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研究成果の概要（和文）：Bifidobacteriumは腸内細菌として知られているが、近年、齲蝕病変からも検出され
ることが明らかになった。そこで本研究では代表的な齲蝕関連細菌であるStreptococcus mutansと比較分析し、
糖代謝の側面から齲蝕関連性について検討した。
その結果、Bifidobacteriumは、グルコースを代謝し酢酸を産生したことから、乳酸が主要な代謝産物であるS. 
mutantsとは異なる機序で齲蝕に関与していることが推察された。またグルコースをグリコーゲンの形で菌体内
に蓄積していたことから、齲蝕病巣のような外部からの糖供給が少ない環境でも代謝活性を維持し酸を産生し続
けることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Bifidobacterium have recently been detected in carious lesions. Thus, the 
purpose was to examine the cariogenic potential of oral Bifidobacterium by analyzing the 
carbohydrate metabolism and acidic end-products. In addition, intracellular polysaccharide was 
characterized. The acid production of Bifidobacterium was lower than that of S. mutans, and 
maintained even after 2 hours. Without glucose addition, the acid production was also found. Both 
with and without glucose, the acid production was higher at pH 5.5 than that at pH 7.0. The main 
acidic end-product was acetate. Absorption spectrum indicated that the intracellular polysaccharide 
was glycogen-like. Bifidobacterium showed a higher acid production at pH 5.5 than 7.0, and had a 
considerable amount of glycogen-like intracellular polysaccharides, suggesting that oral 
Bifidobacterium can maintain and promote the environment of carious lesions, i.e. sugar limit and 
acidic.

研究分野： 口腔細菌
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１．研究開始当初の背景 
Bifidobacterium は腸内細菌として知られ

ているが、Bifidobacterium 選択培地の開発
により、ヒト唾液からも検出されることが明
らかになった（Beighton et al., 2008）。以
後、小児～成人の齲蝕病巣（Mantzourani et 
al., 2009）や、初期齲蝕病巣部（white spot 
lesions）、さらには歯肉炎部位のプラーク細
菌叢（Tanner et al., 2012）からも特徴的
に検出されることが報告されている。 
Bifidobacterium は「ビフィドシャント

（bifid shunt）」と呼ばれる特殊な糖代謝経
路を持つことが知られている。ミュータンス
レンサ球菌等の一般的な解糖系では、グルコ
ース２分子あたり４分子のATPが生成される
が、ビフィドシャントではグルコース２分子
あたり５分子の ATP が生成されるため、エネ
ルギー効率は最大で 1.25 倍となり得る。 
さらに、一般的な解糖系ではグルコース２分
子から乳酸４分子が産生されるが、ビフィド
シャントではグルコース２分子から酢酸３
分子と乳酸２分子が産生されることから、酸
産生効率も高くなっていると考えられる。 
ま た こ れ ま で の 研 究 で 、 口 腔

Bifidobacterium はミュータンスレンサ球菌
よりも高い耐酸性能を持つことが報告され
ている（Nakajo et al., 2010）ことからも、
口腔 Bifidobacterium は乳酸桿菌等と同様、
齲蝕が発生しやすい環境作りに寄与してい
ることが予測される。 
さらに、口腔 Bifidobacteriumは、環境中

に糖が無い状態でも、菌体内に取り入れた多
糖体を分解することにより、酸を産生し続け
る性質を持つことが報告されている（Nakajo 
et al. 2010）。糖の有無に関わらず酸産生を
行う能力があることからも、本菌は齲蝕への
強い関連性があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本 研 究 で は 、 糖 代 謝 の 側 面 か ら

Bifidobacterium の齲蝕関連性について明ら
かにするために、口腔を模した環境における
Bifidobacterium の糖代謝活性及び最終代謝
産物について分析、検討した。また菌体内多
糖の抽出・同定、さらにその合成・分解過程
について検討した。 
 
３．研究の方法 
Bifidobacterium dentium JCM1197, 

Bifidobacterium longum JCM1217、対照とし
て Streptococcus mutans NCTC10449を用い、
実験は全て嫌気条件下で行った。 
対数増殖期の後期 Late-log growth phase（OD 
660 nm = 1.0 - 1.2）で集菌し、150 mM KCl 
と 5 mM MgCl2 を含む 2 mM リン酸カリウム緩
衝液（pH 7.0）で 2回洗浄後、同じ緩衝液に
懸濁した菌懸濁液（OD 660 nm: 3.5）を実験
に用いた。 
 
 

（１）酸産生活性の測定 
嫌気培養装置内に設置している自動中和

滴定装置（pH-stat 法）により pH 7.0 及び
5.5 でのグルコースからの酸産生活性を２時
間測定した。pH は、安静時の一般的な値であ
る pH 7.0 および臨界 pH である pH 5.5 に設
定した。またグルコースの有無で酸産生活性
を測定する pH-fall 法も行った。 
 
（２）代謝産物の定量分析 
酸産生活性測定後のサンプル中の代謝産

物を分析するために、高速液体クロマトグラ
フィー（HPLC）を用いた。乳酸、酢酸、ギ酸
を対象として定量分析した。 
グルコース添加前および添加120分後の反応
溶液 0.45 ml を回収後、糖代謝反応を停止さ
せるため直ちに 6N 過塩素酸溶液 0.05 ml を
加えて混合した。次いで、同反応溶液を嫌気
条件下から大気下に移し、遠心分離後、濾過
膜（pore size 0.20 µm）を用いて菌体成分
を除去し、上清に含まれる各種有機酸を HPLC
を用いて定量分析した。 
 
（３）菌体内多糖の同定および合成・分解過
程の解明 
各種細菌は５％グルコース含有複合液体

培地で嫌気グローブボックスにて培養した。
集菌・洗菌後、菌塊を 50% (w/v) KOH に懸濁
し、100°C で３時間加熱した。自然放冷後、
エタノール沈殿し、菌体内多糖を得た。抽出
した菌体内多糖は、40 mM リン酸カリウム緩
衝液（pH 7.0）に懸濁後、２% (w/v) KI で溶
解した 0.2% (w/v) I2 と混合し、400-800 nm 
の吸収スペクトルで測定した。比較対照にカ
キグリコーゲンを用いた。 
菌体内多糖の分解・合成過程に関わる代謝

中間体 Glucose 1-phosphate（G1P）の挙動に
ついては、キャピラリー電気泳動（CE：
G1600AX; Agilient Technologies, Waldbonn, 
Germany) を飛行時間型質量分析計（TOFMS：
G1969A; Agilient Technologies)に接続した
CE-TOFMS メタボローム解析装置を用いて解
析した。 
 
４．研究成果 
（１）酸産生活性の測定 
グルコース添加後10分間の酸産生活性は、

S. mutans が Bifidobacterium よりも高かっ
た。しかし、S. mutans はグルコースの添加
が無いと酸を産生しなかったのに対し、
Bifidobacterium はグルコース非添加でも酸
産生活性が見られ、さらに 2時間後もその活
性が維持されたままだった。 
また、Bifidobacterium は、pH 7.0 よりも
pH 5.5 の方が酸産生活性が高かった。 
Bifidobacterium は、グルコースが無い状

態でも酸を産生したことから、予め菌体内に
蓄えておいた糖を利用して代謝活動を行い、
酸産生活性を維持するものと考えられ、それ
は歯の脱灰が起こる低い pH 環境の時に増強



されることが推察された。 
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（２）代謝産物の分析 
S. mutans の主要な代謝産物は乳酸で、

Bifidobacterium の主要な最終代謝産物は酢
酸だった。また、Bifidobacteriumでは pH 7.0
よりも pH 5.5 で代謝産物の量が増加したの
に対し、S. mutans では減少を示した。酢酸
の酸解離定数（pKa）は乳酸よりも高く、低
い pH 環境下では乳酸よりも酢酸の方が非イ
オン型になりやすい。酸はイオン型よりも非
イオン型の方がエナメル質に浸透しやすい
という報告があるため、酢酸産生菌である
Bifidobacterium は、S. mutans のような乳
酸産生菌とは異なる機序で齲蝕の発症・促進
に関与していることが考えられた。 
さらに、Bifidobacteriumでは pH 7.0 よりも
pH 5.5 で代謝産物の量が増加しており、これ
は、Bifidobacteriumはより pH の低い酸性環
境下における代謝能の維持、すなわち、齲蝕
誘発能の高さを示しているものと推察され
た。 
 
pH-stat 法 
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（３）菌体内多糖の同定および合成・分解過
程の解明 
Bifidobacterium と S. mutans の菌体内多

糖は、カキ由来のグリコーゲンとピークが一
致していたため、グリコーゲンタイプである
と考えられた。このことを確かめるために、
CE-TOFMS メタボローム解析装置を用いて、グ
リコーゲンの合成・分解に関わる代謝中間体
Glucose 1-phosphate（G1P）の挙動について
解析したところ、Bifidobacterium ではグル
コースの有無に関わらず G1P が検出された。 
以上のことから、Bifidobacterium は、グ

ルコースの存在下で多量の菌体内多糖（グリ
コーゲン）を蓄積し、グルコースの非存在下
でも酸を産生する能力を持つことが明らか
になった。 
これらの結果は、口腔 Bifidobacteriumは、

糖を供給しなくても酸性環境を維持し、促進
できることを示唆しており、S. mutans とは
異なる齲蝕誘発性を有するものと考えられ
た。 
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