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研究成果の概要（和文）： 

 

歯内疾患関連菌である Enterococcus faecalis および Bifidobacterium longum、齲蝕病巣から

の検出が多く報告されている Bifidobacterium dentiumの広範囲pH環境における生物学的特異

性ついて検討した。E. faecalis は広範囲な pH に調整したアルギニン含有複合培地で高い増殖

を示したことから、糖が供給され難い歯内う蝕病巣や水酸化カルシウム製剤を貼薬してもなお

難治性病巣を呈する環境では、E. faecalis が滲出液中のアルギニンなどのアミノ酸を利用し

て増殖可能であることが示唆された。他方、B. dentium および B. longum は、S. mutansと同

等の酸性環境において高い生存率と菌体内 pH 維持能をもつことが明らかになった。このことが、

酸性環境である歯内病巣、または齲蝕病巣から本菌種が mutans streptococci と共に分離され

る一因であると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The aim of this study was to evaluate the biological specificity in the wide pH environment 

of infected root canal-related bacteria: Enterococcus faecalis and Bifidobacterium 

longum and caries-related bacteria: Bifidobacterium dentium．E. faecalis grew well at 

wide pH range of arginine- containing complex medium, suggesting that this bacteria can 

grow using amino acid such as arginine in the exudates of persistent infected root canals 

where calcium hydroxide medicaments are ineffective or poor carbohydrate supply. 

Meanwhile, the high survival rate and intracellular pH maintenance ability of 

bifidobacteria comparable to Streptococcus mutans in the acidic environment may account 

for why bifidobacteria exist as stable species in acidic caries lesions together with 

mutans streptococci. 
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１． 研究開始当初の背景 

水酸化カルシウム製剤の歯内療法への利用

は、国内外で広く一般的であり、同製剤貼薬

後の予後不良症例に伴う、E. faecalis の特

異的な検出に関する報告がある。しかし、こ

れらの多くは病巣部位からの同菌種の検出

率や薬剤感受性に関するもので、病原性その

ものについて詳細に調べた報告は少なかっ

た。元来、E. faecalis はアルカリ環境に耐

性を有する腸内細菌種として注目されてき

た。しかし、E. faecalis が「なぜ根管に残

存するのか」、「なぜ病原性を発揮するのか」

は未だ不明な部分が多かった。申請者はこれ

までに、E. faecalis が難治例の根管から高

頻度に分離されること（Oral Microbiology 

and Immunology 19: 390-394, 2004）、また

感染根管と腸管から分離した同菌種の遺伝

学的比較を報告した（新潟歯学会雑誌 33: 

182-188, 2003）。さらに同菌種が pH 4.0 - 

11.0 という広範囲 pH 環境において生息可能

であり、その pH 耐性メカニズムは酸やアル

カリに対する菌体膜の非浸透性と耐久性に

大きく依存していることを報告した（Oral 

Microbiology and Immunology 21: 283-288, 

2006）。 

 

２． 研究の目的 

本研究では、これまでの研究を継続・発展

させ、E. faecalisおよび E. faecalis同様

に腸内細菌であり、近年、感染根管からの

分離が報告される bifidobacteria の持つ

種々の生物学的性状を生化学的に分析し、

さらに、その性状に即して病巣部位からの

本菌の除去療法の考案を目的とするもので

ある。 

(1) E. faecalis のアミノ酸含有培地での増

殖能： 

感染根管では糖質の供給は少なく、滲出液

として血清および白血球や細菌由来タンパ

ク質分解酵素による歯髄組織分解産物であ

るタンパク質、ペプチド、アミノ酸が供給

される。そこで、酸性環境からアルカリ環

境における E. faecalis のアミノ酸を基質

とした増殖能について耐酸性が高い

Streptococcus mutans と比較・検討した。 

(2) bifidobacteria の耐酸性： 

感染根管からの検出が報告されている

Bifidobacterium longum、および齲蝕病巣

から mutans streptococci と共に検出が多

く報告されている Bifidobacterium dentium

の耐酸性については不明である。そこで B. 

dentiumおよび B. longumの耐酸性について

増殖能、生存能および菌体内 pH 維持能を S. 

mutansと比較・検討した。 

 

３． 研究の方法 

(1) E. faecalis のアミノ酸含有培地での増

殖能： 

E. faecalis JCM 8728、S. mutans NCTC 10449

を 0.5%アルギニン含有複合培地（pH 3.0 - 

12）にて嫌気培養し、48 時間後の増殖量（濁

度）を吸光分光度計にて測定した。 

(2) bifidobacteria の耐酸性： 

B.dentium DSM 20436、B. longum DSM 2705

および S. mutans NCTC 10449 を 0.5%グルコ

ース含有複合培地（pH 5.0 と 7.0）にて嫌

気培養し、48 時間後の増殖量（濁度）を吸

光分光度計にて測定した。次に上記 3菌種

を緩衝溶液（pH 4.0）に曝し、3 時間後の菌

液を連続希釈法にて寒天培地に播種し、48

時間培養後、得られたコロニー数から生存

率を求めた。さらに、上記 3 菌種に菌体内

pH 蛍光指示薬を負荷し、pH＜5.0 緩衝液中

において得られた蛍光強度から、菌体内 pH

を測定した。 

 

４． 研究成果 

(1)E. faecalis のアミノ酸含有培地での増

殖能： 

E. faecalisは pH 4.0 – 11.0 の広範囲にお

いて高い増殖を示したが、S. mutansでは

pH 5.0 – 8.0 の狭い範囲かつ低い増殖を示

した。以上のことから、う蝕病巣のように

糖が多量に供給され低 pHが持続する環境で

は S. mutansが優勢であり、糖が供給され

難い歯内う蝕病巣や水酸化カルシウム製剤

を貼薬してもなお難治性病巣を呈する環境

では、滲出液中のアルギニンなどのアミノ

酸を利用しての増殖可能である E. faecalis

が優勢となることが示唆された。 

(2) bifidobacteria の耐酸性： 

pH 5.0 における B. dentium および B. longum

の増殖量は、それぞれ 16.7±8.2 および 35.6

±6.1（pH 7.0=100）であり、S. mutans（19.4

±4.6）と同等またはそれ以上であった。ｐ

Ｈ4.0 における 3時間後の B. dentiumおよび

B.longum の生存率はそれぞれ 21.9±23.6 お

よび 13.7±4.5（0 時間＝100）を保ち、S. 

mutansの生存率よりも高かった。pH＜5.0 に

おける B. dentium および B. longum の菌体

内 pH はそれぞれ 5.3-6.0 および 5.7-6.5 を

示し、S. mutans の菌体内 pH（4.8-5.5）よ

りも高く、維持能は優れていた。以上のこと

から B. dentium および B. longum は、S. 

mutans と同等の酸性環境において高い生存

率と pHi維持能をもつことが明らかになった。

このことが、酸性環境である歯内病巣、また

は 齲 蝕 病 巣 か ら 本 菌 種 が mutans 

streptococci と共に分離される一因である

と考えられる。なお、本研究成果については

論文発表を行った（ Caries Res 44(5): 

431-437, 2010）。 
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