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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　口腔生態系の平衡を乱すことなく、歯の表面上または歯肉上皮組織上でのデンタルバイ
オフィルムの形成および蓄積を予防および／または低減することを目的とする口腔衛生組
成物を製造するための、少なくとも１つのフッ素塩と組み合わせての水性ブドウ種子抽出
物の使用であって、前記フッ素塩が、次式（Ｉ）；

【化１】

（式中：
★Ｒ１＝Ｈ、アルキル；
★Ｒ２＝ＣＨ２－ＯＨ、カルボン酸アルキル、－ＣＯ－ＮＨ－ＣＨ２－ＣＨ２－ＯＨ、
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【化２】

およびＲ２は２位または３位にある）
に適合する塩から選択されるものである、使用。
【請求項２】
　前記フッ素塩が３－ピリジルメタノールフッ化水素酸塩である、請求項１に記載の使用
。
【請求項３】
　前記水性ブドウ種子抽出物が、５０％より大きい質量分率のポリフェノールを含有する
ものである、請求項１または２に記載の使用。
【請求項４】
　前記水性ブドウ種子抽出物が、２０％～５０％の質量分率のプロアントシアニジンを含
有するものである、請求項１～３のいずれか一項に記載の使用。
【請求項５】
　前記口腔衛生組成物が、歯石の形成またはバイオフィルムの蓄積に関連する口腔歯疾患
の発生の予防を目的とするものである、請求項１～４のいずれか一項に記載の使用。
【請求項６】
　前記口腔歯疾患が、齲蝕、歯肉炎または歯周炎から選択されるものである、請求項５に
記載の使用。
【請求項７】
　口腔生態系の平衡を乱すことなく、歯の表面上または歯肉上皮組織上でのデンタルバイ
オフィルムの形成および蓄積を予防および／または低減することを目的とする口腔衛生組
成物であって、水性ブドウ種子抽出物とフッ素塩の組合せを含んでなり、前記フッ素塩が
、次式（Ｉ）；
【化３】

（式中：
★Ｒ１＝Ｈ、アルキル；
★Ｒ２＝ＣＨ２－ＯＨ、カルボン酸アルキル、－ＣＯ－ＮＨ－ＣＨ２－ＣＨ２－ＯＨ、

【化４】

およびＲ２は２位または３位にある）
に適合する塩から選択されるものである、組成物。
【請求項８】
　前記フッ素塩が３－ピリジルメタノールフッ化水素酸塩である、請求項７に記載の組成
物。
【請求項９】
　口内洗浄剤、練り歯磨き、歯肉ゲル、チューインガム、サッカブル錠、デンタルフロス
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、押出カプセル剤、歯ブラシの剛毛、粘着包帯、含浸ウェットティッシュ、義歯および補
綴物用糊材または予防研磨ペーストの形態である、請求項７または８に記載の組成物。
【請求項１０】
　シリグリコールおよび／またはビタミンＥをさらに含有する、請求項７～９のいずれか
一項に記載の組成物。
【請求項１１】
　５０μｇ／ｍＬ～１０，０００μｇ／ｍＬの前記ブドウ種子抽出物を含有する、請求項
７～１０のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１２】
　５０ｐｐｍ～１０，０００ｐｐｍのフッ素を含有する、請求項７～１１のいずれか一項
に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、口腔生態系の平衡を保ちながら、歯の表面または歯肉上皮組織上でのデンタ
ルバイオフィルムの形成および蓄積、ならびに関連口腔歯疾患(associated buccal-denta
l diseases)を予防および／または低減するための、フッ素塩と組み合わせた水性ブドウ
種子抽出物の使用に関する。
【０００２】
　口腔は実際の生態的ニッチであり、それを通じて唾液、食品、空気および細菌産物が通
過し、存在する。
【０００３】
　口腔内では、細菌は全く異なる生活方法：孤立生物が口腔環境中に浮遊する浮遊状態で
の生活方法、またはバイオフィルム内で、歯の表面に付着した細菌が群落として生存する
生活方法のいずれか、を採り得る。
【０００４】
　歯および歯周衛生は、細菌集団が宿主と共存しており、その宿主組織において回復困難
な損傷が起こらない平衡状態と考えられる。しかしながら、歯のバイオフィルムの群落の
組成および代謝活性が乱れたときに病気が発生する可能性がある。
【０００５】
　歯周組織の病変は、まず、歯肉に現われ、周辺歯肉の炎症である歯肉炎を引き起こす。
次に、それらの病変は歯周組織全体に影響を及ぼす歯周炎に発展し、処置しない限り元に
戻らなくなる。
【０００６】
　歯肉炎には異なる種類がある：
　－いわゆるコモンプレイスネグリジェンスプラーク(commonplace negligence plaque)
の存在と関連する歯肉炎、
　－潰瘍壞死性急性歯肉炎、
　－原因がプラークと関係のない歯肉炎:
　　・皮膚疾患と関連する歯肉炎、
　　・歯肉に限局されるかまたは頬粘膜全体に影響を及ぼす歯肉炎;
　　・アレルギー性歯肉炎;
　　・感染性の歯肉炎。
【０００７】
　デンタルバイオフィルム（または歯垢）は、歯の表面に付着して、歯肉と歯の間隙に存
在する不均一な蓄積物であり、好気性細菌または嫌気性細菌を多く含む微生物群落からな
り、微生物および唾液起源の高分子の細胞間マトリックスで覆われている。これは複雑な
細菌組織であり、その第１の形成段階は、唾液中にある硬組織または軟組織の表面上への
糖タンパク質の沈着に相当する。この第１の層は、後天性外因性フィルム（ＡＥＦ）また
はさらに「唾液バイオフィルム」と名付けられている。この層は、二次的に、物理化学的
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、栄養学的または関連基準に応じて組織化する微生物に侵され、それによって、歯および
現在用いられている歯科材料の表面に柔らかい粘着性の黄白色の強固な沈着物が形成され
る。
【０００８】
　２つのタイプのプラークに区別され、歯肉に対して相対的に、それらの解剖学的な位置
に応じて定義される：歯肉縁上プラークプラークおよび歯肉縁下プラーク。これらのタイ
プのプラークはいずれも２つの異なる微小環境を形成する。歯肉縁上環境は唾液に浸され
、一方、歯肉縁下環境は歯肉溝滲出液に浸されている。歯肉縁上環境はとりわけ好気性で
あり、一方、歯肉縁下環境はほぼ例外なく嫌気性である。歯肉縁下スペースは行き止まり
形状であり、液体により洗い流されることなく、そこには定着した細菌集団を分散させる
ことができる機械力はほとんどない。一方、歯肉縁上部は、唾液によって絶えず洗い流さ
れ、口腔に特有の総ての摩損機構（咀嚼、嚥下、発声）に曝され、衛生処置が直接利用可
能である。
【０００９】
　また、歯肉縁上プラークおよび歯肉縁下プラークは、それらの病原潜在能力によっても
区別され：歯肉縁上プラークは、齲蝕の病理に特異的に関連し、一方、歯肉縁下プラーク
は、歯肉および歯周の病理と関連する。歯肉縁上プラーク中に見られる主要な細菌は、St
reptococcus mutans、Streptococcus sanguis、Streptococcus mitis、Streptococcus so
brinus、乳酸桿菌属種(Lactobacillus sp.)、およびアクチノミセス属種(Actinomyces sp
.)(A. viscosus)である。歯側または上皮側の位置によって、歯肉縁下細菌叢の組成はか
なり異なる。Porphorymonas gingivalisおよびFucobacterium nucleatumが存在すること
が知られており、そしてそれによってそれらの細菌は歯周病理に強く関連している。
【００１０】
　殺菌性防腐剤は、歯垢を減らすための組成物に用いられることが多い。しかしながら、
その殺菌性薬剤は、それらの強力な防腐作用が口腔の自然細菌集団内に不均衡を誘導し得
るため、完全に満足できるものではない。実際に、防腐製品は微生物に対して：
　－強烈に（：活性の評価は対数低減という概念、多数の微生物の破壊または不活性化に
基づいている）、
　－急速に（短い接触時間および有機材料と特に接触したほとんどの分子の不活性化を考
えることにより）
作用する。
【００１１】
　さらに、それらの長期使用は耐性株の選択を促す可能性があるため、制限すべきである
。
【００１２】
　そのため、抗付着作用によってバイオフィルムの沈着を制限または抑制することができ
、それによって、良好な口腔歯(buccal-dental)衛生の維持を可能にすることができ、副
次的効果をもたらさず、口腔生態系の平衡も乱さない薬剤を開発する必要がある。この概
念は、細胞増殖または生存力のレベルにおいてではなく、細菌細胞と口腔表面全体：硬表
面（例えば歯のエナメル質）、粘膜、との相互作用、ならびに細菌細胞間の相互作用のレ
ベルにおいての作用に基づいている。
【００１３】
　口腔細菌叢の平衡を重んじるこのような抗バイオフィルム剤をブドウ種子から抽出し得
ることを驚くべきことに発見した。
【００１４】
　ブドウは、ポリフェノールなどの多くの有効成分を含む。ブドウ種子は、強い酸化防止
力で知られているオリゴ－プロアントシアニジン（ＯＰＣ）タイプのポリフェノールをと
りわけ含む。
【００１５】
　ブドウ種子抽出物の適応は、眩しい光による眼のストレスを弱めるための、あるいは外
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傷後または手術後の腫脹の治癒を促進するための、静脈機能不全および静脈瘤の治療とさ
れている。
【００１６】
　ブドウ種子のＯＰＣは、皮膚の老化に対処するための抗ラジカル剤として美容術の分野
においても用いられている。
【００１７】
　ブドウ種子抽出物は、驚くべきことに、抗バイオフィルム剤として口腔歯(buccal-dent
al)衛生の分野においても用い得ることを見出した。
【００１８】
　本発明者らはさらに、驚くべきことに、ブドウ種子抽出物の抗バイオフィルム作用は、
フッ化ナトリウムまたはフルオリノール（３－ピリジルメタノールフッ化水素酸塩）など
のフッ素塩によって可能性が与えられることも見出した。
【００１９】
　本発明の目的は、
　－歯の表面上または歯肉上皮組織上でのデンタルバイオフィルムの形成または蓄積を予
防すること；
　－および／あるいはその定着した表面を低減すること
を目的とする口腔衛生組成物を製造するための、少なくとも１つのフッ素塩と組み合わせ
た水性ブドウ種子抽出物の使用である。
【００２０】
　本発明によるフッ素塩は、好ましくは、無機フッ化物、フッ化アミンまたはフッ化第四
級アンモニウムである。
【００２１】
　無機フッ化物は、特に、フッ化カリウム、フッ化ナトリウムおよびフッ化スズ、ならび
にそれらの混合物から選択してよい。
【００２２】
　フッ化アミンは、好ましくは、次式（Ｉ）：
【化１】

（式中：
★Ｒ１＝Ｈ、アルキル；
★Ｒ２＝ＣＨ２－ＯＨ、カルボン酸アルキル、－ＣＯ－ＮＨ－ＣＨ２－ＣＨ２－ＯＨ、

【化２】

およびＲ２は２位または３位にある）
に適合する塩から選択される。
【００２３】
　本発明による水性ブドウ種子抽出物は、ポリフェノール、特にプロアントシアニジン（
ＯＰＣ）を多く含むという特徴を有する。
【００２４】
　前記抽出物中のポリフェノールの質量分率は、好ましくは５０％より大きく、好ましく
は９０％より大きい。
【００２５】
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　前記抽出物中のプロアントシアニジンの質量分率は、好ましくは２０％～５０％とされ
る。
【００２６】
　前記抽出物の質量ＯＰＣ組成は、好ましくは以下である：
　－オリゴマー：
　　・Ｂ１：１％～４％、好ましくは約２．５％
　　・Ｂ２：５％～９％、好ましくは約７．５％
　　・Ｂ３：最大３％、好ましくは約１．７％
　　・Ｂ４：１％～４％、好ましくは約２．６％
　－モノマー：
　　・カテキン：３％～６％、好ましくは約４．７％
　　・エピカテキン：１２％～１５％、好ましくは約１３．３％
　　・エピカテキン３０ガラート：最大２％、好ましくは約０．７％
【００２７】
　本発明による水性ブドウ種子抽出物は、白または赤ブドウの搾汁かす、好ましくは白ブ
ドウの搾汁かすの、硫化水での水性抽出により得られ得る。この抽出中、メタ重亜硫酸ナ
トリウム（Ｎａ２Ｓ２Ｏ３）を水に溶かすことにより、そして酢酸でそのｐＨを３．８に
調整することにより製造した二酸化硫黄水溶液を溶媒として用いてよい。その後、次のス
テップを行ってよい：
　－不溶性懸濁物質を除去するための遠心分離；
　－特に、酒石酸、糖、多糖および無機物を除去するための濾過；
　－蒸発；
　－その後、所望により、硫化水での新たな抽出、続いて遠心分離、濾過、蒸発（濃縮物
が液体として回収されるまで）；
　－瞬間低温殺菌；
　－抽出物を粉末の形態とすることが望ましい場合には微粒化。
【００２８】
　本発明によれば、前記水性ブドウ種子抽出物は、好ましくは、フッ化ナトリウムまたは
フルオリノール（Ｒ１＝Ｈおよび窒素に対して３位にあるＲ２＝ＣＨ２ＯＨ）と組み合わ
せられる。前記水性ブドウ種子抽出物は、より好ましくはフルオリノールと組み合わせら
れる。
【００２９】
　本発明の目的は、
　－歯石の形成またはバイオフィルムの蓄積に関連する口腔歯疾患(bucco-dental diseas
es)の発生を予防すること；
　－および／あるいはその定着した表面を低減すること
を目的とする口腔衛生組成物を製造するための、少なくとも１つのフッ素塩、特に前に述
べたもの、と組み合わせた水性ブドウ種子抽出物の使用でもある。
【００３０】
　実際に、本発明による組成物は、その予防効果に加えて、口腔バイオフィルムを既に有
しているヒトにおいてプラーク指数も低減し得る。
【００３１】
　特に、本発明による組合せは、原因がバイオフィルムの蓄積と関係している齲蝕、歯肉
炎または歯周炎などの口腔歯疾患(bucco-dental diseases)の予防を可能にする。
【００３２】
　前記組成物の抗付着作用は、本発明者によって：
　－一方では、ヒドロキシルアパタイトのディスク上で異なる口腔細菌を含む懸濁液から
作製した口腔バイオフィルムの実験モデルにおいて；
　－もう一方では、グルコシルトランスフェラーゼの酵素反応に対する前記組成物の阻害
活性を示すことにより
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証明されている。
【００３３】
　本発明の目的は、前に定義した、水性ブドウ種子抽出物と少なくとも１つのフッ素塩の
組合せを含んでなる口腔衛生組成物でもある。
【００３４】
　例えば、フッ素塩は、無機フッ化物例えばフッ化カリウム、フッ化ナトリウムおよびフ
ッ化スズ、ならびにそれらの混合物から、またはフッ化アミン、例えば、次式（Ｉ）：
【化３】

（式中：
★Ｒ１＝Ｈ、アルキル；
★Ｒ２＝ＣＨ２－ＯＨ、カルボン酸アルキル、－ＣＯ－ＮＨ－ＣＨ２－ＣＨ２－ＯＨ、
【化４】

およびＲ２は２位または３位にある）
に適合するものから選択してよい。
【００３５】
　本発明による組成物は、好ましくは、水性ブドウ種子抽出物を、フッ化ナトリウムまた
はフルオリノール（Ｒ１＝Ｈおよび窒素に対して３位にあるＲ２＝ＣＨ２ＯＨ）と組み合
わせて含む。前記水性ブドウ種子抽出物は、より好ましくはフルオリノールと組み合わせ
られる。
【００３６】
　本発明による組成物は、口内洗浄剤、ゲルもしくは練り歯磨き、歯肉ゲル、チューイン
ガム、サッカブル錠、デンタルフロス、押出カプセル剤、歯ブラシの剛毛、粘着包帯、含
浸ウェットティッシュ、義歯および補綴物用糊材または予防研磨ペーストの形態としてよ
い。
【００３７】
　本発明による組成物との組合せに関して、クランベリー抽出物（すなわちVaccinium ni
acrocarpon）などの少なくとも１つの他の抗バイオフィルムも企図し得る。
【００３８】
　前記組成物は、シリグリコール(siliglycol)および／またはビタミンＥおよび／または
ビタミンＣをさらに含んでよい。
【００３９】
　前記組成物は、好ましくは、５０μｇ／ｍＬ～１０，０００μｇ／ｍＬ、有利には２０
０μｇ／ｍＬ～５，０００μｇ／ｍＬ、より有利には１，０００μｇ／ｍＬ～３，０００
μｇ／ｍＬ、さらに有利には約２，０００μｇ／ｍＬの前記ブドウ種子抽出物を含む。
【００４０】
　前記組成物は、好ましくは、５０ｐｐｍ～１０，０００ｐｐｍ、より優先的には５００
ｐｐｍ～２，０００ｐｐｍ；さらに優先的には１，０００ｐｐｍ～１，５００ｐｐｍのフ
ッ素を含む。
【００４１】
　有利には、前記組成物は、約１，５００ｐｐｍのフッ素を含んでなる。
【００４２】
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　好ましくは、本発明による組成物は、１，０００μｇ／ｍＬ～３，０００μｇ／ｍＬの
前記水性ブドウ種子抽出物および５００ｐｐｍ～２，０００ｐｐｍのフッ素、さらに好ま
しくは、約２，０００μｇ／ｍＬの前記ブドウ種子抽出物および１，０００～１，５００
ｐｐｍのフッ素を含む。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
【図１】予防処置における、実験口腔バイオフィルムモデルでの連鎖球菌およびPorphyro
monas gingivalisの増殖に対する、フルオリノールと組み合わせた実施例１のブドウ種子
抽出物の効果を示す図である。
【図２】予防処置における、実験口腔バイオフィルムモデルでの連鎖球菌およびPorphyro
monas gingivalisの増殖に対する、ＮａＦと組み合わせた実施例１のブドウ種子抽出物の
効果を示す図である。
【００４４】
　次の実施例により本発明を説明する。
【実施例】
【００４５】
１）水性ブドウ種子抽出物の製造
　"Societe Francaise de Distilleries" (French distillery corporation)により水性
ブドウ種子抽出物を準備する。当業者に周知の従来の抽出技術に従って、白ブドウの搾汁
かすを硫化水で抽出することにより水性ブドウ種子抽出物を得る。
【００４６】
　水性ブドウ種子抽出物の特徴は以下である：
　・外観：微粉末
　・色：黄土色
　・味：渋い
　・密度：０．３５～０．５５ｇ／ｍＬ
　・湿度：＜８％
【００４７】
　水性ブドウ種子抽出物のＨＰＬＣ分析では次の組成を示す：
　　◆オリゴマー：
　－Ｂ１　　　　　　　　　　：　２．５６％
　－Ｂ２　　　　　　　　　　：　７．５１％
　－Ｂ３　　　　　　　　　　：　１．７２％
　－Ｂ４　　　　　　　　　　：　２．６１％
　　◆モノマー：
　－カテキン　　　　　　　　：　４．６９％
　－エピカテキン　　　　　　：１３．３２％
　－エピカテキン３０ガラート：　０．６６％
　確認されたＯＰＣ総量　　　：３３．０％
【００４８】
２）実験口腔バイオフィルムモデルでの予防処置
２．１）手順
ａ）細菌株および接種材料の製造
　用いた細菌株は、
　－Streptococcus mutans ATCC 25175
　－Streptococcus sobrinus ATCC 33478
　－Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
である。
【００４９】
　特定の培地で培養したこれらの異なる細菌を、１０ｍＬのユニバーサル培養培地ＦＵＭ
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気生活において３７℃で２４時間インキュベートする。
【００５０】
　顕微鏡で純粋であることを確認した後、一連の培養物を、独立に、ＦＵＭでの希釈によ
りＯＤ５５０　１．０±０．０５（すなわち１ｍｌ当たり約１０７細胞）に調整する。適
当なＯＤに調整した各培養物のアリコート（１ｍＬ）を集め、それによって、バイオフィ
ルムを発生させる培地への接種に用いる細菌懸濁液を作製する。
【００５１】
ｂ）唾液の製造
　健康なボランティアにおいて［正しい情報による同意を得た後］、飲食または歯磨きの
少なくとも１時間３０分後に、刺激を与えずに唾液を採取する。
【００５２】
　異なる採取唾液サンプルを混合し、遠心分離し（３０分、４℃　１５，０００ｒｐｍ）
、その上清を低温殺菌した（３０分、６５℃）後、再び滅菌チューブで遠心分離する。そ
れによって得た上清を５０ｍＬチューブに分配し、－２０℃で保存する。唾液サンプルを
血液含有ゲロース上に塗布することにより低温殺菌の有効性を確認する。３７℃での７２
時間の培養後にはＣＦＵは観察されない。
【００５３】
ｃ）バイオフィルムの予防的処置
　バイオフィルムを、オートクレーブ中で１２５℃に２０分間加熱することにより滅菌し
たヒドロキシルアパタイトディスク上に発生させる。
【００５４】
　Ａ．第１のステップは、ディスク表面における後天性フィルムの形成である。各ディス
クを滅菌ポリスチレン２４－ウェル培養皿の１ウェルに入れ、８００μＬの唾液とともに
、穏やかに攪拌しながら室温で４時間インキュベートする。
【００５５】
　Ｂ．次いで、各ウェルから唾液を吸い上げ、唾液８００μＬ＋０．１５％のグルコース
および０．１５％のサッカロースを含有するＦＵＭ　１，０００μＬ＋異なる口腔細菌を
（それぞれ同量）含む懸濁液２００μＬ：を含む混合物と入れ替える。
【００５６】
　Ｃ．次に、所望の濃度を得るためにウェルに異なる量の試験組合せを加える（各濃度を
三連で試験する）。表１および表２参照。
【００５７】
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【表１】

【００５８】

【表２】

【００５９】
　その後、２４－ウェル皿を嫌気生活において３７℃で６４時間インキュベートする。
【００６０】
　Ｄ．６４時間のインキュベーション後のバイオフィルムの分析。付着していない細菌を
除去するためにディスクを生理食塩水溶液で洗浄する。次いで、各ディスクを滅菌ペトリ
皿に入れ、ディスクの表面を滅菌キューレット（歯周用器具(parodontology instrument)
）でこそげ取る。こそげ取ったディスクの表面ならびにペトリ皿を生理食塩水で洗い流す
。回収した洗液に追加して、最終量１ｍＬとし、細胞懸濁液をボルテックスする。
【００６１】
　１０－２および１０－４の濃度が得られるまでこの細胞懸濁液の１：１０連続希釈を行
い、その後、これらの希釈物５０μＬを用いた４つの特定のゲロース上に塗布する：ミテ
ィス・サリバリウス寒天培地、ＭＲＳ、ウィルキンス－チャルグレン寒天培地（ＷＣＡ）
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および血液ゲロース。その後、これらのゲロースを嫌気生活に３７℃で４８～７２時間置
き、その後、各種について形成されたコロニー数を計数する。
【００６２】
　両方の細菌種の区別は、顕微鏡観察と同時にゲロース上のコロニーの形態を観察するこ
とにより行う。ミティス・サリバリウスゲロースの場合には、連鎖球菌(Streptococci)の
数を、ＷＣＡゲロースの場合には、ポルフィロモナス属(Porphyromonas)の数を得ること
ができる。
【００６３】
　前記分子と細菌バイオフィルムの４８～７２時間のインキュベーション後に形成された
コロニーの数を、計数後、式：
【００６４】
　［計数されたコロニーの数×希釈係数（１０２～１０４）］／接種材料の量（０．０５
ｍＬ）
によって分析バイオフィルム当たりのコロニー形成単位（すなわちＣＦＵ／バイオフィル
ム）で表す。
【００６５】
　次に、各濃度の試験分子についておよび分析した細菌の各群について得られた３つのＣ
ＦＵ／バイオフィルムの結果の平均ならびに標準偏差を評価する。計数した細菌の３つの
ＣＦＵ／バイオフィルム値の平均を取ることによってエクセルを用いてグラフ（対数縦軸
）を得る。
【００６６】
２．２）結果／結論
　実施例１のブドウ種子抽出物だけで、ヒドロキシルアパタイトディスク上に発生したバ
イオフィルム中の細菌の総数の１ｌｏｇ１０より大きい大幅な減少がもたらされることが
観察される。図１参照。
【００６７】
　よって、実施例１のブドウ種子抽出物を用いて、バイオフィルムの発生を制限すること
ができる。
【００６８】
　さらに、ブドウ種子抽出物／フルオリノール組合せの効果には、ブドウ種子抽出物だけ
の作用と比べて、連鎖球菌およびポルフィロモナス属において３ｌｏｇ１０より大きい作
用があることも観察される。図１参照。
【００６９】
　フルオリノールは、ブドウ種子抽出物の作用を妨げないだけでなく、驚くべきことに予
想外にも、連鎖球菌およびポルフィロモナス属に対するブドウ種子抽出物の効果に可能性
をもたせる。
【００７０】
　また、ブドウ種子抽出物とＮａＦの組合せの効果により、試験番号１でのブドウ種子抽
出物単独と比べて、連鎖球菌およびポルフィロモナス属において細菌数が少なくとも３ｌ
ｏｇ１０減少することも観察される。図２参照。
【００７１】
　よって、ＮａＦもまた、連鎖球菌およびポルフィロモナス属に対するブドウ種子抽出物
の効果に可能性をもたせる。
【００７２】
　しかしながら、ポルフィロモナス属に対し、フルオリノールの増強効果はＮａＦの効果
より大きい。
【００７３】
３）グルコシルトランスフェラーゼ（ＧＴＦ）の阻害
３．１）手順
　Streptococcus sobrinus ATCC 33478株を、グルコースを多く含む（１０ｇ／Ｌ終濃度
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）のＢＨＩ（ブレインハートインフュージョン）培地１ｌ中に嫌気生活において３７℃で
１８時間入れる。次いで、この細菌培地を、ＮａＯＨ　１Ｎ溶液を用いてｐＨを６．５に
戻し、それを８，０００ｒｐｍで４℃で３０分間遠心分離する。上清中に存在するグルコ
シルトランスフェラーゼを硫酸アンモニウムでの沈殿により濃縮する。上清に硫酸アンモ
ニウム（５０％ｗ／飽和ｖ）を徐々に加え、攪拌下で３０分間４℃に保つ。その後、この
混合物を８，０００ｒｐｍ、４℃で３０分間遠心分離する。グルコシルトランスフェラー
ゼを多く含むこのペレットを、次いで、リン酸／カリウムＫ２ＨＰＯ４バッファー（１０
ｍＭ、ｐＨ１０．５）に溶解し、１６時間透析した（ＭＷＣ　６－８０００；幅１４．６
ｍｍ）後、－２０℃で凍結する。これは精製ＧＴＦ溶液である。
【００７４】
【化５】

【００７５】
　グルコシルトランスフェラーゼの酵素活性に対する異なる抽出物の作用を評価するため
に、２つの測定を行う：フルクトース放出速度をアッセイすることによる初期反応速度（
還元糖のアッセイ－ＤＮＳ試験）および不溶性グルカン合成量（測定は計量操作により行
う）。
【００７６】
　これらの結果を、対照溶液（超純水）に対する阻害率として表す：
　－一方は、酵素反応の初期速度（結果についての次の表では「フルクトース」と記す）
の阻害率
　－もう一方は、３７℃での２４時間のインキュベーション後にもたらされる不溶性グル
カン形成の阻害率（結果についての次の表では「不溶性グルカン」と記す）。
【００７７】
　次の反応混合物を３７℃で溶血チューブに入れる：
グルコシルトランスフェラーゼ　　　　　Ｑｓｐ０．１～０．４Ｕ／ｍＬ
サッカロース　　　　　　　　　　　　　５０ｇ／Ｌ
リン酸－カリウムＫ２ＨＰＯ４バッファー　６５ｍＭ、ｐＨ６．５
１００ｍＭ
窒化ナトリウム　　　　　　　　　　　　０．１ｇ／Ｌ
デキストランＴ１０　　　　　　　　　　２ｇ／Ｌ
ポリフェノール　　　　　　　　　　　　０～２，０００μｇ／Ｌ
【００７８】
　この反応は、基質（サッカロース）または酵素溶液を加えることにより引き起こし得る
（ｔ＝０）。
【００７９】
　各試験抽出物の母溶液は、異なる粉末をミリＱ水に溶かすことにより製造する。各試験
では、３本の対照チューブを作成し（ミリＱ水）、各濃度の抽出物を三連で試験する。
【００８０】
・還元糖のアッセイ：ＤＮＳ法
　デキストラン粒子が光を回折し、寄生吸収を起こすことから、デキストランは、タンパ
ク質をアッセイするための全比色法に干渉する。そのため、グルコシルトランスフェラー
ゼの量は、標準条件下でのその活性により測定する。グルコシルトランスフェラーゼ単位
は、１分間に１マイクロモルのフルクトースを放出する酵素の量を表す。
【００８１】
　活性は、標準フルクトース範囲（０～２．５ｇ／Ｌ）に関してジニトロ　３，５－サリ
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チル酸(dinitro 3,5-salicylic acid)を用いる方法(Sumner and Howell, 1935)を利用し
て還元糖（フルクトース）の初期生産速度を測定することにより決定する。
【００８２】
　黄色の３，５－ジニトロサリチル酸（ＤＮＳ）は、高温塩基性媒質中で還元性炭水化物
により還元され、橙赤色の複合体：３－アミノ－５－ニトロサリチル酸を形成する。示し
た方法では、２．５ｇ／Ｌのフルクトースまで還元力をアッセイし得る。
【００８３】
　ＤＮＳ試薬は次のように製造する：１５０ｇの酒石酸カリウムナトリウムを２５０ｍＬ
の水に溶かし、次いで、１００ｍＬの２Ｎ　ＮａＯＨを加え、その後、攪拌しながら、１
ｇの３，５－ジニトロサリチル酸を加える。さらに、ミリＱ水を５００ｍＬに十分な量で
加える。
【００８４】
　０時間および３時間の時点において、２００μＬの反応媒質をサンプリングし、２００
μＬのＤＮＳを入れた溶血ガラスチューブにすぐに導入する（反応を停止させる）。そし
て、生成した還元糖を標準フルクトース範囲（０～２．５ｇ／Ｌ）に対して測定する。同
時に、２００μＬのＤＮＳに２００μＬのミリＱ水を加えることによりブランクを作製す
る。
【００８５】
　これらのチューブをアルミニウムで覆い（ＤＮＳは感光性を有する）、水浴中で５分間
９０～１００℃にする。その後、全体を氷中で５分間急冷する。さらに、総てのチューブ
に２ｍｌのミリＱ水を加え、２０分間静置した後５４０ｎｍで吸光度を読み取る。
【００８６】
　１Ｕは、標準条件下で１分間に１マイクロモルのフルクトースの形成を触媒する酵素の
量であることから、比活性を酵素溶液１ｍＬ当たりのＵ（Ｕ／ｍｌ）で算出する。
酵素活性（Ｕ／ｍｌ）＝［（速度アッセイ曲線の傾き）／（フルクトース標準曲線の傾き
）］／（１８０ｘ１，０００ｘ希釈係数）
【００８７】
・不溶性グルカン形成量のアッセイ
　酵素反応開始の２４時間後に可溶性グルカンの量を測定する。この反応を停止させるた
めに、これらのチューブをアルミニウムで覆った後、水浴中で５分間９０～１００℃にす
る。その後、全体を氷中で５分間急冷する。さらに、媒質（２ｍＬ）を１５，０００ｒｐ
ｍで、４℃で３０分間遠心分離する。
【００８８】
　次いで、このペレットを超純水で２回洗浄し、６５℃で２４時間乾燥させた後秤量する
。
【００８９】
３．２）結果および結論
　フルオリノール単独では、０．６８％および１．０２％の濃度について、それぞれ、初
期酵素反応の阻害率１０．３％および２０．６％となる。さらに、フルオリノールには、
これらの濃度のいずれにおいても、不溶性グルカンの合成に対して効果はない。
【００９０】
　ブドウ種子抽出物単独で０．２％では、初期酵素反応速度について４３．９％の阻害お
よび不溶性グルカン（ＧＩ）形成について９６．４％の阻害が起こる。この０．２％抽出
物に０．６８％および１．０２％フルオリノールを加えることにより、それぞれ、より良
い初期反応速度阻害率５７．４％および６５．７％がもたらされる。
【００９１】
　この組合せで得られる不溶性グルカン合成阻害率は、それぞれ、９６．１％および９７
．１％である。
【００９２】
　よって、総合的に見て、フルオリノールは、ブドウ種子抽出物のＧＴＦ阻害活性の増強
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を可能にする。

【図１】

【図２】
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