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緒言 

 

根尖性歯周炎は根管内の細菌感染により惹起される疾患であり 1), 治療としては主に手用

ファイルやロータリーファイルによる感染根管内の感染源の機械的除去や, 次亜塩素酸ナ

トリウム水溶液や EDTA を用いた根管の化学的清掃, ならびに水酸化カルシウム製剤など

の根管貼薬による根管内残存細菌の化学的コントロールが臨床において併用されている。

一方, 抜髄の成功率の平均は 82.5% (74.0 - 91.0%) であるのに対し, 初回感染根管治療の

成功率の平均は 73.1% (66.1 - 80.0%) と感染根管治療の成功率は低い 2)。この理由の一つ

は, 一度根管内に細菌が感染すると, 感染根管治療を行っても側枝やイスムスなどの解

剖学的形態の複雑さのため, 根管系の感染源は完全には除去しきれないことが挙げられ

る。さらに, 根管内からは器具が到達困難である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)。この根尖孔外バイオフィルムは, 通常の根管治療では治癒しない, い

わゆる難治性根尖性歯周炎の一因であると報告されている 6, 7)。 

このような感染源を完全に除去することは困難であり, 臨床においてこの難治性根尖性

歯周炎に遭遇した場合, 現在では一般的に歯根端切除術など外科的な治療が選択されてい

る。しかし, 非外科的な処置を希望する患者も多く, 今なお様々な新規治療法の開発研究が

行われている。例えば, レーザーやトルイジンブルー等の光感受性ジェルを用いた抗菌光線

力学療法を根管内に適用することで, 象牙細管内に侵入した細菌など, 通常の根管治療では

除去できない感染除去の効果が期待できるとされている 8, 9)。 
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今回, 非外科的な処置の一つとして,  高周波を用いた根尖性歯周炎の治療法である「高周

波根尖療法」に着目した。高周波は, ジアテルミー療法として幅広く利用されており, 骨折

後の骨に対して超音波を照射することによって骨癒合を促進させるなど, ヒトの硬軟両組

織において治癒促進作用を有することが報告されている 10-12)。高周波による発熱は, 電流が

通電する際に導体中の自由電子が導体を構成する分子と衝突して惹起される振動エネルギ

ーであり, 歯科領域では電気メスがこの原理を応用して使用されている。一方, 高周波の間

接的な応用方法として, 化骨治癒促進作用があり, 日本でも, 遷延治癒骨折と偽関節に対し

て整形外科領域で応用されており 13-16), 歯科領域においても近年ではインプラント埋入部

の治癒促進にも利用されている 17-19)。また , これまでに高周波照射が Porphyromonas 

gingivalis, Staphylococcus intermedius, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutansの各種浮

遊細菌への殺菌効果を示すこと 20), 骨芽細胞からの TGF-β1, VEGF, FGF2 などの細胞増殖

因子の遺伝子発現を誘導すること 21), またヒトへの臨床応用にて有意に高周波照射が根尖

病変の治癒を促進すること 22, 23)が報告されている。しかし, 根管内での高周波の効果の対象

が, 宿主である根尖部周囲組織なのか, パラサイトである細菌側なのか, それとも両者であ

るかといった作用機序については未解明のままである。 

近年, Yoneda らは, ラット感染根管治療モデルの開発に成功した 24)。これは, ラットの下

顎第一臼歯に根尖性歯周炎を惹起し, ラバーダム防湿下で根管拡大・形成, 根管充填を行う

もので, マイクロ CT にて近心根の病変体積変化を経時的に観察可能なモデルである。この

モデルでは, 感染根管治療によって根尖病変体積および根管内細菌量は有意に減少し, 臨床
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的に治癒に導く系が確立されている。このモデルを用いれば, 実際に根管治療後に高周波を

照射することで, どのような変化・反応が起こっているのかを評価することが可能である。 

これらを背景に, 本研究では, 根尖性歯周炎に対する高周波根尖療法の作用機序を解明す

ることを目的に, ラット感染根管治療モデルで高周波根尖療法が根尖病変に及ぼす影響を, 

マイクロ CT による 3 次元解析, 細菌学的評価, ならびに免疫組織化学的検索にて評価し

た。さらに, in vitro 系で, 口腔内で検出される各種細菌のバイオフィルムおよび宿主細胞, 

特に, ラット線維芽細胞に対して高周波が及ぼす影響を評価し, 高周波照射の効果を示す対

象がホストかパラサイトのいずれか, または, 両者であるかについても検討を加えた。 
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材料および方法 

 

1. 高周波治療器 

 試作した Electro-Surgical Unit system (モリタ, 大阪)を用い, 高周波照射を行った。これ

は根管長測定機能が付加された本体 (図 1) と, 能動電極, 対極から構成されており, フ

ットペダルを踏むことにより高周波が能動電極から照射される。能動電極としてステン

レススチール製 Kファイル (MANI, 栃木) #10 を, 対極としてラットにはステンレスス

チール製のフックを, in vitro では先端のみ通電するように加工したプローベ形状の電極

を使用した。照射条件は, 周波数 500 kHz, 通電時間 1.0 秒間, 照射間隔 4 秒 22, 23)とし

た。 

 

2. ラット感染根管治療モデルを用いた高周波照射が及ぼす影響の検索 

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) 。 

 10 週齢雄性 Wistar 系ラット (日本クレア, 東京) 32 匹を用い (表 1), Yoneda ら 24)の

方法に準じてラット感染根管治療モデルで高周波照射の影響を評価した。 

図 2. に本研究の実験デザインを示した。本実験において, ラットへの施術はすべて

マイクロスコープ (Stemi DV4 SPOT; Carl Zeiss, Oberkochem, Germany) 観察下で行った。

実験的根尖病変の形成は, Kawahara ら 25)および Kuremoto ら 26)の方法に準じて行った。
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すなわち, 10 週齢雄性 Wistar 系ラットを用い, 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) による腹腔内注射で全身麻酔を施し, 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 #1/4 ラウンドバー (Dentsply, 

Ballaigues, Switzerland) を用いて咬合面近心窩から露髄させた。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させた。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, 高周波照射群と高周波非照射の通常根管治療

群に分類した。高周波照射群には, 感染根管治療後, 根管充填直前に根尖孔外および根

管内中央部に各 3 回高周波照射を行った (図 3)。通常根管治療群は通法通り根管充填を

行った。高周波照射群としたラットの下顎左側第一臼歯は感染根管治療をせず対照群と

した (表 1)。治療群とした右側第一臼歯は露髄後 4 週に, 4×4 cmに切り取ったラバー

ダムシート (Heraeus Kulzer, Hanau, Germany) およびラット用にオーダーメイドしたラ

バーダムクランプ (YDM, 東京) を用いて患歯にラバーダム防湿を施した後, 歯面を 

70% エタノールで消毒した。#1/4 ラウンドバーにて咬合面から髄腔開拡後, 歯冠部の壊

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, 福岡) を用いて感染歯質の除去を行った。その後 K ファイル 

#8 を用いて根尖まで穿通し, 電気的根管長測定器 (Root ZX; モリタ) で 1.0 値の位置

を作業長として近心根の根管拡大を行い, 最終拡大号数は #20 とし, 2.5% 次亜塩素酸

ナトリウム水溶液にて根管洗浄を行った。高周波照射群には生理食塩水を根管内に満た
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し高周波を照射した。その後, 滅菌ペーパーポイントを用いて根管乾燥後, 最終拡大号

数のガッタパーチャポイント (SybronEndo, Anaheim, CA, USA) とシーラー (RealSeal 

SE; SybronEndo) を用いてシングル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 フロー; GC, 東京) にて髄腔内を充填し, 歯冠修復処置を

完了した。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。

高周波照射群, 通常根管治療群および対照群の各群 n = 5 として, 近心根の根尖病変を

対象にマイクロ CT による 3 次元解析, 細菌学的評価, ならびに免疫組織化学的検索を

行った。 

1) 根尖病変体積の経時的変化 

根管治療後 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 週にマイクロ CT (R_mCT2; RIGAKU, 東京) 撮影を行い, 

各時点において得られたデータは, Yoneda ら 24)および Kuremoto ら 26)の方法に準じて

解析した。 

すなわち, ペントバルビタールナトリウムの腹腔内注射による全身麻酔を施し, マイ

クロ CT にて下顎第一臼歯を含む顎骨の撮影を行った。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, Y 軸は頬側根と舌側根の中心, 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。 
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骨密度 (BMD) が既知のファントムを用い，CT 値を BMD 値に変換する検量線を作

成し, 各試料の BMD 画像を構築した。硬組織抽出の閾値を設定後, 2 値化画像から根

尖部透過像部の面積を計測した。各々のスライスの根尖部透過像面積を計測後, 全てを

重ね合わせて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た。 

2) 根管内総細菌数と生細菌数の定量解析 

感染根管治療直後の根管内に残存している総細菌数と生細菌数の定量解析を Yoneda 

ら 24)の方法に準じて行った。 

すなわち, 感染根管治療後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, 下顎両側第一臼歯を抜去した。抜去した被験歯の近心根外表面を滅

菌したスプーンエキスカベータにて掻爬, 生理食塩水にて洗浄することにより歯根面付

着細菌を除去後, 近心根を根分岐部の位置にて離断した。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。粉末状の試料に 1 ml の滅

菌蒸留水を添加し, 30 秒間ボルテックス・ミキサー (VORTEX-GENIE 2 Mixer; M&S 

instruments, 大阪) にて撹拌した。得られた試料を 2 等分し, 一方から InstaGene matrix 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を使用して遺伝子を抽出後, 16S rRNA を対象とするユニバ

ーサルプライマー (357f: CTCCTACGGGAGGCAGCAG, 907r: CCGTCAATTCMTTTRAGT 

TT) 27)を用いて, real-time PCR を行い根管内の総細菌数を測定した。Power SYBR Green 

PCR Master Mix (10 µl) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 前述のユニバーサル
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プライマー (各 0.5 µl, 最終濃度 900 nM), 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, Applied Biosystems 7500 Fast real-time PCR 

system (Thermo Fisher Scientific) により initial denature 95℃ で 3 分間, denature 95℃ で 

15 秒間, annealing 65℃ で 1 分間, extension 72℃ で 1 分間, サイクル数 30 の条件で

ターゲット DNA を増幅した。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成し, 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 (Thermo Fisher Scientific) を用いて解析した。 

他方は, Maezono ら 40)の方法に準じて ATP 消去剤キット (AF-3X2; TOA DKK , 東京) 

にて処理したサンプルの ATP を ATP アナライザー (AF-100; TOA DKK) を用いて計

測することにより根管内 ATP 量, すなわち生細菌数を測定した。  

3) 根尖病変部の免疫組織化学的検索 

根管治療後 2, 3 週の各時点で, ペントバルビタールナトリウムを腹腔内に投与し,  

Periodate Lysine Paraformaldehyde (PLP) 固定液 (和光純薬工業, 大阪) にて灌流固定を行

い, 下顎第一臼歯を含む下顎骨を摘出した。軟組織を除去した上で, PLP 固定液に 24 時

間, 4℃で浸漬固定後, 15% グリセリン (和光純薬工業) を添加した 10% エチレンジア

ミン四酢酸二ナトリウム (同仁化学研究所, 熊本) 溶液中で約 14 日間, 4℃ にて低温脱

灰し, 上昇エタノール系列にて脱水を行い, パラフィンに包埋した。パラフィンブロッ
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クの試料をミクロトーム (RM2255; Leica, Wetzlar, Germany) を用いて薄切し, 厚さ 4 µm 

の連続薄切切片を作製した。その後, 切片には IL-1β (ab9787; abcam, Cambridge, England), 

TGF-β1 (MAB240; R&D systems, Minneapolis, MN, USA), FGF2 (ab16828; abcam) に対する

特異抗体を用いた酵素抗体法染色を施し, 光学顕微鏡 (ECLIPSE Ni; Nikon, 東京) で観

察することにより免疫組織化学的検索に供した。 

 

3. 高周波照射がバイオフィルムに及ぼす影響の検索 

 初めに, 口腔で病原性を発揮することが報告されている 28), 以下に示す各種細菌のバ

イオフィルムを作製し, 高周波照射がバイオフィルムに及ぼす影響の評価を行った。 

 実験には, グラム陽性菌として E. faecalis SS497,  Streptococcus mutans 10449, グラム

陰性菌として Fusobacterium nucleatum 1436, Porphyromonas gingivalis 381, Prevotella 

intermedia ATCC 25611 を使用した。培地は S. mutans, E. faecalis および P. intermedia は

Brain Heart Infusion (BHI) 培地 (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) 

を用い, S. mutans には 1% スクロース (ナカライテスク, 京都) を添加した BHI 培地

を用いた 29-31)。P. intermedia は 0.5% Bact TM yeast extract (Becton Dickinson and Company), 

1% ヘミン (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 0.05% L-システイン塩酸塩一水和物 (ナ

カライテスク) を添加した BHI 培地を用いた 29, 32)。また, F. nucleatum は Todd Hewitt  

培地 (Becton Dickinson and Company) に 0.05% L-システイン塩酸塩を添加し 29, 32), P. 

gingivalis は Gifu anaerobic medium (GAM) 培地 (GAM ブイヨン; 日水製薬, 東京) に, 



11 

 

ヘミン 5 µg/ml およびメナジオン (和光純薬工業) 1 µg/ml を添加した 29, 33, 34)。バイオフ

ィルムは, 8 時間以上唾液処理をしたハイドロキシアパタイト (HA) ディスク (オリン

パス テルモ バイオマテリアル, 東京) 上に形成した 32)。HA ディスクを菌液 2 ml 中に

浸漬し, 37℃, 嫌気条件下 (90% N2, 5% CO2, 5% H2) にて, S. mutans, E. faecalis は 2日間, 

P. intermedia, P. gingivalis, F. nucleatumは 7 日間培養し, HA ディスク表面に各種細菌の

バイオフィルムを作製した。その後, 作製したバイオフィルムに対し, 高周波照射を行

った。バイオフィルム作製後の HA ディスクを生理食塩水にて洗浄後, 生理食塩水 2 ml

中に浸漬した 35)。能動電極であるステンレススチール製 K ファイル #10 は, 直接照射

群では HA ディスク中央に挿入し, 間接照射群では中央においたディスクを対極と能

動電極で挟むよう, またディスクとは接触しないように生理食塩水中に挿入し, 各々 15 

回ずつ高周波を照射した (図 4) 。非照射を対照群とし, 各群 n = 5 とした。その後, 共

焦点レーザー顕微鏡 (CLSM, LSM 700; Carl Zeiss) 観察によるバイオフィルムの 3 次元

解析と ATP 量測定による HA ディスク上のバイオフィルムの生細菌数の評価を行っ

た。 

 CLSM による 3 次元解析は, Wake ら 36)の方法に準じて行った。すなわち, HA ディ

スク上に形成した各菌種のバイオフィルムを LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability 

Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて, 室温・遮光下で 15 分間染色後, 蒸留水にて洗浄

した。試料をスライドガラス上に固定し, CLSM にて観察し, その得られたデータを画

像解析ソフト (Imaris 5.0.1; Bitplane AG, Zurich, Switzerland) にて 3 次元像の構築後, 
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bioImage_L (Chávez de Paz 2009; available from http://www.bioimageL.com/get_bioimage_L for 

2-D analysis) 37-39)にて生菌と死菌の割合を算出した 15-17)。また, ATP 測定による生細菌数

の評価は, Maezono ら 40)の方法に準じて前述の記載と同一の方法で行った。 

4．高周波照射がラット線維芽細胞に及ぼす影響の検索 

 ラット線維芽細胞 (208F; DS Pharma Biomedical, 大阪) を用いて, 高周波照射時の各

種細胞増殖因子の発現を評価した。培養は, 10% fetal bovine serum (FBS, Thermo Fisher 

Scientific), 1% ペニシリン-ストレプトマイシン溶液 (和光純薬工業) を添加した 1.0 g / l 

グルコース含有 minimum essential media (MEM, ナカライテスク) を細胞増殖用培地と

して用い, 37℃, 5% CO2 にて行った。 

細胞の培養, 高周波の照射, および cDNA 合成は Yumoto ら 21)の方法に準じて行っ

た。すなわち, 100 mm 細胞培養プレート (IWAKI, 東京) にて 100% コンフルエントの

状態まで培養した後, Dulbecco's phosphate-buffered saline (D-PBS, 和光純薬工業) で洗浄

し, trypsin / EDTA (Sigma-Aldrich) を 3 分間作用させ細胞を回収した。その後, 遠心分離

処理 (1200 rpm, 5 分間) を行い, 上清を除去した。得られた細胞を 1 ml の培地に懸濁し

細胞数を測定した。細胞数測定は, 0.4% トリパンブルー染色液 (Sigma-Aldrich) 90 µl に

細胞懸濁液を 10 µl 加え, 十分に撹拌したのち血球計算盤とカバーガラスの間に 10  

µl 添加した。培養倒立顕微鏡 (TS100; Nikon) を用いて, 100 倍で観察し細胞懸濁液中の

細胞数を算出した。48 穴組織培養プレート (Corning, Corning, NY, USA) のプレートに 

1.8 ×104 cells/well ずつ細胞を播種し, 3 日間, 37℃, 5％ CO2 環境下で培養した。 
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培地 500 ml 中に底面から 1 ㎜ まで能動電極としてはステンレススチール製 K フ

ァイル #10 を, 対極としてはステンレススチール製のプローベ形状の電極を挿入し, 0, 

5, 10 回高周波を照射した (図 5)。照射後 1, 3, 5 日間培養し, 各 n = 6 とした。mRNA 

抽出を RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) を用いて行った。その後, Total RNA 

400 ng を逆転写酵素 (SuperScript IV VILO Master Mix; Thermo Fisher Scientific) を用いて 

cDNA を合成した。合成した cDNA (1 µl), Power SYBR Green PCR Master Mix (10 µl) 

(Thermo Fisher Scientific), 細胞増殖因子である VEGF (TGTGCGGGCTGCTGCAATGAT, 

TGTGCTGGCTTTGGTGAGGTTTGA) 41), FGF2 (CTGTCTCCCGCACCCTATC, CTTTCTCC 

CTTCCTGCCTTT) 42), TGF-β1 (TGGCGTTACCTTGGTAACC, GGTGTTGAGCCCTTTCCA 

G) 41)の特異的なプライマー (各 0.5 µl) に滅菌蒸留水を加えて全量 20 µl の PCR 反応

溶液とした。今回, Applied Biosystems 7500 Fast real-time PCR system により initial denature 

95℃ で 10 分間, denature  95℃ で 15 秒間, annealing 65℃ で 1 分間, extension 72℃ 

で 1 分間, サイクル数 40 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。さらに, 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成し, 増

幅産物の特異性を確認した。データは 7500 System SDS software Version 2.0.2 を用いて解

析した。遺伝子発現量の定量は, 内在性コントロールとして β-actin 遺伝子の発現量と

の比較により行い, この相対的定量化に必要な計算は ΔΔCt 法により行った 43)。 
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5. 統計学的解析 

根尖病変体積変化の統計学的有意差の検定には Tamhane test, 根尖病変体積の縮小率

についての統計学的有意差の検定には Student’s t-test, 根管内細菌の定量についての統

計学的有意差の検定には Steel-Dwass test を用いた. また, in vitro におけるバイオフィ

ルムの生菌率についての統計学的有意差の検定には one-way ANOVA および Tukey’s 

test を用いた. さらに, in vitro における線維芽細胞からの細胞増殖因子の発現量につい

ての統計学的有意差の検定には two-way ANOVA および Tukey’s test を用いた。それぞ

れの危険率は 5% として評価した。 
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結果 

 

1. ラット感染根管治療モデルを用いた高周波照射が及ぼす影響の検索 

1) 根尖病変体積の経時的変化 

近心根の根尖病変の体積は, 対照群と比較し, 高周波照射群と通常根管治療群は有意

に減少した。さらに, 高周波照射群は通常根管治療群と比較して, 根管治療後 6 週以降

は病変体積が有意に縮小した (図 6) 。また, マイクロ CT で得た各タイムポイントの

画像データを重ね合わせることで, 各期間別に骨が増加し, 根尖病変が治癒した部分を

抽出したところ, 根管治療後 3 週までに根尖病変のほとんどが治癒した (図 7) 。また, 

根管治療後 1 週ごとの根尖病変体積の縮小率を算出した結果では, 根管治療後 2 週か

ら 3 週の根尖病変の縮小率は, 通常根管治療群と比較して, 高周波照射群で有意に増加

した (表 2) 。 

2) 根管内総細菌数と生細菌数の定量解析 

根管内の生細菌数及び総細菌数は, 対照群と比較すると高周波照射群と通常根管治療

群では有意に減少したが, 高周波照射群と通常根管治療群間に有意差は認めなかった 

(図 8) 。 

 

3) 根尖病変部の免疫組織化学的検索 

IL-1β は根管治療後 2 週において, 高周波照射群と通常根管治療群の両群で陽性細
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胞が根尖病変内に広く発現していたが (図 9 a, b, e, f) のに対し, 根管治療後 3 週にな

ると両群で発現が一部に限局した (図 9 c, d, g, h) 。また, IL-1β は高周波照射により発

現が減退した (図 9 c, d, g, h) 。FGF2 は, 根管治療後 3 週の高周波照射群では通常根管

治療群と比較して根尖病変内に陽性細胞の発現増強を認めた (図 10 c, d, g, h) 。TGF-β1 

は, 根管治療後 3 週の高周波照射群では通常根管治療群と比較して根尖病変と歯槽骨

との境界に陽性細胞の発現増強を認めた (図 11 c, d, g, h) 。  

 

2. 高周波照射がバイオフィルムに及ぼす影響の検索 

HA ディスク上のバイオフィルムを  CLSM にて観察した結果 , P. gingivalis と P. 

intermedia のバイオフィルムに対しては高周波の直接照射により抗バイオフィルム効果

を示した (図 12) 。また, 直接照射群では K ファイルの挿入痕, すなわち機械的にバイ

オフィルムが除去されたと考えられる部分も認めた。また, bioImage_L を用いた画像解

析の結果においても P. gingivalis と P. intermedia のバイオフィルムは高周波の直接照

射により有意に生菌率が減少した (図 13) 。 

ATP 量測定の結果より, P. gingivalis と P. intermedia は高周波の直接照射により有意

に ATP 量が減少, すなわち, 生細菌数が有意に減少した (図 14) 。 

以上の結果より, HA ディスク上に形成したバイオフィルムに対しては, P. gingivalis 

と P. intermedia という特定のグラム陰性菌において, 直接照射 15 回で細菌への殺菌効

果を認め, その他菌種のバイオフィルムに対しては殺菌効果を認めなかった。  
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3．高周波照射がラット線維芽細胞に及ぼす影響の検索 

 ラット線維芽細胞に高周波を照射した場合, FGF2 は 10 回照射後 5 日, VEGF は 5, 

10 回照射後 5 日で非照射と比較して遺伝子の発現量が有意に増加した (図 15) 。 
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考察 

 

根尖性歯周炎の主たる原因は根管内の細菌感染であり, 感染源のコントロールが第一

義である。しかし, 根管はフィン, イスムス, 側枝といった解剖学的に複雑な形態を有し

44), ファイルなどの切削器具が到達不可能な部位が存在する 45)ため, 感染源である細菌

を完全に除去することは困難である。そのために, 通常の根管治療では治癒しない, い

わゆる難治性根尖性歯周炎 6, 7)に遭遇することがあり, その根絶のために, 今なお様々な

新規治療法や治療薬の開発研究が行われている。 

高周波根尖療法は, 高周波が有するとされている殺菌効果 20)および組織の再生促進作

用 13-19)に着目したものである。ヒトの臨床研究においては根管治療後 1 ヶ月から根尖

病変の治癒が促進されている 22, 23)が, 本実験でも根尖病変の縮小率は高周波照射により

根管治療後 2 週に有意に高くなり (表 2), 根管治療後 6 週以降は高周波照射により病

変体積は非照射群と比較して有意に減少した (図 6) 。以前のヒトの報告においても, 今

回のラットにおける研究でも, 根管治療後一定期間が経過した後に, 治癒促進が生じる

治癒傾向は一致している 22, 23)。510 kHz の高周波をラット頭蓋骨の欠損部位に照射する

ことにより, 骨の再生を促進したことや, 過剰な照射により, 逆に骨の形成を阻害する

可能性を報告している 46)。また, 本研究では，電気メスに使用されている周波数と同等

の周波数である 500 KHz を用いた。文献的には, 500 KHz 以上の周波数でも殺菌効果に

差はないこと 20, 22)や ヒトへの臨床研究でも使用され細胞毒性がないこと 22, 23)が報告さ
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れている。本研究でのラットの根管治療モデルへの高周波照射の適用回数は, 富永ら 22, 

23)のヒトへの照射条件を参考にして設定した。ヒトでは照射時の基準が根尖病変内は 2 

mm 間隔, 根管内は根尖から 2 mm, 4 mm で照射しているが, ヒトとラットの体格を考

慮し, ラットでは根尖病変内 3 回, 根尖孔外 3 回に決定した。本研究では, すでにヒト

の臨床研究で使用された治療法の評価のため, 実際に行っているものと類似した照射条

件のみで実験を行ったが, 高周波の照射回数による効果の相違については今後検討して

いく必要がある。 

細菌に対する高周波の効果については, 既に, 浮遊細菌に対して殺菌効果を示すこと

が報告されている 20)。高周波刺激による殺菌機序としては, 熱エネルギーと電気エネル

ギーの可能性がある。通電することによりジュール熱が発生するため, 高周波照射時に

は熱エネルギーが発生する。PBS 125 µl 中での高周波 1 回照射時の上昇温度は約 4.1℃

であり, 4 秒間インターバルをあけることにより液温は元の温度まで下降する 22)。10 回

連続で照射した場合は液温が 74.5℃ に上昇するが, 同程度の温度で S. mutans MT8148 

を加熱処理した場合の殺菌効果は, 高周波を照射したときよりも低いとの報告がある 22)。

一方, 電気エネルギーによる殺菌については, 1 kV/mm 以上の電位差が微生物の両端に

生じた場合, 微生物の細胞膜を機械的に損傷する 47)と報告している。本研究で用いた高

周波を照射した際に発生する電界は小さく, この電気エネルギーのみでの殺菌は困難で

あると推察される。よって, 高周波照射による殺菌効果は, 熱により細胞膜が一部変性

し, さらに電気エネルギーを受けることにより起こっている可能性が強く, 機器本来の
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機能である焼灼・凝固作用と考えるのが妥当であろう。 

本研究において, in vitro で形成したバイオフィルムに対し, グラム陰性菌である P. 

gingivalis と P. intermedia では高周波の直接照射によりわずかに殺菌効果を認めたもの

の, その他のバイオフィルムに関しては殺菌効果が認められなかった (図 12, 13, 14) 。

グラム陰性菌である P. gingivalis と P. intermedia にのみ効果を認めた理由としては, 細

胞壁の構造がグラム陰性菌と陽性菌では異なっており, グラム陽性菌に比較してグラム

陰性菌は細胞壁が薄い 48)ことが関係していると推察される。グラム陰性菌である F. 

nucleatum  には効果を示さない理由としては, 他の菌と比べて F. nucleatum は 4 µm 

と菌体が大きいことや，そのために他のグラム陰性菌に比べバイオフィルムの体積も大

きいことが影響している可能性がある。Yumoto ら 20)および Zhou ら 49)は, 数分間のマ

イクロ波照射による損傷がグラム陽性菌と比較してグラム陰性菌で大きいことを報告し

ており, 本研究で得られた結果と一致している。また, グラム陰性菌と比較すると, 同様

に成熟したバイオフィルムではグラム陽性菌のバイオフィルムは体積が大きくバイオフ

ィルムが厚い (データ示さず) 。特に S. mutans は不溶性グルカンを形成する 50)ため, バ

イオフィルムに通電せず高周波の影響を受けなかった可能性がある。さらに, グラム陽

性菌である Lactobacillus casei は, 約 200 µm の深さまで HA ディスクを脱灰し, 多孔

質脱灰層に侵入することにより Er：YAG レーザー照射による殺菌効果を回避する事が

報告されている 29)。今回, S. mutans のバイオフィルムにおいて高周波照射による効果を

認めなかったのは, 同様に S. mutans が酸を産生し脱灰した HA ディスクの多孔質脱灰
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層に侵入することにより高周波照射の効果を受けなかった可能性が考えられる。 

また, ラットモデルにおける根管治療時の高周波照射によっても細菌量に有意な変化

は認められなかった (図 8) 。この原因として, 根管内および根尖孔外のバイオフィルム

に直接高周波を照射することが困難であることや, 感染根管治療後, つまり, 感染源を

機械的あるいは化学的に除去した後の残存細菌は, 治療前の 4 分の 1 程度まで減少し

ている 24)ことが関連していると考えられる。感染根管治療により, 根管表層の容易に除

去可能な細菌はすでに除去されており, 象牙細管内の深部に侵入している細菌のみが残

存していると推察される。これらの残存細菌に対して高周波照射は影響を及ぼさないこ

とが示唆された。 

他方で, 宿主に対する効果として, 通常根管治療群および高周波照射群の両群で, 根

管治療後 2 週において炎症性サイトカインである IL-1β が根尖病変内に広範囲に発現

している (図 9 a, b, e, f) が, 根管治療後 3 週では一部に限局した発現へと変化した (図 

9 c, d, g, h) 。このことから, 感染根管治療を行うことにより, 破砕した感染源が可及的

に除去され創傷の治癒のメカニズムが働き, 経時的に根尖病変内の炎症が抑制されたと

推察される。 

また, IL-1β は高周波照射により発現が減退し (図 9 c, d, g, h), TGF-β1 は高周波照射

により上昇した (図 11 c, d, g, h) 。IL-1β は毛細血管の内皮細胞による細胞接着分子の

発現を局所的に上昇させ, 単球の局所的付着を促進し, 炎症部位への遊走を促進する 51, 

52)。また, IL-1β は, 歯周炎および歯髄における炎症の中心的なメディエーターとして同
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定されており, 炎症性サイトカインとして急性期の反応熱, 赤血球沈降速度の上昇を誘

導することが報告されている 52-55)。この IL-1β の発現が高周波照射により抑制されたこ

とから, 高周波照射は炎症を抑制すると考えられる。 

TGF-β1 は, 細胞増殖, 分化, 修復および炎症の重要な調節因子で, 修復過程に関与す

るサイトカインの 1 つであり, 抗炎症性サイトカインに属する 56-58)。TGF-β1 は, 制御性 

T 細胞から産生され, 炎症を抑制することが報告されており 59), 本研究においても高周

波照射により制御性 T 細胞が活性化され炎症抑制に働いた可能性がある。 

In vitro における細胞を用いた評価については, 過去にマウスの骨芽細胞に高周波を

照射することで骨芽細胞からの TGF-β1, VEGF, FGF2 などの細胞増殖因子の遺伝子発現

を誘導することを Yumoto ら 21)が報告している。本実験では, 根尖病変内に存在する線

維芽細胞に着目した。ラット線維芽細胞に高周波を照射した場合では, 10 回照射後 5 日

で細胞増殖因子である FGF2 の発現が上昇し (図 15 a), 根尖病変部の免疫組織化学的

検索の結果でも FGF2 の発現が上昇した (図 10 c, d, g, h) 。FGF2 は創傷治癒時に発現

し, FGF2 が VEGF を誘導し血管新生を促進することが報告されている 59)。今回用いた

線維芽細胞においても, 高周波照射により VEGF および FGF2 の発現が増強しており, 

これらの細胞増殖因子が根尖病変中の血管新生に関わり治癒促進に寄与したと考えられ

る。TGF-β1 については, 根尖病変部の免疫組織化学的検索において, 高周波照射により

歯槽骨と病変の境界において発現が上昇した (図 11 c, d, g, h) が, ラット線維芽細胞に

高周波を照射した場合, 高周波照射による遺伝子の発現量に差は認めなかった (図 15  
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c) 。マウスの骨芽細胞に高周波を照射すると TGF-β1 の遺伝子発現を誘導する 21)こと

より, 図 11 で示された TGF-β1 は高周波照射により線維芽細胞からではなく, 骨芽細

胞から発現したのではないかと推察される。 

以上より, 高周波根尖療法は, 根尖病変内の FGF2 の発現を上昇させ, TGF-β1 の発現

を誘導することにより, 根尖病変の治癒を促進したと推察された。 

本研究で用いた高周波根尖療法により, 通常の感染根管治療では対応が困難な難治性

根尖性歯周炎症例に対し, 非外科的処置により治癒を促進できることが示唆された。 
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結論 

 

 本研究では, ラット感染根管治療モデルを用いて, 根尖性歯周炎に対する高周波根尖

療法の作用機序を解明することを試み, 以下のような知見を得た。 

 

1. ラット感染根管治療モデルにおいて, 高周波照射は根尖病変の治癒を促進させた。 

2. ラット感染根管治療モデルにおいて, 高周波根尖療法は根管内の残存細菌に対して

殺菌効果を認めなかった。 

3. 高周波は in vitro で実験的に作製したグラム陰性菌のバイオフィルムを抑制する傾

向を示したものの, グラム陽性菌には顕著な効果は認められなかった。 

4. 高周波根尖療法は, 根尖病変内において, TGF-β1 および FGF2 を誘導することによ

り, 根尖病変の治癒を促進した。 

 

以上より, 高周波根尖療法は宿主側である根尖部周囲組織に対し効果を示すことによ

り,根尖病変の治癒促進に寄与し, 難治性根尖性歯周炎に対する非外科的な治療法の一

つとして有用であることが示された。 
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根管治療後 1 週ごとの根尖病変体積の縮小率を算出した (Student’s t-test ＊p<0.05) 。

表 2．ラット根尖病変体積の縮小率

No 右 左
1 通常根管治療群 対照群

マイクロCT撮影

2 高周波照射群
3 通常根管治療群 対照群
4 高周波照射群
5 通常根管治療群 対照群
6 高周波照射群
7 通常根管治療群 対照群
8 高周波照射群
9 通常根管治療群 対照群

10 高周波照射群
11 通常根管治療群 対照群

細菌学的評価

12 高周波照射群
13 通常根管治療群 対照群
14 高周波照射群
15 通常根管治療群 対照群
16 通常根管治療群
17 高周波照射群 対照群
18 通常根管治療群
19 高周波照射群 対照群
20 通常根管治療群

免疫組織化学的検索

21 高周波照射群 対照群
22 通常根管治療群
23 高周波照射群 対照群
24 通常根管治療群
25 高周波照射群 対照群
26 通常根管治療群
27 高周波照射群 対照群
28 通常根管治療群
29 高周波照射群 対照群
30 通常根管治療群
31 高周波照射群 対照群
32 通常根管治療群

表 1．使用ラットと評価方法

＊
0w-1w 1w-2w 2w-3w 3w-4w 4w-6w 6w-8w

高周波照射群 0.14±0.14 0.39±0.25 0.18±0.07 0.06±0.03 0.10±0.10 0.02±0.06

通常根管治療群 0.15±0.16 0.31±0.24 0.09±0.04 0.07±0.04 0.10±0.07 0.05±0.05



図 1. 高周波治療器



図 2. ラット感染根管治療モデルを用いた高周波根尖療法の実験スケジュール

露髄
感染根管治療
高周波照射

図 3. ラット感染根管治療モデルにおける高周波照射点と照射方法

×印; 高周波照射点



a b

図 4.バイオフィルムへの照射方法
生理食塩水 2 ml中に浸漬し能動電極であるステンレススチール製 K ファイル
#10は, 直接照射群では HA ディスク中央に挿入し, 間接照射群では中央におい
たディスクを対極と能動電極で挟むよう, またディスクとは接触しないように生理
食塩水中に挿入し, 各々 15 回ずつ高周波を照射した。
a:直接照射群
b:間接照射群

図 5.ラット繊維芽細胞への照射方法
培地 500 ml 中に底面から 1 ㎜ まで能動電極としてはステンレススチール製 K
ファイル #10 を, 対極としてはステンレススチール製のプローベ形状の電極を挿
入し, 0, 5, 10回高周波を照射した。



図 6.ラット第一臼歯近心根病変の体積変化

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 (各n=5) 。
グラフは根管治療後 0 週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。対
照群と比較して高周波照射群と通常根管治療群では根管治療後2週以降, 病変体積が有意に
縮小した。また,根管治療後 6 週以降は高周波照射により病変体積は有意に縮小した。
同一週の群において異なる文字間に有意差を認める (Tamhane test, p<0.05) 。

図 7.高周波照射群の根尖病変の治癒経過

マイクロ CT で撮影した各タイムポイントでの画像データを重ね合わせることで, 根管治療後
の各期間別に治癒した部分を水色で示した。



図 8.ラット感染根管治療モデルにおける第一臼歯近心根の細菌学的評価

a:感染根管治療直後の根管内ATP量 (生細菌数)
b:感染根管治療直後の根管内総細菌数

露髄後 4 週に感染根管治療および高周波照射直後の根管内総細菌数と根管内ATP量, s
すなわち根管内の生菌数を定量解析した。対照群としては, 左側第一臼歯を用いた (各
n=5)。また、グラフはその平均値と標準偏差を示す。治療群の根管内細菌量は対照群に
比べて有意に減少していたが, 高周波照射による差は認めなかった。
同一グラフ内の異なる文字間に有意差を認める (Steel-Dwass test, p<0.05) 。

a b



図 9. IL-1βに対する近心根根尖部の免疫組織化学的検索

a: 根管治療後 2 週の高周波照射群の染色像(観察倍率:×40)

b: aの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)

c: 根管治療後 3 週の高周波照射群の染色像(観察倍率:×40)

d: cの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)

e: 根管治療後 2 週の通常根管治療群の染色像(観察倍率:×40)

f:  eの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)
g: 根管治療後 3 週の通常根管治療群の染色像(観察倍率:×40)

h: gの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)

(AF: 根尖孔, C: セメント質, D: 象牙質, 矢尻: IL-1β陽性細胞)
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図 10. FGF2 に対する近心根根尖部の免疫組織化学的検索

a: 根管治療後 2 週の高周波照射群の染色像(観察倍率:×40)

b: aの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)
c: 根管治療後 3 週の高周波照射群の染色像(観察倍率:×40)

d: cの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)
e: 根管治療後 2 週の通常根管治療群の染色像(観察倍率:×40)

f:  eの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)
g: 根管治療後 3 週の通常根管治療群の染色像(観察倍率:×40)

h: gの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)

(AF: 根尖孔, C: セメント質, 矢尻: FGF2 陽性細胞)
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図 11. TGF-β1に対する近心根根尖部の免疫組織化学的検索

a: 根管治療後 2 週の高周波照射群の染色像(観察倍率:×40)

b: aの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)
c: 根管治療後 3 週の高周波照射群の染色像(観察倍率:×40)

d: cの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)
e: 根管治療後 2 週の通常根管治療群の染色像(観察倍率:×40)

f: eの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)
g: 根管治療後 3 週の通常根管治療群の染色像(観察倍率:×40)

h: gの実線で囲まれた領域の拡大像(観察倍率:×200)

(AF: 根尖孔, C: セメント質, D: 象牙質, 矢尻: TGF-β1陽性細胞)
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図 13. CLSMの画像解析により得られた各種バイオフィルムの生菌率

CLSMで得た画像から画像解析ソフトウェアを使用し生細菌率を算出した。
グラフはHAディスク上の各種バイオフィルムの生細菌率の平均値と標準偏差を示す
(One-way ANOVAおよび Tukey’s test, ＊p<0.05) 。

図 14.高周波照射後のバイオフィルムの ATP 量測定による生菌数定量

高周波照射が各種細菌のバイオフィルムに及ぼす影響をバイオフィルムの ATP 量測
定により生細菌数を算出し評価した。グラフは各種細菌が HA ディスク上に形成した
バイオフィルムの ATP 量の平均値と標準偏差を示す (One-way ANOVA および
Tukey’s test, ＊p<0.05) 。

a b

c d e



図 15. ラット線維芽細胞における細胞増殖因子発現量の経時的変化

ラット線維芽細胞における (a) FGF2, (b) VEGF, (c) TGF-β1 の発現量をβ-actin 遺
伝子の発現量との比較で, 相対的定量化により算出した平均値と標準偏差を示す。
同一グラフ内の異なる文字間に有意差を認める (Two-way ANOVA および Tukey’s

test, p<0.05) 。
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