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研究成果の概要（和文）：本研究において，ナノサイズの銀粒子（SNP）にCurcuminなどのポリフェノール
（Polyphenol）を担持させたPolyphenol（CCM/EGCG）-SNP複合体に着目し，この複合体の抗菌効果ならびに口腔
バイオフィルム形成抑制効果を多面的に解析したところ，CCM-SNPおよびEGCG-SNPの両者において一定の抗菌活
性およびバイオフィルム形成抑制効果を有することが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the effect of antibacterial activity and suppressing 
formation of oral biofilm of polyphenol-silver nanoparticles complex were analyzed using Biofilm 
formation assay and Electron Microscopy. Thus, it was shown that both CCM-SNP and EGCG-SNP were 
shown to have antibacterial activity and biofilm formation inhibitory effect.

研究分野：保存修復学

キーワード： バイオフィルム　銀ナノ粒子　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
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
着目したポリフェノール・銀ナノ粒子複合体のような化学的・生物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。



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

フラボノイド系に分類されるカテキン類の一つであるエピガロカテキンガレート（(−)-

Epigallocatechin Gallate，以下 EGCG と略す)は，抗炎症作用や抗腫瘍効果といった生理活性だ

けでなく抗菌活性も有することが報告されている。また，クルクミノイド系の代表であるクルク

ミン（Curcumin，以下 CCM と略す）も EGCG と同様，生理活性だけでなく抗菌活性も持つことが

報告されている。さらに近年では EGCG による肺癌細胞の増殖抑制効果を CCM が増強することが

報告されるなど，EGCG と CCM の併用効果が注目されている。一方，金属ナノ粒子，特に銀ナノ

粒子（Silver Nano Particles，以下 SNP と略す）のグラム陽性菌に対する抗菌効果やバイオフ

ィルム形成制御効果を期待した報告があり，さらに最近，EGCG や CCM を SNP に担持して複合体

化する方法など Polyphenol（CCM/EGCG）-SNP 複合体の生物医学的応用への扉が開かれつつある。 

２．研究の目的 

本研究では，ナノサイズの銀粒子にCurcuminなどのポリフェノールを担持させたPolyphenol-

SNP 複合体に着目し，この複合体の抗菌効果ならびに口腔バイオフィルム形成抑制効果を多面的

に解析した。 

３．研究の方法 

（1）使用菌株および培養 

本研究では Streptococcus mutans UA159 株および Porphyromonas gingivalis ATCC33277 を

用いて各種の検討を行った。 

（2）Polyphenol（CCM/EGCG）-SNP 複合体の調製 

CCM-SNP は，最終濃度が 16.7μM または 3.3μM となるよう 5mM Curcumin 溶液（0.2N 水酸化

カリウム溶液）を硝酸銀溶液（0.1M）に添加したものを出発材料として調製した。また，対照

として Curcumin を添加しない SNP を併せて調製した。なお，以下の記述では Curcumin の最終

濃度が 16.7μM あるいは 3.3μM の CCM-SNP をそれぞれ CS-H，CS-L とし，対照を Sと略す。一

方，EGCG-SNP についても同様に硝酸銀を用いて同様に調製した。 

（3）抗菌活性の検証 

前項で調製した 3種の SNP（CS-H，CS-L, S）の最小発育阻止濃度（以下 MIC）を，微量液体

希釈法を用いて測定した。まず，組織培養用 96well プレートの各 well に，MHB で段階希釈し

た 3種の SNP を 100l ずつ分注した。次に，MHB で 5.0 x 105 CFU／ml に調製した S.mutans を

100l ずつ接種し嫌気培養を行った後，各 well の吸光度を測定した。S.mutans の増殖の有無

は，これを接種しなかった同濃度の溶液の吸光度と比較することで判断し，増殖を認めない最

小の SNP 濃度を MIC と判定した。次に各 SNP について，MIC より数段階高濃度の溶液から 20l

ずつ血液寒天培地（BD 社）へ滴下し嫌気培養を行い，最小殺菌濃度（以下 MBC）を判定した。 

（4）バイオフィルム形成量の測定 

培養終了後，Biofilm formation assay にてバイオフィルムの形成量を評価した。すなわ

ち，滅菌超純水（200l）で 3回洗浄したのち，メタノール（200l）を用いてバイオフィルム

および S.mutans を固定した。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。次に 100l 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，水洗および乾燥

を経て，最後にメタノール（200l）を添加し 5 分間振盪することで，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，吸光度（OD595.0nm）を測定した。 

（5）ハイドロキシアパタイトペレットの調製および唾液処理 

市販のハイドロキシアパタイトペレット（10x10x2mm，純度・密度：99%以上，以下 HA ペレッ



ト）を歯面のエナメル質の代用として使用した。また，HA ペレット表面に唾液処理を施した。

すなわち，パラフィンワックスの咀嚼により分泌させた唾液を回収・加熱後，冷却遠心

（13,300xg，20 分間）した上清を段階的に濾過することで滅菌し，実験に供するまで-80℃に

保管した。HA ペレット表面への唾液の処理は，融解した約 100l の唾液を HA ペレットに滴下

し，ピペットチップによる唾液の吸引と風乾により行った。 

４．研究成果 

（1）Polyphenol-SNP 複合体の抗菌活性 

S.mutans を添加して嫌気培養し終えた，段階希釈した各 Polyphenol-SNP 複合体の吸光度

（OD595.0nm）値を表 1 に示す。吸光度値から S.mutans の増殖の有無を判断した結果，CS‐H，

CS‐L および Sの MIC は，それぞれ 1.95 ㎍/ml，0.98 ㎍/ml，0.98 ㎍/ml と判定された。また，

MIC および MIC より数段階高濃度の各 SNP 溶液から血液寒天培地に 20l ずつ滴下し嫌気培養を

行いコロニー形成の有無を確認したところ，CS‐H，CS‐L および Sの MBC は，それぞれ 7.81

㎍/ml，1.95 ㎍/ml，7.81 ㎍/ml であった。なお，CCM のみを同濃度で調製し S.mutans を接種し

た溶液中では，いずれの濃度においても菌の増殖を認めた。 

（2）Polyphenol-SNP 複合体のバイオフィルム形成抑制効果 

種々の濃度で添加した各 SNP 溶液中のバイオフィルム形成量を図 1に示す。CS-L では，添加

濃度が高いほど S.mutans によるバイオフィルム形成量は低値を示し，MIC の CS-L におけるバ

イオフィルム形成量は陽性対照より有意に少なかった。逆に，CS‐Hでは濃度が高いほどバイ

オフィルム形成量が高値を示した。一方，EGCG-SNP の諸効果を Biofilm formation assay およ

び形態学的解析にて行った。Biofilm formation assay から，種々の EGCG-SNP 濃度で S.mutans

の発育が阻害されることが確認され本複合体の抗菌効果が示唆されたが，その効果は CCM-SNP

に比較して弱い傾向を示した。また，形態学的解析からバイオフィルム形成量は対照群（EGCG-

SNP 無添加）に比べ少なかったものの，その効果は Biofilm formation assay の結果と同様，

CCM-SNP に比して弱い傾向を示した。 

（3）菌体内外多糖合成に対する Polyphenol-SNP 複合体の影響 

Biofilm formation assay で形成させたバイオフィルムの超微構造を走査型電子顕微鏡にて 

観察した。さらに，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，透過型電子顕微鏡を用いて観察した。その結果，種々のPolyphenol-SNP複合体の

濃度でP.gingivalisともに，発育が阻害あるいは殺滅されることを確認し，本複合体の抗菌効

果が示されたが，その効果はS.mutans に対してよりも弱かった。一方，バイオフィルム形成抑

制効果はS.mutans と同様に確認することができ，MICの半量のCCM-SNPを添加した培地で形成さ

れたP.gingivalis両菌種のバイオフィルムを走査型および透過型電子顕微鏡で観察したとこ

ろ，CCM-SNP無添加の培地で形成させたバイオフィルム（対照群）よりも，菌体外多糖だけでな

く菌体内多糖においても産生量が減じていることが観察された。 

（4）歯面上のバイオフィルム構成菌の態様に対する Polyphenol-SNP 複合体の影響 

一方，HAペレットを用いてCCM-SNPおよびEGCG-SNPの作用時期の違いによるバイオフィルムの

形成状態の変化を形態学的に解析した。いずれの複合体においても，予め試片に複合体を作用

させた場合において，被検細菌と同時に添加した場合より試片に接して存在する細菌数や菌体

外多糖の形成量が少ない傾向を示し，また対照群（複合体無添加）と比較して少ない傾向を示

したことから，これら複合体のバイオフィルム形成に対する抑制効果に加え，付着抑制効果の

可能性が示された。 
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