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研究成果の概要（和文）：我々は、プロバイオティクスの口腔特に歯周疾患予防製剤としての応用を目的とし、Lactob
acillus reuteriの歯周病原菌に対する効果を検討し、増殖抑制効果があることを明らかにした。また、L. reuteriよ
り産生される抗菌物質reuterinにおいて、歯周病原菌に対する抗菌効果およびバイオフィルム抑制効果を有する可能性
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We identified inhibitory effect of periodontopathic bacteria on Lactobacillus 
reuteri. Moreover, we identified that antimicrobial agents, reuterin produced from L. reuteri have 
antimicrobial and antibiofilm effects against periodontopathic bacteria.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： プロバイオティクス　歯周病
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1. 研究開始当初の背景 
（1）プロバイオティクスは生体に有益に働
く生菌製剤で、その作用はプロバイオティク
ス中の細菌が産生するバクテリオシン、有機
酸あるいは過酸化水素代謝産物による強い
殺菌活性と、栄養成分を病原細菌と競合的に
摂取することでもたらされる病原細菌の増
殖抑制である。プロバイオティクスは腸管内
における下痢症などの細菌感染症への応用
のみならず、口腔内でも齲蝕原性菌の増殖抑
制の効果が報告されている（Nikawa et al., 
Int J Food Microbiol, 2004; Mayanagi et al., 
J Clin Periodontol, 2009）。近年では、プ
ロバイオティクスによる口臭抑制効果も報
告されている（Iwamoto et al., Oral Surg 
Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod，
2010 ）。 口 腔 で は 、 Lactobacilli 、
Streptococci の乳酸産生菌が多く用いられ、
齲蝕原性菌の増殖抑制に対する効果は多数
の報告があるものの、歯周病原性細菌に対す
る詳細な検討はこれまでにほとんどされて
いない。 
 
（2）Lactobacillus reuteri（L. reuteri）
はプロバイオティクスのうちの一つで、下痢
症などの腸管内の効果以外に口腔領域でも
用いられている菌種の一つである。 L. 
reuteri は強力な抗菌性を発揮するバクテリ
オシン様抗菌物質 reuterin を産生し、これ
が口腔に対して影響を及ぼしている可能性
があるが、それに関して着目した検討はなさ
れていない。 
 
２．研究の目的 
本研究において、齲蝕原性菌の増殖抑制や殺
菌効果、バクテリオシン様抗菌物質 reuterin
を産生することが知られているプロバイオ
ティクスのうちの一つの Lactobacillus 
reuteri を中心に、歯周病原性菌の増殖、臭
気物質産生、バイオフィルム形成に対する効
果を in vitro で詳細に検討し、歯周病に対
する臨床応用の可能性を探ることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、（1）種々の L. reuteri を用い
て、歯周病原菌の増殖抑制効果を in vitro
で詳細に検討した。（2）L.reuteri が産生す
る reuterin が歯周病原菌の増殖、臭気物質
産生、バイオフィルム形成に及ぼす効果を検
討するために、reuterin の産生に関与する
L.reuteri の glycerol dehydratase(GD) の
活性を欠失させた遺伝子改変株を作製し、歯
周病原菌に対する reuterin の影響を探索す
ることとした。 
 
（1）種々の L. reuteriの歯周病原菌に対す
る増殖抑制効果： L. reuteri は、JCM1112、
JCM1084、JCM2762、JCM2764 を用い、MRS 培
地 に て 培 養 を 行 っ た 。 Porphyromonas 

gingivalis ATCC33277（P. gingivalis）お
よび Fusobacterium nucleatem JCM8532 (F. 
nucleatum)の増殖抑制効果を検討した。BHI
（hemin および menadione 添加）培地中に L. 
reuteri の培養上清を一定量添加し、P. 
gingivalisまたは F. nucleatumを増殖させ、
経時的に吸光度を測定した。L. reuteriは代
謝産物に乳酸を大量に産生することが知ら
れており、培養液は pH4.4 の酸性に変化し、
大量の酸性代謝産物が産生されていた。一方、
歯周病原菌（ P. gingivalis および F. 
nucleatum）は pH7.0 以下での生存が困難だ
ったことから、L. reuteriの培養上清を限外
濾過し、pH の影響を与えない量を BHI（hemin
および menadione 添加）培地に添加すること
で、歯周病原菌の増殖抑制効果を吸光度測定
にて経時的に検討した。 
 
（2）抗菌物質 reuterin 産生に係る遺伝子欠
失株の作製と歯周病原菌に対する reuterin
の影響：L.reuteri は、グリセロールから
glycerol dehydratase(GD)によってreuterin
を産生することが知られていることから、GD
活性を欠失させた遺伝子改変株を作製した。
しかしながら、L.reuteri への形質転換を行
うことができなかった。また、L. reuteriの
代謝産物より reuterin の抽出を試みたが、
一定濃度の reuterin を得るためには大量の
L. reuteriが必要であり、本研究の遂行にお
いて不適と判断した。 さらに reuterin その
ものが不安定な構造をしていることから、
reuterin の 構 造 類 似 体
（reutein-like-compounds:RLCs）を数種類
作成し、これらの歯周病原性菌に対する抗菌
効果およびバイオフィルム形成抑制効果を
検討した。RLCs の抗菌効果においては、P. 
gingivalis ATCC33277 、 F. nucleatum 
JCM8532 、 Prevotella intermedia 163 、
Aggregatibacter actinomycetemcomitans Y4
を用い、微量液体希釈法を用いて MIC を測定
した。バイオフィルム形成抑制効果において
は、96 ウェルプレートに形成させた F. 
nucleatum のバイオフィルムを用いて
Biofilm formation assay により評価した。 
 
４．研究成果 
（1）L. reuteri の歯周病原性菌に対する増
殖抑制効果：本研究では、乳酸菌の代謝産物
である酸性成分の影響を与えないよう培養
上清を限外濾過したものを添加し、歯周病原
菌の増殖抑制効果を検討した（図 1）。P. 
gingivalis の増殖において、 L. reuteri 
JCM1112、JCM1084、JCM2764 が増殖抑制を示
していた。また、F. nucleatum では、L. 
reuteri JCM1084、JCM2762 において増殖抑制
が示された。 以上より、L. reuteri の菌株
によっては歯周病原菌に対する増殖抑制効
果を有することが示唆された。 
 
（2）抗菌物質 reuterin の歯周病原性菌に対



する影響：L. reuteriの代謝産物として産生
される reuterin は、広いスペクトルで抗菌
効果を持つことが知られている。本研究では
reuterin の 構 造 類 似 体
（reutein-like-compounds:RLCs）を数種類 
作成し、これらの歯周病原性菌に対する抗菌

効果およびバイオフィルム形成抑制効果を
検討した。RLCs の抗菌効果においては、いく
つかの RLCs において抗菌活性を示した。さ
らに、大腸菌、緑膿菌のような一般病原細菌
にも同様に MIC 測定を行ったところ、これら
には抗菌活性が見られなかった。以上より、
RLCs には歯周病原菌特異的な抗菌活性があ
る可能性が示唆された。バイオフィルム形成
抑制効果においては、いくつかの RLCs にバ
イオフィルム形成抑制効果を示していた。 
 
以上のように、我々は、L. reuteriの歯周病
原因菌に対する効果を検討し、菌株によって
増殖抑制効果を有すること、L. reuteriより
産生される抗菌物質 reuterin が抗菌活性や
バイオフィルム形成抑制効果を有する可能
性があることを明らかにした。これら結果を
総括し、論文として投稿する予定である。 
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