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Legionella pneumophilaに抗菌活性を示すコーヒー成分の化学構造について
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We previously reported that certain constituents in brewed coŠee exhibited antibacterial activities against a strain of
Legionella pneumophila. The constituents showing antibacterial activities were included only in extracts cold with water
or hot water. To determine the antibacterial substances in coŠee extract, the extract was fractionated by HPLC using a
UV/photodiode array detector. The optimum HPLC conditions for analysis were UV wavelength of 250 nm and eluents
of methanol/acetic acid (10/90), pH 3.0. When several fractions separated by HPLC were investigated for antibacterial
activities against L. pneumophila, it was found that three peak fractions exhibited strong antibacterial activities. Each
product from these fractions was analyzed by NMR and LC-mass spectrometry, and the chemical structure of each was
determined. It was shown that the antibacterial substances was were protocatechuic acid (3,4-dihydroxy benzoic acid),
chlorogenic acid, and caŠeic acid.

Key words―coŠee; Legionella pneumophila; antibacterial substances; chlorogenic acid; caŠeic acid; protocatechuic
acid

緒 言

市販の缶入りコーヒー飲料や焙煎して挽いたコー

ヒー豆から熱湯抽出して得られたコーヒー飲料には，

Legionella pneumophilaに対する強い抗菌活性が認

められることを既に報告1)した．お茶や紅茶などの

渋み，苦味成分として知られるカテキンの抗菌効

果2―4)についてはもとより，カカオマス5)の腸管出

血性大腸菌 O157に対する抗菌効果なども報告さ

れているが，同じ嗜好飲料であるコーヒー中の成分

の抗菌性に関しては十分な報告は見当たらない．そ

こで今回はコーヒー中の抗菌活性成分を明らかにす

るため，コーヒー抽出液を高速液体クロマトグラフ

ィーを用いて分画した．さらに単離した活性画分を

核磁気共鳴装置及び液体クロマトグラフ・質量分析

計などの各種分析機器を用いて構造解析し，コー

ヒー中の抗菌活性本体の化学構造を明らかにしたの

で報告する．

実 験 の 部

1. 材料

1) コーヒー焙煎豆：深炒りし，ドリップ用に中

細挽きした市販のMaximモカコーヒー（味の素ゼ

ネラルフーズ株式会社製）を用いた．

2) コーヒー豆の各種溶媒による抽出：中細挽き

した市販のコーヒー 50 gをとり，倍容量のヘキサ

ン，酢酸エチル，クロロホルム，ブタノール，エタ

ノール及び水で順次抽出し，それぞれ溶媒を完全に

留去した後，DMSO又は水 1 mlに再溶解して抗菌

試験用試料とした．

3) コーヒー豆の熱水抽出：抽出はペーパー・ド

リップ式で行った．焙煎豆を中細挽きした市販の

コーヒー 30 g をドリッパーにセットされたペー

パーフィルターにとり，沸騰直後の蒸留水 20 mlを

静かに全体に注いで数十秒間蒸らした．次いで，新

たに 100 mlの沸騰蒸留水を注いで抽出を行い，抽
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出液が完全に滴下し終わった後，サーバー内のコー

ヒー抽出液 50 mlをとり，2 mlにまで濃縮したもの

（コーヒー濃縮液）を分析用試料とした．

2. 試薬及び培地 ヘキサン，酢酸エチル，ク

ロロホルム，ブタノール，エタノール，酢酸，リン

酸水素二ナトリウム，リン酸二水素ナトリウム（一

般試薬はすべて和光純薬工業株式会社製の特級品を

用いた．）

アセトニトリル，メタノール（いずれも関東化学

株式会社製の高速液体クロマトグラフィー用試薬を

用いた．）

NMR測定溶媒：重メタノール（CD3OD; Euriso-

top group 社製），20％重塩酸（DCl; ACROS OR-

GANICS 社製），重ジメチルスルホキサイド

（DMSOd6；和光純薬工業株式会社製）

試薬標準品：Chlorogenic acid（純度 95％以上），

caŠeic acid（純度 97％); Sigma Chemical Co., pro-

tocatechuic acid (3,4dihydroxy benzoic acid（純度

97％); Aldrich Chemical Co.

培地：BCYEa寒天培地及び BSYE寒天培地（株

式会社 日研生物医学研究所製）

3. 装置及び分析

1) 装置

高速液体クロマトグラフ：ポンプ PU1580，検

出器MD1515型（UV/フォトダイオードアレイ検

出器），オートサンプラー AS155510型，フラク

ションコレクター SF212，日本分光工業株式会社

製

液体クロマトグラフ/質量分析計（LCMS; TSQ

700) Finnigan MAT社製

核磁気共鳴装置（NMR; JNMA500 型）日本電

子工業株式会社製

ガスクロマトグラフ/質量分析計（GCMS; GC

17A, MSQP 5000）株島津製作所製

2) HPLCによる分析

2-1) 溶離液の検討

アセトニトリル/水＝0/100→10/90 (10 min),

10/90→100/0 (30 min）（グラジェント法によ

る）

アセトニトリル/20 mMリン酸水素二ナトリウ

ム（pH 7.0)＝10/90, 50/5

アセトニトリル/10 mMリン酸二水素ナトリウ

ム（pH 3.0)＝10/90, 30/70, 50/50

メタノール/水＝10/90, 50/50

メタノール/10 mM リン酸二水素ナトリウム

（pH 3.0)＝10/90, 50/50

メタノール/10 mM リン酸二水素ナトリウム

（pH 4.8)＝10/90, 50/50

メタノール/10 mM リン酸水素二ナトリウム

（pH 7.0)＝10/90, 50/50

メタノール/0.07 M酢酸（pH 3.0)＝10/90, 50/

50

2-2) 分析条件

カラム（ODS) Mightysil RP18 (150q4.6 mm）

及びMightysil RP18GP (250q6.0 mm）（いずれも

関東化学株式会社製）

流量 1 ml/min，カラムオーブン温度 30°C，検出

波長 250 nm

2-3) コーヒー成分の分画と分取

コーヒー濃縮溶液について HPLC 分析を行っ

た．カラムサイズ 150q4.6 mm 又は 250q6.0 mm

を用いて分画した．次に，オートサンプラーを用い

て繰り返し HPLCに試料を注入し，それぞれピー

クに相当する画分をフラクションコレクターにより

分取した．各ピークの全量をそれぞれ集めて濃縮乾

固した後，HPLC への全注入試料量となるように

水又は熱水で再溶解し，抗菌活性試験用試料とし

た．また，一部は化学分析用試料として用いた．

3) LCMSによる分析

導入方法：フローインジェクション，導入溶媒：

0.2％塩酸/メタノール，イオンモード：ESI (nega-

tive）

4) NMR測定

化合物を 0.2％ DCl/CD3ODあるいは DMSOd6

溶液に溶解し， 1HNMR (500 MHz）及び 13C

NMR (125 MHz), HMQC (1H 観測 1H13C2D隣接

相関）及び HMBC

（1H13C2D遠隔相関）スペクトルの測定を行った．

5) GCMSによる分析

カラム：DB5MS (30 mq0.25 mm），カラム温

度：150°C (1 min)→250°C (5°C/min)→250°C (4

min），注入口温度：200°C，インターフェス温度：

250°C，スプリット比：42，スキャン範囲：m/z 40

～500

4. 抗菌試験1)

1) 供試菌株 L. pneumophila IID 5232株
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2) 試験方法 コーヒー濃縮液及び抗菌試験用試

料液をメンブランフィルター（0.2 mm）でろ過滅菌

し，滅菌した感受性試験用ペーパーディスク（直径

8 mm，厚さ 1.5 mm）に少量ずつ乾燥させながら最

終的には全量 100 ml をしみ込ませ，抗菌試験用の

ディスクを調製した．供試菌は BCYEa寒天培地で

塗沫培養後，菌体を集菌して滅菌蒸留水に浮遊させ，

McFarland No. 1 (108 CFU/ml）相当となるように

調製した．

この菌液 0.2 mlを BSYE 寒天培地の全面に塗沫

後，先に作製したディスクを培地表面に密着させ，

37°C, 7日間培養した．培養後，平板上の阻止円直

径を測定し，抗菌性を判定した．なお，著者らは阻

止円直径（mm）による抗菌活性の強弱を薬剤感受

性試験の判定法を準用して以下のように評価した．

0 mm：「活性なし（－）」，1―9 mm：「やや活性あ

り（＋）」，10―19 mm：「明らかに活性あり（Z）」，

20 mm以上：「顕著な活性あり（[）」と表した．

結果及び考察

1. コーヒーの各種溶媒抽出画分における抗菌活

性の定性 活性成分の化学的な性状を知るため

に，以下のような各種溶媒（ヘキサン，酢酸エチ

ル，クロロホルム，ブタノール，エタノール及び水

又は熱水）を用いて得た抽出画分について，L.

pneumophilaに対する抗菌性を検討した結果，水抽

出画分にのみ平板上に阻止帯が認められたことか

ら，本活性成分は水相に残存することがわかった．

2. HPLCにおける溶離液の検討 抗菌活性成

分が水相に存在することから，主に水系溶離液を中

心とした各種溶離液について，UV/フォトダイオー

ドアレイ検出器による多波長分析を行った．その結

果，波長 250 nmにおいて最も多くのピークが検出

されることがわかった．したがって，以後の分析で

は，検出感度が最も優れている 250 nmを測定波長

とした．また，溶離液については水だけより少量の

メタノールを含み，pHがより低くなるに従って分

離能が高くなることがわかった．さらに，分画後の

溶媒除去が容易であることなども考慮しながら，各

種溶離液による分離能を検討した結果，メタノール

/0.07 M 酢酸（pH 3.0)＝10/90 を用いた場合に最

も多くのシャープなピークが検出されたことから分

離能が高く，最も適した溶離液であることがわかっ

た（Fig. 1）．したがって，以下の実験では，メタ

ノール/0.07 M酢酸（pH 3.0)＝10/90を溶離液とし

て，また 250 nmを測定波長として固定して用いる

ことにした．

3. HPLC分画とそれら画分の抗菌活性 コー

ヒー濃縮液 10 ml を用いて HPLC 分析を行った．

ODSカラム 150q4.6 mmを用いて分析した時のク

ロマトグラムは Fig. 2 に示すとおりであり，a～g

の 7つの主なピークが得られた．

各ピークについて，活性画分を特定するために前

述の抗菌活性試験を行った．活性試験に先立ち，

オートサンプラーを用いてコーヒー濃縮液を 20 ml

ずつ全量 0.5 mlを HPLCに注入し，フラクション

コレクターにより各ピーク画分を得た．各ピーク画

分の溶離液を完全に除去した後，0.5 ml の水又は

DMSO に再溶解したものを試料液とし，その 100

mlずつを試験に供した．結果は Table 1に示すとお

り，ピーク c 画分及びピーク e 画分のいずれにも

（Z）の明らかな抗菌活性が認められた．しかしな

がら，他の画分においてはいずれも活性は（－）で

あった．

同試料について，より大きなカラムサイズ（250

q6.0 mm）に交換して再度分析を行った．コーヒー

濃縮液 200 mlずつ全量 0.8 ml（乾燥重量：142.4 mg）

を HPLC に注入し，フラクションコレクターによ

り各ピーク画分を得た．その結果，ピーク eは新た

な 3 つのピークに分離されたことから，それぞれ

ピーク 2，ピーク 3 及びピーク 4 と称した（Fig.

3）．また，ピーク e以外はすべて前記ピークと同一

であることが確認された．また，ピーク cに相当す

るものをピーク 1と称した．溶離液を完全に除去し

た後のピーク 1～ピーク 4は白色から灰白色の結晶

粉末であった．また，乾燥重量はそれぞれ 1.3 mg,

1.9 mg, 1.1 mg 及び 2.8 mg であり，コーヒー濃縮

液中ではいずれも微量な含有成分であることがわか

った．試験に際して，それぞれのピーク画分の結晶

粉末は 0.8 mlの水又は DMSOに再溶解して試料液

とし，その 100 mlずつを試験に供した．

ピーク 1～ピーク 4について抗菌試験を同様に行

った結果，ピーク 1にはピーク cと同様に（Z）の

明らかな活性が認められた．また，ピーク 2 及び

ピーク 3においてもピーク eに認められたと同程度

に（Z）の明らかな活性が認められたが，ピーク 4
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Fig. 1. Principal HPLC Chromatograms Obtained Using Several Eluents
Eluents: (A) CH3CN/H2O＝0/100 (0 min)→10/90 (10 min)→100/0 (30 min), (B) CH3OH/10 mM NaH2PO4 (pH 4.8)＝10/90, (C) CH3OH/0.07 M CH3

COOH (pH 3.0)＝10/90.

Fig. 2. HPLC Chromatogram of CoŠee Extract with Boiling Water
HPLC conditions: Column: Mightysil RP18 (4.6 mm i.d.×150 mm), Mobile phase: methanol/0.07 M acetic acid (pH 3.0)＝10/90, Flow rate: 1.0 ml/min,

column temp.: 30°C, Detector: UV/photodiode array (at 250 nm), Injection volume: 10 ml.

490 Vol. 122 (2002)
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Fig. 3. HPLC Chromatogram of CoŠee Extract with Boiling Water
HPLC conditions; Column: Mightysil RP18 GP (6.0 mm i.d.×250 mm), Mobile phase: methanol/0.07 M acetic acid (pH 3.0)＝10/90, Flow rate: 1.0 ml/

min, column temp.: 30°C, Detector: UV/photodiode array (at 250 nm), Injection volume: 20 ml.
The fraction of peak 1 corresponded to the peak c in Fig. 2. The fractions of peak 2, 3 and 4 were separated from the peak e in Fig. 2.

Table 1. Antibacterial Activities against L. pneumophila of
7 Fractions Separated from CoŠee Beverage by HPLC

Fraction No. Antibacterial activities Range (mm)

peak a － 0

peak b － 0
peak c Z 18.0

peak d － 0

peak e Z 19.0

peak f － 0
peak g － 0

Estimation of activities. 0 mm：(－), 1～9 mm：(＋), 10～19 mm：
(Z), 20 mm～：([).

Table 2. Antibacterial Activities against L. pneumophila of
Fraction of Peak 1, and Peak 2～4 Separated from Fraction
of Peak e

Fraction No. Antibacterial activities Range (mm)

peak c [＝peak 1] Z 18.0

peak e Z 19.0
[peak 2] Z 16.0
[peak 3] Z 19.0
[peak 4] － 0

Estimation of activities. 0 mm：(－), 1～9 mm：(＋), 10～19 mm：
(Z), 20 mm～：([).

491No. 7

においては活性が（－）であった（Table 2）．

4. 活性画分の構造解析 お茶などには，タン

ニンをはじめとしたフェノール化合物が多く含まれ

る．Chlorogenic acidもその 1つとしてあげられ，

その抗菌性はよく知られている．焙煎コーヒー抽出

物の抗菌性に関しても同成分の関与が十分考えられ

ることから，chlorogenic acid とその加水分解や開

裂によって生成する類縁化合物を中心に構造解析の

検討を始めた．6,7)

これらのピーク画分について，UV/フォトダイ

オードアレイ検出器を用いて 200400 nmにおける

UVの吸収パターンを測定した．一方，コーヒー中

に一般的に含有される chlorogenic acidの標準品を

用い，その UV吸収パターンを対照として各ピーク

を比較した結果（Fig. 4），ピーク 2 のパターンと

ほぼ一致することがわかった．また，ピーク 2 の

LCMSを測定し，マススペクトルを Fig. 5に示し

た．マススペクトルから m/z 353 に（M1）疑似

分子イオン種が認められ，ピーク 2のマススペクト

ルは分子量が 354の chlorogenic acidのスペクトル

とよく一致した．また，ピーク 2の 1HNMR及び
13CNMR スペクトルデータをそれぞれ Table 3 及

び Table 4 に示した．これらは chlorogenic acid の
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Table 3. 1H-NMR (500 MHz) Spectral Data for Compounds in CoŠee Extract

H. No.
Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4

d ppm J in Hz d ppm J in Hz d ppm J in Hz d ppm J in Hz

2 7.42 d, 2.0 7.01 d, 2.0

2a 2.13 dd, 7.6, 13.1
2b 2.18 dd, 4.0, 13.1

3 5.27 ddd, 7.6, 4.0, 7.6

4 3.74 dd, 7.6, 3.3

5 6.80 d, 8.3 4.14 ddd, 3.3, 7.0, 3.7 6.74 d, 8.3
6 7.41 dd, 2.0, 8.3 6.95 dd, 2.0, 8.3

6a 2.00 dd, 7.0, 13.8

6b 2.20 dd, 3.7, 13.8

7 7.40 d, 15.9
8 6.15 d, 15.9 8.41 s

10 3.34 s

11 3.54 s

12 4.05 s
2′ 7.05 d, 1.8

5′ 6.79 d, 8.6

6′ 6.94 dd, 1.8, 8.6

7′ 7.52 d, 15.9
8′ 6.22 d, 15.9

1H-NMR Spectra were recorded in 0.2％DCI・CD3OD (1, 2 and 4), DMSO-d6(3), using the CD3OD or DMSO-d6 signals as internal reference (3.30 ppm, 2.49
ppm).

Fig. 4. UV Spectra of Peak 2 and Chlorogenic Acid
（A): peak 2, (B): chlorogenic acid. Fig. 5. LC-MS Spectrum of Peak 2

492 Vol. 122 (2002)

スペクトルとよく一致し，さらに文献値8)との比較

によりピーク 2 は既知物質の chlorogenic acid

(MW＝354.31）と同定された．ピーク 1 及びピー

ク 3, 4 の 1HNMR 及び 13CNMR スペクトルデー

タを同様に Table 3及び Table 4に示した．ピーク
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Table 4. 13C-NMR (125 MHz) Spectral Data for Compounds in CoŠee Extract and Observed HMBC Correlations

C. No.
Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4

d ppm d ppm HMBC (H to C) d ppm HMBC (H to C) d ppm HMBC (H to C)

1 123.1 75.8 H-2, H-3, H-6 125.7 H-5, H-8

2 117.7 37.8 H-6 114.7 H-6, H-7 152.6 H-10, H-11

3 146.0 72.1 H-2, H-4 145.6 H-2, H-5

4 151.5 72.5 H-3, H-6 148.2 H-2, H-5, H-6 146.4 H-8, H-11
5 115.8 70.3 H-6 115.8 108.7 H-8, H-12

6 123.9 38.0 H-2 121.2 H-2, H-7 156.1 H-10

7 170.2 175.5 H-6 144.6 H-2, H-6

8 115.1 141.6 H-12
9 168.0 H-7, H-8

10 28.5

11 30.8

12 35.0 H-8
1′ 127.6 H-5′, H-8′

2′ 115.1 H-6′, H-7′

3′ 146.8 H-2′, H-5′

4′ 149.6 H-2′, H-5′, H-6′

5′ 116.6 H-6′

6′ 123.0 H-2′, H-7′

7′ 147.2 H-6′

8′ 115.0

9′ 168.3 H-7′, H-8′

13C-NMR Spectra were recorded in 0.2％DCI・CD3OD (1, 2 and 4), DMSO-d6(3), using the CD3OD or DMSO-d6 signals as internal reference (49.0 ppm, 39.5
ppm).
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3 は chlorogenic acid のキニン酸部位，ピーク 1 で

はキニン酸部位並びにプロペニル酸部位がそれぞれ

脱落した構造を有する化合物であることが推定され

た．さらにピーク 3において，13CNMRからカル

ボニル炭素が確認され，caŠeic acid である可能性

が強く示唆された．次いで，ピーク 3 は caŠeic

acid の 1HNMR 及び 13CNMR スペクトルの測定

結果及び文献値9)ともよく一致したことから，

caŠeic acid (MW＝180.16）と同定した．また，ピー

ク 1 は protocatechuic acid あるいは hydroxy hy-

droquinone などの化合物であることが推測され

た．ピーク 3の場合と同様に，13CNMRからカル

ボニル炭素のシグナルが確認されたことから，pro-

tocatechuic acid (MW＝154.12）であると強く示唆

された．次いで，protocatechuic acid の 1HNMR

及び 13CNMRスペクトル測定結果並びに文献値10)

を比較し，ピーク 1 によく一致したことから pro-

tocatechuic acidと同定した．また，protocatechuic

acidには 2,3-, 2,4-, 2,5-, 2,6-, 3,4-及び 3,5-dihydro-

xybenzoic acidのような異性体が存在するが，本抗

菌成分は 3,4-dihydroxybenzoic acid のスペクトル

データと最も一致することがわかった．

しかしながら，L. pneumophila に対して抗菌活

性が認められなかったピーク 4は，各種の分光学的

データや文献値11)から caŠeine (MW＝194.19）と

同定された．

以上より，L. pneumophila に対して抗菌性を示

した化合物はいずれも chlorogenic acid 及びコー

ヒー豆の焙煎時に生じると考えられる chlorogenic

acidの分解物6)に由来する既知のフェノール化合物

であった．今回検出された抗菌成分はいずれも焙煎

コーヒー由来の天然物であり，元来は嗜好飲料とし

て経口摂取されるものゆえに健康上の問題は一般的

に考えにくい．近年，特に抵抗力が低下した老人を

中心として循環式浴槽水などを原因とした

Legionella症の感染例なども報告されているが，肌

や体調に影響の少ないことからこれら抗菌成分を用

いた入浴剤などが一例となるように，これらの感染
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症予防対策の 1つに，浴槽水の殺菌清浄などの衛生

用材として実用的な活用も十分期待できると考える．

要 約

コーヒー中の L. pneumophilaに対する抗菌活性

物質を HPLC で分画し，分画成分を LCMS分析

並びに 1HNMR, 13CNMRスペクトル測定によっ

て構造解析を行った結果，抗菌活性物質は pro-

tocatechuic acid（ピーク 1), chlorogenic acid（ピー

ク 2）及び caŠeic acid（ピーク 3）であり，焙煎し

たコーヒー豆に多く含まれるフェノール化合物であ

ることがわかった．抗菌活性の作用機序などについ

ては未だ不明の部分はあるが，L. pneumophila 感

染予防対策の 1つに入浴剤や殺菌剤等として有効利

用が期待できるものと考える．
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