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緒 言 

口腔細菌叢は未同定の菌種を含め，約 700 種にも及ぶ細菌種により構成され，

生体と細菌との相互作用によりバランスを保っている。しかし，口腔ケアが欠

如した場合，デンタルプラーク (プラーク) 中の菌数の増加ならびに遷移が誘

導され，過剰のプラークの蓄積により，う蝕ならびに歯周病の発症の原因 1, 2) と

なる。さらに近年，歯周病が糖尿病などさまざまな全身疾患の誘因となる可能

性が報告 3, 4) されており，プラークの形成抑制および除去は口腔のみならず全

身疾患の発症予防につながるものと考えられる。一般的なプラークコントロー

ルは，歯ブラシ，デンタルフロスおよび歯間ブラシなどが用いられるが，これ

らが適正に行われたとしても，機械的除去のみでは不十分であることが多い。

そこでプラーク除去率向上を目的に，抗生物質やポビドンヨードなど，さまざ

まな薬剤 5-12) が補助的に使用されている。しかし，これら薬剤は副作用として

歯の変色，口腔粘膜への刺激，薬剤耐性菌の出現が報告 10-12) されている。そこ

で，より副作用や為害性の少ない化学的プラークコントロール剤の開発が急務

となっている。 

水を隔膜で仕切って電気分解を行うと，陽極側には酸性溶液が，陰極側には

アルカリ性溶液が生成される。この酸性溶液 (酸性電解水) は，高い殺菌効果

と強い細胞傷害性を持つことが報告 13, 14) されている。一方，アルカリ性溶液の

一つであるアルカリイオン水 (AIW 溶液) に関しては，飲料による消化器官へ

の影響などを検討した報告 15-20) はあるものの，抗菌効果ならびに歯科医療分野
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に関する報告は極めて少ない。しかし，強いアルカリ性はタンパク変性作用を

有するとの報告 21) から，AIW 溶液が抗菌効果を示す可能性が考えられるもの

の，十分な検討はなされていない。 

本研究では，AIW 溶液の化学的プラークコントロールとしての可能性を考え，

AIW溶液が歯周病原菌の一つであるPorphyromonas gingivalisに及ぼす影響を検

討する目的で，AIW 溶液処理による殺菌および口腔上皮粘膜細胞への付着抑制

効果やタンパク分解酵素除去などの短時間処理における病原性因子に及ぼす影

響ついて検討した。さらにヒト上皮細胞に対する為害作用についての検討も加

えた。 
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材料と方法 

1．試料および供試菌株 

AIW 溶液はアルカリイオン整水器 (ミネリッチ ロイヤルⓇ，OSG コーポレ

ーション，東京) を用いて，pH が 10.2 ± 0.1，9.2 ± 0.1 および 8.5 ± 0.1 と

なるように調整した 3 種の溶液を作製した。なお，control として PBS (50 mM リ

ン酸ナトリウム，150 mM 塩化ナトリウム，pH 7.2) を用いた。被験菌として

P. gingivalis ATCC33277 株を供試し，GAM broth (ニッスイ，東京) に 7.7 M ヘ

ミンならびに 2.9 M メナジオンを添加した培地にて，37℃，48 時間嫌気培養

を行った。 

2．被験菌の AIW 溶液処理 

培養後の被験菌を遠心操作 (4℃，5,000 × g，10 分間) で集菌し，滅菌 PBS

にて 2 回洗浄した。遠心分離にて約 2.0 × 10
9 

CFU に調整し，pH の異なる

AIW 溶液 5 ml を添加して撹拌，室温で 30 秒から 5 分間処理後，10 分の 1 量

の 1.0 M PBS (pH 7.2) を添加して pH を 7.2 に補正した。 

3．殺菌効果 

AIW 溶液で処理した被験菌を PBS で希釈し，100 l を前述の GAM 寒天培地

に塗沫後，37℃，48 時間嫌気培養を行い，形成コロニー数 (CFU) を算定した。

実験は n = 4 で 3 回繰り返した。 

4．口腔上皮粘膜細胞への付着抑制効果 

口腔上皮粘膜細胞は，健康成人男子に日本大学歯学部倫理委員会 (承認番
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号：倫 2006-4) の規定に基づいて十分にインフォームドコンセントを行い，同

意を得た後，頬粘膜から滅菌木ベラで採取した。採取した粘膜細胞は，滅菌 PBS

に懸濁し，細胞付着細菌を除去する目的で UltrafreeⓇ-MC フィルターチューブ 

(ポアサイズ 5 m，Millipore，MA，USA) を用いて PBS にて 2 回遠心 (RT，1,000 

× g，3分間) 洗浄した 22) 。粘膜細胞懸濁液 150 l (細胞数約 7.0 × 10
5
 / ml) に，

各 AIW 溶液で 30 秒間処理した被験菌懸濁液 150 l (約 7.0 × 10
6
 CFU / ml) を

添加，混和後，37℃，30 分間静置した。その後，前述のフィルターチューブを

用いて PBS で 5 回遠心洗浄して未付着の被験菌を除去し，粘膜細胞をスライド

グラスに塗抹，火炎固定後，クリスタルバイオレット液で染色した。粘膜細胞

に付着した被験菌数を光学顕微鏡下にて計測した。細胞当たりの平均付着菌数

は 25 粘膜細胞の測定値から算出した。 

5．走査電子顕微鏡観察 

殺菌効果 (実験 3.) および付着抑制効果 (実験 4.) の成績から最も効果が高

かった AIW 溶液 (pH 10.2) を用い，30 秒間処理した供試菌をニトロセルロー

ス膜上に静置し，2.5%グルタールアルデヒド (pH 7.4) にて 30分間固定した 23) 。

次に，1%オスミウム溶液にて 60分間固定し，続いてアセトン濃度上昇系列 (20，

40，60，80，90 および 95%でそれぞれ 10 分間浸漬後，ついで 100%で 20 分間

2回浸漬) および酢酸イソペンチル溶液 (100%で 20分間を 3回浸漬) で脱水し，

CO2にて臨界点乾燥後，20 nm の厚さで金イオンコーティングを施した。電子

顕微鏡用試料は走査電子顕微鏡 (S-4300，日立，東京) を用いて加速電圧 10 kV
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にて観察を行った。 

6．AIW 溶液処理上清中のタンパク量およびプロテアーゼ活性 

AIW 溶液 (pH 10.2) で 30 秒間処理した被験菌液の遠心上清をサンプルとし

た。サンプル中のタンパク量はプロテインアッセイキット (Bio-Rad，CA，USA) 

にて測定した。 

活性測定実験の基質溶液は，2.5 mM N-ベンゾイル-L-アルギニン-p-ニトロア

ニリド (BAPNA，和光化学，東京) およびアッセイバッファー (50% DMSO，

0.05 M トリス-塩酸，0.2 M 塩化ナトリウム，5 mM ジチオトレイトール，pH 7.5) 

を用いた。96 穴マイクロプレートのウェル中で，サンプル 10 l とアッセイバ

ッファー 40 l と混和して 37℃，5 分間反応させた。次に，基質溶液 50 l を

加え 37℃，30 分間処理後，マイクロプレートリーダー (Model 550，Bio-Rad) に

て波長 405 nm で測定した。実験は n = 4 で 3 回繰り返した。 

7．ウェスタンブロット法 

AIW 溶液  (pH 10.2) で 30 秒間処理した被験菌液の遠心上清  20 l を

SDS-PAGE サンプルバッファーで 95℃，5 分間熱処理し，12.5% ジェルで電気

泳動 (Mini-proteanⓇⅡcells，Bio-Rad，CA) を行った。泳動後，セミドライホラ

イズンブロットトランスファー装置 (アトー，東京) にてニトロセルロース膜

へ転写し，3% ウシ血清アルブミン添加トリス緩衝溶液 (TBS) で 4℃，18 時間

ブロッキングした。ニトロセルロース膜をスクリーナーブロッターミニ D-12 

(サンプラテック，東京) に設置し，1 次抗体としてウサギ抗線毛 (FimA) 抗体
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24)
 ，またはウサギ抗アルギニン－ジンジパイン (RGP) 抗体 25)

  (それぞれ

1:1,000 希釈) で 1 時間処理した。膜を 3 回洗浄し，2 次抗体としてヤギ抗ウサ

ギ IgG 抗体で 1 時間処理した。その後 3 回洗浄し，NBT/BCIP で処理してバン

ドを検出した。 

8．毒性試験  

ヒト上皮細胞 Ca9-22 は，10% ウシ胎児血清を添加した EMEM 培地 (イワキ

ガラス，東京) に播種，培養した。死細胞比率の評価はセルカウントキット (同

仁，東京) を用いた。ヒト上皮細胞約 2.0 × 10
5に 100 l の AIW 溶液 (pH 10.2) 

を添加し，37℃，5 分間処理した。遠心分離 (4℃，500 × g，10 分間) 後，上

清 50 l に染色液 50 l を添加し，室温にて 45 分間静置した。その後，反応停

止液 100 l を添加し，分光光度計 (Multiskan MS，Labsystems，Finland) にて

波長 450 nm で測定し，検量線より死細胞数を算定した。なお，positive control

として 0.2% グルコン酸クロルヘキシジン (CHX) を用いた。なお，実験は n = 

4 で 3 回繰り返した。 

9．統計処理 

統計処理は One-way Factorial ANOVA および Scheffe’s test を用い，各群間の

比較を行った。なお，有意水準は 0.01 とした。 
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結 果 

1．殺菌効果 

AIW 溶液 (pH 10.2) の 30 秒間処理後の P. gingivalis 形成コロニー数は control

と比較して約 1/3，1 分間処理では約 1/5 および 5 分間処理では約 1/9 であり，

いずれの処理時間においても有意差が認められた (第 1 図 A) 。また，AIW 溶

液の pH による影響を検討したところ，pH の上昇に伴って形成コロニー数は有

意に減少した (第 1 図 B) 。 

2．口腔上皮粘膜細胞への付着に及ぼす影響 

AIW 溶液処理被験菌の口腔上皮粘膜細胞への付着菌数は，pH 依存的に減少

傾向が認められ，pH 9.2 および 10.2 の条件では control と比較して，有意な差

が認められた (第 2 図) 。 

3．走査電子顕微鏡観察 

Control では被験菌表面に無数のフィラメント状構造物が観察された (第 3 図

A) 。しかし，AIW 溶液 (pH 10.2) の 30 秒間処理では，フィラメント状構造物

がほぼ消失した (第 3 図 B) 。 

4．AIW 溶液処理上清中のタンパク量およびプロテアーゼ活性 

上清中のタンパク量は control で 0.284 ± 0.055 mg/ml，AIW 溶液 (pH 10.2) で

0.782 ± 0.093 mg/ml であり，AIW 溶液処理で有意に増加した。 

AIW 溶液処理上清中のプロテアーゼ活性は control と比較し，有意に上昇し

た (第 4 図) 。 
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5．ウェスタンブロット法 

AIW 溶液処理後の被験菌液上清の SDS-PAGE，およびウェスタンブロット法

で実験を行った結果，抗 FimA 抗体をでは，control にバンドが検出されなかっ

たが，AIW 溶液処理では約 41-，約 55-および約 67-kDa にバンドが認められた 

(第 5 図 A) 。抗 RGP 抗体の実験では，control にバンドは確認されなかったも

のの，AIW 溶液処理では約 45-kDa にバンドが検出された (第 5 図 B) 。 

6．細胞毒性  

AIW 溶液処理における細胞毒性は低く，control との間に有意差は認められな

かった。一方，positive control として用いた 0.2% CHX は高い毒性を示し，control

および AIW 溶液処理との間に有意差が認められた (第 6 図) 。 
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考 察 

口腔組織への口腔細菌の付着は，プラーク形成の第一ステップであり，その

後の菌数増加および菌相の遷移はう蝕や歯周病の原因となる 1, 2) 。さらに口腔

疾患はさまざまな全身疾患の原因となり得る可能性が報告されており 3, 4) ，口

腔細菌の付着抑制，プラーク形成抑制と除去は全身疾患の発症予防に重要であ

る。現在のプラークコントロールの主流は機械的清掃であるが，これだけでは

不十分であるため，プラーク除去率の向上には副作用や為害性の少ないプラー

クコントロール剤の開発が必要と考えられる。 

AIW 溶液は Pt-Ti 電極を用いた水の電気分解によって生成される機能水の一

つであり 15,17) ，その他の電解水と比較して殺菌効果は弱いとされている 26) が

詳細は不明である。そこで著者は，アルカリがタンパク変性をさせること 21) か

ら，AIW 溶液の歯周病原菌に及ぼす殺菌ならびに病原性因子への影響について

検討した。 

まず，AIW 溶液 (pH 10.2) の P. gingivalis に及ぼす殺菌効果について検討し

たところ，処理時間に依存して形成コロニー数は減少し，30 秒間では約 1/3 に， 

5 分間では約 1/9 になった(第 1 図 A) 。さらに，この殺菌効果と pH との関連性

について検討したところ，pH の低下に伴い，形成コロニー数の増加が認められ

たことから，この殺菌効果は pH に依存している可能性が示唆された (第 1 図

B) 。AIW 溶液 (pH 10.2) が最も適当であると思われたが十分な殺菌効果を得

るためには 5 分間処理が必要であり，30 秒間処理では形成コロニー数が減少す
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るものの 1/3 程度であったことから，殺菌効果は十分に期待できるものではな

かった。さらに 5 分間処理は長く，口腔内での AIW 溶液の臨床応用はやや困難

であると思われる。そこで，AIW 溶液の短時間処理が P. gingivalis の病原性に

及ぼす影響について検討した。 

口腔上皮粘膜細胞を採取し，AIW 溶液で短時間処理した被験菌の粘膜細胞付

着能を検討したところ，AIW 溶液の pH 上昇に伴って付着菌数の減少が認めら

れた。この結果は，AIW 溶液処理が被験菌表層の付着関与構造に何らかの変化

を与えるものと考えられた。そこで，AIW 溶液処理後の被験菌を走査電子顕微

鏡で観察したところ，control で観察された表層に存在する無数のフィラメント

状構造物が AIW 溶液処理で消失しており (第 3 図 A，B) ，被験菌の表層構造

物を除去することで付着能が低下した可能性が示唆された。P. gingivalis の表層

には線毛やタンパク分解酵素などが存在し，これらは口腔内諸組織への付着，

他口腔常在菌との共凝集ならびに宿主組織の破壊など，P. gingivalis の重要な病

原性因子であることが報告 27-30) されている。したがって，AIW 溶液処理によ

って P. gingivalis の病原因子である菌表層の線毛やタンパク分解酵素などが除

去される可能性が考えられた。 

次に，AIW 溶液処理により，上清中に遊離する成分について検討を加えた。

処理後の遠心上清中のタンパク量を測定したところ，control と比べて有意に上

昇し，AIW 溶液処理で菌表層のタンパク成分が上清中に遊離することが示され

た。P. gingivalis が産生するタンパク分解酵素の大部分は，トリプシン様のシス
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テインプロテアーゼ 27) であることから，BAPNA を基質としてのプロテアーゼ

活性を測定したところ，AIW 溶液処理上清中に高い活性が認められ，P. 

gingivalis のタンパク分解酵素が AIW 溶液処理により遊離されたと考えられた 

(第 4 図) 。 

さらに，上清中へと遊離する成分として P. gingivalis の付着に関与する線毛

が存在する可能性が考えられることから，同様に抗 FimA 抗体を用いて検討し

た。その結果，AIW 溶液処理では約 41-，約 55-ならびに約 67-kDa にバンドを

認め，上清サンプル中に線毛成分 31) が検出された。AIW 溶液処理による口腔

上皮粘膜細胞への付着能の低下は，AIW 溶液処理による線毛の消失が関与して

いる可能性が強く示唆された。 

P. gingivalis の付着能にタンパク分解酵素が深く関与している 32) ことが報告

されている。そこで，P. gingivalis が産生するタンパク分解酵素の大部分がジン

ジパインである 27) ことから，上清中のジンジパイン存在を確認するために，抗

RGP 抗体を用いてウエスタンブロット法で解析を行った。その結果， AIW 溶

液処理では約 44-kDa にバンドが認められ，アルギニン－ジンジパイン (RGP)  

33)  の存在を確認した。AIW 溶液処理による前述のタンパク分解酵素の菌表層

からの遊離は，付着阻害にも働くものと示唆された。今後，リジン－ジンジパ

イン (KGP) に関する検討が必要であると思われる。 

一方，ヒト細胞に対する為害性について検討する目的で，ヒト上皮細胞

Ca9-22 株に対する AIW 溶液の毒性について検討した。その結果，AIW 溶液処
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理では細胞毒性が 10%で，control と有意差は認められず，為害性は低いと考え

られた。 

以上のように本実験の結果から，AIW 溶液の P. gingivalis に及ぼす影響は，

pH 依存性を示し，pH が高いほど菌数が抑制されることが確認された。また，

長時間の処理では殺菌作用を，短時間では付着能やタンパク分解能などの病原

性を抑制することが示された。さらに，毒性が低いことからプラークコントロ

ール剤としての臨床応用の可能性が示唆された。今後，口腔内において使用す

る場合，唾液などの環境因子による影響についても，検討を加えることが必要

と思われる。 
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結 論  

 AIW 溶液 (pH 8.5, 9.2, 10.2) を用いて歯周病原菌 P. gingivalis の殺菌および病

原性因子に及ぼす影響について検討した結果，以下の結論を得た。 

1. AIW 溶液処理は，処理時間および pH 依存的に P. gingivalis 形成コロニー数

を減少させた。 

2.  口腔上皮粘膜細胞への P. gingivalis 付着菌数は AIW 溶液 (pH 10.2) 処理に

より抑制された。 

3. AIW 溶液 (pH 10.2) の短時間処理は，P. gingivalis 表層のフィラメント状構

造物を除去した。 

4. AIW 溶液 (pH 10.2) の短時間処理後の上清から，ウエスタンブロット法に

より RGP および線毛成分が確認された。 

5.  AIW溶液 (pH 10.2) の短時間処理はCa9-22細胞に対して毒性は低かった。 
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B) pH の影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 1 図 形成コロニー数 

a，b，c，d：小文字間で有意差 あり(p < 0.01) 。 
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第 2 図 口腔上皮粘膜細胞への付着菌数 

a，b，c：小文字間で有意差 あり(p < 0.01) 。 

 

 

 

 

 

第 3 図 走査電子顕微鏡像 

 

 

 

 

 

 

第 4 図 プロテアーゼ活性 
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第 5 図 ウェスタンブロット法 

 

 

 

 

 

 

 

第 6 図 細胞毒性 

 

 


