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研究成果の概要（和文）：ブラッククミン種子および精油（BC）は、機能性食品、栄養補助食品、医薬品等、広
く使用されている。近年、BCと含有成分チモキノン（TQ）は口臭原因成分メチルメルカプタン（CH3SH）に対し
高い消臭活性を示すことが報告された。しかし、口臭産生菌Fusobacterium nucleatum（Fn）に対する抗菌活
性、代謝系およびメチオニナーゼ阻害活性についての報告はない。そこで、これら影響をBC、TQで調べた。その
結果、BC、TQはFnに対し抗菌活性、CH3SH産生抑制、メチオニナーゼ活性阻害を示したことから消臭活性の他
に、抗菌、代謝および酵素阻害の3つの働きにより、口臭軽減する可能性を確認した。

研究成果の概要（英文）：Objectives: Black cumin (Nigella sativa L.) seeds and its essential oil (BC)
 have been widely used in functional foods, nutraceuticals and pharmaceutical products. Recently BC 
had deodorizing activity to methyl mercaptan that is a main cause of oral malodor and produced by 
Fusobacterium nucleatum (Fn). To utilize BC as a preventive material of oral malodor, we examined 
the effect of antibacterial and metabolic activity of Fn by BC and their components.
Results: BC and thymoquinone (TQ) had antibacterial activity on Fn at 0.003%～0.006％. These 
compounds had inhibited methioninase at sub -MIC level (0.001%). Kinetic study of methioninase 
indicated Michaelis constant (Km) is 4.6mM and the inhibition of TQ showed as mixed non-competitive 
inhibition. From these results, BC or TQ had more than 3 effective mechanisms to decrease oral 
malodor by antibacterial effect, L-methionine metabolic inhibition and by methioninase inhibition on
 Fn. BC is a useful material for prevention of oral malodor.

研究分野：口腔衛生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口臭は、働き盛りのサラリーマンの７割が自覚しており（企業調査：2004）、口臭との関連性が高い歯周病の有
病率も30代以上の男性で８割以上（厚労省調査：2014）との報告があり、国民の口臭に対する意識は高い。
口臭研究は、学術的に、う蝕、歯周病の研究と比べ報告数は少なく、ニーズの高い分野であるにもかかわらず、
メカニズムに基づいた基礎研究や、実効性が期待できる天然成分についての研究は殆どない。さらに、口臭抑制
成分に使われている多くは、合成殺菌剤やカチオン性界面活性剤であり、安全性面での問題点も指摘されてい
る。その中、天然物の口臭抑制成分に対する関心は高まってきた。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
国民の健康増進が国策として推進されているなか、健康に寄与する食品への期待は極めて高い。
また、健康に寄与する食品中の成分を利用した機能性食品、口腔衛生商品のニーズも高まってい
る。国の「保健機能食品制度」も整い、国民の特定保健用食品への志向の高さもマスコミ等に取
り上げられている。 
 
２．研究の目的 
古くから民間の食材や香料等として用いられてきたブラッククミン(Nigella sativa L.)に着
目し、ブラッククミン種子精油および含有有効成分の口腔細菌、とりわけ口臭原因細菌
Fusobacterium nucleatum（Fn 菌）に対する抗菌効果、代謝への影響ならびに口臭産生酵素に対
する影響を明らかにし、口臭抑制機能を有する食品、化粧品への展開を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)ブラッククミン種子精油および含有成分の抗菌力 
ブラッククミン種子精油（BC）は、稲畑香料株式会社より入手した。BCに含まれる成分は、中
杉らの報告１）より得られた 17 成分について、市販の試薬（特級レベル）を用いた。抗菌力は、
F. nucleatum ATCC25586 を用い、TSB 培地中で 37℃、48 時間嫌気条件下（10%H2、10%CO2、80%N2）
培養後の OD655を測定し、最小発育阻止濃度（MIC）を判定した。 
 
(2)バイオフィルムの作製と殺菌力評価 
Streptococcus mutans GS-5 の膜小胞（国立感染症研究所調製）を TSB (0.25%Sucrose)に添加し
た培地に Fn 菌を加え、37℃、2 日間嫌気培養しバイオフィルムを作製した。バイオフィルムに
対する薬剤の効果は、薬剤を室温下、バイオフィルムと 3分反応、PBS 洗浄後、Live/Dead 染色
し、共焦点レーザー顕微鏡により観察した。 
 
(3)Fn 菌の代謝活性評価 
Fn 菌の L-メチオニン代謝活性は、ミリポアフィルター上で吸引・洗浄した Fn菌の菌塊を用い
た。代謝活性評価は、0.01%の BC、TQ、チモール、殺菌剤 CPC、グルコン酸クロルヘキシジン(CHX)、
イソプロピルメチルフェノール(IPMP)を室温下、30秒 Fn 菌と処理、PBS 洗浄後、50mM L-メチオ
ニン含有 PBS を含む試験管中で 37℃、一定時間反応した。代謝産物として、気相中の CH3SH 量
は、ガスクロマトグラフで、液相中のα-ケト酪酸量は、2,4-ジニトロフェニルヒドラジンで発
色し、OD420より評価した。 
 
(4)メチオニナーゼの阻害活性評価 
反応に用いたメチオニナーゼは、Fn菌の遺伝子（FN1419）に His タグを付加したｐE-SUMOstar
をベクターとし、E. coli BL21（DE3）に形質転換した。次いで、1mM IPTG により誘導、発現し
たタンパクを、Ni カラムにより精製し酵素を採取した。分子量は、SDS-PAGE 電気泳動により決
定し、活性染色は、Native-PAGE 電気泳動により行った。 
メチオニナーゼ阻害活性は、各濃度の試薬と 0.02mM ピリドキサール-5-リン酸を含む 10mM L-
メチオニン PBS 溶液（pH8.0）1mL に、精製酵素液 30μL を加え、37℃、30 分間反応し評価した。
反応後、生成したα-ケト酪酸量を、2,4-ジニトロフェニルヒドラジンで発色後、OD420を測定し
た。酵素阻害率は、コントロールとして薬剤を含まない時のメチオニナーゼのα-ケト酪酸産生
量を 100 とし、各薬剤を含んだ時のα-ケト酪酸産生量の相対値（％）より比較した。 
 
４．研究成果 
(1)BC とその含有成分の抗菌力 
BC 中の含有成分を同定した結果、 
Thymoquinone、p-Cymene-8-ol、 
Thymol、Carvacrol 等、17成分を 
確認した。また、BC及び含有成分 
の Fn 菌に対する MIC は、BC が 
0.0063%、Thymoquinone 0.0031%、 
Thymohydroquinone 0.0013%であり、 
Thymol、Carvacrol もそれぞれ 
0.0125%を示した。その他の成分は、 
MIC が 0.025%～ 0.1%の範囲で 
あった（表１）。 
 
(2)Fn 菌含有バイオフィルムに対する殺菌力 
Fn 菌と S. mutans GS-5 膜小胞の組合せにより作製したプレート内のバイオフィルムおよびそ
の走査型電顕画像（SEM）画像を図１aと図 1bに示す。また、各濃度の BC、TQ、チモール、イソ



プロピルメチルフェノール（IPMP）、CPC を配合した洗口剤のバイオフィルムに対する浸透・殺
菌効果を Live/Dead 比で調べた結果を図２に示す。0.01%配合では TQ、CPC、BC の順で浸透・殺
菌効果が認められ、0.05%ではチモール、CPC、IPMP の効果が高くなる傾向が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)Fn 菌の L-メチオニン代謝に対する阻害活性 
図３aにミリポアフィルター（0.45μm）と図３bに、ミリポアフィルター処理した Fn 菌の SEM
画像をそれぞれ示す。Fn菌は、ミリポアフィルター上でバイオフィルム様の菌塊状態を呈した。
また、Fn 菌の L-メチオニン代謝活性は、ミリポアフィルター処理 Fn菌とミリポアフィルター濾
液について、L-メチオニンの代謝産物α-ケト酪酸を指標に評価した。その結果、図４に示すよ
うに、ミリポアフィルター濾液には L-メチオニンの代謝活性が認められず、L-メチオニン代謝
酵素は、ミリポアフィルター処理 Fn 菌のみに活性を示したことから、菌体内酵素であることが
示唆された。 
ミリポアフィルター処理 Fn 菌に 0.01%薬剤を反応させた後の L-メチオニン代謝産物である
CH3SH およびα-ケト酪酸の産生量を測定した結果を図５、図６に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CH3SH の産生量は、コントロールに比べ BC、TQ 処理後で有意に減少し、CPC、CHX 処理後で増加
した。α-ケト酪酸の産生量は、TQ 処理後で減少し、CPC、CHX 処理後で増加した。各薬剤処理後
の Fn 菌を SEM 観察した結果、BC、TQ、チモール処理後は、菌表面に変化を認めなかったが、CPC
処理後では、菌の膜表面に破壊が認められ、0.05%CPC では破壊が顕著であった（図７）。代謝産
物量が増加した原因として、菌体内酵素であるメチニナーゼの菌体内からの流出を CPC が促進
し増加した可能性が示唆される。なお、0.05%の他薬剤処理による Fn菌表面の破壊は認められな
かった（データ示さず）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)メチオニナーゼに対する酵素阻害活性 
Ni カラムより溶出した E1フラクションの SDS-PAGE 電気泳動像を図８aに示す。精製フラクシ
ョンは単一のバンドを示し、分子量は 64KDa であり、タグを除くと 44KDa と思われた。また、
Native-PAGE 電気泳動後の活性染色は、基質 L-メチオニンで染色されず、L-システインに変更し
て行った結果、単一のバンドが得られた（図８ｂ）。従って、本酵素は、L-メチオニン以外の基
質に対しても活性を示すことが明らかとなった。 
本酵素の L-メチオニン分解に及ぼす BC、TQ、チモール、IPMP、CPC の阻害効果を調べた結果を
図９に示す。BC は、0.001％でメチオニナーゼを 64%の阻害を示し、TQ は、0.1mM で 85%の阻害
を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方、CPC は、0.1mM で阻害活性を示さず、 
1mM（0.03%）で 60%の阻害を示した。 
酵素阻害効果の認められた TQ について、 
Lineweaver-Burk プロットを行った結果を 
図 10 に示す。メチオニナーゼの Km値は 
2.5 mM であり、Vmax は 0.01μmole/min/mg 
であった。さらに、TQ は混合型の酵素阻害 
作用を示した。 
 
 
 
 



(5)まとめ 
本研究では、BC とその含有成分 TQ、チモール等 17 成分について Fn 菌に対する抗菌力を確認
するとともに、Fn菌と S. mutans GS-5 膜小胞の組合せにより作成したバイオフィルムに対し、
0.01%濃度の BC、TQ が殺菌剤 CPC と同等レベルの浸透・殺菌効果を示すことを確認した。 
さらに、Fn 菌の L-メチオニン代謝を BC、TQ が阻害し代謝産物の CH3SH とα-ケト酪酸量を減少
したのに対し、CPC、CHX は、これらを増加させた。この原因として、CPC 処理後の Fn 菌の SEM
画像より、菌体表面に破壊を観察したことから、メチオニナーゼ等の菌体内酵素が細胞外に溶出
し、代謝産物量を増加させた可能性が考えられた。 
メチオニナーゼを用いた酵素阻害評価では、BC と TQ が Fn 菌の MIC（0.0063%、0.0031%）より
も低濃度の 0.001%レベル（BCは 0.001%、0.1mM TQ は、0.0016%相当）でメチオニナーゼ活性を
阻害することを確認した。さらに、チモール、IPMP は、メチオニナーゼを阻害せず、CPC も 1mM 
(0.03%相当)と高濃度で阻害活性を示したことから、市販歯磨、洗口剤での CPC 実質使用量（0.01%
レベル）での酵素阻害作用は起こりにくいと思われた。 
以上より、BC およびその含有成分である TQ は、口臭原因成分の CH3SH に対する消臭作用 1）の
他に、Fn 菌の L-メチオニン代謝阻害、メチオニナーゼ阻害活性により口臭抑制を行う、多機能
性の天然物素材であることが明らかとなった。 
 
引用文献： 
１）Nakasugi T, Murakawa T, Shibuya K, Morimoto M. Deodorizing Substance in Black Cumin 
(Nigella sativa L.) Seed Oil：J Oleo Sci. 66(8):877-882, 2017. 
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