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要旨： 

目的：過酸化水素の細胞に対する影響を評価するため、直接細胞接触法とコラーゲンゲル包埋培養法が有効であ

るかを確認することを目的とした。 

方法：細胞は HeLa 細胞を用いた。直接細胞接触法では、滅菌蒸留水で希釈して濃度を 0.003％・0.006％・0.03％・

0.06％・0.3％・0.6％・3％とした過酸化水素を 10 分間 HeLa 細胞に作用させ、細胞生存率を算出した。コラー

ゲンゲル包埋培養法では、HeLa 細胞を包埋したコラーゲンゲル内に 3%過酸化水素内に 10 分間浸漬したシリコン

チューブを埋め込み、細胞の生存を観察した。 

結果：HeLa 細胞では、直接細胞接触法によって過酸化水素濃度が 0.3％以上で濃度依存的に細胞生存率が減少す

ることがわかった。コラーゲンゲル包埋培養法では、過酸化水素に浸漬し風乾させずにコラーゲンゲル内に埋め

込んだシリコンチューブ片の周辺の細胞が死滅することが示された。 

結論：直接細胞接触法は、培養液中の有機物に及ぼす過酸化水素の影響を除外して培養細胞に対する影響を評価

する方法として有用であることが示唆された。また、コラーゲンゲル包埋培養法は、過酸化水素で処理をした試

験材料を培養細胞含有ゲル内に埋め込むことで、細胞に対する影響を直接かつ 3 次元的に評価する方法として有

用であることが示唆された。 
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はじめに 

 

 過酸化水素はこれまで消毒薬として用いられてきたが、

近年、内視鏡など高温や高圧に耐えられない医療機器・

器具・材料を滅菌するために用いられるようになってき

た1)。 

 しかし、過酸化水素は強力な酸化作用を有するために、

過酸化水素を用いた滅菌業務において、その従事者に対

する影響が懸念されている2)。そして、過酸化水素の強

力な酸化作用による様々な組織や細胞に対する影響が指

摘され、過酸化水素の毒性について検討されている3-5)。 

 消毒薬や滅菌剤の毒性を評価するため、培養細胞にお

いて、3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide（MTT）をホルマザン色素へ還元する酵素反応を

利用した MTT 法という in vitro 系の評価法が用いられて

いる6)。しかし、過酸化水素は発生する活性酸素がタン

パク質などの高分子化合物を酸化させる作用が強いため、
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細胞培養に用いられる培養液に含まれる有機物と反応し

てしまうことが懸念される7)。 

 竜らは、過酢酸製剤とオルソフタルアルデヒド製剤を

培養液中に添加せず直接細胞へ作用させる直接細胞接触

法を開発し、その毒性を評価した8)。この評価方法では、

消毒薬や滅菌剤が細胞培養で用いる培養液に含まれる

様々な有機物と反応せず、細胞に対する消毒薬や滅菌剤

の直接的な影響を検討することができる利点がある。 

 また、竜らは、コラーゲンゲルを用いた包埋培養系を

開発し、滅菌物に残留したグルタラールによる細胞への

毒性を評価した9)。この方法で、滅菌物に残留した消毒

薬や滅菌剤の生体に対する影響を3次元的に評価するこ

とができ、滅菌物に残留した過酸化水素の細胞に対する

影響を評価するために有用であると考えた。 

 

１．目  的 

 

 本研究は、直接細胞接触法を用いることで、培養液中

の有機物に対する過酸化水素の影響を除外して過酸化水

素の細胞に対する影響を評価するために有効であること

を確認することを目的とした。さらに、コラーゲンゲル

包埋培養法が培養細胞に対する滅菌物に残留した過酸化

水素の毒性を評価することにおいて有効であることを確

認することを目的とした。 

 

２．方  法 

 

2.1 直接細胞接触法 

 HeLa 細胞を 96 穴マイクロプレートに播種し、10％ウ

シ胎児血清（Fatal bovine serum : FBS）添加イーグル最

少必須培地（Eagle’s minimal essential medium : MEM）で

72 時間、CO２濃度 5％・37℃のインキュベーター内で培

養し安定化した。 

 培養液を除去し、リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate 

buffered saline : PBS）で洗浄し、滅菌蒸留水で濃度が

0.003％・0.006％・0.03％・0.06％・0.3％・0.6％・3％と

なるように希釈した過酸化水素を各ウェルの細胞に添加

し、10 分間細胞に直接作用させた。対照群として、過酸

化水素を添加しない滅菌蒸留水を同様に 10 分間作用さ

せた。 

 過酸化水素を作用させたことによる細胞の生存率を算

出するため、MTT を 0.5 ㎎/mL 含む 10％FBS 添加 MEM

培地を添加し、5％CO２・37℃で 2 時間インキュベートし

た。 

 2 時間後、各ウェルの MTT 添加培地を除去し、イソプ

ロパノールを加えて室温で 30 分間静置して生存してい

た細胞が生成したホルマザン色素を抽出して 570nm の

吸光度を測定した。 

 吸光度より細胞生存率を算出した。細胞生存率は、（過

酸化水素作用後の細胞）/（過酸化水素未処理の細胞）×

100 で算出した。 

 

2.2 コラーゲンゲル包埋培養法 

 培養細胞の包埋に、細胞培養用コラーゲン（Cellmatrix®

Ⅰ-A・新田ゼラチン）を用いた。培養器として 6 穴のト

ランズウェルパームアブルサポート（Corning 社製・カ

タログ番号 3414）を用いた。HeLa 細胞を細胞数が１ウ

ェルあたり 5×104cells となるように、Cellmatrix®Ⅰ－A

を製品のプロトコールにしたがって懸濁し、トランズウ

ェルバリアブルサポートのインサート内に 1.5mL ずつ分

注し、5％CO2・37℃インキュベーター内で 30 分間静置

し細胞懸濁液をゲル化させた。 

 コラーゲンゲル化後、インサートが挿入されているマ

ルチウェルプレート内に 10％FBS添加MEM培地を 2mL

加え、5％CO2・37℃インキュベーターにて 48 時間培養

し、コラーゲンゲル内に培地成分を浸透させ、ゲル内の

細胞を安定化した。 

 コラーゲンゲルに埋め込むシリコンチューブ片は、

5mm 径のシリコンチューブを 5mm の長さに切断したも

のを用いた。シリコンチューブ片は洗浄後 UV 照射によ

り 2 時間滅菌し、以降の実験操作はクリーンベンチ内で

無菌的に行った。チューブ片の処理は、対照群として紫

外線殺菌灯による紫外線照射で滅菌後過酸化水素に浸漬

しなかったチューブ片、紫外線照射後 3％過酸化水素に

10 分間浸漬し引き上げ風乾させないチューブ片、紫外線

照射後3％過酸化水素に10分間浸漬し引き上げたのち30

分間クリーンベンチ内で風乾させたチューブ片とした。 

 6 穴のトランズウェルバリアブルサポートのインサー

ト内の細胞懸濁コラーゲンゲル内に処理した各チューブ

片を垂直に挿入し埋没させ、5％CO２・37℃インキュベー

ター内で 24 時間培養した（図 1）。 

 24 時間培養後、マルチウェル内の培養液を MTT を

0.5mg/mL 含む MEM 培地と交換し、5％CO２・37℃イン

キュベーターで 2 時間培養し、生存した細胞に MTT を
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取り込ませた。マルチウェル内の MTT 添加培地を除去

し、PBS をウェル内に加えて 10 分間静置後除去し、再

び PBS を加えた。この操作を 3 回繰り返し、コラーゲン

ゲル内の MTT 添加培地を除去し、生存していた細胞に

より生成された青色のホルマザン色素を観察しやすくし、

写真撮影を行った。 

 

３．結  果 

 

3.1 直接細胞接触法 

 直接細胞接触法を用いて HeLa 細胞に対して過酸化水

素を作用させた結果を図２に示す。本研究では、直接細

胞接触法を行った過酸化水素濃度 0.003％、0.006％、

0.03％、0.06％、0.3％、0.6％、3％の各濃度において、各々

の実験例数は 9 であった。 

 図２に過酸化水素を直接 HeLa 細胞に作用させた直接

細胞接触法の結果を示す。過酸化水素濃度が 0.003～

0.06％では細胞生存率は 80％以上を保っていたが、濃度

が 0.3％になると約 50％に低下した。HeLa 細胞では過酸

化水素濃度が 0.3％付近より顕著な細胞生存率の低下が

みられ、濃度 0.3％以上では濃度依存的に細胞生存率が低

下していた。 

 

3.2 コラーゲンゲル包埋培養法 

 コラーゲンゲルで HeLa 細胞を包埋し、試験材料とし

てシリコンチューブ片を埋め込み、MTT 添加培地で 2 時

間培養した結果を図３に示した。本研究では、コラーゲ

ンゲル包埋培養法を行った実験例数は 3 であった。 

 紫外線照射により滅菌し 3％過酸化水素に浸漬しなか

ったシリコンチューブを埋め込んだ細胞含有コラーゲン

ゲルを図３の A に示した。埋め込まれたチューブの周辺

はホルマザン色素による青色を呈し、紫外線照射により

滅菌したシリコンチューブ片の周囲では細胞は死滅しな

いことが示された。 

 3％過酸化水素に 10 分間浸漬し、引き上げて風乾させ

ずにゲル内に埋め込んだ細胞含有コラーゲンゲルを図３

の B に示した。チューブ片を中心にホルマザン色素によ

る青色を呈さない無色の領域があり、この領域は細胞が

死滅したことが示された。すなわち、紫外線照射後 3％

過酸化水素に 10 分間浸漬し、風乾せずにゲル内に埋め込

んだチューブ片の周辺では細胞が死滅したことが示され

た。 

 紫外線照射後 3％過酸化水素に 10 分間浸漬し、引き上

げて 30 分間クリーンベンチ内で風乾させたチューブ片

を細胞含有コラーゲンゲル内に埋め込んだ結果を図３の

C に示した。チューブ片周辺はホルマザン色素による青

色を呈し、3％過酸化水素に浸漬後 30 分間風乾させたチ

ューブ片の周辺は細胞が死滅しないことが示された。 

 

４．考  察 

 

 本研究で、直接細胞接触法では、過酸化水素と培養液

に含まれるタンパク質などの有機物と反応していないた

め、濃度が 0.3％以上になると顕著に細胞生存率が低下し

たのは過酸化水素が直接細胞に影響した結果であると考

えられる。 

 直接細胞接触法では、過酸化水素など作用させる消毒

剤は滅菌蒸留水で希釈した。予備実験で、滅菌蒸留水の

みを 10 分間培養細胞に作用させても、細胞の生存率は低

下しないことを確認した。よって、10 分間程度では滅菌

蒸留水による浸透圧の影響は培養細胞の生存に影響しな

いと考えられる。 

 本研究では HeLa 細胞を用いて直接細胞接触法を行っ

たが、ほかの細胞株を用いることで、細胞株による過酸

化水素の影響の違いを検討することができ、様々な組織

 

  

細胞を含むコラーゲンゲル 

 

試験材料（シリコンチューブ片） 

培養液 

インサート

マルチウェル

図１ トランズウェルバリアブルサポート（Corning 社製）を

用いたコラーゲンゲル包埋培養法を示す模式図 

図２ 直接細胞接触法による過酸化水素の HeLa 細胞に対する

影響 
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や細胞に対する影響を検討することができる。さらに、

様々な種類の消毒剤を直接細胞接触法で評価することで、

過酸化水素の細胞に対する毒性と比較検討し過酸化水素

に特有な影響を検討することが可能であろう。 

 コラーゲンゲル包埋培養法において、シリコンチュー

ブ片を 3％過酸化水素に 10分間浸漬し取り出して風乾せ

ずにゲル内に埋め込んだ場合、図３の B に示したように

シリコンチューブ片の周囲ではゲル内の細胞が死滅した

結果となった。過酸化水素がチューブ片に残留していた

ため、チューブ片周辺の細胞が死滅したと推測できる。

また、図３の C に示したように過酸化水素に 10 分間浸

漬後 30 分間クリーンベンチ内で風乾したチューブ片の

周辺では細胞は死滅していなかったことから、チューブ

片に付着していた過酸化水素は十分に風乾させたことで

細胞を死滅させない濃度に低下していたことが推察でき

る。 

 これらの結果から、コラーゲンゲル包埋培養法におい

て、ゲル内のホルマザンをイソプロパノールで抽出し吸

光度を測定してゲル内に生存していた細胞や細胞生存率

を計測することや、試験材料周囲で死滅した細胞のため

にホルマザンが検出されない領域の面積を計測すること

で、細胞毒性を評価するために汎用されている MTT ア

ッセイ法と同様に定量的な評価が可能であると考えられ

る。 

 さらに、コラーゲンゲル包埋培養法では滅菌した材料

をゲル内の培養細胞に直接作用させるため、材料に過酸

化水素が残留した状態で細胞に対する毒性を評価するこ

とができ、従来の MTT アッセイ法による in vitro の毒性

評価よりもより in vivoに近い状況で 3次元的に過酸化水

素の生体に対する影響を評価することができると考える。 
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A：紫外線照射 2 時間のみ B：H2O2 浸漬 10 分後

  風乾なし 

C：H2O2 浸漬 10 分後 

  30 分間風乾 
 

図３ コラーゲンゲル包埋培養法の結果 

 A は紫外線照射 2時間により滅菌したシリコンチューブ片をゲル内に埋め込んだもの。MTT を取り込みホ
ルマザン色素を生成した細胞がゲル内に一様にみられる。 

 B はシリコンチューブ片を 3％過酸化水素に 10分間浸漬した後、風乾させずにゲル内に埋め込んだもの。
チューブ片を中心にホルマザン色素による青色を呈しない部位がみられ、細胞が死滅していたことを示す。 

 C は 3％過酸化水素に 10分間浸漬した後、クリーンベンチ内で 30分間風乾させてゲル内に埋め込んだも
の。チューブ片の周辺はホルマザン色素による青色を呈し、細胞は死滅しなかったことを示す。 
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Abstract 

 

Background: Hydrogen peroxide low temperature 

sterilization was considered to be the most reliable and 

effective sterilization for heat-labile equipments in clinical 

settings. However, many adverse events for the personnel 

engaged in the sterilization have recently been reported. 

 

Objectives: To investigate the toxicity of hydrogen peroxide 

for the living cell  

 

Methods: The direct cell contact method was used to 

investigate the influence of triggered hydrogen peroxide to 

HeLa cells, and to assess the toxicity. In addition, the silicon 

tube piece soaked in hydrogen peroxide was inserted into the 

collagen gel with HeLa cell, and then the influence on HeLa 

cells was examined. 

 

Results: The results of the direct cell contact method showed 

that cell survival rates decreased depending on the 

concentration of hydrogen peroxide. The results of the 

collagen gel cell culture method showed that the silicon tube 

pieces soaked in hydrogen peroxide influenced the cells 

cultured in the collagen gel. 

 

Conclusion: The results suggested that the direct cell contact 

method was useful to assess the influence of hydrogen 

peroxide on cells. Furthermore, the method to utilize the 

collagen gel cell culture exhibited the influence of materials 

sterilized by hydrogen peroxide for living cells. 

 

 


