
緒 言

水に微量の食塩を添加して電気分解することによ

り，陽極からは酸性，陰極からはアルカリ性の電解水

が得られる．この電解水を殺菌剤・消毒剤として使用

するという試みは，MRSAなどの抗生物質耐性菌の

出現が問題となり始めた 1980年代頃より行われてい

る
1,2)
．陽極から分離される強酸性の電解機能水は，広

い抗菌スペクトルをもつ殺菌効果があり
3)
，しかも，

薬剤耐性の原因となることもなく，生体組織に対する

刺激性も少ないことから
4)
，消毒剤として医療分野で

の応用が期待されてきた．電解水の殺菌メカニズム

は，溶液中の塩素（Cl2），一酸化塩素（ClO−），次亜塩
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Abstract：The aim of this study was to investigate the antimicrobial effects of electrolyzed neutral water（Perfect

Perio®）（PPW）on Enterococcus faecalis formed biofilm. This PPW contained hypochlorous acid concentrations

at 600-700 ppm in pH 7.5. The effects of PPW were compared with those of NaClO and sterilized water（DW).

Biofilms of E. faecalis were induced on tissue-culture plates. An overnight culture of E. faecalis grown in brain-

／heart-infusion broth was seeded（initial concentration of 107-8 cells／mL）with trypticase soy broth（with 0.25％

glucose), which was incubated under aerobic conditions for 48h to allow biofilm formation. After incubation, the

biofilms were irrigated with PBS and treated as irrigants. The remaining biofilms were stained with crystal violet

to gratify the amounts of biofilm, which were determined using a microplate reader. Morphological changes of E.

faecalis biofilm by NaClO, PPW or DW were investigated by SEM.

NaClO can disaggregate and remove biofilm at all times, and treatment with PPW can cause a high degree of

biofilm disaggregation. SEM analysis showed that 5％ NaClO eliminated the bacteria completely, PPW was

capable of disrupting and removing the biofilm, but not eliminating the bacteria.

According to the results, PPW showed the highest eliminatory effect on the E. faecalis-derived biofilm.
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素酸（HClO）などの塩素イオンにあると考えられ5)
，その

なかで最も強力な殺菌作用を示すのは HClOとされて

いる．しかし，初期に開発された酸性電解水
6)
は，有

効塩素濃度 20 ppmから 40 ppmであり，その殺菌効

果の主体をなす HClOが不安定7,8)
であったため，長期

間の殺菌力を保持することが困難であった．また，歯

科領域においては，水素イオン濃度が pH2.7以下で

あったため，歯質に対する脱灰作用などの影響
5,9)
が懸

念されていた．これらの問題を解決するため，電解質

として添加する薬剤を検討し，長時間の安定性，緩衝

能をもたせた電解機能水が研究されるようになってき

た
10,11)
．

歯科臨床において，消毒剤としての応用を考えた場

合，バイオフィルムに対する効果を明らかにしなけれ

ばならない．すなわち，歯科領域においてもバイオ

フィルム感染症の概念が提唱され，齲ñ・歯周病およ

び歯内疾患は，バイオフィルム感染症であると定義さ

れるようになってきたからである
12〜14)
．特に歯内療法

領域では，難治性を示す根尖性歯周炎の症例において，

根尖部に形成されたバイオフィルムの関与が報告され

ている
15,16)
．そのため根管治療における根管洗浄剤

や，外科的歯内療法の際に使用する根尖孔の内外を洗

浄する洗浄剤にも，バイオフィルム除去効果およびバ

イオフィルム内細菌に対する抗菌効果が求められるよ

うになった．現在，根管治療の化学的清掃剤として広

く使用されている次亜塩素酸ナトリウム溶液（NaClO）

は，バイオフィルム形成菌に対しても有効な殺菌力を

もつことが知られている．しかし，口腔粘膜への漏洩

や皮膚への付着による傷害への不安は，かねてから懸

念されており
17)
，これに代わる根管洗浄剤の登場が望

まれていた．

高濃度次亜塩素酸電解機能水（パーフェクトペリ

オ®；PPW，野口歯科医学研究所）は，有効塩素濃度

600〜700 ppmと高濃度を示し，また水素イオン濃度

は，組織に対する傷害性を考慮して中性に近い pH7.5

を維持している．さらに，1カ月以上の長期安定した

保存が可能である．

今回，PPWの根管洗浄剤としての可能性を明らか

にする目的で，難治性の根尖性歯周炎の原因菌の一つ

であり，バイオフィルム形成細菌としても知られてい

る
18〜20)Enterococcus faecalis 740（以下 E. faecalis）を

用いて，バイオフィルム除去効果および抗菌効果につ

いて検討を行った．

材料および方法

�．電解機能水

PPWは，パーフェクトペリオ精製装置により，実

験直前に精製して用いた．この電解機能水の性質を

pH測定器（I SEET pH Meter KS701®，日本ベンダー

ネット）および残留塩素測定器（AQUAB SIBATA®，

柴田化学）にて検査した結果，pH：7.2，残留塩素濃

度：650 ppmであった．また，比較対象として 5％次

亜塩素酸ナトリウム溶液（以下 NaClO）と蒸留水（以

下 DW）をそれぞれ実験に用いた．

�．バイオフィルム試料の作製

供試菌には E. faecalis 740菌株（岡山大学大学院医

歯薬学総合研究科泌尿器病態学 狩山玲子博士より供

与）を用いた．E. faecalisによるバイオフィルム形成

は，Tamuraら21)
の方法に準じて行った．すなわち，

4℃で保存した状態の E. faecalis 菌液 1 mL を Brain

heart infusion broth（BHI）の液体培地 50 mL 中で

37℃・24時間培養した．培養後の菌液を遠心分離し，

得られた菌体をリン酸緩衝液（Phosphate-buffered

saline without calcium and magnesium：PBS（−），日

水製薬）50 mLにて 2回洗浄し，さらに脱イオン水に

て懸濁させ，分光光度計（Graphicord UV240；島津製

作所）にて毎回 Optical Density 0.5（600 nm）（1.0×

107 colony-forming unit（CFU）・mL）になるように調

整した．得られた菌液（60 mL）を Tryptic soy broth

（TSB)＋0.25％ glucose（140 mL）にて 96穴マイクロ

ウェルプレート（Becton Dickinson,USA）上で 37℃，

好気条件下にて 48時間培養した．培養後，上層の培

養液を吸引し，脱イオン水にて 2回洗浄を繰り返した．

その後，プレートを乾燥させ，サフラニン染色液

（0.25％ safranin and 0.5％ ethanol in H2O；武藤化学）

にて 15分間染色した．さらに染色された試料の吸光

度を吸光光度計（Mulutiskan JX，大日本製薬）を用い

て 450 nmの波長にて測定し，1.0以上の値が得られ

ることを確認した．この方法で得られた試料をバイオ

フィルム形成の試料とし，以下の実験はこの条件下で

作製した試料を用いて行った．

�．有効塩素濃度の変化によるバイオフィルム除去

効果

各種溶液における有効塩素濃度の差によるバイオ

フィルム除去効果の変化を検討するため，以下の方法

で実験を行った．すなわち，96穴の各ウェルにバイオ

フィルム試料を形成させ，PBSにて 2回洗浄後，有効

塩素濃度を 600〜20 ppmの 8段階に設定した PPW，

NaClOおよび DWをそれぞれ 200 mLずつ添加して 2

分間作用させた．その後脱イオン水にて 2回洗浄し，

乾燥した後にサフラニン染色液にて染色した．残存し

たバイオフィルム試料を吸光度にて測定し，有効塩素

濃度によるバイオフィルム除去効果を検討した（n＝
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5）．以下，染色および吸光度の測定はすべて同様に

行った．

	．温度変化によるバイオフィルム除去効果

バイオフィルム除去効果に対する溶液の温度条件に

よる影響を検討するため，有効塩素濃度 600，200，80

ppmに調整した各溶液を 4℃，20℃，38℃に変化させ，

PPW，5％ NaClOならびに DWをバイオフィルム試

料に対して 200 mL，2分間，それぞれ作用させた．そ

の後，染色し，吸光度を測定した（n＝5）．


．各溶液の洗浄回数によるバイオフィルム除去効果

洗浄回数が除去効果に及ぼす影響を検討した．実験

には，5％ NaClOおよび精製直後の 650 ppmの PPW

を用い，バイオフィルムに対して洗浄を試みた．洗浄

条件は，各溶液量：200 mL，1回の洗浄時間：10秒間，

洗浄回数：1，2，3，4，5回とした．その後，染色し，

吸光度を測定した（n＝5）．

�．走査型電子顕微鏡による観察

明海大学倫理規定に準じてヒト上顎中切歯の抜去歯

を実験に用いた．試料作成のため 9本の中切歯をそれ

ぞれ縦方向に割断し，根中央部から 5 mm角程度の断

片を作成し，試料とした．各試料を 15％ EDTA と

5％ NaClO溶液および脱イオン水の順にて十分に洗浄

した後，オートクレーブにて滅菌した．その後 24穴

プレート（Falcon 3047, Becton Dickinson,USA）の底

面に静置し，その上にバイオフィルム試料を形成させ

た．形成された試料の上の培養液を吸引し，各種溶液

（DW，PPW，5％ NaClO）を 2 mL添加して 1分間反

応させた．その後，PBSにて 2回洗浄し，各ウェル内

の試料を 2.5％グルタールアルデヒドで前固定した

後，0.1 Mカコジル酸で洗浄し，室温にて乾燥後，金

蒸着処置を行ったうえで，走査型電子顕微鏡（6360L-

V，日本電子）によって形態学的特徴を観察した．

結 果

�．有効塩素濃度の変化によるバイオフィルム除去

効果

各溶液は，有効塩素濃度に依存してバイオフィルム

除去効果を示した．すなわち，高濃度の HClOを有す

る NaClOおよび PPWは，DWと比較してともに高い

バイオフィルム除去効果を示した．また NaClOは，

PPWよりもすべての有効塩素濃度において高いバイ

オフィルム除去効果を示した（図 1）．PPWのバイオ

フィルム除去効果は，有効塩素濃度 600 ppmから 200

ppmでは高い効果を示したが，100 ppm以下になる

と徐々に低下する傾向を認めた．

�．温度変化によるバイオフィルム除去効果

4℃，20℃，38℃に調整した各溶液のバイオフィルム

除去効果を比較したところ，600 ppmの場合では，温

度変化による影響はきわめて少なかった．しかし，低

濃度に調整した 200 ppmと 80 ppmにおいては，各溶

液ともに，温度上昇に伴いバイオフィルム除去効果が

上がる傾向を示した（図 2）．

�．各溶液の洗浄回数によるバイオフィルム除去効果

洗浄回数によるバイオフィルム除去効果を検討した

結果，NaClOは 1回の洗浄で，バイオフィルムに対し

てきわめて優れた除去効果を示した．PPWは 2回目

の洗浄で NaClOの除去効果に近づく結果を示し，3回

目以降の洗浄では，ほぼ NaClOと同じ効果が認めら

れた（図 3）．

	．走査型電子顕微鏡による観察

試料上に形成したバイオフィルムに対する各溶液の

除去効果を走査型電子顕微鏡により観察した結果，

NaClOおよび PPWはともに明らかなバイオフィルム

の除去効果を示した．NaClOによる洗浄では，試料上

にバイオフィルムも E. faecalisの菌体もともに認めら

れなかった．PPWでは，明らかなバイオフィルム除

去効果を示したが，試料上に細菌の残存を散見した（図

4）．
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図 1 有効塩素濃度の変化によるバイオフィル

ム除去効果

各溶液にて 2分間作用させた後のバイオフィル

ム残留量を計測．n＝5，＊＊P＜0.01



考 察

自然界の多くの細菌は，バイオフィルムの状態で生

息しているため，菌に対する抗菌効果を検討する場合，

バイオフィルムの影響を想定する必要性がある．バイ

オフィルム内の細菌は，浮遊状態の細菌よりも，抗菌

剤に対し 1,000倍以上の耐性を示すことが知られてい

る
12,22)
．したがって，一般に浮遊菌に対して効果があ

るとされている抗菌剤であってもバイオフィルムには

あまり効果を示さないものも多い．

難治性根尖性歯周炎の根尖孔周辺や深在性の歯周ポ

ケットを有する歯根外表面には，バイオフィルム形成

の存在が観察され
15,23)

，機械的な除去が必要とされて

いる．しかし実際の臨床においては，通常の根管治療

はもちろん，スケーリングやルートプレーニング等の

処置を明視野下で行うことは難しく，細菌や汚染物質

を残存させてしまう可能性もある．また，症例によっ

ては外科的な対応ができないこともあり，補助として

利用する洗浄剤もバイオフィルム除去効果を有するも

のが望ましいと思われる．

根管の化学的洗浄剤として使用されている NaClO

は，強いバイオフィルムの除去効果を有することが知

られている
24,25)
．しかし，同時に宿主組織に対する傷

害性が強いため
26,27)

，歯肉粘膜や根尖孔外への漏洩に

よる細胞傷害の危険性が指摘されている．PPWは，

NaClOと同様に HClOを殺菌の主成分としているが，

NaClOのような NaClO→Na＋＋OCl−や OCl−＋H2O→

HOCl＋OH−
の産生がないことや，水素イオン濃度が

中性にきわめて近い値（pH7.5）であるため，宿主組

織に対する組織溶解性や腐食性は低いと推察される．

しかし，PPWの抗菌効果やバイオフィルム除去効果

に関する詳細な研究は，報告されていない．

�．有効塩素濃度の変化によるバイオフィルム除去効

果について

今回の実験結果から，PPWはバイオフィルム除去

効果および抗菌効果を有することが示された．NaClO

および PPWは，希釈することによりバイオフィルム

除去効果が減弱したことから，両者のもつ効果はとも

に溶液中の有効塩素濃度に依存することが示唆され
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図 2 温度変化によるバイオフィルム除去効果
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ム除去効果の検討
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た．しかし，HClO濃度を 600 ppmから 20 ppmまで

同程度になるように調整した 5％ NaClO溶液と比較

した結果，NaClOのバイオフィルム除去効果のほうが

有意に高かった．一方，低濃度の HClO に希釈した

PPWは，同濃度の他社の電解機能水と同様の結果で

あった（data not shown）．このことから，NaClOでは

HClOのみの効果だけでなく，ClO−
および OH−

など

が，バイオフィルムの除去に対して効果的に関与して

いる可能性が考えられた．

�．各溶液の温度変化がバイオフィルム除去に及ぼす

影響について

NaClOは，温度の上昇に伴って反応性が高まり，そ

の結果，細胞傷害性や抗菌活性も影響を受ける．20℃，

40℃および 60℃に温度を設定させ，細胞傷害性・抗菌

活性を計測した報告では，60℃のときが最も傷害性・

抗菌効果ともに高く，次亜塩素酸ナトリウムの作用は

温度が高いほど効果が高くなるとされている
28)
．ま

た，弱酸性次亜塩素酸水溶液の抗菌効果は 10℃上昇す

るとその殺菌力が 2.5倍となることも報告されてい

る
29)
．一方，電解機能水の有効塩素濃度の経時的変化

を測定した結果，室温よりも冷蔵による保存のほうが，

塩素濃度の低下を防ぐことができ，長期にわたって有

効性を維持できると報告されている
10)
．臨床使用時を

想定した場合，塩素濃度や電解水自体に対する温度の

影響を明示すべきであると考えられた．

NaClOと PPWのバイオフィルム除去効果を温度変

化から検討したところ，600 ppmでは，4℃，20℃およ

び 38℃ともにバイオフィルム除去効果が高かったた

め，温度の変化による影響はきわめて少なかった．し

かし，低濃度に調整した 200 ppmと 80 ppmの場合で

は，高い温度設定時のほうが高いバイオフィルムの除

去効果を示した．NaClO および PPW の 4℃および

38℃におけるバイオフィルム除去効果を比較すると，

有効塩素濃度 200 ppm・80 ppmでは，ともに 38℃の

ときのほうが 4℃に設定された溶液よりも約 2〜3倍，

バイオフィルム除去効果を示した．これは，HClOの

化学反応が，温度の上昇に伴って高まったことによる

と思われた．この傾向は，NaClOより PPWに，それ

ぞれ強く認められた．これらのことから NaClO や

PPWを冷蔵保存した場合，使用前に加温することに

より，より効果的に使用できると考えられる．そして

この傾向は，PPWにより強いと考えられる．

�．各溶液の洗浄回数によるバイオフィルム除去効果

について

NaClOの場合，わずか 1回の洗浄できわめて高いバ

イオフィルム除去効果を示した．これに対して PPW

では 2回の洗浄で NaClOに近い効果が，また 3回目

以降では，ほぼ同様の効果が認められた．根管洗浄の

観点で考えると，臨床では感染源や象牙質削片を洗い

流す目的で頻繁な洗浄を行うため，洗浄回数の増加に

より除去効果向上がみられた本成績は根管洗浄剤とし

ての PPWの有用性を示唆したものと考えられた．ま

た，今回実験に用いられた NaClOの濃度の問題もき

わめて大きい．Grossmanは 5％ NaClOが根管洗浄に

有効であるとし，2.5〜5％の有効濃度での使用を推奨

している
30)
．しかし，近年では NaClOの組織刺激性

が問題となり，0.5〜1.5％の濃度でも他の洗浄剤や超

音波を併用することで，十分な洗浄効果を得ようとす

る報告
31,32)
が相次いで行われている．これらの報告に

おいて，生体組織に対する溶液濃度の影響を照らし合

わせて考えるならば，組織刺激性の低い PPWによる

高いバイオフィルム除去効果は根管洗浄においてきわ

めて有効であると考えられた．

強酸性電解水の殺菌効果は，1％の蛋白質の存在に
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図 4 各溶液の洗浄処理後の試料表面の電子顕微鏡所見（×2,000)

各溶液にて 1分間洗浄後，PBSで 2回洗浄．

Ａ：5％ NaClOによる洗浄後．バイオフィルムおよび菌体は認められない．

Ｂ：PPWによる洗浄後．バイオフィルムは認められないが，菌体はまばらに認められる．

Ｃ：DWによる洗浄後．歯面は，菌体で覆われている．



より消失するとされ，その抗菌効果の主体をなす次亜

塩素酸（HClO）の効果は，血液などの有機質の存在下

において著しく減弱される
33)
との報告がある．今回の

結果は，洗浄・吸引を繰り返すことで，バイオフィル

ム表層の蛋白質や多糖類，細菌細胞と反応し，殺菌能

力を失った電解水が，剝離されたバイオフィルムとと

もに取り除かれ，新たに添加された新鮮な電解水がバ

イオフィルムの表面で反応することにより，効率的に

洗浄・除去されたためであったと推察される．臨床で

応用する際を想定すると，長時間浸漬させて作用させ

るよりも，洗浄と吸引を繰り返し，新鮮な洗浄液を反

応させることで，バイオフィルム除去および抗菌効果

を高めることができることが示唆された．

	．走査型電子顕微鏡による観察

走査型電子顕微鏡による観察から，PPWよる洗浄

により試料上のバイオフィルムは，有意に除去された．

しかし，わずかに残存した菌体は正常な形態を保った

ままあるように観察された（図 4B）．バイオフィルム

は除去されても残存した細菌が生存した状態で残って

いる可能性もある．バイオフィルムおよび根管内洗浄

後の生存した細菌に関する報告
34,35)
では，洗浄後の生

存菌体の量だけでなく，細胞増殖能力にも依存される

ことが懸念されるため，できうる限りゼロに近づける

必要性がある．PPWによる洗浄後もバイオフィルム

を除去することによる間接的な殺菌能力と菌自体に対

する直接的な殺菌能力については，さらなる検討の必

要性があると示唆された．これらのことから，臨床応

用を想定した場合，浮遊菌が生菌の状態で病変部に取

り残されることがないように，十分に繰り返して洗浄

し，洗浄液とともに細菌や汚染物質を確実に吸引する

ことが望ましい．

PPWは，高いバイオフィルム除去効果を有し，根

管治療における洗浄剤として有効であることが示唆さ

れた．しかし，実際に臨床応用する際，歯質・硬組織

に対する影響および宿主組織に対する傷害性に関し

て，より詳細に検討し用法・用途を確立する必要があ

ると思われる．

結 論

中性電解機能水 PPWは，E. faecalisの形成するバ

イオフィルムに対する除去効果を有することが認めら

れた．その効果は有効塩素濃度に依存していた．ま

た，バイオフィルム除去に対する効果は，加温するこ

とにより増強され，さらに繰り返し洗浄することで，

漸増することが示唆された．
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