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Ⅰ．緒　　言
歯周炎は、歯面や歯周ポケットにバイオフィルムを形

成する歯周病原細菌の感染により、宿主が過剰な免疫
応答を起こし、結果的に歯周組織破壊をきたす慢性炎
症性疾患である 1）。そのため、歯周病原細菌を殺菌及
び除去することが、この疾患に対する主な治療法とな
る 2）。非外科的療法であるスケーリング・ルートプレーニ
ング（以下 SRP）は、スケーラー等の器具を用いて、
機械的にプラークや歯石、感染セメント質、象牙質を除
去する治療法で、歯周組織破壊に対し有意な改善効
果を認めている。しかし、Matiaらが、根分岐部に対
する非外科的療法において、37.7% の歯石の取り残し
が認められたと報告しているように 3）、器具の到達しにく
い部位では、病原因子を完全に取り除くことは難しい。
そのため、局所的薬物配送療法をはじめ、器具の到達
しにくい部位に対するSRP の補助的療法が評価されて
きている 4-7）。レーザーによる殺菌及び歯石除去もその
一つで、これまで多くの報告で有効性が示されている。
しかし、欠点として、用いられるレーザーエネルギーが
高出力のため、熱による歯髄及び歯周組織への悪影響
が懸念されている 8-10）。

近年、新たな補助的療法として、抗菌光線力学療法
（以下 aPDT）が注目され始めている11-14）。aPDTとは、
光感受性物質に特定波長の低出力のレーザーを照射す
ることにより、活性酸素（以下 ROS）を発生させ、細
菌の細胞壁を破壊し殺菌する治療法である。低出力
レーザーを用いるため熱障害が少なく、また ROS による
殺菌のため、抗菌薬とは異なり、耐性菌にも効果がある
とされている 15, 16）。これまで著者らの研究室では、光
感受性物質として、キトサンコーティングを施した、インド
シアニングリーン封入ナノ粒子（以下 ICG-Nano/c）を
独自開発し、これに 810 nm の半導体レーザーを照射
するaPDT の研究を進め、その殺菌効果を確認し報告
している 17）。

歯周炎の一つである根分岐部病変は、歯根の形態
が複雑であることや、骨の吸収が不均一であることか
ら、非外科的処置において器具の到達が困難な病態
であると知られている 18）。一般的な aPDT では、光感
受性物質を注入した歯周ポケットに照射プローブを挿入
し、レーザーを照射するが、これを根分岐部病変に行
うと、図 1A のように照射方向が制限されてしまう。根
分岐部の病変全体に光を届かせることは困難であり、
光感受性物質の一部しか励起させることができないた
め、十分な殺菌効果が得られないと考えられる。そこ
で著者らは、新たなレーザーの照射法として、図 1B の

ように歯周ポケット外から照射する方法を考察した。歯
周ポケット外からレーザーを照射することにより、病変に
様々な角度から光を当てることができるようになる。その
ため、従来の方法では光を届かせることができなかった
部位まで、光を十分に届けることができ、根分岐部病
変全体の光感受性物質を励起させることが可能になる
という利点がある。

近赤外光（700-2500 nm）は、ほとんどの軟組織
に対して高透過性であり、特に 700-1300 nm の波長
の範囲は「生体の分光学的窓」と呼ばれ、組織深部
まで透過することができる 19-21）。また、650 nm 以下の
波長では 3.0-3.5 mm 程度しか透過しないのに対し、
近赤外光では 6 mm 程度透過することができると報告
されている 22）。著者らの研究室でこれまで用いてきた
半導体レーザーの波長は 810 nm であり、生体の分光
学的窓内にあるため、十分に歯周組織を透過すると考
えられる。また、光感受性物質であるICG の吸収波長
は、血漿タンパク中においては 805 nm で最大の吸収
を示し、今回用いる半導体レーザーの 810 nm の波長
に十分に反応すると考えられる 23）。加えて、この ICG
と半導体レーザーの組み合わせは、医科では蛍光イメー
ジングにも用いられており生体での安全性が確認されて
いる 24）。

以上のことから、半導体レーザーを用いた歯周ポケッ
ト外照射によるaPDT は可能であると仮定し、本研究
では、将来的に臨床応用を見据えin vitroの歯周ポケッ
ト外照射モデルを作製し、歯周ポケット外照射による
aPDT の基礎的研究を行った。

図 1．一般的な照射法と新規の照射法の比較
A．一般的な照射法（歯周ポケット内照射）。照射方向が制限されて

しまうため、根分岐部のようなアクセスしにくい場所に光を十分に届
けることができない。

B．新規の照射法（歯周ポケット外照射）。自由な方向で照射できるた
め、根分岐部のようなアクセスしにくい場所でも光を十分に届けるこ
とができる。

A BA B
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Ⅱ．材料および方法
1．使用菌株

被 験 菌 体 に は 歯 周 病 原 細 菌 の 一 つ で ある
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 株を用いた。

P.gingivalis の継代には、馬血液寒天培地を用い
て、37℃、嫌気条件下にて培養し、1 週間ごとに新た
な寒天培地に継代保存を行った。また、実験に用いる
P.gingivalis の液体培養には、酵母エキス（1 mg/mL）、
ヘミン（5 μg/mL）、メナジオン（1 μg/mL）を添加した
trypticase soy broth （以下 sTSB, Becton, Dickinson 
& Co, Cockeysville, MD, USA）を使用し、37℃に
て対数増殖期まで嫌気培養した。吸光光度計（波長
600 nm）を用 いて、OD=0.1（1×108 CFU/mL）
に調整した菌液を浮遊細菌サンプルとして使用した。ま
た、上記の馬血液寒天培地を96 穴ディープウェルプレー
トに 分 注し固 め、 各ウェル中に OD=0.1（1×108 
CFU/mL）に調整した菌液を注入し、嫌気状態にて 2
日間培養したものをバイオフィルムサンプルとして使用した。

2．光感受性物質
ICG-Nano/c は、これまでの報告と同様の手法で作

製した 17, 25, 26）。すなわち、エマルジョン溶媒拡散法によ
り、安全性の高い生体適合性高分子である乳酸グリコー
ル酸共重合体を基剤にナノ粒子を作成し、これに ICG
（オフサグリーン、参天製薬、大阪）を封入した。ICG
封入ナノ粒子（以下 ICG-Nano）の封入率は 5 mg/g
であった。

さらに、キトサンを ICG-Nano の表面を覆うポリマーと
して使用し、キトサンコーティングを施した。凝集防止剤
としてマンニトールを添加した。

ICG-Nano/c の使用濃度は 10 mg/mL であり、ナ
ノ粒子中の ICG の濃度は 0.05 mg/mL であった。

3．半導体レーザー
使用した半導体レーザー（LIGHTSURGE SQUARE、

長田電気工業、東京）は、中心波長 810±20 nm、
最大出力 3W、導光用ファイバーの先端径は 600 μm
である。照射モードは、繰り返しパルス照射（RPT）モー
ド（デューティー比：50%、パルス幅：100 ms、ピーク
出力：0.5W-3W、4-24W/cm2）に設定し、照射距離
1 cm で、照射範囲は直径 2.8 mm である。

4．歯肉モデルの要件
歯肉モデルの要件として、（1）人工物ではないこと、

（2）歯肉の中で最も厚みのある口蓋歯肉より厚いこと27）、

（3）ミオグロビンを含有すること（軟組織において最も吸
収係数が高いヘモグロビンに組成が近いため）とした。
歯肉モデルの候補として、3 mm 厚にスライスした新鮮
な牛肉、豚肉、鶏肉にレーザー照射し、パワーメーター
（LASERSTAR,  Oph i r  Optron ics  So lu t i ons , 
Jerusalem, Israel）を用いて透過エネルギー（W）を
測定した。これらのうち最も透過エネルギーが低いものを
歯肉モデルとした（図 2）。

5．歯周ポケット外照射モデルにおける照射条件
以前のポケット内照射を想定した、直接照射モデルを

用いた研究で殺菌に必要とされたエネルギー（W）と、
歯肉モデルを透過したエネルギー（W）が同等となる出
力を、パワーメーターを用いて測定し検索した（図 3）。

6．光感受性物質による透過エネルギーの吸収
96 穴プレートに、ICG-Nano/c を加えた sTSB を

200 μL 入れ（最終濃度、10 mg/mL）、歯肉モデル
をその上に設置した。その後、プレートをパワーメーター

---W

レーザープローブ

パワーメーター

サンプル

図 2．歯肉モデルの要件（実験図）

---W

歯肉モデル

パワーメーター

レーザープローブ

---W
パワーメーター

レーザープローブ

図 3．歯周ポケット外照射モデルにおける照射条件（実験図）
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の上に置き、その上方よりレーザーを照射し到達エネル
ギー（W）を測 定した。ICG-Nano/c を加えない
sTSBをコントロール群とした（図 4）。

7．冷却法
レーザーによる熱障害を回避する冷却法の検討のため

に 4 パターン（1）連続照射、（2）間欠照射、（3）連
続照射＋エアー冷却、（4）間欠照射＋エアー冷却、を
設定し歯肉モデルおよび ICG-Nano/c 溶液の温度上昇
を比較した。間欠照射は、60 秒おきに 10 秒間の休止
を行って照射した。エアー冷却は、エアーポンプを用いて、
2L/ 秒のエアーを歯肉モデル表面に送風し冷却した。
熱測定は、0.2 mL チューブに ICG-Nano/c 溶液を入
れ、その上に歯肉モデルをのせ、15 cm の距離からサー
モグラフィー（開始温度 26℃、Tnermo GEAR G100、
日本アビオニクス、東京）で測定した（図 5）。また測
定範囲において温度が一番高い点を記録した。

8．歯周ポケット外照射モデルによるaPDT（浮遊細菌）
菌液 100 μLとICG-Nano/cを加えた培地 100 μL

を 0.2 mL チューブに入れ混和し、その後、チューブを
歯肉モデルの下に位置づけ、歯肉モデル表面から
1 cmの位置からレーザーを照射した。レーザー照射後、
10-4 ～ 10-7まで段階希釈した菌液を、血液寒天培地に
播種した。被検菌を播種した培地を37℃、嫌気条件
下にて 1 週間培養し、肉眼的にコロニー数をカウントし、
希釈率を元に培地上の生菌数を求めた（図 6）。

9．歯周ポケット外照射モデルによるaPDT（バイオフィ
ルム）

血液寒天培地上に形成されたバイオフィルムを壊さな
いように注意して、浮遊細菌を含む菌液を全て、マイク
ロピペットで 除 去し、ICG-Nano/c を加えた 培 地
100 μLを注入した。その後、96 穴ディーププレートを
歯 肉モデルの下に位 置 づけし、歯 肉モデル表 面
の 1 cm 上方からレーザーを照射した。レーザー照射
後、バイオフィルムを全量マイクロピペットで回収し、
10-4 ～ 10-7まで段階希釈した菌液を血液寒天培地に
播種した。被検菌を播種した培地を37℃、嫌気条件
下にて 1 週間培養し、肉眼的にコロニー数をカウントし、
希釈率を元に培地上の生菌数を求めた（図 7）。

---W

９６ウェルプレート

歯肉モデル

パワーメーター

レーザープローブ

図 4．光感受性物質による透過エネルギーの吸収（実験図）

サーモグラフィー

レーザープローブ

エアーポンプ

歯肉モデル

図 5．冷却法（実験図）

コロニーカウントレーザー照射

エアーポンプレーザープローブ

歯肉モデル

菌液＋ICG-Nano/c

図 6．歯周ポケット外照射モデルによるaPDT 
（浮遊細菌）（実験図）

コロニーカウントレーザー照射

エアーポンプレーザープローブ

歯肉モデル

ICG-Nano/c
バイオフィルム

血液寒天培地

図 7．歯周ポケット外照射モデルによるaPDT 
（バイオフィルム）（実験図）
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10．統計処理
分析には、統計ソフトSPSS ver15.0（IBM, Armonk, 

NY, USA）を用いた。正規性の検討にはShapiro-Wilk 
and Kolmogorov-Smirnov 検定を用いた。その結果正規
分布であったため、Dunnett’sまたはTukeyの検定を用い、
有意差を求めた。P<0.05で統計学的に有意であるとした。

Ⅲ．結　　果
1．歯肉モデルの決定

歯肉モデルを選択するため、3 種類（牛肉、豚肉、
鶏肉）の組織片にレーザーを照射し、透過エネルギー
を測定した。どの組織片においても、出力に比例して
透過エネルギーが増加した。また、どの出力においても、
牛肉片が最も透過エネルギーが低かった（図 8）。よっ
て歯肉モデルとしてレーザー光が最も透過しにくかった
牛肉片を選択し、以降の実験に使用した。

2．歯周ポケット外照射モデルにおける照射条件の決定
歯周ポケット外照射モデルの照射出力については、歯周

ポケット内照射モデルによるaPDTの殺菌効果と同等の殺
菌効果が得られる出力を設定しなければならない。歯周ポ
ケット内照射モデルにおけるP.gingivalis の抑制実験にお
いて、照射出力 0.7W（デューティー比：50%、パルス幅：
100 ms）のときに、菌数の2 log10 減少を確認している17）。
この照射出力における実効エネルギーは、パワーメーター
で測定すると0.37Wであるため、歯肉モデルを透過した実
効エネルギーが同等となる（有意差を示さない）照射出力
を調べたところ、2W（デューティー比：50%、パルス幅：
100 ms）のときに有意差を示さなかった（p>0.05）。その

ためこの出力を歯周ポケット外照射出力と決定した（図 9）。

3．光感受性物質による透過エネルギーの吸収確認
aPDT の機序として、光エネルギーを光感受性物質

が吸収することによって、光感受性物質が励起され、
ROS が発生する。歯肉モデルを透過したエネルギーが、
ICG-Nano/cを励起させるかどうかを間接的に確認す
るために、ICG-Nano/c による透過エネルギーの減弱を
確認した（図 10）。その結果、コントロール群と比較して、
ICG-Nano/c 群は、透過エネルギーの減弱が有意に認
められた（p<0.05）。この結果より、歯肉モデルを透過
したエネルギーが ICG-Nano/c に吸 収され、ICG-
Nano/c が励起されている可能性が示唆された。
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図 8．歯肉モデルの選択

歯肉モデルの候補として、牛肉、豚肉、鶏肉にレーザー照射し、パワー
メーターを用いて透過エネルギーを測定した。これらのうち最も透過エ
ネルギーが低いものを歯肉モデルとした。データは平均±標準偏差を
示す（n=3）。＊：p＜0.05（Tukey 検定）
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図 9．歯周ポケット外照射における照射条件の設定
以前のポケット内照射を想定した、直接照射モデルを用いた研究で殺
菌に必要とされたエネルギー（白カラム）と、歯肉モデルを透過したエ
ネルギー（黒カラム）が同等となる（有意差を示さない）照射出力を、
パワーメーターを用いて測定し検索した。データは平均±標準偏差を
示す（n=3）。＊：p＜0.05, vs. count（Dunett’s 検定）
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図 10．光感受性物質による透過エネルギーの吸収確認
ICG-Nano/cを加えた培地をICG-Nano/c 群とし、ICG-Nano/cを
加えない培地をコントロール群とした。データは平均±標準偏差を示す

（n=3）。＊：p＜0.05（T 検定）
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4．冷却法の決定
歯周ポケット外照射の場合、歯周ポケット内照射と比

較して照射エネルギーが高くなるため、歯肉組織の熱障
害の回避が最も重要となる。図 11 に、歯周ポケット外
照射モデルに対し4 パターンの冷却法を比較した結果を
示す。歯肉モデル表面の温度上昇が最も高かったのは、
連続照射群（＋15.27℃、5 分経過時）で、最も低かっ
たのは間欠照射＋エアー冷却群（＋2.72℃、５分経過時）
であった（図 11A）。また、ICG-Nano/c 溶液でも同様
に、最も温度上昇が低かったのは、間欠照射＋エアー
冷却群（＋4.94℃、5 分経過時）であった（図 11B）。

5．歯周ポケット外照射モデルによるaPDTの効果（浮遊
細菌）

歯周ポケット外照射の有効性を示す第一段階の実験
として、まず浮遊細菌に対する殺菌効果を確認した。
ここまでの実験の結果から導いた最適な設定（歯肉モ
デル：3 mm 厚の牛肉片、照射出力：2W、デューティー

比：50%、パルス幅：100 ms、冷却法：間欠照射＋エ
アー）を使用して実験を行った。図 12 に、歯周ポケッ
ト外照射モデルによる殺菌効果をCFU で確認した結果
（log10CFU）を示す。生菌数は、コントロール群で 6.93
±0.07、1 分間照射群で 6.27±0.06、3 分間照射群
で5.44±0.28、5分間照射群で2.77±0.39であった（図
12A）。コントロール群と比較して、aPDT 群のどの照
射 時 間 においても有 意 な 菌 数 の 減 少を示した

（p<0.05）。また、最も菌数が減少したのは、5 分間照
射群で 4.15 log10（99.99%）の減少、次に 3 分間照
射群で 1.48 log10（96.7%）の減少、1 分間照射群で
0.66 log10（78.1%）の減少であった。以前に著者ら
の研究室で報告した歯周ポケット内照射の殺菌効果は
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図 11．冷却法の違いによる温度上昇の比較
A．歯肉モデル表面の温度上昇。B．ICG-Nano/c 温度上昇。
間欠照射は、60 秒おきに10 秒間の休止を行って照射した。エアー
冷却は、エアーポンプを用いて、2L/ 秒のエアーを歯肉モデル表面に
送風し冷却した。測定範囲において温度が一番高い点を記録した

（n=3）。

A

B

コン
トロ
ール

ICG
-Na
no
/c

レー
ザー aP

DT
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

lo
g ₁₀
N 
( N
、
菌
数
 )

＊
＊

＊

図 12．歯周ポケット外照射によるaPDTの殺菌効果 
（浮遊細菌）

A．照射時間による殺菌効果の違い。ICG-Nano/cを用いたaPDT
群（黒カラム）では、レーザー照射時間を１、３、５分とし、
ICG-Nano/cを用いないコントロール（白カラム）と殺菌効果を比較した。 
B．aPDT 作用の確認。レーザー照射および ICG-Nano/cを加えな
い物をコントロール群、ICG-Nano/c 単独の物をICG-Nano/c 群、レー
ザー照射単独の物をレーザー照射群、レーザー照射および
ICG-Nano/cを加える物をaPDT 群とした。データは平均±標準偏差
を示す（n=3）。＊：p＜0.05（Tukey 検定）

B

0

1

2

3

4

5

6

7

lo
g ₁₀
N 
( N
、
菌
数
 )

照射時間（分）

ICG-Nano/c ＋ ＋ ＋－

0 1 3 5

＊
＊

＊ ＊
＊

A

                          基盤論文参照

International �Journal �of �Molecular �Sciences 2017,�18,�154

                          基盤論文参照

International �Journal �of �Molecular �Sciences 2017,�18,�154



佐　々　木　　康　行
6

歯周ポケット外照射を想定した aPDTの基礎的研究

2 log10 減少であったため、3 分間照射で最も近い結果
となると考えられた 17）。上述の殺菌効果が、aPDT に
よるものであるかを確認するため、ICG-Nano/c 単独
の群（ICG-Nano/c 群）と、レーザー照射単独の群

（レーザー群）を追加して、実験を行った（図 12B）。
その結果、生菌数（log10CFU）はコントロール群で 8.04
±0.03、ICG-Nano/c 群で 8.12±0.05、レーザー群
で 8.00±0.09、aPDT 群で 5.94±0.51 であった。ど
の群と比較してもaPDT 群において、有意な菌数の減
少を認めた。また、コントロール群との比較においては
2.10 log10（99.2%）の減少を認めた（p<0.05）。

6．歯周ポケット外照射モデルによるaPDTの効果（バイ
オフィルム）

次に歯周病原細菌は浮遊細菌だけではなく、バイオ
フィルムとしても存在するため、今後の臨床応用を考慮
する上で、バイオフィルムに対する効果について検討す
る必要がある。図 13 に、歯周ポケット外照射モデルによ
る殺菌効果をCFU で確認した結果を示す。生菌数
（log10CFU）は、コントロール群で 7.42±0.1、ICG-
Nano/c 群で 7.48±0.08、レーザー群で 7.15±0.03、
aPDT 群で 6.23±0.13 であった。コントロール群および
ICG-Nano/c 群と比較して aPDT 群において有意な菌
数の減少を認め、またコントロール群に対して 1.18 log10

（93.5%）の減少を認めた（p<0.05）。

Ⅳ．考　　察
歯肉表面から歯周組織にレーザー照射を行う研究で

は、創傷や病変の治癒促進に焦点を当てた報告がほと
んどである28）。著者らは基盤論文にて、初めて歯周ポケッ
ト外からレーザー照射を想定した aPDT の研究を報告
した。半導体レーザーの生体組織への透過性に着目し
た時、歯周ポケット外からのレーザー照射でも、歯肉を
透過したエネルギーが、光感受性物質を励起させること
によって ROS が発生し、殺菌することができると考えら
れた。この照射法が従来の照射法と比較して優れてい
る点としては、歯周ポケット内にレーザープローブを挿入
する必要がないため、照射方向の制限がなく、また、
操作性の向上、感染リスクの軽減、不快感の軽減といっ
た利点も考えられ、従来の方法での問題点を大きく改善
できると予測される。

今回の研究にあたり、まず最初に考慮すべきは、歯
肉モデルの選択であった。ヘモグロビン、酸化ヘモグロ
ビン、ビリルビン等の血液由来色素は、皮膚組織におい
て、最も光吸収に関与していると言われている 22）。しか
し、生体から歯肉サンプルを摘出する場合、血液供給
が途絶えてしまうため、生体レベルの血液由来色素を
維持することは不可能だと考えられる。ミオグロビンはプ
ロトヘムを含むヘムタンパク質で、ヘモグロビンに類似し
た吸光波長を持つ。よって著者らは、ミオグロビンが常
に安定して停滞している筋組織を歯肉モデルとした。実
験結果より、牛肉が他の異なる筋組織と比較して、最も
レーザー光が透過しにくいということが判明したため、牛
肉を透過できるエネルギーならば、実際の歯肉に置き換
えた場合も十分にエネルギーが透過できるのではないか
と考えた。また今回、照射出力 2W の時、歯肉モデル
を透過したエネルギーが 0.37Wとなり、透過率は約
25% であった。Andersらは、810 nm の波長の光の
透過率を測定した場合、ラットの腓腹筋では 7.42%、
皮膚では 24.63%29）であったとしており、今回の結果と
概ね一致している。

今回の実験結果では、照射出力が 2W 以上あれば
歯周ポケット外照射によるaPDT に必要な透過エネル
ギーが得られると考えられた。この照射出力は、従来の
aPDT における出力（200-500 mW）12, 30）と比較して
高く、温度上昇による組織の熱障害を起こすリスクが上
昇する。そこで、エアー冷却を行いながら、間欠的に
照射することによって、このリスクを回避できないか検討
したところ組織の温度上昇を3℃未満に抑えることができ
た。これまで 5℃の温度上昇でも可逆性変化が生じ、
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図 13．歯周ポケット外照射によるaPDTの殺菌効果 
（バイオフィルム）

レーザー照射及び ICG-Nano/cを加えないものをコントロール群、
ICG-Nano/c 単独のものをICG-Nano/c 群、レーザー照射単独のも
のをレーザー群、レーザー照射および ICG-Nano/cを加えるものを
aPDT群とした。データは平均±標準偏差を示す（n=3）。＊：p＜0.05

（Tukey 検定）
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20℃以上の温度上昇でタンパク変性が生じるという報告
があり31）この照射法による温度上昇の影響はほぼない
と考えられる。

歯肉モデルを透過したエネルギーが殺菌効果を示す
ためには、光感受性物質を励起させ ROSを生じる必要
がある。しかし、ROS は存在時間が短く（1×10-6s）、
直接測定することは技術的に難しいため、光感受性物
質が励起する際にエネルギーを吸収する現象を利用し
て、間接的に確認した。その結果、歯肉モデルを透過
したエネルギーは ICG-Nano/c に吸収され ROSを発
生させると考えられた。この結果は生体組織を透過させ
てもレーザー光のコヒーレンスは変化しないというFixler
らの報告からも推察された 32）。

歯周ポケット外照射の浮遊細菌に対する殺菌効果は、
3 分間の照射では 2 log10 前後の減少、5 分間の照射
では 4 log10 以上の減少が認められた。また今回の結果
は、以前著者らの研究室が報告した ICG-Nano/cを使
用した歯周ポケット内照射モデルと同等の殺菌効果を示
した 17）。また ICGを使用した aPDT で Staphylococcus 
aureusとPseudomonas aeruginosa に対して最大で
2 log10 の殺菌効果を示したという報告と比べても、歯周
ポケット外照射は ICG による最大限の殺菌効果を示すと
考えられた 15）。また、バイオフィルムの状態に培養した
P. gingivalis に対しても同様の実験を行った。実際の
歯周ポケット内では、歯周病原細菌はバイオフィルムを形
成しているため、バイオフィルムに対する有効性を確認し
ておく必要がある。今回の実験では、３分間の照射で
1.18 log10 の減少が認められ、バイオフィルムにおいても
殺菌効果が得られたことから、歯周ポケット外照射による
aPDT の臨床応用の可能性が示唆された。浮遊細菌
に対する実験との結果の差異は、バイオフィルムの構造
に起因すると思われる。バイオフィルムは、微小な細菌
の集塊であるマイクロコロニーが層状に積み重なった構
造を呈しており、それぞれのマイクロコロニーの細菌の
集積密度によっては、ICG-Nano/c が均一に分布して
いない可能性があり、浮遊細菌に対するほどの殺菌効
果に至らなかったと考えられる。ICG 以外の光感受性物
質を用いた aPDT では、メチレンブルーと670 nm の波
長のレーザーを用いた実験で、P.gingivalis の浮遊細
菌に対して 7 log10、バイオフィルムに対しては 4.5 log10

の減少を示したという報告 33）があるが、670 nm の波
長は 810 nm の波長よりも、組織透過性が低く、歯周ポ
ケット外照射では殺菌効果が低下すると思われる。

ICG はその他の光感受性物質よりも熱を発する性質

を持つため、温熱療法に用いられており34, 35）、温度上
昇に伴って殺菌効果も増強している可能性がある。
Kranzらは高濃度の ICGを含む菌液に近赤外光を照
射した場合、温度が 60℃以上に上昇し殺菌効果が生
じたと報告している。この報告によって彼らは、ICG の
濃度によって熱産生量が変化していることを示唆してい
る 30）。今回の研究では、ICG-Nano/c 溶液の温度上
昇は 5℃未満であったため、温度上昇による殺菌効果よ
りも、ROS による殺菌効果が主たる作用であったと考え
られる。しかしながら、サーモグラフィーによる測定には
限界があり、最短で 16ミリ秒ごとの測定、最小範囲は
270×270 μm であるため、もし限界以上の速さや、限
界以下の範囲での大きな温度変化があった場合は測定
が困難となる。従って、温度上昇による殺菌効果も完
全には否定することはできないが、組織が影響を受けず
に殺菌効果が相加的に向上するのであれば、むしろ望
ましい効果と言える。

Ⅴ．ま　と　め
本研究では、独自に設定した、aPDT の歯周ポケット

外照射モデルにおいて、ICG-Nano/cと810 nm の半
導体レーザーを用いることで、安全に歯周ポケット内照
射モデルと同等の aPDT 効果が得られるという結果を
得た。今回考案した aPDT における歯周ポケット外照
射法は、歯周ポケット内にレーザープローブを挿入する
必要がないため、照射方向の制限がないだけでなく、
操作性の向上、感染リスクの軽減、不快感の軽減といっ
た利点も考えられ、従来の照射方法での問題点を大き
く改善できると予測される。今後、歯周ポケット外照射に
よるaPDT の臨床応用を目指して、さらなる検証を行っ
ていく予定である。
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