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研究成果の概要（和文）：近年、口腔内細菌により、緑黄色野菜や唾液に含まれる硝酸塩が代謝され、抗菌作
用・血管拡張作用を持つ亜硝酸塩が生じ、我々の健康維持に寄与している可能性が注目されている。しかし、こ
の亜硝酸産生に関する詳細は不明な点が多いため、その全容を明らかにすることを試みた。
その結果、口腔内の亜硝酸塩産生活性は、個人差が大きく、舌苔よりも歯垢で高く、また口腔Actinomyces属、
Schaalia属、Veillonella属などの口腔常在細菌として知られる細菌群が、主にその産生に関わっていることを
明らかにした。また、それらの亜硝酸産生活性は、酸素濃度などの様々な環境因子により大きく変動することも
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In recent years, it attracts attention that oral bacteria can metabolize 
nitrate included in yellow-green vegetables or saliva to nitrite, that has antibacterial activity 
and vasodilatation effect, and which may contribute to maintain our general and oral health.However,
 the details about the production of nitrite in the oral cavity is still unknown. Therefore, we 
tried to clarify the whole aspect of nitrite production in the oral cavity.
The nitrite-producing activity in the oral cavity was higher in dental plaque than tongue coatings. 
The interindividual differences was also higher. It was clarified that the bacterial species such as
 Actinomyces, Shaalia, and　Veillonella species known as commensal bacteria mainly contribute to the
 nitrite production in oral cavity. In addition, it was also clarified that those nitrite-producing 
activity can be fluctuated by the various environmental factors such as an oxygen concentration, pH 
and the lactate concentration.

研究分野：口腔生化学／予防歯科学

キーワード： 口腔細菌　代謝　亜硝酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
亜硝酸塩は、その抗菌作用による口腔疾患の予防効果と、全身の血液拡張効果を通した循環器疾患予防効果に注
目が集まっており、「口腔内細菌の代謝活動が口腔・全身の“健康”と関わる」という視点でのさらなる研究展
開が期待される。また、本研究の知見からは、口腔細菌による亜硝酸塩産生が主に常在菌によって行われ、さら
に環境によりその産生活性が調節されうることが明らかとなったことから、それらを利用し、口腔・全身疾患の
予防効果を高める方法の開発に寄与する可能性が考えられた。

※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 
 
亜硝酸塩は、血液循環を改善することにより、循環器疾患の予防すなわち全身健康の増進に貢
献している可能性が示され、近年注目が集まっていた。一方、一部の口腔細菌は、唾液中や緑黄
色野菜などに含まれる硝酸塩を亜硝酸塩へと還元する活性を持つことが知られており、全身健
康に寄与する亜硝酸塩が、口腔バイオフィルム細菌叢においても産生されていることが考えら
れた。また、亜硝酸塩は、一部の口腔細菌の増殖を抑制することが明らかになり、口腔の健康増
進にも寄与している可能性が高いと考えた。しかし、口腔バイオフィルム細菌叢内で、主にどの
細菌種が亜硝酸塩の産生に関わり、またどのような条件下でその産生量が多くなるのか、さらに
は他細菌の代謝をどのようなメカニズムで抑制しうるのかは、ほぼ不明なままである。 
 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究では、 
①．口腔バイオフィルム細菌叢内の硝酸還元活性を持つ細菌の網羅的検索 
②．口腔内細菌の硝酸還元活性に対する口腔内環境因子の影響の検討 
を行い、口腔内における硝酸還元（亜硝酸塩産生）の全容を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
① 口腔バイオフィルム細菌叢内の硝酸還元活性を持つ細菌の網羅的検索 
 
十分な説明の上、同意を得た成人及び小児各 10名程度より、口腔バイオフィルム（歯垢および
舌苔）を採取し、バイオフィルム中の硝酸還元活性をもつ細菌について検討を行った。なお、こ
の研究は、東北大学大学院歯学研究科臨床研究倫理委員会の審査を受けている。 
採取した試料は、速やかに懸濁・段階希釈後、血液寒天培地にて好気的および嫌気的に培養し
た。培養後のコロニーの中から、硝酸還元活性を持つ細菌を簡便に見分けるため、培養後の寒天
培地上に、硝酸カリウムと Griess 試薬を含む寒天を積層する新たな方法を用いた。Griess 試薬
は、硝酸が還元されることにより生ずる亜硝酸塩と反応すると、赤色を呈する試薬である。その
ため、硝酸還元活性を持つ細菌のコロニー付近では、寒天層に含まれる硝酸が還元されて亜硝酸
となり、さらにそれらと Griess 試薬が反応することで、コロニー上が赤く呈色される。このよ
うに鑑別したコロニーの細菌種は、分子生物学的手法で同定した。 
また同時に、バイオフィルム試料そのものを用いて、バイオフィルム全体の持つ硝酸還元活性
の測定も行った。 
 
 
② 口腔内細菌の硝酸還元活性に対する口腔内環境因子の影響の検討 
 
ここまでの研究で亜硝酸産生能を持つことが明らかとなった口腔細菌のうち、Veillonella 属
（Veillonella atypica, Veillonella parvula）を用いて下記の実験を行った。口腔内環境を想
定した各種条件下（酸素濃度、pH、乳酸濃度、硝酸濃度等）で、口腔 Veillonella 属の亜硝酸産
生活性がどのように変化するのか、さらには口腔 Veillonella 自身に対する亜硝酸塩の影響な
ど、その代謝的特徴を詳細に調べた。各菌を通法に従って培養後、菌懸濁液を作成し、そこへ基
質として硝酸カリウム、乳酸ナトリウム （0-50 mM）、pH を調整するための緩衝溶液 (pH 5 も
しくは pH 7)を入れ、好気、嫌気の両環境下、37 度にて代謝させた際の亜硝酸産生量を Griess
試薬を用いた比色法で測定し比較した。 
さらに、亜硝酸塩による口腔 Veillonella 属自身への影響を調べるため、上記 2 種の口腔
Veillonella 属、及び control としてう蝕関連細菌である Strptococcus mutans を用いて、各培
地に亜硝酸塩を添加した際の増殖への影響を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
① 口腔バイオフィルム細菌叢内の硝酸還元活性を持つ細菌についての検索 
 
口腔バイオフィルムの持つ硝酸還元活性（亜硝酸産生活性）は、被験者間では大きな個人差が
認められた。一方、成人と小児の間では、その活性に大きな違いは認められなかった。また、舌



苔と比べ歯垢の方がその活性が優位に高いことが確認された。好気・嫌気の各条件下で歯垢・舌
苔試料を培養した血液寒天培地上の各硝酸塩還元菌と非硝酸塩還元細菌の数および比率を比較
検討したところ、硝酸塩還元細菌数は、成人・小児いずれにおいても、舌苔よりも歯垢中に多か
った。また、硝酸塩還元細菌の占める割合は、成人の歯垢を除き、好気培養よりも嫌気培養にお
いて高かった。検出された硝酸塩還元菌は、成人、小児共に、好気性条件では Actinomyces 属、
Schaalia 属 Neisseria 属が多くの割合を占めており、嫌気性条件では、 Neisseria 属に代わ
り Veillonella 属が多くの割合を占めていた。成人においては、舌苔において Neisseria 属
の割合が高い傾向があり、一方、小児においては、舌苔における好気性細菌では Rothia 属の割
合が、嫌気性細菌では Veillonella 属の割合が高い傾向を示した。 
本研究結果をまとめると、単位重量当たりの硝酸塩還元活性は、歯垢においてより高くなるこ
と、また、各試料中の硝酸塩還元菌数とその割合は、成人の歯垢を除き、嫌気条件で培養した際
に硝酸塩還元細菌数及びその割合が高くなり、特に小児では有意な差が認められること、主な硝
酸塩還元菌は、Actinomyces 属、Schaalia 属及び Veillonella 属であり、これに加えて成人の
舌苔では Neisseria 属が、小児の舌苔では Rothia 属が多く認められることが示された。また、
これらの菌種は口腔常在細菌として知られており、そのような細菌群によって口腔内の亜硝酸
塩産生が担われていることが示唆された。 
 
 
② 口腔内細菌の硝酸還元活性に対する口腔内環境因子の影響の検討 
 
口腔内環境を想定した各条件下において、硝酸塩を基質とした亜硝酸産生量を測定し、その産
生活性を比較したところ、嫌気、酸性、高乳酸の各環境下にて、産生活性がより高くなった。ま
た、硝酸塩存在下で培養した場合に、亜硝酸産生活性が増加することが明らかとなった。 
また、亜硝酸塩による増殖への影響は、Streptococcus mutans では低濃度の亜硝酸存在下より
すぐに有意な抑制がみられたのに対し、Veillonella 属では比較的高濃度の亜硝酸が存在しない
と有意な抑制は確認できなかった。 
本結果より、口腔常在菌として健康な口腔内にも多く生息する Veillonella 属による亜硝酸産
生活性が、酸性, 嫌気、高乳酸、高硝酸塩の環境下で増強するという代謝的特徴が明らかになっ
た。また、Veillonella 自身は、亜硝酸塩に対し高い耐性を持つことが明らかとなった。 
 
 
前述の通り、亜硝酸塩は、その抗菌作用による口腔疾患の予防効果と、全身の血液拡張効果を
通した循環器疾患予防効果に注目が集まっているが、本研究は、口腔内の常在細菌がその産生に
強く関わり、全身・口腔の健康に寄与している可能性を示している。また、その亜硝酸産生量は、
菌種の構成だけではなく、それらの代謝環境の特徴なども含めて、複合的な視野で考える必要が
あることも明らかとなった。これらの知見は、口腔・全身疾患の予防効果を高める方法の開発に
有用であると考えられる。我々もさらなる研究を展開していきたいと考えている。 
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Periodontitis-associated bacterial culture supernatants inhibit the glucose metabolic activity of host cells

nvolvement of oral bacterial metabolism in oral health and diseases- Importance of analyzing bacterial metabolic activity
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Profiling of Microbiota of Baby-Drinks after Drinking with Artificial Nipples

Effect of nitrate (NO3-) and nitrite (NO2-) on the growth and NO2- producing activity of oral Veillonella species

口腔内環境モニタリングに向けた全固体イオン選択電極センサアレイの開発と多変量解析アルゴリズムの検討
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飲酒を想定した中から高濃度エタノール環境下におけるStreptococcus属によるアセトアルデヒド産生

口腔内細菌叢解析システム　PCR-RFLP法によるプロファイリング

非破壊的超高感度細胞内 ATP および NADH 計測マイクロデバイスの開発
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Researchers　Profiling of microbiota in baby-drinks and liquid baby formula consumed with an artificial nipple)

Metabolomics of Oral Microbiome

Involvement of oral bacteria - Importance of analyzing bacterial metabolic activity-

硝酸塩と亜硝酸塩は口腔Veillonella増殖と亜硝酸産生を促進する(Nitrate/nitrite promote the growth and nitrite production of
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The caries-preventive properties of green tea-derived epigallocatechin gallate: Inhibition of acid production and promotion
of aggregation of Streptococcus mutans.

The effect of heating on the glucose-based acid producing activity of cancer cells and normal cell

Nitrate induced the nitrite producing activity of oral Veillonella -A possible role of nitrate and oral Veilonella on oral
and general health

Profiling of Microbiota of Liquid Baby Formula after Drinking with Artificial Nipples
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口腔バイオフィルム中の硝酸還元活性および硝酸還元細菌の網羅的検索 ―成人および小児間の比較―

Which oral environmental factors enhance acetaldehyde production by oral streptococci?

Physiological properties of acetaldehyde production from ethanol by oral Streptococcus

Environmental Nitrate/nitrite Accelerated Growth and Increased Nitrite-production of Oral Veillonella
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Green tea-derived epigallocatechin gallate reduced the acid production and promoted the aggregation of Streptococcus mutans.

母乳および新生児の口腔内の細菌叢解析：保管による影響について

ニプル（哺乳瓶用乳首）を通した、口腔から液体ミルク内への流入

フッ化物による歯周病関連菌Porphyromonas gingivalisの増殖・代謝の抑制効果
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温熱による癌細胞の糖代謝活性への影響

緑茶カテキンEGCGはStreptococcus mutansの酸産生を抑制し菌体凝集を促進する(Green tea-derived epigallocatechin gallate
inhibited the acid production of Streptococcus mutans and promoted the bacterial aggregation)

プラークのもつ硝酸還元活性・亜硝酸分解活性と酸産生活性抑制効果との関連

PCR-RFLP法を用いた口腔内細菌叢解析(プロファイリング)システム
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Acetaldehyde production by oral Streptococcus and Neisseria depending on oral environmental factors.

非破壊的超高感度細胞内ATP及びNADH計測マイクロデバイスの開発

非破壊的超高感度細胞内ATP及びNADH計測マイクロデバイスの開発

A novel method to screen and isolate nitrite-producing bacteria from the oral cavity
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Carbohydrate metabolism of a novel caries-associated bacterium Scardovia wiggsiae

Profiling of Microbiota of Baby-Drinks after Drinking with Artificial Nipples.

Anti-acidogenic Effects of Licorice Extracts on Oral Biofilm Bacteria.

口腔内細菌による糖・エタノール由来のアセトアルデヒド産生と口腔環境
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口腔細菌の酸産生抑制作用に着目した天然素材の探索

哺乳瓶用乳首（ニプル）を通して乳児用飲料を飲んだ際の，口腔からの逆流について

口腔細菌は弱アルカリ性好気環境で高いアセトアルデヒド産生を示す

The Role of Nitrate in Prevention of Oral Diseases by Supporting The Growth and Nitrite Production of Oral Veillonella
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