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研究要旨

　嗅覚刺激がヒトの生理的・心理的状態に影響を及ぼすことは，広く知ら

れている。評価方法として，質問紙や物理計測の脳波，血圧，心拍数，呼

吸数などがあるが，主として交感神経系の変化しか観察できない。そこで，

非侵襲で拘束等の制限がなく，分析に必要な検体を数分でミリリットル単

位の量を採取可能な唾液に着目した。しかも，唾液には，交感神経系のマ

ーカーだけでなく，内分泌系や免疫系のマーカーも含まれるので，複数の

系を同時に評価することができる。

　これまで，唾液バイオマーカーを用いた嗅覚刺激の研究では，健常被検

者における急性試験を中心に，一過性の合成香料の鎮静効果や香料の睡眠

への影響等が研究されており，急性の交感神経活性の克進や鎮静をもたら

すことなどが明らかになっている。しかし，ヒトには国籍や生活習慣によ

って嗅覚刺激に対して感じ方に個性があり，好き・嫌いという嗜好性があ

るが，香りの嗜好性によって引き起こされる生理反応に関する検討や被検

者の経験を考慮した検討は，十分に行われているとは言えない。

　本研究では，嗅覚刺激がヒトの心身に与える生理反応を，香りの嗜好性

と生理反応の関連性と被検者の経験を考慮しづつ主観評価と唾液バイオ

マーカーを用いて非侵襲・無拘束の条件下がつ唾液の同時解析して検証す

ることで，嗅覚刺激に対する生理反応の定量評価技術を開発することを，

目的としている。

　本研究では，大別して2つのアプローチを試みた。1つ目には，精油の

香りの嗜好性における生理反応の評価するため，日常的に使用されている

精油を用いて，主観評価と嗅覚刺激前後の唾液アミラーゼ活性とコルチゾ

ール濃度の変化を検証した。対象者を，日常的に精油を使用している被検

者22名（40．6±8．4歳，mean±SD）を用い，被検者に好まれるローズマリ

ー，オレンジスイート，ブランキンセンス，ラベンダー，ゼラニウムの5

種類の精油を嗅覚刺激として，主観評価と急性反応と慢性反応を検証する

ためα一アミラーゼとコルチゾールの2種類の唾液バイオマーカーの同時分

析を行った。その結果，O～lOの範囲で主観評価を行ったところ，好みの
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平均値が最低でも6．8以上の高値を示し，かつ嗅覚刺激の経験の有無が

8．6－9．6の範囲，日常生活での使用の有無は，7．1－8．9の範囲を示した。

これは，用いた精油全て被検者に好まれ，かつ日常的に使用している被検

者を選定できたと判断できた。唾液アミラーゼ活性は，精油の種類によっ

て，オレンジスイートでは活性化，ラベンダーでは鎮静化，ローズマリー

では鎮静化と活性化といった3パターンを示した。コルチゾールでは，嗅

覚刺激前後でラベンダーとローズマリーにおいて，P＜O．05の有意差が確

認された。これらより，唾液バイオマーカーを用いれば，精油の嗜好性に

よって引き起こされる複雑な生理反応を考察できる可能性が示唆された。

　2つ目として，香辛料における記億と経験による生理反応の評価するた

め，日本人にとって馴染み深い香りであるカレー粉に使われている香辛料

を用い，主観評価と嗅覚刺激前後の唾液アミラーゼ活性，オレキシンA，

β一エンドルフィンの変化を検証した。対象者を10人の日本人成人男性

（22．1±1．1歳，平均±標準偏差）として行った。コリアンダー，フェヌク

リーク，クミンを同量で混合したものを香辛料標準見本とし，市販されて

いるカレー粉を香辛料優良見本として嗅覚刺激を行った。主観評価とα一

アミラーゼ，オレキシン，β一エンドルフィンの3種類の唾液バイオマーカ

ーを安静時，嗅覚刺激時，後半安静時に測定し，分析をおこなった。その

結果，主観評価では，2種類の香辛料間で食欲増進について，ρ〈O．1の統

計的有意差が認められた。香辛料優良見本は，市販のカレー粉として誰も

が1度は嗅いだ経験がある香りであることから，香辛料標準見本よりも食

欲増進の評価が高かったと言える。α一アミラーゼでは，嗅覚刺激後におい

て，2種類の香辛料間でρ〈O．1の統計的有意差が確認され，香辛料優良

見本が高値を示した。これは，香辛料優良見本の方が有意な上昇が認めら

れ，交感神経活性の活性化を示唆した。オレキシンAでは，2種類の香辛

料間で統計的な有意差は認められなかったが，香辛料優良見本では，刺激

前と刺激直後でρ＜O．1の統計的有意差が，刺激直後と刺激安静後でρ〈

0．05の統計的有意差が認められ，嗅覚刺激による中枢神経系の変化が，唾

液バイオマーカーに現れる可能性を示唆された。β一エンドルフィンでは，

2種類の香辛料間，および経時変化の双方に関して，統計的な有意差は認
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められなかった。以上により，主観評価と唾液バイオマーカーの双方で香

りに対する経験の有無が生理反応の変化に反映されることが示唆された。

　本研究により，以下の事項が明らかとなった。

　1）唾液アミラ』ゼ活性を用いれば，主観評価だけでは判別が困難な覚

　　醒効果，鎮静効果，鎮静とその後の高揚効果といったより複雑な精

　　油の生理反応を観察できる可能性が示唆された。

　2）香りに対する経験の有無が，主観評価と唾液バイオマーカーの生理

　　反応の両方に反映され，摂食促進物質などを唾液バイオマーカーと

　　して用いることで，より詳細な生理反応を観察できる可能性が示唆

　　された。
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記号表
記号

mean

η

ρ

R2

SD

CV

ガ

SAA

名称

各変数の平均値

データ数

有意確率

決定係数

標準偏差

変動係数

自由度

唾液アミラーゼ活性値

［単位1
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第1章　序論

　1．1嗅覚刺激における生体反応

　嗅覚刺激は日常生活で常に体験している外的要因刺激である。例えば，

食事をするとき，日本の四季を感じるとき，鼻で刺激を感じ，過去の記憶

からどういった匂いなのか考える。嗅覚刺激がヒトの生理的・心理的状態

に影響を及ぼす効果があることは，広く知られている。嗅覚刺激は古代か

ら民間薬や医薬品としても利用されており，近代医学が発達する以前のヒ

トの健康管理を担ってきたといわれる。例えばインドでは糖尿病の伝統的

な治療にアカシアの葉やアロエが利用されてきた（1〕。また，代替医療や予

防医学的な手法としてアロマテラピーを代表するように，植物由来の揮発

成分の組み合わせを吸入することで，ヒトの気分を変えたり，ストレスを

解消したりする効能があるとされており，広範囲な分野で活用されている
（2）。

　嗅覚刺激とは，香りを構成する匂い分子が，ヒトの鼻腔内に到達すると

嗅細胞に作用することによりおこる。嗅細胞の嗅覚受容体に結合して匂い

として検出されると，匂い情報カ亨脳の嗅球に伝わる。匂い情報は，嗅球か

らさらに高次の脳領域へと伝わるが，情報が大脳皮質を経由してから大脳

辺縁系に送られる視聴覚情報とは異なり，匂い情報は海馬などの大脳辺縁

系に直接伝わって自律神経系，内分泌系の生体調節に作用する。そのため，

解剖学的にも，嗅覚刺激は他の感覚よりも情動反応を誘引しやすい。また，

大脳辺縁系に取り巻かれている脳幹は，恐怖，憎悪，怒り，幸福感といっ

た情動を司る部分であり，心理的な影響も与える。このように，嗅覚と情

動の関係は他の感覚系と比べて異なっており，非常に興味深い（3〕。逆に表

現すると，嗅覚刺激をうまく刺激すれば，ヒトの感情をコントロールする

ことが可能かもしれない。

　香りについては近年，香りの化学組成の分析や香りの生理心理作用を科

学的に解明しようとする試みが行われており，客観的な検証が行われつつ

ある。これまで，ヒトの香りに対する嗜好性や香りの影響を検証する官能

検査の方法としては，質問紙が主流であった（4）。しかし，この方法では，
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同じ質問を繰り返すと，面倒さや慣れた同一者でも結果が異なったり，逆

にほとんど変化しなくなるなど，定量性，再現性に問題があった。そこで，

客観的，定量的な指標として，脳波（E1ectroencepha1ogram：EEG）（5〕などの

脳機能，血圧（6〕や心拍数（7），心電図などの循環機能，呼吸数や呼吸量の呼

吸機能や，発汗，体温，眼球運動などの物理計測が用いられてきた（表1－1）。

これらは，ヒトの交感神経系活性の変化からストレスを定量化しようとい

うアプローチである。しかし，その多くは電極等を生体に装着する必要が

あるので，被検者の行動が拘束されるという制約など，さまざまな制限が

生じており，随時性，即時性，簡便性に優れた指標がなかった。また，物

理計測では，交感神経系のみの単一な計測しかできない。

　そこで，近年研究がさかんである唾液バイオマーカーに着目した。唾液

バイオマーカーは，血液や尿と違い，採取場所はとはず，誰でも採取する

ことができ，数分でm1単位の採取が可能となっている。さらに，測定す

るバイオマーカーにより，同時に，交感神経系，内分泌系や免疫系の変化

まで測定するこが最大のメリットである。

　これまで，唾液から非侵襲に分析できるストレスマーカーを用いて，香

りが心身に与える影響を，定量的に評価する研究が行われきた。今までに，

健常被検者を用いた急性試験を中心として，合成香料の鎮静効果（8〕一9〕，

精油の鎮静効果（IO），日本由来の香りを再現した合成香料の効果（川，室内

悪臭の評価〔12〕，香料の睡眠への影響（川や，精油の濃度の影響（14〕に関する

生体評価が行われている。これらを通して，ヒトに共通する性質として，

i）嗅覚刺激が急性の交感神経活性の九進や鎮静をもたらすことや，ii）濃

度の濃い香りは不快に感じやすく，濃度が低ければ不快に感じにくいこと

などを明らかになった。しかし，ヒトには国籍や生活習慣によって嗅覚刺

激に対して感じ方に個性が生じる。つまり，好き・嫌いという嗜好性があ

るが，香りの嗜好性によって引き起こされる，交感神経系の変化，内分泌

系の変化，免疫系の変化等の生理反応に関する検討や被検者の経験を考慮

した検討は，十分とは言えない。
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　1．2唾液バイオマーカーの定量化

　人体に加えられた様々な刺激は，感覚器で検知され，末梢神経を介して

脳内の中枢神経系に伝達される。脳では，それらの刺激が認知され統合さ

れる。刺激に対応するために脳から発せられた指令は，交感神経系や内分

泌系を介して全身に伝達され，各器官の尤進または活性化や抑制または鎮

静化などの生体反応として現れる。

　バイオマーカーとは，このような人が発する生体情報を，血液，間質液，

唾液，尿などの生体サンプルに含まれる化学物質の濃度から読み取り，数

値化・定量化した指標を意味している。バイオマーカーは，特定の疾患や

身体の状態に相関して量的に変化するため，その量を測定することで疾病

の診断や効率的な治療法の確立などが可能になる。また，交換神経系や内

分泌系に直接・関節的に関与するバイオマーカーは，ストレスの強度に応

じて濃度が顕著に変化するものがあり，ストレスマーカーと呼ばれるもの

もある。こうした，外的要因刺激において変化するストレスマーカーは，

血液に含まれているものが多く，その行為自体が刺激となり，刺激に対す

る純粋な定量化が難しい。しかし，その一部は唾液でも分析可能である。

バイオマーカーを唾液で分析が可能であることは，身体に対するわずかな

変化を数値として大きく捉えることができる。唾液アミラーゼ活性の変化

は，小児でも10KU／Lから300KU／Lとの報告がある（15〕。唾液バイオマーカ

ーは，非侵襲で拘束等の制限がなく，分析に必要な唾液検体は数分でmL

単位の採取が可能である。生物学的な尺度を数値でとらえることができ，

生理変化を捉えやすく，交感神経系，内分泌系や免疫系といった複数の評

価が同時に行う事ができる。また，非侵襲で，随時性，簡便性に優れ，誰

でも定量化できるメリットもある。

　本研究では，このストレスマーカーである唾液バイオマーカーに着目し，

嗅覚刺激の定量評価技術に用いることとした。

　1．2．1α一アミラーゼ

　数ある唾液中の生化学物質の中でも，α一アミラーゼは，炭水化物を加水

分解する消化酵素で，デンプンなどの炭水化物に作用して，デキストリン
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と麦芽糖とに分解する。

　α一アミラーゼが唾液中に存在することは19世紀前半から知られており，

この酵素は酵素学の基本となった。その活性は，数千から数十万（U／1）と

非常に高いという特徴がある（16）。測定方法は，尿中，血清中から測定する

試薬に広く使われている，基質Gal－G4－CNP（2－ch1oro－4－nitropheny1－4－0一

β一D－ga1actopyranosy1malttetraoside）｛17）ではなく，消化酵素であるα一アミ

ラーゼの基質Gal－G2－CNP（2－chloro－4－nitrophenyl－4－O一β一D－ga1actopyrano

sylma1toside）（川を用いて，α一アミラーゼの加水分解で時間とともに黄色

に発色することを利用した，比色法により簡便に定量を行った。

　また，Gorzaら（19）やSpeirsら（20〕によって，交感神経系作用の結果と

して唾液に含まれるアミラーゼ活性や唾液流速の増大が報告されて以来，

唾液アミラーゼ活性はストレス反応における血漿ノルエピネフリン濃度

の有用な指標と考えられるようになった。この唾液アミラーゼ活性とスト

レスとの関係は，唾液アミラーゼ活性の定量に関する生理学的な検討工川

や，小腸における消化酵素分泌に関する検討（22）から，徐々に明らかにされ

た。1980年代になると，交感神経作用との関連からその機序が検討された

（23H24〕。唾液アミラーゼは，交感神経一副腎髄質系（Sympatheticnervous－

adrenalmodu1arlysystem，　SAMsystem），制御の他に，直接神経作用によ

る制御系統が存在する。この直接神経作用により唾液中のα一アミラーゼ分

泌が九進される場合には，応答時間が1一数分と短く，ホルモン作用に比

べて格段にレスポンスが速く，反応が一過性である。

　図1－1に，ストレッサーに対する代表的な生体内反応を示す。最近では

エクササイズ｛25川6〕やスカイダイビングエ27〕などの肉体的・精神的ストレス

との因果関係も考察されており，血液中のカテコールアミンとの相関が良

好であるという報告もなされた｛州。さらに，歯周病とのストレスの関連に

ついても研究されている（29〕。

　このような唾液アミラーゼ活性の特性を生かし，本研究では，嗅覚刺激

によって引き起こされる交感神経活動の先進ノ鎮静を測定するための指

標として用いた。
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　1．2．2コルチゾール

　コルチゾールとは，副腎皮質から分泌されるホルモンで，糖質コルチコ

イドの一種である。糖代謝をはじめ，タンパク代謝，脂質代謝，電解質の

代謝，骨代謝，さらに免疫機構にも関与しており，生命維持に不可欠なホ

ルモンとされている。炎症を抑制する作用もある。また，ストレスに関与

し，過度なストレスを受けると分泌量が増加しますが，その反応は反応性

がよいことからストレスホルモンとも呼ばれている。慢性の指標として使

用されている。

　また，内分泌系の指標であるコルチゾールは，血液中の基準値がlO－15

μg／d1と比較的高いので，免疫測定法（ELISA）など高感度な分析法を用い

れば唾液から分析できる（川・｛31〕。最近では，マイクロ電気泳動による分析

時間の短縮化の検討も始まっている｛32）。コルチゾールは，安定性が高い物

質であり，数日であれば冷蔵保存できる。

　このような唾液コルチゾールの特性を生かし，本研究では，嗅覚刺激に

よって引き起こされる内分泌系の変化を測定するための指標として用い
た。

　1．2．3オレキシンA

　オレキシンAは，視床下部下にある神経細胞のオレキシニューロンから

産生され，1998年に日本で発見された物質である。オレキシンAは摂食

活動の促進，睡眠と覚醒のコントロール，交感神経の活動の促進を行う機

能がある。これまでの研究で，ラットの脳室内に投与すると摂食量が増加

することから，摂食調節因子であることがわかっている（州’川〕。また，オ

レキシンAの働きで，筋肉での糖代謝が促進され，インスリン分泌に影響

することなく血糖上場が抑えられ，嗅覚刺激において記憶と深く関与し，

規則正しく食事をすることで摂食への期待感に関与することがわかって

いる（35〕。オレキシンAは，摂食の促進の指標だけでなく，経験，記憶と

の関連性も関与する。

　このようなオレキシンAの特性を生かし，本研究では，嗅覚刺激によっ

て引き起こされる経験記億に関与する摂食中枢の摂食促進を測定するた
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めの指標として用いた。

　1．2．4β一エンドルフィン

　β一エンドルフィンは，脳内ではたらく神経伝達物質であり，副腎皮質刺

激ホルモンなどの同」の前駆体であるプpオピオメラノコルチンに由来

する。中脳中心灰白質に投射する視床下部弓状核のニューロンから分泌さ

れる。β一エンドルフィンは，内的・肉体的環境の変化により報酬・ストレ

スの双方に対して反応する特徴がある。これは，大脳辺縁系の情動反応で，

報酬系は摂食・満腹感時に，ストレス反応は肉体的疲労時により分泌され

る。中脳腹側被萱野のμ受容体に作用し，モルヒネに似た作用を発揮する

が，ストレスなどの外的刺激により生産されて鎮痛，鎮静にも働く機能が

ある。例えば，マラソンなで苦しい状態が一定時間以上続くと，脳内でそ

のストレスを軽減するためにβ一エンドルフィンが分泌され，やがて快感や

陶酔感を覚えるランナーズハイ現象がおきる。β一エンドルフィンは，報酬

系に多く分布しており，ラットが好む甘味を与えた時にその血中濃度が上

昇することから，美味しさという情報との関連性があるとされている（川・

（37〕。このような，身体的変化は，生得的な無条件反応としてあらわれ，本

能行動の中枢で判定される。本指標を用いることにより，無意識的な生理

反応をとらえられると考えられる。

　このようなβ一エンドルフィン活性の特性を生かし，本研究では，嗅覚刺

激によって引き起こされる脳内で起きる無意識的な摂食・満腹感を測定す

るための指標として用いた。

　1．3本研究の目的

　本研究では，嗅覚刺激がヒトの心身に与える生理反応を，香りの嗜好性

と被検者の経験を考慮しつつ，主観評価と唾液バイオマーカーを用いて非

侵襲・無拘束の条件下で同時分析することで，嗅覚刺激に対する生理反応

の定量評価技術の開発を目的としている。

　1つ目には，精油の香りの嗜好性における生理反応の評価するため，日

常的に使用されている精油を用いて，主観評価と嗅覚刺激前後の唾液アミ
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ラーゼ活性とコルチゾールの変化を検証した。2っ目には，香辛料におけ

る記億と経験による生理反応の評価するため，日本人にとって馴染み深い

香りであるカレー粉に使われている香辛料を用い，主観評価と嗅覚刺激前

後の唾液アミラーゼ活性，オレキシンA，β一エンドルフィンの変化を検証

した。以下にそれぞれの検討項目を述べる。

　精油の香りの嗜好性における生理反応の評価では，精油の香りの嗜好性

と生理反応の関連性を考察するために，22名の被検者を対象として以下の

項目を実施した。

　（1）5種類の精油を用いて嗜好性及び濃度が，被検者の心身へ与える影響

　　を定量評価するため，質問紙を考察して主観評価を行った。

　（2）嗅覚刺激前，中，後において唾液アミラーゼ活性の経時変化を測定

　　し，嗜好性や好みによって急性反応を示す交感神経活性に統計的な有

　　意差が生じるか評価した。

　（3）嗅覚刺激前後において，コルチゾール濃度の経時変化の比較を行う

　　ことで，慢性反応を示す内分泌系に変化を引き起こすか検証した。

　次に，香辛料における記億と経験による生理反応の評価では，嗅覚刺激

に対する経験の有無が生理反応に反映されるか考察するために，主観評価

と唾液バイオマーカーの双方を尺度に用いて，1O名の被検者を対象として，

以下の項目を検討した。

　（1）経験の有無を発掘できるような質問紙を考察して主観評価を行い，

　　使用した香辛料の濃度，使用量が妥当であるか評価した。

　（2）嗅覚刺激前，中，後において，唾液アミラーゼ活性を測定すること

　　で，経験の有無により交感神経活動に統計的な有意差が生じるか評価

　　した。

　（3）摂食促進の指標としてオレキシンAを用い，嗅覚刺激前後とその後

　　の安静において，経験の有無により統計的な有意差が生じるかを評価

　　した。

　（4）摂食・満腹感の指標としてβ一エンドルフィンを用い，嗅覚刺激前と

　　その後の安静時において，経験の有無により統計的な有意差が生じる

　　かを評価した。
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　本論文では，以下の事項について述べる。

　第2章唾液バイオマーカーの定量分析では，生体の指標を用いたα一アミ

ラーゼ，コルチゾール，オレキシンA，β一エンドルフィンの分析方法につ

いてまとめる。

　第3章精香りの嗜好性と生理反応の関連性では，植物から抽出した精油

を使用することで，香りの嗜好性と生理反応の関連性を，主観評価と唾液

バイオマーカーを用いて評価についてまとめる。

　第4章香りの記憶・経験と生理反応の関連性では，香辛料の香りがヒト

の心身に与える生理反応を被検者の経験をファクターとして考慮しづつ，

脳内のバイオマーカーの唾液中の濃度が，嗅覚刺激によって統計的に有意

に変動するか否かを，主観評価と唾液バイオマーカーを用いて評価につい

てまとめる。

　第5章結論では，本研究の成果をまとめる。
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表1－1　心理計測に用いられる物理計測と主観言平価
Table1－l　The　physical　measurement　and　subjectivlty
eva1uation　that　are　used　for　phychological　measurement。

測定法の分類 測定項目 原理

脳機能

循環機能

呼吸機能

その他あ機能

自覚的測定

多覚的測定

脳血流量，脳波

血流量，血中酸素濃度，

心電図，血圧，心拍数

呼吸数，呼吸量，呼吸率

（速さ）

発汗，体温・皮膚温，眼

球運動（瞬目）

主観評価，自覚症状数

表情，態度，動作所要時

間，作業量

光，電気

電気，光，

圧力

圧力，電気

湿度，温度，

光，電気

アンケート

山口昌樹：ヒューマンストレスバイオマーカー，ヒュー

マンサイエンス；2008，19，18－21より引用
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（交換神経系一副腎髄質系）

ノルェピネフ1↓ン分泌

㌫鳥作用1

　　　　　　↓

視床下部

　　（視床下部一下垂体一副腎皮質系）

m
ふホルモン作用

f

f

／副腎皮質

＼

　図1－1　ストレッサーに対する代表的な生体内反応

　（NE：ノルエピネフリン）
Fig．1－1Representative　vita1reaction　for　the　stressor。

（NE：Norepinephrine）

金丸正史，金森貴裕，山口昌樹，吉田博，水野康文：唾液アミ

ラーゼ活性によるジェットコースターの感性評価，電子情報

通信学会，2003；24，1－6より引用
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第2章　唾液バイオマーカーの定量分析

　本研究では，α一アミラーゼ，コルチゾール，オレキシンA，β一エンドル

フィンの定量分析をおこなった。全ての唾液バイオマーカーにおいて，唾

液にて測定することが可能である。本章では，それらの分析方法について

述べる。

　2．1α一アミラーゼ

　2，1．1分析原理

　α一アミラーゼの分析には，携帯式の唾液アミラーゼモニタ（α一Amy，ヤ

マハ発動機㈱）を用いた（図2－1）。この唾液アミラーゼモニタは，使い捨

て式のテストストリップとモニタ（126・130・48mmコ；3509）で構成され

ている。モニタには，自動の唾液転写機構と光学測定器が設けてある。使

い捨て式のテストストリップは，唾液採取紙とアミラーゼ試験紙で構成さ

れている。試験紙には，唾液アミラーゼの基質となるGa1－G2－CNP　をあら

かじめ含侵されており，次の反応に基づき測定を行う（州。

　　　　　　　α一amy1aSe
　Ga1－G2－CNP　　　　　　　　　Gal－G2　　　＋CNP　　　　　　　　　　　　　（1）

遊離したCNPは黄色を呈し，反射型吸光光度法により測定する。

　α一アミラーゼは，刺激からの応答時間が1一数分と非常に短いため，本プ

ロトコルでは，唾液採取紙で採取後，直ぐに唾液アミラーゼモニタにて測

定を行った。

　2．1．2分析精度

　唾液アミラーゼモニタの分析範囲は，1O～200kU／1であり，広範囲で測

定が可能である。分析精度は，臨床自動分析装置で測定する従来法と比べ，

相関性沢2＞0．95，CV：1O．2％の分析精度がある（39〕。また，再現性は，

30kU／1の低濃度，50kU／1の中濃度，100kU／1の高濃度，150kU／1の異常高濃

度でCVの値がいずれも1O％以下の性能を有している。
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　2．2．3分析時間

　唾液アミラーゼモニタの分析時間は，唾液採取後，機器にセットし約35

秒で検査結果を表示させる。即時性及び簡便性がある分析装置を使用した。

　2．1．4分析方法

　唾液採取紙を口腔に挿入し，10＿30秒かけて舌下部から舌下腺唾液か

らでる唾液を採取する（図2－2（a））。シートを引いて唾液採取紙をスリー

ブ内に入れた後，テストストリップを唾液転写機構にセットすると，自動

的に本体の電源が入る。ディスプレイの指示に従いレバーを操作すると，

スリーブのバネの裏側に貼り付けられているアミラーゼ試験紙が唾液採

取紙へ押し付けられ，唾液が転写される（図2－2（b））。この時を反応開始

時間0秒とし，転写時間は10秒に設定されており，終了を示すディスプ

レイの指示に従いレバーを元に戻し，シートを引く。この一後，アミラーゼ

試験紙に含浸されたGal－G2－CNPがα一アミラーゼで加水分解され黄色に

発色する。反応開始時間から20秒後の反射率が，光学ユニットで自動的

に測定され，酵素活性（Unitハ）に換算されてディスプレイに表示される

（図2－2（c））。すなわち，本唾液アミラーゼモニタは，唾液採取に30秒，

転写と測定に35秒が必要であり，計1分ほどで唾液アミラーゼ活性を分

析できる。使用済みのテストストリップを抜き取ると，自動的に電源が切

れる。

　212　コルチゾール

　2．2．1分析原理

　コルチゾールの分析には，コルチゾールに対する特異抗体を用いた免疫

測定法（immunOaSSay）が比較的頻繁に用いられており，従来法は放射性

同位元素を標識物質とする放射性同位元素免疫測定法（redioimmunoassay）

やペルオキシダーゼなどの酵素を抗体に標識した酵素免疫測定法（enZyme

－1inkedimmunosorbentassay）がある。また，近年では，ランタニドなどの

蛍光物質を標識とする蛍光免疫測定法（Fuoroimmunoassay）やルミノール

などの科学発行物質を標的とする化学発行免疫測定法（1umineSCenCeimmu
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noassay）が用いられるようになった（表2－1）。

　本分析には，酵素免疫測定法のELISAキット（Cortiso1，EIAKit，Sa1ime

tricsLLC）とプレートリーダー（Wa11ac1420ARVOMX／Light，PerkinE1mer

JapanCo．，Ltd．）を用いた。コルゾールの抗体抗原反応で固定化させた後，

標識抗体を反応させることで発色が起こる。発色をプレートリーダーで行

い，吸光度を測定した。また，同時に既知のコルチゾール濃度で測定を行

っており，吸光度との検量線を作成する事で，測定した吸光度から濃度を

算出した。

　2．2，2分析精度

　本測定キットの測定範囲は，O～3ng／m1で，最小検知度がO．003ng／m1

以下である非常に高感度なキットである。また，希釈直線性も期待値との

ずれが±10％以内の分析が可能となっている。また，再現性は，O．097ng／ml

の低濃度，O．999の高濃度にて，CVの値がいずれも4％以下の性能を発揮

する。

　2．2．3分析時間

　本測定キットの分析時間は，試薬調整も含め，約120分かかる。高感度

の分析を行う事ができるが，検体の調整や試薬の調整が必要であり時間が

かかる。

　2．2．4分析方法

　コルチゾールは，」般的に朝高く，夜低いというサーカディアンリズム

がある。その為，分析には，唾液採取時間を全被験者で午後から行った。

また，食事の1時間後，アルコール摂取後12時間経過していることに注

意し，歯磨き及び口を水でゆすいでから1O分経過してから唾液の採取を

行った。唾液採取には，脱脂綿を舌下に2分間入れ，十分にしめったこと

を確認し，シリンジで絞り出した。嗅覚刺激による変動を考慮するため，

必要唾液量を短時間で取る必要があり，嗅覚刺激直前と安静座位後に採取

を行った。コルチゾールは，採取後安定性が高いため，冷蔵保存しプロト
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コル終了後，分析を行った。採取した唾液を十分に室温に馴染ませた後，

遠心分離器にて3，000rpmで15分間遠心分離を行い，検体の調整を行った。

プレートには，コルチゾールの抗体を固定化させ，そこに唾液を添加する

ことにより抗原抗体反応させた。抗原抗体反応後，不要な唾液成分等の洗

浄を行い，発色基質溶液添加する事により発色させ，プレートリーダーに

より吸光度測定を行った。検量線より濃度の算出を行った。

　2．3オレキシンA

　213．1分析原理

　オレキシンAは，EL1SA法で分析を行った。分析には，ELISAキット

（OrexinA，EIAKit，Fluorescent，PhoenixPharmaceutica1s，Inc．）とプレート

リーダー　（Wa11ac1420ARVO　MX／Light，PerkinE1mer　Japan　Co．，Ltd．）を用

いた。図2－3には，オレキシンAの測定原理を示した。マイクロプレート

にはオレキシンAの抗体を固相化し，採取した唾液を添加する事で，オレ

キシンAと抗原抗体反応が起こる。その後，オレキシンAに結合する酵素

標識抗体を添加し、不必要な唾液成分等の洗浄を十分に行う。次に，酵素

標識抗体の酵素により発色基質の発色反応が促進される。よって，反応生

成物が呈色し，マクロプレートリーダで吸光度を測定し分析を行った。ま

た，同時に既知のオレキシンA濃度6段階で測定を行っており，吸光度と

の検量線を作成する事で，測定した吸光度から濃度を算出した。

　2．3．2分析精度

　測定範囲は，0～1O，000pg／m1と広範囲であり，感度42．5pg／m1の非常

に高感度でオレキシンAの濃度を算出できる。

　2．3．3分析時間

　検体の前処理に約24時間，分析に3時間ほど必要である。これは，検

体と試薬の調整及び反応に時間がかかるためである。
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　213．4分析方法

　今回唾液採取は，オレキシンAとセルロースの吸着の影響を回避するた

め，被検者よりサンプルチューブを使用することで直接採取紙，検体の調

整を行った。ピペットマンでコルチゾール用抗体を免疫プレートに25μ1／

we11加え，さらに検体とコントロールを50μ1／we11滴下した。4℃のインキ

ュベーターにて一晩培養を行った。一晩培養することで，マイクロプレー

トに固定化を行った。次に，標識抗体ゼオチン化ペプチドを25叫1／we11滴

下を行い，20～23℃で1．5時間培養を行った。その後，350〃we11の緩衝

液で4分間，免疫プレートを洗浄し，調整した発色基質溶液をlOOμ1／we11

加え，20～23℃で20分間培養を行った。反応停止溶液を100川we11加え

て反応を止めた。325nm～420nmのプレートリーダーにより蛍光発光を計

測した。既知の濃度で算出した，検量線により濃度を計算した。

　2．4β一エンドルフィン

　2．4．1分析原理

　唾液β一エンドルフィンの分析には，ELISA法による分析を行った。分析

には，E口SAキット（p－endrophin，EnzymeImmunoassayKit，Peninsu1aL

aboratories　Incl）とプレートリーダー　（Wa11ac1420ARVO　MX／Light，Perk

inE1merJapanCo．，Ltd．）を用いた。β一エンドルフィンの測定原理を（図2

－4）に示す。マイクロプレートにはβ一エンドルフィンの抗体を固相化し，

採取した唾液を添加する事で，β一エンドルフィンと抗原抗体反応が起こり，

マイクロプレートに固定化できる。その後，β一エンドルフィンに結合する

酵素標識抗体を添加し不必要な唾液成分等の洗浄を十分に行った。次に，

酵素標識抗体の酵素により発色基質の発色反応が促進される。よって，反

応生成物が呈色しマクロプレートリーダで吸光度を測定し分析を行った。

また，同時に既知のβ一エンドルフィン濃度6段階で測定を行っており，吸

光度との検量線を作成する事で，測定した吸光度から濃度を算出した。

2．5．2分析精度

測定範囲は，O．625～10，000ng／mlと広範囲であり，感度O．5ng／m1の非
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常に高感度でβ一エンドルフィンの濃度を算出できる。

　2．5．3分析時間

　検体の前処理に約24時間，分析に3時間ほど必要である。これは，検

体と試薬の調整及び反応に時間がかかるためである。

　2．5．4分析方法

　今回唾液採取は，β一エンドルフィンにセルロースの吸着の影響を回避す

るため，被検者よりサンプルチューブを使用することで直接採取紙，検体

の調整を行った。ピペットマンでβ一エンドルフィン用抗体を免疫プレート

に25μ1／we11加え，さらに検体とコントロールを50μ1／we11滴下した。4℃

のインキュベーターにて一晩培養を行った。次に，標識抗体のゼオチン化

ペプチドを25μ1／we11滴下を行い，20～23℃で1．5時間培養を行った。その

後，350μ1／we11の緩衝液で4分間，免疫プレートを洗浄し，調整した発色

基質溶液を1OOψwe11加え，20～23℃で20分問培養を行った。反応停止

溶液を100μ1／we11加えて反応を止めた。325nm～420nmのプレートリーダ

ーにより蛍光発光を計測した。既知の濃度で算出した，検量線により濃度

を計算した。
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セシサアダプタ

。一 Wフ

（a）　テストストリップ

（b）　唾液アミラーゼモニタ本体

　　　（140×130x80mm3）

図2－1　携帯式唾液アミラーゼモニタの外観
Fig．2－1Externa1view　ofthe　salivary　amylase　monitor

for　commercia1use．
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唾液採取紙

試験紙

　スリーブ
…ムシー／

戸

（b）唾液採取紙から試験紙に唾液を転写

本体内

LEDと受光素子

IIn岬鮎一白う一一＝＝＝＝＝1
デ“一

。、！．．・

EDと受光素子

光学ユ光学ユニット

（C）光学ユニットにより唾液アミラーゼ活性を分析

　　図2－2　唾液アミラーゼモニターの操作方法

　　Fig．2－20peration　method　of　tha　sa1iva　amy1ase
　　mOnitOr．

山口昌樹，花輪尚子，吉田博：唾液アミラーゼ式交感神経

モニタの基礎的性能，生体医工学，2007，45（2），161－168

より引用
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Y：抗オレキシン・抗体⑲：オレキシン・

rh：酵素標識抗体 O：発色基質

〉〉〉 〉
マイクマイクロプレート

（a）　抗体の固定

昇曇撃曇

（b）　オレキシンA（抗原）の添加

宴姉蜜
（C）　酵素標識抗体の添加

筆㊧蔓

図2－3

Fig．2－3

（d）　発色基質の添加

オレキシンAの測定原理
Principle　ofmeasurement　ofOrexinA
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Y：抗！一エン／ルフイン抗体轡：1一エン／ルフイン

rh：酵素標識抗体 O：発色基質

〉 〉 〉 〉
マイクマイクロプレート

（a）　抗体の固定

撃撃撃撃

（b）　β一エンドルフィン（抗原）の添加

嚢弗寧
（C）　酵素標識抗体の添加

筆曇㊧㊧

　　　　　（d）　発色基質の添加
図2－4　β一エンドルフィンの測定原理
Fig．2－4Principle　ofmeasurement　ofβ一endorphin．
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　　表2－1　免疫測定法の種類
Tab1e2－1Kind　of　the　immunoassay　method．

　　　　　　免疫測定法

放射線同位元素免疫測定法

Radioimmunoassay

酵素免疫測定法

Enzyme－1inked　immunosorbentassay

蛍光免疫測定法

Fuoroimmunoassay

化学発光免疫測定法

IumineSCenCeimmunOaSSay

　　　　　　標識

放射セイン同位元素

ペルオキシダーゼなどの酵素

ランタニドなどの蛍光物質

ルミノールなどの化学発光物質
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第3章　香りの嗜好性と生理反応の関連性

　本章では，精油の嗜好性とその生理反応の相関性について述べる。精油

を日常的に使用している健常成人女性を対象として，精油の利用実態に即

した条件下で，かつ被検者が日常用いている言語表現によって，その嗜好

性の個人差に関する実態調査を行った。生理反応の評価尺度には唾液バイ

オマーカーを，また，嗜好性の評価尺度には精油に対する質問紙を用いた。

唾液バイオマーカーには，交感神経系の指標であるα一アミラーゼと，内分

泌系の指標であるコルチゾールの2種類を用いて検証を行った。この2種

類の唾液バイオマーカーを用いたのは，急性と慢性の評価を行うこと，分

析に必要な唾液量が多く，嗅覚刺激による変動に影響しないぎりぎりの採

取時間で分析可能とするためである。

　3．1対象と方法

　3．1．I対象

　対象は，精油を日常的に使用している健常成人女性22名（40．6±8．4歳）

である。特定の性周期の影響が結果に反映されないように，性周期が異な

る被検者を任意に集めた。検査時に通院しておらず，口腔内疾患および嗅

覚異常に関する申告がない被検者を用いた。

　香りの検査に先立ち，検査のプロトコルは，岩手大学に設置された倫理

委員会の承認を受けた（承認番号：201004）。被検者には，検査の趣旨を口

頭と書面の双方で十分に説明し，書面で同意を得た。

　3．1．2嗅覚刺激

　嗅覚刺激には，日本人女性が多く利用されていると考えられる精油とし

てフローラル系のゼラニウム，ラベンダー，カンキツ系のオレンジスイー

ト，ハーブ系のローズマリー，樹脂系のフラキンセンスの5種を使用した

（表3－1）。精油はすべて5％濃度となるように溶剤（無水エタノール，和

光純薬工業㈱）で希釈した。ネガティブコントロール条件として，溶剤の

みの無臭の条件を用いた。
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　嗅覚刺激の提示には，ディフューザー（NE－U22，オムロン㈱）を使用し，

ディフューザーは被検者の鼻の位置から高さ15cm，距離10cmの位置

に設置した。

　3．1．3主観評価

　スケールが0からlOの質問紙（Visua1Ana1ogScale；VAS）で，香りの嗜

好性と気分の変化を，それぞれ尋ねた。香りの嗜好性に関しては，「濃度

の適切さ」，「好み」，「経験の有無」，「日常生活での使用の有無」の4項目

からなる質問を用意し，検査後に精油ごとに1回実施した。気分に関して

は，r快適さ」，r楽しさ」，r鎮静度」，r回復度」，r居心地」，r元気さ」の6

項目からなる質問を用意し，低いを0，高いを10とし記入させる質問紙を，

香りの検査の前後で実施した。

　3．1．4唾液バイオマーカー

　唾液バイオマーカーには，交感神経系の指標である唾液アミラーゼ｛40〕’

（41〕と，内分泌系の指標であるコルチゾールの2種類を用いた。唾液アミラ

ーゼ活性の測定には，携帯式の唾液アミラーゼモニタ（αAMY，ヤマハ発

動機㈱，測定範囲：0－150kU／1）を使用し，即時分析を行った（42い州。

コルチゾール濃度の分析には，市販のCortisolEIAKit（1－3002，Sa1imetrics

LLC，PA，USA）とプレートリーダー（波長450nm，ARVOMX，PerkinE1mer

Inc、，MA，USA）を使用した。

　3．1．5検査プロトコル

　図3－1には，香りの検査プロトコルを示した。唾液を検体として使用す

るため，被検者には検査の1時間前から水以外の飲食を禁止した。また，

検査を始める1O分前までに被検者に歯みがきとうがいをさせ，口腔内を

清潔にさせた。

　検査時間帯は，コルチゾールが朝高く，夜低いとサーカディアンリズム

による変動があるため，一…番影響が受けにくい，午後13時から全被験者

統一して行った。検査は，静寂な室内環境で行い，室温は24Tに設定
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した。検査の間，被検者には安静座位を保たせ，読書や会話など交感神経

活性に影響を与えるような作業は行わせなかった。

　始めに，気分に関する主観評価のA1を行い，ブリストレスを緩和する

ため，被検者に前半安静時として15分間安静座位　をとらせた。嗅覚刺

激として，ディフューザーを用いて植物精油を2分間嗅がせた。その後，

後半安静時として，15分間安静座位をとらせた。唾液アミラーゼ活性分

析は，安静座位をとらせてから10分後のBlと15分後のB2，嗅覚刺激

終了直後のB3，再び安静座位をとらせてから5分後のB。，lO分後のB5，

15分後のB6の計6回行った。コルチゾール濃度分析のための唾液採取は，

嗅覚刺激前後の各1回，すなわち前半安静時の終盤2分間のC1と，後半

安静時の終盤2分間のC2の計2回行った。コルチゾールの唾液採取のタ

イミングは，コルチゾールの応答時間である刺激後15分で行うことで，

前後の変化を正確に捉える工夫を行った。また，安静座位終了後直ちに，

気分と嗜好性の主観評価のA2を行って信頼性を高めた。

　嗅覚刺激の先入観や提示順序の影響を排除するため，被検者には精油の

名前を伏せ，かつ提示順序はランダムにして検査を行った。

　3．1．6統計分析

　2群間の比較には，Wi1coxon検定を用いた。また，唾液アミラーゼ活性

の経時変化に関して，測定時問を独立変数，従属変数を唾液アミラーゼ活

性として二元配置分散分析を行った。これらの統計分析には，StatView（Ver，

5．0，SASInstituteInc．，NC，USA）を使用した。特に断りのない場合，デー

タはmean土SD（standarddeviation）で示した。

　3．2分析結果

　3．2．1主観評価

　嗜好性の主観評価において，「濃度の適切さ」はローズマリー6，5土2．1，

オレンジスイート5．8土1．3，ブランキンセンス6．1±1．8，ラベンダー6．2

±1．9，ゼラニウム7－1±1．7の値を示した（表3－2）。何れもスコア5の中

央値よりも大きかったものの，平均値は5．8＿7．1の範囲にあり，精油間
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で有意差は観察されなかった。好みの平均値は，5種の精油で6．8＿9．6の

範囲にあり，スコアの高値からオレンジスイート，ゼラニウム，ラベンダ

ー，ブランキンセンス，ローズマリーの順であった。経験の有無の平均値

は，5種の精油で8．6－9．6の範囲にあったが，平均値の差は最大でも1．0

であり，精油間で有意差は観察されなかった。日常生活での使用の有無の

平均値は，5種の精油で7．1＿8，9の範囲にあり，ゼラニウム，ブランキン

センス，ローズマリーに対してオレンジスイートがρく。．05と有意に高値

を示した。

　気分の主観評価について，精油ごとにスコアの差分を求めた（図3－2）。

コントロールの平均値は，6項目とも一0．3＿0．3の範囲にあり，検査前後

の差は認められなかった。オレンジスイートでは検査後に全てのスコアが

上昇し，コントロールに対してr楽しさ」，r回復度」，r元気さ」の3項目

でρ〈O．05と有意差が認められた。その他の精油では，ローズマリーの回

復度のみで，コントロールに対してρ＜O．05と有意差が認められた。

　3，2．2唾液アミラーゼ活性

　コントロールにおける嗅覚刺激前の安静時であるB1とB2の唾液アミ

ラーゼ活性が41．1±20．1kU／1であったので，その3倍である120kU／1を

超えるデータを異常値として除外した。これは，唾液アミラーゼモニタの

測定範囲を超えるデータを除外することと同じような意味があったと考

えられる。その結果，3名の被検者のデータが全て除外され，唾液アミラ

ーゼ活性の評価に関しては被検者数が19名（40．6±8．9歳）となった。

　いずれの精油でも，唾液アミラーゼ活性BlとB2の間には，統計的な有

意差は確認されなかった。そこで，急性反応を示す唾液アミラーゼモニタ

では，嗅覚刺激前を（Bl＋B2）ノ2，嗅覚刺激中をB3，嗅覚刺激後をB。とし

て，唾液アミラーゼ活性の経時変化を比較した（図3－3）。オレンジスイー

トでは，嗅覚刺激中に対して嗅覚刺激後でρ＜0．1と有意に上昇した。ラ

ベンダーでは，嗅覚刺激前に対して嗅覚刺激後でρ〈O．1と有意に低下し

た。ローズマリーでは，嗅覚刺激前に対して嗅覚刺激中で有意に低下し，

かつ嗅覚刺激中に対して嗅覚刺激後でρ＜O．05と有意に上昇した。
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　好みのスコアが7．5以上の島群とそれ未満の中群，低群の2群に分類し，

2元配置分散分析を行った（図3－4）。好みの主観評価で最高得点であった

オレンジスイートは，全被検者が島群に分類され，それ以外の精油では2

群に別れた。何れの条件でも，ρ＜O，05となる有意差は観察されなかった

が，2位のゼラニウムのみで群間にρ〈0．1の有意差が観察された（図3－4
（d））。

　3．2．3コルチゾール

　全データにおいて，唾液コルチゾール濃度は0，106±O．063ng／m1とば

らつきが非常に大きかったので，3SD以上のデータを除外した。唾液コル

チゾールの経時変化として，嗅覚刺激前のClと嗅覚刺激後のC2を比較し

た。ラベンダーとローズマリーにおいて，嗅覚刺激前に対して嗅覚刺激後

でρ〈0．05と有意に上昇した（図3－5）。

　3．3　考察

　嗜好性の主観評価において，表3－2に示すとおり，好みの平均値は最低

でも6．8以上の高値を示し，かつ経験の有無が8．6＿9．6の範囲，日常生

活での使用の有無は7，1＿8．9の範囲と何れも7以上の高得点を示したこ

とから，用いた精油は全て被検者に好まれるものであり，本検査には精油

の香り刺激を好み，かっ日常的に使用している者のみを被検者に選定でき

たと判断できた。これは，本研究の趣旨に合致していた。

　濃度は何れも中央値（スコア5）よりも大きかったものの，平均値は5．8

－7．1の範囲にあったことから，精油の濃度は被検者にとって不快ではな

く，今回設定した濃度や使用量は妥当であり，精油間の生理反応の差異の

原因とはならないと考えられた。

　被検者の個人差を考慮せず，全被検者のデータを用いた嗜好性の主観評

価では，高値からスコア順にオレンジスイート，ゼラニウム，ラベンダー，

ブランキンセンス，ローズマリーの順で並べられた。このオレンジスイー

トの評価が格段に高かったという傾向は，図3－2に示すとおり，気分の主

観評価においてオレンジスイートのスコアのみがコントロールに対して
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「楽しさ」，「回復度」，「元気さ」の3項目で有意に上昇したことと一致し

た。

　唾液アミラーゼ活性は，交感神経活性と正の相関を持ち，上昇，下降を

示す指標である。図3－3に示すとおり，α一アミラーゼの経時変化は，精油

の種類によってオレンジスイートは，交感神経活性の活性化，ラベンダ

ーは，交感神経活性の鎮静化，ローズマリーは，交感神経活性の鎮静化と

活性化の3つのパターンを示した。これは，オレンジスイートが示した，

単なる覚醒効果やラベンダーが示した，鎮静効果だけでなく，ローズマリ

ーが示した，鎮静とその後の高揚効果といった，精油によって引き起こさ

れたより複雑な生理反応を現していると考えられた。このような特徴を，

主観評価だけから観察することは困難であり，測定からわずか1分で結果

が分かることに意義が強いと考える。

　香りの嗜好性に関する個人差の影響を考察するために，被検者を好みの

スコアで2群に分けて比較した。全被検者が島群に分類されたオレンジス

イートは別として，嗜好性の主観評価で2位であったゼラニウムのみで2

群に差がある傾向が観察された。ゼラニウムは，5種類の中では比較的好

まれたといっても，そのスコアは7，6と他の精油との差異はそれほど大き

くないので，好みの個人差が唾液アミラーゼ活性の経時変化に反映された

のではないかと考えられた。よって，被検者の数を多くするだけでは，嗜

好性の個人差を詳しく検証することにならず，むしろ被検者の経験や好み

といった背景を把握しつつ考察することに意義があると考えられた。

　コルチゾールは，血液中と唾液中の濃度相関が高く（州，ストレスホルモ

ンとして医学的エビデンスがあり，慢性ストレスの指標として有用である

という報告は多い｛州。本評価においても，嗅覚刺激によって上昇するとい

う急性反応が観察され，これらの既報と」致する傾向を示した。しかも，

図3－5に示すとおり，統計的に有意差が観察された2つの精油は，唾液ア

ミラーゼ活性で経時変化に有意差が観察された精油と一致していた。ただ

し，最も被検者に好まれたオレンジスイートには，統計的な有意差が観察

されなかった。この理由としては，コルチゾールの変化量が小さいことが

考えられ，急性でかつ嗅覚刺激のように比較的弱い刺激の評価に用いるに
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は，限界があると考えられた。

　3．4結論

　香りの嗜好性と生理反応の関連性を考察するために，日常的に精油を使

用している被検者を用い，被検者に好まれる5種類の精油を嗅覚刺激とし

て，主観評価と唾液バイオマーカーの同時分析を行った。主観評価だけで

は単に香りの好き・嫌いでしか被検者を分類できないが，唾液アミラーゼ

活性を用いれば，覚醒効果，鎮静効果，鎮静とその後の高揚効果といった，

より複雑な精油の生理反応を測定からわずか約1分ほどで観察できる可能

性が示唆された。また，精油を好む被検者の間にも，その程度には個人差

があり，その違いを生理反応の経時変化から観察できる可能性も示唆され

た。

　以上のように，主観評価と唾液バイオマーカーの比較検討を通して，香

りに対する嗜好性の差異が，唾液バイオマーカーの生理反応の変化に反映

されることが示された。非侵襲，簡便で即時分析可能な唾液アミラーゼ活

性の経時変化を，精油の鎮静効果や覚醒効果の評価・分類に用いれば，ヒ

トの感性を引き出す機能性精油の設計開発にも有効ではないかと考えら

れる。
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　　　　表3－1　嗅覚刺激に用いた精油の成分
Table3－1Ingredicnt　of　essentia1oi1used　for　o1factory　response。

植物精油 成分名 含有（％）

ローズマリー 1，8一シネオール

α一ピネン

カンファー

β一ピネン十ミルセン

48．63

12．36

10，38

7．14

オレンジスイート リモネン
ミルセン

94，79

1．87

ブランキンセンス α一ピネン

ボツヨネン
リモネン

ミルセン

サビェル

27．42

13．70

11，14

5，40

5．35

ラベンダー 酢酸リナリル
リナロール

39．00

30．30

ゼラニウム シトロネロール
蟻酸シトロネリル
イソメントン

6，9一グアイアジエン

36，40

9，89

6，47

6．15

A一
↓

　　　B
　　　↓

前半安静時

Cl

B2B

↓↓

B

↓

’　　、’　｛

B5

↓

時

C2

B
A2
↓

　0　　　　　　　10　　131517　　22　　27　3032　（分）

　　　　　　　　■：嗅覚刺激，　國：唾液採取

　　　　　　　　　図3．1　香りの検査プロトコル
　　　　　　（A：質問紙記入，B：唾液アミラーゼ分析，
　　　　　　C：コルチゾール用唾液の採取）
Fig．3－1Experimental　protoco1for　the　cvaluation　ofthe　olfactory
response（A：self＿assessed　questionnaire，B＝ana1ysis　of　sa1ivary

amylase　activity，C：sa1iva　co11ection）。
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　　　表3－2　嗜好性の主観評価結果（mean±SD）

Table3－2Subjectivity　evaluation　resu1t　of　the　palatableness．

項

目

ローズ　オレンジ
マリー　　　　スイート

フランキン

　センス
ラベンダー ゼラニウム

濃度の

適切さ
6．5±2．1 5．8±1．3 6．1土1．8 6．2±1．9 7．1±1．7

好み　　　6．8土2．5

経験の

有無

日常生

活での

使用の

有無

8．6±1．6

7．1土2．8

9．6±0．7

9．6±O．8

8．9土1．5

7．O±2．7

9．O土1．5

7．4±2．6

7，5±1．6

9．O±1．O

8．1土2．4

7．6土2．8

9．1±1．3

8．0土2．3

●：コントロール　　△：ローズマリー
◇：ブランキンセンス。：ラベンダー

口：オレンジスイート

。：ゼラニウム

　（〃＝22）

局い41

　　3．
　余
拙2－

91；
　トO
　□　「

　K．1・

　　一2

　　－3

低い．4一

「

　　快適さ楽しさ鎮静度回復度居心地元気さ

図3－2　検査前後での被検者の主観的な気分の変化
Fig．3－2Change　ofthe　subjective　fee1ing　ofthe　subject　in　before

and　after　inspection、
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図3－3　精油ごとの唾液アミラーゼ活性の経時変化

（㍗：ρ＜O・05，＊：ρ＜O・1）

Fig．3－3Time－course　changes　of　salivary　amy1ase　activity

between　essential　oi1（＊＊：ρ＜O．05，　＊：ρ＜O．1）．
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図3－5　精油ごとの唾液コルチゾールの経時変化（＊：ρ＜0．05）

Fig－3－5　Time－course　changes　of　sa1ivary　cortisol　between

essentialoi1（＊：ρ〈O．05）．
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第4章　香りの記憶・経験と生理反応の関連性

　本章では，被検者の経験と香辛料の香りがヒトの心身に与える生理反応

の変化について述べる。そこで，嗅覚刺激には，日本人にとって馴染み深い香りであるカ

レー粉に使われている香辛料を用い，日本人の成人を被検者とした。また，唾液バイオマーカーに

は，交感神経活性状態を反映する唾液アミラーゼ活性と，摂食促進物質のオレキシン，報酬系脳内

麻薬のβ一エンドルフィンを用いて検証を行った。この3種類の唾液バイオマーカーを用いたのは，

急性の反応を観察するため選定を行った。

　4．1対象と方法

　4．1．1対象

　対象は，健常な日本人成人男性10名（22．1±1．1歳）である。検査時に

通院しておらず，口腔内疾患および嗅覚異常に関する申告がない被検者を

用いた。香辛料の検査に先立ち，本検査のプロトコルは，岩手大学倫理委

員会の承認を受けた（承認番号：200910）。被検者には，検査の趣旨を口

頭と書面の双方で十分に説明し，書面で同意を得た。

　4．1．2嗅覚刺激

　嗅覚刺激には，カレー粉の香辛料の主成分であるコリアンダー，フェネ
クリーク，クミンの3種を重量比1：1：1に混合した混合香辛料を「香辛
料標準見本（Standardsamp1e）」として用いた。また，すでに多くの日本人

が好むことが示されている市販のカレー粉（エスビーカレー，原材料：タ
ーメリック，コリアンダー，クミン，フェネクリーク，こしょう，赤唐辛
子，ちんぴ，その他香辛料，S＆B食品㈱）を「香辛料優良見本（Excellent
samp1e）」として用いた（表4－1）。嗅覚刺激の先入観や提示順序の影響を排

除するため，検査者・被検者ともにどちらの香辛料を用いているかを知ら
せず，かつ被検者を無作為に香辛料標準見本と香辛料優良見本に割り当て
たる二重盲検試験を行った。

　4．1．3主観評価

　スケールが0から10段階の質問紙（VisualAna1ogScale；VAS）で，香辛
料の香りの強さ，好み，食欲増進，やみつき感の程度の4項目を，10段階

一34一



で評価させた。香りが「強すぎる」，「好き」，「食欲を増す」，「もう一度嗅

ぎたい」と感じた場合を10，「弱すぎる」，「嫌い」，「食欲を減じる」，「二

度と嗅きたくない」と感じた場合をOとした。

　4．1．4唾液バイオマーカー

　バイオマーカーには，交感神経活性の指標として唾液アミラーゼ活性，

摂食中枢の指標としてオレキシンA，報酬系の指標としてβ一エンドルフィ

ンを選定し，全て唾液から分析した。唾液アミラーゼ活性は，携帯式の唾

液アミラーゼモニタ（α一Amy，ヤマハ発動機㈱）を用いて即時分析を行っ

た。オレキシンAの分析には，ELISAキット（測定範囲O＿1O，000pg／ml，

感度42．5pg／ml，OrexinAEIAKit，PhoenixPharmaceuticals，Inc．，USA）と

プレートリーダー（波長450nm，ARVOMX，PerkinElmerInc．，MA，USA）を

用いた。p一エンドルフィンの分析には，ELISAキット（測定範囲0，625＿

1O．Ong／ml，感度O．5ng／ml，β一endrophinEnzymeImmunoassayKit，Peninsula

LaboratoriesInc．，USA）とプレートリーダーを用いた。

　4．1．5検査プロトコル

　図4－1には，本検査のプロトコルを示した。唾液を検体として使用する
ため，被検者には検査の1時間前から水以外の飲食を禁止した。また，検
査を始める10分前までに被検者に歯みがきとうがいをさせ，口腔内を清
潔にさせた。

　検査時間帯は午前10－12時の間に統一し，室温は25．Cに維持した。
また，検査場所をパーティションで区切り，環境からの音・視覚刺激を遮
断した室内環境下で検査を実施した。被検者は安静座位を保たせ，読書や
会話など交感神経活動に影響を与える精神的作業は行わせなかった。

　ブリストレスを緩和するため，被検者に前半安静時として12分間安静

をとらせた。次に，容量5m1の蓋付きサンプルカップに香辛料300mgを

入れたものを，被検者自身が鼻から約1＿2cmの距離に持っていき，蓋

をあけて香辛料を4分間嗅いだ。その後，再び後半安静時として14分間

安静をとらせた。この間，唾液アミラーゼ活性の即時分析を約3分間隔で

7回のAlからA7，唾液オレキシンAと唾液β一エンドルフィン分析用の唾

液採取を前半安静時の終盤2分間のBl，嗅覚刺激時の終盤2分間のB。と，
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後半安静時の終盤2分間のB。の3回の約300μ1の唾液採取を行った。

唾液は，サンプルチューブに直接唾液を吐出させることで採取した。その

後，30分間，116．3g，4℃で遠心分離し，その上澄み約200μ1を唾液検

体に用いた。香辛料の検査後に，質問紙に回答させた。

　411．6統計分析

　バイオマーカーは個人差が大きく，また他のストレッサーを反映して異

常値を取ることがあるので，3SDを超えるデータは除外して示した。香辛

料間，および同一のバイオマーカーのデータ間でWi1coxon検定を行った。

また，バイオマーカーの経時変化に関しては，嗅覚刺激の前，中，後に関

して一元配置分散分析を行った。さらに，香辛料を独立変数，唾液アミラ

ーゼ活性を従属変数として二元配置分散分析を行った。唾液バイオマーカ

ーの濃度は極微量で，測定系の感度限界に近いため，ρ＜O．1を有意差あ

りとした。これらの統計分析には，StatView（Ver．5．0，SASInstituteInc．，NC，

USA）を使用した。

　4．2分析結果

　4．2．1主観評価

　嗅覚刺激の強さは，香辛料標準見本で4，8±1．5，香辛料優良見本で4．8

±1．6と同等であり，今回設定した香辛料の濃度・使用量は妥当と考えら

れた。好みのスコアは香辛料標準見本5．6±1．0，香辛料優良見本6．1±1．1，

食欲増進のスコアは，香辛料標準見本5．1土1．8，香辛料優良見本6．2土1．2

となり，他の項目より高い値を示した（表4－2）。

　主観評価において，2種類の香辛料間で統計的な有意差を検証したとこ

ろ，好みρ＝O．161，食欲増進月＝0，051，やみつきρ＝O．345となり，食

欲増進でa∫　＝9，ρ〈O．1と有意差が認められた。

　4．2．2α一アミラーゼ

　唾液アミラーゼ活性は，安静座位時のAl，A2，A3の平均が香辛料標準

見本で15．8±5．4kUハ，香辛料優良見本で14．6土3．9kU／1，嗅覚刺激中の
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A。が香辛料標準見本で15．0土5．4kU／1，香辛料優良見本で14．6土3．5kUハ

嗅覚刺激直後のA。が香辛料標準見本で15．4土6．7kU／1，香辛料優良見本

で16．7±7．2kU／1，嗅覚刺激後の安静時のA6，A7の平均が香辛料標準見

本で13．9±5．O，香辛料優良見本で14．4土5．2kU／1であった。

　唾液アミラーゼ活性において，経時変化で統計的な有意差を検証したと

ころ，香辛料優良見本では嗅覚刺激後より変化が観察され，A5とA7の問

にa∫＝8，ρ＜O．05と統計的有意差が確認された。さらに，2種類の香辛料

問で統計的な有意差を検証したところ，A。において2種類の香辛料による

〃＝8，ρ＜0．1と統計的有意差が確認され，香辛料優良見本が有意に高値

を示した（図4－2）。

　4．2．3オレキシンA

　オレキシンAは，安静座位時のBlでは香辛料標準見本で12113±102．8

pg／ml，香辛料優良見本で78．3±65．5pg／ml，嗅覚刺激直後のB。では香辛

料標準見本で64，8±29．4pg／ml，香辛料優良見本で42．O土23．5pg／ml，嗅

覚刺激後の安静時のB。では香辛料標準見本で95．3±93．6pg／m1，香辛料

優良見本で64．9±103．1pg／m1であった。

　オレキシンAにおいて，経時変化で統計的な有意差を検証したところ，

香辛料優良見本ではB1とB3の間で〃＝9，ρ〈O．1，およびB2とB3の

間でa∫　＝9，ρ＜0．05の統計的有意差が確認できた。ただし，2種類の香

辛料間で統計的な有意差を検証したところ，統計的な有意差は認められな

かった（図4－3）。

　4．2．4β一エンドルフィン

　β一エンドルフィンの絶対値は，O．32＿9．88ng／mlの範囲にあった。β一エ

ンドルフィンにおいては，2種類の香辛料間，および経時変化の双方に関

して，統計的な有意差は認められなかった。　（図4－4）。

4，3考察

主観評価において，表4－2に示すとおり，2種類の香辛料間で食欲増進
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の項目に有意差が認められた。香辛料優良見本は，市販のカレー粉として

誰もが1度は嗅いだ経験のある香りであることから，香辛料標準見本より

も食欲増進の評価が高かったと言える。

　オレキシンAでは，図4－3に示すとおり，食欲増進の評価が高かった香

辛料優良見本では経時変化に関して有意な低下が認められた。この妥当性

であるが，先行研究が少なく，胃バンディング手術を受けた患者のBMI

と血漿オレキシン濃度が正の相関を示したという報告（46〕がある程度で断

定は難しく，更なる検証が必要であると考えられる。急性のオレキシンの

低下が食欲増進を示すのか，食欲低下を示すのかは明確となっていないが

（47〕，嗅覚刺激による摂食中枢系の変化が，唾液バイオマーカーに現れる可

能性があることが示唆された。

　β一エンドルフィンでは，図4－4に示すとおり，香辛料の香りに対するや

みつきの程度を反映すると期待したが，統計的に有意な変化は観察されな

かった。

　唾液アミラーゼ活性において，図4－2に示すとおり，香辛料標準見本で

は嗅覚刺激前後で有意差が観察されなかったのに対し，香辛料優良見本で

は嗅覚刺激後より有意な低下が確認され，交感神経活性の鎮静化を示唆し

た。さらに，嗅覚刺激直後において，香辛料優良見本の方が活性値の有意

な上昇が認められ，交感神経活性の活性化を示唆した。これらより，香辛

料優良見本の方が，香辛料標準見本よりも，生理反応が顕著であることが

示された。

　4．4結論

　被検者の経験をファクターとして考慮しつつ，香りがヒトの心身に与え

る生理反応を考察するために，日本人にとって馴染み深い香りであるカレ

ー粉に使われている香辛料を嗅覚刺激として用い，日本人の成人を被検者

とした。その結果，香りに対する経験の有無が，主観評価と唾液バイオマ

ーカーの生理反応の両方に反映されることが示された。さらに，唾液から

分析可能な摂食促進物質などをバイオマーカーとして用いることで，より

詳細な生理反応を観察できる可能性が示唆された。
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　以上により，主観評価と唾液バイオマーカーの双方で，香りに対する経

験の有無が生理反応の変化に反映されることが示された。
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　　　　　表4－1嗅覚刺激に用いた香辛料の成分
Tab1e4－1Chemica1ingredients　ofspices　used　for　olfactory　stimuli．

香辛料標準見本
構成比率

香辛料優良見本 構成比率
％） ％

コリアンダー 33．3 コリアンダー 1O

フェネクリーク 33，3 フェネクリーク 1O

クミン 33，3 クミン 10

ターメリック 20

こしょう 5

赤唐辛子 5

ちんぴ 5

その他香辛料 35

。。。、B1 B長：。。
↓　↓　↓↓↓　↓　↓　↓

s、

↓

安静座位 香り　　　　安静座位

く一一一一一一→H←
　　0　　3　　6　　9　1213　16　19　22　　　　　　　　3（分）

　　　　　　図4－1　香辛料の香りの評価プロトコル

（A1．7：唾液アミラーゼ分析，B1．3：唾液の採取，Q：質問紙記入）
Fig．4－1　Experimenta1protocol　forthe　eva1uation　ofthe　acute　effect　of
odor　ofspices（A1．7：analysis　ofsa1ivary　amylase　activity，B1．3：sa1iva
co11ection，Q　：self－assessed　questionnaire）．
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　　　　　　表4－2嗜好性の主観評価結果（mean土SD）
Tab1e4－2　　Resu1t　of　the　se1f－assessed　questionnaire　on　odor　preference

ofspices（mean士SD）．

項　　　日 香辛料標準見本 香辛料優良見本

濃度の適切さ

好み

食欲増進

やみつき

4．8±1．5

5．6土1．O

5．1±118

4．7士0．7

4．8±1．6

6．1±111

6．2±1．4

5．O±1．2

　　　＜
　　　く
　　　oo

　　　封
　　　埋
　　　｝

　　　心

　　　〃
　　　ト
　　　！峯

　　　曽

　図4－2

Fig．4－2

□：香辛料標準見本 ■：香辛料優良見本

　　　c〃＝9、
30

20

10

＼0⊃
一

＜0．05

ρ〈Oll
一

　　阯’AトAヨA4　　A5　　A6　　A7
　　　3
唾液アミラーゼ活性の香辛料提示前後での変化

Time－course　changes　ofsa1ivary　amylase　activity　between
base1ine，inha1ation，and　resting　Periods．（＊：ρ〈0．05，＊＊：ρ＜O．1）．
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　図4－3　唾液オレキシンAの香辛料提示前後での変化
Fig－4－3Time－course　changes　ofsa1ivary　orexin　Abetween　baseIine，

inha1ation，and　resting　Periods　（＊：ρ＜0．05，＊＊：ρ＜0．1）。
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図4－4　唾液β一エンドルフィンの香辛料提示前後での変化

Fig．4－4Time－course　changes　ofsa1ivaryβ一endorphin　between

base1ine，inha1ation，and　resting　Periods．
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第5章　結論

　香辛料の香りがヒトの心身に与える生理反応を，香りの嗜好性と生理反

応の関連性と被検者の経験を考慮しつつ主観評価と唾液バイオマーカー

を用いて非侵襲・無拘束の条件下で検証することで，嗅覚刺激に対する生

理反応の定量評価技術の開発を目的としている。1つ目には，精油の香り

の嗜好性における生理反応の評価するため，日常的に使用されている精油

を用いて，主観評価と嗅覚刺激前後の唾液アミラーゼ活性とコルチゾール

濃度の変化を検証し，2つ目として，香辛料における記億と経験による生

理反応の評価するため，日本人にとって馴染み深い香りであるカレー粉に

使われている香辛料を用い，主観評価と嗅覚刺激前後の唾液アミラーゼ活

性，オレキシンA，β一エンドルフィンの変化を検証した結果，以下の項目

が明らかとなった。

（1）　5種類の精油を用いて嗜好性及び濃度が，被検者の心身へ与える影響

　　を定量評価するため，質問紙を考察して主観評価を行った結果，用

　　いた精油全て被検者に好まれ，かつ日常的に使用している被検者を

　　選定できたと判断できた。

（2）　嗅覚刺激前，中，後において唾液アミラーゼ活性の経時変化を分析

　　時間が約1分と短い時間で測定し，嗜好性や好みによって交感神経

　　活性に統計的な有意差が生じるか評価した結果，有意差を生じ，精

　　油により，鎮静化，活性化，沈静化と活性化の異なるパターンがあ

　　ることが確認することができた。

（3）　嗅覚刺激前後において，コルチゾール濃度の経時変化の比較を行う

　　ことで，内分泌系に変化を引き起こすか検証した結果，有意な差が

　　確認できた。

（4）　経験の有無を発掘できるような質問紙を考察して主観評価を行い，

　　使用した香辛料の濃度，使用量が妥当であるか定量化した結果，2種

　　類の香料間で食欲増進について，有意差が認められ妥当であること

　　が確認できた。

（5）　嗅覚刺激前，中，後において，唾液アミラーゼ活性を測定することで，
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　　経験の有無により交感神経活動に統計的な有意差が生じるか評価し

　　た結果，2種類の香辛料間で統計的有意差が確認され，香辛料優良見

　　本が高値を示すことが確認された。

（6）　摂食促進の指標としてオレキシンAを用い，嗅覚刺激前後とその後

　　の安静において，経験の有無により統計的な有意差が生じるかを評価

　　した結果，嗅覚刺激前後で統計的有意差が確認された。

（7）　摂食・満腹感の指標としてβ一エンドルフィンを用い，嗅覚刺激前と

　　その後の安静時において，経験の有無により統計的な有意差が生じる

　　かを評価した結果，統計的な有意差が認められなかった。

　以上のように，主観評価だけでは定量的な判別しかできないが，唾液

アミラーゼ活性を用いれば，覚醒効果，鎮静効果，鎮静とその後の高揚

効果といったより複雑な精油の生理反応を約1分の分析時間で観察でき

る可能性があり，香りに対する経験の有無が，主観評価と唾液バイオマ

ーカーの生理反応の両方に反映され，摂食促進物質などを唾液バイオマ

ーカーとして用いることで，より詳細な生理反応を観察できる可能性が

示唆された。また，データを蓄積する事で，統計的に閾値を求めること

も可能であることが主観評価と違い優れているところである。

　本技術により機能性香料が作成できる。機能性香料で生体を制御する

ことができ，治癒力，免疫力を向上させる香りで医療への応用や精神的

落ち着きを促す香りでストレスの緩和，躁欝病への治療，自殺者の低減，

更に，犯罪の低下等社会的意義が強いと考える。
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