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研究成果の概要（和文）：我々は硫化水素をはじめとするＶＳＣ（揮発性硫黄化合物）に特異的な呈色反応を示す薬剤
を吸着させた綿棒を開発した。今回の研究では、被験者の口腔内ＶＳＣとキット綿棒の発色量の間には、硫化水素に比
較的高い相関関係が認められた。硫化水素が口臭の悪臭成分の多くを占めることから、舌苔を擦過し、メチレンブルー
テクニックにより発色させる本法は、口臭のスクリーニング方法の１つとして有用であることが示唆された。
しかし、実用化に向けては、発色に至る術式の簡略化や発色量の増感など、克服しなければならない問題点がいくつか
浮かび上がった。

研究成果の概要（英文）：We developed a novel colorimetric system for direct detection of hydrogen sulfide 
on the tongue dorsum from subjects with complaints of halitosis. The results of this study suggested that 
the novel assay system can be used as a visual warning sensor for halitosis by measuring hydrogen sulfide 
on the tongue dorsum. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
成人の約 70％が自分の口腔に何らかの自覚
症状や悩みをかかえ、そのうちの 15％が口臭
に関することであるという。 
口臭の原因は、臨床的には老若男女問わず、
口腔乾燥症（ドライマウス）によるものが最
も多く、残りは重度の歯周病や口腔清掃不良
である。 
口腔乾燥症の原因として、若年層では口呼
吸、中高年層では口呼吸に加えて更年期障害
や薬剤の副作用などによる安静時唾液の減
少が挙げられている。口腔粘膜の乾燥により、
口腔内の自浄作用が低下、揮発性硫黄化合物
（ＶＳＣ）など様々な悪臭物質が発生・滞留
しやすくなり、中でも舌背に付着する舌苔が
ＶＳＣ産生の中心になると考えられている。 
大部分の者にとって、自分の口臭はわかり
にくい。他人の口臭は感じることができても
自分の口臭には嗅覚が鈍麻し、自分に口臭が
あるのか認識できなくなる。そのため口臭が
ほとんどないにもかかわらず、自分の口臭を
不必要に気にする、いわゆる”自臭症”の患
者が臨床的に散見されるが、そうした患者が
口臭に悩むのは、自分の口臭の有無を手軽に
判定する方法がないことも一因である。 
一般に口臭の診断には、熟練した術者の嗅
覚による官能検査、簡易型測定器（オーラル
クロマなど）、本格的な機器（ガスクロマト
グラフィー）によるものなどがあるが、いず
れも個人が家庭で行えるものではない。口臭
測定チェッカーとして、半導体センサーを用
いたハンディタイプの口臭測定器も販売さ
れているが、香料などの口臭以外の臭い成分
に反応すること、測定値が不安定であること
など、まだ“玩具”の域を出ておらず、口臭
を客観的に判定できるものではない。 
 我が国以外の諸外国においても、簡便で目
視で判定できる方法が未だに確立していな
いことから、個人用の口臭判定キットは未だ
に製品化されていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
そうした背景から個人用の口臭判定キッ
トには、個人に加えて、口臭測定機器のない
歯科医院や集団歯科健診などのスクリーニ
ング目的で一定の需要が存在すると考えら
れる。 
 今回、ＶＳＣに特異的な呈色反応を示す薬
剤を塗布することにより、簡便に家庭や歯科
医院のチェアサイドで目視による口臭の判
定が可能なシートが開発できるのではない
かという着想に至った。 
 研究開始後、実際に口腔内のＶＳＣを吸着
させるには、シートでは時間がかかり過ぎる
ため、綿棒で直接舌苔を擦過し、ＶＳＣを付
着させることがより適切であることが明ら
かとなった。 
そのため本研究では、ＶＳＣに特異的な呈色
反応を示す薬剤を吸着させた綿棒を作成、研
究に使用した。 

３．研究の方法 
（１）基礎研究 
 
①材料 
N,N’-ジメチル-p-フェニレンジアミン
（関東化学製）、硫酸亜鉛（Sigma）、硫化水
素標準品（トルエン溶液）、塩化鉄（Ⅲ）、硫
化ナトリウム、塩酸、リン酸二水素カリウム、
セチルピリジニウム、塩化アンモニウム、
過マンガン酸カリウム（いずれも和光純薬
製）、セルロースろ紙（Advantec 製、厚さ:0.7 
mm、長さ:25 mm、直径:4.5 mm）、綿棒（サン
リツ製特別製作品、長さ: :15 mm、直径:4.7 
mm、吸水量:120 μL）、ガラス製バイアル（容
量 15 mL、コーニング社製） 
 
②硫化水素の定量法 
 硫化水素は３つの方法によって定量した。 
1.ガスクロマトグラフィー（QP5000、島津製
作所製）による定量 
2.オーラルクロマ（アビメディカル製）によ
る定量 
3.メチレンブルーテクニック（N,N’-ジメチ
ル-p-フェニレンジアミンと塩化鉄による
Fischer のカップリング反応により、青色に
発色させるもの）による定量 
 
③口臭判定キット用綿棒の製作 
今回、特別製作した綿棒に 100μL の 20％
硫酸亜鉛溶液を吸収させた後、室温で 1時間
乾燥させた。その後、オートクレーブにより
滅菌、アルミホイルで包装、室温で保存した
（以下、“キット綿棒”と略）。 
 
④メチレンブルーテクニックによる硫化水
素の定量（図１） 
1.キット綿棒への硫化水素の吸着 
2.30μL の N,N’-ジメチル-p-フェニレン
ジアミン溶液を添加（30 秒間） 
3.15μL の塩化鉄（Ⅲ）溶液の添加 
（5分間）して発色 
4.50μLの固定液を添加、発色を安定化 
5.発色状態を簡易型分光光度計（日本電色
工業 NF333 型）にて測定（波長 660 nm） 
 
なお、この反応では、茶色などメチレンブル
ー以外の色素が生成する。それを除去するた
め、2.～4.では、別途製作した筒状のセルロ
ース紙（長さ 25 mm）を綿棒部分の下から挿
入して、それらの色素を吸収させながら行っ
た（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ メチレンブルーテクニックによる 
硫化水素の定量 

 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 綿棒の構造 

 
⑤種々の硫化水素濃度におけるキット綿棒
の発色状況の評価 
５段階の濃度に調整した硫化水素（トルエ
ン溶液中）をキット綿棒に吸着させ、メチレ
ンブルーテクニックにより発色状況を評価
した。 
 
⑥種々の曝露時間おけるキット綿棒の発色
状況の評価 
バイアル（容量 15 mL）内において、硫化
ナトリウムと塩酸から発生させた気体状の
硫化水素（濃度 230 ng/15 mL、460 ng/15 mL）
にキット綿棒を一定時間曝露させ、メチレン
ブルーテクニックにより曝露時間（2～180
分）による発色状況を評価した。なお、合成
した硫化水素の純度および濃度はガスクロ
マトグラフィーで確認、定量した。 
 
 
（２）臨床研究 
 
本研究は北海道大学病院に設置されてい
る高度先進医療支援センター自主臨床研究
事務局に研究計画を提出して審査を申請、承
認を得たものである。 
 
①被験者 
北海道大学病院・歯科診療センター・予防
歯科・口臭外来受診者で、次の条件に該当す
る者を被験者とした。 
1.本研究の意義を理解し、研究への参加に
同意した者 
2.過去 6か月以内に喫煙歴がない者 
3.測定当日に、口臭の原因となりうる飲食
物、アルコール等を摂取しない者 
なお、被験者には、測定 2 時間前から、
飲食や歯みがき、うがいを控えてもらった。 

 
②口臭の測定 
 被験者には、問診の後、歯式や歯周ポケッ
トの測定、口腔粘膜の乾燥度の診査を行った。
また、口臭は官能検査の後、オーラルクロマ
（アビメディカル製）にて、硫化水素（H2S）、
メチルメルカプタン（CH3SH）、ジメチルサル
ファイド（(CH3)2S）などの口腔内のＶＳＣ濃
度を測定した。 
 
③綿棒による舌苔の擦過 
被験者の舌背部をキット綿棒で 10 回擦過
し、舌苔中の硫化水素を吸着させた。その場
で即座にメチレンブルーテクニックにより、
発色させ、吸光度を簡易型分光光度計にて
測定（波長 660 nm）した。 
 
④データの解析 
 オーラルクロマにより測定したＶＳＣ（硫
化水素、メチルメルカプタン、ジメチルサル
ファイド）の濃度と吸光度の値との相関関係
（Pearson の相関係数、ｐ＜0.05）を調べた。
なお、統計解析ソフトは IBM SPSS Statistics 
20）を使用した。 
 
４．研究成果 
（１）基礎研究 
 
①種々の硫化水素濃度におけるキット綿棒
の発色状況の評価 
図３のように、種々の濃度の硫化水素溶液を
キット綿棒に直接吸収させた場合は、硫化水
素濃度と吸光度の間に直線的な比例関係が
認められた。しかし、硫化水素濃度が 85 ng
を超えるあたりから発色が頭打ちとなり、直
線関係からはずれることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ キット綿棒の発色状況 

 
 
②種々の曝露時間おけるキット綿棒の発色
状況の評価 
 バイアル内の気相中の硫化水素にキット
綿棒を曝露させた場合、図４のように 5分間
の曝露で予想される発色量の 11％、180 分間
で 90％に達することが判明した。バイアル内
の硫化水素濃度 230 ng の時と 460 ng の時で



はいずれの時間においても発色状況の差は
認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ キット綿棒の発色状況 

 
 
（２）臨床研究 
 
①被験者 
 本研究で協力の得られた被験者は、101 名
（男 48 名、女 53 名、年齢 12～76 歳、平均
年齢：男 42.1±14.3 歳、女：男 47.1±14.4
歳）で、キット綿棒による発色の総件数は 182
件であった 
 
②各ＶＳＣと吸光度の相関 
 
1. 硫化水素（H2S） 
被験者の口腔内の硫化水素とメチレンブル
ーテクニックによるキット綿棒の発色量の
間には、図５のように比較的高い相関関係が
認められた（r=0.615、p＜0.001）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ キット綿棒に吸着された硫化水素濃
度と発色量の関係 
 
 
2. メチルメルカプタン（CH3SH） 
同様に、メチルメルカプタンとキット綿棒
の発色量の間には、図６のように低い相関関
係しか認められなかった（r=0.331、p＜
0.001）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ キット綿棒に吸着されたメチルメル
カプタン濃度と発色量の関係 
 
 
3. ジメチルサルファイド（(CH3)2S） 
同様に、ジメチルサルファイドとキット綿棒
の発色状況の間には、図７のように低い相関
関係しか認められなかった（r=0.334、p＜
0.001）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ キット綿棒に吸着されたジメチルサ
ルファイド濃度と発色量の関係 
 
 
4.全ＶＳＣ濃度 
被験者の口腔内の全ＶＳＣ（硫化水素＋メ
チルメルカプタン＋ジメチルサルファイド）
とキット綿棒の発色量の間には、図８のよう
に比較的高い相関関係が認められた
（r=0.607、p＜0.001）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ キット綿棒に吸着された全ＶＳＣ（硫
化水素＋メチルメルカプタン＋ジメチルサ
ルファイド）濃度と発色量の関係 



③結果のまとめと今後の課題 
 
1. 基礎研究 
今回の研究の結果から、次のことが明らか
となり、臨床研究に着手する上で貴重な知見
が得られた。 
i）一定の範囲内の硫化水素濃度であれば、
硫化水素の濃度に比例する発色の変化を目
視できること。そのことから、口臭スクリー
ニング用のキット綿棒としての有効性が確
認できた。 
ii)気相中の硫化水素にキット綿棒を曝露さ
せて発色させるには、短時間では不適切であ
ることが判明したこと。そのため、キット綿
棒を口にくわえて口腔内のＶＳＣを吸着さ
せることは現実的ではなく、直接キット綿棒
で舌背部を擦過し、舌苔内の硫化水素を直接
吸着させることが必要であることが明らか
となった。 
 
2. 臨床研究 
今回の研究では、被験者の口腔内ＶＳＣと
メチレンブルーテクニックによるキット綿
棒の発色量の間には、硫化水素に比較的高い
相関関係が認められた。 
硫化水素が口臭の悪臭成分の多くを占め
ることから、舌苔を擦過し、メチレンブルー
テクニックにより発色させる本法は、口臭の
スクリーニング方法の１つとして有用であ
ることが示唆された。 
 しかし、実用化に向けては克服しなければ
ならない問題点がいくつか浮かび上がった。 
i）発色に至る術式が煩雑であること。 
 家庭でも手軽にできるキットにするには、
せいぜい発色液を1回添加する程度の術式に
とどめる必要がある。 
本法では、発色液に加え、塩化鉄溶液、固
定液を決まった時間通りに添加し、しかも発
生した余計な色素をろ紙で吸収しながら、行
わねばならない。これを家庭で行うには煩雑
であることから、改良することが求められる。 
ⅱ)発色量が足りないこと。 
 全般的に発色量（青）が足りない。高齢者
が使用することも考えられるため。発色を増
感する工夫が必要である。 
ⅲ）発色に影響を及ぼす因子の解明が必要で
あること。 
オーラルクロマで測定した口臭値がほぼ
同じでも発色量が異なることが認められる
ことから、舌背上の水分や舌苔の状態など発
色に影響を与える因子の解析が求められる。 
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