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1，はじめに

現在、歯科疾患として対策が急がされている物に歯周疾患が有ります、その病因に直

接あるいは間接的に関与しているのが、歯周疾患の原因となる歯周ポケット中の優勢細

菌、特に偏性嫌気性菌で、その種類は非常に多い。ところが、Eubacterium歯種は偏

性嫌気性の極めて強い細菌菌株であるため、その培養が難しく、従来の方法では検出さ

れる事が少なく、また菌種によっては単に培養条件を嫌気状態にしただけでは増殖の乏

しい物があり、したがって、これまでは詳細な研究が困難でした。これらの増殖の乏し

い細菌菌株の最適な培養条件を確立することが急務であり、そこで本研究では、偏性嫌

気性の極めて強く、増殖の乏しい細菌薗株の新しい培養条件を確立することを目的とし

た。なおこの研究は平成7年度奨励研究（B）、及び平成8年度奨励研究（B）をもらっ
て研究を行いました。

2，まず口腔細菌の関係について話を進めます。

①、これは、体に棲みつく細菌の数を示した物です。

人は一生のほぼ百分の1にあたる期間を、全く無菌の

状態に保護された母親の胎内で過ごします。しかし生

まれるとすぐに微生物にさらされ、体の各部位で細菌

が増殖を開始します、と同時に死ぬまで長い付き合い

が始まります。

微生物と言うとすぐに悪いバイ菌ばかりを想像しがち

ですが、けっしてそうではありません。チーズやヨー

グルトを作るのも細菌ですし皆さんの好きなビール、

日本酒、ワイン等作るのも菌類です。細菌にも人にと

って良い菌と悪い菌が有るのです。

結構体の色々の場所に住み着いています、（上から鼻

粘膜105／cmヲ、外耳104／cm2、デンタルプラーク1011／
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図．体に棲みつく細菌の数

g、唾液108～109／ml、皮膚103／cm2、胃液0～103／ml、大腸1011／g、尿道0～

103／ml、膣分泌液109／ml）その中でも口腔内と大腸が圧倒的に多く住み着いていま

す。月腔内では400種類、1013～15の細菌、大腸では100種類以上100兆個が住

み着いています。嫌気性に留意した方法によるともっと多くの細菌を検出することがで

きます。

②、嫌気性菌を取り扱う技術として確立されたものの一つとして嫌気グローボックス
があります。

これは完全に外部と密閉され、外気と遮断された実験機器で、内部を酸素がない状態

にすることができ、嫌気的に細菌を取り扱うことができます。嫌気ガスとして窒素80

％、水素10％、炭酸ガス10％の混合ガスを使用している。内部には種々の実験機器、
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培養フ ラ ン キ ー

､ 冷蔵庫､ などが設置され

て い ます ｡ 中に触媒を入れてある ので 多

少の酸素が入 っ て も酸素と中の水素を反

応させて 水 に変えて しまいます｡ 嫌気度

チェ ッ ク として はレサズリン ､ メチル ビ

オ ロ
ー ゲ ンを使用 して い ます o 従来の炭

酸ガス 培養で は培養が困難で あ っ た偏性

嫌気性菌が培養で きるようにな っ て きま

した ｡

③､ 歯垢をグラム 染色したものです､ 倍

率 は1 ,0 0 0 倍です｡

多くの種類の細菌が塊を作っ て い ます｡

青紫色に染まっ て いる物を陽性, 赤く染

ま っ て い る物を陰性とい います｡ また楊

枝の先 に取れる ほ どの歯垢量 ( 約 1 m g )

で ､ 1 0
1 0

(10 0 億) 個く らいの細菌が生息

して い ます｡ これは地球の人口 にひ っ て

きする くらい の数で す｡

④､ 歯垢の嫌気培養と好気培養

歯垢をホモ ジナイズして希釈して 同じ試

料を大気中と嫌気グロ ー ボックス中で培

養したも の です｡ 好気 (右側) より嫌気

( 左側) の方が1 ,0 0 0 倍位コ ロ ニ
- が生

育して い る ｡ 嫌気性菌が圧倒的多数を占

めて い ますo

⑤､ そ の よ うなコ ロ ニ ー の
一

部をさらに

実体顕微鏡で拡大 してみ ると､ 目に見え

る コ ロ ニ
ー

の 周辺 に極めて 小さなコ ロ ニ

ー が見られます ｡ こ の様な小さなコ ロ ニ

ー を
一

つ
一

つ て いね い に分離して行く と

､ 大きさが0 . 5 m m 未満の コ ロ ニ
-

の割

合を示 した物ですo 分離菌総数2 4 6 中

6 % で した ｡ 大きさが0 . 5 m m 程度の コ

ロ ニ ー の 割合 ､ 分離菌総数2 4 6 中3 3

嫌気培養

A

好気培凝

% で した｡ 歯周ポケ ッ トから分離された

細菌､ 7 症例中､ 分離菌総数4 2 2 中 5 4 % がE u b a ct e ri u m で した o
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⑥､ E u b a ct e ri u m e xi g u u m の B H I 血

液寒天 平板の コ ロ ニ
ー

で すo

こ れ は私た ちの講座で新たに分離した新

種の 薗株 の
一

つ です , 上に メジャ
ー

を置

い て あり ます､ コ ロ ニ ー は 0 . 3 m m 位し

かな らず普通 は 2 - 3 m m 位になる の で

如何に 小さくて 培養が困難か分かります ｡

⑦, 偏性嫌気性菌 と好気性菌の 割合 は､

( 左側) 歯垢で は9 6 % が偏性嫌気性薗 ､

(右側) う蝕象牙質で は9 8 % が偏性嫌

気性菌で した ｡

そ の 種類も数百種の 菌稼が見られます｡

⑧､ 口 腔領域の 偏性嫌気性薗を調べ たもの です｡

厳密な嫌気条件に よ っ て 口腔各部の 細菌叢

の細菌構成 を調 べ る と ､ 嫌気性薗が圧倒的

多数 を占めて い る ｡ 分離の初期には嫌気性

を示 して も ､ 分離の途中で数回 にわた っ て

3 0 % の C O 2 を加 えた大気中で 培養した時

に わずか で も生育する もの も､ 通性嫌気性

に分類 して い ます ｡ 図の説 明 : (左上)

歯垢 ､ (左下) 感染根管､ (右上) う蝕象

牙質 ､ (右下) 歯周ポケ ッ トです､ n と い

う の は分離した細菌の数で すo

⑨､ 糖 ( 非) 分解性菌の 割合

口腔 の 細菌叢に しめ る酸産生薗 ､ 鶴蝕関

連部位で は , 糖か ら酸 を産生する菌種

(糖分解菌) が圧倒的多数を 占めるが､

隔絶 された空間 (歯周ポケ ッ ト内など)

や軟組織の 感染部位な どで は糖非分解菌

( ア ミノ酸を分解す るものが多く ､ 産を

産生す るも の が ､ 同時にアル カリ性の産

物も作 る ため環境 の p H を下げない もの

が多 い) が多くな る ｡

糖 ( 非) 分解菌の 割合

う且 & 牙実 感染岨 管堂魚 牙 東 曲垢

4 例2 7 5 株 8 例 2 5 6 株 4 例 2 3 8 株

噛＼岡 ポ ケ ッ ト
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L =
･? 7 %
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図 の説 明 : ( 左か ら) 齢蝕象牙質､ 感染根管象牙質､ 歯垢 ､ 歯周 ポケ ッ トで す ｡
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⑬､ 歯垢中 の酸

歯垢細菌が作る酸の種類は､ 乳酸､ 酢酸 ､

キ
ー

醸が主で他には プロ ピオ ン酸､
コ ハ ク

酸､ 酪酸､ フ ェ ニ
ー

ル酢酸などですo 脱

灰力は (右側) の図に示 したように乳酸 ､

ギ酸を 1 0 とする と酢酸は3 ､ プロ ピオ

ン酸は 1 く らい ですo

歯垢中の敢の穂演

･ 乳酸
･ 酢酸
･ ギ酸
･ プロ ビオン酸
･

コ ハ ク竣酪酸
･

フ エ ニ
ー ル酢酸

乳磯 ギ故 酢観 プ ロ ピ

オ ン地

図 . 歯婦中の敢の 脱灰カ

直]

3 , 新 しい 培養条件まとめ

増殖の 乏 しい 細菌薗株も羊つ いて ､ 液体培地 に各種の ア ミ ノ酸な どを加 え ､ 培養条件 の

検索を行っ た ｡ そ の結果､ A m i n o p e p ticl a s e 活性が高い ､ 口腔E u b a c t e ri u m 蘭種で は､

従来用 い ら れて い るB H I ＋牛血 清液体培地な どと 比較し て ､ 2 % T r y p t o n ( O x oi(i)

＋ 1 % Y e a st e x t r a ct 十 0 .3 % A r gi ni n e とい う新しい 組み合わせ の ､ 比較 的シ ン プル な

液体培地で ､ より効果的に増殖する ことが 分か っ た ｡ この培養方法を用 い て 鮭歯し ､ I)

N A - D N A h y b ridi za ti o n の実験に用 いた o

こ のように偏性嫌気性薗取り扱い技術の 進展 により ､ 極めて 多く の細菌を分離する こ

とがで きる ようにな っ て きて います o
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