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ラットう蝕に対するプロポリスの効果

池野 久美子 ･池野 武行 ･宮沢 忠蔵

歯牙う蝕 (虫歯)誘発性原因菌と言われる連

鎖球菌が歯苔形成に関与 しているというのは,

ショ糖 (砂糖)から,不溶性グルカン (IG)を

生合成す るグルコシル トランスフェラーゼ

(GTase)の存在と関係がある (Gibbonsand

vanHoute,1975).最近,GTase阻害剤であ

るムタステインが Aspergillusterreusの培養

上清から単離された (Endoetalリ1983).ム

タステインそれ自身はなんら抗菌作用はもたな

いが,IGの生合成を抑制 し,また,StreptococI

cusmutansがガラスに付着するのを阻止する

効果を有する (Kogaeta1.,1982,Endoet

a1.,1983).ムタステインはまた Streptococcus

sobrinusを接種されたラットの歯牙 う蝕を低

下させた (Nakamuraeta1.,1985).これとは

異なるタイプの GTase阻止剤 リボシトリン

(ribocitrin)は Streptomycessp.の培養上清

から発見された (Okamieta1.,1981).

ミツパテが植物から集めた樹脂状物質である

プロポリスには抗菌作用,抗炎症作用,麻酔作

用などがあると報告 されている (Ghisalberti,

1979). プロポリスに含まれる化学物質のうち

3-アセチルピノバンクシン,ピノセンブリン,

ガランギン,p-クマル酸ベンジルエステル,カ

フェ酸エステルなどに抗菌作用が認められてい

る (Metznereta1.,1975).プロポリスから単

離されたカフェ顧フェネテルエステルはがん細

胞に対 して毒性を有する (Grunbergereta1.,

1988).我々はラットの歯牙う蝕に対するプロ

ポリスの効果を検討するとともに,プロポリス

が連鎖球菌の菌成長やグルコシル トランスフェ

ラーゼ活性に与える影響を検討 した.

実験材料ならびに方法

プロポリス:中国遼寧省,江蘇省産プロポリ

スならびに郡山 (福島県,日本)産プロポリス

の3種類を用いた｡いずれのプロポリスも黒褐

色の硬い樹脂状塊で入手 した｡これらの塊を砕

いてこれに5倍量のエタノールを加えて一晩

放置してから液過 し,プロポリスのエタノール

抽出液を得た｡抗菌作用の実験を行う際にはこ

れらのエタノール抽出液をェタノールで稀釈 し

て290nmでの吸光度が同一になるように調整

した.

プロポリスの成分:3種類のプロポリスの成

分を高速液体クロマ トグラフイ (HPLC)で分

析 した.HPLCはウォーターズ社のモデル

204, カラムはマイクロボンダスフェアC18

(0.39×15cm)を使って行った.流速は0.5ml/

分で溶媒はメタノール/水/酢酸 (75:60:5)

であった.プロポリスの最大吸収波長は290

nmであるのでHPLCでの検出は280nmで行

った.標品として桂皮酸,桂皮酸メチルエステ

ル,桂皮酸エチルエステル,カフェ酸,クリシ

ン,ケルセチン (いずれもシグマ社)を用いた

(Kuno,1987).

細菌:S.sobrinus6715(旧 S.mutans.血

清型d/g),S.mutansPS14(C),Streptococcus

cγicetusOMZ61(a)を使 った.これら細菌の培

養はGAM寒天 (ニッスイ)で4日間 37℃,嫌

気下で行った.

抗菌効果 の判定:S.sobrinus 6715,S.

mutansPS14,S.cricetusOMZ61の培養は

8%W/v シ ョ糖 を 含 む Soybean-Casein

DigestMedium (ディフコ社)を用いた平板寒
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天培地で行った.すなわち,各細菌懸濁液 (550

nmでの吸光度が 1.00,細菌数は約 108個)を

それぞれ寒天培地に混合,植菌 した,各プロポ

リスのエタノール抽出液 (プロポリス量として

100FLg)を直径 5mmの無菌液紙にしみこませ

て,寒天培地上に置いて37℃,嫌気下で培養 し

た. 培養48時間後に各細菌成長抑制ゾーンの

直径を測定 した.

IG合 成 の抑 制:S.sobrinus 6715,S.

mutansPS14,S.cricetusOMZ61の各細菌懸

濁液 0.1mlを8%W/vショ糖 とプロポリスの

エ タノール抽 出液 50/Jlを含む Soybean-

CaseinDigestMedium (総量 5ml)中に植菌

した.対照としてプロポリスエタノール抽出液

のかわりにエタノール50〟1を加えた. この混

合液をガラス製試験管 (13×105mm)に入れ

て30度に傾けて,37℃で48時間培養した.各

細菌のIG合成能, すなわちガラス付着性は培

養後の濁度を550nmの波長で測定 して算出L

f=(Kogaeta1.,1982).

GTase 活 性 の抑 制:粗 GTase は,S.

sobrinus6715,S.mutansPS14,S.cricetus

OMZ61を Soybean-CaseinDigestMedium

で培養して,その培養液から調整 した.GTase

活性はショ糖を基質として,酵素反応で遊離す

る果糖量を測定 して算出した (Smith eta1.,

1979).すなわち,酵素反応液には0.25M ショ

糖 1,0m1,0.2M リン酸緩衝液 (pH7.0)0.5ml,

遼寧省産プロポリスのエタノール抽出液 0.025

ml(2.5mg/ml,対照にはプロポリスエタノー

ル抽出液のかわりに同量のエタノール),粗

GTase抽出液および生理食塩水を加えて総量

2.Omlとして,ガラス製試験管 (13×105mm)

に入れて37℃で2時間酵素反応を行った.桂

皮酸とその誘導体のGTase活性におよぼす影

響の実験には桂皮酸,桂皮酸メチルエステル,

桂皮酸エチルエステルそれぞれを50mg/mlエ

タノールの濃度として,いずれもプロポリスの

エタノール抽出液のかわりに加えた.酵素反応

後に除タンパクを行って,その上清中の総還元

糖量を Somogyi-Nelson法 (Somogyi,1952)

で測定 した.
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図 1 実験スケジュール

ラットにはう蝕誘発性食餌 (ダイエット No.

2000)を与えた (H ).lL-ストレプトマ

イシン処理, 閣-S.sobrinus6715接種,

国-プロポリス投与

†MhM2,M3;各臼歯所出時期

ラットの歯牙う蝕:この実験にはウィスク一

系雄ラット (体重 31g)を用いた.これにスト

レプトマイシン耐性の S.sobrinus6715を接

種 してう蝕誘発性食餌 (ダイエットNo.2000:

KeyesandJordan,1964)を与えた.実験ス

ケジュールを図 1に示 した.雄ラットは生後

15日齢で離乳させ,ダイエットNo.2000で飼

育 し,0.05%のストレプ トマイシンを含む水を

4日間与えた,その後,生後 19日齢雄ラットに

S.sobrinus 6715を以下のようにして植菌 し

た.生後 19日齢のラットは臼歯 (Ml,M2)が所

出直後である. このラットに,GAM寒天平板

培地で培養 した S,sobrinus6715を滅菌生理

食塩水に懸濁 (約 108個/ml)して,その0.2ml

を毎日一回 7日間口腔内へ直接注入 した.さら

に,S.sobrinus6715懸濁液を飲料水に混合 し

(3%溶液)7日間飲ませた.実験に用いたラッ

トを5群に分けた.グループ 1は飲料水に1%

のエタノールを与えられたラット(対照);グル

ープ2は飲料水に 1%のプロポリスエタノール

抽出液 (遼寧省産,最終濃度は1mg/ml)を与

えられたラット; グループ3は S.sobrinus

6715を接種されて,飲料水に 1%のエタノー

ルを与え られた ラッ ト;ブル-プ 4は S.

sobrinus6715を接種されると同時に,飲料水

に 1%のプロポリスエタノール抽出液を与えら

れたラット',グループ5は S.sobrinus6715

を 1週間接種されてから飲料水に 1%のプロポ

リスエタノール抽出液を与えられたラットであ



る. グループ2,4それに5のラットには同濃

度のプロポリスエタノール抽出液を与えた.い

ずれのグループのラットも餌はダイエットNo.

2000を摂食させ, それぞれに調整した飲料水

も自由に摂取できるようにして48日間飼育 し

た.飼育観察後,屠殺前に 17時間絶食した.ラ

ットにペントバルビタールを腹腔内注射 (25

mg/kg体重) して麻酔下に大腿部静脈から採

血 した.その後断頭屠殺 して下顎骨を掃出し,

それを 10%の中性ホルマリン液中で 1週間固

定 した. その後,下顎を水洗 して0.5%の塩基

性フクシンで4時間染色した.試料下顎骨を水

洗してから近位一遠位方向に二分割した (頬側

と舌側から同距離の位置で,ダイヤモンドディ

スクで切断).そしてその切片を実体顕微鏡で

観察 した.ラットの下顎臼歯の裂溝は両側を合

わせると10になるので, この内いくつの裂溝

がう蝕になっているかを算出した.裂溝がう蝕

になっているかどうかの判定は,切片を実体顕

微鏡で観察しながら,象牙質エナメル境界を越

えて染色が進んだ裂溝をう蝕とした.断頭屠殺

したラットから臓器として唾液腺,肺臓および

肝臓を摘出した.

生化学的検査:牌臓中の酵素活性 レベルは,

CO
VI
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餌の組成によって変化することが既に報告され

ている (HowardandYudkin,1963;Wicket

eta1.,1984).そこで,ラットの餌の組成にプ

ロポリスが影響を与えるかどうかを知るために

ら,血清と臓器中のアミラーゼ活性ならびに血

糖値を測定した.摘出した臓器に生理食塩水を

加えてホモゲナイズして,遠心分離後その上清

を酵素活性測定に用いた.アミラーゼ活性はブ

ルースターチ (ネオ-アミラ-ゼテスト,第-純

薬)を基質として吸光分析 した (Ceskaeta1.,

1969).血糖値はぶどう糖酸化酵素法 (Blood

Sugar-GOD-Perid Test,ベ-リンガーマンハ

イム)で測定した.

結果は Student'sttestで評価した.p<

0.01値で有意差検定を行った.

結 果

中国遼寧省産のプロポリスの成分を高速液体

クロマ トグラフィーで分析すると図 2のよう

な結果になった.桂皮酸は リテンション時間

(RT)8.20分に検出され,この他に桂皮酸エチ

ルエステル (RT27.90分),カフェ酸 (RT3.02

分),クリシン(RT26.11分),ケルセテン(RT

6.95分)がそれぞれ同定できた.しかし,桂皮

注入

図2 中国遼寧省産プロポリスの HPLC分析

A=カフェ酸,B=ケルセチン,C=桂皮酸,D=クリシン,E=桂皮酸エチルエステル



表 1 産地別プロポリスの抗菌作用

細菌成長抑制ゾーン,mm

S.sobrinusS.mulansS.cricelus

6715 PS14 0MZ61

遼寧省(中国) 7.50±0.70 635±045 6.90±0.60

江麻省(中国) 620±0.20 555±005 610±0.10

郡山(日本) 6.25±0.15 5.55±0.05 6.45±035

エタノール(対照) Nl) ND ND

数値は2回の実験の平均値±SEM.各産地のプロ

ポリスのエタノール抽出液は,波長290nmで同一の

吸光度となるように希釈されている.遼寧省 (1:

22),汀藤省(1･38),郡山(1:ll),ND-検出されず

酸メチルエステルは検出されなかった.プロポ

リスの検出パ ターンは中国遼寧省産,江蘇省

産,日本郡山産いずれも類似 していた.

プロポリスの S.sobrinus6715,S.mutans

PS14,S.cricetusOMZ61に対する抗菌作用を

表 1に示 した.各産地から得 られたどのプロポ

リスもこれらの細菌に対 してはほぼ同 じ抗菌効

果をもっていた (表 1).

図 3と表 2にIG合成とGTase 活性におよ

ばすプロポリスの効果をそれぞれ示 した. 100

FLg/ml濃度でプロポリスは S.sobrinus6715,

S.mutansPS14,S.cricetusOMZ61のいずれ

の菌に対 しても, そのIG合成を顕著に抑制 し

た. しか し, プロポリスによるIG合成抑制の

程度は,これら3系統の菌種間で幾分かの差異

はみられた.2.5mg/ml濃度の遼寧省産プロポ

リスは S.sobrinus6715,S.cricetusOMZ61

のGTase活性を40%抑制 し,S,mutansPS

14のGTase活性を60%抑制 した (表 2).標

品の桂皮酸誘導体 (シグマ) を用いて GTase

活性に対する効果を実験すると,5.0mg/ml以

上の濃度で桂皮酸は S. cricetus OMZ61の

GTase活性をほぼ 100%阻害 した (図 4).そ

れに反 して,桂皮酸エチルエステルと桂皮酸メ

チルエステルは全 くこの酵素活性を阻害 しなか

った.また,S.mutansPS14から調整 した上

清中のGTase 活性に対 しても同様の結果が得

られた.

ラットを用いたう蝕実験期間中に,プロポリ

スがラットの成長に影響するかどうかを観察 し

蓑2 グルコシルトランスフェラーゼ活性におよぼ

すプロポリスの影響

グルコシルトランス

フェララーゼ活性,mg/2h/mJ

プロポリス 比

S.sobrinus6715(4) I.86j:023

S.mulansPS14(3) 630j:058

S,m'celusOMZ61(3)2,00±032
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数値は平均±SEM.実験例数をカッコ内に示した.

遼寧省産プロポリスのエタノール抽出液 (25〝1)を添

加した.対照には同量のエタノールを添加した.

た.いずれの実験グループも体重は順調に増加

し, 実験終了時の体重は 185±4g (グループ

1),178±5g(グループ2),187±3g(グルー

プ3),183±4g(グループ4),182±5g(グル

ープ5)であった (実験開始時の体重はいずれ

のグループも31±1g).このように対照グルー

プとプロポリス処理グループ (グループ2,4,

5)とに差は認められなかった.また,ラット血

糖値と各組織中のアミラーゼ活性についてもこ

れらのグループ間で比較 した.血糖値はそれぞ

れ,52±5mg/dl(グループ 1),55±4mg/dl

(グループ2),64±7mg/dl(グループ3),70

±4mg/dl(グループ4),67±3mg/dl(グルー

プ5)であった.牌臓のアミラーゼ活性は 132

±12units(グループ 1),152±17units(グル

ープ2),170±16units(グループ3),184±

14units (グループ4), 219±18units/mg肺

臓 (グループ5)であった. この他血清,耳下

1Gか戎Ilt(OD550)

00 1.0 2.0

6715

PS14

0MZ61

6715
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0MZ61

図 3 プロポリス存在下におけるS.sobrinus6715,

S.mutansPS14,S.cricetusOMZ61の IG

産生 D-プロポリスなし(対照),圏-プロポ

リス存在下
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図4 桂皮酸誘導体による S.cricelusOMZ61の

GTase活性阻害率

●-桂皮酸 (5), ×-桂皮駿エチルエステル

(3),○-桂皮酸メチルエステル (4).括弧内の

数字は実験例数

腺,肝臓中のアミラーゼ活性も同様に対照グル

ープとプロポリス処理グループ (グループ2,

4,5)とに差は認められなかった.

ラット一匹当たりの歯牙う蝕裂溝数 (caries

fissures,最大値 10)を計測すると,0.4±0.2

(グループ 1),0.3±0.2(グループ2),4.2±0.6

(グループ3),1.8±0.5(グループ4),1.6±0.5

(グループ5)であった.S.sobrinus6715を接

種されたグループ3では歯牙裂溝の約半数に

う蝕が認められた. これに反 して, グループ4

とグループ5のラットでは歯牙う蝕裂溝が極

めて減少した,グループ4とグループ5の歯牙

う蝕は, グループ 3に比べるとそれぞれ,

56.2%と62.2%阻害された.プロポリス投与と

S,sobrinus 6715接種とが同時になされたグ

ループ4と S.sobrinus6715接種後にプロポ

リスが投与されたグループ5とで歯牙 う蝕阻

害効果に有意な差は認められなかった.

考 察

プロポリスは抗菌作用を有することが明らか

となった (表 1).プロポリスは特に連鎖球菌の

IG合成を顕著に抑制 し (図 3),GTase活性も

阻害した (表 2).また,プロポリス投与によっ

てラットの歯牙う蝕が著しく減少した (図 5).

これ らの結果 より, プ ロポ リスは単 に S.

sobrinus6715に対する抗菌作用を有するのみ

5

ならず,IG合成を抑制 し,GTase活性を阻害

することによってラットの歯牙う蝕を著 しく減

少させるものと考えられた.この実験条件下で

はプロポリスのラットの成長に対して特に毒性

は観察されなかった.以上のことから,プロポ

リスはラットの歯牙う蝕を予防するのに有効で

あることが明らかとなった.

Nakamuraetal.(1985)はムタステインが

ラットの歯牙う蝕を抑制すると報告している.

すなわち,ムタステインは S.sobrinus接種ラ

ットのう蝕を34%抑制 したと報告 している.

我々の実験ではプロポリス投与と S.sobrinus

6715接種とが同時になされたラットでも (グ

ル-プ4),S.sobrinus6715接種の後にプロ

ポリスが投与されたラットでも (グループ5)

それぞれ56.2%,62.2%とかなりの高率でう蝕

が抑制された.

プロポリスには多種のフラボノイ ド配糖体

(フラボン類,フラバノン類)やそれらの誘導体

(フェノール酸,クマリン)などといった特徴的

な化学成分が含有 されている.滝野 ･持田
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図5 ラットのう蝕裂溝数 (一匹当たり)

数値は平均±SEM.1グループ当たり12匹の

ラットを用いた.

*p<0.001,**p<0.01(Student'sttest)
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(1982) は日本の愛媛,秋田産プロポリスから

いく種類かのフラボン類,フェノール酸等を分

離同定した.そして,愛媛,秋田産プロポリス

中のピノシルビンとシンナミリデン酢酸が βα-

cillussubtilisあるいは Mycobacteriumphlei

に対して抗菌作用を示す本体であると報告して

いる.Metzneretal.(1975)は B.subtilis,

Staphylococcus aureus,Candida albicans,

Trichophytonmentagrophytesに作用するプロ

ポリス中の抗菌物質は主として,ピノセンブリ

ン,ガランギン,ピノバンクシソ (以上フラボ

ノイド),ベンジルp-クマリン酸およびカフェ

酸エステルであると報告 している.我々の行っ

た中国遼寧省産のプロポリスの成分分析では,

桂皮酸,桂皮酸エチルエステル,カフェ酸,ク

リシン,ケルセチンがそれぞれ同定できた (図

2).これらの物質の抗菌作用を S.mutansPS

14と S.cricetusOMZ61を使って検討したと

ころ,桂皮酸とカフェ酸が両菌に対して抗菌作

用を有 した (未発表).また,桂皮酸はGTase

活性を阻害することも明らになった (図4).こ

れらのことから,プロポリス中のラットの歯牙

う蝕予防効果を発揮する物質は桂皮酸ではない

かと推察し,さらに今後検討を加えたい.
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