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3.分担研究報告 
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【はじめに】 

創傷がもたらす医療費コストの増大は社会問題化しており、中でも慢性期褥瘡、糖尿病

性足潰瘍など慢性創傷は 70％の患者が 1年以内に再発・再燃し、機能上のみならず生活の

質にも影響が及んでいる。中でも下肢慢性創傷は重篤化することが多く、特に糖尿病性足

潰瘍（DFU）は費用が多額になりがちで、疾患数が増大している。創傷はしばしば細菌感染

し、中でも黄色ブドウ球菌はバイオフィルム形成することで知られているが、患者のみな

らず周囲の医療従事者にも感染するため、医療施設での感染原因となる。またクロストリ

ジウム・ディフィシル菌（Clostridium difficile）は芽胞形成するため一般の抗菌剤投与

に治療抵抗性を持つ。一方で外科手術の合併症である外科手術部位感染（Surgical site 

infection, SSI）がひとたび引き起こると、入院期間の延長や医療費コストの増大に繋が

るため、事前の抗菌剤を用いた洗浄またはシャワーが推奨されている。眼瞼手術の洗浄に

おいてベビーシャンプーを用いるとポピドンヨードまたはイソプロピルアルコールと同

等の効果があると前向き、ランダム化試験で報告されており、クロルヘキシジングルコネ

ート（CHG）を用いた局所洗浄が、中央輸液ルート感染、術後感染、バンコマイシン抵抗性

腸炎（Vancomycin-resistant enterococci, VRE）またはメチシリン抵抗性黄色ブドウ球菌

（Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA）感染を軽減化すると報告され

ているが、洗浄剤の効果と安全性についてシステマティックレビューでは検討されていな

い。CHG の効果は抗菌剤単独との比較で検討されており、CHG と入浴、CHG と他の洗浄剤（例

えば石けん）の術後感染に対する影響では CHG の利用が必ずしも効果的ではないとの結論

となっている。また外科集中室では、毎日の石けんを用いた洗浄が中央輸液ライン感染に

対して CHG と同様効果を示しており、また CHG は MRSA への効果はないことが報告されて
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いる。消毒と MRSA、バイオフィルム形成 MRSA など病原体の除去は、感染防止に重要であ

り、今回、防腐剤、保存剤、添加物などを含まない無添加石けんの重要構成成分である脂

肪酸カリウムが MRSA などの病原体除去性能と正常細胞への低傷害性を示すかを検討した

ので報告する。 

 

【方法】 

1． 溶液 

ラウリン酸、ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、オレイン酸及びグルタル

アルデヒドは Tokyo Chemical Industry（Tokyo. Japan）社から購入した。カプリル

酸、カプリン酸、リノール酸、ラウリル硫酸ナトリウム、塩化ナトリウム、リン差水素

二ナトリウム十二水和物 (Na2HPO4・12H2O）、リン酸二水素カリウム（KH2PO4）、塩化カ

リウム、水酸化カリウム、塩酸、塩化マンガン(II)四水和物（MnCl2・4H2O）、硫酸マグ

ネシウム七水和物（MgSO4・7H2O）、硫酸鉄七水和物（FeSO4・7H2O）、塩化カルシウム

二水和物（CaCl2・2H2O）、寒天、クリスタルバイオレット、Hanks 液（Hanks’ Balanced 

Salt Solution（HBSS）(+)）、99.5%エタノールは富士フィルム和光純薬（FUJIFILM WAKO 

pure chemical corporation）（大阪、日本）から購入した。ラウリルエーテル硫酸ナト

リウムは日本油脂（東京、日本）から購入した。Dulbecco リン酸緩衝液（Dulbecco’s 

phosphate-buggered saline, D-PBS(+))の調製試薬（100 倍 Mg, Ca）、ウシ胎児血清

（Fetal bovine serum）は各々ナカライテスク（京都、日本）、サーモフィッシャーサ

イエンティフィフィック社（東京、日本）から購入した。ウェルパス®（0.2%アルコー

ル基材の消毒薬）は丸石製薬（大阪、日本）から購入した。 

 

2． 細胞毒性試験に使用する洗浄剤 

8 種の脂肪酸、カプリル酸カリウム（C8K）、カプリン酸カリウム（C10K）、ラウリン

酸カリウム（C12K）、ミリスチン酸カリウム（C14K）、パルミチン酸カリウム（C16K）、

ステアリン酸カリウム（C18K）、オレイン酸カリウム（C18:1K）、リノール酸カリウム

（C18:2K）と合成洗浄剤としてラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）とラウリル硫

酸ナトリウム（SLS）を細胞毒性試験に使用した。 

 カルシウム（Ca）及びマグネシウム（Mg）を含有する D-PBS(+)または HBSS(+)緩衝液

を脂肪酸溶液調製に使用した。8種の脂肪酸塩（0.5 mM）は全ての各々の脂肪酸を水酸

化カリウムと D-PBS(+)または HBSS(+)緩衝液で 80 ℃で溶解し、水酸化カリウムを添

加して pH 10.4 に調整した。ラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）とラウリル硫

酸ナトリウム（SLS）（0.5 mM）は D-PBS(+)または HBSS(+)緩衝液で希釈して最終 pH は

7.7 に調整した。 

 

3． 殺菌試験に使用する洗浄剤 
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 オレイン酸カリウム（C18:1K）を殺菌試験に使用した。オレイン酸（315 mmol）と純

水を加温攪拌し、等モル量の水酸化カリウムを添加し、80 ℃で 1 時間加温する事で、

オレイン酸をオレイン酸カリウム（C18:1K）に転換させた。最終的に 315 mM の水溶液

に水酸化カリウムを添加して、pHを 10.4 に調整した。アルコール基材の消毒液は添付

書通りに使用した。 

4． バイオフィルム除去試験に使用した洗浄剤 

 カプリル酸カリウム（C8K）、カプリン酸カリウム（C10K）、ラウリン酸カリウム（C12K）、

オレイン酸カリウム（C18:1K）、リノール酸カリウム（C18:2K）と合成洗浄剤としてラ

ウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）とラウリル硫酸ナトリウム（SLS）をバイオフ

ィルム除去試験に使用した。 

 使用した脂肪酸塩は全て 31.2 mM であり、脂肪酸と水酸化カリウムを 80 ℃の純水

と混和して調製し、その後水酸化カリウムを用いて pH を 10.4 に調整した。ラウリル

エーテル硫酸ナトリウム（SLES）とラウリル硫酸ナトリウム（SLS）は各々31.2 mM で

あり、純水で希釈して調製した。 

 最終的にラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）の pH は 4.2、ラウリル硫酸ナト

リウム（SLS）の pH は 7.0 となった。 

 

5． 細胞培養 

 マウス永久繊維芽細胞株、BALB/3T3 Clone A31（JCRB Cell Bank、東京、日本 JRB9005）

は、DMEM 溶液（サーモフィッシャーサイエンティフィック）に 10％ウシ胎児血清、100 

U/mL ペニシリン（Meiji Seika ファルマ、東京、日本）、100 μg/mL ストレプトマイシ

ン（Meiji Seika ファルマ、東京、日本）を添加したもので培養した。ヒト初代ケラチ

ノサイト細胞、NHEK-Ad（Lorenza Japan Ltd., 東京、日本）は、KBM-Gold 培地（Lorenza 

Japan）で培養した。96-ウェル Nunc MicroWell microplate（サーモフィッシャーサイ

エンティフィック）に 1×104 ずつ、5％CO2 37 ℃で BALB/3T3 細胞は 24時間、NHEH-

Ad 細胞は 48 時間培養した。 

 

6． 細胞毒性試験 

 LDH 溶出率と細胞生存率を合わせて、細胞毒性を検討した。BALB/3T3 細胞は 100 μ

L/ウェルで 24 時間培養後、0.5 mM の試験脂肪酸カリウム及び対照として、ラウリルエ

ーテル硫酸ナトリウム（SLES）とラウリル硫酸ナトリウム（SLS）で室温にて 5分間処

理し、未処理対照として、D-PBS(+)処理の細胞が用いられた。 

 各ウェルから、LDH 溶出率アッセイのために溶液を採取し、培地で 5 回洗浄後 24 時

間培養した。培養後、BALB/3T3 細胞は培地で 5 回洗浄し、細胞生存率を測定した（図

1）。 

 NHEK-Ad 細胞は 100 μL/ウェルで 48 時間培養し、0.5 mM のカプリル酸カリウム
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（C8K）、ラウリン酸カリウム（C12K）、オレイン酸カリウム（C18:1K）、リノール酸カリ

ウム（C18:2K）及び対照として、ラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）とラウリル

硫酸ナトリウム（SLS）で 5 分間室温にて処理した、HBSS(+)培地で処理した細胞を未

処理対照とした。試験群及び対照群とも LDH 溶出率アッセイの溶液採取後、3回培地で

洗浄し、細胞生存率を測定した（図 2）。LDH 溶出率及び細胞生存率測定は、各々細胞

毒性 LDH アッセイキット-WST (同仁化学研究所、熊本、日本)と細胞計測キット-8（同

仁化学研究所、熊本、日本）を用いた。 

 

 

図 1 BALB/3T3 細胞毒性試験 

 BALB/3T3 細胞は DMEM 培地で 24時間培養後に、1ウェルあたり 100 mL ずつの各々の

溶液で 5 分間処理実験した。各ウェルから LDH 溶出率アッセイ用に溶液を採取後、更

に 24 時間培養後 WST-8 アッセイで細胞生存率を測定した。 

 

 

図 2 NHEK-Ad 細胞毒性試験 

 NHEK-Ad 細胞は KGM-Gold 培地で 48時間培養後に、1ウェルあたり 100 mL ずつの各々

の溶液で 5 分間処理実験した。各ウェルから LDH 溶出率アッセイ用に溶液を採取後、

直ちに WST-8 アッセイで細胞生存率を測定した。 

 

7． 細胞懸濁液の準備 

 大腸菌、NBRC3972、黄色ブドウ球菌、NBRC12732、セレウス菌、NBRC15305、は製品評

価技術基盤機構（東京、日本）から購入し、クロストリジウム・ディフィシル、ATCC9689、

は関東化学株式会社（東京、日本）から購入した。 

 大腸菌と黄色ブドウ球菌はソイビーンカゼインダイジェスト培地（SCDA 日水製薬株

式会社、東京、日本）上で 30-35 ℃で、18-24 時間培養した。コロニーのいくつかは、

トリプチケースソイブロス（TSB、ビオメリュージャパン、東京、日本）10 mL に取り

込み、35 ℃で 18－24 時間攪拌培養した。各々の細菌の懸濁液は純水を加え 107-108 
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CFU/mL に希釈した。 

 セレウス菌とクロストリジウム・ディフィシルの培地は、784 mL のイオン交換水を

32 g のトリプチケースソイ寒天培地（TSA、ビオメリュージャパン）に添加して調製し、

オートクレーブ滅菌後 50℃で維持した。次いで、0.306 g の塩化マンガン(II)四水和

物、2.5 g の硫酸マグネシウム七水和物、0.003 g の硫酸鉄七水和物を 0.01 mol/L 塩

酸 100 mL に溶かした溶液 8 mL と、1.5 g 塩化カルシウム二水和物を 0.01 mol/L 塩酸

100 mL に溶かした溶液 8 mL を添加して混合した。セレウス菌とクロストリジウム・デ

ィフィシルは 30－35 ℃で芽胞が出現するまで分離培養し、その後、純水を加え懸濁液

は細菌スプレッダーで拡散させて調製した。懸濁液は 75 ℃、15 分間加温し、その後

急激に冷却した後、純水で 107-108 CFU/mL に希釈した。 

 

8． 殺菌試験 

 殺菌試験は、室温で 20 mL のオレイン酸カリウムまたはアルコール消毒液と 0.2 mL

の細菌懸濁液を混合して実施した。混合後 1，5，10 分後に検体を採取し、100 倍量

のソイカゼインダイジェストレシチンポリソルベート培地（SCDLP)（栄研化学株式会

社、東京、日本）で中和希釈した。10 倍希釈の大腸菌、黄色ブドウ球菌、セレウス菌

はソイビーンカゼインダイジェスト培地（SCDA）上で 30－35 ℃、40－48 時間培養し

た。10 倍希釈のクロストリジウム・ディフィシルはコロンビア寒天培地プレート上で

30－35 ℃、48－72 時間培養した。コロニー数は CFU/mL と表現し、殺菌活性は、純水

処理の場合と比較した log CFU の減少量で計測した。 

 

9．バイオフィルム形成 

MRSA (OJ-1, ATCC No. BAA-2856TM）は自見至郎博士（福岡大学病態構造系総研）か

ら譲渡され、傾斜トリプチケースソイ寒天培地（TSA）で 37 ℃、24 時間培養した。 

コロニーのいくつかは、トリプチケースソイブロス（TSB）を用いて 600 nm の吸光度

が 0.1 となるよう希釈し、1 mL の調製した懸濁液を、12ウェル培養プレート（Corning 

Inc., Corning, New York, USA）で 37 ℃、24時間培養し、バイオフィルムを形成さ

せた。得られたバイオフィルムを生理食塩水で洗浄し、浮遊細胞を除去した。 

 

10．バイオフィルム除去試験 

 バイオフィルム除去率を計測するため、1 mL の試験検体をバイオフィルムに室温で

1分間接触させた。浮遊細胞を除去するため、生理食塩水で 3回洗浄した後、ウェル内

のバイオフィルムを 0.1 %クリスタルバイオレットで 1 時間染色した後、生理食塩水

で 2度洗浄した。エタノールで脱色後、残留したバイオフィルムを、SynergyH4 ハイブ

リッドマルチモードマイクロプレートリーダー（BioTek Instruments Inc., Winooski, 

Vermont, USA）を用いて 570 nm の吸光度で定量した。 
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 バイオフィルム除去率は以下の公式で求めた（全て吸光度）。 

 

             (対照-ブランク)-(実験-ブランク) 

バイオフィルム除去率(%)＝                 x 100 

                  (対照-ブランク) 

11．走査電顕でのバイオフィルム構造 

培養皿（Corning 社）から 8 mm×8 mm 大の試験片を採取し、滅菌試験片を 12 ウェル

培養プレートに移植し、調製した細菌懸濁液（1.5 mL）を各ウェルに添加し、37 ℃、

24 時間培養してバイオフィルムを形成させた。バイオフィルム除去試験を、この試験

片を用いて上記の方法で実施した。バイオフィルムを生理食塩水で洗浄し、緩く接着

した細胞を除去した。2.0%グルタルアルデヒド溶液を用いて、4 ℃、2時間固定した。

更にバイオフィルムを、アルコール濃度を徐々に上昇させ 99.5%にして脱水し、一晩空

気乾燥させ、白金／パラジウムイオンコートして走査電顕観察した。走査電顕はミニ

スコープ TM-1000（Hitachi、東京、日本）を用いた。 

 

12．統計解析 

   データは平均±標準偏差で示した。LDH 溶出率アッセイと WST-8 アッセイには反復

分散分析を用い、バイオフィルム除去試験には Student t 検定を用いた。p<0.05 を統

計学的有意とした。 

 

 

【結果】 

1．脂肪酸カリウムと合成洗剤との構造上の比較 

本研究では、種々の脂肪酸カリウムと、対照品の合成洗剤として、ラウリルエーテ

ル硫酸ナトリウム（SLES）とラウリル硫酸ナトリウム（SLS）を用いた（図 3）。 
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図 3 脂肪酸カリウムと合成洗剤の分子構造 

 a) カプリル酸カリウム（C8K）、b) カプリン酸カリウム（C10K）、c) ラウリン酸カ

リウム（C12K）、d) ミリスチン酸カリウム（C14K）、e) パルミチン酸カリウム（C16K）、

f) ステアリン酸カリウム（C18K）、g) オレイン酸カリウム（C18:1K）、h) リノール酸

カリウム（C18:2K）、i) SLES、j) SLS。炭素鎖はグレー、水素は白、硫酸は赤、カリ

ウムイオンは紫、ナトリウムイオンは緑で示した。 

 

2．細胞毒性試験 

細胞毒性試験として、乳酸脱水素酵素（LDH）溶出率アッセイを実施し、細胞生存率

はテトラゾリウムアッセイ（WST－8 アッセイ）で測定した。 

 

2-1. LDH 溶出率 

5 分間の脂肪酸カリウム処理の BALB/3T3 細胞は、SLES または SLS 処理の BALB/3T3

細胞と比較して、未処理対照との百分率比で有意に低い LDH 溶出率を示した（カプリ

ル酸カリウム（C8K）は 104.1±3.3%、カプリン酸カリウム（C10K）は 100.2±3.3%、

ラウリン酸カリウム（C12K）は 103.9±3.5%、ミリスチン酸カリウム（C14K）は 104.9

±3.6%、パルミチン酸カリウム（C16K）は 105.8±3.2%、ステアリン酸カリウム（C18K）

は 111.0±3.3%、オレイン酸カリウム（C18:1K）は 108.9±10.2%、リノール酸カリウ

ム（C18:2K）は 107.0±3.2%であり、ラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）は 720.6

±45.8%、ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）は 523.4±61.4%であった（試験脂肪酸カリ

ウムと SLES 及び SLS は全て p<0.01））（図 4）。 
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図 4 BALB/3T3 細胞の LDH 溶出率 

 5 分間処理直後の BALB/3T3 細胞の LDH 溶出率を、未処理対照との百分率比で、脂肪

酸カリウム、SLES、SLS で比較した。** p<0.01, ## 未処理対照に対して p<0.01。 

 

5 分間の脂肪酸カリウム処理の NHEK-Ad 細胞は、SLES 処理の NHEK-Ad 細胞と比較し

て、未処理対照との百分率比で有意に低い LDH 溶出率を示した（カプリル酸カリウム

（C8K）は 49.2±7,4%、ラウリン酸カリウム（C12K）は 75.3±8.4%、オレイン酸カリ

ウム（C18:1K）は 116.6±23.4%、リノール酸カリウム（C18:2K）は 58.5±8.6%であり、

ラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）は 442.3±15.5%、ラウリル硫酸ナトリウム

（SLS）は 96.5±9.5%であった（試験脂肪酸カリウムと SLES は全て p<0.01））（図 5）。 

 

 

図 5 NHEK-Ad 細胞の LDH 溶出率 
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 5 分間処理直後の NHEK-Ad 細胞の LDH 溶出率を、未処理対照との百分率比で、脂肪

酸カリウム、SLES、SLS で比較した。** p<0.01, ## 未処理対照に対して p<0.01。 

 

2-2. 細胞生存率 

WST-8 アッセイでは、24時間の培養後、5分間の脂肪酸カリウム処理の BALB/3T3 細

胞は、SLES または SLS 処理の BALB/3T3 細胞と比較して、未処理対照との百分率比で

有意に高い細胞生存率を示した（カプリル酸カリウム（C8K）は 114.4±8.7%、カプリ

ン酸カリウム（C10K）は 109.9±12.7%、ラウリン酸カリウム（C12K）は 111.5±10.7%、

ミリスチン酸カリウム（C14K）は 111.5±12.0%、パルミチン酸カリウム（C16K）は 104.8

±15.4%、ステアリン酸カリウム（C18K）は 102.0±10.7%、オレイン酸カリウム（C18:1K）

は 102.8±13.4%、リノール酸カリウム（C18:2K）は 108.0±10.6%であり、ラウリルエ

ーテル硫酸ナトリウム（SLES）は 30.1±4.8%、ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）は 18.1

±0.6%であった（試験脂肪酸カリウムと SLES 及び SLS は全て p<0.01））（図 6）。 

 

図 6 BALB/3T3 細胞の細胞生存率 

 5 分間処理後に 24 時間培養した BALB/3T3 細胞の生存率を、未処理対照との百分率

比で、脂肪酸カリウム、SLES、SLS で比較した。** p<0.01, # 未処理対照に対して

p<0.05, ## 未処理対照に対して p<0.01。 

 

48 時間の培養後、5 分間の脂肪酸カリウム処理の NHEK-Ad 細胞は、SLES または SLS

処理の NHEK-Ad 細胞と比較して、未処理対照との百分率比で有意に高い細胞生存率を

示した（カプリル酸カリウム（C8K）は 92.8±13.7%、ラウリン酸カリウム（C12K）は

95.9±7.1%、オレイン酸カリウム（C18:1K）は 110.7±8.1%、リノール酸カリウム

（C18:2K）は 92.9±11.3%であり、ラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）は 31.5

±1.3%、ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）は 56.0±6.4%であった（試験脂肪酸カリウム
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と SLES 及び SLS は全て p<0.01））（図 7）。 

 

図 7 NHEK-Ad 細胞の細胞生存率 

 5 分間処理直後の NHEK-Ad 細胞の生存率を、未処理対照との百分率比で、脂肪酸カ

リウム、SLES、SLS で比較した。** p<0.01, # 未処理対照に対して p<0.05, ## 未処

理対照に対して p<0.01。 

 

3. 殺菌試験 

 脂肪酸カリウム（特にオレイン酸カリウム（C18:1K））とアルコール基材の消毒剤

とを細菌懸濁液を用いて、10 分間試験した。 

 黄色ブドウ球菌に対しては、オレイン酸カリウムはアルコール基材の消毒剤と比較

して、1 分間では殺菌率が有意に低かった（1.7±0.9 対>4.5±0.3 log コロニー形成

ユニット（CFU）/mL, p<0.05）。しかし、5分間～10 分間では脂肪酸カリウムもアル

コール基材消毒剤も同様の殺菌効果を示した。 

セレウス菌に対しては、オレイン酸カリウムもアルコール基材の消毒剤も 1 分間～10

分間で同様の殺菌効果を示した（≤0.3 log CFU/mL）。 

クロストリジウム・ディフィシルに対しては、オレイン酸カリウムはアルコール基材

の消毒剤と比較して、一貫して有意に高い殺菌効果を有した（1 分では>2.4±0.5 対

0.4±0.2, p<0.05； 5 分では>2.4±0.5 対 0.5±0.3, p<0.05； 10 分では>2.4±0.5

対 0.5±0.2, p<0.01）(表 1)。 

 

表 1 オレイン酸カリウムとアルコール系消毒剤の殺菌効果 

 抗菌テストは 0.2 mL の各細菌の懸濁液を 20 mL のそれぞれの試験物質と混合して

実施した。*p < 0.05、**p < 0.01。 
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4. バイオフィルム形成 MRSA への効果 

4-1 クリスタルバイレットアッセイ 

バイオフィルムに以下 5 種類の脂肪酸（カプリル酸カリウム（C8K）、カプリン酸カ

リウム（C10K）、ラウリン酸カリウム（C12K）、オレイン酸カリウム（C18:1K）、リノー

ル酸カリウム（C18:2K））またはラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）、ラウリル

硫酸ナトリウム（SLS）を 1分間暴露させた後、0.1%クリスタルバイオレットで染色し

て定量した。対照との百分率比で、オレイン酸カリウム（C18:1K）は 90.3±2.9%であ

り、ラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES、74.8±9.7%, p<0.01）やラウリル硫酸

ナトリウム（SLS、78.0±7.7%, p<0.05）よりも有意にバイオフィルム形成 MRSA 除去

能が高かった。また、カプリル酸カリウム（C8K）は 89.3±3.3%であり、SLES（p<0.01）

や SLS（p<0.05）よりも有意にバイオフォルム形成 MRSA 除去能が高かった（図 8）。 

 

 
図 8 バイオフィルム形成 MRSA 除去率 

 バイフィルム形成 MRSA, OJ-1,の除去率を、未処理対照との百分率比で、脂肪酸カ

リウム、SLES、SLS で比較した。バイオフィルム形成したものを各処理に 1 分間暴露

し、ウェルに残留したバイオフィルムを 0.1%クリスタルバイオレットで染色し、570 

nm の吸光度によりマイクロプレートリーダーで定量化した。*p < 0.05, **p < 0.01。 

 

4-2 オレイン酸カリウム（C18:1K）処理後の電顕像 
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 24 時間培養後に形成された MRSA のバイオフィルムに、1 分間のオレイン酸カリウ

ム(C18:1K)処理をすると、走査電顕像ではバイオフィルムがほぼ完全に消失した（図

9）。 

 

 

図 9 処理前後の電顕像 

 (a)未処理の像、(b) オレイン酸カリウム（C18:1K）処理した像。37 ℃、24 時間培

養後に形成された MRSA のバイオフィルム像はオレイン酸カリウム（C18:1K）での 1分

間処理でほぼ完全に消失した。 

 

 

【討論】 

消毒剤、殺菌剤は二次耐性を引き起こし効果が無くなることがあるため、創感染の

治療には有効な方法を考慮すべきである。生体適合性、非イオン性、完全水溶性のポ

リマー基材ドレッシングは緑膿菌などのグラム陰性菌に直接作用し、創傷治癒を促進

する。特に、脂質ベースの緑膿菌と黄色ブドウ球菌の外膜に作用して、代謝活性を低

下させバイオフィルム構成成分である膜糖タンパクを攻撃する。 

共焦点レーザー顕微鏡では、同じ基材ベースの創傷ドレッシングが 1％スルファジ

アジン銀、消毒剤無添加で、CDC（Center for Disease Control and Prevention）産

出器、フィルターバイオフィルム、及びチャンバースライドで、黄色ブドウ球菌や MRSA

のバイオフォルムの破壊と脱着を引き起こしていることが観察された。我々のデータ

では、48時間の大腸菌、黄色ブドウ球菌、セレウス菌の培養後、オレイン酸カリウム

及び対照（消毒用アルコール）で 10 分間処理すると、オレイン酸カリウム及び消毒用

アルコール共に同程度の細菌除去効果を示した。大腸菌と黄色ブドウ球菌は両方の処

理で、4log 減少し、セレウス菌は両方の処理に耐性があった。セレウス菌は芽胞を産

生しており、乏血小板血漿、多血小板血漿、血小板ゲル、血小板溶解生体材料から作

成した洗浄剤に対してさえも耐性を持つ。 
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 クロストリジウム・ディフィシルに対しては、オレイン酸カリウムは 1 分処理で

2.4log 細菌減少を引き起こしたが、消毒用アルコールでは 0.4log 減少に過ぎなかっ

た。 

小児重症熱傷では、クロストリジウム・ディフィシル関連の下痢が、入院患者の致死

率を 5 倍に高める。熱傷面積に対する入院期間は延長し、下痢によりアシドーシスを

引き起こす。よって、オレイン酸カリウムを用いた洗浄が消毒アルコールよりもクロ

ストリジウム・ディフィシル感染の場合は有効であろうと思われる。 

in vitro の脱細胞マウス皮膚モデルでは、洗浄剤不使用、非イオン洗浄剤、陰性イオ

ン洗浄剤で比較すると、硫酸グリコサミノグリカンの量はイオン性洗浄剤でのみ低下

した（p<0.05）。洗浄剤不使用法に比較して洗浄剤法は全て、機械的足場強度とエラス

チン量を減少させた（p<0.05）。洗浄剤不使用、非イオン合成洗浄剤、陰イオン洗浄剤

では足場強度と細胞外マトリクス量を低下させ、これは遺残した組織に悪影響を与え

る。我々の研究では、陰イオン洗浄剤である脂肪酸カリウムはマウス線維芽細胞及び

ヒトケラチノサイトに対して、ラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）と比較して、

24 時間、48 時間の培養後の細胞傷害性が有意に低かった。マウス線維芽細胞とヒトケ

ラチノサイトは WST-8 アッセイと LDH 溶出率アッセイでの評価をしており、この手法

はヒトグリオーマ細胞（U87）、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）でも有用である。マウ

ス線維芽細胞では、脂肪酸カリウムはラウリル硫酸ナトリウム（SLS）と比較して細胞

生存性が有意に高かった。一方初代ヒトケラチノサイトでは、カプリル酸カリウム

（C8K）、ラウリン酸カリウム（C12K）、オレイン酸カリウム（C18:1K）、リノール酸カ

リウム（C18:2K）の脂肪酸カリウムは、ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）より有意に細

胞生存性は高かったが、LDH 溶出率アッセイでは有意差は認められなかった。ヒトケ

ラチノサイト（NCTC2455 細胞株）とラウリル硫酸ナトリウム（SLS）は光アレルギー試

験で見られるように相互作用が起こると考えられる。 

 アメリカ軍の外傷における症例対照研究では複数菌感染が感染継続の重要な因子で

あると報告されており、種々の細菌から産生されるバイオフィルムが創感染の継続に

重要であるとされている。臨床例から分離した MRSA の一種（ATCC, BAA-2856、それま

での呼称で OJ-1）は、マウス皮膚チップモデルでバンコマイシン耐性を示した上に、

病原性の強いバイオフィルムを産生し、マウスクッパー細胞内で生存可能であった。

今回の BAA-2856 株を用いたバイオフィルム除去試験では、オレイン酸カリウム

（C18:1K）のバイオフィルム除去率は、ラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）と

比較して 15％（p<0.01）、ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）と比較して 12％（p<0.05）

の差があり、有意に効果的であった。他の脂肪酸カリウムではカプリル酸カリウム（C8K）

がラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）、ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）と比較

して有意にバイオフィルム除去率が高く、オレイン酸カリウムのみならず脂肪酸カリ

ウムがラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）、ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）と
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比較して有用であると考えられる。 

以前の報告でラウリル硫酸ナトリウム（SLS）が表皮ブドウ球菌、黄色ブドウ球菌、緑

膿菌に対してオレイン酸や塩化ベンザルコニウムと同等に筋皮膚創傷に有用であった

との報告がある。一方、ラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）を原料として含有

するシャワーゲルは吸引水疱モデルで一過性に炎症を抑制し、細菌増殖を抑制するも

のの、化粧品の原料でもあり、細胞毒性を指摘されている。0.1 mg/mL の臨界ミセル

濃度以下の濃度では、ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）はコラーゲン融解酵素活性にほ

ぼ影響を与えないが、皮膚に浸透して皮膚刺激を引き起こすとされている。In vivo 試

験において、ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）処理の繰り返しが表皮下での蓄積を引き

起こした。これら合成陰イオン洗浄剤と異なり、脂肪酸カリウムとオレイン酸ナトリ

ウムの毒性は、自然界の川を模した系では変化する。すなわち硬水におけるオレイン

酸ナトリウムの沈降は陽イオン依存性の無毒化であり、これは金属石けんを形成する。

オレイン酸塩、パルミチン酸塩の毒性は、ラウリン酸塩、ミリスチン酸塩の 1/10 であ

る。細胞培養に川の水や水道水を使用した場合、全脂肪酸の致死濃度は、超純水を用

いた場合と比べ、30－100 倍の高値となり、毒性が低下した。 

 よって、脂肪酸カリウムの一種であるオレイン酸カリウムは、創洗浄に有用であり、

殺菌性があり、MRSA 除去能を有し、宿主細胞には毒性が低く、環境にも優しい性質で

あると言える。 

 

 

【結論】 

 無添加石けんの成分である脂肪酸カリウムの一種、オレイン酸カリウムは、MRSA を

含む複数の細菌を殺菌可能であり、バイオフィルム形成 MRSA の除去にも効果的であ

った。正常な宿主細胞に対する影響の観点では、LDH 溶出率及び細胞生存率は、合成

洗浄剤であるラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES）やラウリル硫酸ナトリウム（SLS）

と比較して、有意に細胞傷害性が低い結果となった。よって、オレイン酸カリウムは

創傷洗浄剤として費用対効果が高いと考えられる。 
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