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研究成果の概要（和文）：過酸化水素光分解殺菌法は、既存抗生物質の代替となる耐性出現のリスクがない有望な殺菌
法であることを証明するとともに、ポリフェノールを含有する生薬や植物エキスを併用することで相乗的な抗菌効果が
得られることを明らかとした。光照射を止めると水酸化ラジカルは速やかに消失することから、残留毒性も問題はなく
、同時に照射後の局所組織の酸化的障害の進展があったとしても、併用している生薬や植物エキスの抗酸化作用により
抑えられるという利点も期待できる。

研究成果の概要（英文）：Disinfection treatment with photolysis of hydrogen peroxide could be a novel alter
native to existing antibiotics because the risk of inducing bacterial resistance by the disinfection treat
ment was proven to be quite low. In addition, we revealed that bactericidal activity of photo-irradiated h
ydrogen peroxide was synergistically augmented in the presence of polyphenol containing-herbal medicines a
nd -plant extracts. The bactericidal activity of the disinfection treatment is due to hydroxyl radicals ge
nerated by photolysis of hydrogen peroxide which disappear immediately after the cessation of photo-irradi
ation. Therefore, there would be no problematic issues on residual toxicity, and there would be an advanta
ge that antioxidant activity of the herbal medicines and plant extracts would alleviate the oxidative dama
ge that might be caused by hydroxyl radicals during photo-irradiation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 抗生物質の多用は薬剤耐性菌の出現を
招き、問題の深刻化につながる 

感染症に対するリスクは年齢とともに増加
し、我が国における 60 歳以上の年齢層では
感染症の一つである肺炎が死因の第 4 位と
なっている。感染症には、肺炎や敗血症とい
ったように生命に関わる類のものから皮膚
感染である白癬菌症（水虫）や歯科疾患であ
る歯周病などに至るまで原因となる微生物
あるいは感染部位などによって様々な病態
が含まれる。いずれの感染症においても病原
性微生物の除去が治療の第一目標であり、多
くのケースで治療のために抗生物質などの
薬剤の投与が行われる。しかしながら、抗生
物質の多用は薬剤耐性菌の出現を招き、昨今
問題となっている多剤耐性菌による院内感
染の発生といったように問題の深刻化に繋
がることがある。従って、抗生物質の投与に
変わる殺菌療法の確立が望まれている。 

 

(2) 活性酸素の一種であるヒドロキシルラ
ジカルを利用した殺菌法が新しい殺菌療法
となり得る 

申請者らの研究グループでは皮膚感染や歯
科疾患といった感染症に対して抗真菌薬や
抗生物質の投与を伴わずに治療を行うため
に、活性酸素の一種であるヒドロキシルラジ
カル（HO・）を利用した新しい殺菌技術を
確立してきた。活性酸素の中でも最も酸化力
が強いとされるヒドロキシルラジカルによ
る殺菌法は、口腔内病原細菌および白癬菌や
カンジダといった真菌に対しても効果的で
あることを報告してきた。また、ヒドロキシ
ルラジカルを人工的に発生させる方法とし
ては、過酸化水素の光分解が有効な方法であ
ることが分かってきている。さらにヒドのヒ
ロキシルラジカルによる殺菌は一度に数カ
所の細菌の構成要素を破壊するので、抗生物
質とは異なり耐性菌を発生させないと考え
られている。これは非常に大きな利点であり、
本殺菌システムの臨床応用へ向けた研究開
発を強く後押しするものである。従来、過酸
化水素を光分解するためには紫外線を照射
する方法が知られていたが、申請者らは紫外
線の替わりに低波長可視光レーザー（405 

nm）を用いてもヒドロキシルラジカルが生
成できることを突き止め、生体安全性に配慮
した殺菌システムを構築してきた。また、過
酸化水素の濃度も消毒剤として一般的に使
用されている濃度（3%）よりも低濃度で用い
るので生体に対する為害作用は低い。 

 

２．研究の目的 

ヒトの生命に大きな影響を与える感染症の
治療には病原性微生物の殺菌が必須である。
病原性微生物を殺菌する方法として、抗生物
質の投与といった従来の方法に加えて、我々
は過酸化水素を光分解することで活性酸素
の一種であるヒドロキシルラジカルを生成

し、その強い酸化力によって殺菌を行う方法
を確立してきた。しかしながら、多くの真菌、
好気性あるいは通性嫌気性細菌は過酸化水
素分解酵素であるカタラーゼを有している
ため、過酸化水素光分殺菌法の効果が減弱さ
れてしまう。そこで、本研究では、カタラー
ゼ阻害作用を有する生薬を併用することで
より効率的にカタラーゼ陽性微生物を殺菌
する方法を構築する。 

 

３．研究の方法 

(1) カタラーゼ阻害活性の測定 

カタラーゼ活性を阻害すると報告されてい
る生薬・植物抽出物であるオウゴン、リョク
チャおよびレモンパームのカタラーゼ活性
の阻害作用を電子スピン共鳴(ESR)オキシメ
ト リ ー 法 で 測 定 し た 。 カ タ ラ ー ゼ 、
4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-piperidin
- 1-oxyl (TEMPOL)、各生薬水溶液および H2O2

を混合して反応液を作成し、ESR 分析に供し
た。得られた TEMPOL の ESR スペクトルの線
幅からカタラーゼ活性阻害活性を算出した。 
 
(2)過酸化水素光分解殺菌系のヒドロキシル
ラジカル生成に対するカタラーゼ陽性菌の
影響 
菌懸濁液、H2O2 およびスピントラップ剤
5,5-dimethyl-pyrroline-1-N-oxide（DMPO）
の混液に波長 400 nm の光を１分間照射した。
照射後ただちに DMPO-OH (DMPO とヒドロキシ
ルラジカルのスピンアダクト)の生成を ESR 
にて解析した。 
 
(3)過酸化水素光分解殺菌法に対するオウゴ
ンおよびリョクチャの影響 
試験には、カタラーゼ陽性の細菌、真菌であ
る Staphylococcus aureus, Candida albicans
お よ び カ タ ラ ー ゼ 陰 性 細 菌 で あ る
Streptococcus mutans を供した。生理食塩水
で調製した菌懸濁液、H2O2 および生薬の混液
に波長 405 nm の光を 2 分間照射した。照射
後ただちに試料にカタラーゼを加え、残存加
過酸化水素を分解し、試料中の生菌数を培養
試験により算出した。 
 
(4)プロアントシアニジンと過酸化水素光分
解殺菌法との併用効果 
①殺菌試験 
オウゴンおよびリョクチャの２種の生薬の
もう一つの特徴として、これら生薬に含有さ
れるポリフェノールの存在があることから、
ポリフェノールのフェノール性水酸基が光
酸化されて放出されるプロトンと電子によ
り、溶存酸素が還元されて過酸化水素が生成
され、次にこの過酸化水素が光分解されてヒ
ドロキシルラジカルが生成することが想定
され（下図）、これら活性酸素による抗菌活
性の増強が期待されたので、この点を確認し
た。 
 



 
その結果、これら生薬に光を照射すると過酸
化水素とヒドロキシルラジカルの生成が認
められた（結果省略）。そこでフェノール性
水酸基を分子内に多数保有するプロアント
シアニジンと過酸化水素光分解殺菌法との
相乗効果を検討した。S. mutans 菌液と H2O2

およびプロアントシアニジン溶液を混合し
た後、波長 405 nm の青色可視光を 3 分間照
射した。照射後ただちに試料にカタラーゼを
加え、残存 H2O2を分解し、培養試験により試
料 中 の 生 菌 数 を 算 出 し た 。 次 に
Porphyromonas gingivalis を試験菌とし、同
様の試験を実施した。 
②過酸化水素生成量の検討 
仮説のようにプロアントシアニジンに光照
射することで H2O2の生成が増加するかを確認
した。各種濃度のプロアントシアニジン溶液
に波長 405 nm の光を 3 分間照射しした時の
試料中の H2O2濃度を測定した 
 
(5)過酸化水素光分解殺菌法の耐性誘導試験 
①既存抗生物質に対する耐性誘導試験 
過酸化水素光分解殺菌法の耐性誘導試験に
先立ち、供試菌が既存の抗生物質の繰り返し
暴露により耐性が誘導されるか否かを確認
した。供試菌として S. aureus, Enterococcus 
faecalis, Streptococcus salivarius および
Escherichia coli の 4 菌種を用いた。抗生物
質には、アモキシリン（AMX, ペニシリン系）、
塩酸セフェピン（CFPN, セフェム系）、エリ
スロマイシン（EM, マクロライド系）、オフ
ロキサシン（OFLX, キノロン系）、塩酸クリ
ンダマイシン（CLDM, リンコマイシン系）、
塩酸シプロフロキサシン（CPFX, キノロン
系）、および塩酸ミノサイクリン（MINO, テ
トラサイクリン系）を選定し、これら抗生物
質がコートされた 96 穴マイクロプレートを
用いた微量液体希釈法により、供試菌株に対
する最小発育阻止濃度(MIC)を測定した。初
回 MIC測定後、1/2 MIC のウエルの菌液に培
地を加え、供試抗生物質のキャリーオーバー
の影響を排除し、その混液を寒天培地上で培
養した。発育したコロニーより接種菌液を調
製し、初回と同様に MICを測定した。この操
作を 20 回繰り返した。方法の概略を下図に
示す。 

②過酸化水素光分解殺菌法に対する耐性誘
導試験 
供試菌として先の 4 菌種に Pseudomonas 
aeruginosa, S. mutans, お よ び
Actinobacillus actinomycetemcomitansを加
えた 7 菌種を用いた。1 M H2O2に 1 x 107 ～
108 CFU/ml になるよう供試菌を懸濁し、405 
nm の光を 30秒あるいは 1.5 分照射した（本
法に対して高感受性の菌種は 30 秒、比較的
感受性の低い菌種は 1.5 分とした。）照射後、
カタラーゼを加え、H2O2 を分解した後、寒天
平板上で 37℃、1～2 日培養した。生菌数を
記録するとともに、得られたコロニーから 1 x 
107 ～108 CFU/ml になるよう 1 M H2O2に菌液
を調製、同じ操作を繰り返し、過酸化水素光
分解法の抗菌活性を記録した。本操作を 40
回行い、感受性の変化を判定した。方法の概
略を下図に示す。 
 

 
 
(6) ラット創傷感染モデルに対する過酸化
水素光分解殺菌法の効果 
免疫抑制を誘導するため、創作製 3 日前およ
び作製直前にプレドニゾロンを 30 mg/kg の
割合でラットに筋肉内投与した。背部左右肩
甲骨の上側の背部皮膚２ヵ所に直径１cm の
円状の全層皮膚欠損創を作製し、菌懸濁液（S. 
aureus, 7 x 107 CFU/ml）を 20 μl/site の割
合で接種した。その翌日および翌々日に麻酔
下で 1 M H2O2 (流速 25 ml/min) と 400・465 
nm LED を 2分間創傷部に処理した。比較対照
群には、LED 照射なしで純水を同様に処理し
た群（H(-)L(-)）、LED照射ありで純水を同様
に処理した群（H(-)L(+)）、および LED 照射
な しで 1 M H2O2 を 同様 に 処理 した群
（H(+)L(-)）を設けた。各処理の 2 日後、創
傷・感染部位を摘出し、作製したホモジネー
ト中の生菌数を培養法により求めた。 
 
４．研究成果 
(1) カタラーゼ阻害活性の測定 
オウゴンおよびリョクチャは、1 mg/ml の濃
度で、無添加対照に対してカタラーゼ活性を
それぞれ 30% および 25 %阻害したが、レモ
ンパームは対照とほぼ同じ値を示し、活性阻
害は認められなかった。 
 
(2) 過酸化水素光分解殺菌系のヒドロキシ
ルラジカル生成に対するカタラーゼ陽性菌
の影響 
図に結果を示す。図中 A.a, B.c, B.s, E.c, 



S.a, お よ び  C.a は 、 そ れ ぞ れ A. 
actinomycetemcomitans, Bacillus cereus, 
Bacillus subtilis, Escherichia coli, S. 
aureus および C. albicans を示す。いず
れの菌種も細胞数に依存して過酸化水素
光分解殺菌法において生成するヒドロキ
シルラジカル量を減少させることがわか
った。 

 
(3)過酸化水素分解殺菌法に対するオウゴン
およびリョクチャの影響 
S. aureus を試験菌とした時の結果を下図に
示す。オウゴンおよびリョクチャのいずれも
過酸化水素光分解殺菌法の活性を増強した。
C. albicans でも同様の結果が得られた。し
かし、カタラーゼ陰性菌である S. mutansで
も同様の増強効果が認められたため、この増
強効果は、カタラーゼ活性阻害によるもので
はないことが示唆された。「研究の方法」の
項目に記載したように、これら生薬に含まれ
るポリフェノールによるものである可能性
が考えられたため、フェノール性水酸基を多
数含むプロアントシアニジンを用いて、同様
の検討を次に行った。 

(4)プロアントシアニジンと過酸化水素光
分解殺菌法との併用効果 
①殺菌試験 
S. mutansに対する殺菌効果を下図に示す。
残存生菌数は、プロアントシアニジンのみ
ならず過酸化水素の濃度に依存して減少し
た。特に 500 mM 過酸化水素とプロアントシ
アニジン 8 mg/ml の組合せでは初発菌数に
対し約 5-log生菌数は減少し、それぞれの単
独効果に比し相乗的な殺菌効果が認められ
た。図中 PA は、プロアントシアニジンを示

す。 
 
この相乗効果を確認する目的で行った P. 
gingivalis に対する殺菌試験の結果を下
図に示す。プロアントシアニジン 2 mg/ml の
添加により 80 および 320 mM 過酸化水素の
レーザー光照射時の殺菌活性は、飛躍的に増
強された。 

②過酸化水素生成量の検討 

結果を下図に示すが、プロアントシアニジン
PBS 溶液単独でも濃度に依存して H2O2 が
が生成していることを確認した。この生成は、
光照射することでさらに増強された。従って、
プロアントシアニジンによる過酸化水素光
分解殺菌法の活性増強は、菌に吸着したプロ
アントシアニジンから局所で生成した H2O2

がさらに光分解されたヒドロキシルラジカ
ルによる可能性が強く示唆された。 

 

(5)過酸化水素光分解殺菌法の耐性誘導試験 
①既存抗生物質に対する耐性誘導試験 
S. aureus での結果を下図に示す。４菌種(S. 
aureus, E. faecalis, E. coli および S. 
salivarius)で行った抗生物質を用いた反復
暴露試験において、10回以内にすべての菌種
で少なくとも一つ以上の抗生物質に対する



感受性の低下が認められた。 
 

 
②過酸化水素光分解殺菌法に対する耐性誘
導試験 
下図に既存抗生物質の試験に供試した 4 種
の細菌（S. aureus, E. faecalis, E. coli お 
よび S. salivarius）に対して過酸化水素光 
分解殺菌処理を繰り返し行った場合の殺菌 
活性の推移を示す。1 回目の過酸化水素光分
解処理では、設定通り生菌数はほぼ 2-log 減
少した。同処理 40 回繰り返し行ったが、い
ずれの細菌においても本殺菌法に対する細
菌の感受性は低下することはなく、細菌数の
減少の幅は、40 回の処理を通して 2〜3-log
であった。 
 

残りの 3 種の細菌、P. aeruginosa, S. mutans, 
および A. actinomycetemcomitans について
も同様に過酸化水素光分解処理を 40 回繰り
返し行い、40 回の処理中に細菌の感受性の低
下はないことを確認した（データ省略）。 
 
(6) ラット創傷感染モデルに対する過酸化
水素光分解殺菌法の効果 
培養試験成績を下図に示す。1 M H2O2 + LED
照 射 群 （ H(+)L(-) ） で は 、 水 対 照 群 

（ H(-)L(-) ） お よ び 水 ＋ LED 照 射 群
（H(-)L(+)）に比し、検出生菌数は 2 log オ
ーダー低い値が得られた。1 M H2O2 + LED 照
射群（H(+)L(-)）においても非常に軽度では
あるが菌陰性化傾向が認められたが、その影
響は有意ではなかった。 

最後に培養試験で検出された菌体が接種菌 
である S. aureus かどうかを確認するため 
にマンニトール食塩培地での培養（a:生化学
的同定）と菌種特異的リボゾーム RNA を検出
する DNA プローベ法（b:遺伝学的同定）を行
った（下図）。その結果、対照菌種として用
いた P. aeruginosa および E. coli は、い
ずれの方法においても陰性で、接種菌である 
S. aureus JCM 2413 および培養試験菌体は、
いずれの方法においても陽性であったこと
から、培養試験で検出された菌体は接種菌で
ある S. aureus であることが確認された。 
 

 
創傷感染モデルにおいて、過酸化水素光分解
殺菌法の効果が確認できたので、今後、本モ
デルを用いてプロアントシアニジンあるい
は他の生薬・植物エキス併用による相乗効果
の確認を行う予定。 
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