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Abstract
Oral biofilms, more commonly known as dental plaque, have been shown to trigger dental caries and periodontitis. 

Streptococcus mutans is an early colonizer and plays an important role in dental plaque formation. This study 
evaluated the bactericidal effect against S. mutans cells and the removal of S. mutans biofilm of a 0.05% electrolyzed 
dilute sodium hypochlorite solution mixed with 6% sodium hydrogen carbonate (SHC + HClO). Distilled water 
was used as the negative control. To evaluate the bactericidal effect of SHC + HClO, a 20-µL quantity of bacterial 
suspension (6.9×109 CFU/mL) was exposed for 5 min and 30 min to 4 mL SHC + HClO at 20°C or 35°C. After 
incubation, the bactericidal effect was determined by a viable count of the number of S. mutans cells. S. mutans 
biofilm was allowed to grow anaerobically on 12-well polystyrene plates with sterilized coverslips at 37°C. After 
incubation, the biofilm was treated with SHC + HClO for 5 min, 15 min, and 30 min, after which the coverslips 
were washed with PBS, and the biofilm was removed with 1N-NaOH. Biofilm removal assay was used to evaluate 
the absorbance of the inoculum containing removed biofilm at an optical density of 550 nm. The bactericidal effect 
indicated that SHC + HClO reduced the number of S. mutans cells in a time-dependent manner. The bactericidal 
rate of SHC + HClO at 35°C exposed for 5 min was 100%, and the biofilm removal rate was 92.6% for 15 min, 
which was significantly higher than that of both distilled water and 6% sodium hydrogen carbonate (p<0.01). These 
findings suggest that electrolyzed dilute sodium hypochlorite mixed with sodium hydrogen carbonate solution 
contributes to the reduction in bacterial cells and biofilms at 35°C for 15 min, which may be an effective functional 
water for oral biofilms. 
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緒　　　言

　歯科の２大疾患であるう蝕および歯周疾患は，700
種類以上の口腔細菌が共凝集などの機構を介して形成
されるプラークが，歯面や歯肉溝に定着することが発
端である1–3）。そのため，歯面や歯肉溝におけるプラー
クの増殖抑制および除去が，これら２つの疾患を予防
する上で重要となる。歯面に定着したプラークを除去
するためには，プラークコントロールが必要不可欠で
ある。プラークコントロールは歯ブラシや歯間ブラシ，
デンタルフロスなどによる機械的清掃と歯磨剤や洗口
剤などを用いた化学的清掃に大別され，一般的には前
者が主体となって行われている。また，プラークコン
トロール指導は，対象とする年齢によって方法が異な
り，中でも発達過程にある小児や障害者,	および手指
機能不全がある高齢者を対象とする場合では，器具の
到達性や動機づけが難しく，患者自身が行う機械的清
掃のみでは不十分になりやすいことから，家族などの
介助者による介助磨きが必要である4–6）。しかしなが
ら，介助歯磨きは本人や介助者の負担となるだけでな
く口腔清掃を十分に行えないことから，機械的清掃に
化学的清掃を併用することが推奨されている5,6）。
　近年，機能水を用いた研究が進み，バイオフィルム
に対する有効性が報告されている7–17）。機能水は「人
為的な処理によって再現性のある有用な機能を獲得し
た水溶液の中で，処理と機能に関して科学的根拠が明
らかにされたもの及び明らかにされようとしているも
の」と定義され，pHや有効塩素濃度などにより分類
されている11,12）。中でも食塩水を電気分解して得られ
る電解次亜塩素酸水（以下電解次亜水）は，細胞障害
性が低く13,14），殺菌効果15–17）	とバイオフィルム除去効
果15–17）	のあることが報告されているが，診療室や患
者のセルフケアに使用するためには，短時間で効率の
よい殺菌効果とバイオフィルム除去効果が期待できる
臨床的有用性の高い機能水の開発が急がれている。一
方，重曹はアルカリ製剤として医療用輸液療法剤や食
品添加物として利用されるほど安全性が高く，歯科領
域においても抗菌作用や洗浄作用を期待した歯磨剤や
洗口剤などに応用されているが18–20），重曹を添加した
機能水による口腔内常在菌に対する殺菌効果やバイオ
フィルム除去効果に関する報告はない。また，重曹は
弱アルカリ性領域で緩衝作用があり，液体のpH安定
性を維持することで機能水の効果の安定性や改善に寄
与するものと考えられる。そこで，本研究では重曹を
添加した電解次亜水を用いて，Streptococcus mutans
に対する殺菌効果と本菌が形成するバイオフィルム除
去効果について検討した。

材料および方法

1.　供試菌株およびバイオフィルムの調整
　実験には，神奈川歯科大学微生物感染学講座保存の
Streptococcus mutans	Ingbritt株（以下S. mutans）を
供試した。S. mutansは，ブレインハートインフージョ
ン（以下BHI:	Becton	Dickinson,	Sparks,	MD）に1%
スクロース（和光純薬，大阪）と0.5%イーストエキ
ストラクトを添加した液体培地（以下BHI液体培地）
で37oC，18時間，嫌気条件下（N2：80%，H2：10%，
CO2：10%）で培養し実験に供試した。バイオフィル
ムの形成はKubotaらの方法21）を参考に12ウェルのセ
ルカルチャープレート（Corning	Incorporated,	USA）	
に丸型滅菌カバーガラス（直径18 mm，厚さ0.3 mm，
松浪硝子，大阪）を入れ，1 mlのBHI液体培地を分注後，
培養菌液20 μlを接種した後に，37oC，12時間の条件
下で嫌気培養を行うことにより，バイオフィルムを形
成させた。このカバーガラスを正リン酸緩衝液（以下
PBS：pH 7.5）の中で30秒間洗浄後，ウェル内に静置
して実験に供試した。
2.　試験液の調整
　実験には重曹（和光純薬，大阪，以下SHC），電解
次亜水（エピオスケアⓇ，株式会社エピオス，東京，
以下HClO），ならびにSHCとHClOの混合液（以下
SHC+HClO）を供試した。SHCは6%濃度，HClOは
0.05%濃度になるように調整し，SHC+HClOは，こ
れら２種類の混合液を使用した。なお，対照には滅菌
蒸留水	（以下DW）	を用いた。
3.　S. mutansに対する殺菌効果
　各試験液4 mlに菌液20 μ l（6.9×109 CFU/ml）を
各々添加後，20oCと35oCの温度条件で30分間作用さ
せた。その後，各混合液100 μ lを菌液添加５分後と30
分後に回収し，生菌数測定を行った。生菌数測定は，
PBSを用いて10倍階段希釈後にBHI寒天培地に各
100 µ lを塗沫し，37oC，48時間の条件下で嫌気培養後
の発育コロニー数により評価した。また，経時的な殺
菌効果と試験液のpHとの関連性を解析するため，各
生菌数測定時にpHメーター（PH-201,	SAGA	Electric	
Enterprise,	Taiwan）にてpH測定を行った。
4.　S. mutansバイオフィルムの除去効果
　S. mutansバイオフィルムの除去効果の測定は，図
1に示す実験装置を用いて行った。実験装置にバイ
オフィルム付着のカバーガラスを入れた12ウェル
プレートを装着後,	 ウェル内に静置したカバーガラ
スに，20oCまたは35oCに温度調整したDW，SHC，	
HClOおよびSHC+HClOを各々５分間，15分間，30
分間，一定速度（10 ml/分）で作用させた。その後，
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PBSで１分間ガラス表面を洗浄し各試験液を除去後，
1N-NaOH	（和光純薬，大阪）	で30秒間残留バイオフィ
ルムを剥離，溶解させた。この溶解液の濁度を吸光度
計	（DU800，BECKMAN	COULTER，Inc，USA）	で
波長550 nmにて計測し，これを残留バイオフィルム
量とした。対照として何も作用させないS. mutansバ
イオフィルムの濁度を用い，これを基準に各試験液を
作用させた場合のバイオフィルム除去率（%）を下記
の計算式にて算出した。

バイオフィルム除去率（％）＝〔（対照のバイオフィル
ム量）－（残留バイオフィルム量）］÷（対照のバイオ
フィルム量）×100

5.　統計処理
　各試験液のS. mutans	に対する殺菌効果は，20℃と
35℃においてそれぞれ５分間および30分間DWで作
用させたものを対照として比較検定を行った。また，
バイオフィルム除去効果は，20℃と35℃においてそ
れぞれ５分間，15分間，30分間のDWで作用させた
場合のバイオフィルム除去率（％）を対照として比較
検定を行った。また，各試験液で同じ温度で異なる作
用時間で行った場合のバイオフィルム除去率の違い，	
および同じ作用時間で異なる温度で行った場合の比較
検定を行った。さらにHClOとSHC+HClOの効果の
違いを各温度と各作用時間で比較検定した。いずれも

Bonferroni検定にて1%および 5%を有意水準とした。

結　　　果

1.　S. mutansに対する殺菌効果
　各試験液を20oCまたは35oCでS. mutansに作用さ
せた時の経時的な生菌数の変化を，それぞれ図2と
図3に示す。DWは，20oCにて５分後の生菌数が7.6
×106 CFU/ml，30分 後 が7.8×106 CFU/mlで あ り，
35oCにおいては５分後が7.8×106 CFU/ml，30分後が
7.0×106 CFU/mlと，大きな変化は認められなかった。
また，	SHCにおいても，20oCにて５分後の生菌数が
8.6×106 CFU/ml，30分後が7.6×106 CFU/mlであり，
35oCにおいては５分後が8.1×106 CFU/ml，30分後
が8.0×106 CFU/mlと，S. mutansはわずかに減少し
たものの，	DWと比較して有意な殺菌効果は認められ
なかった。しかしながら，HClOとSHC+HClOでは
20oCおよび35oCのいずれの条件下においてもDWや
SHCに比べて強い殺菌効果が認められ，５分後にお
いて，S. mutansの完全な殺菌が認められた（p<0.01）。
各試験液の経時的なpH値の変化は図4に示した。
20oCと35oCのいずれの条件下においてもDWとHClO
に菌液を添加５分後に軽度の低下が認められ30分後
まで続いたが，その他において大きな変化は認められ
ずSHC，HClOおよびSHC+HClOはpH7.5から8.5で
弱アルカリ性を示し，DWに比べてやや高いpH値を
示した。
2.　S. mutansバイオフィルムの除去効果
　20oCの条件下で各試験液を経時的に作用させた後
のS. mutansバイオフィルムの除去率を図5に，35	oC	
の条件下の除去率を図6に，HClOとSHC+HClOの
除去率の比較を図7に示した。また，カバーガラス
表面に残留したS. mutansバイオフィルムの写真を
図8に示した。20oCの条件下では，５分後ではDWが
8.4%，SHCが9.5%，15分 後 で はDWが10.4%，SHC
が10.8%，30分 後 で はDWが11.0%，SHCが11.3%の
バイオフィルム除去率を示し，多量のS. mutansバ
イオフィルムがカバーガラス表面に残留していた

（図5, 8）。これらに対し，HClOの除去率は５分後に
15.0%，15分後に30.2%，30分後に64.6%で，30分間
作用後でバイオフィルム除去効果が最も高い値を示
し，15分後および30分後のHClOの除去率はDWに
比べ有意に高かった（p<0.01）。また，HClOでの作
用時間の違いによる除去率の比較では，同群内で有
意なバイオフィルム除去効果が認められた（p<0.01）。
SHC+HClOの除去率は５分後では22.0%，15分後は
56.1%，30分後は84.3%であり，いずれの作用時間で
もDWに比べ有意にバイオフィルム除去率が高かっ

温度計

バイオフィルムが
付着したカバーガラス

試験液

熱交換器

薬液の
流入方向

図1　バイオフィルム除去効果に用いた実験装置
試験液は図中の矢印に示す通り，温度調整用の熱交換器を
通じて各温度に一定に保温し，カバーガラスに付着したS. 
mutansバイオフィルムに一定流量速度（10 ml/分）で作
用させた。
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図4　各試験液に菌液を添加したときのpH変化
20℃における各試験液のpHはDWとHClOでは菌液添加５分後に軽度に低下したが，その後30
分間は大きな変化が認められなかった（n=3）。35℃における各試験液のpHはDWとHClOでは
菌液添加５分後に軽度低下したが，30分後においては大きな変化が認められなかった（n=3）。
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図2　20℃における各試験液のS. mutansに対する殺菌効果
DWとSHCでは殺菌効果が認められなかった。HClOとSHC+HClOは実験開始から５分
後で，S. mutansの完全な殺菌が認められた（p<0.01）。

図3　35℃における各試験液のS. mutansに対する殺菌効果
DWとSHCでは殺菌効果が認められなかった。HClOとSHC+HClOは実験開始から５分
後で，S. mutansの完全な殺菌が認められた（p<0.01）。
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た（p<0.01）。また，作用時間の違いによる除去率の
比較では，同群内で有意なバイオフィルム除去効果
が認められた（p<0.01，図5）。35oC条件下では，DW
およびSHCは，20oCに比べてややバイオフィルム除
去効果は増加する傾向は示したが有意差はなく，５
分後ではDWが13.9%，	SHCが14.3%，15分後はDW
が13.9%，	SHCが20.0%であり30分後はDWが16.0%，
SHCが20.0%の除去率であった（図6）。一方，HClO
は５分後では41.9%，と15分後は78.4%，30分後は
95.5%といずれもDWに比べ有意に高い除去率を示し

（p<0.01），また，HClOでの５分後の除去率に比べ，
15分後および30分後においてそれぞれ作用時間が増
加するとバイオフィルム除去率も有意に高い値を示
した（p<0.01）。HClOの温度上昇によるバイオフィル
ム除去効果の増加も５分，15分，30分の各作用時間

において有意に認められた（p<0.01）。SHC+HClOの
35℃においての除去率は，５分後は44.7%，15分後は
92.6%，30分後は96.7%でさらに除去率が増加し，い
ずれの作用時間でもDWに比べ有意に高い除去率を示
した（p<0.01）。また，SHC+HClOでの５分後の除去
率に比べ，15分後と30分後において有意にバイオフィ
ルム除去率が高い値を示した（p<0.01）。なお，HClO
単独とSHC+HClOのバイオフィルム除去率を比較し
た場合（図7），20℃では５分後，15分後および30分
後においてSHC+HClOの方が有意に高いバイオフィ
ルム除去率を示し（p<0.01），35℃では15分後にSHC
+ HClOの方が有意に高いバイオフィルム除去率を示
した（p<0.01）。また，35℃で30分後には両者の有意
差はなく，いずれもほぼ100%のバイオフィルム除去
率であった。

図5　20℃における各試験液のS. mutansバイオフィルム除去効果
HClOとSHC+HClOは実験開始から15分後に強力なバイオフィルム除去効果を示し，	
SHC+HClOではSHCの添加による持続的なバイオフィルム除去効果が認められた（n=3，
＃＃：作用時間の同じDWとの比較（p<0.01），＊＊：各群内の作用時間の異なる場合での比較

（p<0.01））。

図6　35℃における各試験液のS. mutansバイオフィルム除去効果
35℃に温度を上昇させることよりHClOとSHC+HClOは実験開始から５分で強力なバイオ
フィルム除去効果を示し，	SHC+HClOはSHCの添加による持続的なバイオフィルム除去
効果が認められた（n=3，＃＃：作用時間の同じDWとの比較（p<0.01），＊＊：各群内の作用
時間の異なる場合での比較（p<0.01））。
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考　　　察

　洗口剤には口腔内の殺菌やバイオフィルム形成抑制
および歯面への付着抑制を目的として，さまざまな
薬物が使用されている20,22,23）。これらの薬物の中には，
歯面清掃後に患者の歯列に合わせて作製したマウス
ピース内面に塗布し，一定時間装着させることによっ
て，持続的なう蝕および歯周疾患予防効果を期待する
目的で使用されているものがある。この方法の場合，
薬物浸透による殺菌効果は期待できるが，菌体および
バイオフィルム除去を期待するものではない 24–27）。
　このような背景から，ことに障害を有する患者の口
腔内にマウスピース型灌流装置を装着して，機能水
を用いて短時間で簡便かつ安全に，効果的な口腔内

細菌の除去が行えることを最終目的として，本研究
は，新規機能水として重曹を添加した電解次亜水を
開発し，S. mutansに対する殺菌効果と本菌が形成す
るバイオフィルム除去効果について検討した。今回
使用したHClOは，弱アルカリ性に調整された機能水
で，S. mutansに対して強力な殺菌効果やバイオフィ
ルム除去効果を示した。HClOは次亜塩素酸ナトリウ
ムの希釈液と同等の作用があるといわれており，本研
究において使用したpH領域では主たる構成イオンで
ある次亜塩素酸イオン（以下OCl-）の細菌の細胞壁
への酸化作用によるものであると考えられる28–30）。さ
らにHClOは，温度を35oCに上昇させることでOCl-

の作用による付着有機物の離脱速度が増加することか
ら29,30），本研究においても優れたバイオフィルム除去

図7　HClOとSHC+HClOのバイオフィルム除去効果の比較
A：５分作用後のバイオフィルム除去率，B：15分作用後のバイオフィルム除去率，C：30分
作用後のバイオフィルム除去率（＊：p<0.05，＊＊：p<0.01）図5，6より一部再掲。

図8　	20℃および35℃の各試験液作用後に残留したS. mutans	ガラス付着バイオフィルム像較
DWとSHCでは多量の残留バイオフィルムが認められたが，	HClOとSHC+HClOでは，バイ
オフィルムの経時的な減少が認められるとともに，加温による効果的なバイオフィルムの減少
が認められた。
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効果が得られたものと考えられた。一方，水酸基（以
下OH-）	濃度の高い溶液を作用させた場合は，バイオ
フィルム中の水素イオンが脱着し，バイオフィルムの
構成物質の分子鎖や細菌表層が負の電荷を帯びること
で，バイオフィルム内部で水和反応や膨潤反応が起こ
り，バイオフィルムの溶解ならびに分散が促進すると
考えられている28–30）。SHCは水溶液で弱アルカリ性を
示し，口腔内常在菌に対して殺菌効果が認められると
の報告があるが31,32），特にS. mutans	に対しては8.4%	
濃度の溶液で殺菌効果を示すのに４時間以上の時間を
要すると報告され，短時間での殺菌は困難であること
が示唆されている32）。このようなことから，SHC単独
で殺菌効果やバイオフィルム除去効果が得られなかっ
たのは，OH-イオン濃度が低く作用時間が短いことに
よるイオン浸透作用の減弱が原因であると考えられ
た。以上のことから，	SHC+HClOを使用することに
よりバイオフィルム除去率が増加したのは，重曹水中
のOH- がバイオフィルムに吸着することで，バイオ
フィルムに負荷電量が増加し，バイオフィルム内部で
水和および膨潤反応が促進し，さらに強力な酸化作用
を有するOCl-のバイオフィルム内部への侵入を補助
したことによるものと考えられた。
　S. mutansは歯肉縁上プラークの60%～90%を占め
る口腔レンサ球菌の１つで，小児や高齢者など年齢に
関わらず多く分布することが報告されている33,34）。歯
面に付着するS. mutans	はバイオフィルムを形成し，
その中で産生される酸がエナメル質を脱灰し，う蝕を
誘発する。本研究においてS. mutansに各試験液を作
用させた時の経時的なpHの変化では，対照のDWに
比べてSHC，	HClOおよびSHC+HClO	が，30分経過
後においてもpHが7.5～8.5以内を示し，エナメル質
脱灰の臨界pHであるpH 5.5よりも高値を示した。こ
のことからSHC+HClOを歯面に作用させることに
より，小児や障害者,	および高齢者を対象とした口腔
ケアにおいて，特に酸性飲料摂取後における歯質脱
灰抑制効果が期待できる可能性が示唆された。しか
し，当初期待したSHC添加によるpH維持の効果は
HClO単独のものと比べほとんど差異がみられず，今
後SHC+HClOのpHにおけるSHCの影響についても
検討する予定である。
　以上のことから，本研究で供試したSHC+HClOは
35oCに加温して15分から30分間作用させることによ
り，優れた殺菌効果と強力なバイオフィルム除去効果
が得られ，う蝕予防および歯周疾患予防を目的とした
臨床的有用性が期待できる機能水であることが示唆さ
れた。

結　　　論

　6%重曹を添加した0.05%	 電解次亜水を用い，S. 
mutans	に対する殺菌効果とS. mutans	バイオフィル
ム除去効果の検討を行ったところ，0.05%電解次亜水
を単独で使用した時と同等の殺菌効果と単独使用より
も優れたバイオフィルム除去効果が認められた。特に
バイオフィルム除去効果は混合して使用することで，	
15分間作用させた場合には20℃および35℃のいずれ
の温度でも有意に効果が増加することが認められ，30
分間作用させた場合でも20℃において有意に認めら
れた。
　以上の結果から，本研究で供試した重曹添加電解次
亜水は，35oC，15分から30分間使用により，口腔内
常在菌に対する強力な殺菌効果とバイオフィルム除去
効果が期待できることが示唆された。
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