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研究成果の概要（和文）：齲蝕はプラーク構成細菌の産生する酸により発症する。齲蝕予防を目的に世界中で広
く利用されているフッ化物は酸産生を阻害することが知られているが、詳細なメカニズムについては不明な点が
多い。本研究では齲蝕関連菌に着目し、口腔内環境を模した嫌気グローブボックス内での検討を続けた。この結
果により、酢酸産生菌であるBifidobacteriumが、他の齲蝕関連乳酸産生菌とは異なるメカニズムで虫歯を誘発
および促進する可能性があることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Dental-caries is caused by the acid produced by plaque-forming bacteria. 
Fluoride is widely used to prevent caries in various ways around the world. It has been reported 
that fluoride inhibits the acid production and growth of most oral bacteria, such as oral 
Streptococcus and Actinomyces. In this study we focused on the caries-associated bacteria, 
Actinomyces, Streptococcus and Bifidobacterium and examined their acid-producing activity and the 
suppression of carbohydrate metabolism by fluoride, while considering the physiological conditions 
of the oral cavity. Our result suggests that Bifidobacterium, which is an acetate-producing 
bacterium, might induce and promote dental caries through a different mechanism from 
lactate-producing bacteria.

研究分野：歯科保存学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、齲蝕や白斑病変から検出されるBifidobacteriumが酸産生およびフッ化物耐性を持つことを明らか
にした。Bifidobacteriumの高いフッ化物耐性は、ビフィドシャントと呼ばれる特殊な代謝経路に起因すること
が考えられ、この経路により産生される酢酸は弱酸ではあるが、乳酸産生細菌による齲蝕発生メカニズムとは異
なる。 酸産生を行う口腔内細菌は齲蝕に関連すると考えられているが、菌種により産生する酸もその代謝経路
も異なる。今回検討した菌は、フッ化物による酸産生阻害が確認されたがその効果は一様ではなく、効率的な齲
蝕予防の観点からライフステージに合わせた対策が必要であると考えらる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

口腔 Actinomyces は、ヒトのプラーク細菌において口腔
Streptococcusに次いで多く、根面齲蝕病巣からも高頻度で検
出されることから、根面齲蝕との関連が注目されている。現在
の日本では、65歳以上の高齢者が全人口の約 1/4を占め、さ
らに 60 歳以上の高齢者の約 50%が根面齲蝕を有することか
ら、根面齲蝕は今後ますます増加することが危惧される。 
齲蝕は、プラーク構成細菌の産生する酸により発症し、その
ほとんどは糖代謝による。口腔 Actinomycesも糖を代謝し酸
を産生することが知られているが、その糖代謝経路は、S. 
mutansなどの口腔 Streptococcusとは大きく異なる。糖代謝
は一般的に解糖系（EMP pathway）から始まるが、
Actinomyces ではこれに加え、唾液構成成分である重炭酸を
固定してクエン酸回路の一部を利用し、コハク酸を産生する
経路をもつ。重炭酸は、Actinomyces の増殖と酸産生を促進
することが知られており、同菌の糖代謝と酸産生、齲蝕誘発能

を検討する上で重要な因子と考えられる。そのため、同菌の齲蝕誘発能の口腔内での様相を観察
するには、重炭酸存在下で行う必要がある。 
 フッ化物は齲蝕予防を目的に世界中で広く利用され、その効果のひとつに脱灰歯質の修復促
進作用があり、フッ化物局所応用の主な目的となっている。一方、in vitroでは S. mutansを代
表とする口腔 Streptococcusの糖代謝抑制による、酸産生抑制・増殖抑制が知られている。口腔
Actinomyces においても、フッ化物
の糖代謝抑制による酸産生抑制、増
殖抑制が報告されている。 
唾液や歯肉溝滲出液には多くの窒
素原（タンパク質、ペプチドおよびア
ミノ酸）が含まれ、窒素源が酸産生お
よび増殖を促進されることは報告さ
れており、クエン酸回路の一部を利
用して効率的な代謝機構が存在する
ことが示唆される。ただし、これまで
の報告は現象を示したのみであり、
詳細なメカニズムの解明には至って
いない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、口腔内細菌に対するフッ化物および窒素源の酸産生および増殖に対する効果に
着目し、酸産生および増殖メカニズムに関する包括的解析を行い、代謝経路の解明と効果的なフ
ッ化物応用法を検討し、提案する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、口腔 Actinomcesと Streptococcusに着目し、嫌気条件下での酸産生および増殖
に対する基質の違いやフッ化物による影響を調べ、その酸産生および増殖メカニズムの解明を
目的としていたが、中間代謝産物の測定に使用する CE-TOFMS の不調等による研究の遅れが
生じた。そのため、対象とする口腔内細菌として、齲蝕関連菌として注目され始めている口腔
Bifidobacteriumも研究対象として加え、フッ化物の酸産生に対する影響を評価した。 
 
（１）pHスタットによる酸産生能の評価 
口腔内細菌に対するフッ化物による酸産生・増殖抑制効果を、嫌気グローブボックス（N2 90%；

H2 10%, NH-Type, Hirasawa Works, Tokyo, Japan）内の高度嫌気条件下、同一条件で比較・検
討した。使用菌株は、Actinomyces naeslundii、Actinomyces oris、Streptococcus mutans、
Bifidobacterium dentium 、Bifidobacterium longum を用い、酸産生量の評価には、pHスタッ
ト装置（AUTO pH stat；model AUT-701, TOA Electronics, Tokyo, Japan）を嫌気グローブボ
ックス内の高度嫌気条件下にて使用し、基質（グルコース、ラクトース）、共存フッ化物濃度を
変えた条件下で 10分間サンプリングし代謝産物の解析に使用した。同装置は、中和滴定の原理
を用いており、酸産生により低下した pH を中和するのに加えられた水酸化カリウム（KOH）
の量によって酸産生量を評価することが可能である。 
 
（２）有機酸分析計による最終糖代謝産物の評価 
 上記の、酸産生量の評価を行った反応液中の最終糖代謝産物（乳酸・ギ酸・酢酸）の分析を行
った。最終代謝産物の分析・定量に使用した有機酸分析計（Shimadzu Prominence LC-20AD, 
Shimadzu Co. Ltd., Kyoto, Japan）は、有機酸分析に特化した高速液体クロマトグラフィーで
あり、高精度での最終糖代謝産物の定量が可能とされている。 



（３）メタボローム解析（糖代謝中間体の網羅的定量解析） 
これまで、口腔内細菌の代謝活性における主な研究対象は、Streptococcusであった。特に、フ
ッ化物は解糖系酵素の一つであるエノラーゼを直接阻害することが報告されているが、他の口
腔細菌に対するフッ化物の解糖系阻害機構について解明した報告はない。 
 そこで、酸産生能を評価した際のサンプルを利用してメタボローム解析（代謝中間体の網羅的
定量解析）を行い、フッ化物の代謝経路への影響を検討した。メタボローム解析には CE-TOFMS
（キャピラリー電気泳動－飛行時間測定型質量分析計）を使用した。同装置は既存の方法とは異
なり、菌体内代謝活動の瞬間を代謝中間体の網羅的分析による「スナップショット」としてとら
えることができる。そのため、詳細に菌体内での代謝の様相を検討することが可能である。 
 
４．研究成果 
（１）pHスタットによる酸産生能の評価 

Bifidobacteriumにおいてグル
コースから生成される酸の量は、
pH 7.0よりも pH 5.5で高かった
ことから、齲蝕原生を持つことが
示唆される。一方で、S. mutans
が生成する酸の量は pH 7.0の場
合よりも pH 5.5の場合の方が低
かったが、どちらの条件において
も S. mutansでは、
Bifidobacteriumよりも酸産生量
は多かった。フッ化物の影響につ
いては、どの菌もフッ化物の濃度
依存的に酸産生量は減少した。酸
産生量の 50％阻害濃度（IC50）
を比較すると、Bifidobacterium
では S. mutansよりも 6.0〜14.2
倍高く、Bifidobacteriumのフッ
化物耐性が示唆された。 

 
（２）代謝産物の評価 
 Bifidobacteriumではグルコースから酢酸を、A. naeslundii、A. oris、S. mutansでは乳酸が
主に産生されていた。乳酸の割合は、どの菌でも pH5.5 で増加していた。中間代謝産物および
酵素活性の測定からどの菌でもフッ化物によるエノラーゼの阻害が起こっていたことが分かっ
た。ただし、Bifidobacteriumは“ビフィドシャント”と呼ばれるアセチルリン酸を介してフル
クトース 6-リン酸から酢酸へのバイパス経路があるため、フッ化物による代謝阻害を回避し、
酢酸と ATPを生成し続けることができる。 

 
酢酸は乳酸よりも弱酸であり、乳
酸（pKa = 3.8）よりも酸解離定
数（pKa = 4.8）が高く、低 pH環
境では酢酸の解離平衡方程式は
さらに左にシフトする（AH⇄A- + 
H +）。非イオン化の酸（AH）は、
イオン化状態（A-）よりもエナメ
ル質に浸透する可能性が高く、酸
がエナメル質に浸透すると、水素
イオンが放出され、エナメル質内
で脱灰を引き起こす。これは、酢
酸産生菌である Bifidobacterium
が、他の齲蝕関連乳酸産生菌とは
異なるメカニズムで虫歯を誘発
および促進する可能性があるこ
とを示唆している。 
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