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研究成果の概要（和文）：Candida albicans ATCC 18804、Streptococcus mutans ATCC 25175および 
Streptococcus sobrinus ATCC 33478に対するプロバイオティクス候補菌Lactobacillus crispatus YIT 12319の
プロバイオティクス効果を調べた結果、L.crispatus YIT 12319は、C. albicansおよびS. mutansの増殖とC. 
albicans、S. mutansおよびS. sobrinusのバイオフィルム形成を抑制し、これらの微生物に対してプロバイオテ
ィクス効果を示すことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Objective: The purpose of this study was to investigate the probiotic effect
 of Lactobacillus crispatus on Candida albicans and mutans streptococci. Design: Competition assays 
were employed to examine the growth suppression effects of the probiotic candidate L. crispatus YIT 
12319 against C. albicans ATCC 18804, Candida glabrata ATCC 2001, Streptococcus mutans ATCC 25175, 
and Streptococcus sobrinus ATCC 33478. Furthermore, the formation of the biofilm composed of L. 
crispatus and the other microbe was monitored using the real time cell analyzer xCELLigence. 
Results: L. crispatus showed a strong and moderate inhibitory effect on the growth of C. albicans 
and S. mutans, respectively. L. crispatus inhibited the formation and maturation of biofilm of C. 
albicans, S. mutans or S. sobrinus. Conclusions: L. crispatus YIT 12319 was suggested to demonstrate
 the probiotic effect on C. albicans, S. mutans, and S. sobrinus.

研究分野：口腔細菌学

キーワード： Probiotics　Lactobacillus crispatus　Biofilm formation　Candida albicans　Streptococcus mutan
s　Streptococcus sobrinus

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、欧米諸国や日本を含む先進国諸国では医療の発展に伴い強い感染力を有する細菌由来の感染症は減少し
た。一方で高齢者や周術期の患者など免疫力が減弱した宿主への日和見感染症が問題になっている。世界に目を
向ければ、COVID-19 患者の日和見感染が増加しているとの報告が増えている。重度COVID-19 患者の合併症とし
て真菌感染症が増加しており、真菌のカンジダ属に関する基礎と臨床研究が再燃している。本研究ではプロバイ
オティクス候補菌を用いてカンジダ属やう蝕原性細菌のバイオフィルム形成と増殖を抑制する事に成功してい
る。これを応用することで薬に頼らない治療法や予防の一助となる事が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
日和見感染菌として知られている Candida albicans (C. albicans)は、病原性を持ち、免疫
能の低下した宿主に口腔カンジダ症を引き起こし、内臓真菌症や真菌性肺炎を惹起する。し
かし近年、C. albicansがカンジダ症を引き起こすだけではなく、Streptococcus mutans (S. 
mutans)と結合し、相乗的に関与する事や幼少期のう蝕経験と C. albicansの検出に正の相
関がある事が報告されている。その一方で C. albicansによる感染症の治療で抗真菌薬を使
用した影響で細菌叢が変化し、Candida glabrata (C. glabrata)の検出率が増加傾向となっ
ている。C. glabrata は C. albicans に感受性を持つ抗真菌薬に耐性を持つ割合が高い。そ
のため、C. glabrataが他の病原性細菌と相互に作用する事で宿主に悪影響を及ぼす事が危
惧されている。特にう蝕や歯周病などの歯科疾患は不可逆性であり、進行度によっては歯の
喪失に繋がる。C. albicans および C. glabrata を制御し、う蝕原性細菌との相互作用を抑
制する事は、う蝕の発生および進行を阻害し、歯の喪失のリスク低減の一因となり得るか検
証する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はプロバイオティクス候補菌である乳酸菌 Lactobacillus crispatus (L. 
crispatus)や Lactobacillus gasseri (L. gasseri)を用いて、日和見感染菌である C. albicans
および C. glabrata に対する抗菌活性や S. mutans および Streptococcus sobrinus (S. 
sobrinus)に対する抗菌活性を検証すること、また、C. albicansおよび C. glabrataとう蝕
原性細菌の S. mutans、S. sobrinusとの相互作用を検証し、それらに対するプロバイオテ
ィクス候補菌の効果を検証することである。 
 
３．研究の方法 
（１）使用菌株および培養方法 
L. crispatus YIT 12319は、ヤクルト本社中央研究所微生物研究所微生物機能研究室から提
供を受け、鶴見大学歯学部旧探索歯学講座実験室に保管しているストックを使用した[28、
30]。L. crispatus YIT 12319は、Lactobacilli MRS Broth (MRS, Bacto, Becton, Dickinson 
and Company, Sparks, MD, USA)を用いて、嫌気条件下（37℃、80% N2, 10% CO2, 10% 
H2）で 16時間培養した。その後、リン酸緩衝生理食塩水 (PBS) 中で懸濁した（OD540 nm 
= 0.2）。次に、遠心分離（1,710 ×g, 20 min）を行い、培養上清を 4℃で保存した。 さらに
培養上清に 50%飽和硫酸アンモニウムを加え、遠心操作 (1,710 ×g , 20min)後に、透析を
行い、硫安塩析画分を準備した。 
カンジダ属である C. albicans ATCC 18804、C. glabrata ATCC 2001、う蝕原性細菌であ
る S. mutans ATCC 25175 および S. sobrinus ATCC 33478 は American Type Culture 
Collection（Manassas, VA, USA）から購入した。2種の真菌は YM培地（YM, Bacto, Becton, 
Dickinson and Company, Sparks, MD, USA）を用いて、嫌気条件下で 24時間培養した。
その後、PBS中で懸濁した（OD540 nm = 0.2）。2種のう蝕原性細菌は Tryptic soy broth （TS, 
Becton Dickinson, Sparks, MD, USA）を用いて、嫌気条件下で 16時間培養した。その後、
PBS中で懸濁した（OD540 nm = 0.2）。 
 
（２）増殖拮抗試験 
L. crispatus YIT 12319 のカンジダ属とう蝕原性細菌に対する増殖拮抗活性を検証するた
めにCompetition assayを実施した：i) L. crispatus YIT 12319とC. albicans ATCC 18804、
ii) L. crispatus YIT 12319と C. glabrata ATCC 2001、iii) L. crispatus YIT 12319と S. 
mutans ATCC 25175、iv) L. crispatus YIT 12319と S. sobrinus ATCC 33478の組み合わ
せとした。L. crispatus YIT 12319と真菌の Competition assayでは、MRS : YM = 4:1に
調整した寒天培地に 5 mmの間隔を開け、各菌 5 μlずつ植菌した。各群ｎ＝3で、3回実施
し、再現性を確認した。L. crispatus YIT 12319とう蝕原性細菌の Competition assayでは
MRS:TS=1:1に調整した寒天培地に 5 mmの間隔を開け、同様に植菌した。植菌後に、そ
れぞれの寒天プレ－トを嫌気条件下で 37℃、48時間培養し、微生物間の増殖への影響を観
察した。 
 
（３）抗菌活性測定 
L. crispatus YIT 12319のカンジダ属とう蝕原性細菌に対する抗菌活性を検証するために、
Radial diffusion assayを実施した。サンプルとして、L. crispatus YIT 12319の上清と L. 
crispatus YIT 12319由来の 50％飽和硫安塩析画分を使用した。コントロ－ルとして、PBS
と 10 μg/mlイトラコナゾールおよび 5 μg/mlテトラサイクリンを使用した。 
カンジダ属の Radial diffusion assayでは、YM培地を 1/10に希釈した培地（Ａ培地）と
YM培地を 2倍量にした培地（Ｂ培地）を準備した。C. albicans ATCC 1880懸濁液を 50℃



で保温した A培地に添加し、シャーレに流し込み、固化させた。寒天固化後に、直径 2 mm
の穴を開け、各サンプルを 5 μl滴下し、クリーンベンチ内で 15分間静置した。次に、B培
地を A培地上に流し込み、固化させた。固化後に嫌気条件下で 37℃、48時間培養した。培
養後に発育阻止円（透明帯）の直径を測定した。C. glabrata ATCC 2001についても同様に
実施した。 
う蝕原性細菌の Radial diffusion assayでは、TS培地を 1/10に希釈した培地（C培地）と
TS培地（D培地）を 2倍量にした培地を準備した。S. mutans ATCC 25175懸濁液を 50℃
で保温したＣ培地に添加し、シャーレに流し込み、固化させた。寒天固化後に、直径 2 mm
の穴を開け、各サンプルを 5 μl滴下し、クリーンベンチ内で 15分間静置した。次に、D培
地を C培地上に流し込み、固化させた。固化後に嫌気条件下で 37℃、48時間培養した。培
養後に発育阻止円（透明帯）の直径を測定した。S. sobrinus ATCC 33478についても同様
に実施した。 
 
（４）リアルタイム・バイオフィルム形成試験 
バイオフィルム形成を経時的に定量するために、先行研究[31]と同様に、Real Time Cell 
Analyzer（RTCA, xCELLigence®, ACEA Bioscience Inc., San Diego, CA）を採用した。こ
のシステムは、付属の Electronic microtiter plate (E-plate)内の wellにサンプルを分注し、
well下部に設置された電極の電子インピーダンス（Cell Index: CI）を測定することで定量
する[32,33]。  
本研究では、E-plateの wellに、MRS : TS : YM = 2 : 2 : 1に調整した混合培地を 180 μl分
注した。各 wellに、i) L. crispatus YIT 12319懸濁液 10 μl、ii) C. albicans ATCC 18804
懸濁液 10 μl、iii) C. glabrata ATCC 2001懸濁液 10 μl、iv) S. mutans ATCC 25175懸濁
液 10 μl、v) S. sobrinus ATCC 33478懸濁液、vi) L. crispatus YIT 12319懸濁液 10 μlと
C. albicans ATCC 18804 懸濁液 10 μl、vii) L. crispatus YIT 12319 懸濁液 10 μl と C. 
glabrata ATCC 2001懸濁液 10 μl、viii) L. crispatus YIT 12319懸濁液 10 μlと S. mutans 
ATCC 25175懸濁液 10 μl、ix) L. crispatus YIT 12319懸濁液 10 μlと S. sobrinus ATCC 
33478懸濁液 10 μlを分注した。その後 RTCA内に設置し、37℃、70時間培養した。 
 
４．研究成果 
（１）増殖拮抗試験 
Competition assay の結果を図 1 に示す。L. crispatus YIT 12319 と C. albicans ATCC 
18804 の試験では、L. crispatus YIT 12319 コロニ－から離れた位置では、C. albicans 
ATCC18804が三日月形に一部増殖を認めたケースもあったが、L. crispatus YIT 12319に
近接した位置では、まったく増殖を示さなかった。L. crispatus YIT 12319と C. glabrata 
ATCC 2001の試験では、互いに増殖し、円形上のコロニ－が形成された。L. crispatus YIT 
12319と S. mutans ATCC 25175の試験では、L. crispatus YIT 12319コロニ－から離れ
た位置では、S. mutans ATCC 25175の増殖を認めたが、L. crispatus YIT 12319に近接し
た位置では、わずかな増殖しか認められなかった。L. crispatus YIT 12319と S. sobrinus 
ATCC 33478の試験では、互いに増殖し、円形上のコロニ－が形成された。（図１） 
 
（２）リアルタイム・バイオフィルム形成量 
RTCAの結果を図 2と図 3に示す。 
L. crispatus YIT 12319 単独培養群、C. albicans ATCC 18804 単独培養群、および L. 
crispatus YIT 12319と C. albicans ATCC 18804の共培養群を比較した結果を図 2-aに示
す。L. crispatus YIT 12319群は、緩やかに増殖し、約 14時間で最大 CI値に達し、その後
は安定した。C. albicans ATCC 18804群は、約 12時間を過ぎた頃から著しく増殖し、約
16時間で最大 CI値に達した。共培養群についは、約 14時間で最大 CIに達した。70時間
後の L. crispatus YIT 12319バイオフィルム量は、CI＝0.11を示した。共培養バイオフィ
ルム量は CI＝0.28を示し、C. albicans ATCC 18804バイオフィルム量（CI＝0.48）と比較
して小さかった。 
L. crispatus YIT 12319単独培養群、C. glabrata ATCC 2001単独培養群および L. crispatus 
YIT 12319 と C. glabrata ATCC 2001 の共培養群を比較した結果を図 2-b に示す。C. 
glabrata ATCC 2001群は、L. crispatus YIT 12319群と比較し、培養直後から急激に増殖
し、約 9時間で最大 CI値に達した。共培養群については、C. glabrata ATCC 2001群と同
様に培養直後から著しく増殖した後、緩やかに増殖し、約 16 時間で最大 CI 値に達した。
70時間後のバイオマスについては、共培養バイオフィルムが最も大きな値を示した（CI＝
0.49）。 
L. crispatus YIT 12319単独培養、S. mutans ATCC 25175単独培養および L. crispatus 
YIT 12319と S. mutans ATCC 25175の共培養の結果を図 3-aに示す。S. mutans ATCC 
25175群は、26時間後まで緩やかに増殖を続けた。共培養バイオフィルムは、L. crispatus 
YIT 12319群と同様の動態を示し、約 15時間で最大 CI達した。バイオマスについては、
共培養バイオフィルムの CI値は 0.05を示し、S. mutans ATCC 25175バイオフィルム（CI



＝0.28）より小さかった。 
L. crispatus YIT 12319 単独培養群、S. sobrinus ATCC 33478 単独培養群および L. 
crispatus YIT 12319と S. sobrinus ATCC 33478の共培養群を比較した結果を図 3-bに示
す。S. sobrinus ATCC 33478群は、約 12時間を過ぎた頃から著しく増殖し、20時間から
29時間にかけて緩やかに増殖した。共培養群は、L. crispatus YIT 12319群と同様の動態
を示しながらも、増殖は約 18時間まで続いた。70時間後のバイオマスについては、共培養
バイオフィルム（CI＝0.14）は、S. sobrinus ATCC 33478バイオフィルム（CI＝0.38）と
比較して小さかった。 
 
(図１) L. crispatus YIT 12319とカンジダ属またはう蝕原性細菌との増植拮抗 
 
A）L. crispatus YIT 12319とカンジダ属との拮抗 
a) L. crispatus YIT 12319（左）と C. albicans ATCC 18804（右） 
b) L. crispatus YIT 12319（左）と C. glabrata ATCC 2001（右） 

 
B) L. crispatus YIT 12319とう蝕原性細菌との拮抗 
a) L. crispatus YIT 12319（左）と S. mutans ATCC 25175（右） 
b) L. crispatus YIT 12319（左）と S. sobrinus ATCC 33478（右） 

 

（図２）L. crispatus YIT 12319と C. albicans ATCC 18804 または C. glabrata ATCC 

2001のリアルタイム・バイオフィルム形成  

 

a) L. crispatus YIT 12319と C. albicans ATCC 18804 

b) L. crispatus YIT 12319と C. glabrata ATCC 2001 

 

（図３）L. crispatus YIT 12319と S. mutans ATCC 25175 または S. sobrinus ATCC 33478のリ
アルタイム・バイオフィルム形成 



 
a) L. crispatus YIT 12319と S. mutans ATCC 25175 

b) L. crispatus YIT 12319と S. sobrinus ATCC 33478 
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