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研究成果の概要（和文）： 

歯周病原細菌の一つであるFusobacterium nucleatumと他菌体との共凝集によるF. nucleatum 

の揮発性硫黄化合物(VSC)産生への影響を明らかにすることを目的とした研究を行った。F. 

nucleatumは歯周病原細菌であるP. gingivalisと共凝集し、また、共培養した場合にはVSC産生

がF. nucleatum単独で培養した場合より増強することが示された。P. gingivalisの培養上清、

死菌体あるいは生菌体をそれぞれF. nucleatumに添加し、培養を行ったところ、P. gingivalis

の生菌体と共培養した場合にF. nucleatum の硫化水素産生に関する酵素の遺伝子発現が増強す

る傾向にあることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The aim of this study was to clarify the influence of coaggregation between Fusobacterium 

nucleatum, a periodont pathogenic bacteria, and other microorganisms for production of 

volatile sulfur compound (VSC) by F. nucleatum.  The coaggregation reaction was observed 

between F. nucleatum and Porphyromonas gingivalis, and shown that the production of VSC 

was significantly enhanced by incubation with live P. gingivalis compared to incubation 

F. nucleatum solely.  It was also observed that the gene expression of F. nucleatum enzyme 

related with VSC production was tended to be enhanced by incubation with live P. gingivalis 

together whereas no effect was shown when incubated with heat-killed microorganism or 

supernatant of medium of P. gingivalis.   
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、衛生意識の向上により、人々の口臭

への関心が高まっている。口臭の原因物質と
して最も重要なものは、硫化水素、メチルメ
ルカプタン、ジメチルサルファイドなどの揮
発性硫黄化合物(VSC)であり、これらの物質は
主として口腔内において嫌気性細菌がシステ
インやメチオニンを代謝する時に産生するこ
とが知られている。嫌気性細菌は病的歯周ポ
ケットにおいて増加し、歯周病原性に深く関
与しているが、舌苔にも多数存在することが
最近の研究で明らかにされつつある。 
舌苔の形成過程は、プラークと同様に、

Streptococcus属を中心とした通性嫌気性菌
が早期に定着し、その後、舌苔が成熟するに
従い後期定着細菌として偏性嫌気性菌である
Fusobacterium属、Porphyromonas属、
Prevotella属などが構成細菌に加わる。この
偏性嫌気性菌が口臭原因物質の産生の主因と
なる。歯周病原性細菌の一つである
Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum)は、
VSCなどの口臭原因物質を産生する一方で、早
期定着細菌および後期定着細菌の両方に対す
る菌体表層レセプターを持ち、菌体間凝集の
中心となる細菌であり、舌苔の成熟過程にお
いての中心的な役割を演じている存在と考え
られている。 

F. nucleatumは
L-methionine- -deamino- -mercaptometha
n-lyase（METase）あるいはL-cycteine 
desulfhydraseによりVSCを産生することが知
られており、F.nucleatumやその他の歯周病原
細菌の各々単独によるVSC産生に関する研究
は行われてきているものの、バイオフィルム
により近い形態である共凝集状態によるVSC
産生機序に関する研究は行われておらず、F. 
nucleatumの他の菌との共凝集状態がVSC産生
に影響するのかどうかは不明である。 
 
２．研究の目的 
 
F. nucleatum と他細菌との共凝集状態で

の F.nucleatum の  METase お よ び
L-cycteine desulfhydrase の発現およびVSC
の測定、共凝集 F. nucleatum および単独培
養 F. nucleatum の METase お よ び
L-cycteine desulfhydrase の発現、VSC 産生
の測定、比較を行い、F. nucleatum におけ
る、共凝集による VSC 産生へどのような影響
をおよぼす可能性があるのかを検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) F. nucleatum と他細菌との共凝集率の測
定 
共凝集に用いる他菌種として、

Streptococcus intermedius (S.intermedius)
およびPorphyromonas gingivalis (P. 
gingivalis)を用いた。 
F. nucleatum、 S.intermedius および P. 
gingivalis は BHI broth (supplemented with 
0.5% yeast extract, 0.001% vitamin K1, and 
0.0005% hemin) 10 ml に各保存菌体を懸濁、
37℃、36 時間嫌気培養後、3,500 rpm で遠心
を行い、上清を捨てた後、リン酸緩衝液（PBS） 
10 mlで2回洗浄を行い、Coaggregation bufer 
(CB、1 mM Tris containing 0.1 mM CaCl2, 0.1 
mM MgCl2, 0.15 M NaCl, pH 8.0)5 ml に懸濁
し、OD600nm＝1.0 に調整後、各調整菌液を
1.0ml ずつ混和し、O.D.600 nm 値を測定し、
室温にて 60 分放置後再度 O.D.600 nm 値を測
定し共凝集率を算定した。共凝集率は次の式
により算定した。 
Coaggregation % ＝ [(time-zero value – 
sample value)/(time-zero value) ]×100 
 
(2) F. nucleatum、P. gingivalis、
S.intermediusの単独培養とF. nucleatumと
各菌体との共培養によるVSC産生への影響 

 
PBSにて各菌をO.D.600 nm=1.0に調整後、各

菌液あるいはBlankとしてPBSを添加したBHI 
brothをガスクロバイヤルに培養液（BHI 
broth 4.5 ml ，菌液0.5 ml，合計5.0 ml）を
37℃、24時間嫌気培養を行い、ガスクロマト
グラフィでガスクロバイヤルのヘッドスペー
ス中の空気1 mlを採取後、1/1,000に希釈した
空気1 ml中のVSC濃度を測定した。 

 
(3) 培養菌液中の菌数の測定 

 
単独培養、あるいは共培養液中の菌体数を 

F. nucleatum菌数測定にはF. nucleatum 16S 
rRNA遺伝子に対するプライマーを、 
P. gingivalis菌数測定にはP. gingivalis 
16S rRNA遺伝子に対するプライマーを、 
S. intermedius菌数測定にはS.intermedius 
ily geneに対するプライマーを使用し、各菌
に特異的なプライマーを用いたリアルタイム
PCR法により測定した。 
 
(4) F. nucleatumのMETaseあるいは
L-cycteine desulfhydrase遺伝子の発現に対
する共培養の影響 
 
F. nucleatum、P. gingivalis菌体を回収後、

PBSにて各菌をO.D.600 nm=1.0に調整後、各菌
液あるいはP. gingivalis菌液を80℃、10分間
熱処理したもの（死菌体）あるいはP. 
gingivalis培養上清を0.22 μmフィルターに
よる濾過滅菌を行ったもの（培養上清）ある
いはBlankとしてPBSを添加した培養液（ BHI 



broth 4.5 ml ，菌液0.5 ml，合計5.0 ml）を
37℃、24時間嫌気培養を行った。ガスクロマ
トグラフィでガスクロバイヤルのヘッドスペ
ース中の空気1 mlを採取後、1/1,000に希釈し
た空気1 ml中のVSC濃度を測定した。菌液から
RNeasy Mini kit(QIAGEN社)のプロトコールに
従い、totalRNAを回収後、iScript cDNA 
Synthesis kit(BIO-RAD社)による逆転写酵素
反応を行い、cDNAを得た。これに対してF. 
nucleatumのMETaseおよびL-cycteine 
desulfhydrase遺伝子あるいはF. nucleatum
の16S rRNA遺伝子に特異的なプライマーを用
いたリアルタイムPCRを行い、F. nucleatum
のMETaseおよびL-cycteine desulfhydrase遺
伝子の発現に関する解析を行った。各条件毎
の遺伝子転写量はF. nucleatumの16S rRNA遺
伝子を内在性コントロールとした相対発現量
を算出し比較した。 
 
４．研究成果 
(1) F. nucleatum と他細菌との共凝集率 
F. nucleatum は約 50%程の自己凝集能を有

し、P. gingivalis および S. intermedius と
それぞれ約 20%ほどの共凝集能を有すること
が示された。(図 1、図 2) 
 
(2) F. nucleatum、P. gingivalis、
S.intermediusの単独培養とF. nucleatumと
各菌体との共培養によるVSC産生への影響 
P. gingivalis と F. nucleatum の共培養を

行ったところ、 F. nucleatum 単独培養に比
較して、約 3倍の VSC 産生が見られた。 
 P. gingivalis と F. nucleatum の共培養の
結果、 P. gingivalis と F. nucleatum の菌
数はそれぞれの単独培養時よりもやや増殖
していたが、菌数の増殖による単純な VSC 産
生以上にこの組合せにより VSC産生の増強が
見られた。S. intermedius と F. nucleatum
の共培養を行ったところ、VSC 産生はほとん
ど見られなかった。ただし、 S. intermedius
とF. nucleatumの共培養時にはF. nucleatum
の増殖が抑制されている様子が見られてい
た。(図 3、図 4) 

以上の結果より、F. nucleatumとP. 

gingivalisには凝集が見られ、共培養した場

合には単独培養のF. nucleatumあるいはP. 

gingivalisにおけるVSC産生よりも増強する

傾向にあることが示された。 

 

(3)F. nucleatumのVSC産生におけるP. 

gingivalisの影響 

P. gingivalisの培養上清、あるいは熱処理

により死菌体としたもの、そしてP. 

gingivalisの生菌体をそれぞれF. nucleatum

に添加し、培養を行い、F.nucleatumの産生す

るVSC を測定し、F.nucleatum単独培養のもの

との比較を行ったところ、P. gingivalisの生

菌体を添加して培養した場合、特に硫化水素

の産生量が増加していたが、培養上清あるい

は歯菌体を添加したものではF. nucleatum単

独培養と比較してVSC産生量には差はみられ

なかった。(図5) 

また、各条件でのF. nucleatumのMETaseお

よびL-cycteine desulfhydrase の遺伝子発

現をRT-リアルタイムPCRで確認したところ、

P. gingivalisの生菌体を添加して培養した

場合、L-cycteine desulfhydraseの遺伝子発

現が有意ではなかったが増強している傾向に

あることが示された。(図6) 

 以上の結果より、 F.nucleatum と P. 
gingivalis を共培養した場合、それぞれ単独
培養したものに比べて VSC の、特に硫化水素
の 産 生 量 が 増 加 す る こ と が 示 さ れ 、
F.nucleatum の VSC 産生に関する遺伝子の発
現 に つ い て は 硫 化 水 素 産 生 に 関 わ る
L-cycteine desulfhydraseの発現は有意では
ないが増強していることが示された。そのた
め、VSC 産生の増強は F. nucleatum のみに起
因するものではなく、P. gingivalis の VSC
産生機構の影響も考えられる。本研究では F. 
nucleatum の VSC 産生関連遺伝子のみを対象
としたが、P. gingivalis の同様の遺伝子も
また分析対象とする必要があると思われる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. F. ncleatum, P. gingivalis および
S. intermedius の自己凝集率 
F. nucleatum は約 50%程の自己凝集能を

有し、P. gingivalis および S. intermedius
はそれぞれ 15%、3%の自己凝集率を示した。 

図 2. F. nucleatum と P. gingivalis およ
び S. intermedius との共凝集率 
F. nucleatum は P. gingivalis および S. 

intermediusとそれぞれ約20%ほどの共凝集
率を示した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3.  F. nucleatum、P. gingivalis、
S.intermedius の単独培養と F. nucleatum
と各菌体との共培養による VSC 産生量 
P. gingivalis と F. nucleatum の共培養

を行ったところ、 F. nucleatum 単独培養に
比較して、約 3 倍の VSC 産生が見られた。 

図 4. 単独培養、あるいは共培養液中の
F. nucleatum、P. gingivalis あるいは
S. intermedius の菌数 
F. nucleatum 単独培養時に比べて P. 

gingivalis との共培養時には菌の増殖
が 増 加 す る 傾 向 に あ っ た が 、 S. 
intermedius と の 共 培 養 時 に は F. 
nucleatum の増殖が抑制されている様子
が見られていた。 

図 5. 各条件による P. gingivalis との
共培養による F. nucleatum の VSC 産生量 
F.nucleatum 単独培養のものとの比較

を行ったところ、P. gingivalis の生菌体
を添加して培養した場合、特に硫化水素
の産生量が増加していたが、培養上清あ
るいは歯菌体を添加したものでは F. 
nucleatum 単独培養と比較して VSC 産生
量には差はみられなかった。 
（有意差はBonfferoniの多重比較検定に
よる） 
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