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第 1 章 緒 言 

 

(1) はじめに 

我が国では、ホタテ貝を加工した後に大量に廃棄される貝殻の廃棄処理が大

きな問題となっている。ホタテ貝の水揚げ量は農林水産省の統計によると令和

元年度で約 48 万トンであり、その 35% 程度を占める貝殻は産業廃棄物として

扱われ、ホタテ収穫地周辺の海岸に積まれて悪臭や土壌汚染などの深刻な環境

問題を引き起こしている。それゆえ、廃棄されたホタテ貝殻を資源として有効利

用することが強く求められている。これまでに、ホタテ貝殻は、主成分である炭

酸カルシウム (CaCO3) の原料として、農業用土壌改良剤や家畜用飼料、漁場造

成資材、建築資材、金属精錬材料、環境保全剤に利用されてきた。しかしながら、

その市場はごく限られており、ホタテ貝殻の有効利用はごく一部にとどまって

いる。したがって、ホタテ貝殻の新たな利用法を開拓し、バイオマス資源として

のさらなる価値を見出すことが望まれている [1-3]。 

ホタテ貝殻は 700℃以上で焼成することによって、貝殻中の CaCO3が水酸化

カルシウム (Ca(OH)2) や酸化カルシウム (CaO) に変化する。それらの高いア

ルカリ性に主に起因して、焼成したホタテ貝殻は高い殺菌活性を発現すること

が知られている [4]。ホタテ貝殻焼成品はいくつかが市販されているが、中でも

1000℃以上の高温焼成後に微粉砕することで調製される heated bio-shell 

calcium oxide (BiSCaO) は、CaO純度が99.6%と極めて高い。興味深いことに、

この BiSCaO は他のホタテ貝殻焼成品よりも高い殺菌活性を示すことが報告さ

れている。BiSCaO をはじめとするホタテ貝殻焼成品の殺菌活性はスペクトル
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が広く、細菌、胞子、真菌といった様々な病原性微生物に加えて、ウイルスも不

活化できることが明らかにされてきた [5-9]。さらに、これらは食品添加物とし

ても使用されており、生体安全性にも優れることから [4, 9]、BiSCaO は生体の

創傷治癒に対して利用できる創傷用消毒剤としての可能性が期待されている。 

 創傷治癒は、サイトカインおよび増殖因子によって開始される一連の相関し

た細胞プロセスの結果である [10]。この細胞プロセスは細菌負荷によって阻害

されることが知られており、これは主にサイトカインおよび増殖因子の分解に

起因する  [11, 12]。この創部の細菌負荷は微生物学的環境として汚染 

(contamination) 、定着 (colonization) 、感染 (infection) というように連続的

に捉え、細菌負荷と宿主免疫応答のバランスが崩れることにより感染が生じる

と考えられている [13, 14]。汚染または定着の状態では創は治癒傾向を示すが、

宿主の免疫力よりも細菌負荷が勝った場合、創感染へと至り、創傷治癒が遅延す

る [15]。その場合、創部の浸出液などに検体 1 g あたり 1×105~6 CFU (colony 

forming unit) 以上の細菌数がみられることが報告されている [16]。定着と感

染の間に位置する、感染へと移行しかけた状態は、臨界的定着点 (critical 

colonization) と呼ばれる。この臨界的定着点の状態では、創面を消毒して細菌

数を低減することによって、治癒促進が可能であると考えられている [17-19]。

しかしながら、通常の感染創でみられるような発赤、腫脹といった感染兆候が臨

界的定着点では乏しいこともあり、治療が遅れてしばしば感染の拡大に至って

しまう [20]。 

創傷感染における重要な起因菌の 1つとして緑膿菌が挙げられる [21]。多く

の抗菌薬に自然耐性を示すうえに薬剤耐性の獲得能力も高いことから、緑膿菌
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に感染した創傷は治療に難渋することが多い [22]。感染を伴った難治性創傷に

対して、抗菌薬の全身もしくは局所投与を行うことは、効果が期待できないばか

りか多剤耐性菌の出現やアレルギーのリスクがある [23]。既存の各種消毒薬を

用いることもあるが、細胞障害性があることや、接触皮膚炎発症の可能性も否定

できない [24-27]。したがって、創傷治癒プロセスを障害することなく、感染性

創傷における細菌負荷を減少させることができる消毒薬が、治療上必要とされ

ている [22]。感染性創傷の治癒に関するこれまでの研究において、既存の消毒

薬であるポビドンヨードや弱酸性次亜塩素酸 (HClO) 水の創傷に対する効果を

検討した報告はある [25-27]。しかしながら、それら既存の消毒薬は、生体に対

する毒性作用を示し、高濃度の使用は創傷治癒を遅延させることから、高い殺菌

活性を示しつつも創傷治癒に悪影響を及ぼさない消毒薬の開発が依然として求

められている。 

 

(2)  本研究の意義と目的 

これまでにホタテ貝殻焼成酸化カルシウムである BiSCaO は、環境衛生の確

保のための除染や消毒などを中心として研究が行われてきた経緯がある。本研

究は BiSCaO の人への臨床応用を見据えて、医学分野へ適用できるかどうかを

検討した新規研究である。具体的には、BiSCaO の懸濁液や独自開発した

BiSCaO の軟膏を調製し、緑膿菌に対する殺菌活性を既存消毒薬等と in vitro で

比較検討した。さらに、へアレスラットを用いて緑膿菌の感染創を作製し、in 

vivo での殺菌活性および創傷治癒効果を評価した。本研究の意義は、生体安全

性に優れる創傷用消毒剤としての BiSCaO の有用性を見出すことにあり、将来
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的な臨床現場での応用に加えて海洋バイオマス資源の有効利用に資する基礎研

究である (図 1)。 

なお本研究における動物実験は全て、防衛医科大学校動物実験倫理委員会 (承

認番号 17084)の承認を受けた後に関連規則や関係法令に慎重且つ適切に対応

しながら実施した。 
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第 2 章 BiSCaO 懸濁液の殺菌活性とヘアレスラット緑膿菌感染創モデルに対

する効果の検討 

 

第 1 節 背景及び目的 

 国内外には CaCO3の原料となる石灰石が大量に存在し、石灰石を焼成して得

られる焼成カルシウムとして生石灰  (CaO) やその水和物である消石灰 

(Ca(OH)2) も生産されている [28-30]。しかし石灰石は、重金属等有害な不純物

が含まれており、水に溶かした際に高温の水和熱が発生する [28, 31]。一方で、

ホタテ貝殻は、ほとんどが CaCO3と少量のタンパク質・糖質等有機物質から構

成されており、有害不純物の含有量は少ない [2, 3, 6]。さらにホタテ貝殻由来の

CaO は、生石灰と比較して水和速度が遅いため、水に溶かした際に、危険な水

和熱を発することなく、水 (H2O) と反応して水酸化カルシウム (Ca(OH)2) が

生成されて強アルカリとなる。0.1 wt%の濃度の BiSCaO 懸濁液では pH は 11.5

を超え、これが殺菌活性を示す主な要因と考えられている [32, 33]。 

 本章では BiSCaO 懸濁液の感染創に対する創傷用消毒剤としての有用性を明

らかにすることを目的とした。まず、in vitro での BiSCaO 懸濁液の緑膿菌に対

する殺菌活性を HClO 水やポビドンヨードと比較検討した。さらに、へアレス

ラット緑膿菌感染創モデルを用い、感染創における BiSCaO 懸濁液の殺菌活性

および創傷治癒効果を評価した。 

 

第 2 節 対象と方法 

(1)  BiSCaO 懸濁液と HClO 水の作製 
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BiSCaO はプラスラボ株式会社 (神奈川県、日本) から購入した。BiSCaO の

作製は、洗浄済みのホタテ貝殻粉末を 1450℃で 4時間加熱した後、ナノジェッ

トマイザー (NJ-300-D、アイシンナノテクノロジーズ株式会社、埼玉、日本) で

粉砕したもので、その平均直径は 6 µm である。プラスラボによると、X 線回

折装置 Phillips X'Pert-PRO (フィリップス・ジャパン株式会社、東京、日本) を

用いて測定した BiSCaO中の CaO 及び Ca(OH)2の含有量は、それぞれ 99.6お

よび 0.2%であった。BiSCaO 1 g を蒸留水 1 L に添加し、遠心分離して 1000 

ppm (0.1 wt%) の BiSCaO 懸濁液 (pH 12.2) を調製し、調製後 1時間以内に使

用した。 

HClO 水は、次亜塩素酸ナトリウム (吉田製薬株式会社、東京、日本) を純水 

(脱イオン水) で希釈し HCl を添加することで pH 6.5 に調整した。HClO 濃度

は残留塩化物濃度を測定できるパックテスト試験紙 (共立理化学研究所、東京、

日本) を使用して決定した。 

 

(2)  In vitro での BiSCaO 懸濁液の殺菌活性の検討 

 ATCC 27853 株 (ATCC社、米国) の超低温冷凍保存された緑膿菌 (1 × 105  

CFU/100 µL) を解凍、遠心分離後に Phosphate Buffered Saline (PBS) で洗浄

し、培養培地の余分なタンパク質を除去した。BiSCaO 懸濁液、HClO 水、およ

びポビドンヨード (イソジン®、ムンディファーマ、東京) を蒸留水で希釈して、

濃度を 16、32、63、125、250、500および 1000 ppm に調整した。それぞれの

濃度の試験薬 100 µL に上記の緑膿菌を 100 µL添加し、15 分間インキュベー

トし、緑膿菌分離寒天培地 (ポアメディア®、栄研化学、栃木、日本) 含有のペト
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リディッシュ上に播種した。37 ℃で 24 時間インキュベートした後、生成され

た緑膿菌のコロニー数を計測した (試料数 N = 6) 。 

 

(3)  緑膿菌感染創モデルの作製 

 ヘアレスラット (5～10週齢雄、体重 300～350 g、HWY/S1c系) (日本エスエ

ルシー、静岡、日本) を使用した。塩酸メデトミジン 0.375 mg/kg (ドミトール

®、1 mg/mL、日本全薬、福島、日本) 、ミダゾラム 2 mg/kg (ドルミカム®、5 

mg/mL、アステラス製薬、東京、日本) 、酒石酸ブトルファノール 2.5 mg/kg (ベ

トルファール®、5 mg/mL、Meiji Seikaファルマ、東京、日本) の 3種混合腹腔

内麻酔下において、背部中央に 8 mm × 8 mm の全層皮膚欠損創をデルマパン

チ (マルホ株式会社、東京、日本) を用いて作製した。ATCC 27853 株の超低温

冷凍保存された緑膿菌 (1 × 105 CFU /100 µL) を解凍し、創部に 1 cm四方のガ

ーゼを 1 枚置き、その上に上記緑膿菌を 100 µL 滴下した。ハイドロコロイド 

(デュオアクティブ®ET、コンバテックジャパン株式会社、東京、日本) で被覆し、

さらに表層を 3 cm × 5 cm のエアウォール® (株式会社共和、東京、日本) で被

覆した。その後、塩酸アチパメゾール 0.75 mg/kg (アンチセダン®、5 mg/mL、

日本全薬、福島) を腹腔内投与し麻酔から覚醒させた。24 時間経過後のヘアレ

スラットを緑膿菌感染創モデルとして利用した。 

 

(4)  In vivo での BiSCaO 懸濁液の効果の検討 

ヘアレスラットの緑膿菌感染創部を洗浄する試験薬として、BiSCaO 懸濁液

(1000ppm) 、HClO 水 (500ppm) 、ポビドンヨード (1000ppm) 、生理食塩水
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を用いた。なお、HClO 水は 500ppm を超える濃度では、細胞毒性が強く、創

部に対して創傷治癒遅延を引き起こすことが報告されていることから[34]、

HClO 水の濃度は 500ppm に設定した。実験群は (1) 無処置群、 (2) 生理食塩

水洗浄群、 (3) ポビドンヨード洗浄群、 (4) HClO 水洗浄群、 (5) BiSCaO 懸

濁液洗浄群の 5 群に分けた。最初の 3 日間は緑膿菌感染創を各試験薬 3 mL を

用いて 5回洗浄を繰り返し (計 15 mL) 、4～9日目には (2) ～ (5) 群の創部を

生理食塩水 (大塚製薬工場、徳島、日本) で洗浄した (図 2)。洗浄後の創部はキ

チンナノファイバーシート (CNFS) (ベスキチン®W、ニプロ株式会社、大阪、日

本) で被覆した。 (1) の無処置群は実験期間中に洗浄は実施せず、CNFS のみ

毎日交換した。 

洗浄開始日を第 1日と設定し、第 1、2、3、6、9日に、創部に存在する緑膿

菌を 1 cm × 1 cm のガーゼで各創部につき 10回拭い回収した。その際、上皮化

を阻害しないように細心の注意を払った。回収した緑膿菌懸濁液を緑膿菌分離

寒天培地 (ポアメディア®、栄研化学、栃木、日本) 含有のペトリディッシュ上

に播種した。37 ℃で 24 時間インキュベートした後、生成された緑膿菌のコロ

ニー数を計測した (試料数 N = 7)。 

 毎日創部をデジタルカメラ (RICOH WG-50、リコーイメージング株式会社、

東京、日本) で撮影し、写真を Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems Inc.、

CA、USA) で解析して創部の面積を算出し創収縮率を評価した (試料数 N = 7)。 

第 9日にペントバルビタールナトリウム (ソムノペンチル®、共立製薬株式会

社、東京、日本) の腹腔内過量 (麻酔使用量の4倍量) 投与により犠死させた後、

創部およびその周辺部を病理組織標本作製のため採取した。 
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(5)  組織学的評価 

創部を含む採取組織を 10% 中性緩衝ホルマリン (和光純薬工業、大阪、日本) 

に浸漬して固定した。創部中央の組織をパラフィン埋入し、厚さ 4 µm のパラフ

ィン切片を作製し (大和光機、埼玉、日本) 、その後 hematoxylin & eosin (HE) 

染色を行った。顕微鏡 (BZ-X700、キーエンス、大阪、日本) を用いて創部にお

ける肉芽の厚さと新生血管数を計測した (試料数 N = 7)。新生血管は、赤血球が

存在する管腔構造体について、連続切片で重複が無いように確認しながら、血管

内皮細胞を伴う成熟した血管だけを計測した。 

 

(6)  統計解析 

統計学的検定は JMP Pro 14 (SAS Institute Japan Inc.、東京、日本) を用い

た。全ての値は平均 ± 標準偏差として記載し、Tukey 検定を使用した。p < 0.05

を統計学的に有意差ありとした。 

 

第 3 節 結 果 

(1)  In vitro での殺菌活性 

緑膿菌を BiSCaO 懸濁液、HClO 水及びポビドンヨードに暴露した結果、

BiSCaO と HClO が 250 ppm以上の濃度では CFU値は検出下限未満となった 

(図 3)。125 ppm以下では濃度減少に伴って検出される CFU値が増大した。ポ

ビドンヨードでは 250 ppm においても緑膿菌が検出された。 

 

(2)  ラット背部感染創部の緑膿菌数の評価 
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作製したヘアレスラット緑膿菌感染創モデルの創部における緑膿菌数は、い

ずれの個体においても 1.0 × 105 CFU以上であった (図 4)。BiSCaO 懸濁液、

HClO 水、ポビドンヨード、生理食塩水で創部を洗浄した後の 1 日目の緑膿菌

コロニー数は、それぞれ 1.8 × 103、9.8 × 103、1 × 104、9.5 × 104 CFU であっ

た。BiSCaO 懸濁液による洗浄により緑膿菌数が経時的に減少し、その減少速度

は、HClO 水やポビドンヨード、生理食塩水と比較して統計的有意に速かった。

6 日目において、BiSCaO 懸濁液では緑膿菌が検出されなくなったのに対して、

HClO 水やポビドンヨード、生理食塩水では緑膿菌が検出された。洗浄を行わな

い無処置群では 9日目においても 1.0 × 104以上の緑膿菌が検出された。なお、

すべての実験群において、実験開始から感染後 9 日目まで、ラットに全身的な

合併症や創傷部位の急性炎症、膿瘍形成、血種などの兆候は認めなかった。 

 

(3)  感染創部の外観と面積の評価 

 実験開始 2 日目までの創収縮率には各群間で有意な差は認められなかった 

(図 5A、図 5B)。3日目には BiSCaO 懸濁液による洗浄群が、他の 4群と比較

して創収縮率が有意に高く、6 日目以降においても BiSCaO 群で創傷収縮率が

高い傾向にあった。 

 

(4)  感染創部の組織学的評価 

 9 日目に創部を採取し、HE 染色により組織標本を作製した。BiSCaO 群と

HClO 群では、無処置群と比較して、新生肉芽組織が統計学的有意に厚かった 

(図 6A、図 6B)。さらに、BiSCaO群と HClO群では生理食塩水群と比較して
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肉芽が有意に増生していた。BiSCaO 群と HClO 群の間では肉芽増生の有意差

を認めなかった。新生血管数に関しては、BiSCaO 群と HClO 群では無処置群

とポビドンヨード群と比較して、統計学的に有意な新生血管数を示し、さらに

BiSCaO群では生理食塩水群と比較しても有意に多数の新生血管を認めた。 

 

第 4 節 考 察 

 臨床現場では緑膿菌による創傷の感染が大きな合併症の一つとして挙げられ

る [21, 22]。そこで本研究では、緑膿菌に対する BiSCaO 懸濁液の殺菌効果を、

in vitro で種々の消毒液と比較検討した。BiSCaO 懸濁液は 250 ppm以上の濃

度において、緑膿菌を検出限界未満まで殺菌した。同様に、HClO 水は 250 ppm

以上の濃度で、ポビドンヨードは 500 ppm以上の濃度で緑膿菌を検出限界未満

まで殺菌した。したがって、BiSCaO 懸濁液は緑膿菌に対して、HClO 水やポビ

ドンヨードといった既存の消毒薬と同等以上の殺菌活性を有していることが分

かった。 

感染を伴った創傷部位の洗浄では、アミノ基やアルデヒド基を含むタンパク

質、アミノ酸、および炭水化物などの有機化合物が存在しており、HClO 水はそ

れらと容易に反応し、結果として急速に失活して殺菌活性が減弱することが示

唆されている [35, 36]。In vivo における本研究では、BiSCaO 懸濁液は、緑膿

菌感染創の洗浄において、ポビドンヨードや HClO 水などの、他の消毒薬より

も優れた殺菌活性を示した。これは BiSCaO 懸濁液の主成分である CaO の水和

による強アルカリ性による殺菌効果だけでなく、強アルカリ条件下でのBiSCaO

の凝集・沈殿活性 [33] による有機化合物や微生物の沈着が寄与している可能性
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がある。 

 感染創における細菌負荷を制御するためには、創部の消毒によって菌量を減

らすことが Wound Healing Society (WHS) のガイドラインで強く推奨されて

いる。さらには、感染を十分に制御できたならば、消毒薬の毒性を考慮し、その

使用を速やかに中止することも推奨されている [17-19]。実際の臨床では、感染

創に対する消毒薬の効果は個々の症例で異なると推察されるが、細菌負荷が臨

界的定着点から定着の状態に向かえば、消毒薬の使用を中止することが望まし

い。本研究では、BiSCaO 懸濁液による洗浄は最初の 3 日間に限定したが、そ

れによりラット背部感染創部の緑膿菌数は顕著に減少し、組織学的にも創傷治

癒における肉芽形成や血管新生を阻害している所見は無く、むしろ生理食塩水

で洗浄した群より治癒を促進していた。このことから 3日間の BiSCaO 懸濁液

の使用は緑膿菌感染創部の創傷治癒に対して有用であったと考える。一般的に

は、消毒薬の最適な使用期間に関しては、創部の所見からの臨床的判断に委ねる

ことが多く、客観的に判断する手法は未だ確立されていないが、創部からの定量

的な微生物学的検査の実施が可能であれば判断の一助になると考えられる。 

本研究では、BiSCaO 懸濁液による洗浄は、最初の 3 日間行ったことで、細

菌数を抑制しつつも、細胞への悪影響を最小限に抑えることができ、創傷治癒に

好影響をもたらしたと推察される。 

 

第 5 節 小 括 

BiSCaO 懸濁液の創傷用消毒剤としての有用性を検討した。In vitro において

BiSCaO 懸濁液は、ポビドンヨードと比較して緑膿菌に対する殺菌活性が有意
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に高かった。In vivo での検討では、BiSCaO 懸濁液により創傷部を洗浄した結

果、緑膿菌数が顕著に減少し、その効果はポビドンヨード や HClO 水よりも高

かった。さらに、創収縮率、新生肉芽組織の厚み、および新生血管数の評価の結

果、BiSCaO 懸濁液は HClO 水と同程度に創傷治癒を促進することが明らかと

なった。以上から、BiSCaO 懸濁液は優れた創傷用消毒剤として活用できる可能

性があり、将来的な臨床応用が期待出来る。 
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第 3 章 BiSCaO 軟膏の殺菌活性とヘアレスラット緑膿菌感染創モデルに対す

る効果検討 

 

第 1 節 背景及び目的 

 第 2 章において、BiSCaO 懸濁液は in vitro において既存の消毒薬より緑膿

菌に対して殺菌活性が高いことが分かった。さらに、in vivo での緑膿菌感染創

においても、既存の消毒薬と同等以上に緑膿菌数を減少させて、創収縮の促進に

寄与することが分かった。消毒薬の形態は多様であり、その形態により使用目的

が異なるが、感染創部に対する消毒剤の効果を最大限引き出すには、創部の状態

によって消毒剤の形態を使い分ける必要がある。そこで、BiSCaO の特性をさら

に応用して利用するべく、軟膏での有用性を検討した。 

本章では BiSCaO 軟膏の感染創に対する創傷用消毒剤としての有用性を明ら

かにすることを目的とした。まず、in vitro での緑膿菌に対する殺菌活性をポビ

ドンヨード軟膏と比較検討した。さらに、へアレスラット緑膿菌感染創モデルを

用いて、感染創における BiSCaO 軟膏の殺菌活性および創傷治癒効果を評価し

た。 

 

第 2 節 対象と方法 

(1)  BiSCaO 軟膏の作製 

 ホタテ貝殻粉末を 1450℃で加熱し、粉砕後に得られた平均直径 6 µm の 

BiSCaO を白色ワセリン (健栄製薬、大阪、日本) に均一分散させて 0.04、0.2、

1および 5 wt%の濃度の BiSCaO 軟膏を調製した。 
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(2)  In vitro での BiSCaO 軟膏の殺菌活性の検討 

ATCC 27853 株 (ATCC社、米国) の超低温冷凍保存された緑膿菌 (1 × 105 

CFU /100 µL) を解凍、遠心分離後に PBS で洗浄し、培養培地の余分なタンパ

ク質を除去した。0.04、0.2、1および 5 wt%の BiSCaO 軟膏、3 wt%ポビドン

ヨード軟膏 (イソジン®、塩野義製薬、東京、日本) 、および白色ワセリンそれぞ

れ 1 g を 90 × 15 mm のペトリプレート上にコーティングした。上記緑膿菌の

懸濁液 5 mL を軟膏でコーティングした各プレートに添加し、室温で 10、30お

よび 60 分間インキュベートさせた。その後、各緑膿菌懸濁液を緑膿菌分離寒天

培地 (ポアメディア®、栄研化学、栃木、日本) 含有のペトリディッシュ上に播

種した。37℃で 24時間インキュベートした後、生成された緑膿菌のコロニー数

を計測した (試料数 N = 6)。 

 

(3)  In vivo での BiSCaO 軟膏の効果の検討 

第 2 章で使用した緑膿菌感染創モデルラットを用いて実験を行った。ヘアレ

スラットの緑膿菌感染創部に適用する試験薬として、0.04、0.2、1および 5 wt%

の BiSCaO 軟膏、3 wt%ポビドンヨード軟膏、および白色ワセリンを用いた。

実験群は (1) 無処置群、 (2) 3 wt%ポビドンヨード軟膏群、 (3) 白色ワセリン

群、 (4) 0.04 wt% BiSCaO 軟膏群、 (5) 0.2 wt% BiSCaO 軟膏群、 (6) 1 wt% 

BiSCaO 軟膏群、 (7) 5 wt% BiSCaO 軟膏群の 7群に分けた。(2) ～ (7) の実

験群では、最初の 3 日間はヘアレスラット背部の緑膿菌感染創に、各試験薬の

軟膏をそれぞれ 1 g塗布した。4～9日目には (2) ～ (7) 群の創部を生理食塩水

で洗浄のみ実施した。洗浄後の創部は CNFS で被覆した。(1) の無処置群は実
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験期間中に試験薬の塗布は実施せず、CNFS の被覆材のみ毎日交換した。 

試験薬の塗布開始を第 1日と設定し、第 1、2、3、6、9日に、創部に存在す

る緑膿菌を 1 cm × 1 cm のガーゼで各創部につき 10回拭い回収した。その際、

上皮化を阻害しないように細心の注意を払った。回収した緑膿菌懸濁液を緑膿

菌分離寒天培地 (ポアメディア®、栄研化学、栃木、日本) 含有のペトリディッ

シュ上に播種した。37℃で 24時間インキュベートした後、生成された緑膿菌の

コロニー数を計測した (試料数 N = 6)。 

毎日創部をデジタルカメラ (RICOH WG-50、リコーイメージング株式会社、

東京、日本) で撮影し、写真を Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems Inc.、

CA、USA) で解析し創部の面積を算出し、創収縮率を評価した (試料数 N = 6)。 

第 9日にペントバルビタールナトリウムの腹腔内過量 (麻酔使用量の 4倍量)

投与により犠死させた後、創部およびその周辺部を病理組織標本作製のため採

取した。 

 

(4)  組織学的評価 

創部を含む採取組織を 10% 中性緩衝ホルマリンに浸漬して固定し、創部中央

の組織をパラフィン埋入し、厚さ 4 µm のパラフィン切片を作製した。染色は

HE 染色と CD34免疫染色を行った。顕微鏡 (BZ-X700、キーエンス、大阪) を

用いて創部における肉芽の厚さと新生血管数を計測した (試料数 N = 6)。新生

血管は血管内皮細胞を伴う成熟した血管だけを計測した。 

 

(5)  統計解析 
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統計学的検定は JMP Pro 14 (SAS Institute Japan Inc.、東京、日本) を用い

た。全ての値は平均 ± 標準偏差として記載し、Tukey 検定を使用した。p < 0.05

を統計学的に有意差ありとした。 

 

第 3 節 結 果 

(1)  In vitro での BiSCaO 軟膏の殺菌活性の検討 

 緑膿菌を BiSCaO 軟膏に暴露した結果、0.2 wt%以上の BiSCaO 軟膏では、

10 分以上反応させると CFU 値は検出下限未満となった (図 7)。0.04 wt% 

BiSCaO 軟膏と 3 wt%ポビドンヨード軟膏では、30 分以下の暴露では、緑膿菌

が検出された。全ての濃度の BiSCaO 軟膏と 3 wt%ポビドンヨード軟膏は 60 分

暴露すると、CFU値は検出下限未満となった。なお、コントロールの白色ワセ

リン群では 60 分暴露しても CFU値は減少しなかった。 

 

(2)  ラット背部感染創部の緑膿菌数の評価 

作製したヘアレスラット緑膿菌感染創モデルの創部における緑膿菌数は、い

ずれの個体においても 1.0 × 105 CFU以上であった (図 8)。実験開始 2日目ま

では 3 wt%ポビドンヨード軟膏、白色ワセリン、およびすべての濃度の BiSCaO

軟膏を塗布した各群間での緑膿菌のコロニー数に有意差は認めなかった。3日目

と 6日目において、0.2、1および 5 wt%の BiSCaO 軟膏群では、3 wt%ポビド

ンヨード軟膏、白色ワセリン、0.04 wt% BiSCaO 軟膏の群と比較して創部の緑

膿菌は有意に減少した。9日目には無処置群を除くすべての群で緑膿菌数は検出

限界未満となった。無処置群では 9日目においても 1.0 × 104 CFU以上の緑膿
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菌が検出された。なお、すべての実験群において、実験開始から感染後 9 日目

まで、ラットに全身的な合併症や創傷部位の急性炎症、膿瘍形成、血種などの兆

候は認めなかった。 

 

(3)  感染創部の外観と面積の評価 

 実験開始から 2 日目までの創収縮率には各群間で有意な差は認められなかっ

た (図 9A、図 9B)。3日目では 0.2、1 wt% BiSCaO 軟膏群が、3 wt%ポビド

ンヨード軟膏群、白色ワセリン群、5 wt% BiSCaO 軟膏群および無処置群と比

較して創収縮率が有意に高く、6日目以降においても 0.2、1 wt% BiSCaO 軟膏

群が他の群と比較して創傷収縮率が有意に高かった。 

 

(4)  感染創部の組織学的評価 

 9 日目に創部を採取し、HE 染色と CD34 免疫染色により組織標本を作製し

た。0.2、1 wt% BiSCaO 軟膏群では、無処置群と白色ワセリン群と比較して、

新生肉芽組織が有意に厚かった (図 10A、図 10B、表 1)。さらに 0.2、1 wt% 

BiSCaO 軟膏群は、無処置群と 3 wt%ポビドンヨード軟膏群と比較して、統計

学的に有意な新生血管数を示した。 

 

第 4 節 考 察 

 感染を伴った創部の創傷治癒過程において、細菌、壊死組織、乾燥や過度の湿

潤、ポケットなどが存在すれば創の治癒は遅延する。その障害を取り除くため、

あるいは正常な治癒過程に導くためには、創傷の状況に応じて適切な外用薬を
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選択する必要がある。感染を伴った創部への外用療法には、抗菌力を有するポビ

ドンヨード軟膏の使用が推奨されており、創傷治癒を促進することが報告され

ている [37, 38]。そこで本研究では、感染創の創傷治癒をさらに効果的に促進す

るために、軟膏としての BiSCaO の有用性を検討した。In vitro における検討

では、0.2 wt%以上の濃度の BiSCaO 軟膏群に緑膿菌を 10 分以上暴露すると、

CFU値は検出限界以下になることを確認した。BiSCaO は軟膏の形態において

緑膿菌に対して十分な殺菌活性を示すことが明らかになった。さらに、in vivo

では、0.2、1および 5 wt%の BiSCaO 軟膏群が他の群と比較して有意に緑膿数

を減少させた。一方で、創傷治癒の観点からは、創収縮率、新生肉芽組織の形成、

新生血管数を評価したところ、0.2、1 wt%の濃度の BiSCaO 軟膏が最も良好な

結果を示した。費用対効果と安全性の観点を考慮すると、0.2 wt%の BiSCaO 軟

膏が最適濃度であると考える。また、軟膏においても不適切な使用期間により、

創面の乾燥や過度の浸潤が生じうる。さらに、周囲の皮膚に接触性皮膚炎や浸軟

を起こす可能性もある。本研究では、BiSCaO 軟膏の使用期間は BiSCaO 懸濁

液と同様に 3 日間に限定して使用したが、創部の緑膿菌を十分に抑制すること

ができ、創傷治癒遅延を認めることもなかった。このことから 3 日間の 0.2、1 

wt%の BiSCaO 軟膏の使用は、緑膿菌感染創において、有用性が有害性を上回

り、創傷治癒へ好影響を与えたと考えられた。 

 

第 5 節 小 括 

BiSCaO 軟膏の創傷用消毒剤としての有用性を検討した。In vitro での緑膿菌

に対する殺菌活性は、0.2 wt%以上の BiSCaO 軟膏に 10 分以上暴露すると、緑
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膿菌は検出限界以下となった。また、ヘアレスラット緑膿菌感染創モデルでの検

討では、0.2、1および 5 wt% BiSCaO 軟膏が他の群と比較して緑膿菌に対して

有意な殺菌活性を示したが、創収縮率、新生肉芽組織の形成、新生血管数におい

ては 0.2、1 wt%の BiSCaO 軟膏が最も良好な結果を示すことが明らかとなっ

た。以上から、0.2、1 wt%の BiSCaO 軟膏は、創傷用消毒剤として有用である

可能性が示唆された。 
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第 4 章 総 括 

 

 ホタテ貝殻焼成酸化カルシウム (BiSCaO) は様々な病原菌 [3, 4] 、鳥インフ

ルエンザウイルス [5] 、芽胞菌 [6] 、真菌類 [7] 、およびバイオフィルム [8, 

9, 39] を除去できる。BiSCaO が殺菌活性を示すのは、BiSCaO に含まれる CaO

が水和反応によって Ca(OH)2 に変換されて、強塩基が生成されることが主要殺

菌メカニズムであると考えられる [3]。一方で、全生菌細胞 (TC) および大腸菌

群 (CF) に対する BiSCaO の殺菌活性は、同じ pH において Ca(OH)2 や 

NaOH 水溶液よりも高いことから、BiSCaO の殺菌活性にはアルカリ度だけで

は説明できない他のメカニズムが関与していると考えられる [32, 33]。さらに、

BiSCaO は同じ濃度では、HClO (pH 6.5) 、NaClO (pH 9.5) 、ポビドンヨード、

およびグルコン酸クロルヘキシジンを含む従来の消毒剤よりも高い殺菌活性を

示す [40, 41]。第 2 章と第 3 章の in vitro の実験でも BiSCaO は緑膿菌に対し

て、既存の消毒薬である HClO 水やポビドンヨードと比較して、有意差をもっ

て高い殺菌活性を示した。BiSCaO のこれらの高い殺菌活性は、強アルカリだけ

でなく、BiSCaO の還元活性によるものであり、BiSCaO粒子の周囲に形成され

た薄い水層の水酸化物イオン (OH-) 濃度が溶媒中の OH- 濃度よりも高いこと

による [32, 33]。さらに、BiSCaO の主成分である CaO から発生する活性ラジ

カル種も強力な殺菌活性に寄与している可能性があり [9, 39]、このことは

Hewittらによるマルチパラメーターフローサイトメトリーの研究でも裏付けら

れている [42]。 

 このように BiSCaO は広い抗菌スペクトルと高い殺菌活性を有する一方で、
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ホタテ貝殻焼成酸化カルシウムは食品の貯蔵寿命を延ばすための添加剤として

も使用されており、安全性が高いことが知られている [4, 9, 43]。第 2 章と第 3

章の in vivo での検討は、この生体安全性に優れた BiSCaO を創傷用消毒剤とし

て臨床現場で利用できる可能性を明らかにすることを目的とした。主要な創傷

感染の原因の 1 つとなっている緑膿菌を用いてヘアレスラット背部に緑膿菌感

染創を作製して評価した結果、BiSCaO 懸濁液で緑膿菌感染創部を洗浄した群

では、生理食塩水、ポビドンヨードおよび HClO 水で洗浄した群よりも、創傷

内での緑膿菌数が早期に減少し、組織学的にも創部の治癒が促進されることが

示された。また、BiSCaO 軟膏においても、0.2 wt%以上の濃度の BiSCaO 軟膏

を塗布した群では、白色ワセリン、3 wt%ポビドンヨード軟膏を塗布した群と比

較して創傷内での緑膿菌数が減少した。組織学的にも 0.2、1 wt%の BiSCaO 軟

膏群は、無処置群と 3 wt%ポビドンヨード軟膏群と比較して、統計学的に有意

な新生血管数を示し、創傷治癒に好影響をもたらすことが示された。以上の結果

から、BiSCaO は、懸濁液や軟膏といった多様な形態で利用できる汎用性の高い

創傷消毒剤として将来的に臨床現場で応用できる可能性が示唆された。 

 慢性創傷においては細菌の存在そのものが感染を意味するわけではなく、あ

る程度の細菌共存は創傷治癒を促進するとも報告されている [44]。創部の消毒

は創傷面の組織にタンパク変性などの化学的損傷を与え、消毒薬の細胞毒性が

創傷治癒遅延を招く懸念があるため漫然と使用するべきではない [45]。しかし、

創部の細菌の増殖が臨界的定着点を超えて感染へと移行し、創傷治癒に障害を

及ぼす状態では、多少の組織障害を犠牲にしてでも消毒によって感染をコント

ロールすることが推奨されている [17-19]。本研究においては、創部を BiSCaO
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で消毒する期間は、十分に緑膿菌を抑制でき、かつ細胞障害性を最小限に抑える

ことを考慮して 3 日間に設定した。桒原らの研究では、糖尿病マウスの緑膿菌

感染創に対して HClO 水による洗浄を 3 日間に限定して行った結果、HClO に

よる組織障害の影響を最小限に抑えつつ、細菌数を抑制でき、さらには創面のバ

イオフィルム形成の抑制もできたと報告している [34]。本研究での 3日間に限

定した BiSCaO による創部の消毒は、十分に緑膿菌を抑制することができ、9日

目に採取した創部の組織学的解析で確認されたように、創部の新生肉芽組織や

新生血管の形成を阻害するような兆候は見られず、創傷治癒を促進していた。こ

れらの結果から、BiSCaO による緑膿菌感染創に対する 3 日間の消毒は、有用

性が有害性を上回ると考えられた。BiSCaO を 3 日間以上連続使用した場合の

創部への影響は、今後のさらなる検討が必要であるが、消毒剤の使用中止は、感

染の兆候が消失し創傷が治癒段階に入った場合、すなわち、細菌負荷が保菌や定

着の状態になった場合であることを考慮すると、創部からの定量的な微生物学

的検査の実施が、BiSCaO の適正使用期間の判断に有用であると思われる。ま

た、創面のバイオフィルム形成は創傷治癒が難治化する１つの要因であること

が示唆されているが [13, 46] 、ホタテ貝殻焼成酸化カルシウムはバイオフィル

ムの形成を抑制する効果があることが報告されている [8, 9, 39]。今後、BiSCaO

の使用期間とバイオフィルム形成の抑制効果との関係性を検討できれば、

BiSCaO をより効果的に感染性創傷へ適用できる可能性が期待できる。 

BiSCaO の生体適用における懸念として、pH が 12 を超える強アルカリ性で

あることが挙げられる。BiSCaO 懸濁液の上澄みを繰り返し回収することによ

り調製された BiSCaO Water (pH >12.7) は、BiSCaO 懸濁液と同様に in vitro
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アッセイでインフルエンザウイルス、大腸菌、緑膿菌、サルモネラ菌、および黄

色ブドウ球菌などの病原微生物に対して殺微生物活性があることが明らかにな

っている [47]。この BiSCaO Water をへアレスラットの背部皮膚に塗布した場

合、BiSCaO中の CaO が空気中の CO2と反応して無害の CaCO3を生成しなが

ら 5 分以内に pH は 10 に低下し、生体に支障を及ぼすことが無いレベルにまで

pH が低下することが示された [48]。この研究では、ラット背部皮膚には副作用

となる障害は観察されることは無く、BiSCaO の生体適用への安全性が示唆さ

れた。本研究においても BiSCaO 懸濁液と BiSCaO 軟膏の生体適応への安全性

が示唆され、今後は更なる安全性の検討を重ねることで、環境適合性がある

BiSCaO は、生体親和性にも優れた創傷用消毒剤として活用出来るものと期待

出来る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 25 

第 5 章 結 論 

 

1. 本研究では、ホタテ貝殻を高温で焼成し微粉砕することで得られる酸化カル

シウム粉末である BiSCaO から BiSCaO 懸濁液と独自開発した BiSCaO 軟膏

を調製した。 

2. In vitro において BiSCaO 懸濁液、BiSCaO 軟膏は緑膿菌に対して、優れた

殺菌活性を示した。 

3. In vivo において BiSCaO 懸濁液、BiSCaO 軟膏はへアレスラット背部の緑膿

菌感染創に対して、緑膿菌細菌数を抑制するとともに、創収縮率、肉芽組織形

成、および血管新生の亢進を示し、創傷治癒に良好な効果をもたらした。 

4. BiSCaO の感染性創傷に対する創傷用消毒剤としての有用性が示唆された。 
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略 語 一 覧 

略語 外国語 日本語 

BiSCaO Heated bio-shell calcium oxide 貝殻焼成酸化カルシウム 

CFU Colony Forming Unit コロニー形成ユニット 

PBS Phosphate Buffered Saline リン酸緩衝生理食塩水 

ppm Parts Per Million 100 万分の 1 

CNFS Chitin Nanofiber Sheet キチンナノファイバーシート 

HE Hematoxylin & eosin ヘマトキシリンエオジン 

WHS Wound Healing Society 創傷治癒学会 

wt% Percent concentration of mass  質量パーセント濃度 

CD Cluster of differentiation 分化抗原群 
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図 1 ホタテ貝殻焼成酸化カルシウム (BiSCaO) の形態とその応用・可能性 

 
ホタテ貝殻を 1000℃以上の高温で焼成し微粉砕することで得られた BiSCaO
は、高い殺菌活性を示す一方で、生体安全性が高い材料であり、汎用性の高い

優れた衛生材料として臨床現場で応用できる可能性がある。 
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図 2 ヘアレスラット緑膿菌感染創モデルと BiSCaO 懸濁液の殺菌活性の検討 
 
8 mm デルマパンチで全層皮膚欠損創を作製し、緑膿菌を播種させてハイドロ

コロイドで被覆し、24 時間経過した時点で緑膿菌感染創モデルの完成とした。

創部を各試験薬で最初の 3日間のみ洗浄、4～9日目には創部を生理食塩水で洗

浄した。第 1、2、3、6、9 日に創部に存在する緑膿菌を回収し、コロニー数を

計測した。 
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図 3 In vitro での BiSCaO 懸濁液の殺菌活性の検討 

 

BiSCaO 懸濁液、HClO 水、及びポビドンヨードを各濃度に調製し、緑膿菌と

15 分間反応させた後に、緑膿菌コロニー数を計測して評価した。コントロール

として生食を用いて同条件で設定した。各群とも N = 6 とし平均値±標準偏差

で示す。BiSCaO 懸濁液はポビドンヨードと比較して緑膿菌に対する殺菌活性

が有意に高かった。 

 

 

 

 

 

 



 42 

 

 

図 4  In vivo での BiSCaO 懸濁液の効果の検討 
 

ラット背部に緑膿菌感染創部を作製し、創部を 1～3日目に各試験薬で洗浄

し、4～9日目は生理食塩水で洗浄した。コントロールとして未処置群を設定し

た。第 1、2、3、6、9日に創部に存在する緑膿菌数を計測して評価した。各群

とも N = 7 とし緑膿菌数の経時的変化を平均値±標準偏差で示した。BiSCaO
懸濁液による洗浄により緑膿菌数は経時的に減少し、その減少速度は、HClO
水、ポビドンヨード及び生理食塩水と比較して有意に速かった。 

 

 

 

 

 

 

 



 43 

 
 

図 5 感染創部の外観と面積の評価 

 

A：各試験薬で洗浄した創部の経時的変化の外観写真。 

B：創部収縮率の経時的変化。（平均値±標準偏差、
*p <0.05） 

 

3日目には BiSCaO 懸濁液による洗浄群が、他の 4群と比較して創収縮率が有

意に高く、6日目以降においても BiSCaO群で創傷収縮が高い傾向にあった。 
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図 6 緑膿菌感染創部の組織学的評価 
 

A：第 9日目の緑膿菌感染創部の HE 染色による組織像。上段の画像の矢印の

範囲は新生肉芽組織の厚みを、下段の画像の矢印は血管内皮細胞を有する

新生血管を示す。 

B：各試験薬の新生肉芽組織の厚みと新生血管数を平均値±標準偏差で示す。 
 

BiSCaO 懸濁液洗浄群では無処置群、生食群と比較して有意に新生肉芽組織の

厚みが増していた。新生血管数においても BiSCaO 懸濁液洗浄群は無処置群、

生食群、ポビドンヨード群と比較して有意に多数の新生血管数を認めた。 
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図 7  In vitro での BiSCaO 軟膏の殺菌活性の検討 
 

各濃度に調製した BiSCaO 軟膏、3 wt%ポビドンヨード軟膏、白色ワセリン、

それぞれ 1 g をペトリプレート上にコーティングし、緑膿菌の懸濁液を 5 mL
を各プレートに添加し、室温で 10、30、60 分反応させた後、緑膿菌コロニー

数を計測して評価した。各群とも N = 6 とし平均値±標準偏差で示す。0.2 
wt%以上の BiSCaO 軟膏では、10 分以上反応させると CFU値は検出下限未満

となった。 
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図 8  In vivo での BiSCaO 軟膏の効果の検討 
 

ラット背部に緑膿菌感染創部を作製し、創部に 1～3日目に各試験薬の軟膏を

1 g 塗布し、4～9日目は生理食塩水で洗浄のみ行った。コントロールとして未

処置群を設定した。第 1、2、3、6、9日に創部に存在する緑膿菌数を計測して

評価した。各群とも N = 6 とし緑膿菌数の経時的変化を平均値±標準偏差で示

した。0.2、1、5 wt%の BiSCaO 軟膏を塗布した群では、3 wt%ポビドンヨー

ド軟膏、白色ワセリン、0.04 wt% BiSCaO 軟膏の群と比較して、創部の緑膿

菌は有意に減少した。 
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図 9 感染創部の外観と面積の評価 
 

A：各試験薬を塗布した創部の経時的変化の外観写真。 

B：創部収縮率の経時的変化。（平均値±標準偏差、*p <0.05） 
3日目以降、0.2、1 wt% BiSCaO 軟膏群では、他の群と比較して創傷収縮が有

意に促進された。 
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図 10 緑膿菌感染創部の組織学的評価 
 

A：第 9日目の緑膿菌感染創部の HE 染色による組織像。上段の画像の矢印の

範囲は新生肉芽組織を、下段の画像の矢印は血管内皮細胞を有する新生血

管を示す。 

B：第 9日目の緑膿菌感染創部の CD34 染色による組織像。矢印は血管内皮細

胞を有する新生血管を示す。 
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表１ 緑膿菌感染創部の組織学的評価 
 

各試験薬での新生肉芽組織の厚みと新生血管数を平均値±標準偏差で示す。

0.2、1 wt% BiSCaO 軟膏群では、無処置群と白色ワセリン群と比較して、統

計学的に有意な新生肉芽組織の厚みを示した。また新生血管数においても

0.2、1 wt%BiSCaO 軟膏群は、無処置群と 3 wt%ポビドンヨード軟膏群と比較

して、有意な新生血管数を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


