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要旨  

 

【背景と目的  】  齲蝕や歯周病の罹患率は国民全体の75％以上と今だに

高い．また，誤嚥性肺炎の主たる起炎菌は口腔内常在菌であり，抗菌剤によ

る除菌法もあるが高価なうえリスクも高 く，近年では耐性を示すStreptococc iを

はじめBeta- lactamase産生株が高頻度に認められている．したがって，これら

の疾病の予防 としては機械的なプラークコントロールを主 とし，補助 として洗口

剤や歯磨剤などよる殺菌 ，消毒が一般的である．  

 植物に含まれるポリフェノールは，S ｔ．mutansやSt． sobr inusの増殖抑制

やグルコシルトランスフェラーゼ (GTF )阻害効果などの作用があることが報告 さ

れている．これまでにわれわれは，低分子化したポリフェノールがS ｔ．mutansの

代謝活性およびプラーク形成を抑制することを報告してきた．そこで今回は，低

分子ポリフェノールの基本体であるカテキンによる齲蝕関連菌の抑制効果を，

細菌活性，酸産生によるハイドロキシアパタイトの脱灰度 ，pH値およびグルカン

産生量を測定して検討した．  

【方法 】  ポリフェノール試薬としてのカテキン水和物を濃度 0～150 mMで用い

た．細菌 としてS ｔ．mutansおよびS ｔ． sobrinusを用い，グルコース1%を含む

液体培地を37℃ ，20%CO 2存在下で24から120時間培養増殖 した．酸産生

能は培養液中のpH測定により間接的に計測した．ハイドロキシアパタイトの脱

灰量は培養液中に溶出されたカルシウム量をMXB法により測定した．細菌活

性は，Resazurinの代謝還元能を用いて測定 した．グルカン産生量について

は，培養器に付着した不溶性グルカンを染色して比色度により測定した．  

【結果 】  培養液中のpH値はSｔ．ｍutansがpH4.18±0.03，Sｔ．sobr inusが

pH4.12±0.03であった．カテキン添加によりSｔ．mutansはpH7.39±0.03，お

よびSｔ．sobr inusはpH7.47±0.03とともに脱灰を起こすpH5.5以下の低値か

ら中性域への回復が確認された．また，Sｔ．mutansおよびSｔ．sobr inusとも

にカテキン添加により，ハイドロキシアパタイトの脱灰量が実験開始から72時間

でSt．mutansで0.785倍 （1.67±0.06 mg/dl）およびSt．sobr inusでは  

1 .54±0.17 mg/dl（p＜0.05）と著 しく抑制された．さらに，培養液中とバイオフ
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ィルム内の細菌活性における生菌数 （量 ）の比較実験では，カテキン添加によ

り実験開始から72時間でSt．mutansでは0.257倍，St．sobr inusでは0.175

倍 （p＜0.05）にバイオフィルム内の生菌数 （量 ）が著しく抑制された．  

【結論 】  低分子ポリフェノールの基本体であるカテキンは，0.03 mMから

St .mutansおよびSt .sobr inusの細胞代謝活性，酸産生およびグルカン合成

を抑制した．また，カテキンを添加したSt .mutansおよびSt .sobr inusの培地

において，ハイドロキシアパタイトの脱灰を抑制した．以上より，カテキンは齲蝕

を抑制できる可能性が示唆された．  

 

 

Key words :  カテキン，齲蝕，脱灰能 ，St．mutans，  St． sobr inus  
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緒言  

  

我が国における齲蝕の罹患率は，国民全体の 75%（平成 23 年度歯科疾

患実態調査 ）以上 と非常に高い．齲蝕予防 としては機械的なプラークコントロ

ールを主 とし，補助 として洗口剤や歯磨剤などによる殺菌 ，消毒が一般的であ

る （ 1 ）．齲 蝕予防 として歯面 の機械的清掃は，歯 垢 （デンタル・プラーク，バイ

オ・フィルム）を取 り除 くことで齲蝕の発生を抑制する原因除去の基本であるが，

年齢や個人差により口腔内状況が変化し，確実な歯口清掃が困難な場合が

多い．また，薬物による宿主抵抗性増強による予防としては，フッ化物歯面塗

布が行われているが，普及法の点で難題がある ( 1 ， 2 ）．  

 近年，ポリフェノールと齲蝕抑制の関連性の研究が多数報告されている．ポリ

フェノールは主として植物に含まれるフラボノイドでその基本構造はカテキンであ

る ( 3 ）．そして，その特有な機能に抗菌活性が挙げられるが，殺菌剤や抗菌剤

に比べると効力は弱いものの，自然環境や身体にやさしい天然物に対する消

費者側の要求などの側面から今後新たな洗口剤としての展開が期待される （ 4 ）．

これまで口腔細菌への効果として，エピガロカテキン含嗽によりプラーク中 pHの

低下や歯垢付着が抑制されることが報告されている ( 5 )．また，  

Sｔreptococcus  mutans（St．mutans）やSｔreptococcus  sobr inus（St．

sobr inus）への抗菌活性として，増殖抑制やGTF阻害効果などによる不溶性

グルカンの合成低下やエナメル強度低下抑制の作用があることが報告されて

いる ( 6 ， 7 ， 8 )．一方 ，従来のポリフェノールは，その分子量が大きいために吸収性

や浸達性が低く十分な効果が得られないともいわれている事 ( 9 ， 1 0 )や齲蝕誘発

因子としての酸産生やエナメル質の脱灰等 ，ポリフェノールによる齲蝕原因菌

の抑制効果や齲蝕作用機序の詳細についてはいまだ解明されていない．  

そこで，本研究では，ポリフェノールの基本体であるカテキンによるSt．mutans

およびSt．sobr inusに対する齲蝕抑制効果について生化学的に検証した．  
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実験材料および方法  

 

1．培地の作製  

 培 地 は Yoshida ら （ 1 1 ， 1 2 )のバイオフィルム形 成 のために，Chemicaly  

def ined medium （ CDM ） を 使 用 し た ．すなわち ， 1 L の蒸 留 水 に

l -g lutamic  ac id  2 .0  g， l - cyste ine  0.2  g， l - leuc inen  0 .9  g，NH 4 Cl  

1 .0  g ,  K 2 HPO 4  2.5  g ,  KH 2 PO4 2 .5  g，  NaHCO 3  4.0  g，  MgSO 4･

7H 2 O 1.2  g，  MnCl 2・4H 2 O 0.02 g，  FeSO 4･7H 2 O 0.02 g，  Sodium 

pyruvate  0 .6  g ， r ibof lavin 1 .0  mg ， Thiamine HCl  0 .5  mg ，

D-biot in  0 .1  mg，  Nicot inic  ac id  1 .0  mg，  P-aminobenzo ic  ac id  

0 .1  mg，  Ca-pantothenate  0 .5  mg，  Pyr idoxal  HCl  1 .0  mg，Fol ic  

ac id  0 .1  mg を溶解した後 ，ろ過滅菌を行い液体培地として使用した．  

 

2．細菌および試薬  

 Streptococcus  mutans  （ St ． mutans ； Ingbri t t  hu) も し く は

Streptococcus  sobr inus  （St  ．sobr inus；6715hu)を 1%スクロースを含む

液体培地にて 37℃，20%CO 2 で培養増殖 した．カテキンはカテキン水和物

（ Sigma-Aldr ich Co ． LLC ． St ,Louis ,  MO,  USA ） をエタノールにて 50 

mg/ml に溶 解 後 ，液 体 培 地 で希 釈 し て使 用 し た ． 培 養 条 件 は ， St ．

sobr inus もしくは St．mutans にカテキン 0～150 mM を添加した培養液中

で 24 ， 72 および 120 時 間 嫌 気 的 条 件 下 37℃ ， 20%CO 2 ，  O 2 (– ) ，  

(Anaerobic：Bactoron EZ○R ，  Shel  Lab Co．，  Cornel ius ,  OR，  USA)で

培養をした．  

 

3．不溶性グルカン量の測定  

培養終了後，シャーレ底部に付着したプラークを 10%ホルマリンで 15 分固

定した．1%塩基性フクシン（pH=5 .6）で染色後，蒸留水にて洗浄を行い 0.2% 

NaOH /1%SDS 水溶液でプラークを溶解して遠心分離し，上清を回収して吸

光度 540 nm（  iMark マイクロプレートリーダー，  Bio-Rad，  Hercules,  

CA,  USA）で測定した（n=6）．  
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4．酸産生能の測定  

実験培養終了後，各培養液の pH 測定 （pHTestr10BNC/  pHSpear ニッ

コー・ハンセン株式会社 ）を行い酸産生能の指標とした (n=6)．  

 

5．細菌活性  

細菌活性の指標は Resazurin  (7-Hydroxy-3H-phenoxaz in-3 -one 

10-oxide)還元能を用いて測定した．カテキン 0～150 mM を添加した培養液

で St．mutans もしくは St．sobr inus を 96wel l プレートで 24，72 および 120

時間嫌気条件下で培養後 ，Alamar Blue○R (AbD Serotec，Bio-Rad Lab．

Inc．  Oxford，  UK)  を添加して 1 時間反応させ各培養液を回収して遠心

分離 （12，000 rpm）した後 ，上清の吸光度 （570/600 nm）を測定した．バイ

オフィルム内の細菌活性は，シャーレ底部に付着したバイオフィルムを 0.2％

NaOH/1%SDS で溶解して遠心分離を行い，上清を回収して測定に用いた

（n=6）．  

 

6．溶出カルシウム量の測定   

脱灰能の対象としてハイドロキシアパタイト（Macro-prep® ceramic  

Hydroxyapat i te  TYPE1  40 μm，Bio-Rad Lab． Inc．）を用いた．Ca カテ

キン 0～150 mM を添加して，St．mutans もしくは St．sobr inus を 24，72

および 120 時間嫌気培養した．培養終了後，培養液を回収し遠心分離を行

い，溶出カルシウム量を MXB 法にて (カルシウム E－HA テストワコー，和光純

薬，大阪 )吸光度 610  nm で測定した (n=6)．  

 

7．統計処理   

データ解析は，Welch の検定を用いて統計学的処理を行い P 値は P＜0.05

を*，P＜0.01 を**として示した．P＜0.05 を有意とした．  
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結果  

 

1．カテキンによる細菌のグルカン産生量の抑制  

グルカン産生量は，St． mutansおよび St． sobr inus  ともにカテキン添加

（150mM）により抑制された．St．mutansでは72時間後で1/10倍 （図 1A）に，

St．sobr inusでは1/5倍にそれぞれ有意に抑制された（図 1B）．そして，その抑

制効果は120時間持続した．  

  

2．カテキンによる細菌の酸産生能の変化  

培地のみおよび培地にカテキン添加のみは， pH7.2から pH7.4を維持

した． Sｔ．mutans  はpH4.18±0.03，Sｔ．SobrinusはpH4.12±0.03であっ

た．カテキン添加により24時間でSｔ．mutansはpH7.39±0.03およびSｔ．

sobr inusはpH7.47±0.03と，両細菌の培地はともに脱灰を起こすpH5.5以

下の低値から中性域への回復が確認された（図 2）．そして，その効果は

St .sobr inusでは120時間持続した．しかし，St .mutansでは経日的にpH値

の低下が示された．また，液体培地に対するカテキンによる緩衝能はなかった．

尚 ，カテキンのみによる培養液のpHの継時的変化はみられなかった．  

  

3．カテキンによるSt．mutansおよびSt．sobr inusのハイドロキシアパタイトの

脱灰抑制   

St．mutans および St．sobr inus をハイドロキシアパタイト上で培養した際の

培養液中へのカルシウム溶出量は，いずれも時間経過と共に増加 （St．

mutans  2 .2  mg/dl，  St．sobr inus  2 .1  mg/dl）した（図 3A，B）．しかし，カ

テキン添加 (150 mM)72 時間後の St．mutans および St．sobr inus の培養

液中のカルシウム量は著しく減少した（St．mutans  0 .785 倍 （1.67±0.06  

mg/dl），  St．sobr inus  1 .54±0.17 mg/dl，  *p＜0.05）．  また，120 時間

後にはいずれの培地の Ca 量に有意差はなかった．  
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4．カテキンによる細菌活性の抑制  

 カテキン添加 （0.03 mM）72 時間後において細菌活性は，St．mutans  

0 .677 倍，St．sobr inus  0 .65 倍 (p＜0.05  図 4A，B)と有意に抑制された．

しかし，72-120 時間では細菌活性が再び上昇した．  

 

5．培養液中とバイオフィルム内の細菌活性に対するカテキンの効果  

培養液中の細菌の代謝還元能はSt．mutansおよびSt．sobr inusのいず

れにおいてもバイオフィルム内に比べて高値を示した．カテキン添加 （150 mM）

72時間後におけるバイオフィルム内の還元能は，St．mutansおよびSt．

sobr inus共に有意に抑制 （図 5A，St．mutans  0 .257倍 ，図 5B St．

sobr inus  0 .175倍，  p＜0.05）された．しかし，120時間後には活性の上昇が

示された．  
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考察  

 

1．カテキンによるグルカンおよび酸産生能の変化   

ポリフェノールの齲蝕抑制効果の研究は，齲蝕活動試験として口腔内の唾

液やプラークを採取して pH を計測した報告 ( 4 ）がある．そして，ポリフェノールの

含嗽によるプラーク中 pH 低下の抑制や，歯垢付着が抑制される ( 5 ）ことが示さ

れている．また，ポリフェノールの添加により，人工バイオフィルム下の pH 低下も

回復することが指摘されている． ( 6 ）本研究では，カテキンの添加により St．

mutans および St．sobr inus ともにグルカン産生と酸産生，そして Ca 溶出を

有意に抑制することが明らかになり，齲蝕活動を阻害する可能性が示唆され

た．  

 

2．カテキンによるハイドロキシアパタイトの脱灰抑制 と代謝還元能の変化  

ポリフェノールはプラーク中の St．mutans の増減に影響を与え，プラーク付

着を抑制し，重度齲蝕を抑制する ( 7 )ことが報告されている．人工エナメル質表

面では，蓄積される不溶性グルカンの量がポリフェノールの添加により有意に

減少した ( 6 ）ことが報告されている．さらに，その人工エナメル質をビッカーズ微小

硬度測定したところ，脱灰が有意に抑制された ( 6 ）ことも報告されている．本研

究ではカテキンの添加により，ハイドロキシアパタイトの脱灰度と細菌活性の変

化について調べた．その結果，カテキンは St．mutans および St．sobr inus に

よる pH の低下を抑制し，ハイドロキシアパタイトの脱灰を阻害し，齲蝕を抑制さ

せることが示唆された．そして，その誘因としてカテキンによる GTF 阻害作用に

よるグルカン形成の抑制が考えられた．  

 

3．  カテキンによる培養液中とバイオフィルム内の細菌活性の抑制比較  

 カテキンは齲蝕抑制作用がある一方で，チャ葉成分のカテキンはバイオフィル

ム形成を誘導する報告もあり，緑膿菌やセラチア菌では，エピガロカテキンガレ

ートによるバイオフィルム形成が報告されている  ( 1 1 ）．また，エピガロカテキンガレ

ートは，最小生育抑制濃度以下においてバイオフィルム形成が高まる ( 4 ）という
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報告やカテキンはSt．mutansを最小殺菌濃度でバイオフィルムを90%，有意

に阻害する ( 5 ）という報告がある．本研究では，液体培地に浮遊しているSt．

mutansおよびSt．sobr inusの細菌活性とバイオフィルム内の細菌活性を比

較検討した．その結果 ，カテキン添加によりバイオフィルム中の細菌活性は培

養液中の細菌活性より低 く抑制されていることが明らかになった．   

 

4．St．mutansとSt．sobr inusに対するカテキンの種類および適性濃度による

効果の違い  

これまでに，GTFに対するポリフェノールのグルカン形成抑制量はSt．

mutansとSt．sobr inusにおいて濃度に違いがあることが報告されている ( 1 3 )．

そして，リンゴポリフェノール中のリンゴ縮合型タンニン（ACT）はGTFを50%抑

制にするためにSt．mutansでは5 μg/ml，St．sobr inusは1.5  μg/ml必要と

している．そこで今回 ，カテキン終濃度 0～150 mMで比較検証を行ったところ，

St．mutansにおいてカテキン終濃度 0.03 mMでの抑制効果が明らかになっ

た．一方，St．sobr inusにおいては0.03 mMでの抑制効果が明らかになった．

St．mutansとSt．sobr inusの適性試薬濃度のそれぞれの特性としては，St．

mutansは濃度依存的に効果が期待できたがSt．sobr inusは適性試薬濃度

以外において効果が期待できない結論に至った．さらにカテキンの種類により

適性試薬濃度の違いが明らかになった．以上の結果より，菌種による適性濃

度の違いとカテキンの種類による効果の違いが示唆される結果となった．  

 

5.一般食品のポリフェノール濃度と本研究におけるカテキン濃度の比較  

缶入り緑茶飲料には総ポリフェノール量として100 ml当り55~85 mg含まれ

ており，1食当りの摂取量として1缶 340 mlとして180~290  mgになる．また赤ワ

インには，総ポリフェノール量として100 ml当り250~450  mgが含まれており，1

食当りの摂取量を180  ml（コップ1杯分 ）とするとポリフェノールを400~800 mg

摂取することになる． ( 1 4 )  

本研究でのカテキン濃度が0.1~5 mg/ml (0 .03~150 mM)であることから一

般食品より微量にて効果が得られたことが確認された．  
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本研究では，これまでに報告例のない人工ハイドロキシアパタイトへ形成され

たプラークと培養液中に放出された酸による pH 変化および Ca 脱灰量を計測

した．そして，カテキンがバイオフィルム内の St．mutans および St．sobr inus

の細菌活性を低下させる効果があり，脱灰能を抑制することが明らかとなった．  

 

 

結論  

 

本研究により，カテキンによるグルカン産生量の抑制 と酸産生能による pH

値の低下の回復が明らかになった．また，カテキンによるハイドロキシアパタイト

の溶解抑制 と代謝還元能の抑制が明 らかになった．また，カテキン作用は菌

種 ，使用濃度 ，時間と共に抑制効果が異なり，適正な濃度と利用法の検討を

行 うことで，齲蝕予防のみならず抗菌療法としてポリフェノールの臨床での応用

の可能性が示唆された．   
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図表の説明  

 

図 1．カテキンによる St．mutans および St． sobr inus のグルカン産

生量の抑制効果  

A：カテキン添加による St．mutans のグルカン産生量の変化を示す．

St．mutans はカテキン添加 (破線 )により 72 時間後に著しく抑制をし

た．  

B:  カテキン添加による St．sobr inus のグルカン産生量の変化を示す． 

St． sobr inus はカテキン添加により 72~120 時間にかけて継続的に抑

制をした．  

 St．mutans もしくは St．sobr inus を 96 穴プレートに播種し、一部

にカテキン（ 150 mM）を添加した． 24， 72 および 120 時間嫌気条件

下で培養をした．培養後，PBS で培地を洗浄して培養器に付着したプラ

ークを 10%ホルマリンで 15 分固定した．プラークをフクシン染色し吸光度

540 nm でグルカン産生量を測定した（ *p＜ 0.05，**p＜ 0.01，n=6）．  

 

図 2．カテキンによる St． mutansおよび St． sobr inusの酸産生能の変

化  

 St． mutans もしくは St． sobr inus を 96 穴プレートに播種し，一

部にカテキン（ 150 mM）を添加した． 24， 72 および 120 時間嫌気条

件下で培養後，培養上清を回収し pH 測定をした（ **p＜ 0.01 ，n=6）．

培地のみ（―），培地にカテキン添加のみ（●），  St．mutans のみ

（×），St．sobr inus のみ（■），St．mutans にカテキン添加（△），

St． sobr inus にカテキン添加（◆）をそれぞれ示す．  

 

図 3．カテキンによる St． mutansおよび St． sobr inusのハイドロキシ

アパタイト脱灰の抑制効果  

St．mutans もしくは St． sobr inus を 96 穴プレートにハイドロキシアパ

タイト（20 μg/ml）を懸濁した液体培地に播種し，一部にカテキン（ 150 mM）

を添加した． 24， 72 および 120 時間嫌気条件下で培養をした後，培
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養液の上清を回収し Ca 量を MXB 法にて吸光度 610 nm で測定した

（ *p＜ 0.05， n=6）． Ca 量は OD:0.1=3.1  mg/dl として換算した値を

相対値（倍率）で表した．A:  St．mutans のみ（―）および St．mutans

にカテキン添加（ ----），B：St．sobr inus のみ（―），St．sobr inus

にカテキン添加（ ----）をそれぞれ示す．  

 

図 4．カテキン添加による St． mutansおよび St． sobr inusの細菌活性

（生菌量）の抑制効果  

A，B:  St．mutansもしくは St． sobr inusにカテキン 30 μMを添加した

培養液を，24，72および 120時間嫌気条件下で培養をした．実験終了 1

時間前の培地中に Alamar Blue○R を添加して培養後，遠心分離にて上清

を回収し，吸光度（ 570/600  nm）で計測した（ *p＜ 0.05， n=6）．  

A:  St．mutansのみ（―）および St．mutansにカテキン添加（ - - - -），

B： St． sobr inusのみ（―）， St． sobr inusにカテキン添加（ - - - -）を

それぞれ示す．  

 

図 5．カテキン添加による St．mutans および St． sobr inus の培養液

中とバイオフィルム内の細菌活性（生菌量）の比較  

A，B:  St．mutansもしくは St． sobr inusにカテキン 150 mM（ +/ -）を

添加した培養液を 96穴プレートで 24， 72および 120時間嫌気条件下で

培養をした．実験終了 1時間前の培地中に Alamar Blue○R を添加して培

養後，遠心分離にて上清を回収し，吸光度体 570 /600  nmで計測した． 

St． mutans および St． sobr inus ともにカテキン添加により 72 時間

後のバイオフィルム内における細菌活性（生菌量）は著しく低下した．

A:  St． mutans にカテキン添加した際の培養液中（―）およびバイオ

フィルム中（ ----）のレサズリン還元能を示す．B：St．sobr inus  St．

にカテキン添加した際の培養液中（―）およびバイオフィルム中（ ----）

のレサズリン還元能を示す．  
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図２髙橋  
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図３髙橋  
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図４髙橋  
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図５髙橋  


