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Abstract：Photodynamic therapy was originally reported as a treatment of malignant tumors using 
photosensitive agents (photosensitizers) and visible light irradiation. When a tumor tissue containing 
a photosensitizer is irradiated with light of an appropriate wavelength and dose, a photochemical 
reaction is induced and the activated photosensitizer produces free radicals that damage cells 
and cause necrosis of the tumor. Recently, this technique has also been shown to be effective for 
inhibiting bacterial growth. Porphyromonas gingivalis, a periodontal pathogenic bacterium, produces 
endogenous protoporphyrin by degrading hemoglobin for its growth, which could make this bacterium 
photosensitive. Therefore, photodynamic therapy for periodontal diseases targeting this bacterium 
without using exogenous photosensitizer is expected. The effects of light irradiation on P. gingivalis 
have been reported, however the optimal irradiation condition remains to be determined in terms of the 
light sources, wavelength, and other parameters. Recently, we demonstrated that P. gingivalis growth 
was inhibited by visible laser light irradiation at 405 nm and an energy density of 15 J/cm2 without the 
use of any exogenous photosensitizers. These findings suggest that photodynamic therapy without any 
exogenous photosensitizer is a promising novel technology for the control of periodontal diseases.
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１．はじめに

　光線力学療法（Photo Dynamic Therapy）は1990年代以
降に腫瘍の治療において導入されてきた治療法であり，

腫瘍親和性の高い光感受性薬剤を生体に注入し，腫瘍

組織への集積が最大になったときに特定波長の高エネル

ギー可視光線であるレーザー光を照射し，その光エネル

ギーによって引き起こされる光化学反応により活性酸素

などのフリーラジカルを生成し腫瘍細胞を変成・壊死さ

せる，ターゲット腫瘍に限定した治療効果が発揮できる

療法である1, 2）。光線力学療法は腫瘍のみならず，細菌

に対する光線力学療法もいくつかの研究により報告がな

されており3-6），細菌感染制御における応用が期待され

ている。

　歯周病はさまざまな細菌の混合感染によって発

症・進展する疾患である。歯周病原細菌のうち，

Porphyromonas gingivalisは，タンパク質分解酵素などの
病原因子を数多く保有する偏性嫌気性グラム陰性桿菌で

あり7-9），その病原性が歯周病の発症・進展に大きく関

与しているとされている。そのため，同菌を標的とした

歯周病の治療・予防法の開発が期待される。現行の治療

法である機械的なスケーリング・ルートプレーニングや

非特異的な抗菌薬の利用などでは，十分な効果を得られ
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ないことがあり，そのため，方法が簡単で，患者にとっ

ても負担が少なく，さらに繰り返して行うことができる

代替処置の登場が長い間求められてきた。

　これまでに P. gingivalisを含めた歯周病原菌に対して，
トルイジンブルーやメチレンブルー，5－アミノレブリ

ン酸など，外来性の光感受性薬剤を使用した光線力学療

法についての報告があり5, 6），歯周病の新たな治療・予

防法として光線力学療法の応用の可能性が考えられる。

しかしながら，外来性の光感受性薬剤の使用による光線

過敏など，臨床応用においては宿主に対する影響も懸念

されるため10），歯周病治療の代替療法として臨床応用す

るためには，外来性の光感受性薬剤を使用することのな

い光線力学療法の開発が求められる。

　本稿では，外来性光感受性薬剤を用いない抗菌光線

力学療法の開発の現状を解説するとともに，P. gingivalis
を標的とした新たな歯周病代替治療法の可能性を，我々

の結果を示しつつ議論したい。

２．細菌の菌体内在性光感受性物質を利用した
光線力学療法

　皮膚炎の原因菌となる Propionibacterium acnesに対す
る光線力学療法に関する研究では，外部から光感受性薬

剤を投与するのではなく，その菌体内に産生されるポル

フィリンを光線力学療法のターゲットとして，407－420 
nmの青色光を 90 mW/cm2×60分，総じて 324 J/cm2の光
照射を行うことにより，同菌の増殖抑制がみられたと報

告されている11）。

　P. gingivalisはその増殖において鉄要求性の細菌であ
り，宿主の赤血球のヘモグロビンを鉄供給源とする。ヘ

モグロビンを構成するヘムはプロトポルフィリン IXと
鉄の複合体であり，菌体内に取り込まれたヘムより鉄が

離脱した結果，プロトポルフィリン IXが生じる12）。こ

のプロトポルフィリン IXは先に述べたポルフィリン同
様，光感受性を持つため，内在性の光感受性物質をター

ゲットとした光線力学療法の対象となる可能性がある。

　細菌の内在性の光感受性物質を標的として光照射を

行った研究では，細菌がその代謝過程で内在的に産生さ

れるポルフィリンが光感受性物質として働き，光照射に

より増殖抑制に至る可能性があるとの報告がある13-15）。

それらの報告では，光源として 380－520 nmや 488－
514 nmのランプ光，455 nmあるいは 625 nmのレーザー
光が使用されており，照射された光エネルギーも数十～

数百 J/cm2と報告によって様々である。
　このように，細菌の内在性の光感受性物質をターゲッ

トとした光線力学療法の可能性が示されているが，その

光源や照射波長などは報告によって一定しておらず，至

適照射条件は不明のままである。そこで，我々はまず P. 
gingivalisに対する広範囲波長の光照射をおこない，そ
の増殖抑制効果を発揮する光波長の特定を行った。

３．P. gingivalias の増殖抑制効果に対する
至適波長の検索

　血液寒天培地にて継代培養した P. gingivalis ATCC 
33277株を Brain Heart Infusion液体培地（以下 BHIブロ
ス）10 mlにて37℃，24時間嫌気培養を行い，血液寒天
培地上に播種し24時間経過したコロニーに，外来性光感

受性物質を用いて行われる光線力学療法において、ポル

フィリンの励起波長として利用されている，405 nmお
よび 630 nmのレーザー光を，光強度密度 50 mW/cm2で
照射した後に培養した。その結果，405 nmで３～６分
照射した場合にコロニーの成長抑制が見られた。可視領

域光線で P. gingivalisの増殖抑制効果を示す波長につい
てより詳細に検討するため，愛知県岡崎市の基礎生物学

研究所の大型スペクトログラフ16）を利用して可視光レー

ザーを広範囲の波長域で 10～20 nm間隔で照射した。具
体的には，先の実験の結果に基づいて，効果の見られ

た光強度密度（50 mW/cm2），照射時間（６分）による
光エネルギー密度（18 J/cm2）を満たすよう，各波長で
光強度を測定，照射時間による調整を行い，P. gingivalis
コロニーに光照射を行った。血液寒天培地にて培養した

P. gingivalisを BHIブロス 10 mlにて37℃，24時間嫌気
培養を行った後，血液寒天培地上に３点播種し，更に30

時間嫌気培養後，400 nm以上の可視領域の光を照射し
た。照射後，嫌気培養を行い，コロニーサイズの測定を

行い，効果を判定した。その結果，400 nmおよび，410 
nmの波長において，430－480 nmの波長域のもの，お
よびコントロール群に対してコロニーサイズが小さいこ

とが明らかとなり，400－410 nm光照射で，P. gingivalis
に対する最大の増殖抑制効果が得られることが確認で

きた（図１）。また，500－700 nmの波長域の光照射も
行っているが，この領域では増殖抑制効果は見られな

かった。外来性光感受性薬剤として 5－アミノレブリン
酸を使用すると，生体内でヘム合成の過程においてプロ

トポルフィリン IXが大量に生成されるが，このプロト
ポルフィリン IXは光感受性物質であり，405 nm付近の
青色光を照射すると励起作用によりフリーラジカルが生

成される。本研究結果からもプロトポルフィリン IXに
対する励起光波長である 405 nmが，P. gingivalisの増殖
抑制に対する最大の効果を発揮する波長であることが確

認された。

４．405 nmレーザー光照射によるP. gingivalias
の増殖抑制効果に対する至適照射条件の検索

　大型スペクトラムを用いた至適波長検索結果から，

400－410 nmの光照射で P. gingivalisの増殖抑制効果が
得られ，ターゲットとされるべき光波長が 405 nmであ
ることがわかったため，405 nmレーザー照射器（ウシ
オ電機，東京）を用いて，P. gingivalisの増殖抑制効果
に対する至適照射条件の検索を行った。

　そのため，BHIブロスにて培養した P. gingivalis菌液
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に以下に記す各条件の下，レーザー照射を行い照射後，

37℃にて嫌気培養を行い，経時的に菌液の濁度（OD655）
を測定して菌の増殖をモニタリングした。

　まず，光エネルギー密度一定（15 J/cm2）を満た
す，３通りの光強度密度，光照射時間の組み合わせ（50 
mW/cm2×５分，200 mW/cm2×75秒，400 mW/cm2×38秒）
による照射を行い，P. gingivalisの増殖に対する影響を
観察した。その結果，いずれの条件でも増殖を抑制して

いること（48時間培養の時点で約65～80％の抑制）が確

認できた。（図２）

　続いて，光強度密度一定（50 mW/cm2）で照射を行っ
たときの，光照射時間による影響について調べた。その

結果，照射時間１分でも有意な増殖抑制効果（約30％の

抑制）が認められ，２分以上の照射時間でより強い増殖

抑制（36時間培養の時点で約70％以上の抑制）が確認で

きた。（図３）

　更に，照射時間一定（５分）で照射を行ったときの，

強度密度による影響について調べた。その結果，光強度

密度 30 mW/cm2でも有意な増殖抑制効果（36時間培養の
時点で約70％の抑制）が認められた。また，50 mW/cm2

では 100 mW/cm2と同程度の抑制効果が認められ，36時
間培養の時点で約90％近い増殖抑制効果が認められた。

（図４）

図１ P. gingivalisの増殖に対する広範囲波長域光照射
の影響（文献22より引用）
血液寒天培地にて培養した P. gingivalisを BHIブ
ロス 10 mlにて37℃，24時間嫌気培養を行った
後，血液寒天培地上に３点播種し，更に30時間嫌
気培養後，大型スペクトログラフにより 400 nm
以上の可視領域の光を 10～20 nm間隔で照射し
た。予備実験で十分に効果の見られた，強度密度
（50 mW/cm2），照射時間（６分）による光エネル
ギー密度（18 J/cm2）を満たすよう，各波長で光
強度を測定，照射時間による調整を行い，光照射
を行った。照射後，嫌気培養を行い，コロニーサ
イズの測定を行い，効果を判定した。その結果，
400 nmおよび，410 nmの波長において，430 nm
以上の波長域のもの，およびコントロール群に
対してコロニーサイズが小さいことが明らかとな
り，400～410 nmの光照射で，P. gingivalisに対す
る最大の増殖抑制効果が得られることが確認でき
た22）。

図２ 光エネルギー密度一定（15 J/cm2）での 405 nmレー
ザー光照射による P. gingivalisの増殖に対する影
響（文献22より引用）
BHIブロスにて培養した P. gingivalis菌液に光エ
ネルギー密度一定（15 J/cm2）で照射を行い，3通
りの光強度密度，光照射時間の組み合わせ（50 
mW/cm2×５分，200 mW/cm2×75秒，400 mW/cm2

×38秒）によるレーザー照射を行った。照射後、
37℃にて嫌気培養を行い、経時的に菌液の濁度
（OD655）を測定して菌の増殖をモニタリングした。
その結果，いずれの条件でも P. gingivalisの増殖
を抑制すること（48時間培養の時点で約65～80％
の抑制）が確認できた22）。

図３ 光強度密度一定（50 mW/cm2）での 405 nmレー
ザー光照射による P. gingivalisの増殖に対する光
照射時間の影響（文献22より引用）
BHIブロスにて培養した P. gingivalis菌液に光強
度密度一定（50 mW/cm2）で，照射時間を変化
させて 405 nmレーザー光照射を行い，照射後，
37℃にて嫌気培養を行い，経時的に菌液の濁度
（OD655）を測定して菌の増殖をモニタリングした。
その結果，照射時間1分でも有意な増殖抑制効果
（約30％の抑制）が認められ，２分以上の照射時
間でより強い増殖抑制（36時間培養の時点で約
70％以上の抑制）が確認できた22）。
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５．考　　察

　以上のように，外来性光感受性薬剤を使用すること

なく，405 nmのレーザー光を照射することのみで P. 
gingivalisの増殖を抑制することが示された。特定波長
の光照射による P. gingivalisの増殖抑制のメカニズムに
ついて，その仮説を図５に記す。P. gingivalisは鉄要求
性の細菌であり，宿主の赤血球のヘモグロビンを分解

し，プロトポルフィリン IXと鉄の複合体であるあるヘ
ムを菌体内に取り込む12）。菌体内でヘムより鉄が離脱す

ることによりプロトポルフィリン IXに変化するが，こ
のプロトポルフィリン IXは光感受性物質であり，405 
nm付近の青色光を照射すると励起作用によりフリーラ
ジカルを生じる。この発生したフリーラジカルにより P. 
gingivalisが障害を受けると考えられる。
　P. gingivalisの産生するタンパク質分解酵素の Arg-
gingipainと Lys-gingipainは，血球凝集活性，バイオフィ
ルム形成および様々な細胞毒性などに関与することから

本細菌の毒性因子として注目されている17）。また，Arg-
gingipainと Lys-gingipainは本菌が宿主のヘモグロビン
を分解し，生育するための鉄を得るために必須な酵素で

もあるので18），P. gingivalisでは，タンパク分解活性が
強く，すなわち病原性が高く活動性の高い菌株ほど，内

在性の光感受性物質となるプロトポルフィリン IXを菌
体内に高い水準で有していることが想定される。このこ

とより，外来性の光感受性薬剤を使用しない光線力学療

法は，P. gingivalisを選択的な標的とした，歯周病の継

続的な治療戦略において効果的な治療・予防法であると

考えられる。

　また，菌の増殖段階によって光照射に対する感受性

に違いがあるのかどうかを調べたところ，増殖の立ち上

がりを示す前の状態（lag phase）にある菌が最も感受性
が高く，増殖曲線が立ち上がった後の対数増殖期（log 
phase）にある菌では感受性が低いことが確認されてい
る。このことより，本菌が歯周ポケット内で本格的な増

殖を開始する前の段階において，光照射により本菌の増

殖を抑制することにより，歯周病の予防法として効果的

であると期待される。

　歯周病原細菌は，宿主の上皮細胞などのタンパク質

を分解することにより産生される揮発性硫黄化合物など

の臭い物質を産生するため，口臭の原因ともなる19）。唾

液を嫌気培養すると唾液中に含まれている歯周病原細菌

から揮発性硫黄化合物が産生されるが，400－500 nmの
光照射を行った唾液を培養すると揮発性硫黄化合物の

産生が減少するという報告がある20）。この報告では，P. 
gingivalisを含めた歯周病原細菌が光照射により他の細
菌の代謝に影響を与えていることが示唆されている。P. 
gingivalisは強いタンパク分解活性を有しており，宿主
のタンパク質を小さいペプチドに分解する。そしてその

ペプチド群は他のタンパク分解活性の弱い細菌のエネル

ギー源となりうることから21），P. gingivalisの増殖抑制
により本菌以外の，Fusobacteriumや Peptostreptococcus
などの歯周病に関連する嫌気性細菌の増殖抑制にもつな

がっていると考えられる。そのため，P. gingivalisの代

図４ 照射時間一定（５分）での 405 nmレーザー光照
射による P. gingivalisの増殖に対する光強度密度
の影響（文献22より引用）
BHIブロスにて培養した P. gingivalis菌液に照射
時間一定（５分）で，光強度密度を変化させて 
405 nmレーザー光照射を行い，照射後，37℃に
て嫌気培養を行い，経時的に菌液の濁度（OD655）
を測定して菌の増殖をモニタリングした。その結
果，強度密度 30 mW/cm2でも有意な増殖抑制効果
（36時間培養の時点で約70％の抑制）が認められた。
また，50 mW/cm2では 100 mW/cm2と同程度の抑
制効果が認められ，36時間培養の時点で約90％近
い増殖抑制効果が認められた22）。

図５ 特異的波長（405 nm）の光照射による P. gingivalis
の増殖抑制のメカニズム（仮説）
P. gingivalisは鉄要求性の細菌であり，宿主の赤
血球のヘモグロビンを分解し，プロトポルフィリ
ン IXと鉄の複合体であるあるヘムを菌体内に取
り込む。菌体内でヘムより鉄が離脱することによ
りプロトポルフィリン IXに変化するが，このプ
ロトポルフィリン IXは光感受性物質であり，405 
nm付近の青色光を照射すると励起作用によりフ
リーラジカルを生じる。この発生したフリーラジ
カルにより P. gingivalisが障害を受けると考えら
れる。
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謝や増殖を光照射によって制御することは，本菌以外の

細菌群の制御にもつながり，口臭の制御においても大き

な利点であると考えられる。

　我々の研究において，405 nmの青色レーザー光照
射によって，光感受性薬剤を使用することなく，P. 
gingivalisの増殖を抑制することができた。そして光線
力学療法が歯周病の治療において重要と考えられる，同

菌の歯周ポケット局所における制御において，有望な新

しい処置となりえる可能性が示された。本研究で行った

レーザー光のみの光線力学療法では，外来性の光感受性

薬剤を使用した報告に見られる有効な光エネルギー密度

（100 J/cm2以上）8, 9）に比べて遙かに低い 15 J/cm2でも効
果があることが示された。我々はヒト歯肉線維芽細胞に

405 nm，15 J/cm2の光エネルギー密度でレーザー光を照
射しても，その生存率には影響がないことを確認してい

る。しかしながら，生体組織に対する影響の評価はより

慎重に行う必要があり，動物実験等により，in vivoでそ
の影響を確認することが今後の課題である。
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