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要 旨

紅 茶 エキ ス に よる うが いが,イ ン フル エ ンザ を予防 で き るか どうか を検 討 した.実 験 は,平 成4年10

月18日 か ら平 成5年3月17日 まで の5カ 月間行 なっ た.ま ず同一職 域 集 団297人 を2群 に分 け,実 験 群151

人 は,原 則 として8時 と17時 の2回,1回 約100ml程 度 の紅 茶エ キ ス(0.5W/V%)で うが い を した.対

照群146人 は,特 に何 も行 なわ なか った.実 験 期 間中 にイ ン フル エ ンザ症状 を呈 した者56人 の咽頭 ぬ ぐい

液 か らウイル ス を分 離 し抗 原分 析 を した結果,A型 ウイル スH3N2が2株 お よびB型 ウイ ル ス10株 が 分

離 され た.感 染 の判 定 は,実 験 開 始時 お よび終 了時 に採血 を行 い,A/Yamagata/120/86(HIN1),A/

Saitama/55/93(H3N2),B/Saitama/5/93と 赤血 球凝 集抑 制反 応 を行 な い,抗 体 価が4倍 以上 上昇 した

もの を感染 とみ な した.

その結果,感 染者 は実験群35.1%に 対 して対 照群 で は48.8%で,有 意 な差(p<0.05)が 認 め られた.

この結果,紅 茶 エキ ス によ るうが いは,イ ンフル エ ンザ を阻止 しうる可能性 が 示唆 され た.

序 文

イ ン フル エ ンザ ウ イル ス は,感 染 時 に重 要 な働

き を す る ウ イ ル ス 表 面 のHA抗 原(Hemagg-

lutinin)の ア ミ ノ酸 配 列 の 一 部 を毎 年 少 しず つ 変

異 して 次 の 流行 を起 こす感 染 症 で あ る.そ の た め

ワ クチ ン も確 実 な予 防手 段 とは い えず,ま た 有効

な 化 学 療 法 剤 もな く対 症 療 法 が 主 で あ る.そ の た

め 今 で も時 と して 大 流 行 を 引 き起 こす こ と が あ

る.

茶 エ キ ス お よ び 茶 葉 よ り抽 出 ・精 製 した(-)

epigallocatechin gallate(EGCg)お よ び

theaflavin digallate(TF3)は,イ ン フル エ ン ザ

ウ イ ル ス が 培 養 細 胞 に 感 染 す る の を 阻 止 す る こ

と1)2)を我々は既に報告した.ま た,EGCgは ウイ

ルス粒子のスパイクに付着 し,ウ イルスが細胞 に

吸着するのを阻止することを我々は電子顕微鏡で

確認 している2).また,そ の作用機構は特異抗体の

作用機構 と同じであること3)を明 らかにした.

さらに,茶 エキスはマウスのインフルエンザウ

イルス感染性 を阻止すること4),カ テキンを用い

た野外実験でブタインフルエンザの自然流行を阻

止すること5)も明 らかにした.

そこで今回,我 々が日常飲用 している紅茶エキ

スで うがいをすることでインフルエンザの感染 を

予防できるか どうかを,集 団生活者を対象に検討

した.

材料,対 象および方法

紅茶エキス:う がいには,紅 茶(日 東セイロン
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紅 茶)を50℃ で30分 抽 出 し て0.5w/v%無 糖 液 を作

成 した.こ れ を,7,500gで 連 続 遠 心 を行 っ た後,

136℃ で10秒ultra hight temperature(UHT)殺

菌 し,1lず つ テ トラパ ッ ク に無 菌 的 に充 填 した.

実 験 に は これ を用 時 開 封 して 用 い た.

イ ン フル エ ンザ ウ イ ル ス:イ ン フ ル エ ンザ ウ イ

ル スA/Yamagata/120/86(HIN1)をMadin

Darby canine kidney(MDCK)細 胞 に感 染 さ せ ,

35.5℃ で72時 間CO2培 養 器 で 培 養 後,上 清 を採 取

し252g10分 間 冷 却 遠 心 した.そ の上 清 を分 注 し―

80℃ に冷 凍 保 存 し た もの を用 時 融 解 して 用 い た .

細 胞 培 養:MDCK細 胞 を用 い,細 胞 の 増 殖 と継

代 は飛 田 ら の 方 法6)に 準 じ た.細 胞 増 殖 用 培 地 に

は,Eagle's minimum essential medium(MEM ,

Gibco,U.S.A.)に ウ シ胎 児 血 清(Flow,Australia)

を10%(final)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,U.S.A.)を3μg/ml(final)加 え

た.

Plaque assay:Plaque assayは 飛 田 らの 方 法6)

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 と各 濃 度 の紅 茶

エ キ ス を等 量 混 合 し,30分 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(Pharmacia,Sweden),3μg/

ml trypsin,0.9% noble agar(Difco,U .S.A.)

を含 むoverlay medium(3ml/well)を 重 層 した .

5% CO2存 在 下 で33.5℃,4日 間 培 養 後 ,10% for-

malin(2ml/well)で 細 胞 を固 定 した .流 水 で寒 天

培 地 を除 き,0.038%methylen blue液 で2時 間染

色 した 後,plaque数 を数 えた.plaque抑 制 率 は,

紅 茶 エ キ ス無 添 加control群 と比 較 し%で 表 わ し

た.

In vivoに お け る検 討:平 成4年10月18日 か ら

平 成5年3月17日 の 問 に,ま ず 同 一 職 域 集 団 の297

人 を2群 に分 け,実 験 群151人 は原 則 と し て8時 と

17時 の2回,1回 約100ml程 度 の紅 茶 エ キ ス(0 .5

W/V%)で うが い を した .対 照 群146人 は特 に何 も

行 なわなかった.な お,こ の両者間の交流は認め

られた.

実験群および対照群 ともに年齢 ・性別 ・喫煙状

況・既往症 をあらかじめ調べ,そ のほかに,発 熱・

咳 ・咽頭痛 ・関節痛 ・鼻汁等の症状が出た ときに

はカレンダーに症状 を記載させた.感染の有無 は,

今回分離されたウイルスA/Saitama/55/93(H3

N2),B/Saitama/5/93の ほかに,A/Yamagata/

120/86(H1N1)を 抗原 として,実 験開始時および

終了時に採取 したペア血清を用いて赤血球凝集抑

制反応(HI反 応)を 行ない,抗 体価が4倍 以上上

昇 したものを感染 と見なした.こ の結果をx2検 定

を行って評価 した.

ウ イル ス の 分 離:実 施 期 間 中,高 熱 ・関 節 痛 ・

咽 頭 痛 な ど,イ ン フ ル エ ンザ 様 症 状 を呈 した被 験

者 の 咽 頭 か ら,ウ イル ス の 分 離 を試 み た.抗 生 物

質 入 り普 通 ブ イ ヨ ン(penicillin・streptomycin

1,000U/ml,Gibco,U.S.A.,gentamycin 0 .3mg/

ml,Schering-Plough,Japan)で 綿 棒 を湿 らせ
,

咽 頭 を軽 くこす っ た後,ブ イ ヨ ン2ml入 りの プ ラ

ス チ ッ ク チ ュー ブ に綿 棒 ご と入 れ,ミ キ サ ー で2

分 間 撹 拌 した.綿 棒 を除 去 し,1,006g,20分 間遠

心(4℃)後 上 清 を と り,そ の 上 清 に約2×105/ml

に 調 整 し たMDCK細 胞 浮 遊 液 を0 .5ml加 え,

37℃ で1時 間 ゆ っ く り撹 拌 した.そ の後,28g,5

分 間 遠 心(4℃)を 行 な っ た.つ い で上 清 を除 き,

沈 渣 に2%FCS8μg/ml trypsinを 含 むMEMを

3ml加 え 撹 拌 し,こ の 全 液 を6穴 のMDCK

monolayer細 胞 に入 れ た .こ れ を5%CO2培 養 器

(33.50C)で 培 養 し,cytopathic effect(CPE)を

指 標 に ウ イ ル ス の分 離 を行 な っ た.

ウイ ル ス の抗 原 分 析:既 知 の イ ン フル エ ンザ ウ

イ ル スA/BK/10/83(H1N1), A/Yamagata/

120/86(H1N1), A/Fukuoka/C29/85(H3N2) ,

A/Sichuan/2/87(H3N2), A/Kitakyushu/153/

93(H3N2),B/Ibaraki/2/85, B/Nagasaki/1/87 ,

B/BK/162/90を 標 準 株 と して 用 い た.

これ ら の株 を,発 育 鶏 卵11日 卵 の尿 膜 腔 に接 種

し37℃ に保 温,3日 間 後 に 注 射 針 で 漿 尿 液 を集

め,-80℃ に保 存 した.

抗 血 清 はA/BK/10/83(HIN1),A/Kitakyu-
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shu/153/93(H3N2),B/BK/162/90を 用 い,4,000

HAの 抗 原 価 の ウ イ ル ス を マ ウ ス の 腹 腔 内 に 接

種,2週 間 後 に再challengeし,そ の2週 間 後 に心

血 を採 取 し た.

B/Nagasaki/1/87,A/Fukuoka/C29/85(H3

N2),A/Sichuan/2/87(H3N2)は,ニ ワ トリを

用 い て 同 様 に して 抗 血 清 を得 た.

A/Yamagata/120/86(H1N1),B/lbaraki/2/

85は,32,000HA(hemagglutinin)の 抗 原 価 の ウ

イ ル ス を ウ サ ギ の皮 下 に接 種 し,同 様 に して抗 血

清 を得 た.こ れ らの血 清 は,receptor destroying

enzyme(武 田薬 品 工 業)で 処 理 を行 な い,ニ ワ ト

リ赤 血 球 で 吸 着 処 理 を行 な っ た.こ れ ら抗 血 清 と

既 知 の抗 原 とhemagglutination inhibition(HI)

テ ス トを行 な いHI抗 体 価 を測 定 し,さ らに,患 者

か らの 分 離 株 と のHI抗 体 価 を測 定 し,比 較 検 討

し た.

成 績

1. In vitroに お け る検 討

1) うが い 用 紅 茶 エ キ ス に よ るA/Yamagata/

120/86(H1N1)のplaque形 成 の抑 制

うが い に使 用 した紅 茶 エ キ ス が イ ン フ ル エ ンザ

ウイ ル ス に効 果 が あ るか ど うか を,既 知 の ウイ ル

ス を用 い て あ らか じ め検 討 した.0.5%紅 茶 エ キ ス

を階 段 希 釈 し,A/Yamagata/120/86(H1N1)と

30分 反 応 させ た後plaque assayを 行 った.そ の結

果Fig.1に 示 し た よ う に,約200pfuのA/

Fig. 1 Inhibition of plaque formation of influenza
A/Yamagata/120/86 (H1N1) virus by black tea

extract (0.5%).

Yamagata/120/86(H1N1)のPlaque形 成 を

100%抑 制 す る紅 茶 エ キ ス の濃 度 は0.5%紅 茶 エ キ

ス の32倍 希 釈(0.016%)で あ っ た.ま た,そ の 阻

止 率 は紅 茶 エ キ ス の濃 度 に依 存 し,紅 茶 エ キ ス の

抗 ウ イ ル ス効 果 が証 明 され た.

2) ウ イ ル ス の 分 離 お よび 同 定

実 験 期 間 中,イ ン フル エ ン ザ様 症 状 を示 した 患

者56人 の 咽 頭 ぬ ぐい 液 を採 取 し培 養 して,ウ イ ル

ス の分 離 を試 み た.そ の結 果56人 中12人 の 咽 頭 ぬ

ぐい 液 でCPEが 認 め られ た.そ こでCPEを 示 し

た12検 体 の 上 清 を 採 取 し抗 原 と し,既 知 のA/

BK/10/83(HINI), A/Yamagata/120/86(H1

N1), A/Fukuoka/C29/85(H3N2), A/Sichuan/

2/87(H3N2), A/Kitakyushu/153/93(H3N2),

B/Ibaraki/2/85, B/Nagasaki/1/87, B/BK/162/

90に 対 す る抗 血 清 を 用 い 抗 原 分 析 を行 な っ た.そ

の 結 果 をTable1に 示 し た.ま ず 抗 原 と抗 体 が

homologousの 場 合512～4,096ま で それ ぞ れ 特 異

的 なHI価 が 観 察 され た.そ こで これ ら既 知 の 抗

血 清 を用 い て今 回 分 離 さ れ た12株 の 抗 原 分 析 を行

な っ た.そ の 結 果2株 がA/Kitakyushu/153/

93(H3N2)に 対 し て,10株 がB/BK/162/90に 対

して 特 異 的 な凝 集 阻 止 を示 した.B/BK/162/90と

HI反 応 が み られ た もの の うち2株 はB/Nagasa-

ki/1/87に も同 等 の凝 集 阻 止 を示 した.こ の 結 果 今

回 分 離 さ れ た ウ イ ル ス はA/H3N2型 が2株,B

型 が10株 と同 定 さ れ,そ れ ぞ れ1;B/Saitama/

5/93,2;B/Saitama/6/93,3; B/Saitama/7/

93,4;B/Saitama/23/93,5: B/Saitama/32/

93,6;B/Saitama/46/93,7; B/Saitama/47/

93,8;B/Saitama/48/93,9; A/Saitama/51/

93(H3N2),10;B/Saitama/52/93,11;A/

Saitama/55/93(H3N2),お よ び12;B/Saitama/

56/93と 命 名 した.

3) うが い用 紅 茶 エ キ ス に よ る分 離 株 のplaque

形 成 の抑 制

そ こで イ ン フ ル エ ンザ 様 症 状 を示 し た患 者56人

か ら 分 離 さ れ た 流 行 株 の う ちA/Saitama/55/

93(H3N2)お よ びB/Saitama/5/93の2株 を 選

び,こ の ウ イ ル ス に対 す る紅 茶 エ キ ス のPlaque

形 成 抑 制 効 果 を検 討 した.そ の結 果Fig.2,3に 示

平成9年6月20日
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Table 1 Antigenic analysis of influenza virus isolated from swab

Fig. 2 Inhibition of plaque formation of influenza
A/Saitama/55/93 (H3N2) virus by black tea

extract (0.5%).

した よ う に,う が い に使 用 した紅 茶 エ キ ス は
,A/

Saitama/55/93(H3N2)に 対 して そ の16倍 希 釈 ま

で(0.013%),B/Saitama/5/93に 対 して も16倍 希

Fig. 3 Inhibition of plaque formation of influenza

B/Saitama/5/93 virus by black tea extract (0 .5%).

釈(0.013%)ま でplaque形 成を完全 に抑制 した.
この結果紅茶エキスは標準保存株のみならず流行

株 ウイルスンにも効果があるうえ,イ ンフルエン

ザA型 にもB型 にも有効であることが確認 され

感染症学雑誌 第71巻 第6号
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た.

2. In vivoに お け る検 討

実 験 期 間 中 紅 茶 で う が い を行 な った 実 験 群151

名 お よび 対 照 群146名 の う ち,ペ ア血 清 が 得 られ た

人 数 は 実 験 群 は134名(平 均 年 齢30.0歳)に 対 し対

照 群 は125名(平 均 年 齢24.3歳)で あ っ た.こ れ ら

の ペ ア 血 清 を 用 い たA/Yamagata/120/86(H1

N1)お よ び分 離 株A/Saitama/55/93(H3N2),

B/Saitama/5/93でHIテ ス トを行 な っ た.そ の結

果Table2に 示 し た よ う に,対 照 群 の 場 合A/

Yarnagata/120/86(H1N1)に 対 して4倍 以 上 抗

体 価 が 上 昇 した もの は見 られ な か っ た.そ れ に対

してA/Saitama/55/93(H3N2)に 対 し て抗 体 価

が4倍 上 昇 した 者12名,8倍 上 昇 した 者20名,16

倍 上 昇 した 者8名,32倍 上 昇 した 者4名,64倍 上

昇 した 者1名 で あ っ た.B/Saitama/5/93に 対 し

て は4倍 上 昇 した者5名,8倍 上 昇 し た者8名,

16倍 上 昇 した 者4名,32倍 上 昇 した者4名,64倍

上 昇 した者1名,256倍 上 昇 した 者2名 で あ っ た.

一 方
,実 験 群 の 場 合 もA/Yamagata/120/

86(H1N1)に 対 し て抗 体 価 が4倍 以 上 上 昇 した も

の は み られ な か っ た.そ れ に対 し てA/Saitama/

55/93(H3N2)に 対 して 抗 体 価 が4倍 上 昇 した者

8名,8倍 上 昇 した 者14名,16倍 上 昇 した者4名,

32倍 上 昇 した 者8名,128倍 上 昇 した 者1名 で あ っ

た.

B/Saitama/5/93に 対 し て は4倍 上 昇 した 者4

名,8倍 上 昇 した者5名,16倍 上 昇 した 者4名,

32倍 上 昇 し た者2名,64倍 上 昇 した 者1名 で あ っ

た.

こ の 結 果 を ま と め てTable3に 示 し た.A/

Yamagata/120/86(H1N1)感 染 者 は,対 照 群 お

よ び実 験 群 と も皆 無 で あ った.こ れ に 対 してA/

Saitama/55/93(H3N2)感 染 者 は,対 照群 が45名

Table 2 HI titer difference of paired sera against A/Yamagata/120/86 (H1N1) , A/Saitama/
55/93 (H3N2) and B/Saitama/5/93

Table 3 Total number of subjects infected with influenza virus A/Saitama/55/
93 (H3N2) and/or B/Saitama/5/93

*p<0 .05
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Table 4 Distribution of Age, Past history and

Smoking

に対 して 実 験 群 は35名 で あ っ た .

一 方
,B/Saitama/5/93感 染 者 は,対 照 群 が24名

に 対 し て 実 験 群 は16名 で あ った .ま た,A/

Saitama/55/93(H3N2)お よ びB/Saitama/5/93

のA型,B型 ウイ ル ス に重 複 感 染 した者 は対 照 群

が8名 に対 して,実 験 群 は4名 で あ っ た .こ の結

果 今 回 の 実 験 で の イ ン フル エ ンザ 総 感 染 者 は,対

照 群 が61名 に対 し実 験 群 は47名 で あ った .こ れ を

χ2検定 を行 な った と こ ろp<0.05で 有 意 な 差 が 認

め られ た.な お,こ れ らの 年 代 構 成 ・既 往 症 ・喫

煙 状 況 に つ い て は参 考 の た めTable4に 示 した .

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,腸 管 感 染 症 起 因 菌7)～10)呼

吸 器 感 染 起 因 菌11)12)のみ な らず 皮 膚 糸 状 菌13)に対

して も抗 菌 ・殺 菌 を示 す こ と を,我 々 は既 に報 告

した.ま た,細 菌 性 外 毒 素 に対 し て毒 素 阻 害 作 用

を示 す こ と14)15)も明 らか に した .

これ ら カ テ キ ン の 殺 菌 ・抗 菌 作 用 に は ピ ロ ガ

ロー ル 基 や ガ ロ イ ル 基 の 存 在 が 関 与 し て い る こ

と,毒 素 阻害 作 用 に は この ほか に立 体 配 置 も関 与

して い る こ と16)を明 らか に した.さ ら に人 工 膜 を

使 っ て カ テ キ ンが膜 に作 用 して膜 を破 壊 す る こ と

を明らかにし17),電子顕微鏡を用いた形態学的研

究結果 もこれを証明している18).一方 ウイルスに

対 しては,カ テキンがロタウイルスやポリオウイ

ル スに も有効 で あ る こと19)を報 告 して い る.

Green H.R.20)は孵化鶏卵 を使って紅茶エキスが

インフルエンザウイルスの増殖を抑制することを

報告している.

さて,茶 エキスおよびカテキンがインフルエン

ザウイルスの培養細胞への感染性 を阻止す るこ

と1)2),およびマウスのインフルエンザの感染性を

阻止すること4)を我々は既に報告した.ま た,ブ タ

を用いた野外実験ではブタのインフルエ ンザ流行

を有意に阻止し5),カ テキンの有効性 を立証した.

そこで,紅 茶エキスによるヒ トインフルエ ンザ感

染の予防効果 を検討 した.

現在市販 されている缶入 り紅茶 は,濃 度が0.5

W/V%で,こ の中には5W/V%の 糖が含 まれてい

る.糖 分の存在はうがいの際不快感 を与えること

および虫歯予防のため,0 .5W/V%無 糖紅茶エキ

スを作成 し,こ れをうがいに用いた.う がいの回

数 は,多い程 その効果が期待出来 ると思われるが,

長期 に亘 り継続することおよび勤務の事情 を考慮

して,1日2回 とした.う がいを行った場合,イ

ンフルエンザに感染 して も,咽 頭痛や咳の症状が

少なかった とい うアンケー ト結果が得 られてい

る.こ の ことは,も し感染 して も症状が軽減され

ることが考えられる.

今回 うがいを行 なった実験群 の感染率 は,A/

Saitama/55/93(H3N2)に 対 して26 .1%で あった

の に対 して,う が い を しな かった対照 群 で は

36.0%(p<0.05)で 有意な差が見 られた.ま た,

B/Saitama/5/93に 対 して も実験群 の感 染者 が

11.9%で あったのに対 して,対 照群 は19 .2%(p<

0.05)で 同様に有意な差が見 られた.

風邪の原因ウイルスは多彩であるが,そ の中で

もインフルエンザの占める比率は高 く,毎 年流行

を繰 り返 している.紅 茶エキスで うがいをするこ

とでインフルエンザ感染者が有意に減少 した こと

か ら,カ テキンの有効性が推察 される.さ らに紅

茶エキスは抗体 と異な りウイルス型特異性が な

く,A型 ウイルスにもB型 ウイルスにも有効であ
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る ことは流行の型 を予測 する必要がない.通 常

我々が飲む茶の濃度は3～5%で あるが,今 回使

用 した濃度はその1/6～1/10と 低濃度である上,副

作用の問題 もない.カ テキンによる培養細胞への

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

面へのウイルス吸着が阻害されることを示唆する

データを電子顕微鏡下で観察 している.こ の結果

は特異抗体の作用 と一致 し3),し か も赤血球凝集

抑制パターンも類似 していた2).イ ンフルエンザ

に感受性 を示すマウスを用いて行なった実験4)も

これを支持 している.こ のことは日常生活で積極

的に茶によるうがいを習慣づけることは,イ ンフ

ルエンザ予防のため意義あるものと考 えられる.
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Prophylactic Effect of Black Tea Extract as Gargle against Influenza

Masashi IWATA1), Masako TODA1), Mikio NAKAYAMA2), Hiroyuki TSUJIYAMA1),

Wataru ENDO1), Osahiko TAKAHASHI1), Yukihiko HARA3)

& Tadakatsu SHIMAMURA1)
1) Department of Microbiology and Immunology, Showa University School of Medicine

2)Department of Virology
, National Institute of Health

3)Food Research Laboratories
, Mitsui Norin Co.

We examined whether gargling with black tea prevents influenza infection. Tests were
carried out during a five month period (October 1992 to March 1993). The control group that

followed their normal daily routine, whereas the test group that gargled with 0.5 w/v% black tea

extract twice daily (at 8 a.m. and 5 p.m.).
Influenza viruses were isolated from influenza patients and an antigen analysis was carried

out. As a result, two strains of influenza A viruses (H3N2) and ten strains of B virus were

detected.
An HI test was done using paired sera of the control group and the test group. The HI titers

raised a four fold or greater in 48.8% (61/125) in the control group and 35.1% (35/134) in the test

group. There was a significant difference (p <0.05) between the control and test groups.
These results indicate that black tea extract is effective as a prophylactic agent against

influenza infection.

感染症学雑誌 第71巻 第6号


