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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、未解明である難治性根尖性歯周炎の病態と根尖孔外バイオフィルムの関係を
開発するモデル上で検索し、さらにその難治性疾患の化学的制御法の有用性を検討することを目的とした。
開発したモデル上で、根尖孔外バイオフィルムの存在が根尖病巣の増大に関与することをin vivoで初めて解明した。
化学的制御法の開発は、単一細菌種根尖孔外バイオフィルムモデルの開発が困難で方向転換し、根管治療モデルの開発
にほぼ成功した為、将来その成果を発表する予定である。
一方、バイオフィルムに伴う高病原化細菌の検索では、Eikenella corrodensが、普遍的に高病原化しLuxSが深く関与
していることを発表した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research challenge is to search on the model to develop a 
relationship of pathology and extraradicular biofilm of refractory periapical periodontitis and to 
evaluate the usefulness of chemical control method against this intractable diseases. We revealed for the 
first time that the presence of extraradicular biofilm is involved in the increase of apical lesions by 
using the developed model in vivo. We began the development of the root canal treatment (RCT) model 
instead of the development of the single bacterial species extraradicular biofilm model, because of the 
difficulty of infection by single bacterial species, and the RCT model almost succeeded. Thus, we will 
publush the results in the future. On the other hand, in search of highly pathogenic bacterium associated 
with biofilms, we reported that the pathogenicity of Eikenella corrodens become highly universally and 
LuxS affects biofilm maturation and detachment.

研究分野： 歯科保存学

キーワード： バイオフィルム　難治性根尖性歯周炎　根尖孔外　ﾏｲｸﾛCT　抗バイオフィルム薬　ラット　高病原化細
菌　Eikenella corrodens
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1． 研究開始当初の背景 
 研究代表者らは一連のデンタルバイオフ
ィルム研究から，根尖性歯周炎の難治化に根
尖孔外バイオフィルムが関与していること
を報告した。そして，その実態解明を行うと
ともに種々のバイオフィルム評価系を確立
した。一方，機械的コントロールに偏重した
バイオフィルムの制御・抑制法に対し，クオ
ラムセンシングなど新規の概念に基づいて
化学療法剤の開発研究を行い，いくつかの化
学物質や薬剤がバイオフィルムに有効であ
ることを in vitro で解明した。 
 
２．研究の目的 
 上記した背景のもと，本研究では，根尖孔
外バイオフィルムと難治性根尖性歯周炎に
焦点を当て，その病態モデルを実験動物で作
製し，得られるモデル上で化学療法の有効性
を検討する。他方でバイオフィルム形成時に
高い病原活性を示す細菌種とバイオフィル
ム形成時の関連遺伝子等を探究することを
目的として行われた。 
 
３．研究の方法 
(1). 過剰根管充填材を利用したラットにおけ
る根尖孔外バイオフィルムモデルの開発 
下記の研究は全て，大阪大学歯学研究科お

よび工学研究科の動物実験委員会の承認を得
て実施した。（承認番号：22-003-2, 23-2-1） 
実験には 5 週齢雄性Wistar 系ラット (日

本クレア, 東京) 24 匹を用いた。実験的根尖
病巣の形成は、Kawahara らの方法に準じて
行った。実験動物に全身麻酔を施し、下顎両
側第一臼歯を露髄させ、実験的に根尖性歯周
炎を惹起した。その後、ガッタパーチャポイ
ント(以下、GP と略す)を下顎右側第一臼歯の
近心根に、根尖孔を越えた位置まで挿入し、
被験歯とした。GP が根尖孔から 1 mm 越え
ることを想定し、GP はあらかじめ全長 5 
mm の長さに切断し、近心頬側咬頭を基準点
として挿入した。下顎左側第一臼歯には GP 
を挿入せず対照歯とした。露髄 6 および 8 
週後に組織学的観察、微細形態学的観察およ
び遺伝子学的分析によって根尖孔外バイオフ
ィルムを検索した。 
① 組織学的観察 
露髄 6 および 8 週後にペントバルビタール
ナトリウムの過剰投与により屠殺した (各期
間 4 匹) 。下顎第一臼歯を含む下顎骨を摘出
し、軟組織を除去したうえで、浸漬固定 (4°C) 
後，低温脱灰を施した。脱灰終了後、0.1 M リ
ン酸緩衝液 (pH 7.4) で洗浄し、OCT コンパ
ウンドに包埋した。凍結ブロック中の試料を、
クリオスタット(CM3050S, Leica, Germany) 
を用いて薄切し、厚さ 8 μm の連続凍結切片
を作製した。 
得られた切片は染色時まで凍結保存し，細菌
バイオフィルムを観察するため、切片に 
Taylor の Brown – Brenn 染色20)を施した
後、光学顕微鏡 (ECLIPSE Ni-U, Nikon, 東

京) 下の観察に供した。 
②  微細形態学的観察 
露髄 6 および 8 週後に屠殺し (各期間 4 
匹) 、下顎両側第一臼歯をスプーンエキスカ
ベータ を用いて抜去した。得られた抜去歯試
料を、生理食塩水と 0.1 M カコジル酸ナトリ
ウム緩衝液 (pH 7.4) にて洗浄後、Asahi ら
の方法に準じて調整し，白金蒸着を施した。
調整した試料は、走査型電子顕微鏡 (以下、
SEM と略す) (JSM 6390 LV, 日本電子) 観
察に供した。 
③ 遺伝子学的分析 
露髄 6 および 8 週後に屠殺し (各期間 4 
匹) 、下顎両側第一臼歯を抜去した。抜去後、
被験歯からは根尖孔外の GP と、根尖から 1 
mm 歯冠側部までのセメント質表層をスプ
ーンエキスカベータにて全周掻把し採取した。
対照歯においては根尖から 1 mm 歯冠側部
までのセメント質表層を全周掻把し採取した。
採取したものを根尖孔外試料としInstaGene 
matrixを使用して遺伝子を抽出し，ユニバー
サルプライマー(63f : CAGGCCTAACACA 
TGCAAGTC, 1387r : GGGCGGWGTGTAC 
AAGGC)を用いてDNA を増幅した。PCR 産
物をアガロース – REにエチジウムブロマイ
ドを含有させ作製した 1% アガロースゲル
上にて電気泳動後、分子量約 1300 bp に相当
するバンドを 16S rRNA の配列が正しく増
殖された PCR 産物と判断した。 
(2). ラットにおける根尖孔外バイオフィルム
細菌の同定 · 定量 
前述の (1)項と同一の方法で 5 週齢雄性 
Wistar 系ラット 30 匹の下顎両側第一臼歯
に根尖性歯周炎を惹起させ、露髄4 週後に下
顎右側第一臼歯の近心根に、全長 5 mm の長
さに切断した GP を、近心頬側咬頭を基準点
として根尖孔を越えた位置まで挿入し、これ
を被験歯とした。下顎左側第一臼歯には GP 
を挿入せず対照歯とした。 
①根管内 · 根尖孔外バイオフィルム形成細
菌の同定 
 実験方法の詳細は、発表論文番号③を参照。 
② リアルタイム PCR による根尖孔外バ

イオフィルム細菌の定量 
露髄6, 8, 12, 16および 20 週後に、前述の 
(1)-③ 項と同一の方法で被験歯と対照歯から
根尖孔外試料を採取し (各期間 4 匹) 同一
の方法でDNA を増幅した。増幅中の蛍光シ
グナルの検出は各サイクルの終了後に行った。
更に増幅終了後、60°C から 95°C へ温度を
上昇させ、この間 0.5°C の間隔で蛍光シグナ
ルを検出して融解曲線を作製し、増幅産物の
特異性を確認した。 
検量線を作成するための標準試料には
Enterococcus faecalis SS497を用いた。デー
タは 7500 System SDS Software Version 
2.0.2を用いて解析した。 
(3). マイクロ CT による根尖病巣体積の経
時的三次元計測 
前述の 1. 項と同一の方法でGP を，近心頬



側咬頭を基準点として根尖孔を越えた位置ま
で挿入し，これを被験歯とした。下顎左側第
一臼歯には GP を挿入せず対照歯とした。露
髄1, 2, 3, 4, 6, 8,12, 16, および 20 週後の各
時点において、全身麻酔後、マイクロ CT 
(R_mCT 2, RIGAKU, 東京) にて顎骨を撮影
した。撮影条件は管電圧 90 kV 、管電流 160 
μA 、スライス幅20 μm に設定し、画像解析
ソフトは TRI 3D – BON (RATOK, 東京)を
使用した。CT 値を BMD 値に変換する検量
線を作製し，病巣体積を算出し被験歯と対照
歯の病巣体積を比較検討した。また被験歯に
おいては、露髄 4 週後に GP を挿入した後、
根尖孔外の GP の長さを、前述の画像解析ソ
フトを用いて計測した。 
(4). 統計学的解析 
前述の (2) , (3)項において、被験歯と対照歯
における細菌量 · 病巣体積の統計学的有意
差の検定は Student’s t test を用いて、危険
率 5% で評価した。また、各期間の細菌量の
差については、一元配置分散分析を用いて危
険率 5% にて統計学的有意差を検討した。 
(1)-(4)項の実験の方法とその結果の詳細は，
発表論文番号③を参照頂きたい。 
・続いて，根尖孔外バイオフィルムと難治化
との関連を解明するために, 根尖孔外バイオ
フィルムを形成した後に根管治療を行うモ
デルが必要である. そこで，根尖孔外バイオ
フィルム形成の足場である GP をバイオフィ
ルム形成後に除去するモデルの開発と，根管
治療モデルの開発に着手した。 
(5)ラット根尖孔外バイオフィルムモデルの
改良 
5 週齢雄性 Wister 系ラットを実験に用いた。
ラットの下顎両側第一臼歯をラウンドバー
にて露髄させ, 露髄後 4 週に GP を根尖孔
外まで挿入し, 2 週後に GP を引き抜く実験
群, GP を引き抜かない陽性対照（PC）群, GP 
を挿入しない陰性対照（NC）群の 3 群に群
分けした。露髄後 4 週から 8 週までそれぞ
れの群の根尖病巣をマイクロ CT で撮影し、
骨形態解析ソフトを用いて根尖病巣体積を
前項(3)と同一の方法で経時的・三次元的に計
測した。また, 露髄後 8 週にラットを屠殺し
た後, 下顎第一臼歯を抜去し, 全ての群で根
尖孔外バイオフィルムの存在を前項(1)-②項
と同一の方法で SEM にて確認した。 
(6) ラット根管治療モデルの開発 
5 週齢雄性 Wistar 系ラットを実験に用いて
前項(1)項と同一の方法で，根尖性歯周炎を惹
起させた. 露髄 4 週後に, 特別発注したラッ
ト用クランプを用いてラバーダム防湿を行
い, 右側は手用 K ファイル, Ni Ti ロータリ
ーファイルを用いて根管拡大, 根管形成を行
った後, シングルポイント法および垂直加圧
充填法にて根管充填し, 仮封を行い治療群と
した. 左側は根管治療を行わず根管を開放し
対照群とした. 治療群および対照群への処置
はすべて実体顕微鏡下にて行った. 根管治療
直後および 2, 4, 6 週後にマイクロ CT で撮

影 を 行 い , 骨 形 態 計 測 ソ フ ト  (TRI 
3D-BON) を用いて根尖病変体積の測定を行
った. また, 根管治療での細菌除去を確認す
るために, 根管治療直後の歯牙を抜去し, 凍
結破砕後 DNA を抽出し, ユニバーサルプ
ライマーを用いてリアルタイム PCR を行
い根管内の細菌量を定量した. 治療群と対照
群の統計学的有意差の検定は  Student’s 
t-test を用いて危険率 5%で評価した. 
 
４．研究成果 
(1). 過剰根管充填材を利用したラットにおけ
る根尖孔外バイオフィルムモデルの開発 
①組織学的検索 
 露髄 8 週後の被験歯と対照歯の根尖孔付
近の Brown –Brenn 染色像では、全ての被
験歯で根尖孔外にグラム陰性菌を中心とした
バイオフィルム形成が観察されたが、全ての
対照歯において炎症性細胞浸潤は認めるもの
の根尖孔外にバイオフィルムは観察されなか
った。露髄 6 週後の試料においても、同様に
被験歯においてのみ根尖孔外バイオフィルム
が観察された。 
②微細形態学的検索 
 露髄 6 週後の全ての試料において、被験歯
では根尖孔外の GP 表面、根尖付近セメント
質にまばらに細菌バイオフィルム様構造が観
察された一方、対照歯では根尖孔外に細菌は
観察されなかった。露髄 8 週後の試料におい
ても、同様に被験歯では根尖孔外の GP 表面
や根尖付近セメント質にバイオフィルム様構
造が観察されたが、対照歯では観察されなか
った。 
③ 遺伝子学的解析 
アガロースゲル電気泳動の結果，被験歯で

は露髄6 および 8 週後の全ての根尖孔外試
料において 1300bp 付近に明瞭なバンドが
みられた。一方、対照歯では露髄 6 および 8
週後の全ての根尖孔外試料においてバンドは
検出されなかった。 
(2) ラットにおける根尖孔外バイオフィルム
細菌の同定 · 定量 
①根管内 · 根尖孔外バイオフィルム形成細
菌の同定 
 結果は，発表論文③を参照頂きたい。 
②リアルタイム PCR による根尖孔外細菌の
定量 
各期間における根尖孔外に存在する細菌量は，
全ての期間において被験歯の細菌量は対照歯
に比べ有意に多く検出された (p < 0.05) 。ま
た、被験歯の細菌量は、露髄 20 週後まで経
時的な増加傾向を示した。 
 
(3)マイクロ CT による根尖病巣体積の経時
的三次元計測 
に露髄 4 週後の被験歯における、根尖孔外の 
GP の長さを計測した際の画像では，GP の
長さの平均は 0.996 mm 、標準偏差は 
0.0779 mm であった。GP は想定した深さ 
(根尖孔を越えて約 1 mm) まで均一に挿入



されていることが確認された。 
各期間における根尖病巣体積を示した(図1)。
被験歯、対照歯ともに根尖病巣体積は露髄 4 
週後にピークを迎え、その後わずかに減少傾
向を示した。被験歯に GP を挿入した後では、
露髄 6 週後には有意差はなかったものの、露
髄 8 週後から 20 週後まで被験歯の根尖病
巣体積は対照歯に比べ有意に大きかった (p 
< 0.05) 。 
＊(4)ラット根尖孔外バイオフィルムモデル
の改良 

・上記(1)-(4)項の結果の詳細は，発表論文③
を参照頂きたい。 
(5) ラット根管治療モデルの開発 

根管充填後のマイクロ CT 画像より, ラ
ット下顎第一臼歯の 4 根管に根管充填が良
好に行えていることが確認された. そして確
認された治療群の根尖病巣はすべてが縮小傾
向を示し, 6週目以降病巣体積は対照群と比較
して有意に減少した (図２)(p < 0.05) 。 

図２．感染根管治療後の根尖病巣体積の変化 
 
また, リアルタイムPCRの結果から治療群

の細菌量は対照群と比較して有意に減少した 
(p < 0.05) . 以上より, 今回用いた手技により
根尖性歯周炎を治癒させうる量まで根管内細

菌を除去できており, ラットにおいてもヒト
での治療に近い成功率で感染根管治療できる
ことを目指して実験を行っている。 
このラット感染根管治療モデルを応用する

ことにより, 計画したが実施不可能であった
化学的制御法のin vivoでの評価が可能になる
と思われる。 
一方，高病原化細菌のバイオフィルム関連遺
伝子の検索の方法と結果については，発表論
文番号⑤‐⑦を参照頂きたい。 
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