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研究成果の概要（和文）：口腔内常在細菌 Veillonella 属・Actinomyces 属による口臭物質硫化

水素の産生活性およびその産生機構について検討した結果、これらの細菌が硫化水素産生活性

を持ち、その活性は pH や乳酸濃度などの環境により影響されることが示された。また産生機

構は同属内でも菌種により少し異なった。実際に糖代謝菌等との共存により硫化水素産生活性

が影響を受ける可能性も示唆されたことから、口臭と細菌の関わりが口腔バイオフィルム微生

物生体系全体及び口腔環境変動も含めた口腔全体で捉える必要性があることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：The hydrogen sulfide(H2S) is the main source of oral malodor. The 

production activity and the production mechanism of H2S by the oral indigenous bacteria, 

Veillonella species and Actinomyces species, were examined. It was shown that these 

bacterial species have H2S production activity and the activity was influenced by the 

environmental factors such as pH and the lactate concentration. Moreover, the 

mechanisms were slightly different depending on the bacterial strain even within same 

belonging. There has actually been suggested that there is possibility of H2S production 

activity being influenced by its coexistence with other saccharolytic bacteria, therefore it is 

necessary to understand the cause of oral malodor in relation to bacteria not only as a 

single bacteria but also as the entire oral cavity including the oral biofilm microorganism 

and the oral environmental factors. 
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１． 研究開始当初の背景 

近年、口臭予防を掲げる商品 CM やマスコ
ミによる口臭特集の増加、また、社会におけ
る人間関係のありかたの変化が一因となり、

口臭に対する社会全体の関心が強くなりつ
つある。実際に、現代の日本の歯科医療現場
では、う蝕、歯周病、不正咬合にならび、口
臭が歯科医療における重要課題となってお
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り、事実、歯と口の悩みに関する調査（厚生
省、2000）では約 15％（すなわち国内 1500

万人以上）が「口臭に悩んでいる」と答えて
いる。 

一方、口臭の悪臭成分の 90％は口腔に生息
する細菌、とりわけ口腔内嫌気性細菌の代謝
産物であり、その主成分は硫化水素やメチル
メルカプタンといったガス状の硫化物であ
ることが知られている。これらのガスは口腔
局所（とりわけ口腔軟組織）に対して組織毒
性を示す（Yaegaki et al.、1995）だけでな
く、全身への為害性が指摘されており、口臭
が「ニオイ」の問題だけではなく、口腔局所
や全身の健康と密接に関連することが示唆
されている。 

このように、口臭は、口腔をはじめとする
生物学的健康、さらには精神的健康を考える
上で重要なファクターであるが、それらの口
臭産生の細菌学的メカニズムについては、ま
だ基礎的研究が十分ではない。そのため、現
状では口臭の治療・予防に関して臨床医が十
分な情報を得ることができず、口臭の悩みを
抱える人に対して、EBM（Evidence based 

medicine：科学的根拠に基づいた医療）を伴
う治療やアドバイスを行うことは困難であ
り、口臭産生メカニズムのより詳細で正しい
知識の獲得が、基礎、臨床の両面で求められ
ていると考えられる。 

これまでの口臭に関する国内外の研究の
多くは、歯周病などの口腔疾患を持つ口臭患
者を対象としているものが多い。この場合、
歯周病などに関連する P. gingivalis、T. 
forsythensesなどの特定の歯周病関連菌が口
臭と関係があることを示しており、原疾患の
治療によって口臭を軽減できると結論付け
ている。 

しかし、口腔内に特に疾患がないにもかか
わらず口臭を持つ患者が多数おり（Bosy et 

al.,1994）、口臭国際分類（宮崎ら、1999）で
定義される真性口臭症のうち、口腔内に原疾
患を持たない場合の病的口臭や、さらには生
理的口臭といわれる比較的弱い口臭も含め
た広範囲の口臭をターゲットにした研究が
必要と考えた。 

我々はこれまで、口腔内疾患を持たない口
臭患者を対象として、舌苔に生息する嫌気性
菌を分離・同定し（Washio et al., 2005）、こ
れまで報告された歯周病関連菌ではなく、
Veillonella 属、Actinomyces 属のようないわ
ゆる口腔常在菌が、硫化水素産生能を持つ菌
として優勢であることを明らかにした。   

Veillonella 属は舌苔をはじめとする口腔
内に多数常在する嫌気性菌であり、本菌の口
臭への関与を明らかにすることは、口腔疾患
を持たない患者の口臭の産生機構を解明し
ていく上で重要と考えられる。また、これら
の細菌の棲息環境は、多数の菌が共存するバ

イオフィルム内であること、また pH や乳酸
濃度などが常に変動する環境であることが
考えられることから、口臭と細菌の関わりを
研究する上で、口腔内環境因子や複数種の細
菌が相互に影響を及ぼしあうこと、すなわち
「口腔バイオフィルム微生物生態系」全体で
捕らえることが不可欠であるとを考えた。 

本研究計画のような、①常在菌種を対象と
し、②単に口臭物質の産生活性だけではなく、
その産生代謝機構を探る研究、さらに、③環
境因子や複数の細菌種による相互影響を視
野に入れた「口腔内バイオフィルム微生物生
態系全体」という新しい概念に基づいて取り
組む口臭研究は、国内外にはほとんどなく、
極めて独創性が高い研究と考える。 

 

２． 研究の目的 

本研究では、 

（1） どの細菌が？  

（2） 何を基質として？  

（3） どのような成分が？ 

（4） どのような代謝経路・代謝酵素で？ 

産生されるのかを検討し、さらに、  

（5） 環境因子（変化）の影響 

（6） 細菌間の相互作用 

について明らかにすることを目的とした。 

 

具体的には、Veillonella 属・Actinomyces
属などの舌苔中常在菌種を中心に、口腔内で
得られうるどのような基質から口臭成分で
ある硫化水素を産生するのか検討するため、
システインに加え、様々な含硫基質からの硫
化水素産生を中心に検討する。 

また、それらの代謝にどのような代謝酵素
が関わっているか？という網羅的な基礎的
研究を行い、前述のような常在細菌種を対象
とした様々な基質からの口臭物質の発生メ
カニズムを明らかにしていく。 

さらに口腔内の諸環境条件の変化により
代謝環境による影響が起こりうることを想
定し、環境 pH や乳酸濃度に加え、各唾液中
成分などによる影響について検討するほか、
これらの細菌が存在する環境が複数の菌種
が共棲するバイオフィルムとして存在する
ことから、複数菌種の共棲により相互作用が
生じうるかも検討し、口腔バイオフィルム微
生物生態系全体から口臭物質がどのように
産生されるのかという新しい視点で口臭産
生メカニズムの全容を明らかにすることを
目的とする。 

 

３． 研究の方法 

（1） 各細菌の標準株を用いた硫化物ガ
ス産生活性の測定 

（2） 様々な基質からの硫化物ガス産生
活性の比較。 

前述の口腔疾患を特にもたない患者の舌



 

 

苔から Veillonella 属・Actinomyces 属が多く検
出されていたことから、これらの属のうち、
代表的な菌種（Veillonella atypica, Veillonella 

dispar, Veillonella parvula, Actinomyces 

naeslundii, Actinomyces oris）の各標準株を用
い、硫化水素産生活性について検討を行った。 
これらの細菌を嫌気培養し、菌懸濁液を作

成し、そこへ後述の基質を添加し 37度で一
定時間インキュベートした際に産生される
硫化水素量を、メチレンブルー法を用いて測
定した。 
硫化水素産生の基質としては、これまで検

討してきたシステイン以外に、口腔内で得る
ことが可能と考えられる含硫基質としてト
リプトン（タンパク質）、グリシン、システ
イニルグリシン（システイン含有ペプチド）、
シスチン等を加え、各菌のそれらからの硫化
水素産生活性を比較し、どのような基質から
硫化水素産生が高くなるか検討した。 
 
（3） 硫化物ガス産生代謝経路の生化学

的性質の検討 
 口腔内環境因子による代謝活性の促進・阻
害作用の有無を検討した。 
口腔内環境因子として考えられる pHの影

響を検討するため、中性環境（pH7）および
酸性環境（pH5）下で、上記の硫化水素産生
活性を測定し、pH環境による影響を検討した。
また、唾液やプラーク内に存在する乳酸など
の有機酸の存在による影響も同様に検討し
た。 
 
（4） 複数種の細菌間の相互作用の検討 
ここまでの研究で Veillonella 属がシステイ

ンから硫化水素を産生し、またその産生活性
が pH や乳酸濃度の影響を受けることが示唆
されたが、pH や乳酸濃度の変化は、口腔内
では Veillonella 属とは異なる他細菌種の糖代
謝や唾液の作用によってもたらされうる変
化が大きいと考えられることから、複数種の
細菌が相互に影響を及ぼしあっている可能
性を考え、環境変動に関与しうる他種細菌と
の相互影響について、検討した。 

本研究では、Veillonella 属+ cysteine→硫化水
素という反応に、Streptococcus 属およびグル
コースを同時に共存させた際に、硫化水素産
生量に変化が出るか検討した。 

                              

（5） 硫化物ガス産生代謝経路の決定 

①  代謝基質と代謝産物の定量分析か
ら代謝経路を推定 

②  代謝酵素の検索と同定 

Veillonella 属のシステイン代謝経路を明ら
かにするため、Veillonella 属の粗酵素抽出液
を用いて、システインを分解させた際の各種
代謝産物の測定を行った。メチレンブルー法
を用いた硫化水素の測定に加え、アミチェッ

クメーターを用いたアンモニア量の測定、ま
たピルビン酸などの有機酸や代謝中間体を
CE-TOFMS（後述※）を用いて測定した。 

また、酵素活性測定システムを用いて、代謝
酵素活性を測定したり、また、システイン分
解に関する既知の各酵素の阻害剤を加えた
際の変化などを測定し、これらの結果より、
各菌の各基質の代謝経路の解明や関連酵素
の同定を試みた。 

 

※CE-TOFMS による代謝産物および代謝中
間体の網羅的な解析（メタボローム解析）に
ついて。 

CE-TOFMS は、近年開発されたキャピラリ
ー電気泳動と飛行時間型質量分析計を組み
合わせた装置であり、イオン性低分子化合物
の同定・分析に優れ、代謝産物及び代謝中間
体の分析に適している。また微量サンプル中
網羅的な同定・定量分析が可能なことから、
今回、本装置を用いて、ピルビン酸や乳酸な
どの有機酸やシステインなどのアミノ酸、お
よび関連代謝産物および代謝中間体につい
て網羅的に検索を行うための測定手法の確
立も合わせて試みた。 

 

４．研究成果 

口臭の主な原因は口腔細菌の代謝産物に
よる揮発性化合物が大部分であると考えら
れており、これまで歯周疾患関連細菌である
Porphyromonus 属や Prevotella 属などの菌種
の口臭との関わりが多く研究されてきた。 

しかし歯周疾患を持たない人にも口臭は
発生することから、特に口腔疾患を持たない
健常者の舌苔（口臭発生部位）から硫化水素
産生菌を分離同定したところ、口腔Veillonella

や Actinomyces 属が舌苔中硫化水素産生菌の
主たる部分を占めていることをこれまでに
報告した（Washio J et al., 2005）。 

そこで本研究では、Veillonella 属および
Actinomyces 属に着目し、初めにそれらの硫化
水素産生活性について検討した。前述の代表
的な 5 菌種を用いて、1mM のシステインを代
謝させたところ、いずれも硫化水素を産生し
た。これらの菌が口臭産生に関与する可能性
が改めて示された。 

次に、様々な含硫基質を代謝させたところ、
いずれの菌種もシステインやシステイニル
グリシンのような比較的低分子の基質を分
解しやすい傾向がみられた。比較して分子量
の大きいグルタチオン、トリプトンは菌種に
より傾向が異なるものの、いずれもシステイ
ンやシステイニルグリシンを上回ることは
なかった。これらの結果より、今回用いた
Veillonella 属および Actinomyces 属の 5 菌種に
ついては、タンパク質などの高分子の分解活
性は低めで、低分子の基質を硫化水素産生基
質として利用しやすいことが示唆され、タン



 

 

パク質分解酵素をもつ他細菌との共存など
により利用しやすい基質が増加し、硫化水素
産生が増加する可能性も示唆された。 

次にこれらの硫化水素産生活性に対する
環境因子による影響を検討した。すべての菌
種において、硫化水素産生量は酸性より中性
環境下で高くなった。口腔内は、様々な要因
で pH が大きく変動しやすく、そのような口
腔内環境の変化が口臭の増減にも影響する
可能性が示唆された。 

pH の変動に際しては、Streptococcus 属など
の口腔内細菌による糖代謝により産生され
る乳酸量も同時に変動することが考えられ
る。またこの乳酸は、Veillonella 属がエネル
ギー源として利用することがしられており、
実際に Veillonella 属がシステイン等を代謝す
る環境中には、同時に乳酸が多く存在するこ
とが考えられる。そこで、環境中の乳酸が硫
化水素産生能に影響を及ぼすのかについて
も合わせて検討を行った。 

その結果、Veillonella 属による硫化水素産
生量は、乳酸存在下では数倍から数十倍に増
加した。システイン以外のシステイニルグリ
シン、グルタチオン、シスチンなどでも同様
の傾向がみられた。一方、Actinomyces 属では
乳酸による影響は全く見られず、Veillonella

属特有の影響と考えられた。 

pH や乳酸濃度の変化は、口腔内では
Veillonella 属とは異なる他細菌種の糖代謝や
唾液の作用によってもたらされうる変化で
あり、これらのことから、口腔バイオフィル
ム内に共存する複数種の細菌から影響をう
けている可能性は高く、口臭と細菌の関わり
は口腔バイオフィルム微生物生体系全体で
捕らえていく必要性があることが改めて示
唆された。 

実際に Veillonella と Streptococcus 属を共存
させた際の硫化水素産生量の比較実験も試
みたところ、硫化水素産生量に変動が見られ
た。しかし、共存させる割合などによっても、
その影響は大小様々であったことから、その
割合などの条件も含めて、今後さらに詳細な
検討を加える必要があると考えているが、硫
化水素産生活性においても、実際に複数種の
細菌が共存することで相互に影響すること
が確認された。 

次に、Veillonella 属のシステイン代謝経路
を明らかにするため、Veillonella 属の粗酵素
抽出液を用いて、システインを分解させた際
の各種代謝産物および代謝中間体の測定を
行った。従来の硫化水素の測定に加え、アン
モニア、有機酸および代謝中間体の定量分析
を試みた。平行して、CE-TOFMS を用いた代
謝産物の定量分析方法の確立も行った。 

また、システイン分解に関する既知の各酵
素の阻害剤を加えた際の変化などを測定し、
これらの結果より、各菌の各基質の代謝経路

の解明や関連酵素の同定を試みた。 

現在、CE-TOFMS を用いた測定手法はほぼ
確立し、実際に 3 種の Veillonella 属を用いて
測定してみたところ、システインを分解し、
アンモニアやその他ピルビン酸などの代謝
中間体・代謝産物が産生される様子が観察さ
れた。その結果、これまで測定してきた硫化
物からだけではわからなかったシステイン
代謝機構が、CE-TOFMS を用いた代謝中間体
および代謝産物の定量解析結果やアンモニ
アの測定結果を加えることで、より詳細に検
討できる可能性が示された。 

また、同じ Veillonella 属でも、菌種により
酵素活性が少しずつ異なり、また産生される
物質およびその量にも違いがみられ、また既
知の酵素阻害剤などを添加し、検出される代
謝産物の違いを比較することで、関連代謝酵
素の特定も試みたが、こちらも菌種により阻
害剤の影響が様々であり、Veillonella 属のシ
ステイン代謝機構は菌種（species レベル）の
違いにより、関連代謝酵素の種類や性質が少
しずつ異なる可能性が示唆された。また、同
一菌種内でも環境条件などによって産生活
性や代謝中間体の量などに違いがみられた
ことから、各種条件との関連性などについて
も、さらなる検討を重ねる必要があると考え
られた。 

結果より、Veillonella 属による口臭物質硫
化水素の産生メカニズムは、菌種によって少
しずつ異なり、また環境や他菌種との共存に
よっても大きな影響を受けることが示唆さ
れた。また Veillonella 属とならび口腔内から
常在菌として検出される Actinomyces 属など
も口臭産生に関与している可能性が示され
たことから、口臭産生は口腔バイオフィルム
微生物生体系全体としてとらえ研究を進め
る必要性があることが改めて示唆された。 

また、今回確立した CE-TOFMS を用いた測
定手法及び得られた結果から、もう少し詳細
な産生機構を明らかにすることで、確実な抑
制方法や阻害剤の開発（ターゲット物質の選
定や抑制効果の検討）などに今後つなげるこ
とで、今後の口臭予防や、さらには硫化水素
は組織為害性を持つことから「歯周疾患予
防」などの研究にも寄与できる可能性が高い
と考える。 
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