
日本大学・松戸歯学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６５

若手研究

2021～2019

EBMに基づく光線力学療法の歯科医療への挑戦

Challenging for dental care of photodynamic therapy on EBM

６０７０８５７７研究者番号：

小峯　千明（KOMINE, Chiaki）

研究期間：

１９Ｋ１９０７６

年 月 日現在  ４   ５ ２７

円     2,500,000

研究成果の概要（和文）：歯科医療において光線力学（光エネルギー）の応用は未だ発展途上にあるのが現状で
ある。実際の臨床現場で応用するためにはさらに多くの科学的根拠に基づいた知見が必要である。そこで本補助
事業期間では臨床現場でしばしば見受けられる状況を想定し，報告を行った。まず，光と光増感剤を用いて細菌
を殺菌するといった抗菌的光線力学療法のメカニズムについて報告した。次に，根管治療の際に生じる根管内ス
メアー（歯の削りカス）の除去に関して生体に安全な低濃度過酸化水素および光を用いた除去方法の報告，最後
に個人診療所において光を用いることで容易に口腔がん早期発見を検出可能とした新規方法について提案をし
た。

研究成果の概要（英文）：The application of photodynamics (light energy) in dentistry is still in its
 developmental stages. In order to apply it in actual clinical practice, more knowledge based on 
scientific evidence is needed. Therefore, in this grant project, we reported on a situation that is 
often seen in clinical practice. First, we reported on the mechanism of antibacterial photodynamic 
therapy, in which light and photosensitizers are used to kill bacteria. Next, we reported on a 
removal method using low-concentration hydrogen peroxide and light, which is safe for living 
organisms, for removing intracanal smears generated during root canal treatment, and finally, we 
proposed a new method that enables easy detection of early oral cancer by using light in private 
clinics.

研究分野： 歯科保存学，歯科臨床検査医学

キーワード： 光線力学療法　活性酸素種　歯内療法・根管治療　口腔がん早期発見　抗菌的光線力学療法　光線力学
診断
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研究成果の学術的意義や社会的意義
可視光領域を主体とした光は，生体に対して安全でありむしろ生体の賦活化を導くものとして整形外科をはじめ
とした医科領域などでは特に使用されている。一方，歯科領域では直視できる組織という環境から外科的・化学
的に処置を行うことを主流としてきた。しかしながら,それらの処置は侵襲を伴うものも多くあることから，光
が有する効果的な作用でそれを置換する方法が導き出せれば有意義な事であると考えている。特に本補助事業内
で報告した口腔がんの早期発見方法においては個人歯科医院においても疑わしい病変部を客観的に即時数値化で
きる可能性を秘めていることから大きく貢献できるものと考えている。

※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 
光線力学療法は医科領域でがん治療に用いられてきた。また近年，歯科領域においても微生物

を殺菌する目的に抗菌的光線力学療法（antimicrobial PDT, a-PDT）として認知されるようになり，
研究報告も数多くされてきている。しかしながら，それらの報告では光源，光感受性物質または
どのような微生物を殺菌できたかなどの a-PDT の有効性を報告するにとどまり，根拠となる殺
菌メカニズムに関してはほとんど報告がなされていない状況であった。殺菌メカニズムは活性
酸素種（ROS）が関与していることが分かっており，本補助事業ではその ROS を電子的スピン
トラッピング（ESR）法により補足しすることで光線力学および光触媒反応などの様々な殺菌メ
カニズムを報告する．また，歯科医療において光を用いた歯科治療の有効性・早期口腔がんの客
観的かつ簡易的検出法を考案したいと考えていた． 
 
２．研究の目的 
(1) 光化学反応から発生する様々な ROS と殺菌メカニズムを明らかにすること 
(2）光化学反応から発生する ROS，とくにヒドロキシラジカル (・OH) に着目し根管治療時に発
生するスメアー層の除去効果を明らかにすること 
(3) 口腔がん早期発見法として腫瘍細胞内に生じる特有のポルフィリン代謝に着目し，アミノレ
ブリン酸 (5-ALA)を作用させることで生じるプロトポルフィリンⅨ (PpIX)を励起させることで
客観的に口腔粘膜疾患の評価を行うこと（光線力学診断，PDD） 
 
以上，3 つの項目を目的に研究を行った． 
 

３．研究の方法 
(1) 光化学反応から発生する様々な ROS と殺菌メカニズムを明らかにする 
 
①口腔内に存在するグラム陽性菌（Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis）および陰性菌

(Porphynomonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tanneralla forsythia)に対して生
理食塩水に混和した酸化チタン（, rutile 型）に 405 nm LED を照射(1, 2 および 3 分)することで
発生する ROS を捕捉し，それぞれの細菌に対する殺菌効果と ROS 発生量との関係を比較し，
殺菌メカニズムを考察した． 

 
②メチレンブルーを用いた a-PDT における Candida albicans に対する殺菌メカニズムはすでに
ROS の一種である一重項酸素（1O2）による細胞壁への物理的障害によるものと報告したが，さ
らに信憑性を高めるために 1O2 消去剤としてアジ化ナトリウム (NaN3, 10 mM)を作用させるこ
とで C. albicans の殺菌効果の変化から a-PDT の殺菌メカニズムについて考察した． 
 
(2) １M 過酸化水素水に対して可視光線 405 nm LED (8.69 mW/cm2) を 10, 20 および 30 秒照射
することで得られる・OH 量を ESR 法において測定した．また Izawa らの方法に従い，抜去歯を
調整した後，１M 過酸化水素水内で照射させることでスメアー層の除去効果を検討した． 
 
(3) OSCC 由来細胞株（HSC-2, HSC-3, HSC-4, Sa3）および正常ヒト口腔ケラチノサイト (HOK)に
対して 5-ALA を使用した PDD を蛍光プレートリーダーで測定し，細胞株の違いや細胞数の違い
による経時的な蛍光強度の挙動を測定した．さらに蛍光強度を効率よく得るために 5-ALA 代謝
経路の中の PpⅨからヘムに変換される際に必要な Ferrochelatase 活性を阻害する Diferoxamine 
(DFO)を併用する PDD を行い，得られる蛍光強度を検討した． 
また，個人歯科医院でも上記 PDD 法を行えるようにポータブル蛍光分光度計を使用した方法に
ついても検討した． 
 
 
４．研究成果 
(1) 光化学反応から発生する様々な ROS と殺菌メカニズムを明らかにした． 
 
① TiO2 (4 mg/ml)に対して 405 nm LED を照射した結果，ESR 法
により 1O2を検出した（図 1）． 
つまり 1,2 及び 3 分間の照射で発生した 1O2量は，それぞれ 5.5, 
11.7 および 14.9 mol であり照射時間依存的に増加した．また
同時に陰性菌の殺菌効果も 1O2 発生量的に増加した．一方，グ
ラム陽性菌では 3 分間の照射ではほとんど殺菌効果は示さなか
った（図 2）．基本的には 1O2 による細胞膜障害で殺菌に至らすも
のと考えられるが，両者の違いは細菌構成であると推測した．つま



り，グラム陽性菌は陰性菌と比較し厚い細胞壁を有しており細菌本体への傷害は与えられない
ため殺菌できず，グラム陰性菌では細胞壁が薄いため細菌本体が傷害受け殺菌に至ったものと
考えた (図 2)．またグラム陰性菌の中でも P. gingivalis はポルフィリンを菌体内で代謝されるこ
とから菌体内 PpIX に対して励起光である 405 nm LED が菌体内で反応し ROS を生じさせた結
果，も最も殺菌効果を得たものと示唆した （図 3）1)．  
 

 
②C. albicans に対して各濃度 NaN3を 30 分間作用させた際の 48 時間後の細菌生存率を検討した
結果，10 mM NaN3 では細菌生存率に影響を及ぼさないことを示した（図 4）．また 10mM NaN3
がメチレンブルーに励起光（660 nm）を照射した際に生じる 1O2を特異的に消去することを示し
た（図 5）．以上の結果に基づいて，各群を設定し C. albicans の殺菌試験を行ったところ，1O2を
特異的に消去した群（a-PDT with NaN3 群）ではメチレンブルーのみを作用させた群（Control 群）
と比較し，顕著な殺菌効果を示さなかった （図 6）．以上のことから a-PDT による殺菌メカニズ
ムは 1O2によるものと示唆した 2)． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) １M 過酸化水素に対して無照射（H2O2群）と可視光線 405 nm LED を１M 過酸化水素に対し
て 10,20 および 30 秒間照射した(・OH 群) 際に発生した ROS 比較を示す（図 7）． 
・OH 発生量は・OH 群において H2O2群と比較し、照射時間依存的に有意に増加した (y=30.114x-
30.376, R2=0.99)．この結果を利用し LED を 3 分間，過酸化水素に照射した際の・OH 発生量と根
管内形成されたスメアー層除去の関係について SEM を用いた評価を行った．その結果，生理食
塩水に浸漬させた control 群と比較し，H2O2群では，ややスメアー層に亀裂を認めたものの除去
に至る所見は認めなかった．一方，・OH 群ではスメアー層が鱗状に剥離し象牙細管の露出を認



めた．これが示唆することは，過酸化水素自体も ROS に
分類されるため少なからずその酸化力によりスメアー
層に亀裂を生じさせたことが推察できるものの，・OH の
発生がスメアー層の除去に大きく関与していることが
言える（図 8）．現状，根管内スメアー除去にはエチレン
ジアミン 4 酢酸（EDTA）が主に使用されといる．結果
として，欠点としてカルシウムイオンのキレート作用か
ら根管内において穿孔部などからの出血を認めた場合，
凝固阻害による止血困難な場合が考えられるためスメ
アー層除去に対する新しい根管洗浄法として期待できる 3)． 

 
 
(3) 口腔がん早期発見のため，5-ALA と蛍光プレートリーダーから得た蛍光強度を利用した PDD

に関する基礎的知見を得た．すなわち正常口腔粘膜細胞（HOK）と培養ヒト口腔扁平上皮癌

（OSCC）由来細胞株（HSC-2, HSC-3, HSC-4, Sa3）を用いて 5-ALA による代謝産物 PpIX に対し

て励起光 405 nm を照射し，蛍光波長 630 nm の蛍光強度の挙動相違により客観的なスクリーニ

ングが可能か否か行った．まず初めに細胞株の違い

や細胞数の違いによる経時的な蛍光強度の挙動を

測定した結果，細胞数の違いによる 5-ALA を作用

させた (+)群 / 5-ALA 作用させない (-)群の蛍光強

度比は、代謝時間 240 分において >105 >104 cells の

順に細胞数依存的に増加した。104 と 105 cells にお

ける蛍光強度比は，5-ALA の有無にかかわらず蛍光

強度に有意な差は認めなかった (図 9)．そのため，

有意差を示した 106 cells に焦点を絞り，細胞株の違

いによる蛍光強度の挙動変化をついて検討した．各細胞株間の蛍光強度の挙動は，5-ALA  (+) 

群において HSC-2, HSC-3 および HSC-4 では作用 40 分後，Sa3 では作用 60 分後，さらに HOK

では作用 100 分後にそれぞれの 5-ALA (-)群の蛍光強度との間に有意な増加があり，かつ OSCC

細胞株間での増強レベルは HSC-2 > HSC-4 > HSC-3 > Sa3 の順となった （図 10）． 

この蛍光強度の差について

は OSCC 細胞株の分化度や

採取部位などによるものと

推察されるが，いずれの

OSCC 細胞株においても代

謝 40 分後に HOK の蛍光強

度と比較し，有意な増加を示

したことから PDD は口腔が

んの早期発見に使用可能で



あることが示唆された．しかしながら，蛍光強度の有意な増加を示した細胞数は 106 cells 必要で

あったことから実際に口腔内から擦過することは困難であることからより少ない細胞数で PDD

を行う必要があった．より少ない細胞数で有意な蛍光強度差を検知することを目的とした．つま

り，少ない細胞数で細胞内 PpⅨ蓄積を誘導させるため，5-ALA 代謝経路の中の PpⅨからヘムに

変換される際に必要な Ferrochelatase 活性を阻害する DFO を併用する PDD を行い，得られる蛍

光強度を検討した．その結果，5-ALA に DFO を添加することで HOK と OSCC 細胞株間の各細

胞数を比較したところ，すべての OSCC 細胞株 5  105 cells において，蛍光強度は代謝 120 分後

に HOK の蛍光強度より有意に増加した (図 11)． 

 

 

このことは DFO を添加することで 5-ALA 単独と比較し、半数の細胞数で PDD が可能であるこ

とを示唆した．以上の結果から、口腔がん早期発見に対する PDD の基礎的知見は、OSCC 細胞

株に対してその蛍光強度の違いから数時間でかつ客観的に評価することが可能であり，チェア

ーサイドにおける蛍光プレートリーダーを用いたスクリーニングおよび診断基準の策定の一助

となると考えられた 4,5)． 
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