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第1章 緒言 

1.1 はじめに 

尋常性痤瘡の有病率は世界人口において 9.38 %と推定されている(1)。青年期の約

80％が罹患し、後遺症として陥凹や色素沈着を残すこともあり、大きな心理的苦痛の原

因となる(2, 3)。尋常性痤瘡の発生メカニズムは完全には解明されていないが、角化異

常や、アンドロゲンホルモン分泌による皮脂分泌の増加、Cutibacterium acnes （C.acnes）

の増殖および炎症が主な原因とされている(4)。尋常性痤瘡の評価方法については、病

変の数や生活の質による重症度分類や、形態に着目した分類などこれまで 25 種類以上

存在し、国際的に統一された方法はない(5, 6)。しかし、一般的に尋常性痤瘡の形態に

おいては表 1 に示すような分類が使用されることが多い(7, 8)。 

本邦における尋常性痤瘡に対する治療は、殺菌作用と弱い角質剥離作用を持つ過酸

化ベンゾイルや、表皮角化細胞の分化を抑制するアダパレンの外用、抗菌薬の内服・外

用が一般的である(8)。しかし、高度の炎症を伴った病変にはこれらの効果は限定的で

ある上、過酸化ベンゾイルやアダパレン外用剤は皮膚刺激感が強く、乾燥落屑の副作用

がある。加えて、アダパレン外用剤は、妊娠中・授乳中には使用できない(8-10)。また、

尋常性痤瘡に対する抗菌外用剤として頻繁に使用されているクリンダマイシンには、

本邦の C. acnes 株の 50 ％以上が耐性を持つと報告されている(11)。さらに、経口抗

生物質は菌の耐性化を防ぐ目的で、3 ヶ月以内の内服が推奨されており、長期使用がで
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きない(12)。そのため、低侵襲かつ有効で、長期使用可能な、抗菌薬に頼らない新たな

治療法の確立が求められている。 

 

1.2 尋常性痤瘡に対する青色光治療 

皮膚に対する光治療においては、母斑や血管病変に対するレーザー治療や、尋常性乾

癬に対する紫外線療法、光線力学的療法（Photodynamic Therapy：PDT）など様々な

ものが存在する(13, 14)。その中でも、400～500 nm の青紫～青色光照射は、尋常性痤

瘡や尋常性乾癬、湿疹などに効果があるとされている(15-17)。 

青色光による尋常性痤瘡治療の作用メカニズムとして現在考えられているのは、

C.acnes の代謝によって生成されるプロトポルフィリンⅨやコプロポルフィリン III が、

青色光照射によって一重項状態に励起されてから基底状態に戻る際に、種々の活性酸

素種（Reactive Oxygen Species：ROS）を発生させ細菌を破壊する、というものである

(18-20)。ポルフィリンは光の吸収ピークの 1 つを波長 408 nm 周辺に持つため(19)（図

１）、多くの研究者はその周辺波長の青色光を用いてその有効性を報告している。 

一方、青色光を皮膚に照射すると ROS が発生し、酸化ストレスを与えることがわか

っている(21-23)。つまり、青色光の過剰な照射は、正常組織に老化や癌化等の悪影響

を及ぼす可能性がある。しかし、現状では至適な照射プロトコル（照射する波長・密度・

時間・頻度・期間など）が定まっておらず、機器メーカーや施術者、患者本人の裁量で、
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経験的な治療が行われているといっても過言ではない。よって、低侵襲かつ効果的な青

色光治療を行うためには、適切な照射プロトコルの究明が喫緊の課題となっている。 

 

1.3 本研究の意義と目的 

光照射療法は、患部に光を照射するだけの低侵襲治療であり(24)、他の既存療法との

併用も容易である。したがって、青色光の尋常性痤瘡への適切な照射プロトコルが確立

されることは、疾患に悩む患者にとって福音となる。 

そこで、安全で効率的な治療プロトコル作成の基盤づくりを目的として、青色光の照

射をどのような条件で行うのが適しているのかを明らかにするために、動物実験によ

って尋常性痤瘡に対する青色光治療の効果を評価し、さらにその安全性について研究

した。また、青色光によって起きる細胞応答や、発生する ROS を計測するための細胞

実験を行った。 

 

第2章 青色光照射の尋常性痤瘡への治療効果とその安全性、治療メカニズムについての検討 

2.1 背景と目的 

 尋常性痤瘡は患者数が多いため商業的にも高い注目を集めており、照射デバイスの

開発が盛んである(25)。既に広く市販されている家庭用デバイスは、多くの場合 1 日 1

～2 回、合計 20～60 分、4～5 週間照射する(24, 26)。しかし、その照射方法について

は、1 箇所に留まって照射することが指示されていたり、絶えず動かすように指示され
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ていたりと様々である。一方、クリニック用デバイスの照射については週に２～３回、

6～12 週間、顔全体に行われることが多い(24)。また、照射密度（mW/cm2）に関して

は、家庭用デバイスで 3～30 mW/cm2、クリニック用デバイスでは 40～150 mW/cm2

で行われている(27)。つまり、その照射プロトコルについては非常にバリエーションに

富んでいる。そのため、既に複数のランダム化比較試験で、尋常性痤瘡に対する青色光

治療の有効性が示されているにも関わらず(28, 29)、システマティックレビューやメタ

アナリシスが行われると各研究の観察期間の短さや、照射プロトコル・評価方法の不統

一さによって、その有効性に関する評価は限定的なものとなってしまう(24, 30)。また、

過去に報告された臨床研究をみてみると、どの研究においても、十分な効果が得られな

い患者が存在している(31)。その結果、青色光治療は、エビデンス不足として尋常性痤

瘡治療ガイドライン等で未だ推奨が得られていない(5, 8)。 

以上を踏まえ、青色光照射による尋常性痤瘡治療の普及とその安全使用には、照射方

法について、根拠ある詳細な検討が必要だと考えた。それには動物モデルを用いて、治

療対象を均一化し、ヒトでは困難な組織のサンプル採取による評価が有効であると考

えた。また、C.acnes の複製サイクルは４～５時間であるため、その増殖速度を考える

と(32-34)、現在クリニックで行われている週に２～3 回の照射頻度では不十分であり、

毎日の照射が必要だと考えた。 

まず、青色光の適切な照射方法を検討するために、複数の照射条件（照射密度・照射
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時間）を試し、尋常性痤瘡の破裂の有無についての観察や、病理組織学的評価、炎症性

サイトカイン量の計測を行った。 

次に、本研究で設定した照射条件の安全性評価を目的として、アポトーシスを検出す

る cleaved caspase-3 免疫染色を行った。 

また、細胞内 ATP 量は、ミトコンドリア機能や細胞代謝活性と相関するため、安全

性の指標となる(35)。我々のグループは、細胞内の ATP 量を可視化できる遺伝子組み

換えマウスを所有しているため、このマウスを用いて、青色光照射によって皮膚 ATP

量がどのように変化するのか観察した。また、これまで組織の ATP 量の計測において

多くの報告があるホタルルシフェラーゼ発光法を用いて、前述のマウスを使用して得

られた実験結果と矛盾がないか検証した。 

また、青色光の組織深達長は、1 mm 以下と、赤色光や近赤外光と比較すると浅いこ

とが知られている(36)。本研究で作製した尋常性痤瘡モデルにおける膿瘍は、上端が皮

膚表面から 500 μm、下端は 1500 μm の深さであるため、青色光はこの膿瘍深部にお

いてはかなり減衰していると考えられた。しかし、「2.3 結果」で後述するように、青色

光はこの尋常性痤瘡モデルの炎症を抑制した。そこで、青色光の尋常性痤瘡への深達度

の検証が、治療メカニズムの解明と、至適照射プロトコルの探究に役立つと考え、青色

光の尋常性痤瘡への透過率について計測した。 
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2.2 方法 

すべての動物実験は、ARRIVE ガイドラインを遵守し、防衛医科大学校の関連指針お

よび規則に従って実施された。研究プロトコルは防衛医科大学校動物実験倫理委員会

の承認を受け実施した（承認番号 19010、20020）。 

 

2.2.1 青色光の照射 

全ての実験に、波長 415 nm の Light Emitting Diode（LED）（M415L；ソーラボジ

ャパン、東京、日本）を使用した。マウスへの照射は、コリメートレンズアダプター

（SM1P25-A；ソーラボジャパン）を介して行い、照射領域は一辺が 15mm の正方形

とした。 

 

2.2.2 尋常性痤瘡モデルの作製 

10 週齢の雌の Hos:HR-1 マウス（HR-1；株式会社 SLC、日本、浜松市）を使用し

た。すべての実験はケタミン/キシラジン（80 mg/kg - 10 mg/kg）の腹腔内投与による

全身麻酔下で行った。 

HR-1 マウスを用いた尋常性痤瘡モデルマウスは、Jang らの報告(37)に従って作製し

た。C. acnes は NBRC107605 株（独立行政法人製品評価技術基盤機構、東京、日本）

を使用した。対数増殖期の C. acnes を Gifu Anaerobic Medium（GAM）Broth（ニッ

スイ、東京、日本）を用いて、37℃の嫌気条件下で培養した。C. acnes を 3,000 rpm、
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5 分間の遠心分離後、GAM Broth で 3 回洗浄し、同培地中に 108 colony forming units 

（CFU）/mL の濃度になるように調整した。この C. acnes 懸濁液 50 µL を 30 ゲージ

針を用いて HR-1 マウスの皮膚背部に皮下注射した。なお、調整した懸濁液は、寒天培

地 GAM Ager（ニッスイ）を用いて、後日コロニーカウントにより菌数を確認した。

C.acnes を接種してから 5 日後には、皮膚表面が直径約 8 mm 隆起し、約 5 mm の膿瘍

を有する、表１によると嚢腫と分類される尋常性痤瘡モデルが形成された（図 2）。な

お、経過中、潰瘍形成や排膿を認めたものを「破裂」と判断した。また、ヘアレスマウ

スの皮膚は約 500 μm で、ヒト頬部の 1 mm と比較し薄い(38, 39)。そのため C. acnes

は皮下に接種してヒトの真皮内に存在する皮脂腺の深度、つまり尋常性痤瘡の発生部

位と合わせた。 

 

2.2.3 尋常性痤瘡膿瘍腔内に生じた嚢腫壁の厚さの計測 

C. acnes 注射後、直ちに以下の条件で青色光を 1 日 1 回を 5 日間、連日照射した。照

射条件は、（1）コントロール（照射なし）、（2）100 mW/cm2, 20 分, 120 J、（3）100 

mW/cm2, 10 分, 60 J、（4）30 mW/cm2, 20 分, 36 J、（5）30 mW/cm2, 10 分, 18 J とし

た。すべての実験群は、1 群あたり 5 匹のマウスで構成され、最終照射日（5 日目）に

サンプルを採取する群を 5 日目採取群、その 72 時間後（8 日目）に採取する群を 8 日

目採取群とした（図 3）。周囲の皮膚を含む尋常性痤瘡組織を採取し、標準プロトコル
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に従ってヘマトキシリン・エオジン染色を行った。また、マクロファージ検出を目的と

して一次抗体に Anti-F4/80 抗体（SP115；abcam、Cambridge、United Kingdom）を

使用した免疫染色、好中球の検出を目的として、一次抗体 に Anti-Ly6G 抗体

（EPR22909-135；abcam）を使用した免疫染色を標準プロトコルに従って行った。 

顕微鏡（BZ-900；キーエンス、大阪、日本）と画像統合ソフトウェア（BZ-2 Analyzer；

キーエンス）を使用して、尋常性痤瘡膿瘍腔に発生した壁様組織（嚢腫壁）の最も厚い

部分の長さを計測した。 

 

2.2.4 炎症性サイトカイン量の計測 

炎症性サイトカイン量の計測は、Wang らの報告(40)を参考に行った。C. acnes を注

射した後に、2.2.3 嚢腫壁の厚さの計測と同じ照射条件で、青色光を 1 日 1 回 5 日間連

日照射し、5 日目と 8 日目に尋常性痤瘡を中心とした組織を 8 mm 生検トレパン（貝

印、東京、日本）を用いて採取した。対照群として、正常な皮膚に同様の照射条件で 5

日間連日青色光を照射し、5 日目に組織を採取した。すべての実験群は、1 群あたり 5

匹のマウスで構成した。採取した組織に非変性緩衝液 Lysis Buffer 17（R&D systems、

MN、USA）を溶解バッファーとして加え、組織ホモジナイザー（Bullet Blender Storm 

24；Next Advance, Inc、NY、USA）で 5 分間処理した。得られた懸濁液を 10,000 rpm、

4℃で 5 分間遠心分離して上清を得た。上清中のインターロイキン（Interleukin：IL）

-1β、IL-6、マクロファージ炎症性タンパク質（Macrophage inflammatory protein：MIP）
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-2、および腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor：TNF）-α の濃度を、Mouse Quantikine 

ELISA Kit（R&D systems）を用いて、製造者の示す手順に従って計測した。各サンプ

ル中の総タンパク質濃度（mg/mL）を TaKaRa BCA protein assay kit（TaKaRa Bio、

滋賀、日本）を用いて計測し、炎症性サイトカイン濃度（ng/mL もしくは pg/mL）を

総タンパク質濃度で正規化した。 

 

2.2.5 Cleaved caspase-3 免疫染色によるアポトーシスの評価 

HR-1 マウスに C. acnes を接種した後に青色光を照射し、2.2.3 嚢腫壁の厚さの計

測と同じ照射条件で青色光を 1 日 1 回 5 日間連日照射し、5 日目に周囲の皮膚を含む

膿瘍組織を採取した。すべての実験群は、1 群あたり 5 匹のマウスで構成した。対照群

として、マウス背部の正常な皮膚に同じ照射条件で青色光を 5 日間連日照射し、5 日目

に組織を採取した。Cleaved caspase-3 免疫染色は、１次抗体として Cleaved caspase-3

抗体（Cell Signaling、MA、USA）を使用し、標準プロトコルに従って行った。各標本

は顕微鏡（BZ-9000）と画像統合ソフトウェア（BZ-2 Analyzer）を使用して評価した。

青色光を照射した皮膚（表皮および真皮）の中央から水平方向 8 mm における cleaved 

caspase-3 染色陽性細胞数を計測し、計測した面積（mm2）で除した。 

 

2.2.6 ATP 可視化マウスによる皮膚 ATP 量の観察 

遺伝子組み換えマウス「GO-ATeam マウス」（京都大学 山本正道 博士より供与）
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は、C57BL/6 マウス（日本エスエルシー株式会社、日本、浜松）に GO-ATeam タン

パク質とよばれる蛍光共鳴エネルギー移動（Fluorescence Resonance Energy Transfer：

FRET）バイオセンサーを発現させており、細胞内の ATP 量をイメージングすること

ができる。FRET は、2 つの蛍光物質の間で距離と相対角度に応じて励起エネルギーが

移動する物理現象で、タンパク質の構造変化やタンパク質間の相互作用を計測する方

法として利用されている。図 4 に示すように、GO-ATeam タンパクは、Green 

Fluorescent Protein （GFP）の変異体 cp173-mEGFP（EGFP）（488/509＝励起/発光

波長）と Orange Fluorescent Protein（OFP）のバリアントである mKusabira Orange 

kappa（mKOκ）（548/555＝励起/発光波長）を枯草菌 F0F1-ATP 合成酵素の ε サブ

ユニットで連結している(41)。ATP 存在下では mKOκ の蛍光が観察され、ATP 量が

減少すると EGFP の蛍光が観察される。 

各マウスの腹部は実験の前日に剃毛した。IVIS Lumina XR in vivo imaging system 

（PerkinElmer Inc.、MA、USA）に付属する麻酔装置を用いて、2 ％濃度のイソフル

ラン（MSD Animal Health、NJ、USA）でマウスに全身麻酔をかけ、仰臥位で腹部に青

色光を照射した。 

青色光照射前後の FRET 比の比較においては、マウスは 1 群あたり 5 匹の 4 群に分

け、（1）100 mW/cm2, 20 分, 120 J、（2）100 mW/cm2, 10 分, 60 J、（3）30 mW/cm2, 

20 分, 36 J、（4）30 mW/cm2, 10 分, 18 J の照射を行い、照射前後の蛍光画像を IVIS 
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Lumina XR イメージングシステムを用いて取得した。 

28 日間の経時的観察においては、（1）100 mW/cm2, 20 分, 120 J、（2）100 mW/cm2,10

分, 60 J、（3）100 mW/cm2, 3 分, 18 J、（4）30 mW/cm2, 20 分, 36 J、（5）30 mW/cm2, 

10 分, 18 J、（6）30 mW/cm2, 3 分, 5.4 J の照射を行った。照射直前、照射直後、照射後

1 日目、7 日目、14 日目、21 日目および 28 日目に蛍光画像を取得した。 

全ての蛍光画像は Living Image ソフトウェア（PerkinElmer Inc.）を使用して照射部

位の蛍光輝度を求め、それを元に FRET 比を解析した。FRET 比は以下のように算出

した。 

FRET 比 = （mKOκ蛍光輝度 /EGFP 蛍光輝度） 

mKOκ蛍光画像は 480/570=Excitation/Emission フィルター、EGFP 蛍光画像は

480/520=Excitation/Emission フィルターを用いて取得した。 

 

2.2.7 ホタルルシフェラーゼ発光法による皮膚組織中 ATP 量の計測 

C57BL/6 マウス（日本エスエルシー株式会社）を用いて実験を行った。腹部は、実

験の前日に剃毛した。マウスを 2 ％イソフルランを用いて麻酔し、仰臥位で腹部に青

色光を照射した。マウスは 1 群あたり 5 匹の 2 群に分け、100 mW/cm2 または 30 

mW/cm2 の照射密度でそれぞれ 20 分間照射した。なお、同じマウス腹部の左右反対側

を無照射サンプルとした（コントロール群）。青色光照射終了後、直ちに皮膚組織（5×5 

mm）を採取し、生理食塩水で洗浄後、0.1% Triton X-100（MP Biomedicals、CA、USA）
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を含むリン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline：PBS）（14190144；Thermo 

Fisher Scientific）内で、剪刀を用いて細切した。その混濁液を 15,000 rpm、4℃で 5 分

間遠心分離した後、上清を回収した。ATP 量の計測には、Tissue ATP assay Kit（TOYO 

B-Net、東京、日本）を使用した。製造元の示す手順に従ってサンプルを処理し、マイ

クロプレートリーダー（SpectraMax iD5；モレキュラーデバイスジャパン、東京、日本）

を用いて発光量を解析した。TaKaRa BCA protein assay kit を用いて各試料の総タンパ

ク質濃度（mg/mL）を計測し、ATP 濃度（nmol/mL）を総タンパク質濃度で正規化し

た。ATP 量は nmol/mg protein で表した。 

 

2.2.8 青色光の前方透過率の計測 

光を皮膚に照射すると、反射や散乱、吸収などが起き、一部のみが前方に進む(36)。

今回は前方位置における光強度を計測したため、前方透過率の計測とした。計測方法は、

Kampa らの報告(42)を参考に行った（図 5 a）。 

HR-1 マウスの背部に C. acnes を接種後、5 日目に尋常性痤瘡膿瘍内容物と尋常性痤

瘡皮膚を採取した。尋常性痤瘡膿瘍内容物を、10、20、50 μm の厚さで石英セル

（Type20C；Starna Scientific Ltd、Essex、United Kingdom）で挟み、光を照射した（図

5 b）。また、尋常性痤瘡皮膚サンプルをスライドガラスに載せ、①正常皮膚全層、②尋

常性痤瘡全層、③尋常性痤瘡膿瘍を除去した皮膚、に光を照射した（図 5 c）。 

組織を透過した光を、フォトダイオードセンサー（PD300；Ophir Optronics、
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Jerusalem、Israel）に接続したパワーメーター（Nova II；Ophir Optronics）で計測し

た。青色光を石英セルのみに照射して透過したパワー（ｍW）を前方透過率 100 %と

し、尋常性痤瘡膿瘍内容物を挟んで透過したパワーの割合（%）、すなわち前方透過率

を算出した。また同様に、スライドガラスのみに照射して透過したパワーを 100 %と

し、皮膚サンプルを透過した前方透過率を算出した。青色光の照射密度は 30 mW/cm2

および 100 mW/cm2 とした。 

 

2.2.9 統計分析 

統計解析は、JMP Pro 15 ソフトウェア（SAS Institute Japan、東京、日本）を用いて

行った。複数群間の比較（嚢腫壁の厚さ・炎症性サイトカイン量・cleaved caspase-3 免

疫染色陽性細胞数・FRET 比による皮膚 ATP 量の比較）については、Kruskal-Wallis 検

定、Dunnett の多重比較検定を用いてデータを分析した。2 群の比較（ホタルルシフェ

ラーゼ発光による ATP 量・前方透過率の各照射密度間の比較）には両側 t 検定を用い

た。P 値＜0.05 を統計的に有意とした。 

 

2.3 結果 

2.3.1 尋常性痤瘡の破裂 

5 日目採取群においては、全ての尋常性痤瘡において破裂は認められなかったが、

8 日目採取群では、コントロール（無照射）群、100 mW/cm2, 10 分照射群、30 mW/cm2, 
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10 分照射群において、いずれも 5 匹中 3 匹の膿瘍が破裂した（表２, 図 2, 図 6）。 

 

2.3.2 尋常性痤瘡膿瘍腔内に生じた嚢腫壁の厚さの計測 

尋常性痤瘡膿瘍の周囲には菌塊を取り囲むような組織（囊腫壁）が発生した（図 6）。

これについて好中球及びマクロファージの局在を免疫染色により観察したところ、

100 mW/cm2, 20 分照射群などの囊腫壁が肥厚したものについては、特に表皮側にお

いて、壁内側に好中球、外側にマクロファージの浸潤が見られた（図 7 a）。しかし無

照射群の囊腫壁には、マクロファージはほとんど存在しなかった。破裂したサンプル

においては、表皮側の嚢腫壁が菲薄化し、好中球が皮下筋を穿破して皮下脂肪層・皮

膚へと浸潤していた（図 7 b）。 

100 mW/cm2, 20 分を連日照射した 5 日目の嚢腫壁の厚さを計測すると、無照射群

に比べ有意に増加した（図 8 a）。しかし、嚢腫壁の厚さは、最終照射から 72 時間後

の 8 日目採取群において、5 日目採取群と比較して全ての照射条件で減少した（図 8 

b）。 

 

2.3.3 炎症性サイトカイン量の計測 

背部に尋常性痤瘡を作製したマウスに 100 mW/cm2, 20 分の青色光を 5 日間連日照

射し、５日目にサンプル採取した群（5 日目採取群）の IL-1β、MIP-2、TNF-α のサ

イトカイン量は無照射群と比較して有意に抑制された（図 9 中央）。しかし、最終照射
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から 72 時間後の 8 日目採取群では、IL-1β、MIP-2、TNF-α のサイトカイン量は全

ての照射条件で 5 日目採取群と比較して増加する傾向がみられた（図 9 右）。 

 

2.3.4 Cleaved caspase-3 免疫染色陽性細胞数の計測 

すべての照射条件において、表皮・真皮層における単位面積当たりの Cleaved 

caspase-3 免疫染色陽性細胞数の有意な増加は観察されなかった（図 10,11）。なお、陽

性細胞のほとんどが真皮層に存在していた。 

 

2.3.5 ATP 可視化マウスによる青色光照射前後の皮膚 ATP 量の比較 

いずれの照射条件においても、青色光照射部位の FRET 比は照射前後で比較して有

意に低下した（図 12,13）。 

 

2.3.6 ATP 可視化マウスによる皮膚 ATP 量の経時的観察 

青色光を照射した部位では、照射直後にすべての照射条件で FRET 比の低下がみら

れた（図 14）。特に 100 mW/cm2 で 20 分照射した群では、照射前の FRET 比に回復す

るまで 28 日間を要した。 

 

2.3.7 ホタルルシフェラーゼ発光法による皮膚 ATP 量の計測 

青色光を照射した部位の皮膚 ATP 量をホタルルシフェラーゼ発光法で計測したとこ
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ろ、100 mW/cm2, 20 分間照射した皮膚の ATP 量は有意に減少した（図 15）。 

 

2.3.8 青色光の前方透過率 

石英セルに挟み込んだ尋常性痤瘡膿瘍内容物が厚くなるほど前方透過率は低下し、

50 μm の厚さで約 55 %透過した（図 16 a）。また、尋常性痤瘡皮膚全層において、青

色光の前方透過率は 1 %未満であったが、膿瘍上までは、およそ 5 %透過していた（図

16 b）。いずれも照射密度による有意な差は見られなかった。 

 

2.4 考察 

2.4.1 尋常性痤瘡への青色光照射の治療効果について 

尋常性痤瘡の炎症の程度は IL-1β、IL-6、IL-8、TNF-α などのサイトカイン量と相

関することが知られている(43, 44)。なお、今回の実験において ELISA 法を用いて計測

した MIP-2 は、ヒト IL-8 のホモログである。 

尋常性痤瘡の菌塊を取り囲むように生じた嚢腫壁において、特に肥厚しているもの

については、内側は好中球、外側はマクロファージが浸潤していることが観察された。

なお、無照射群においてはマクロファージ層がほとんど見られず好中球が主に観察さ

れたことから、マクロファージは主に、好中球による殺菌が済んだ箇所の後処理を行っ

ていると考えられた。つまり、嚢腫壁の肥厚は、好中球及びマクロファージによる



17 

 

C.acnes の貪食後に生じた空隙部位の組織修復過程の進行を示していると考えられた。 

今回の照射実験において、100 mW/cm2, 20 分の照射条件で 5 日間照射したサンプル

の IL-1β、MIP-2、TNF-αのサイトカイン量は、5 日目の最終照射直後は有意に抑制

されていたが、72 時間の無照射期間後に増加した。また、同様に 100 mW/cm2, 20 分

照射 5 日目の嚢腫壁の厚さを計測すると、一旦は有意に肥厚したが、72 時間の無照射

期間後に菲薄化した。これは C.acnes の再増殖による炎症再燃を反映していると考え

られる。つまり、本研究で用いたモデルのような嚢腫性痤瘡では、クリニックで行われ

ているような週 2～3 回の照射ではなく、連日の照射が必要であると考えられた。なお、

過去の臨床研究では、このような嚢腫性痤瘡においては、青色光治療のみでは治療でき

ないとする報告もあるが(31)、本実験結果においては、100 mW/cm2, 20 分の連日照射

でそのような重症型も治療し得る可能性を示した。また、8 日目の検体採取時に、100 

mW/cm2, 10 分照射 （60 J）群では 5 匹中 3 匹の尋常性痤瘡が破裂したのにも関わら

ず、より低いフルエンス（J）で照射した 30 mW/cm2, 20 分照射 （36 J）群においては

破裂したものがいなかった。この結果については、照射密度（mW/cm2）やフルエンス

（J）よりも照射時間の方が、殺菌や炎症抑制により大きく作用する可能性を示唆して

いる。波長 380～480 nm 光の殺菌能力については、黄色ブドウ球菌や緑膿菌の場合、

照射密度と殺菌能力は相関しないという結果が報告されている(45)。 

なお、青色光照射による脂腺活動の抑制も尋常性痤瘡治療のメカニズムの一つとし
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て考えられているが(46)、本研究で用いた尋常性痤瘡マウスモデルでは脂腺の影響に

ついて検証できていない。 

 

2.4.2 青色光の 5 日間連日照射の安全性について 

青色光によって正常組織からも ROS が発生することが知られている(21)。青色光は、

DNA や RNA の吸収スペクトルからは外れているものの、過剰な ROS は DNA 損傷の

原因となる(47, 48)。また、アポトーシスを引き起こす要因は複数あるが、この DNA

損傷もその１つである(49)。そのため、今回の実験では、青色光照射によるアポトーシ

スを検出する目的で Cleaved caspase-3 免疫染色を行った。Cleaved caspase-3 免疫染色

陽性細胞数の有意な増加は確認されなかったが、100 mW/cm2 で照射したサンプルに

は高い数値を示したものも存在した。また、青色光の照射後に、皮膚 ATP 量の低下が

みられた。 

本実験でみられた皮膚における細胞内 ATP 量の低下は、青色光照射によって発生し

た ROS によるミトコンドリアの微細構造とリモデリング障害に起因する可能性(50)が

ある。また、ミトコンドリアに存在するシトクロム c オキシダーゼやシトクロム P450

の光の吸収ピークが 415 nm 周辺にあることから、これら分子の直接的な破壊によって

ATP 合成能が阻害された可能性もある(50)。 

細胞内 ATP 量低下は高度になると細胞壊死やアポトーシスにつながる。よって、青
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色光の照射密度や照射時間、照射頻度などは過剰にならないよう配慮が必要と考える。 

 

2.4.3 青色光の組織深達度について 

青色光の前方透過率の計測により、本モデルの尋常性痤瘡膿瘍の表面には、照射した

青色光の約 5 %が深達していることがわかった。これは、培養液中やシャーレ上の

C.acnes に直接青色光を照射した報告を参考にすれば、殺菌するに十分な照射密度であ

ると考えられる(32, 51)。しかし、青色光の透過率は、膿瘍内容物５０ μm の厚さで

半減した。つまり、本モデルにおける青色光の膿瘍表面までの透過率と以深の減衰を考

えると、１mm 以上ある膿瘍の底部に存在するポルフィリンには励起されるほどの十

分な青色光が到達しない可能性がある。そのため、この青色光治療のメカニズムには、

ポルフィリンの励起による ROS の殺菌以外の作用も関与している可能性が示唆され

た。 

例えば、青色光が到達している痤瘡周囲の組織から発生する ROS が、その発生場所

において、C.acnes の増殖や炎症の進展を抑制している可能性が考えられる。また、青

色光を細胞に照射すると、バイスタンダー効果が起きることが報告されている(52)。バ

イスタンダー効果とは、光が照射された細胞から、隣接する無照射細胞にエクソソーム

等を介してシグナルが伝達され、生物学的変化をもたらす現象であり、主に放射線治療

の分野で詳細に研究されている(53)。このバイスタンダー効果によって、直接青色光が
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照射されていない深部の組織にも、生物学的な変化が起きた可能性がある。今後、青色

光の尋常性痤瘡への治療メカニズムの解明を進める際に、このような効果についても

検証していく必要がある。 

 

2.5 小括 

1. 100 mW/cm2, 20 分、30 mW/cm2, 20 分の 5 日間連日青色光照射された尋常性

痤瘡マウスモデルでは、72 時間の無照射期間を置いても破裂がみられなかった。 

2. 100 mW/cm2, 20 分の 5 日間連日青色光照射されたモデルでは、嚢腫性痤瘡の膿

瘍腔内に生じる嚢腫壁の厚さが増加し、炎症性サイトカイン量は減少した。しか

し、その後の 72 時間の無照射期間で嚢腫壁は菲薄化し、炎症性サイトカイン量

は増加した。 

3. 青色光の照射による Cleaved caspase-3 免疫染色陽性細胞数の有意な増加は観察

されなかった。 

4. 青色光照射により皮膚 ATP 量は有意に低下した。100 mW/cm2, 20 分の照射条

件においては、ATP 量が元の状態に戻るのに 28 日間を要した。 

5. 尋常性痤瘡膿瘍の表層にまで深達した青色光は約 5 %であった。 
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第3章 マウス線維芽細胞に対する青色光の照射によって生じる活性酸素種の計測 

3.1 背景と目的 

青色光を細胞・組織に照射した際の、ROS や活性窒素種（Reactive Nitrogen Species：

RNS）の生成が報告されている(54, 55)。ROS とは、酸素分子に由来するさまざまな分

子とフリーラジカル（不対電子を一つ持つ化学種）の総称である。ROS は、スーパー

オキシドアニオン（O2
−•）やヒドロキシルラジカル（•OH）などの酸素フリーラジカル

と、過酸化水素（H2O2）、次亜塩素酸（HClO）、一重項酸素（1O2）などの非ラジカル

酸化物から構成される(56)。RNS には、比較的反応性の低い一酸化窒素（NO•）と、そ

の誘導体であるパーオキシナイトライト（ONOO−）があり、いくつかの生体分子を損

傷する強力な酸化剤である(57)。また、細胞には、ROS・RNS を無害化するためのさ

まざまな抗酸化システムが備わっている。例えば、スーパーオキシドジスムターゼ

（Superoxide dismutase：SOD）は、O2
−•を O2 および H2O2 に変換する金属酵素であ

る(58)。 

第 2 章の実験により、青色光は皮膚 ATP 量を低下させることがわかった。この理由

については、青色光によって発生する ROS の影響などが考えられた。また、Cleaved 

caspase-3 免疫染色陽性細胞がみられたのは、ほとんどが真皮層においてであった。そ

のため、真皮層に多く存在している線維芽細胞を用いて、青色光照射によって発生する

ROS の種類や量、それに続く SOD の発現等を検証した。 
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3.2 方法 

3.2.1 青色光の照射 

全ての実験には、青色光として、波長 405 nm の青色レーザー（RGB Lase LLC、CA、

USA）にファイバーを取り付け使用した。暗所において組織培養用 96 well マイクロプ

レート（3860-096；AGC テクノグラス、静岡、日本）の底面から種々の照射密度で照

射した。各 well の照射面積は 32.7 mm2 であった。 

 

3.2.2 細胞培養 

皮下結合組織由来のマウス線維芽細胞 L929（American Type Culture Collection、VA、

USA）を使用した。全ての細胞実験において、96 well 組織培養用マイクロプレートを

用いた。細胞は、10 %牛胎児血清（Fetal Bovine Serum：FBS）（Thermo Fisher Scientific、

MA、USA）と、100 units/mL ペニシリン、0.25 μg/mL アムホテリシン B、0.1 mg/mL 

ストレプトマイシンを含む Antibiotic-Antimycotic（Thermo Fisher Scientific）を添加

した Dulbecco's Modified Eagle Medium （DMEM）（Thermo Fisher Scientific）を使

用して 37℃、5 % CO2 の環境下で培養した。ROS・RNS の計測、SOD 活性の計測に

おいては、L929 細胞は、青色光照射の前日に、4×104 細胞/well の密度で播種した。3-

（4,5-dimethylthiazol-2-yl）-2,5-diphenyltetrazolium bromide（MTT）アッセイ（細胞

生存率の計測）においては、青色光照射の前日に 5 × 103 細胞/well の密度で播種した。
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培地は、細胞を播種する際にフェノールレッドを含まないものに変更し、培地による青

色光の吸収を抑えた。 

 

3.2.3 活性酸素種・活性窒素種の計測 

細胞内の ROS と RNS の発生は、5 種類の蛍光プローブを用いた蛍光輝度分析によ

り計測した。これらのプローブの詳細を表３に示す。 

各蛍光プローブは表 3 に示す時間・濃度（FBS・抗生物質・フェノールレッドを含ま

ない DMEM で希釈）で、37℃の暗所において細胞とともにインキュベートし、細胞内

に取り込ませた。インキュベーション終了後、細胞をカルシウムとマグネシウムを含ま

ない PBS で 2 回洗浄し、細胞に取り込まれなかった蛍光プローブを除いた。その後、

青色光照射を行う前に、培地はフェノールレッドを含まない FBS 添加 DMEM に変更

した。 

蛍光プローブを取り込んだ L929 細胞に波長 405 nm の青色光を各 well の底面から

100 mW/cm2 または 30 mW/cm2 で、60 または 180 秒間照射し、青色光照射前後の蛍

光画像を蛍光顕微鏡（BZ-9000）で取得した。また、蛍光輝度を計測するために、照射

後直ちに細胞を PBS で２回洗浄し、0.25％トリプシン EDTA（Thermo Fisher Scientific）

で処理して解離させ、フローサイトメトリー（BD FACSCanto™ II；Becton Dickinson 

and Company、NJ、USA）で細胞個々の蛍光輝度を計測した。なお、蛍光顕微鏡画像
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用に使用した細胞とフローサイトメトリー用に使用した細胞は、蛍光撮影による退色

を避けるため、それぞれ別に用意して計測した。フローサイトメトリーによる蛍光輝度

計測では、各細胞群について、1×104 個以上の細胞を分析し、平均蛍光強度（Mean 

fluorescence intensity：MFI）を計測した。MFI 比は、青色光照射細胞の MFI（照射 MFI

とする）を同日の無照射細胞（コントロール MFI とする）で除して、以下のように算

出した。 

𝑀𝐹𝐼 比 = （照射 MFI）/（コントロール MFI） 

 

3.2.4 Superoxide dismutase 活性の計測 

細胞内 SOD 活性（U/mL）の評価には、superoxide dismutase assay kit（Cayman 

Chemicals Inc.、MI、USA）を使用した。標準曲線は、キットに含まれる既知の外因性

SOD を用いて作製した。青色光を各 well の底面から 100 mW/cm2 または 30 mW/cm2

で、60 秒または 180 秒間照射した。37 ℃暗所で、30 分、60 分、120 分間インキュベ

ートした後、PBS で 1 回洗浄し、0.1% Triton X-100 含有 PBS で細胞を溶解させた。

その後、15,000 rpm、4 ℃で 5 分間遠心分離した後、上清を回収した。製造元の示す手

順に従ってサンプルの SOD 活性を計測した。溶解細胞数の変動を補正するために、各

サンプル中の総タンパク質濃度を TaKaRa BCA protein assay kit を用いて計測し、SOD

活性（U/mL）を総タンパク質濃度（mg/mL）で正規化した。SOD 活性は U/mg protein
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で表した。なお、青色光を照射していない細胞をコントロール群とした。 

 

3.2.5 細胞生存率の計測 

青色光照射後の細胞生存率の計測には MTT 細胞数測定キット（ナカライテスク株式

会社、京都、日本）を使用した。96 well プレートに 5×103 細胞/well で細胞を播種し

た翌日、各 well の底面から青色光を 100 mW/cm2 または 30 mW/cm2 で、60 秒または

180 秒間照射した後、37℃の暗所で 24 時間静置した。インキュベーション後、各 well

に MTT 測定試薬 10 μL を加え、4 時間後にマイクロプレートリーダー（SpectraMax 

iD5）で波長 450 nm における吸光度を計測した。なお、青色光を照射していない細胞

をコントロール群とした。 

 

3.2.6 統計分析 

統計解析は、JMP Pro 15 ソフトウェアを用いて行った。MFI 比の計測では、各蛍光

プローブにおいてそれぞれ９回の独立した実験を行い、結果は符号検定により分析し

た。SOD 活性計測では独立した８回の実験、細胞生存率計測では独立した 5 つの実験

を行い、Kruskal-Wallis 検定、Dunnett の多重比較検定を用いて解析した。P 値＜0.05 

を統計的に有意であるとした。 
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3.3 結果 

3.3.1 活性酸素種・活性窒素種の計測 

ROS・RNS 検出蛍光プローブを取り込ませた L929 細胞に青色光を照射し、蛍光顕

微鏡を用いて ROS・RNS の発生を観察した。•OH と HClO を検出する OxiORANGE、

HClO を検出する HySOx、O2
−•を検出する Dihydroethidium の蛍光強度は照射前に比

べて増加した（図 17 a,b,c）。一方、NO•を検出する Nitrixyte Red と ONOO−を検出す

る NiSPY-3 の蛍光強度は変化しなかった（図 17 d,e）。 

図 18 に、フローサイトメトリーで計測した照射前後の細胞蛍光輝度についてヒスト

グラムを示す。図 19 に、フローサイトメトリーで計測した MFI から算出した、各蛍光

プローブの MFI 比を示す。OxiORANGE については、100 mW/cm2, 180 秒および 60

秒、30 mW/cm2, 180 秒の照射条件で MFI 比が有意に増加し、最大 MFI 比は 1.57 倍で

あった（図 19 a）。HySOx では、すべての照射条件で MFI 比が有意に増加し（図 19 b）

最大 MFI 比は 2.25 倍、Dihydroethidium では、100 mW/cm2, 180 秒および 60 秒の照

射条件で有意に増加し、最大 MFI 比は 2.26 倍であった（図 19 c）。また、Nitrixyte Red

については、30 mW/cm2, 180 秒および 60 秒の照射条件で MFI 比が有意に増加し、最

大 MFI 比は 1.19 倍であった（図 19 d）。NiSPY-3 については、100 mW/cm2, 180 秒の

照射条件で有意に増加し、最大 MFI 比は 1.10 倍であった（図 19 e）。 
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3.3.2 Superoxide dismutase 活性の計測 

青色光を照射し、30 分、60 分、120 分後の SOD 活性の変化を計測した。100 mW/cm2 

60 秒と 30 mW/cm2 60 秒の条件では、コントロール（無照射）群と比較し、照射 120

分後に有意な SOD 活性の上昇がみられた（図 20）。 

 

3.3.3 細胞生存率の計測 

青色光照射 24 時間後の細胞生存率を、MTT アッセイを行い評価した。100 mW/cm2, 

180 秒の照射群は、コントロール（無照射）群と比較して細胞生存率が有意に低下した

（図 21）。 

 

3.4 考察 

青色光の照射フルエンス（J）に応じて細胞内に O2
−• と HClO が生成し、100 mW/cm2, 

180 秒の青色光照射によって細胞生存率が低下した。今回の実験における蛍光プローブ

の組み合わせでは•OH 単体の同定はできなかったが、その生成経路を考えると、•OH

も発生していると考えられた。また、100 mW/cm2 60 秒と 30 mW/cm2 60 秒の照射で

は SOD 活性の上昇がみられた。 

青色光照射によって細胞内で ROS・RNS が発生する機序の詳細は明らかになってい

ないが、青色光照射によって励起されるオプシン、フラボタンパク質、ポルフィリンな
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どの細胞内光受容体が関連していると考えられている(21)。 

真核生物において ROS は、通常、主にミトコンドリアにおいて好気呼吸の副産物と

して生成される(59)。O2
−•はその中でも最も多く産生される ROS であり、SOD によ

って H2O2 に変換される。さらに、H2O2 はフェントン反応やハーバー・ワイス反応に

よって•OH へ変換される(60)。また、H2O2 はミエロペルオキシダーゼを介して塩化物

陰イオンと反応して HClO を生成する(61)。HClO は主に好中球で生成される強力な

酸化剤であり、強い殺菌作用を持つ(61)。また、これまで青色光照射による皮膚組織か

らの NO•の生成が報告されているが(54, 62)、我々の細胞実験では、NO•の発生はごく

わずかであった。 

過剰な ROS による酸化ストレス下では、ミトコンドリアの Ca 2+過負荷が起こり、

ミトコンドリア透過性遷移孔（mitochondrial permeability transition pore：mPTP）の

開孔が起こる。この ROS の刺激によって、さらに ROS が発生する現象は、ROS 誘発

ROS 放出（ROS-induced ROS release：RIRR）と呼ばれている(56)。mPTP が開くと、

ミトコンドリア膜電位が低下し ATP 量が低下する。ミトコンドリア膜の酸化還元電位

の変化程度であればオートファジーやアポトーシスへとつながるが、完全に電位差が

消失してしまうと壊死性細胞死へとつながる(63)。つまり、第２章でみられた皮膚 ATP

量の低下や、本章の細胞生存率の低下には、この mPTP 開孔に起因するミトコンドリ

ア膜電位の低下が関係している可能性がある。 
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今回の実験でみられた、100 mW/cm2, 60 秒、30 mW/cm2, 60 秒の青色光照射から

120 分後の SOD 活性の上昇は、より多くの O2
−•生成に備えるための細胞応答による

ものであると考えられる。また、100 mW/cm2, 180 秒の青色光照射で SOD 活性の増加

が見られなかったのは、生体に対する光照射においてよく言われている、二相性用量反

応が関係している可能性がある(64)。これは、薬物や毒物に関する法則で、適正量であ

れば生体に有利な影響を及ぼすが、過剰量では抑制効果・毒性効果を示すというもので

ある(65)。今回の実験においては、100 mW/cm2, 180 秒の青色光照射は SOD が産生さ

れる前に細胞に過剰なダメージを与えたため、SOD が産生されることなく細胞生存率

が低下したと考えられる。 

SOD 活性の上昇は、炎症性疾患の治療や癌予防に有効であると言われている(66)。

また、SOD の投与が尋常性痤瘡の炎症を抑制したという報告もある(67)。したがって、

100 mW/cm2, 60 秒、30 mW/cm2, 60 秒の青色光照射後に観察されたような SOD 活性

の上昇が、生体にとって有害でない ROS 発生量の範囲内で起こせるのであれば、炎症

性疾患などの治療に有効に利用できる可能性がある。 

 

3.5 小括 

1. 青色光の照射により、HClO と O2
−•（および・OH）が発生した。 

2. SOD 活性は、100 mW/cm2 60 秒と 30 mW/cm2 60 秒照射の 120 分後に上昇した。 
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3. 青色光の 100 mW/cm2, 180 秒の照射によって細胞生存率は低下した。 

 

第4章 総括 

青色光治療が有効とされる疾患の中でも、最も患者数が多い尋常性痤瘡に関する研

究を行った。安全で効率的な青色光の照射プロトコル（照射密度・時間・頻度）作成の

基盤づくりを目的として、ヘアレスマウスの背部に作製した嚢腫性痤瘡モデルによる

実験を行った。尋常性痤瘡の破裂の有無や、膿瘍腔内に生じた嚢腫壁の厚さ、炎症性サ

イトカイン量の変動で治療効果や炎症の程度を評価した。結果、青色光の 100 mW/cm2 , 

20 分の 5 日間連日照射は、尋常性痤瘡の炎症を抑制した。しかし、72 時間の無照射期

間後に炎症は再燃していた。そのため、青色光の照射頻度としては、クリニックで行わ

れているような週に２～３回の照射よりも、患者本人によって行われるような連日の

照射が適していると考えられた。 

さらに、尋常性痤瘡の炎症抑制に有効であった 5 日間連日照射の安全性を確かめる

目的で、アポトーシスを検出する Cleaved caspase-3 免疫染色を行った。今回設定した

いずれの照射条件においても有意な Cleaved caspase-3 免疫染色陽性細胞の増加は見ら

れなかったが、100 mW/cm2 で照射したサンプルには、真皮層において陽性細胞数が増

加したものも存在した。また、青色光照射による細胞機能への影響を見る目的で、皮膚

ATP 量の変化を、FRET 型蛍光タンパク質；Go-ATeam を発現する遺伝子組み換えマ

ウスを使用した方法とホタルルシフェラーゼ発光法によって計測した。その結果、青色
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光の照射により皮膚 ATP 量は低下することがわかった。以上の結果より、青色光照射

については、治療効果を得るための十分な照射密度や時間は必要であるが、組織障害を

防止するためにも過剰にならないよう配慮が必要と考えられた。 

青色光照射によって起こる皮膚 ATP 量低下には、組織から発生する ROS が関与し

ている可能性が考えられた。そこで、青色光照射によって発生する ROS の種類や量の

特定が、安全性に関する検討に役立つと考え、マウス線維芽細胞を用いた実験を行った。

その結果、HClO と O2
−•（および・OH）が照射フルエンス（J）に応じて発生し、100 

mW/cm2, 180 秒の照射で細胞生存率の低下が起きた。また、100 mW/cm2 ,  60 秒と 30 

mW/cm2 ,  60 秒の照射においては、O2
−•を H2O2 と水に変換する SOD 活性が上昇し

た。これは、酸化ストレスに対する防御メカニズムが働いていると考えられた。 

青色光照射は、尋常性痤瘡の治療に有効であると考える。しかし、照射部位における

組織障害性が懸念されるため、青色光治療単独での効果を期待するよりも、酸化ストレ

スに配慮した照射プロトコルで、既存療法と併用するのが安全かつ合理的であると考

える。青色光には殺菌作用が期待できるため、面皰溶解性のあるアダパレン等との併用

が望ましい。なお、過酸化ベンゾイルやアダパレンは、青色光照射には安定性ではある

ものの、日光暴露によって皮膚刺激性の増加が知られているため、塗布のタイミングと、

有害事象の発生に注意する必要がある。 

また、青色光による殺菌効果が期待されるのは、今回対象とした C.acnes だけではな
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く、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌や緑膿菌等も含まれる(68, 69)。本研究の手法や結

果は、皮膚感染創等への青色光照射の適応や、組織障害性に関する研究などへ応用でき

る発展性を持つと考える。 

 

第5章 結論 

1. 5 日間連日の 100 mW/cm2 , 20 分の青色光照射は、嚢腫性痤瘡の炎症抑制に有効であ

った。ただし、72 時間の無照射期間で炎症は再燃するため、青色光の照射は毎日行う

ことが必要である。 

2. 青色光の照射により、皮膚 ATP 量の低下が起きた。 

3. 青色光をマウス線維芽細胞に照射すると、複数種類の ROS が発生し、細胞生存率が低

下した。 

4. 青色光を用いた治療では、治療効果と酸化ストレスのバランスを考慮した治療プログ

ラムを組む必要がある。 
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略語一覧 

略語 英語 日本語 

・OH Hydroxyl radical ヒドロキシラジカル 

ARRIVE Animal Research: Reporting of In Vivo 

Experiments 

動物実験：In Vivo 実験

の報告 

C.acnes Cutibacterium acnes キューティバクテリウム 

アクネス 

CFU colony forming units コロニー形成単位 

DMEM Dulbecco's modified Eagle medium ダルベッコ改変イーグル

培地 

DNA deoxyribonucleic acid デオキシリボ核酸 

GFP Green Fluorescent Protein 緑色蛍光タンパク質 

FBS Fetal Bovine Serum ウシ胎児血清 

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer 磁気蛍光共鳴エネルギー

移動 

GAM Gifu Anaerobic Medium  岐阜嫌気性培地 

HClO Hypochlorous acid 次亜塩素酸 

IL interleukin インターロイキン 

LED Light Emitting Diode 発光ダイオード 

MFI Mean fluorescence intensity 平均蛍光輝度 

MIP-2 macrophage inflammatory protein 2 マクロファージ炎症性タ

ンパク質 2 

mPTP mitochondrial permeability transition pore ミトコンドリア透過性遷

移孔 

MTT 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-

diphenyltetrazolium Bromide 

MTT 

NO・ Nitric oxide 一酸化窒素 

O2
−• Superoxide スーパーオキシド 

OFP Orange Fluorescent Protein オレンジ色蛍光タンパク

質 

ONOO- Peroxynitrite パーオキシナイトライト 

PBS phosphate buffered saline リン酸緩衝生理食塩水 

RIRR ROS-induced ROS release ROS 誘発 ROS 放出 

RNS reactive nitrogen species 活性窒素種 
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ROS reactive oxygen species 活性酸素種 

SOD superoxide dismutase スーパーオキシドジスム

ターゼ 

TNF-α tumor necrosis factor-α 腫瘍壊死因子α 
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図表 

表 1 尋常性痤瘡の形態による分類 引用文献(7, 8)を元に作成 

名称 説明 サイズ 色 膿の有無 

白色面皰 
皮脂の毛包内貯留・毛孔は開大・

非炎症性病変 
微小 白色 無 

黒色面皰 
皮脂の毛包内貯留・毛孔は閉鎖・

非炎症性病変 
微小 黒色 無 

丘疹 炎症性病変 < 5 mm ピンク色 無 

膿疱 炎症性病変 < 5 mm 
周辺は紅色で 

中心は黄色（膿） 
有 

結節 炎症性病変 5 - 10 mm ピンク色、紅色 無 

嚢腫 炎症性病変 5 mm < 紅色 有 
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表 2 尋常性痤瘡の破裂 

照射条件 ５日目 ８日目 

コントロール（無照射） 0 3 

100 mW/cm2, 20 min 0 0 

100 mW/cm2, 10 min 0 3 

30 mW/cm2, 20 min 0 0 

30 mW/cm2, 10 min 0 3 

単位：匹 

 

各照射条件における、5 日目および 8 日目に破裂していたマウスの数。 

各群あたり 5 匹。 
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表 3  活性酸素種・活性窒素種の検出に使用した蛍光プローブの詳細 

蛍光プローブ 

励起波長 

（nm）/蛍光波

長 （nm） 

検出可能 

ROS・RNS 
最終濃度 

インキュベート

時間（分） 
供給元 

OxiORANGE 543/577 •OH、HClO 1 μM 20 
五稜化薬、北海道、

日本 

HySOx 555/575 HClO 5 μM 30 五稜化薬 

Dihydroethidium 518/606 O2
−• 10 μM 30 

Thermo Fisher 

Scientific 

Nitrixyte Red 630/660 NO• 1×※ 30 
AAT Bioquest、

CA、USA 

NiSPY-3 490/515 ONOO− 10 μM 30 五稜化薬 

 •OH：ヒドロキシラジカル、HClO：次亜塩素酸、O2
−•：スーパーオキシドアニオン、NO•：

一酸化窒素、ONOO−：パーオキシナイトライト 

※ 市販されている原液を 500 倍に希釈した。 
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図 1  プロトポルフィリン IX の吸収スペクトル 引用文献(70)より改変 

波長 408 nm を中心に±約 50 nm の吸収スペクトルの最大ピークを持つ。 
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(a) 

 

 

 

(b) 

 

 

図 2 マウス背部に作製した尋常性痤瘡 

(a)  100 mW/cm2、20 分、１日１回 5 日間連日照射 

(b)  無照射 

 

（左）皮下注射直後（中央）5 日目（右）８日目 

スケールバー= 1 cm 
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図 3 尋常性痤瘡モデルに対する青色光照射プロトコル 

Hos:HR-1 マウスの背部に、Cutibacterium acnes を皮下注射し、1 日 1 回 5 日間、連日青

色光を照射した。照射条件は(a) コントロール；青色光照射なし、(b) 100 mW/cm2, 20

分, 120 J、(c) 100 mW/cm2, 10 分, 60 J、(d) 30 mW/cm2, 20 分, 36 J、(e) 30 mW/cm2, 10

分, 18 J とした。 

5 日目に検体を採取する 5 日目採取群と、最終照射から 72 時間の無照射期間を置いてから

検体を採取する 8 日目採取群に分けた。 
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図 4 GO-ATem；ATP 感受性 Fluorescence Resonance Energy Transfer（FRET）型蛍光

タンパク質の模式図 引用文献(71)より改変 

Green Fluorescent Protein の変異体 cp173-mEGFP（EGFP）と Orange Fluorescent 

Protein のバリアントである mKusabira Orange kappa（mKOκ）が枯草菌 F0F1-ATP 合成

酵素の ε サブユニットで連結されている。ATP が結合しない状態（左）では、ε サブユ

ニットが伸長して 2 つの蛍光タンパク質が分離し、FRET 効率が低くなる。ATP が結合す

ると（右）、ε サブユニットは折れ曲がって 2 つの蛍光タンパク質を接近させ、FRET の

効率が上がる。 
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（a）                              （b） 

 

 

 

 

（c） 

 

図 5 尋常性痤瘡膿瘍内容物と尋常性痤瘡皮膚における前方透過率の計測方法 

（a）計測に使用した実験装置。（b）石英セルの模式図。（c）皮膚サンプルの計測箇所の

模式図。①正常皮膚全層、②尋常性痤瘡皮膚全層、③尋常性痤瘡膿瘍を除去した皮膚を示

す。 

  

フォトダイオードセンサ- 

LED パワーメーター

ディスプレイ 

サンプル 
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A 5 日目採取群 
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B ８日目採取群 

 

 

図 6 マウス背部の尋常性痤瘡 HE 染色病理画像 

A 5 日目採取群：青色光 5 日間照射直後（5 日目）。  

B 8 日目採取群：青色光を５日間照射し、最終照射から 72 時間後（8 日目）に組織を採

取した。 

照射条件は以下の通りである。(a) コントロール；青色光照射なし、(b) 100 mW/cm2, 20

分, 120 J、(c) 100 mW/cm2, 10 分, 60 J、(d) 30 mW/cm2, 20 分, 36 J、(e) 30 mW/cm2, 10

分, 18 J  

スケールバー= 500 μm。黄色のバーは膿瘍腔に生じた嚢腫壁の最も厚い部位を示す。  
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(a) 

 

 

 

  



55 

 

(b) 

 

 

 

図 7 マウス尋常性痤瘡に生じた嚢腫壁の各種染色画像 

(a) 100 mW/cm2, 20 分, 120 J 連日照射 5 日目 (b) control 5 日目 

HE 染色、Ly-6G 抗体を用いた好中球の免疫染色、F4/80 抗体を用いたマクロファージの

免疫染色。  
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(a)                      (b)  

 

 

図 8 尋常性痤瘡膿瘍腔内に生じた嚢腫壁の厚さの計測 

(a) 5 日目採取群：5 日間照射直後の嚢腫壁の厚さ (b) 8 日目採取群：5 日間照射し、72 時

間の無照射期間後の嚢腫壁の厚さ。各グラフの下に、それぞれの照射密度（mW/cm2）と、

照射時間（min）を示す。5 つの独立した実験からの平均値±SD を示す。白丸は実際の計測

値。*は、Dunnett の多重比較検定により、コントロール（無照射）群と比較した場合の有

意差（P < 0.05）を示す。 
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（a）IL-1β 

 

 

（b）IL-6 

 

 

（c）MIP-2 
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（d）TNF-α 

 

 

図 9 炎症性サイトカイン量の計測 

左：正常な皮膚に 5 日間連日照射した群。中央：マウスの背中に作製した尋常性痤瘡に 5 日

間照射した群（5 日目採取群）。右：マウスの背中に作製した尋常性痤瘡に 5 日間照射し 72

時間の無照射期間後に組織を採取した群（8 日目採取群）。 

各グラフの下に、それぞれの照射密度（mW/cm2）と、照射時間（min）を示す。1 群あた

り 5 匹、平均±SD。白丸は実際の計測値。*は、Dunnett の多重比較検定を用い、対照群に

対して比較した場合の有意差（P < 0.05）を示す。 
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図 10 Cleaved caspase-3 免疫染色画像 

（a）Cutibacterium acnes を皮下注射し、100 mW/cm2, 20 分, 120 J を 5 日間照射した組織。

（b）正常皮膚組織。黄色い矢印は、Cleaved caspase-3 免疫染色陽性細胞を示す。 

スケールバー = 100 μm  

a 

b 
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（a）                   （b） 

 

図 11 Cleaved caspase-3 免疫染色陽性細胞数 

（a）Cutibacterium. acnes を注射した皮膚に青色光を 5 日間照射した後の Cleaved caspase-

3 免疫染色陽性細胞数。（b）正常皮膚に青色光を 5 日間照射した後の Cleaved caspase-3 免

疫染色陽性細胞数。各グラフの下に、それぞれの照射密度（mW/cm2）と、照射時間（min）

を示す。1 群あたり 5 匹、平均±SD。白丸は実際の計測値を示す。Dunnett の多重比較検

定で解析したところ、全群で有意差はなかった。  
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（a） 

 

（b） 
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（c） 

 

（d） 

 

 

図 12  ATP 可視化マウスにおける青色光照射後の皮膚 ATP 量の変化 

照射条件は（a）100 mW/cm2, 20 分, 120 J、（b）100 mW/cm2, 10 分, 60 J、（c）30 mW/cm2, 

20 分, 36 J、（d）30 mW/cm2, 10 分, 18 J。左が照射前、右が照射後の画像。Fluorescence 

Resonance Energy Transfer（FRET）比が高いことは、細胞内 ATP 量が高いことを示す。

黒い点線で囲った部分は青色光を照射した領域を示す。  
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図 13 青色光を照射した前後の Fluorescence Resonance Energy Transfer（FRET）比の

比較 

ATP 可視化マウスに青色光を照射した前後の FRET 比を計測した。各グラフの下に、それ

ぞれの照射密度（mW/cm2）と、照射時間（min）を示す。1 群あたり 5 匹、平均±SD。白

丸は実際の計測値。**は、Dunnett の多重比較検定を用い、対照群に対して比較した場合の

有意差（**P < 0.01）を示す。 
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図 14 ATP 可視化マウスによる皮膚 ATP 量の経時的観察 

ATP 可視化マウスに青色光を照射した際の Fluorescence Resonance Energy Transfer（FRET）

比の変化を経時的に観察した。照射条件は、各グラフの左上に示す。 

1 群あたり 3～5 匹、平均±SD。  
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（a）                   （b） 

 

図 15 青色光照射後のマウス皮膚中の ATP 量  

照射条件は（a）100 mW/cm2, 20 分, 120 J、（b）30 mW/cm2, 20 分, 36 J。ホタルルシフェ

ラーゼ発光アッセイを使用して計測した、青色光照射後のマウス皮膚組織中の ATP 量。

各グラフの下に、それぞれの照射密度（mW/cm2）と、照射時間（min）を示す。1 群あた

り 5 匹、平均±SD。白丸は実際の計測値。*は、両側 t 検定を用いて比較した場合の有意

差（P < 0.05）を示す。  
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（a）                   （b） 

 

図 16 パワーメーターで計測した尋常性痤瘡膿瘍内容物とマウス皮膚における青色光の前

方透過率 

（a）石英セルのみの透過率を 100％とした場合の尋常性痤瘡膿瘍内容物の透過率。石英セ

ルに挟んだ組織厚は、10μm、20μm、50μm と設定した。照射密度は 100 mW/cm2 また

は 30 mW/cm2 とし、各棒グラフ上に記載した。（b）正常皮膚、尋常性痤瘡皮膚、尋常性痤

瘡膿瘍を除去した皮膚、における青色光の前方透過率。照射密度は 100 mW/cm2 または 30 

mW/cm2 とし、各棒グラフ上に記載した。棒グラフは 5 つの独立した実験からの平均値±SD。

白丸は実際の計測値を示す。両側 t 検定により、各組織厚と各皮膚サンプルにおいて、照射

密度間による透過率を比較したところ、有意差なし。  
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（a）OxiORANGE 

 

 

（b）HySOx 
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（c）Dihydroethidium 

 

 

（d）Nitrixyte Red 
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（e）NiSPY-3 

 

図 17 青色光照射による活性酸素種・活性窒素種の発生 

5 種類の蛍光プローブを L929 マウス線維芽細胞に取り込ませ、青色光を照射し、蛍光顕

微鏡で活性酸素種と活性窒素種の発生を観察した。照射条件は各写真上に示した通り（コ

ントロール；照射なし）。 

スケールバー= 30 μm 



71 

 

（a）OxiORANGE  

 

 

（b）HySOx 

 

（c）Dihydroethidium           
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（d）Nitrixyte Red 

 

 

（e）NiSPY-3 
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図 18 青色光照射後の細胞蛍光輝度変化（ヒストグラム） 

5 種類の蛍光プローブを L929 マウス線維芽細胞に取り込ませて青色光を照射し、フローサ

イトメトリーで蛍光輝度を計測した。薄いグレーがコントロール（無照射）群、濃いグレー

が照射群を示す。 
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（a）OxiORANGE            （b）HySOx 

 
 

（c）Dihydroethidium          （d）Nitrixyte Red 
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（e）NiSPY-3 

 

 

図 19 青色光照射後の平均蛍光輝度（Mean fluorescence intensity；MFI）比 

各グラフの下に、それぞれの照射密度（mW/cm2）と、照射時間（s）を示す。MFI 比は、

照射細胞の MFI を無照射細胞の MFI で割って算出した。9 つの独立した実験からの平均

±SD を示す。白丸は実際の計測値。*は、符号検定を用い、対照群に対して比較した場合の

有意差（*P < 0.05, **P < 0.01）を示す。  
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（a）                   （b） 

 

（c）                   （d） 

 

図 20 青色光照射後のスーパーオキシドジスムターゼ（superoxide dismutase：SOD）活性 

照射条件は（a）100 mW/cm2, 180 秒, 18 J、（b）100 mW/cm2, 60 秒, 6 J、（c）30 mW/cm2, 

180 秒, 5.4 J、（d）30 mW/cm2, 60 秒, 1.8 J。L929 マウス線維芽細胞に青色光を照射し、無

照射（コントロール）、照射 30 分後、60 分後、120 分後に計測した SOD 活性（U/mg protein）。

8 つの独立した実験からの平均±SD を示す。白丸は実際の計測値。*は、Dunnett の多重比

較検定を用い、対照群に対して比較した場合の有意差（*P < 0.05, **P < 0.01）を示す。  
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図 21 青色光照射後の細胞生存率 

各グラフの下に、それぞれの照射密度（mW/cm2）と、照射時間（s）を示す。5 つの独立し

た実験からの、平均±SD を示す。白丸は実際の計測値、**は、Dunnett の多重比較検定を

用い、対照群に対して比較した場合の有意差（P < 0.01）を示す。 


