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研究成果の概要（和文）：光増感剤としてメチレンブルーを用いた光線力学的治療（MB-PDT）は、難治性MRSA膝関節炎
モデルに対し、感染局所への好中球の遊走および集積を強力に賦活化して治療効果を発揮した。また、前処置としてMB
-PDTを行えば、その後に感染を生じた時、速やかに好中球を感染局所に遊走・集積させて感染を抑制した。他方、MB-P
DTにおける抗生物質（リネゾリドもしくはバンコマイシン）の併用効果は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：With an established murine intractable MRSA arthritis model using bioluminescent M
RSA and resin microparticle, we examined both therapeutic and preventive effect of PDT using methylene blu
e. Although bioluminescent intensity of MRSA was not diminished immediately after PDT, it was gradually de
creased for 6 days after PDT. The therapeutic effect was lost by intravenous administration of anti-neutro
phil antibody. Moreover, pre-conditioning PDT on the normal knee joint prevented an exacerbation of MRSA i
nfection of the knee joint. The preventive effect was also lost by intravenous administration of anti-neut
rophil antibody. On the other hand, an adjuvant use of antibiotics for MRSA either linezolid or vancomycin
 exerted no enhancing effect of MB-PDT, suggesting that they might have inhibited the PDT induced accumula
ting effect of neutrophils into infected lesions.
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１．研究開始当初の背景 
整形外科領域の重症外傷や手術等に伴う細

菌感染症は、血流の乏しい組織に対し人工物
を扱う等の理由で、極めて難治性である。特
に多剤耐性菌による感染症を生じると、数ヶ
月にもおよぶ長期間の抗生剤投与と、数次に
わたる外科的廓清や持続灌流等の処置を要す
る。しかし、その間にも局所の正常組織構造
は破壊され、また感染が全身に拡大して原感
染巣が特定できなくなる等、患者の Quality of 
life (QOL)が著しく損なわれる。よって、抗生
剤治療とは異なる新たな感染症治療法の登場
が切望される。その有力な候補に、光線力学
的治療 (PDT) がある。PDT は、光照射と腫瘍
親和性光感受性物質（光増感剤）を併用した
治療法で、既に肺がんや胃がん等に対し臨床
応用されている。光増感剤は、固有の吸収波
長光の照射により励起・活性化され、フリー
ラジカルを産生して病変組織を破壊する。 

PDT を細菌感染症の治療に応用する試みが
近年なされつつある。しかしながら、in vitro に
おける殺細菌効果を述べた報告は多いものの、
in vivo における有効性を述べた報告は少ない。
生体においてPDTの治療効果発揮における何
らかの阻害因子が存在すると考えられたが、
その詳細は明らかでなかった。 
我々はこれまで、マウス膝メチシリン耐性

黄色ブドウ球菌 (MRSA) 関節炎に対するフ
ォトフリン®を用いた PDT の治療効果に関す
る検討を行ってきた。その中で、PDT が細菌
だけでなく関節内好中球も同時に傷害し、
PDT の直接的な殺細菌作用のみでは感染治療
効果が発揮されないこと(1)、光増感剤の投与
方法や照射光の条件を最適化すれば、PDT の
好中球に対する傷害作用を低減しつつ殺細菌
作用を発揮し、さらにケモカイン産生を介し
た感染局所への好中球の集積効果を発揮し、
感染を有効に治療できることを示した(2)。す
なわち、細菌感染症に対する PDT の鍵は、光
増感剤の細菌に対する選択的親和性と、感染
局所の好中球を始めとする貪食細胞の温存の
2 点にあることを明らかにした。 
 
２．研究の目的 

上記の知見をもとに、細菌に特異的な親和
性を有し、好中球に対する傷害作用の少ない
光増感剤を検討してきたところ、メチレンブ
ルー(MB)やトルイジンブルー(TB)などがその
有力な候補となることがわかってきた。そこ
で、白血球を温存しつつ殺細菌効果を発揮す
るメチレンブルー(MB)を用い、難治性マウス
MRSA 膝関節炎モデルに対する PDT(MB-
PDT)の治療効果および予防効果を検討した。 

 
３．研究の方法 
(1) 難治性 MRSA マウス膝感染症モデルの作製 

C57BL/6 マウスの左膝関節内にルシフェラ
ーゼ発現発光 MRSA 1×10E8 CFU をポリスチ
レン製微粒子(φ3.2 μm)とともに接種し、難治
性 MRSA 膝関節炎モデルを作製した (Fig. 1)。 

 
 

Fig. 1. Images of the bioluminescent MRSA-
infected left knee joint of the MRSA arthritis 
model(3).  
 
(2) PDT 
感染モデル作製の 1 日後に MB-PDT を実施

したものを治療的 PDT（以下 Th-PDT）とし
た。また、感染モデル作製の 1 日前に前処置
としてMB-PDTを実施したものを予防的 PDT
（以下 Pre-PDT）とした。 
 

(3) 感染の評価方法 
In vivo imaging system (IVIS)を用いてその後

の感染状態を経時的に観察した。さらに、MB-
PDTと同時に抗好中球抗体 (抗GR-1抗体) を
全身投与して感染状態の観察を行い、PDT と
好中球との関係を検討した。 

 
(4) PDT における抗生物質との併用効果 
 抗MRSA薬であるリネゾリドまたはバンコ
マイシンの全身投与を PDT と併用し、より強
力な治療効果が得られるかどうかを検討した。
難治性MRSAマウス膝感染症モデルを用いて
以下の 6 つの群を作成し、各治療実施後の関
節炎の状態を in vivo イメージング装置を用い
て経時的に観察した。1. 未治療群、2. リネゾ
リド投与群、3. バンコマイシン投与群、4. リ
ネゾリド投与＋PDT 併用群、5. バンコマイシ
ン投与＋PDT 併用群、6. PDT 単独実施群。 
 
４．研究成果 
(1) 治療 PDT(Th-PDT)および予防 PDT(Pre-
PDT) 

Th-PDT において、治療効果が得られた至適
な光照射エネルギーは 50 - 80 J/cm2 で、いわ
ゆる Biphasic dose response を示した。しかし、
照射光のエネルギーによらずPDT直後には細
菌の発光強度の変化はなく、PDT 実施翌日か
ら徐々に発光強度が低下し、6 日後に測定限
界以下まで低下した (Fig. 2)。抗 GR-1 抗体を
用いて末梢血好中球数を減少させるとこの効
果は抑制された (Fig. 3)。 
 



 
Fig. 2. a: Time course series of bioluminescent 
images after therapeutic PDT (Th-PDT) in each 
irradiation energy group. b: A line graph of time 
courses of bioluminescent intensity after Th-PDT 
in each irradiation energy group. c: Comparison 
of the area under the RLU curve (AUC) indicated 
in b. n = 5 each. *P < 0.05, **P < 0.01(3) 
 

 
Fig. 3. Comparison of time courses of the 
bioluminescent intensity in the PS-IR- group, the 
anti-GR-1 antibody + Th-PDT (50 J/cm2) group 
and the Th-PDT (50 J/cm2) group. n = 5 each. 
**P < 0.01(3) 
 
 

一方 Pre-PDT は、光照射エネルギーが 50 
J/cm2の時、その後の膝関節内感染起炎菌の発
光強度を-2 log スケールまで強力に抑制した 
(Fig. 4)．そして抗 GR-1 抗体によりこの抑制
効果は失われた (Fig. 5)。 
 

 
Fig. 4. a: Time course series of bioluminescent 
images after preventive PDT (Pre-PDT) in each 
group. b: A line graph of time courses of 
bioluminescent intensity after Pre-PDT in each 
group. c: Comparison of the area under the RLU 
curve (AUC) of the data indicated in b. n = 5 each. 
*P < 0.05, **P < 0.01(3) 
 

Fig. 5. Comparison of time courses of 
bioluminescent intensity in the PS-IR- group, the 
anti-GR-1 antibody + Pre-PDT (-1d) group and 
the Pre-PDT (-1d) group. n = 5 each. *P < 0.05, 
**P < 0.01(3) 
 
(2) PDT における抗生物質との併用効果 
 治療効果が最も高かったのはPDT単独実施
群であった。リネゾリド投与群およびバンコ
マイシン投与群は治療効果が十分ではなかっ
た。当初の予想と異なり、リネゾリド投与＋
PDT 併用群およびバンコマイシン投与＋PDT
併用群の治療効果はPDT単独実施群よりも劣
っていた（Fig. 7）。 
 

 
Fig 7. Mean (± SE) bioluminescent intensity 
values in the six groups (n=5 each) measured over 
the course of the study. * P<0.05; ** P<0.01 
(compared with the value at day 1 in each 
group) ： †P<0.05; ‡ P<0.01 (compared with 
PDT only group) (4) 
 
(3)考察 

MB-PDT は、感染局所への好中球の遊走お
よび集積を強力に賦活化して治療効果を発揮
した。また、前処置として MB-PDT を行えば、
その後に感染を生じた時、速やかに好中球を
感染局所に遊走・集積させて感染を抑制した。
本法は、菌種を問わず、外傷に伴う感染症の
治療や、骨・関節手術における術後感染の予
防などに広く応用できる可能性がある。 
 他方、抗生物質と PDT の併用効果は認めら
れず、PDT 単独に比してかえって悪化した。
抗MRSA薬は炎症性サイトカインの活性を阻
害するとされており、PDT の感染局所への好
中球集積効果を阻害したため治療効果がむし
ろ低下したものと考えられた。局所の細菌感
染症に対する治療において、PDT は強力な治



療効果を発揮するが、抗生物質の全身投与を
併用しても治療効果は増強されない。 
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