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研究成果の概要（和文）：本研究は、メタボローム解析と代謝活性測定によって口腔バイオフィルムの代謝の全
容を捉え、それを評価することで口腔疾患のリスク指標となる可能性を探ることを目的とした。CE-MSメタボロ
ーム解析システムによって糖・アミノ酸関連代謝物の包括的分析が可能となり、口腔バイオフィルムの糖・アミ
ノ酸代謝の全容が明らかになった。また、alamarblue代謝活性測定システムによって、微量の試料の代謝活性が
定量可能となった。さらに、バイオフィルムの採取部位および代謝基質によって代謝活性は異なった。これら口
腔バイオフィルムの代謝の性質を比較することで、口腔疾患リスクや健全度を評価可能であると推察された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the whole picture of metabolic systems of oral 
biofilm through the metabolome analysis and metabolic activity measurement, and to consider an 
assessment of oral health and disease using oral microbiome metabolism. The CE-MS metabolome system 
enabled to analyze the metabolites associated with carbohydrates and amino acids comprehensively and
 revealed the whole picture of metabolic systems of carbohydrates and amino acids in the oral 
biofilm. In addition, the metabolic activity of a tiny amount of oral biofilm was successfully 
measured using the alamarblue system. Furthermore, the metabolic activity was diverse among sample 
sites and metabolic substrates, suggesting that these metabolic characteristics of oral microbiome 
can be used as an indicator of oral health and disease.

研究分野： 口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
21 世紀の国民の健康維持・増進を定めた

「健康増進法」に「歯の健康の保持」が明記
された。その達成のためには、齲蝕、歯周疾
患、口臭といった「口腔バイオフィルム性疾
患」の生涯にわたる予防が不可欠である。 
口腔バイオフィルム研究は、構成細菌叢の

解析が先行し、500 種を超す多様な細菌、す
なわち「何がいるのか？」を明らかにしてき
た。引き続き行われた詳細な研究から、齲蝕
や歯周疾患は特定の細菌で発症するのでは
なく、種々の細菌群が段階的に関与すること
が明らかになってきた。これら一連の研究は、
特定の細菌を病原菌と捉える「特異的プラー
ク説」から、口腔バイオフィルム構成細菌叢
の変遷に伴い「疾患発症プロセス」が進行す
ると捉える「生態学的プラーク説」へと、「パ
ラダイムの転換」をもたらしつつある。 
この「疾患発症プロセス」を進行させる駆

動力は、細菌叢を構成する細菌の持つ酸、ア
ンモニア、硫化物等を産生する代謝活性、す
なわち「何をしているのか？」であると考え
られる。齲蝕や歯周疾患に関連する個々の細
菌の代謝は、in vitroにおいて詳細に研究さ
れてきたが、in vivo における口腔バイオフ
ィルム全体の細菌叢の代謝研究は、代表者ら
によって緒に就いたばかりである。「疾患発
症プロセス」をモニターし、リスク評価を行
うためには、口腔バイオフィルム細菌叢の代
謝の全容を知ることが不可欠と考えられる。 
代謝関連物質の網羅的解析を「メタボロー

ム解析」という。代表者らは口腔バイオフィ
ルムの糖代謝メタボローム解析を世界に先
駆けて行ってきた。しかし、これまでの解析
は糖代謝に限られ、もう一つの重要な代謝で
あるアミノ酸代謝については、各種アミノ酸
の存在分析はなされているものの、それらの
代謝系については不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
口腔バイオフィルムの糖代謝がう蝕のリ

スク指標となるように、口腔バイオフィルム
のアミノ酸代謝は、アンモニア産生による酸
の中和を介した石灰化の促進、アンモニア・
硫化水素といった歯周組織傷害物質の産生
による歯周疾患の惹起、短鎖脂肪酸の産生に
よる口臭の発症などと関連しており、これら
口腔疾患のリスク指標となることが考えら
れる。そこで本研究では、次の事項を目的と
した。 
(1) 最新の CE-MSメタボローム解析システ

ム、及び、微量サンプルでも代謝活性を測定
することが可能な alamarblue 代謝活性測定
システムを構築し、口腔バイオフィルムのメ
タボローム解析（糖・アミノ酸代謝関連物質
の網羅的解析）および代謝活性測定によって、
口腔バイオフィルム細菌叢全体の代謝の詳
細を明らかにする。 

(2) メタボロームおよび代謝活性解析結
果と口腔臨床指標の比較から、口腔バイオフ
ィルム細菌叢全体の代謝を基盤とした新た
な「口腔疾患リスク指標」の可能性について
検討する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) CE-MS メタボローム解析システムによる
代謝測定 
①CE-TOFMS は Agilent Technologies 
(Waldbronn, Germany) のものを、測定に
要する泳動用 buffer、シース液、キャピ
ラリーカラムなどは Human Metabolome 
Technologies (HMT) 社 (鶴岡) のものを
用いた。 

②アミノ酸代謝の主要な代謝中間体および
代謝産物と想定される化合物の標品を入
手し、CE-TOFMS の分析条件を決定した。 

③これまでに確立した口腔バイオフィルム
採取法・前処理法にて、試料を採取・調整
後、CE-TOFMS にて分析した。 

④メタボローム・プロファイルの解析には、
Agilent Technologies 社の専用のソフト
ウエア(MassHunter Workstation Software 
Qualitative Analysis)を用いた。 

 
(2) alamarblue代謝活性測定システムによる
代謝測定 
①上記と同様に調整した口腔バイオフィル
ム試料に alamarblue を加えた後、蛍光分
光光度計を用い、励起波長 535 nm、蛍光
波長 590 nm、35OC で、蛍光強度をモニタ
ーした。 

 
(3) メタボロームおよび代謝活性解析結果
と口腔臨床指標の検討 

①口腔バイオフィルム細菌叢全体の代謝
を基盤とした新たな「口腔疾患リスク指
標」の可能性について検討した。 

 
４．研究成果 
 
(1) 微量の口腔バイオフィルム試料を用い
た CE-MS メタボローム解析システムの確立 
代謝関連物質同定アルゴリズムの改良に

よって、口腔バイオフィルムにおける糖およ
びアミノ酸代謝の包括的分析ならびに代謝
阻害剤の影響を、精度良く解析できるように
なった。これらの結果を集約することで、口
腔バイオフィルムの糖・アミノ酸代謝の全容
が明らかになった。 
 
(2) 微量の口腔バイオフィルム試料を用い
た alamarblue 代謝活性測定システムの構築 
代謝の際に産生される還元力を検出でき

るalarmarBlueを口腔バイオフィルムに負荷
し、その蛍光強度をモニターすることで、微
量の口腔バイオフィルムの代謝活性を定量
することが可能となった。 



 
(3) 各種バイオフィルムの代謝比較 
各種バイオフィルムの代謝活性を測定・比

較したところ、バイオフィルムの種類（採取
部位）および代謝基質によって代謝活性は大
きく異なることが明らかになり、代謝活性や
その性質を比較することで、口腔疾患のリス
クや健全度を評価することが可能であると
推察された。 
さらに、メタボローム解析によって、代謝

活性のもととなる代謝経路を推定できるよ
うになり、口腔バイオフィルム全体の代謝活
性および代謝経路から、個々の口腔バイオフ
ィルムの質や機能を評価することが可能と
なった。 
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