
(57)【要約】
【課題】　特定のアミノ酸配列を有するペプチドを抗原とし、該抗原に対する唾液中の分
泌型免疫グロブリンＡの抗体価を測定するう蝕リスク検査方法に於いて、被験者から採取
した唾液試験体を８倍を超える希釈を行っても十分な感度で検査が可能なう蝕リスク検査
方法を提供すること。
【既決手段】　下記のアミノ酸配列を有し、且つその端末にキャリアータンパクを結合さ
せたペプチドを抗原とし、該抗原に対するヒトの唾液中の分泌型免疫グロブリンＡの抗体
価を測定することを特徴とするう蝕リスク検査方法とする。
　 Asn Ala Lys Ala Thr Thr Glu Ala Ala Leu Lys Gln Tyr Glu Ala Asp Leu Ala Ala 
Val Lys Lys Ala Asn Ala Ala
【選択図】　　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 且 つ そ の 端 末 に キ ャ リ ア ー タ ン パ ク を
結 合 さ せ た ペ プ チ ド を 抗 原 と し 、 該 抗 原 に 対 す る ヒ ト の 唾 液 中 の 分 泌 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ
の 抗 体 価 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る う 蝕 リ ス ク 検 査 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト の 唾 液 中 に 含 ま れ る 分 泌 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ （ ｓ Ｉ ｇ Ａ ） の 抗 体 価 を 免
疫 学 的 方 法 で 測 定 す る こ と に よ り 行 う う 蝕 リ ス ク の 検 査 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヒ ト の 口 腔 内 に 存 在 す る ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 存 在 と う 蝕 の 発 生 と の 間 に は 密 接 な 関
係 が あ る こ と が 知 ら れ て お り 、 多 く の 研 究 が 報 告 さ れ て い る 。 ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 は ヒ
ト の 唾 液 中 に 存 在 す る 菌 種 で は ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス と ス ト レ プ ト コ ッ カ ス
・ ソ ブ リ ヌ ス （ 以 後 そ れ ぞ れ S.mutans及 び S.sobrinusと 記 す ） の 総 称 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ヒ ト の 唾 液 中 に 存 在 す る ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 数 が 多 い ほ ど 将 来 新 た な う 蝕 が 多 く 生
じ る こ と 報 告 さ れ て い る か ら 、 ヒ ト の 唾 液 中 の ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 を 簡 易 に 定 量 す る 試
み が 数 多 く 行 わ れ て き た 。 例 え ば ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス に 特 異 的 に 反 応 す る
モ ノ ク ロ － ナ ル 抗 体 を 応 用 し て 定 量 し よ う と す る も の （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ 及 び ２ 参 照 。
） 、 簡 易 培 養 キ ッ ト で 増 殖 し た 菌 体 そ の も の を 目 視 に よ り 定 量 す る も の 等 が あ る （ 例 え ば
、 特 許 文 献 ３ 参 照 。 ） 。 し か し 、 ヒ ト の 唾 液 中 の ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 量 を 測 定 す る こ
と で う 蝕 の リ ス ク を 検 査 す る こ と に は 次 の よ う な 問 題 が 存 在 し て い る 。 先 ず 、 ヒ ト の 唾 液
中 の ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 量 が 常 に 一 定 で は な い と い う こ と で あ る 。 例 え ば 、 唾 液 中 の
ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 量 の 検 査 を 行 う 直 前 に 被 験 者 が 歯 を き れ い に 磨 い て し ま う と 、 一
時 的 に ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 量 が 低 下 す る の で う 蝕 の リ ス ク は 低 い と 判 断 さ れ て し ま う
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 ヒ ト に よ っ て ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 量 の 増 加 の 仕 方 が 異 な っ て い る こ と が 解 っ
て い る が 、 こ の 増 加 の 仕 方 の 差 を 予 め 検 査 す る こ と が 可 能 と な れ ば ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌
の 実 際 の 増 加 や 量 と 関 係 無 く う 蝕 の リ ス ク を 知 る こ と が 可 能 と な る 。 そ こ で 、 ミ ュ ー タ ン
ス 連 鎖 球 菌 の 量 を 直 接 測 定 す る 以 外 に う 蝕 の リ ス ク を 検 査 す る 方 法 と し て 、 特 定 の 感 染 症
に 罹 患 し て い る か 否 か を 判 定 す る た め に 用 い る 体 内 に 特 定 の 感 染 源 に 起 因 す る 抗 体 が 含 ま
れ て い る か を 検 査 す る 方 法 が 注 目 さ れ て き た 。 即 ち 、 抗 体 は 特 定 の 感 染 源 に 対 抗 す る た め
に 作 ら れ る の で あ る か ら 、 例 え ば 、 ヒ ト の 唾 液 中 に ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 に 対 す る 抗 体 が
多 く 含 ま れ て い れ ば ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 量 が 多 い の で は な い か と い う 仮 定 が 成 り 立 つ
。 現 に 、 ヒ ト は ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 に 感 染 す る と 、 ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 に 対 す る 抗 体
を 唾 液 中 に 分 泌 す る こ と が 解 っ て お り 、 ヒ ト に 死 菌 体 と し て の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ
ー タ ン ス を 経 口 投 与 す る と 唾 液 中 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス に 対 す る 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 抗 体 の 抗 体 価 が 顕 著 に 上 昇 す る と い う 報 告 も あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 近 年 、 ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 一 種 で あ る ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス 菌 の 体 表
層 物 質 の 中 で 、 分 子 量 約 １ ９ 万 の PAc（ Protein　 Antigen　 cerotype C） と よ ば れ る ペ プ
チ ド 抗 原 が ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 歯 面 へ の 初 期 付 着 に 関 連 が あ る こ と が そ れ を 抗 原 と し
た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 し た 研 究 か ら 確 認 さ れ た 。 そ の 後 、 本 発 明 者 の 一 人 で あ る 泉
福 ら の 研 究 に よ り 、 PAc（ 361-386） を 抗 原 と し て 、 ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 歯 面 へ の 付 着
の 防 御 と し て 機 能 し て い る 口 腔 粘 膜 か ら 分 泌 さ れ る 分 泌 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ （ ｓ Ｉ ｇ Ａ ）
の 抗 体 価 を 測 定 す れ ば 、 う 蝕 リ ス ク の 検 査 が 正 確 に 行 え る こ と を 見 出 し 、 ミ ュ ー タ ン ス 連
鎖 球 菌 に 特 有 な 下 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 抗 原 と し 、 該 抗 原 に 対 す る 唾 液 中
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の 分 泌 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ の 抗 体 価 を 測 定 す る う 蝕 リ ス ク 検 査 方 法 と し て 提 案 し た （ 特 許
文 献 ４ 参 照 。 ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Asn Ala Lys Ala Thr Thr Glu Ala Ala Leu Lys Gln Tyr Glu Ala Asp Leu Ala Ala 
Val Lys Lys Ala Asn Ala Ala
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し か し 、 そ の 後 の 研 究 に よ り 、 先 の 発 明 に 係 る 方 法 は う 蝕 リ ス ク 検 査 の 精 度 が 高 く 有 用
な も の の 、 特 に 抗 体 価 の 測 定 と し て 一 般 的 な 抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ く 手 法 で あ る イ ム ノ ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー や イ ム ノ コ ン セ ン ト レ ー シ ョ ン 等 の 多 孔 質 膜 を 用 い る 試 験 の 場 合 に は 以 下
の 問 題 が 発 生 し た 。 う 蝕 の リ ス ク 検 査 に 於 い て 被 験 者 か ら 採 取 し た 唾 液 を 原 液 で 用 い る こ
と が 操 作 の 簡 便 性 の 点 か ら は 最 も 好 ま し い が 、 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の よ う に 多 孔
質 膜 に 試 験 液 で あ る 唾 液 を 毛 細 管 現 象 に て 流 す 試 験 の 場 合 に は 唾 液 を 希 釈 し て 使 用 す る 必
要 が あ る 。 そ の た め 、 通 常 は ４ 倍 、 被 験 者 に よ っ て は ８ 倍 を 超 え る 希 釈 を し な け れ ば 正 確
な イ ム ノ ク ロ マ ト の 検 査 を 行 う こ と が で き な い の だ が 、 一 方 、 ８ 倍 を 超 え て 希 釈 す る と 抗
体 反 応 の 感 度 の 点 か ら 検 査 の 正 確 性 が 低 下 し て し ま う と い う 問 題 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ２ － １ ７ ７ ８ ９ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 １ ０ － ３ ６ ４ ０ ０ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 ５ ３ ７ ４ ５ ３ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 特 願 ２ ０ ０ ２ － ２ ７ ３ １ ２ ５ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 抗 原 と し 、 該 抗 原 に 対 す る 唾 液 中 の 分
泌 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ の 抗 体 価 を 測 定 す る う 蝕 リ ス ク 検 査 方 法 に 於 い て 、 被 験 者 か ら 採 取
し た 唾 液 試 験 体 を ８ 倍 を 超 え る 希 釈 を 行 っ て も 十 分 な 感 度 で 検 査 が 可 能 な う 蝕 リ ス ク 検 査
方 法 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 前 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 端 部
に キ ャ リ ア ー タ ン パ ク を 結 合 さ せ る と 検 査 の 感 度 が 飛 躍 的 に 向 上 す る こ と を 見 い だ し 本 発
明 を 完 成 し た 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に 係 る う 蝕 リ ス ク 検 査 方 法 は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 抗 原 と し
、 該 抗 原 に 対 す る 唾 液 中 の 分 泌 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ の 抗 体 価 を 測 定 す る う 蝕 リ ス ク 検 査 方
法 に 於 い て 、 被 験 者 か ら 採 取 し た 唾 液 試 験 体 を ８ 倍 を 超 え る 希 釈 を 行 っ て も 十 分 な 感 度 で
検 査 が 可 能 な う 蝕 リ ス ク 検 査 方 法 で あ り 、 そ の 歯 科 口 腔 衛 生 に 貢 献 す る と こ ろ 非 常 に 大 な
る も の で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 即 ち 本 発 明 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 且 つ そ の 端 末 に キ ャ リ
ア ー タ ン パ ク を 結 合 さ せ た ペ プ チ ド を 抗 原 と し 、 該 抗 原 に 対 す る ヒ ト の 唾 液 中 の 分 泌 型 免
疫 グ ロ ブ リ ン Ａ の 抗 体 価 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る う 蝕 リ ス ク 検 査 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る PAc(361-386)を 得 る た め に は 、 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る こ と が で き
る 手 法 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 一 般 的 に は ア ミ ノ 酸 シ ン セ サ イ ザ ー を 用 い る の が 便
利 で あ る 。 ペ プ チ ド の 合 成 に 際 し て は 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 内 に は 余 計 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し
て い な い こ と が 重 要 で あ る 。 も し 、 余 計 な 配 列 が 存 在 す る と 、 本 来 ミ ュ － タ ン ス 連 鎖 球 菌
に 関 連 し な い 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 抗 体 価 も 測 定 す る こ と に な り 検 査 の 精 度 が 低 下 し て し ま う
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。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に 係 る う 蝕 リ ス ク 検 査 方 法 に 於 い て は 、 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク を 前 記 ペ プ チ ド の 片
端 、 あ る い は 両 端 に 結 合 （ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ） す る 。 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク と し て は 一 般 に キ
ャ リ ア ー タ ン パ ク と し て 用 い ら れ て い る BSA（ Bovine Serum Albumin） ， KLH(Keyhole Lim
pet Hemocyanin)， OVA(OVaAlbumin)等 を 利 用 可 能 で あ り 、 本 発 明 で 使 用 す る 特 定 の ア ミ ノ
酸 配 列 の ペ プ チ ド の N末 端 ま た は C末 端 に 必 要 で あ れ ば シ ス テ イ ン を 介 し て 結 合 す る こ と が
で き る 。 ま た 、 ペ プ チ ド と キ ャ リ ア ー タ ン パ ク の 結 合 比 は １ ： ５ ～ ５ ： １ の 範 囲 で あ れ ば
利 用 可 能 で あ る が １ ： １ で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 検 体 に は ヒ ト 唾 液 を 用 い る 。 実 際 に は 唾 液 を 生 理 食 塩 水 ， 燐 酸 緩 衝 食 塩 水 等 で 任 意 の 倍
率 に 希 釈 し て 検 査 に 用 い ら れ る 。 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う に 多 孔 質 膜 を 用 い る 試
験 で は 希 釈 倍 率 は ８ 倍 以 上 で あ る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 検 体 の 希 釈 倍 率 が 高 く て も 抗 原
抗 体 反 応 が 得 ら れ た 検 体 を 有 し て い た 人 は 、 う 蝕 の 発 症 リ ス ク が 低 い と い う 判 定 も で き る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 抗 原 抗 体 反 応 の 定 量 に は 、 ヒ ト の 唾 液 が 有 す る 分 泌 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ に 対 す る ヒ ト 以
外 の 任 意 の 動 物 由 来 抗 体 を 使 用 す る 。 例 え ば ウ サ ギ ， マ ウ ス ， ヤ ギ ， ニ ワ ト リ ， ヒ ツ ジ 由
来 の も の が 使 用 で き る 。 こ れ ら の 抗 体 に は 任 意 の 物 質 が 標 識 さ れ 、 標 識 物 質 の 量 に 応 じ た
反 応 性 か ら 抗 体 価 の 定 量 を 行 う 。 定 量 の た め の 標 識 物 質 に は 抗 体 の 活 性 を 妨 げ な い 物 質 で
あ れ ば ど の よ う な も の で も 応 用 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 入 手 や 標 識 の 容 易 さ か ら 、 ホ ー
ス ラ デ イ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ ， ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 等 の 酵 素 ， フ ル オ レ セ イ ン イ
ソ チ オ シ ア ネ ー ト 等 の 蛍 光 物 質 ， 金 コ ロ イ ド ， ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 等 を 使 う と 良 い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に 係 る う 蝕 リ ス ク 検 査 方 法 に 於 い て は 、 抗 体 価 の 測 定 と し て 一 般 的 な 抗 原 抗 体 反
応 に 基 づ く 手 法 が そ の ま ま 応 用 で き る が 、 唾 液 の 希 釈 倍 率 が ８ 倍 を 超 え て も 十 分 な 測 定 感
度 を 得 ら れ る た め イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や イ ム ノ コ ン セ ン ト レ － シ ョ ン 等 の 検 査 方 法
が 最 も 好 ま し い 。 勿 論 、 通 常 の ELISA（ ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 に 対 す る 抗 体 価 測 定 法 の 一
つ 、 酵 素 抗 体 法 （ Enzyme　 Linked　 immunosorbent Assay； 以 下 ELISAと 記 す ） を 用 い て も
十 分 実 用 的 で あ り 、 更 に 抗 原 抗 体 反 応 で 得 ら れ る 測 定 値 の 感 度 向 上 の た め に 一 般 的 に 用 い
ら れ る 技 術 、 例 え ば 、 唾 液 中 の 分 泌 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ を 一 旦 ビ オ チ ン 化 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 等 と 反 応 さ せ 定 量 時 の 測 定 感 度 を 増 す こ と も で き る 。 本 発 明 に 係 る う 蝕 リ ス ク 検 査
方 法 に 於 い て は 、 唾 液 を 検 体 と す る こ と が 重 要 で あ り ヒ ト の 血 清 を 用 い て も 抗 体 価 を 測 定
す る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 抗 体 価 の 測 定 に あ た っ て は 本 発 明 に 使 用 す る ペ プ チ ド を 固 体 表 面 に 固 相 化 し 、 こ れ に 任
意 に 希 釈 し た 検 体 を 反 応 さ せ れ ば 本 発 明 に 係 る 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い た う 蝕 リ ス ク 診
断 を 行 う こ と が で き る 。 逆 の 方 法 も 可 能 で あ る 。 即 ち 、 検 体 を 任 意 の 複 数 の 倍 率 に 希 釈 し
て 任 意 の 固 体 表 面 に 固 相 化 し 、 こ れ に 測 定 を 妨 げ な い 物 質 で 標 識 し た PAc(361-386)を 反 応
さ せ て 抗 体 価 を 評 価 し て も 良 い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 以 下 本 発 明 を 実 施 例 を 示 し 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 本 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で
は な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ＜ ペ プ チ ド の 合 成 ＞
　 PAc(361-386)の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ ペ プ チ ド を ス テ ッ プ ワ イ ス の 固 相 ペ プ チ ド 合 成 法 か
ら 得 た 。 合 成 器 に は 、 Model　 350　 Multiple　 Peptide　 Synthesizer（ 製 品 名 ： Advanced
　 Chemitech,　 Louisville社 製 ） を 使 用 し 、 カ ラ ム 　 （ 30× １ ） を 用 い た 逆 相 の HPLC（ 10
－ 45％ 　 ア セ ト ニ ト リ ル 　 の グ ラ ジ エ ン ト を 0.1％ TFA） に て 合 成 ペ プ チ ド の 確 認 を 行 っ た
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。 最 終 精 製 度 は 95％ 以 上 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ＜ キ ャ リ ア ー タ ン パ ク の 結 合 ＞
　 PAc（ 361-386） の N末 ま た は C末 に シ ス テ イ ン （ Cys） を 導 入 し て MBS（ m-Meleimidobenzo
yl-N-hydroxysuccinimide ester） 法 に よ り ペ プ チ ド と キ ャ リ ア ー タ ン パ ク と を 結 合 す る
。
　 4mgの キ ャ リ ア ー タ ン パ ク （ BSA、 Sigma社 製 ） 10mMを  sodium phosphate buffer (pH7.2
)0.25mLで 溶 解 す る 。 0.7mgの MBS(Sigma社 )を 少 量 の DMF（ N,N-Dimethylformamide） に 溶 解
す る 。 sodium phosphate buffer (pH6.0)で 平 衡 化 し た カ ラ ム （ SephadexG-25， ア マ シ ャ
ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） で ゲ ル 濾 過 し 、 A280を 測 定 し て キ ャ リ ア ー タ ン パ ク の 画 分 を 集
め る 。 ペ プ チ ド 5mgを 1ｍ Lの 0.1M sodium borate buffer (pH9.0)に 溶 解 し て お き 、 こ れ に
キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 画 分 を 少 し ず つ 攪 拌 し な が ら 加 え る 全 て 加 え 終 わ っ た 後 ｐ Hを 7.0～ 7.
5に 調 整 し 、 3時 間 室 温 で 攪 拌 を 続 け る 。 PBS（ Phosphate　 Buffer　 Saline） に て 1晩 透 析
後 に 凍 結 乾 燥 機 （ YAMATO社 製 ） で 凍 結 乾 燥 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
＜ 実 施 例 ＞
　 Ａ ） 補 足 抗 体 を 塗 布 し た 多 孔 質 膜 の 調 整
　 多 孔 質 膜 と し て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン （ 商 品 名 ： SXHF、 日 本 ミ リ ポ ア 社 製 ） を 用
い た 。 こ の 膜 を 5ｍ ｍ × 40ｍ ｍ の 長 方 形 に 切 り だ し 、 膜 中 央 部 に PBSに て 500μ ｇ ／ ｍ Ｌ に
調 整 し た キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 結 合 後 の PAc(361-386)を 1μ Lを 帯 状 に 塗 布 し た 。 こ れ を 37℃
に て 2時 間 乾 燥 し 使 用 直 前 ま で デ シ ケ ー タ ー 中 に 保 管 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 Ｂ ） 唾 液 検 体 の 調 整
　 被 験 者 か ら ３ 分 間 パ ラ フ ィ ン ワ ッ ク ス を か む こ と に よ っ て 得 ら れ た 刺 激 唾 液 を プ ラ ス チ
ッ ク 容 器 に 回 収 し 、 後 述 す る 方 法 で ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 数 を 測 定 し た 。 ミ ュ ー タ ン ス 連
鎖 球 菌 数 の 多 い 被 験 者 と 少 な い 被 験 者 の 唾 液 を そ れ ぞ れ 8倍 と 16倍 に ＋ PBS（ 1%界 面 活 性 剤
（ Tween20） 及 び 0.5％ ス キ ム ミ ル ク 含 有 ） で 希 釈 し た も の を 唾 液 検 体 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 Ｃ ） 測 定
　 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト の wellに 、 金 標 識 し た 抗 ヒ ト IgA（ 商 品 名 ： BA.GAHA40， Britis
h　 Biocell　 International社 製 ） を PBSに て 5倍 希 釈 し た も の を 50μ Ｌ 注 入 し た 。 先 に Ａ
） に て 調 整 し た 補 足 抗 体 を 塗 布 し た 多 孔 質 膜 の 片 端 に ク リ ッ プ で 40ｍ ｍ × 40ｍ ｍ の ろ 紙 を
四 折 に し て 固 定 し た 。 ろ 紙 を 固 定 し て い な い も う 片 端 を wellに 浸 漬 さ せ 8倍 希 釈 及 び 16倍
希 釈 の 検 体 を 染 み 込 ま せ て 抗 体 反 応 の 有 無 を 観 察 し た 。 結 果 を 表 １ に 示 す 。 多 孔 質 膜 上 の
補 足 抗 体 を 塗 布 し た 部 分 が 赤 く 染 ま っ た も の を 「 反 応 あ り 」 と し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 Ｄ ） ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 数 の 測 定 方 法
　 唾 液 中 の ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 数 は 、 MSB（ ミ テ ィ ス サ リ バ リ ウ ス バ シ ト ラ シ ン 培 地
） を 用 い て 以 下 の 方 法 で 測 定 し た 。 無 菌 的 条 件 で 唾 液 を PBSで 希 釈 し 、 50μ Lを 培 地 に 塗 布
し 、 37℃ 、 嫌 気 条 件 下 で 2日 間 培 養 を 行 い 、 コ ロ ニ ー 数 の 計 測 か ら ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌
量 (CFU/mL)を 算 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
＜ 比 較 例 ＞
　 ペ プ チ ド に キ ャ リ ア ー タ ン パ ク を 結 合 さ せ て な い 以 外 は 実 施 例 と 同 様 の 方 法 に よ り 唾 液
中 の ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 数 と 抗 体 反 応 と の 関 係 を 調 べ た 。 結 果 を 表 １ に 示 す 。 多 孔 質 膜
上 の 補 足 抗 体 を 塗 布 し た 部 分 が 赤 く 染 ま っ た も の を 「 反 応 あ り 」 と し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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【 表 １ 】
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