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研究成果の概要（和文）：本研究では，二酸化チタンとポリフェノールを出発材料として調製した合剤（以下，
TNT-PolyP mixture）の抗菌活性やバイオフィルムの形成抑制を解析した。すなわち，Streptococcus mutansに
TNT-PolyP mixtureを作用させ懸濁液の吸光度や電子顕微鏡を用いた超微細形態学変化を解析したところ，菌の
増殖抑制や菌体内外多糖の合成抑制が確認された。また，アパタイトペレット表面の粗ぞう化，すなわち脱灰作
用についても減じる傾向を示した。以上のことから，本研究で調製したTNT-PolyP mixtureはう蝕の発症抑制に
有用である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）： The aim of this study was to evaluate the inhibitory effect of polyphenol 
loaded titania nanotubes (TNT-PolyP mixture) on bacterial growth and biofilm formation.  After 
preparing a TNT-PolyP mixture, the Streptococcus mutans UA159 strain was cultured for 12 hours using
 a sucrose-added BHI medium and apatite pellets supplemented with the TNT-PolyP mixture.  
 As a result, a certain degree of antibacterial effect and biofilm formation inhibitory effect were 
observed. TEM observation revealed that the TNT-PolyP mixture suppresses the biofilm formation of S.
mutans.  In addition, it showed a tendency to reduce the roughening of the surface of apatite 
pellets, that is, the decalcification effect. From the above, it was shown that the TNT-PolyP 
mixture prepared in this study may be useful for suppressing the onset of caries.

研究分野：保存治療系歯学

キーワード： バイオフィルム　二酸化チタン　チタニアナノチューブ　ポリフェノール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
う蝕や歯周病の発症要因となるだけでなく，誤嚥性肺炎など死に至る疾患の原因ともいわれる口腔バイオフィル
ムの駆逐技術を開発することは，歯科臨床上非常に意義深い。
とくに口腔衛生管理の手段として患者に指導するブラッシングなど口腔バイオフィルムの機械的除去に加え，本
研究で調製した合剤のような新たなコンセプトに基づく口腔バイオフィルム形成制御技術が応用されることで，
機能障害の有無を問わず高度なブラッシングを要求しがたい高齢者や要介護者の口腔衛生管理の質が向上し，根
面う蝕の発症予防や進行抑制に貢献すると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

歯科の二大疾患である齲蝕や歯周病の主因としてだけでなく，誤嚥性肺炎など死に至る疾患

の原因としても口腔バイオフィルムが重要視され，さらに近年では脳内微小出血や認知症と

Streptococcus mutans との関連性も報告されている。齲蝕と歯周病の発症予防や進行抑制を目

指すうえで，歯面などに形成されたバイオフィルムの除去が何よりも優先され，基本的かつ必要

不可欠な口腔衛生管理の手段として現在多くの場面で患者に指導しているのは，セルフケアと

してのブラッシングなど口腔バイオフィルムの機械的除去方法である。しかしながら，歯列の状

態によっては精緻な技術が必要であり，これを要求しがたい高齢者や要介護者が急増している

現状を鑑みた場合，機械的除去ではなく，また抗菌薬の使用による耐性菌の蔓延を助長しない，

例えば化学的原理など新たなコンセプトに基づく口腔バイオフィルムの“中”からの破壊といっ

た機構にもとづく口腔バイオフィルムの形成制御や駆逐が有効かつ有用ではないかと着想した。 

二酸化チタンは工業的に光触媒として大気や水の浄化，脱臭などに加え，その酸化力は施設や

医療器具の抗菌にも応用されている。歯科医療では近年歯牙漂白剤に添加され，主材である過酸

化水素を活性化する触媒として利用されている。一方，Epigallocatechin Gallate（EGCG）や

Curcumin（CCM）などのポリフェノール（以下 PolyP）は抗炎症作用や抗腫瘍効果といった生理

活性に加え，近年では抗菌効果も確認されており，口腔細菌を対象とした報告もされつつある。

しかしながら，これらの報告は主にグラム陰性菌を対象としており，齲蝕原性の高いバイオフィ

ルムの形成初期に優勢なグラム陽性菌への抗菌効果に関する報告は極めて少ない。 

２．研究の目的 

本研究では，二酸化チタンの酸化力を口腔バイオフィルムの構成成分である菌体外マトリッ

クスの歯面からの剥離や多糖の断裂に応用し，これによる PolyP のマトリックス深部への浸透

性亢進とバイオフィルム構成菌への直接的な抗菌作用を期待し，二酸化チタンで構成されたナ

ノチューブ（TiO2 nanotubes,以下 TNT）の内腔に PolyP（EGCG）を保持させた合剤（以下 TNT-

PolyP mixture）を調製し，とくに口腔バイオフィルムの形成初期に深く関わるグラム陽性菌に

対する抗菌効果ならびにバイオフィルム形成の阻止や成長の抑制に対する効果を多面的に検証

することを目的した。 

３．研究の方法 

(1)使用菌株および培養 

 本研究では，グラム陽性菌で齲蝕原性の高い Streptococcus mutans UA159 株を用いて各種の

検討を行った。菌株の培養には Brain Heart Infusion（Becton, Dickinson and Company, NJ, 

USA，以下 BHI と略す）液体培地を使用し，必要に応じて sucrose（終濃度 1%または 5%，和光

純薬，大阪）を添加したうえ（以下，S-BHI），37℃にて嫌気培養（アネロパック，三菱化学，東

京）を行った。 

(2)TNT-PolyP mixture の調製 

二酸化チタン（P25）を，アルカリ処理（10MNaOH，110℃），酸処理（0.1MHCl）および十分量

の超純水を用いた洗浄を経てチタニアナノチューブ（TiO2 nanotubes,以下 TNT）とし，これに

ポリフェノール（PolyP）の一種である EGCG を混合することで合剤（以下，TNT-PolyP mixture）

を得た。対照として，EGCG の溶媒（Dimethyl sulfoxide，DMSO）のみを添加した TNT 溶液（以

下，TNT only）を実験に供した。 

(3)抗菌活性の検証 

 抗菌活性の評価として，種々濃度の TNT-PolyP mixture または TNT only を添加し一定時間培

養した S.mutans 懸濁液の吸光度を測定した。すなわち，前培養した S.mutans を BHI にて一定

濃度（1x106CFU/ml）に希釈・調製後，500μl ずつ 96 穴プレートに播種し，各ウェルに 0.01μ

g/ml～12.50μg/ml の TNT-PolyP mixture または TNT only を添加し 12時間後の吸光度（OD,波

長 595.0nm）をマイクロプレートリーダー（iMark,Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA）

を用いて測定した。また，通法にて最小発育阻止濃度を併せて測定した。 

(4)バイオフィルム形成量の測定 

 TNT-PolyP mixture のバイオフィルム形成抑制効果を評価するために Biofilm formation 

assay1)を行った。すなわち，前項(3)と同様に 96穴プレートに播種した S.mutans 懸濁液に 0.01

μg/ml～12.50μg/ml の TNT-PolyP mixture または TNT only を添加し 12時間嫌気培養した。こ



のとき，S-BHI を用いて菌濃度（1x106CFU/ml）の希釈・調製を行った。12 時間培養後，以下の

方法で well を処理した。すなわち，滅菌超純水（200μl）で 3回洗浄したのち，メタノール（200

μl）を用いてバイオフィルムおよび S.mutans を固定した（室温，15分間）。続いてメタノール

を吸引したのち放置することで well の内面を完全に乾燥させた（室温，約 15 分間）。次に 100

μlの 0.1%クリスタルバイオレット水溶液を各 well に添加し，1分間の振盪に続いて 15分間静

置することでバイオフィルムを染色した。染色後，滅菌水（200μl）で 4回洗浄し，最後の洗浄

に用いた滅菌水を吸引し放置することで well の内面を完全に乾燥させた（室温，約 30分間）。

最後に，各ウェルにメタノール 200μl を添加し 5分間振盪（600rpm）することで，バイオフィ

ルムに結合していたクリスタルバイオレットを溶出し，マイクロプレートリーダーで吸光度（OD,

波長 595.0nm）を測定した。そして，対照群（TNT 未添加）の吸光度に対する比として算出した。 

(5)TNT-PolyP mixture によるバイオフィルム形成の超微変化の観察 

無菌化した唾液で表面処理した滅菌済アパタイトペレットを 24 穴マイクロプレートに投入後，

前項(4)と同様に S-BHI にて希釈・調製した S.mutans 懸濁液を 1ml ずつ播種し，12.50μg/ml の

TNT-PolyP mixture または TNT only を添加し 12時間嫌気培養した。培養後，ペレット表面に形

成されたバイオフィルムをペレットとともにエポキシレジンに包埋し，そこから作製した超薄

切片に菌体内外多糖特異的電子染色（過沃素酸-チオカルボヒドラジド-蛋白銀染色）を施したの

ち透過型電子顕微鏡（TEM）を用いて観察した。 

(6)TNT-PolyP mixture の脱灰抑制能（歯質耐酸性）の検証 

TNT-PolyP mixture の脱灰抑制能（歯質耐酸性）について，前項(5)に準じて唾液処理したア

パタイトペレット，S.mutans 懸濁液ならびに人工脱灰溶液（0.1M 乳酸ゲル）を用いて評価した。

一部のペレットの表面に TNT-PolyP mixture 溶液を作用させたのち（室温，2時間），S.mutans

懸濁液（S-BHI）中に懸垂（37℃，4時間嫌気培養）することで実験群のペレットを，TNT-PolyP 

mixture 溶液を作用させないペレットを同菌懸濁液中に懸垂することで対照群を調製した。また，

TNT-PolyP mixture 溶液を作用させた別のペレットに対しては，S.mutans 懸濁液の代わりに人

工脱灰溶液を用いた。培養終了後，ペレット表面の懸濁液を超音波またはリゾチーム処理にて可

及的に除去したのち，通法にしたがい固定，脱水および乾燥処理を経て走査型電子顕微鏡（SEM）

にて観察した。 

４．研究成果 

(1)TNT-PolyP mixture の抗菌活性  

TNT-PolyP mixture の抗菌活性を評価すべく，種々濃度の TNT-PolyP mixture または TNT only

を添加し 12 時間培養した後の S.mutans 懸濁液の吸光度を測定した。その結果，S.mutans 懸濁

液の吸光度はともに添加した TNT-PolyP mixture あるいは TNT only の濃度依存的に低下した

（図 1）。また，TNT-PolyP mixture を添加した場合に TNT only よりも吸光度が低値になる傾向

が示された。最小発育阻止濃度を確認したところ，TNT-PolyP mixture は 6.25μg/ml であった

が，TNT only を添加した場合は検索対象とした濃度範囲で発育阻害を認めることはできなかっ

た。これらの結果から，TNT-PolyP mixture には S.mutans に対し一定程度の抗菌あるいは制菌

効果を有することが示された。 
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図 1．S. mutans の増殖への TNT-PolyP の影響 
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(2)TNT-PolyP mixture のバイオフィルム形成抑制効果   

TNT-PolyP mixture のバイオフィルム形成抑制効果を Biofilm formation assay を用いて解析

し，対照群（TNT 未添加）の吸光度値に対する比として算出した（図 2）。その結果，TNT-PolyP 

mixture を添加した S.mutans 懸濁液中で形成されたバイオフィルムは，対照群に比して濃度依

存的に減少したことから，相応のバイオフィルム形成抑制効果を有することが明らかになった。

一方，EGCGを担持しないTNT onlyでは濃度依存的ではあるものの減少傾向はTNT-PolyP mixture

に比して少なく，一定程度の制菌効果はあるもののバイオフィルム形成に対する抑制効果は極

めて少ないことが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
(3)TNT-PolyP mixture によるバイオフィルム形成の超微変化 

12.50μg/ml の TNT-PolyP mixture または TNT only を添加した S-BHI で培養した S.mutans が

形成したバイオフィルムを出発材料として作製した超薄切片に，過沃素酸-チオカルボヒドラジ

ド-蛋白銀染色を施し TEM 観察したところ，TNT-PolyP mixture を添加した場合のバイオフィル

ムにおいては，菌体外多糖ならびに菌体内多糖の産生量がともに対照群（TNT 溶液未添加）ある

いは TNT only に比して少ない傾向を示した（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
同様の方法で形成したバイオフィルムから mRNA を精製し gtfB/C/D gene の遺伝子発現を解析

したところ，TNT-PolyP mixture 添加を添加した形成したバイオフィルム内の S.mutans の遺伝

子発現は，gtfB/C/D gene いずれも対照群（TNT 未添加）のそれらより弱い傾向を示した。 

(4)TNT-PolyP mixture の脱灰抑制能の検証   

TNT-PolyP mixture を作用させなかったペレット（対照群）の表面は，TNT-PolyP mixture を

作用させたペレット（実験群）の表面に比して粗ぞう化の傾向が大きいことが観察された。また，

S. mutans 懸濁液の代わりに人工脱灰溶液を用いた場合も同様の傾向を認めた。これらの結果は

TNT-PolyP mixture によるエナメル質の耐酸性獲得を期待できるものであるが，実験群において

もわずかではあるがペレット表面が粗ぞう化していたことから，作用濃度や時間など臨床応用

に向けてさらなる条件検討が今後必要であると考えられる。 

〈引用文献〉 

1) Li YF et al.: Inhibited biofilm formation and improved antibacterial activity of a 
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図 2．S. mutansのバイオフィルム形成への TNT 溶液の影響 
TNT 未添加の S. mutans 懸濁液で形成されたバイオフィルムを用いて得た吸光度値
に対する各ウェルの吸光度値の比としてプロットした。 

図 3．TNT 溶液を添加した場合の S. mutans のバイオフィルムの様相 

a)TNT 溶液未添加（対照群），b)TNT only 添加，c)TNT-PolyP mixture 添加  bar:1μm 

a) b) c) 
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