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研究成果の概要（和文）：近年，抗菌光線力学療法 (aPDT) の歯周病治療に応用され注目を集めているが，現法
は色素染色により光励起に誘導された活性酸素種 (ROS) による細胞毒性を引き起こす。歯周病原細菌を用い，
細菌のエネルギー代謝に用いられる色素を応用した aPDT の効果を検討した所，細菌固有色素を光照射によって
励起，ROS の産生と DNA に対する酸化障害による殺菌効果が認められた。今回の検討により現在用いられてい
る方法よりも生体への影響が少なく，細菌に対する殺菌効果の高い治療法の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In recent years, the periodontitis treatment of antibacterial photodynamic 
therapy (aPDT) has attracted attention. The current method causes cytotoxicity by reactive oxygen 
species (ROS) induced by photoexcitation by dye staining. I investigated aPDT  used for energy 
metabolism of periodontal pathogenic bacteria. It was examined that the effects of aPDT using 
pigment used for energy metabolism of periodontal pathogenic bacteria. It was recognized that 
bacterial peculiar pigment was excited and produced ROS by light irradiation. It caused bactericidal
 effect due to oxidation damage to DNA. According to this study, it was suggested that this aPDT has
 less influence on the living body than the method currently used and a possibility of a treatment 
method with high bactericidal effect against bacteria.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
光線力学療法(Photo Dynamic Therapy; PDT) 
は，すでに国内で 1996 年に肺・胃・食道・
子宮頚部・膀胱癌，2014 年に脳腫瘍の保険
収載が行われ，米国でも米国食品医薬品局
(FDA) により 2003 年に一部光感受性薬の
PDT 使用が承認されている。また，2003 年
に厚生労働省は欧米諸国で眼科 PDT 治療に
用いる光感受性物質と半導体レーザーに対
しても国内承認し，加えて日本眼科学会は適
切な実施と光曝露による副作用誘引防止の
ガイドラインを定めた。この施術必須条件は
日本眼科学会が認定した然るべき講習会を
受講・認定されていることである(日本眼科学
会誌，108(4): 234-236, 2004)。歯科臨床におい
ても抗菌 PDT (aPDT) として歯周病治療へ
の応用が開始し広く注目を集めている。aPDT  
は，主に色素 (メチレンブルー) 染色を標的
細菌に施し，赤色光 (670 nm) 照射を行うこ
とで色素光励起により生成された活性酸素
種  (ROS) による殺菌治療法である (J 
Periodontol, 78(6): 965-973, 2007, J Clin 
Periodontol, 35: 877-884, 2008)。しかし，従来
型 aPDT は染色不能なデブライドメント不
良部位に対する殺菌効果が得られず，さらに
メチレンブルーは生体の生細胞の核をも染
色し  (Hum Reprod, 13(12): 3414-3417,1998)  
光励起に誘導された ROS による細胞毒性を
引き起こす。また，従来型 aPDT は開業医主
導の臨床報告が主であり，殺菌メカニズムや
安全性に対する基礎的研究はほとんど行わ
れていない (J Periodontol, 80(11): 1790-1798, 
2009)。加えて歯周病に対する aPDT の治療
ガイドラインの設定にも至っていないため，
歯科 aPDT は厚生労働省の承認を未だ受け
ていない形で患者に提供されている。 
 
２．研究の目的 
aPDT の代表的な方法は，標的細菌を染色し
光を当てることで生じる活性酸素種を利用
し殺菌するものである。しかし従来型 aPDT  
は，血液や浸出液が染色剤の侵入を妨げ，ま
た，デブライドメント不良部位は染色不能な
ため殺菌効果が減弱される。この欠点を打破
するため，歯周病原細菌がポルフィリン骨格
を含むヘムを宿主細胞より取込み代謝する
ことに着目し，宿主細胞に影響が認められず
細菌が自ら増殖のために周囲環境に影響さ
れずポルフィリン色素を利用した抗菌光線
力学療法の基礎解析を行うことを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
3-1. 光源の設定 
ブルーライト光源に発光ダイオード (LED, 
Techno Light KDL-100) を用い，青色光フィル
ター (225S-SPF500, Kenko Tokina) にて波長  
460 nm, 出力 400 mW/cm2 となるように設
定した。 
 

3-2. 細菌培養 
実験には， Porphyromonas gingivalis (P.g.) 
ATCC33277 株を使用し，ブレインハートイ
ンフュージョン培地にイースト抽出物，ヘミ
ンおよびビタミン K1 を添加した培地ある
いは 5% ヒツジ脱繊血を含む BHI 血液寒天
培地を用いて通法に則り培養を行った。 
 
3-3. プロトポルフィリン IX (PpIX) の光照
射による発光の検討 
1 mM PpIX における青色光照射による発光
を Exemplar (BRC115P , B&W TEK, Newark, 
DE, USA) を用いて測定した。 
 
3-4. 活性酸素種の検討 
PpIX が青色光照射により産生する活性酸素
種の検討を，電子スピン共鳴法を用い，
JES-RE1X (JEOL, Tokyo, Japan) にて測定し
た。 
 
3-5. 光照射による細菌の発光の検討 
P.g. を培養後，PBS にて Wash し， OD550nm 
0-1.0 まで 0.1 間隔で用意し，これらを 96 
well プレートに添加， infiniteM200 (Tecan 
Group Ltd., Männedorf, Switzerland) を用い， 
3-3. にて得られた励起蛍光波長にて測定を
行った。 
 
3-6. 光照射による細菌の殺菌効果の検討 
P.g. を培養後 OD550nm 0.6 に調整後 96 well 
プレートに添加し，光照射を行い，その後通
法に則り 5 日間培養し殺菌効果を検討した。 
 
3-7. 光照射による細菌の酸化ストレス測定 
P.g. を培養後，OD550nm 0.6 に調整後 24 well
プレートに添加し，光照射を行い，その後酸
化ストレス測定を CellROX® Green Reagents 
(Promega Corporation, Madison, WI, USA) お
よび DNA/RNA Oxidative Damage ELISA kit 
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI) 
を用い，通法に則り測定を行った。 
 
４．研究成果 
①ポルフィリンにより生成される ROS 産生
の解析 
PpIX は従来の PDT においては，赤色光に
よる励起を応用しているが，青色光を照射す
ることによっても励起発光した。この励起発
光を応用し，P.g. 内に同様物質の存在を検討
した結果，P.g. が増殖に応用するポルフィリ
ンは PpIX 様物質であり，これは細菌数依存
的に増加することが判明した。また， この 
PpIX は活性酸素種の検討から青色光照射に
より PpIX が励起され，一重項酸素の産生を
認めた。 
 
②歯周病原細菌殺菌効果の解析 
青色光を照射することによって P,g, は照射
強度依存的に殺菌されることが判明した。ま
た，この殺菌は，酸化ストレス測定を用いた



検討によって細菌 DNA の酸化によること
が判明した。以上より，細菌体内の PpIX が
青色光照射によって励起され活性酸素種を
産生，この活性酸素種によって細菌の DNA  
は酸化ストレスを受け，DNA 損傷し細菌の
殺菌に寄与することが示唆された。 
 
現在歯科において，生体細胞をも染色する色
素を用いた aPDT を用いられているが，今回
の研究によって，細菌が持つ色素を応用する
ことで，生体為害性のより少ない aPDT 開発
の可能性が示唆された。 
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