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研究成果の概要（和文）：本研究は，微量な歯肉溝滲出液(GCF)中のカルプロテクチンを測定す

るマイクロデバイスシステムを開発することを目指した。その結果，インクジェットプリンタ

ー法により抗体をマイクロチップ上に固相化させたELISA法によりGCF中のカルプロテクチ

ン測定系を構築した。この方法は，従来の ELISA 法と比較して使用サンプル量や抗体量が 1/50

になり，測定時間も 1/5 に短縮化された。本方法は，GCF 中のカルプロテクチン測定による歯

周病診断に有用であると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is a development of a microdevice system 

to determine calprotectin in gingival crevicular fluid (GCF) with a small volume.  We 

discharged an anti-calprotectin antibody on a microchip using an inkjet printing system 

and made the system to determine calprotectin in GCF using a microchip ELISA method.  

This method enabled to save GCF sample and antibody to one-fifty and a time one-five 

compared to a conventional ELISA method.  This method to determine calprotectin in 

GCF may be useful for diagnosis of periodontal diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

 現在行われている歯周病の臨床的検査法
は，プロービングデプスの測定や視診による
歯肉炎指数の評価など検査者による評価の
バラツキを含め正確度や客観性に問題があ
る。そこで，より高精度で客観的な歯周病診
断 法 と し て 歯 肉 溝 滲 出 液 (Gingival 

crevicular fluid: GCF)中のバイオマーカー

物質を測定し，歯周病診断に応用する研究が
行われてきた。私たちも，以前より炎症関連
蛋白であるカルプロテクチンが GCF 中に含
まれており，そのレベルが健常部位 GCF よ
りも歯周病部位 GCF において高いことなど
から GCF 中のカルプロテクチンが歯周病診
断の有用なマーカーとなる可能性を示して
きた。しかしながら，カルプロテクチンを含
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む歯周病マーカー物質の定量にはそれぞれ
の測定キットが必要であり，現状ではこれら
のマーカーは，血液サンプル用の測定キット
で測定されているが，微量な GCF ではマー
カーの測定ができないものも多い。また，従
来の ELISA 法では３～４時間の測定時間が
必要であり，歯科診療室でのチェアーサイド
での測定，診断は困難である。 

 一方，医科領域では，多くの疾患の診断の
ために血液や尿などの体液中のマーカーの
測定が行われている。最近，これらの測定の
ためにマイクロデバイスの開発が行われて
おり，私たちもマイクロチップ電気泳動法を
用いた血糖やアミラーゼの測定系の構築を
行ってきた。 

 

２．研究の目的 

 私たちが，疾患マーカー測定用デバイスと
して研究を行っているマイクロチップを用
いてカルプロテクチン標準蛋白および GCF

中カルプロテクチンを測定する測定系を構
築する。具体的には，マイクロチップ上での
ELISA 法に適合する抗カルプロテクチンの
１次および２次抗体の種類と濃度の選択，１
次抗体の固相化法，ブロッキング法および免
疫シグナル検出法などの検討，および各反応
時間などの検討を行った。さらに，反応時間
短縮化への対策を検討した。 

 

３．研究の方法 

１）抗体の選択と調整：予備実験により市販
の複数の抗ヒトカルプロテクチン抗体から
１次抗体と２次抗体として適正な組み合わ
せの選択を行った。その結果，１次抗体に抗
ヒト MRP8/14 monoclonal antibody (clone 
IDCP2, Immundiagnostik AG)を，２次抗体に
抗ヒト S100A8/A9 monoclonal antibody 
(clone 27E10, Hycult Biotechnology)を選
択した。これらの抗体は，IgG Purification 
Kit-G (Dojindo Laboratories)を用いて精製
した。２次抗体のペルオキシダーゼ標識は，
Peroxidase Labeling Kit-NH2 (Dojindo 
Laboratories)を用いて行った。また，それ
ぞれの抗体の使用至適濃度は，カルプロテク
チンシグナルドットの強度測定から決定し
た。 
 
２）マイクロチップと抗体の固相化：マイク
ロチップは環状オレフィン系共重合体製マ
イクロチップ（住友ベークライト社）を用い
た。抗体のマイクロチップ上への固相化は，
ピエゾ素子インクジェットプリンターシス
テム（Pulseinjector○R , CLUSTER TECHNOLOGY 
Co.）を用いてマイクロチップ流路表面に 1
ドットあたり 5.3 nl の抗体を吐出し，その
後，ポリメチルメタアクリレート素材接着層
（TOYO INK MFG. Co.）を用いてシールした。 

３）GCFの採取と GCF液の調整：GCFの採取
は，徳島大学病院臨床研究倫理審査委員会の
承認を得て行った。本研究への参加被験者は，
徳島大学病院歯科を受診した歯周病やう蝕
を有する歯科疾患患者を対象とし，本研究の
主旨と内容を説明し，同意が得られた１１名
（男性４名，女性７名）とした。なお，１１
名中３名は非歯周病被験者であり，８名は歯
周病患者であった。GCFの採取は，以前から
の私たちの方法に従って行った。すなわち
Periopaper○R (Oraflow Inc)を歯周ポケット挿
入し，10秒間保持し，吸収された GCF量をペ
リオトロン 8000○R (Harco Electronics)にて
測定した。歯周ポケット１ヶ所につき３枚の
Periopaper を用いて GCFを採取した。GCF液
の調整は，１ヶ所あたり３枚の Periopapers
を Protease inhibitor を含む 110l の 10 mM 
Tris-HCl buffer で遠心抽出し約 100l の 
GCFサンプル液を調整した。 
 歯周病診断のためにプロービングデプス
測定(PD)，プロービング時出血(BOP)の有無
および歯肉炎指数臨床(GI)の評価を行った。 
 
４）カルプロテクチン標準蛋白の調整：カル
プロテクチン標準蛋白は，Hycult 
Biotechnology 社の HUMAN CALPROTECTIN 
ELISA KIT 中に含まれるカルプロテクチン抗
原を用いた。 
 
５）マイクロチップ処理および免疫反応：１
次抗体を固相化したマイクロチップ流路は
ブロッキング液（住友ベークライト社）で１
時間静置し，ブロッキングを行った。その後，
Washing 液（住友ベークライト社）にて３回
洗浄を行った。その後，2 l のカルプロテク
チン標準蛋白液(1.56 - 100 ng/ml)あるいは
同量の GCF サンプル液を各流路に導入した。
なお，各液体の流路への導入はピペットマン
を用いて行い，廃液はシリンジあるいはぺリ
スタポンプによる空気により行った（図１）。
カルプロテクチン標準蛋白および GCFサンプ
ル液と１次抗体の反応時間は予備実験を行
い，15分間とした。Washing 液にて３回洗浄
後，2 l のペルオキシダーゼ標識２次抗体液
を流路に加え，15 分間反応させた。流路の再
洗浄後，各流路に化学発光剤である Super 
Signal○R  West Femto（Thermo Scientific）を
導入し，５分間反応させた。カルプロテクチ
ン免疫反応シグナルの化学発光強度は Image 
QuantTM LAS4000 (GE Healthcare Bio- 
Sciences)にて測定し，その結果を Image 
Quant TL (GE Healthcare Bio-Sciences)を
用いて分析した。 
 
６）ELISA：本研究課題のマイクロチップ
ELISA 法の特徴を検討するために，本法と従
来のマルチウェルプレートを用いた ELISA法



 

 

による GCFサンプルの測定比較を行った。従
来 ELISA 法による測定のために，clone IDCP2
抗体液を Nunc-ImmunoTM Modules 469949 
(Nunc A/S Roskilde)ウェルに加え，４℃で
12 時間反応させ，固相化させた。Washing 液
にて洗浄後，ELISA ULTRABLOK BUF033A (AbD 
Serotec)にて３時間ブロッキングを行った。
100 lのカルプロテクチン標準蛋白液(1.56- 
100 ng/ml)あるいは同量の GCFサンプル液を
ウェルに加え１時間，室温で反応させた。ウ
ェルの洗浄後，100 l のペルオキシダーゼ標
識２次抗体を加え，１時間反応させた。再洗
浄後，100 l の基質液(Sure BlueTM TMB 
Microwell Peroxidase Substrate solution 
(KPL)を加え，３０分間反応後，同量の TMB 
Stop Solution (KPL)を加え，反応を停止さ
せた後，反応液の吸光度を 450 nm で測定し，
カルプロテクチン濃度を算定した。 
 
７）統計分析： カルプロテクチン標準蛋白
濃度とカルプロテクチン免疫シグナルの化
学発光強度との，また GCFサンプル希釈率と
カルプロテクチン濃度との関連性は単回帰
分析により分析を行った。GCF中のカルプロ
テクチン量のマイクロチップ ELISA法と従来
の ELISA法による測定値の比較は単回帰分析
および Bland-Altman Plot により分析を行い，
P 値が 0.05以下を有意差ありと評価した。 
 
４．研究成果 
１）マイクロチップを用いたカルプロテクチ
ン蛋白のサンドイッチ ELISA法の確立と標準
蛋白の測定 
 「研究の方法」で述べた COCマイクロチッ
プ流路表面に，インクジェットプリンター法
を用いてカルプロテクチン１次抗体を液量
5.3 nl，液滴直径 45 mのごく微量を吐出し，
抗体の固相化が可能となった（図１）。 

 
図１マイクロチップへの１次抗体の吐出・固
相化と測定行程 
 

 マイクロチップ ELISA法を用いてカルプロ
テクチン標準蛋白を測定した結果，有用な検
量線が得られた。測定した化学発光強度は，
1.56-100 ng/ml蛋白の範囲で統計学的に有意
有意な直線関係が認められた (図２，
R2=0.998)。この測定範囲から GCF中のカルプ
ロテクチンの測定が十分に可能であること
が判明した。  

図２ マイクロチップ ELISA法によるカルプ
ロテクチンの検量線 
 
２）マイクロチップ間およびその流路上の抗
体スポット間による測定誤差の検討 
 12.5 ng/mlのカルプロテクチン標準蛋白を
用いて１枚のマイクロチップ流路上の固相
化された１次抗体スポット間の化学発光強
度値のバラツキを検討した結果，相対標準偏
差は 6.73%となった（表１）。また，異なる３
枚のマイクロチップ間での測定値のバラツ
キの相対標準偏差は 5.75%となった（表１）。
これらの相対標準偏差値は従来タイプの市
販の ELISA キットの値と近似しており，本方
法により別々のマイクロチップを用いて経
時的にカルプロテクチンを測定した場合も，
合理的な測定ができることが示唆された。 

表１ 別々の１次抗体スポットおよびマイ
クロチップでの測定値のバラツキの検討 
 
３）GCF 中カルプロテクチンのマイクロチッ
プ ELISA 法を用いた測定 
 歯周病部位の歯周ポケットから採取した
GCF を 1/100-1/800 倍に緩衝液にて希釈して
マイクロチップ ELISA法を用いてカルプロテ
クチンの測定を行った。その結果，測定値は



 

 

GCF の希釈率に比例した値を示し，歯周病由
来サンプルでは 1/100-1/800希釈のサンプル
液でも測定が可能であることが分かった（図
３A）。 
 臨床的評価による非歯周病部位（健常部
位）および歯周病程度の異なる部位から４つ
の GCFサンプルを採取し，これらのサンプル
を 1/100 倍希釈し，カルプロテクチン量を測
定した。その結果，健常部位サンプルでは
8.61 ng/site, 歯周病程度が軽度，中度，
重度のサンプルではそれぞれ 13.12, 96.09, 
560.7 ng/site の歯周病程度に相応する測定
値が得られた（図３Ｂ）。 

図３ GCF サンプルの希釈によるカルプロテ
クチン測定値の変化と歯周病程度の異なる
GCFサンプルでのカルプロテクチン測定 
 
４）マイクロチップ ELISA 法と従来型 ELISA
法による GCFサンプル中のカルプロテクチン
量の測定値の比較 
 被験者から採取した歯周病程度の異なる
７個の GCFサンプルについてマイクロチップ
ELISA 法と従来からのマルチプレートを用い
た ELISA法を用いてカルプロテクチンの測定
を行った。各サンプルのカルプロテクチン測
定値は，マイクロチップ ELISA 法でそれぞれ
47.9, 96.1, 233.8, 272.7, 378.0, 516.3, 
561.2 ng/site であり，一方，従来法での測
定値はそれぞれ，42.3, 138.5, 201.6, 250.8, 
352.3, 533.5, 580.4 ng/site であった。こ
れらの値の単回帰分析の結果，２つの方法に
よる測定値は有意な正の相関を示した（図４
Ａ，R2=0.981）。また，本結果を Bland-Altman 
Plotで示した結果，２つの測定値の差の平均
は 1 ng/site で，SD は 27.6 ng/site となり，
系統的誤差を有さない良好な一致を示した
（図４Ｂ）。 
 

図４ GCF カルプロテクチンのマイクロチッ
プ ELISA法と従来型 ELISA法による測定値の
比較 
 
＜まとめ＞ 
１）マイクロチップ ELISA 法によるカルプロ
テクチンの測定系を構築した。 
２）マイクロチップ ELISA 法では，微量の GCF
中のカルプロテクチンの測定が可能となっ
た。 
３）本法によるカルプロテクチンの測定値は，
従来のマルチプレート ELISA法の測定値と有
意な相違はなく，測定範囲も市販キットと同
程度を確保できた。 
４）本法では，使用するサンプル量や抗体な
どの液量が約 1/50であり，省サンプルある。 
５）本法によるカルプロテクチンの測定時間
は従来法の約 1/5であり，短時間での測定が
可能ある。 
６）上記の特徴から，マイクロチップ ELISA
法による GCF 中のカルプロテクチン測定は，
歯科治療現場での歯周病診断に貢献するこ
とが期待される。 
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