
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

挑戦的萌芽研究

2015～2013

難治性根尖性歯周炎に対する遺伝子診断への新たなる展開

The evolution of genetical assessment for persistent apical periodontitis.

９０３６０４９５研究者番号：

伊藤　祥作（Itoh, Shousaku）

大阪大学・歯学部附属病院・講師

研究期間：

２５６７０８０９

平成 年 月 日現在２８   ５ １０

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究は, IL-1B遺伝子のイントロンに存在するSNPであるSNPID:rs1143643について解析し
たところ, 健常群と発症群との間に有意差は認められなかった。過去の報告は, 白色人種(Caucasoid)が対象であった
のに対し, 本研究は日本人(Mongoloid)を研究対象にしている。すなわち, 同部位のSNPにおいても白色人種と日本人で
発症に差異が生じることが解析の結果, 明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate the relationship between persistent 
apical periodontitis and SNP of inflammatory cytokine, IL-1B. We investigated the relationship of the SNP 
in the intron of IL-1B, SNPID:rs1143643. Though the previous reports, from Caucasoid, showed the 
relationship between the SNP in the intron of IL-1B and persistent apical periodontitis, our study, from 
Mongoloid, showed no relationship. We concluded that the efficacy of SNP were different among the racial 
difference, such as Mongoloid and Caucasoid.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
日常臨床において, 根管治療によっても治
癒しない難治性根尖性歯周炎にしばしば遭
遇する。その難治性根尖性歯周炎の原因を探
るべく研究がすすめられた結果, 根尖孔外に
形成されるバイオフィルムが主たる原因で
あることが明らかとなってきた。一方で, ご
く稀にではあるが臨床において根尖病巣が
きわめて急速に拡大し, 通常の歯内療法では
対応に苦慮する症例に遭遇する場合がある。
この様な極端な症例と遭遇していくうちに, 
バクテリア側の要因のみならず, 宿主側の
要因についても目を向ける必要性があるの
ではないかと申請者は考えはじめた。そこで,
申請者は, 難治性根尖性歯周炎罹患歯を有
する患者のゲノムDNAを調整し, 炎症性サイ
トカインである IL-1B に対して SNP解析を行
い, 根尖性歯周炎を難治化させる原因遺伝
子について検索するという着想に至った。 

 
２．研究の目的 
ヒトゲノムプロジェクトが終了し, 我々
の染色体の塩基配列が明らかとなった。そし
て今, われわれはその暗号の解読作業に入
っている。その課程で，１塩基多型（SNP：
Single Nucleotide Polymorphism）が発見さ
れ, 様々な疾病（癌や糖尿病など）に関係し
ていることがわかってきている。近年では, 
歯科領域の慢性疾患とSNPとの関連性につい
ての研究も行われはじめているが, 難治性
根尖性歯周炎とSNPの関連性についてはほと
んど研究されていないのが現状である。本研
究課題は, 難治性根尖性歯周炎と１塩基多
型との関連性について, おもに炎症性サイ
トカイン遺伝子群に対してSNP解析し, 根尖
性歯周炎を難治化させる遺伝子を研究期間
内に明らかにすることを目標としている。 
 
３. 研究の方法 
(1) 難治性根尖性歯周炎患者からのサンプ
ルの調整 
①難治性根尖性歯周炎罹患患者の選択: 難
治性根尖性歯周炎罹患歯とは, 大阪大学
歯学部附属病院保存科を受診し根尖病巣
を伴う慢性根尖性歯周炎罹患歯を有し, 
根管治療中および治療終了後の経過を基
にした術者の総合的判断により, 難治性
根尖性歯周炎と診断され, 外科的歯内療
法あるいは抜歯が選択されたものである。 
 ②健常者および難治性根尖性歯周炎罹患患
者から非侵襲的に細胞を採取する。具体的
には, 頬粘膜を綿棒にて軽くこすること
によって口腔粘膜細胞を採取する。 
③口腔粘膜細胞を細胞溶解液し, エタノー
ル沈殿を行い, ゲノムＤＮＡを調整する。 
④調整したゲノムＤＮＡをＴris-EDTA 溶液
に溶かし, -20℃で保存する。 

(2)SNP 解析：炎症性サイトカイン IL-1B につ
いて SNP 解析を行う。SNP 解析は, TaqMan® 
SNP Genotyping Assays（Thermo Fisher 
Scientific 社）を用いて行う。ゲノム上で
SNP を含む領域を増幅できる PCR プライマー
を 1セットとゲノム DNAの一塩基変異に対応
する TaqMan®プローブを 2種類用意する。そ
れぞれの TaqMan®プローブは, Allele1(A)と
Allele2(G)に相補的な配列を有しており, 
VIC と FAM の蛍光色素でラベルされている。
これらのプライマーとTaqMan®プローブ, ゲ
ノム DNA を混合し, PCR を行うと 
 ①Allele1(A)の配列を持つ DNA には VIC プ
ローブはハイブリできるが, FAM プローブ
はミスマッチを生じてハイブリできない。
ハイブリした VIC プローブは分解され, 
VIC の蛍光(緑色)が検出され, 一方, ハ
イブリしなかった FAM プローブは分解さ
れず FAM の蛍光(青色)は検出されない(図
1(1))。 
②Allele2(G)の配列を持つDNAに対しては, 
FAM プローブはハイブリできるが, VIC プ
ローブはミスマッチを生じてハイブリで
きない。したがって, ハイブリした FAM
プローブは分解され, FAM の蛍光(青色)が
検出され, ハイブリしなかった VIC プロ
ーブは分解されず VIC の蛍光(緑色)は検
出されない(図 1(２))。 

③各サンプルの蛍光パターンは, 図１(3)



 

 

に示すように３種類に大きく分類される。 
 ④各サンプルの蛍光量を図２のようにグラ
フにプロットしてタイピングを行う。 
⑤SNP 解析から得られたデータについて, 
SNP と難治性根尖性歯周炎との統計的意
義について Fisher の正確確率検定を行う。 

 
４．研究成果 
本研究では, 難治性根尖性歯周炎の発症
に関連すると報告されている IL-1B 遺伝子
の イ ン ト ロ ン に 存 在 す る SNP, 
SNPID:rs1143643 について健常者 20 人およ
び難治性根尖性歯周炎罹患患者 19 人から調
整したゲノム DNA に対して解析した。この
SNP には C と T のタイプが存在することがわ
かっており, それぞれのSNPの発現頻度につ
いて解析したところ, 表 1に示すようについ
て計算したところ, 根尖性歯周炎罹患患者
(Case)では C：18 人, T：20 人であった。ま
た, 健常者(Control)では C：17 人, T：23 人
であった。 

検定をおこなったところ, 表 2に示すよう
に, Case 群と Control 群間に Cおよび Tの発
現頻度に偏りは認められなかった。 

次に, Allele における SNPの組み合わせに

ついて解析したところ, 表 3に示すように難
治性根尖性歯周炎罹患患者(Case)では C/C：4
人, C/T：10 人, T/T：5人という結果になっ
た。また, 健常者(Control)では C/C:5 人, 
C/T：7人, T/T：8人という分布となった。 

検定をおこなったところ, 表 4に示すよう
に Case 群および Control 群の間で, C/C およ
び C/Tそして T/Tの表現型間に偏りは認めら
れなかった。以上の結果から, 同部位の SNP
においても白色人種(Caucasoid)と日本人
(Mongoloid)で発症に差異が生じることが解
析の結果, 明らかとなった。 
研究目標に対して十分な研究成果が得ら
れたと考えている。 
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