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研究成果の概要： 
 本研究課題では根尖孔外バイオフィルムに対する抑制法の開発に関する研究を行った。そし
て， Er:YAG レーザーは根尖孔外バイオフィルムの形成抑制に応用可能であること，根尖孔外
バイオフィルム中に生息する Porphyromonas gingivalis の PGN1251 の遺伝子発現が根尖病巣
局所の病態形成と密接に連関していることを明らかにし，この発現を制御することは根尖孔外
バイオフィルムの抑制を図るための緒となると考察した。 
この研究成果は，難治性根尖性歯周炎における根尖孔外バイオフィルムの抑制法の新た

な開発に向けて有用な示唆を与えるものであると自負している。 
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１．研究開始当初の背景 
 オーラルバイオフィルム感染症に対して

は，急性期を除いて，その治療法･予防法の第
１選択としてバイオフィルムの機械的除去が
行われている。研究代表者らは，ヒトのオー
ラルバイオフィルムを検索する中で，根尖性
歯周炎の難治化には根尖孔外バイオフィルム
が関与し(J Endodon 28, 2002)，根尖孔外バ

イ オ フ ィ ル ム か ら は Porphyromonas 
gingivalis などのグラム陰性細菌種となら
んで培養不可能な未同定の細菌種が高頻度で
検出されること(Appl Environ Microbiol 71, 
2005)， in vitroではバイオフィルムを形成
する細菌種により歯科用レーザーの効果が異
なること(日歯保存誌 47(秋季特別号):33, 
2004)，P. gingivalisバイオフィルムの菌体
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外マトリックス形成に関与する遺伝子
(Infect Immun 72, 2004)，さらに塩酸ミノサ
イクリンはP. gingivalisバイオフィルムの菌
体外マトリックスを破壊できず抗菌効果を示
さないこと(J Periodontol 74, 2003)を明ら
かにした。 
これら一連の研究から，根尖孔外などの

機械的除去が困難な部位に形成されるバイ
オフィルムに対しては，従来とはコンセプ
トを異にする予防法・治療法の開発の必要
性を痛感した。一方で，既に築き上げた申
請者らの研究成果は，将来的に臨床応用が
期待されるバイオフィルムの抑制法の緒と
なるもので，更に追究することにより，バ
イオフィルム形成を制御・排除する薬剤や
技術の開発に展開できると予想された。 
 
 

２．研究の目的 
本研究では，以下の点について検索するこ

とを目的とした。 
(1)難治性あるいは慢性根尖性歯周炎罹患歯

に対する，歯科用Er:YAGレーザーの効果 
 
(2)各種のプラーク細菌が形成するバイオフ

ィルムに対するEr:YAGレーザーの影響 
 
(3)バイオフィルムの菌体外マトリックス形

成に関与する遺伝子(PGN1251)を欠失した
変異株が形成するバイオフィルムの検索 

 
(4)根尖孔外バイオフィルム中の培養不可能

な未同定細菌の遺伝子工学的解析 
 
 

３．研究の方法 
(1) 難治性あるいは慢性根尖性歯周炎罹患歯
に対する，Er:YAGレーザーの効果 
難治性根尖性歯周炎と診断された歯のうち，

可及的にストレートでレーザーが根管内深部
に照射可能な42根管を検索対象とした。白色
象牙質が検出されたファイル号数より２号上
のサイズまで根管拡大を行った。最終拡大し
たファイルにて根尖部象牙質削片を採取し，
細菌学的検索に供した。Er:YAGレーザーを可
及的に根管深部に挿入して照射(60 mJ, 10 
pps, 15 s)した後，最終拡大に用いたファイ
ルより１サイズ上のファイルにて根尖後部よ
り象牙質削片を採取し同一の細菌学的検索に
供した。経過不良の歯については，歯根尖切
除術や抜歯の適応とし，外科処置の際に得ら
れるバイオフィルムは，蛍光顕微鏡にて観察
し細菌の生・死を検索した。 

 
 (2) プラーク細菌が形成するバイオフィルム
に対するEr:YAGレーザーの影響 

供試細菌として，Enterococcus faecalis，

Streptococcus mutans ， Actinomyces 
viscosus ， Propionibacterium acnes ， 
Fusobacterium nucleatum，P. gingivalis，
Prevotella nigrescens を使用した。ハイド
ロキシアパタイト（HA）ディスク上に，直径
２mm の穴を開けた粘着シールを貼付し，
modified Robbins device (MRD)を用いて HA
ディスク上に単一細菌種バイオフィルムを
形成した。Er:YAG レーザー（波長 2,936 nm）
は，出力を 20, 40 あるいは 80 mJ (10 pps, 10 
s) (各 n=10)に設定し，焦点距離３mmで使用
した。 
照射群と非照射群の HAディスクを取り出し，
規定した範囲内のバイオフィルムを採取し，
細菌培養法にてそれぞれの細菌種の生菌数
を定量・定性分析した。統計学的有意差の検
定には，Student's t-test(p<0.05)を用いた。 
 
(3)バイオフィルム関連遺伝子(PGN1251)を欠
失した変異株の機能解析 
P. gingivalis ATCC 33277 株(野生株)のバ

イオフィルム形成，すなわち菌体外マトリッ
クス形成や己凝集能などに関与すると推察
される遺伝子PGN1251の役割を解析するため， 
PGN1251 変異株のバイオフィルム形成能を， 
ATCC33277 株(野生株)と比較検討した。嫌気
性インキュベータ内でペリスタポンプにて
14 日間細菌培養液を灌流し，改良型 MRD 内
の HA ディスク上にバイオフィルムを形成し
た後，超音波処理によりバイオフィルムを剥
離し，マルチラベルカウンターや分光光度計
にて定量解析した。バイオフィルムの 3次元
的検索は，上記方法で，14 日間かけて作製し
たバイオフィルムを Live/Dead BacLight 
Bacterial Viability Kits L7007@にて染色後，
共焦点走査型レーザー顕微鏡にて観察した。 
一方，プロテアーゼならびに LPSの発現量は，
純培養した変異株と野生株を用いて，ウエス
タンブロット法にて検索し，比較検討した。 
 
(4) 根尖孔外バイオフィルム中の培養不可
能な未同定細菌の遺伝子工学的解析 
 難治性根尖性歯周炎と診断された症例を
対象として，患者に充分な説明を行い同意が
得られた方を対象として以下の実験を行っ
た。歯根尖部歯牙断片や抜去歯，あるいは X
根尖病巣部に逸出した過剰根管充填材（ガッ
タパーチャポイント）を採取した。対照試料
として，根管内バイオフィルムを採取した。
バイオフィルムを剥離し，細菌由来のゲノム
DNA を抽出する。DNA を増幅した後サーマル
サイクラー により PCR 法を行い，根尖部細
菌の 16S rRNA 遺伝子を増幅する。PCR 産物は
大腸菌への形質転換を行い，プラスミドライ
ブラリーを作製した。シークエンサーにより
それぞれのインサートの塩基配列を決定し
配列解析ソフトにより系統樹を作成する。培



養不可能な未同定細菌の全ゲノム配列を決
定し，DNA 量により細菌を定量する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 難治性あるいは慢性根尖性歯周炎罹患
歯に対する，Er:YAG レーザーの効果 
 レーザー照射群 42 試料において，照射前
には 15 試料から細菌が同定されたが，照射
後は９試料から細菌は検出されなかった。照
射前・後の両試料からは，レンサ球菌やブド
ウ球菌などのグラム陽性細菌種が細菌培養
法により同定された。照射前に細菌が検出さ
れなかった 27試料中 24試料においては照射
後も，細菌が検出されなかった。非照射のコ
ントロール群では，拡大終了時 18 試料中９
試料から細菌が検出されたが，さらに１号大
きなサイズのファイルで採取した際は，９試
料中６試料からは細菌が検出されなかった。 
細菌定量の結果，照射前に細菌が検出され，
測定が可能であった３試料の平均生菌数は，
188.7 CFU で，12 試料は検出限界以下であっ
た。レーザー照射後も細菌が検出された６試
料のうち，５試料は検出限界以下で残り１試
料は 10 CFU であった。 

レーザー照射前に採取した５試料中，３試
料からは，生菌と死菌が検出された。照射後
は，生菌が検出された３試料中１試料から生
菌が観察されたが，この試料から死菌は観察
されず，残り２試料は死菌のみが観察された。
図１Aは，根管拡大終了時（レーザー照射前）
に採取した試料の染色像で，緑色に染色され
た生細菌と，赤色の死菌（矢印）が観察され
た。図１Bは， レーザー照射後の試料の染色
像で，緑色の生菌は観察されず，象牙質削片
の塊の中には赤色の死菌がみられた。 

根管内に残存したバイオフィルムおよび
細菌に対する Er:YAG レーザー照射は，臨床
的に有用であることが示唆された。 

図１ Er:YAG レーザー照射前・後の試料の蛍光染色像 

 
 

 (2)各種のプラーク細菌が形成するバイオフ
ィルムに対するEr:YAGレーザーの影響 
 

  A 

 
  B 

図２ Er:YAG レーザーのバイオフィルムへの影響 
 
 照射したレーザーの出力(mJ)と，生菌数
(cfu/ml)との関係をグラム陽性細菌につい
ては図２A に，グラム陰性細菌は図２B に示
した。E. faecalis と P. acnes の生菌数は，
コントロール群と 20 mJ 照射群では有意な差
はみられなかったが，コントロール群に比べ
40 および 80 mJ は有意に低下した(p<0.05)。
A. viscosus と S. mutans は，コントロール
群に対し全ての照射群で有意差を認めた
(p<0.05)。一方， P. gingivalisの生菌数は，
20 mJ 照射群ではコントロール群と比較して
有意な差はみられなかったが，F. nucleatum
と P. nigrescens においては有意に減少した
(p<0.05)。また，すべてのグラム陰性細菌種
において，40 および 80 mJ 照射群では完全に
バイオフィルム細菌は抑制された。L.casei
バイオフィルムは，いずれの照射エネルギー
でも，影響を受けなかったが，これはL. casei
の産出する乳酸によって HA ディスク表層が
約 20μm 程度脱灰され，脱灰層内に形成され
たバイオフィルムにレーザーが到達しなか
ったことが原因であった。 
 以上より，40 mJ(0.71 J/cm2)以上の Er:YAG
レーザー照射は多くのデンタルバイオフィ
ルム構成細菌種に有用であることが示唆さ
れた。 
 
(3)バイオフィルム関連遺伝子(PGN1251)を
欠失した変異株の特徴，バイオフィルム形成
能および毒素産生能 
 P. gingivalis のバイオフィルム形成，特
に菌体外マトリックス形成に関与すると推
察されている遺伝子，PGN1251 の変異株 
(KDP360 株)および相補株(KDP361 株)を P. 
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gingivalis ATCC 33277 株(野生株)を用いて
改良型 MRD にて作製し，PGN1251 の変異が自
己凝集能，赤血球凝集能，プロテアーゼ(ジ
ンジパイン)活性，リポ多糖(LPS)と陰イオン
性多糖(APS)の発現，ならびにバイオフィル
ム形成能について検索した。KDP360 株は野生
株に比べて，自己凝集能の亢進，赤血球凝集
能の欠損，ジンジパイン活性の低下，LPS の
O 抗原と APS の欠損がみられた。一方，相補
株である KDP361 株では，それらは野生株と
比べて有意な差はなかった。これらの結果よ
り，PGN1251 が LPS の O 抗原や APS の発現な
らびにジンジパインの活性化に必須の遺伝
子であることが示唆された。また，KDP360 株
のバイオフィルム形成量は野生株と比較し
て有意に増加しており，その厚みは共焦点レ
ーザー顕微鏡下で約 2倍であった。微細形態
学的には，KDP360 株の菌体表層のマトリック
ス構造は，野生株とは異なり粘液様のマトリ
ックス構造物が観察された (図３)。グリコ
シルトランスフェラーゼのモチーフを持つ
PGN1251 は，本菌のバイオフィルム形成にお
いてマトリックス合成に関与していること
が明らかとなった。バイオフィルム形成は大
別すると，付着，成長，成熟，剥離の４つの
過程から構成される。KDP360 株においては，
自己凝集能が亢進していたことを合わせて
考察すると，PGN1251遺伝子は P. gingivalis 
バイオフィルムの成長～成熟過程で作用し，
バイオフィルム形成には抑制的に作用する
と考えられる。これらの成果は，PGN1251 遺
伝子を用いたバイオフィルム形成阻害薬の
開発に向け，礎となる有用な知見である。 

 

図３ KDP360 株と野生株のバイオフィルム像 
 
(4) 根尖孔外バイオフィルム中の培養不可
能な未同定細菌の遺伝子工学的解析 
 数症例のバイオフィルムサンプルより，
16S rRNA 遺伝子を増幅し，プラスミドライブ
ラリーを作製した。現在，追加した試料のプ
ラスミドライブラリーを作製し，既に作成し

たライブラリーとともに，シークエンシング
を行い，未同定細菌の解析を続行中である。 
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