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研究成果の概要（和文）：本研究では、高濃度ポリフェノール含有ブルーベリー抽出物を用い、キウイフルーツ
抽出物との比較において、基礎研究および臨床研究を行った。その結果、基礎研究では両者にFusobacterium 
nucleatumによる揮発性硫黄化合物（VSC）産生及び同菌発育の阻害が認められた。
一方、臨床予備研究においてブルーベリー抽出物によるVSC産生抑制は観察できなかった。キウイフルーツ抽出
物では、32名を対象とした臨床試験にてVSC産生抑制および舌苔中の口腔細菌数を減少させる効果が得られた。
このように、両者に口腔保健推進のための機能性食品としての可能性が見出された。

研究成果の概要（英文）：The basic research and the clinical study using the blueberry extract 
containing high concentration polyphenol were performed in this study by the comparison with the 
kiwifruit extract. As the result in basic research, inhibitory activity against volatile sulfur 
compound (VSC) production and growth by Fusobacterium nucleatum was observed in both materials. 
On the other hand, the suppression of VSC production could not be observed using blueberry extract 
in clinical preliminary studies. In the clinical trial against 32 subjects, the kiwifruit extract 
was effective in suppressing VSC production and reducing the number of oral bacteria in tongue 
coating. 
These results suggest that both material possessed the potential as the functional food for oral 
health promotion.

研究分野： 口腔保健学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究にて用いたブルーベリー抽出物, キウイフルーツ抽出物は日本においても食品の素材として用いられてい
る。基礎研究において,上記2つの素材に全身疾患との関連性でも注目されている歯周病原細菌Fusobacterium 
nucleatumの発育抑制や口臭の原因物質である揮発性硫黄化合物産生抑制が認められたことから，トランスレー
ショナルリサーチのシーズとなる点で学術的意義が認められる。
特にキウイフルーツ抽出物では、すでに製品化された素材を用いた臨床研究においてもその効果が認められたた
め、機能性表示食品としての利用の可能性も広がり、本研究成果を社会へ還元できる点で社会的意義は大きいと
考える。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
歯・口腔の健康は栄養と密接な関連性があり，観察研究から口腔保健と抗酸化作用を含む栄

養素摂取との関連が報告されている。ブルーベリーは抗酸化ポリフェノールの存在からサプリ
メントとしても広く受け入れられており，眼疾患改善効果に加え Helicobacter pylori 発育阻
害なども報告されている。近年，共同研究者のカナダ・ラバル大学 Grenier 教授のグループは
野生種ブルーベリー抽出物に歯周病関連細菌への抗菌作用を見出した。また，歯周病関連細菌
のうち，Fusobacterium nucleatum (Fn)は口臭に関連する細菌としても注目されているが，初
期定着細菌と成熟に伴い増加する細菌を結び付けるなど，バイオフィルム形成に強く関与して
おり，我々は舌苔中にも Fn が多く存在することを見出している。 
 
２．研究の目的 
口臭は，主に歯周病原性細菌によって生成される揮発性硫黄化合物（VSC）によって引き起こ

されるが，食品によっては口臭抑制に有効であることが知られている。本研究では，基礎研究
としてポリフェノールを多く含むブルーベリー抽出物を用い，キウイフルーツ抽出物を比較対
象として，Fnの生育抑制，バイオフィルム形成抑制および，Fn による VSC 産生に対する阻害物
質としての影響を調べる。更に，臨床研究として上記 2種の食品を用い，舌苔中の Fn を含む口
腔細菌の低減および口臭改善作用を調べる。これらの臨床的効果を検証することにより，機能
性食品としての可能性を探索することを目的とする。 
 

３．研究の方法 
ポリフェノールを多く含むブルーベリーエキス粉末はフランスのダイアナフード社から，

キウイフルーツエキス粉末および BREO EXⓇは，江崎グリコ株式会社から提供された。 
＜基礎研究＞ 
(1) Fn 菌成育抑制実験 

Fn ATCC25586 株を THB 培地にて嫌気培養を行った後。96 ウェルプレートに THB にて段階
希釈したブルーベリー抽出液またはキウイフルーツ抽出液を 150µlずつ分注し，培養した Fn 
菌株を添加後，嫌気条件下にて，37℃で 48 時間培養し，プレート内の菌量を吸光度(OD655)
にて測定した。 

(2) バイオフィルム形成抑制実験 
TSB 培地にて段階希釈したブルーベリー抽出液 150µlずつ分注し，培養した Fn JCM8532 株

を 5µl ずつ添加後，嫌気条件下にて 37℃で 48 時間培養した。培養液を吸引後，生理食塩水
150µlにて洗浄し，クリスタルバイオレット溶液を添加して形成されたバイオフィルムを 10
分間染色した。生理食塩水で洗浄後，エタノールを 200µl 添加して 10 分間放置し，色素溶
出液を吸光度(OD595)にて測定した。 

(3) Fn による VSC 産生に対する阻害物質としての影響 
Fn ATCC25586 株を嫌気的に増殖させ，膜フィルター（直径 13mm）上の Fn バイオフィルム

を調製した。それを各抽出溶液または PBS（対照）で前処理し，次いで膜を 2mML-メチオニ
ン溶液（3ml）に浸漬し，密封したチューブ中にて 37℃で 20分間培養した。その後，チュー
ブ中の CH3SH 生成物をオーラルクロマ TM（エフアイエス）により測定した。 

 
＜臨床研究＞ 
(4) リアルタイム PCR 法による舌苔サンプル中の細菌数測定 

細菌数の測定は細菌カウンタⓇ（パナソニック ヘルスケア）を使用した。付属の綿棒を使
用し，舌後方部の舌苔を後ろから手前へ 3回擦過して採取し，操作手順に従って細菌数を測
定した。一方，舌苔検体中の総細菌数に加えて Fn 菌数をリアルタイム PCR 法を用いて定量
した。検体から DNA を抽出した後に，16S rRNA 遺伝子を増幅させることによって解析を行っ
た。測定液 20µl に分注した各検体に InstaGeneTM Matrix（Bio-Rad Laboratories）180µl
を加え，56°C・30 分の加熱，30 秒間ボルテックスミキサーにて攪拌，100°C・8 分間の加
熱の順で処理を行い，4°C，10000×g で 10 分間遠心分離後，その上清を DNA テンプレート
として用いた。MiniOpticon システム（Bio-Rad Laboratories）にて SYBR Green I 検出系を
使用し，PCR 反応液 18µl に対し，DNA テンプレート 2µl を加えて熱処理を行った。PCR 反応
液の内容は SsoFastTM EvaGreenⓇSupermix 10µl，100µMのプライマー（Forward，Reverse）
各 0.04µl，Diethylpylocarbonate 処理水 7.92µlである。PCR 反応条件は 95°C・3分（初期
熱変性），95°C・5 秒（変性），60°C・10 秒（アニーリング/伸長反応）を 1サイクルとし，
プライマーの塩基配列および各細菌のサイクル数は Yokoyama M, Hinode D らの方法（Oral 
Microbiol Immunol 23, 55-59, 2008）に従い実施した。 

(5) 口臭および口腔内細菌に影響する因子の解明 
臨床研究の対象となる口腔細菌叢および口臭について健常者を非喫煙者と喫煙者に分け

て調査した。徳島大学病院口臭外来受診者 37 名を対象とし，VSC の測定にはガスクロマトグ
ラフィーを，唾液及び舌苔中の細菌数はリアルタイム PCR 法にて測定した。なお，本研究は
徳島大学病院臨床研究倫理審査委員会の承認を得て実施した（承認番号 218-2）。 

(6) ポリフェノール含有ブルーベリー摂取による口臭および口腔内細菌への影響 
非喫煙者 5名に対してポリフェノール含有ブルーベリー摂取による口臭および口腔内細菌



への影響に関する予備的臨床研究を行った。とろみ剤を添加したブルーベリー溶液（１㎎
/ml）とブルーベリー非含有溶液（コントロール溶液）をそれぞれ 100ml 用意した。被験者
へはブルーベリー溶液または非含有溶液をスプーン１杯とり，舌背の上に 1分間静置後，嚥
下することを４～５回繰り返すよう指示した。検査前および摂取 1時間後での Winkel Tongue 
Coating Index (WTCI)による舌苔スコア，オーラルクロマ TMによる口臭測定結果および細菌
カウンタによる細菌数を比較した。 

(7) キウイフルーツパウダー含有タブレット（BREO EXⓇ）摂取による影響 
大学生 32 名を被験者としたクロスオーバー試験のプロトコールを図 1 に示す。介入試験

Ⅰでは，舌ブラシを用いた舌清掃を，介入試験Ⅱでは BREO EXⓇ２錠を舌背上で舐めて摂取す
るよう被験者へ指示した。介入試験Ⅲでは，試験前日に BREO E XⓇを合計 3 錠摂取させた。
なお，本研究は徳島大学病院臨床研究倫理審査委員会の承認を得て実施した（承認番号 2923）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 
 
 
４．研究成果 
 
＜基礎研究＞ 
 
(1) Fn 菌成育抑制実験（図 2） 

キウイフルーツ抽出物および 
ブルーベリー抽出物は，それぞれ 
500µg/mLおよび 250µg/mLの最小 
濃度で Fnの生育抑制効果を 
示した。     

図 2 
 
 
(2) バイオフィルム形成抑制実験（図 3） 

コントロールと比較したブルーベリー 
添加時の Fn 菌のバイオフィルム形成抑制 
を図３に示す。濃度 31.25µg/mlを除く 
全ての添加サンプルにおいて，48 時間後の 
バイオフィルム形成量は有意に減少して 
いた。おおむねブルーベリー濃度依存的に 
抑制効果が認められたことから，ブルーベリー 
抽出液にはバイオフィルム形成抑制があると 
考えられた。 

図 3 
 
 
(3) Fn による VSC 産生に対する 

阻害物質としての影響（図 4） 
 
Fn の VSC 生成に対する抽出物の 

影響では 125, 250 および 500µg/mL 
の濃度のキウイフルーツ抽出物は， 
CH3SH 産生を有意に阻害した。 
ブルーベリー抽出物は 500µg/mL 
で CH3SH 産生を有意に阻害した。 

 
図 4 

 



＜臨床研究＞ 
 
(4) リアルタイム PCR 法による舌苔サンプル中の細菌数測定 

細菌カウンタⓇサンプルを用いて，リアルタイム PCR 法による舌苔サンプル中の細菌数測
定法を確立した。（雑誌論文①） 
 

(5) 口臭および口腔内細菌に影響する因子の解明（雑誌論文②） 
分析の結果，図 5 に示すように喫煙者群の H2S で有意に高い値を示した。喫煙者群では，

唾液中の総細菌数，歯周病原細菌である Fn 菌数および Campylobacter rectus（Cr）細菌数
が有意に高く，重回帰分析においても喫煙が口腔細菌叢に関与することが明らかとなった。
しかし，各細菌数と歯周ポケットの指標との間に関連性は認められなかった。 
一方，舌清掃習慣のない 21 名の舌苔中の細菌数を分析した結果，喫煙者群では舌苔細菌

の総数に占める Fn 菌数および Cr 菌数の比率は 3.03%および 0.60%と非喫煙者と値と比較し
ておよそ 5 倍高く（p<0.05），VSC 量との間にも有意な正の相関が認められた（p<0.01）。上
記の結果から，喫煙は歯周病原細菌の舌苔への定着を高め，VSC 量の増加により口臭にも影
響を及ぼす可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 
 
 
(6) ポリフェノール含有ブルーベリー摂取による口臭および口腔内細菌への影響 

図 6 に示すように，ブルーベリー溶液摂取時は H2S 測定値および VSC 量において減少傾向
は認められたものの，有意な差は確認できず（p=0.08），細菌数においても同様であった。
ブルーベリー溶液およびコントロール溶液摂取において，その他の指標においても有意な差
は見出されなかった。以上のようにポリフェノール含有ブルーベリー摂取において，口臭お
よび口腔内細菌への影響として短期的な効果は認められなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 
 
 
(7) キウイフルーツパウダー含有タブレット    表 1 

（BREO EXⓇ）摂取による影響 
 
各介入試験前後での評価結果を

表 1に示す。介入試験Ⅰの前後では
H2S，VSC および WTCI 測定値で有意
な減少が認められた。介入試験Ⅱの
前後では全ての評価項目値で有意
な減少が認められた。介入試験Ⅲの
前後では H2S，VSC，WTCI および細菌数
で有意な減少が認められた。 
 
 



クロスオーバー試験の分析結果から，BREO EXⓇの摂取は舌清掃との比較（介入試験ⅠとⅡ）
において CH3SH 測定値，WTCI，細菌数および Fn 菌数において有意差が認められた（図 7）。
介入試験ⅠとⅢとの比較では，細菌数および Fn菌数において有意な差が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 
 
 
＜総括＞ 
以上の結果は，キウイフルーツ抽出物およびブルーベリー抽出物が F. nucleatum を含む口

腔細菌数の減少や口臭の原因物質である揮発性硫黄化合物の産生抑制に有効であることを示し
ている。本研究から上記２つの素材に口腔保健推進のための機能性食品としての可能性が見出
された。 
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