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プロポリス中の抗う蝕性物質について

西 尾 美 緒 , 田淵 彰 彦 , 渋 谷 孝 ,

茶 園 博 人 , 福 田 恵 温 , 栗 本 雅 司

蜂の巣由来の樹脂状物質プロポリスは,東欧

諸国を中心に古 くから民間療法薬として用いら

れている.プロポリスはフラボノイドをはじめ

として多種類の植物成分を含有しており,抗菌

作用,鎮痛作用,抗腰癌作用,マクロファージ

活性化作用など多くの薬理活性が知られている

(阿賀ら, 1992;新井 ･栗本, 1994;松野,

1992).また,抗菌作用の観点から,プロポリ

スは微生物が関与する疾患,例えばう蝕に対す

る予防効果が期待されている (池野ら,1994).

う蝕は歯面に付着したミュータンス連鎖球菌

の代謝産物によって歯の硬組織が崩壊をきたす

感染性疾患のことである.すなわち, ミュータ

ンス連鎖球菌のグルコシルトランスフェラーゼ

(GTase)によってスクロースから不溶性グル

カンが生成し,これが歯表面に付着し,歯垢が

形成される.次いで,歯垢に付着したミュータ

ンス連鎖球菌によりグルコース,スクロースな

どの糖質から酸が生成して歯のエナメル質が脱

灰し,う蝕が発生する.その発症には飲食物中

の糖質,口腔内の微生物,歯の質など多くの因

子が複雑かつ微妙に関係 している (Gibbons

andvanHoute,1975).ミュータンス連鎖球

菌によって酸発酵を受けない糖質,GTase に

よる不溶性グルカン合成を阻害する糖質が非う

蝕性糖質あるいは抗う蝕性糖質として種々食品

に利用されている.

我々はプロポリスの生理的作用研究のひとつ

として,プロポリスエキスおよび当研究所でプ

ロポリスから単離した数種の物質について, ミ

ュータンス連鎖球菌に対する抗菌活性, ミュー

タンス連鎖球菌の酸生成能および GTaseによ

る不溶性グルカン合成能に対する作用を検討し

たので報告する.

材料および方法

1.プロポリスエキスの調製および単離物質

ブラジル産プロポリス原塊 100gをトリオブ

レンダーで粉砕し,これに脱イオン水,50また

は90%(Ⅴ/v)ェクノール水溶液をそれぞれ

250ml加え,60℃で2時間捜拝した.一夜冷室

に放置後,ケイソウ土を用いて波過,濃縮,乾

固し,プロポリスエキスを得た.水抽出エキス,

50または90%(Ⅴ/v)ェタノール抽出エキスの

固形分収率はそれぞれ5.8,30.8および34.4%

であった.プロポリスからの単離物質として,

当研究室で単離し,同定した桂皮酸化合物;3,5

-diprenyl-4-hydroxycinnamicacid(アルテ

ピリンC)[I],3-prenyl-4-dihydrocinnamo1-

0xycinnamicacid[Ⅱ],および3-prenyl-4-

hydroxycinnamicacid (ドゥルパニン)[皿]

を使用した (Agaeta1.,1994).

2.抗菌活性の測定

試験には Stγゆtococcussobrinus6715,S.

mutansOMZ1176,S.mutanslngbritt,S.cri-

cetusOMZ61(a),S.mutansOMZ-65,S.

mutansOMZl175および S.mutansB-13D

の7菌株を使用した.ブレイン--トインフュ

ージョン培地 (Difco) を用いて37℃,24時

間,嫌気下で培養 した培養液を菌懸濁液とし

た.抗菌試験は日本化学療法学会の嫌気性菌の

最小発育阻止濃度 (MIC)測定法に準じて行っ

た.最高試験濃度を固形分として800/上g/ml

とし,25%(Ⅴ/v)ェタノール水溶液で順次2倍

希釈を行って試験寒天平板を作製した.感受性

測定用寒天培地としてブレインハートインフユ
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表 1 ミュータンス連鎖球菌に対するプロポリスエキスおよび単離物質の抗菌活性

MICbg/ml)

菌 株 プロポリスエキス 単離物質

水抽出 50%ェタノール 90%エタノール [Ⅰ] [Ⅱ]
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-ジョン寒天培地 (Difco)を用いた.各菌懸濁

液を試験寒天平板培地に径約 1mmの白金耳で

画線 し,37℃で 24時間嫌気培養 し,MICを求

めた.

3.スクロースからの酸生成に及ぼす影響

ミュータンス連鎖球菌による酸発酵性試験は

Stephanの方 法 (Stephan and Hemmens,

1947)に準じて行った.S.sobrinus6715をブ

レインハー トインフュージョン培地を用いて,

37℃で 24時間嫌気培養し,遠心分離して菌体

を回収 した.この菌体をステファン緩衝液 (pH

7.0)で洗浄し,同緩衝液に懸尚して菌体懸濁液

を調製 した.反応は,最終濃度 25%(Ⅴ/v)の湿

菌体,10mMスクロースおよびェタノールに溶

解 したプロポリスエキスあるいは単離物質(ェ

タノール最終濃度5%)を含むステファン緩衝

液中,37℃で行い,経時的にpHを測定 した.対

照には被検液の代わりに同濃度のエタノールを

含むステファン緩衝液を加えた.

4.不溶性グルカン合成に及ぼす影響

ブレインハー トインフュージョン培地を用い

て S.mutansOMZ1176を培養し,その培養上

清から粗 GTaseを調製 した.最終濃度 1%の

スクロース,0.1M リン酸緩衝液 (pH6.8),粗

GTaseおよびェタノールに溶解 したプロポリ

スエキスあるいは単離物質 (ェタノール最終濃

度 2.5%)を含む反応液 2mlをガラス製試験管

(10×100mm)に入れて,300の仰角で固定

し,酵素反応を37℃で 16時間行った.対照に

は被検液の代わりに同濃度のエタノールを含む

緩衝液を加えて反応させた.酵素反応液を遠心

分離して沈殿を回収 した. これを lM水酸化ナ

トリウム水溶液に溶解 し,アンスロンー硫酸法

により全糖量を測定した.これを不溶性グルカ

ン量とした.

結果

1.抗菌活性

ミュータンス連鎖球菌に対するプロポリスエ

キスおよびプロポリスからの単離物質の抗菌活

性を表に示 した.水抽出エキスは800〟g/ml

の濃度でもミュータンス連鎖球菌の生育に影響

しなかったが,エタノールエキスおよび単離物

質 は抗菌作用を示 した.とくに,S.mutans

OMZ-65に対 して物質 [Ⅰ]および[Ⅱ]が強い

抗菌作用を示 した (MIC50〝g/ml).90%(Ⅴ/

v)ェタノールエキスを原料 としてシリカゲル

カラムクロマトグラフィーで分画 した標品の抗

菌活性を調べたが,物質 [Ⅰ],[Ⅱ]を含む画分

以外にこれらより強い活性を有する画分は得ら

れなかった.したがって,ブラジル産プロポリ

スの成分の中で物質 [Ⅰ],[Ⅱ]がミュータンス

連鎖球菌に対 して最も強い抗菌活性を示す成分

であると判断された.

2.酸生成抑制作用

図 1に S.sobrinus6715によるスクロース

からの酸生成に及ぼすプロポリスエキスおよび

単離物質の影響を示 した.対照のpHは反応

15分でpH4.5以下となったが,物質 [Ⅰ]およ

び[Ⅱ]を2.5mg/ml添加 した反応液ではpH

が 6付近で一定となり,これらの物質が同菌に

よるスクロースからの酸生成を抑制することが
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図 1 S.sobrinus6715によるスクロースからの酸生成に及ぼすプロポリスエキスおよび単離物質の影響

-D- 対照 + 5mg/ml -◇- 2.5mg/ml-●-1mg/ml -△- 0･5mg/ml

わかった.プロポリスエタノールエキスおよび

物質 [Ⅱ]もそれらよりは弱かったが,酸生成を

抑制した.

3.不溶性グルカン合成に及ぼす影響

S.mutansOMZ-176の粗 GTaseを用いた

スクロースからの不溶性グルカン合成に対する

プロポリスエキスおよび単離物質の影響を調べ

た結果を図 2に示 した.プロポリスエタノール

ェキスおよび物質 [Ⅰ]は GTaseによる不溶性

グルカン合成を阻害 した.濃度 400/上g/mlに

おける阻害率は,90%(Ⅴ/v)ェタノールエキス

で29.1%,物質 [Ⅰ]で 33.5%であった.

考察

プロポリスエキスは細菌,カビ,酵母など広

範囲にわたって抗菌作用を示す (Grangeand

Davey,1990;阿賀ら,1992).池野ら(1994)

は中国産プロポリスを用いたラットう蝕に対す

る効果を調べている.彼 らはその研究の中で,

プロポリスエキスの-成分である桂皮駿が ミュ

ータンス連鎖球菌に対 して抗菌作用を示したと

報告 している.さらに桂皮酸は GTase活性を

阻害し,これがラットう蝕の予防効果を示す主

要物質であろうと述べている.

本報において,ブラジル産プロポリスからの

単離成分であるアルテビリンC,3-prenyl-4-

dihydrocinnamoloxycinnamicacid な どの

桂皮駿化合物が, ミュータンス連鎖球菌に対 し

て強い抗菌作用を有することがわかった.ま

た,これらの桂皮酸化合物はミュータンス連鎖

球菌によるスクロースからの酸生成を抑制 し

た.その抑制の程度はアルテピリンC, ドゥル

パニンが強く,抗菌活性と酸生成抑制力との間

に特に相関はみられなかった.これら化合物に

よる駿生成の抑制は,抗菌作用と糖代謝系酵素

に対する阻害作用との複合的な作用によるもの

と考えられる.さらに, ミュータンス連鎖球菌

のGTaseによる不溶性 グルカン合成に対 し

て,プロポリスエタノールエキス,アルテピリ

ンCが阻害を示 した.アルテピリンCによる

不溶性グルカン合成阻害は,パラチノースなど

の抗う蝕性糖質 (Minamieta1.,1990)よりも

数倍強いと思われる.

プロポリスエタノールエキスは,う蝕発生要

因に対 して阻害的作用を示 し,その活性物質と

して桂皮酸化合物が明らかとなった.プロポリ

スには百数十種以上の薬理活性物質が存在する

と言われている.従って,桂皮酸化合物以外に
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図 2 プロポリスエキスおよび単離物質によるGTaseの不溶性グルカン合成阻害対照の不溶性グルカン畳,

1.04mg/mlGTase:S.mutansOMZ-176からの粗酵素標品

□:200〃g/mlI ‥400〝g/ml

もミュータンス連鎖球菌に対 して何らかの阻害

作用を示す化合物が存在 している可能性がある

が,池野 らにより GTase活性阻害が明らかに

されている桂皮酸も含めて,アルテピリンCな

どの桂皮酸化合物がその中心的な物質であると

考えている.プロポリスエタノールエキスのう

蝕に対する予防効果が期待される.

(〒700 岡山市天瀬南町 7-7

(樵)林原生物化学研究所 天瀬研究所)
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ExtractsofBrazilianpropolisandthreecinna-

mic acid compounds isolated from propolis

wereinvestigatedforantimicrobialactivitiesto-

wardsmutansstreptococci,andfortheinhibi-

tionofacid-formationfrom sucrosebythemi-

croorganism andinhibitionofthesynthesisof

insolubleglucan by glucosyltransferase from

themicroorganism.

Theethanolextractofpropolisshowedantト

bacterialactivitytowardsmutansstreptococci,

andinhibitionofbothacid-formationandsyn-

thesisofinsolubleglucan. Thecinnamicacid

compounds,3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamic

acid(1),3-prenyト4-dihydrocinnamoloxycinnamic

acid(2)and3-prenyト4-hydroxycinnamicacid

(3),isolatedfrom propolisshowedstrongeranti-

bacterialactivity towardsmutansstreptococci

thanthatoftheextract.Compounds(1)and(3)

Strongly inhibited acid formation and com-

pound(1)inhibitedthesynthesisofinsoluble

glucan.

Theabilityofpropolisextractstoinhibitfac-

torscausingdentalcarieswassuggestedtobe

duetocinnamicacidcompounds.


