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論 文 の 内 容 の 要 旨

植物性食品の花様の香気は主にテルペン系や芳香族系のアルコール系の香気成分

に由来し,近年これらは自然の香気としてその生成機構が注目されている･茶の中

でも烏龍茶はこれらのアルコール系香気が示す花様の香りが特徴で,茶の品質の決

め手ともされているが,このような香気の生成機構は明らかにされていない･本研

究は‥烏龍茶のこの花様の香気成分であるアルコール系香気の生成機構を分子レベ

ルで解明しようとした先駆的研究である.

以下のように独自に開発した香気前駆体検出法(SDE酸加水分解法,より温和な

一二層反応"酸加水分解法,および酵素加水分解法)を用いて,香気前駆体を明ら

かにし,ついでこれらの香気前駆体からの香気生成を指標にしてこの香気生成にか

かわる主たる酵素を単離,同定した.

中国福建省産の烏龍茶品種である水仙種および毛蟹種の殺生葉を熱湯抽出し,活

性炭に香気前駆体を含む成分を吸着させた.ついでAmberliteXAD-2,Sephadex
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LH-20(50%MeOH),ODS(HP-MeOH)カラムクロマトグラフィーおよびHPLC(ODS,

H20-MeOHおよびHP-MeCN)により,花様の香りを有するgeraniol,(S)-1inalool,

2-phenylethanolおよびbenzylalcoholの香気前駆体を単離し,その構造を各種機器分

析によりgerany16-aβ-D-Xylopyranosyl-β-D-glucopyranoside(geranylβ-primevero-

Side)(1),(均一1inalylβ-primeveroside(2),2-phenylethylβ-primeveroside(3);

およびbenzylβ-primeveroside(4)と決定した･そのうち,1および2昼新規配

糖体である.3および4は他の植物からも単離されているが香気前駆体としては初

めての例である.

β-Glucosidaseを作用させることにより,geraniolや1inal001が生成したことから,

茶のモノテルペンアルコール系香気の前駆体がglucosidesと推測されていたが,本

研究により烏龍茶のgeraniol,1inaloolなどのアルコール系香気の前駆体,は二糖配糖

体であるβ-primeverosidesであることが明らかにされた.

烏龍茶用のチャ新鮮葉の入手は困難なため,まず予備検討として,緑茶用品種の

ヤプキク種を用いて,これらの配糖体からの香気生成にかかわる酵素の単離,同定

が以下のようにして行われた.

ヤプキク種の新鮮葉からアセトンパウダーを調製し,アセトン沈澱,硫安沈澱に

より,茶から得たアルコール系香気前駆体から香気を生成する粗酵素を得た.次に

本粗酵素をCM-Toyopear1650Mカラムクロマトグラフィーにより分画した各画分を

数種のPNP-Glycosidesと反応させたところ,PNP-GIcに対する活性が最も高く,そ

の活性画分が上記香気前駆体からの香気生成と最も良く対応していたので,

PNP-GIcの加水分解活性を指標にして分画し,3種の酵素画分(GltlCOSidaseI,II,III)

を得た.このうち,GlucosidaseIIが烏龍茶から単離された各種β-Primeverosidesに

対して特異的に高い加水分解活性を示すことが明らかとなった.またGlucosidaseII

とアセトンパウダーの結果が類似していることからGlucosidaseIIが茶の香気生成に

関与する主要な酵素であることが判明した.反応生成物のTLCおよびMS分析の結

果から,Primeveroseだけが生成していることが確認され,GlucosidaseIIは

Primeverosidaseであることが明かとなった.

GlucosidaseIIをMonoSカラムを用いたFPLCにより分画し,二つの活性画分

(GlucosidaseIIa,IIb)を得た･SDSPAGE電気泳動分析の結見 GlucosidaseIIaは単一

バンドを示し,分子量は約61kDaであった.ゲルろ過カラム分析の結果は電気泳動

の結果と一致し,本酵素は分子量が約61kDaのモノマーであることが明らかにさ

れた.
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次に中国で入手した烏龍茶水仙種の新鮮薫からも同様の方法により上記酵素の精

製を試みた.ヤプキタ種の場合と同様にほとんど同じ溶出位置に,3種の酵素画分

(GlucosidaseI,II,III)が得られた.このGlucosidaseIIの活性は70%以上を占め,ヤ

プキク種の場合よりもはるかに高く,香気の生成が多い烏龍茶の遺伝的特性を分子

レベルで解明する手掛かりを与えるものであり,今後の研究の発展につながる興味

あることである.

本研究により烏龍茶における花様の香りを有する主なアルコール香気化合物はそ

れらの二糖の配糖体(β-Primeverosides)から,内生酵素β-primeverosidaseにより

加水分解されて生成することが明らかになった.本研究の成果は茶ばかりでなく,

その他の植物の香気生成機構の解明にも重要な知見を与えるものある･

烏龍茶は紅茶と異なり,発酵過程で茶葉の組織を破壊しないで製造される点を考

えると,本研究の成果は単に食品の香気生成機構の解明という視点ばかりでなく,

植物の各種ストレス(萎凋,傷害など)に対する応答という視点からも大変興味深

いものである.

審 査 結 果 の 要 旨

茶の中でも烏龍茶は花様の◆香りが特徴で,茶の品質の決め手ともされている･

本研究は,烏龍茶のこの花様の主たる香気成分であるアルコール系香気の生成機

構を分子レベルで解明しようとした先駆的研究である.

以下のように独自に開発した香気前駆休校出法を用いて,上記香気前駆体を明

らかにし,ついでこれらの香気前駆体からの香気生成を指標にしてこの香気生成

にかかわる主たる酵素を単離,同定した.

中国福建省産の烏龍茶品種である水仙種および毛蟹種の殺生葉を熱湯抽出し,

消性炭ついでAmberliteXAD-2.SephadexuI-20(50%MeOH),ODS(HP-MeOH)カ

ラムクロマトグラフィーおよびHPLC(ODS,HP-MeOHおよびHP-MeCN)により

geraniol,(S)-1inalool,2-phenylethanolおよびbenzylal00holの香気前駆体を単離し,

その構造を各種機器分析によりgerany16-aβ-D-Xylopyranosyトβ-D-glucopyranoside

(geranylβ-primeveroside)(1),(S)-1inalylβ-primeveroside(2),2-phenylethyl

β-primeveroside(3)およぴbenzylβ-primeveroside(4)と決定した･そのうち･

1およぴ2は新規配糖体である.3および4は他の植物からも単離されているが

香気前駆体としては初めての例である.茶のアルコール系香気の前駆体が

glucosidesと推測されていたが,本研究により烏龍茶のgeraniol,1inal001などのアル

コール系香気は二糖配糖体のβ-primeverosidesであることが明らかにされた･
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烏龍茶用のチャ新鮮葉の入手は困難なため.まず予備検討として,緑茶用品種の

ヤプキク種を用いて,これらの配糖体からの香気生成にかかわる酵素の単離,同

定が以下のようにして行われた.

ヤプキク種の新鮮葉からアセトンパウダーを調製し,アセトン沈澱,硫安沈澱に

より酵素を分画した.次にCM-Toyopear1650Mカラムクロマトグラフィーにより

分画した各画分を数種のPNP-Glycosidesと反応させたところ,PNP-GIcに対する

活性が最も高かったので,pNP-GIcの加水分解活性により3種の活性画分

(GlucosidaseI,IT,TII)を待た.このうち,GlucosidaseIIが烏龍茶から単離された各

種β-primeverosidesに対して特異的に高い加水分解活性を示すことが明らかとなっ

た.またGlucosidaseTIとアセトンパウダーの結果が類似していることから

GlucosidaseIIが茶の香気生成に関与する主要な酵素であることが判明した.反応

生成物のTLCおよびMS分析の結果から.primeveroseだけが生成していることが

確認され,GlucosidaseTlはprimeverosidaseであることが明かとなった.

GlucosidaseIIをMonoSカラムを用いたFPLCにより分画し,二つの活性画分

(GlucosidaseIIa,TIb)を得た.SDSPAGE電気泳動分析の結果,GlucosidaselTaは単

一バンドを示し,分子量は約61kDaであった.ゲルろ過カラム分析の結果は電気

泳動の結果と一致し,本酵素は分子量が約61kDaのモノマーであった.

次に中国で入手した烏龍茶水仙種の新鮮薫からも同様の方法により酵素を精製し,

主たる香気生成酵素として上述のGlucosidaseIIと類似した酵素を得た.

本研究により烏龍茶における花様の香りを有する主なアルコール香気化合物はそ

れらの二糖の配糖体(β-primeverosides)から,内生酵素β-Primeverosidaseにより

加水分解されて生成することが明らかになった.本研究の成果は茶ばかりでなく,

その他の植物の香気生成機構の解明にも重要な知見を与えるものある.

烏龍茶は紅茶と異なり.発酵過程で茶葉の組織を破壊しないで製造される点を考

えると,本研究の成果は単に食品の香気生成機構の解明という視点ばかりでな･く,

植物の各種ストレス(萎凋,傷害など)に対する応答という視点からも大変興味

深いものであり､本論文は学位論文として相応しいものであることを審査委貝全

員が異議なく認めた.
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