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用語集 

BCAA: Branched-chain amino acid, 分岐鎖アミノ酸 

FC: Fold change 

FDR: False discovery rate 

GC/MS: Gas chromatography/mass spectrometry, ガスクロマトグラフィー質量分析法 

GC/MS/O: GC/MS/olfactometry, におい嗅ぎガスクロマトグラフィー質量分析法 

OD: Optical density 

OPLS-DA: Orthogonal partial least squares discriminant analysis 

RI: Retention index, 保持指標 

RT: Retention time, 保持時間 

SCFA: Short-chain fatty acid, 短鎖脂肪酸 

SPME: Solid-phase microextraction, 固相マイクロ抽出法 

VIP: Variable Importance for Prediction 

VOC: Volatile organic compound，揮発性有機化合物 

VSC: Volatile sulfur compound, 揮発性硫黄化合物 
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第 1章 緒論 

1.1. 口腔疾患と口腔細菌 

口腔は，腸に次いで 2 番目に多様な微生物叢を有し，700 種以上の細菌が共存し

ている複雑な環境である[1]．この微生物群，すなわち口腔細菌叢は，宿主の健康状

態と密接に関わっており，そのバランスの破綻（Dysbiosis）は，う蝕や歯周病といった

主要な口腔疾患の直接的な原因となる[2]． 

中でも歯周病は，歯を支える歯周組織に発生する慢性炎症性疾患であり[3]，その

罹患率は 20-50%程度であるとされている[4]．歯周病は単なる口腔内の問題にとどま

らず，糖尿病や心血管疾患などの全身疾患との相関関係が近年強く指摘されている

[5]．しかし，歯周病がこれらの全身疾患の病態に与える詳細な因果関係のメカニズム

については，現在も重要な研究課題として解明が求められている[6–8]．したがって，

歯周病の早期かつ非侵襲的な診断手法の確立は，公衆衛生上の重要な課題となっ

ている． 

歯周病の発症と進行には，特定のグラム陰性嫌気性菌が深く関与している[9,10]．

特に，Porphyromonas gingivalisは主要な歯周病菌の一種であり，組織破壊に寄与す

る強力なプロテアーゼを産生する[3,9,10]．また，Fusobacterium nucleatum は初期の

プラーク形成菌と P. gingivalisを含む後期の病原菌を結びつける重要な役割を果たし

ている[11,12]．これらの主要な歯周病菌の存在量や代謝活動を正確に把握すること

は，疾患の進行評価および治療効果のモニタリングにおいて極めて重要となる． 

 

1.2. 口腔内における揮発性有機化合物 (VOC) 

口腔細菌の代謝活動は，揮発性有機化合物（VOC）の産生として，直接的かつリア

ルタイムに反映される[13]．VOC は，生体内で生成され，呼気や唾液などの生体サン
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プルから検出される低分子の有機化合物の総体であり，そのプロファイルは生理的・

病理的状態を反映する可能性があるため，近年注目を集めている[14,15]． 

口腔由来 VOC の大半は，揮発性硫黄化合物（VSC）に焦点が当てられてきた

[16,17]．VSCの中でも，hydrogen sulfide（腐卵臭）, methyl mercaptan（腐ったキャベツ

様のにおい）, dimethyl sulfide（腐ったキャベツ様のにおい）の 3 成分は，極めて低い

においの閾値を持つ（順に 410-5, 510-13, 110-4 ppm）ため，口臭の主要な原因成分

として認識されている[18–20]．これらのVSCはグラム陽性菌による糖タンパク質からの

タンパク質の獲得と，それに続くグラム陰性嫌気性菌によるタンパク質の分解および含

硫アミノ酸（Cysteine, methionine）の代謝によって産生される[21]．また，VSCの測定は

官能評価と並んで口臭検査における標準的なアプローチとなっている[17]． 

しかし，VSC のみに限定した従来の口臭検査アプローチには，歯周病の病態評価

を行う上でいくつかの限界がある．まず，VSC モニター（Halimeter）の測定値は，口臭

測定のゴールドスタンダードと考えられている官能評価と弱い相関しか示さないことで

ある[22]．さらに，重要な点として，VSC以外の非硫黄系 VOCが，口腔疾患の病態や

悪臭に大きく寄与しているにもかかわらず，臨床現場で標準的に用いられるVSC測定

アプローチでは，それらの存在が評価の対象外となっていることである．近年，VSC 以

外にも Indoleや Skatole といった窒素含有化合物，あるいは Butyric acidや Isovaleric 

acid といった短鎖脂肪酸（SCFA）などの非硫黄系 VOCが，歯周ポケット内における歯

周病菌の特異的な代謝活動を反映するバイオマーカーとして学術的に大きな関心を

集めつつある[23]．これらの非硫黄系 VOC は，単なる悪臭への寄与だけでなく，特定

の細菌の増殖や病原性との関連性が示唆されており，口腔疾患の病態をより特異的

に反映する可能性がある[24]． 

口腔疾患の病態をより特異的に反映するバイオマーカーを探索するためには，これ

ら非硫黄系 VOC を含めた包括的な VOC プロファイルを利用することが不可欠である．
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したがって，このような背景から，口腔細菌が産生する VOC プロファイルを網羅的に

評価し，個々のVOCと特定の細菌の代謝経路との関連を明らかにすることで，従来の

診断アプローチを超越した，歯周病の特異的なバイオマーカー群を探索することが喫

緊の課題となっている． 

 

1.3. 唾液中 VOCの複雑性 

口腔内の VOC を測定する際の理想的な検体として，非侵襲的かつ採取が容易な

唾液が挙げられる．唾液は，口腔内の生理的状態と口腔細菌叢の活動を直接的に反

映する生体サンプルである[25,26]． 

しかし，唾液中の VOCプロファイルは極めて複雑であり，その由来は 3つの主要な

要素に分けられる[27,28]．一つ目は，口腔細菌由来の VOC である[29]．プラーク，舌

苔，および歯周ポケット内に存在する細菌の代謝によって産生される VOC であり，本

研究の主要なターゲットである．二つ目は宿主由来の VOC であり，唾液腺（耳下腺，

顎下腺，舌下腺）から分泌される成分がここに含まれる[27]．これらは主に宿主の全身

状態を反映していると考えられる．三つ目は，食事や喫煙，歯磨きに由来する外因性

の VOCである． 
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図 1-1. 唾液中 VOCプロファイルの構成要素と真の細菌由来 VOC分離の課題 

 

従来の唾液 VOC 研究では，これらの要素が混在した全唾液を分析することが一般

的であった[30–32]．その結果，検出された VOCが口腔疾患の原因となる口腔細菌の

代謝産物を反映しているのか，それとも宿主由来のバックグラウンド成分や採取デバイ

ス由来のアーティファクトであるのかを区別することが困難であった[28,33]．この識別

困難性こそが，VOC プロファイルを歯周病の特異的なバイオマーカーとして臨床診断

へ応用する上での主要な課題の一つとなっていた． 

この課題を克服するためには，宿主由来のバックグラウンドノイズを区別・分離し，真

の細菌由来 VOCを特異的に分離するという研究デザインが必要である． 

 

1.4. VOC分析における技術的課題 

唾液中 VOC をバイオマーカーとして確立するためには，生体サンプル特有の技術

的制約を克服する必要がある．本研究で解決すべき主な技術的課題は以下の 2点で

ある． 
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高感度 VOC抽出法の確立 

まず，微量サンプルからの高感度な VOC プロファイリングの実現は，重要な技術的

課題である．唾液腺唾液は，口腔内の細菌による影響を最小限に抑えた宿主の生理

状態を反映する理想的な検体であるが，採取できる量が少ない．また，唾液中のVOC

濃度は一般的に血液に比べて低いことが指摘されており，高感度分析には大量のサ

ンプルが必要となる[34]．しかし，患者への負担を最小限に抑え，非侵襲性を損なわ

ないためには，微量サンプルから広範な VOC を高感度で抽出・濃縮する技術が必要

となる．一般的な VOC 抽出法であるヘッドスペース法や固相マイクロ抽出法（SPME）

では，水分の影響や濃縮効率の限界から，少量の水溶液サンプル中の微量な VOC

の網羅的プロファイリングは困難であった[35]． 

 

アーティファクトの問題 

また，サンプリングデバイスなどに由来するアーティファクトの問題も無視できない．

高感度化を追求するほど，採取デバイスなどに由来する VOC の混入，すなわち真の

生体由来VOCシグナルをマスクするアーティファクトの問題が顕著になる[36]．そのた

め，臨床研究に適用可能な，微量の生体 VOC を捉える高感度な抽出プロトコルの確

立に加え，サンプリングや分析系に内在するアーティファクトの存在を前提とし，その

影響を適切に評価した上で，生物学的な違いを反映する VOC を特定することが不可

欠である． 

 

1.5. 本研究の目的と流れ 

本研究は，口腔細菌由来の VOC を歯周病の非侵襲的バイオマーカーとして確立

することを目的とし，上記 2 つの学術的・技術的課題を克服するため，以下の 2 段階

からなる体系的なアプローチを採用した（図 1-2）． 
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まず，第 2章では，主要な歯周病原菌である P. gingivalisおよび F. nucleatumの培

養 上 清 を対 象 と し ， に おい 嗅 ぎ ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 質量分 析 法 

(GC/MS/olfactometry)を用いて網羅的な VOC プロファイリングを実施し，in vivo 検証

におけるバイオマーカー探索の足掛かりとした． 

続く第 3章では，in vitroで得られた知見を実際の臨床検体である唾液で検証した．

検証にあたって，微量サンプルからのVOC抽出を可能とする前処理プロトコルの確立

と，宿主やサンプリングデバイス由来のバックグラウンドノイズを排除するための研究デ

ザインを適用した． 

本研究は，この 2段階のアプローチを通じて，口腔の健康状態を評価するための非

侵襲的診断ツール開発に向け，微量サンプルからの高感度 VOC 分析技術と，宿主

由来ノイズを排除した細菌特異的バイオマーカーの同定を達成した．これにより，口腔

細菌由来 VOC の臨床応用を見据えた確固たる第一歩を確立することを最終目的とし

た． 
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図 1-2. 本研究における課題克服とそのアプローチ 
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第 2章 in vitro培養系における口腔細菌の VOCプロファイル

の包括的解析 

2.1. 緒言 

口腔細菌が産生する揮発性有機化合物（VOC）は，口腔の健康状態を評価する非

侵襲的バイオマーカーとして極めて有望である．しかし，従来の口腔 VOC 研究は主

に悪臭成分（口臭原因成分）である揮発性硫黄化合物（VSC）に偏重しており[18–20]，

歯周病菌が関与する多様な代謝経路によって産生される非硫黄系 VOC の全容は依

然として不明なままである． 

グラム陰性嫌気性菌である Porphyromonas gingivalis および Fusobacterium 

nucleatum は，歯周病の進行に深く関与する主要な病原菌である[37,38]．しかしなが

ら，両菌種はその増殖戦略と代謝特性において本質的に異なる．P. gingivalis は，

Glucose などの糖をエネルギー源とせず，Gingipain を含む強力な Exopeptidase を駆

使して，環境中のタンパク質やジ・トリペプチドを分解・利用する，タンパク質分解に特

化している[39]．一方，F. nucleatum は，バイオフィルム形成におけるブリッジ機能を担

うだけでなく，共生菌（Streptococcus gordonii）の存在下で，Putrescine や Butyric acid

の産生を増強することが知られている[40]．したがって，これらの菌種が，特定の環境

下でそれぞれどのような VOC プロファイルを示すのかを包括的に解析し比較すること

は，従来の VSC にとどまらない非硫黄系 VOC のバイオマーカー候補を効率的に探

索するための有用な第一歩となる． 

そこで本章では，網羅的な VOC 捕集を可能とする MonoTrap 抽出法と，高分解能

な GC/MS 分析，およびにおいの評価を可能とする GC/olfactometry を統合的に適用

し，2 種類の代表的な口腔細菌（P. gingivalis, F. nucleatum）の培養上清から産生され

る VOC プロファイルを包括的に解析することを目的とした．これにより，菌種間で異な
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る特徴的な VOC プロファイルを明らかにするとともに，in vivo 検証（唾液）に向けた

VOCの候補リストを確立した． 

 

2.2. 実験材料と実験方法 

2.2.1. サンプル調製 

本研究では，Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 および Porphyromonas 

gingivalis ATCC 33277 を用いた．すべての培養は 37C の嫌気性条件下（80% N2, 

10% H2, 10% CO2）で実施した．まず，F. nucleatum および P. gingivalis は，CDC 

Anaerobe Blood Agar plates (Nippon Becton Dickinson Company, Ltd., Tokyo, Japan)上

で培養した．3日後，コロニーをそれぞれの液体培地 10 mL を含む 4本のチューブに

移した．F. nucleatum用液体培地には Modified brain heart infusion broth, P. gingivalis

用液体培地にはModified trypticase soy broth を用いた．各培地組成の詳細は付録 1

に示す．液体培地で 12時間培養後，遠心分離（4C, 7670  g, 7 min）を行い，上清を

除去し，新鮮な培地に移した．Optical density (OD600 nm)を 0.1，液量を 15 mLに調製

した後，24 時間培養を実施した（n = 4）．その後，OD600 nm を測定し，再度遠心分離

（4C, 7670  g, 7 min）を行った．上清を新しいチューブに回収し，シリンジ (Terumo, 

Tokyo, Japan)と Millex-GP filter unit (Merck Millipore Ltd., Darmstadt, Germany)を用

いてフィルトレーションした．培養上清サンプルは，VOC の抽出を行うまで−30C で保

存した．培地由来の化合物を評価するため，F. nucleatum および P. gingivalis の液体

培地も同時に回収した． 

 

2.2.2. VOCの抽出と GC/MS/olfactometry (GC/MS/O)分析 

サンプル（F. nucleatum (n = 4), P. gingivalis (n = 4), F. nucleatum 用液体培地（F.n 
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medium, n = 4), P. gingivalis用液体培地（P.g medium, n = 4））を室温で解凍し，全量 

(15 mL)をバイアル (GL Sciences, Tokyo, Japan)に移した．MonoTrap RGPS TD (GL 

Sciences)をサンプルの気相部分に設置した．オーブン内で 40Cで 2時間 VOCを捕

集した後，MonoTrapを GC/MS分析用のライナー (GL Sciences)に移した． 

GC/MS/O 分析は，多機能オートサンプラーAOC-6000 Plus (Shimadzu, Kyoto, 

Japan), マ ル チ モ ー ド GC イ ン レ ッ ト OPTIC-4 (GL Sciences) お よ び

Sniffing Port OP275 Pro II (GL Sciences)を搭載した GCMS-TQ8050 NX (Shimadzu)を

用いて実施した．分析対象物はスプリットモードで GC に導入し，注入口温度は 250 

C に設定した．クライオトラップは−110C で使用した．カラム流量，スプリット流量，セ

プタムパージ流量は，それぞれ 4.6 mL/min, 4.6 mL/min, 5.0 mL/min に設定した．GC

分析は，InertCap FFAP (60 m×0.32 mm i.d., df = 0.50 µm, GL Sciences)カラムを使用

し，キャリアガスとしてヘリウムガスを用いた．カラムオーブンの温度条件は以下の通り

である：40Cで 3分間保持した後，3C/minで 250Cまで昇温し，最後に 250Cで 17

分間保持した．MS は，電子イオン化を用いてスキャンモード (m/z 24−350)で，イベン

トタイムは 0.200 sec で運用した．イオン源温度とインターフェース温度は 250C に設

定した．OP275 Pro II の温度条件は以下の通りである：100C で 23 分間保持した後，

3C/minで 240Cまで昇温し，240Cで 21分間保持した．Sniffingデータの取得には 

Olfactory Voicegram V2.3.0 Voice Recorder を使用した．Sniffing portの出口で，ヒトの

嗅覚を用いて各化合物のにおいの強度（強，中，弱の 3 段階）と持続時間を評価し，

記録した．なお，培養から VOC 抽出，GC/MS/O 分析にいたる一連のフローを図 2-1

に示す． 
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図 2-1. 第 2章の実験装置フロー 

 

2.2.3. データ解析 

分析から得られた生データは，GCMSsolution ver. 4.20 (Shimadzu)を用いて netCDF

ファイルに変換し，その後 Abf converter (Reifycs, Tokyo, Japan)を用いて ABF ファイ

ルに変換した．MS-DIAL ver. 4.9.221218 (RIKEN, Saitama, Japan)を用いて，ベースラ

イン補正，ノイズ除去，ピーク検出，アライメント，および自動アノテーションを行った．

化合物同定は，実測 RT とマススペクトルとインハウスライブラリに登録されているデー

タとの類似性に基づいて行われた．このインハウスライブラリは 572種類の化合物の情

報で構成されている．MS-DIAL の解析条件は，最小ピーク高さ：1000，Smoothing 

method：線形加重移動平均，RT tolerance：3に設定した． 

Sniffing データ（においの時間と強度）とアノテーション結果を用いて，各化合物の

においの有無と強度を確認した．においの強度は，4 回の測定値の最頻値によって決
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定した． 

以降の解析には，R (ver. 4.5.1)を使用した．培養上清 (P. gingivalis, F. nucleatum)と

対応する培地 (P.g medium, F.n medium)間の VOCのピーク強度比較には，Welchの

t 検定を実施し，q 値を算出した．菌由来 VOC の可視化のため，ボルケーノプロットを

作成した． 

 

2.3. 結果と考察 

本研究では，VOC の網羅的な捕集を可能とする MonoTrap 抽出法と，高分解能な

GC/MS分析，およびにおいの評価を可能とするGC/Olfactometryを組み合わせること

により，主要な口腔細菌株（P. gingivalis および F. nucleatum）の培養上清から産生さ

れる VOCプロファイルを詳細に解析した．その結果，これら 2種類の口腔細菌がそれ

ぞれ特徴的な VOC プロファイルを有することが明らかになった．以下にその詳細な結

果を示す． 

 

2.3.1. P. gingivalisの VOCプロファイル 

本研究でアノテーションされた全 86種類（付録 2）の VOCのうち，P. gingivalis培養

上清において培地（P.g medium）と比較して，q < 0.05 (Welch の t 検定)および Fold 

change (FC) > 2.0の判断基準を満たした 37種類の VOCが有意に増加していることを

確認した．これらの 37種類の VOCは，アルコール（15種類），脂肪酸（6種類），VSC

（5 種類），芳香族化合物（3 種類），エステル（3 種類），アルデヒド（2 種類），ケトン（2

種類），その他（1 種類）など，多様な化合物クラスにわたって構成されていた（表 2-1）． 
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表 2-1. P. gingivalis培養上清で有意に増加した 37種類の VOC  

(q < 0.05かつ Fold change (FC) > 2.0) 

No. 
RT  

(min) 

Quant  

mass 
Compound 

FC  

(Pg/medium) 
q value Sniffing 

Alcohol 

1 6 31 Methanol 2.5 3×10-5 

 

2 6.9 31 Ethanol 3 2×10-5 

 

3 10.1 31 1-Propanol 18.8 2×10-5 

 

4 12.4 43 2-Methyl-1-propanol 25.7 3×10-5 

 

5 12.7 59 2-Methyl-2-pentanol 3.2 3×10-3 

 

6 14.6 56 1-Butanol 57.7 3×10-7 Medium 

7 17.2 55 3-Methyl-1-butanol 243.8 3×10-7 Strong* 

8 17.2 57 2-Methyl-1-butanol 429.1 4×10-8 Strong* 

9 23.7 56 1-Hexanol 9 2×10-5 

 

10 32.4 56 1-Octanol 4 5×10-4 

 

11 32.9 45 2-Nonanol 10.2 8×10-5 

 

12 42.3 81 1-Decanol 12.5 4×10-5 

 

13 43.5 69 Geraniol 12 1×10-3 Weak 

14 44.7 79 Benzyl alcohol 6.2 2×10-3 

 

15 45.9 91 2-Phenylethanol 735.3 2×10-5 Weak 

Aldehyde 

16 3.6 44 Acetaldehyde 2.3 2×10-2 

 

17 5.6 44 Butyraldehyde 3.7 9×10-5 

 

Aromatic compound 

18 24.5 121 2,4,6-Collidine 3.7 2×10-6 
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19 62.6 117 Indole 829 9×10-5 Strong 

20 63.9 130 Skatole 2.4 6×10-3 

 

Ester 

21 10.1 88 Ethyl butyrate 5.4 3×10-3 

 

22 17.2 56 Butyl propionate 408.1 4×10-8 

 

23 18.4 88 Ethyl hexanoate 4.8 1×10-2 

 

Fatty acid 

24 28.5 43 Acetic acid 3.4 8×10-4 

 

25 31.9 74 Propionic acid 2.8 5×10-3 

 

26 33.1 43 Isobutyric acid 4.4 1×10-3 

 

27 35.5 60 Butyric acid 29.1 8×10-4 Strong 

28 37 74 2-Methylbutyric acid 138.2 1×10-4 Medium** 

29 37 60 Isovaleric acid 79.1 8×10-4 Medium** 

Ketone 

30 8.2 43 2-Pentanone 2.1 4×10-3 

 

31 13.9 69 3-Penten-2-one 3.3 5×10-5 

 

VSC 

32 3.5 47 Methyl mercaptan 11 2×10-2 Weak 

33 11.6 94 Dimethyl disulfide 307.9 3×10-4 

 

34 16.9 43 
S-Methyl 

thiobutyrate 
330.9 7×10-4 Medium 

35 25.1 126 Dimethyl trisulfide 48.9 4×10-4 Medium 

36 38.8 106 Methionol 28 2×10-6 

 

Others 
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37 35.7 42 -Butyrolactone 8 4×10-7   

*, ** 2 成分の RT が非常に近接しているため，GC/O 分析における知覚可能なにおいは，両
成分の複合的な寄与として評価した． 

 

さらに，培養上清と培地で差異があった成分，すなわち細菌由来 VOC の可視化のた

め，ボルケーノプロットを作成した（図 2-2）． 

 

 

図 2-2. P. gingivalis培養上清と培地（P.g medium）の VOCプロファイルの比較（ボル

ケーノプロット）． 

オレンジ：P. gingivalis培養上清で有意に増加した成分（q < 0.05, FC > 2.0），ピンク：培地で有
意に増加した成分（q < 0.05, FC < 1.0），水色：有意差のみあった成分（q < 0.05, 1 < FC < 2.0），
グレー：その他（有意差なし）． 

 

表 2-1 および図 2-2 の結果から，特に FC が大きく増加した主要な VOC は，Indole，

アルコール類（2-phenylethanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butanol, 1-butanol），

VSC（S-methyl thiobutyrate, dimethyl disulfide），短鎖脂肪酸（2-methylbutyric acid, 
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isovaleric acid）などであった． 

 

2.3.2. F. nucleatumの VOCプロファイル 

本研究でアノテーションされた全 86 種類の VOC のうち，F. nucleatum 培養上清に

おいて培地（F.n medium）と比較して，q < 0.05 (Welchの t検定)および FC > 2.0の判

断基準を満たした 34 種類の VOC が有意に増加していることを確認した．これらの 34

種類の VOC は，アルコール（10 種類），ケトン（7 種類），VSC（6 種類），脂肪酸（3 種

類），芳香族化合物（3種類），エステル（3種類），アルデヒド（1種類），その他（1種類）

など，多様な化合物クラスにわたって構成されていた（表 2-2）． 

 

表 2-2. F. nucleatum培養上清で有意に増加した 34種類の VOC  

(q < 0.05かつ FC > 2.0) 

No. 
RT  

(min) 

Quant  

mass 
Compound 

FC  

(Fn/medium) 
q value Sniffing 

Alcohol 

1 6.7 45 2-Propanol 9.1 1×10-4   

2 10.1 31 1-Propanol 34.4 1×10-6 

 

3 12.4 43 2-Methyl-1-propanol 2.3 3×10-4 

 

4 12.7 59 2-Methyl-2-pentanol 4.4 2×10-5 

 

5 17.2 57 2-Methyl-1-butanol 2.7 8×10-5 

 

6 24.1 45 2-Heptanol 2.2 2×10-3 

 

7 26.6 45 2-Octanol 3.8 4×10-3 

 

8 27.9 41 trans-2-Hexen-1-ol 2.8 5×10-6 

 

9 42.3 81 1-Decanol 11.9 3×10-4 

 

10 43.5 69 Geraniol 13 7×10-3   
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Aldehyde 

11 5.6 44 Butyraldehyde 2.2 2×10-3   

Aromatic compound 

12 24.5 121 2,4,6-Collidine 23.4 8×10-5   

13 49.1 94 Phenol 42.3 6×10-5 

 

14 62.6 117 Indole 724.5 8×10-5 Strong 

Ester 

15 10.1 88 Ethyl butyrate 15.8 1×10-4   

16 17.2 56 Butyl propionate 2.1 3×10-4 

 

17 18.4 88 Ethyl hexanoate 18.8 9×10-5   

Fatty acid 

18 28.5 43 Acetic acid 2.9 7×10-3   

19 31.9 74 Propionic acid 4.1 1×10-3 

 

20 35.5 60 Butyric acid 60.1 5×10-6 Strong 

Ketone 

21 8.2 43 2-Pentanone 63.6 7×10-6   

22 9.1 43 4-Methyl-2-pentanone 2.5 5×10-5 

 

23 11.9 43 2-Hexanone 2.3 7×10-4 

 

24 13.9 69 3-Penten-2-one 4.6 5×10-6 

 

25 14.9 57 3-Heptanone 3.7 4×10-4 

 

26 16.2 43 2-Heptanone 4.8 5×10-6 

 

27 20.9 45 Acetoin 2 8×10-5   

VSC 

28 3.5 47 Methyl mercaptan 5.6 3×10-2 Medium 
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29 10.7 43 S-Methyl thioacetate 2758.2 8×10-5 Strong 

30 11.6 94 Dimethyl disulfide 532.9 9×10-4 Weak 

31 16.9 43 S-Methyl thiobutyrate 7283.5 7×10-5 Strong 

32 25.1 126 Dimethyl trisulfide 233.8 7×10-5 Medium 

33 38.8 106 Methionol 5.6 9×10-6   

Others 

34 35.7 42 -Butyrolactone 2.5 8×10-5   

 

さらに，培養上清と培地で差異があった成分，すなわち細菌由来 VOC の可視化のた

め，ボルケーノプロットを作成した（図 2-3）． 
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図 2-3. F. nucleatum培養上清と培地（F.n medium）の VOCプロファイルの比較（ボル

ケーノプロット）． 

オレンジ：F. nucleatum培養上清で有意に増加した成分（q < 0.05, FC > 2.0），ピンク：培地で
有意に増加した成分（q < 0.05, FC < 1.0），水色：有意差のみあった成分（q < 0.05, 1 < FC < 
2.0），グレー：その他（有意差なし）． 

 

表 2-2 および図 2-3 の結果から，特に FC が大きく増加した主要な VOC は，VSC（S-

methyl thioacetate, S-methyl thiobutyrate, dimethyl disulfide, dimethyl trisulfide ），

indole，butyric acidなどであった． 

 

2.3.3. 口腔細菌由来 VOC とそのにおいへの寄与 

本研究で得られた VOC プロファイルは，特定の培養条件下において，P. gingivalis

と F. nucleatum がそれぞれ異なる特徴的な VOC 産生傾向を有することを示唆してい

る．この傾向を，両菌種の共通成分，および各菌種に特有な成分という構造で展開す

る（表 2-3）． 
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表 2-3. 主要な臭気成分のリスト 

Class Compound 
Fold change Sniffing 

Comment 
Pg Fn Pg Fn 

Aromatic Indole 829 724.5 Strong Strong 両菌種に共通の悪臭成分 

VSC 

S-Methyl thiobutyrate 330.9 2758.2 Medium Strong Fnで Pgの約 8倍高 FC 

S-Methyl thioacetate 0.4 7283.5 - Strong Fnに特異的 

Dimethyl disulfide 307.9 532.9 - Weak 口臭患者の唾液から検出報告あり 

Dimethyl trisulfide 48.9 233.8 Medium Medium 口臭患者の唾液から検出報告あり 

SCFA 

2-Methylbutyric acid 138.2 1.2 Medium - Pgの BCAA*代謝に強く関連 

Isovaleric acid 79.1 1.7 Medium - Pgの BCAA代謝に強く関連 

Butyric acid 29.1 60.1 Strong Strong 両菌種に共通の悪臭成分 

Alcohol 
2-Methyl-1-butanol 429.1 2.7 Strong - Pgの BCAA代謝に強く関連 

3-Methyl-1-butanol 243.8 1.8 Strong - Pgの BCAA代謝に強く関連 

*分岐鎖アミノ酸 
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(1) 両菌種に共通する主要な臭気成分 

まず，両菌種の培養上清において，Indole, Dimethyl disulfide, Dimethyl trisulfide, 

および Butyric acid は共通して有意な増加が見られ，悪臭への基礎的な寄与が示唆

される成分である．Indole は Tryptophan の代謝によって生成され，そのにおいの閾値

は 0.0003 ppm と Dimethyl sulfideに匹敵することから，最も重要な悪臭関連化合物の

一つであることが示唆される[18]．Dimethyl disulfideおよび Dimethyl trisulfideは口臭

患者から採取し，インキュベートした唾液サンプルからの検出が報告されている[30]．

Butyric acid も口臭への寄与の可能性が報告されている成分であり[41]，本研究の結

果は両菌種が特定の条件下でこれらの成分の産生に関わっていることを示唆している． 

 

(2) P. gingivalisに特徴的な分岐鎖アミノ酸代謝 

P. gingivalis は共通成分に加え，分岐鎖アルコール（2-methyl-1-butanol, 3-methyl-

1-butanol）や分岐鎖脂肪酸（2-methylbutyric acid, isovaleric acid）の生成能が高いこと

を示している（表 2-1，図 2-2）．これら 4 成分は，すべて分岐鎖アミノ酸（BCAA: 

isoleucine, leucine）の分解経路を通じて生成される[42,43]．この経路において，BCAA

から生じた共通の中間体（アルデヒド）は，還元されればアルコールに，酸化されれば

SCFAに変換される[43]．P. gingivalisのような偏性嫌気性菌の代謝では，BCAAが分

岐鎖アルコールと分岐鎖脂肪酸の両方に変換されることが，他の嫌気性菌を用いた

研究で実証されている[43]．嫌気性条件下では，細菌はBCAA分解によって生じたア

ルデヒドを，一部は酸化して SCFA とし，一部は還元してアルコールにすることで，酸

化還元バランスを効率的に維持している．さらに，P. gingivalisは BCAAを細胞外から

取り込む能力が高いことが報告されている [44]．上記の複合的な証拠から，P. 

gingivalis は口腔内のタンパク質を積極的に分解し，その BCAA 代謝を通じて，分岐

鎖アルコールと分岐鎖脂肪酸を多量に生成するという特定の代謝傾向を有していると

考えられる．なお，本研究において，分岐鎖アルコール 2 種（2-methyl-1-butanol, 3-

methyl-1-butanol）および分岐鎖脂肪酸（2-methylbutyric acid, isovaleric acid）の異性

体群（表 2-1. *, **）については，GCの RTが非常に近接しており，個々の成分ににお

いのデータを一意に割り当てることが困難であったため，複合的な寄与として評価した
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ことをここで補足しておく．いずれにしても，本結果は歯周病菌 P. gingivalisがこれまで

重要視されてきた，特定の VSC にとどまらない多様な非硫黄系におい成分形成に寄

与する可能性を示している． 

 

(3) F. nucleatumに特徴的な硫黄代謝 

一方，F. nucleatum は P. gingivalis とは対照的に，硫黄代謝物（チオエステルを含

む）の産生に特化したプロファイルを示した（表 2-2, 図 2-3）． 

F. nucleatumは S-methyl thiobutyrateおよび S-methyl thioacetate という 2種類のチ

オエステルで極めて高い FC を示した．F. nucleatum の S-methyl thiobutyrate の FC

（2758）は，P. gingivalis の FC（331）と比べて約 8 倍も高く，その主要な産生源は F. 

nucleatum にあると示唆される．しかしながら，この化合物について唾液や呼気からの

検出例は報告されていない．そのため，このチオエステルが GC/MS の加熱脱離の過

程において，前駆体である短鎖脂肪酸（SCFA）やチオール類からのエステル化反応

生成物（アーティファクト）である可能性も考慮する必要がある．しかし，本研究の結果

は，この検出量が F. nucleatumの代謝特性を強く反映していることを示唆する．培地単

独での S-methyl thiobutyrateの検出量は低かったのに対し，F. nucleatum培養上清で

は他の VOC クラスと比べて FC が圧倒的に高かった．さらに F. nucleatum は P. 

gingivalis と比べて，チオエステルの前駆体となる酪酸（SCFA）や他の VSC の産生能

が格段に高いことが示されている．この事実は，検出された S-methyl thiobutyrateが二

次生成物であったとしても，F. nucleatum の硫黄および炭素代謝経路がこれらの VOC

を産生し得る環境を作り出していること，すなわちF. nucleatumのS-methyl thiobutyrate

高産生能を間接的に示していることを強く示唆する．一方，S-methyl thioacetate につ

いては口臭患者の唾液からの検出が報告されているものの[30]，先述のようなアーテ

ィファクトである可能性は否定できない．そのため，これらのチオエステルの口腔内で

の存在については今後の検証が必要である． 

Dimethyl disulfideおよび Dimethyl trisulfide も F. nucleatumの FCが P. gingivalis

よりも高く，VSC 全般の産生能が高いことを示している．これらの結果から，F. 

nucleatum はチオエステルを含む VSC の産生能力において P. gingivalis を凌駕して
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おり，その VOCプロファイルが口臭形成に影響していることが示唆された． 

 

2.4. 小括 

第 2章では，P. gingivalis と F. nucleatum という代表的な歯周病菌 2種の培養上清

から，MonoTrapによる抽出，GC/MSおよび GC/olfactometry を用いて網羅的な VOC

プロファイリングを達成した．その結果，これらの細菌が産生する VOC プロファイルを

同定し，これらの成分が細菌由来バイオマーカーの候補となる可能性が示された． 

両菌種で共通の成分に加えて，Modified trypticase soy broth で培養した P. 

gingivalisは分岐鎖アルコールや分岐鎖脂肪酸を，Modified brain heart infusion broth

で培養した F. nucleatum は硫黄代謝物と Butyric acid を高産生するという特徴的な

VOC プロファイルを有することが明らかになった．この知見は口腔内での悪臭形成が

2, 3種の VOC だけでなく，複数の菌種による多様な代謝の結果であることを示唆して

いる．しかしながら，in vitro培養系で得られたこれらの知見を臨床応用するためには，

生体内の複雑な環境における検証が不可欠である．続く第 3 章では，臨床検体として

の唾液中 VOCに着目し，口腔細菌由来の VOCについて更なる検証を試みた． 

 



 

25 

 

第 3 章 唾液腺唾液と全唾液の比較による口腔細菌由来 VOC

の同定 

3.1. 緒言 

第 2 章では，特定の培養条件下において，口腔細菌 Porphyromonas gingivalis と

Fusobacterium nucleatum がそれぞれ特徴的な VOC プロファイルを有することを明ら

かにした．この基礎研究の成果を臨床応用するためには，非侵襲的な臨床検体であ

る唾液を用いた in vivoでの検証が不可欠となる． 

しかし，唾液には口腔細菌による代謝産物だけでなく，唾液腺由来の宿主代謝物

や，食べ物などの外因性成分が混在するため，その VOC プロファイルは非常に複雑

である[27,28]．この複雑性のため，従来の in vivo 研究では，口腔細菌の代謝を反映

する VOC を特定することが困難であった．しかし，第 2 章で得られた知見は，主要な

歯周病菌が特有の VOC（Indole, Isovaleric acid など）を高産生することを初めて定量

的に示唆した．この確固たる in vitro の知見を臨床的な文脈で明らかにするため，in 

vivoでの検証の必然性が極めて高い． 

この課題を克服するため，本章では 2つの目的を設定した．第一に，少量の唾液サ

ンプル（100 µL）から広範囲な VOCを高感度に抽出するための前処理プロトコルを確

立することである．第二に，口腔細菌の影響がほとんどない唾液腺唾液と，口腔細菌

由来の成分を豊富に含む全唾液の VOC を比較するというアプローチを適用し，宿主

バックグラウンドを排除した，真の口腔細菌由来 VOC を同定することである．さらに，

サンプリングデバイス由来のアーティファクトを徹底的に評価・排除することで，特定さ

れた VOC が口腔内の生物学的な違いを反映する，信頼性の高いバイオマーカー候

補であることを実証した． 

 

3.2. 実験材料と実験方法 

3.2.1. 参加者 

本研究は大阪大学歯学部附属病院の倫理委員会により承認され（承認番号：R4-
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E10-2，承認日：2022 年 9 月 26 日），ヘルシンキ宣言に基づいて実施された．研究参

加者全員から書面によるインフォームド・コンセントを得た．日本人参加者 10名を募集

した．参加者 ID，年齢，性別は表 3-1 に示した．本研究の主な目的は，参加者 17 を

除く 9 名から採取した唾液腺唾液と全唾液の VOC プロファイルを比較することであっ

た．また，予備実験として，参加者 17から採取した全唾液サンプルを用いて，Salivette 

(Sarstedt, Nümbrecht, Germany)の使用が VOCプロファイルに与える影響を評価した． 

 

表 3-1. 参加者の情報（ID, 年齢，性別） 

ID 年齢 性別 

01 72 M 

02 44 F 

03 48 F 
04 30 M 

06 49 F 

08 22 M 

10 22 M 

12 24 F 
13 23 F 

17 27 F 

 

3.2.2. サンプル採取と前処理 

本実験 

すべての唾液サンプルは，午前 11時から正午の間に，唾液腺唾液，全唾液の順で

採取した．参加者には，唾液採取の 8 時間前から，水以外の飲食を控えるように指示

した．さらに，唾液採取の 3 時間前からは，水を含む一切の飲食と歯磨きを控えるよう

に指示した．唾液腺唾液と全唾液の採取は，以下の手順に従って行った． 

唾液腺唾液の採取では，まず参加者に水で口をゆすぐように指示した．次に，口を

開け，舌を上顎に押し当てた状態で，使い捨てピンセット (AS ONE, Osaka, Japan)を

用いて Salivette のコットンスワブを顎下腺/舌下腺の出口に設置した（付録 3）．スワブ

は口を閉じた状態で 5分間留置した（参加者 01は唾液量が不十分だったため，15分

間留置した）．その後，使い捨てピンセットでスワブを取り出し，Salivette チューブに移

した．Salivette チューブを 4C，1000 g で 2 分間遠心分離することで唾液腺唾液を回
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収した．得られた唾液腺唾液は 200 µL ずつ 2.0 mL マイクロチューブ (Eppendorf, 

Hamburg, Germany)に分注し，液体窒素で凍結し，分析まで−80Cで保存した． 

全唾液の採取では，氷上に置いた 50 mLチューブ (Corning, NY, USA)に，5分間

かけて非刺激性全唾液を吐き出した．氷上で 15 分間静置した後，上清を回収した．

得られた全唾液は 200 µL ずつ 2.0 mL マイクロチューブに分注し，液体窒素で凍結

し，分析まで−80Cで保存した． 

 

Salivette由来アーティファクトの評価のための予備実験 

Salivette の使用が唾液の VOC プロファイルに与える影響を調べるため，一人の参

加者（参加者 17）から採取した，Salivette処理を行った全唾液と，行っていない全唾液

の VOC プロファイルを比較した．さらに，Salivette に由来する化合物を特定するため

に，Salivette処理を行った超純水と，行っていない超純水の VOCプロファイルを比較

する補完的な分析も行った． 

Salivette 処理を行わない全唾液の採取は，本実験と同様の手順で行った．氷上に

置いた 50 mLチューブに，5分間かけて非刺激性全唾液を吐き出した．氷上で 15分

間静置した後，上清を回収した．得られた全唾液は 200 µL ずつ 2.0 mL マイクロチュ

ーブに分注し，液体窒素で凍結し，分析まで−80Cで保存した． 

Salivette処理を行う全唾液の採取では，Salivetteのコットンスワブを 50 mLチューブ

にあらかじめ設置しておいた．そのチューブに 5分間唾液を吐き出した．その後，使い

捨てピンセットでスワブを取り出し，Salivette チューブに移した．Salivette チューブを

4C，1000 gで 2分間遠心分離することで唾液を回収した．得られた唾液は 200 µLず

つ 2.0 mLマイクロチューブに分注し，液体窒素で凍結し，分析まで−80Cで保存した． 

 

3.2.3. VOCの抽出と GC/MS分析 

VOCの抽出 

唾液からの VOC 抽出に先立ち，以下の準備を行った．特に指定がない限り，すべ

ての手順は室温（22−24C）で実施した．まず，MonoTrap RGPS TD (GL Sciences, 

Tokyo, Japan)を半分に切断した．切断した MonoTrap は，使用前に窒素ガスを約 45 
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mL/minで 2時間，270Cで流すことでコンディショニングした．すべての唾液サンプル

は，使用前に室温で解凍した． 

次に，すべての唾液サンプルは以下の VOC 抽出プロトコルに従って処理した．本

実験では，18 サンプル (唾液腺唾液 (n = 9)と全唾液 (n = 9))を，予備実験では，

Salivette処理の有無で採取した全唾液 6サンプル (n = 3, technical replicate)を用い

た． 

0.2 mL平底ガラスインサート (GL Sciences)を 2 mL透明バイアル (Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts, USA)にセットした．MonoTrapをこのガラスインサートに入れ，

50 µL のジクロロメタンを加えた．10 秒間ボルテックスした後，バイアルを室温で 20 分

間静置した，その後，MonoTrap を 100 µL の唾液サンプルが入った新しいガラスイン

サート入りの 2 mL 透明バイアルに移した．10 秒間ボルテックスした後，バイアルを室

温で 60 分間静置して唾液から VOC を抽出した．この過程で，20 分ごとに 10 秒間の

ボルテックスを行った．VOC 抽出後，MonoTrap をライナー (GL Sciences)に移し，熱

脱着-GC/MS分析に供した． 

 

GC/MS分析 

GC/MS 分析は，多機能オートサンプラーAOC-6000 (Shimadzu, Kyoto, Japan)とマ

ルチモード GC インレット OPTIC-4 (GL Sciences)を備えた GCMS-TQ8050 NX 

(Shimadzu)を用いて行った．OPTIC-4 注入口の温度プログラムは，初期温度 40C か

ら 5C/sec で 50C まで上昇させ，50C で 240 秒間保持した後，5C/sec で 250C ま

で上昇させ，250C で 360 秒間保持した．クライオトラップは−120C で 600 秒間保持

した後，30C/sec で 250C まで急速昇温した．カラム流量は，最初の 240 秒間は 1.0 

mL/minに設定し，以降は分析終了まで 2.3 mL/minに設定した．スプリット流量は，最

初の240秒間は 230 mL/minに設定し，以降は分析終了まで 2.3 mL/minに設定した．

セプタムパージ流量は 5 mL/minに設定した．残存ジクロロメタンのベントを促すため，

最初の 240 秒間は，注入口温度を 50C に保ちながら，スプリット流量を高速な 230 

mL/minに設定した．GC分析は，InertCap FFAP (60 m×0.32 mm i.d., df = 0.50 µm, 

GL Sciences)カラムを使用し，キャリアガスとしてヘリウムガスを用いた．カラムオーブン
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の温度条件は，40C で 3 分間保持した後，3C/min で 250C まで上昇させ，最後に

250C で 30 分間保持した．MS は，電子イオン化を用いてスキャンモード  (m/z 

24−350)で，イベントタイムは 0.200 secで運用した．イオン源温度とインターフェース温

度は 250Cに設定した．感度を上げるため，検出器電圧を相対値で 0.2 kV 上昇させ

た．Retention index (RI)の計算には，アルカン混合物 (C7-C26)の標準品を使用した． 

 

3.2.4. データ解析 

分析から得られた生データは，GCMSsolution ver. 4.20 (Shimadzu)を用いて netCDF

ファイルに変換し，その後 Abf converter (Reifycs, Tokyo, Japan)を用いて ABF ファイ

ルに変換した．MS-DIAL ver. 4.9.221218 (RIKEN, Saitama, Japan)を用いて，ベースラ

イン補正，ノイズ除去，ピーク検出，アライメント，および化合物の RI とマススペクトル

情報に基づく自動アノテーションを行った．化合物同定には，インハウスライブラリを使

用した．MS-DIAL の解析条件は，最小ピーク高さ：5000，Smoothing method：線形加

重移動平均，RI許容範囲：20に設定した． 

唾液腺唾液と全唾液の VOC プロファイルの比較にあたっては，Orthogonal partial 

least squares discriminant analysis (OPLS-DA)には MetaboAnalyst 6.0，Wilcoxon 

signed-rank testには R (ver. 4.5.1)を使用した．Salivette由来のVOCを特定するため，

予備実験の全唾液，および超純水ブランクサンプルについて，データの分散に応じて

Student’s t-test または Welch’s t-test を用いて，Salivette 処理の有無によるピーク強度

を 比 較 し た （ 統 計 解 析 ツ ー ル ：

https://systemsomicslab.github.io/compms/others/main.html#Statistics，2025 年 9月 16

日アクセス）．棒グラフ，箱ひげ図，対散布図など，すべてのプロットは Rを用いて作成

した． 

 

3.3. 結果と考察 

本研究では，MonoTrap 抽出とジクロロメタンを組み合わせたサンプル調製法を確

立し，比較的少量の唾液サンプル（100 µL）からの VOCプロファイリングを可能にした．

https://systemsomicslab.github.io/compms/others/main.html#Statistics
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このプロトコルを用いて，唾液腺唾液と全唾液の VOC プロファイルを比較し，両者の

生物学的な違いを反映する VOC の特定に取り組んだ．なお，本研究で得られた全て

の 生 デ ー タ は MB-POST に デ ポ ジ ッ ト し た

（https://repository.massbank.jp/entry/MPST000109）． 

 

3.3.1. Salivette由来アーティファクトが全唾液 VOCプロファイルに与える影響の評価 

このVOC抽出プロトコルを用いて，本研究の主要な目的である，唾液腺唾液と全唾

液の生物学的な違いを反映する VOC を特定するという課題に取り組んだ．本研究で

は，唾液腺唾液はSalivetteを用いて，全唾液はチューブに吐出する方法で採取した．

理想的には，採取デバイスからのアーティファクトの混入を最小限に抑えるサンプリン

グ方法が望ましい．しかし，唾液腺唾液を効率的に採取するためには Salivetteの使用

が不可欠であったため，このサンプリングデバイスに由来するアーティファクトを適切に

評価する必要があった．Bosman らの研究から示唆されるように，Salivette の使用は唾

液中のいくつかの不揮発性代謝物の分析結果に影響を与える可能性がある[36]．こ

のサンプリングデバイス由来のアーティファクトの問題は，VOC分析においても同様に

重要である．本節では，Salivetteが唾液のVOCプロファイルに与える影響を評価する

ための第一段階として，Salivette処理を行った全唾液と，行わなかった全唾液の VOC

プロファイルを比較し，Salivette の使用によってピーク強度が変化する VOC を特定し

た． 

Salivette処理を行った全唾液 (n = 3)と，行わなかった全唾液 (n = 3)の計 6サンプ

ルから，アルコール（13種），芳香族化合物（17種），アルデヒド（6種），脂肪酸（13種），

ケトン（7種），揮発性硫黄化合物 (VSCs)（3種），およびその他（3種）からなる合計 62

種類の化合物が検出された（表 3-2）． 

 

表 3-2. Salivette処理あり・なしの全唾液中で検出された化合物 

No. RT* (min) RI Quant mass Compound 

Alcohol 

1 7.6 933 45 2-Propanol 
2 11.4 1051 31 1-Propanol 

https://repository.massbank.jp/entry/MPST000109


 

31 

 

3 16.2 1167 56 1-Butanol 

4 18.9 1226 57 2-Methyl-1-butanol 

5 19 1227 55 3-Methyl-1-butanol 

6 19.5 1239 69 2-Hexanol 

7 21 1268 55 1-Pentanol 
8 23.8 1328 43 Acetol 

9 25.6 1367 56 1-Hexanol 

10 31.6 1499 57 2-Ethyl-1-hexanol 

11 38 1653 81 Menthol 

12 47.1 1896 79 Benzyl alcohol 
13 48.4 1932 91 2-Phenylethanol 

Aromatic compound 

14 4.8 806 68 Furan 
15 6.1 878 82 2-Methylfuran 

16 18.3 1213 79 Pyridine 

17 22.2 1294 94 2-Methylpyrazine 

18 31.2 1490 96 Furfural 

19 32.9 1530 95 2-Acetylfuran 
20 33.8 1552 106 Benzaldehyde 

21 35.9 1600 110 5-Methyl-2-furaldehyde 

22 38.9 1677 98 Furfuryl alcohol 

23 58.7 2251 82 4-Methylimidazole 

24 65.2 2473 105 Benzoic acid 
25 65.3 2477 117 Indole 

26 66.6 2524 130 Skatole 

27 66.8 2530 97 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyde 

28 68.7 2601 151 Vanillin 

29 70 2636 91 3-Phenylpropionic acid 
30 89.4 3206 194 Caffeine 

Aldehyde 

31 3.8 709 44 Acetaldehyde 

32 4.8 804 58 Propionaldehyde 
33 5 819 43 Isobutyraldehyde 

34 5.8 858 56 2-Propenal 

35 7.2 922 57 2-Methylbutyraldehyde 

36 7.3 926 44 3-Methylbutanal 

Fatty acid 

37 30.3 1469 43 Acetic acid 

38 33.9 1554 74 Propionic acid 

39 35.1 1581 43 Isobutyric acid 
40 37.6 1643 60 Butyric acid 

41 39.1 1682 60 Isovaleric acid 

42 41.8 1752 60 Valeric acid 

43 44.2 1816 57 4-Methylvaleric acid 

44 45.7 1858 60 Hexanoic acid 
45 49.5 1964 60 Heptanoic acid 

46 53.1 2071 60 Octanoic acid 
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47 56.4 2177 60 Pelargonic acid 

48 59.7 2283 73 Decanoic acid 

49 65.8 2494 73 Lauric acid 

Ketone 

50 5.1 825 43 Acetone 

51 6.9 912 43 2-Butanone 

52 9.3 993 43 2,3-Butanedione 

53 10.3 1020 43 4-Methyl-2-pentanone 

54 16.5 1174 57 3-Heptanone 
55 23 1310 45 Acetoin 

56 39 1679 105 Acetophenone 

VSC 

57 3.7 698 47 Methyl mercaptan 

58 27.3 1402 126 Dimethyl trisulfide 

59 50.3 1990 135 Benzothiazole 

Others 

60 6.5 899 43 Ethyl acetate 

61 44.7 1829 44 Propionamide 

62 56.1 2167 30 -Valerolactam 

*Retention time 

 

このうち，Salivette 処理の有無によってピーク強度の変化を示した化合物を調査し

た結果，14 種類の化合物 (2-hexanol, 1-hexanol, 2-acetylfuran, 5-hydroxymethyl-2-

furaldehyde, acetophenone, benzothiazole, decanoic acid, furan, furfural, heptanoic acid, 

hexanoic acid, pelargonic acid, valeric acid, vanillin)は Salivetteの使用によって有意に

増加した一方で，furfuryl alcoholは有意に減少した (t-test, p < 0.05, n = 3) (図 3-1)． 
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図 3-1. Salivetteの使用により有意に変動した 15化合物の棒グラフ 

（Saliva: Salivette なしで採取した全唾液，Saliva+Salivette: Salivette を使用して採取した全唾
液）． 
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このブランク評価において，ブランクとして特定された VOC の大半は，Salivette の

使用により増加した．そのうち，furfural と 5- hydroxymethyl-2-furaldehyde は，セルロ

ースの分解生成物として広く認識されている[45,46]．Salivette コットンが主にセルロー

スで構成される植物由来の素材であることを考えると，これらの化合物が Salivette のコ

ットンに由来する可能性は排除できない．同様に，短・中鎖脂肪酸（C5−C10）とアルコ

ール類 (1-hexanol, 2-hexanol)の増加は，Salivette のポリエチレン製キャップから溶出

した結果である可能性がある．先行研究では，これらの化合物が食品包装に使用され

るポリエチレン包装材から検出されることが示されている[47]．Acetophenone の存在も，

食品包装に使用されるポリエチレンおよびポリプロピレン材料での検出報告によって

裏付けられている[48]．これらの結果から，Salivette の使用により増加した化合物は，

Salivette のコットンスワブまたはプラスチック容器のいずれかに由来するブランク化合

物であることが示唆される．これらの化合物とは対照的に，furfuryl alcohol は Salivette

の使用により減少したことから，コットンスワブまたはプラスチック容器に吸着した可能

性がある． 

以上の検証に基づき，Salivette の使用により有意な変化を示したこれら 15 種類の

化合物は，以降の全唾液と唾液腺唾液の比較解析から除外した． 

 

3.3.2. 全唾液と唾液腺唾液の VOCプロファイルの比較 

次に，唾液腺唾液と全唾液のVOCプロファイルを比較した．両唾液サンプルを 9名

の参加者から採取し，GC/MS 分析に供した結果，合計 72 種類の化合物が検出され

た．このうち，Salivette の使用により有意な変化を示した 15 種類の化合物は，その後

の解析から除外した．残りの 57 種類の化合物は，アルコール（11 種），芳香族化合物

（15 種），アルデヒド（6 種），脂肪酸（10 種），ケトン（6 種），VSC（4 種），その他（5 種）

で構成されていた（表 3-3）． 

唾液腺唾液と全唾液の違いを特徴づける VOC を特定するため，これら 57 種類の

成分を説明変数として OPLS-DAを実施した（図 3-2，付録 4）．得られたモデルの R2Y

は 0.743，Q2は 0.679であった．本解析のサンプル数 (n = 9)は限定的であるため，過

学習の可能性は否定できず，モデルの汎用性については慎重な解釈が求められる，
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しかしながら，本解析により，両群の分離に寄与すると考えられる Variable Importance 

for Prediction (VIP)値が 1.0を超える 22種類の化合物が特定された． 

 

表 3-3. 唾液腺唾液および全唾液中に検出された化合物 

（Salivetteの使用により有意に変化した 15化合物を除く） 

No. RT* (min) RI Quant mass Compound 

Alcohol 

1 7.6 933 45 2-Propanol 

2 11.5 1050 31 1-Propanol 

3 16.3 1167 56 1-Butanol 

4 19 1226 57 2-Methyl-1-butanol 

5 19 1226 55 3-Methyl-1-butanol 
6 21 1267 55 1-Pentanol 

7 23.9 1327 43 Acetol 

8 31.7 1498 57 2-Ethyl-1-hexanol 

9 38.1 1653 71 Menthol 

10 47.2 1896 79 Benzyl alcohol 
11 48.5 1932 91 2-Phenylethanol 

Aromatic compound 

12 6.2 878 82 2-Methylfuran 
13 18.3 1211 79 Pyridine 

14 19.7 1240 80 Pyrazine 

15 20.1 1247 81 2-Pentylfuran 

16 22.2 1292 94 2-Methylpyrazine 

17 28.5 1426 122 2,3,5-Trimethylpyrazine 
18 33.9 1551 106 Benzaldehyde 

19 35.9 1599 110 5-Methyl-2-furaldehyde 

20 58.7 2246 82 4-Methylimidazole 

21 63.7 2416 120 4-Vinylphenol 

22 65.4 2474 105 Benzoic acid 
23 65.5 2477 117 Indole 

24 66.8 2524 130 Skatole 

25 70.1 2635 91 3-Phenylpropionic acid 

26 89.6 3203 194 Caffeine 

Aldehyde 

27 3.9 709 44 Acetaldehyde 

28 4.8 803 58 Propionaldehyde 

29 5.1 819 43 Isobutyraldehyde 
30 5.8 857 56 2-Propenal 

31 7.3 922 57 2-Methylbutyraldehyde 

32 7.4 926 44 3-Methylbutanal 

Fatty acid 

33 30.4 1468 43 Acetic acid 

34 34 1554 28 Propionic acid 
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35 34.4 1561 46 Formic acid 

36 35.2 1581 43 Isobutyric acid 

37 37.7 1642 60 Butyric acid 

38 39.3 1682 60 Isovaleric acid 

39 44.3 1816 57 4-Methylvaleric acid 
40 53.2 2071 60 Octanoic acid 

41 65.9 2493 73 Lauric acid 

42 90.8 3239 67 Linoleic acid 

Ketone 

43 5.2 824 43 Acetone 

44 7 912 43 2-Butanone 

45 9.4 992 43 2,3-Butanedione 

46 10.3 1019 43 4-Methyl-2-pentanone 
47 16.6 1173 57 3-Heptanone 

48 23 1309 45 Acetoin 

VSC 

49 3.7 698 47 Methyl mercaptan 
50 13.1 1094 94 Dimethyl disulfide 

51 27.4 1402 126 Dimethyl trisulfide 

52 29.8 1455 81 Furfuryl mercaptan 

Others 

53 6.6 899 43 Ethyl acetate 

54 20 1247 55 1-Dodecene 

55 44.7 1827 44 Propionamide 

56 56.2 2164 99 -Valerolactam 

57 57.2 2197 135 Thymol 
*Retention time 
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図 3-2. (a) OPLS-DAのスコアプロット（W: 全唾液，G: 唾液腺唾液）；(b) OPLS-DA

の VIP値 

 

  さらに，これらの VIP値上位の化合物の妥当性を評価した．まず，各化合物のピー

ク強度が両唾液サンプル間で統計的に有意な差を示すかを確認するため，Wilcoxon 

signed-rank test を実施した．その結果，VIP値が高い化合物の大半（22種類中 17種

類）で有意差 (q < 0.05)が認められた．次に，これらの VIP 値上位の化合物がサンプ

リングデバイス由来のアーティファクトである可能性を排除するため，超純水をサンプ

ルとして用いた二段階目のブランク分析を実施した．その結果，3-heptanone を含む 6

種類の化合物が，Salivette 由来のブランク化合物である可能性が示された．さらに，

formic acidを含む一部の化合物はブランクサンプルで検出されず，Salivette由来であ

るかを判断できなかった． 

これらの検証結果は，VIP値，Wilcoxon signed-rank testによる False discovery rate 
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(FDR)，および Salivette ブランク評価の結果とともに表 3-4 にまとめた．これらの検証

に基づき，統計的に有意な差を示し，かつサンプリングデバイス由来ではない 10 種

類の化合物が，唾液腺唾液と全唾液間の生物学的な違いを反映していると結論付

けた．これらの 10種類の化合物は，-valerolactam, 1-propanol, skatole, acetaldehyde, 

indole, isobutyric acid, isovaleric acid, 4-methylvaleric acid, methyl mercaptanおよび

3-phenylpropionic acid であった．これらの化合物の箱ひげ図と対散布図は，それぞ

れ図 3-3, 3-4に示す． 

 

表 3-4. VIP値が 1.0以上の化合物リスト 

（VIP値，Wilcoxon signed-rank testによる FDR，および Salivetteブランク評価） 

Compound 
OPLS-DA 

VIP 

Wilcoxon signed-rank test 

(q < 0.05) 

Salivette blank 

evaluation* 

-Valerolactam 1.75 0.028 No 

3-Heptanone 1.70 0.016 Yes 

1-Propanol 1.67 0.016 No 

Skatole 1.58 0.016 No 

Acetaldehyde 1.54 0.016 No 

Indole 1.54 0.016 No 
Formic acid 1.52 0.016 ** 

Propionic acid 1.52 0.035 Yes 

Isobutyric acid 1.50 0.016 No 

Isovaleric acid 1.50 0.016 No 

Octanoic acid 1.49 0.016 Yes 
2-Pentylfuran 1.40 0.016 ** 

2-Methyl-1-butanol 1.32 0.086 Yes 

4-Methylvaleric 

acid 
1.27 0.035 No 

Methyl mercaptan 1.26 0.035 No 
Linoleic acid 1.24 0.016 ** 

Propionamide 1.23 0.128 No 

1-Dodecene 1.21 0.016 ** 

Butyric acid 1.15 0.289 Yes 

3-Phenylpropionic 

acid 
1.14 0.028 No 

4-Vinylphenol 1.13 0.065 ** 

Acetic acid 1.07 0.065 Yes 
*Salivette処理あり・なしの超純水サンプルに対する t-testに基づく (p < 0.05) 
**これらの化合物は，ブランク分析（水をサンプルとして使用）で検出されなかったため，ブラ
ンクかどうか判断できなかった． 
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図 3-3. 唾液腺唾液と全唾液で有意な変化を示した 10化合物の箱ひげ図  

(q < 0.05, Wilcoxon signed-rank test) 
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図 3-4. 唾液腺唾液と全唾液で有意な変化を示した 10化合物の対散布図  

(q < 0.05, Wilcoxon signed-rank test) 
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これらの化合物はすべて，唾液腺唾液と比較して全唾液で有意に多く検出された．

これらの違いは，口腔細菌叢，食物残渣，剥離した上皮細胞などを含む口腔の特有

な生物学的環境に起因する可能性が高い[26]．これら10種類の重要VOCについて，

以下に，臨床的意義と第 2章の in vitro研究との関連を論じる． 

 

Indoleおよび Skatole 

Indole および skatole は，グラム陰性嫌気性菌である Prevotella intermedia, 

Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum な ど の 口腔細 菌に よ る

Tryptophan代謝によって産生されることが知られている[18,49]．第 2章の in vitro研究

でも両菌種の培養上清から Indole が高 FC で検出され，強い臭気強度が確認されて

いる[50]．本研究で in vivo サンプリングでも全唾液に特徴的であることが示された

Indole は，口腔内の嫌気性細菌の活動を反映する高感度なバイオマーカーとしての

可能性を強く示している． 

 

短鎖脂肪酸（Isobutyric acid, Isovaleric acid, 4-Methylvaleric acid） 

短鎖脂肪酸（SCFAs）は，口腔内の嫌気性細菌によるタンパク質の分解とそれに続

く脱アミノ化によって産生される[51]．本研究で，全唾液中において有意な増加を示し

た Isobutyric acid と Isovaleric acidは，P. gingivalis, P. asaccharolytica, P. intermedia, 

F. nucleatumなどの細菌分離株から検出されている[51]．さらに，Isovaleric acidは第 2

章で P. gingivalisから高産生されることが示されており，P. gingivalisの BCAA代謝経

路が口腔内で実際に活発に働いていることを強く裏付ける結果である．同じく分枝鎖

脂肪酸である 4-Methylvaleric acid も，全唾液で有意な増加が見られた．しかしながら，

この化合物の口腔内での具体的な代謝経路は，まだ十分に明らかになっていない． 

 

Methyl mercaptan 

Methyl mercaptan は，その低いにおいの閾値（5×10−13 ppm）から，口臭の主要な

原因成分として知られている[18,19]．このVOCは，Bacteroides spp., Eubacterium spp., 

Fusobacterium spp., Porphyromonas spp., Treponema denticolaなどの嫌気性細菌によ
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って産生されることが知られており[18]，第 2 章の in vitro 研究においても，両菌種に

由来する VOC として検出されている． 

 

-Valerolactam 

-Valerolactam が全唾液中に存在することも注目に値する．この化合物の口腔内で

の代謝経路はまだ完全には解明されていないが，唾液中の Lysine 分解産物である

Cadaverine の代謝産物であることが推測されている[52]．さらに，先行研究では，

Passive drool 法で採取された全唾液から-Valerolactam が検出されたことが報告され

ている[53]．これらの知見を考慮すると，全唾液における-Valerolactam の有意な増加

は，口腔細菌の代謝活動による産生を反映している可能性が高い． 

 

3-Phenylpropionic acid 

本研究では，3-Phenylpropionic acid も全唾液で有意に増加した．先行研究におい

ては，この化合物のレベルが健康な被験者と比較して歯周炎患者で有意に高いこと

が報告されている[54]．さらに，3-Phenylpropionic acidと口腔細菌との間に有意な相関

関係が見出されている [54]．これらの知見を総合すると，全唾液における 3-

Phenylpropionic acid の有意な増加は，口腔細菌叢の代謝活動による産生を強く示唆

している． 

 

1-Propanol 

1-Propanol の存在も，口腔細菌の活動に起因する可能性がある．1-Propanol は，内

因性よりも口腔内の細菌によって高濃度で産生されると考えられている[55]．これは，

唾液腺唾液では起こらないプロセスである，細菌による Threonine の発酵の結果であ

ると示唆されている[56]． 

 

Acetaldehyde 

最後に，全唾液中の Acetaldehydeの存在について考察する．この化合物の口腔内

における起源は複雑であり，複数の要因の組み合わせによって影響を受けている可

能性が高い．Acetaldehyde は上皮においてもエタノールから産生されるが，はるかに
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高いレベルは口腔細菌によるエタノールの代謝に由来する[57]．喫煙や飲酒もその産

生に影響を与える[57]．したがって，本研究において Acetaldehyde が唾液腺唾液より

も全唾液中で高いレベルで検出されたのは，微生物の活動，宿主の代謝，外因性要

因の複合的な影響を反映している可能性が高い． 

 

本研究において全唾液に特徴的だと明らかになった 10種類の VOCは，in vitro研究

で得られた知見（第 2章）を強く裏付けるものであった．特に，P. gingivalisの BCAA代

謝経路によって高産生されることが示唆された Isovaleric acid，および両菌種による

Tryptophan 代謝の指標である Indole は，全唾液において唾液腺唾液と比較して有意

に高いレベルで検出された．また，代表的な口臭原因成分であり，培養上清において

GC/Oで知覚可能なにおいを呈したMethyl mercaptan も，全唾液に特徴的であった．

これらの結果は，全唾液の VOC プロファイルが口腔細菌による代謝活動に主に影響

を受けていることを強く示唆している． 

 

3.3.3. 本研究の限界 

本研究では，Salivette に起因するアーティファクトを排除することで，口腔細菌に由

来する可能性が高い 10 種類の VOC を特定することに成功した．これらの VOC は，

第 2章の in vitroで示唆された口腔細菌による代謝の in vivo での活動を強力に裏付

けるものであった． 

しかしながら，本研究にはいくつかの限界がある．第一に，9名の参加者から採取体

唾液腺唾液と全唾液のVOCプロファイルには明確な違いが見られたものの，これらの

知見を一般化するためには，より大規模なコホートでのさらなる検証が必要である． 

また，今回行った 2 段階のブランク分析は，サンプリング由来の主要なアーティファ

クトを除外するのに成功し，口腔細菌に由来する可能性が高い 10 種類の VOC を特

定することができた．しかし，他の未確認のアーティファクトの可能性を完全に排除す

ることはできない． 

最後に，MonoTrap 抽出とジクロロメタンを組み合わせたサンプル調製法を確立し，

比較的少量の唾液サンプル（100 µL）からの VOC プロファイリングを可能にした．この
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プロトコルでは，ジクロロメタンが抽出溶媒としての役割と，疎水性で多孔質の

Polydimethylsiloxane/グラファイトベースの MonoTrap を唾液サンプル（水溶液）に浸

漬する手段という二重の目的を果たした[50,58]．この二重機能により，本手法は少量

の唾液サンプルからの広範囲な VOC のプロファイリングを成功させることができた．こ

の手法は有効であったが，ジクロロメタン，MonoTrap，唾液間の VOC 移動の正確なメ

カニズムについては，さらなる調査が必要である． 

 

3.4. 小括 

第 2章では，in vitroの培養系を用いて，口腔細菌が産生する VOCプロファイルを

網羅的に明らかにした．培養液ではサンプル量が十分に確保できるため，感度的な

制約は比較的少なく，網羅的な分析が可能であった．これに対し，第 3 章では，in 

vitro で特定されたバイオマーカー候補が，実際の臨床サンプルである唾液中で検出

可能であるかを検証することを目的とし，解析を行った．唾液中の VOCは絶対量が少

ないうえ，サンプル量も最小限に抑える必要があったため，VOC 抽出段階における濃

縮処理が極めて重要となった． 

本章では，ジクロロメタンを用いたMonoTrap抽出法を採用し，少量の唾液サンプル

（100 µL）から VOC を網羅的にプロファイリングするための高感度かつ信頼性の高い

手法を確立した．本プロトコルは，涙や汗などの微量な臨床サンプルにも応用可能で

あり，広範な臨床研究への展開が期待される． 

本研究では，従来の VOC 研究の最大の課題であった宿主由来のバックグラウンド

ノイズを排除するため，口腔細菌の影響が最小限である唾液腺唾液と，細菌叢を含む

全唾液を比較するという独創的なアプローチを初めて採用した．この比較の妥当性を

確保するため，唾液腺唾液の採取に用いる Salivette デバイス由来のアーティファクト

を完全に排除する目的で，二段階のブランク評価プロセスを導入した．第一に，

Salivette の使用の有無によってピーク強度が変化する化合物を除外するために，

Salivette処理を行った全唾液と行わなかった全唾液の VOCプロファイルを比較した，

第二に，唾液腺唾液と全唾液のプロファイルの違いに寄与した化合物の中から，超純

水の Salivette 処理によって変化した化合物をさらに除外した．この厳密なブランク分
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析により，口腔細菌の代謝活動に特異的に由来する VOC 群（10 種類）を分離し，そ

のバイオマーカーとしての価値を議論することが可能となった． 

特に，全唾液において特徴的であった Indoleや Isovaleric acid といった化合物が，

第 2章で P. gingivalisおよび F. nucleatumにより高産生されることが示唆された成分と

一致したことは，本研究の in vitro と in vivo の論理的なつながりを強く裏付ける．得ら

れた結果は，これらの化合物の多くが口腔細菌叢の代謝活動に主に由来する代謝産

物であることを強く示唆している．本手法は，歯周病や口臭などの口腔疾患に対する

迅速・簡便・非侵襲的な診断ツールの開発に向けた，今後の研究を推進する堅固な

科学的基盤を提供するものである． 
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第 4章 総括 

4.1. 本研究の総括 

本研究では，口腔細菌由来の VOC を，口腔の健康状態を評価するための非侵襲

的バイオマーカーとして確立することを目的に，in vitro培養系および唾液臨床検体の

VOCプロファイリングを行うという二段階アプローチを採用した． 

第 2 章では，主要な歯周病菌である P. gingivalis および F. nucleatum を対象に，

MonoTrap による VOC 抽出法と GC/MS/olfactometry 分析を組み合わせた包括的

VOC プロファイリングを実施した．本章で特定された特徴的な VOC プロファイルは続

く第 3章の，より複雑な臨床検体である唾液における検証の基盤となった． 

第 3 章では，実際の唾液検体を用いて，宿主由来成分を排除し，真に細菌由来の

VOC を特定することを試みた．サンプリングデバイスに起因するアーティファクトを系

統的に評価・除去することで，従来研究における大きな制約を克服した．また，唾液腺

唾液と全唾液を比較するという新しい実験デザインにより，細菌由来 VOC を宿主バッ

クグラウンド成分から明確に分離した．その結果，Indoleや Isovaleric acidなどの VOC

がサンプリングデバイスや宿主由来ではなく，細菌に由来する VOC として特定された． 

以上により，本研究は (1) in vitroでの歯周病関連菌の VOC代謝知見の確立，(2) 

唾液臨床検体での検証，(3) サンプリングアーティファクトの徹底的な排除，という三

つの主要な成果を挙げ，口腔疾患における VOC バイオマーカー研究の基盤を築い

たと総括できる． 

 

4.2. 学術的意義 

歯周病原菌が産生する VOC の網羅的解析により，従来研究が限定的に扱ってき

た VSC 以外の多様な成分（臭気成分を多数含む）を明らかにした点は大きな学術的

進展である．特に P. gingivalis培養上清からの分岐鎖アミノ酸代謝由来の分岐鎖アル

コール・脂肪酸の検出は，これまでほとんど注目されてこなかった経路を新たな研究

対象として提示した．本研究は，in vitroで歯周病菌が産生する VOCをにおいの有無

を含めて網羅的に分析した初めての研究であり，口腔内における非硫黄系 VOCの重



 

48 

 

要性を明確に示した． 

 

4.3. 技術的意義 

本研究の技術的意義は，微量な臨床検体における VOC分析の信頼性を飛躍的に

高めた点にある．具体的には，MonoTrap を駆使した高感度抽出プロトコルを確立し，

わずか 100 µL という少量の唾液サンプルからでも網羅的な VOCプロファイリングを可

能にした．これは，涙や汗など他の微量な臨床検体への応用も可能にする汎用性の

高い技術基盤である． 

さらに，VOC 分析の信頼性を担保するため，頻用されている唾液採取デバイスであ

る Salivette 由来のアーティファクトの存在を初めて系統的かつ定量的に提示し，これ

を排除するための厳密な二段階ブランク評価プロセスを実践した．この徹底的なアー

ティファクト除去手法は，微量臨床検体の VOC 分析における新たな標準プロトコルと

して，今後の VOC研究の正確性に大きく貢献するものである． 

 

4.4. 臨床的意義 

本研究は，唾液という非侵襲的かつ採取が容易な検体を用いた歯周病診断の可能

性を強く示唆するものである．現在，標準的に採用されている歯周組織検査と比較し

て，患者の負担が極めて少ない唾液を対象とし，その中に含まれる口腔細菌由来の

特定の VOC 群を明確に分離・特定できたことは，将来的な診断ツールの開発に向け

た堅固な科学的基盤となる．今後，これらのバイオマーカー（Indole や Isovaleric acid

など）と疾患の重症度との相関が明らかになれば，歯周病を迅速，簡便，かつ非侵襲

的にスクリーニング・診断できる新しいシステムの実現に繋がる．これは歯科医療にお

ける早期介入と予防医学の推進に大きく貢献する可能性を秘めている． 
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付録 1. F. nucleatum（上段）および P. gingivalis（下段）用液体培地の組成 

F. nucleatum用液体培地 

Yeast extract 10 g/L 

Trypticase peptone 10 g/L 

Biosate peptone 10 g/L 

Brain heart infusion broth 19.2 g/L 

Hemin 5 mg/L 

Menadione 1 mg/L 

CaCl2 0.008 g/L 

MgSO4 0.008 g/L 

K2HPO4 0.04 g/L 

KH2PO4 0.04 g/L 

NaHCO3 0.4 g/L 

NaCl 0.08 g/L 

 

P. gingivalis用液体培地 

Trypticase soy broth 30 g/L 

Yeast extract 1 g/L 

Hemin 5 mg/L 

Menadione 1 mg/L 
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付録 2. アノテートされた 86種類の化合物のリスト 

No. RT (min) Quant mass Compound 

Alcohol 

1 6.0  31  Methanol 

2 6.0  59  tert-Butyl alcohol 

3 6.7  45  2-Propanol 

4 6.9  31  Ethanol 

5 10.1  31  1-Propanol 

6 12.4  43  2-Methyl-1-propanol 

7 12.7  59  2-Methyl-2-pentanol 

8 14.6  56  1-Butanol 

9 16.7  59  3-Hexanol 

10 17.2  55  3-Methyl-1-butanol 

11 17.2  57  2-Methyl-1-butanol 

12 17.8  45  2-Hexanol 

13 21.7  43  Acetol 

14 23.7  56  1-Hexanol 

15 24.1  45  2-Heptanol 

16 26.6  45  2-Octanol 

17 27.9  41  trans-2-Hexen-1-ol 

18 29.6  57  2-Propyl-1-pentanol 

19 32.4  56  1-Octanol 

20 32.9  45  2-Nonanol 

21 42.3  81  1-Decanol 

22 43.5  69  Geraniol 

23 44.7  79  Benzyl alcohol 

24 45.9  91  2-Phenylethanol 

Aldehyde 

25 12.5  84  trans-2-Methyl-2-butenal 

26 25.6  57  Nonanal 

27 30.1  55  Decanal 

28 3.6  44  Acetaldehyde 

29 5.6  44  Butyraldehyde 

30 6.4  57  2-Methylbutanal 

31 6.5  44  3-Methylbutanal 

Aromatic compound 
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32 13.6  91  Ethylbenzene 

33 16.3  79  Pyridine 

34 17.6  80  Pyrazine 

35 20.0  94  2-Methylpyrazine 

36 22.8  108  2,6-Dimethylpyrazine 

37 23.0  107  2-Ethylpyrazine 

38 23.6  108  2,3-Dimethylpyrazine 

39 24.5  121  2,4,6-Collidine 

40 25.5  121  2-Ethyl-3-methylpyrazine 

41 26.1  122  2,3,5-Trimethylpyrazine 

42 27.9  135  2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazine 

43 28.6  135  2-Ethyl-3,6-dimethylpyrazine 

44 29.2  136  2,3,5,6-Tetramethylpyrazine 

45 30.6  95  2-Acetylfuran 

46 31.4  106  Benzaldehyde 

47 36.7  98  Furfuryl alcohol 

48 48.0  94  2-Acetylpyrrole 

49 49.1  94  Phenol 

50 62.6  117  Indole 

51 63.9  130  Skatole 

Ester 

52 5.8  43  Ethyl acetate 

53 10.1  88  Ethyl butyrate 

54 11.5  43  Butyl acetate 

55 17.2  56  Butyl propionate 

56 18.4  88  Ethyl hexanoate 

Fatty acid 

57 28.5  43  Acetic acid 

58 31.9  74  Propionic acid 

59 33.1  43  Isobutyric acid 

60 35.5  60  Butyric acid 

61 37.0  60  Isovaleric acid 

62 37.0  74  2-Methylbutyric acid 

63 43.6  60  Hexanoic acid 

64 47.3  57  2-Ethylhexanoic acid 

65 54.2  60  Pelargonic acid 
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Ketone 

66 4.7  58  Acetone 

67 6.1  43  2-Butanone 

68 8.2  43  2-Pentanone 

69 9.1  43  4-Methyl-2-pentanone 

70 11.9  43  2-Hexanone 

71 13.9  69  3-Penten-2-one 

72 14.9  57  3-Heptanone 

73 16.2  43  2-Heptanone 

74 20.9  45  Acetoin 

75 23.8  70  1-Octen-3-one 

76 36.5  105  Acetophenone 

VSC 

77 3.5  47  Methyl mercaptan 

78 3.9  62  Dimethyl sulfide 

79 10.7  43  S-Methyl thioacetate 

80 11.6  94  Dimethyl disulfide 

81 16.9  43  S-Methyl thiobutyrate 

82 19.4  85  Thiazole 

83 25.1  126  Dimethyl trisulfide 

84 36.3  43  2-Acetylthiazole 

85 38.8  106  Methionol 

Others 

86 35.7  42  -Butyrolactone 
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付録 3. 唾液腺唾液の採取の様子 

 

 

付録 4. OPLS-DAの 57化合物の VIP値一覧 

化合物 VIP値 

-Valerolactam 1.75  

3-Heptanone 1.70  

1-Propanol 1.67  

Skatole 1.58  

Acetaldehyde 1.54  

Indole 1.54  

Formic acid 1.52  

Propionic acid 1.52  

Isobutyric acid 1.50  

Isovaleric acid 1.50  

Octanoic acid 1.49  

2-Pentylfuran 1.40  

2-Methyl-1-butanol 1.32  

4-Methylvaleric acid 1.27  

Methyl mercaptan 1.26  

Linoleic acid 1.24  

Propionamide 1.23  

1-Dodecene 1.21  

Butyric acid 1.15  

3-Phenylpropionic acid 1.14  

4-Vinylphenol 1.13  

Acetic acid 1.07  

5-Methyl-2-furaldehyde 0.97  

Dimethyl trisulfide 0.88  
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Furfuryl mercaptan 0.87  

2-Propenal 0.87  

4-Methyl-2-pentanone 0.82  

Propionaldehyde 0.80  

2-Propanol 0.79  

Ethyl acetate 0.79  

2-Ethyl-1-hexanol 0.76  

3-Methyl-1-butanol 0.74  

2-Methylfuran 0.74  

Acetoin 0.73  

3-Methylbutanal 0.72  

2-Methylbutyraldehyde 0.72  

2,3,5-Trimethylpyrazine 0.67  

Benzaldehyde 0.66  

Thymol 0.61  

Pyrazine 0.59  

Caffeine 0.59  

Dimethyl disulfide 0.57  

1-Pentanol 0.57  

4-Methylimidazole 0.56  

Pyridine 0.50  

Isobutyraldehyde 0.46  

2-Phenylethanol 0.44  

Lauric acid 0.38  

1-Butanol 0.34  

2,3-Butanedione 0.34  

Benzyl alcohol 0.32  

2-Methylpyrazine 0.29  

2-Butanone 0.27  

Acetol 0.23  

Acetone 0.06  

Benzoic acid 0.06  

Menthol 0.03  

 


