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　　In this study, we investigated the influence of low-energy laser irradiation on 
reactive oxygen synthesis and scavenging enzyme activity in vascular endothelial cells.  
　　Based on the fact that low-energy laser irradiation has an anti-inflammatory 
action, we hypothesized that reactive oxygen synthesis decreases or reactive oxygen-
scavenging enzyme increases, but actually, reactive oxygen synthesis increased in the 
control group but the scavenging enzyme level did not change. In the LPS affected 
group, reactive oxygen synthesis did not change and the scavenging enzyme decreased.
　　Therefore, it was assumed that the anti-inflammatory effect of low-energy laser is 
involved in the free radical control system but it has only a small direct influence on 
oxygen-scavenging enzyme synthesis.
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緒　　　言

　低出力レーザーには細胞活性化作用，アポトー
シス抑制効果，抗炎症効果等があることが報告さ
れ，創傷治癒の促進，骨の石灰化の促進，顎関節
症や歯周治療の消炎，インプラント手術後の疼痛
軽減等に広く臨床応用されている1～4）。しかし，
その作用機序の詳細については未だ十分に解明さ
れておらず，治療の根拠のないまま臨床応用され
ているのが現状である。
　低出力レーザーの生体への影響に関する基礎的
研究では，細胞の増殖，遊走，接着，石灰化の促
進，増殖因子等の発現亢進，カルシウムイオンの
一過性の上昇などの報告1,5,6）があるものの，何が
最初のシグナルになりその後の活性化が誘導され

るのかについては不明であった。近年，低出力レー
ザー照射が Src tyrosine kinaseを活性化し，そ
の活性化には活性酸素種（ROS）が関与するこ
とが報告されている6,7）。また，レーザー光がミト
コンドリア内の変化を通して酸化ストレスに対す
る保護効果を持つことや細胞接着に関与すること
も報告され，レーザーの生体に対する作用機序に
フリーラジカルが関与していることが明らかにな
りつつある8,9）。しかし，低出力レーザー照射によ
り生体でどのようにフリーラジカル制御が行われ
ているかについては詳しく解明されていない。
　フリーラジカル制御とは，炎症，低酸素，放射
線などのストレス下において発生した毒性のある
フリーラジカルから生体を守る機能であり，具体
的には合成された活性酸素種や活性窒素種が消去

受付：平成30年12月13日，受理：平成30年12月20日
奥羽大学歯学部放射線診断学講座

Department of Radiology and Diagnosis, Ohu 
University School of Dentistry

( 1 )

(奥 羽 大 歯 学 誌
Vol. 45（4）　；81－89　2018 )



酵素等により最終的に無害な水にまで還元される
反応である10,11）。活性酸素（O2－）は活性酸素合
成酵素（Nox）により合成され，活性酸素消去酵
素（SOD）によって消去される。 炎症時におい
ては活性酸素が一酸化窒素（NO）と反応してパー
オキシナイトライト（ONOO－）を生成し強い細
胞障害性を示すとされている（fig. 1）。
　低出力レーザーには抗炎症作用があることが知
られ，歯周病や顎関節症の治療に応用されている2,3）。
利用される低出力レーザーはHe-Neレーザー（波
長：約632nm）や半導体レーザー（波長：約810
～980nm）があり，赤や近赤外線の光は細胞内
のミトコンドリアに吸収されシグナル伝達物質と
して活性酸素種を産生することでシグナル伝達経
路を活性化する6,8）。また，810nmの波長をもつ
低出力レーザーは活性酸素種を生成することでレ
ドックス感受性転写因子である NF-κBを活性
化することが報告されている12,13）。NF-κB経路
は TNF-αや IL－１βなどの炎症性メディエー
ター産生に関連し，低出力レーザーの抗炎症効果
は NF-κBの活性化を通して炎症性メディエー
ターを減少させることで得られるとされている14～16）。
しかし，低出力レーザーの抗炎症作用においてフ
リーラジカルの合成と消去がどのように行われて
いるかについて詳細は不明である。
　本研究では，培養血管内皮細胞における810nm
低出力レーザーの活性酸素の合成と消去に焦点を
当て，低出力レーザーの抗炎症効果に NF-κB
の活性化だけでなく合成酵素や消去酵素といった
酵素抗酸化系システムが関与するのかどうかにつ
いて In vitroで検討を行った。

材料および方法

　１．細 胞 培 養
　細胞はヒト臍帯静脈血管内皮細胞（Cryo 
HUVEC Pooled） （エーディア株式会社，東京）を
（fig. 2），培地は血管内皮細胞用増殖培地（EGM-2：
ハイドロコーチゾン，hFGF-B，VEGF，R3-
IGF-1，アスコルビン酸，ヘパリン，FBS，
hEGF，GA-1000） （エーディア株式会社，東京）
を用いた。通法に従い細胞を播種し，37℃，５％
CO2存在下，湿度100％にて培養を行った。継代

には0.0025％ trypsin 加0.01％ EDTA 液（エー
ディア株式会社，東京）を使用した。
　２．レーザー装置
　レーザー装置は半導体レーザー手術装置・研究
開発機（（株）吉田製作所製，東京）を用いた（fig. 
3）。仕様は波長810±20nm，出力0.5～5.0Ｗ（連
続照射モード0.5～3.0W），照射モードは連続照射，
リピートパルス照射，シングルパルス照射モード
が設定可能な半導体レーザー装置を用いた。
　３． レーザーの照射条件
　レーザーの照射条件は細胞増殖に最も適する条
件17,18）である出力0.5Ｗ - 照射時間２秒（照射距離
3.06cm，照射野0.31cm2，エネルギー密度3.2J/
cm2，連続照射モード）とし，デフォーカスアダ
プタを装着した状態でシャーレまでの距離を一定
に保ち照射を行った。
　４．実 験 方 法
　培養条件を同一にするために，それぞれの実験
で培養単位面積あたり同じ割合になるように細胞
数を調整し播種した。培地は，NF-κBを活性化
することを目的に EGM-2にリポポリサッカリド
（LPS，Sigma-Aldrich Japan，東京）を0.5μg
/ml添加したもの（LPS作用群）と添加しなかっ
たもの（control群）を用い，培養24時間後に交
換した。培地交換と同時にレーザーを至適条件下
にて１回照射した。細胞に与えるストレスを少な
くするために照射回数は１回とした。レーザー照
射24時間後それぞれの項目について実験を行っ
た（fig. 4）。
　５ ．低出力レーザーのフリーラジカル制御に対

する影響
　１） 活性酸素合成に対する影響
　⑴ 　活性酸素合成酵素（NADPHオキシダーゼ）

活性の測定
　細胞を6well plateに1.2×105個 /wellの割合で
播種し，24時間培養した。6well plate底面に印
をつけ底面部から細胞に均一にレーザー光があた
るように照射した（fig. 5）。レーザー照射24時間
培養後，細胞を PBSにて洗浄し Mammalian 
Protein Extraction Buffer（GE Healthcare 
Japan，東京）に Protease Inhibitor Mix（GE 
Healthcare Japan，東京）を加えたものをタン

( 2 )

奥 羽 大 歯 学 誌 201882



パク質抽出バッファーとして用いサンプルとした。
Control群と LPS作用群それぞれのレーザー非
照射群と照射群における NADPHオキシダーゼ
活 性 に つ い て SensoLyte RNADP ／ NADPH 
Assay Kit Colorimetric （ANA SPEC，Inc., 
USA）を用いて NADP＋／ NADPHの変化を測
定した。測定方法についてはキット添付のマニュ
アルに従った。
　⑵ 　培養血管内皮細胞における活性酸素合成酵

素（Nox-1，Nox-2，Nox-4） の定量
細胞を10wellテフロンプリント・スライドガラ
ス（Thermo Fisher Scientific Inc., USA）に5×
103個／ wellの割合で播種した。10wellテフロン
プリント・スライドガラスの well毎に底面部か
ら細胞に均一にレーザー光があたるように照射し
た（fig. 5）。培地は EGM-2にリポポリサッカリ
ド（Sigma-Aldrich Japan，東京）を0.5μg/ml

添加したもの（LPS作用群）と添加しなかった
もの（control群）を用い，レーザー照射24時間
培養後の細胞を４％パラホルムアルデヒド・リン
酸 緩 衝 液（Wako Pure Chemical Industries， 
Ltd., 大阪）にて固定した。一次抗体は anti-
Nox1（Atlas Antibodies AB., Sweden），rabbit 
anti-Nox2/gp91phox Polyclonal Antibody（Bioss 
Inc., USA），rabbit anti-Nox4 Polyclonal 
Antibody（Bioss Inc., USA）を用い，二次抗体は
VECTASTAIN ABC キット（Vector Laboratories, 
USA），発色は DAB基質キット（ニチレイ，東京）
を用いて免疫染色を行った。Control群と LPS
作用群それぞれのレーザー非照射群と照射群にお
ける Nox-1，Nox-2，Nox-4の発現について検討
を行った。
 　２）活性酸素消去に対する影響
　⑴ 　活性酸素消去酵素（Mn-SOD）合成量の

測定
　Control群と LPS作用群それぞれのレーザー
非照射群と照射群における血管内皮細胞のMn-
SOD発現量の変化について Human Superoxide 

O2 O-
2

SOD

H2O2

Nox

H2O

L-Arginine NO

peroxynitrite
(ONOO-)

nitrotyrosine

catalase

fig. 1　synthesis and elimination of free radicals
　　　 活性酸素（O2－）は活性酸素合成酵素（Nox）より

合成され,活性酸素消去酵素（SOD）によって消去
される。 活性酸素は一酸化窒素（NO）と反応しパー
オキシナイトライト（ONOO－）を生成する。 fig. 3　laser equipment used for experiment

　　　 レーザー装置は，出力0.5W～3.0Wまで設定可能な
（株）吉田製作所製半導体レーザー手術装置・研究開
発機を用いた。

fig. 4　time course of experiment 
　　　 細胞を播種し，培養24時間後に培地交換した。同時

にレーザーを１回照射し，培養48時間後，ELISA
による定量と免疫染色を行った。fig. 2　cultured vascular endothelial cells

　　　 細 胞 は 培 養 血 管 内 皮 細 胞（HUVEC : Sanko 
Junyaku Co., Ltd.），培地は血管内皮細胞基礎培地
（EBM-2）に添加因子キットを添加したものを用い，
37℃，5%CO2存在下にて培養した。

　　　（bar:50μm 40×）

type: diode laser (Ga-Al-As)

wavelength : 810±20nm

output : 0.5～3.0W

mode : continuous wave

0 24 48

Time(h)

Laser irradiation
Medium changes

Cell  seeding ELISA
Immunostaining
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Dismutase2 ELISA（Ab FRONTIER., Korea）
を用いて測定した。サンプルは活性酸素合成酵素
の定量と同様の方法で採取し，測定方法について
はキット添付のマニュアルに従った。
 ⑵ 　培養血管内皮細胞におけるMn-SODの発
現様相

　Control群と LPS作用群それぞれのレーザー
非照射群と照射群の血管内皮細胞におけるMn-
SOD 発 現 に つ い て Mouse Anti-Manganese 
Superoxide Dismutase（MNSOD）Monoclonal 
Antibody（EMD Millipore., Germany）を用い
て免疫染色を行った。免疫染色は活性酸素合成酵
素の定量と同様の手法により行った。
　３）ニトロチロシンに対する影響
　⑴　ニトロチロシン合成量の測定
　パーオキシナイトライト（ONOO－）について
ニトロチロシンをマーカーとして定量した。
Control群と LPS作用群それぞれのレーザー非
照射群と照射群におけるニトロチロシン合成量の
変化について MWLSSTM　Nitrotyrosine ELISA
（Northwest Life Science Specialties, LLC., 
USA）を用いて測定した。サンプルは活性酸素
合成酵素の定量と同様の方法で採取し，測定方法
についてはキット添付のマニュアルに従った。

 ⑵ 　培養血管内皮細胞におけるニトロチロシン
の発現様相

　Control群と LPS作用群それぞれのレーザー
非照射群と照射群における血管内皮細胞のニトロ
チロシンの発現についてNitrotyrosine monoclonal 
antibody（Abnova., Taiwan）を用いて免疫染色
を行った。免疫染色は活性酸素合成酵素の定量と
同様に行った。
　６．統 計 解 析
　データは平均値±標準誤差で表記した。統計は
Kruskal Wallis H-test後 Bonferroni 補正Mann-
Whitney U-testを行い， control群，LPS作用群
におけるレーザー非照射群と照射群をそれぞれ比
較した。有意水準が５％で統計的に有意差がある
と判定した。

 結　　　果

　１ ．活性酸素合成酵素の動態におけるレーザー
照射の影響

　１）Control群
　NADPHオキシダーゼ活性は，レーザー照射
により5.3％の有意な増加が認められた（fig. 6）。
免疫染色において，培養血管内皮細胞にはたんぱ
く発現している。非照射群と比べ，照射群では

LaserNon Laser

LPS affected groupcontrol group

LaserNon Laser

LPS affected groupcontrol group

【immunostaining 】【ELISA 】

fig. 5　method 
　　　 細胞を播種し，培地はEGM-2にリポポリサッカリドを添加したもの（LPS作用群）と添加しなかっ

たもの（control群）を用いた。レーザーをシャーレあるいはスライドグラス底面から１回照射し，
非照射群（Non Laser）と照射群（Laser）をそれぞれ比較した。
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Nox-1，Nox-2発現の増強が認められたが，Nox-
4には変化が認められなかった（fig. 9，table 1）。
　２）LPS作用群
　レーザー照射後において NADPHオキシダー
ゼ活性量の有意差は認められなかった（fig. 6）。
免疫染色において，培養血管内皮細胞に Nox-1，
Nox-2， Nox-4が発現しているが，非照射群と比

べレーザー照射群では Nox-2発現の増強が認め
られた（fig. 9，table 1）。
　２ ．活性酸素消去酵素の動態におけるレーザー

照射の影響
　１）Control群
　レーザー照射によるMn-SODタンパク発現に
は有意差は認められなかった（fig. 7）。免疫染色
において，培養血管内皮細胞にはMn-SODが発
現しているが，レーザー照射群と非照射群との間
にMn-SOD発現に違いは認められなかった（fig. 
9，table 1）。
　２）LPS作用群
　レーザー照射によりMn-SODタンパク量は
16.5％の有意な減少が認められた（fig. 7）。免疫
染色においても，培養血管内皮細胞にみられた
Mn-SOD発現は，レーザー照射群では非照射群
よりもMn-SODタンパク発現は減少傾向が認め
られた（fig. 9，table 1）。
　３ ．ニトロチロシンの動態におけるレーザー照

射の影響
　１）Control群
　レーザー照射によるニトロチロシンタンパク発
現に有意差は認められなかった（fig. 8）。免疫染
色において，培養血管内皮細胞にはニトロチロシ
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fig. 6　change in NADPH oxidase activity
　　　 N : Non Laser irradiation   L : Laser irradiation 

LPS : Lipo polisacalide
　　　*：U–test ， P ＜ 0.05  Mean±SD （n＝8） 

fig. 8　change in  synthesis amount of nitrotyrosine
　　　N : Non Laser irradiation   L : Laser irradiation 
　　　LPS : Lipo polisacalide
　　　*：U–test ， P ＜0.05 Mean±SD （n＝８）

fig. 7　change in  synthesis amount of Mn－SOD
　　　 N : Non Laser irradiation   L : Laser irradiation 

LPS : Lipo polisacalide
 　　　*：U–test ， P ＜0.05 Mean±SD （n＝８）
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ンが発現しているが，非照射群とレーザー照射群
それぞれのニトロチロシン発現に違いは認められ
なかった（fig. 9，table 1）。
　２）LPS作用群
　レーザー照射によりニトロチロシンタンパク発
現に有意差は認められなかった（fig. 8）。免疫染
色において，培養血管内皮細胞にニトロチロシン
が発現しているが，非照射群と照射群との間に発
現の違いは認められなかった（fig. 9，table 1）。

考　　　察

　低出力レーザーの抗炎症作用メカニズムについ
ては従来より PGE2産生の抑制や COX，i-NOS，
IL-2，IL-1β発現の減少など炎症にかかわる因
子についていくつかの報告がなされている16,19～21）。
近年，この抗炎症効果にはNF-κBの活性化が必
要であり，これに活性酸素種や活性窒素種といっ
たフリーラジカルの関与が指摘されている13,22）。
　本研究では歯周病等の LPS誘導性炎症性疾患
を想定し，低出力レーザーの抗炎症作用における

活性酸素の合成，消去および一酸化窒素との反応
物質であるパーオキシナイトライトの動態につい
て検討を行った。
　control群では，低出力レーザー照射により活
性酸素合成酵素活性が有意に上昇し発現量も増加
した。これは低出力レーザー照射により ROSの
発現が増加するとの報告と一致している15）。一方
で，LPS作用群では低出力レーザー照射による
合成酵素活性に有意な変化はなく Nox類の発現
状況にも変化がなかった。Huangらは酸化スト
レスを受けた細胞へのレーザー照射は細胞内
ROSの発現を減少させると報告しており22）本研
究結果とは異なっていた。Limらは，ROSの発
現は時間依存性に減少することや LPSによるレ
ドックスシグナルに HSP27が関与し ROS産生
を調整すると報告している23,24） 。また，Sharm
らは ROSの発現量はレーザーのエネルギーフル
エンスによって異なるとも報告している25） 。今
回，LPS作用群において低出力レーザー照射に
より活性酸素発現に有意な減少が認められなかっ

Nox-4

Nox-1

Nox-2

Non Laser Laser

Mn-SOD

nitrotyrosine

Non Laser Laser

+LPScontrol

fig. 9　aspects of protein expression（bar：50μm 40×）
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た原因は不明であるが，前述の因子が関係してい
るのではないかと推測された。
　一方，活性酸素消去酵素（Mn-SOD）の発現
については In vivoによる実験でレーザー照射に
より活性が上昇するとの報告26,27），あるいは酸化
ストレスにより上昇していたMn-SOD活性を下
げるといった報告があるものの28,29），本研究の
control群では，活性酸素合成が増加してもMn-
SODは変化しない，LPS作用群では活性酸素の
合成に変化がなくてもMn-SOD発現量が有意に
減少したことから，低出力レーザー照射による
Mn-SOD発現は活性酸素の発現に依存していな
いと推測された。
　さらに，活性酸素と一酸化窒素の反応物質であ
るパーオキシナイトライトの発現についてニトロ
チロシンを指標に検討したが，低出力レーザー照
射によるニトロチロシン発現の変化は control群，
LPS作用群ともに認められなかった。パーオキ
シナイトライトの発現については In vivoによる
実験で ROSの低下により発現が減少する30），i-
NOSの減少により発現が減少するとの報告があ
る31）。さらに，SOD活性化はみられてもパーオ
キシナイトライトの発現に変化がないとの報告が
ある32）。我々は以前の報告で低出力レーザー照射
により i-NOSの減少を確認しているが18），ニト
ロチロシンに変化は認められないことからMn-
SODと同様に実験系の違いが影響したのではな
いかと推測された。
　また，今回我々はヒト臍帯静脈血管内皮細胞
（HUVEC）におけるMn-SOD，ニトロチロシン
の発現について形態学的に検討した。酸化ストレ
ス下のヒト臍帯静脈血管内皮細胞においてMn-
SOD，ニトロチロシンの発現は報告されている

ものの33,34），低出力レーザー照射後の発現につい
ては不明である。今回，血管内皮細胞における
Mn-SOD，ニトロチロシン発現の変化は ELISA
による定量結果と同様であった。In vitroにおけ
る低出力レーザー照射後のMn-SOD，ニトロチ
ロシンの発現について，形態学的な検索はほとん
どなされておらず詳細は不明であるが，ラット前
脛骨筋細胞ではレーザー照射後ニトロチロシン発
現は減少し，SOD遺伝子発現は増加すると報告
されており31）本研究結果とは異なっていた。この
点についても実験系の違いや細胞種の違いなどが
影響したのではないかと推測された。
　以上のことから，本研究では活性酸素，一酸化
窒素，活性酸素消去酵素およびパ－オキシナイト
ライトの発現が認められることから低出力レー
ザーの抗炎症作用にフリーラジカルの関与が考え
られるが，炎症時において当初我々が予想してい
たレーザー照射による活性酸素やパーオキシナイ
トライト生成の減少，あるいは活性酸素消去酵素
の増加といった知見は得られなかった。このこと
はMacedo らの提唱する低出力レーザーは活性
酸素のスカベンジャーを直接活性化し，酵素抗酸
化システムとは独立しているという推測と一致す
る35,36）。しかし，作用メカニズムの詳細は不明で
あり，低出力レーザーによる酸化ストレス低減の
メカニズムの解明にはさらに詳しい検討が必要で
ある。

結　　　論

　低出力レーザー照射による培養血管内皮細胞に
おける細胞内抗酸化系の変化は以下の通りであった。
　１.レーザー照射により NADPHオキシダーゼ
活性および発現は control群では上昇するが，
LPS作用群では変化はなかった。
　２.レーザー照射により活性酸素消去酵素の発
現は control群では変化しないが，LPS作用群で
は減少した。 
　３．レーザー照射によりパーオキシナイトライ
トの発現は control群， LPS作用群ともに変化し
なかった。 
　以上のことから，培養血管内皮細胞における
810nm低出力レーザーの抗炎症効果において低

table 1　change in protein expression
Control  +LPS

Non Laser Laser Non Laser Laser
Nox-1 + ++ + +
Nox-2 ++ +++ ++ +++
Nox-4 ++ ++ ++ ++

Mn-SOD + + + ±
nitrotyrosine + + + +
（± : weakly positive reaction　+ : positive reaction
++ : moderate positive reaction　+++ : strong positive reaction）

( 7 )
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出力レーザーによる酵素抗酸化システムの関与は
少ない可能性が示唆された。

　本研究に関して, 開示すべき利益相反関係にある企業な
どはない。
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