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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 。従来 のサザ ン法 を改 変 した フィ ンガ ー プ リン ト法 に加 え 、鑑 定 の 比較

的困難 な 陳 旧化 した 血痕 、 白骨 死 体 、 焼死 体 、脱 落 毛 、精 液 な ど様 々な 法

医 試料 か らDNAを 精 製 し、種 々 のマ イ ク ロサ テ ライ ト領 域 をポ リア ク リ

ル ア ミ ド電 気 泳 動法 、塩 基 配 列 決定 法 を用 いて 解 析 す る こと によ り各種 マ

イ ク ロサ テ ライ トの法 医 学 的有 用 性 、人 類 遺 伝 学 的 特 徴 を検 討 して き た 。

従 来 、法 医学 領 域 で個 人識 別 な どに用 い られ て きた 多型 マ ー カー は赤 血

球 型 、赤 血球 酵 素 型 、 白血 球 型 、血 清蛋 白型 が主 体 で あ った 。 これ らはD

NAレ ベ ル で考 え る と、エ ク ソ ン上 の多 型 を検 索 して い る こと にな る。 ゲ

ノム の90%以 上 は非 翻 訳 領 域 が 占めて い る ので 、DNA多 型 を用 い る こ

とで、従 来 に比べ10倍 以 上 の領 域 が検 索 可 能 とな った 。 さ らに これ らの

領 域 は一 般 的 に生 物 学 的 に淘 汰 を受 けな いの で 、従 来 の方 法 に比 べ 遥 か に

多 彩な 多 型 を示 す こ とが多 く、 今 まで以 上 に 正確 な個 人識 別 が 可 能 とな っ

た 。特 にマイ ク ロサ テ ライ トは繰 り返 し配 列 が3～4と 短 いた め 、現 在 よ

く用 い られ て い るDlS80で 増幅 判 定 が 困 難 な 事 例 で も判 定 が可 能 とな

る可能 性 が 高 い。

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つ の ア リル を持 つ 」 と い うX染 色体 上 のSTRを い く

つ 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Lて い る。 また 、Y染 色

体 上 のマ イ ク ロサ テ ライ トは人 類 遺伝 学 的 な 見 地 か らす る と、 片親 の み か

ら遺 伝す る とい う点 で 、 ミ トコ ン ドリアDNA塩 基 配 列 変 異 型 が母 系遺 伝
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の研 究 に重 要 で あ る の と 同様 にそ の重 要 性 を秘 めて い る。 す なわ ち、Y染

色体 上 のSTRを 検 索 す る ことで 、性 犯 罪 の 証 拠 試 料 の検 査 や親 子鑑 定 の

父子 鑑 定 で 子 が 男 の場 合 、 男性 試 料 由来 のみ の多 型 を判 定 す る ことで鑑 定

可能 とな る利 点 が あ る。

と ころで 、 これ はSTR領 域 の形 成 に関 わ る問 題 で もあるが 、減 数 分裂

時 の ラ ン ダム な 繰 り返 し数 の増 減 す る可 能 性 が 問 題 とな る。 す な わ ち突 然

変 異 の問 題 で あ る 。 これ は特 に親 子 判 定 の 際注 意 せね ばな らな い 問題 で あ

るが 、 これ は精 子 を用 いて ミュー テ ー シ ョ ン レー トを確定 す る事 で 、 そ の

可 能性 の程 度 を確 定 す る事 が 出 来 る。STR領 域 で どの位 の頻 度 で突 然 変

異 が起 きて い るか を明 らか とす る必 要 が あ る。 しか し、最 近加 齢や 発癌 、

あ る い は特 定 の疾 患 に伴 って遺 伝 不 安 定性 が 高 ま る との報 告 が相次 ぎ、 前

述 した 生 殖 細胞 内 の遺 伝 性 安 定 性 とは別 に体 細 胞 内で の遺 伝 性 不安 定性 に

も注 意 を払 う必 要 が あ る。

常染 色 体 領 域 のマ イ ク ロサ テ ライ トと比 較 し、 さ ま ざまな特 徴 を有す る

性 染色 体 上 のマ イ ク ロサ テ ライ トの法 医学 的 有 用 性 、 また 人種 、民 族 形成

の謎 を探 る と い う人 類 学 的 な 試 み に対 す る最 適 な ル ー ツ と して の有 用性 を

検 討 す る こと を 目的 と し、科 学 研 究 費 補 助金 の交 付 を受 けた。
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【研 究 組 織 】

研 究 代 表者:塩 野 寛(旭 川 医科 大 学 ・医学 部 ・教 授)

研 究 分 担者:佐 々木 雅 弘(旭 川 医科 大 学 ・医 学 部 ・助 手)

福 島 亨(旭 川 医 科大 学 ・医学 部 ・助 手)

【研 究 経 費 】

平成9年 度

平 成10年 度

2,400千 円

800千 円

合 計 3,200千 円
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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 とそ の遺伝 的安 定性

に関 す る研 究

【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ST

Rは そ の 位 置 す る 染 色 体 の 特 殊 性 か ら次 の よ う な 有 用 性 を 有 して い る。

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

で 検 索 さ れ た い わ ゆ る ア フ リカ の イ ブ と全 く反 対 の男 性 の ル._._ツ、 人 類 遺

伝 学 的 研 究 の ル ー ツ と な 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 。

これ ま でY染 色 体 上 の 多 型 を 示 す 部 位 を検 索 す る試 み は い く つ も行 わ れ

て き た が 、Y染 色 体 は 常 染 色 体 、X染 色 体 と 比 べ て 、例 外 的 に 多 型 を 示 す

こ と が 非 常 に 少 な い と の マ ラ ス ピナ ら の 報 告 に も あ る よ う に 、STR領 域

は こ れ ま で 知 ら れ て い る 限 り27H39し か 存 在 しな か っ た 。 い くつ か の

地 域 を 対 象 と し た 研 究 で こ の 領 域27H39の ア リル 分 布 は 報 告 さ れ た が 、

基 本 的 に わ ず か5つ 程 度 の ア リル の み が 存 在 し、 ま た1つ の ア リル に40

～50%も 集 中 して お り、 個 人 識 別 の 有 用 性 は 高 い と は い え な か っ た 。

X染 色 体 上 のSTRは 、 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 領 域 で は 性 別 判 定 や 個

人 識 別 に有 用 で あ る 。

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 。 性 別 判 定 を行 う場 合 、 ア メ ロ ゲ ニ ン等 のX、Y両 染 色
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体 に存在 す る領 域 を判 定 に用 い る とシ ン グル コ ピー の た め 判 定 効 率 が落 ち、

逆 にマル チ コ ピー の領 域 を検 索 対 象 とす る と、X染 色 体 上 の領 域 が増 幅 さ

れ な い事 よ り、PCR増 幅 が不 可 能 で あ った 場 合 と女 性 で あ っ た場 合 との

判 別 がつ け に くい と い う問題 が 生 じた 。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 に 性 別 判 定 が 可 能 と な る が 、 そ れ は

HETEROZYGOSITYが 十 分 に高 い と い う条 件 を満 た して いな けれ ば な ら

な い。 現在 ま で最 も詳細 に ア リル分 布 が 解 析 され た 領域 はHPRT遺 伝 子

の4塩 基 反 復 の領域 で あ るが 、 この領 域 に はわ ず か5つ の ア リル の みが 存

在 し、 また1つ の ア リル に全 体 の40%も が集 中す るた め 、識 別 の精 度 は

高 くは なか った。 近 年 、性 染 色 体 上 の マ イ ク ロサ テ ライ トが 新 し くい くつ

か 報告 され た事 よ り、 我 々 は以 下 に述 べ る領 域 を 日本 人 、 ドイ ツ人 を対 象

と して検 索 した。

2)方 法

Y染 色 体 上 のSTRで はDYS384、DYS388、DYS389、

DYS390、DYS391、DYS392、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(C

AG)と(GGC)に 関 して 日本 人200人 と ドイ ツ 人177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6～10%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 ー ク エ ン ス の 方 法 はDYETERMINATORREACTIONKITを 用 い てA

BI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 。
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3)ア リ ル 分 布

そ れ ぞ れ のSTRの 分 布 を 表 に し て 示 す 。DYS388、DYS

389、DYS390、DYS391、DYS392、DYS393で

そ れ ぞ れ6、10、8、10、6、6の ア リル の 存 在 が 確 認 さ れ た 。 こ の

う ちDYS388、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 に な

っ た 。DYS384に 関 し て は20近 く も の 多 数 の ア リル が 確 認 さ れ た が 、

女 性 由来 の 試 料 か ら で もバ ン ドの 増 幅 が 確 認 さ れ る 事 、 男 性 で2つ の ア リ

ル を 所 持 す る も の が 存 在 す る 事 な ど か ら、 完 全 な るY染 色 体 特 異 性 を有 し

て い な い 事 が 明 らか と な っ た 。 これ ら の 結 果 を 他 文 献 よ りの 報 告 と 比 較 検

討 す る とDYS388、DYS392は 日本 人 の ア リル 頻 度 は 中 国 人 集 団 、

モ ン ゴ ル 人 集 団 、 台 湾 少 数 民 族 集 団(ア ミ 族)の そ れ と は 大 き く 異 な って

お り、 「日本 人 の 起 源 、 ア ジ ア 諸 国 で の遺 伝 子 移 行 性 」 の 検 索 な ど の 人 類

遺 伝 学 的 応 用 が 可 能 で あ る 事 が 明 らか と な っ た(Table1,2)。

4)親 子 鑑 定 へ の 応 用

実 際 の親 子 鑑 定 に応 用 した 。 「判 定 例1」 は子 ど もが男 性 の場 合 の鑑定

例 で あ る。Y染 色 体 上 の マ イ ク ロサ テ ライ トを検 索 す る ことに よ り、配 偶

者 の ア リル を考 慮 に入 れ る必 要 が な くな る。27H39で の検 索 の場合 、

伝 わ った ア リル がBな ので40～50%の 男 性 が該 当す る が 、今 回 調 べた

STRで 検 索 す る とそ れ ぞ れ4～20%と 該 当者 を絞 り込 む ことが 可能 に

な る 。 「判 定 例2」 は子 どもが 女 性 の 場合 の鑑 定 例 で ある 。X染 色体 上の

STRを 検 索 す る こ とに よ り該 当男性 が有 す る1つ の ア リル が 伝 わ って い

るか ど うか の みが 問題 にな る。 これ ま で最 も検 索 が 進 んで い る領 域 、HP

RTで 検 索 した場 合40%程 度 が 該 当 す る が 、AR(CAG)nで の検索

で は7%程 度 に まで 絞 り込 む こ とが 可能 とな った 。
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Table1.日 本 人 と ドイ ツ人 のDYS390、DYS391、DYS393の 対 立 遺 伝

子の出現頻度

DYS390

繰 り返 し回数

21

22

23

24

25

26

27

DYS391

繰 り返 し回数

9

10

11

12

13

0.015

0.155

0.185

0.215

0.35

0.07

0.oi

0.027

0.153

0.261

0.378

0.153

0.027

0

0.095

0.61

0.16

0.105

0.03

x2-testinthetwopopulations

DYS393

繰 り返 し回数

11

12

13

14

15

0.037

0.603

0.297

0.063

0

日 本 人

0.015

0.275

0.485

0.19

0.035

x2-testinthetwopopulations

0.036

0.117

0.685

0.126

0.036
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Table 2. DYS 388  2 DYS 392Q)71))1/ `'1fi

DYS 388

number of repeats Japanese  German Catalans* Basques*

9 0.005 0.000 0.000 0.000

10 0.010 0.000 0.000 0.000

11 0.120 0.036 0.030 0.000

12 0.805 0.829 0.860 0.890

13 0.055 0.081 0.030 0.060

14 0.005 0.027 0.030 0.020

15 0.000 0.018 0.030 0.040

16 0.000 0.009 0.000 0.000

n=200 n=111 n=29 n=53
*de Kayser

et al.

DYS 392

number of repeats Japanese German Chinese* Mongolian* Ami*

7 0.005 0.009 0.000 0.000 0.000

8 0.005 0.009 0.000 0.000 0.000

9 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

10 0.085 0.018 0.000 0.000 0.000

11 0.530 0.523 0.080 0.720 0.140

12 0.145 0.108 0.050 0.020 0.000

13 0.205 0.279 0.310 0.070 0.710

14 0.020 0.027 0.500 0.150 0.000

15 0.000 0.018 0.050 0.000 0.140

16 0.005 0.009 0.000 0.020 0.000

 n=200 n=111 n=36 n=40 n=7
*de Kayser

et al.
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