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　Abstract：To　develop　the　cariogenicity　test　for　sugar　substitutes　and　foods仇砿π），　the　growing

system　of　mutans　streptococci　was　examined　in　this　study．　Four　strains　of　mutans　streptococci

were　cultured　under　aerobic　or　anaerobic　conditions，　and　the　time　course　of　changes　in　pH　value，

cell　growth　and　insoluble　glucan　synthesis　were　analysed．　In　all　bacterial　strains，　either　pH

decrement，　cell　growth　and　insoluble　glucan　synthesis　showed　slightly　higher　values　under

anaerobic　conditions　compared　with　those　under　aerobic　conditions　after　5　to　7　hours　of　incubation．

However，　a　difference　of　oxygen　conditions　did　not　have　remarkable　effects　on　data　after　a　long

incubations　over　g　hours．　After　23　hours　of　incubation，　sorbitol　was　fermented　by　all　strains　of

mutans　streptococci　used　in　this　study，　especially　by　S舵ρZococcμs仇μωηs．　Yet，　after　g　hours　of

incubation，　the　fermentation　was　not　very　notable，　but　the　difference　in　fermentability　from

sucrose　was　shown　clearly．　These　results　suggest　that　the　optimal　incubation　time　for　evaluation

might　be　approximately　g　hours　under　the　conditions　used　in　this　study．

　The　time　course　of　changes　in　pH　and　cell　growth　showed　a　similar　pattern，　so　the　capacity　to

grow　mutans　streptococci　in　sugar　substitutes　and　foods　were　evaluated　directly　and　indirectly．　In

addition，　we　analysed　insoluble　glucan　synthesis　in　this　test　system．　The　capacity　of　sugar

substitutes　and　foods　to　form　dental　plaque　were　assessed　by　the　integration　of　data　from　the　three

ways　of　analysis　in　this　test　system．

　Maltitol，　xylitol　and　a　food　sample　were　tested　by　this　system、　The　results　suggested　that　either

two　sugar　substitutes　or　a　food　sample　were　non’cariogenic．
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緒 言

　従来より食品の鱈蝕誘発性を評価する方法と

して多くのものが考えられているが日5），現在

では主として電極内蔵法による歯垢下pH連続

測定8’9’1τ18）が用いられている。これはヒトロ腔

内におけるいわゆる仇励oでの試験方法であ

り，プラークによる歯質表層のpH変化をよく

表現するものとして信頼性が高い一方，被験者

への負担の大きさおよび被験者数の制限，子供

の被験者への適用の困難さ，歯垢形成に関する

情報が得られないなどの問題点を持っものと考

えられる2・1°・18）。また，これらの点を補足するも

のとして仇砿τoではヒト歯垢懸濁液を用いて

食品の酸産生性を評価する方法が検討されてい

るが，そこにおいてもヒト歯垢を検体とするこ

とによる検体収集の困難さについては解消され

ず，また歯垢形成に関する情報が得られないこ

とに関しては歯垢下pH連続測定法と同様であ

る8’1°）。そこで我々は検体収集に困難がなく評

価結果の再現性が高い方法と考えられるミュー

タンスレンサ球菌の培養試験に注目した。本試

験法は従来より食品や糖質の酸発酵性を評価す

る指標のひとっとして用いられているが2・1》，

他の試験方法との比較や，より口腔内の条件に

近づけるための検討あるいは歯垢形成に関する

情報を得るための試みはほとんどなされていな

い。そこで歯垢下pH連続測定法で，　pHを

もっとも低下せしめるpositive　controlの糖質

として用いられているスクロースと，pHを低

下させないnegative　controlの糖質として用

いてられているソルビトール18）を本試験に充

て，その結果を分析することで本試験法の特徴

を明らかにした。同時に現在一般に麟蝕原性が

否定されている糖質であるマルチトール，キシ

リトールについて本試験による評価を行い，本

試験と他の繭蝕誘発性試験との評価の一致性を

検討した。さらにマルチトールを主成分とする

キャンディについても本試験による評価を試

み，含糖食品試料と糖質そのものの本試験によ

る評価結果を比較した。

材料及び方法

1．ミュータンスレンサ球菌

　麟蝕原性菌として用いたのはS舵pεOCOCC燐

励zαη8MT　8148，　Sτ吻彦ococcμs励zαη8　ATCC

25175，　S’r2μococcz4s　sobγゴημs　ATCC　33478

（SL・1），　S舵ρ’ococcμs　sob励μs　6715の4種の

ミュータンスレンサ球菌株であり，S舵卿COCCμS

仇μ’αηsMT　8148及びS舵別ocoocμs　sob崩μs

6715は国立感染症研究所口腔科学部において，

またSオ指ρzocoαws　初協αηs　ATCC　25175と

S’7θψ’ococcμs　80bガημs　ATCC　33478（SL－1）は

岩手医科大学歯学部予防歯科学講座において，

50％グリセロールを含むBHI培地中に一20℃

で保存されている菌株である。また，これ以後

S旅21）茜ococcμs　sobガημs　ATCC　33478（SL－1）

はS’陀餌ococcμs　80bガημs　SL・1と記す。

2．糖質及び食品試料

　スクロースとソルビトールは㈱和光純薬工業

より購入した製品を，マルチトールとキシリ

トールは東和化成工業㈱より供与された粉末製

品を使用した。マルチトールおよびキシリトー

ルの純度はそれぞれ93．5％以上，98．0％であ

る。食品試料の形態は固形キャンディで主成分

は前記東和化成工業のマルチトール材料であ

Table　l．　Composition　of　candy（weight／weight）．

Raw　materials　name Content

Maltitol（liquid）

Maltitol（powder）

Reduction　starch　syrup

74．2％

22．6％

1．2％

Ginsen　powder

Chinese　quince　extract

Chlorella　flavor　extract

β一carotene

Stevia

L－menthol

Peppermint

Arabic　gum

Color（chlorophyll）

Carnauba　wax Total　2％
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given　ultrasonic　shock（20　W，5sec）

and　Vortex　treatment（20sec）

　　　　　　　　　centrifuged　at
　　　　　　　　　15，㎜甲m，20min．

　　　　　　岸光男，安藤歩，今井

　　cultured　medium
　　　　　　φ　　　　　　　　centrifuged　at
　　　　　　　　15，000rpm，20min．
　　　　　sediment

　　　　　　　l
washed　twice　with　PBS（pH6．8）

　　　　　　　l
　suspended　in　O．5M　NaOH

　　　　　　　l

　supematant　　　　　　　　sediment
　　　l　　　　　　　　　l
amount　of　sa㏄haride　　　suspended

was　measured　　　　　　in　PBS（pH6．8）

　insoluble　glucan　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　given　ultrasonic　shock
　　　　　　　　　（20W，5s㏄）three　times

　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　turbidity　was　measured

　　　　　　　　　　　at　OD500nm
　　　　　　　　　　　　　bacte1オal　celI

謂9漂「ぽe「epe㎡゜「med

Fig．1．　Fractionation　and　analysis　of　insoluble

　　　glucan　and　bacterial　cell．

る。Table　1にキャンディの配合表を記す。液

体状マルチトールは純度75．0％以上であり粉

末に比べ生成過程に生じるマルトオリゴ糖など

の低分子デキストリンを多く含んでいる。

3．糖質溶液及びキャンディ抽出液

　各糖質を蒸留水中に4％濃度に溶解し，その

後径0．45μnのMillipore　filter（Millipore社）

による濾過滅菌を行った。また，キャンディは

10倍重量の温蒸留水（60℃）に溶解した後，蒸

留水で4％濃度に希釈し，糖質溶液同様に濾過

滅菌を行った。

4．前培養液

　各一20℃保存菌株から4ml　BHI液体培地

（Difco社）中に径2mmの白金耳にて植菌後，

37℃で18時間嫌気培養し，その培養液を再度

4ml　BHI液体培地に対し40μ1接種し，37℃，

18時間嫌気培養した培養液を用いた。

奨，林　　勝彦，米満　正美

5．各種糖質及びキャンディ抽出液を基質とし

た細菌培養

　2倍濃度に調整した糖不含HI液体培地
（Difco社）500μ1，4％濃度の各種糖質溶液また

はキャンディ抽出液500μ1および前培養液10

μ1からなる培養混液を1．5ml容量のマイクロ遠

心管内で37℃静置培養した。0，5，7，9，

12，23時間培養後の培養液に対し，それぞれ

pH，非水溶性グルカン合成量および菌体増殖

量の測定を行った。　嫌気培養にはGas　Pac

System　100型（BBL社）を用い，同社のイン

ディケータにより培養ジャー内の酸素濃度が

0．03％以下20）であることを随時確認した。これ

に対し艀卵器中にそのまま静置培養したものを

本研究では便宜的に好気培養と称した。

6．pH，非水溶性グルカン，菌体量の測定

　培養後の培養液をVortex　mixerにより撹枠

し，その中に直接セミマイクロpH電極
（ORION社）を挿入してpHを測定後，15，000

rpm，20分間遠心分離した。菌体と非水溶性グ

ルカンからなる沈渣をPBS（pH　6．8）で洗浄

し，培地成分を除去した後0．5MNaOHlmlに

懸濁し，超音波（20W，5秒）とVortex　mixer

（10秒×2回）により撹拝して非水溶性グルカ

ンを溶解抽出し，遠心分離した上清中の全糖量

をフェノール硫酸法2Dで定量し，グルコース換

算量として表したものを非水溶性グルカン合成

量とした。また，その沈渣を2mlのPBS（pH

6．8）に懸濁し，超音波による撹枠（20W，5秒

×3回）後，500nmで濁度を測定し，その吸光

度を菌体量の指標22）とした（Fig．1）。

結 果

1．本試験における菌株，培養条件の差異によ

る比較

　S舵ρzoooccμs初碗αηs　MT8148とSτ紹がocoαws

sobガημs　SL－1におけるスクロースとソルビ

トールを基質とした場合の培養時間に対する

pH変化をFig．2に示した。菌株間の比較では，

スクロースの発酵速度は7時間以下の培養時間

でS’豹⑳’ococcμs御ωαηs　MT　8148の方が
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Fig．2．　Time　course　of　changes　in　pH　of　cultured　broth．　The　broth　containing　2％sucrose　or　2％sorbitol

　　　was　incubated　under　aerobic　or　anaerobic　condition．

　　　一一〇－　sucrose，　aerobic．

　　　＋sucrose，　anaerobic．
　　　一一△一一sorbitol，　aerobic．

　　　＋sorbitol，　anaerobic．

S舵ρτococcμs　sobπημs　SL－1よりも速かった

が，9時間を超える長時間培養になるといずれ

もpHが4以下に低下し，最低pHに差はな
かった。ソルビトールはいずれの菌種によって

も発酵されたがS舵ρτococcμs　〃鋤αηs　MT

8148では23時間培養後のpHは4付近まで低

下した。Sz豹幼Zococcμ∬ob物μs　SL－1による発

酵速度はそれに比べ緩やかであったが培養時間

と共にpHは低下し，23時間培養後のpHは5

付近まで低下した。

　Fig．3にすべての供試菌株の5時間培養後と

12時間培養後のpH低下量を表す。図の縦軸は

培地の培養前のpHから培養後のpHを差し引

いた値である。いずれの菌株でも，スクロース

とソルビトールのどちらを基質とした場合にお

いても短時間培養では嫌気培養の方が好気培養

に比べpH低下量が大きく，特に酸発酵速度が

速い菌株でそれが顕著であった。しかし，12時

間培養では嫌気培養と好気培養の差はほとんど

認めらず，23時間においても同様であった。

　S∫w⑳60coccμs勿協αηs　MT8148とS舵餌ococcμs

sobγ勿μs　SL－1におけるスクロースとソルビ

トーづレを基質とした場合の菌体増殖量の培養時

間による変化をFig．4に，　pH低下量の培養時

間による変化をFig．5に，また非水溶性グルカ

ン合成量の培養時間による変化をFig．6にそれ

ぞれ示した。菌体増殖量の推移はpHの低下量

の変化とほぼ並行した推移を示しており，pH

低下量の大きい場合ほど菌体の増殖量も多かっ

た。非水溶性グルカン合成量は菌株間の差が顕

著であった。また，非水溶性グルカン合成量の

培養条件の比較では短時間培養では嫌気培養の

方が好気培養に比べて合成量が多く，12時間を

超える培養時間では同等，もしくは好気培養の

方が多い結果となった。これらの傾向は
Sε豹⑳’ococcμsη2砿αηs　ATCC25175，　S‘豹幼‘ococcμs

sob耽μs　6715についても同様に認められた。

Fig．7にすべての供試菌株の5時間培養後と

12時間培養後の非水溶性グルカン合成量を示

す。
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Fig．3．　Decrement　of　pH　of　cultured　broth　after　5　hours　incubation（a，　b）and　l2　hours　incubation（c，　d）

　　　under　aerobic　condition　（［］）　or　anaerobic　condition　（■）．　Cultured　broth　contained　2％sucrose

　　　（a，c）or　2％sorbitol　（b，　d）．

2．本試験によるマルチトール，キシリトール，

食品試料の評価

　Fig．8～10に，　9時間培養後と23時間培養

後のマルチトール，キシリトールおよび食品試

料のpH低下量，菌体量および非水溶性グルカ

ン合成量をスクロースおよびソルビトールの場

合と比較した結果を示す。図に示したのは

S’γ¢ρZococcμs〃2川αηs　MT8148および

S舵排ococcμs　sobガημs　SL・1を用いた好気培

養および嫌気培養の結果である。供試した糖質

および食品試料ではいずれにおいてもpH低

下，菌体増殖はスクロース，ソルビトールに比

べ著しく低く，非水溶性グルカン合成は認めら

れなかった。また，その他の菌株においても結

果は同様であった。

考 察

1．各種代用糖ならびに食品の麟蝕誘発性試験
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Fig．5．　Time　course　of　changes　in　pH　decrement　of　broth．　The　broth　containing　2％sucrose　or　2％
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　　　　　　一←sorbitol，　aerobic．

　　　　　　＋sorbitol，　anaerobic．
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　　　　2％sucrose

としての麟蝕原性細菌培養試験法について

　S’71¢ρτOCOCCμS〃2協αηS，　S〃匂り’OCOα％s　sobγ仇μS

は鰯蝕原性菌としてもっとも有力な菌種であ

り田～27），仇〃仇oでの細菌培養試験にそれらを用

いることは，食品や糖質の鶴蝕誘発性を評価す

るうえで妥当性の高い方法と思われる。仇〃仇o

での食品の麟蝕誘発性試験は口腔内とくに歯質

と口腔内環境の接触する部分での食品の代謝を
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Fig．8．　Decrement　of　pH　of　cultured　broth　after　g　hours　incubation　and　23　hours　incubation　under

　　　aerobic　condition　（□）　or　anaerobic　condition　（■）．

　　　Cultured　broth　contained　2％sucrose　or　sorbitol　or　maltitol　or　xylitol　or　canndy　extract．

再現するものであることが望ましいと考えられ

る。SτW⑳τOCOCCμS蜘ZαηSは酸素の存在する好

気条件と酸素のない嫌気条件での培養で糖代謝

に違いがあることが知られており歴30），細菌が

産生した酸によりエナメル質が脱灰される場が

歯垢深層であることを考えると仇〃πmにおけ

る細菌培養試験においても試験結果に及ぼす酸

素の影響を検討する必要があるものと思われ

る。今回通常の静置培養（好気培養）とBBL社

のGas　Pac　Systemによる嫌気培養を比較した

ところ，供試菌株のいずれにおいても短時間の

培養ではわずかに嫌気培養の方が酸産生が高い

結果となった。しかし長時間の培養では差は認

められなくなり，本試験時間における最終pH

は同一糖質については培養条件の違いに関わら

ずほぼ一定であった。このことから本試験法で

はある程度長時間の培養時間で評価することに

より培養条件における酸素量の差違は，細菌に

よる酸産生の評価にそれ程大きな影響を及ぼさ

ないものと考えられた。一方，本試験における

pHの低下と菌体の増殖量は同一菌株において

ほぼ並行した動向を示しており（Fig．4，5），こ
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Fig．9．　Cell　growth　of　mutans　streptococci　after　g　hours　incubation　and　23　hours　incubation　under

　　　aerobic　condition　（□）　or　anaerobic　condition　（■）．

　　　Cultured　broth　contained　2％sucrose　or　sorbitol　or　maltitol　or　xylitol　or　candy　extract．

のことから本試験で観察しているpH変化は間

接的に細菌の増殖を表しているものと考えられ

た。歯垢下pH測定法が，すでに存在する豊富

な細菌がある糖質を利用して短時間に産生する

酸を測定しているのに対し，本試験法はある鱈

蝕原性菌株がある糖質を利用して増殖する増殖

速度を観察しているものと考えられる。また本

試験では同時に非水溶性グルカン合成量も測定

しており，本試験法が，食品や糖質の酸発酵性

とともに歯垢形成への寄与を評価する有効な方

法である可能性が示唆された。

　歯垢下pH測定法でpHの低下しない
negative　controlとして用いられ，その低麟蝕

原性が広く認められている7・3L32）ソルビトール

にっいても本試験法では相当の酸発酵性を示し

た。とくにSτ吻τOCOCC恥〃2刷αηSの培養ではい

ずれの菌株でも23時間培養後にエナメル質脱

灰の臨界pH　5．5田）を下回り，この培養時間で見

る限りソルビトールをnegative　controlとし

て用いることに不都合が生じる結果となった。
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　　　hours　incubation　under　aerobic　condition　（□）　or　anaerobic　condition　（■）　．　Cultured　broth

　　　contained　2％sucrose　or　sorbitol　or　malititol　or　xylitol　or　candy　extract．

しかし培養時間が9時間の場合にはスクロース

より著しくpH低下量が少ないことは明らかで

あり（Fig．2，8），それより短時間では前述のよ

うに存在する酸素量の試験結果に対する影響が

大きいことを併せて考慮すると，本試験法で培

養時間を定めて評価する場合には，9時間程度

の培養時間が適当ではないかと思われた。その

際，細菌の増殖がstationary　phaseに到達し

ていないこと，前培養の条件により同一菌株で

もある程度の時間的差が生じることなどに留意

して，対照とする糖質としてスクロースとソル

ビトールを用いた培養を同時に行うこと，また

非水溶性グルカン合成能については菌株による

差が顕著なことから，あらかじめ菌株の特性を

検討して供試菌株を選択することが必要である

と考えられた。

2．マルチトール，キシリトール，食品試料の

本試験による評価について
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　本試験においてマルチトールあるいはキシリ

トール含有培地での培養ではpH低下，菌体増

殖，非水溶性グルカン合成のいずれも認められ

ず，これら糖質が非頗蝕原性であることが示唆

された。マルチトール，キシリトールは従来よ

り非鰯蝕原性であることが示されており誕禰，

本試験においても同様の結果となった（Fig．8

～9）。またマルチトールを主成分とするキャン

ディの抽出液についてはほぼマルチトールと同

じ結果となり，この食品試料中のマルチトール

原料以外の成分（Table　1．）の鱈蝕誘発性への

影響は本試験において認められなかった。

　以上より，麟蝕原性細菌の培養試験は各種代

用糖及び食品の鱈蝕誘発性試験としてある程度

の有用性が認められるものと考えられた。さら

に今後，より高度嫌気条件での培養試験の検討

および被験者由来の唾液・歯垢サンプルを用い

た仇〃仇oでの培養試験の検討などが必要と思

われた。

結 論

　各種代用糖ならびに食品の麟蝕誘発性を評価

するための仇〃伽）での方法としてミュータン

スレンサ球菌の培養試験にっいて検討し，その

試験法により2種の代用糖および1種の食品試

料を評価した。その結果以下のことが明らかに

なった。

1．7時間以内の培養時間では好気培養と嫌気

培養の培養条件の差がわずかに認められたが，

9時間を超える培養では両条件間の相違は無視

し得ることが判明した。またいずれの培養条

件・菌株においてもソルビトールが発酵された

が，9時間以内の培養ではその発酵程度はスク

ロースに比べて著しく低いことが明らかになっ

た。これらより適切な培養時間で評価すること

で，本試験法が麟蝕誘発性を評価するための有

効な方法となりうると考えられた。

2．いずれの菌株においてもpHと菌体量の時

間変化はほぼ同様の推移を示し，本試験が直接

および間接に供試糖質の菌体増殖への寄与を評

価しているものと考えられ，非水溶性グルカン

合成量と併せて評価することで本試験法が供試

糖質の酸発酵性と同時にミュータンスレンサ球

菌による歯垢形成能を評価しうる試験法である

ことが示唆された。

3．本試験法でマルチトールおよびキシリトー

ルの鱈蝕誘発性を評価した結果，両者とも非鶴

蝕原性であると考えられ，マルチトールを主成

分とする食品試料にっいても同様に非踊蝕原性

であると考えられた。

　本論文の要旨は，1998年5月23日，第10回

日本口腔衛生学会東北地方会において発表し

た。
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