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研究成果の概要（和文）：歯周治療における抗菌的光線力学療法の光源である赤色LEDを用いて、歯周組織再生
療法への応用を目的に研究を行なっている。この領域はPhotobiomodulationと呼ばれ発展してきた。本研究では
メカニズムの一つとしてミトコンドリア呼吸鎖へ与える影響を検討した。ヒト抜去歯から分離したヒト歯根膜幹
細胞へのLED照射によりミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅳの活性は有意に促進した。そしてその阻害剤であるシア
ン化カリウムによりLED照射による増殖能の増加は有意に抑制された。
以上の結果より，ミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅳを活性化させることにより、LED照射はヒト歯根膜幹細胞の増
殖能を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Red LEDs, the light source for a antimicrobial photodynamic therapy in 
periodontal treatment, are being investigated for application to periodontal tissue regeneration 
therapy. This field has been called photobiomodulation. In this study, we investigated the effect on
 mitochondrial respiratory chain as one of the mechanisms. LED irradiation of human periodontal 
ligament stem cells isolated from extracted teeth significantly enhanced the activity of 
mitochondrial respiratory chain complex IV. Potassium cyanide, an inhibitor of mitochondrial 
respiratory chain complex IV, significantly suppressed the increase in proliferation induced by LED 
irradiation.
These results suggest that LED irradiation promotes the proliferation of human periodontal ligament 
stem cells by activating mitochondrial respiratory chain complex IV.

研究分野： 歯周病学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では高出力赤色LEDによる照射がヒト歯根膜幹細胞のミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅳを活性させた。それ
により増殖能の促進や抗炎症作用を引き起こす可能性が示唆された。本研究成果より高出力赤色LED照射の細胞
活性の作用機序の一つが解明された。
Photobiomodulationは生体組織を変性せず組織細胞を活性化する光刺激作用を利用する。光源としてレーザーを
低エネルギーで使用することにより発展してきたが、レーザーより安価で安全に使用でき、大掛かりな装置も必
要ないLEDを新たな光源として用いることにより幅広く歯周病治療に応用できるようになると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１。研究開始当初の背景 
光は生体に様々な影響を与え、医療の場でも応用されている。現在歯周病の治療で、光と色素

による光化学反応を利用した抗菌的光線力学療法が応用されており、その光源として過去に様々
な波長での検討が行われている。共同研究者は、過去に波長 650nm の高出力赤色 LED を用いて抗
菌作用を実証した(Umeda M et al、 J Investig Clin Dent 2011;2:268-274)。 
この光源の幅広い可能性を考え、申請者は抜去歯根面より培養したヒト歯根膜幹細胞に高出

力赤色 LED 照射を行うことにより増殖能及び硬組織分化能が促進され、その一端は ERK1/2 経路
を活性することで促進されることを報告した（Yamauchi N et al、 J Periodontol 2018;89:351-
360）。 
しかし、未だ高出力赤色 LED 照射がヒト歯根膜幹細胞に及ぼすメカニズムについては明らか

にされていない。そのメカニズムの一つとして赤色光と関係の深いミトコンドリアの呼吸鎖複
合体に及ぼす影響について検討する必要がある。 
 
２。研究の目的 
細胞を刺激活性化させる光源には現在まで低出力のレーザーが多く用いられており、創傷治

癒促進や疼痛緩和、炎症軽減などの効果が報告されている。本研究は、光線力学療法の 1つとし
て用いられてきた光源である LED を用いて宿主細胞を活性化することで歯周組織再生治療へ応
用することを目的としている。レーザーと比較して安価で安全である LED は大掛かりな装置も
必要なく臨床応用に適している。 
本研究では、高出力の赤色 LED を光源として用いることにより、細胞内のミトコンドリア呼吸

鎖複合体の活性について検討し、ヒト歯根膜幹細胞に及ぼす影響のメカニズムの一端を解明す
ることを目的とした。 
 
３。研究の方法 
ミトコンドリアの働きやそのメカニズムの検討では、細胞内部に存在するミトコンドリアを

対象とする方法と細胞から単離して細胞外で測定する方法とがある。本研究では、LED 照射によ
る作用がミトコンドリアの呼吸鎖に及ぼす影響を検討することを目的としている為、ミトコン
ドリア単離後に照射を行い検討した。まずヒト歯根膜幹細胞の分離を行う為、ヒト抜去歯よりメ
スにて歯根膜組織を採取し、酵素処理を行い、初代培養後 3～5 代目を実験に使用した。そして
ミトコンドリアの単離を遠心機での分画遠心法により行なった。その後、単離ミトコンドリアに
対し、LED 照射を行い、呼吸鎖複合体Ⅳ活性の測定を行なった。 
 
４。研究成果 
(1) ヒト歯根膜幹細胞の分離および同定 
幹細胞マーカーに対し蛍光免疫染色を行なった。

染色された細胞の画像は、オールインワン蛍光顕微
鏡（BZ-9000; Keyence Corp）を用いて撮影した。
CD35 と CD45 に対しては陰性であり、CD73、CD90、
CD105 および STRO-1 に対しては陽性であった（図
1）。ヒト抜去歯から分離培養した細胞が間葉系幹細
胞であることを同定した。 
 
 
 
 
 
(2) 増殖能への検討 
高出力赤色 LED 照射のエネルギー量は照射

時間を変えることにより調節した。 
細胞を播種して 24 時間後に照射を行い、ヒ

ト歯根膜幹細胞の増殖能について検討した。
エネルギー量を調整することで、ヒト歯根膜
幹細胞の増殖能を促進させた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 



(3) ATP レベルおよび乳酸デヒドロゲナーゼ(LDH)活性の測定 
LED 照射して 24 時間後の ATP レベルと細胞毒性として LDH 活性の測定を行なった。LED 照射

により ATP レベルは有意に増加した(図 3)。LDH 活性は 10J/cm2以上のエネルギー量で有意に増
加した(図 4)。 

 
(4) ミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅳの活性測定 
単離ミトコンドリアに対して LED 照射を行い、

ミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅳであるチトクロ
ム C オキシダーゼの活性を測定した。 
LED照射によりヒト歯根膜幹細胞のミトコンド

リア呼吸鎖複合体Ⅳの活性が有意に増大した(図
5)。 
 
 
 
(5) 呼吸鎖複合体Ⅳの活性阻害 
真核生物のミトコンドリア内の呼吸鎖複合体Ⅳの阻害剤としてシアン化カリウム（KCN）（和光

純薬工業社製）を使用し、ATP 合成を阻害した。 
KCN 濃度が 100μM 以上で、LED 照射により促進されたヒト歯根膜幹細胞の ATP 合成を有意に

阻害した(図 6)。 
また KCN により、LED 照射で誘導されたヒト歯根膜幹細胞の増殖は有意に阻害された(図 7)。 

 
さらに tumor necrosis factor-αにより惹起されたヒト歯根膜幹細胞の Interleukin (IL)-6

および IL-8 産生に対する LED 照射の抑制効果は、KCN により有意に阻害された(図 8)。 

以上の結果より，高出力赤色 LED 照射はミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅳを活性させることによ
りヒト歯根膜幹細胞の増殖能および抗炎症作用を促進することが示唆された。 
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