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研究成果の概要（和文）：侵襲性歯周炎は若年時に発症し、高度な歯周組織破壊を示す。また、侵襲性歯周炎は
遺伝的な要因が報告されている。しかしながら、今日まで原因遺伝子は同定されていない。本研究では、優性遺
伝の遺伝形式を取る日本人１家系を対象として、リンケージ解析とエクソームシークエンスを用いて、原因遺伝
子と変異を同定した。さらにTALENゲノム編集ツールを用いる事によって、KIマウスとKOマウスを作成した。絹
糸結紮歯周炎誘発モデルを用いると、KIマウスおよびKOマウスはWTマウスに比べて著名な歯槽骨吸収がおこっ
た。得られた知見は侵襲性歯周炎の病態を理解すること、また、新たな治療方法の開発に役立つと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Aggressive periodontitis (AgP) has its onset in juvenile and is 
characterized by severe and rapid periodontal tissue destruction. AgP has been reported in relation 
to genetic background. However, to date, causative gene has not been identified. In this study, we 
analyzed a Japanese AgP family with autosomal dominant hereditary by using linkage analysis and 
exome sequencing. To understanding this pathology, we used the genome-editing tool transcription 
activator-like effector nuclease (TALEN) and generated knock-in (KI) mice.   The aimed missense 
mutation and frameshift mutations were obtained. Alveolar bone loss by ligatured induced 
inflammation was significantly increased in KI mice and KO mice compared to wild type (WT) mice.  
Our findings will be useful for understandings the different facets of host-pathogen interactions in
 AgP and developing new specific therapy for AgP.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 侵襲性歯周炎　原因遺伝子　KIマウス

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
侵襲性歯周炎は若年者に発症し、プラークの
残存は比較的軽度であるにもかかわらず、急
速に著しい歯周組織破壊を惹起する歯周炎
である。以前から、家族内に集積することが
多数報告されており、遺伝子の関与が強く疑
われるが、原因遺伝子の同定には至っていな
い。遺伝学的手法で原因遺伝子を同定しよう
とする場合、同一遺伝子座に原因遺伝子が存
在することが重要であるため、発症者が複数
存在する家系の存在が必要となる。現在、少
子化の影響もあり、大家系の数は少なくなっ
ているのは事実であるが、広島大学病院歯周
診療科に通院する侵襲性歯周炎患者の中に、
常染色体優性遺伝性の遺伝形式をとり、同一
家系内に複数の患者が 4世代にわたって認め
られる大きな家系が存在する。 
ホモ接合ハプロタイプ法は患者個人の一塩
基 多 型 (Single Nucleotide 
Polymorphism:SNP)解析で得られた情報を
もとに、患者間で保存されている領域を狭め
る方法である。ホモ接合ハプロタイプ法を用
いて常染色体優性遺伝である Marfan 症候群
家系の情報から疾患関連遺伝子である
FBN-1 遺伝子を含む染色体領域の同定が証
明されている。ホモ接合ハプロタイプ法を用
いれば、同一家系内で発症している患者各個
人の SNP アレイの情報を重ねあわせること
によって、疾患関連遺伝子の含まれる染色体
領域が十分に狭められる。申請者らはすでに、
本家系内で侵襲性歯周炎を発症している患
者 9名に本研究の主旨を説明し同意を得たう
えで、患者 9 名の DNA を Affymetrix SNP 
Chip Ver.6.0 を用いて約90万個のSNPタイ
ピングを行った。得られた結果をホモ接合ハ
プロタイプ法を用いて、原因遺伝子の含まれ
る染色体候補領域を特定している。 
また、Exome 解析法は、全ゲノムのうちエキ
ソン配列のみを網羅的に解析する方法であ
る。エキソンのサイズは全ゲノムの約 1-1.5%
に過ぎないが、タンパク質に翻訳される領域
であることから、機能的に重要であり、遺伝
性疾患の多くがエキソン領域の変異によっ
て引き起こされると推定されている。そのた
め全ゲノム配列解析に比べ、効率よく疾患関
連遺伝子を同定できる方法として注目され
ており、常染色体劣性遺伝形式をとる疾患の
みならず、常染色体優性遺伝形式をとる歌舞
伎症候群や白質脳症などの疾患関連遺伝子
が同定されている。Exome 解析法を用いれば、
ホモ接合ハプロタイプ法によって絞り込ま
れた原因遺伝子の含まれる染色体候補領域
内に存在する遺伝子変異を効率よく検出す
ることができる。本家系の原因遺伝子の変異
が同定されれば、現在のところ侵襲性歯周炎
を発症していない 15 歳以下の若年者におい
て早期診断が可能とする本研究を着想した。 
 
 

２． 研究の目的 
 
侵襲性歯周炎に関する報告は数多く存在し、
家系内に集積する症例が存在することはよ
く知られているが、分子あるいは遺伝子レ
ベルでの発症の原因の解明は十分になされ
ていないのが現状である。ホモ接合ハプロ
タイプ法を用いて原因遺伝子の存在する染
色体上の候補領域を絞り込み、エキソン配
列を網羅的に解析する Exome 解析法を用
いてエキソン上に存在する遺伝子変異を効
率的に検出することによって、家系内に複
数の患者が存在する侵襲性歯周炎の原因遺
伝子を同定し、同一家系内で未だ侵襲性歯
周炎を発症していない若年者の遺伝子診断
を行い、早期診断に役立てることを目的と
した。 
 
３． 研究の方法 
 
1.Exome シークエンス                 
 a) ターゲット領域はヒト全エキソン
（Roche Nimblegen V3 を使用） 
 b) ライブラリの調整→ハイブリダイゼー

ション→エンリッチメントの確認→ 
シークエンシング（coverage は X150,
総データ量 10 Gb 以上） 

 
2.バイオインフォマティクス解析              
 a) BWA+GATK2 による解析 
 b) SNP,InDel 変異の効果予測（アミノ酸置

換やフレームシフト）とアノテ―ション
付与 

c)アミノ酸置換変異とフレームシフト変異
の タ ン パ ク 質 へ の 影 響 予 測
（ Polyphen2,SHIFT,Mutation tester
を使用） 

d) dBSNP と 1000 人ゲノムプロジェクト
のアレル頻度情報の付与 

 e) タンパク質に病原性を与える変異とア
レル頻度情報による変異の絞り込み 

f) ABI3130sequencer を用いたサンガ―シ
ークエンス法によって、変異の確認 

 
3.TAL エフェクターヌクレアーゼ（TALEN）
の作製     
TALEN Targeter を用いた同定した疾患関
連遺伝子変異を標的とする TALEN 設計 
6-module assembly（選定した標的配列に対
応する RVD リピートの連結） 

 BsaI 処理済み pFUS vector、モジュールフ
ラグメントの調整 
 ライゲーション法による 6モジュールの連
結 
 コロニーPCR によるクローンのスクリー
ニング 
 6 モジュール連結プラスミドの調整 
 Golden Gate 法 に よ る

pnDNA/pCAGGS-TAL-NC2 ベクターへ
のモジュール連結 



 コロニーPCR によるクローンのスクリー
ニング 
 BspEI によるモジュール連結のチェック 
SSA assay（標的配列を有するレポーターベ
クターとTALEN発現ベクターを共導入し、
レポーター活性から切断活性を測定する。） 
SSA レポーターベクターの作製 
SSA レポータープラスミドのシークエンス
解析 
トランスフェクション 
ルシフェラーゼアッセイ 

 
4.KI および KO マウスの作製 
 受精卵に TALEN および ssODN のインジ
ェクション 
       
5. 本家系以外の侵襲性歯周炎患者のゲノム
DNA を用いた遺伝子変異の解析 
150 名（孤発例 120 名および常染色体優性遺
伝性 30 名）の侵襲性歯周炎患者および健常
者 240 名のゲノム DNA を保有している。以
下の変異解析をABI3130sequencerを用いた
サンガ―シークエンスによって調べる。 
1. 本家系以外の侵襲性歯周炎患者のゲノム
DNA を用いて、同定した疾患関連遺伝子の
変異がどの程度の割合で認められるか。 
2. 本家系以外の侵襲性歯周炎患者のゲノム
DNA を用いて、同定した疾患関連遺伝子の
全エクソン部位における他の SNP(ナンセン
ス変異あるいはミスセンス変異 )および
InDel の有無。 
3．健常者のゲノム DNA を用いて上記１およ
び２の変異が認められないことの確認。 
 
４． 研究成果 
 
患者情報  
 
広島大学病院に通院する患者家系内に４人
の侵襲性歯周炎患者が存在する家系を抽出
した。本家系内で４人の発症者と４人の非発
症者から血液を採取し DNA を抽出した。 
 
リンケージ解析  
 
7 名 の DNA をリンケージ解析に用いた。
single nucleotide polymorphisms (SNPs)の
ジェノタイピングには Genome-Wide Human 
SNP Array 6.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA, 
USA)を用い解析は Allegro software で行っ
た。第 3染色体と第 7染色体にロッドスコア
の高い領域が存在した。それぞれのロッドス
コアは 1.8047 と 1.8058 であった。  
 
エクソームシークエンスを用いた候補遺伝
子の同定  
 
エクソームシークエンスは GATK と Samtools
でバリアントコールを行い、Annovar でアノ
テ―ションを行った。アミノ酸変異のダメー

ジ予測は PolyPhen-2, Mutation Taster と
SIFT を用いた。gDNA ライブラリーの作成は
SeqCap EZ Human Exome Library v2.0 (Roche, 
Basel, Switzerland)を用いた。シークエン
スは HiSeq2000 sequencer (Illumina, San 
Diego, CA, USA)を用い、100-bp ペアエンド
で行った。得られた遺伝子変異は Applied 
Biosystems 3130 DNA sequencer (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)を用
いてサンガ―シークエンスを行い確定した。  
 
発症者 3 名の DNA から 90,000 を超える遺伝
子変異が検出された。オープンデータベース 
(dbSNP, 1000 Genomes, and EPS 6400)を用
いて候補遺伝子変異の絞り込みを行い、3 名
に共通した 282 変異を抽出した。自分達の持
つ中枢変性疾患のデータベースを参考にさ
らに絞り込みを行い、最終的に７つのヘテロ
遺伝子変異を抽出した。   
 
本家系内の発症者が共通して保有し、および
非発症者が共通して保有しない遺伝子変異
は１つのみであった。この変異はリンケージ
解析においても高いロッドスコアを示す領
域に存在した。  
 
TALEN を用いたゲノム編集によってノックイ
ンマウスの作成   
 
KIマウスはTALENゲノム編集ツールを用いて
作成した。 TALEN はターゲットである付近に 
double-stranded break が起こるように設計
した。 活性が高くオフターゲット効果の低
い TALEN を 作 成 し 、 MEGAscript T7 
transcription kit (Thermo Fisher 
Scientific, Yokohama, JAPAN)を用いて mRNA
を合成し、４つのヌクレオチド変異（ターゲ
ットとなる C>T 置換と制限酵素 PstI を認識
する置換）を含む 25 bp の ssODN とともに 
C57BL/6 の受精卵にインジェクションした。 
目的とする変異以外にも、フレームシフトを
伴う 5 bp, 7bp, and 11bp の deletion や
insertion がゲノム編集によって得られた。 
 
 
絹糸結紮歯周炎誘発モデル  
 
歯周炎とそれに伴う歯槽骨吸収は8週齢の雄
マウスの第二臼歯に 5-0 絹糸をまくことに
よって誘発した。結紮 7日後にセメントエナ
メルジャンクションから歯槽骨裂開部まで
の距離を、第一臼歯遠心、第２臼歯近心およ
び遠心、第三臼歯近心の 4点を計測し評価し
た。KI マウスおよび KO マウスにおいて WT マ
ウスに比べて高度な歯槽骨吸収が認められ
た。  
 
遺伝子変異保有率の解析 
 
保有する１５０名の侵襲性歯周炎患者の中



に同定した遺伝子変異および他の遺伝子変
異も認められなかった。 
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