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金沢大学十全医学会椎誌 第95 巻 第 1 号 7 － 1 8 く1 9 鮎1

顕微鏡下 における血液型判定 に関す る研究

工I ． 単繊維 レ ベ ル で の 血痕 か らの 人血証 明 と血液型判定

金沢 大学医学部法医学講座 く主 任 こ 永 野耐道教授ン

大 島 徹
く昭和6 1年 1 月 8 日 受付I

単繊維血痕に つ い て の 人 血証明お よ び血液型判定に 用 い う る微視的方法を確立 する た め， ヒ トお よ

び 各種動物 け ン パ ン ジ ー

，

こ ホ ン ザ ル
，
ウ マ

，
ブタ

，
イ ヌ

， ネ コ お よ び ニ ワ ト リン の 血痕 を対象に 免疫

組織化学的方法 を応用 し， 山一 連の 実験 を行 っ た ． あ らか じめ 120
0

C
，
3 0 秒加 熱固定さ れ た血痕撚糸を ほ ぐ

して 単繊維血痕 を取 り出し， 非血痕単繊維 く陰性対貝削 と混 じて検索した ． 人 血 証明は
，
市販の 抗 ヒ ト赤

血 球 ． ウサ ギ血 清Ig G 画分を チ ン パ ン ジ
ー

，
ニ ホ ンザ ル

，
ウ マ

， イ ヌ お よ び ブ タ の 赤 血球 で各々 吸収 し

た も の を用 い ， 酵素抗体法 け ピジ ン ー ビ オ チ ン
ー ペ ル オ キ シ ダ

ー

ゼ複合体 こ A B C 法ン と螢光抗体法直接法

で行 っ た ． その 結果
，
霊長類以 外の 動物血痕 で は陰性と な り， 霊 長類， 特 に チ ン パ ン ジ ー

血痕 で は弱陽性

を示 した ． しか し， 螢光抗体法直接法 で は ニ ホ ン ザ ル 血痕 は ほぼ 陰性で あ っ た ． 次い で， 単繊維血痕の 微

視的血液型判定 に つ い て ， 市販 の マ ウ ス モ ノ ク ロ ー

ナル 抗体 を 1 次抗体 とす る 免疫組織化学的方法の 有効

性 を検討した ． A B O 式血液型 に つ い て は， モ ノ ク ロ ー ナル 抗 A ， 抗 B と標識 U E A －I レ ク チ ン を用 い ， 酵

素抗体法 くA B C ミ乳 直接法l と螢光抗体法 の い ず れで も
，
A
，
B お よ び O t HJ 活性 を特異的に 検出 し え

た ． A B O 式血液型の 判定結果 は， 同 一 血痕撚糸に つ い て 行 っ た解離試験 の 成績 と完全 に
一 致し た． M N 式

血 液型に つ い て は， モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 M 抗体 を用 い た螢光抗体法 くビオ テ ンーア ピジ ン 法コ で ， M お よ び

M N 型試料 に N 型 の もの よ り 明瞭 に M 活性が示 さ れ たが
，
N 型試料で も その

一

部 に 微弱な螢光が認 めら

れ た ．
モ ノ ク ロ

ー

ナル 抗 N 抗体 を用 い 検出 され た N 活性 は， 0 － N 型 で最も 明瞭 に 観察され た が
， 螢光強度

は M N 型 で減弱 して い た ． ま た
，
M 型 で も そ の

一

部に 弱 い N 清性が 認め られ た ．
し か しなが ら， 使用 試

薬 を適切 に 選択す る こ と に よ り， 混合凝集反応くM C A Rl を用 い M N 型判定が 可能 であ っ た ．
L e w i s 式血

液型に つ い て は
，
L e くa q b ＋1 型血 痕で の L e

a

活性 の 分布と強度は L e くa ＋b － 1 型 の も の と ほぼ 同程度で

あ っ た ． 以 上 得ら れ た成績か ら
，
ヒ ト単繊鮮血痕 はチ ン パ ン ジ ー 以 外の 動物血痕と の 鑑 別が可能で あ りく人

血証明1
，
モ ノ ク ロ ー ナル 抗体 を用 い る 免疫組織化学的方法に よ り

， 単繊維血 痕に つ い て微視的 レ ベ ル で

A B O 式血 液型 を正 確に 判定 し え る こ と が示 さ れ た．

K e y w o r d s f o r e n si c s e r ol o g y ， S p e Ci e s id e n tific a ti o n ， bl o o d g r o u p in g ， b l o o d －

St ain e d fib ril
，
i m m u n o hist o c h e m i c al m et h o d

7

法医学領野 に お け る最も重 要な 実務上 の 課題の 一 つ

に 血痕鑑 定が あ げら れる ． 血 痕鑑定の 目的と する と こ

ろ は
， 究極的に は血痕の 由来， す なわ ち血液の 個人識

別に ほ か な らな い ． 具体的に は血 痕血 液の 可 及 的多系

式の 血 液型 を決定 す る こ と で ある ． 血 痕量 が多 い 場合，

実務上 その 血 液型 判定 は比 較的容易 で あ るが
， 微 量血

痕 で は従来の 諸方法 を適応 し て判定す る こ と は不可能

で あ る．

こ の よう な問題 を解決す るた め， 著者ら は微量血痕

お よ び微小組織 の 法医学的検査法に つ い て， 系統的に

一 連 の 研究 を進めて お り
，
前編

1I
に お い て と 卜組織 ．

細胞 に お ける血液型抗原の 分布 ． 局在に つ い て， 免疫

組織化学的方法の 特異性お よ び感度の 点 を 含め て 検討

し
， 細胞 レ ベ ル で の A B O 式血 液型 判定の 可能性 を示

唆し た．
こ の こ と は

，
と り も なお さず微量 血 痕 を対象

とす る頚微鏡 レ ベ ル で の 血液型 判定 に根拠 を与 え るも

A b b r e vi at i o n s ニ A B C
，
a Vid i n － bi oti n －

p e r O X id a s e c o m p l e x 三 D A B ， di a m i n o b e n z idi n e 三

E L I S A
，
e n Z ym e

－1in k e d i m m u n o s o rb e n t a s s a y ニ F I T C ， fl u o r e s c ein is o thi o c y a n a t e ニ H b ， h e m o －

gl o b in i L e ， L e w is ニ M C A R ， m i x e d － C ell ． a g gl u tin ati o n
－r e a Cti o n 三 m － M o

，
m O u S e m O n O Cl o n al ニ



8 大

の で あ り
， 本研究で は， こ れ をう け て単繊維血痕 か ら

の 人 血 証明お よ び血液型判定を免疫組織化学的に 検討

し た．

材料 お よ び方法

工
． 材 料

型 既知の ヒ ト供血者並 び に チ ン パ ン ジ
ー

，
ニ ホ ン ザ

ル
，
ウ マ

，
ブタ

，
イ ヌ ， ネ コ お よ び ニ ワ トリ か ら採取

し た ヘ パ リ ン 加新鮮血液 をJIS 規格 染色堅 ろ う 度試

験用 の 綿 ，
ナイ ロ ン およ ぴ レ

ー ヨ ン 布片 に 5 声1 ずつ

滴下風乾 し， 直径約 4 へ 5 m m の血痕 を作製 した．
こ

の 血痕付着布片か ら織 り糸く以下， 撚糸I を取 り出 し，

1 2 0
0

C ， 3 0 秒 間加熱固定 した後， 実体顕微鏡下で 多数の

繊維 く以下， 単繊維1 に ほ ぐ し試料 と した ． な お ， ヒ

トお よ び動物血痕の型活性に つ い て はあ ら か じめ解離

法2 ト 4りこよ り検査 した ．

工工 ． 方 法

1 ． 人 血証明

い 酵素抗体法

ヒ ト赤血 球膜 の 局 在 を頭微鏡 レ ベ ル で直接証明す る

た め
，
別 報

11
の よ う に a vi di n

－ bi o ti n －

p e r O X id a s e

c o m pl e x くA B Cl 法 を用 い た． す な わ ち， 単繊維血痕

試料 の 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ活性 を阻止 した後， 1

次 抗体 と し て 抗 ヒ ト赤血球 ． ウ サ ギ 血 清1g G 画 分

くC a p p el 社， U ．S ． A ．
，
チ ン パ ン ジ

ー

， ウ マ ， イ ヌ， ブ

タ の 赤血球 で吸収済 ，
L o t ． N o ． 2 0 4 5 3

，
X lO Oン を室温

で 90 分反応後， 0 ． 02 M P B S くp H 7 ．31 で 十分に 洗浄

した． 以後， ウサ ギI g G 検 出用 V e c t a st a i n A B C k it

くV e ct o r 社 ， U ．S ．
A J を用 い ， 3 ， 3

，
－ ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン

くD A Bう溶液 に よる 呈色反 応 で生 じた茶褐色反応産物

の有無を観察 した． な お， 常に 陰性対照と して 非血痕

単繊維 をお き 反応の 特異性 を確認 した ．

2う 螢光抗体法 く直接法1

fl u o r e s c ei n i s o thi o c y a n a t e くFI T Cl 標識抗 ヒ ト赤血

球． ウサ ギ血 清Ig G 画分くC a p p el 社， U ．S ． A ．
，
L o t ． N o ．

1 6 6 2 0
，
X 3 01 と ， チ ン パ ン ジ

ー

，
ニ ホ ン ザ ル

，
ウ マ

，

イ ヌ お よ び ブ タの 赤血球で吸収 した同標識抗血清く30 倍

稀釈う を用 い ， 室温 で 30 な い し60 分反 応， 洗浄後無

螢光 グ リセ リ ン で封 入 し落射螢光顕微鏡装置で観察

くU V また ほ B 励起法う した ．

2 ． 免疫組織化学的血液型判定

い A B O 式血 液型判定

i l 酵素抗体法 こ 単繊維血痕の A お よ び B 酒性 は，

1 次 抗体 に マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー ナ ル くm o u s e m o n o

－

cl o n a l
，
以 下 m

－ M o l 抗 A ， 抗 B ． I g M 抗体 くBi o t e st

社
，
W e s t G e r m a n y ， L o t ． N o ． 1 1 1 0 8 4 ， 1 1 2 0 84 ， X 50 ，

1 0 0ン を用 し 1 ， 2 次抗体 に ア フ ィ ニ ティ 精製 ． ビ オ ナ ン

化 ． 抗 マ ウ ス I g M ヤギ 血清 くT a g o 社， U ．S ． A ．
，
L o t ．

N o ， 5 1 － 0 6 －0 1
，
X l O Oン ま たは と 卜 A B 型血 清で 吸 収し

たも の く1 00 倍稀釈1 を用 い ， 前者 は1 へ 2 時間， 後者

は 40 分室温 で 反応 させ ，
A B C 法 で検出 した ．

0 く印 活性 は ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標識 U E A －1 レ ク チ

ン C E ． Y 社， U ．S ．A ．
，
L o t ． N o ．0 7 2 3 D

，
2 m g1 2 m ll を

1 ％ ウ シ ア ル ブ ミ ン くO r th o ． 社， U ．S ．A ．
，
L o t ． N o ．

B A 7 7 1 A 2
，
P B S で 稀釈l で 40 倍稀釈 し

，
直接法 く室

温， 2 時間っか ， m － M o 抗 H ．I g M 抗体くCh e m b i o m e d

社， C a n a d a ， L o t ． N o A 2 3 5 ， X 2 0 ， 5 01 を1 次抗体と す

る A B C 法で検 索 した．

iiう 螢光抗体法 こ

a ． 間接法

A
，
B 活性は m － M o 抗 A ， 抗 B 抗体 を 5 ， 1 0 ， 2 0 倍

に 稀釈 し 1 次抗体 と し， 2 次抗体 に は F工T C 標識 ． 抗

マ ウ ス I g M
． ヤ ギ血 清 くC a p p el 社， U ．S ．A ．

，
L o t ． N o ．

23 4 4 31 を A ， B ， 0 型 ヒ ト赤血球と A B 型 ヒ ト血 清で

吸 収 し， 2 ， 5 ， 1 0 ， 2 0 倍に 稀釈 して 用 い ， 間接 法で

検索 した． 反 応時間は A B C 法 に 準 じた．

b ．
ビオ テ ン ． ア ピジ ン法

m
－ M o 抗 A

，
抗 B 抗体 く各々50 倍稀釈l を 1 次抗体，

ア フ ィ ニ テ ィ 精製 ． ビオ テ ン 化 ． 抗 マ ウ ス 工g M ヤ ギ

血 清 くじ 卜 A B 型血清で 吸収， X 3 0フ を 2 次抗体と し，

a v id i n － F I T C くV e c t o r 社 ， U ．S ，A ．
，
L o t ． N o ． 4 0 2 2 1

，
X

2 0
，
3 0うで標 識 した． 反 応時間は室温 で 各々 2 時間， 1

時間お よ び 1 時間と した ．

c ． 直接 法

0 くHl活性 は， F I T C 標識 U E A ．I レ ク チ ンくE ． Y 社，

U ．S ． A ． ，
L o t ． N o ． 02 2 9 0 2

，
X l Ol を室温 で 2 時間反 応

させ て検出 した ．

2 フ M N 式血 液型判定

螢光抗体法 くビオ チ ン ー ア ピ ジ ン法1 ニ

1 次抗体 と して m － M o 抗 M くI g G ．1 ， 抗 N くI g G 31

抗体 くBi o t e st 社
，
W e s t G e r m a n y ， L o t ． N o ． 1 18 0 8 4 ，

1 1 9 0 8 4
，
X 引 を室温 で 2 時間， 続い て 4

0

C でM－一夜反応

さ せ た
． 次 に 2 次抗体と し て ア フ ィ ニ テ ィ 精製 ビオ チ

ン 化 ． 抗 マ ウ ス I g G ． ヤ ギ血 清 くH 8t L 鎖l くC a p p e l

社
，
U ．S ． A ．

，
L o t ． N o ． 2 0 1 2 6

，
ヒ ト A B 型血清 で 吸収， X

3 0
，
501 を 室 温 で 1 時 間 反 応 さ せ ， a V id i n － FI T C

くV e c t o r 社 ， U ．S ． A ．
，
X 3 0

，
4 01 で 5 0 な い し 60 分螢光

標識 した ．

P A S ， p e ri o di c a cid － S ch iff ニ P B S ， p h o s p h at e b u ff e r e d s ali n e i U E A ， ule x e u r o p a e u s a g gltlti
－

ni n ．



単繊維血痕 か ら の 血 洒型判定

3 1 L e w i s 式血 減型 判定

螢光抗体法 くビ オ チ ン ． ア ピ ジ ン 法っ こ

1 次抗体 と し て m－M o 抗 L e
a
． I g M 抗体 くBi o t e s t

社， W e s t G e r m a n y ， L o t ． N o ． 11 3 0 84 1 を 4 へ 4 0 倍段

階稀釈 し， 室温 で 2 時間， 4
0

c で 一 夜反応 させ た． 2

次抗体 は 前記 FI T C 標 識 ． 抗 マ ウ スI g M
． ヤ ギ 血 清 を

3 倍稀釈 し， 室温 で 1 時間反 応さ せ た ．

以上 の 抗原抗体 反応 は湿室内で行い
， 各棟作間で は

試料を P B S で十分 に 洗浄 した ．

3 ． 混合凝 集反 応法 に よ る血 液型 判定

1 J A B O 式血 液型 判定

り 使用抗体， 抗血 清， レ ク チ ン

A 型活性検出 に は， ヒ ト由来抗 A 血清くO rth o ． 礼

U ．S ． A ．
，
L o t ． S A 9 2 8 E ．2

， 原液1 ， ウ サ ギ免疫抗 A 血 清

く東京標準血清
，
L o t ． 5 0 －1

，原液l お よ び m － M o 抗 A －

I g M 抗体 く原液ン を用 い た．

B 型 活性検出に は， ヒ ト由来抗 B 血清 くO rth o ． 社 ，

U ．S ． A ． ， L o t ． S B 4 17 Dl
，
ヤ ギ免疫抗 B 血 清 く東京標

準血テ乱 L o t ． 50 － 11 お よ び m － M o 抗 B ．

I g M 抗体 を用

い た．

0 けり活性検出に は U E A －I レ ク チ ン 把 ． Y 社， U ．

S ． A ．
，
L o t

，
01 17 1 1

，
X 21 と m － M o 抗 H ． I g M 抗体

くCh e m b i o m e d 社 ，
C a n a d a

，
L o t ． 4 23 5

，
4 3 2 61 を使用

し た．

iり 反応手技

混合凝集反応法 は赤石 ら叶お よ び 桂 ら鋸の 方 法 に 準

じ た． すな わ ち
， 試薬と陰性対照 を混 じた試料を マ イ

ク ロ タイ タ
ー

用 の ウ エ ル 内で 室温， 1 時間反 応させ ，

続 い て 4
0

C で 一 夜反 応後， 余剰試薬を十分 に 洗浄除去

し指示血球 を加 え た． 室温 で 1 時間静置後， 未反応の

血 球 を洗い 流 し顕 微鏡下 で判定 した．

2 1 M N 式血 液型 判定

り 試 薬

M 型 活 性検出 に は ， ヒ ト 由 来抗 M 血 清 くM e r z 8 E

D a d e 社
，
S w it z e rl a n d

，
L o t ． N o ． 3 0 0

，
10
，
0 2 1 A l

，
ウ サ

ギ免疫抗 M 血 清 くO rth o ． 社
，
U ．S ． A ．

，
L o t ． N o ． 50 3 D l

と m ． M o 抗 M 抗体 を用 い た ．

N 型 活性検出に は， ヒ ト由来抗 N 血 清 くM e r z 8 E

D a d e 社
，
S wi t z e rl a n d

，
L o t ． N o ． 3 0 2

，
12
，
O 2 1 A l ， ウ

サ ギ免疫抗 N 血 清 くO r th o ． 祉
，
U ．S ． A ．

，
L o t ． N o ．

6 0 7 A l と m － M o 抗 N 抗体 を使用 した．

iり 反 応手技

反応 は室温 2 時 間と し， A B O 式 の 場 合 と 同様 に

行 っ た ．

成 績

工 ． 人 血 証 明

9

1 ． 酵素抗体法

ヒ ト
，
チ ン パ ン ジ ー お よ び ニ ホ ン ザ ル で は

， 単繊維

血痕部 に D A B 反 応に 基づ く 茶褐色塊状産物 の 付着が

観察され た げig ． 1 ， 2I ．
ヒ ト試料と チ ン パ ン ジ ー

，
ニ

ホ ン ザ ル 試料の 間に は 反応産物の 大き さ， 数お よ び 色

調等に つ い て， 明 らか な差異 は見 い 出し え な か っ た が
，

こ ホ ン ザ ル 血痕 で はい く ら か反応が弱か っ た ．

一 方
，

ウ マ 以 下の 前記諸動物と陰性対照 で は D A B 反応 産物

の 単繊碓 へ の 付着は 認め られ ず
，
す べ て 陰性 で あ っ た

くFi g ． 3う．

綿く天 然繊維ン， ナイ ロ ンく合成繊維コ， レ ー ヨ ンく半

合成繊維1 の 3 種類の 単繊維間で は， ナイ ロ ン お よ び

レ ー ヨ ン で加熱固定後の 赤血球膜が 比 較的限局性に 付

着 し て い た た め， D A B 反応 に よ る 陽性結果 を比較的

容易に 判定し え た． こ れ に 対 し， 綿繊維 で は間隙に 非

特異的反応度物が 入 り込 む こ と が あ り
， 十 分な 洗浄と

適切 な 陰性対照 を必 要と した ．

以 上
，
ヒ ト血痕試料 で は ， 1 2 0

0

C
，
3 0 秒加熱 して も，

赤血球膜 は単繊維上 に 抗原性 を失う こ と なく 定着さ れ

る こ と が再確認 され た．

2 ． 螢光抗体法

市販 の FIT C 標識 抗 ヒ ト赤血 球 ウ サ ギ 血 清I g G 画

分 をそ の ま ま用 い る と， チ ン パ ン ジ
ー

，
こ ホ ン ザ ル や

イ ヌ な どの 単繊維血痕 で は著明な非特異的反応が認め

られ た． し か し
， 同抗血 清に 対し， チ ン パ ン ジ ー

，
ニ

ホ ン ザ ル
，
ウ マ

， イ ヌ お よ び ブ タ 赤血球 を用 い 吸収

操作を施 す と， イ ヌ血 痕の 非特異的反応は完全に
，
ニ ホ

ン ザ ル で は ほぼ 消失し た
．
し か し

，
チ ン パ ン ジ ー

で は

と 卜くFi g ． 4う よ りは微弱な が ら， 若干 の 螢光が 認め ら

れ た げig ． 5う．

工工 ． 免疫組織化学的血享夜型判 定

1 ． A B O 式血 液型判定

A お よ び B 型活性 二 酵素抗体法， 螢光抗体法の い ず

れ で も ヒ ト A 型， ヒ ト A B 型 ， チ ン パ ン ジ
ー 血痕に お

い て
，
A 型活性 を特異的 か つ 明瞭 に検出する こ と が で

き， くFi g ． 6 ，
7
，
8l
，
こ の 成績 は同

一

の m － M o 抗体 を

用 い て 行 っ た解離試験 の 成績と 一 致 した．

一 方
，
ヒ ト

B 型
，
ヒ ト 0 型

，
ニ ホ ン ザ ル

，
ウ マ

，
ブタ

， イ ヌ ， ネ

コ
， ウサ ギ

，
モ ル モ ッ ト

，
ニ ワ ト リお よ び陰性対照 で

は A 型 活性が 陰性 で あ り くFi g ． 9 ， 1 0う， 解離試験 の 成

績 と．
一

致 した．

B 型 活性 に つ い て は解離試験 と
一

致 し て 酵素， 螢光

抗体法と も ヒ ト B 塑
，
ヒ ト A B 型 血痕 で 明 瞭 に検 出さ

れ
，
ニ ホ ン ザ ル で も弱 い 活性が認め ら れた くFi g ．1 1う．

ヒ ト A 型
，
ヒ ト 0 型 お よ び ニ ホ ン ザ ル 以 外の 動物 と

陰性対照は い ずれ も陰性で あ っ た 肝ig ユ2う．

酵素抗体法 で は使用 した 2 次抗体の 吸収操作 の有無



1 0 大

に か か わ らず 同 一

の成績が得 られ た．

一 方 ， 蛍光抗体

法間接法 で は， 使用 す る F n
l

C 標 識抗 マ ウ ス I g M ． ヤ

ギ 血 清 を と 卜赤血球 お よ び 血 清 で 吸 収す る必 要 が あ

り
，
ま た同標識抗体 の 稀釈度 は 2 ノ

ー 5 倍が 適当で あ っ

た
．
さ らに ，

A
，
B 活性検出の特異性 お よ び 鋭敏度 な ど，

螢光抗体法間接法と ビ オテ ン
． ア ピ ジ ン 法に 著明 な差

は な か っ た ．

0 く印 活性 ニ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ標識 U E A －1 を 用 い

る酵素抗体法， お よ び FI T C 標 識 U E A J を 用 い る 螢

光抗体法の い ずれ で も， ヒ ト 0 型血痕 で最 も強く検出

され た くFi g ．1 31 ． こ れ以 外に じ 卜 A ， B ， A B 型 で は血

痕の 一 部に 0 型と比 べ て微弱な 0 く印活性 を認 め， チ

ン パ ン ジ ー と ニ ホ ン ザ ル で も
一 部 に微 弱な 0 く印 が 検

出され た ．
こ れ 以外 の動物お よ び陰性対照 で は陰性 で

あり ， 以上 の 成績 は ロE A 一王 レ ク チ ン を用 い た解離試

験 の結果と矛盾 し なか っ た ． m
－ M o 抗 H ．工g M 抗体 を

1 次抗体 と した A B C 法で は， 満足す べ き成績が 得 ら

れ な か っ た ．

以上
，
使用 抗血 清や 反応時間 な どを適宜吟味す る こ

と に よ り， 単繊維血痕上 に存在す る A B Oく即 活性 を特

異的 か つ 明瞭 に 検出で き ，
A B O 式血 液 型判定 が可能

な こ とが 示 され た ．

2 ． M N 式血 液型判定

M 活性 に つ い て は， M 型 ， M N 型血痕 で N 塾 血痕

と比 べ てや や 強い 螢光 が認め ら れ た も の の ，

．
N 型血 痕

で も 弱い な が ら螢光が認 め られ ， M 活性 に 特異的な成

績は得られ な か っ た ． また ， M お よ び N 型血痕間に は

蛍光 の 局在株式等 に つ い て明 らか な差異 は なか っ た ．

一 方 ， m － M o 抗 N 抗体 は O T N 型血痕 と 最も 良く 反応

して い たが
，
A B ． N 型 との反応 は減弱 して い た．

また
，

M N 型 と の 反応性 は N 型 よ り さ ら に 弱 く な っ て い た

が
，
M 型血 痕 で も所々 に微弱で は あ るが螢光が認 めら

れ
，
N 塾 に 特異的な成績 とは い え なか っ た 押ig ユ4 ， 1 5 ，

1 6フ．

3 ． L e w i s 式血 液型判定

m
． M o 抗 L e a 抗体 を 種々稀釈 し て 検討 し た が ，

L e

くa
－

b ＋J 型血痕で も L e くa ＋b
－

J 型 と 同程度の螢光発

光 が， U V お よ び B 励起下い ずれで も観察され た．
した

が っ て
，
本条件 に お け る L e 惰 性の 微視的観察 か ら で

は L eくa
M b ＋ナと L e くa 十b l 型 を 区別 し え な か っ た ．

m ． 混 合凝集反 応法 に よ る 血 液型 判定

1 ． A B O 式血液型判定

ヒ ト A 室臥 B 型 血痕で は， ヒ ト由来， 動物免疫， 汀ト

M o 抗体い ずれ の 場合 で も各々 の型 活性に 特異的 な凝

集塊が認 め られ た．

ヒ ト 0 型血 痕 に お い て も， U E A －1 レ ク チ ン お よ び

m － M o 抗 H 抗体の い ずれ で も特異的な凝集塊 が認 め

られ た げig ． 1 7I ． ただ し ， m ． M o 抗体 を用 い た場合は

す べ て凝 集塊 はや や 少く， 小型 で あ っ た ．

2 ． M N 式血 液型 判定

M 塾 血痕で は ，
ヒ ト由来抗 M 血 清と 反応 さ せ た 場

合の み陽性 で ， m － M o 抗 N 抗体 お よ び
一

般 抗 N 血 清

では い ずれ も陰性 で あ っ た ．

ま た
，
N 塾血 痕 に つ い て は， m － M o 抗 N 抗体と 反応

さ せ た場合 に 型特異的 な凝集塊 が え られ たが ， m － M o

抗 M 抗体お よび
一

般抗 M 血清と の 反 応結果は い ずれ

も陰性で あ っ た げig ． 1 8 L

考 察

きわ め て 微量 な試料に つ い て信頼す べ き血 液型 判定

方法 を確立 す る こ と は， 法医学 に お ける重 要 な課題の

一

つ で あ る． 乾燥血痕 を対象と し た こ の 方面 で の 研究

は
，
吸 着 一 解 離 法 に 関 す る Ki n d

2
切 報 告 を 初 め，

C 。。 m b s と D o d d
7I の混合凝集反応法， ある い は螢光標

識抗体 を用 い るJ a n k o vi e
8I
，
C o h e n ら

91
，
H a s eb e

10 切

報告が あ る ． ま た， ヒ ト組織切 片か ら の血 液型 判定も

P o z z a t o ら
1 りな どい く つ か の 報告が み られ る．

こ れ ら

の う ち
，
吸 着 ． 解離法 は現在 す で に 実用 化さ れ て い る

が， やや 多量 の 試料 を必要 と し ， 混合凝集反応法は

ヒ ト赤血 球の 凝集を指標 と し たも ので ， な お 多く の 問

題点が あ る． す なわ ち， 単繊維 レ ベ ル の 微量血痕 を対

象と す る 血液型判定法は まだ 確立 さ れ てい な い ． 著者

は単線推 血痕 そ の まま の 形で ，
ヒ ト赤血 球膜の 存在を

まず証 明 しく人 血 証明1 ， つ づ い て赤血 球膜 に 局在す る

血液型抗原活性 を直接同定 し て ゆ く こ と を 考 え， 前

報りで の 成果 を ふ ま え免疫組織化学的方法の 法医学的

応用 を試 み た．

本論文 は 当講座 で 開発 され た微量血痕 に つ い て の
一

連の 系統的検査法
1 2I
の

一 部を構成す る も の で あ る．
こ

の 検査法は ， 血痕 か ら 1 本の 撚糸 を取り出 し， 12 0
0

C ，

3 0 秒間加熱後電気泳動法 に よ り血 痕可溶成分 を分離

し同時的ゲ ル 内沈降反応 粗 く人 血証明う を行 っ た の ち，

撚 糸に つ い て 繰 り返 し解離試験 川 で 血液型の 判定 を行

い
，
つ づ い て 単級維 を採取 し， 本研究 で検討 した 免疫

組織化学的検査を施 す もの で あ る．

血痕試料 の 連続的検査 に つ い て は， 型 的 二 重結合反

応 く混合凝集 反応っ と解離試験 を 用 い 同
一 試料 か ら

A B O 式 お よび M N 式血液型 を判定 す る勾坂 ら
1 5J の 連

続検査法や ， 抗 ヒ ト H b A o 沈降素血 清と型 的 二 重 結合

反応 く混合凝集反応う を 用 い 同
一 試料か ら人 血証明 と

A B O 式血 液型 判定 を行 う桂 ら
6I の 方法が あ る．

これ に

対 し， 著者の 方法 は抗 ヒ ト赤血球
． ウ サ ギ血 清工g G 画

分と m ． M o 抗体を 用 い 免疫組織化学的方法 を応用 し，

顕微 鏡レ ベ ル で 人 血証明 と血 液型判定 を行う も の で あ



単繊維血痕 か らの 血 液型 判定

る
．
ま た

， 本法で は単繊維血痕 をあ ら か じ め 120
0

C で 3 0

秒 間熱板圧 迫加熱固定 す る こ と も 他 に は な い 点 で あ

る
．
こ の 加熱固定は N a g a n o ら

1 6 ト 珊
の

一 連 の 研究 で

明 ら か に な っ た血 液型 抗原の 熱安定性 を利用 した もの

で
，
本操作に よ り型 活性 を失宿さ せ る こ と なく 赤血 球

膜 を単繊維に 確実に 固着さ せ る こ と が で き る．

I ． 人 血 証 明 法

ヒ ト以 外の 諸種脊椎動物赤血球 に も ヒ ト類似の 赤血

球型活性 が存在す る
1 別の で

，
人血 証明 は通常血液型判

定の 前に 行う べ き も の で， 抗 ヒ ト H b A o 沈降素血 清や

抗 ヒ ト赤血 球血清 を用 い る 方法 な どが あ る6I 抑 ．
こ れ ら

の う ち， 抗 ヒ ト赤血球血清 を用 い る人血 証明法と して

は混合凝集反応法 くC o o m b s 8 t D o d d l
7
や

，
F I T C 標

識血 清 での M ik i ら 211 の 報告が あ るが ， 検 査に 要す る

試料畳 な どな お多く の 検討課題 が残 され て い る．

微視的法医血清学手技上極め て重要 なも の に 使用 試

薬の 特異性の 問題 が あ る． 人血証明 の ため の 抗 ヒ ト赤

血球血清に 関し て は， 原ら
22 ト 2 4J
の

一

連の 系統的研究が

あ る． 同氏ら の 報告 に よ る と， こ の 抗血清に 対 す る抗

原 は P A S －1 糖蛋白の シ ァル 酸含有糖鎖で あ るが ， 同 じ

く P A S － 1 糖蛋白に 存在 する M N 活性 と は シ ア リ ダ ー

ゼ消化の 点で 異 な ると さ れ てい る2 3I ． 末吸収の 同抗血

清 は， ウ マ ， イ ヌ ， ブタ血 球 をも凝集 させ た が， こ れ

ら動物の 赤血球 に よる 吸収後 は， 霊長類 と ヒ ト血 球の

み に 反 応す る よう に な り， さ らに ニ ホ ン ザ ル に 加 えて

チ ン パ ン ジ ー

血 球で 完全 に 吸 収す る と， ヒ ト以外の 霊

長類血球と は 全く 反 応 しな くな っ た が， ヒ ト血 球 と は

な お明瞭な凝集を認 めた と し て い る
2 2I

．

本研 究で は成績の 項 で 述 べ た よう に
，
市販 の FI T C

標識抗 ヒ ト赤血 球 ウ サ ギ 血 清工g G 画分 を そ の ま ま用

い る と
，
イ ヌ

，
こ ホ ン ザ ル

，
チ ン パ ン ジ ー で 非特異 的

反 応が み られ ， 人 血証明 に は不 適当で あ っ た ． ま た
，

吸 収操作 を施 して も， チ ン パ ン ジ ー

血痕 との 反応性 は

微弱なが ら残存し て い た ．
こ の こ と か ら

， 本吸 収操作

は完全 なも の と は い えな い が
， 同操作を施 した 血清 を

ヒ ト血 痕 に 適用 す る と， 明 ら か に 反 応は低減 して い た ．

し たが っ て
， 抗 ヒ ト赤血 球 ウサ ギ工g G と チ ン パ ン ジ

ー

血 痕 問の 反 応は ， ヒ ト とチ ン パ ン ジ ー 血球の 共通抗原

に 基 づ くも の と 考え られ2 2ン
，
単 な る非特異的吸着等 に

よ る の で はな い と判断さ れ る． その た め， こ の 抗血清

を 用 い て ヒ トと チ ン パ ン ジ
ー

血 痕を 完全 に 区別す る こ

と は難 し い と 思 わ れ る．

こ の 間題 に 関 し て， 原 ら2 41 は 前 記 P A S－1 糖 蛋 白

くgl y c o p h o ri n A l を ヒ ト赤血 球膜 上 の と 卜特異抗原

と み な し
， 抗 ヒ ト P A S － 1 ウ サ ギ血 清を作製 した ．

こ の

抗血 清は チ ン パ ン ジ ー 赤血球 と反 応やず ヒ ト特異的と

報告さ れ てい る の で ， 今後， 著者の 方法に も応用 して

11

ヒ トと チ ン パ ン ジ ー

の 鑑別が 可能と なる よう 検討す る

必 要が あ ろう ．
しか し

， 現実問題 と してわ が 国で はチ

ン パ ン ジ
ー

が 犯罪等に 関与す る機会は な い も の と考 え

て差支 え なく ， 適切な 吸収操作を施 した上 記抗 ヒ ト赤

血球血 清 を用 い る人 血証明法も， 実務上 は十分に 使用

可能と考 え られ る．

ま た
，
m

－ M o 抗体の 人血証明 へ の応用に つ い て は，

Fl e t c h e r ら
2 51 が 酵 素 免疫 測定 法 くe n z y m e －1i n k e d

i m rn u n O S O r b e n t a s s a y ， E L I S A l と ヒ トIg G に 対す る

m － M o 抗体 を用 い ，
ヒ ト を含め各種動物の血 痕， 唾液

か ら0 ．9 ％食塩水で抽出 した試料 に つ い て 人血証明を

試み た が ， チ ン パ ン ジ
ー

，
マ ウ ス ， ラ ッ トお よび ウナ

ギ で は 無視で き ぬ 交叉 反応が出現し たと報告してい る．

以 上 ， 単繊維血痕 を対象と する顕微鏡 レ ベ ル で の人

血証明に つ き， 特異性 に 関する問題点 を中心 に 考察 し

た． 特に
，
螢光抗体法直接法 は操作が容易で あ り， 血

痕付着単繊維 その も の を対象と し， ヒ ト赤血 球 を直接

証明 しう る．
した が っ て

， 使用抗血清に 適切 な吸収操

作 を施す な ど前述 した注意点を考慮す れ ば， 鑑定資料

の 原形 を保存 で き， 法医実務上 ， 極め て 有用 な方法 と

思わ れ る ．

工I ． 血ざ夜型判定法

法医血清学 に お ける血 液型判定 に 免疫組織化学的方

法 を導入 し た研究 と し て， 本邦 で は M ik i ， H a s e b e

ら
1 01 紺 抑 や 岡田 ら

2 7コの 報 告が あ る． 前者 は螢光標識抗

ウサ ギ ． グロ ブ リ ン ． ヒ ツ ジ血清を用 い ， 三 段階法に

て ヒ ト赤血球浮遊液あるい は ス ライ ド グラ ス 上 の 血液ス

メ ア か ら A
，
B 並 び に D くRh ol 抗原 の 検出を試み た も

の で あ る． 後者は血 液斑 を含 む各種体液斑か ら酵素抗

体法間接法 で A B O 式血 液型判定 を試みて い る．

こ れ ら は とも に 1 次抗体と して ヒ ト由来の 抗 A ， 抗

B ポ リ ク ロ ー ナ ル 血清 を用 い てい るが ， 前者 は単繊維

血痕か ら の 血 液型判定 に 関 して全く検討 して お らず ，

後者は ヒ ト 0 く印活性 に つ い て末検索で 人血証明 に も

ふ れ て い な い
．
ま た

， 顕微鏡レ ベ ル で の 血液型 判定 を

実施す る場合 に は
， 従来の 肉眼 レ ベ ル の 判定で は支障

をき た さ な い 程度の 非特異的反応が顕在化す る た め，

判定不 能と な っ た り， 誤 っ た判定 を下 して し ま う危険

性が伴う．

本研究で は こう した末検討課題や微視的血液 型判定

に 内在 す る問題 を解決す る ため ， 前報りで の 検討 に 基

づき 従来使用 され た ポ リク ロ ー ナル 抗体 くじ 卜由来 ま

た は動物免疫血清うの か わ り に ， 近年 実用化 され た m －

M o 抗体 瑚 を 1 次抗体 と し， 微量抗原 の 高感度検出 の

点 で現在車も優れ てい ると 考え られ る ビ オチ ン ．

ア ピ

ジン 法 を主 に 応用 し
， 各種の 吸収操作を施 し， 対照試

料を おき な が ら特異的で 高感度な判定法を検討 した．



1 2

A B O 式血 液型 判定 で は特異的 な D A B 反 応 産物 ま

た は FI T C 螢光 を確認した 上 で A 痛憤陽性 ． B 活性陰

性 で あ る場合 を A 型 ，
B 活性 陽性 ． A 活性陰性 で あ る

場合 を B 型 ， 両活性と も陽性 を A B 型 ，
雨晴性 と も陰

性 で標識 U E A －I レ ク チ ン で 0くH ナ活性 の み が 検出 さ

れ る場合を 0 型と判定 しえ た．
こ の 際， A また は B 型

単繊維血痕 に は微弱な 0くE 樽 性が 共存 し て い て も よ

い
．
こ う して 判定し た成績 は， 同 一 試料撚糸に つ い て

別途実施 した解離試験の 成績 と完全に
一 致 して お り

，

m
－ M o 抗体 と U E A －I レ ク チ ン を 用 い 特異的 な A B O

式血液型判定が 可能 で あ っ た ． し か し， m － M o 抗 H ．

工g M 抗体 に つ い て は 混合凝集反応法 で 型 特異的 な成

績が得 られ た もの の ，
螢光抗体法 へ の 応用 に つ い て は

使用 ロ ッ トの問題 を含め さら に 検討 しな けれ ば な らな

い
．
ま た

，
F I T C 標識 ． 抗 マ ウ ス I g M ． ヤ ギ血清 を用

い 螢光抗体法間接法で A ， B 活性 を検出す る際 は， ヒ

ト赤血球 と血 清で あ らか じ め吸収操作 を施 し， さ ら に

特異的螢光が観察で きる稀釈度を ロ ッ ト ごと に 決 め る

必要が あ る． 著者の 使用 した も の で は 2 ノ
ー 5 倍稀釈が

適当で あ っ た ． 螢光顕微鏡下 で の 観 察で は， ま ず U V

励起 で 蛍光の 特異性 を確認 した う えで ， 必要な ら B 励

起 に 切 り換 えさ ら に 観察す るの が適当と思わ れ る．
こ

の よ う に する と繊維自身の螢光の問題
2 91 も F工T C の 螢

光発光 と充分区別 しう る よう に な る．

ま た
， 今回検討 した チ ン パ ン ジ ー お よ び ニ ホ ン ザ ル

単織推血痕試料か らは ， 各々 A 型 活性 ，
B 型活性 が検

出さ れ ， 別途 同 一 血痕撚糸に つ い て行 っ た解離試験 の

成績 と
一

致 した．
これ に 関 し， ヒ ト以 外 の霊 長類赤血

球 に み ら れ る ヒ ト の 血液 型活性 に つ い て は S o c b a

ら抑 の総説が あ り， チ ン パ ン ジ ー で は ヒ ト A 型活性，

ニ ホ ン ザ ル で は ヒ ト B 型活性 の 存在が報告さ れ て い

る． また ， 東1 9I は解離試験に よ り， 北陸産 ニ ホ ン ザ ル 5

頭 申2 頭， 南紀産 ニ ホ ンザ ル 5 頭 中4 頭 の 赤血 球に B

活性 を検出し て い る が， 本法に よ り， 単繊維血 痕試料

か ら で も と 卜 A
，
B 活性 を明瞭 に 判別 しう る こ と が

明 ら か に さ れ た．

M N 式血液型 判定に つ い て は ，
m

－ M o 抗体 を1 次抗

体 とす る螢光抗体法 くビオ テ ン ．

ア ピ ジ ン 法コ で は型

判定が可能な程度 に M また は N 活性 に 特異的 で は な

か っ た が， 混 合凝集反応法 で は適切 な 抗血 清の 選択 に

よ り M
，
N 塾そ れ ぞ れ に 特異的 な凝集反応 が得 ら れ

た ．
m － M o 抗 M 抗体 は解離試験 で の 優秀 さ が 報告 さ

れ
3 11
，
同抗 N 抗体 は混合凝集反応 に は 使用 し う る の

で
， 螢光抗体法に つ い て も ロ ッ トや 稀釈度， 吸収操作

な ど に つ き今後の 検討 に価 す る と思わ れ る．

ま た， L e w i s 式血液型判定 に つ い て は， L eくa －b ＋J

型単繊維血痕 に お い て も m － M o 抗 L e a 抗 体 と の 反 応

に 基 づく 螢光発光が み ら れ て い る ． 本研究で は， 免疫

組織化学的方法 や使用 m － M o 抗 L e a 抗体 の 特異 性 に

つ い て 前搾 り で 確認さ れ て い る もの を適用 して い るの

で ， こ こ で観察さ れ た螢光は 単 な る非特異的な 吸着 に

よ る も の で は なく ， 通常 の 肉眼 的凝 集反 応の 際に は無

視さ れ て い る赤血球膜上 の L e
a

活性 を示 し て い る可能

性 をも 考慮 す べ き で あ ろう ．
い ず れ に し ても ， 前報

1I
に

お い て も述 べ たよ うに ， 肉眼 的凝 集反応 に よ り判定さ

れ た赤血 球 の L e w i s 型 は ， 微視的 レ ベ ル で 検討さ れ た

ド ナ
ー の L e w i s 活性 の 分布状態 を正 確 に 反映 し難 い

も の とも 考 えら れ， 赤血 球膜 に お ける L e w i s 活性の 局

在に つ い て は 今後 さ ら に 多面的検討の 余地が あ るも の

と い えよ う ．

以上
， 免疫組織細胞化学的方法を用 い ，

A B O 式血液

型 に つ い て は顕 微鏡下で 型 判定 しう る こ と が 判明 し

た
． 本 法 は ， 最近 各方面 で 応 用 が 試 み ら れ て い る

E LI S A と は 異な り， 抗原の 本来の 局在部位 を変え る こ

とな く， 単繊維上 に 存在 す る赤血球膜 お よ び それ に 担

われ た血 液型 抗原 を直接証明 す る も の で あ る． し た

が っ て
，
検体 の 微量 化を 図る こ と が 可能 で ある と 同時

に
， 鑑定資料 に つ い ては そ の 原形 を保存 し なが ら鑑定

を進 める こ と が で き， 再鑑定等将来に 起 こ りう る事態

に も対拠 し える方法 と考 えら れ る． 今後は， 卿寺点で不

十分 な M N お よ び L e w i s 式血 液型判定法の 検討を行

う と とも に
， 顕微測光法

32 I
の 技術 を導入 し， 螢光測光

法糊 等 に よ っ て現在 の 定性的な観察 に 加 え， 顕微鏡下

で の 定量 的な 評価 の 可能性に つ い て 究明 した い ．

結 論

単繊維 に 付着す る極 め て 微量 な 血痕 に つ い て 免疫組織

化学的方法 を応用 し， 顕微鏡下で の 人 血 証明 お よ び血

液型判定 を試み た．
そ の 結果， 以下 の 成績 を得た ．

1 ． 市販 の 抗 ヒ ト赤血球 ． ウ サ ギ血 清I g G 画分 をチ

ン パ ン ジ
ー

，
ニ ホ ン ザ ル

，
ウ マ

， イ ヌ お よ び ブタ の 赤

血 球で 吸収 す る こ と に よ り， ヒ トお よ び チ ン パ ン ジ
ー

と他の 晴乳類動物の 赤血球 を識別す る こ とが で き た．

2 ． マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナル 抗 A ， 抗 B ． I g M 抗体お

よ び 標識 U E A 一工 レ ク チ ン を 用 い
， 酵素抗体法並 び に

螢光抗体法 くビ オテ ン ．

ア ピ ジ ン 法， 直接法， 間接法う

の い ずれ の 方法で も ， 単繊維血 痕 の A B O 式血 液型 を

正確 に 判定 でき た．

3 ．
マ ウ ス モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗 M
，
抗N 抗体を 1 次抗

体 とす る 螢光抗体法 くビ オ ナ ン ． ア ピ ジ ン法J を用 い ，

M N 式血 液型 判定 に つ い て検討 し たが ， 一 部 に 軽微な

が ら特 に N 抗原に つ い て非特異的反応が認め られ た．

た だ し
， 混 合凝集反応法 で は市販 の 抗血清等 を適切 に

選択す る こ と に よ り
，
M N 式血 液型 の 判定が 可能 で
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あ っ た
．

4 ．
マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 L e a ． 抗 L e b 抗体 を 1 次

抗体 とす る 螢光抗体法 くビ オナ ン ． ア ピ ジ ン法プ で は

型特異的な成績 は得ら れ なか っ た ． 微視的判定法で は

使用 抗体の 特異性の 検討の 重 要性が 再確認 され た．
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irl th e id e n tifi c a ti o n of b l o o d s t a i n s ． M e d ． S ci ． L a w
，

1
，
3 5 9－377 く1 96 い．

8 I J a n c o v i6 ， B ． D ． 二 S p e cifi c s t a i n in g o f r e d c ell
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－

m i n a ti o n o f A B O b l o o d
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