
〔原著〕 松本歯学15：273～280，1989

　　　　key　words：歯内療法剤一力ルビタールー抗菌活性一ロ腔細菌

口腔細菌に対する改良カルビタールの抗菌活性

中村武　志村隆二　柴田幸永　藤村節夫

松本歯科大学　口腔細菌学教室（主任　中村　武教授）

Antibacterial Activity of Modified CalvitaI 

Against Oral Microorganisms

TAKESHI NAKAMURA RYUJI SHIMURA

YUKINAGA SHIBATA and SETSUO FUJIMURA

1）ePartment　of　Oral　MiCiりbiology，　MatSu〃tO　to　Denlal　College

　　　　　　　　　　　（Chiefご」）rOf　T．ハJaham〃刎

Summary

　　　Antimicrobial　activities　of　original　and　modified　Calvital　were　examined，　with　the　disk

and　agar　diffusion　methods　and　by　comparisons　of　minimum　inhibitory　concentrations，

using　10　predominant　oral　bacterial　strains，　saliva，　and　dental　plaque　as　materials．

　　　Both　types　of　Calvital　were　found　to　inhibit　all　10　bacterial　strains　tested　in　the　disk

and　agar　diffusion　methods，　without　appreciable　difference　between　them　in　terms　of

antimicrobial　activity．　Both　types　showed　their　strongest　activity　against　anaerobic　gram

negative　rods．　They　also　inhibited　most　of　the　bacteria　grown　from　saliva　and　dental

plaque．　The　mode　of　action　of　both　Calvital　types　was　considered　to　be　bactericidal，　and

the　susceptible　bacteria　were　ki11ed　within　15　min　after　exposure　to　either　agent．

　　　Generally，　both　types　of　Calvita1　may　be　valuable　as　an　endodontic　agent，　judging　from

these　bacteriological　characteristics，　due　to　their　anticipated　bactericidal　effect　on　the

treated　regions．

緒 言

　カルピタールは，水酸化カルシウム・ヨードホ

ルムを主成分とする直接歯髄覆軍剤，生活歯髄切

断糊剤，根管充填剤である．水酸化カルシウム配

合の歯内療法剤としての本剤の創製は古い1）．本

剤は，創製以来多くの臨床病理学的研究2“’7）を基盤

として，その組成・配合の改良も加えられ，種々

の薬理作用8～期に加えてX線造影性11）や抗菌活

性4）などの薬効を具備した有用な歯内療法剤とし

て，広く歯料医療に貢献してきた．しかし，近年，

医療薬剤の再評価と相まって本カルピタールも若

干の配合組成の改良が行われた．すなわち，改良

カルビタールは，従来のらルビタールの配合成分

本論文の要旨は，第29回松本歯科大学学会例会（平成元年12月9日）において発表された．（1989年10月30日受理）
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中からグアノフラシンを削除し，代替として，す

でに歯内療法上その効果が確認されている，グア

ヤコールを配合したものである．この改良カルビ

タールは，すでに臨床病理学的検討によって，臨

床的にも，また臨床病理学的にも，現行カルビター

ルに優るとも劣らない治癒効果を有することが示

されている12）、

　本研究は，口腔細菌に対する改良処方のカルビ

タールの抗菌活性について現行処方カルピタール

と比較検討したものである．

方 法

1）　被検カルビタール

　各カルビタールの組成は表1に示した．改良処

方（ロット番号，010714）と現行処方（ロット番

号，EEO1）をそれぞれ用法にしたがって，粉末と

液状成分を2：1の割合で滅菌乳鉢内で混合・練

和しパスタ状として，抗菌性試験に用いた．

2）　供試指示菌

　口腔細菌中で主要な表2に示した10菌種（菌株）

と，種々の口腔常在菌種を含む唾液および歯垢を

供試した．

　供試菌株中，Bacteroides菌株は，血液平板

（menadione　O．5μg／ml，　hemine　5μg／ml含有），

その他の菌株は，0．2％Yeast　Extract加BHI平

板を用い．1～3日の前培養菌を用いた．なお，

表1．カルビタールの組成

○改良処方

　（粉末成分）

　　水酸化カルシウム

　　ヨードホルム

　　スルファチアソール
　（液状成分）

　　Tカイン
　　グアヤコール

　　精製水，その他

78．6％

20．0％

1，4％

0．5％

0．5％

99．0％

Bacteroides菌株，　P．　acnes，、4．　viscosusおよび

Stγeptococcus　Ca株はAnaerobic　glove　boxで嫌

気的，S．　attrezcs　tsよびB．　inetruchotii　et好気的に

培養した．

3）　抗菌活性の測定法

　抗菌活性は，デスク法，寒天内拡散法13）および化

学療法基準14）に準じて最小発育阻止濃度（MIC）

によって調べた．すなわち，デスク法は直径6mm

の滅菌濾紙にパスタ状カルビタールの15mgを含

有したデスクを各指示菌（106　7個）含有平板上に

置き，好気ないし嫌気的に培養後，阻止帯（円）

の直径を測定した．なお，Bacteroides　eg株はGA

M平板，その他の菌株は，O．2％Yeast　Extract加

BHI平板の各2平板を用いた阻止円の平均値か

ら抗菌活性を比較した．また，成人の唾液および

歯垢細菌に対する活性は，指示菌に準じて調べた．

なお，培地によってはカルビタールとの白濁帯が

生じ，阻止帯の判定が困難な例では，これら平板

に1N一塩酸液を添加し，白濁帯を消失させて判定

した．

　寒天内拡散法は，カルビタール（パスタ状）を

滅菌した0．1M　phosphate　buffer（pH　7．0）で懸濁

液（50mg／ml）を調整し，これを原液としてその

倍数希釈液の各0．2mlを，指示菌含有平板に作製

した直径8mmのwellに入れ培養後，各濃度液

’による阻止帯（円）の発現の有無および阻止円の

直径を測定した．

　カルビタールの各指示菌種（菌株）に対する最

小発育阻止濃度（MIC）は，　Bacteroides菌株が

GAM　broth，その他は0．2％Yeast　Extract加B

HI　brothを用いて化学療法基準に準じて判定し

た．なお，カルビタール含有brothは懸濁状のた

○現行処方

　（粉末成分）

　　水酸化カルシウム

　　ヨードホルム

　　グアノフラシン

　　スルファチアソール
　（液状成分）

　　Tカイン
　　グアノフラシン

　　精製水，その他

表2：供試指示菌

78．5％

20．0％

O．1％

1．4％

0．5％

0．02％

99．48％

Stal）ノtylococc〃s　aureus　209P

S∫γ幼foεoε仇s∫藺〃αガ泌ATCC　9759

S舵ρτococ6μs　sanguis　ATCC　10556

Strel）『oε06α‘s　〃％絃κs　lngbritt

、4cガnomyces　viscosus　ATCC　15987

Bacten’one〃2α〃za〃ucゐo’∬ATCC　l4266

、Propionibacten’κm　acnes　ATCC　6919

“dαcteroides舵ραガηoら’ticlts　ATCC　35895

Bacteroides　intermeditcsATCC　25611

Bacte　ro　ides　gingivalis　ATCC　33277

Saliva

Dental　Plaque
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め発育の有無は各1～3日培養後，その一定量

（0．05ml）を各平板培地に移植し判定した．

4）　発育阻止作用

　カルビタールの発育阻止作用は，静菌的か殺菌

的かについて，S．　aurez｛s（209P）およびB．　matm－

chotii（ATCCI4266）を供試して，その生菌数の

測定から判定した．すなわち，カルビタール懸濁

液（25mg／ml，0．1M　phosphate　buffer　pH7．0）

に指示菌数のlos／mlを添加し，37℃で作用させ，

経時的にその生菌数の測定を行い判定した．

結果および考察

　デスク法による両カルビタールの各指示菌に対

する抗菌活性は，表3および図1に示した．供試

10菌種，唾液および歯垢細菌（群）に対しいずれ

も直径10～38mmの完全な発育阻止帯（円）を発

現した．両カルビタールは，供試指示菌種中グラ

ム陽性球菌のS．aureZtSおよびS．　mulansでは阻

止円の直径が10～12mmと最も小さく，ついでS．

∫αηg砿および＆∫αWα励sのそれは16～17mm

を示した（図1．A，　B）．グラム陽性桿菌のB．

motrachotii，　P．　acnesおよびA．　viscosusでは

20～25mmの阻止円を発現し（図1．　C，　D），嫌

気性グラム陰性桿菌であるBacteroidesの3菌種

では，25～38mmと阻止円が大きく（図1．E，　F），

とくにB　gingivalisでは最大を示した．また，両

カルビタールは，種々の細菌種を含む唾液および

歯垢平板でも11～12mmの完全な発育阻止帯
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　（円）を発現した（図1．G，　H）．

　一方，改良処方カルビタールと現行処方カルビ

タールの抗菌活性を，本デスク法による阻止円の

平均直径値から比較すると，S．　sanguisおよびB．

gingivalisの2平板で，改良処方カルビタールが

現行処方のそれよりやや大きい（1～2mm）阻

止帯を示したが，その他の10指示菌平板において

は両カルビタール間に差異が認められなかった．

この成績から，改良処方カルビタールは現行処方

カルビタールと同等の抗菌活性を有することを示

唆した．また，本デスク法において，カルビター

ルは，指示菌によって阻止円の大きさが異なる事

実は，指示菌の世代時間の差異もあり断定はでき

ないが，口腔細菌種に対するカルビタールの感受

性に依存するものとみられた．

　一方，唾液および歯垢平板でいずれもその阻止

円の小さな（11～12mm）発現所見は，　StrePtococci

やStaPhylococciの指示菌平板での阻止円所見と

近似する．このことは，唾液や歯垢細菌中のStre・

PtococciやStaPhylococciの分布15）状況に起因し，

これら菌種の唾液や歯垢で優勢な菌叢内容を反映

していると考えられる．

　改良処方カルビタールは，現行処方カルビター

ルと同じく種々の口腔細菌種を含む唾液や歯垢平

板上で，阻止円が小さいにせよ完全な発育阻止帯

を発現する事実は，注目に値する．すなわち，両

カルビタールは，口腔細菌種に対し幅広い抗菌性

を有することを示唆する．

表3：カルピタールの現行処方と改良処方の抗菌活性（デスク法）

カル ビター ル（デス ク）＊

現行処方 改良処方

S故ρ12〕，／ocoτα6sαz6γα’∫209P 10 10

S’拓幼『oω6αイ∫sα1勿αγ2ウ泌ATCC　9759 17 17

S舵ρ∫oτoc微s　s顕g励s　ATCC　10556 16 17

S∫吻≠oτoτα’s〃z〃ωηsIngbritt 12 ユ2

、4cτ沈o幼ッcε∫ぼsτo∫κs　ATCC　15987 25 25

B已6τεη’o批初α初ατ剛c加τ∫iATCC　14266 20 20

Pτoρ∫oη必αcf¢η’z〃2ατηθs　ATCC　6919 23 23

8π’θτo’4杉sん♪αη’ηo｛yだ梛sATCC　35895 28 28

Bαc『θγo∫4θs仇∫θη％漉24s　ATCC　25611 25 25

仇6～〃oi4¢∫g沈g⑫α1£∫ATCC　33277 36 38

Saliva 11 11

Dental　plaque ．12 12

＊；直径6mmの濾紙にカルビタール15　mg含有

　　数字は阻止円の直径（mm）を示す
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図1　カルごターノしの現行処万と改良処万のテスク法による発育阻止所見

　　　各指示菌平板のE側は現行処方、右側は改良処方のカルビタールL各15　mgv含有デスク

　　　指示菌株：A：∫佐♪1～♪・～ocρcctts（tl｛i’elttt　209P．　B：．｛StrePtococctts　san81tis　ATCC　10556

　　　　　　　　　C：Bacte｝’ioneina　mctt」・itchotii　ATCC　l4266、　D：Ac’i）～oηU，εεs　I・iscosuS

　　　　　　　　　ATCC　15987，　E：Bacte｝’oides　interinediz《s　ATCC　25611、　F：Bacteroides　gingiz’alis

　　　　　　　　　ATCC　33277，　G；Saliva、　H；Dental　plaque
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　寒天内拡散法による両カルビタールの抗菌活性

の成績は．図2，表4に示した．本法は，完全

な発育阻止帯を発現するカルビタールの最小濃度

〔IAMC）と各濃度による阻止円の大きさから，抗

菌活性を比較したものである．いずれの指示菌に

おいても両カルビタール間のIAMC値に全く差

異は認められなかった．このことは、両カルビター

ルの抗菌活性が同等の力価と考えられる．S．　alイ1’

ezrsに対するIAMCは最も大きくtl．25　．　0　mg，’ml，
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図2．A），ついでS．7illdallsでは12．5mg／m1で

あった・．図2．D）．∠4．　z，iSCOSUS，　B．”zatrztchotii，

P．acnesに対してはいずれも6．25　mg／ml（図2．

C），＆salivarizts，　S．　sanguis，　B．　lzeParino！yticus．

Binternzediz・tsは3．12　mg／mlであったIk図2．B、

E）．B．　gingit・a／isのIAMCは最も・」・さくO．06

mg／ml以下を示した［．図2．　F）．一方．いずれの

指示菌においても，カルビタール濃度に正比例し

て阻止円の直径が発現し．また，各濃度による阻

勲’濾

難糠．

灘

載

購羅

図2：カルビタールの現行処方と改良処方の拡散法による発育阻止所見

　　E側平板ix現行処方，右側平板は，改良処方のカルビタールで，中心のwellは最高濃度〔50　mg／

　　ml：で時計方向にその倍数希釈液i．O．2mD注入．
　　指示菌株：A：∫～功／り’～ocoζα’s　aurel’s　209P、　B；Streptococczts　salivan’us，　ATCC　9759．　C；

　　　　　　　P」’opionibacte2iton　acnes　ATCC　6919，　D；Streptococcus　mzttans　lngbritt，　E；Bacter－

　　　　　　　oides　intenneditfs　ATCC　25611，　F：Bacteroides　gingivalis　ATCC　33277
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止円の直径も，改良および現行処方のカルビター

ル間には殆ど差異が認められなかった．一方，本

法によるIAMC値や各濃度による阻止帯所見は，

デスク法による阻止円の直径から推定されたカル

ピタールの各指示菌に対する抗菌活性と類似して

いた．

　両カルビタールの各指示菌種に対する最小発育

阻止濃度（MIC）の成績は表5に示した．改良処

方のカルビタールは，各指示菌に対して現行処方

のカルビタールと同一のMIC値を示し，両者間

表4　カルビタールの現行処方と改良処方の抗菌活性（拡散法）

　　　カルピタール濃度（mg／m1）

T0．0　　　25．0　　　12．5　　　6．25　　　3．12　　　0．15　　　0．06

0　　　0　　　0　　　0　　　0
O　　　0　　　0　　　0　　　0

13　　　12　　　10

P3　　12　　　9

P4　　12　　10
P4　　　12　　　10

0　　　0
O　　　0

S‘〔ψゐツ1060cαノsακπ2’s　209P

轣Cτ幼∫060τcμssα勧αガ泌ATCC　9759

R，π砂’060c劔s　sαηg2‘るATCC　10556

r”巧ウ「oτocα♂∫　γ2〃孟αηs　Ingbritt

A4τμηo功yεθs砿cos〃∫ATCC　15987

aαc，εガoηθ勿α〃ωτヵκ〃o∫ガATCC　14266

帥ﾑo〆oηi友6∫θガ〃祝α6η¢sATCC　6919

P必c∫θγo㎡θs乃幼αガηoZyτ∫α∫∫ATCC　35895

繧U∫ε拓o∫庇∫仇’θγ沈¢ゴゴz’sATCC　25611

aα庇γoi4θs　g沈giτ，α1るATCC　33277

現行

?ﾇ
ｻ行
?ﾇ
ｻ行
?ﾇ
ｻ行
?ﾇ
ｻ行
?ﾇ
ｻ行
?ﾇ
ｻ行
?ﾇ
ｻ行
?ﾇ
ｻ行
?ﾇ
ｻ行
?ﾇ

11　　10

P1　　10

P5　　14

P5　　14

P7　　16

P7　　16

P2　　11

P2　　11

Q0　　18

Q0　　18

Q0　　18

Q0　　17

P7　　15

P7　　15

Q0　　17

Q0　　17

P9　　16

P9　　16

q23　23
q23　23

10

P0

P6

P6

P5

P5．

P4、
P4

P4

P4

P3

P3

Q0

Q0

11

P2

P3

P2

P2

P2

P0

P0

P0

P0

P6

P6

000000

0　　　0
O　　　0

O　　　0

O　　　0

O　　　0
O　　　0

O　　　0
O　　　0

O　　　0
O　　　0

O　　　0

O　　　0

O　　　0
O　　　0

O　　　0
O　　　0

；1991313

10　　　9

P1　　　9

数字は，各カルビタール濃度懸濁液の0．2m1による阻止円の直径（mm）を示す

表5　カルビタールの現行処方と改良処方の最小発育阻止濃度（MIC）

　　　カルビタールの種類細菌種 　　カルピタール濃度（mg／m1）
Q5．00　12．50　6．20　　3．10　　1．55　　0．75　　0．37　　0．18　cont．

十　　　十　　　十　　　十　　　十　　　十　　　十
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一一�
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@　　十　　　十　　　十　　　十十
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ﾑ吻『ococ6κs　〃2πZαη∫Ingbritt、

Scτiηoηり，cθ∫応τos〃s　ATCC　15987仇

モyθηo批沈α勿α’ηκカoガi　ATCC　14266p

ﾈ）ρ∫oη∫友τ『θγゴ2勿2ατ批sATCC　6919翫
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には全く差異が認められなかった．すなわち，両

カルビタールのグラム陽性球菌に対するMIC値

は一般に高く，S．　aurezasで12．50　mg／mlと最大

を示し，ついでS．mutansのそれが6．10　mg／ml，

S．　salivan’usおよびS．　sanguisは3．10　mg／mlで

あつた．グラム陽性桿菌であるA．viSCOSttS，　B．

微’批c加ぽおよびP．　acnesの3菌種のMIC値

は，いずれも1．55mg／ml，嫌気性グラム陰性桿菌

であるB．hePan’nol，tictts，　B．　intermediz｛sおよび

B．　gingivalisのMIC値は極めて小さく，前2菌種

が0．37mg／m1，　B．　gingivalisで0．18　mg／mlと最

小値を示した．各指示菌によってMIC値が異な

る事実はカルピタールの口腔細菌種に対する感受

性が異なることを示す．この成績から，両カルビ

タールの口腔細菌に対する感受性は，嫌気性グラ

ム陰性桿菌種に極めて感受性であり，ついでグラ

ム陽性桿菌種，グラム陽性球菌種と考えられる．

また，両カルビタールの各指示菌に対するこれら

MIC値は，先のデスク法や寒天内拡散法での発育

阻止所見にもおおむね反映されているといえよ
う．

　MIC値の最も大きい（12．5mg／ml）S．　aurettS

と中等度（1．551ng／ml）のB．　matruchotiiを供試

し，両カルビタールの発育阻止作用を生菌数の測

定によって調べた成績は表6に示した．S．　auret｛s

の生菌数は，両カルビタールともに作用15分で，

10s／m1レベルの生菌数が6．4×10－・7．4×10／ml

と急激な減少を示し，さらにB．matntchotiiでは

いずれのカルビタールにおいても，作用15分です

でに生菌数が検出されなかった．この成績から，

改良処方カルビタールは，現行処方のカルビター

ルと，その作用性においても差異がなく，この発

育阻止作用は殺菌的で，かつ即効性と考えられた．

　カルビタールは，水酸化カルシウムを含有する

ためアルカリ性が強い．しかし，本研究でデスク
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法を除く，他の抗菌試験においては，0。1M　phos－

phate　buffer（pH7．0）に懸濁ないし希釈し，中性

に調製したカルビタール液を供試した．この中性

カルビタール液によっても明瞭な抗菌活性が発現

する事実は，単なるアルカリ依存の抗菌性が否定

される．両カルビタールの抗菌活性は，その配合

成分中の抗菌物質であるスルファチアゾール，グ

アヤコール，グアノフラシンなどの抗菌活

性16川8）によるものとみられるが，カルビタール

の即効性の殺菌的作用は，グアヤコールないしグ

アノフラシンに起因すると考えられる．

結 論

　主要な口腔細菌の10菌種（菌株）と唾液および

歯垢（細菌群）を供試して，改良処方および現行

処方のカルビタールの抗菌活性を，デスク法およ

び寒天内拡散法によって調べ，さらに各指示菌種

に対する最小発育阻止濃度（MIC）を比較検討し

て次の結果を得た．

　改良処方のカルビタールは現行処方のカルビ

タールと同様に，デスク法および寒天内拡散法に

おいて供試10菌種に対して完全な発育阻止帯（円）

を発現し，両カルビタール間の阻止円の大きさに

殆ど差異はみられなかった．両カルビタールは，

とくに嫌気性グラム陰性桿菌種に対して大きな発

育阻止帯を示した．また，両カルビタールは唾液

および歯垢（細菌群）平板上でも，小さいながら

も完全な阻止帯（円）を発現し，本剤は口腔細菌

種に幅広い抗菌性を有していた．

　改良処方カルビタールの供試10菌種（菌群）に

対する最小発育阻止濃度（MIC）は，現行処方カ

ルビタールのそれと同値を示し，両者間には全く

差異が認められなかった．両カルビタールは，い

ずれも嫌気性グラム陰性桿菌種に対してMIC値

が最も小さく（0．37～0．18mg／ml）極めて感受性

表6　カルビタールの現行処方と改良処方の抗菌作用

　　　　　供試菌

Jルビタールの種類

S妙吻10ωcαzsα脱俗

@　　（209P）

五αc’εガo批勿α㎜励τ乃orガ

@　（ATCC　14266）

作用時間（min．） 現　　　行　　　　改　　　良 現　　　行　　　　改　　　良
01530

4．8×108　　　　　　　　　　　4．8＞く108

U．4×10　　　　　　　　　　7．4×10

@0　　　　　　　　　　0

9．6×108　　　　　　　　　　9．6×108

@0　　　　　　　　　0

@0　　　　　　　　　0

各カルビタールの濃度は，20mg／ml，0．1Mphosphate　buffer（pH7．0）

数字は，生菌数／mlを示す．
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であり，ついでグラム陽性桿菌種（1．55mg／ml），

グラム陽性球菌種（12．50～3．10mg／ml）であっ

た．これらMIC値を反映して，デスク法および寒

天内拡散法において各指示菌の発育阻止帯（円）

が発現していた．また，生菌数の測定から，両カ

ルビタールの発育阻止作用はいずれも殺菌的で即

効性と考えられた．

　以上の結果，改良処方カルビタールは，口腔細

菌種に対し現行処方カルビタールと同等の抗菌活

性を有し，また，その抗菌スベクトラムも広く，

その作用が殺菌的で，かつ即効性であることから，

本剤は細菌学的にも歯内療法剤として臨床応用の

価値が大きいものと判定された．
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