
緒 言

茶はツバキ科の照葉樹（Camellia sinensis L.）の葉や
茎から製造され，世界で最も広く飲用される嗜好飲料で
ある。茶は製造方法により不発酵茶・半発酵茶・発酵茶
の大きく 3つに分類されるが，中国や日本で古くから飲
用されてきた緑茶は不発酵茶であり，収穫後すぐに蒸熱
または釜炒りして茶葉の持つ酸化酵素を失活させたの

ち，乾燥して保存性を高めたものである1）。
日本では年間 85,000 t もの荒茶（生葉を蒸熱，揉捻な

どの工程を経て乾燥させた段階の茶）が生産されてお
り2），飲料用の緑茶や茶粉末入り加工品などの原料とな
る。全国の荒茶生産量は多い順に静岡県，鹿児島県，三
重県，宮崎県，京都府（平成 23年度）3）となっており，
このうち京都府は，煎茶のほかに碾茶（抹茶原料），玉
露などの高級緑茶を多く生産しているのが特徴的であ
る。いわゆる「宇治茶」というブランド名で呼ばれる緑
茶の主産地は，京都府南部に位置する宇治市，相楽郡和
束町・南山城村，綴喜郡宇治田原町などであり，これら
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Abstract : ‘Benihuuki’, a green tea cultivar, has recently attracted particular attention for its health bene-

fits, including pollinosis-preventing effects, which have been attributed mainly to（−）-epigallocatechin-3-

O -（3-O -methyl）-gallate（EGCG3”Me）. In this study, Benihuuki tea leaves grown without shading in

Wazuka Town（Soraku, Kyoto）and their boiled-water extract were evaluated for their EGCG3”Me content

in comparison with Yabukita tea leaves harvested from the same tea garden in the same season（August

2011）. The results show that, EGCG3”Me was only found in the Benihuuki samples, with an amount（per

100 g of dry material）of 2.97 g for the leaf and 2.30 g for the extract（extraction rate, 77.4％）, respec-

tively. When examined for their effects on the growth of five major strains of enterobacteria in vitro, these

extracts of the two cultivars showed antibacterial activities against E. coli, C. clostridioforme, B. vulgatus,

and L. acidophilus, while exerting a growth-promoting effect on B. bifidum. This growth-promoting effect

tended to be greater with the Yabukita sample.
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の地域で京都府の 9割以上の荒茶が生産されている。京
都府内では相楽郡和束町が 38.3％であり，荒茶生産量
第 1位となっている（平成 23年度）4）。これらの地域で
多く製造される抹茶や玉露は，渋味を抑えるために茶樹
全体を覆いで遮光して栽培される（被覆栽培）。これに
対し，煎茶などに加工するための茶樹では非被覆栽培が
行われる。
緑茶には，抗酸化性，抗腫瘍性，抗アレルギー作用，

抗菌・抗ウイルス作用，抗う蝕性など多様な生理作用が
知られている1, 5）。作用の主体は緑茶特有のポリフェノ
ールであるカテキン類のほか，各種ビタミン類やサポニ
ン，カフェインなどが挙げられる。緑茶に含まれる主要
なカテキン類には，含有量が多い順に（−）-Epigallo-

chatechin-3-O -gallate （ EGCG ）, （ − ）-Epigallocatechin

（ EGC）,（ −）-Epicatechin-3-O -gallate（ ECG）,（ −）-

Epicatechin（EC）などがある（図 1）。茶葉に含まれる
総カテキン類は乾物重量で 10～20％程度とされる。こ
れらのうち EGCG の含有率が最も高く，全カテキン中
の約 50％を占め，一般に生理活性も強いことが知られ
ている1）。
緑茶の品種には「やぶきた」「ゆたかみどり」「おくみ

どり」「さえみどり」などがあるが，品種別では「やぶ
きた」が全国の栽培面積の 76％を占めている（平成 20

年度）2）。最近，花粉症予防効果6, 7）で注目を浴びている
「べにふうき」は，紅茶用品種の「べにほまれ」を母親
に，「枕 Cd 86」を父親に交配され，1993年に命名登録
（農林登録），1995年に品種登録（種苗登録）された紅

茶・半発酵兼用品種である。抗アレルギー作用のほかに
脂肪蓄積抑制効果8）や血圧上昇抑制作用9）も報告されて
いる。その効果の主体とされるのがメチル化された
EGCG，なかでも（−）-Epigallocatechin-3-O -（3-O -methyl）-
gallate（EGCG3”Me）である（図 1）。べにふうきの乾燥
茶葉には EGCG3”Me を含むメチル化カテキンが 0.8～
2.5％程度含まれるのに対し，やぶきた茶葉には含まれ
ない。また，べにふうき茶葉を紅茶用に製造するとメチ
ル化カテキンは消失する。メチル化カテキンは二番茶葉
で最も含有量が多くなり，水溶性で，高温で溶出されや
すい8, 10）。
茶葉に含まれるメチル化カテキン量は，産地や気候，

栽培条件，摘葉条件などによって左右される。そこで本
研究では，2011年 8月に京都府相楽郡和束町で収穫さ
れたべにふうきの茶葉と熱湯抽出液に含まれる EGCG

3”Me 量を定量し，同じ茶園で同時期に収穫されたやぶ
きた品種との比較を行った。
また，緑茶の抗菌性については，食中毒原因菌や病原

性細菌，インフルエンザウイルスに対する抗菌性など多
数報告がある11～17）が，液体培養後の生菌数を平板培養
法で直接カウントすることにより抗菌活性を測定した報
告は見当たらない。本研究では，ヒト腸内細菌として知
られる細菌のうち代表的な菌株を用いて，in vitro にお
いて 2品種の熱湯抽出液が試験菌の増殖に与える影響に
ついて若干の検討を行ったので合わせて報告する。

実 験 方 法

1．使用茶葉
実験に使用したやぶきた，べにふうき茶葉は，いずれ

も京都府相楽郡和束町にて非被覆栽培され，2011年 8

月下旬に機械摘みされた二番茶で，30秒蒸熱した後乾
燥させた。これを茶葉用ミルサーで 5分間粉砕し，ふる
いにかけ 250～710 μm の間のものを茶粉末とした。－20

℃で小分けにして保管し，使用直前に常温に戻して実験
に使用した。茶粉末の水分含量は常法にて求め，測定し
た各成分値は水分含量を換算して乾燥茶葉 100 g あたり
で示した。

2．抽出液の調製
（1）茶葉に含まれるカテキン類の抽出
茶葉そのものに含まれるカテキン類を定量するため，

茶粉末 250 mg を 2％リン酸：エタノール（1 : 1）20 ml

で 30℃，60分間抽出し，蒸留水で 25 ml にメスアップ
後，ろ過した上清中のカテキン類の含有量を定量した。

カテキンの名称 略号 R1 R2 R3

（−）-Epicatechin
（−）-Epigallocatechin
（−）-Epicatehin-3-O -gallate
（−）-Epigallochatechin-3-O -gallate
（−）-Epigallocatechin-3-O -（3-O -

methyl）-gallate

EC
EGC
ECG
EGCG
EGCG3”Me

H
OH
H

OH
OH

H
H
G
G
G

－
－
H
H

CH3

図 1 茶葉に含まれる主要なカテキンの構造a

a：新版緑茶・中国茶・紅茶の化学と機能（ア
イ・ケイコーポレーション）1）図Ⅲ－1より
改変。
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（2）茶葉の熱湯抽出
緑茶を喫飲することを想定して，茶カテキン類の中で

も特に EGCG3”Me を効率よく抽出させるため，山本
（前田）らの報告18）を参考に熱湯抽出を行った。茶粉末
4 g を沸騰した蒸留水 200 ml に入れて 10分間煮沸抽出
した。ろ液を 25℃，10620 g で 10分間遠心分離した上
清を各実験に用いた。

3．茶カテキン類の定量分析
茶葉および熱湯抽出液中に含まれるカテキン類の定量

は，HPLC 法にて測定した。測定条件は野菜茶業研究所
のカテキン類同時分析法に基づいて行った19, 20）。定量用
標準物質として，EC, ECG, EGC, EGCG, EGCG3”Me は
長良サイエンス（株），L-ascorbic asid（AsA），caffeine

は和光純薬工業（株）製を使用した。
カラムは Wakopak C 18-5（4.6 mm×150 mm），ガー

ドカラムは Wakopak C 18-5（4.6 mm×10 mm），カラム
温度 40℃，検出波長は UV 242 nm（EGC, AsA），UV 272

nm（EGCG, EC, EGCG3”Me, ECG, caffeine），注入量 20

μm，流速 1 ml/min で，移動相 A は蒸留水：アセトニ
トリル：リン酸（400 : 10 : 1），移動相 B はメタノー
ル：移動相 A（1 : 2）を表 1の条件でグラジエントして
測定を行った。
茶葉および熱湯抽出液ともに，0.45 μm フィルターに

通したものを測定に使用した。

4．熱湯抽出液の抗菌性試験
（1）試験菌

抗菌性試験には，Escherichia coli K12（無芽胞のグラ
ム陰性，通性嫌気性桿菌），Clostridium clostridioforme

JCM 1291（胞子を形成するグラム陽性，嫌気性桿菌），
Bacteroides vulgatus IFO 14291（無芽胞のグラム陰性，
嫌気性桿菌），Lactobacillus acidophilus JCM 1028（無芽
胞のグラム陽性，通性嫌気性桿菌），Bifidobacterium bifi-

dum JCM 1255（無芽胞のグラム陽性，嫌気性桿菌）の
5種類の菌株を使用した（表 2）。
（2）培養条件および培地の調製
抗菌性試験の培地，培養温度，培養条件は表 2に示し

た。生菌数測定用培地にはさらに寒天 1.5％（C. clostridio-

forme は 1.0％）を加えた。E. coli に使用したブイヨン
培地は一般的な組成（蒸留水 1000 ml に対し肉エキス
（極東（株））10 g, BactoTM ペプトン 10 g, NaCl 2 g, pH

7.2），それ以外の菌に対しては GAM ブイヨン培地（ニ
ッスイ（株））を使用した21）。
各菌を液体培地 5 ml に 1白金耳接種し，24時間また

は 48時間培養したものを前培養菌液とした。E. coli の
前培養のみ振とう培養（140 rpm）を行った。また，嫌
気培養には Anaero Pack 嫌気（三菱ガス化学（株））を
使用した。
その他一般の試薬はナカライテスク（株），和光純薬

（株）製のものを購入した。
（3）抗菌試験法
抗菌試験用培地は，表 2に示した各培地を所定の 2倍

濃度となるように蒸留水に溶解して 2.5 ml ずつ試験管
に入れてオートクレーブ滅菌した。これに，0.45 μm 滅
菌済みフィルターで滅菌した熱湯抽出液（または対照と
して滅菌水）2.5 ml ずつを入れて混合した。嫌気状態で
5時間保管した培地に各菌の前培養液を 0.05 ml 添加し，
全ての菌を静置で本培養した。培養後に滅菌生理食塩水
で段階希釈し，生菌数用測定培地に 1 ml を混釈（E. coli

は平板培地に 0.1 ml を塗布）した後，本培養と同じ条
件で培養し，コロニー数を測定した。各菌ともシャーレ
3枚の平均をとり，1 ml あたりの生菌数を算出した。

表 1 HPLC による茶カテキン類分析のためのグラジエ
ント条件

時間 移動相 A 移動相 B 備考

0～2分
2～27分
27～37分
37.01～50分

80％ 20％
20％ 80％
上記条件を保つ

80％ 20％

直線的に上昇させる

表 2 抗菌性試験に用いた菌株および培養条件

使用菌株 培地 培養温度 培養時間 酸素条件

Escherichia coli K12
Clostridium clostridioforme JCM1291
Bacteroides vulgatus IFO14291
Lactobacillus acidophilus JCM1028
Bifidobacterium bifidum JCM1255

ブイヨン
GAM ブイヨン
GAM ブイヨン
GAM ブイヨン
GAM ブイヨン

37℃
37℃
37℃
37℃
37℃

24時間
48時間
48時間
48時間
48時間

好気
嫌気
嫌気
嫌気
嫌気
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結果および考察

1．緑茶 2品種における茶カテキン類の比較
（1）茶葉に含まれる茶カテキン類の含有量

2011年 8月収穫の京都府和束町産のべにふうき，や
ぶきた茶葉に含まれる主要なカテキン類を HPLC 法に
て定量した。参考として，茶葉中の含有量が多い AsA,

caffeine も同時に測定した（図 2に 272 nm でのクロマ
トグラムを示した）。ピーク面積を基に算出した乾燥茶
葉 100 g あたりの重量を表 3に示した。その結果，べに
ふうきでは EGCG3”Me 量は 2.97 g/100 g 乾物重量であ
ったがやぶきたでは検出限界以下となった。測定した 5

種類の茶カテキン類の合計はべにふうき 22.38 g/100 g

乾物重量，やぶきた 18.54 g/100 g 乾物重量となった。AsA

の含有量は 2品種の茶葉で大きな差は見られなかった
が，caffeine はべにふうきのほうがやや多かった。
（2）熱湯抽出液の茶カテキン類の含有量
緑茶 2品種の熱湯抽出液に含まれる茶カテキン類を

HPLC 法にて定量し，抽出に使用した茶粉末（4 g）よ
り換算して乾燥茶葉 100 g あたりの重量を求めた（表
4）。茶葉そのものの結果と同様，やぶきたでは EGCG

3”Me は検出限界以下であったのに対し，べにふうきで
は 2.30 g/100 g 乾物重量であった。熱湯抽出による茶カ
テキン類の合計はべにふうき 18.18 g/100 g 乾物重量，
やぶきた 15.59 g/100 g 乾物重量であった。
表 3，表 4を基に算出した熱湯による EGCG3”Me の

図 2 茶葉中カテキン類の HPLC によるヒストグラム
（272 nm）
（A）茶カテキン類混合標準，（B）やぶきた茶葉，
（C）べにふうき茶葉
1 ; AsA, 2 ; EGC, 3 ; caffeine, 4 ; EGCG, 5 ; EC, 6 ;
EGCG3”Me, 7 ; ECG

表 3 緑茶 2品種の茶葉に含まれる茶カテキン類，AsA, caffeine（g/100 g 乾物重量）

品種 EGC EGCG EC
EGCG
3”Me

ECG AsA caffeine
カテキン
合計b

やぶきた
べにふうき

7.34
4.34

7.90
10.7

1.58
1.20

N.D.a

2.97
1.63
3.17

0.436
0.502

3.05
4.85

18.54
22.38

a N.D.：検出限界以下。
b カテキン合計：AsA, caffeine 以外の数値の合計。

表 4 緑茶 2品種の熱湯抽出液に含まれる茶カテキン類，AsA, caffeine（g/100 g 乾物重量）

品種 EGC EGCG EC
EGCG
3”Me

ECG AsA caffeine
カテキン
合計b

やぶきた
べにふうき

6.54
3.98

6.12
8.24

1.60
1.18

N.D.a

2.30
1.33
2.48

0.611
0.608

3.27
4.78

15.59
18.18

a N.D.：検出限界以下。
b カテキン合計：AsA, caffeine 以外の数値の合計。
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抽出率は 77.4％となった（表 5）。1999年に野菜茶葉研
究所（静岡県）の圃場で収穫されたべにふうき茶葉の
EGCG3”Me 含有量は約 1.5 g/100 g 乾物重量，熱湯抽出
液は 13～15 mg/100 ml，熱湯による抽出率 76.7％と報
告されている10）。これと比較し，本実験で使用した和束
産べにふうき茶葉の EGCG3”Me 含有量は約 2倍であっ
た。
本実験では熱湯抽出液を抗菌性試験用培地に添加する

ため，抽出時の水に対する茶粉末の量を野菜茶葉研究所
の 2倍量で行った。そのため，熱湯抽出液 100 ml あた
りに対するカテキン量については単純な比較は行えなか
った。

2．熱湯抽出液が試験菌の増殖に与える影響
両品種の熱湯抽出液を液体培地に添加し，試験菌の増

殖に与える影響をコロニー計測法にて測定した。結果は
表 6に示した。対照の生菌数に対する熱湯抽出液を添加
したときの生菌数の割合を求め，3回分の実験結果の平
均値を比較した。その結果，4つの試験菌で熱湯抽出液
の添加により増殖が抑制された。このうち E. coli に対
する抗菌性が最も高かった。一方，B. bifidum でのみ増
殖が促進された。べにふうき熱湯抽出液のほうがカテキ
ン合計量が多かったにもかかわらず，各試験菌とも 2品
種の熱湯抽出液で増殖への影響に大きな差は見られなか
った。このことから，EGCG3”Me の存在は抗菌活性に
大きな影響は与えず，茶カテキン類以外の抽出物が関与

表 5 緑茶 2品種の茶カテキン類の熱湯抽出による抽出率（％）a

品種 EGC EGCG EC
EGCG
3”Me

ECG
カテキン
合計c

やぶきた
べにふうき

89.1
91.7

77.5
77.0

101
98.3

N.D.b

77.4
81.6
78.2

84.1
81.2

a 抽出率（％）：表 4の熱湯抽出液（蒸留水 200 ml に茶葉 4 g）における各茶カテキン量を乾物重量 100 g あ
たりの量に換算したものを，表 3の茶葉中茶カテキン量（g/100 g 乾物重量）で割って抽出
率（％）を求めた。

b N.D.：検出限界以下。
c カテキン合計：AsA, caffeine 以外の数値の合計における抽出率。

表 6 緑茶 2品種の熱湯抽出液が試験菌の増殖に及ぼす影響a

使用菌株
対照（滅菌水） やぶきた べにふうき

（×106colonies/ml）（％）b （×106colonies/ml）（％）b （×106colonies/ml）（％）b

Escherichia coli K12 356
340
222 100

42.9
33.1
26.9 11.3

26.5
20.5
24.1 8.11

Clostridium clostridioforme JCM1291 180
281
156 100

88.3
75.0
47.3 35.4

121
118
63.3 49.9

Bacteoides vulgatus IFO14291 174
677
296 100

37.7
198
152 34.1

66.7
379
182 51.9

Lactobacillus acidophilus JCM1028 840
698
770 100

707
475
573 75.5

427
416
516 59.1

Bifidobacterium bifidum JCM1255 20.5
18.0
30.3 100

79.7
74.7
75.3 351

32.4
19.5
35.4 128

a 試験菌の増殖：各試験菌とも 3回分の実験結果を示した。1実験につき緑茶熱湯抽出液または滅菌水添加培地に植
菌後，表 2の条件で培養し，段階希釈を行ってシャーレ 3枚に塗布し，生じたコロニーの平均を求
めた。

b％：対照（滅菌水添加）の生菌数に対する各熱湯抽出液添加での生菌数の割合（％）を求め，3回の平均値で示した。
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している可能性も考えられた。
腸内細菌の中でもいわゆる善玉菌と呼ばれる乳酸桿

菌，ビフィズス菌に対する緑茶抽出物や茶カテキン類の
抗菌性についてはこれまでにも様々な報告がある。原
ら22）は 1000 ppm，中山ら14）は 2000 ppm の緑茶抽出物で
も乳酸桿菌やビフィズス菌に対して生育阻害は認められ
なかったとし，Lee ら23）は紅茶ポリフェノールで両菌属
に対する抗菌効果は低かったとしている。一方，西山
ら24）は平均 0.4 mg/ml の緑茶カテキン混合物で各種乳酸
菌の生育が阻止されたとした。このほか，緑茶飲用によ
るヒト糞便中のビフィズス菌の増加25）やバッチ式撹拌培
養系での（＋）-Catechin によるビフィズス菌の増殖促
進26）などの報告があり，茶カテキン類が善玉菌をはじめ
とする腸内細菌の増殖に与える影響については全容が解
明されているとは言えないのが現状である。本実験で用
いた熱湯抽出液では，培地への添加により 1/2に希釈さ
れた総カテキン濃度はやぶきたで 1.48 mg/ml，べにふう
きで 1.72 mg/ml に相当し，この濃度において L. acidophi-

lus では増殖が抑制され，B. bifidum では促進されると
いう結果が得られた。また，B. bifidum に対する増殖促
進効果はやぶきたのほうが高い傾向にあった。これらの
結果は in vitro での単独菌株における増殖の動向を見た
ものであり，実際のヒト腸内においては多種多様な細菌
が存在し，宿主であるヒトから受ける影響も大きいこと
から，茶カテキン類が腸内環境に対してどのような影響
を与えるかを本結果のみで論ずることは難しい。しか
し，平板培地での MIC 法やカップ法，ウェル法など従
来の方法では対照と比較したときの試験菌の増殖の増減
を明確にすることはできなかった。本方法では生菌数を
直接カウントすることにより，in vitro での緑茶抽出液
の影響をより正確に確認することができた。

EGCG のほとんどは吸収されずに大腸に到達する27）こ
とから，食餌として摂取された茶カテキン類は腸内に達
してから腸内細菌と相互作用し，代謝を受けると考えら
れる。緑茶成分は品種や産地，収穫年によって大きく異
なるため，それらの条件が腸内細菌の増殖に与える影響
についても考慮する必要があり，今後さらなる検討を要
する。

要 約

最近，緑茶の 1品種であるべにふうきが花粉症予防効
果などで注目されている。その効果の主体は EGCG3”Me

とされる。べにふうきは鹿児島県で試験的栽培されたの
ち各地の茶園に広まり，京都府下でも栽培されている

が，京都府産べにふうき茶葉に含まれる EGCG3”Me 量
を検討した報告は見当たらない。そこで本研究では，2011

年 8月に京都府相楽郡和束町で非被覆栽培されたべにふ
うきの茶葉と熱湯抽出液に含まれる EGCG3”Me 含有量
を定量し，同じ茶園で同時期に収穫されたやぶきたとの
比較を行った。その結果，EGCG3”Me はべにふうきで
のみ検出され，茶葉では 2.97 g/100 g 乾物重量，熱湯抽
出液では 2.30 g/100 g 乾物重量，熱湯による抽出率 77.4

％であった。
また，これら 2品種の熱湯抽出液を用いて 5種類の代

表的な腸内細菌の増殖への影響を in vitro で検討した。
その結果，E. coli, C. clostridioforme, B. vulgatus, L. acido-

philus では両品種とも抗菌的に作用し，B. bifidum では
増殖を促進した。この促進効果はやぶきた熱湯抽出液の
ほうが高い傾向にあった。これらの作用への茶カテキン
類の関与の程度や他の腸内細菌の増殖への影響，EGCG

3”Me と EGCG での作用の違いなど，今後さらに検討
する必要がある。
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