
緒　　言

　近年，日本の小児のう蝕は減少しているものの，令
和 3 年の学校保健統計調査では，う蝕有病者率が小学
生 39.0%，幼稚園児 26.5% で最も有病率の高い疾患であ
る＊1．この有病率の高さは，医療費の負担にもつながっ
ており，令和 2 年の 0〜14 歳の歯科診療医療費は 2,504
億円であり，呼吸器系の疾患に次いで高く＊2，その多く
がう蝕治療に費やされている．また，世界保健機構は，

世界の疾病負担研究（The Global Burden of Disease 
2019 Study; GDB 2019）において，世界で最も有病率の
高い疾患が永久歯の未治療のう蝕であると報告してい
る＊3．Aida らの報告では，う蝕およびう蝕治療後の根
尖病巣やポスト破折などによる後遺症が，日本人の歯の
喪失原因の 43.3% を占め，歯周病の 41.8% と並んで歯の
喪失の最大の原因となっている 1）．よって，高齢期の残
存歯数を増加するためにも，幼児期から行うう蝕予防は
口腔保健の向上のために重要である．

  1）大阪歯科大学歯学部口腔衛生学講座
  2）大阪歯科大学大学院歯学研究科口腔衛生学専攻
  3）大阪歯科大学附属病院障がい者歯科
  4）徳島大学大学院医歯薬研究部口腔保健福祉学分野
＊1�文部科学省：令和 3 年度学校保健統計，https://www.mext.go.jp/content/20221125-mxt_chousa01-000023558.pdf（2023 年 5 月 30 日アクセス）．
＊2�厚生労働省：令和 2 年度国民医療費の概況，https://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/k-iryohi/20/dl/toukei.pdf（2023 年 5 月 30 日アクセス）．
＊3�World Health Organization: The Global Burden of Disease (GBD) 2019 Study; GDB 2019,  

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/oral-health（2023 年 5 月 30 日アクセス）．
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天然由来成分ヒノキチオールが Streptococcus mutans の増殖 
およびバイオフィルム形成に与える影響
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　概要：Streptococcus mutans（S. mutans）は，う蝕病原細菌として知られており，グルコシルトランスフェラーゼ
（GTF）によって不溶性グルカンを合成する．そのため，S. mutans の GTF はバイオフィルム形成に深く関与する重要な
病原因子であると考えられている．
　ヒノキチオール（HNK）は，細菌や真菌に対して抗菌作用を有しているが，S. mutans に対する抗菌作用やバイオ
フィルム形成に与える影響についての報告は少ない．本研究では，S. mutans に対する HNK の抗菌効果，およびバイオ
フィルム形成抑制効果を検討した．HNK を添加した培地に S. mutans を加え，経時的に濁度を測定することにより増殖
阻害効果を調べた．次に，S. mutans バイオフィルム形成に対する阻害効果を検討するため，HNK を添加した培地に S. 
mutans を加え，24 時間作用させた後，バイオフィルム形成量を測定した．また，バイオフィルム形成関連遺伝子（gtf B，
gtf C，gtf D）の発現量の比較を RT-qPCR 法にて行った．その結果，HNK は濃度依存的に S. mutans の増殖を阻害し，
バイオフィルム形成を抑制することが示された．また，HNK 添加群では，S. mutans バイオフィルム形成関連遺伝子に
対する発現が有意に抑制されていた．
　以上の結果から，HNK は S. mutans バイオフィルム形成を抑制するとともに，バイオフィルムに対し殺菌効果を有し，
う蝕予防に対し有効であることが示唆された．

　索引用語：ヒノキチオール，バイオフィルム，Streptococcus mutans
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　う蝕は，多要因疾患である．Keyes は，う蝕発生
要因を宿主，食餌性基質および細菌因子の 3 つに 2），
Newbrun は Keyes の分類に時間因子を加えた 4 つに要
因を分類しており 3），う蝕リスク判定や予防は因子別に
対応する必要がある．
　口腔内は細菌の増殖に適した環境であり，レンサ球菌
を主体とした 700 種類以上の口腔常在細菌が存在してい
ることが知られている 4）．これらがペリクルを介して歯
面に付着し歯垢が形成される 5）．歯垢中細菌の中でグラ
ム陽性通性嫌気性菌 S. mutans は，歯の脱灰の直接的な
原因となる酸を産生するだけでなく，バイオフィルム形
成においても重要な役割を果たしている 6）．S. mutans
の菌体表層にはその病原性と関与するタンパク構成分が
存在し，グルコシルトランスフェラーゼ（GTF），グル
カン結合タンパク（Gbp），および高分子結合タンパク抗
原 c（Pac）などが知られている 7,8）．Pac がペリクル中の
唾液成分と疎水結合することで，S. mutans は歯面に付
着し 9），S. mutans 自身の産生する GTF がスクロースか
らグルカンを合成することにより S. mutans 同士が付着
し 10），さらにそのグルカンと Gbp が結合することによっ
て S. mutans と歯面の付着を強固にし，堆積することで
バイオフィルムが形成される 11）．その後，バイオフィル
ム中の細菌が産生した酸によって歯の表面が脱灰され，
う蝕が発病する 12）．
　GTF には GTFB，GTFC，および GTFD の 3 つのタイ
プが存在し，それぞれをコードする遺伝子 gtfB，gtfC，
および gtfD がクローニングされ，それらの塩基配列が決
定されている 13）．GTFB は菌体表面に結合して存在し，
スクロースから分解されて生成したグルコースをα1,3結
合することで非水溶性グルカンを合成する．GTFC も同
様に菌体表面に結合して存在し，非水溶性グルカンを合
成するが，グルコースが α1,6 結合した水溶性グルカンも
合成する 14）．GTFD は培養上清中に分泌され，グルコー
スがα1,6結合した水溶性グルカンを合成する 15）．これら
3 つの GTF が相互に作用することが，バイオフィルム形
成に重要である 16）．
　ヒノキチオール（HNK）は，β- ツヤプリシンとしても
知られるトロポロン関連化合物であり，天然ヒバから抽
出した精油に含まれている 17）．HNK は抗菌性，抗真菌
性，抗腫瘍性，抗炎症性および抗酸化活性などを有する
ことが報告されている 18–22）．特に HNK は，歯周病原性
細菌である Porphyromonas gingivalis，Fusobacterium 
nucleatum，Aggregatibacter actinomycetemcomitans お
よび口腔カンジダ症の原因真菌である Candida albicans
に対する抗菌・抗真菌作用が報告されており 23–25），歯周

病や口臭予防を目的とした歯磨剤や口腔ケアジェルに応
用されている 26,27）．しかしながら，HNK の S. mutans に
対する抗菌性についての報告はあるが 23,24,28），HNK の S. 
mutans バイオフィルム形成に対する報告はない．
　本研究では，HNK の S. mutans への抗菌効果，S. 
mutans に対する抗バイオフィルム効果と，各種バイオ
フィルム形成関連遺伝子の転写レベルの変化について解
析を行うことを目的とした．

対象および方法

1．供試菌株および培養条件
　本研究では，当研究室で冷凍保存していた S. mutans 
JCM 5705 株を使用した．S. mutans は 0.5% スクロース
添加 Brain Heart Infusion（BHI; Becton, Dickinson and 
Company，Franklin Lakes, NJ, USA）（BHI-S）を用い，
嫌気条件下（80%N2, 10%CO2, 10%H2）にて 37℃で静置
培養した．

2．供試薬
　HNK（β- ツヤプリシン：C10H12O2）は東京化成工業株
式会社（東京）より購入し，60℃に加温した純水により
100 mg/mL に溶解後，0.22 µm のフィルターを用いて
濾過滅菌した．各実験に供試する際には，使用培地を用
いて適切な濃度に希釈して使用した．

3．最小発育阻止濃度および最小殺菌濃度の測定
　HNK の S. mutans に 対 す る 最 小 発 育 阻 止 濃 度

（Minimal Inhibitory Concentration, MIC） は，Clinical 
and Laboratory Standards Institute 法 29） に 準 拠 し て
行った．S. mutans は，BHI-S 培地で前培養し菌体を集
菌，洗浄後，BHI-S 培地で懸濁し，菌液の吸光度（OD600）
を分光光度計（BioSpectrometer, Eppendorf, Hamburg, 
Germany）にて測定し，菌液の濃度は，OD600=0.1 に調
整した．
　HNK 含有 BHI-S 液体培地の段階希釈液を 96 ウェルプ
レートに作製し（200 µL），菌液を 10 µL 加えた．24 時
間嫌気培養後に MIC を判定した．なお，MIC の測定は
独立に 3 回行った．
　最小殺菌濃度（Minimum Bactericidal Concentration, 
MBC）は MIC を示した培地を含め，発育抑制のみられ
た培地から培養液を 100 µL 採取し，BHI-S 寒天培地に
塗沫して 37℃嫌気条件下で 24 時間培養した．培養後，
コロニーの形成が認められなかった状態を殺菌されたと
判定し最小濃度を MBC とした．

4．増殖阻害実験
　S. mutans の増殖を確認するため吸光度を測定した．
6.3および12.5 µg/mL HNK添加あるいは非添加のBHI-S
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液体培地を 10 mL を作成した．作成した液体培地に前培
養した S. mutans を 100 µL 加え，37℃で嫌気条件下にて
培養した．S. mutans の増殖は，培養開始時および培養開
始後 4 時間ごとに 32 時間，各培養液の濁度を分光光度計

（OD600）で測定した．なお，測定はいずれも 3 回行った．
5．S. mutans バイオフィルム形成への影響 

　HNK の S. mutans バイオフィルム形成に対する影響
は，Nomura らの報告を一部改変し行った 30）．すなわ
ち，HNK を 6.3 µg/mL および 12.5 µg/mL になるように
添加した BHI-S 培地に S. mutans を OD600=0.1 になるよ
うに調整した．これらの菌液を 200 µL ずつ 96 ウェルプ
レート（住友ベークライト，東京）に分注し，37℃で 24
時間嫌気培養した．その後，プレートを PBS で 3 回洗浄
し，浮遊した細菌を除去し，プレート上に残留形成した
ものをバイオフィルムとした．形成されたバイオフィル
ムを 25% ホルムアルデヒドにより 10 分間固定後，各ウェ
ルに 0.05% クリスタルバイオレット水溶液（ナカライテ
スク，京都）を 200 µL ずつ分注して 5 分間室温で染色
した．染色後のプレートを PBS で洗浄し，バイオフィル
ムに吸着したクリスタルバイオレット色素を 95% エタ
ノール 15 分間の作用により菌体から抽出した．バイオ
フィルム中に存在する細菌量は，クリスタルバイオレッ
ト色素濃度をマイクロプレートリーダー（SpectraMax 
MS500, Molecular Devices, San Jose, Ca, USA）により
550 nm の波長で測定した．

6．バイオフィルム形成関連遺伝子の発現動態の解析
　S. mutans バイオフィルム形成関連遺伝子の転写レ
ベルの変化を調べるために，6 ウェルマイクロプレー
ト（住友ベークライト，東京）を用いて 6.3 µg/mL お
よび 12.5 µg/mL HNK 含有 BHI-S 液体培地 4 mL に S. 
mutans（OD600=0.1）を 80 µL 加え，37℃嫌気条件下で
24 時間培養した．浮遊菌液を取り除いた後に，0.22 µm
のフィルターを用いて濾過滅菌した PBS で 3 回洗浄し
た．洗浄後，セルスクレーパー（TPP Techno Plastic 
Products）を用いてバイオフィルムを剥離し回収し
た．回収したバイオフィルムから，NucleoSpin RNA 

（Macherey-Nagel GmbH, Duren, Germany）を用いて
mRNA を 抽 出 後，ReverTra Ace Ⓡ qPCR RT Master 
Mix （TOYOBO Co. Ltd, 大阪）を用いて cDNA を合成
した．16srRNA 遺伝子をハウスキーピング遺伝子とし，
Step One Real time PCR Systems （Version 2, Applied 
Biosystems Ⓡ，Foster City, CA, USA）を用いて，遺伝
子発現量を Real-time PCR 法（ΔΔCt 法）で解析した．
本実験では，gtf 遺伝子を解析対象とし 31,32），表 1 に示
す遺伝子とプライマーを解析対象とした．

7．統計処理
　S. mutans に対する増殖抑制効果，バイオフィルム形
成への影響，遺伝子の発現動態の解析を 3 回実施して
平均値と標準偏差（SD）を算出した．統計学的解析は
GraphPad Prism 9 を用いて一元配置分析を行い，有意
差が認められた場合にはさらに Dunnet 検定による多重
比較解析を行い，有意水準 5%，1% 未満で検定した．

結　　果

　HNKのS. mutansに対するMICは25.0 µg/mL，MBC
は 100 µg/mL であった．6.3 µg/mL および 12.5 µg/mL
の HNK 添加 BHI-S 液体培地中で培養された S. mutans
の増殖は，培養開始後 32 時間の時点まで抑制された（図
1）．
　HNK の S. mutans バイオフィルム形成に対する影
響を検討する目的で，濃度の異なる HNK 溶液を S. 
mutans 培養液に添加し 24 時間培養後のバイオフィル
ム形成への影響を評価した．6.3 µg/mL および 12.5 µg/
mL HNK 添加時において，S. mutans バイオフィルム形
成は HNK 非添加時と比較して有意に抑制した（p<0.05，
p<0.01）（図 2）．また，S. mutans バイオフィルムに対
して，HNK は濃度依存的に優位な抑制効果を示した．
その抑制率は 6.3 µg/mL HNK では，25.2%，12.5 µg/
mL HNK では 74.8% であった．
　バイオフィルム中の gtfB，gtfC および gtfD の遺伝子
発現量を，HNK非添加で形成したバイオフィルム（コン
トロール群）での遺伝子発現量を1.0として相対的に比較
した結果，gtfB では 6.3 µg/mL HNK で約 0.7，12.5 µg/
mL HNK では約 0.4，gtfC では 6.3 µg/mL HNK で約 0.8，
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表 1　本研究で使用したプライマー

Gene Sequences （5’ → 3’） References

16s rRNA
Forward: 
　CCATGTGTAGCGGTGAAATGC
Reverse: 
　TCATCGTTTACGGCGTGGAC

31

gtfB
Forward: 
　GATCAAGATGTTCGCGTTGC
Reverse: 
　ACACATACTGCGGTGCCATT

32

gtfC
Forward: 
　GATCAAGAAGCGGCTGGTTT
Reverse: 
　ACATGACGCGTGAATCAAGG

32

gtfD
Forward: 
　ATTAAATATGCCGCCGGTGG
Reverse: 
　ATGCGCAGTCCCCATATTGA

32



12.5 µg/mL HNK では約 0.5，gtfD では 6.3 µg/mL HNK
で約 0.6，12.5 µg/mL HNK では約 0.3 と有意に減少し，
HNK による，濃度依存的なバイオフィルム形成関連遺伝
子の発現抑制が確認された（図 3，p<0.05）．

考　　察

　本研究では，HNK の S. mutans に対する抗菌効果を
検討するとともに増殖抑制効果，およびバイオフィルム
形成抑制効果の観察を行った．S. mutans は，う蝕原因
菌であり 33），う蝕に関わる代表的な細菌に対する HNK
の効果を評価することは HNK の臨床的有用性を検討す
るうえで重要である．
　HNK による S. mutans の増殖抑制効果を評価した結
果，6.3 µg/mL 以上の HNK 溶液では，培養後 32 時間
まで菌の増殖抑制が濃度依存的に認められた（図 1）．

　バイオフィルム形成抑制実験では，培養 24 時間にお
いて HNK 非添加群と比較して HNK 添加群においてバ
イオフィルム形成を抑制した．
　S. mutans は，GTFB，GTFC，GTFD の 3 種 類 の
GTF を産生する 34）．GTFB は，大量の不溶性グルカン
を産生することで，菌体を歯面に付着させ歯質脱灰力
の強いう蝕原性プラークを形成することが知られてい
る 35）．さらに，う蝕の重症度と GTFB の産生に強い関
連性も指摘されている 36）．また，S. mutans の菌体表
面に結合して存在する GTFB，GTFC は gtfB 遺伝子，
gtfC 遺伝子にエンコードされ，不溶性グルカンを合成
するが，これらの遺伝子が不活化することでバイオフィ
ルム形性能が著しく低下することが報告されており 37），
効率的にう蝕予防を行うには，不溶性グルカンの生成を
抑制することが有効である．これらのことから，6.3 µg/
mL 以上の HNK はバイオフィルム形成関連遺伝子であ
る gtfB，gtfC，gtfD の転写を減少させることで，S. 
mutans の付着を抑制させる可能性があると考えられた．
　ヒト難治性細菌感染症の 80% 以上はバイオフィルム
が関与しているとされており 38），デンタルプラークも
口腔内バイオフィルムと考えられている 39）．また，S. 
mutans は，細菌性心内膜炎の発症に関与していると報
告されており 40,41），近年の超高齢社会のわが国における
高齢者の全身管理との関係からも，プラーク形成を抑制
する材料の開発は重要であると考える．HNK は，天然
由来の安全性の高い歯科材料として予防歯科医療に貢献
すると考える．
　結論として，HNK は S. mutans に対する抗菌効果を有
し，増殖抑制効果を有するとともにバイオフィルム形成
を抑制することで，う蝕予防に役立つ可能性が示された．
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図 1: HNKがS. mutansの増殖に及ぼす影響
各種濃度のHNK添加BHI-S液体培地で培養後，0，8，16，24，32時間後に分光光度計を用いて600 nmにおける細

菌培養液の濁度を測定した．グラフは独立した3回の平均値を示し，平均値±SDで表した．
（*p＜0.05）（ * *p＜0.01）．
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図２: HNKのS. mutansバイオフィルム形成への影響.
比較対象に用いたHNK非添加群および各濃度のHNKのバイオフィルム形成への影響を吸光度を測定し，平均値±SDで表した（*p＜0.05）（ * *p＜0.01）．
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図３:RT-qPCRによる gtf遺伝子発現の比較.
HNK非添加群を1.0とし，各濃度のHNK作用時の相対的な遺伝子発現を算出し，

平均値±SDで表した（*p＜0.05）（ * *p＜0.01）．

0.2

gtfC

**

*

gtfB

6.3 µg/mL 

12.5 µg/mL 

Control**

**
**

*

図 1　HNK が S. mutans の増殖に及ぼす影響
各種濃度の HNK 添加 BHI-S 液体培地で培養後，0，8，16，
24，32 時間後に分光光度計を用いて 600 nm における細菌培
養液の濁度を測定した．グラフは独立した 3 回の平均値を示
し，平均値 ±SD で表した．

（＊p<0.05）（＊＊p<0.01）．

図 3　RT-qPCR による gtf 遺伝子発現の比較
HNK 非添加群を 1.0 とし，各濃度の HNK 作用時の相対的
な遺伝子発現を算出し，平均値 ±SD で表した（＊p<0.05） 

（＊＊p<0.01）．

図 2　HNK の S. mutans バイオフィルム形成への影響
比較対象に用いた HNK 非添加群および各濃度の HNK のバ
イオフィルム形成への影響を吸光度を測定し，平均値 ±SD
で表した（＊p<0.05）（＊＊p<0.01）．
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Effect of Hinokitiol on Growth and Biofilm Formation of Streptococcus mutans
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Abstract: Dental caries is the most common disease of the human mouth. Streptococcus mutans is 
a major cariogenic bacterium. Hinokitiol (HNK), a natural substance extracted from plants such as 
Chamaecyparis obtusa var., is known for its antibacterial and antifungal properties. Although the anti-
bacterial effect of HNK against periodontal bacteria and fungi has been studied in detail, little is known 
about its antibacterial effect on cariogenic bacteria, specifically S. mutans. The purpose of this study was 
to investigate the antibacterial activity of HNK against S. mutans, and evaluate its potential as a preven-
tive agent against cariogenic diseases. HNK marked remarkable antimicrobial activity against cariogenic 
bacteria. Moreover, it also inhibits the formation of S. mutans biofilms and exhibits bactericidal activity 
within the biofilms. Furthermore, HNK can inhibit key virulence factors of S. mutans associated with 
cariogenicity. In conclusion, HNK may be a new agent with anticariogenic potential not solely via inhibi-
tion of the growth of cariogenic bacteria.
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