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研究成果の概要（和文）：高齢者に増加している口腔カンジダ症を予防するために，様々な材料

表面へ抗菌性を付与するために開発された抗菌性改質剤を用いて，義歯への応用を目的とし検

討を行った。その結果，改質剤に細胞毒性は認められず，生体に無害であることを確認した。

さらに，抗菌効果を検討したところ、カビ菌（C.albicans）に対する抗菌活性が認められたた

め、義歯への有用性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：We have investigated to denture used modifier having antibacterial, 

to prevention of increased a mycotic stomatitis. The result showed to have no cytotoxicity of 

that modifier, to determine.Antibacterial activity was recognized against the C.albicans . 
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１．研究開始当初の背景 

 年々，残存歯数は増加しているものの，超
高齢社会となった日本は義歯を必要とする
患者は後を絶たず，肺炎による死亡原因も近
年大きな変化はなく上位に位置している． 

 

２．研究の目的 

 有床義歯を装用する患者は口腔内の自浄
性や清掃性が劣るうえ有床義歯自体が細菌
の温床になること，また健常者と比較して真
菌類の占める割合が高くなることが多数報
告されている．さらに有床義歯装着者は高齢
者が数多く占めるため，全身的代謝，免疫機
能の低下を来している場合が多く，日和見感
染による菌交代現象から重篤な症状を呈す
ることは少なくない．それら疾病を予防する
ためにも重要になるのが義歯の洗浄や清掃

性の向上である．そこで有床義歯自体に抗菌
性を持たせ，誤嚥性肺炎をはじめとする疾病
の予防を目的として，研究支援者の一人であ
る東京理科大学工学部工業化学科の好野等
が開発した抗菌性改質剤を PMMA レジンに
添加することで抗菌性を有する義歯床の開
発を行い，急速な高齢化が進んでいる我が国
の国民の口腔内衛生状態の改善に寄与する． 

 

３．研究の方法 

（Ⅰ）細胞毒性試験 
 抗菌剤として第 4級アンモニウム塩の構造
を有するシランカップリング剤である 10-I，
および 18-I を用いた． 
 表面の汚染物質を除去したガラス板を改
質剤中に浸漬して表面改質を行った． 
実験には 1 mol/L の水酸化ナトリウム水溶液
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と 1 mol/L の塩酸に各一昼夜浸漬して表面の
汚 染 物 質 を 除 去 し た 市 販 ガ ラ ス 板
（15×15×3 mm，旭ガラス）を 20 mmol/L に
調製した十分量の各改質剤中に 1時間浸漬し
て表面改質を行い，物理的に吸着した余剰な
10-I を除去するために EtOH で洗浄して自然
乾燥後，エチレンオキサイドガスにより滅菌
した．陰性対照材料は高密度ポリエチレンフ
ィルム（（財）食品薬品安全センター秦野研
究所），陽性対照材料 A は 0.1％  Zinc 
diethyldithiocarbamate（以下 ZDEC）含有ポ
リウレタンフィルム（（財）食品薬品安全セ
ンター秦野研究所），陽性対照材料 Bは 0.25％ 
Zinc dibutyldithiocarbamate（以下 ZDBC）
含有ポリウレタンフィルム（（財）食品薬品
安全センター秦野研究所），陽性対照物質は
ZDBC（和光純薬工業株式会社）を用いた． 
 実験にはチャイニーズハムスター肺由来
線維芽細胞（以下 V79，（財）ヒューマンサイ
エンス振興財団）を用いた．細胞の継代に用
いる培養液は 10 vol％ウシ胎児血清（SAFC 
Biosciences Inc., Lot No. 7E0350, USA），
0.06 mg/mL カナマイシンを含む Eagle's 
Minimum Essential Medium（以下 MEM，日水
製薬株式会社）を用いた．試験実施時には，
5 vol％ウシ胎児血清含有 MEM（Sigma-Aldrich 
Corporation，USA）に，非必須アミノ酸，1 
mmol/L ピルビン酸及び 0.05 mg/mL カナマイ
シンを添加した MO5培地 24)を用いた．培養条
件は 37℃，5％ CO2 インキュベーター中で静
置培養とした． 
 各被験物質 10 個を無菌的に取り出し，こ
の被験物質の表面積 6 cm2に対し MO5培地を 1 
mL の割合で加え，37℃，5％ CO2 インキュベ
ーター中で 24 時間抽出した．この抽出液を
試験原液とし，0.5，1.0，3.2，5.0，6.3，
10.0，12.5，25.0，50.0％および 100％にな
るよう MO5 培地を用いて調整した計 10 種類
の濃度の検体試験液を調製した． 
 対照物質の抽出は，陰性対照材料および陽
性対照材料をそれぞれ 121℃，15分間高圧蒸
気滅菌した後，これらの重量 1 g に対し MO5
培地を 10 mL の割合で加えて被験物質と同様
に抽出を行い，その抽出液を陰性対照材料試
験液および陽性対照材料試験液とした．陰性
対照材料試験液は，MO5 培地に 5 μl/mLとな
るようジメチルスルホキシドを添加したも
のを，そして陽性対照材料 A 試験液は，0.2，
0.6および 1.8％，陽性対照材料 B試験液は，
25.0，50.0および 100％になるよう MO5培地
を用いて希釈し，試験に用いた．また，ブラ
ンクコントロールとして，MO5 培地のみにつ
いて検体と同様の抽出を行った空抽出試験
液を使用した．陽性対照物質は，ジメチルス
ルホキシドに溶解させた後，0.5，1.0および
2.0 μg/mLになるよう MO5培地を用いて希釈
し，試験に用いた． 

 単層に増殖した V79細胞をトリプシン処理
により剥離し，MO5 培地を用いて 100 個
/mL/well の細胞浮遊液を調製した．この細胞
浮遊液を組織培養用プラスチックプレート
に 0.5 mL/well 播種し，37℃，5％ CO2インキ
ュベーター中で 6時間培養した．培養後，細
胞がプレートの底面に接着していることを
確認してから培地を除き，各濃度の検体試験
液，陰性対照材料試験液及びブランクコント
ロールを 0.5 mL/well 加え，37℃，5％ CO2

インキュベーター中で 6日間培養した．また，
細胞培養した別のプレートに各濃度の陽性
対照材料試験液，陰性対照材料試験液，陽性
対照物質試験液およびブランクコントロー
ルを 0.5 mL/well 加え，同様に培養した．培
養終了後，10％中性緩衝ホルマリン液で固定
し，0.1％メチレンブルー溶液で染色して，
細胞数 50個以上のコロニーを計測した． 
（Ⅱ）最小発育阻止濃度（MIC） 

 EtOH にて 20 mmol/L に調製した 10-I 溶液
を作製し，BHI-yeast 寒天培地および血液寒
天培地に加え，培地に含有される 10-I の濃
度が 100，200，400，600 および 800 ppm（1.6 
mmol/L）になるよう調製した．その後，培地
を高圧蒸気滅菌しシャーレに注入して固化
させた．作製した寒天培地上に各供試菌懸濁
液 10 µL を播種した．その後，好気性菌は 37℃，
24 時間，嫌気性菌は 37℃，CO2：10％，H2：
10％，N2：80％の嫌気性条件下で 72時間培養
し，発育が観察されなかった培地の最小化合
物濃度を MIC値とした． 
（Ⅲ）C. albicans に対する抗菌活性 
 先の C. albicansに対する MICを基に，10-I
を EtOH にて 400 ppm の濃度に調製し実験に
供した．供試菌は神奈川歯科大学感染制御学
講座微生物学分野保存菌株の C. albicans を
用いた． 
 実験Ⅰと同様に洗浄した市販ガラス板を
400 ppm に調製した十分量の改質剤中に 1 時
間浸漬して表面改質後，物理吸着した余剰な
改質剤を EtOH にて洗い流して自然乾燥後，
エチレンオキサイドガスにより滅菌した．対
照群は，溶媒である EtOH を用いて 10-Iと同
様の処理を施し，実験に供した． 
 BHI-yeast 液体培地にて前培養した C. 
albicans を， 1.1×104 CFU/mL， 1.1×105 
CFU/mL および 6.2×107 CFU/mL に調製し，各
菌液 4 mL と表面改質したガラス板を各ウエ
ルに 1 枚ずつ加え，一定振盪下で 37℃，24
時間好気的に培養した．培養後，各ウエルの
生菌数を計測し，対照ウエルの菌数と実験ウ
エルの菌数の割合を比較して減少率を求め
抗菌活性とした． 
（Ⅳ）ポリマイクロバイアルバイオフィルム
に対する抗菌活性 

 実験Ⅰと同様に，清浄化したカバーグラス
（φ12 mm，Menzel，Braunschweig，Germany）



 

 

を 800 ppm に調製した十分量の 10-I 中に 1
時間浸漬して表面改質の後，物理吸着した余
剰な改質剤を EtOH にて洗い流して自然乾燥
後，オートクレーブにて滅菌した．対照群は
溶媒である EtOH を使用し，実験群と同様に
処理して用いた． 
 バイオフィルムの作製には，Exterkate ら
の報告したポリマイクロバイアルバイオフ
ィルムを使用した．すなわち，1 被験者から
採取した刺激唾液を，McBain medium25)，pH 7.5
に終濃度 0.2％になるようにスクロースを添
加した混合液で 50 倍希釈し，ポリスチレン
製の 24ウエルプレートに 1.5 mLずつ分注し，
37℃，CO2：10％，H2：10％，N2：80％の嫌気
条件下で 10 時間培養し，バイオフィルムを
作製した．培養終了後，cysteine peptone 
water（CPW）にて 3回洗浄し，2 mLの PBS中
に各試料を移して 90 秒間超音波振動させ，
試料から細菌を剥離，回収した．その後，各
菌液を CPWにて階段希釈を行い，Tryptic Soy
血液寒天培地に50 µL播種し，37℃，CO2：10％，
H2：10％，N2：80％の嫌気条件下で 3 日培養
後，各培地の生菌数を計測した． 
 
４．研究成果 
（Ⅰ）細胞毒性試験 
 陰性対照群のコロニー形成率は 91.6％で
あり，ブランクコントロールと有意な差は認
められなかった．陽性対照材料 Aおよび B の
IC50はそれぞれ 0.8％と 66.1％，陽性対照材
料は 1.3％であった．被試験物質である 10-I
の IC50は＞100％であった．しかし，18-I の
コロニー形成率は 10.0％でコロニーの縮小，
25.0％でコロニーの縮小および染色性の低
下が認められ，IC50は 18.8％であった． 
（Ⅱ）最小発育阻止濃度（MIC） 

 各細菌における MICは viscosus，L. casei，
F. nucleatum， P. gingivalis および P. 
intermedia の 5菌株の MICは 200 ppmであっ
た．また，C. albicans，S. aureus および
S. mutans の MICは 400 ppm であった． 
（Ⅲ）C. albicans に対する抗菌活性 
各ウエルの生菌数を計測し，対照ウエルの菌
数と実験ウエルの菌数の割合を比較して減
少率を求めたところ，10-I改質面の生菌数の
減少率は，1.1×104 CFU/mL では 92.5％，
1.1×105 CFU/mLでは 67.1％，6.2×107 CFU/mL
では 56.5％であった． 
（Ⅳ）ポリマイクロバイアルバイオフィルム
に対する抗菌活性 
 各ウエルの生菌数を計測し，対照ウエルの
菌数と実験ウエルの菌数の割合を比較して
減少率を求めた結果，10-I群の生菌数は 3.4
×104 CFU/disk であり，対照群の 16.8×104 
CFU/disk に比較して約 80％が失活されてお
り，強い抗菌活性を示した． 
 10-I改質面の生菌数の減少率は，1.1×104 

CFU/mL では 92.5％，1.1×105 CFU/mL では
67.1％，6.2×107 CFU/mL では 56.5％であっ
た． 
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