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ニコチン経口摂取がラット歯槽骨に及ぼす影響
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Effects of nicotine for the rat alveolar bone resorption.
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緒 言

歯周病はプラークなどの細菌因子だけではなく，宿
主因子，環境因子などが関与し歯周病の発症や進行を

促進させると言われている1～13）．その中でも喫煙は環
境因子の代表的なリスクファクターと言える4）．タバ
コに含まれる三大有害物質はニコチン，タール，一酸
化炭素であり，その中でもニコチンについての研究が

歯周病はプラークなどの細菌因子だけではなく，宿主因子，環境因子などが関与し歯周病の発症や進行を
促進していると言われている．喫煙は環境因子の代表的なリスクファクターである．タバコに含まれる三大
有害物質のニコチンは歯周治療後やインプラント治療後の創傷治癒に影響を及ぼすだけでなく破骨細胞を活
性化させ，歯周組織の破壊を促進させる報告がある．
ラットにニコチン含有蒸留水を長期間経口投与することによりニコチンが歯槽骨に及ぼす影響を組織学的
およびマイクロCTを用いた画像解析により観察した．
その結果，マイクロCT撮影の画像解析では頬側，口蓋側どちらも実験群（ニコチン摂取群）で有意に歯
槽骨の吸収の増加を認めた．根分岐部の骨密度においてはコントロール群（蒸留水摂取群）と実験群を比較
した結果，有意差は認められなかった．TRAP染色像の頬側においてはコントロール群と比較し，実験群
においてTRAP陽性多核細胞が有意に認められた．
このことから，ニコチン摂取は破骨細胞数を増加させ歯槽骨吸収を促進させることが示された．
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Periodontal disease is caused by host factors, environmental factors and bacterial plaque. Smoking is a one of
the environmental factors. Nicotine is the most major hazardous substances in tobacco. it has been reported
that enhances osteoclast activities and inhibit the wound healing in implant treatment and periodontal treat-
ment.
The purpose of this study was to evaluate the effect of nicotine for periodontal tissue.
The experimental rats took of nicotine containing water up to6monthes. The fixed mandibular tissues were
analyzed by micro CT and histochemical studies.
In result, the area of resorption of alveolar bone in the palatal side and buccal side increased significantly in
the experimental group analyzed by micro-CT. Osteoclasts were increased significantly in the experimental
group in buccal side by histochemical study.
Therefore, the intake of nicotine may cause the resorption of the alveolar bone loss.
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表1．ダイナミック撮影と水平撮影の設定条件

多く報告されている．ニコチンは歯周治療や歯科イン
プラント治療，あるいは抜歯後の創傷治癒に影響を及
ぼし，成功率の低下や治癒を遅延させると言われてい
る14～23）．歯周組織において，ニコチンは歯肉線維芽細
胞の増殖を抑制する24）．また，ヒト歯根膜細胞におい
てニコチンを添加すると骨芽細胞分化マーカーとOs-
teoprotegerin（OPG）の発現の減少とReceptor activa-
tor of NF-κB ligand（RANKL）の発現の増加が認め
られる25）．
歯槽骨については臨床的な研究は多いが，ラットな

ど動物を用いて歯槽骨の吸収を調べた研究は少ない．
最近の in vitro での研究では，ニコチンは破骨細胞を
活性化させ，骨の吸収を促進させるという報告があ
る26）．歯周組織もニコチンによって同様な作用が起こ
る可能性があると考えられる．
本研究の目的はラットにニコチン含有蒸留水を6か

月間経口摂取させることにより，ニコチンが歯槽骨に
及ぼす影響を組織学的に観察し検討することである．

材料および方法

1．実験動物と実験方法
実験動物にはwistar 系雄性ラット（生後16週齢）

10匹を用いた．ラットは実験群5匹，コントロール群
5匹に分けた．実験群にはニコチン（分子量162．23ナ
カライテスク株式会社，京都）を加えた蒸留水を経口
摂取させ，コントロール群には蒸留水を経口摂取させ
た．実験群のニコチン濃度は上野ら27）の研究を参考に
0．1mg/L とした．各飲料水を経口摂取させた時点を
実験開始とし，ベースライン（BL）とした．両群と
もBLから屠殺まで飲料水を経口摂取させた．摂取に
関しては自由摂取とした．観察部位は上顎左側第二臼
歯とした．ニコチンを摂取させる期間は6か月間とし
た．
両群のラットはBLから6か月目の屠殺時まで1か

月毎に体重測定を行った．体重測定後，ソムノペンチ
ルⓇ（共立製薬株式会社，東京）腹腔内投与（0．55ml
/kg）にて全身麻酔を行い，Micro Computed Tomogra-
phy（マイクロCT, ScanXmate-RB090SS，コムスキャ
ンテクノ株式会社，東京）を使用し，ダイナミック撮
影を行った．屠殺後にラット上顎を採取し，正中で左
右に分割し，上顎左側第二臼歯をマイクロCTにて水
平撮影を行った．マイクロCT撮影後，画像計測を行
い，上顎組織は組織学的に観察した．本実験は朝日大
学歯学部動物実験倫理委員会の承認（No．10―023）を
得て施行した．

2．マイクロCT画像計測項目と撮影条件
計測項目はラット上顎第二臼歯遠心根におけるセメ

ント・エナメル境（CEJ）から歯槽骨頂（AC）間の
距離（CEJ-AC間距離）と根分岐部の骨密度（BMD）
を測定した．撮影条件はダイナミック撮影では拡大率
7倍，水平撮影では拡大率10倍になるように設定し撮
影を行った．ダイナミック撮影と水平撮影の設定条件
の詳細を表1に示す．
撮影したCT画像はコーンビーム再構成ソフトウェ

ア（ConeCTexpress，コムスキャンテクノ株式会社，
東京）により再構成を行い，画像解析ソフトウェア
TRIBon（ラトックシステムエンジニアリング株式会
社，東京）とOsiriX（ニュートン・グラフィックス
社，北海道）を用いて計測を行った．

3．マイクロCT画像による計測方法
1）CEJ-AC間距離の計測方法
ConeCTexpress により再構成された画像をTRI-

Bon に取り込み断面画像の角度補正を行った．上顎右
側第二臼歯頬側遠心根と口蓋根の中心を通る平面が頬
側近心根と口蓋根を通る平面と垂直に交わるように画
像を調整した．その断面画像をOsiriX に取り込み頬
側遠心根と口蓋側遠心根のCEJ-AC間距離を測定し
た．
2）根分岐部におけるBMD計測方法
同日に撮影した μCTBMD計測ファントムを用い

BMD検量線を作成した．CEJ-AC間距離の計測方法
と同様の基準でConeCTexpress により再構成された
画像をTRIBon に取り込み断面画像の角度補正を
行った．図1に示すように根分岐部において縦（近心
根中心点から遠心根の中心点までの距離）×横（頬側
根中心点から口蓋根の中心点までの距離）×高さ（根
分岐部中心から500μm）立方体の範囲で直径200μm
の円柱（近遠心的）が占めるBMDを計測した．
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図2．ラット体重の経時的変化
平均±SD（N＝5）＊P＜0．05

5．標本作製
上顎組織を4％パラホルムアルデヒド固定液にて10

日間固定した．固定後は10％エチレンジアミン四酢酸
（EDTA）脱灰液（pH7．4）にて4週間脱灰し，パラ
フィンにて包埋した．その後，ミクロトームにて厚さ
4μmの薄切切片（頬・口蓋側方向）を作製した．作
製した薄切切片はヘマトキシリン・エオジン（H-E）
染色と酒石酸耐性酸性フォスファターゼ（TRAP）染
色を行った．さらに，TRAP染色像で観察される
TRAP陽性多核細胞数を頬側，根分岐部，口蓋側に
おいて計測した．
1）TRAP陽性多核細胞数の計測方法
頬側近心根と舌側近心根の中心を通る断面の切片を

選択し、TRAP染色を行った。CEJ から半径1mm
以内を計測範囲とした。1試料当たり1枚の切片を選
択し、コントロール群（N＝5）と実験群（N＝5）
のTRAP陽性多核細胞数を生物顕微鏡（CH2，オリ
ンパス株式会社，東京）にて計測し比較検討した。

6．統計学的分析
測定値は平均±標準偏差（SD）で表し，統計分析

はすべてMann-Whitney’s U test を用いて有意差検定
を行った．P値が0．05以下で有意差ありと判定した．

結 果

1．ラット体重の経時的変化
BLから6か月間，1か月毎にラット体重を測定し

た．BLでは平均450gでコントロール群は経時的に増
加傾向を示し，実験群はほぼ変化は認められなかっ
た．3～6か月目でコントロール群と有意差を認めた
（図2）．

2．マイクロCT画像によるCEJ-AC間距離計測結果
マイクロCT撮影後，ConeCTexpress による再構

成とTRIBon, Osirix により CEJ-AC間距離の計測を
行った（図3～6）．図3はコントロール群のCEJ-AC
間距離の計測例であり，図4は実験群のCEJ-AC間
距離の計測例である．頬側におけるCEJ-AC間距離
の比較では4～6か月目においてコントロール群より
実験群の方が大きく有意差が認められた（図5）．ま
た，口蓋側におけるCEJ-AC間距離の比較では6か
月目においてコントロール群より実験群の方が大きく
有意差が認められた（図6）．

図1．根分岐部におけるBMD計測範囲
赤で示す範囲の円柱におけるBMDを測定する．円柱は
根分岐部から根尖までの距離の1／4に設定．

図3．コントロール群のCEJ-AC間距離の計測例
a：ベースライン b：6か月目

図4．実験群のCEJ-AC間距離の計測例
a：ベースライン b：6か月目
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3．根分岐部におけるBMD計測結果
ラット上顎第二臼歯根分岐部におけるBMDを計測

した結果，コントロール群と実験群を比較し有意差は
認められなかった（図7）．

4．組織学的所見
1）H-E 染色像
コントロール群では頬側，根分岐部，口蓋側，すべ

ての部位において炎症性細胞の浸潤は認められなかっ
た（図8a，b，c，d）．実験群においても歯肉，歯根
膜，セメント質および歯槽骨において炎症性細胞の浸
潤は認められなかった（図9a，b，c，d）．
2）TRAP染色像
コントロール群では頬側，根分岐部においてTRAP

陽性多核細胞が認められた（図10a，b，c）．しかし
ながら，口蓋側においてはTRAP陽性多核細胞は観
察されなかった（図10d）．

図5．頬側におけるCEJ-AC間距離の比較
平均±SD（N＝5）

図7．根分岐部におけるBMD値の比較
平均±SD（N＝5）

図6．口蓋側におけるCEJ-AC間距離の比較
平均±SD（N＝5）

図8．コントロール群におけるH-E 染色像
a：弱拡大像 b：根分岐部強拡大像 c：頬側強拡大像 d：
口蓋側強拡大像

図9．実験群におけるH-E 染色像
a：弱拡大像 b：根分岐部強拡大像 c：頬側強拡大像 d：
口蓋側強拡大像
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図10．コントロール群におけるTRAP染色像
a：弱拡大像 b：根分岐部強拡大像 c：頬側強拡大像 d：
口蓋側強拡大像

図11．実験群におけるTRAP染色像
a：弱拡大像 b：根分岐部強拡大像
c：頬側強拡大像 d：口蓋側強拡大像
矢頭：血管拡張

実験群では頬側，根分岐部においてTRAP陽性多
核細胞が著明に認められた（図11a，b，c）．しかし
ながら，口蓋側においてはTRAP陽性多核細胞は観
察されなかった（図11d）．

3）TRAP陽性多核細胞数の比較結果
頬側においてはコントロール群は平均4．2±1．9個，

実験群は平均9．8±4．1個であり有意差を認めた．根分
岐部においてはコントロール群は平均3．2±1．8個，実
験群は平均6．2±2．7個であったが有意差は認められな
かった．口蓋側においてもコントロール群は平均1．2
±1．6個，実験群は3．0±1．6個であったが有意差は認
められなかった（図12）．

考 察

本研究はニコチンがラット歯槽骨に与える影響を調
べるために，ニコチン含有蒸留水を長期間経口摂取さ
せたところ，マイクロCT画像においてニコチンは歯
槽骨の吸収を促進させたことが示された．本研究で使
用したニコチン含有蒸留水のニコチン濃度は0．1mg/l
に設定した．上野ら27）によると，ラットにおけるニコ
チン（0．1mg/l）経口摂取後の尿中コチニン量はおよ
そ13μg/ml であった．一般に成人におけるニコチン
中毒量は40mg～60mgとされているためニコチン含
有蒸留水の摂取量と体重差から妥当であったと報告さ
れている27）．また，喫煙時のコチニンの血中濃度はラッ
トにおいては30～80ng/ml で，ヒトにおいては180ng
/ml であると報告されている28，29）．今回用いた濃度は
0．1μg/ml であり，経口摂取したニコチンは体内でコ
チニンに代謝されるため血清中ではさらに低い濃度で
あると考えられる．これらの結果から本研究で設定し
た濃度はニコチン中毒量以下と考えられる．
ニコチン投与法には，煙を吸入させる方法，皮下（腹

腔内）投与，経口摂取させる方法など様々な方法があ
る．煙を吸入させる方法はニコチン以外の物質が含ま
れるためニコチンのみの評価ができない20）．また，皮
下（腹腔内）投与は規定時間に規定量を投与できる利
点もあるが，口腔から直接歯周組織に吸収しない．通
常，喫煙時のタバコの煙は口腔内を経由し肺へ移動
し，速やかに粘膜や肺へ吸収される30）．また，ニコチ
ンは口腔内で唾液や滲出液に溶解し消化管を通って吸
収される経路も存在する．本研究では口腔から消化管
を通過する経路から歯周組織への影響を検討した．
過去の in vivo の研究によると，非喫煙者より喫煙

者にアタッチメントロスが多くみられることや歯槽骨
の吸収の増加，骨密度の減少がみられるなどの結果が

図12．TRAP陽性多核細胞数の比較
平均±SD（N＝5）
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報告されており，ニコチンは歯槽骨に対し有害作用を
及ぼす結果が主であった8，9，15，16，31～37）．
最近の臨床的研究では歯周病に罹患していない健康

なヒトの前歯のCEJ-AC間距離をCT撮影により計測
を行い，被験者の喫煙の有無で比較検討しており，喫
煙者は非喫煙者よりも有意に歯槽骨の吸収が認められ
た38）．また，ニコチンは歯周組織などの局所において
末梢血管の収縮を起こし，血流を低下させ，歯肉そし
て歯周ポケット内の酸素低下をもたらし歯周病原菌の
増殖を促進させることも明らかとなった39，40）．さらに，
線維芽細胞のコラーゲン産生能を低下させ歯周組織の
再生や修復に障害を与えることも報告されている41）．
in vitro の研究では，骨の主な構成要素であるリン

酸カルシウムがコーティングされているスライドにニ
コチンとブタの破骨細胞を播種すると，破骨細胞が分
化促進し，スライド上のリン酸カルシウムの吸収を促
進したと報告されている26）．
ニコチンと骨芽細胞の関係については，ニコチンに

より骨芽細胞の増殖が抑制されることも報告されてい
る42～45）．
本研究における画像計測の結果からニコチンにより

歯槽骨の吸収が促進されたことが示された（図5，
6）．また，TRAP陽性細胞群は実験群において多く
認められた（図10～12）．しかしながら，組織学的所
見から両群とも炎症性細胞の浸潤は認められなかった
（図8，9）．César-Neto らは喫煙者と非喫煙者の歯
肉組織を生検し，IL-6と IL-10，TNF-αなどのサイ
トカインやRANKLおよびOPGの発現に関する研究
を行っており，IL-6と IL-10の比率，RANKLと OPG
の比率を調べた結果，喫煙者は非喫煙者より IL-6，
RANKLの発現の割合が高かったと報告している46）．
宿主細胞は炎症性サイトカイン（IL-1，IL-6など）
を生産するとともに抗炎症性サイトカイン（IL-10，
OPGなど）も生産して，生体応答を正負に調整して
いる．炎症性関連分子が多くなれば，歯周組織の破壊
は進行することになる．現在では骨の吸収にはリモデ
リング時に起こるようなRANKLによって誘導され
た破骨細胞による生理的骨吸収とTNF-αによって誘
導された破骨細胞によって引き起こされる炎症性の骨
吸収があると考えられている47，48）．本研究においてニ
コチン摂取により破骨細胞数の増加が認められたこと
や歯槽骨の吸収が促進されたにもかかわらず，組織学
的所見から炎症性細胞が観察されなかったことについ
ては，ニコチンが炎症性サイトカインの産生を促進さ
せたというよりは，むしろOPG発現を抑制し，
RANKL発現を促進させ破骨細胞を活性化させた結
果，生理的に歯槽骨の吸収を促進させたのではないか

と考えられる．
また，頬側のCEJ-AC間距離およびTRAP染色像

によるTRAP陽性多核細胞数の比較では，どちらも
コントロール群と実験群を比較し有意差が認められ
た．根分岐部におけるBMDの計測結果とTRAP染
色像によるTRAP陽性多核細胞数の比較では，どち
らもコントロール群と実験群を比較し有意差が認めら
れなかった．したがって，頬側および根分岐部におけ
るマイクロCT画像解析の結果と組織学的結果は相関
性を示した（図7，10～12）．特に，頬側歯槽骨に著
明な吸収活性が示されたことについては上顎第二臼歯
の歯軸の傾斜や対合歯との咬合関係により頬―口蓋側
的に咬合性の外力を受けやすく，また，頬側歯槽骨の
骨幅が薄いなどの歯周組織の構造状の問題により骨吸
収が起こりやすい状態になっており，ニコチンを摂取
することによりRANKLが活性化し骨吸収を促進さ
せたのではないかと考えられる（図5）．
また，実験群の頬側と根分岐部の歯槽骨の口蓋側に

TRAP陽性細胞が認められた理由として次の様に考
えられる．ニコチンは中枢神経細胞のニコチン受容体
に結合し活性化するが，ニコチン摂取を繰り返すこと
でニコチン受容体の感受性が低下し，ニコチンが欠乏
すると精神的ストレスが加わる．したがって，ストレ
ス性の咬合負荷が加わったことが原因ではないかと考
えられる．過去にラットの臼歯に矯正力を加えると圧
迫側にTRAP陽性細胞が増加するという報告があ
る49，50）．本研究においても歯の頬側方向に生理的以上
の咬合力が加わり，矯正力を加えた場合と同様に
TRAP陽性細胞が増加した可能性が考えられる．
本研究ではニコチンが歯槽骨に与える影響を調べた

が，その他の骨組織においてもニコチンによる影響が
疑われる．Hapidin らはラットにニコチンを腹腔内投
与し，実験前後の血清中の IL-1，IL-6などのサイト
カイン量の測定と大腿骨の海綿骨の厚みや骨吸収につ
いて組織学的に測定を行った．その結果，コントロー
ル群より実験群において IL-1，IL-6の増加を認め，
さらに骨吸収も大きく有意差を認めた51）．この研究か
らも示唆されるようにニコチンは歯槽骨以外の骨組織
においても同様な作用を及ぼしていると考えられる．
しかしながら，現在では環境因子自体は歯周病を発症
させないと言われている52）．本研究に用いたラットの
体重の変化からわかるように，ニコチンを摂取した
ラットは体重の増加が認められなかった（図2）．こ
の原因はニコチンが苦いこともあり飲料水をあまり摂
取しなかったことが考えられる．実験群ではコント
ロール群の摂取した飲料水の量の約半分であった．し
たがって，ニコチンが直接的にRANKLを活性化さ

ニコチン経口摂取がラット歯槽骨に及ぼす影響

133



せ，破骨細胞による骨吸収を促進させただけではな
く，間接的に水分や食料摂取不足による栄養失調，ま
たはストレスなどが関係し歯槽骨に影響を与えたので
はないかとも考えられる．また，本研究はニコチン濃
度差による検討は行わなかったが，喫煙者の調査から
ニコチン濃度依存的に歯槽骨の吸収が多く認められる
こともわかっている53）．したがって，ニコチン濃度が
高くなれば生体に及ぼす影響も大きくなると予想され
る．

結 論

ニコチン含有蒸留水の長期経口摂取はラット歯槽骨
の吸収を促進させることが示唆された．特に頬側の骨
吸収を促進させることが示唆された．
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