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研究成果の概要（和文）：口腔環境の健全化および疾患予防のために、薬剤や化学物質を用いず、プロバイオティクス
とプレバイオティクスの融合である「シンバイオティクス」と、有効成分を使った「バイオジェニクス」を構築するた
めの基礎的研究を行った。
３種類の糖では乳酸菌が増殖できたのに対し、むし歯（う蝕）原性菌と口腔カンジダ真菌は増殖できず、プレバイオテ
ィクスとして望ましいと示された。う蝕原因菌、口腔カンジダ真菌、歯周病原菌に共通の有効なプロバイオティクス株
は５株候補となり、歯周病原菌に有効な２株の乳酸菌培養上清から有効成分を精製した結果、1株は乳酸である可能性
が高く、もう1株は乳酸に依存しない低分子物質である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： For improvement of human oral health environment and disease prevention without 
using medicine and chemicals, a basic research to create the "synbiotics" which is fusion of probiotics 
and prebiothics, and "biogenics" using active ingredient was performed.
 Although lactobacilli could grow with three kinds of sugar, dental cariogenic bacteria and oral 
candidiagenic fungus could not be multiplied; therefore it was indicated that those were desirable as 
prebiotics. Five strains were selected as probiotics candidates, which suppressed the cariogenic 
bacteria, periodontal bacteria, and oral candidiagenic fungus in common. Active ingredients against the 
periodontal bacillus were refined from the culture supernatant of two lactobacilli strains, and a 
possibility was suggested that one major effective component was lactic acid and the other was a low 
molecular weight substance which did not depend on lactic acid.

研究分野：口腔微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 プロバイオティクス（probiotics）とは抗
生物質（antibiotics）に対比するものとし
て、生物間の共生関係（probiosis）を意味
する生態学的用語を起源として作られた用
語である。従来、「腸内微生物叢のバランス
を改善することにより、宿主に有益に働く生
菌添加物」として定義され、腸管感染症の予
防や治療に常用されてきた。しかし、最近に
なってプロバイオティクスに利用する細菌
が免疫増進作用を持つことや、尿路や呼吸器
感染症の予防に有効であること、乳幼児のア
レルギーやアトピーなどを抑制する能力が
あることに注目が集まってきた。さらに、プ
ロバイオティクスが口腔の健康に適用でき
ることを示唆する報告も若干増えつつある。 
 一般的にプロバイオティクスに利用され
るLactobacillus とBifidobacteriumには腸
内環境を整える働きがあるだけでなく、ピロ
リ菌のような病原細菌の定着を阻止したり、
アレルギー予防作用などの多彩な有効性が
あることを示す研究がある。近年、「プレバ
イオティクスとプロバイオティクスの融合」
として「シンバイオティクス」という呼称が
提案されている。さらに、プロバイオティク
ス菌の死菌体や代謝産物にも独自の効果が
あり、「バイオジェニクス」という新しいコ
ンセプトが提唱されている。 
＜問題点＞ 
 むし歯（う蝕）、歯周疾患やカンジダ症の
ような口腔 3大疾患は、口腔細菌叢に混在す
る病原微生物によって引き起こされる。これ
らを予防・治療するために一般に消毒・抗菌
性のある化学物質を利用した口腔ケア製品
が市販されて来たが、化学物質は宿主の細胞
を傷害する。 
 現在の日本では、う蝕について 12 歳児で
比較すると他の先進国の 2倍以上も多く、歯
周疾患は生活習慣病の一つとして位置付け
られ、成人のどの年齢層でも 80％以上が罹患
している。さらに高齢化社会では義歯性口内
炎を含む口腔カンジダ症やカンジダ性誤嚥
性肺炎が大きな問題となっている。これら口
腔病原微生物による疾患を防ぐために用い
られている抗菌薬や消毒剤などの薬剤は、感
染症の原因菌の減少・除去に有用であるが、
前述したように人体への為害作用を発現す
る危険性を持ち合わせており、さらに耐性菌
の問題も常につきまとっている。そのため、
これらを用いずに自然に口腔病原微生物を
抑制する食生活を構築することは、国民の
QOL を向上させるためにもたいへん価値があ
る。たとえばヨーグルト、チーズは近年腸管
のためのプロバイオティクスとして注目さ
れており、また世界中の人々の食生活に浸透
している。 
これら機能性食品に代表されるプロバイ
オティクスは、細菌叢のバランスを改善する
効果を持つ有益細菌を定着させることで、プ
レバイオティクスは腸管内にプロバイオテ

ィクス菌の定着･増殖を補助する物質として
良く知られている（図 1）。長い間、両者は
腸内の健康を維持／促進するために用いら
れてきたが、口腔の健康に対する効果に関し
ては未だ確定していない。 
 発酵乳・乳酸菌の健康効果は、20 世紀初頭
にロシア出身の免疫科学者のメチニコフが
「ブルガリアに長寿者が多いのは発酵乳を
沢山食べているからだ」との不老長寿説を提
唱して以来、数多くの研究が行われており、
科学的解明が進みつつある。その効果は作用
機構からみると、大きく２つに分けられる
（光岡, 1976、図１）。１つ目は生きている
微生物の効果で、これには 1)微生物の腸内増
殖によりもたらされる効果と、2)菌体成分が
直接或いは腸内菌叢を介しての作用がある。
1)がいわゆる「プロバイオティクス」であり
日本を初めとして世界中で整腸作用及びそ
れから派生する効果の優れた菌株に関する
研究がなされている。さらに、プロバイオテ
ィクス菌が生体に定着しやすいような増殖
環境を提供する栄養素としてプレバイオテ
ィクスがあり、これらが同調して「シンバイ
オティクス」とされる。 
２つ目の作用機構は微生物により生成さ
れた有効物質の効果であり、これには「バイ
オジェニックス」という名前が提唱されてい
る（光岡, 1988）。これは「腸内フローラを
介することなく、直接、血圧降下作用、免疫
賦活作用、コレステロール低下作用、整腸作
用、抗腫瘍作用などの生体調節・生体防御・
疾病予防・老化制御などに働く食品成分」で
あり、広義には、生理活性ペプチド、植物性
ポリフェノール、カロチノイド、DHA、ビタ
ミンなどがこれに該当する。 
 「バイオジェニックス」が発酵乳・乳酸菌
の効用の作用機序として大きな可能性をも
っていることは、Lactobacillus helveticus
発酵乳より見出された「ラクトトリペプチ
ド」に関する研究で明らかとなった（中村, 
1999）。 発酵の過程で乳酸菌のプロテアー



ゼにより乳蛋白から 2 種類のトリペプチド
（Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro）が生成され、
それを摂取すると腸管から吸収され、体内で
昇圧物質を作る酵素（ACE）の働きを抑え、
高血圧を抑制することが示されている。さら
に、乳酸菌は多種多様の抗菌性成分を産生･
分泌することが知られている。有機酸、過酸
化水素、過酸化炭素、低分子抗菌物質、バク
テリオシンなどであり（Meurman, 2005）、そ
の効果により殺菌性を示すことも考えられ
る。しかし、これら抗菌成分は一般病原細菌
に対してであり、口腔細菌や真核生物の真菌
であるCandidaに対しての効果は不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では乳酸菌と数種の糖との組み合
わせとそれらの代謝産物による効果が口腔
の健康に対して明確かつ有効な効果を発揮
するシンバイオティクスとバイオジェニク
スを確立することが目的である。 
 さらに、バイオジェニクスにおいては有効
成分を同定し、その成分の増強を図ることで、
より強化された「シンバイオジェニティク
ス」を構築し、国民の日々の生活に取り入れ
ることで、Quality of life の向上に努める
ものである。 
 
３．研究の方法 
 シンバイオティクスおよびバイオジェニ
クス候補の１次スクリーニング 
（1）有用糖質、有効乳酸菌株および産生物
スクリーニング 
乳酸菌株の分離・培養方法 
 乳酸菌標準菌株 7 種に加え 46 の分離菌株
は乳酸菌選択培地でヒト口腔および市販の
発酵乳製品（ヨーグルト、チーズ、豆乳発酵
食品）から分離し、スクリーニングを行った。 
 以下の 4つの試験の指標口腔病原微生物と
して、Candida albicans ATCC18804（カンジ
ダ症原因真菌）、 Streptococcus mutans 
ATCC25175 （ う 蝕 原 菌）、 Porphyromonas 
gingivalis ATCC33277（歯周病菌）を用いた。 
（2）プレバイオティクススクリーニング 
①糖資化性試験：各 12 糖（ glucose, 
galactose, xylose, xylitol, cellobiose, 
sucrose, maltose, lactose, treharose, 
arabinose, melezitose, raffinose）存在下
で各乳酸菌株と C.albicans, S. mutans の増
殖試験を行った。 
（3）プロバイオティクス/バイオジェネシス 
スクリーニング＞ 
②乳酸菌生菌体および培養上清による
C.albicans 生育阻害試験（CFU アッセイ） 
③乳酸菌培養上清による P.gingivalis 生育
阻害試験（ディスク法による阻止円の測定お
よび濁度試験） 
④乳酸菌生菌体および培養上清による S. 
mutans の不溶性菌体外多糖体量の測定（フェ
ノール硫酸法） 
（4）有効成分の精製および特性解析 

候補菌培養上清を酢酸エチルまたはアセト
ン分画し、その上清成分をゲル濾過カラムク
ロマトグラフィーで分け、得られた抗菌性分
画を HPLC で分離し質量分析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）プレバイオティクス スクリーニング 
糖資化性試験を 12 種類の糖を用いて行った
ところ、乳酸菌はすべての糖で増殖した。口
腔病原性菌のうち、う蝕原性菌の S.mutans
とカンジダ症原因真菌 C.albicans も糖資化
性があるので、同様の試験を行ったところ、
３種類の糖には資化性がなかった。これらの
利用されにくい糖をプレバイオティクスと
して使用すると、同時に口腔病原微生物の増
殖阻害効果が期待できるものとして、望まし
いと考えられた。 
（2）プロバイオティクス/バイオジェニクス 
スクリーニング 
①歯周病原菌に対する ヒト口腔および発酵
食品から分離した乳酸菌株について、歯周病
原性菌 P.gingivalis の抑制性を検討したと
ころ、ほとんどの菌株が産生する乳酸によっ
て抑制を示した。しかし、乳酸は S. mutans
と C. albicans には無効であり、口腔内では
歯の脱灰のリスクも考えられる。そこで乳酸
菌の培養上清を中性に調整後、P. gingivalis
の抑制性を MIC で検討したところ、有効なも
のは２株に絞られた。 
②C. albicans に対する抑制効果を持つ乳酸
菌株を選択するため、同様に培養上清を用い
て酵母型 C. albicans の CFUアッセイで検討
した結果、８株が有効であった。さらにその
中で S. mutans の不溶性グルカン産生に与え
る影響をフェノール硫酸法で検出した結果、
阻害するものは５株であった。より病原性が
高いとされる菌糸型 C. albicans への抑制効
果をその５株で検討した結果、２株が特に阻
止効果を発揮した。 
③バイオジェニクスへ応用するための有効
成分の同定 
歯周病菌に対し抑制効果を持つ２菌株の産
生抗菌性物質の精製と特性解析を行った。 
 A. 候補菌 A の培養上清を酢酸エチル分画
により水溶性と脂溶性成分に分け、水溶性成
分を質量分画カラムクロマトグラフィーで
分離し、抗菌性分画を得た（下図）。抗菌活
性は乳酸依存性が高いことが示された。しか
し、HPLC での解析結果からは、乳酸ピーク以
外にも多数の活性ピークが検出されたこと
から、ペプチドなどの乳酸以外の成分からな



る抗菌物質の存在も示唆された。 
 
 B. 候補菌 B の培養上清を A.と同様に分画
し抗菌活性を検討した結果（下図）、乳酸に
依存せず、低分子物質である可能性が示唆さ
れた。そこで、アセトン沈殿による上清成分
の濃縮を行い、HPLC で分離し抗菌活性分画を
得て、分子量分析したところ、500Da 未満で、
既知の抗菌物質ではない可能性が示唆され
た。そこで、さらに詳細に分析するために
LC-MS で分子量を確定し、分子組成を推定し
たところ、ペプチドではなく新規物質である
可能性が示唆された。 
 

 
 
今後はこれらの有効菌種、有効成分の臨床応
用の可能性や、その際に、常在菌叢に与える
影響を調べる必要があると考えられる。 
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