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研究成果の概要：ニコチンと LPS が，歯肉上皮を浸透して骨芽細胞および破骨細胞前駆細胞に

作用することを想定し，本研究を企図した。ニコチンと LPS は，骨芽細胞に対して破骨細胞形

成を促進する種々の因子の発現を増加させるとともに，骨芽細胞による類骨層のタンパク代謝

を分解系に傾けた。破骨細胞前駆細胞に対しては，骨基質タンパク分解酵素の発現増加を介し

て骨吸収能を上昇させた。これらの結果，歯槽骨吸収が促進されて歯周病が増悪する可能性が示

唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

わが国では，健康増進法の施行(2003年)に
伴って，能動喫煙のみでなく受動喫煙の防止

が叫ばれるようになり，公共の場での禁煙ゾ

ーンの拡大，タバコの広告規制や増税などに

よって，日本人の喫煙率はしだいに減少に転

じている。しかし，近年のWHOによる調査

では，日本人女性の喫煙率は他の先進国と比

べて低い位置にあるが，男性の喫煙率は突出

している。喫煙は，肺癌や口腔癌などの悪性

新生物，心疾患，脳血管疾患および慢性閉塞

性肺疾患などのリスクファクターであるだ

けでなく，歯周病における環境面からみた最

大のリスクファクターでもあり，歯周病の発

症や進行および治療効果の低下に大きく関

与することが指摘されている。また，インプ

ラント治療や抜歯後の治癒にも悪影響を及

ぼすことが報告されている。タバコの煙には，

約40種類の発癌物質を含む約200種類の有害



な物質が含まれており，その中でニコチン，

タールおよび一酸化炭素が三大有害物質と

いわれている。 
＜喫煙と歯周病の因果関係＞ 

Grossiらは，生涯喫煙量が臨床アタッチメ

ントレベルと歯槽骨吸収の両方に量－反応

関係がみられ，歯周ポケットが5 mm以上の

喫煙者と非喫煙者にそれぞれスケーリング

およびルートプレーニングを行い，3カ月後

に治療効果を比較すると，プロービングデプ

スの減少量，臨床アタッチメントレベル

(CAL)の獲得量ともに非喫煙者の方が有意に

高 い 値 を 示 し た と 報 告 し て い る  (J 
Periodontol 65, 260-267, 1994; 66, 23-29, 
1995; 67, 1094-1102, 1996)。また，Tonetti
らは，1日10本以上の喫煙者と非喫煙者に対

して歯周組織再生誘導法(GTR法)を行い，1
年後に治療効果を比較すると，非喫煙者は喫

煙者よりもCALの獲得量が約2.5倍改善され

たと報告している。これらの報告は，喫煙者

は外科的・非外科的歯周治療を問わず，非喫

煙者に比べて治療後の治癒が悪いことを示

している(J Clin Periodontol 22, 229-234, 
1995)。 
＜喫煙が微生物叢と宿主に及ぼす影響＞ 

喫煙者の口腔内には，歯周病菌として注目

されているA. actinomycetemcomitans，P. 
gingivalisおよびT. forsythensisが，非喫煙者

よりも高い割合で棲息し，これらの菌の増殖

能も喫煙者の方が強いと報告されている(J 
Periodontal Res 34, 25-33, 1999)。これらの

菌は歯周ポケット中の歯根面にバイオフィ

ルムを形成して強く付着しており，菌の細胞

壁由来のリポ多糖(LPS)は，歯周組織に炎

症・免疫反応を誘発させ，重篤な歯周病に発

展させる。宿主の炎症・免疫反応には，タバ

コの成分の中でニコチンが主に作用する。ニ

コチンは，好中球による貪食能と走化性，マ

クロファージによる抗原提示機能を抑制さ

せる。また，唾液中のIgAや血清中のIgG，お

よびA. actinomycetemcomitansを特異的に

抑制するIgG2量を低下させ，これらの影響が，

歯周組織の抵抗力の低下につながると考え

られている (J Periodontol 68, 842-850, 
1997)。 

しかし，歯周病の発症と進行とくに歯槽骨

の吸収に視点をおいて，骨形成と骨吸収に及

ぼすニコチンおよび LPS の影響を調べた報

告は少なく，その分子機構の詳細は不明な点

が多い。我々は，タバコの成分中で最も含有

量の高いニコチンの刺激を受けた骨芽細胞

は，自らの骨形成能を低下させるとともに，

骨代謝のバランスを骨吸収に傾けるのでは

ないかと考えた。また，口腔清掃状態不良の

喫煙者は，同条件の非喫煙者よりも歯槽骨吸

収の程度が大きいのではないかと考えた。 
そこで我々は，まず骨芽細胞による石灰化

nodule 形成と細胞外マトリックスタンパク

発現に及ぼすニコチンの影響について検討

した。具体的には，骨芽細胞としてヒト骨肉

腫由来の株化骨芽細胞 Saos-2 を用いて，in 
vitro での石灰化 nodule 形成と，その形成に

必要なアルカリホスファターゼ(ALPase)活
性，細胞外マトリックスタンパクとして I 型
コラーゲン (COL-1)，骨シアロタンパク 
(BSP)およびオステオポンチン(OPN)の発現

に及ぼすニコチンの影響を調べた。その結果，

ニコチン刺激によって，石灰化 nodule 形成

能，nodule 中のカルシウム量および ALPase
活性ともに低下した。また，ニコチン刺激に

よって COL-1 と OPN の発現も低下した。以

上の結果から，骨芽細胞がニコチンによって

刺激されると，ALPase 活性，COL-1 および

OPN の発現低下によって，骨形成能が低下

することが明らかになった  (Life Sci 77, 
2273-2284, 2005)。 

破骨細胞の形成は，骨芽細胞が発現する

receptor activator of NF-κB ligand (RANKL)と
破骨細胞前駆細胞(単球/マクロファージ)が発

現するRANKL受容体(RANK)を介する細胞間

相互作用によって行われ，マクロファージコ

ロニー刺激因子(M-CSF)はこの過程に不可欠

な液性因子として知られている。また，骨芽

細胞のRANKL発現はインターロイキン

(IL)-11 やプロスタグランジンE2 (PGE2)によ

って促進される一方，骨芽細胞はRANKLに対

するおとりの受容体osteoprotegerin (OPG)を
産生し，破骨細胞前駆細胞との細胞間相互作

用を抑制して破骨細胞の形成を調節してい

る。 
そこで我々は，LPS刺激の強弱を口腔清掃

状態の指標として捉え，骨芽細胞を介する破



骨細胞形成に及ぼすニコチンおよびLPSの影

響を調べた。具体的には，Saos-2 のM-CSFと
OPG発現およびPGE2産生に及ぼすニコチン

単独刺激およびLPSとの同時刺激の影響を調

べた。その結果，Saos-2 のM-CSF発現とPGE2

産生は，ニコチン単独刺激でわずかに増加し，

LPSとの同時刺激で顕著に増加した。一方，

OPG発現は，ニコチン単独刺激ではほとんど

その影響が認められなかったが，同時刺激で

は低下した。また，あらかじめニコチン単独

またはLPSと同時刺激したSaos-2 の培養上清

を破骨細胞前駆細胞(マウス単球RAW264.7)
に作用させたところ，同時刺激では，酒石酸

耐性酸ホスファターゼ(TRAP)染色陽性かつ

多核の破骨細胞様細胞が多数観察された。こ

れらの結果から，骨芽細胞がニコチンおよび

LPSによって刺激されると，Ｍ-CSFとPGE2の

産生促進，およびOPGの産生抑制によって，

破骨細胞の形成が促進されることが明らか

になった(Life Sci 78, 1733-1740, 2005)。 
 
２．研究の目的 

骨吸収の主役を演じるのは破骨細胞であ

るが，破骨細胞形成の初期段階では骨芽細胞

の存在が不可欠である。我々は，歯垢中の嫌

気性の歯周病原因菌由来のLPS刺激の強弱を

口腔清掃状態良否の指標として捉え，2007 年

度は，ニコチンとLPSが骨芽細胞のPGE2産生，

シクロオキシゲナーゼ (COX), PG受容体

(EP1-4)およびM-CSFの発現に及ぼす影響を

調べた。また，破骨細胞の機能発現にも着目

し，酸を産生して無機質溶解を担う炭酸脱水

酵素II型(CAII)と有機質分解を担うカテプシ

ンK (CK)の発現に及ぼすニコチンの影響を

調べた。その他，関連実験として，歯周病原

菌の代謝産物の一つである酪酸を用いて，骨

芽細胞の機能発現および骨芽細胞を介する

破骨細胞の形成に及ぼす酪酸の影響を調べ

た。さらに，軟骨マトリックス産生に及ぼす

IL-6およびsoluble IL-6受容体の影響も併せて

検討した。 
2008 年度は，骨芽細胞による類骨層のタン

パク代謝に着目し，骨芽細胞のマトリックス

金属プロテアーゼ(MMP)，金属プロテアーゼ

組織インヒビター(TIMP)，プラスミノーゲンアクチ

ベーター(PA)およびPAインヒビター-1 発現に及

ぼすニコチンとLPSの単独刺激および同時刺激

の影響を調べた。また，破骨細胞前駆細胞をニ

コチンで刺激したときのシグナル伝達について

も調べた。その他，関連実験として，破骨細胞の

分化に及ぼすIL-17 の影響，ならびに軟骨細胞

のPGE2産生およびEP受容体の発現に及ぼす

IL-1ßの影響を検討した。 
 
３．研究の方法 
ニコチンおよびLPSの刺激を受ける供試細

胞には，破骨細胞前駆細胞としてマウス由来

の株化単球/マクロファージ(RAW264.7)，骨芽

細胞としてヒト骨肉腫由来の株化細胞(Saos-2
細胞)を用いた。また，関連実験として用いる

軟骨細胞は，市販のヒト正常軟膏細胞を用い

た。これらの細胞の培養には，10％ウシ胎児

血清と1％ペニシリン-ストレプトマイシンを

含むDulbecco's modified Eagle’s mediumを培

養液として用いて，5％炭酸ガス存在下で行

った。なお，破骨細胞前駆細胞を破骨細胞に

分化させるためには，RANKLとM-CSFの存在

とくにRANKLの存在が不可欠であるので，こ

れらのタンパクの存在のもとで，細胞をニコ

チンで刺激した。刺激期間は10日間とし，経

日的に検索因子の発現を調べた。なお，軟骨

細胞の培養期間は28日間とした。 
骨芽細胞のPGE2産生は，専用のkitを用いて

調べた。また，骨芽細胞のCOX-2およびPG受

容体の遺伝子およびタンパク発現は，それぞ

れreal-time PCR法およびELISA法で調べた。 
破骨細胞形成の確認は，細胞を酒石酸耐性

酸ホスファターゼ(TRAP)染色して調べた。

RAW264.7細胞に対するニコチン刺激後の細

胞内シグナル伝達因子(PKC，MEK/ERK)のリ

ン酸化は，専用のkitを用いて調べた。また，

RAW264.7細胞のCAIIおよびPKの遺伝子およ

びタンパク発現は，それぞれreal-time PCR法
およびELISA法で調べた。 

骨芽細胞の骨基質タンパク代謝に関連する

様々な種類のMMPs，TIMPs，PAsおよびその

インヒビターPAI-1の遺伝子およびタンパク

発現は，それぞれreal-time PCR法およびELISA
法で調べた。 
軟骨細胞は，LPS刺激によって骨吸収を促

進するIL-1ßおよびIL-6を産生する。そこで，

関連実験として，PGE2産生とその受容体およ



びCOXの発現に及ぼすIL-1ßの影響，次いで軟

骨細胞を介する破骨細胞の形成を想定し，

RANKL，N-CSFおよびOPGの発現に及ぼす

IL-1ßの影響を上記の方法で，遺伝子およびタ

ンパクレベルで調べた。なお，破骨細胞形成

の有無は，TRAP染色して調べた。さらに，軟

骨基質タンパク産生に及ぼす IL-6とsoluble 
IL-6 receptorの影響を，上記の方法で，遺伝子

およびタンパクレベルで調べた。 
また，骨芽細胞による骨形成および破骨細

胞形成に及ぼす酪酸の影響を検討する際の石

灰化物の形成はアリザリンン赤染色で，骨基

質タンパクおよび破骨細胞形成関連タンパク

(M-CSF，RANKL，OPG)の遺伝子およびタン

パク発現は，上記のように，それぞれreal-time 
PCR法およびELISA法で調べた。 
 
４．研究成果 

＜2007 年度＞ 
LPSは，ニコチン刺激によって増加した

PGE2産生(図 1)，COX-2，EP4 およびM-CSF
発現をさらに増加させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. PGE2産生に及ぼすニコチンとLPSの

影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 2. ALPase 活性，PGE2 産生および M-CSF

発現に及ぼす COX-2 阻害剤の影響 

また，ニコチンとLPSの同時刺激で増加し

たPGE2産生とM-CSF発現，同時刺激で低下し

たALPase活性は，いずれもCOX-2 阻害剤添加

によって，コントロールレベルまで戻った(図
2)。これらの結果から，LPSは骨芽細胞の

COX-2 発現増加を介してニコチン依存性の

PGE2産生量をさらに増加させること，また，

増加したPGE2はautocrineに骨芽細胞に作用し，

M-CSF産生を介して破骨細胞形成を促進さ

せることが示唆された。破骨細胞の機能発現

に及ぼすニコチンの影響では，ニコチン刺激

によってCAII発現は増加したが，CK発現は低

下した。この相違は，細胞内シグナル伝達の

違いによるものと推定された。 
その他，関連実験として，歯周病原因菌の

代謝産物である酪酸は，低濃度では石灰化物

形成を促進し，破骨細胞の形成を抑制するこ

と，また，IL-6 が soluble IL-6 受容体の存在下

で，軟骨基質タンパク産生を促進することを

明らかにした。 
＜2008 年度＞ 
MMP-1，-2，-3 (図 3)および tPA の発現は，そ

れぞれの単独刺激で上昇し，同時刺激ではさら

に上昇した。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. MMP-1, -2, -3 産生に及ぼすニコチンと

LPS の影響 
 
一方，TIMP-1，-3，-4 の発現は，単独刺激で

低下し，同時刺激ではさらに低下した。また，ニ



コチンとLPS刺激によって上昇したMMP-1
発現は，ニコチンとD-tubocurarineあるいは

LPSとpolymyxin Bとの同時刺激によって，コ

ントロールレベルまで低下し，MMP-1 発現が

ニコチンとLPSの作用によって上昇したこと

が確認された。我々は，ニコチンとLPSが，骨

芽細胞の PGE2 産生を増加させることを，前年

度の研究で明らかにした。そこで，上昇した

MMP-1 発現は，PGE2産生を伴うオートクリン作

用によるものではないかと考え，MMP-1 発現に

及ぼすCOX-2選択阻害剤(NS398，celecoxib)の
影響を調べた。その結果，ニコチンとLPS刺激

によって上昇したMMP-1 発現には，阻害剤の

影響は認められず，PGE2のオートクリン作用は

関与していないことが明らかになった(図 4)。 
 
 
 
 
 
 

 
図 4. ニコチンと LPS 刺激によって増加した

MMP-1発現に及ぼすCOX-2阻害剤の

影響 
 

これらの結果から，ニコチンおよび LPS は，骨

芽細胞による類骨層のタンパク代謝を分解系に

傾けることが示唆され，この傾向は，それらの同

時刺激の方がより顕著であることが明らかになっ

た。また，破骨細胞の機能発現に及ぼすニコチ

ンの影響では，ニコチンは ERK を介して酸産生

酵素 CAII の発現を増加することが明らかになっ

た。以上のことから，歯周病原因菌の内毒素と

喫煙という 2 つのリスクファクターの重複によって，

歯槽骨における骨基質代謝はより一層分解系

に傾く可能性が示された。 
その他，本研究の関連実験として，炎症性サ

イトカインの中で，IL-1ßがPGE2産生を介して軟

骨細胞のEP4 受容体発現を促進すること，ま

た，IL-1ß が軟骨細胞のRANKLおよびM-CSF
の発現低下とOPG発現増加によって，破骨細

胞前駆細胞から破骨細胞の分化を抑制する

ことが明らかになった。 
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