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緒言 

 

近年、根尖性歯周炎の難治化には、根尖孔外に形成されたバイオ

フィルムが関与することが明らかとなった 1 - 4)。バイオフィルム内の

細菌は、宿主の免疫反応や抗生物質に対し抵抗性を示すため 5)、バイ

オフィルム感染症である齲蝕や歯周病の治療には主にバイオフィル

ムの機械的除去が行われている。しかし、根尖孔外バイオフィルム

は根管内からの機械的除去が不可能であるため、対応の第一選択は

外科的歯内療法 (歯根端切除術) となる。 

現在、根尖孔外など、機械的除去が困難なバイオフィルムに対し

て新たな治療法や抑制法の開発を目指した研究が行われている 6, 7)。  

Asahi ら 8)は、細菌の細胞間コミュニケーションであるクオラムセン

シングに関与するアシルホモセリンラクトンの類似化合物の 3 種

が、Porphyromonas gingivalis のバイオフィルム形成に対して阻害効

果を示すことを報告した。また、Maezono ら 9)はマクロライド系抗

菌剤のアジスロマイシンが、浮遊系の P. gingivalis の最小発育阻止

濃度以下で P. gingivalis バイオフィルムを抑制することを報告した。

これら in vitro で得られた結果を臨床応用するためには、動物実験
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での抗バイオフィルム効果の検討が必要である。そのために、in vivo 

における根尖孔外バイオフィルムモデルの開発が必要であると考え

た。 

これまで、動物を用いて実験的に根尖性歯周炎を惹起させた研究

は数多く報告されている 10 - 14)。しかし、根尖性歯周炎を惹起させ、

さらに根尖孔外にバイオフィルムを形成させた実験モデルの報告は

未だ存在しない。そのため、根尖孔外バイオフィルムは、その形成

メカニズムや難治化との関連、および根尖病巣に及ぼす影響につい

ては未だ明らかになっていない。 

従来、根尖病巣による根尖周囲の歯槽骨の変化は、ほとんどがエ

ックス線写真または組織学的切片によって評価されてきた 15 - 18)。し

かし、三次元的な構造を二次元的に分析することは、正確性、客観

性に欠けることは明らかである。近年、実験動物用の高分解能を持

つ micro-Computed Tomography (以下、マイクロ CT と略す) が開発

され、これによって同一の個体を経時的かつ三次元的に評価するこ

とが可能となった。 

そこで本研究では、ラットを用いた根尖孔外バイオフィルムモデ

ルを開発し、根尖孔外バイオフィルムを形成する細菌の同定、定量
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を行うとともに、根尖孔外バイオフィルムが根尖病巣に及ぼす影響

を、マイクロ CT を用いて経時的三次元計測にて検討した。 
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材料および方法 

 

本研究は大阪大学大学院歯学研究科および工学研究科の動物実験

委員会の審査、承認の後行われた (承認番号 : 22-003-2, 23-2-1) 。 

 

1. ラットにおける根尖孔外バイオフィルムモデルの開発 

 図 1. に本研究の実験デザインを示した。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 19)の方法に準じて行った。実験動物にペント

バルビタールナトリウム (30 mg/kg) (ネンブタール®, 大日本製薬,  

大阪) とカルプロフェン (3 mg/kg) (リマダイル®注射液, ファイザー,  

東京) の腹腔内注射による全身麻酔を施し、下顎両側第一臼歯に対し

て、電気エンジン (VIVA MATE G5, NSK, 栃木) に装着した #1/2 ラ

ウンドバー (Dentsply, Switzerland) を用いて咬合面近心小窩より露

髄させた。同歯の髄腔を開放状態で 4 週間放置することにより、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) (アクセサリーポイント FS, Pearl Dent Co, Ltd,  

Vietnam) 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
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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 週後のラットにペントバルビタールナトリウム  

(ネンブタール®, 大日本製薬) を腹腔内に過剰投与することにより

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、4% パラホルムアルデヒド · リン酸緩衝液  

(ナカライテスク, 京都) で 12 時間浸漬固定 (4˚C) 後、15% グリセ

リン (和光純薬, 大阪) を添加した 10% エチレンジアミン 4 酢酸  

2 ナトリウム (同仁化学研究所, 熊本) 溶液中で約 14 日間 4˚C に

て低温脱灰を施した。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 (Sakura Finetechnical, 東京) 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,  
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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 -80˚C にて保存した。 

 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。すなわち、切片を 1 時間乾燥し、30 分水

洗した後、ハリスのヘマトキシリン (武藤化学, 東京) に 10 分間反

応させ、水洗後、0.1% 塩酸 · 70% アルコール (武藤化学) で分別し

た。水洗後、0.1% 飽和炭酸リチウム液 (武藤化学) を反応させ、5 分

間水洗した。その後クリスタルバイオレット液 (武藤化学) を 2 分

間反応させ、2% ヨウ素溶液 (武藤化学) で 1 分間媒染し、水洗後、

乾燥した。次いで、切片をエーテル · アセトン (和光純薬) 液に浸

漬して脱色し、塩基性フクシン液 (武藤化学) を 3 分間反応させた

後水洗した。アセトン · ピクリン酸 (和光純薬) 溶液で処理した後、

キシレン (和光純薬) で透徹し、標本封入剤 (SUPER mount M480, フ

ァルマ, 東京) で封入した後、光学顕微鏡 (ECLIPSE Ni-U, Nikon, 東

京) 下の観察に供した。 
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2) 微細形態学的観察 

 露髄 6 および 8 週後のラットにペントバルビタールナトリウム 

(ネンブタール®, 大日本製薬) を腹腔内に過剰投与することにより

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 (10-506, YDM, 東京) 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 21)の方法に準じて調整した。すなわち、ハーフカル

ノフスキー溶液 (2% パラホルムアルデヒド · 2.5% グルタールアル

デヒド) (pH 7.4) にて 30 分間浸漬固定し、0.1 M カコジル酸ナトリ

ウム緩衝液 (pH 7.4) により 3 回洗浄した。続いて、上昇エタノー

ル系列 (50 – 100%) で脱水し、t – ブタノール (ナカライテスク) で

置換した後、凍結乾燥装置 (JFD 310, 日本電子, 東京) を用いて乾燥

し、プラズママルチコーター (PMC 5000, メイワフォーシス, 大阪) 

にて白金蒸着を施した。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。 
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3) 遺伝子学的分析 

 露髄 6 および 8 週後のラットにペントバルビタールナトリウム 

(ネンブタール®, 大日本製薬) を腹腔内に過剰投与することにより

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 (10-506, YDM) 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 (Bio-Rad, USA) を使用して遺伝子を抽出した。 

 dTNP 混合液 (3.2 µl) 、10 × 緩衝液 (2 µl) 、25 mM MgCl2 (2 µl) 、

Taq ポリメラーゼ (0.2 µl) (TaKaRa LA Taq®, タカラバイオ, 滋賀) 、

16S rRNA を 対 象 と す る ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー  (63f : 

CAGGCCTAACACATGCAAGTC, 1387r : GGGCGGWGTGTACAAG- 

GC)22) (各 1 µl) 、および抽出 DNA 液 (5 µl) に滅菌蒸留水を加えて

全量 20 µl の PCR 反応溶液とし、サーマルサイクラー (GeneAmp 

PCR System 9700, Applied Biosystems, USA) にて、initial denature 95˚C  

で 2 分間、denature 95˚C で 0.5 分間、annealing 56˚C で 1 分間、

extension 72˚C で 1 分間、final extension 72˚C で 60 分間、サイクル
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数 30 の条件でターゲット DNA の増幅を行った。 

 PCR 産物をアガロース – RE (ナカライテスク) にエチジウムブロ

マイド (和光純薬) 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 (日本

クレア) 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 

 露髄 6 および 8 週間後に、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た (各期間 5 匹) 。また、被験

歯と対照歯の根管内を #30 H ファイル (MANI, 栃木) にて全周フ
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ァイリングすることで得られた削片を根管内試料とした (各期間 5 

匹) 。採取した根尖孔外試料と根管内試料は輸送培地 (ANA ポート,  

阪大微研, 大阪) に浸漬した。輸送培地に浸漬した試料を十分に攪拌

した後、Noiri ら 23)の方法に準じて直接分離培養および増菌培養を行

った。すなわち、直接分離培養では、試料を 5% 羊血液添加コロン

ビア寒天培地に滴下してコンラージ棒で塗抹し、35˚C で 14 – 48 時

間、5% CO2 条件下、あるいは 37˚C で 1 – 5 日間連続嫌気培養した。

増菌培養では、試料を臨床用チオグリコレート培地に播種し、35˚C 

で 1 – 7 日間培養した。菌の発育が認められたら、5% 羊血液添加 

Trypticase Soy Agar、5% 羊血液添加コロンビア CAN 寒天培地、マ

ッコンキー寒天培地、および 5% 羊血液添加コロンビア寒天培地に

再度分離培養した。直接分離および増菌培養で得られた異なる集落

について、グラム染色性、形態、発育性、および生化学的性状によ

り細菌種を同定した。尚、生化学的性状試験には API シリーズ 

(BIOMERIEUX, France) および RaP ID シリーズ (アムコ, 東京) を

使用した。 
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2) リアルタイム PCR による根尖孔外細菌の定量 

 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) 、

InstaGene matrix (Bio-Rad) を使用し遺伝子を抽出した。 

 Power SYBR® Green PCR Master Mix (10 µl) (Applied Biosystems) 、

16S rRNA を対象とするユニバーサルプライマー  (357f :  

CTCCTACGGGAGGCAGCAG, 907r : CCGTCAATTCMTTTRAGT- 

TT)24) (各 0.5 µl) 、および抽出 DNA 液 (1 µl) に滅菌蒸留水を加え

て全量 20 µl の PCR 反応溶液とし、ABI 7500 Fast system (Applied 

Biosystems) により initial denature 95˚C で 3 分間、denature 95˚C で 

15 秒間、annealing 65˚C で 1 分間、extension 72˚C で 1 分間、サイ

クル数 30 の条件でターゲット DNA の増幅を行った。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 (Applied 

Biosystems) を用いて解析した。 
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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 5 週齢雄性 Wistar 系ラット (日本

クレア) 6 匹の下顎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。露髄 1 、2 、3 、4 、6 、8 、12 、16 および 20 週後の

各時点において、ペントバルビタールナトリウムの腹腔内注射によ

る麻酔後、マイクロ CT (R_mCT 2, RIGAKU, 東京) にて顎骨の撮影

を行った。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。撮影によって得られたデータに対して、X 軸は近心根

の根尖部透過像の起始点を通り、Y 軸は頬側根と舌側根の中心を通

り、Z 軸は近心根と遠心根の中心を通るように、各軸を設定した (図 

2) 。Y 軸より近心かつ X 軸より根尖側に含まれる透過像を根尖病

巣とした。 

 骨密度 (以下、BMD と略す) が既知のファントムを用いて、CT 値

を BMD 値に変換する検量線を作製し、各試料の BMD 画像を作製
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した。判別分析法により硬組織抽出の閾値を設定し、2 値化画像か

ら病巣部位の面積を計測した。全てのスライスの病巣面積を計測す

ることで病巣体積を算出し、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. 2) および 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。 
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結果 

 

1. 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) 組織学的観察 

 図 3. に露髄 8 週後の被験歯と対照歯の根尖孔付近の Brown – 

Brenn 染色像を示した。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) 微細形態学的観察 

 図 4. に露髄 6 週後の被験歯と対照歯の SEM 像を示した。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
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かった。 

 

3) 遺伝子学的分析 

 図 5. にアガロースゲル電気泳動の結果を示した。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 1300 ベースペア

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 

 表 1. に、被験歯において根管内 · 根尖孔外から検出された細菌

種および属を示し、表 2. に対照歯において検出された細菌種および

属を示した。根管内では 20 試料中全ての試料から細菌が検出され、

根尖孔外では 20 試料中 19 試料から細菌が検出された。根管内 20 

試料中 15 試料から Proteus mirabilis が、14 試料から Escherichia 

coli が、13 試料から Enterococcus avium と Enterococcus gallinarum 

が検出された。被験歯の根尖孔外  10 試料中  8 試料から 

Enterococcus avium が、7 試料から Escherichia coli が、6 試料から 
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Klebsiella pneumoniae 、Morganella morganii および Proteus mirabilis

が、5 試料から Enterococcus gallinarum と Streptococcus agalactiae 

が検出された。対照歯の根尖孔外からは、細菌の検出された 9 試料

中 5 試料から Enterococcus gallinarum と Klebsiella pneumoniae が

検出された。 

 

2) リアルタイム PCR による根尖孔外細菌の定量 

 図 6. に各期間における根尖孔外に存在する細菌量を示した。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 

 図 7 . に露髄 4 週後の被験歯における、根尖孔外の GP の長さを

計測した際の画像の一例を示した。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 1 mm) まで均一に挿入されていることが確認された。 

 図 8. に各期間における根尖病巣体積を示した。被験歯、対照歯と
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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) 。 
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考察 

 

 臨床的に難治性根尖性歯周炎と診断された歯の過剰根管充填材表

面に細菌バイオフィルム形成が観察されていることや 2)、in vitro に

おいて、Enterococcus faecalis などの細菌が GP 上にバイオフィルム

を形成することが報告されている 25)。これらのことから、根尖孔外

バイオフィルムは、GP を足場として根管内で形成されたバイオフィ

ルムが根尖孔外まで成長していくことで形成されると推察される。 

 動物で実験的に根尖病巣を形成させ、組織学的にその病巣を観察

した報告は多くみられる。今までに、実験的根尖病巣の形成に用い

られた実験動物には、ラット 10, 12, 14)、ネコ 26)、イヌ 11, 27)、サル 13, 28)

などがみられ、一般にはラットが使用されることが多い。ラットの

臼歯は解剖学的構造がヒトのものに類似しており、遺伝的背景が明

らかで、個体差がほとんどない。また、多数の個体を得ることや多

数の個体を短期間に一度に実験に使用することが容易である。その

ため、均一な実験的根尖病巣の形成にはラットが最も適していると

思われる。よって本実験では、ラットに実験的に根尖病巣を形成さ

せた後、GP を根尖孔外まで挿入することによって根尖孔外バイオフ
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ィルムの形成を試みた。組織学的観察、微細形態学的観察ならびに

遺伝子学的分析の結果より、露髄 6 週後以降に本手法により根尖孔

外にバイオフィルムが形成されることが明らかとなり、ラットにお

ける根尖孔外バイオフィルムモデルが確立されたと考えられる。さ

らに、マイクロ CT を用いた根尖孔外 GP の計測によって、本手法

で想定した長さまで GP を均一に挿入できることが明らかとなった。

また、Brown – Brenn 染色において、根尖孔外バイオフィルムの大部

分はグラム陰性菌によって形成されており、これはヒトの根尖孔外

バイオフィルムにおける傾向と一致していた 29, 30)。 

 根尖孔外まで挿入された GP は、それ自体が異物として免疫応答

を起こすため 31, 32)、理想的には GP を挿入せずに根尖孔外バイオフ

ィルムを形成することが望ましい。しかし、予備実験において GP を

挿入しない状態で根尖孔外バイオフィルムの形成を試みたが、露髄 

20 週後においても根尖孔外にバイオフィルムを形成しなかった (デ

ータ示さず) 。そのため、GP の挿入無しでは根尖孔外バイオフィル

ムを形成することが不可能か、あるいは形成できたとしても長期間

を要するため、実験モデルとしては不適当または成立しないと考え

られる。よって、実験モデルとしては、根尖孔外の GP 自体の影響
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は受けるものの本手法が適切であると考えられる。また、GP の根尖

孔外への挿入によって容易に根尖孔外バイオフィルムが形成された

ことから、臨床の現場において、根尖孔外を越えて挿入された GP は

時として根尖孔外バイオフィルム形成の足場となる可能性があるこ

とが示唆される。本研究では GP を 1 本挿入しているのみで、根管

充填は行っておらず、死腔が十分あったため、よりバイオフィルム

形成が起こり易い状況であったと考えられる。臨床的に緊密な根管

充填が行われておらず、かつ過剰根管充填されてしまった場合、根

尖孔外バイオフィルムが形成される可能性は極めて高くなると考え

られる。従って、エックス線的にこのような状態を示す像がみられ

た症例では、根尖孔外バイオフィルムの存在を念頭において治療を

行う必要があろう。 

 ヒトの難治性根尖性歯周炎罹患歯の根管内細菌を同定した研究は

数多く報告されており 33 - 35)、これらの報告の多くでは、E. faecalis が

高頻度で検出されている。ラットを用いた本実験においても、ヒト

の根管内と同様に培養法では Enterococcus が高頻度で検出された 

(表 1, 2) 。被験歯と対照歯から検出された細菌種は、根管内と根尖

孔外で同様の傾向を示した。これは、根管内で形成されたバイオフ
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ィルムが根尖孔外へ向かって伸展して根尖孔外バイオフィルムが形

成されることの一つの状況証拠となる。本研究において、ヒトの根

管内から一般的に検出される  Fusobacterium 、Campylobacter 、

Bacteroides endodontalis が検出されなかったが、これは過去にラット

の根管内の細菌叢を検索した報告 36)と一致している。しかし、ラッ

トの細菌叢の好気性菌と嫌気性菌の割合はヒトのものに類似してい

る 36)ことから、ヒトの根尖孔外バイオフィルムもラットの場合と同

様の機序で形成されると推察される。 

 本研究では、リアルタイム PCR によって根尖孔外に存在する細

菌量を計測した。図 6. より、被験歯では根尖孔外の細菌量は各期間

で有意差はないものの増加傾向を示したことから、根尖孔外バイオ

フィルムは経時的に成長していくと推察された。培養法における対

照歯の根尖孔外試料からの検出菌や、リアルタイム PCR において

対照歯で認められたわずかな細菌遺伝子は、根尖孔外試料採取時に

生じる根管内からのコンタミネーションであると思われる。 

 エックス線 CT は 1972 年に G. Hounsfield ら 37)によって開発さ

れ、医療診断に応用されることにより、医学界に革新的な進歩をも

たらした。その後、エックス線 CT の画像技術は工業界の非破壊検



22 
 

査にも応用され、創薬等の研究に応用可能な実験動物用のエックス

線マイクロ CT の開発が熱望されていた。しかし、実験動物の CT 

撮影を従来の CT 装置で行う場合、ヒトの医療用 CT では小動物を

撮影するには解像度が不足し 19)、工業用 CT では長時間の撮影での

動物への被曝の影響が大きい上、サンプルを回転して撮影するシス

テムであるため生きた動物の撮影に適していなかった。近年、わず

か 17 秒のエックス線撮影で 512 枚の CT 画像を得ることができ

る高解像度 (最小 10 µm/pixel) の実験動物用マイクロエックス線 

CT 装置である R_mCT 2 (RIGAKU) が開発された。この装置では、

1 撮影 (17 秒撮影) での被曝量は 10 mGy 以下であるため、小動物

の骨組織の変化を生きたまま経時的かつ三次元的に計測することが

可能となった。本実験では、このマイクロ CT 装置を用いて根尖病

巣の体積を経時的に三次元計測した。以前にも Kawahara ら 19)が、

ヒトの医療用 CT 装置 (Light Speed Qx/i, GE, USA) を使用しラット

の根尖病巣を撮影したが、本装置ではヒトの医療用 CT 装置の 100 

倍以上の分解能を有している。また、本実験では撮影時に BMD 値

が既知のヒドロキシアパタイト製ファントムを使用し、硬組織の閾

値を設定しているため、より正確で客観性のある結果が導かれた。 
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 図 8. より、ラットの根尖病巣の体積は露髄 4 週後以降にわずか

に縮小傾向を認めたが、これは Wistar 系ラットにおいて根尖病巣を

二次元的に計測した過去の報告と一致している 38, 39)。図 6. において、

被験歯の根尖孔外の細菌量は増加傾向を認めるものの、図 8. におけ

る被験歯の根尖病巣体積は露髄 8 週後から停滞状態となっている。

これは、根尖病巣の主たる原因はあくまで根管内の細菌であり、根

管内の細菌に比べ圧倒的に少ない根尖孔外の細菌が多少増加したと

ころで、根尖病巣体積には大きく反映されないものと推察される。

ラットの実験的根尖性歯周炎では、露髄 4 週後までが病巣の拡大期

とされ、それ以降、病巣は安定化していくと考えられている 40, 41)。

病巣の拡大期では炎症性細胞浸潤は増加していくが、それ以降では

炎症性細胞浸潤は減少していくことや 42)、病巣拡大期では T リンパ

球の中で CD4 陽性 T リンパ球が優勢になり、それ以降では CD8 

陽性 T リンパ球が優勢となっていくことが報告されている 43)。根尖

周囲に存在する細菌は根尖周囲の炎症反応を惹起する 44, 45)ことから、

根尖孔外バイオフィルムが存在すると、バイオフィルム内の細菌量

に関わらず根尖周囲で持続的な炎症反応が生じ、病巣拡大期から安

定期への移行に影響を及ぼす可能性があり、その結果、被験歯と対
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照歯との間で病巣体積に有意な差が生じたと推察される。 

 歯科の領域において、バイオフィルムに対する局所免疫反応につ

いて in vitro と in vivo の両面で研究が行われている 46 - 48) 。しかし、

in vivo における根尖孔外バイオフィルムモデルはこれまで存在しな

かったため、根尖孔外バイオフィルムに対しての宿主免疫反応を調

べた研究は未だ存在しない。本研究により開発したモデルを用いる

ことで、根尖孔外バイオフィルムが免疫反応に及ぼす影響を検討す

ることが可能となる。図 8. で認められた病巣体積の変化についても、

今後、免疫細胞の変化を検索することによって、より詳細なメカニ

ズムが明らかになると推察される。 

 ラットにおける根管治療モデルは以前に報告されている 49) 。しか

し、そのモデルでは下顎第一臼歯 4 根管中 2 根管のみ根管治療を

行っており、残りの 2 根管については未処置のままであり、完全な

モデルではない。より優れた根管治療モデルとして、 4 根管全てを

処置するモデルの開発が必要である。現在、臨床の場ではマイクロ

エンドドンティクスが普及し、それに伴って様々な顕微鏡治療用の

器具が開発されている。これらを応用することによって、動物の根

管治療の術式が確立されれば、今後、本研究の方法で根尖孔外バイ
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オフィルムを形成した後に根管治療を行うことで、根尖孔外バイオ

フィルムと難治性根尖性歯周炎との関連を明らかにできると推察さ

れる。 

 本研究で開発したラットにおける根尖孔外バイオフィルムモデル

は、これまでに in vitro で報告されている抗バイオフィルム剤 6, 7) の

結果を臨床に応用するための重要な礎となる。また、このモデルを

用いることによって、根尖孔外バイオフィルムの形成メカニズムや、

根尖孔外バイオフィルムによって根尖周囲における免疫応答がどの

ように変化するのかを解明することが可能となり、根尖孔外バイオ

フィルムに対する治療法の新たな緒が得られるものと考えられる。 
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結論 

 

 本研究では、ラットにおける根尖孔外バイオフィルムモデルの開

発を試みた。そして、根尖孔外バイオフィルムの根尖病巣に及ぼす

影響を検討し、以下のような結論を得た。 

 

 

1. ラットにおいて、4 週間の露髄によって実験的根尖病巣を形成さ

せた後、GP を根尖孔外まで挿入することによって、露髄 6 週後

から根尖孔外バイオフィルムが形成できることが明らかとなっ

た。 

 

 

2. 根尖孔外バイオフィルムは、根尖孔外に挿入された GP とともに

根尖病巣の進展に関与することが示唆された。 
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図 1. 本研究の実験デザイン

(それぞれ各期間 n = 4 匹)
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(n = 6 匹)



図 2. マイクロ CT 解析における軸設定

X 軸 : 近心根の根尖部透過像の起始点を通る

Y 軸 : 頬側根と舌側根の中心を通る

Z 軸 : 近心根と遠心根の中心を通る
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図 3. 露髄 8 週後の被験歯および対照歯の根尖付近の Brown – Brenn 染色像

A 被験歯の近心根の根尖付近の弱拡大像 (観察倍率 : x 40) 

B A の実線で囲まれた領域の拡大像 (観察倍率 : x 200) 
根管内から根尖孔外にかけて、連続的に赤く染色されたバイオフィルム (矢印, 矢頭)  
が観察された。

C B の実線で囲まれた領域の拡大像 (観察倍率 : x 1000) 
根尖孔外にグラム陰性菌から成るバイオフィルム (矢印) が観察された。

D B の点線で囲まれた領域の拡大像 (観察倍率 : x 1000) 
グラム陽性 · 陰性菌から成るバイオフィルム (矢頭) が観察された。

E 対照歯の近心根の根尖付近の弱拡大像 (観察倍率 : x 40)

F E の実線で囲まれた領域の拡大像 (観察倍率 : x 1000)
根尖孔外にバイオフィルムは観察されなかった。

G E の点線で囲まれた領域の拡大像 (観察倍率 : x 1000)
根尖病巣内には炎症性の細胞浸潤が観察された。

矢印 : 根尖孔外バイオフィルム,  矢頭 : 根管内バイオフィルム,  
AF : 根尖孔, GP : ガッタパーチャポイント, RC : 根管
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図 4. 露髄 6 週後の被験歯および対照歯の根尖付近の SEM 像

A 露髄 6 週後の被験歯の全体像 (観察倍率 : x 18)
近心根に GP が根尖孔外まで挿入されている。

B A の矢頭で指し示された領域の拡大像 (観察倍率 : x 8000)                                 
根尖孔外の GP 表面に、細胞外マトリックス (矢印) に囲まれた短桿状菌 · 球菌から
成るバイオフィルムが観察された。

C A の矢印で指し示された領域の拡大像 (観察倍率 : x 8000) 
根尖付近のセメント質表面には細胞外マトリックス (矢印) と桿菌から成るバイオフィ
ルムが観察された。

D 露髄 6 週後の対照歯の根尖付近セメント質 (観察倍率 : x 8000)
根尖孔外に細菌は観察されなかった。
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1 : DNA Ladder

2 : 露髄 6 週 被験歯 （GP＋）

3 : 露髄 6 週 対照歯 （GP－）

4 : 露髄 8 週 被験歯 （GP＋）

5 : 露髄 8 週 対照歯 （GP－）

図 5. 露髄 6 および 8 週後の根尖孔外バイオフィルム細菌の遺伝子発現

露髄 6 および 8 週後の全ての試料において、被験歯では 1300 bp 付近に明瞭な
バンドがみられたが、対照歯ではバンドは検出されなかった。



表 1. 被験歯の根尖孔外および根管内より検出された細菌種および属

細菌種および属 検出試料数 検出頻度 (%) 検出試料数 検出頻度 (%) 検出試料数 検出頻度 (%) 検出試料数 検出数 (%)
Actinomyces  sp. 0% 0% 0% 1 20%
Bacteroides distasonis 2 40% 1 20% 0% 0%
Bacteroides fragilis 0% 0% 0% 0%
Bacteroides thetaiotaomicron 1 20% 1 20% 1 20% 0%
Bacteroides uniformis 0% 0% 0% 0%
Enterococcus avium 4 80% 4 80% 5 100% 2 40%
Enterococcus casseliflavus 0% 0% 0% 0%
Enterococcus faecalis 1 20% 2 40% 1 20% 2 40%
Enterococcus gallinarum 2 40% 3 60% 4 80% 2 40%
Enterococcus  sp. 0% 0% 0% 3 60%
Escherichia coli 4 80% 3 60% 4 80% 4 80%
Klebsiella pneumoniae 4 80% 2 40% 4 80% 1 20%
Leuconostoc  spp. 0% 0% 0% 0%
Micrococcus  sp. 0% 0% 0% 0%
Morganella morganii 4 80% 2 40% 4 80% 2 40%
Peptostreptococcus micros 0% 0% 0% 0%
Peptostreptococcus prevotii 1 20% 0% 1 20% 0%
Proteus mirabilis 4 80% 2 40% 4 80% 4 80%
Streptococcus agalactiae 3 60% 2 40% 2 40% 0%
Streptococcus bovis 0% 2 40% 0% 3 60%
Streptococcus parasanguinis 0% 0% 0% 0%
α-Streptococcus 0% 0% 0% 1 20%
Coagulase negative Staphylococci 1 20% 0% 1 20% 0%
Veillonella parvula 0% 0% 0% 1 20%
嫌気性グラム陰性桿菌 1 20% 0% 0% 0%
嫌気性グラム陽性球菌 0% 0% 0% 0%
嫌気性グラム陽性桿菌 0% 0% 0% 0%
好気性グラム陽性桿菌 2 40% 0% 2 40% 0%
ブドウ糖非発酵グラム陰性桿菌 2 40% 0% 1 20% 0%

各期間 n = 5 匹 被験歯において、根尖孔外からはグラム陽性菌が 8 菌種、グラム陰性菌が 8 菌種検出された。
根管内からはグラム陽性菌が 11 菌種、グラム陰性菌が 7 菌種検出された。

表 2. 対照歯の根尖孔外および根管内より検出された細菌種および属

細菌種および属 検出試料数 検出頻度 (%) 検出試料数 検出頻度 (%) 検出試料数 検出頻度 (%) 検出試料数 検出数 (%)
Actinomyces  sp. 0% 0% 0% 1 20%
Bacteroides distasonis 2 40% 0% 4 80% 0%
Bacteroides fragilis 0% 0% 0% 0%
Bacteroides thetaiotaomicron 1 20% 0% 0% 1 20%
Bacteroides uniformis 1 20% 0% 0% 0%
Enterococcus avium 1 20% 2 40% 4 80% 2 40%
Enterococcus casseliflavus 0% 0% 0% 0%
Enterococcus faecalis 1 20% 0% 2 40% 2 40%
Enterococcus gallinarum 3 60% 2 40% 3 60% 4 80%
Enterococcus  sp. 1 20% 1 20% 0% 2 40%
Escherichia coli 4 80% 0% 4 80% 2 40%
Klebsiella pneumoniae 4 80% 1 20% 4 80% 2 40%
Leuconostoc  spp. 0% 0% 0% 2 40%
Micrococcus  sp. 0% 0% 0% 0%
Morganella morganii 3 60% 0% 4 80% 4 80%
Peptostreptococcus micros 0% 0% 0% 0%
Peptostreptococcus prevotii 0% 0% 0% 0%
Proteus mirabilis 3 60% 0% 5 100% 2 40%
Streptococcus agalactiae 3 60% 0% 1 20% 0%
Streptococcus bovis 0% 1 20% 0% 3 60%
Streptococcus parasanguinis 0% 0% 0% 0%
α-Streptococcus 0% 0% 0% 1 20%
Coagulase negative Staphylococci 0% 0% 2 40% 0%
Veillonella parvula 0% 0% 0% 0%
嫌気性グラム陰性桿菌 0% 0% 0% 0%
嫌気性グラム陽性球菌 1 20% 0% 0% 0%
嫌気性グラム陽性桿菌 0% 0% 1 20% 0%
好気性グラム陽性桿菌 2 40% 0% 3 60% 0%
ブドウ糖非発酵グラム陰性桿菌 1 20% 0% 2 40% 0%

各期間 n = 5 匹 対照歯において、根尖孔外からはグラム陽性菌が 8 菌種、グラム陰性菌が 8 菌種検出された。
根管内からはグラム陽性菌が 12 菌種、グラム陰性菌が 7 菌種検出された。

根尖孔外試料 根管内試料
6 w 8 w 6 w 8 w

6 w 8 w 6 w 8 w
根尖孔外試料 根管内試料
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図 6. 根尖孔外細菌量の経時的変化

リアルタイム PCR によって各期間における根尖孔外細菌の定量を行った (各期間 n = 4) 。
グラフは平均値と標準偏差を示す。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 (Student’s t test; p < 0.05) 。被験歯と対照歯ともに、各期間での有
意差はなかった (one-way analysis of variance; p > 0.05) 。



図 7. 根尖孔外 GP の計測

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 (n = 6)。
図は計測時の画像の一例を示す。根尖孔外GP の長さの平均は 0.996 
mm 、標準偏差は 0.0779 mm であった。
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図 8. 根尖病巣体積の経時的変化

マイクロ CT を撮影することによって各期間における根尖病巣体積を経時的、三次元的に
測定した (n = 6) 。グラフは平均値と標準偏差を示す。露髄 8 週後から露髄 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 (Student’s t test; p < 
0.05) 。
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