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研究成果の概要（和文）：環境要因(季節・虫害)、加工条件（温度・時間）の相違による茶香気成分、香気成分
配糖体をはじめとする二次代謝産物を化学的に分析した。上記代謝物の生合成遺伝子の発現変動も解析した。本
分析結果に基づき、茶香気成分の増減に及ぼす加工条件を検討し、茶香気発揚の至適条件の予測モデルにつなが
る数理解析を試みた。アルコール系香気成分配糖体の加工時の増加は香気成分の増加に伴い、酵素的に増加する
こと、低温萎凋工程では複数の香気成分が萎凋開始後10-16時間に最大値に達したことから萎凋温度と時間が香
気発揚制御要因であることを確認した。また、収穫時期、虫害の有無と香気成分との関係についても新たな知見
を得た。

研究成果の概要（英文）：Tea-volatile compounds and related secondary metabolites together with the 
glycoconjugates of alcoholic aroma compounds : GBVs were analyzed during cultivation at different 
environmental conditions (season, insects attack) and process of manufacturing (temperature, time). 
 Based on the analytical data we have designed mathematical model for prediction of optimal 
conditions for tea processing.  We have clarified that increase in GBVs is ascribed to enzymatic 
synthesis during the withering process of tea leaves. During the low temperature-withering process, 
the maximum levels were detected in 10-16 hr during the process, suggesting that temperature and 
period of withering process are the crucial factors to increase the tea aroma. Volatile constituents
 were varied by plucking seasons and presence or absence of damages by insects-attacks.

研究分野：生物有機化学

キーワード： チャ栽培　茶加工　プロトプラスト　アポプラスト　配糖体合成　DNA-シークエンシング　LC-MS/MS　
ウンカ
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様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景 
(1) 茶栽培・加工・分析者の連携：緑茶、ウ
ーロン茶製造過程での香気成分生成制御は、
チャ葉の状態、環境要因等に応じた職人の経
験と勘に裏打ちされており、科学的根拠に乏
しい。チャ樹栽培、管理、摘採、保存、加工
段階，化学成分分析，遺伝子発現解析はそれ
ぞれ専門分野の研究者により工夫され、報告
されてきたが相互連携に乏しく，多様な経験、
データの活用はほとんどなされていなかっ
た。	
 
(2)	
 分析方法の選択・発展：香気成分をはじ
めとする二次代謝産物は抽出物を GC-MS,	
 
LC-MS,	
 LC-MS/MS により分析する方法がほぼ
確立されているが、微少組織、細胞内局在は
少数例に限定されており、多様な代謝物分析
への発展が希求されていた。	
 
(3)データ処理と栽培・加工条件への還元・
活用：栽培・加工時の数値と二次代謝化合物、
香気成分の数値、種類に関する数値データを
結びつけて解析する数理研究者が参画した
例はなかった。	
 
 
２．研究の目的 
農産物製造チェーンのモデルとして，静岡県
産のチャ葉を取り上げ、「チャ葉の食害管理、
収穫後保蔵、製造過程での香気成分関連代謝
動態数値データをインプット要因とした数
理解析(コンパートメントモデル)を基盤と
する代謝変動予測」を目的とした。本課題の
推進により，一農産物としてのチャ栽培・茶
の製造段階を管理可能なモデルを構築し，要
因の変動に伴う茶の香りの変化を予測する。
同時に植物液胞の新たな役割・機能解明を達
成しようとした。（概要図１参照）	
 

 
３．研究の方法 
概要図１にある課題(1)〜(6)の推進によっ
て得られる、チャ栽培現場、保管、加工段階
で生成する香気成分、その配糖体：RO-Gly、
マロン酸エステル：RO-Gly-Mal への変換反応
に関わる数値データ(課題(1),(3),(5)定量、
定性、細胞内分布データ)、遺伝子発現デー
タ	
 (課題(2))を用いる。特に液胞、細胞質毎
に細胞内代謝物を採取できる細胞内外成分
分取技術(課題(4))を活用し、LC-MS/MS によ
ってその代謝物分析を試みた。また、細胞内

分布を質量顕微鏡によって可視化する(課題
(5))ことにも特徴を有する。化学的に不安定
で入手が難しい RO-Gly-Mal は課題(3)ライブ
ラリー構築により化学合成し、安定性と分析
機器上での感度を詳細に検討する。課題(6)
ではすべての数値、解析データが入手できた
時点で、制御可能要因（栽培管理、虫害制御、
加工温度）と非制御要因(外気温、天候等)の
変動と各段階(コンパートメント)の数値デ
ータの変動による、代謝物動態予測を可能と
し、最終的には栽培から加工に至る全段階の
予測モデルの構築を目的とした。	
 
	
 
４．研究成果	
 
静岡県農業研究センター勝野剛博士(協力研
究者)が栽培管理、加工指導をし，茶試料を
提供した。これらの茶試料を使用して、香気
成分の分析は研究分担者大西が、代謝物、配
糖体の分析は研究代表者渡辺、大西が、香気
成分配糖体、不安定中間体をはじめとする化
合物ライブラリー構築は連携研究者間瀬、協
力研究者佐藤が、遺伝子発現解析は研究分担
者鈴木、大西が、それぞれ主として担当した。
質量顕微鏡は連携研究者瀬藤が H27 年度に限
定して指導した。数理解析モデル構築には研
究分担者吉村が主導しつつ数値データを数
式化した。	
 
	
 
(1)代謝物一斉分析	
 
①萎凋過程における香気成分の変動	
 
季節の異なる栽培された品種サヤマカオリ 1
番、2番チャ葉を用いて、萎凋時の温度を 15、
25、35	
 ℃に設定し、24 時間以内の主要香気
成分 25 種(モノテルペン類、芳香族、セスキ
テルペン、脂肪酸分解物、その他)の消長を
分析した。香気成分は GC-MS により同定、定
量した。その結果、複数の香気成分で 15	
 ℃
での萎凋時に萎凋開始後 16 時間目に最大値
に達した。特に一番チャ葉で顕著であったが
2 番茶においても同様な傾向が見られた。従
って，萎凋を含めた加工条件次第で優れた香
味を有する茶製造の可能性を示唆している	
 
(未発表)。また、本研究の基盤となった結果
(引用文献①)の一部も再現できた。	
 
②昆虫吸汁の有無による香気成分の相違	
 
ウンカにより吸汁されたチャ葉から製茶さ
れた台湾産高級茶は甘い香気が著しい事で
知られている(学会発表③)。吸汁後および、
植物ホルモン処理前後の香気成分の変動を
追究した。関連遺伝子発現データを含め現在
とりまとめている段階である	
 (未発表)。	
 
③ウーロン茶製造工程における香気成分配
糖体の消長	
 
香気成分配糖体は本課題研究参画者が開発
した LC-MS,	
 LC-HRMS/MS によって分析した。
本研究課題の一部として実施された中国茶
で得られた知見(発表論文⑳)では、萎凋に伴
ってアルコール系香気成分単糖配糖
体:RO-Glc、二糖配糖体:RO-Pri が漸減し、最
終段階である加熱工程(230	
 ℃,	
 4 分間)でこ
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を測る装置で、質量が分かればその分
子が何であるかを特定できる。蛍光タン
パク質で標識する方法は既知の分子に
しか使えないが、質量分析計なら未知
の分子も検出できる。升島TLは、顕微
鏡にビデオカメラを取り付けて細胞の挙
動を見ながら細胞1個について質量分析
を行って分子を網羅的に調べるシステム
を提言し、“ビデオマススペクトロスコー
プ”と名付けた。

■    顕微鏡＋ビデオカメラ＋質量分析計
　細胞を観察しながら、その細胞が変
化した瞬間に、どの分子がどこにどれだ
けあるのかを捉えることができたらなぁ
──升島TLは1999年、オランダで開催
された計測ミレニアムシンポジウムで、
そんな夢を語った。「その実現に8年も
かかるとは思わなかった」と笑う。
　見たい分子を蛍光タンパク質などで
標識することで、その動きを追うことは

できる。異なる色の蛍光タンパク質を使
えば、数個の分子を追うことも可能だ。
しかし、升島TLが見たいのは、それで
はない。「生命現象は、数個の分子で起
きているのではありません。数千、数万
種類の分子がうごめいています。それら
の分子を網羅的に見たいのです。どうす
ればそれが可能かを考え、質量分析計
しかないだろうと狙いをつけました」
　質量分析計とは試料中の分子の質量

一細胞質量分析ロボット
ロボットがナノスプレーチップを取りにいって装着し、顕微鏡の焦点を合わせた細胞の真上まで自動で誘導する。モニター
には顕微鏡に取り付けたビデオカメラの映像が映し出され、細胞とナノスプレーチップの先端が見える。

一細胞質量分析で世界を変える

細胞のどこに、どの分子が、どのくらいあるのか。
その分子が、どこに移動し、どう変化していくのか。
1個の細胞の中の分子変化を見ることは、生化学や生命科学、そして分析化学など
多くの研究者にとっての夢だった。その夢、一細胞質量分析を世界で初めて成功させたのが、
生命システム研究センターの一細胞質量分析研究チームを率いる
升島 努チームリーダー（TL）である。一細胞質量分析は、創薬や医療、
生命現象の解明を大きく進めるのに役立つと期待されている。しかも最近では、
一細胞を超えて、細胞小器官ごとの分子変化を捉えることもできるようになっている。
一細胞質量分析の最前線と、それがもたらす新しい世界を紹介しよう。

撮影：奥野竹男

研 究 最 前 線
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れらが著量増加した。静岡産チャ葉において
も検討した結果、中国茶と同様に消長するこ
とを確認した。これらの結果を総合し、加熱
に対して不安定な化合物であるマロン酸エ
ステル RO-GlcMal,	
 RO-PriMal の存在を仮想
した。課題(3)で別途合成した RO-GlcMal,	
 
RO-PriMal を分析標準化合物として用い、
LC-MS,	
 LC-HRMS/MS 分析しチャ葉での存在の
有無を検討した。その結果、中国茶(発表論
文⑳)、静岡茶(未発表)とも RO-GlcMal を初
めて同定した。一方、RO-Pri-Mal は同定でき
なかった。静岡茶における RO-GlcMal の消長
を検討した。RO-GlcMal の減少は加熱過程で
の RO-Glc の増加量より小さく、RO-GlcMal の
果たす役割は小さいものと結論した。以上よ
り、チャ葉の加熱によって RO-Glc,	
 Ro-Pri
が増加するのではなく、これらは加熱工程初
期に酵素的に合成されるとの示唆を得た(未
発表)。	
 
	
 
(2)遺伝子解析	
 
萎凋過程、昆虫吸汁の有無、ウーロン茶製造
工程における香気成分生合成に関わる遺伝
子発現を検討する目的で、チャ葉から遺伝子
を調製しその純度を検定した。その結果、
DNA-シークエンシングに供する事が可能な
試料が調製できた事を確認した。遺伝子解析
結果を基に大きく分類して網羅的解析と標
的遺伝子解析を試みることが可能である。特
に研究分担者鈴木らは新規な多変量解析ソ
フト ConfeitoGUIplus（発表論文④,	
 特許）
を開発しており，網羅的解析を目的として本
技術を用いることで多様な環境要因または
加工技術により変動の大きい遺伝子、代謝物
間の相関解析が可能となる。他方 DNA-シーク
エンシングの結果は膨大であるため、本課題
では、香気成分および関連化合物の生合成・
代謝経路に関わる遺伝子を予め特定しそれ
らの発現レベルを解析する標的解析をまず
実施することとした。現在,生合成関連遺伝
子を精査し、萎凋工程,ウーロン茶製造工程
での消長が顕著な遺伝子の発現を解析して
いる段階である。	
 
	
 
(3)化合物ライブラリー構築	
 
加熱に対して不安定なRO-GlcMal,	
 RO-PriMal
の合成を達成した（発表論文⑳）。同時に、
各種アルコール系香気成分の単糖配糖体
RO-Glc,	
 RO-Pri,	
 RO-rutinoside 等の合成を
達成し、これらを LC-MS,	
 LC-HR-MS/MS 分析
時の標準品として活用した。マロン酸エステ
ル類の合成時にマイナー成分が複数検出さ
れたが,これらの化学構造も決定した(未発
表)。	
 
	
 
(4)一細胞代謝物採取	
 
チャ葉での一細胞代謝物採取を最終目標と
して、モデル実験として以下を検討した。研
究代表者渡辺、研究分担者大西らが確立した
バラ花弁を用いた細胞レベルでの研究手法

を基本としてバラ花弁プロトプラスト画分、
アポプラスト画分(引用文献②)を調製し、
LC-MS,	
 LC-HRMS/MS を 用 い て RO-Glc,	
 
RO-GlcMal の 分析法を確立し、 RO-Glc,	
 
RO-GlcMal の細胞内局在化に関する新たな知
見を得た(未発表)。チャ葉内の代謝物含有量
であれば本手法での同定、定量は確実に可能
である。	
 
	
 
(5)質量顕微鏡による代謝物分布可視化	
 
RO-GlcMal,	
 RO-Glc を標的化合物としてこれ
らをチャ葉、バラ花弁切片に滴下後質量顕微
鏡分析に供した。その結果、標的化合物の検
出には成功したが、いずれの切片においても
標的化合物の濃度が検出限界に及ばず、これ
以上の検討を中止することにした。	
 
	
 
(6)コンパートメントモデルに基づく数理解
析	
 
15,25，35	
 ℃における 24 時間以内の萎凋過
程における香気成分の変動データを基に解
析した。各化合物の萎凋時間に伴う量的変化
を三次関数に近似し、化合物の生合成経路毎
に整理した。遺伝子発現データも踏まえた関
数化も現在進めている。これらの関数と生合
成経路、萎凋温度毎の関数に基づき一定時間
における各化合物の変動の方向を予測し、予
測モデル化すべく遺伝子発現データを解析
している段階である。	
 
	
 
以上、本課題ではチャ栽培、加工、生物有機
化学，有機合成化学、遺伝子・生化学、およ
び数理科学に関わる専門家が技術を駆使し、
限られた時間内に共通認識の下で共同研究
を推進するという新しい試みを実践してき
た。遺伝子発現データを基にした機能の確認
とそれらの発現消長を把握後に最終的な数
理モデルが構築されるため、研究途上ともい
えるが、必要なデータ、解析材料を本課題の
年限内にそろえることができた。より具体的
には、茶の香気生成と収穫後保蔵実験によっ
て配糖体の消長、不安定配糖体誘導体の発見、
消長解析結果が得られた。植物試料から新た
な細胞内分画技術を活用し、複数の重要代謝
物の同定、分布に関する予備的知見も得られ
た。	
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