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研究成果の概要（和文）： 
 代表的プラーク細菌およびヒト・プラークを対象とした、キャピラリー電気泳動－飛行時間

型質量分析計を用いたメタボローム解析法を確立した。本手法によって、プラーク細菌におい

て、解糖系に加え、これまで不明であったクエン酸回路およびペントースリン酸回路に関する

知見を得たほか、少量の口腔バイオフィルムでもメタボローム解析が可能であったことから、

口腔バイオフィルムメタボローム解析結果を口腔健康指標に応用できる可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Metabolome analysis for the representative plaque bacteria and human oral biofilm using a capillary 
electrophoresis equipped with a time-of-flight mass spectrometer was established. By this method, a 
new finding was obtained about the pentose-phosphate pathway and the Kreb’s tricarboxylic acid cycle, 
as well as the Embden-Meyerhof-Parnas pathway. In addition, the metabolome analysis was applicable 
to a very small amount of oral biofilm. These results suggest that the metabolome data can be used as an 
indicator of oral health status. 
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１．研究開始当初の背景 
長年にわたる口腔バイオフィルム構成微生
物叢の解析により、現在では 500 種以上の微
生物が確認されるまでになった。この結果は、
健全から疾患にわたる口腔バイオフィルム
微生物叢の多様性、すなわち「何がいるの
か？」に対する答えを私達に提示する。しか

し、齲蝕、歯周炎、口臭という口腔疾患は、
微生物の数と種類だけで発症や病状が決ま
るのではなく、例えば、齲蝕では細菌の糖代
謝による有機酸産生というように、その微生
物の生物活性、とりわけ代謝活性が伴っては
じめて発症する。すなわち、口腔バイオフィ
ルムを理解し、疾患リスク評価や病原性コン
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トロールを行うためには、微生物の数と種類
だけではなく、微生物叢がバイオフィルムと
いう環境で、実際にどのような代謝を行い、
どのような病原因子や代謝産物を産生して
いるのか、換言すれば「何をしているのか？」
を知ることが不可欠である。そこで本研究で
は、口腔バイオフィルムのメタボローム解析
によって「何をしているのか？」を in vivo で
明らかにし、その結果を齲蝕、歯周炎、口臭
という口腔バイオフィルム性疾患のリスク
指標、すなわち口腔健康指標として応用する
ことを目的とした。 
 
２．研究の目的  
 
（1）キャピラリー電気泳動システムを用いて、口

腔バイオフィルム微生物の代謝中間体、代
謝産物（終末代謝産物及び情報伝達系代
謝産物）の網羅的微量定量法を確立する。 

（2）歯肉縁上プラーク、歯肉縁下プラーク等の
代表的口腔バイオフィルムのメタボローム解
析を行い、in vivo での生物活性と病原性を
明らかにする。 

（3）各種メタボローム解析プロファイルを口腔健
康状態と比較することで、新規バイオマーカ
ーの検索を含め、口腔健康指標となる可能
性について検討する。 

 
３．研究の方法 
 
（1）キャピラリー電気泳動（CE）－飛行時間型質
量分析計（TOFMS）を用いた測定法の確立 

 
 当初 CE のみによる分析を予定していたが、
TOFMS を連結することにより、測定精度と網羅
度が格段に上がることから、以下、CE-TOFMS
を用いた方法を確立することとした。 
 CE-TOFMS は Agilent Technologies 社
（Waldbronn, Germany）の機器を、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）代表的プラーク細菌を用いたメタボローム解
析試料の調整 
① 培養 
 代表的プラーク細菌である Streptococcus 
mutans NCTC 10449、Streptococcus sanguinis 
ATCC 10556、Actinomyces oris WVU 627、
Actinomyces naeslundii ATCC 12014 の４菌種
を用いた。これらを嫌気グローブボックス内
（N2:80%, H2:10%, CO2:10%）にて 0.5%グルコ
ースを含む複合培地で培養し、対数増殖期
に集菌・洗菌を行った。各細菌は、菌懸濁液
（pH 7.0）に調整した。 

② グルコース代謝 
 菌懸濁液を 10 分間予備温浴（37℃）した後、

10 ｍM グルコースを加え、経時的に菌懸濁
液を回収した。 

iii) メタボローム解析試料の調整 
 フィルタを用いて菌体のみを回収した後、氷
冷 milliQ 水にて洗菌、直ちに氷冷メタノール
中に浸漬し、超音波処理を行い、菌体内成分
を抽出した。 
 次いでクロロホルムと milliQ 水を加えて混合
した後、遠心によってリン脂質などの分析阻
害物質を除去した。水層を限外ろ過フィルタ
ーに移し一晩遠心し、さらにろ液は真空遠心
機で乾燥後、少量の milliQ 水で再溶解し、こ
れを試料とした。 

 
（3）ヒト・口腔バイオフィルムを用いたメタボロー
ム解析試料の準備 
① 口腔バイオフィルムの採取 
 被験者 5 名より、10％グルコース溶液による
1 分間の洗口前と洗口 10 分後に、歯表面に
付着した口腔バイオフィルム（歯肉縁上プラ
ーク）を、それぞれ約 10 ｍｇ採取した。 
 被験者には前日より歯面清掃の停止による
プラーク蓄積を依頼した。また、採取前 2 時間
は、飲食を控えてもらった。 

② メタボローム解析試料の調整 
 採取した口腔バイオフィルムを計量後、直ち
に、氷冷メタノールを加え、超音波処理を行
い、菌体内成分を抽出した。以下、代表的口
腔細菌と同様。 

 
（4）メタボローム解析 

 糖代謝経路すなわち、解糖系、クエン酸回
路およびペントースリン酸回路の各代謝中間
体を対象とした。これらの代謝中間体の標準
物質をコントロールとして定量した。 

 
４．研究成果 
 
（1）CE－TOFMS を用いた測定手法の確立 

 
 上記手法で調整した代表的プラーク細菌、
ヒト・口腔バイオフィルム試料は、ともに 5 µL と
いう少量で、解糖系、クエン酸回路、ペントー
スリン酸回路の代謝中間体を網羅的に定量
できることが明らかになった。 
 TOFMS によって決定された各種代謝中間
体の m/Z（質量/電荷）を、標準物質の m/Z デ
ータベースと比較することで、各種代謝中間
体を同定することができた。また、ピーク検出
強度より、それぞれの物質の定量も可能であ
った。さらに、構造異性体のように同じ m/Z を
持つ物質があったとしても、そのイオン半径が
わずかに異なることから、CE における
retention time が異なり、それぞれ別の物質と
して同定することが可能であった。 
 以上のことから、CE-TOFMS を用いた本メタ
ボローム解析法により、試料中に含まれる代
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謝中間体を網羅的に同定・定量することが可
能であることが示された。 

 
（2）CE-TOFMS を用いたメタボローム解析 
① 代表的プラーク細菌のメタボローム解析 
 解糖系に加え、クエン酸回路、ペントースリ
ン酸回路の代謝中間体が検出された。これま
でクエン酸回路やペントースリン酸回路に関
しての知見はほとんどなかったため、本研究
の結果は、口腔細菌がグルコース代謝ととも
にこれらの回路を実際に利用している可能性
を初めて示したものといえる。 
 グルコース代謝における代謝中間体の変動
について、菌種間で類似点および特徴的な
点が観察され、同じ酸産生菌でも糖代謝パタ
ーンは様々であることが示された。 
 また、解糖系代謝中間体の結果は、過去の
代謝研究の結果と一致する部分が多く見られ、
本解析法の信頼性の高さを示しているものと
考えられた。 

② ヒト・口腔バイオフィルムのメタボローム解
析 

 これまで、試料量が少ないヒト・プラークのメ
タボローム解析は不可能であったが、本手法
を用いた結果、少量の歯肉縁上プラーク（10 
mg 前後）でも、解糖系、クエン酸回路及びペ
ントースリン酸回路に属する各種中間体の同
定・定量が可能であることが示された。 
 プラークによる糖代謝動態は、前述の細菌
に類似しており、実際のプラーク中でも、これ
らの細菌によって同様の糖代謝や糖代謝調
節が行われていることが示唆された。 
 また、プラークのメタボローム解析結果（メタ
ボロームプロファイル）には個人差が見られた
ことから、メタボローム解析が個人の口腔微生
物叢の代謝活性の指標、さらには口腔健康
の指標となる可能性が考えられた。 
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