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研究成果の概要（和文）：抜去歯の歯髄と象牙質からの抽出方法の検討を行い、9.8ng/μlと、5.8 ng/μlのDNAを得る
ことが出来た。また、MMP9におけるrs17576の遺伝子多型をHigh Resolution Melt解析法分析法を検討し、またその遺
伝子多型の頻度について分析を行った。NCBIのデータベースで10004サンプルのデータからrs17576のアリル比率ではA/
A, A/G, G/Gの頻度は36.7％、44,6％、18,7％であり、HRMAによる分析でも同様に3群に分類された。自動pHサイクル装
置を用いた負荷試験と組み合わせることによって、象牙質劣化を遺伝子多型によって分析する方法が確立された。

研究成果の概要（英文）：The dNA extraction procedure from pulp and the dentin specimens of tooth was able 
to get DNA of 9.8ng/μl and 5.8 ng/μl. In addition, High Resolution Melt analytical method (HRMA) 
analysis was performed for rs17576 SNP in MMP9. The frequency of the genetic polymorphism was also 
analyzed based on th Database of single nucleotide polymorphisms (SNPs) at the Naciotnal Center for 
Biotechnology Information. The frequency of A/A, A/G, G/G in the rs17576 SNP is 36.7% 44,6%, 18,7% . It 
was classified in three groups in the analysis by HRMA on the basis of data of NCBI equally by the data 
of 10004 samples. A method to analyze was established by dentin deterioration by genetic polymorphism by 
combining it with the load examination using the device for an automatic pH cycle.

研究分野： 保存修復
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
象牙質の劣化は無機質の脱灰だけではなく、
Matrix Metalloproteinases(MMP)による象
牙質コラーゲンの分解がその一つの要因で
ある．  
 象牙質の劣化を防ぎ、長期安定性を確立
することは、今後の歯科治療のさらなる発
展において重要な課題の一つである．近年
では象牙質の劣化は無機質の脱灰だけでは
なく、象牙質に存在するタンパク質群の一
つである MMP は活性化によって象牙質のコ
ラーゲンを分解し象牙質の劣化させること
が報告されてきている．MMP ファミリーは 
pH の低下よって活性化されることが報告
されており、これらの象牙質の劣化は根面
う蝕、そして酸蝕症、摩耗証などの Tooth 
wear においても重要な因子の一つである．
この MMP の活性を阻害し、コラーゲンの分
解を抑制する阻害剤として chemically 
modified tetracycline-3 (CMT-3), Zinc 
dichlolide (ZnCl2)等が報告されている． 
 一方で、医療においては薬物と個体差と
の研究が近年の遺伝子解析手法の進歩に伴
い急速に発展しており、Pharmacogenomics
として広く浸透してきている．例えば HIV
ウイルスの治療薬である Avacavir と
HLA-B*5701 の関連性は非常に強く（Odds
値 960）FDA では投薬前の遺伝子多型のスク
リーニングを強く推奨しており、迅速で簡
便な検査方法の開発も行われている．この
ような個体差と材料や薬物の関連の研究は
臨床と直結しており、臨床にフィードバッ
クしやすい．特定の遺伝子多型の同定に用
いられる Single Nucleotide Polymorphism 
(SNP)の解析は一般的には DNA Sequence で
解析されるが、近年、特定の SNP を短時間
に検出可能な方法として、High Resolution 
Melting-curve Analysis (HRMA)が開発さ
れている．この方法ではサンプルからの
DNA 抽出から数時間という短時間で、低価
格で特定の SNP を分析する事が可能である．
さらに、リアルタイム PCR（RT-PCR）法を
も用いて行うため特定の遺伝子の定量も可
能である．  
 保存修復の分野においては、う蝕に関連
した遺伝子多型の研究が近年色々と報告さ
れている。2011 年の American Society 
Human Genetics（アメリカ人類遺伝学会）
の 61st Annual meeting において M, Lee
らはが裂溝う蝕と平滑面う蝕に関連した染
色体領域の存在、そして遺伝子多型につい
てについて報告しており、他にも、Genome 
Wide Association Study(GWAS)による乳歯
う蝕に関連した遺伝子多型についての報告
等なされていた。 
 このように、う蝕に関連した遺伝子多型の
関連性が明らかになりつつある。一方で、
近年様々な歯科接着材料などが開発されて
おり、その生体親和性も研究されている。

それにもかかわらず、その親和性と遺伝子
多型との関連性はほとんど研究されていな
い。歯科材料は口腔内に存長期にわたって
存在するため、その材料から溶出する化学
物質と生体との関係、または化学物質と歯
質との関係において薬剤と生体との関係と
同様な、遺伝子多型と関連性があると考え
られる。つまり、 特に修復の分野におい
ては象牙質と材料の接着の長期安定性を確
立することが重要な課題の一つであり、象
牙質の劣化には MMP の酵素が強く関連して
いることをかんがえれば、その遺伝子多型
との関連性を解明する必然性があると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては接着強さを測定するた
めに抜去歯をトリミングする際に得られる
切削片より Human genomic DNA の抽出を行
う方法を検討する。また、得られた DNA か
らは MMP の SNP に対し High Resolution 
Melting (HRM)分析方法によるスクリーニ
ング方法の確立を目指す。さらに、我々は、
これまで、口腔内のｐH 変化をシミュレー
ション可能な装置を用いた研究を行ってお
り（Matsuda et al, 2006, Dent Mat J）、
本研究においてもｐH サイクルによる負荷
に伴う歯質の硬さの変化などを検討する。
これらの実験方法の確立により、象牙質劣
化を遺伝子多型によって分析する方法の確
立をめざす。 
 
３．研究の方法 
１）歯牙からの DNA 抽出法法の検討 
健全ヒト抜去小臼歯の全体を 5％次亜塩素
酸ナトリウムを用いて 30 秒洗浄した後に、
3％過酸化水素水で 30 秒洗浄した。根尖 4
㎜を Isomet 自動精密切断機アイソメット
を用いて切断し、①根尖切断試料片を作成
し PBS 緩衝液にて保存した。根尖切断時の
ダイヤモンドディスクは切断前に抜去歯と
同様に次亜塩素酸と過酸化水素水を用いて
表面に残存している DNA を除去した。その
後、ディスオーザブルトレイに満たした
PBS 緩衝液を切断洗浄液として用いて,切
断時の②象牙質切削片混濁液を回収した。
さらに、根管内に滅菌した Hファイルを挿
入しファイリングし、歯髄および髄壁をフ
ァイリングし③根管内試料を得た。 
①根尖切断試料片は TBONE EX KIT（株式会
社 DNA チップ研究所）を用いて DNA 抽出を
行った。 
象牙質切削混濁液と根管内試料はの
QIAamp DNA Mini Kit(株式会社キアゲン、 
東京、日本)を応用し DNA 抽出を行った。 
②象牙質切削辺混濁液は 15ml 遠心チュー
ブに移し 1000rpm で 10 分間遠心した後、上
清を除去した象牙質粉末は 1.5ml 遠心チュ
ーブに500mg採取し、1mlの溶解溶液（0.45M 
EDTA, 0.25mg/ml Protase K, pH8.0）を添



加し 56℃で 12 時間インキュベートを行っ
た。その後 5000rpm で 2 分間遠心操作を行
い、上清 1ml を 15ml 遠心チューブに移し、
Buffer AL（株式会社キアゲン）を 1ml 添加
し 56℃で 10 分間インキュベートし、その
後 1ml のエタノールを添加し混和を行った。
全溶解液を 600 µl づつ QIAamp MinElute 
Column に添加して QIAamp DNA Mini Kit の
プロトコルに準じて DNA 抽出を行った。 
③根管内試料はHファイルごと1.5ml のマ
イクロ遠心チューブに保存した。360 µl の
BufferATL（株式会社キアゲン）に 20µlの
Proteinase K （株式会社キアゲン）添加し
56℃で一晩インキュベートを行った。その
後、300 µl の Buffer AL を添加後 70℃で
10 分間加熱した。その後 14,000 rpm で遠
心操作を行ない、上清を新しい 1.5 ml の
マイクロ遠心チューブに移し150 µlのエタ
ノールを添加し、15 秒間混和する。スピン
ダウンによって チューブの蓋の内側に付
着したサンプルを集める。全溶解液を
QIAamp MinElute Column に添加して QIAamp 
DNA Mini Kit のプロトコルに準じて DNA 抽
出を行った。 
抽出された DNA は Nano Drop 1000（Thermo 
Fisher Scientific, USA）を用いて DNA 量
を測定した。 
 
２）HRM 分析方法の検討 
乳歯初期う蝕のとの関連性が報告されてい
る MMP 9 の Single Nucleotide 
Polymorphism (SNP)である rs17576 を対象
として High Resolution Melting Curve 
Analysis (HRMA)で分析する方法の確立を
検討した。 
まず、National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) の Database of single 
nucleotide polymorphisms （dbSNP）から、
対象SNP周囲のDNA配列をダウンロードし、
そのデータを元に Primer3Plus を用いて設
計を行い、UCSC In-Silico PCR のサイトに
て PCR 反応が対象領域であることを確認し、
5’-ATGGGTCAAAGAACAGGACACA-3’（rs17576 
-F）と、5’-GCCTTGGAAGATGAATGGAAAC-3’ 
（rs17576-R）のプラーマ−ペアを作製した。 
 抽出した DNA を用いてと rs17576 の PCR
を行った。PCR 反応は 10 µl の 2× 
LightCycler® 480 DNA SYBR Green I Master 
Mix(ロッシュ・ライフサイエンス), 5 µl の
DNA テ ン プ レ ー ト , 0.2 µl づ つ の
rs17576-F, rs17576-R 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（Tm）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。 
 得られた PCR 生成物は Qiagen PCR 

Purification kit を用いて精製した後に
High Resolution Melting 分析方法によっ
て分析を行った。HRMA 分析方法では 5 µl
のサンプルの PCR 生成物, 5 µl の参照物
の PCR 生成物, 0.7µl の LightCycler1 
480 ResoLight Dye (ロッシュ・ライフサイ
エンス), 0.5 µlのhigh salt solution (1.0 
M KCl, 0.5 M Tris-HCl at pH 8.0),と 0.8 
µlの滅菌蒸留水を加え、計 12 µlとなる様
に調整した。調整した溶液は Light cycler 
Nano と附属の Gene Scanning software を
用いて HRM 分析を行った。 
 MMP2 における SNP の rs520640 について
も対象に, HRM 分析のためのプライマー設
計と増幅領域の SNP の頻度について分析を
行った。 
 
３）自動ｐH サイクル装置を用いた負荷試
験 
 ヒト下顎前歯を頬舌的に半切し、分割面
をスティッキーワックスより被覆した。試
料の処理方法により以下の 4 群に分けた。
（1）コントロール群：処理を行っていない
群（C）、（2）ホワイトニング群：ホワイト
ニングのみを行った群（W）、（3）PRG バー
ニッシュ群：ホワイトニング直後にイオン
徐放性 S-PRG フィラー含有バーニッシュ 
タイプ１（松風）を塗布した群（WPRG）、（4）
フローデン A群：ホワイトニング直後にフ
ローデン A（サンスター）を塗布した群（WF）。 
 ホワイトニングは 35％過酸化水素
（Shofu Hi-Lite；松風）を用いて、添付指
示書に従い３回の塗布を行った。その後、
各群の試料は口腔内の環境を想定した pH
サイクル環境下で保管した。pH サイクルに
は脱灰溶液(0.2M 乳酸、3.0mM CaCl２、1.8mM 
KH２PO４、pH4.5)、再石灰化溶液 (0.02M 
HEPES、3.0mM CaCl２、1.8mM KH２PO４、130mM 
KCl、pH7.0)を用いた。サイクル数は１日に 
6 回で、各サイクル間のインターバル,及び
pH を稼働させない時間(約 8 時間)は再石
灰化溶液に浸漬した。 
 
① 押し込み硬さ試験 
 カリオテスター（三栄エムイー）を用い、
圧子はエナメル質用（R=10µm）を使用した。
測定は pH サイクルを開始した最初の２４
時間は１サイクル毎、その後１週間は１日
毎、その後は１週間毎４週後まで行った。
硬さは、圧子が押し込まれた深さを求め、
清水らによる換算式 KHN＝6839D−1.409 に
より、ヌープ硬さ（KHN）に換算した。 
 
②  Transverse Microradiography （TMR）

によるミネラル分析 
試料は、pH サイクル浸漬前に歯軸に平行に
切断し、厚さ 200µm に調整し、前述の４群
と同様の処理を行った。材料を塗布した面
を除く全ての歯面をワックスにて被覆し、
pH サイクル環境下に浸漬した。TMR は試料



作製後、pH サイクル 2、4 週後に撮影し、
画像解析ソフトを用いて解析し、エナメル
質の脱灰量 IML(integrated mineral loss) 
(Vol%×µm) の変化を検討した。 
 2週間後、4週間後のIMLの増加量（ΔIML）
の各群間の比較を Kruskal-Wallis 検定を
用いて統計解析を行った。 
 
４．研究成果 
１）歯牙からの DNA 抽出法法の検討 
①根尖切断試料片,②象牙質切削辺混濁液,
③根管内試料からはそれぞれ 9.8(1.6) 
ng/µl と、1.0(0.5) ng/µl 5.8(2.0) ng/µl 
の DNA を得ることが出来た。 
②象牙質切削辺混濁液からの DNA 抽出量は
少なく PCR を用いた増幅では PCR 生成物を
得ることが出来なかった。したがって,根尖
切断試料片, 根管内試料からの DNA 抽出方
法が、今後の研究に適していると考えられ
た。 
２）HRM 分析方法の検討 
NCBI のデータベースを元にして 138017 サ
ンプルの rs520640 のアリル比率分析を行
った。A/G のアリルで A と G の比率がそれ
ぞれ 43.42％と 56.58％であった。今回設計
した PCR の増幅領域には他にも SNP が存在
している。その内の 1つが rs646910 の比率
はAが 20.67％,Tは 79.33％であるがAAの
ホモタイプは 7.79％であり、AT ヘテロを含
む T allele の比率は 92.21％であった。そ
の他のいくつかの SNP は確認されているも
のの、比率が 1％未満のアリルであった。
したがって我々の設計したプライマーを用
いることによりrs520640のSNPを迅速に識
別出来る可能性が示唆された。 
 また乳歯う蝕のとの関連性が報告されて
いるMMP9におけるrs17576の遺伝子多型を
High Resolution Melt 解析法分析法を検討
し、またその遺伝子多型の頻度について分
析を行った。 
PCR 反応物の融解曲線頂点温度分析（Tm）
のピークは平均 84.97±0.23℃であった。 

 NCBI のデータベースで 10004 サンプルの
データから rs17576 のアリル比率の分析を
行った。その結果 rs17576 の A/A, A/G, G/G
の頻度は 36.7％、44,6％、18,7％であり、
HRMAによる分析においても同様に3群に分
類された。 
またそれ以外の SNP についてもその頻度を
検討したが、サンプルデータが無いか、ま
たは99.9％以上の確立で特定のSNPが存在

し、今回の HRM 分析法によって rs17576 の
スクリーニングが行える事が明らかとなっ
た。 
 
３）自動ｐH サイクル装置を用いた負荷試
験 

 押し込み硬さ試験ではホワイトニングを
行った全ての群でホワイトニング直後に硬
さは減少するが、WPRG 群・WF 群では pH サ
イクル１サイクル後にホワイトニング前の
硬さに戻り、その後の硬さは一定であった。
それに対し、C 群・W 群では pH サイクル 4
サイクル後まで減少し、その後の硬さは一
定であった。ΔIML4 週間後、W群は C群と
WPRG 群に比べ有意に高い値を示した。WF
群では他の群との有意差が認められなかっ
た。TMR 画像観察では、C群と W群で表層の
軟化が認められ、WPRG 群でほとんど脱灰は
認められず。WF 群では主に表層下脱灰が認
められた。WPRG 群は押し込み硬さの値が高
く、TMR による評価でも脱灰量が少ないた
め、脱灰の抑制が示唆された。 
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