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緒言 

口腔内は消化管の入口であり，硬組織および軟組織が入り交じる複雑な環境下で数

百種類もの細菌がバイオフィルムを形成して存在し，常に感染を成立させている。口

腔内感染症の代表例である齲蝕・歯周病などの感染症は乳幼児から高齢者まで幅広い

年代で発症し，歯を喪失する最たる原因となる。また，歯の喪失に伴う口腔機能低下

は高齢者における認知症や寝たきりへ繋がる 1)。さらに，超高齢社会に突入した昨今

では，口腔内常在細菌が原因で発症する誤嚥性肺炎が社会問題にまで発展している。

2, 3)。その要因は，口腔内常在細菌の存在，高齢化に伴う摂食・嚥下機能の低下 4)に加

えて，医療・介護の現場で十分に口腔ケアが行き届いていないことなど，口腔領域に

対する感染管理の欠如が一因である 5~10)。さらなる要因として，残存歯に重点をおい

た 8020 運動の結果，認知症や寝たきりにより手指の運動機能が低下した高齢者では

自己管理し難い歯が多く存在する状況，すなわち清掃しづらい口腔内環境が構築され

ていることも挙げなくてはならない。社会的観点から捉えた場合，これは感染管理の

危機と言える。 

上記の危機に対して予防方法への期待が高まっている。口腔内感染への対応の第一

選択はバイオフィルムの機械的除去である。しかし，日常的な刷掃によってバイオ

フィルムの形成を抑制することはできるが，専門的な口腔ケアを受けなければ，歯面
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に付着したバイオフィルムを完全に除去することは困難である。また，時間と労力の

問題から十分な対策が行き届かないのが現状である。そこで，機械的除去と併用して

行う口腔ケア材料を用いた化学的な除去も対策の一つとなる。欧米諸国ではクロルヘ

キシジンが口腔ケア材料のゴールドスタンダードとして用いられている 11)。しかし，

日本は過去にクロルヘキシジンによるアナフィラキシー様症状が報告されたことか

ら 12)，欧米諸国と比較して低濃度での販売が義務づけられている。よって，日本にお

けるクロルヘキシジン製品は，使用時に数十から数百倍に希釈して使用されるため，

非常に低い濃度で使用せざるを得ないのが現状である。その他の口腔ケア材料には，

チモール，塩化セチルピリジニウム（CPC），塩化ベンゼトニウム等が主成分として

用いられており，殺菌効果は有するが，唾液の自浄作用により歯面上で効果が持続し

ない欠点がある。また，局所で用いる抗生物質製剤は，耐性菌の出現が問題となって

おり，長期的な使用は適していない 13, 14)。さらに，バイオフィルム中には口腔ケア材

料が到達しにくい。上記の理由により，口腔内のバイオフィルム感染症に対して，ゴー

ルドスタンダードとなる方策が日本には存在しないため，新規的な発想に基づいた材

料の探索に加え，早期に実用化させる橋渡し研究が求められている。 

そこで，バイオフィルム感染症の制御のために，バイオフィルムの形成を初期段階

で抑制し，かつ生体に安全である材料に着目した。バイオフィルムの形成段階は，① 
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細菌が歯面に接近してくる段階，② 細菌が歯面に不可逆的な付着を行う段階，③ バ

イオフィルム形成の初期段階，④ バイオフィルムが厚みを増す段階，⑤ バイオフィ

ルム内部が過密になって細菌が放出される段階の 5 段階に分類される 15)。そのうち細

菌が歯面に不可逆的な付着を行う段階は，細菌の初期付着の段階である。そして，口

腔内細菌において初期付着の対象は，歯面のペリクルである 16)。ペリクルとは，有機

的な無細胞性の被膜であり，唾液中の分子が歯面に選択的に吸着することによって生

じる 17)。細菌は，ペリクルに存在する唾液成分由来の糖鎖を受容体として結合し，そ

の結合はレクチン様結合と呼ばれている 18)。この初期付着機構に対して，類似する糖

鎖やターゲットの糖鎖へ特異的に結合活性を示すレクチンが，上述の細菌と歯面との

結合に対する阻害剤として有効であることが想像できる。これは細菌の初期付着を阻

害する方法，いわゆる抗接着療法に基づいている 19)。 

レクチンは，糖鎖に対する結合の特異性や多様性により，様々な生体活性を行うこ

とが知られており，口腔領域におけるレクチンの作用の一つとして，陸生植物レクチ

ンが連鎖球菌の初期付着を阻害することで，バイオフィルムの形成阻害を行うという

報告がある 20)。一方でこれまでに我々は，初期付着に関与し，バイオフィルムの形成

能に優れた Streptococcus mutans（S. mutans）を対象として，バイオフィルム形成阻害

効果を有するレクチンを絞り込む目的で網羅的な解析を行った。その結果，特定の糖
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鎖構造，すなわち Galβ1-3GalNAc（Core 1 構造，Gal：ガラクトース，GalNAc：N ア

セチルガラクトサミン）認識レクチンがバイオフィルムの形成を阻害する傾向を得た

21)。他方で近年，技術の進歩によって，従来困難であった海藻レクチンの抽出・精製

が簡便となり，研究しやすい対象となった 22)。海藻レクチンは陸生植物レクチンと比

較して分子量が小さく，抗原性が小さいという利点があり，複数のジスルフィド結合

によって安定した物性を持つ。さらに，唾液成分由来の糖質であるムチンに対しての

特異性が高く 23~25)，海藻レクチンが既知の陸生植物レクチンよりも S. mutans のバイ

オフィルム形成を阻害したという報告もある 20)。 

そこで，我々はこれまでに得た知見をもとに，Galβ1-3GalNAc を認識する海藻由来

レクチンに対象を絞り，ミル（海松）という緑藻に注目した。ミルは日本近海の低潮

線付近に自然生育する海藻で，一部の地域では養殖も可能であることから，安定した

供給源が確保できる。また，古来より日本人にとって食経験のある海藻でもあるため，

早期に実用化可能な材料として適している。本研究では，海藻由来レクチンであるミ

ルレクチンが，安全かつ有効に口腔内細菌の初期付着を阻害するという仮説のもと，

ミルレクチンを新規の口腔内感染制御材料として利用することを目的に，有効性およ

び安全性を検討した。 
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材料と方法 

レクチン 

本研究で使用したレクチンを表 1 に示した。用いたレクチンはすべて天然物由来の

レクチンであった。Agaricus bisporus agglutinin（ABA）のみ Phosphate buffer（PB：10 

mM，pH6.8）で希釈し，その他のレクチンは Phosphate buffered saline（PBS：pH7.2；

Life Technologies，Carlsbad，CA，USA）で希釈した。ミルレクチン以外は J オイルミ

ルズ（東京）より購入した。ミルレクチンはグライエンス（愛知）より提供を受けた

ものを使用した。 

細菌とその培養 

S. mutans は ATCC25175 株，MT8148 株，GS-5 株を使用した。バイオフィルム形成

阻害効果の検討においては，それぞれの菌株を，37˚C，5 % CO2 の条件下で嫌気的に

Todd-Hewitt Broth（THB：Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA）を用いて

培養した。細菌の増殖抑制効果の検討においては，ATCC25175 株を，37˚C，5 % CO2

の条件下で嫌気的に Brain Heart Infusion（BHI：Becton）を用いて培養した。 

Salmonella typhimurium（S. typhimurium）は TA100 株，TA1535 株，TA98 株，TA1537

株を使用した。それぞれの菌株を 42˚C ， 5 % CO2 の条件下で嫌気的に

Rappaport-Vassiliadis Broth（日本製薬，東京）を用いて培養した。 
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Escherichia coli（E. coli）は WP2uvrA 株を使用した。それぞれの菌株を 37˚C，5 % CO2

の条件下で嫌気的に Lysogeny Broth medium（和光純薬，大阪）を用いて培養した。 

ヒト唾液 

3 人の健常な 20 代の男性から，パラフィンを咀嚼した際の刺激時唾液を 15 mL ず

つ採取した。唾液の採取は，起床後に 2 時間以内に飲食と口腔清掃をしていない状態

で行った。その後，4˚C，3,000 回転/分, 20 分間の遠心分離を行い，上清のみを使用

した。 

ヒト由来細胞と培養 

ヒト歯肉線維芽細胞（HGF：ScienCell，Calfornia, USA）は，Dulbecco’s modified eagle 

medium（DMEM：Life Technologies）に最終濃度が 10 % の Fetal bovine serum（FBS：

Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA）と，最終濃度が 100 unit/mL ペニシリン-100 µg/mL

ストレプトマイシン（Life Technologies）および最終濃度が 0.05 % の Trypsin/EDTA を

加えて培養したものを使用した。 

ヒト歯肉上皮細胞（HGE）は，20 代の健常男性から採取した歯肉上皮細胞を，Simian 

virus 40 を用いて変異させ，Keratinocyte-SFM（Life Technologies）を用いて培養したも

のを使用した（研究倫理審査専門委員会承認 No. 975）。 

THP-1 細胞（THP-1：急性単球性白血病由来，Manassas, VA, USA）は，Roswell Park 
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Memorial Institute medium（Life Technologies）に最終濃度が 10 %の FBS と最終濃度が

100 unit/mL ペニシリン-100 µg/mL ストレプトマイシンを加えて培養したもの使用し

た。 

KB 細胞（KB：ヒト類表皮癌細胞由来，Manassas, VA, USA）は，DMEM に最終濃

度が 10 %の FBS と最終濃度が 100 unit/mL ペニシリン-100 µg/mL ストレプトマイシ

ンおよび最終濃度が 0.05 % Trypsin/EDTA を加えて培養したものを使用した。 

なお，FBS は，56˚C で 30 分間非働化したものを使用した。 

 

バイオフィルム形成阻害効果の検討 

Teixeiraら 26)の方法を一部改変して検討を行った。96穴の平底マルチプレート（Nunc，

Denmark）にヒト唾液を 100 µL ずつ播種し，37 ˚C で嫌気的に 2 時間静置した。PBS

で緩やかに 2 回洗浄した後，各レクチンを 100 µL ずつ添加し，37˚C で嫌気的に 1 時

間静置した。PBS で緩やかに 2 回洗浄した後，PBS で 5 × 107 cfu/mL に希釈した S. 

mutans 培養液を 100 µL ずつ播種し，37˚C で嫌気的に 16 時間培養した。PBS で緩や

かに 2 回洗浄した後，25 %グルタラールアルデヒド（Sigma-Aldrich）を PBS で 1：100

に希釈したもので固定を行った。PBS で緩やかに 2 回洗浄した後，通法に従ってクリ

スタルバイオレット液（ナカライテスク，京都）で染色を行った。その後，99 %エタ
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ノール（和光純薬）で抽出し，マイクロプレートリーダー（SH-1000 Lab：コロナ電

機，茨城）を用いて吸光度（波長；570 nm）を測定した。 

走査電子顕微鏡による細菌の観察 

電界放射型走査電子顕微鏡（SEM：Field Emission-Scanning Electron Microscopy 

DS-720：Topcon，東京）を用いて，各ウェルにおける細菌の付着様相と形態を観察し

た。唾液に対して，レクチン非作用時，BSA 作用時，ミルレクチン作用時のウェルを

対象とした。各ウェルをテーブルトップカットオフマシン（Accutom-50：Struers，東

京）を用いて切り出し，50 %エタノールから無水エタノールに浸漬して脱水した後，

酢酸 3-メチルブチル（和光純薬）に 1 時間浸漬させ，臨界点乾燥器（JCPD-5：JEOL，

東京）を用いて昇華させた。試料表面に真空蒸着器（Neoc ネオオスミウムコーター：

メイワフォーシス，東京)を用いて真空蒸着を施し，加速電圧（10 kV）下で観察した。 

細菌の増殖抑制効果の検討 

96 穴の平底マルチプレートに，BHI で 1 × 107 cfu/mL に希釈した S. mutans

（ATCC25175 株）培養液を 90 µL ずつ播種した。同時にミルレクチン（100 µg/mL，

1,000 µg/mL），陽性対照として CPC（Sigma-Aldrich, 100 µg/mL），陰性対照として PBS

をそれぞれ 10 µL ずつ添加し，プレート中で緩やかに撹拌した。37˚C で嫌気的に培養

しながら，2 時間ごとに吸光度（波長：660 nm）を測定した。  
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ヒト由来の細胞に対する細胞傷害性の検討 

96 穴の平底細胞培養用のプレート（Corning，NY，USA）に，HGF，HGE，THP-1，

KB を播種し，それぞれの条件下で 24 時間培養した。さらに，レクチンと対照群を添

加して 24 時間培養した。その後，光学顕微鏡（Olympus BX50：オリンパス，東京）

下 で 細 胞 の 増 殖 と 形 態 を 観 察 し た 。 さ ら に ， 通 法 に 従 っ て

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium 

（MTS）アッセイと，CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay

（Promega，Madison，WI，USA）を用いた MTT アッセイを行い，細胞への障害性を

検討した。なお，浮遊細胞である THP-1 のみ MTS アッセイを行い，付着細胞である

HGF，HGE，KB は MTT アッセイを行った。陽性対照群は，リンパ球の幼弱化を行

うことで知られており，細胞活性を変化させることが報告されている Concanavalin A

（Con A）を使用した 27)。 

復帰変異原性試験 

「新規化学物質等に関わる試験の方法について」28)および「OECD（経済協力開発

機構）化学物質試験法ガイドライン 471/細菌を用いる復帰変異試験」29)を参考にして

試験を行った。試験は直接法（代謝活性化 S9 mix の非存在下）および代謝活性法（代

謝活性化 S9 mix の存在下）で，プレインキュベーション法により実施した。S9 mix
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は，S9（キッコーマン，千葉），S9 mix 用 Cofactor（Cofactor-Ⅰ，オリエンタル酵母工

業，東京）および日本薬局方注射用水（大塚製薬，東京）を用いて用時調整した。用

量設定試験では，直接法および代謝活性法ともに被験物質の最高用量を 5,000 µg/plate

とし，以下公比約 3 で 6 段階の計 7 用量（5〜5,000 µg/plate）を設定した。本試験で

は，用量設定試験の結果に基づき，直接法および代謝活性法ともに被験物質の最高用

量を 5,000 µg/plate とし，以下公比 2 で 6 段階の計 7 用量（78.1〜5,000 µg/plate）の試

験群を設定した。陰性対照として，被験物質の調整媒体である日本薬局方注射用水の

原液を使用した。使用した細菌に対する陽性対象物質は表 2 に示した。試験には，S. 

typhimurium （TA100 株，TA1535 株，TA98 株，TA1537 株）および E. coli（WP2uvrA

株）を用いた。これらの菌株は，遺伝毒性を有する化学物質の検索に適した細菌とし

て一般的に使用されている。前培養用のニュートリエントブロス培地として，OXOID 

NUTRIENT BROTH No.2（Thermo，MA，USA）を日本薬局方注射用水で 25 g/L に調

整した。S. typhimurium TA98 株および TA100 株の培地には，アンピシリンナトリウム

（25 µg/mL，ナカライテスク，京都）を添加した。試験用培地として最小グルコース

寒天培地（バイタルメディア AMT-O 培地，極東製薬，東京）を使用した。重層用培

地はソフトアガー（BactoTM Agar，Becton）およびアミノ酸溶液（L-ヒスチジンおよ

び D-ビオチン溶液，または L-トリプトファン溶液：和光純薬）を日本薬局方注射用
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水で調整し，10 : 1 の容量比で混合した。試験菌株は 37 ˚C，5 % CO2 の条件下で嫌気

的に培養し，吸光度（波長；660 nm）を測定し，生菌数が 1 × 109 cfu/mL より多いこ

とが確認された培養液を試験に使用した。被験物質および対照物質調整液の処理は，

プレインキュベーション法で行った。すなわち，蓋付きのポリエチレン製チューブ（5 

mL 容量）を使用して，被験物質あるいは対照物質調整液 0.1 mL に，直接法の場合は

0.1 M PB（pH 7.4）0.5 mL を，代謝活性法の場合は S9 mix 0.5 mL をそれぞれ加えて混

合し，さらに，菌培養液 0.1 mL を加えて 37 ˚C，振幅 40 mm，振盪速度 100 回/分に設

定した振盪恒温槽（Personal-Ⅱ-EX，タイテック，埼玉，）で 20 分間振盪培養した。

振盪培養終了後，S. typhimurium は L-ヒスチジン（0.05 mM）および D-ビオチン（0.05 

mM）を含む重層用培地 2 mL を，E. coli は L-トリプトファン（0.05 mM）を含む重層

用培地 2 mL を，それぞれ加えて混和してプレートに重層した。平坦な場所で重層用

培地を固化させた後，被験物質処理群について，プレートでの被験物質の析出の有無

を目視で確認した。その後，37 ˚C，5 % CO2 の条件下で 45 時間培養を行った。その

後，コロニー数の計測を行い，コロニー数が陰性対照群の 2 倍以上の場合を復帰変異

誘発性が陽性と判定した。 

In vivo での安全性の検討 

1. ラット 
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ラットは Crl：CD（SD）系ラット（日本クレア，東京）を使用し， 1 週間の馴化

期間を設けた後に 6 週齢まで飼育した。動物実験は，岡山大学動物実験委員会承認

（OKU-2014428 号）の下で実施し，ラットは室温 22~24 ˚C，人工照明 6:00~18:00 に

設定された岡山大学歯学部動物実験施設で飼育した。 

2. 単回経口投与試験 

「医薬品の製造（輸入）承認申請に必要な毒性試験のガイドラインについて」30)

に基づいて実施した。6 週齢のラットを雌 5 匹，雄 5 匹を割合で 2 群（計 20 匹）に分

類し，1.ミルレクチン（200 mg/mL）投与群，2.対照（精製水）群とした。ミルレクチ

ンはヒト 1 日限界量である 2,000 mg/kg をラット体重換算で設定した。 

投与開始を 0 日として 14 日間の単回経口投与を行った。0 日に，ディスポーザブル

胃ゾンデおよびディスポーザブルシリンジを用いて，それぞれの試薬を強制的に 10 

mL/kg 経口投与した。投与から 4 時間後までは 1 時間ごとに，ラットの異常行動と外

観の変化の有無を観察した。 

体重測定は投与後 0，1，3，5，7，10 そして 14 日に実施した。電子式上皿天秤（GX-2000，

エー・アンド・デイ，東京）を用いて測定し，1 g 単位で測定した。 

投与後 14 日にジエチルエーテル（ナカライテスク）麻酔下にて腹大動脈を切断し，

放血により安楽死させた後，剖検を行った。剖検時には全身の器官と組織を肉眼的に
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観察した。各投与物質による影響と考えられる肉眼的異常所見を認めなかった。 

3. 反復経口投与試験 

6 週齢のラットを雌 3 匹，雄 3 匹を割合で 3 群（計 18 匹）に分類し，1.ミルレクチ

ン（400 µg/mL）投与群，2.ミルレクチン（1,000 µg/mL）投与群，3.対照（精製水）群

とした。 

長期に渡る持続的な経口摂取での各投与物質の生体毒性を検討するために，投与期

間は 28 日間とした。ディスポーザブル胃ゾンデおよびディスポーザブルシリンジを

用いて，1 日に 1 回それぞれの試薬を強制的に 2 mL/kg 経口投与した。投与から 4 時

間後までは 1 時間ごとに，ラットの異常行動と外観の変化の有無を観察した。 

体重測定は 28 日間毎日実施した。電子式上皿天秤を用いて測定し，1 g 単位で測定

した。 

投与後 28 日にジエチルエーテル麻酔下にて下大静脈からの穿刺によって静脈血を

採取し，同時に放血により安楽死させた後，剖検を行った。剖検時には全身の器官と

組織を肉眼的に観察した。各投与物質による影響と考えられる肉眼的異常所見を認め

なかった。採取した血液から 4˚C，4,500 回転/分, 20 分間の遠心分離によって血清を

分離し，血液生化学試験を実施した。試験項目については表 3 に示した。 

統計処理 
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各実験系における統計解析は，3 群間以上の差の検定には one-way analysis of 

variance（one-way ANOVA）を用い，さらに多重比較検定を Dunnet test で行った。各々

の統計処理は，JMP ソフトウェア（version 12.0，SAS，Cary，North Carolina，USA）

を用いて行い，p＜0.05 を有意差ありと判定した。 
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結果 

バイオフィルムおよび細菌の増殖に与える影響 

バイオフィルム形成阻害効果の検討においては，BSA（Bovine serum albumin，

Sigma-Aldrich）添加群を陽性対照群と設定した。BSA はブロッキング剤として用いら

れるが，炭水化物の夾雑物を含み，細菌のバイオフィルム形成に有意に働くためであ

る。ミルレクチン，ABA は S. mutans 全 3 菌株のバイオフィルム形成を有意に抑制し

た。PVL は全 3 菌株のバイオフィルム形成を有意に促進した。（図 1）。 

この様相を電子顕微鏡で観察するために，陽性対照群（レクチン非作用群，BSA 添

加群）とミルレクチン添加群の所見を比較した（図 2）。1,000 倍拡大時にはプレート

底面への S. mutans の付着様相が観察できた。BSA 添加群ではプレート一面に細菌の

付着が観察できた一方，ミルレクチン添加群では細菌の付着がほとんどなかった。

10,000 倍拡大時，レクチン非作用群では成熟したバイオフィルムが観察できた。BSA

添加群では多数の細菌が密集している像が観察できた。一方，ミルレクチン添加群で

は細菌の付着がほとんどなかった。30,000 倍拡大時，レクチン非作用群では菌体が立

体的に密集しており，一つの菌体が複数の菌体と結合している像が観察できた。BSA

添加群では細菌が多数連鎖している像が観察できた。一方，ミルレクチン添加群では

細菌の連鎖がほとんど見られなかった。菌体の外観は他群と比較して明らかな差はな
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かった。 

S. mutans ATCC25175 株の増殖に対する影響をみると，バイオフィルム形成阻害試

験の有効濃度であるミルレクチン 100 µg/mL を添加した際，対照の PBS との間では，

増殖曲線の差はなかった。濃度を 1,000 µg/mL とした際も 100 µg/mL を添加した際と

同様であった。陽性対照とした CPC 添加群は抗菌力を有するため，細菌の増殖はな

かった（図 3）。 

ミルレクチンのヒト由来の細胞に対する細胞傷害性試験 

HGF，THP-1 に対しては，ミルレクチンは 100, 500 µg/mL ともに細胞増殖活性を変

化させなかった。HGE に対しては，ミルレクチンは細胞の活性を有意に増加させる

傾向があった。KB に対しては，100 µg/mL では細胞増殖活性に変化はなかったが，

500 µg/mL では減少させた。一方で陽性対照として用いた Con A を細胞に作用させた

場合，HGF については細胞の活性を有意に増加，HGE，THP-1 については細胞の活

性を有意に減少させる傾向があった（図 4）。 

ミルレクチンの復帰変異原性試験 

直接法において，ミルレクチンは最小濃度（78.1 µg/plate）から最大濃度（5,000 

µg/plate）の範囲において，陰性対照物質と変わらないコロニー数であった（図 5A）。

代謝活性法においても直接法と同様の結果が得られた（図 5B）。 
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ラットに対する影響 

単回経口投与試験では，雌雄ともに精製水投与群とミルレクチン投与群において，

体重変動の差異はなかった（図 6）。試験期間中，飲水，摂餌の目立った変化，異常行

動，活動量の減少といった動態の変化はなかった。剖検時，器官，組織の肉眼的な変

化はなかった。 

反復経口投与試験では，雌雄ともに精製水投与群とミルレクチン投与群において，

体重変動の差異はなかった（図 7）。試験期間中，飲水，摂餌の目立った変化，異常行

動，活動量の減少といった動態の変化はなかった。剖検時，器官，組織の肉眼的な変

化は観察されなかった。血液生化学試験結果として，全個体において計測値は測定範

囲内に収まり，ミルレクチン投与群と対照群との間に差はなかった。 
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考察 

本研究では，安全かつ有効にバイオフィルムの形成を阻害する口腔ケア材料を開発

することを目的として，海藻由来レクチンであるミルレクチンに着目し，その安全性

と有効性を検討した。その結果，ミルレクチンがバイオフィルムの形成を阻害し，ヒ

ト由来細胞と動物に対して安全であることが明らかになった。 

最初のステップとして，ミルレクチンのバイオフィルム形成阻害効果を調べた。唾

液をコーティングしたプレートに，ミルレクチンを含む8種類のレクチンを添加して，

S. mutans ATCC25175 株，MT8148 株および GS-5 株の 3 菌株に対するバイオフィルム

形成阻害効果を測定した結果，ミルレクチンは S. mutans における全ての菌株で，バ

イオフィルムの形成を阻害した。また，ABA はミルレクチンと同様に，S. mutans に

おける全ての菌株で，バイオフィルムの形成を阻害した（図 1）。ミルレクチンと ABA

は，いずれも Galβ1-3GalNAc を認識するレクチンである。すなわち，本研究でのバイ

オフィルム形成阻害効果での結果は，これまでの研究で我々が明らかにした，陸生植

物レクチン中の Galβ1-3GalNAc 認識レクチンが S. mutans に対するバイオフィルム形

成阻害効果を有した結果 21)と整合性が取れた。よって，ミルレクチンは唾液成分中の

Galβ1-3GalNAcに結合し，S. mutansに対して競合的に拮抗していることが推察された。

今後，唾液成分中の糖鎖に対して，S. mutans およびレクチンが結合するドメイン等，
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分子レベルでの詳細な機構を検討していく必要がある。 

さらに，ミルレクチンのバイオフィルム形成阻害効果による，細菌の付着量および

形態的な変化を SEM にて観察した。ミルレクチンを作用させると，レクチン無添加

のものおよび BSA を添加したものと比較して，細菌の付着量は著明に減少した。し

かし，細菌の形態的な変化はみられず，もとの連鎖球菌の形態を維持していた（図 2）。

さらに，ミルレクチンと代表的な口腔ケア製品中の薬用成分である CPC を添加した

際の，浮遊細菌の増殖率の変化を測定し，それぞれの抗菌性を比較した。ミルレクチ

ンを添加した群での浮遊細菌の増殖率は，陰性対照群と比較して差はなかった。また，

CPC を添加した群では浮遊細菌は増殖しなかった（図 3）。すなわち，CPC は細菌に

対して殺菌作用を発揮するのに対して，ミルレクチンは殺菌作用を示さなかった。図

2，3 の結果より，ミルレクチンの作用メカニズムが殺菌ではなく，付着能を阻害する

ことによってバイオフィルムの形成を阻害するという仮説が支持された。 

以上のことから，ミルレクチンは現在日本で販売されている多くの口腔ケア材料に

含まれる代表的な薬効成分である CPC とは異なり，S. mutans の初期付着を阻害する

ことによって，バイオフィルムの形成を阻害した。すなわち，感染の初期段階を制御

することに加え，菌交代減少や耐性菌といった副作用に対する心配が無い材料とみな

すことができた。ここまでがミルレクチンの有効性についての考察である。 
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次のステップとして，ミルレクチンの安全性を調べた。まず，ミルレクチンのヒト

由来細胞に対する傷害性を調べた。100 µg/mL の濃度でのミルレクチンでは，すべて

のヒト由来細胞において傷害性を示さなかったが，500 µg/mL の濃度では，KB 細胞

に対してのみ傷害性を示した（図 4）。すなわち，ミルレクチンは 100 µg/mL の濃度で

は口腔ケア材料として安全に応用することができると考えた。さらに，遺伝毒性を調

べる目的でミルレクチンの復帰変異原性試験を行った。S. typhimurium および E. coli

を用いた復帰変異原性試験の結果，ミルレクチンは復帰変異誘発性を示さなかったこ

とから，遺伝毒性を有さないことが分かった（図 5）。すなわち，本試験の性質からミ

ルレクチンは機能性食品として使用可能な程度の安全性を有することが確認された。 

さらに，動物に対する有害性を単回経口投与および反復経口投与試験によって調べ

た。ミルレクチンをヒトに対する 1日限界投与量をラット体重換算した濃度で，単回

経口投与あるいは反復経口投与したところ，肝機能，腎機能，体重変動全てで対照群

との差はなかった。試験期間中の異常行動はなく，肉眼的には組織の形態においても

異常所見はみられなかった（図 6，7）。すなわち，ミルレクチンは高濃度で生体に投

与した場合，または持続的に低濃度で投与した場合にも，有害性を示さなかった。 

以上のことから，ミルレクチンは細胞に傷害性を示さず，生体においても有害性を

示さないことが明らかとなった。ミルレクチンは海藻由来，天然物を用いた材料であ
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り，生体に対して安全で，臨床応用に向けて優位な性質を備えていると考えた。ここ

までがミルレクチンの安全性についての考察である。 

本研究から，海藻由来レクチンは従来の口腔ケア材料とは異なり，S. mutans の初期

付着を阻害することによって，バイオフィルムの形成を阻害する有効かつ新規的な口

腔ケア材料となる可能性があると考えた。また，ヒト由来細胞および生体への有害性

を示さない安全な材料であることが示唆された。すなわち，橋渡し研究の一端を担い，

材料の有効性のみならず安全性についても肯定的な結果を得ることができたため，今

後は早期の実用化を目指していく。一方で，様々な種由来のレクチンを使用した網羅

的な解析を行い，細菌の初期付着阻害に関わる特異的な構造と，そのメカニズムを解

明していくことが課題となった。さらに，今回使用した S. mutans に関わらず，口腔

内には数多くの細菌種が存在しているため，他の細菌種に対する初期付着の阻害効果

およびバイオフィルム形成阻害効果を検討していく必要があると考えている。 
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結論 

ミルレクチンは，S. mutans のバイオフィルム形成阻害作用を有し，その機序は殺菌

でなく，細菌の付着阻害であると示された。口腔ケア材料や機能性食品としての応用

に際し，十分な安全性を有した材料であることが示された。 
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表 1．使用したレクチン 

レクチン名 単糖結合性 

Codium fragile Hariot（ミルレクチン） Gal/GalNAc 

Agaricus bisporus agglutinin（ABA） Gal/GalNAc 

Concanavalin A（Con A） Man 

Dolichos biflorus agglutinin（DBA） Gal/GalNAc 

Maackia amurensis Lectin（MAM） シアル酸 

Psathyrella velutina Lectin（PVL） GlcNAc 

Sambucus sieboldiana agglutinin（SSA） シアル酸 

Wheat germ agglutinin（WGA） GlcNAc or シアル酸 

Man：Mannose 

GlcNAc：N アセチルグルクトサミン 

 

 

 

 

 

表 2．復帰変異原性試験に用いた細菌の陽性対照物質 

試験菌株 
陽性対照物質 

直接法 代謝活性法 

S. typhimurium TA100 AF-2（0.01） 2-AA（1） 

S. typhimurium TA1535 NaN3（0.5） 2-AA（2） 

E. coli WP2uvrA AF-2（0.01） 2-AA（10） 

S. typhimurium TA98 AF-2（0.1） 2-AA（0.5） 

S. typhimurium TA1537 9-AA（80） 2-AA（2） 

AF-2：2-（2-フリル）-3-（5-ニトロ-2-フリル）アクリルアミド 

NaN3：アジ化ナトリウム 

9-AA：9-アミノアクリジン塩酸塩水和物 

2-AA：2-アミノアントラセン 
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表 3．血液生化学試験項目 

検査項目 対象臓器 

glutamic pyruvic transaminase（GPT） 肝機能 

glutamic oxaloacetic transaminase（GOT） 肝機能 

alkaline phosphatase（ALP） 肝機能 

total bilirubin（T-BIL） 肝機能 

creatinine（CRE） 腎機能 

uric acid（UA） 腎機能 

blood urea nitrogen（BUN） 腎機能 
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図の説明 

図 1. ミルレクチンの S. mutans に対するバイオフィルム形成阻害試験 

Streptococcus mutans ATCC25175 株，MT8148 株，GS-5 株により形成されたバイオ

フィルムをクリスタルバイオレット染色後，波長 570 nm の吸光度を計測した。縦軸

は吸光度を示し，横軸は添加したレクチンの種類を示す。3 人から採取した唾液を用

いて試験を行い，独立した 3 回の実験系とした。グラフは 3 回の実験の平均値を示し，

エラーバーは標準偏差を示す。図中の横線は，陽性対照である BSA 添加群の吸光度

を示す。バイオフィルム形成度の違いは，BSA 添加群を基準にして，対応のない 2

群間の Student's t-test を用いて検定した。**：p<0.01 

 

図 2. 走査電子顕微鏡による観察 

実験 1 で用いたプレートを試料として，ATCC25175 株のプレート底面におけるバ

イオフィルム形成様相を走査型電子顕微鏡にて観察した。図は独立した 3 回の実験の

うち，代表的な像を示す。唾液で表面を処理した後に，レクチン非作用時，BSA 作用

時，ミルレクチン作用時のウェル内のバイオフィルムを観察した。各ウェルにつき，

1,000 倍拡大像，10,000 倍拡大像，30,000 倍拡大像を示す。 

スケールバー：1,000 倍拡大像：30 µm，10,000 倍拡大像：3 µm，30,000 倍拡大像：
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1 µm 

 

図 3. ミルレクチンの S. mutans ATCC25175 株に対する増殖抑制効果の検討 

ミルレクチンを細菌培養液に添加し，0，2，4，6，8，10，12 時間後に波長 660 nm

の吸光度を測定した。対照は，PBS と CPC とした。縦軸は細菌培養液の濁度を示し，

横軸は測定した時間を示す。グラフは独立した3回の実験の平均値を示し，エラーバー

は標準偏差を示す。 

◆，ミルレクチン 1,000 µg/mL；●，ミルレクチン 100 µg/mL；□，PBS；△，CPC 100 

µg/mL 

 

図 4. ミルレクチンのヒト由来の細胞に対する細胞傷害性試験 

ミルレクチンが HGF，HGE，THP-1，KB に与える影響を，生細胞中のミトコンド

リアに存在するホルマザンを溶出させ，比色定量した。接着細胞に対しては MTT assay

を行い，浮遊細胞に対しては MTS assay を行った。ホルマザン溶出後 4 時間で，吸光

度計を用いて波長 490 nm の吸光度を測定した。対照は，PBS と CPC とした。縦軸は

計測した吸光度を示し，添加している薬剤およびその濃度を横軸に示す。グラフは独

立した 3 回の実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。細胞傷害性の違い



 34

は，PBS 添加群を基準にして，対応のない 2 群間の Student's t-test を用いて検定した。

*：p<0.05，**：p<0.01 

 

図 5. ミルレクチンの復帰変異原性試験 

A. 直接法，B. 代謝活性法 

ミルレクチンが S. typhimurium TA100，TA1535，TA98，TA1537，E. coli WR2uvrA，

に対して引き起こす復帰変異誘発性を，試験用培地に細菌を添加して 45 時間後のコ

ロニー数を計測することによって検討した。陽性対照は表 2 に示し，陰性対照は日本

薬局方注射用水の原液とした。縦軸は計測されたコロニー数の陰性対照に対する比率

を示し，横軸には添加しているミルレクチンおよびその濃度を示す。図中の横線は陰

性対照の 2 倍値，すなわち復帰変異誘発性を有すると判断する値を示す。グラフは独

立した 2 回の実験の平均値を示す。 

 

図 6. ミルレクチンのラットに対する単回経口投与試験 

縦軸はラットの体重を示し，横軸には試験開始からの日数（投与日を 0 日とする）

を示す。対照は精製水投与群とした。グラフはラット 5 匹の平均値を示した。 

■，ミルレクチン 200 mg/mL 投与群（雄）；□，精製水投与群（雄）；● 
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，ミルレクチン 200 mg/mL 投与群（雌）；○，精製水投与群（雌） 

 

 

図 7. ミルレクチンのラットに対する反復経口投与試験 

縦軸はラットの体重を示し，横軸には試験開始からの日数（投与開始日を 1 日とす

る）を示す。対照は精製水投与群とした。グラフはラット 3 匹の平均値を示す。 

■，ミルレクチン 400 µg/mL 投与群（雄）；■，ミルレクチン 1,000 µg/mL 投与群

（雄）□，精製水投与群（雄）；●，ミルレクチン 400 µg/mL 投与群（雌）；●，ミル

レクチン 1,000 µg/mL 投与群（雌）○，精製水投与群（雌） 



Fig.1

0.0

0.2

0.4

0.6
ATCC25175

吸
光

度
（
57

0 
n

m
）

**
**

**

**

0.0

0.2

0.4

0.6
MT8148

**
**

**

**

吸
光

度
（5

70
 n

m
）

0.0

0.2

0.4

0.6

no
lectin

BSA ミル

レクチン

ABA Con A DBA MAM PVL SSA WGA

GS-5

** **
** **

**

吸
光

度
（5

70
 n

m
）



Fig.2

唾液のみ

唾液＋BSA

唾液＋
ミルレクチン

× 1,000 × 10,000 × 30,000



0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 2 4 6 8 10 12

Fig.3

吸
光

度
（ 6

60
 n

m
）

時間（hour）



Fig.4

0.0

0.5

1.0

1.5 HGF

HGE

吸
光

度
（
49

0 
n

m
）

0.0

0.5

1.0

1.5

THP-1

KB

0.0

0.5

1.0

1.5

0.0

0.5

1.0

1.5

PBS 100 500 100

Con Aミルレクチン

*

* **
**

**

**

（µg/mL）



A. 直接法

TA100
陰

性
対

照
に
対

す
る
比
率

B. 代謝活性法

TA1535

WP2uvrA

TA98

TA1537

0

5

10

15

20

0

10

20

30

40

50

0

5

10

15

20

25

30

0

2

4

6

8

10

0

2

4

6

8

10

0

5

10

15

20

25

30

0

10

20

30

40

50

0

5

10

15

20

ミルレクチン（µg/plate）

0

5

10

15

陽
性
対
照

陰
性
対
照 7
8

1
5
6

3
1
3

6
2
5

1
,2
5
0

2
,5
0
0

5
,0
0
0

ミルレクチン（µg/plate）

0

5

10

15

陽
性
対
照

陰
性
対
照 7
8

1
5
6

3
1
3

6
2
5

1
,2
5
0

2
,5
0
0

5
,0
0
0

Fig.5



100

200

300

400

0 2 4 6 8 10 12 14

Fig.6

体
重

（ g
）

時間（day）



Fig.7

時間（day）

体
重

（ g
）

100

250

400

1 5 9 13 17 21 25 28


	K0005309_fulltext（本文）
	K0005309_other 

