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(57)【要約】
本発明は、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合する能力があるタンパク質；または
そのディテクタを含む多孔質歯科ハイドロキシアパタイトを検出するためのキットおよび
プローブに関する。本発明は、被験者の歯または歯のサンプル中または歯または歯のサン
プル中または上で、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合しているタンパク質を検出
することを含む、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに関連する症状を検出するための方
法にも関する。本発明は、低石灰化発育歯科障害の検出または、無傷および／または破壊
されたMIHエナメル質の検出のための方法、及び多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結
合したタンパク質の除去のためのキット及び方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
多孔質歯科ハイドロキシアパタイトの検出に使用される場合に、多孔質歯科ハイドロキシ
アパタイトに結合する能力があるタンパク質；または多孔質歯科ハイドロキシアパタイト
に結合した該タンパク質を検出するディテクタを含む、キット。
【請求項２】
請求項１のキットであって、前記タンパク質が、以下の群：血清アルブミン；補体C3 β
鎖；α1-アンチトリプシン；プロテインS100-A9；ラクトトランスフェリン；白血球エラ
スターゼインヒビター；アンチトロンビンIII；ヘモグロビンサブユニットα；ヘモグロ
ビンサブユニットβ；ヘモグロビンサブユニットδ；プロラクチン誘導タンパク質；αア
ミラーゼ1；Igκ鎖V-III領域SIE；Igα-2鎖C領域；未同定タンパク質c6orf58；セルピンB
3；およびアメロゲニンから選択される、キット。
【請求項３】
請求項１または請求項２のキットであって、前記タンパク質が多孔質歯科ハイドロキシア
パタイトに特異的に結合する、キット。
【請求項４】
請求項１～３のいずれか一項のキットであって、前記ディテクタが、タンパク質に特異的
に結合する抗体を含む、キット。
【請求項５】
請求項１～４のいずれか一項のキットであって、前記タンパク質またはディテクタに特異
的に結合または連結するレポーターをさらに含む、キット。
【請求項６】
請求項５のキットであって、前記レポーターが着色されている、キット。
【請求項７】
請求項６のキットであって、前記着色されたレポーターがアミドブラックである、キット
。
【請求項８】
請求項５のキットであって、前記レポーターが放射線不透過性である、キット。
【請求項９】
前記レポーターを前記タンパク質またはディテクタに連結させるためのリンカーをさらに
含む、請求項５～８のいずれか一項のキット。
【請求項１０】
請求項９のキットであって、前記リンカーがヘテロ二官能性架橋剤である、キット。
【請求項１１】
請求項１０のキットであって、前記ヘテロ二官能性架橋剤が、スクシンイミジル4-[N-マ
レイミドメチル]シクロヘキサンカルボン酸N-ヒドロキシスクシンイミドエステル（SMCC
）である、キット。
【請求項１２】
請求項１～１０のいずれか一項のキットであって、タンパク質がヘモグロビンまたはその
サブユニットである、キット。
【請求項１３】
第二のタンパク質を検出する第二のディテクタをさらに含む、請求項１～１２のいずれか
一項のキット。
【請求項１４】
多孔質歯科ハイドロキシアパタイトの検出に使用される場合に、多孔質歯科ハイドロキシ
アパタイトに結合する能力があるタンパク質；およびレポーターを含む、プローブ。
【請求項１５】
請求項１４のプローブであって、前記タンパク質が、以下の群：血清アルブミン；補体C3
 β鎖；α1-アンチトリプシン；プロテインS100-A9；ラクトトランスフェリン；白血球エ
ラスターゼインヒビター；アンチトロンビンIII；ヘモグロビンサブユニットα；ヘモグ
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ロビンサブユニットβ；ヘモグロビンサブユニットδ；プロラクチン誘導タンパク質；α
アミラーゼ1；Igκ鎖V-III領域SIE；Igα-2鎖C領域；未同定タンパク質c6orf58；セルピ
ンB3；およびアメロゲニンから選択される、プローブ。
【請求項１６】
請求項１４または請求項１５のプローブであって、前記タンパク質がヘモグロビンまたは
そのサブユニットである、プローブ。
【請求項１７】
請求項１４～１６のいずれか一項のプローブであって、前記レポーターが着色されている
、プローブ。
【請求項１８】
請求項１７のプローブであって、前記着色されたレポーターがアミドブラックである、プ
ローブ。
【請求項１９】
請求項１４～１６のいずれか一項のプローブであって、前記レポーターが放射線不透過性
である、プローブ。
【請求項２０】
請求項１４～１９のいずれか一項のプローブであって、前記プローブが、タンパク質をレ
ポーターに連結するリンカーをさらに含む、プローブ。
【請求項２１】
請求項２０のプローブであって、前記リンカーが架橋剤である、プローブ。
【請求項２２】
請求項２１のプローブであって、前記架橋剤がヘテロ二官能性架橋剤である、プローブ。
【請求項２３】
請求項２２のプローブであって、前記ヘテロ二官能性架橋剤が、SMCCである、プローブ。
【請求項２４】
(i)多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合する能力があるタンパク質と、(ii)レポー
ターとを連結することを含む、請求項１４～２３のいずれか一項のプローブを製造する方
法。
【請求項２５】
被験者の歯または歯のサンプル中または歯または歯のサンプル上で、多孔質歯科ハイドロ
キシアパタイトに結合しているタンパク質を検出することを含む、多孔質歯科ハイドロキ
シアパタイトに関連する症状を検出する方法。
【請求項２６】
請求項２５の方法であって、前記タンパク質が、以下の群：血清アルブミン；補体C3 β
鎖；α1-アンチトリプシン；プロテインS100-A9；ラクトトランスフェリン；白血球エラ
スターゼインヒビター；アンチトロンビンIII；ヘモグロビンサブユニットα；ヘモグロ
ビンサブユニットβ；ヘモグロビンサブユニットδ；プロラクチン誘導タンパク質；αア
ミラーゼ1；Igκ鎖V-III領域SIE；Igα-2鎖C領域；未同定タンパク質c6orf58；セルピンB
3；およびアメロゲニンから選択される、方法。
【請求項２７】
請求項２５または請求項２６の方法であって、検出が、請求項１～１３のいずれか一項の
キットまたは請求項１４～２３のいずれか一項のプローブを使用することを含む、方法。
【請求項２８】
請求項２５または請求項２６の方法であって、検出が、免疫検出、クロマトグラフィー、
電気泳動または質量分析を含む、方法。
【請求項２９】
請求項２４～２８のいずれか一項の方法であって、前記被験者がヒトである、方法。
【請求項３０】
請求項２９の方法であって、前記ヒトがあらゆる年齢であるか、約12歳未満であるか、約
2～約12歳、約4～約10歳、または約6～約10歳である、方法。
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【請求項３１】
タンパク質を検出する前に、歯または歯のサンプルを透過化することをさらに含む、請求
項２５～３０のいずれか一項の方法。
【請求項３２】
請求項２５～３１のいずれか一項の方法であって、前記症状が、う蝕、臼歯／切歯低石灰
化（MIH）、エナメル質形成不全症、歯のフッ素症または他の歯の発育障害（DDD）である
、方法。
【請求項３３】
アメロゲニン以外のタンパク質を検出すること、およびアメロゲニンを検出することを含
む、請求項２５の方法であって、タンパク質の存在およびアメロゲニンの非存在がMIHを
示し、アメロゲニンの存在がエナメル質形成不全症または歯のフッ素症を示す、方法。
【請求項３４】
歯または歯のサンプルの試験ハイドロキシアパタイトに結合した濃度が、対照の歯または
歯の対照サンプルの対照ハイドロキシアパタイトに結合した濃度と比較して上昇している
タンパク質を検出すること、および、試験ハイドロキシアパタイトに結合した濃度が、対
照ハイドロキシアパタイトに結合した濃度に近いアメロゲニンを検出することを含む、低
石灰化の歯の発育障害（DDD）を検出する方法。
【請求項３５】
請求項３４の方法であって、前記タンパク質が、以下の群：血清アルブミン；補体C3 β
鎖；α1-アンチトリプシン；プロテインS100-A9；ラクトトランスフェリン；白血球エラ
スターゼインヒビター；アンチトロンビンIII；ヘモグロビンサブユニットα；ヘモグロ
ビンサブユニットβ；ヘモグロビンサブユニットδ；プロラクチン誘導タンパク質；αア
ミラーゼ1；Igκ鎖V-III領域SIE；Igα-2鎖C領域；未同定タンパク質c6orf58；およびセ
ルピンB3から選択される、方法。
【請求項３６】
請求項３４または請求項３５の方法であって、前記低石灰化がMIHによって起こる、方法
。
【請求項３７】
MIHハイドロキシアパタイトに結合したアルブミンおよびヘモグロビンを検出することを
含む、無傷および／または破壊されたMIHエナメル質の検出方法であって、アルブミンの
検出かつヘモグロビンの不検出が無傷MIHエナメル質を示し、ヘモグロビンの検出が破壊
されたMIHエナメル質を示す、方法。
【請求項３８】
(a)(i)1以上の洗浄液または(ii)水との混合に際して1以上の洗浄液を調製するための1以
上の乾燥成分であって、1以上の洗浄液が多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合した
タンパク質を除去するようい構成されるもの；および(b)再石灰化剤または治療的石灰化
剤を含む、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合したタンパク質を除去するためのキ
ット。
【請求項３９】
請求項３８のキットであって、前記1以上の洗浄液がマグネシウムイオンおよび／または
リン酸二水素イオンを含む、キット。
【請求項４０】
請求項３９のキットであって、前記1以上の洗浄液が塩化マグネシウムおよび／またはリ
ン酸二水素ナトリウムを含む、キット。
【請求項４１】
請求項４０のキットであって、前記1以上の洗浄液が約1Mの塩化マグネシウムおよび／ま
たは約0.4Mのリン酸二水素ナトリウムを含む、キット。
【請求項４２】
請求項３８～４１のいずれか一項のキットであって、前記再石灰化剤または治療的石灰化
剤がフッ素、可溶性リン酸カルシウムまたは非晶質リン酸カルシウムを含む、キット。
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【請求項４３】
請求項３８～４２のいずれか一項のキットであって、前記タンパク質が、以下の群：血清
アルブミン；補体C3 β鎖；α1-アンチトリプシン；プロテインS100-A9；ラクトトランス
フェリン；白血球エラスターゼインヒビター；アンチトロンビンIII；ヘモグロビンサブ
ユニットα；ヘモグロビンサブユニットβ；ヘモグロビンサブユニットδ；プロラクチン
誘導タンパク質；αアミラーゼ1；Igκ鎖V-III領域SIE；Igα-2鎖C領域；未同定タンパク
質c6orf58；セルピンB3；およびアメロゲニンから選択される、キット。
【請求項４４】
透過化剤をさらに含む、請求項３８～４３のいずれか一項のキット。
【請求項４５】
歯または歯のサンプルを1以上の洗浄液で洗浄することを含む、多孔質歯科ハイドロキシ
アパタイトに結合したタンパク質を除去する方法。
【請求項４６】
請求項４５の方法であって、前記1以上の洗浄液がマグネシウムイオンおよび／またはリ
ン酸二水素イオンを含む、方法。
【請求項４７】
請求項４６の方法であって、前記1以上の洗浄液が塩化マグネシウムおよび／またはリン
酸二水素ナトリウムを含む、方法。
【請求項４８】
請求項４７の方法であって、前記1以上の洗浄液が約1Mの塩化マグネシウムおよび／また
は約0.4Mのリン酸二水素ナトリウムを含む、方法。
【請求項４９】
請求項４５の方法であって、洗浄が、請求項３８～４４のいずれか一項のキットを使用す
ることを含む、方法。
【請求項５０】
1以上の洗浄液；または水との混合に際して1以上の洗浄液を調製するための1以上の乾燥
成分を含む、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合したタンパク質を除去するための
キットであって、請求項２５～３３のいずれか一項の方法によって多孔質歯科ハイドロキ
シアパタイトを有することが検出された、歯または歯のサンプル中または歯または歯のサ
ンプル上のタンパク質を除去するように、前記1以上の洗浄液が構成される、キット。
【請求項５１】
再石灰化剤または治療的石灰化剤をさらに含む、請求項５０のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトを検出するためのキットおよびプローブ
、並びに多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに関連する症状を検出するための方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　歯の復元力は、ミネラル（ハイドロキシアパタイトと呼ばれる）と有機成分（タンパク
質、細胞および組織）との間の複雑な相互作用によって決まる。正常な状態では、エナメ
ル質および象牙質のハイドロキシアパタイトは、歯の完全性の維持に必要な硬度および靭
性を与える極めて高密度の構造中に組織される。エナメル質および象牙質中のミネラル濃
度の損失により、異常な多孔質ハイドロキシアパタイトがもたらされ、これは歯の物理的
復元力を危うくし、構造上の問題を生じ得る。多孔質ハイドロキシアパタイトは、う蝕お
よび歯の発育障害（DDD）等のいくつかの一般的な疾患によって引き起こされる。
【０００３】
　う蝕（虫歯）は、酸を分泌する細菌によって引き起こされる疾病である。う蝕原性細菌
によって産生される酸は、脱灰と呼ばれる過程でハイドロキシアパタイトを溶解し得る。
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脱灰の初期の過程（初期う蝕と呼ばれる）により、白斑病変と呼ばれる多孔質ハイドロキ
シアパタイトの不連続領域を生じる。時間が経つと、白斑病変は虫歯（即ち、歯のミネラ
ルの損失）に進行するか、停滞し（不活性う蝕と呼ばれる）、再石灰化と呼ばれる過程に
おいて高密度のハイドロキシアパタイトの外郭構造を再形成する可能性がある。虫歯が形
成される前は、この過程は可逆的である（即ち、再石灰化）が、一度エナメル質が損なわ
れると、エナメル質を再生することはできない。
【０００４】
　う蝕は、目視検査、物理的挑戦（例えば歯科用深針でのスクラッチ）、およびX線撮影
（歯間または歯肉線の下のう蝕を検出する）の組み合わせによって診察する。困ったこと
に、これらの診断方法は、初期う蝕のおよそ半数を見逃し、これらの方法でう蝕と診断さ
れた歯の最大13％は実際にはう蝕が無い。診断を改良するための最近の方策としては、電
気インピーダンス、定量的光誘起蛍光（QLF）および赤外レーザー蛍光（DIAGNOdentR）を
測定する装置の使用が挙げられるが、装置の費用およびサイズ、および個体差の問題によ
り、広範に使用されるものは見つかっていない。別の方法は、象牙質のう蝕を検出する色
素の使用である。しかし、これらの色素は多孔質ハイドロキシアパタイトに選択的ではな
く、タンパク質（象牙質の感染菌に関連すると推測される）に結合するか、間質腔を占拠
するため、特異性および感度が低下する。さらに、これらの色素は口腔を変色し、健康な
歯に結合し、または、照射器による視覚化を要する。
【０００５】
　う蝕に対しては主要な治療法が2つあり、その選択は疾患の広がりによって決定する。
白斑病変は再石灰化法（例えば、フッ化物療法または生物活性分子で安定化された非晶質
リン酸カルシウム）で処置してもよい。虫歯の穴は、通常の修復歯科学（即ち充填法）を
要する。
【０００６】
　DDDは、多孔質ハイドロキシアパタイトのもう一つの一般的な原因である。DDDは憂慮す
べき程に蔓延しており、費用がかかり、人口の50％以上が、歯痛や、外観が損われ、う蝕
リスクを高めるなどの多大な負担に潜在的に悩まされている。2つの最も一般的なDDDは、
歯のフッ素症（広範性混濁を特徴とする）および臼歯／切歯の低石灰化（MIH；境界の明
瞭な混濁を特徴とする）であり、両者は環境要因によって起こる（即ち後天性の異常）。
多孔質ハイドロキシアパタイトを引き起こし得る、もう一つの重篤であるが稀なDDDは、
遺伝的疾患であるエナメル質形成不全症である。
【０００７】
　MIHは典型的には小児の10～20％を侵し、う蝕の主な危険因子であり、歯列矯正の危険
因子であり、社会負担となっている。MIHは、エナメル質形成細胞の多因子の全身的障害
により生じると考えられている。しかし、フッ化物から解離していることと幼児期の疾病
に関係することの他に、MIHの原因は未だ謎のままである。
【０００８】
　現在のところ、MIHまたは他のDDDを診断し修復するために設計された製品は得られてい
ない。う蝕および種々のDDDの鑑別診断は困難なことがあり、個々の歯科医療従事者の経
験および技能に大きく依存する。う蝕の再石灰化のために開発された最近の手法および／
または製品は、MIHに対しては上手く働かない。MIHのエナメル質は軟らかく、多孔質で、
正常の歯の組織と線引きしにくいことから、修復治療はしばしば障害が起きる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　従って、う蝕およびDDDによって引き起こされた多孔質歯科ハイドロキシアパタイトを
診断し、線引きし、修復するための新たなツールが必要とされている。本書において、我
々は、多孔質ハイドロキシアパタイトに関連する症状の病原性メカニズムについての我々
の最近の発見に基づいて、新たな技術を詳細に練り上げることによって、この必要性に取
り組む。
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【課題を解決するための手段】
【００１０】
　第一の側面は、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトの検出に使用される場合に、多孔質
歯科ハイドロキシアパタイトに結合する能力があるタンパク質；または多孔質歯科ハイド
ロキシアパタイトに結合した該タンパク質を検出するディテクタを含むキットを提供する
。
【００１１】
　第二の側面は、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトの検出に使用される場合に、多孔質
歯科ハイドロキシアパタイトに結合する能力があるタンパク質；およびレポーターを含む
プローブを提供する。
【００１２】
　第三の側面は、(i)多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合する能力があるタンパク
質と、(ii)レポーターとを連結することを含む、第二の側面のプローブを製造する方法を
提供する。
【００１３】
　第四の側面は、被験者の歯または歯のサンプル中または歯または歯のサンプル上で、多
孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合しているタンパク質を検出することを含む、多孔
質歯科ハイドロキシアパタイトに関連する症状を検出する方法を提供する。
【００１４】
　第五の側面は、歯または歯のサンプルの試験ハイドロキシアパタイトに結合した濃度が
、対照の歯または歯の対照のサンプルの対照ハイドロキシアパタイトに結合した濃度と比
較して上昇しているタンパク質を検出すること、および、試験ハイドロキシアパタイトに
結合した濃度が、対照ハイドロキシアパタイトに結合した濃度に近いアメロゲニンを検出
することを含む、低石灰化DDDを検出する方法を提供する。
【００１５】
　第六の側面は、MIHハイドロキシアパタイトに結合したアルブミンおよびヘモグロビン
を検出することを含む、無傷および／または破壊されたMIHエナメル質の検出方法であっ
て、アルブミンの検出かつヘモグロビンの不検出が無傷MIHエナメル質を示し、ヘモグロ
ビンの検出が破壊されたMIHエナメル質を示す方法を提供する。
【００１６】
　第七の側面は、(a)(i)1以上の洗浄液または(ii)水との混合に際して1以上の洗浄液を調
製するための乾燥成分であって、前記1以上の洗浄液が多孔質歯科ハイドロキシアパタイ
トに結合したタンパク質を除去するように構成されるもの；および(b)再石灰化剤または
治療的石灰化剤を含む、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合したタンパク質を除去
するためのキットを提供する。
【００１７】
　第八の側面は、歯または歯のサンプルを1以上の洗浄液で洗浄することを含む、多孔質
歯科ハイドロキシアパタイトに結合したタンパク質を除去する方法を提供する。
【００１８】
　第九の側面は、1以上の洗浄液；または水との混合に際して1以上の洗浄液を調製するた
めの前記1以上の乾燥成分を含む、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合したタンパ
ク質を除去するためのキットであって、第四の側面の方法によって多孔質歯科ハイドロキ
シアパタイトを有することが検出された、歯または歯のサンプル中または歯または歯のサ
ンプル上のタンパク質を除去するように、1以上の洗浄液が構成される、キットを提供す
る。
【００１９】
　第一～第六の側面のキット、プローブまたは方法は、その場での検出またはその場外で
の診断を可能にする。
【００２０】
　第一～第六の側面のキット、プローブまたは方法は、う蝕および／またはMIH/DDDの検
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出および、歯の復元標本においてう蝕および／またはMIH/DDDの境界を線引きするために
有用である。その後、臨床医は明らかにされたう蝕またはMIH組織を特異的に除去しても
よく、明白な境界の標本が確保され、復元成功の可能性が向上する。
【００２１】
　第一の側面のキットまたは第二の側面のプローブは、鍵となるツールを提供し、第四の
側面の方法により、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトの日常的なスクリーニングが可能
になる。さらに、第一～第六の側面のキット、プローブまたは方法は、露出した歯科ハイ
ドロキシアパタイトの早期の検出に使用してもよい。この方法において、第一～第六の側
面のキット、プローブまたは方法は、最終的にはう蝕となり得る歯の変化（う蝕の前兆）
を、検出せずに、日常的にスクリーニングするために使用してもよく、これにより復元お
よび／または再石灰化の正確で適時の標的化が可能になり、う蝕の進行が抑えられ、およ
び／または、再石灰化が促進される。いくつかの態様では、第一～第六の側面のキット、
プローブまたは方法は、第一永久歯の萌出後の小児の日常的なスクリーニングに特に適し
ている。また、第一～第六の側面のキット、プローブまたは方法は、多孔質ハイドロキシ
アパタイトの早期検出のための、歯の日常的スクリーニングにも適している。日常的な定
期的スクリーニングは、う蝕となり得る歯の変化を、最も早期の実用的段階で検出する優
れた機会を提供する。
【００２２】
　さらに、第一～第六の側面のキット、プローブおよび方法は、フッ化物または、生物活
性分子によって安定化されてもよい非晶質リン酸カルシウムを含む、知られている再石灰
化療法等の、実施し得るあらゆる治療のモニタリングも可能にする。
【００２３】
　第八の側面の方法および第七および第九の側面のキットにより、例えばMIH病変におい
て、多孔質ハイドロキシアパタイト上に強力に保持される過剰なタンパク質の穏やかな(g
entle)および／または特異的な除去が可能になり、再石灰化の前または再石灰化中に使用
される。
【００２４】
　第一～第五または第七～第九の側面のいずれか一つのタンパク質は、以下の群：血清ア
ルブミン；補体C3 β鎖；α1-アンチトリプシン；プロテインS100-A9；ラクトトランスフ
ェリン；白血球エラスターゼインヒビター；アンチトロンビンIII；ヘモグロビンサブユ
ニットα；ヘモグロビンサブユニットβ；ヘモグロビンサブユニットδ；プロラクチン誘
導タンパク質；αアミラーゼ1；Igκ鎖V-III領域SIE；Igα-2鎖C領域；未同定タンパク質
c6orf58；およびセルピンB3から選択してもよい。さらに、第一～第四または第七～第九
の側面のいずれか一つのタンパク質は、アメロゲニンであってもよい。
【００２５】
　第一、第七および第九の側面のキット、または第二の側面のプローブは、代替の形態で
あってもよい。一つの形態は、特定用途のための適合性または制限を示し、「ための(for
)」という用語で示される。別の形態は、特定用途のみに制限され、「に使用される場合
」という用語で示される。
【００２６】
　第三～第六または第八の側面の方法は、例えば欧州の形態（「使用のための薬剤」）ま
たは第二の医薬用途（スイス）の形態（「医薬品の製造における薬剤の使用」）等の、代
替の形態で表されてもよい。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】図1は、MIHのエナメル質のタンパク質含量をプロットするが、正常のエナメル質
と比較して異常に高い。酸不溶性タンパク質は、正常のエナメル質（正常）および萌出後
崩壊を示す重症病変の群から抽出し（試料７～１１）、その後デンシトメトリードットブ
ロット分析により定量した。平均値（±SD）は、二重分析について示し、それぞれは異な
る負荷で行って、定量的直線性（r2 > 0.95）を保証する。示したとおり、スチューデン
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トt-検定でペアワイズに比較した場合（等分散、両側検定）、全てのMIH試料は正常と有
意に異なっていた。アルブミン標品を使用して、これらのデータよりタンパク質の絶対値
を得た。
【図２】図2は、無傷および破壊されたＭＩＨ病変のタンパク質プロファイルが明確に異
なることを示す。MIH病変および正常エナメル質（正常）由来の酸不溶性タンパク質をSDS
-PAGEに付し、示した通り、クマシー・ブルーで染色するか、アメロゲニン抗体（抗AMG）
で免疫ブロットした。(A)無傷表面および破壊表面の病変の比較（それぞれ試料1～6およ
び7～11）であって、主要なタンパク質のバンドについて明確に異なるパターンを示す。
アルブミンおよびヘモグロビンの位置を示す（Alb、Hb）。(B)ラットのMIH試料と分泌相
エナメル質基質との比較であって、エナメル質基質は大部分が無傷のアメロゲニン（AMG
）についての対照となる。試料7および11は、それぞれ、少量または相当量のアメロゲニ
ン断片を有する病変を代表する。定量のため、ラットおよびヒトアメロゲニンの間の交差
免疫反応性を、ヒトアメロゲニン標準物質（アブノヴァ(Abnova)、台湾、台北市）を使用
して標準化した。(C)2つの無傷病変のプロファイルであって、新鮮な抽出物を使用した第
一のゲルの泳動と、同一のSDS抽出物を-20℃で16週間保管した後の第二の泳動を比較する
。66 kDaの主要なバンド（アルブミン）の消失に注目のこと。
【図３】図3は、無傷および破壊されたＭＩＨ病変のプロテオーム解析の結果を示し、こ
れにより、MIHのエナメル質における、多数の体液タンパク質が明らかになる。無傷およ
び破壊病変（図2A、試料1～11）由来の示された主要なゲルのバンドは、表1に、より完全
に報告した通り、プロテオーム同定に付した。図は、それぞれのバンドで同定されたタン
パク質、およびこれらの同定が実施された試料（カッコ内の試料番号）を示す。試料6お
よび7についてのゲルのレーンは、図2Aから複製したものであり、それぞれ無傷および破
壊病変を示す。
【図４】図4は、表面完全性がMIHのエナメル質のタンパク質組成を制御することを明らか
にする、石灰化アッセイを示す。(A)MIHのエナメル質と体液との比較プロファイリングで
あって、無傷病変と血清、および破壊病変と唾液および赤血球との類似性を示す。(B)ハ
イドキシアパタイト結合（HAp親和性）アッセイであって、擬似口腔液（O液）由来のタン
パク質のサブセットが優先的に保持されたこと（即ち、負荷、結合および非結合分画の間
の差）を示す。結合のプロファイルとパネルAの破壊病変（試料7）との間の、強い類似性
に注目のこと。(C)Bと同等のミネラル結合アッセイであるが、ハイドロキシアパタイトの
代わりに粉末化したMIHエナメル質を用いた。プロファイルは、擬似口腔液にさらす前後
（+/- O液）の、無傷病変由来のエナメル質を示す。タンパク質に結合したプロファイル
（+）と、パネルAおよびBにおける破壊病変およびハイドロキシアパタイトのプロファイ
ルとの類似性に注目のこと。この結果は、全体構造（無傷表面を含む）の損失が、無傷病
変のタンパク質結合能に著しい変化をもたらすことを示唆する。これらの比較を正当化す
るため、両者の親和性基質（微粒子ハイドロキシアパタイト、MIHエナメル質）を乳鉢で
すり潰して、アッセイ前に同等の濃度（粗粉末）とした。
【図５】図5は、擬似口腔液由来のヘモグロビンおよびアルブミンがハイドロキシアパタ
イトによって結合することを示す、ハイドロキシアパタイト結合アッセイ（クマシー染色
SDS-PAGE）を表す。5 mMのMgCl2、1 MのMgCl2、および0.4 MのNaH2PO4の順でそれぞれ5分
間洗浄することを含む、3工程の洗浄方法によって、ハイドロキシアパタイトから>90％の
タンパク質が除去された。
【図６】図6は、ヒト血清アルブミンのアミノ酸配列を提供する（配列番号1；スイスプロ
ット・アクセッション番号P02768）。
【図７】図7は、ヒト補体C3のアミノ酸配列を提供する（配列番号2；スイスプロット・ア
クセッション番号P01024）。
【図８】図8は、ヒトα1-アンチトリプシンのアミノ酸配列を提供する（配列番号3；スイ
スプロット・アクセッション番号P01009）。
【図９】図9は、ヒトプロテインS100-A9のアミノ酸配列を提供する（配列番号4；スイス
プロット・アクセッション番号P06702）。
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【図１０】図10は、ヒトラクトトランスフェリンのアミノ酸配列を提供する（配列番号5
；スイスプロット・アクセッション番号P02788）。
【図１１】図11は、ヒト白血球エラスターゼインヒビターのアミノ酸配列を提供する（配
列番号6；スイスプロット・アクセッション番号P30740）。
【図１２】図12は、ヒトアンチトロンビンIIIのアミノ酸配列を提供する（配列番号7；ス
イスプロット・アクセッション番号P01008）。
【図１３】図13は、ヒトヘモグロビンサブユニットαのアミノ酸配列を提供する（配列番
号8；スイスプロット・アクセッション番号P69905）。
【図１４】図14は、ヒトヘモグロビンサブユニットβのアミノ酸配列を提供する（配列番
号9；スイスプロット・アクセッション番号P68871）。
【図１５】図15は、ヒトヘモグロビンサブユニットδのアミノ酸配列を提供する（配列番
号10；スイスプロット・アクセッション番号P02042）。
【図１６】図16は、ヒトプロラクチン誘導タンパク質のアミノ酸配列を提供する（配列番
号11；スイスプロット・アクセッション番号P12273）。
【図１７】図17は、ヒトαアミラーゼ1のアミノ酸配列を提供する（配列番号12；スイス
プロット・アクセッション番号P04745）。
【図１８】図18は、ヒトIgκ鎖V-III領域SIEのアミノ酸配列を提供する（配列番号13；ス
イスプロット・アクセッション番号P01620）。
【図１９】図19は、ヒトIgα-2鎖C領域のアミノ酸配列を提供する（配列番号14；スイス
プロット・アクセッション番号P01877）。
【図２０】図20は、ヒト未同定タンパク質C6orf58のアミノ酸配列を提供する（配列番号1
5；スイスプロット・アクセッション番号Q6P5S2）。
【図２１】図21は、ヒトセルピンB3のアミノ酸配列を提供する（配列番号16；スイスプロ
ット・アクセッション番号P29508）。
【図２２】図22は、ヒトアメロゲニン、Xアイソフォームのアミノ酸配列を提供する（配
列番号17；スイスプロット・アクセッション番号Q99217）。
【図２３】図23は、ヒトアメロゲニン、Yアイソフォームのアミノ酸配列を提供する（配
列番号18；スイスプロット・アクセッション番号Q99218）。
【図２４】図24は、マウスアメロゲニンのアミノ酸配列を提供する（配列番号19；スイス
プロット・アクセッション番号P63277）が、これは組み換えマウスアメロゲニンにも対応
している。
【図２５】図25は、ウシヘモグロビンサブユニットαのアミノ酸配列を提供する（配列番
号20；スイスプロット・アクセッション番号P01966）。
【図２６】図26は、ウシヘモグロビンサブユニットβのアミノ酸配列を提供する（配列番
号21；スイスプロット・アクセッション番号P02070）。
【図２７】図27は、N-ヒドロキシスクシンイミドエステル（SMCC）のアミドブラック（一
級アミン）との反応による、マレイミド活性化着色レポーターを製造するための化学反応
を表す。マレイミド活性化着色レポーターは、スルフヒドリル反応性であり、ヘモグロビ
ンβサブユニットのシステイン-チオールと結合可能な状態である。
【図２８】図28は、図28によるマレイミド活性化着色レポーターとヘモグロビンβサブユ
ニットのシステインチオール基（SH）との反応による、この例では着色レポーター結合タ
ンパク質であるプローブを製造するための化学反応を表す。ヘモグロビンテトラマーはそ
れぞれ、2つの着色レポーター分子と結合し、2つのサブユニットは修飾されないままであ
り、このことはヘモグロビンのハイドロキシアパタイト結合機能を保持するために重要で
あると思われる。
【図２９】図29は、図27および28および実施例2によって製造されたプローブの、ハイド
ロキシアパタイトに対するインビトロでの結合を表す。プローブは、ヘモグロビン（Hb）
、黒-青色の着色レポーター（アミドブラック）およびリンカーを含んでいた。プローブ
を適用して5分以内に、ハイドロキシアパタイトは暗青色に変化した。プローブは水洗に
耐え、一方、着色レポーターのみ（即ち、Hbに連結しないもの）が水洗によって除去され
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た。プローブは、5mMのMgCl2、1MのMgCl2および0.4MのNaH2PO4の順でそれぞれ5分間洗浄
することを含む3工程の洗浄方法によって、ハイドロキシアパタイトから除去された。
【図３０】図30は、実施例2によって製造されたプローブの、多孔質歯科エナメル質に対
する特異的結合を実証する、実施例3の結果を表す。
【図３１】図31は、実施例2によって製造されたプローブが、表面エナメル質の初期の脱
灰（初期う蝕のモデル）を特異的に検出し得ることを実証する、実施例4の結果を表す。
【図３２】図32は、実施例2によって製造されたプローブの作用メカニズムがハイドロキ
シアパタイト親和性であることを実証する、実施例5の結果を表す。
【図３３】図33は、実施例2によって製造されたプローブが低石灰化エナメル質および異
常な象牙質を特異的に標識することを実証する、実施例6の結果を表す。正常なエナメル
質および象牙質は、標識されなかった。低石灰化エナメル質は、濃い紫色に特異的かつ均
一に標識された。異常な象牙質は、深い緑色に特異的および均一に標識された。
【図３４】図34は、実施例2によって製造されたプローブが、低石灰化エナメル質の除去
の指針として使用され得ることを実証する、実施例7の結果を表す。
【図３５】図35は、実施例2によって製造されたプローブが、異常な象牙質の除去の指針
として使用され得ることを実証する、実施例8の結果を表す。
【図３６】図36は、実施例8による異常な象牙質の検出が、漂白洗浄により向上し得るこ
とを実証する、実施例9の結果を表す。
【図３７】図37は、プローブがX線不透過性であり得ることを実証する、実施例10の結果
を表すが、このことは、実施例2の青色の発色団（アミドブラック）をアミノ-2,4,6-トリ
ヨードイソフタル酸（3I）で置換することによって達成され得る。
【図３８】図38は、純粋なハイドロキシアパタイトに結合したタンパク質の除去において
、Mg2+またはPO4を含む洗浄液の相対的有効性を実証する、実施例11の結果を表す。
【図３９】図39は、純粋なハイドロキシアパタイトに結合したタンパク質の除去において
、Mg2+またはPO4を含む洗浄液の個別または連続的適用の相対的有効性を実証する、実施
例12の結果を表す。
【図４０】図40は、純粋なハイドロキシアパタイトに結合したタンパク質の除去において
、Mg2+およびPO4を含む洗浄液の組み合わせの適用の相対的有効性を実証する、実施例13
の結果を表す。
【図４１】図41は、Mg2+またはPO4を含む洗浄液の適用により、実施例11～13のハイドロ
キシアパタイトモデルと比較した効力は劣るが、低石灰化エナメル質からタンパク質が除
去されることを実証する、実施例14の結果を表す。
【図４２】図42は、低石灰化エナメル質からのタンパク質の除去において、Mg2+またはPO

4を含む洗浄液の効力が、適用時間を延長することによって、実施例14と比較して改善さ
れ得、タンパク質が定量的に除去され得ることを実証する、実施例15の結果を表す。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　本書では、多孔質ハイドロキシアパタイトに結合する能力のあるタンパク質を検出する
ための、キット、プローブおよび方法が開示される。ハイドロキシアパタイトは、エナメ
ル質または象牙質に含まれることがある。さらに、象牙質を染色する（が多孔質歯科ハイ
ドロキシアパタイトは検出しない）製品は存在するが、多孔質歯科ハイドロキシアパタイ
トを検出することによって、特異的にエナメル質の異常を検出する製品は、本書において
初めて開示される。
【００２９】
　多孔質ハイドロキシアパタイトに結合する能力のあるタンパク質は、ヒトタンパク質で
あってもよい。例えば、該タンパク質は、以下の群：血清アルブミン（P02768）；補体C3
 β鎖（P01024）；α1-アンチトリプシン（P01009）；プロテインS100-A9（P06702）；ラ
クトトランスフェリン（P02788）；白血球エラスターゼインヒビター（P30740）；アンチ
トロンビンIII（P01008）；ヘモグロビンサブユニットα（P69905）；ヘモグロビンサブ
ユニットβ（P68871）；ヘモグロビンサブユニットδ（P02042）；プロラクチン誘導タン
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パク質（P12273）；αアミラーゼ1（P04745）；Igκ鎖V-III領域SIE（P01620）；Igα-2
鎖C領域（P01877）；未同定タンパク質c6orf58（Q6P5S2）；セルピンB3（P29508）から選
択してもよく、ここでカッコ内の用語は、固有のスイスプロット・アクセッション識別番
号（表1に列挙の通り、それぞれ、配列番号1～16および図6～21）を示す。いくつかの態
様では、該タンパク質はアメロゲニンであってもよい。アメロゲニンはヒト由来であって
もよい。例えば、アメロゲニンは、ヒトアメロゲニンのXアイソフォーム（配列番号17、
図22；スイスプロット・アクセッション番号Q99217）であってもよく、または、アメロゲ
ニンは、ヒトアメロゲニンのYアイソフォーム（配列番号18、図23；スイスプロット・ア
クセッション番号Q99218）であってもよい。或いは、該タンパク質は、ヒト以外の対象、
例えば、霊長類、ウマ、ウシ、ヒツジ、ヤギ、イヌまたはネコ等の動物に由来してもよい
。
【００３０】
　第一～第四および第七～第九の側面のいくつかの態様では、該タンパク質は、アルブミ
ン、ヘモグロビンまたはそのサブユニット、またはアメロゲニンであってもよい。
【００３１】
　第四の側面の一つの態様では、該方法は、アメロゲニン以外のタンパク質を検出するこ
と、およびアメロゲニンを検出することを含み、ここで該タンパク質の存在およびアメロ
ゲニンの非存在はMIHを示唆し、アメロゲニンの存在は、エナメル質形成不全症または歯
のフッ素症のタイプを含む、低成熟型の異常を示す。「アメロゲニン以外の」タンパク質
は、以下から選択されるいずれかである：血清アルブミン；補体C3 β鎖；α1-アンチト
リプシン；プロテインS100-A9；ラクトトランスフェリン；白血球エラスターゼインヒビ
ター；アンチトロンビンIII；ヘモグロビンサブユニットα；ヘモグロビンサブユニット
β；ヘモグロビンサブユニットδ；プロラクチン誘導タンパク質；αアミラーゼ1；Igκ
鎖V-III領域SIE；Igα-2鎖C領域；未同定タンパク質c6orf58；およびセルピンB3。
【００３２】
　本書で使用される場合、「多孔質」または「多孔性」とは、低石灰化または脱灰された
歯科ハイドロキシアパタイトを言う。「多孔性」の上昇は、ミネラル濃度の程度の減少に
よるものであり、それによってミネラル結晶間の空間が増加する。
【００３３】
　本書で使用される場合、「低石灰化」とは、歯のエナメル質の不完全な発育を言い、そ
れによってミネラル濃度が減少し（エナメル質の多孔性が増加し）、機械的強度が低下す
る。「低石灰化」は、歯の発育の遺伝的中断（例えばエナメル質形成不全症）または後天
的中断（例えばMIH、フッ素症）によって起こる。「低石灰化」は「脱灰」とは異なり、
例えばう蝕において起こる。う蝕において、発育的に正常（または異常）なエナメル質は
、その後脱灰される。「脱灰」は「低石灰化」とは異なり、発育が中断されたため、正常
のミネラル濃度に達しなかったエナメル質を言う。
【００３４】
　本書で使用される場合、「再石灰化」とは、ミネラルが歯の分子構造に戻ることを言う
。歯の主要なミネラルはハイドロキシアパタイトである。いくつかの再石灰化過程におい
て、ヒドロキシル基はフルオロ基と置換してフルオロアパタイトを生成し、これはハイド
ロキシアパタイトよりも耐酸性が高い。
【００３５】
　本書で使用される場合、「治療的石灰化」とは、DDD（即ち、不完全な石灰化によって
起こる多孔質ハイドロキシアパタイト）に対する再石灰化療法の使用を言う。「再石灰化
」という用語の使用は、DDDに関しては、多孔質ハイドロキシアパタイトが脱灰によって
起こったものではないため、不適当である。
【００３６】
　本書で使用される場合、「う蝕」または「虫歯」とは、酸、特に感染菌によって産生さ
れる酸による、歯のエナメル質および象牙質の減少または欠損を言う。「う蝕」は、脱灰
の過程によって規定され、早期発見された場合、再石灰化法で治る可能性がある。
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【００３７】
　本書で使用される場合、「多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに関連する症状」として
は、歯科う蝕、臼歯／切歯低石灰化（MIH）、エナメル質形成不全症、歯のフッ素症およ
び、低石灰化エナメル質（即ち広範性混濁または境界の明瞭な混濁）として現れる他のDD
Dが挙げられる。
【００３８】
　本書で使用される場合、「臼歯／切歯低石灰化」または「MIH」とは、通常第一臼歯お
よび切歯の、それぞれ咬合または切縁部で、不完全に硬化（低石灰化）したエナメル質と
なる、DDDを言う。
【００３９】
　MIHおよびフッ素症は両者とも、表面下の多孔性を特徴とし、一方、活性う蝕は多孔質
表面を有し得る（不活性う蝕は、再石灰化によるシールド表面を形成し得る）。
【００４０】
　本書で使用される場合、「さらされた」エナメル質とは、その保護表面層の欠損のため
、露出された表面下の組織を言う。「さらされた」エナメル質は、正常または多孔質であ
ってもよく；MIHに罹っていない歯の表面破壊の多数の例、またはその問題のあらゆる他
の症状がある（例として、それ以外では、正常の歯が、硬いものを噛んだ際に破砕し得る
）。
【００４１】
　本書で使用される場合、「結合する」「結合している」または「結合した」とは、ハイ
ドロキシアパタイトに関連するタンパク質を拘束する、タンパク質とハイドロキシアパタ
イトとの間の化学的相互作用を言う。この相互作用は、イオン性、共有結合性、非共有結
合性、極性または非極性であってもよい。
【００４２】
　本書で使用される場合、「ディテクタ」という用語は、本書に開示されたタンパク質と
特異的に相互作用し、相互作用に応答する作用を産生する、あらゆる化学的、生化学的ま
たは生物学的物質を言う。例えば、応答は着色したレポーターの視覚化、従ってタンパク
質の視覚化であってもよい。「ディテクタ」は「レポーター」または抗体を含んでもよい
。
【００４３】
　「検出する」または「検出している」という用語は、ディテクタからの応答を同定する
ことを言う。
【００４４】
　第一の側面のキットの一つの態様では、ディテクタは着色したレポーターを含む。第二
の側面のプローブにおいて、ディテクタはレポーターである。プローブの一つの態様では
、レポーターは着色したレポーターを含む。ディテクタが着色したレポーターを含む場合
、着色したレポーターを検出することは、着色したレポーター、従って関心のあるタンパ
ク質を可視化することを含むであろう。或いは、レポーターは、放射線不透過性であって
もよい。
【００４５】
　本書で使用される場合、「プローブ」という用語は、本書に開示されたタンパク質等の
、多孔質エナメル質に浸透し得、ハイドロキシアパタイトに特異的かつ堅く結合し得、結
合に際して、そのような結合を検出することができる、作用物質を言う。換言すれば、プ
ローブは、特異的な「ハイドロキシアパタイトを標的とする」分子を含む。「プローブ」
は、本書で開示された通りのタンパク質およびレポーターを含む。本開示によれば、「プ
ローブ」は抗体でなくともよい。
【００４６】
　同様に、「特異的」または「特異的に」という用語は、一つの物質が特定の第二の物質
に結合し、いずれの他の物質にも実質的に結合しない、結合を言う。このような結合は、
非特異的相互作用との違いが測定可能である。特異的結合は、例えば、対照分子の結合と
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比較して分子の結合を定量することによって測定され得るが、対照分子は、一般に、結合
活性を有しない類似構造の分子である。例えば、特異的結合は、標的に類似した対照分子
との競合によって定量し得、対照分子は、例えば過剰量の非標識化標的である。この場合
、標識化標的のプローブに対する結合が、過剰の非標識化標的によって競合的に阻害され
る場合に、特異的結合が示唆される。本書で使用される場合、「特異的」または「特異的
に」結合することは、(i)タンパク質の、ハイドロキシアパタイトへの特異的な結合、(ii
)ディテクタの、タンパク質への特異的な結合、または(iii)レポーターの、ディテクタま
たはタンパク質への特異的な結合を言うことがある。
【００４７】
　特に、特異的結合は、Kdが非特異的標的のKdより、少なくとも2倍少ない物質を言い、
例えば、Kdが非特異的標的のKdより少なくとも4倍、6倍、8倍、10倍、または10倍を超え
て少ない物質を言う。或いは、特異的結合は、標的に対するKdが最大約10-4Mである分子
として表し得、例えば約10-5M、約10-6M、約10-7M、約10-8M、約10-9M、約10-10M、約10-
11M、約10-12M、またはより少ない分子として表し得る。
【００４８】
　第一の側面のキットの一つの態様では、ディテクタはレポーターを含む。
【００４９】
　その場で使用する場合、ディテクタまたはプローブは、対象に対して非毒性である。
【００５０】
　本書で使用される場合、「レポーター」とは、検出可能な効果を産生する、あらゆる化
学的、生化学的または生物学的物質を言う。「レポーター」は、ディテクタまたはタンパ
ク質に、特異的に結合するか、連結してもよい。レポーターは、高親和性で非共有結合の
ビオチン－ストレプトアビジン結合に使用されるため、ビオチンまたはストレプトアビジ
ンを含んでもよい。レポーターは、別の高親和性の非共有結合を利用してもよい。
【００５１】
　第一の側面のキットまたは第二の側面のプローブの一つの態様では、レポーターは着色
したレポーターであってもよい。第一または第二の側面の他の態様では、レポーターは、
色素、または発光性（蛍光性またはりん光性を含む）、放射性、化学発光性物質、酵素、
またはX線造影分子であってもよい。X線造影分子（例えば5-アミノ-2,4,6-トリヨードイ
ソフタル酸；3I）を含むレポーターは、従来の臨床X線撮影装置を使用して、初期段階の
隣接歯間う蝕の高感度の検出（現行法の大きな課題）に有用である。
【００５２】
　本書で使用される場合、「着色したレポーター」という用語は、可視光のある波長を選
択的に吸収する、あらゆる着色した物質を言う。
【００５３】
　従って、レポーターが着色したレポーターである場合、検出可能な効果は色の可視化で
ある。
【００５４】
　着色したレポーターは、タンパク質への連結、カップリングまたは結合の影響を受け易
く、同時に、着色したレポーターとして、その特性を維持する、あらゆる着色した物質で
あってもよい。第一の側面のキットまたは第二の側面のプローブの一つの態様において、
着色したレポーターはアミドブラックである。一例では、プローブは、着色したレポータ
ーに連結またはカップリングしたタンパク質（即ちヒドロキシアパタイト結合タンパク質
）を含む。表1のいずれのタンパク質も、着色したレポーターに連結またはカップリング
してもよく、着色したレポーターが多孔質ハイドロキシアパタイトを標的にするように機
能してもよい。一例では、タンパク質はヘモグロビンである。従って、一例では、プロー
ブは、アミドブラックに連結したヘモグロビンを含む。
【００５５】
　本書で開示したように、例えばヘモグロビンであるタンパク質を含むプローブは、多孔
質歯科ハイドロキシアパタイトに累積的に吸着する。プローブは、他のタンパク質の存在
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下で、ハイドロキシアパタイトに競合的に結合するであろうが、これは、より低い親和性
を有するあらゆる種をハイドロキシアパタイトに置換することが可能であるからである。
このようなプローブは、アミドブラックまたは3Iを含んでもよい。
【００５６】
　着色したレポーターは、当業者が知っているであろう所望の特性に基づいて、以下の群
から選択してもよい：アセチルイエロー（ファーストイエロー）；アシッドブラック1（
アミドブラック10B）；アシッドブルー22（ウォーターブルーI）；アシッドブルー93（メ
チルブルー）；アシッドフクシン（酸性フクシン）；アシッドグリーン（ライトグリーン
SF黄味）；アシッドグリーン1（ナフトールグリーンB）；アシッドグリーン5（ライトグ
リーンSF黄味）；アシッドマゼンタ（酸性フクシン）；アシッドオレンジ10（オレンジG
）；アシッドレッド4（アゾエオシン）；アシッドレッド26（キシリジンポンソー）；ア
シッドレッド29（クロモトロープ2R）；アシッドレッド44（ポンソー6R）；アシッドレッ
ド51（エリスロシンB）；アシッドレッド52（リッサミンローダミンB）；アシッドレッド
66（ビエブリッチスカーレット）；アシッドレッド73（ウッドステインスカーレット）；
アシッドレッド87（エオシンY ws）；アシッドレッド91（エオシンB）；アシッドレッド9
2（フロキシンB）；アシッドレッド94（ローズベンガル）；アシッドレッド101（アゾカ
ーミンG）；アシッドレッド103（アゾカーミンB）；アシッドロゼイン（酸性フクシン）
；アシッドルビン（酸性フクシン）；アシッドバイオレット19（酸性フクシン）；アシッ
ドイレロー1（ナフトールイエローS）；アシッドイエロー7（リッサミン・フラビンFF）
；アシッドイエロー9（ファーストイエロー）；アシッドイエロー23（タルトラジン）；
アシッドイエロー24（マルティウス(Martius)イエロー）；アシッドイエロー36（メタニ
ルイエロー）；アシッドイエロー73（フルオレセイン）；アシッドイエロー85（クマシー
ファーストイエローG）；アシッドイエローS（ナフトールイエローS）；アシッドイエロ
ーT（タルトラジン）；アクリジンオレンジ（アクリジンオレンジ）；アクリジンレッド
（アクリジンレッド）；アクリフラビン（アクリフラビン）；アルシアンブルー（アルシ
アンブルー8GX）；アルシアンイエロー（アルシアンイエロー）；アルコール可溶性エオ
シン（エチルエオシン）；アリザリン（アリザリン）；アリザリンブルー（アリザリンブ
ルー）；アリザリンブルー2RC（アントラセンブルーSWR）；アリザリンカーマイン（アリ
ザリンレッドS）；アリザリンシアニンBBS（アリザリンシアニンBBS）；アリザロールシ
アニンR（クロモキサンシアニンR）；アリザリンレッドS（アリザリンレッドS）；アリザ
リンプルプリン（プルプリン）；アルカリブルー4B、5B（アルカリブルー5B）；アルミノ
ン（クロムバイオレットCG）；アミドブラック10B（アミドブラク10B）；アミドナフトー
ルレッド（アゾフロキシン）；アミドシュワルツ（アミドブラック10B）；アニリンブル
ーWS（アニリンブルーWS）；アニリンパープル（モーベイン）；アントラセンブルーSWR
（アントラセンブルーSWR）；アントラセンブルーSWX（アリザリンシアニンBBS）；オー
ラミンO（オーラミンO）；アゾエオシン（アゾエオシン）；アゾカーマインB（アゾカー
マインB）；アゾカーマインG（アゾカーマインB）；アゾエオシンG（アゾエオシン）；ア
ゾイックジアゾ5（ファーストレッドB）；アゾイックジアゾ48（ファーストブルーB）；
アゾフロキシン（アゾフロキシン）；アゾバンブルー（エバンスブルー）；アズールA（
アズールA）；アズールB（アズールB）；アズールC（アズールC）；ベーシックブルー8（
ビクトリアブルー4R）；ベーシックブルー9（メチレンブルー）；ベーシックブルー12（
ナイルブルーA）；ベーシックブルー15（ナイトブルー）；ベーシックブルー17（トルイ
ジンブルーO）；ベーシックブルー20（メチルグリーン）；ベーシックブルー26（ビクト
リアブルーB）；ベーシックブラウン1（ビスマルクブラウンY）；ベーシックフクシン（
塩基性フクシン）；ベーシックグリーン4（マラカイトグリーン）；ベーシックグリーン5
（メチレングリーン）；ベーシックオレンジ14（アクリジンオレンジ）；ベーシックレッ
ド2（サフラニンO）；ベーシックレッド5（ニュートラルレッド）；ベーシックレッド9（
パラローザニリン）；ベーシックバイオレット2（ニューフクシン）；ベーシックバイオ
レット3（クリスタルバイオレット）；ベーシックバイオレット4（エチルバイオレット）
；ベーシックバイオレット10（ローダミンB）；ベーシックバイオレット14（ローザニリ
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ン）；ベーシックイエロー1（チオフラビンT）；ベーシックイエロー2（オーラミンO）；
ビーブリッヒスカーレット（ビーブリッヒスカーレット）；ビーブリッヒスカーレットR
（スーダンIV）；ビスマルクブラウンY（ビスマルクブラウンY）；ブラウシュワルツ（ナ
フタレンブルーブラックCS）；ブラジレイン（ブラジレイン）；ブラジリン（ブラジリン
）；ブリリアントクロセイン（ウッドステインスカーレット）；ブリリアントクリスタル
スカーレット6R（ポンソー6R）；ブリリアントグリーン（ブリリアントグリーン）；カル
シウムレッド（ヌクレアファーストレッド）；カーマイン（カーマイン）；カルミン酸（
カーマイン）；カルモイシン6R（クロモトロープ2R）；セレスチンブルーB（セレスチン
ブルーB）；チャイナブルー（アニリンブルー）；クロラチンファートレッド5B（シリウ
スレッド4B）；シカゴブルー4B（ポンタミンスカイブルー5B）；クロムファーストイエロ
ー8GL（クロムファーストイエロー8GL）；クロムルキシン(luxine)イエロー8G（クロムフ
ァーストイエロー8GL）；クロムバイオレットCG（クロムバイオレットCG）；クロモトロ
ープ2R（クロモトロープ2R）；クロモキサン(Chromoxane)シアニンR（クロモキサンシア
ニンR）；コチニール（カーマイン）；コエレスチン(Coelestine)ブルー（セレスチンブ
ルーB）；コンゴコリント(corinth)（コンゴコリント）；コンゴレッド（コンゴレッド）
；クマシーファーストイエローG（クマシーファーストイエローG）；コットンブルー（メ
チルブルー）；コットンレッド（コンゴレッド）；クロセインスカーレット（ビーブリッ
ヒスカーレット）；クロセインスカーレット3B（ウッドステインスカーレット）；クロセ
インスカーレットMOO（ウッドステインスカーレット）；クロシン（サフラン）；クリス
タルポンソー6R（ポンソー6R）；クリスタルスカーレット（ポンソー6R）；クリスタルバ
イオレット（クリスタルバイオレット）；ダリア（ホフマンズバイオレット）；ダイアモ
ンドグリーンB（マラカイトグリーン）；ダイレクトブルー14（トリパンブルー）；ダイ
レクトブルー58（エバンスブルー）；ダイレクトレッド（コンゴレッド）；ダイレクトレ
ッド10（コンゴコリント）；ダイレクトレッド28（コンゴレッド）；ダイレクトレッド80
（シリウスレッドF3B）；ダイレクトレッド81（シリウスレッド4B）；ダイレクトイエロ
ー7（チオフラビンS）；ダイレクトイエロー11（サンイエロー）；デュラゾールブルー4R
（デュラゾールブルー4R）；デュラゾールブルー8G（デュラゾールブルー8G）；エオシン
B（エオシンB）；エオシンブルー（エオシンB）；エオシン（エオシンY ws）；エオシンY
（エオシンY ws）；エオシンイエロー（エオシンY ws）；エオシノール(Eosinol)（エオ
シノール）；エリー(Erie)ガーネットB（コンゴコリント）；エリオクロムシアニンR（ク
ロモキサンシアニンR）；エリスロシンB（エリスロシンB）；エチルエオシン（エチルエ
オシン）；エチルグリーン（エチルグリーン）；エチルバイオレット（エチルバイオレッ
ト）；エバンスブルー（エバンスブルー）；ファーストブルーB（ファーストブルーB）；
ファーストグリーンFCF（ファーストグリーンFCF）；ファーストレッドB（ファーストレ
ッドB）；ファーストイエロー（ファーストイエロー）；ファーストイエローエクストラ
（ファーストイエロー）；ファーストイエローG（ファーストイエロー）；ファーストブ
ラックHB（スーダンブラックB）；フルオレセイン（フルオレセイン）；食用緑色3号（フ
ァーストグリーンFCF）；ガレイン（ガレイン）；ガラミンブルー（ガラミンブルー）；
ガロシアニン（ガロシアニン）；ゲンチアナバイオレット（メチルバイオレット2B）；ギ
ニアグリーン（ギニアグリーンB）；ヘマテイン(Haematein)（ヘマテイン）；ヘマチン(H
aematine)（ヘマテイン）；ヘマトキシリン(Haematoxylin)（ヘマトキシリン）；ヘリオ
ファーストルビンBBL（ヌクレアファーストレッド）；ヘルベチアブルー（メチルブルー
）；ヘマテイン(Hematein)；ヘマチン(Hematine)（ヘマテイン）；ヘマトキシリン(Hemat
oxylin)（ヘマトキシリン）；ホフマンズバイオレット（ホフマンズバイオレット）；ヒ
ドラジンイエロー（タルトラジン）；インディゴカーマイン（インディゴカーマイン）；
インペリアルレッド（エオシンB）；イングレインブルー1（アルシアンブルー8GX）；イ
ングレインイエロー1（アルシアンイエロー）；INT（ヨードニトロテトラゾリウム）；イ
オジングリーン（イオジングリーン）；ケルメス（ケルメス）；ケルメス酸（ケルメス）
；ケルネヒトロート（ヌクレアファーストレッド）；キトンローダミンB（リッサミンロ
ーダミンB）；Lac（ラッカイン酸）；ラッカイン酸（ラッカイン酸）；ラウスバイオレッ
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ト（チオニン）；ライトグリーン（ライトグリーンSF黄味）；リッサミンファーストイエ
ロー（リッサミンファーストイエロー）；リッサミンフラビンFF（リッサミンフラビンFF
）；リッサミングリーンSF（ライトグリーンSF黄味）；リッサミンローダミンB（リッサ
ミンローダミンB）；ルキシン(Luxine)ピュアイエロー6G（クロムファーストイエロー8GL
）；ルクソールファーストブルー（ルクソールファーストブルーMBS）；マゼンタ0（パラ
ローザニリン）；マゼンタI（ローザニリン）；マゼンタII（マゼンタII）；マゼンタIII
（ニューフクシン）；マラカイトグリーン（マラカイトグリーン）；マンチェスターブラ
ウン（ビスマルクブラウンY）；マルチウスイエロー（マルチウスイエロー）；モーブ（
モーベイン）；モーベイン（モーベイン）；メルブロミン（マーキュロクロム220）；マ
ーキュロクロム（マーキュロクロム220）；メタニルイエロー（メタニルイエロー）；メ
チルブルー（メチルブルー）；メチルグリーン（メチルグリーン）；メチルバイオレット
（メチルバイオレット2B）；メチルバイオレット2B（メチルバイオレット2B）；メチルバ
イオレット10B（クリスタルバイオレット）；メチレンアズールA（アズールA）；メチレ
ンアズールB（アズールB）；メチレンアズールC（アズールC）；メチレンブルー（メチレ
ンブルー）；メチレングリーン（メチレングリーン）；ミリングイエロー3G（ミリングイ
エロー3G）；モルダントブルー3（クロモキサンシアニンR）；モルダントブルー10（ガロ
シアニン）；モルダントブルー14（セレスチンブルーB）；モルダントブルー23（アリザ
リンシアニンBBS）；モルダントブルー32（アントラセンブルーSWR）；モルダントブルー
45（ガラミンブルー）；モルダントレッド3（アリザリンレッドS）；モルダントレッド11
（アリザリン）；モルダントバイオレット25（ガレイン）；モルダントバイオレット39（
クロムバイオレットCG）；モルダントイエロー33（クロムファーストイエロー8GL）；ナ
フタレンブルーブラック（ナフタレンブルーブラックCS）；ナフトールブルーブラック（
アミドブラック10B）；ナフトールグリーンB（ナフトールグリーンB）；ナフトールイエ
ローS（ナフトールイエローS）；ナチュラルブラック1（ヘマテイン）；ナチュラルレッ
ド（プルプリン）；ナチュラルレッド3（ケルメス）；ナチュラルレッド4（カーマイン）
；ナチュラルレッド8（プルプリン）；ナチュラルレッド16（プルプリン）；ナチュラル
レッド24（ブラジリン）；ナチュラルレッド25（ラッカイン酸）；ナチュラルレッド28（
オルセイン）；ナチュラルイエロー6（サフラン）；NBT（ニトロブルーテトラゾリウム）
；ニュートラルレッド（ニュートラルレッド）；ニューフクシン（ニューフクシン）；ナ
イアガラブルー3B（トリパンブルー）；ナイトブルー（ナイトブルー）；ナイルブルー（
ナイルブルーA）；ナイルブルーA（ナイルブルーA）；硫酸ナイルブルー（ナイルブルーA
）；ナイルレッド（ナイルレッド）；ニトロBT（ニトロブルーテトラゾリウム）；ニトロ
ブルーテトラゾリウム（ニトロブルーテトラゾリウム）；ヌク

レアファーストレッド（ヌクレアファーストレッド）；オイルレッドO（オイルレッドO）
；オレンジG（オレンジG）；オルセイン（オルセイン）；パラローザニリン（パラローザ
ニリン）；パーキンスバイオレット（モーベイン）；フロキシンB（フロキシンB）；ピク
リン酸（ピクリン酸）；ポンソー2R（キシリジンポンソー）；ポンソー6R（ポンソー6R）
；ポンソーB（ビーブリッヒスカーレット）；ポンソー・デ・キシリジン（キシリジンポ
ンソー）；ポンソーS（ポンソーS）；ポンタミンスカイブルー5B（ポンタミンスカイブル
ー5B）；プリムラ（ホフマンズバイオレット）；プリムリン（プリムリン）；プルプリン
（プルプリン）；ピロニンB（ピロニンB）；ピロニンG（ピロニンY）；ピロニンY（ピロ
ニンY）；ローダミンB（ローダミンB）；ローザニリン（ローザニリン）；ローズベンガ
ル（ローズベンガル）；サフラン（サフラン）；サフラニンO（サフラニンO）；スカーレ
ットR（スーダンIV）；スカーレットレッド（スーダンIV）；シャールラッハ(Scharlach)
R（スーダンIV）；シェラック（ラッカイン酸）；シリウスレッドF3B（シリウスレッドF3
B）；シリウスレッド4B（シリウスレッド4B）；シリウススープラブルーF3R（デュラゾー
ルブルー4R）；ソロクロムシアニンR（クロモキサンシアニンR）；ソリュブルブルー（ア
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ニリンブルー）；ソルベントブラック3（スーダンブラックB）；ソルベントブルー38（ル
クソールファーストブルーMBS）；ソルベントレッド23（スーダンIII）；ソルベントレッ
ド24（スーダンIV）；ソルベントレッド27（オイルレッドO）；ソルベントレッド45（エ
チルエオシン）；ソルベントイエロー94（フルオレセイン）；スピリットソリュブルエオ
シン（エチルエオシン）；スーダンIII（スーダンIII）；スーダンIV（スーダンIV）；ス
ーダンブラックB（スーダンブラックB）；スーダンレッドBK（スーダンIII）；サルファ
ーイエローS（ナフトールイエローS）；スルホローダミンB（リッサミンローダミンB）；
サンイエロー（サンイエロー）；スイスブルー（メチレンブルー）；タルトラジン（タル
トラジン）；チオフラビンS（チオフラビンS）；チオフラビンT（チオフラビンT）；チオ
ニン（チオニン）；トルイジンブルー（トルイジンブルーO）；トルイリン(Toluyline)レ
ッド（ニュートラルレッド）；トロペオリンG（メタニルイエロー）；トリパフラビン（
アクリフラビン）；トリパンブルー（トリパンブルー）；ウラニン（フルオレセイン）；
ビクトリアブルー4R（ビクトリアブルー4R）；ビクトリアブルーB（ビクトリアブルーB）
；ビクトリアブルーR（ビクトリアブルーR）；ビクトリアグリーンB（マラカイトグリー
ン）；ウォーターブルーI（ウォーターブルーI）；水溶性エオシン（エオシンY ws）；ウ
ッドステインスカーレット（ウッドステインスカーレット）；キシレンレッドB（リッサ
ミンローダミンB）；キシリジンポンソー（キシリジンポンソー）；および黄味エオシン
（エオシンY ws）。当業者が考える所望の特徴としては、例えば、本開示で使用されるタ
ンパク質および／またはリンカーとの適合性、非毒性、および多孔質歯科ハイドロキシア
パタイトに結合するタンパク質の維持管理が挙げられる。
【００５７】
　第一～第五または第七～第九の側面の代わりの態様では、タンパク質は、表1の例に列
挙されないが、当業者にはハイドロキシアパタイトに結合することが知られており、例え
ばオステオカルシンまたはデコリンである。デコリンに由来するロイシンリッチの繰り返
しドメイン4-5を使用することにより、象牙質の多孔質ハイドロキシアパタイトに対する
特異的な標的化メカニズムが提供される。
【００５８】
　或いは、第一～第五または第七～第九の側面の態様では、タンパク質は、ペプチドまた
はタンパク質断片が多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合する能力を保持する場合、
ペプチドまたはタンパク質断片であってもよい。
【００５９】
　或いは、当業者は、ハイドロキシアパタイトに結合し得る低分子（またはそのポリマー
）、例えばテトラサイクリンまたはアミノビスホスホネートであって、微小多孔質領域に
浸透する能力および安定性（例えば製品の品質保持期間）に関して、より有用である可能
性があるものを知っているであろう。アミノビスホスホネートは、う蝕を検出および線引
きするのに好適な品質を有する化合物（多孔質エナメル質表面に浸透し、脱灰したエナメ
ル質に強く結合する、小さく、高親和性のプローブ）を生産するかもしれない。
【００６０】
　第一の側面のキットまたは第二の側面のプローブのいくつかの態様において、ディテク
タまたはプローブは、レポーターに連結するリンカーおよびディテクタまたはタンパク質
をさらに含む。リンカーは、ヘテロ二官能性架橋剤あってもよい。例えば、ヘテロ二官能
性リンカーは、スクシンイミジル4-[N-マレイミドメチル]シクロヘキサンカルボン酸N-ヒ
ドロキシスクシンイミドエステル（SMCC）であってもよい。本開示に関連して使用しても
よい、連結剤の他の例としては、スクシンイミジル-6-[β-マレイミドプロピオンアミド]
ヘキサノエート（SMPH）、N-ヒドロキシスクシンイミジル-4-アジドサリチル酸（NHS-ASA
）、およびN,N-ジシクロヘキシルカルボジイミド（DCC）が挙げられる。
【００６１】
　他のタイプの分子をリンカーとして使用してもよい。例えば、ビオチン－ストレプトア
ビジン等の高親和性の非共有結合もまた、本書で検討される。
【００６２】
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　当業者は、このアプローチの順応性をさらに上げる、様々な反応性化学およびスペーサ
ーアームの長さが利用可能な、多数の架橋剤を知っているであろう。
【００６３】
　第一の側面のキットまたは第二の側面のプローブの一つの態様では、レポーターおよび
タンパク質は、既に連結して提供されてもよい。或いは、レポーターおよびタンパク質は
、その後の連結のために別々に提供されてもよい。キットまたはプローブは、リンカーを
含んでもよい。キットまたはプローブのタンパク質、レポーターおよびリンカーは、あら
ゆる可能な組み合わせで示されてもよい。例えば、レポーターおよびタンパク質がリンカ
ーで連結している場合、プローブは「レディ・トゥ・ユース」であってもよく、即ち、3
つの要素が連結していてもよい。或いは、タンパク質およびリンカーは、連結し、レポー
ターに別々に提供されてもよい。或いは、リンカーおよびレポーターは、連結し、タンパ
ク質に別々に提供されてもよい。或いは、タンパク質、レポーターおよびリンカーは、別
々の成分として提供されてもよい。第一の側面の一つの態様では、キットはレポーターと
リンカーを含むが、タンパク質を含まないであろう。
【００６４】
　第一の側面のキットのある態様では、ディテクタは、タンパク質に特異的に結合する抗
体を含む。別の態様では、ディテクタは、高親和性で非共有結合のビオチン－ストレプト
アビジン結合に使用するため、ビオチンまたはストレプトアビジンを含んでもよい。ディ
テクタは、別の高親和性で非共有結合を利用してもよい。例えば、ディテクタは、ペプチ
ド系タンパク質リガンド等の、抗体代替物を含んでもよい。当業界で知られているペプチ
ド系タンパク質リガンドは、シンボディである。
【００６５】
　「抗体」という用語は最も広範な意味に使用され、具体的には、所望の生物学的または
免疫学的活性を示す場合、例えば、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体（アンタゴ
ニストおよび中和抗体を含む）、ポリエピトープ特異性を有する抗体組成物、単鎖抗体、
および抗体断片に及ぶ。抗体は、結合抗体、または当業者に知られているあらゆる他のタ
イプの抗体であってもよい。
【００６６】
　抗体は、当業者に知られているあらゆる方法で検出してもよい。一次抗体はレポーター
を含んでもよい。或いは、一次抗体を標的とする二次抗体がレポーターを含んでもよい。
【００６７】
　抗体は、以下の群から選択されるタンパク質に特異的に結合する、当業者に知られてい
るあらゆる抗体であってもよい：血清アルブミン；補体C3 β鎖；α1-アンチトリプシン
；プロテインS100-A9；ラクトトランスフェリン；白血球エラスターゼインヒビター；ア
ンチトロンビンIII；ヘモグロビンサブユニットα；ヘモグロビンサブユニットβ；ヘモ
グロビンサブユニットδ；プロラクチン誘導タンパク質；αアミラーゼ1；Igκ鎖V-III領
域SIE；Igα-2鎖C領域；未同定タンパク質c6orf58；およびセルピンB3。一つの態様では
、抗体はアメロゲニンに特異的に結合してもよい。
【００６８】
　第一の側面のキットの一つの態様では、抗血清アルブミンモノクローナル抗体は、以下
の群から選択されてもよい：AL-01；1.B.731；1A9；6B11；OCH1E5；1C8；1G2；2B2；2B3
；2B6；14E7；15C7；Alb1；および、製品コードがsc-70340であるマウスモノクローナルI
gG1抗体（サンタ・クルーズ・バイオテクノロジー社(Santa Cruz Biotechnology Inc.)）
。一つの態様では、抗補体C3 β鎖モノクローナル抗体は、クローン755であってもよい。
別の態様では、補体C3 β鎖と交差反応する抗ヒトC3モノクローナル抗体を使用してもよ
く、これはクローン11H9であってもよい。一つの態様では、抗α1-アンチトリプシンモノ
クローナル抗体は、以下の群：5B12；703；704；8A0；B9；およびG11から選択されてもよ
い。一つの態様では、抗プロテインS100-A9モノクローナル抗体は、以下の群：0.N.390A
；47-8D3；NO.134；NO.19；およびS32.2から選択されてもよい。一つの態様では、抗ラク
トトランスフェリンモノクローナル抗体は、以下の群：1C6；2B8；B97；CLB-13.17；およ
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び1A1から選択されてもよい。一つの態様では、抗アンチトロンビンIIIモノクローナル抗
体は、4B3またはBDI205であってもよい。一つの態様では、抗ヘモグロビンサブユニット
α抗体は、製品コードがsc-70340（サンタ・クルーズ・バイオテクノロジー社）であるヤ
ギモノクローナルIgG抗体であってもよい。一つの態様では、抗ヘモグロビンサブユニッ
トβ抗体は、製品コードがsc-21757（サンタ・クルーズ・バイオテクノロジー社）である
マウスモノクローナルIgG1抗体であってもよい。一つの態様では、抗Igα-2鎖C領域モノ
クローナル抗体は、クローン14AS（また抗ヒトIgA2とも言う）であってもよい。一つの態
様では、抗アメロゲニンX抗体は、製品コードがsc-32892（サンタ・クルーズ・バイオテ
クノロジー社）であるウサギポリクローナルIgG抗体であってもよい。当業者は、他の好
適な抗体が入手可能であることを理解するであろう。
【００６９】
　第一、第二または第四の側面の、キット、プローブまたは方法の一つの態様では、第一
のタンパク質は、以下の群：血清アルブミン；補体C3 β鎖；α1-アンチトリプシン；プ
ロテインS100-A9；ラクトトランスフェリン；白血球エラスターゼインヒビター；アンチ
トロンビンIII；ヘモグロビンサブユニットα；ヘモグロビンサブユニットβ；ヘモグロ
ビンサブユニットδ；プロラクチン誘導タンパク質；αアミラーゼ1；Igκ鎖V-III領域SI
E；Igα-2鎖C領域；未同定タンパク質c6orf58；およびセルピンB3から選択され、検出さ
れてもよく、かつ、第二のタンパク質が検出されてもよく、ここで第二のタンパク質はア
メロゲニンである。従って、第一の側面のキットも、アメロゲニンを検出する第二のディ
テクタを含んでもよい。第二のディテクタは抗アメロゲニン抗体であってもよい。
【００７０】
　或いは、検出は、免疫検出、クロマトグラフィー、電気泳動、質量分析、または顕微鏡
法を含んでもよい。免疫検出は、例えば、酵素結合免疫吸着法（ELISA）、ウエスタンブ
ロット、ドットブロット、スロットブロット、またはフローサイトメトリーを含んでもよ
い。顕微鏡法は、例えば、共焦点レーザー、蛍光または電子顕微鏡法を含んでもよい。
【００７１】
　ディテクタまたはプローブは、例えば、液体、ゲル、カプセル、錠剤、水溶液、水性ま
たは油性懸濁液、ドロップ、トローチ、粉、顆粒、乳液、シロップまたはエリキシル中な
ど、種々の方法で適用してもよい。
【００７２】
　第一の側面のキットまたは第二の側面のプローブの一つの態様では、ディテクタまたは
プローブは、ディテクタまたはプローブが溶解、懸濁または乳化される、溶媒を含む。溶
媒は、医薬品または産業等に一般に使用されるものであってもよい。例としては、水、エ
タノール、n-プロパノール、2-ブチルアルコール、イソブチルアルコール、n-アミルアル
コール、イソアミルアルコール、エチレングリコール、2-メトキシエタノール、ジエチレ
ングリコール、トリエチレングリコール、テトラエチレングリコール、ポリエチレングリ
コール、プロピレングリコール、ジプロピレングリコール、ポリプロピレングリコール、
トリメチレングリコール、1,2-ブタンジオール、1,3-ブタンジオール、2,3-ブタンジオー
ル、1,4-ブタンジオール、1,5-ペンタンジオール、エチレングリコールモノメチルエーテ
ル、エチレングリコールモノメチルエーテルアセテート、エチレングリコールモノエチル
エーテル、エチレングリコールジエチルエーテル、エチレングリコールモノエチルエーテ
ルアセテート、エチレングリコールイソプロピルエーテル、エチレングリコールモノブチ
ルエーテル、エチレングリコールジブチルエーテル、エチレングリコールモノアセテート
、エチレングリコールジアセテート、ジエチレングリコールモノメチルエーテル、ジエチ
レングリコールモノエチルエーテル、ジエチレングリコールモノエチエルエーテルアセテ
ート、ジエチレングリコールモノブチルエーテル、ジエチレングリコールモノブチルエー
テルアセテート、ジエチレングリコールジメチルエーテル、ジエチレングリコールメチル
エチルエーテル、ジエチレングリコールジエチルエーテル、ジエチレングリコールアセテ
ート、トリエチレングリコールモノメチルエーテル、トリエチレングリコールモノエチル
エーテル、プロピレングリコールモノメチルエーテル、プロピレングリコールモノエチル
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エーテル、ジプロピレングリコールモノメチルエーテル、ジプロピレングリコールモノエ
チルエーテル、トリプロピレングリコールモノメチルエーテル、グリセリン、テトラヒド
ロフラン、ジメチルホルムアミド、ジオキサン、アセトン、およびジメトキシエタンが挙
げられる。
【００７３】
　いくつかの態様において、溶媒は、水、エタノール、グリセリン、イソブチルアルコー
ル、エチレングリコール、ジエチレングリコール、トリエチレングリコール、アセトン、
またはプロピレングリコールを含み、これらはヒトに適合する。
【００７４】
　一つの溶媒を単独で使用してもよく、2以上の溶媒を混合して使用してもよい。
【００７５】
　ディテクタは、増粘剤を配合して、その粘度を約50～約2,000 mPa・sに高めてもよく、
例えば100、200、300、400、500、750、1000、1250、1500、または1750 mPa・s（25℃）
に高めてもよく、それによりゲルを形成する。ゲル形態では、歯ブラシでディテクタを適
用することにより、歯の清浄とディテクタの適用が同時に可能になる。
【００７６】
　使用してもよい増粘剤の例としては：アルギン酸ナトリウム、アルギン酸プロピレング
リコール、カルボキシメチルセルロースナトリウム、カルボキシメチルセルロースカルシ
ウム、カルボキシメチルスターチナトリウム、リン酸スターチナトリウム、ポリアクリル
酸ナトリウム、メチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、およびポリビニルピ
ロリドン等の合成添加剤；グアーガム、イナゴマメガム、タラガム、タマリンドシードガ
ム、アラビアゴム、トラガカントゴム、カラヤゴム、アルギン酸、カラギーナン、キサン
タンガム、ジェランガム、カードラン、キチン、キトサン、およびキトサミン等の天然増
粘剤；および炭酸カルシウム、ケイ酸カルシウム、シリカパウダー、非晶質含水ケイ酸塩
、および疎水性シリカ等の無機増粘剤が挙げられる。
【００７７】
　約50～約2,000 mPa・sの範囲内の粘度を得るために、増粘剤の種類によって、増粘剤の
配合量は変化する。例えば、増粘効果が大きいカルボキシメチルセルロースナトリウムの
場合、配合量は約0.5～4重量％であってもよく、メチルセルロースの場合は、配合量は約
10～30重量％であってもよい。
【００７８】
　さらに、ディテクタまたはプローブは、甘味料、香味料、および保存料等の添加剤を含
んでもよい。好適な甘味料としては、スクロース、ラクトース、グルコース、アスパルテ
ームまたはサッカリンが挙げられる。好適な香味料としては、ペパーミント油、ウィンタ
ーグリーン油、チェリー、オレンジまたはラズベリー香味料が挙げられる。好適な保存料
としては、安息香酸ナトリウム、ビタミンE、α-トコフェロール、アスコルビン酸、メチ
ルパラベン、プロピルパラベンまたは亜硫酸水素ナトリウムが挙げられる。好適な潤滑剤
としては、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸、オレイン酸ナトリウム、塩化ナト
リウムまたはタルクが挙げられる。好適な崩壊剤としては、コーンスターチ、メチルセル
ロース、ポリビニルピロリドン、キサンタンガム、ベントナイト、アルギン酸または寒天
が挙げられる。錠剤は、ディテクタを、錠剤の製造に好適な非毒性の薬学的に許容される
賦形剤との混合物中に含有してもよい。
【００７９】
　別の態様では、第一の側面のキットは、1以上の洗浄液をさらに含む。
【００８０】
　第七または第九の側面のキットは、1以上の洗浄液を含む。
【００８１】
　第一、第七または第九の側面のキットの洗浄液は、多孔質ハイドロキシアパタイトに特
異的に結合していない、即ち脱着しない、あらゆるタンパク質を除去するための溶液を含
んでもよい。例えば、ハイドロキシアパタイトに結合しているタンパク質を脱着しない洗
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浄液は、水、生理食塩水、トリス緩衝液、またはマイルドな洗浄剤等であってもよい。口
腔は、ハイドロキシアパタイトに結合する多くのタンパク質を含む、大量のタンパク質を
含有するため、洗浄液は、ディテクタの適用の前に、ハイドロキシアパタイトに非特異的
に結合するタンパク質を、歯またはそのサンプルから除去することが可能である。
【００８２】
　第一、第七または第九の側面のキットの他の態様では、洗浄液は、マグネシウムイオン
（Mg2+）、リン酸二水素イオン（H2PO4

-）、リン酸水素イオン（HPO4
2-）、またはリン酸

イオン（PO4
3-）（総称して「PO4」）を含むか、または、それぞれがマグネシウムイオン

（Mg2+）、リン酸二水素イオン（H2PO4
-）、リン酸水素イオン（HPO4

2-）、またはリン酸
イオン（PO4

3-）を含んでもよい、連続的に投与可能な複数の洗浄液を含んでもよい。そ
の場で適用された場合に非毒性であるならば、あらゆる溶解性マグネシウム塩を使用して
もよく、あらゆる溶解性リン酸二水素塩、リン酸水素イオン（HPO4

2-）、またはリン酸塩
を使用してもよい。一つの態様では、洗浄液は、塩化マグネシウムまたはリン酸二水素ナ
トリウムを含む。当業者は、ハイドロキシアパタイトからタンパク質を脱着する能力のあ
る他の洗浄液が利用可能であることを理解するであろう。
【００８３】
　洗浄液は、次亜塩素酸（HOCl）、次亜塩素酸塩（NaOCl）または次亜塩素酸カルシウム
（Ca(OCl)2）（総称として「漂白剤」）を含んでもよい。
【００８４】
　洗浄液は、すぐに使用できるように提供されてもよい。或いは、洗浄液は、水で希釈し
て洗浄液を調製する濃縮物として提供されてもよい。或いは、洗浄液は、水と混合して洗
浄液を調製する、1以上の乾燥成分として提供されてもよい。
【００８５】
　洗浄液は、1mM未満、約1mM、約2mM、約3mM、約4mM、約5mM、約6mM、約7mM、約8mM、約9
mM、約10mMまたは10mMを超えるマグネシウムイオンを含んでもよい。洗浄液は、0.1M未満
、約0.1M、約0.5M、約0.6M、約0.7M、約0.8M、約0.9M、約1M、約1.1M、約1.2M、約1.3M、
約1.4M、約1.5M、約2M、約10Mまたは10Mを超えるマグネシウムイオンを含んでもよい。洗
浄液は、0.04M未満、約0.04M、約0.08M、約0.09M、約0.1M、約0.2M、約0.3M、約0.4M、約
0.5M、約0.6M、約0.7M、約0.8M、約0.9M、約1M、約1.5M、約2M、約4M、または4Mを超える
リン酸二水素イオン、リン酸水素イオンまたはリン酸イオンを含んでもよい。
【００８６】
　洗浄液は、約10％の漂白剤（約0.4％の-OCl）、ストレートまたは非希釈の漂白剤（約4
％の-OCl）を含んでもよく、または、約20％（約0.8％の-OCl）、約30％（約1.2％の-OCl
）、約40％（約1.6％の-OCl）、約50％（約2.0％の-OCl）、約60％（約2.4％の-OCl）、
約70％（約2.8％の-OCl）、約80％（約3.2％の-OCl）、約90％（約3.6％の-OCl）または
約95％の漂白剤（約3.8％の-OCl）を含んでもよい。
【００８７】
　あらゆる特定の理論に拘束されることを望まないが、マグネシウムおよび／またはリン
酸の段階的な濃度勾配を有する複数の洗浄液を提供することにより、単一濃度のマグネシ
ウム溶液よりも多くのタンパク質が除去されると考えられる。漂白剤（-OCl）は、ハイド
ロキシアパタイトから結合しているタンパク質を非特異的に剥ぎ取ると考えられる。
【００８８】
　従って、第一、第七または第九の側面のキットの一つの態様では、1以上の洗浄液、ま
たは複数の洗浄液は、約5mMの塩化マグネシウム液、約1Mの塩化マグネシウム、および／
または約0.4Mのリン酸二水素ナトリウムの溶液を含んでもよい。
【００８９】
　1以上（複数）の洗浄液を適用する場合、洗浄液はあらゆる順番で適用してもよい。或
いは、1以上（複数）の洗浄液を適用する場合、洗浄液は、低マグネシウム濃度（例えば5
mM）、高マグネシウム濃度（例えば1M）、リン酸二水素塩（例えば0.4M；またはリン酸水
素塩またはリン酸塩）の順で連続して適用してもよい。或いは、洗浄液は、マグネシウム
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とリン酸塩を組み合わせて含んでもよく、例えば、約1Mのマグネシウム濃度と0.4Mのリン
酸二水素塩、リン酸水素塩またはリン酸塩を組み合わせて含んでもよい。
【００９０】
　洗浄は、検出前、または検出後、または検出の前後に行ってもよい。
【００９１】
　本書で使用される場合、「除去する」または「除去」とは、ハイドロキシアパタイトに
結合したタンパク質の濃度の減少を言う。
【００９２】
　本書で使用される場合、「サンプル」とは、多孔質ハイドロキシアパタイトの検出また
は診断に使用される歯の一部または部分である。「対照サンプル」は、健康で、多孔質ハ
イドロキシアパタイトがないことが判っている歯の一部または部分であり、試験ハイドロ
キシアパタイトにおいて多孔性を検出または診断する際の参照の目的で使用される。「サ
ンプル」は、ワイプ法、スワブ法、剥離、チップ化、穿孔等によって得てもよい。サンプ
ル採取装置は、スワブ法、ワイプ法または当業者に知られているあらゆる他の採取方法に
よってサンプルを得るのに適していてもよい。
【００９３】
　第四～第六の側面の方法の一つの態様では、歯は、最初にブラッシングや他の手段で清
浄される。歯は乾燥してもよい。
【００９４】
　第一の側面のキット、第二の側面のプローブ、または第四～第六の側面の方法の、一つ
の態様では、ディテクタは、ブラシ、歯ブラシ、綿棒、綿ボールを用いるか、ノズルを備
えた容器から滴下することによって適用される。
【００９５】
　本書で使用される場合、「適用される」、「適用する」または「適用」とは、ディテク
タまたはプローブまたは洗浄液と歯またはそのサンプルとを接触させるか、または、レポ
ーターとディテクタまたはタンパク質を接触させる、通常の意味を有する。
【００９６】
　ディテクタまたはプローブの適用後、ディテクタまたはプローブは歯に接触して、ディ
テクタがタンパク質に結合するため、またはプローブがハイドロキシアパタイトに結合す
るために充分な時間、インキュベートする。インキュベート時間は、1、2、3、4、5、6、
7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55または60秒であってもよい。或いは
、インキュベーション時間は、1、1.5、2、2.5、3、3.5、4、4.5、または5分であっても
よい。或いは、インキュベーション時間は、10、15または20分等、5分より長くともよい
。インキュベート後、過剰なディテクタまたはプローブは、水または洗浄液を使用して洗
浄するか、洗浄せず、口から吐き出してもよい。
【００９７】
　方法または使用は、被験者において、歯内または歯上のその場で実施してもよい。或い
は、方法または使用は、被験者から取り出した後、歯または歯のサンプル内または歯また
は歯のサンプル上で実施してもよい。
【００９８】
　被験者としては哺乳類が挙げられる。哺乳類はヒトであってもよい。ヒトはいずれの年
齢であってもよい。ヒトは、約12歳未満であってもよい。ヒトは、約2～約12歳であって
もよく、約4～約10歳、または約6～約10歳であってもよい。或いは、被験者は、12～20、
20～30、30～40、40～50、50～60、60～70、70～80、80～90、または90～100歳であって
もよい。
【００９９】
　被験者は、正常のハイドロキシアパタイトおよび正常のエナメル質が成長した後に、多
孔質ハイドロキシアパタイトを発症してもよく、または、被験者は、成長の間に多孔質ハ
イドロキシアパタイトを有してもよい。
【０１００】
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　或いは、被験者は、家畜、動物園の動物、またはコンパニオン・アニマルであってもよ
い。本書における方法および使用は、ヒトに好適であることが特に期待される一方、霊長
類、イヌおよびネコ等のコンパニオン・アニマル、ウマ、ウシ、ヒツジおよびヤギ等の家
畜、猫科動物、イヌ科動物、ウシ科動物および有蹄動物等の動物園の動物、またはウサギ
目動物およびげっ歯動物等の実験動物にも適応可能である。
【０１０１】
　本書で開示されるキットまたは方法の診断力は、識別可能なタンパク質プロファイル（
例えば、MIH：表1の多量のタンパク質；アメロゲニンが殆ど無いか皆無；成熟フッ素化：
痕跡量のアルブミンおよびアメロゲニン；低成熟エナメル質形成不全症：多量のアメロゲ
ニン）を有する、多孔質ハイドロキシアパタイト（DDDおよびう蝕）の状態に基づく。種
々の異常により、治療的石灰化の前に種々の洗浄工程を要してもよく、または種々の復元
法および材料を要しても（またはそれらの選択に影響しても）よい。歯またはそのサンプ
ルの試験エナメル質のタンパク質濃度は、様々な手段で評価されてもよく、多孔質ハイド
ロキシアパタイト等の症状は、対象と比較して増量したタンパク質の同一性に基づいて診
断し得る。
【０１０２】
　本開示のさらなる適用は、MIH病変のサブタイプ（例えば、無傷または破壊されたもの
）を分類することであり、このことは、必要な治療のタイプに影響を与えるかもしれない
（例えば、種々のタンパク質組成物は治療的石灰化の前に種々の洗浄工程を要してもよい
）。
【０１０３】
　本書で使用される場合、「無傷」とは、破壊されない、損傷の無いまたは変わらないこ
との、普通の意味を有し、歯のエナメル質表面に関して使用される。「無傷」はここでは
、歯の表面で、より硬いエナメル質の殻で覆われた病変を言い、かつ、表面下の病変を言
い、これは成層構造を示唆するものである。
【０１０４】
　対照的に、本書では、「破壊された」とは、硬いエナメル質の殻が、機械的な力によっ
て破壊されているか、当初は存在しなかった（おそらく、歯の崩壊の間に損なわれるか、
成長の間に産生されなかった）MIH病変を言う。
【０１０５】
　本書で使用される場合、「浸透性表面」とは、口腔液またはあらゆる他の溶液（および
タンパク質を含む関連成分）が表面下の領域に接近可能な、無傷または破壊されたエナメ
ル質を言う。反対に、「非浸透性表面」とは、このような接近を阻止する、無傷または破
壊されたエナメル質を言う。
【０１０６】
　無傷のエナメル質を含むMIH病変は、多孔質ハイドロキシアパタイトを含むにもかかわ
らず、検出に適した多孔質歯科ハイドロキシアパタイトを示しても、示さなくともよい（
即ち、浸透性または非浸透性表面を有していてもよい）。従って、第一、第七または第九
の側面のいくつかの態様では、キットは透過化剤を含んでもよく、または、第四～第六の
側面の方法（例えば、機械的透過化）は、歯または歯のサンプルを透過化することを含む
。このような薬剤または方法は、非浸透性表面を有する病変の前処置に使用されるであろ
う。或いは、このような薬剤は、再石灰化または治療的石灰化を予め受けた病変に接近す
るために使用してもよい。
【０１０７】
　本書で使用される場合、「透過化する」または「透過化」とは、充分な範囲の不透過性
エナメル質に孔を開けて、ディテクタおよび／または洗浄液を多孔質ハイドロキシアパタ
イトに接近可能にし、および／または、タンパク質除去を可能にすることを言う。
【０１０８】
　透過化剤は、エナメル質の表面層を透過化する能力のある製剤である（例えば、エナメ
ル質を透過化することが当業者に知られている、酸またはある他の薬剤を含んでもよい）
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。透過化剤は、例えば、溶液またはゲルの形態であってもよい。
【０１０９】
　第一、第七または第九の側面のいくつかの態様では、キットは再石灰化剤を含んでもよ
く、または、方法は歯またはそのサンプルを再石灰化することを含んでもよい。再石灰化
剤は、フッ素、可溶性リン酸カルシウムまたは非晶質リン酸カルシウムを含んでもよく、
これらは生物活性分子で安定化されてもよい。
【実施例】
【０１１０】
実施例1－MIHエナメル質のタンパク質組成は表面完全性に依存する
材料および方法
試料
　適宜の倫理的認可を得て、ヒトおよびSDラットの試料を得、-80℃で保存した。標準的
基準（ウィールハイム(Weerheijm)、2003年）に従って、MIHを診断した。抽出後、MIHの
歯を水ですすいで、目に見える血液を除去した後、拭いて乾燥させ、迅速に凍結して保存
した。ワックスを咀嚼することによって刺激した全唾液を、遠心分離（20,000 g、5分間
）によって清澄化した後、保存した。6日齢のラットの血液から、通常の方法で血清およ
び赤血球を調製した。分泌性エナメル質基質を、5日齢の第一大臼歯を使用することを除
いて従来通り（ハバード(Hubbard)、1996年）、成長中のラットの歯から単離した。
【０１１１】
エナメル質タンパク質のプロファイリング
　新たに解凍した試料を、う蝕エナメル質および象牙質を避けることに注意しながら、外
科用メスで解体して、明らかなMIH病変を回収した。低速回転の歯科用バー（No.6）を用
いて、正常のエナメル質をサンプル採取した。直後に、エナメル質のサンプル（2～5μl
充填容積）を10％トリフルオロ酢酸中に懸濁し（10容量、室温で10分間、ボルテックスお
よび浴中超音波処理による）、その後、遠心分離（20,000 g、4℃、5分間）して、酸不溶
性タンパク質を沈殿させた。ペレットを、2％SDSおよび100 mmol/Lのジチオスレイトール
を含有するゲル負荷緩衝液（ハバード(Hubbard)、1996年）中に溶解し、示した場合には
、さらにプロテアーゼインヒビター（1 mmol/Lフッ化フェニルメチルスルホニル、1 mmol
/Lベンズアミジン、5μg/mLペプスタチン、5μg/mLロイペプチン）を使用した。SDS抽出
物を、アミドブラックを用いたドットブロッティングによって定量し、クマシーブルー染
色または免疫ブロットを用いた小型SDS-PAGEに付した（ハバード、1995年）。免疫原とし
て組み換えマウスアメロゲニン（配列番号19）を用いて、ウサギにおいて従来の方法でア
メロゲニン抗血清を惹起した。
【０１１２】
プロテオミクス分析
　ゲルのバンドを、マイクロチップを用いたナノスプレーを有するイオントラップ装置（
Chip-LC/MSD XCT、アジレント・テクノロジーズ(Agilent Technologies)、米国カリフォ
ルニア州サンタクララ）を使用することを除いて、以前の通り（マンガム(Mangum)ら、20
06年）、トリプシン分解およびタンデム質量分析に付した。MASCOTサーチエンジンおよび
判定基準の厳しいスイスプロット・ヒトデータベース（最低2つの配列タグ（マンガムら
、2006年））を用いて、タンパク質を同定した。
【０１１３】
ミネラル結合アッセイ
　血清および赤血球溶解物で唾液を実験的にスパイクすることにより、擬似口腔液を調製
し、その結果、3つの要素すべてからの主要なタンパク質は同様に多量であった（図4B）
。タンパク質結合を分析するため、口腔液を、0.1倍容量のハイドロキシアパタイト（シ
グマ、米国ミズーリ州セントルイス）またはMIHエナメル質と共に20℃で60分間インキュ
ベートし、その後、遠心分離（2,000 g、2分間）した。3倍容量の20 mM Tris-HCl（pH 8.
0）で洗浄した後、エナメル質について上述した通り、ペレットをトリフルオロ酢酸およ
びSDSで抽出した。
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結果
MIHエナメル質は非アメロゲニンタンパク質で強化される
　エナメル質タンパク質のプロファイリングは、特にアメロゲニンレベルを臨床的特性と
リンクさせることにより、フッ素症およびエナメル質形成不全症の発症機序に対する有用
な見識を提供している。従って、固定化されないMIHエナメル質試料は、SDS-PAGEアプロ
ーチを用いて検討した。正常のエナメル質と異なり、MIHエナメル質は、酸に溶解した場
合に、目に見える沈殿を生じ、このことから相対的にタンパク質含量が多いことが示唆さ
れた。図1に示す通り、5例の重篤病変由来の酸不溶性タンパク質の定量により、正常（0.
3～1.5％タンパク質w/w）より3～15倍高い値が得られた。同様に、クマシー染色を用いた
SDS-PAGEにより、正常のエナメル質では検出可能なバンドがほとんどない（図2A）のとは
対照的に、MIHエナメル質において大多数のタンパク質のバンドが明らかになった。アメ
ロゲニンが検出されなかったことから（図2A、20-25 kDa領域）、感度をより高くするた
め、免疫ブロット法を用いた。抗アメロゲニンも、MIHエナメル質中の無傷のアメロゲニ
ンを検出できなかったが、いくつかの試料中で分解的断片が観察された（図2B、試料11）
。これらの条件下で、正常のエナメル質中にアメロゲニンは検出できなかった（示さず）
。分泌相のエナメル質基質との定量的比較により、MIHエナメル質には、全ての検出可能
なアメロゲニン量の0.12％±0.06％（±SE、n = 6）しか含有されないことが示された（
図2B、8-25 kDa領域）。結論として、MIHエナメル質はタンパク質が強化されており、こ
れはアメロゲニン保持以外の病原性の理由による。
【０１１５】
　体液タンパク質は、MIHエナメル質において優勢である
　MIHエナメル質の主要なタンパク質の構成成分を同定するため、SDS-PAGEのバンドをプ
ロテオーム解析に付した。図3および表1に示す通り、様々なタンパク質が同定され（16の
特徴のある遺伝子産物）、そのうちの13は唾液および歯肉溝滲出液中に見られる。他の3
つ（ヘモグロビン、アルブミン、補体C3）は、血液の主要成分である。結果として、MIH
エナメル質において同定される主要なタンパク質は全て、通常は、口腔内で見られる体液
と関連する。
【０１１６】
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無傷および破壊されたMIH病変は、特徴的なタンパク質プロファイルを有する
　MIH病変の臨床的多様性（色調、堅さ、サイズ、表面完全性）が得られたことから、提
示の違いによりタンパク質組成物を区別できるかどうかを調べた。タンパク質プロファイ
ル（図2A）の評価により、エナメル質表面の完全性が主要な影響力を有するという仮説が
得られた。特に、病変が「無傷」および「破壊された」として分類された場合、タンパク
質のバンドパターンは、各群の中では定量的に類似するように見えるが、群間では2つの
著しい差異が明らかであった（図2A、12 kDaおよび66 kDa領域）。12 kDaのバンドは、破
壊病変で明らかであり、無傷病変では明らかでないが、常に主要成分としてヘモグロビン
を含有していた（図3）。逆に無傷病変では、66 kDaのバンドは常にアルブミンのみを含
有し、アルブミンが稀により低いレベルで見られた破壊病変とは異なっていた。
【０１１８】
　タンパク質プロファイルの安定性も疑われ、タンパク質分解の証拠（図3：アルブミン
、補体C3）およびエナメル質の成熟においてタンパク質分解が主要な役割であることが指
摘された。実際に、図2AのSDSで溶解したサンプルを冷凍保存の後、再度分析した場合、
アルブミンのバンドは、無傷の試料からは完全に消失していた（図2C）。しかし、破壊さ
れた試料は大きくは影響されなかった（示さず）。プロテアーゼインヒビターは、最初の
SDS溶解化工程の間に添加された場合、新鮮なMIHサンプルのプロファイルに殆ど影響しな
かった（示さず）。これらの結果から、人為的なタンパク質分解のリスクが強調されたた
め、初回のサンプルのみを報告する（図1～3）。無傷および破壊された病変は一貫して他
と区別できるタンパク質プロファイルを有すると結論されたが、このことは、表面完全性
がMIHエナメル質のタンパク質組成に影響するという仮説を支持する。
【０１１９】
MIHエナメル質のタンパク質組成は表面完全性と共に変化する
　MIH病変は表面下の多孔性を呈し、アルブミンおよびヘモグロビンがハイドロキシアパ
タイトに好んで結合することが知られている。従って、口腔液のタンパク質がMIHのエナ
メル質に浸透し、無傷の表面層が欠如したハイドロキシアパタイトの結晶に選択的に結合
すると推測された。破壊された病変を唾液、血清および赤血球と比較した場合、タンパク
質結合パターンにおいて集合的類似性が見られた（図4A）。対照的に、無傷の病変は、血
清単独に対して興味深い類似性を有した。これらの結果は、無傷の病変から排除される口
腔液タンパク質と一致し、破壊された病変からのものとは一致しなかった。次に、破壊さ
れた病変は、ハイドロキシアパタイト粉を擬似口腔液（唾液、血清および赤血球抽出物の
混合物）にさらすことによってモデル化した。ハイドロキシアパタイト結合画分のプロフ
ァイリング（図4B）により、破壊病変する顕著な類似性が明らかになった（図2A、4A）。
ハイドロキシアパタイトを、無傷の病変から調製した粉末エナメル質で置換した（即ち、
表面層の破壊をモデル化した）場合、プロファイルは再度破壊された病変と類似した（図
4C）。これらの結果から、MIHのエナメル質のタンパク質組成は、エナメル質表面の完全
性に大きく影響されることが示唆された。
【０１２０】
　アルブミンおよびヘモグロビンを含む擬似口腔液をハイドロキシアパタイトに適用した
場合、アルブミンおよびヘモグロビンはハイドロキシアパタイトに結合した（図5）。5 m
MのMgCl2、1 MのMgCl2および0.4 MのNaH2PO4のそれぞれで、各5分間、順に洗浄すること
によって、ハイドロキシアパタイトから>90％のタンパク質が除去された（図5）。
【０１２１】
考察
　MIHは世界的に関心が高まっており、低石灰化エナメル質のタンパク質組成を早急に解
明する必要がある。本書において、MIHのエナメル質は、正常よりタンパク質含有量が実
質的に高いが、残存アメロゲニンは正常に近いレベルであることが開示される。この特徴
により、MIHは、多量の残存アメロゲニンを含有する低成熟の異常（エナメル質形成不全
症、フッ素症）と識別され、また、この特徴は低石灰化の異常としてMIHを象徴する。第
二に、MIHエナメル質は、口腔液および血液由来の様々なタンパク質が蓄積していること
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が分かっており、エナメル質表面の完全性によって取り込みが異なる。病因論的に、これ
らの結果から、アルブミンが関係する石灰化の萌出前の混乱が提示され、萌出後の崩壊の
場合は、さらされたハイドロキシアパタイト基質へのその後のタンパク質の吸着が提示さ
れる。MIHエナメル質の発症機序および特性についてのこれらの見識は、MIHの予防、診断
および治療に意味を持つ。
【０１２２】
　本実験の結果は、MIHエナメル質の臨床的および生物物理学的特性の説明に役立つ。タ
ンパク質含量の3倍～15倍の上昇が観察されたが、これはエナメル質形成不全症およびフ
ッ素症についての報告（2.5倍～30倍）に類似し、MIHのエナメル質の特徴的な機械的脆弱
性を説明するのに充分であると思われる。残余のアメロゲニン含量が少ないことから、MI
Hのエナメル質は低石灰化型のエナメル質形成不全症の例とされる。後者の疾患に罹患す
るエナメル質は、臨床的に正常より著しく柔らかくて脆く、またはチーズ様であると記載
されており、これは、MIHのエナメル質の記載と一致する。タンパク質レベルにおいて、M
IHのエナメル質は、特にアルブミン含量が比類なく高いことから、低石灰化型のエナメル
質形成不全症およびフッ素症と区別可能であると思われる。しかし、全ての症状は多孔質
ハイドロキシアパタイトによって特徴付けられる。
【０１２３】
　これらの結果により、MIHの発症機序も解明され、機械的に他のものと区別できる萌出
前後の工程が提示される。萌出前には、MIHのエナメル質の厚さは正常であり、アメロゲ
ニン含量は低い（<0.2％の分泌相レベル）ことから、アメロゲニンが分泌され、その後効
率的に除去されることが示唆される。その結果として、MIHは、主として成熟の異常では
ない。従って、低石灰化エナメル質形成不全症との類似性によって、石灰化の不完全な開
始に注目が向けられる。タンパク質のプロファイリングによって、アメロゲニンがほぼ完
全に除去されても、アルブミンがMIHエナメル質に蓄積することが示唆された。
【０１２４】
　換言すれば、低石灰化は、低石灰化（低鉱化）のサブタイプであり、他のサブタイプは
低成熟化である。本書で示した通り、MIHおよびある型のエナメル質形成不全症、および
おそらくある型のフッ素症も、アメロゲニン量が少ない、低石灰化の異常として識別され
る。つまり、アメロゲニン除去（エナメル質成熟）の通常の過程が起こったが、石灰化は
起こらなかった。しかし、低成熟の異常において（未成熟型のエナメル質形成不全症およ
びフッ素症）、アメロゲニン除去（エナメル質成熟）が深刻な程度まで起こらず、石灰化
を妨げるアメロゲニンが継続して存在する。
【０１２５】
　アメロゲニンレベルは、低石灰化型のDDD／低石灰化（低鉱化）において相対的に低い
が、低成熟型のDDD／低石灰化（低鉱化）（ある型のエナメル質形成不全症および歯科フ
ッ素症等）においては正常レベルにより近い。従って、アメロゲニンおよび、多孔質歯科
ハイドロキシアパタイトに結合した本書において開示された残余のタンパク質の、両レベ
ルの変化は、個々に、または例えばある比率での組み合わせにおいて、有益（例えば診断
的）であるかもしれない。
【０１２６】
　これらの結果から、奇形のヒトエナメル質に蓄積されている浸出アルブミンが初めて実
証される。特に、無傷病変はアルブミンを含有するが、ハイドロキシアパタイトへの結合
可能性が実証された多数の口腔液タンパク質は含有しないことが分かった。ヘモグロビン
ではなくアルブミンが顕著であったことは、全血よりも血清の少量の血管漏出に起因する
か、またはエナメル質成熟の間、ヘモグロビンおよび他の血液タンパク質に比べてアルブ
ミンのタンパク質溶解安定性が高いことに起因するかもしれない。実際、アルブミンは、
アメロゲニン除去に関与する主要なプロテアーゼである、カリクレイン系ペプチダーゼ4
に抵抗性がある。
【０１２７】
　これらの結果は、別の発症機序工程が萌出後のエナメル質表面の崩壊に続くことも暗示
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する。この第二の工程は、口腔液タンパク質がさらされたハイドロキシアパタイト基質に
相対的に無差別に結合することを含む。
【０１２８】
　本書で同定されたタンパク質は、MIH病変を臨床的に特徴付けするためのバイオマーカ
ーとして利用される可能性がある。
【０１２９】
実施例2－多孔質ハイドロキシアパタイトのためのプローブの製造および試験
材料および方法
　SMCC（スクシンイミジル4-[N-マレイミドメチル]シクロヘキサンカルボン酸N-ヒドロキ
シスクシンイミドエステル；CAS#：64987-85-5）は、8.3Aのスペーサーアームによって分
離されたアミンおよびスルフヒドリル反応性を有する、開裂不可能なヘテロ二官能性架橋
剤である。アミドブラック（CAS#：1064-48-8）は、第一級アミン基を含有し、本書では
着色レポーターとして使用される、一般的な青／黒染料である。ウシ由来のヘモグロビン
（CAS#：9008-02-0）は、2対のポリペプチド鎖（αおよびβ；それぞれ配列番号20および
21）よりなる、ヘテロテトラマーである。β鎖は単一溶媒にさらされたスルフヒドリル含
有システイン残基を有するが、α鎖はシステインを有しない。
【０１３０】
　SMCC（ジメチルスルホキシド中、75mM）を9容量倍のアミドブラック（リン酸緩衝生理
食塩水（PBS、137mM NaCl、2.7mM KCl、10mMリン酸水素二ナトリウム、pH 7.4）中、37.5
mM）に加え、21℃で30分間インキュベートした。5倍モル過剰のアミドブラックで、SMCC
を確実に最大限に標識化（マレイミド活性化着色レポーターを創出、図27）した。結合後
、溶液を真空遠心分離で乾燥し、-80℃で保管した。
【０１３１】
　10mM TCEP（トリス(2-カルボキシエチル)ホスフィン、シスチン－スルフヒドリル状態
を維持するために使用される非チオール還元剤）および5mM EDTA（エチレンジアミンテト
ラ酢酸、酸化／ラジカル触媒の可能性およびその後のチオール酸化を低減するために使用
される、金属キレート剤）を含有するPBS中に溶解することによって、ヘモグロビン（20m
g/ml；0.65μmoleシステイン－チオール/ml）を調製した。21℃で30分間インキュベート
した後、還元されたヘモグロビンを1000容量倍のPBSに対して2時間透析して、TCEPおよび
EDTAを枯渇させた（この工程は任意でもよい）。ヘモグロビンを迅速に次の工程に移し、
システイン－チオール酸化を最小限にした。
【０１３２】
　乾燥したマレイミド活性化アミドブラックを、アミドブラック：チオールのモル比を10
:1としてヘモグロビン中に溶解し、ヘモグロビンを確実に最大限に標識化した。21℃で2
時間インキュベートした後、アミドブラックに結合したヘモグロビンを、PBSに対して充
分に透析して（透析液が着色しないようになるまで、1ml当り24～28時間）、非共有結合
したアミドブラックを除去した。透析後、プローブはすぐに使える状態であった。
【０１３３】
結果
　プローブを適用して5分以内に、ハイドロキシアパタイトは色が白色から暗青色に変色
した（図29）。プローブは水洗に耐えたが、一方アミドブラック単独では（即ちHbに連結
していない）水洗により除去された。プローブはハイドロキシアパタイトから、5 mMのMg
Cl2、1 MのMgCl2および0.4 MのNaH2PO4の順でそれぞれ5分間洗浄することを含む、3工程
の洗浄方法で除去された（図29）。
【０１３４】
考察
　鍵となる設計の必要条件は、着色したレポーターに結合した後、ヘモグロビンのハイド
ロキシアパタイト結合機能が保持されることである。ヘモグロビンのシステイン－チオー
ルが標的とされるが、これは、4つのタンパク質サブユニットのうちの2つが、一つのシス
テインを持っており（結合接触面においてではない）；その他の2つのサブユニットでは
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システインが欠如しているためである。従って、得られたテトラマープローブは、2つの
修飾されないタンパク質サブユニットを含有し、それにより、機能ユニット当り、少なく
とも半分の自然のハイドロキシアパタイト結合部位を維持する。2工程法を例示した：第
一に、着色レポーター－SMCC複合体を製造する（図27）；第二に、着色レポーター－SMCC
複合体を使用して、ヘモグロビンを標識する（図28）。本書では、多孔質ハイドロキシア
パタイトを検出する新規なプローブの、設計、製造および試験について、原理証明が確立
された。
【０１３５】
実施例3－プローブは多孔質歯科エナメル質に特異的に結合する（図30）
方法
　実施例2のプローブが多孔質エナメル質に特異的に結合するかどうかを試験するため、
複合う蝕病変をプローブでコートし、その後充分に洗浄した。
【０１３６】
　大きなう蝕領域（多孔質エナメル質、白色不透明領域）を有する、ヒト第一大臼歯を、
プローブの適用前後に撮影した（図30）。プローブを、ブラシを用いて1分間、クラウン
領域全体に適用した。プローブの適用後、歯を流水で10秒間すすぎ、撮影し、その後、歯
を再度さらに2分間洗浄して撮影した。
【０１３７】
結果
　正常なエナメル質は標識されなかった。
【０１３８】
　顕性う蝕領域は強く特異的に標識されたが、標識はいくつかの場所では斑点状であった
。非標識う蝕領域は引っかき傷に抵抗性のある光沢表面を呈した一方、標識化領域は、簡
単に引っかき傷ができるような艶消し面であった。このことから、斑点状で標識されない
う蝕領域は、表面層の再石灰化による可能性が示唆される。従って、プローブは、活性お
よび不活性う蝕を判別し得る。
【０１３９】
　歯の抽出中に破壊されたエナメル質領域（鉗子跡）も標識化され、このことは、プロー
ブが、破壊された表面を有するエナメル質領域を検出し得ることを示唆する。
【０１４０】
　プローブにより、水洗時間に依存せず、安定したレベルの標識化が提供された。
【０１４１】
実施例4－プローブは、エナメル質表面の早期の脱灰（初期う蝕のモデル）を特異的に検
出し得る（図31）
方法
　実施例2のプローブが早期のう蝕を特異的に検出し得るかどうかを試験するため、正常
な表面のエナメル質上に強酸をスポットして（プローブの適用前）、人工的なう蝕領域を
作った。
【０１４２】
　酸処理の前に、ヒト第一大臼歯について、う蝕が無いことを、プローブの適用前後に写
真で示した（図31）。次に、エナメル質の3領域を酸（0.5μlの85％H3PO4）に1、3または
10分間さらして、人工的なう蝕病変を導入し、その後100 mlのTBS（25mM Tris pH 7.2、1
60mM NaCl）で2分間洗浄し、次に流水でさらに2分間洗浄した。歯を空気乾燥し、プロー
ブを、ブラシを使用して領域全体に3分間適用した。適用後、結合していないプローブを
、先ず吸い取り紙で拭き、次に流水で10秒間すすぐことによって除去した。結合したプロ
ーブを除去するため、10％の漂白剤（0.4％ NaClO）をブラシで10秒間適用した。
【０１４３】
結果
　プローブは、う蝕のないエナメル質にはいずれの領域にも結合しなかった。
【０１４４】
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　酸によるエッチング処理により、エナメル質の3領域がわずかに不透明／艶消しになっ
たが、これらは用量依存性の重篤度プロファイルであった（10＞3＞1分）。3つのエッチ
ング領域は全てプローブによって重篤度に依存して検出され、エッチングされないエナメ
ル質は標識されなかった。
【０１４５】
　プローブの結合は水洗に耐えたが、シグナル強度はわずかに減少した。プローブは、10
％の漂白剤を10秒間適用することによって、定量的に除去することができた。
【０１４６】
実施例5－プローブの作用機序はハイドロキシアパタイト親和性である（図32）
　実施例4によるエナメル質（図31）を、実施例2のプローブで再処理して、ハイドロキシ
アパタイトの結合機序を検証した。
【０１４７】
方法(A)
　タンパク質染色メカニズムを排除するために、プローブを、漂白剤処理し（即ち、タン
パク質を剥ぎ取り）、エッチングしたエナメル質に適用した。
【０１４８】
結果(A)
　漂白したエナメル質は、プローブによって、非漂白のものと同等に標識された（図32、
パネルA2とA4を比較）。この発見は、エッチングしたエナメル質のプローブ標識について
、タンパク質染色メカニズムを排除する。
【０１４９】
方法(B)
　プローブの作用機序がハイドロキシアパタイト結合である場合、BSAでの前処理はプロ
ーブ結合を遮断する（競合的阻害）ことが提案された。
【０１５０】
　パネルAのエナメル質は、知られているハイドロキシアパタイト結合タンパク質（10％
ウシ血清アルブミン、BSA）に、ブラシで1分間適用することによってさらし、その後、水
で1分間すすいだ。BSA処理の後、プローブを前記の通り適応した。BSAは漂白剤処理によ
って剥ぎ取られ、プローブを再度適用した。
【０１５１】
結果(B)
　BSAの適用は、エナメル質の外観を変化させなかった（図32、パネルB2）。BSAはプロー
ブの結合を遮断した（図32、パネルB3）。プローブの結合は、BSAを剥ぎ取った後に回復
した（図32、パネルB6）。併せて、これらの結果は、プローブの作用機序がハイドロキシ
アパタイトへの結合であり、タンパク質結合ではないことを実証する。他のハイドロキシ
アパタイト結合タンパク質による競合阻害の可能性があるため、タンパク質を剥ぎ取る前
処理によりプローブの感度が向上し、偽陰性の結果を最小限にすることができた。
【０１５２】
実施例6－プローブは、低石灰化エナメル質および異常な象牙質を特異的に標識する（図3
3）
方法
　実施例2のプローブが異常な歯科組織の線引きに使用し得るかどうかを試験するため、
正常および異常なエナメル質および象牙質を含有する歯の一部をプローブで処理した。
【０１５３】
　表面下の低石灰化領域を呈する破折歯を選択し、病変の境界線が不明瞭かつ複雑である
、臨床的に難しいケースを再現した。プローブに短時間、予めさらすことにより、エナメ
ル質－象牙質の境界線が得られた。次に、試料にプローブをブラシで30秒間適用する前（
左）と後（右）に、試料を撮影した（図33）。適用後、結合していないプローブを、30秒
間水洗して除去した。
【０１５４】
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結果
　プローブの適用前に、いくつかの構造を同定することができた：(1)重ねられた正常な
エナメル質、(2)低石灰化エナメル質（ある領域では赤色の境界線を有するピンク色）、(
3)明らかに正常な象牙質（堅い）および(4)異常な象牙質（柔らかい／皮革様）。プロー
ブの適用後、4タイプの組織は全て容易に識別することができた。
【０１５５】
　正常なエナメル質および象牙質は標識されなかった。低石灰化エナメル質は、均一かつ
特異的に、濃い紫色に標識されたが、これは非常に複雑な境界線を、表面下の領域全体に
わたって解明したと考えられた。異常な象牙質（おそらくう蝕および／または発育障害の
ため）は、特異的かつ均一に深緑色に標識されたが、これは正常な象牙質に対する複雑な
境界線を解明したと考えられた。併せて、これらのデータから、プローブが低石灰化エナ
メル質および異常な象牙質を特異的に標識し得ることが確認される。
【０１５６】
実施例7－プローブは低石灰化エナメル質の除去を誘導するために使用し得る（図34）
方法
　実施例6からの低石灰化エナメル質（図33）を、外科用メスの刃を用いて除去し、実施
例2のプローブを繰り返し適用して、進行をモニターした。エナメル質の物理的特徴を各
工程で記録した（図34、パネル下の記述を参照）。
【０１５７】
結果
　図34の上側のパネルは、低石灰化エナメル質を除去した後の試料を示し、下側のパネル
は、プローブを適用した後の同一の試料を示す。パネル1～3は、低石灰化エナメル質の小
さな領域を徐々に除去したことを示す。パネル4～6は、領域全体、および不完全な除去領
域の計画的除去を示す（上下のパネルを比較のこと）。低石灰化エナメル質が除去される
のに伴い、物理的特徴が標識化の程度と並行して著しく変化し、終点では、残存するエナ
メル質が物理的に均一であり、プローブによって染色されなかった（パネル6）ことに注
目。
【０１５８】
　異常な象牙質は、この実施例では扱わなかった。
【０１５９】
実施例8－プローブは異常な象牙質の除去を誘導するために使用し得る（図35）
方法
　実施例6からの異常な象牙質（図33）を、外科用メスの刃を用いて除去し、実施例2のプ
ローブを繰り返し適用して、除去の進行をモニターした。象牙質の物理的特徴を各工程で
記録した（図35、パネル下の記述を参照）。
【０１６０】
結果
　図35の上側のパネルは、異常な象牙質を除去した後の試料を示し、下側のパネルは、プ
ローブを適用した後の同一の試料を示す。パネル1は、異常な象牙質が濃く染色されたこ
とを示し、これは除去およびプローブの再適用で急減する（例えば、下側のパネル1およ
び2を比較のこと）。プローブによる標識化レベルの低下は、象牙質の物理的特徴の改善
と相関する（例えば、パネル4において、象牙質の硬度は、物理的評価によって均一に正
常であり、プローブの適用後、ほぼ染色されない）。異常な象牙質を完全に除去した後で
あっても、低レベルの背景染色が現れることに注意（おそらく象牙質の多孔性がエナメル
質に比べて高いため）。
【０１６１】
実施例9－プローブによる異常な象牙質の検出は、漂白剤洗浄により向上し得る（図36）
方法
　図8に示す通り、プローブの象牙質に対する特異性が改善され得るかどうかを試験する
ため、漂白剤洗浄を用いて正常な象牙質の染色を低下させた。
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【０１６２】
　さらされた正常および異常な象牙質を有するヒト臼歯を実施例2のプローブにさらし（1
分間のブラシ適用の後、1分間水ですすぐ）、その後漂白剤洗浄した（ブラシで10秒間適
用した後、1分間水ですすぐ）。プローブ／漂白剤を適用した後、標識された領域を外科
用メスの刃で除去し、その後、再度プローブ適用／漂白して、進行をモニターした（図36
）。
【０１６３】
結果
　プローブによって異常な象牙質が優先的に検出されたが、正常な象牙質の背景染色によ
り、境界設定の信頼性が低下した。10％の漂白剤（0.4％ NaOCl）を10秒間適用し、正常
の象牙質の標識化を低下させ、異常な象牙質では低下しないことで、分解能が向上した。
希釈しない漂白剤（4％ NaOCl）を10秒間適用することにより、異常な象牙質の標識化に
影響を与えずに、正常な象牙質から標識を完全に除去し、これにより異常な象牙質の線引
きがより明確になった。
【０１６４】
　希釈しない漂白剤を適用した後、異常な象牙質を除去し（パネル4）、その後再度プロ
ーブ適用／漂白したところ（パネル5）、全てではないが殆どの異常な象牙質が除去され
たことが示された。さらなる除去／再プローブ適用／漂白工程により、異常な象牙質が完
全に除去されたことが示された。残存する象牙質は、正常な象牙質と物理的に区別できな
かった。
【０１６５】
　併せて、これらの結果から、プローブ適用後のタンパク質を剥ぎ取る工程は、正常の象
牙質の背景標識の低減に役立ち、潜在的な偽陽性の表示を減じることが提案される。
【０１６６】
実施例10－プローブはX線不透過性であり得る（図37）
方法
　実施例2の青色発色団（アミドブラック）を、医療用放射線撮影（例えば脳血管造影）
に使用される前駆体化合物である5-アミノ-2,4,6-トリヨードイソフタル酸（3I）で置換
することにより、放射線を通さないプローブを製造した。この化合物は単一の第一級アミ
ンの可用性により選択され、青色のプローブに使用される同一の架橋剤と結合させるため
に使用し得た。
【０１６７】
　3Iをヘモグロビンと結合させるため、以下の方法を用いた：
1.　1.25 mgのSMCC（架橋剤）を50μlのDMSOに溶解した（75mM SMCC）。
2.　3Iを以下の通り調製した：30 mgを、1 mlの0.1M NaOHに溶解し（50mM 3I）、250μl
の0.1M HEPES pH7.0を加えた後、1μlの5M NaOHを加えてpHを7に調節したが、最終的な溶
液は、40mM 3I、20mM HEPE pH7であった。
3.　400μlの3I溶液を、50μlの75mM SMCCのDMSO溶液に加え、室温で30分インキュベート
して、3I活性化SMCCを製造した。
4.　次に、3I-SMCCを真空遠心分離によって凍結乾燥した。
5.　得られたペレットを、20μlのDMSO中に取り、100μlの20 mg/mlのヘモグロビンを加
えた後、溶液を室温で60分インキュベートして、3Iをヘモグロビン中のシステインチオー
ルに結合させた。
6.　次に、得られた3I-Hbを遠心分離し（20,000 x g、5分間）、その後、25mM Tris pH 7
.2、160mM NaClに対して一晩透析した（10-kDa MWCO）。
7.　得られた透析液を回収し、-20℃で保管した。
【０１６８】
　プローブ上にできた、放射線不透過性の程度を評価するため、放射線不透過性標準物質
（1および10mM 3I）と同時に、X線撮影した（65 kV、8 mA、0.5秒の暴露）。
【０１６９】



(36) JP 2013-522604 A 2013.6.13

10

20

30

40

50

結果
　X線プローブの放射線不透過性は、1mM 3Iと10mM 3Iの間の程度であった（図37）。濃度
分析により、X線不透過性は、1.5～2.5 mMの3I溶液と同等であることが提示された。これ
らの結果は、プローブがX線に不透過に製造され得ることを確認する。
【０１７０】
実施例11－純粋なハイドロキシアパタイトを用いた洗浄液の分析（図38）
方法
　各洗浄液の相対的有効性を調べるため、インビトロのモデルシステムを用いて個々に試
験した（図38）。
【０１７１】
　純粋なハイドロキシアパタイト（5 mg）に、ラット血液由来のタンパク質（10μlのHb
抽出物および2μlの希釈しない血清を含有する、100μlの10mM Tris pH7.2）を、常に振
とうしながら室温で10分間負荷した。タンパク質を負荷したハイドロキシアパタイトは、
2,000 x gで30秒間遠心分離することにより沈渣し、上澄を捨てた後、ペレットを300μl
の10mM Tris pH 7.2で30秒間洗浄して、結合していない間質性成分を除去した。
【０１７２】
　その後、タンパク質－ハイドロキシアパタイトは、100μlの様々な洗浄成分（水、5mM
のMgCl2、1MのMgCl2または0.4MのNaH2PO4）に室温で2分間、混合しながらさらした後、遠
心分離した。洗浄液を回収し、タンパク質－ハイドロキシアパタイトを、同じ洗浄液でさ
らに2回洗浄した。3回の洗浄工程の後、タンパク質－ハイドロキシアパタイトを100μlの
10％トリフルオロ酢酸（TFA）に溶解し、沈殿したタンパク質を遠心分離（2,000 x g、2
分間）で回収し、ペレットを100μlの2X SoB（0.125M Tris-HCl pH 6.8、4％ SDS、20％
グリセロール）に溶解した。全ての分画のタンパク質含量を、アミドブラックで染色した
ドットブロットの濃度測定によって評価した。
【０１７３】
結果
　ハイドロキシアパタイトからタンパク質を除去する、洗浄液の相対的能力は、以下の通
りであった：
　0.4M PO4＞1M Mg2+＞5mM Mg2+（水と同程度の効果）
【０１７４】
　PO4によるタンパク質除去が最良と思われたが、ハイドロキシアパタイトは、3回の洗浄
の後もピンク色が残り、一方1M Mg2+で処理したハイドロキシアパタイトは、一回の洗浄
後に白くなった。この状況では、1MのMgCl2および0.4MのNaH2PO4がタンパク質の除去に最
も有効であり、相補的活性を有する（おそらく異なる分類のタンパク質を除去する）と考
えられる。
【０１７５】
実施例12－純粋なハイドロキシアパタイトを用いた、Mg2+およびPO4の単独または連続で
の分析（図39）
方法
　純粋なハイドロキシアパタイトにタンパク質を負荷した後、実施例11と同様に100μlの
様々な洗浄成分（水、1MのMgCl2または0.4MのNaH2PO4）にさらしたが、2回の洗浄（3回の
代わりに）とし、5mMのMgCl2を省略した。管に1M Mg2+を入れ、その後0.4 MのPO4を入れ
た。洗浄後、ハイドロキシアパタイトのペレットを撮影し、色を記録し（挿入図参照）、
その後タンパク質含量を実施例11と同様に評価した。
【０１７６】
結果
　3つの洗浄液は全て同様に機能し、水とは異なり、2回の洗浄後、タンパク質の大部分は
除去された（図39）。
【０１７７】
　Mg2+とその後のPO4を用いた連続洗浄により、タンパク質除去および色の除去で評価し
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た場合、最良の結果が得られた（挿入図：矢印は洗浄後のハイドロキシアパタイトのペレ
ットを指す）。Mg2+とPO4による連続洗浄は、このヒドロキシアパタイトモデルにおいて
、最適のタンパク質除去を提供すると結論してもよい。
【０１７８】
実施例13－純粋なハイドロキシアパタイトを用いたMg2+およびPO4の組み合わせ洗浄の分
析（図40）
方法
　純粋なハイドロキシアパタイトにタンパク質に負荷した後、実施例11と同様に3回の、1
00μlの組み合わせ洗浄（1MのMgCl2、0.4MのNaH2PO4）を行った。タンパク質含量を実施
例11と同様に評価した。実施例13の結果（図40）は、比較のため、実施例12のデータと一
緒に表していることに注意。
【０１７９】
結果
　組み合わせ洗浄は、PO4単独と同様に機能したが、ハイドロキシアパタイトは最初の洗
浄後に白くなり（1M MgCl2単独と同様）、このことは、各洗浄成分の活性が維持されたこ
とを示唆する。組み合わせ洗浄は、タンパク質除去を達成するのに必要な時間に関して、
より効果的であると結論してもよい。
【０１８０】
実施例14－洗浄液は低石灰化エナメル質に作用するが、ハイドロキシアパタイトモデルと
比較して効果は低下する（図41）
方法
　無傷および破壊された病変由来の低石灰化エナメル質を別々に回収し、病変の各タイプ
について、5 mgの粉末を3本の管に準備した。エナメル質を、100μlの、5mM Mg2+、1M Mg
2+、その後0.4M PO4にそれぞれ5分間さらした。次に、試料を、実施例11～13の純粋なハ
イドロキシアパタイトと同様に処理した。
【０１８１】
結果
　低石灰化エナメル質を洗浄液で処理することにより、相当量のタンパク質（～1/4-1/3
）が除去され、一方、水は殆ど効果がなかった（図41）。タンパク質の除去量は、おそら
く解離速度がより遅いため、ハイドロキシアパタイトモデルで観察された量よりも少なか
った。
【０１８２】
実施例15－洗浄液は低石灰化エナメル質からタンパク質を定量的に除去し得る（図42）
方法
　無傷の病変から低石灰化エナメル質を回収し、5 mgを3本の管に準備した。エナメル質
を1 mlの1M Mg2+に7時間さらし、その後1 mlの0.4M PO4にさらに16時間さらした。次に、
試料を、実施例11～13の純粋なハイドロキシアパタイトと同様に処理した。
【０１８３】
結果
　タンパク質は、洗浄液での2回の長時間の洗浄後、低石灰化エナメル質から定量的に除
去された（図42B）が、同一時間の水処理では殆ど効果がなかった。PO4による洗浄は効果
が非常に大きく、これはこの特別な病変のタンパク質プロファイルのためと思われる（主
にアルブミン、図42A）。時間が所望より長いかもしれないが、洗浄液は臨床試料から全
てのタンパク質を除去する能力がある。
【０１８４】
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【手続補正書】
【提出日】平成24年11月21日(2012.11.21)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】請求項２４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【請求項２４】
(i)多孔質歯科ハイドロキシアパタイトに結合する能力があるタンパク質と、(ii)レポー
ターとを連結することを含む、但し、前記タンパク質が、以下の群：血清アルブミン；補
体C3 β鎖；α1-アンチトリプシン；プロテインS100-A9；ラクトトランスフェリン；白血
球エラスターゼインヒビター；アンチトロンビンIII；ヘモグロビンサブユニットα；ヘ
モグロビンサブユニットβ；ヘモグロビンサブユニットδ；プロラクチン誘導タンパク質
；αアミラーゼ1；Igκ鎖V-III領域SIE；Igα-2鎖C領域；未同定タンパク質c6orf58；セ
ルピンB3；およびアメロゲニンから選択される、多孔質歯科ハイドロキシアパタイトの検
出に使用されるプローブを製造する方法。
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及用于检测低矿化发育性牙缺陷或检测完整和/或破裂的MIH牙釉质的方
法，以及用于去除结合到多孔牙科羟基磷灰石上的蛋白质的试剂盒和方
法。
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