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ギムネマ葉から抽出された各種成分の抗う蝕性効果
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ABSTRACT 

127 

Strettococcus mutans has been strongly implicated as a causative organism of dental caries. 

In the present study， inhibitory effects of several fractions isolated from Gymnema sylvestre's 

leaves on glucan synthesis by Strettococcus mutans under the presence of saccharose were 

investigated in detail by liquid culture methods in test tubes. The resul ts are as follows : 

1) No inhibitory effect of three fractions of decoction， precipitation at pH 3 and supernatant 

from Gymnema sylvestre's leaves was observed. 

2) Inhibitory effect against glucan synthesis was found to increase with increasing concentra-

tion of gymnemic acids (GA) from a dose of 0.5 mgjml GA in proportion to logarithmic con閉

centration 

3) Although bacterial growth was inhibited by an application of GA at the dose range of 1-10 

mgjml， its population was attained to saturate in the same level with the control ones at 

the long run culture. 

4) Gymnemic acids used were further separated to several kinds of homologues by means of 

high performance liquid chromatography system， but they did not show so greater inhibitory 

potency against the glucan synthesis than that of GA before refined. 

5) The enzymatic activity of glucosyltransferase which was separated from the bacterial coat 

was markedly inhibited in the presence of GA. 

6) The inhibitory potency to the glucan synthesis was also found in glycyrrhizin， but no poten-

cy in stevioside. 

These results strongly suggest that gymnemic acids could be useful for generally preventing 

formation of dental plaque as well as dental caries in sociallife. 

(Accepted on February 10， 1987) 
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インド盛の植物ギムネマ・シノレベスタ葉から抽出さ

れたトリテノレペン系のグノレクロン酸配糖体であるギム

ネマ設は，ヒトの甘味感覚を選択的に消失させること

で知られているめ.甘味消失の機序としては，味細胞

の表面に存在する甘味受容体が甘味物質を受容し得な

いようにギムネマ酸が作用するためと推察されてい

る.ζのギムネマ酸にみられる結受容抑制作用の考え

方は，小践におけるブドウ結吸収i塩害作用にも適用さ

れている.すなわち，ラットを用いた鴇輸送電位の測

定，あるいは，腸管擢流法によるブドウ糖吸収抑制実

験などで明らかにされ向，さらにブドウ椋や砂糖，澱

粉の負荷試験でもギムネマ酸による胤糖鑑上昇抑制効

果は観察されている久払向.

一方，虫歯の発生は口腔内に存在する連鎖球砲の一

つストレプトコッカス・ムタンス (Strゆtococcus

mutans)が砂糖を不溶性の多糖体グノレカンに変え，

乙れが指牙表面のエナメ Jレ質に粘着することから始ま

ると言われているめ.木論文はニドムネマ酸!とみられる

糖受容抑制作用がグJレカン形成にも阻害効果を示すも

のか詳細!こ検討したものである.

材料と実験方法

1. ギ、ムネマ・シノレベスタ葉からギ、ムネマ穣の抽出方

法

インドから輸入したギムネマ・ジノレベスタの乾燥葉

を粉砕して 60'Cの温水中に約5時開設し，これを4

~5 由競り返した.間 1 で示したように，温水抽出波

(Decoction)を2N硫畿で pH31C:調整し，生じた

沈澱物 (Ppt)を10，000rpm， 10分間違心して集め，

そのよ清波 (Sup)と!と分けた.沈澱物 (Ppt)は水で

洗浄後エタノーノレで 4~5 国抽出を行った後l乙，エタ

ノーjレ抽出波を減圧下で濃縮し，その2能量のアセト

ンを加えて遠出して得た.上清部は減庄下で濃縮乾酉

し，炭酸ジエチノレを加えて沸点下で数回抽出を繰り返

した.その後，搭媒から析出するギムネマ殻(GA)を

集め，凍結乾圏して実験に用いた.

2. 高速液体クロマトグラフィーによる分離方法

得られたギムネマ鼓(GA)は，さらに自動大畳分取

高速液体クロマトグラフィーシステム(ギノレソン社〉

を使って次のようにして分離した.逆栢系担体(オク

タデシJレ基結合ジリカゲjレ，粒子荏8fkm)を充填し

た分取用カラム (21.4mmID X250 mmL)に試料を

負荷し，移動相のメタノーノレ濃度を徐々に上昇させる

と，メタノール濃度 70~80 郊の部分に精製された種

々の同族体と思われるギムネマ酸の成分が溶出してく

Dried leaves of Gymnema sylvestre 

ト water60・C，5hr

filtration with gauze 

Residue 

Ppt 

wash with water 

ethanol 
間四寸

Sup 

t::one 
PPt SUp 

dry ~ 
Residue 

EIPLC 

回目白回目
同1. ギムネマ・シルベスタ葉からの祖湯抽出物

(Decoction)， pH 3l主澱物 (Ppt)，pH 3上清

(Sup) ;局よびギムネマ駿 (GA)分闘の調製

F1~F5 は高速液体クロマトグラフィーによっ

て分離された分画を示す.

る.こうして GA を 5 つの分rtlii(F1~F5) に分離

した.国21ま，分析府カラム (4.6mmIDX250 mmL) 

を用いてGAを分析したクロマトグラムで，国中lζ示

したF1~F4 および 10096メタノーJレで最後に溶出

される分酉F5が，分析用カラムで分離した5つの分

間に対応している.

3. 菌の種類と培地

う蝕原't1:絢茜は，Strettococcus mutans， IID 973 

株， (東京大学匿科学研究所の提供によるものを鳥取

大学医療技術短期大学部上回益巳教授の御好意によっ

て得た)を実験に供した.培地はTTY培地をpH7.7

で使用し，その培地成分は表1に示しである.践の増

殖にはブドウ糖196を加え，実験用の基礎培地として

ほサッカロースを含まない培地を用い， ζれに1FZの
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閣 2. オクタデシノレ基結合シリカゲ、ノレを充填した分

折用カラムによるギムネマ駿のクロマトグラム

F1~F4 は分取用カラムで得られた分間に対応

している.

移動相:605ぢメタノーノレを含む20mMワン酸緩

衝液 (pH7.0)，流速:0.75 min，カラム温皮:

25.0.C，検出:210nm，フノレスケーノレ 0.05AU. 

Composi tions 

表 1. TTY 培地の組成

Trypticase (BBL) 

Tryptose (Difco) 

Yeast ext1'act (Difco) 

KzHP04 

KHzP04 

NaZC03 

NaCl 

Sucrose 
01' 

Glucose 

Agar 

Disti11ed water 

Amount 

15g 

4g 

4g 

2g 

5g 

2g 

2g 

10g 

15g (hard) 
01' 

5g (soft) 

Final pH 7.7 

1000 ml 

サッカロースを含有する培地， 15ぢサッカロースに各

種試験物質を積々の濃度で加えた培地をそれぞれ調整

し，アガーを含有しない各種の液体培地にしてからク

レット単位112の菌体 S.mutans を 400μ1/4ml~
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Bacterial strain (freezing) 

畢

TTY broth (glucose) 1iquid medium 

9096 Nz + 10 形 COz
37.C，2days 

事

TTY broth (glucose) liquid medium 

905ぢNz十 105ぢCOz

37・C，2 days 

事

Cultured 1iquid medium 

十

N ew liquid medium 

9096 Nz十 105ぢCOz，37・c
事

Tu1'bidimeter 

(Klett-Summerson appratus) 

Klett units-100~120 

(Wavelength 660 nm) 

4ω↓{  Sucrose 
4 ml of TTY broth ~包ucose

+ 
¥ GS extracts 

間 3. TTY培地における S.mutansの嫌気的培

義法

り構菌して， 37~38 ・C で必要な時間経過で培廷した.

培養中は，窒素ガス 9596.炭駿ガス 5形を供給した.

4. 菌量の定量

菌増殖のための定量には， TTY培地にブドウ結を

した液体培地を用いて，波長 660nmの濁度計

(クレットーサマーソン社〉を用いてクレット単位を

測定する ζとによって菌量の相対髄とした([盟 3). 

400よuj4ml当りの植閣時の菌最は約40クレット単位

である.

5. グJレカンの定量

ω各種液体培地において生成された不法性，なちびに

水溶性グノレカンの定査は，校長660nmの濁度言十を用

いて菌監と共に相対的変化笠としてクレットl:f1位で制

定した.

6. 菌休外酵素でのグノレカン定量法

ブドウ糖含有の TTY液体培地で培詫された菌体

(クレット単位240)を4，000rpm， 4分遠心後，その

上清をトーヨー話会紙No.101で詰:過したものに， 0.02
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されず，むしろやや増加する傾向にあることが判る.

添加物質 10mgjmlの場合にみられる試験管捺液中

の茶褐色は，添加物それ自身の着色によるものであ

る.

ところが拙出ギムネマ酸 (GA)を添加した場合に

は， 1~ぢのサッカロースが存在しているのにも拘らず，

クツレカンの生成は0.1mgjmlのGAでやや弱く， 1 

mgjmlではサッカロースを含まない Nosucの場合

とほぼ同じ程度にまで抑制される(図6の上図).10 

mgjmlでみられる着色は， GA自身によるものであ

るが白色粒状のグノレカンは全くみられない.

これらの結果を濁度計を用いてクレット単位で測定

し，まとめたものが関7である.No sucの場合には，

10クレット単位であったものが196サッカロース含有

培地ではクツレカン生成のために，その植は90単位に

上昇している.ところが， lOmgjml GAを添加した

サッカロース含有培地でのクレット単位は儲かに 12

とNosucのそれに近い.また， SupあるいはDeco

添加培地ではコントローノレの 15'ぢサッカロース培地よ

りもグノレカンの生成が増大している ζとが判る.菌体

量を 10から4倍量の40クレット単位に増やした結果

が関8である.菌{本査が増えたために， Deco， pH3 

ppt， Sup にみられるグノレカンの生成傾向が顕著に増

大していることが示されている.

ギムネマ酸と化学構造上，強似の物質グリチノレリチ

ン並びにグリチノレリチンと間程度に甘味強度を持つス

テビオシドに対する抗う蝕性効果について調べたもの

が関6の下図に示しである.1 mgjmlのグリチノレリ

チン添加によってグノレカン生成の抑制効果がみられ，

その程度は 1mgjmlギムネマ駿の効果に近い.しか

し，閣にみられるように 1mgjmlステピオシドには

その抑制効果はみられない.乙のことに基づいて，ギ

ムネマ酸とグリチJレリチンとの併用抑制効果をまとめ

たものが表2である.グノレカン生成抑制効果はほlま相

加的l乙発現し，相乗効果は存在しないζとが判る.

ギムネマ酸のグノレカン生成抑制作用は濃度依存性で

ある事を示したものが図9である.その抑制効果は，

ギムネマ鼓 0.5mgjmlから現れ，対数濃度にしたが

って直線的に増大している.10mgjml GAではグノレ

カンの生成はコントローノレに比べて僅かに 2596であ

り，抑制率では75必に達している.

ギ、ムネマ酸の菌体増殖に対する効果をみたものが函

10である. 196ブドウ糖液体培地では S.mutansは

グJレカンを生成することなく増殖するが，その程度は

培養 24時間において急速に増大し，以後飽和状態と
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TTY broth (gluco弓e)
Klett units 2ゐ0，pH 4.5 

半
Sup 

Filtration(no.lOl Toyo-roshi) ym川 NaOH)
0.020んMertiolαte

Sucrose solution 

Incubation 37
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C弘hr
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Water.噌soluble Water由 insoluble
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国 4. S. mutansの菌体外酵素による多糖合成と

その定霊法

%のメノレティオレート(半井化学薬品株式会社)を加

えた溶液中に存在する菌体外酵素抽出液を実験に用い

た(図4).菌体外酵素での生成クツレカン定最法として

は，酵素抽出液にサッカロース Hぢを加え，さらに各

種試験波を添加して， 37・C，24時間放援後， 20，000 

xg， 15分間， 4.Cで遠心して，沈澱物は不溶性グノレ

カンとして，その上清を水溶性グノレカンとしくエタノ

-)レで沈澱させて回収)，それぞれ4N硫駿， 100・C，

2時開放置で加水分解されたブドウ糖，果糖の量をア

ンスロン法で測定した(国4).

主士 皇圭
.'ロ~

サッカロースを含有しない液体 TTY培地 (No

suc)に蕗体量10クレット単位を楠閣しでもグノレカン

の生成はみられないが，サッカロ{スをこれに加える

とグJレカンは大量に生成される.図5は植菌後48時

間後の状態を示したものである.園の中で，サッカロ

ース含有培地iζ散在してみられる白色粒状の物質が不

諮性グJレカンである.これにギムネマ葉の湛湯抽出物

(Deco) ，あるいは pH3の、比殻物 (pH3 ppt)やそ

の上清物 (Sup)を添加しでもグノレカンの生成は抑制
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図 5. S. mutansのグノレカン生成に及ぼすギムネマ葉抽出物の効果

上:温湯抽出物 (Deco)，中:pH3沈澱物 (pH3ppt)，下:pH3上清 (Sup). 

37・C，48時間嫌気的条件下で培養.

131 
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No 
Suc 

17ぢ
Suc 

0.1 1 10 
+ GA (mgjml) 

17ぢ
Suc 

GA Glycyr Stev 
+ 1 mgjml 

図 6. 上 :S. mutansのグノレカン生成lζ及ぼす GAの抑制効果

15'ぢサッカロース含有培地では試験管壁に付着性の白いグJレカンを形成する.

GA (1， 10 mgjml)を添加した試験管には付着していない.

下:S. mutansの菌体外酵素によるグノレカン合成

左よりサッカロース，サッカロース+GA，サッカロース+グリチノレリチン

(Glycyr) ，サッカロース+ステビオシド (Stev)を各々含む.

37'Cで24時間反応させた.

なる.と乙ろが，ζれにギムネマ酸が添加されている

と増殖は大幅に抑制される.培養 24時間は無添加の

場合のほぼ半量に (1mgjml GA)あるいは1/3量

(10 mgjml GA) Iζ減少する.しかし， 96時間の培

養ではギムネマ酸を添加しでも しなくても同じ増殖量

に到達している.

図11は， 196ブドウ糖液体培地における菌体の増

殖と培地の pH変化をみたものである.植菌時の培地

のpHは7.71C調整してあったものが時間経過と共に

菌体は増殖し(図 10)，それと共に培地の pHは5以

下iζ下がる乙とが示されている(図 11). 

図12は，抽出ギムネマ酸を，さらに高速液体ク ロ

マトグラフィーで分離精製して得られた各フラクショ

ンについて， 菌体外酵素におけるグノレカンの生成抑制

効果の違いを不溶性クツレカンと水溶性グノレカンに分け

て調べたものである. 1 ~ぢサッカ ロース含有培地では

r 
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M11: 
間 7. S. mutansのクツレカン生成に及ぼすギムネ

マ葉抽出物の効果

i立15，図6Jニの試験管に付着したグノレカンをガラ
スホモジナイザーで粉砕し，濁度を測定した.

110クレット単位の磁最を 100/u/4 mlの割合で

植関した.
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Klett units αt 660 nm 
o 200 400 

10/. sucrose 

+Deco 10•1 
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200 

関 8. S. mutansのグノレカン生成に及ぼすギムネ

マ葉抽出物の効果

植菌室iを悶7の4f古・にした結果を示す.

表 2. S. mutansの菌体外酵素によるグルカン生成に及ぼす GAと

グリチノレリチン (Glycyr)の併用効果

WIG WSG 
196 Sucrose十 Additives(mg/ml) 

μg/ml p，g/ml 目刀。/ ;月ペ~

1% Suc 666 100 120 100 

uぢSuc+ GA (1.00) 284 43 15 13 

uぢSuc十 GA(0.75) + Glycyr (0.25) 242 36 15 13 

196 Suc十 GA(0.50)十 Glycyr(0.50) 252 38 10 8 

uぢSuc+ GA (0.25) + Glycyr (0.75) 296 44 10 8 

uぢSuc + Glycyr (1.00) 278 42 15 13 

WIG:不溶性グノレカン， WSG:水溶性ク勺レカン

不溶性グノレカンの生成が圧倒的に多く，水落性クツレカ 制はコントローノレ値の約1/4であった.と ζろがGA

ン量は不溶性の約1/8である.これに GA1 mg/ml を更に分離精製したフラクションにおいては，いずれ

を添加することによって，不溶性グノレカン最は約 1/8 も抑制効果は顕著ではあるが，分離精製前のGAに比

に抑えられるが，もともと少ない水溶性グノレカン量抑 べ，さほど大きな差はみられていない.
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j京性細閣だと認められている.乙の問題に決着をつけ

たのは米国の Or1and1りであり，彼らは無菌ラットを

使ってう蝕性病菌の研究を行った結果，S. mutans 

lζ感染じない限り，いくら砂糖を食べても虫識になら

ないことを明らかにした.さらに， Fi tzgeraldと

Keyes 2)は虫歯にかかっているハムスターのう蝕病巣

から複数の菌j誌を分離し，これらの株を個別に正常勤

虫歯の露国については，古くから様々な説が言われ

ていたが， Kochが結核菌を発見するにともなって

早くも虫歯を細菌性疾患としてとらえたようである.

1924年，英国の Clarke1)が虫歯の空洞から玖り出し

た細菌 Strψtococcnsmutansζそ，現在ではう蝕
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物の口腔に接種すると，この牛!の特定な連鎖球爵のみ

が虫歯を誘発する事を示した.その後，続々と類似の

連鎖球菌が分離され，これらは綿菌学的に詳細な検討

が加えられているが，現ttでは細胞盤多結抗原の免疫
化学的特性lとより ，S. mutansは7種lζ分類されて

いるめ.S. mutansをサッカロース培地で培養すると

試験管壁に大量の付着物を形成する.しかし，実験動

物に虫歯を誘発しない議u臨，例えば S.sanguisや
S.mitiorなどは Streρtococcusであっても付着物

を形成しない 7) この付着現象は臨体外酵:京であるグ

ノレコシノレトランスフエラーゼ (GTase)の観lきによっ

てサッカロースから不溶性クツレカンが合成されること

が必須であり叫，これが他の口腔内細菌凝集体を歯表

面に形成して虫歯命は始まると言われている5)

従って，虫歯予防方法の一つには，S. mutansを

抗生物質などによって除去することが考えられるが

め，S. mutansがサッカロース分子を識別し得なくす

るζとも問題解決の一つであろう.そのためには，ギ

ムネマ酸の利用が考えられる.ギムネマ酸にはとトの

甘味感覚を選択的に消失させる働きのあることが吉く

から知られているからである 6).ギムネマ酸の結受容

抑制効果については，最近になって，小腸でのブドウ

糖吸収を抑制することが報告されている9.12.13)

ζのようなことから，ギムネマ酸の抗う蝕性効果は

大いに期待されるわけだが，実際に S.mutans 1ζ1 

%サッカロースと共にギムネマ酸を添加して与えると

クツレカンの生成は抑制されることが判明した(悶 6). 

この抑制効果は，ギムネマ酸の濃度に依存して発現

し， 1 ~ぢサッカロースの存在下では 0.5 mgjml GA 

からみられ， 10 mgjml GA においては 75%のグノレ

カン生成抑制率を示す(図的.

ところが，ギムネマ離を含むがあまり精製されてい

ない成分，例えば，温湯抽出成分 (Deco)あるいは

pH3詑澱物 (pH3 ppt)においてはグノレカンの生成

はむしろ増大している(図8).ζのζとは，精製され

ていない成分中にはギムネマ酸の作用を阻害する物質

か，糖の分子識別を促進させる物質が合まれている乙

とを示しているのかも知れない.事実， GAを合んで

いない Sup成分はグノレカン生成を促進している(圏

7， 8).精製された GA成分中には，まだ多くのギ

ムネマ酸類似の同族体が含まれている可能性は大きい

(図2).しかし，同族体相互間でグノレカン生成抑制効

果に殆ど葉はなさそうである(国 12).また同族体で

はないが，ギムネマ酸の化学構造と類似なトリテノレペ

ン系の2分子グノレクロン酸配糖体であるグリチノレリチ

ンには，ギムネマ駿とほlぎ同じ程度のグノレカン生成抑

制効果がある(関6の下図).またギムネマ酸とグリチ

ノレリチンとの併用実験においても相加効果がみられた

に過ぎなかったことかち，クツレカン生成抑制作用のメ

カニズムは両者は共通しているのか，少なくとも類似

しているとも考えられる.またギムネマ酸の同族体i自

に作用主ーが殆どなかった ζとから， トリテノレペン骨格

を持ったグノレクロン按配休であれば抑制効果は発現

するとも言える.しかし，グリチノレリチンには腸管で

のブドウ糖吸収抑制効果のなかったこと町，またグリ

チノレリチンは砂糖の 150倍もの廿1J;jとを呈するがギムネ

マ散は甘味を消失させるという相反する現象を考える

とき，化学構造上の微妙な違いが大きな生体反応の迷

いとして現れているのかも知れない.いずれにしても

拙分子を介:在させたZ主要な現象に間違いはなさそうで

ある.S. mutansはブドウ結合有培地では，よく増殖

して培養時間が24時間経過すると，増殖はほとんど

飽和に達する(図10).培養開始時にギムネマ駿を 1

~lO mgjml 添加することによって増殖は抑えられる

が， 96時間経っと無添加の場合と同じ増殖畳lζ至る.

このことは，ブドウ特に対する S.mutansの分子識

別能力をギムネマ酸が阻害するためと考えられるが，

その増姉i乱害効果は完全ではなく， II藍度の担害である

ために，増殖が遅れたものとも思える.同じ様な遅延

傾向は，ブドウ結合有培地lとみられる培地中の pH変

化にも現れている CI玄111).すなわち，無添加培地で

増殖させた場合， 24時間で培地の pHは5まで変化

するが，ギムネマ散を 1~10 mgjml 添加すると pH

は6.3と変化は少ない.しかし，増殖曲線(図 10) 

でみられた 96時間後の飽和儲向は pH変化において

も同じように 96時間後には飽和している(国 11). 

乙のことは，培地lζ含有されているブドウ糖が分解さ

れた結果， pH値が低下したとすれば，ギムネマ酸は

との解糖系をも抑制したことになる.

ζれまで述べてきたギムネマ酸のグノレカン生成抑制

効果は，実は，S. mutansの菌体外酵素 GTaseの

活性担害によることは鴎12の GTaseの実験から明

らかである.ζれまでに報告されている GTaseの活

性阻害物質は Aspergillusterreusから拙出された

ムタステインが知られているめ.ζのものはタンパク

質である.グノレカン生成抑制効果を虫歯予防に結び付

けて考えると，ムタステインは実用的に難点があろ

う.それは耐熱性に問題があるためである.ギムネマ

酸は熱には比較的強いのでムタステインよりもとの点

では有利ではあるが，難点もある.それはギムネマ酸
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のもっせ味抑制効果がl床質を変える点にある.一方，

先に述べたグリチノレリチンがグノレカン生成抑制効果を

発現さすに必要な~皮は高濃度のために，グリチノレリ

チンの特有な甘味が強過ぎて実用的で{まない.従っ

て，ギムネマ肢の甘味抑制効果とグリチノレワチンの最

低至適濃度とをうまく組み合わせて(表2)，虫l詣予防

に使用することが現在考え得るもっとも実用的な虫歯

予防方法だといえよう.

総 括

ギムネマ・シノレベスタ葉から抽出された各穏成分の

抗う蝕作用をみるために， S. mutansのグノレカン生

成抑制効果を試験管内液体培養法から調べた.得られ

た結果は辺、下の通りである.

1. ギムネマ・シノレベスタ葉の温湯抽出物， pH3沈

澱物および遠心上清には抑制効果はなかった.

2. ギムネマ設は 0.5mgjmlの濃度からクツレカン生

成抑制効果がみられ，対数濃度にしたがって抑制効

果は増大した.

3. ギ、ムネマ援は菌休の増殖を 1~ 10 mgjml GA 

の濃度で抑制したが，長11寺認の培養ではコントロー

ノレと間ーの飽和増殖;誌に達した.

4. 使用したギムネマ絞は高速液体クロマトグラフィ

ーによってさらに幾つかの間族体に精製分離された

が，グノレカン精製抑制効果は分離前のギ、ムネマ鼓よ

りやや強化された程度であった.

5. ギムネマ章受は菌体外酵素グノレコシノレトランスブエ

ラーゼの活性を限害した.

6. グワチJレワチン (1mgjml)はグノレカン生成抑制

効果があったが，ステピオシドにはみられなかった.

稿を終るにあたり，本研究に対して御懇切なる御指

導を頂きました臼地康武教授に心から感認;いたしま

す.また， S. mutans醤た提供して鴎いた上，その

醤体の取扱について終始御助言頂きました鳥取大学法

療技指短期大学部上回益巳教授に厚くおネし申し上げま

す.
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