
　コーヒーは世界的に最も好まれている飲料であり，そ
の消費量は他の嗜好飲料に比較して非常に多い1）。長年，
飲用されてきたコーヒーの中枢作用に関する研究は多
く，自殺やうつ病リスクの軽減2）3），パーキンソン病予
防4），ストレス緩和5）などが報告されている。しかし，こ
れまでの大部分の研究はコーヒーの不揮発性成分に焦点
をあてたものであり，約 900種類にものぼる揮発性成
分6）に関する研究は数少ない。
　古賀ら7）によれば，コーヒーはその香りによってリ
ラックス効果を有し，コーヒー豆の種類や焙煎の程度に
より効果に差があることが報告されている。また，コー
ヒー香気は覚醒水準や認知機能を高め，この効果もコー
ヒー豆の種類により異なることが報告されている8）。さ
らに最近，ラットの脳を用いたジェノミクスおよびプロ
テオミクス解析により，コーヒー揮発性成分が抗酸化や
ストレス緩和作用に関連する遺伝子やタンパク質発現を
誘発することが示されている9）。しかし，コーヒー揮発
性成分が動物の一般活動性に及ぼす影響について研究し
た報告はほとんど見あたらない。本研究では，焙煎した
コーヒー豆の揮発性成分をマウスに曝露した後，種々の
行動薬理学的実験を行い，コーヒー揮発性成分のストレ
ス緩和作用について検討した。

方　　　　　法

　1．実 験 動 物
　体重 35‒40 gの ICR雄性マウス （日本クレア（株）） を

使用した。透明なプラスチック製の飼育ゲージ （20×31×
13 cm）に 1ケージあたり 5‒6匹ずつ分け，実験前に少な
くとも 1週間以上飼育した。動物飼育室内の温度は 23±
1℃とし，12時間周期で部屋の照明を点灯（7：00‒19：
00） あるいは消灯した。餌および水は自由摂取とした。
　マウスの取り扱いについては，「実験動物の飼養及び保
管並びに苦痛の軽減に関する基準」（平成 18年 4月 28日
環境省告示第 88号）を遵守し，「ノートルダム清心女子
大学動物実験指針」に則って実施した。
　2．コーヒー試料
　コーヒー試料として，焙煎したグアテマラコーヒー豆
の粉末 （中煎り，中挽き），400 gあるいは 1,200 gを使用
した。コーヒー豆粉末はプラスチック製の箱（20×31×
13 cm）に約 80 gずつ分け，室温 25±1℃のテストルー
ム（3.8×2.8×2.4 m）内にその揮発性成分を充満させた。
なお，グアテマラコーヒーを選んだ理由は，ヒトの脳波
を指標とした研究で，最もリラックス効果が高いことが
示されているからである7）。
　3．実験プロトコール
　マウスは，コーヒー豆粉末 400 gの揮発性成分に曝露
した群（Coffee 400群），1,200 g の揮発性成分に曝露し
た群（Coffee 1200群），および曝露しなかった群（Control
群）の 3群に分けた。いずれの群もテストルーム内で 4
時間過ごさせた後，以下の行動実験を行った。なお，実
験環境への順応を避けるため，マウスはそれぞれの行動
実験について 1回のみ使用し，別の行動実験に再使用す
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る場合は 1週間以上の間隔をあけた。また，すべての実
験はデジタルビデオカメラ（DCR-SR100，SONY）に録
画し，終了後に詳細に分析した。画像分析者は実験遂行
者とは別人とし，マウスに対するコーヒー揮発性成分の
曝露の有無は知らせないように配慮した。
　4．行 動 実 験
　4.1　高架式十字迷路試験　装置は，直交する 4本の
アーム（各々 50×300 mm）とそれらが交差する部分の
センターエリア（50×50 mm）から構成されている。2
本のクローズドアームには高さ 150 mmの側壁があり，
オープンアームには滑り止めとして高さ 2.5 mmの返し
がついている。側壁および返しは厚さ 2 mmの灰色プラ
スチック製である。迷路全体は木製で，走行路が床から
50 cmの高さに設定されている。オープンアーム上の明
るさは約 420 ルクスである。マウスはセンターエリアで
頭部をクローズドアームに向けた状態で放し，5分間の
行動観察を行った。クローズドアームおよびオープン
アームの滞在時間と進入回数を測定した。なおアームへ
の進入は，マウスの四肢全部がそれぞれのアーム領域に
入ることを基準として判断した。
　4.2　オープンフィールド試験　装置は，底面の直径が
75 cmの円形で，壁の高さ 35 cm，壁上部の直径は 87 cm
である。なお，底面は木製，側壁はプラスチック製であ
る。底面中央部には直径 45 cmの円が描かれており，底
面全体および中央部の円は，中心点を通る 4本の直線で
8等分されている（すなわち，16領域に区画されてい
る）。全体は灰色に塗装されており，底面の明るさは約
170 ルクスである。マウスは装置中央に放し，5分間行動
観察した。各領域を区画した線の通過（ambulation）回
数，立ち上がり（rearing）回数，脱糞（defecation）数
および中央部円内での滞在時間を測定した。
　4.3　ペントバルビタール睡眠試験　ペントバルビ
タールナトリウム（ナカライテスク（株））を生理食塩水
に溶解し，マウス腹腔内に投与した（50 mg/kg）。薬物
投与後，マウスを仰臥位で灰色に塗装された木製台の上
に配置し，正向反射の消失から回復までの時間を睡眠時
間として測定した。
　4.4　強制水泳試験　直径 10 cm，高さ 30 cmの透明な
円筒形のプラスチック製シリンダーに 25±1℃の水を 20 
cmの深さまで入れ，その中にマウスを放し，6分間観察

した。全観察時間のうち後半 3分間について，前肢を動
かさずに静かに浮いている時間（無動時間）を測定した。
　5.　統 計 方 法
　統計処理には Statcel2を使用し，一元配置分散分析と
Bonferroni法による多重比較検定を用いた。ただし，高
架式十字迷路試験の結果については，分散分析として
Kruskal-Wallis検定を用いた。データは平均値±標準誤
差で表示し，有意差の基準は p＜0.05とした。

結果および考察

　1.　高架式十字迷路試験
　高架式十字迷路試験は，動物が本質的に有する探索動
因に基づく接近行動と，不安や恐怖が動因となった回避
行動とが平衡状態にあるコンフリクトモデルである10）。
正常な動物では，オープンアーム上にいる状態，すなわ
ち絶壁を臨む状態において不安や恐怖を感じ，オープン
アームへの滞在時間および進入回数は少なくなる11）。ま
た，照度もオープンアームへの探索行動に密接な関連が
あり，明るい条件では減少し，暗いと増加することが知
られている12）。Table 1に示すように，本実験において
Control群におけるオープンアームへの滞在時間および
進入回数の割合は，全体の 2.1％と 3.6％であり，不安レ
ベルが高い状態にあることを示している。このことは抗
不安様のストレス緩和作用が期待される試料の評価にお
いて，本研究の実験条件が適切であったことを示してい
る。
　コーヒー揮発性成分の曝露により，オープンアームでの
滞在時間は用量依存的に増加し，Coffee 1200群では
Control群の 2.7倍に延長した。また，オープンアームへの
進入回数も，Coffee 1200群において 4.6倍の増加が観察さ
れた。これらの結果は，コーヒー揮発性成分がマウスの不
安や恐怖を減少させる作用を有することを示唆している。
また，オープンおよびクローズドアームへの進入回数の和
であるアームエントリー合計数は，自発運動量の指標とな
ることが知られている13）。本研究において，アームエント
リー合計数の平均値は，それぞれ，8.3±1.4回（Control
群），7.7±1.3回（Coffee 400群）および 8.4±1.2回（Coffee 
1200群）であり，有意な変化は見られなかった。この結
果は，本実験条件においてコーヒー揮発性成分がマウスの
自発運動量に影響を及ぼさないことを示唆している。

Table 1　Effects of coffee volatiles on mouse behavior in the elevated plus-maze test.
Open arms Closed arms

Spending time （s） Number of entries Spending time （s） Number of entries
Control  6.2±3.1 0.6±0.2 148.1±4.7 16.3±0.7
Coffee 400 11.7±5.0 1.9±0.5 139.7±7.1 13.5±1.1
Coffee 1200 16.6±3.4＊ 2.8±0.6＊ 146.3±8.2 14.1±1.0

　 Mice were exposed to coffee volatiles from 400 g （n＝14） or 1,200 g （n＝16） of coffee powder for 4 h before the test. 
Control mice （n＝16） were maintained in the test room without coffee volatiles. Behavior was observed for 5 min, and 
the time spent and numbers of entries in the open and closed arms were counted. Data are the mean±SEM. ＊p＜0.05 
compared to the control.
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　2．オープンフィールド試験
　オープンフィールド試験は，動物の自発運動量や活動
性，一般行動を測定する場合に汎用されるが，動物の不
安や恐怖などの情動機能を評価する試験系としても利用
されている14）。通常，動物はオープンフィールド装置と
いう新奇環境に曝された場合，rearingや ambulationな
どを繰り返して探索行動を行うが，この時，壁に触れな
がら，装置内の周辺部をより好んで歩行する行動パター
ンを示す。また，deficationや排尿（urination）が見られ
る場合もある。ベンゾジアゼピン系抗不安薬などの投与
により不安水準が低下すると，装置中央部での探索行動
が認められ，探索行動量は増加することが知られてい
る15）。Table 2に示したように，本実験では ambulation， 
rearing，deficationおよび中央部円内での滞在時間を指
標として検討したが，コーヒー揮発性成分の曝露による
行動変化は観察されなかった。この結果は，コーヒー揮
発性成分の情動機能への作用が薬物のように強いもので
はなく，マウスの一般的な活動性に影響を及ぼさないこ
とを示している。
　3.　ペントバルビタール睡眠試験
　ペントバルビタールはバルビツール酸系の鎮静・催眠
薬であり，動物の覚醒を維持している網様体賦活系の生
理機能を抑制して睡眠に至らせる。その作用は，Cl－チャ

ンネルを構成する GABAA受容体の一部分に結合し，こ
の受容体の作用を増強することによって発揮される16）。
ペントバルビタールによって誘発される睡眠は，心理的
ストレスにより覚醒水準が上がった場合，著しく短縮す
ることが知られている17）。Figure 1に示すように，本研
究においてコーヒー揮発性成分への曝露によりペントバ
ルビタールによる睡眠時間が明らかに延長した。この結
果は，コーヒー揮発性成分がペントバルビタールの薬理
作用を増強することによって，動物の覚醒水準を下げ，
ストレス軽減作用を発揮した可能性を示唆している。
　4．強制水泳試験
　強制水泳試験は，現在最も汎用されている抗うつ評価
法である18）。逃避不可能な水槽内において動物に強制水
泳を負荷すると，前肢および後肢を激しく動かす逃避行
動が観察された後，無動となる。これは動物が水槽から
の逃避を放棄した絶望状態を意味すると解釈されてい
る。強制水泳試験が，抑うつ状態や抗うつ効果の検出に
有用と考えられている理由は，臨床上有効性が認められ
ている既存の抗うつ薬が，本試験で観察される無動行動
を特異的に抑制することにある19）。Table 3に示すよう
に，コーヒー揮発性成分の曝露により，それぞれの群で
無動時間の違いは見られなかった。この結果は，コーヒー
揮発性成分が抗うつ様作用を有しないことを示してい
る。
　5．ま　と　め
　本研究により，コーヒー揮発性成分がマウスの覚醒水
準を下げ，抗不安様のストレス緩和作用を有することが
示唆された。これまでヒトによる研究で，コーヒー揮発

Table 2　Effects of coffee volatiles on mouse behavior in the open-field test.

Ambulation Rearing Defication
Time spent in the 
center circle（s）

Control 114.2±6.2 52.6±3.1 1.8±0.4 48.4±4.1
Coffee 400 105.6±5.2 48.1±2.4 1.6±0.5 35.9±5.1
Coffee 1200 118.1±4.8 58.1±3.4 3.1±0.6 46.7±2.9

　 Mice were exposed to coffee volatiles from 400 g （n＝20） or 1,200 g （n＝17） of coffee powder for 4 h before the test. 
Control mice （n＝20） were maintained in the test room without coffee volatiles. Behavior was observed for 5 min. The 
numbers of line-crossing （ambulation）, rearing, defication and time spent in the center circle were counted. Data are 
the mean±SEM. 

Figure 1　Effect of coffee volatiles on the pento bar-
bital-induced sleeping time. Mice were injected with 
pentobarbital-Na （50 mg/kg, i.p.） 4 h after exposure to 
coffee volatiles from 400 g （n＝10） or 1,200 g （n＝9） of 
coffee powder. Control mice （n＝10） were maintained 
in the test room without coffee volatiles. The sleeping 
time was taken as the period between the loss of the 
righting reflex and its return. Data are the mean±SEM. 
＊p＜0.05 compared to the control.

Table 3　Effects of coffee volatiles on mouse behavior in 
the forced swim test.

Immobility time （s）
Control 148.6±10.7
Coffee 400 155.6±9.0
Coffee 1200 165.5±5.3

　 Mice were exposed to coffee volatiles from 400 g （n＝
16） or 1,200 g （n＝11） of coffee powder for 4 h before 
the test. Control mice （n＝16） were maintained in the 
test room without coffee volatiles. The total period of 
immobility during the 3-min testing period was recorded. 
Data are the mean±SEM.
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性成分のリラックス効果が報告されてきたが7），そのメ
カニズムは明らかではない。本研究は，コーヒー揮発性
成分と動物の一般活動性について検討した初めての報告
であり，ストレス緩和作用の脳内メカニズムを検討する
上で，有用な結果であると思われる。今後，コーヒー揮
発性成分がストレスに関連した脳内情報伝達に及ぼす影
響について，更なる研究が必要である。
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Summary: Although numerous studies have focused on the stress-reducing effects of coffee drinking, few 
reports have addressed the beneficial effects of coffee volatiles. To clarify the relationship between volatile 
compounds in roasted coffee beans and psychological stress, this study investigated the stress-reducing potential 
of coffee volatiles using several behavioral pharmacology methods in mice. In the elevated plus-maze test, 
exposure to coffee volatiles increased the time spent and the numbers of entries into the open arms without 
spontaneous ambulation activity. In addition, pentobarbital-induced sleep time was prolonged. No significant 
effects were detected in the open-field and forced swim tests. These results suggest that the volatile compounds in 
roasted coffee beans lower the levels of arousal and exert anti-anxiety-like, stress-reducing effects in mice.
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