
１ ．はじめに

　納豆は日本の伝統的な発酵食品の一つであり、
多くの日本人に親しまれてきた。納豆の製造に
はBacillus 属菌の一種であるBacillus subtilis var. 
nattoが使用されている。納豆の製造に用いられ
るB. subtilisには宮城野株，朝日株，高橋株，医
薬用に用いられる日東株，目黒株，中国雲南省の
納豆から分離した雲南株，金沢株など主に ₇種類
の菌株が存在する (Koizumi et al. 2004)。B. subtilis

の特徴は芽胞を形成する事によって熱や強アルカ
リ環境等に強い抵抗性を持ち、極めて厳しい環境
でも生き延びることが出来る芽胞形成菌であるこ
とである (Setlow, 2006)。芽胞の状態では増殖出
来ないが再び周囲の環境が増殖に適した環境に戻
るか、特定の刺激を受けると芽胞は発芽して通
常の菌体 (栄養型 )となり増殖を再開する (Setlow, 
2003)。B. subtilis芽胞の活性化には煮沸処理が一
般的である (Hosoi & Kiuchi, 2003)。B. subtilisは
1997年に全ゲノム配列が決定されるなど学術的
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にも重要視されている微生物である (Kunst et al. 
1997)。さらに、一般的にヒトに対する病原性を
持たない極めて安全な菌として認知されている。
B. subtilisは多数の有用物質を産生することが知
られており、様々な菌株から既に20種類以上の抗
生物質が報告されている (Stein, 2005)。さらにB. 
subtilisの産生するビタミンK 2は骨組織に対して
直接的に骨形成を促進し、骨の破壊を抑える効果
がある (Kaneki et al. 2001; Yamaguchi & Weitzmann, 
2011)。 ナットウキナーゼは血栓の主成分である
フィブリンを溶解する (Sumi et al. 1987)。γ -ポ
リグルタミン酸 (PGA)はBacillus属細菌とその近
縁種によって生産される。PGAは化粧品、医薬
品、食品の他に、水質浄化剤、コンクリートのひ
び割れ防止剤など幅広い用途が提案されている
(Oppermann-Sanio & Steinbüchel, 2002)。B. subtilis
の有用性はprobiotics分野でも応用が盛んである
(Cutting, 2011)。歯科医療分野ではB. subtilis培養
液の上清 (Tsubura et al. 2009)や芽胞粉末が歯周病
治療に応用されている。本菌由来生成物の適切な
投与は歯周病菌を静菌的に減少させる効果が有
り、歯周病管理に貢献可能であることも報告され
ている (Tsubura et al. 2012)。
　Mineral trioxide aggregate (MTA)セメントは1993
年に米国に登場した強アルカリ性歯内治療用材料
である (Lee et al. 1993)。本邦では直接覆髄への適
応が薬事承認され、2007年より発売されている。
練和時にpH 10、硬化初期ではpH 12の非常に高
いアルカリ性を示し (Fridland & Rosado, 2005)、水
酸化カルシウム徐放材料として新生硬組織形成能
や抗菌作用の一端が説明されている (Al-Hezaimi 
et al. 2006; Tanomaru-Filho et al. 2007)。MTAセメ
ント使用による直接覆髄 (Bogen et al. 2008)、穿孔
治療 (Mente et al. 2009)への高い効果は、近年多く
の報告が認められる。しかしながら、本セメント
の適応は完全に齲蝕象牙質を除去した症例であ
り、また露髄部が大きな症例においては、その効
果は期待できない (Parirokh & Torabinejad, 2010a, 
2010b; Torabinejad & Parirokh, 2010)。MTAセメン
トによる直接覆髄治療の高い効果が報告されつつ
も、その限定された適応範囲や取り扱いの難しさ
は改良の必要性が認められる。
　一方、B. subtilisが産生するγ -ポリグルタミン
酸の高い浄化作用と保水力、B. subtilis自体の確
立された安全性、B. subtilis芽胞粉末と多孔質セ
メント材料との混和物が製品化されて水源の汚泥
処理などに使用された実績 (Matsunaga et al. 2006)
に着目し歯科治療への応用が模索されてきた。

　齲蝕象牙質を完全に除去すると抜髄の適応症と
なる進行した齲蝕に対して、抜髄処置を回避する
ことを目的とした間接覆髄治療を行う際、MTA
セメントとB. subtilis芽胞粉末の混和物を充填す
ると齲蝕象牙質が清浄化されるとともにdentin 
bridge形成が加速されるという発見を知るに至り
(personal communication)、本研究に取り掛かった。
本稿では原著論文、Oka S, Odontology, 106:46-55, 
2018を振り返りつつ、未発表データを加え、厳し
い条件の中で検証した事項と、納豆菌が増殖可能
であることの証明、相乗効果、今後の研究に向け
た考察を論じてみたい。

２ ．研究に課された ３つのハードル

　筆者はMTAセメントとB. Subtilis芽胞粉末の混
和物が間接覆髄治療に極めて有効であるという臨
床的有用性の報告に基づき、これを基礎科学的見
地から証明することで歯科医学に貢献したいと考
え、当該研究を期限付きで引き受けた。納豆菌は、
栄養型が増殖する際に20種以上の抗菌物質・有用
物質を産生すること (Stein, 2005)、また臨床所見
は「納豆菌が示す有用性と符合する点が多い」こ
とから、両者の混合物からの有用物質生成を確認
することで比較的容易に結果が出せると考えてい
た。B. subtilisが様々な有用物質を生成するため
には栄養型が増殖しなくてはならない。しかしな
がらMTAセメントの特性を知ることで、この研
究のハードルの高さに眩暈がした。有用性の確認
どころか、納豆菌栄養型は生存さえも厳しいと考
えられる条件が ₃つ立ちはだかったのである。①
MTAセメントはpH 12にも達する超高pHを示す。
このセメントと納豆菌の混和は中性細菌である納
豆菌には絶望的な超高pH環境であり、しかも長
期に渡って持続する (Duarte et al. 2003)。加えて、
②MTAセメント自体が抗菌作用を持っており、
納豆菌栄養型の増殖が阻害されれば一巻の終わり
である。さらにはセメントと納豆菌の混和物は歯
内に充填される。③偏性好気性菌である納豆菌は
無酸素では増殖出来ない。栄養型が増殖しなけれ
ば何も起きない納豆菌であるにもかかわらず、そ
の増殖には非常に厳しい、もはや極限とも言える
₃つのハードルが課せられたのである。基礎科学
的観点から臨床的な効能を証明する以前に、納豆
菌が生存・増殖可能であることを証明できなけれ
ばこの研究課題そのものが成立しないという窮地
からのスタートとなった。まずはやってみるし
かない。使用する納豆菌として臨床的有用性の
発見時に用いられた高橋菌株B. subtilis var. natto 
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Takahashi strainを入手して実験に取り掛かった。

３ ．芽胞は溶解しないが、栄養型は死滅

　最初に検討した可能性は、超高pH環境によっ
て納豆菌芽胞が溶解し、中に含まれる抗菌物質ジ
ピコリン酸が放出されて作用を発揮している可能
性である。そこで、超高pH条件に納豆菌芽胞を
暴露して確認した。 0 .05 Mの水酸化カルシウム
水溶液を準備し (無調整でpH 13)、そこに納豆菌
芽胞を浸漬した。芽胞は24時間浸漬しても溶解せ
ず、通常の条件で再度培養するとほぼすべての
芽胞が栄養型へと発芽して増殖可能であること
がわかった。一方、この溶液内では納豆菌栄養
型は 1時間以内に死滅することが判明した (いず
れも未発表データ )。つまり、最初に懸念された
芽胞溶解の可能性は否定されたものの、肝心の納
豆菌栄養型は増殖できないことがあらためて確認
されたのである。続いて、納豆菌栄養型はどの程
度のpHまで増殖可能かをリアルタイム培養モニ
タ装置を使用し、液体培地のpHを変えて検証し
た。その結果、pHの上昇とともに増殖速度は低
下するものの、pH 9 . 6の液体培地ではなんとか
増殖可能であった。しかしpH 10以上では増殖曲
線が全く上昇しなかった (論文掲載データ )(Oka, 
2018)。このpH 10培養液を顕微鏡観察したとこ
ろ、栄養型は死滅していたことが判明した。この
時、予備実験として、強アルカリ培地内での同属
菌の増殖試験を実施し、実験に使用する菌株の検
討をしている。B. amyloliquefaciens ₅ 株、 納豆菌B. 
subtilis var. natto は高橋株、宮城野株、成瀬株の
₃株を比較した。いずれも結果は同様でpH 10以
上では増殖がみられなかったが、唯一宮城野株は
pH 10でも若干の増殖を示し、使用した菌株の中
では最も強いアルカリ耐性を示した (未発表デー
タ )。藁にもすがる思いから宮城野株に変更して
実験を進めることも検討したが、芽胞粉末での供
給が無いこと、臨床的有用性の発見時に用いられ
た高橋菌株で直接証明すべきであることなど考慮
し、高橋菌株で実験を続行することとした。
　B. subtilisの属する中性細菌はアルカリ環境に
おかれると有機酸生成によって細胞質を中性に
保とうとするがpH 10以上では細胞内pHを維持
できないとされている (Padan et al. 2005)。 好ア
ルカリ性細菌の場合は細胞質内のpH維持のため
に特殊な膜輸送機構を備えている (Krulwich et al. 
2001)。B. subtilisの液体培地内での増殖上限がpH 
10付近であったことは中性細菌にみられる一般的
現象と考えられた。その一方で、B. subtilisのpH 

ホメオスタシス機構には様々なイオン対向輸送体
が関わっており、未知の部分も残されている (Ito 
et al. 1999; Padan et al. 2005)。B. subtilis増殖上限
がpH 10付近であったことは今回用いた条件で得
られた一例に過ぎず、更に高いpHで増殖可能な
培養条件も存在し得るとも考えた。そこで、微生
物学や納豆菌に関わる専門家たちに次々とコンタ
クトを取り、納豆菌栄養型がpH 10以上の強アル
カリ環境でも増殖可能な条件や経験について聞い
て回った。しかしながら返ってきた助言は全て期
待に反し、「やるだけ無駄」「小保方 (晴子 )さん
のようにはなるなよ」などと、散々な反応ばかり
であり、pH 10以上での増殖など検討することさ
えナンセンスであるとの一致した意見だけであっ
た。超高pH問題は先送りとして、MTAセメント
の抗菌性と低酸素環境に関して検証を始めた。

４ ．MTAセメントの持つ抗菌性と納豆菌

　MTAセメントの持つ抗菌性が納豆菌に及ぼす
影響に関して、ディスク拡散法を応用した手法で
確認した。寒天プレート培地に納豆菌栄養型の菌
液、もしくは活性化した芽胞粉末液を播種した
のち、中央にMTAセメントの懸濁液を滴下する。
37 ℃での培養後、増殖した菌のコロニーが滴下
したセメントに密着して現れるならば抗菌性の影
響無しであり、逆にセメントの周囲に菌が生えず
に増殖抑制を示す阻止円が形成されれば増殖の抑
制とその強度が阻止円の大きさとして観察可能な
手法である。滴下したセメントの周囲には明確な
阻止円は形成されなかった。高濃度のMTAセメ
ントを滴下した場合、MTAセメント硬化体周囲
には菌が生育しない部分ができたが、いずれかの
コロニーはMTAセメントに接しながら増殖して
おり、完全な阻止円は形成されなかった。したがっ
て、納豆菌はMTAセメントの抗菌性の影響を受
けるものの、完全には抑制されないことがわかっ
た。この事実はこの後、超高pH環境から納豆菌
栄養型が増殖可能であるかどうかの検証において
は大きく希望を持たせるものとなった (公開済 )
(Oka, 2018)。

5 ．低酸素条件での納豆菌の増殖

　MTAセメントとB. subtilis芽胞粉末混和物の
歯内への充填は偏性好気性菌に分類されるB. 
subtilisにとっては酸素不足となり厳しい増殖条
件と推察された。そこで低酸素条件でB. subtilis
の増殖性を確認するため、好気条件と微好気条件
で比較をした。無酸素、および低酸素環境での
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培養には三菱ガス化学製の脱酸素剤を使用した。
嫌気条件 (無酸素 )、および微好気条件 (酸素濃度
6 -12％、二酸化炭素濃度 5 - 8％ )でB. subtilisを
培養し、好気条件の対照群と増殖性を比較した。
すると、納豆菌の増殖は低酸素条件でもほとんど
影響を受けず、芽胞の発芽と栄養型の増殖ともに
有意差は見られなかった。さらに培養容器内が無
酸素であっても増殖が見られた。つまり、嫌気条
件では周囲の環境だけではなく、あらかじめ寒天
培地からも徹底した脱酸素を行わない限りは納豆
菌栄養型が増殖してきたのである。これは歯内に
充填される低酸素環境であっても、徹底した無酸
素状態でない限りは栄養型が増殖可能であるとい
うことであり、本研究にとっては非常に好ましい
結果であった (公開済 )(Oka, 2018)。
　Bacillus属菌の芽胞は嫌気条件においても発芽
可能であり酸素の影響は殆ど無いと考えられて
いる (Roth et al. 1955; Zenitani, 1958)。一般には好
気性菌として認識されているB. subtilisは代謝経
路の切り替えによって嫌気条件下でも増殖可能
な状況が存在するという報告がある (Marino et al. 
2000; Nakano et al. 1997; Ramos et al. 1995; Rick et 
al. 2000)。今後詳細を調べていく必要があるもの
の、いずれにしても歯内充填という低酸素条件で
も増殖可能であることが示された。

6 ．納豆菌とMTAセメント混和物からの増殖

　最後に立ちはだかった大きな壁が、pH 12にも
達する超高pHを示すMTAセメントとの混和物で
あった。この混和物から納豆菌栄養型が増殖しな
ければ有用性は発揮できない。納豆菌栄養型を
液体培地で培養したときの上限pHは10であった。
これはすでに一般に認知された事実であり、培地
の変更などの培養条件の検討などでは動かしよう
のない事実であると考えられた。一方、他の側面
からこの研究の出発点となった臨床的有用性に関
して様々な検証を進めていくにつれて、MTAセ
メントとともに歯内に充填された納豆菌は増殖し
ているはずであるとの確信が徐々に高まってき
た。そこで歯内の充填環境を模して、納豆菌と
MTAセメントとの混和物を寒天培地に載せて培
養する実験に一縷の望みを託し、毎日ひたすら繰
り返した。通常であれば一晩で密集したコロニー
が得られる納豆菌であるが、納豆菌とMTAセメ
ントとの混和物からの増殖はみられない。ところ
が37 ℃での培養を延々と継続していると数日後
には納豆菌栄養型のコロニーが出てくる試料が存
在した。一方で長く培養しても変化の起きない試

料もあり、全ての試料から増殖した納豆菌が出て
くるわけではなかった。逆に全ての試料から増殖
する条件が突き止められたなら、この大きな障壁
を乗り越えて最大の問題点が一挙に解決可能であ
るとの希望が持てた。芽胞の活性化方法など細か
な条件検討の積み重ねで数値は10倍以上に上昇し
たが、全ての試料で増殖とはいかなかった。それ
でも増殖は可能であると言える一歩手前まで前進
できた手応えもあった。試行錯誤と検証、実験条
件の検討と続けているうち、培養器に長期間入れ
ていても菌が増殖しない寒天培地には極端な乾
燥・硬化が起きており通常の菌増殖にも適さない
状態となっていることが判明した。そこで作成し
て間もない水分を多く含んだ寒天プレート培地を
使用して実験してみたところ、増殖開始までの期
間が全体的に短くなったばかりか、全ての試料で
発芽・増殖した。勝負となる確認実験では 2種
類の混和比の材料30検体について 3回ずつ実施
し、時間のばらつきは非常に大きいものの、180
個すべての材料が 5日以内に発芽・増殖した。つ
いに超高pHを示すMTAセメントと混和しても納
豆菌が増殖可能であることを実験で証明できたの
である (公開済 )(Oka, 2018)。MTAセメントとB. 
subtilis活性化芽胞溶液を一対一で混和した懸濁
液のpHは約11、MTA：芽胞＝ 2： 1の懸濁液で
はpH 12と、pHメーターが壊れるほどに高い値を
示したにもかかわらずB. subtilis芽胞が発芽して
菌体の増殖が認められた。 
　B. subtilis芽胞に関し、放射線、熱、圧力、化
学物質への耐性は微細構造や分子生物学レベル
で詳細な報告が多数なされている (Setlow, 2006)。
その一方でpH変化、特に高pH環境と芽胞の発
芽に言及している文献は殆ど見当たらない。B. 
subtilisではpH 8を超えると発芽率は低下する
こと (Zenitani, 1958)、B. terminalisの芽胞ではpH 
11. 3でも発芽が見られたとされる報告 (Church et 
al. 1954)以外にはみつけられなかった。MTAセメ
ントの経時的pH変化に関する実験環境での報告
も限られており (Duarte et al. 2003)、MTAセメン
トのpHの経時変化とB. subtilis芽胞が発芽可能な
pHの両方向からこの現象の詳細を明らかにして
いく必要がある。筆者はこの間、硬化したMTA
セメントと納豆菌の混和物、および納豆菌栄養型
が増殖してきた寒天培地を様々な形で再培養して
なぜ増殖が可能なのかを検証した。そこから得ら
れた結果からの推察としては、①多孔質である
MTAセメントに培地の水分が出入りしている間
にミクロレベルで部分的な中和が起こり、一部の
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菌が増殖して混和物から出てくる、もしくは、②
MTAセメントの硬化時の水和反応により混和さ
れている芽胞塊が集積し、さらに硬化の進行によ
り芽胞塊が表層部に押し出され発芽する、との二
つの可能性を推察している（未発表）。

７ ．相乗効果

　超高pHを示すMTAセメントと納豆菌芽胞の混
和物から納豆菌栄養型が増殖可能であることは
証明できた。しかしながらここまでの検証事項
は、過酷な条件で納豆菌が増殖可能であることを
示しただけであり、言うなれば、「ただの観察記
録」にすぎない。学術的な原著論文とするには混
和による相乗効果を証明しなくてはならなかっ
た。「間接覆髄治療を行う際、MTAセメントとB. 
subtilis芽胞粉末の混和物の充填により、齲蝕象
牙質の清浄化とdentin bridge形成が加速される現
象」という臨床的有用性を証明するための動物実
験や細胞を用いた実験に関するアイデアは既に
持ってはいたものの、研究期限も迫っており、こ
の時点でそこまでの資金を投入して大規模な実験
に挑むことは極めてリスクが高いと考えた。大き
な実験に至る前に、相乗効果に関してもっと単純
な観点から短期間で実証できないだろうかと頭を
悩ませた。そこで再び抗菌性に着目した。納豆菌
とMTAセメントのそれぞれの抗菌性に違いがあ
り、相乗効果が期待できる結果が得られたなら
ば、ひとまとまりの論文ストーリーとなり得ると
考えた。ディスク拡散法と同様の原理を用いた
パンチアウト法、カップ法、滴下法の手法を実
施したところ、抗菌性試験では、B. subtilis によ
る、Staphylococcus aureus subsp. aureus (S. aureus)
および、Lactobacillus casei (L. casei)に対する抗菌
性が示された。しかし、Streptococcus mutans (S. 
mutans)に対する抗菌性については、不明瞭であっ
た。 
　MTAセメントの示す抗菌性では、B. subtilis同
様にS. aureusに抗菌性を示しただけでなく、B. 
subtilisでは明確な抗菌性がみられなかったS. 
mutansへの抗菌性が示された。L. caseiへの抗菌
性はB. subtilisのみでみられたことを考え合わせ
ると、MTAセメントとB. subtilisは抗菌性におい
て納豆菌とMTAセメントの相乗効果を発揮可能
であることが示されたのである。(論文発表 )(Oka, 
2018)。 
 
 

　この結果を踏まえ、2018年の国際歯科研究学
会 (IADR)では、S. sanguinisに対する抗菌性の相
乗効果のデータを加えて発表した (Fig. 1 )。さ
らにB. subtilisが生成するナットウキナーゼがS. 
mutansのバイオフィルム形成を抑制したという
報告 (Narisawa et al. 2014)をもとにB. subtilisによ
る牛歯、セラミックに対するS. mutansの付着阻
害の可能性を予測し、検証実験を試みた。直接の
抗菌性を示さなかった納豆菌がS. mutans の付着
を阻害することを示す結果も得られ、納豆菌は齲
蝕の治療のみならず予防にも役立つ可能性が示唆
された (国際歯科研究学会 )(Fig. 2 )。

８ ．考察と今後

　岡論文 (Oka, 2018)では、MTAセメントとB. 
subtilis芽胞粉末混和物の相乗効果の可能性につ
いて、B. subtilisを用い、基礎研究の方向から検
討した。
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　ここまで触れていなかったが、歯内に充填され
た納豆菌の栄養源についてはどうだろうか。筆
者は間接覆髄治療時に残された齲蝕象牙質がB. 
subtilisの栄養源になり得ると推察し、予備実験
までを完了している。齲蝕象牙質をPBSに懸濁し
てフィルター滅菌した溶液に納豆菌を入れて培養
したところ、菌数が24時間で100倍に増大したの
である（未発表データ）。臨床で発見された現象
である齲蝕象牙質の清浄化は納豆菌による齲蝕象
牙質の分解によると推察している。また、MTA
セメントと納豆菌芽胞粉末の混和物による効能
で、dentin bridge形成が加速される現象も非常に
興味深い研究課題であり、続報に向けて準備中で
ある。予想される可能性の一つは納豆菌が何らか
の有用物質を分泌し、歯髄幹細胞や象牙芽細胞が
影響を受けた結果である可能性、もう一つは納豆
菌が異物として認識されたことによる免疫応答
由来の可能性を考えている。後者は 3 Mixの適用
が樹状細胞の損傷部位への移動および幹細胞 /前
駆細胞の活性化により骨芽細胞の分化を抑制し、
象牙芽細胞様細胞の分化を促進するという報告
(Quispe-Salcedo et al. 2014)と同様の現象が起こっ
ている場合を意味する。現在、歯髄幹細胞や象牙
芽細胞を用いた検証を計画しており、ここで何ら
かの遺伝子発現誘導など更に興味深い事実が明ら
かになるはずである。ところがこの実験も実施ま
でには困難を極める。B. subtilisは非常に強い増
殖性と芽胞の持つ耐性の高さ故に一旦細胞培養系
へのコンタミネーションが起こると培養設備は壊
滅的な打撃を受けることになるため、細胞培養に
関わる施設へのB. subtilisの持ち込みなど論外で
あり、まずはB. subtilisの存在を許容できる細胞
培養環境を構築しなければならないのである。
　B. subtilisは歯科医療分野でも既に活用例が存
在する。B. subtilis DB9011菌株が歯周病菌へ示
す抗菌性を歯周病治療に応用されたもので、芽
胞粉末を含んだタブレットがVITALREXとして
製品化されている (Tsubura et al. 2012)。また、B. 
subtilis芽胞粉末と高アルカリ性多孔質セメント
材料との混和物にも実用化の例が存在する。B. 
subtilis natto groupを封入した高アルカリ性ポー
ラスコンクリートブロック、EcoBio-Blockであ
る (Kawada et al. 2006)。菌体の封入により有機物
の分解速度や硝化速度などの環境浄化能力が大
幅に向上したことが実験的にも報告されている
(Matsunaga et al. 2006)。さらにEcoBio-Blockは疾
病媒介蚊の成長抑制のためpyriproxyfenの徐放材
料への応用が検討されている (Kawada et al. 2006)。

また、筆者は生物由来で安全性の高い有用物質を
歯科医療分野に適用するための研究を続けてお
り、現在は海藻に含まれる硫酸化多糖類フコイダ
ンに着目し、オーラルヘルスケアに有用な生化学
的特性について報告している (Oka et al. 2020)。こ
れらの有用物質とMTAセメントの併用について
も注目される研究課題であり、筆者自身も検討し
ていくべきであると考えている。

９ ．結論

　原著論文、Oka S, Odontology, 106:46-55, 2018で
はMTAセメントとB. subtilis芽胞粉末混和物の相
乗効果の可能性について、B. subtilis芽胞はMTA
セメントと混和された高pH条件下でも増殖可能
であり、B. subtilisの有用性を発揮できる可能性
を示唆した。当該論文は現在まで1100件を超える
ダウンロードがあり、注目を集めている。また、
高アルカリ性多孔質セメント材料とB. subtilis群
の混和物という共通点を持つ実用化製品も存在し
ており、我々の検証結果の有望性を後押しするも
のと考える。
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