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研究成果の概要（和文）：難治性根尖性歯周炎の原因を明らかにする目的で、歯根端切除術あるいは抜歯により
得られた根尖部におけるバイオフィルムについて、16s rRNA遺伝子解析法により検索した。さらに、走査型電子
顕微鏡（SEM）による微細形態学的検索や、臨床的な診査も加えて、基礎と臨床の両面から病態を解析した。そ
の結果、根尖孔外バイオフィルム以外にも、根尖病変の3次元的形状や根尖部の解剖学的形態、咬合性外傷とい
った他の要素も関与しており、難治性根尖性歯周炎はこれらの要素が複合した多様な病態を示すことが明らかに
なった。

研究成果の概要（英文）：To clarify the cause of refractory periapical periodontitis, bacterial 
biofilm on root apex obtained by apicoectomy or tooth extraction was investigated by PCR-based 16s 
rRNA gene assay. In addition, we performed morphologically examination by scanning electron 
microscope and  clinical examination in oreder to analyze pathology from both the basic and clinical
 aspects. As a result, we demonstrated the various patterns of pathology on refractory periapical 
periodontitis  conbined with multiple factors such as the 3D shape of apical lesion, anatomical form
 of root apex and occlusal trauma in addition to extraradicular biofilm.

研究分野： 歯科保存学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
歯内療法の成功率は、初回の根管治療、再

根管治療ともに概ね 75％と報告されている
（Ng YL et al, Int Endod J, 2007, 2008）。再
根管治療を行ったにもかかわらず経過不良
となった症例に対しては一般的に外科的歯
内療法（歯根端切除術や意図的再植法）ある
いは抜歯という手段が取られているが、再根
管治療と歯根端切除術の併用療法でも成功
率は 81％と報告されており（Wu MK et al, 
Int Endod J. 2009）、未だに根管治療の成功
率が 100％にならないのが現状である。経過 
不良症例については、きっちりと原則に沿っ
た処置を行っていれば回避できたものから、
歯の解剖学・病理学的問題、細菌学・免疫学
的問題、治療手技に起因する問題などを背景
としたいわゆる“エンド難症例”まで様々な
カテゴリーが存在することが知られている。
さらに、根管内に臨床上の問題がなくかつ通
法の歯内療法を施しても治癒しない、いわゆ
る難治性根尖性歯周炎に陥った症例も臨床
ではしばしば経験する。結果的に破折や穿孔
など歯科治療中の偶発事故的問題や病理解
剖学的問題が原因であった症例を除くと、実
に 80％以上（11 症例中 9 症例）で根尖孔外
バイオフィルムが関与しているという報告
があり（Noiri Y et al, J Endod. 2002）、現状
では消去法的な診断により外科的歯内療法
による保存や抜歯・欠損補綴という次善策が
講じられている。 
一方で、我々が行った 16s rRNA 遺伝子解

析法による研究では、外科的歯内療法で 31％
（32 症例中 10 症例）、抜歯で 65％（23 症
例中 15 症例）しか根尖孔外バイオフィルム
が関与しておらず（第 136 回日本歯科保存学
会春季学術大会 2012）、難治性根尖性歯周炎
の原因は他の要素も含めてより詳細に検討
する必要があることが示唆された。 
ここで難治性根尖性歯周炎の原因を根尖

部歯周組織の病態に絞って考えると、細菌性
因子（根管内/根尖孔外バイオフィルム）の他
に、生体応答性因子（根尖病変の病態や 3 次
元的拡がり、個体差）、環境因子（根尖吸収、
咬合性外傷）などの要素が複雑に絡みあって
いるものと推察される。臨床的にはどの要素
がどの程度病態に影響を与えているかを把
握することができればそれに対する個別的
な方策を考えることができ、Minimum 
intervention の観点からもその診断的価値な
らびに治療方針への影響は極めて大きいと
思われる。しかしながら、難治性根尖性歯周
炎の病態を包括的に捉えた解析は未だ行わ
れていないのが現状である。 
そこで我々は、難治性根尖性歯周炎におけ

る感染の実態と病態の関連性を解明するこ
とが、難治性根尖性歯周疾患を克服し、歯内
療法の診断や治療の精度をさらに高めてい
く上で必須であると考え、本研究を着想する
に至った。 

２．研究の目的 
 
本研究では、難治性根尖性歯周炎罹患歯に

対する外科的歯内療法および抜歯に際し、以
下の点を明らかにすることを目標とする。 

 
(1) 遺伝子工学的手法（16s rRNA 遺伝子解
析法）を用いて、根管内/根尖孔外バイオフィ
ルム構成細菌種を検索する。 
 
(2) 根尖孔外バイオフィルムが存在しない可
能性が高いと判断される場合は、走査型電子
顕微鏡（SEM）により根尖部を微細形態学的
に解析する。 
 
(3) 術前に問診と現症の診査、画像検査、咬
合診査を行った上で、術中に Microscope を
用いて根尖部を観察することにより、各症例
毎に詳細な原因分析を行う。さらに予後を追
跡することで、診断および治療の妥当性につ
いても検討する。 
 
３．研究の方法 
 
大阪大学歯学部附属病院保存科を受診し、

難治性根尖性歯周炎罹患歯を有し外科的歯
内療法あるいは抜歯が必要と診断された外
来患者のうち、インフォームドコンセントを
行い同意の得られた患者を対象とする。 
 
(1) 診査と臨床試料の採取 
 術前診査としては、問診と現症の診査、画
像検査、咬合診査を行う。問診（主訴、現病
歴、既往歴）と現症に関する診査については
患歯の病態を把握するために極めて重要で
あるため、詳細に記録する。画像検査につい
ては CBCT を撮像し、根尖部の解剖学的形態
（外部吸収の有無）と根尖病変の 3 次元的拡
がりを診査する。咬合診査については咬合性
外傷の有無を診査する。特に、咀嚼運動時の
早期接触や日中のくいしばり、睡眠時の歯ぎ
しりなどに注目して、可及的詳細に診査する。
術中診査としては、外科的歯内療法の場合は
Microscope を用いて根尖部を観察する。特に、
根切した断面の診査は入念に行う（根尖破折
の有無、根管の解剖学的形態の問題の有無、
根尖病変への露出歯根面の性状すなわち歯
根膜やう蝕様病変の有無）。 
 
(2) 基礎的解析 
 まずバイオフィルム試料の作製を行う。根
管充填直前の根尖部付近をファイリングし
て得られた根管内象牙質削片あるいは根切
された根尖より採取された削片からバイオ
フィルムを剥離し、細菌由来ゲノム DNA を
抽出、調整を行い、-20℃で凍結保存する。 
 次に、バイオフィルム構成細菌種の解析を
行う。16s rRNA 遺伝子解析法によりバイオ
フィルム構成細菌の同定を行う（Noguchi N 
et al, Appl Environ Miclobiol. 2005）。細菌



由来ゲノム DNA を 16s rRNA 遺伝子の保存
領域に対するプライマーを用いた PCR 法を
行い、16s rRNA 遺伝子を増幅する。得られ
るPCR産物はTAクローニング法によりベク
ターに挿入し、その後大腸菌への形質転換を
行い、プラスミドライブラリーを作成する。
それぞれの大腸菌クローンからプラスミド
DNA を回収し、シークエンサーによりそれ
ぞれのインサートの塩基配列を決定する。得
られる塩基配列を、NCBI database Blast N 
Program にて照合し、配列解析ソフトにより
マルチアライメントを行い、配列間の進化距
離を計算して系統樹を作成するとともに、培
養不可能な未同定細菌についても 16s rRNA
の全配列を決定し、それらの細菌種を明らか
にする。 
 また、根尖孔外バイオフィルムがおそらく
存在しないと予測される症例については、根
尖部の詳細な解析を優先させた方が病態を
把握するのに望ましいと考えられるので、
16s rRNA 遺伝子解析法ではなく SEM によ
る微細形態学的解析を行う。具体的には、バ
イオフィルムの有無の他に、歯根膜やう蝕様
病変、外部吸収の有無および根管口の形態を
精査する。 
 
４．研究成果 
 
難治性根尖性歯周炎における根尖孔外バ

イオフィルムの検出頻度については、今回の
ように多因子を考慮した解析方法では症例
選択の基準の取り方により様々な解釈が可
能であるため、明確に算出することは困難で
あった。大まかな傾向としては我々の過去の
研究結果と相違なかった（第 136 回日本歯科
保存学会 2012）。また、その中で根管内/根
尖孔外バイオフィルム構成細菌種について
は、どの症例にも共通するような特徴的な検
出傾向は認められず、症例の病態に応じて多
様な傾向を示すことが明らかになった。した
がって、多くの症例をまとめて難治性根尖性
歯周炎の病態を解析することは極めて困難
であり、むしろ個別の症例を可能な限り詳細
に解析し、その蓄積により多様な病態を把握
した上で予後まで確認することで、診断や治
療の妥当性を確認することが重要であるこ
とが示唆された。よって、以下ではこれまで
の症例毎の検討で明らかになった事実を中
心に記載していく。 
 
(1) 根尖孔外バイオフィルムが検出された症
例 
 根尖孔外バイオフィルムが検出された症
例に関しては、総じて抜髄からの経過年数が
長いことが共通点としてあげられた。これは
根管内の感染源が根尖孔外へ波及するのに
時間を要するためと考えられ、その結果とし
て根尖部の感染がより進行した状態になっ
ているものと推察された。さらに波及経路に
ついては、根尖部の解剖学的形態（根尖孔や

側枝の形態、根尖吸収など）が関係している
と考えられ、これが根尖病変の 3 次元的形態
に影響していると推察された。これらの要素
を合わせたものが、根尖病変の大きさと根尖
病変に露出した根尖部（つまり歯根膜が喪失
して根尖孔外バイオフィルムが付着してい
る可能性のある部分）の関係であり、進行し
た症例では、根尖孔付近の歯根表面にう蝕様
病変や外部吸収、セメント質肥厚などの変化
が認められるものと考えられた。（症例 1、歯
根端切除術） 

根尖孔外バイオフィルム構成細菌として、
Porphyromonas gingivalis、Porphyromonas 
gulae が高頻度に検出された。 
 
また、過剰根管充填により難治化した症例

においても、根尖孔外に逸出したガッタパー
チャポイントおよび根尖孔外の歯根表面に
も根尖孔外バイオフィルムの付着が認めら
れたことから、このような要素も根尖部の感
染の進行に関与している可能性が推察され
た。(症例 2、再植歯根端切除術) 

根尖孔外に逸出したガッタパーチャポイン
トからは、 Porphyromonas gingivalis 、
Bacteroides-like sp が、根尖孔外バイオフィ
ルム構成細菌としては、Phocaeicola sp、
Phocaeicola abcessus が高頻度に検出された 
 
このような局所的な病態の詳細は、外科的

歯内療法時の予後に影響を及ぼしているこ
とが示唆された。 
 
(2) 根尖孔外バイオフィルムが検出されなか
った症例 
 大きな根尖病変を形成しているにもかか
わらず、根尖孔外バイオフィルムが検出され
なかった症例も存在した。このことは、根尖
病変の大きさと根尖孔外バイオフィルムの
有無に相関関係がないことを示唆している。
さらに、歯槽骨や上顎洞底を穿孔している症
例では、免疫による根尖病変の抑制が低下し
ているために、通法の根管治療に反応せず治



癒に向かわなかったことが推察された。(症
例 3、歯根端切除術) 

 
また、う蝕が存在しないにもかかわらず失

活して難治性根尖性歯周炎を形成した症例
においても、根尖孔外バイオフィルムは検出
されなかった。この症例の難治化の原因とし
ては、根尖部の SEM による解析より特徴的
な根尖孔の形態変化や歯根膜の喪失が認め
られたため、先程述べた免疫の要素以外にも
早期接触やくいしばりによる咬合性外傷が
関与している可能性が考えられた。(症例 4、
歯根端切除術) 

 
 このように、根尖孔外バイオフィルム以外
の原因も、難治性根尖性歯周炎形成の原因に
間接的に関与していることが示唆された。 
 
 以上をまとめると、難治性根尖性歯周炎が
形成される直接的な原因としては、まず根管
内に残存する感染源の量が重要であり、時間
の経過とともに様々な経路を介して根尖孔
外に波及した結果として根尖孔外バイオフ
ィルムが形成されて難治化することが考え
られた。一方で、根管内に残存する感染源が
根尖孔外に波及して起きた炎症により骨吸
収が進行し、根尖病変の大きさと周囲骨の表
面積とのバランスが崩れ免疫による制御が
破綻して難治化する場合もあることが明ら
かになった。咬合性外傷については、炎症に
よる組織破壊が進行することで、間接的に免
疫による制御が働きにくい環境を助長して
いる可能性が示唆された。実際の病態はこれ
らの要素が複合したものであり、その結果と
して多様な病態が発現していると考える。し
たがって、難治性根尖性歯周炎の診断と治療
については、これらの要素を統合して理解し
た上で個別的に対応していくことが必要で
あり、今後も症例を蓄積しながら更に検討を
継続していく予定である。 
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