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Periodontitis is considered to be a polygenic disease. Susceptibility to aggressive periodontitis (AgP),

formerly known as early-onset periodontitis, might be associated with genetic polymorphisms. Tumor

necrosis factor receptor (TNFR) 1 and 2 are cell surface receptors for TNF-ƒ¿. Recent studies have

suggested that TNFRs may modulate  TNF-ƒ¿-mediated inflammatory responses in periodontal disease.

The aim of the present study was to evaluate whether TNFR1 and TNFR2 gene polymorphisms are

associated with AgP in Japanese patients.

Forty-five generalized AgP (G-AgP) patients and 100 age-matched healthy Japanese subjects were

selected according to established clinical criteria. Single nucleotide polymorphisms at positions •|383 (A/

C) and •{36 (A/G) in the TNFR1 gene, at positions •{587 (T/G) and •{694 (G/A) in the TNFR2 gene,

and the variable number of tandem repeats (VNTR) promoter polymorphism in the TNFR 2 gene were

detected using polymerase chain reactions, restriction fragment length polymorphisms, single-strand confor-

mation polymorphisms, and direct sequencing methods. Statistically significant differences between the

AgP and healthy groups were determined using chi-square and Fisher exact tests, equivalent results were

assessed using the equivalence-delta test and further adjusted using the Mantel-Haenszel method.

The frequency of the •|383C allele was significantly lower in the G-AgP patients group than in the

healthy group (p=0.04). On the other hand, equivalent allele frequencies between the two groups were

found at three positions (•{587 (T/G), •{694 (G/A) and VNTR) in the TNFR2 gene. After adjusting for

a confounding factor, the •{587 (T/G) and VNTR allele frequencies of the two groups were found to be

significantly equivalent (p<0.01).

These findings suggest that the TNFR1 (•|383A/C) gene polymorphism might be associated with G-

AgP, whereas the TNFR2 •{587 (T/G) and VNTR gene polymorphisms are not likely to result in a

susceptibility to G-AgP. J Jpn Soc Periodontol, 45: 267•`278, 2003.
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要旨:歯 周炎は多因子疾患の一つ と考えられ,な かでも侵襲性(早 期発症型)歯 周炎の疾患感受性には遺伝子

多型の関与が示唆されている。一方で,歯 周炎局所でTNFα のシグナル伝達 ・調節機能 を担 うTNFレ セプ

ター(TNFR)の 機能 についても着目されている。そこで今回,日 本人 におけるTNFRの 遺伝子多型 と侵襲性

歯周炎 との関連性について検討 した。

インフォーム ドコンセントを得た日本人広汎性侵襲性歯周炎患者45名 および年齢を適合させた健常者100名

を対象 とした。5カ 所の遺伝子多型はそれぞれTNFR2(VNTR)はPCR法,TNFR1(－383;A/C) ,(＋
36;A/G),TNFR2(＋587;T/G)はPCR-RFLP法,TNFR2(＋694;G/A)はPCR-SSCP法 にて検 出

した。統計学的解析 はカイ2乗 検定,フ ィッシャーの直接確率法,同 等性の △検定 とさらにMante1-Haensze1

法による補正を行った。

その結果,TNFR1(－383)で はCア レルの頻度が患者群 に有意に低いことを認めた。さらに患者群 と健常

者群では,3カ 所のTNFR2ア レル頻度に同等性が認められ,交 絡因子で補正後 もTNFR2(＋587)お よび

(VNTR)に は同等性が有意に認められた。

以上の結果 より,広 汎性侵襲性歯周炎にはTNFR1(－383)遺 伝子多型が関連す る一方で,TNFR2(＋

587),(VNTR)に は関連性が乏 しい可能性が示唆 された。

索引用語:TNFレ セプター,遺 伝子多型,侵 襲性歯周炎

緒 言

歯周炎は口腔内細菌による感染症であり,細 菌の病

原因子 と生体の防御機能 との相互作用の結果として表

現される。ありふれた病気(common diseases)の 一

つである歯周炎は多因子疾患 と考 えられ,そ の発症や

進行は,複 数の遺伝的因子の相加的効果 と環境因子が

疾患感受性の閾値を超 えるために生 じるとされる。 こ

の2つ の因子が疾患の発症や進行に寄与する割合 は,

同じ歯周疾患のなかで もさまざまである と考 え られ

る1)。なかで も侵襲性(早 期発症型)歯 周炎 は,若 年

者 における発症 と急速な歯周組織の破壊,歯 槽骨の吸

収 を特徴 とし,遺 伝的因子のより強い関与が示唆され

ている2～5)。近年,ヒ トゲノム研究 を背景 とした多因

子疾患における疾患感受性遺伝子の検索が盛 んに行わ

れている。歯周炎 においてもその病態生理上重要な既

知の遺伝子 か ら候補遺伝子を設定 し,そ の変異(多

型)と 疾患の関連 を解析す る 「候補遺伝子アプロー

チ」法 による探索が活発化 してきている6)。

腫瘍壊死因子-α(Tumor Necrosis Factor-α,

TNF-α)は インターロイキン-1(lnterleukin (IL)-

1),イ ンターロイキンー6(IL-6)と 並ぶ炎症性サ イ

トカインのひ とつであ り,歯 周炎局所 においては,単

球や リンパ球 などの免疫担当細胞のみならず,上 皮細

胞や線維芽細胞 などの歯周組織を構築 する細胞からも

産生 され る。TNF-α はIL-1β と共 に,歯 周炎患者

の歯肉溝滲 出液中や歯肉組織中に存在 し,過 剰な免疫

応答の結果,歯 周組織の破壊や骨吸収 をもた らすこと

が知 られている7,8)。

TNF-α に は,TNFレ セ プ ター1型(TNFR1)

と2型(TNFR2)の2つ の受容体が存在 し,そ の発

現はマクロファージ,リ ンパ球,好 中球,線 維芽細胞

と多岐の細胞 にわたる。その機能 は,主 にTNFR1

がTNFの シグナ ル伝 達 を担 い,TNFR2は この

TNFR1とTNFの シグナル伝達 の制御 を行ってい

る と考 えられ てい る9)。また,可 溶性TNFレ セ プ

ターは,細 胞膜貫通型のTNFレ セプターの細胞膜外

の部分が切断酵素 により解離す ることで産生 され,

TNF-α と結合 して細胞膜上のTNFレ セプターへの

結合 を抑制することが知 られている9)。

Tervahartiala et al.10)は,歯 周炎 において慢性歯

周炎組織 にTNF-α とTNFR1は 共 に発現 している

が,TNFR2の 発現 は少ない ということを免疫組織

学的手法を用いて証明 した。 また,Graves et al.11～13)

はサルの実験的歯周炎モデルを用いた一連の研究の中

で,IL-1レ セプターアンタゴニス トと可溶性TNFR

2が 破骨細胞の活性 を低下 させ,歯 槽骨の吸収 と結合

組織破壊 を抑制 す るこ とを示 した。さ らにOheet

a1.14)は,ヒ ト歯肉線維芽細胞をIL-1β とTNF-α で

刺激すると,可 溶性TNFR1の 産生量 は変化 しない

が,可 溶性TNFR2の 産生量は増加することを報告

している。 これ らのことより,歯 周炎においても主に

TNFR1がTNF-α の シ グ ナ ル 伝 達 に作 用 し,

TNFR2はTNF-α による炎症反応の制御 に大 きく

関与 していることが示唆 される。

我々はこれ までに,日 本人 にお けるTNF-α,IL-

1,IL-10と いったサイ トカインやFcγ レセプターを

候補遺伝子 として,遺 伝子多型 と広汎性侵襲性(早 期

発症型)お よび慢性(成 人性)歯 周炎 との関連性につ

いて検討を行ってきた15～17)。Taietal.15)は,IL-1遺

伝子 ファミリーの中で もIL-1レ セプターアンタゴニ
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ス ト遺伝子多型の広汎性侵襲性(早 期発症型)歯 周炎

への関与 を明 らか にして きた。またEndo et al.16)

は,TNF-α プ ロモー タ ー領 域 に存 在 す る5カ 所

(－1031, －863, －857, －308, －238)の 一塩 基多

型(Single nucleotide polymorphism, SNP)を 解析

したところ,(－857)遺 伝子多型 を有するハプロタイ

プ頻度 は,統 計学的には有意でない ものの,広 汎性侵

襲性歯周炎患者で低い傾向にあることから,TNF-α

(－857)遺 伝子多型が,広 汎性侵襲性歯周炎において

むしろ疾患抵抗性 を示すマーカー となる可能性を報告

した。こうした結果より,歯 周炎の病態形成に関わる

TNF-α のシグナル伝達経路に強 く作用 し,炎 症反応

の制御 にも深 く関わるTNFレ セプターを新たな候補

遺伝子 として検索する必要性が示唆 された。
一方,最 近では糖尿病や虚血性心疾患をはじめとす

る全身疾患 と歯周炎 との関連性が着 目されている。歯

周炎は歯周組織に限局 した局所的炎症性結合組織性疾

患であるが,全 身的な結合組織性疾患 としてはリウマ

チ性疾患があ り,両 者の病態に類似性があるとされて

いる。代表的なリウマチ性疾患 として全身性エリテマ

トーデス(SLE)や 関節 リウマチ(RA)が あげられ

るが,な かで もRAは 病変部 に炎症性細胞浸潤 が見

られ,炎 症性サイ トカインやIL-8,形 質転換増殖因

子-β,プ ロスタグランジンE2,メ タロプロテアーゼ

などの産生が軒並み亢進している点で,歯 周炎 と病態

が類似 している。それ故,RAの 新 しい治療法 を模索

する上で,歯 周炎はそのモデルになることが提唱され

ている18)。実際に欧米では,可 溶性TNFR2は,RA

のTNF-α に起因す る炎症反応 を抑制す る抗炎症性

サイ トカイン薬 として臨床応用 されつつある19)。こう

したリウマチ性疾患における感受性遺伝子の探索にお

いて,TNP-α ならびにTNFR2遺 伝子 は,ゲ ノム

ワイ ド連鎖解析法やケースコントロール関連解析法の

いずれの方法によって も関連性が認められてお り,特

に日本人の患者群 において関連性 の報告があるのは興

味深い20～22)。この ように,歯 周炎 と病態の類似性 を

もつ疾患の感受性遺伝子を歯周炎における候補遺伝子

として検索す ることは有用であ り23),TNFR2遺 伝

子 もこの候補遺伝子の一つと考えられる。

ヒ トTNFR1遺 伝子 は第12染 色体短腕1324)に,

またヒトTNFR2遺 伝子は第1染 色体短腕3625)に 位

置する。 これ らの遺伝子 には,図1,2に それぞれ示

す通 り,TNFR1遺 伝 子に3カ 所26,27),TNFR2遺

伝子には12カ 所の遺伝子多型がこれ までに報告され

ている21,25,28,29)。検索する遺伝子多型 を選択す る一般

的な基準は,遺 伝子発現 に何らかの影響 を及ぼすと考

えられる機能的多型であること,疾 患感受性に関わる

形質のマ ッピングのための遺伝子マーカー として有用

であることの2点 である。今回我々は,TNFR1遺

伝子の2カ 所のSNPと,TNFR2遺 伝子の2カ 所の

SNPお よび1カ 所のVNTR (Variable number of

 tandem repeats)多 型 を選択 した。TNFR1遺 伝子

プ ロ モーター領 域 に 存 在 す る－383:A→Cの

SNP26)は,転 写活 性 因子 結合 部位 で あ る－385か

ら－207の 領域内に位置 し30),日 本人では1型 糖尿病

との関連性が報告されている。 また最近 では,プ ロ

モーター活性に影響 を及ぼすことが報告されているこ

とから31),機能的意義のある多型 としてこれを選択 し

た。TNFR1遺 伝子第1エ クソン領域 に存在する＋

36:A→GのSNP27)は ア ミノ酸の変異を伴わないサ

イレン ト多型であ り,こ のSNP自 体は機能的多型で

はない。 しかし,プ ロモーター領域の近傍 に位置する

こと,日 本人において報告がまだないことか ら,遺 伝

子マーカーのひとつ としてこれを選択 した。さらに,

近年 このSNPと 連鎖不平衡 にあるプロモーター領域

のSNPの 存在 も報告 されている32)。一方,TNFR2

遺伝子 に存在する12カ 所の遺伝子多型の うち,日 本

人 にお いて は－1413:A→C, －1120:G→C, ＋

511－512:GC→CG, ＋1176:G→Aの4カ 所 の遺

伝子多型 は存在しないことが報告されている21)。また

(＋168)のSNPは,(＋587)のSNPと ほぼ完全 な

連鎖不平衡 にあることが報告されている28)。これ らの

報告をもとに,3カ 所の機能的意義のある多型を選択

した。す なわ ち,TNFR2遺 伝 子第6エ ク ソ ン領

域＋587:T→GのSNP21), ＋694:G→Aの

SNP28)は,そ れぞれメチオニ ンか らアルギニ ン,グ

リシンからリシンのそれぞれアミノ酸変異を伴 ってお

り,と もに細胞膜上のTNFレ セプターが酵素 によっ

て切断され可溶性 となる部位の近傍 に位置 している。

(＋587)遺 伝 子多型 はSLEやRA,(＋694)遺 伝子

多型 はSLEで の解析が行われてお り,特 に日本人や

白人 において(＋587)遺 伝子多型 は疾患 との関連性

が報告 されている21,33,34)。TNFR2遺 伝 子 プロモー

ター領域 に存在す る,15塩 基の繰 り返 し数 の違いに

よるVNTR多 型 も転写活性因子結合部位で ある

－363か ら－322の 領域 に存在 してお り29),SLEで の解

析がすでに行われているが36),日 本人による報告はま

だない。

このようにTNFR遺 伝子多型は歯周炎の疾患感受

性遺伝子の候補 として検索するのに大変興味深いが,

疾患 との関連性はまだ報告されていない。そこで今回

我々は,TNFR1お よびTNFR2遺 伝子多型の日本

人における頻度 を検索 し,広 汎性侵襲性歯周炎 との関

連性 について検討 を行った。
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図1 TNFレ セ プター1型 の遺伝 子多 型

図2 TNFレ セ プ ター2型 の遺 伝子 多型

材料および方法

1.被 験者

新潟大学歯学部附属病院歯周病診療室を受診し,後

述の基準 により広汎性侵襲性歯周炎 と診 断された45

名(男 性15名,女 性30名,平 均年齢32.6±0.6歳)

と100名 の健常者ボランティア(男 性46名,女 性54

名,平 均年齢27.1±0.3歳)を 被験者 とした。全ての

被験者 は日本人で全身疾患および喫煙歴のない者 と

し,十 分なインフォーム ドコンセントが得 られた後,

同意書 に署名 ・捺印していただいた。

なお本研究は新潟大学歯学部倫理委員会の承認済み

である。

2.臨 床検査項目

患者群 には,初 診時に数名の歯科医師により,以 下

の項 目について口腔内診査およびレン トゲ ン診査 を

行 った。

1)現 在 歯 数 お よ び 欠 損 歯 数

2)プ ロ ー ビ ン グ ポ ケ ッ ト深 さ(PPD)

3)ク リニ カ ル ア タ ッチ メ ン トレベ ル(CAL)

4)O'Learyの プ ラ ー ク コ ン トロ ー ル レ コ ー ド(O'
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表1 各TNFレ セプター遺伝子多型タイピング時のPCR条 件

Leary's PCR)

5)プ ロ ー ビ ン グ時 の 出 血(BOP)

6)骨 吸収 度(BL)

3.診 断 基 準

1999年 ア メ リカ歯 周 病 学 会 の新 分 類2)に よ れ ば,侵

襲 性 歯 周 炎 の 臨 床 診 断 基 準 は1)歯 周 炎 を 除 き臨 床 的

健 康 状 態 で あ る,2)急 速 な付 着 の喪 失 と歯 槽 骨 破 壊,

3)歯 周 炎 に関 して 家 族 性 が 認 め られ る,の3項 目 で

あ る。 今 回 我 々 は この 分 類 とDiehl et al.37)の 報 告 に

基 づ き,広 汎 性 侵 襲性 歯 周 炎 の診 断 基 準 を以 下 の よ う

に定 め た 。

1)5mm以 上 のCALが8歯 以 上 に 見 られ,か つ

そ の うち3歯 は切 歯 と第 一 大 臼歯 で な い もの 。

2)初 診 時 年 齢 が40歳 以 下 の者 。

広 汎 性 侵 襲 性 歯 周 炎 患 者 群 は,臨 床 的 に は現 在 歯 数

26.9±0.4(平 均 値 ±標 準 誤 差)歯,欠 損 歯 数2.3±

0.4歯,平 均PPD 4.3±0.1mm,平 均CAL 5.0±

0.2mm,O'Leary's PCR 51.7±3.6%, BOP 42.3±

4.8%,平 均BL 43.4±2.1%で あ っ た 。 今 回 の 対 象

とな っ た 患 者 に つ い て 初 診 時 に問 診 を行 っ た と ころ,

全 て の 患 者 に 明 らか な家 族 性 の 発 症 は見 出 せ な か っ

た。

一 方
,健 常 者 群 は広 汎 性 侵 襲 性 歯 周 炎 患者 群 と年 齢

が ほ ぼ 一 致 し,PPDお よ びCALが3mmを 越 え る

部 位 を全 く持 た な い 者 を対 象 と した 。

4.DNA採 取

被 験 者 よ り採 取 した 末 梢 血5mlよ り,DNA採 取

キ ツ ト(DNA Extractor WB Kit,和 光 純 薬 工 業,

大 阪)を 用 い てDNAを 抽 出 し,70ng/μlに 調 整 し

た 。

5.遺 伝 子 多 型 の タ イ ピ ング

TNFR1(－383),(＋36),TNFR2(＋587)は

PCR-RFLP法(polymerase chain reaction-

restriction fragment length polymorphism), TNFR

2 (＋694)はPCR-SSCP (PCR-single strand con

formation polymorphism)法,TNFR2 (VNTR)

はPCR法 に て 遺 伝 子 型 を 決 定 した 。 な お,い ず れ の

遺 伝 子 多 型 も数 サ ン プ ル をダ イ レ ク トシー エ ン ス法 を

併 用 し確 認 を行 った 。

1)PCR-RFLP法

35-70ngの 被 験 者DNAを,10× 反 応 バ ッ フ ァ ー,

1.5mM Mgcl2, 0.2mM dNTP, 0.75μMプ ライ

マ ー, 1.25U Taq polymerase (AmpliTaq GoldTM,

 AppliedBiosystems, U.S.A.)を 最 終 容 量25μlに 調

整 し た 反 応 液 を 用 い てPCR反 応 を行 った 。95℃ で

10分 間 イ ン キ ュベ ー ト し た 後,95℃ の 熱 変 性,ア

ニ ー リ ン グ,72℃ の伸 張 反 応 を各1分 ず つ35サ イ ク

ル 行 っ た 。個 々 の プ ライ マ ー,ア ニ ー リン グ温 度 は,

表1に 示 す 通 りで あ る。

PCR産 物 はTNFR1(－383)は10unitsの 制 限

酵 素Bgl II((株)宝 酒 造,京 都)26),TNFR1(＋36)

は10unitsの 制 限 酵 素MspA1 I (New England

 BioLabs, UK)27),TNFR2(＋587)は5unitsの 制

限 酵 素Hsp 92 II (Promega Corporation, U.S.A.)

と37℃ で16時 間 反 応 させ た後,3%ア ガ ロー ス ゲ ル

電 気 泳 動 を行 い,エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染 色 で バ ン ド

を可 視 化 した 。 そ れ ぞ れTNFR1(－383)Aア レル

は144＋110bp,Cア レ ル は254bp,TNFR1(＋

36)Aア レ ル は183bp,Gア レ ル は108＋75bp,

TNFR2(＋587)Tア レ ル は133bp＋109bp,Gア

レル は242bpの バ ン ドに よ り遺 伝 子 型 を決 定 し た。

2)PCR-SSCP法

上 記 の 条 件 で 得 ら れ たPCR産 物2μlと18μlの

denaturing solution (formamide with 0.05% brom-

phenol blue,0.05% xylene cyanol FF)を 混 和 し,

95℃ で5分 間 熱 処 理 を行 っ た。 直 ち に氷 上 に て 急 冷
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し た 後,16μlを5%の グ リ セ ロ ー ル を 含 む10%ポ

リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル に ア プ ラ イ し た 。 電 気 泳 動 は

0.5×TBEバ ッ フ ァ ー を 用 い,電 流15mA/gel,泳

動 バ ッ フ ァー を25。Cに 保 っ て 行 っ た。 泳 動 装 置 は ミ

ニ ゲ ル 恒 温 電 気 泳 動 装 置(AE-6370; ATTO株 式 会

社,東 京)を 使 用 した 。Single-strand DNA frag-

mentsは 銀 染 色 キ ッ ト(第 一 化 学,東 京)を 用 い て

可 視 化 し,バ ン ドの 位 置 に よ りTNFR2(＋694)遺

伝 子 型 を決 定 した。

3)PCR法

TNFR2(VNTR)遺 伝 子型 はPCR法 を上 記 の条

件 で 行 っ た 後2%ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を行 い,エ

チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染 色 で バ ン ドを 可 視 化 し た 。15

bpの 繰 り返 し数 が1回 の ア レル1は208bp,繰 り返

し数 が2回 の ア レ ル2は223bpの バ ン ドに よ り遺 伝

子 型 を決 定 した 。

4)ダ イ レ ク トシ ー クエ ン ス法

上 記 の 条 件 で 得 られ た そ れ ぞ れ のPCR産 物 は,

PCR法 に 用 い た も の と 同 じ プ ラ イ マ ー でBigDye

 Terminator Cycle Sequencing KitとABIPRISM

 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, U.S.A.)

を用 い て ダ イ レ ク トシ ー クエ ン ス を行 い,確 認 を行 っ

た 。

6.統 計 解 析

各遺 伝 子 多 型 の 広 汎 性 侵 襲 性 歯 周 炎 との 関 連 性 を検

討 す るた め に,患 者 群 と健 常 者 群 で の遺 伝 子 型 頻 度 と

ア レル 頻 度 を そ れ ぞ れ2×3表,2×2表 の カ イ2乗 検

定 を行 った(Stat View J-4.5 application program ,

SAS Institute Inc., U.S.A.)。TNFR1(－383)遺 伝

子 型 に は 期 待 度 数5以 下 の 値 が 認 め ら れ た の で,

フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 法 に よ る検 定 を行 った 。 ま

た,同 等 性 を検 定 す るた め に,ア レル 頻 度 に関 し て 同

等 性 のΔ 検 定 を許 容 範 囲0.1(10%)と して行 った 。

さ ら に,そ れ ぞ れMantel-Haenszelの 方 法 に よ り交

絡 因 子 と し て 性 別 の 補 正 を 行 っ た38)。全 て の 解 析 は

p<0.05を もっ て 統 計 学 的有 意 とみ な した 。

結 果

1.TNFレ セプター遺伝子多型の健常者における

頻度

健 常 者 に お け るTNFR1(－383),(＋36),

TNFR2(＋587),(＋694),(VNTR)そ れぞ れ の

遺伝子型の頻度は,表2に 示す通 りである。それぞれ

の頻度 を,ハ ーディー ・ワインベルグ平衡が成立する

か どうか統計学的に検定した ところ,す べての遺伝子

型においてバーディ ・ワインベルグ平衡 とのずれがな

い こ と が 分 か った(そ れ ぞ れ,χ2=0 .48,0.62,

0.26,0.05,0.17,全 てp>0.05)。 す な わ ち 本 研 究

に お い て タ イ ピ ング エ ラ ー は な く,遺 伝 子 型 お よ び ア

レル 頻 度 に よ る解 析 を行 う こ とが 妥 当 で あ る こ とが 示

唆 さ れ た 。

2.広 汎性侵襲性歯周炎 とTNFレ セプター遺伝子

多型の関連性について

1)有 意性の検定

表2に 示すように,広 汎性侵襲性歯周炎患者群 と健

常者群でTNFレ セプター遺伝子型の頻度分布を比較

した ところ,TNFR1(－383)の 頻度分布において

C/C型 はいずれの群 に も認 め られないものの,A/C

型が健常者群で13.0%に 対 して患者群で2.2%で あ

り,統 計 学 的 有 意 差 が 認 め られ た(p=0.033,

フィッシャーの 直 接 確 率 法)。 一 方,TNFR1(＋

36),TNFR2(＋587),(＋694),(VNTR)に おい

てカイ2乗 検定を行 った ところ,2群 問の遺伝子型頻

度分布に有意差 は認められなかった。

同様に,TNFレ セプター遺伝子多型のアレル頻度

につ い て比 較 検 討 した と こ ろ(表3),患 者 群 で

TNFR1(－383)Cア レル頻度が有意 に低い ことが

認 められた(p=0.037,フ ィッシャーの直接確率法)

が,他 の4カ 所においては統計学的有意差 は認められ

なかった。

2)同 等性の検定

有意性の検定結果が"有 意でない"こ とは,必 ず し

も差がない ことを積極的に意味するものではない と考

えられる。 このような問題点を統計学的に解決する方

法 として,同 等性のΔ 検定があげられる。そ こで,

TNFレ セプター遺伝子多型の頻度が患者群 と健常者

群 において等しいことを積極的に証明するため,ア レ

ル頻度において許容範囲0.1(10%)と して同等性 の

検定 を行ったところ(表3),TNFR2(＋587),(＋

694),(VNTR)の3カ 所 に同 等 性 が認 め られ た

(p<0.01)。

3)交 絡因子の補正

多因子疾患におけるケースコン トロール関連分析で

交絡因子 を考慮 ・補正 して解析す ることは有用 とされ

る。本研究では有意性の検定および同等性の検定 にお

いて,歯 周炎における交絡因子のひとつ と考えられる

性別 をMantel-Haenszel法 によって補正 した ところ

(表3),補 正後 もTNFR1(－383)Cア レル頻度が

患者群 で有意 に低 い(p=0.04)こ と,ま たTNFR

2(＋587)お よび(VNTR)の アレル頻度 は患者群

と健 常者群で同等で ある(p<0.01)こ とが示 され

た。
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表2 広汎性侵襲歯周炎(G-AgP)患 者および健常者における各TNFレ セプター

遺伝子型の分布

*TNFR1(－383)の 解 析 は
,フ ィ ッ シ ャ ー の直 接 確 率 法 に よ る検 定

**NS:p>0
.05

表3 広汎型侵襲性歯周炎(G-AgP)患 者,健 常者における各TNFレ セプター遺伝子のアレル頻度ならびに統計学的

解析結果

*TNFR1(－383)の 解 析 は
,フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 法 に よ る検 定

**NS:p>0 .05

考 察

我々は本研究において,広 汎性侵襲性歯周炎患者 と

日本人健常者のTNFR1並 びにTNFR2遺 伝子の5

カ所の遺伝子多型について,そ の頻度を調べ,比 較検

討 した 。

今 回 の5カ 所 の 遺 伝 子 多 型 に つ い て,日 本 人 健 常 者

に お け る 頻 度 を,TNFR1(－383)A/Cは10.7%

～11 .0%,C/Cは0%31,39),TNFR2(＋587)T/G

は17.9%～30.6%,G/Gは0.9～3.6%21,22,34),

TNFR2(＋694)G/Aは8.0%,A/Aは0%28)と す
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る他 の 報 告 が あ り,我 々 の報 告 もほ ぼ 同 じ頻 度 を示 し

て い た。 日 本 人 に お け るTNFR1(＋36),TNFR

2(VNTR)の 遺 伝 子 型 頻 度 は これ ま で報 告 さ れ て い

な い。 他 の 人 種 に お い て は,白 人(コ ー カ シア ン)の

健 常 者 でTNFR1(－383)A/C 1.0%,C/Cが

0%26,40),TNFR1(＋36)A/G 53.1～55.0%,G/G

 16.1～25.0%27,33,41),TNFR2(＋587)T/Gは

29.0%～40.9%,G/Gが3.0～5.1%33,42),TNFR

2(VNTR)1/2 42.4%,2/2 48 .5%29)と 報 告 さ れ て

お り,い ず れ の 遺 伝 子 型 につ い て も健 常 者 に お い て 白

人 と 日本 人 の頻 度 は著 し く異 な る こ とが 分 か る。 遺 伝

子 多 型 の 頻 度 を患 者 群 と健 常 者群 で 比 較 す るケ ー ス コ

ン トロー ル 関 連 解 析 は疾 患 感 受性 遺 伝 子 の探 索 法 の一

つ で あ るが,こ の解 析 に お い て は同 じ遺 伝 子 多 型 の頻

度 を持 つ 患 者 群 で あ って も健 常 者 群 で の遺 伝 子 多 型 の

頻 度 が 異 な る と,結 果 とし て疾 患 との 関 連 性 も異 な っ

て くる。 した が っ て,遺 伝 子 多 型 の頻 度 が 異 な る人 種

で の 結 果 を他 の人 種 に応 用 す る こ と は難 し く,日 本 人

にお け る遺 伝 子 多 型 の頻 度 を検 索 す る こ との重 要性 が

示 唆 され る。

近 年,サ イ トカ イ ン遺 伝 子 多 型 と歯 周 疾 患 との 関連

性 が 注 目 さ れ て い る。 慢 性(成 人 性)歯 周 炎 に お い て

は,そ の 重 症 度 とIL-1α 一889(＋4845)な らび にIL-1

β＋3953(＋3954)遺 伝 子 多 型 の 関 連 性 を は じ め とす

る報 告 が 多 くな され て い る6)。侵 襲 性(早 期 発 症 型)

歯 周 炎 に お い て は,白 人43),ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 黒

人44)に お け るIL-1遺 伝 子 多 型,白 人 に お け るIL

-445)
,－1023)遺 伝 子 多 型 と の 関 連 性 が 報 告 さ れ て い

る。TNF-α 遺 伝 子 多 型 に関 して は,白 人 にお け る侵

襲 性(早 期 発 症 型)歯 周 炎 お よ び慢 性(成 人 性)歯 周

炎 の重 症 度 につ い て の 解 析 が 行 わ れ て い るが23,46,47),

有 意 な関 連 性 は見 出 さ れ て い な い。 これ ま で我 々 の グ

ル ー プ は 日 本 人 に お い てIL-1α(＋4845),IL-1β

(－511),IL-1β(＋3954),IL-1レ セ プ タ ー ア ン タ

ゴ ニ ス ト(VNTR)15),IL-10(－1082,－819,

－592)17),TNF-α(－1031,－863,－857,

－308,－238)16)遺 伝 子 多型 と広 汎 性 侵 襲 性(早 期 発

症 型)歯 周 炎 との 関 連 性 に つ い て 検 討 を行 って き た。

Tai et al.15)はIL-1レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト遺 伝 子

のVNTR多 型 保 有 者 は,非 保 有 者 に比 べ 広 汎 性 侵 襲

性(早 期 発 症 型)歯 周 炎 に3.8倍 な りや す い こ とを報

告 し た 。 一 方,Endo et al.16)はTNF-α プ ロ モ ー

タ ー領 域 遺 伝 子 多 型 の 解 析 を行 っ た 結 果,－857部 位

の多 型 を 有 す るハ プ ロ タ イ プ の頻 度 が,広 汎 性 侵 襲牲

(早期 発 症 型)歯 周 炎 患 者 群 で低 い 傾 向 に あ る もの の,

統 計 学 的有 意 差 は見 出 せ な か っ た。

そ こ で 今 回 我 々 は,歯 周 炎 の 病 態 形 成 に 関 わ る

TNF-α シグナル伝達経路48)のなかで,そ のレセプ

ターであるTNFR1,TNFR2の 遺伝子多型に着 目

し,広 汎性侵襲性歯周炎患者群 と健常者群における遺

伝 子型,ア レル頻度 の比較検 討 を行った ところ,

TNFR1(－383)C多 型アレル保有者の頻度が患者

群で有意に低 く,性 別で補正後 も有意性が変わらない

ことを明 らかにした(p=0.034,0.04)。 しか しなが

ら他の4カ 所には両群問に統計学的な有意差は見出せ

なかった。

近年,TNFR1(－383)A/C遺 伝子多型 は,日 本

人1型 糖尿病患者 において,TNFR1(－383)Cア

レル保有者 の頻度 が患者群で有意 に高 い(患 者群

24.8%vs.健 常者群11.0%)こ とが報告された。さら

にこの遺伝子多型 に関する機能解析 として,野 生型

のTNFR1(－383)Aア レ ル と多 型 のTNFR1

(－383)Cア レルをそれぞれ導入 したHeLa細 胞 で,

細胞を未刺激の状態でTNFR1遺 伝子の転写活性の

指標 となるルシフェラーゼ活性を測定 した ところ,多

型のTNFR1(－383)Cア レル を導入 されたHeLa

細胞 は,転 写活性が野生型のTNFR1(－383)Aア レ

ルに比べて1.7倍 高い ことが報告された31)。この こと

か ら,多 型のTNFR1(－383)Cア レルを保有す る

歯周炎患者 の歯周組織では,こ うしたTNFR1遺 伝

子転写の亢進がより多 くの膜型TNFR1発 現を促 し,

このレセプターを介 して過剰 なTNF-α シグナルが

伝達され,過 剰な免疫応答を誘導 した結果,破 壊的に

作用す る可能性が推察 される。 しか しなが ら,こ れ

は広 汎 性 侵襲 性 歯 周 炎患 者 群 で 多型 のTNFR1

(－383)Cア レル頻度が有意に低い という今回の結果

とは矛盾 している。その理由 として,歯 周炎において

膜型TNFR1以 外にもTNF-α シグナル伝達経路 に

関わるTNFR2や それ らの可溶性分子 との関連性

十分 に解明されていないこと,ま た転写活性の測定系

は細胞依存性であ り,使 用する細胞株によって異なる

結果が生じる可能性があることが考えられ,こ の多型

の機能的意義 と歯周炎の病態を現段階で考察すること

は難 しい。今後更なる機能的解析が必要 とされる。む

しろ,こ の多型を遺伝子マーカーとして捉え,連 鎖不

平衡解析 によって,よ り機能的意義のある遺伝子多型

を検索 した り,疾 患感受性遺伝子 を検索するために利

用 した方が有用か もしれない。実際 に,近 年TNFR

1(－383)ア レル と連鎖不平衡にあるプロモーター領

域の新たな遺伝子多型が報告されている40)。今後,こ

のような多型 も含めて検討することで,歯 周炎感受性

遺伝子の発見に近づけるかもしれない。

歯周炎を含む多因子疾患の感受性遺伝子 を同定する

ためのケースコントロール関連解析は,家 系での連鎖
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をもとに遺伝子解析を行 うノンパラメ トリック解析 と

は異なり,親 子や兄弟のサンプルが必要ではな くサン

プル収集が比較的容易であるものの,問 題点の一つ と

して,相 当数のサンプルが必要な点があげられる。サ

ンプル数が小さいと,患 者群 と健常者群でアレル頻度

に差がないという帰無仮説が偽であるにも関わらず こ

の帰無仮説 を棄却で きない偽陰性(false negative)

が起 きる,い わゆる第2種 の過誤が起 きる可能性があ

る49)。すなわちサンプル数が小 さい と,本 来 は疾患 と

関連があるはずの遺伝子多型について,統 計学的にそ

の関連性 を証明できない危険性があるということであ

る。

 しかし,侵 襲性歯周炎はその発症頻度が低いため,

サンプルの確保が現実的にはきわめて困難である。今

回我々は,こ うした問題を解決する手段 について検討

を行った。有意性検定によって両群の遺伝子型頻度に

差が見 られなかった4カ 所の遺伝子多型 について同等

性の検定を行い,積 極的に両群の遺伝子多型の頻度が

同等であることを統計学的に証明することを試みたと

こ ろ,TNFR 2(＋587),(＋694),(VNTR)の3

カ所の遺伝子多型において同等性が認め られた(p<

0.01)。 さらに歯周炎の交絡因子のひとつ と考 えられ

る性別 についてMantel-Haenszel検 定 によって調整

した ところ,TNFR 2(＋587),(VNTR)の2カ 所

の遺伝 子多 型 におい て同等性 が認 め られ た(p

<0.01)。 このことはこれ ら2カ 所の遺伝子多型 におい

ては,た とえ患者群のサンプル数を増やして有意性の

検定を行っても統計学的有意差を導 くことは困難であ

ることを示唆している。無論,日 本人の侵襲性歯周炎

患者サンプルをより多 くの施設が提供 しあって解析を

進めることは肝要であるが,今 後数多 くの遺伝子多型

解析が行われてい く中で,こ のような同等性の検定を

併用することにより,第2種 の過誤 を可及的に避 ける

ことができ,よ り正確で効率的な疾患感受性遺伝子多

型のスクリーニングを行 うことが可能になると考えら

れる。

1999年 にアメ リカ歯周病学会か ら歯周炎の新分類

が報告された。侵襲性歯周炎 と慢性歯周炎の診断基準

は,よ り臨床的で診断が容易になった といえる。しか

しなが ら,新 分類は歯周炎の特徴である多様化 した病

因に基づいた分類ではないことから,こ の診断のみを

用いてより効果的な治療法を選択することは困難であ

る。岡田は50),現行の臨床的診断は破壊の結果の程度

によるもので,活 動性の診査に基づいたものではない

ため,歯 周炎の病因を明 らかにしてこれを歯周炎の診

査 ・診断に利用す るべきだ と述べてお り,そ の一助 と

して歯周組織における炎症性サイ トカインのmRNA

の発現をレーダーチャー トにし,患 者群をクラスター

化す る方法 を報告 している51)。一方,Takahashi et al

.52)は,侵 襲性(早 期発症型)歯 周炎患者 にお ける

好中球の機能,リ ンパ球の形質 ・機能解析,サ イ トカ

イン産生能,HLA遺 伝子型な どの多岐 にわたる免疫

学的検索の結果,侵 襲性歯周炎 の病態が単一 ではな

く,非 常に多様性に富んでいることを報告している。

今回我々が検索した患者群 についてもそうした多様性

は否定できない。 これまで蓄積された免疫学的データ

に遺伝子多型 を組み合わせることで,こ のような多様

性 に富んだ侵襲性歯周炎をクラスター化し病態 を分類

することが今後可能 となれば,遺 伝子多型の解析が歯

周炎の診査 ・診断に貢献することができると考 えられ

る。

以上のことより本研究において,広 汎性侵襲性歯周

炎の発症 にTNFR1(－383)遺 伝子多型が関連する
一方で,TNFR2(＋587),(VNTR)遺 伝子多型は

関連性が乏しい可能性が示唆された。
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