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Abstract

Cement- or screw-retained restorations are commonly

used in dental implants. The cement-retained restoration has

high satisfaction based on patient aesthetics ; however, the

residual cement may cause peri-implantitis. Here, we report

the ability of cement with phytic acid to inhibit peri-

implantitis. The goal of this study was to compare the anti-

bacterial and cytotoxic effects of experimental dental ce-

ment containing phytic acid with those of glass ionomer ce-

ment (GIC).

Experimental cement was composed of powdered GIC

and a 50% phytic acid solution, and heat-treated. Control

cement was composed of GIC (FujiⅠ ) . Porphyromonas

gingivalis and Fusobacterium nucleatum were used due to

their involvement in periodontal disease and peri-

implantitis. Primary human gingival epithelial cells (HGEP)

and human periodontal ligament cells (HPDL) were used as

human periodontal tissue cells. To examine the antibacterial

properties of the hardened cement pastes, the experimental

cement and FujiⅠ were immersed in bacterial solution. The

solution was incubated anaerobically for 48 hours, and then

the quantity of viable cells was measured. The same tests

were conducted using the eluates of the hardened pastes. To

examine cytotoxicity, the experimental cement and FujiⅠ
were seeded for 1, 6, 12, 24, or 48 hours in a dedicated

medium. Absorbance was measured using WST1 and was

used to calculate cell viability.

The hardened experimental cement paste showed in-

creased antibacterial effects against P. gingivalis and F. nu-

cleatum compared to FujiⅠ . The experimental cement

showed higher cytotoxicity than FujiⅠ against HGEP and

HPDL from human periodontal tissue after approximately 6

hours. There were significant differences between the two

groups after 48 hours.

The experimental cement showed higher antibacterial ef-

fects than FujiⅠ against P. gingivalis and F. nucleatum .

The powder in the experimental cement was the same heat-

treated fluoroaluminosilicate glass as in FujiⅠ ; only the

liquid component was different. The liquid in the experi-
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緒 言

近年の歯科補綴臨床において，欠損部に対する治療法
の一つとして歯科用インプラントを用いる方法がある．
インプラントは，隣在歯への影響を最小限に留め審美的
にも非常に優れている治療法だが，さまざまな合併症な
どの問題も依然生じており，そのうちインプラント周囲
組織への不具合が多く報告されている（恒吉ら，
2011）．また，インプラント体と上部構造の固定様式の
違いによりインプラント周囲炎の発現に差を生じると
いった報告もある（大音ら，2002）．
インプラントの固定様式であるスクリュー固定式およ

びセメント固定式の双方にメリット・デメリットは存在
するが，現在のインプラント治療において，術式や技工
操作が比較的容易なセメント固定式が利用されることが
多い（辰巳ら，2012）．しかし，セメント固定式の大き
な問題としてセメントの残留による歯垢の形成や（石
田，1984），インプラント周囲炎への関与（畠山ら，
1999 ; Wilson, 2009 ; Korsch et al., 2014a）が報告されて
いる．また，インプラントは天然歯と異なり歯根膜が存
在せず，神経や血管が存在しないため免疫力が低く，天
然歯と比較して周囲炎を発症しやすいと考えられ，実際
にビーグル犬を用いた研究結果からインプラントは抵抗
性が弱いと推察される（Lindhe et al., 1992；穂坂ら，
1996）．そのため，インプラント周囲炎を抑制するセメ
ントを臨床応用することが可能であれば，セメント固定
式のデメリットを払拭することができると思われる．現
在広く臨床応用されているグラスアイオノマーセメント
は，粉末成分のフルオロアルミノシリケートガラスから
のフッ化物イオン（F－）の徐放が広く知られているが
液成分に抗菌性は期待できない．したがって液成分にも
抗菌性を有するものを使用することでさらに高い抗菌性
が得られる可能性が高い．そこで歯垢形成を抑制すると
の報告があるフィチン酸（Nordbö & Rölla, 1972 ; Cole &

Bowen, 1975）に着目した．舘山ら（2013）は口腔イン
プラント上部構造の固定を目的として，フィチン酸を含
有する試作セメントをすでに開発しており，臨床応用可
能な物性を示したことを報告したが，細菌や細胞に及ぼ

す影響については明らかとなっていない．
本研究では，インプラント上部構造のセメント固定式

での使用を想定し，開発したフィチン酸含有試作セメン
トの口腔内細菌への抗菌性と，歯周組織由来細胞に及ぼ
す影響について，最も汎用されているセメントの一つで
あるグラスアイオノマーセメントとの比較・検討を行っ
た．

材料および方法

1．使用セメントと硬化体の作製
フィチン酸含有試作セメント（試作セメント）の粉末

には，市販の合着用グラスアイオノマーセメント（ハイ
ボンド グラスアイオノマーCX，松風，京都）の粉末
であるフルオロアルミノシリケートガラスに熱処理
（600℃，2時間）を施したものを使用した．液には50％
フィチン酸水溶液（和光純薬，大阪）を用いた．対照群
に，市販の合着用グラスアイオノマーセメント（Fuji

Ⅰ，ジーシー，東京）を使用した．試作セメントの粉液
比は，舘山ら（2013）の報告に従い，最も高い物性が得
られた2．2g／1．0mlとした．FujiⅠの粉液比はメーカー
指示の2．25g／1．0mlとした．
試作セメントあるいはFujiⅠの練和泥は，粉と液の練

和後3分以内に内径10mm，高さ2mmのゴム型に填入
し，37℃，相対湿度100％の恒温器内で1時間硬化させ
た．その後，各セメント硬化体を型から取り出して2
mlの蒸留水に浸漬し，37℃，相対湿度100％の恒温器内
でさらに24時間硬化させて実験に使用した．

2．使用した細菌と細胞
共試菌株は，慢性歯周炎やインプラント周囲炎への関

与が知られているPorphyromonas gingivalis ATCC 33277

（P. gingivalis, American Type Culture Collection, USA）と
Fusobacterium nucleatum JCM 8532（F. nucleatum，理化
学研究所，埼玉）の2菌種を使用した．これらの細菌は
北海道医療大学歯学部口腔生物学系微生物学分野より分
与された．これらの細菌は，5µg/mlヘミン（和光純
薬），1µg/mlメナジオン（和光純薬），0．5％ yeast ex-

tract（BD, USA），30µg/ml tryptic soy broth（BD）を添加

mental cement was a 50% phytic acid solution ; the liquid

in FujiⅠ was an aqueous solution of polycarboxylic and tar-

taric acids. The different antibacterial effects of the two ce-

ments are believed to be due to the different liquid compo-

nents. Some of the antimicrobial properties of the prototype

cement are believed to be based on the strong chelating ac-

tivity of phytic acid. The high cytotoxic effect of the experi-

mental cement is likely due to fluoride ion and phytic acid.

The experimental cement containing phytic acid exhibited

higher antibacterial effects against P. gingivalis and F. nu-

cleatum than FujiⅠ. There were no cytotoxic effects against

HGEP and HPDL after 1 hour.

24 笹本 洋平 等／インプラント用として開発したフィチン酸含有試作セメントが口腔内細菌と歯周組織由来細胞へ与える影響の検討

（24）

第３６巻１号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／０２３～０３２　原著　笹本　　　　　４Ｃ  2017.07.28 14.06.37  Page 24 



したTYHM液体培地を使用して，37℃で嫌気的（窒素
80％，水素10％，二酸化炭素10％）に培養した（Wright

et al., 1997）．その後，菌数が1．0×108CFU/mlになるよ
うTYHM液体培地を用いて調整し，抗菌性の実験を行っ
た．
歯周組織由来細胞として，ヒト歯肉上皮前駆細胞

（HGEP, CELLNTEC, Switzerland）とヒト正常歯根膜細
胞（HPDL, LONZA, Switzerland）を使用した．HGEP

は，専用培地であるCnT-Prime，Epithelial Culture Me-

dium（PCTM, CELLNTEC）を用い，HPDLは10％牛胎
児血清（GIBCO, Germany）および1％ペニシリン－ス
トレプトマイシン（GIBCO）含有Dulbecco’s Modified

Eagle Medium （ DMEM, SIGMA, USA ） を 用 い
て，37℃，5％CO2の条件下で培養した．3～4代継代
後，4．0×105cells/mlの細胞数に調整して細胞傷害性の実
験を行った．

3．セメント硬化体による抗菌効果の検討
TYHM液体培地1．8mlに1．0×109CFU/mlのP. gingivalis

およびF. nucleatumをそれぞれ200µlずつ播種し，1．0×
108CFU/mlになるよう調整した2種類の菌液2ml中に，
試作セメントおよびFujiⅠの硬化体をそれぞれ浸漬し，
各菌液試料を試作セメント群およびFujiⅠ群とした．対
照群は，セメント硬化体を浸漬しない菌液2mlとし
た．これらを37℃で48時間嫌気的に培養した．セメント
硬化体をボルテックスミキサーを用いて2500rpmで1分
間振動させ，セメントに付着した菌を剥離し，培地中に
生存する菌と剥離した菌をリン酸緩衝生理食塩水
（PBS, SIGMA）を用いて10倍階段希釈を行い，Brain

Heart Infusion（BHI, BD）血液寒天培地に播種した．7
日間37℃で嫌気的に培養を行って，コロニー数を計測
し，これを生菌数（CFU/ml）とした．

4．セメント硬化体を浸漬した液による抗菌効果の検討
試作セメントおよびFujiⅠの硬化体を37℃のTYHM液

体培地2mlにそれぞれ浸漬し，48時間後にセメント硬
化体を取り除いた．このセメント硬化体からの溶出成分
を含むTYHM液体培地2mlを用いてP. gingivalisおよび
F. Nucleatumを1．0×108CFU/mlに調整し，各菌液試料を
試作セメント群およびFujiⅠ群とした．対照群は，
TYHM液体培地を用いて調整した菌液2mlとした．37℃
で48時間嫌気的に培養を行った後，培地中の菌をPBSを
用いて10倍階段希釈を行い，BHI血液寒天培地に播種し
た．7日間37℃で嫌気的に培養を行って，コロニー数を
計測し，これを生菌数（CFU/ml）とした．

5．細胞傷害性の検討
試作セメントおよびFujiⅠの硬化体をPCTMおよび

DMEM 2mlにそれぞれ37℃で48時間浸漬し，その後セ
メント硬化体を取り除いた．それぞれを試作セメント群
およびFujiⅠ群とし，対照群は，セメント硬化体を浸漬
していないPCTMおよびDMEM 2mlとした．セメント
硬化体からの溶出成分を含むPCTMと対照群のPCTM

に，HGEPをPCTMを用いて4．0×104cells / wellに調整
し，96穴型マイクロプレート（IWAKI，東京）に100µl

ずつそれぞれ播種し，1，6，12，24，48時間培養し
た．また，試作セメントおよびFijiⅠ硬化体からの溶出
成分を含むDMEMと対照群のDMEMに，HPDLをHGEP

と同様の条件で播種・培養した．培養後，細胞増殖試薬
WST-1（タカラバイオ，滋賀）を加えマイクロプレート
リーダー（Infinite F200，Tecan, Switzerland）を用いて吸
光度（OD450）を測定した．対照群を基準とし，細胞生
存率を算出した．また，位相差顕微鏡を用いて，1，
6，12，24，48時間でのHGEPおよびHPDLの形態を観
察した．

6．統計分析
統計ソフトIBM SPSS Statistics 22（IBM, USA）を用

いて統計分析を行った．Bonferroni法またはDunnett（T

3）の方法を用いて，5％の危険率をもって有意差あり
とした．

結 果

1．セメント硬化体による抗菌効果の検討
図1にセメント硬化体を浸漬した菌液における生菌数

を評価した結果を示す．試作セメント群のP. gingivalis

の生菌数は平均9．3×103CFU/mlであり，対照群および
FujiⅠ群と比較して，有意に減少していた．また試作セ
メント群のF. nucleatumの生菌数は平均1．5×105CFU/ml

であり，P. gingivalisと同様に対照群およびFujiⅠ群と比
較して有意に減少していた．

2．セメント硬化体を浸漬した液による抗菌効果の検討
図2にセメント硬化体から溶出した成分を含む液にお

ける生菌数を評価した結果を示す．試作セメント群のP.

gingivalisの生菌数は平均18CFU/mlであり，対照群およ
びFujiⅠ群と比較して有意に減少していた．また試作セ
メント群のF. nucleatumの生菌数は平均8CFU/mlであ
り，P. gingivalisと同様に対照群およびFujiⅠ群と比較し
て有意に減少していた．
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3．細胞傷害性の検討
図3にセメント硬化体を浸漬した培養液を用いて

HGEPを培養して得られた細胞生存率の時間変化を示

す．試作セメント群の細胞生存率は，時間の経過ととも
に低下した．細胞生存率の値は，培養1時間で90％，6
時間で48％，12時間で11％，24時間以降では1％以下に

図1 セメント硬化体による抗菌効果
試作セメント群の生菌数は，2菌種ともに有意に減少した．（n＝9）

図2 セメント硬化体を浸漬した液による抗菌効果
試作セメント群の生菌数は，2菌種ともに有意に減少した．（n＝4）
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なることがわかった．FujiⅠ群の細胞生存率は，試作セ
メント群と同様に時間の経過とともに低下したが，試作
セメント群と比較すると，その低下は緩やかであった．

しかし，培養48時間後の細胞生存率は，試作セメント群
とFujiⅠ群で有意な差は認められなかった．
図4に位相差顕微鏡で観察したHGEPの形態を示す．

図3 セメント硬化体のHGEPにおける細胞傷害性
試作セメント群は培養1時間で細胞生存率は高いが，時間の経過とともに細胞生存率は低下した．（n＝4）

図4 セメント硬化体からの溶出成分によるHGEPの形態変化
培養時間が1時間では試作セメント群の溶出液での結果に形態的特徴の変化は認めないが，12時間で類円形を呈
する細胞が多くみられた．（n＝4）
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培養1時間では，試作セメント群およびFujiⅠ群におけ
る細胞の形態に，対照群と比較して顕著な違いは認めら
れなかった．しかし，試作セメント群およびFujiⅠ群に
おいて培養時間の経過とともに，細胞生存率の低下に伴
い，対照群と異なる類円形を呈する細胞が多くみられる
ようになった．また，その傾向は試作セメント群におい
てより顕著であった．
図5にセメント硬化体を浸漬した培養液を用いて

HPDLを培養して得られた細胞生存率の時間変化を示
す．試作セメント群の細胞生存率は，時間の経過ととも
に低下した．細胞生存率の値は，培養1時間で100％，
6時間で91％，12時間で58％，24時間以降では6％以下
になることがわかった．FujiⅠ群の細胞生存率は，試作
セメント群と同様に時間の経過とともに低下したが，試
作セメント群と比較すると，その低下は緩やかであっ
た．しかし，培養48時間後の細胞生存率は，試作セメン
ト群とFujiⅠ群で有意な差は認められなかった．
図6に位相差顕微鏡で観察したHPDLの形態を示す．

HGEPと同様に培養1時間では，試作セメント群および
FujiⅠ群における細胞の形態に，対照群と比較して顕著
な違いは認められなかった．しかし，培養12時間以降で
は，試作セメント群およびFujiⅠ群において細胞生存率
の低下に伴い，対照群と異なる形態の萎縮を呈する細胞
が多くみられるようになった．

考 察

1．セメントの残留によるインプラント周囲炎と抗菌性
を有するセメント開発の臨床的有用性
歯科領域でのインプラント周囲炎の原因として，イン

プラントのスレッドの深さが嫌気性菌の増殖に関与して
いることが判明しており（Tamura et al., 2013），今回使
用したP. gingivalisやF. nucleatumも多く検出されてい
る．それらの菌は，上部構造をセメント固定した際の歯
肉縁下に残留したセメントや，スクリュー固定した際の
スクリューの緩みによってより増殖速度が増大し，イン
プラント周囲炎発症のリスクを高くする（Djordje et al.,

2013 ; Korsch et al., 2014b ; 2015）．また，インプラント
周囲炎のリスクはセメントの種類の変更（Burbano et

al., 2015 ; Cresti et al., 2015 ; Frisch et al., 2015），残留セ
メントの除去（Canullo et al., 2015）および上部構造の
形態やマージン位置の調整（Vindasiute et al., 2015）な
どによって減少するとの報告もある．さらに，インプラ
ント周囲には歯根膜が存在しないため天然歯と比較して
免疫力が弱く，インプラント周囲炎リスクは天然歯の周
囲炎よりも高いと考えられている（Lindhe et al., 1992；
穂坂ら，1996）．そのため，インプラント用セメントに
は天然歯の補綴装置合着用セメントよりも高い抗菌性を
有することが望ましい．現在の臨床で使用されている従
来型グラスアイオノマーセメントは，優れた抗菌性を有

図5 セメント硬化体のHPDLにおける細胞傷害性
試作セメント群は培養1時間で細胞生存率は高いが，時間の経過とともに細胞生存率は低下した．（n＝4）
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するセメントの一つであり，歯科領域で充填，合着およ
び裏層などの用途に使用されており，歯科用インプラン
トの上部構造をセメントで固定する際にも使用されてい
る（Castillo-Oyagüe et al., 2013）．また，従来型グラスア
イオノマーセメントの抗菌性は，粉末に用いられている
フルオロアルミノシリケートガラスから徐放されるフッ
化物イオン（F－）によって発現することが明らかと
なっている（山内ら，1991）．
本研究では，粉末であるフルオロアルミノシリケート

ガラスから徐放されるF－に加えて，液にも抗菌性を有
する成分を用いることでF－との複合効果によって強い
抗菌効果を発現するインプラント上部構造固定用セメン
トを開発することを目的としている．具体的には，従来
型グラスアイオノマーセメントの液であるポリカルボン
酸水溶液の代わりにフィチン酸の水溶液を用いることを
試みた．フィチン酸は歯垢の形成抑制や（Nordbö &

Rölla, 1972 ; Cole & Bowen, 1975），グラム陰性菌である
大腸菌に対して相乗的殺菌効果を有するとの報告もあり
（Kim & Rhee, 2015），グラム陰性菌であるP. gingivalis

およびF. nucleatumに対して抗菌性を示す可能性もあ
る．すでに舘山ら（2013）は，フルオロアルミノシリ
ケートガラスとフィチン酸の反応性を調整し，従来型グ
ラスアイオノマーセメントと同等の操作性と物性を有す

るセメントの開発に成功している．この試作セメントの
標準粉液比での圧縮強さは195MPaであり，従来型グラ
スアイオノマーセメントの平均的な値よりも大きかっ
た．また，従来型グラスアイオノマーセメントの欠点の
一つは高い崩壊性を有することであるが，試作セメント
の崩壊率は0．3％と低く，高い化学的安定性を有するセ
メントであることが明らかとなっている．さらに，液に
フィチン酸を含んでいることから，F－との複合効果に
よって従来型グラスアイオノマーセメントよりも高い抗
菌性を発現する可能性があり，良好な物性に加え抗菌性
も有する臨床応用に有意義なセメントであることを示す
ことができると考えられる．
そこで本研究では，インプラント周囲炎の予防に有効

な高い抗菌性を有するインプラント上部構造固定用セメ
ントを開発するために，フィチン酸含有試作セメントの
口腔内細菌に対する抗菌性と歯周組織由来細胞に及ぼす
影響を調べた．

2．セメント硬化体の細菌および細胞に対する影響
試作セメント群は，P. gingivalisおよびF. nucleatumに

対してFujiⅠ群よりも高い抗菌性を示した．試作セメン
トの粉末はFujiⅠの粉末の主成分と同じフルオロアルミ
ノシリケートガラスに熱処理を施したものであり，大き

図6 セメント硬化体からの溶出成分によるHPDLの形態変化
培養時間が1時間では試作セメント群の溶出液での結果に形態的特徴の変化は認めないが，12時間で萎縮した細
胞が多くみられた．（n＝4）
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く異なっている点は液成分である．試作セメントの液は
50％フィチン酸水溶液であり，FujiⅠの液はポリカルボ
ン酸と酒石酸の水溶液である．この液成分の違いが，二
つのセメント群間の抗菌性に差を生じた原因と考えられ
る．フィチン酸はEDTA以上のキレート作用を有してお
り（木村，1967），EDTAがグラム陰性菌の外膜に作用
して抗菌性を示すといった報告から推測されるように
（Stevens et al., 1991；松岡ら，2004），試作セメントの
抗菌性の一部はフィチン酸の強いキレート作用により発
現されたものと考えられる．試作セメント群がF. nu-

cleatumよりもP. gingivalisに対して高い抗菌性を示した
理由に関して定かではないため，今後検討が必要と思わ
れる．

FujiⅠ群も抗菌性を示したが，これは川崎ら（1985）
や粟根ら（1997）が報告しているように，グラスアイオ
ノマーセメントの特徴であるF－の徐放によるものと考
えられる．
この仮説を立証するために，セメント硬化体と菌液を

同時に添加した実験と，セメント硬化体を浸漬した液を
用いた実験を行った結果，浸漬した液を用いた実験の方
がより強い抗菌効果を示した．したがって，セメント硬
化体が直接抗菌性に関わっているのではなく，溶出した
F－が抗菌性に関与している可能性が高いことが判明し
た．
次に，細胞傷害性に関する実験を行った．インプラン

ト体周囲には歯肉上皮細胞などが存在するが歯根膜細胞
は存在しない．しかし，インプラント埋入時に口腔内に
天然歯が残存している場合もあり，残存歯数は22．3本と
の報告もある（難波ら，2012）．そこで周囲に残存する
天然歯への影響も調べる必要があると考え，HGEPのほ
かにHPDLも使用した．二つのセメントの細胞傷害性を
調べたところ，試作セメント群およびFujiⅠ群ともに細
胞生存率は経時的に低下した．Kanjevacら（2012）は放
出されるF－の量が多いほど細胞傷害性を示すと報告し
ていることから，本実験でみられたFujiⅠ群の細胞傷害
性は徐放されたF－によるものと考えられる．試作セメ
ント群はFujiⅠ群よりも高い細胞傷害性を示した．これ
は，徐放されたF－の抗菌作用とフィチン酸のキレート
作用によるものと思われる．経時的にみても試作セメン
ト群はFujiⅠ群よりも早く細胞生存率が低下しており，
より高い傷害性を持つことを示している．今後，唾液の
緩衝作用の影響などを加味して，より口腔内に近い環境
下で細胞傷害性について検討を加える必要があると考え
られる．

結 論

本研究では，口腔インプラント上部構造の固定用とし
て開発を試みたグラスアイオノマーセメントの改良型で
あるフィチン酸含有試作セメントの，口腔内細菌であり
インプラント周囲炎から検出されるP. gingivalisおよび
F. nucleatumに対する抗菌性を評価するとともに，歯周
組織由来細胞HGEP，HPDLに対する傷害性を評価した．

1．フィチン酸含有試作セメントは，インプラント周囲
炎から検出されるP. gingivalisおよびF. nucleatumに
対して，従来型グラスアイオノマーセメントである
FujiⅠよりも優れた抗菌性を示した．

2．フィチン酸含有試作セメント硬化体からの溶出成分
は，歯周組織由来細胞であるHGEPおよびHPDLに
対して1時間で細胞傷害性を示さなかったが，経時
的にみて従来型グラスアイオノマーセメントである
FujiⅠよりも高い傷害性を示した．

以上の結果から，フィチン酸含有試作セメントは
HGEPおよびHPDLに対して従来型グラスアイオノマー
セメントであるFujiⅠよりも高い細胞傷害性を示すが，
良好な物性に加えP. gingivalisおよびF. nucleatumに対し
て高い抗菌性も有するセメントであることが明らかと
なった．
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