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研究成果の概要：これまで近交系マウスの交配実験から初期齲蝕感受性に関与する候補遺伝子

が 3、7、8、11、16、17番の特定領域に位置していることを報告している。そこで今回、齲蝕

感受性に関与する候補遺伝子が存在する領域について QTL解析を用いて絞込みを行ったところ

染色体７番の 50cM 領域近傍、染色体 8 番の 38.4cM 領域近傍、染色体 11 番の 34.15cM 領域近

傍に存在することが示唆された。さらに染色体 8 番上に位置する calcium channel, 

voltage-dependent,P/Q type, alpha subunit (Cacna1a)、染色体 11番上に位置する potassium 

inwardly-rectifying channel,subfamily j member 12(Kcnj12)が候補遺伝子となり得る可能性

が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
齲蝕発症は歯と唾液に代表される宿主、細菌、
食餌の 3つの主要因と時間の相互作用による
多因子疾患である。過去に齲蝕症と主要組織
適合抗原(HLA-DR)との関連について報告さ
れているが、宿主の遺伝的要因についてはほ
とんど解明されていない。近年、疾患モデル
マウスを用いた分子遺伝学的研究が行われ、
齲蝕感受性マウスと齲蝕抵抗性マウスの確

立により齲蝕発症に遺伝的要因が関与して
いることが報告され、齲蝕感受性に関与する
遺伝子の存在する候補染色体が特定され始
めている。 
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２．研究の目的 
本研究の目的は過去に報告されている齲蝕
感受性に関与する候補染色体(1、2、7、8、
17 番)(Asada. Y: J Dent Res 71:572,1992. 
(Abst).,Suzuki.N:Caries Res 32: 262-265, 
1998,Uematsu.T:Ped Dent J 13:75-81,2003, 
Nariyama.M: Caries Res 38:79-84,2004)と
我々が特定している候補染色体(7、8、11番) 
(Ohta,M: Ped Dent J15(1)：79-84,2005)を
踏まえ、 
(1)特定した齲蝕候補遺伝子の存在する候補
染色体領域の中から最終的な候補遺伝子を
Southen blotting、Real time PCR、Simple 
sequence length polymorphism(SSLP)から決
定する。 
(2)絞り込んだ候補遺伝子の中から、口腔感
染症に関与する遺伝子ならびにヒト遺伝子
との相同性の高いものをゲノムデータベー
スから検索し、最終候補遺伝子を同定する。 
 
３．研究の方法 
(1)齲蝕実験 
供試マウス、供試菌株、実験方法、齲蝕評価
については (Ohta,M: Ped Dent J15(1)：
79-84,2005)を使用した。 
 
(2)遺伝子型 
DNAは(Ohta,M: Ped Dent J15(1)：79-84,2005)
の試料を使用した。今回、19 個の MITマーカ
ーと 2個の遺伝子マーカーを遺伝子型判定に
使用した(表 1)。MIT マーカーは Research 
Genetics Inc.(Boston, Mass.,USA)、Applied 
Biosystems(Foster city,CA)から購入した。 
 
表 1 遺伝子型判定に使用したマーカー 
 

染色体 マーカー 

7 

D7Mit194 D7Mit181 D7Mit31 

D7Mit148 D7Mit126 D7Mit262 

D7Mit357 D7Mit101   

8 
D8Mit65 D8Mit104 D8Mit78 

Cacna1a D8Mit213   

11 

D11Mit82 D11Mit26 Kcnj12 

D11Mit242 D11Mit339 D11Mit177 

D11Mit262 D11Mit253   

 
① MITマーカーを用いた遺伝子型判定 
DNA は MIT マーカーを用いて PCR 増幅した
(PC806,ASTEC,Tokyo,Japan)(GeneAmp9700 
PCR System, Applied Biosystems)。PCR 産物
は 8％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動を
行いデジタルカメラ撮影後、コンピューター

上で遺伝型を判定したものと ABI Prism 3100 
DNA Analyzer (Applied Biosystems)を用い
て解析し GeneScan と Genotyperソフトウエ
ア (Applied Biosystems foster city, CA, 
USA)を用いて遺伝子型を判定したもの 2種類
により行った。 
 
② 遺伝子マーカーを用いた組み換えマウス

の遺伝子型判定 
SNP についての遺伝子型は”TaqMan SNP 
Genotyping Assay System （ Applied 
Biosystems, Foster City CA.）を用い、各
アレルを検出する蛍光標識 hydrolysis probe
（TaqMan プローブ）存在下でリアルタイム
PCR を行うことによりタイピングを行った。
すなわち蛍光色素 VIC 及び FAM で 5‘位を標
識し、3’位に非蛍光クエンチャー分子を持
つ各 SNP近傍の塩基配列に相補的なオリゴデ
オキシヌクレオチドプローブ（ TaqMan 
probe：下線部が SNP に相補的）二種類を作
成し、これら二種類のプローブ存在下、SNP
を含むゲノム DNA断片を増幅するためのプラ
イマーペアと TaqMan Universal PCR Master 
Mix (Applied Biosystems)を用いてポリメラ
ーゼ連鎖反応を行った。使用した PCR用プラ
イマーと TaqMan probe の組み合わせは以下
の通りである。TaqMan プローブの下線は SNP
を示している。 
rs33498119(Cacna1a):GGGTGATGCAGCTTTCTT-
TGG (Cacn F プ ラ イ マ ー ） ;  
TCATAAACTCAGCCTGGAGTGACTA（Cacn R プライ
マー） ; TaqMan プローブ 1 (VIC 標識 ) 
AAACCACCAGAAGCG;  TaqMan プ ロ ー ブ  2  
(FAM標識) ACCACCGGAAGCG,   
rs28234024(Kcnj12) : ACCCACAGAGAT- 
GTCCTAAAGCT (Kcnj F プ ラ イ マ ー ); 
ACACTGCCTCTGTTGTTGTCA (Kcnj R プライマ
ー ); TaqMan  プローブ  1 (VIC 標識 ) 
CAGTCAAGGAGGAACA; TaqMan プローブ 2 (FAM
標識) CAGTCAAGCAGGAACA.   
LightCycler480 リアルタイム PCR 装置
( Roche Applied Science, Indianapolis, IN)
を用い、最初の 95℃ 10 分間の後、 (92℃ 15
秒、 60℃ 60 秒)のサイクルを 50回繰り返し、
サ イ ク ル ご と に DNA ポ リ メ ラ ー ゼ の
exonuclease 活性によって遊離する VIC およ
び FAMの蛍光強度を測定して各アレルの存在
を推定した。 
 
４．研究成果 
(1)QTL解析 
QTL 解析の 1 つである Interval mapping は
Map Manager QTXb19 を用 い て 行 っ た。
Permutation testにより決定された LRSスコ
アを指標として Interval mapping により
suggestive QTL と siｇnificant QTLと high 
significant QTL を決定した。suggestive 



 

 

linkage は 8.8 以上、significant linkage
は 15.8 以上、high significant linkage は
20.5以上であった。 
齲蝕スコアと遺伝子型を基にした QTL解析の
結果として染色体 11 番において１つの high 
significant QTL、4 つの significant QTLs、
1 つの suggestive QTL、染色体 7番において
５つの suggestive QTLs、染色体 8 番におい
て２つの suggestive QTLsが検出された。 
QTL解析の結果を図 1に示す。染色体 11番に
おいて Kcnj12(34.15cM)で high significant
より高い値を示し、D11Mit26(33.9ｃM)、
D11Mit339(34cM) 、D11Mit177(36cM )、 
D11Mit262(46cM )で significant より高い値
を示し、D11Mit242で suggestive より高い値
を示した。染色体 8番においては
D8Mit78(38.4cM)、Cacna1a(38.5cM)で
suggestiveより高い値を示した。染色体 7番
において D7Mit31(44cM)、D7Mit148(46.4cM)、
D7Mit126(50cM)、D7Mit262(46 cM)、
D7Mit101(60cM)で suggestive より高い値を
示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上記の結果より、マウスにおける齲蝕感受性
に関与する候補遺伝子はそれぞれ染色体 11
番の 34.15ｃM の近傍領域、染色体 7 番の 50
ｃM の近傍領域、染色体 8 番の 38.4ｃM の近
傍領域に存在する可能性が示唆された。また
染色体 11番は high significant な値を示し
たことから、強く関連があることが示唆され
た。今回、遺伝子マーカーを加え QTL解析を
試みたが 11番染色体上に存在した Kcnj12は
high significantな値を示し、8 番染色体上
に存在した Cacna1a は suggestive な値を示
したことからこれらの２つの遺伝子は齲蝕
感受性に関与する候補遺伝子となり得る可
能性があることが判断できる(表 2)。 
今後、さらに候補遺伝子をピックアップし、

図 1 染色体 7、8、11の Interval mapping 
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特定された候補遺伝子を用いた遺伝子の
single nucleotide polymorphism(SNP)から
齲蝕発症に関わる危険因子となり得るかに
ついて検討し、個々の齲蝕予防のためのリス
ク診断につなげていきたいと考えている。 
 
表 2．齲蝕感受性に関与する候補遺伝子 
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