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ヒト歯肉線維芽細胞の細胞増殖および細胞形態に及ぼすニコチンの影響
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The effect of nicotine on the proliferation and morphology of gingival fibroblasts
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緒 言

歯周炎の発症や進行にはプラークや歯石をはじめと
する歯周病原性細菌の関与や咬合性外傷などの局所的
要因のみならず，宿主側の要因も重要視されている．
リスクファクターとしての全身疾患や喫煙，ストレス
についての報告が疫学的研究を中心に解明されつつあ

る1～9）．口腔内は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3，4，9，10）．歯周疾患に対する喫煙者のリスク
は約2～9倍と高く，禁煙するとそのリスクは非喫煙
者と同等となることが報告されている11～13）．
歯周疾患への影響については喫煙量とアタッチメン

トロスに相関がある14）．喫煙者の歯周疾患の臨床的特

歯周組織に及ぼす喫煙の影響を検討する目的で，歯肉線維芽細胞へのニコチンの影響について検討した．
歯肉線維芽細胞は通常の培地で24時間培養され，次に1μg／ml，0．1μg／ml，0．01μg／ml のニコチン含有培
地で培養した．細胞増殖能を測定するために培養終了24時間前に3H-Thymidine を添加した．培養終了後に
放射能計測を行い，細胞分裂能を観察した．さらに同様の培養後に細胞形態を観察した．また細胞骨格の観
察の目的でFITC Phalloidin で染色し，ストレスファイバーの観察をおこなった．ニコチン添加1μg／ml 群
では有意に細胞増殖能が低下した．また1μg／ml 群では細胞形態は紡錘型を呈していた．さらに細胞骨格
のストレス線維は収縮し，粗になっていた．
これらの結果から，歯肉線維芽細胞の増殖にニコチン摂取が抑制的に関与することが示唆された．

キーワード：ニコチン，歯肉，線維芽細胞

The present study investigated the effects of nicotine on the proliferation activity and morphology of gingival
fibroblasts. Gingival fibroblasts were culture in regular medium with3H thymidine for24 hour and then the
medium was changed to that containing nicotine（1μg／ml，0．1μg／ml and0．01μg／ml） and3H thymidine for
24hours. After culture was stopped, the cells were harvested and radioactivity was measured. Identical sets of
culture cells were used for morphological examination. After fixation, the cytoskeletal stress fibers were visual-
ized by FITC conjugated Phalloidin staining. The numbers of cells were significantly decreased in the1μg／
ml group compared to that in the control group. The morphology of the cells changed to a spindle shape in the
1μg／ml group.
These findings suggested nicotine can inhibit proliferative activity and change the morphology of gingival fi-

broblasts in culture.
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徴としては歯肉の炎症が軽度であるにもかかわらず，
歯槽骨吸収やアタッチメントロスの程度が大きいこと
である15～17）．また歯周疾患治療における非外科的療法
や外科的療法においても喫煙による治癒の遅延や創傷
治癒障害が報告されている18，19）．さらに歯周組織再生
療法や歯科インプラント療法においても喫煙者は成功
率が低下することも数多く報告されている20～22）．喫煙
者では歯周治療後もメインテナンス時期のアタッチメ
ントの獲得が少ないことも知られている23，24）．
このように喫煙の歯周疾患への関与は臨床的研究を

中心に行われてきた．しかしタバコの成分に対する基
礎的検討は多くはない．タバコには4000種類以上の化
学物質が含まれている．ニコチン，タール，一酸化窒
素をはじめとする有害物質が分かっているものだけで
も200種類以上存在する．喫煙が生体組織に影響を及
ぼす機序については組織の微小循環系の障害による低
酸素状態，免疫系では多形核白血球機能障害，免疫グ
ロブリンレベルの低下，Tリンパ球サブセット比の変
化，線維芽細胞への障害が知られている25～30）．タバコ
の主要成分であるニコチンの歯周組織への影響につい
て，Nichiti ら31）はラット実験的歯周炎に，種々の濃度
のニコチン含有生理食塩水を腹腔内投与したところ歯
槽骨吸収を促進することを報告している．また星原32）

はニコチンやその代謝物質であるコチニンを添加して
マウス骨髄細胞を培養すると破骨細胞の前駆細胞が増
加することを示した．
本研究は歯周組織に及ぼす喫煙の影響を検討する目

的で，ニコチンの直接的影響を観察するためにニコチ
ンを添加した場合の培養歯肉線維芽細胞の細胞活性に
ついて検討した．

材料および方法

培養細胞には歯肉由来線維芽細胞（Gin-1，大日本
製薬）を5～10代継代して用いた．培地には10％FBS
（GIBCOBRL，USA）含有 α-MEM培地（GIBCOBRL，
USA）を用いた．1×104～105個を24穴マルチプレー
ト（スミロン，住友ベークライト，東京）に播種し，
5％CO2，37℃の条件下で48時間培養した．その後ニ
コチン（分子量162．23，和光純薬，大阪）1μg／ml，
0．1μg／ml，0．01μg／ml を含む調整培地に交換し，さ
らに24時間培養した．培養終了後に0．02％EDTAと
0．25％トリプシン（和光純薬，大阪）で細胞を回収し
て細胞数をビルケルチュルクの細胞算定板を用いて算
定した．またミリセル（MILLIPORE，USA）上に播
種した細胞を同様の条件下で培養し，培養終了24時間
前に1μCi／ml の［Methyl-3H］Thymidine（Amersham
Bioscience Co., Piscataway, USA）を添加した．培養

終了後10％ホルマリンで固定し，細胞を分離膜ごと回
収した．膜は燃焼回収（ASC-113B，ALOKA東京）
後，液体シンチレーション（LSC-6100，ALOKA東
京）で放射線量を測定した．放射線量の算定はTipson
and Dabbous33）の方法に準じ，コントロール群を100と
して換算した．さらにカバーグラス（直径13mm，松
浪硝子，東京）上に播種した細胞について培養終了後
に10％ホルマリンで固定し，位相差顕微鏡にて観察し
た．さらに細胞骨格の観察を目的として，－20℃エタ
ノ ー ル で5分 間 処 理 後 にFITC標 識 Phalloidin
（SIGMA，USA）（1：100）を反応させ，蛍光顕微
鏡（Nikon 東京）にて観察した．
測定値は平均±標準誤差（S. E.）で表し，統計分析

にはMann-Whitney-u-test を用い，有意差検定には p
値が0．05以下を有意差ありと判定した．

結 果

72時間培養後の歯肉線維芽細胞の数はコントロール
群で18．4±1．02×104個，0．01μg／ml ニコチン添加群
で19．0±1．33×104個，以下同様に，0．1μg／ml で17．3
±2．24×104個，1μg／ml で8．28±1．48×104個 で
あった．コントロール群に比べ1μg／ml で有意に減
少していた（図1）．
3H-Thymidine の取り込みの結果を図2に示す．コ
ントロール群を100％にして換算すると，0．01μg／ml
で91．8±6．1％，0．1μg／ml で88．2±10．3％，1μg／
ml で73．2±9．26％であった。コントロール群に比べ
1μg／ml，で有意に低下していた．培養後の細胞形
態の位相差顕微鏡像を示す（図3a，b）．コントロー
ル群では線維芽細胞特有の良く伸展した形態がみられ
るのに対し（図3a，b），1μg／ml では特徴的に細胞
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図1：72時間培養後の細胞数．
（培養終了24時間前にニコチン添加，＊：p＜0．05）
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内に空胞変性がみられ，細胞形態も紡錘状を呈してい
た（図4a，b）．
また細胞の付着能が低下し，剥離したことで細胞数

が低下していた．0．01μg／ml，0．1μg／ml ではコント
ロール群に比べ明らかな形態的差違は見られなかっ
た．Phalloidin に反応する細胞内のストレスファイ
バーの蛍光顕微鏡像を示す（図5a，b）コントロー

ル群ではストレスファイバーの走行は長く明瞭であ
る．1μg／ml では線維数は低下していた（図6a，b）．

考 察

喫煙が歯周組織に及ぼす有害作用に関して，喫煙が
宿主に対して免疫抑制作用を発揮し，宿主寄生体相互
作用に有害作用を及ぼすことが知られている．末梢血
中では，多形核白血球の運動性，化学走性，食作用が
著明に低下する25～28）．すなわち，歯肉縁下の細菌に対
する最初の重要な防御機能が障害されることになる．
また，喫煙者においては，抗体とくに IgG2の産生能
が低下している29）．これらのサブクラスの抗体は，歯
周病原性細菌に対するオプソニン作用において最も重
要な役割を果たすものである．また，免疫機能を制御
するT細胞サブセット比も減少している29）．その結
果，喫煙者の場合には歯周病原性細菌が特異的および
非特異的免疫クリアランス機序を逃れて，歯肉縁下に
定着することが示唆されている．歯肉縁下環境の物理
的変化（酸素分圧の低下等）は，嫌気性細菌の増殖を
助長することになる34，35）．さらに，喫煙は上皮細胞へ
の細菌の付着を促進する36）．非喫煙者と比較すると，
喫 煙 中 の 者 に はBacteroides forsythus や Porphy-
romonas gingivalis 等の感染者が多く認められる37）．
喫煙習慣を有する歯周疾患患者の場合，歯根表面か

らニコチンが検出される38）．ニコチンと接触した線維
芽細胞は増殖39），遊走能および歯根表面への付着能も
低下する40）．さらに，線維芽細胞はニコチンを非特異
的に結合して内部に取り込むため41），コラーゲン合成
や蛋白質産生等の細胞代謝に変化が生じることが示唆
されている2）．このように喫煙が誘引となって免疫応
答障害，嫌気性菌の歯肉縁下感染，結合組織の細胞毒
性が発生し，最終的には重篤な歯周疾患および創傷治
癒障害に至ると考えられている．
本研究では，ニコチンが in vitro において培養歯肉

線維芽細胞に直接及ぼす影響について検討した．一般
にタバコ一本には約10mgのニコチンが含まれてお
り，喫煙後には血中のニコチン濃度は25～50μg／l に
なり，中毒量は10mg／l であることが示されている2）．
今回の実験で使用した0．1μg～1μg／l のニコチン濃
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図6：培地中ニコチン濃度1μg／ml の培養歯肉線維芽細
胞ストレスファイバー染色像．a；（×10），b；（×20）

図2：3H-Thymidine の取り込み．
（平均±標準誤差 SE．（n＝5）＊：p＜0．05）

図3：72時間，培養歯肉線維芽細胞の位相差顕微鏡像．
a；（×5），b；（×10）

図4：培地中ニコチン濃度1μg／ml の培養歯肉線維芽細
胞の位相差顕微鏡像．a；（×10），b；（×20）

図5：コントロール群の培養歯肉線維芽細胞ストレスファ
イバー染色像．a；（×10），b；（×20）
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度は，以前の報告で使用された濃度を考慮して設定し
たので31，32，33）妥当な範囲であり，またニコチンは水溶
性のため口腔内で唾液中に溶解し，口腔粘膜から吸収
することを考えれば，局所的にはさらに高い濃度にな
る可能性もあるものと考えられる．
歯肉線維芽細胞の数は1μg／ml で有意に減少し

た．さらに3H-Thymidine 加え24時間培養しDNAの
合成活性を測定したところ，ニコチンはヒト歯肉線維
芽細胞の細胞増殖を抑制した．この結果はTipson と
Dabbous33）のヒト歯肉線維芽細胞の初代培養での報告
と一致した．
さらに細胞形態を観察したところ，高濃度投与群で

は著明な細胞形態の変化が見られた．1μg／ml では
細胞が紡錘形に変化し，底面への付着能が低下してい
るように見られた．Phalloidin に特異的に反応する細
胞内線維はF-actin をはじめとする細胞内骨格を代表
するストレスファイバー束であり，各細胞に特徴的な
走行が見られる42）．そこで細胞内の変化を観察する目
的で行った Phalloidin 染色ではニコチンの添加によ
り，細胞形態の変化と同様にストレスファイバーの局
在に明らかな差違が見られた．このことから，細胞数
の測定値がニコチン添加群で減少した原因として，細
胞接着能の低下が関連することが示唆される．このよ
うに，ニコチンは直接細胞活性に対する影響や細胞形
態や細胞骨格にも影響することが明らかとなった．喫
煙時や噛みタバコ摂取時には同様なニコチンによる影
響が口腔内でも発生しているものと考えられる．
本研究ではタバコに含まれる主要成分としてのニコ

チンの歯肉への影響を検討したが，タバコにはその他
に多量の有害成分が含まれることから，それら成分に
ついての検討も必要であろう．本研究の結果から喫煙
は呼吸器官や循環器官のみならず，歯周組織への為害
性も示された．喫煙者への警鐘となることを期待す
る．

結 論

歯周組織に及ぼす喫煙の影響を検討する目的で，培
養歯肉線維芽細胞の細胞活性に対するニコチンの直接
的影響について検討した．培養液中に各種濃度のニコ
チンを添加して歯肉線維芽細胞を培養したところ，細
胞増殖活性を低下させ，細胞形態を変化させたことか
ら，ニコチンは直接歯肉線維芽細胞に作用することが
示唆された．
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