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は し が き

本研究代表者 は、個人識別 の確 定診断にマイクロサテ ライ ト(STR)の

有用性 を確認 して以来、一般的に非遺伝子領域の繰 り返 し配列であるマイ ク

ロサテライ トを研究対象 に選び、特 に法医学領域 の鑑定に重要である性染色

体上のマイ クロサテ ライ トを法医学的、人類遺伝学的に検索 してきた。
一般 に法医試料を鑑定す る場合 、個人識別 、性別判定 を別途 に求め られ る

ことは少な く、同時の判定が求 められ る事 が多い。 「ヘテ ロであれば女性で2

つ、男性で1っ のア リルを持っ」 とい うX染 色体上のSTRを い くっか検索

す ることで解決が可能 となる。例 えば、我々が検索を進 めているX染 色体上

のSTRの なかでHUMARA(AGC)n領 域 には30も のア リルがあ り、

それだけでも高い個人識別能を有 している。
一方

、Y染 色体上のDNA多 型 は父 由来遺伝 とい う点で、 ミ トコン ドリア

DNA塩 基配列変異型が母親 由来 と同様 に重要性が秘め られてい る。Y染 色

体のSTRを 検索す ることで性犯罪の証拠試料の検査で、男性 由来の試料の

みの多型で加害者 を個人識別可能である。

親子鑑定(父 子鑑定)で 児が男である ときは男一子のYの 多型のみで肯定、

否定が可能 となる。

今回は、最近見出 されたY染 色体上の種 々のマイクロサテライ ト

(DYS388,DYS390,DYS391,DYS392,

DYS393)に ついて

1)そ のア リル数、2)日 本人のア リル頻度、3)ド イツ人 との頻度の比

較、4)同 一個体内での突然変異率 を明 らかにす る。 同一個体内での突然

変異率を明 らかにす るため、分裂の速い、腫瘍細胞 と正常細胞 を比較 して

genomicDNAを 比較検討す る。

以上 を目的 として、科学研究費補助金の交付を受 けた。
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研究課題:性 染色体上のマイクロサテライ トの多型性 と同一個体での突然変

異率の解析

【研究成果の概要】

(1)性 染色体上のマイクロサテライ ト

マイクロサテ ライ ト(ShortTandemRepeat)は 繰 り返 しが比較的短 く、

DNAの 低分子化が予想 され る古い試料への応用 も可能であることなどよ り、

法医学領域の個人識別法 として有用である。 中で も性染色体上のSTRは 以

下のよ うな利点を持っ。

1.Y染 色体上のSTRは 父系遺伝 を示す とい う性格上、 ミ トコン ドリア

DNAが 母系遺伝す るのに比較 して父一 男児 の遺伝 を確立す る上で重要

である。

2.Y染 色体上のSTRは 女性 では対象 となる領域を持たないため、性犯

罪などで女性 由来の コンタ ミネーシ ョンを考える必要が無い。

3.X染 色体上のマイクロサテライ ト、伴性遺伝 の原因究明や発生時の片

方の不活化の問題 などのルーツ となることが期待 され、法医学的領域で

は性別判定や個人識別に有用である。

4.X、Y染 色体上のマイ クロサテライ トとも法医学領域では性別判定へ

の応用が考えられる。X染 色体上のSTRを 検索対象 に用いた場合、女

性なら2本 男性 なら1本 の増幅バ ン ドが出現することが期待 され、個人

識別 と同時の性別判定が可能 となる。

我々はY染 色体上の5つ のSTR(DYS388、DYS390、

DYS391、DYS392、DYS393)に ついて 日本人一般集団

200人 、 ドイ ツ人111人 を対象 としてア リル頻度をもとめた。

5.同 一個体内での突然変異率を明 らかにす るため、分裂の速い、腫瘍細

胞 と正常細胞の変化率をみた。腫瘍細胞 として子宮癌 を選び、同一正常

細胞 との多型の突然変異の有無 について検討 した。

(2)方 法

Y染 色体上のSTRで はDYS388、DYS390、DYS391、D

YS392、DYS393、X染 色体上のSTRと してアン ドロゲ ンレセプ

ターのエクソン1に 存在す るAR(CAG)と(GGC)に 関 して 日本人2

00人 と ドイツ人111人 を対象 としてア リル分布 を決定 した。DNA抽 出

の方法はヨウ化ナ トリウム法 を用いた。 これ らを試料 としてそれぞれの領域

を増幅するプライマー を合成 し、PCR増 幅 した。その後尿素を加 えた6一
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10%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル で 電 気 泳 動 して繰 り返 し配 列 を決 定 した。 ア

リル 分 析 の 方 法 は一 度 泳 動 した試 料 を長 さに応 じて並 び 替 え 、 ラ ダ ー を作 成

し、 そ の うち の い くつ か に 関 して は 実 際 に シ ー クエ ン ス して 反 復 回 数 を確 認

す る とい う手 順 で 行 っ た 。 シ..___クエ ン ス の方 法 はDYETERMINAT

ORREACTIONKITを 用 い てABI社 の キ ャ ピ ラ リー 式 の 自動

シー ク エ ンサ ー(ABI311)を 用 い て行 っ た。

(3)ア リル 分 布

そ れ ぞ れ のSTRの 分 布 を表1に 示 す 。DYS388、DYS390、D

YS391、DYS392、DYS393は それ ぞれ8、7、5、10、5

の ア リル の存 在 が確 認 され た 。 こ の うちDYS390を の ぞ く、DYS38

8、DYS391、DYS392、DYS393で は 特 定 の1つ の ア リル

に頻 度 が偏 在 し、法 医学 的応 用 は難 しい 事 が 明 らか とな っ た。 一 方DYS3

90で は 、 繰 り返 し数25に 日本 人 頻 度 が35%を 示 した が 、 比 較 的 平均 的

に分 布 し、法 医 学 的 応 用 が 可 能 で あ った 。

(4)同 一個体内での突然変異率
1.検 索を行った25例 中11例 で腫瘍細胞の(CAG)n反 復領域でア リル

数の変動を確認 した。

2.こ れ らは全て正常細胞 よ り繰 り返 し数 を増加 させ る変化であった。

3.変 異が確認 された症例に関 しては全て、より長いア リルが実際に発現 して

いた。

4.AR(CAG)n部 位では他STR部 位(0～26%)よ りも高い変異率

を示 した事よ り、この部位の変異が腫瘍の発癌過程 に関与 している可能性

が示 された。

5.各 種の癌 を対象 として他のSTRを 検索 した報告 では10～20%に 不

安定性 が認 められている。(CAG)部 位の不安定性は比較的高い と考え

られ る。

6.STRを 法医学的検索に用いる場合 には生殖細胞 中の変異率のみな らず、

体細胞 中の変異 をも考慮に入れ る必要がある。
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Tabユe1.日 本 人 と ドイ ツ 人 のDYS388、DYS390、

DYS391、DYS392、DYS393、 の 対 立 遺 伝 子 の 出 現 頻 度
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DYS392

繰 り返 し 回 数

7

8

9

1a

11

12

13

14

15

16

日 本 人

0.005

0.005

0.000

0.085

0.530

0.145

0.205

0.020

0.000

0.005

n=200

0.10<n<0.25

ドイツ人

111'

111'

o.000

0.018

0.523

0.108

0.279

0.027

0.018

0.009

n=111
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日本人

0.015

0.275

0.485

0.19

0.035

n=200

0.001<n<0.01

ドイ ツ人

0.036

0.117

0.685

0.126

0.036

n=111
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Tabユe2.繰 り返 し数 に変 動 の 見 られ た 事 例

casel
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casell

genomicDNA

正 常 細 胞
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24,25
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→
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