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要約
我々は緑茶を亜臨界水抽出130℃で処理することで高濃度カテキン含有でありながら苦渋味を抑制した緑茶飲料になることを
報告した。本報ではこの緑茶抽出物の有用成分や香気成分および水色について検証を行った。その結果、従来の熱水抽出より
も有用成分（アスコルビン酸、クエン酸、リンゴ酸、コハク酸、ケルセチン、サポニン、水溶性食物繊維）が高濃度で抽出さ
れ、機能性を有する緑茶飲料であることが分かった。また、テアニンから生成される(S )-3-アミノ-1-エチルグルタルイミド（環
状テアニン）はACE阻害活性があり、緑茶の中でも玉露や碾茶に多いことも明らかにした。さらに、緑茶特有の香気成分およ
び水色に関連するクロロフィルの増加も確認した。従って、亜臨界水抽出は従来よりも優れた香気と水色を示し、苦渋味抑制
だけでなく新たな機能性を有する緑茶飲料の製造方法としての可能性を示唆した。
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1.  はじめに
　緑茶は、日本で広く親しまれている嗜好飲料である。緑茶
中には様々な健康機能性を有する成分が含まれおり、その中
でもカテキン類は抗酸化作用（Xu et al., 2004）、生活習慣病予
防作用（Nagao et al., 2009）、免疫賦活作用（Bub et al., 2003）、
抗アレルギー作用（Maeda-Yamamoto et al., 2007）、抗ガン作
用（Shimizu et al., 2008）などが報告されている。しかしなが
ら、緑茶カテキンは苦渋味が強く、飲みにくいため、日常的
に飲み続けるにはその改善が必要である。著者らは、緑茶を
亜臨界水抽出することによってカテキン特有の苦渋味を抑制
することを見出した。その理由として、水溶性ペクチンおよ
びアミノ酸のアルギニンによるマスキング効果であることを
明らかにした（Miyashita et al., 2013）。また、緑茶の主要なア
ミノ酸であるテアニンにはα波（脳波）の出現頻度の増加作用
（Nobre et al., 2008）、脳の神経保護作用（Kakuda., 2011）など
が報告されている。
　これらの健康機能性成分は抽出条件により、抽出される成
分が異なることが考えられた。そこで、本報では、一般的な
熱水抽出と亜臨界水抽出での抽出成分の違いを明らかにする

ことを目的として、緑茶抽出物の有用成分や香気成分および
水色の変化について検証を行った。亜臨界水の特性は高温高
圧下で液体状態を保った状態における特殊な抽出方法であ
り、優れた成分抽出作用と強い加水分解作用の性質を持った
技術である。緑茶中の有用成分では、L-アスコルビン酸、ク
エン酸、リンゴ酸、コハク酸、シュウ酸、ケルセチン、サポ
ニン、水溶性食物繊維を選択した。また、著者らは、前報に
おいて緑茶中に含まれ、機能性が示唆される (S)-3-アミノ -1-
エチルグルタルイミド（環状テアニン）の存在を報告している
（Miyashita et al., 2014）。そこで、ACE阻害活性の測定および
有機緑茶、玉露、碾茶中の含有量を測定した。さらに、緑茶
の主要な香気成分をGC-MSで定量し、水色に関連する成分
のクロロフィルを測定した。その結果、亜臨界水抽出技術は
新たな機能性緑茶飲料の製造を可能性にすることが示唆され
た。

2.  実験方法
2.1  試料
(1)  茶葉および試薬

緑茶は、2013年度産の有機緑茶、玉露、碾茶を静岡県の
お茶専門店で購入し、使用した。L-アスコルビン酸、ク
エン酸、リンゴ酸、コハク酸、シュウ酸、ケルセチンお
よびテアニンの標準試薬は和光純薬株式会社から購入し
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た。すべての溶媒は特級試薬を用いた。また、蒸留水は
ミリポアを用いて脱イオン化した。

(2)  抽出方法
緑茶（茶葉）10 gに水400 mLを加え、1分間の撹拌後に
3.0 MPa、130 ℃、10秒間の亜臨界水抽出を行った。有
機緑茶の熱水抽出は80 ℃で3分間、玉露および碾茶の
熱水抽出は50 ℃で3分間の抽出を行った。それぞれ得
られた緑茶抽出液はNo.2濾紙を用いて吸引濾過を行っ
た。その後、緑茶抽出液は凍結乾燥で粉末化させ、各分
析に供した。

2.2  L- アスコルビン酸の定量法
　L-アスコルビン酸含有量は、高速液体クロマトグラフ法で
分析した。カラムはDevelosil® XG-C18M column （150×4.6 
mm; 野村化学製）、流速は1.0 mL/min、カラム温度は30 ℃、
検出波長はUV 260 nmで分析した。移動相は98 % ギ酸アン
モニウム溶液 （50 mM）および2% アセトニトリルを使用し
た。成分値は検量線から算出した（Wanga et al., 2006）。

2.3  有機酸類の定量法
　有機酸（クエン酸、リンゴ酸、コハク酸）含有量は、高速液
体クロマトグラフ法で分析した。カラムは Shim-pack SCR-
102H （8 mm×300 mm；島津製）、流速は0.8 mL/min、カ
ラム温度は45 ℃、検出波長はUV 210 nmで分析した。移動
相はp-トルエンスルフォン酸 （5 mM）を使用した。シュウ
酸含有量は高速液体クロマトグラフ法で分析した。カラムは
Shim-pack SCR-101H （7.9 mm×300 mm；島津製）、流速0.6 
mL/min、カラム温度45 ℃、検出波長はUV 210 nmで分析
した。移動相はリン酸 （100 mM） を使用した（Maeda et al., 
2009）。

2.4  ケルセチンの定量法
　ケルセチン含有量は、高速液体クロマトグラフ法で分析し
た。カラムはMightysil RP-18GP （250×4.6 mm；関東化学製）、
流量は1.0 ml/min、カラム温度は30 ℃、検出波長はUV 350 
nmで分析した。移動相は2.5 %酢酸：メタノール：アセトニ
トリル= 70:10:20 （v/v） を使用した。

2.5  サポニンの定量法
　サポニン含有量は、フェノール硫酸法で測定した （Li et al., 
2012）。試料 1 mgを試験管に入れ、蒸留水で1 mLにメスアッ
プした。そこに、1 mLの5 % フェノール溶液と5 mLの濃硫
酸を加えた。室温に20分間静置した後に490 nmの吸光度で
測定した。

2.6  水溶性食物繊維の定量法
　水溶性食物繊維含有量は、Prosky法を用いて測定した 
（Prosky et al.1992）。

2.7  環状テアニンの定量法
　環状テアニン含有量は、LC-MS で測定した。試料10 mgを
水 50 µLおよび 90 %メタノール 150 µL（内部標準物質のゲ

ニステイン10 µg /mL含む )で抽出した。サンプルはミキサー
で 2分間ホモジナイズし、遠心分離を行った。その後、上澄
み液を除き、 90 % メタノール200 µLを加え、分離を繰り返
した。処理後のサンプルは0.2 µm PVDF メンブレンフィル
ター (ワットマン社製 )で濾過させ、濾液10 µLをLC-MSに供
した（Agilent 1200 system）。カラムはTSK-gel column ODS-
100V （5 µm, 4.6×250 mm, トーソー製） 、流速0.5 mL/min、
カラム温度40 ℃で測定した。移動相Aは0.1 %ギ酸溶液、移
動相Bはアセトニトリルおよび0.1%ギ酸混合溶液を使用し
た。グラジエント条件は最初の20分はB 液を3 % から 50 % 
、20 から40 分はB 液を50 % から 90 %、40 から 45 分はB
液を90 %、45 から 50 分はB液を 95 %で分析した。成分値
は各標品で準備される較正カーブから算出した。質量分析
はポジティブおよびネガティブモードで行った（Iijima et al., 
2008）。

2.8  香気成分の測定
　香気成分含有量は、ヘッドスペースを用いたガスクロマト
グラフ質量分析計7890 GC/5975 MSD システム（Agilent社製 )
で測定した。緑茶抽出液を専用のバイアルに採り、内部標準
物質のデカン酸エチルを加えて密栓し、混和した。このバイ
アルを一定温度で保持し、気相部分を分析した。

2.9  クロロフィルの定量法
　クロロフィル含有量は、吸光光度計U-3210で測定した（日
立社製）。クロロフィルaおよびbは663 nm および 645 nm 
で定量を行った。各測定を3回測定し、クロロフィル量を合
算した（Robert, 2002）。

2.10  ACE（アンジオテンシン変換酵素）阻害活性の測定
　ACE阻害活性の測定は、各サンプル濃度を5.0、2.5、1.25、
1.0、0.5、0 mg/mLに調整して評価した。検体（テアニン標品
および環状テアニン標品）を0.1 mol/1HEPES緩衝液（pH 8.3）
にて適宜希釈して試験溶液を調整した。0.1 mol/1HEPES緩衝
液または試験溶液を96穴マイクロプレートに25 µLを加え、
20 mU/ml ACE溶液を25 µL加えて37 ℃で5分間インキュベー
トした。8 mmol/1Hip-His-Leu溶液を25 µL加え、37 ℃で30
分間反応させた。その後、0.1 mol/L水酸化ナトリウム溶液を
25 µL加えて反応を停止させ、1 ％ OPA溶液を25 µLを加え、
室温で20分間静置させた。さらに、0.1 mol/Lの塩酸を25 µL
入れて、室温で10分間静置し、マイクロプレートリーダー（励
起波長355 nm、蛍光波長460 nm；SpectraMax M2e）で蛍光
強度を測定した（Nakano et al., 2006）。

3.  結果および考察
3.1  各成分の定量
(1)  L-アスコルビン酸

L-アスコルビン酸含有量を測定した。その結果、亜臨界
水抽出130 ℃は熱水抽出に比べてL-アスコルビン酸の抽
出量が約1.4倍であった（表1）。L-アスコルビン酸は水溶
性の高い抗酸化物質として知られている成分であり、そ
の他、鉄分の吸収促進作用やメラニン抑制による美容効
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果など多岐にわたる生理作用がある。亜臨界水抽出は短
時間で処理されるため、L-アスコルビン酸の分解が抑え
られたことが考えられた。

(2)  有機酸類
有機酸類ではクエン酸、リンゴ酸、コハク酸、シュウ酸
を分析した。その結果、亜臨界水抽出130℃は熱水抽出
に比べてクエン酸、リンゴ酸、コハク酸の抽出量が約1.4
倍であった（表1）。クエン酸やリンゴ酸は茶の甘味に寄
与しており、コハク酸はうま味の寄与があるとされてい
る。シュウ酸は亜臨界水抽出130℃と熱水抽出では有意
な変化は認められなかった。シュウ酸はえぐ味を呈する
成分である。しかし、クエン酸にはシュウ酸の味を緩和
する効果があるため、亜臨界水抽出で得られる緑茶抽出
物は強いえぐ味を感じることなく、飲みやすい緑茶であ
ることが考えられた。

(3)  ケルセチン
ケルセチン含有量を測定した。その結果、亜臨界水抽出
130 ℃は熱水抽出に比べて、ケルセチンの抽出量が約1.3
倍であった（表1）。亜臨界水抽出によって効率的にケル
セチンが抽出されたことが考えられた。ケルセチンは野
菜や果物に含まれるポリフェノールの一種である。また、
ケルセチンには抗酸化作用や抗アレルギー作用等の効能
が報告されており、生活習慣病の予防に役立つと期待
されている成分である（Boots et al., 2008; Ishizawa et al., 
2011）。

(4)  サポニン
サポニン含有量を測定した。その結果、亜臨界水抽出
130 ℃は熱水抽出に比べて、サポニンの抽出量が約1.4
倍であった（表1）。亜臨界水抽出によって効率的にサポ
ニンが抽出されたことが考えられた。茶葉サポニンには
抗炎症作用や抗菌作用があることが知られており、近年
では血圧降下作用や抗肥満作用および脂肪上昇抑制作用
などの生理作用も明らかになってきている (Matsuda et 
al., 2012; Hamao et al., 2011)。作用はそれほど強くはない
がカテキンの持っている作用を補うものと考えられ、茶
の苦味や機能性との相関関係が明らかになることで、茶
の品質評価の新たな項目として期待されている成分であ
る。

(5)  水溶性食物繊維
水溶性食物繊維含有量を測定した。その結果、亜臨界水
抽出130 ℃は熱水抽出に比べて、水溶性食物繊維の抽出
量が約2.9倍と著しい増加を確認した（表1）。亜臨界水
抽出の優れた抽出作用により水溶性食物繊維が溶出され
たことが考えられた。水溶性食物繊維には血糖上昇抑制
効果や血中コレステロールの低下作用が報告されている
（Anderson et al., 1990）。

(6)  環状テアニン
環状テアニン含有量を測定した。その結果、環状テア
ニンはすでに報告している有機緑茶に3.6±0.6 （mg/100 
g）が含まれいるが、玉露11.0±4.4 （mg/100 g）および碾
茶11.8±2.3 （mg/100 g）にも含まれていることを確認し
た。玉露や碾茶などのテアニンが多く含まれる緑茶には

環状テアニンが多く含まれていることが分かった。ま
た、(S )-3-アミノ -1-エチルグルタルイミドは糖尿病に対
する効果が特許によって報告されている（Thomas et al., 
2004）。テアニンとは異なる機能性があることが考えら
れた。

(7)  香気成分
総香気成分および香気成分類含有量を測定した。その
結果、総香気成分含有量は熱水抽出で1.4 （µg/100 mL）、
亜臨界水抽出130 ℃で2.2 （µg/100 mL）であった。亜臨
界水抽出130 ℃は熱水抽出に比べて、総香気成分の抽出
量が約1.6倍あることが示された。また、香気成分類で
は緑茶特有の香気成分であるリナロール、ドデカノール、
ジヒドロアクチニジオリドなどが増加したことを確認し
た（図1）。これらの香気成分は、茶葉内に配糖体として
存在することが知られている香気成分である。茶の香気
が生成する理由の一つとして、加水分解酵素の関与が挙
げられる。茶葉は、香気配糖体を液胞内に蓄積しつつ、
加水分解酵素を細胞壁に局在させている。萎凋時に香気
成分配糖体が加水分解酵素の働きによって加水分解され
ることにより香気成分を揮発する。このことから、香気
成分の配糖体が亜臨界水抽出の加水分解作用によって各
香気成分が生成され、増加したことが考えられた。また、
ジヒドロアクチニジオリドはい草に含まれる香気成分で
あり、他の香気成分を相乗効果させる作用があるため、
亜臨界水抽出130 ℃の緑茶抽出液は熱水抽出よりも香り
が優れていることが示唆された。

(8)  クロロフィル
クロロフィルaおよびクロロフィルb含有量を測定した。
その結果、亜臨界水抽出130 ℃は熱水抽出に比べてクロ
ロフィルaは約2.7倍、クロロフィルbは約2.8倍と著し
い増加を示した（図2）。熱水抽出ではクロロフィルaお
よびbが減少した。この要因として加熱温度が高いこと
や抽出時間が長いことにより褐変化したことが考えられ
た。一方、亜臨界水抽出は反応時間が短くて済むため褐
変化が抑えられたことが考えられた。クロロフィルは植
物の緑の色素成分であり、緑茶の濃さを示す成分でもあ

図1：主要な香気成分類含有量

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

12.0

(µ
g/

10
0g

)

熱水抽出
亜臨界水抽出130℃

Lin
alo

ol

1-D
odeca

nol

Dihyd
roac

tin
idiolid

e

2-H
eptenal

3,5-O
cta

dien-2-one

3-H
exe

n-1-ol

Dim
eth

yl 
Sulfo

xid
e

Meth
yl 

Sali
cy

lat
e



98 Studies in Science and Technology, Volume 4, Number 1, 2015

る。よって、亜臨界水抽出130 ℃の緑茶抽出液は水色が
良好であることが示された。また、クロロフィルには消
臭効果があることも報告されているため、茶の品質評価
においてクロロフィル含有量は重要な要素であると考え
ている。

3.2  ACE 阻害活性
　環状テアニンのACE阻害活性効果を評価した。テアニンと
環状テアニンを比較した。その結果を図3に示した。サンプ

ル濃度5.0、2.5 mg/mLではテアニンおよび環状テアニンと
もに高いACE阻害活性を示した。しかし、サンプル濃度1.25 
mg/mLにおいてはテアニンのACE活性が著しく消失し、1.0 
mg/mL以下ではほぼ活性が認められなかった。一方、環状
テアニンは1.25 mg/mL以下においても濃度依存的にACE阻
害活性があることが分かった。環状テアニンはテアニンより
も安定した化合物であり、ACE阻害活性効果が高いことが分
かった。環状テアニンはテアニン以上の機能性があることや
新たな機能性の存在が示唆された。

4.  まとめ
　亜臨界水抽出130 ℃は従来の熱水抽出に比べて、アスコ
ルビン酸、クエン酸、リンゴ酸、コハク酸、ケルセチン、
サポニン、水溶性食物繊維の有用成分を高濃度に抽出した
ことが分かった。過去の論文において緑茶を亜臨界水抽出
130 ℃で処理すると苦渋味が抑制されることを報告したが、
本研究によってさらに有用成分が多く含まれ、機能性が高
い緑茶であることが示された。また、ACE阻害活性が確認さ
れ、緑茶中の玉露および碾茶にも環状テアニンが多く含ま
れていることが分かり、新たな緑茶飲料としての可能性が
示唆された。
　香りの評価では熱水抽出に比べて、リナロール、ドデカ
ノール、ジヒドロアクチニジオリドの香気成分が増加してお
り、緑茶本来の香りで良好なことが分かった。緑茶の水色で
は熱水抽出に比べて、加熱による褐変化が抑えられ、緑茶特
有の鮮やかな緑色が残っていることが分かった。また、緑茶
の主要なアミノ酸であり、味覚成分のテアニン、グルタミン
酸、アルギニン、セリンおよび総アミノ酸含有量について検
証を行ったところ、亜臨界水抽出130 ℃ではこれらのアミノ
酸が増加しており、うま味や甘味が熱水抽出よりも高い緑茶
であることも分かった。この要因は亜臨界水抽出により緑茶
中のタンパクが加水分解されアミノ酸に変化したことが考え
られた。なお、アミノ酸含有量の結果は過去の文献を引用し
た（Miyashita et al., 2013）。
　これらの結果により緑茶を亜臨界水抽出130℃で処理する
ことで従来の熱水抽出よりも有用成分を失わず、高品質化し
ていることが考えられた。このことから、亜臨界水抽出を用
いることで低級な緑茶に高付加価値を付け、機能性緑茶飲料

図2：クロロフィル含有量
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図3：ACE阻害活性
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有用成分 (mg/100 g) 水色 (mg/100 g)

L-アスコルビン酸 クエン酸 リンゴ酸 コハク酸 シュウ酸 ケルセチン サポニン 水溶性食物繊維クロロフィル aクロロフィル b

熱水抽出 3.1 345.5 272.7 49.1 860.0 960.0 5090.9 1425.5 20.0 5.3

亜臨界水抽出
130 ℃

4.2 475.0 375.0 67.5 970.0 1250.0 7000.0 4250.0 53.8 15.0

味覚成分 (mg/100 g) 香気成分 (μg/100 g)

テアニン グルタミン酸 アルギニン セリン 総アミノ酸 リナロール
ドデカノー

ル
ジヒドロアクチ
ニジオリド

ヘプテナール
ジメチルスルホ

キシド

熱水抽出 142.4 50.6 4.0 2.6 214.4 0.23 0.07 7.82 － 0.97

亜臨界水抽出
130 ℃

164.2 61.2 7.6 3.4 244.0 0.54 0.54 10.11 0.14 1.33

表1：熱水抽出と亜臨界水抽出の各成分比較
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としての製造が可能であることが示唆された。今後はその他
の機能性成分の定量および環状テアニンの効能を動物レベル
で検証したいと考えている。
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