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研究成果の概要（和文）：従来の遺伝子多型解析では疾患感受性遺伝子の機能や活性が不明確で
あった。また、一部の遺伝子では多型とタンパク産生における不一致が認められていた。この
原因として、DNA のメチル化修飾により遺伝子情報発現が影響されている可能性が考えられる。
それゆえ、疾患感受性遺伝子の研究を行うには、遺伝子活性を制御するゲノムメチル化の解析
が必須である。本研究において、4 種類の被験者（健常者、歯周炎患者、喫煙者、喫煙関連歯
周炎患者）における血液、歯肉溝滲出液、歯周組織片由来の DNA を用いて、歯周炎や喫煙が IL-6
プロモーター領域のゲノムメチル化に及ぼす影響が調べられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Conventional gene polymorphism analysis cannot elucidate the 
function and activity of the disease sensitivity gene. Also, it is known that discordant 
exist between polymorphism and protein production in some genes. The possible cause is 
that the expression of gene information is influenced by DNA methylation modification. 
Thus, analysis of genome methylation which regulates the gene activity is necessary for 
research of the disease sensitivity gene. In the study, DNA extracted from blood, gingival 
crevicular fluid and periodontal tissues samples in the four type subjects (Healthy 
individuals, periodontitis patients, smoker with/without periodontitis) were used to 
investigate the effect of periodontitis and smoking for genome methylation on the IL-6 
gene promoter region. 
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１． 研究開始当初の背景 
(1) 歯周炎の遺伝子多型研究は、1997 年に 
IL-1 遺伝子多型が慢性歯周炎の重症化と関
係することが発表されて以来、既に 200 以上
の国際論文が報告されている。申請者の講座
でも一連の慢性・侵襲性歯周炎におけるケー
スコントロール研究解析に全面的に取り組
み、Fc受容体やIL-1受容体アンタゴニスト、
TNF 受容体、IL-6、CD14 などの候補リスク遺
伝子を絞り込んできた。申請者自身もこれま

でに、MMP-1 や MMP-3、フィブリノゲンなど
の遺伝子多型と歯周炎の関連性について報
告してきている（Itagaki et al, J Clin 
Periodontol 2004; Morozumi et al, Immunol 
Invest 2009）。 
 
(2) しかしながら、従来の多型解析では疾患 
感受性遺伝子の機能や活性が不明確であっ
た。また、一部の遺伝子では多型とタンパク
産生における不一致が認められていた。この
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原因として、近年、医科領域で明らかになり
つつあるエピジェネティクス、とりわけ DNA
のメチル化修飾により遺伝子情報発現が影
響されている可能性が考えられる。それゆえ、
疾患感受性遺伝子の研究を行うには、遺伝子
活性を制御するゲノムメチル化の解析が必
須である。これまでの歯周病領域での報告は
極めて少なく、白人歯周炎患者の IL-8 で DNA
メチル化を検証した 2 編のみである
（Oliveira et al, J Clin Periodontol 2009; 
Andia et al, J Periodontol 2010）。 
 
(3) IL-6 は免疫反応や急性期反応など、広範 
な生物活性を有する多機能なサイトカイン
である。歯周炎患者の血清や GCF 中における
IL-6 濃度は高値であり（Buhlin et al, Eur 
Heart J 2003; Lee et al, J Clin Periodontol 
1995）、さらには、-373 多型が歯周炎と関連
することが報告されている（Komatsu et al, 
Tissue Antigens 2005）。しかしながら、強
い寄与率とは言い難く、やはり遺伝子多型だ
けでは説明できない。また、IL-6 は喫煙によ
り発現が亢進することが知られている
（Yanvaeva et al, Chest 2007; Arnson et al, 
J Autoimmun 2010）。 
 
(4) DNA のメチル化は、CpG アイランドとして 
表される CpG 領域で見られ、多くの遺伝子プ
ロモーターに現れる。また、後天的修飾であ
るため、加齢やウイルス感染、炎症など様々
な要因に影響を受ける。とりわけ、ニコチン
は直接的にメチル化を引き起こすことが知
られている（Marsit et al, Int J Cancer 
2006; Soma et al, Int J Cancer 2006）。最
近、喫煙者におけるメチル化異常（高／低メ
チル化）が口腔上皮細胞由来の IL-8 におい
て存在することが報告され(Oliveira et al, 
J Clin Periodontol 2009)、その蓄積は口腔
ガンをはじめとする様々なガン発生に関与
することも示唆されている（Oka et al, 
Cancer 2009; Supic et al, J Dent Res 2010)。 
 
(5) 申請者はこれまでに、喫煙者における好 
中球遺伝子発現 (Morozumi et al, J Clin 
Periodontol 2004) やフィブリノゲン遺伝子
多型の機能解析(Morozumi et al, Immunol 
Invest 2009）等の報告を行っており、本研
究遂行後は、同様の手法をこれらへ応用し、
さらに発展させたいと考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では次の 2 点について明らかにする。 
(1) ①健常者 ②（喫煙歴がない）歯周炎患 
者 ③（歯周炎が無い）喫煙者、④喫煙関連
歯周炎患者における IL-6 プロモーター全領
域の DNA メチル化解析を行い、その修飾部位
および頻度に関し、4群間の比較解析を行う。

全身（末梢血）と局所（GCF 細胞、歯周組織
片）においても比較解析する。 
 
(2) GCF ならびに血清中の IL-6 濃度を測定 
し、各メチル化頻度やファクター（歯周炎、
喫煙）との相関を解析する。 
 
３．研究の方法 
【平成 23 年度】 
(1) 被検者： 以下の４群を対象者とする。 
① 健常者 60 名、② （喫煙歴がない）歯周
炎患者 60 名、③ （歯周炎に罹患していない）
喫煙者 60 名、④ 喫煙関連歯周炎患者 60
名 
・健常者：歯周疾患、喫煙歴がない者（新潟
大学職員、学生） 
・歯周炎：新潟大学医歯学総合病院歯周病診
療室を受診し、初診時に広汎型中等度慢性歯
周炎と診断された者。診断基準は米国歯周病
学 会 の 分 類 に 基 づ く （ Armitage, Ann 
Periodontol 1999）。 
・喫煙：質問票調査（ファーガストローム・
テスト）およびパックイヤー、血清中コチニ
ン濃度によりミドルもしくはヘビー・スモー
カーと診断された者（受診患者および新潟大
学職員、学生）。 
 いずれも全身疾患が無い者を対象とし、イ
ンフォームド・コンセントが得られ、同意書
に署名して頂いた場合にのみ被験者として
登録する。 
 
(2) 検体採取 
①上腕より末梢血 15 ml を採取する。その内
の 10 ml は遠心分離をして血清を採取する。
残り 5 ml からは DNeasy Blood & Tissue kit 
(QIAGEN)を用いてゲノム DNA を抽出・精製す
る（Itagaki et al, J Clin Periodontol 2004）。 
②GCF 細胞は低速定流ポンプ（ペリスタバイ
オミニポンプ）を用いた Crevicular washing
法 (Skapski & Lehner, J Periodon Res 1976, 
Kobayashi et al. 日歯周誌 1994)により採
取し、QIAamp DNA micro kit (QIAGEN)によ
り DNA を抽出・精製する。 
③歯周炎患者においてのみ、歯周外科処置時
に廃棄する歯周組織片を採取し、ホモジナイ
ズ後、①と同様の方法で DNA を抽出・精製す
る。 
④歯周炎罹患部位の歯肉溝に Perio-paper® 
(Harco Electronics)を静置して得られたGCF
を Periotron 8000® （Harco Electronics)
にて定量する（Morozumi et al, J Clin 
Periodontol 2004）。PBS バッファーに浸漬・
溶解させ、遠心分離により上清を回収する。 
 
(3) DNA メチル化解析 
DNA の一本鎖化後、バイサルファイト処理（バ
イサルファイト溶液中での非メチル化シト



 

 

シンへのスルホン酸付加、脱アミノ化）、脱
スルホン酸処理を行う（MethylEasy Xceed 
Rapid DNA Bisulphite Modification Kit, 
TaKaRa）。つづけて IL-6 プロモーター領域の
プライマーを用いた PCR を論文（Nile et al. 
Arthritis Rheum 2008）を参照に行い、クロ
ーニング後、プラスミド DNA 断片配列を DNA
シークエンサー（ABI PRISM 377 DNA 
Sequencer, Applied Biosystems)にて解析す
る。 
 
(4) 統計解析 
各群におけるメチル化頻度をχ2 検定および
フィッシャーの直接確率計算法を用いて解
析する。 
 
【平成 24 年度】 
(1) 前年度と同様に検体採取を継続し（予
定：110 名）、同様にメチル化解析を行う。 

  
(2) IL-6 濃度測定 
血清および GCF 中の IL-6 濃度を Quantikine 
ELISA kits (R&D Systems, 
Wiesbaden-Nordenstadt) を用いてデュプリ
ケートで測定する（Komatsu et al, Tissue 
Antigens 2005）。 
  
(3) 統計解析 
IL-6 濃度と各メチル化頻度、ファクター（歯
周炎、喫煙）、部位（全身・局所）との相関
関係をクラスカル・ワーリス検定およびシェ
フェ法により解析する。 
 
(4) 研究成果の発表 
各群におけるメチル化解析の結果、各ファク
ターおよび IL-6 濃度とメチル化解析との相
関関係の結果を国内および国際学会にて発
表し、同時に各々の研究成果を論文にまとめ
て国際専門誌に投稿する。 
 
４．研究成果 
(1) 登録された被験者数は各群（健常者、歯
周炎患者、喫煙者、喫煙関連歯周炎患者）30
名、計 120名であった。被験者選定にあたり、
様々な全身疾患を有する者が多く、サンプリ
ングは予定数よりも少ない結果となった。予
定数に達しなかったため、講座にストックし
てあるサンプルを使用し、それらを合わせ統
計解析可能な N数とする。 
 
(2) 現在、それら検体を用い、IL-6 プロモー
ター領域のメチル化解析を行い、4 群間の比
較解析を行っている。 
 
(3) 喫煙レベルをパックイヤーと血清中コ
チニン濃度で比較するとバラツキが見られ
た。これは、喫煙本数が多くても浅く吸い込

むなどの喫煙方などに差異があるためと考
えられる。 
 
(4) これまでの報告の多くは、部分的な、い
くつかの CpGアイランドに限って解析したも
のが殆どである。最近、白人の関節リウマチ
患者の IL-6 プロモーター全領域におけるメ
チル化解析が報告された (Nile et al, 
Arthritis Rheum 2008）。本研究においても、
IL-6 プロモーター領域全てをカバーするメ
チル化解析を行う。これは、①コーカシアン
以外の人種において、②歯周炎患者において、
③喫煙者において、いずれも国内外で初めて
の報告となる。この総括的な解析は、人種や
炎症反応、喫煙刺激における個人間の差異の
洞察という観点において非常に重要であり、
得られる知見は歯周炎や喫煙が関係する
様々な全身疾患の遺伝子診断の指標になる
と同時に、それらの発症機序を解明する一助
になると思われる。 
   
(5) 遺伝子情報の発現は環境因子に影響さ
れることから、全身（血液）と局所（GCF、
歯肉）では IL-6 遺伝子のメチル化頻度は異
なる可能性が考えられる。本研究では、歯周
炎に関しては事前の歯周検査により歯周病
罹患部位をあらかじめ特定し、喫煙者におい
ては最も刺激を受けやすい上顎前歯口蓋側
を対象部位とする。それら部位よりサンプリ
ングを行うことで比較検証が可能となる。ま
た、GCF サンプルの評価は、局所の炎症であ
る歯周炎の実態をより正確に反映すること
にもなり、その点からも、極めて貴重な研究
といえる。 
  
(6) 歯周炎の病因や発症・進行における DNA
メチル化の影響は未だほとんど解明されて
いない。本研究の結果は、歯周組織破壊のメ
カニズムや歯周炎の遺伝・免疫・環境因子に
よる発症メカニズムの解明の一助となり、さ
らには診断や治療法の確立に大きく貢献す
ると思われる。 
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