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研究成果の概要（和文）：本研究は， FEL の波長可変能を応用した Porphyromonas gingivalis をはじめとす
る歯周病原細菌、常在グラム陰性菌としてEscherichia coliの殺菌作用を基本とし、各種歯周病原細菌の赤外吸
収波長を解析し決定した各種波長を照射、赤外自由電子レーザーの殺菌効果の評価を行った。その結果、波長6.
62マイクロメートルに抗菌効果があることが認められた。また、6.62マイクロメートル C-H伸縮振動モードに対
応している。他の波長に対して菌増殖抑制は6.62マイクロメートル照射群が最も優位であった。

研究成果の概要（英文）：This study is based on the bactericidal effect of FEL on periodontopathic 
bacteria such as Porphyromonas gingivalis and Escherichia coli as endemic Gram-negative bacteria, 
and the effect of infrared free electron laser on periodontopathic bacteria was evaluated by 
analyzing the infrared absorption wavelengths of various bacteria and irradiating them with various 
wavelengths determined. The results showed that the laser's bactericidal effect was significantly 
enhanced by irradiation at wavelengths up to 6.62micrometre. As a result, the antibacterial effect 
was observed at the wavelength of 6.62micrometre, which corresponds to the C-H stretching vibration 
mode. The 6.62micrometre irradiation group was the most superior to the other wavelengths in 
inhibiting bacterial growth.

研究分野：細菌学

キーワード： 赤外自由電子レーザー　Porphyromonas gingivalis　Escherichia coli　aPDT　歯周病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
赤外自由電子レーザー (FEL) は中赤外領域を発振領域とする波長可変のレーザーであり，その波長域は分子の
指紋領域をほぼ全域網羅しているため，殺菌作用のみならず，LPSなど細菌特有な分子の不活化が期待できる
が，歯周病治療への応用はされていない。本研究課題では，FEL が照射範囲にある組織に対して温度変化をおこ
すことなく，人体に為害作用が少ない光線力学療法が可能であることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は，歯周組織の破壊と歯槽骨吸収を特徴とするバイオフィルムを形成するデンタル
プラーク中のグラム陰性桿菌が原因となる慢性炎症性疾患である。歯周組織の炎症は，細菌
感染および細菌より産生されるリポ多糖（LPS）に対抗する宿主の応答として炎症性サイト
カイン（IL-1，IL-6，TNF-α）や活性酸素種（ROS）の産生によって惹起されると考えら
れているが，これらの過剰な産生は歯周組織破壊や歯槽骨吸収を引き起こし，歯周炎を増悪
させていることが報告されている（Tomofujiら，Free Radic Biol Med, 2009）。歯周病治療
において，歯周病原細菌および 菌体成分・LPS の排除が必須であるが，デンタルプラーク
は複数の細菌が形成するバイオフィルムである上，思春期以降の口腔に安定して定着して
いる常在細菌であるため，その完全な除去は非常に困難である。また，内毒素である LPS 
は菌体内で産生され菌体が破壊されることにより放出され，広範囲な細胞に対して耐熱性
の毒性を発揮するので，従来のような殺菌作用を有する薬剤や発熱を伴うレーザー照射に
よって失活させることはできない。光線力学療法 (Photodynamic Therapy：PDT) は，様々
な波長の光を用いることで外来色素や生体内分子を励起させ，そのエネルギーを用いて抗
悪性腫瘍作用や抗菌効果を発揮する治療法である。とくに，殺菌作用を発揮する PDT は抗
菌光線力学療法 (anti-microbial PDT：aPDT) として注目されており，近年歯周ポケット
内細菌の殺菌法として歯科治療でも目覚ましい発展を遂げてきている。しかしながら，LPS 
に対する失活効果についての検討や殺菌メカニズムの詳細な解析の報告はほとんど行われ
ていないなどの問題点を含んでいる。このような背景を踏まえ，本研究では，波長可変性を
有し，温度変化を伴わない赤外自由電子レーザー（FEL）を用いて LPS をはじめとする菌
体由来歯周病原因子の失活可能な波長を発見することにより一般的な歯周病治療に加えて，
バイオフィルム形成の抑制や除去，および 菌体由来歯周病原成分の失活を施すことで歯周
病感染領域における細菌由来因子の完全排除が期待できる。 
２．研究の目的 
歯周病は成人の約 80％ が罹患している歯を喪失する主たる原因である。歯周病はグラム
陰性桿菌が原因となる慢性炎症性疾患であり，治療としては歯周外科治療や抜歯などが主
であるが，口腔内の血管障害や歯槽骨喪失に関与する細菌由来のリポ多糖（LPS）の除去・
失活を目的としたアプローチは行われていない。東京理科大学に設置されている赤外自由
電子レーザー (FEL) は中赤外領域を発振領域とする波長可変のレーザーであり，その波長
域は分子の指紋領域をほぼ全域網羅しているため，殺菌作用のみならず，LPS など細菌特
有な分子の不活化が期待できるが，歯周病治療への応用はされていない。本研究課題では，
FEL が照射範囲にある組織に対して温度変化をおこすことなく，人体に為害作用のないこ
とに着目し，赤外自由電子レーザー（FEL）による殺菌作用および歯周病原因子の不活性化
作用の検討を目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は， FEL の波長可変能を応用した Porphyromonas gingivalis をはじめとする歯周
病原細菌、常在グラム陰性菌として Escherichia coli の殺菌作用を基本とし、以下の研究
を遂行した。 
研究に用いたグラム陰性菌の培養には brain heart infusion (BHI, Beckton, Dickinson 
and Company, Sparks, MD) に 0.5％ yeast extract (Beckton, Dickinson and Company）
を加えた物を用い、必要に応じて Bacto agar (Beckton, Dickinson and Company) を 1.5％
濃度で添加し、平板培地とした。それ以外の菌種の培養には、上記 BHI、Yeast extract に
加えて Vitamin K1 (0.5 µg/mL 和光純薬、東京)ならびに Hemin (5 µg/mL、和光純薬)を加
えた液体培地を用いた。 
 
（1）各種歯周病原細菌の赤外吸収波長の解析 
各種歯周病原細菌の赤外吸収波長の解析は，赤外吸収波長分光計（FT-IR）を用いて解析を
行った。各種歯周病原細菌を嫌気下で培養し，発育条件を一定にした後，FT-IR にて使用細
菌の吸収波長を解析し，照射波長及び照射時間を決定した。 
 
（2）赤外自由電子レーザーの殺菌効果の評価 
決定された条件で各波長の FEL の照射を行い，照射後の細菌を各種培地に塗抹、培養し生
菌数を算出する Colony Forming Unit 測定により FEL の殺菌効果の評価を行った。また，
レーザー光照射の影響を検討する目的で，照射中はサーモカメラによる温度変化の評価を
行い、照射後の各種細菌を走査型電子顕微鏡で観察し菌体の構造変化を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）各種歯周病原細菌の赤外吸収波長の解析 



平板培地より釣菌した E-coli および P.gingivaris を乾燥状態にし、赤外吸収波長分光計
（ JASCO FT/IR-6100 Fourier-transform spectrometer ）にて測定し適切な吸収波長を選
択した。 

① 赤外吸収波長分光計による E-coli の赤外吸収波長測定 
 
 

 
 
 

② 赤外吸収波長分光計による P.gingivaris の赤外吸収波長測定 

 

 

 
 

 

（２） 赤外自由電子レーザーの殺菌効果の評価 

① 赤外自由電子レーザーの E-coli 菌体に対する影響 

波長 600 nm の吸光度を 1に調整した各種細菌を 100 µLとり遠心、集菌したのち上精を捨

て生理食塩水 10 µLを加え、各種レーザー照射を行った。 

コントロール群はレーザー照射せず、レーザー照射時間と同時間放置したものを用いた。 

照射後、サンプルを階段希釈し、その 0.1 mL を血液平板培地に塗抹し、好気的に 5日間培

養した。生育したコロニー数より 1 mL あたりの生菌数を求め、コントロール群の生菌数に

対するレーザー照射処理群の生菌数の割合を生存率とした。 
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研究【1】の結果より照射するFRL

の波長は 6.62µm、 6.88 µm、

7.14µm、8.09µm、9.26 µmとし、

照射時間は 15分、30分、60 分と

決定した。 
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長に対し高い吸光度を示した。 

平 板 培 地 よ り 釣 菌 し た

P.gingivaris を乾燥状態にし、

赤外吸収波長分光計で測定し適

切な吸収波長を計測した結果
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コントロール群の生菌数に対する赤外自由電子レーザー照射処理群の生菌数の割合を生存

率（％）として表した。実験はそれぞれ 3度ずつ行い全て同じ傾向が認められ、6.62 µmの

波長においては有意に殺菌効果が見られた 
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A コントロール B FEL6.62 µm 15 分照射後 

 

E-Coli に対する赤外自由電子レーザーの殺菌効果 (60min 照射) 

  

Control              FEL6.62µm 30min         FEL6.62µm 60min 

 

② 赤外自由電子レーザーの P.gingivaris 菌体に対する影響 

照射後のサンプルを 10-5まで希釈し、平板培地に塗抹し嫌気条件下（15%CO2、15%H2、70%N2）

で培養した。その後、生育したコロニー数を計測し、サンプルに含まれる生菌数を算出した。

結果はコントロールにおける生存率を 100％として、相対的な生存率を求め、抗菌効果を判

定したコントロール群の生菌数に対する赤外自由電子レーザー照射処理群の生菌数の割合

を生存率（％）として表した。 

図 1.FEL 各種波長照射後の殺菌効果 

照射後の各菌体を電子顕微鏡下で観

察した結果、レーザー非照射群に比較

して菌体数の減少及び菌体破壊像が

認められた。 
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A コントロール B FEL6.62 µm 15 分照射後 

照射後の各菌体を電子顕微鏡下で観察した結果、レーザー非照射群に比較して菌体破壊像

が認められた。 

 
 

実験はそれぞれ 3度ずつ行い全て同じ傾向が認められた。その結果、波長 6.62µmに抗菌効

果があることが認められた 

今回供試した 6.62 mm と 7.14mm はそれぞれ C-H 伸縮振動モード、アミド結合の C-N 伸縮振

動モードに対応している。FEL 照射後、菌増殖抑制は 6.62 mm 照射群が最も優位であった。

グラム陰性菌は細胞膜の外側にペプチドグリカンが 7-8nm の厚さで存在し，更にその外側

に O抗原などから構成される糖鎖（LPS）を有している電子顕微鏡像からは細胞壁が破壊さ

れて溶菌していることを示唆する結果が得られている。このことから、元々透過性に優れる

中赤外領域の FEL 光は細胞壁の深部まで到達していると考えられる。メカニズムとしては

分子内にアミド結合よりも C-H 結合数が多く、レーザーからのエネルギー分配効率が良好

であったと考えられる。C-H 結合が FEL から光子エネルギーを授受し、振動準位が上昇した

結果，多数箇所で C-H 基の解離が引き起こされて溶菌に繋がったと考えられる。 
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