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研究成果の概要（和文）： 
 Enterococcus faecalis、Porphyromonas gingivalis を用いて、in vitro で細菌バイオフ

ィルムの形成条件を調べた。その培養条件下、生きたラットの抜髄した根管にバイオフィ

ルムの形成を試みたが、いずれにおいても認められなかった。原因には、十分な抜髄を行

うことが困難で、免疫担当細胞に殺菌されたことが考えられる。In vivo では、細菌叢から

の持続的な感染が必要だと推察された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 First of all, I examined some growth conditions to form bacterial biofilm in vitro, 
using Enterococcus faecalis and Porphyromonas gingivalis. Then I tried to make 
bacterial biofilm in rat’s root canal under the growth condition in vivo. As the result, I 
could not find any bacteria in all samples.  I think that the cause was uncertain 
pulpectomy. Many immunity charge cells left in every root canal were killed all of 
bacteria. I suppose that biofilm formation in rat’s root canal in vivo need continuous 
infection from bacterial flora.  
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１．研究開始当初の背景 
歯科を含む医学界において、細菌バイオフィ

ルムが注目されて久しくなる。細菌バイオフ



ィルムとは、病巣局所において細菌が産生す

る菌体外多糖（glycocalyx）からなるフィル

ム状の鎧、あるいは隠れ家の中で細菌がコロ

ニー形成した状態をいう。バイオフィルム中

の細菌は、抗菌物質や免疫システムに対して

抵抗性を示して局所に長期に留まり、感染の

難治化、慢性化を招くことが示唆されている。

各研究により、バイオフィルム形成能をもつ

細菌や菌体外多糖の成分、あるいは形成能に

関わる遺伝子の解析や抗菌剤への耐性シス

テムなど、その全貌がさまざまな角度から

徐々に明らかにされつつある。 

 歯科においては、歯垢はバイオフィルムと

され、歯科のあらゆる分野で研究されている。

歯内療法の領域においても、細菌バイオフィ

ルムは未だ注目されている。根尖性歯周炎に

おいて、通常通り根管治療を行っても治癒ま

で長期間かかったり、治癒しなかったりする

難治性の症例が存在する。このような症例で

は、根尖部で細菌がバイオフィルムを形成し

ており、抗菌物質や免疫に対して抵抗性を示

し、難治化、慢性化していることが示唆され

ている。また、このような症例では、通性嫌

気性菌の関与が疑われている上、根尖孔外に

も存在するとも言われている。 

 根尖性歯周炎を有する感染根管の中には、

多種類の細菌が混在しており、偏性嫌気性菌

も多く存在する。これら偏性嫌気性菌は、臨

床において急性症状が認められる場合に、そ

の感染根管から高率に検出されると言われ

ている。研究代表者らは、これまで、歯周病

原 因 菌 で あ り 、 偏 性 嫌 気 性 菌 で あ る

Tannerella forsythensis のバイオフィルム

形成能を分析し、急性症状への関与を調べて

きた（科学研究費平成１７−１９年度）。 

 
２．研究の目的 
 バイオフィルムの形成能の分析を含めた

基礎的研究は、多く報告されているが、生き

た動物の根管内で、混合感染させることによ

って、より臨床に近い状態のバイオフィルム

を形成させ、観察・分析した報告はない。そ

こで、今回、動物（ラット）の下顎切歯を用

いて、生体内でのバイオフィルムの形成を試

み、観察した後、その構造を分析していく。 

 本研究の具体的な到達目標は、（１）ラッ

トを用いて、in vivo で根管内に細菌バイオ

フィルムを作製し、観察すること、（２）作

製した細菌バイオフィルムの構造を分析・検

討することである。 

 
３．研究の方法 
（１）培養条件の設定 

 細菌には、早期に歯牙表面に付着する

early colonizer として Enterococcus 
feacalis（以下 E.f.）、late colonizer として

Porphyromonas gingivalis（以下 P.g.）を用

い、バイオフィルム作製のための培養条件を

調べた。 

 両細菌とも液体培地には Trypticase soy 

broth を用い、37℃、嫌気状態で、前培養か

ら本培養を行い、E.f.については２時間ごと

に、P.g.については６時間ごとに、吸光度計

で濁度を測定し、時間と増殖の関係を調べた。 

 
（２）バイオフィルム形成条件の設定 

 ヒト抜去歯牙から象牙質片を作製し、オー

トクレーブにて滅菌後、滅菌管の中で、各細

菌の接種と、両細菌の混合接種を行った。E.f.

は 24、48 時間、P.g.は 48、72 時間、共培養

は 48、72 時間、37℃、嫌気状態で培養し、

バイオフィルムの形成を試みた。象牙質片表

面に形成されたバイオフィルムを、２％パラ

ホルムアルデヒドと 2.5％グルタールアルデ

ヒドの混合固定液で固定後、上昇エタノール

系列で脱水し、走査型電子顕微鏡で組織学的



に観察した。 

 
（３）ラット（in vivo）でのバイオフィルム

の作製 

 ラットの下顎切歯を抜髄し、各細菌を感染

させ、光重合型レジンにて仮封した。E.f.に

ついては 24 時間、P.g.については 48 時間、

共培養については 48 時間、ラットを飼育し

た後、屠殺し、下顎切歯を摘出、分割した。

前述の固定・脱水方法で処理を行い、走査型

電子顕微鏡で組織学的に観察した。 

 
４．研究成果 
（１）培養条件の設定 

 液体培地では、E.f.は 24 時間、P.g.は 72

時間、混合感染は 72 時間でフルグロースと

なった。 

 
（２）バイオフィルム形成条件の設定 

 完全に成熟したバイオフィルムの形成に

は、上記の培養時間以上の時間が必要である

と思われるし、詳細が異なる可能性はあるが、

上記の培養時間を参考にバイオフィルムの

形成を試みた。E.f.については、24 時間で成

熟したバイオフィルムが観察され、48 時間で

も特に変化は認められなかった。P.g.につい

ては、48、72 時間培養したどちらの根管も、

象牙質への付着は確認されたものの、成熟し

たバイオフィルムは確認できなかった。共培

養については、48、72 時間培養したどちら

の根管においても、E.f.によるバイオフィル

ムは認められたものの、P.g.は E.f.のバイオ

フィルムに付着しなかった。 

 
（３）ラット（in vivo）でのバイオフィルム

の作製 

 各細菌を接種した根管、混合感染させた根

管のいずれにおいてもバイオフィルムは認

められなかった。この原因としては、接種す

る細菌量に限界があるにもかかわらず、十分

な抜髄を行うことが困難で、残存した歯髄に

存在する免疫担当細胞に殺菌されてしまっ

たことが考えられる。In vivo では、無菌根管

とはいえ、残存歯髄や根尖部歯周組織からの

血液により免疫システムが機能するため、少

量の細菌ではバイオフィルムは形成されず、

う蝕やプラークのような細菌叢から持続的

な細菌感染が必要であることが推察された。 

また、E.f.と P.g.の共培養については、抑制

的に働く何らかの物質をどちらかの細菌が

放出しているためか、あるいは E.f.の菌体外

多糖類（グリコカリックス）に付着ことが困

難であるのか検討が必要である。付着するよ

うであれば、E.f.によるバイオフィルム形成

後に、P.g.を接種するなどの方法自体の再考

が必要と思われた。 
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