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研究成果の概要（和文）：本研究では、亜熱帯柑橘としてシークヮーサーに着目し、その精油の香りの特性、香
気成分によるストレス低減効果および抗炎症作用について解析・評価した。シークヮーサー精油の構成成分はガ
スクロマトグラフ（GC）を用いて分析し、香りの特性は香気抽出物希釈分析によるGC-におい嗅ぎ法により解析
できた。また精油および主要な構成成分の香り環境下で、健常な成人女性によるビジュアル・ディスプレイ・タ
ーミナル作業に伴うストレス低減効果を検証した。さらに、精油および主要な構成成分の抗炎症作用について、
炎症メディエーターに対する抑制効果を確認した。得られた知見は、消費者や食品産業での実践的な香りの活用
につながると考える。

研究成果の概要（英文）：In this study, aroma profiles, stress amelioration potential, and 
anti-inflammatory effects of volatile aroma compounds in essential oil extracted from the 
subtropical citrus resource shiikuwasha (Citrus depressa Hayata) were investigated. The aroma 
compounds in shiikuwasha essential oil (SEO) were evaluated using gas chromatography (GC), followed 
by assessment of its aroma profile using GC-olfactometry with an extended aroma extract dilution 
analysis technique. Next, the potential SEO, along with the major volatile active-aroma compounds 
present, were evaluated for neurological stress amelioration effects via inhalation in healthy 
female adults engaged in visual display terminal work. The anti-inflammatory effects of SEO and its 
prominent active-aroma components were evaluated in terms of their ability to inhibit the production
 of inflammatory mediators. The findings of this study may lead to practical applications of 
utilization of aroma compounds for consumers and food industries.

研究分野：食品分析学

キーワード： 柑橘　シークヮーサー　精油　香気成分　におい嗅ぎ　抗ストレス　抗炎症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の最も大きな学術的な特色は、亜熱帯柑橘の香りの成分を食品の嗜好性（二次機能）としてのみ捉えるの
ではなく、ストレス低減や抗炎症効果という食品機能性（三次機能）と関連付ける点である。また、香りは食生
活の中で容易に取り入れることができることから、高齢化社会でのメンタルヘルスケアにも貢献できる点で研究
に大きな意義があると考える。さらに、本研究は沖縄特産の農産物や食品の多面的な機能性の研究を推進するも
のであり、地場産業としての果樹等の生産拡大だけでなく、国際的な経済環境に対応した農産物の利用や高付加
価値化にも貢献できると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
亜熱帯地域の食用植物は、高温や強い紫外線などの環境下でも生育できるように多種多様な

防御成分を含んでいるが、これらの成分はヒトにとって独特の嗜好性（香りや味）を呈する成分
や健康維持・増進に寄与する機能性成分となるものが多い。また、最近、食品の香りは脳機能の
調節や維持にも重要な役割を持つことが注目されている 1）。そこで、沖縄在来柑橘であるシーク
ヮーサー（Citrus depressa HAYATA）に着目し、果皮の香り成分の分析を行った結果、系統や生
育ステージとは無関係に、他の香酸柑橘であるユズやカボスに比べて、抗酸化活性の高い γ-
terpinene を非常に多く含むことを明らかにした 2,3）。香酸柑橘の快い香りは精神的な安定効果が
あるとされているが、γ-terpinene は単独では不快な香りである。しかしながら、不快な香りが精
神的にポジティブに作用することも報告されている 4）。 
以上のことから、亜熱帯柑橘であるシークヮーサーの香りの源となる精油の構成成分および

個々の香り成分の特性や解析データを得ることを基盤として、香りの持つストレス低減効果や
抗炎症効果といった新たな機能性の研究を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
亜熱帯柑橘の独特な嗜好性（香りや味）は、食品のおいしさである二次機能のみを付与する成

分として捉えられてきた。一方、最近、食品の香りは脳機能の調節や維持にも重要な役割をもつ
ことが注目されている。すなわち、亜熱帯柑橘のもつ香りを食生活の中で効率よく利用すること
により、ストレス低減や抗炎症効果という食品機能性（三次機能）を引き出すことが可能である
と考えられる。そこで本研究では、亜熱帯に位置する沖縄の在来柑橘であるシークヮーサーに着
目し、香りの源である精油の構成成分やその香りの特性について、定性・定量分析だけでなく、
香りの構成成分の質や強度をヒトにより官能的に評価し、解析を行う。さらに、シークヮーサー
精油およびその香り特性に大きく寄与する成分を用いて、ヒトによるストレス低減効果や培養
細胞系での抗炎症効果を検証・解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）シークヮーサー精油の構成成分および香りの特性の解析 
①シークヮーサー精油の調製 
 シークヮーサー精油は、シークヮーサー果実を全果搾汁して得られた粗果汁の上清より採取
したシークヮーサーパルプから調製した。すなわち、パルプを常圧下で水蒸気蒸留して得られた
粗精油を遠心分離し、その上清を無水硫酸ナトリウムで一晩脱水したものをシークヮーサー精
油とした。なお、得られたシークヮーサー精油は各分析に供するまで-30℃で保存した。 
②シークヮーサー精油の香気成分の分析 
 シークヮーサー精油の香気成分の分析は、ガスクロマトグラフ（GC）-水素炎イオン化検出器
（FID）により各香気成分を定量し、GC-質量分析計（MS）を用いて同定を行った。GC-FID 分
析の分離カラムには DB-WAX を用い、カラム温度は 40℃で 2 分間保持した後、2℃/分で 200℃
まで昇温し、さらに 38 分間保持した。香気成分の定量は、全ピーク面積に対する各成分のピー
ク面積比の百分率と内部標準法による定量値から算出して行った。GC-MS 分析の分離カラムお
よび温度プログラムは GC-FID 分析と同一条件とした。なお、イオン化は EI 法により行い、イ
オン源およびインターフェイス温度は 230℃、イオン化電圧は 70eV とした。香気成分の同定は
質量スペクトルおよび標準物質の保持指標を用いて行った。 
③シークヮーサー精油およびその構成成分の官能的な香気特性の解析 
 シークヮーサー精油およびその構 
成成分の官能的な香気特性を明らか
にするために、におい嗅ぎ-GC（GC-
O）による分析を行った。GC-O 分析
は GC に Gerstel 社のにおい嗅ぎ装置
を装備して行った（図 1）。すなわち、
GC の分離カラムの出口をクロスピ
ースによって 1：1 に分岐し、一方を
検出器（FID）に、他方をカラムオー
ブン外の sniffing port に導いた。分析
条件は GC-FID 分析と同一とした。 
シークヮーサー精油の構成成分の香りへの寄与度は、香気抽出物希釈分析（AEDA：Aroma 

Extract Dilution Analysis）により、Flavor Dilution Factor（FD factor）を測定し、評価した（図 1）。
すなわち、精油をエーテルで 3n に段階的に希釈し、GC-O 分析を行った。分析はパネリスト 5 名
が段階的に希釈した精油サンプルに対し、それぞれ 2 回ずつ試験を行った。FD factor はにおい
を検出できたパネリストが 0 人になった時点で終了とし、最後に検出できた希釈倍率を FD factor
とした。においの特性は、パネリストの訓練時に作成した用語表より選択して評価し、においの

図 1 GC-O と AEDA による官能的な香気特性の解析 



検出は、においを感じている間に Olfactory Intensity Device（OID）を押すことによりモニターし
た（図 1）。さらに、GC-FID により測定したシークヮーサー精油の香気成分の定量値と FD factor
を用いて、下記の式により相対フレーバー活性（RFA：relative flavor activity）を算出した。 

RFE=log 3n/S0.5、3n：FD ファクター、S：相対面積（％） 
 
（２）シークヮーサー精油およびその構成成分のストレス低減効果の解析 

ヒトによるストレス低減効果は、香りとして
シークヮーサー精油およびその精油の主要香気
成分である limonen と γ-terpinen を用い、清水ら
の森林の香りなどのリラックス効果を評価した
環境を用いて実施した 5）。すなわち、図 2 に示
した個室空間（g）で香りのない環境（コントロ
ール）と香りのある環境内で、ビジュアル・ディ
スプレイ・ターミナル（VDT：Visual Display 
Terminal）作業として、オドボール課題を実施し、
作業効率、作業前後や作業中の心理的評価およ
び生化学的評価によりストレスに対する効果を
解析した。評価試験の被験者は 9 名（女性、平 
均年齢 20.4 歳）とした。被験者には室内に入る 
前に生理的評価となるバイオマーカー測定のた
めの唾液を採取し、心理的評価として気分プロ
フィール検査（POMS：Profile of mood states）を実施した。次に、脳波および心電図測定装置を
装着し、室内に入った後、香りやストレス作業を一定時間提示し、その間の脳波および心電図を
モニターした。ストレス作業終了後、作業前との比較のため、唾液の採取と POMS を再度実施
した。また脳波の周波数帯域は、α 波、β 波、θ 波、δ 波、測定部位は Fz、Cz、Pz、Oz とし、心
電図から心拍変動を RR 間隔、LF 値、HF 値、LF/HF 比により解析した。 
 
（３）シークヮーサー精油およびその構成成分の抗炎症効果の解析 
①試料調製 
シークヮーサー精油およびその精油の主要香気成分である limonen と γ-terpine は、dimethyl 

sulfoxide（DMSO）に溶解し，フィルターにてろ過滅菌後、適宜希釈して用いた。なお、DMSO
は細胞増殖に影響のない 0.5%の濃度で使用した。 
②細胞毒性試験 
マウスミクログリア由来 BV-2 細胞株（BV-2 細胞）を 24-well plate に播種し、10%FBS を含む

培地で 24 時間インキュベートした。培養後、培養上清を除去してリン酸緩衝生理食塩水で細胞
を洗浄し、その後シークヮーサー精油、limonene および γ-terpinene を添加した培地に交換して
24 時間培養した。なお、細胞生存率（％）は MTS 法により算出した。 
③NO 産生量および IL-1β 産生量の測定 
 BV-2 細胞の培養は細胞毒性試験と同様に行った。すなわち、培養後はシークヮーサー精油、
limonene および γ-terpinene を添加し、さらにリポポリサッカライド（LPS）を終濃度 1μg/ml とな
るように加え、24 時間培養した。その後、培養上清を回収し，NO および IL-1β 産生量を ELISA
法により測定した。 
 
４．研究成果 
（１）シークヮーサー精油の構成成分および香りの特性の解析 
①GC-FID および GC-MS による精油の香気成分の分析 
 シークヮーサー精油を GC-FID および GC-MS 分析した結果、55 成分を検出し同定した。主要
な構成成分群は他の柑橘類と同様に炭化水素成分であり、組成比の 95％を占めた。炭化水素成
分の中で最も大きな組成比を示したのも他の柑橘類と同様に limonene（57％）であったが、スイ
ートオレンジ（86％）やマンダリンオレンジ（74％）、また同じ香酸柑橘類であるユズ（63～68％）
に比べ、低い組成比を示した。一方、γ-terpinene（25％）は他の柑橘類よりもかなり高い組成比
を示したことから、シークヮーサーの特徴的な香気特性に炭化水素成分の組成比が寄与してい
ることが示唆された。含酸素成分では各精油ともアルコール類の組成比が最も高く、その中で
linalool、terpinen-4-ol、α-terpineol がアルデヒド類、エステル類に比べて高い組成比を示した。
linalool と α-terpineol は花様、terpinen-4-ol はハーブおよび樹脂様といった柑橘類の香りの重要な
寄与成分と考えられている 6)。 
②GC-O および AEDA による精油およびその構成成分の官能的な香気特性の解析 

GC-FID および GC-MS 分析で同定・定量したシークヮーサー精油の 55 成分について GC-O 分
析を行った結果、47 成分のにおい特性を評価できた。また、AEDA の FD factor 1～729 におい
て、OID によるにおいの検出頻度が最も高かった香気成分は linalool（59 回）であり、次いで
limonene（46 回）、terpinolene（41 回）、γ-terpinene（40 回）、α-cubebene（40 回）、nonanal（40 回）
の順であった。これら 6 成分の閾値は linalool（0.028ppm）が最も低く、次いで、nonanal（0.1ppm）、
limonene（0.2ppm）、terpinolene（0.41ppm）、γ-terpinene（0.6ppm）であった。したがって、GC-O

 

a：乾燥空気ボンベ、b：活性炭、c：トラップ、d：流量計、

e：試料入りガラスチャンバー、f：香り提示口、g：防音室

1 L/min

(room temperature: 24.4 ± 2.1 °C)室温：24 ± 2℃

図 2 ストレス低減効果試験の個室環境 



分析での検出頻度には各香気成分の閾値が大きく関わっていることが明らかとなった。さらに、
AEDA により各香気成分の FD factor を決定し、GC-O 分析によるアロマグラムと GC-FID 分析に
よるガスクロマトグラムを作成した（図 3）。これまで GC-FID および GC-MS 分析の結果から、
limonene や γ-terpinene がシークヮーサー精油の主要な構成成分であることを明らかにしている
が、アロマグラムとガスクロマトグラムの比較により、nonanal や gremacren D といったガスク
ロマトグラム上では非常に微量な成分も官能的に重要な成分であることが示唆された。そこで、
より客観的に香気特性に対する各香気成分の寄与を評価するために、相対フレーバー活性（RFA）
を測定した。今回最も RFA 値が高かった香気成分は、α-cubebene、σ-elemene、gremacrene D、
nonanal（いずれも RFA＝16.87）であった。これら 4 つの香気成分は GC-FID 分析において低い
組成比であったが、GC-O 分析において大きな FD factor を示したことから、シークヮーサー精
油の香気特性には微量な香気成分も大きく寄与することが示唆された。 
以上の結果はシークヮーサー精油の基礎的な知見にとどまらず、食品香料やアロマオイルと

して精油を利用するための規格基準や品質管理、他の高酸柑橘類との差別化などに有用な情報
を与えると考える。 

 
 
（２）シークヮーサー精油およびその構成成分のストレス低減効果の解析 

個室空間で香り（シークヮーサー精油、limonene、γ-terpinene）のある環境と香りのない環境
（コントロール）で VDT 作業としてオドボール課題を実施し、心理的な評価を行った結果、「緊
張」、「抑うつ」、「怒り」、「活気」、「疲労」、「混乱」の 6 つの因子において、シークヮーサー精油
の香りの存在下では、コントロールに比べ「活気」が上昇し、「疲労」が軽減されることが示さ
れた。一方、生理的評価である α-アミラーゼに有意差は認められなかった。また VDT 作業に伴
う脳波変動では、シークヮーサー精油および limonene の香りの環境に比べ、不快なにおい特性
をもつ γ-terpinene の香り存在下で、コントロールに比べて Oz（後頭部）での β 波の出現が有意
（p<0.05）に低かったことから、VDT 作業に伴うストレスが抑制されていることが示唆された。
さらに、オドボール課題の作業効率性を示す誤答率についても、コントロールに比べ低い傾向を
示した。心電図における心拍変動は、γ-terpinene の R-R 間隔が作業前（653.2ms）から作業後
（733.0ms）で有意（p<0.05）に変化したことから、γ-terpinene がストレスの緩和効果をもつこと
が示された（図 4）。以上のことから、シークヮーサー精油の快い香りとともに、その構成成分
で不快な香り特性をもつ香気成分も脳の神経活動に大きく影響を及ぼすことが示唆された。 

図 4 ストレス作業に伴うシークヮ－サー精油、limonene および γ-terpinene の 
心拍の R-R 間隔変動への影響 

図 3 シークヮーサー精油のガスクロマトグラム（上）とアロマグラム（下） 
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（３）シークヮーサー精油およびその構成成分の抗炎症効果の解析 
①細胞毒性試験 
シークヮーサー精油、limonene および γ-terpinene の BV-2 細胞への毒性を MTS 法により検証

した結果、3.9～500μg/ml において細胞の生存に影響を与えなかった。そこで、シークヮーサー
精油、limonene および γ-terpinene を 3.9～500μg/ml の濃度範囲で BV-2 細胞へ添加し、LPS 誘導
に伴う NO および IL-1β 産生量を測定した。 
②LPS 誘導による NO および IL-1β 産生に対するシークヮーサー精油およびその構成成分の影響 
 BV-2 細胞の NO 産生誘導におけるシークヮーサー精油の影響を解析した結果、濃度依存的に
NO 産生量が抑制され、7.81µg /ml で有意（p<0.05）な抑制が認められた（図 5）。また、limonene
および γ-terpinene においても濃度依存的に NO 産生量を抑制した。IL-1β 産生についても、シー
クヮーサー精油では濃度依存的に産生量が抑制され、31.25µg /ml で有意（p<0.05）な抑制を確認
した（図 5）。一方、シークヮーサー精油の主要な香気成分の 250µg /ml 添加における IL-1β 産生
量は limonene（27.9pg/ml）に比べ、γ-terpinene（9.5pg/ml）が有意（p<0.05）に強い抑制効果を示
した。BV-2をはじめとするミクログリア細胞において、LPS刺激により産生が亢進される iNOS、
COX-2、IL-1β、TNF-α の発現抑制は、p38 MAPK シグナルと NF-κB の活性化調節によるもので
あり、NO 産生に関わる iNOS 発現の誘導には IL-1β などの炎症性サイトカインの産生を介して
いる 7)。したがって、シークヮーサー精油、limonene および γ-terpinene は、炎症性サイトカイン
である IL-1β の発現を抑制し、NO 産生を阻害していることが示唆された。今後は、抑制のメカ
ニズムの解明に取り組みたいと考えている。 

 

 
図 5 シークヮーサー精油による LPS 刺激 BV-2 細胞における NO 産生（左）および IL-1β 産生（右）の 

抑制効果 
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