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研究成果の概要（和文）：特定の遺伝子多型を検出する方法として、PCR-Sequence Specific Primer (SSP)法と融解曲
線頂点温度分析方法による検出方法を確立した。また、本方法で検出可能なHLAタイプの頻度は10％以下であり、90%以
上のサンプルを識別する事が可能であることが明らかとなった。永久歯う蝕予防を行っていた子供において唾液の緩衝
能とrs2274327の遺伝子多型についてう蝕の有無で検討をおこなった。その結果、う蝕無しのグループでは唾液の緩衝
能が強く、rs2274327のC>Tの多型が多く、う蝕の感受性において個体差があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To evaluate the discrimination method of HLA Alleles, we developed the detection m
ethod by PCR-Sequence Specific Primer (SSP) and the melt peak analysis (Tm). The frequencies of target All
ele calculated from database were less than 10%, therefore our method could discriminate more than 90% sam
ples. 
We analyzed the Buffer capacity of saliva and Carbonic Anhydrase VI SNP of Children attended permanent car
ies preventing program. There were a positive association between caries present and buffer capacity. We c
ould distinguish the rs2274327 (C/T) polymorphism by PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFL
P) method. 

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 いろいろなタンパク質や特定の遺伝子多
型がう蝕感受性と関連があることが報告さ
れている。唾液タンパクの一つで細菌の付着
と関連のあるペリクルの成分である
Prorin-Rich Protein（PRP）はう蝕感受性リ
スクと関連があることが報告されている（J 
Dent Res,2001 vol. 80 (11) pp. 2005-10）。
PRP にはいくつかの多型が存在し、その内の
一つである Db 遺伝子多型（Pa, Pif）とう蝕
罹患率の関係が報告されており、Db（＋）の
白人では有意にう蝕のリスクが高いことが
報告されている。（J Dent Res, 2007 vol. 86 
(12) pp. 1176-80）しかし日本人におけるこ
れらの多型とう蝕との関連性についての報
告はまだ報告されていない。これまでにも、
日本人におけるPRPの多型を分析する報告が
行われているが、それは唾液中の PRP タンパ
クを用いた方法である（歯科学報, 1990 90
巻 1183-1193）。唾液は採取が容易ではある
が、唾液タンパクは保存中にその一部が変質
する可能性がある。一方、DNA は安定度が高
いので、唾液、もしくは口腔内用スワブによ
る採取キットから DNA を採取し、それを用い
てう蝕と関連のある遺伝子多型（SNPs）解析
する方がより効果的である。 
 
２．研究の目的 
2007 年の Science 誌の breakthroughs of the 
year の第１位に選ばれたヒトゲノムにおけ
るに Haplotype Project ではヒトゲノムの網
羅的探索をおこない、３億以上にわたる一塩
基多型(SNP’s)を特定し、ヒトゲノムのバリ
エーションについて報告している。実はこの
ヒトゲノムの遺伝子のバリエーションは個
体差の指標の一つとして考えられてきてお
り、これを利用したテーラーメード医療への
発展が期待され、すでに一部では実際に臨床
に応用されてきている。 
 近年の遺伝子解析の技術の進歩により、
Sequence Specific Primer PCR 法（PCR-SSP）, 
Sequence Specific Oligo nucleotide PCR 法
(PCR-SSO), PCR-Restriction Fragment 
Length Polymorphism 法（PCR-RFLP の他に
High Resolution Meting curve 分析法(HRMA)
等の高感度でDNAシークエンス法よりも効率
的な SNP 検出方法が報告されている。
PCR-SSP,PCR-SSO は既存の SNP をタイピング
する方法として確立しており Human 
Leukocyte Antigen（HLA）のタイピングキッ
トや細菌の同定キットとして用いられても
いる。また、PCR-RFLP 法は PCR の反応生成物
を様々な制限酵素のうちSNPの塩基配列に特
異的な制限酵素を用いてSNPの解析が行われ
ている。High Resolution Meting curve 分
析法(HRMA)はターゲットとなるDNA配列であ
るかどうかを迅速に診断する方法としてイ
ンフルエンザウイルスや BK ウイルスの迅速
診断に用いられている（J Med Virol 2011 
83(12), 2128–2134）。 

 ヒトゲノムにおけるSNPはその種類によっ
て頻度が異なり、非常に希な多型（rare 
variant）や一般的な多型（common variant）
が存在する。したがって、対象となる SNP の
頻度よってスクリーニングする臨床的な意
義が異なってくる。さらに、う触感受性とジ
ェノタイピングの検討の発展のため、実際の
歯牙を用いてう触感受性のシミュレーショ
ンの検証が必要である。 
本研究の目的は（１）特定の HLA を対象とし
て、多数の SNP について効率的なタイピング
方法を検討する。（２）平成元年から行われ
ていた、歌登町における永久歯う色予防対策
のフィールドにおいて、う蝕罹患率と唾液の
緩衝能、う蝕感受性タンパクの一つである
Carbonic Anhydrase VI（CA6）の SNP である
rs2274327 のタイピングを行い、う蝕感受性
との関連を検討する。（３）実際の歯牙によ
るシミュレーションのため、これまで我々が
開発してきた自動 pH サイクル装置のを用い
てフッ素バーニッシュによる脱灰抑制効果
を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）HLA-B*35:05 と HLA-B*57:01 を効率的
に検出するためのプライマーは IMGT/HLA 
Database website にある the Probe and 
Primer Search Tool を用いて PCR-SSP 法の
ためのプライマーのデザインを行った。
(http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/probe.ht
ml) GAPDH and ACTB は PCR のポジティブコン
トロールとして用い、ターゲットのプライマ
ーと 明確に異なるTmを示すように設計した。  
 
融解曲線頂点温度分析 
QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Valencia, 
CA)を用いて白血球分画から DNA の抽出を行
った。 抽出した DNA を用いてと HLA-B*35:05
と HLA-B*57:01そしてポジティブコントロー
ルの PCR を行った。PCR 反応は 10 µl の 2× 
LightCycler® 480 DNA SYBR Green I Master 
Mix, 5 µl の DNA テンプレート, 0.1 µlずつ
の GAPDH と ACTB のプライマー、0.2 µl ずつ
のHLA-B*57:01 またはHLA-B*35:05プライマ
ーを含み反応総量は 20 µlに調整した。 PCR
反応プログラムは  95°C で 5 分保持した
後、95°C で 10 秒, 64°C で 20 秒、そし
て 74°C で 30 秒のサイクルを 35 サイクル
行った。融解曲線頂点温度分析は 95°C で
10 秒、 65°C で 10 秒保持した後、1 秒あ
たり 2°C の温度上昇の速度で 95°C まで加
温し、連続的に蛍光強度を測定した。ポジテ
ィブサンプルは Micro SSP HLA Typing Kit 
(One Lambda Inc., Conoga Park, CA)を用い
て再確認を行った。 
我々の方法を確認するためにHLA-B*35:05 (8 
試料)、HLA-B*57:01 (9 試料)、HLA-B*57:02 
(1 試料)、HLA-B*57:03 (1 試料)と 80 の陰性
試料をテストした。加えて無作為に抽出した
176のDNAサンプルと8 個のHLA-B*35:05 と
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