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研究成果の概要（和文）：カテキン類含有ポリフェノールによる歯周炎予防機序について解明する目的で、P. g
 感染により惹起される実験的歯周炎の抑制作用について検討した。鶏血藤および松樹皮抽出物の経口投与によ
り、歯槽骨吸収量の軽減が認められた。鶏血藤、松樹皮抽出物、および (-) エピガロカテキンの破骨細胞分化
抑制効果について検討した結果、いずれにおいても濃度依存的に有意な破骨細胞分化抑制効果が認められた。
　松樹皮抽出物には、破骨細胞の活性化マーカーであるTRAPおよびMMP9遺伝子の発現を濃度依存的に抑制すると
ともに、破骨細胞分化のマスター転写因子であるNFATc1の遺伝子発現も濃度依存的に抑制することが判明した。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the mechanism of preventive action of 
catechin-containing polyphenols for periodontal diseases, inhibitory effects of the polyphenols on 
experimental periodontitis induced by P. gingivalis was investigated. Oral administration of 
Jixueteng and French pine bark extract reduced alveolar bone resorption. Jixueteng, French pine bark
 extract and (-)-epigallocatechin significantly inhibited osteoclast differentiation in a 
dose-dependent manner.　
To elucidate the mechanism of inhibitory effects of catechin-containing polyphenols on osteoclast 
differentiation, the expression of osteoclast differentiation-inducing genes was investigated. The 
expression of TRAP and MMP9 genes, which are activating markers of osteoclasts was downregulated in 
a dose-dependent manner by adding by French pine bark extract. Furthermore, gene expression of 
NFATc1, a master transcription factor for osteoclast differentiation, was also suppressed by French 
pine bark extract.

研究分野：微生物学

キーワード： カテキン類　ポリフェノール　歯周炎発症抑制　破骨細胞分化抑制　病原因子発現抑制

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
国民病ともいわれる歯周病は細菌感染に起因する炎症性疾患であり、安全かつ簡便で有効な予防措置の開発が必
要とされる。茶カテキンをはじめとする植物ポリフェノール類は、高い抗酸化作用および抗炎症活性を有してお
り、歯周炎の予防および治療に有効である可能性が高い。松樹皮抽出物はP. gingivalis の口腔内定着にかかわ
る因子を阻害するとともに、本菌により惹起される実験的歯周炎の歯槽骨吸収を抑制し、破骨細胞の活性および
分化を誘導する遺伝子発現を抑制することが本研究で明らかとなった。これらの結果から、日常的に摂取する安
全性の高い食品類を用いて歯周炎予防が可能であることが示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は、歯周組織の破壊と歯槽骨吸収を特徴とする慢性炎症性疾患であり、歯周炎症局所から
の細菌の移動やそれに伴う全身的な炎症の拡大が、慢性炎症性疾患である心疾患や糖尿病の発
症のリスクファクターとなることが示唆されている。したがって、日常的な口腔ケアに加えて、
安全でかつ簡便な歯周炎予防措置を行うことは非常に重要である。 
カテキンを代表とするポリフェノール（多価フェノール）とは、分子内のベンゼン環上に水酸
基を２個以上持つフェノール化合物の総称であり、多くの植物由来食品や天然ハーブに含まれ
ている。近年、各種のガンや動脈硬化の引き金となる生活習慣病発症と酸化ストレスとの関係が
明らかになるにつれ、ポリフェノールの抗酸化作用がこれらの
病気の予防に関与し、健康増進に有効であるとして脚光を浴び
ている。抗酸化作用以外に、ポリフェノールには抗炎症作用、
ホルモン様作用、抗菌作用などが報告されているため、歯周病
予防や治療薬として有用ではないかと注目されている。しかし
ながら、歯周病も細菌感染に起因する慢性炎症性疾患であるた
め、松樹皮抽出物の歯周炎予防効果が単なる抗菌作用によるも
のか、歯周局所での抗炎症作用および抗酸化作用によるものな
のか、その他の因子が関与していたかについて、その抑制機序
については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究ではカテキン類を含む植物由来ポリフェノールの歯周炎予防作用機序について解明する
目的で、カテキンおよびカテキン類含有ポリフェノールの破骨細胞分化抑制作用の検討、破骨細
胞分化および活性化の抑制機序の解明、ならびに歯周病原細菌である P. gingivalis の口腔内
定着予防効果・口腔バイオフィルム形成抑制について評価を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) カテキン類およびカテキン含有物 
本研究では、カテキン類として(-)-エピガロカテキン（EGC）、カテキン含有物として鶏血藤（JIX）
および松樹皮抽出物（PYC）を用いた。 
 
(2) 破骨細胞分化抑制作用 
マウス破骨細胞前駆細胞である RAW264.7 細胞を RANKL 刺激下で培養し破骨細胞への分化を誘導
した。培養系に EGC、JIX および PYC を添加することにより破骨細胞の分化抑制作用について検
討した。 
 
(3) 破骨細胞分化抑制機序の検討 
①マウス破骨細胞前駆細胞である RAW264.7 細胞を RANKL 刺激下で培養し、破骨細胞活性化マー
カーである TRAP および MMP9 の遺伝子発現を qRT-PCR 法にて測定した。また、培養系に PYC を
添加し、同遺伝子の発現量について GAPDH を基準として測定した。 
②RAW264.7 細胞を RANKL 存在下で培養し、破骨細胞分化のマスター転写因子である NFATc1 の遺
伝子発現についても同様に測定した。 
 
(4) P. gingivalis の付着・定着因子に対する作用の検討 
①P. gingivalis の biofilm 形成抑制作用 
被験菌は P. gingivalis，および S. mutans とした。バイオフィルム形成に対する松樹皮抽出
物（PYC）の抑制効果の検討は、24 穴プレート中で 1 x 107 CFU に調整した各菌液を種々の濃
度の PYC 溶液を含む培地中で 24 時間、嫌気的に培養し、培養終了後、プレートを PBS を用い
て洗浄後、バイオフィルム形成細菌の生細菌数を求めることにより評価した。また，カバースリ
ップ上で形成させた各菌のバイオフィルムを Molecular Probes 社製の LIVE/DEAD 染色キット
を用いて染色し，生菌および死菌の分布について蛍光顕微鏡を用いて観察を行い，PYC によるバ
イオフィルム形成抑制作用について検討した。 
②P. gingivalis のヒト歯肉上皮細胞に対する付着抑制作用 
ヒト歯肉上皮細胞は、24穴プレート中でコンフルエントになるまで培養し、1 x 107 CFU に調
整した P.  gingivalis を接種し細胞付着率を測定した。細胞培養液中に種々の濃度の PYC を添
加し、細胞付着性の抑制作用を評価した。 
③P. gingivalis の他菌種との共凝集活性に対する作用の検討 
共凝集のパートナー菌として、S. mutans、S. gordonii、S. sanguinus、S. mitis および A. 
viscosus を用い、種々の濃度のPYCで前処理した P. gingivalis と 24穴プレート中で混合し、
共凝集価は肉眼的に評価した。 
④付着・定着因子にかかわる遺伝子発現抑制性 



種々の濃度のPYC含有培地で培養したP. gingivalis の付着・定着に関与する線毛遺伝子（fimA）
および赤血球凝集因子（hagA and hagB）、歯周組織破壊に関与する 3種類のトリプシン様酵素遺
伝子（rgpA、rgpB and kgp）の発現に関して、定量的 RT-PCR 法を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 破骨細胞分化抑制作用 
破骨細胞の分化誘導は、破骨細胞前駆細胞
である RAW264.7 細胞を RANKL 刺激下で培
養することにより検討した。RAW264.7 細胞
は、RANKL 刺激により 252.3±5.6 の破骨細
胞を形成し、RANKL 無添加のコントロール
（N）では、著しい破骨細胞数の減少が認め
られた。一方、RANKL 存在下で 100 μg/ml、
10 μg/ml ならびに 1 μg/ml 濃度の EGC、
JIX および PYC を添加することにより、非
添加の RANKL 群と比較して顕著な TRAP 陽
性破骨細胞数の減少が認められた。 
 
(2) 破骨細胞分化抑制機序の検討 
RANKL 刺激による RAW264.7 細胞の破骨細胞分化に対する PYC の抑制機序を解明するために、PYC
添加による破骨細胞分化誘導遺伝子の発現抑制作用について検討した結果、破骨細胞の活性化
マーカーである TRAP および MMP9 遺伝子の発現が濃度依存的に抑制された。さらに、破骨細胞分
化のマスター転写因子である NFATc1 の遺伝子発現も濃度依存的に抑制された。 
 
(3) P. gingivalis の付着・定着因子に対する作用の検討 
①最小発育阻止（MIC）濃度の測定 
PYCの P. gingivalisに対する最小発育阻止濃度を測定するために、BHI broth に Yeast extract、
hemin、vitamin K1 を添加した培地に種々の濃度の PYC を添加し 48時間培養した結果、MIC は
1250 μg/ml であった。 
②バイオフィルム形成阻害 
P. gingivalis および S. mutans 培養液中に PYC を 0 μg/ml、10 μg/ml、100 μg/ml、ある
いは 1000 μg/ml 濃度になるように培養液中に添加すると、濃度依存的に生菌数は減少した。 
また、カバースライド上に形成されたバイオフィルムの蛍光顕微鏡観察では、P. gingivalis 
は、明らかにカバースリップへの付着が認められ、PYC 添加による殺菌作用が認められた。一方，
S. mutans は強固にカバースリップに付着していたが、PYC 処理によるガラス面への付着・蓄
積の抑制が明らかに認められた。 
③ヒト歯肉上皮細胞への付着阻害 
ヒト歯肉上皮細胞に 100 μg/ml、10 μg/ml ならびに 1 μg/ml 濃度の PYC を添加し、P. 
gingivalis の細胞付着性について検討した結果、PYC 無添加と比較して、濃度依存的に細胞付
着阻害活性が認められた。 
④共凝集抑制作用 
P. gingivalis は供試した菌株との明らかな共凝集活性を有したいたが、100 μg/ml 濃度の PYC
で 10 分間処理することにより、供試菌株との共凝集活性は失活した。 
⑤病原遺伝子発現に対する作用 
P. gingivalis の付着因子と考えられている線毛遺伝子（fimA）の発現は、100 μg/ml 濃度の
PYC で培養することにより有意に減少していた。 
 
先行実験の結果から、鶏血藤および松樹皮抽出物が実験的歯周炎における歯槽骨吸収を阻害す
ることが報告されている。本研究では、カテキン類およびカテキン含有物に破骨細胞分化抑制性
が認められること、破骨細胞の分化誘導遺伝子および活性化遺伝子の発現を阻害すること、さら
に、歯周病原細菌の口腔内への付着・定着を抑制することが示された。PYC の P. gingivalis に
対する MIC は 1250 μg/ml であることから、これらの歯周炎抑制作用は殺菌作用によるもので
はない事が示され、日常的に摂取する安全性の高い食品類を用いて歯周炎予防が可能であるこ
とが示された。 
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