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Cytotoxicity of povidone-iodine on cultured mam-

malian cells was studied using cultured Chinese

hamster lung cells (V 79 cells) . Treatment of V 79

cells with povidone-iodine at 100-500ƒÊg/ml for 24

to 72hr induced a growth inhibition of the cells in

a dose-dependent manner. Although minimum inhi-

bition of survival of V 79 cells was elicited in

cultures treated with povidone-iodine at 100-300 pg/

ml for 2 to 24hr, treatment at 500 ƒÊg/ml for 6 to

24 hr resulted in decrease in cell survival in a treat-

ment time-dependent fasion. Exposure of cells to

povidone-iodine at 100-500, ƒÊg/ml for 2hr caused

inhibition of DNA, RNA or protein synthesis of cells

up to 13.9% of untreated cells. These results indicate

that cytotoxicity of povidone-iodine occurs in dose-

and treatment time-dependent manners and that

povidone-iodine induces inhibition of DNA, RNA and

protein syntheses of cells, even by the treatment

which causes no reduction of cell survival.
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要旨: ポビ ドンヨー ドの培養哺乳類細胞に対する毒性 と, その細胞増殖阻害性, 細胞致 死効 果, 細 胞 内高 分 子

 (DNA, RNA・ 蛋 白質) 合成阻害性から調べた。その結果, 1.ポ ビ ドンヨー ドの100～500μg/ml (イ ソジン液 (R) の

0.1～0.5%) を24時 間以上作用 させると, 細胞増殖の阻害がおこった。2.500μg/mlを2時 間, 6時 間, 12時 間, 24

時間作用させると, 作用 時間に依存 して細胞の致死効果が増大 した。3.500μg/mlを24時 間作用させると, 約50%

の細胞が死滅した。4.ポ ビ ドンヨー ドの100～500μg/mlを2時 間作用させると, 細胞 内DNA・RNA・ 蛋 白質合成

がともに濃度依存的に減少した。

これ らのことは, ポ ビ ドンヨー ドの毒性は, 濃度 と作用時間に依存 してあらわれること, また, 致死効果があらわ

れない条件下でも細胞内DNA・RNA・ 蛋 白質合成の抑制がおこることを示 している。

索引用語: 細胞毒性, 培養 哺乳類細胞, ポ ビドンヨー ド

本論文の要 旨は, 日本歯科大学歯学会第377回 例会 (1989年1月20日) にお いて発表 した。
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緒 言

ヨウ素 とポリビニールピロリドンとの化合物であるポ

ビドンヨードは, ヨウ素の優れた殺菌作用を損 うことな

く, 作用 が持続し, かつ, ヨウ素のもつ不快な刺激性も

ないことから火傷, 創 傷, 褥瘡性潰瘍などの治療に広く

使用されている1) 。

歯周疾患領域 においては, Roslingら2) が, ポ ビ ドンヨ

ードで歯周ポケット内を洗浄することにより歯周病原菌

を除去 し, probing depthの 減少を導いている。また奥

田ら3) は, 歯周 ポケット内の各種細菌に対 して, ポ ビ ドン

ヨードが極めて良好な殺菌力を示 した と報告している。

これ らのことは, 歯周 ポケットへのポビドンヨー ドの適

用が, 歯周病の治療や歯周病原菌による感染予防に有効

であることを示唆 している。

皮膚や粘膜にポビ ドンヨードを局所適用した場合, ア

レルギーや接触皮膚炎などの発症頻度は極めて低いとさ

れているが, 適用 が長期にわたると吸収されたヨウ素の

血中濃度が上昇することか ら, 腎 と甲状腺機能 に障害の

ある患者への適用には注意が必要である4) 。

本研究ではポビドンヨー ドが生体組織 に対 して為害作

用を有するかどうかを調べるため, 培養 された哺乳類細

胞を用いてその毒性を細胞レベルで検討 した も の で あ

る。ポビドンヨードをチャイニーズ ・ハムスター肺由来

のV 79細 胞 に作用させ, その毒性を細胞増殖阻害性, 

形態, 生存率, DNA合 成, RNA合 成, 蛋 白質合成に対

する阻害性か ら研究し, 興 味ある知見を得たので報告す

る。

材料お よび方法

1.細 胞 と培養液

雄チャイニーズ ・ハムスター肺由来の線 維 芽細 胞, 

V 79細 胞5) を用 い, これ らをEagle最 少培地 (MEM

培地) (GIBCO社, 米国) に10%の 比率で牛胎児血清

 (GIBC0社) を加 えた培地を使 って, 5%炭 酸 ガス-95%

空気混合恒温器 (Forma社, 米 国) 中で培養した。また

細胞を培養面から剥離するに際しては, カルシウム, マ

グネシウムを含まない リン酸緩衝液 〔PBS (-) , pH 7.4〕

で2回 洗浄後, 0.05%ト リプシン-0.02%EDTA溶 液

 (GIBC0社) を37℃ で5～10分 作用させた。

2.ポ ビ ドンヨー ドの作用濃度の決定

1) プラスチック製マルチウエル (Lux社, 米国, 直

径16mm, 深 さ18mmの カ ップ24個 を有する本体 と, 

プ ラスチックの蓋より成 り, 各 カ ップに細胞を播 き, 培

養液を2ml容 れ るようになっている) の各 カップ に

V 79細 胞 を2×104個 播いた。

2) 翌 日, ポ ビ ドンヨー ド〔商品名: イ ソジン液, ポ

ビ ドンヨー ド100mg/ml, 有効 ヨウ素10mg/ml含 有, 

明治製菓 (株) , 東京〕 を培地で直接所定濃度まで希釈

し, 細胞 に作用 させた。

3) 48時 間後にPBS (-) で1回 洗浄後, メタノール

で細胞を5分 間固定 し, 3%ギ ムザ液 (Merck社, 西独) 

で1時 間染色をした。

3.細 胞 の増殖におよぼす影響

1) 直径35mmの プ ラスチック製のシャーレ (Lux

社, 米 国) にV 79細 胞 を5×104個 播 いた。

2) 翌 日, 各濃度 (0, 100, 300, 50oμ9/ml) のポビド

ンヨー ドを含む培地 と交換 した。

3) 薬物作用後24, 48, 72時 間 目にシャーレを取 り出

し, 細胞 をPBS (-) の1mlで2回 洗浄後, 0.2mlの

0.05%ト リプシン-0.02%EDTA溶 液 を入れ, 37℃ で

3分 間作用させた。次いで0.8mlのPBS (-) を入れ, 

ピペ ッティングで細胞を剥 し, その細胞数を血球計算盤

を使って数えた。

4) 一部の実験 においては, 薬物 を2時 間作用させた

後, 正常培地の1mlで2回 洗浄 して薬物を除去 し, 2ml

の正常培地を加えて培養を継続 した。これ らの実験群で

は薬物除去後24, 48, 72時 間 目に細胞数を数えた。

4.細 胞の形態におよぼす影響

1) 5×104個 のV 79細 胞 を直径35mmの プ ラスチ

ックシャーレに播いた。

2) 翌 日, 各濃度のポビドンヨー ドを含む培地に換え

た。

3) 作用 開始48時 間後に位相差顕微鏡像を写真 撮 影

した。

5.細 胞 の生存率におよぼす影響

1) 100個 のV 79細 胞 を直径60mmの プラスチック

製シャーレ (Lux社, 米国) に播いた。

2) 翌 日, 各濃度のポビドンヨー ドを含む培地に換え

た。

3) 作用開始2, 6, 12, 24時 間経過後, それ ぞれのシ

ャーレを薬物を含まない正常培地の2mlで2回 洗浄 し, 

4mlの 正常培地を加え, さらに7日 間培養 した。

4) 各 シャーレをPBS (-) で1回 洗浄後, メタ ノー

ルで5分 間固定し, 3%ギ ムザ液で1時 間染色 した。シ

ャーレに形成 されたコロニーの数を数え, 無 処 理 群 を
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図1ポ ビドンヨー ドのV 79細 胞 の増殖

におよぼす影響 (μg/ml) 

100と した場 合 の処 理 群 の細 胞 生 存 率 を縦 軸 に とって グ

ラ フ に した 。

6.細 胞 内 高 分 子 (DNA・RNA・ 蛋 白 質) 合 成 に お よ

ぼ す影 響

1) 直 径15mmの ガ ラス製 カバ ー ス リ ップ を上 記 の

プ ラ スチ ック製 マ ル チ ウエ ル に入 れ た。

2) この カ バ ー ス リ ップ上 に2×104個 のV 79細 胞 を

播 い た。

3) 48時 間培 養 後, 各 濃 度 の ポ ビ ドン ヨー ドを含 む 培

地 に 換 え た。

4) 1時 間培 養後, DNA合 成 を測 定 す る た め に3H-

thymidine, RNA合 成 の た め に3H-uridine, 蛋 白質 合成

の た め に3H-leucineを 最 終 濃 度 が そ れ ぞれ37KBq/ml, 

37KBq/ml, 185KBq/mlと な る よ う に 加 え た 。3H-

thymidine (比 放 射 能1.6TBq/m mol) 3H-uridine (比

放 射 能2.16TBq/m mol) , 3H-leucine (比 放 射 能2.7

TBq/mmol) はAmersham社 (英 国) よ り入 手 した 。

な お, 3H-uridineを 加 え た群 には, 3H-uridineがDNA

合 成 系 に入 るの を可 及 的 に抑 え る た め, thymidine (Sig-

ma社, 米 国) を10-5の 割 合 で加 え た。

5) さ らに1時 間 培 養 後, 4℃ の生 理 食 塩 水 で1回 洗

浄し, 同 じ く4℃ の5%ト リクロル酢酸水溶液 (5%

TCA) 処理 を行った。次いで細胞の酸不溶性分画へ取 り

込まれた3H一 前駆体を細胞外へ洗い流すため, 1時 間お

きに3回4℃ の5%TCAで 洗浄 した。その後, 蒸 留水

で2回 洗浄後, ガ スバーナーで加熱 した注射針でプラス

チ ック製のマルチウエルの底からカバースリップを押し

上げ, ピンセットでカバースリップを取 り出して濾紙上

に並べて乾燥した。これを液体シンチレーション用のバ

イァルに入れ, 3mlの トルエン系のシンチレーターを加

え, 液体 シンチレーションカウンター (LSC-900型, ア

ロカ社, 東京) でカバースリップ上の細胞の酸不溶性分

画に取 り込まれた放射能を測定 した。カバースリップ上

の細胞数は各実験群 とも無処理群 と有意差はなかった。

結 果

1, ポ ビ ドンヨー ドの作用濃度の決定

ポビドンヨー下のおよその作用濃度を決定 す るた め

に, V 79細 胞 を図1に あるような24個 のカップをもっ

たマルチウエルに播いて, 10～500μ9/mlの ポ ビドンヨ

ードを48時 間作用 させた。その後ギムザ液で染色 した。

ポビドンヨー ドによって細胞の増殖が抑制される程, ギ

ムザ液で薄く染まるから, そ の染ま り具合からポピドン

ヨー ドの増殖阻止濃度が推測できる。

細胞の増殖はポビドンヨー ドを10～100μg/ml作 用

させてもほとんど影響をうけなかったが, 300μg/mlに

な ると軽度に, 500μg/mlに なるとかな り抑制された。

よって以後の実1験には100, 300, 500μg/mlを 作用させ

ることにした。

2.細 胞の増殖におよぼす影響

V 79細 胞 の増殖 におよぼすポビ ドンヨードの影 響 を

ポビドンヨー ド作用後, 経時的に細胞数を数えることに

よって調べた (図2) 。

100μg/ml作 用 によって, 細胞増殖がわずかに減少 し.

300μg/ml, 500μg/mlと 濃度の上昇 とともにその抑制効

果が増強した。

3.細 胞の形態におよぼす影響

5×104個 のV 79細 胞 を直径35mmの プラスチック

シャー-レに播き, 翌 日100～500μg/mlの ポ ビドンヨー

ドを作用させた。48時 間経過後, 位相差顕微鏡を通 して

細胞の形態を写真撮影 した (図3) 。

無処理群の細胞は飽和密度近 くまでその数を増 してお

り, ほ とんどの細胞の形態は多角形あるいは紡錘形であ

った。細胞質と核を容易に識別でき, 細胞質中に異常な
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図2ポ ビドンヨー ドのV79細 胞 の増殖におよぼす影

響

バーは標準偏差を示す。バーのないものは, 標 準

偏差がシンボルマーク内にあることを示す。○, 

無処理群; □, 100μg/ml; △, 300μg/ml; ×

500μg/ml

顆粒や空胞は認められなかった。丸い分裂期の細胞 もみ

られた (図3 A) 。

300μg/ml作 用群では, 細胞 数が無処理群に比べてや

や少なく, 紡錘 形の細胞の割合が減少 した。また細胞質

と核との識別は容易であるが, 細胞質中に空胞あるいは

液胞のみ られる細胞が増加 した (図3B) 。

500μg/ml作 用群では, 細胞数が著 しく減少した。ほ

とんどの細胞が多角形を呈 し, 細胞質中に空胞や液胞が

認め られた。また, 細胞 質が極めて大きくなった細胞 も

み られた (図3 C) 。

4.細 胞 の生存率におよぼす影響

ポビドンヨー ドの殺細胞効果を処理細胞のコロニー形

成率から調べた。図4に みられるように100ま たは300

μg/mlの ポ ビドンヨー ドを2, 6, 12, 24時 間作用 きせる

と, 濃度 に依存してわずかな生存率の低下がみ られたが, 

作用時間依存性はほとんどなかった。しか し500μg/ml

を作用させた細胞では, その生存率が作用時間の延長と

ともに減少 した。

AB

C

図3ポ ビドンヨー ドのV 79細 胞の形態におよぼす影

響

5.細 胞 内高分子 (DNA・RNA・ 蛋 白質) 合成 におよ

ぼす影響

100～500μg/mlの ポ ビドンヨー ド2時 間処理で, 細胞

内高分子 (DNA・RNA・ 蛋 白質) 合成 がどのように影響

をうけるかを3H-前 駆体の細胞内酸不溶性分画への取 り

込み率から検討 した。



840

図4ポ ビドンヨー ドのV 79細 胞の生存率におよぼす

影響

バーは標準偏差を示す。バーのないものは, 標準

偏差がシンボルマーク内にあることを示す。

ポビ ドンヨードの100～500μg/ml処 理 によってDNA

合成, RNA合 成, 蛋 白質合成がともに濃度に依存 して抑

制 された (図5) 。これ らのDNA・RNA・ 蛋 白質合成の

抑制が, その後の細胞増殖にとって障害 となるかどうか

を調べるため, 同一条件で処理 された細胞について回復

培養を試みた。図6に 示 したように, 培養開 始 後24時

間 目の細胞に100～500μg/mlの ポ ビドン ヨー ドを2時

間処理 したのち, 薬物 を除去し, 正常培地下で培養を継

続 して細胞数を数えた。その結果, いずれの濃度におい

ても細胞の増殖能は無処理群の場合 とほぼ同様 で あ っ

た。また, 既 に図4で 示 したようにポビ ドン ヨー ドの

100～500μg/ml, 2時 間処理では有意な生存率の低下が

みられないことか ら, この処理 によるDNA・RNA・ 蛋

白質合成の抑制は, 細胞の増殖や生存 にとって致死的な

ものでなく, ポ ビ ドンヨー ドの除去 によって正常 レベル

まで回復することがわかった。

図5ポ ビドンヨー ドのV 79細 胞のDNA・RNA・ 蛋 白

質合成におよぼす影響

バーは標準偏差を示す。バーのないものは標準偏

差がシンボルマーク内にあることを示す。

考 察

ポビ ドンヨー ドの培養哺乳類細胞 に対する毒性を, そ

の細胞増殖阻害性, 細胞 内高分 子 (DNA・RNA・ 蛋 白

質) 合成阻害性か ら調べた。

ポビ ドンヨー ドは, 一般 に10%ポ リビニールピ ロ リ

ドン-ヨ ウ素溶液で, 水, 90%: ポ リビニールピロリド

ン, 8.5%: ヨウ素またはヨウ化物, 1%か らなる6) 。 本

研究で使用したポビドンヨー ドは, 商 品名イ ソ ジ ン液

〔明治製菓 (株) 〕で, 1ml中 ポ ビドンヨー ドを100mg

 (有効 ヨウ素10mg) を含 むが, 配合 その他の詳細は明

らかでない。

このポビドンヨー ドの培養V 79細 胞 の増殖阻害効果

は, 濃度 が100～500μg/ml (イ ソジン液の0.1～0.5%) 

と上昇するにつれて増大した。ポビドンヨー ドのV 79
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図6ポ ビドンヨー ドを2時 間作用 させた後のV 79細

胞 の増殖能の回復

バーは標準偏差を示す。バーのないものは, 標準

偏差がシンボルマーク内にあることを示す。

細胞のコロニー形成率におよぼす効果を濃度 と作用時間

の両方から観察したところ, 濃 度が100～300μg/mlで

あれば作用時間 (2～24時 間) によるコロニー形成率の

違いはほとんどみ られなかった。500μg/mlに なると, 

作用時間 (2～24時 間) に依存 してコロニー形成率の減

少が認められた。すなわち, このことからポビ ドンヨー

ドの細胞致死効果 (コ ロニー形成率より決定) は濃度 と

作用時間に依存してあらわれることがわかった。

ポビドンヨー ドの細胞内高分 子 (DNA・RNA・ 蛋 白

質) 合成 におよぼす効果を調べたところ, 細胞致死効果

がほとんどあらわれない条件, す なわち, 100～500μg/

mlの ポ ビドンヨードの2時 間作用でDNA合 成, RNA

合成, 蛋 白質合成が濃度に依存 して減少 した (図5) 。細

胞の増殖能力は, この作用条件でほとんど影響をうけな

いことか ら (図6) , ポ ビ ドンヨー ドによって致死効果が

あらわれない条件下でも, 細胞 内DNA・RNA・ 蛋 白質

合成の抑制がおこることがわかった。またこの抑制は, 

ポ ビ ドンヨー ドの除去によって正常 レベルまで回復する

もの と思われる。

ポビドンヨー ドの毒性を培養哺乳類細胞 を使 って細胞

の増殖能, 生存率, 細胞 内高分子合成 (DNA合 成, RNA

合成, 蛋 白質合成) の面 から研究した報告は, これ まで

ほとんどない。本研究からポビドンヨー ドの培養哺乳類

細胞に対する毒性は, 濃度 と作用時間に依存してあらわ

れること, またポビドンヨードによって哺乳類 細 胞 の

DNA合 成, RNA合 成, 蛋 白質合成が抑制され, その作

用は細胞に対 して致死効果があらわれない条件下でもお

こることがわかった。

結 論

ポビドンヨー ドの培養哺乳類細胞に対する毒性を, そ

の細胞増殖阻害性, 細胞致死効果, 細胞 内高分子 (DNA・

RNA・ 蛋 白質) 合成 阻害性から調べた。その結果, 

1.ポ ビ ドンヨー ドの100～500μg/ml (イ ソジン液 (R) 

の0.1～0.5%) を24時 間以上作用させると, 細胞 増殖

の阻害がおこった。

2.500μg/mlを2時 間, 6時 間, 12時 間, 24時 間作

用させると, 作用時間に依存 して細胞の致死効果が増大

した。

3.500μg/mlを24時 間作用 させると, 約50%の 細

胞が死んだ。

4.ポ ビ ドンヨー ドの100～500μg/mlを2時 間作用

させると, 細胞内DNA・RNA・ 蛋 白質合成がともに濃

度依存的に減少した。

5.こ れ らのことは, ポ ビ ドンヨー ドの毒性は濃度と

作用時間に依存してあらわれること, また, 致死効果が

あらわれない条件下でも細胞内DNA・RNA・ 蛋 白質合

成の抑制がおこることを示 している。
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