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研究成果の概要（和文）：Lactobacillis salivarius WB21株 (WB21) は歯周病や口臭の改善効果をもたらすこ
とが報告されている。本研究では乳酸菌の口腔利用に際し、齲蝕に対する影響についてもさらに確認するため、
齲蝕原因菌Streptococcus mutans (Sm) に対するWB21の作用を調べた。混合培養実験において、WB21はSm増殖を
抑制することがわかった。また、不溶性グルカンに対する影響ではWB21の添加によりSmが産生する不溶性グルカ
ンが減少することがわかった。
本研究において、WB21は齲蝕のリスクを高めないだけでなく、齲蝕抑制効果を持つ可能性があることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Lactobacillus salivarius WB21 (WB 21) has been reported to improve 
periodontal disease and halitosis. In this study, the effect of WB 21 on the caries-causing 
microorganism Streptococcus mutans (Sm) was investigated to further confirm the effect of the oral 
use of lactic acid bacteria.In mixed culture experiments, it was found that WB21 suppressed Sm 
growth. In addition, it was found that the addition of WB21 reduced the amount of insoluble glucan 
produced by Sm.
The results of the present study suggested that WB21 did not increase the risk of dental caries and 
that it may even have a caries suppression effect.
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、疾病を治療するという考えから予防

するといった予防医学の考えが高まりつつ
ある。その中でも、プロバイオティクスを用
いた研究や治療が注目されている。 
プロバイオティクスとは、「消化管内の細

菌叢を改善し、宿主に有益な作用をもたらし
うる有能な微生物とそれらの増殖促進物質」
と定義される。つまり、プロバイオティクス
機能を持つ微生物を摂取すると、それが消化
管内のフローラに作用し、フローラの健常化
をはかりながら、疾病の予防、改善などを行
うというものである。プロバイオティクスは
益虫に例えられ、作用は穏やかであるが環境 
(宿主) への害はほとんどない。このため、抗
菌薬やワクチンに代わる予防・治療法として
注目されている。 
 代表的なプロバイオティクスとしては、
Lactobacillus 属や Bifidobacterium 属、
Enterococcus 属などが挙げられる。近年、
Lactobacillus 属や Bifidobacterium 属の投
与が膣内や腸管内の細菌叢を変化させ、健康
に寄与することが報告されている 1) 。また、
Kõll らは、in vitro 実験で口腔由来の乳酸菌
のプロバイオティクスとしての特性を評価
し、有用性の高い 4 菌種 Lactobacillus 
plantarum, L. rhamnosus, L. salivarius, L. 
paracasei をみいだした 2)。さらに、プロバ
イオティクスの全身応用として、ヒトに対す
る免疫機能の調節や、抗菌活性、抗アレルギ
ー作用など、様々な機能を有することが明ら
かになっている。 

 
 口腔内において利用されるプロバイオテ
ィクスとしては、Lactobacillus 属がよく知ら
れている。これまでに、Lactobacillus 
salivarius TI2711 株配合錠菓口腔投与がプ
ラーク付着率や歯周組織を改善することや 
3) 4)、Lactobacillus reuteri ATCC 55730 株配
合ヨーグルト摂取がう蝕原因菌である
Streptococcus mutans の菌数が減少したこ
とが報告されている 5)。Lactobacillus 
salivarius WB21 株は、Helicobacter pylori
の除菌能力を持つ L. salivarius 1004 株とし
て分離された後、口腔環境に安定性を持つ変
異株として改良されたもので、すでに動物実
験において生体への安全性も確認されてい
る 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
 
申請者らの研究グループはこれまでに、L. 

salivarius WB21 株を配合錠菓 (わかもと製
薬) を利用して、口臭患者や歯周病患者を対
象に、本製品のプロバイオティクス効果を検
証し、口臭や歯周組織の炎症の改善に有効で
あることを報告してきた 7) 8)。しかしながら、
その作用メカニズムに関しては不明なとこ
ろが多く、L. salivarius WB21 株のう蝕に対
する影響を臨床的に評価した研究はほとん
どない。 
また、乳酸菌は糖を分解し、乳酸を産生し

殺菌作用を有するがその一方で、酸により歯
のエナメル質を脱灰し、う蝕進行を促進する
可能性もある。また乳酸菌の種類によっては、
う蝕病巣より多く分離されるため一般にう
蝕に関係すると認識されている場合が多い
が、乳酸菌がプロバイオティクスとしてう蝕
の発生を抑制するとの報告もある 9)。 
本研究では、L. salivarius WB21 株のう蝕

原因菌に対する働きを検証し、本菌のプロバ
イオティクスとしての有用性を評価した。さ
らに申請者は、プロバイオティクスとカテキ
ンとの併用についても研究した。カテキンと
は茶の抽出物であり、血中のコレステロール
調整作用、抗酸化作用等、様々な作用がある
ことが報告されている。また、カテキンには
抗菌、抗う蝕作用もあることが報告されてお
り、含有されるカテキンのうち、エピガロカ
テキンガラート (EGCg) は抗菌作用や口臭
抑制作用等がある事が明らかになっており、
今後口腔内への応用が期待される。プロバイ
オティクスとカテキンの相乗効果およびう
蝕原因菌に対する影響についても評価を行
った。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) Lactobacillus salivarius WB21 株がう蝕
原因細菌におよぼす影響について 
 
① Streptococcus mutans および
Streptococcus sobrinus に対する増殖抑制
作用 
 
試験菌株は、Streptococcus mutans 

JCM5705 株と Streptococus mutans 
MT8148 株および Streptococcus sobrinus 
ATCC33478 株とした。 
まず 0.7%グルコース添加 GAM 培地 10ml

に、各試験菌液を 107 CFU となるように添
加した。次に、L. salivarius WB21 株 (Ls 
WB21)  を 10、 103、 105、 107 CFU/ml
となるように添加した。37℃で静置培養後、
10、 20 、24 、38 時間後に生菌数を測定し
た。 
 



 
② 不溶性グルカンの抑制実験 
 

2％スクロース添加 GAM 培地に S. 
mutans JCM5705 株および S. mutans  
JCM5705 株と Ls WB21 を混合した菌液を
添加し、仰角 30°に置き 37℃ 24 時間嫌気
培養を行った。その後、不溶性グルカンを回
収し、硫酸-フェノール法にて不溶性グルカン
量を測定した。 
 
 

(2) 茶カテキンと Lactobacillus salivarius 
WB21株が口腔内細菌におよぼす影響につい
て 
 

Porphyromonas gingivalis  JCM8525 株
を OD 値が 1 になるように調整し、試験菌液
とした。また、Ls WB21 培養ろ液は遠心後、
上清をフィルターにてろ過し調整した。被験
物質である茶カテキン EGCg (サンフェノン
EGCg-OP) をエタノールで溶解し、5％濃度
に調整した。 
 
① 茶カテキンに対する口腔内細菌の感受性
試験 
 
L. salivarius WB21 株、 P. gingivalis 
(ATCC33277 株、JCM8525 株) 、S. mutans 
JCM5705 株、Prevotella intermedia 
ATCC25611 株、Fusobacterium nucleatum 
JCM8532 株、Aggregatibacter 
actinomytesemcomitans JCM8577 株 の茶
カテキン (EGCg) に対する感受性を、寒天平
板希釈法で調べた。 
 
② Porphyromonas gingivalis に対する Ls 
WB21 ろ液と茶カテキン (EGCg) の混合培
養の影響 
 

P. gingivalis (ATCC33277 株、JCM8525
株) と Ls WB21 培養ろ液および EGCg を混
合後、37℃、嫌気下にて培養し、6 時間後に
P. gingivalis の生菌数を測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) Lactobacillus salivarius WB21 株がう蝕
原因細菌におよぼす影響について 
 
① Streptococcus mutans および
Streptococcus sobrinus に対する増殖抑制
作用 
 

S. mutans JCM5705 株および S. mutans 
MT8148 株ともに、Ls WB21 の添加菌数に
依存的に減少した。S. sobrinus ATCC33478 
においては、Ls WB21 の添加菌数に依存的
に減少しなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 不溶性グルカンの抑制実験 
 
S. mutans JCM5705 株および S. mutans  
JCM5705 株より産生される不溶性グルカン
量は、付着画分、非付着画分ともに Ls WB21
の添加により減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(2) 茶カテキンと Lactobacillus salivarius 
WB21が口腔内細菌におよぼす影響について 
 
① 茶カテキンに対する口腔内細菌の感受性
試験 
 
P. gingivalis と P. intermedia は他の細菌と
比較した結果、茶カテキンに対する感受性が
高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②Porphyromonas gingivalis に対する Ls 
WB21 ろ液と茶カテキンの混合培養の影響 
 
P.gingivalis の菌数は Ls WB21 ろ液の添加
により減少し、EGCg の添加でさらに減少し
た。P.gingivalis JCM8525 および
P.gingivalis ATCC33277 の菌数は WB21 ろ
液の添加により減少し、茶カテキンの添加で
さらに減少した。 
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