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研究成果の概要（和文）：24時間培養したバイオフィルムを各処理液Pancil PS-M（P），グルコン酸クロルヘキ
シジン（C），緑茶抽出物（G）で5分間処理後，すべての処理群における生菌数（CFU/ml）は非処理群と比較し
て有意に低かった．その後48時間培養を継続した結果，渋柿由来のタンニンを含有させた食品・化粧品等の原料
であるPancil PS-Mの持続的増殖抑制効果は他群に比較し有意に高かった（p<0.05）．

研究成果の概要（英文）：Pancil PS-M (Rilis Co., Ltd, Osaka, Japan) is a food addictive containing 
condensed tannin extracted from astringent persimmon (Kaki). Polymicrobial biofilm were cultured on 
glass plates (diameter: 12 mm, thickness: 0.15 mm) using dilution of stimulated saliva of one 
healthy adult in a polymicrobial biofilm model.After biofilm formation for 24 h, treatment was 
conducted as follows: The specimens (12 per group) were immersed for 5 min in: 0.2% chlorhexidine 
digluconate (CHX) (Corsodyl, GlaxoSmithKline) (group 0.2C); 4.0% Pancil PS-M (PS-M) (group 4P); and 
deionized water (control group). After　treatments, group 4P and 0.2C showed significantly lower CFU
 than that of control group (cont: 4.30 × 108 CFU/ml, 4P: 1.67 × 107 CFU/ml, 0.2C: 1.74 × 107 
CFU/ml). Also, 4P suppressed remarkably regrowth of CFU in biofilms comparing 0.2C even after 
48h-regrowth of biofilm (cont: 7.80 × 108, 4P: 1.26 × 107, 0.2C: 1.09 × 108). 

研究分野： う蝕学

キーワード： biofilm　tannin　chlorhexidine　persimmon
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 研究の学術的背景 

ミュータンス連鎖球菌を病原細菌とする特

異的感染論は，多くの研究者によりその正当

性が証明されており，齲蝕分野の発展に多大

な貢献をしてきた．一方で口腔内プラークは，

多種多様な細菌種が固相表面に付着し，自ら

が産生したグリコカリックスに囲まれた多

種細菌の集合体であり，バイオフィルムを形

成することが知られている．口腔内は，菌に

とって，体内でも特殊な環境であり，多彩な

基質および密度の高い細菌叢（多様で膨大な

微生物が共生している）を有している（Oral 

Ecosystem）．この細菌叢は，多様な細菌種で

構成されていながら，一つの生物体のように

機能する超個体 (superorganism) として機

能すると言われている（高橋信博，口腔感染

フォーラム 2010）．加えて，バイオフィルム

は，抗菌剤に対して浮遊細菌の数十倍～数百

倍の耐性を示すことが報告されているため，

現在までに行なわれてきた浮遊細菌につい

ての研究のみならず，バイオフィルムの特性

についての研究を行うことは，齲蝕が発症す

るまでのプロセスを解き明かす上で，非常に

重要である． 

（２）バイオフィルムモデル 

海外研究協力者の Exterkate ら１）は，ポリマ

イクロバイアル(PM)バイオフィルムモデル

を開発し（Caries Res 2010; 44: 372 – 379），

唾液から培養した多菌種入りの PM バイオフ

ィルムが，ミュータンス連鎖球菌単一種から

形成されたバイオフィルムと比較して，抗菌

剤処理後に強い耐性を有すことを明らかに

した．この研究は，単一菌種のバイオフィル

ムのみならず，多菌種を含むバイオフィルム

の研究が重要であることを示している．また，

海外研究協力者の一人である ten Cate は，

2010 年の IADR および 2013 年の ORCA

（ European Organization for Caries 

Research, Liverpool, UK, 2013）において，

PM バイオフィルムモデルを用いた齲蝕病変

の新しい治療法および予防法の開発の有用

性を示した．このように，PM バイオフィルム 

オフィルムに対する抗菌療法の作用機序を

解き明かす近道となる．  

２．研究の目的 

(１) 渋柿タンニンを含有する食品添加剤が

PM バイオフィルムの代謝活性、形成能に及ぼ

す影響 

PM バイオフィルムを異なった固相上に形

成した後，様々な濃度，処理時間で抗菌剤処

理を行い，代謝，生菌数へ与える影響につい

て検討する．抗菌剤として，柿から抽出した

縮合型タンニン（柿タンニン）について検討

する．これら天然由来の抗菌剤は副作用が少

ないと報告されている．  

(２）抗菌作用の違いが PM バイオフィルムの

細菌叢に及ぼす影響とその後のバイオフィ

ルム細菌叢の回復の検討 

 PM バイオフィルムをガラス試片上に 24 時

間培養して形成し，5 分間の処理を行なった

後，再度，48時間の培養を行ない，バイオフ

ィルムの再増殖をどの程度抑制できたかを

走査型電子顕微鏡(SEM)および生菌数算定

(CFU/ml)により評価した．嫌気培養を培養不

可能なバイオフィルム中の細菌種も含む健

全な細菌叢が，病的な細菌叢に移行する際，

あるいは，逆に回復する場合において，細菌

叢はどのように変化するのかをrealtime PCR

法により分析した． 

３．研究の方法 

(１)  ポリマイクロバイアルバイオフィル

ム形成用材料には直径12 mm厚さ150 µmの円盤

状ガラス試片（Menzel, Braunschweig, 

Germany）を用いた．処理剤には，PancilⓇ PS-M

およびCorsodyl（0.2 vol% グルコン酸クロル

ヘキシジン: CHX，SmithKline）を滅菌脱イオ

ン水により希釈した溶液を用いた．実験群は，

① 非処理群（陰性対照，cont），② 0.5 vol% 

PancilⓇ PS-M群（0.5 P），③ 0.7 vol% 同群

（0.7 P），④ 1.0 vol% 同群（1 P），⑤ 2.0 vol% 



同群（2 P），⑥ 3.0 vol% 同群（3 P），⑦ 4.0 

vol% 同群（4 P），⑧ 0.05%グルコン酸クロル

ヘキシジン（陽性対照，0.05 C），そして⑨ 

0.2%グルコン酸クロルヘキシジン（陽性対照，

0.2 C）の9群とした（n＝6）．ポリマイクロバ

イアルバイオフィルムの培養には，1被験者か

ら採取した刺激唾液を用いた．培養液には

buffered McBain 2005（0.2%スクロース，50 mM 

PIPES）を用い，培養液の交換を10時間の時点

で1回行なう嫌気培養（CO2：10.0%，H2 ：10.0%，

N2：80.0%，37℃）を72時間行なった．培養72

時間の時点で各処理剤（0.5 P，0.7 P，1 P，

2 P，3 P，4 P，0.05 C，0.2 C）あるいは滅

菌脱イオン水（cont）に5分間浸漬後，ポリマ

イクロバイアルバイオフィルムをCysteine 

Peptone Waterにて洗浄して血液寒天培地に4

日間培養し，実験終了時に生菌数の算定を行

なった．算出した生菌数はOne-way ANOVAおよ

びTukeyの検定により有意水準5％にて統計学

的分析を行ない，抗菌効果を比較検討した． 

（２）ポリマイクロバイアルバイオフィルム

形成用材料には直径 12 mm 厚さ 150 µm のカ

バ ー グ ラ ス （ Menzel, Braunschweig, 

Germany）を用いた．処理剤には，4%Pancil 

PS-M，Corsodyl（0.2 vol%グルコン酸クロル

ヘキシジン，GlaxoSmithKline），およびタ

ンニン含有量を 4%Pancil PS-M と同量に調整

した緑茶抽出物（リリース科学工業株式会

社）を用いた．実験群は，(1) 非処理群（cont），

(2) 4.0 vol% Pancil PS-M 群（4P），(3) 0.2%

グルコン酸クロルヘキシジン群（0.2C），お

よび (4) 緑茶抽出液（G）の 4 群とした（n

＝6）．ポリマイクロバイアルバイオフィルム

の培養には一被験者から採取した刺激唾液

を用いた．培養液には unbuffered McBain 

2005（0.2%スクロース含有）培養液を用い，

50 倍希釈となるように刺激唾液を混入した．

培養液の交換は 10 時間，14 時間のサイクル

で行ない，培養24時間の時点で各処理剤（4P，

0.2C，G）あるいは滅菌脱イオン水（cont）

に 5 分間浸漬後，72 時間まで嫌気条件下

（CO2：10.0%，H2 ：10.0%，N2：80.0%，37℃）

で培養した．その後，円盤状ガラス試片を除

去し，形成されたバイオフィルムを超音波で

剥離，Cysteine Peptone Water で段階希釈後，

血液寒天培地に 4日間培養し，生菌数の算定

を行なった．算出した生菌数はOne-way ANOVA

および Tukey の検定により有意水準 5％にて

統計学的分析を行ない，ポリマイクロバイア

ルバイオフィルムの増殖抑制効果を比較検

討した． 

 
４．研究成果 

（１）長期培養ポリマイクロバイアルバイオ

フィルムへの抗菌効果 

長期培養したポリマイクロバイアルバイオ

フィルムに PancilⓇ PS-M 各群および CHX 各

群の薬液を用いて薬液処理を行った結果，す

べての薬液処理群におけるポリマイクロバ

イアルバイオフィルムの生菌数（CFU/ml）は

非処理群と比較して有意に低かった（cont: 

7.57 × 108，0.5 P: 1.98 × 108，0.7 P: 1.85 

× 108，1 P: 1.36 × 108，2 P: 1.25 × 108，

3 P: 5.53 × 107，4 P: 1.53 × 107，0.05 C : 

2.02 × 108, 0.2 C : 2.03 × 107, p < 0.05）．

とりわけ PancilⓇ PS-M による，長期培養（72

時間）により成熟したポリマイクロバイアル

バイオフィルム形成に対する抑制効果は, 

濃度依存的に上昇し, 0.5, 0.7, 1.0, 2.0, 

3.0% PancilⓇ PS-M は, 0.05% CHX と同等かそ

れ以上, 4.0%PancilⓇ PS-M は, 0.2% CHX と同

等の抗菌効果を示した(Fig 1).  

 

SEM 観察の結果は，短期および長期培養バイ

オフィルムに対して，4％PancilⓇ PS-M が

0.2%グルコン酸クロルヘキシジンと同等の

抗菌効果を有することを示した(Fig 2)． 



 

（２）24 時間培養したポリマイクロバイアル

バイオフィルムに Pancil PS-M, グルコン酸

クロルヘキシジンおよび緑茶抽出物を用い

て薬液処理を行い，その後，48 時間，バイオ

フィルム培養を継続して行った結果，すべて

の処理群における生菌数（CFU/ml）は非処理

群と比較して有意に低かった（cont = 7.80 × 

108，4P = 1.26 × 107，0.2C = 1.09 × 108，

G = 1.10 × 108, p < 0.05）．グルコン酸ク

ロルヘキシジンと緑茶抽出物は, 同等のポ

リマイクロバイアルバイオフィルムの増殖

抑制効果を示したが，Pancil PS-M 処理のポ

リマイクロバイアルバイオフィルムの増殖

抑制効果はグルコン酸クロルヘキシジンお

よび緑茶抽出物に比較し有意に高かった

（p<0.05）． 
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