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研究成果の概要（和文）： 
 虫歯が進行して歯の神経まで細菌が侵入すると神経が死んで根の先に感染病巣ができる。
この治療には複数回の治療が必要で、再度無菌化することが困難であり、効果的な治療法
や効率化のための研究が行われている。新しい根管（歯の神経の通り道）清掃法の効果を
評価することはその有効性を証明するために必要不可欠であるが、口腔内と近似したモデ
ルを用いて評価する必要がある。本研究では、口腔内を再現した新しい人工感染根管モデ
ルの作製法と評価法を探索した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The overall success rate of conventional root canal treatment has been shown to 
range from about 65 % to 95%. Recently, some new technologies have been developed 
for the purpose of effective elimination of infected regions, efficiency of treatment, and 
reduction of treatment period. The estimation of these technologies are needed for 
clinical use. A new technology has been developed for artificial root infected model and 
estimation of root canal treatment. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 今や「バイオフィルム」という概念は歯
科界においても定着し、単に歯や口腔内の固
形構造物上に付着または固着した細菌集塊
（＝デンタルプラーク）としてではなく、
water channelと呼ばれる栄養分を取り込み、老
廃物を効果的に排出する水路を発達させた構造
体を形成するとともに細菌間で情報を交換、伝
達し、状況に応じて病原性を発現する、など特

異な性質を持つ「バイオフィルム」として捉
えられるようになった（Costerton JW et al: 
Science 284, 1318-1322, 1999; Marsh: Caries Res. 
38, 204-211, 2004） 。 
 
(2) バイオフィルムに関する研究は菌体外多
糖の構造、活動休止期の細菌の存在、クオラム
センシングを始めとした遺伝子制御と情報伝達、
バイオフィルム内部への抗菌成分の拡散など考
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慮すべき因子が多く、多方面からのアプローチ
が必要である（Costerton JW and Stewart PS: 
Scientific American 285(1), 74-81, 2001）。申請者
らは、「バイオフィルム中への物質の浸透・拡散」
に焦点を絞り、バイオフィルムの構造機能解析
ばかりでなく得られた結果から付着・形成部位、
病原性に応じた臨床応用可能な効果的殺菌法の
提示までを最終目標として研究を重ねてきた
（Takenaka S et al.: J Infect Chemother: 7, 87-93, 
2001; Zhu M and Takenaka S: Oral Microbiol 
Immunol: 16, 54-56, 2001）。 
(3)バイオフィルム中での物質の浸透・拡散は
重要な要素である。バイオフィルムの中の細菌
は局所的に高い密度で存在し菌体外多糖の存在
とともに水の流れを遮断し物質輸送を制限でき
る。そのため、拡散は細菌凝集の中で有力な輸
送システムであり、浸透性に優れる抗菌成分は
短時間でバイオフィルム深層部まで到達しうる。
（Stewart PS: J of Bacteriol. 185(5), 1485-1491, 
2003）。 
(4) また申請者は、キャピラリーガラスリアク
ターと２光子レーザー顕微鏡を用いて人工バイ
オフィルムに起こる殺菌効果をリアルタイムに
観察、解析する技術を確立した。この方法は、
従来の解析方法が固定や粉砕回収が必要なため
反応後の１時点の情報しか得られないのに対し、
同一のバイオフィルムに起こる反応をリアルタ
イムに観察することが可能であるため、抗菌物
質がどのように浸透しどこから殺菌効果を発現
したかも知ることができる点で他に類のない分
析方法である。 
 
２．研究の目的 
 本プロジェクトの目的は、引き続き「バイオ
フィルム内部への浸透・拡散」に焦点を当て、
象牙質内および根尖病巣のバイオフィルムを想
定したモデル構築とともに、バイオフィルムに
未接触でも象牙細管を通して殺菌効果が期待で
きる効果的なバイオフィルム破壊法を開発する
ことである。 
  
 これまで、感染根管モデルは大きく分けて次
の２つの方法により作製され殺菌効果の評価に
用いられてきた。 
(1) 天然抜去歯をあらかじめ脱灰したのち、細
菌培養し象牙細管内に侵入させ感染根管モデル
を作製 
(2) 天然抜去歯を用いて感染根管モデルを作製
したのち、ニッパー等を用いて歯を垂直に割断
し、その割断面を観察する 
 しかし、これらの方法には以下のような欠点
があった。 
①これまで歯を脱灰せずに切断する技術がな
かったため、感染根管モデル作製前に脱灰する
必要があった。しかし、脱灰された根管へ速や
かに細菌侵入するため in vivo の状態が再現さ
れておらず、実際の感染根管と性状が異なり根

管内バイオフィルムが過大評価される。 
②In vivo バイオフィルムを観察しているもの
の、観察対象がたまたま割断された１面に限ら
れる。 
 それに先立ち、嫌気条件下での共焦点レーザ
ー顕微鏡での観察のための生死判定技術の確立
も行う。申請者らは、嫌気要求度の高い１部の
細菌種において、広く用いられている
SYTO9/PIを用いた生死判定法では染め分ける
ことができないことを報告している（Fukuda T, 
Takenaka S et al.: Microbial ecology in health and 
disease 16, 205-210, 2004）。 
 
３．研究の方法 
(1) 浸透・拡散性能を指標とした根管内バイオ
フィルムに対する抗菌戦略探求のための象牙細
管内侵入細菌の未固定、非脱灰による新しい生
死判定技術の確立 
 
 以下の手法により、上記項目２の①、②欠点
を補い、実験前脱灰も必要とせず、かつ固定も
必要としない象牙細管内の細菌の生死を直接判
定する方法を確立した。 
 
①ヒト新鮮抜去歯の歯冠部を切断 
②切断面から 5mmの深さまでダイヤモンド
バーにて形成。次亜塩素酸ナトリウムと
EDTAを用いて有機成分、スメア層を除去 
③切断面から 5mmのところで切断し、ガス
滅菌 
④E. faecalisを用いて 37℃、１ヶ月嫌気培養
し感染根管モデルを作製、想定される抗菌成
分による根管洗浄を行う 
⑤SYTO9＋Propidium Iodideもしくは
Calcein-AMによる蛍光染色ののち、凍結切
片作製 
⑥川本テープ法を用いた未固定、非脱灰で
10umの切片を作製 
⑦共焦点レーザー顕微鏡で観察 
 

 
(2) バイオフィルム深層部への高分子化合
物の拡散性について 
 
 バイオフィルム制御に抗菌成分を用いる



 

 

場合、その浸透性能は物質のチャージ、親
水・疎水性のバランス 、菌体外マトリック
スへの感受性などに影響を受けバイオフィ
ルム深層部への浸透に数十秒から数分要す
る ため、より浸透性のよいものを選択する
必要がある。バイオフィルム深層部への優れ
た浸透拡散性能を有する物質を探索するた
め、物質の分子量とチャージの与える影響に
ついて検索した。 
 キャピラリーバイオフィルムリアクター
内部に形成させた同一のバイオフィルムに
対し、 蛍光標識したアニオン性多糖類
(Dextran conjugate fluorescein, 3K, 10K, 40K, 
70K)および陽イオン 性化合物(グルコン酸
クロルヘキシジン)をそれぞれ送り込み、中
心部に到達するまでの時間あるい は中心部
の細菌が死菌と判断されるまでの時間を共
焦点レーザー顕微鏡を用いて観察し、
MetaMorph s oftwareを用いて計測した。バイ
オフィルム中心部に到達するまでの時間は、
バイオフィルム内外部の 蛍光量の比が平衡
状態となった時間の 90%に達するまでの時間
(T90)を算出した。 
 
(3) 洗口液および液体歯磨の Streptococcus 
mutansバイオフィルムに対する膜傷害・剥離
効果 
 
 器具が到達しえない局所への化学的コン
トロールの一つとして使用されている含嗽
剤は、プロフェッショナルケア後に使用する
ことでプラーク抑制、歯周病予防に有効であ
ると報告されている。一方、局所に形成した
バイオフィルムに対しては、口腔内での作用
時間が 30秒と限られるためその浸透性が重
要な因子である。本研究では、Streptococcus 
mutansバイオフィルムの深層部に対する含
嗽剤の膜傷害効果および剥離効果について
比較検討した。 
  
 使用した材料は、国内外で販売されている
洗口液・液体歯磨に分類される４種類および
コントロール（バッファー、C群）で、主成
分別に 0.12%クロルヘキシジン（CX群）、塩
化セチルピリジニウム（CP群）、イソプロピ
ルメチルフェノール１種(IP群)、チモール１
種(TH群)である。Streptococcus mutans 
ATCC 25175株を、ガラスベースディッシュ
を用い 0.5% sucrose含有 BHI液体培地中で
24時間嫌気培養することによりバイオフィ
ルムを形成させた(n=6)。24時間後、
Calcein-AM (CAM; 10ug/ml)を２時間作用
させ生菌を染色し、共焦点レーザー顕微鏡
（オリンパス FV300: Ex/Em= 488/ 
510-530）を用いて、XYZ断層像を採取した
のち、焦点をバイオフィルム底面に固定し、
各材料の作用直後から 15秒間隔で 10分間共

焦点画像をリアルタイムに採取した。採取し
た共焦点画像から無作為に最もバイオフィ
ルムの厚みがある部位を含む３領域（25µm
四方）の厚み（概算値）を算出し、蛍光量の
減少率をMetamorphソフトウェアを用いて
解析した。また、作用前後のディッシュ付着
面の細菌の分散剥離効果を領域内の細菌密
度で比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) SYTO9（緑：生菌）、PI（赤：死菌） 

 Calcein-AM（緑：生菌） 

現在、根管洗浄法の評価を進行中 
 
(2) 本研究では、人工バイオフィルムへの種々
の高分子化合物の浸透を共焦点レーザー顕微鏡
を用いて観察、解析するとともに拡散係数を算
出した。キャピラリー中央部に形成されたバイ
オフィルムは、クラスター状をしており、浸透
時間はバイオフィルムの直径に伴って大きくな
った。 
 浸透時間は外因性のパラメータであり、形と
大きさに左右される。そこで、我々は内因性の
パラメータとして拡散係数により評価した。拡
散係数De=0.31R2/t90で計算される（Rはバイ



 

 

オフィルム直径）。本実験におけるバイオフィル
ム中での Deは蒸留水中の Deと比較して 22% 
(IgG)から 90%(3000-MW)であり、分子量の増
大に伴って有効拡散係数は減少した。この違い
は、バイオフィルムの構成成分に対する高分子
の吸着程度、電気的相互関係によるものと推測
される。 
 バイオフィルムへの高分子化合物の有効拡散
係数に関する研究データには、未だ一定のコン
センサスが得られていない。有効拡散係数のば
らつきの原因としてテクニック固有の問題、溶
質の輸送を促進する対流輸送、バイオフィルム
外層の物質輸送を妨げるものの存在（計測前の
不適切な処理）が考えられる。 

 
(3) バイオフィルムの厚み（概算値）は
最大で 31.5µm であった。領域内の蛍光
量が 50%減少するまでに要した最大時間
は、それぞれ 90 秒(TH 群)、240 秒(IP
群)、360秒（CX群）および 450秒（CP
群）であり、TH 群はバイオフィルム底
面の細菌に対して速やかに膜傷害効果を
与えた（２元配置分散分析, Dunnett test, 
p<0.05）。50%蛍光量減少までの時間はバ
イオフィルムの厚みと正の相関関係にあ
り、それぞれ y=1.892x, r2=0.964(TH群), 
y=8.672x, r2=0.995(IP 群), y=10.784x, 
r2=0.990（CX 群）および y=12.112x, 
r2=0.977（CP群）であった。蛍光消失ま
でに要する時間は最も効果が高かった
TH 群においても最大 135 秒必要であっ
た。また、すべての群において、ディッ
シュ付着面の細菌の分散剥離効果は認め
られなかった。 
 今回作成した S. mutansバイオフィル
ムにおいては、TH 群が有意にバイオフ
ィルム底面の細菌に対しても膜傷害効果
を与えていたが、30秒接触ではバイオフ
ィルム内部の細菌に傷害与えることがで
きなかった。また、すべての群において
反応前後でガラス界面のバイオフィルム
構造は変化がなく、残ったバイオフィル
ム構造はバイオフィルム再形成の足がか
りとなりえる可能性が示唆された。 
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