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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者らが開発してきた過酸化水素の光分解反応を応用したラジカ
ル殺菌技術をインプラント周囲炎の治療で用いるためにin vivoおよびin vitro試験を実施した。in vivo試験で
は、イヌに埋入したインプラントで周囲炎を発症させラジカル殺菌処理を行った。しかしながら、対照群と比較
して有意な骨の再生は認められなかった。そこで、in vitro試験で処理条件の詳細な検討を行ったところ、ラジ
カル殺菌技術によって細菌汚染されたチタン表面が清浄化され、骨芽細胞が増殖できる環境を構築できることが
分かった。今後、in vivoで効果を得るためのさらなる条件探索が必要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this project, in vitro and in vivo tests were performed with an aim of 
application of radical disinfection technique to treatment for peri-implantitis. In vivo test, where
 peri-implantitis caused around implants installed in dogs were treated with radical disinfection 
technique. However, there was no significant difference between the test and control groups. Thus, 
to find more suitable treatment conditions, in vitro test was additionally performed. The results 
demonstrated that the radical disinfection technique could recondition the titanium surface that had
 been previously contaminated by bacteria for subsequent osteoblastic cells. Therefore, future study
 should focus more on the establishment of treatment condition that enables to acquire 
re-osseointegration around the implants suffering from peri-implantitis.

研究分野：歯科補綴学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
歯科用インプラントによる治療の普及に
伴って、インプラント周囲炎の罹患率も増加
している。インプラント治療を受けた患者の
うち 11～47％が、5～10 年でインプラント周
囲炎に罹患することが報告されている 1)。イ
ンプラント周囲炎は細菌感染による炎症性
病変であり、その治療は細菌除去を主目的と
して行われる。しかし歯周病治療と異なって
治療後の予後は決して良好ではなく、適切な
治療法の確立が急務である。 
インプラント周囲炎治療の難しさは、イン
プラントの形状に依存するところが大きい。
つまり、インプラントはスクリュー型の形状
を有し、表面はナノ～マイクロレベルの粗面
を有しているため、機械的な細菌除去が非常
に困難となる。 
研究代表者らはこれまでに過酸化水素光
分解殺菌法の研究開発を行ってきた 2,3)。過酸
化水素に波長 400 nm 付近の光を照射すると、
光分解反応が起こり、水酸化ラジカルが生成
する。水酸化ラジカルは酸化力が高く、強い
殺菌作用を発揮する。これまでに、水酸化ラ
ジカルが、齲蝕や歯周炎の原因菌を含む種々
の細菌に対して殺菌活性を有していること
を報告してきた。さらに、本殺菌法で繰り返
し処理を行っても細菌は耐性を獲得しない
ことを実証した。このラジカル殺菌法は、光
の ON/OFF によって殺菌作用の発現を局所的
に制御できるため、歯周ポケットといった局
所での殺菌治療に応用できる。こういったコ
ンセプトに基づいて産学官連携事業として
新規歯周病治療器の研究開発を行い、ラジカ
ル殺菌歯周病治療器を完成させた。 
安全性については、文献レビューを通して
短時間の殺菌治療では変異原性や発がん性
のリスクは極めて低いことを確認した。また
ハムスターの頬袋を被験部位とした口腔粘
膜刺激性試験を GLP （ Good Laboratory 
Practice）に準拠して実施し、刺激性は認め
られなかったという結果を得ている。これら
の知見を基に、2012 年に臨床研究（First in 
man）を実施してヒトにおいても安全性に問
題ないことを確認した。一方、効果効能につ
いては、2014 年に実施した探索的臨床研究に
おいて、新規治療器による非外科的歯周治療
によって有意な歯周ポケット深さ（PPD）の
減少が得られることを実証した。 
 
２．研究の目的 
これまでに産学官連携事業として行った
研究開発において歯周病治療器の完成まで
達成してきた。本治療器は歯周病以外の歯科
治療にも応用できるため、本研究ではラジカ
ル殺菌治療器の適応をインプラント周囲炎
治療に拡大するために、非臨床試験による
POC（Proof of Concept）の取得およびそれ
に基づく臨床研究における実証を目的とし
た。 

 

３．研究の方法 
(1)イヌのインプラント周囲炎モデルを用い
た有効性の検証試験 
 東北大学の動物実験専門委員会の承認
（2015 歯動-054）を得て実験を行った。 
 6 頭のビーグル犬（月齢 20 ヶ月）を実験に
用いた。被験動物に塩酸メデトミジン（0.1 
mg/kg）ミダゾラム（0.3 mg/kg）を筋注して、
全身麻酔をかけた。キシロカインによる局所
麻酔を併用して両側下顎第二、第三、第四小
臼歯を抜歯した。抜歯後、3 ヶ月の治癒期間
を設定した。抜歯後は、術後感染を予防する
目的で 3日間ジスロマックを経口投与した。 
抜歯窩の治癒後に、上記と同様の方法で全
身麻酔および局所麻酔を行い、歯科用インプ
ラント（Straumann Bone Level; 直径3.3 mm、
長さ 8 mm）を片顎当たり 3本埋入した（6本
/頭×6 頭=36 本）。インプラント埋入は、通
法に従って、ラウンドバーを用いた埋入部位
のマーキング、ツイストドリルを用いたイン
プラント床の形成、プレタッピング、インプ
ラント埋入の順序で行った。埋入後、術後感
染の予防目的でジスロマックを3日間経口投
与し、オッセオインテグレーション獲得のた
め 3ヶ月の治癒期間を設けた。 
 実験的にインプラント周囲炎を発症させ
るために、コットンリガチャーをインプラン
ト周囲ポケットに挿入した。リガチャーは 2
週間に 1 度の間隔で交換し、合計で 22 週間
にわたってリガチャー留置を行った（図 1）。 

図 1．実験的インプラント周囲炎の状態 
 
その後、リガチャーを除去し、急性炎症を
招待させる目的で4週間の期間を開けてから
治療を行った。治療群は次の 4 群とした；
Group 1: 3%過酸化水素＋波長 365 nm LED 照
射（放射照度：1000 mW/cm2）（図 2）、Group 2：
3%過酸化水素、Group 3：波長 365 nm LED 照
射、Group 4：滅菌水。片顎ごと（3本のイン
プラント）に治療法を無作為に割り付けた。
治療は、フラップを開けて、プラスチックキ
ュレットで肉芽組織を除去し、その後樹脂製
スケーラーチップを用いた超音波スケーリ
ングと上記の治療を併用し、インプラント 1
本あたり 5分間の治療を行った。治療後治癒
期間を 12 週間設定し、ペントバルビタール
の過剰投与で被験動物を安楽死させて、下顎
の生検を採取した。 



図 2．過酸化水素光分解殺菌法によるインプ
ラント治療の様子 
 
 通法に従って、組織を固定した後、マイク
ロ X 線 CT 撮影を行った。その後、脱水、レ
ジン包埋を行い、研磨切片を作製し、インプ
ラント周囲の骨の状態を評価した。 
 
(2)細菌で汚染されたチタン表面における骨
芽細胞増殖比較試験 
 上記のイヌの実験で過酸化水素光分解殺
菌法の有効性が認められなかったため、実験
計画を変更して、臨床研究へは進まず治療・
処理条件をより詳細に調べる目的で細胞試
験を行った。 
 Grade 4 のチタンディスク（直径 5 mm, 厚
さ 2 mm）をサンドブラストと 49%硫酸エッチ
ングで処理し、Straumann インプラントと類
似した表面性状（SLA 表面）を付与した。 
 チタンディスクを 3%過酸化水素に浸漬し、
365 nm LED 照射（放射照度：1000 mW/cm2）
を 5分間行った。その後、走査型電子顕微鏡
（JSM-7100F, JELO）、非接触光干渉表面粗さ
計（TalySurf CCI HD-XL, Taylor Hobson）、
原子間力顕微鏡（SFT-3500, Shimadzu）、X線
回折分析装置（SmartLab, Rigaku）を用いて、
過酸化水素光分解殺菌法がチタン表面に及
ぼす影響を分析した。 
 次に、インプラント周囲炎の発症に関与す
る と 考 え ら れ て い る Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans JCM2434 の細菌懸濁
液にチタン試料を浸漬し表面にバイオフィ
ルムを形成させた。バイオフィルムを、樹脂
製スケーラーチップを用いた1分間の超音波
スケーリングで除去した。バイオフィルムを
除去したチタン試料および追加で過酸化水
素光分解殺菌法を用いて処理した試料の表
面を、X線光電子分析装置（JPS-9010MC, JEOL）
を用いて元素組成を分析した。 
また、上記と同様に準備したチタン試料の
表面上にマウス由来の骨芽細胞（MC3T3-E1）
を播種し、処理の違いによる細胞増殖の差を
検討した。細胞増殖の程度は、MTT アッセイ
および共焦点レーザー顕微鏡を用いて評価
した。 
 
４．研究成果 
(1)イヌのインプラント周囲炎モデルを用い
た有効性の検証試験 

 リガチャー挿入によりインプラント周囲
のポケット深さが増加し、プロービング時の
出血が認められるようになった。デンタル X
線により骨喪失の状態を評価したところ、い
ずれのインプラントにおいてインプラント
長の 1/3～1/2 の距離に相当する骨欠損が認
められた。しかしながら、骨欠損の状態は想
定していた垂直的骨欠損ではなく、水平的骨
欠損であった（図 3）。 

図 3．リガチャー挿入で引き起こした実験的
インプラント周囲炎による骨吸収の状態 
 
 マイクロ CT 分析の結果、インプラント周
囲骨の状態について、群間で差は認められな
かった（図 4） 

図 4．マイクロ CT による治療後のインプラン
ト周囲骨の状態の評価 
 
 また、組織学的分析においては、いずれの
群においてもオッセオインテグレーション
の再獲得を示す所見はほとんど認められな
かった（図 5）。 

図 5．インプラント周囲骨の組織像 
 
 



 本動物実験においては、過酸化水素光分解
殺菌法の優越性を示すことができなかった。
この原因としては、以下のことが考えられ
る； 
①垂直的骨欠損を引き起こす予定であった
が、水平的骨欠損となってしまったため、治
療後の骨の再生（再オッセオインテグレーシ
ョンの獲得）につながらなかった。 
②インプラント 1本あたり 5分の治療時間と
したが、頬側、舌側、近心、遠心面と 4つの
部位で考えた場合、1 部位の治療時間は 1 分
程度となるため過酸化水素光分解殺菌法に
よる処理時間が短すぎた。 
  
 上記の実験結果を受け、予定していた臨床
研究は実施せず、治療・処理条件をより詳細
に検討するために細胞実験を行う計画に変
更した。 
 
(2)細菌で汚染されたチタン表面における骨
芽細胞増殖比較試験 
 走査型電子顕微鏡、非接触光干渉表面粗さ
計、原子間力顕微鏡による分析結果を図 6に
示す。 

図 6．チタン表面分析の結果 
 
 表面分析の結果、過酸化水素光分解殺菌法
[H(+)L(+)]はチタン表面のマイクロレベル
およびナノレベルの物理的性状（表面粗さ）
に影響を及ぼさないことを確認した。また、
X 線回折分析によって、表面の二酸化チタン
の層も過酸化水素光分解殺菌法によって影
響を受けないことが分かった。 
 X 線光電子分析の結果、バイオフィルムで
汚染されたチタン表面は炭素の量が増加す
ることが示された（図 7）。過酸化水素光分解
殺菌法で、追加で処理を行うと、バイオフィ
ルム汚染によって増加した炭素が有意に減
少することが分かった（図 7）。 

 
図 7．チタン表面の炭素量 

 
 MTT アッセイおよび共焦点レーザー顕微鏡
観察による細胞数カウントの結果を図 8 と 9
に示す。バイオフィルム汚染されたチタン表
面であっても、過酸化水素光分解殺菌法
[H(+)L(+)]で処理することで骨芽細胞が増
殖できることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8．MTT アッセイによる細胞増殖の評価 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9．顕微鏡観察による細胞数の評価 
 
上記の in vitro 試験の結果は、過酸化水素
光分解殺菌法は、バイオフィルムに汚染され
たチタン表面を清浄化し、骨芽細胞が増殖可
能な環境を再び構築できることを示唆して



いる。従って、in vivo 試験で効果が認めら
れなかった原因は、骨欠損の状態（水平的骨
欠損）や部位当たりの処理時間が短かったこ
とに起因するかもしれない。治療時間につい
ては、光源の出力を高めることで短縮するこ
とも可能であると考えられる。今後、本研究
で得られた結果を基に、in vivo での効果を
示すための研究を継続していく。 
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