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緑茶三番茶葉とウンシュウミカン未熟果を混合探捻した発酵茶の開発と機能性に関する研究 -55一

第 1章

緒論

離島・半島地域が多く，平坦地の少ない長崎県

は，厳しい営農条件にあるものの，各地域の特色

を活かした農業が展開されている．近年，農業産

出額が全国的に減少する中，長崎県においては増
加傾向で推移している 105）.しかし，農産物の栽

培過程で慢性的に排出される低・未利用資源が多

く存在する．これら資源を積極的に活用すること

は，循環型産業の形成や環境に対する負荷の低減

などに資することができる．さらに，地域資源を

活用した付加価値の高い製品開発は，農業所得の

向上に寄与し，新たな産業の創出や地域のプラン

ド化に繋がる可能性がある．

長崎県における茶 （Camelliasinensis）の主要産

地は，東彼杵町や佐世保市であり，「そのぎ茶」，

「世知原茶Jの名は全国的に有名である．しかし，

近年，他の飲料との競合により，緑茶の圏内消費

が低下し，茶業経営は厳しい情勢となっている．

また，手軽に味わうことのできる茶飲料が普及し，
一方で，荒茶価格は低迷している 106).

茶は，製法の違いにより不発酵茶および発酵茶

に大きく分類され，それぞれの代表的な茶は，緑

茶および紅茶であり，含まれる成分組成に違いが
ある 123）.緑茶は，摘みとられてすぐに茶葉を蒸

熱することで，茶葉に含まれるポリフェノール酸

化酵素が失活する．ポリフェノーノレ酸化酵素は，

茶葉中のカテキン類を，樫赤から赤褐色のテアフ

ラピンやテアノレピジン等の紅茶ポリフェノール
類に酸化する 95）.このため，ポリフェノール酸

化酵素を失活させると，茶葉の色や味がそのまま

固定され，生葉に含まれる渋味の要因であるカテ

キン類が緑茶の主成分になる．一方，紅茶製造で

は，はじめに熱を加えず茶葉を萎凋し，次にカテ

キン類の酸化を促進するために強く探捻する．探

捻は茶葉を探みこむ作業であり，この探捻により

茶葉の細胞が破壊され，ポリフェノーノレ酸化酵素

が溶出し，次の酸化工程（探捻後の茶葉を数時間

放置する）で活性化することにより，カテキン類

が酸化重合し，紅茶ポリフェノーノレ類に変化する
123）.しかし，わが国で栽培されている茶樹の大

部分が緑茶製造に適した品種であり，インド産，

スリランカ産の紅茶葉品種に比べると，茶葉のポ

リフェノーノレ酸化酵素活性は弱いことから，外国

産の紅茶葉品種と比較して，カテキン類の酸化が

促進されにくいため，品質の優れる紅茶の製造は
難しい 90).

茶葉は，摘み取り時期によって一番茶葉，二番

茶葉，三番茶葉と呼ばれ，同じ茶樹および茶園か

ら年3回程度の摘採が行われる.4月中旬から 5

月初旬に収穫される一番茶葉のカテキン含量は

少なく，テアニンなどのアミノ酸含量が多いため，

渋みが弱く旨味が強い 101). また，一番茶葉は新

茶独特の若芽の香りと合わさることから香味に

優れ，高単価で市場取引される．一方， 7月下旬

から 8月上旬収穫の三番茶葉では，カテキン高含
有でアミノ酸含量が少ない 102）.加えて硬葉臭が

あることから，香りに劣る．そのため，三番茶葉

は香味に劣り，市場価値の低さから必ずしも有効

利用されず，一部は刈り捨てられている．しかし，

カテキン類は渋味を形成する一方，様々な生体調

節機能を有する．エピカテキン，エピガロカテキ

ン，エピカテキンガレートおよびエピガロカテキ

ンガレートは茶の主要なポリフェノールで、あり，

動物実験において体脂肪低減や血清および肝臓

トリグリセリド濃度ならびにコレステローノレ濃

度低下など，多くの科学的エピデンスが確立され
ている 8)16) 26) 57) 70) lll）.カテキン類の中でも，

エピガロカテキンガレートの抗酸化力は特に強

く，茶葉に含まれる総カテキン量の5から 6割を
占める 113）.メリり捨てられることの多い三番茶葉

はカテキン類高含有であるとともに，一番茶葉お

よび二番茶葉と比較し，エピガロカテキンガレー
ト含量が多い 99).

一方，緑茶葉と比較し，紅茶葉の国内生産量は

わずかである．紅茶葉は一般に，カテキン含量の

多いアッサム種を原料として製造されるが，これ

を用いて緑茶を製造すると苦渋味が強く，飲料と
して適さない 100）.それに対し，紅茶にすること

で，カテキン類の大部分が酸化して苦渋味が緩和
し，紅茶特有の旨味が形成される 93）.また，紅

茶をはじめとする発酵茶では，萎凋，探捻，酸化

の工程で，精油の主要成分であるモノテノレベンア

ルコーノレ類などが生成するため，花様の香気が付
与される 87)91) 109）.そのため，渋味が多く香りに

劣る三番茶葉も，カテキン類の酸化を促進するこ

とで，香味が改善すると推察される．

ウンシュウミカン （Citrusunshiu）は我が国の

代表的な果樹である．長崎県におけるウンシュウ

ミカンの産出額は，本県全体の農業産出額の
5.6%を占めており 105），大村湾沿岸を中心に地域

の基幹作物となっている．しかし，近年のミカン

価格の低迷や生産者の高齢化および耕作放棄園

の増加などにより，生産量，栽培面積ともに減少
傾向にある 107）.ミカンは他の果樹同様，生果生

産を目的で栽培されるが，皮を乾燥させた陳皮は，

胃腸薬である六君子湯や神経の高ぶりを押さえ

る抑肝散加陳皮半夏などの多くの漢方薬に配合
されており，その有効成分の一つがへスベリジン
である 75）.へスベリジンは，ウンシュウミカン
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をはじめとするカンキツ果実に多く含まれる．

Scarborough51lは，ヘスベリジンとそのアグリコ

ンであるへスベレチンが，ヒアルロニダーゼ活性

を阻害することにより，毛細血管の透過性を抑え

ることを報告している．毛細血管の透過性が増す

と，浮腫が進行し，出血や高血圧等を引き起こす．

さらに血管の透過性克進は，糖尿病，慢性静脈不

全，潰蕩，紫斑などの発症リスクを高める．実際

に，血管強度の低下や透過性冗進などの血管の不

調からくる痛みを訴える患者らは，その治療のた

めにヘスベリジンを服用しているお）．また，へ

スペリジンの摂取により，血圧低下，血清脂質濃

度低減，血流改善等の多くの生理機能を発現する
ことが認められている I)2) 10) 28）.ミカン栽培に

おいては，高品質果実を収穫するため， 6月中旬

頃から摘果を行う．摘果は， 6月中旬から成熟果

の収穫時期である IO月頃まで定期的に行う．摘
果には，年間労働作業時間の約 15%を要し 104),

多大な労力を費やす作業であるにも関わらず，摘

果した未熟果の多くが利用されることなく廃棄

されている．ところで，摘果した未熟果には，成

熟果よりも，ヘスペリジンが高濃度に含まれてい

る 72）＿ラットにおいて，未熟果の摂取は，成熟

果よりも強し、脂質代謝改善効果を有することが

明らかにされており，この作用は，へスベリジン

を中心とするフラボノイド類により惹起される

可能性が高いことを，奥島 80）は示唆している．

しかし，ヘスベリジンは水に極めて難溶で、あり，

小腸からの吸収性が低い 69）.一般的なミカン摂

取量において，ヘスベリジンが生体内で十分な生

理機能を発揮するには，その水溶性を向上させる

必要がある．ヘスペリジンの分子は，疎水性のへ

スベレチン部分と親水性のルチノース部分から

構成され，水溶液中で、はヘスベレチン部分が疎水

性相互作用で凝集（集合体を形成）するため，ヘ

スベリジンの結晶化が起こり，このことが水に対

する溶解性低下の要因となっている．これまでへ

スベリジンの水溶性を向上させる方法として，酵

素処理によってグルコースを転移した糖転移へ

スペリジンが開発された．糖転移へスベリジンは，

ヘスベリジンよりも小腸からの吸収性が高まる

69）ことで，生理機能をより発揮しやすくなると
推察されている 38)46) 94) 103) 121）.糖転移へスベリ

ジンの主要成分であるモノグ、ルコシルヘスペリ

ジンを含む製品は，血中中性脂質濃度低下効果を

有する特定保健用食品として認可されている．そ

のメカニズムは，肝臓における脂肪酸合成酵素活

性の低下と~－酸化系酵素活性の克進により惹起
されることが示唆されている 114）.しかし，酵素

利用による製造は高コストであり，糖転移へスベ

リジンの製造においては，長時間高温を維持する

ことで生じる特異な風味を軽減するための費用

負担が大きく，その際に歩留まりの低下が起きや

すいなどの難点があるとされる 77).

三番茶葉やミカン未熟果といった低・未利用資

源の有する特徴を活かして食品として利用する

ためには，設備投資を新たに行うことなく，既存

の設備を用いて製造できることが望ましい．また，

日々の食事の中で容易に取り入れられる食品で

なければ，生産者利益へと還元されず，茶ならび

にミカン生産者の所得向上に寄与することは難
しい．宮田ら 117）は，未利用資源であるビワの葉

を三番茶葉に混合して探捻することで，発酵茶を

製造する技術を開発した．本技術は，茶工場に設

置されている粗探機や探捻機などの製茶機械を

｛吏って品質の高い発酵茶を製造できることから，

新たな設備投資を必要としない．また，紅茶ポリ

フェノール類を多く含有することから紅茶様の

味を呈し，同じ三番茶葉から製造した緑茶よりも
香味に優れることが報告されている 117).

宮田らの開発した発酵茶葉製造技術において，

茶葉と混合する素材はビワ葉に限らない．玉島市

の特産物であるヤブツバキの葉は，そのえぐみの

強さから，そのまま熱水抽出しでも飲料に適さな

い．しかし，三番茶葉とツバキ葉を混合探捻する

ことで，香味に優れる飲料を製造することが
できる 119l. Tanakaら64）は，緑茶に直径 1.0cm  

程度のミカン未熟果を混合して撹枠することで

も，未熟果に含まれるポリフェノール酸化酵素に

より，紅茶ポリフェノール類が生成することを観

察している．したがって，三番茶葉と未熟果を混

合探捻することで，多くの紅茶ポリフェノール類

が生成し，三番茶葉の渋味が改善する可能性があ

る．

世界で最も早く超高齢社会になったわが国に

おいて，医療費の増大による国民の社会的負担は

非常に大きい．直接的な疾病治療よりも，その予

防に重点を置いた施策への転換および醸成が図

られているが，栄養ノ〈ランスの偏った食事の摂取

や慢性的な運動不足などの生活習慣の乱れが問

題視されて久しい．その結果，心疾患や脳血管疾

患等の脂質代謝異常症により引き起こされる病

気は，日本人の死因の常に上位を占めるお）．脂

質代謝異常症の一次予防には，食品や生活習慣の

是正が大きく関与する．しかし，時間的制約の大

きい現代において，運動による生活習慣の改善は

難しい．一方，食品に含まれる成分には，生体調

節機能を有するものが存在し，その作用機序の解

明について多くの研究が行われている．最近，消

費者庁において，食品の機能性表示制度が見直さ

れ，これまで特定保健用食品や栄養機能食品しか

機能性表示が認められなかったが，一般食品につ

いても機能性のエピデンスが確立されているも

のは，企業体の責任で，機能性の表示が可能とな

っている．そのため，機能性を有する食品素材の

需要がますます高まると予想される．
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前述の通り，三番茶葉およびミカン未熟果には，

それぞれ脂質代謝異常症予防に寄与する成分が

含まれている．ラットにおいて，ピワ葉混合発酵

茶の摂取は，原料である三番茶葉やピワ葉単独と

比較し，肝臓トリグリセリド濃度を，より強く低
下させることが確認されている 61). また，ツバ

キ葉混合発酵茶においても，ヒトにおいて，食後

の血糖上昇抑制効果が緑茶よりも強いことが報
告されている 79）.さらに，カテキン類の酸化に

よって生成する紅茶ポリフェノール類は，醇リパ

ーゼ阻害活性を有し，特にテアフラピンは，エピ

ガロカテキンガレートよりも強い醇リパーゼ阻
害を示す 29）.このことは，素材の機能を維持し，

混合発酵茶葉製造によって，更なる機能性の向上

が期待できることを示している．したがって，三

番茶葉とミカン未熟果を混合探捻することでも，

紅茶ポリフェノール類が多く生成する可能性が

あり，香味の改善とともに，カテキン類，紅茶ポ

リフェノール類およびへスベリジンなどの作用

で，三番茶葉や未熟果単独よりも，強い脂質代謝

改善効果が期待できる．そこで，低・未利用資源

である三番茶葉とミカン未熟果を混合探捻した

新規発酵茶の開発に着手した．この未熟ミカン混

合発酵茶の開発過程で，本発酵茶に含まれるへス

ベリジンの溶解性が，ミカン単独よりも高まる可

能性が見出された．この要因については不明で、あ

るものの，ヘスベリジンと共存する溶液中の成分

によっては，へスベリジンの溶解性に変化が生じ
ることが報告されている 86)112）.そのため，未熟

ミカン混合発酵茶に含まれる成分がへスペリジ

ンの溶解性に影響を与えると仮定した．

本論文の第2章において，三番茶葉とミカン未

熟果を混合操捻して製造した未熟ミカン混合発

酵茶に含まれるへスベリジンの溶解性を向上さ

せるための製造条件を検討した．第3章では，未

熟ミカン混合発酵茶の有する香味特性を明らか

にするため，三番茶葉から紅茶葉を製造し，香味

特性の比較・評価を行った．また第4章にて，カ

テキン類の酸化を効率よく促進するために，緑茶

製茶機械を利用して三番茶葉の最適萎凋温度を

追究し，さらにミカン未熟果のスライス方法の違

いが品質に及ぼす影響を検討した．第5章では，

未熟ミカン混合発酵茶の摂取期間および食餌条

件の違いがラット脂質代謝に及ぼす影響を検討

した．第5章の結果を基に，第6章にて，脂質代

謝に及ぼす影響を，未熟ミカン混合発酵茶の素材

であるミカン未熟果や緑茶と比較し，次に第 7

章で，本発酵茶の添加量の違いが脂質代謝に及ぼ

す影響について検討した．
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第 2章

緑茶三番茶葉とウンシュウミカン未熟果を混合した新たな発酵茶の製造と

発酵茶に含まれるヘスペリジンの溶解性を向上させる製造条件の検討

緒言

長崎県の茶業は，中国伝来の釜妙り茶を改良し

た「蒸製玉緑茶」の産地として発展した．釜妙り

茶は，蒸すかわりに，高温で熱処理し，茶葉に含

まれる酸化酵素を熱で不活化した後，探拾、，乾燥

を経て製品とする．独特の香気と後味のさわやか
さが特徴である 122）.平成25年の長崎県の茶栽培

面積は全国第 11位の 751haであり 107），長崎県の

重要な閏芸作物となっている．しかし，品種偏重

による摘採期間の集中や茶樹の老木化による生

産性低下が問題となっており，それに加え，茶の

輸入増加やドリンク原料茶の低価格化ならびに

リーフ茶の需要減により，毎年市場単価が続落し，

番茶の取引数量が大幅に減少している．その結果，

茶業経営は年々厳しくなり，品質や生産性の向上

とともに，新商品の開発や新たな販路開拓が必要

となっている．とりわけ，三番茶葉は一番茶葉よ

りも，味や香りなどの品質に劣り有効利用されて

いない．茶の旨味に関与するテアニンは，太陽光

により分解を受けることで，最終的にカテキン類
に変化する 88）.そのため，夏場に収穫される三番

茶の旨味は弱く，渋味は強くなる 101）.したがっ

て，三番茶葉は価格の安い下級茶葉として取り扱

われ，一部は刈り捨てられている．

一方，平成 25年の長崎県におけるウンシュウ

ミカンの結果樹面積および収穫量はともに，全国
第5位であり 107），県内各地域における基幹産業

として位置づけられている．しかしながら，販売

価格の低迷や担い手の減少，生産者の高齢化，生

産基盤整備の立ち遅れ等により，農家経営は年々

厳しい状況となっている．ウンシュウミカンをは

じめとするカンキツ類は，高品質果実を安定的に

生産するために，毎年6月頃から果実の収穫期ま

で定期的に摘果を行うが，摘果された未熟果は圃

場内に放置されたままであり，利用されることは

ほとんどない．
カンキツ類は，ナリンゲニン，ナリノレチン，へ

スベリジンおよびネオヘスベリジンといった特
有のフラボノイドを含む 78）.それぞれの生理作用

に関して多くの研究が行われており，これまでに

脂質代謝改善作用，抗肥満作用，血流循環改善作

用，血圧上昇抑制作用，抗酸化作用などの機能を
有することが報告されている 10)43）.奥島 80）は，

ウンシュウミカン品種である「させぼ温州」果実

を7月（未熟）から 11月（成熟）にかけて採取

し，ナリンゲニン，へスベレチン，ナリンギンお

よびネオヘスベリジンは，いずれの時期の果実に

も含まれないのに対し，へスベリジンおよびナリ

ルチンが，未熟果および成熟果の主要フラボノイ

ドであることを報告している．また，果実の成熟

にしたがって，これらフラボノイド類の含有率は

経時的に漸減することを明らかにしている．その

ため，初期に摘果したミカン未熟果は，成熟果よ

りもフラボノイドの含有率が高い．フラボノイド

の中でもへスベリジンは，糖およびクエン酸に次

ぐ主要成分である 78).ヘスベリジンには，血管強

化，血圧低下，血清脂質濃度低減，血流改善等の
多くの生理機能が認められているが 1)2）川 28），へ

スペリジンの分子は，疎水性のへスペレチン部分

と親水性のルチノース部分から構成され（図 2-1),

水溶液中ではへスベレチン部分が強固に会合す

ることで結晶化する．したがって，へスペリジン

は水に極めて難溶で，小腸からの吸収性が低いこ
とから，生体利用率が低い 69）.そこで，酵素反応

でグルコースを結合させることで，へスベリジン

の水溶性を大幅に向上させた糖転移へスベリジ
ンが開発され 69），飲食物，医薬品等に広く利用さ

れている．しかし，糖転移へスベリジンの製造工

程では，長く高温にさらされることで特異な風味

が発生し，その低減のため，精製工程の費用負担

が大きく，同時に歩留まりの低下が起きやすい 77).

三番茶葉に多く含まれるカテキン類由来の渋

味を軽減する方法として，茶葉にビワ葉を混合し

て探捻することで，既存の製茶機械を利用してカ

テキン類の酸化を効率良く促進させる技術が開
発されている 117).本技術は，茶葉とピワ葉に含

まれるポリフェノール酸化酵素が探捻によって

活性化することにより，短時間でカテキン類の酸

化を促進するという特徴を有する．また，多くの

紅茶ポリフェノール類が生成する．この混合発酵

技術によって製造した茶は，紅茶様の味を呈し，

同じ三番茶葉から製造した緑茶よりも渋味が少

ない．さらに，緑茶葉の熱水抽出液に直径 1.Ocm 

程度のミカン未熟果を混合して捷持することで

も，カテキン類から紅茶ポリフェノール類が生成
することを， Tanakaら64）は実験室レベルで、確認、

している．したがって，ミカン未熟果と三番茶葉

を用いて混合探捻することで，へスベリジンと紅

茶ポリフェノール類を含む新たな混合発酵茶の

生成が期待できる．また，溶液中の成分によって，
へスペリジンの水溶性が向上することから 86)112), 

カテキン類や生成した紅茶ポリフェノール類が

ヘスベリジンの溶解性を変動させるかもしれな

本章では，ミカン未熟果と三番茶葉からなる未
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熟ミカン混合発酵茶を製造する技術を開発し，特

に，へスベリジンの溶出率を高める未熟果と三番

茶葉の混合比率，操捻時間，酸化時間などの製造

条件およひ。抽出溶媒について検討した．

r• メトキシ基
~· ／λ ，OCH, 

HOAーO O「.' ti（＂二y J 

¥.CH3/ )-q oJ oJいは人f'¥U
トイ ~9H y I~ A I c L 3 2' '"'" 
HO OHHO』守 B、γ可；主Heq
ラムノース OH OH 凸 ’悶λ
I グルコ7ス

ルチノース ヘスペレチン

図2・1 へスベリジンの構造式
Heq，エカトリアノレ水素；Rax，アキ、ンャル水素

材料および方法

l. 材料

ウンシュウミカン果実は，長崎県農林技術開発

センター果樹研究部門（長崎県大村市鬼橋町）の

カンキツ圃場で栽培している「原口早生」を供試

品種として用いた．農薬を散布していない，直径

1.5 cm程度の未熟果を 2012年6月中旬噴に摘果

し，製造に用いるまで 20°cで保存した． 三番茶

葉の供試品種は「やぶきたjで，長崎県農林技術

開発センター茶業研究室（長崎県東彼杵郡東彼杵

町）圃場内の茶樹から 2012年 7月に摘採した．

摘採した茶葉は，生葉自動コンテナ（1000k型，

株式会社寺田製作所，静岡）に入れ，送風するこ

とにより茶葉の温度上昇と品質低下を抑えた．

2. 製造方法
本実験では，紅茶の製法 76）に概ね準じ，ミカ

ン未熟果と三番茶葉からなる未熟ミカン混合発

酵茶葉を製造した．まず，三番茶葉を温度26°C,

湿度 55%で 24時間静置して自然萎凋を行った

萎凋を終えた時の茶葉の水分含量は約 50%であ

った．探拾、は探捻機（60k型，カワサキ機工株式

会社，静岡）を用いた．萎凋した茶葉とミカン未

熟果を混合探捻するための探捻機投入量は 40kg 

とした．ミカン未熟果は水分を多く含むことから，

過剰な水分による成分流出を防止するため，未熟

果の投入量は，探捻機投入量の半量の 20kgを最

大とした．包丁でスライスしたミカン未熟果 10

kgあるいは 20kgに対して， 三番茶葉をそれぞれ

30 kgあるいは 20kg混合して探捻した．それぞれ

の操捻時間は， 20分または40分とした．探拾、を

終えた未熟ミカン混合発酵茶葉を 0,1, 2あるい

は3時開放置することで、茶葉の酸化を行った．最

終工程として，透気式乾燥機（50k型，カワサキ

機工株式会社）で110°c,30分の熱風処理により，

茶葉の酸化停止と乾燥（含水率として 5%程度）

を行った．緑茶葉は，蒸気で蒸した三番茶葉を，

60 k型の製茶機（カワサキ機工株式会社）を用い

て製造した．貯蔵に耐えうるよう，茶葉の水分率

を5%以下にした．また，岩浅 76）の製法に準じて，

三番茶葉から紅茶葉を製造した．まず，三番茶葉

を温度26°C，湿度 55%で24時間静置して萎凋を

行った．萎凋した三番茶菓を探捻機で 40分探捻

後， 4時間酸化させ，未熟ミカン混合発酵茶葉と

同様に乾燥したものを紅茶葉とした．

3. 溶媒に溶出するへスペリジン量の測定

未熟ミカン混合発酵茶は，ミカン未熟果と三番

茶葉の混合比率1:3および 1: 1のものを用いた．

それぞれの探捻時間は20分または40分で，茶葉

の酸化時間は0,l, 2あるいは3時間とした． ミ

カン未熟果中のへスベリジン含量測定のために，

未熟果を包丁でスライスして凍結乾燥したもの

を 100mg定量し，メタノーノレ：ジメチノレスルホ

キシド（1: 1, v/v) 100 mLに溶解した．未熟ミ

カン混合発酵茶葉あるいはスライスしたミカン

未熟果20gを， lLの熱水で5分間抽出して得ら

れたエキスについて，凍結乾燥後，それぞれの凍

結乾燥物 100mgを3つずつ別々のビーカーにと

り， 7］＜，熱水あるいは 60%エタノーノレのいずれか

を lOOmL加え，常温下で24時開放置した．その

後， 0.45μm孔径のメンプランフィノレターでろ過

したものについて，超高速液体クロマトグラフ

(Prominence凹 LC，株式会社島津製作所，京都）

でへスペリジン溶出量を測定した．分析は，大野

および笹山 78）の方法を一部改変して行った．カ

ラムはShim-packCl8 （内径4.6mm x長さ 75mm)

（株式会社島津製作所）を使用し，移動相 A液に

はアセトニ トリノレ：lOmMリン酸（20:80, v/v), 

B液にはアセトニ トリノレ： lOmMリン酸（70:30, 

v/v）を用いた．グラジェントは，移動相B液を7

分間で直線的に 100%まで増加させた．流速は 0.6

mL／分，カラム温度は40°Cとし，検出波長 280nm

でモニタリングした なお，ミカン未熟果の凍結

乾燥物 100mg当たりに含まれるへスベリジン量

は20.8mgで、あった．

4. 60施工タノール抽出による未熟ミカン混合発酵

茶のポリフェノール成分測定

ミカン未熟果と三番茶葉の混合比率を1: 3，探

捻時間 20分，酸化時間 0時間で製造した未熟ミ

カン混合発酵茶葉を供試した．茶葉をワーリ ング

ブレンダーで破砕して粉末にし，その 500mgに

0.1%トリ フルオロ酢酸含有 60%エタノールを 15

mL添加し，パイアノレ中で、24時間， 常温振重量しな

がら抽出した．その後， 0.45μm孔径のメンブラ

ンフィルターでろ過したものについて， 日本分光

株式会社（東京）の高速液体クロマトグラフ



60 長崎県農林技術開発センター特別研究報告

(HPLC）を用いてポリフェノール成分を測定し

た．カラムはCosmosil5Cl8ARII （内径4.6mmx

長さ 250mm) （ナカライテスク株式会社，京都）

を使用し，移動相A液には50mMリン酸，移動

相B液にはアセトニトリノレを用いた．グラジェン

トは，移動相B液を 39分間で4%から 30%にし，

その後 15分間で75%にした．流速は0.8mL／分，

カラム温度は 35°Cとし，検出にはフォトダイオ

ードアレイ（MD-910, 日本分光株式会社）を使

用した．

5.紅茶エキス水溶液添加により溶出したヘスペ

リジン量の測定

紅茶葉20gにlLの熱水を加えて5分間抽出し，

ロータリーェパポレータで濃縮後，凍結乾燥し，

紅茶エキス粉末6.1gを得た．そのうち 5.09gを

水で、充填した SephadexLH・20カラム（内径3.0cm

x長さ 20cm) (GEヘルスケア・ジャパン株式会

社，東京）に付して， 200mLの水と 40%メタノ

ールで、溶出し，糖，カフェインおよびフラボノー

ル配糖体を主成分とするフラクション 1(Fr.1) 

を3.32g (65%）得た．次に， 200mLの60%メタ

ノーノレと 80%メタノーノレで、溶出してエピカテキ

ン，エピガロカテキンおよび没食子酸を主成分と

するフラクション 2(Fr.2），さらに， 200mLの

100%メタノールと 60%アセトンで溶出してエピ

カテキンガレート，エピガロカテキンガレート，

テアフラピン，テアフラビン－3・0－ガレート，テア

フラビン－3’閑0－ガレート，テアフラピンー3, 3’ージ

ーOーガレート，テアシネンシンA，テアシネンシ

ンB，テアシネンシンCおよびテアルピジンなど

のカテキン重合体を主成分とするフラクション 3

(Fr.3）を，それぞれ0.90g (18%）および0.87g 

(17%）得た．ヘスベリジン標準品の水懸濁液 10

mg/mLを5本の 1.5mLマイクロチューブ1こ0.2
mLずつ分注したものに，水，紅茶エキス水溶液

(20 mg/mL，ヘスベリジン2mgに対して紅茶葉

53 mgに相当）, Fr.1水溶液（12.6mg/mL), Fr.2 

水溶液（3.8mg/mL）あるいは Fr.3水溶液（3.6

mg/mL）をそれぞれ 0.8mL加えた．マイクロチ

ューブは密閉後，時々振り混ぜながら 80°Cで10

分間加熱し，その後常温で2時間放置した．遠心

分離後，上清を 0.45μm孔径のメンブランフィノレ

ターでろ過し，溶液中のへスベリジン量をHPLC

（日本分光株式会社）で比較した．カラムは

Cosmosil 5C l 8AR II （内径4.6mm x長さ 250mm) 

（ナカライテスク株式会社）を使用した．移動相

A液は50mMリン酸，移動相B液にはアセトニ

トリルを用いた．グラジェントは，移動相B液を

39分間で4%から 30%，その後 15分間で 75%ま

で増加させた．流速は 0.8mL／分，カラム温度は

35°Cとし，検出にはフォトダイオードアレイ

(MD-910, 日本分光株式会社）を使用した．

6. ヘスペリジン分子中の炭素に結合する水素原

子の1H-NMRによるケミカルシフト値の測定
測定は， Murrayら41）の方法を一部改変して行

った．ヘスベリジン 1mgを0.1mLのジメチルス

ルホキシドーd6に溶かし， 0.9mLの重水を加えた

ものを A液とした．また，紅茶から得た 10mg 

のFr.3をlmLのA液に溶かしたものをB液とし

た.0.75 mLのA液をNMR測定管に入れて水素

核磁気共鳴 C'H-NMR）スベクトノレを測定した．

次に，同じ測定管にB液を 0.05mL加えて混合し

た後， 1H-NMRスベクトルを測定し，へスベリジ

ン分子中のグルコース l位，へスベレチンメトキ

シ基，ヘスペレチン A環，へスベレチン B環 2

位，ヘスベレチンC環2位およびへスベレチンC

環3イ立の炭素に結合する水素原子のケミカノレシフ

ト値を比較した．スベクトルはJEOLJNM-AL400 

spec仕ometer(400 MHZ) （日本電子株式会社，東

京）でジメチルスルホキシド－d6(8 2.495）を内部

標準として測定した．この実験では分子の会合が

起こっているため，通常の有機溶媒中での測定に

比べて多くの水素がブロードなシグpナノレとして

観察された.A環6位およびA環8位のシグナル

は， B液添加前には完全に重なっていた.B液添

加後にわずかに分離したが，高磁場側のシグ、ナノレ

は紅茶ポリフェノーノレ由来のシグFナノレと重なっ

たため， A環のシグナルは低磁場側のシグナノレの

値を測定し， A環6,8位の帰属は行わなかった．

B環の3つの水素シグナルも重なっていたが，最

も高さが高い 2位のシグナルとして読み取った．

C環の3位については，高磁場側のエカトリアノレ

配置の水素シグナル（H帽3eq）が紅茶ポリフェノ

ール類のフラパン骨格4位のシグナルと重なるた

め，アキシャル側の水素シグナル（H-3ax）を観

察した．

7.統計処理

へスベリジン含量は， 3回測定した結果の平均

値土標準偏差で示した.1H-NMRのケミカルシ

フト値は l回の分析結果とした．一連の統計処理

には，統計解析アドインソフト（エクセノレ統計

2006，株式会社社会情報サービス，東京）を用い

た．抽出溶媒ならび、に添加する紅茶エキス画分水

溶液の違いによるへスベリジン溶出率の平均値

の差については，一元配置分散分析の後，

Tukey-Kramer法による多重比較検定を行った．ま

た，混合比率，探捻時間および酸化時間の3つの

製造工程に関する要因がへスベリジン溶出率に

及ぼす影響を，多元配置分散分析により検討した．

統計的有意水準は，いずれもp<0.05とした．
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結果

1. ミカン未熟果と緑茶三番茶葉の混合比率，操

捻時間および酸化時聞が異なる未熟ミカン混合

発酵茶葉の溶媒に溶出するヘスペリジン量
へスベリジンの溶出率を表2・1に示す．すべて

の製造条件において，溶出率は，水抽出と比較し，
熱水および 60%エタノーノレ抽出で、有意に高かっ

た．ミカン未熟果のみの場合，熱水抽出より， 60%

エタノール抽出において溶出率は2倍以上高かっ

た．ミカン未熟果 10kgと三番茶葉30kgで製造

した未熟ミカン混合発酵茶は，熱水抽出において
も， 60%エタノール抽出と同程度の溶出率で、あっ

た．混合比率については，ミカン未熟果20kgと

三番茶葉20kgより，未熟果 10kgと茶葉30kg 

の混合で，水および熱水に対する溶出率は高かっ

た．探捻時間はいずれの混合比率においても， 40

分より 20分で溶出率は高い傾向にあったが，酸

化時間については明確な影響は認められなかっ

た．未熟ミカン混合発酵茶の各溶媒に対するへス

ペリジン溶出率は，ミカン未熟果のみと比べ，い

ずれの製造条件においても高い値で、あった．特に，

未熟果 10kgと茶葉30kgの混合において，探捻

時間 20分で製造した未熟ミカン混合発酵茶葉の

熱水抽出における溶出率は，未熟果のみと比較し，

4から 5倍高かった

2.未熟ミカン混合発酵茶に含まれるポリフエノ
ール成分

60%エタノールで抽出した未熟ミカン混合発

酵茶に含まれるポリフェノール成分のHPLCクロ

マトグラムを図2-2に示す．未熟ミカン混合発酵
茶には，ミカン由来のシネプリン，ナリノレチンお

よびへスベリジン，茶葉由来の没食子酸，テオガ

リン，フラボノール配糖体，カフェインおよびカ

テキン類（エピカテキン，エピカテキンガレート，

エピガロカテキンおよびエピガロカテキンガレ

ート）が含まれていた．また，エピガロカテキン

ガレートの酸化生成化合物であるテアシトリン

類（テアシトリンAおよびテアシトリン C），カ

テキン類の二量体であるテアフラピン類（テアフ

ラピン，テアフラピン－3・0・ガレート，テアフラピ

ン四3'-0・ガレートおよびテアフラピン・3,3＇－ジー0・

ガレート）やテアシネンシン類（テアシネンシン

A，テアシネンシンBおよびテアシネンシンC)

およびカテキン重合体のテアルピジンなどの紅

茶ポリフェノール類が検出された．

3.紅茶エキス水溶液添加によるヘスペリジン溶
出率

水のみを加えたへスベリジンのピーク面積を

1.0とした場合のへスベリジン溶出率の相対値を

図2-3に示す．紅茶エキス水溶液を加えたとき，

表2-1 水，熱水および60%エタノール抽出において未熟ミカン混合発酵茶葉およびミカン未熟果から溶出するへスベリジン量

製造条件 水 熱水

混合比率
探捻時間 酸化時間 溶出率I) 溶出率

(min) (h) （%） （%） 

ミカン未熟果 lOkg 
。 12.4土1.0" 45.2土2.7b

20 
10.2土0.9° 45.7土2.9b

緑茶三番茶葉 30kg 
2 11.1 土 o.s• 39.0士 3.3b

3 10.8士 0.9° 38.7土7.lb

ミカン未熟果 lOkg 
。 9.2土0.8° 33.1土6.Sb

40 
7.8土1.7" 31.5土l.9b

緑茶三番茶葉 30kg 
2 9.0士 0.9° 30.5 ± l.3b 

3 8.7士 0.7° 32.0土0.3b

ミカン未熟果 20kg 
。 4.3土1.3" 23.7 ± 2.6b 

20 
5.4土0ア 221士 3.7b

緑茶三番茶葉 20kg 
2 5.2土0.3" 24.6土0.6b

3 5.6土1.2" 24.0 ± 2.7b 

ミカン未熟果 20kg 
。 5.0土0.ア 23.9土l.Ob

40 
5.0士 1.2" 23.4土3.3b

緑茶三番茶葉 20kg 
2 5.5土1.0" 24.8土l.4b

3 5.4土1.0" 27.6土l.4b

ミカン未熟果のみ 3.8土0.2・ 9.6土1.2"

統計処理幻

混合比率 *3) 牢

採捻時間 ＊ ＊ 

酸化時間 NS NS 

平均値土標準偏差（n=3)

I）サンプノレJOOmgから溶出したへスベリジン量をミカン単位重量当たりで算出した値

2）混合比率，探捻時間，酸化時間を要因とする多元配置分散分析による有意性

'l NSおよび＊はそれぞれ，多元配置分散分析により，有意差なしおよび有意差あり (pく0.05)

60%エタノール

溶出率

（%） 

39.6士 7.4b

38.8士 3.3b

38.2土 4.2b

37.6土 4.0b

35.0土 4.9b

33.7土 8.8b

33.3土 2.8b

32.5土 7.8b

29.4土 2.4c

29.2土 l.2c

29.2士 0.9°

29.0士 3.9b

28.5士 2.7°

28.8土 3.1b 

28.8土 l.5c

29.l土 2.8b

23.1士 0.5b

NS 

＊ 

NS 

•.b,o 水，熱水， 60%エタノーノレの3群聞において， Tukey.Kr四町の検定により，具なる文字問で有意差あり (p く0.05)
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Synephrine：シネフリン， TSC：テアンシネンシン C,GA：没食子酸，ThG：テオガリン，TSB：テアシネンシン

B, EGC：エピガロカテキン， TCA：テアシトリン A,Caf:：カフェイン， TSA：テアシネンシン A,EC：エピカテ

キン， EGCg：・エヒ。ガロカテキンガレート， TCC：テアシトリン C,Fl：・フラボノール配糖体， ECg：エピカテキン

ガレート， narirutin：ナリノレチン， hesperidin：ヘスベリジン， TF：テアフラビン，TF3G：テアフラビンー3-0－ガレー
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図2-3 紅茶エキス水溶液および紅茶エキス画分水溶液によるへスベリジンの溶解性（相対値）

ヘスベリジン標準品の水懸濁液に紅茶エキス画分水溶液を添加した時のHPLCで定量したへスベリジン溶出率

の相対値を水のみ添加の溶出率を 1.0として示した．各画分の添加量は寄与率を考慮してへスベリジン 2mg 

に対して紅茶葉53mgに相当する量とした．

平均値土標準偏差（n=3) 

九b,c,dTukey-Kramerの検定により，異なるアルフアベット聞に有意差あり

紅茶エキス： Fr.1+ Fr.2 + Fr.3 
Fr.1水溶液：主成分は，糖，カフェインおよびフラボノール配糖体

Fr.2水溶液：主成分は，エピカテキン，エピガロカテキンおよび没食子酸

Fr.3水溶液：主成分は，エピカテキンガレート，エピガロカテキンガレート，テアフラピン，テアフラピンー3-0

－ガレート，テアフラピンー3’－0ーガレート，テアフラピン－3,3’ージーOーガレート，テアシネンシンA，テアシネン
シンB，テアシネンシンCおよびテアノレビジン

(p<0.05) 
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へスベリジンの溶出率が最も高く，水のみ添加と

比較すると，約 10倍のへスベリジンが溶液中に

検出された．紅茶エキスlニ含まれる成分をクロマ
ト分画した糖，カフェインおよびフラボノーノレ配

糖体を主成分とする Fr.I水溶液の添加で、は，水の

み添加の 4.6倍のへスベリジンが溶出した．エピ

カテキン，エピガロカテキンおよび没食子酸を主

成分とする Fr.2水溶液の添加によるへスベリジ

ン溶出率は， Fr.1水溶液添加と同程度であった．

エピカテキンガレート，エピガロカテキンガレー

トおよび紅茶ポリフェノール類を主成分とする

Fr.3水溶液の添加では， Fr.1およびFr.2水溶液添

加よりへスベリジンの溶出率が高く，水のみ添加

の約6f音で、あった．

4. カテキン類および紅茶ポリフェノール類添加

によるへスペリジン分子中の炭素に結合する水

素原子の 1H-NMRケミカルシフト変化
エピカテキンガレート，エピガロカテキンガレ

ートおよび紅茶ポリフェノール類を主成分とす

るFr.3溶液を，濃度を変えて添加した時のへスベ

リジン分子中のグルコース l位，ヘスベレチンメ

トキシ基，ヘスベレチン A環，へスベレチン B

環2位，ヘスベレチンC環2位およびへスベレチ

ンC環3位の炭素に結合する水素原子のケミカル

シフト変化を図2・4に示す．ヘスベリジンのグル

コース l位の水素原子のケミカノレシフト値は，

Fr.3 

(t.8) 
0.05 

ケ 0.00 、、、
カ
ノレ
シ
フ－0.05

値ト

の

変－0.10
化量

-0.15 

-0.20 

0.0 1.0 2.0 

溶液の濃度を増加させてもほとんど変化しなか

った．へスベレチンメトキシ基およびA環由来の

ケミカルシフト値は， Fr.3溶液の濃度に依存しで

ある程度変化した．ヘスベレチンB環2位の水素

原子のケミカルシフトは，メトキシ基およびA環

よりも，大きく高磁場（縦軸のマイナス方向）に

シフトした.Fr.3溶液濃度が 2から 4mg/mLの場

合，ヘスベレチン C環 2位およびC環 3位の水

素原子のシグナノレは，添加した紅茶成分のシグナ

ルと重なったため測定できなかったが， 1mg/mL 

以下の Fr.3溶液濃度で，ヘスベレチンB環2位と
同程度，あるいは，より大きく変化する傾向が認

められた．

考察

未熟ミカン混合発酵茶に含まれるへスベリジ

ンの溶出率は，ミカン未熟果のみよりも高かった．

また， 40分よりも 20分の探捻時間で溶出率は高

い傾向にあったが，酸化時間は溶出率に明確な影

響を及ぼさなかった（表2-1）.したがって，製造

工程を簡略にするために，探捻時間を20分とし，

酸化工程を設けない製造法が適していると考え

られた．ミカン未熟果と三番茶葉を 1: 1の比率

で混合探捻するよりも， 1:3の比率で水および熱

水抽出におけるヘスベリジン溶出率は増加した．

このようにミカン未熟果と三番茶葉の混合探捻

． 
3.0 4.0 

Fr. 3溶液濃度（mg加L)

図2-4 紅茶エキス画分溶液添加によるへスベリジンの 1H-NMRケミカルシフト変化
ヘスベリジン溶液に紅茶エキス画分である Fr.3溶液の濃度を変えて添加した時のへスベリジン分子中のグル
コース I位，へスベレチンメトキシ基，ヘスペレチンA環，へスベレチンB環2位，へスベレチンC環2位
およびC環3位（アキシャル側）水素のケミカノレシフト変化を示す
Fr.3：主成分は，エピカテキンガレート，エピガロカテキンガレート，テアフラピン，テアフラビンー3-0・ガレ
ート，テアフラビンー3’，O ガレート，テアフラビン 3,3’ジーOガレート，テアシネンシンA，テアシネンシン
B，テアシネンシンC，およびテアノレビジンなどのカテキン重合ポリフェノーノレ

口：グ、ルコース l位，・：へスベレチンメトキシ基，...：へスベレチンA環，・：へスベレチンB環2位，・：
へスベレチンC環2位，ム：へスベレチンC環3位（アキ、ンヤノレ側水素）
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により，既存の緑茶製茶機械を使って，短時間で

ヘスベリジンの溶解性を向上させることを可能

とした．そこで，へスベリジンの溶解性が向上し

た要因について検討を行った．図 2-2に示すよう

に，未熟ミカン混合発酵茶は，へスペリジン以外

に茶葉由来のカテキン類，カテキン類の酸化によ

って生成したテアシトリン類，テアフラビン類，

テアシネンシン類，テアルピジンなどの紅茶ポリ

フェノール類を含んで、いた．茶葉に含まれるエピ

ガロカテキンガレートは水溶性で、あるが，その分

子には疎水性の部分が存在し，水溶液中で、はその

部分が，他の分子の疎水性部分と寄り添うことで

水分子と反発する面積を減らしている 71）＿したが

って，水溶液中では複数の分子が会合して存在し

ている．紅茶ポリフェノール成分で、あるテアフラ

ビン類など，多くのポリフェノール類も同様の性

質を有することから，水溶液中の疎水性分子の共
存と同様の理由で会合が起こる 5)62) 63）.そのた

め，水溶性ポリフェノーノレの疎水性部分とへスペ

リジン分子中のへスベレチン部分が会合する（疎

水性相互作用）ことで，ヘスベリジン分子同士の

会合を切り崩し，結果としてへスベリジンの溶解

性が向上すると推察される．そこで，紅茶抽出物

をゲノレろ過カラムにて 3つの画分に分画し，収率

に応じた量をへスベリジンと水中で混和したと
ころ，水溶性ホ。リフェノールで、あるエピカテキン

ガレート，エピガロカテキンガレートおよび紅茶

ポリフェノール類を主成分とする Fr.3水溶液を

添加したときに，最もへスベリジンの溶出率が高

まることが示された（図 2-3）.これは，へスベリ

ジン分子の疎水性部分（へスペレチン）が，比較

的水に溶けやすい茶葉由来のポリフェノールで

覆われることで，全体として水和されやすくなり，

溶解性が向上したためと推察される.Fr.3と同様

に，紅茶エキス成分を HPLCで分画した Fr.Iや

Fr.2水溶液添加においてもへスベリジンの溶出率

が増加した（図 2-3）ことから，カフェイン，フ

ラボノール配糖体，エピカテキンおよびエピガロ

カテキンがへスベレチン部分と会合して可溶化

していることが考えられる.Fr.I, Fr.2およびFr.3

をすべて含む紅茶エキス水溶液で、は，それらの会

合が相加的に作用した結果，ヘスペリジンの溶解

性が最も向上したと考えられる（図 2-3）.そこで，

ヘスベリジンの溶解性向上が，ヘスベレチン部分

と水溶性ポリフェノール類の会合によるものか

を明らかにするための実験を行った.1H-NMRス

ベクトルの測定において，測定する化合物の水素

に，ベンゼン環をもっ共存物質が近づくと，ベン

ゼン環のπ電子の影響を受けて，測定化合物の水
素シグ、ナルが高磁場側（図縦軸のマイナス方向）

へシフトする．ポリフェノール類は多くのベンゼ

ン環を有するため，ヘスベリジンとポリフェノー

ル類が会合しているのであれば，両者を混合する

とへスベリジン分子中の水素シグ、ナルが高磁場

にシフトする．図 2-4に示すように， Fr.3溶液の

添加濃度に依存してへスベレチン部分の水素原

子のケミカノレシフト値が変化した．特に，へスベ

レチンB環2位， C環2位およびC環3位の水素

原子のケミカルシフトは大きく高磁場にシフト

していることが観察された．この結果は，へスベ

リジンの溶解性向上がへスペリジンと水溶性ポ

リフェノール類の会合によることを強く示唆し

ている．特に，水酸基が存在しないため最も疎水

性の強いへスペレチン C環付近で、水溶性ポリフ

ェノール類と会合していることを示してし、る．ヘ

スベリジンの溶解性が， ミカン未熟果 10kgと三

番茶葉30kgの混合探捻で向上したのは，茶葉の

量が多いことにより紅茶ポリフェノール類の前

駆物質であるカテキン類が多いことによるもの

と考えられる．さらに，探捻 20分で，へスベリ

ジンの溶出率が高い傾向にあった（表2-1）.これ

は，ミカン未熟果を混合探捻することで，カテキ

ン類から紅茶ポリフェノール類への生成が進み，

探拾、40分よりも 20分で，へスペリジンの可溶化

に至適なカテキン類と紅茶ポリフェノーノレ類の

組成になったことによるものと推察される．今後，

製造工程中の水溶性ポリフェノール含量の経時

変動を明らかにすることで，更なるへスベリジン

の溶解性向上に繋がる可能性がある．また，水溶

性ポリフェノール成分の違いが，溶液中でへスベ

リジンの溶解性に及ぼす影響を明確にする必要

がある．
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第3章

未熟ミカン混合発酵茶の香昧特性の解明

緒言

宮田ら 117）が開発した混合発酵茶葉の製法を応

用し，低・未利用資源であるミカン未熟果と三番

茶葉を 1: 3の比率で混合後， 20分間接捻して製

造する未熟ミカン混合発酵茶を開発し（図 3-1),

含まれるヘスペリジンの，水，熱水およびエタノ

ーノレへの溶解性が向上することを前章で明らか

にした．へスベリジンの溶解性向上は，化合物聞

の疎水性相互作用によって，へスベリジン分子の

へスベレチン部が，エピガロカテキンガレートや

紅茶ポリフェノール類などの水溶性化合物と疎

水会合することで，全体的に水和されやすくなる

ことによって起こると推察された．また酸化工程

を要することなく，ミカン未熟果と三番茶葉の探

捻工程のみで，カテキン類から紅茶ポリフェノー

ル類への生成が促進することを確認した．
宮田ら 117）は，ヒ、、ワ葉混合発酵茶葉の熱水抽出

物の品質について，香りや味に優れ，水色は鮮や

かな紅色を呈するなど優れた特性を有すること

を報告している．ピワ葉混合発酵茶葉は，探捻工

程にて緑茶葉にビワ葉を添加して製造すること

から，茶葉のみで製造される緑茶や紅茶とは異な

る香気特性を有する 118)_ （めふヘキセン酸目（Z)】3-

ヘキセニノレ，（Z)-3－ヘキセニル， 6－メチノレー3,5－へプ

タジエンー2目オンなどは，新茶の香りに影響する成

分であることが報告されている 58）＿ 一般に高級

茶として取り扱われるてん茶や玉露には，海苔の

重要な香り成分であるジメチルスルフィドが含

まれている 81）＿また，茶葉の探捻，発酵により，

花様の香りを特徴とするリナローノレオキシド類，

リナローノレ，ベンズアノレデヒド，ゲラニオール，
フェニノレエチルアノレコーノレなどが生成する 25)

一番茶葉と比較し三番茶葉は，夏場の高温により

葉の硬化が促進され，硬化葉独特の好ましくない
香りを呈するとされるが 102），三番茶葉を原料に

製造した未熟ミカン混合発酵茶は，紅茶同様，茶

葉の発酵によって花様の香りが生成し， 三番茶葉

の不快な香りがマスキングされる可能性がある

118）.また，ウンシュウミカンをはじめとするカ

ンキツ類は，種々の機能性を発揮するへスベリジ

ンを特異的に含むだけでなく，ブルーティーで甘
い香りを有する 82）.ウンシュウミカンに含まれ

る香りの主成分はd，リモネンであり，総香気成分
の9害lj程度を占め 6），飲料，デザート，冷菓，キ

ャンディー，菓子など様々な加工品のプレーパー

として利用されている．そのため，未熟ミカン混

合発酵茶も， d－リモネンをはじめとするミカン由

来の香気成分を保持することが期待できる．

味は香りとともに，茶の品質を決定づける重要

な要素であり，噌好性の高い味でなければ，毎日

の食事の中に取り入れられることは難しい．茶の

味は，アミノ酸やカテキン類，カフェインなどの

旨味や苦渋味を有する呈味成分によって形成さ
れる 98）.茶の旨味に関与するアミノ酸のテアニ

ンは太陽光により分解され，最終的にカテキン類

に変化する 88）.そのため，春収穫の一番茶葉に

比べると， 夏場に収穫される三番茶葉の旨味は弱

くなり，渋味が強くなる．渋味の軽減は，噌好性

の向上に大きく寄与するが，未熟ミカン混合発酵

茶は三番茶葉を素材としているものの，カテキン

類の酸化により，日者好性の高い飲料である可能性

がある．ただし，これら茶葉に含まれる成分の抽

出率は，熱水温度によって異なることが推察され

る．前章において，水抽出と熱水抽出で、は，未熟

ミカン混合発酵茶に含まれるへスベリジンの溶

出率に違いがあったが，これは，抽出温度が高い

ことにより，へスベリジンと会合するポリフェノ

ーノレ類の含量が多く抽出されたためと考えられ

る．したがって，ポリフェノールの抽出量が多い

ほど，へスベリジンの生体利用率は高いと推察さ

れる．

本章では，開発した未熟ミカン混合発酵茶が，

ミカン由来の香りや味等の付与により，これまで

の発酵茶と異なる香味特性を有する可能性があ

ることから，食品素材としての有用性を評価する

ため，その香味特性について，同じ三番茶葉から

製造した紅茶と比較 ・検討した．

図3-1 緑茶（左），紅茶（中央）および
未熟ミカン混合発酵茶（右）
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材料および方法

1.材料

ミカン未熟果および三番茶葉は 2013年産のも

のを用いた．供試品種および収穫方法については，

第2章と同様である．

2.製造方法

三番茶葉を温度26°C，湿度55%で24時間静置

して自然萎凋を行った．萎凋を終えた時の茶葉の

水分含量は約 50%であった．包丁でスライスした

ミカン未熟果 10kgに対して，茶葉を 30kg混合

し， f柔捻機（60k型，カワサキ機工株式会社）を
用いて， 20分間探捻を行った．通常の紅茶製造

においては，探捻した茶葉を常温で放置すること

で，カテキン類の酸化を促進するが，混合発酵茶

の製造においては，探捻工程のみでカテキン類の

酸化が十分に促進されるため，探捻後の茶葉を放

置する工程（酸化工程）は設けなかった．最終工

程として，透気式乾燥機（50k型，カワサキ機工

株式会社）で 110°c,30分の熱風処理により，カ

テキン類の酸化停止と茶葉の乾燥（含水率として

5%程度）を行った．また，岩浅 76）の製法に準じ

て，三番茶葉から紅茶葉を製造した．まず，三番

茶葉を温度26°C，湿度 55%で24時間静置して萎

凋を行った．萎凋した三番茶葉を探捻機で 40分

探捻後， 4時間常温に放置することで酸化させ，

未熟ミカン混合発酵茶と同様に乾燥したものを

紅茶葉とした．参考データとするため，三番茶葉

から緑茶葉を製造した．緑茶葉は，蒸気で蒸した

三番茶葉を恒温乾燥機を用いて， 50°C, 12時間

の通風乾燥により製造した．

3. 総ポリフェノール量の測定

総ポリフェノール含量についてはフォーリ
ン・デ、ニス法 97）にて定量し，没食子酸相当量と

して算出した.3.2mLの蒸留水を入れた試験管に，

2 gの茶葉から 100。Cの熱水 180mLで抽出し，
No.2のろ紙（株式会社アドパンテック，東京）

でろ過したろ液を200μL加えた．これに200μL 

のフォーリン・デニス試薬を加えて撹持した後，

400 μLの飽和炭酸ナトリウム溶液を加え， 30分

開放置した．分光光度計（Ultrospec3300 pro, GE 

ヘルスケア・ジャパン株式会社）を用いて，この

溶液の検出波長760nmの吸光度を測定した．

4.色調の測定

未熟ミカン混合発酵茶葉，紅茶葉および緑茶葉

を2gずつ秤量し，それぞれに 100°cの熱水 180

mLを加え4分間抽出した．冷却後， No.2のろ紙

（株式会社アドパンテック）でろ過した抽出液を

ガラスセルに入れ，背後に白板を当てながら，分

光測色計（CM・2600d，コニカミノルタ株式会社，

東京）を用いて， L＊値（明度），ぶ値（プラスの

数値が大きいほど赤みが強く，マイナスの数値が

大きいほど緑みが強し、）およびb＊値（プラスの数

値が大きいほど黄色みが強く，マイナスの数値が

大きいほど青みが強し、）を測定した．

5. 香気成分の測定
香気成分分析は，樋口ら 110）の方法を一部改変

して行った．未熟ミカン混合発酵茶葉，紅茶葉お

よび緑茶葉を別々の 200mL三角フラスコに 2g 

ずつ入れた.80°Cの熱水を 180mL，内部標準と

して 1%シクロヘキサノール水溶液を 50μL加え

密栓した.80°Cで 5分間加熱処理を行い，フラ

スコ内が気液平衡に達した後，膜厚が 50/30μm 

の SPME ファイパー（Carboxen™/PDMS，シグPマ

アノレドリッチ、ジャパン株式会社，東京）を 20分

間フラスコ内へ挿入することで香気成分をトラ

ップした．分析は，ガスクロマトグラフ質量分析

計（GCMS-QP2010，株式会社島津製作所）で行

った.250°Cに加熱したカラム注入口に SPMEフ

ァイパーを挿入し，トラップした香気成分を3分

間の熱脱着によりカラムに注入した．カラムは，

Stab1トWAX（内径0.25mm x長さ 60m，膜厚0.25

μm) （株式会社島津製作所）を使用し，カラム温

度を 10°cで3分間保持後， 250°Cまで 10°c1分で

昇温し，その後 250°Cで 12分間保持した．注入

口温度は250°C，ヘリウム圧力は 120kPaとした．

成分同定の条件は，インタフェース温度 250°C,

イオン化電圧70eV，イオン化電流60μAとし，

内部標準に対する相対ピーク面積を求めた．

6. 昧認識装置による味覚特性の測定

味覚特性は，茶葉2gを100。Cの熱水 180mL 
中で 4分間抽出後， No.2のろ紙（株式会社アド

パンテック）でろ過したろ液をサンプルとし，味

認識装置（TS-5000Z，株式会社インテリジェント

センサーテクノロジー，神奈川｜）を使用して測定

した．酸味および旨味に応答するセンサーをサン

フ。ルに浸潰し，基準液（30mM塩化カリウムと

0.3 mM酒石酸の混合液）とサンフ。ルの電位差を

酸味および旨味とした．また，渋味および苦味に

応答するセンサーをサンブロノレに浸漬後，各センサ

ーを軽度に洗浄してから再度基準液に浸漬した

時の最初の基準液との電位差をそれぞれの渋味

および苦味とした.Hayashiら 13）の方法に従い，

渋味は0.65mMおよび0.26mMのエピガロカテ

キンガレート溶液を，苦味は 2.0mMおよび 0.5

mMの没食子酸エチノレ溶液をそれぞ、れのリファ

レンスとした．データは，装置に付属された味認

識装置解析アプリケーション（パージョン1.6.5)

により，それぞれの味推定値に変換した．

7. 味覚官能検査

未熟ミカン混合発酵茶，紅茶および緑茶の味覚

に関する官能検査を茶品評会審査の経験者 4名
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により，緑茶の検査法 92）を一部改変して行った．

すなわち，緑茶審査専用の米国式茶碗に，茶葉を

それぞれ2g採取し， 100°cの熱水 180mLを加

え，4分開放置して得られた抽出液の渋味，苦味

および旨味について，合議制により評価した．

8. カテキン，カフェイン，クエン酸および総遊

離アミノ酸の定量

茶葉2gを100°cの熱水 180mL中で4分間抽

出後， No.2のろ紙（株式会社アド、パンテック）

でろ過したろ液をサンプルとし，主要カテキン4

種（エピカテキン，エピガロカテキン， エピカテ

キンガレートおよびエピガロカテキンガレート）

およびカフェイン含量の測定を，超高速液体クロ

マトグラフ（ProminenceUFLC，株式会社島津製

作所）で、行った．カラムは Shim-packC18 （内径

4.6mm×長さ 75mm) （株式会社島津製作所）を

使用し，移動相A液には 10mMリン酸，B液に

はアセ トニ トリノレ： lOmMリン酸（50: 50, v/v) 

を用いた．グラジェントは，移動相B液を7分間

で 10%から 25%にし，その後 3分間で 80%にし

た．流速は 1.0mL／分，カラム温度は 37°Cとし，

検出波長 230nmでモニタ リングした．クエン酸

含量は， Fキットクエン酸（株式会社J.K.インタ

ーナショナノレ，東京）で測定した．総遊離アミノ
酸含量の測定は，池ケ谷ら 74）の方法に従い，グ

ノレタミン酸を標準品として，ニンヒドリン比色法

で定量した．

いずれかに。をつけて回答してください

1 評価者情報

H性別

同三齢

2 飲む前に評価してください

QI・1「紅茶Jと香りは呉なるか。

Qi-2「異なる」と回答した方． 「紅茶」よりも香りはワ

Q2 l「紅茶系jの香りを感じるか。

02-2 r感じるJと図書した方． 『紅茶系」の香りはり

QJ-1「柑橘系』の香りを感じるか。

QJ-2「感じるJと回答した方． 「柑繍系」の香りは。

3 飲んだ後に評価してください

Qi l「紅茶Jと風味は異なるかワ

Ql-2「異なるJと図書した方． 「紅茶Jよりも風味は。

Q2 I「紅茶系」の風味を感じるか。

Q2-2「感じる」と回答した方． 「紅茶系」の風味は。

QJ-1「柑橋系Jの風味を感じるか。

QJ-2「感じるj と図書した方． f柑橘系Jの風味は。

Q4飲み口はつ

Q5後味はり

Q6.新しいタイプの茶であるか。

Q7商品化された場合に買いたいとおもうか。

QB脂質代謝改善効果が期待できるならば買いたいと思うかり

女性

20代

異なる

好き

感じる

強い

感じる

強い

異なる

好き

感じる

強い

感じる

強い

良い

良い

思う

思う

思う

9. 晴好性に関するアンケート調査

長崎県農林技術開発センター（長崎県諌早市員

津町）の職員 38名を対象に，未熟ミカン混合発

酵茶の有する香味について，噌好性に関するアン

ケート調査を行った．未熟ミカン混合発酵茶葉と

基準である紅茶葉を 10gずつ採取し， 100°cの熱

水 1.8Lをそれぞれ加え， 4分開放置して得られ

た抽出液を 80°Cに冷ましたものを審査した．な

お，アンケートの内容は，図 3-2に示す通りであ

る．質問事項の Ql・1およびQl-2のみ，紅茶を基

準として評価した．有効回答数を母数と して，回

答の比率を算出した．

10.統計処理

データは， 3回測定した結果の平均値土標準

偏差で示した．一連の統計処理には，統計解析ア

ドインソフト（エクセル統計 2006，株式会社社

会情報サービス）を用いた．熱水温度の違いによ

り溶出する総ポリフェノール含量の平均値の差

については，一元配置分散分析の後，

Tukey-Kramer法による多重比較検定を行った．ま

た，色調，香気成分，味推定値および呈味成分に

関して，不発酵茶である緑茶は種類の異なる茶で

あることから比較対象とせず，緑茶のデータは参

考値とし，未熟ミカン混合発酵茶と紅茶をスチュ

ーデントの t検定により比較した．統計的有意水

準は，p<0.05とした．

見性

30代

一緒

やや好き

感じない

やや強い

感じない

やや強い

一緒

やや~，.き

感じない

やや強い

感じない

やや強い

やや良い

やや良い

分からない

分からない

分からない

40代

どちらとも言えない｜

中程度

中程度

どちらとも宮えない

中程度

中程度

分からない

分からない

思わない

思わない

恩わない

50代 6例吃

やや嫌い 嫌い

やや弱い 弱い

やや弱い 弱い

やや嫌い 嫌い

やや弱い 弱い

やや弱い SS~ 、

やや悪い 悪い

やや悪い 悪い

ご協力ありがとうございました．

図3-2 未熟ミカン混合発酵茶の噌好性に関する質問事項 （アンケート用紙）
Ql-1およびQl-2は，同じ三番茶葉から製造した紅茶との比較



3. 未熟ミカン混合発酵茶に含まれる主要な香気

成分

未熟ミカン混合発酵茶に含まれる香気成分の

トータルイオンクロマトグラムを図 3-3に示す

また，未熟ミカン混合発酵茶に含まれる香気成分

の内部標準に対する相対ピーク面積を表3-2に示

す．未熟ミカン混合発酵茶に含まれる香気成分の

ピークパターンは，紅茶と類似していた．図 3-3

に示すクロマトグラムのピーク面積の大きさよ

り，未熟ミカン混合発酵茶および紅茶の主要な香

気はいずれも，d－リモネン， 2・ヘキセナーノレ，オ

シメン異性体およびリナロールで、あった．未熟ミ

カン混合発酵茶に含まれる d－リモネンは，紅茶よ

りも多かった．未熟ミカン混合発酵茶の 2－ヘキセ

ナールおよびリナロールは，紅茶と同程度検出さ

れ，オシメン異性体は，未熟ミカン混合発酵茶で

紅茶よりも多く検出された

長崎県農林技術開発センター特別研究報告

1. 抽出温度の違いにより溶出する総ポリフェノ

ール量

未熟ミカン混合発酵茶葉から熱水温度を変え

て抽出した総ポリフェノール量を図 3-2に示す．

抽出温度が高いほど，総ポリフェノールの溶出量

が増加し，熱水温度 100。Cでは， 60°Cと比較し，
2倍以上で、あった．

結果

-68 -

2.未熟ミカン混合発酵茶の色調

未熟ミカン混合発酵茶の L＊値，ぶ値およびザ

値を表 3-1に示す．未熟ミカン混合発酵茶の L*

値は，紅茶と同程度で、あった．未熟ミカン混合発

酵茶の ぶ値は，紅茶よりも低値で、あった．未熟ミ

カン混合発酵茶および紅茶の ぜ値に差は認めら

れなかった．

(mg!L) 

1600 

c 

三fo~：：
＜~¢：： 

b 

一一
．
1

．m．む
一

a 

総 1200

ポ
リ
フ
1こ

ノ

ノレ
量

800 

400 

。
抽出温度

図3-2 異なる熱水温度で抽出した，未熟ミカン混合発酵茶に含まれる総ポリフェノール量
平均値土標準備差（n=3) 

九b,c異なるアノレファベッ ト聞に有意差あり (p<0.05) 

未熟ミカン混合発酵茶の色調

未熟ミカン
混合発酵茶

表3-1

有意差緑茶（参考）紅茶

NS 土 4.446.7 土 3.135.3 土 1.236.5 
＊

b

F

h

F

 

L
J
a
ab
 

p <0.01 

NS 

土 0.8-3.5 土 0.210.9 土 0.98.0 

土 4.5

平均値士標準偏差（n= 3) 

ピ ：明るさの指標．数値が大きいほど，色が明るいことを示す．

a' プラスの数値が大きいほど赤みが強く，マイナスの数値が大きいほど緑みが強い．

V：プラスの数値が大きいほど黄色みが強く，
未熟ミカン混合発酵茶と紅茶との有意差

NS 有意差なし

マイナスの数値が大きいほど青みが強い

14.2 土 3.049.3 土 4.744.4 
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10 

13 

内線

2 

10 
3 

2 
内線

3 

l 

図33 ガスクロマトグラフ質量分析計分析による，未熟ミカン混合発酵茶に含まれる香気成分のトータル

イオンクロマトグラム

1.ヘキサナール， 2.d－リモネン， 3.2－ヘキセナーノレ， 4.オシメン異性体， 5.オクタナーノレ，6.3－ヘキセン・1・オ

ーノレ，7.cis－リナローノレオキサイド， 8.2,4・へプタジェナール，9.岡田ーリナローノレオキサイド，10.リナローノレ，

11. I－オクタノール， 12.酪酸， 13.パックグラウン ドピーク， 14.パックグラウンドピーク， 15.サリチル酸メ

チル，16.ゲラニオーノレ，17.2－フェニルーエタノール，18.~－ ヨノン， 19 . ネロリドール

表3-2 未熟ミカン混合発酵茶に含まれる主要な香気成分

Peak 成分名
未熟ミカン
混合発酵茶

ヘキサナール 0.15 土 0.04

2 d－リモネン 1.27 土 009 

3 2－ヘキセナーノレ 0.55 土 018 

4 オシメン異性体 0.56 土 0.11

5 オクタナール 0.17 土 013 

6 3－ヘキセンー1－オーノレ 0.110 土 0.052

7 Cis－リナロールオキサイド ND  

8 2,4－へプタジエナール ND  

9 位ans－リナロールオキサイド 0.09 土 010 

10 リナロール 0.46 土 0.04

11 1－オクタノール 0.034 土 0.004

12 酪酸 0.04 土 0.01

15 サリチノレ酸メチル 0.06 土 0.02

16 ゲラニオール 0.07 土 0.01

17 2－フェニノレ，エタノーノレ ND  

18 。ーヨノン 0.09 土 0.02

19 ネロリドール 0.08 土 0.01

数値は内部標準（シクロヘキサノーノレ）に対する相対ピーク面積

平均値土標準偏差（n=3) 

ND：検出限界以下

未熟ミカン混合発酵茶と紅茶との有意差

NS 有意差なし

紅茶

0.12 土 0.01

0.80 土 017 

0.44 土 0.08

0.16 土 0.03

0.04 士 0.02

0.103 土 0.046

0.04 土 0.01

0.08 土 0.03

0.05 土 0.01

0.52 土 0.02

0.017 土 0.003

0.04 土 0.01

0.10 士 0.02

0.18 土 0.04

0.057 士 0.003 

0.05 土 0.03

0.06 ± 0.02 

緑茶（参考）

ND  

ND  

ND  

ND  

ND  

0.009 土 0003 

ND  

ND  

0.05 土 0.04

0.03 土 0.01

ND  

ND  

ND  

ND  

ND  

ND  

0.02 士 0.01

有意差

NS 

pく0.05

NS 

p <0.01 

NS 

NS 

NS 

NS 

p <0.05 

NS 

NS 

p <0.01 

NS 

NS 
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その他の香気成分として， 1－オクタノールは，未

熟ミカン混合発酵茶で紅茶よりも多かった．ゲラ

ニオールは，未熟ミカン混合発酵茶よりも紅茶で

多く検出され， cis－リナローノレオキサイド， 2,4-

へプタジエナールおよび 2－フェニルエタノール

は，紅茶でのみ検出された．ヘキサナーノレ，オク

タナール，テヘキセンー1－オール， trans－リナロー

ルオキサイド，酪酸，サリチル酸メチノレ，トヨノ

ンおよびネロリドーノレのピーク面積に差は認め

られなかった．

4. 未熟ミカン混合発酵茶の味認識装置による昧

推定値

未熟ミカン混合発酵茶の味認識装置による味

推定値を表 3-3に示す．未熟ミカン混合発酵茶の

渋味推定値は，紅茶よりも低値で、あった．未熟ミ

カン混合発酵茶の苦味推定値は，紅茶と同程度で，

酸味の値は，紅茶よりも高値を示した．旨味推定

値は，未熟ミカン混合発酵茶において，紅茶より

も｛E;かった．

5.未熟ミカン混合発酵茶の味覚官能検査

未熟ミカン混合発酵茶の官能検査結果を表 3-4

に示す．未熟ミカン混合発酵茶および紅茶の渋味

および苦味は，いずれもやや弱かった．未熟ミカ

ン混合発酵茶および紅茶の旨味は中程度の評価

であった．

6未熟ミカン混合発酵茶に含まれるカテキン類，

カフェイン，クエン酸および総遊離アミノ酸量

未熟ミカン混合発酵茶に含まれるカテキン類，

カフェイン，クエン酸および総遊離アミノ酸量を

表3-5に示す．エピカテキン，エピガロカテキン，

エピカテキンガレート，エピガロカテキンガレー

ト，総カテキンおよびカフェイン含量は，紅茶よ

りも未熟ミカン混合発酵茶で、少なかった．未熟ミ

カン混合発酵茶のクエン酸含量は，紅茶よりも多

かった．未熟ミカン混合発酵茶と紅茶の総遊離ア

ミノ酸含量は同程度であった．

7. 晴好性に関するアンケート調査

未熟ミカン混合発酵茶の噌好性に関するアン

ケート調査結果を表 3-6に示す．未熟ミカン混合

発酵茶の香りについて， 8割程度の被験者が紅茶

と「異なる」と回答し，紅茶よりも「嫌しリある

いは「やや嫌しリとしづ回答よりも，「好き」あ

るいは「やや好き」と回答する割合が多かったが，

明確な差で、はなかった.9害ljの被験者が，紅茶系

の香りを「感じる」と回答し，紅茶系の香りを「強

しリあるいは「やや強しリと回答した被験者の割

合は，「弱し、Jあるいは「やや弱し、」と回答した

割合と同程度であり，「中程度」が 3割程度であ

った．一方，柑橘系の香りを感じる被験者の割合

は4害lj程度で，そのうち，柑橘系の香りを「弱し、I

あるいは「やや弱し、」と回答した被験者がほとん

表3-3 未熟ミカン混合発酵茶の味認識装置による味推定値

未熟ミカン
紅茶 緑茶（参考） 有意差

混合発酵茶

渋味 1.38 土 0.02 2.74 土 0.23 3.62 土 0.42 p <0.01 

苦味 1.80 土 0.23 2.02 土 0.83 0.71 ± 0.92 NS 

酸味 -26.5 土 0.7 -35.1 土 1.0 -45.6 士 I.I p <0.01 

旨味 1.04 土 0.34 2.84 士 0.14 4.80 土 0.34 p <0.01 

数値は味認識装主主分析による推定値．数値が大きいほど，その味を感じやすいとされる

平均値土標準偏差（nニ 3)

未熟ミカン混合発酵茶と紅茶との有志差

NS ：有怠差なし

表3-4 未熟ミカン混合発酵茶の味覚官能検査

未熟ミカン
紅茶 緑茶（参考）

混合発酵茶

渋味 やや弱い やや弱い やや強い

苦味 やや弱い やや弱い やや強い

旨味 中程度 中程度 やや弱い

5段階の強度尺度（弱し、やや弱いー中程度ーやや強いー強し、）を用い，茶品評会審査経験者
4名（40代から50代の男性）の合議制で審査した．
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表3-5 未熟ミカン混合発酵茶に含まれるカテキン類，カフェイン，クエン酸および総遊離アミノ酸含量

未熟ミカン
紅茶 緑茶（参考） 有意差

混合発酵茶

カテキン類（mgllOOrr止）

エピカテキン 1.86 土 0.01 3.54 士 0.01 11.74 土 0.01 p <O.Ol 

エヒロガロカテキン 1.39 土 0.01 1.85 土 0.03 47.29 土 0.13 p <O.Ol 

エピカテキンガレート 1.83 土 0.01 3.42 土 0.05 13.63 士 0.37 p <O.Ol 

エピガロカテキンガレート 3.36 土 0.43 4.52 土 0.14 66.40 士 1.46 p <0.05 

総カテキン 8.45 士 0.45 13.33 土 0.22 139.05 土 1.97 p <O.Ol 

カフェイン（mgllOOmL) 23.3 土 0.1 35.4 土 0.1 31.5 土 0.1 p <O.Ol 

クエン酸（mgllOOmL) 7.54 土 1.78 2.32 士 0.20 3.12 土 2.01 p <O.Ol 

総遊離アミノ酸（mgllOOmL) 9.98 土 0.92 8.57 士 0.03 22.58 土 1.44 NS 

平均値土標準偏差（n=3)

未熟ミカン混合発酵茶と紅茶との有意差

NS：有意差なし

表3-6 未熟ミカン混合発酵茶の噌好性に関する官能結果

「紅茶」と香りは異なるか？ 異なる： 78.9%，一緒： 21.1% 

「異なる」と回答した方． 「紅茶j よりも香りは？
好き： 3.4%，やや好き： 31.0%，どちらとも言えない：

44.8%，やや嫌い： 20.7%，嫌い： 0.0%

「紅茶系」の香りを感じるか？ 感じる： 91.9%，感じない： 8.1% 
『『『『ー・』』 ー世』 F 回目－ - -

「感じる」と回答した方． 「紅茶系」の香りは？
強い： 8.8%，やや強い： 29.4%，中程度： 29.4%,

やや弱い： 23.5%，弱い： 8.8% 

「柑橘系」の香りを感じるか？ 感じる： 36.8%，感じない： 63.2%

「感じるJと回答した方． 「柑橘系」の香りは？
強い： 0.0%，やや強い： 0.0%，中程度： 7.1%,

やや弱い： 42.9%，弱い： 50.0%

「紅茶」と風味は異なるか？ 異なる： 65.8%，一緒： 34.2%

「異なるJと回答した方． 「紅茶」よりも風味は？
好き： 0.0%，やや好き： 62.5%，どちらとも言えない・

20.8%，やや嫌い： 12.5%，嫌い： 4.2%

「紅茶系Jの風味を感じるか？ 感じる： 84.2%，感じない： 15.8%

「感じるJと回答した方． 「紅茶系」の風味は？
強い： 2.9%，やや強い： 17.6%，中程度： 29.4%,

やや弱い： 35.3%，弱し、： 8.8%

「柑橘系Jの風味を感じるか？ 感じる： 26.3%，感じない： 73.7%

「感じるJと回答した方． 「柑橘系」の風味は？
強い： 0.0%，やや強い： 10.0%，中程度： 10.0%,

やや弱し、： 80%，弱い・ 0.0%

欽み口は？
良い： 24.3%，やや良い： 45.9%，中程度： 16.2%,

やや悪い： 13.5%，悪し、： 0.0%

後味は？
良い： 24.3%，やや良い： 45.9%，中程度： 13.5%,

やや悪い： 16.2%，悪し、： 0.0%

新しいタイプの茶であるか？ 思う： 43.2%，分からなし、： 29.7%，思わない： 27.0%

商品化された場合に買いたいとおもうか？ 思う： 11.1%，分からない： 69.4%，恩わない： 19.4%

脂質代謝改善効果が期待できるならば買いたいと恩 思う： 81.8%，分からない： 18.2%，思わない： 0.0%
うか？
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どであった．未熟ミカン混合発酵茶の風味につい

て，紅茶と「異なる」と回答した被験者の割合は

6割以上で，そのうち， 6割以上の被験者が紅茶

よりも「やや好き」と回答した．また，紅茶系の

風味を 8割以上の被験者が感じたが，そのうち，

4割以上が「弱し、jあるいは「やや弱しリと回答

した．柑橘系の風味を感じる被験者の割合は3割

未満と低く，そのうちの 8割が柑橘系の香りは

「やや弱し、」と回答した．未熟ミカン混合発酵茶

の飲み口および後味について，7割の被験者が「良
しリあるいは「やや良し、」と回答した．半数近く

が，未熟ミカン混合発酵茶を新しいタイプの茶と

回答したが，商品として購入するかとの問いに，

購入すると回答した被験者の割合は 1割程度で

あった．しかし，未熟ミカン混合発酵茶を飲むこ

とで，脂質代謝改善効果が期待できるとしづ条件

を提示すると，購入すると回答した被験者の割合

が8割以上にまで増加した．

考察

第2章にて，未熟ミカン混合発酵茶に含まれる

へスベリジンの溶解性向上は，水溶性ポリフェノ

ール類の量が多いことにより惹起されると推察

された．そこでまず，未熟ミカン混合発酵茶葉か

ら溶出する総ポリフェノール量と抽出時の熱水

温度の関係について検討した．熱水温度が高いほ

ど，総ポリフェノーノレの溶出量が増加し，温度

ioo0cでは， 60°Cと比較し， 2倍以上となった（因
子2）.そのため，ヘスベリジンの溶出率向上には，

抽出時の熱水温度を高くすることが望ましいと

考えられるが，ポリフェノールの溶出量が多いと，

カテキン類などの渋味成分も多く抽出される．し

かし，官能検査の結果において，抽出温度を

ioo0cにした場合でも，未熟ミカン混合発酵茶の
渋味は「やや弱しリとの評価で、あった（表 3-4).

したがって，味覚官能検査や呈味成分評価のため

の熱水抽出温度はioo0cに設定した．
宮田ら 117）は，ピワ葉混合発酵茶の製造におい

て，カテキン含量の減少率が大きいと紅茶ポリフ

ェノール類が多く生成することで，熱水抽出液の

色調が鮮やかになることを報告している．ビワ葉

混合発酵茶は，ピワ葉を添加していない一般の発

酵茶よりもカテキン含量の減少率が大きい．未熟

ミカン混合発酵茶においても，茶葉とミカン未熟

果に含まれるポリフェノール酸化酵素の作用で，

紅茶よりもカテキン類の酸化が促進されると予

想したが，未熟ミカン混合発酵茶の色調について，

紅茶よりも弱し、赤樫色であった（図 3-1および表

3・1).本実験において，紅茶菓の製造には4時間

の酸化工程を設定している．一方，未熟ミカン混

合発酵茶葉の製造においては，酸化工程を省略し

ているため，このことにより，カテキン類の酸化

率に違いが生じた可能性があるが，ビワ葉混合発

酵茶の研究においては，酸化工程を省略しても，

本実験と同様に製造した紅茶葉よりもカテキン
類の減少率が大きい 117）.素材である茶葉の割合

に違いがあるため，単純な比較はできないが，ミ

カン未熟果に含まれるポリフェノール酸化酵素

の作用は，ビワ葉よりも弱し、と考えられる．

緑茶の製造においては，茶葉を蒸熱処理するた

め香気成分の多くが揮散することから，緑茶の香

気成分含量は減少する 73）.一方，紅茶製造にお

いては蒸熱処理を施さない．そのため，紅茶の香

気成分は揮散せず，萎凋，探拾、，酸化を行うこと

で，香気成分の生成が促進される．本実験におい

ても未熟ミカン混合発酵茶および紅茶で多くの

成分が検出され，緑茶においては検出限界以下の

成分が多かった（表 3-2）.未熟ミカン混合発酵茶

に含まれる主要香気は，紅茶よりも多く含まれて

いた d－リモネンおよびオシメン異性体ι紅茶と
同程度検出された Lヘキセナールおよびリナロ

ールで、あった（表 3-3および表3-2）.これら成分

はいずれも紅茶の主要香気であり，緑茶では，リ

ナロールを除いて検出限界以下であったことか

ら，茶葉の発酵によって増加あるいは生成すると

考えられる．また， d－リモネンは，ウン、ンュウミ

カンの最も主要な香気であり 6），カンキツ系の爽

快な香りに関与し，香水などの主成分として使用

されることが多い．未熟ミカン混合発酵茶の d-

リモネン含量は紅茶よりも多いことから，茶葉の

発酵のみならず，ミカン未熟果を混合することに

よって増加した可能性は高い．官能調査では，カ

ンキツ系の香りを感じる被験者は半数以下であ

ったため（表 3-6），ヒトが違いを明確に認識でき

るほどの差でないものの， d－リモネンは未熟ミカ

ン混合発酵茶の香りを特徴づける成分であると

いえる．オシメン異性体はd－リモネンと同様，モ

ノテルベン類で，ユリやカーネーション，チュー
リップなどの主要香気である 24)47) 48). d－リモネ

ンと同じく，オシメン異性体も香水等で、利用され

る成分の一種であることから，未熟ミカン混合発

酵茶の重要な香気成分と考えられる．茶葉の発酵

程度は，紅茶葉の方が大きいと推察されるものの，

2－ヘキセナーノレやリナロールは，未熟ミカン混合

発酵茶と紅茶で差はない（表 3-2).2・ヘキセナー

ルやリナロールはカンキツ類の微量香気である
ことから 108），未熟ミカン混合発酵茶においては，

ミカン未熟果の混合で，これら成分が付加され，

結果として紅茶と同程度検出されたと考えられ

る．主要香気をはじめ，未熟ミカン混合発酵茶に

含まれる香気成分のクロマトグラムピークパタ

ーンは，紅茶と類似していた．一方，官能調査で

は，混合発酵茶の香りについて，ほとんどの被験

者が紅茶系の香りを感じると回答したが，そのう

ちの 8害rjが紅茶と香りは異なると回答した（表
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3-6）.そのため， d・リモネンおよびオシメン異性

体含量の違いが影響した可能性がある．また， cis-

リナロールオキサイド， 1－オクタノール，ゲラニ

オーノレ， 2,4・へプタジエナールおよびLフェニノレ

エタノールなど差が認められた微量成分も相加

的に作用した可能性が考えられる．いずれにせよ，

未熟ミカン混合発酵茶は，紅茶と異なる独特の香

気特性を有するといえる．

味覚特性分析に用いた味認識装置は，ヒトの舌

に類似した味覚認識メカニズムを持ち，食品が有

する複雑な味を数値化できる．味認識装置で分析

した渋味に関して，未熟ミカン混合発酵茶は紅茶

よりも低い推定値を示した（表3-3）.味認識装置

の渋味センサーは，茶カテキンの主要成分である

エピガロカテキンガレートに対して強い応答を
示すことから 96），未熟ミカン混合発酵茶におい

て渋味の推定値が紅茶より低くなったのは，カテ

キン類の酸化によって紅茶ポリフェノーノレ類の

生成が促進され，結果的にエピガロカテキンガレ

ート含量の減少率が大きかったことによるもの

と考えられる（表3・5）.未熟ミカン混合発酵茶の

官能検査において，口内で感じる渋味は緑茶より

弱く（表3・4），飲み口および後味の噌好性も比較

的高いことから（表3-6），口あたりの柔らかい飲

料であると評価できる．

茶の苦味の主要成分であるカフェイン含量は，

未熟ミカン混合発酵茶で紅茶より少ないものの

（表3-5），官能評価において，未熟ミカン混合発

酵茶と紅茶の苦味は同等の評価を得た（表 3・4).

また，味認識装置による未熟ミカン混合発酵茶の

苦味推定値も紅茶と同程度の値を示した（表3-3).

味認識装置の苦味センサーに応答する成分は明

らかでないものの，未熟ミカン混合発酵茶に含ま

れるカフェインやカテキン類をはじめとした苦

味を有する成分含量は，紅茶同様に少ないといえ

る．

官能検査で、酸味については評価していないが，

味認識装置による分析において，未熟ミカン混合

発酵茶の酸味推定値は紅茶よりも高値を示した

（表3-3）.味認識装置の仕様では，基準液をゼロ

としてサンフ。ルの味を相対的に評価する．ただし，

酒石酸由来の酸味が基準液に含まれるため，酸味

の無味点は 13となっている．未熟ミカン混合

発酵茶の酸味推定値は，紅茶よりも高値であるも

のの，無味点よりも低い．一般にミカン果実は，

酸味の主成分であるクエン酸を多く含む．実際，

未熟ミカン混合発酵茶に含まれるクエン酸含量

は紅茶よりも多かったが（表3・5），ミカン果実に

比べると，クエン酸含量は圧倒的に少ない．しか

し，クエン酸に由来する酸味の検知闇値は， 65

歳以上の高齢女性において，溶液 lOOmLあたり
2mg程度であることが示されている 115）.そのた

め，ヒトの舌ではクエン酸由来の酸味を感じる可

能性が高く，クエン酸は，未熟ミカン混合発酵茶

の味を表現するうえで重要かもしれない．

味認識装置の旨味センサーに強く応答する物

質はアミノ酸類である．未熟ミカン混合発酵茶の

総遊離アミノ酸含量に，紅茶と差がなく（表3-5),

官能検査による旨味も，紅茶同様の評価であった

（表 34）.一方で，味認識装置による旨味推定

値は，紅茶で高値を示した（表3・3）.旨味センサ

ーの出力値は，茶に含まれるポリフェノール含量
と正の相関関係にあることが報告されている 12).

そのため，紅茶の旨味推定値が未熟ミカン混合発

酵茶よりも高値を示したのは，総ポリフェノール

含量の違いによるものと推察される．したがって，

未熟ミカン混合発酵茶の旨味に関して，紅茶との

違いは少ない可能性がある．ただし，ヒトの味覚

に影響を与える要因を，特定の呈味成分の量だけ

で説明するのは難しく，旨味や渋味，苦味といっ

た呈味成分の濃度と成分相互の調和が重要で、あ
ることを中川I98）は指摘している．緑茶の総遊離
アミノ酸含量は，未熟ミカン混合発酵茶や紅茶よ

りも多かったものの（表3・5），旨味はやや弱いと

の評価で、あった（表3-4）.これは，緑茶の苦渋味

がやや強かったために，旨味がマスキングされた

と考えられる．

また，官能検査による未熟ミカン混合発酵茶と

紅茶の渋味，苦味，旨味の強度は同程度であるが

（表3-4），アンケート調査において，未熟ミカン

混合発酵茶の風味は紅茶と異なると回答した被

験者の割合は半数以上であり，そのうち， 6割以

上の被験者が紅茶よりも「やや好き」と回答した

（表3・6）.また，新しいタイプの茶飲料であると

半数近くの被験者が回答しており，このことは，

カテキン類，カフェインおよびクエン酸含量など

の違いによって，紅茶とは異なる味覚特性になっ

たことが推察される．アンケート調査による未熟

ミカン混合発酵茶の飲み口や後味は， 7割の被験

者で「良し、」あるいは「やや良しリとの評価であ

ったが，購入すると回答した被験者の割合は 1割

程度で、あった（表3-6）.そのため，香味だけで消

費者の購買意欲を促すことは難しいと判断され，

脂質代謝改善作用等の機能性を本発酵茶が有す

るのであれば，訴求力が大幅に向上することが示

された（表3・6）.したがって，未熟ミカン混合発

酵茶の有する機能性を追究する必要がある．

以上の結果より，未熟ミカン混合発酵茶は，同

じ三番茶葉から製造した紅茶とは異なる香味特

性を有すると考えられ，噌好性の高い，新たな茶

製品である可能性が示された．
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第4章

萎凋時の熱風温度やミカン未熟果のスライス方法の違いが

カテキン類の酸化効率および未熟ミカン混合発酵茶の品質に及ぼす影響

緒言

2012年産（第2章）および2013年産（第3章）

の未熟ミカン混合発酵茶葉製造工程において，茶

葉と探捻するミカン未熟果は，包丁を用いて一つ

一つ手作業で、スライスした．しかし，この方法で

は多大な時間と手間を要する．そのため，ミカン

未熟果の有する香味成分が損失されやすく，スラ

イス物の大きさも均一ではないことから，最終製

品の品質のバラツキが大きくなると考えられる．

飲料工場などでは，機械を用いて飲料の原料を調

製するのが一般的である．機械でミカン未熟果を

スライスすることで，未熟ミカン混合発酵茶葉製

造に要する人為的コストが大幅に省略できると

ともに，最終製品の品質のバラツキを抑えること

できると考えられる．また，未熟ミカン混合発酵

茶に含まれるへスベリジンの溶解性や本発酵茶

の有する香味特性が損なわれることがなければ，

飲料工場との連携や技術移転も可能となる．

第3章において，摘果開始時期におけるミカン

未熟果のポリフェノーノレ酸化酵素活性は弱いと

考えられ，通常の紅茶葉の製法を適用しでも，カ

テキン類の酸化が進みにくいことから，品質の高

い発酵茶を製造することは難しい．ピワ葉混合発

酵茶の開発に関する研究では，萎凋工程において，

緑茶製茶機械である粗探機を使って， 70°C,80°C 

および 90°Cの熱風を三番茶葉に当てた場合，低

い熱風温度で萎凋した茶葉から製造した発酵茶

葉でカテキン類の減少率が大きいことが明らか
にされている 117）.これは，熱風温度が低いと茶

葉の温度が大きく上昇しないことで，茶葉中のポ

リフェノール酸化酵素の活性が保たれ，探捻工程

でカテキン類の酸化が効率良く行われたと推察

される．熱風温度 70°Cで萎凋した茶葉から製造

された発酵茶葉は，熱風温度 90°Cで萎凋したも

のと比べ，総カテキンの減少率が 2倍程度高い
117）.また，茶葉の温度上昇は，水分の蒸散を促

進し，茶葉の含水率を減少させる．茶葉に含まれ

る水分の減少に比例し，ポリフェノール酸化酵素
活性も低下することが報告されている 83）.第 2

章で，未熟ミカン混合発酵茶に含まれるへスベリ

ジンの溶解性を高める製造条件として，ミカン未

熟果と三番茶葉の混合比率，探拾、時間および酸化

時間を検討した．その結果，エピガロカテキンガ

レートや紅茶ポリフェノール類などの水溶性化

合物が，へスベリジンの溶解性向上に寄与するこ

とが示唆された．したがって，未熟ミカン混合発

酵茶葉製造において，粗探機を用いて萎凋工程に

おける茶葉への熱風温度の違いが，カテキン類の

酸化効率を変動させ，へスベリジンの溶解性や香

味ならびに噌好性にも影響する可能性がある．

本章では，ミカン未熟果のスライス方法の改良

のために，長崎県内の果汁工場が所有するスライ

ス機械を用いて切断した未熟果を，未熟ミカン混

合発酵茶製造のための原料とした．また，発酵茶

葉製造で最も時間を要する萎凋工程について，茶

葉への熱風温度の違いが，カテキン類の酸化効率

や溶出するへスベリジン量ならびに香味特性に

及ぼす影響について検討した．

材料および方法

1. 材料

ミカン未熟果および三番茶葉は 2014年産のも

のを用いた．供試品種および収穫方法については，

第2章と同様である．

2.製造方法

粗探機は茶葉に熱風を当て撹搾じながら効率

よく乾燥させる製茶機械である．緑茶ではカテキ

ン類の酸化が進まないよう，茶葉を蒸熱処理した

後に粗探機に入れるが，本実験では三番茶葉に含

まれるカテキン類の酸化促進を目的とするため

に，蒸熱処理を施していない茶葉を粗探機（60

k-A，カワサキ機工株式会社）に入れて熱風撹持

した（人工萎凋）．蒸熱処理を行っていない茶葉

の容積は，通常の緑茶葉製造で蒸熱処理をした茶

葉に比べて大きいことから，効率よく熱風処理を

するために粗操機に入れる茶葉の量を一般の緑

茶葉製造の半分程度としたまた，熱風温度は粗

探機に入れる茶葉の量が約半分と少ないことか

ら，通常の緑茶葉製造温度である 100°cより低い

75, 85あるいは 90°Cとし，工程時間は 20分と

した．次に，各熱風温度で萎凋した茶葉30kgを

探捻機（60k型，カワサキ機工株式会社）に移し，

JA全農ながさき大村果汁工場（長崎県大村市富

の原）にてサイレントカッター（SC120，株式会

社ヤナギヤ，山口）を使ってスライスしたミカン

未熟果を lOkg添加し， 20分間探捻を行った．酸

化工程は省略し，最終工程として，透気式乾燥機

(50 k型，カワサキ機工株式会社）で 110°c,30 

分の熱風処理により，カテキン類の酸化停止と茶

葉の乾燥（含水率として 5%程度）を行った．
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3.茶葉の温度および茶葉含水率の測定
粗探機に投入した茶葉の温度および、含水率の

測定については， 2.5分毎に 20分間行った．約

10 gの茶葉を採取し， 105°C, 3時間加熱乾燥す
る常圧加熱乾燥法 74）により含水率を算出した．

4. 色調の測定

第3章に準じて行った．

5.ヘスペリジン，カテキン， pHおよびクエン酸
の定量

へスベリジンの定量は第2章に，カテキン（エ

ピカテキン，エピガロカテキン，エピカテキンガ

レートおよびエピガロカテキンガレートの総和）

およびクエン酸含量は第3章に準じて行った.pH

は，卓上型pHメーター（F52，株式会社堀場製

作所，京都）で測定した．

6.昧認識装置による渋昧推定値の測定

第3章に準じて行った．

7.香気成分の測定

第3章に準じて行った．

8.晴好性に関するアンケート調査結果

長崎県農林技術開発センターの職員 37名を対

象に，萎凋時の熱風温度が異なる茶葉から製造し

た未熟ミカン混合発酵茶の有する香味について，

噌好性に関するアンケート調査を行った．各茶葉

をそれぞれ 10g採取し， 100°cの熱水 1.8Lを加

え， 4分開放置して得られた抽出液を 80°Cに冷

ましたものを審査した．なお，アンケートの内容

は，図 4-1に示す通りである．有効回答数を母数

として，回答の比率を算出した．

いずれかにoをつけて回答してください

1 評価者情報

女性 男性

20イ＇－＇（； 3日代

2 飲む前に評価してください

①のサンプルの香りは？ 好き やや好き

②のサンプルの香りはつ 好き やや好き

③のサンプルの香りは？ 好き やや好き

3 飲んだ後に評価 してください

①のサンプルの風味は？ 好き やや好き

②のサンプルの風味は？ 好き やや好き

③のサンプルの風味は？ 好き やや好き

9. 統計処理

データは， 3回測定した結果の平均値土標当

偏差で示した．茶葉の温度および茶葉含水率は，

l回の測定結果を示した． 一連の統計処理には，

統計解析アドインソフト（エクセル統計 2006,

株式会社社会情報サービス）を用いた．平均値の

差については， 一元配置分散分析の後，

Tukey-Kramer法による多重比較検定を行った．統

計的有意水準は， p<0.05とした．

結果

1.萎凋工程における茶葉の温度と茶葉含水率（見）

の経時変化

萎凋工程における熱風温度の違いによる茶葉の

温度の推移を図 4・2に示す．熱風温度 95°C処理

の場合，粗探機への茶葉投入 7.5分以降から茶葉

の温度は上昇し，茶葉投入 20分後の取出し時に

は50。Cを超えた.85°C処理では， 12.5分以降上
昇を始め，茶葉の取出し時には45°C程度に達し，

75°C処理では処理時間中（20分間） 40°C未満で

あった．熱風温度の違いによる茶葉含水率の推移

を図 4-3に示す．熱風温度が高いほど処理時間中

の含水率は低く， 茶葉取出し時の含水率は， 75°C

処理で 58.9%, 85°C処理で 54.5%, 95°C処理で

51.5%であった．

2. 萎凋時の熱風温度が異なる未熟ミカン混合発

酵茶の色調

萎凋時の茶葉への熱風温度が異なる未熟ミカ
ン混合発酵茶のL本値，ぶ値およびザ値を表4-1に

示す.L＊値に熱風温度による影響は認められなか

った．ぶ値について， 75°Cと85°C処理で差はな

かったが， 95°C処理で有意に低値を示した.b＊値

40代 50代 60イt

どちらとも言えない やや嫌い 嫌い

どちらとも言えない やや嫌い 嫌い

どちらとも言えない やや嫌い 嫌い

どちらとも言えない やや嫌い 嫌い

どちらとも言えない やや嫌い 嫌い

どちらとも言えない やや嫌い 嫌い

ご協力ありがとうございました。

図4-1 萎凋時の熱風温度が異なる未熟ミカン混合発酵茶の噌好性に関する質問事項（アンケート用紙）
①：萎凋工程において， 75°Cの熱風を20分間三番茶葉に当てて製造した未熟ミカン混合発酵茶
②：萎凋工程において， 85°Cの熱風を20分間三番茶葉に当てて製造した未熟ミカン混合発酵茶
③：萎凋工程において，95°Cの熱風を20分間三番茶葉に当てて製造した未熟ミカン混合発酵茶
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表4・l 萎凋時の熱風温度が異なる未熟ミカン混合発酵茶の色調

熱風温度

75°C 85。C 95°C 

L 37.7 土 3.6 39.4 土 0.8 37.1 土 3.5

a 11.61 士 l.02b 11.15 土 0.43b 5.81 土 l.46a
＊ 

46.3 土 7.4 46.3 土 1.9b 34.9 土 8.2

平均値土標準偏差 （n=3) 

L ：明るさの指標．数値が大きいほど，色が明るいことを示す．

a：プラスの数値が大きいほど赤みが強く，マイナスの数値が大きいほど緑みが強い

ザ プラスの数値が大きいほど黄色みが強く，マイナスの数値が大きいほど青みが強い．

ab異なる文字聞に有意差あり （p<0.05) 

は， 95°C処理で低い傾向にあったが，温度の違

いによる明確な影響は認められなかった．

3.萎凋時の熱風温度が異なる未熟ミカン混合発

酵茶のカテキン含量減少率，渋昧推定値およびへ

スペリジンの溶出率

萎凋時の茶葉への熱風温度が異なる未熟ミカ

ン混合発酵茶のカテキン含量の減少率を図4・4に

示す．また，渋味推定値およびへスベリジンの溶

出率をそれぞれ図 4-5および図 4-6に示す．カテ

キン含量の減少率は， 75°Cと85°C処理で， 95°C

処理よりも有意に高かった．味認識装置による渋

味推定値は，熱風温度に比例する傾向にあり，

75°Cおよび 85°C処理で， 95°C処理に比べて有

意に低値で、あった．へスペリジンの溶出率に，熱

風温度による影響は認められなかった．

4. 萎凋時の熱風温度やミカン未熟果のスライス

方法が異なる未熟ミカン混合発酵茶に含まれる

主要な香気成分

萎凋時の茶葉への熱風温度やミカン未熟果の

スライス方法が異なる未熟ミカン混合発酵茶に

含まれる主要な香気成分の，内部標準に対する相

対ピーク面積を図 4・7に示す.d－リモネン， 2－ヘ

キセナール，オシメン異性体およびリナロール含

量は，高い熱風温度ほど少ない傾向を示した．一

方，機械でスライスしたミカン未熟果を素材とし

た 2014年製造の未熟ミカン混合発酵茶を，未熟

果を包丁でスライスした 2013年産（素材とした

三番茶葉は，温度 26°C，湿度 55%で24時間静置

して自然萎凋を行ったもの）と比較した場合，主

要香気含量は 2014年産で増加する傾向にあった．

特に熱風温度75°Cで製造した2014年産の未熟ミ

カン混合発酵茶は， 2013年産に比べ，d－リモネン，

2－ヘキセナーノレおよびオシメン異性体の香気含

量は有意に高かった． リナロール含量に，スライ

ス方法の違いによる顕著な影響は観察されなか

った．

5. 萎凋時の熱風温度やミカン未熟果のスライス

方法が異なる未熟ミカン混合発酵茶の pHおよび
クエン酸量
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図4-6 萎凋時の熱風温度が異なる未熟ミカン混合
発酵茶のへスペリジン溶出率
平均値土標準偏差 （n= 3) 

て，熱風温度の違いによる明確な影響は観察され

なかった．一方，風味について， 50%以上の被験

者が， 95°Cの熱風温度で製造した未熟ミカン混

合発酵茶を，「嫌し、」あるいは「やや嫌いJと回
答した．「嫌し、Jあるいは「やや嫌し、」と回答し

た被験者の割合は，85°C処理で，30%程度にまで

減少し， 75°C処理では 20%未満になった．その

ため，萎凋時の茶葉への熱風温度が低いほど，噌

好性は高い傾向が観察された．

。

萎凋時の熱風温度やミカン未熟果のスライス

方法が異なる未熟ミカン混合発酵茶のpHおよび

クエン酸含量を図 4-8に示す.pHおよびクエン

酸含量に，萎凋時の熱風温度による影響は認めら

れなかった．ミカン未熟果のスライス方法が異な

る2013年産と 2014年産の未熟ミカン混合発酵茶

を比較したとき， 2014年産のクエン酸含量は，

2013年産よりも多かった.75°Cあるいは 85°C

の熱風温度で製造した 2014年産の発酵茶の pH

は，2013年産と比べ，有意に低値を示したが，

大きな違いは認められなかった． 考察

発酵茶の製造において重要なことは，茶葉に

含まれるカテキン類を効率よく酸化させること

である．発酵茶製造の場合，まず，茶葉の萎凋を

行う．萎凋は，茶葉を萎れさせて柔らかくする

6. 晴好性に関するアンケート調査

萎凋時の茶葉への熱風温度が異なる未熟ミカ

ン混合発酵茶の香味の噌好性に関するアンケー

ト調査結果を表4・2に示す．香りの噌好性につい
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平均値±標準偏差（n= 3) 

ゆ Tukey-Kramerの検定により，異なるアルフアベット聞に有意差あり （p<0.05) 
2013年産：萎凋工程において，茶葉を温度 26°C，湿度 55%で24時間静置して，包丁でスライスしたミカン

未熟果を混合して製造した未熟ミカン混合発酵茶

2014年産：萎凋工程において，茶葉に 75, 85あるいは 95°Cの熱風を 20分間あて，機械でスライスしたミ

カン未熟果を混合して製造した未熟ミカン混合発酵茶
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図4-8 萎凋時の熱風温度やミカン未熟果のスライス方法が異なる未熟ミカン混合発酵茶のpH（左）

びクエン酸量（右）

平均値土標準偏差（n=3) 

ゆ Tukey-Kramerの検定により，異なるアルファベット聞に有意差あり (p<0.05)

2013年産萎凋工程において，茶葉を温度26°C，湿度 55%で24時間静置して，包丁でスライスしたミカ

ン未熟果を混合して製造した未熟ミカン混合発酵茶

2014年産：萎凋工程において，茶葉に 75, 85あるいは 95°Cの熱風を 20分間あて，機械でスライスした

ミカン未熟果を混合して製造した未熟ミカン混合発酵茶
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表4-2 萎凋時の熱風温度が異なるサンプルの噌好性官能結果

｜好き： 5.7%，やや好き： 25.7%，どちらとも言えない：
①のサンフ。ルの香りは？ ｜ 

160.0%, やや嫌い 8.6%，嫌い： 0.0% 

｜好き ：14.3%，やや好き： 22.9%，どちらとも言えない：
②のサンプノレの香りは？ ｜ 

’54.3%, やや嫌い： 8.6%，嫌し、： 0.0%

好き： 5.7%，やや好き： 22.9%，どちらとも言えない：
③のサンブ勺レの香りは？ ｜ 

60.0%, やや嫌い 11.4%，嫌い 0.0% 

女子き： 11.4%，やや好き： 28.6%，どちらとも言えない：
①のサンプルの風味は？ ｜ 

142.9%, やや嫌い： 17.1%，嫌し、： 0.0%

｜好き ：2.9%，やや好き： 17.1%，どちらとも言えない・
②のサンプノレの風味は？ ｜ 

151.4%, やや嫌い 17.1%，嫌い： l1.4% 

③のサンプノレの風味は？
好き ：00%，やや好き・ 14.3%，どちらとも言えない：

31.4%, やや嫌い ：42.9%，嫌い： l1.4% 

① 萎凋工程において， 75°Cの熱風を20分間三番茶菓に当てて製造した未熟ミカン混合発酵茶

② 萎凋工程において， 85°Cの熱風を20分間三番茶葉に当てて製造した未熟ミカン混合発酵茶

③ ．萎凋工程において， 95°Cの熱風を20分間三番茶葉に当てて製造した未熟ミカン混合発酵茶

ことで，次の探拾、工程で茶葉を探みやすくすると

ともに，茶葉に含まれるポリフェノール酸化酵素

を活性化させる．萎凋には萎凋機を使用する人工

萎凋と萎凋機を使用しない自然萎凋があり，紅茶

の製造が盛んな国の主流は人工萎凋である．一

方，紅茶製造がそれほど盛んでないわが国では，

萎凋機の普及は十分でない．人工萎凋の場合，そ

の工程時間は6から 8時間であるが，自然萎凋に

は24時間程度を要するため，従来の紅茶製造と

同様の方法で品質の高い未熟ミカン混合発酵茶

を製造すると，長い工程時間を必要とする．そ

こで，粗探機を利用する方法を検討した．本来粗

探機は，蒸した茶葉に熱風を当て，撹持させなが

ら効率よく乾燥させる緑茶の製茶機械である．ビ

ワ葉混合発酵茶の開発に関する研究では，粗探機

を用いて茶葉の温度を 40°C程度に保ちながら，

三番茶葉に 70°Cの熱風を当てて茶葉を萎凋させ

ると，カテキン類の酸化が促進され，味，香りな

どの品質の優れる発酵茶葉が製造できることが
明らかにされている 117).そこで，短時間で品質

の高い未熟ミカン混合発酵茶葉の製造が可能な

技術を確立することを目的に，粗探機を用いる萎

凋法を検討した．

まず，三番茶葉に含まれるポリフェノール酸化

酵素が失活しないように，蒸熱処理を施していな

い三番茶葉について，萎凋時の熱風温度の違いと

茶葉の温度との関連について検討した．熱風温度

75°Cの場合，20分間の処理で＼茶葉の温度は40°C

未満に保持された（図 4-2).また， 85°Cの熱風

温度で処理した場合， 12.5分頃まで茶葉の温度は

大きく上昇せず， 40°C程度の温度を保っていた

一方で，熱風温度が 95°Cの場合，粗探機への茶

葉投入 7.5分以降から茶葉の温度は上昇を続け

た．萎凋工程の開始時は，茶葉に含まれる水分が

蒸散することで，茶葉の温度上昇が抑制される

が，萎凋が進むことで蒸散量が次第に少なくな

り，蒸散による冷却効率も低下するため，熱風温

度が高いほど茶葉の温度が早く上昇しやすくな

ると推察される．熱風温度目。Cの場合， 20分後

の茶葉の温度は 50°C以上となった．通常の紅茶

葉製造において，萎凋を行う場合の茶葉の温度が

40°Cを超えるとポリフェノーノレ酸化酵素の活’性

が低下し，カテキン類の酸化も抑制されることが
報告されている 83)89) .しかし，熱風温度が 85°C

の場合， 20分後の茶葉の温度は45°C以上となる

が，カテキン類の減少率は，75°C処理と同程度

で、あった．茶葉の温度が 40°Cを超えても，ポリ

フェノーノレ酸化酵素活性が保持された要因につ

いて明らかでないが，萎凋工程において， 75°C

から 95°Cの範囲で三番茶葉に熱風を当てた場

合，熱風温度が 85°C以下であれば，茶葉の温度

が大きく上昇しないことで，ポリフェノール酸化

酵素の活性が保たれ，次の探捻工程でカテキン類

の酸化が効率よく行われたと推察される．熱風温

度75°Cおよび85°Cで20分間萎凋した三番茶葉

から製造した未熟ミカン混合発酵茶は，熱風温度

目。Cで萎凋したものと比較し，総カテキンの減

少率が l割程度大きい（図 4-4) .そのため，味

認識装置による渋味推定値は， 75°Cあるいは

85°C処理と比較し，95°C処理で高値を示した（図

4-5) .それにともなって，味の噌好性も熱風温

度が 95°Cの場合，低下する傾向にあった（表
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4-2) .また，熱風温度 75°Cと85°C処理で抽出

液の色調に差はなかったが， 95°Cで萎凋した茶

葉を用いて製造すると，赤みは弱くなった（表

4-1) .したがって，熱風温度 75°Cあるいは 85°C

の萎凋処理は， 95°C処理と比較し，カテキン類

の酸化を大きく促進し，紅茶ポリフェノール類の

生成量が多いことが示唆された．

未熟ミカン混合発酵茶の香気含量に，萎凋時の

熱風温度は顕著な影響を及ぼさず，噌好性と温度

による関連も明確で、はなかったが，熱風温度が高

いほど，香気含量は減少する傾向にあった（図

4-7）.これは，熱風温度が高いほど，香気成分が

多く揮散したためと考えられる．一方，機械でス

ライスしたミカン未熟果を素材として未熟ミカ

ン混合発酵茶を製造すると，未熟果を包丁でスラ

イスした発酵茶と比べ， d－リモネン， 2－ヘキセナ

ールおよびオシメン異性体の香気含量は増加し

た（図 4-7）.カンキツ類の香りの大部分は，果皮

の油胞に含まれているが，スライスすることで，

油胞が破壊され香気成分が増加することが推察

される．比較した 2013年産の未熟ミカン混合発

酵茶は，スライス方法のみならず，萎凋工程も異

なるが，萎凋方法の違いで香気成分が顕著に増加

するとは考えにくい．そのため，機械を用いてよ

り細かくスライスすることで，これら香気成分が

増加したと考えられる．また，未熟ミカン混合発

酵茶に含まれるクエン酸含量も，機械の使用で増

加し，それに反比例して pHが下がっていること

から（図 4-8），ミカン未熟果由来の酸味成分も溶

出しやすくなるといえる．今回，ミカン未熟果の

スライスに要する時間やコスト分析は行ってい

ないが，機器による処理は，人為的コストを大幅

に省略できるとともに，最終製品の品質のバラツ

キを抑え，企業との連携や技術移転も可能とな

る．これらのことから，三番茶葉を粗探機により

萎凋する場合，カテキン類の減少率が高く，また，

主要香気含量が最も多く，味の噌好性も高い

75°Cの熱風処理が最適と考えられた．また，機

械を用いてスライスしたミカン未熟果を，熱風温

度 75°Cで萎凋した茶葉と混合探捻することで，

製造した未熟ミカン混合発酵茶に含まれる主要

な香気成分が増加することが示された．

粗探機，探捻機およびスライス機械を用いた未

熟ミカン混合発酵茶の製造法は，萎凋時間や探捻

時間の短縮を可能とし，また，ミカン未熟果のス

ライスに要する時間や手聞を大幅に省略できる

ことで，国内で製造する紅茶菓製造と比較し，製

造コストの削減に繋がると考えられる．
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第5章

異なる食餌条件が未熟ミカン混合発酵茶のラット脂質代謝に及ぼす影響

緒言

第2章で，ミカン未熟果と三番茶葉を混合して

製造した新規発酵茶に含まれるへスベリジンの

溶解性を高める製造条件を決定し，第3章におい

て，その香味特性を明らかにした．また，前章に

おいて，カテキン類の酸化効率を高め，未熟ミカ

ン混合発酵茶の香りを向上させるための製造条

件を追究した．

近年，我が国の肥満者の割合が増加している．

肥満は主に過食や運動不足によって起こり，多く

の疾病の原因になる．肥満が原因で起こる疾病の

代表的なものに，動脈硬化による脳血管疾患，心

疾患などがあり，日本人の死因の上位を占めるお）．

これらの疾病やその発端となる肥満の予防のた

めに，健全な食生活や定期的な運動が必要で、ある

ものの，時間的制約の大きい現代社会において，

これらを継続することは容易でない．世界で最も

早く超高齢社会に突入したわが国において，医療

費の増大による国民の社会的負担は非常に大き

い．そのため，直接的な治療よりもその予防に重

点を置いた施策への転換および醸成が重要にな

っており，食品に含まれる栄養・機能性成分に対

する国民の興味は増加している．最近，消費者庁

において現行の機能性表示制度が見直され，特定

保健用食品や栄養機能食品以外の一般食品につ

いても，機能性のエピデンスが確立されているも

のは，企業体の責任において，新たな機能性表示

が可能となっている．そのため，機能性を有する

食品素材に対する需要は，これからますます増え

るものと予想される．

これまでに開発されたピワ葉混合発酵茶やツ

バキ葉混合発酵茶は，ヒトにおいて，米飯と同時

に摂取することで，緑茶摂取よりも，食後の血糖
値上昇が抑制されることが観察されている 79)120). 

さらに，これら混合発酵茶の摂取で，体脂肪の減

少や中性脂肪低下作用を有することが動物実験
やヒトで観察されている 40)61) 120) .このような作

用は，混合発酵茶に含まれる紅茶ポリフェノーノレ

類により一部惹起されることが示唆されている
40l 61) • Miyataら40）は，ピワ葉混合発酵茶から分

画したテアフラピン類，テアシネンシン類および

テアノレビジン類をそれぞれSDラットの胃内に直

接投入し，その直後に油脂を投与して，血清トリ

グリセリド濃度の経時変化を測定したところ，テ

アフラピン類，テアシネンシン Aおよびテアノレ

ピジン類は，油脂投与後の血中トリグリセリド濃

度の上昇を効果的に抑制することを明らかにし

ている．また， 0.2%のテアフラピン類，テアシネ

ンシン Aあるいはテアルピジン類を含む 25%の

高脂肪食を SDラットに4週間自由摂食させると，

テアシネンシン Aが肝臓トリグリセリド濃度を

有意に低下させることを観察しており，これは糞

中への脂肪酸排植の増加と肝臓での脂肪合成抑
制により発揮される可能性を示唆した 40）.さら

に，肝臓コレステロール濃度は，これら紅茶ポリ

フェノール摂取で、有意に低下し，この効果は糞中

へのステロイド排世の増加により一部誘導され
ると推察している 39）.このように，テアフラピ

ン類，テアシネンシン Aおよび、テアノレピジン類

は，脂質代謝改善作用を有することが報告されて

いる．未熟ミカン混合発酵茶は，これら紅茶ポリ

フェノール類を含んでおり，カテキン類やミカン

未熟果由来のへスベリジンも本発酵茶に含まれ

る．そのため，未熟ミカン混合発酵茶は，ビワ葉

混合発酵茶やツバキ葉混合発酵茶同様に，脂質代

謝改善効果をはじめとする機能性を有する可能

性がある．そこで，栄養学的観点から，未熟ミカ

ン混合発酵茶の食品としての有用性を更に見出

すことを目的として研究を進めた．

本章では，未熟ミカン混合発酵茶の摂取期間，

基本食組成ならびに食餌への添加量の違いが，ラ

ットの脂質代謝に及ぼす影響を検討することを

目的として，実験を行った．

材料および方法

1.実験飼料

未熟ミカン混合発酵茶葉は，ミカン未熟果と三

番茶葉を 1: 3の比率で混合し，探捻時間 20分，

酸化時間 0時間で製造したものを用いた．茶葉

20 gにILの熱水を加えて得られた抽出物を，棚

式真空凍結乾燥機（FD-550R，東京理化器械株式

会社，東京）を用いて4日間，凍結乾燥し，粉末

にしたものを飼料とした．

2.実験動物および飼料

動物は4週齢の SD雄ラット（日本クレア株式

会社，東京）を用いた．ラットを温度22士1℃，

湿度目士 5%, 12時間の明暗サイクル（明期： 8

から 20時）に設定した長崎県立大学シーボルト

校（長崎県長与町）の動物飼育室内で飼育した．

ラットを馴化させるために， MF固形飼料（オリ

エンタル酵母工業株式会社，東京）および蒸留水

を自由摂取させ， 7日間の予備飼育を行った．予

備飼育終了後，ラットの体重に群間で差がないよ

うに， 8群に群分けした．群分けしたラットに，

AIN-76組成コントローノレ群，未熟ミカン混合発
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酵茶添加群（0.50%,0.75%, 1.0%）およびA別－93G

組成コントロール群，未熟ミカン混合発酵茶添加

群（0.50%, 0.75%, 1.0%）の各試験食および蒸

留水を自由に 28日間摂取させた．食餌は，A別ー76

あるいは AIN-93G組成に基づく純化食をそれぞ

れコントロール食とした.A町ー76組成のコント

ロール食（g/kg）は，カゼイン200，コーン油 50,

コーンスターチ 150，セルロース 50，ミネラル混

合 35，ビタミン混合 10,DLーメチオニン3，重酒

石酸コリン2およびショ糖500を含む．コントロ

ール食に，未熟ミカン混合発酵茶葉熱水抽出物の

凍結乾燥粉末を，食餌総重量の 0.50%, 0.75%, 

1.0%になるように添加した食餌を発酵茶添加食

とし，全量をショ糖で調整した.A間－93G組成の

コントロール食（g/kg）は，カゼイン 200，大豆

油70，αーコーンスターチ 132，ショ糖 100，セル

ロース 50, ミネラル混合 35，ビタミン混合 10,

t－ブチルヒドロキノン 0.014，重酒石酸コリン 5,

Lシスチン 6およびP－コーンスターチ 397.49を
含む.AIN司76組成に基づく食餌同様，コントロ

ール食に凍結乾燥粉末を食餌総重量の 0.50%,

0.75%, 1.0%になるように添加した食餌を発酵茶

添加食とし，全量を βコーンスターチで調整した．

各群あたりのラットの数は3匹とした．

飼育期間中，体重および摂食量を測定し，摂食

開始後 1, 2および3週間目に非絶食下で尾静脈

から血液を採取した. 1および 2週間目は 13時

頃， 3週目は 10時頃に採血ーを行った.4週間の飼

育終了後， 6時間絶食し，断頭屠殺後，血液を採

取した．採取した血液は，室温にて放置後， 4°C,

1,200×g (3,000中m）で20分間遠心し，上清を

採取した．血清は，各分析に供するまで 20°C 

で保存した肝臓，白色脂肪組織（腎臓，皐丸お

よび腸間膜周辺脂肪組織）および褐色脂肪組織を

摘出し，それぞれの重量を測定した．肝臓は，液

体窒素で瞬間凍結後，分析に供するまで 80°C 

で保存した．なお，本研究は，「長崎県立大学動

物実験指針」ならびに「実験動物の飼養及び保管

等に関する基準」（昭和 55年3月総理府告示第6

号）に則って実施した．

3. 血清トリグリセリドおよびコレステロール濃

度の測定

血清トリグリセリド濃度の測定は，トリグリセ

ライドιテストワコー（和光純薬工業株式会社，
大阪）を用いた．血清コレステロール濃度は，コ

レステロール E－テストワコー（和光純薬工業株

式会社）を用いて測定した．

4. 肝臓トリグリセリド，コレステロールおよび

リン指質濃度の測定

肝臓の総脂質は，Folchら9）の方法により抽出，

純化した後，一定量のヘキサンに溶解させた．こ

の脂質抽出液について，イソプロピルアルコーノレ

に再溶解させ，トリグリセリドおよびコレステロ

ール濃度を上述のキットを用いて測定した．肝臓

リン脂質濃度は，リン脂質Cテストワコー（和光

純薬工業株式会社）で測定した．

5.統計処理

本実験は，ラット脂質代謝に及ぼす未熟ミカン

混合発酵茶の食餌条件を検討するための予備的

実験であり，ラットの数は，各群それぞれ3匹で

あることから，統計処理は行わなかった．

結果

1. 体重，摂食量および臓器重量

A間－76組成に基づく食餌を 4週間摂取したラ

ットの体重，摂食量，肝臓重量，白色脂肪組織重

量および褐色脂肪組織重量を表 5-1に示す．終体

重は，コントロール群と比較し， 0.75および 1.0%

発酵茶添加群で低い傾向にあった．摂食量に各群

聞で、差はなかった．肝臓重量は，発酵茶添加群に

おいて濃度依存的に低かった．白色脂肪組織重量

は，コントロール群よりも，発酵茶添加群で低く，

0.75%発酵茶添加群で最も低値を示した．発酵茶

添加量の違いは，褐色脂肪組織重量に影響しなか

った．

A間－93G組成に基づく食餌を 4週間摂取した

ラットの体重，摂食量，肝臓重量，白色脂肪組織

重量および褐色脂肪組織重量を表 5-2に示す．終

体重は，コントロール群と比べ， 0.50%発酵茶添

加群で増加する傾向にあったが， 0.75%および

1.0%添加群ではやや低下した．摂食量は，コント

ロール群よりも， 0.75および 1.0%発酵茶添加群

でやや低い傾向にあった．肝臓重量は，コントロ

ール群と比較し，発酵茶添加群で低し、傾向を示し

た．白色脂肪組織重量は，コントロール群と比較

して 0.75%および 1.0%発酵茶添加群で低値を示

した．褐色脂肪組織重量に，発酵茶添加量の違い

による影響は認められなかった．

2. 血清トリグリセリド濃度の推移

AIN-76組成に基づいた食餌を，4週間にわたっ

て摂取したラットの血清トリグリセリド濃度の

推移を図 5-1（左）に示す．摂食開始 1週間目で，

発酵茶添加群のトリグリセリド濃度は，コントロ

ール群よりも低し、傾向を示し，特に 0.75%添加群

で，コントロール群の 3分の l以下で、あった．摂

食開始1から 2週間目にかけて，すべての群でト

リグリセリド濃度の増加が観察された.2週間目

において，トリグリセリド濃度はコントロール群

よりも， 0.75および 1.0%発酵茶添加群で低い傾

向を示し，コントロール群と 0.50%発酵茶添加群

に大きな差はなかった.3週間目のトリグリセリ

ド濃度は，すべての群において，前週よりも低下
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表5-1 A町・76組成を基本食とした場合の体重，摂食量，肝臓重量および脂肪組織重量（摂食4週間後）

コントローノレ群
未熟ミカン混合発酵茶添加群

0.50% 0.75% 1.0% 

初体重（g) 147 ± 4 146 土 3 147 土 3 145 土 4

終体重（g) 381 土 16 372 土 9 355 土 25 362 土 8

摂食量（ダ日） 24.4 士 1.5 24.4 士0.5 24.5 士0.2 24.1 士 0.1

肝臓重量（g/100g体重） 5.27 土 0.09 5.19 土 0.23 4.94 土 0.25 4.61 土 0.08

白色脂肪組織重量（g/100g体重）

腎周辺 1.80 士 0.22 1.74 士 0.25 1.31 士0.44 1.45 土 0.18

皐丸周辺 1.34 士 0.15 1.18 士 0.13 0.95 士 0.17 1.11 士 0.01

腸間膜周辺 0.82 土 0.11 0.85 土 0.07 0.62 土 0.08 0.85 土 0.03

合計 3.95 土 0.46 3.77 土 0.38 2.88 土 0.69 3.41 土 0.16

褐色脂肪組織重量（g/100g 体重） 0.15 士 0.02 0.13 士0.01 0.12 士 0.01 0.15 士 0.02

平均値土標準誤差（n=3)

表5-2 A副司93G組成を基本食とした場合の体重，摂食量，肝臓重量および脂肪組織重量（摂食4週間後）

コントロール群

初体重（g) 146 土 4

終体重（g) 377 土 16

摂食量（ダ日） 26.3 士 0.5

肝臓重量（g/100g体重） 5.00 土 0.13

白色脂肪組織重量（g/100g体重）

腎周辺 1.74 土 0.56

皐丸周辺 1.14 士 0.31

腸間膜周辺 0.82 士 0.13

ム0 きロLI 3.70 土 1.00

褐色脂肪組織重量（g/100g体重） 0.18 土 0.03

平均値土標準誤差（n=3)

する傾向にあった.3週間目の 0.50および0.75%

発酵茶添加群のトリグリセリド濃度は，コントロ

ール群よりも低値を示したが，コントロール群と

1.0%発酵茶添加群に差は観察されなかった．絶食

下で採血した 4週間目のトリグリセリド濃度は，

発酵茶の添加量が多いほど，低値を示した．

AIN・93G組成に基づいた食餌を， 4週間にわた

って摂取したラットの血清トリグリセリド濃度

の推移を図 5・1（右）に示す．摂食開始 1週間目

で，発酵茶添加群のトリグリセリド濃度は，コン

トローノレ群よりも濃度依存的に低い傾向にあり，

特に 1.0%添加群で，コントロール群の 3分の l

以下であった．摂食開始1から 2週間目にかけて，

すべての群でトリグリセリド濃度の増加が観察

された.2週間目のトリグリセリド濃度は，コン

トローノレ群よりも，発酵茶添加群で濃度依存的に

低い傾向にあったが， 0.75%添加群と 1.0%添加群

の差は明確でなかった.3週間目のトリグリセリ

ド濃度は，すべての群において，前週よりも低下

する傾向にあった.3週間目の発酵茶添加群のト

未熟ミカン混合発酵茶添加群
0.50% 0.75% 1.0% 

146 土 4 146 土 3 146 士3

385 土 26 368 土 8 364 土 12

26.5 士 1.1 24.9 士 0.4 24.1 土 1.1

4.68 土 0.36 4.75 士 0.05 4.31 士011 

1.81 土 0.29 1.06 土 0.21 1.10 士 0.18

1.16 士 0.16 0.94士 0.03 0.96 土 0.02

1.07 士 0.19 0.70 士 0.12 0.80 土 0.15

4.05 土 0.63 2.70 土 0.36 2.86 士0.33

0.22 土 0.02 0.17 土 0.02 0.14 士 0.01

リグリセリド濃度は，コントローノレ群よりも高値

を示した．絶食下で採血した4週目のトリグリセ

リド濃度は，発酵茶添加量に依存して低値だった．

3.血清コレステロール濃度の推移

AIN-76組成に基づいた食餌を，4週間にわたっ

て摂取したラットの血清コレステロール濃度の

推移を図 5-2（左）に示す．摂食開始 1週間目の

発酵茶添加群のコレステロール濃度は，コントロ

ール群よりも，濃度依存的に高い傾向にあった．

摂食開始 lから 2週間自にかけて，すべての群

で，コレステロール濃度は増加したが， 2週間目

以降，コレステローノレ濃度に大きな変動は観察さ

れなかった.2週間目のコレステローノレ濃度は，

コントローノレ群よりも， 1.0%発酵茶添加群で高い

傾向にあり， 0.50および0.75%発酵茶添加群で低

い傾向を示した.3週間目のコレステローノレ濃度

は，コントローノレ群よりも， 0.50%発酵茶添加群

で高く， 0.75および 1.0%発酵茶添加群で低かっ

た．絶食下で採血した4週間目のコレステローノレ
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図5-1 A悶ー76組成（左）あるいはAIN-93G組成（右）
推移（mg/dL)

平均値土標準誤差（n=3) 

0.50% : 0.50%未熟ミカン混合発酵茶添加群
0.75% : 0.75%未熟ミカン混合発酵茶添加群
1.0% : 1.0%未熟ミカン混合発酵茶添加群

2 

摂食期間（週）

較し，発酵茶添加群で低値を示した．リン脂質濃

度に，各群間で差は認められなかった.AIN-93G 

組成食において，トリグリセリド濃度は，発酵茶

添加群で、濃度依存的に低値だった．コレステロー

ル濃度は，コントローノレ群よりも，発酵茶添加群

でやや低い傾向にあった．リン脂質濃度は，発酵

茶添加群でやや高し、傾向を示した．

開発した未熟ミカン混合発酵茶に含まれるへ

スベリジンの，水やエタノールへの溶解性が向上

することを第2章で明らかにした．その結果，生

体内において，発酵茶に含まれるへスベリジンの

腸管からの吸収性が高まり，通常のへスベリジン

よりも，有する機能性がより発揮されやすくなる

ことが期待できる．しかし，未熟ミカン混合発酵

茶はへスベリジン以外にも，カテキン類や紅茶ポ

リフェノール類などの脂質代謝改善作用を有す

る成分を含んでいる．仮に未熟ミカン混合発酵茶

の摂取で機能が発揮されたとしても，それがへス

ベリジンの効果であるか，へスベリジンの吸収性

が向上したことによるものなのかを証明するこ

とは不可能であると考えられる．したがって，発

酵茶そのものの作用として機能評価を行うこと

とした．本章では，未熟ミカン混合発酵茶の摂取

によって，脂質代謝改善効果を発現する飼育条件

を設定することを目的に，基本食の組成や添加量，

摂取期間の違いが，発酵茶の機能発現にどのよう

に影響するかを検討した．本実験は，脂質代謝改

善作用を検討する予備的実験であるため，ラット

考察

濃度は，コントローノレ群と比べ， 0.50および 1.0%

発酵茶添加群で高値を示したが，コントローノレ群

と0.75%発酵茶添加群の聞に，差は観察されなか

った．

AIN-93G組成に基づいた食餌を，4週間にわた

って摂取したラットの血清コレステロール濃度

の推移を図 5-2（右）に示す．摂食開始 1週間目

のコレステロール濃度は，コントロール群と比較

し， 1.0%発酵茶添加群で低値を示したが，コント

ロール群と 0.50および 0.75%発酵茶添加群の差

は明確で、なかった．摂食開始 lから 2週間目に

かけて，すべての群で，コレステロー／レ濃度は増

加したが， 2週間目以降，コレステロール濃度に

大きな変動は観察されなかった.2週間目のコレ

ステロール濃度は，コントローノレ群よりも， 0.75

および 1.0%発酵茶添加群で高い傾向にあり，

0.50%発酵茶添加群で低い傾向を示した. 3週間

目のコレステロール濃度に，各群問で明確な差は

観察されなかった．絶食下で採血した4週間目の

コレステローノレ濃度は，コント ロール群と比べ，

0.50および0.75%発酵茶添加群で高値を示したが，

コントロール群と 1.0%発酵茶添加群の聞に差は

ほとんど観察されなかった．

コレステロールおよび4. 肝臓トリグリセリド，

リン脂質濃度

4週間摂食後の肝臓脂質濃度を表 5-3に示す

AIN-76組成食において，トリグリセリド濃度は，

発酵茶添加群で濃度依存的に低く， 0.75%以上の

添加量で，コン トロール群の2分の l以下であっ

た．コレステローノレ濃度は，コントローノレ群と比
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を基本食とした場合の血清コレステロール濃度の

表5-3 A別・76組成あるいはAIN-930組成を基本食とした場合の肝臓脂質濃度（~gliver) （摂食4週間後）

コントロール群

AIN-76 

トリグリセリド 71.6 ± 35.l 

コレステロール 4.39 土 1.61

リン脂質 14.5 土 1.4

Ail'ふ930

トリグリセリド 35.9 土 9.1

コレステロール 3.47 土 0.39

リン脂質 14.9 土 1.7

平均値土標準誤差（n=3) 

の数は各群3匹とし，統計処理は行わなかった．

実験動物は，成長期の Sprague-Dawley雄ラッ

トを用いた．成長期のマウスやラ ットの摂食実験

は主に，米国国立栄養研究所（AmericanInstitute of 

Nutrition, AIN）が発表したAI1'ふ76組成あるいは

AIN・930組成に基づいた飼料組成で多くの実験

が行われている.AIN・76組成はスクロース主体

の食餌であるのに対し， AIN-930組成は A別，76

組成を改良したもので， Pコーンスターチが主体
である．本研究においても，世界的なコンセンサ

スが得られているA別組成を用いることとした．

これまでに製造されたビワ葉混合発酵茶やツバ

キ葉混合発酵茶のラット摂食実験において，飼

未熟ミカン混合発酵茶添加群
0.50% 0.75% 1.0% 

36.3 土 7.5 28.7 ± 6.0 24.0 土 1.8

2.76 土 0.38 3.04 土 0.35 2.55 土 0.08 

14.5 土 0.4 14.7 士 0.5 17.3 土 1.1 

31.4 土 6.2 29.0 土 7.0 26.0 土 6.7

2.94 土 0.23 3.26 士 0.40 2.92 土 0.36

15.2 土 1.3 16.4 土 0.5 16.6 土 1.3

料への添加量は 1.0%を中心に， 0.50から 1.5%で
実施している 60)61）.本実験においても，未熟ミ

カン混合発酵茶の添加量は 0.50から 1.0%として

言平イ面を千子った

AIN・76組成において，飼育4週間の摂食量に，

添加量の違いで大きな差はなかったが，0.75およ

び 1.0%発酵茶添加で，体重増加が抑えられる傾

向にあり，白色脂肪組織重量も発酵茶添加で，コ

ントロール群よりも低い傾向にあった（表 5-1).

したがって，白色脂肪組織重量の低下が体重増加

抑制に一部起因したと推察される．しかし，0.75%

発酵茶添加で最も強し、低下効果が観察されたた

め，必ずしも添加量依存的で、はなかった．肝臓ト
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リグリセリドおよびコレステロール濃度は，発酵

茶添加で低値を示したことから（表 5-3),A別ー76

組成において，未熟ミカン混合発酵茶は脂質代謝

改善作用を有する可能性が示唆された．肝臓トリ

グリセリド濃度は，発酵茶の添加量依存的に低い

傾向にあったが， 0.75および 1.0%発酵茶添加群

の聞に，大きな差はなかった（表 5-3）.したがっ

て，肝臓脂質濃度低下作用は， 0.75%以上の未熟

ミカン混合発酵茶添加で発揮されるようである．

AIN-93G組成において， 0.75および 1.0%の発

酵茶添加で，摂食量がやや低下する傾向にあった

（表 5-2）.体重増加は，発酵茶 0.75%以上の添加

で抑えられる傾向が観察され，白色脂肪組織重量

も0.75および 1.0%発酵茶添加により低値を示し

た（表 5-2）.このことから，発酵茶摂取による体

重増加の抑制は， AIN-76組成の食餌摂取同様，

白色脂肪組織重量増加を抑制することにより

部発揮されると考えられる.0.50%の発酵茶添加

で，白色脂肪組織重量に対する影響は観察されず，

効果を発揮する発酵茶添加量は 0.75%以上であ

るとみなされた．肝臓トリグリセリドおよびコレ

ステロール濃度は，未熟ミカン混合発酵茶摂取に

より低値を示し，特に肝臓トリグリセリド濃度は

発酵茶の添加量依存的に低い値であった．そのた

め， AIN-93G組成においても，未熟ミカン混合発

酵茶は脂質代謝改善作用を発揮すると考えられ

る．

AIN-76組成， AIN-93G組成ともに， 1から 4

週間にわたって，未熟ミカン混合発酵茶摂取ラッ

トは，コントロール食摂取ラットよりも，血清ト

リグリセリド濃度の増加を抑制する傾向が観察

された（図 5-1）.一方で、血清コレステロール濃度

に対する未熟ミカン混合発酵茶摂取の影響は判

然としなかった（図 5-2）.血清トリグリセリド濃

度低下作用は，摂食開始 1週間白から発揮された

が， AIN-76組成の場合，血清トリグリセリド濃

度と発酵茶の添加量の関係は， 4週間目を除き，

明確で、なかった．一方， AIN-93G組成において，

摂食3週間目を除き，発酵茶の添加量依存的にト
リグリセリド、濃度は低値で、あった．いずれの組成

においても，摂食開始3週目のみ，すべての群で

血清トリグリセリド濃度は前週よりも低下した

が，これは l週目および2週目と異なり， 3週目

の採血時聞が午前中であったことによるかもし

れない．絶食下で屠殺・採血した4週目において

も，未熟ミカン混合発酵茶の摂取で，コントロー

ノレ群よりも，血清トリグリセリド濃度の低下が観

察されることから，少なくとも摂食開始 1週間目

から 1ヶ月の聞は，血清脂質濃度低下作用が発現

すると考えられる．

本実験より，未熟ミカン混合発酵茶は，いずれ

の食餌組成においても，体重増加を抑制し，血清

および肝臓脂質濃度低下作用を有する可能性が

示唆された．血清トリグリセリド濃度は，摂食開

始 1週間目から，発酵茶摂取によって低下する傾

向を示したことから，発酵茶の短期摂食でも，血

清脂質濃度低下効果が発現する可能性がある.4 
週間の摂取期間は， Tanakaら61）や Miyataら40)

の行ったピワ葉混合発酵茶による脂質代謝改善

作用との比較を行いやすい．また， 4週間よりも

短い摂取期間で脂質代謝改善作用が発現すれば，

栄養学的観点より，未熟ミカン混合発酵茶の訴求

力を更に高めることができる．しかし，摂食開始

直後のラットの摂食量は安定しないため， 1週間

の摂取期間はやや短すぎる可能性がある．そのた

め，血清脂質濃度以外に及ぼす効果をみるために，

1週間より長く摂取期間を設定する必要性がある

と考えられる．

本章の結果より，脂質代謝改善効果を観察する

ためには，未熟ミカン混合発酵茶の基本食への添

加量を 0.75%以上にする必要があると考えられ

た．しかし， A悶－93G組成において， 0.75および

1.0%の発酵茶添加により，摂食量がやや低下する

傾向が観察された（表5・2）.ラットの摂食量が少

なければ，食餌が代謝へ及ぼす影響を必ずしも正

しく評価できない．特に，未熟ミカン混合発酵茶

の添加量が 1.0%の場合，摂食量が特に低くなる

ようである．そこで，未熟ミカン混合発酵茶のラ

ットへの摂食実験において，添加量の上限値を

0.75%に設定することとした．また， A別組成の

違いによる脂質代謝への影響に大きな違いは認

められなかった.AIN-76組成はスクロース主体

とし，中性脂肪濃度を著しく上昇させる，やや特

殊な食餌組成であることから，。ーコーンスターチ

を主体とする AIN-93G組成でラット実験を行う

こととした．
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第6章

未熟ミカン混合発酵茶の摂取がラット脂質代謝に及ぼす影響

緒言

第5章の実験により，未熟ミカン混合発酵茶の

脂質代謝に及ぼす影響を検討するための食餌条

件は，飼料組成をAIN・93Gに基づく純化食にし，

発酵茶添加量の上限値を 0.75%に設定すること

にした．未熟ミカン混合発酵茶の摂取により，血

清トリグリセリド，肝臓トリグリセリドおよびコ

レステローノレ濃度は低値を示し，白色脂肪組織重

量も低い傾向が観察された．しかし，前章におい

て供試したラットの数は，脂質代謝へ及ぼす影響

を評価するための食餌条件を見出す予備的実験

であったことから，各群3匹であり，統計処理を

行わず，メカニズムの詳細な検討も行っていない．

未熟ミカン混合発酵茶は，エピカテキン，エピ

ガロカテキン，エピカテキンガレートおよびエピ

ガロカテキンガレートなどのカテキン類を含ん

でおり，これらカテキン類は，動物実験において，

抗酸化作用や血糖上昇抑制作用などの生理機能
を有することが報告されている 14)17）.また，体

脂肪低減や血清および肝臓トリグリセリド濃度

ならびに肝臓コレステロール濃度低下など，脂質
代謝改善作用も有する 8)16) 18) 26) 57) 70）.さらに，

ピワ葉混合発酵茶に含まれるテアシネンシン類

やテアフラピン類などの紅茶ポリフェノール類

も，血清および肝臓脂質濃度を低下させることが
明らかとなっている 39)40）.紅茶ポリフェノール

類は，ラット肝細胞を用いた実験において，カテ

キン類よりも，コレステロール合成抑制効果が強
いことが報告されている 54）.ヘスベリジンをは

じめとするフラボノイド類も，高トリグリセリド

血症改善，高コレステロール血症改善，肝臓トリ

グリセリドおよびコレステロール濃度低下等の

作用を有することが明らかにされている 4）.した

がって，未熟ミカン混合発酵茶の脂質代謝改善作

用は，同じ三番茶葉から製造した緑茶やミカン未

熟果単独よりも強い可能性がある．ただし，未熟

ミカン混合発酵茶摂取による脂質代謝改善作用

が，生成した紅茶ポリフェノーノレ類によるものか，

へスベリジンそのものの効果であるか，あるいは

水溶性の向上したへスペリジンによるものかを

証明することは不可能で、ある．未熟ミカン混合発

酵茶に含まれるへスペリジンは，水溶液中で，カ

テキン類や紅茶ポリフェノール類と複合体を形

成することで，溶解性を向上させていると推察さ

れる．したがって，未熟ミカン混合発酵茶に含ま

れる全ての成分の作用としての評価を行う必要

があることから，発酵茶や緑茶およびミカン未熟

果に含まれる各機能性成分の定量が重要となる．

前章において，経時的に血清脂質濃度の分析を

行ったところ，摂食開始後 1週間目で血清トリグ

リセリド濃度がコントロール群よりも低く，摂食

1週間目から 1ヶ月の問，未熟ミカン混合発酵茶

による血清脂質濃度低下作用が発揮される可能

性が示唆された．これまでピワ葉混合発酵茶摂

取によるラット実験では，摂食後4週間で血清お
よび肝臓脂質濃度を評価している 39)40) 61）.した

がって，未熟ミカン混合発酵茶の摂食試験におい

ても，ラットの飼育期間を4週間に設定すること

で， Tanakaらや Miyataらの研究との比較を行う

ことができる．また， 4週間よりも短い摂取期間

でも脂質濃度低下効果が発現すれば，栄養学的観

点より，未熟ミカン混合発酵茶の訴求力を高める

ことになる．さらに，脂質濃度低下効果が発揮さ

れる投与期間を実験動物で見出すことは，摂取期

間の目安をヒトに適用する際の一助となると考

えられる．

第 5章において観察された脂質濃度低下効果

は，素材である緑茶葉やミカン未熟果の有する機

能が単に作用した可能性があり，未熟ミカン混合

発酵茶そのものの作用かどうかは不明で、ある．し

かし，カテキン類の酸化重合によって生成した紅

茶ポリフェノーノレ類が，脂質濃度低下作用に大き

な役割を担っていると推察される．また，未熟ミ

カン混合発酵茶に含まれるヘスベリジンの溶媒

への溶解性がミカン未熟果単独よりも向上する

ことを既に第2章で明らかにした．そこで，未熟

ミカン混合発酵茶の有する特徴的な機能性を追

究するために，ラットの摂取期間を2週間と 4週

間に設定し，素材であるミカン未熟果および緑茶

と，脂質濃度に及ぼす影響について比較・追究し

た．

材料および方法

1.実験飼料

未熟ミカン混合発酵茶は，第5章と同様に処理

し，実験に供試した．緑茶葉は，未熟ミカン混合

発酵茶葉の素材である「やぶきたj茶葉を蒸気で

蒸した後，恒温乾燥機を用いて， 50°C, 12時間

の通風乾燥により製造した．ミカン未熟果は，未

熟ミカン混合発酵茶葉の素材と同様，直径 1.5cm 

程度の「原口早生」を使用した．緑茶葉および包

丁でスライスしたミカン未熟果20gにILの熱水

を加えて得られた抽出物を，棚式真空凍結乾燥機

(FD-550R，東京理化器械株式会社）を用いて4

日間凍結乾燥し，粉末にしたものを飼料として用

いた．
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2. ポリフェノール類の定量

凍結乾燥粉末500mgに0.1%トリフノレオロ酢酸

含有 60%エタノールを 15mL添加し，パイアル

中で24時間常温振重しながら抽出した．その後，

0.45 μm孔径のメンプランフィルターでろ過した

ものについて，日本分光株式会社の高速液体クロ

マトグラフ（HPLC）システムを用いてポリフェ

ノール成分を測定した．カラムは Cosmosil

5Cl8ARII （内径4.6mm×長さ 250mm) （ナカ

ライテスク株式会社）を使用し，移動相 A液に

50 mMリン酸，移動相 B液にアセトニトリルを

用いた．グラジェントは，移動相B液を 39分間

で 4%から 30%にし，その後 15分間で 75%にし

た．流速は 0.8mL／分，カラム温度は35°Cとし，

検出にはフォトダイオードアレイ（MD-910，日

本分光株式会社）を使用した．カフェインと没食

子酸はナカライテスク株式会社から購入し，カテ

キンおよびヘスベリジンは，東京化学株式会社

（東京）から入手した．カテキンー3-0－ガレート，

ガロカテキンー3-0－ガレートおよびナリルチンは，

エピカテキンガレート，エピガロカテキンガレ

ートおよびナリンギン（東京化学株式会社）の検

量線よりそれぞれ求めた．エピカテキンラエピカ

テキンガレートラエピガロカテキンおよびエピ

カテキンガレートは，市販緑茶葉を用いて，

Nonakaら44）の方法に準じ，精製した．ガロカテ

キン 37），テアフラピン類 64）ラテアシネンシンA,

B 52J 65Jおよびポリメリックポリフェノール 66）は，

それぞれの報告に従って調製した．

3.陣リバーゼ、阻害活性の測定

醇リパーゼ阻害活性の測定は，玉屋ら 96）の方

法に準じた．水に溶解させたサンプル25μLをマ

イクロプレートに添加し，緩衝溶液（13mMトリ

ス塩酸含有 0.15M塩化カリウムおよび 1.3mM  

塩化カノレ、ンウム， pH8.0）に溶解した梓リパーゼ、

の疑似基質（0.1 mM  4-methylumbelliferone）を 50

μL添加した後， 25°Cで5分間プレインキュベー

トした．緩衝液に溶解したブタ梓臓由来リパーゼ、

(Type VI-S）酵素液（50U/mL)を25μL添加し，

酵素反応を開始した.25°Cで30分間反応させた

後に， 0.1M クエン酸ナトリウム（pH4.2）溶液

を1mL添加し，反応を停止させた．リバーゼに

より遊離した4-methylumbelliferone量を蛍光光度

法（励起波長 355nm，蛍光波長460nm）により

測定した．

4. 実験動物および動物飼料

動物は4週齢の SD雄ラット（日本クレア株式

会社）を用いた．ラットの飼育条件，血清，各組

織の保存条件は第5章と同様である．予備飼育終

了後， SDラットの体重に群聞で差がないように，

コントロール群，ミカン未熟果群，緑茶群および

未熟ミカン混合発酵茶群に群分けし，各試験食お

よび、蒸留水を 14日間あるいは28日間，自由に摂

取させた．食餌は， A別－93G組成に準じた．コン

トロール食に未熟ミカン混合発酵茶乾燥粉末を

0.75%添加した食餌を未熟ミカン混合発酵茶添加

食とし，全量をP－コーンスターチで調整した．未
熟ミカン混合発酵茶葉は，ミカン未熟果と茶葉

（重量比 1: 3）で構成されているため， ミカン

未熟果および緑茶の食餌への添加量は，発酵茶添

加量のそれぞれ4分の lおよび4分の 3量（それ

ぞれ0.19%および0.56%）とし，全量をP－コーン
スターチで調整した．各群あたりのラットの数は

6匹（28日間のコントロール群のみ7匹）とした

5. 血清脂質濃度，血清グルコース濃度および血

清ホルモン濃度の測定

血清トリグリセリドおよびコレステロール濃

度の測定は，第5章に準じて定量した．血清リン

脂質濃度は，リン脂質Cテストワコー（和光純薬

工業株式会社）で測定した．血清遊離脂肪酸濃度

の測定は， Non-esterified fatty acid (NEFA) C－テ

ストワコー（和光純薬工業株式会社）を用いた．

グルコース CII －テストワコー（和光純薬工業株

式会社）で，血清グルコース濃度を測定した．血

清インスリン濃度，血清レプチンおよびアディポ

ネクチン濃度の定量は，それぞれ，インスリン測

定キットハイレンジ Speedy（森永生科学研究所

株式会社，神奈川｜），レプチン測定キット（森永

生科学研究所株式会社）およびマウス／ラットア

ディポネクチン ELISAキット（大塚製薬株式会

社，東京）により行った

6. 肝臓脂質濃度の測定

肝臓トリグリセリド濃度，肝臓コレステロール

およびリン脂質濃度の測定は，第5章に準じて定

量した．

7. 肝臓および褐色脂肪組織における脂肪酸代謝

関連酵素活性の測定

肝臓約 2gに緩衝液（0.25M スクロース， 10

mM トリスヒドロキシメチルアミノメタンおよ

び lmM  EDTA, pH 7.4）を 12mL加えてホモジ

ナイズした．ホモジネートの核や残j査を取り除く

ために， 4°C, 700 x g (3,000中m）で 10分間遠

心し，上清を 4°C, 10,000 x g (11,000 rpm）で 10

分間遠心後，沈殿物に緩衝液を加えたものをミト

コンドリア画分とした．上清を 4°C, 125,000×g 

(40,000 rpm）で 60分間遠心後，上清をサイトソ

ル画分とし，沈殿物に緩衝液を加えたものをミク

ロソーム画分とした．ミトコンドリア画分，サイ

トソル画分およびミクロソーム画分は，各分析に

供するまで－80°Cで冷凍保存した．

サイトソル画分の脂肪酸合成酵素（Fattyacid 

synthas巴）活性，マリックエンザイム（Malicenzym巴）

活性およびグルコースふリン酸デヒドロゲナー
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ゼ（Glucose6・phosphatedehydrogenase）活性は，
それぞれ Kellyら22), Ochoa45）および Kellyと

Kletzein20の方法に準じて測定した．ミクロソー

ム画分のホスファチジン酸ホスホヒドロラーゼ

(Phosphatidate phosphohydrolase）活性およびミト

コンドリア画分のカルニチンパルミトイルトラ

ンスフエラーゼ（Camitine palmitoyl仕組sferase）活
性の測定は，それぞれ WaltonとPossmayer67）お

よびMarkwellら34）の方法で、行った．各画分のタ

ンパク質量は， 100倍希釈したものをLowryら33)

の方法により定量した．

褐色脂肪組織におけるカノレニチンパルミトイ

ノレトランスフエラーゼ活性は，褐色脂肪組織をホ

モジネートバッファーでホモジナイズしたもの

を4°C,1,200×g (3,000中m）で 10分間遠心後，

中間の水層をミトコンドリア画分とした．活性お

よびタンパク質量の測定は，肝臓と同様の方法で

行った．

8.統計処理

ポリフェノールの定量結果は， 3回測定した結

果の平均値土標準偏差で示した．ラットのデー

タは平均値土標準誤差で示した．統計処理は，

一元配置分散分析の後，Tukey-Kramer法による多

重比較検定で行った．統計ソフトには SPSS

Statistics 20 （日本アイ・ピー・エム株式会社，東

京）を用い，統計的有意水準は， p<0.05とした．

結果

1. 各サンプルに含まれるポリフェノール類の含

量
ミカン未熟果，緑茶葉および未熟ミカン混合発

酵茶葉熱水抽出物の凍結乾燥粉末に含まれるポ

リフェノール類の含量を表6-1に示す．ミカン未

熟果は，ナリルチンおよびへスペリジンを含んで

いた．緑茶から，紅茶ポリフェノール類，ナリノレ

チンおよびへスペリジンは検出されず，カフェイ

ン，没食子酸およびカテキン類が含まれていた．

未熟ミカン混合発酵茶で，カフェイン，没食子酸，

カテキン類，紅茶ポリフェノール類（テアシネン

シン類，ポリメリックポリフェノーノレおよびテア

フラビン類），ナリノレチンおよびへスベリジンが

検出された．カテキン，カテキンー3・0－ガレート

およびガロカテキンは，未熟ミカン混合発酵茶に

含まれず，発酵茶に含まれるガロカテキンー3司0・

ガレートおよびエピガロカテキン含量は，緑茶よ

りも少なかった．未熟ミカン混合発酵茶に含まれ

るカフェイン含量は，緑茶と比べ 1.9倍高値で，

発酵茶中のナリルチンおよびへスベリジンは，ミ

カン未熟果よりもそれぞれ7.0倍および8.1倍多

く含まれていた．

2. In vitroにおける障リバーゼ活性阻害性

ミカン未熟果，緑茶および未熟ミカン混合発酵
茶の醇リパーゼ活性の阻害性を，玉屋ら 96）の方

法により測定したところ，未熟ミカン混合発酵茶

(IC50 = 64.6士9.9μg/mL, n = 3）は，緑茶（IC50= 

76.2土23.4μg加L,n=3）と同程度の阻害性を示し，

ミカン未熟果（IC50= 637土6μg/mL, n = 3）より

も強く醇リパーゼ活性が阻害された．

3.未熟ミカン混合発酵茶の2週間摂食における
脂質代謝パラメーター

3-1.成長，摂食量および臓器重量

ラットの体重，摂食量，肝臓重量，白色脂肪組

織重量および褐色脂肪組織重量を表 6-2に示す．

摂食量に有意差はなかった．終体重および肝臓重

量に，食餌による明確な影響は観察されなかった

が，発酵茶群で，他の3群と比較し，終体重が低

い傾向にあった．緑茶群の腎周辺脂肪重量および

総白色脂肪組織重量は，未熟果群と比較して，有

意に低値を示した．しかし，発酵茶およびコント

ロール群と比較すると，白色脂肪組織重量に差は

認められなかった．褐色脂肪組織重量も食餌の影

響を受けなかった．

3-2.血清指質濃度，血清グルコース濃度および

血清ホルモン濃度

表6・3に血清脂質濃度，血清グルコース濃度お
よび血清ホルモン濃度を示す．トリグリセリド濃

度は，コントローノレ群に比べ，顕著な差でないも

のの，未熟果，緑茶および発酵茶群で低し、傾向を

示した．コレステロール濃度およびリン脂質濃度

は，コントロール群と比較し，未熟果，緑茶およ

び発酵茶群で、有意に低かったが， 3群聞の差はな

かった．遊離脂肪酸濃度は，コントローノレ群に対

し，未熟果および発酵茶群で低い傾向を示し，緑

茶群で有意に低値を示した．発酵茶群のグルコー

ス濃度は，他の3群よりも低値であったが，明確

な差で、なかった．レプチン濃度は，緑茶および発

酵茶群で低い傾向を示したが，有意な差でなかっ

た．アディポネクチン濃度に食餌による影響は認

められなかった．

3-3.肝臓脂質濃度

肝臓脂質濃度を表6-4に示す．トリグリセリド

濃度は，コントローノレ群と比較し，未熟果群で低

い傾向を示し，緑茶および発酵茶群で有意に低値

を示したが，発酵茶群と緑茶群に差はなかった．

コレステロール濃度は，緑茶および発酵茶群でわ

ずかに低かったが，有意差は認められなかった．

リン脂質濃度は，いずれの試験食群においても高

い傾向を示したが，顕著な差でなかった．

3-4.肝臓における脂肪合成酵素活性ならびに肝

臓および褐色脂肪組織の脂肪酸分解酵素活性

肝臓における脂肪合成酵素ならびに肝臓およ
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表6-1 ミカン未熟果，緑茶および未熟ミカン混合発酵茶熱水抽出物の凍結乾燥粉末に含まれるポリフェノー

ル含量（mg-'100g) 

ポリフェノール成分

カフェイン

没食子酸

カテキン類

カテキン

カテキン－3-0－ガレート

ガロカテキン

ガロカテキンー3-0ーガレート

エピカテキン

エピカテキンガレート

エピガロカテキン

エヒ。ガロカテキンガレート

紅茶ポリフェノール類

テアシネンシンA

テアシネンシンB

テアフラビン類

ポリメリックポリフェノール

ナリノレチン

ヘスベリジン
平均値土標準偏差（n=3)

ND：検出限界以下

ミカン未熟果

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

1.52 士 0.11

1.03 土 0.06

表6-2 2週間摂食後の体重，摂食量，肝臓重量および脂肪組織重量

緑茶 未熟ミカン混合発酵茶

25.5 士 2.3 47.4 ± 1.6 

1.46 土 011 6.55 土 015 

6.08 士 0.60 ND 

5.04 土 0.43 ND 

34.1 土 2.8 ND 

26.8 土 2.3 2.56 士 004 

8.30 土 0.59 7.19 ± 0.14 

6.33 士 0.53 13.7 ± 0.3 

28.4 土 2.3 15.9 土 0.4

32.7 土 2.8 48.4 土 11 

ND 5.94 土 0.12

ND 8.45 土 0.41

ND 5.10 土 0.09

ND 31.9 土 1.4

ND 10.6 士 0.2

ND 8.33 土 0.20

コントロール群 ミカン未熟果群 緑茶群 未熟ミカン混合発酵茶群
初体重（g) 166土3 166土2 167 士2

終体重（g) 295土7 295土2 297土5

摂食量（ダ日） 25.0土0.3 25.4土0.6 25.0 士0.7

肝臓重量（ダ100g体重） 4.38 士0.09 4.22 士0.04 4.40 士0.20

白色脂肪組織重量（g'lOOg体重）

腎周辺 1.20土0.07b 1.22土0.1lb 0.87土0.08a

星雲丸周辺 0.95 士0.05 1.03 士0.11 0.84 士0.03

腸間膜周辺 0.91 土0.03 0.99土0.06 0.90土0.04

合計 3.06土O.lOab 3.24土0.23b 2.60土0.1la 

褐色脂肪組織重量（g'lOOg体重） 0.19土0.01 0.20土0.02 0.18土0.02
平均値士標準誤差（n~6) 

表6-3 2週間摂食後の血清脂質濃度，血清グルコース濃度および血清ホルモン濃度

コントロール群 ミカン未熟果群 緑茶群

脂質

トリグリセリド（mgidL) 127土20 109土13 110土8

コレステロール（mgidL) 113.3土5.7b 92.6士 2.7" 93.8士 5.4a

リン脂質（mgidL) 214土8b 178土3a 172土9a

167土2

288土4

24.7土0.4

4.23 士0.11

1.06 士0.07ab

1.00 士0.04

0.99 士0.06

3.05 土0.08ab

0.18土0.01

未熟ミカン混合発酵茶群

104士 16

92.9土 4.5a

175士 12a

遊離脂肪酸（mEq/L) 2.62土o.d 2.13士 O.l7ab 1.99士 0.12a 2.20 ± 0.15ab 

118士 5グソレコース（mgidL) 135土6

ホルモン

レプチン（ngimL) 5.70士 0.59

アディポネクチン（μgimL) 2.27土0.26

平均値土標準誤差（n=6)

ab異なる文字聞に有意差あり （pく0.05)

133土4

5.57土0.68

1.92士 0.16

131土6

3.55土0.60

1.79士 0.17

3.80土 0.53

2.12土 0.45
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び褐色脂肪組織の脂肪酸分解酵素活性を表ふ5に

示す．脂肪酸合成酵素および、マリックエンザイム

活性に有意差は認められないものの，ミカン未熟

果，緑茶および発酵茶群で低く，特に発酵茶群で

コントロール群の約2分の lであった．グルコー

ス6－リン酸デヒドロゲナーゼ活性は，コントロー

ノレ群に比べ，未熟果および緑茶群で低く，発酵茶

群で、有意に低かった．ホスファチジン酸ホスホヒ

ドロラーゼ活性に，食餌による明確な影響は認め

られなかったが，試験食群でわずかに低い傾向を

示した．肝臓および、褐色脂肪組織のカルニチンパ

ルミトイノレトランスフエラーゼ活性は，コントロ

ール群に比べ，発酵茶群で低い傾向を示したが，
顕著な差で、なかった．

4.未熟ミカン混合発酵茶の4週間摂食における
脂質代謝パラメーター

4-1.成長，摂食量および臓器重量

ラットの体重，摂食量，肝臓重量，白色脂肪組

織重量および褐色脂肪組織重量を表 6-6に示す．

摂食量に有意差はなかった．終体重は，コントロ

ール群と比較し，未熟果群で高い傾向にあり，緑

茶および発酵茶群で低い傾向を示し，結果として，

未熟果群と緑茶群の聞に有意な差が認められた．

肝臓重量に食餌による影響は観察されなかった．

腸管膜周辺脂肪重量および総白色脂肪組織重量

は，コントロール群に対し，未熟果群で高い傾向

にあり，緑茶および発酵茶群で低い傾向を示した

結果，未熟果群と比べ，緑茶および発酵茶群で有

意に低値を示した．発酵茶群の白色脂肪組織重量

は，緑茶と同程度だ、った．褐色脂肪組織重量は食

餌による影響が認められなかった．

4-2.血清指質濃度，血清グルコース濃度および

血清ホルモン濃度
血清脂質濃度，血、清グ、ルコース濃度および血清

ホルモン濃度を表6・7に示す．トリグリセリド濃

度は，コントロール群に比べ，緑茶および発酵茶

群で低い傾向を示し，発酵茶群と緑茶群は同程度

で、あった．コレステロールおよびリン脂質濃度は，

コントローノレ群と比較し，未熟果群でやや高く，

緑茶群で、わずかに低かったため，両者の間に有意

差が認められた．発酵茶群のコレステロールおよ

びリン脂質濃度に，他の3群と顕著な差はなかっ

た．遊離脂肪酸濃度は，コントロール群に対し，

緑茶および発酵茶群で低い傾向にあったが，有意

差はなかった．グルコース濃度には，食餌による

影響が認められなかった．インスリン濃度は，コ

ントロール群よりも，緑茶および発酵茶群で低か

ったが，有意差は認められなかった．発酵茶のレ

プチン濃度は，コントロール群よりもわずかに低

かったが，顕著な差はなく，未熟果群で他の3群

よりも有意に高かった．アディポネクチン濃度に

食簡による影響は観察されなかった．

4-3.肝臓脂質濃度

肝臓脂質濃度を表6-8に示す．トリグリセリド

濃度は，コントローノレ群に対し，緑茶および発酵

茶群で低値を示した．緑茶群とコントローノレ群の

聞に有意差は認められなかったが，発酵茶群のト

リグリセリド濃度は，コントローノレ群よりも有意

に低かった．コレステローノレ濃度は，コントロー

ルと比べ，緑茶および発酵茶群で低い傾向を示し，

未熟果は他の3群よりも有意に高値を示した．リ

ン脂質濃度は，いずれの試験食群においても有意

差は認められなかった．

4-4.肝臓における脂肪合成酵素活性ならびに肝

臓および褐色脂肪組織の脂肪酸分解酵素活性

肝臓における脂肪合成酵素ならびに肝臓およ

び褐色脂肪組織の脂肪酸分解酵素活性を表6・9に
示す．脂肪酸合成酵素活性は，コントロール群に

比べ，未熟果で高く，緑茶，発酵茶群でわずかに

低い傾向を示したが， 4群間で有意差は認められ

なかった．マリックエンザイム活性は，コントロ

ール群に対し，未熟果および発酵茶群でやや高い

傾向にあったが，顕著な差で、なかった．グノレコー

スふリン酸デヒドロゲナーゼ活性は，コントロー

ル群よりも，緑茶および発酵茶群で低い傾向にあ

った．ホスファチジン酸ホスホヒドロラーゼ活性

に食餌による明確な影響は認められなかった．肝

臓のカルニチンパルミトイルトランスフエラー

ゼ活性は，コントローノレ群に対し，未熟果および

発酵茶群において高い傾向を示したが，有意な差

で、なかった，褐色脂肪組織のカルニチンパノレミト

イルトランスフエラーゼ活性は，緑茶群で低い傾

向にあったが，発酵茶摂取による影響は認められ

なかった．

考察

本章では，未熟ミカン混合発酵茶のラット脂質

代謝に及ぼす影響を検討するために，素材である

ミカン未熟果および同じ茶葉から製造した緑茶

と比較・追究した．また，摂取期間の違いが脂質

濃度に及ぼす影響を検討するため，ラットの飼育

期間を2週間と 4週間に設定した．

2週間の摂取による摂食量，終体重および肝臓

重量に，いずれの食餌においても差は観察されな

かった（表6-2）.一方で，未熟ミカン混合発酵茶

の4週間摂取においても，摂食量に差がないにも

関わらず，白色脂肪組織重量が，ミカン未熟果摂

取よりも顕著に低い値を示した．コントロール群

との明確な差はないものの， 2週間よりも4週間
の未熟ミカン混合発酵茶摂取で，コントロール群

との差が大きいことから，摂取期間をさらに延長

することで，白色脂肪組織重量の増加を効果的に
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表6-4 2週間摂食後の肝臓脂質濃度（mglgliver) 

コントロール群 ミカン未熟果群 縁茶群

18.8土 2.3a

1.99士 0.12

22.0土 1.6

32.1 ± 4.1 b 

2.21 土 0.30

19.7土 0.7

22.3土 2.0ab

2.25土 0.26

23.3土 1.5

トリグリセリド

コレステロール

リン脂質

平均値土標準誤差（n=6)

ab異なる文字聞に有意差あり （pく0.05)

未熟ミカン混合発酵茶群

18.0土 l.Oa

2.13土 0.09

24.0土 1.8

表6-5 2週間摂食後の肝臓，褐色脂肪組織における脂肪酸合成酵素活性および脂肪酸分解酵素活性（nmoVn臨時protein)

コントロール群 ミカン未熟呆群 緑茶群 未熟ミカン混合発酵茶群

脂肪合成酵素活性

脂肪酸合成酵素 11.3 士 2.0 8.2 ± 1.7 6目4 士 0.9 5.8 土0.6

マリックエンザイム 23.l 士 3.8 15.6 土3.6 13.5 士 2.8 11.2 士 2.1

グ、ルコース6－リン酸デヒドログナーゼ 45.5 土6.6b 41.5 土4.6"b 28.2 土3.2"b 23.6 土4.4"

ホスファチジン酸ホスホヒドロラーゼ 6.57 土1.23 5.23 士 0.50 4.66 土0.31 5.41 土O目66

脂肪酸分解酵素活性

カノレニチンノ勺レミトイノレトランスフエラーゼ

肝臓 1.72 士 0.14 1.56 士 0.23 1.50 士 0.29 1.43 士 0.21

褐色脂肪組織 9.18 土0.81 9.14 土1.28 8.87 土1.75 6.93 ± 0.49 

平均値土標準誤差（n=6)

油異なる文字聞に有意差あり （pく0.05)

表6-6 4週間摂食後の体重，摂食量，肝臓重量および脂肪組織重量

コントロール群 ミカン未熟果群 緑茶群 未熟ミカン混合発酵茶群

初体重（g) 153 土2 154 土2 154 土2 154 土2

終体重（g) 420 ± 11•b 432 土 13b 390 土 5• 399 土 9•b

摂食量（ダ日） 26.1 士 0.8 27.8 土 1.0 25.1 士 0.6 25.4 土0.8

肝臓重量（gl!OOg体重） 3.64 土0.11 3.78 土0.17 3.64 土0.13 3.58 ± 0.11 

白色脂肪組織重量（g1100E体重）

腎周辺 2.16 土0.22 2.43 士 0.17 1.80 土0.08 1.80 土0.21

皐丸周辺 1.39 土0.09 1.45 ± 0.12 1.14 土0.05 1.15 土0.06

腸間膜周辺 1.35 士 0.11ab 1.63 土0.16b 1.15 土0.06" 1.08 士 0.06"

,g、三ロLI 4.91 ± 0.38ab 5.51 土0.43b 4.09 土0.14" 4.03 土0.31a 

褐色脂肪組織重量（g1100g体重） 0.13 土0.01 0.13 土0.01 0.12 土0.01 0.13 土0.01

平均値土標準誤差（n=6-7) 

ab異なる文字問に有意差あり （pく0.05)

表6-7 4週間摂食後の血清脂質濃度，血清グルコース濃度および血清ホノレモン濃度

コントローノレ群 ミカン未熟果群 緑茶群 未熟ミカン混合発酵茶群

脂質

トリグリセリド（mgldL) 152土23 167土24 11 1土 13

コレステロール（mgldL) 84.3土 5.3ab 102.9土 5.5b 81.6土4.0"

リン脂質（mダdL) 187 士 s•b 215土 lOb 169 ± 4" 

遊離脂肪酸（町iEq/L) 1.33士 0.2 1.33土 0.16 1.07士 0.19

グノレコース (mgldL) 110土4 114土5 119土4

ホルモン

インスリン（昭mL) 0.70土 0.16 0.75 ± 0.18 0.41土 0.12

レプチン（昭此） 4.66土 0.29" 6.58 ± 0.73b 4.48土 0.43"

アディポネクチン（μglmL) 2.68土 0.20 2.94 ± 0.32 2.50土 0.05

平均値土標準誤差（n=6-7)

ab異なる文字聞に有意差あり （p<0.05) 

114 ± 16 

90.9土 4.3ab

190 土 7•b

1.06土 014 

116土 5

0.42士 0.07

3.72士 0.35"

2.88士 0.15
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表6・8 4週間摂食後の肝臓脂質濃度（瑚lglivぽ）

コントローノレ群 ミカン未熟果群 緑茶群 未熟ミカン混合発酵茶群

トリグリセリド

コレステロール

リン脂質

41.5土 2.8c

4.24土 0.25a

17.9土 1.0

46.l土 3.4cd

5.32土 0.22b

18.2土 1.2

31.4土 1.6bc

3.68士 0.32a

19.3士 1.0

30.8土 l.4ab

3.68土 0.19a

17.7土 0.8

平均値土標準誤差（n= 6-7) 

,bed異なる文字問に有意差あり （p<0.05) 

表6-9 4週間摂食後の肝臓，褐色脂肪組織における脂肪酸合成酵素活性および脂肪酸分解酵素活性（nroollminlrr事pro旬in)

コントロール群 ミカン未熟果群 緑茶群 未熟ミカン混合発酵茶群

脂肪合成酵素活’性

脂肪酸合成酵素 13.0 土 1.9

マリックエンザイム 24.0 士2.9

グ、ルコース6ーリン酸デヒド、ロゲナーゼ 63.l 士 17.9

ホスファチジン酸ホスホヒドロラーゼ 7.32 土 1.00

脂肪酸分解酵素活性

カノレニチンパルミトイノレトランスフエラーゼ

肝臓 3.82 土 0.72

褐色脂肪組織 7.61 士0.82

平均値±標準誤差（n＝ι7)

抑制できる可能性が示唆された．カテキン類の摂

取は，体脂肪を効果的に減少させることが報告さ
れていることから 16)18），未熟ミカン混合発酵茶

に含まれるカテキン類が，白色脂肪組織蓄積の抑

制に一部影響を及ぼしたと考えられる．

ミカン未熟果，緑茶および未熟ミカン混合発酵

茶ともに，摂取期間2週間で，血清コレステロー

ルおよび、リン脂質濃度は有意に低値を示した（表

6-3）.しかし， 4週間摂取の場合，いずれの試験

食群も，これら血清脂質濃度に，コントロール群

との差はなく，未熟ミカン混合発酵茶群の濃度は，

コントロールよりも高値で、あった（表6・7）.第5

章において， lから 4週間かけて未熟ミカン混合

発酵茶摂取ラットの血清脂質濃度を測定したが，

摂食開始2および4週間目での，血清コレステロ

ール濃度に及ぼす影響は明確で、なかった．前章で

は，非絶食下で，尾静脈から 2週間目の血液を採

取したため，本実験と結果が異なったかもしれな

い．血清トリグリセリド濃度は，いずれの摂取期

間においても，未熟ミカン混合発酵茶摂取によっ

て，コントロール群よりも低い傾向にあった．未

熟ミカン混合発酵茶群の血清トリグリセリド濃

度に，コントロール群との有意差は認められなか

ったが， 2週間から 4週間にかけて，コントロー
ル群のトリグリセリド濃度の増加率は，発酵茶群

よりも 2.5倍大きい．一方， 2週間の摂取で血清

コレステロールおよびリン脂質濃度低下作用が

発揮されても，摂取期間の延長によって本作用が

完全に相殺されるならば，未熟ミカン混合発酵茶

18.0 士 1.8 11.7 士 2.6 11.7 土 1.7

34.0 土7.1 26.7 土 2.5 32.4 士4.4

63.8 士 12.9 42.1 土 5.8 45.8 土 3.9

8.61 土 1.42 7.00 士 0.69 7.42 士 0.72

4.24 土 0.43 3.52 士 0.47 4.58 土 0.52

6.99 士 0.60 6.09 土 0.84 7.28 士 0.87

が血清コレステロールおよびリン脂質濃度に及

ぼす影響は少ないといえる．

いずれの摂取期間においても，未熟ミカン混合

発酵茶摂取で，肝臓コレステロール濃度は低い傾

向を示し，特に肝臓トリグリセリド濃度は，発酵

茶群で最も低値で、あった（表ふ4および表 6・8).

肝臓トリグリセリドの低下は，肝臓での脂肪合成

抑制やβ酸化充進，あるいは腸管での脂肪の吸収

抑制によって惹起される．肝臓における脂肪合成

に関して，特に脂肪酸合成酵素は，サイトソルに

おいて，クエン酸から代謝されるマロニルーCoA 

をアシノレーCoA（活性脂肪酸）へ転換する脂肪酸

生合成に属する酵素で，脂肪生合成の律速酵素で

ある．いずれの摂取期間においても，未熟ミカン

混合発酵茶群の脂肪酸合成酵素活性は，有意でな

いものの，コントロール群よりも低値を示した

（表6-5および表6-9）.未熟ミカン混合発酵茶群

の脂肪酸合成酵素活性は，緑茶群と同等かそれ以

上に低い．また，脂肪生合成に関与する酵素の補

酵素として働く NADPHを供給する経路の律速

酵素であるグルコース 6－リン酸デヒドロゲナー

ゼ活性は， 2週間の未熟ミカン混合発酵茶摂取で

コントロール群よりも顕著に低く， 4週間摂取に

おいても，低い傾向を示した．そのため，肝臓で

の脂肪合成抑制が一部，肝臓トリグリセリド濃度

低下に影響を及ぼした可能性がある．

脂肪酸分解酵素であるカノレニチンパルミトイ

ルトランスフエラーゼの活性は，未熟ミカン混合

発酵茶摂取において，いずれの摂取期間でも大き
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な変動を示さなかった（表 6-5および表6-9）.カ

ノレニチンパノレミトイノレトランスフエラーゼはミ

トコンドリア膜に存在し，脂肪酸アシル司CoAが

~－酸化のために，ミトコンドリアに移行する際に
働く酵素である.Tanakaら61）は，緑茶の摂取に

より，ラット月刊蔵でのカノレニチンパルミトイノレト

ランスフエラーゼ活性が上昇し，そのことが，緑

茶による脂質濃度低下に影響した可能性を示唆

している．しかし，本実験では，いずれの摂取期

間においても，緑茶摂取による肝臓のカルニチン

パルミトイルトランスフエラーゼ活性に影響は

認められなかった.Tanakaらの研究では，基本食

をAIN-76組成としており，また本実験よりも 2

倍程度多く食餌へ添加していることが，今回の実

験と異なる結果になったと考えられる．

試験管レベルにおいて，未熟ミカン混合発酵茶

は，緑茶と同程度の惇リパーゼ阻害活性を示した．

食餌から摂取されるトリグリセリドは，梓臓より

分泌される醇リパーゼ、の作用により，モノグリセ

リドと脂肪酸に分解され，小腸で、吸収される．そ

のため，梓リパーゼの働きを阻害することで，脂

肪の吸収が抑制され，糞中への排世が促進される．
Hanら11）やIkedaら16）は，醇リパーゼ活性の阻

害によって，肝臓でのトリグリセリド蓄積の低下

が起こることを報告している．したがって，肝臓

における脂肪合成抑制と腸管での脂質の吸収抑

制が相加的に作用し，肝臓トリグリセリド濃度の

低下に影響した可能性がある．

未熟ミカン混合発酵茶に含まれる茶葉の量は，

緑茶よりも少ないにも関わらず，含まれるカフェ

イン含量は，結茶よりも 2倍程度多かった（表
ふ1).李ら 124）は，茶の発酵促進により，カフェ

イン含量も増加することを報告している．このメ

カニズ、ムについて，詳細は不明で、あるが，未熟ミ

カン混合発酵茶においても，茶の発酵により，緑

茶よりもカフェイン含量が増加したと推察され

る．多くの研究で，カフェインは，肝臓脂質濃度
低下作用を有することが示唆されており 27)49)50)' 

マウスにおいて， 0.05%のカフェインを含む飼料

摂取で，脂肪の吸収抑制効果が認められることか

ら（Shimodaら， 2006），カフェインが，月場管で

の脂肪の吸収を阻害し，その結果として肝臓トリ

グリセリド濃度の低下が起こった可能性は十分

に考えられる．

緑茶と異なり，未熟ミカン混合発酵茶は，テア

フラピン類やテアシネンシン類などの紅茶ポリ

フェノーノレ類を含むことが大きな特徴である（表
6-1) . Tanakaら61）や Miyataら40）は，紅茶ポリ

フェノール類が，体重増加抑制，肝臓トリグリセ

リド濃度低下作用を有することを明らかにして

いる．テアフラビン類は，培養系やinvitroにお

いて，脂肪酸合成酵素の活性を抑制することが報
告されている 7)31) 32）.また， Kusanoら 29）によ

って，テアフラピン類がエピガロカテキンガレー

トよりも，強し、惇リバーゼ阻害活性を有すること

が示されている．さらに，テアシネンシン類も，
醇リバーゼ、活性を強く阻害し 42),Ikedaら16）によ

って，ガロイル基をもっカテキン類が，梓リパー

ゼ活性を抑制することで，小腸からの脂肪の吸収

を抑制することが明らかにされている．そのため，

未熟ミカン混合発酵茶による梓リパーゼ、阻害活

性は，カテキン類や紅茶ポリフェノール類により

一部引き起こされたと考えられる．

へスベリジンは，血清および肝臓のトリグリセ
リド濃度低下作用を有する 1）附 20）.本実験にお

いて，ミカン未熟果はへスベリジンを含んで、いる

にも関わらず，いずれの摂取期間でも，血清およ

び肝臓トリグセリド濃度に未熟果摂取による影

響は認められなかった（表 6-4，表 6-5，表 6-7お

よび表 6-8).奥島 80）は，ミカン未熟果を丸ごと

凍結乾燥し，飼料に 2, 5および 10%添加して，

ラット脂質代謝に及ぼす影響を検討しているが，

2および 5%の添加量の場合，血清および肝臓ト

リグリセリド濃度への影響は少ないが， 10%添加

すると脂質濃度低下効果が発現することを明ら

かにしている．本研究において，ミカン未熟果の

食餌への添加量は0.19%であり，未熟果の熱水抽

出物を凍結乾燥して添加していることから，奥島
80）の報告よりもへスペリジンをはじめとする有

効成分含量は圧倒的に少ない．本実験では， 100g 

飼料あたり Img程度しかへスペリジンが含まれ

ていないことになる．一方で、，未熟ミカン混合発

酵茶に， 100g飼料あたり 10mg程度のへスベリ

ジンが含まれており，これは第2章で明らかにし

たように，へスペリジンの溶解性が向上すること

に起因すると考えられる．脂質代謝改善作用を発

揮するへスベリジンの最低濃度は明らかでない

が，ラットでは， lOOg飼料あたり 20mgのへス

ペリジン摂取で肝臓トリグリセリド濃度の低下

が観察されている 23）.そのため，未熟ミカン混

合発酵茶に含まれるへスベリジンが，その溶解性

の向上によって，肝臓トリグリセリド濃度低下に

一部影響した可能性がある．

カテキン類，紅茶ポリフェノール類およびヘス

ベリジンは，コレステロール低減作用も有してい
る 1)3) 15J 35) 36). Leeら30）は， HepG2細胞を用い

て，エピカテキンおよびエピガロカテキンガレー

トが，肝臓での CYP7Alの遺伝子発現を高めるこ

とにより，肝臓コレステロール濃度を低下させる

ことを明らかにしている．また， Miyataら39）は，

テアフラピン類，テアシネンシン類およびテアノレ

ビジン類が，糞中へのステロイド排世を促進する

ことで，肝臓コレステローノレ濃度を効果的に低下

させることを示している．ヘスベリジンは， apoB

の分泌抑制やACAT2およびMTP活性抑制作用を

有することが報告されていることから 68），今後，
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未熟ミカン混合発酵茶に含まれる成分が，コレス

テロール代謝に及ぼす影響を詳しく検証する必

要がある．

4週間の摂取において ミカン未熟果を摂取さ

せたラットの肝臓トリグリセリド濃度は高く，緑

茶摂取で低い傾向を示した（表6-8）.単純にこれ

らの凍結乾燥粉末をまぜたものであれば，相加効

果で打ち消し合い，緑茶と同等以上の肝臓トリグ

リセリド濃度低下作用は認められないはずであ

る．しかし，未熟ミカン混合酵茶を摂取させたラ

ットにおいて，緑茶摂取よりも強い肝臓トリグセ

リド濃度低下が観察された．したがって，紅茶ポ

リフェノーノレ類や可溶化へスベリジンなどの，ミ

カン未熟果あるいは緑茶に含まれない未熟ミカ

ン混合発酵茶の成分が，肝臓トリグリセリド濃度

の低下を一部引き起こしたと推察される．つまり，

肝臓トリグリセリド濃度低下作用は，未熟ミカン

混合発酵茶独自の効果であるといえる．

以上の結果より，未熟ミカン混合発酵茶は，ミ

カン未熟果や同じ茶葉から製造した緑茶よりも，

強い肝臓トリグリセリド濃度低下作用を有する

ことが示唆され，この作用は， 2週間および4週

間のいずれの摂取期間でも誘導されることが明

らかとなった．また，未熟ミカン混合発酵茶によ

る肝臓トリグリセリド濃度低減作用は，本発酵茶

自身の機能性であることが示された．
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第 7章

未熟ミカン混合発酵茶の食餌への添加量の違いが

ラット肝臓脂質濃度に及ぼす影響と指質濃度低下メカニズムの検討

緒言

2000年に厚生労働省が実施した第 5次循環器

疾患基礎調査結果によると，血中トリグリセリド

やコレステロール濃度が基準値よりも高いもし

くは境界線上のヒトを合計すると 2200万人に及

ぶ．それから 12年後の国民健康・栄養調査にお

いて，これら脂質異常症のヒトの割合は男女とも

に増加していることが明らかとなっている 84).

血清脂質濃度が基準値よりも高いと，血管に脂質

が沈着することによる脳血管疾患，心疾患などの

日本人の死因の上位を占める疾病を発症するリ

スクが高まる．そのため，脂質濃度低下機能を有

する食品に対する国民の関心は高い．脂質代謝は

数多くの酵素や転写因子，受容体によって制御，

調節されており，その中心的な役割を肝臓や小腸

が担っている．特に肝臓は，脂肪酸の合成・分解，

トリグリセリドの合成，コレステロールの異化・

合成なと脂質代謝に深く関わる機能を多く有し

ている．

第6章において， 2および4週間の摂取におけ

る未熟ミカン混合発酵茶の脂質代謝に及ぼす影

響を，素材であるミカン未熟果および緑茶と比

較・追究した．いずれの摂取期間においても，未

熟ミカン混合発酵茶は，肝臓トリグリセリド濃度

を効果的に低下させることが明らかになった．す

なわち，短期間の摂取でも，未熟ミカン混合発酵

茶は脂質代謝改善作用を示した．未熟ミカン混合

発酵茶による肝臓トリグリセリド濃度低下効果

は，素材であるミカン未熟果や縁茶よりも強く，

その有効成分は，カテキン類，カフェイン，紅茶

ポリフェノール類およびへスベリジンと推察さ

れ，本発酵茶自身の有する機能性であることが示

唆された．

未熟ミカン混合発酵茶による肝臓トリグリセ

リド濃度低下は，肝臓での脂肪合成抑制と小腸か

らの脂肪吸収抑制が相加的に作用して惹起され

ると考えられるが，詳細なメカニズ、ムは不明であ

る．ヘスベリジンをラットに摂取させた場合，体

内での局在性に差異が生じ，へスベリジンは特に，

肝臓に最も蓄積することが報告されている到．

すなわち，へスベリジンが肝臓を中心に機能を発

揮していると推察される．そのため，肝臓での脂

肪合成ならびに脂肪分解に関わる酵素活性以外

のパラメーターや糞中への脂肪酸およびステロ

イド排世などの小腸機能を分析し，作用機序を詳

細に追究する必要がある．

第6章では，発酵茶の食餌への添加量を 0.75%

として，脂質代謝への影響を評価した．また，第

5章において，未熟ミカン混合発酵茶の食餌への

添加量を 0.50%にすると，白色脂肪組織重量に対

する影響は観察されなかったが，血清および肝臓

トリグリセリド濃度は，コントロール群よりも低

値を示した そのため， 0.50%の未熟ミカン混合

発酵茶の添加でも，血清や肝臓トリグリセリド濃

度が低下する可能性がある．脂質代謝改善作用を

発揮する最低添加量（有意差が観察される濃度）

を明らかにすることで，未熟ミカン混合発酵茶の

摂取量と脂質濃度低下の関連について，より詳細

な知見を得ることが可能となる．

そこで本研究では，ラット食餌への未熟ミカン

混合発酵茶添加量を 0.50あるいは 0.75%に設定

し，添加量と脂質代謝の関連について検討を行っ

た．また，第6章と同様， 2および4週間の摂取

で，脂質代謝関連の生体指標への影響を検討し，

肝臓脂質濃度低下メカニズムの解明を行った．

材料および方法

1. 実験飼料

未熟ミカン混合発酵茶は，第5章と同様に処理

し，実験に供試した．

2. 実験動物および動物飼料

実験動物，ラットの飼育条件，血清，各組織の

保存条件は第5章と同様である．予備飼育終了後，

ラットを 6群に分け， AIN-930組成を基本食とし

た飼料無添加のコントロール食，戸ーコーンスター

チを重量代替とし，未熟ミカン混合発酵茶葉熱水

抽出物の凍結乾燥粉末を 0.50あるいは 0.75%添

加した試験食および、蒸留水を 14日間あるいは28

日間，自由に摂取させた．また，屠殺前2日間糞

を回収し，分析に供するまで 20°cで保存した．

各群あたりのラットの数は6匹とした．

3.血清脂質濃度，血清グルコース濃度および血

清ホルモン濃度の測定

血清トリグリセリド濃度，血清コレステロール

濃度，血清リン脂質濃度，血清遊離脂肪酸濃度，

血清グルコース濃度，血清インスリン濃度，血清

レプチンおよび、アディポネクチン濃度は，第5章

および第6章に準じて定量した．

4.肝臓脂質濃度の測定

肝臓トリグリセリド濃度，肝臓コレステロール
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およびリン脂質濃度の測定は，第5章に準じて行

った．

5.肝臓および褐色脂肪組織における脂肪酸代謝

関連酵素活性の測定

肝臓サイトソル画分の脂肪酸合成酵素活性，マ

リックエンザイムおよびグルコース 6－リン酸デ

ヒドロゲナーゼ活性，肝臓ミクロソーム画分のホ

スファチジン酸ホスホヒドロラーゼ活性，肝臓ミ

トコンドリア画分および褐色脂肪組織のカルニ

チンパルミトイルトランスフエラーゼ活性は，第

6章に準じて測定した．

6.肝臓における指質代謝関連mRNA発現量の測定
肝臓約 lOOmgに対して，問ぜAisoPlus （タカラ

バイオ株式会社，滋賀）を用いて全加-.TAを抽出

した後， TE緩衝液（ナカライテスク株式会社）

に溶解させ，一定濃度に調整した．溶液中の即-.TA

を鋳型として， PrimeScript1⑧ RT Master Mix （タ

カラバイオ株式会社）を用いて逆転写反応を行い，

cDNA を合成した. cDNA を鋳型とし，

TH閃 DE阻 IRDRSYBR1⑧ qPCRMix（東洋紡株式

会社，大阪）を用いてリアルタイム PCRを行う

ための反応液を調製した．使用したプライマー溶

液は，グライナージャパン株式会社（東京）より

購入した．測定した遺伝子のプライマー塩基配列

は表 7・1の通りである． リアノレタイム PCRは，

Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System （ラ

イフテクノロジーズジャパン株式会社，東京）を

用いて，SYBR⑧GreenI検出系lこより行った.PCR
条件は，95°Cにて 10秒間初期熱変性を行った後，

変性 5秒，アニーリング／伸長反応を 60°Cで 34

秒間行い，変性とアニーリング／伸長反応のサイ

クル数は 40固とした．データの解析は， 7300

system software （ライフテクノロジーズジャパン

株式会社）を用いて行った.2倍ずつ濃度が異な

る希釈系列の cDNAサンプルを用いて検量線を

作成し， Acidicribosomal protein PO (36B4）をリ

ファレンス遺伝子として，目的遺伝子の相対的発

現量を算出した．

7.糞中脂肪酸量の測定

糞中脂肪酸量の測定は， Jeejeebhoyら 19）の方

法に従って行った．糞中中性ステロイドおよび胆
汁酸量は， Suganoら56）の方法に従って測定した．

中性ステロイドおよび胆汁酸量の内部標準には，
h・コレスタンと 23・ノノレデ、オキシコール酸をそ

れぞれ用い，シグ、マアルドリッチジャパン株式会

社製の Supelcowax(SPB™-1）カラム（30m x 0.25 
mm，膜厚0.25μm）を装着したガスクロマトグラ

フ（GC-20 lOPlus，株式会社島津製作所）により

定量した．検出器には水素イオン化検出器（FID)

を使用した．インジェクターおよびディテクター

温度を 300°Cとし，カラム温度は，中性ステロー

ノレおよび胆汁酸それぞれ250°Cおよび2so0cとし

た．データの解析はGCsolution （株式会社島津製

作所）を用いた．

8.統計処理

データの表現および統計処理は，第6章と同様

である．

結果

1.未熟ミカン混合発酵茶の2週間摂食における
脂質代謝パラメーター

1-1.成長，摂食量および臓器重量

未熟ミカン混合発酵茶の 2週間摂食における

ラットの体重，摂食量，肝臓重量，白色脂肪組織

重量および褐色脂肪組織重量を表7・2に示す．摂

食量は，コントロール群よりも， 0.50%発酵茶添

加群で、やや少なかったが，明確な差は認められな

かった．終体重に有意差はないものの，コントロ

ール群と比べ，発酵茶添加群で低い傾向にあった．

肝臓重量は，コントローノレ群と比較し，発酵茶添

加群で低値を示したが， 0.50%発酵茶添加群で有

意であった.0.50%発酵茶添加群の皐丸周辺脂肪

重量は，コントロール群に対し，顕著に低かった

が， 0.75%添加群との差はなかった．総白色脂肪

組織重量は，コントローノレ群に比べ，有意差は認

められなかったが，発酵茶添加群で少ない傾向に

あった．褐色脂肪組織重量は，食餌による影響を

受けなかった．

1-2.血清指質濃度，血清グルコース濃度および

血清ホルモン濃度
血清脂質濃度，血清グ、ルコース濃度および血清

ホルモン濃度を表7-3に示す．血清トリグリセリ

ド濃度は，コントロール群と比較し，有意で、ない

が，発酵茶添加群で低い傾向を示した．コントロ

ール群と比較して， 0.50%発酵茶添加群の血清コ

レステロールおよびリン脂質濃度が有意に低値

を示したが， 0.75%添加群の値は，コントローノレ

群と 0.50%添加群の中間であった．血清遊離脂肪

酸濃度は，発酵茶添加量に依存して低かったが，

有意差はなかった．血清グノレコース濃度に，食餌

の影響は観察されなかった．血清インスリンおよ

びレプチン濃度は，発酵茶添加群で，コントロー

ル群よりも低い傾向にあったが，有意差は認めら

れなかった．食餌の違いはアディポネクチン濃

度に明確な影響を及ぼさなかった．

1・3.肝臓脂質濃度

肝臓脂質濃度を表7・4に示す．肝臓トリグリセ

リド濃度は，発酵茶添加群で添加量依存的に低い

傾向を示し， 0.75%発酵茶添加群の肝臓トリグリ

セリド濃度は，有意で、ないが，コントローノレ群の

-97 -
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表7-1肝臓におけるn浪NA発現量測定に用いた遺伝子のフロライマ一塩基配列

遺伝子 Forward primer Reverse p白ner

36B4 5’－GGTGTITGACAATGGCAGCAT-3’ 5’－ATTGCGGACACCCTCTAGGA3’ 

FAS デーTGCTCCCAGCTGCAGGC-3’ デーGCCCGGTAGCTCTGGGTGTA-3’

SREBP-Jc デーCATCGACTACATCCGCTTCTTACA目3’ 5’”GTCTITCAGTGATITGCTTTTGTGA-3’ 

MTP デーCGACGGTGACGATGATCAACT-3’ デーTGACCCGCATTTTCGACATT-3'

PPARα デーAAGAGAATCCACGAAGCCTACCT-3’ デーTGACAAAAGGCGGATTGTTG-3’

HMGCR デーTGCAGAGAAAGGTGCGAAGTT-3’ デーCGTCTCCATGAGGGTITCCA-3’

CYP7AI デーTACTTCTGCGAAGGCA百TGG-3' デーATCTCCCTGGAGGGTTTTGG-3’

LDLR デーGATCCCCAACCTGAAGAATGTG-3’ 5’司CACGGCGCTGTAGATCTITCTC-3’
36B4, Acidic ribosomal protein PO; FAS, Fatty acid synthase; SREBP Jc, Sterol regulatory eler田nt-bindingprotein-lc; MTP, Microson祖ltriglyceride 
transfer protein; PPARa, Peroxisoロieproliferator-activated receptor alpha; HMGCR, HMG-CoA reductase; CYP7Al, Cholesterol 7alpha-hydroxylase; 
LDLR, Low density lipoprotein receptor 

表7・2 2週間摂食後の体重，摂食量，肝臓重量および脂肪組織重量

コントロール群
未熟ミカン混合発酵茶添加群

0.50% 0.75% 

初体重（g) 149 士 3 149 土 3 149 土 3

終体重（g) 260 土 3 249 土 10 252 土 8

摂食量（ダ日） 19.6 土 0.7 18.3 土 1.0 19.8 土 0.8

肝臓重量（g/100g体重） 4.26 土 0.09b 3.88 士 0.11a 3.96 士 0.07ab

白色脂肪組織重量（ダ100g体重）

腎周辺 1.1 1士 0.12 0.93 士 0.07 0.95 士 0.17

皐丸周辺 1.01 土 0.05b 0.82 土 0.02a 0.89 土 0.07ab

腸間膜周辺 0.87 土 0.03 0.75 土 0.06 0.79 土 0.09

合計 2.98 士 0.15 2.50 士 0.15 2.63 士 0.31

褐色脂肪組織重量（g/100g体重） 0.16 土 0.02 0.18 土 0.02 0.17 土 0.02

平均値士標準誤差（n=6)

ab異なる文字聞に有意差あり （pく0.05)

表7・3 2週間摂食後の血清脂質濃度，血清グルコース濃度および血清ホルモン濃度

脂質

トリグリセリド（立場処L)

コレステロール（町宮dL)

リン脂質（mgldL)

遊離脂肪酸（mEq/L)

グルコース（ロザdL)

ホルモン

インスリン（ngi此）

レプチン（ngi此）

アディポネクチン（μ島信止）

平均値土標準誤差（n=6)

コントロール群

210 士 35

79.7 土 3.5b

166 土 lOb

1.29土 0.21

104士 6

0.35 ± 0.11 

3.64土 0.82

5.71土 0.36

ab異なる文字聞に有意差あり （pく0.05)

未熟ミカン混合発酵茶添加群

0.50% 

147 士 27

64.3 土 2.0a

125 土 7a

1.05土 0.12

100土 9

0.27土 0.05

1.67土 0.64

5.30土 0.31

0.75% 

159 土 40

70.5 士 33ab

133 土 llab 

0.98土 0.13

104土 9

0.29土 0.07

2.81土 1.13

5.78土 0.21
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表7-4 2週間摂食後の肝臓脂質濃度（rr車gliver) 

トリグリセリド

コレステローノレ

リン脂質

コントローノレ群

32.9士 8.3

3.69土 0.28b

15.3士 0.5

平均値士標準誤差（n=6) 

ab異なる文字聞に有意差あり （pく0.05)

約2分のlで、あった．肝臓コレステロール濃度は，

発酵茶の添加量依存的に低く，コントロール群に

対し， 0.75%発酵茶添加群で有意に低値を示した

が， 0.50%添加群とコントロール群に有意差はな

かった．肝臓リン脂質濃度に，群間で明確な差は

なかった．

1・4.肝臓における脂肪合成酵素活性ならびに肝

臓および褐色脂肪組織の脂肪酸分解酵素活性

肝臓における脂肪合成酵素活性ならびに肝臓

および褐色脂肪組織の脂肪酸分解酵素活性を表

7・5に示す．脂肪酸合成酵素活性は，有意でない

が，発酵茶添加群で添加量依存的に低い傾向を示

した．マリックエンザイムおよびグルコース 6-

リン酸デヒドロゲナーゼ活性は，発酵茶添加群で

低値を示したが，有意差は認められなかった．ホ

スファチジン酸ホスホヒドロラーゼ、活性は，食餌

による影響を受けなかった．肝臓のカルニチンパ

ノレミトイノレトランスフエラーゼ活性は，コントロ

ール群と比べ， 0.50%発酵茶添加群で高い傾向を

示したが， 0.75%添加群とコントローノレ群の聞に

差はなかった．褐色脂肪組織におけるカルニチン

パルミトイルトランスフエラーゼ活性は，コント

ローノレ群と比較し， 0.50%発酵茶添加群で低い傾

向にあったが， 0.75%添加群とコントロール群は，

ほぼ同｛直で、あった．

1-5.肝臓における脂質代謝関連遺伝子発現量

表7-6に肝臓における脂質代謝関連遺伝子発現

量を示す．有意差は認められなかったが，脂肪酸

合成酵素である日Sならびに転写調節因子であ

るSREBP-lcの遺伝子発現量は，コントローノレ群

と比べ， 0.50%発酵茶添加群で低い傾向を示し，

0.75%添加群はコントロール群とほぼ同値であっ

た．リボタンパク質分泌に関与する膜タンパク質

のMTP遺伝子発現量は，発酵茶の添加量依存的

に高く， 0.50および0.75%発酵茶添加群ともにコ

ントロール群の2倍以上で、あったが，有意差はな

かった．核内受容体である PPARa遺伝子発現量

は，発酵茶添加群で，コントローノレ群の2倍程度

未熟ミカン混合発酵茶添加群

0.50% 0.75% 

18.4 土 3.8 17.0 士 3.9

2.88 士 0.21ぬ 2.56 土 0.17a

15.7 士 0.6 15.0 土 0.5

高い傾向を示したが，有意差は認められなかった．

コレステロール合成系の酵素で、ある HMGCR遺

伝子発現量に各群間で顕著な差はなかったが，発

酵茶の添加量依存的に高い傾向にあり，特に

0.75%発酵茶添加群の発現量は，コントロール群

の2.4倍で、あった．代謝系酵素である CYP7Al遺

伝子発現量も，発酵茶の添加量に依存して高い傾

向にあり， 0.50および0.75%発酵茶添加群の発現

量は，コントロール群の2倍以上で、あったが，有

意差はなかった．リボタンパク質受容体である

LDLR遺伝子発現量は，発酵茶添加群で低い傾向

を示したが，明確な差は認められなかった．

1-6.糞重量，糞中脂肪酸およびステロイド排池

量
糞重量，糞中の脂肪酸およびステロイド排世量

を表7・7に示す．糞重量に群聞で差は観察されな

かった．脂肪酸排世量は，発酵茶添加群で添加量

依存的に少ない傾向を示したが，明確な影響でな

かった．中性ステロイド，酸性ステロイドおよび

総ステロイド量は，コントロール群に比べ，発酵

茶添加群で、わずかに低値で、あったが，有意差は認

められなかった．

2.未熟ミカン混合発酵茶の4週間摂食における
指質代謝パラメーター

2-1.成長，摂食量および臓器重量

未熟ミカン混合発酵茶の 4週間摂食における

ラットの体重，摂食量，肝臓重量，白色脂肪組織

重量および褐色脂肪組織重量を表7・8に示す．摂
食量は，コントロール群よりも， 0.50%発酵茶添

加群で、やや少なかったものの，有意差はなかった．

終体重は，コントローノレ群に比べて，発酵茶添加

群で有意に低値を示したが， 0.50%発酵茶添加群

と0.75%添加群の差はなかった．肝臓重量に食餌

の影響は認められなかった．白色脂肪組織重量は，

発酵茶添加群で濃度依存的に低い傾向を示した

が，コントロール群との有意差はなかった．褐色

脂肪組織重量に食餌による影響は認められなか

った．



-100 - 長崎県農林技術開発センター特別研究報告

表7-5 2週間摂食後の肝臓，褐色脂肪組織における脂肪酸合成酵素活性および脂肪酸分解酵素活性（nmoVmir血事protein)

脂肪合成酵素活性

脂肪酸合成酵素

マリックエンザイム

グノレコース6－リン酸デヒドログナーゼ

ホスファチジン酸ホスホヒドロラーゼ

脂肪酸分解酵素活性

カルニチンパルミトイルトランスフエラーゼ

肝臓

褐色脂肪組織

平均値土標準誤差（n~6)

コントロール群

4.83 土 1.00 

50.3 土 8.6

47.7 土 11.0 

33.2 土 2.8

4.68 土 0.37

10.56 土 1.13

未熟ミカン混合発酵茶添加群

0.50% 0.75% 

3.00土0.58 2.79土0.54

43.2土4.0 44.3 土3.8

34.7土3.8 35.0土4.2

32.9土3.2 39.8 土2.8

5.70 土1.31 4.51 土0.45

8.39 土0.69 10.76 土0.40

表7-6 2週間摂食後の肝臓における脂肪酸およびコレステロール合成，分解に

関する酵素の相対的遺伝子発現量

コントロール群
未熟ミカン混合発酵茶添加群

0.50% 0.75% 

relative expression 

FAS 1.00土 0.22 0.62土 0.26 1.22土 0.43

SREBP-lc 1.00土 0.12 0.76士 0.28 1.09土 0.40

MTP 1.00土 0.77 2.10士 0.77 2.30土 0.98

PPA忌1 1.00土 0.33 2.08士 0.68 1.94土 0.84

HMGCR 1.00士 0.09 1.41土 0.38 2.40士 0.71

CYP7AI 1.00士 0.47 2.04土 0.72 2.27士 1.45

LDLR 1.00土 0.35 0.58土 0.11 0.81土 0.20

平均値土標準誤差（n=6) 

表7-7 2週間摂食後の糞重量および糞中の脂肪酸，中性ステロイド，酸性ステロイド排世量

乾燥糞重量（w日）
脂肪酸排世量（nザ日）

ステロイド排世量

中性ステロイド（ロ耳目）

酸性ステロイド（ロザ日）

総ステロイド（mw日）
平均値土標準誤差（nニ6)

コントロール群

1.53土 0.08

69.6土 12.7

5.65土 0.69

19.2土 3.4

24.9士 2.8

未熟ミカン混合発酵茶添加群

0.50% 0.75% 

1.57土 0.09 1.83土 0.08

50.5土 11.9 49.9土 6.6

4.44土 0.32 4.86土 0.58

15.9 ± 3.4 17.3土 3.7

20.4士 3.5 22.5士 4.1
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表7・8 4週間摂食後の体重，摂取量，肝臓重量および脂肪組織重量

コントローノレ群

初体重（g) 149 土3

終体重（g) 389 土 7b

摂取量（ダ日） 22.0 土0.6

肝臓重量（ダ100g体重） 3.77 土 0.12

白色脂肪組織重量（g/100g体重）

腎周辺 1.67 士 0.21

畢丸周辺 1.34 土0.12

腸間膜周辺 1.04 士 0.05

合計 4.05 土 0.29

褐色脂肪組織重量（g/100g体重） 0.14 士 0.02

平均値土標準誤差（n= 6) 

ab異なる文字聞に有意差あり （pく0.05)

2-2.血清脂質濃度，血清グルコース濃度および

血清ホルモン濃度
血清脂質濃度，血清グ、ルコース濃度および血清

ホルモン濃度を表7-9に示す．血清トリグリセリ

ド，コレステロールおよびリン脂質濃度は，有意
でないものの，コントローノレ群に比べ，発酵茶添

加群で低値を示した．発酵茶添加群の血清遊離脂

肪酸濃度は，コントロール群よりも有意に低値で，

0.50%発酵茶添加群と 0.75%添加群は同値であっ

た．血清グノレコース濃度に，群聞で差は認められ
なかった．血清インスリンおよびレプチン濃度は，

発酵茶の添加量依存的に低い傾向を示したが，有

意差は観察されなかった.0.50%発酵茶添加群の

アディポネクチン濃度は，コントロール群よりも

高い傾向にあったが， 0.75%添加群はコントロー

ル群とほぼ同値を示した．

2-3.肝臓脂質濃度
肝臓脂質濃度を表 7-10に示す．肝臓トリグリ

セリドおよびコレステロール濃度は，発酵茶の添

加量依存的に低く，コントロール群に対し，0.75%

発酵茶添加群で有意に低値を示したが， 0.50%添

加群とコントロール群の聞に有意差はなかった．

肝臓リン脂質濃度も発酵茶の添加量に依存して

低い傾向にあったが，群間で明確な差は認められ

なかった．

2-4.肝臓における脂肪合成酵素活性ならびに肝

臓および褐色脂肪組織の脂肪酸分解酵素活性

肝臓における脂肪合成酵素活性ならびに肝臓

および褐色脂肪組織の脂肪酸分解酵素活性を表
7-11に示す．脂肪酸合成酵素活性に群間で差は認

未熟ミカン混合発酵茶添加群

0.50% 0.75% 

149 土3 149 土2

340 土9a 357 土 lOa

20.2 士 0.6 21.3 土 0.7

3.90 ± 0.15 3.81 土 0.08

1.19 土0.08 1.20 士 0.21

1.18 士 0.06 1.15 土 0.07

0.97 土 0.05 0.95 士 0.12

3.34 土0.15 3.30 土 0.39

0.15 士 0.01 0.16 土 0.02

められなかったが，発酵茶の添加量依存的に低い

傾向を示した．マリックエンザイムおよびグルコ

ース 6・リン酸デヒドロゲナーゼ活性は，コントロ
ール群に比べ，発酵茶添加群で、わずかに高かった

が，明確な差で、なかった．ホスファチジン酸ホス

ホヒドロラーゼ活性は，コントロール群よりも

0.50%発酵茶添加群で高い傾向を示し，0.75%添加

群はコントロール群とほぼ同値を示した．肝臓の

カノレニチンパルミトイルトランスフエラーゼ活

性は，コントロール群よりも発酵茶添加群でわず

かに高い傾向を示したが，明確な差はなかった．
褐色脂肪組織のカルニチンパノレミトイノレトラン

スフエラーゼ活性は， 0.50%発酵茶添加群で高い

傾向を示し， 0.75%添加群では低値を示したが，

いずれも有意差は認められなかった．

2・5.肝臓における脂質代謝関連遺伝子発現量
表 7-12に肝臓における脂質代謝関連遺伝子発

現量を示す．発酵茶添加群のFAS遺伝子発現量は，

コントロール群の2倍以上で、あったが，有意差は

観察されなかった.SREBP-Jc遺伝子発現量も，

発酵茶添加群で高値を示し， 0.50%添加群の発現
量はコントロール群の2倍以上で、あったが，有意

差は認められなかった.MTPおよびPPARα遺伝
子発現量は，コントロール群と比較し，発酵茶添
加群で、低かったが，有意差はなかった．発酵茶添

加群の HMGCR遺伝子発現量に顕著な差はみら

れなかったが，コントロール群の2倍高値であっ

た. CYP7AJ遺伝子発現量は， 0.50%発酵茶添加

群でコントロール群の 4.4倍， 0.75%添加群で 3
倍高値で、あったが，いずれも有意差は認められな

かった.LDLR遺伝子発現量は，発酵茶の添加
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表7-9 4週間摂食後の血清脂質濃度，血清グルコース濃度および血清ホルモン濃度

脂質

トリグリセリド（rngldL)

コレステロール（口事dL)

リン脂質（rngldL)

遊離脂肪酸（町五q/L)

グルコース（nザdL)

ホルモン

インスリン（昭此）

レプチン（昭叫）

アディポネクチン（阿叫）

平均値土標準誤差（n=6)

コントロール群

267 土 22

94.2 土 5.4

145 土 7

1.15土 0.11b 

105士 8

0.79土 0.12

6.19士 1.11

4.85土 0.40

ab異なる文字聞に有意差あり （pくO白）

表7-10 4週間摂食後の肝臓脂質濃度（nザgliver) 

未熟ミカン混合発酵茶添加群

0.50% 0.75% 

207 土 18 230 土 18

79.2 土 4.2 83.9 土 7.7

123 士 6 131 土 8

0.78土 0.03a 0.78士 0.06a

113土 2 106土 4

0.61土 0.10 0.41士 0.70

4.70土 0.43 4.01土 0.70

5.38土 0.53 4.83土 0.52

コントロール群
未熟ミカン混合発酵茶添加群

トリグリセリド

コレステロール

リン脂質

平均値土標準誤差（n= 6) 

33.5土 6.9b

4.14土 o.sob

15.5土 0.4

ab異なる文字聞に有意差あり （pく0.05)

0.50% 

20.1 土 2.6ab

3.01 土 0.19ab

14.1 土 0.8

0.75% 

13.8 土 2.2a

2.49 土 0.13a

13.3 土 0.4

表下11 4週間摂食後の肝臓，褐色脂肪組織における脂肪酸合成酵素活性および脂肪酸分解酵素活性 （nmoVminlmgprotein) 

コントロール群
未熟ミカン混合発酵茶添加群

0.50% 0.75% 

脂肪合成酵素活性

脂肪酸合成酵素 3.51 ± 0.60 3.01 土0.93 2.83 士 0.47

マリックエンザイム 36.9 士 5.7 48.5 土9.4 42.2 土5.1

グ、ルコース6・リン酸デヒドロゲナーゼ 39.3 土5.8 42.6 ± 8.9 46.2 士 7.2

ホスファチジン酸ホスホヒドロラーゼ 38.5 土3.0 47.6 土7.6 35.8 土3.0

脂肪酸分解酵素活性

カノレニチンパノレミトイルトランスフエラーゼ

肝臓 4.51 士 0.48 5.24 土0.63 4.73 土0.97

褐色脂肪組織 9.94 土0.37 11.85 ± 1.50 8.79 士 0.96

平均値土標準誤差（n=6) 
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表7・12 4週間摂食後の肝臓における脂肪酸およびコレステロール合成，分解

に関する酵素の相対的遺伝子発現量

コントロール群
未熟ミカン混合発酵茶添加群

0.50% 0.75% 

relative expression 

FAS 

SREBP-lc 

MTP 

PPARα 

HMGCR 

Clア7Al

LDLR 

1.00土 0.28

1.00土 0.21

1.00 ± 0.17 

1.00土 0.29

1.00士 0.21

1.00土 0.20

1.00士 0.19

2.94土 1.60 2.28土 1.00

2.19土 0.65 1.65土 0.53

0.31士 0.09 0.60士 0.29

0.41土 0.12 0.54土 0.25

1.95土 0.64 1.99土 0.51

4.40 ± 1.68 2.95士 0.52

1.15士 0.28 1.50士 0.36

平均値土標準誤差（n=6) 

量に依存して，高い傾向を示したが，明確な差で

なかった．

2・6.糞重量，糞中脂肪酸およびステロイド排池

量

糞重量，糞中の脂肪酸およびステロイド排世量

を表7・13に示す.0.50%発酵茶添加群の糞重量は，

コントロール群よりも少ない傾向にあったが，有

意差は認められず， 0.75%添加群はコントローノレ

群とほぼ同値で、あった．脂肪酸排世量は，コント

ローノレ群に比べて，発酵茶の添加量依存的に低く，

添加量 0.75%で有意に低値を示したが， 0.50%発

酵茶添加群にコントロール群との有意差は認め

られなかった．中性ステロイド排推量は，発酵茶

の添加量依存的に低値であったが，顕著な差でな

かった．酸性ステロイド排世量は，有意で、ないも

のの，コントロール群と比較し， 0.50%発酵茶添

加群で、多かった．総ステロイド量に有意差はなか

ったが， 0.50%発酵茶添加群で多く， 0.75%添加群

とコントローノレ群の値は同レベルで、あった．

考察

前章において，未熟ミカン混合発酵茶は，素材

であるミカン未熟果や緑茶よりも強い肝臓トリ

グリセリド濃度低下作用を有することが明らか

になったことから，本章では，未熟ミカン混合発

酵茶の添加量の違いが，脂質濃度低下作用に及ぼ

す影響を明らかにするとともに，脂質濃度低下の

メカニズムを検討することを目的として実験を

行っTこ．
未熟ミカン混合発酵茶の2週間摂取で，肝臓重

量，皐丸周辺脂肪重量，血清コレステロールおよ

びリン脂質濃度は，コントロール群よりも低値を

示したが，このときの発酵茶の食餌への添加量は

0.50%であり，添加量0.75%では有意な差でなか

った（表 7-2および7・3).4週間試験では， 0.50

あるいは 0.75%の未熟ミカン混合発酵茶添加群

いずれも，肝臓および脂肪重量や血清脂質濃度に，

コントローノレ群との差は認められなかった（表

7-8および 7-9).0.50%の未熟ミカン混合発酵茶

添加群で，肝臓および脂肪重量や血清脂質濃度に

対する効果が不安定であったのは，コントロール

群よりも， 0.50%発酵茶添加群で摂食量がやや少

ない傾向にあったためと推察される．未熟ミカン

混合発酵茶の4週間摂取で，終体重や血清遊離脂

肪酸濃度は，コントローノレ群よりも有意に低値で

あったが（表7-8および7・9),2週間試験の場合，

その差は明確でなかった（表7-2および7・3）.た

だし， 0.50%の未熟ミカン混合発酵茶添加群の摂

食量はやや少ないため，このことが終体重や血清

遊離脂肪酸濃度低下に影響を及ぼした可能性は

否定できない．少なくとも， 0.75%の未熟ミカン

混合発酵茶を含む飼料を， 2週間より長い期間，

ラットに摂取させることにより，体重増加抑制や

血清脂質濃度低下作用が発現すると推察できる．

しかし， 0.50%の未熟ミカン混合発酵茶添加群で

摂食量がやや少なかった要因については明らか

でなく，今後，再現性の実験が必要で、ある．

これまでに，三番茶葉とピワ葉を混ぜて作った

混合発酵茶は， 4週間の摂取期間で効果的にラッ

トの肝臓トリグリセリド濃度を低下させること

が明らかにされており，その作用機序は，肝臓に

おける脂肪合成抑制と小腸からの脂肪吸収抑制

により発揮されることが示唆されている 61）.第6

章の結果より，未熟ミカン混合発酵茶摂取におい

ても，同様のメカニズムで肝臓脂質濃度の低下が

起こっていると推察した．

本実験において，未熟ミカン混合発酵茶添加群

の肝臓トリグリセリド濃度は，いずれの摂取期間

でも，発酵茶の添加量依存的に低値を示し， 4週

間試験での 0.75%添加群で有意差が認められた
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表7-13 4週間摂食後の糞重量および糞中の脂肪酸，中性ステロイド，酸性ステロイド排世量

乾燥糞重量（ダ日）

脂肪酸排世量（mg日）
ステロイド排世量

中性ステロイド（mg日）
酸性ステロイド（mg日）
総ステロイド（mg日）
平均値士標準誤差（n=6)

コントロール群

1.85士 0.1

54.3土 5.6b

5.36土 0.44

21.9土 2.9

27.2 ± 2.7 

ab異なる文字聞に有意差あり （pく0.05)

（表 7-4および 7-10）.しかし，未熟ミカン混合

発酵茶の添加量を 0.50%~こすると，明確な効果は
発揮されなかったことから，肝臓トリグリセリド

濃度低下作用を発揮する発酵茶の食餌への添加

量は 0.50%よりも多くする必要があることが明

らかとなった．肝臓での脂肪酸合成酵素活性は，

未熟ミカン混合発酵茶の添加量に依存して低い

傾向を示しすのに対し，脂肪酸分解酵素であるカ

ルニチンパルミトイルトランスフエラーゼの活

性に，未熟ミカン混合発酵茶摂取による明確な影

響は観察されなかった（表 7-5および 7-11）.ま

た，糞中への脂肪酸排世量は，未熟ミカン混合発

酵茶の添加量に依存して少ない（表 7・7および
7-13). Hanら11）やIkedaら16）は，小腸からの脂

肪の吸収遅延が起こることで，内蔵への脂質沈着

が抑制されることを報告している．ビワ葉混合発

酵茶や縁茶を，油脂とともに胃内に投与したラッ

トにおいて，油脂投与後 l時聞から 2時間の血清

トリグリセリド濃度の上昇が抑制され，この作用

は，小腸からの脂肪の吸収阻害や吸収遅延によっ
て惹起される可能性が高いことが Tanakaら61）に

よって示唆されている．未熟ミカン混合発酵茶摂

取ラットの糞中への脂肪酸排世量は増加しなか

ったものの，混合発酵茶は，緑茶と同程度の醇リ

ノfーゼ、阻害活’性を有するため，小腸からの脂肪の

吸収遅延が起こった可能性は大いに考えられる．

そのため，未熟ミカン混合発酵茶摂取による体重

増加の抑制や肝臓トリグリセリド濃度の低下は，

脂肪酸のp酸化充進によるものではなく，肝臓で
の脂肪合成抑制および小腸における脂肪吸収の

阻害（遅延）によって一部発揮されたと考えられ

る．肝臓のトリグリセリドが VLDLとして血中へ

分泌され，リポ蛋白リバーゼの作用により肝外組

織に取り込まれてエネルギー源として使われた

可能性もあるが，未熟ミカン混合発酵茶の有する

肝臓トリグリセリド濃度低下作用の詳細なメカ

未熟ミカン混合発酵茶添J日群
0.50% 0.75% 

1.42土 0.16 1.82士 0.22

43.0 ± 8.6"b 29.9土 4.1a 

4.63土 0.58 4.1 1土 0.45

37.5士 10.5 24.8土 9.0

42.1土 10.0 28.9土 9.3

ニズムについては，今後更なる検証を行う必要が
ある．

酵素は，機能発現に至る過程で， DNAの転写，

翻訳，リン酸化等の修飾を受ける．未熟ミカン混

合発酵茶の摂取による，肝臓の脂肪酸合成酵素活

性の変動の一因として，修飾の過程での酵素活性

が影響している可能性がある．そこで，未熟ミカ

ン混合発酵茶摂取における脂質代謝関連酵素の

転写段階への影響を検討した．しかし， 2および

4週間の試験ともに，日S遺伝子発現と FASの転

写調節因子である SREBP-lc遺伝子発現の変動は

おおむね一致したものの，これら遺伝子発現量は

未熟ミカン混合発酵茶摂取で克進する傾向にあ

り，酵素活性とは一致しなかった（表 7・5, 7-6, 

7-11および7・12）.これまでに，柑橘系フラボノ

イド類は，カノレニチンパルミトイノレトランスフエ

ラーゼ活性および PPARαの遺伝子発現を克進さ

せることが報告されている 4l.PPARα は主に，脂

肪酸の F酸化尤進に関連する核内受容体である
が，本研究においては， PPARa遺伝子発現とカル

ニチンパルミトイルトランスブエラーゼ活性の

変動も一致しなかった（表下5,7-6, 7-11および

7-12）.これら遺伝子が転写された後に，翻訳や

リン酸化時にも何らかの修飾が起こり，酵素活性

が調節されたため，遺伝子発現と酵素活性が異な

る変動を示した可能性がある．

いずれの摂取期間においても，未熟ミカン混合

発酵茶の摂取で，肝臓コレステローノレ濃度は添加

量依存的に低値を示した（表 7-4および 7-10).

肝臓コレステロール濃度は， 0.75%の未熟ミカン

混合発酵茶添加量で，コントロール群よりも有意

に低かったが，添加量0.50%の場合，有意差は認

められなかった．紅茶ポリフェノールの摂取は，

ラットの肝臓コレステロール濃度を有意に低下

させ，この効果が糞中へのステロイド排世量の増
加により一部誘導されていることを，Miyataら39)
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は明らかにしている．コレステロールの異化に関

わる CYP7AI遺伝子発現量は，未熟ミカン混合発

酵茶添加群で高い傾向にあった（表 7-6および

7・12）.しかし，胆汁酸（酸性ステロイド）排世

量は， 4週間摂取後の 0.50%未熟ミカン混合発酵

茶添加群において，わずかに多い傾向にあったも

のの，顕著な影響は認められなかった（表7-7お

よび7・13）.このことから，未熟ミカン混合発酵

茶による肝臓コレステロール濃度低下作用は，ス

テロイド排世の増加によって引き起こされたも

のでないことが明らかとなった．ヘスベリジンは

コレステローノレ生合成の律速酵素である

HMGCR活性を阻害することが報告されている

が I），本実験において，肝臓における HMGCR遺

伝子発現量は，いずれの摂取期間でも，未熟ミカ

ン混合発酵茶摂取で、高い傾向にあった（表7-7お

よび 7-13）.未熟ミカン混合発酵茶群で、肝臓コレ

ステロール濃度が低いことで，コレステローノレ生

合成遺伝子発現量を充進させた可能性も考えら

れるが，未熟ミカン混合発酵茶による肝臓コレス

テロール濃度低下作用が，コレステロール合成の

抑制により誘導されたものかどうかを本実験の

結果から推察することはできない.MTPは肝臓

で生成したコレステロールやトリグリセリドを

VLDLとして肝外へ放出させる膜タンパク質で

あるが，摂取期間2週間で，未熟ミカン混合発酵

茶の添加量に依存して，遺伝子発現量は高まる傾

向が観察された（表7-7）.しかし， 4週間摂取の

場合，未熟ミカン混合発酵茶添加群の MTP遺伝

子発現量は，コントロール群よりも低い傾向にあ

った（表7-13）.また，血中 LDLコレステロール

を細胞内に取り込む役割を担う LDLR遺伝子の

発現量は，未熟ミカン混合発酵茶の4週間摂取に

おいて，添加量依存的に高い傾向を示したが（表

7-13），摂取 2週間では，発酵茶添加群で低い傾

向にあった（表7-7）.したがって， 2週間と 4週

間の摂取で，未熟ミカン混合発酵茶による肝臓コ

レステロール濃度低下メカニズムが異なる可能

性もあるが，詳細なメカニズムは不明である．

未熟ミカン混合発酵茶は，茶葉由来のカテキン

類，カテキン類の酸化によって生成した紅茶ポリ

フェノーノレ類およびミカン未熟果由来のへスペ

リジンを含んでいる．これら成分が肝臓脂質濃度

低下作用を発揮するためには，体内へ吸収される

必要があるが，吸収に関する知見は比較的少ない．

茶カテキン類を経口摂取すると，大部分はそのま

ま消化管を通過して排世されるが，一部が小腸か
ら吸収される 116）.吸収されたカテキン類は，一

部が粘膜上皮細胞で抱合を受け，肝臓において，

さらにその一部が抱合された後，抱合型カテキン

類は，肝臓から胆汁に分泌され，腸管循環し，最

終的に尿中に排出される．一方，紅茶ポリフェノ

ール類の吸収や排世に関する研究は非常に少な

い．また，へスベリジンは，腸内細菌が産生する

トグノレコシダーゼの作用で，ヘスベレチンと糖に

加水分解されてから吸収されることが報告され
ている 69）.血中では，へスベレチン抱合体とし

て検出され，へスベレチン抱合体の血中濃度はへ

スペリジン摂取後4から 6時間目に最大となり，
24時間後には消失する 69）.ヘスベリジンにグル

コースを転移した糖転移へスベリジンは，へスベ

リジンよりも血中のヘスベリジン抱合体量が 4
倍程度増加することが報告されている 69）.した

がって，未熟ミカン混合発酵茶に含まれるへスベ

リジンも，その溶解性の向上によって，腸管から

の吸収性が増加する可能性があるが，本研究にお

いては検証できていない．また，成分同士の相互

作用によって，それぞれの吸収性に変動が生じる

可能性もあるため，未熟ミカン混合発酵茶摂取に

よる腸管からの成分吸収動態と生体に及ぼす影

響を評価しなければならない．

第6章および本章の結果より，未熟ミカン混合

発酵茶は，特に肝臓脂質濃度を効果的に減少させ

る作用を有することが明らかとなり，本作用が発

揮されるために，発酵茶の食餌への添加量を

0.50%よりも多くする必要があることが示された．

今後，未熟ミカン混合発酵茶摂取による肝臓脂質

濃度低下の詳細なメカニズムを明らかにする必

要がある．
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第8章

総括

カテキン類の含量が多いため，渋みの強さなど

から有効利用されていない緑茶三番茶葉と，摘果

後に廃棄されるウン、ンュウミカン未熟果を混合

探捻することで新たな発酵茶を製造し，発酵茶に

含まれるへスベリジンの溶解性を追究し，発酵茶

の有する香味特性やカテキン類の酸化効率を向

上させる製造条件の解明およびラット脂質代謝

に及ぼす影響について検討した．

萎凋した三番茶葉とミカン未熟果を 3: 1の割

合で混合し， 20分間探拾、して製造した発酵茶に

含まれるへスペリジンの， 7）＜，熱水およびエタノ

ーノレへの溶解性が， ミカン未熟果単独よりも， 4

から 5倍程度向上することを明らかにした．へス

ベリジンは多くの生体調節機能を有しているが，

難溶性であることから，吸収されにくく，生体利

用率は低い．未熟ミカン混合発酵茶に含まれるへ

スベリジンの溶解性が向上した理由として，カテ

キンや紅茶ポリフェノールなどの水溶性ポリフ

ェノール類が，ヘスベリジンと疎水会合すること

により，ヘスペリジン同士の結晶化を切り崩すこ

とが一部要因として考えられた．この未熟ミカン

混合発酵茶は，既存の緑茶製茶機械を用いて製造

できることから，新たな設備投資が不要な上，短

時間低コストでへスベリジンの溶解性を向上で

きる利点がある．

次に本発酵茶の有する香味特性を，同じ三番茶

葉から製造した紅茶と比較・追究した．未熟ミカ

ン混合発酵茶の色調は，紅茶よりも弱し、赤樫色で，

ミカンのフルーティーな香りに関与する d－リモ

ネンやオシメン異性体が，紅茶よりも多く検出さ

れた．また，茶葉の発酵に由来し，紅茶様の香り

に関与するリナロールは紅茶と同程度含まれて

いた．したがって，未熟ミカン混合発酵茶は，ミ

カン由来のフノレーティーな香りと茶葉の発酵に

由来する紅茶様の香りが混合した独特の香気特

性を呈することが示唆された．味認識装置による

分析において，未熟ミカン混合発酵茶の渋味推定

値は紅茶よりも低値を示し，官能検査においても，

本発酵茶の渋味は弱く，飲み口や後味に対する噌

好性は高かった．また，ミカン未熟果に由来する

酸味を有しており，未熟ミカン混合発酵茶は，従

来の紅茶と異なる優れた香味特性を有すること

が示された．

発酵茶を製造するうえで最も時間を要する工

程は茶葉の萎凋であるが，紅茶の製造があまり盛

んでないわが国においては，自然萎凋が主流であ

る．しかし，自然萎凋は，専用の萎凋機械で処理

する方法と比較し， 4倍程度の長い工程時間を必

要とする．そこで，製茶機械である粗探機を用い

て，三番茶葉に 75℃の熱風を当て撹持すること

で，従来の紅茶製造であれば 24時間要する茶葉

の萎凋を 20分で完了させることを可能にした．

また，果汁工場の所有するスライス機械でスライ

スしたミカン未熟果と萎凋した三番茶葉を混合

操拾、することで，手作業による未熟果のスライス

物を使用した未熟ミカン混合発酵茶と比べ， d－リ

モネンをはじめとする主要な香気成分量が増加

することを見出した．その結果，品質の高い未熟

ミカン混合発酵茶を，短時間，低コストで製造す

ることが可能となり，企業との連携や技術移転も

容易になると考えられる．

未熟ミカン混合発酵茶は，可溶性へスペリジン，

茶葉由来のカテキン類およびカテキン類の酸化

によって生成した紅茶ポリフェノーノレ類を含む

ことから，ラット脂質代謝に及ぼす影響について

追究した．

はじめに，未熟ミカン混合発酵茶が，脂質代謝

改善効果を発現するラットの食餌条件を設定す

ることを目的に，基本食の組成や摂取期間の違い

が，ラットの脂質代謝にどのように影響するかを

検討した.AIN-93G組成を基本食として，未熟ミ

カン混合発酵茶葉熱水抽出物の凍結乾燥粉末を

0.50から 1.0%添加した食餌をラットに摂取させ

ると，体重増加の抑制，血清および肝臓トリグリ

セリド濃度の低下が観察された．しかし，未熟ミ

カン混合発酵茶の添加量が 1.0%の場合，摂食量

が低下することから，食餌への添加量を 0.75%に

設定した．また，短期間の未熟ミカン混合発酵茶

摂取でも，血清トリグリセリド濃度低下作用が発

揮される可能性があることが示された．そこで，

摂取期間を2あるいは4週間として，未熟ミカン

混合発酵茶が脂質濃度に及ぼす影響を，素材であ

るミカン未熟果および三番茶葉から製造した緑

茶と比較・追究した．未熟ミカン混合発酵茶は，

ミカン未熟果や緑茶よりも強い肝臓トリグリセ

リド濃度低下作用が観察され，この作用は2およ

び4週間のいずれの期間でも発現した．肝臓トリ

グリセリド濃度は，未熟ミカン混合発酵茶の添加

量に依存して低値を示したが，発酵茶の添加レベ

ルが 0.50%になると，顕著な効果は発揮されなか

った．未熟ミカン混合発酵茶の添加量に依存して，

肝臓での脂肪酸合成酵素活性は低い傾向を示し

た．また，未熟ミカン混合発酵茶を摂取させたラ

ットにおいて，糞中への脂肪酸排世は促進されな



緑茶三番茶葉とウンシュウミカン未熟果を混合探捻した発酵茶の開発と機能性に関する研究 -107一

かったが，混合発酵茶は，緑茶と同程度の醇リバ

ーゼ、阻害活性を示した．未熟ミカン混合発酵茶に

よる肝臓トリグリセリド濃度低下作用は，肝臓で

の脂肪酸合成の抑制および小腸における脂肪吸

収の阻害（遅延）によって一部発揮されると推察

された．さらに，未熟ミカン混合発酵茶の摂取で，

肝臓コレステロール濃度も発酵茶の添加量に依

存して顕著に低下した．このような肝臓脂質濃度

低下効果は，本発酵茶に含まれるへスベリジン，

カテキン類および紅茶ポリフェノール類が複合

的に作用することで，惹起されると考えられる．

本研究は，低・未利用資源の三番茶葉とミカン

未熟果を有効活用して，香味の優れる発酵茶の製

造法を確立したもので，発酵茶に含まれるへスベ

リジンの溶解性が高まり，脂質代謝改善作用を有

することが明らかになった．廃棄される地域資源

を素材に，既存の製茶機械で美味しく機能性の高

い発酵茶を製造することで，素材の高付加価値化

や地域産業の振興ならびに国民の健康増進の一

助になることを願うものである．
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第9章

摘要

有効利用されていない緑茶三番茶葉とウンシ

ュウミカン未熟果を混合探捻することで新たな

発酵茶を製造し，発酵茶に含まれるへスベリジン

の溶解性を追究後，発酵茶の有する香味特性やカ

テキン類の酸化効率を向上させる製造条件の解

明およびラット脂質代謝に及ぼす影響について

検討した．

1.三番茶葉とミカン未熟果を 3: 1の割合で混合

し， 20分間接捻して製造した発酵茶に含まれる

へスベリジンの溶解性が向上することを明らか

にした．

2.未熟ミカン混合発酵茶は，ブルーティーな香

りと紅茶様の香りが混合した香気特性を呈した．

また，本発酵茶の渋味は弱く，ミカン未熟果に

由来する酸味を有しており，従来の紅茶と異な

る優れた香味特性を有することが示された．

3.粗探機とスライス機械を用いて調整した三番

茶葉とミカン未熟果を混合探捻することによ

り，品質の高い未熟ミカン混合発酵茶を製造す

ることを可能とした．

4.AIN-93G組成を基本食として，未熟ミカン混合

発酵茶葉熱水抽出物の凍結乾燥粉末を添加し

た食餌をラットに摂取させると，血清および肝

臓トリグリセリド濃度の低下が観察された．

5.ラットにおいて，未熟ミカン混合発酵茶は，

ミカン未熟果や緑茶よりも強し、肝臓トリグリ

セリド濃度低下作用が観察され，この作用は2

および 4週間のいずれの摂食期間でも発現し

た．

6.ラットの肝臓トリグリセリド濃度は，未熟ミ

カン混合発酵茶の添加量に依存して低値を示

し，肝臓での脂肪酸合成酵素活性は低い傾向を

示した．未熟ミカン混合発酵茶による肝臓トリ

グリセリド濃度低下作用は，肝臓での脂肪酸合

成の抑制および小腸における脂肪吸収の阻害

（遅延）によって一部発揮されると推察された．
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Summary 

In this study, the author developed of the new 
fermented tea by tea-rolling processing of third crop 
green tea (Camellia sinensis) leaves and unripe 
satsuma mandarin (Citrus unshiu）丘uitswhich are not 
effectively utilized, evaluated flavor properties of the 
tea and production condition to raise an oxidation rate 
of catechin, and investigated the effects of feeding the 
tea extract on lipid metabolism in rats. 
The taste of third crop green tea leaves harvested 
in the summer season is inferior to first crop green tea 
leaves; thus they are not effectively utilized and in 
part discarded. In addition, large amounts of unripe 
satsuma mandarin企uitsare thinned out to improve 
the quality of the remaining仕uitsand are discarded 
as waste. The author developed a fermented tea made 
企omthird crop green tea leaves and unripe satsuma 
mandarin企uitsby using a green tea processing 
machine. Kneading of third crop green tea leaves and 
unripe satsuma mandarin合uitsincreased solubility of 
hesperidin to water, hot water and ethanol. Under the 
condition where green tea leaves and unripe企uits
were mixed at the ratio of 3 to 1 and kneaded with a 
tea roller for 20 min, the elution rate of hesperidin 
was the highest. This fermented tea contained 
narirutin, hesperidin, catechins and black tea 
polyphenols. The elution rate of hesperidin to water 
was increased by adding black tea extract企a心tion 
composed primarily of epigallocatechin-gallate and 
black tea polyphenols. 
To clari命社1e flavor characteristic of the 
fermented tea by mixed kneading of the third crop of 
green leaves and unripe satsuma mandarin企uits,the 
author measured aroma/taste components in the tea. 
The hot water extract of the tea was less reddish 
orange color than that of black tea. Aroma of the 
fermented tea consisted of d-limonene and ocimene 
isomer derived企omunripe satsuma mandarin企uits
mainly, and 2・hexenaland linalool produced mainly 
by fermentation of the green tea leaves, providing 
企uity合agranceand sweet scent like black tea. The 
amount of d-limonene and ocimene isomer were 
higher in this tea than in black tea. The estimated 
as甘ingentintensity of the tea by taste sensor system 
was lower由anthat of black tea, and the estimated 
acid taste intensity was higher than that of black tea. 
In taste sensory test, astringent of this tea was to 
some degree weak. Thus, it was suggested that this 
tea made from third crop green tea and unripe 
satsuma mandarin企uitsis a newザpeof fermented 
tea. 

The author仕iedto白eimprovement of the 
manufacturing method of this fermented tea.百1e
third crop green tea leaves were withered by blowing 
air (75°C) for 20minutes in a primary tea-rolling 
dryer. Then, withered tea leaves were mixed with 
unripe satsuma mandarin企uitswhich were sliced 
finely by slice machine and kneaded with a tea roller. 
The amount of仕1ecatechins in仕1egreen tea leaves 
were decreased by this process, and found that the 
hot-water ex仕actof mixed tea leaves had a good taste, 
an aroma and a bright red color. The author 
established the production method of new fermented 
tea by mixed kneading of third crop of green tea 
leaves and unripe satsuma mandarin合uitsusing a 
primary tea rolling dryer, slice machine and tea roller. 
Thus, the good quali句f of fermented tea was 
manufactured because it may have superior flavor to 
green tea. 
Hesperidin, catechins and black tea polyphenols 
have been recognized as important components that 
induce physiological activities. To elucidate the 
function of a new fermented tea produced by mixing 
third crop green tea leaves and unripe satsuma 
mandarin企uits,the author investigated the effects of 
feeding the tea ex仕acton lipid metabolism in rats. 
When rats were fed diets supplemented with the tea 
ex仕actat a level of 0.50% or 0.75% for 4 weeks, 
hepatic triglyceride concen仕ationwas reduced in a 
dose-dependent manner, and the reduction was 
significant in rats fed diet composed of 0.75% tea 
extract compared to those fed the con仕oldiet. This 
effect tended to be more potent than that of unripe 
mandarin企uitsor green tea alone. The fermented tea 
diet reduced hepatic f加yacid s戸thaseactivi勿ina 
dose-dependent manner, although not significant. The 
hepatic cholesterol concen仕ationsdecreased in a 
dose-dependent manner with the fermented tea diet 
for 2 weeks or 4 weeks. The fermented tea inhibited 
pancreatic lipase activity in vitro. These results 
suggest that the tea produced by mixing third crop 
green tea leaves and unripe satsuma mandarin企uits
induces a hypolipidemic prope均 through
suppression of hepatic lipogenesis and inhibition of 
intestinal fat absorption. New fermented tea made 
from unripe satsuma mandarin企uitsand third crop 
green tea leaves may serve as the new functional food 
material. 
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