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茶お よびカテキ ンのマイ コプラズマに対す る抗菌 ・殺菌作用
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要 旨

mycoplasmaに 対す る茶エキスおよびカテキンの抗菌 ・殺菌作用を検討 した.緑 茶エキスおよび紅茶エ

キスはMycoplasma pneumoniaeに 対 して,抗 菌作用を示 した.緑 茶エキスおよび紅茶エキスはM..

pneumoniae とM. oraleに 対 して顕著な殺菌作用を示 した.2%紅 茶 エキスはM. salioariumに 対 して

も殺菌作用を示 したが,緑 茶エキスのM. salivariumに 対 する殺菌作用は弱かった.プ アール茶エキス

の三菌種 に対す る殺菌作用は弱かった.緑 茶か ら精製 した(-)エ ピガロカテキンガレー ト(EGCg)お

よ び紅茶 か ら精 製 した テア フラ ビンジ ガ レー ト(TF3)は 三 菌種 に対 して殺 菌作 用 を示 し,」4.

pneumoniaeに 対 しては特に強い殺菌作用を示 した.以 上の結果,茶 およびカテキンは殺マイコプラズマ

作用を有す ることが明 らかになった.

序 文

ヒ ト口腔 か ら分 離 され るマ イ コ プ ラ ズ マ は

Mycoplasma pneumoniaeを は じめM. salivar-

ium, M. orale, M. buccale, M. hominisな ど十 数

種 が知 られてい る.こ の うち ヒ トに病 原性を有 す

るのはM. pneumoniaeで あ り,飛 沫 感染す る.M.

pneumoniaeは 表 面 に存 在 す るP1蛋 白 で 気 道粘

膜細 胞上 の レセ プターに吸着 し,増 殖 して マイ コ

プ ラズ マ肺炎 をお こす.こ の肺炎 は4年 の周期 で

流 行 し,肺 炎 中 に占め る割合 はかな り高 い.

わ れわれ は,茶 お よび カテキンが多 くの腸管感

染症 起因菌1)～3)やMRSA4),白 癬 菌5)な ど に広 く抗

菌 スペ ク トルを示す こと,コ レラ トキシ ン3),腸 炎

ビブ リオ耐熱 性溶 血毒 や黄 色 ブ ドウ球 菌 α毒素

な どの毒 作用 を阻害 す る こ と6)～8)につ い て既 に報

告 した.ま た茶は イン フルエ ンザ ウイル スの細胞

内感染を阻 止 しそ の有効 量は きわ めて微量で あ る

こと,ま た市 販の うがい薬 に比べ てその効果 が顕

著 であ るこ とについて も報告 した9)10).

今 回,マ イ コ プ ラ ズ マ肺 炎 の 起 因 菌 で あ る

Mycoplama pneumoniaeの ほ か,口 腔 か ら分離

したM.salivariumお よ びM. omleに 対 す る茶

お よび カテキ ンの抗菌 ・殺菌 作用 を検 討 した.

材 料 と方法

使 用菌株:Mycoplasma pneumoniaeIID817,

M. omleIID880お よびM. salivarium IID878を

実 験 に用いた.

培 地 と培 養 法:Hayflick培 地11)(馬 血 清;20

ml,25%イ ー ス ト抽 出液;10ml,3.4%PPLO寒 天

培 地;70ml)を 用 い た.M. oraleお よ びM.

salivariumは37℃,4～5日 間,ガ スパ ック法 で

炭酸 ガス培 養 を行 った.ま たM. pneumoniaeは

37℃,5～6日 間好 気的 に培 養を行 った.こ れ ら

を13,000rpmで50分 間 遠 心 して得 た沈 渣 にPBS

を加 え菌液 とした.

物 質:茶 は緑茶(煎 茶,宇 治山 田),紅 茶(Lipton

(R))お よ びプア ール茶(中 国茶)を 用 いた
.茶20g

を80mlのPBSを 用 い て室 温 で3時 間 浸 出 した
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Fig. 1 Structures of catechins. a: (-) Epigallocatechin gallate, b: Teaflavin

digallate

a

(-)epigallocatechin gallate

(EGCg)

b

theaflavin digallate

(TF3)

後 ガーゼ で 濾 過 し,2.5M NaOHま た は2.7M

HCIでpHを7.0に 修 正 した.こ れ を15,000rpm,

10分 間 遠心 して得 た上清 を メンブ レン フィル ター

(Mini-sartNML 0.2)で 濾 過 して得 た茶 の20%

(W/V)溶 液 を茶 エ キ ス とした.こ れ を 用 い て

0.4%,4%,20%希 釈 液を作成 し検 液 とした.カ

テ キ ンの うち(-)エ ピ ガ ロ カテ キ ン ガ レー ト

(EGCg:緑 茶 よ り精 製12))お よ びテア フラ ビンジ

ガ レー ト(TF3:紅 茶 よ り精 製13))(Fig.1)を

PBSに 溶 解 して2μg/ml, 20μg/ml,100μg/ml溶

液 を作成 し検液 とした.

抗 菌作用 の測 定:metabolic inhibition (MI)

test4)

M. pneumoniaeの 培 養液 を12,500rpmで50分

間 遠心 して集菌 後,PBSで1回 洗 浄 した.こ の菌

液 を10-1～10-5ま で 希釈 し,各 濃度 の茶 エキス0.3

mlと 菌 液0.3mlを 混 和 した.こ れ に1%ブ ドウ糖

とフ ェノール赤を加 えたHayHickの 液 体培地1.8

m1を 加 え,37℃ で7日 間培 養 を行 った.抗 菌作用

はpHの 色 調 の変化 で判定 した.す なわ ち黄変 し

た もの(酸 性)は 菌 が増 殖 した もの と判定(抗 菌

作用 な し)し,変 化 のない ものは菌 の増殖 に影響

を与 えた もの(抗 菌作 用あ り)と 推 定 した.し か

しMycoplasmaは 通 常菌 数 が103CFU/m1以 下 の

培養菌数では糖分解能の活性が弱 く,培 地の色調

に変化を生じない.そ こでさらに,各 試験管から

10μ1の培養液をとり,HayHickの 寒天培地に滴下

し37℃ で培養した.7日 後に発育 した集落を数え,

CFU/m1で 示 し抗菌作用を再評価 した.

殺菌作用の測定:茶 エキス,EGCgお よびTF3

の各希釈液に同量の菌液をそれぞれ加えた.こ の

混和液を10-1～10}4ま で希釈 し,直 後および37℃

に3時 間保温した後,Haynickの 寒天培地に10μ1

ずつ滴下 して培養 した.培 養7日 後に生 じた集落

を顕微鏡下(×40)で カウン トしてCFU/mlで 表

わし,殺 菌作用を評価 した.

成 績

茶エキスの抗菌作用

茶エキスの抗菌作用をみるために,代 謝阻止試

験すなわちMItestを 行った.10%緑 茶エキスま

たは10%紅 茶エキスにM. pneumoniaeの 菌液 を

混和 した ものをHayHickの 液体培地に加 えて7

日間培養した場合,ブ ドウ糖の分解によるpHの

変化は見られなかった.2%緑 茶エキスの場合に

は,菌 が発育して培地のpHは 酸性 となった.さ ら

に培 地 中 のM. pneumoniaeが103CFU/ml以 下

であるかを確認す るためにこれ らの液を10μ1と

りHayHickの 寒天培地に滴下 して培養を行 った.
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Table1に 示 したように,10%緑 茶エキスおよび

紅茶エキスでは菌の発育が見 られなかった.2%

緑茶エキスでは コン トロール とほぼ同程度の発育

がみられ抗菌作用はみられなかった.

茶エキスの殺菌作用

MIテ ス トでは高濃度の茶エキスには抗菌作用

が認め られたが,低 濃度では効果がなかった.し

かしHayHick培 地には馬血清が20%含 まれてい

るので,茶 成分が血清に吸着 されてしまった可能

性が考えられ る.そ こで血清や培地成分を含まな

い条件で実験を行 うことにして,PBSを 用いて殺

菌作用を検討 した.そ の結果0.2%緑 茶エキスは

Table 1 Antimicrobial activities of tea and cate-

chins against Mycoplasma pneumoniae

Serial 10-fold dilutions of mycoplasmal suspension

were mixed with green tea or black tea repectively, and

incubated at  37•Ž . Seven days after, 10 ƒÊl of culture

were inoculated onto Hayflick agar plate for counting

viable cell numbers.

a) Inoculum doses of bacteria
.

b) Viable cell numbers after incubation with materials

added.

M. pneumoniaeお よびM. oraleを す みやか に殺

菌 したが,M. salivariumは10%で もほ とん ど殺

菌 され なか った(Fig.2).0.2%紅 茶 エキ スはM.

pneumoniaeお よ びM.omleを 緑 茶 エ キ ス 同様

す みやか に殺菌 した.し か しM. salivaliumに 対

しては2%お よ び10%で 混 和直 後 に菌数 の減少 が

見 られたが,3時 間 後 には再 び菌の増殖 が観察 さ

れた.0.2%で は ほ とん ど コン トロール と同 じ増殖

を示 し殺 菌 効果 はみ られ なか った(Fig.3).プ

ア ール茶 エ キスは緑茶 エ キスお よび紅茶 エキ スに

比べ て殺 菌力が弱 く,混 和直後 では10%で もほ と

ん ど殺菌 作用を示 さなか った.し か し37℃ で3時

間保温 した場合 にはM. pneumoniaeお よ び 〃1.

omleに は殺 菌作用 を示 した.M. salivariumに 対

して は ほ とん ど殺 菌 作 用 は示 さな か った(Fig.

4).

カ テ キ ンの殺菌作用

EGCg50μg/mlはM. pneumoniaeに 対 して混

和 直後 か ら顕著 な殺菌 作用 を示 した.ま た10μg/

mlの 場 合,3時 間 保温 した後 に は菌 は死滅 した

が,1μg/mlで は3時 間後 で も効果 は弱か った.ま

たM. omleお よ びM.salivariumに 対 しては50

μg/mlで 弱 い殺菌 効 果 が 認 め られ た が10μg/m1

で は 効 果 が なか った(Fig.5).TF3の 場 合,M.

pneumoniae,M. omleお よびM. salivariumの 三

菌種 に対す る殺菌 効果 は,EGCgの そ れ とほ とん

ど同 じ成績で あ った(Fig.6).

Fig. 2 Microbicidal activity of green tea. •Z: Control,•œ: 0.2 %Green tea, •£

2%Green tea,•¡: 10%Green tea
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Fig. 3Microbicidal activity of black tea. ○: Contro1, ●: 0.2%Black tea,▲:

2%Black tea. ■: 10%Black tea

Fig. 4 Microbicidal activity of pu-erh tea. o : Control, •œ: 0.2%Pu-erh tea,•£

: 2%Pu-erh,•œ: 10%Pu-erh tea

Fig. 5Microbicidal activity of EGCg. ○: Control,●: 1μg/mlEGCg,▲:10

μg/mlEGCg,■=50μg/mlEGCg

考 察

茶は古来 より養生の仙薬 といわれてきた.し か

し,そ の多彩な生理活性が科学的に解明され るよ

うにな った のは最 近 の ことであ る.茶 には カ フェ

イ ン,テ アニ ン,カ テキ ン,ビ タ ミン類 な ど二 百

種 以上 の成 分が含 まれてい る.殺 菌 作用 を示す の

平成4年5月20日



610 帖佐 浩 他

Fig. 6 Microbicidal  activity of TF3.○: Contro1,●: 1μg/mlTF3,▲: 10μg/ml

TF3, □:50μg/mlTF3

は この うち主 に カテキ ンで あ る7).カ テ キ ンは フ

ラノミン誘導 体で茶 の渋味や苦味 の成 分で あ る.茶

葉 に はEGCg(MW;458)の ほ か(一)エ ピカテ

キ ン(EC),(一)エ ピカテキ ンガ レー ト(ECg),

(一)エ ピ ガ ロカテキ ン(EGC),(+)カ テ キ ン(C)

な どが含 まれてお り,そ の うち約半 分がEGCgで

占 め られて い る.カ テキ ンの なかで もEGCgの 殺

菌作 用 は最 も強い7).ま た 細菌 性毒 素 に対 して 阻

害作用 を示す7)8).TF3(MW;869)は 紅 茶 に含 ま

れ てお り,カ テキ ンニ分子 が酸化縮合 した もので

あ る.EGCg同 様 に抗菌 ・毒素 阻害作用 を もって い

る4)5)8).

今 回,Mycplasmaに 対 す る茶 エ キスお よび カ

テキ ンの殺 菌作用 を調 べた結果,緑 茶 エキスお よ

び紅茶 エキスは,〃.Pnenmon勿eお よ び 〃.o編e

に 対 して顕著 な殺菌作用 を示 した.M. salivarium

に 対 して は弱 い殺 菌 作 用 しか示 さ なか った.プ

アール茶 エキスの殺菌作用 は緑茶 エキスや紅茶 エ

キスに比べ て弱か った.プ アール茶 は茶の製造過

程 で,茶 を長 時間堆積 して微 生物 の作 用を受 け さ

せ るため,カ テキ ン量 が極度 に少 ない ことと一致

す る15).茶 や カテキ ンのMcoplasmaに 対 す る殺

菌 作 用 はVi加iocho乙emeO1,Esche7ichiacol4

StaphylOCOCmsに 対 す る よ りも強 いが1)～3),この 差

はcellwallの 有 無に依存す るのか も しれない.し

か しMycoplasmaの 間 で もそ の感 受性が異 な った

が,そ の理 由は現在 の ところ不 明であ る.

嗜 好 飲料 として広 く全 世 界 で飲 用 され て い る

コー ヒー(UCC(R))に つ いて行 った実験 では ,M.

pnmmoniaeIID817,M1. oraleIID 880, M.

salivariumIID878の いず れ に対 して も弱 い殺 菌

作用 しか示 さなか った(未 発表).M.pnmmmiae

は通 常飛沫感染 に よ りマイ コプ ラズマ肺 炎 をお こ

す.家 族 内や集団生活者 で の発生 が多 く見 られ る.

今 回 の 実 験 で は,口 腔 内 の 常 在 菌 で あ るM.

salivariumに 対 す る茶 エ キ スや カ テキ ンの殺 菌

作用 は弱 く,病 原 性のM.pmnmoniaeに 殺 菌作

用を示 した こ とか ら,緑 茶や紅 茶で 日常 的に うが

いをす る ことは マイ コプラズマ肺 炎の予 防のため

に役立つ もの と考 え られ る.
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We examined tea extracts, () epigallocatechin gallate (EGCg) and theaflavin digallate (TF3) for
their antimicrobial and microbicidal activities against Mycoplasma. Green tea and black tea showed
antimicrobial activities against M. pneumoniae. At a concentration of 0.2% green tea and black tea
showed microbicidal activities against M. pneumoniae and M. orale but not against M. salivarium.
Extracts of pu-erh tea showed a slight microbicidal activity against M. pneumoniae and M. orale.
EGCg purified from green tea and TF3 from black tea markedly showed microbicidal activities against
M. pneumoniae. M. orale and M. salivarium. These results suggest that tea and catechins can be used
as prophylactic agents against Mycoplasma pneumoniae infection.
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