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研究成果の概要（和文）： 本研究では、歯性菌血症の要因となるデンタルバイオフィルムからの口腔細菌の能
動的脱離メカニズムを明らかにすることを目的に、ex vivoバイオフィルムモデルの確立を試みた。歯周病治療
あるいは根管治療が必要とされる外来患者から採取した歯肉縁下バイオフィルムあるいは根管内バイオフィルム
由来の細菌を用いて、チャンバースライド上でバイオフィルムを形成し、バイオフィルムから脱離しやすい細菌
構成およびバイオフィルムに残存しやすい細菌構成を遺伝子解析法にて網羅的に同定し、明らかにした。

研究成果の概要（英文）： In this study, we tried establishment of ex vivo biofilm model to 
investigate molecular mechanism of active biofilm dispersal associated with odontogenic bacteremia. 
We showed the distinctive composition of microibiota with tendency to disperse from biofilm 
originated in subgingival biofilm or microbiota of root canal.

研究分野：歯科保存学

キーワード： デンタルバイオフィルム　歯性菌血症　バイオフィルムの能動的脱離
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 バイオフィルム感染症では、バイオフィルムから一部の細菌の脱離が生じることで、急性化や感染の拡大が起
こる。歯科領域において、デンタルバイオフィルムからの脱離は、辺縁性および根尖性歯周炎の急性化、歯性菌
血症、ならびに口腔細菌の関与が示唆されている全身疾患の発症や増悪の誘因になると考えられ、その制御法の
開発は急務である、本研究では、細菌の脱離のうち、持続感染の発症・継続に大きな役割を果たすと考えられる
能動的脱離に焦点をあて、歯周ポケットおよび根管内から採取したバイオフィルムを用いて、脱離しやすい細菌
構成を明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
バイオフィルム感染症では、バイオフィルムから一部の細菌の脱離が生じることで、急性化や

感染の拡大が起こる。歯科領域において、デンタルバイオフィルムからの脱離は辺縁性および根

尖性歯周炎の急性化、歯性菌血症、ならびに口腔細菌の関与が示唆されている全身疾患の発症や

増悪の誘因になると考えられる。脱離には、せん断力などによる受動的脱離と遺伝子発現の変化

により制御される能動的脱離がある。口腔外科処置やブラッシング時に起こる菌血症は受動的

脱離によるものであり、歯周病治療を含む口腔ケアによりデンタルバイオフィルムを除去する

ことで、受動的脱離を最小限に抑え、菌血症の程度を小さくできるとされている。一方、辺縁性

あるいは根尖性歯周炎罹患歯においては、歯肉縁下あるいは根管内や根尖孔外に存在するバイ

オフィルムが細菌のリザーバーとなり、能動的脱離が絶え間なく生じている可能性があるが、そ

の詳細を説明した研究報告はなく、その分子メカニズムや制御法は不明である。 
 
２．研究の目的 
実際の臨床現場で辺縁性あるいは根尖性歯周炎罹患歯における能動的脱離を証明することは困

難であるため、本研究では、辺縁性歯周炎罹患歯の歯肉縁下および根尖性歯周炎罹患歯の根管内

から採取したバイオフィルムを用いて ex vivo バイオフィルムモデルを確立し、より臨床に近
い環境下での能動的脱離の分子メカニズムの解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)対象患者の選択 

 大阪大学歯学部附属病院を受診し、歯周病治療あるいは根管治療が必要とされ、それぞれ 6 mm

以上の歯周ポケットあるいは直径 5 mm 以上の根尖病巣を有する歯が存在すると診断された外来

患者のうち、同意の得られた患者 5名を対象とした。 

(2)臨床試料の採取 

 歯周ポケット試料は、歯周ポケット深さが 6 mm 存在する部位を選択し、歯肉縁上プラークを除

去した後、滅菌したグレーシーキュレットにて歯肉縁下バイオフィルムを採取した。 

 根管内試料は、ラバーダム防湿後、Kファイルにて根管内バイオフィルムを採取した。 

(3)バイオフィルムの形成 

 採取したバイオフィルムをそれぞれヘミンおよびメナジオン含有 Triptic Soy Broth(TSB)に懸

濁し、唾液処理を施したチャンバースライド上に播種後、嫌気的条件下で 24 時間培養し、バイ

オフィルムを形成した。 

(4)能動的脱離の誘導と残存バイオフィルムおよびバイオフィルムから脱離した細菌の同定 

(3)の上清を除去し、PBS またはヘミンおよびメナジオン含有 TSB を添加し、37℃嫌気的条件下

にて 30 分培養後、残存バイフィルムおよびバイオフィルムから脱離した細菌から、DNeasy 

Powersoil Pro Kit を用いて細菌 DNA を抽出し、MiSeq にて 16S rRNA の V1-V2 領域を対象にし

た DNA のシーケンス解析を行った。 

 

４．研究成果 

 残存バイオフィルムおよび脱離した細菌をシーケンス解析した結果、各被験者において同定さ

れた細菌綱および細菌種をそれぞれ図 1、図 2に示す。 

 被験者 1では、バイオフィルム形成後、上清を PBS および TSB に交換後、残存したバイオフィ

ルムには Clostridia 綱、Negativicutes 綱が、脱離した細菌には Bacilli 綱、Bacteroidia 綱が

多く同定された（図 1）。被験者 4 では、残存したバイオフィルムには Actinomycetia 綱が、脱

離した細菌には Bacilli 綱が多く同定された（図 1）。被験者 5 では、残存したバイオフィルム

には Negativicutes 綱が、脱離した細菌には Bacilli 綱が多く同定された（図 1）。被験者 6 で

は、残存したバイオフィルムには Actinomycetia 綱が、脱離した細菌には Bacilli 綱が多く同定

された（図 1）。 
 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、被験者1では、残存したバイオフィルムにはPeptostreptococcus stomatis、Streptococcus 

sanguinis が多く、脱離した細菌には Enterococcus faecalis、Prevotella oralis が多く同定

された（図 2）。被験者 2では、脱離した細菌には、Streptococcus mutans が多く同定された。

被験者 4では、残存したバイオフィルムに、Lacticaseibacillus paracasei が、脱離した細菌

には Streptococcus anginosus が多く同定された（図 2）。被験者 5では、残存したバイオフィ

ルムに Granulicatella adiacens、Streptcoccus gordonii、Streptococcus parasanguinis が、

脱離したバイオフィルムには Streptococcus anginosus が多く同定された（図 2）。被験者 6で

は、残存したバイオフィルムには Streptococcus sanguinis が、脱離したバイオフィルムには

Streptococcus cristatus が多く同定された（図 2）。 

 以上の結果より、細菌綱では、Bacilli 綱がバイオフィルムから脱離しやすく、Negativicutes

綱および Actinomycetia 綱がバイオフィルムに残存しやすい傾向があることが明らかとなった。 

また、細菌種では、Streptococcus anginosusがバイオフィルムから脱離しやすく、Streptococcus 

sanguinis がバイオフィルムに残存しやすい傾向があることが明らかとなった。 
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８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況
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