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研究成果の概要（和文）：本研究課題遂行の結果、以下の研究成果を得た。（１）健口（健康な口腔）マイクロ
バイオーム優勢菌群は、Veillonella（ベイオネラ）属細菌と判明した。（２）口腔Veillonellaの分布と出現頻
度を、新菌種提唱も含め、菌種レベルで同定した。（３）口腔Veillonella全菌種のゲノム情報を解析し、遺伝
学的全代謝経路を明らかにした。（４）これまでは、乳酸のみを栄養源とすると報告されていたVeillonella属
細菌が、フルクトースも利用できることを初めて明らかにした。
本研究の成果は、健口マイクロバイオームのモデルに、優勢菌としてのVeillonella属細菌の応用を可能にし
た。

研究成果の概要（英文）：This study has revealed the followings. (1) Veillonella species were 
identified as a majority of healthy human oral microbiome. (2) The distribution and frequency of 
oral Veillonella at species level was clarified including the establishment of novel species. (3) 
The genetical metabolic pathways in all oral Veillonella spp. were identified by the complete or 
draft genome analysis. (4) It was first report that oral Veillonella could utilize the fructose as 
one of energy sources besides the lactate.
The results of this study showed that oral Veillonella species could be realized to apply as a 
majority for the model of the human healthy oral microbiome. 

研究分野： 口腔細菌学
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フルクトース代謝　メタボローム解析
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腸管マイクロバイオームのdysbiosis（失調・破綻）が大腸癌や肥満、2型糖尿病などの全身疾患を誘発すること
が報告されている。しかし、そのdysbiosisの原因である口腔マイクロバイオームのdysbiosisや、さらにその解
明に不可欠な健口な口腔マイクロバイオームに関する研究は殆ど進んでいなかった。
本研究はその健口マイクロバイオームの構成を明らかにし、さらにそのモデルとしてVeillonella属細菌が応用
できることを示した。また、将来的な腸管マイクロバイオームdysbiosisの一次予防法確立にも繋がることか
ら、学術的にも社会的にも意義深い研究成果となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
   腸管マイクロバイオームの dysbiosis（失調・破綻）は抗生物質の内服や、食事内容、

ストレス等により引き起こされることが知られているが、「口腔マイクロバイオーム」は
最も重要な要因として報告されている 1。すなわち、口腔マイクロバイオームの状態が、
腸管マイクロバイオームの dysbiosis と強く関係していることから、腸管マイクロバイオ
ームの dysbiosis を解明するには、口腔マイクロバイオームの正確な理解が不可欠である。 

   さらに近年、マイクロバイオームはその構成細菌によるメタボライト（代謝産物）の影
響を強く受けることが報告されているが 2、口腔マイクロバイオームと、そのメタボロー
ム（全代謝産物）の関連を解析している研究は少ない。 
 また、口腔マイクロバイオームの dysbiosis が歯周病等の口腔感染症を誘発する 3こと
は報告されているが、健康な口腔（以下健口）マイクロバイオームを解析した研究は非
常に少なく、これを裏付けるメタデータ量が乏しいことも指摘されている。口腔マイク
ロバイオームの多様な dysbiosis を解明するためには、健口マイクロバイオームを正し
く把握し、そのモデル化を図ることが急務の課題である。 
  

２．研究の目的 
   本研究の目的は、健口マイクロバイオームをライフステージごとにモデル化することで

ある。そのために本研究では、口腔マイクロバイオームのデータが乏しい、日本人を含む
アジア圏の被験者を対象として解析を進める。 

   また、健口マイクロバイオーム構成菌により産生されたメタボライト情報を融合し、
「健口」なマイクロバイオームを統合的に評価する。 

 
３．研究の方法 
  （1）健口マイクロバイオーム構成細菌の解析と同定 
    ①被験者の選定と唾液サンプル採取 
      日本を含むアジア圏の国々において、「健口」な被検者候補の選定を行った。「健

口」な被検者はユニバーサルな全身状態の健康基準をクリアし、かつ口腔診査の結
果をもとに、ライフステージ（年齢層）ごとに選別を行った。各コホートの被検者
から採取した刺激唾液サンプルは、解析まで−80℃で保存した。 

    ②16S rRNA メタゲノム解析 
      唾液サンプルから全 DNA を抽出し、ライブラリー調整後、次世代シーケンサーに

よる 16S rRNA 遺伝子のメタゲノム解析を行い、健口マイクロバイオーム構成細菌
の属（genus）レベルの同定を行った。 

      また各被検者の口腔清掃状態を Simplified Oral Hygiene Index(OHI-S)で評価
し、OHI-S の結果別にその構成細菌の解析を行った。 

 
 
  （2）嫌気培養法による優勢細菌の菌種（species）レベルの同定 
      16S rRNA 遺伝子では属レベルまでの細菌の同定は可能だが、その塩基配列の類似 

性から菌種レベルでの同定は困難であることが報告されている 4。上記（1）で明ら 
かになった優勢細菌 Veillonella 属（詳細は後述）の菌種を同定するために、同唾 
液サンプルを分散、希釈後、Rogosa 選択培地を用いて嫌気下、37℃で培養を行った。 
得られたコロニーに対して、rpoB 遺伝子を用いた PCR (Polymerase Chain  
Reaction)により菌種の同定を行い、その分布と出現頻度の解析を行った 5,6。 

また、上記過程で分離されたが、既報菌種に属さない Veillonella 属未同定株に 
ついて、複数の Housekeeping 遺伝子を用いた塩基配列解析、全ゲノム解析及び表現
型に関する各種試験を行い、新菌種として提唱、登録を行った 7。 
 

  （3）口腔 Veillonella 全菌種の比較 Pan-genome解析 
      新菌種を含めた口腔 Veillonella 全菌種の全ゲノム 8 もしくはドラフトゲノムを

用いて、比較 Pan-genome 解析を BPGA pipeline9 を用いて行った。また、得られた
データを KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)データベースと参照し、
口腔 Veillonella に保存されている遺伝子を用いて、すべての代謝経路を同定した。 

 
     (4) 口腔 Veillonella の新規エネルギー代謝経路解析 
    ①増殖曲線解析 

これまで Veillonella 属細菌は乳酸のみをエネルギー源として生育することが報告 
されていたが、上記（3）の結果より、フルクトース代謝経路も遺伝学的に保存して 
いることが初めて明らかになった(詳細は後述)。そこで Veillonella atypica(以下 



V.aypica)標準株を用い、実際のフルクトース代謝能の評価を行った。TYH 液体培地 
をコントロールとし、それぞれ乳酸添加(TYHL)、フルクトース添加(TYHF）、乳酸と 
フルクトースを添加(TYHFL）した培地を用い、嫌気下、37℃で増殖曲線を詳細に検 
討した。 
②メタボローム解析 

     上記①において、それぞれ最も良好な発育を示した TYHL(1%)、TYHF(0.25%)の対数 
増殖期、TYHFL においては対数増殖期及び定常期の V. atypica の菌体細胞を収集し、
徐タンパク後、CE-TOFMS(キャピラリー電気泳動-飛行時間型質量分析計)を用いてメ
タボローム解析を行い、フルクトース代謝経路における各中間代謝産物の同定と、
その定量解析を行った。 

 
４．研究成果 
 (1) 健口な被検者からの唾液サンプリングは、

タイ人児童、及び日本人児童より完了し、
口腔マイクロバイオーム構成細菌の解析を
行った。 

   その結果、口腔清掃状態が悪化するにつ
れて、Veillonella 属細菌が優勢細菌とし
て増加することが明らかになり、その傾向
はタイ人及び日本人児童の両者において共
通して確認された。さらに本傾向は、タイ
人児童において、その出身地方の食習慣や
文化に依存しなかった（図 1）10。この結
果から、本属細菌は、口腔マイクロバイオ
ームの dysbiosis を知る上で、重要な役割
を担うことが示唆された。 

   その後、新型コロナウィルスの世界的感  
染拡大により、他のコホートからの唾液サンプリングを中断せざるを得なくなった。そ
のため、上記 Veillonella 属細菌を健口マイクロバイオームの優勢細菌群として以降の
解析を進めた。 

 
（2）健口マイクロバイオームの優勢細菌群である Veillonella 属細菌を、培養及び PCR を

用いて菌種レベルで同定した結果、V. rogosae が最も多く分布しており、口腔清掃状態
が悪化するに従って、V. parvula の出現頻度が高いことが明らかになった 5、10。本研究
成果より、Veillonella 属細菌の中でも、V. parvula の増加が口腔マイクロバイオーム
の dysbiosis の指標の一つとして応用できる可能性が示唆された。 

   また、タイ児童、及び日本人児童由来サンプルの両者から既報菌種には属さない
Veillonella 属細菌の未同定株を複数分離した。各種表現型と遺伝型の解析結果、そのう
ち日本人児童由来の一株を Veillonella nakazawae と命名し、新菌種として登録、発表
を行った 7。またタイ児童由来の未同定株に関しても、Veillonella burapaensis と命名
し、近日中に新菌種として提唱（投稿）予定である。また、両新菌種の標準株は、国際
微生物保存機関（CCUG,JCM）に寄託し、受理された。 

 
（ 3）また新菌種を含めた口腔

Veillonella 全 8 菌種標準株の比
較 Pan-genome 解析の結果 11、得
ら れ た Core( 全 株 共 通 ) 、
Accessory(2 株以上に共通 )、
Unique（1 株のみ）の各遺伝子フ
ァミリーは図 2(a)のようになっ
た。またそのうち、V. rogosae
が最も多い Accessory ゲノムを
保存していたことから、V. rogosae が口腔 Veillonella の中でもその最も代表的な性状
を保有していることが示唆された。本結果は、V. rogosae が口腔内に最も多く分布、出
現しているという上記の研究成果を支持するものと考えられた。 

   さらにいずれの遺伝子ファミリーにおいても、代謝に関わる遺伝子が最も多く同定さ
れた（図 2（b））。本研究では、これまで Veillonella 属細菌には報告されていない炭水
化物代謝に着目して解析を進めた結果、フルクトース代謝に関わる酵素遺伝子群をすべ
て Core ゲノムで保存していることが初めて明らかになった（図 3）。これまでは乳酸のみ
をエネルギー源として生育すると報告されてきた Veillonella 属細菌だが、本研究成果
から、フルクトースもエネルギー源として利用できる可能性が示唆された。 



 
(4)増殖曲線解析の結果、V. atypica は 1-2%TYHL が最も良い増殖を示したが、TYHF でも増

殖し、0.25％TYHF で最も良い増殖が確認された。また、TYHFL では、0.25％TYHL よりも
その増殖率及び速度が増加し、定常期の延長が明らかになった。また、メタボローム解
析の結果、図 3 に示すフルクトース代謝の各中間代謝産物は全て定量的に同定され、
TYHFL 培養の定常期で最も高濃度を示した。 

  本結果から、口腔 Veillonella のフルクトース代謝経路が機能し、それをエネルギー
源として実際に利用できることが初めて明らかになった。また、乳酸-フルクトース共栄
養下では、フルクトースが口腔 Veillonella の増殖率とライフスパンを延長させる作用
を担うことが確認された。本発見は、今後の口腔マイクロバイオーム構成細菌間におけ
る代謝ネットワークの新しい解明に重要な役割を担うことが考えられる。 

  本研究では、嫌気培養法を併用することで Veillonella 属細菌の菌種レベルでの解析
を可能にした。さらに、健口マイクロバイオームのモデルに、優勢菌としての
Veillonella 属細菌を応用できると同時に、その代謝経路を制御することで、プロバイオ
テクスとしての活用の可能性も示唆された。 

  今後は、新型コロナウィルスの感染収束を見極めた後、健康なヒト由来の唾液採取を
再開し、ライフステージ毎の健口マイクロバイオーム構成細菌の追認を行う。また、唾
液由来メタボライトと、乳酸及びフルクトースを栄養源とした際の口腔 Veillonella の
メタボライトの比較解析を行う。それらの結果から、優勢メタボライトを明らかにする
ことで、健口マイクロバイオームの統合的なモデル化を完成させる。 
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