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研究成果の概要（和文）：　ヒトの口腔には，唾液中に含まれる硝酸イオンを還元し，亜硝酸イオンや一酸化窒
素を生成する細菌群（硝酸還元菌）が常在している．次世代シークエンス法と培養法を併用することで，この口
腔の硝酸還元活性を支えるフローラの解明を目指した．主要な硝酸還元菌であるActinomyces属，Rothia属を含
め4種の全ゲノムを決定した．Rothia属を高効率で分離する培地を開発することで，Rothia属細菌の硝酸還元活
性の網羅的比較を行い，株間で活性の大きな違いがあることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：There is a diverse microbiota in the oral cavity, in which specific oral 
bacteria are able to reduce nitrate to nitrite. We have determined complete genome sequences of four
 strains including nitrate reducing Actinomyces and Rothia species. Additionally, through the 
development a novel selective medium for isolating oral Rothia species, we compared the nitrate 
reducing activities of Rothia species.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
 我々は，食品摂取によって獲得した硝酸イ
オン（NO3-）とその還元物である亜硝酸イオ
ン（NO2-）を口腔を経由して全身に循環させ
る仕組みを備えており，近年この機構がヒト
の生理機能や特定の疾患の発症に大きく影
響していることが明らかとなってきた．我々
は，硝酸イオンを主に緑色葉野菜の摂取によ
り得ている．腸管での消化吸収により血流へ
と入った硝酸イオンは，全身を循環し最終的
に尿として排出される．しかし，その約 25%
は唾液腺を介して 10〜20 倍に濃縮され，濃
度 5〜10 mM の硝酸イオンを含んだ唾液と
して口腔内へと放出される．この硝酸イオン
の一部は口腔内で亜硝酸イオンへと還元さ
れ，未還元の硝酸イオンと共に消化管での吸
収を経て再び全身へと送られる．以前，この
亜硝酸イオンはニトロソアミン体生成を介
した発がんの原因物質と疑われ，国連食糧農
業機関（FAO）や世界保健機関（WHO）の
指導のもと硝酸塩含有食品の摂取制限が推
奨されていた．しかし，現在では大規模なコ
ホート研究によりその仮説は否定され，逆に
この口腔由来の亜硝酸イオンは，ヒトの一酸
化窒素合成（NOS）系の相補的機構として，
一酸化窒素（NO）への更なる還元を通して
血管拡張作用（血圧抑制）や血小板凝集抑制
作用に関与する重要な役割を担っているこ
とが示されている．また，脳や心臓血管疾患，
II型糖尿病，齲蝕などに対するリスク低下因
子としても強い関心が寄せられている． 
 口腔での亜硝酸イオンの生成は，我々自身
ではなく口腔に常在する硝酸還元菌によっ
て行われている．実際，クロルヘキシジンに
よる殺菌的洗口により，血圧が約 3.5 mmHg
上昇する例が報告されている．亜硝酸イオン
生成を指標としたスクリーニング解析から，
口腔の硝酸還元菌として Actinomyces，
Rothia，Veillonella属細菌が分離され，中で
も Actinomycesと Rothia属細菌が高い硝酸
還元活性を示すと報告されている．一方，
我々は近年のメタゲノム解析から歯周病発
症と強い負の相関が報告されている
Actinomyces と Rothia 属細菌が，硝酸還元
により生成された一酸化窒素を介して歯周
病 原 菌 （ Porphyromonas gingivalis ，
Prevotella intermediaなど）を高効率で殺菌
することを示している．これと矛盾せず，歯
周病患者の唾液の亜硝酸イオン濃度は，健常
者より約 3 割も低いことが報告されている．
このように Actinomycesや Rothia属細菌な
どの口腔に常在する硝酸還元菌が，硝酸イオ
ンより生成する亜硝酸イオンや一酸化窒素
を介してヒトの生理機能や疾患に大きく関
与していることが推測されるが，我々の口腔
内の硝酸還元活性を支えているのは本当に
ActinomycesやRothia属細菌が中心なのか，
未だ直接的な証明がなされていない．また，
活性を支える重要な種は何か，それは個人差

のあるヒトのフローラ間でも共通か，経時的
なフローラの変動と口腔の硝酸還元活性の
相関はあるか，歯周病患者における
Actinomyces や Rothia 属細菌の比率低下が
亜硝酸イオン生成量の低下の原因かなど，興
味深く重要な問題が未解析のままとなって
いた． 
 
 
２．研究の目的 
 
 口腔の硝酸還元活性は，個人間で約 10 倍
も異なる例や，数ヶ月ほどの単位で変化する
例が報告されている．また，歯周病患者では
唾液中の亜硝酸イオン濃度が健常者より約 3
割も低いとの報告もある．次世代シークエン
ス技術の確立などにより細菌種のゲノムや
個人間の口腔フローラ組成を比較的容易に
解析できるようになったことから，本研究で
は口腔の主要な硝酸還元菌 Actinomyces，
Rothia の計 5 種の全ゲノムを決定すると共
に，フローラ解析を行うこととした．また，
分離した硝酸還元菌を用いて，硝酸還元活性
を網羅的に解析することにより，種間や株間
で硝酸還元活性にどの程度違いがあるかを
導き出すこととした． 
 
 
３．研究の方法 
 
 分離された菌株の全ゲノム解読には，ロン
グリード解析を得意とする次世代シークエ
ンサーである Pacific Biosciences 社の
PacBio RS II を用いた．培養液から DNA を抽
出し，シークエンサー用サンプルを調製した．
PacBio RS II より得られたリードをアセンブ
リし，菌株によって 1〜5 本のコンティグが
得られた．PCR とサンガーシークエンスによ
りギャップクローズを行い，環状ゲノムを得
た．データは，DDBJ に登録した． 
 唾液やプラーク中の菌叢解析には，多くの
リード数を得ることができる Illumina 社の
MiSeq を用いた．口腔サンプルを同意のもと
被験者から採取し（倫理承認，大歯医倫
110710 号），Qiagen 社の QIAamp UCP Pathogen 
Mini Kit を Lysis tube S と組み合わせるこ
とで細菌 DNA を抽出した．16S rRNA 遺伝子の
V3-V4 領域を PCR 増幅し，MiSeq 解析に供し
た．得られたリードは，Qiagen 社の CLC 
Microbial Genomics Module を用いて解析し
た． 
 in vivoおよびin vitroの硝酸還元活性は，
エイコム社の NOx メーターである ENO-30 を
用いて，硝酸イオンや亜硝酸イオン濃度を算
出することにより求めた． 
 
 
４．研究成果 
 
 硝酸還元菌の遺伝的背景を探るため，



Rothia mucilaginosa strain NUM-Rm6536，
Rothia aeria type strain JCM 11412 ，
Actinomyces naeslundii strain ATCC 27039
の 3 株の全ゲノムを決定し，データベースへ
の登録と論文発表を行った．また現在，
Rothia dentocariosa を 1 株，Actinomyces 
oris を 1 株解析中で，本年度中に決定予定で
ある．このゲノム解読により，口腔常在の
Actinomyces，Rothia 属の主要な 5 種全ての
ゲノム解読が完了するだけでなく，我々が選
抜した菌株は全て遺伝子改変が可能なもの
を選抜しており，今後，硝酸還元遺伝子群，
亜硝酸還元遺伝子群のノックアウト作成が
可能となる．メタゲノム解析と相補的にこれ
らの株を用いた in vitro 解析も重要となる
と考えている．また，我々の研究室で保存し
ているバイオフィルム形成能が欠損した
Prevotella intermedia strain 17-2 の全ゲ
ノムも決定し，データベース登録と論文発表
を行った．今後，殺菌される側の細菌におい
て，バイオフィルムの有無がその殺菌に影響
するのかどうか，解析を進める予定である． 
 また，日本大学松戸歯学部の續橋講師との
共同研究のもと，Rothia 属を高効率で分離す
ることができる培地の作成に至った．この培
地を用いて唾液中より Rothia 属細菌を 50株
ほど分離し，それらの硝酸還元活性を網羅的
に解析した．その結果，株間で硝酸還元活性
が大きく異なる事が明らかとなり，そのデー
タをまとめて論文にて発表した． 
 加えて，次世代シークエンサーMiSeq によ
る菌叢解析の系を確立し，口腔の硝酸還元活
性と菌叢との相関を調べているところであ
る．この内容については，南部が代表である
科研費基盤 C（H28〜30，課題番号 16K11469）
へと引き継ぎ，研究を進めているところであ
る． 
 本研究課題の遂行により，これまで「口腔
の硝酸還元菌」とひと括りにされていた集団
が，種やそれより細かい異なる活性をもつ単
位の集合として見えてきた．少なくとも，採
取したサンプルにおいて，属レベルのフロー
ラ解析で口腔の硝酸還元活性の個人差や経
時的変化，歯周病患者における亜硝酸イオン
生成能の低下について説明することは難し
そうである．今後の研究により，主要な硝酸
還元菌を種あるいは株レベルで特定できれ
ば，それらを増やす（あるいは減らさない）
戦略がとれるようになるばかりではなく，活
性発現の調節法の探索なども可能となるで
あろう． 
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