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小麦ペプチドα―チオニンの腸内細菌および口腔細菌に対する阻害効果
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1 は じ め に

小麦胚半Lに はアミノ酸451国 で構成される抗菌ベプチ ド

のα―チオニンが含まれることは知られていたが,それ

を有効利用 した例がほとんどないことから, α一チオニ

ンの歯周病細菌や う蝕性細菌に対する効果を明らかにす

るとともに,腸内細菌への影響も調べたので報告する。

2試 験 方 法

(1)小麦α―チオニンの精製方法

市販薄力小麦粉 100gに 015N塩酸300 mLを加えて攪

拌後,37℃ で30分間静置 し,再び攪拌 した後に遠′心分離

し,得 られた上清に10N水酸化ナ トリウム水溶液を滴 ド

して中和 した。これを再度遠心分離して得た上清を硫安

(50～ 90%飽 和)塩析 し,回収 した沈殿物を高速液体ク

ロマ トグラフィーに供 した。カラムはWakosi1 5C4 200,

4 6 mmo× 250 mm(和 光純薬)を用い,01%ト リフルオ

ロ酢酸と0→40%(0→ 40分)アセ トニ トリルを含む水

(pH 2 1)に よる濃度勾配でα一チオニンを溶出させた。

α―チオニンの確認は,MALDI TOFマ ススペク トル分析お

よび酸加水分解後のア ミノ酸分析により行つた。薄力小

麦粉 l Kgあ たりに換算 して,40 mgの α―チオニンが得ら

れた。

(2)抗菌試験方法

菌株はJCMは 理化学研究所から, NBRCIま (独 )製品言平

価技術基盤機構から購入した。 う蝕性細菌 (S″″′ο―

σOσσυS″″∂ηOは ブ レインハー トインフージョン培地

(Difco)を 用いて,37℃ で1日 間培養 した。歯周病細菌

(″θ1/`θノル ηゴ″rsοα,s, ル ,οbaσ
`″

ゴ吻 ηυεノθ′ίづ

は5μ g/mLのヘ ミンとlμ g/mLの メナジオンを添加 した

GAMブ イコン培地 (日 水製薬)に接種 し,アネロメイ ト

(日 水製薬)に封入 して37℃ で嫌気的に2日 間培養した。

各培地に小麦 α―チオニンやEDTAを 添加 してから,菌濃

度が約 l X 10'/mし になるよう接種 し,培養後の希釈平板

培養で生菌数が100分の1以 下に低下した場合に最少殺菌

濃度 (MBC),生菌数が増加 しなかつた場合に最少阻害濃

度 (MIC)と した。

(3)S″υ
`′

ηsの酸生成およびグルカン生成試験方法

Ooshimaら の方法・に準 じた。S″υ
`∂

ぉをブ レインハ

― トインフュージヨン(BMI)培 地 (Difco)で37℃ で一晩

培養したものを,BMI培地に接種 し,37℃ で4時間培養 し

た。7,000× g, 1分 間の遠′心で集菌 し,10 mMリ ン酸緩

徊F液 (pH 7 2)を 含む生理食塩水 (PBS)に 懸濁後,05%
ショ糖を含 J3・

ベプ トン水 (ポ リペプ トン1%,NaCl l%,

pH 7 0)に 菌濃度が2X10`/mLに なるよう接種 し,37℃

で経時的にpHを測定した。

BMI培地で37℃ で一晩培養 した
'〃

″るの前培養を,

300mし のBllI培 地に接種 し,37℃ で18時間静置培養 した。

遠 ,さ 上清を50%硫安塩析 (4℃ ,4時間)し ,沈殿を10 mM

リン酸緩衝液 (pH 7 4)で懸濁 してから,1しの同緩衝液

で一晩透析 し,グルコシル トランスフェラーゼ (GTS)を

含む粗酵素lrtと した。粗酵素 (10～ 50μ し),50 mMリ ン

酸緩衝液 (pH 7 4)と 1晰類を含む0 5 mL反応液を37℃

で3時間反応 させた後,OD;`。 を測定した。

3試 験 結 果 及 び 考 察

(1)小麦 α―チオニンのう蝕性細菌や歯周病細菌の増殖に

及ぼす効果

う蝕性細菌のS〃 ι″」こ対して,小麦 α―チオニン単

独では50μ g/mlで 増殖を阻害 し, さらにキレー ト剤のエ

チ レンジアミン四酢酸ニナ トリウム塩 (EDTA 2Na)と の

組合せにより相乗的な殺菌作用が認められたが,歯周病

細菌2ρゴgrθ sε
"゛

′ ′υσノθ′
`″

 に対 しては,EDTA―

2Naは 単独で殺菌 したが,小麦α―チオニンとの相乗的な

殺菌効果は認められなかった (表 1)。

(2)う 蝕性細菌の酸生成 とグルカン生成に及ぼす効果

,″″
`asの

酸生成において,5μ g/mLの小麦α―チオ

ニンはll■害 したが,3μ g/mlの小麦α一チオニンは阻害 し

なかつた (図 1)。 なお, ヒ トの唾液には通常1～ 4 mMの

カルシウムが含まれてお り
い,ま たチオニンの酵母に対

する抗菌性がカルシウムによつて減殺されることが報告

されている
いことから,,″

`θ

ηsの酸生成に及ぼす

CaC12の 影響を調べた結果,2 mM以上のCaC12添 加で,小

麦α―チオニンの阻害効果は認められなくなった。 しか

し,CaC12と 同濃度のEDTA 2Naを さらに添加することに

より,小麦 α―チオニンの阻害効果は維持された (図 2)。

一方,S″ υ
`∂

ηsのCTSは 糖類から歯垢を形成する不

溶性グルカンを生成するため,GTS活性に及ぼす小麦α―

チオニンの影響を調べたが,50μ g/mlの小麦 α―チオニ
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ンはGTS活性を阻害 しなかつた (データ示さず)。 しかし,

小麦 α―チオニンとEDTA 2Naの組合せは,S″
`∂

″sの

増殖や酸生成を抑制することから,抗 う蝕効果が期待で

きる。

ヒ トは 日常的に小麦製品に含まれるα―チオニンを摂

取 してお り,ま た試験管 レベルではα―チオニンは消化

酵素により速やかに分解されることが確認されているた

めa, 
もし小麦から抽出したα―チオニンを他の食品に添

加したり, 日腔内へ塗部しても,腸内細菌への影響は少

ないと考えられるが,各種安全性試験は行う必要がある。

4ま と め

う蝕性細菌のS″
`″

sに 対して,小麦α―チオニン単

独で酸生成を阻害し,小麦α―チオニンとEDTA 2Naと 組

合せた場合に殺菌効果が認められた。歯周病菌に対して

はEDTA 2Na単独で殺菌効果があるが,小麦α―チオニン

との相乗殺菌効果は認められなかった。

表1 小麦α―チオニンの口腔細菌に対する阻害効果
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*:小麦 α―チオニ ン,**:小 麦 α―チオニ ン (10 μg/mL)共 存 下での EDTA 2Naの MBC(mM)
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0      1       2      3

incubation days

,〃″ιa″sの酸生成に及ぼす小麦

α―チオニン濃度の影響

○ :無添加 ,□ :3 μg/mL,

● :4 μg/mし , ■ :5 μg/mし

01234

CaCi2,EDTA‐2Na(mM)

図2 ,″ ′
"sの 酸生成に及ぼすCacl′

とEDTA 2Naの影響

○ :CaC12の み添加

● i CaC12と EDTA-2Na両方添カロ

図 1
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