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研究成果の概要（和文）：我々が独自に開発を続けてきたインドシアニングリーン封入ナノ粒子と半導体レーザ
ーを用いた抗菌光線力学療法のシステムが、歯周病バイオフィルムに対し十分な殺菌効果を発揮するのかをin 
vitroモデルにて検討した。歯周病原細菌２菌種の混合バイオフィルムを作成し、バイオフィルムへの殺菌効果
を確認したところ、歯周ポケット内照射を想定したモデルにおいては97％程度の、歯周ポケット外照射を想定し
たモデルでは99％以上の高い殺菌効果を示した。また、aPDTによる細菌の遺伝子発現への影響を調べたところ、
酸化ストレス応答遺伝子であるoxyR、sod、バイオフィルム形成に関連するluxSで発現低下が認められた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined in vitro models to determine whether an 
antimicrobial photodynamic therapy system using indocyanine green-loaded nanoparticles and a 
semiconductor laser, which we have been developing independently, has sufficient bactericidal effect
 against periodontal biofilms. The results showed that the system demonstrated a bactericidal effect
 of approximately 97% in the model assuming intra-periodontal pocket irradiation, and more than 99% 
in the model assuming extra-periodontal pocket irradiation. In addition, when the effect of aPDT on 
gene expressions of the bacteria were investigated, decreased expressions were observed in oxyR and 
sod, which are oxidative stress response genes, and in luxS, which is related to biofilm formation.

研究分野： 歯周治療系歯学

キーワード： 抗菌光線力学療法　バイオフィルム　インドシアニングリーン　歯周病原細菌　ナノ粒子　歯肉外部照
射法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が独自に開発を進めてきたICGナノ粒子を用いた歯肉外部照射法によるaPDTは、すでに人の歯周ポケットに
対する臨床研究が進められており、本研究において、実験的にバイオフィルムの細菌抑制に有効であることが確
認されたことで、裏付けとなる基礎データの大部分が整うこととなる。aPDTは一般的に、現時点においては、単
独処置における臨床成績が十分でないことが報告されており、より高い臨床効果が求められている。今後、臨床
研究を重ね、我々の手法がより効果的であることが示されれば、歯周病治療において、薬剤耐性対策や、観血処
置が困難な場合の有効なオプションとなることが期待される。

※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 
バイオフィルム感染による難治性疾患は近年、増加傾向にあり、NIH グラントの調査では、感

染症の約 60％以上にバイオフィルムが関与しているとしている１）。また、バイオフィルム感染
症の原因菌が、薬剤耐性（AMR: antimicrobiotic resistance）を示すことも少なくなく、社会的な問
題となっている。AMR 細菌の増加については、細菌自体が耐性形質を獲得し多剤耐性化してい
く一方で、バイオフィルム形成菌など抗菌薬が作用しにくい生息形態をとる細菌が選択的に増
加することも、その一因となっており、バイオフィルム感染への対策は世界的に急務な事項とい
える。 
バイオフィルムは、細菌の固着性社会集団で、細菌自らの産生する菌体外多糖（EPS: extracellular 

polysaccharides）に覆われて独自の生態系を構築している。バイオフィルム内の細菌は、静止状
態にあり、代謝が低いため、代謝阻害を作用機序とする抗菌薬は効果が乏しい。また、クオラム
センシングに代表されるような細胞間情報伝達機能により、抗菌薬抵抗性などの生物活性を発
現する２）。さらには、EPS が薬剤の浸透を拒み、浮遊細菌に対して効果のあった抗菌手段がバイ
オフィルムでは、同様な効果を示すことができない。したがって、バイオフィルム感染症対策に
おいては、効率的に EPS を破壊し、内部で独自応答を示す細菌に対し効果的に作用する殺菌手
段が求められている。 
抗菌光線力学療法（aPDT: antimicrobial photodynamic therapy）は、特定波長の光により光感受性

物質を励起することで活性酸素（一重項酸素）を発生させ殺菌を行う治療法である。抗菌薬のよ
うな細菌の生物活性を利用した殺菌法とは異なり、直接的に細胞障害を引き起こす殺菌法であ
るため、バイオフィルム感染症に対する有効な解決策となると考えられている。 
我々の研究室では、口腔におけるバイオフィルム感染症である歯周病対策の一環として、aPDT

の基礎的研究を行なってきた。新規光感受性物質として、インドシアニングリーン（ICG）をポ
リ乳酸グリコールのナノ粒子に封入し、キトサンコーティングを施した「キトサン修飾インドシ
アニングリーン封入ナノ粒子（ICG-Nano/c）」を開発し、ICG をプラスに荷電させたことで細菌
への付着率が向上し、歯周病原細菌である Porphyromonas gingivalis（P.g.）の浮遊細菌に対し 99%
の殺菌効果が認められるようになった３）。 
歯周病に対する aPDT は、いくつかのシステムがすでに製品化され、臨床応用されているが、

それらはいずれも、レーザープローブを歯周ポケット内に挿入し、光感受性物質に直接光を当て
て励起を促している（歯周ポケット内照射法）。我々は、ICG-Nano/c の励起に用いる 810nm の
半導体レーザーの高い組織透過性に着目し、根分岐部病変など歯周ポケット内からアクセスし
にくい部位に対し、歯周ポケット外から光を照射して、その透過光により aPDT を行うという新
たな照射法（歯周ポケット外照射法）も考案し、その方法によっても高い殺菌性を示すことを報
告した４）。 
しかし、これまでの我々の基礎研究はいずれも浮遊細菌に対してのみであり、薬剤が浸透しに

くいバイオフィルムに対しての検討は行っていない。歯周病バイオフィルムへの対策として、 
aPDT が抗菌薬に変わりうる治療法となるのか、AMR 対策の一つの選択肢になるのか、それを
見極め、今後の臨床応用、製品化を目指す上でも、バイオフィルムに対する殺菌効果のデータを
蓄積しておく必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、我々が独自に開発を続けてきた ICG-Nano/c と半導体レーザーを用いた aPDT
のシステムが、歯周病バイオフィルムに対し十分な殺菌効果を発揮するのかを、検討することに
ある。これまでに、浮遊細菌に対し、歯周ポケット内照射を想定したモデルと歯周ポケット外照
射を想定したモデルで研究を実施しており、本研究においても、歯周病バイオフィルムに対して、
両方のモデルで殺菌効果の確認を行う。 
また、aPDT が細菌の酸化ストレス応答に対してどのような影響を与えるのか、aPDT によりク
オラムセンシングなどバイオフィルム形成に対する遺伝子発現に変化が生じるのかについても、
検討を加える。 
 
３．研究の方法 
（１）使用した細菌株 
歯周病原細菌である Porphyromonas gingivalis、プラーク初期定着である Streptococcus gordonii 
(S.g.)を用いて、それぞれ、単独浮遊細菌、混合浮遊細菌、単独菌種バイオフィルム、混合菌種バ
イオフィルムの４つの状態で殺菌効果を確認した。 
（２）レーザー照射条件 
歯周ポケット内照射モデルでは、チューブやウェルプレートに対して直接レーザーを照射した。
出力 0.7W、duty cycle 50%、エネルギー密度 1.39W/cm2、照射距離１cm で 60 秒ごとに 10 秒休
止する間欠照射を行なった。歯周ポケット外照射モデルでは出力を 2.0W とし、ウェルプレート
上に歯肉モデルとして３mm 厚の牛肉片を置いて、その上方からレーザーを照射した。流速２



L/min でエアブロー冷却を行いながら、duty cycle 50%、エネルギー密度 1.39W/cm2、照射距離１
cm で 60 秒ごとに 10 秒休止する間欠照射を行なった。 
（３）浮遊細菌に対する殺菌効果の確認 
P.g.、S.g.それぞれの単独菌液あるいは２菌種混合菌液（OD 値＝0.1）を 0.2ml チューブに 100µl
注入し、ICG-Nano/c 溶液（100µl）を添加後、レーザー1 分照射した。混合溶液を回収、段階希
釈して、寒天培地に播種、嫌気培養後にコロニーをカウントした。 
（４）バイオフィルムに対する殺菌効果の確認 
単独菌種バイオフィルムでは、それぞれ OD 値＝0.1 に培養した菌液 100µlを 96 ウェルプレート
のウェルに入れて 37℃で３日間嫌気培養し、培養上清を除去後、ICG-Nano/c 溶液を添加してレ
ーザー照射を行なった。照射後の溶液をバイオフィルムと懸濁して回収し、混合溶液を回収、段
階希釈して、寒天培地に播種、嫌気培養後にコロニーをカウントした。 
複合バイオフィルムでは、S.g.菌液（OD 値＝0.01）を 100µl を 96 ウェルプレートのウェルに入
れて１日間嫌気培養し、上清を除去した後に P.g.菌液（OD 値＝0.4）100µl を入れ、さらに２日
間培養した。その後は単独細菌と同様にレーザー照射およびコロニーカウントを実施した。 
５）酸化ストレス応答、バイオフィルム関連遺伝子発現に対する影響 

1.5ml チューブにて P.g.の単独菌液 500µl に ICG-Nano/c 溶液 500µl を加え、出力 0.7W で 30 秒
間レーザー照射を行なった。菌体を回収し、RNA を抽出し、リアルタイム PCR にて、酸化スト
レス応答、バイオフィルム関連遺伝子の発現を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）浮遊細菌に対する殺菌効果 
P.g.単独の浮遊細菌においては、コロニー数で 10-2〜10-3の減少が認められた。すなわち成菌数が
コントロールの １％以下となる殺菌効果が認められた。一方、S.g.では数％まで減少はするもの
の、１％以下とはならなかった。この傾向は、２菌種混合の浮遊細菌においても、同様の結果で
あった。これは、P.g.が偏性嫌気性菌であるのに対し、S.g.が通性嫌気性菌であるため、酸化スト
レスに対して抵抗を示している可能性がある。 
（２）ポケット内照射モデルにおけるバイオフォルムに対する殺菌効果 
バイオフィルムに直接的にレーザーを照射するポケット内照射モデルにおいて、P.g.単独のバイ
オフィルムでは、10-1 以下となる殺菌効果が認められた。S.g.単独バイオフィルムにおいても同
様の結果であった。また、照射時間を変えて同様の実験を行ったところ、時間依存的に殺菌効果
が高まった。 
２菌種混合のバイオフィルムにおいては、それぞれの菌種で有意な減少が認められた。また、時
間依存的に殺菌効果が高まることが確認された。5 分の照射において、両菌種ともコントロール
の３％以下となる殺菌効果が認められた。 
（３）ポケット外照射モデルにおけるバイオフォルムに対する殺菌効果 
バイオフィルムに直接レーザーを当てるのではなく、バイオフィルム上に３mm 厚の牛肉片を設
置して、その外部からレーザーを照射するポケット外照射モデルにおいては、P.g.単独バイオフ
ィルムで 10-3 以下となる殺菌効果が認められた。S.g.単独バイオフィルムでは、10-2 程度となる
殺菌効果があった。これらの効果は、ポケット内照射モデルでの殺菌効果よりも高く、その理由
として、歯肉モデルによるエネルギーの減弱を補うため、出力を高めてレーザーを照射している
ことで、実際にバイオフィルムに届くエネルギーが高くなっている可能性が考えられる。以前の
研究において、透過したレーザー光のエネルギーが直接照射のエネルギーと同等となるように
設定したが、使用する個々の肉質の違いにより、透過エネルギーが高くなっている可能性がある。 
混合バイオフィルムにおいても、高い殺菌効果がえられた。また、殺菌効果は時間依存的に高く
なった。単独バイオフィルムと同様に、S.g.よりも P.g.に対して高い殺菌効果が認められた。 
（４）aPDT による P.g.遺伝子発現への影響 
aPDT 下での P.g.における遺伝子発現を調べたところ、酸化ストレス応答遺伝子である oxyR、
sod、バイオフィルム形成に関連する luxS で発現の低下が認められた。この減少が、aPDT で発
生される一重項酸素による刺激に直接的に反応したものなのか、細胞破壊に向かう過程で、全般
的な発現が低下したことによるものなのかは不明で更なる詳細な検討が求められる。 
以上の結果より、我々の aPDT システムは、バイオフィルムに対しても高い殺菌効果を示すこと
が確認された。しかし、実際にどの程度の殺菌効果があれば臨床的に意味のあるものなのかは不
明である。また、他の化学的プラークコントロールの方法との比較は行っていないので、従来的
な方法に変わるものであるかも不明である。しかし、AMR 対策や観血的処置が困難な場合の処
置として、臨床的なオプションになりうる可能性は示された。 
今後、さらにバイオフィルムへの殺菌効率を高めるための改良を続けていき、臨床結果の向上に
繋げていく予定である。 
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