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P C R 法 に よ る 法医実務試料 か ら の 性別 お よ び

A B O 式 血 液 型 判 定

金沢大学医学部法医学詩座 ( 主任 : 大島 徹教授)

林 子 清

法医学実務に おけ る検査試料は
一

般 に 微量 で ある う え に
,
試 料が 置か れ た 環 境 の 物 理 的な い し化 学的悪 影響 の た め

D N A が 低分子化 しや すく
.

そ の た め 性別や A B O 式血液型判定 に 困難を きたす場合 が少 なく な い . こ う した 問題を 克服するた

め
, 筆者ほ P C R 法を 用い

, 種 々 の 法医学的試料 に つ い て性別 と A B O 式血 液型 の 遺伝子 型判定を 総合的に 検討 した . まず
,

死後36 時間を経過 した剖検試料の 臥 皮 軋 骨格筋 と血 液を
, 乾燥 と湿潤の 両 環境下で

, 各 々 4 ℃
,
2 2 ℃ と37 ℃に て 4 週間放

置 し
, ある い は同 一 の 剖検試料 を100 ℃ , 1 5 0 ℃ と20 0 ℃で 各 々

,
48

,
5 お よび 3 時間加熱する こ と で D N A を低分子化 させ た試

料を 実験的に 作成 し
, 温 鼠 湿度お よ び加熱の 物理的条件が P C R 反 応に 与え る影響を 検討 した . また , 死 後24 時間以内に ホ ル

マ リ ン で 固定 した り
,

ホ ル マ リ ン で 固定後 パ ラ フ ィ ソ に 包埋 して室温保存 した 剖検試料の腐乱 肝 , 肺 と膵臓の 各艇織に つ い て

も同様 に 検討 した ･ そ の 岩 見 性別判定 に つ い て は
, 乾煉条件下に 置か れ た 試料は い ずれ も 4 週 間ま で正 確 に 判定可 能で あ っ

た が
, 湿潤条 件下の 試料ほ 環境温度の 上 昇 に 伴 っ て判定可 能な 期間も短縮 した . 加熱試料 に つ い て は

,
1 0 0 ℃加熱で は 脳ほ12 時

臥 皮膚と骨 格筋 は24 時 臥 血 液は36 時間 まで , また15 0 ℃加熱 で ほ脳ほ 2 時 臥 骨格筋と 血液 は 3 時 臥 皮膚は 4 時間ま で ,

さらに 20 0 ℃加 熱で ほ脳 と骨格筋ほ0 ･ 5 時間 , 皮膚阜血 液ほ 2 時間ま で 性別判定が 可 能 で あ り ,
A B O 式血 液型の 遺 伝子 型 に つ

い て ほ
,

血液 試料で100 ℃加熱で ほ12 時間 ,
1 5 0 ℃加熱 で ほ 1 矧 軋 200 ℃加熱で は0 . 5 時間ま で正 しく判定 され た . ま た

l
ホ ル

マ リ ン 固定試 料お よ び固定後 パ ラ フ
ィ ン 包哩 した 試料で ほ

,
い ずれ も性別は15 軋 A B O 式血 液型の 遺伝子型ほ 3 年 ま で 判定

で きた ･ 続 い て ス ラ イ ドガ ラ ス 上 に 作成 した 指紋で は
,

1 個指紋 の1/4 (約 0 .5 ×2 .O c m ) を用 い て も性 別ほ 正 しく 判定 され た

が
,
A B O 式 血 液型 の 遺伝子型判定 は指紋 1 個を 用 い て も不 可能 で あ っ た . ま た ,

ア ル ミ ニ ウ ム粉 末で 同様 に 作成 した 指紋形態

を 検出後で も ,
P C R 法で 性別ほ 正確 に判定 された .

こ れ らの 基礎的検討結果に 基づ き ょ 法医鑑識 で 通常使用 され る血 清学的方

法で は性別 と A B O 式血 液型判定が 困難な 白骨化死 体や 高度焼損死体な どの 剖検例10 例 に つ い て も , 性別判定結果は 身元判明

後に確 認 され た各 々 の 性別 と 一 致 して お り , また A B O 式血 液型の 遺伝 子型に つ い ても , 解 離法 に よ る A B O 式血 液型の 表現

塑と矛盾 しな か っ だ ･ さ ら に 中華人民共和国 ･ 新彊 ウイ グル 自治区で発見 され た
,
1 3 0 0 年余 を経過 した 9 体の ミ イ ラ 試料 (成

人 ミ イ ラ 8 体 と小児 ミ イ ラ 1 体) で は
, 抽 出した D N A 溶液中の 不純物 の 影響 で

,
そ の ま ま で は D N A 増 幅反応 が 不 可 能 で

あ っ た た め ,
メ ラ ニ ン を除去す るバ イ オ ゲ ル P 60 で D N A 溶液を さ ら に 精製 し , 精 製後 ,

P C R 阻害 田子の 働きを 抑制する 目的

で ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m alb u mi n
,
B S A ) を P C R 反 応液 中 に 加 え た と こ ろ , P C R 反 応 液 50 pl 中 に B S A

2 0 ～ 5 0 FL g を加 えた場合に 最良の D N A 増幅結果が 得 られた . 続 い て
▲

こ の 反応条件下で 性別 と A B O 式血 液型の 遺伝子型判定

を 行 っ た結果 王
5 体 の 成人 ミ イ ラ の 外表上 の 特徴に 基づ い た性 別は

,
P C R に よる 判定結 果と 一 致 して い た が

, 残 り1 体の 成人

ミ イ ラ に つ い て ほ外表所見に 基づく判定 (女性) を 男性と 訂正す る結 果を 得た . ま た
,
死 後損 壊の た め

, 外蓑上 の 特徴に よ る性

別判定 が 不 可能 な 2 体の 成人 ミ イ ラ と 1 体の 小児 ミ イ ラ に つ い ても ,
P C R 法で い ずれ も男性 と判定 した . さ ら に

,
A B O 式血

液型の 遺伝 子型検査 に つ い て は 9 体とも β0 塾 と 判定 され ,
こ の 結果は

, 各 々 の ミ イ ラ の 毛髪試料か ら解 離法 で得た A B O 式

血 液型の 表 現塾 ( B 型) と良く 一 致 して い た . すなわ ち本研究 に よ り
, 乾燥環境や 湿潤環境 の み な らず

,
加 熱 ホ ル マ リ ン 固定

お よび パ ラ フ ィ ン 包埋な どの 種 々 の 悪条件に よ っ て す で に 低分子化 した D N A を 用 い て も,
P C R 法 に よ っ て 性別と A B O 式血

液型判定が 十分可能 に な る こ と が 示 され , また
, 1 3 0 0 年余を経過 した人類学的に み て も貴重 な ミ イ ラ の 性別 と A B O 式血液型

の 遺伝子型に つ い ても こ の P q R 法で 明 らか に す る こ とが できた .

K e y w o r d s 法医血清学 ,
D N A 分析 ,

P C R
, 性別判定 ,

A B O 式 血液型判定

法 医学実務で は 血 軋 毛髪 , 指 軋 骨な どの 証拠物 軋 特に 外性器の 検査 で 判定 で きる が
, 由来の 明確 で ない 血 液,

血 痕,

教皇 な試料に つ い て
,
それが 誰に 由来 した の か を 明 らか に する 毛髪 , 指紋 , 体 軋 排泄物や 鼠織片 , あ る い は 死後 の 腐敗や損

た め (個人識別) ∴性別や 血液型の 正 確な信頼 に 足 る検査が 要求 壊が 著 しく性 器の 形態学 上 の 識別 が不 可 能な 死体の 性別判定に

され て い る ･ すな わ ち 生体や 死体の 性別 は , 多くの 場合 , 内 ･ ほ
, 性差を 示 す細胞構成成分 を分析す る必 要が 生 じて く る . ま
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P C R 法 に よる 性別 と A B O 式血 液型判定

た,
1 9 0 0 年に A B O 式血液型が L a n d s t ei n e r

l}
に よ り発見 され て

以 軋 輸血 や 移植な どを 中心 に そ の 重要 性が 認識 さ れ て い る

が
,

こ れ ま で の 検査法は ほ と ん どが 抗原抗体反応 に 基づ く表現

型の 検査で あり , 遺伝子 型の 直接的検査は 不 可能 で あ っ た ･

近年 ,
分子生物学の 進歩に よ っ て 直接遺伝子 を 検査 でき るよ

うに な り, 特に S aiki ら
2}
に よ り試験管内で D N A を 百 万倍 に も

増幅す る こ と の で きる P C R 法が 実用化 され て か らは
, 極く 微

量の D N A を 用い て D N A の 特定部位 の 検出が 可 能と な っ て お

り, 考古学 , 人類学や 医 学な どの 幅広 い 分 野 に 応用 さ れて い

る
3 卜 6)

法医学 に お い て ほ
, 検査対象と な る試 料ほ多く の 場合 , 微量

で量的な制約を 強く受 ける ため ,
P C R 法 は こ の 問題 を 克服す

る有力な手段 と して 各種試料 に 応用 され て き て い る
佃 }

. しか

し∴試料と な る組織の 死後変化や 種 々 の 環境条件 (腐敗 や 加 熱

な ど) の 影響 で
, 検査前 に D N A が既 に 低 分子化 され , 結果判定

に 困難を きたす場合が 少なく な い
18)

.

本論文に お い て
き 筆者は D N A 分析の 方法を 法医実務試料 へ

確実に 応用 する た め
, 試料保存の 温度 , 湿度 , 加熱,

ホ ル マ リ

ン 固定お よび パ ラ フ ィ
ン 包埋な どの P C R 反応に 対す る物理 的

およ び化学的影響 を基礎的 に 検討 した . 続 い て そ れ に 基づき ,

ス ライ ドガ ラ ス 上 の 指紋 の 性別と A B O 式血 液型の 遺伝子型 を

実験的に 判定 し
,
白骨化死体や 焼死体な どの 剖検試料 ,

並び に

13 0 0年 以上 を 経過 した 9 体 の ミ イ ラ試料 に つ い て
, 性別判定 と

T a bl e l . P r ofil e s of m e di c o
-1 e g al a u t o p sy c a s e s

6 2 3

A B O 式血 液型の 遺伝子型判定を 行 っ た . また , 同様 の 方法 を

用 い て
, 霊長類の 性別 お よび A B O 式血 液型の 遺伝子型の 検索

を試み た .

材料お よび方法

Ⅰ . 材 料

1 . 温度と湿度 の 影響に つ い て の 検討

死後36 時間を経過 した 男性(74 歳 , 死因は 外傷性 シ
ョ ッ ク) の

剖検試料 の 脳 , 皮 膚 , 骨格 筋 と血 液 を 各 々
, 約 10 0 g ま た ほ

1 0 0 m l 採取 し
, 密閉 した プ ラ ス チ ッ ク 容器に 入 れ (湿潤環 境下

とす る) , 各 々
,

4 ℃
,
2 2 ℃ と37 ℃で保 存 し, 脳 , 皮膚と骨格筋

に つ い て は
t

l 週 間 凱 2 週間 目 , 3 週 間目と 4 週間 目に 肉眼

的 に 最も良好な 状態を 保つ 部分か ら 0 .03 g を
,

また 血 液に つ い

て は 0 .0 3 m l を D N A 抽出用 試料 と して 採取 した . ま た
,
上記 の

各臓器 に つ い て
, 蓋を 開い た シ

ャ
ー レ上 に 置き (乾煉環 境下 と

す る) ,
上記の 温度 で保存 して 同様に 試料採取 した .

2 . 加熱試料

上記 1 . で 用い た 男性 の 剖検試料 と 同 じ脳 , 皮膚 , 骨格筋

各々 2 g と血 液 2 m l を 試験管に 入 れ て 密栓 し
, 恒温槽で1 00 ℃ で

1
,

2
,

3
,

6
,
1 2

,
2 4

,
4 8 時間, あるい は1 5 0 ℃ で 1 , 2 ,

3
,

4
,

5 時間,
ま た は20 0 ℃ で15 分 , 3 0 分 , 1 ,

2
,

3 時間加

熱 し
,

そ の 後 ,
脳

,
皮膚と骨格筋に つ い て は 各々 0 .0 3 g を

,
血

液 に つ い て は , 加熱 に より血 液が 固体状態 に なるた め
, 同 じく

C a s e p r ofil e
C

慧tご
f Ti

詣H
t e r

s p e c i m e n s

A c o r p s e w a s f o u n d b ei n g h a n g e d o n a

tr e e u s l n g a b elt . T h e h e a d a n d a lo w e r

P a rt Of th e b o d y w e r e n e a rly s k el e t o ni z e d .

H a n gi n g

A c o r p s e w a s f o u n d i n th e s e a . T h e h e ad D r o w n i n g

a n d a I o w e r p a rt of b o d y w er e n e a rly
s k ele to ni z e d .

A n a lm o st sk el e to n iz e d c o r p s e w a s

f o u n d a t th e s e a sid e .

A n al m o st sk el e to n iz e d c o r p s e w ith o u t

th e h e a d w a s f o u n d a t th e s e a sid e .

A s k ele to niz e d c o rp s e w a s f o u n d i n th e

A s k el et o ni z e d c o r p s e wi th o nly a lo w e r

P a r t Of th e b o d y w a s f o u n d i n th e s e a .

A s e v e r ely d e st r u c t e d c o r p s e w a s

f o u n d i n a c a r w hi c h h a d b e e n b u r n e d

d o w n b y fi r e .

A s e v e r ely d e st r u c t e d c o r p s e w a s

f o u n d i n a c a r w hi c h h a d b e e n b u r n e d

d o w n b y fi r e .

A c o r p s e w a s f o u n d in a c a r p o rt
,

a n d

th e s k i n o f th e c o r p s e w a s d ri ed a n d

m u m m ifi e d .

P u tr e fi e d h u m a n ri gh t f o ot w a s f o u n d

a t th e s e a sid e .

D r o w n l n g

D r o w n l n g

D r o w n l n g

D r o w n in g

D e a th d u e

t o fi re

D e a th d u e

t o fir e

3 - 4 B o n e

m o n t h s m a rT O W

O ,5 - 1 B o n e

m o n th m a rr o w

2 -4 B o n e

m o n th s m a r r o w

O .5 B o n e

m o n th m a Tr O W

ト2 B o n e

m o n th s m a r r o w

2 - 3 B o n e

m o n th s m a rT O W

2 d a y s L i v e r
*

1 d a y L i v e r
♯

U n d e t e r m i n e d O .5 H air ,

m o n th S k i n

U n d e t e r m i n e d 3 -4 B o n e

m o nth s m a rr o w

*
T h e s p e ci m e n s w e r e c oIl e ct e d f r o m th e c a r b o niz e d s u rf a c e l a y e r , th e l a y e r ri g h t b ef o r e

C a r b o n iz a ti o n , a n d th e c e n te r p o rti o n wi th n o T m aI a p p e a r a n c e of th e liv e r , r e S P e C ti v ely .
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0 .0 3 g を 試料と して 採取 した .

3 . ホ ル マ リ ン 固定試料

当教室の 剖検試料の う ち10 % 非緩衝 ホ ル マ リ ン ( p H 3 ,8) で

0 . 5 年 , 1 , 2 , 3 , 4 , 5 ,
6

, 7 ,
8

,
9

,
1 0

, 1 5 年間固定

した剖検試料 (各 々 の 固定期間に つ い て 男性 , 女性各 1 個 体 ,

計24 体) の 脳, 肝臓 一 肺と 膵臓 の 各 々 0 .0 3 g を 採取 して 試料と し

た .

4 .

パ ラ フ ィ ン 包哩試料

剖検試料を1 0 % 非緩衝 ホ ル マ リ ン ( p H 3 .8) で 1 カ月 同定 した

後 ,
パ ラ フ ィ ン で 包唾 し

,
0 . 5 年 ,

1
,

2
,

3
,

4
,

5
,

6
,

7
,
8

,
9

,
1 0

,
1 5 年間常温で保存 され た 剖検試 料(各 々 の 保存

期間に つ い て 男性 ,
女性各 1 個体 , 計24 体) の 脳

, 肝臓 , 肺 と膵

臓包哩 ブ ロ ッ ク か ら各 々 0 .0 3 g を採取 し , 試料 と した .

5 . 指紋

性別 と A B O 式血 液型が 既知 の ヒ ト の 指旗を , 清浄 なス ラ イ

ドガ ラ ス 面に 圧著 させ て実験的 に 指紋を 作成 し∴試料 と した .

また
, 同様に 作成 した 後 ,

ア ル ミ ニ ウ ム 粉末 で形態を 検 出 した

指紋 に つ い て も試料 と した .

6 . 高度の 死後変化や 死体損壊を 伴う剖検試料

当教室で 剖検 した 白骨化死体や 高度焼損死体 な ど
,
常法 で ほ

性別 と A B O 式血 液型判定が 困難 な剖検例計10 例 に つ い て試料

を採取 した (表 1 ) . 1 0 例 の 内訳ほ 白骨化死体 6 例 , 高 度焼 損死

体2 例 ,
ミ イ ラ 化死体 1 例 ,

ヒ ト 右足 の み の 試料 1 例 で あ っ

た .

7 .
ミ イ ラ

ミイ ラ は19 1 2 年 に 日本浄土真宗本願寺派の 第 二 十 二 世法主で

ある大谷光瑞探険隊 が
, 中国新彊 ウ イ グ ル 自治区の ト ル フ ァ ン

で 古墳 を発据 した 際 に 発見 した もの で
, 現在は 中国遼寧省旅順

博物 館に 所 蔵 さ れ て い る . ト ル フ ァ ン 付近 ほ 年 間 降 雨 量 が

16 m 皿 と極 め て少 なく , 夏 に ほ 気温40 ℃ 以上 の 日が 3 カ月 以上

も続く典型 的な高温砂漠地帯で あ る . 発掘 され た 古墳ほ
,

石 碑

お よび 墓内の 副葬品な どよ り中国唐代末期 (紀 元 7 世紀) の 高

昌国の もの で ある と 判定 され , した が っ て ミ イ ラ ほ 今か ら130 0

年前の 高昌国の ヒ ト で あろ うと推定 され た .

これ らの ミ イ ラ ほ 全部 で 9 体で あり , うち外表所見か らみ て

8 体が成人 ,
1 体は 小児で あ っ た . 成人 ミ イ ラ ほ黒色頭髪を 有

して お り
, 身体表面に は 衣服 が付着 し

,
ま た政敵織 ほ高度 に 乾

Fig , 1 . O n e o f th e m u m mi e s ( N o ･ 5) di s c o v e r e d a t T a k l a
-

m a k a n d e s e r t i n T u rf a n i n H si n c hi a n g tJ y gh u r
,

C hi n a in

1 9 1 2 .

膜状で
一

部 に 破損 が認め られ た (図1 ) ･ 9 体 の う ち 6 体の 成人

ミ イ ラ の 性別 は外表か ら観察 され た 形態的特徴 に よ り推定され

た が , 残り の 2 体 の 成人 ミ イ ラ と 1 体の 小児ミ イ ラ の 性別ほ推

定で きなか っ た ･ 各成人 ミ イ ラ よ り 毛髪 , 骨格 筋 , 皮膚と骨

を , 小児ミ イ ラ か らほ皮 膚 と 肋骨 を 検査試 料 と し て 採取 した

(国2 ) ･ また
, 陽性対照試料 と して性別既知で , A B O 式血液型

の 遺伝子型 が P C R 法 で 確認 され た現代人 の 毛髪 , 骨格臥 皮

膚お よび肋 骨を 使用 し
, 陰性 対照 試料 は 生物 試料 を 含ま な い

D N A 抽 出用 の 緩衝液を 使用 した .

8 . 霊長類動物試料

京都大学霊長頼研究所 (愛知県犬 山市) か ら提供 さ れ た11 種

計20 頭の 霊長類動物の 血 液 か ら抽 出 さ れた D N A を 試料と し

た . 内訳は ∴頃人猿( チ ン パ ン ジ ー お よ び シ ロ テ テ ナ ガザ ル
, 雌

雄各 1 頭ず つ) 計 4 頭 , 狭鼻猿類【マ ン ト ヒ ヒ
,

ニ ホ ン ザル
, カ

ニ クイ ザ ル
,

ア カ ゲザ ル が 雌雄 各1 頭 ず つ
,

ミ ド リ ザ ル 3 頭

(性別不 明)] 計11 頭 , 広鼻猿類( フ サ オ マ キ ザ ル 雌雄各 1 頭,
ワ

タ ボ ウ シ タ マ リ ン 雄 1 頭) 計 3 頭 , 原猿類 [オ オ ガ ラ ゴ (性別不

明) お よ び コ モ ン ツ パ イ (雌) 各1 頭】計 2 頭 で ある .

Ⅱ . 解離法
11)

検体で ある毛髪 3 本を 充分 に 圧挫 して髄質 を十分 に 露呈 させ

た後 , 各 々 0 .5 m m の 長 さ に 切断 し 3 本の 試験管 に 1 本ず つ 入

れ た 後, 抗 A
, 抗 B 血 清 と抗 H レ ク チ ン を各 々 の 試験管に 1 摘

ず つ 加え て 4 ℃ で 1 晩感作 し
, 4 ℃の 生理的食塩水 で 4 回洗浄

して 非結合抗体 を除去 した . 続 い て
, 生理的食塩水 1 滴を加え

55 ℃で10 分間, 毛髪 に 結合 した抗体を 熱解離 した . 検体である

毛髪を 除去後 , 対応する 指示 赤血球 の0 . 5 % 浮遊液を 15 /Jl 加え

て
, 室温で20 分間反 応さ せ , 赤血 球凝集の 有無を観察 した .

Ⅲ . 試料 か らの D N A 抽出および精製

1 . 試料の 前処 理

男性剖検組織 試料と そ の 加熱試料は 特に 前処理なく ▲ 直接I

D N A 抽 出を行 っ た . ホ ル マ リ ン 固定試料ほ水道水 で 1 晩水 洗

後 ,
D N A を抽 出 した .

パ ラ フ
ィ

ン ブ ロ ッ ク 内試料 は まず脱パ

ラ フ ィ ン 後 , 水道水 で 1 晩水洗 し, 次 の 操作に 移 っ た .
ス ライ

ド ガ ラ ス に 押 捺 さ れ た 指紋 は , 蒸 留 水 で 湿 ら せ た 綿球 (約

I m m
3

) で 拭き採 っ て 試料と した . 白骨化死体や 焼死 体か ら採取

した試料ほ 前処理 せ ず ,
D N A 抽 出を 行 っ た . 各 ミ イ ラ に つ い

て は 毛髪10 本
, 骨格筋 0 月3 g ,

皮 膚 0 .5 c m
2

, 骨 0 月3 g を 採取

し
,
1 % S D S

,
5 0 m M 塩化 ナ ト リ ウ ム と 10 m M E D T A を 含む

10 m M T ris- H C l 緩衝 液 (p H 8 .0) ( T ri sq s o di u m
- E D T A

,
T N E ) で

1 0 分間,
2 回洗浄 した .

2 . D N A 抽出

1 ) 指紋

指紋試料 に つ い て は
,
D N A 抽 出操作 を行わ ずに 直接 P C R 反

Fig . 2 , T h e s a m pl e s c oll e c t e d f r o m 血 u m m y N o ･ 5 ･ a
･
h ai r ;

b
,

m u S Cl e ; C , Sk i n .

林



P C R 法に よ る性別 と A B O 式血液型判定

応液 に 加え て 増幅す る方法と
,
D N A 抽 出液を P C R 反応液に 加

えて 増幅す る 二 つ の 異な る方法で実験を 行 っ た .

2 ) 具体的抽出法
1 2)

各試 料 を 締 切後 ,
2 % S D S

,
0 ■0 4 M ジ チ オ ト レ イ ト ー

ル

(dithi o th r eit ol
,
D T T ) と 200 p g/ m l プ ロ テ ナ ー ゼ K (B o e h ri n g-

er
.
M a n n h ei m

,
G e r m a n y) を含 む T N E 緩衝液 0 ･5 m l を 加え

,

50 ℃の 水浴 中で20 時間, 試料 の タ ン パ ク 質を十分に 分解 し, 通

常の フ ェ ノ
ー ル ー

ク ロ ロ ホ ル ム 法に よ り D N A を 抽出 し,
エ タ

ノ ー ル を 加 え て 沈殿 さ せ た D N A を 真空 乾燥 した 後 ,
1 m M

E D T A を 含む 1 0 m M T ris- H C l 緩 衝 液 (p H 8 .0) (T ri s
- E D T A ,

T E) に 溶解 して - 8 0 ℃ で保存 した .

3 . 抽出 D N A の 精製

ミイ ラ の 毛髪 , 骨格筋 , 皮膚お よ び骨か ら抽出 した D N A 溶

液ほ 肉眼上 ∴褐色ある い ほ黒褐色を呈 したた め
, 吉井 ら

13)
が考

案した ス ピ ン カ ラ ム を用 い て精製 した .
こ の ス ピ ソ カ ラ ム ほ 新

鮮な 毛髪か ら抽出 した D N A 溶液中に 存在す る メ ラ ニ ン 色素を

除去する た め に 開発 され たも の で ,
メ ラ ニ ン 分子中の イ ン ド ー

ル が カ ラ ム 中の バ イ オ ゲル P 6｡ に 対 して 強い 親和性を 有す る こ

T a bl e 2 . P ri m e r s a n d th eir i n d ic a ti o n i n th e P C R

6 2 5

とを利 用 して
,
D N A 溶液中の メ ラ ニ ン を 除去す る こ と が で き

る .

Ⅳ .
P C R 法

1 . 使用 プ ラ イ マ ー

性別 判定用 の プ ライ マ ー は W 主tt ら
1弟

が報告 した
,

Ⅹ 染 色体

に 特異 的な1 30 塩基対 (b a s e p air
,
b p) の 領域 を 増幅す る Ⅹ1 ,

Ⅹ2 プ ラ イ マ ー ペ ア と , Y 染色体 に 特異的な 170 b p の 領域を増幅

する Y I. ,
Y 22 プ ラ イ マ M ペ ア を使用 した . また A B O 式血 液型

判定用 の プ ライ マ ー は
王 佐 々 木ら

15)
が報告 した

,
A B O 式血 液型

糖鎖抗原の 糖転移酵素を コ ー ドす る遺伝子 c D N A に つ い て ,

そ の 258 番 目の 塩基を 含 む 96 b p の D N A 断片 を増 幅す る 1f
,

1 r プ ライ マ ー ペ ア と , 7 0 0 番目 の 塩基を含む 1 81 b p の D N A 断

片を 増幅す る 3f
,
3 r プ ライ マ ー ペ ア を 使用 した . また ミイ ラ の

検査 で ほ
I

A B O 式血 液型の 遺伝子型判定結果を確認する ため ,

2 5 8 番 目の 塩基 を 含 む 139 b p の D N A 断 片 を 増 幅 す る 1f
,

G A 1 7 プ ライ マ ー ペ ア
, 並び に793 番 目 の 塩基を含む 1 24 b p の

D N A 断片を 増幅す る G A O 7
,
G A 1 2 プ ラ イ マ ー ペ ア を 使 用 し

た . 各 プ ラ イ マ ー (宝酒造 , 京都) の 塩基配列ほ表 2 に 示 した .

P ri m e r S e q u e n c e s D e n a t u r a ti o n A n n e ali n g E x t e n si o n

一

ワ
▲

1
-

2

X
V
∧

V
l

V
l

5
'

- A A T C A T C A A A T G G A G A T T T G- 3
■

5
'

- G T T C A G C T C T G T G A G T G A A A-3
-

5
▲

一 A T G A T A G A A A C G G A A A T A T G-3
'

5
'

- A G T A G A A T G C A A A G G G C T C-3
P

1f 5
一

- T G A C A C C G T G G A G G A T G T C C T G G T- 3
1

1 r 5
'

- T G A A C T G C T C G T T G A G G A T G T C G A -3
■

3f 5
'

- C G C A T G G A G A T G A T C A G T G A C T T C-3
■

3 r 5
'

- G C T C G T A G G T G A A G G C C T C C C-3
'

lf 5
'

- T G A C A C C G T G G A G G A T G T C C T G G T-3
■

G A 1 7 5
■

一 T G A T G G C A A A C A C A G T T A A C C C- 3
'

G A O 7 5
'

T A G C C G G G A G G C C T T C A C C T A-3
'

G A 1 2 5
'

- T G A G C C G C T G C A C C T C T T G C A- 3
'

T a bl e 3 . R e s tri c ti o n e n zy m e s u s e d f o r t h e g e n e d e t e c ti o n i n A B O bl o o d g r o u p s y st e m
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D N A f r a g m e nt si z e ( b a s e p a i r) of p r o d u c ti o n s of

P rl m e r S af t e r di g e s t e d b y r e s tri c ti o n e n z y m e s

lf + 1 r 3f + 3 r ‖ 十G A 1 7 G A O 7 + G A 1 2
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A l u
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6 2 6

2 . P C R の 条件

ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o v i n e s e r u m alb u mi n
,
B S A ) ( O r th o

d i a g n o s tic s y s t e m s
,
R a rit a n

,
U S A ) が ミ イ ラ 試料 の P C R に 与

える影響を 検討す るた め
,
P C R 反応液に B S A を各 々

,
1 ) 無

添加 ,
2 ) 1 0〟g ,

3 ) 20ノ唱 , 4 ) 5 恥g , 5 ) 1 0 0 J 隠 6 ) 2 0 0〟g 加

え て増幅反応を行 っ た . P C R 反応液は
,
1 0 m M トリ ス ー 塩酸

pI1 8 .0
,
5 0 m M 塩化カ リ ウ ム

,
1 .5 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム

, 各

1 0 0 p M デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド三 燐 酸 (d e o x y n u cl e o tid e
- trip h o

-

s p h a t e
,
d N T P ),

2 0 p g の B S A , 0 .0 1 % ト リ ト ン ⅩTlO O ,
2 . 5 単位

T a q ( T h e r m u s a q u ati c u s) D N A ポ リ メ ラ ー ゼ (宝 酒造) , 各

1 . 恥M の プ ラ イ マ ー か らな り, さ らに 各 々 の P C R 用チ ュ
ー ブ

に , 各試料か ら抽 出 した D N A 溶液 5 〝1( た だ し
,

ミ イ ラ の 毛髪

試料の み は 1 恥1) を 加え て
, 蒸留水で 最終容量を 5 恥1 に 調整 し

た . 各 プラ イ マ
ー

の 塩基配列 お よび 反応条件は 表 2 に 示 した .

Ⅴ ∴増幅産物の 検出

1 . 性別検査

P C R 反応後 の 溶液の 10 FLl を検体 と し
,
5 0 m M T ri s

- H C l (p H

8 .2),
5 0 m M ホ ウ酸 ,

1 m M E D T A 電気泳動緩衝 液 ( T ri s
- B o ri c

a cid - E D T A , T B E ) を 用い
, 8 % ポ リア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 定

電圧 300 V
, 4 0 分間電気泳動 した . そ の 後 ,

0 .5 /嶋/ m l の エ チ ジ

ウ ム ブ ロ マ イ ドを 含む T B E 緩衝液で
,

ゲ ル を40 分間染色 し
,

染色後, 紫外線 ラ ン プ下で泳動 パ タ ー ン を観察 した .

2 . A B O 式血液型検査

表 3 に 示 した よう に , プ ラ イ マ ー 1f
,
1 r を用 い た 場合の 増 幅

産物 1 0 JLl に 5 単 位 の 制 限酵 素 K p n
-1 ま た は B s tp

-1 を 加 え

て
,

K p n
-1 の場合は37 ℃

,
B st p

-1 で は60 ℃ で 1 時 間反 応 さ せ

た .

一

方 ,
プ ライ マ ー 3f

,
3 r の 増 幅産物 l 恥1 に は 5 単位 の

M s p
-1 ある い は A Iひ1 を 加えて

,
3 7 ℃ で 1 時間 , 反応 させ た .

続 い て反応後 の 溶液を 15 J上1 とり
,
T B E 緩衝液を 用い

, 1 2 % ポ

林

T a b l e 4 ･ T h e c rit e rio n s f o r A B O b lo o d g e n o ty pi n g

リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で定電圧 350 V 下 で 1 時間 ∴電気泳動 し

た . 泳動後 , 銀染色を施 し泳動 パ タ ー

ン を観察 した .

3 . 銀染色
明

電気泳動後の ゲル を50 % エ タ ノ
ー ル/ 1 2 % 酢酸 の 水溶 液で10

分間固定 し , 続い て10 % エ タ ノ ー ル/ 5 % 酢酸 の 水溶液 で1 0 分

間, 3 回洗浄 した . 洗浄後 ▲
3 .4 m M 重 ク ロ ム 酸/3 .2 m M 硝酸で

5 分間,
さ らに 1 2 m M 硝酸銀水溶液で30 分間染色 した 後

, 蒸留

水で 2 分間 ,
3 回 洗浄 し

,
0 ･2 8 M 炭酸 ナ トリ ウ ム/ 0 . 0 1 8 % 中性

ホ ル マ リ ン の 水溶液に 浸 して発色 させ た .

Ⅵ . 結果判定

1 . 性別判定

性別判定 の 基準と して
, 各々 の 試料 に つ い て プ ラ イ マ ー

Ⅹ.,

Ⅹ2 の 産 物か ら 130 b p の バ ン ド と
,

プ ラ イ マ ー Y .l ,
Y 22 か ら

1 7 0 b p の バ ン ドの 両方が 検 出され た 場合に 男性 ,
Ⅹ.

,
Ⅹ2 の 産物

か ら 130 b p の バ ン ドの み が検 出され , しかも Y 1. , Y 22 の 産物か

らバ ン ドが 検 出され な い 場 合に 女性 と判定 した .

2 . A B O 式血 液型 の 遺伝子型判定

表3 に 示 した ように
,

プ ラ イ マ ー 1 f
,
1 r の 増幅産物 に つ い て

は
,
K p n

-1 と B s tp-1 に よ る切断 パ タ
ー

ン に 基づ い て 0 遺伝子

の 有無 を調 べ
, また ,

プ ラ イ マ ー 3f
,
3 r の 増幅産物 の M s p-1 と

AI u
-1 に よ る切断パ タ ー

ン に 基づ い て
, B 遺伝子の 有無 を検討

した . すなわ ち ,
こ れ ら 二 つ の プ ラ イ マ ー ペ ア 産 物 の 切 断パ

タ
ー

ン の 組 み合わ せ に 基づ き ,
A B O 式血液型 の 遺 伝子型 が判

定 され た (表 4 ) . さ らに判 定を よ り確 実 に す る た め
,

プ ライ

マ ー 1 f
,
G A 1 7 の 産物 の K p n-1 に よ る切断パ タ ー

ン に 基づ い て

0 遺伝子の 有無 を検討 し
, 続い て プ ラ イ マ ー G A O 7

,
G A 1 2 の増

幅産物 の M v a-1 に よ る切 断 パ タ ー

ン に 基づ い て B 遺伝 子の 有

無を 調べ
,

これ ら切断 パ タ
ー

ン の 観 み合わ せ に よ っ て も A B O

式血 液型の 遺伝子 型が 蓑 4 の ように 判定 され た .

P ri m e r R e st ri c ti o n B a s e p air

p a j r e n z y m e

D et e r m i n a ti o n of g e n o ty p l n g

B B B O A B A A A O O O

1f + l r K p n -1

B st p-1

3f 十3 r M s p
-l

9 6 +

6 9

2 7

9 6

6 9 +

2 7 +

1 5 9 +

1 4 0

2 2 +

1 9

A l u
-1 1 8 1

lf + G A 1 7 K p n-l

G A O 7 + G A 1 2 M v a
-1

十

+

+

十

十

+

十

十

+

十

+

1 4 0 + +

4 1 + 十

1 3 9 + +

A
-

5

0

9

8

4

4

3

十 +

+

+

+

十

+

十

+

+

+

十

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+ + +

十 十 +

十 + 十 十

十 + +

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+ . e x p e c t ed b a n d aft e r dig e s t b y r e st ri c ti o n e n z y m e s .



P C R 法に よ る性別 と A B O 式血液型判定

成 績

Ⅰ . 性別判定 に対す る温度 と湿度の 影響

各試料の 検査結果を 表 5 に 示 した . 湿潤環境下に 放置 され た

臓器に つ い て は
,

4 ℃ に 置か れ た脳
, 皮膚 , 骨格筋お よび 血 液

627

は い ずれ も 4 週ま で 性別が判定 できた が
,
2 2 ℃ に 置かれ た 脳ほ

1 週ま で
, 皮膚▲ 骨格筋およ び 血液は 2 週 ま で判定で きた .

一

方
,
3 7 ℃ に 置かれ た皮膚ほ 2 週 ま で

, 骨格筋 およ び 血液ほ 1 週

ま で 性別判定が 可能で あ っ た が
, 脳 は1 週目 ですで に 判定不 可

能 であ っ た .

T a b l e 5 ･ E ff e ct of t e m p e r a t u r e a n d h u m idit y to s e x d e t e r m i n a tio n o n h u m a n s p e ci m e n s b y P C R
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D r y c o n ditio n f o r

1 w 2 w 3 w
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2 2

4

S ki n 3 7

2 2

4

M u s cl e 3 7

2 2

4

B l o o d 3 7

2 2

4

Ⅹ

Y

X +

Y +

Ⅹ 十 + +

Y + + +

Ⅹ 十 +

Y 十 +

Ⅹ + +

Y 十 +

Ⅹ + + +

Y + + 十

Ⅹ + + / -

Y + + / -

Ⅹ + +

Y 十 +

Ⅹ +

Y +

Ⅹ 十

Y +

Ⅹ 十
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X +

Y 十
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+ +
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+ + /
-
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+ /
-
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+

+

+

+

+
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+ 十 + +
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十 + + +
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十 十 + +

+
,

C O r r e C tly d e t e c t e d ;
-

,
n O t d e t e c t e d ; 十/ - ,

a C O n St a n t r e S ult w a s n o t o b t ai n e d ; W , W e e k ( s) ･

T a bl e 6 . S e x d e t e r mi n a tio n o n h u m a n s p e c i m e n s b y P C R at 1 0 0 ℃

S e x d e t e r m i n a ti o n

O r g a n P rir n e r

ti s s u e
H e a ti n g ti m e (h r)

1 2 3 6 1 2 2 4 3 6 4 8

B r ai n X

Y

S k i n X

Y

M u s cl e X

Y

B l o o d X

Y

+ + +

+ + +

+ + +

十 + +

+ + +

+ + +

+ + 十

+ + 十

+ + + / -

+ +

十 + + + /
-

+ + 十

十 + + 十/ -

十 + +

十 + 一ト +

十 + + +

+
.

c o r r e ctl y d e t e c t e d ;
-

,
n O t d e t e c t e d ; +/

-

, a C O n S t a n t r e S ult w a s n o t o b t ai n e d ･
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乾換環境 に置か れ た 脳
,
皮膚 , 骨格筋お よ び血 液は 温度 とは

関係なく
,

い ずれ も 4 週ま で性別判定が 可能 で あ っ た .

Ⅰ . 加熱試料の 検査

表 6
, 表 7 お よび 蓑8 に 示 した ように

,
1 0 0 ℃加 熱 時 ,

脳 は

12 時間, 皮膚と骨格筋は24 時間
,

血 液ほ36 時 間ま で性別判定が

で き
t
1 5 0 ℃加熱で ほ脳 は 2 時間, 皮膚 ほ 4 時間 , 骨格筋 と血 液

は 3 時間ま で判定が 可能 であ っ た . 2 0 0 ℃加 熱 で は
, 脳 と骨 格

筋 は0 .5 時間 , 皮膚 と血 液は 2 時間まで 判定 しえた .

また
,
2 0 0 ℃加熱時 の 骨格筋を除 い て , 全体的 に Ⅹ 染色体 特

異バ ン ドの 検出ほ Y 染色体特異バ ン ドの 検出に 比 べ て , 加熱に

よ る影響を 受けに く か っ た .

A B O 式血 液型の 遺伝子型検査に つ い ては
,

血 液試 料か ら抽

出 した D N A を対象 と した 場合,
1 0 0 ℃加熱で は1 2 時間,

1 5 0 ℃

加熱で は1 時 間, 2 0 0 ℃加熱で は30 分間ま で 遺伝 子型 が 検 出 さ

れ た .

Ⅲ . ホ ル マ リ ン 固定試料の 検査

ホ ル マ リ ン 固定時 間が 長く な る に つ れて D N A は 低分 子化

し
,

1 年 以上 固定 した も の ほ 高分 子 D N A 断片 を 認 め ず ,

D N A の ほ とん どが 200 b p 以下の 低分子 断片 に な っ て い た . し

か しなが ら ,
こ の 低 分子 化 した D N A を 使用 して 性 別判定 を

行 っ た と こ ろ
,
0 . 5 年 ,

1 ～ 1 0 年お よ び15 年間 固定 した 脳 t 肝

臓 , 肺お よ び膵臓 の い ず れか らも 正 確 に 判定 しえ た .

一

方 ,

A B O 式血 液型の 遺伝子型 は 固定 3 年間以下 の 試料か ら は 判定

可能で あ り , 4 と 5 年 の 試料か らはわ ずか に 増幅 が認め られた

が
,

6 年以上 固定 した試料か らは判定不 能で あ っ た .

Ⅳ . パ ラ フ ィ ン包埋試料の 検査

15 年を 経過 した組織 を除き ,
0 . 5 年 ,

1
,

5 お よ び10 年経過 し

た パ ラ フ ィ ン 包埋試 料に は い ずれ も少量の 比較的長 い D N A 断

片が残 されて い た . 抽出 D N A を P C R で 増幅 した 結果 , 1 5 年

間保存 した脳 , 肝臓 卜 肺 お よび 膵臓 の い ずれ か らも正 しい 性別

判定が 可 能で あ っ た が
,

一

方 ,
A B O 式血液型の 遺伝 子型 は 3

年間保存ま で の 試料 で の み判定 しえた .

Ⅴ . 指紋に対 する検査

性別判定の 場合 で は
,

一 個指紋の 全部 (約 2 .0 × 2 .O c m ) , 1/ 2

(約1 .0 ×2 .O c m ) お よび1/ 4 (約 0 .5 ×2 .O c m ) を 拭き採 り ,
こ れ を

一

回 分の 検査試料 と して P C R 法を 用い て 検査す ると
,

い ずれ

T a bl e 7 ･ S e x d e t e r mi n a ti o n o n h u m a n s p e ci m e n s b y
P C R

･

a t 1 5 0 ℃

S e x d e t e r m i n atio n

O r g a n P ri m e r

ti s s u e
H e a ti n g ti m e (h r)

1 2 3 4 5

B r ai n X + +

Y + 十

S k i n X 十 十 + 十
Y + + + +

M u s cl e X 十 + + + / -

Y + 十 十

Bl o od X + + + 十/ -

Y 十 十 +

+
,

C O r r e C tly d e t e c t e d ; -

,
n O t d et e c t e d ; + /

p

. a

C O n S ta n t r e S ult w a s n o t o b t ai n e d .

の 試料 で も, 男性 で ほ Ⅹ と Y の バ ン ド
, 女性で はⅩ の バ ン ドの

み が認め られ た ･ ス ラ イ ドガ ラ ス 上 の 指紋 を ア ル ミ ニ ウ ム粉末

で 検出 して ∴形態 を観察 した 後 , 前述の よ う に 一 個の 指紋の 全

軋 1/ 2 ま た は1/4 を拭き と り
,
P C R 法で D N A を 増 幅 した結

果
,

い ずれ の 場合 で も男性 で は Ⅹと Y
, 女性 で はⅩ の バ ン ドが

特異的に 検 出され た ( 図3 ) .

A B O 式血 液型の 遺伝子 型判定 の 場合で は ,

一 個 指紋 を 一

回

分 の 試料と して検査 した と こ ろ
,
全試料 に つ い て

▲
プ ラ イ マ ー

1f , 1 r の 産物か ら ほ 96b p の D N A 断片 の 増幅が
,

また プ ライ

マ ー 3f
,
3 r の 産物か らほ 181 b p の D N A 断片 の 増幅が 確認され

た . プ ラ イ マ ー 1 f
,
1 r の 産 物を制 限酵素 E p n

-1 に よ り切断処理

す る と ∴遺伝子型が A O 型 ,
B O 塾の 指紋 由来 の D N A 増幅産

物 では 96 b p と 69 b p の 2 本 の バ ン ドが 確認され た が
,
0 0 軋

B B 型 と A B 型 の 指紋 由来 の D N A 増 幅産 物 で も 96b p と

69 b p の 2 本 の バ ン ドが 認め られ た . プ ラ イ マ ー

3f , 3 r の 産物を

制 限酵素 M s p-1 に よ り切断処理 す ると , 遺伝 子型が A B 型■
,

B O 型 の 指紋 由来 の D N A 増幅産物で ほ 1 59 b p と 14 0 b p の 2

本 の バ ン ドが確認 され たが
,

0 0 型
,

A A 型 ,
A O 型の 指紋由

来 の D N A 増 幅産物 でも 1 59b p と 14 0 b p の 2 本 の バ ン ドが認

T a b l e 8 ･ S e x d e t e r mi n ati o n o n h u m a n s p e ci m e n s b y

P C R a t 2 0 0 ℃

S e x d e t e r m i n a ti o n

O r g a n P ri m e r

tis s u e
H e a ti n g ti m e (h r)

0 . 2 5 0 . 5 1 2 3

B r ai n X

Y

S ki n X

Y

M u s cl e X

Y

B l o o d X

Y

+ 十 + / -

+ +

+ + + + + / -

+ + + + 十/ -

+ + +

+ +

十 十 + 十 十/ -
+ + + +

+ , C O r r e C tly d e t e c t e d ;
-

,
n O t d e t e c t e d ; + / -

.
a

C O n S t a n t r e S u lt w a s n o t o b t ai n e d .

F i g ･ 3 ･ T h e r e s u lts of s e x d e t e r mi n a ti o n f r o m fi n g e r p rin t s .

I n th e p h o t o g r a p h , th e o d d l a n e s a r e P C R p r o d u ct s

a m plifi e d u s l n g X l a n d X 2 p ri m e r s , a n d e v e n l a n e s a r e P C R

pr o d u c ts a m plifi e d u si n g Y 11 a n d Y 22 p Ti m e r s . L a n e s l a n d

2
,

a･ rn plifi c ati o n u si n g th e l / 2 0f o n e fi n g e r p ri n t fr o m

r n al e ; 1 a n e s 3 a n d 4
,

a m plifi c ati o n u si n g th e l/ 2 0f o n e

fi n g e r p ri n t 王r o m f e m al e ; l a n e s 5 a n d 6
,

a m plifi c a ti o n u si n g

th e l/ 4 0f o n e fi n g e r p ri n t 王r o m m al e ; 1 a n e s 7 a n d 8 ,

a m plifi c a tio n u si n g th e l / 4 0f
? P

e fi n g e r p ri n t f r o m

f e m al e ; 1 a n e M
,

D N A m ol e c ul a r s IZ e m a rk e r ; b p ,
b ag e

p a lr S .



P C R 法 に よ る性別 と A B O 式血 液型判定

T a bl e 9 . S e x d e t e r m i n a ti o n a n d A B O bl o o d g r o u pi n g o n th e s p e ci m e n s f r o m m e di c o
-l e g al

a u t o p sy c a s e s b y P C R

C a s e S e x
* S a m pl e

D e t e r m in atio n b y P C R

p r ofil e te st e d
s e x A B O -

g e n O t y p e

P h e n o ty p e b y

A b ∴ m e th o d

S k el e t o ni z e d

S k el e t o ni z e d

S k el e t o ni z e d

S k el e t o n iz e d

S k e le t o n iz e d

S k e le t o n iz e d

B u r n e d

B u r n e d

M u m m ifi e d

R i gh t f o o t

M al e B o n e m a rr o w

M al e B o n e m a rr o w

M al e B o n e m a r r o w

M al e B o n e m a r r o w

M al e B o n e m a r r o w

M a le B o n e 皿 a r r O W

M al e L i v e r

M al e L i v e r

M al e H ai r
,
S k i n

F e m ale B o n e m a r r o w

M ale

M ale

M al e

M a‡e

M al e

M al e

M at e

M al e

M al e

F e m al e

A B

A O

B O

A O

O O

A O

B O

亜

B O

A O

A B

A

B

A

O

A

B

A B

B

A

*
S e x w a s d e t e r m i n e d b y e x t e r n al a p p e a r a n c e ; A b ･

･
a b s o r ptio n

-

el u tio n t e s t ･

T a b l e l O . E ff e ct of B S A o n P C R a m plifi c a ti o n i n h air

S a rr lPl e s of f o u r m u m m i e s

P C R a m plifi c a ti o n

M u m m y

n u m b e r

A m o u n t of B S A (J L g/ 50 FLl r . m .)

1 0 2 0 5 0 1 00

1

2

5

6

一

+

十

+

一

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

十

_し

一

+

十

一
一

一
一

+
,

a m Plifie d ;
-

,
n O t a m Plif王e d ; r . m

リ
P C R r e a c ti o n

r n lX t u r e .

T a bl e l l . S e x d e t e r m i n a ti o n o n ni n e m u m m ie s b y

P C R

S e x d e t e r m i n a ti o n

M u m m y E x te r n al

n u m b e r a p p e a r a n c e

S a m pl e

M u s cl e S ki n en
(

UB

1

2

3

4

5

6

M

M

M

F

F

刑

M

M

M

F

F

M

M

M
∴
M

F

F

M

S

S

S

S

S
*

軋
=

N

M
凡

N
八

軒

M

S

S

M

M

M

軋

F

軋

7 U M N .S . M N .S .

8 U M M M N .S .

9 U
* *

N ,S . N .S . M M

*

,
i n c o n sis t e n t w ith t h e s e x b y e x t e r n al a p p e a r a n c e ;

* *

,

Ch ild m u m m y ; N ,S .
,

n O S a m Pl e ; M
,

m al e ; F
,
f e m al e ;

U
,

u n k n o w n .

6 2 9

潮

冊

闘

ゎp

F ig . 4 . T h e r e s ult s of s e x d e t e r m i n a ti o n f r o m th e s k in
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,
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,
f ollo w e d b y th e d ig e s ti o n w ith

K p n
-1 ,

a n d l a n e s l
,

t o 6
,

a r e P C R p r o d u c t s a m plifi e d u si n g

3f a n d 3 r p ri m e r s
,
f oIlo w e d b y th e di g e s ti o n w ith M s p

-1 ･

L a n e s l a
,

n d l
,

,
m u m m y N o ･ 1 ; 1 a n e s 2 a n d 2

'

,
m u m m y
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J
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'

,
B B
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,

,
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め られた . した が っ て
, 本実験条件で ほ

,
P C R 法を 用い た 指紋

か らの A B O 式血 液型の 遺伝子型判定ほ で きな か っ た .

Ⅵ . 高度の 死後変化や 死体損壊を伴う剖検試料

蓑 9 に示 した よう に , 1 0 例 の 剖検試料の う ち男性は 9 例 , 女

性は 1 例 と判定 され , 全例, 身元 判明後 の 該当者の 性別 と
一

致

した . また
,

A B O 式血 液型 に つ い て は
,
P C R 法 に よ り判定 し

た 全て の 遺伝子型が 毛髪また は骨を 試料と した 解離法で 得られ

た 表現塾と 矛盾 しな か っ た .

Ⅶ . ミイ ラの検査

1 . 抽出 D N A の 性状 と P C R 法に よ る増幅

ミ イ ラ の 毛髪 , 骨格 臥 皮膚 お よび 骨か らの D N A 抽出液は

肉眼上
, 褐色な い しほ黒 色に 着色 して い た , こ の D N A 抽出液

を P C R 反応液 に 直接加え て 増幅反 応を 行 っ た 場合 ,
D N A の 増

幅ほ 認め られ な か っ た . こ の 着色 した D N A 抽出液を ス ピ ン カ
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P C R 法に よ る性別と A B O 式血 液型判定

ラ ム に 通 して , 不 純物 を除去 した と こ ろ
,

カ ラ ム 中の バ イ オ
ー

ゲル P 6｡ は褐色な い し黒色 に 変化 し
,

カ ラ ム を 通過 した D N A

抽出液は無色な い し極 く薄 い 褐色に な っ た ･ こ の D N A 溶液 を

増幅 した と こ ろ
,
大部分の 試料か らは 目 的とす る D N A 断片が

増幅 された ･

しか しな が ら ,
ス ピ ン カ ラ ム で精製 した D N A 溶液 でも目的

とす る D N A 断片が 増幅 され な い 例 ( ミ イ ラ N o ･ 1 の 毛髪 試

料) が あ っ た . そ こ で
,
D N A 溶液中の 不 純物(P C R 反応を 阻止

する因子) の 作用 を抑 え るた め ,
P C R 反応液中に B S A を加え

て検討 した . 衰10 に 示 した よ うに
,
5 恥1 の 反応液に B S A を20

ある い は 50 鵬 を加 え る と ,
い ずれ も 目的 とす る D N A 断片が

増幅され た .

2 . ミ イ ラ の 性別判定

各ミ イ ラ の 性別判定 の 結果を 蓑11 に 示 した . 9 体の うち性別

が外表上 の 形態学的特徴 に よ り推定され た 6 体 に お い て
,

N o ･

1 ～ 5 ( 男性 3 体 と女性 2 体) に つ い て は D N A に よ る判定結果 と

外表上 の 推定が
一

致 した . しか し
,

N o ･ 6 は外表上 女性と 推定

され た が
, 毛髪 , 骨格筋や 骨か ら抽出 され た D N A を用い た 検

査結果で ほ
,
男性特異的な バ ン ドが 検 出 され , 男性 と 判定 し

た .

一 方
,
性別が 外表か ら は 推定 で き な か っ た 3 体 の ミ イ ラ

は
,

い ずれ も各試料 ともⅩ 染色体特異的な バ ン ドと Y 染色体特

異的な バ ン ドの 両 方が 検出 され
,

3 体 とも男性と 判定 した (圃

4) .

3 .
ミ イ ラ の A B O 式血 液型の 遺伝子型検査

9 体の ミ イ ラ に つ い て
, 各 々 の 毛髪 , 骨格 臥 皮膚と骨試料

を用い て 検査 した . プ ラ イ マ ー 1 f
,
1 r を 用 い て 増幅 した 結果 ,

全試料 で 96b p の D N A 断片の 増幅が 確認 され た .
プ ライ マ ー

3f
,
3 r の 産物 で は

,
全試料で 181 b p の D N A 断片の 増幅が 認め

られ た . プ ラ イ マ ー

I f , 1 r の 産物を K p n
-1 に よ り切断する と ,

9 体の ミ イ ラ 由来の す べ て の D N A 増 幅産 物 で 96b p と 69 b p

の 2 本 の バ ン ド が 検出 さ れ た . プ ラ イ マ ー 3f , 3 r の 産物 を

M s p
-1 に よ り切断す る と

,
9 体す べ て の 増幅産 物 で 1 5 9 b p と

14 0 b p の 2 本の バ ン ドが 検出 され た ( 図5 ) .
こ の こ と か ら , 9

F ig . 6 . T h e el e c tr o ph o r e si s p a tt e r n s of th e P C R a m plifi e d

P r O d u c t s of p ri m a te D N A u s in g h u m a n s p e cifi c p ri m e r 3f ,

3 r af t e r th e di g e s ti o n w ith M v a
-1 . T h e C h i m p a n z e e a n d

G r e e n m o n k e y s h o w e d d iff e r e n t p a tt e r n s f r o m th o s e of

h u m a n a n d o th e r p ri m a t e s . L a n e s l a n d 2
, H u m a n ; 1 a n e

3
, C o m m o n t u p ai a s ; 1a n e 4 , G r a n d g al a g o ; 1a n e 5

,

C o tt o n
- h e a d e d t a m a ri n ; l a n e s 6 a n d 7

,
T u ft e d c a p u c hi n

m o n k e y ; 1 a n e s 8
,
9 a n d l O

,
G r e e n m o n k e y ; 1 a n e s l l a n d

1 2
,
R h e s u s m o n k e y ; l a n e s 1 3 a n d 1 4

,
C r a b -

e a ti n g m o n k e-

y ; 1 a n e s 1 5 a n d 1 6
, J a p a n e s e m o n k e y ; 1 a n e s 1 7 a n d 1 8 ,

H a m a d r y a s b a b o o n ; l a n e s 1 9 a n d 2 0
,
W hit e

- h a n d gib b o n ;

1 a n e s 21 a n d 2 2
,
C h i m p a n z e e ; 1 a n e M , D N A m ole c u l a r siz e

m a r k e r ; b p ,
b a s e p air s .
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体の ミ イ ラ の A B O 式血液型の 遺伝子型は 全例 B O 塾で ある と

判定 した . また 9 体の ミ イ ラ の 試料 で は
l 全例 ,

プ ラ イ マ
ー

1f
,
G A 1 7 の 産物を K p n-1 で 切断する と 11 0 b p と 28 b p ,

プ ラ

イ マ ー G A O 7
,
G A 1 2 の 産 物を M v a-1 で 切断す る と

,
8 4 b p ,

4 5 b p , 4 0 b p と 3 9 b p の バ ン ドが 認め られ , 同 じく B O 型で ある

と判定 した . また 9 体 の うち
,
毛髪試料を 採取 しえ た 8 体の ミ

イ ラ に つ い て , 解離法 で A B O 式血 液型の 表現型を 検査 した と

こ ろ
,

い ずれも B 型で あり , 遺伝子型 と矛盾 しなか っ た(衰12) .

Ⅶ . 霊長類動物の検査結果(表13)

チ ン パ ン ジ
ー

か ら ニ ホ ン ザ ル ま で の 進化程度の 比較的高い 動

物の D N A 試料に お い て
,
性別特異的 な D N A 断片 が増幅 され

た もの の
, 雌 雄の 別 に 関係な く ,

プ ラ イ マ ー X , , Ⅹ2 に よ る

1 3 0 b p の バ ン ドと ,
プ ラ イ マ ー Y 11 ,

Y 22 に よ る 17 0 b p の バ ン ド

の 両 者の 増幅が 認め られ たた め
,
性別判定は で きなか っ た . カ

ニ ク イ ザ ル 以下の 霊長類で は , 前述 の 性別判定用 プ ラ イ マ ー に

特異的な D N A 断片は増幅され な か っ た .

一 方 ,
1 1 種計20 頭の 全動物で は

,
プ ライ マ ー 1 f

,
1 r と プ ラ イ

マ ー 3f
,
3 r の 産物 で ある A 王∋0 式血液型 に 特異的な D N A 断片

が増幅 され た . プ ライ マ ー 1 f , 1 r の 産物を K p n
-1 で切断す る

と
,

2 頭の チ ン パ ン ジ ー

と も 96b p の 1 本 の バ ン ドが
, 他の 霊

長類 で は 96b p と 69 b p の 2 本の バ ン ドが検出 され た . プ ラ イ

マ ー 3f
,
3 r の 産物 を M s p

-1 で切断す る と
,

い ずれ の 霊長類で も

1 59 b p と 22b p の 2 本の バ ン ドが検 出され
,
A l u

-1 で切断す る

と 2 頭の シ ロ テ テ ナ ガザ ル と も140 b p の バ ン ド
,
チ ン パ ン ジ ー

と他の 霊長類で は 181 b p が検出され た . ま た ,
プ ライ マ ー 3f

,

3 r の 産物を M v a
-1 で切 断す る と

】
2 頭 の チ ン パ ン ジ ー と も

82b p ,
58 b p と 4 1 b p の 3 本 の バ ン ドが

,
3 頚 の ミ ドリ ザ ル で ほ

7 3 b p ,
58 b p と 5 0 b p の 3 本 の バ ン ドが 認め られ

,
ヒ トと 他の 動

物 で ほ 123 b p と 58 b p の 2 本の バ ン ドが検 出された ( 図6 ) . し

た が っ て
,

D N A 断片の 切断パ タ ー

ン の みか ら言え ば
, 試料 と

した 2 頭の チ ン パ ン ジ ー の A B O 式血 液型 の 遺伝 子型は ヒ ト の

A A 型 に 類似 し
,

2 頭の シ ロ テ テ ナ ガザ ル の A B O 式血 液型の

遺伝子 型は ヒ ト の A O 型に 類似 して い た . また
, 他の 霊長類に

つ い て は判定不 能で あ っ た .

考 察

性別判定ほ 法医学 l 考古学, 人額学な どに おけ る重要な 検討

事項の 一

つ に な っ てい る . すな わ ち
,
法医学に お い て ほ個 人識

別の 中で 重要な役割を 果た して お り , 考古学で は発掘 した ヒ ト

身体部分の 性別判定が 研究 の 端緒や 問題解決の 鑓に な る場合が

多い
. さらに 人 類学 に お い ても , 研究試料 の 性別が 不 明 の 場合

に ほ
, 人類 の 起源 ･ 進化と の 関連で 試料 の 持 つ 意味を十分に ほ

判断 で きな い . こ の よ うな 理 由か ら各種 の 性 別判定 法
1T)1 8)

が 開

発 され てき たが
,
特に P C R 法に 基づ ぐ性別判定法 は極め て 微

量な試料も検査可 能と し , 1 98 9 年に 報告され て
川

以来 , 盛 ん に

各種試料 へ の 応用 が 試み られ て い る
19 ト 22 )

さ らに 最近 ,
ア メ ロ ゲ ニ ン と 呼ば れ る遺伝 子 が発見され

, 性

別判定に 応用 され て きて い る
23 卜 25)

.
ァ メ ロ ゲ ニ ソ 遺伝子 ほ Ⅹ 染

色体 と Y 染色体の 両 方に 存在する遺伝子で , Y 染色体上 の もの

は Ⅹ染色体上 の それ よ りも短く,
P C R 法に よ り長 い Ⅹ 染色体

由来の D N A 断片と短い Y 染色体由来の D N A 断片を 同時に増

幅する こ とが で きる .
こ の 方法ほ 一 組の プ ラ イ マ ー

を使用する

こ と で 男女 の 別なく ,
Ⅹ染色体上 の 特異的部位が あた か も 内部

標準の よ うに 増幅 され
,

さらに男性試料で は こ れ 以外に Y 染色
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体の 特異的部位も増幅 され るも の で ,
これ を用 い る こ と に よ り

性別判定の 信頼性を
一

層向上 させ る こ と が で き る .

本研究 で 使用 した 方法 は
,

Y 染色 体に 特異 的 な 遺伝 子座位

D Y Z 3 とⅩ 染色体 に 特異的 な遺 伝子 座位を 増 幅す る も の で あ

る ･ D Y Z 3 は Y 染色体 の 原動体部分 に あ り
, 約10 0 コ ピ ー の 反復

配列が集 ま っ て 1 つ の フ ァ ミ リ ー

を形成 して い る もの で
, Ⅹ染

色体の 特異的部位も約500 0 コ ピ ー の 反復 配列 が 1 つ の フ ァ ミ

リ ー

を 形成 して い る
14)

.

一

般 に 複数個存在す る反復配 列を 増 幅

する こ とは
,

ア メ ロ ゲ ニ ソ の よう な単
一

配列の 遺伝子 部位 に 比

べ て 増幅 しやすく 一 低分子化 した D N A の 増 幅にも適用可 能 と

思わ れ る ･ また
, Ⅹ の バ ン ドが男女と も常に 検 出され るた め

,

実験操作の 拙劣 さの た め に 対象 とす る D N A が失わ れ て しまう

な どの 手技 上 の 問題や
,

P C R 反応 液 中の 阻止 因子 の 存 在に

よ っ て 増幅反応が 阻害さ れ る な どの 問題が
,

こ の Ⅹ の バ ン ドの

存在に よ っ て 解消 される . す なわ ち , Ⅹ と Y の 両 バ ン ドが 存在

する な らば男性, Ⅹ の み なら ば女性 , 両方 とも認め られ な けれ

ば実験操作上 の 問題 か D N A 自体 の 問題と い う こ と に な り , 単

に Y の 有無だ けに 基 づ い て 判定す る方法に比 べ て 信頼度が 向上

す る . 特に 法 医学領域 で は
, 試料中の D N A の 存在そ の もの が

確実で な い 場合 が少 なく な い の で
,

こ の 反復配列の 部位を 標的

とす る方法 ほ法 医学 の 各種試料の 検索 に有用と 考え る
7)

.

一

九 A B O 式血 液型は遺伝様式が 単純で型物質 が 安 定 し
,

しか も体液や 組織中に も広く分布 して い るた め
, 医学や 人類学

な どに お い て 幅広く応用 されて お り
,

血 液型物質の 構 成や 生物

系統で の 進化 , 抗原物質の 検出方法 な どに つ い て 数多く の 報告

が な され て い る
28 ト 28)

. しか し
,
A B O 式血 液型糖鎖 抗原 を形成す

る糖転移酵素 【α1 → 3 N ア セ テ ル ガ ラ ク ト サ ミ ソ 転移 酵素 ( A

転移酵素) と α1 → 3 ガ ラ ク ト
ー

ス 転移酵素( B 転移酵 素)】 の 精

製 ･ 単
一

化が 容易 で な い た め
,

A B O 式血 液型の 遺伝 子 レ ベ ル

で の 研究は
, そ の 重要性に もかか わ らず こ れ ま で比較 的t 困難

で あ っ た .

1 9 9 0 年 ,
C l a u s e n ら

29)
お よ び Y a m a m o t o ら

30} 3 1)
ほ糖 鎖抗原 を

形成す る糖転移酵素 の c D N A を ク P - ニ ン グ し , そ の 塩 基配

列 を 明らか に した . そ れ に よ り
,

A 転移酵素 を コ ー

ドす る遺伝

子 ( A 遺伝 子) の c D N A の 塩基配列が B 転移酵素 を コ ー ドす る

遺伝子 ( B 遺伝 子) の c D N A の 塩基配列と 7 個所 の 塩基で 相違

し
,

ポ リ ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸残基第1 76
,
2 3 5

,
2 6 6 と26 8 番 目 に

相 違 が 生 じ て い る こ と が 解 明 さ れ た . ま た
,

0 遺 伝 子 の

C D N A は A 遺伝子 の cD N A とほ ぼ同 一 の 構造を 有す るもの の
,

第25 8 番目の 1 塩基 が欠損 して い る た め フ レ ー ム シ フ ト 変異 を

きた し
, 糖鎖抗原を 形成す る糖転移酵素 の 塵生が で きな くな っ

て い る こ と が 明らか に な っ た .

こ の 結果に基づ き ,
L e e ら

32)
は P C R 法 を用 い て A 遺 伝子

C D N A の 第25 8 番塩 基を挟 んだ 領域の 遺伝子を増幅 し
, そ の 産

物 を K p n-1 で 切断 して ○遺伝子 の 有無を判 断 した . また
,
A 遺

伝子 c D N A の 塩基 と B 遺伝子の そ れ は第700番 目 の 塩基が互 い

に 異な り ( A 遺伝子 は グ ア ニ ン
,

B 遺伝子ほ ア デ ニ ン) ,
こ の 第

70 0 番目の 塩 基を挟む領域の 遺伝子 を増幅 し
,
A l u

-1 に よ る切 断

の 有無で B 遺伝子 の 存在を 判断 した .
こ れを磯 に

, 以後 A B O

式血液型 の 遺伝子型 に 関する 研究 が報告 されてき て い る
1 5)3 3) 3 4 )

しか しな がら , A B O 式血 液型遺伝 子ほ単 一 コ ピ ー

で ある た

め
,
P C R 法で増幅す る場合 ,

一

個 の 細胞内に ほ テ ン プ レ ー

トが

一

つ しか 存在 しな い こ とに な り
, すで に 低分子化 して しま っ た

D N A を P C R 法 で増幅す る に は
. 高効率の 増幅を 可 能 に す る プ

ラ イ マ
ー

と高感 度の 検出方法 が要求 され る ･ D N A が 低分子化
した 場 乳 P C R 法で は短 い 断片 の 方が 増幅 しや す い と の 報告
が ある た め

35)

▲ 筆者は A B O 式血 液型 の 遺伝塾の 検査に は 佐々

木 ら
15)

が報告 した 96b p と 1 81 b p を増幅す る プ ラ イ マ ー

を 使用

し
′

こ れ に 加え て エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色よ り感度 の 高い銀

染色
36)

を 用い る 方法を採 っ た .

筆者 は低 分子化 した D N A の 試料を 実験的に 作成 し
, 試料の

変化に よ る P C R 増幅 へ の 影響 を検討 した が
, 温度お よび湿度

の 影響 に つ い て ほ
, 乾燥環境に 置か れた組織 ほ温度 の 影響を受

桝 こく い が
, 湿潤環境 に 保存 した 同様の 組織 は温度が 高くなる

に従 い
,
P C R に よ る増幅可 能の 期間が短くな っ た ･ また

, 加熱

試料 で は加 えた 熱の 温度が 高くな る に つ れ D N A が 増幅可 能な

期間も短く な っ た ■ また 覿織別 に み る と
, 検索 した 4 種類の 鼠

織 で ほ
,
皮膚の D N A が よ り長く保存 され る と考 え られ た .

一

九 ホ ル マ リ ン 固定の 試 料 に つ い て ほ
, 安 積 ら

22)
は 中性緩衝

1 0% ホ ル マ リ ン 溶液で 剖検試 料 を 3 カ 月 間 固定 し
, 未包唾試

札 ある い は パ ラ フ ィ ン 包哩試料 を用 い て
, 室温で 2 年間保存

した 試料か ら正 しい 性別 判定 を行 っ た . また 高田 ら
20}

は筆者と

異な る プ ラ イ マ → を 用い
, 1 0 % ホ ル マ リ ン 溶液で1 0年 間固定し

た 試料か ら A B O 式血液型 の 遺伝子 型が 判定可能 で ある と報告

して い るが
, 筆者の 検討 で は

, 長 期間 の ホ ル マ リ ン の 影響で

D N A はは とん ど低分子化 した もの の
, 性別判定 に つ い て ほ 何

ら支障は なく , 1 5 年 間固定 した もの に つ い て も正 しく判定でき

た ･ しか しな が ら,
A B O 式血 液型 の 遺伝子型に つ い て ほ 固定

が 3 年 以内の 試料 の み に お い て 判定可 能で あ り,
4 ない し5 年

間固定 の も の ほ試料 に よ っ て 判定可 能な 場合 もあ っ た が
, 6 年

以上 の 固定 で は判定不 可 能で あ っ た . こ れほ筆者が 用い た ホ ル

マ リ ン 固定液が 非緩衝 で あ っ た た め
, ある い ほ プ ラ イ マ ー が高

田 らと異 な っ て い た た め と考え られ る . また
,

ホ ル マ リ ン 固定

後 パ ラ フ ィ ン 包唾 した 試料で ほ
t
1 5 年間常温保存の 試料に つ い

て も性別判定が 可 能で あ っ た が , A B O 式血液 型の 遺伝 子 型判

定 は 3 年間保存の 試料ま で 正 しく判定 され た .

山本 ら
37)

ほ ス ラ イ ドガ ラ ス 上 の 1 個の 指紋 を用 い た 性別判定

を 報告 して い るが , 筆者ほ 指紋 の1/2 の み を 用 い て 性別判定 が

可能で ある こ と を 示 し , 指紋 か ら性別判定以外に 他の 個人識別

の ため の 検査も同時に 行い う る 可能性を 示 した . さ らに
,

ア ル

ミ ニ ウ ム 粉末で 検出 した指紋か らも性別判定が 可能 で あり ,
こ

の こ とか ら
, 従 来 どお り指紋 の 形態 を判定 し

, 引き続 い て指紋

の 性別判定を 行う こ と に よ り , 通常 の 鑑識実務に 支 障を来たす

こ となく ,
しか も犯罪捜査上 重要な 手が か りを提供す る可 能性

が 示 され , 指紋 を用 い た 個人識別の 信頼性もよ り 向上 す るもの

と考え られ る .

佐々 木 ら
15)

は P C R 法 で 指紋に つ い て A B O 式血 液型の 遺伝

子型が 判定 可能 で ある と報告 して い る . 筆者 ほ彼 ら と同
一 の 方

法で繰 り返 し追試 を試み た もの の
,
0 0 型 ヒ トの 指紋を A O 型

や B O 塑 に
, ま た A B 塾 ヒ トの 指紋を A O 塑や B O 塾に 誤判

定する 例を認め た . こ れ ほ 指紋中の D N A が 極く微 量で
,

しか

も A B O 式血 液型遺伝子ほ 単 一 配 列の 遺 伝子 で あ る
31)

の で ,

P C R の テ ン プ レ ー ト と して 使用で きる D N A の 絶 対量 が 少な

い た め に 基 づ く誤 判定 と考 え ら れ る . す な わ ち P C R 法 で

D N A を増幅す る と き
, 平均 2 ×1 0~ 4

の 頻度 で ミ ス マ
ッ チ が 起 こ

る
38)

の で
,

テ ン プ レ ー ト D N A 量が 少ない と ミ ス マ
ッ チ に よる

産物量が 相対的 に 多くな り, 誤 っ て判定 され るよ う に な るもの

と 考え られ る .
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続い て 以上 の 基本的検討に基づ き , 実際の 剖検試料 へ の 応用

に つ い て 検討 した . 対象 と した10 例中 , 腐敗の た め死体が 完全

ない し高度に 白骨化 した の は 6 例 あり
,

こ れ らの 死体で ほ 軟拒

織がすで に 消失ある い ほ 高度に 軟化 ･ 泥状化 して い るた め
,

一

敗の 臓器由来の D N A に つ い ての 検査は 不 可能 で あるもの の
,

腐敗の 進み 方の 遅い 骨髄を 採取 し性別 と A B O 式血液型の 遺伝

子型を検査 した と こ ろ
,

い ずれ の 個体 に つ い て も正確 に 判定 し

えた . こ の こ とほ
, 高度腐敗の 死体 で あ っ て も , 骨髄 の よ うな

相対的に 密閉保存 され て 腐敗 の 影響 が 弱 い 鼠 織 を 用 い る こ と

で
,
D N A 分析に よ る検査が 可能 で ある こ とを 示 して い る . ま

た 2 例の 高度焼損死体で は
, 肝紅織の 表 層組織(炭化部分) か ら

得た D N A は増幅 されず , 中間層 (変色 , 熱凝 固部分) と 深層

(肉眼的に ほ 正 常な 部分) か ら待た D N A は P C R 法で 増幅され

た . T s uji ら
39)

に よれ ば
,
表層の 推定温度 は215 ℃ , 中層は1 35

℃
, 深層は1 00 ℃ で あり ,

こ の 結果は
, 実験的に 作成 した 加熱試

料を対象 と した D N A 増幅結果と
一 致 して い る .

さ らに
, 筆者は130 0 年以上 を経過 した ミ イ ラ の 性 別 と A B O

式血液型 の 遺伝子型 の 判定を 試み た .
ミ イ ラ 試料か ら抽出 した

D N A ほ不 純物を 含み
, 常法で ほ P C R 反応は 阻止 され て し ま っ

た . こ の よ うな場合 , P a 邑b o ら
40)

は高濃度 の T a q D N A ポ リ メ

ラ
ー ゼ(1 2 , 5 単位) を用 い た が . 非特 異的な産物が 多量に 増幅 さ

れると い う欠点が 指摘さ れて い る
40〉

. こ の た め
, 筆 者ほ ス ピ ン

カ ラ ム を用 い て D N A を 精製 したが
,

ほ と ん どの D N A 溶液か

ら 目的とす る D N A 断片 が特異的に 増幅 され て い る こ と よ り,

古い 試料か ら抽 出した D N A 溶液 の 精製 に は
,

ス ピ ン カ ラ ム は

操作が 簡単で 有効な
一 方法で ある と思わ れ る .

一 方 ,
ス ピ ン カ ラ ム で精製 して もミ イ ラ N o . 1 の 毛髪試料由

来の D N A で は増幅反応が起 こ ら なか っ た が
,

こ の 場合
,
反応

液に B S A を 加 え る こ と で D N A が 増 幅 さ れ た . た だ し
,

B S A の 量が 多すぎる と増幅反応が阻止 され る場合もあるの で
,

各サ ン プ ル に つ い て加 える B S A の 量を 適正 化する必要が ある

と考え られ る . 筆者の 実験 で ほ
,
5 0 〃1 の P C R 反応液 に20 ある

い は 50iL g の B S A を加 え る と良い 結果 が得 られ た .

ミ イ ラ の 性別判定で は
, 外表上 の 形態学 的特徴に よ り性別が

推定 された 6 体( 男性 3 体と 女性 3 体) の うち ･
, 1 体 (N o . 6) の

P C R 法に よ る検討結果ほ 外表上 の 推定 結果と は 一 致 しな か っ

た . こ の 理 由と して
,

こ の 6 体の ミ イ ラ 試料に つ い て の 外表か

らの 性別 判定自体が
, 元 来, 十分確か な もの で はな く , 特 に こ

の 例に つ い て は外表所見を 記載 した 考古学者自身も確か な 判定

と ほ考え て い な か っ た もの で ,
P C R 法に よ る 性別判定 の 方 が

正 しく ∴ 信頼に 足 るも の と 考え る . すな わ ち
,
N o . 6 に つ い て

は
, 毛髪 , 骨格 乱 骨の 3 つ の 試料とも P C R 法で 男性 と判定さ

れ た こ とか ら
, 女性 と した 外表か ら の 判断が 誤 っ て い るもの と

思われ る .

ミ イ ラ の A B O 式血 液型の 遺伝子型判定で ほ
, 信頼性 を よ り

高め る た め に25 8 番目 の 塩基を 含む 部位 の 増 幅用 と して
,

二 種

類の 異な る プ ラ イ マ ー ペ ア を 用い た . 制 限酵素 に つ い て も
,

2 5 8 番目の 塩基 を含む部位 の 増 幅産物 に は K p n
-1 と B s t p-1 ,

70 0 番目 の 塩基 を含む 部位 の 増幅産物に は Al u
-1 と M s p

-1
, す

なわ ち , 同
一

P C R 産物 に対 して 二 種類 の 切断部位 の 異な る制

限酵素を 使用 して 検査 した と こ ろ
,

い ずれ も互 い に 矛盾する結

果は得 られ ず, 同 一 の 結論を得 た . また
, 同

一

個体 の 毛髪を検

体とす る解離法 の 結果ともすべ て
一

致 して い るの で ,
ミ イ ラ に

つ い て の A B O 式血 液型 の 遺伝 子型判定結果ほ 十分に 信頼で き

633

るもの と思わ れ る .

最後に
, 法医学上

,
人獣鑑別は重要な位置を 占め るが

, 従来

の 方法を用 い る限り , 生物進化の 中で ヒ トに 最も近縁 で ある類

人猿 , 特に チ ン パ ン ジ ー ほ ヒ トと の 鑑別が 困難 で あ っ た
41)物

. 筆

者 は ヒ トの 性染色体及び A B O 式血 液型抗原に 特異的な プ ラ イ

マ ー

を 用い て 各種 霊長類 D N A の 増幅を試 みた が ∴類人猿 でほ

い ずれ で もプ ラ イ マ ー

に 特異的 な 部位 の D N A が 増幅 さ れた

(雌性の 類人猿で も Y 染色体特異的なバ ン ドが認め られ た) も の

の
, チ ン パ ン ジ

ー

と ヒ トで は
,

血 液型 の プ ラ イ マ ー 3f と 3 r の

増幅産物の M v むⅠ に よ る切断 パ タ
ー

ン が 異な っ て い た .
こ の パ

タ ー

ン は チ ン パ ン ジ ー

の A B O 式血 液型抗原 を規定する糖転移

酵素遺伝子 c D N A の 塩基配列
43)4 4 )

か ら予想 され る パ タ ー

ン と矛

盾 しな か っ た の で
,

こ の 結果に 基づく 遺伝子 レ ベ ル で の ヒ ト と

チ ン パ ン ジ ー

の 鑑別の 可能性を示唆 して い る .

結 論

1 . D N A 分析に よ っ て 性別判定を行 う場合ほ
, 湿 潤環境 に

比べ て乾燥環境に 置か れ た 試料 の 方 が よ り 適 して い た . た だ

し , 湿潤環境で も低温環境( 4 ℃) に 保存され た 試料は , 4 週間

ま で十分 に 性別 判定が可能 で あ っ た .

2 . 1 0 0 ℃で12 時間,
1 5 0 ℃で 2 時間 ,

2 00 ℃ で30 分間の 条件下

で 加熱され た 試料に つ い て ほ
J
P C R 法に よ る ヒ ト 性別判定 に

用い る D N A 領域の 増幅が可 能で あ っ た .

3 . 長期間ホ ル マ リ ン 固定や ホ ル マ リ ン 固定後 パ ラ フ ィ
ン 包

唾す る操作 に よ り D N A は低分子化 した が
,
D N A 分析 に よ る

性別判定に つ い て は両者 とも15 年ま で
▲

A B O 式血 液型 の 遺伝

子型判定ほ両 者とも 3 年 まで可 能で あ っ た .

4 .
D N A 分析の 方法を用 い て ∴蔭医学実務上 の 試料,

た と え

ば白骨化死体や 高度焼損死体な どに お けるすで に 低分子化 した

試料や 趣く微量の 試料に つ い て も
, 性別と Al∋0 式血 液型の 遺

伝 子型が 確実 に 判定され た .

5 .
ス ピ ン カ ラ ム は古い 試料か ら抽出 した D N A 溶液中に 含

まれ る不 純物 を除去す る こ とに 有用 であ り , 多量の メ ラ ニ ン を

含む毛髪 と皮膚試料だけで はな く
,

メ ラ ニ ン を ほ とん ど含 んで

い な い 骨格筋と骨試料 よ り抽出 した D N A 溶液中の 不 純物 を除

去す る 際に も有効 で あ っ た . また
,

B S A ほ D N A 溶 液中 の

P C R 阻止因子の 作用 を抑え る働きが ある が
, 使用時 に 各 々 の

試料に 対す る B S A の 至適濃度を探す必要 が あ っ た .

6 . P C R 法 を使用す る こ と よ り , 1 3 0 0年 以上 を経過 した 古い

ミ イ ラ 試料 に つ い て も , 性別判定 と A B O 式血液型の 遺伝子型

判定 に 成功 した .
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