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研究成果の概要（和文）：根尖性歯周炎、特に難治性の根尖性歯周炎では数種類の特異的な細菌

がバイオフィルムを形成し、その治療を困難にしていることが知られている。近年、

Fusobacterium nucleatum が根尖病変におけるフレアアップ（根管治療後の急性化）に関与し

ていることが報告されてその重要性が議論されるようになった。一方で、フレアアップには生

体側の要因も関与していると考えられている。 

 われわれは、根尖病変における TGF- の役割について検討した。実験的に作成したラット

根尖病変部に対して抗生物質 ofloxacin を投与すると、TGF- を発現したマクロファージが

増加し、その後減尐した。そして、根尖部の骨形成が認められた。さらに ofloxacin を投与し

た群では IL- 、IL- の発現が減尐したが、コントロール群ではこれらを発現したマクロフ

ァージの持続が認められた。これらの結果から、TGF- 発現の時間や量が治癒の過程に影響

し TGF- を発現したマクロファージが一時的に増加することが根尖病変の治癒における骨

新生に重要な役割を演じていると考えられる。また、不十分な根管治療が原因で口臭が発生し、

患者の QOLが低下した症例も発表した。現在は根尖性歯周炎患者から臨床分離株を分離し、共

凝集活性の強さを研究室保存株と比較する実験を行っている。今後、根尖病変における生体反

応のメカニズムをさらに追求する予定である。また、乳酸菌が口腔内の細菌叢を変化させ健康

に貢献することも明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文） ： 

In the periapical lesions, especially the refractory one, some specific bacteria are 

known to produce biofilms. They are also known to make the treatment more difficult. 

Recently, it is reported that Fusobacterium nucleatum is associated with flare-ups (acute 

phase after treatment), and the importance of the bacterium is often discussed. On the 

other hand, host conditions are also considered to be the important factor of flare-ups. 

 We examined the role of TGF-  in the development of periapical lesions. When ofloxacin 

was applied to the rat periapical lesions, macrophages manifesting TGF-  increased and 

decreased thereafter. Bone formation was observed at the periapical area. Decrease of 

expression of IL-  and IL- were observed in ofloxacin-applied group. On the other 

hand, macrophages continued to express these cytokines in control group. From these 

results, the duration and amount of TGF-  expression is considered to affect the healing 
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process. It is also considered that temporary increase of macrophages expressing TGF-  

is playing an important role in the bone formation at the healing of periapical lesions.  

  We also reported a case with halitosis associated with inappropriate endodontic 

treatment. We are now performing an experiment with clinical isolates from periapical 

periodontitis lesions, and the ability of coaggregation of the clinical isolates are being 

compared with the laboratory strains. We will reveal the host responses in periapical 

lesions. We did a work with probiotics, which changed the oral flora and improved the 

general health. 
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１．研究開始当初の背景 
   根尖性歯周炎の中には通常の根管治
療を行っても症状が改善しない、いわゆる難
治性の病変がある。そのような難治性の根尖
性歯周炎では数種類の特異的な細菌がバイ
オフィルムを形成し、その治療を困難にして
いると考えられている。今回、われわれが研
究対象に選んだのはF. nucleatum である。本
菌は健康な口腔内からも比較的高頻度に分離
されることから、これまであまり注目されて
こなかった。しかし近年、本菌が根尖病変に
おけるフレアアップに関与していることが報
告されて（Oral Surg Oral Med Oral Pathol 
Oral Radiol Endod, 93: 179-183, 2002）、
その重要性が議論されるようになった。根尖
部からは多くの種類の細菌が分離されている
が、F. nucleatum が根尖部に存在することに
よりバイオフィルムの構成や性状が変化して
いる可能性がある。 
   われわれはF. nucleatum の生物活性
の中で特に付着・凝集活性に注目している。
歯周疾患領域において P. gingivalisとF. 
nucleatum の共凝集はよく知られており、共
凝集することによりバイオフィルム形成が促

進され歯周局所へ定着しやすくなると考えら
れている。また、両菌をマウスに混合感染さ
せると、それぞれの細菌を単独で接種した時
に比べて膿瘍形成能が相乗的に増大すること
も報告されており、この相乗効果にも共凝集
能が関与している可能性がある。また、F. 
nucleatum はin vivo およびin vitro でいく
つかの細菌の増殖を促進することが知られて
いる。特に、難培養細菌であったTannerella 
forsythia は、F. nucleatum と共培養するこ
とによって培養が可能になった。このように
F.nucleatum は、単独で病原性を発揮すると
いうよりも他の細菌の病原性を増強する働き
があるように思われる。そこで、本菌の凝集
活性を欠失した変異株を作成し、病原性の変
化をみることは、根尖病変形成ならびにフレ
アアップのメカニズムを解明するのに有用な
ことだと考えられる。  
   われわれはこれまでに、歯周病原性細
菌の病原性をマウス膿瘍モデルを用いて検
討してきた。そして、P. gingivalis が強い
膿瘍形成能を有し、本活性にはシステインプ
ロテアーゼ gingipainが重要な役割を演じて
いることを明らかにした。（J.Periodontal 



Res, 237-243,2001. J. Periodontal Res, 
464-468,2002.J.Periodontal Res, 
551-556,2003.）。また T. forsythia は活動
性の歯周炎局所から P. gingivalis と共に分
離されることが多く、その病原性が注目され
ている。われわれは、P. gingivalis と T. 
forsythia をマウスに混合感染させると、そ
れぞれを単独で接種した時に比べて大きな
膿瘍を形成することを報告した。そして、こ
の相乗効果にも P. gingivalis の gingipain
活性が関与していることが示唆された
（J.Periodontal Res, 237-243,2001.）。相
乗効果のメカニズムについても検討を加え、
in vivo で T. forsythia が P. gingivalis
の増殖を促進している可能性を示し（日歯保
存誌, 549-555,2004）、in vitro での増殖促
進 を 確 認 し た （ J.Periodontal Res, 
105-109,2005.）。  

  このように、われわれは混合感染によ
る病原性の増強を明らかにしており、本研究
課題では F.nucleatum の共凝集活性の意義
を明らかにし、混合感染における役割を検討
することを発案した。   
 
２．研究の目的 
  １．F. nucleatum のP. gingivalisとの
共凝集能欠失株を作成する。自然発生変異株
およびトランスポゾン誘導変異株を作成し、
自己凝集能、他の細菌との共凝集能、象牙質
および上皮細胞への付着能を比較検討する予
定である。共凝集のメカニズムのひとつに
galactose-binding protein が知られている
ので、本アドへジンの変化の有無を調べる。 
   ２．マウスの膿瘍実験系を用いて本変
異株の病原性を野生株と比較する。また、P. 
gingivalisとF. nucleatum の混合感染実験
に本変異株を使用し、相乗効果が認められる
かどうかも検討する。 
   ３．マウス感染根管モデルを用いて F. 
nucleatum の役割を検討する。F. nucleatum
野生株の単独感染、P. gingivalis との混合
感染、また、F. nucleatum変異株の単独感染、
P. gingivalis との混合感染、による病変の
形成の違いを確認する。本実験によって臨床
症状との関係がよりはっきりしてくると思
われる。 
 
３．研究の方法 
F. nucleatum の自然発生変異株の作成 
 １）共凝集能欠失株の分離F. nucleatum と
P. gingivalis を共凝集バッファーに混合→ 
上清（非凝集画分）を分離、遠心により濃縮 
→選択培地によりF. nucleatum を分離→上
記手順を繰り返し、共凝集能欠失株を分離 
 ２）F. nucleatum 変異株の確認・PCRによ
る遺伝子確認・細菌学的同定・生化学的同定 
F. nucleatum のトランスポゾン誘導変異株

の作成 F. nucleatum にトランスポゾンを
作用させ、１－１）、１－２）と同様の実験
を行う。 
 
F. nucleatum 変異株の性質の変化検討 
 野生株と変異株で増殖に差があるか増殖曲
線で調べる。P. gingivalis その他の細菌と
の共凝集能を調べる。上皮細胞への付着能を
調べる。SDS-pageにより、バンドの変化を調
べる。galactose-binding protein 等の変化
を調べる。 
凝集能欠損株の遺伝子変異を明らかにする。 

 １）野生株と自然発生変異株の染色体ＤＮ
Ａをサブトラクション法により比較し、遺伝
子変異の部位を特定する。 
 ２）トランスポゾン導入株についてはトラ
ンスポゾン挿入部位を明らかにする。 
F. nucleatum 変異株のマウス膿瘍形成能

の変化 
 １）F. nucleatum の野生株または変異株を
マウスの皮下に接種し、形成される膿瘍の大 
きさが変化するかどうか調べる。 
F. nucleatum 変異株の抗原性の変化 

 １）F. nucleatum の野生株または変異株を
マウスの皮下に接種し、末梢血を採取し血清 
を分離する。 
 ２）野生株の菌体抽出物を抗原にWestern 
blot を行う。 
 ３）認識するタンパクに違いがあるかどう
か検討する。 
混合感染における凝集能の役割 

 １）F. nucleatum の野生株または変異株を
P. gingivalis と混合してマウスに接種し、
形成される膿瘍の大きさが変化するかどうか
調べる。 
 ２）膿瘍中の細菌をグラム染色し共凝集の
状態を比較する。 
マウス根管モデルを用いた実験 

 １）マウス臼歯根管にF. nucleatum の野生
株または変異株を接種し、形成される病変の 
大きさが変化するかどうか調べる。 
 ２）マウス臼歯根管にF. nucleatum の野生
株または変異株をP. gingivalis と混合して 
接種し、形成される病変の大きさが変化する
かどうか調べる。 
 ３）上記実験により形成された根尖病変部
の細菌をＰＣＲを用いて確認する。 
 
４．研究成果 
根尖性歯周炎、特に難治性の根尖性歯周炎で
は数種類の特異的な細菌がバイオフィルム
を形成し、その治療を困難にしていることが
知られている。近年、Fusobacterium 
nucleatum が根尖病変におけるフレアアッ
プ（根管治療後の急性化）に関与しているこ
とが報告されてその重要性が議論されるよ
うになった。一方で、フレアアップには生体



側の要因も関与していると考えられている。 
 １）根尖病変における TGF- の役割につ
いて 
実験的に作成したラット根尖病変部に対

して抗生物質 ofloxacin を投与すると、
TGF- を発現したマクロファージが増加し、
その後減尐した。そして、根尖部の骨形成が
認められた。さらに ofloxacin を投与した群
では IL- 、IL- の発現が減尐したが、コ
ントロール群ではこれらを発現したマクロ
ファージの持続が認められた。これらの結果
から、TGF- 発現の時間や量が治癒の過程
に影響し TGF- を発現したマクロファー
ジが一時的に増加することが根尖病変の治
癒における骨新生に重要な役割を演じてい
ると考えられる。 

２）不十分な根管治療が原因で口臭が発生
し、患者の QOL が低下した症例 
口臭で長期間悩み、歯周治療等を行ったが

改善しないため来院。われわれは不十分な根
管治療が原因と判断し根管治療を行ったと
ころ劇的に口臭が減尐した。 
３）口臭に関与する口腔内細菌叢の多様性

解析 
 T-RFLP プロファイルの相同性解析によっ
て口腔内細菌叢は 4 グループ (Cluster Ⅰ, 
Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ) に分類された。口臭測定結果を
比較したところ、官能検査値、VSC 濃度とも
に Cluster Ⅰ<Ⅱ<Ⅲ<Ⅳの順であり、統計学
的有意差が認められた。次に、グループに特
徴的な T-RF ピークに相当する菌種を同定し
たところ、口臭レベルの最も低い ClusterⅠ
において、Streptococcus, Granulicatella, 
Rothia, Treponema が他の Cluster に比べて
高い割合を示した。これらのグラム陽性口臭
と強い相関を示した ClusterⅢとⅣでは、そ
れ ぞ れ Fusobacterium, Porphyromonas, 
Parvimonas, Neisseria or Haemophilus or 
Aggregatibacter ( Ⅲ ) 、 Prevotella, 
Veillonella (Ⅳ) が特徴的にみられた。
ClusterⅢやⅣに特徴的にみられた菌種は舌
苔や歯周ポケットを好み、口臭の原因となる
揮 発 性 硫 黄 化 合 物  (volatile sulfur 
compound, VSC) を産生することが知られて
いる。特に Cluster Ⅲに高い割合でみられた
Porphyromonas 属は、歯周病との関連性が高
く、メチルメルカプタン産生能が強いことが
知られている。また、Cluster Ⅳで高い割合
でみられた Prevotella 属と Veillonella 属
は、舌苔の主要な構成細菌であり、硫化水素
産生能が高いことが知られている。本研究に
おけるロジスティック回帰分析においても、
歯周ポケットと舌苔は口臭と正の関係を示
したが、今後さらに詳細な臨床所見と細菌叢
ならびに口臭の関係を調べていく予定であ
る。ClusterⅡは中間層だと思われた。ほと
んどの菌種が Cluster に共通して存在し、そ

の割合によって口臭に強弱を生じることか
ら、口臭の診断や治療において、細菌叢全体
を考慮することの重要性が示唆された。この
ように、口臭に関連する細菌叢を初めて構成
単位で見いだした。 
現在は根尖性歯周炎患者から臨床分離株

を分離し、共凝集活性の強さを研究室保存株
と比較する実験を行っている。今後、根尖病
変における生体反応のメカニズムをさらに
追求する予定である。また、乳酸菌が口腔内
の細菌叢を変化させ健康に貢献することも
明らかにした。 
４）唾液中のβガラクトシダーゼ活性と口

臭との関連についての研究 
 口臭患者 49 名の唾液サンプルのうち、10
サンプルがβガラクトシダーゼ活性陽性だ
った。次に、陽性群と陰性群における口臭測
定値と口臭関連因子を比較したところ、口臭
測定値と舌苔付着量において、陽性群が陰性
群に比較して有意に高い値を示した。VSC 産
生能を有する代表的な 3種の歯周病原細菌の
PCR検出では、P. gingivalis と T. denticola
では両群に差がみられず、P. intermedia に
ついては陽性群＜陰性群であった (P<0.05)。
本研究により、唾液中のβガラクトシダーゼ
活性が口臭発生に関与していることがわか
った。さらに、歯周病に関連する病的口臭で
はなく、生理的口臭において重要な役割を持
つことが示唆された。今後の研究では、βガ
ラクトシダーゼの局在を明確にし、酵素活性
を数値化することで、より詳細な口臭発生へ
の関与について解明する。 
５）乳酸菌配合タブレットを利用したプロ

バイオティクスによる口臭抑制効果 
 実験期間中、被験者 9名のうち 7 名に口臭
の改善傾向がみられた。図 3 左に総 VSC 濃度
の変化を示す。総 VSC 濃度は 2W 後の測定で
顕著に減尐し、BLとの間に統計学的有意差が
認められた (P=0.03)。4W後は BLとの間に統
計 学 的 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た が 
(P=0.07)、平均値は 2W 後と変わらず低かっ
た。また L. salivarius WB21 株の口腔内定
着を確認するために PCRを利用した定性解析
をおこなったところ、BL時には 9名のうち 5
名の唾液サンプルが L. salivarius DNA 陰性
だったが、2W 後にはすべての対象者が陽性を
示した。リアルタイム PCR を利用した定量解
析では、2Wで顕著な L. salivariusの増加が
認められ、4W 後は 2W 後に比較してやや減尐
を示した。 
 ６）チェアサイド嫌気性菌培養試験を応用
した根管治療 
 従来よりも簡便なチェアサイド嫌気性菌
培養試験法を開発し、根管治療に応用した。
今後は本法を利用して研究を進めていく予
定である。 
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