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研究成果の概要（和文）：本研究では、過酸化水素光分解殺菌法をインプラント周囲炎治療に応用することによ
り、インプラント周囲炎の新しい治療法となる可能性を探るための基礎データを構築するために行われた。
インプラント表面性状を模したチタンディスクを用いて、本殺菌法がチタン表面に与える影響、本殺菌法の殺菌
効果を検証後、マウス由来の骨芽細胞を用いて本殺菌処理によりチタン上での細胞増殖にどのような影響を与え
るかを調査した。一連の実験の結果、本殺菌法はチタン表面に対して影響を与えないこと、またバイオフィルム
で汚染されたチタン表面を殺菌処理することで骨芽細胞の増殖率を回復することができることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to evaluate the capability of treatment based on hydroxyl 
radical for peri-implantitis. In the study, sandblasted titanium discs were used as specimens. 
Firstly, treated specimens were observed to investigate the effect of this treatment on a titanium 
surface. There were not significant differences between treated discs and　untreated discs. Then I 
analysed proliferation of mouse osteoblastic cells (MC3T3-E1) cultured on the treated discs. 
Compared with intact discs, biofilm (using Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas 
gingivalis,　Fusobacterium nucleatum and Streptococcus mitis) contamination　lowered cell 
proliferation on the specimen surface,whereas this treatment　recovered cell proliferation. 
These findings suggest that treatment based on hydroxyl radical can recover the degraded 
biocompatibility of biofilm-contaminated titanium surfaces without damage and can potentially be 
utilised for peri-implantitis treatment.

研究分野： 活性酸素制御学

キーワード： ヒドロキシルラジカル　過酸化水素光分解　インプラント周囲炎
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、インプラント治療は盛んに行われるようになった。その一方で、インプラント周囲炎もインプラント治療
の普及に伴い増加の一途を辿っている。しかしながら、インプラント周囲炎の理想的な治療法は未だ確立してお
らず、予後も良好とは言い難い。
本研究は、難しいとされているインプラント周囲炎治療に過酸化水素光分解殺菌というこれまでにない技術を取
り入れることで、新しい適切な治療法として確立することを目的として行った。本治療法が臨床応用され、イン
プラント周囲炎の治療法として普及すれば、その難治性により苦しんでいる多くの人々のQOLを上げることがで
きるため、非常に社会的意義が高い研究であると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 これまでの研究で、申請者ら
は過酸化水素の光分解により
生成されるヒドロキシルラジ
カルが持つ高い酸化力に着目
し、ヒドロキシルラジカルを応
用した殺菌法（図 1）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 1,2)。更に、本殺菌法は抗生剤等の繰り
返し使用で懸念される耐性菌の出現がないことを確認した 3)。また、安全性の観点では、文献
レヴューならびに動物試験を通して発がん性等のリスクや刺激性がないことの確認を行った。
これらの研究成果から、本殺菌法は歯科疾患に対する新たな治療法としての可能性が示唆され
た。 
 一方で、近年の歯科用インプラントの普及に伴い、インプラント周囲炎の罹患率も増加の一
途をたどっている。インプラント周囲炎の治療は、インプラントの形状（スクリュー型かつ粗
造な表面）上、治療の基本である細菌（バイオフィルム）除去が非常に困難なことから、天然
歯に対する歯周病治療に比べ予後が良好ではない。そのため、従来の治療法に代わる適切な方
法の確立が求められている。理想的なインプラント周囲炎治療は、バイオフィルムを除去する
ことで炎症を消退させ、インプラント表面への骨結合を再獲得（Re- osseointegration）でき
る環境を整備することである。先行研究では、従来の機械的清掃に消毒剤を併用する方法等が
試みられてきたが、治療の困難さが報告されている。 
 これまでの研究で過酸化水素光分解殺菌法は、現在臨床で応用されている又は効果が高いと
報告されている消毒剤や化学的殺菌法よりも強い殺菌効果を発揮し、バイオフィルムに対して
も有効であることが分かっているため、その効果をインプラント周囲炎治療へ応用すれば骨が
再結合できる環境へと導けるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では過酸化水素光分解殺菌法のインプラント周囲炎治療への応用の可能性を基礎研 
究を通して評価することを目的として行われた。本殺菌法は、口腔内の病原性細菌
（Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis など）やそれらで構成されるバイオフィ
ルムに対する高い殺菌効果が確認されている。しかしながら、インプラントに用いられる最も
一般的な材料であるチタンに与える影響に関してのデータは不十分であった。そこで、インプ
ラント周囲炎治療時に機械的清掃と本殺菌法を併用することを想定し、処理したチタン表面で
の線維芽細胞および骨芽細胞の活性を評価することで新しいインプラント周囲炎治療法の確立
に向けた基礎データの収集を行った。 
 
３．研究の方法 
 試料には、直径 5mm のチタンディスクを用いた。チタンディスクは、インプラント表面を模
した性状にするためサンドブラスト加工（250-µmアルミナ）を施した後、49％硫酸およびアセ
トンを使用して表面処理を行った。試験には、オートクレーブにて滅菌したものを用いた。な
お、一連の試料の準備は表面の酸化膜形成を防ぐためすべて試験前日に行った。本研究で行う
過酸化水素光分解殺菌処理では、波長 365 nm の LED を光源として使用し、出力は 1000mW/cm2

とした。また、過酸化水素濃度は 3％とした。 
 
(1) 過酸化水素光分解殺菌がチタン表面に及ぼす影響の評価 
 チタンディスクをランダムに以下の 4群に割り付け、処理を行った。①過酸化水素に浸漬し
光照射（過酸化水素光分解殺菌 H(+)L(+)）、②超純水に浸漬し光照射（H(-)L(+)）、③過酸化水
素に浸漬し暗所に静置、④超純水に浸漬し暗所に静置。処理時間はすべて 5分とした。処理し
たチタンディスクは、未処理のディスクを含めて表面性状、結晶構造について SEM, AFM, θ-2
θXRD 等を用いて分析した。また、37℃で 4週間置いたチタンディスクに対して同様の処理（上
記①～④）を行い、新しいチタンに処理を行ったものと化学組成および表面ぬれについて XPS
および接触角計を用いて比較した。 
 
(2) Aggregatibacter actinomycetemcomitans バイオフィルムおよび多菌種バイオフィルムモ
デルの確立と本殺菌法の効果 
 歯周病の原因菌としてよく知られている A. actinomycetemcomitans（JCM2434）を用いた。
細菌懸濁液と液体培地（brain heart infusion broth + yeast extract）にチタンディスクを
浸漬し、48 時間嫌気培養を行いチタン表面にバイオフィルムを形成した。バイオフィルムの形
成状態については、共焦点レーザー顕微鏡にて確認した。次に、細菌汚染されたチタン表面の
処理を行った。処理は、実際のインプラント周囲炎治療を想定してプラスチックスケーラーで
洗浄後、過酸化水素光分解殺菌法にて行った。対照群として(1)と同様の H(-)L(+), H(+)L(-), 
H(-)L(-)の他、一般的な消毒剤として 0.2% クロルヘキシジンおよび 0.5% ポピドンヨードでの
処理も条件に加えた。処理後、チタンディスクから残留細菌を酵素（TypeⅠコラゲナーゼ、デ



ィスパーゼ混合溶液）にて採取し、寒天培地（brain heart infusion: BHI）上で培養し生菌数
の確認を行った。また、処理後の表面性状については SEM および XPS で評価した。 
 更に、Porphyromonas gingivalis、Fusobacterium nucleatum(歯周病原因細菌)、Streptococcus 
mitis（口腔連鎖球菌）を供試菌とした多菌種バイオフィルムモデルを用いて同様の実験を行っ
た。それぞれの細菌懸濁液の混合液と液体培地（basal mucin medium）にチタンディスクを浸
漬し、嫌気状態で培養を行いチタン表面にバイオフィルムを形成させた。バイオフィルムの状
態や殺菌効果については、単一菌バイオフィルムと同様の方法で検証した。 
 
(3) 本殺菌処理がチタン表面の再骨結合に与える影響 
 過酸化水素光分解殺菌法で処理したチタン表面への再骨結合の可能性を評価するため、マウ
ス由来の骨芽細胞（MC3T3-E1）を用いた実験を行った。はじめに、新しいチタンディスクと経
時変化を起こしたチタンディスクを用いて、それらに本殺菌処理を行うことで生じる影響を調
べた。次に、インプラント周囲炎治療への応用を考え、単一菌および多菌種から成るバイオフ
ィルムで汚染したチタンディスクを用いて同様の実験を行った。条件はこれまでと同様に処理
群として H(+)L(+)、H(-)L(+)、 H(+)L(-)、H(-)L(-)、それに未処理群加えて設定し、処理群
には超音波スケーラーを併用した。また、本殺菌法とは別に、一般的に口腔内で使用されてい
る消毒剤（クロルヘキシジン、ポピドンヨード）も対照群として条件に加えた。設定した条件
で処理を行ったチタンディスク上に骨芽細胞を播種して 3日間培養し、細胞増殖を MTT 法、NR
法を用いて評価した。 
 
(4) ヒドロキシルラジカルの生成量分析 
 本研究で行われている、過酸化水素光分解処理にて生成されているヒドロキシルラジカルを
定量するため、電子スピン共鳴法（ESR 法）により生成量の分析を行った。実験群はこれまで
同様、H(+)L(+)、H(-)L(+)、H(+)L(-)、H(-)L(-)とした。過酸化水素または超純水にチタンデ
ィスクを浸漬し、スピントラップ剤である DMPO を加え光照射（または暗所に静置）した後、測
定を行った。過酸化水素は最終濃度が 3％になるよう、また DMPO は最終濃度が 300µMになるよ
う調整した。 
 
４．研究成果 
(1) 過酸化水素光分解殺菌がチタン表面に及ぼす影響の評価 
 H(+)L(+)と H(-)L(-)条件下で処理を行ったチタンディスクを、SEM や AFM、光学干渉計によ
って分析したところ、過酸化水素光分解殺菌がミクロ・ナノレベルでの表面性状および構造に
影響を与えないことが分かった。 
また、XPS で分析したところ、4週間置いたチタン（Aged-Ti）表面は新しいもの（New-Ti）

より炭素比率が高くなっていたが、本殺菌処理によって炭素が明らかに減少していた。加えて、
接触角を計測したところ経時変化によって疎水性に傾いた Aged-Ti 表面を本殺菌法で処理する
ことで New-Ti とほぼ差がない程度までの親水性回復が認められた。 
 
(2) A. actinomycetemcomitans バイオフィルムおよび多菌種バイオフィルムを形成したチタン
表面に対する本殺菌法の効果 
 チタンディスク上に形成したバイオフィルムは、CLSM 上で細菌の存在を確認した。また、多
菌種バイオフィルムモデルにおいては、SEM 画像上で異なる形状の 3 菌種（S. mitis、P. 
gingivalis、F. nucleatum）がディスク上に観察され、多菌種バイオフィルムを形成している
ことが確認できた。 
 殺菌処理の効果に関しては、併用した超音波スケーラーによる清掃で大部分の細菌は除去さ
れており（A. actinomycetemcomitans で 2.2 log-CFU/specimen のみ生存）、過酸化水素光分解
殺菌にて処理した群では処理後の生菌数は検出限界（0.3 log-CFU/specimen）未満となった。
一方、一般的な消毒剤における処理では大きな生菌数減少は認められなかった。また、バイオ
フィルムで汚染されたチタンディスク表面では著しく炭素比率が増加していたが、本殺菌法処
理により、汚染されていない新しいチタンディスクと同程度まで炭素比率が減少することが分
かった。 
 
(3) 本殺菌処理がチタン表面の再骨結合に与える影響 
 はじめに、New-TiとAged-Tiに殺菌処理を行ったものを比較した。Aged-TiはNew-Tiに比べ、
ディスク上での細胞の増殖率が大きく低下していたが H(+)L(+)で処理を行った場合、他の処理
群よりも細胞の増殖率が高い傾向がみられた。また、CLSM で観察を行ったところ、細胞増殖が
New-Ti と同程度まで回復していることを示唆する結果も得られた。 
つぎに、バイオフィルムで汚染されたチタンディスク表面を、細菌感染のないものと比較し

た。細菌汚染したディスク上では、細菌汚染なしのディスクに対して細胞増殖が約 27%低下し
た。一方、細菌汚染後に過酸化水素光分解殺菌処理を行ったディスクでは細菌汚染なしのディ
スクに対して約 45%の増加が認められた。更に、細胞増殖率は処理時間に対して比例的に増加
することが分かった。口腔内で使用されている一般的な消毒剤を用いて処理を行った場合には、
細胞増殖率の回復は認められなかった。バイオフィルムは単一菌・多菌種の両方を使用したが



結果に大きな差は認められなかった。 
 

(4) ヒドロキシルラジカルの生成量分析 
 H(+)L(+)の条件において、ヒドロキシルラジカルの生成が確認された。他条件においても、
生成は認められたが非常に微量であった。よって、一連の実験系でヒドロキシルラジカルが生
成されていること、本研究で得られた H(+)L(+)条件下での結果が、過酸化水素光分解由来のヒ
ドロキシルラジカルによるものであることが示された。 
 
本研究により以下のことが明らかになった。 

１．本殺菌法はインプラント表面性状を模したチタン表面に影響を与えない 
２．経時変化や細菌感染により表面に増加した炭素を含む汚染物質を減少させ、疎水性に傾い

た性質を親水性に回復する 
３．超音波スケーラーで取り切れない細菌を検出限界未満まで死滅させることができる 
４．本殺菌法でチタン表面を処理することで、汚染により低下した細胞増殖率が回復する 
５．これらの効果は過酸化水素の光分解で生成されるヒドロキシルラジカル由来である 
 
これらの知見は、過酸化水素光分解殺菌法をインプラント周囲炎治療へ応用することの有用

性、応用できた場合には殺菌のみならず、骨の再結合を導く環境を作ることができる可能性を
示唆している。本研究では、当初の目的通り今後の臨床応用に向けた in vivo 試験および臨床
試験を含む更なる研究を行う上で、非常に有益な基礎データが構築できたと考えている。 
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