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研究成果の概要（和文）：Pyrosequencing法によるメタゲノム解析によって感染根管内細菌叢の詳細・多様性が明らか
になり、また本解析法の精密性から歯内治療などの歯科臨床への応用に関して有望と考えられた。また、バイオプロー
ラを利用した、新規な細菌定量検出法によって、感染根管内の細菌を迅速に定量できること、ならびに治療経過に伴う
細菌量の変動をモニターできることが判明した。この細菌定量検出法は、その迅速性からもチェアーサイドにおける歯
内疾患などの治療効果の評価・判定に広く適用可能と考えられた。

研究成果の概要（英文）：The bacterial examination has been performed during the course of the root canal  
treatment. In this study, metagenomic and Bioplorer (using fluorescence reagents and a membrane filter)   
analyses were applied to the profiling of microbiota in infected root canals, in order to evaluate the    
outcomes of the treatment. As a result, detailed components of the microbiota and rapid quantification of 
bacteria in infected root canals were found to be successfully performed utilizing these two methods.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 歯学　口腔細菌　バイオフィルム　メタゲノム　根尖性歯周炎

歯学・保存治療系歯学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 根尖性歯周炎は根管内に生息する多種多

様な細菌により惹起される。既に本研究者ら

は、従来法であるシークエンス法による検索

を開始しており、１）術前の細菌叢は根管治

療歴の有無、口腔内との交通の有無により、

また根管壁表層と深部によっても大きく異

なる。２）治療行為すなわち機械的根管拡大

および化学的清掃・消毒剤貼付により細菌数

が激減する。３）当初の感染細菌とは系統的

に隔たりが大きく低栄養下でも生育可能な

細菌が残存するといった傾向が見出してい

た。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、メタゲノム解析法の導入により

根尖性歯周炎の病態に関わる細菌叢（細菌

群）の全貌を明らかにするとともに、根管内

細菌叢の量的・質的推移をチェアーサイドで

迅速に検査する新しい細菌検査法の開発を

試みた。１）根尖性歯周炎の病態に関わる細

菌叢（細菌群）の変遷、すなわち、治療の経

過の追跡調査へのメタゲノム解析法導入の

可能性の探索。これに並行して、２）微生物

迅速検査装置バイオプローラを導入し、根管

内細菌叢の量的推移をチェアーサイドで迅

速に検査する新しい細菌検査法の開発を試

みた。 

 

３．研究の方法 

１）メタゲノム解析 

 感 染 根 管 内 細 菌 叢 に つ い て

pyrosequencing 法を用いて網羅的に検出・検

討した。東北大学病院を受診した 3名（59～

71 歳）から、インフォームドコンセントを得

て、感染根管象牙質を 15 号および 45 号の

K-file（GC 社製）を用いて採取した。16S rRNA

遺伝子を標的とし、454 Genome Sequencer 

FLXsystem（Roche）によって pyrosequencing

を行った。得られたシークエンス・データを

BLAST search 解析（97%以上の相同性）によ

って菌種の同定を行った。 

２）バイオプローラ解析 

 蛍光染色・フィルターおよび機器バイオプ

ローラを利用した、新規な細菌迅速検出法の、

特にチェアーサイドへの応用の可能性につ

いて検討した。東北大学病院を受診した患者

から、インフォームドコンセントを得た後、

感染根管象牙質を Kファイル（GC 社）によっ

て採取した。ファイルの刃部を滅菌ニッパー

で切断、滅菌チューブに投入し、滅菌生理食

塩水を加え、試料とした。蛍光試薬（DAPI お

よび PI）、ポリカーボネートフィルターなら

びにバイオプローラ（光洋産業）によって、

試料中の細菌量を求めた。比較のために、細

菌カウンタ（Panasonic 社）、嫌気および好気

培養によって細菌量を求めた。 

 

４．研究成果 

１）メタゲノム解析 

 各試料から平均 46,510 ± 7,090（37,207

～55,117）reads のシークエンスが得られ、

genus レベルで、平均 75±5（70～82）菌属、

species レベルで平均 343±74（270～461）

菌種が同定された。15 号による試料では、

Actinomyces（29.6%），Olsenella （12.6%）, 

Streptococcus（11.5%）, Pyramidobacter

（8.8%），Prevotella（6.3%）が優勢菌属で

あった。また、45 号での優勢菌属は、 

Streptococcus（36.6%），Actinomyces（10.3%），

Prevotella（9.6%），Eubacterium（5.0%）で

あった。Pyrosequencing 法によるメタゲノム

解析によって感染根管内細菌叢の詳細・多様

性が明らかになり、また本解析法の精密性か

ら歯内治療などの歯科臨床に応用可能と考

えられた。現在、より広範な症例に対してメ

タゲノム解析を施し、解析を続行中である。 

２）バイオプローラ解析 

 細菌カウンタ、培養法、ならびにバイオプ

ローラ解析の、何れの方法でも、初回治療時

の感染根管象牙質から、104（CFU）以上の細

菌が検出された。また根管治療の経過に伴っ

て細菌量が大きく減少することが明らかと

なった。本成果により、バイオプローラを利

用した、新規な細菌定量検出法によって、感

染根管内の細菌を迅速に定量できること、な

らびに治療経過に伴う細菌量の変動をモニ

ターできることが判明した。この細菌定量検

出法は、その迅速性からもチェアーサイドに

おける歯内治療（さらには齲蝕や歯周治療な



ど）の治療効果の評価・判定に広く適用可能

と考えられた。 
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