
ニ コチ ン に よる マ ク ロ フ ァー ジか らの

炎症性サイ トカイン産生促進機構の検索

沼 田 　匠1 廣 瀬 公 治2

Inductive　 Effect　 of　Nicotine　 on　 Inflammatory　 Cytokine　 Production

by　Macrophages

Takumi　 NuMaTa1　 and　 Kimiharu　 HIROSE2

　　 　Tabaco　 smoking　 is　one　 of　 significant　 risk　 factor　 for　 periodontal　 disease.　 Nicotine　 is

a　major　 component　 and　 pharmacologically　 active　 agent　 in　 tabaco.　 The　 objective　 of　this

study　 was　 to　 evaluate　 the　 effect　 of　 nicotine　 and　 Porphyromonas　 gingivalis　 lipopolysac-

charide(P.　 g-LPS)in　 combination　 on　 human　 macrophage　 line　 cell　 U937　 production　 of

inflammatory　 cytokine.

　　 　U937　 cells　 were　 treated　 with　 or　 without　 nicotine　 and　 P.　 g-LPS.　 Pro-interleukin-

1(IL-1)βmRNA　 was　 identified　 RT-PCR.　 IL-1β,NOD-like　 receptor　 family,　 pyrin　 domain

containing　 3(NLRP3)and　 caspase-1　 proteins　 were　 quantified　 using　 western　 blotting.

　　 　Compared　 with　 untreated　 cultures,10-3M　 nicotine　 significantly　 elevated　 expression

of　 pro-IL-1βmRNA.　 Furthermore,　 nicotine　 induced　 IL-1β,NLRP3　 and　 caspase-1

proteins　 production　 in　 the　 cells.

　　 　These　 results　 demonstrated　 that　 nicotine　 upregulate　 inflammatory　 cytokine　 which

is　 produted　 by　 P.　 g-LPS-activated　 macrophages.　 Combined　 treatment　 to　 elevate　 cyto-

kine　 production　 further,　 which　 may　 have　 implications　 for　 the　 progression　 of　periodonti-

tis　in　 smoker.
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　 喫 煙 は歯 周 病 の リス ク フ ァ ク タ ー の 一 つ で あ る

こ と が 広 く 認 識 さ れ る よ う に な っ て き た1～3)。

Mossら4)は,歯 周 病 患 者 と歯 周 組 織 健 常 者 を比

較 検 討 した 患 者 対 照研 究 に お い て,喫 煙 は 歯 周 病

罹 患 に 関 して4.95の リス ク オ ッズ が あ る こ と を示

して い る。 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。これ らの研究で

は,タ バコ煙中の主要 な有害物質であるニコチ ン

が,歯 肉上皮細胞が分泌する抗菌タンパ クである

デ ィフェンシンの産生 を抑制す ること5),ま た,

ニコチンは歯周病原性細菌の口腔上皮細胞への定

着を修飾することが明らかにされている6)。さら

にニコチ ンは,歯 周病原性細菌の リポ多糖(Lps)

と相乗 して歯肉ケラチノサイ ト7),歯肉口腔上皮

細胞8),お よび歯肉線維芽細胞9)か らの炎症性サ



イ トカ イ ンの 産 生 を促 進 す る こ と も報 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 で あ る 口腔 粘 膜 の細 胞 につ い て の もの で,

歯 周 病 の 発 症 や進 行 に 関与 して い る 免疫 応 答 細 胞

に対 す るニ コ チ ンの 作 用 を検 討 した もの で は な い 。

　 歯 周 組 織 に お け る免 疫 応 答 の ひ とつ で あ る歯 周

病 原 性細 菌 の 貧 食 を行 うの は マ ク ロ フ ァ ー ジや 好

中球 で あ る。 マ ク ロ フ ァ ー ジは 細 菌 を 貧 食 す る と

炎 症 性 サ イ トカ イ ン を産 生 す る こ と が示 され て い

る10～12)。そ れ ら 炎 症 性 サ イ トカ イ ン の う ち,

interleukin-1(IL-1)は 破 骨 細 胞 活 性 化 因 子 の 主

要 な構 成 要 素 と して骨 吸 収 に積 極 的 に 関 与 して い

る こ と が知 られ て い る13～15)。

　 歯 周 組 織 に お け るIL-1産 生 細 胞 は 歯 肉 上 皮 細

胞 や 歯 肉 線 維 芽 細 胞16),そ して マ ク ロ フ ァ ー ジで

あ る と され る17)。こ の うち マ ク ロ フ ァー ジ は 辺 縁

部 歯 周 組 織 に お い て 異 物 処 理 は も ち ろん の こ と,

抗 体 産 生 細 胞 に 抗 原 提 示 を行 うな ど,歯 周 病 の 発

症 と進 行 に重 要 な 役 割 を果 た して い る と考 え られ

て い る17)。さ らに,こ の マ ク ロ フ ァ ー ジ は 歯 周 病

原 性 細 菌 で あ るPorphyromonas　 gingivalis(P.g)

に よ りIL-1の 産 生 が 強 く促 進 さ れ る こ と も示 さ

れ て い る17)。そ して,IL-1β の 分 泌 を制 御 して い

る の は イ ン フ ラ マ ソ ー ム と呼 ば れ る タ ンパ ク複 合

体 で あ る18)。 イ ン フ ラ マ ソ ー ム はNOD-like

receptor　 family,　 pyrin　 domain　 containing

3(NLRP3)を 介 して 病 原 微 生 物 の 構 成 成 分 を認 識

し,さ ら に は 非 活 性型 のpro-caspase-1を 活 性型

のcaspase-1と し,　caspase-1はIL-1β 前 駆 体 で

あ るpro-IL-1β を活 性 の あ る分 泌 型IL-1β に変

換 す る こ とが 示 され て い る19,20)。

　 こ の よ う に,マ ク ロ フ ァー ジ は歯 周 組 織 に お け

る重 要 な 免 疫 担 当細 胞 で あ るが,ニ コ チ ンが 及 ぼ

す マ ク ロ フ ァ ー ジ か らの 炎 症 性 サ イ トカ イ ン産 生

へ の 作 用 ,お よ び 歯 周 病 原 性 細 菌 のLpsに よ る

マ ク ロ フ ァ ー ジ か らの 炎 症 性 サ イ トカ イ ン産 生 に,

ニ コ チ ンが どの よ うな 影 響 を及 ぼ す か を検 討 した

報 告 は いず れ も少 な い 。

　 そ こ で本 研 究 で は,歯 周 病 原 性 細 菌 が促 進 す る

マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら のIL-1β 産 生 に ニ コチ ン が

及 ぼ す 影 響 を明 ら か とす る こ と を 目的 に以 下 の 実

験 を行 っ た 。

　 1.培 養 細 胞

　 ヒ トマ ク ロ フ ァ ー ジ様 細 胞 で あ るU937細 胞

(理 化 学 研 究 所 バ イ オ リ ソ ー ス セ ン タ ー よ り分 与)

を用 い た 。U937細 胞 は 直 径10mmの プ ラ ス チ ッ

ク シ ャ ー レ(BD　 Falcon,　 Franklin　 Lakes,　 NJ,

UsA)を 用 い10%牛 胎 児 血 清(Fetal　 bovine

serum,　 FBS;Gibco,　 NY,　UsA)添 加RPMI-1640

培 地(和 光 純 薬 工 業,大 阪)に て37℃,5%CO2

-95%湿 空 気 中 の 環 境 下 に て 継 代 培 養 を 行
っ た

もの を実 験 に供 した。

　 2.U937細 胞 へ の ニ コチ ン とP.　 g由 来LPSの

　 　 添 加

　 U937細 胞 は,0.5%FBs添 加RPMI-1640培 地

5mlを 入 れ た 直 径60mmの プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー

レ(BD　 Falcon)に106個 播 種 し た。 そ の 後,10-5

～10-3M濃 度 の ニ コ チ ン(ナ カ ラ イ テ ス ク
,京 都)

お よ びP.g由 来LPs(1μg/ml;InvivoGen,　 San

Diego,　 CA,　UsA)を 添 加 し6時 間 まで 培 養 を 行 っ

た。 培 養 終 了 後,U937細 胞 と 培 養 上 清 を 回 収 し

IL-1β,　 pro-IL-1β,　 NLRP3お よ びcaspase-1

産 生 動 態 解 析 の試 料 と した 。

　 3.Total　 RNAの 回収 とRT-PCR

　 U937細 胞 か らのtotal　 RNAの 回 収 はIsogen-

Ls(和 光 純 薬 工 業,大 阪)を 用 い て 行 っ た 。 回

収 さ れ たtotal　 RNAはReverTra　 Ace　 qPCR　 kit

(TOYOBO,大 阪)を 用 い 逆 転 写 を 行 いcDNA

を得 た 。 このcDNAにpro-IL-1β を タ ー ゲ ッ ト

と し て,　 ま た,glyceraldehyde-3-phosphate-

dehydrogenase(G3PDH)を イ ン タ ー ナ ル コ ン ト

ロ ール と してPCRを 行 っ た 。　Pro-IL-1β お よ び

G3PDHに 対 す る プ ラ イ マ ー の シ ー ク エ ン ス21,22)



を 表1に 示 す 。PCRで は ポ リ メ ラ ー ゼ と し て

TakaRa　 EX　 Taq(Takara,滋 賀)を 用 い,サ ー

マ ル サ イ ク ラ ー(TP600,　 Takara,滋 賀)に て27

サ イ ク ル の 増 幅 を 行 っ た(ア ニ ー リ ン グ 温 度

60℃)。PCRの 生 成 物 は1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル

(Takara)に て 展 開 し,エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに

て 染 色 を行 っ た 後,ト ラ ンス イル ミネ ー ター を用

い 観 察 した 。

　 4.ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト

　 IL-1β に つ い て は 培 養 上 清 を,　NLRP3と

caspase-1に つ い て はU937細 胞 をMPER

(Thermo,　 Rockford,　 IL,　UsA)に て 細 胞 溶 解 処 理

した もの を それ ぞ れ 試 料 と した 。 各 試 料 の タ ンパ

ク 質 濃 度 は,BCA　 Protein　 assay　 kit(Thermo)に

て 測 定 し た。 次 に,そ こ か ら タ ンパ ク質 量50μg

を10%sDsポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル に て 電 気 泳

動 を行 うこ とで展 開 した 。 電 気 泳 動 終 了 後,展 開

され た タ ンパ ク 質 をニ トロセ ル ロ ー ス 膜(ア ドバ

ン テ ッ ク東 洋,東 京)に 転 写 した。 ニ トロ セル ロ ー

ス 膜 はBlock　 ACE(大 日本 住 友 製 薬,大 阪)で

ブ ロ ッ キ ン グ した 後,一 次 抗 体 と してIL-1β,

NLRP3及 びcaspase-1に 対 す る 抗 体(santa

Cruz　 Biotech.,　 CA,　UsA)を60分 室 温 に て 反 応 さ

せ た 。 そ の 後,リ ン酸 緩 衝 生 理 食 塩 水(PBs)に

0.1%のTween-20(和 光 純 薬 工 業,東 京)を 加

え た 洗 浄 液(PBs-Tween)に て3回 洗 浄 を 行 い,

未 結 合 の 一 次 抗 体 を除 去 した 。 次 に,ビ オ チ ン標

識 二 次 抗 体 に て,ニ トロ セ ル ロ ー ス膜 上 に結 合 し

た 一 次 抗 体 を 標 識 し,一 次 抗 体 処 理 後 と 同 様

PBs-Tweenに て3回 洗 浄 を行 っ た。 そ の後,さ ら

にVectastain　 Elite　ABC　 kit(Vector,　 Burlingame,

CA,　UsA)に て処 理 した後,3,3'-diaminobenzidine

(同仁 化 学 研 究 所,熊 本)に て 発 色 させ 観 察 を行 っ

た。



　 1.U937細 胞 に お け るpro-IL-1β　 mRNA発 現

　 　 に及 ぼ すP.g由 来LPSと ニ コチ ン の併 用 効 果

　 U937細 胞 にP.　g由 来LPSの み を添 加 して 培 養

し た場 合 と比 べ,P.　 g由 来LPSと ニ コ チ ン の 両

方 を 添 加 し た 場 合 に お い て は,prO-IL-1β

mRNAの 発 現 が ニ コ チ ンの 濃 度 依 存 的 に促 進 さ

れ,そ の 濃 度 が10-3Mで 最 大 と な っ た(図1)。

ま た,P.g由 来LPSと10-3Mニ コ チ ンの 併 用 効

果 が 認 め られ る 培 養 時 間 は2～4時 間 で あ っ た

(図2)。 よ っ て,以 後 の 実 験 で は,添 加 す る ニ

コチ ンの 濃 度 を10-3M,　 P.g由 来LPSと ニ コ チ ン

の作 用 時 間 を4時 間 と した。

　 2.U937細 胞 のIL-1β,　NLRP3お よびcaspase-1

　 　 産 生 に 及 ぼ すP.g由 来LPSと ニ コ チ ン の 併

　 　 用 効 果

　 U937細 胞 に お け るIL-1β,　 NLRP3お よ び

caspase-1い ず れ の 産 生 量 も,　P.g由 来LPsの み

を 添 加 した 時 と 比 べ,P.g由 来Lpsと ニ コ チ ン

を併 用 添 加 した 時 に,そ の産 生 が 増 加 して い た(図

3～5)。 さ ら にNLRP3に お い て は,ニ コ チ ン

単 独 添 加 に お い て もそ の 産 生 の促 進 が 認 め られ た

(図4)。

　健康 日本21(第2次)の 目標である健康寿命

の延伸において,生 活習慣病の発症予防と重症化



予防の徹底が謳われている23)。そしてこの生活習

慣病 はNon　 Communicable　 Disease(NCD)で あ

ること,さ らにはこのNCDの リスクファクター

として最も重要なものが喫煙であることが示 され

ている23)。このよ うに喫煙は健康の保持 ・増進の

外敵要因である。

　一方,喫 煙は歯周病の リスクファクターである

ことが疫学的研究の結果か ら明 らかにされ4),こ

れまでに,喫 煙時に口腔内へ吸引されるニコチン

が歯周組織構成細胞に及ぼす害作用として,ネ ク

ローシスの促進24),口 腔上皮細胞か らの炎症性サ

イ トカインの産生促進8)な どが報告 されてい る。

また歯周病原性細菌が歯周組織構成細胞に及ぼす

作用に対 して,ニ コチンがどのような影響 をあた

えるかについての検討 もなされるようになってき

た。これ ら研究の一つでは,ニ コチンはケラチノ

サイ トにおいて,歯 周病原性細菌であるP.gの

Lpsが 誘導す るIL-1の 産生を促進 させ ることが

示 されている7)。しかしなが ら,そ れ ら研究の多

くのものは,ケ ラチノサイ ト7)やepi4細 胞8)など

の上皮系細胞 を用いたもので,歯 周組織における

有力なIL-1産 生細胞であるマクロファージにつ

いて検討 したものは少ない。

　 マクロファージは歯周組織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25～27)。そこで本研

究では,ま ずマクロファージ様細胞であるU937

細胞 にニコチ ンとP.g由 来LPSを 同時に添加 し,

IL-1β の前駆 体で あるpro-IL-1β のmRNA発

現についてRT-PCRを 用い検討 を行 った。その

結果,ニ コチ ンは濃度依存的にP.g由 来Lpsに

よるU937細 胞のpro-IL-1βmRNA発 現誘導 を

促進 した(図1)。 また,そ のようなニコチ ンの

作用が最大となる時間はニコチ ン添加後2お よび

4時 間であった(図2)。 この ことか ら,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推察 された。
一方,ニ コチ ンの作用発現が2～4時 間と比較的

短時間に認められ,か つその後急速 に効果が減少

した 。 こ の こ と は,喫 煙 頻 度 の低 い 者 に お い て は,

ニ コチ ン の害 作 用 は一 過 性 で あ る可 能 性 が あ る が,

反 復 喫 煙 す る者 に お い て は,そ の 害 作 用 が 持 続 し,

歯 周 病 が 発 症 あ る い は 進 行 す る リス ク が 高 ま る こ

と を示 唆 して い る。

　 この よ う に,本 研 究 で は まず ニ コ チ ン がP.g

由 来LPSと と も にU937細 胞 のpro-IL-1β

mRNA発 現 を 促 進 す る こ と が 明 らか に さ れ た こ

と か ら,次 にIL-1β タ ンパ ク の 産 生 がP.g由 来

LPSと ニ コ チ ン に よ り促 進 され て い る か 否 か に

つ い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トを 用 い 検 討 を行 っ た。

そ の 結 果,pro-IL-1βmRNAと 同様,ニ コ チ ン

はU937細 胞 に お い て,　P.g由 来LPSと と も に

IL-1β タ ンパ ク の 産 生 を 促 進 す る こ と が 確 か め

られ た(図3)。 この こ と は,ニ コ チ ン が 転 写 レ

ベ ル の み な らず 翻 訳 の レベ ル でIL-1β の 産 生 を

up-regulationし て い る可 能 性 を示 す もの で あ る。

　 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28)。こ れ ま で,

こ の ス プ ラ イ シ ン グ に 関 わ る酵 素 と してIL-1β

converting　 enzymeが 挙 げ られ て い た が28),こ れ

が カ スパ ー ゼ1で あ る こ とが 知 られ る よ うに な っ

て き た 。 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 と 呼 ば れ る

タ ンパ ク複 合 体 の 活 性 化 に よ る もの で あ る こ と も

明 らか と な っ て きた19，20)。

　 従 来 か ら,P.g由 来Lpsは マ ク ロ フ ァー ジ に

対 す る 強 力 なIL-1β 産 生 促 進 因 子 で あ る こ と が

示 され て い る17)。ま た,P.gの 持 つ 線 毛 も ま た 同

様 の 作 用 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る29,30)。これ

らP.g由 来LPsと 線 毛 はToll-like　 receptor

(TLR)-2の リ ガ ン ドで あ り,　MyD　 88ア ダ プ タ ー

分 子 を介 した シ グ ナル 伝 達 系 に よ り マ ク ロ フ ァ ー

ジ か らの サ イ トカ イ ン産 生 を促 進 す る こ とが 示 さ

れ て い る31，32)。よ っ て,LPSを 含 むP.gの 菌 体 構

成 成 分 は こ れ らTLR-2に よ る シ グ ナ ル 伝 達 と

NLRP3イ ン フ ラ マ ソ ー ム を介 し たcaspase-1の

活 性 化 と い う二 つ の経 路 に よ りマ ク ロ フ ァ ー ジ か

らのIL-1β の 産 生 を促 進 して い る可 能 性 が示 唆

さ れ る。 な お,Taxmanら32)は,　 NLRP3イ ン フ

ラ マ ソ ー ム 形 成 に 必 要 なapototis-associated

speck-like　 protein　 containing　 a　caspase-



recruitment　 domain,い わ ゆ るAsCの 形成 を

TLR-2経 由で促進す ることを示 している。

　一方,今 回の研究では,ニ コチ ンがU937細 胞

においてP.g由 来LPSの 同時添加が な くて も

NLRP3イ ンフラマソーム産生(図4)を 促進す

ることを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 ソーム

を活性化 させ る効果があることを示す ものである。

　NLRP3イ ンフラマソームを活性化する要因の
一つ に細胞傷害 があることをDuewellら34)は 示

している。すなわち,マ クロファージがコレステ

ロール結晶を取 り込む とリソソーム膜か らのカテ

プシンBが 放 出されて細胞傷害 が起 こるために

NLRP3イ ンフラマソームが活性化 されることを

明らかに している。喫煙者の唾液中ニコチン濃度

の平均は672.5ng/mlで あることがJarvisら35)に

より示 されている。 しかしなが らこの濃度は1日

の平均であることから喫煙直後の唾液中ニコチン

濃度これに比べはるかに高いことが推察 され,高

濃度のニコチンによる細胞傷害が生 じる可能性が

考えられ る。よって今回の研究で用いたニコチン

の最大濃度である10-3Mに おいてはニコチンによ

る細胞傷害 が生 じることでNLRP3イ ンフ ラマ

ソームが活性化されたことが推察 される。よって,

今後はニコチンが及ぼすNLRP3イ ンフラマソー

ムの活性化機序 についてより詳細な検索が必要で

あると考える。

　歯周病のリスクファクターである喫煙の害作用

についての基礎的知見を得 るため,ニ コチンが,

歯周病原性細菌 によるヒ トマクロファージ系細胞

の炎症性サイ トカイン産生を修飾するかについて

検討 を行った。 その結果,ニ コチ ンは,IL-1β

の前駆体mRNA発 現 の促進,な らびにNLRP3

インフラマソームとcaspase-1の 活性化によって

P.g由 来LPSに よるIL-1β の産生を促進す るこ

とを見い出 した。この ことは喫煙が歯周病の重要

なリスクファクターである根拠を示す知見 として

興味あるものと言 える。
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