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歯 周 病 患者 と健 常者 を用 い た 患者 対 照 研 究 に お い て 、 高 い 喫煙 の リス クオ ッズ が あ るこ

とが示 され る な ど、 喫煙 が歯 周 病 の リス ク フ ァ クタ ー の ひ とつ で あ る こ とが 広 く認 識 さ

れ る よ うに な っ て き た。 そ して 、 喫煙 と歯 周 病 との 関連 に つ い て の 基礎 的 知 見 を得 るた

め に 、in　 vitroに お け る い くつ か の研 究 が な され て きた。 この うち、 タバ コ煙 中 の 主要

な有 害物 質 で あ る ニ コチ ンが歯 肉 上皮 細 胞 か らの抗 菌 タ ンパ クで あ るデ ィ フ ェ ン シ ンの

産 生 を抑 制 す る こ と、 さ らに ニ コチ ン は歯 周 病 原 性 細 菌 の 口腔 上皮 細 胞 へ の定 着 を修 飾

す る こ と も示 され て い る。 さ らに ニ コチ ン は 、歯 周 病 原 性 細 菌 の リポ 多糖(LPS)と 相 乗 し

て 口腔 角 化 細 胞 、 口腔 上皮 細胞 、 そ して歯 肉線 維 芽細 胞 か らの 炎症 性 サ イ トカ イ ンの産

生 を促 進 す る こ とが報 告 され て い る。 しか しな が ら、 これ ら研 究 の 多 くは 歯 周 組 織 のバ

リア とな る上 皮 系細 胞 に対 す る もの で 、歯 周 病 の発 症 や 進 行 に関 与 す る免 疫 応 答 に対 す

る作用 を検 討 した もの で は な い。

そ こで本 研 究 で は 、 ヒ トマ ク ロフ ァー ジ様 細胞 に対 す るニ コチ ンの 作 用 を 、歯 周 病 細 菌

の 菌 体構 成 成 分 と して重 要 な リポ 多糖(LPS)と の 共 存 下 に お い て 、 そ の 作 用 を相 乗 的 に促

進 す るか 否 か につ い て 、炎 症性 サ イ トカ イ ンで あ るイ ン ター ロイ キ ン1(IL-1)β を指

標 と して 検 索 を行 い 、 喫煙 と歯周 病 との 関連 を示 す 基礎 的 知 見 を得 る こ とを 目的 に 実験

を行 っ た 。

U937細 胞 に ニ コチ ン(0～10-3M)とPorphyromonas　 gingivalis(P.g)のLPSを 添 加 し培 養 を

行 った。 培 養 終 了後 、 細胞 か らはtota1　 RNAを 回 収 しRT-PCRに てpro-IL-1β のmRNA発 現 を

検 索 した 。 ま た 、U937細 胞 の ライ セ ー トを用 い ウエ ス タ ンブ ロ ッ トを用 いNOD-1ike

receptor　 family,　 pyrin　 domain　 containing　 3(NLRP3)と カ ス パ ー ゼ1の 産 生 状 態 を検 索

した 。 さ らに培 養 上 清 中 のIL-1β 産 生 に つ い て も ウエ ス タ ン ブ ロ ッ トに て検 索 した。

その 結 果 、 ニ コチ ンはP.gLPSが 誘 導 す るU937細 胞 か らのpro-IL-1βmRNAの 発 現 を相 乗 的

に促 進 す る こ とをRT-PCRプ ロダ ク トを用 い た アガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 のバ ン ド濃 度 か ら

確 認 した 。 さ らに、 同条 件 下 で 得 られ たU937細 胞 の培 養 上 清 中 のIL-1β タ ンパ ク質 の 産

生 も促 進 され る こ とが ウエ ス タ ンブ ロ ッ トの バ ン ドの色 調 濃 度 の増 加 に よ り確 か め られ

た。 さ らに は 、 ニ コチ ン が相 乗 的 に誘 導 す る これ ら発 現 及 び 産 生 促 進 は 、IL-1β の前 駆
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体であるpro-IL-1β をプ ロセ シングす るNLRP3イ ンフラマ ソー ムの活性化 と、それに

続 くカスパーセ1の 活性 化がニ コチ ンによ り促進 された結果であることがウエスタン

ブロッ トにより示 された。
マクロファージは歯周局所において異物排除や抗原提示など多彩な免疫応答に関

わっている。免疫応答の際にはIL-1β や腫瘍壊死 因子 な ど破骨細胞活性化因子 とされ

る炎症性サイ トカインを産生 し,慢 性歯周炎 の代表的病変 であ る骨吸収に関与 してい

ることが示 されている。そこで、マクロファージ様細胞であるU937細 胞 にニ コチ ン と

P.g-LPSを 同時 に添加 し,IL-1β の前駆体で あるpro-IL-1β のmRNA発 現 と培養上清 中

のIL-1β 産生 を検 索 した ところ、両者 の発現 と産生の促進が認められた。このこと

は,歯 周病 患者 にお ける喫煙行動 は,歯 槽骨吸収 を促進 し,歯 周病 を増悪 させ る要 因

となる ことが示唆 された。

　 IL-1β は,そ の前駆体で あるpro-IL-1β が スプ ライ シングを受 けた ものである。 こ
のスプライシングを行 うのがカスパーゼ1で ある。そ して,こ のカスパーゼ1の 活性

化 は細胞質 にあ るNLRP3イ ンフラマ ソー ムタンパ ク複合体 の活性化が必要である。

よって、ニコチンによってこのNLRP3イ ンフラマ ソー ムが活性化 され るかについて検

討 した。その結果ニコチンはU937細 胞 においてP.9-LPSと 相乗 的にNLRP3イ ンフラマ
ソー ムの活性化 を促進す ることを,そ れぞれ の活性型 を認識す る抗 体を用いた ウエス

タンブロッ トで確認 した。このことは,ニ コチ ン 自体 にNLRP3イ ンフ ラマ ソ一ムを活

性化 させ る効果があることを示唆すると同時に歯周病において最 も重要なサイ トカイ
ンであるIL-1の 産生機 構 にニ コチ ンが直接 関与する可能性をも示唆す る。

以上のことか ら、喫煙は、歯周組織においてニコチンの持つ直接的害作用のほか

に、歯周病原性細菌による免疫担当細胞か らの炎症性サイ トカインの産生機構 を相乗

的に増強す る可能性が示唆 され、喫煙 と歯周病 との関連を考える上で興味ある知見で

あると考える。


