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研究成果の概要（和文）：提案者らがこれまでに開発してきた，小型でありながら高い質量分解能を得ることができる
マルチターン飛行時間型質量分析計を用いて，歯肉溝滲出液中の代謝物を網羅的に解析することで，歯周病の疾病活動
性や病態をチェアサイドで迅速かつ簡便に評価できる臨床診断法を確立することを目指して研究を行った．歯周病の程
度を顕著にあらわす代謝物マーカーを19種類同定することに成功し，これらの代謝物の量の変化を測定することで，歯
周病の診断を行えることを示した．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to examine the usefulness of gas chromatography/mass 
spectrometry (GC/MS) in metabolomic analysis of gingival crevicular fluid (GCF) in order to objectively 
diagnose periodontitis at a molecular level.
Nineteen metabolites were identified using GC/MS. Total ion current chromatograms showed broad 
differences in metabolite peak patterns between GCF samples obtained from healthy sites, moderate-pocket 
sites, and deep-pocket sites. The intensity difference of some metabolites was significant at sites with 
deep pockets compared to healthy sites. Principal component analysis confirmed these observations by 
clearly delineating healthy sites and sites with deep pockets. These results suggest that metabolomic 
analysis of GCF is useful for discovery of potential biomarkers in establishing a new diagnostic method 
for periodontitis.

研究分野：質量分析学

キーワード： メタボロミクス　歯周病診断　オンサイトマススペクトロメトリー
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１．研究開始当初の背景 
豊田らは，1990 年代後半から，小型であり
ながら非常に高い質量分解能が得られる「マ
ル チ タ ー ン 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計
（MULTUM）」を開発してきた．飛行時間型
質量分析計の質量分解能は，飛行距離に比例
するため，扇形電場で∞形状の閉軌道を作り
イオンを多重周回させることで，飛行距離を
かせいでいる．小型でありながら，飛行時間
型質量分析計としては世界最高の分解能 35
万を達成している技術である．この装置は 40 
cm × 40 cm と小型でありながら一般的に
市販されている装置より一桁以上高い分解
能を得ることができている．つづいて JST大
学発ベンチャー創出プロジェクトでは，さら
に半分サイズの小型装置「MULTUM-S II」
を開発した．この装置は，制御系，真空ポン
プ込みで 50 cm × 60 cm × 30 cm，35 kg
程度と，携帯も可能なサイズでありながら大
型機に匹敵する高分解能を得ることが可能
である．この装置は，電子イオン化（EI）イ
オン源を有しており，質量分解能は３万以上
を達成している．豊田は，この装置は，その
特徴を活かして，オンサイト（現場）での迅
速分析に用いてこそ意味があると考えてい
る．例えば，医療診断や環境モニタリングな
ど，これまでの質量分析計では活躍できなか
った分野である．オンサイト分析では，十分
な前処理などを行なえないため，夾雑物が多
い環境であり，MULTUMの高質量分解能は
夾雑物と目的物質を分離して検出できると
いうメリットがある．本研究は，これまでに
構築した技術をさらに発展させ，オンサイト
での迅速診断が望まれている歯周病の診断
に活用するための要素技術構築を行なおう
とするものである． 
歯周病は，細菌性バイオフィルムに対する生
体応答を主因として惹起される疾患で，歯を
失う第一原因となっている．また，糖尿病な
どの多くの全身疾患のリスク因子となるこ
とも疫学的研究によって示されている．しか
しながら, 現状では，歯周病の診断は，歯科
で歯周ポケットの深さを計測して判定する
にとどまっており，疾病活動性や病態をオン
サイト（チェアサイド）で評価する臨床診断
法はいまだ確立されていない．さらに歯周病
が全身疾患に影響を与える機序も不明であ
ることから，患者を診察中にチェアサイドで
迅速に診断結果を出せるような，新規診断法
の確立が望まれている．これまでに村上らは，
歯周組織中や歯肉溝滲出液中に歯周病の病
態により増減するサイトカインタンパク質
や mRNA が存在することを示している．し
かしながら，歯肉溝滲出液は多く取れても
10uL と微量であり，これまでの研究では
mRNAを抽出し，半定量性 RT-PCR(reverse 
transcription polymerase chain reaction)法
を応用して，サイトカイン mRNA の増減量
を検出している．この方法は，多大な時間と
手間を要し，歯周病の迅速診断には向かない． 

そこで我々は，近年，癌などのバイオマーカ
ー検出に用いられている質量分析による歯
周病診断の検討を行うこととした．質量分析
を用いた場合の対象分子は，タンパク質や代
謝物である．歯周病についてもサイトカイン
などのタンパク質を，そのまま分析できれば，
診断できる可能性はある．このようなタンパ
ク質の直接分析を試してみる価値はあるが，
歯肉溝滲出液 10uL中に含まれるタンパク質
の量は極微量であり，検出は難しいと考えら
れる．一方，代謝物の網羅的解析による診断
は，血清や唾液を試料にして行なわれるよう
になっている．例えば，神戸大の吉田らは，
血清中のアミノ酸や脂肪酸などの代謝物を
GC/MS（ガスクロマトグラフィー質量分析）
で網羅的に解析し，膵臓癌の進行状況と相関
が見られることを報告している．我々は，微
量の歯肉溝滲出液中でも，代謝物であれば
GC/MSで検出可能ではないかと考えた．  
 
２．研究の目的 
本研究において，歯周病の代謝物マーカーの
特定と，オンサイトでの分析手法の確立を目
指す．本研究では，まず健常者ならびに歯周
病患者の歯肉溝滲出液中に含まれる代謝物
を，血清で行なわれている方法と同様な手法
で，既存の GC/MSを用いて測定し，歯周病
態を表すバイオマーカーが存在するかどう
かを探索する．少なくとも炎症由来の生理活
性物が複数見られ，炎症の度合いを反映する
ことが予想される． 
特異的なマーカーが見つかれば，次にオンサ
イトで迅速分析を行なうことができる手法
の確立を行なう．オンサイトに持ち込むため
には，素人でも簡便に測定できることが必要
である．まずはMULTUMの高分解能を活か
して，前処理／精製／ガスクロマトグラフィ
ーの過程を大幅に簡略化することを目指す．
例えば，ポリ塩化ビフェニル（PCB）の測定
では，低分解能質量分析計を用いる場合，前
処理やクロマトグラフィーで夾雑物を分離
しなければならないため煩雑な前処理過程
が求められるが，高分解能質量分析計の場合
は，溶媒で希釈するだけで測定が可能である．
同様に MULTUM を用いることで簡略化は
可能と考えられるので，固相マイクロ抽出
（SPME）などを駆使し，歯肉溝滲出液を２，
３ステップの処理で質量分析装置に持ち込
めるような手法を開発する．さらに，歯肉溝
滲出液の採取は歯科医師が注意深く行なわ
なければならず，簡便に行なうことはできな
い．そこで，濾紙のようなものを歯周ポケッ
トにあてて採取するなど，簡単に採取できる
ようなサンプリング手法についても検討す
る．併行して，データ解析手法や，質量分析
の素人でも扱えるような自動分析のための
ソフトウェアの構築も行なう． 
ここまでの診断法が構築できれば，多くの検
体についてのデータ取得が可能となり，歯周
病の疾病活動性や病態，さらには全身疾患と



の関係などについての知見を得ることが可
能となる．本研究では，診断システムを構築
し，このような知見を得ることを目指す． 
 
３．研究の方法 
(1)歯肉溝滲出液中の代謝物を網羅的に解析 
①健常者の歯肉溝滲出液中の代謝物の測定 
まずは，歯肉溝滲出液中の代謝物を GC/MS で
分析するための手法の確立を，健常者の歯肉
溝滲出液を用いて行う．健常者ボランティア
数名の歯肉溝滲出液を採取し，溶媒で希釈後，
水溶性の代謝物を抽出する．抽出した代謝物
は，遠心濃縮機，凍結乾燥機で乾燥し，ガス
クロマトグラフィーのための誘導体化を行
って，GC/MS で代謝物の網羅的分析を行う．
ここで最適な抽出方法や測定条件などを確
立する．  
②歯周病患者の歯肉溝滲出液中の代謝物の
測定 
歯周病のマーカーとなる代謝物を特定する．
同程度の病態の歯周病患者の歯肉溝滲出液
を採取し，健常者の場合で確立した方法で処
理後に GC/MS で代謝物の網羅的分析を行う．
メタボロミクスの手法にのっとり，多変量解
析などのデータ解析を行い，歯周病に特異的
なマーカーを特定する．さらにさまざまな程
度の病態の患者についても解析し，程度の違
いを識別できるかを検討する． 
 
(2)チェアサイドでの分析のためのサンプリ
ング／前処理／ソフトウェアの検討 
①サンプリング／前処理の検討 
チェアサイドでの分析は，質量分析の専門家
ではない素人でも簡便に測定できることが
必要である．まずは MULTUM の高分解能を活
かして，前処理／精製／ガスクロマトグラフ
ィーの過程を大幅に簡略化することを目指
す．近年，固相マイクロ抽出（SPME）などに
よる簡便な前処理法が広く用いられるよう
になっている．既存の技術や新たな抽出・濃
縮技術を用いて，歯肉溝滲出液を２，３ステ
ップの簡便な処理で質量分析装置に持ち込
める手法を開発する．また，前処理とともに，
測定に時間を要するガスクロマトグラフィ
ーも，MULTUM の高い質量分解能を活かせば，
完全にクロマトグラム上で分離している必
要がないため，極力短いカラムを用いて保持
時間を短くするなどの検討をする． 
・システム／ソフトウェアの検討 
チェアサイドでの分析では，質量分析の専門
家ではない歯科医師などが，試料をセットす
れば，複雑な設定など無しに，自動的に解析
をするようなシステムを構築する必要があ
る．MULTUM-S II のシステムは，開発当初か
らこのようなオンサイトでの利用を視野に
入れてあるが，データ解析部も含め歯周病診
断に適したシステムの構築を行う． 
 
 
 

４．研究成果 
(1)歯肉溝滲出液中の代謝物を網羅的に解析 
歯肉溝滲出液の測定を試みたところ，0.2uL
程度のサンプル量で十分に代謝物を検出で
きることが分かった．そこで，健常者 30 名
と歯周病患者4名の歯肉溝滲出液の測定を行
ってみたところ，図 1のトータルイオンカレ
ント（TIC）クロマトグラムに示すように，
健常者（A）と歯周病患者の程度の軽い歯(B)
程度の重い歯(C)では，検出される代謝物の
量に違いがあることが分かった． 
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図 1 歯肉溝滲出液を分析したトータルイオ
ンカレントクロマトグラム．(A)健常者, 
(B)歯周病の程度の軽い歯，(C)程度の重い歯
から採取したもの． 
 
そこで，これらのデータを元に，主成分解析
を行ってみたところ，健常者と歯周病患者で
分布が大きく異なることが分かったため，患
者 16名と健常者 14名のデータを新たに測定
し，解析を行った．図 2に主成分解析を行っ
た結果を示す． 

 
図 2 主成分解析した結果．○が健常者，△
が患者の程度の軽い歯，×が程度の重い歯か
ら採取したもの． 
 
この結果は，健常者と歯周病の程度が重い歯
から採取したサンプルでは，大きく分布が異
なり，その間に程度の軽い歯からのサンプル
のデータが分布しており，この手法で歯周病
の診断が可能であることを示している．図示
しないが歯周ポケットの深さ（PD）との相関
も見られている． 
次に，歯周病診断において貢献度の高い代謝
物質の同定を行ったところ，図 3 の 20 種類



が同定できた．これらの歯周病の程度との関
係を見ると，歯周病になると急激に増加する
もの，歯周病の程度に応じて増加するものな
どが見られ，歯周病の程度の診断が可能であ
ることを示している． 

 

図 3 同定された代謝物の歯周病の程度によ
る量の違い 
 
(2)チェアサイドでの分析のためのサンプリ
ング／前処理／ソフトウェアの検討 
歯科医師が歯肉溝滲出液をサンプリングす
る方法として，当初ガラスキャピラリーを用
いることを考えたが，サンプリングが困難で
かつ時間も要するため患者に対する負担が
大きい．そこでもっと簡単な方法として，ろ
紙のようなペリオペーパーを用いる方法を
考えた．ペリオペーパーは，歯と歯茎の間に
ろ紙を差しこむことで採取でき，簡便かつ他
の部位からの混入も考慮しなくてよい．しか
し採取量が 0.2uL 未満と微量で，かつろ紙か
らの抽出が必要になる．0.2uL で代謝物の網
羅的な検出が可能かどか調べたところ，問題
なく測定ができ，診断が可能であることを示
せた．これにより歯肉溝滲出液の採取が非常
に容易になった． 
また，簡便な前処理法として固相抽出を用い
た方法を試してみたが，現時点では診断の対
象となる代謝物を落とすこと無く網羅的に
抽出できる方法は見いだせていない．また，
簡便な前処理でイオン化出来る方法として，
DART（direct analysis in real time）を試
みた．対象代謝物をイオン化することは出来
ているが，診断のための定量的な議論などで
は，まだ今後の検討が必要である． 
ソフトウェアに関しては，簡単な操作で対象
物の定量測定を行うための機能を実装した． 
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