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研究成果の概要（和文）：口腔バイオフィルム(OB)内の諸基質の代謝及び薬物や代用糖などによる実際の影響を、CE-T
OFMSを用いたメタボローム解析手法でin vivoで解明することを試みた。
その結果、OB中では、糖以外にグルタミン、グルタミン酸などが実際に基質として利用されること、また、各種アミノ
酸は、各々特徴的な代謝で分解されることが示唆された。また、実際のOBにおいても、フッ化物は糖代謝（エノラーゼ
阻害及び乳酸産生抑制）に影響することが観察され、さらに他の代謝反応にも影響することが示唆された。一方、キシ
リトールは、洗口後にキシリトール5リン酸の蓄積が見られたが、OB内の糖代謝はほとんど抑制しないことが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate, in vivo, the metabolism of several substrates in 
the oral biofilm and the actual influences of medicines such as fluoride and sugar substitutes such as 
xylitol to them through the metabolomic analysis approach using CE-TOFMS.
Consequently, it showed that, as well as sugar, the amino acids, especially glutamine and glutamate, are 
actually used as substrates in the oral biofilm. Moreover, it suggested that each amino acid is fermented 
by its respectively characteristic metabolism. The study also showed that fluoride can influence the 
sugar metabolism, including the inhibition of enolase and acid production, in the real oral biofilm as 
well, and suggested that fluoride affects some other metabolic reactions. In contrast, xylitol was 
suggested to have almost no effect on acid production and the metabolome profile in the oral biofilm, 
although xylitol 5-phosphate was produced.

研究分野： 口腔生化学、予防歯科学
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１．研究開始当初の背景 
 
生物は代謝活性を通じてエネルギーを獲

得する際に、多様な代謝産物を産生する。口
腔バイオフィルムの大半を形成する細菌も
生物であり、その代謝活性は、う蝕、歯周病
などの口腔疾患や口臭の発生・増悪等に直接
関与していると考えられている。しかし、実
際の口腔バイオフィルムが、“何を”、“どの
ように代謝し”、またその結果産生された“ど
んな代謝産物”が疾患発生に関与しているの
か？については、ほとんど知見がない。 
そのメカニズムの全容解明のためには、こ

れらの多様な代謝産物の網羅的な解析（メタ
ボローム解析）を行い、代謝の全体像を捉え
ることが必要である。しかしこれまで、口腔
バイオフィルムの代謝については、サンプル
量が微量に限られるため、技術的制限から研
究されてこなかった。また、フッ化物などの
薬物やキシリトールなどの代用糖による影
響についても、Streptococcus 属等の代表的
な単菌を用いた in vitro でのモデル研究結果
を基に推測され、実際の口腔バイオフィルム
における効果はほとんどわかっていない。 
近年、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（CE-TOFMS）
が開発され、微量サンプル中のメタボローム
解析技術が飛躍的に向上した。本装置では、
これまで解析が難しかったリン酸化合物な
ども含む代謝産物の大多数の検索が可能で
ある。そこで我々は本装置を用いて、糖代謝
時の口腔バイオフィルム中の糖代謝関連代
謝中間体（解糖系、クエン酸回路、ペントー
スリン酸経路）のメタボローム解析技術の確
立を試み、その成果を報告した（Takahashi 
et al、J Dent Res, 2010）。しかし実際には、
共存するアミノ酸やヌクレオチドなどの代
謝も同時に活性化することが予測され、さら
に幅広い代謝産物を対象とした検討を通し、
代謝の全容を解明し口腔バイオフィルムの
持つ真の病原性をさらに探ることが重要だ
と考えている。また、代用糖や薬剤等による
影響などを、実際の口腔バイオフィルムを用
いて in vivo で検証・解明することで様々な
新知見が期待されるほか、本技術の確立・シ
ステム化は新たな予防方法の検証・開発時に
も大きく寄与する可能性が期待できる。 
このような CE-TOFMS によるメタボローム
解析を用いた口腔バイオフィルムに関する
研究は、国内外にまだなく、極めて独創性が
高いと考えている。 
 
 
２．研究の目的 
 
口腔バイオフィルムの病原性はそれを構成
する微生物の種類と数だけで決まるのでは
なく、構成細菌叢のもつ代謝活性（代謝産物
や代謝に関する酵素活性）と密接に関係する。
しかしサンプル量が微量であることから、そ

の代謝活性の全容は、これまで検討すること
が難しかった。近年、キャピラリー電気泳動
－飛行時間測定型質量分析計（CE-TOFMS）
を用いたメタボローム解析法が確立し、微量
サンプル中の代謝産物の網羅的解析が可能
となった。そこで本研究では、これまで in 
vitro でのモデル実験で推定せざるをえなか
った口腔バイオフィルムの代謝の全容を in 
vivo で検証・解明し、口腔バイオフィルムの
真の病原活性や、口腔バイオフィルムに対す
る薬物（フッ化物など）や代用糖などによる
影響を明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)CE-TOFMS を用いた口腔バイオフィルム内
のアミノ酸解析 
インフォームドコンセントを得た被験者

より、微量（10 ㎎程度）の口腔バイオフィル
ムを採取した。 
速やかに含有代謝産物をメタノール抽出、

さらにクロロホルム、milliQ を加え、メタボ
ローム測定の夾雑物質となるリン脂質を液
液分配で除去し、さらに限外濾過フィルター
を用いた長時間冷却遠心で除タンパク処理
したものを測定資料とした。次いで CE-TOFMS
を用いて、特にアミノ酸を対象としたメタボ
ローム解析を行った。 
 

(2)口腔バイオフィルムのアミノ酸代謝に関
する解析 
インフォームドコンセントを得た被験者

より得たプラークに、各種アミノ酸を添加し、
一定時間 37℃にて反応させた際の含有代謝
産物量の変化を①同様に処理した試料を用
いて解析した。また、上記の反応時に産生さ
れるアンモニア量も合わせて測定した。 
 
(3)薬剤（フッ化物）や代用糖（キシリトー
ル）による口腔バイオフィルム内糖代謝への
影響 
これまで単菌を用いた in vitroのモデル

実験結果で推測されてきた、キシリトールな
どの代用糖やフッ化物などの薬剤による糖
代謝抑制効果を、本手法を用いて実際の口腔
バイオフィルムを用いた in vivoの実験で検
証した。 
被験者より、グルコース溶液、キシリトー

ル溶液及びグルコース・キシリトール混合溶
液の洗口前後、またフッ化物洗口 10 分後に
行ったグルコース溶液洗口の前後にプラー
クバイオフィルムを採取し、糖代謝経路（解
糖系、ペントースリン酸回路、TCA 回路）の
代謝中間体・代謝産物、及びキシリトール 5
リン酸を対象とした CE-TOFMS によるメタボ
ローム解析を行った。 
 

(4)代用糖の代謝及び、糖及び代用糖代謝時
のアミノ酸の挙動 



 
被験者より、グルコース、ソルビトール及

びキシリトール溶液洗口の前後にプラーク
バイオフィルムを採取し、糖代謝経路（解糖
系、ペントースリン酸回路、TCA 回路）の代
謝中間体・代謝産物および各種アミノ酸を対
象とした CE-TOFMS によるメタボローム解析
を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)CE-TOFMS を用いた口腔バイオフィルム内
のアミノ酸解析 
 
歯垢中には各種アミノ酸やアミノ酸代謝関
連物質が検出された。中でもglutamate (3.30
±0.60 nmol/mg plaque) が最も多く、valine、
aspartate、glycine と続いた。 
一方、唾液中のアミノ酸についても同様の

分析を行ったところ、その主たる組成が、大
きく異なった。 
口腔内細菌のエネルギー代謝には、アミノ

酸も関与しているが、それらのアミノ酸は唾
液中より取り入れるだけではないことが示
唆された。 
 
(2)口腔バイオフィルムのアミノ酸代謝に関
する解析 
 
特にどのようなアミノ酸を代謝するのか

に関する知見を得るため、①で検出したアミ
ノ酸のうち、口腔バイオフィルム内に特に多
く検出されたアミノ酸をプラークに代謝さ
せた際のアンモニア産生量を測定したとこ
ろ、glutamine からが最も多く、asparagine、
arginine、glutamate などが続いた。特に
glutamine および glutamate が口腔バイオフ
ィルム中のアンモニア産生の主な産生源で
あることが示唆された。 
また、同時に口腔バイオフィルム内の他の

代謝物質の変動についてもメタボローム解
析を用いて確認したところ、アンモニアの産
生と共に glutamine から glutamate が、
glutamateから2-oxoglutarateが、aspartate
から fumarate が、arginine から citrulline
や orinithine が、各々特徴的に産生される
ことが確認された。 
以上の結果より、各種アミノ酸は、口腔バ

イオフィルム中でそれぞれ特徴的な代謝に
よって分解・利用されアンモニアが産生され
ていることが明らかとなった。 
 
(3)薬剤（フッ化物）や代用糖（キシリトー
ル、ソルビトール）による口腔バイオフィル
ム内代謝への影響 
 
キシリトール洗口後の口腔バイオフィル

ム内には、キシリトール５リン酸が検出され
たものの、乳酸は産生されなかった。一方、

グルコース・キシリトール混合溶液で洗口後
のプラークではキシリトール5リン酸が蓄積
したが、グルコース単独洗口時と比べ、他の
代謝中間体、乳酸量に特に有意な差は見られ
なかった。 
以上から、キシリトールは口腔バイオフィ

ルムの酸産生基質にはならないが、グルコー
ス代謝を殆ど抑制していないことが示され
た。これまで Streptoccocus mutans などの
単菌を用いて行われてきた研究と知見が異
なったが、口腔バイオフィルム内に実際に存
在する S.mutans の比率は低いことから、こ
のような相違が観察された可能性が考えら
れた。 
一方、フッ化物洗口により各種代謝中間体

の増減及び乳酸の減少が観察されたことか
ら、フッ化物は口腔バイオフィルムの糖代謝
に影響し酸産生を抑制することが示された。
代謝中間体の変動解析から、in vitro で観察
されてきたエノラーゼ阻害を含め、F は種々
の代謝反応に影響することが示唆された。 
 

(4)代用糖の代謝及び、糖及び代用糖代謝時
のアミノ酸の挙動 
 
糖アルコールの一つであるソルビトールは、
いくつかの口腔内細菌によって代謝される
ことが示唆されているが、実際の口腔バイオ
フィルム内でも洗口後に、ソルビトール 6-
リン酸や各種糖代謝関連中間体が確認され、
口腔バイオフィルムによってソルビトール
が代謝されることが示されたが、乳酸産生量
はグルコース洗口時の 9.7％と僅かであった。 
一方、ピルビン酸は 25％、アセチル CoA は

65%であったことから、ソルビトールから解
糖系を経て産生されるピルビン酸の大部分
は乳酸へ代謝されるのではなく、アセチル
CoA を経由して代謝されることが示唆された。 
また、糖及び代用糖代謝時のアミノ酸の挙

動を解析したところ、グルコース洗口時には
ほとんどのアミノ酸が減少（平均 25%）した
のに対し、ソルビトール洗口時には増加（平
均 46%）した。キシリトール洗口時では糖代
謝経路がほぼ機能しておらず、アミノ酸はグ
ルコース洗口時と同様の減少傾向を示した。 
 糖及び代用との代謝時には、アミノ酸代謝
の挙動にも大きな影響が及んでいることが
示唆された。 
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