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和　文　抄　録

義歯安定剤の使用により義歯の維持，安定や咀嚼機能が改善することはこれまで報告されているが，
義歯安定剤が口腔微生物に及ぼす影響に関する報告は少ない．そこで本研究は，義歯安定剤使用時の
Porphyromonas gingivalis の初期付着率，付着菌数の経時的変化，付着状態（SEM 画像），上皮細胞破
壊因子である gingipain 活性を検索し，義歯安定剤が口腔微生物に及ぼす影響を明らかにすることを目
的とした．加熱重合型義歯床用アクリルレジンブロックを作製し，各種義歯安定剤（クリームタイプ，
パウダータイプ，クッションタイプ）を塗布したものを実験群，未処理のものをコントロールとした．
菌懸濁液（1.0 × 109 CFU/ml）を各試料に滴下し，４ ℃で２時間培養後，義歯安定剤に付着した菌数
を菌種特異的定量 PCR 法にて定量し，初期付着率を算出した．また，付着菌数の経時的変化を測定す
るために，菌を初期付着させた各試料を ABCM 液体培地に浸漬し 37 ℃で１，２，３，６，12，24 時間培
養し各培養時間における菌数を定量し，付着状態を SEM 画像にて確認した．各培養時間における
gingipain 活性は蛍光測定により求めた．

クリームタイプ，パウダータイプの初期付着率は，それぞれ 59.7 % および 70.0 % でクッションタイ
プ（4.38 %），コントロール（5.75 %）より高値を示した．また実験群，コントロールともに，培養 12
時間までは経時的に菌数は増殖したが，培養 12 時間以降では増殖率の減少を認めた．SEM 画像により
試料表層を確認したところ，クリームタイプとパウダータイプにおいて菌体周囲にバイオフィルム形
成を認めた．Arg-gingipain 活性は実験群において培養１時間から有意差を認め，培養６時間以降で顕
著に高値を示した．これらの結果から，義歯安定剤の使用は P. gingivalis の病原性を高める可能性が
示唆された． 
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緒　　　　　言

日本は超高齢社会を迎え，2015 年において
65 歳以上の人口が占める割合は 26.7 % で世界
でも高い水準を示している 1）．2005 年以降の歯
科疾患実態調査によると，高齢者における義歯
装着者の割合は減少傾向を示している 2）～ 4）．
一方で，高齢者の絶対数は増加傾向を示してい
る 1）ため，今後も義歯治療を必要とする患者は
一定数存在すると考えられる．可撤性義歯の使
用は，口腔関連 QOL の維持，回復の一手法と
してあげられ，全身の健康状態に関与するとい
う報告 5）があることから，超高齢社会を迎えた
我が国において重要な役割を担っていると考え
られる．しかし，高度顎堤吸収，遊離端欠損な
どの要因により，義歯の維持，安定が得られな
いため自己対策として市販されている義歯安定
剤を使用している患者が散見される．義歯安定
剤使用経験者は義歯装着者の 32.9 ％に及ぶと
いう報告 6）があり，義歯安定剤の使用により患
者満足度や義歯の維持力，咀嚼能力が向上する
という報告 7）～ 10）がなされている．義歯安定剤
はホームリライナー（クッションタイプ）と義
歯粘着剤（クリームタイプ，パウダータイプ，
シートタイプ）に大別され，種々のタイプの義
歯安定剤が開発，販売されており，長らくその
評価は一定していなかった．しかし，近年，
American College of Prosthodontists や
American Dental Association の意見をまとめ
た義歯安定剤に関する見解が示され 11）,12），義
歯安定剤の適切な使用は義歯の維持，安定の向
上や，QOL の改善につながることが報告され
たことから，義歯安定剤の中でも義歯粘着剤に
おいてはその有用性が認められるようになって
きた 13）～ 16）．一方で，クッションタイプの義歯
安定剤をメーカー指示と異なる方法で使用した
ことにより著しい顎堤吸収 17）や口腔扁平上皮
癌 18）が発生したという症例報告がこれまでな
されているが，メーカー指示通り適切に使用し
た際の口腔微生物の為害作用に及ぼす影響につ
いての報告は少ない．特に，義歯安定剤を部分

床義歯に適用した場合の検討はほとんどなされ
ていない．

部分床義歯装着が口腔に及ぼす為害作用の一
つとして，義歯に付着したデンチャープラーク
による残存歯への影響が考えられる．口腔内に
は多くの微生物が存在しており，これらが義歯
床のアクリルレジンに付着することは今までに
報告されている 19）．また，支台歯周囲において
はプラークコントロールが不良となり，歯周病
原性細菌数が増加するため，歯周炎のリスクが
増大するという報告 20）があるが，義歯安定剤
使用時の口腔微生物の付着，増殖様相について
は報告が少ない．義歯安定剤に付着した口腔微
生物の増殖が亢進するという報告 21）がある一
方，影響しないという報告 22）,23）もなされており，
義歯安定剤の使用が微生物学的為害作用に及ぼ
す影響については未だ明らかになっていない．

そこで本研究では，部分床義歯に対して義歯
安定剤を使用した際の生体為害作用を明らかに
することを目的として，歯周病原性細菌の一つ
で病原因子として強い組織破壊能を有する
Porphyromonas gingivalis の義歯安定剤への付
着と，義歯安定剤を足場として生じる経時的な
菌数の変化について菌種特異的定量 PCR 法に
より測定した．さらに，走査型電子顕微鏡（SEM）
を用いて P. gingivalis の付着様相を視覚的に確
認した．また，P. gingivalis の病原性の一つで
上皮細胞破壊因子として細胞外マトリックスや
歯周組織の直接的な破壊に関与するとされてい
るシステインプロテアーゼのうちArg-gingipain24）

および Lys-gingipain 25）の活性の経時的変化も
測定した．

材料および方法

１．使用菌株および実験用菌懸濁液の調整
菌株は P. gingivalis ATCC 33277 株を用い

た．P. gingivalis は５µg/ml の hemin（SIGMA-
ALDRICH，St. Louis，MO，USA）および 0.5 
µg/ml の menadione（SIGMA-ALDRICH） 含
有の anaerobic bacteria culture media（ABCM
液体培地）（栄研化学，東京，日本）を用いて
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培養した 26）．P. gingivalis を 37 ℃，48 時間，
嫌気的条件下で前培養，遠心分離（2400 × g，
４℃，10 分）後，ペレットを回収し，phosphate 
buffered saline（PBS）（－）溶液（ナカライテ
スク，京都，日本）に OD600 ＝ 2.0（1.0 × 109 
CFU/ml）となるように再懸濁し実験用菌懸濁
液とした．

２．実験用試料の作製
加熱重合型義歯床用アクリルレジン（アクロ

ンⓇ：ライブピンク，GC，東京，日本）を通法
に従い重合し，10 × 10 × 5 mm のレジンブロッ
クを作製した．作製したレジンブロックを義歯
粘膜面調整時に一般的に使用されているカーバ
イドバーにて削合した際のアクリルレジンの表
面粗さと同等となる 19）ように耐水ペーパー（# 
400）で上面，下面，側面のすべてを研磨した．
その後，121 ℃，15 分間高圧蒸気滅菌を行った． 

本研究では，クリームタイプ，パウダータイ
プ，クッションタイプの３種類の義歯安定剤を
用いた．使用した義歯安定剤を表１に示す．ク
リーンベンチ内にて未使用の義歯安定剤を作製
したレジンブロックの上面に 0.011 ｇずつ可及

的に薄く塗布し実験用試料とした．また，未処
理のレジンブロックをコントロールとした．義
歯安定剤の塗布量に関しては，レジンブロック
上面全体を被覆でき，なおかつ吸水によりゲル
化したクリームタイプとパウダータイプの義歯
安定剤から菌を分離する際に，ゲルを崩壊でき
る少量であることが求められた．検討した結果
0.011 ｇが適していた．

３．P. gingivalis の病原性の検討
各試料を 24 穴プレートに置き，菌懸濁液を

100 µl ずつ滴下し，４℃で２時間，嫌気的条件
下で培養した．本研究では，最初に滴下した菌
がどの程度試料に付着しているかを検討するた
めに，37 ℃培養による菌の増殖を防ぎ，菌の有
する付着能のみを測定することを目的として
４℃の条件下で培養した．
1）各試料に付着した P. gingivalis の回収

培養終了後，非付着性の P. gingivalis を取り
除くためにレジンブロックの側面をピンセット
で把持し，500 µl の PBS（－）溶液を滴下して
各試料を洗浄した．実験群では義歯安定剤を探
針にてレジンブロックから剥離し回収した．回
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表 1 使用した義歯安定剤
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収したクリームタイプとパウダータイプの義歯
安定剤はゲル化を認めた．義歯安定剤剥離後の
レジンブロックを 1.5 ml の PBS（－）溶液中で
１分間ボルテックスし，レジンブロックに残留
した P. gingivalis を回収した．レジンブロック
を取り除き，すでに回収していたゲル化した義
歯安定剤を加え遠心分離（2400 × g，４℃，10
分）した．上清の廃棄後，250 µl の３M NaCl
溶液を添加しゲルを崩壊させた（50 ℃，20 分）． 

クッションタイプではゲル化を認めなかった
ため，上記の操作は不要であったが，回収条件
を同一にするため，クッションタイプおよびコ
ントロールにおいても同様の操作を行った． 
2）P. gingivalis の定量と初期付着率の算出

分離した P. gingivalis を含む NaCl 溶液に対
して QIAEX ⓇⅡ Gel Extraction Kit（QIAGEN，
Limburg，Netherlands）を用いてDNAを抽出し，
菌種特異的定量 PCR 法で菌数を定量した 27）．
定量には，SYBR Green real-time PCR system

（Real-time PCR Thermal Cycler Dice Ⓡ，タカ
ラバイオ，滋賀，日本）を使用した．PCR 反応
液は希釈した DNA 1 µl をテンプレートとし，
SYBR Ⓡ Premix Ex TaqTM（Perfect Real 
Time，タカラバイオ）12.5 µl，表２に示す 10 
µM のプライマー各 0.5 µl，および滅菌蒸留水
10.5 µl で全量 25 µl に調整した．反応条件は，
95 ℃ 30 秒で DNA を熱変性させた後，95 ℃ 5
秒，58 ℃ 30 秒の２steps とし，これを 40 サイ
クル行った．なお，検量線を作成するために
OD600=2.0（1.0 × 109 CFU/ml）を段階希釈し
Threshold Cycle （Ct）値の測定を行った． 

最初に滴下した菌数（1.0 × 108 CFU）に対
する，各試料に付着していた菌数（４℃，２時

間培養後）の割合を算出し，初期付着率（％）
とした．
3）付着菌数の経時的変化

実験群，コントロールの各試料に実験用菌懸
濁液を 100 µl 滴下し４℃で２時間培養した後，
500 µl の PBS（－）溶液で洗浄した．洗浄した
それぞれの試料を 1.5 ml の ABCM 液体培地に
浸漬し，37 ℃で１，２，３，６，12，24 時間，嫌
気的条件下で培養した．各培養時間における P. 
gingivalis の菌数を 3.1）および 3.2）と同様の
方法により定量した．
4）SEM による試料表層の観察

初期付着時と 12 時間培養した各試料を 2.5 %
グルタルアルデヒド -0.1 M リン酸緩衝液で前固
定（４℃，２時間）し，１％四酸化オスミウム
-0.l M リン酸緩衝液で後固定（４℃，２時間）
した．その後，エタノール上昇系列で脱水後，
t- ブタノールを用いて凍結乾燥（VFD-216®，
真空デバイス，茨城，日本）した．凍結乾燥後，
オスミウムを蒸着（OPC60A® ，フェルジェン，
愛知，日本）し，走査型電子顕微鏡（SU8010®，
日立ハイテクノロジーズ，東京，日本）を用い
加速電圧２kV の条件下で試料表層を観察した．
5）Gingipain 活性の経時的変化

タンパク質分解酵素である Arg-gingipain 活
性，Lys-gingipain 活性の経時的変化を計測する
ため，各試料を 3.3）と同様の実験条件で培養
した．各培養時間において，培養液を回収し遠
心分離（2400 × g，４℃，10 分）を行いその
上清を回収した．回収した上清を0.45 µmのフィ
ルターにて濾過し， gingipain 活性の計測を行っ
た 28,29）．すなわち，得られた濾過後の上清 2.6 
µl に，di-sodium hydrogen phosphate 溶液（ナ
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表 2 菌種特異的定量 PCR 法で使用したプライマー  
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ターゲット遺伝子

P. gingivalis  16S rDNA 197

配列（ 5’ to 3’） Product length（ bp）

tgtagatgactgatggtgaaaacc

acgtcatccccaccttcctc

上 

下 

表２　菌種特異的定量 PCR 法で使用したプライマー
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カライテスク）と sodium dihydrogen phosphate
溶液（関東化学，東京，日本）を混和して調整
した 0.5 M の NaPi（pH 7.5）溶液 20 µl， 0.5 M
の ethylenediaminetetraacetic acid 溶液（ナカ
ライテスク）２µl，0.01 M のペプチド蛍光基質

（4-methylcoumaryl-7-amide：MCA 基 質 ）（ ペ
プチド研究所，大阪，日本）0.4 µl，PBS（－）
溶液 175 µl を加え，全量を 200 µl とし 37 ℃で
５分間反応させ，蛍光測定を行い各培養時間に
おける gingipain 活性の強さと経時的変化を検
討した．また，単位菌数（1.0 × 108 CFU）あ
たりの gingipain 活性（比活性）を算出するこ
とにより P. gingivalis の gingipain 産生能の変
化を検討した．

なお，蛍光測定には分光蛍光光度計（F-2000 Ⓡ，
HITACHI，東京，日本）を用い，励起波長 380 
nm，蛍光波長 460 nm とした．MCA 基質には
Boc-Phe-Ser-Arg-MCA および Boc-Val-Leu-Lys-
MCA を用いた．

４．統計解析
上記実験（n=1）を繰り返し 10 回施行し，得

ら れ た 結 果 を 平 均 値 ± 標 準 偏 差 で 示 し，
Kruskal-Wallis 検定で多重比較を行い，ポスト
ホックテストとして Bonferroni 法を用いた．統
計 学 的 解 析 に は，R（the R Foundation for 
Statistical Computing，Vienna，Austria）をも
とに開発された EZR（ver. 1.36，自治医科大学
附属さいたま医療センター，埼玉，日本）30）を
使用した．有意水準は５％とした．

結　　　　　果

１．P. gingivalis 菌数定量のための検量線
1.0 × 103 ～ 1.0 × 107 CFU/ml までの検出限

界の範囲で相関が確認され（R² = 0.9828），検
量線は y = 3E+27x-15.9 であった（図１）．

２．各試料への初期付着率
P. gingivalis の各試料への初期付着率につい

て検討した結果，滴下した菌数（1.0 × 108 

CFU）に対し，クッションタイプとコントロー

ルにはそれぞれ 4.38 ％， 5.75 ％付着したが，ク
リームタイプとパウダータイプにはそれぞれ
59.7 ％，70.0 ％付着し有意差を認めた（図２）．

３．付着菌数の経時的変化
各試料に付着した P. gingivalis の経時的な菌

数の変化を計測した結果，実験群，コントロー
ルともに経時的な増殖を示したが，いずれも培
養 12 時間以降の増殖率は減少した．また，同
一培養時間における付着菌数を比較した結果，
すべての培養時間においてクリームタイプ，パ
ウダータイプに付着する菌数はクッションタイ

図１：P. gingivalis の菌数定量のための検量線
P. gingivalis OD600=2.0（1.0 × 109 CFU/ml）
を段階希釈し，検量線を作成した． 
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プ，コントロールより高値を示した．一方で各
培養時間の P. gingivalis の増殖率について，各
試料間に有意差は認められなかった（図３）．

４．SEM 画像による検討
各試料への菌付着状態を SEM 画像により観

察した（図 4-A ～ H）．初期付着時および 12 時
間培養時で，コントロール，クッションタイプ
と比較し，クリームタイプ，パウダータイプで
はバイオフィルムの形成が認められた（図 4-C
～ F）．

５．Gingipain 活性の経時的変化
Gingipain 活性の経時的変化を検討した結果，

実 験 群 で は コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し，Arg-
gingipain 活性においては培養１時間から有意
差を認め，培養６時間以降で顕著に高値を示し
た（図 5-A）．Lys-gingipain 活性においては，
コントロールおよびクッションタイプと比較
し，培養３時間まではクリームタイプとパウ
ダータイプで有意差を認め，培養６時間ではパ
ウダータイプのみ有意差を認めた．培養 12 時
間以降では，コントロールと比較し，すべての
実験群で顕著に高値を示した（図 5-B）．

Gingipain の比活性を検討した結果， Arg-
gingipain 比活性では，コントロールと比較し，
クリームタイプでは培養１時間で，パウダータ
イプでは培養６時間で，クッションタイプでは
培養１時間から有意差を認めた．特に培養６時
間以降でクッションタイプが高値を示し，培養
24 時間ではすべての実験群で顕著に高値を示し
た（図 6-A）．一方，Lys-gingipain 比活性では，
コントロールと比較し，クッションタイプでは
培養 12 時間以降，パウダータイプでは培養 24
時間で顕著に高値を示した（図 6-B）．

図５：各試料における gingipain 活性の経時的変化
P. gingivalis が付着した各試料を培養した際
の gingipain 活性を示す（A: Arg-gingipain 活
性，B: Lys-gingipain 活性）．

（♯）：コントロールと比較し，（¶）：クッショ
ン タ イ プ と 比 較 し 有 意 に 高 値 を 示 す

（p<0.05）．

41

図 5

5

 

 

 

10

村上

縮尺率約 50 %15 

図 5A と図 5 B は横に並べてください．  

0

50

100

150

200

250

300

350

400

1 2 3 6 12 24

Ly
s-

gi
ng

ip
ai

n 
活

性
 

0 

350

100

200

300

400

（nM / min）  

B

（時間） 

6 12 241 2 3

培養時間 

♯ 

¶ 

♯ ♯ 

♯ 

♯ 

♯ 

50
♯ 

¶ 

♯ 

¶ 

♯ 

¶ 

♯ 

¶ 

♯ 

¶ 

♯ 

¶ 

♯ 

¶ 
250

150

コントロール クリーム パウダー  クッション

上 

下 

40

図 5

 

5

 

 

 

10

村上

縮尺率約 50 %

図 5A と図 5B は横に並べてください．

15

0

20

40

60

80

1 2 3 6 12 24
0

20
40
60

（時間） 

6 12 241 2 3 

培養時間 

♯♯ ♯ ♯♯ ¶ 

♯ ♯ 

¶ ♯ ♯

♯ ♯ 

¶ 

♯ ♯ 

0
100
200
300
400
500
600

100

300

500

A
rg

-g
in

gi
pa

in
 活

性
 

上 

下 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

¶ 

♯ ♯ 

♯ ♯ 
（nM / min）  A 

5000

7000

3000

1000
¶ 

♯ 

図３：各試料における P. gingivalis 数の経時的変化
P. gingivalis が付着した各試料を培養した際
の菌数の変化を示す．

（♯）：コントロールと比較し，（¶）：クッショ
ン タ イ プ と 比 較 し 有 意 に 高 値 を 示 す

（p<0.05）． 38

図 3

 5

 

10

縮尺率約 50 %

15

1.E+06

1.E+07

1.E+08

1.E+09

1.E+10

1.E+11

0 1 2 3 6 12 24

（CFU/ml）

培養時間

菌
 
数

 

10
11

10
10

 10
9

 10
8

 10
7

 10
6

0 1 2 3 6 12 24
（時間）

クリーム クッションパウダー コントロール

上 

下 

	 義歯安定剤が P. gingivalis の病原性に及ぼす影響� 17



39

5

10

¥ 

村上15 

縮尺率 100 % 

5μm

5μm

5μm

5μm

5μm

5μm

5μm

5μm

A B

C D

E F

G H

下 

初期付着時 培養 12 時間後

コ
ン
ト
ロ
ー
ル 

ク
リ
ー
ム 

パ
ウ
ダ
ー 

ク
ッ
シ
ョ
ン 

図４：P. gingivalis の付着状態
初期付着時と培養 12 時間後における各試料表面の SEM 画像（5000 倍）を示す．矢印は P. 
gingivalis を示す． バイオフィルムは糸状の形態を呈する．A：コントロール・初期付着時，B：
コントロール・培養 12 時間後，C：クリームタイプ・初期付着時，D：クリームタイプ・培養
12 時間後，E：パウダータイプ・初期付着時，F：パウダータイプ・培養 12 時間後，G：クッショ
ンタイプ・初期付着時，H：クッションタイプ・培養 12 時間後．

18	 村上 智彦



考　　　　　察

口腔内には多くの口腔微生物が存在している
が，これまでアクリルレジンの表面性状と付着
菌数の関連性 19）や，義歯床用アクリルレジンよ
りアクリル系軟質裏装材への菌付着が多いとい
う報告 31,32）がなされている．一方で，義歯安定
剤に対する口腔微生物の付着についての報告は
少ないが，アクリルレジンとは表面性状が異な
り，軟質裏装材と同様に義歯と口腔粘膜間に介
在する義歯安定剤においても菌の付着や増殖に
影響を及ぼす可能性が考えられた．義歯安定剤

に対する口腔微生物の付着に関する報告の多く
は全部床義歯を想定したものであった．現在，
部分床義歯に使用可能な義歯安定剤も存在して
いることから，部分床義歯装着時を想定した検
討も必要であると考えたため，本研究では残存
歯の歯周組織に対して強い組織破壊能を有する
P. gingivalis に着目した．P. gingivalis が義歯
に付着すること 19）や，部分床義歯の使用により
口腔衛生状態が低下し歯肉退縮が生じること 33）

から，衛生管理が不良な状況下では義歯が P. 
gingivalis 増殖の足場となることが予測された．
また，従来の報告では主に菌数の変化に着目さ
れており，P. gingivalis が口腔粘膜に直接為害
性を及ぼすとされるタンパク質分解酵素につい
ての検討は僅少であったため本研究では Arg-
gingipain および Lys-gingipain の経時的変化に
も着目し検討を加えた．

結果より，P. gingivalis のクリームタイプ，
パウダータイプの初期付着率は，それぞれ 59.7 
％および 70.0 ％でクッションタイプ（4.38 ％），
コントロール（5.75 ％）より高値を示した．こ
れは，コントロールやクッションタイプと異な
り，クリームタイプおよびパウダータイプでは，
吸水によりゲル状となる際に，P. gingivalis が
絡め取られたためと考えられる．実際に義歯安
定剤を使用した場合，クリームタイプ，パウダー
タイプでは P. gingivalis の付着リスクが高くな
る可能性が考えられた． 

付着した P. gingivalis 数の経時的変化に関し
ては，実験群，コントロールともに，培養 12
時間までは経時的な菌数の増殖を示したが，そ
れ以降の増殖率は減少していた．同一培養時間
における付着菌数の比較では，すべての培養時
間においてクリームタイプ，パウダータイプへ
の付着菌数が高値を示した．一方で各試料間に
おける経時的な増殖率に差はなく，初期付着時
の菌数の差が培養後の菌数の差となっていた．
これまでに，Ozkan ら 22）は菌の増殖に関して
義歯安定剤とアクリルレジンでは有意差がない
と報告している．Ozkan らは in vivo で患者に
義歯や口腔内の清掃指導を行った状況で付着菌

図６：各試料における gingipain の比活性の経時的
変化
単位菌数（1.0 × 108 CFU）あたりの gingipain
活 性 を 示 す（A: Arg-gingipain 比 活 性，B: 
Lys-gingipain 比活性）．（♯）：コントロール
と比較し，（§）：クリームタイプと比較し，（*）：
パウダータイプと比較し有意に高値を示す

（p<0.05）．
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数を計測しており，義歯安定剤使用前は義歯や
被検者の口腔内が清潔に保たれている環境で
あった．しかし，本研究は in vitro で試料に P. 
gingivalis を付着させ，培養中に菌の洗浄が行
われることなく増殖様相を計測している．その
ため，初期付着時の菌数が少ないと考えられる 
Ozkan らの結果とは異なり，初期付着時に多く
の菌が付着したクリームタイプとパウダータイ
プの義歯安定剤において培養後に高値を示した
と考えられる．また，測定方法の違いが影響し
ている可能性も考えられた．これまでの研究で
は，採取した菌を再度培養しコロニー数を測定
していたが，本研究では定量的 real-time PCR
法を用い，培養した菌の全数をその時点で測定
したために異なる結果となったと予想される．
口腔衛生状態が不良な場合，義歯床下のような
閉鎖された環境下では初期付着時により多くの
P. gingivalis が付着すると考えられるクリーム
タイプとパウダータイプでは P. gingivalis が増
殖し続け，口腔内に影響を及ぼし続けることが
示唆された．

菌付着後の各試料表面を SEM により観察し
た結果，クリームタイプ，パウダータイプでバ
イオフィルムの形成が認められた．口腔内を想
定すると，バイオフィルム形成により他の菌の
付着が誘導され，P. gingivalis 以外の菌に起因
する悪影響も生じる可能性があるため，クリー
ムタイプとパウダータイプの使用時は注意が必
要である．

付着菌数は培養初期から増加傾向を示した
が，gingipain 活性は培養６時間以降で顕著に
亢進した．Gingipain 活性は菌が飢餓状態に陥っ
た際に亢進することから 34），培養６時間程度で
培地からの栄養補給が滞った可能性が考えられ
た．実際の口腔内でも義歯と粘膜が密着し栄養
補給が得られづらくなるため，義歯安定剤の適
用直後から gingipain 活性亢進までの時間には
差 が 生 じ る 可 能 性 が 考 え ら れ る． 従 っ て
gingipain 活性が亢進する前までに義歯洗浄を
行うことが肝要である． Arg-gingipain と Lys-
gingipain の比活性を検討した結果，特にクッ

ションタイプにおいて培養６時間以降で顕著に
高値となり，比活性が亢進したことが示された．
Gingipain は強力なタンパク質分解酵素で口腔
粘膜組織を破壊し，炎症を引き起こすことが明
らかにされている 35）．このことから，他の義歯
安定剤と比較してクッションタイプに付着した
P. gingivalis の口腔粘膜に対する為害作用は増
大することが推察される．しかし，比活性の亢
進が認められた要因としては義歯安定剤に含ま
れる成分の影響が考えられるものの詳細は明確
になっていないため今後検討が必要である． 

結　　　　　論

得られた結果から，アクリルレジンと比較し
義歯安定剤，特にクリームタイプとパウダータ
イプの使用は P. gingivalis の付着が亢進し，増
殖し続けることが明らかとなった．また，実験
群における gingipain 活性は培養６時間以降で
高値を示し，比活性はクッションタイプが顕著
に高値を示した．以上のことから，義歯安定剤
の使用は P. gingivalis の病原性を高める可能性
が示された．義歯安定剤使用の際には口腔内細
菌数を減少させてから適用することが肝要であ
ると考えられた．
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Abstract：Denture adhesives improve denture retention, stability and masticatory function. 
However, the effects of denture adhesives on oral microorganisms have not been elucidated. This 
study aimed to investigate the effects of three different forms of denture adhesives （cream, powder 
and cushion forms） on the pathogenicity of Porphyromonas gingivalis. To this end, the number of 
adherent P. gingivalis, scanning electron microscope （SEM） images of biofilm formation on the 
surface of specimens, and gingipain activity were examined. 

In this in vitro study, P. gingivalis strain ATCC33277 suspension was seeded on acrylic resin and 
each type of denture adhesive, and incubated for 2 hours at 4 ℃ . The number of P. gingivalis 
adherent to the resin/ denture adhesives was quantified using a quantitative real-time PCR assay. 
Then, to simulate conditions of use for denture adhesives, the specimens of adherent P. gingivalis 
were incubated for 1，2，3，6，12 and 24 hours at 37 ℃ in ABCM medium. The number of adherent 
P. gingivalis at the end of each incubation period was quantified, and the surfaces of the specimens 
were examined under a SEM. Gingipain activity was examined using a fluorescence assay.

The degree of initial adhesion was significantly higher with cream and powder adhesives. The 
number of adhered P. gingivalis increased with time, however, the slower growth rate was shown 
after an incubation period of 12 hours. In cream and powder adhesives, biofilm formation was 
observed by SEM. For all the denture adhesives, high Arg-gingipain activities were observed after 6 
hours. Our results indicate that denture adhesives likely enhance the pathogenicity of P. gingivalis.

Key words：denture adhesive, Porphyromonas gingivalis, pathogenicity, gingipain activity
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