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研究成果の概要（和文）：根尖性歯周炎を発症した患歯から根管壁象牙質削片を採取し、微生物迅速検査装置、嫌気培
養法、16S rRNA遺伝子を標的としたPCR法を利用したメタゲノム解析を通じ治療前後の根管内細菌叢を評価した。その
結果、感染根管の細菌叢は嫌気性菌優勢で症例により細菌の種類、数、量が大きく異なること、機械的拡大と抗菌剤に
よる洗浄消毒で感染をほぼ制御できることが判明した。Propionibacterium属やOlsenella属などが治療前に検出される
ことが多く、根管以外の口腔内細菌叢とゲノム構成を比較することにより根管に定着・感染しやすい菌種群を特定でき
れば、根尖性歯周炎の診断・治療の一助となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Intracanal microflora associated with apical periodontitis was investigated. 
Under informed consent of patients, dentin samples were collected and analyzed using two rapid microbial 
cell counters, anaerobic culture, and PCR targeting 16S rRNA genes. Bacterial species found from 
endodontically suffering canals showed a great diversity in both quality and quantity. Mechanical 
enlargement of the root canal combined with chemical disinfection could effectively reduce the 
pre-dominantly anaerobic pathogen. Propionibacterium sp. and Olsenella sp. were frequently recovered in 
contrast to previous reports. Evaluating the difference in bacterial profile between oral cavity and root 
canal through metagenomics could lead to a new strategy for diagnosis and treatment of apical 
periodontitis.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 歯内治療学　口腔細菌　根尖性歯周炎　PCR法　16S rRNA　嫌気性菌　メタゲノム解析
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１．研究開始当初の背景 

根尖性歯周炎は根管内の細菌感染に惹起
される炎症性病変である。しかし感染根管か
ら検出される細菌は多種多様で、歯周病にお
ける Red group に該当するような「根尖歯周
組織に対する病原歯の強い菌」というものは
まだ特定されていない。 
1970 年代以降、嫌気培養法により根管内細
菌叢の検索は大きく進んだが、個々の細菌を
分離培養、同定するのに多大な時間と労力、
コストが必要であり、適切な抗菌剤の選択と
いう診療行為に迅速にフィードバックする
のは困難である。さらに ex vivo での培養不
可能な細菌や試料の採取・移送中に死滅する
細菌が存在する可能性を考慮すると、嫌気培
養法による細菌検査には限界がある。 
一方、近年普及してきた分子生物学的手法、
すなわち 16S rRNA 遺伝子をターゲットとし
た PCR 法による細菌検査は、培養法に比し高
感度かつ短時間で細菌の検出が可能である。
リアルタイムPCR法を用いれば増幅された遺
伝子を定量的に検出できるので、根管内の優
勢菌を特定できる。しかし、高感度ゆえに、
主たる病原性菌のみならず、すでに死滅し根
尖性歯周炎の発症進展に直接関与していな
い細菌まで検出してしまうのが欠点である。
また、病原を発揮しているのが必ずしも根管
内の優勢菌種とは限らない上、個々の菌種よ
りむしろ根管に棲息している全細菌の総量
が根尖性歯周炎の発症を左右している可能
性もある。このように、根尖性歯周炎の発症
機序はまだ未解明な点が多く残されている。 
最近注目されているメタゲノム解析は、多
種多様な最近で構成される菌叢を一つの集
合体とみなし、そこに含まれる全細菌の遺伝
子情報を一括して解析するものである。メタ
ゲノム解析を通じ、感染根管のパンゲノムと
しての構造や機能特性を明らかにすること
により、根尖性歯周炎の発症機序の理解が深
まり、感染根管治療に新しいストラテジーの
加わる可能性がある。 
 
２．研究の目的 

 現行の感染根管治療は、経験則に基づいた
菌非特異的アプローチ、すなわち、白色象牙
質を目安にした根管の機械的拡大形成と抗
菌剤を用いた洗浄・消毒が標準的なプロトコ
ールである。本研究の目的は、根管内細菌叢
をチェアーサイドで質的・量的に迅速に検査
する手法を確立し、根尖性歯周炎の病態に関
わる細菌群を明らかにするとともに、根管拡
大の基準や根管治療薬の選択を Evidence- 
based なものとし、感染根管に対する合理的
かつ効果的な診断と治療を実現することで
ある。必要最小限の根管拡大にとどめること
で根管治療後の歯をより長く機能させるこ
とが可能となる上、適切な抗菌剤を利用して
治療の回数・期間を短縮できれば、医療費の
削減も期待できる。 

３．研究の方法 

（１）根管内細菌試料の採取 
 東北大学大学院歯学研究科倫理専門委員
会の承認を受けたプロトコールに沿って臨
床試料の採取を行った。 
根尖性歯周炎に罹患し東北大学病院歯周
病科を受診した患者のうち、インフォームド
コンセントの得られた症例を研究対象とし
た。試料は根管壁象牙質削片で、初回は最初
に根尖部に器具が到達した時と、機械的・化
学的な根管拡大形成を終え貼薬仮封する直
前の 2 回、採取した。2 回目以降は仮封およ
び貼薬剤を除去した時点で採取した。象牙質
削片は、根管の太さに適合する手用ファイル
で根管壁を切削し、その刃部を滅菌ニッパー
で切断、エンドトキシンフリーの滅菌チュー
ブに投入し回収した。チューブは実験室に移
送、滅菌生理食塩水 1mL を加え Vortex で均
一に分散させ試料として調整した。 

（２）細菌量の定量 
 試料中の細菌量を①～③の方法で求めた。 

①バイオプローラ TM（光洋産
業）による細菌量の計測 
 メーカーの指示に従い、試
料をポリカーボネートフィ
ルターに吸着させたのち、蛍
光試薬（DAPI および PI）と
反応させ、発光点を画像処理
することにより、試料中の細
菌を計数した。 

②細菌カウンタ TM（パナソニック）による細
菌量の計測 

 ①と並行して、細
菌カウンタ TMによっ
て細菌量を計測した。
細菌カウンタ TMは
DEPIM、すなわち液体
中の細菌を誘電泳動
で電極に捕集させ、
その際のインピーダ

ンスの変化を計測することにより、検体 1mL
中の細菌濃度（CFU）を算出するものである。 

③嫌気培養を通じた細菌量の算出 
 さらに、試料を嫌気グローブ
ボックス内でテフロンホモジ
ナイザーにより分散均一化後、
CDC血液寒天平板培地に接種し、
７日間嫌気培養後、細菌量
（CFU）を求めた。 

（３）細菌種の同定 
嫌気培養した平板培地に生育したコロニ
ーを単離培養し、InstaGene マトリックス
（Bio-Rad）を用いて DNA を抽出、16S rRNA
遺伝子をターゲットとしたユニバーサルプ
ライマー（27F および 1492R）で PCR 増幅、
GFX PCR Purification Kit（GE）を用いて精
製後、シークエンス解析を行った。得られた
シークエンスデータを GenBank Database 



BLAST search program を用いて細菌種を同定
した。 
 並行して培養プロセスを経ないメタゲノ
ム解析、すなわち 16S rRNA 遺伝子を標的と
し て 454 Genome Sequencer FLX system 
(Roche)による pyrosequencing を行い、シー
クエンスデータを GenBank Database と照合
して菌叢を構成する細菌種を同定、それぞれ
の存在比（菌叢に占める割合）を求めた。 
 
４．研究成果 
（１）治療前の根管内細菌量の定量 
 感染根管８症例で、治療前の試料に含まれ
る細菌量をバイオプローラ TM、細菌カウンタ
TM、嫌気培養後のCFUで比較測定したところ、
下の表に示すような結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 細菌カウンタ TMでの測定値が最大となり、
培養後の CFU が最小であった。 
抜髄症例では、アクセス直後に採取した試
料は嫌気培養陰性（CFU=0）でありながら、
バイオプローラ TMで 6.77×102、細菌カウン
タ TMでの測定値は3.11×105となることから、
象牙質削片を含む試料では特に細菌カウン
タ TMの測定値が大きくなりやすいことが判明
した。 
 また歯髄死からまもないと思われる根尖
性歯周炎症例から得た試料では、根尖部歯肉
圧痛や打診痛など、急性の症状を呈していた
にもかかわらず、嫌気培養陰性（CFU=0）で、
かつバイオプローラ TMでの測定値もゼロであ
った。歯髄壊死後、根管壁象牙質に細菌が侵
入するのにある程度時間を要すると推察さ
れた。 

（２）治療後の根管内細菌量の定量 
 根管治療の標準的プロトコールに従い、化
学的洗浄下で機械的に根管を拡大し、水酸化
カルシウム貼薬による根管消毒を施すと、根
管内の細菌量が大きく低下することが明ら
かとなった。 

 治療後の試料における測定値を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

細菌カウンタ TMの測定可能範囲は 105～108

であることから、根管内細菌量の多い初回治
療前の定量はできても、治療の進展に伴い細
菌量が激減する様子を把握するのは困難で
ある。根管治療の経過に伴う細菌数の変動を
モニターし根管充填時期を決定するには、測
定可能範囲が102～105であるバイオプローラ
TMがより有用であると考えられた。 

（３）検出された細菌種 
 ８症例から検出された細菌を表に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 多種多様な細菌が検出され、その多くが偏
性嫌気性菌であった。1 根管から検出される
細菌種は１～６菌種と差が大きく、
Propionibacterium propionicum 、 および
Enterococcus faecalis の単一感染と思われ
る症例が各 1例あった。複数の症例から共通
して検出されたのはわずか３菌種で、
Enterococcus faecalis、Olsenella uli、
Propionibacterium acidipropionici のみで
あった。このうち Enterococcus faecalisは、
難治性の根尖性歯周炎との関連が取り上げ
られている。著者らがこれまで行ってきた研
究結果と今回の結果を総合すると、未だその
具体的な病原性は解明されていないものの、
Lactobacillus 属 、 Olsenella 属 、
Propionibacterium 属などが感染根管から高
い頻度で検出されることがわかった。メタゲ
ノム解析を通じて、口腔内フローラと感染根
管内フローラの特徴を比較検討し、その違い
を明らかにできれば、感染根管の成立機序な
らびに根尖部歯周組織に対する病原性を解
明できる可能性がある。根管内フローラのパ
ンゲノムとしての機能を解析することによ
り、根尖性歯周炎の診断と治療への応用が期
待できる。 

Case Bioplorer Counter CFU
#1 1.41E+05 <1.00E+5 3.00E+01
#2 2.00E+02 - 1.00E+01
#3 1.04E+05 - 2.10E+03
#4 3.03E+06 2.96E+06 1.04E+05
#5 6.98E+05 <1.00E+6 2.10E+04
#6 3.52E+05 9.26E+05 4.00E+03
#7 1.55E+05 5.83E+05 2.50E+04
#8 1.07E+05 7.86E+05 2.70E+04

Case Tooth Gender Age
#1 11 M 56
#2 34 F 65
#3 11 F 68
#4 11 M 59
#5 13 M 59
#6 12 M 59
#7 15 F 63
#8 32 F 68

Case Bioplorer Counter CFU
#1 2.26E+03 - 0
#2 3.97E+02 - 30
#3 1.45E+04 - 0
#4 9.89E+03 <1.00E+5 0
#5 5.63E+03 - 140
#6 - - 0
#7 8.30E+02 <1.00E+5 0
#8 1.63E+03 <1.00E+5 0
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