
824

紅茶エ キスによるイ ンフルエ ンザウイルス感染性 の阻止

―in vivoに お け る検 討 ―

1)国立予防衛生研究所 ウイルス部

2)昭和大学医学部細菌学教室

3)三井農林株式会社食 品総合研究所

中 山 幹 男1)2)戸 田 眞 佐 子2)大 久 保 幸 枝2)

原 征 彦3)島 村 忠 勝2)

(平成5年11月15日 受付)

(平成6年3月23日 受理)

Key words: influenza virus, tea, catechin,

antiviral activity

要 旨

マ ウスの イ ンフル エ ンザ ウイル ス感 染 実験 系 を用 いて,紅 茶 エ キス に よるイ ンフル エ ンザ ウイル スの

感 染性 の阻止 を検 討 した.

ウイル ス懸濁 液 のみ を鼻 腔 内 に吸入 させ たマ ウス群 は,体 重減 少 をお こし10日 以 内 に100%が 死 亡 した

が,ウ イ ルス懸 濁液 に2%(w/w)紅 茶 エ キ ス を混合 し5分 後 に吸 入 させ たマ ウス群 で は,正 常 マ ウス

群 と同等 の体重 増加 を示 し,す べ て のマ ウスが 生残 した.

生残 マ ウ スの イ ンフルエ ンザ ウイ ルス に対 す る血 中抗体 価 を調 べた ところ,10匹 中9匹 は抗 体 陰性 で

あ った.こ の実験 結果 か ら,日 常 飲用 してい る紅茶 エ キス濃 度(約2～3%)で,105.3PFU/マ ウス(101,3

LD50)の 高 濃度 の イ ンフル エ ンザ ウイル スの感染 性 が ほぼ100%阻 止 され る こ とが明 らか に なった.

以 上 の成績 は,MDCK細 胞 を用 いたin vitroの 成 績 を支持 す る と ともに,紅 茶 エキ スで処 理 され た ウ

イ ルス の感染 性 が生体 内 で復帰 しない ことを示唆 してい る.

序 文

茶および茶 より抽出した(-)エ ピガロカテキ

ンガ レー ト(EGCg),テ ア フラ ビンジガレー ト

(TF3)が,A香 港型(H3N2),Aソ 連型(HIN1)

およびB型 インフルエンザウイルスの感染性を,

抗原型 に関係 な く阻止す る ことを既 に報 告 し

た1)2).

EGCgお よびTF3は ウイルスに直接 に作用 し,

ウイルスの細胞への吸着能 を消失させ,赤 血球凝

集反応 も阻止する.ウ イルス粒子はウイルス間で

結合 し凝集塊 を形成する.さ らに,ウ イルスの細

胞吸着時にEGCgお よびTF3を 作用させると,ウ

イル ス の細 胞 内侵 入 が 阻 止 さ れ る2).

我 々 は,in vitroで 得 られ た これ ら の知 見 を背

景 に,in vivoで の 実 験 を行 い 若 干 の成 績 を得 た の

で報 告 す る.

材 料 と方 法

紅 茶 エ キ ス:市 販 の紅 茶(Lipton)を 用 い た.

紅 茶209に,80mlのPBS(pH7.0)を 加 えて 室

温 で3時 間 浸 出 した 後,ガ ー ゼ で 濾 過 し,2.5M

NaOHでpHを7.0に 修 正 し た.こ れ を15,000

rpm10分 間 遠 心 して 得 た上 清 を,メ ン ブ ラ ン フ ィ

ル タ ー(Minisart NML 0.2,Germany)で 濾 過

し,20%溶 液 を作 成 し た.こ れ を用 時4%に 希 釈

して 実 験 に用 い た.

カ テ キ ン:(-)エ ピ ガ ロ カ テ キ ン ガ レー ト
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Fig. 1 Molecular structures of (-) epigallocatechin gallate (EGCg); (a) and
theaflavin digallate (TF3);(b).

a

(-)epigallocatechin gallate

(EGCg)

b

theaflavin digallate

(TF3)

(EGCg)お よ び テ ア フ ラ ビ ン ジガ レ ー ト(TF3)

は,緑 茶3)お よび 紅 茶4)よ り分 離 精 製 した もの を,

そ れ ぞ れ4mM濃 度 に な る よ う にPBS(0.01M,

pH7.2)に 溶 解 した.そ れ ぞ れ の分 子 構 造 をFig.

1に 示 した.

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス:A/WSN/33(H1

N1)温 度 非 感 受 性 株 を,国 立 公 衆 衛 生 院植 田 昌宏

博 士 よ り分 与 を受 け,実 験 に用 い た.ウ イル ス は,

MDBK(Madin-Darby bovine kidney)細 胞 に感

染 さ せ,35℃,26時 間 培 養 後 の 培 養 上 清 を1,500

rpm10分 間 遠 心 し,そ の 上 清 を-80℃ に 保 存 し

た.こ れ を用 時 融 解 して実 験 に用 い た.

細 胞 培 養:Madin-Darby canine kidney

(MDCK)細 胞 お よ びMDBK細 胞 を用 い た.細 胞

増 殖 用 培 地 に は,Eagle's minimum essential

medium(MEM)に ウ シ胎 児 血 清 を10%に 加 えた.

ウ イ ル ス増 殖 用 培 地 のfluidお よ びoverlay培 地

は,MEM培 地 にacetylated trypsin(Sigma

Chern.Co.,U.S.A.)を3μg/mlに な る よ う に加 え

た.

Plaque assay:飛 田 らの 方 法5)に よ った.

6 well tissue culture plate(Coster,U.S.A.)

を用 い て,MDCK細 胞 をmonolayerと な る よ う

に培 養 した.約200PFUの ウイ ル ス と紅 茶 エ キ ス,

また は カ テ キ ン を等 量 混 合 し,一 定 時 間 反 応 させ

た 後 この細 胞 に接 種 し,37℃ で 吸 着 させ た.つ い

で 細 胞 をMEM培 地 で2回 洗 い,そ の 後0.17%

NaHCO3,200μg/ml DEAE dextran(Phar-

macia,Sweden),3μg/ml trypsin,0.9%noble

agar(Difco,U.S.A.)を 含 むoverlay mediurn(3

ml/well)を 重 層 した.5%CO2の 存 在 下 で33.5℃,

4日 間 培 養 後,10%ホ ル マ リ ン(2ml/well)で 細

胞 を 固定 した.流 水 で寒 天 培 地 を除 き,0.038%メ

チ レ ンブ ル ー 液 で2時 間 染 色 した 後,plaque数 を

数 え た.plaque抑 制 率 は,カ テ キ ン無 添 加 のcon-

trol群 と比 較 して%で 表 わ した.

マ ウ ス:C3H/He3週 齢,雌,SPFマ ウス を用

い た.A/WSN/33株 に対 す るC3H/Heマ ウ ス の

LD50は,103.87 PFU/マ ウ ス で あ った.101.8PFU/マ

ウ ス を感 染 させ た場 合 で も,す べ て の マ ウ ス に お

い て抗 体 の 産 生 が認 め られ,C3H/Heマ ウ ス は,

A/WSN/33株 に対 して 高 い 感 受 性 を示 した.
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感 染 性 阻 止 実 験:感 染 ウ イ ル ス 量 は,2×105

PFU/マ ウス(101.3LD50)と な る よ うに調 製 した.

マ ウ ス は,4群 に分 け各10匹 ず つ 用 い た.第1群

は,ウ イ ル ス液 とMEM培 地,第2群 は,ウ イ ル

ス 液 と4%紅 茶 エ キ ス,第3群 は,4%紅 茶 エ キ

ス とMEM培 地 を そ れ ぞ れ 等 量 混 合 し,5分 間 室

温 に て 反 応 させ た.第4群 は,MEM培 地 の み を用

い た.混 合 液30μlを エ ー テ ル 麻 酔 下 で 吸 入 させ た

マ ウス は,毎 日体 重 測 定 を行 い14日 間観 察 した.

生 残 マ ウ ス は,40日 後 に採 血 し,A/WSN/33株 に

対 す るHI抗 体 価 を測 定 した.

HI抗 体 価 の 測 定:マ ウス 血 清 をRDE〔 武 田 薬

品 工 業(株)〕 で 処 理 しニ ワ トリ赤 血 球 に よ る吸 収

後,抗 体 価 の測 定 を行 っ た.

成 績

紅 茶 エ キ ス お よ び カ テ キ ン に よ るA/WSN/33

株 のPlaque形 成 の抑 制

紅 茶 エ キ ス のA/WSN/33株 に 対 す るplaque

形 成 抑 制 濃 度 を確 認 す る 目的 で,plaque assayを

行 った.ま た,EGCgお よびTF3に つ い て も同 様

の 実 験 を行 った.約200PFUの ウ イ ル ス のPlaque

形 成 を100%抑 制 す る紅 茶 エ キ ス の濃 度 は,5秒 間

の作 用 時 間 で は250μl/ml(0.5%),5分 間 で は4

μl/ml(0.008%)で あ った(Fig.2).ま た,EGCg

Fig. 2 Inhibition of plaque formation of influenza

A/WSN/33 (H1N1) virus by tea extract. Virus

was diluted to 2 •~ 102 PFU ml-1 and incubated

with various concentrations of tea extract for 5

sec (•Z) or 5 min (•œ) at 37•Ž before virus adsorp-

tion to MDCK cells.

Fig. 3 Inhibition of plaque formation of influenza

A/WSN/33 (H1N1) virus by catechins. Virus

was diluted to 2•~ 102 PFU ml-1 and incubated

with various concentrtaions of catechins for 5 sec

and 5min at 37•Ž before virus adsorption to

MDCK cells.

EGCg: 5sec (•Z) , 5min (•œ), TF3: 5sec (ƒ¢), 5min

(ƒ¢)

Fig. 4 Protection by tea extract of mice against

influenza infection . Mice were administered with

105.3PFU/mice (10'LD50) of WSN virus. Body

weight was observed for 14 days.

(•Z) :MEM, (• ) :virus,(ƒ¢):2% Black tea, (•œ)

2%Black tea and virus.

お よびTF3に お い て は,5秒 間 で そ れ ぞ れ50μM/

ml,5分 間 で は,1.0μM/mlの 濃 度 で あ っ た(Fig.

3).紅 茶 エ キ ス,EGCgお よびTF3の,5秒 間 と

5分 間 の 作 用 時 間 に つ い て 有 効 濃 度 を 比 較 す る

と,50倍 の 開 きが 認 め られ た.
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Fig. 5 Protection by tea extracts of mice against

influenza infection. Mice were administered with

105-3PFU/mice (101.3LD50) of WSN virus. Sur-

vival was observed for 14days.

(•Z) :MEM,(• ):Virus,(ƒ¢): 2 %Black tea, (•œ):

2 %Black tea and virus.

紅茶エキスによるインフルエンザウイルス感染

性の阻止一マウス体重の推移 と死亡率一

C3H/Heマ ウスは,A/WSN/33株 の感染 によ

り肺 にconsolidationが 起 きる と,急 激 な体重の

減少が見 られる.そ のため体重の減少 はconsoli-

dationの マーカー となっている.こ のことから,

混合液吸入後のマウス体重を測定 した.ウ イルス

液 とMEM培 地 の混合液 を吸入 したマ ウス群 は

急激な体重減少が吸入4日 目より始まり,5日 目

にはすべてのマウスの体重は吸入時以下にな り,

8日 以後 は20%以 上 の体重減少 を示 した(Fig.

4).ま た6日 目には50%,10日 目には100%の マウ

スが死亡した(Fig.5).一 方,ウ イルス液 と紅茶

エキスの混合液 を吸入 したマウス群では,す べて

のマウスで体重低下は見 られず,MEM培 地のみ

を吸入したcontro1マ ウス群 と同等の体重増加を

示 し,す べてのマウスが生残 した.ま た,紅 茶エ

キス とMEM培 地 の混合液 を吸入 したマ ウス群

においても,controlマ ウス群 と同等 の体重増加

を示し,2%紅 茶エキスの鼻腔内吸入による毒性

は認 められなかった.さ らにウイルス液 と紅茶エ

キスの混合液 を吸入後,40日 目に生残マウスか ら

採血 し,A/WSN/33イ ンフルエンザウイルスに対

す る血清 中のHI抗 体 価 を測定 した(data not

shown).そ の結 果,A/WSN/33株 に対 す る抗 体 産

生 は10匹 中9匹 に於 て 認 め られ な か っ た が,1匹

の み若 干 の 抗 体 産 生 を認 め た.

考 察

緑 茶 エ キ ス,紅 茶 エ キ ス お よ び これ らか ら抽 出,

精 製 した カ テ キ ンが,病 原 性 細 菌 に対 して 抗 菌 活

性6)～14),細 菌 性 外 毒 素 に対 し て抗 毒 素 活 性8)13)15)16)

お よ び 各 種 ウ イ ル ス に 対 し て 抗 ウ イ ル ス 活

性1)2)17を 有 す る こ とを我 々 は報 告 した 。 イ ン フル

エ ンザ ウ イル ス に つ い て は,艀 化 鶏 卵 内 で の イ ン

フ ル エ ンザ ウ イ ル ス 増 殖 を紅 茶 エ キ ス が 抑 制 す る

とい うGreen,R.H.の 報 告18)が 最 初 で あ った.最

近 我 々 は,イ ン フル エ ン ザ ウイ ル ス の感 染 性 を茶

お よび カ テ キ ンが 阻 止 す る機序 に つ い て,MDCK

細 胞 を用 い たin vitroの 系 で 検 討 し た2).そ の結

果,茶 エ キ ス また は カ テ キ ン に よ る イ ン フル エ ン

ザ ウ イ ル ス の感 染 性 阻 止 機 構 は,ウ イ ル ス粒 子 の

表 在 糖 蛋 白 で あ るHAス パ イ ク の 先 端 に カ テ キ

ンが 結 合 す る こ と に よ っ て,細 胞 表 面 の レ セ プ

タ ー へ の ウ イ ル ス 吸 着 が 阻 害 され る こ とが 示 唆 さ

れ た.こ の こ と は細 胞 へ の 吸 着 阻 害,赤 血 球 に対

す る凝 集 活 性 の 消 失,イ ン フル エ ンザ ウ イ ル ス の

Type,Subtypeや 抗 原 変 異 等 に関 係 な く感 染 性 が

阻 止 され る こ と な どか ら裏 付 け られ た.し か し こ

れ らの 成 績 は,in vitroの 結 果 で あ り,生 体 内 で

は,ウ イ ル ス ー カ テ キ ンcomplexの 解 離iに よ る感

染 性 の復 帰 も考 え られ る。また,in vitroの 中和 反

応 が 必 ず し も生 体 内 で の感 染 防 御 とイ コ ー ル で は

な い とい う他 の ウ イ ル ス で の報 告19)20)もあ る.そ

こで 我 々 は,イ ン フ ル エ ンザ ウ イ ル ス に感 受性 を

示 す マ ウ ス を用 い てin vivoで 検 討 した.今 回 使

用 し たA/WSN/33株 のC3H/Heマ ウ ス に 対 す

る病 原 性 は,今 ま で の 報 告21)に も あ る よ う に きわ

め て高 く,1LD50=103:87PFU/マ ウ ス で あ っ た.感

染 性 にお い て も高 感 受 性 で,101.8PFU/マ ウ ス の

よ うな感 染 ウ イル ス量 の 少 な い場 合 で も,す べ て

の マ ウ ス にお い て抗 体 産 生 が認 め られ た.今 回 の

実 験 に 用 い た ウ イ ル ス 量 は,101.3LD5。(105.3

PFU)/マ ウス と高 濃 度 で あ り,紅 茶 エ キ ス に よ る

A/WSN/33株 の 感 染 性 の 阻 止 を,マ ウ ス の 生 死 で

判 定 す るた め で あ っ た.
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ウイルス液 とMEM培 地混合液 を吸入 させた

マウス群は,体 重減少 を伴い,6日 目に50%そ し

て10日 目までに100%の マウスが死亡 した.死亡 し

たマウスの肺にはすべてconsolidationが 認め ら

れた.ウ イルス液 と紅茶エキスの混合液 を吸入さ

せたマウス群では100%す べてのマウスが生残 し,

体重減少 は無 く,control群 のマウス と変わ らな

い体重増加を示した.ウ イルス感染を確認するた

めに行った血中抗体のHI試 験成績では,10匹 中

9匹 のマウスで陰性(<1:16)で あった.こ の

ことは,紅 茶エキスがインフルエンザウイルスの

鼻粘膜細胞への吸着 を阻止し,し かもマウス生体

内におけるウイルス感染性の復帰がなかったこと

を示唆 している.ま た1匹 の抗体陽性マウスにつ

いては,体 重の減少もなく抗体価 も高 くなかった

(1:128)こ とから,紅 茶エキスで処理 されたウ

イルスのごく一部 に感染性 ウイルスが残 っていた

と思われる.紅 茶エキス とMEM培 地混合液を与

えたマウス群の体重増加率は,正 常マウス群 と差

が無 く,肺 への吸入による紅茶エキスの毒性は認

められなかった.

日常飲用する紅茶濃度は約2～3%で ある.こ

の濃度でインフルエンザウイルス感染性を効率よ

く,しか も即時に阻止することが明 らかになった.

しか しインフルエンザウイルスが一旦細胞内に侵

入 し,感 染が成立 した後では紅茶エキスの効果は

みられない2).イ ンフルエンザ流行期 に紅茶エキ

スで咽頭部をうがいすれば,口 腔内のフリーのウ

イルスの感染性 を即時に阻止する可能性があると

思われる.

適切なるご指導を承りました国立公衆衛生院・植田昌宏

博士ならびに国立予防衛生研究所 ・北野忠彦博士に心から

感謝申し上げます.
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Inhibition of the Infectivity of Influenza Virus by Black Tea Extract

Mikio NAKAYAMA1)2), Masako TODA2), Sachie OKUBO2),

Yukihiko HARA3) & Tadakatsu SHIMAMURA2)

1)D epartment of Virology, National Institute of Health
2)Department of Microbiology and Immunology , Showa University School of Medicine

3)Food Research Laboratories , Mitsui Norin Co.

We determined whether black tea extract inhibits the infectivity of influenza virus to mice. When
mice were inoculated intranasally with 1053 PFU influenza viruses (101.3 LD50), their body weight
decreased and all died within 10 days. Whereas, when mice were inoculated i.n. with the mixture of
influenza viruses and 2% (w/w) black tea extract, 5 min after mixing, all mice showed normal body-
weight increase and survived. Neutralizing antibody to influenza virus was not detected in nine of 10
survived mice.

The results indicate that black tea extract at beverage concentration (2% w/w) inhibits almost
completely the infectivity of influenza virus to mice and that in vivo reversion of the tea-inactivated
influenza virus does not occur.
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