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緒言 

歯周病は歯面と歯肉の境界部に蓄積したデンタルプラーク中の歯周病原性細

菌により、歯肉の発赤および腫脹、歯槽骨の吸収といった歯周組織の破壊が引

き起こされる慢性炎症性疾患である 1,2。歯周病の発症および進行の過程に関わ

る因子としては、原因としての細菌因子に加え宿主因子、環境因子といったリ

スク因子が挙げられる。宿主因子としては糖尿病や肥満等の全身状態、環境因

子としては喫煙、ストレス、薬剤服用等、多様な要因が歯周病の病態形成や進

行に関与している。とりわけ、喫煙習慣は歯周病の進行に大きな影響を及ぼす

環境因子として多くの報告がなされている 3,4。 

喫煙が歯周病のみならずさまざまな疾患の発症および進行と関連しているこ

とは多くの疫学研究を通して明らかになっている。喫煙が影響を及ぼす疾患と

しては、ガン、慢性閉塞性肺疾患、脳梗塞、虚血性心疾患、高血圧、糖尿病等

が挙げられる 5-10。タバコ煙は 4000 種以上の化学物質で構成されており、有害

物質は 200 種以上、発ガン物質は 60 種程度含有する。その中でもニコチン（以

下 Nicotine と記す）はタバコ煙の粒子相およびガス相のいずれにおいても高比

率で含まれている主成分である。口腔は鼻腔とともに最も早期にタバコに含ま

れる各種の物質や喫煙に伴って発生するタバコ副産物に曝される組織である。

体内に吸引されたタバコ煙成分は主に肺から吸収されるが、タバコ煙を口腔内

に吸い込んだ際には唾液に溶解し、長時間にわたってタバコ煙成分が口腔内に

残存することが報告されている 11。 

喫煙者は非喫煙者と比較して歯周病の罹患率が高く、経時的にも歯槽骨吸収

がより進行していくことが知られている 12。さらに喫煙者に対する歯周基本治

療の効果は非喫煙者と比較して低く、喫煙は歯周治療後のアタッチメントの獲

得を抑制し、歯周組織再生に対しても負の影響を及ぼすことが報告されている
13,14。喫煙が歯周組織破壊の程度および進行度に影響を及ぼす一因として、歯周

組織構成細胞の細胞機能や宿主の免疫応答に変化を及ぼすことが挙げられる。

例えば、タバコの煙成分を曝露させることによって歯周組織を構成する歯根膜

細胞や歯肉線維芽細胞の細胞増殖や付着が抑制される 15,16。また、喫煙者の血清

はヒト臍帯静脈内皮細胞における抗動脈硬化作用を持つ一酸化窒素の産生量を

抑制することより、喫煙が血管内皮細胞の機能を低下させることが示唆されて

いる 17。さらに、当研究室では歯根膜細胞における石灰化関連遺伝子や骨芽細

胞特異的な転写因子の発現が Nicotine 刺激により有意に抑制されることを報告

している 18。これらの知見は、喫煙により体内に吸収されるタバコ煙成分が歯

周組織の恒常性維持に変調をきたし、さらに創傷治癒の遅延に大きく関与する

ことを示唆している。 
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喫煙によるヒト体内へのタバコ煙成分は前述のように口腔、鼻腔粘膜、肺へ

の直接曝露によって粘膜組織を経て吸収され循環系を介して全身に移行する。

しかしながら喫煙により体内に吸収されるタバコ煙成分が歯周組織の破壊にど

のように関与するのかの詳細はいまだ十分に明らかにされていない。 

本研究では、マウス実験的歯周炎モデルを作製し、タバコ煙成分であるタバ

コ煙濃縮物（cigarette smoke condensate ;以下 CSC と記す）および Nicotine

の全身投与が歯槽骨の破壊をはじめとする歯周組織やその所属リンパ節にどの

ような影響を及ぼすかを解析することにより、喫煙が歯周病病態形成および進

行にどのように関与するかについて検討した。 
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材料および方法 

1. マウス実験的歯周炎モデルの作製 

 本研究におけるすべての動物実験は、大阪大学大学院歯学研究科動物実験

委員会の承認を得て行った（承認番号：動歯 24-012-0）。マウスは雄性 5 週

齢 C57BL/6（日本 SLC 株式会社、静岡、日本）を使用した。マウス実験的

歯周炎モデルにおける CSC および Nicotine の影響を検討するにあたり、マ

ウスを対照群として Phosphate buffered saline（以下 PBS と記す：和光純

薬工業、大阪、日本）を腹腔内投与する群と、実験群としてマウス体重 20 g

当たり CSC（Murty Pharmaceuticals Incorporated、Kentucky、USA）720 

μg 腹腔内投与する群および Nicotine（Sigma-Aldrich、Missouri、USA）

16 μg 腹腔内投与する群の計 3 群に分けた。CSC はタバコ煙を専用機器で捕

集し 40 mg/ml Dimethyl sulfoxide に溶媒転換しているものを用いた。本研

究でマウスに投与した CSC および Nicotine 量は、ヒト成人が 1 日あたり 10

本喫煙した場合に相当する 19。上記物質を1日1回3日連続で腹腔内投与後、

マウス体重当たりの Pentobarbital sodium salt（東京化成工業株式会社、東

京、日本）による全身麻酔下で Abe らの方法 20 に従い上顎左側第二臼歯歯

頸部に 5-0 絹糸（Johnson&Johnson、New Jersey、USA）で結紮を行い結

紮側とし、上顎右側第二臼歯は処置を行わず非結紮側とした。なお、各群に

おいてマウスの体重に有意な差はなかった。（データは示さず）具体的な結

紮方法としては、絹糸をマウス上顎左側第二臼歯の近心側と遠心側に通した

後、頬側で結紮した状態で 7 日間経過させることで、マウス実験的歯周炎モ

デルを作製した 21。（図 1、2） 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 実験スケジュール 

PBS 100 l、PBS 100 l に CSC 720 g を溶解させたもの、PBS 100 l に

Nicotine 16 g を溶解させたものをそれぞれ 1日 1回 3 日連続で腹腔内投与

し、その翌日に上顎左側第二臼歯歯頸部に絹糸を結紮した。結紮した状態で

7 日間経過させることで、マウス実験的歯周炎モデルとした。 

Day 1 

投与 

 

Day 2 

投与 

 

Day 3 

投与 

 

Day 4 

絹糸結紮 

 

Day 11 

屠殺 
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図 2 マウス上顎左側第二臼歯歯頸部への絹糸結紮方法 

5-0 絹糸をマウス上顎左側第二臼歯の近心側と遠心側に通し、頬側で結紮した。 

文献 20より改変 

 

 

 

 

2. micro Computed Tomography（以下CT と略す）による歯槽骨吸収量の定

量解析 

 絹糸結紮後 7 日目に全ての群のマウスを Pentobarbital sodium salt 麻酔

下で屠殺し、結紮側および非結紮側の上顎第二臼歯周辺の歯槽骨を実験動物

用 3D マイクロ X 線 CT R_mCT2（リガク、東京、日本）を用いて観察した。

CT により得られた画像データを三次元画像解析ソフトウェア

TRI/3D-BON（ラトックシステムエンジニアリング、東京、日本）で処理す

ることにより各群の歯槽骨吸収量の測定を行った。測定方法としては第一臼

歯遠心根のセメント―エナメル境から咬合平面に垂直に歯槽骨頂までの距

離（図 2 の①に相当する）、同様に第二臼歯近心根、第二臼歯遠心根、第三

臼歯それぞれのセメント－エナメル境から咬合平面に垂直に歯槽骨頂まで

の距離（図 2 の②、③、④にそれぞれ相当する）を測り、その和（図 2 の①

＋②＋③＋④）を歯槽骨吸収量とした。 
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図 3 歯槽骨吸収量の測定方法 

緑の点線で示す部位に絹糸を結紮した。第一臼歯遠心根、第二臼歯近心根、第二臼歯遠

心根、第三臼歯のセメント―エナメル境から咬合平面に垂直に歯槽骨頂までの距離を測

り、その和（図 2 で示す①+②+③+④）を歯槽骨吸収量とした。 

 

 

 

 

 

3. マウス歯周組織の組織学的解析 

 CT 撮影後の歯周組織を 4% Paraformaldehyde phosphate buffer 

solution（和光純薬工業、大阪、日本）に 4℃にて一晩浸漬固定し、脱灰液

（和光純薬工業）にて一週間脱灰した後、パラフィンで包埋した。LEICA 

RA2245（Leica Microsystems、Wetzlar、Germany）を用いて矢状断で厚

さ 5m の薄切標本を作製した。薄切標本は、Mayer's hematoxylin solution

（武藤化学株式会社、東京、日本）および 1Eosin Y 液（和光純薬工業）

を用いて Hematoxylin-eosin（以下と記す）染色を行い、光学顕微鏡

ECLIPSE Ci（Nikon、東京、日本）にて観察および写真撮影を行い、形態

学的に評価した。また、1 匹につき 5 枚の薄切標本の HE 染色を各群 6 匹行

い、染色像を画像解析ソフトウェア WinROOF（三谷商事、福井、日本）に

取り込み、第一臼歯遠心根に接着している最歯冠側の上皮、第一臼歯遠心根

に最も近い歯槽骨頂、第二臼歯近心根に最も近い歯槽骨頂、第二臼歯近心根

に接着している最歯冠側の上皮を各頂点とする四角形を炎症細胞浸潤部位

とし、その部位中で炎症細胞が占める面積の定量を行い、平均化した。 
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図 4 炎症細胞浸潤範囲の測定方法 

①第一臼歯遠心根に接着している最歯冠側の上皮、②第一臼歯遠心根に最も近い歯槽骨

頂、③第二臼歯近心根に最も近い歯槽骨頂、④第二臼歯近心根に接着している最歯冠側

の上皮を各頂点とする四角形（黄色の点線で示す）を炎症細胞浸潤部位とし、その部位

中で炎症細胞が占める面積の定量を行った。 

 

 さらに、破骨細胞のマーカー酵素として知られる Tartrate-resistant acid 

phosphatase （以下 TRAP と記す）を用いて 1 匹につき 5 枚の薄切標本の

染色を各群 6 匹行い、絹糸結紮側および非結紮側の上顎第二臼歯周辺の

TRAP 陽性細胞数を算定し、1 切片あたりで平均化した。TRAP 染色には

TRAP/ALP Stain Kit（和光純薬工業）を使用した。 

 

 

 

4. RAW264.7細胞の破骨細胞への分化誘導 

 Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand （以下RANKLと記

す）存在下で破骨細胞へと分化するRAW264.7細胞を用いて次の実験を行っ

た。すなわちRAW264.7細胞をCSC 15 g/mlおよびNicotine 10-5 M存在およ

び非存在下にて10%ウシ胎仔血清（Life Technologies、California、USA）

含有-MEM（和光純薬工業）にMouse recombinant RANKL（R&D Systems、

Minnesota、USA）100 ng/mlを添加して6日間培養することにより、タバコ

煙成分が破骨細胞の分化誘導に及ぼす影響について検討した。破骨細胞への

分化度はTRAP染色陽性細胞数を算定することで評価した。 

 

 

 

 

500m 

④  

③  

②  

①  
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5. マウス顎下リンパ節における Rankl 遺伝子発現の解析 

 材料および方法 1.と同様に、雄性 5 週齢 C57BL/6 のマウスを対照群とし

て PBS を腹腔内投与する群と、実験群としてマウス体重 20 g 当たり CSC 

720 μg 腹腔内投与する群および Nicotine 16 μg 腹腔内投与する群の計 3 群

に分けた。上記物質を 1 日 1 回 3 日連続で腹腔内投与後、Pentobarbital 

sodium salt による全身麻酔下で上顎左側第二臼歯歯頸部に 5-0 絹糸で結紮

を行い結紮側とした。また、上顎右側第二臼歯は処置を行わず非結紮側とし

た。絹糸結紮 7 日目に全ての群のマウスを屠殺し、非結紮側（右側）および

結紮側（左側）の顎下リンパ節を採取した。 

 

 

 

6. 全 RNA の抽出 

 顎下リンパ節からの全 RNA の分離は RNA BeeTM（TEL-TEST, Inc、Texas、

USA）を用いて行った。すなわち、顎下リンパ節を回収後 RNA BeeTMを加

えホモジナイズし、1/5 容量の Chloroform（和光純薬工業）を添加後、遠心

分離（12000 g、4℃、15 分）した。分離された水層から RNA を 2-Propanol

（和光純薬工業）の添加によって沈殿させ、75% Ethanol による洗浄の後、

得られた全 RNA 沈殿を 20 μl Diethl pyrocarbonate（以下 DEPC と記す）

処理水（和光純薬工業）に溶解し、全 RNA 量を NanoDrop ND-1000（Life 

Technologies）を用いて計測した。 

 

 

 

7. 相補鎖 DNA（以下 cDNA と略す）の作製 

 全 RNA をもとに逆転写を行って cDNA を作製した。すなわち 65℃で熱処

理された各 RNA 検体 1 g に、 52.5 mM Tris (hydroxymethyl) 

aminomethane（pH8.3）、3 mM MgCl2、75.5 mM KCl、1 mM Dithiothreitol

（Life Technologies）、1.1 U/l Ribonuclease inhibitor（タカラバイオ、滋

賀、日本）、0.5 mM dNTP Mixture（タカラバイオ）、5 U/l Moloney-mouse 

leukemia virus 逆転写酵素（Life Technologies）、55 ng/l Random 

hexamers（pd(N)6: Pharmacia Biotech、Wisconsin、USA）と最終濃度が

なるように調整した試薬を加え、DEPC 処理水で全量 40 l の反応液を調合

した。反応液は 37℃にて 60 分間保温後、99℃にて 5 分間処理し残留酵素を

失活させ、cDNA を調製した。 
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8. Real-Time PCR 解析 

 細胞の cDNA を鋳型として表 1 に示す各遺伝子特異的な Real-Time PCR

用プライマー（タカラバイオ）を使用し Real-Time PCR 解析を行った。PCR

反応は Power PCR SYBR® Master Mix （Applied Biosystems、California、 

USA）を用いて 7300 Fast Real-Time PCR System（Applied Biosystems）

にて行った。mRNA 転写は、Gapdh 遺伝子を用いてノーマライゼーション

し、定量化を図った。 

 

 

表 1 本研究で使用した Real-Time PCR 用プライマーの一覧 

遺伝子 プライマー 
  

Rankl 5'- AAACTGGTCGGGCAATTCTG -3' 

 
5'- AGGGTTGGACACCTGAATGCTA -3' 

Gapdh 5'- TGTGTCCGTCGTGGATCTGA -3' 

 
5'- TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG -3' 

 

 

 

9. 統計学的解析 

 実験データは平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、2 群比較は

Student’s-t 検定を、多群比較は分散分析（ANOVA）を行った後に post-hoc

として Tukey 検定を用いて行い、有意水準を 5 %に設定し、p 値が有意水準

を下回る場合に有意差ありと判断した。 
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結果 

1. CSC および Nicotine がマウス実験的歯周炎モデルの歯周組織に及ぼす影響

（CT を用いた歯槽骨吸収量の変化の検討） 

 絹糸結紮後７日目のマウス実験的歯周炎モデルにおいて非結紮側および

結紮側の歯周組織をCT を用いて解析した。まず、CSC または Nicotine の

腹腔内投与のみで歯槽骨に変化が認められるか否かを検討した。その結果、

非結紮側において、PBS を前投与した対照群と CSC あるいは Nicotine を前

投与した実験群ともに歯槽骨吸収はほとんど認められなかった（図 3上段）。

次に、絹糸をマウス上顎左側第二臼歯歯頸部に結紮することで歯槽骨に変化

が認められるか検討した。その結果、PBS を前投与した対照群においても、

結紮側で歯槽骨吸収が惹起された（図 3 下段左）。PBS を前投与した対照群

の結紮側で認められた歯槽骨吸収は、CSC または Nicotine を前投与した実

験群ではさらに進行した（図 3 下段中央、右）。 

 マウス歯槽骨吸収量を定量化したデータを図 4 に示す。非結紮側において

PBSを前投与した対照群とCSCまたはNicotineを前投与した実験群間には

歯槽骨吸収量に有意な差は認められなかった。PBS を前投与した対照群にお

いて、非結紮側と比較して結紮側では歯槽骨吸収が惹起された。PBS を前投

与した対照群の結紮側で認められた歯槽骨吸収は、CSC または Nicotine を

前投与した実験群では有意に増加した。CSC あるいは Nicotine を前投与し

た群での結紮側における歯槽骨吸収量を群間で比較すると統計的に有意な

差は認められなかった。 

 

 

図 5 絹糸結紮後 7 日目における代表的なマウス歯槽骨の CT 画像 

マウス上顎左側第二臼歯の歯頸部に絹糸を結紮して 7 日目の歯槽骨を頬側からCT 撮影し

た。上顎右側第二臼歯は絹糸を結紮を行わず、非結紮側とした。 
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図 6 各群絹糸結紮後 7 日目におけるマウス歯槽骨吸収量 

前述の計測方法に基づき、各群の歯槽骨吸収量を定量化した。 

（n=6、*: p<0.01 vs 各群の非結紮側、**: p<0.01 vs 対照群（PBS 投与群）の結紮側） 
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2. CSC および Nicotine がマウス実験的歯周炎モデルの歯周組織に及ぼす影響

（マウス歯周組織薄切標本におけるHE染色を用いた歯槽骨吸収および炎症

状態の検討） 

 マウス実験的歯周炎モデルの歯周組織を組織学的に検討するため、HE 染

色を行った。その結果、HE 染色像はCT 解析によって観察された歯槽骨吸

収像と相関し、結紮側において歯槽骨吸収を認め、CSC または Nicotine を

前投与した実験群においてその吸収は一層顕著であった（図 5 A）。非結紮側

では全ての群において歯槽骨表面は平滑であるのに対して、結紮側の歯槽骨

表面は不整であり、特に CSC または Nicotine を前投与した実験群でその傾

向は顕著であった。非結紮側で認められる歯肉結合組織でのコラーゲン線維

束が結紮側では消失し、非結紮側ではほとんど認められなかった炎症細胞の

浸潤が結紮側において検出された（図 5 B）。結紮側に浸潤している炎症細胞

の密度は PBS を前投与した対照群と CSC または Nicotine を前投与した実

験群では差は認められなかった。さらに強拡大で歯槽骨表層部を観察すると、

骨吸収窩に破骨細胞様細胞の存在を確認できた（図 5 C）。 

 HE 染色により認められた歯周組織における炎症細胞浸潤部位の面積を定

量化したグラフを図 6 に示す。第一臼歯の歯肉縁、第一臼歯に最も近い歯槽

骨頂、第二臼歯に最も近い歯槽骨頂、第二臼歯の歯肉縁を各頂点とする四角

形を炎症細胞浸潤部位とし、その面積の定量を行った。（図 4）非結紮側には

炎症細胞浸潤は認められなかった一方、結紮側においては全ての群で炎症細

胞浸潤が認められた。しかしながら、PBS を前投与した対照群と CSC また

は Nicotine を前投与した実験群に統計学的に有意な差を認めなかった。 

 

 

 

 

 

A. 
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B. 

 

C. 

 

図 7 歯周組織の組織像 

A) 絹糸結紮後のマウス歯周組織より作製した矢状断薄切標本を HE 染色した。上顎第

一臼歯、第二臼歯、第三臼歯と歯周組織の組織像を示す。 倍率 40 倍 

B) 第一臼歯と第二臼歯間の拡大像を示す。 倍率 200 倍 

C) 結紮側の拡大像を示す。黄矢印は破骨細胞様細胞を表す。倍率 400 倍 
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図 8 炎症細胞浸潤範囲の定量化 

炎症細胞の浸潤範囲（上顎第一臼歯と第二臼歯間で、第一臼歯遠心根に接着している最歯

冠側の上皮、第一臼歯遠心根に最も近い歯槽骨頂、第二臼歯近心根に最も近い歯槽骨頂、

第二臼歯近心根に接着している最歯冠側の上皮を各頂点とする四角形）における炎症細胞

が占める面積を定量化した。（n=6、Control: 対照群（PBS 投与群）の結紮側） 
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3. CSC および Nicotine 前投与が TRAP 染色陽性細胞数の変化に及ぼす影響 

 HE 染色像において骨吸収窩に破骨細胞様細胞の存在が確認されたことか

ら、次に歯周組織における TRAP 染色 22 による破骨細胞の存在および分布

を検討した。薄切組織標本を TRAP にて染色した結果、PBS を前投与した

対照群、CSC または Nicotine を前投与した実験群のいずれの群においても

非結紮側の上顎右側第二臼歯周辺の歯槽骨表面には TRAP 陽性細胞をほと

んど認められなかった。一方結紮側では、いずれの群においても上顎左側第

二臼歯周辺の歯槽骨表面に TRAP 陽性細胞の存在が認められた（図 7）。さ

らに、CSC または Nicotine を前投与した実験群における TRAP 陽性細胞数

は対照群と比較して有意に増加した（図 8）。以上の結果より絹糸結紮側にお

いて破骨細胞が分化誘導され、その細胞数は CSC、Nicotine の前投与によ

り有意に増加することが明らかとなった。 

 

 

 

図 9 骨吸収部位にみられる TRAP 陽性細胞 

上顎第一臼歯と第二臼歯間の拡大像を示す。黒矢印は TRAP 陽性細胞を表す。 倍率

400 倍 
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図 10 骨吸収部位に存在する TRAP 陽性細胞数の定量化 

非結紮側および結紮側の第二臼歯近遠心に存在する TRAP 陽性細胞数を算定した。 

（n=6、*: p<0.01 vs 各群の非結紮側、**: p<0.01 vs 対照群の結紮側） 
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4. CSC および Nicotine が破骨細胞への分化誘導過程に及ぼす影響 

 マウス実験的歯周炎モデルにおいて絹糸結紮側の歯槽骨表面に破骨細胞

が分化誘導され、その傾向は CSC または Nicotine を前投与した実験群でよ

り顕著な傾向を示したことから、タバコの煙成分の全身投与が破骨細胞の分

化に関与していることが考えられる。破骨細胞の活性化、生存、分化の過程

において RANKL が主要な役割を果たすことが報告されている 23。in vitro

の実験系において RAW264.7 細胞は RANKL 存在下で破骨細胞に分化する

ことが知られている 24。そこで、CSC および Nicotine が破骨細胞の分化誘

導にどのような影響を及ぼすかを in vitro で検討するため、RAW264.7 細胞

をRANKL含有培地でCSCまたはNicotine存在下および非存在下で培養し、

TRAP 陽性細胞数を測定した。その結果、RAW264.7 細胞は RANKL 存在下

において全ての群で TRAP 陽性細胞へと分化した。さらに CSC および

Nicotine存在下で RAW264.7 細胞を分化誘導すると、TRAP 陽性細胞数は、

CSC および Nicotine 非存在下と比較して、有意に増加した（図 9）。 

 

図 11 タバコ煙成分が RAW264.7 細胞の破骨細胞への分化誘導に及ぼす影

響 

24 穴用培養プレートにて RAW264.7 細胞を CSC または Nicotine 存在および非存在下

の RANKL 含有培地で 6 日間培養し、TRAP 染色にて破骨細胞への分化度を評価した。 

（n=5、*: p<0.05 vs PBS 添加群） 
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5. CSCおよびNicotineがマウス顎下リンパ節中における Rankl遺伝子発現に

及ぼす影響 

 前述したように、RANKL は破骨細胞の成熟過程に主要な役割を果たして

おり、海綿骨、リンパ節、胸腺、肺に多く発現している 25,26。マウス実験的

歯周炎モデルにおいて、絹糸結紮側の歯槽骨表面に破骨細胞が分化誘導され、

その傾向は CSC または Nicotine を前投与した実験群でより顕著な傾向を示

した（図 8）。そこで、破骨細胞の成熟を促す RANKL の発現が結紮側およ

び CSCまたは Nicotine を前投与した実験群では上昇しているのではないか

と仮定し、結紮側および非結紮側すなわち左側および右側の所属リンパ節で

ある顎下リンパ節に発現している Rankl 遺伝子発現量を比較検討した。その

結果、顎下リンパ節中における Rankl 遺伝子発現は、CSC または Nicotine

を前投与した実験群においてのみ、非結紮側の顎下リンパ節と比較して、結

紮側の顎下リンパ節において有意に増強した。また、各群の結紮側の顎下リ

ンパ節を比較した場合、PBS を前投与した対照群と比較して CSC または

Nicotine を前投与した実験群において Rankl 遺伝子発現が有意に上昇した。

（図 10） 

 

図 12 マウス顎下リンパ節における Rankl 遺伝子発現の変化 

マウス上顎左側第二臼歯の歯頸部に絹糸を結紮して 7 日目の顎下リンパ節を摘出し、

Real-Time PCR 解析を行った。 

（n=7、*: p<0.01 vs 各群非結紮側、**: p<0.01 vs PBS 結紮側、***p<0.05 vs PBS結紮側） 
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考察 

本研究は喫煙による歯周組織の破壊、特に歯槽骨の破壊のメカニズムの一端

を解明することを目的とした。はじめにマウス上顎左側第二臼歯の歯頸部に絹

糸を結紮することで歯槽骨吸収を誘導するマウス実験的歯周炎モデルを確立し

た。そしてこのモデルを用いて、歯周病のリスク因子である喫煙により体内に

吸収されるタバコ煙成分が歯槽骨の破壊に関与する可能性について検討した。 

歯周病のリスク因子には細菌因子以外に宿主因子や環境因子が挙げられる。

これらのリスク因子が歯周病の進行に及ぼす影響については多くの疫学研究が

なされているが、リスク因子の介入の有無といった前向き研究はヒトでは非常

に困難である。そのため、小型動物での実験的歯周炎モデルを用いて歯周炎の

発症機序、病態解明が試みられている 27。マウス実験的歯周炎モデルとしては、

代表的な歯周病原性細菌である Porphyromonas gingivalis（以下、P. gingivalis

と記す）等を Carboxymethyl cellulose 水溶液に溶解したものをマウスに長期間

経口接種して口腔内での細菌の定着をはかるものがあげられる 28,29。しかし、こ

の方法の問題点としては歯周炎の原因であるプラークの堆積、バイオフィルム

の形成が認められない。本研究で用いた絹糸結紮モデルでは、非結紮側と比較

して、絹糸周囲へのプラークの堆積（データは示さず）および著明な歯槽骨の

吸収が認められた（図 3、図 4）。本研究と同種マウスに結紮した絹糸の周囲で

はパスツレラ・ファミリーに属するグラム陰性プロテオバクテリア綱の一種

が蓄積して、マウスの歯槽骨吸収を促進すること、この細菌はヒト侵襲性歯周

炎の進行に関与する Aggregatibacter actinomycetemcomitans と遺伝子を共有

することが報告されている 30 ことから、絹糸を結紮することで歯槽骨吸収に関

与するマウス常在菌が勢力を増す可能性が考えられる。さらにHE組織像では、

結紮した絹糸下に好中球、リンパ球を中心とした炎症細胞の浸潤が認められた

（図 5 B）。Abe らは本研究で用いた結紮方法と類似した方法で絹糸を結紮した

後、マウスに抗菌剤含有飲料水を飲用させると、結紮側での骨吸収量が有意に

減尐すると報告しており 20、本絹糸結紮モデルは細菌感染による影響が関与す

る歯周炎モデルと考えられる。 

 喫煙がヒト体内に及ぼす影響としては、口腔、鼻腔、気管支、肺にタバコ煙

が直接曝露し、局所粘膜の損傷、機能障害といった直接的な為害性と、粘膜面

や末梢血液からタバコ煙成分が吸収され、全身的にタバコ煙成分が循環するこ

とにより、ヒト体内に為害性を及ぼす間接的な作用があげられる。喫煙の影響

を検討するにあたり、動物実験にタバコ煙を吸入させる環境が喫煙の体内に及

ぼす直接的および間接的作用の解析に最も適していることが明らかである。し

かしながら、このような喫煙動物実験モデルを作製するための環境整備が容易
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でないため、その代替策としてタバコ煙を専用機器で捕集しDimethyl sulfoxide

に溶媒転換しているもの（CSC）が多くの喫煙の影響を評価する研究で用いら

れている。そこで本研究においても CSC を実験に供することとした。また、タ

バコ煙成分中、Nicotine はタバコ煙のガス相および粒子相共に多く含有されて

おり、その為害作用の強さからさまざまな疾患に対して喫煙が及ぼす影響を検

討する際に最も注目されている物質である。Nicotine が全身に及ぼす影響とし

ては、ラットに 90 日間タバコ煙を吸引させると、血中の一酸化炭素ヘモグロビ

ン濃度の上昇が認められること 31、さらに本研究と同系マウスである 5 週齢

C57BL/6 に Nicotine を腹腔内投与すると、同週齢同系マウスに生理食塩水を腹

腔内投与した群に比較して体温が低下すること、5 週齢 C57BL/6 に Nicotine を

腹腔内投与した群と比較して、10 週齢 C57BL/6 に Nicotine を腹腔内投与した

群では血清中の Cotinine 濃度の上昇が観察されることが報告されている 32。こ

れまでラットを用いた絹糸結紮による実験的歯周炎モデルにおいて、タバコ煙

を吸引させる系 33、Nicotine を投与する系を用いて 19,34,35、タバコ煙成分が歯

槽骨吸収に及ぼす影響について報告されている。しかし、喫煙で発生したタバ

コ煙成分が体内に吸収された後にどのようなメカニズムを介して歯周組織の破

壊に関与するかは明らかになっていない。本研究は、マウス実験的歯周炎モデ

ルに CSC あるいは Nicotine を腹腔内投与、すなわち喫煙により体内に吸収さ

れたタバコ煙成分が歯周組織の破壊に及ぼす影響について初めて検討したもの

である。 

その結果、非結紮側では、PBS を前投与した対照群、CSC または Nicotine

を前投与した実験群のいずれの群においても歯槽骨吸収は認められなかった。

一方、結紮側では PBS を前投与した対照群において歯槽骨吸収を認め、CSC あ

るいはNicotineを前投与した実験群ではPBSを前投与した対照群と比較して有

意に歯槽骨吸収が促進された（図 3、図 4）。これらの結果よりタバコ煙成分は

それ単独では歯槽骨吸収を惹起しないが、本研究で用いたマウス実験的歯周炎

モデルのように絹糸に付着したプラークによる細菌因子と絹糸結紮によるメカ

ニカルストレスの存在下では、それら因子によって誘導される歯槽骨吸収をさ

らに促進することが示唆された。今回は、歯槽骨吸収量を絹糸結紮部位を含む

周囲の歯のセメント－エナメル境から歯槽骨頂までの距離の和で評価した。し

かしながら、喫煙により骨密度が低下する 36 ことも報告されていることから、

タバコ煙成分摂取による歯槽骨への影響に関して、骨吸収量だけでなく骨密度

等の骨質に関連するパラメーターでの検討も今後必要となるものと思われる。 

本研究において、前投与した CSC 内に含まれる Nicotine 量はもう一方の実

験群に前投与した Nicotine 量に一致させている。CSC を前投与した群と

Nicotine を前投与した群を比較すると、歯槽骨吸収量においては両群間に有意
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差は認められなかったが、CSC を前投与した群の方が歯槽骨吸収量が大きくな

る傾向を認めた（図 4）。このことは、Nicotine が歯槽骨破壊に関連する主成分

であることに加えて、CSC に微量に含まれる Nicotine 以外の物質が Nicotine

と協調して歯槽骨吸収を促進させる可能性が存在していることを示唆している。 

組織学的観察による歯周組織での炎症細胞浸潤は、非結紮側においては、い

ずれの群でも認めなかった（図 5 B）。このことから、タバコ煙成分を腹腔内投

与するのみでは歯周組織に炎症を惹起しないことが組織学的にも明らかとなっ

た。結紮側では全ての群で炎症細胞の浸潤を認めたものの、炎症細胞の浸潤面

積に有意差はなかった（図 5 B、図 6）。すなわち、各群の結紮側において有意

な歯槽骨吸収量の差が認められたことと比較すると、炎症細胞浸潤については

群間にほとんど差が認められなかった（図 6）。しかしながら、本研究では炎症

細胞の浸潤面積の比較のみ検討し、浸潤している炎症細胞の質的変化について

は検討できてはいない。ヒトの歯周炎初期では好中球が増加し、尐し遅れて T

細胞、後期では形質細胞および B 細胞が浸潤する。今回は絹糸を結紮して 7 日

後の歯周組織を観察していることから、好中球や T 細胞が主と考えられる。今

後、各群結紮側の歯周組織での炎症浸潤細胞中の細胞種の検討、および炎症性

サイトカインの発現量の変化の検討を行う必要があると思われる。また、ヒト

では喫煙者と非喫煙者ではプラークの付着量 37,38 やプラーク中に検出される細

菌の量や種類に差異はないが、喫煙者の歯周ポケット中では歯周病に関連が強

いと考えられている red complexと orange complexに属する菌比率の増加を認

めるとする報告がある 39。本研究では、マウス口腔内にタバコ煙成分を直接曝

露していないが、全身を循環するタバコ煙成分が口腔内に滲出し、マウス口腔

内の構成菌種の比率に変化が生じている可能性が考えられる。この構成菌種の

比率の変化が、本研究で認められたマウス歯槽骨吸収の変化に関与している可

能性も想定される。 

骨の代謝には骨芽細胞と破骨細胞の働きのバランスが保たれることが重要で

ある。本研究では、結紮側において歯槽骨吸収が認められたこと、HE 染色像に

おいて骨吸収窩に破骨細胞様細胞の存在が認められたこと（図 5 C）から、結紮

側における歯槽骨吸収には、結紮歯周囲の歯槽骨周辺での破骨細胞への分化誘

導を伴うと考え、TRAP 染色を行い破骨細胞数を検討した。その結果、非結紮

側ではいずれの群においても歯槽骨表面に破骨細胞を認めなかったのに対して、

結紮側では全ての群で破骨細胞の存在を認めた（図 7）。さらに PBS を前投与し

た対照群と比較して、CSC または Nicotine を前投与した実験群では結紮側にお

いて有意に破骨細胞数が増加した（図 8）。以上の結果から、絹糸を結紮すると

破骨細胞が分化誘導されること、さらに、CSC または Nicotine の前投与は破骨

細胞への分化誘導を促進することが in vivo で推測された。そこで、タバコ煙成
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分が破骨細胞への分化誘導にどのような影響を及ぼすかを、RANKL 存在下で

破骨細胞へと分化誘導される RAW264.7 細胞を用いて検討を行った。その結果、

CSC または Nicotine 存在下では分化誘導された TRAP 染色陽性細胞数、すな

わち破骨細胞が増加した（図 9）。Nicotine が RAW264.7 細胞の破骨細胞への分

化誘導過程に及ぼす影響としては、Nicotine 様アセチルコリンレセプター

（Nicotinic acetylcholine receptor: 以下 nAChR と記す）の一つである

nAChR7 サブユニットの遺伝子発現が Nicotine 存在下では上昇することが報

告されている 40。本研究ではこの報告と同様の細胞、経過時間、Nicotine の濃

度で実験を行っているため、類似した現象を観察していると考えられる。また、

前述の研究においては、Nicotine 刺激により破骨細胞数は増加すると報告され

ている 40。CSC にも Nicotine が含まれているため、ほぼ同様の機序を有すると

考えられる。 

前述のように絹糸結紮側での破骨細胞の出現、さらに CSC または Nicotine

を投与することで破骨細胞数の増加が有意に促進されることに、破骨細胞の成

熟に重要な役割を果たす RANKL が関与しているのではないかと考え、歯周組

織の所属リンパ節である顎下リンパ節における Rankl 遺伝子発現を検討した。

その結果、PBS を前投与した対照群と比較して CSC あるいは Nicotine を前投

与した実験群において Rankl 遺伝子発現が有意に上昇した（図 10）。Nicotine

は主に前述の nAChR7 サブユニットを介して、種々の細胞内シグナル伝達を

誘導している。本研究においては、細菌感染およびメカニカルストレスに起因

する歯周組織での炎症の惹起、さらにその局所情報を抗原提示細胞が感知し、

所属リンパ節に遊走することにより伝達し、顎下リンパ節における Rankl 遺伝

子発現を上昇させ、その Rankl 遺伝子発現の増強により結紮側での破骨細胞の

分化を誘導したものと考えられる。CSCあるいはNicotineの腹腔内投与により、

顎下リンパ節においてさらに Rankl 発現が亢進するメカニズムとしては、リン

パ節内の免疫系の細胞群あるいはリンパ節内のストローマ細胞が Nicotine や

CSC に感作され、歯周組織からの情報と協調的に作用することが予想される。

しかしながら尐なくとも in vitro 条件下では nAChR7 を発現している T 細胞
41、B 細胞 42、マクロファージ 43、樹状細胞 44は Nicotine 存在下では抗炎症性

の免疫応答を示すことが知られており、RANKL 発現を誘導する IL-1、IL-6、

IL-11、IL-17 等の産生は尐ないと考えられる 45。しかし、ヒト歯周病病変部に

おいて、T リンパ球、B リンパ球が RANKL の供給源とする報告、特に研究の

進んでいるマクロファージでは nACh7 を介したシグナルは Janus-kinase 2

（JAK2）/ singal transducer and activation of transcription 3 （STAT3）を

活性化して NF-B の機能を抑制したり 46、interleukin-1 receptor-associated 

kinase M（IRAK-M）の発現を亢進させることで炎症性サイトカインの産生を
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抑制することが報告されている 47。一方、リンパ節の微小構造を維持し、免疫

細胞移動の足場ともなるストローマ細胞における nAChR7 の発現についての

報告は存在しない。しかし、間葉系細胞である歯根膜細胞 18や線維芽細胞 48で

は nAChR7 が発現しており、ヒト歯根膜細胞を Nicotine で刺激すると細胞内

シグナルについては検討されていないが RANKL 遺伝子発現が上昇する報告
49-51 がある。さらに最近の報告ではヒト歯根膜細胞において、Nicotine は

nAChR7 を介して NF-B を活性化させて IL-1や IL-8 の産生を誘導する 52

ことから、免疫系細胞と非免疫系細胞では nAChR7 下流に異なる細胞内シグ

ナル伝達機構が存在している可能性が示唆される。これらの報告を踏まえた上

で筆者は、マウスリンパ節内ストローマ細胞が CSC や Nicotine 刺激時の

RANKL 発現亢進に何らかの役割を果たしていると考えている。さらに局所的

には、P. gingivalis 感染ラットの歯肉破砕物中の soluble RANKL が非感染ラッ

トと比較して有意に上昇している報告 53 や、ヒト歯周病病変部において、T 細

胞、B 細胞が RANKL の供給源とする報告 54もあり、本研究で検討した顎下リ

ンパ節の他に、歯周組織構成細胞も RANKL の供給源である可能性は大いに考

えられ、リンパ節での T 細胞および B 細胞の性質が局所病変部で変化する可能

性がある。 

これまで喫煙が歯周組織に及ぼす影響としては末梢循環を阻害すること 55,56、

歯肉線維芽細胞からのコラーゲン産生量を減尐させること 57,58、好中球の機能障

害を引き起こすこと 59 が報告されており、これらが歯周病の病態を修飾してい

ると考えられてきた。本研究ではこれらの影響に加えて、タバコ煙成分が顎下

リンパ節での Rankl 遺伝子発現を介して絹糸結紮周囲の歯槽骨表面での破骨細

胞への分化誘導を促進している可能性が示唆された。このことより、喫煙によ

る歯周病の進行が進むリスクの増大、特に歯槽骨吸収に関しては炎症とともに

骨のリモデリングも複合的に作用することで生じていると考えられる。喫煙は

歯周病の進行、歯周再生治療の効果不奏功のみならず、体躯全般の骨折治癒に

も負の影響を及ぼすことが整形外科分野で明らかになっており 60、口腔局所の

みならず、骨の健康問題としても捉えていく必要があると思われる。 
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結論 

本研究により以下の結論を得た。 

1. 絹糸結紮を行ったマウス実験的歯周炎モデルにタバコ煙成分を前投与す

ると、歯周組織での歯槽骨破壊が促進された。 

2. 絹糸結紮側では CSC あるいは Nicotine 前投与により顎下リンパ節での

Rankl 発現を増強させ、歯槽骨表面での破骨細胞数の増加が促進された。 
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