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研究成果の概要（和文）： 
	 根尖性歯周炎への歯内治療成功率向上と難治性根尖性歯周炎の病態解明・治療法開発に向け、根尖部バ

イオフィルムに対し様々な研究が行われている。近年、歯科治療において各種レーザーが光学的治療法

(photodynamic	 therapy:PDT)として応用されつつあり、歯内治療においても各種レーザーが根管の無菌化

に対して高い効果を発揮するという報告もある。	 
	 今回我々は、レーザーの中でも低出力から高出力までの連続的変換使用が可能な半導体レーザー（パナ

ソニック P-Laser）の殺菌効果・作用条件および殺菌メカニズムを明らかにするため、新たに in	 vitro

根尖病巣モデルを作製し、半導体レーザーの作用量（出力およびパルス幅）、作用時間、また、半導体レ

ーザー集積に影響を与える特定色素(photosensitizer:PS)の有無による、レーザー照射の根尖部病巣モデ

ルへの影響を検討した。	 

	 実験の結果、半導体レーザー照射により、in	 vitro 根尖病変モデル内の E.faecalis は PS 存在下で死

滅したが、PS 非存在下では殆ど死滅しなかった。また、PS 存在下ではレーザー照射によって病巣内部の

温度は 65℃と著しく上昇したが、病巣周囲の温度には殆ど変化がなかった。さらに	 E.faecalisはレーザ

ー照射時と同じ温度の一過性の熱刺激のみでは死滅しなかった。すなわち、半導体レーザーは PS を併用

することで E.faecalisに殺菌効果を示すこと、半導体レーザーのエネルギーは PS 併用により周囲に拡散

せず根尖病巣部のみに集積すること、およびレーザー照射時にみられる発熱と同程度の熱刺激のみでは

E.faecalis は死滅しないことから半導体レーザーによる殺菌効果は発熱によるものではないことが明ら

かとなった。	 

 
研究成果の概要（英文）： 
Objective. Photodynamic therapy has been expanded for use in endodontic treatment. The aim of this 

study was to investigate the antimicrobial effects of diode laser irradiation on endodontic pathogens in 

periapical lesions using an in vitro apical lesion model. Study Design. Enterococcus faecalis in 0.5% 

semisolid agar with a photosensitizer was injected into apical lesion area of in vitro apical lesion model. 

The direct effects of irradiation with a diode laser as well as heat produced by irradiation on the viability 

of microorganisms in the lesions were analyzed. Results. The viability of E. faecalis was significantly 

reduced by the combination of a photosensitizer and laser irradiation. The temperature caused by 

irradiation rose, however, there were no cytotoxic effects of heat on the viability of E. faecalis. 

Conclusion. Our results suggest that utilization of a diode laser in combination with a photosensitizer may 

be useful for clinical treatment of periapical lesions. 

機関番号：27102	 
研究種目：基盤研究(C)	 
研究期間：2009	 ～	 2011	 	 	 
課題番号：21592428	 
研究課題名（和文）	 in	 vitro モデルを用いたバイオフィルム除去法と根尖歯周組織再生の	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 検討	 
研究課題名（英文）	 Study	 of	 biofilm	 elimination	 and	 regeneration	 of	 periapical	 lesion	 	 	 

using	 in	 vitro	 periapical	 lesion	 defect	 model	 

研究代表者	 	 	 	 

永吉	 雅人（NAGAYOSHI	 MASATO）	  

九州歯科大学・歯学部・助教	 

研究者番号：30382419	 

 
 



 
交付決定額 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	 計 
2009年度 1,500,000 450,000 1,950,000 
2010年度 1,100,000 330,000         1,430,000 
2011年度 700,000 210,000 910,000 

年度 	 	 	 

	 	 年度 	 	 	 

総	 計 3,300,000 990,000 4,290,000 
 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学 
キーワード：歯内療法学 
 
１．研究開始当初の背景 
	 我々はこれまで、傷害を受けた歯髄の再

生療法確立に関する研究成果をあげてきた

(Nomiyama et al., J Endod, 2007; Kikuchi 
et al., J Endod, 2007)。しかしながら、う
蝕等から歯髄炎・根尖性歯周炎が続発する

症例は多く、根尖性歯周炎はう蝕や歯周病

と並び日常診療で頻繁に遭遇する疾患と言

える。歯内療法後に再発する根尖性歯周炎

も多く、最終的に抜歯に到ることもある。

これまでに歯内治療歯の予後追跡調査から、

歯髄炎による歯内治療歯の治癒率は９０％

以上であるのに対し、根尖性歯周炎、とり

わけ根尖病巣の認められる再治療症例の治

癒率は７０％程度であることが報告されて

いる(Sjorgren et al., J Endod, 1990)。 
	 根尖病巣には Peptstreptococcus 等の嫌気
性菌や Enterococcus 等の通性嫌気性菌が複
数存在すること(Fukushima et al., J Endod, 
1990)、根尖病巣内の歯根表層にはバイオ
フィルムが存在すること (Noiri et al., J 
Endod, 1990)が明らかにされ、根尖部バイ
オフィルムが難治性根尖性歯周炎の原因の

１つと考えられている。根尖部バイオフィ

ルムの適切な除去・無菌化が根尖性歯周炎

の歯内治療成功率向上に寄与するといえる。 
	 根尖性歯周炎の歯内治療成功率向上と難

治性根尖性歯周炎の病態解明・治療法開発

に向け、根尖部バイオフィルムと広範囲骨

欠損に対し様々な研究が行われている。バ

イオフィルム除去に関しては、in vivo動物

実験において感染根管を作成・検討した研

究や、in vitro実験で細菌感染後の抜去歯に
対するレーザー照射の効果を検討した研究

（Soukos et al., J Endod. 2006; Foschi et 
al., Lasers Surg Med. 2007）が報告されて
いる。我々は、これまでに in vitroにおいて
バイオフィルムや歯根象牙細管内に存在す

る細菌除去におけるオゾン水の有効性につ

いて報告してきた(Nagayoshi et al., Oral 
Microbiol Immunol2004; Nagayoshi et al., J 
Endod 2004)。また、歯周組織再生療法確
立を目指して各種サイトカインを用いた歯

根膜周囲組織に存在する骨芽細胞、線維芽

細胞等の増殖・分化を検討した研究が数多

く報告されている（Liu et al., J Dent Res. 
2007; Tomokiyo et al., Differentiation. 
2008）。最近では生体に大きな侵襲を加え
ない低出力レーザー照射による骨芽細胞機

能発現・分化誘導療法の研究関心が集まっ

ている（Xu et al., Photomed Laser Surg. 
2008）。しかしながら、根尖部バイオフィ
ルム除去と根尖歯周組織再生を同時に目指

す治療法の研究は見られず、また根尖病

変・組織欠損モデルを作製し、in vitroの３
次元的環境下にバイオフィルム形成・除去

および組織再生に関わる各種細胞の増殖・

分化を検討した研究は無い。 
	 そこで、今回，以下に示す研究を計画し
た。 
 
２．研究の目的 
（１）根尖病巣の人工的モデル作製 



	 レジン歯およびレジンブロックを用いて、

簡便かつ規格化された根尖病巣モデルを作

製する。これらのモデルを滅菌処理後、根

尖病巣に相当する空間に培地および細菌を

注入・培養し、人工歯根表層にバイオフィ

ルムを形成する最適な条件を確立する。 
 
（２）歯内治療に使用される各種薬剤の殺

菌効果の検討 
	 作製した根尖病巣モデルを用いて確立し

た根尖部バイオフィルムモデルに対し、歯

内治療に用いられている各種根管洗浄剤・

貼薬剤を人工歯根管部分から作用させるこ

とにより、我々が確立したモデルの有効性

を検討するとともに、各種薬剤の根尖部バ

イオフィルム除去効果を、より生体に近い

環境下で検討する。 
 
（３）半導体レーザーの殺菌効果および根

尖部バイオフィルム除去の検討 
	 近年、歯科治療において各種レーザーが

光学的治療法(photodynamic therapy:PDT)
として応用されている(Konoplam et al., J 
Dent Res, 2007)。歯内治療においても各種
レーザーが根管の無菌化に対して高い効果

を発揮したという報告もある（Garcez et 
al., J Endod. 2008）しかし、レーザーがど
のような機序で殺菌効果を発揮しているの

かは未だ十分に解明されていない。今回、

根尖病巣バイオフィルムモデルを用いて、

レーザーの中でも低出力から高出力までの

連続的変換使用が可能な、半導体レーザー

（パナソニック P-Laser）の殺菌効果・作
用条件および殺菌メカニズムを明らかにす

る。 
 
（４）根尖歯周組織を構成する各種細胞へ

の低出力レーザー効果の検討 
	 近年、低出力レーザーによる細胞活性化
療法(Low-level Laser Therapy; LLLT)が注
目されている。一方で、FGF-2や BMPsが
血管新生や骨芽細胞等の分化誘導に深く関
与していることが数多く報告されている。
我々は、確立した根尖病巣モデルの根尖周
囲の空間中にコラーゲンゲル等の細胞外マ
トリックスとともに骨芽細胞・線維芽細胞、
あるいは神経細胞を注入して、３次元培養
する方法を確立し、培養細胞に半導体レー

ザー（パナソニック P-Laser）を低出力照
射した場合と FGF-2 や BMPs を併用した
場合の細胞分化の違いに関して検討し、根
尖部骨欠損部を組織再生するのに最適なレ
ーザー出力を検討する。 
 
３．研究の方法 
１）根尖病巣モデル作製 
	 株式会社ニッシンとの共同研究において、

今回の研究で用いる根尖病巣モデルの開

発・作製を行なう。モデルは歯根ブロック

と根尖病巣部に相当する空間のある顎骨ブ

ロックが独立し、個々に滅菌したパーツを

適合させることにより病巣と類似した環境

を作り出すように設計する。根尖病巣に相

当する空間は、エックス線写真上での根尖

病巣直径が 5mm 以上の症例では予後不良
であることが多いという研究(Sjogren et al. 
JOE 16: 498-504, 1990)に基づき、最大幅
径を 10mmとする。 
 
２）根尖部バイオフィルム・モデルの作製 
	 上記計画１）で作成した根尖病巣モデル

を用いる。根尖部バイオフィルム形成のた

めに、根尖病巣空間に直接あるいは歯根ブ

ロックの根管を経由して細菌および基質を

注入し、細菌培養環境を作りだす。一定期

間経過後に歯根ブロックの根尖表層におけ

るバイオフィルム形成状態を確認すること

で、本モデルにおける最適な根尖病巣バイ

オフィルム形成条件を検討する。 
 
３）歯内治療に用いる各種根管洗浄剤・根

管貼薬剤の殺菌効果の検討 
	 上記計画 2）において作製した根尖部バ
イオフィルム・モデルに対し、現在歯内治

療に用いられている各種根管洗浄剤および

根管貼薬剤を歯根ブロックの根管を経由し

て作用させる。作用濃度、作用時間、作用

量の違いによる各薬剤のバイオフィルムに

対する効果を組織学的に検討する。 
 
４）半導体レーザー照射による根尖部バイ

オフィルムへの影響の検討 
	 上記計画 2）において作製した根尖部バ
イオフィルム・モデルに対し、歯根ブロッ

クの根管を経由して、半導体レーザー（パ



ナソニック P-Laser）をバイオフィルムに
照射する。半導体レーザーの作用量（出力

およびパルス幅）および作用時間の違い、

また、半導体レーザー集積に影響を与える

特定色素(photosensitizer:PS)の有無による、
レーザー照射の根尖部バイオフィルムへの

影響を検討する。 
	 バイオフィルムの影響については、走査
型電子顕微鏡によるバイオフィルム内細菌
の微細構造観察、および蛍光色素染色後の
菌体を蛍光顕微鏡観察し、菌体表層構造の
変化、ならびに細胞膜透過性の変化を検討
する。 
 
５）モデル顎骨ブロックの根尖病巣空間に

おける細胞培養法の確立 
	 作製モデルの根尖病巣空間部分における、

線維芽細胞、骨芽細胞、破骨細胞、および

神経細胞といった根尖歯周組織を構成する

各細胞の培養条件を確立する。細胞外基質

となるコラーゲン・ゲルあるいはグリコサ

ミノグリカン・ゲルと各細胞を混合した状

態でモデルの空間に注入し、適切な培養条

件を検討する。各細胞の生死を MTT アッ
セイ、BrdU アッセイ等により確認し、ま
た培養細胞とゲルの混合物の切片を作製し、

形態を光学顕微鏡、走査型あるいは透過型

電子顕微鏡下で観察する。 
 
６）３次元培養細胞への各種薬剤および半

導体レーザーの影響の検討 
	 上記計画５）で確立した培養細胞に対し、

根管洗浄剤、根管貼薬剤の各薬剤、および

半導体レーザーを様々な条件で作用させ、

各刺激が培養細胞に与える影響を MTT ア
ッセイ、BrdU アッセイ、ELIZA 法、およ
び免疫組織学的手法により検討する。 
	 特に、半導体レーザーについては、その

照射出力が連続的に変換できるため、細胞

生存に影響を与えない低出力照射法を検討

する。 
	 

７）根尖歯周組織再生に向けた３次元培養

細胞への半導体レーザーの影響の検討 
	 根尖歯周組織再生療法を確立するため、

上記計画５）で確立した培養細胞に対して

半導体レーザーを低出力照射し、細胞増殖

能、石灰化能、および炎症・免疫応答能を

MTTアッセイ、BrdUアッセイ、 ALPアッ
セイ、ELISA 法、 RT-PCR 法、Western 
Bloting法を用いて検討する。 
	 また、細胞培養時に FGF-2 や BMPs を
投与した場合の半導体レーザーの影響につ

いても検討する。 
 
８）バイオフィルム除去と培養細胞分化を

連続的に誘導する半導体レーザー照射法の

検討 
	 上記計画１）から計画７）で得られた結

果を元に、バイオフィルム・モデル除去、

および各種細胞分化誘導を連続的に行なえ

る半導体レーザー照射条件を検討する。具

体的には、歯根ブロック表層へのバイオフ

ィルム形成と、病巣空間における細胞培養

を別々に実施し、バイオフィルムが形成さ

れた歯根ブロックを細胞培養されている顎

骨ブロックに挿入することにより、上記実

験を行なう。 
	 
４．研究成果	 
	 
	 実験の結果、半導体レーザー照射により、in	 

vitro 根尖病変モデル内の E.faecalis は PS 存在

下で死滅したが、PS 非存在下では殆ど死滅しなか

った。また、PS 存在下ではレーザー照射によって

病巣内部の温度は 65℃と著しく上昇したが、病巣

周囲の温度には殆ど変化がなかった。さらに	 

E.faecalisはレーザー照射時と同じ温度の一過性

の熱刺激のみでは死滅しなかった。すなわち、半

導体レーザーは PS を併用することで E.faecalis

に殺菌効果を示すこと、半導体レーザーのエネル

ギーは PS 併用により周囲に拡散せず根尖病巣部

のみに集積すること、およびレーザー照射時にみ

られる発熱と同程度の熱刺激のみでは E.faecalis

は死滅しないことから半導体レーザーによる殺菌

効果は発熱によるものではないことが明らかとな

った。	 

	 今回の研究の第一目標であった，新たな in	 

vitro 根尖病巣モデルの確立，ならびに半導体レ

ーザーの殺菌効果を発揮する条件設定と周囲組織

への影響の検討を行うことができたが，作製モデ

ルの根尖病巣空間部分における、線維芽細胞、骨

芽細胞、破骨細胞、および神経細胞といった根尖

歯周組織を構成する各細胞の培養条件を検討が今

後の検討課題として残った． 
	 現在，モデル顎骨ブロックの根尖病巣空間にお

ける細胞培養法の確立のために，作製モデルの根

尖病巣空間部分における、線維芽細胞、骨芽細胞、

破骨細胞、および神経細胞といった根尖歯周組織



を構成する各細胞の培養条件を検討中である．細

胞外基質となるコラーゲン・ゲルあるいはグリコ

サミノグリカン・ゲルと各細胞を混合した状態で

モデルの空間に注入し、適切な培養条件を検討し

ている。 
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