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研究成果の概要（和文）：　乳児腸管から分離されたLactobacillus crispatus KT-11の歯周病に対する効果を検討し
たところ以下の結果が得られた。
KT-11生菌と歯周病原細菌との混合培養において各種歯周病原細菌の殺菌効果認められた。また，歯周病原細菌であるP
orphyromonas gingivalis（P. g）を口腔内接種した歯周病モデルマウスにKT-11死菌を混合した食餌を与えたところ，
血液中のIgG量と唾液中のIgA量の増加，P. g特異的抗体価上昇および歯槽骨吸収抑制を認めた。これらの結果から，KT
-11経口摂取が歯周病を予防・改善できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Influence of Lactobacillus crispatus KT-11, which isolated from the healthy 
infant feces, on periodontal disease is as follows:
In, mix culture, several periodontopathogens were killed after viable KT-11 reached maximal cell density. 
Mice orally infected with Porphyromonas gingivalis (mouse periodontitis model) exhibited significantly 
more bone loss compared with that of sham-infected mice. Mouse periodontitis model that ingested the 
KT-11-containing feed was significantly attenuated alveolar bone resorption. Induction of total IgG in 
plasma and total secretory IgA in saliva was observed. A specific plasma IgG antibody response to P. 
gingivalis also was induced. Based on the immune response to P. gingivalis infection induced by ingestion 
of KT-11, this study suggests that oral administration of KT-11 is effective in preventing chronic 
periodontitis.

研究分野： 微生物免疫学

キーワード： プロバイオティクス　歯周病　乳酸菌

  ４版
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１．研究開始当初の背景 
 健 康な乳 児 の腸内 か ら分離 さ れ た
Lactobacillus crispatus KT-11 は様々な免疫
調節機構が報告されているが，口腔に対する
KT-11 の細菌学的あるいは免疫学的研究は行
われていない。一方，歯周病は長年研究され
ているにも関わらずその予防法や治療法は
確立されていない。 
 
２．研究の目的 
 KT-11 のプロバイオティクス効果について
歯周疾患を中心に検討し，歯周疾患に対する
KT-11 摂取の意義を明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）KT-11 の胃酸抵抗性を検討するため，
人工胃液（pH3.0 および 4.0）に 5×105 

CFU/ml KT-11 を添加し 37℃，3 時間培養後
の KT-11 生菌数を測定した。 
（２）KT-11 の腸管上皮細胞付着能を検討す
るため，ヒト胎児腸管上皮細胞 INT-407 に 1
×106 CFU KT-11 を添加後，2 時間培養した。
培養後は，INT-407 を PBS で 3 回洗浄し，
細胞に付着している菌数を測定し，各種乳酸
桿 菌 （ Lactobacillus acidophilus ，
Lactobacillus gasseri ， Lactobacillus 
jensenii および Lactobacillus vaginalis）と
比較した。 
（３）腸管上皮細胞の LPS 処理に対する
KT-11 の作用を検討するため，INT-407 に 10 
g/ml LPS および 1×106 CFU KT-11 を添加
後，48 時間培養した培養上清で，IL-8 産生
量（ELISA）を，培養細胞で細胞の生存数お
よび Toll 様レセプター4（TLR4）の発現量
（Flow cytometry）を測定し，各種乳酸桿菌
および Lactobacillus rhamnosus GG と比較
した。 
（４）歯周病原細菌に対する KT-11 の殺菌効
果を検討するため， 1×107 CFU/ml 各種歯
周病原細菌（Porphyromonas gingivalis，
Prevotella intermedia お よ び
Aggregatibacter actinomycetemcomitans）
と 1×107 CFU/ml KT-11 を培地内で混合培
養後，経時的にそれぞれの生菌数を測定した。 
（５）歯周疾患の予防に KT-11 が有効か検討
するため，動物を用いた実験を試みた。
BALB/c マウスを用いて加熱死菌体 KT-11 を
6 週間にわたり市販粉末飼料と共に自由摂取
させ，摂取 4 週間後に 109 CFU の P. 
gingivalisを2週間で計15回口腔感染させた
（KT-11 摂取群）。また，死菌体 KT-11 を含
まない粉末飼料を自由摂取させたマウスに
も同様に P. gingivalis 口腔感染させた
（KT-11 非摂取群）。実験期間終了後，唾液，
血漿および糞便中の全 IgG または全分泌型
IgA (S-IgA) を ELISA 法にて定量した。P. 
gingivalis 最終感染後 30 日経過した KT-11
摂取群，KT-11 非摂取群の歯槽骨の損失レベ
ルを顕微鏡下で評価した。 

４．研究成果 
（１）KT-11 に対する胃酸抵抗性について検
討した結果，pH3.0 では生菌数が著しく減少
したが，pH4.0 では生菌数の減少は認められ
なかった（Fig. 1）。また，L. acidophilus お
よび L. vaginalis が pH3.0 に耐性を示した。 
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（２）KT-11 の腸管上皮細胞付着能を検討し
た結果，KT-11 は INT-407 に対する付着量は
2.5×104 CFU/ml だった。最も多く付着した
のはプロバイオティクス細菌である L. 
rhamnosus GG（1.6×105 CFU/ml）であり，
KT-11 は腸管粘膜に付着しにくいと判断され
た。 
（３）腸管上皮細胞の LPS 刺激による IL-8
産生はKT-11およびL. gasseriで優位に減少
した（Table 1）。また，同様に TRL4 の発現
量もKT-11およびL. gasseriで優位に減少し
た（Fig. 2）。これらの結果から，KT-11 およ
び L. gasseri は TRL4 の down-regulation に
よって LPS 由来の炎症を抑制することが示
唆された。 
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（４）歯周病原細菌に対する KT-11 の殺菌効
果を検討したところ，P. gingivalis 381，
ATCC 33277 お よ び A. 



actinomycetemcomitans 高ロイコトキシン
産生株 ATCC 700685 は KT-11 との 9 時間の
共培養で完全に死滅した。また P. intermedia 
ATCC 25611 は 15 時間の共培養で完全に死
滅した（Fig. 3）。P. gingivalis および A. 
actinomycetemcomitans の菌数は KT-11 の
対数増殖期と一致（共培養 3～6 時間）して
急激に減少した。Lactobacillus crispatus は
バクテリオシン（crispacin A）を産生するこ
とが知られており（文献①），増殖過程にお
けるバクテリオシン産生によって殺菌され
たと考えられた。P. intermedia においては対
数増殖期と一致せず，共培養 9 時間で急激に
減少した。P. intermedia は培養後の最低 pH
が 5.2 であるが，共培養 9 時間で pH5.0 を下
回ったことから急激に菌数が減少したと考
えられた（Table 2）。 
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（５）歯周疾患の予防に KT-11 が有効か検討
するため，動物を用いた実験を試みたところ， 
KT-11 摂取群は，KT-11 非摂取群と比較し，
歯槽骨の吸収レベルが顕著に抑えられてい
た（Fig. 4）。また，KT-11 摂取群では血漿中
全 IgGと唾液中全S-IgA抗体の誘導が示され
た（Fig. 5）。 以上のことから L. crispatus 
KT-11 の自由摂取により口腔内局所での免疫
応答を調節する可能性が示唆され，P. 
gingivalis 口腔感染による歯周組織の炎症抑
制に有用であると考えられる。 
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