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研究成果の概要（和文）：Lactobacillus crispatus LBS 17-11の菌体外産生物質がStreptococcus pneumoniae
およびHaemophilus influenzaeに対して抗菌活性を示した。S. pneumoniaeに対する抗菌活性を指標にしてバク
テリオシン様物質の精製を行った。強い抗菌活性は培養上清からの35～80%飽和硫安沈殿画分に回収された。硫
安沈殿画分を透析後、抗菌活性物質をクロロホルムで抽出した。抗菌活性物質は2,045倍精製され、回収率は19%
で推定分子量は7kDaであった。本バクテリオシン様物質は耐熱性でタンパク質分解酵素によって部分的に分解さ
れた。

　

研究成果の概要（英文）：Lactobacillus crispatus LBS 17-11 was isolated from an oral cavity of human 
subject, and possess growth inhibition activity against Streptococcus pneumoniae and Haemophilus 
influenzae. The objective of this study was to purify a bacteriocin-like substance, and to determine
 its characteristic properties. Antibacterial activities against oral bacteria were determined by a 
radial diffusion assay. Purification procedure for bacteriocin-like substance was achieved with 
ammonium sulfate precipitation of culture supernatant, and subsequent extraction with chloroform. 
Antibacterial substance was partially purified up to 2045-fold specific activity (unit/mg protein). 
The inhibitory activity was shown against S. pneumoniae, but Gram negative periodontopathic 
bacteria. The antimicrobial activity was heat stable and partially lost by the treatment with 
trypsin and proteinase K. The molecular mass of bacteriocin-like substance was estimated to be 
approximately 7 kDa based on SDS-PAGE.
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１．研究開始当初の背景 
 歯科領域における術後感染症は、外科的無
菌技法の進歩や抗菌薬の開発の結果、外因性
感染による発症は減少したが、患者自身の持
つ常在菌などによる内因性感染による発症
は依然として存在する。特に口腔・咽頭領域
では、外毒素を産生するグラム陽性菌と内毒
素を産生するグラム陰性菌など毒性を有す
る日和見菌が多数常在しているため、内因性
感染による術後感染症の発症が懸念される。
したがって、周術期における口腔・咽頭部に
おける細菌叢の制御は必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 これまで病原菌を制御し細菌叢を健全化
する“リプレイスメントセラピ－”に注目し、
口腔・咽頭におけるプロバイオティクスの研
究を行ってきた。本研究では、一連の研究か
ら選択されたプロバイオティクス候補菌の
生理活性の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）試薬 
トリプシン、プロテイナーゼ K、NAD、乳酸ナ
トリウムは WAKO 純薬から購入した。ナイシ
ンは MP Biomedical から購入し対照として使
用した。 
 
（２）菌株と培養条件 
 Lactobacillus crispatus LBS17-11 、
Streptococcus pneumoniae ATCC 33400 、
Haemophilus influenzae ATCC 9795 、
Streptococcus mutans ATCC 25175 、
Streptococcus sobrinus ATCC 33478 、
Fusobacterium nucleatum JCM8532 、
Prevotella intermedia ATCC 25261 、
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 は鶴
見大学の保存株から使用した。 
 L. crispatus は MRS 培地に、その他のグラ
ム陽性菌は Tryptic soy broth（TSB）に植菌
し、嫌気ボックス（N2:CO2:H2=8:1:1）内で
37℃にて培養した。H. influenzae は NAD 含
有 Muller-Hinton 培地で、 P. gingivalis、
P. intermedia、F. nucleatum はＴＳＢにヘ
ミンとメナジオンを添加し、37℃、嫌気条件
下で培養した。 
 
（３）バクテリオシン様物質の活性測定 
 L. crispatus LBS17-11 は MRS Broth にて
37℃で嫌気培養した。各精製段階における S. 
pneumoniae ATCC33400といくつかの口腔内細
菌に対する抗菌活性は Radial diffusion 法
で測定した。指標菌の S. pneumonia を含む
TS 寒天培地のウェルに各精製段階の濃縮画
分（5～10 ｌ）を加えて嫌気培養した。ウェ
ル周囲の透明帯の直径を計測して抗菌活性
とした。最小発育阻止濃度(MIC)は日本化学
療法学会(1990)の液体微量希釈法により行
った。ＭＩＣは増殖を阻害する最小濃度と定
義した。 

（４）バクテリオシン様物質の精製 
 L. crispatus LBS 17-11 培養上清を 35～
80%飽和硫酸アンモニウムにより塩析した。
遠心操作後の沈渣を透析し、バクテリオシン
様物質とした。 
 
（５）タンパク濃度の定量および Tricine- 
SDS-PAGE 
 上記飽和硫安画分を Tricine-SDS-PAGE
（15%アクリルアミドゲル）により分離した。
さらにゲルを2分し、半面はタンパク染色し、
もう半面は S. pneumoniae 懸濁液を加えた寒
天培地に重層して嫌気培養した。培養後、抗
菌活性を示す透明帯に相当するバンドを検
証した。 
 
（６）バクテリオシン様物質の特性解析 
 飽和硫安画分を 100 ºC、10 分で加熱して
耐熱性を調べた。また、 
プロテイナ－ゼ K（1 mg/mL）およびトリプ
シン（1 mg/mL）に対する感受性を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）拮抗試験による抗菌活性の検討 
 L. crispatus LBS17-11 が S. pneumoniae
および H. influenzae に対して抗菌活性を有
するか拮抗試験で検証した。その結果、L. 
crispatus LBS17-11 は 隣 接 す る H. 
influenzae および S. pneumoniae の増殖を阻
害した（図１） 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 1）Competition assay（拮抗試験） 
 
（２）Radial diffusion 法による抗菌活性の
検討 
 L. crispatus LBS17-11 が S. pneumoniae
および H. influenzae に対して抗菌活性を有
することが拮抗試験で検証されたので、次い
で L. crispatus LBS17-11 の培養上清、その
上清から 80％飽和硫酸アンモニウム塩析で
得られた画分の H. influenzae および S. 
pneumoniae の増殖に対する抗菌活性を
Radial diffusion assay で検討した。その結
果、L. crispatus LBS17-11 の培養上清、80％
飽和硫酸アンモニウム塩析画分ともに H. 
influenzae および S. pneumoniae の増殖に対
して抗菌活性を示した（図２）。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図２）Radial diffusion 法 （抗菌活性測
定） 
 
（３）L. crispatus LBS 17-11 のバクテリオ
シン様物質の精製 
 S. pneumoniae ATCC 33400 株に対する抗菌
活性を指標にしてバクテリオシン様物質の
精製を行った。L. crispatus LBS 17-11 の培
養上清中にバクテリオシン様物質が確認さ
れた。強い抗菌活性は上清からの 35%〜80%
飽和硫安沈殿画分に回収された。培養上清か
らのタンパク質の回収率は 5.2%で、抗菌活性
は15倍精製された。硫安沈殿画分の透析後、
抗菌活性物質はクロロホルムで抽出された。
抗菌活性物質は 2,045 倍精製され、本活性の
培養上清からの回収率は 19%であった。 
 
（４）L. crispatus LBS 17-11 のバクテリオ
シン様物質の性状 
 S. pneumoniae に対する本バクテリオシン
様物質の抗菌活性は静菌的活性であった。
Radial diffusion法のクリアーゾーンの中に
幾 つ か の 菌 体 が 観 察 さ れ 、 ま た 、
Microdilution 法において MIC より高濃度の
ウェル中にも菌体が観察された。S. mutans、
S. sobrinus などのグラム陽性菌および P. 
gingivalis、P. intermedia、F. nucleatum
などのグラム陰性菌は Radial diffusion 法
で本バクテリオシン様物質に感受性を示さ
なかった。 
 電気泳動による分析で、本バクテリオシン
様物質の活性バンドは一本のバンドを示し、
その分子量は約 7 kDa であった。このバンド
はタンパク質染色で見られた一本のバンド
と一致したことから、高精製度のバクテリオ
シン様物質であることが示唆された（図３）。 
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図 3 バクテリオシン様物質の電気泳動図 
(左：CBB 染色、右：活性染色、M(マーカー)
は上から分子量 97.2、66.4、45.0、29.0、20.0、
14.3kDa 左矢印がバクテリオシン様物質。右
矢印の抗菌活性バンドと一致している) 
 
 この抗菌活性は 100℃、10 分の熱処理に安
定であった。この抗菌活性はトリプシンまた
はプロテイナ－ゼ K の処理で部分的にそれ
ぞれ 40%または 45%失われることからタンパ
ク質性の物質と思われた（表１）。 
 
表１ 抗菌物質に対するタンパク分解酵素
の影響と耐熱性（平板法による評価） 
 

 
 本研究において、被験者口腔より単離され
た L. crispatus LBS 17-11 によって産生さ
れ、S. pneumoniae に対して抗菌活性を示す
バクテリオシン様物質を精製し性状を調べ
た。バクテリオシン様物質は耐熱性であり、
トリプシン、プロテイナ－ゼ K によって部分
的に失活してタンパク質様の性質を示した。
本バクテリオシン様物質は S. pneumoniae に
対して殺菌的ではなく静菌的な効果を示し
た。この物質は既報のバクテリオシンの定義

Treatment Condition 
Antimicrobial 

activity (%) 

Control 
 

100 

Trypsin 

1 mg/mL, 

37ºC,  

3 hours 

60 

Proteinase 

K 

1 mg/mL, 

37ºC,  

3 hours 

55 

Heat 

stability 

100 ºC,  

10 minutes 
100 



とは少し異なることからバクテリオシン様
物質または部分精製物質と考えられる。 
 本バクテリオシン様物質の精製過程で、硫
安沈殿画分からのクロロホルム抽出によっ
て抗菌活性が上昇したことは高度に精製さ
れたことを示唆している。これはバクテリオ
シンが自然状態では脂質などの分子と凝集
していることで説明されるかもしれない。こ
の凝集体の抗菌活性は部分的にマスクされ
ているかもしれない。このような混合物がク
ロロホルムによって除去された可能性があ
る。簡単なメタノール-クロロホルム抽出で
硫安沈殿したバクテリオシンからほとんど
の脂質を除去し、精製バクテリオシンを得た
と言う報告もある。本研究においてバクテリ
オシン様物質がクロロホルムで抽出された
ことは、本物質が疎水性であることを示して
いる。 
 一般に細菌は低 pH に感受性であり、酸性
pH で増殖速度が低下する。通常プロバイオテ
ィクス候補菌のスクリーニングは有機酸の
影響を避けるため、培養上清を中和して行う。
しかし、乳酸ナトリウムはクエン酸ナトリウ
ム同様に S. pneumoniae や他の細菌の潜在的
増殖抑制因子である。 
 S. pneumoniae は口腔や上気道で優勢であ
り、ヒトの肺炎、髄膜炎、敗血症の主要な原
因菌である。静菌的な物質は肺炎予防への直
接的な応用に適していないかもしれない。 
 バクテリオシン様物質の阻害機序は他の
バクテリオシンの機序と異なるかもしれな
い。バクテリオシンはクオラムセンシングを
介した他の細菌へのシグナル伝達や細菌叢
内での細菌間の対話あるいは宿主免疫シス
テムへのシグナル伝達など、シグナルペプチ
ドとしての機能をもつとの報告もある。 
 バクテリオシン様物質の静菌的特性は口
腔内細菌の生態系の解析に寄与するかもし
れない。また、口腔の健康や口腔疾患の予防
に対する新たなアプローチになるかもしれ
ない。 
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