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研究成果の概要（和文）：Surface Pre-Reacted Glass ionomer (S-PRG)フィラーはフッ化物、ストロンチウム、ホウ
酸などのイオンを放出し、歯質の脱灰抑制のみならず、口腔細菌に対して抗菌活性を示すことが報告されている。
我々は、多種細菌培養モデルであるポリマイクロバイアルバイオフィルムモデルを使用することにより、S-PRGフィラ
ー溶出液含有培養液がNaF含有培養液よりも効果的な抗菌効果を示すことを報告した。また、形成されたバイオフィル
ムに対する本溶出液による60分間の処理効果を検討したところ、有意な抗菌効果を示すことを確認したことから、トレ
ー法などによる本溶出液の有用性が示された。

研究成果の概要（英文）：It was reported that Surface Pre-Reacted Glass ionomer (S-PRG) filler released 
multiple ions such as fluoride, strontium and boron, and contributed to inhibit demineralization, as well 
as it may have antimicrobial effects on oral bacteria.
In this study, we could demonstrated that culture medium containing S-PRG eluate showed predominant 
antibacterial effects on polymicrobial biofilm model which contained multiple species of oral bacteria in 
compared with culure medium with NaF. Futher, sixty-minutes' application of the S-PRG eluate on formed 
polymicrobial biofilms showed also remarkable antibacterial effects.
These results indicate that the S-PRG eluate will be useful for oral health by using delivery systems 
such as tray-technique.

研究分野：保存修復学
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１．研究開始当初の背景 
これまで申請者は，一貫して歯質の脱灰を抑
制し，再石灰化を誘導する材料の開発ならび
に術式の考案を行ってきた．中でも，多種の
イオンを徐放する性格を有する微粒子含有
材料には優れた脱灰抑制効果や再石灰化誘
導能があることを報告し，歯面コーティング
材には材料に隣接した象牙質面の脱灰を効
果的に抑制すること(Am J Dent; 2014; 27: 
258-262)，あるいは、本微粒子を含有する矯
正用ブラケット接着材料には周囲エナメル
質の脱灰抑制効果があることを報告した
（Dent Mater J 2008; 27: 590-597）．さら
には，本フィラーを義歯床用レジンに含有さ
せることにより，物性を低下させることなく
近接象牙質の脱灰を効果的に防げることも
報 告 し た (Eur J Oral Sci 2009; 117: 
750-754)．しかしながら，これらの研究手法
は乳酸，酢酸あるいはリン酸イオン，カルシ
ウムイオンを含む脱灰液あるいは再石灰化
液を使用した in vitro モデルであり，より
口腔内に近い環境で研究を行っていくこと
が求められていた．すなわち，酸産生の場で
あるデンタルプラークをシミュレートした
実験モデルを構築していくことが，修復材あ
るいはう蝕予防材料の評価において近年重
要視されている。 
ヒト口腔内のデンタルプラークは多種多様
の細菌によって構成され，個相の物質表面
（基質）に付着した細菌の集合体であるバイ
オフィルムから成っている．これまでに，多
くの研究者が 1～3 種，多くても 5 種類の細
菌種を使ってバイオフィルムの研究を行な
ってきたのに対し，最近，口腔内と同じ細菌
種の多様性に富んだポリマイクロバイアル
バイオフィルムを用いた研究が，う蝕学の分
野において注目され始めた（Lisa Wong et al, 
Archs Oral Biol 2007; 52: 280-289 ）．
Exterkate らが開発したポリマイクロバイア
ルバイオフィルムモデル上に形成されたバ
イオフィルムはミュータンスレンサ球菌単
一種により形成されたバイオフィルムに比
較して抗菌薬に対し強い耐性を示すことを
報告した（Caries Res 2010; 44:372–379）．
また，ten Cate は，2010 IADR シンポジウム
においても、このバイオフィルムモデルの有
用性について紹介し，本モデルは，従来のバ
イオフィルムモデルに比較して，より口腔内
レベルに近似した固相への強固な付着を得
ることが可能であるばかりでなく、多種多様
な固相，抗菌薬を応用すること，抗菌薬の濃
度を任意に調節することが可能な画期的な
バイオフィルムの培養モデルであることを
強調した．研究分担者の富山らは，本モデル
の基質として象牙質を使用し，象牙質上に形
成されたバイオフィルムは脱灰の緩衝作用
により pH が高く保たれ，これが抗菌剤処理
後に生じるバイオフィルム中の細菌の代謝
に影響している可能性があること，また対照
的にガラス上のバイオフィルムはクロルヘ

キシジン処理に対して感受性が高く，バイオ
フィルムの成分を観察した結果，象牙質より
も酸抵抗性，酸産生ともに高い細菌種が形成
するバイオフィルムに移行している可能性
を示唆した（日本歯科保存学会 2010 年度秋
季大会 抄録番号 B-1）．また，本モデルによ
り，象牙質表層下脱灰病巣が作製できること
も報告した（PER-IADR 2012, Abstract 616）．
これらの報告からも，本モデルは，実際の口
腔内におけるバイオフィルム形成過程を再
現しており，う蝕のメカニズム解析およびそ
の予防法・治療法を検討するための最も効果
的な手法と思われる．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究は，唾液中の多種の細菌から構成され
るポリマイクロバイアルバイオフィルムモ
デルを用いて，多種イオン徐放性微粒子を含
有する歯磨剤、および微粒子からのイオン溶
出液からなる洗口剤について，その抗菌効果
ならびにう蝕抑制効果を確認することを目
的とする。 
(1) イオン徐放性微粒子含有歯磨剤，および
溶出イオン含有洗口剤のバイオフィルム活
性および構成細菌叢に与える影響 
異なった基質上に形成したポリマイクロバ
イアルバイオフィルムに対するイオン徐放
性歯磨剤および洗口剤の影響は，バイオフィ
ルムの pH，バイオフィルムの乳酸産生量およ
びバイオフィルム中の総生菌数をクロルヘ
キシジンを標準として測定することにより
検討する。また，歯質を主体として種々な基
質上に形成したポリマイクロバイアルバイ
オフィルムに対し，イオン徐放性歯磨剤およ
び洗口剤を作用させた前後の細菌活性およ
び細菌叢構成を，共焦点レーザー顕微鏡， 
live/dead bacterial viability kit および
Polymerase Chain Reaction Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE)
を用いて解析する． 
(2) イオン徐放性微粒子含有歯磨剤および
溶出イオン含有洗口剤がバイオフィルム下
の象牙質脱灰病巣の形成に与える影響 
AAA モデルを用いて象牙質円盤上に作製し
たポリマイクロバイアルバイオフィルムに
イオン徐放性歯磨剤および洗口剤を作用さ



せ，バイオフィルム下象牙質からのカルシウ
ム溶出量，および表層下脱灰病巣の形成を
Transverse Microradiography(TMR)を用いて
検討する． 
研究分担者の富山は，2009 年 1 月より 2010 
年 8 月まで Academic Centre for Dentistry 
Amsterdam (ACTA)に長期派遣研究員として在
籍し，安定した代謝活性を示す長期培養ポリ
マイクロバイアルバイオフィルムモデルの
作製に成功した．本モデルの開発元は ACTA 
であることから，本邦において本モデルを用
いた研究が行えるのは我々の研究室のみで
ありそのオリジナリティーは極めて高い．こ
れまでにも唾液を使用した多種細菌から成
るバイオフィルムは報告されているが，表層
下脱灰病巣作製ができるほど活性の高いバ
イオフィルムは報告されていない．また，イ
オン徐放性微粒子から溶出されるイオンの
中でも，フッ化物イオンには脱灰抑制，再石
灰化誘導効果が，またホウ素イオンには抗菌
効果があることが報告されているが，本バイ
オフィルムモデルはこれら両方の効果が確
認可能なモデルである。今回使用する歯磨剤
および洗口剤に高い抗菌性と脱灰抑制作用
が確認されれば，極めて効果的な予防材料に
なるものと考えられる． 
 
３．研究の方法 
(1) ポリマイクロバイアルバイオフィルム
に対するS-PRGフィラー溶出液含有培養液の
抗菌効果 
フッ化物，ストロンチウムおよびホウ酸など
多 種 の イ オ ン を 含 有 す る surface 
pre-reacted glass ionomer（S-PRG）フィラ
ー溶出液のバイオフィルムに対する抗菌効
果を唾液より作製したポリマイクロバイア
ルバイオフィルムモデルを用いて検討した．
標準培養液に buffered McBain 2005 培養液
（Cont 群）を用いた．S-PRG フィラー溶出液
を用いて作製した buffered McBain 2005 培
養液を S 群，S-PRG フィラー溶出液と同濃度
のフッ化物を含む F群を作製，それぞれ標準
培養液で 2 倍および 10 倍希釈した 0.5S 群，
0.1S 群，および 0.5F 群，0.1F 群の 6群を試
験培養液とした．ポリマイクロバイアルバイ
オフィルムは，健康な被験者１名の 50 倍希
釈刺激唾液を混入した標準培養液中にカバ
ーグラスを懸架，37℃で 10時間嫌気培養後，
新鮮培養液に交換し 24 時間まで培養を継続
し作製した．24 時間後からは，抗菌効果検討
のため標準培養液と各種試験培養液を用い，
34 時間後新鮮培養液に交換，48 時間まで培
養を継続した．24，34 および 48 時間後の培
養液の pHおよび 48時間後の生菌数を測定し，
実験群間の比較は One-way ANOVA および
Games-Howell検定により有意水準5％で行な
った． 
(2) S-PRG フィラー溶出液処理がポリマイク
ロバイアルバイオフィルムに与える影響 
バイオフィルム形成用基質にはφ12 mm のガ

ラス試片を用いた．一被験者から採取した刺
激唾液を用い，液体培地の buffered McBain 
2005（0.2%スクロース，50 mM PIPES 含有，
pH 7.0）に混入して嫌気培養(CO2：10%，H2：
10%，N2：80%，37℃)し，初期のバイオフィル
ムを形成した．実験群は，(1) 非処理群
（cont），(2) S-PRG フィラー溶出液群(PRG)，
(3) 0.2 wt% グルコン酸クロルヘキシジン群
(Corsodyl, GlaxoSmithKline）(CHX)の 3 群
とした（n＝6）．培養液の交換は 10 時間，14
時間のサイクルで行った．培養 24 時間でバ
イオフィルムの付着したカバーグラスを各
処理剤に 60 分間浸漬し，CPW(casein peptone 
water)で洗浄後，超音波処理下で菌を剥離し
た．その後，剥離した菌をCPWで段階希釈後，
血液寒天培地に塗抹，4 日間，嫌気培養を行
い，生菌数を算定した． 
 
４．研究成果 
(1)培養液の pH は，34 時間培養後で S 群が
pH6.8，0.5S 群が pH6.4 であり，48 時間培養
後においても S 群は pH6.8 であり，S 群は他
の実験群に対して有意に高い値を示した．48
時間後の生菌数は，Cont 群（5.8×108 CFU/ml）
に比較して S群（1.7×107 CFU/ml），0.5S 群
（1.2×108 CFU/ml），F群（8.6×107 CFU/ml）
および 0.5F 群（2.3×108 CFU/ml）は，有意
に低い値を示し，また，S 群は F 群に比較し
て有意に低い値であった．以上の結果から，
S-PRG 溶出液に含有される多種のイオンはバ
イオフィルムの成熟を抑制し，生菌数を減じ
る可能性が示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(2) ガラス上に形成したポリマイクロバイ
アルバイオフィルムに S-PRG フィラー溶出
液による長時間（60 分間）の処理を行った結
果，PRG 群及び CHX 群ともに cont 群と比較し
有意に抑制された (Steel-Dwass test ，
p<0.05)．この結果は，S-PRG フィラーから溶
出されたホウ酸イオンの抗菌効果である可
能性があり，トレー法などによる 60 分間の 
S-PRG フィラー溶出液処理の有用性が示唆さ
れた． 
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