
(57)【要約】

　患者の口腔からのサンプルを分析することにより患者

の歯周病を診断するためのテストキット。テストキット

は、細菌に由来する第一の物質を検出するための少なく

とも一の第一の検出アッセイ、および患者の免疫系また

は炎症系に由来する第二の物質を検出するための少なく

とも一の第二の検出アッセイを含む。最も好ましくは、

前記第一の物質は、細菌性毒性産物、たとえばPorphyro

monas gingivalis由来のarg－ジンジパインであり、前

記第二の物質は、ヒトの好中球エラスターゼである。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 患 者 の 口 腔 か ら の サ ン プ ル を 分 析 す る こ と に よ り 患 者 の 歯 周 病 を 検 出 す る た め の テ ス ト
キ ッ ト で あ っ て 、
　 細 菌 に 由 来 す る 第 一 の 物 質 を 検 出 す る た め の 第 一 の 検 出 ア ッ セ イ 、 お よ び
　 患 者 の 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 に 由 来 す る 第 二 の 物 質 を 検 出 す る た め の 第 二 の 検 出 ア ッ セ イ
を 少 な く と も 含 む テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 第 一 の 検 出 ア ッ セ イ が 、 細 菌 に 由 来 す る 前 記 第 一 の 物 質 を 結 合 す る た め の 結 合 部 位
を 有 す る 少 な く と も 一 の 第 一 の 親 和 性 リ ガ ン ド を 含 み 、
　 前 記 第 二 の 検 出 ア ッ セ イ が 、 患 者 の 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 に 由 来 す る 前 記 第 二 の 物 質 を 結
合 す る た め の 結 合 部 位 を 有 す る 少 な く と も 一 の 第 二 の 親 和 性 リ ガ ン ド を 含 む 、 請 求 項 １ に
記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 第 一 の 物 質 が 細 菌 性 毒 性 産 物 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 第 一 の 物 質 が 酵 素 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 酵 素 が プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ が 、 Porphyromonas gingivalis由 来 の arg－ ジ ン ジ パ イ ン （ arg-gingi
pain） お よ び Bacteroides forsythus由 来 の 48 kDaプ ロ テ ア ー ゼ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 第 一 の 物 質 が 毒 素 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 毒 素 が 、 Actinobacillus actinomycetemcomitans由 来 の ロ イ コ ト キ シ ン で あ る 、 請
求 項 ７ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 第 二 の 物 質 が 白 血 球 産 物 で あ る 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 白 血 球 産 物 が 天 然 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 天 然 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ヒ ト の 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載
の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 第 二 の 物 質 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の 何 れ か に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が イ ン タ ー ロ イ キ ン で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 イ ン タ ー ロ イ キ ン が 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ β 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ６ お よ び イ ン
タ ー ロ イ キ ン － ８ の 中 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 炎 症 性 メ デ ィ エ イ タ ー で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 炎 症 性 メ デ ィ エ イ タ ー が 、 腫 瘍 壊 死 因 子 － α お よ び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 か ら 成 る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 第 一 の 親 和 性 リ ガ ン ド が 、 前 記 第 一 の 物 質 の 選 択 的 結 合 を 示 す 第 一 の 抗 体 で あ り 、
前 記 第 二 の 親 和 性 リ ガ ン ド が 、 前 記 第 二 の 物 質 の 選 択 的 結 合 を 示 す 第 二 の 抗 体 で あ る 、 請
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求 項 ２ ～ １ ６ の 何 れ か に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 ア ッ セ イ の 各 々 が 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ を 提 供
す る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 サ ン プ ル を 受 容 す る た め の サ ン プ ル 貯 蔵 所 を 備 え た 支 持 体 を 更 に 含 み 、
　 前 記 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 ア ッ セ イ が 、 前 記 サ ン プ ル 貯 蔵 所 と 直 接 接 し て 、 ま た は 前 記
サ ン プ ル 貯 蔵 所 を 前 記 検 出 ア ッ セ イ か ら 分 離 す る 取 り 外 し 可 能 に 配 置 さ れ た 分 離 手 段 を 介
し て 接 し て 、 前 記 支 持 体 上 に 配 置 さ れ る 、
先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 検 出 ア ッ セ イ の た め に 前 記 サ ン プ ル を 希 釈 し 適 合 さ せ る た め の 追 加 の バ ッ フ ァ ー を
更 に 含 む 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 サ ン プ ル 貯 蔵 所 と は 別 に バ ッ フ ァ ー 貯 蔵 所 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の テ ス ト
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 サ ン プ ル を 得 る た め の 少 な く と も 一 の サ ン プ リ ン グ デ バ イ ス を 更 に 含 む 、 先 行 す る
請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 歯 周 病 を 検 出 す る た め の 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の テ ス ト キ ッ ト の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 歯 周 病 を 診 断 す る 、 お よ び /ま た は 前 記 疾 患 の 進 行 に つ い て リ ス ク を 予 測 す る 方 法 で あ
っ て 、
　 細 菌 に 由 来 す る 少 な く と も 一 の 第 一 の 物 質 の 存 在 、 お よ び 患 者 の 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 に
由 来 す る 第 二 の 物 質 の 存 在 に つ い て 、 患 者 の 口 腔 か ら の サ ン プ ル を 分 析 す る こ と を 含 む 方
法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 第 一 の 物 質 が 細 菌 性 毒 性 産 物 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 第 一 の 物 質 が 酵 素 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 酵 素 が プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ が 、 Porphyromonas gingivalis由 来 の arg－ ジ ン ジ パ イ ン （ arg-gingi
pain） お よ び Bacteroides forsythus由 来 の 48 kDaプ ロ テ ア ー ゼ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 第 一 の 物 質 が 毒 素 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 毒 素 が 、 Actinobacillus actinomycetemcomitans由 来 の ロ イ コ ト キ シ ン で あ る 、 請
求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 第 二 の 物 質 が 白 血 球 産 物 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ ～ ３ ０ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 白 血 球 産 物 が 天 然 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 天 然 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ヒ ト の 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
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　 前 記 第 二 の 物 質 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ４ ～ ３ ０ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が イ ン タ ー ロ イ キ ン で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 イ ン タ ー ロ イ キ ン が 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ β 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ６ お よ び イ ン
タ ー ロ イ キ ン － ８ の 中 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 炎 症 性 メ デ ィ エ イ タ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 炎 症 性 メ デ ィ エ イ タ ー が 、 腫 瘍 壊 死 因 子 － α お よ び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 か ら 成 る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 分 析 が 、 前 記 第 一 の 物 質 の 存 在 を 選 択 的 に 検 出 す る 第 一 の 方 法 お よ び 前 記 第 二 の 物
質 の 存 在 を 選 択 的 に 検 出 す る 第 二 の 方 法 を 用 い て 、 前 記 サ ン プ ル を 分 析 す る こ と を 含 む 、
請 求 項 ２ ４ ～ ３ ８ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 第 一 の 方 法 が 、 前 記 第 一 の 物 質 の 選 択 的 結 合 を 示 す 第 一 の 抗 体 を 使 用 す る こ と を 含
み 、 前 記 第 二 の 方 法 が 、 前 記 第 二 の 物 質 の 選 択 的 結 合 を 示 す 第 二 の 抗 体 を 使 用 す る こ と を
含 む 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 第 一 お よ び 第 二 の 方 法 の 少 な く と も 一 つ が 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ を 使
用 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 歯 周 病 を 検 出 す る た め の テ ス ト キ ッ ト に 関 す る 。 更 に 本 発 明 は 、 歯 周 病 の 診
断 、 お よ び 歯 周 病 の 進 行 に 関 す る リ ス ク の 予 測 の た め の 方 法 に 関 す る 。
【 技 術 背 景 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 歯 周 炎 は 、 西 側 世 界 に お い て 成 人 の 約 7-15％ に 影 響 を 及 ぼ し 、 こ れ に よ り 我 々 の 最 も 多
発 す る 疾 患 の 一 つ に な っ て い る 。 歯 周 病 は 、 多 因 子 疾 患 で あ り 、 歯 と 歯 茎 の 間 の ポ ケ ッ ト
に 病 原 性 細 菌 が 存 在 す る こ と が 、 必 要 で あ る が 十 分 で は な い 診 断 基 準 で あ る 。 宿 主 の 炎 症
系 お よ び 免 疫 系 も 、 当 該 疾 患 の 発 症 に お い て 重 大 な 役 割 を 果 た す 。 歯 周 病 の 進 行 は 、 歯 肉
下 の 細 菌 に 対 す る 慢 性 炎 症 反 応 の 結 果 、 歯 の 支 持 組 織 の 破 壊 に つ な が る と 考 え ら れ る 。 歯
周 病 は 、 そ の 挙 動 が 周 期 性 で あ り 、 そ の 初 期 段 階 に は 気 付 か れ な い ま ま の こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 そ の 破 壊 プ ロ セ ス は 、 宿 主 の 防 御 シ ス テ ム と 歯 周 ポ ケ ッ ト に お け る 特 定 の 細 菌 種 と の 間
の 複 雑 な 相 互 作 用 の 結 果 で あ る と 考 え ら れ る 。 歯 周 病 の 出 現 お よ び 進 行 に 関 与 す る 病 原 性
細 菌 に は 、 Porphyromonas gingivalis（ 以 前 は Bacteroides gingivalis） 、 Bacteroides 
forsythus（ 今 日 Tannerella forsythensisと も 称 さ れ る ） 、 Actinobacillus actinomycet
emcomitans、 Triponema denticolaお よ び Prevotella intermediaが 含 ま れ る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 近 年 、 細 菌 の 毒 性 産 物 （ 主 と し て 毒 素 お よ び 酵 素 ） の 重 要 性 が 広 く 研 究 さ れ 、 そ の 病 因
に 主 要 な 役 割 を 果 た す と 信 じ ら れ て い る （ Eley and Cox (2003)） 。 細 菌 は 、 様 々 な 増 殖
期 を 経 て 、 こ れ ら 増 殖 期 の 間 に 歯 周 ポ ケ ッ ト に お い て 多 か れ 少 な か れ 破 壊 的 で あ る と 考 え
ら れ る 。 活 性 な 細 菌 は 、 毒 性 産 物 を 産 生 し て 、 歯 周 ポ ケ ッ ト で の 生 存 お よ び 栄 養 摂 取 を 助
け る 。 こ の 毒 性 産 物 は 、 高 い 細 菌 活 性 の 期 間 に 、 歯 の 支 持 組 織 の 破 壊 お よ び 宿 主 の 防 御 シ
ス テ ム の 有 効 性 の 低 減 に 寄 与 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 今 日 、 歯 科 医 は 、 歯 周 ポ ケ ッ ト の プ ロ ー ビ ン グ 深 さ を 測 定 し 、 歯 槽 骨 へ の 歯 の ア タ ッ チ
メ ン ト の Ｘ 線 画 像 を 検 査 し 、 プ ロ ー ビ ン グ に よ る 出 血 を 調 べ る こ と に よ り 歯 周 炎 を 評 価 す
る 。 危 険 因 子 に は 、 喫 煙 習 慣 、 ス ト レ ス お よ び 歯 周 炎 の 家 族 歴 が 含 ま れ る 。 こ の 方 法 は 、
歯 科 医 の 主 観 的 な 専 門 的 技 術 に 大 き く 依 存 す る 。 プ ロ ー ビ ン グ 深 さ は 、 過 去 の ア タ ッ チ メ
ン ト の 減 少 の 測 定 の み で あ り 、 歯 周 炎 の 実 際 の 発 生 や 歯 周 炎 の 将 来 的 な 進 行 に ほ と ん ど 有
用 で は な い 。 プ ロ ー ビ ン グ に よ る 出 血 は 、 破 壊 プ ロ セ ス の 代 わ り に 治 癒 プ ロ セ ス を 示 す こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 時 折 、 微 生 物 サ ン プ ル を 採 取 し 、 培 養 ま た は DNA技 術 （ Socransky (1994)に よ り 開 発 さ
れ た チ ェ ッ カ ー ボ ー ド DNA-DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 ） の 何 れ か に よ る 分 析 の た め
に ラ ボ に 送 る 。 し か し 、 そ の 回 答 は 約 １ 週 間 で 得 ら れ る が 、 あ る 種 の 細 菌 の 存 在 を 示 す の
み で あ り 、 こ れ は 歯 周 炎 を 必 ず し も 示 す も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 歯 周 炎 を 診 断 す る か 、 ま た は 歯 周 炎 の 進 行 を 予 測 す る こ と が で き る 化 合 物 、 主 と し て タ
ン パ ク 質 、 た と え ば 酵 素 ま た は サ イ ト カ イ ン を 、 患 者 の 口 腔 か ら の 流 体 中 、 た と え ば 歯 肉
溝 滲 出 液 （ gingival crevicular fluid (GCF)） 中 に 見 出 す た め に 、 多 大 な 研 究 が な さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 今 日 ま で に 、 幾 つ か の テ ス ト お よ び ア ッ セ イ が 開 発 さ れ て い る （ Armitage (2003)） 。
こ れ ら ア ッ セ イ は 、 細 菌 、 細 菌 性 毒 性 産 物 、 ま た は 宿 主 タ ン パ ク 質 の 同 定 を 専 門 と し て い
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 歯 周 炎 の 診 断 ま た は 予 後 の 値 に つ い て 調 査 さ れ た 宿 主 由 来 の タ ン パ ク 質 に は 、 ヒ ト の 炎
症 系 に 由 来 す る 産 物 が 主 に 含 ま れ る 。 こ れ ら タ ン パ ク 質 の 役 割 は 、 炎 症 お よ び 免 疫 応 答 を
組 織 化 し て 、 組 織 の リ モ デ リ ン グ を す る こ と 、 ま た は 侵 入 す る 細 菌 の 殺 傷 を 助 け る こ と で
あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 最 も 研 究 さ れ た 歯 周 炎 診 断 用 の 宿 主 由 来 タ ン パ ク 質 に は 、 天 然 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ （
カ テ プ シ ン Ｇ 、 ア ズ ロ シ ジ ン 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ ３ 、 エ ラ ス タ ー ゼ ） 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 ア ミ
ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ 米 国 特 許 第 4,981,787号 、 第 5,834,226号 お よ び 第 4,801,535号 ）
、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ 米 国 特 許 第 6,277,587号 ） 、 ジ ペ プ
チ ジ ル ペ ジ ダ ー ゼ 、 好 中 球 ゼ ラ チ ナ ー ゼ 関 連 リ ポ カ リ ン （ 米 国 特 許 第 5,866,432号 ） 、 マ
ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ （ 米 国 特 許 第 5,736,341号 お よ び 第 6,280,687号 ） お よ び
サ イ ト カ イ ン 、 た と え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン （ 特 に IL-1β （ 米 国 特 許 第 5,328,829号 ） 、 IL-
6お よ び IL-8） お よ び 炎 症 性 メ デ ィ エ イ タ ー 、 た と え ば プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 お よ び 腫 瘍
壊 死 因 子 α （ TNF-α ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ン （ MMP’ s） は 、 歯 周 病 の マ ー カ ー と し て 提 案 さ れ て い る
。 米 国 特 許 第 5,736,341号 は 、 MMP-8の 存 在 を 検 出 す る こ と を 開 示 し 、 米 国 特 許 第 5,866,43
2号 は 、 好 中 球 ゼ ラ チ ナ ー ゼ 関 連 リ ポ カ リ ン の 存 在 を 検 出 す る こ と を 開 示 し 、 米 国 特 許 第 6
,280,687号 は 、 MMP-13の 存 在 を 開 示 す る 。 こ れ ら ３ つ の 特 許 は 、 歯 周 炎 の 診 断 お よ び 進 行
予 測 の た め の 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 原 理 に 基 く 迅 速 な チ ェ ア ー サ イ ド テ ス ト を 提 案 す
る 。 し か し 、 American Association of Periodontology by Oringer (2002) か ら の 情 報
論 文 で は 、 歯 周 病 の 進 行 に お け る MMP’ sの 役 割 を 証 明 す る た め に は 更 な る 研 究 が 必 要 で あ
る こ と が 議 論 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 米 国 特 許 第 6,406,873号 は 、 二 つ の 炎 症 性 メ デ ィ エ イ タ ー （ プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 活 性 化 因 子
阻 害 剤 ２ お よ び 組 織 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 活 性 化 因 子 ） は 、 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ て 、 歯 周 炎 を
診 断 可 能 で あ る と 主 張 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 米 国 特 許 第 5,248,595号 は 、 ３ つ ま で の 異 な る 歯 周 病 病 原 体 を 同 時 に 分 析 す る 方 法 を 記
載 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Chapple (1997) は 、 従 来 お よ び 現 在 に お い て 使 用 さ れ る 歯 周 病 診 断 の 方 法 を 概 説 し 、
マ ー カ ー の 検 出 、 た と え ば 歯 肉 溝 滲 出 液 （ gingival crevice fluid） に お け る ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ の 存 在 の 検 出 は 、 臨 床 的 評 価 、 た と え ば 組 織 の 色 を 分 析 し 、 ポ ケ ッ ト の 深 さ
を 探 針 で 探 り （ probe） 、 歯 の 易 動 性 を 測 定 す る こ と と 比 較 し て 、 感 受 性 お よ び 特 異 性 が
高 い と 結 論 づ け る 。 ま た 、 Chappleは 、 か か る マ ー カ ー の 二 つ 以 上 を 組 合 せ る こ と に よ り
、 進 行 中 ま た は 将 来 の 疾 患 活 性 を 診 断 す る た め の 最 も 正 確 な 手 段 が 得 ら れ る か も し れ な い
と 結 論 づ け る が 、 か か る 組 合 せ を 示 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Jin et al. (1999) は 、 歯 周 ポ ケ ッ ト に お い て DNAプ ロ ー ビ ン グ 法 を 用 い る こ と に よ り
、 歯 周 病 病 原 体 、 す な わ ち 細 菌 の 存 在 と 歯 肉 溝 滲 出 液 （ GCF） 中 の エ ラ ス タ ー ゼ と の 間 の
関 係 を 調 査 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Nisengard et al. (1992) は 、 P. gingivalis、 A. actinomycetemcomitansお よ び P. In
termediaの 存 在 に 関 し て 、 迅 速 な ラ テ ッ ク ス 凝 集 テ ス ト を 記 載 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Lamster et al (1994) は 、 臨 床 ア タ ッ チ メ ン ト の 減 少 お よ び そ れ と ヒ ト 白 血 球 由 来 の
β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ と の 関 係 を 調 査 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Eley and Cox (1996) は 、 P. gingivalis由 来 の ジ ン ジ パ イ ン に 特 異 的 な 酵 素 基 質 に 基
く チ ェ ア ー サ イ ド テ ス ト を 開 発 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 今 日 ま で に 、 歯 周 病 活 性 を 評 価 す る た め の 多 く の 方 法 が 開 発 さ れ て い る 。 し か し 、 こ れ
ら の 上 記 方 法 は い ず れ も 、 歯 周 病 お よ び そ の 破 壊 パ タ ー ン を 診 断 す る の に 十 分 特 異 的 で 感
受 性 の あ る ア ッ セ イ を 提 供 し て い な い 。 非 特 異 的 な 方 法 の 一 つ の 結 果 と し て 、 何 人 か の 患
者 が 、 歯 周 病 に 実 際 に 罹 っ て い な い の に 治 療 さ れ る と い う こ と が あ る 。 深 さ ポ ケ ッ ト が 進
行 中 の 炎 症 を 必 ず し も 有 し て お ら ず 、 正 確 な 診 断 を 得 る た め に は ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー の 評 価
を 詳 細 な 臨 床 観 察 と 併 用 し な け れ ば な ら ず 、 歯 周 ポ ケ ッ ト に 病 原 性 細 菌 が 単 に 存 在 す る こ
と が 疾 患 活 性 を 正 確 に 反 映 し て い な い た め 、 プ ロ ー ビ ン グ 深 さ な ど の 臨 床 観 察 は 、 十 分 に
信 頼 で き な い 。 更 に 、 宿 主 ま た は 細 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 酵 素 的 方 法 に 基 く こ れ ま
で に 開 発 さ れ た 診 断 は 、 酵 素 基 質 が 多 数 の 種 々 の 酵 素 に よ り 開 裂 さ れ 得 る と い う 事 実 の た
め に 、 十 分 に 特 異 的 で は な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 種 々 の サ イ ト カ イ ン が 研 究 さ れ て い る が 、 迅 速 で 特 異 的 な テ ス ト は 設 計 さ れ て い
な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の た め 、 歯 科 医 は 、 好 ま し く は
－ 迅 速 で 、 数 分 以 内 に 結 果 が 得 ら れ る 、
－ 最 小 限 の 時 間 と 作 業 労 力 を 必 要 と す る 、
－ 頑 丈 で 、 診 療 室 の 環 境 で 手 荒 に 処 置 可 能 で あ る 、
－ 容 易 に 解 釈 さ れ る 結 果 を 提 供 す る 、
－ 室 温 ま た は 冷 蔵 庫 で 長 期 の 貯 蔵 寿 命 を 有 す る 、
－ 歯 科 診 療 室 に そ の ト レ イ を 備 え 付 け 、 環 境 に や さ し く 、 優 れ た 患 者 の 情 報 材 料 を 提 供 す
る 、
チ ェ ア ー サ イ ド テ ス ト キ ッ ト を 必 要 と し て い る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 目 的 は 、 従 来 技 術 の 欠 点 を 解 消 し 、 歯 科 医 の 現 在 の 要 求 を 満 た す テ ス ト
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キ ッ ト を 提 供 す る こ と で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 特 異 的 で 、 感 受 性 が よ く 、 使
用 し 易 い 歯 周 病 を 検 出 す る た め の キ ッ ト お よ び 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 細 菌 に 由 来 す る 物 質 お よ び ヒ ト の 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 に 由 来 す る
物 質 の 共 存 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 が 、 本 目 的 の た め に 使 用 可 能 で あ る こ と を 見 出 し た
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 歯 科 医 お よ び 歯 科 衛 生 士 の 手 助 け と な っ て 、 更 に 効 果 的 な 歯 周 病 治 療 を 患 者
に 提 供 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の テ ス ト キ ッ ト お よ び 方 法 は 、 疑 わ し い
歯 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め 、 以 前 の 治 療 を 追 跡 す る た め 、 最 適 な 形 態 の 治 療 を 決 定 す る
た め 、 正 し い 種 類 の 抗 生 物 質 を 選 択 す る た め 、 望 ま し い 毎 日 の 歯 科 衛 生 の 重 要 性 を 患 者 に
伝 え る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 第 一 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者 の 口 腔 か ら の サ ン プ ル を 分 析 す る こ と に よ り 患 者
の 歯 周 病 を 診 断 す る た め の テ ス ト キ ッ ト で あ っ て 、 細 菌 に 由 来 す る 第 一 の 物 質 を 検 出 す る
た め の 第 一 の 検 出 ア ッ セ イ 、 お よ び 患 者 の 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 に 由 来 す る 第 二 の 物 質 を 検
出 す る た め の 第 二 の 検 出 ア ッ セ イ を 含 む テ ス ト キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 患 者 の 口 腔 か ら の サ ン プ ル を 分 析 す る こ と に よ り 患 者 の 歯 周 病
を 診 断 す る た め の テ ス ト キ ッ ト で あ っ て 、 細 菌 に 由 来 す る 第 一 の 物 質 を 結 合 す る た め の 結
合 部 位 を 有 す る 少 な く と も 一 の 第 一 の 親 和 性 リ ガ ン ド を 含 む 第 一 の 検 出 ア ッ セ イ 、 お よ び
患 者 の 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 に 由 来 す る 第 二 の 物 質 を 結 合 す る た め の 結 合 部 位 を 有 す る 少 な
く と も 一 の 第 二 の 親 和 性 リ ガ ン ド を 含 む 第 二 の 検 出 ア ッ セ イ を 少 な く と も 含 む テ ス ト キ ッ
ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 患 者 は 哺 乳 動 物 で あ り 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 前 記 第 一 の 検 出 ア ッ セ イ か ら の 結 果 と 前 記 第 二 の 検 出 ア ッ セ イ か ら の 結 果 と を 組 み 合 わ
せ て 使 用 し て 歯 周 病 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 第 一 の 物 質 は 、 前 記 細 菌 に よ り 産 生 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る 。 好 ま し
く は 、 前 記 タ ン パ ク 質 は 、 細 菌 性 毒 性 産 物 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 酵 素 ま た は 毒 素 で あ
る 。 好 ま し い 酵 素 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ で あ り 、 た と え ば 、 Porphyromonas gingivalis由 来 の
arg－ ジ ン ジ パ イ ン お よ び Bacteroides forsythus由 来 の 48 kDaプ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 有 利
な 毒 素 の 例 は 、 Actinobacillus actinomycetemcomitans由 来 の ロ イ コ ト キ シ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 前 記 第 二 の 物 質 は 、 好 ま し く は 白 血 球 、 サ イ ト カ イ ン 、 ま た は ヒ ト 炎 症 性 メ デ ィ エ イ タ
ー で あ る 。 好 ま し い 白 血 球 は 、 天 然 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ り 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト の
好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ で あ る 。 好 ま し い サ イ ト カ イ ン は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ β 、 イ ン タ
ー ロ イ キ ン － ６ お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン － ８ で あ る 。 有 利 な 炎 症 性 メ デ ィ エ イ タ ー の 例 は
、 腫 瘍 壊 死 因 子 － α で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 細 菌 性 由 来 の 第 一 の 物 質 お よ び 上 記 第 二 の 物 質 、 好 ま し く は ヒ ト の 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ
の 共 存 は 、 活 性 な 細 菌 お よ び 活 性 な 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 の 両 方 を 示 す は ず で あ り 、 こ れ は
歯 周 破 壊 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 歯 周 病 が 多 因 子 疾 患 で あ る こ と が 科 学 界 で 十 分 確 立 さ れ て い た と し て も 、 サ ン プ ル 中 の
細 菌 お よ び 宿 主 由 来 の 産 物 の 両 方 を 分 析 す る テ ス ト が 未 だ に 開 発 さ れ て い な い こ と は 明 ら
か で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 テ ス ト キ ッ ト は 、 上 述 の と お り 細 菌 ま た は 患 者 の 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 に 由 来 す る （ 好 ま
し く は 細 菌 に 由 来 す る ） 第 三 の 物 質 を 結 合 す る た め の 結 合 部 位 を 有 す る 少 な く と も 一 の 第
三 の 親 和 性 リ ガ ン ド を 含 む 第 三 の 検 出 ア ッ セ イ を 含 ん で い て も よ く 、 幾 つ か の 態 様 に お い
て は 、 追 加 の 物 質 の 結 合 の た め の 更 な る 検 出 ア ッ セ イ を 更 に 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 好 ま し く は 、 第 一 の 親 和 性 リ ガ ン ド は 、 前 記 第 一 の 物 質 の 選 択 的 結 合 を 示 す 抗 体 で あ り
、 第 二 の 親 和 性 リ ガ ン ド は 、 前 記 第 二 の 物 質 の 選 択 的 結 合 を 示 す 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 抗 体 は 、 開 発 さ れ 交 差 反 応 に つ い て 試 験 さ れ る と 、 タ ー ゲ ッ ト に 対 し て 非 常 に 特 異 的 で
あ り 、 酵 素 以 外 の 化 学 物 質 （ た と え ば 毒 素 お よ び サ イ ト カ イ ン ） を 検 出 す る こ と が 可 能 で
あ る た め 、 抗 体 の 使 用 は 、 他 の 方 法 （ た と え ば 酵 素 的 方 法 ） よ り 有 利 で あ る 。 更 に 、 新 規
抗 原 に 対 し て 新 規 抗 体 を 開 発 す る 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の テ ス ト キ ッ ト に お け る 前 記 検 出 ア ッ セ イ は 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー ア ッ セ イ を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ /方 法 を 使 用 す る 利 点 は 、 こ れ ら が 容 易 に 作 成 さ れ 使
用 さ れ る こ と 、 長 期 貯 蔵 寿 命 を 有 し て い る こ と 、 迅 速 に 回 答 が 得 ら れ る こ と 、 検 出 目 的 の
物 質 に 対 し て 非 常 に 特 異 的 に 設 計 す る こ と が で き る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 前 記 テ ス ト キ ッ ト は 、 サ ン プ ル を 受 容 す る た め の サ ン プ ル 貯 蔵 所 を 備 え た 支 持 体 を 更 に
好 ま し く は 含 み 、 前 記 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 ア ッ セ イ は 、 前 記 サ ン プ ル 貯 蔵 所 と 直 接 接 し
て 、 ま た は 前 記 サ ン プ ル 貯 蔵 所 を 前 記 検 出 ア ッ セ イ か ら 分 離 す る 取 り 外 し 可 能 に 配 置 さ れ
た 分 離 手 段 を 介 し て 接 し て 、 前 記 支 持 体 上 に 配 置 さ れ る 。 前 記 キ ッ ト は 、 好 ま し く は 前 記
サ ン プ ル 貯 蔵 所 と は 別 に バ ッ フ ァ ー 貯 蔵 所 中 に 、 前 記 検 出 ア ッ セ イ の た め に 前 記 サ ン プ ル
を 希 釈 し 適 合 さ せ る た め の 追 加 の バ ッ フ ァ ー を 含 ん で い て も よ い し 、 サ ン プ ル を 得 る た め
の 少 な く と も 一 の サ ン プ リ ン グ デ バ イ ス を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の テ ス ト キ ッ ト に 具 備 さ れ る 個 々 の 検 出 ア ッ セ イ は 、 一 緒 に 提 供 さ れ て も よ い し
別 々 に 提 供 さ れ て も よ い 。 検 出 ア ッ セ イ が 別 々 に 販 売 さ れ る 場 合 、 同 時 に 採 取 さ れ る GCF
等 の サ ン プ ル は 、 各 ア ッ セ イ で 別 々 に 分 析 さ れ 、 そ の 結 果 は 、 歯 周 病 の 診 断 の た め に 組 合
せ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の テ ス ト キ ッ ト お よ び 方 法 は 、 歯 周 病 の た め の チ ェ ア ー サ イ ド テ ス ト を 備 え 、 こ
の テ ス ト に お い て 歯 科 医 ま た は 歯 科 衛 生 士 は 、 歯 周 ポ ケ ッ ト か ら た と え ば GCFサ ン プ ル を
採 取 す る 。 サ ン プ ル は 、 テ ス ト キ ッ ト で 提 供 さ れ る ア ッ セ イ に よ り 分 析 さ れ 、 こ れ ら ア ッ
セ イ か ら 得 ら れ る 結 果 は 、 規 定 の 基 準 に 従 っ て 判 断 さ れ 、 進 行 中 の 歯 周 病 の 発 症 を 評 価 す
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 第 二 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 歯 周 病 を 診 断 す る 、 お よ び /ま た は 前 記 疾 患 の 進 行 に
つ い て リ ス ク を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、 細 菌 に 由 来 す る 少 な く と も 一 の 第 一 の 物 質 の 存 在
お よ び 患 者 の 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 に 由 来 す る 第 二 の 物 質 の 存 在 に つ い て 、 患 者 の 口 腔 か ら
の サ ン プ ル を 分 析 す る こ と を 含 む 方 法 に 関 し 、 第 一 お よ び 第 二 の 物 質 は 上 記 規 定 の と お り
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 更 に 、 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 上 述 の 追 加 の 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 を 含 ん で い て も よ
い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 前 記 第 一 の 物 質 の 選 択 的 結 合 を 示 す 第 一 の 抗 体 を 使 用 す
る こ と を 含 み 、 前 記 第 二 の 方 法 は 、 前 記 第 二 の 物 質 の 選 択 的 結 合 を 示 す 第 二 の 抗 体 を 使 用
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す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 前 記 第 一 お よ び 第 二 の 方 法 の 少 な く と も 一 つ は 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と を 含 む 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 の 口 腔 か ら の サ ン プ ル を 分 析 す る こ と に よ り 患 者 の 歯 周 病 を 検 出 す る た
め の テ ス ト キ ッ ト で あ っ て 、 細 菌 に 由 来 す る 第 一 の 物 質 を 結 合 す る た め の 結 合 部 位 を 有 す
る 少 な く と も 一 の 第 一 の 親 和 性 リ ガ ン ド を 含 む 第 一 の 検 出 ア ッ セ イ 、 お よ び 患 者 の 免 疫 系
ま た は 炎 症 系 に 由 来 す る 第 二 の 物 質 を 結 合 す る た め の 結 合 部 位 を 有 す る 少 な く と も 一 の 第
二 の 親 和 性 リ ガ ン ド を 含 む 第 二 の 検 出 ア ッ セ イ を 少 な く と も 含 む テ ス ト キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 ま し く は 、 患 者 の 口 腔 か ら の 前 記 サ ン プ ル は 、 歯 肉 溝 滲 出 液 、 ペ リ － イ ン プ ラ ン ト 溝
液 、 唾 液 ま た は 口 内 洗 浄 サ ン プ ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 歯 肉 溝 滲 出 液 （ GCF） は 、 歯 周 ポ ケ ッ ト か ら 口 腔 へ 流 れ る 流 体 で あ る 。 炎 症 の 起 こ っ て
い る 場 合 、 GCFは 、 炎 症 細 胞 、 細 菌 お よ び そ れ ら の 副 生 成 物 を そ れ ぞ れ 含 有 し 、 そ の 含 有
物 は 、 破 壊 性 歯 周 炎 の た め の マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。 GCFの 採 取 は 低 侵 襲 的 処 置 で
あ り 、 そ の 流 体 は 、 生 化 学 的 イ ン ジ ケ ー タ ー の 定 量 的 な 出 所 を 提 供 し 、 こ れ は 、 患 者 の 応
答 お よ び 細 菌 の 攻 撃 を 反 映 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ペ リ － イ ン プ ラ ン ト 溝 液 は 、 歯 を 歯 科 イ ン プ ラ ン ト に 置 換 し た 場 合 の GCF相 当 物 で あ り
、 す な わ ち イ ン プ ラ ン ト の 部 位 か ら 口 腔 へ 流 れ る 流 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 物 質 の 部 位 特 異 的 検 出 を 望 む 場 合 、 調 査 さ れ る 歯 の 表 面 そ れ ぞ れ か ら
別 々 の サ ン プ ル を 得 る こ と が 可 能 で あ る た め 、 GCFお よ び ペ リ － イ ン プ ラ ン ト 溝 液 が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 唾 液 ま た は 口 内 洗 浄 サ ン プ ル は 、 部 位 特 異 的 で な い 検 出 ま た は 診 断 を 達 成 す る た め に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 歯 周 病 」 お よ び 歯 周 炎 の 用 語 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 解 釈 さ れ 、 歯
周 炎 、 イ ン プ ラ ン ト 周 囲 炎 （ peri-implantatis） （ イ ン プ ラ ン ト を 支 持 す る 組 織 が 崩 壊 す
る ） 、 お よ び 1999 International workshop for classification of periodontal diseas
es and conditionsで 定 義 さ れ る 他 の 形 態 の 歯 周 病 な ど の 疾 患 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 歯 周 病 病 原 性 細 菌 、 た と え ば Porphyromonas gingivalis、 Bacteroides forsythus、 Act
inobacillus actinomycetemcomitans、 Triponema denticolaお よ び Prevotella intermedi
aは 、 歯 周 病 の 進 行 に 至 る こ と な く 、 口 腔 、 お よ び 歯 と 健 康 な 歯 茎 と の 間 の ポ ケ ッ ト に 存
在 す る こ と が で き る 。 細 菌 は 、 活 性 に な る た め に 、 あ る 増 殖 条 件 お よ び 栄 養 の 存 在 を 必 要
と す る 。 活 性 な 細 菌 は 、 毒 性 産 物 （ た と え ば 上 述 の 毒 素 お よ び 酵 素 ） を 産 生 し 、 そ の 生 存
お よ び 栄 養 摂 取 を 助 け る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Porphyromonas gingivalisお よ び Bacteroides forsythusは 、 約 50 kDaの 分 子 量 の ト リ
プ シ ン 様 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ と し て 公 知 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 産 生 す る 。 P. gingivali
s由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ の 一 つ は 、 arg-ジ ン ジ パ イ ン と 称 さ れ 、 B. forsythus由 来 の プ ロ テ
ア ー ゼ の 一 つ は 、 48 kDaプ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 Actinobacillus actinomycetemcomitansは
、 116 kDaロ イ コ ト キ シ ン を 産 生 し 、 こ れ は 、 孔 形 成 （ pore-forming） ロ イ コ ト キ シ ン の
リ ピ ー ト － イ ン － ト キ シ ン （ repeats-in-toxin） エ キ ソ プ ロ テ イ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー
で あ り 、 ヒ ト の 多 形 核 白 血 球 に 対 し て 特 異 的 に 細 胞 毒 性 が あ る 。
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【 ０ ０ ５ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 記 第 一 の 物 質 は 、 細 菌 性 毒 性 産 物 、 好 ま し く は 酵 素 、 た と え
ば プ ロ テ ア ー ゼ 、 よ り 好 ま し く は Porphyromonas gingivalis由 来 の arg－ ジ ン ジ パ イ ン 、
お よ び Bacteroides forsythus由 来 の 48 kDaプ ロ テ ア ー ゼ 、 ま た は 毒 素 、 よ り 好 ま し く は A
ctinobacillus actinomycetemcomitans由 来 の ロ イ コ ト キ シ ン で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 毒 性 産 物 の 存 在 は 、 宿 主 の 炎 症 応 答 お よ び 免 疫 系 を 誘 発 し 、 こ れ に よ り 防 御 系 細 胞 、 た
と え ば 多 形 核 （ PMN） 白 血 球 を 感 染 部 位 に 集 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 白 血 球 は 、 感 染 部 位 に お い て 多 量 の 細 菌 お よ び 細 菌 性 産 物 を 処 理 す る こ と は で き ず 、 白
血 球 粒 状 物 由 来 の 酵 素 が 歯 周 ポ ケ ッ ト に 放 出 さ れ る 。 こ れ ら 酵 素 は 、 侵 入 す る 細 菌 を 殺 傷
す る こ と を 本 来 の 目 的 と す る も の で あ り 、 周 囲 の 組 織 に 対 し て 非 常 に 破 壊 的 で あ る 。 ヒ ト
の 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ は 、 歯 の 周 囲 の 支 持 組 織 の 多 く を 分 解 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 エ
ラ ス タ ー ゼ は 、 歯 周 ポ ケ ッ ト に お い て そ の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ α -1ア ン チ ト リ プ シ ン ）
に 結 合 す る こ と が し ば し ば 見 出 さ れ て い る 。 し か し 、 P. gingivalis由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ
は 、 ヒ ト 血 清 に お い て プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の α -1ア ン チ ト リ プ シ ン お よ び α -2マ ク
ロ グ ロ ブ リ ン を 分 解 し て 、 歯 周 ポ ケ ッ ト ま た は ペ リ － プ ラ ン ト ポ ケ ッ ト に お い て 高 い 破 壊
形 態 で エ ラ ス タ ー ゼ を 放 出 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 に 由 来 す る 」 物 質 は 、 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 に 関
与 す る 細 胞 に 由 来 す る 物 質 を 指 す 。 か か る 物 質 は 、 前 記 細 胞 か ら 分 泌 さ れ て も よ い し 、 か
か る 細 胞 の 溶 解 に 由 来 し て も よ く 、 た と え ば 免 疫 お よ び 炎 症 応 答 を 組 織 化 す る か 、 ま た は
組 織 の リ モ デ リ ン グ も し く は 侵 入 す る 細 菌 の 殺 傷 を 行 う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 第 二 の 物 質 は 、 白 血 球 産 物 、 た と え ば 天 然 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 、 好 ま し く は ヒ ト の 好
中 球 エ ラ ス タ ー ゼ ま た は サ イ ト カ イ ン 、 た と え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ β 、 イ ン タ ー ロ イ
キ ン ６ お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン － ８ か ら 好 ま し く は 選 択 さ れ る イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 ま た は
炎 症 性 メ デ ィ エ イ タ ー 、 好 ま し く は 腫 瘍 壊 死 因 子 － α ま た は プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 で あ り
得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 前 記 第 二 の 物 質 は 、 ヒ ト の 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 検 出 に 適 し た 患 者 の 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 に 由 来 す る 他 の 物 質 に は 、 コ ラ ゲ ナ ー
ゼ 、 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 ジ ペ
プ チ ジ ル ペ ジ ダ ー ゼ 、 好 中 球 ゼ ラ チ ナ ー ゼ 関 連 リ ポ カ リ ン お よ び マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ
テ イ ナ ー ゼ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 前 記 第 一 の 物 質 は 、 細 菌 性 毒 性 産 物 で あ り 、 前 記 第 二 の 物 質 は 、 ヒ ト
の 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 少 な く と も 一 の 細 菌 由 来 の 第 一 の 物 質 お よ び 上 述 の 第 二 の 物 質 、 好 ま し く は ヒ ト の 好 中
球 エ ラ ス タ ー ゼ の 共 存 は 、 活 性 な 細 菌 お よ び 活 性 な 免 疫 系 ま た は 炎 症 系 の 両 方 を 示 す は ず
で あ り 、 こ れ は 歯 周 病 を 示 唆 す る 。 よ っ て 、 少 な く と も 前 記 第 一 の 物 質 お よ び 前 記 第 二 の
物 質 の 共 存 を 検 出 す る こ と が 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 幾 つ か の 例 に お い て 、 本 発 明 の テ ス ト キ ッ ト は 、 前 記 サ ン プ ル に お い て 追 加 の 物 質 を 検
出 す る た め の 追 加 の 検 出 ア ッ セ イ を 含 み 、 好 ま し く は 、 か か る 追 加 の 物 質 は 、 上 述 の 細 菌
由 来 の 物 質 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の テ ス ト キ ッ ト で は 、 前 記 第 一 の 親 和 性 リ ガ ン ド は 、 前
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記 第 一 の 物 質 へ の 選 択 的 結 合 を 示 す 第 一 の 抗 体 を 含 み 、 前 記 第 二 の 親 和 性 リ ガ ン ド は 、 前
記 第 二 の 物 質 へ の 選 択 的 結 合 を 示 す 第 二 の 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 抗 体 」 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 合 成 で 作 成
さ れ る 抗 体 ま た は 抗 体 等 価 物 お よ び そ の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト を 指 す 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に と っ て 特 別 興 味 深 い 抗 体 は 、 上 述 の 第 一 ま た は 第 二 の 物 質 の 何 れ か に 特 異 的 に
結 合 す る 抗 体 で あ る 。 ヒ ト の 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ に 対 す る 抗 体 は 、 MP Biomedicalsか ら 商
業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 A. actinomycetemcomitans由 来 の ロ イ コ ト キ シ ン に 対 す る 抗 体 は
開 発 さ れ て お り （ Johansson et al. 2000） 、 P. gingivalis由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る
抗 体 も 開 発 さ れ て い る （ Nakagawa et al. 2001） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 ア ッ セ イ 」 は 、 サ ン プ ル 中 の 一 ま た は 複 数 の 物 質 の 存 在 を 検 出 す る
、 お よ び /ま た は そ の 量 を 決 定 す る た め の 手 段 を い う 。 ア ッ セ イ で の 分 析 か ら 得 ら れ る 結
果 は 、 検 出 可 能 な 応 答 で あ り 、 た と え ば 色 、 蛍 光 、 吸 光 度 お よ び /ま た は 発 光 の 変 化 、 伝
導 度 の 変 化 、 放 射 能 の 変 化 等 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の テ ス ト キ ッ ト で の 使 用 に 適 し た 検 出 ア ッ セ イ は 、 幾 つ か の 免 疫 学 的 方 法 の も の
に 基 く こ と が で き る 。 か か る 方 法 に は 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 、 免 疫 測 定 方 法 、 免
疫 凝 集 方 法 、 蛍 光 免 疫 学 的 方 法 、 免 疫 発 光 方 法 、 濁 度 測 定 （ turbidimetric） 免 疫 学 的 方
法 、 ELISAお よ び 比 濁 分 析 （ nephelometric） 方 法 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の テ ス ト キ ッ ト の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 記 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 ア ッ セ イ は
、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ 、 好 ま し く は 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー テ ス ト （ lateral flow
 test） と し て 実 行 さ れ る い わ ゆ る 「 ス ト リ ッ プ テ ス ト （ strip-test） 」 と し て 具 体 化 さ
れ る も の を 提 供 す る 。 当 業 者 に 公 知 の 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ の 幾 つ か の 種 々
の 変 形 例 が 存 在 す る 。 そ れ ぞ れ の 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ は 、 好 ま し く は 、 検 出
す べ き 物 質 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 二 つ の 抗 体 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 更 に 、 二 以 上 の 検 出 ア ッ セ イ を 単 一 の ス ト リ ッ プ テ ス ト に 適 合 さ せ 、 そ の 結 果 、 二 以 上
の 物 質 の 存 在 を 単 一 の ス ト リ ッ プ 上 で 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 更 に 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る と お り 、 ポ ジ テ ィ ブ
シ グ ナ ル を 得 る た め に 、 予 め 規 定 さ れ た 閾 値 量 の 探 索 物 質 を サ ン プ ル 中 に 必 要 と す る よ う
に 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 歯 周 病 を 診 断 す る 、 お よ び /ま た は 前 記 疾 患 の 進 行 に つ い て リ ス ク を 予
測 す る 方 法 で あ っ て 、 細 菌 に 由 来 す る 少 な く と も 第 一 の 物 質 の 存 在 お よ び 患 者 の 免 疫 系 ま
た は 炎 症 系 に 由 来 す る 第 二 の 物 質 の 存 在 に つ い て 、 患 者 の 口 腔 か ら の サ ン プ ル を 分 析 す る
こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 患 者 の 口 腔 か ら の サ ン プ ル お よ び 第 一 お よ び 第 二 の 物 質 は 、 上
述 の と お り で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ま た 幾 つ か の 例 に お い て 、 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 前 記 サ ン プ ル 中 に 上 述 の 追 加 の 物 質 の
存 在 を 検 出 す る 工 程 を 更 に 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 診 断 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 記 第 一 の 方 法 は 、 前 記 第 一 の 物 質 の 選 択
的 結 合 を 示 す 第 一 の 抗 体 を 使 用 す る こ と を 含 み 、 前 記 第 二 の 方 法 は 、 前 記 第 二 の 物 質 の 選
択 的 結 合 を 示 す 第 二 の 抗 体 を 使 用 す る こ と を 含 み 、 前 記 抗 体 は 上 述 の と お り で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ６ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 前 記 第 一 お よ び 第 二 の 方 法 の 少 な く と も 一 つ は 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 方 法 を 使 用 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 で の 使 用 に 適 し た 他 の 検 出 方 法 は 、 幾 つ か の 免 疫 学 的 方 法 の も の に 基 く こ
と が で き る 。 か か る 方 法 に は 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 、 免 疫 測 定 方 法 、 免 疫 凝 集 方
法 、 蛍 光 免 疫 学 的 方 法 、 免 疫 発 光 方 法 、 濁 度 測 定 免 疫 学 的 方 法 、 ELISAお よ び 比 濁 分 析 方
法 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 好 ま し い 態 様 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の テ ス ト キ ッ ト は 、 図 １ に 図 示 さ れ る と お り 、 サ ン プ ル を 受 容 す る
た め の サ ン プ ル 貯 蔵 所 ４ を 備 え た 支 持 体 ３ 上 に 配 置 さ れ た 、 二 つ の 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 検 出 ア ッ セ イ １ 、 ２ を 含 む 。 二 つ の 検 出 ア ッ セ イ １ 、 ２ は 、 サ ン プ ル 貯 蔵 所 ４ と 直 接 接
し て 、 ま た は 取 り 外 し 可 能 に 配 置 さ れ た 分 離 手 段 ５ を 介 し て 接 し て 配 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 サ ン プ ル 貯 蔵 所 ４ は 、 好 ま し く は 支 持 材 料 で 形 成 さ れ る 。 支 持 体 ３ は 、 幾 つ か の 異 な る
材 料 、 た と え ば プ ラ ス チ ッ ク 、 紙 、 カ ー ト ン ま た は そ の 組 合 せ 、 た と え ば プ ラ ス チ ッ ク と
の ラ ミ ネ ー ト 紙 か ら 作 成 す る こ と が で き る 。 検 出 ア ッ セ イ １ 、 ２ は 、 各 ア ッ セ イ の サ ン プ
ル 受 容 領 域 が 、 サ ン プ ル 貯 蔵 所 ４ と 直 接 接 す る か 、 ま た は 取 り 外 し 可 能 に 配 置 さ れ た 分 離
手 段 ５ を 介 し て 接 す る よ う に 、 支 持 体 ３ 上 に 固 定 さ れ る 。 前 記 分 離 手 段 ５ は 、 ア ッ セ イ 上
で サ ン プ ル 受 容 領 域 を 覆 う 取 り 外 し 可 能 な フ ォ イ ル 、 ア ッ セ イ か ら 当 該 貯 蔵 所 を 分 離 す る
ダ ム 等 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 キ ッ ト は 、 前 記 検 出 ア ッ セ イ の た め に 前 記 サ ン プ ル を 希 釈 し 適 合 さ せ る た め の 追 加 の バ
ッ フ ァ ー 、 お よ び 分 析 す べ き サ ン プ ル を 得 る た め の 少 な く と も 一 の サ ン プ リ ン グ デ バ イ ス
を 更 に 含 ん で い て も よ い 。 使 用 に 適 し た サ ン プ リ ン グ デ バ イ ス の タ イ プ は 、 分 析 す べ き サ
ン プ ル の タ イ プ に 依 存 し 得 る 。 た と え ば 、 歯 肉 溝 滲 出 液 は 粘 性 流 体 で あ り 、 小 さ な ブ ラ シ
、 デ ン タ ル フ ロ ス 、 ペ ー パ ー ポ イ ン ト ま た は 使 い 捨 て ピ ペ ッ ト に よ り 容 易 に 収 集 す る こ と
が で き る 。 唾 液 ま た は 口 内 洗 浄 サ ン プ ル を 得 る た め の 他 の サ ン プ リ ン グ デ バ イ ス は 、 当 業
者 に 公 知 で あ る 。 好 ま し く は 、 バ ッ フ ァ ー は 、 サ ン プ ル 貯 蔵 所 と は 別 に 、 バ ッ フ ァ ー 貯 蔵
所 に 保 存 さ れ 、 た と え ば 別 々 の フ ラ ス コ 、 支 持 体 上 に 形 成 さ れ た 追 加 の 貯 蔵 所 、 ま た は サ
ン プ ル 貯 蔵 所 に 配 置 し た 穴 開 け 可 能 な バ ッ グ に バ ッ フ ァ ー を 提 供 す る こ と に よ り 、 保 存 さ
れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 サ ン プ ル を 得 た 後 、 検 出 ア ッ セ イ に 適 し た pH、 イ オ ン 強 度 お よ び 粘 度 を 得 る た め に 、 サ
ン プ ル は 好 ま し く は バ ッ フ ァ ー と 混 合 さ れ る 。 混 合 し た 後 、 サ ン プ ル を サ ン プ ル 貯 蔵 所 に
移 し 、 必 要 に 応 じ て 分 離 手 段 を 移 動 さ せ る こ と に よ り 、 検 出 ア ッ セ イ の 受 容 領 域 と 接 触 さ
せ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 サ ン プ ル は 、 検 出 ア ッ セ イ に よ り 分 析 す べ き タ ン パ ク 質 （ 抗 原 ） の 一 つ の エ ピ ト ー プ に
特 異 的 な 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ し た 小 粒 子 （ た と え ば コ ロ イ ド 金 ま た は ラ テ ッ ク ス ） が 液 体
フ ロ ー に よ り ピ ッ ク ア ッ プ さ れ る 別 の 領 域 に 、 セ ル ロ ー ス ス ト リ ッ プ に 沿 っ て 、 キ ャ ピ ラ
リ ー フ ロ ー に よ り 移 動 す る 。 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 抗 原 は 、 抗 体 結 合 粒 子 に 結 合 し 、 セ ル
ロ ー ス ス ト リ ッ プ に 沿 っ て 更 に 移 動 す る 。 キ ャ ピ ラ リ ー フ ロ ー の 流 路 の 更 に 下 流 に 、 抗 原
の 別 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 別 の 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル ） が 、 不 可
逆 的 に ス ト リ ッ プ に 結 合 す る 。 抗 原 を 捕 捉 し た 粒 子 は 、 粒 子 と ス ト リ ッ プ 結 合 抗 体 と の 間
に 抗 原 が 挟 ま れ た 状 態 で 、 第 二 の 抗 体 が 結 合 し た ス ト リ ッ プ 上 の 領 域 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 充 分 な 粒 子 が 同 じ 領 域 に 捕 捉 さ れ た 場 合 、 目 に 見 え る ラ イ ン （ テ ス ト ラ イ ン ） が 、 ス ト
リ ッ プ 上 に 形 成 さ れ る 。 抗 原 を 捕 捉 し な か っ た 粒 子 は 、 ス ト リ ッ プ を 下 降 し 続 け 、 幾 つ か
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は 、 フ ァ ン ク シ ョ ン コ ン ト ロ ー ル ラ イ ン で 捕 捉 さ れ る 。 粒 子 は 小 さ い た め 一 つ ず つ で は ヒ
ト の 眼 に 見 え な い 。 充 分 な 粒 子 が 同 じ 領 域 に 捕 捉 さ れ た 場 合 の み 、 目 に 見 え る ラ イ ン が 形
成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 上 記 方 法 は 、 両 ス ト ラ イ プ で ほ ぼ 同 時 に 行 い 、 こ れ に よ り 分 析 さ れ る 物 質 の 各 々 に つ い
て 数 分 以 内 に 一 つ の 結 果 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 上 述 の 好 ま し い 態 様 お よ び 以 下 の 実 験 は 、 説 明 の 目 的 の み を 意 図 し て お り 、 本
発 明 を 限 定 す る も の と 解 釈 す べ き で は な い 。 本 発 明 の 範 囲 は 、 添 付 の ク レ ー ム に よ り 規 定
さ れ る 。
【 実 験 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 材 料 と 方 法
　 以 下 の 研 究 の た め の サ ン プ ル は 、 ス ウ ェ ー デ ン 、 ク リ シ ャ ン ス タ ー ド の 行 政 歯 科 サ ー ビ
ス （ Public dental service） 、 歯 周 療 法 部 門 （ Department of Periodontology） に 歯 周
治 療 の た め に ま わ さ れ た 16人 の ボ ラ ン テ ィ ア か ら 得 た 。 患 者 の 年 齢 は 、 28～ 54才 で 、 平 均
40才 で あ っ た 。 す べ て の 個 人 が 、 プ ロ ー ビ ン グ 深 さ が 6 mm以 上 の 少 な く と も 3つ の 部 位 を
別 々 の 歯 に 有 し て い た 。 患 者 は 、 こ こ 6ヶ 月 の 間 に 、 医 学 的 に 欠 陥 が あ っ た り 、 歯 周 治 療
お よ び /ま た は 抗 生 物 質 に よ る 治 療 を 受 け た り し な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 サ ン プ リ ン グ お よ び 臨 床 検 査 は 、 1週 間 の 間 隔 で 2回 行 っ た 。 酵 素 分 析 の た め の サ ン プ ル
は 、 微 生 物 の サ ン プ リ ン グ お よ び 臨 床 検 査 の 前 に 集 め た 。 1回 目 の サ ン プ リ ン グ お よ び 検
査 は 、 任 意 の 処 置 を 施 す 前 に 行 っ た （ ベ ー ス ラ イ ン 、 測 定 1） 。 2回 目 の サ ン プ リ ン グ お よ
び 検 査 は 、 1回 目 の 処 置 の 完 了 か ら 6ヵ 月 後 に 行 い （ 測 定 2） 、 3回 目 は 、 2回 目 の 処 置 の 完
了 か ら 更 に 6ヵ 月 後 に 行 っ た （ 測 定 3） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ベ ー ス ラ イ ン 検 査 の 後 、 す べ て の 患 者 は 、 口 腔 衛 生 指 導 、 お よ び 全 歯 列 に わ た っ て 歯 肉
縁 上 お よ び 歯 肉 縁 下 の デ ブ リ ド マ ン を 受 け た 。 嫌 気 性 生 物 の 生 存 総 数 に 対 し P. gingivali
sが ≧ 0.5％ ま た は P. Intermediaが ≧ 5％ を 占 め る か 、 あ る い は 歯 肉 縁 下 サ ン プ ル に A. act
inomycetemcomitansが 存 在 す る す べ て の 部 位 で 、 2回 目 の 処 置 期 間 に 、 麻 酔 下 で 歯 周 の 外
科 処 置 ま た は 歯 石 除 去 （ rescaling） を 行 っ た 。 研 究 の た め に 選 択 し た 他 の 部 位 は す べ て
、 歯 肉 縁 上 の 研 磨 を 受 け た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 各 患 者 か ら 、 最 初 の プ ロ ー ビ ン グ 深 さ が ≧ 6 mmで あ る 3～ 10部 位 か ら サ ン プ ル を 集 め た
。 サ ン プ リ ン グ 領 域 を 乾 燥 さ せ 、 コ ッ ト ン ロ ー ル で 隔 離 し 、 歯 肉 縁 上 で は 、 無 菌 の キ ュ ー
レ ッ ト お よ び 外 科 用 綿 撒 糸 を 用 い て プ ラ ー ク を 注 意 深 く 除 去 し た 。 酵 素 ア ッ セ イ の た め に
、 3つ の 媒 質 ペ ー パ ー ポ イ ン ト （ Johnson and Johnson, Windsor, NJ） を 、 歯 周 溝 に 約 1 m
m連 続 し て 挿 入 し 、 15秒 間 放 置 し た 。 各 ペ ー パ ー ポ イ ン ト の 湿 っ た 部 分 を 無 菌 の は さ み で
切 断 し 、 100μ l 0.85% NaClを 含 有 す る ミ ニ ソ ー ブ （ minisorb） チ ュ ー ブ （ Nunc, Rosklid
e、 Denmark） に プ ー ル し た 。 サ ン プ ル を す ぐ に -20℃ に 、 6時 間 以 内 に -80℃ に 凍 結 し 、 ア
ッ セ イ ま で 保 存 し た 。 微 生 物 の 分 析 の た め に 、 抵 抗 性 が 満 た さ れ る ま で 、 3つ の ペ ー パ ー
ポ イ ン ト を 歯 周 ポ ケ ッ ト に 連 続 し て 挿 入 し 、 15秒 間 放 置 し た 。 そ の ポ イ ン ト を 、 直 径 3 mm
の 10個 の ガ ラ ス ビ ー ズ お よ び 3.3 mmの VMGA III輸 送 培 地 を 含 有 す る バ イ ア ル に プ ー ル し 、
好 気 的 に 調 製 し 保 存 し た 。 サ ン プ ル を 24時 間 以 内 に 処 理 し た 。 細 菌 は 、 栄 養 強 化 ブ ル セ ラ
寒 天 プ レ ー ト で 生 育 さ せ 、 適 切 な 方 法 に よ り 同 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 診 断 テ ス ト の た め の 適 切 な カ ッ ト オ フ 値 を 研 究 す る た め に 、 ヒ ト 好 中 球 に 由 来 す る エ ラ
ス タ ー ゼ お よ び P. gingivalisに 由 来 す る arg-ジ ン ジ パ イ ン を 、 選 択 的 基 質 を 用 い て 研 究
し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-519923 A 2007.7.19



　 重 複 サ ン プ ル の 第 一 セ ッ ト は 、 酵 素 ア ッ セ イ の た め に 使 用 し た 。 す べ て の サ ン プ ル は 、
氷 上 で 解 凍 し 、 13,000× gで 3分 間 遠 心 分 離 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 P. gingivalis由 来 の arg-ジ ン ジ パ イ ン を 測 定 す る た め の 酵 素 基 質 は 、 5% DMSOを 含 有 す
る ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー 中 で 最 終 濃 度 1 mMで あ る N-ベ ン ゾ イ ル -L-ア ル ギ ニ ン -p-ニ ト ロ ア ニ
リ ン （ BAPNA） で あ っ た 。 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー は 、 50 mMグ リ シ ル グ リ シ ン （ 本 発 明 者 ら に
よ り US 5,981,164特 許 で 以 前 に 報 告 さ れ る と お り 、 gly-glyは 、 arg-ジ ン ジ パ イ ン の 存 在
下 で BAPNAを 選 択 的 に 刺 激 す る ） お よ び 5 mM L-シ ス テ イ ン と と も に 5 mM CaClを 含 有 す る 0
.1 M Tris-HCl, pH 7.5で あ っ た 。 50μ lの 基 質 を 添 加 す る 前 に 、 10μ lの サ ン プ ル を 、 ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で プ レ コ ー テ ィ ン グ し た 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に
お い て 、 140μ lの ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー と 15分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 加 湿
チ ャ ン バ ー に お い て 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 pNAの 放 出 を 、 12～ 36時 間 の 間 、 数 時 間 ご
と に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て OD 4 0 5 を 読 み 取 る こ と に よ り 分 光 光 度
法 で 追 跡 し た 。 1ユ ニ ッ ト の 活 性 は 、 1時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 に 1 nmolの 基 質 を 開
裂 し た 酵 素 の 量 に 等 し い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 エ ラ ス タ ー ゼ ア ッ セ イ は 、 5μ lの CGFを 、 145μ lの ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー （ 0.1 M Tris, 0
.5 M NaCl, pH 7.5） を 含 有 す る 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 す る
こ と に よ り 行 っ た 。 15分 後 、 20% DMSOを 含 有 す る ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー 中 の 2 mMメ ト キ シ ス
ク シ ニ ル -Ala-Ala-Pro-バ リ ン -pNAの 溶 液 50μ lを 添 加 す る こ と に よ り 、 反 応 を 開 始 し た 。
プ レ ー ト を 加 湿 チ ャ ン バ ー に お い て 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 pNAを 放 出 す る 酵 素 反 応
を 、 12～ 26時 間 の 間 、 数 時 間 ご と に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Molecular De
vices） を 用 い て OD 4 0 5 を 読 み 取 り 、 希 釈 さ れ た 精 製 酵 素 の 標 準 液 と 比 較 し た 。 記 録 さ れ た
読 取 り 値 を 、 時 間 に 対 し て プ ロ ッ ト し 、 プ ロ ッ ト の 直 線 部 分 か ら DA 4 0 5 /60分 と し て 酵 素 活
性 を 計 算 し た 。 エ ラ ス タ ー ゼ の 量 は 、 部 位 あ た り ngで 表 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 P. gingivalisの 増 殖 ま た は gly-gly刺 激 性 BAPNA活 性 が み ら れ る が 、 A. actinomycetemc
omitansの 増 殖 の み ら れ な い 患 者 を 、 カ ッ ト オ フ 研 究 に 含 め た 。 こ の 基 準 に よ り 、 8人 の 異
な る 患 者 か ら 35部 位 が 得 ら れ た 。 最 初 の 処 置 か ら 1年 後 の 測 定 を 、 こ の 限 ら れ た 研 究 で 使
用 し た 。 圧 力 平 衡 状 態 の プ ロ ー ブ を 用 い て 歯 周 ポ ケ ッ ト の 底 部 か ら 歯 根 セ メ ン ト 縁 へ と 測
定 し た ア タ ッ チ メ ン ト の 減 少 を 、 歯 周 病 の 更 な る 進 行 の 測 定 値 と し て 使 用 し た 。 エ ラ ス タ
ー ゼ お よ び arg-ジ ン ジ パ イ ン は 、 そ れ ら の 能 力 に つ い て 分 析 し 、 更 な る ア タ ッ チ メ ン ト の
減 少 を 予 測 し た 。 個 々 に 、 エ ラ ス タ ー ゼ の カ ッ ト オ フ レ ベ ル を 、 部 位 あ た り 20 ngに 設 定
し 、 arg-ジ ン ジ パ イ ン に つ い て は 、 部 位 あ た り 0.27ユ ニ ッ ト に 設 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 結 果
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 更 な る ア タ ッ チ メ ン ト の 減 少 の 予 測 指 標 で あ る エ ラ ス タ ー ゼ で は 、 50％ の 感 受 性 お よ び
93％ の 特 異 性 が 得 ら れ た 。 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 検 定 を 用 い て 、 0.0264 * の p-値 が 計 算
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さ れ た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 更 な る ア タ ッ チ メ ン ト の 減 少 の 予 測 指 標 で あ る arg-ジ ン ジ パ イ ン で は 、 100％ の 感 受 性
お よ び 55％ の 特 異 性 が 得 ら れ た 。 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 検 定 を 用 い て 、 0.0216 * の p-値
が 計 算 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 エ ラ ス タ ー ゼ お よ び arg-ジ ン ジ パ イ ン 単 独 で は 、 感 受 性 ま た は 特 異 性 の 何 れ か が 犠 牲 に
さ れ な け れ ば な ら な か っ た 。 こ の た め 我 々 は 、 二 つ の 酵 素 の 組 合 せ を 調 査 す る こ と を 進 め
た 。 我 々 は 二 つ の 酵 素 に つ い て 新 た な カ ッ ト オ フ レ ベ ル を 調 査 し 、 エ ラ ス タ ー ゼ の 検 出 限
界 は 部 位 あ た り 2 ngに す べ き で あ り 、 arg-ジ ン ジ パ イ ン に つ い て は 0.30ユ ニ ッ ト に す べ き
で あ る こ と を 見 出 し た 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 更 な る ア タ ッ チ メ ン ト の 減 少 の 予 測 指 標 で あ る エ ラ ス タ ー ゼ と arg-ジ ン ジ パ イ ン の 組 合
せ で は 、 83％ の 感 受 性 お よ び 90％ の 特 異 性 が 得 ら れ た 。 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 検 定 を 用
い て 、 0.001 * * * 未 満 の p-値 が 計 算 さ れ た 。 歯 周 病 の マ ー カ ー と し て エ ラ ス タ ー ゼ と arg-ジ
ン ジ パ イ ン を 組 合 せ る こ と に よ り 、 何 れ か の 酵 素 単 独 よ り も 統 計 的 に 有 効 な テ ス ト が 得 ら
れ る こ と を 、 こ の 限 ら れ た デ ー タ は 示 す 。
【 参 考 文 献 】
【 ０ １ ０ ０ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 サ ン プ ル 貯 蔵 所 を 備 え た 支 持 体 上 に 二 つ の 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ
セ イ が 配 置 さ れ た テ ス ト キ ッ ト の 一 態 様 を 示 す 。
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【 図 １ 】
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