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緒言 

 

 感染根管治療は歯髄腔および根管内の感染源の除去を目的として行われ、感染歯質の

機械的除去と根管内残存細菌の化学的除去が日常臨床において併用されている。これは、

無菌マウスの歯を露髄させても根尖性歯周炎は生じなかったことから、根尖性歯周炎の

原因が歯髄腔や根管内の細菌感染であるという科学的根拠に基づいている 1)。一方、初

回感染根管治療の成功率の平均値は 73.1% (66.1 - 80.0%) であり、抜髄成功率の平均値で

ある 82.5% (74.0 – 91.0%) より低い 2)。根管内に細菌感染が生じると、感染根管治療を行

っても複雑な解剖学的形態のために根管内のバイオフィルムは完全に除去できないこと

が理由の一つである。さらに、根管内だけではなく根尖孔外にバイオフィルムが形成さ

れることもある 3 - 5)。根尖孔外バイオフィルムは、歯根破折、穿孔、側枝等 6, 7)と並んで

根管治療の成功率を下げる原因の一つであり、根尖性歯周炎の難治化を引き起こすこと

が報告されている 8)。 

近年、歯科用マイクロスコープ、コーンビーム Computed Tomography (以下 CT と略す)、

マイクロエキスカベータ等の最新機器・機材が歯科臨床に導入され、穿孔や破折歯の診

断能力 9)、根管内の破折ファイルの除去率 10)、ならびに歯根端切除術の成功率 11)が大幅

に向上し、従来の治療法では抜歯せざるを得なかった歯が保存可能になってきた。しか

しながら、なおも難治性の根尖性歯周炎は根絶することができないため、新規治療法や

治療薬の開発研究が必要不可欠である。 
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Noiri らは、難治性根尖性歯周炎罹患抜去歯の根尖部セメント質および過剰根管充填材

の表面にバイオフィルムが存在することを明らかにし、根尖性歯周炎の難治化に根尖孔

外バイオフィルムの関与を示唆した 12)。Kuremoto らは、in vivo でラットの歯に根尖孔外

バイオフィルムを形成させ、根尖孔外バイオフィルムが根尖病変体積に与える影響を高

分解能マイクロ CT を用いて明らかにした 13)。バイオフィルム形成細菌に対する制御・

抑制のアプローチとして、Asahi らは、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に着目し、その類似化合物の 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 14)。また、Maezono らはマクロライド系抗菌剤のアジスロマイシンが、P. gingivalisの

浮遊細胞に対する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 15)。 

このように、根尖性歯周炎を治癒に導くために病因の解明や薬剤による病態制御など

が検討されてきたが、薬剤をヒトへ臨床導入するためには、まず実験動物モデルによる

評価系を確立する必要がある。辺縁性歯周炎においては、小動物を用いて種々の方法で

その病態を再現し、さらに様々な手技・手法で治療する実験モデルが報告され、新規治

療薬・治療法が開発されてきた 16 - 19)。一方、根尖性歯周炎においては小動物を用いた病

態モデルは多数存在するが 20 - 22)、治療法や治療薬の開発に係る実験モデルは報告されて

いない。これは、小動物の歯が極めて小さく、根管治療が困難であること、また、比較

的根管治療が容易な単根歯が常生歯である切歯しかなく、感染根管治療の対象が臼歯の
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みであることにより、小動物が根尖性歯周炎の治療モデルに不適切であったためである。

その結果、世界的にみても小動物の感染根管治療に成功した報告はないのが現状である。

しかし、近年、歯内療法領域において歯科用マイクロスコープやマイクロエキスカベー

タの臨床への導入等、歯内療法の治療機器に技術革新が生じ、正確な診断と精密な根管

処置が可能となったため、小動物でも感染根管治療は可能であると考えた。一方、高解

像度マイクロ CT によって小動物の根尖病変の正確な三次元解析が可能となり、治療後

の評価精度も向上した。 

 そこで本研究では、マイクロスコープ観察下で最新治療機器を用いてラットに感染根

管治療を行い、根尖病変をマイクロ CT により経時的かつ三次元的に解析し、病変の術

後経過を評価することにより、小動物の感染根管治療モデルの開発を試みた。 
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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: 26-016-0, 26-1-0) 

 

1. マイクロ CTによるラット歯根完成時期の評価 

 感染根管治療を確実に行うためには、ラット歯根が完成していることが必要である。

そこで、マイクロ CT撮影を行いラット歯根の形成過程を経時的に観察・測定すること

により、本研究に用いるラットの週齢の検討を行った。 

実験には 4週齢雄性 Wistar系ラット (日本クレア, 東京) 4匹を用いた。4週齢から 1

週ごとに 14週齢まで、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、マイクロ CT (R_mCT2, RIGAKU, 

東京) にて下顎第一臼歯の撮影を行った。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、画像解析ソフトウェアは Simple viewer (RIGAKU, 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 軸は髄床底を通り、Y軸および

Z軸は近心根の中心軸を通るように設定した。髄床底から近心根根尖までの Y軸の長さ

を計測し、その値を歯根長とした。また、髄床底から 1 mm根尖側における近心根の根

管の最大径を計測し、その値を根管径とした。 
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2. ラットにおける 4 根管感染根管治療モデル 

 図 1. に本研究の実験デザインを示した。実験には、10週齢雄性Wistar 系ラット (日

本クレア, 東京) 9匹を用い、ラットへの処置はすべてマイクロスコープ (Stemi DV4 

SPOT, Carl Zeiss, Germany) 観察下にて行った。実験的根尖病変の形成は、Kawahara

らの方法 23)に準じて行った。前述の 1. 項と同一の方法で、実験動物に腹腔内注射によ

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 (VIVAMATE 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窩よ

り露髄した。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。また、被験歯の破折防止のために対合歯である上顎両側第一臼歯は露髄

時に抜去した。その後、下顎右側第一臼歯を治療群として感染根管治療を行い、下顎左

側第一臼歯は感染根管治療をせず対照群とした。 

 感染根管治療を行う際には、4×4cmに切り取ったラバーダムシート (Heraeus 

Kulzer, USA) およびラット用に作製したラバーダムクランプ (YDM, 東京) を用いて

被験歯にラバーダム防湿を施した (図 2a, b)。さらに被験歯とラバーダムシートの間隙

をフロアブルコンポジットレジン (MI FLOW, GC) で封鎖後、歯面を 70%エタノール

で消毒することにより無菌的状態を確立した。#1/2ラウンドバーにて咬合面から髄腔開

拡後、歯冠部壊死歯髄を除去し、髄床底部および根管口付近はマイクロエキスカベータ 

(OKマイクロエキスカ, 背戸製作所) を用いて感染歯質の除去を行った。その後 #8 K-
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ファイルを用いて根尖まで穿通し、電気的根管長測定器 (RootZX, モリタ) で 1.0 値の

位置を作業長として根管拡大を行った。近心根と遠心根の最終拡大号数は #20とし、頬

側根と舌側根は #15 とした。NiTiロータリーファイル (Race, FKG, Switzerland) を

用いて根管形成を行い、近心根と遠心根は 4%のテーパーを付与し、頬側根と舌側根は

2%のテーパーとした。2.5%次亜塩素酸ナトリウム水溶液にて根管洗浄を行い、滅菌ペ

ーパーポイントを用いて根管乾燥後、各根の最終拡大号数およびテーパーのガッタパー

チャポイント (SybronEndo, USA) とシーラー (RealSeal SE, SybronEndo, USA) を

用いて単一ポイント法にて根管充填を行った。最後にボンディング (クリアフィル ボン

ド SE ONE, クラレノリタケデンタル, 東京) 処理後、フロアブルコンポジットレジン 

(MI FLOW) にて髄腔内を充填し、歯冠修復処置を完了した。 

 

3. ラットにおける 1 根管感染根管治療モデル 

 ラット下顎第一臼歯の近心根のみに根尖性歯周炎を惹起させ、感染根管治療を行うモ

デルを作製した。実験には、10週齢雄性 Wistar系ラット (日本クレア) 5匹を用い、ラ

ットへの処置はすべてマイクロスコープ (Stemi DV4 SPOT) 観察下で行った。実験的

根尖病変の形成は、Kawaharaらの方法 23)に準じて行った。前述の 1. 項と同一の方法

で、実験動物に腹腔内注射による全身麻酔を施し、前述 2. 項と同様に、ラバーダム防

湿下にて咬合面より髄腔開拡を行った。歯冠部歯髄を除去し 4根管とも根管口にて断髄

した。近心根以外の 3根の根管口には蒸留水にて練和した mineral trioxide aggregate 
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(以下MTA と略す) セメント (Pro root MTA, Dentsply, USA) によって覆髄し、その上

からボンディング (クリアフィル ボンド SE ONE) 処理後、フロアブルコンポジット

レジン (MI FLOW) で歯冠修復を行った。その際、近心根の根管口は開放状態にした。

また、被験歯の破折防止のために対合歯である上顎両側第一臼歯は抜去した。その後 4

週間放置し、近心根のみに実験的に根尖性歯周炎を惹起した。 

露髄 4週後に下顎右側第一臼歯を治療群として前述の 2. 項と同一の方法で近心根の

みに感染根管治療を行い、下顎左側第一臼歯は処置をせず対照群とした。 

 

4. ラットにおける感染根管治療モデルの評価 

1) 根尖病変体積の経時的三次元計測 

 露髄 4、5、6、7、8、10、12 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にて下顎第一臼歯を含む顎骨の撮影を前述

の 1. 項と同一の撮影条件で行った。画像解析ソフトウェアは TRI 3D - BON (RATOK, 

東京) を使用した。得られたデータに対して、X軸は下顎第一臼歯近遠心のセメントエ

ナメル境を通り、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。ZX平面にて歯根全周が歯槽骨に囲まれる平面より根尖側

の透過像を根尖部透過像とした。 

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画像を作製した。判別分析法により硬組織抽出の
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閾値を設定し、2値化画像から根尖部透過像部位の面積を計測した。各々のスライスの

根尖部透過像面積を計測し、全てを重ね合わせることで根尖部透過像体積を算出した。

さらに、同一週齢の健全歯の歯根膜腔の体積も算出し、根尖部透過像体積から歯根膜腔

体積を減じたものを根尖病変体積とし、治療群と対照群の根尖病変体積を比較検討した。 

 

2) 細菌量の定量 

 露髄 4週後に感染根管治療を行った後、ペントバルビタールナトリウムを腹腔内に過

剰投与 (200 mg/kg) することにより屠殺し、下顎両側第一臼歯を抜去した (図 2c)。抜

去した歯の近心根を根分岐部の位置にて離断し、近心根外表面を滅菌したスプーンエキ

スカベータにて掻爬することにより歯根面付着細菌を除去した。その後、近心根を液体

窒素にて凍結させ、SKミル (トッケン, 千葉) を用いて粉砕した。粉末状の試料から

InstaGene matrix (Bio-Rad, USA) を使用して DNAを抽出後、Kuremoto らの方法 13)

に準じて調製し、解析した。 

すなわち、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: CCGTCAATTCMTTTRAGTTT) 24) (各 0.5 µl, 最終濃度: 1.1 µM)、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 denaturing 95℃で 3分間、denaturing 

95℃で 15秒間、annealing 65℃で 1 分間、extension 72℃で 1分間、サイクル数 30
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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℃から 95℃へ温度を上昇させ、この間 0.5℃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

線を作製するための標準試料には Enterococcus faecalis SS497株を用いた。対数増殖

期末期まで培養した E. faecalis菌液の濃度を希釈平板法で測定し、同濃度の菌液から

InstaGene matrixを用いて作製した DNA 抽出液を段階希釈して標準試料とした。 

データは 7500 System SDS software Version 2.0.2 (Applied Biosystems) を用いて

解析した。 

 

3) 組織学的観察 

 露髄 12週後のラットにペントバルビタールナトリウムを腹腔内に過剰投与すること

により屠殺した。下顎第一臼歯を含む下顎骨を摘出し、軟組織を除去した後、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) で浸漬固定 (4℃, 12時間)、10%

ギ酸・5%クエン酸ナトリウム水溶液で脱灰 (4℃, 14 日間)、エタノールで脱水を行い、

パラフィンに包埋した。パラフィンブロックの試料をミクロトーム (RM2255, Leica, 

Germany) を用いて薄切し、厚さ 7 µmの連続切片を作製した。 

 得られた連続切片は交互に 2種の染色を施した。すなわち、一方には Hematoxylin - 

Eosin染色を施し、他方に Taylorの Brown - Brenn染色 25)を施した。Hematoxylin - 

Eosin染色では、切片をキシレンおよびエタノールにて脱パラフィンし、水洗後、Mayer
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のヘマトキシリンに 5分間反応させ、10分間水洗した。その後、エオジンに 3分間反応、

水洗後、エタノールにて脱水・脱色分別し、キシレンで透徹を行い、標本封入剤 (Excel 

mount, Falma, 東京) で封入した。Taylor の Brown - Brenn染色は Kuremotoらの方

法 13)に準じて行った。切片を同一の方法で脱パラフィン後、水洗し、Harrisのヘマトキ

シリンに 10分間反応させ、水洗後、0.1%塩酸・70%アルコールで分別した。水洗後、

0.1%飽和炭酸リチウム液を反応させ、5分間水洗した。その後、クリスタルバイオレッ

ト液を 2分間反応させ、2%ヨウ素溶液で 1分間媒染し、水洗後、乾燥した。次いで、切

片をエーテル・アセトン液に浸漬して脱色し、塩基性フクシン液を 3分間反応させた後、

水洗した。アセトン・ピクリン酸溶液で処理した後、キシレンで透徹を行い、封入した。

標本作製後、光学顕微鏡 (ECLIPSE Ni - U, Nikon, 東京) にて下顎第一臼歯近心根およ

びその周囲組織を観察した。 

 

5. 統計学的解析 

治療群と対照群における根尖病変体積の統計学的有意差の検定には Welch’s t-test を用

い、危険率を 5%として評価した。また、細菌の定量において、各群間の統計学的有意

差の検定には Steel - Dwass test を用い、危険率を 5%として評価した。 
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結果 

 

1. マイクロ CTによるラット歯根完成時期の評価 

 図 3a, b. に 4週齢から 14週齢までのラット下顎第一臼歯のマイクロ CTの画像と測

定した近心根の歯根長および根管径を示した。4週齢の時点で 1.7 mmであった近心根

の歯根長は 8 週齢まで増加し 2.6 mmとなった。その後も微増傾向を示し、14週齢で

2.8 mmに達した。また、髄床底から根尖側 1 mmの位置での根管幅径は 4週齢で 0.66 

mmであったが、12 週齢の時点で 0.37 mmまで減少した。これらの結果より、Wistar

系ラット下顎第一臼歯の歯根完成時期は 8週齢以降であることが確認された。本実験に

おいては、1) 確実に歯根が完成していること、2) 根管治療を行うにあたって適当な根

管の狭窄程度となっていること、の 2点を満たす 10週齢のラットを用いた。 

 

2. ラットにおける感染根管治療モデル 

1) 根尖病変体積の経時的三次元計測 

図 4a. に 4根管感染根管治療モデルの露髄 4週後および 12週後のマイクロ CT画像

の典型的な例を示した。また、図 4b. に各期間における根尖病変体積を示した。露髄 4

週後における治療群と対照群の根尖病変全体の平均体積はそれぞれ 8.04、7.46 mm3で

あり、両群間に統計学的有意差は認められなかった。露髄 10 週後において、治療群の

根尖病変全体の体積 (2.48mm3) は対照群 (4.78mm3) と比較して有意な減少を認め、露
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髄 4週後の根尖病変体積の 33％まで縮小した。対照群の根尖病変体積の最小値は露髄 4

週後の根尖病変体積の 59％であった。 

図 5. に各期間における近心根の根尖病変のみの体積を示した。露髄 4週後における

治療群と対照群の近心根根尖病変の平均体積はそれぞれ 4.54、4.85 mm3であり、両群

間に統計学的有意差は認められなかった。治療群では近心根の根尖病変体積は、露髄 6

週後以降の各時点において対照群と比較して有意に減少し、露髄 4週後の近心根根尖病

変体積の 20％にまで縮小したが、対照群の体積の最小値は 44％であった。 

図 6. に各期間における遠心根の根尖病変のみの体積を示した。露髄 4週後における

治療群と対照群の遠心根根尖病変の平均体積はそれぞれ 4.69、4.55 mm3であり、両群

間に統計学的有意差は認められなかった。どの時点においても遠心根根尖病変体積にお

いては治療群と対照群との間に統計学的有意差を認めなかった。治療群の遠心根根尖病

変体積は露髄 4週後の 59%まで縮小し、対照群は 73%まで縮小した。 

図 7a. に 1根管感染根管治療モデルの露髄 4週後および 12週後のマイクロ CT画像

の典型的な例を示した。また、図 7b. に各時点における近心根の根尖病変体積を示した。

露髄 4週後における治療群と対照群の近心根の根尖病変の体積の平均はそれぞれ 0.53、

0.50 mm3であり、両群間に統計学的有意差は認められなかった。全時点において、治

療群と対照群の近心根根尖病変体積の間に統計学的有意差は認められなかった。4 根管

感染根管治療モデルと異なり、1根管感染根管治療モデルでは両群ともに露髄 7週後に

おいて近心根根尖病変体積は最大値を示した。また、その最大値 (2.95 mm3) は、4根
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管感染根管治療モデルの最大値である露髄 4週後の近心根根尖病変体積 (4.85 mm3) と

比較して有意に小さい値を示した。 

 

2) 細菌量の定量 

図 8. に感染根管治療直後における近心根由来の細菌量を示した。感染根管治療を行

った治療群の近心根の細菌量 (0.8×107 cells) は、感染根管治療を行っていない対照群 

(3.2×107 cells) と比較して有意に減少した。また、治療群と露髄させなかった健全歯 

(0.2×107 cells) との間には有意差を認めなかった。 

 

3) 組織学的観察 

図 9. に露髄 12週後の治療群と対照群のHematoxylin - Eosin 染色像およびBrown - 

Brenn染色像を示した。感染根管治療を行っていない対照群では根尖病変内は線維化が

進んだ炎症性肉芽組織で満たされ、炎症性細胞浸潤が顕著に認められた (図 9a, c)。一

方、感染根管治療を行った治療群では、肉芽組織は少なく、根尖部にセメント質の形成

が観察され、根尖部歯周組織の治癒像が確認された (図 9b, d)。 

根管内細菌の残存を確認する目的で行った Brown - Brenn染色像では、感染根管治療

を行っていない対照群において根管内に充満した細菌が観察された (図 9e)。一方、感染

根管治療を行った治療群では根管内には残存細菌が僅かながら認められた (図 9f)。 
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考察 

 

 根尖性歯周炎の病態の解明および治療法の開発のために、動物に実験的に根尖病変を

形成する病態モデルが広く用いられてきた 20 - 22, 26 - 28)。モデルとして用いられてきた動物

はラット、ネコ、イヌ、サルなど多彩であるが、短期間に多数の個体を使用可能なラッ

トが用いられることが多い。ラットの感染根管内の細菌叢はヒトの細菌叢と一部異なる

が、好気性菌と嫌気性菌の割合等全体としては類似しているため 29)、ラットを根尖性歯

周炎の病態モデルとして用いるのは適当であると考えられる。しかし、根尖性歯周炎を

惹起させた後に感染根管治療まで行った報告は大動物を用いたものだけである 30 - 34)。ラ

ットの歯における感染根管治療のモデルは必要と考えられているが確立が困難であり、4

根管全ての根管に対する治療がなされていない不完全なモデルの報告のみである 35)。こ

のことは、根管治療法や根管治療薬の開発研究が遅れをとってきた一因と考えられる。

そのため、本研究ではラットの歯に根尖性歯周炎を惹起させた後、現代の技術革新のも

と開発・導入された歯科用マイクロスコープやその他最新機器等を用いて感染根管治療

を行うモデルを確立することを試みた。 

 ラットの下顎第一臼歯の歯冠は近遠心径と頬舌径は約 3×2 mmであり、ヒトの下顎第

一大臼歯のおよそ 4 分の 1程度である。また、歯根は近心根、遠心根およびその 2根の

中間付近に位置する頬側根と舌側根の 4 根 4 根管であり (図 2c)、ヒトの下顎第一大臼歯

とは歯根の解剖学的形態が大きく異なる。そのため、ヒトの歯内療法用器具をそのまま
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用いて、肉眼にて根管内の処置を行うのは非常に難しい。これらの課題に対してはマイ

クロスコープを用いることにより解決を図った。臨床において用いられている歯科用マ

イクロスコープの最大倍率は標準構成で 21.3 倍 (OPMI®pico, Carl Zeiss, Germany)、

25.6倍 (ブライトビジョン LED 5000, Zumax Medical, China)、20 倍 (M320 F12, Leica, 東

京) などである。一方、実験に用いたマイクロスコープの最大倍率は 32 倍であり、これ

らを超える倍率での観察が可能であるため、ラットの歯の髄腔内および根管内もヒトの

歯と同様、精細に観察し、処置を行うことが可能であった。また、使用器具の大きさの

問題に対しては、より先端径の小さな器具等を作製することにより対応した。マイクロ

エキスカベータは先端径 0.3 mmのものを 0.15 mm に改良し、ラットの歯の根管口にも

挿入できるようにした。また、根管治療におけるラバーダム防湿の有用性については以

前から報告があり 36, 37)、ラットにおいてもラバーダム防湿が必要不可欠である。ラット

にラバーダム防湿を施した報告は以前にもあり 38, 39)、本研究においてもラットの歯に合

うラバーダムクランプを作製して使用した。これによって防湿とそれに伴う無菌的処置

が可能となっただけでなく、舌や頬粘膜の圧排が不要となり、マイクロミラーを使用し

ながらの高い精度の切削および根管処置が可能となった。 

 実験的根尖性歯周炎モデルを用いて新規治療薬の免疫反応への影響を検索した報告の

中には、根未完成歯を用いているものも存在する 21)。本実験では根管治療を適切に行う

必要があるため、過不足なく根管拡大および根管充填ができるよう、作業長を一定にす

ることが容易な根完成歯を用いた。また、ラットが高齢になるにつれて歯の石灰化が進
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み、根管が狭窄しすぎてファイル操作が困難となるため、ラット健全歯のマイクロ CT

撮影によって歯根の完成過程を経時的に詳細に観察し、10 週齢のラットを本実験に用い

ることに決定した。 

 4根管感染根管治療モデルにおいて、感染根管治療を行っていない対照群の根尖病変

体積も露髄 4週後以降で減少傾向を認めた。これは Wistar 系ラットを用いて組織学的に

根尖病変の面積を計測した報告と一致している 40, 41)。ラットの実験的根尖性歯周炎では

露髄 4週後までが病変の拡大期であり、その後慢性化し、安定化していくと考えられて

いる 42, 43)。治療群の根尖病変全体の体積は対照群に対して減少傾向を認めたが、統計学

的有意差を認めたのは露髄 10週後の時点のみであった。これに対し、同一の根尖病変の

近心根由来の病変のみを計測した場合は、露髄 6週後以降のすべての時点において、治

療群と対照群の間に統計学的有意差を認めた。さらに、遠心根の病変のみを計測した場

合は、すべての時点において統計学的有意差を認めなかった。これらの結果は近心根と

遠心根の解剖学的形態の複雑性の違いに由来すると思われる。すなわち、ラット下顎第

一臼歯近心根の断面は正円形に近く根管壁の厚さは全周にわたり 0.3 mm前後で、湾曲

度の小さな歯根であるのに対し、遠心根の断面は扁平型であり、内湾壁の厚さは 0.1 mm

以下と非常に薄く、歯根の湾曲が強い。ヒトの歯根においてもファイルによる根管拡大

によって根尖破折が生じることが報告されている 44, 45)。それと同様に、ラットの菲薄な

根管壁では根管拡大および根管形成による根管壁の微小な破折もしくは穿孔が容易に生

じることが推察される。その結果、遠心根の根尖病変の治癒が阻害され、病変体積が縮
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小しなかったのではないかと考えられる。また、さらに根管壁が薄い頬側根、舌側根も

同様にファイルによる拡大操作によって破折や穿孔が生じていると推察される。実際の

処置において、慎重かつ注意深くファイル操作を行っているにもかかわらず、根管拡大

時に頬側根および舌側根、遠心根の根管内からの出血を認めることが多く、歯根破折や

穿孔が強く疑われたが、近心根における出血を認めることはなかった。マイクロ CT 像

において歯根破折が確認されたラットは実際に存在した (データ示さず)。ラットで感染

根管治療をモデル化するには、術者の違いや歯根形態の違いにより生じる結果の差を最

小限にすることが必要であり、ラットの下顎第一臼歯の近心根を対象とすることが適切

であると考えられる。 

モデルの単純化を図るために、近心根以外の根管口での断髄により近心根のみに根尖

病変を生じさせ、1根管のみに対し感染根管治療を行うモデルを作製し検討を行った。

しかし、予想に反して、近心根の根尖病変体積は治療群と対照群との間で有意差は認め

られなかった (図 7b)。根尖病変体積が最大となる時期が露髄 7 週後であり、4 根管モデ

ルよりも遅れたことから根尖周囲組織における局所の感染状態とその免疫応答が異なっ

ているのが原因と考えられる。1根管モデルは 4 根管モデルよりも細菌が増殖可能な容

積が小さく、髄腔および根管内に留まる細菌量が少ないために、根尖周囲組織への抗原

刺激が弱くなり局所免疫が活性化しにくく、根尖病変が拡大しなかったのではないかと

推察される。 

一方、MTAセメントによる直接覆髄および断髄の動物実験は病理組織学的に良好な結
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果が得られており 38, 46)、臨床においても良好な成績を収めている 47)。本研究においても

術後のマイクロ CT 像で根尖病変は認められず (図 7a)、断髄および直接覆髄自体は臨床

的に成功していた。MTA セメントは封鎖性に優れ、強アルカリによる殺菌作用を有する

ため 48)、覆髄後の二次感染を防止するが、その一部が溶出し近心根根管口でも細菌の増

殖を抑制した結果、根尖病変の拡大を抑制した可能性がある。 

根管内の感染歯質の除去はファイルによる機械的除去と次亜塩素酸ナトリウム水溶液

による化学的洗浄を併用して行った。高い根管洗浄効率を獲得し、緊密な根管充填を行

うためには、 最低限の根管拡大と根管テーパーの付与が必要であるが、本研究において

は歯根破折を防止する目的で最終拡大号数は最大でも #20、テーパーは 4%とした。そ

して、根管洗浄不足とならないように、根尖付近まで薬液を届かせることのできる 30G

のシリンジノズルを使用して洗浄を行った。本実験において、ラット下顎第一臼歯の感

染根管治療を行うことにより 3.2×107 cellsであった近心根の細菌量が 0.8×107 cellsに

まで減少し、近心根の根尖病変体積は減少した。しかし一方で、Brown - Brenn染色に

より治療群においても主根管の根尖孔付近および側枝に細菌が残存していることが確認

された (図 9f)。ヒトの歯においても側枝が約 50%の割合で存在し 49)、NiTiロータリー

ファイルでも手用 K-ファイルでも細菌の完全な除去は困難とされており 50, 51)、臨床にお

いても現実的には無菌治療は不可能であり、無菌的処置を行っているのが現状である。

根管内の細菌を一定数以下にまで除菌・静菌したうえで新たな感染を阻止すれば、根尖

部歯周組織の炎症は消退・消失へ向かう。小動物の感染根管治療モデルが存在しないた
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め、治療の成否を決定する限界残存細菌数は不明である。本実験において細菌の残存は

認められるが、治療後 8週までの経過観察では治癒経過を辿ることから、ラット下顎第

一臼歯近心根を対象とした感染根管治療は臨床的に成功したと考えて良いであろう。 

4根管感染根管治療モデルでは、ラット下顎第一臼歯の近心根以外は感染根管治療時

に歯根破折や穿孔を生じやすいため、全体の根尖病変体積よりも近心根のみの根尖病変

体積による治癒評価のほうが治療効果を正確に反映した。一方、近心根以外を根管口で

覆髄し、近心根のみに感染根管治療を施した 1根管感染根管治療モデルでは、治療群と

対照群で有意な差は認められなかった。これらの結果から、10 週齢のラット下顎第一臼

歯に根尖性歯周炎を誘発後、ラバーダム防湿下で 4根管の感染根管治療を行い、近心根

根尖病変のみで評価を行うモデルがラット感染根管治療モデルとして最適であることが

明らかとなった。 

これまでにラットにおいて感染根管治療を行った報告はあるが 35)、ラバーダム防湿に

よる無菌的処置、4 根管すべての感染根管治療、治療後 8週までのマイクロ CTを用い

た長期経過観察を行った報告は存在せず、本研究において、世界で初めてこれらすべて

を備えたラット感染根管治療モデルが確立された。本研究で開発したラットにおける感

染根管治療モデルを用いることにより、これまでに in vitro で報告されている抗バイオ

フィルム剤 52, 53)を含めた様々な新規治療法や治療薬を臨床応用するための動物実験が可

能となった。また、本実験モデルを用いてラットにおける根尖孔外バイオフィルムモデ

ルを改良し、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するこ
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とにより、根尖孔外バイオフィルムによる難治性根尖性歯周炎の治療法の開発研究がさ

らに進むものと期待される。 
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結論 

 

 本研究では、ラットにおける感染根管治療モデルの開発を試み、以下の結論を得た。 

 

1. 10週齢のラット下顎第一臼歯に対して、ラバーダム防湿を施し、マイクロスコープ

観察下で感染根管治療を行うモデルを構築した。 

 

2. ラットの感染根管治療により近心根の細菌は減少し、根尖病変体積の有意な減少を

認めた。特に近心根の感染根管治療の成功率が高いことを明らかにし、4根管のうち

近心根のみでの評価が最適であることを示唆した。 

 

3. ラット下顎第一臼歯近心根において、感染根管治療によって細菌量を約 4 分の 1 に

減少させることで根尖病変が治癒傾向を示すことを明らかにした。 
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4 根管感染根管治療モデル 

 

 

 

 

 

 

1 根管感染根管治療モデル 

 

 

 

 

 

図 1. 4 根管および 1根管感染根管治療モデルの実験スケジュール 
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図 2a. 実験台上で感染根管治療のために準備されたラット 

 

 

 

 

 

 

図 2b. ラバーダム防湿された被験歯 
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図 2c. 4 根管口が明示された被験歯 

Ｍ:近心根、Ｂ:頬側根、Ｌ:舌側根、Ｄ:遠心根 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2d. ラットの下顎第一臼歯 

Ｍ:近心根、Ｂ:頬側根、Ｌ:舌側根、Ｄ:遠心根 
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図 3b. 下顎第一臼歯近心根の歯根長と根管径の週齢変化 

 マイクロ CT 画像上で各週齢のラット下顎第一臼歯近心根の歯根長(髄床底から根尖ま

での長さ)および根管径(髄床底から 1mm 根尖側の位置での根管の幅径)を計測した 

(n=4)。グラフはその平均値と標準偏差を示す。 
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図 4a. 4 根管感染根管治療モデルのマイクロ CT 矢状断像 

4 根管感染根管治療モデルの露髄 4および 12 週後の典型的なマイクロ CT 画像を示す 

(近心: 各画像の左側)。治療群の近心根根尖病変は縮小したが、遠心根根尖病変は残存

した。治療群の遠心根には破折か穿孔を疑う像が観察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4b. 4 根管感染根管治療後の根尖病変体積(4 根全体) 

マイクロ CT データの解析により各期間における根尖病変体積を計測した(n=5)。グラ

フは露髄 4 週後の体積に対する各期間の体積の比の平均値と標準偏差を示す。露髄 10

週後において治療群の根尖病変体積は対照群と比べて有意に小さかった(Welch's  

t-test, *p <0.05)。 

感染根管治療なし 

露髄 4 週後 

感染根管治療なし 

露髄 12 週後 

感染根管治療あり 

露髄 12 週後 

感染根管治療あり 

露髄 4 週後 

体
積

比
 

 
(体

積
/
露

髄
4
週

体
積

) 

露髄後期間 (週) 

感染根管治療なし 

感染根管治療あり 



38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. 4 根管感染根管治療後の近心根根尖病変の体積 

マイクロ CT データの解析により各期間における近心根の根尖病変体積を計測した

(n=5)。グラフは露髄 4週後の体積に対する各期間の体積の比の平均値と標準偏差を示す。

露髄 6週後以降において治療群の近心根根尖病変体積は対照群と比べて有意に小さかっ

た(Welch's t-test, *p <0.05)。 
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図 6. 4 根管感染根管治療後の遠心根根尖病変の体積 

マイクロ CT データの解析により各期間における遠心根の根尖病変体積を計測した

(n=5)。グラフは露髄 4週後の体積に対する各期間の体積の比の平均値と標準偏差を示す。

すべての期間において遠心根根尖病変体積は治療群と対照群との間に統計学的有意差を

認めなかった(Welch's t-test)。 
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図 7a. 1 根管感染根管治療モデルのマイクロ CT 矢状断像 

1 根管感染根管治療モデルの露髄 4週後および 12 週後のマイクロ CT 画像の典型的な

例を示す (近心: 各画像の左側)。両群とも近心根根尖病変は縮小しなかった。両群の遠

心根は断髄しているため根尖病変を認めなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7b. 1 根管感染根管治療モデルの近心根根尖病変体積 

マイクロ CT データの解析により各期間における近心根根尖病変体積を計測した(n=5)。

グラフは露髄 4週後の体積に対する各期間の体積の比の平均値と標準偏差を示す。すべ

ての期間において近心根根尖病変体積は治療群と対照群との間に統計学的有意差を認め

なかった(Welch's t-test)。 
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図 8. 感染根管治療直後(露髄 4 週後)における近心根の細菌量 

 リアルタイム PCR によって近心根由来の細菌の定量を行った(n=4)。グラフはその平均

値と標準偏差を示す。治療群の近心根の細菌は対照群に比べて有意に少なく検出された

(Steel-Dwass test, *p <0.05)。 
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図 9. 露髄 12 週後の Hematoxylin-Eosin 染色像および Brown-Brenn 染色像 

ａ: 露髄 12 週後の対照群の近心根根尖部の Hematoxylin-Eosin 染色像(観察倍率:×40) 

ｂ: 露髄 12 週後の治療群の近心根根尖部の Hematoxylin-Eosin 染色像(観察倍率:×40) 

ｃ: ａの実線で囲まれた領域の Hematoxylin-Eosin 染色拡大像(観察倍率:×200) 

ｄ: ｂの実線で囲まれた領域の Hematoxylin-Eosin 染色拡大像(観察倍率:×200) 

ｅ: ａの点線で囲まれた領域の Brown-Brenn 染色拡大像(観察倍率:×200) 

ｆ: ｂの点線で囲まれた領域の Brown-Brenn 染色拡大像(観察倍率:×200) 

(RC:根管, AF:根尖孔, GP:ガッタパーチャポイント, C:セメント質, D:象牙質, 矢尻:

細菌) 
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