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研究成果の概要（和文）：口腔バイオフィルムおよび唾液を対象としたCE-TOFMS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、糖代謝系に加え、これまで不明であったアミノ酸代謝系の解析が可能となった。また、口
腔バイオフィルムに較べ代謝物濃度が1/100程度の唾液においても測定が可能となった。さらに糖アルコールやフッ化
物の影響の解析を通して、口腔バイオフィルムにおける糖代謝とアミノ酸代謝の連携が示唆された。齲蝕においては糖
代謝プロファイル、歯周炎・口臭においてはアミノ酸代謝プロファイルを比較検討することで、メタボローム解析結果
を口腔疾患リスク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 oral biofilm and saliva using CE-TOFMS was established. Th
is method made it possible to analyze not only sugar metabolism but also amino acid metabolism in oral bio
film and even in saliva, where only small amount of metabolites (about 1/100 of oral biofilm) was containe
d. In addition, the analyses of the effect of sugar alcohols and fluorides on the biofilm metabolism sugge
sted close coordination between sugar and amino acid metabolisms. Metabolome profiles of sugar and amino a
cid metabolisms can be used for risk indicators of dental caries and periodontitis/oral malodor, respectiv
ely.
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１．研究開始当初の背景 
 

21 世紀の国民の健康維持・増進を定めた「健
康増進法」には、「歯の健康の保持」が明記され
た。その達成のためには、齲蝕、歯周炎、口臭と
いう発症頻度の高い「口腔バイオフィルム性疾
患」の生涯にわたる予防が不可欠である。 

口腔バイオフィルム研究は、構成細菌叢の解
析が先行し、500 種を越す細菌種からなる多様
な細菌叢、すなわち「何がいるのか？」を明らか
にした。さらに細菌叢の詳細な解析は、齲蝕や
歯周炎は単一細菌で発症するのではなく、「疾
患発症プロセス」の中で種々の細菌群が段階的
に関与することを示しつつある。これらの研究は、
特定の細菌を病原菌と捉える「特異的プラーク
説」から口腔バイオフィルムを生態系と捉え構成
菌の変遷に伴い病原性が高まるとする「生態学
的プラーク説」へと「パラダイムの転換」をもたら
しつつある。 

「疾患発症プロセス」に関与するのは、「何が
いるのか？」だけではなく、口腔バイオフィルム
の生物活性、すなわち「何をしているのか？」で
ある。齲蝕、歯周炎及び口臭に関連する個々の
細菌の代謝は、申請者を含め in vitro において
詳細に研究されてきたが、in vivo における実際
の口腔バイオフィルム全体の代謝活性は、未だ
推測の域を出ない。「疾患発症プロセス」をモニ
ターし、リスク評価や病原性をコントロールする
ためには、実際の口腔バイオフィルムの代謝活
性、すなわち「何をしているのか？」を知ることが
不可欠である。 

代謝中間体や代謝産物を網羅的に解析する
ことを「メタボローム解析」という。これまでのメタ
ボローム解析は、ガスクロマトグラフィーあるいは
高速液体クロマトグラフィーを質量分析計に連
結したものが主流であり、口腔バイオフィルムの
ようにイオン性低分子を主体とする場合には、前
者ではガス化が困難であることから、後者では
異性体の区別が困難であることから対象物質の
分離には限界があった。しかし、申請者のこれま
での研究から、キャピラリー電気泳動 (CE) を用
いることでイオン性低分子物質を電荷とイオン半
径に基づき厳密に分離可能であることが、さらに
飛行時間型質量分析計 (TOFMS) に連結し
CE-TOFMS システムとすることで、口腔バイオ
フィルムの「メタボローム解析」が可能となってき
た。 
 
 
２．研究の目的 
 

CE-TOFMS を用いて、口腔バイオフィルム及
び唾液中の代謝関連物質の網羅的解析、すな
わちメタボローム解析法を確立する。 

対象とする代謝関連物質として、これまでにあ
る程度確立できた糖代謝のメインフレーム（解糖
系、ペントースリン酸回路、クエン酸回路）に、新
たにアミノ酸代謝系を加える。 

また、糖アルコールやフッ化物の影響を解析
することで、口腔バイオフィルム代謝の特徴を検

討する。 
さらに、メタボローム解析結果が齲蝕、歯周炎、

口臭の臨床指標となり得るかについて検討す
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) を用いた糖代謝・アミノ酸
代謝メタボローム解析法の確立 

①CE-TOFMS は Agilent Technologies 
(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アミノ酸代謝の重要な代謝産物の一つであ
りながら CE-TOFMS では測定不可能なアン
モニアを対象に、Arkray 社 (京都) のアミチ
ェックメーターを用いて定量を試みた。 

 
(2) 口腔バイオフィルムおよび唾液を用いたメタ
ボローム解析法の確立 

①被験者より種々に条件を変えた口腔バイオ
フィルム (歯肉縁上プラーク) を、それぞれ
採取し計量した（約 10 mg）。 

②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。 

③唾液は、通法に則り安静時と刺激時に採取
した。 

④以上の口腔バイオフィルム、唾液試料を上
記(1)の方法にて分析した。 

 
(3) 口腔疾患指標となる可能性についての検討 

①(2)で得られた結果から、齲蝕については、
主に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代謝物
を対象に、歯周炎・口臭については、主にア
ミノ酸代謝経路の代謝物を対象に、口腔疾
患指標となる可能性を検討した。 

②さらに、糖アルコールやフッ化物の影響を解
析することで、口腔バイオフィルム内の代謝
制御について考察した。 

③ プ ロ フ ァ イ ル の 比 較 に は 、 Agilent 
Technologies 社 の 専 用 の ソ フ ト ウ エ ア 
(MassHunter Workstation Software 
Qualitative Analysis) を用いた。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) キャピラリー電気泳動 (CE)－飛行時間型質
量分析計 (TOFMS) を用いた糖代謝・アミノ酸
代謝メタボローム解析法の確立 

①泳動極性を反転させることで、アミノ酸等の
カチオンの分析が可能となった。これにより、
解糖系、ペントースリン酸回路、クエン酸回
路を含む糖代謝経路、および各種アミノ酸と
その関連代謝物のメタボローム一斉分析が



可能となった。 
②Arkray 社 (京都) のアミチェックメーターを

用いることで、アンモニアの微量定量が可能
となった。 

 
(2) 口腔バイオフィルムおよび唾液を用いたメタ

ボローム解析法の確立 
①口腔バイオフィルム中の糖代謝物およびア

ミノ酸代謝物の一斉微量定量解析が可能と
なり、個々の試料におけるメタボロームプロフ
ァイルを得ることができた。 

②口腔バイオフィルム内ではグルタミン酸が多
く、またグルタミンやグルタミン酸からのアン
モニア産生量が高く、その際の代謝関連物
質も増加したことから、これらのアミノ酸が口
腔バイオフィルム内で利用されやすいことが
示唆された。 

③唾液においても、糖代謝およびアミノ酸代謝
物の一斉微量定量解析は可能であった。し
かし、口腔バイオフィルムと較べて単位体積
当たりの量は 100 分の 1 程度と低く、また唾
液に含まれる塩濃度によって測定が妨げら
れる物質の存在が示唆されたことから、測定
対象物に応じた脱塩、濃縮あるいは希釈を
行う必要があることが分かった。 

 
(3) 口腔疾患指標となる可能性についての検討 

①得られた結果から、齲蝕については、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代謝物を対象にす
ることで、歯周炎・口臭については、アミノ酸
代謝経路の代謝物を対象にすることで、口
腔疾患指標となる可能性が示された。 

②さらに、糖アルコールやフッ化物の影響を解
析することで、口腔バイオフィルム内の代謝
制御について考察した。フッ化物 (フッ化ナ
トリウム) ではエノラーゼ阻害が見られるとと
もに酸産生が有意に減少するなど、これまで
in vitro で得られた糖代謝阻害現象が in vivo
でも生じていることが確認された。一方、キシ
リトール洗口では、酸産生の減少はもとより
糖代謝阻害はまったく見られず、これまでの
ミュータンスレンサ球菌を用いた in vitro 研究
で推測されてきた糖代謝阻害は、in vivo で
はほとんど生じないものと考えられた。しかし、
アミノ酸代謝に関しては、これまでにない知
見が得られ、口腔バイオフィルム細菌あるい
は細菌叢における糖代謝とアミノ酸代謝の緊
密な連携が示唆された。 

 
(4) 今後の研究について 

①一連の研究を通して、口腔バイオフィルム構
成細菌は糖代謝とアミノ酸代謝の相互作用
等、これまで考えたれていたよりも遙かに複
雑な代謝を行っていることが示唆されたこと
から、個々の構成細菌の代謝について、もう
一度、網羅的かつ詳細な検討が必要となっ
てきた。 

②現在、代表的な糖代謝優位菌、アミノ酸代
謝優位菌、二次代謝優位菌を対象とした、メ

タボローム解析プラットフォームの構築を急
ぎつつ、口腔バイオフィルムのメタボローム
解析研究を鋭意推進中である。 
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