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研究成果の概要（和文）：低出力レーザーのフリーラジカル制御機構に対する影響を調べるため、血管内皮細胞におけ
る一酸化窒素、活性酸素、活性酸素消去酵素、ニトロチロシンの動態について観察した。その結果、レーザー照射によ
りこれらのフリーラジカル発現は変化し、炎症下では非炎症下とは違った発現を見せた。本研究結果から、低出力レー
ザーはフリーラジカル発現に影響を及ぼし、抗炎症効果に寄与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the influence of low-energy laser on the free radical control 
system, dynamics of nitric oxide, reactive oxygen, reactive oxygen-scavenging enzyme, and nitrotyrosine 
in vascular endothelial cells were observed. Laser irradiation changed these free radical expressions, 
and the expression in the inflammatory state was different from that in the non-inflammatory state. It 
was suggested that low-energy laser influences free radical expression, contributing to the 
anti-inflammatory effect.

研究分野： 医歯薬学　歯学　歯科医用工学・再生歯学　

キーワード： 低出力レーザー　血管内皮細胞　フリーラジカル　In vitro　炎症

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

歯科治療において、低出力レーザーは創傷

治癒の促進、歯周疾患における抗炎症作用、

インプラント治療における手術後の疼痛軽

減、顎関節症における血流の改善など幅広く

応用されている。しかし、その作用機序の詳

細については未だ十分に解明されておらず、

治療の根拠のないまま臨床応用されている

のが現状である。 

  低出力レーザーの生体への影響に関する

研究では、細胞の増殖、遊走、接着、石灰化

の促進、増殖因子等の発現亢進、カルシウム

イオンの一過性の上昇などの知見は得られ

ていたものの、何が最初のシグナルになり、

その後の活性化が誘導されるのかについて

は不明であった。2008 年に低出力レーザー照

射が Src tyrosine kinase を活性化し、その

活性化には活性酸素種(ROS)が関与すること

が報告された(Zhang J et al.J cell physiol 

217 518-528 2008)。しかし、研究開始当初

の時期において、低出力レーザーの生体への

作用機序とフリーラジカルとの関連につい

てほとんど明らかになっていなかった。 

活性酸素をはじめとするフリーラジカル

は通常フリーラジカル制御機構によって制

御されている。申請者は、低出力レーザーの

生体への作用機序に活性酸素種が関与する

ならば、活性酸素種と相互作用する他のフリ

ーラジカルも変化するのではないかと考え、

低出力レーザーがどのようにフリーラジカ

ル制御機構に関与するかについて具体的に

検討したいと考えた。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、低出力レーザー照射が血

管内皮細胞のフリーラジカル制御機構に及

ぼす影響について検討し、レーザー治療のエ

ビデンスを得ることである。 

歯科臨床において低出力レーザーは細胞

活性化を期待して用いられる場合と抗炎症

効果を期待して用いられる場合の大きく二

つがある。これらを想定して非炎症時と炎症

時を設定し実験を行った。 

フリーラジカル制御機構はストレスなど

によって生成された毒性のあるフリーラジ

カルから生体を守る機構であり、生成された

活性酸素は活性酸素消去酵素によって消去

され、無害な水に還元される。一方、炎症等

細胞に過剰なストレスがかかるとそのバラ

ンスは崩れ、細胞障害性のパーオキシナイト

レイトを生成する。 

本研究では、非炎症時と炎症時において、

低出力レーザー照射後フリーラジカルがど

のように変化するのかについて、具体的には

一酸化窒素合成に対する影響、活性酸素合成

と消去に対する影響、一酸化窒素と活性酸素

の反応物質であるパーオキシナイトレイト

の影響についてそれぞれ検討し、低出力レー

ザー照射の作用機序の一部を明らかにした

いと考えた。 

 
3. 研究の方法 
低出力レーザー照射がフリーラジカル制御
機構に及ぼす影響について検討を行った(図
1)。 

 

 

(１）実験条件の設定  

①レーザー照射条件を決定するために、0～

2.6J の範囲で細胞増殖率を測定し、検討を行

った。 

②非炎症時を想定したレーザーの照射条件

(Control 群)について低出力レーザー照射時

の細胞の増殖率を測定し、検討を行った。 

③炎症時を想定したレーザーの照射条件

(LPS 添加群)について LPS 投与量をそれぞれ

変更し、細胞増殖率を測定し、検討を行った。 



(2) 非炎症時を想定した実験(Control 群) 

①一酸化窒素に対する影響 

非照射群とレーザー照射群における一酸

化窒素の活性について NO2/NO3 を定量し、血

管内皮細胞における一酸化窒素合成酵素

(NOS-1,NOS-2,NOS-3)の発現について免疫組

織染色法を用いて観察した。 

②活性酸素合成に対する影響 

非照射群とレーザー照射群における活性

酸素合成酵素の活性(NADPH オキシダーゼ活

性) を定量し、血管内皮細胞における活性酸

素合成酵素(Nox-1,Nox-2,Nox-4) の発現に

ついて免疫組織染色法を用いて観察した。 

③活性酸素消去に対する影響 

非照射群とレーザー照射群における活性

酸素消去酵素(Mn-SOD)のタンパク量を定量

し、血管内皮細胞における活性酸素消去酵素

(Mn-SOD)の発現について免疫組織染色法を

用いて観察した。 

④パーオキシナイトレイトに対する影響 

パーオキシナイトレイトについてニトロ

チロシンをマーカーとして定量した。 

非照射群とレーザー照射群におけるニトロ

チロシンのタンパク量を定量し、血管内皮細

胞におけるニトロチロシンの発現について

免疫組織染色法を用いて観察した。 

 

(3)炎症時を想定した実験(LPS 添加群) 

LPS 添加群の非照射群とレーザー照射群に

おける一酸化窒素の活性、活性酸素合成に対

する影響、活性酸素消去に対する影響、パー

オキシナイトレイトに対する影響について

上記と同様の方法にて検討した。 

 
４．研究成果 

(1)レーザーの照射条件の検討 

①細胞の増殖率を指標に検討した結果、レー

ザーの照射条件は、血管内皮細胞で0.26J/cm2

～2.6 J/ cm2において増加傾向を示し、0.26J/ 

cm2を非炎症時を想定した場合の至適条件と

した。 

②レーザー照射後の細胞増殖率について検討

した結果、至適条件での照射により、血管内

皮細胞は非照射群と比較し、24、48時間後で

細胞増殖は促進した。 

③ 0.26J/cm2 で 照 射 し た と き 、 LPS 

0,0.01,0.1,0.5,10μl/ml 添加時においてレ

ーザー照射後の細胞増殖は促進した。したが

って、培地中 LPS 0.5μl/ml 添加時を炎症時

を想定した実験での条件とした。 

 

(2) 非炎症時を想定した実験(Control 群) 

①低出力レーザー照射時の一酸化窒素の動

態について 

一酸化窒素の活性について定量の結果、レ

ーザー照射により活性に有意差は認められ

なかった。免疫染色の結果、血管内皮細胞に

は NOS-1,NOS-2,NOS-3 が発現し、照射 24 時

間後においてNOS-1,NOS-3の発現の増強が認

められた。 

② 低出力レーザー照射時の活性酸素の合成

の動態について 

NADPH オキシダーゼ活性定量の結果、レー

ザー照射により活性は上昇した。免疫染色の

結果、血管内皮細胞には Nox-1, Nox-2, Nox-4

が 発 現 し 、 照 射 24 時 間 後 に お い て

Nox-1,Nox-2 発現の増強が認められ、 Nox-4

は変化がなかった。 

③ 低出力レーザー照射時の活性酸素の消去

の動態について 

Mn-SOD のタンパク定量の結果、レーザー照

射によりタンパク発現に有意差は認められ

なかった。免疫染色の結果、血管内皮細胞に

は Mn-SOD が発現し、照射 24 時間後において

発現に変化はなかった。 

④低出力レーザー照射時のパーオキシナイ

トレイトの動態について 

ニトロチロシンのタンパク定量の結果、レ

ーザー照射によりタンパク発現に有意差は

認められなかった。免疫染色の結果、血管内

皮細胞にはニトロチロシンが発現し、照射 24



時間後において発現に変化はなかった。 

 

(3) 炎症時を想定した実験(LPS 添加群) 

①LPS 添加時における低出力レーザー照射時

の一酸化窒素の動態について 

一酸化窒素の活性について定量の結果、レ

ーザー照射により活性は減少した。 

免 疫 染色の 結 果、血 管 内皮細 胞 に は

NOS-1,NOS-2,NOS-3 が発現し、照射 24時間後

においてNOS-2,NOS-3発現の減弱が認められ

た。 

② LPS 添加時における低出力レーザー照射

時の活性酸素合成の動態について 

NADPH オキシダーゼ活性定量の結果、レー

ザー照射により活性に有意差は認められな

かった。免疫染色の結果、血管内皮細胞には

Nox-1, Nox-2, Nox-4 が発現し、照射 24 時間

後において Nox-2 発現の増強が認められた。 

③LPS 添加時における低出力レーザー照射時

の活性酸素消去の動態について 

Mn-SOD のタンパク定量の結果、レーザー照

射によりタンパク発現は減少した。免疫染色

の結果、血管内皮細胞にはMn-SODが発現し、

照射 24 時間後において発現に変化はなかっ

た。 

④ LPS 添加時における低出力レーザー照射

時のパーオキシナイトレイトの動態につい

て 

ニトロチロシンのタンパク定量の結果、レ

ーザー照射によりタンパク発現に有意差は

認められなかった。免疫染色の結果、血管内

皮細胞にはニトロチロシンが発現し、照射 24

時間後において発現に変化はなかった。 

 

以上の結果から、本研究において非炎症時、

炎症時における低出力レーザー照射時のフ

リーラジカルの動態が明らかとなった(表 1)。 

 

両者を比較した結果、非炎症時、炎症時と

もに低出力レーザー照射により一酸化窒素、

活性酸素は変化するが、その反応物質である

パーオキシナイトレイトは変化しないこと

が明らかになった。一方、活性酸素消去酵素

については、レーザー照射後、活性酸素の活

性、合成が増加したにもかかわらず変化がな

い、もしくは活性酸素の活性に変化がないの

に減少したことから、低出力レーザー照射に

より、活性酸素消去酵素の発現は活性酸素の

増減には依存しないのではないかと推測さ

れた。 

当初の予測では、低出力レーザーによる抗

炎症作用に活性酸素活性やパーオキシナイ

トレイトの減少、あるいは、活性酸素消去酵

素活性の上昇があるのではないかと推測さ

れたが、本研究からはそのような知見は得ら

れなかった。このことは Macedo AB らの低出

力レーザーは活性酸素のスカベンジャーを

直接活性化し、酵素抗酸化システムとは独立

しているというのではないかという推測と

も一致する(Macedo AB et al. PLoS One. 2015 

Jun 17;10(6))。このことから、低出力レー

ザーの生体への効果は、活性酸素と一酸化窒

素のバランスがその後の反応にかかわるも

のと推測された。本研究結果はフリーラジカ

ルの相互作用を観察した点において、他の研

究とは異なっており、低出力レーザーの細胞

への作用機序に関する基礎的研究として一

つの知見となりうると考えられる。 



低出力レーザーの作用機序に関する研究

報告は 4年前に比べ増加しているものの、ま

だ十分とは言えない。近年の報告でフリーラ

ジカルの発現はレーザーの波長、出力、照射

時間などにより異なること、In vivo/In 

vitroの実験系違いや細胞種、継代数、培養

条件の違いなどによっても結果が異なると

される。このことが現在まで報告されている

レーザー研究における結果の多様性を生じ

ていると考えられ、本研究結果についてもあ

る一定条件下での結果であることを念頭に

置かなければならない。この結果を直ちに臨

床応用することは早計であり、今後、生体応

用可能な条件についてさらなる検討をして

いきたい。 
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