浄して、再

度基準液を測定した時の電位差を後味として測定した。測定は同一試料に対して 3 回行い、

得られたセンサー出力値の平均を用いて算出した。測定原理を Fig.9 および測定方法を

Fig.10に示した。なお、熱水抽出により得られた緑茶抽出物を基準サンプルとして比較を行っ

ている。生体味覚受容メカニズムを模倣した味覚センサーは生体の舌の表面には“脂質二分

子膜”が形成されており、固有の膜電位を持っています。その膜電位は様々な呈味物質との

化学反応、あるいは吸着反応により変化します。この変化量を人間の脳では味の情報として

認識し、味を判断していると言われています。この生体の味覚受容メカニズムを模倣したのが

味覚センサーです。味覚センサーは人工の“脂質膜”（人間の舌と同様）で構成され、様々な

呈味物質と化学反応・吸着反応を起こし、人間と同様に「味」を感じることができます(29）。 

 

 

 

Fig.8. Taste sensor analyzer SA402B (Intelligent Sensor Technology) 
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Fig.9. Reply principle of the taste sensor 

 

 

 

Fig.10. Method for measurement with the taste sensor 
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2-1-5 におい識別分析装置による香りの評価 

熱水抽出、加圧抽出、亜臨界水抽出により得られた緑茶抽出物を用いてにおい識別分析

装置（島津テクノリサーチ社製 FF2020S）で香りの評価を行った（Fig.11）。装置には搭載する

10 種類の酸化物半導体ニオイセンサ素子を用いて付属する 9 種類の基準ガスを測定した時

のセンサー出力値を表現ソフトで評価している。臭気指数や試料間の類似度を数値化させて

グラフによりサンプル間のにおいの質や強さを比較した。試験操作は洗浄して無臭性を確認

した 2 L容量のポリエチレンテレフターレ（PET）製バッグに試料を 30 ml入れて密封し、超高

純度窒素を充填して室温（25 ℃）で 2 時間放置した。2 時間放置後にバッグ内のガスのみを

洗浄した別のバッグに移し入れ、そのバッグをにおい識別装置にセットして測定した。 

 

 

Fig.11. Difference odor analyzer FF2020S （Shimadzu Techno-Research, Japan） 

 

2-1-6 タンパク質・アミノ酸含有量の測定 

タンパク質含有量はフォーリン・ローリー法で測定した。タンパク質サンプル溶液にアルカリ

性銅溶液を加え、その後フェノール試薬をよく混和する。反応溶液をバックグラウンドとの波長
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750 nmにおける吸光度の差を分光光度計で測定した。タンパク質濃度が明らかなスタンダー

ドの吸光度から描いた標準直線から、タンパク質濃度を算出した(30.31）。 

 アミノ酸含有量はアミノ酸分析装置 L-8900(日立ハイテク)を用いて測定した。各緑茶抽出物

1 mlをφ0.45 μmのメンブレンフィルターに通し、アミノ酸標準試薬とともに分析に供した(12）。 

 

2-1-7 全糖量・水溶性ペクチン含有量の測定 

全糖量はフェノール硫酸法で測定した。試料溶液1 mlと5 %フェノール溶液1 mlを試験管

に取り、これに濃硫酸 5 ml を一気に加えた。ただちに試験管を撹拌し、室温になるまで放置

した。吸光度計を用いて吸光波長 490 nmで吸光度の測定を行った。 

 それぞれの緑茶抽出物の水溶性ペクチン含有量をガルバゾール比色法にて定量した。す

なわち抽出液 0.8 mlに 4Mスルホン酸 0.1 ml と 1Mホウ酸 0.1 mlを加えて混合後、濃硫酸 5 

mlを加えて沸騰水中で反応させた。室温に戻した抽出液に 0.2 %カルバゾール／エタノール

溶液を 0.2 ml加えて撹拌し、再び沸騰水中で 10分間放置した。室温で放冷した後、525 nm

の吸光度を測定した(32）。 

 

2-1-8 カテキン類・カフェイン含有量の測定 

カテキン類およびカフェイン含有量は高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いて定量を

行った(33）。HPLC装置はWaters社の e2695を使用し、UV2998検出器で測定を行った。測定

条件についてはカラムを野村化学製の Develosil ODS-HG column (150×4.6 mm)を使用し、

流速 1 ml/min、検出波長 231 nm、カラム温度 40 ℃で測定を行った。グラジエントは A）蒸留

水：アセトニトリル：85 ％リン酸溶液（95.45：4.5：0.05）、B) 蒸留水：アセトニトリル：85 ％リン酸

溶液（49.95：50.0：0.05）、移動相溶媒の混合比は 0→5分（A液 90 %、B液 10 %）の状態を保

つ。5→8分（8分の時点で B液の割合が 30 %になる）8→10分（A液 70 %、B液 30 %）の状
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態を保つ 10→15分（15分の時点で B液の割合が 80 %になる）15→20分（A液 20 %、B液

80 %の状態を保つ）初期の状態(A液90 %、B液 10 %)に戻し 10分以上おいてから次の試料

を分析するようにした(34,35）。 

 

2-1-9 苦味細胞応答試験 

カルシウムイメージング法を用いて評価を行った。苦味物質が苦味受容体に結合すると、

細胞内カルシウムイオン濃度が上昇する。蛍光カルシウム指示薬を用い、サンプル投与時の

カルシウムイオンの濃度変化を、分注機能を持つ傾向のマイクロプレートリーダーFlex Station

Ⅱで解析した（Fig.12）。細胞 G タンパクを安定発現細胞に用いて TAS2R39 に導入し発現さ

せた（苦味受容体が G タンパク共役受容体であるため）。ネガティブコントロールに HEK293T

細胞を用いた。 

 

Fig.12. Reply of cells to taste bitterness 
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細胞：受容体解析に頻用されるヒト胎児腎由来のHuman Embryonic Kidney（HEK）293T細

胞を用いた。 

細胞培養：HEK細胞は 10% fetal bovine serum（FBS）、100 unit/mL penicillin、100 mg/mL 

streptomycin、250 ng/mL amphotericin B（AB）を含む Dulbecco's modified Eagle's medium

（DMEM）を用いて、37 ℃、5 %CO2存在下で培養した。継代は週に 2～3回の頻度で行い、

実験には継代数 30以下のものを使用した。 

トランスフェクション：トランスフェクション前日に HEK293T 細胞を細胞数 1.5×105 cells/35 

mm dishになるようにまいた。トランスフェクション当日、LipofectamineTM2000(6.25 µL)、Opti 

MEM(250 µL)を穏やかに混合し、室温で 5分間インキュベートした。この Lipofectamine溶液

に苦味受容体プラスミド（2 µg 相当）とキメラ G タンパク質 Gα16gust44（0.5 µg 相当）、Opti 

MEM （ 250 µL ） を 加えた溶液を混合し 、 20 分間室温でインキ ュベー ト した

（DNA-Lipofectamine 複合体形成）。その後、DNA-Lipofectamine 複合体（0.5 mL）に Opti 

MEM（1.5 mL）を混合させ、前日にまいた細胞に添加した。5時間後に、FLEXstationTMⅡに

よる測定のため、トランスフェクション細胞を DMEM+10%FBS で希釈して、細胞数が 2.0×104 

cells/wellになるように 96 well plateにまいた。24時間後、FLEXstationTMⅡにより測定を行っ

た（活性(%)＝ΔF/F×100）。 

FLEXstationTMⅡによる細胞内 Ca
2+濃度（[Ca

2+]）測定：測定前日に、60 mm dishでセミコ

ンフルエントになった細胞を PBS（-）で洗浄した。1×Trypsin/EDTA 処理によりシャーレ底面か

ら細胞を剥がし、15 mLファルコンチューブに移し、800 rpmで4分間遠心した。上清を吸引し、

タッピングにより細胞をほぐし、新たに培地を加え、細胞数 20×104 cells/mL となるように希釈

調整した。その後、CO2インキュベーターで 37℃にて 24 時間インキュベートした。測定当日、

培地を捨て、3 µM Fluo8-AM in Loading solution（LS） 50 µL/wellを加え、CO2インキュベー

ターにて 37℃で 1 時間インキュベートした。LS を捨て、1×HEPES 100 µL/well で洗浄し、
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1×HEPES 180 µL/wellを加えて、あらかじめ 37℃に設定しておいた FLEXstationTMⅡにセッ

トした（Fig.13）。蛍光量変化の解析は FLEXstationTMⅡの解析ソフト SoftMaxPro v.5.0.1を用

いた(36-38)。 

投与サンプルの調整ではカテキン類 300 µMの ECG、EGCGを用いた。最終濃度の 1000

倍高濃度のサンプル（エタノール溶液）を調製し、-20℃にて保存した。測定時にサンプルが

10倍濃度になるようコンパウンドプレート内に1×HEPESバッファーで希釈しFLEX Station TM

Ⅱに設置した。 

～マスキング剤サンプルの調整～ 

シクロデキストリン(β−CD)：6 mM（終濃度の 20倍高濃度）になるよう 1×HEPESバッファーで

希釈し、等量の 6 mM EGCG溶液を加え、vortexで 10秒以上撹拌し、コンパウンドプレートに

加えた。 

ペクチン：ペクチンを 1×HEPESを用い 0.１％ペクチン溶液を作成した。EGCGは 0.１％ペク

チン溶液を用い、3 mMに調整し細胞へ投与した。 

スクロース：1×HEPES バッファーを用い、65 mM スクロース溶液を調整した。この溶液で

EGCGを 3 mMに希釈し投与した。 
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Fig.13. Method of taste bitterness reply activity test 

 

 

 

HEK293T 1.5×10⁵ cells/35 mm dish（DMEM+10%FBS） 37℃、24時間培養

A .Lipofectamin 2000(6.25 µL)

Opti MEM (250 µL)

B.TAS2Rs (2 µg)

G16gust44 (0.5 µg)

Opti MEM (250 µL)

培地交換（Opti MEM）

DNA溶液添加

A,B混合
DNA-Lipofectamine複合体形成

6時間後、
DMEM（without sodium pyruvate ）+10%FBSを用いて
96well plateに2× 104cells/wellでまく

24時間培養 37℃、5% CO2

FLEXstationTMⅡ測定当日

3 µM Fluo-AM 50 µL/wellでローディング

30分インキュベート（25℃）

HEPES buffer 100 µL/wellでwash

10分間 静置（25℃）

HEPES buffer 180 µL/wellに調整

FLEXstationTMІІで測定

 
37℃ 

 4~6 時間後 
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2-2 結果と考察 

 

2-2-1 緑茶抽出物の特徴 

熱水抽出、加圧抽出、亜臨界水抽出で得られた緑茶抽出物の総カテキン量を測定した。

その結果、熱水抽出 317 mg/100 ml、加圧抽出 333 mg/100 ml、亜臨界水抽出 309 mg/100 

mlであった。いずれもカテキン含有量300 mg/100 mlを超えており、緑茶から高濃度にカテキ

ンが抽出されたことが確認された。本研究での熱水抽出の条件は茶葉から高濃度にカテキン

を得るため、通常よりも抽出時間を少し長めにした。また、この抽出条件は工業的な生産に利

用されており、効率良くカテキンを抽出する方法として実際に用いられている(39）。加圧抽出は

亜臨界水抽出とは反応が異なることを明らかにするために比較として用いた。現在、カテキン

の抽出に利用されているアルコールなどの溶媒抽出に比べて、亜臨界水抽出は通常の水だ

けを使用しているため安全であり、安心して扱うことができる技術である。また、亜臨界水の強

い加水分解作用により食品残渣や廃棄物の低減にも繋がり、環境に対して非常に良好と考え

ている。その他にも亜臨界水の特徴として従来の熱水抽出に比べ、抽出時間が 1/10～1/40

程短縮可能なことや抽出率が 5～10 %向上するなどのメリットが明らかとなった。本研究で用

いた亜臨界水の抽出条件は加熱温度や圧力ともにそれ程高くないため、装置の導入費用や

メンテナンス費用などは抑えることができる。このことから新製品の生産に要するコストおよび

最終製品の価格は大幅に増大することはなく、実用的であると考えられる。 

 

2-2-2 試飲による官能評価 

官能評価では緑茶製品の研究開発者 15 名で実施した。官能評価では通常の緑茶で飲ま

れるカテキン量の約 3倍にあたる 180 mg/100 ml と高濃度に調整して行った。この調整は苦

渋味の違いをより分かりやすくするために用いた(40）。得られた官能結果は順位法で評価した
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（Table 1）。その結果、苦渋味を強く感じた順は熱水抽出＝加圧抽出＞亜臨界水抽出であっ

た。亜臨界水抽出で得られた緑茶抽出物は渋味をとても弱く感じた。飲みやすさは亜臨界水

抽出＞熱水抽出＞加圧抽出の順で良かった。また、香りについては亜臨界水抽出＞熱水抽

出＞加圧抽出の順で良いと評価された。これらの結果、亜臨界水抽出で得られた緑茶抽出

物は同じカテキン含有量でも明らかに渋味は抑制され、飲みやすくなっていた。今後、日本

茶インストラクター資格を持った審査員や緑茶専門家に官能評価を行ってもらう予定です。 

 

Table 1. Comparison of the sensory evaluation 

 

 

2-2-3 味覚センサー分析による苦渋味の評価 

亜臨界水抽出で苦渋味の抑制傾向が見られたため、その評価を化学的に検証するため味

覚センサー分析による評価を実施した。熱水抽出で得られる緑茶抽出物の測定結果を基準

値 0 として評価を行った。その結果、熱水抽出の測定結果と比較して加圧抽出は酸味 0、苦

味（先味）+0.18±0.07、渋味（先味）-1.90±0.15、旨味+0.56±0.22、苦味（後味）+0.40±0.07、渋

味（後味）+0.78±0.09、旨味（コク）+0.21±0.23。亜臨界水抽出は酸味 0、苦味（先味）

-0.95±0.35、渋味（先味）-5.04±0.45、旨味+0.22±0.30、苦味（後味）+0.19±0.03、渋味（後味）

-2.29±0.20、旨味（コク）+0.35±0.12 であった（Fig.14）。亜臨界水抽出は従来の抽出方法に比

Hydrothermal extraction Pressurized extraction Sub-critical water extraction

Temperature 90 ℃ 120 ℃ 130 ℃

Pressure ― 0.2 MPa 3.0 MPa

Extraction time  10 min 15 min 1 min

Bitterness/Astringency Strong Strong Weak

Ease of drinking Normal Bad Very good

Fragrance Normal Bad Good
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べ、渋味の先味・後味が減少していることが確認された。そこで、苦味と渋味について t-検定

を行った結果、亜臨界水抽出の緑茶抽出物に有意差があることが確認された。旨味と酸味に

関しては抽出方法の違いによる大きな差は認められなかった。この結果から人の官能評価と

味覚センサー分析の化学的な官能評価は同様な結果が得られ、相関性があることが示唆さ

れた。渋味が低減され、非常に飲みやすい緑茶であるため、動脈硬化の予防・高血圧の抑

制・糖尿病やがんの予防など様々な効能があるカテキンを一度にたくさん摂取することが可

能となる。 

 

 

 

 

Fig.14. Comparison of extraction methods by taste sensor analysis of green tea extracts 

Acidity
Bitterness

(First taste)

Astringency

(First taste)
Taste

Bitterness

（Last taste）

Astringency

（Last taste）
Taste body

Hydrothermal extraction 0 0 0 0 0 0 0

Pressurized extraction 0 +0.18 ± 0.07 -1.90 ± 0.15 +0.56 ± 0.22 +0.40 ± 0.07 +0.76 ± 0.09 +0.21 ± 0.23

Sub-critical water extraction 0 -0.95 ± 0.35 -5.04 ± 0.45 +0.22 ± 0.30 +0.19 ± 0.03 -2.29 ± 0.20 +0.35 ± 0.12
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2-2-4 におい識別分析による香気成分組成の評価 

緑茶にとって香りはとても重要な要素である。その香りをにおい識別分析装置（島津テクノリ

サーチ㈱）を用いて評価を行った。試料の“においの強さ”の特徴をレーダーチャートに示す

9 種類の基準ガスに置き換えて表示した。その結果、硫化水素、アンモニア、硫黄系、有機酸

系などの緑茶の香りとして好まれない成分が加圧抽出に多く含まれることが確認された。それ

に比べて熱水抽出と亜臨界水抽出はいずれの成分も多く含まれていないことが分かった

（Fig.15）。また、試料間のにおいの質を類似度で比較し、評価を行った。その結果、熱水抽

出と亜臨界水抽出は同じ傾向のにおい組成であり、類似した香りを持つことが分かった。加圧

抽出は類似しておらず、香りの官能評価においても好ましくなかった。よって、亜臨界水抽出

は熱水抽出の緑茶と同じような成分組成であることが確認された。 

 

 

 

Fig.15. Comparison of extraction methods in relation to the composition of fragrance 

ingredients using differential odor analysis 
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2-2-5 タンパク質・アミノ酸含有量の比較 

緑茶抽出物のタンパク質および遊離アミノ酸含有量を測定した。その結果、熱水抽出 96.5 

mg/ml、加圧抽出 100.9 mg/ml、亜臨界水抽出 87.1 mg/mlであった。この結果、亜臨界水抽

出にタンパク質の減少が確認された。これは亜臨界水の加水分解作用によってタンパク質が

分解され、遊離アミノ酸に変化したことが示唆された。また、緑茶の呈味に関連する遊離アミノ

酸の測定結果をTable 2に示した(41）。緑茶のうま味や甘味に関与するセリン、グルタミン酸、グ

リシン、アルギニンが亜臨界水抽出で増加したことが確認された。その中でもセリン、アルギニ

ンが増加していることが分かった。グルタミン酸やアルギニンは緑茶のうま味や甘味に大きく

関与するアミノ酸であり、緑茶の美味しさを示す成分でもある。また、アルギニンには苦渋味に

対する抑制効果があることが報告されており、この作用も苦渋味の抑制に関係していると考え

られた(42）。一方、アスパラギン酸、テアニン、アラニン、チロシン、ヒスチジンは亜臨界水で減

少していることが分かった。これは、従来の抽出方法に比べて加水分解が促進したことやアミ

ノ酸の構造が変化しているのではと考えられた。 

 

Table 2. Comparison of amino acid content in the three extracts 

 

 

 

 

Hydrothermal extraction Pressurized extraction Sub-critical water extraction

(mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml)

Serine 14.3 ± 0.2   15.1 ± 0.1 19.1 ± 0.1

Glutamic acid 28.8 ± 0.5   29.3 ± 0.3   24.7 ± 0.2

Glycine   0.5 ± 0.0     0.6 ± 0.0    0.8 ± 0.0

Arginine 15.4 ± 0.2   17.1 ± 0.1  22.1 ± 0.3

Aspartic acid   4.0 ± 0.1     4.0 ± 0.1    2.6 ± 0.1

Theanine 46.3 ± 0.3   46.4 ± 0.4  48.0 ± 0.3

Alanine 11.7 ± 0.4   11.9 ± 0.6   10.6 ± 0.3

Tyrosine   9.4 ± 0.3     9.3 ± 0.1     8.4 ± 0.1

Histidine   1.8 ± 0.1     1.8 ± 0.1     1.3 ± 0.0
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2-2-6 全糖量・水溶性ペクチン含有量の比較 

緑茶抽出物の全糖量および水溶性ペクチン含有量を測定した。測定結果を Table 3に示し

た。糖や水溶性ペクチンなどの糖類はカテキンの強い苦渋味をマスキングする効果が考えら

れたため検証を行った。その結果、亜臨界水抽出で全糖量および水溶性ペクチン含有量の

増加が確認された。全糖量では熱水抽出および加圧抽出の約 1.4 倍、水溶性ペクチンでは

熱水抽出の約 4 倍、加圧抽出の約 2 倍の増加が確認された。これまでの研究でポリフェノー

ルの渋味がペクチンによって抑制されることや緑茶浸出液中のペクチンがその渋味を抑制し

ていることが確認されている(43）。4 種類のカテキン水溶液に対してペクチンを添加させ、渋味

の抑制効果を味覚センサー分析にて評価している。その結果、ペクチンはガレート型カテキ

ンの EGCGと ECGに対して渋味抑制効果を示すことを明らかにした(44）。この結果から本研究

においても糖類が何らかの形で苦渋味レセプターをマスキングして、苦渋味を抑制している

のではと示唆された。実際に苦渋味が強い EGCGに水溶性ペクチンを添加して、味覚センサ

ー分析にて評価を行った。その結果、渋味（先味、後味）の著しい減少が確認された。従って、

水溶性ペクチンがカテキンの強い苦渋味をマスキングしていることが示唆された。 

 

Table 3. Comparison of sugar and water-soluble pectin content in the three extracts 

 

 

2-2-7 カテキン類・カフェイン含有量の比較 

緑茶抽出物のカテキン類およびカフェイン含有量を測定した。測定結果をTable 4に示した。

その結果、亜臨界水抽出で各カテキン類の減少傾向が確認された(45）。これは亜臨界水の加

Hydrothermal extraction Pressurized extraction Sub-critical water extraction

(mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml)

Total sugar 197.4 ± 4.9 201.9 ± 7.2 269.7 ± 7.2

Water-soluble pectin    6.1 ± 0.3  13.7 ± 0.8   23.5 ± 0.9



34 

 

水分解反応によりカテキンの分解が起こったのでは考えられた。その中で機能性が多く報告

されている EGCG の含有量に減少は見られなかった。よって、亜臨界水抽出で得られた緑茶

抽出物は従来の抽出方法と変わらず高い機能性が残っていることが明らかになった。その他、

ECG や EC については減少が見られ、苦渋味の強い ECG の減少は官能評価に関係する可

能性が考えられた(36）。GCG については亜臨界水における加水分解によりガレート基がはず

れたため減少したと考えられる。また、カフェインの含有量については大きな増減は確認され

なかった。これらの結果、亜臨界水抽出で得られた緑茶抽出物のカテキン抽出量は変わらな

いがカテキン類の組成は変化していることが分かった(46）。このカテキン類の変化による機能

性や従来の抽出方法との違いについて今後、検証を行いたいと考えている。 

Table 4. Comparison of catechins and caffeine content in the three extracts 

 

 

2-2-8 苦味細胞応答評価 

苦味受容体TAS2R39細胞およびカテキン（ECG,EGCG）300 µM、β−CD、ペクチン0.01 ％、

スクロース 65 mMを用いてカテキンの苦味に対する細胞応答試験を行った。β−CDをポジテ

ィブコントロールとして、HEK293T 細胞をネガティブコントロールとして用いた。これまでの研

究で β−CD はカテキンの苦味を抑制することが報告されている。苦渋味の細胞発現について

蛍光量により評価し、測定チャートを Fig.16、定量比較した結果を Fig.17（白：共発現細胞、

Hydrothermal extraction Pressurized extraction Sub-critical water extraction

(mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml)

EGCG 131.0 ± 3.7  120.6 ± 2.3  143.0 ± 6.5

ECG   19.2 ± 0.7   18.6 ± 1.3     8.8 ± 1.3

EGC   48.2 ± 0.9   34.0 ± 0.5   41.5 ± 1.0

EC   36.0 ± 0.2   29.8 ± 1.2   15.8 ± 0.4

GCG   31.1 ± 0.8   53.1 ± 2.1   18.9 ± 0.9

CG     2.4 ± 0.3     4.3 ± 0.7     3.4 ± 0.4

GC   37.6 ± 1.2   57.5 ± 1.2   62.5 ± 1.5

C     6.1 ± 0.9     9.7 ± 0.9   11.7 ± 1.8

Caffeine   37.8 ± 1.1   39.6 ± 1.3   36.4 ± 1.1
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黒：HEK293T）に示した。その結果、共発現細胞（TAS2R39/G）の反応では、β−CD、0.01 ％

ペクチン、65 mMスクロースの添加によって蛍光量が減少する傾向が見られた。従って、カテ

キン(ECG)の苦味はペクチンやスクロースの添加により抑制されたことが示された。 

 

Fig.16. Measurement chart of the quantity of fluorescence 

 

 

Fig.17. Cell expression reply evaluation of the distress taste 



36 

 

以上の結果、亜臨界水抽出は緑茶から容易に高濃度でカテキンを抽出することが可能で

ある。さらに、カテキン特有の強い苦渋味を抑制することも分かった。また、量産するための亜

臨界水抽出装置の導入についても比較的に温度、圧力とも低域での反応であるため、設計

に対するコストや安全性に関しても大きな問題は発生しないと考えている。新規の嗜好性緑

茶の開発として亜臨界水抽出はメリットが高く、食品の抽出技術として有効性があると考えて

いる。カテキンの強い苦渋味の抑制は水溶性ペクチン（多糖類）などの糖類によるマスキング

効果が考えられた。また、TAS2R39 細胞を用いたカテキン（EGCG）の苦味応答試験ではペク

チンおよびスクロースに苦味抑制効果が確認された。よって、ECG の減少や糖類による苦渋

味の低減が示唆された。Fig.18に示すようにEGCGやECGおよびカフェインなどの苦渋味成

分に糖類が直接コーティングするのではなく、苦渋味を感じる味蕾にペクチンなどの糖類が

覆うことによって苦味や渋味を抑制したのではと考えている。今後は新たな機能性成分の探

索や新たな効能について細胞や動物実験等で検証し、亜臨界水抽出の更なる利用価値や

有効な活用方法について検討する予定である。 

 

 

Fig.18. Sense taste by taste buds on the surface of the tongue 



37 

 

第 3章 亜臨界水抽出による緑茶中のアミノ酸の変化 

  

亜臨界水は通常の水とは異なる特性を有することから新加工技術、新原料への変換技術

など革新的な処理技術としてその利用が期待されている。この亜臨界水は普通の水を溶媒と

して用いるため人体や環境に無害である。また、処理時間の短縮かつ抽出効率の向上に伴

い生産コストにおいてメリットがある(11）。 

これまでに亜臨界水の性質を利用した廃棄物の再資源化が考えられた。廃プラスチック、

廃木材、食品廃棄物などの廃棄物の資源化として活用された。主な例としては、廃木材の主

成分であるセルロースから糖類の生成(47-49）や各種プラスチック類の再資源化(50-52）、有害物質

の分解や除去、環境汚染物質の無害化(15-18）および魚のアラやチキン廃棄物などの食品廃棄

物から有用成分の生成(19-22）などがある。この亜臨界水の特性を食品加工として利用できない

か検証が行われている。これまでに天然成分からのエッセンシャルオイルの抽出(13）や抗酸化

物質などの有用成分の抽出(14）やヘマトコッカスからのアスタキサンチンの抽出および大麦か

らの機能性成分の抽出に関する研究が行われた(12）。 

緑茶は、日本や中国で日常的に飲まれ、そのうま味や渋味、様々な効能についてはこれま

でに数多くの報告がされている(53-64）。よって、緑茶の品質評価において機能性の高いカテキ

ンやうま味の指標となるアミノ酸の含有量は大変重要である。さらに、緑茶は抽出する温度に

よって香りが変化し、異なった風味をもたらす飲料である。我々はこれまでに亜臨界水を利用

することで緑茶中の有用成分が従来の抽出方法よりも効率的に得られるのではと考え、亜臨

界水抽出の条件において低温域および高温域を設定し、緑茶抽出物を得た。その結果、亜

臨界水抽出 130 ℃において高濃度のカテキンを抽出しながらも強い苦渋味を抑えた飲みや

すい緑茶抽出物を得ることに成功した(65）。また、亜臨界水抽出180 ℃において緑茶から良好

なほうじ茶様エキスが得られた(23）。そこで、本研究では亜臨界抽出条件の異なる緑茶モデル
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およびほうじ茶モデルの2つの条件（130 ℃, 180 ℃）において成分レベルでその変化を詳細

に調べることにした。また、頻繁に用いられる熱水抽出および加圧抽出との比較を行った。 

 

3-1 実験方法 

 

3-1-1 試験材料および抽出条件 

実験はバッチ式の亜臨界水抽出装置を用いた。緑茶 18 gに蒸留水 360 mlを加え、3分間

撹拌した後に抽出を行った。亜臨界水抽出は圧力 3.0 MPaで 130 ℃および 180 ℃で 3分間

反応させた後、冷却水で一気に常温まで冷却して緑茶抽出液を得た。熱水抽出は 90 ℃で

10分間反応させた後、常温まで冷却して緑茶抽出液を得た。加圧抽出は 120 ℃（約0.2 MPa）

で 10 分間反応させた後、常温まで冷却して緑茶抽出液を得た。それぞれ得られた緑茶抽出

液は No.2 濾紙で吸引濾過を行った。その後、凍結乾燥により粉末化させて試験サンプルを

作成した。サンプルは分析するまで 4 ℃の冷暗所で保存した。 

 

3-1-2 アミノ酸含有量の測定 

アミノ酸含有量は静岡大学農学部にあるアミノ酸分析装置 L-8900 (日立ハイテク)を用いて

測定した。バッファー必要量やカラムの使用期限を確認後、マニュアルを参照しながら進め、

各サンプルの緑茶抽出物 1 mlを φ0.45 μmのメンブレンフィルターに通し、アミノ酸標準試薬

とともに分析に供した(12）。 

 

3-1-3 アミノ酸標品によるモデル試験 

緑茶中において有意な減少が確認されたテアニンおよびグルタミン酸を用いた。それぞれ

のアミノ酸標品 300 mgを蒸留水 300 mlに溶解させた後、同じ条件で抽出を行った。亜臨界
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水抽出は圧力 3.0 MPaで 130 ℃および 180 ℃で 3分間反応させた後、冷却水で一気に常

温まで冷却して緑茶抽出液を得た。熱水抽出は 90 ℃で 10 分間反応させた後、常温まで冷

却して緑茶抽出液を得た。加圧抽出は 120 ℃で 10分間反応させた後、常温まで冷却して緑

茶抽出液を得た。また、その他のアルギニン、アスパラギン酸、セリンについても同様の条件

で抽出を行った。これらの遊離アミノ酸は緑茶に多く含まれているため、検証することにした。

それぞれ処理後のサンプル抽出液は分析するまで 4 ℃の冷暗所で保存した。 

 

3-1-4 構造解析 

テアニンおよびグルタミン酸の亜臨界水抽出 180 ℃で 3分間処理したサンプルを薄層クロ

マトグラフィー（TLC）で分離した。その後、シリカゲルカラムで分離精製したサンプルを核磁

気共鳴（NMR）、エレクトロスプレーイオン化質量分析（ESI-MS）、赤外吸収分析（IR）を用い

て構造解析を行った。NMR は JEOL 社製の Lambda 500、ESI-MS は JEOL 社製の

JMS-T100LP、IRは日本分光社製の JASCO FT/IR-400を使用した。 

 

3-1-5 新規物質の測定 

各緑茶抽出液を凍結乾燥させたサンプルを LC-MS に供した。各サンプル 10 mg を蒸留

水 50 μlと 90 %メタノール 150 μl（内部標準のゲニステイン 10 μg/mlを含む）で抽出した。その

後、抽出したサンプルは 2分間撹拌し、遠心分離を行った。上澄み液を捨てた後に 90 %メタ

ノール 200 μlを加えてさらに遠心分離を繰り返した。各処理後のサンプルは 0.2 μm PVDF メ

ンブレンフィルターで濾過させ、サンプル 10 μlを LC-MS (Agilent 1200 system)で分析した。

分析では TSK-gel column ODS-100V (5 µm, 4.6 x 250 mm)を使用し、流量 0.5 ml/min 、カラ

ム温度 40 ℃で測定を行った。溶媒は A) 0.1 %ギ酸 B) アセトニトリル+0.1 %ギ酸を使用した。

移動相溶媒の混合比は0分(A液97 %、B液3 %)、0→20分（A液50 %、B液50 %）、20→40
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分（A液 10 %、B液 90 %）、40→45分（A液 10 %、B液 90 %の状態を保つ）、45→50分（A

液 5 %、B液 95 %）で分析した。各緑茶抽出物のテアニンと 3-アミノ-1-エチルグルタルイミド

の定量化は、各々の標準的な合成物で準備される較正カーブを使って解析した(66,67）。 

 

3-1-6 試飲および味覚センサー分析による官能評価 

日本茶インストラクターの資格を持つパネリストを含む 12 名で採点法による評価を行った。

選ばれたパネリストは 0.4 %ショ糖、0.02 %クエン酸、0.13 %食塩、0.05 %グルタミン酸ナトリウ

ムおよび 0.03 %カフェインの水溶液の味を正しく識別できる者の中から選択した。評価項目

はうま味、苦味、渋味で、対照品（0 点）と比較し、非常に強い（+3 点）から非常に弱い（-3 点）

までの 7段階で評価を行った。 

味覚センサー分析はテアニン標品と新規化合物の比較を行った。それぞれのサンプルは

50 ml を専用カップに入れ、味覚センサー分析装置（インテリジェントセンサーテクノロジー社

製 SA402B）で測定を行った。センサーは苦味（C00）、渋味（AE1）、旨味（AAE）、の 3種類を

使用して食品を口に含んだ瞬間の味“先味”と食品を飲み込んだ後に残る持続性のある味

“後味”の2種類で味を評価した。基準液の電位をゼロとして、サンプル液との電位差を先味と

して測定、その後センサーを軽く洗浄して、再度基準液を測定した時の電位差を後味として

測定した。測定は同一試料に対して3回行い、得られたセンサー出力値の平均を用いて算出

した。なお、テアニン標準品を基準サンプルとして比較を行っている(29）。 

 

3-1-7 3-アミノ-1-エチルグルタルイミドの機能性評価 

糖尿病や脳卒中に代表される生活習慣病のひとつに高血圧があります。高血圧は動脈硬

化をはじめとして，脳，心臓，腎臓などに悪影響を及ぼし，重症になると狭心症，心筋梗塞，
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心不全，腎不全などの病気を引き起こします。このアンジオテンシン変換酵素阻害試験により

高血圧抑制効果の有無が確認されます。 

アンジオテンシン変換酵素（ACE）活性試験は Nakano らの方法（68）に基づき、基質

（Hip-His-Leu）から ACE により分解されるジペプチドをオルトフタルアルデヒド（OPA）により蛍

光化した後、反応物の蛍光強度を測定することで実施した。ACE 活性阻害は試験溶液を加

えない未処置区の活性を 100 %とした場合の相対ACE活性を対照として評価した。検体はテ

アニン標準品および 3－アミノ－1－エチルグルタルイミドを用いた。 

検体を 0.1 mol/1 HEPES緩衝液（pH8.3）にて適宜希釈して試験溶液を調整した。0.1 mol/1 

HEPES緩衝液（pH8.3）（未処置区）または試験溶液を 96 wellマイクロプレートに 25 μlを加え、

20 mU/ml ACE 溶液を 25 μl を加えて 37 ℃で 5 分間インキュベートした。8 mmol/1 

Hip-His-Leu溶液を 25 μlを加え、37 ℃で 30分間反応した。その後、0.1 mol/l 水酸化ナトリ

ウム溶液を 25 μl加えて反応を停止し、1% OPA溶液を 25 μlを加えて室温で 20分間放置し

た。さらに、0.1 mol/l 塩酸を 25 μl 添加して室温で 10 分間放置し、マイクロプレートリーダー

（検光波長 460 nm、励起波長 355 nm）で蛍光強度を測定した。なお、ブランクは 20 mU/ml 

ACE溶液の代わりに PBSを用いて同様に試験した。 

 

3-2 結果と考察 

 

3-2-1 アミノ酸含有量の比較 

それぞれの抽出方法で得られた緑茶抽出物において 15 種類のアミノ酸含有量をアミノ酸

分析装置にて測定した。その結果を Table 5 に示した。アミノ酸含有量はその緑茶のうま味を

評価する指標である。その中でも緑茶に含まれるテアニンはうま味や甘味を示す成分であり、

全遊離アミノ酸の約 50 %以上を占めている。また、テアニンにはストレス解消やリラックス効果、
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認知症予防などの機能性があることが確認されており注目されている成分である(69-73）。測定

の結果、亜臨界水抽出 130 ℃では従来の抽出方法に比べてテアニンやグルタミン酸および

アルギニンの含有量が多いことが確認された。一方で亜臨界水抽出 180 ℃においては有意

な減少が確認された。その他のアミノ酸については大きな増減の変化は確認されなかった。

アルギニンについてはテアニンやグルタミン酸と比べると抽出量は微量であるため有意な変

化とは言えなかった。そこで、テアニンおよびグルタミン酸について亜臨界水抽出 180 ℃によ

って減少した要因を検証するためアミノ酸標品を用いたモデル実験を行うことにした。 

 

Table 5. Comparison of amino acid content in the four extracts 

 

 

3-2-2 テアニン・グルタミン酸標品の変動 

テアニンおよびグルタミン酸の標品を亜臨界水抽出 180 ℃で処理を行った。処理後のサン

プルを HPLC 分析に供した。その結果は Table 6 に示される。その結果、亜臨界水抽出

180 ℃においてテアニンが 90.9 ％、グルタミン酸が 94.0 ％減少していることが確認された。

緑茶におけるアミノ酸含有量の減少する変化と同じであることが確認された。そこで、テアニン

Hydrothermal extraction Pressurized extraction Sub-critical water extraction 130° Sub-critical water extraction 180°

(mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml)

Theanine 7.12 ± 0.11 4.61 ± 0.16 8.21 ± 0.13 0.25 ± 0.05

Glutamic acid 2.53 ± 0.01 1.74 ± 0.01 3.06 ± 0.02 0.11 ± 0.01

Arginine 0.20 ± 0.01 0.22 ± 0.01 0.38 ± 0.01 0.02 ± 0.00

Serine 0.13 ± 0.00 0.09 ± 0.00 0.17 ± 0.00 0.04 ± 0.00

Glycine 0.01 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.02 ± 0.00

Alanine 0.25 ± 0.01 0.17 ± 0.00 0.12 ± 0.00 0.06 ± 0.00

Cysteine 0.05 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.02 ± 0.00 －

Valine 0.07 ± 0.00 0.06 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.02 ± 0.00

Methionine － － － －

Isoleucine 0.05 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.02 ± 0.00 0.01 ± 0.00

Leucine 0.04 ± 0.00 0.03 ± 0.00 0.02 ± 0.00 0.02 ± 0.00

Tyrosine 0.02 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.03 ± 0.00 0.01 ± 0.00

Phenylalanine 0.18 ± 0.01 0.13 ± 0.00 0.09 ± 0.01 0.03 ± 0.00

Lysine 0.05 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.02 ± 0.00 0.01 ± 0.00

Histidine 0.02 ± 0.00 0.02 ± 0.00 0.01 ± 0.00 －
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およびグルタミン酸の亜臨界水抽出 180 ℃で変化した成分について構造解析によりその変

化物を確認することにした。 

 

Table 6. Change of the quantity of theanine and glutamic acid by each extracting method. 

 

 

3-2-3  テアニン・グルタミン酸の構造変化 

テアニンおよびグルタミン酸標品の亜臨界水抽出 180 ℃で処理後のサンプルをシリカゲル

TLC（酢酸エチル：エタノール：水：酢酸＝4:1:1:3）で分離分析し、バニリン硫酸の発色でRf値

0.65 および 0.67 にそれぞれスポットが見られた。それらを、シリカゲルカラム（酢酸エチル：エ

タノール：水：酢酸＝4:1:1:3）で分離精製した。その結果、テアニンからは 244 mg、グルタミン

酸からは 247 mgの単一の反応生成物が得られた。 

続いて、それぞれの反応生成物を各種スペクトルデータによって構造を推定した。NMR(バ

リアンUNITY INOVA500)ではDMSO-d6溶媒で TMSを内部標準として測定した。各生成物

の構造は、主に 1
Hと 13

C-NMRおよび既知の化合物との比較を行った。また、質量分析計（日

本電子 JMS-700 T100LP）では ESI（m-ニトロベンジルアルコールをマトリックス）を用いて測定

した。その結果、テアニンからの反応生成物の 13
C-NMR は、7 個の炭素を示し、そのうちの 2

つはカルボニル炭素（176.4および 177.8）を示した。他の 5つの炭素は、δc 57.1, 34.2, 29.9, 

25.5 および 18.6 で、テアニンのデータとの比較によって低磁場にシフトしていることから環構

造が考えられた。DEPT法によって、これら 5つの炭素は 3つのメチレン(δc 34.2, 29.9, 25.5)と

1つのメチン（δc 57.1）および 1つのメチル基（δc 18.6）であった。プロトン NMRは、4つの多

重分裂のスペクトル δH 2.20, 2.07, 1.90および 3.86で、それぞれ 2個、1個、1個および 1個

Hydrothermal extraction Pressurized extraction Sub-critical water extraction 130° Sub-critical water extraction 180°

(mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml)

Theanine 92.3 ± 16.7 80.5 ± 4.3 90.4 ± 5.4 9.1  ± 1.9

Glutamic acid 91.1 ± 12.0 74.2 ± 6.2 88.4 ± 5.2 6.0  ± 2.1
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のプロトンであった。これらの 4つの吸収のカップリングとCOSYを調べた。加えて、δH 2.79に

2プロトンと δH 1.11に 3プロトンのエチル基が観察された。ESI-MSおよび FAB-MSから m/z 

157 [M+H]
+で C7H13N2O2 の分子式であることが判明した。これにより化合物の構造はテアニ

ンが環化していることが分かった。また、IRスペクトルは 1660～1575 cm
-1であった。よって、こ

れらの結果からテアニンが変化した化合物は 3－アミノ－1－エチルグルタルイミドであると推

定した。これまでに緑茶中での 3－アミノ－1－エチルグルタルイミドの存在については報告さ

れていない。 

グルタミン酸の亜臨界水抽出 180 ℃の処理物とピログルタミン酸標品を TLCおよび HPLC

分析で比較した。その結果、それぞれの TLC スポットと HPLC ピークが一致した。これまでに

L-グルタミンは熱水中でピログルタミン酸と 3－アミノグルタルイミドに変化することが報告され

ている(24）。よって、グルタミン酸からの反応生成物はピログルタミン酸と判断した。これらの構

造変化を Fig.19に示す。グルタミン酸はうま味成分であるがピログルタミン酸は無味である。 
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Fig.19. Structural change of theanine and glutamic acid by sub-critical water extraction at 

180 ℃. 
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Glutamic acid                     Pyroglutamic acid 
 

NO O

NH2

 

SWE180 °C 

SWE180 °C 



46 

 

3-2-4 新規化合物の定量 

緑茶抽出物中の 3－アミノ－1－エチルグルタルイミド含有量を質量分析（LC-MS）にて定

量を行った。その結果を Table 7に示す。亜臨界水抽出 180 ℃で生成した 3－アミノ－1－エ

チルグルタルイミドは他の抽出方法で得たテアニン量とほぼ同等であることから、亜臨界水抽

出 180 ℃ではテアニンのほとんどが 3－アミノ－1－エチルグルタルイミドに変化することが示

された。 

 

Table 7. Comparison of the content of theanine and 3-Amino-1-ethylglutarimide in the green tea 

by each extracting method. 

 

 

3-2-5 官能評価による比較 

テアニン標準品と 3－アミノ－1－エチルグルタルイミドを味覚センサー分析装置により評価

を行った。テアニン標準品の測定結果を基準値として、5 回の測定を行い、平均値をだして

評価した。その結果、新規化合物はテアニンSTDに比べ、苦味（先味）+5.96 ± 0.46、渋味（先

味）+3.33 ± 0.23、うま味（先味）+9.92 ± 2.36、苦味（後味）+0.50 ± 0.04、渋味（後味）+0.14 ± 

0.01、コク（後味）-0.87 ± 0.67 と評価された。苦味や渋味およびうま味（先味）の増加傾向が確

認された（Fig.20）。 

日本茶インストラクター資格を持つ専門家 10 人で 7 段階の採点法を用いて官能評価を行

った。試験はテアニン標品を基準として水で口を漱ぎながら比較を行った。その結果、3－アミ

ノ－1－エチルグルタルイミドのコク（後味）は-0.77 ± 1.22 で苦味は+1.67 ± 0.76 で渋みは

+1.40 ± 0.72であった。これらの結果、味覚センサー分析による評価と相関性が示唆された。

Hydrothermal extraction Pressurized extraction Sub-critical water extraction 130° Sub-critical water extraction 180°

(mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml)

Theanine 7.06 ± 0.69 4.91 ± 0.85 8.48 ± 1.33 0.25 ± 0.03

3-Amino-1-ethyl glutamide 0.13 ± 0.01 0.20 ± 0.05 0.39 ± 0.04 5.63 ± 0.85
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うま味（先味）については苦味（先味）と渋味（先味）のインパクトが強かったため評価すること

が困難であった。 

 

Fig.20. Comparison of extraction methods by taste sensor analysis of theanine and 

3-amino-1-ethylglutarimide 

 

3-2-6 ACE変換酵素阻害活性 

テアニン標準品および 3－アミノ－1－エチルグルタルイミドの相対 ACE 活性の結果を

Fig.21 に示した。その結果、テアニンは濃度 5 mg/ml、2.5 mg/mlでは ACE活性を阻害して

いるがそれ以外の低い濃度では阻害していることが確認できなかった。一方、3－アミノ－1－

エチルグルタルイミドは再現性も高く、濃度に依存して ACE 活性を阻害していることが確認さ

れた。これは、テアニンが不安定な物質であるため希釈していく過程で破壊されたと示唆され

た。また、3－アミノ－1－エチルグルタルイミドは構造からも分かるようにとても安定した物質で

あり、高い ACE 阻害活性を持つことが確認され、機能性成分として有効であることが分かっ

た。 
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Fig.21. ACE inhibitory activity of theanine and 3-amino-1-ethylglutarimide 

 

以上の結果から 

緑茶を亜臨界水抽出 180 ℃で処理すると著しく減少するアミノ酸が存在することが確認さ

れた。そして、そのアミノ酸はテアニンとグルタミン酸であることが分かった。構造解析の結果

からテアニンは亜臨界水抽出 180 ℃で処理すると 3-アミノ-1-エチルグルタルイミドに変化し、

グルタミン酸はピログルタミン酸に変化することが確認された。テアニンが 3-アミノ-1-エチル

グルタルイミドに変化し、緑茶中に含まれていることを初めて報告した。 

テアニンはうま味の指標であるため試飲および味覚センサー分析による官能評価も行った。

その結果、3-アミノ-1-エチルグルタルイミドはテアニンよりもうま味、苦味、渋味が強いことが

確認された。また、3－アミノ－1－エチルグルタルイミドはテアニンよりも安定した物質であり、

テアニン同様の機能性（血圧抑制効果）があることが分かった。今後は 3-アミノ-1-エチルグ

ルタルイミドの効能について動物レベルで検証したいと考えている。また、今回は煎茶を用い

て検証を行ったが玉露や抹茶などのテアニン含有量が多い品質の茶葉で検証する予定であ

る。 
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第 4章 亜臨界水抽出による緑茶中の有効成分の変化 

 

第 3章では亜臨界水抽出による緑茶中のアミノ酸に関する変化を述べたが、第 4章では亜

臨界水抽出による緑茶中の機能性成分の変化について報告する。緑茶中には様々な機能

性成分が含まれているが、一般的な緑茶においてその割合は水溶性成分でカテキン類

10-18 %、フラボノイド 0.6-0.7 %、カフェイン 2-4 %、複合多糖 0.6 %、ビタミン C 150-250 mg%、

ビタミン B2 1.4 mg%、テアニン 0.6-2 %、γアミノ酪酸(GABA)0.1-0.4 %、サポニン 0.1 %、香気

成分 1-2 mg%、食物繊維 3-15 %、ミネラル 3-4 %が含まれ、不溶性成分では食物繊維

30-40 %、タンパク質 24 %、β-カロチン 3-20 mg%、ビタミン E 26-70 mg%、クロロフィル

0.8-1.0 %、ミネラル 2-3 %が含まれている。代表的な機能性成分はカテキンであるが、それ以

外の成分にも機能性があり緑茶の保健的飲料としての価値がこれらの成分を評価することで

明らかとなる。本章では従来の抽出方法と亜臨界水抽出における機能性成分の変化に関し

て検証を行った。第 2章では有機緑茶における成分変化を検証し、亜臨界水抽出によって抽

出量が増加することを確認している。しかし、カテキン類では亜臨界水抽出によって減少する

ことも確認した。そこで、一般的に飲まれている 2～3 番茶にあたる煎茶を用いてアミノ酸やカ

テキンおよびその他の機能性成分について検証を試みた。測定した機能性成分については

リラックス効果や血圧降下に関与するアミノ酸(74-76）、抗酸化作用や血圧・血中コレステロール

値抑制作用および発ガン抑制作用など数多くの生理機能を持つカテキン類（総カテキン）

(2-10）、抗アレルギー作用のメチル化カテキン(77,78）、血糖上昇抑制効果があるとされる糖類や

遊離糖類(79,80）、抗酸化作用や風邪予防および心臓・消化器系・神経系の機能調整作用の有

機酸類(81,82）、抗喘息・抗菌・血圧降下作用のサポニン(83,84）、生活習慣病の予防・改善に効果

を発揮するケルセチン、胆汁酸排泄促進・血中コレステロール低下作用の水溶性食物繊維
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(85）、インフルエンザウイルスの増殖阻害作用のストリクチニン(86）、疲労回復、鎮痛作用のカフ

ェイン(87）および好中球を用いた抗酸化・抗炎症・免疫賦活作用の評価を行った。 

 

4-1 実験方法 

 

4-1-1 試験材料および抽出条件 

バッチ式の亜臨界水抽出装置を用いて抽出を行った。煎茶 18 g（2～3番茶）に蒸留水 360 

mlを加えて 3分間撹拌した後に抽出を行った。亜臨界水抽出は圧力 3.0 MPaで 130 ℃およ

び 180 ℃で 3 分間反応させた後、冷却水で一気に常温まで冷却して緑茶抽出液を得た。熱

水抽出は 90 ℃で 10 分間反応させた後、常温まで冷却して緑茶抽出液を得た。加圧抽出は

120 ℃で 10 分間反応させた後、常温まで冷却して緑茶抽出液を得た。それぞれ得られた緑

茶抽出液は No.2 濾紙で吸引濾過し、試験サンプルを作成した。サンプルは分析するまで

4 ℃の冷暗所で保存した。 

 

4-1-2 アミノ酸・カテキン類（メチル化カテキン）の分析 

アミノ酸含有量はアミノ酸分析装置 L-8900(日立ハイテク)を用いて測定した。各緑茶抽出

物 1 mlを φ0.45 μmのメンブレンフィルターに通し、アミノ酸標準品とともに分析に供した(12）。 

カテキン類の分析は高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いて定量を行った。HPLC 装

置はWaters社の e2695を使用し、UV2998検出器で測定を行った。測定条件についてはカラ

ムを野村化学製の Develosil ODS-HG column (150×4.6 mm)を使用し、流速 1 ml/min、検出

波長 231 nm、カラム温度 40 ℃で測定を行った。グラジエントは A）蒸留水：アセトニトリ

ル :85 %リン酸溶液 (95.45:4.5:0.05)、B) 蒸留水：アセトニトリル： 85 ％リン酸溶液

（49.95:50.0:0.05）、移動相溶媒の混合比は 0→5分（A液 90 %、B液 10 %）の状態を保つ。
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5→8分（8分の時点で B液の割合が 30 %になる）、8→10分（A液 70 %、B液 30 %）の状態

を保つ10→15分（15分の時点でB液の割合が 80 %になる）15→20分（A液20 %、B液80 %

の状態を保つ）初期の状態(A液 90 %、B液 10 %)に戻し 10分以上おいてから次の試料を分

析するようにした(33-35）。 

メチル化カテキン(EGCG3”Me)含有量は高速液体クロマトグラフ法により分析を行った(88）。

各緑茶抽出液を 0.45 μm フィルターにより固形分をろ過し、分析を行った。Waters 社製の

HPLC(e2695)を使用し、UV 検出器で測定を行った。測定条件はカラム Wakopak Navi 

C18-5,100×4.6 mmを使用し、カラム温度 40 ℃、検出波長 272 nm、流量 1.0 ml/min。 

移動相Aは蒸留水：アセトニトリル：リン酸(400:10:1)、移動相Bはメタノール：移動相A(1:2)。

グラジエントは A:B=80:20 (0-2 min)→A:B=20:80 (2-27 min)→A:B=20:80 (27-37 min)→

A:B=80:20 (37-45 min)で測定した。 

 

4-1-3 遊離糖類（糖類）の分析 

遊離糖類は高速液体クロマトグラフ法により分析を行った(89）。各緑茶抽出液を 0.45 μmフィ

ルターにより固形分をろ過し、分析を行った。Waters 社製の HPLC(e2695)を使用し、RI 検出

器で測定を行った。測定条件はカラム YMC-Pack PA-03 250×4.6 mm（ポリアミン系カラム）

を使用し、カラム温度 30 ℃、移動相はアセトニトリル：蒸留水（70:30）、流量 0.8 ml/min で測

定した。 

直接還元糖の含有量はソモギー変法(90）により定量を行った。全糖量はフェノール硫酸法

で測定した。試料溶液 1 mlと 5 %フェノール溶液 1 mlを試験管に取り、これに濃硫酸 5 mlを

一気に加えた。ただちに試験管を撹拌し、室温になるまで放置した。吸光度計を用いて吸光

波長 490 nmで吸光度の測定を行った。 
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水溶性ペクチン含有量はガルバゾール比色法にて定量した。抽出液 0.8 mlに 4 Mスルホ

ン酸 0.1 ml と 1 Mホウ酸 0.1 mlを加えて混合後、濃硫酸 5 mlを加えて沸騰水中で反応させ

た。室温に戻した抽出液に 0.2 %カルバゾール／エタノール溶液を 0.2 ml加えて撹拌し、再

び沸騰水中で 10分間放置した。室温で放冷した後、525 nmの吸光度を測定した(32,91）。 

 

4-1-4 有機酸類・没食子酸の分析 

 有機酸類の分析は HPLCを用いて定量を行った。HPLC装置は島津社製の CDD-6Aを使

用した。測定は島津社製の Shim-pack SCR-102H (300×8 mm)カラムを使用し、流速 0.8 

ml/min、検出波長 254 nm、カラム温度 45 ℃で測定を行った。溶媒は 5 mM p-トルエンスル

ホン酸溶液を使用して行った(92-95）。 

 没食子酸の分析はWaters社の e2695を使用し、UV2998検出器で測定を行った。関東化学

社製のMightysil RP-18 column (150×4.6 mm)を使用し、流速 1 ml/min、検出波長 254 nm、

室温で測定を行った。溶媒は 20 mM リン酸溶液：アセトニトリル(80:20)を使用して行った(96）。 

 

4-1-5 サポニン・ケルセチンの測定 

サポニン含有量はフェノール硫酸法を用いて定量を行った(97）。各緑茶抽出液2 mlをエタノ

ール 6 ml と蒸留水 15 mlで前処理した固相抽出カラム(Sep-Pak Plus C18：Waters)に通し、さ

らに試料溶液中の親水性の夾雑物除去のために、10 %エタノール水溶液 30 mlを流した。次

いでエタノール 5 mlをカラムに通して溶出させ、エタノール画分として 10 ml容メスフラスコに

回収した。回収したエタノール画分を純水にて 10 mlにメスアップした。このカラム処理した試

料溶液1 mlに 5 %フェノール水溶液 1 ml、濃硫酸 5 mlを加え、80 ℃で 30分間処理した後、

室温に戻した反応液の吸光度 490 nm を測定した。検量線作成用の標準物質は大豆サポニ

ンを 0～200 μg/mlの濃度になるように 50 ％エタノール溶液で希釈して用いた。 
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ケルセチン含有量は高速液体クロマトグラフ法により分析を行った (98）。各緑茶抽出液を

0.45 μmフィルターにより固形分をろ過し、分析を行った。Waters社製のHPLC (e2695)を使用

し、UV検出器で測定を行った。測定条件はカラム Shim-pack VP-ODS,250×4.6 mmを使用し、

カラム温度 60 ℃、検出波長 370 nm、流量 1.5 ml/min。移動相 Aは 1.0 %リン酸（85 %リン酸

を使用）、移動相 B はアセトニトリル。グラジエントは A:B=70:30 (0-12 min)→A:B=10:90 

(12-15 min)→A:B=70:30 (15-20 min)で測定した。 

 

4-1-6 水溶性食物繊維の測定 

水溶性食物繊維含有量は和光純薬製の食物繊維測定キットを用いてプロスキー変法

（AOAC 法）にて定量を行った(99）。タンパク質測定用，灰分測定用の 2 つのるつぼ型ガラスフ

ィルターに酸洗浄けいそう土 1 gを入れ、蒸留水、78 %（v/v）エタノール、95 %（v/v）エタノー

ルの順に 1 ml×2 回ずつ洗浄を行ってけいそう土層を均一に形成させ、130 ℃で加熱後デ

シケーター内にて放冷し恒量を求めた。 

各緑茶抽出液（適量）に 50 mM MES-TRIS緩衝液（pH6.3）40 ml、熱安定 α-アミラーゼ溶

液 0.2 ml を加え沸騰浴中にて 5 分毎に撹拌させながら 30 分間反応させた。反応後蒸留水

10 mlを加え 60℃程度になるまで室温に静置した。更にプロテアーゼ溶液 0.2 ml、アミログル

コシダーゼ 0.2 mlを加え振とうさせながら 60 ℃にて 30分間インキュベートした。得られた溶

液に予め 60 ℃に加熱した 95 %エタノールを 4倍量加え、室温で 1時間静置しエタノール沈

殿物を得た。 

恒量を求めたるつぼ型ガラスフィルターを用いてエタノール沈殿物を吸引ろ過し、残渣を

得た。78 %（v/v）エタノール、95 %（v/v）エタノール、アセトンをそれぞれ 20 ml×3回、10 ml

×2回、10 ml×2回ずつ用いて試験管内の残留物を洗い込み、るつぼ型ガラスフィルターの
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中の残渣上に加えた後に 105±3 ℃で一晩乾燥させた。乾燥させたるつぼ型ガラスフィルター

をデシケーター内で放冷し、恒量を求めた（R1、R2）。 

ここで、タンパク質測定用のるつぼ型ガラスフィルターの残渣を用いて、粗タンパク質含量

の測定を行った（P1）。測定はケルダール法を用いた。但し、分解の際、珪藻土を含む粗タン

パク質測定用残渣を用いた。 

もう一方の灰分測定用のるつぼ型ガラスフィルターは灰分測定用残渣をるつぼ型ガラスフ

ィルターごと 525±5 ℃で灰化処理し、デシケーターで放冷後秤量し恒量を求めた。得られた

結果とるつぼ型ガラスフィルターの恒量との差から灰分量を求めた（A1）。 

 得られた結果から下記の式にて食物繊維含量を求めた。 

 

食物繊維(%) =

(𝑅1 + 𝑅2)
2 × {1 − (

𝑃1
𝑅1 +

𝐴1
𝑅2} − 𝐵

(𝑊1 +𝑊2)
2

× 100 

【B＝ブランク値、W1＝タンパク質用サンプル量（g）、W2＝灰分用サンプル量（g）】 

 

4-1-7 ストリクチニン（カフェイン）の測定 

ストリクチニン含有量は高速液体クロマトグラフ法により定量を行った(100）。各緑茶抽出液を

0.45 μmフィルターにより固形分をろ過し、分析を行った。Waters社製のHPLC (e2695)を使用

し、UV検出器で測定を行った。測定条件は ODSカラムWakopak Navi C18-5;5 μm, 150×4.6 

mm を 2 本直列接続して使用し、カラム温度 40 ℃、検出波長 210 nm、流量は 1.0 ml/min 

(0-30 min)、1.5 ml/min (30-45 min)とした。移動相Aはリン酸 5 mlとアセトニトリル 100 mlに蒸

留水を加え 2 Lにメスアップさせた。移動相Bは移動相Aとメタノールを5:1 (v/v)で測定した。 

カフェイン含有量は高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いて定量を行った(33）。HPLC

装置は Waters 社の e2695 を使用し、UV2998 検出器で測定を行った。測定条件については
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カラムを野村化学製の Develosil ODS-HG column (150×4.6 mm)を使用し、流速 1 ml/min、検

出波長 231 nm、カラム温度 40 ℃で測定を行った。グラジエントは A）蒸留水：アセトニトリル：

85 ％リン酸溶液（95.45：4.5：0.05）、B) 蒸留水：アセトニトリル：85 ％リン酸溶液（49.95：50.0：

0.05）、移動相溶媒の混合比は 0→5分（A液 90 %、B液 10 %）の状態を保つ。5→8分（8分

の時点で B液の割合が 30 %になる）8→10分（A液 70 %、B液 30 %）の状態を保つ 10→15

分（15分の時点で B液の割合が 80 %になる）15→20分（A液 20 %、B液 80 %の状態を保

つ）初期の状態(A液 90 %、B液 10 %)に戻し 10分以上おいてから次の試料を分析するよう

にした(34,35）。 

 

4-1-8 クロロフィルの測定 

クロロフィルaおよびクロロフィルb含有量の測定は新・食品分析法記載の mackinney 法に

準拠して行った(101）。試料 0.2～1 gを 50 mlのメスフラスコにいれ、炭酸カルシウムを 0.1 g 加

え 80 %のアセトンを加えてメスアップした。超音波洗浄器に 5分間かけ、その後暗所に 2時間

放置してクロロフィルを抽出した。これを濾過し、濾液の吸光度を 750 nm、663 nm、645 nmで

測定し、次の計算式で値を求めた。計算式の A663 と A645 はそれぞれ 663 nm, 645 nm の

吸光度から 750 nm の吸光度を差し引いた値である。 

クロロフィル a＝12.7A663-2.59A645 

クロロフィル b＝-4.6A663-22.9A645 

 

4-1-9 好中球を用いた抗酸化・抗炎症・免疫賦活作用の評価 

白血球の一種の好中球は自然免疫を担当し、細菌などがカラダに侵入してくると真っ先に

集結し、スーパーオキシド（活性酸素）の産生によって殺菌し、外敵から身を守ります。培養し

た好中球に刺激（外部刺激と食品の投与に対する）を与え、好中球の細胞内のカルシウムイ
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オン濃度と細胞外に放出されるスーパーオキシドアニオンを蛍光・化学発光により検出し、3

つの生理活性（免疫賦活作用、抗酸化作用、抗炎症作用）を同時に評価します。自然免疫を

担当している細胞での試験により、生体内環境に近い状態で生理活性を簡便に評価する

(Fig.22)。 

 

Fig.22. Evaluation of antioxidation, anti-inflammatory and  adjuvanticity using the neutrophil 

 

4-2 結果と考察 

 

4-2-1 アミノ酸・カテキン類含有量の比較 

各緑茶抽出物の遊離アミノ酸含有量を測定した。その結果を Fig.23 に示した。亜臨界水

抽出 130 ℃においてテアニンとグルタミン酸およびアルギニンの含有量が多いことが確認さ
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れた。一方、亜臨界水抽出 180 ℃においては有意な減少が確認された。その他のアミノ酸に

ついては含有量が微量であり、大きな変化は確認できなかった。 

 

 

Fig.23. Comparison of amino acids content in the four extracts 

 

次に、各緑茶抽出物のカテキン類含有量を測定した。その結果を Fig.24 に示した。カテキ

ン含有量は緑茶の苦渋味に関与していることやその緑茶の機能性が高いことを示す指標とな

っている。その結果、亜臨界水抽出 130 ℃において EGCおよび ECに増加傾向が確認され

た。また、亜臨界水抽出 180 ℃では EGCG、ECG、EGC、ECに有意な減少が確認された。こ

れは、EGCG や ECG 等のガレート基がついたカテキン類が亜臨界水の強い分解作用によっ

て分解されたと示唆された。加圧抽出では EGCG、ECG、GCG、CG、GC、C がその他の抽出

方法に比べて増加していることが分かった。 
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Fig.24. Comparison of catechins content in the four extracts 

 

各緑茶抽出物の総カテキン類含有量を測定した。その結果を Fig.25 に示した。亜臨界水

抽出 180 ℃では他の抽出方法に比べて著しく減少していることが分かった。その他の抽出方

法においては大きな違いは認められなかった。この結果、亜臨界水抽出 180 ℃ではカテキン

類が著しく減少し、カテキンの機能性としては低下していることが示唆された。 
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Fig.25. Comparison of total catechin content in the four extracts 

 

さらに、各緑茶抽出物のメチル化カテキン(エピガロカテキン-3-O-(3-O-メチル)ガレート)含

有量を測定した。メチル化カテキンには通常の茶カテキン（EGCG）に比べて体内への吸収率

が高いことや高い抗アレルギー作用を示すことなどが確認されている。また、最近の研究では

べにふうきのメチル化カテキンは茶カテキン EGCGよりも脂肪蓄積抑制効果が高いことが明ら

かにされている。その結果を Fig.26に示した。熱水抽出が他の抽出方法よりも抽出されている

ことが確認された。一方で亜臨界水抽出 130 ℃および亜臨界水抽出 180 ℃においては減少

傾向が確認された。これは、発酵による分解と同じように亜臨界水の分解作用によりメチル化

カテキンが減少したと示唆された。この結果を受けてメチル化カテキンを多く含む品種のべに

ふうき（茶葉）を用いて熱水抽出と亜臨界水抽出 130 ℃における抽出の違いについて検証を

行った。その結果を、Fig.27に示す。前述と同様に熱水抽出では多く抽出されているのに対し、

亜臨界水抽出では減少したことが確認された。これらの結果、亜臨界水抽出ではメチル化カ

テキンを分解し、効率的に抽出することはできないことが分かった。 
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Fig.26. Comparison of epigallocatechin-3-O-(3-O-methyl)-gallate (EGCG3”Me) content in the 

four extracts 

 

 

 

Fig.27. Epigallocatechin-3-O-(3-O-methyl)-gallate (EGCG3”Me) contents in tea leaves of the 

Benifuki 
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4-2-2 遊離糖類（糖類）含有量の比較 

各緑茶抽出物の遊離糖類（サッカロース、フルクトース、グルコース、マルトース）を分析し

た。その結果を Fig.28 に示す。亜臨界水抽出 130 ℃においてサッカロースの有意な増加が

確認された。これは、亜臨界水の作用によって茶葉のセルロースが加水分解されたと示唆さ

れた。また、加圧抽出ではフルクトースとグルコースが他に比べ増えていることも分かった。サ

ッカロースがフルクトースとグルコースに分解されたと示唆される。亜臨界水抽出 180 ℃では

いずれも減少していることが分かった。これは、加熱によるカラメル化反応と糖化反応が起こり、

糖類が減少したと考えられた。 

 

 

Fig.28. Comparison of free saccharide content in the four extracts 

 

各緑茶抽出物の直接還元糖含有量を測定した。還元糖は分子内に遊離のアルデヒド基ま

たはケント基を持った還元性を示す糖のことを示し、この糖量をブドウ糖量に換算したもので

ある。その結果を Fig.29に示す。 
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亜臨界水抽出 130 ℃において高い含有量が確認された。グルコースやフルクトースなどの

ブドウ糖が多く含まれていることが分かった。熱水抽出では減傾向で亜臨界水抽出では増加

している要因として還元糖ではないスクロースが亜臨界水の加水分解作用によって還元糖に

変化したため含有量が増加したと示唆された。 

 

 

Fig.29. Comparison of reducing sugar content in the four extracts 

 

各緑茶抽出物の全糖量および水溶性ペクチン含有量を測定した。全糖量の測定結果を

Fig.30 に示した。その結果、亜臨界水抽出 130 ℃が最も含有量が高いことが確認された。水

溶性ペクチン含有量の測定結果を Fig.31に示した。その結果、亜臨界水抽出 130 ℃におい

て著しい増加が確認された。2-2-6の有機緑茶での結果と同じ傾向であった。 
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Fig.30. Comparison of all sugar content in the four extracts 

 

 

 

Fig.31. Comparison of water-soluble pectin content in the four extracts 
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4-2-3 有機酸類・没食子酸含有量の比較 

各緑茶抽出物の有機酸類および没食子酸含有量を測定した。有機酸類は緑茶の味に関

与しており、クエン酸やリンゴ酸は甘味、コハク酸はコク味、蓚酸はえぐ味に関与していると報

告されている(102）。また、機能性の面において優れた効能を持っており、有機酸の含有量は緑

茶の品質指標として重要である。アスコルビン酸（ビタミン C）には抗酸化作用があり、がんを

はじめとする生活習慣病の予防に重要な働きがある。また、美容効果や風邪予防、その他に

も変色、変味防止効果がある。没食子酸は別名 3,4,5‐トリオキシ安息香酸ともいい、強い抗

酸化作用を持ち、活性酸素を消去させる働きがある。また、近年では脂肪蓄積抑制などダイ

エットの促進をサポートする成分として注目されている。有機酸類の測定結果を Fig.32に示し

た。アスコルビン酸では加圧抽出と亜臨界水抽出 180 ℃において減少傾向が見られた。さら

に、クエン酸・リンゴ酸・コハク酸および蓚酸でも亜臨界水抽出 180 ℃において減少傾向が確

認された。一方で没食子酸においては亜臨界水抽出 180 ℃で著しい増加が確認された。こ

れは、カテキンの EGCG や ECG などのガレート基を持つカテキン類が亜臨界水の作用によ

って分解され、遊離した没食子酸が増加したと考えられた。 
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Fig.32. Comparison of ascorbic acid,citric acid, malic acid, succinic acid, oxalic acid and gallic 

acid content in the four extracts 

 

4-2-4 サポニン・ケルセチン含有量の比較 

各緑茶抽出物のサポニン含有量を測定した。その結果をFig.33に示した。緑茶中のサポニ

ンは強い苦み、エグみや抹茶などでみられるような起泡性を持つという特徴がある。機能性と

しては抗炎症作用や抗菌作用があることが古くから知られており、また近年では血圧降下作

用や抗アレルギー作用等の興味ある生理作用も明らかとなってきている。これらの作用はあま

り強くはないが、カテキンの持っている作用を補うものと期待されている。その結果、亜臨界水

抽出 130 ℃においてサポニン含有量が最も多いことが確認された。亜臨界水抽出 180 ℃で

は減少することが確認された。これは、亜臨界水の作用によりサポニンが分解され、減少した

のではと示唆された。 
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Fig.33. Comparison of saponin content in the four extracts 

 

各緑茶抽出物のケルセチン含有量を測定した。その結果を Fig.34 に示す。緑茶中のケル

セチンはポリフェノール化合物の一種で生活習慣病の予防・改善に効果を発揮するとして、

食べ物はもちろんサプリメントとしても積極的に摂取したい栄養成分となっている。また、ルチ

ン、ヘスペリジンと共にビタミン P の一部で、ケルセチン配糖体にはさまざまな薬理作用を示

すことが知られている。ケルセチン自体も抗炎症作用を示し、これはヒスタミンの生成や遊離

など炎症に関与するいくつかの過程を抑制するためと考えられている。また強い抗酸化作用

を示し、さらに細胞増殖などに関わるいくつかの酵素を阻害することも報告されている(103）。そ

の結果、亜臨界水抽出 130 ℃においてケルセチン含有量が最も多いことが確認された。一

方、亜臨界水抽出 180 ℃では減少することが確認された。この要因としては亜臨界水抽出

180 ℃によって酸化反応が促進され、分解作用が進んだためと考えられる。よって、抽出時

間が長い程酸化が進みケルセチンが減少すると示唆された。 

 



67 

 

 

Fig.34. Comparison of quercetin content in the four extracts 

 

4-2-5 水溶性食物繊維含有量の比較 

各緑茶抽出物の水溶性食物繊維含有量を測定した。その結果を Fig.35に示す。亜臨界水

抽出180 ℃および加圧抽出において水溶性食物繊維含有量が多いことが確認された。加圧

抽出については抽出時間が長いことが要因として考えられた。また、熱水抽出および亜臨界

水抽出 180 ℃ではあまり抽出されないことが判明した。 
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Fig.35. Comparison of water-soluble dietary content in the four extracts 

 

4-2-6 ストリクチニン（カフェイン）含有量の比較 

各緑茶抽出物のストリクチニン含有量を測定した。その結果を Fig.36 に示す。熱水抽出に

おいてストリクチニン含有量が最も多いことが確認された。一方で加圧抽出では減少すること

が分かった。ストリクチニンとはポリフェノールの一種で生体内においては IgE（免疫グロブリン

E）抗体のクラススイッチを抑制する働きがあります。つまりアレルギー反応は、抗原（アレルゲ

ン）に対して IgE（免疫グロブリン E）抗体が過剰に作られるのが大きな原因と言われているた

め、クラススイッチを抑制するということは IgE（免疫グロブリン E）抗体を沢山つくらないというこ

とになります。カフェインの含有量については大きな増減は確認されなかった（Fig.37）。 
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Fig.36. Comparison of strictinin content in the four extracts 

 

 

 

Fig.37. Comparison of caffine content in the four extracts 
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4-2-7 クロロフィル含有量の比較 

それぞれの抽出方法で得られた緑茶抽出物のクロロフィル aおよびクロロフィル bの含有量

を測定した。その結果を Fig.38 に示した。クロロフィル含有量は緑茶の色（緑色）に関係し、そ

の緑茶の品質指標となる成分である。その結果、亜臨界水抽出130 ℃においてクロロフィル a

およびクロロフィル b の含有量が有意な増加が確認された。その他の抽出方法ではクロロフィ

ル含有量が低く、緑色が少ないことが分かった。これは加熱温度の高さや反応時間の長さに

より緑茶抽出物が褐変したと考えられる。それに比べて亜臨界水抽出 130 ℃は反応時間が

非常に短いため変色が抑えられたことが示唆された。 

 

 

Fig.38. Comparison of chlorophyll a and chlorophyll b content in the four extracts 

 

4-2-8 好中球を用いた生理活性の評価 

ヒトでの有効摂取量の換算量1000 μg/mlを中心として100、500、1000、5000、10000 μg/ml

の 5濃度での投与を予定していたが、1000 μg/mlでは全くピークが出ない状態であったため、
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ほとんど化学発光のピークが見られなかった 100 μg/ml を最大として、さらに低濃度でピーク

の上昇が見られたため、もう一段階薄い濃度を加えた 6濃度で評価を行った。50 μg/ml以上

で、細胞内カルシウムイオン濃度上昇とスーパーオキシド産生共にコントロールと比較して大

きく減少していたことから、評価試料は、細胞内にカルシウムイオンを取込む作用を抑えてス

ーパーオキシド産生を抑制する働き、すなわち抗炎症作用を有していると考えられる。しかし

1.0 μg/mlでは、スーパーオキシド産生がコントロールと比較して高めに出る傾向が見られた。

これらの結果より、抗炎症作用を示す物質と自然免疫を賦活する物質が本評価試料には混

在しており、これらの含有割合で濃度によって違った作用が見られたと推察される。 

また、通常は一定であるはずの刺激剤添加前の化学発光ベースが、通常よりやや高値か

ら徐々に下がるという現象が高濃度域で見られた。このことから、評価試料そのものに好中球

を刺激し、スーパーオキシド産生を惹起するような作用があると推測された。そこで、上述の 6

濃度について、好中球刺激能（免疫賦活能）を評価した(n=1)ところ、多少好中球のスーパー

オキシド産生を惹起する作用が見られたがそれほど強力ではなかった。このことから、抗炎症

作用を示す物質を除いた場合、高濃度域でも免疫賦活作用が現れる可能性がある。これらの

分析結果を Table 8 に示した。なお、カルシウムイオン濃度上昇（蛍光）の IC50は 28.6 ± 8.7 

µg/ml、スーパーオキシド産生能（化学発光）の IC50は 22.3 ± 6.8 µg/mlであった。 

 

Table 8. Bioactive evaluation of the green tea by sub-critical water extraction 

 

投与濃度
換算量

（成人摂取量）

カルシウムイオン
濃度上昇

（コントロール比）

スーパーオキシド
産生量

（コントロール比）

0.5　μg/ml 2.25  mg 0.990 1.180

1.0　μg/ml 4.5  mg 1.200 1.600

5.0　μg/ml 22.5  mg 1.180 1.040

10.0  μg/ml 45  mg 1.050 0.940

50.0　μg/ml 225  mg 0.214 0.119

100.0　μg/ml 450  mg 0.197 0.003
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以上の結果から 

亜臨界水抽出130 ℃においてテアニン、グルタミン酸、アルギニン、EGC、EC、全糖量、還

元糖、ペクチン、スクロース、サポニン、ケルセチン、クロロフィル a、クロロフィル b の含有量が

他の抽出方法に比べて高いことが確認された。亜臨界水抽出 130 ℃で処理することでこれら

の成分がより抽出されることが分かったため、機能性の面からも亜臨界水抽出 130 ℃は抽出

条件として良好と考えられた。 

一方で亜臨界水抽出 180 ℃においては遊離アミノ酸類、総カテキン、カテキン類 4 種

（EGCG,ECG,EGC,EC）、メチル化カテキン、遊離糖類、ペクチン、有機酸類、サポニン、ケル

セチン、水溶性食物繊維の含有量が減少する傾向が確認された。これは亜臨界水抽出

130 ℃よりも高い 180 ℃で処理することによってより強い分解作用が働いたためと考えられた。

これまでの研究から 150 ℃からこれらの成分が著しく減少していくことを確認している。従って、

機能性成分の抽出として亜臨界水抽出が適すものと適さないものがあることが分かった。また、

亜臨界水抽出も処理温度（抽出条件）によって大きく異なることも突き止めた。亜臨界水抽出

の技術を上手に応用することができれば付加価値のある機能性成分を従来の抽出方法よりも

効率的に得ることができ、汎用性があることが分かった。 

さらに、抽出方法として良好である亜臨界水抽出 130 ℃で処理した緑茶抽出物について

好中球を用いた生理活性評価した結果から抗炎症作用を持つことが確認された。また、緑茶

抽出物を高濃度に摂取した場合でも免疫賦活作用があることも分かった。 
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第 5章 緑茶・烏龍茶・紅茶の香気変化および今後の展開 

 

茶の初期には薬用を目的として飲用されたが、保存するため乾燥したり、蒸したり、煎じたり

しているうちに、その味と香りが好ましく変化することが分かり、長い年月の経験と工夫を経て

現在のような特徴のある多くの種類の茶が作られるようになり、薬用から日常の嗜好飲料とし

て世界で広く愛用されている。茶の中でも緑茶は中国、日本などの東アジア地域で多く飲用

され、紅茶はイギリスを中心とする欧米に多く、烏龍茶、微生物発酵茶、加工茶はその生産量

が少なかったことから、消費はほとんど中国に限られていた。ところが数年程前から日本でも

烏龍茶ブームを呼び、消費もかなりの量となった。このような消費の背景から、茶の香気成分

の研究も消費量の多い緑茶、烏龍茶、紅茶にその多くが集中されてきたという経緯がある。 

 茶の香気成分研究の最初は 1916 年 Deuss(104）がジャバ産アッサム種の紅茶精油からサリチ

ル酸メチルをまた茶生葉からメタノールを分離したことに始まる。続いて 1920 年には Van 

Romburgh(105）が同一品種紅茶より β、γ-ヘキセノール(3-ヘキセン-1-オール)を分離した。そ

の後、武居ら(106）は主に茶生葉、緑茶の香気成分について研究し、また、山本ら(107）は主に台

湾産紅茶の香気成分について研究し、数々の成果を発表した。茶の香気成分は茶葉細胞中

に蓄積している不揮発性の前駆物質から茶芽摘採後の茶葉酵素による生合成と熱化学反応

により形成されるとの考えに基づき、茶の香気成分の生成に関わる酵素反応および香気成分

の生合成についての研究が関心を集めている。このように茶の種類における香気成分や種

類および香りの組成が嗜好性飲料として重要なファクターとなっている。 

そこで、本章では一般的に多く飲用されている緑茶・烏龍茶・紅茶において亜臨界水抽出

と従来の抽出方法における香気成分の変化を明らかにすることを目的に GC-MS、官能試験

および香気による脳波の変化（快適度）について検証を試みた。また、本研究で得られた研
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究結果をもとに新製品（緑茶）の製造を目的とした連続式亜臨界水抽出装置の開発を進めて

いる。これまでの進捗状況および今後の展開ついて報告する。 

 

5-1 実験方法 

 

5-1-1 試験材料および抽出条件 

実験はバッチ式の亜臨界水抽出装置を用いた。茶葉は緑茶（静岡県産、煎茶)、烏龍茶

（台湾産、鉄観音）、紅茶（ケニア産、ダージリン）を用いた。各茶葉 18 gに蒸留水 360 mlを加

えて 3分間撹拌した後に抽出を行った。亜臨界水抽出は圧力 3.0 MPa、130 ℃で 3分間反応

させた後、冷却水で一気に常温まで冷却して抽出液を得た。熱水抽出は 95 ℃で 10 分間反

応させた後、常温まで冷却して抽出液を得た。加圧抽出は 120 ℃で 10 分間反応させた後、

常温まで冷却して抽出液を得た。それぞれ得られた緑茶抽出液はNo.2濾紙で吸引濾過を行

った。その後、速やかにサンプルを GC-MS 分析および官能試験、味覚センサー分析に供し

た。 

 

5-1-2 GC-MS 

緑茶、烏龍茶、紅茶の香気成分についてヘッドスペースを用いたガスクロマトグラフ質量分

析計（Agilent 社製 7890 GC/5975 MSD）で分析した。緑茶は比較サンプルとして用いた。各

抽出液を専用のバイアルに採り内部標準物質（デカン酸エチル）を加えて密栓し混和する。こ

れらのバイアルを一定温度で保持し、気相部分をGC-MSで定量した。茶飲料における香りは

とても大事な要素であり、品質の良し悪しを判断するポイントである。香気成分を分析すること

によってその抽出物の特徴を把握できるため GC-MS分析で評価した(108）。 
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5-1-3 味覚センサー分析による味覚評価 

烏龍茶・紅茶は嗜好性飲料として緑茶と同じように飲まれ、緑茶とは異なる味覚や風味を持

っている。風味（香り）については GC-MS 分析にて評価したが味覚も重要であるため評価す

ることにした。そこで、烏龍茶、紅茶を味覚センサー分析により化学的に評価した。分析方法

は前述 2-1-4 と同じ条件で行った。 

 

5-1-4 官能評価 

烏龍茶および紅茶についてヒトによる味、香りに対する官能評価を実施した。サンプルは烏

龍茶、紅茶の熱水抽出、加圧抽出、亜臨界水抽出 130 ℃で得られた抽出液を使用した。方

法は各サンプルについて一切の説明をすることなく、大学生を含む被験者20人を対象に香り

の良さ、飲みやすさ、苦渋味の優劣について熱水抽出を対照群として比較し、順位法（5段階）

で評価を行った。 

 

5-1-5 脳波測定 

烏龍茶と紅茶におけるリラックス効果をヒトの脳波測定にて検証した。試験は静岡大学電子

工学研究所の杉浦敏文教授のもと測定を行った。測定方法は吉田法による快適度評価で実

施し、脳波における電極配置の位置で前頭前野の α波を測定した（Fig.39）。20秒ごとに脳波

から興奮、沈静と快・不快、また、心電図からは心拍周期変動解析による自律神経活動を読

み取った。吉田法とは脳波の α 波のリズム変動から快適感・ストレス感を客観的に評価し、左

右前額部（F3、F4）で記録される α 波の揺らぎの性質から心理状態（快－不快、興奮－鎮静）

を推定する方法である。安静時（リラックス）の脳波では α波の割合が高く検出される(109）。 

 ①被験者には温度と湿度をほぼ一定に保った部屋の椅子にゆったりと座ってもらう。②測定

中は眼を閉じてもらうようにする。③脳波と心電図電極を装着後、10 分程度安静にする。④5
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分の安静の後 5 分の匂い呈示、その後 5 分安静の 15 分の測定を行う。ウーロン茶および紅

茶の熱水抽出、加圧抽出、亜臨界水抽出を用いて行った。 

 

Fig.39. Electrode placement based on the ten-twenty system advocated by the international 

electroencephalographic society 

 

5-1-6 連続式亜臨界水抽出装置の開発 

現状ではバッチ式の亜臨界水抽出装置にて研究開発を行ってきたが、量産化には連続式

の装置が必須である。また、量産化を行うためにはバッチ式の抽出装置と同等以上の能力で

連続的に稼働、抽出反応が行える加熱部ユニット、冷却部ユニットの開発が必要である。また、

安定的に試料（原料サンプル）を送液、圧力付加することが可能なポンプユニットおよび制御

装置等の設備の構築も同時に必要である。これらを試験的に検討するための小中規模の連

続式亜臨界水抽出試験装置の開発（設計、設置）および動作確認を行っていく。さらに、導入

された連続式亜臨界水抽出装置により抽出された緑茶抽出物を化学的な成分分析や味覚評

価により品質およびバッチ式抽出機との再現性を確認していく。実生産装置の導入が可能と
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なれば製品の販売活動が開始することができ、様々な食品素材の商品化が考えられる。たと

えば、緑茶以外のお茶やコーヒーなどの飲料や各種調味料の抽出にも利用できる。この取り

組みが成功すれば静岡県産の茶葉を使用した高付加価値商品を世に送り出し、国産初の亜

臨界水抽出緑茶ブランドを確立することが可能となる。我々は亜臨界水抽出の事業化を目指

した研究開発を進めている。 

 

5-2 結果と考察 

 

5-2-1 香気成分の変化 

① 香気成分総量の測定 

測定結果を Table 9 に示す（内部標準物質のデカン酸エチルのピーク面積から緑茶・烏龍

茶・紅茶 100 ml当たりの香気成分量を換算）。その結果、緑茶・烏龍茶・紅茶のいずれも亜臨

界水抽出で熱水抽出や加圧抽出に比べ香気成分量が多いことが確認された。その中でも烏

龍茶が最も香気成分量が多いことが分かった。 

 

Table 9. Comparison of the quantity of fragrance ingredient 

 

 

② 各香気成分の定量 

（緑茶・烏龍茶・紅茶 100 ml当たりの各香気成分量） 

Hydrotherml extraction Pressurized  extraction Sub-critical water extraction

（μｇ/100 ml） （μｇ/100 ml） （μｇ/100 ml）

Green Tea 1.42 1.83 2.03

Oolong tea 4.19 5.96 7.32

Black tea 2.84 3.81 4.23
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GC-MS の結果から主にアルデヒド類、アルコール類、ケトン類、含窒素化合物類、フラン類、

炭化水素類、ラクトン類、エステル類、エーテル類、フェノール類の 25 種類の香気成分の含

有量を定量した。 

緑茶の結果を Table 10および Fig.40で示した。烏龍茶の各香気成分含有量を Table 11およ

び Fig.41で示した。紅茶の各香気成分含有量を Table 12および Fig.42で示した。 

 

Table 10. Fragrance ingredient content in green tea 

 

 

熱水抽出 加圧抽出 亜臨界水抽出

100℃ 120℃ 130℃

アルデヒド類 benzaldehyde 0.0457 0.0479 0.0365

linalool 0.0059 0.0094 0.0135

linalool oxide 0.0072 0.0096 0.0068

benzyl Alcohol 0.0644 0.1601 0.0862

α-terpineol - 0.0072 0.0056

1-Hexanol, 2-ethyl- 0.0489 0.0521 0.0127

methyl jasmonate 0.0037 0.0038 0.0019

Methyl Isobutyl Ketone - - 0.0009

3,5-octadien-2-one 0.0159 0.0097 0.0195

3-penten-2-one, 4-methyl- 0.0017 - 0.0023

Indole 0.0789 0.0891 0.0588

N-etylsuccinimide 0.0087 0.0113 0.0084

pyrazine, 2,5-dimethyl- - - -

pyrazine, 2,6-dimethyl- - - -

pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl- - - -

pyrazine, ethyl- - - -

pyrazine, methyl- - - -

dihydroactinidiolide 0.1954 0.2388 0.2527

furfural 0.0024 0.0154 0.0049

2-furancarboxaldehyde, 5-methyl- - 0.0066 -

炭化水素類 limonene 0.0112 0.0119 0.0074

ラクトン類 jasmine lactone 0.0024 0.0028 0.0015

エステル類 methyl salicylate 0.0053 0.0044 0.0071

エーテル類 pentanedioic acid, dimethyl ester - - 0.0659

フェノール類 phenol 0.0156 0.0207 0.0200

温度条件

アルコール類

ケトン類

含窒素化合物類

フラン類

（緑茶100mlあたりの各香気成分量μg/100ml）
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Fig.40. Comparison of fragrance ingredient content in green tea 
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Table 11. Fragrance ingredient content in oolong tea 

 

 

 

 

 

熱水抽出 加圧抽出 亜臨界水抽出

100℃ 120℃ 130℃

アルデヒド類 benzaldehyde 0.0671 0.0869 0.1208

linalool 0.0019 0.0052 0.0156

linalool oxide 0.0097 0.0154 0.0196

benzyl Alcohol 0.3606 0.5026 0.5703

α-terpineol - - -

1-Hexanol, 2-ethyl- 0.0294 0.0241 0.0434

methyl jasmonate 0.0128 0.0200 0.0183

Methyl Isobutyl Ketone - - -

3,5-octadien-2-one 0.0516 0.0881 0.1467

3-penten-2-one, 4-methyl- - - 0.0024

Indole 0.1119 0.1494 0.1426

N-etylsuccinimide 0.3056 0.3314 0.3935

pyrazine, 2,5-dimethyl- 0.0618 0.0962 0.1325

pyrazine, 2,6-dimethyl- 0.0087 0.0160 0.0217

pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl- 0.0137 0.0209 0.0417

pyrazine, ethyl- 0.0099 0.0181 0.0305

pyrazine, methyl- 0.0231 0.0378 0.0532

dihydroactinidiolide 0.3937 0.4730 0.5938

furfural 0.0593 0.0721 0.1421

2-furancarboxaldehyde, 5-methyl- 0.0962 0.1314 0.2106

炭化水素類 limonene 0.0014 0.0038 0.0062

ラクトン類 jasmine lactone 0.1528 0.1494 0.2257

エステル類 methyl salicylate 0.0268 0.0302 0.0681

エーテル類 pentanedioic acid, dimethyl ester 0.0130 0.0155 0.0322

フェノール類 phenol 0.0379 0.0222 0.0257

温度条件

アルコール類

ケトン類

含窒素化合物類

フラン類

（烏龍茶100mlあたりの各香気成分量μg/100ml）
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Fig.41. Comparison of fragrance ingredient content in oolong tea 
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Table 12. Fragrance ingredient content in black tea 

 

 

 

 

 

熱水抽出 加圧抽出 亜臨界水抽出

100℃ 120℃ 130℃

アルデヒド類 benzaldehyde 0.1236 0.1469 0.1820

linalool 0.0318 0.0277 0.2243

linalool oxide 0.0688 0.0980 0.1072

benzyl Alcohol 0.1762 0.2610 0.2342

α-terpineol 0.0066 0.0211 0.0300

1-Hexanol, 2-ethyl- 0.0481 0.0437 0.0536

methyl jasmonate 0.0015 0.0009 0.0017

Methyl Isobutyl Ketone - - -

3,5-octadien-2-one 0.0096 0.0227 0.0414

3-penten-2-one, 4-methyl- - - 0.0021

Indole 0.0083 0.0107 0.0043

N-etylsuccinimide 0.4099 0.5634 0.5413

pyrazine, 2,5-dimethyl- - - -

pyrazine, 2,6-dimethyl- - - -

pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl- - - -

pyrazine, ethyl- - - -

pyrazine, methyl- - - -

dihydroactinidiolide 0.2919 0.3104 0.2723

furfural 0.0078 0.0405 0.0188

2-furancarboxaldehyde, 5-methyl- 0.0051 0.0140 0.0142

炭化水素類 limonene 0.0135 0.0223 0.0531

ラクトン類 jasmine lactone 0.0163 0.0024 0.0016

エステル類 methyl salicylate 0.0355 0.0612 0.1195

エーテル類 pentanedioic acid, dimethyl ester 0.0327 0.0214 0.0500

フェノール類 phenol 0.0112 0.0192 0.0270

（紅茶100mlあたりの各香気成分量μg/100ml）

温度条件

アルコール類

ケトン類

含窒素化合物類

フラン類
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Fig.42. Comparison of fragrance ingredient content in black tea 
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③ 各香気成分の臭気特徴を Table 13に示した。 

 

Table 13. Odor characteristic of the fragrance ingredient 

主な香気成分 匂いの特徴 

linalool oxide さわやかなウッディー調 

metyl jasmonate 甘いウッディー調 

jasmine lacone 甘い 

linalool 軽くさわやかな花様 

α-terpineol 青く重たいハーブ調 

metyl salicylate 甘いウッディー調 

indole 青苦い香り、糞尿臭 

dihidroactinidiolide 他の香気成分保香効果 

furfral アーモンド臭 

benzaldehyde アーモンド臭 

Limonene 柑橘様、フルーティ 

Pyrazine, ethyl- ナッツ様、バター様 

Pyrazine, 2,5-dimethyl- スグリ様、パン様、甘い 

Pyrazine, 2,6-dimethyl- エステル臭、酸化臭、コショウ様、モルト様 

3,5-Octadien-2-one 脂肪臭、フルーティ 

 

④ linalool oxide、linalool、methyl salicylate等は茶葉中に配糖体として存在することが知られ

ている。茶葉に配糖体で存在する香気成分を Table 14に示した(110）。 
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Table 14. Fragrance ingredient which is present in tea as a glucoside 

 

 

⑤ 茶の香気成分が生成される要因として加水分解酵素の関与が挙げられる。茶は香気配糖

体を細胞の液胞内に蓄積しつつ加水分解酵素を細胞壁に局在させている。萎凋の工程の際、

香気成分配糖体が加水分解配糖体の働きによって分解され茶は香気成分を揮発する。香気

成分配糖体の加水分解作用の一例を Fig.43に示した(111）。 

 

 

Fig.43. Hydrolysis effects of the glucoside 

 

香気成分 

     (Z )-3-hexen-1-ol 

     Linalool 

     Linalool oxide 

     Methyl salicylate 

     Geraniol 

     Benzyl alcohol 

     2-phenylethanol 

     (3E ,6S )-2,6-dimethylocta-3,7-diene-2,6-diol 
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5-2-2 味覚センサー分析による評価 

熱水抽出、加圧抽出および亜臨界水抽出130 ℃を味覚センサー分析装置により比較評価

を行った。熱水抽出の測定結果を基準値として 5 回の平均値で評価した。その結果、烏龍茶

において亜臨界水抽出は熱水抽出および加圧抽出に比べ、うま味の増加が確認された。特

にうま味の後味が著しく増えていた（Fig.44）。紅茶においては亜臨界水抽出で熱水抽出およ

び加圧抽出に比べ、うま味の後味に著しい増加を確認した。加圧抽出ではうま味の先味は増

加したものの後味が減少していることが分かった（Fig.45）。亜臨界水抽出によってうま味の後

味が増加した理由として亜臨界水の加水分解作用により香気成分配糖体が加水分解されて

糖量が増加したことが要因と考えられた。 

 

 

Fig.44. Comparison of the oolong tea by the taste sensor analysis 
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Fig.45. Comparison of the black tea by the taste sensor analysis 

 

5-2-3 試飲による官能評価 

官能評価は大学生を含む被験者 20 名で実施した。得られた結果は熱水抽出を基準値し

て 5 段階（-2～+2）の採点法で評価した（Table 15）。その結果、烏龍茶では亜臨界水抽出に

香りの良さと飲みやすさが認められた。苦渋味については大きな差はなく熱水抽出よりも若干

強いと評価された。紅茶では亜臨界水抽出に香りの良さが認められた。苦渋味や飲みやすさ

についてはあまり変わらないと評価された。これにより亜臨界水抽出で処理することで香りの

向上が示唆され、香気成分量との関連性が考えられた。 
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Table 15. Sensuality evaluation of oolong tea and black tea 

 

 

 

5-2-4 脳波による快適度評価 

烏龍茶の脳波測定結果を興奮、沈静（Fig.46）および快、不快（Fig.47）に示した。亜臨界水

抽出と加圧抽出においてニオイ呈示中（嗅いでいる時）に沈静の割合が増加したことが確認

された。烏龍茶の香りは前安静よりも後安静において沈静の割合が増えていることが分かっ

た。また、亜臨界水抽出と加圧抽出においてニオイ呈示中に快の割合が増加し、後安静では

不快の割合が増加したことが確認された。よって、脳波測定から亜臨界水抽出と加圧抽出は

熱水抽出よりも良好と感じることが示唆された。ニオイ呈示中の結果から亜臨界水抽出した烏

龍茶の香りは良好であると判断された。 

紅茶の脳波測定結果を興奮、沈静（Fig.48）および快、不快（Fig.49）に示した。亜臨界水抽

出と加圧抽出において前安静時と比較してニオイ呈示中および後安静は興奮の割合が増加

したことが確認された。亜臨界水抽出はニオイ呈示中に不快の割合が増加した。また、熱水

抽出ではニオイ呈示中に後安静で快の割合が増加した。よって、亜臨界水抽出した紅茶の

香りについては良好と判断することはできなかった。 

oolong tea Fragrance Bitterness / Astringency Ease of drinking

Hydrothermal extraction - - -

Pressurized extraction +1.2 +0.6 -0.6

Sub-critical water extraction +1.6 +0.4 +0.8

black tea Fragrance Bitterness / Astringency Ease of drinking

Hydrothermal extraction - - -

Pressurized extraction -1.6 +0.2 +0.2

Sub-critical water extraction +1.4 +1.0 +0.4
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Fig.46. Electroencephalographic measurement (stillness or excitement) of oolong tea 
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Fig.47. Electroencephalographic measurement (comfortable or dysphoria) of oolong tea 
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Fig.48.  Electroencephalographic measurement (stillness or excitement) of black tea 
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Fig.49. Electroencephalographic measurement (comfortable or dysphoria) of black tea 
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5-2-5 連続式亜臨界水抽出装置の導入 

熱交換器（加熱部・冷却部）、誘導加熱装置、モーノポンプ、背圧弁、制御装置の設計・設

置を検討した。これらの導入により短時間で効率的に加温および冷却することが可能となった。

設計および設置された連続式亜臨界水抽出装置の全体写真およびフロー図を Fig.50に示し

た。 

 

 

 

 

Fig.50. Continuous-type sub-critical water extraction device 



94 

 

バッチ式装置と連続式装置との再現性評価を行った。バッチ式亜臨界水抽出装置で得ら

れた緑茶抽出液と連続式亜臨界水抽出装置で得られた緑茶抽出液に対して緑茶の研究開

発員を含む10名で試飲による官能評価を行った。なお、比較対照として熱水抽出で得られた

緑茶抽出液を用いた。判定は◎非常に良い、○良い、△普通、×悪いで表示した。その結果、

バッチ式と連続式の官能評価は同じであった。熱水抽出に比べて苦渋味が少なく、飲みやす

いと評価された（Table 16）。 

 

Table 16. Comparison of the sensuality evaluation 

 

 

さらに、バッチ式亜臨界水抽出装置で得られた緑茶抽出液と連続式亜臨界水抽出装置で

得られた緑茶抽出液に対して味覚センサー分析による評価を実施した。その結果、バッチ式

と連続式では類似した分析結果が得られ、渋味（先味、後味）の低減が確認された（Fig.51）。

よって、バッチ式と連続式の亜臨界水抽出装置で得られる緑茶サンプルに対する苦渋味抑

制について再現性が確認された。 

 

 

 

 



95 

 

 

 

 

 

 

Fig.51. Reproducible evaluation by the taste sensor analysis 
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連続式亜臨界水抽出装置で得られた緑茶抽出物に対して安全性評価試験を行った。 

～急性経口毒性試験～ 

6週齢の雌 Slc:Wistar(SPF)ラット 5匹を用いて急性経口毒性試験を行った。一般的な単回

経口投与毒性試験において投与用量の上限とされる 2000 mg/kg を本試験の用量に設定し

た。投与前に 16時間以上絶食させた動物に 200 mg/mLの投与液を、体重 100 g当たり 1.0 

mL の投与用量で 1 匹ごとに撹拌しながら胃ゾンデおよびシリンジを用いて単回強制経口投

与した。投与日をDay 0 と定め、Day 7までを観察期間とした。各動物について、Day 0は、投

与後 30分以内に 1回、その後は投与後 4時間まで 1時間に 1回、Day 1以降は 1日 1回、

観察した。 

その結果、死亡状況：観察期間を通じて死亡例は認められなかった。 

一般状態の観察：いずれの動物にも異常所見は認められなかった。体重：いずれの動物も順

調な体重増加を示した。部検所見：いずれの動物にも異常所見は認められなかった。 

 

～復帰突然変異試験～ 

遺伝子突然変異誘発性を検討するため、ネズミチフス菌 TA100、TA1535、TA98 および

TA1537 株ならびに大腸菌 WP2uvrA 株を用いて復帰突然変異試験を行った。試験はプレイ

ンキュベーション法により、ラット肝 S9 による代謝活性化系の存在下(+S9 処理)および非存在

下(-S9処理)で実施した。 

その結果、-S9処理の菌株および+S9処理のすべての菌株において、陰性対照群と比較し

て 2 倍を超える復帰変異コロニー数の増加は認められなかった。また、試験菌株に対する生

育阻害作用は、両処理のいずれの菌株においても観察されなかった。陽性対照物質は、復

帰突然変異を顕著に誘発した。よって、連続式亜臨界水抽出により得られる緑茶抽出物の遺

伝子突然変異誘発性は陰性と判定された。 
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以上の結果から 

緑茶、烏龍茶、紅茶ともに亜臨界水抽出することにより香気成分の含有量が増加すること

が確認された。特に烏龍茶の香気成分含有量の増加が著しく、また各香気成分の種類が多

いことが分かり、茶の香りについては烏龍茶が最も特徴的であった。Pyrazine 類の含有窒素

化合物やケトン類およびフラン類の増加がみられた。緑茶や紅茶においてはこれらの増加傾

向は確認されなかった。烏龍茶は緑茶や紅茶をつくる際に用いられる茶葉よりも摘採の時期

が遅く、第五葉展開時に第三葉まで摘採されている。摘採の時期を遅らせることでグリコシダ

ーゼが若い葉へと移り、香気成分含有量が増加したと考えられる。さらに、烏龍茶には製造過

程に日光乾燥の工程があり、これによって様々な香気成分がつくられたと示唆された。加えて、

このような要素や工程で作られた烏龍茶が亜臨界水抽出の加水分解作用によって香気成分

配糖体が分解され、また有機溶媒のような性質により疎水性のアルコール類やケトン類およ

びアルデヒド類などの香気成分を従来の抽出方法よりも多く抽出されたのではと示唆された。

緑茶の香気成分については烏龍茶や紅茶に比べ、もともと含有している香気成分量が少な

いため従来の抽出方法との大きな違いは確認されなかった。また、紅茶については微生物に

よる発酵が終わっているため紅茶の茶葉がつくられた時にはすでに香気成分が産生されて

いるため緑茶同様に従来の抽出方法との大きな違いは確認されなかった。緑茶や紅茶に対

して烏龍茶は半発酵という微生物による発酵を途中で止めており、中間体の香気成分がある

状態でつくられているため従来の抽出方法と大きな違いが見られたと思われる。 

味覚センサー分析による味の評価においては烏龍茶では亜臨界水抽出によりうま味やコク

が増加することが確認された。紅茶においてはコクが増加することが分かった。これらは亜臨

界水抽出の分解作用により香気成分の配糖体が加水分解され、糖の含有量が増加したこと

が要因であると示唆された。特に烏龍茶においてはこの要因が大きく関わっていると考えられ

た。 
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飲用時に主に香りを楽しむ烏龍茶および紅茶についてヒトの脳波によるリラックス効果を測

定した結果では烏龍茶に関しては亜臨界水抽出サンプルにおいてニオイ呈示中に沈静、快

の割合が増加し、リラックスした状態になったことを確認した。紅茶に関しては亜臨界水抽出

サンプルにおいてニオイ呈示中に興奮および不快の割合が増加し、刺激された状態であっ

たことが分かった。これらの結果から亜臨界水抽出が有効であるのは烏龍茶の抽出に用いた

時であることが確認された。よって、烏龍茶においては亜臨界水抽出により香りの改善が可能

であると判断された。 

 

5-2-6 今後の展開 

本研究において緑茶カテキンの苦渋味をマスキングし、飲みやすくすることやテアニンを

3-アミノ-1-エチルグルタルイミドという機能性成分に変化させることなど亜臨界水抽出の有用

性を見出した。そして、この成果を活かした新製品開発に今後、取り組んでいきたいと考えて

いる。そこで、製品の量産化を可能にさせる連続式亜臨界水抽出装置の開発に着手した。連

続式亜臨界水抽出装置においては熱交換器、誘導加熱装置、モーノポンプ、背圧弁等、制

御装置などを導入することでバッチ式での抽出条件を保持したまま、連続的に処理することが

可能な装置に仕上げた。また、その装置から得られる抽出物に対する安全性についても実証

した。今後は連続式亜臨界水抽出で得られた緑茶抽出物を加工し、インスタント茶として製品

化を行っていく計画である。そして、お客様ニーズに合った製品の開発および機能性素材と

して新市場参入についても検討を行っていく予定である。また、お茶以外の素材についても

研究を行い、新しい機能性の検証など更なる高付加価値を模索していきたいと考えている。

本研究によって亜臨界水抽出が食品技術として十分利用できることを証明した。 
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要約 

亜臨界水は過熱水蒸気と違い“水”を高温高圧化したものである。即ち、水を完全に密閉し

た状態で圧力を高めていくと 22 MPaで 374 ℃に達し、水と水蒸気の密度が等しくなり、液体

でもなく気体でもない不思議な流体になる。これを臨界点と呼び、臨界点以上の状態を超臨

界水、それより下の状態を亜臨界水という。こうした特性から亜臨界水には有機物を加水分解

（高分子の鎖を絶つ性質）して有価物を取り出し、また疎水性物質や油などを溶解させる（強

い溶解力）などの画期的な作用を持つ。 

この亜臨界水処理の技術は環境保全、資源の有効活用など様々な廃棄物の処理技術とし

て注目され、現在では一部でこの技術が利用されている。しかしながら、食品分野での利用

は少なく、亜臨界水を活かしきれていないのが現状である。そこで、我々は静岡県の特産品

である緑茶の抽出に亜臨界水を利用することを考え、緑茶の呈味および香りの改善を目的に

研究を行った。緑茶にはカテキンをはじめとする生理機能が高い成分が多く含まれている。

近年では生理機能を有する緑茶が世界的にも注目され、アジア、ヨーロッパ諸国、アフリカな

どにも輸出されるようになった。しかし、緑茶特有の苦渋味は必ずしも受け入れられるもので

はなく、世界に向けて緑茶をさらに普及、拡大するためには苦渋味の抑制が重要な課題とな

っている。 

本研究において緑茶を亜臨界水抽出 130 ℃で処理した結果、高濃度にカテキンが含有し

ながらもカテキン特有の強い苦渋味を抑制させた緑茶抽出物を得ることに成功した。なお、従

来の抽出方法と比較するために熱水抽出を、亜臨界水抽出との違いを比較するために加圧

抽出を用いた。ヒトによる官能評価と味覚センサー分析による評価によって明らかな渋味の抑

制を確認した。また、におい識別分析では香り成分の組成が熱水抽出で入れる緑茶と同じで

あることも確認した。苦渋味抑制の要因は苦渋味が強いとされる ECGの減少や水溶性ペクチ
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ン（多糖類）およびスクロースを含む糖類のマスキング効果が示唆された。苦味細胞による応

答試験においても水溶性ペクチンおよびスクロースに苦味の低減傾向が確認された。 

次に、亜臨界水抽出による緑茶に含まれるアミノ酸の変化について検証を行った。緑茶に

主に含まれ、うま味の指標となるテアニン、グルタミン酸等のアミノ酸や苦渋味や機能性に関

係するカテキン類、味に関係する有機酸類および緑茶の色（緑色）に関係するクロロフィル a、

bの成分について分析比較を行った。過去の研究において亜臨界水抽出 180 ℃で緑茶から

良好なほうじ茶様抽出物を得られたことを報告している。そこで、前述の亜臨界水抽出130 ℃

と 180 ℃の 2 つの条件も比較することにした。その結果、亜臨界水抽出 180 ℃によってテア

ニンおよびグルタミン酸が著しく減少することが確認された。これらのアミノ酸を分離し、NMR 

(
1
H-NMR, 

13
C-NMR)、ESI-MS を用いて構造解析したところテアニンは新規物質の 3—アミノ

-1-エチルグルタルイミドに変化し、グルタミン酸はピログルタミン酸に変化していることを確認

した。また、LC-MS により亜臨界水抽出 180 ℃で処理した緑茶に新規物質の 3—アミノ-1-エ

チルグルタルイミドが含まれていることも確認した。テアニンはうま味の指標であるため、この

3—アミノ-1-エチルグルタルイミドについても官能評価を行った。味覚センター分析から 3—ア

ミノ-1-エチルグルタルイミドはテアニンよりもうま味、苦味、渋味が強いことが判った。テアニン

を亜臨界水抽出180 ℃により得られた3—アミノ-1-エチルグルタルイミドについて機能性評価

を実施した。テアニンには高血圧抑制効果があることが分かっているためアンジオテンシン変

換酵素阻害試験によりテアニンと 3—アミノ-1-エチルグルタルイミドの効果を検証した。その結

果、テアニンは濃度 5 mg/ml、2.5 mg/mlでは ACE活性を阻害しているが低い濃度において

は阻害していることが確認できなかった。一方、3－アミノ－1－エチルグルタルイミドは再現性

も高く、濃度に依存してACE活性を阻害していることが確認された。テアニンは不安定な物質

で希釈していく過程で何らかの理由で破壊されたのではと示唆された。それに比べて 3－アミ

ノ－1－エチルグルタルイミドは非常に安定した物質であり、高い ACE 阻害活性を持つことが
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確認された。よって、この新規物質 3－アミノ－1－エチルグルタルイミドはテアニンよりも機能

性成分として有効であることが示唆された。 

続いて、亜臨界水抽出における緑茶中の機能性成分の変化について検証を行った。緑茶

中のアミノ酸、カテキン類、遊離糖類、有機酸類、サポニン、ケルセチン、水溶性食物繊維、

ストリクチニン、クロロフィル含有量および好中球を用いた生理活性（機能性）の評価を行った。

その結果、亜臨界水抽出 130 ℃において他の抽出方法に比べてスクロース、サポニン、ケル

セチン含有量が多いことが確認された。ストリクチニンおよびメチル化カテキンについては熱

水抽出が最も抽出量が良いことが分かった。一方、亜臨界水抽出 180 ℃においてはいずれ

の栄養成分、機能性成分が減少傾向であることが確認された。機能性成分の面において亜

臨界水抽出 180 ℃はあまり適していないことが示唆された。サポニンは抗炎症作用や抗菌作

用が、ケルセチンには生活習慣病の予防効果があることが分かっており、亜臨界水抽出

130 ℃では機能性の面において良好と示唆された。また、亜臨界水抽出 130 ℃で処理した

緑茶抽出物について好中球を用いた抗酸化、抗炎症、免疫賦活作用の評価を実施した結果

では抗酸化作用が確認された。また、抗炎症作用を示す物質と免疫賦活作用を示す物質が

含まれており、含有濃度によって違った作用があることが推察された。 

次に、亜臨界水抽出における烏龍茶・紅茶の香気成分の変化および効能について検証を

行った。なお、緑茶を比較対照として用いた。GC-MS により総香気成分量および香気成分の

種類について定量的に評価し、従来の抽出方法との違いを明らかにさせた。また、烏龍茶・

紅茶については香りを楽しむ飲料であり、その効果をヒトの脳波測定より評価した。その結果、

緑茶・烏龍茶・紅茶のいずれも亜臨界水抽出によって香気成分総量が増加することを確認し

た。特に烏龍茶の香気成分が著しく増加し、香気成分の種類も多いことが確認された。この要

因として亜臨界水の加水分解作用により香気成分配糖体が分解され、従来の抽出方法よりも

多く香気成分が抽出されたと示唆された。また、脳波測定の結果から亜臨界水抽出で得られ
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た烏龍茶についてはニオイ呈示中に沈静と快適の割合が増加し、リラックス状態になったこと

が確認された。亜臨界水抽出で得られた紅茶についてはニオイ呈示中に興奮と不快の割合

が増加し、刺激状態になったことが確認された。よって、リラックス効果の面では亜臨界水抽

出した烏龍茶が良好であると判断された。また、烏龍茶については亜臨界水抽出によって香

りの改善が可能であることが示唆され、低級な烏龍茶も品質を向上させ、価値が高められると

考えられた。 

最後にバッチ式の亜臨界水抽出装置で得られた研究成果を活用し、製品の事業化を目的

とした量産型の連続式亜臨界水抽出装置の開発を行っている。開発にあたり連続式装置で

処理された抽出物に対する安全性評価が必要となり、ラットを用いた急性経口毒性試験およ

び復帰突然変異試験で検証した。現状では食品加工用の亜臨界水抽出装置はなく開発が

成功すれば日本初の生産設備となる。研究用のバッチ式亜臨界水抽出装置と同等以上の能

力を持ち、連続的に稼働および反応が行える装置を開発するため各種装置（加熱・冷却モジ

ュール、モーノポンプ、圧力弁等）を設計・設置し、運転テストを実施した。その結果、バッチ

式の亜臨界水抽出での抽出条件を保持したまま、連続的に処理（反応）することが可能な亜

臨界水抽出装置が導入された。また、この装置から得られる抽出物に対する安全性について

も問題ないことを確認した。 

以上の結果から亜臨界水抽出は食品分野での抽出技術として利用価値があり、新規の製

品開発の可能性が高いことが示唆された。今後、カテキンの苦渋味を抑えた老若男女問わず

飲みやすい飲料を提供していく。また、テアニンをテアニン以上の機能性（効能）が示唆され

る3－アミノ－1－エチルグルタルイミドに変化させ、機能性素材として利用することを考えてい

る。さらに、茶の香りを向上させる技術として利用し、烏龍茶などを高品質化させ、付加価値を

与えた飲料を開発していく。本研究で得られた成果をもとに新規製品（茶飲料）を開発し、事

業化を目指した取り組みを実施していきたいと考えている。 
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