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研究成果の概要：

フィブリノゲンは急性炎症時の血液凝固・止血反応において重要な機能を果たす蛋白質として

知られる。高濃度フィブリノゲンは過度の血栓形成や出血傾向をもたらし、冠状動脈性心疾患

や脳梗塞に対する有意な独立した危険因子となる。Bフィブリノゲン・プロモーター領域には

6 つの遺伝子多型が存在するが、実際にどの多型が機能を有しているのかはわかっていない。

そこで全ての組み合わせを作製し、同時に機能解析を行った。その結果、-1420G/A と-148C/T

がサプレッサーとして、-854G/A がエンハンサーとしての機能を有することが示唆された。
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１．研究開始当初の背景

（1） 歯周炎は、歯周病原細菌による感染

とそれに伴う炎症メディエイターの産生が

原因となり、歯周組織破壊をもたらす感染症

である(Baker, Microb Infect 2000)。個人

により歯周炎の程度には差があり、歯周炎に

対する生体の感受性の相違には遺伝要素が

大きく関わっている(Michalowicz et al, J

Dent Res 1991; Kornman et al, J Clin

Periodontol 1997)。また、炎症の急性期反

応はサイトカインなど様々な炎症性メディ
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エイターにより起こされ、調整されている

(Jumnimg & Vilcek Lab Invest 1989)。さら

には、感染と炎症が起きている状態において、

急性期蛋白レベルは全身的にも局所的にも

上昇することが知られている(Hidaka et al,

J Periodontol 1982)。

（2） フィブリノゲン（血液凝固 I 因子）

は IL-6 の誘導により肝細胞において産生さ

れる急性期蛋白質であり、血液凝固・止血反

応の最終段階において重要な機能を果たし

ている。フィブリノゲンは炎症状態では平常

時の 2～10 倍にも増加し(Dowton & Colten,

Sem Hematol 1988)、高/低濃度のフィブリノ

ゲン分泌は過度の血栓形成や出血傾向をも

たらす(Wu et al, Am J Epidemiol 2000)。

特に高濃度フィブリノゲンは炎症性サイト

カインを増加させ、炎症部位に多くの白血球

を引き寄せるため、冠状動脈性心疾患や脳梗

塞に対する有意な独立した危険因子として

知られている(Perez & Roman, J Immunol

1995)。それら疾患の易罹病性や病型、発症

の機序にはフィブリノゲンの遺伝子多型、と

りわけ B鎖における遺伝子多型が大きく関

わっていると言われているが(Roy et al, J

Biol Chem 1990)、そのメカニズムついては

未だよくわかっていない。

（3）病変した歯周組織では、血液凝固カス

ケードの連続的な局所的活性が示されてい

る(Sahingur et al, J Periodontol 2003)。

また、フィブリノゲンはバイオフィルムの形

成や付着をプロモートする細菌と相互に影

響することも知られている(Sharma et al,

Infect Immun 1998)。これらの特性より、近

年、フィブリノゲンが歯周炎の病因に大きく

関与している可能性が指摘されている

(Sahingur et al, J Periodontol 2003)。し

かしながら、それらを分子生物学的に解明し

た報告は未だない。

（4）本研究代表者はこれまでに遺伝学的手

法を用いて、好中球における歯周炎易感受性

に関する特異的遺伝子の特定や(Morozumi et

al, J Periodont Res 2001; Kubota et al, J

Periodont Res 2001)、歯周炎患者における

マトリックス・メタロプロテアーゼ-1, -3 の

遺伝子多型解析(Itagaki et al, J Clin

Periodontol 2004)を行い、歯周炎の遺伝子

診断の一助となるべくそれらの解明に取り

組んできた。

２．研究の目的

Bフィブリノゲン・プロモーター領域におい

ては、現在までに 6 種類の遺伝子多型

（ -1420G/A, -993C/T, -854G/A, -455G/A,

-249C/T, -148C/T）の存在が報告されている

が、機能的役割を有する遺伝子多型の特定ま

でには未だ至っていない。そこで、本研究で

は次の 2 点について明らかにしたい。

（1）Bフィブリノゲン・プロモーター領域

において生理学的な役割を有する遺伝子多

型を、細胞レベルでの遺伝子機能解析により

特定する。

（2）歯周炎患者における Bフィブリノゲ

ン・プロモーター領域遺伝子多型の分布を調

べ、それら遺伝子型と歯周炎との相関、遺伝

子型とフィブリノゲン・IL-6 産生量の相関、

歯周炎とフィブリノゲン・IL-6 産生量の相関

について調べ、フィブリノゲンの歯周炎のリ

スクマーカーとしての有用性を検討する。

３．研究の方法

【平成 19 年度】

(1) 被験者：インフォームド・コンセントが

得られ、全身疾患及び歯周疾患のない健常人

1 名。

(2) レポータープラスミドの作製：被験者よ

り末梢血 5 mlを採取し、DNA Extractor SP kit

(WAKO)を用いてゲノム DNAを抽出、精製する。



Bフィブリノゲンのプロモーター領域（約

1600bp）を PCR 増幅し、増幅部を制限酵素に

て切断後、レポーターベクター（pGL3-Basic

Vector, Promega）に挿入する。

(3) Site-Directed Mutagenesis：得られたレ

ポータープラスミドをテンプレートとして、

Site-Directed Mutagenesis (QuickChange II

kit, Stratagene) により 4 種類のナチュラ

ル・ハプロタイプ及び 4種類の人工的ハプロ

タイプ、計 8 種類のレポータープラスミドを

作製する。シークエンシングにより、得られ

た全種類のレポータープラスミドにおいて

意図どおりに塩基変異がなされていること、

他の余分な変異が入っていないことを確認

する。

(4) 細胞への遺伝子導入：各々のレポーター

プラスミド及び pRL-TKVector（内部コントロ

ール、Promrga）において、FuGENE 6®（Roche）

による Transfection 法により、DNA-脂質複

合体を形成する。それら複合体はトリプリケ

ートでプレーティングされ、最適条件下にお

いてヒト肝癌細胞(ATCC)へ遺伝子導入され

る。 24 時間培養後、 recombinant IL-6

(Promega)にて細胞を 16 時間刺激する。

(5) 遺伝子発現解析：受動的な細胞溶解によ

りサンプルを調整する。ルミノメーターを用

い て ル シ フ ェ ラ ー ゼ ・ ア ッ セ イ

（Dual-Luciferase® Reporter Assay System 

Kit, Promega）を行い、各レポーター遺伝子

の発現量を測定する。

(6) 統計解析：ルシフェラーゼ・アッセイは

各種 3 サンプルずつを計 10 回独立して行わ

れ、その平均値を各回の代表値とする。ナチ

ュラル・ハプロタイプの発現に対する各遺伝

子多型発現量の割合を統計学的（Student’s

t-test）に解析し、比較検討する。

【平成 20 年度】

(1) 対象者：①実験群：新潟大学医歯学総合

病院歯周病診療室を受診し、インフォーム

ド・コンセントが得られた初診時に中等度～

重度の広範性歯周炎患者と診断された 50名。

②対照群：全身疾患及び歯周炎がない健常人

50 名。

(2) 検体採取：上腕より末梢血 10 ml×2 tubes

を採取する。

①血清：末梢血 10 ml を遠心分離して血清を

採取する。これらのフィブリノゲン、IL-6 濃

度を ELISA 法にて測定する。

②DNA：末梢血 10 ml から DNA Extractor SP

kit (WAKO)を用いてゲノム DNA を抽出、精製

する。

(3) シークエンシング：Automated Sequencer

(ALF express, Pharmacia Biotech)にて B

フィブリノゲン・プロモーター領域遺伝子の

ダイレクト・シークエンシングを行い、ALF

Win analyzing software (Pharmacia

Biotech)にて解析する。シークエンシングの

データを DNASIS software (Hitachi)にて編

集する。

(4) 多型解析：下記項目に関して各々の相関

を調べ、比較検討する。

① 歯周炎と遺伝子多型出現頻度の相関

② 歯周炎とフィブリノゲン及び IL-6 産

生量の相関

③ 遺伝子多型出現頻度とフィブリノゲ

ン及び IL-6 産生量の相関

(5) 統計解析： 歯周炎と遺伝子型の出現頻

度の検定はχ2検定および Fisher の直接確率

計算法を用いて、歯周炎とフィブリノゲン産

生量ならびに遺伝子型とフィブリノゲン産

生量の検定には Mann-Whitney 検定を用いて

解析する。

４．研究成果

(1) Bフィブリノゲン・プロモーター領域に

おける 6 種類の遺伝子多型の内、4 つ

（-1420G/A, -993C/T, -455G/A, -148C/T）

が連鎖不均衡の関係にあることが知られて

いる。そこで本研究において、統計学的に存

在するナチュラル・ハプロタイプ 4 種類と、



人工的ハプロタイプ 4 種類、計 8 種類のレポ

ータープラスミドを作製した。そして、それ

らを肝癌細胞にトランスフェクションし、

IL-6 にて刺激後、ルシフェラーゼ・アッセイ

により細胞内のレポーターの発現量を同時

に測定することで、どのタイプ（どの遺伝子

多型）がプロモーターとしての機能を有して

いるのか解析し、タイプ間における比較検討

を行った。その結果、wildtype に比べ、

-854G/A タイプは発現量が有意に高く、連鎖

不均衡タイプは有意に低かった。

(2) 次に、４つの多型から成る連鎖不均衡タ

イプにおいて、どの多型が実際に機能的なの

かを調べた。その結果、-1420G/A と-148C/T

が各々単独の場合は wildtype に比べ有意に

低くなることが明らかにされた。

(3) 更に、連鎖不均衡タイプにおける-148T

を-148C に置き換えたところ、有意に増加し

た。
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(4) これらの結果より、-1420G/A と-148C/T

はサプレッサーとして、-854G/A はエンハン

サーとしての機能を有することが示唆され

た。

(5) 本研究は、Bフィブリノゲン・プロモー

ター領域において統計学的に存在する全て

の遺伝子多型と、それらを構成する一塩基多

型全ての機能解析を同時に測定、比較検討し

た国内外で初めての報告である。生理学的機

能を有する遺伝子多型を特定し、それらのメ

カニズムを知ることは炎症反応における個

人間の差異の洞察という観点において非常

に重要である。得られた知見は、歯周炎のみ

ならず様々な全身疾患の遺伝子診断の指標

になると同時に、それらの発症機序を解明す

る一助になると思われる。

(6) 歯周炎罹患者の遺伝子多型および IL-6 濃

度産生量の解析は現在進行中である。
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