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In the time of the post sequence, attention has been increasingly focused on risk factors of 'common

disease', caused by genetic and environmental factors. The oral environment and host immune response

cause periodontitis and its progression, necessitating a better understanding of the genetic relationship to

periodontitis. We studied relative factors of periodontitis with single nucleotide polymorphisms (SNPs) 

analysis. SNPs are the most common form of DNA sequence variation and their analysis covers many

genes.

Subjects were 13 early-onset (aggressive) periodontitis patients, 9 adult (chronic) periodontitis patients, 

and 19 healthy controls. We studied the association of 59 single nucleotide polymorphisms (SNPs) in

candidate genes of periodontitis, such as interleukin 1 (IL 1) and tumor necrosis factor a (TNFƒ¿) , with

periodontitis using the TaqMan polymerase chain reactions. SNPs were selected based on linkage disequili-

brium.

Significant differences were seen in the frequency (p<0.05) in genotypes on cathepsin G (CTSG) and

TNF receptor-associated factor 1 (TRAF 1) between early-onset periodontitis patients and controls.

Significant differences were also detected in the frequency in genotypes on interleukin 10 receptor ƒÀ (IL 10

RB) and matrix metalloproteinase 9 (MMP 9) between adult periodontitis patients and controls. A fur-

ther significant difference was seen in the frequency in genotypes on interferon ƒÁ (IFNG) between early-

onset and adult periodontitis patients.

These results suggest an association of SNPs on CTSG and TRAF 1 in early-onset periodontitis and on

IL 10 RB and MMP 9 in adult periodontitis and a difference of SNPs on IFNG in early-onset and adult

periodontitis.

Further studies of SNPs registered in a Japanese SNPs database of JSNP, would thus clarify genetic risk

factors in periodontitis. J Jpn Soc Periodontol, 44: 159-167, 2002.
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adult periodontitis

要 旨: ポス トシークエンスの時代に入 り, 複数の遺伝子と環境因子が関与 して発症する多因子性疾患の危険因

子の探求が注 目され るようになってきた。'あ りふれた病気'の 一つである歯周炎の発症および進行には, 口腔

内環境や生体の免疫応答が関与 していると考 えられ, 歯周炎についての遺伝子学的検索が求められている。本研

究では, 一塩基多型 (SNPs) 解析により歯周炎の関連因子の検討 を行った。SNPsは, DNA配 列中に見 られ
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る多型のうちもっともよく見 られる多型で, SNPs解 析は多 くの遺伝子の解析が可能である。

被検者は, 早期発症型歯周炎患者(EOP) 13人, 成人性歯周炎患者(AP) 9人, 健常者19人 とした。本研

究 は, インターロイキン1(IL1) , 腫瘍壊死因子 α(TNFα) 等の歯周炎候補遺伝子 の一塩基多型(Single

Nucleotide Polymorphisms: SNPs) 計59に ついて, TaqMan PCR法 により, 歯周炎 との関連について検討

すること目的 とした。また, SNPsの 選択には, 連鎖不平衡 を考慮 した。

その結果, 早期発症型歯周炎群 とコン トロール群では, カテプシンG(CTSG) と腫瘍壊死因子レセプター関

連因子1(TRAF1) において有意差(P<0.05) が認 められた。成人性歯周炎群 とコン トロール群では, イ ン

ターロイキン10レ セプターβ(IL10RB) とマ トリックスメタロプロテアーゼ9(MMP9) において有意差が

認められた。 また, 早期発症型歯周炎群 と成人性歯周炎群では, インターフェロンγ(IFNG) において有意差

が認められた。

以上の ことか ら, 早期発症型歯周炎 においては, CTSGの 関与が推測 された。成人性歯周炎においては, 

IL10RBとMMP9の 関与が推測された。さらに, 早期発症型歯周炎 と成人性歯周炎においては, IFNGの 関

与に相違があるもの と推測された。

本研究より, 今後 日本人の標準SNPsの データベースであるJSNPに 登録 されているSNPsの さらなる解析

により, 日本人における歯周炎の遺伝子学的な関連因子の解明につながる可能性が示唆された。

索引用語: 一・塩基多型(SNPs) , ジェノタイプ, 歯周炎, 早期発症型歯周炎, 成人性歯周炎

緒 言

歯周炎は, II型糖尿病や高血圧症などと同様に生活

習慣病の一つとされ, 平成11年 歯科疾患実態調査に

よると, 歯肉に歯周炎の所見のあるものは, 平均する

と国民の72.9%に 達するという調査結果がある。 ま

た, 歯周炎は, 糖尿病, 心内膜炎, 動脈硬化の悪化や

肺炎など全身への影響が確認され, 高齢社会を迎え, 

歯周炎の予防および適切な治療がQOL(Qualityof

Life) には重要であるといえる。

歯周炎 は, 炎症性の感染疾患で あり, デ ンタルプ

ラークや咬合等の環境因子 と免疫応答 を中心 とした宿

主因子 との相互作用により, 発症および進行する。こ

の ことから, 歯周炎 は, 口腔内環境因子の他に複数の

遺伝子因子に起因する多因子性疾患である。

近年, ヒトゲノム解析 の進歩 に伴い1・2) , 歯科 にお

いても歯周炎に関連 した遺伝子学的研究が注 目される

ようになってきた3-17) 。そして, 歯周炎のような多因

子性疾患については, 単一の遺伝子 そのものが疾患発

症および進行を決める決定因子 は存在しないが, 疾患

易罹患性に関連 した複数の遺伝子が危険因子 として関

連 していると考えられる。 これらのことから, 現在, 

包括的に遺伝子全体 を構造から検索することが可能に

なろ うとしてい る一塩基多型(SingleNucleotide

Polymorphisms: SNPs) が注目されている。
一塩基多型 とは, 個人間でのDNA塩 基配列の1塩

基の違いによる多型 を意味する。胚細胞を生 じる細胞

分裂 の際に, DNAポ リメラーゼの塩基の読み違いに

よって生 じ, それが子孫を介 して集団内で1%以 上の

頻度に広 まった ものである。SNPsは ゲノム上に広 く

高密度に分布 し, 人種 ・個人 ・疾患の有無により異な

る有益なゲノム多様性マーカーであると同時に, それ

自身が遺伝子発現産物の質 ・量的な変化をもたらし, 

診断 ・治療 のターゲ ットとな りえる。SNPsの 頻 度

は, 数百塩基対から1, 000塩 基対 に1カ 所の割合で存

在す ると推測されている。つまり, ヒトゲノム全体で

は300万 か ら1, 000万 のSNPsが あると考 えられて

いる18-21) 。SNPs解 析 はデータベースおよびタイピン

グ技術の進歩により遺伝子全体の包括的な検索が可能

となろうとしており, 歯周炎のような危険因子の複数

存在する多因子性疾患の解明には有用である。また, 

日本人のようなほぼ単一の民族 は, 人種等 による個人

差が少 ない と考 えられることか ら検索 しやす く, ま

た, 日本 人 につ い て の 解 析 が 必 要 と考 え ら れ

る19-21) 。

SNPに は, cDNAを ターゲッ トとしたcSNPと ゲ

ノムDNAを ターゲットとしたSNPが ある。cDNA

は, タンパ ク質 をコー ドするSNPを 見つけることが

でき, タンパク質のアミノ酸配列に変化 を起 こす よう

なSNPを 見つけるのに有効である。それに対 し, ゲ

ノムDNAのSNPは, mRNAの 塩基配列 に反映 さ

れないイントロンのSNPや 遺伝子発現 を調整 してい

るエンハ ンサーやサイレンサー配列などの検索に有効

であるという利点がある。本研究では, 安定で取 り扱

いが比較的容易であり, 今後 さらに遺伝子構造から機

能 の検索へ とつなげるためにゲノムDNAのSNPの

検索を行った。

現在 までの ところ, 遺伝子解析技術面か ら, IL1

やFcγ についての検索が行われ, 歯周炎 との関連が
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示されている4, 11-13, 16, 17) 。

遺伝子解析技術 と日本人特有 のSNPs (JSNP) 

データベースの進歩 により22, 23) , 複数の歯周炎関連因

子についての解析が可能 とな り, 遺伝子配列による構

造か らの歯周炎関連遺伝子の解明につながる可能性 に

ついての検討を目的とした。

本 研 究 で は, まず, 日本 人 特 有 のSNPで あ る

JSNPデ ータベースに登録 されている複数のサイ トカ

インや歯周組織破壊関連因子の歯周炎関連候補遺伝子

のうち, 機能 と関連がある可能性をもった塩基配列位

置 にあるものを選択 した。さ らに, それ らのうち, 

SNPsに はランダムではなく連関して存在するものあ

るという連鎖不平衡 を考慮 し, SNPs解 析 を行い, 歯

周炎関連因子について遺伝子配列か ら構造の検討 を

行った。

材料および方法

日本歯科大学歯学部附属病院に歯周病を主訴 に来院

し, 非喫煙者で, う蝕感受性が低 く, 補綴処置部位が

少な く, 咬合等の外的因子の影響が少ない患者 を対象

とした。研究 目的および方法 を説明 し, 書面 にて同意

を得 られた22人 (男 性9人, 女性13人, 平 均年齢

39.7歳) を患者群 とした。 さらに患者群 を35歳 未満

で発症 し, エックス線写真で骨吸収が認められ, 歯周

組 織検 査 で5mm以 上 の歯 周 ポケ ットが2歯 以上

あった早期発症型歯周炎群24) (男性3人, 女性10人, 

平均年齢32.2歳) と, 35歳 以降に発症 し, 水平性の

骨吸収が認 められ, 歯周組織検査で5mm以 上 の歯

周ポケットと動揺が認められた歯が3歯 以上あった成

人性歯周炎群 (男 性6人, 女性3人, 平均年齢50.5

歳) に分類 した。また, 来院者の うち, エックス線写

真および歯周組織検査 より上記の特徴 を有さない患者

と歯科医師19人 (男 性9人, 女性10人, 平均年齢

38.8歳) をコントロール群 とした。今回の研究では, 

少数ではあるが臨床所見の類似したものについて解析

を行った。

研究を行 うにあた り, 日本歯科大学倫理委員会の審

査を受け, 承認を得た。

1. DNA抽 出法

前腕の静脈 より末梢血 を7m1採 取 し, 凝固防止剤

 (EDTA 0.5M) 処理 を行った。その後, 血液DNA

抽 出 キットGENOMIX (Talent SRL, Italy) を用

いてゲ ノムDNAの 抽 出 を行 い, SNPs解 析 に用い

た。

2. SNPs解 析 法

1) TaqManPCR法25-27) に よ る解 析

歯周 炎候補遺 伝子 の うち, 日本 人 の標準SNPデ ー

タベ ース (JSNP) に登 録 され, 連 鎖 不平 衡 を考慮 し

選択 した59SNPsに お け るジェノ タイ プ頻 度分 布 に

つ いて 解析 を行 った。解 析 したSNPsお よ びJSNP

IDを 表1に 示 す。

TaqManPCR法 の 原 理 は, 約20塩 基 程 度 の長 さ

のア リル特 異 的 オ リゴ (TaqManプ ロー ブ) の5'末

端 をFAMとVICの 蛍 光 レ ポー ター色 素 で, 3'末 端

を クエ ンチ ャー (消 光 物質) で 標 識 す る。 その際, 3'

末 端 を リン酸化 し, PCR反 応 中 にTaqManプ ロー ブ

か らの伸長 反応 が起 こ らない よ うにす る。TaqDNA

ポ リメ ラーゼの5'ヌ ク レアーゼ活 性 によ り, 蛍 光 色素

結 合部 分 が切 断 され る と蛍光 色 素 が遊 離 し, ク エ ン

チ ャーの影響 を受 けな くな り発 色 し, そ の発 色 を検 出

す る とい うもので ある。

1SNPあ た りDNA 5.0ngを 用 いた。反応組 成 は, 

10×TaqMan Probe kit 0.5ul (ApPlied Biosys-

tems, U.S.A.) , 2×TaqMan Universal PCR Master

Mix2.5ul (ApPlied Biosystems, U.S.A.) , Tem-

plateDNA2u1 (2.5ng/ul) で 全 量5ulと した。増

幅 にはGeneAmp PCR System 9700 (ApPlied Bio-

systems, U.S.A.) を 使 用 し, PCR条 件 は, 500C2

分, 95℃ 10分 の後, 95℃15秒, 60℃6 0秒40サ イ ク

ル とした。

解析装置 として は, ABI PRISM 7900 HT Sequ-

ence Detection Systemと ソ フ トウエアversionABI

PRISM RSDS 2.0 (ApPlied Biosystems, U.S.A.) 

を使 用 し, Taq DNAポ リ メラーゼのヌ クレアーゼ活

性 に よ る5'末 端 のFAMま た はVICの 蛍 光 レ ポー

ター色素 の発色 を検 出 し, ア リル の検 索 を行 った。

2) 統 計 解析

各SNPに お い て, (1) 早 期 発 症 型 歯周 炎群 とコ ン

トロール群, (2) 成 人 性 歯周 炎群 とコ ン トロール群, 

お よび, (3) 早 期 発 症型歯 周炎群 と成人 性 歯周 炎群 の

3項 目についてFisher's Exact Test (2×3) を行 い, 

ジ ェ ノタイ プ頻度分布 につ いて, 統 計 学的 に有意差検

定 (p<0.05) 28-31) を行 った。

結 果

1.早 期発症型歯周炎群 とコン トロール群における

ジェノタイプ頻度分布についての有意差検討

ジェノタイプ頻度分布 について有意差検 定 (p<

0.05) を行ったところ, カテプシンG (CTSG) と腫

瘍壊死因子 レセプター関連因子1 (TRAF1) で有意
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表1-1解 析 を行 ったSNPs (59SNPs) のGene Symbolお よびJSNP ID



日本人における一塩基多型と歯周病 との関連性について 163

表1-2

表2早 期発症型歯周炎群 とコントロール群 との比較 (単位: 人) 

表3成 人性歯周炎群とコントロール群 との比較 (単位: 人) 

差が認められた (表2) 。

2.成 人性歯周炎群 とコン トロール群 におけるジェ

ノタイプ頻度分布についての有意差検討

ジェノタイプ頻度分布 について有意差検定 (p<

0.05) を行 った ところ, イ ン ター ロイ キ ン10レ セ プ

ターβ (IL 10RB) とマ トリックスメ タロプ ロテアー

ゼ9 (MMP 9) で有 意差が認 め られた (表3) 。
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表4早 期発症型歯周炎群 と成人性歯周炎群との比較

3.早 期発症型歯周炎群 と成人性歯周炎群における

ジェノタイプ頻度分布についての有意差検討

ジェノタイプ頻度分布 について有意差検定 (p<

0.05) を 行 った と こ ろ, イ ン ターフ ェロ ン γ

 (INFG) で有意差が認められた (表4) 。

考 察

歯周炎は, 歯周組織 の破壊 を伴 う炎症性疾患であ

る。歯周炎の原因 としては, 主に, 歯周病原性細菌 と

それに対する複数の免疫応答 を中心 とした生体反応が

あげられることから, 多因子性疾患であると考えられ

る。

歯周炎を含め, 生活習慣病のような多因子性疾患の

発症は, 遺伝疾患のような単一の遺伝子異常のみによ

らず, 複数の疾患感受性遺伝子 と環境の相加的作用に

よるものである。つまり, 多因子性疾患にみられる遺

伝子の多型 は, 存在するか ら必ず疾患が発症するとい

う決定因子ではなく, 複数の要因が重なることにより

発症する危険因子である。

現在 までに, 歯周炎に罹患している人 とそうでない

人 とでは, 口腔内の細菌の種類や数, 唾液成分などに

違いがあることが報告されてきている。 しかし, 細菌

定着や歯肉内での炎症の成立には個人差が認 められ

る。 この ことから, 歯周炎の発症および進行 には, 外

部からの刺激に対する個人の生体反応の関連が推測さ

れる。

そこで本研究では, 歯周炎群 とそのコントロール群

における遺伝子構造の相違 について, DNA配 列中に

見 られる多型のうちもっともよ く見 られる多型で, 疾

患易罹患性 に関連する遺伝子を探索する際の有用な多

型マーカーであ る一塩 基多型 (SNPs) か ら検討 を

行った。

実験方法 としては, TaqMan PCR法 を用いた。 こ

の 方法 は, DNAチ ップ と比 較 す る と, 使 用 す る

DNA濃 度 は高いが, DNAチ ップの精度が60%台 で

あるのに対 して, TaqMan PCR法 では精度 は90%

台 と高い32) 。また, タイピング反応および蛍光検出の

2ス テップしか必要 としないため, タイピングに要す

るステップが少ない ことが大 きな利点である。

また, JSNPに 登録 され てい るSNPsは 同 じ染色

体上の近傍に存在する複数のアリルが連関するという

連鎖不平衡33) を考慮すると, データベースのすべての

SNPsを 解析す る必要 はない。解析項 目としては, 

JSNPデ ータベースより歯周炎候補遺伝子 として数種

を選 び, 遺伝子 ごとに1か ら数SNPsを この連鎖不

平衡を考慮 して選択 した。

実験結果 より, 早期発症型歯周炎群 とコン トロール

群ではCTSGの イントロンとTRAF 1の イ ントロン

のSNPsに おいてジェノタイプ頻度分布 に統計学的

有意差が認 められた。 このことか ら, CTSGお よび

TRAF1が 早期発症型歯周炎 の関連 因子である可能

性が考 えられ る。CTSGは, 結合組織破壊 に関与す

る細胞内タンパク質分解酵素のセ リンプロテアーゼの

1つ であ り, 早期発症型歯周炎における組織破壊 に関

与 して い る可 能 性 が 考 え ら れ る。TRAF 1は, 

IL13馬35) 産生や線維芽細胞のコラゲナーゼ産生作用等

のあるTNFα35) のレセプターである。レセ プター部

位 において遺伝子構造 に差が認められた ことから, 歯

周炎の発症および進行 と関連がある といわれている

TNFα そのものだけではな くレセプターによる影響

も考慮す る必要があるといえる。

成人性歯周炎群 とコン ト「ロール群 では, IL 10 RB

のイン トロン とMMP 9の エ クソンのSNPsに おい

てジェノタイプ頻度分布に統計学的有意差が認められ

た。 この ことか ら, IL10RBとMMP9が 早期発症

型歯周炎 の関連 因子で ある可能性 が考 えられ る。

IL10RBは, Th1の 増殖抑制, B細 胞の活性化作用

等 をもつIL10の レセプターであ る36) 。MMP 9は, 

慢性炎症疾患において活性化を必要 とする前駆体 とし

て分泌 され, 細胞外有機基質であるコラーゲンやプロ

テオグリカン等を破壊する35, 37) 。

また, 早期発症型歯周炎群 と成人性歯周炎群では, 

INFGの イ ントロンのSNPsに おいてジェノタイプ

頻度分布に統計学的有意差が認められた。IFNGは, 

T細 胞 か ら産生 され, 免疫調整作用等 を もつ。 この

ことか ら, 早期発症型歯周炎と成人性歯周炎では, 免

疫調整 に影響をもっ, IFNGの 作用に相違がある可能

性が考えられる。

統計学的有意差が認められた多型部位については表

5に 示す。CTSG, TRAF 1, IL 10 RB, IFNGで は, 

有意差が認められた部位は調節領域であるイントロン

にあることか ら遺伝子発現量および表現型の変化に影

響す る可能性が考 えられる。 また, MMP 9で は, 有
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表5統 計学的有意差が認められた多型部位

意差が認められた部位は翻訳領域のエクソンにあるこ

とからアミノ酸変化およびそれに伴 う表現型の変化 に

影響する可能性が考えられる。

本研 究 は, 比較的少量 のDNAか ら多 くのSNPs

タイピングが可能 になってきたことを背景 に, 遺伝子

構造か ら'歯周炎をみる'手始め として, 歯周炎関連候

補遺伝子か ら解析可能なSNPsに ついて検討 した も

のである。歯周炎 についての遺伝子学的危険因子の解

明 については, 今後 さらに多 くの検体 とSNPsに つ

いて検討を加えてい く必要がある。

遺伝子解析への理解 とSNPs解 析法の進歩お よび

連鎖不平衡 の解明 により, すべてのSNPsを 個々に

解析す ることな く, 全SNPsの 解析が可能 とな り, 

構造的に歯周炎関連遺伝子の多 くを明 らかにできる可

能性がある。そしてそこか ら, 機能面の検索を行 うこ

とにより, 歯周炎の発症および進行の解明へつながる

もの と考 えられる。

また, 本研究では末梢血 を用いたが, 歯周炎関連遺

伝子解明後 は, 多量のDNAを 採取することなく, 唾

液や頬粘膜の擦過等により無痛的に検体 を採取するこ

とにより, 疾病罹患の予測などの発症前診断を行い, 

予防や適切な治療が可能 となる日が近い将来訪れるも

のと考えられる。

本研究の 一部は平成13年 度科学研究費補助金奨励研究

 (A) 課題番号13771315の 補助を受けて行った。

本論文の要旨は, 第44回 日本歯周病学会秋季学術大会

 (平成13年10月18日, 岡山) において発表した。
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