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第一章　　緒　論

法科学分野の物体検査の対象となる法科学的試料は,犯罪現場等から採取さ

れた試料(現場試料)と個人から採取された試料(対照試料)に分類される｡

一般に現場試料は,外観検査と予備検査(試料は何か),人獣鑑別検査(試料

はヒト由来のものか)を経て,個人識別検査(血液型等の判定)が行われる｡

予備検査には,ルミノール法などの血液予備検査, sMテストなどの精液予備

検査　D A C法などの尿予備検査などがあり,検出目的に応じて使い分けられ

る｡人獣鑑別検査は主に試料が｢ヒト由来である｣ことの証明を目的に各種試

料に対する抗ヒト血清を用いた免疫学的手法が行われる｡個人識別検査はA B

O式血液型検査をはじめ,蛋白多型の検出や赤血球酵素型多型の検出などが行

われるo　この個人識別検査には　1985年にJeffreysらl)-3)がヒトD NA多型(D

NA fingerprint法)が個人識別に有用であることを発表して以来,ヒトD N

Aが利用されるようになった｡さらに　1988年にSaikiら4)により耐熱性の

polymeraseを利用したP C R法が発表されて以来,微量なD NAから目的とす

る多型部位を特異的に増幅することが可能となり5),6)現在ではほとんどの生

物試料からD NA多型を検出することが可能となった｡このため,個人識別の

精度は従来の方法に比べ飛躍的に向上し　D NA多型検出は現在では欠くこと

のできない検査法として確立されている｡

1　D M A鑑定と法科学的試料

D NA鑑定の試料は様々な状態を呈する法科学的試料が対象になる｡個人

識別を目的としたD NA鑑定はJeffreysら(1985)らが発表したDNA finger-

print法から始められた｡この方法はD NAの繰り返し配列を制限酵素で切
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断し,その断片を電気泳動することでバーコードのごとくバンドが検出され,

このバンドの組み合わせにより個人識別を行う｡しかし,検査結果の再現性

が低く,また分解したD NAからはバンドが検出されにくいなどの欠点があ

り,法科学的試料に応用されるに至らなかった｡しかし1988年にP C RがD

NA鑑定に利用されるようになって以来4),微量な試料から多型を検出する

ことが可能になった｡このP CRは,検出目的とする遺伝子領域をprimerで

挟み,耐熱性のDNA合成酵素(taq polymerase)により目的とする領域の

みを増幅する方法である｡この結果,腐敗などにより分解が進んだD NAや

微量なD NAからでも多型の検出が可能になり,法科学的試料に広く応用さ

れるようになった｡法科学分野で行われるP C Rを利用した主なD NA多型

には鎖長多型と配列多型がある｡鎖長多型は,個人により異なるDNA領域

の鎖長の差を検出するもので,代表的なものとしては,繰り返し配列の繰り

返し数の差異を検出するVNT R (variable number of tandem repeat)多

型やS T R (short tandem repeat)多型がある　V N T R多型の一つであ

るDI S8　0型(MC Tl l　型)了)は,ヒト第一染色体のイントロン領域

にある1 6塩基を-単位とするVN T R多型で,その繰り返し数は高い多型

性を有することから,個人識別を目的とした場合に非常に有効な座位である

ことが知られている8),9)｡しかし,増幅産物のサイズが約300bp以上であるた

め,分解したD NAから多型を検出することが困難な場合がある｡この問題

を解決するために, 2から5塩基を-単位とするC S FI P O型10) TH 0

l型11),12)などのS T R多型が利用されるようになった13)-15)　s T R多型は増

幅産物のサイズが約IOObpから300bp程度であることから　DI S80型など

に比べ,分解したD NAからも多型を検出しやすい｡しかし,個々のS T R

座位は多型性が低いため,単独の座位のみでは個人識別の精度が低いことが

欠点である｡そこでmultiplex法と呼ばれる,複数のS T Rの座位を同時に
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検出し各S T R座位の型を判定する方法が用いられ,個人識別の精度を上げ

ることが可能になった16)-21)現在では複数のS T R座位をmultiplex法によ

りP C Rし,得られたP C R産物をフラグメントアナライザーを用いて解析

し多型を検出する方法がキットとして販売されている22)配列多型は,個人

により塩基配列が置換,欠失している部位を検出するもので　P C Rと逆位

ドットハイプリダイゼ-ションを用いて検出する方法がH LADQα型検査

キット(Applied Biosystems) 23), pM検査キット(Applied Biosystems)24)

として販売され　D NA鑑定に広く利用されている1,25)~27)

D NA多型の検出は,試料からD NAが得られることが前提である｡法科

学分野で扱う試料は,血液,体液,毛髪,骨など生体由来の試料が中心であ

る｡これらの試料は,新鮮なものから腐敗しているもの,あるいは採取され

るまでに時間が経過しているものまであり,その性状は多様である｡新鮮な

血液,体液,組織片,骨,細胞の付着する毛根部(抜去毛の毛根部)などか

らは良質のD NAを得ることが可能であり28)~37)それぞれの試料に対するD

NAの抽出法も検討されている｡しかし,物体検査に用いる試料の中には,

毛髪の毛幹部33),34)のように潜在的に含まれるD NAが少ない,あるいは分解

している試料や,予備検査試薬が付着した試料のように,法医物体検査の過

程において試薬が付着,混在する試料がある｡さらに,法科学的試料の中に

はこのようなD NA多型の検出が困難と考えられる試料の他に　D NA多型

の判定が困難な試料がある｡すなわち,試料から良質なD NAが得られ多型

が検出されたとしても,その判定に窮する複数の人物に由来するD NAが混

合する試料である｡

2　法科学的検査における毛髪試料と予備検査試薬
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(1)　毛髪

毛髪は晴乳類特有の皮膚の付属器官で,発生学的には表皮から生じた

ものである｡ヒトの毛髪は頭毛,陰毛,厳毛などの長毛と眉毛,陸毛,

鼻毛などの短毛に分類される｡さらに1本の毛髪は毛幹部と毛根部に大

別され,皮膚面から外部に出ている部分を毛幹部,皮膚内に埋没してい

る部分を毛根部という｡毛髪はこの毛根部にある毛母基と呼ばれる細胞

の活動により成長し,伸長するに従って角化し毛幹部を形成する｡毛根

部はその形態により,抜去毛と自然脱落毛に分けられる｡抜去毛は,い

わゆる｢引き抜いた｣毛であり毛根部に白い付着物がある｡この付着物

は皮膚由来の細胞で,毛根鞘と呼ばれる｡自然脱落毛は,毛髪の成長過

程において毛根部が退行し自然に抜け落ちた毛で,毛根にはほとんど細

胞が付着していない｡従って,自然脱落毛の毛根部にある細胞は,毛根

に付着する皮膚由来のわずかな細胞と,毛根内の毛母基由来の細胞であ

る｡毛幹部の構造は,毛の表面を覆う毛小皮,毛の主要部分である毛皮

質,毛の中心部分で多数の空胞がある毛髄質に分けられる｡毛小皮,毛

皮質は毛根部にある毛母の細胞が毛髪の伸長とともに角化して作られた

ものである｡従って,毛幹部には有核細胞は存在しない｡また毛皮質,

毛髄質にはメラニン色素が含まれている｡毛幹部の成分は主に弾力性に

富むケラチン蛋白質でできており, S-S結合により強く結びつけられてい

る｡このため水,アルコールなどには強い抵抗性を持っているが,アル

カリに対しては弱い38),39)

法科学的分野における毛髪試料は,主に形態の比較による人獣鑑別や

個人識別38) AB O式血液型の検査38),40)に用いられる｡個人の形態的な特

徴が観塵されるのは頭毛と陰毛である｡その他の毛は,長さが短く細い

毛であることから個人差が観察されにくい｡形態は,外観的な毛髪の形
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状,長さ,色調と顕微鏡下における毛先部,毛根部の形状,色調,太さ,

髄質の形状などを観察する38)　これらの検査項目について対照とする人

物の毛の特徴を把握し,犯罪現場などから採取された毛髪の形態と比較

する｡しかし,犯罪現場から採取される多数の毛の中から対照とする人

物由　来と考えられる毛を探すことは容易ではなく,その作業は煩雑であ

る｡毛髪のAB O式血液型検査は,解離試験法38),41)やMC AR法42)などに

より行われる｡解離試験は,毛髪中の血液型物質に抗原抗体反応により

抗血清を吸着させた後,一定の温度まで上昇させることで吸着した抗血

清を解離させ,解離した抗血清と作用血球の凝集の有無から血液型を判

定する方法である　MC AR法は毛髪中の血液型物質に抗血清を吸着さ

せ,余分な抗血清を洗浄した後に作用血球と感作させ,顕微鏡下で凝集

の有無を観察する方法である｡しかし,いずれの方法も力価と特異性の

高い抗血清を必要とし,またAB O式血液型は4種類の多型であるため,

精度の高い個人識別を行うには十分とはいえない｡

これらの問題を解決するために,毛髪からのD NA多型の検出が検討

されてきた　Higuchiら(1988)34)やUchihiら(1992)43)は　P C Rを利用し

て1本の毛髪からのD NA多型(H L AD QAl型)の検出について報

告している｡吉井ら(1992,1993)44)'45)は,毛髪中(毛幹部)のメラニンが

P C Rのtaq polymeraseの活性を阻害することを報告し,その除去方法

についても報告している｡しかし,これらは多型性の高いDI S80型

検出に関する報告ではない｡笠井ら(1992)46)は,抜去毛の毛根部から得

られたD NAについて　DI S8　0型(MC Tl l　型)検出が可能で

あると報告している｡前述のように,毛根部に細胞が付着する抜去毛の

毛根部からは,良質のD NAを得ることが可能でD NA多型が検出され

ると考えられる.｡毛髪,特に自然脱落毛は,本人の意思には関係なく犯
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罪現場などに遺留されることが多く,有効な証拠試料になることが多い｡

しかし,自然脱落毛からDI S80型検出についての報告はない｡

(2)　予備検査試薬と法科学的試料

法科学物体検査における予備検査は,犯罪現場等から採取される未知

試料が何かを把握することと,検査目的とする物質の付着状況,付着範

囲等を把握するために用いられる｡これら試薬は,検査対象となる物質

に対して特異性が高いが,ヒト以外の動物に由来する同様の物質でも陽

性となる場合がある｡従って,人獣鑑別検査とは異なり,未知の物質の

スクリーニングと　して行われる検査である｡予備検査は試料の一部を功

断して滴下したり,切断できない試料の場合は,検査部位を渡紙などに

転写し,その転写物に試薬を滴下,あるいは噴霧することで行う｡また,

検査部位が判然としない場合は,犯罪現場等から採取された試料に直接

滴下,噴霧し,検査部位を検索する｡

①　sMテスト

精液予備検査試薬の一つであるSMテストは,前立腺の分泌液中に

含まれる酸　性フォスファタ-ゼを指標とする検査試薬である｡須山ら

(1959,1974)47)'48)は,血液及び体液に含まれる酸性フォスファタ-ゼの

中で,特に前立腺由来の酸性フォスファタ-ゼが精液中に多量に含ま

れることに注目　し,精液予備検査法と　してこの酸性フォスファタ-ゼ

を利用する検査法(S Mテスト)を開発した｡ S Mテストの反応は,

精液中の酸性フォスファタ-ゼがpH5.5前後の条件下で基質

(α-naphthyl phosohoric acid)と反応し,加水分解により生じた

α-naphtholがdiazonium o -dianisidineと反応し紫色を呈する呈色反

応である｡試薬も｢S Mテスト(和光)｣として販売されており,簡
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便に活用できることから法科学分野で広く用いられている｡しかし,

精液以外の体液にも酸性フォスファタ-ゼが含まれていることから,

精液以外の体液からも陽性の反応が認められる場合がある｡

②　DA C法

尿予備検査法は,尿中の尿素を指標と　したウリカーゼB T B検査49)

とD A C法(パラジメチルアミノシンナムアルデヒド法　49),50)が代表

的な検査方法である｡このうちDAC法は尿素に対する特異性が高く,

発色部位が退色しないことから法科学分野で広く利用されている｡ D

A C試薬の反応は,強酸性の条件下でD A Cと尿素が反応し桃色を呈

する呈色反応である　D A C法は塩酸(硫酸)溶液にD A C試薬を溶

解させ,試料に噴霧あるいは滴下して用い,陽性であれば桃色を呈す

る50)尿素に反応する試薬であるため,汗斑の予備検査法と　しても活

用される｡

③　ルミノール法

血痕予備検査法の一つであるルミノール法は,ルミノール試薬と過

酸化水素の混合液にべモグロビンが作用すると,その触媒作用により

生成されたアミノフタル酸イオンが蛍光を発することを利用した検査

法である40)発光を利用する方法であるため,広範囲から血痕を探す

場合や,肉眼的に付着部位が不明な場合などに有効な方法である｡従

って,試料の一部について行うよりも,試料に直接噴霧して用いるこ

とが多い｡しかし,ルミノール試薬は血痕に繰り返し噴霧することで

A B O式血液型検査や, MN式血液型検査に影響を及ぼすとされてい

る51)また,笠井ら(1992)46)は血痕に噴霧したルミノール試薬が, DI

s8b型検出に影響を及ぼすことを報告している｡

以上のように,･法科学的物体検査には目的に応じて様々な予備検査試薬
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があり,これら試薬を試料に直接噴霧,滴下することがある｡また,試料

によってはそれぞれの検査法を併用することもある｡従って　D NA多型

検出に際して,予備検査試薬が付着する試料を用いなければならないこと

も予想され,各種予備検査試薬がD NA多型検出に及ぼす影響を把握して

おく　ことは重要と考える｡しかし,その影響については前述のように血痕

予備検査(ルミノール試薬)とD NA多型の-づであるDI S80型(M

C Tl l　型)検出の関係についての報告46)があるのみで,他の予備検査

試薬については検討されていない｡

3　法科学分野における混合試料

(1)　混合試料とDNA多型

法科学分野における混合試料とは,同一人に由来する異種の体液など

が混合する試料や2人以上に由来する試料が混合する試料を示す｡混合

試料には,血液同士,唾液同士など同種のものが混合する試料と,血液

と唾液,精液と腔液,唾液と精液のように異種の体液が混合する試料が

ある｡法科学検査,特にD NA多型の判定において問題となるのは, 2

名以上に由来する試料が混合する混合試料である｡このような試料から

D NA多型を検出する場合,複数の血液や体液等に由来する型が混合し

た形で検出される52) Kasaiら(1990)が報告したD 1 S　8　0型(MC T

l 1 8型)の検出方法は　P C R増幅産物を電気泳動し,その多型をバ

ンドとして検出する方法で,人テロ型の場合は2本のバンド,ホモ型の

場合は1本のバンドが検出される｡従って, 3本以上のバンドが検出さ

れれば衰料が明らかに混合していると判断される｡吉田ら(1993)53)や

Kloostermanら(1993)54)は　DI S80型についてD NAが混合した場合
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の握合比が型検出に及ぼす影響及び検出限界について報告しているo　ま

た, H L AD Qα型についてもComeyら(1991)55)やGyllenstenら(1992)56)

が,混合したD NA多型の検出限界などについて報告している｡これら

は,混合するD NAの混合比に大きな差がある場合(混合比10:1, 20:1)

は,一方のD NA多型のみが検出され,混合比が近接するほど混合した

結果になると報告している｡実際の鑑定においては,混合比が不明であ

るため,混合したD NA多型が検出された場合,その判定は困難である｡

混合試料の中でも最も一般的なものは,性犯罪事件における精液と腔

液が混合する試料である｡このような精液･腔液混合試料は,精子と細

胞の構造上の差異を利用し,精液･臆液混合試料の精子と腔液由来の細

胞からそれぞれのD NAを得ることができる二段階抽出法が報告されて

いる57)-59)　この方法は,はじめにバッファーにproteinase Kを添加し細

胞成分を消化させる｡精子核蛋白質の主成分である　プロタミンは,この

段階では消化されないため,精子由来のD NAは抽出されない｡次に遠

心し,上清(細胞成分)と沈漆(精子)に分け,沈漆を上記バッファー

にdithiothreitol (D T T)を添加し溶解させる｡この操作により,精

液(精子)及び腔液(細胞)由来のそれぞれのD NAを分離して得るこ

とができ,それぞれの多型が検出できるようになる｡現在では,この方

法は精液･腔液混合試料の一般的なD NA抽出方法として確立している｡

しかし,血液と血液,血液と唾液あるいは精液と精液のように,細胞(白

血球と細胞)同士,精子同士が混合する試料では,現在報告されている

方法では,それぞれのD NAを得ることはできない｡このような試料か

ら検出されたD NA多型が,混合した多型として検出された場合は,対

照となる試料との矛盾を考察するか,判定できないと判断することにな

り,多型の判定が大きな問題となる｡
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(2)　混合試料からのS T R多型の判定

近年の法科学分野における個人識別法は,複数のS T R (short

tandem repeat)部位の多型を,遺伝子解析装置(フラグメントアナライ

ザー)とキットを用い,同時に検出するmultiplex法が主流になっている｡

この方法は精度の高い個人識別が可能であることに加え60)キットを用

いることや機器による判定が可能であることから,得られた結果が客観

性を有する優れた個人識別法である　S T R多型検出については,キッ

トに含まれるS T R座位の特徴22),61)-64)付着担体や試薬の影響及び解析

条件65卜67)などについて様々な検討がなされている｡

S TR部位多型検出キットの一つであるAmpFISTR Profiler (Applied

Biosystems)は, 4色の蛍光色素(1色はサイズスタンダード)を用い

amelogenin遺伝子と9つの遺伝子座(D3S1358, VWA, FGA, THOl, TPOX,

CSFIPO, D5S818, D13S317, D7S820座位)のS T R多型を同時に検出する

キットである22)　このキットを用いてP C Rを行い,その産物をフラグ

メントアナライザー(ABI PRISM310:Applied Biosystems)で電気泳動し,

得られたデータを専用のソフトウエア(Genescan, Genotyper:Applled

Biosysterns)で解析する｡各S T R多型はその繰り返し数が検出され,

7回と8回の繰り返しを持つS T R多型であれば　7-8型と判定される｡

amelogenin遺伝子は性染色体上にある遺伝子で,男性由来の試料ならば

ⅩとYが,女性由来の試料ならばⅩのみが検出され,それぞれⅩY,

ⅩⅩと判定される｡従って,この遺伝子座により試料の由来する人物の

性別判定が可能になる｡このキットによるamelogenin遺伝子及び各遺伝

子座のS T R多型は,ピーク(波形)として検出される｡ピークの有無

や検出位置及び蛍光強度(relative fluorescence intensity unit‥ RF

U)はGenescanソフト(Applied Biosystems)で解析され,各遺伝子座

- 10



に対応する型がGenotyperソフト(Applied Biosystems)によって自動的

に判定される｡従って,ホモ型の場合は一座位に1本,ヘテロ型の場合

には一座位に2本のピークが検出される｡ AmpFISTR Profilerのマニュア

ルによれば,男性のamelogenin遺伝子(XY)と各座位のヘテロのS T

R多型の平均のピーク比はいずれも0.9前後であるとされてる22)

LaFountainら(2001)63)は,単独試料のAmpFISTR Profiler Plusキット及

びAmpFISTR CO filerキット(Applied Biosystems)のヘテロ型の座位に

ついて,これらの座位の平均のピーク比が0.9以上であることを報告し,

Morettiら(2001)66)は,これらのキットにある各座位のヘテロ型のピーク

比が｢ピーク比の平均値-3×標準偏差｣の範囲に98%以上含まれたと

報告している｡これらの結果はキットにより検出されるヘテロ型の2本

のピークの蛍光強度に,ほとんど差が見られないことを示している｡し

かし,このデータは,いずれもキットに含まれる座位のヘテロ型のピー

クバランスを把握するために算出されたもので,混合試料のS T R型判

定には利用されていない｡

混合試料の場合,検出される各座位のピークは,試料に由来するピ∵

クの本数の組み合わせによりいくつかのパターンが考えられ,混合比に

よればピークの高さに偏りが生じることが予想される｡従って,

Genescan及びGenotyperソフトでは混合した型と判定されても,ピーク比

により混合試料の混合量の多い試料のS T R型を推定したり,逆に2本

のピークのみが検出された座位から,試料が混合していることを推定で

きる可能性が考えられる　DNA多型をバンドやドットの発色で検出し,

判定する方法とは異なり,フラグメントアナライザーにより検出される

ピーク､の強度は数値として検出されるため,ピーク比による混合試料の

S T R型判定は可能と考えられる｡これらのことを検証するためには,
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単独試料の各座位のピーク比を算出し,座位ごとにピーク比による判定

基準を設定する必要がある｡

D M A多型と人獣鑑別･動物種識別

現在行われているDNA鑑定は,主に個人識別を目的とする鑑定を意味す

るが,他の法科学検査にもDNAは活用できると考えられている.その一つ

が人獣鑑別検査である｡人獣鑑別検査は,試料がヒト由来のものであること

を証明するために行われる検査で,現在,主に行われている方法は,抗ヒト

血清を用いた抗原抗体反応による免疫学的手法によるものである40)この抗

ヒト血清は,証明検査を行う試料に応じ,抗ヒトヘモグロビン,抗ヒト唾液,

抗ヒト精液など,様々なものが市販されている｡また,ヒトヘモグロビンを

電気泳動法68)やE L I S A法69)により特異的に識別する方法が報告されてい

る｡これらの方法は,いずれも試料が血液,体液,皮膚や筋肉などの軟組織

である場合にのみに有効な手法で,毛髪や骨などの硬組織には対応できない｡

毛髪や骨などはその形態により人獣鑑別を行うことが可能である38),70)-73)が,

部分的なものや完全な形態を呈していないものについては,形態の比較が困

難になる｡また,人獣鑑別検査はヒト由来の証明を目的としているため,ヒ

ト由来ではないと判定された試料について,それが何に由来するものかは不

明のままであることが多い｡事件･事故によっては動物種を推定あるいは特

定できればより効果的な場合があり,特にイヌやネコなどは事件･事故に関

わることが多い｡免疫学的手法で用いる抗血清は,一部の動物については市

販されているものの,様々な法科学的試料に用いるためにはその種類が十分

ではない｡そこで微量試料や完全な形態を呈していない硬組織でも検査が可

能で,より詳細な結果を得ることを目的として,人獣鑑別検査にもDNAを
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利用した方法が検討されるようになったDNAを利用する人獣鑑別法は,

DNAが得られる試料であれば検査が可能であることから,多種多様な試料

が対象となる鑑定検査に対応できるDNAを利用した人獣鑑別法にはTyle

rら(1986)74)やYokoiら(1989)75)が報告したヒト特異的Alu配列を検出する方

法やキットとして市販されているD17Zl座位を検出する方法(QuantiBlot

HumanDNAQuantitationKit:AppliedBiosystems)了6)などがある｡また,

amelogenin遺伝子77)やミオグロビン遺伝子78)-DIUA?9)rRNA79;,p53遺伝子80),81)ミト

コンドリアDNA82)を利用した方法も報告されている｡これらの方法はいず

れも他の動物との比較が行われており,ヒト特異的な結果を得ることができ

るが,その多くは｢ヒト由来｣を証明するもので,幅広い動物種の識別まで

には至っていない｡人獣鑑別と動物種の識別が同時に行える方法としてRAPD

-PCR法83'がある｡この方法は様々な動物種から増幅産物が得られるように,

短いプライマーを用いて低いアニーリング温度でPCRを行い,得られた増

幅産物を制限酵素で切断し,そのバンドパターンを比較するものである｡し

かし,この方法はどの遺伝子を指標としているかが不明で,検出されるバン

ドの由来が判然としないDNAをより有効に活用するためには,ヒト由来

の判定の他に,動物種の識別も可能で,かつ再現性や実務に用いることを考

慮すると指標とする遺伝子が明らかなものが望ましい｡このためには,動物

種ごとに塩基配列が異なる領域や,特定の動物だけが持つ遺伝子領域を検出

することが有効である｡

(l)　cytochrome b遺伝子と動物種識別

個人識別の分野ではDNAを利用した個人識別法が盛んに研究され,

P C R法により微細,微量試料の個人識別が可能になった4)-6)人獣鑑別

の分野にもP C･R法が利用できれば,従来の検査法では判定が困難であ
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った試料の人獣鑑別が可能になり,新たな人獣鑑別法となることが期待

される.ミトコンドリアD NA (m t D NA)は,一つの細胞内に複数

存在する84)ミトコンドリアの環状DNAで　1981年にAndersonら(1981)85)

によって,ヒトm t D NAの全塩基配列が明らかにされている｡ヒト

m t D NAはゲノムサイズが約16600塩基対と核ゲノムに比べ非常に小さ

く,高等動物において母性遺伝をする86)ことや塩基置換速度が比較的速

い87)ことが知られている｡このため個人識別88)-91)だけでなく,人類の起源

92)や,動物の品種分化93)-99)の研究等にも利用されている　m t DNAを利

用した個人識別法には　D-loopと呼ばれる個人差のある領域が主に利用

されている90),91)｡しかし,同一の動物種内で高い共通性が要求される人

獣鑑別,動物種識別を遺伝子レベルで行う場合　D-loopのような個人あ

るいは個体差の存在する領域を利用することは好ましくないと考える0

Cytochrome b遺伝子はm t D NAに存在する遺伝子の一つであり,呼

吸器系の酵素を支配するエクソン領域である｡この遺伝子は動物種間で

は変異があるが,同一の動物種内では変異が存在しないと考えられ100),

この変異を利用した系統の解析や動物種の識別が研究されている96)-100)

千国ら(1994)100)は動物の食肉種の鑑別のために, Cytochrome b遺伝子の

一部(約700bp)を増幅し　P C R-R F L P(restriction fragment

length polymorphisms)パターンが,動物の肉種鑑別に有効であることを

報告している　R F L Pは,ゲノムDNAやp C Rの増幅産物などを任

意の制限酵素で切断後電気泳動し,ハイプリダイゼ-ションやゲルの染

色により検出される切断断片の多型である｡制限酵素の認識部位の変異

や切断部位の差異がバンドパターンに反映される｡個人識別を目的とし

たJeffreysら(1985)0-3'の｢D NA fingerprint法｣はこの手法を用いて

いる｡
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(2)　MHCとニワトリ特異的B-G遺伝子

ニワトリ主要組織適合性遺伝子複合体(MHC :major histocompat卜

bility complex)　は,ニワトリの血液型座位の一つであるβ座位である

ことが明らかになっており, B-F, B-L, B-G遺伝子から構成されている.

このうちB-G遺伝子は主に赤血球膜上に発現し,腸管上皮細胞やファブ

リシクス嚢などにも発現してることが報告されている101),102)｡ B-F, B-L

抗原は噂乳類のClassI, n抗原に相当するが　B-G抗原に類似したMH

C抗原が他の脊椎動物にも存在するという報告はない103)従って,この

B-G遺伝子はニワトリ特異的な遺伝子と考えられている｡しかし　B-F,

B-L抗原の機能が明らかにされてきているにもかかわらず　B-G抗原の

機能については未だ不明な点が多い103) B-G遺伝子は,これまでに約2

0座位があると報告され103)ニワトリ　c D NAライブラリーからこの遺

伝子(クローン)を分離し,分離したDNAをDNAプローブとして,

R F L P解析による家系および系統分析,血液型判定などが行われてき

た104)-107)これらの解析には,これまでに3つのクローン　　ilO8) bg32.

109) genes.5uO))がDNAプローブとして用いられきたが,その塩基配

列は報告されておらず,またBTG抗原のどの領域を支配しているのかが

明らかにされていないままである｡従って　B-G遺伝子のクローンの塩

基配列を決定し,どの領域を支配しているものかを推定し, P C Rによ

ってBIG遺伝子を検出できれば,-　ヒトを含む動物種の中から,ニワトリ

を特異的に識別できるものと考えられる｡

本研究では,自然脱落毛についてより精度の高い個人識別を行うことを

目的に,自然脱落毛からのDI S80型検出の可能性について検討した｡

また, SMテスト　DAC法,ルミノール法は法科学検査の予備検査法と
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して汎用されていることから,これらの試薬がDNA多型(DI S80型,

H L AD Qα型)検出に及ぼす影響について検討した｡

また,混合試料の混合量の多い試料由来の型判定を目的に,混合試料か

らピーク比によるS TR多型の判定を試みた｡まず,単独試料からAmpFト

STR Profilerを用いて判定されたヘテロ型の座位及びⅩYと判定された

amelogenin遺伝子のピーク比を算出し,各座位ごとの判定基準を設定した｡

次に,混合試料のピークを各座位ごとの判定基準に従って型判定し,ピー

ク比による判定が混合試料にどの程度有効であるかを検討した｡

次に,動物種間のCytochrome b遺伝子の変異を利用し,法科学分野にお

けるP C R-R F L P法を利用した簡便な人獣鑑別,動物種識別法につい

て検討した｡また,事件･事故に関わることの多いイヌ,ネコについて

Cytochrome b遺伝子の一部の塩基配列を決定し,新たなprimerによるヒト,

イヌ,ネコの識別について検討した｡また,特定の動物種に特異的な遺伝

子領域を検出し,動物種の識別に利用できるか検討するため,ニワトリの

B-G遺伝子をp C Rにより検出することを試みた.まず　B-G領域のR F

L P分析に用いられている3つのクローンについて塩基配列の決定を行い,

得られた塩基配列と,これまでにアミノ酸配列および塩基配列が報告され

ているB-Gクローンのbg!4/8in)およびG31J2)と比較し, 3つのクローンが

B-G遺伝子上のどの位置に存在するのかを推定したo　次に, bgO.1クロー

ンの塩基配列からプライマーを設計し,ニワトリ　とヒトを含む他の動物種

についてP C R法によるB-G遺伝子の検出を試みた｡
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第二章　特異的な法科学的試料からのD N A多型検出

1　自然脱落毛からのD N A多型(DI S80型)検出

序論

法医鑑識において,毛髪は個人識別を行うための重要な鑑定試料の一つであ

る｡毛髪の鑑定は顕微鏡下で行う形態的検査や血液型,酵素型検査が一般的で

ある38)が,個人識別にDNAが利用されるようになり1卜3),毛髪を試料としたD

NA型検査法の研究が進んできている｡特にP C Rを用いることで微量の試料

から目的とする部位を検出することができるようになり4),毛髪からのD NA

型の検出が可能になってきた34),43)

Kasaiら(1990)によって開発されたDI S80型の検査は,血液･血痕,精

液･隆液混合斑21),30)唾液115)などを試料として検討がなされており,個人識別

に有効であることが報告されている｡毛髪では,毛根鞘(細胞)が多量に付着

する抜去毛からDI S80型の検出は可能である21)が,自然脱落毛のように毛

根鞘のほとんど付着しない毛根部や毛幹部からのDI S80型検出は,得られ

るD NAが少ないことやDNAの分解が進んでいると予想されることから困難

と考えられている｡そこで本研究では,自然脱落毛の毛根部と毛幹部からDI

S80型が検出される可能性について検討した｡

材料と方法

試料は成人から採取した自然脱落毛(脱落毛)である｡この脱落毛の毛根部

(約o.2cm)と毛幹部･ (毛根から5cmないしは10cm)を用い,以下の実験を行っ
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た｡また,検出限界を検討するため自然脱落毛15本の毛根部と毛幹部5cmX15

本からDNAを抽出した｡脱落毛を採取した成人のDI S80型は,いずれも

血液によりその型が判明しているもので, 123bpラダーマーカー(B R L)に

より大きさを算出し,判定されたものである｡

脱落毛の毛根部及び毛幹部からのDNA抽出はBeroldingenら(1990)113)の方

法を若干改良し行った｡すなわち,試料に抽出バッファー〔TNEバッファー

(lOmM Tris-HCl,100　mM NaCl,ImM EDTA:pH8.0),最終濃度2%のsodium

dodecyl sulfate (S D S)　最終濃度soong/〃1のproteinase K及び最終濃度

0.04Mのdithiothreitol (D T T)〕を添加し, 37℃で約15時間加温し,試料

を溶解させた後　TE (lOmM Tris-HCl,ImM EDTA:pH8.0)飽和フェノール溶液

及びクロロホルムで除蛋白を行い,抽出バッファーの約2倍量の100%エタノー

ルを加えDNAを沈殿させた｡エタノールを添加する際には,沈殿補助剤とし

て最終濃度IOOng/〟1のグリコーゲン(BMY)を添加した｡得られたD NA

は70%エタノールで洗浄後,乾燥させ, T Eバッファー(lOmM Tris-HCl,

ImM EDTA:pH8.0)に溶解し,以下の実験に用いた｡毛髪中の高分子DNAは,

得られたDNAを1%アガロレスゲルで電気泳動し,約20Kbのバンドの有無を

確認することにより行った　P C Rはtaq polymerase(TAKARA)添付のP C R

bufferに最終濃度o.3〝Mのプライマー及び2unitのtaq polymerase (TAKARA)を

加え, 94℃･ 1分, 65℃･ 1分, 72℃･ 2分のサイクルを30回線り返し行っ

た｡プライマーはKasaiら(1990)7)が報告したものを用いた　P C R増幅産物は

5%ポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行い　DI S80型の多型を検出し

た｡　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　/

(1)脱落毛の高分子D NA

成人1名から得られた自然に抜け落ちた長さ10cm以上の脱落毛15本を用
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い,､これを毛根部(hair root)から毛先部(hair tip)にかけて2cmごと5部

位　A-E)に分割し,それぞれの部位からDNAを抽出した｡得られた

D NAは1%アガロレスゲルで電気泳動を行い,高分子D NAの有無を確

認した｡

(2)毛髪からのDI S80型検出におけるChelexlOOとB S Aの効果

Chelexは　D NA抽出の際に金属イオンを除去し　DNaseの活性を抑制

し116),117) bovine serum albumin (B S A)はP C R系においてtaq

polymeraseの活性の阻害を抑制する121),122)ことから　ChelexlOO (Chelex:

BIO-RAD)とbovine serum albumin (B S A' Pharmacia)を用いて,毛髪

からのDI S8　0型検出におけるこれら試薬の効果について,次の5つの

条件を設定し検討した｡

<条件>

No. 1 :対照D NA-CDI S　80型: 16-19型)

No.2 :対照D NA+毛幹部抽出液

No. 3 :No. 2をchelexで処理したもの

No.4 :No.2のP C Rの際にB S Aを添加したもの

No.5 :No, 2をChelexで処理し　P C Rの際にB S Aを添加したもの

No.2からNo.5の条件の試料は,同一人の毛幹部2　5本(5cmX2　5本)

を溶解させたDNA抽出溶液(毛幹部抽出液)を1試料につき100〃1とD

I S80型の既知のDNA (16-19型)を200ng添加して作製した｡これら

の試料から再度D NAを抽出　し, P C Rを行った　Chelexを使用するNo.

3とNo. 5の試料は, D NAを抽出する際に,薬さじ1杯程度のChelexを

抽出バッファーに添加し,撹拝,遠心後,その上清を用いてDNAを抽出

した　B S Aは,～ Hagelbergら(1989)114)の方法に従い　P C Rの際に最終
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濃度160mg/mlになるようP C R反応液に添加した｡

(3)脱落毛の毛根部,毛幹部からのDI S80型の検出

成人1名から任意に採取した脱落毛30本を蒸留水で洗浄後,毛根部

(o.2cm)と毛幹部(5cm)に分け　D MAを抽出した｡対照試料として同

一人の新鮮血痕(サラシ布1×1cm)及び抜去毛(3本)の毛根部を用いた｡

次に,成人7名から脱落毛を採取し(計130本),その毛根部を実体顕微

鏡で観察し,毛根部に細胞がほとんど付着しないもの(Atype)と細胞が

付着するもの(Btype)に選別し(Fig.1)　　本ごとにD NAを抽出し

てP C Rを行った｡

結果

(1)脱落毛の高分子D NAの存在

脱落毛の部位A-Eから得られたD NAを泳動した結果をFig. 2に示

す｡毛根部を含む部位Aには高分子DNAのバンドが確認されたが,部位

B-Eには高分子DNAは見られなかった｡部位Aには低分子化したD N

Aも観察され,これは部位B, C Dにも同様に見られた｡これらを比べ

ると低分子化のD NA量は部位A>部位B>部位C>部位Dの順であっ

た｡部位Eには全く発色が見られなかった｡

(2)毛棟部,毛幹部からのDI S80型の検出

DI S8　0型既知(16-19型)の成人1名の脱落毛の毛根部と毛幹部か

ら得られたD NA500ng相当量を用いDI S80型の検出を試みた｡その

結果, Fig.3に示すように毛根部,毛幹部のいずれからもDI S80型を
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検出することができた｡これらの型は対照で用いた抜去毛,血痕から抽出

したDNAと同型であった｡バンドの発色は,抜去毛の毛根部(毛根鞘:

hair root sheath)が最も強く,ついで血痕(blood stain)　毛根部(hair

root),毛幹部(hair shaft)の順であった｡

(3) chelexとB S Aの効果

No.1からNo.5の条件でP C R後の増幅産物の泳動結果をFig.4に示

す｡バンドが最も明瞭な発色を示したのはP C R反応液にB S Aを添加し

たNo.4の条件で,ついでNo.2, No.3であった　Chelexで処理しB S A

を添加したNo.5は対照であるNo.1よりもバンドの発色がやや弱かった｡

(4)毛根部,毛幹部の検出限界

脱落毛15本の毛根部と,脱落毛の毛幹部5cmX15本からDNAを抽出し,

それぞれ毛根部1,2,3,4,5本相当量と毛幹部5,10,15,20,25cm相当量に分け

てP C Rを行った｡これらのDI S80型検出結果をFig.5に示す｡毛根

部は1本相当量からでもわずかにバンドの発色が認められ　DI S80型

が確認できたが,毛幹部はいずれの量からも型が確認されなかった｡また,

毛根部から検出されたバンドは量に比例して発色も明瞭になった｡

次に成人7名から採取した脱落毛1本の毛根部について　DI S80型

の検出を′　試みた｡･その結果, Table lに示すように総数130本(Atype

:70本, Btype:60本)のうち24.6%の32本についてDI S80型の判定

が可能であった｡タイプ別に見るとAtypeは70本中11本(15.7%)

Btypeは60本中21本(35.0%)で,細胞が付着する毛根部のDI S80型

の検出率が高かった｡個人で最も検出率が高かったのはホモ型のNo.7

(16-16型)で,･その検出率は61.5%であった｡この個体はAtypeでも高
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い検出率を示した｡ヘテロ型を示したNo.6 (16-19型)が41.7%, No.4

(16-32型)が33.3%, No.2 (16-27型)が25.0%であった　No.1は検出

率が5.6%と低く, No.3及びNo.5の個体についてはいずれも型が検出さ

れなかった｡

考察

一般にDNA多型検出の成否は,試料からDNAが得られるか否かによる｡

毛髪中の高分子DNAは,その構造から毛幹部にはほとんど存在せず,毛根

部にあるものと予想される｡本研究でも,毛髪中の高分子DNAは毛根部に

おいてのみ,その存在が確認され,毛幹部に高分子DNAの存在は確認され

なかった｡従って,この高分子DNAは毛根部及び毛根に付着する細胞に由

来するものと考えられた｡また毛幹部に見られた低分子化DNAの発色は毛

先に近い部位で見えなくなったことから,毛幹部のDNAは毛先に近くなる

ほど長時間,外的要因等の影響を受けるため分解が進んでいるものと思われ

た｡

脱落毛30本を用いてDI S80型の検出を試みたところ　P C Rに同量

の鋳型DNAを用いたにもかかわらず,抜去毛,血痕と比べると毛根部,毛

幹部から検出されたバンドの発色は弱く,特に毛幹部のバンドの発色はほと

んど確認されなかった｡これはDNAの状態の差及び毛幹部に含まれる阻害

物質の影響43)-45)によるものと考えられた｡毛髪に含まれるメラニンはtaq

polymeraseの活性を阻害することが報告されている45)そこで　P C Rの増

幅効率を向上させる目的で　B SAとChelexの効果について検討した｡ B S

AはP C R系においてtaq polymeraseの活性の阻害を抑制し117),118) chelexは

DNaseの活性を抑制すると考えられている115),116)｡その結果　Fig.6に示すよ
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うにB S Aを添加した試料はバンドの発色が良好で,その効果が明瞭に確認

できた｡しかし　Chelexについては今回の条件では明らかな効果は確認され

なかった｡検討した5つの条件のうち,最も良好であった条件(p c Rの際

にB S Aを添加する)で毛根部,毛幹部の検出限界を検討したが,毛根部は

1本相当量でもバンドが検出されたのに対し,毛幹部はB S Aを添加してい

るにもかかわらず,試料の量を増やしてもバンドめ発色が明瞭でなかった｡

これは,毛幹部のメラニンによる阻害に加え,毛幹部から得られるD NA量

が少ない,あるいは得られたD NAが分解されていることに起因するものと

考えられた｡

脱落毛の毛根を用いた場合,どの程度の確率で型検出ができるのか,成人

7名から採取した脱落毛を細胞の付着量で分類し検討した結果,総数130本

のうち32本(約25%)について型判定が可能であり　Btypeの毛根はAtype

(約16%)の約2倍の検出率(約35%)であった｡また,検出率の低かった

毛髪は毛幹の平均の太さが約70-80〃.mで,他に比べ細い毛髪であった｡ D

1 S80型は,ヘテロ型よりもホモ型の増幅効率が良く,繰り返し数の多い

バンドほど増幅効率が悪くなることが報告されている46)今回用い7名の脱

落毛でもホモ型のもの(Tablel :sample No.7)は特に検出率が高かった｡

以上のことから, 1本の脱落毛の毛根部からDI S80型が検出される可能

性は2割程度であるが,毛根部に細胞が付着するものや,検出される型のパ

ターンによっては,型が検出される可能性は高くなると考えられた｡従って,

脱落毛はDI S80型検出のための補完的な試料として活用できると考えら

れた｡
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2　各種予備検査試薬が付着する試料からのD N A多型検出

序論

犯罪鑑識において,鑑定試料に対して血痕及び精液斑などの検査対象の付着

の有無,付着の範囲等を把握するための検査｢予備検査法｣が広く用いられて

いる｡従って　D NA鑑定に際して予備検査試薬が直接噴霧された試料などか

ら鑑定検査を行うことが予想され,各種予備検査試薬がDNA型検出に及ぼす

影響を把握しておくことは重要なことと考える｡しかし,その影響については,

血痕予備検査法のルミノール法について,その試薬を噴霧した血痕からのD N

A多型(DI S80型)検出についての報告がある46)のみで,他の予備検査試

薬については不明である｡

そこで本研究では,血痕予備検査試薬に加え,精液予備検査試薬,尿斑予備

検査試薬が血痕及び精液斑のDNA多型(DI S O型, H LADQα型)検

出に及ぼす影響について検討した｡

材料と方法

(1)材料

材料はD NA多型(DI S O型, H L AD Qα型)既知の精液1例,

血液2例を使用し,それぞれ25〝1ずつをサラシ布に付着させ,精液斑及

び血痕(No.1, No.2)を作成した｡これらを室温で乾燥させ,各予備検

査試薬を2滴滴下した試料と滴下しない試料(対照試料)を作成した｡予

備検査試薬を滴下した試料は再び室温で乾燥させ,以下の実験に用いた｡

(2)予備検査試薬･
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今回使用した予備検査試薬は,精液予備検査試薬のSM試薬(sM)

尿予備検査試薬のパラジメチルアミノシンナムアルデヒド試薬(DAC)

血液予備検査試薬のルミノール試薬(LU)である｡いずれの方法も常法

48),50),51)により試薬を作成した.ただし,ルミノール試薬に用いる過酸化水

素水は3%の濃度のものを用いた｡

(3) D NA多型検出

DNAの抽出,高分子DNAの確認及びDI S80型の検出は吉田ら

(1991)30)中木ら(1994)122)の報告に従った｡高分子DNAの確認は,各試

料の吸光度測定によるD NA収量の算出結果から, 200ngに相当する量を

用い, 2%アガロレスゲル電気泳動により行った　DI S80型の検出は

各試料の50ngを鋳型DNAとしてP C Rを行い,増幅産物の1/2量を用い

て5%ポリアクリルアミド電気泳動を行った　H LAD Qα型はAmpli

Type HLADQα　Forensic DNA Amplification　&. Typing Kit(Applied

Biosysterns)とキット添付のマニュアル23)に従い,各試料の50ngを鋳型D

NAと　して行った｡

結果及び考察

各試料の検査結果をFig.7, Fig.　　　　　及びTable　2に示す｡予備検

査試薬を滴下した各試料のDNA収量は,ほとんどの試料の収量が対照試料

に比べ低下した｡特にSMを滴下した精液斑のDNA収量の低下は顕著であ

った　DACを滴下した試料の収量も対照試料に比べ低下した｡ LUを滴下

した精液斑の収量は対照試料の半分程度に低下したが,血痕では対照試料と

同程度の収量であった(Table　2)
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各試薬を滴下した試料の高分子DNAは,精液斑ではLUを滴下した試料

から対照試料と同程の高分子DNAが確認されたが, SM, DACを滴下し

た試料からは確認されなかった｡血痕ではDACを滴下した試料からは高分

子DNAが確認されなかったが, L Uを滴下した試料からは対照試料と同程

度の高分子DNAが確認された｡またSMを滴下した試料からもわずかに確

認された(Fig.7, Table　2)

これらの試料について, DI S80型, H LAD Qα型検出を行ったとこ

ろ,高分子DNAが確認された試料からは多型が検出された｡高分子DNA

が対照試料よりも少ないと考えられたSMを滴下した血痕のDI S80型の

バンドの発色及びH LAD Qα型のスポットの発色は,対照に比べ弱いもの

であった(Fig.　　Fig.　　Table　2)0 L Uを滴下した血痕のDI S80

型は,高分子DNAが確認されたものの対照と同じ鋳型DNA量では型が検

出されず,鋳型DNA量を減少させることでDI S80型が検出された｡

DNA多型の検出において,阻害物質や分解DNAがDNA抽出やp C R

を阻害することが報告されている44)-46),119卜125)本実験では酸を含むSM, D

ACを滴下した試料はD NA収量が低下し,高分子D NAが減少していたこ

とから,これらの試薬がDNA抽出に何らかの影響を及ぼしていることが考

えられた｡そこでSMに用いられている0.2Mクエン酸　DA Cに用いられて

いる0.6N塩酸について,予備検査試薬と同様にその影響を検討した｡また,

L Uについては,過酸化水素水を含まないL U溶液と0.5%炭酸ナトリ　ウム溶

液について検討した｡これらの試薬を滴下した試料は　DNA抽出操作の際

のフェノール処理を終えた時点で溶液のpHを測定した｡各試料の検査結果を

Fig. 1 0, Table　3に示す｡各試料のpHは,クエン酸及び塩酸を滴下した試

料では対照試料よりも酸性側に, L U溶液と炭酸ナトリウム溶液を滴下した

試料は対照試料よりもアルカリ側に変化した　DNAの収量は対照試料に比
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べ,いずれの試料も低下した｡高分子DNAはLU溶液,炭酸ナトリウム溶

液を滴下した試料のみから確認され,これらの試料からはDI S80型が検

出された(Fig.1 0)

この結果から, SMに用いたクエン酸, DACに用いた塩酸は　DNA抽

出の緩衝液のpHを酸性側に変化させることが考えられた｡これらの酸が蛋白

質分解酵素であるprotenase K (至適pH7.5-12) 126)の活性を阻害し　DNA

の収量が低下したものと思われる｡ LUを滴下した試料はDNAの収量が若

干低下したが,高分子DNAが確認され　DI S80型, H LADQα型も

検出された｡しかし,当初DI S80型が検出されなかった血痕のLU滴下

試料で　P C Rに用いる鋳型DNA量を減らすことでDI S80型が検出さ

れたこと,精液斑のLU滴下試料では影響が見られなかったこと,過酸化水

素水を含まないLU溶液やo.5%炭酸ナトリウム溶液を滴下した試料からDI

S80型が検出されたことから,笠井ら(1992)46)の報告と同様,血液に対す

る過酸化水素の存在がDNA抽出やP C Rに何らかの影響を及ぼしているも

のと考えられた｡

今回実験的に作成した試料の中でDI S80型, H LADQα型が検出さ

れたものは,高分子DNAが確認された試料であった　R F L P分析でも同

様のことが報告されており124),125)良質のD NAを得ることができればD N

A多型検出の可能性も高いと考えられた｡今回の結果から,試料に直接予備

検査試薬を付着させることはDNA多型検出にとって望ましくはないが,高

分子DNAが確認できればDI S80型, H LADQα型検出の可能性があ

る｡また,試料に予備検査試薬を直接付着させる場合でも,検査試薬の組成

を検討することでDNA多型検出に与える影響は少なくなるであろう0
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第三章　法科学的混合試料からのD N A多型(S T R多型)の判定

序論

S T R (short tandem repeat)多型検出キットの一つであるAmpFISTR

Profiler (Applied Biosystems)は　amelogenin遺伝子と9つの遺伝子座

(D3S1358, VWA, FGA, THOl, TPOX, CSFIPO, D5S818, D13S317,　　　座位)

のS TR多型を同時に検出するキットである22)このキットによるamelogenin

遺伝子および各遺伝子座のS T R多型は,シークエンス解析のピーク(波形)

として検出される｡ピークの有無や検出位置および蛍光強度(relative

fluorescence intensity unit,R F U)はGenescanソフト(Applied

Biosystems)で解析され,各遺伝子座に対応する型が　Genotyperソフト

(Applied Biosystems)によって自動的に判定される｡従って,ホモ型の場合

は-遺伝子座に1本,ヘテロ型の場合には-遺伝子座に2本のピークが検出さ

れる　amelogenin遺伝子はⅩ, Y染色体上にあるため,男性由来試料ならば2

本(xy)　女性由来試料ならば1本(x x)のピークが検出される｡

AmpFISTR Profilerのマニュアルによれば　amelogenin遺伝子のⅩYと各遺伝

子座のヘテロのS T R多型の平均のピーク比はいずれも0.9前後であるとされ

ている22)　しかし,このピーク比は,キットに含まれる遺伝子座のヘテロ型の

ピークバランスを把握するために算出されたもので,混合試料には利用されて

いない｡

混合試料の場合,検出される各遺伝子座のピークは,試料に由来するピーク

の本数の組み合わせにより,いくつかのパターンが考えられ,混合比によって

ピークの高さに偏りが生じることが予想される｡従って　Genescanおよび

Genotyperソフトでは混合した型と判定されても,ピーク比により混合試料の
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混合割合の多い試料のS TR多型を推定したり,逆に2本のピークのみが検出

された遺伝子座から,試料が混合していることを推定できる可能性が考えられ

る｡これらを検証するためには,単独試料の各遺伝子座のピーク比を算出し,

遺伝子座ごとにピーク比による判定基準を設定する必要がある｡そこで本研究

では, AmpFISTR Profilerを用い,混合試料の混合割合の多い試料由来の型判

定を目的に,混合試料からピーク比によるS TR多型判定を試みた｡

材料と方法

amelogenin遺伝子のⅩY及び各遺伝子座のヘテロ型のピーク比

血縁関係のない日本人9　7名の血液からフェノール･クロロホルム法に

より抽出したDNA (鋳型DNA) IngをAmpFISTR Profiler (Applied

Biosysytems)キットを用いてP C Rを行った　P C RはP C R buffer,

dN T P, taq polymerase(AmpliTaq Gold:Applied Biosysyterns)を含む

P CR mixに,各遺伝子座の蛍光標識されたprimerを含むprimer mixと鋳

型DNAを加え　p c R反応液の総量をマニュアル22)に示されている量の

半量の2 5〟1で行った61)得られた増幅産物はABIPRISM　310(Applied

Biosystems)によりキヤビラリー電気泳動を行い　Genescan及びGenotyper

ソフト(Applied Biosystems)により解析及び型判定を行った　P C R条件,

泳動条件はマニュアル22)に従った　Genescan及びGenotyperソフトによる

amelogenin遺伝子と各遺伝子座のS TR多型判定は, peak height:蛍光強

度(R FU)が1 50以上のピークのみを対象に行った｡解析された各遺

伝子座のS TR多型とamelogenin遺伝子のうち, Genotyperでヘテロ型と

判定された遺伝子座及びⅩYと判定されたamelogenin遺伝子のピーク比

は　LaFountainら(2001)63)の報告と同様に, Genescanソフトで解析された
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右側(2番目)のpeak heightを左側(1番目)のpeak heightで割り算出

した｡ 9つの遺伝子座のヘテロ型とamelogenin遺伝子のⅩYのピーク比か

ら,各遺伝子座におけるピーク比の平均値とその標準偏差を算出した｡

次に鋳型DNA量,泳動時の｢injection time (試料がキヤビラリー内

に送り込まれる時間)｣　p C R増幅産物の泳動量がピーク比に与える影

響について検討した｡試料はamelogenin遺伝子がⅩYで,かつ全ての遺伝

子座がヘテロ型と判定された2検体を用いた｡これらの試料について,鋳

型DNA量が0.5ng, l.Bng, 2.Ongのもの　injection timeが10秒, 15秒

のもの, P C R増幅産物の泳動量がo.75〃:1, 3.0〟1, 4.5〟1のものから

検出された各遺伝子座のピーク比を,対照試料(鋳型DNA:1.Ong,

injection time: 5秒　P C R増幅産物の泳動量: 1.5〟1)の各遺伝子座

のピーク比で割り,対照試料のピーク比を｢1.0｣とした場合の各条件の

ピーク比の変化を算出し,比較した｡

2　混合試料のS T R多型判定

上記97試料のうち, 5試料(A-E)を用い, 5パターン(A+B,B+C,

C+D,D+E,E+A)の混合試料を作成した｡混合試料は,それぞれの試料から

得られたDNAを20:1, 10:1, 5:1, 2:1の比率で混合し,このうち1ngを

鋳型D NAとしてP C Rに用いた｡これら試料の増幅産物はマニュアル22)

に従って泳動した｡試料の各遺伝子座のピーク比は,検出されたピークの

パターンにより　Fig.1 1に示すような組み合わせに従って算出した.こ

れらの混合試料について,ピーク比による判定方法とマニュアル22)による

判定方法(Genotyperによる判定)の判定限界(どの混合比率まで混合量

の多い試料の多型を判定できるか)を比較した｡

ピーク比による各遺伝子座の型判定は,単独試料から得られた各遺伝子
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座の｢ピーク比の平均値±3×標準偏差｣ 63)を判定基準として行った｡す

なわち,一座位に検出されたピークの組み合わせに対し,判定基準内のピ

ーク比であればヘテロ型,判定基準外であればホモ型の可能性が示唆され

ると判断した｡この基準に従って,各遺伝子座ごとに混合量の多い試料の

ヘテロ型のピーク比が判定基準内に含まれるときの試料の混合比率を判定

限界とし,混合量の多い試料のホモ型の遺伝子座は,他のピークとの組み

合わせによるピーク比が判定基準に含まれないときの混合比率を判定限界

とした　Genotyperによる判定限界は,各遺伝子座において混合が明らか

になった場合(ホモ型の遺伝子座でR F Uが1 50以上のピークが2本認

識された場合,若しくは遺伝子座に3本以上のピークが認識された場合)

の混合比率を判定限界とした｡

結果

1　amelogenin遺伝子のⅩY及び各遺伝子座のヘテロ型のピーク比

今回用いた単独試料のうち　Genotyperによりヘテロ型と判定された試

料のデータから算出したamelogenin遺伝子のⅩYと各遺伝子座のヘテロ型

のピーク比の平均値,最大値,最小値及び標準偏差をTable　4に示す｡こ

れらのピーク比の平均値は0.94からo.98で,その標準偏差は,最も大きい

ものがamelogenin遺伝子とTHOl型(o.19)で,ついでCSFIPO型(o.17)であ

った｡最も小さいものがD5S818型(o.10)であった｡

amelogenin遺伝子と各遺伝子座について,判定基準とした｢ピーク比の

平均値±3×標準偏差｣を満たした試料は,いずれも各遺伝子座における

ヘテロ型試料総数の97%以上であった｡全てのヘテロ型がこの基準を満た

した遺伝子座は, D3S1358型　vwA型　FGA型, D5S818型, D7S820型であっ
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た｡､

amelogenin遺伝子がⅩyで,かつ全ての遺伝子座がヘテロ型である対照

試料2検体の各遺伝子座のピーク比を1.0として比較した結果を　Table

5に示す｡算出されたピーク比は,いずれの遺伝子座においても今回設定

した各遺伝子座の判定基準を満たしたが,鋳型D NA量の差によるピーク

比め変化は顕著であった｡特に鋳型DNA量がo.5ngのときの変化は大き

く,ピークのバランスが偏る遺伝子座も認められた　injection timeやP

C R産物の泳動量に関しては,その差により全ての遺伝子座のピークのR

FノUは上下するものの,検出されたピーク比の変化は小さく,いずれの遺

伝子座もその値は安定していた｡

2　混合試料のS T R多型判定

各遺伝子座におけるS T R多型の混合パターン,ピーク比, Genotyper

による判定結果の比較をTable　6に示す｡ 5組のうち1組(C+D)は,全

ての混合比の試料でピーク比のみ,あるいはGenotyperのみの判定により

混合量の多い試料の型判定が可能であった｡ 2組(D+E,E+A)は　20:1,

10:1, 5:1の混合比の試料で,ピーク比のみ,あるいはGenotyperのみによ

る判定により混合量の多い試料の型判定が可能であった｡別の2組(A+B,

B+.C)は　20:1, 10:1の混合比の試料で, Genotyperとピーク比による判定

を併用することにより混合量の多い試料の型判定が可能であった｡また,

両者の混合比が近くなるほど,ピーク比による判定が有効であった遺伝子

座が多く見られた(Table　6　　　印)｡しかし混合比が2:1の試料では,

1組(C+D)は全ての遺伝子座の判定が可能であったが, 4組(A+B,B+C,D

+E,E+A)はGenotyperによる判定及びピーク比による判定でも型判定ができ

ない遺伝子座が認められた(Table　6 : ×印)｡これは,ピークが3本以
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上検出された遺伝子座で今回設定した判定基準を満たすピーク比の組み合

わせが2つ以上あった場合及びピーク比の判定が混合量の多い試料由来の

型とは別の型を認識した場合並びに混合量の多い試料由来の型がホモ型で

あるのにべテロ型と認識した場合であった｡また,混合量の多い試料由来

のamelogenin遺伝子がⅩyやS T R多型がヘテロ型の遺伝子座について,

amelogenin遺伝子がⅩⅩの試料や　S T R多型に混合量の多い試料と同型

を有する試料が混合した遺伝子座(peak pattern2, peak pattern4 (XY-

XX), peak pattern4(he-ho))では, Genotyperではヘテロ型と判定され

たが,そのピーク比が判定基準外であった遺伝子座も認められた(Table

6 : △印)0

考察

本研究では,混合試料から検出されたamelogenin遺伝子及び各遺伝子座の

ピークについて,個人由来の9　7試料から判定されたヘテロ型遺伝子座のピ

ーク比から設定した判定基準が,混合試料のS T R多型判定の指標になり得

るか検討した｡マニュアル22)や　Morettiら(2001)66)のピーク比の算出方法は,

単独試料のヘテロ型と判定された遺伝子座及びⅩYと判定されたamelogenin

遺伝子のR F Uの低いピークをR F Uの高いピークで割るもので,同一遺伝

子座に3本以上のピークが検出された場合に煩雑になる｡従って, 2番目に

検出されたピークのR F Uを1番目に検出されたピークのR F Uで割りピー

ク比を算出するIj折ountainら(2001)63)の方法を用いて判定基準を設定し,試料か

ら検出された左側のピークのR F Uを右側のピークのR F Uで割ることによ

り混合試料のピーク比を算出した(Fig.1 1)　単独試料のピーク比から設

定した判定基準は,,各遺伝子座ごとのピーク比の平均値に標準偏差の3倍の
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値を引いた値から,標準偏差の3倍の値を加えた値までの範囲にあるピーク

比に対して, S T R多型判定可能とするものである｡この基準の幅を広げる

と,バランスの偏ったピークでもヘテロ型と判定されることになり,幅を狭

くするとほぼ同程度の強度のピークを有する遺伝子座のみしか判定できなく

なる｡従って,混合試料に用いるためには適切な幅(3×標準偏差)を持た

せることが必要と考えられた｡その結果,単独試料のいずれの遺伝子座にお

いても, 97%以上(5遺伝子座については100%)のヘテロ型がこの判定基準

を満たし, ｢ピーク比の平均値±3×標準偏差｣は混合試料の型判定基準と

して妥当なものと考えられた｡しかし　amelogenin遺伝子　THOl型, CSFIPO

型では,判定基準の下限がo.5以下で　amelogenin遺伝子　THOl型の判定基

準の上限は1.5を越えていた｡これは,これらの遺伝子座のピーク比のばら

つきが大きいことによるものであり,これらの遺伝子座の判定基準はさらに

試料数を増やし詳細な検討が必要と思われた｡

次にピーク比の再現性を検討するため　amelogenin遺伝子がⅩyで全ての

S T R多型がヘテロ型の試料2検体について,ピーク比の変動を検討した｡

これら試料2検体のピーク比は　P C Rにおける鋳型D NA量の違いによる

変動が顕著であった｡サイズの異なる複数の遺伝子座を同時に増幅する

multiplex法では,鋳型D NA量が変動すると遺伝子座ごとの増幅効率の差

が表れるものと考えられた｡また,吉田ら(2000)61)も鋳型D NA量が少なく

なるとヘテロ型のピークのバランスが悪くなることを報告しており,鋳型D

NA量は混合試料のS T R多型判定では注意すべき要因である｡しかし,泳

動時のinjection timeや泳動するP C R増幅産物量の違いによるピーク比

は,ピークそのもののR F U値は変化するが,対照試料のピーク比と比べる

とほとんど変化が見られなかった｡以上の結果から,ピーク比はP C Rの鋳

型DNA量で変動するが　injection time及び泳動するP C R増幅産物量の
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差異は,ピーク全体のR F U値は上下させるものの,ピーク比にはほとんど

影響を与えないものと考えられた｡

任意に作成した混合試料についてS T R多型判定を行った結果,混合比が

5:1から10:1程度までならば, Genotyperによる判定とピーク比による判定を

併用することにより,全ての遺伝子座のS TR多型判定が可能と考えられた｡

また,ピーク比による判定は,混合する試料の混合比が近くなるほど有効で

あった｡また,同型を有するヘテロ型とホモ型が混合した2本のピークが検

出する遺伝子座では, Genotyperによる判定では混合していることを確認で

きないが,共有するピークのR F Uが高くなるためピーク比が変化し,その

結果ピーク比による判定基準を満たさず,ピーク比による判定では混合が疑

われる遺伝子座も見られた｡従って,ピーク比はヘテロ型の判定だけでなく,

混合の有無についても活用できるものと思われた｡実務において,精液と腔

液の混合試料は2段階抽出法57),58)により精子由来のD NAを得ることが可能

である｡しかし,両者の混合割合によっては,精子由来D NAと腔液由来D

NAが混合することがある｡本研究ではピーク比による混合量の多い講料の

S T R多型判定を目的としたが,ピーク比が判定基準を満たさない場合や判

定基準を満たすピーク比が2組ある場合などにおいて,混合量の少ない試料

のS T R多型を推定することも可能と考えられた｡

従来のGenescan, Genotyperによる混合試料のS T R多型判定では,混合

比の偏りが大きいほど, peak heightの差から混合試料のS T R多型を推定

することが可能な場合もある｡しかし,このような判定に加え,統計的に算

出された各遺伝子座のピーク比による判定基準があれば,より客観的な型の

推定が可能となり,実務上有効な手法と考えられた｡また,単独試料におい

て同一のP C R増幅産物であれば泳動時のinjection timeや泳動するP C R

産物量には影響されなかったことから,混合試料においても,これらの条件
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を変え検出されるピークのR F Uを上下させても判定基準による判定には影

響がないものと思われた｡以上の結果から,ピーク比による混合試料のS T

R多型判定は有用な手法と考えられた｡
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第四章　D N Aを利用した人獣鑑別及び動物種識別

1　Cytochrome　β遺伝子を用いた人獣鑑別法の検討

序論

法科学分野における人獣,動物種鑑別は,採取された試料がヒト由来のもの

であるか否かを証明するために必要な検査である｡この検査には一般的に抗原

抗体反応を利用した免疫学的手法が用いられている｡また,骨,毛髪などは,

形態的な特徴により人獣鑑別が行われている｡免疫学的手法は感度の高い優れ

た手法であるが,動物種別に特異性の高い抗血清が必要なこと,硬組織に利用

することが困難などの問題があり,また骨,毛髪では,微細なものや環境の影

響などにより形態が変化したものは,種特有の形態が不明になり鑑別が困難な

場合がある｡現場試料を有効に活用し精度の高い鑑定を行うためには,これま

で人獣鑑別が困難であった試料についても検査が可能な新しい人獣鑑別法が必

要である｡

Cytochrome b遺伝子はミトコンドリアDNAに存在する遺伝子の一つであ

り,呼吸器系の酵素を支配するエクソン領域である｡この遺伝子は動物種間で

は変異があるが,同一の動物種内では変異が存在しないと考えられ100',この変

異を利用した系統解析や動物種の識別についての研究が報告されている96)-100)

本研究では,動物種間のCytochrome b遺伝子の変異を利用し　P C R-R F

L P (restriction fragment length polymorphisms)法を用いた簡便な人獣鑑

別,動物種識別法について検討した｡

材料及び方法
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(1)材料

材料には,血縁関係のない成人5名の血液と晴乳類(ドグニラヒヒ,

ウシ,ブタ,イヌ,ネコ,ツキノワグマ,ニホンジカ,ホンドタヌキ)

及び鳥類(ニワトリ,アイガモ(アヒルとマガモのFl))の血液を用

いた｡これらの血液から常法及びD NA抽出キット(セパジーン:三光

純薬)によりDNAを抽出,精製後, T Eバッファー(lOmM Tris-HCl,

ImM EDTA:pH8.0)に溶解した｡得られたDNAに最終濃度IOng/〃1にな

るようにRNase (SIGUMA)を添加し, 37℃で2時間の処理を行った｡処理

されたD NAはフェノール,クロロホルムで精製後,エタノールを加え

沈殿物を得た｡沈殿物を再びT Eバッファーに溶解し,分光光度計を用

いて波長260nmの吸光度値から収量を算出した｡

(2)　p c R-R F L P

P CR反応液は′　Tth polymerase(TOYOBO)添付のP CRバッファーに,

各20pmol (最終濃度o.4〃.M)のprimer,各200〝MのdNT P及び2unitのT

th polymeraseを添加し　IOOng及びIOngの鋳型DNAを加え,全量を50

〝1としてP C Rを行った｡ primerの塩基配列は千国ら(1994)100)の報告に

従った　p C Rのアニーリング温度は, 55℃と60℃について検討した｡

P C R後, 1%アガロレス電気泳動で増幅産物の有無及びその大きさを

確認した｡増幅産物が得られた試料は,そのP C R反応液に制限酵素を

IOunit,酵素に添付されているバッファーを1〟1添加し,全量を10J⊥1と

して37℃で増幅産物を切断したo　制限酵素にはffaem, Hinfl (TAKARA)の

2種類を用いた｡切断された増幅産物は4%アガロレスゲルで泳動し,

バンドパターンを検出した｡
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結果

(1)　ヒト及び各種動物のP C Rの結果及びR F L Pパターン

P C Rの結果をTable　7に示す｡今回用いた材料のうち,イヌ,ホン

ドタヌキを除く全ての動物種で約700bpの増幅産物が確認された｡ヒト,

ドグニラヒヒ,ウシ,ブタはアニーリング温度55℃, 60℃とも良好な結

果が得られた｡鳥類2種については鋳型DNA量がIOOngのときに,アニ

ーリング温度55℃で非特異的なバンドが検出されたが,鋳型DNAを10

ngに減らし,アニーリング温度を60℃にすると良好な結果が得られた｡

ネコ,ツキノワグマ,ニホンジカは,アニーリング温度が60℃では増幅

産物が得られなかったが, 55℃にすると増幅産物を得ることができた｡

この中でネコ,ツキノワグマは他の動物に比べ増幅産物量が少なく,そ
)

の増幅効率は悪いと判断された｡イヌ,ホンドタヌキはどちらのアニー

リング温度でも増幅産物が確認できず,さらにアニーリング温度を55℃

より低く　してもマーカーの700bp付近に明瞭な増幅産物は確認されなかっ

fc.

制限酵素HaemのP C R-R F L Pパターンは,それぞれヒトとニワト

リ,ブタとニホンジカ,ネコとツキノワグマが類似したパターンを示し

たが,ドグニラヒヒ,ウシ及びアイガモは固有のバンドパターンが検出

された　Hinflでは,いずれの動物種も特異的なパターンが検出され,

ヒトと同じパターンを示す動物種は認められなかった(Fig. 1 2)

(2)　ヒトにおける同一性と鋳型D NA量の検討

血縁関係のない成人5名のD NAについてP C Rを行ったところ,い

ずれも約700bpの増幅産物が確認された｡これらの増幅産物の2種類の制
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限酵素(tfaeffl, Hinfl)によるP C R-R F L Pパターンは,成人5名

においていずれも同一であり個人差は認められなかった(Fig.1 3)

また　P C Rに用いる鋳型DNA量を1ngから200ngまで変化させ,検

出限界について検討したところ　Ingの鋳型D NAから明瞭な増幅産物が

確認され(Fig. 1 4)　　種類の制限酵素によるR F L P分析において

もFig.1 3に示すパターンと同じパターンが検出された｡

0* *A

法科学分野における人獣鑑別あるいは動物種識別検査で最も重要なこと

は,得られた結果がヒトあるいは動物種で特異的なことである｡遺伝子レベ

ルでの人獣鑑別を試みる場合,動物種間で差異のある領域の塩基配列を明ら

かにし,それらを比較することが有効と考える｡しかし,経費や検査に要す

る人員及び時間を考慮すれば,日常の鑑定業務に適した検査法とはいえない｡

D NAを用いたヒト鑑別法として｢Quanti Blot Human DNA Quantisation

Kit(Applied Biosystems)｣ 76'が市販されている｡このキットはヒト由来の

証明及び試料に含まれるヒトD NAの定量を行うことが可能であるが,ヒト

のものではないと判定された試料に由来する動物種の同定を行うことはでき

ない｡人獣鑑別と動物種識別とを同時に行うためには,同一の動物種内では

変異が少なく動物種間で変異が存在する領域について,その変異の有無を検

出し利用する方法が有効と考えられる｡

千国ら(1994)100)はCytochrome b遺伝子の一部を増幅し,その増幅産物を

任意の制限酵素で切断後,電気泳動により切断断片のパターンを検出するP

C R-R F L Pパターンが,動物の肉種鑑別に有効であることを報告した｡

しかし,彼らは主に食肉として供される動物種を材料にしているため,ヒト
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のP C R-R F L Pパターンは不明であり,そのパターンに個人差が存在す

るのかも不明である｡そこで本研究ではヒト,イヌ,ネコなどの動物種を加

え,さらに,ヒトについては血縁関係のない5名分の試料を用いて,本法が

法科学分野に利用できるかを検討した　P C R-R F L Pに用いる制限酵素

には山崎ら(1995)97)　千国ら(1994)100)の報告から,動物種間でP C R-R

F L Pパターンの変異が多いHaemとHinflを選択した.千国ら(1994)100)の

用いたprimerから得られる　Cytochrome b　遺伝子の増幅産物の大きさは704

塩基対である｡今回千国ら(1994)100)が報告したものと同じprimerを用いて得

られた増幅産物のサイズは約700bpであり,本研究においても千国ら(1994)10

o)が報告したものと同じCytochrome b遺伝子の一部が増幅されているものと

推定されたo　増幅産物が得られた動物種のP C R-R F L Pパターンを比較

したところ,制限酵素〟∂eⅢのP C R-R F L Pパターンは,ドグニラヒヒ,

ウシ,アイガモが特異的なパターンを示したが,ヒトとニワトリ,ブタとニ

ホンジカ,ネコとツキノワグマがそれぞれ類似したパターンを示し,これら

の動物種を識別することは困難であった｡しかし,制限酵素〟J〟fIを用いた

場合,いずれの動物種も特異的なp C R-R F L Pパターンを示し,今回増

幅産物が得られた全ての動物種を識別することが可能であった｡

ヒトについては,血縁関係のない成人5名からいずれも約700bpの増幅産

物が得られ,かつ制限酵素Haem, HinflのそれぞれのP C R-R F L Pパ

ターンに個人差は認められなかった.また,ヒトCytochrome b　遺伝子の塩

基配列85)のHaem, Hinflの認識部位と今回検出したヒトのP C R-R F L

Pパターンのバンドのサイズとの間に矛盾はなかった｡さらに,ヒトとニワ

トリのCytochrome b遺伝子の塩基配列85),127)を比較するとHaemの認識部位が

同じ位置にあり, 〟∂eⅢによるP C R-R F L Pパターンではヒトとニワト

リが識別できなかろた今回の結果と矛盾しなかった｡また,ニワトリ1 0品
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種を用いた実験では, 4つの制限酵素(Alul, EcoTIOI, Haem, Hinfl}

によるP C R-R F L Pパターンは,それぞれの制限酵素においていずれの

品種も同じパターンを示し,同一品種内及び品種間の差は認められなかった

(Nakaki,unpublished data)　以上の結果から,ヒトを含む動物の

Cytochrome b遺伝子は,同一種内に個体差がなく,動物種間に変異が存在

するため,法科学分野における人獣鑑別,動物種識別に適した遺伝子領域で

あると考えられた｡

千国ら(1994)100)は鋳型D NAとして500ngをP C Rに用いているが,法科

学試料の-試料から得られる総DNA量のBOOngを消費することは,実務に

は適していないと考えられた.そこで今回のP C Rに用いる鋳型ヒトD NA

の検出限界を検討したところ, Ingの鋳型DNAでも今回のR F L P分析に

十分な増幅産物が得られることが明らかになった(Fig.14)　しかし,一般

的に組織片から得られるD NAに含まれるm t D NA量は臓器の種類等によ

って差が存在するため,一概に総DNA量の1ngが検出限界と判断すること

は困難であり,少なくとも新鮮な試料から得られたDNA量が1ng程度あれ

ば,今回の方法により人獣鑑別,動物種識別ができる可能性が高いと思われ

-A-,

本研究の試料の中で,イヌ,ホンドタヌキからは増幅産物が得られなかっ

た｡また,ネコ,ツキノワグマでは同じ量の鋳型D NAを用いた他の動物種

に比べ,増幅効率は劣っていた｡今回用いたprimerは,ウシ,ブタ等の食肉

の肉種鑑別用として設計されたもので,これらの動物種から共通して増幅産

物が得られるような塩基配列になっている100)そこでヒト85)ウシ(bovine)

128)ブタ96) african wild dog (イヌ科129)ネコ130)ニワトリ127)のCyto-

chrome b遺伝子の塩基配列と今回用いたprimerとの相同性を比較したとこ

ろ　african wild dog (イヌ科)とネコは他の動物に比べ相同性が低かった
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(Fi･ 1 5)　今回の結果のみでは増幅産物が得られない原因を特定する

ことはできないが,少なく　ともイヌ,ネコについてはprimerとの相同性が低

いため,明瞭な増幅産物が得られない可能性が考えられた｡また,ホンドタ

ヌキもイヌ科であることから,同様のことが推察された｡

今回の結果から　m t D NAのCytochrome b遺伝子を鋳型DNAIOng,

アニーリング温度55℃でP C R増幅し,その増幅産物を制限酵素〟∂eⅢ,

Hinflで切断したR F L Pパターンを比較することで,簡易的に人獣鑑別,

動物種識別を行うことが可能であった｡しかし,より詳細な鑑別のためには,

イヌ,ネコをはじめ事件･事故に比較的多く関わる動物種や抗血清が市販さ

れていない野生の動物種のCytochrome b遺伝子の塩基配列を明らかにし,

動物種間で保存されている領域にprimerを設計しP C R-R F L Pを行う必

要がある｡また,試料中のD NAが分解している場合も考慮して　P C Rの

増幅産物のサイズを小さく　し,効率を上げることも検討する必要があると考

える｡
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2　Cytochrome b遺伝子を用いたヒト,イヌ,ネコの識別

序論

ミトコンドリアD NA (m t D NA)にあるCytochrome b遺伝子は,動物

種間で多型が存在することが知られており,家系解析や品種分化などの研究に

広く用いられている96)-100)千国ら(1994)100)の方法によりヒトを含む動物種の識

別を試みたところ,事件･事故に関わることの多いイヌ,ネコについてはP C

Rにより十分な増幅産物が得られず,その識別は困難であった131)｡これは, P

C Rに用いるprimerの相同性が大きく影響しているものと考えられた｡また,

このP C Rにより得られる増幅産物の大きさは約704bpで,腐敗や乾燥などの

様々な状態を呈する法科学的試料には,増幅する領域が大きいと考えられた｡

そこで今回,ヒト,イヌ,ネコのCytochrome b　遺伝子の塩基配列の一部を明

らかにし,増幅産物の大きさを小さく　した箇所に新たに　primerを設計し,こ

の遺伝子領域を用いたヒト,イヌ,ネコの識別について検討した｡

材料と方法

材料は,イヌ,ネコの筋肉片と対照試料として既にミトコンドリアD NA

(m t D NA)の塩基配列が報告されているヒト85)ニワトリ127)の血液を用

いた｡これらの試料から,フェノール･クロロホルム法によりDNAを抽出

した28),104)

イヌ,ネコの塩基配列を明らかにするため,既に報告のあるヒトm t D N

Aの塩基配列82)を基に, Cytochrome b遺伝子の一部(272塩基)を増幅する

箇所に新たにprimerを設計した｡ニワトリについては,千国ら(1994)100)が設
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計したprimerを用いた｡本研究用に新たに設計したprimerの塩基配列をFig.

1 6に示す｡ p OR反応液の組成は中木ら131)の報告に従い,鋳型DNA量

IOngを用い　P C R反応液の全量を100〃1として行った　P C R後の試料は

1%アガロレスゲルで増幅産物を確認し,目的の産物についてPRISM Dye

Terminator Cycle Sequencing Kit(Applied Biosystems)を用いたDye

Terminator法(ABI Prism377:Applied Biosystems)及び遺伝子解析ソフト

(GENETYX)によりその塩基配列を決定した｡今回設計したprimerにより得ら

れたヒト,イヌ,ネコのP C R増幅産物は,試料のP C R反応液に制限酵素

Spel (TAKARA)をIOunit,酵素に添付されているバッファーを1/zl添加し,

全量を10〟1として37℃で増幅産物を切断した｡切断した産物は4%アガロ

レスゲルで電気泳動し　R F L Pパターンを検出した｡

結果

ヒト,イヌ,ネコについて今回新たに設計したprimerを用いたP C Rによ

り,約270　bpの増幅産物が得られた(Fig.1 8)これらの増幅産物を解析し,

それぞれの塩基配列を決定した｡ニワトリについては千国ら(1994)100)が報告

したprimerを用いて得られた約700bpの増幅産物から塩基配列を決定した｡

今回決定したヒト,イヌ,ネコ,ニワトリの229塩基(イヌは232塩基)と,

Andersonらが報告したヒトm t D NA85)のうち今回決定した領域に相当する

Cytochrome b遺伝子の塩基配列をFig.1 7に示す｡これらの塩基配列を比

較したところ,ヒトとイヌでは約73%,ヒトとネコでは約79%,ヒトとニワ

トリでは約71%,イヌとネコでは約79%,イヌとニワトリでは約71､%,ネコ

とニワトリでは約73%の相同性を示した｡また,今回決定したニワトリの塩

基配列は, Desjardinsら(1990)127)が報告したニワトリのCytochrome b遺伝子

-　45　-



の塩基配列と一致していたが,ヒトの塩基配列とAndersonら(1985) )が報告

した塩基配列の相同性は約93%であった｡

新たに設定したprimerにより得られたヒト,イヌ,ネコのP C R増幅産物

を,制限酵素speIを用いてR F L P解析を行った.その結果,ネコの増幅

産物のみが切断され,そのバンドのサイズは約1 80bpと約90bpであった

(Fig.1 8)

考察

法科学的試料の中には,微量であったり,腐敗,乾燥等の影響により,十

分な量のD NAが得られない試料やDNAが分解した試料が存在する｡この

ためP C Rの増幅領域を小さく設定し増幅効率を高めることは,個人識別の

分野だけでなく人獣鑑別においても有効と考えられる｡今回新たに作成した

primerは　P C Rの増幅産物の大きさが千国ら(1994)100)が報告したものより

も′トさくなるように設定した｡このprimerを用いたP C Rにより,ヒト,イ

ヌ,ネコから目的とした領域とほぼ同じ約270bpの増幅産物が得られた｡ま

た,ニワトリからは増幅産物が確認されなかった｡増幅産物から決定した塩

基配列は約230塩基と小さいものであるが,これらを用いて作成した系統樹

は,一般的に考えられているヒト,イヌ,ネコ,ニワトリの進化系を否定す

るものではなかった(Nakaki,unpublished data)　また,これらの塩基配列

をアミノ酸に翻訳したところ,いずれの動物種も良好に翻訳することが可能

であった｡それぞれの塩基配列の相同性から,この領域内には多型を有する

ことが確認され,その差異も特定の領域に集中するものではなかった｡これ

らの塩基配列からイヌ,ネコを識別できる制限酵素を検索し,予想された切

断断片の大きさや反応条件を考慮し,ネコのみにそのサイトを持つ制限酵素

-　46　-



SpeIを選択した(Fig.1 7)　その結果, speIによる断片のサイズは,ネ

コの塩基配列から予想された断片のサイズと矛盾せず,イヌとネコを識別す

ることが可能であった｡しかし　SpeIだけではヒト,イヌ,ネコをそれぞ

れ識別することはできなかった　P C Rの目的とする領域を小さく設定する

と,その領域内に認識部位をもつ制限酵素の種類が限られ, 1種類の酵素で

複数の動物種を識別することは困難になる｡従って,動物種が未知試料の場

合は,今回用いた方法に加えcytochrome b遺伝子の別の領域のR F L P解

析や免疫学的手法などを併用することがより効果的と考えられる｡

本研究で対照試料として用いたニワトリは, Desjardinsら(1990)127)が用い

たものと同じ白色レグホン種であり,その塩基配列もー致していた｡しかし,

同じニワトリでも烏骨鶏のCytochrome b遺伝子は白色レグホンと異なるこ

とが報告されており132)同じ品種内では変異はないが,品種間の変異は存在

するものと考えられた｡同じく対照試料として用いたヒト(日本人)の塩基

配列は, Andersonら(1985)85)が報告した塩基配列と93%と高い相同性を示し

たが,完全には一致しなかった　Andersonらが用いたヒト試料の人種は明確

ではないが,本研究の結果から人種間においてもCytochrome b遺伝子の差

異が存在すると思われ, Cytochrome b遺伝子は動物種識別だけでなく人種

の識別にも応用できる可能性が示唆された｡
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3　ニワトリM H Cのβ-G遺伝子を用いたニワトリの識別

序論

ニワトリ主要組織適合性遺伝子複合体(MH C :major histocompatibility

complex)の産物の一つであるB-G抗原は主に赤血球膜上に発現しているが,

腸管上皮細胞やファブリシクス嚢などにも発現してることが報告されている10

1),102)　このB-G抗原に類似したMH C抗原が他の脊椎動物にも存在するという

報告はなく,その機能については未だ不明な点が多い103)

そこで本研究はB-G領域のR F L P分析に用いられている3つのクローンに

ついて塩基配列の決定を行い,得られた塩基配列と,これまでにアミノ酸配列

および塩基配列が報告されているB-Gクローンのbg!4/81 ),及びG3112)と比較し,

3つのクローンがB-G遺伝子上のどの位置に存在するのかを推定した.さらに,

B-G遺伝子を特異的に検出することができれば,未知の遺伝子がニワトリのも

のか否かを容易に判別することが可能になると考え, bg32.1クローンの塩基配

列からprimerを設計し　P C R法によるB-G遺伝子の検出を試みた｡また,ニ

ワトリ以外の鳥類や動物種からP C R産物が得られるか否かも検討した｡

材料と方法

(1)　材料

材料には, βハプロタイプがホモであるニワトリ1 3系統(白色レグ

ホン1 O系銃,白色プリマスロツク　2系統,ファイオミ1系統)とβハ

プロタイプが同定されていない烏骨鶏,地鶏(佐渡地鶏,佐渡髭地鶏,

土佐小地鶏,越後南京鶏,芝鶏,尾長鶏),野鶏4種(赤色,緑襟,灰
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色､,セイロン野鶏),ニワトリと野鶏以外の鳥類10種(ウズラ,イン

コ,ハクチョ　ウ,ミミズク,カラス,トビ,シチメンチョウ,ホロホロ

チョ　ウ,アヒル,クジャク),ヒトを含む晴乳類9種(ヒト,ウシ,ブ

タ,ヒツジ,イヌ,ツキノワグマ,ホンドタヌキ,ニホンジカ,ドグニ

ラヒヒ),両生類1種(アフリカツメガェル),魚類2種(ボラ,フナ)

(Table　8)を用いた　DNAはいずれも血液あるいは血痕から,フェ

ノール･クロロホルム法28),104)により抽出した｡

(2)　bg28, bg32.1, geneS.5クローンの塩基配列の決定

B-G遺伝子の検出に用いられるbg28クローン及びbg32.1クローンはDr.M.

M.Miller (Beckman Research Institute,USA)から,またgeneS.5クローン

はDr.C.Auffray(CNRS,France)から供与を受けた｡ 3つのクローンがイン

サートされているプラスミドベクター:pBluescript(Stratagene)を,そ

れぞれ大腸菌に取り込ませ増殖させた後,塩化セシウムを用いた密度勾

配遠心法で抽出した｡続いてpBluescript SK&KS Primer(Stratagene)と

PRISM,Dye Terminator Cycle Sequencing Kit(Applied Biosystems)を用

いたDyeTerminator法により,各クローンの塩基配列を決定した　bg28ラ

6^32.1, geneS.5クローンの塩基配列及び翻訳されたアミノ酸配列は

MillerらIll)が報告した^14/8クローン及びKaufmanら112)が報告したG3ク

ローンの塩基配列及びアミノ酸配列と比較した｡塩基配列の翻訳及び解

析は遺伝子解析ソフト(GENETYX:ソフトウエア開発)を用いて行った｡

(3)　p c R

P C RのPrimerは, bg32.1クローンの塩基配列を参考にして, 451bpを

増幅する箇所に設計した(Fig.20)0 P CRは　taq polymerase
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(TAKARA)添付のP C R bufferに最終濃度o.ImMのdNT P (TAKARA),最終

濃度20pmolの各primer, 2.5　unitのtaqpolymerase(TAKARA)に鋳型D NA

を加え,全量100〟1として行った｡鋳型DNA量は500ngを用いた｡ P C

Rの条件は94℃ ･ 1分, 5　5℃ ･ 1分, 7　2℃･ 1分のサイクルを3

5回線り返した｡その後,得られたP C R産物を1%アガロレスゲルで

電気泳動し,増幅産物を確認した｡

結果

(1)　D NAプローブとして用いられているクローンの位置の推定

3つのクローンのそれぞれの大きさは, bg2Sクローンが531bp, bg32.1

クローンが648bp, geneS.5クローンが640bpであった　bg28, bg32.Iクロ

ーンの塩基配列をアミノ酸配列に翻訳すると, bgOクローンは176個のア

ミノ酸, bg32.1クローンは54個のアミノ酸と460塩基(終止コドンから3

'末端側)に翻訳された　Millerら(1991)in)はbg14/8を,そのアミノ酸

配列から5'側, 3'側のU T領域(untranslated region)と4つの翻訳領

域(アミノ酸配列のみを報告)に分けて報告し, Kaufmanら(1989)112)は

Gβクローンの塩基配列とその一部をアミノ酸配列に翻訳して報告して

いる｡これらのアミノ酸配列を比較した結果をFig. 1 9, 2　0に示す｡

bgOクローンは6^14/8クローンの細胞外ドメイン(アミノ酸第67-148

番),膜貫通領域(アミノ酸第149-182番),細胞内領域(アミノ酸第18

242番)と99%以上の相同性を示した.また, bg14/8クローンの細胞

内領域の第244-343番のアミノ酸配列はGβクローンの第1-100番のア

ミノ酸配列と一致した　bg14/8クローンの細胞内領域の下流のアミノ酸

配列(アミノ酸第368-397番)と, Gβクローンの下流のアミノ酸配列
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(アミノ酸第174-203番)及びbg32.1クローンの上流のアミノ酸配列(ア

ミノ酸第24-53番)も一致していたgeneS.5クローンの塩基配列から翻

訳されたアミノ酸配列はbg28,bg32.1,bffll/8,G3クローンのアミノ

酸配列といずれも相同性が低かったため解析から除いた｡

bg!4/8クローンの3'側uT領域とそれぞれのクローンの塩基配列を比

較した結果Fig.20に示すように,G3クローン(614-1073bp),bg

32.1クローン(I63-623bp)の3'側の終止コドンから下流の配列とそれ

ぞれ98%,94%の相同性を示し,gene8.5クローン(I95-640bp)と76%の

相同性を示した｡

以上の結果から,今回アミノ酸配列及び塩基配列を決定したbg2S,

bg32.1,geno8.5クローンとG3クローン,^14/8クローンとの関連性を

検討したところ,b'ffZSクローンは細胞外ドメインから細胞内領域をコー

ドし,G3,bg32.Iクローンは細胞内領域から3'側UT領域を,

geneS.5クローンは3'側UT領域をコードするクローンと推定された｡

(2)　p c RによるB-G遺伝子の検出

3つのクローンのうち, ^14/8, G3クローンとの相同性が高く,細

胞内領域から3'側uT領域をコードしているものと推定されたbgZ2.1ク

ローンの塩基配列からprimerを設計し(Fig.20:under line), P C R

を行った　P C R増幅産物を1%アガロレスゲルで泳動したところ,ニ

ワトリ及び4種の野鶏のいずれからも約600bp付近に増幅産物が確認され

た(Fig.2 1,2　2)　しかし,ニワトリ,地鶏,野鶏以外の鳥類及び動

物種からは,いずれもP C R産物が確認されなかった(Table　8)

考察
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bg28, bg32.1クローンはB21-プロタイプを持った卵旺の赤血球細胞の

mRNAより作成したc D NAライブラリーから得られたB-G c DNAクロ

ーンである108),109) ｡また, gene8.5クローンはG3IG7, G8IG9クロー

ンの3'末端と相同性が高いことが報告され112)本実験でもGβクローンの

3'下流側と高い相同性を示した.しかし, geneS.5クローンの詳細な由来に

ついては報告されていない110)今回3つのクローンの位置が推定できたこと

で,これらをDNAプローブとして用いるR F L P解析において,ニワトリ

のどの多型を見ているかが推察できることになった｡しかし, bg23, bg32.1,

gene8.5クローンのアミノ酸配列や塩基配列はbg14/8クローン,あるいは

Gβクローンと完全に一致しなかった｡これはクローンが由来するβハブロ

タイプの差異(bg14/8: B21109) G3: B19112)やB-G遺伝子のハプロタ

イプにサブタイプが存在することなどが考えられた　bg32.1クローンから設

計したprimerによるP CR解析では,ニワトリ,地鶏,野鶏以外の動物種か

らpCR産物が確認されなからたことから,この増幅産物は今回材料として

用いた動物種の中では,ニワトリ特異的なものと考えられた｡さらに,この

primerにより未知の遺伝子がニワトリ由来か,他の動物種由来かを判別でき

る可能性が示唆された｡検出された増幅産物は予想された451bpよりも大き

いものであった｡これは増幅産物の中にイントロンの存在が示唆されたが,

明らかにするためにはR T-P C Rなどによる詳細な検討が必要と考えられ

た.ニワトリB-G遺伝子と相同性が高いものとして, MOG遺伝子133)及びニ

ワトリ　zipper protein遺伝子134)などが報告されている｡ニワトリzipper

protein遺伝子と　bg28, bg?>2.1及びgeneS.5クローンとの関連性について遺

伝子解析ソフト(GENETYX　ソフトウエア開発)を用いてそれぞれの塩基配

列を比較したところ,それぞれ77%, 75%, 64%の相同性が認められたが,

これらのクローンがニワトリzipper protein遺伝子の一部であるかは明らか
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ではなかった｡

以上の結果から,本研究で作成したprimerにより得られた増幅産物は,

B-G遺伝子の一部であると考えられた.従って,未知試料のDNAからニワ

トリ(地鶏,野鶏)を特異的に識別することが可能と思われ,ニワトリを識

別するprimerとして法科学分野に利用で号るものと考えられた.本研究のよ

うに,ヒト以外の動物種においても,特定の動物種に特異的な遺伝子を検出

することで,より詳細な人獣鑑別,動物種識別が可能になるものと思われる｡

今後は得られたP C R増幅産物の構造を解析し　B-G遺伝子との関連性の検

討,並びにβハプロタイプ,ハブロタイプに存在するサブタイプとの関連性

についても検討する必要があると思われた｡さらに,同一系統のニワトリを

複数用いて個体間の差を検討することも必要と考えられた｡
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第玉章　総合考察

犯罪現場などから採取される証拠試料は,原則として｢未知試料｣である｡

従って,法科学分野の物体検査では,科学的な検査方法を用い,その試料が｢何

か｣, ｢ヒト由来のものか｣を証明し,さらに個人につながる血液型やDNA

多型などの情報をできるだけ多く引き出さなければならない｡これらの検査過

程は予備検査,人獣鑑別検査,個人識別検査という検査に大別される｡本研究

では, DNA多型検出を目的とした証拠試料の有効活用という観点から,毛髪

(自然脱落毛)及び法科学物体検査で用いられる予備検査試薬が付着する試料

のDNA多型検出,混合試料のDNA多型判定について検討を行った｡加えて,

人獣鑑別検査の分野にもDNAを利用し,従来の免疫学的手法によるヒト由来

の判定のみではなく,動物種の識別や動物特異的な遺伝子の検出を試みた｡

第二章では,自然脱落毛のDNA多型検出について検討した｡毛髪は,その

毛根の形態から抜去毛と自然脱落毛に大きく分類される｡抜去毛は力を加えて

抜いた毛(抜けた毛)であるため,その毛根部には細胞(毛根鞘)が付着して

いることが多い｡自然脱落毛は本人の意志に関係なく脱落する毛髪であり事件

捜査などでは貴重な証拠試料となるが,自然に脱落した毛であるため毛根部に

はほとんど細胞が付着していない｡しかし, Higuchiら(1988)34)やUc､hihiら(1

992)43)は自然脱落毛の毛根部から　p CRを用いてDNA多型(HLADQα

型)検出を行い, 1本の毛根から多型が検出できたことを報告している｡この

HLADQα型のpCR増幅産物のサイズは約240bp23)で, DI S80型了) (増

幅産物約　300-800bp)などに比べるとサイズが小さく増幅効率が良いため,

毛根1本から得られた鋳型DNAでも-多型が検出されたものと考えられた｡そ
乙

こで本研究では,より多型性の高いDI S80型7'について,自然脱落毛の毛

根部と毛髪の毛幹部を材料として,その多型検出を試みた｡さらにPCRの増
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幅効率を向上させるため　DNA抽出溶液をchlexlOO (イオン交換樹脂)で処

理する方法とP C R反応液にB S A (牛血清アルブミン)を添加する方法につ

いて,その効果を比較した｡その結果　p C R反応液にB S Aを添加した方法

により, 1本の自然脱落毛の毛根からDl､S80型を検出することが可能であ

った｡さらに,毛根部に細胞が付着している自然脱落毛の毛根部であれば,よ

り多型検出される可能性が高かった｡しかし,毛幹部からは高分子DNAの存

在が確認されず, DI S80型検出も困難であった　Sensabaugh(1990)135)は毛

髪1本から得られる平均DNA収量は,抜去毛の毛根部(毛根鞘付着)で375

ng,自然脱落毛の毛根部で3ng,毛幹部(3cm)で0.009ngであったと報告して

いる｡通常p c Rは数ng程度の鋳型DNAを用いて行うことから,抜去毛や自

然脱落毛の毛根部からDI S80型の検出は可能と考えられる｡しかし,毛幹

部は多型検出のためにかなりの量が必要となる｡また,本研究において毛幹部

からは高分子DNAの存在が確認されなかった｡さらに,毛幹部にあるメラニ

ン色素がP CRの　taq　　　　　　の活性を阻害する43),44)こと,本研究におい

てもDNAに毛幹部抽出液を添加し再抽出した試料の増幅効率が低下したことら

から,毛幹部からDI S80型を検出することは困難と考えられた｡自然脱落

毛の毛根部について成人7名から採取した130本からDI S80型検出を行

ったところ,多型が検出されたものは総数の約25%で,毛根部に細胞が付着

するものの方が成績は良好であった｡自然脱落毛の毛根部から得られる平均D

NA収量は3ng135)とされているが,この結果は1本の毛根部から得られるDN

A量にばらつきがあることを示している｡一般に細い毛髪の毛根部は小さく,

本研究でも須藤ら39)の分類で｢細い毛髪｣とされる毛幹部の太さが70-80〟m

の自然脱落毛の毛根部からは多型が検出されなかった｡さらに　DI S80型

のパターン(ホモ型･ヘテロ型)がホモ型の試料やDI S80型の繰り返し数

が少ない試料は,他に比べ多型が検出されやすい傾向を示した｡一般にDNA
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多型はトヘテロ型よりも同型が重複するホモ型の方が検出されやすい｡また,

DI S80型は16塩基の繰り返し数の多型であるため,繰り返し数が大きく

なるほど増幅産物のサイズは大きくなり,サイズの小さいものに比べその増幅

効率は劣る30)毛根部の細胞の付着状態に加え,毛髪の太さ(毛根の大きさ),

多型のパターン(ホモ型･ヘテロ型),増幅産物の大きさ(繰り返し数の多い

･少ない)は,自然脱落毛の毛根部からのDI S80多型検出に影響を与える

要因と考えられた｡

毛髪は血液や体液と比べると,本研究で明らかになったようにDNAを得る

ことが容易でない試料であり,その毛根部も毛髪の発生から退行過程において

様々な形態を呈している38),39)しかし,毛髪試料を有効に活用するためには,

形態の比較による主観的な個人識別検査に加え　DNA多型検出などによる精

度の高い客観的な個人識別検査が必要であり,犯罪捜査における毛髪試料の有

用性を考慮すると,今後も様々なDNA多型について検討する必要がある試料

と考える｡

次に,法科学物体検査に用いる予備検査試薬が付着する試料のDNA多型検-

出について検討した｡予備検査は未知試料の証明検査において省略できない検

査であり,本研究で検討した予備検査は,試料が微量の場合や付着部位の検索

などのために,試料に直接噴霧,滴下して行う検査方法である｡従って,これ

らの試薬が付着する試料からDNA多型検出を行う必要性も予想され,試料を

有効に活用するためには,これら試薬がDNA多型検出に及ぼす影響を把握す

る必要がある　DNA多型検出に影響を及ぼす物質については様々な報告があ

る｡前述のように毛髪のメラニン色素44),122)の他に,試料の付着担体(木材など)

や担体(ジーパンなど)に由来する色素124),125)調味料,飲料などの食品類125)

がP CRの反応を阻害することが報告されている｡しかし,予備検査試薬のよ

うに法科学物体検査の過程で付着する物質がDNA多型検出に及ぼす影響につ
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いての報告は少ない46)

本研究の結果,予備検査試薬に酸が用いられているものを直接滴下した試料

は　DNAの収量が低下し多型検出が困難になった｡これらの試料からは高分

子DNAが確認されずD NA収量の低下も顕著であったことから,酸を用いる

予備検査試薬はDNAの抽出に影響を及ぼしていると考えられた｡また,付着

する予備検査試薬の種類に関係なく　DI S80型, H LADQα型が検出さ

れた試料は全て高分子DNAが確認された試料であった｡今泉ら(1995)35)は,

様々な環境下に放置した組織片のDNA多型検出を試みたところ,高分子DN

Aが確認された試料でも多型が検出されず,確認された高分子DNAは組織片

の腐敗現象に伴う細菌類に由来するものと報告している｡本研究の結果のみで

は,高分子DNAが確認された試料からは必ずDNA多型が検出されるとは言

えないが,自然脱落毛についても高分子DNAの存在が確認された毛根部につ

いて多型が検出されたことからでも分かるように,特異的な条件下にあった試

料を除けば,試料中の高分子DNAはDNA多型検出の成否の指標になること

が示された｡従って,予備検査試薬が付着する試料についても,高分子DNA

が確認されたものはDNA多型が検出される可能性が高いと考えられた｡

第三章では,混合試料のS T R (short tandem repeat)多型判定の方法に

ついて検討した｡法科学分野における混合試料とは,強姦事件などの犯罪現場

から採取される精液(被疑者由来)と腔液(被害者由来)が混合する試料に代

表される, 2名以上に由来する体液や血液が混合した試料である｡この精液･

臆液混合試料については,精液,腔液に由来するDNAを個々に抽出する方法

が確立し30)それぞれのDNA多型による個人識別が可能となった｡しかし両

者の混合比の偏りが大きい場合は,この手法を用いても混合した多型が検出さ

れることがある｡また,血液同士,唾液同士など同種の体液が混合する試料で

は,個々のDNAを得ることはできない｡その結果,混合したDNA多型が検
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出され,精度の高い個人識別が困難になる｡

法科学分野において個人識別を目的としたDNA多型を判定する際には,客

観的な判断が求められる　DI S80型に関しては,統計学的に算出された｢閥

値｣が取り入れられている8'｡これは,試料と同時に｢多型マーカー｣を泳動

し,試料から検出された多型(バンド)とマーカーとの｢検出位置のずれ｣を

画像解析装置を用いて算出する｡この｢ずれ｣が許容範囲(閥値)内であれば

多型として判定する手法である｡また,ドットハイプリダイ-ゼ-ショーンを用

い,その発色の有無により多型を判定するH LADQα型23)やPM24)は,ハイ

プリダイ-ゼ-ションに用いるフィルターに｢判定用ドット｣が設けてあり,

このドットよりも強く発色したドットのみを判定することになっている｡この

ように,これらのDNA多型の判定には客観的な判断を行うための基準が設け

られている｡本研究で用いたS TR多型検出キット:AmpliSTR Profiler PCR

Amplification Kit (Applied Biosystems)は, amelogenin遺伝子座と9つの

S TR座位の多型をビヤクとして検出し判定するものである｡このキットを用

いて試料から検出されたピークは,フラグメントアナライザーによりピークの

強さ(ピーク強度:peak height)が算出され,ピーク強度が150以上のピーク

のみを型判定の対象とするという基準が設けられている22)従って,ピーク強

度による判定は,多型の強度を数値として表すことが可能である｡すなわち混

合試料についても,検出が予想される複数のピークの強弱を数値として把握す

ることができる｡この点は,バンドの発色の強弱やドットの発色の強弱を肉眼

的に観察するDI S80型　HLADQα型23) pM24)の判定と大きく異なる｡

本研究では,このピーク強度(peak height)に注目しS TR多型の判定基

準を作成した.単独試料の各遺伝子座は,遺伝子座ごとLにホモ型であれば1本,

ヘテロ型であれば2本のピークが検出される.まず単独試料について,ヘテロ

型と判定されたSTR座位と男性(xy)と判定されたamelogenin遺伝子座の
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2本のピーク強度からピークの比率(ピーク比)を算出した｡今回用いたキッ

トの各遺伝子座のピーク比はマニュアル22)にも報告されている｡しかし,これ

は各遺伝子座に検出されるヘテロ型のピークバンランスに差がないことを示す

ためのものであり,その算出方法も2本のピークのうち, ｢低いピークの

peak height/高いピークのpeak height｣という方法である｡この算出方法は,

分子と分母の値が遺伝子座ごとに入れ替わる可能性があり,さらに2本以上の

ピークの検出が予想される混合試料ではピーク比の計算が煩雑になる｡そこで,

本研究では｢第二ピークの　peak height/第一ピークのpeak height｣という,

各遺伝子座において2本目のピーク強度の値を, 1本目のピーク強度の値で割

るという算出方法を用いた｡この方法は, 2本のピーク強度の値にかかわらず

計算方法が固定されるため,試料間や遺伝子座間のピーク比の比較が可能とな

る｡この方法により算出したピーク比は,吉田ら(2000)61)の報告と同様に泳動

条件の変化に対してはほとんど変わらないが,鋳型DNA量が少ない(0.5ng)

ときはその変動が顕著であることが示された｡すなわち,各遺伝子座のピーク

比は　P C Rに適正な鋳型DNA量を用いれば,その他の要因による大きな変

動はないものと考えられた｡そこで,鋳型DNA量として1ngを用いた単独試

料(97試料)のピーク比から各遺伝子座におけるピーク比の平均値と標準偏

差を求め, ｢ピーク比の平均値±3×標準偏差｣という判定基準を各遺伝子座

ごとに作成した｡この判定基準は,試料から検出された2本のピーク比が,塞

準内であれば多型として判定し,それ以外は判定できないとするものである｡

その結果,単独試料から算出されたヘテロ型の97%以上のピーク比が判定基

準を満たし,本研究で作成した基準は,ピーク比による判定基準として適正な

ものと判断した｡　　　　　　　　　　　　　　　　　　　√

この判定基準を用いて,任意に作成した混合試料のS TR多型判定を行った

結果,混合比が5:1から10:1程度までならば,従来の判定法とピーク比による
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判定法を併用することにより,混合比の高い試料の全てのS T R多型判定が可

能であった｡また,ピーク比による判定は,混合する試料の混合比が近接する

ほど有効であった｡吉田ら(1993)53)は, 2名のDNAが混合する試料について,

DI S80型の判定が可能なのは　10:1から20:1の混合比で,これらよりも近

接する混合比の場合は判定が困難であることを報告している｡また,吉田ら(2

000)61)は本研究で用いたキットと同じキットについても検討を行い,混合比が

5:1よりも近接する試料は混合試料であることが明らかになることを報告して

いる｡すなわちこれは,混合比が5:1よりも近接するとS T R多型が判定でき

なくなると解釈される｡本研究で行ったピーク比による判定の特徴は,明らか

に混合が確認された遺伝子座でも多型が判定できる点である｡実際に,混合比

が2:1の試料でもピーク比により混合比の高い試料の多型を判定することが可

能であった遺伝子座も見られた｡さらに同型を有するヘテロ型とホモ型が混合

した2本のピークが検出する遺伝子座では,従来の判定法では混合しているこ

とを確認できないが,ピーク比による判定では混合が疑われる遺伝子座も見ら

れた｡

今までピーク比をDNA多型判定に利用することは行われていなかったが,

本研究の結果,ピーク比は多型の判定に有効な指標であることが明らかになっ

た｡本研究でピーク比による判定基準作成のために用いた単独試料は97検体

で,さらに本研究で作成した混合試料は2名のD NAが混合したことを想定し

たものである｡今後は単独試料の解析数を増やし判定基準の信頼性を高めると

ともに, 3名以上のDNAが混合する試料や混合比が不明な試料などについて

も検討を進めていく必要がある｡

(

第四章では,ミトコンドリアD NAのCytochrome b遺伝子を用いた人獣鑑

別,動物種識別とニワトリMHCのB-G遺伝子を用いたニワトリの特異的な識

別について検討した｡､法科学分野では個人識別を目的としたDNAの利用につ
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いては広く研究されているが,人獣鑑別を目的としたDNAの利用に関する報

告は,個人識別を目的としたものに比べ少ない｡しかし,人獣鑑別と動物種識

別が同時に行える検査法があればその利用価値は大きい｡例えば,従来は形態

の観察により判断していた骨や毛髪(獣毛)などの人獣鑑別70卜73)にも,試料か

らDNAが得ることができればD NAレベルでの鑑別が可能になり,その結果

にも客観性を与えることができる｡

千国ら(1994)IO｡)は食肉に供される動物種の肉種鑑別を目的としてCytochrome

b遺伝子の一部を増幅し,そのP C R-R F L P(restricution fragment

length polymoephisms)のバンドパターンから食肉種の識別が可能であったこ

とを報告した　Cytochrome b遺伝子はミトコンドリアDNAにある遺伝子で,

Irwinら(1991)96)は,この遺伝子に動物種間で変異が存在していることを報告

している｡従って, Cytochrome b遺伝子はヒトとその他の動物種の間にも変

異があると考えられ,法科学分野における人獣鑑別･動物種識別のために,ヒ

トを含むいくつかの動物種についてその識別を行った｡その結果,ヒトとドグ

ニラヒヒ,ウシ,ブタ,ネコ,ツキノワグマ,ニホンジカ及びニワトリ,アイ

ガモは,それぞれ固有のバンドパターンを示し,動物種の識別が可能であった

が,イヌとホンドタヌキからは増幅産物が得られず識別が困難であった｡また,

ヒト(日本人6名)のR F L Pパターンはいずれも共通であった｡すなわち,

ヒトのR F L Pパターンが予め把握できれば,未知試料についてCytochrome b

遺伝子による人獣鑑別が可能であると考えられた｡しかし,事件･事故に関

わることの多いイヌ,ネコについて,イヌからは増幅産物が得られず,ネコに

おいては他の動物種と比べて増幅効率が劣っていた　P C Rのアニーリング温

度の検討結果やGirtnanら(1993)129)やLopezら(1996)130)の塩基配列の報告から,

イヌ,ネコから増幅産物を得るためにはprimerの塩基配列を変更する必要があ

ると考えた｡そこで/ヒト,イヌ,ネコを識別するために新たなprimerを設計
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した｡さらに,分解DNAなどからも増幅産物が得られるように増幅産物のサ

イズが約250bpになるように設計した｡このprimerを用いてP C R-R F L

Pを行ったところ,ヒト,イヌ,ネコから増幅産物が得られ, R F L Pにより

ネコのみを識別することが可能となった｡従って,千国ら(1994)100)が報告した

primerと新たに作成したprimerを用いることにより,ヒトを含む13種の動物

種の識別が可能となった.本研究の結果から, cytochrome b遺伝子を用いた

人獣鑑別法は実務に利用でき,さらにこの方法は動物種の識別も同時に行うこ

とが可能なことから,有用な人獣鑑別,動物種識別法と考えられた｡

次に,ニワトリ特異的遺伝子とされるB-G遺伝子の検出によるニワトリの識

別について検討した｡法科学分野では,ヒト特異的遺伝子を検出し人獣鑑別を

行う方法74卜76)は報告されているが,ヒト以外の動物種の遺伝子を用いて,その

動物種を特異的に識別する方法は少ない｡ヒト以外の動物種についても,特定

の動物種のみに存在する遺伝子を指標とした動物種識別が可能であれば, ｢ヒ

トのものではない｣と判定された試料に対して有効と考える｡特定の動物種の

識別は,動物特異的抗血清を用いた免疫学的手法により同様の結果が得られる

が,抗血清の力価やその特異性により結果が左右されることがある｡しかし,

遺伝子レベルでの検査手法は　P CRを用いることで微量な試料についても検

査が可能になり,かつ指標となる遺伝子の背景が明らかになっていれば,得ら

れた結果に対してより信頼性が高まる｡

ニワトリ主要組織適合性遺伝子複合体(MHC : major histocompatibility

complex)はB-F, B-L, B-G遺伝子という3つの遺伝子で構成されている.こ

れらの遺伝子の産物の一つであるB-G抗原は,他の脊椎動物に存在するという

報告はない｡従って　B-G遺伝子はニワトリ特異的な遺伝子であると考えられ

ており103)この遺伝子が検出できればニワトリの特異的な識別が可能になると

考えられた｡さらにP CRにより検出することが可能であれば,法科学試料に
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も利用できる｡本研究に用いるprimerの作製のために,ニワトリの系統解析に

用いられているB-Gクローン136)を利用したo　しかし,本研究で用いたB-Gクロ

ーンはこれまでにB-G遺伝子の構造上での位置関係が明らかではなかった.

Millerら(I991)m)は　B-Gクローンの一つである^14/8の塩基配列及びアミノ

酸配列を明らかにし,クローン内のそれぞれの位置を推定している｡そこで本

研究で用いたクローンについても塩基配列を決定し, bg14/8の塩基配列及びア

ミノ酸配列と比較してそれぞれの位置関係を推定した｡比較した結果から,今

固はB-G遺伝子の細胞内領域をコードすると推定された塩基配列を参考に

primerを設計した｡このprimerを用いてP C Rを行ったところ,ニワトリ,地

鶏から増幅産物が得られ,ニワトリの祖先種である野鶏4種からも増幅産物が

得られた｡また,本研究で用いたヒトを含む他の動物種から増幅産物は得られ

なかった　P C Rの増幅産物の大きさは,塩基配列から推定された大きさ(約

450bp)よりも大きく(約GOObp),増幅産物の中にイントロンの存在が示唆さ

れた｡さらに,ニワトリの種類によってはサイズの異なる増幅産物も確認され

た.本研究で塩基配列を決定した3つのB-Gクローンは,ニワトリの品種分化,

家系解析,系統解析などを目的としたサザンハイプリダイゼ-ション法のプロ

ーブとして用いられ,品種間や系統間で多型があることが報告されている104),

107),136)また,本研究で得られたニワトリの増幅産物を4%アガロレスゲルで

電気泳動したところ,複数のバンドが検出され,ニワトリの系統間で多型が存

在することが示唆された(Nakaki,unpublished data)　従って　B-G遺伝子を

P C Rにより増幅できれば,ニワトリの特異的な識別の他に,ニワトリの系統

間や品種間の識別にも利用できる可能性が考えられた｡

法科学分野で用いられる検査法は,実験的なデータに加え,実際の現場試料

(実務試料)に有効に活用できるかが重要である｡本研究では実務試料につい

ての検討は行っていないが,本研究で得られた結果や判明した事項は,法科学
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分野におけるDNA多型検出　DNA多型の判定,人獣鑑別において有意義な

ものであり,実務試料について用いる場合でも十分寄与できるものと考える｡

法科学分野にDNAが利用されるようになり　DNAを用いた様々な検査法

が報告されている｡しかし新しい検査法が導入されても,犯罪現場などから採

取される証拠試料に変化はない｡様々な検査法に対し,証拠試料を有効に活用

し,正確な結果を得るためには,試料の状態が検査法に及ぼす影響や,効果的

な判定方法などを検討する必要がある｡法科学分野の検査法は多岐にわたり,

日々進歩していることから,有効と思われる手法については積極的に導入する

ように検討を続けることが必要である｡
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要　約

法科学分野の物体検査の対象となる法科学的試料は,犯罪現場等から採取さ

れた試料(現場試料)と個人から採取された試料(対照試料)に分類される｡

一般に現場試料は,外観検査と予備検査(試料は何か),人獣鑑別検査(試料

はヒト由来のものか)を経て,個人識別検査(血液型等の判定)が行われる｡

法科学分野にD NAが利用されるようになり,従来の検査法に比べ精度の高い

個人識別検査が可能となった｡本研究では　DNAを利用した法科学物体検査

の証拠試料の有効活用という観点から,毛髪(自然脱落毛)及び法科学分野の

物体検査で用いられる予備検査試薬が付着する試料からのDNA多型検出,混

合試料のDNA多型(S T R多型)判定について検討を行った｡さらに,人獣

鑑別検査の分野にもD NAを利用し,従来の免疫学的手法によるヒト由来の判

定のみではなく,動物種の識別や動物特異的な遺伝子を検出することを試みた｡

初めに自然脱落毛からのDI S80型検出について検討した｡自然脱落毛は

毛幹部からは高分子DNAの存在が確認されず　DI S80型検出は困難で,

毛根部からのDI S80型検出は,毛根に付着する細胞に大きく依存していた｡

しかし,自然脱落毛の毛根部には高分子DNAが存在し　P C Rの際にB S A

を添加したり,毛根に細胞の付着が確認できれば　DI S80型検出の可能性

は高くなるものと思われた｡予備検査試薬が付着する試料では,予備検査試薬

に酸が用いられているものを直接滴下した試料はDNA多型検出が困難で,こ

れらの試薬がD NAの抽出に影響を及ぼしていると考えられた｡しかし,高分

子DNAが確認された試料ではDNA多型検出は可能であったことから,予備

検査試薬が付着する試料からDNA多型を検出する場合,高分子DNAの存在

は一つの指標になるものと思われた｡

混合試料のD NA多型(s T R多型)の判定について,新たな判定基準によ
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る判定を試みた｡現在行われているS TR多型検出はピークとして検出され,

そのピーク強度により型判定が行われる｡この数値を利用し混合試料に対する

各s TR座位の判定基準を作成した｡この判定基準を用いて混合試料のS TR

型判定を行ったところ　10:l　:1程度の混合比であれば混合割合の多い試料

のS TR型を判定することが可能であった｡今回の結果から,従来の判定法と

判定基準による判定方法を併用することで,混合試料からより正確なS TR多

型の判定が可能と思われた｡さらに,混合していることが不明な試料でも,得

られた結果から混合していることが推定される場合もあり,今回用いた判定基

準によるS TR多型の判定は有用と考えられた｡

次に,ミトコンドリアDNAのCytochrome b遺伝子を用いた人獣鑑別,動

物種識別とニワトリ特異的遺伝子であるB-G遺伝子を用いたニワトリの識別に

ついて検討した｡ヒトを含むいくつかの動物種についてCytochrome b遺伝子

を増幅し,そのR F L Pパターンから識別を行ったところ,ヒトとドグニラヒ

ヒ,ウシ,ブタ,ネコ,ツキノワグマ,ニホンジカ及びニワトリ,アイガモの

識別が可能であった｡またヒト(日本人6孝一)のバンドパターンはいずれも共

通であった｡事件･事故に関わることの多いイヌ,ネコについては,新たな

primerを設計しP C R-R F L Pを行ったところ,ネコを識別することが可

能となった.これらの結果から　Cytochrome b cv遺伝子を用いた人獣鑑別法

は実務に利用できるものと考えられ,さらに2組のprimerによるP CR-R F

L P解析により,ヒトを含む1 3種の動物種の識別が可能であることから,有

用な検査法と考えられた｡次に,ニワトリ特異的遺伝子とされるB-G遺伝子の

検出によるニワトリの識別について検討した｡サザンプロット解析に用いられ

ている3つのB-Gクローンの塩基配列から,それぞれの位置関係を推定し, P

CRの目的とする領域を決定した｡得られた塩基配列からprimerを設計し, P

CRを行ったところ,.ニワトリ,地鶏から増幅産物が得られ,今回用いたヒト
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を含む他の動物種から増幅産物は得られなかった｡また,ニワトリの祖先種で

ある野鶏4種からも増幅産物が得られ,この遺伝子領域はニワトリに広く存在

するものと考えられた.従って　B-G遺伝子を検出する方法は,ニワトリを特

異的に識別することに利用できると思われた｡
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A type B type

Fig. 1 Typeofhairroot.
Atype : cells dont adhere to hair root B type : cells adhere to hair root.

hair root hair tip

I - - I -

二. ::--

B D

20 Kbp

Fig. 2　High molecular weight DNA in hair.
M: ÅDNA/Hindm
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R CI C2

3^

k..警

Fig. 3　Detection ofDIS80 locus (16-19)
from hair roots and shafts.

R : hairroots(0.2cmX30) S : hairsha托s(5.Ocmx30)
Cl: hair root sheath C2 : blood stain

M : 123bpsize marker

No.1　No.2　No.3　No.4　No.5

Fig. 4　Effect ofChelexlOO and BSA on PCR

to detect DIS80 locus(16-19).

No.1 : control DNA (16-19)
No.2 : No.1+isolated solution from hair shafts

No.3 : dispose of No.2 by ChelexlOO
No.4 : BSAaddedto No.2 on PCR

No.5 : disposeofNo.2 by ChelexlOO and BSAadded to No.2 on PCR

M : 123bpsize marker
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RI R2　R3　R4　R5　　SI S2　S3　S4　′S5　C

Fig. 5　Detection ofDIS80 locus (16-19)

from hair roots and shafts.

Rl-R5 : hair roots (0.2cm), oneto five.

Sl-S5 : hairsha托s(5.Ocm), one to five.

C : control DNA (16-19)

added BSA not added BSA

1　2　　3　　4　　5　1　2　　3　　4　　5

Fig. 6　Effect ofBSA on PCR.

1-5 : hair roots (0.2cm), oneto five.(DIS80 locus:16-19)
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seminal stain blood stain
二二二二二二二二二二=二===　　二二=

C SM DAC LU SM DAC LU

◆ 20Kbp

Fig. 7　Agarose gel electrophoresis ofDNAs

from a seminal stain and a blood stain treated

with preliminary tests.

C : control stain (not treated with preliminary tests)
SM :SMtest DAC: DACmethod LU : luminolmethod

M: ÅDNA/Hindm.

semina一 stain (DIS80:18-21,HLADQα:1.2-1.3)

C SM DAC LU

blood stain (DIS80:27-29, HLADQα :1. 2-3)

C SM DAC LU

Fig. 8　Detection DIS80 locus and HLADQof locus
from a seminal stain and a blood stain treated with

preliminary tests.

C : control stain (not treated with preliminary tests)
SM : SMtest DAC: DACmethod LU : luminolmethod

M : 123bpsize marker
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seminal stain

Co A B C D

20Kbp ◆

b一ood stain

Co A B

Fig. 9　Agarose gel electrophoresis ofDNAs

from a seminal stain and a blood stain treated

with acid or alkali.

Co : control stain (not treated with acid or alkali)

A : 0.2Mcitricacid

B : 0.6N hydrochloricacid

C : luminol solution without hydrogen peroxide
D : 0.5% sodium carbonate solution

M :人DNA/Hindm.

seminal stain(DIS80:18-21)

Co A B

blood stain(D1580:17-24)

Co A B

Fig. 10　Detection ofDIS80 locus from

a seminal stain and a blood stain

treated with acid or alkali.

Co : control stain (not treated with acid or alkali)
A : 0.2Mcitricacid

B : 0.6N hydrochloricacid

C : luminol solution without hydrogen peroxide
D : 0.5% sodium carbonate solution

M : 123bpslzemarker
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Peak pattern 1 : Heterozygote + Heterozygote, no overlapping alleles

■　　　　　　　　　　　　　　　　　■

sample②　　　: C　: d
■　　　　　　　　　　　　　　　　■

Mixed sample ①+②

Peak height ratios : c/a, b/a, d/a,

b/c, d/¢, d/b

Peak pattern 2 : Heterozygote + Heteroygote, one overlapping alleles

Samp一e ①

Sample ②

■　　　　　　　■

:d
■　　　　　　　■

■　　　　　　　■

Mixed sample ①+②

Peak height ratios : c/a, (b+d)/a,

(b+d) /c

Peak pattern 3 (he + ho) : Heterozygote + Homozygote, no overlapping alleles

Peak pattern 3 (ho + he) : Homozygo暮e + Heterozygote, no overlapping alleles

Samp一e ①

Sample ②

Mixed sample 0)0

Peak height ratios : c/a, b/a, b/c

peak pattern 4 (he + ho or XY + XX ) : Heterozygote + Homozygote, overla叫ng alleles
Peak pattern 4 (ho + he or XX + XY ) : Homozygote + Heterozygote, overlapping alleles

Sample ①

Sample ②

Mixed sample ①+②

Peak height ratio : (b+c)/a

Peak pattern 5 : Homozygote + Homozygote, no overlapping alleles

Samp一e ①

Sample ②

Mixed sample ①+②

a　　　　　! b

Peak height ratio : b/a

Peak pattern 6 : Homozygote + Homozygote, overlapping alleles

Sample ②

Mixed sample 0)+0)

Fig.ll The possibility of peak pattern on each locus and method of calculation

for peak height ratio in mixed sample.
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Hue o.I

1 2　3　4　5　6　7　　　8　9

Hinf I
1 2　3　4　5　6　7　　　8　9

Fig. 12　PCR-RFLPs ofcytochrome b gene,

digested with HaeuL and Hinfl in animals.

M : 100bpallelicladder

1:human　2:baboon　3:cow　4:pig　5:cat　6:bear
7:deer　8:chicken　9:duck

Hae w
1　2　3　4　5

Hinf I
1　2　3　4　5

Fig. 13　PCR-RFLPs ofcytochrome b gene,

digested with HaeuL and Hinfl in human.

M:100bpa‖elicladder 1 -5:human
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B C D F G

Fig. 14　PCR products ofcytochrome b gene,

in several quantities of total DNA.

M : 100bpallelicladder

A:1ng B:2ng C:5ng D:10ng

E:50ng F:100ng G:200ng

-1　5'- CAAATCCTCA CAGGCCTATT

HUM

BOY

PIG

DOG

CAT

CHK

-AC A

ー一日　　A G--

-G-T-A- -T

-c--C--

-c c-

Mト2　5'- TAGGCGAATA GGAAATATCA

HUM

BOY

PIG

DOG

CAT

CHK

-T-A A-G

A M-1-

-　　　-G- -

--T GATA--

-A　------

CCTAGC-3'　　　Homo l ogy (%)

1.5

100.0

-T

T

-G-

A

1.5

78.3

78.3

1.5

TTCGGGTTTGAT-3' Homology (%)
A-

c--一日

--一丁-　　A-

-A---A-

--A A--

-T-

96.7

84.4

1.6

1.6

78.1

1.8

Fig. 15　Comparison of the sequence of primers
●

with published mtDNA sequence.

HUM : human(Anderson eta/.1981)

BOV : bovine(Anderson eta/.1982)

PIG : pig(lrwin efa/.1991)

DOG : african wild dog(Girman ef a/.1993)

CAT : cat(Lopez efa/.1996)

CHK : chicken(Desjardins et a/.1990)
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Prim er榊
forward　5'- GTCCTACCATGAG6CCAAATATC -3'(23mer)

reverse　5'- GGGTGG仙TGGGATTTTGTC -3' (20mer)

Primer for chicken (Chikuni et al. 1994)

fo｢wa｢d　5'- CAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGC -3'　(26mer)

reverse　5'- TAG6CG舶TAGG仙ATATCATTCGGGTTT6AT -3'(32mer)

Fig.16　PCR primer for sequence and PCR-RFLP
●
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Fig.17　Cytochrome b gene sequence in human, dog,

cat and chicken

HUM : human(Japanese) DOG : dog CAT: cat

CHK: chicken hum : human (Anderson etal. 1981)

underline:siteofSpeI　*: identify　-:gap
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M H M M H D M

Fig.18　PCR products and PCR-RFLPs ofcytochrome b gene,

digested with Spe I

right : PCR products left : PCR-RFLPs, digested with Spe I

H: human D: dog C: cat M: 100bpallelicladdermarker
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ーsignal peptide　　　　　　　　　　　-
MAFTSGCNHP SFTLPWRTLL PYLVALHLLQ PGSA

-extracellular domain　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→

QITVVAPSLR VTAIVGQDVV LRCHLSPCKD VRNSDIRWIQ QRSSRLVHHY RNGVDLGQME EYKGRTELLR DGLSDGNLDL RITAVTSSDS GSYSCAVQDG DAYAEAVVNL EVSD
***T**** ********** ********** ***###>|<:>(cs|<5|< ********** ********** ********** s|<5)ss|<*>(c3lc:H<*** ****

memo｢ane spanning region and

- associated connecting segments　-

te14/8　PFSMI ILYWT VALAVI IILL VGSFVVNVFL HRKK
b&&

-　mtercellular region
te14/8　VAQSRELKRK DAELVEKAAA LERKDAELAE QAAQSKQRDA MLDKHVLKLE EKTDEVENWN SVLKKDSEEM GYGFGDLKKL AAELEKHSEE MGTRDLKLER LAAKLEHQTK
DgLQ　　　**********　**********　**********　**********　**********　**********

63

/B14/8　ELEKQHSQFQ RHFQNMYLSA GKQKKMVTKL EEHCEWMVRR NVKLEIPAVK VGQQAKESEE QKSELKEH- -　　　　　　　　　- -一　　　日　　　=---

#3　　　********** ********** ********** ********** ********** *vRRNVKLG* SS*P**HI RS LPWDQPWDDN LNLI MCFLFV PFAEI PAVKV GQQAKESEKQ
β｣32. 1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NSGAQMERR

Ar14/8　　　　　HEE TGQQAKESEK QKSELKERHE EMAEQTEAVV VETEE
63

bgSL. 1　NAKLEAAAVK L*HK****** ********** ********** *****

Fig.19　Alignment of the deduced amino acid sequences of coding region ofB-G clone, ｣#14/8, 63, bg2S
andbg32.l.

astansq***):Identity gaps(-):introduced to optimize alignment
6o14/8:Miller eta/.(1991) G3:Kaufman et a/.(1989)
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^32. 1
genev. 5

te14/8 3'uT
ft　3'uT

^32. 1
geneu. 5

te14/8 3'uT
63　3'UT

fc32. 1
genes. 5

te14/8 3'UT
(乃　3'UT
te32. 1
genet. 5

te14/8 3'UT
63　3　UT

/w32. 1

genes. 5

/tf14/8 3'uT
63　3'UT

b&L A
genev. 5

te14/8 3'UT
J詔　3'uT
te32. 1
genev. 5

GAAT TCCGGTGCCC AGATGGAGAG AAGGAATGCA AAGTTGGAGG CAGCAGCTGT AAAACTGGGA CACAAAGCTA

GAATTCACAG TCGAGTAAGC TGCAGTCATT AAAACTGACC AAGTCTGACA CCATCCAAAA TAACTTCATA GGCTATGAAA AATCCCCCCA GGCCGTGAAC

AAGAATCAGA GAAACAGAAA

TACTCTCCTC TTTCTAACCC

AAACCATCTG AAGAATTGGA

#######G** #*####CA**

********** ******CA**

CTTG**CAC* TG*GCACAC*

ACAATAACTC AA-ACAGGGT

sic*********　**-*******

##G*****## C*-****A**

GTT*A**A**　C*T**T**AA

GGTGTGCGAC CTCCAACTCA

^ije^ilc^^^^^^　^^i);^;^;^^^^:^:

##**#*T#** ######**#*

s)o|e#:｣;)o(ォ] #i|!::|c SS S;|サ|:;|o|c;|tt|c;|c

GGGAAATAGT GTGACCATGT

######:+:### j^****^***
########sl<:#　*5(<*>|<T*****

######c*** *#**##*o*

GCTTTGGGTG TTAGCACTGT
s|c5|<########　^ォ|<^i)c5f:>k****

**********　**********

####*####A #C*A*C*CA*

TAGGAA

******

TCGGAGCTGA AGGAGCGCCA TGAGGAGATG GCAGA-ACAA ACTGA--AGC AGTGGTGGTA GAAAC日下GA AGAA******

AGAGAAACAC CACGAAGCA

TTGAGAGATG

**********

�"^^^^^i^^:^^^.

*G*GACT*CA

AAGGAG6AGC

jf::*^*;*:*****

#G###**#A*

G#A******A

AAGCCAATTG

^c^j^s)":^;^;^;^:^;^

##T***G**#

C# | #******

ATCAGGCTTT

**********

^j^:^*:^***

######A##C

AACTGCGCCT
SSS:｣S:｣:*:k:fcS

*T********

#T####c*#A

CAGTGTTTGT

^ if^^T^^^^^

^ ^c ^c ^ ^ >(c i)e 3|サ|(サ|t:

S:｣SSS:*:****

GAAGAAAGAA

^sf;^^*^***^

:｣ :>|<:;|c:k**:fc:fc&:k

jf: :^^^:!;:^***

GTGGACATCT

^^s^H^^H^^^

sf: ^:^:^^^3!^^^

A****A***C

CGCAGTAACC

##**A***G*

#A**A**CG*

GA-*AA*CAA

GTTGAGTGAG

^^^^^^^^^^

sjcjc^^^^^^H^

A*********

AGCATAGAAA

**********

:｣SSS:｣:*::*:***:

####C**G**

AACGAATATG
ik*****:*:***

^^J^;^^^:^^*

##T*##****

ACAGGAGTTA
^^iicifc******

^ij^fi:;***:*:**

T*T*A**-A*

AACACTGCAG

**********

s^i^^5)^^^*^

***半SSSSSS

GGAAGAAAAG

*****GC***

#####(;,#s(!:>|ォ|(

#>!<:#:+:if:s^i^ y

TCATG-TTTT

SSSSS] ssss

ilc****^****

*A*G*C****

TGATTATC CTCAGTACCC AAACCAAAGA GGTG*G**TC

AGCTTCATAG

**********

v^^^^^ I *r;**li^T^

C*AGA*TG**

TTCTGTCAGC

5(C J(i: S)ォ(< ^ >|< Q 5(｣ 5jォ|s

*******:*:**

******G***

GGGAGGAAGA

i^*:^:*:*****

i^:*::^***:*:*

^^^T******

GTAAATACAA

**********

###*c#####

*G**--**

ATCAATAACT
^cij:^;^;^^^^^^

S i|e>|<)|<if<:)<:｣:｣&｣

##-#T**#A#

CAAAGCTGCC

**********

SS********

**C*******

CAGAGATCCT

^ ^sj^^^^Jt::^

**********

if: :^if::｣:｣>(::｣:｣:｣:｣

GCATGCACGC

**SSSSSSSS

**********

GCACAGCA-

********--

*******:*:

****CT**GT

TGAGGGACCG

**********

^^^^^^^^^^

####AA*#*A

GGAAGAGATA

**********

**********

*********:*:

AGAAACAAAG

SSS:*:*:*:**:* :*:

^.yf^^^-^^^y:^

TACAAA-Ace

^^^K^^^-#*#
ォJ><1>4j-l>U>I*I*vLnd>'T-Tk'Tl'^r"T'^^'T-T*
***C*CTGGT

CCCAATTGAG

**********
#####G*###

**G*GC#***

TGGGCATTTG

**********
**********
*********T

GGAGAAAACT
^y^^:^:^:｣:｣:｣

^I^c^:^*****
^^�"^�"^�"^0^:^'^:

TCTCTGTCCC TATATAATAA AGAATACCTG CTGATGGC

**********　**********　**********　********

********A* ********** ********** ********AA TGGAACTTAA GGGAACGGAA TTC

####:>i<7#i GT A********* #*##*T*

Fig.20Alignmentofthededucednucleotidesequencesin3funtranslatedregionofB-Gclone,bg!4/8,G3,

bg28,bg32.landgene8.5.

…stansc(**

｡14/8:Mill

gr14/83'U軍:Identityg

efa/.(1991)

3'untranslat;ps(-):intr｡duced

G3:Kaufmanet

dregion｡nbgIA/冒optimizealignmentunderline

.(1989)

cloneG33'UT:3'untranslated‥primersequencesinthisstudy

regi｡n｡nG3clone
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chicken

Ml 1 2　3　4　5　6　7　8　91011 1213

m m .j& j& jx

:�"& &

bp
……≒甲軒準 噂 �"�"サ

■●●-,●■

M2 14 15

Fig. 21 PCR products in chickens.
Ml : ¢X174 / Haem M2二人DNA/Hindm

1-8, 12, 13 :whiteleghorn　9:fayoumi

10, ll :whiteplymouthrock 14, 15:silky

●

jungle fowl

A B

Fig. 22　PCR products in jungle fowls.
●

M:¢X174 / 〃∂eⅢ

A : redjunglefowl B: greenjunglefowl

C : grayjunglefowl D,E : ceylonjunglefowl
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Table 1 Detection ofDIS80 locus from a hair root

collected from seven subjects.

sample number of number of numberof numberof

18　　　　　　　　　　　5.6　　Atype　16　　　　　　　　6.3

24　　　　　　　　　　　25.0 Atype　　　　　　　　　　　40.0

14　　　　　　　　　　　0.0 A type　　8　　　　　　　　0.0

21　　　　　　　　　　33.3　Atype 10 10.0

1 6　　　　　　0　　　　0.0 A type 0.0

24　　　　　10　　　　41.7　　Atype　12　　　　　　　　16.7

7　　　　　13

_　_　___　　　　　　　　　　　　　　　　~　~

tota1　　　1 30

61.5　　Atype lO　　　　　　　　50.0

1QQ.(

32　　　　24.6　　Atype　70　　11　　　15.7

Btv【ie　60　　　　21　　　　35.0
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Table 2　Effect of preliminary tests for detection ofDNA typing.
●

preliminary obtained

sample test DNAiugl

seminal contro1　　　　1 5.1

stain SM 1.0

DMA tvoing

DIS80　　HLADQ α

0　　　　　0
×　　　　　　　　×

×　　　　　　　　×DAC

LU

blood control

stain SM

DAC

3
･
0
日
c
N
j
C
¥
j
C
D

c
N
J
T
-
"
T
-
"

○
△
×

○
△
×

○
△
×

-DNA:high molecular weight DNA

ODetection　△:low detection x:no detection

:lt was possible to detect of DIS80 locus by condition on PCR

SM:SM test DAC:DAC method LUMuminol method

Table 3　Effect of acid and alkali solution for detection ofDNA
●

typing.

obtained

DNACuff二

20.3

1.0

1.7

DMA typing
DIS8Q

O

X

x
 
o
a
o
 
x
 
x
ォ

a
.
x
x
｡
止
｡
×
×
｡

0
　
9

7
　
4

samp一e

seminal control

stain

B

C

D

blood control

stain

B

C

<
*
O
 
C
D
 
T
-
｣

C
M
-
i
-
　
O
 
C
M
 
C
M

出
c
o
T
-
C
O
i
-

r
-
"
-
^
t
c
d
o
o
"
虹
c
s
j
o
i
n
-
i
-
T
-

r
-
'
"
*
'
c
d
c
d
c
c
i

pH:pH of isolation buffer

HMW-DNA:high molecular weight DNA

O:detection　△:low detection x:no detection
A:0.2M citric acid

B:0.6N hydrochloric acid

CMummol solution without hydrogen peroxide

D:0.5% sodium carbonate solution
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Table 4　Summary of allele balance(peak height ratio) in heterozygous samples.

①

Max.　S.D. Avg.-3S.D.

1.26　0.13　　0.55

1.29　　0.12　　0.58

1.30　0.14　　0.52

②　　　　　of data
Avg.+3S. D. ①く,and ②〉.

1.33　　100.0

1.30　　　00.0

1.36　　　00.0

n Avg.

67　　　0. 94　　0. 62

0.94　　0. 70

79　　　0. 94　　0. 62

ocus

D3S 358

VWA

FGA

Ame l ∩∩eg0

THOI

TPOX

CSFI PO

58

68

53

68

0.96　　0.55

0. 98　　0. 64

0.97　　0.66

0. 96　　0.

1.63　　0.19　　0.39

1.81　0.19　　0.41

1.58　　0.15　　0.52

1.64　0.17　　0.45

1.53　　　96.6

1.55　　　97.1

1.42　　　98.1

1.47　　　98.5

D5S818　　　　68　　　0.95　　0.75　1.22　0.10　　0.65　　1.25　100.0

D13S317　　　　83　　　0.95　　0.63　1.43　0.14　　0.53　　1.37　　98.8

D7S820　　　　68　　　0.97　　0.71　1.37　0.14　　0.55　　1.39　100.0

rrnumber of heterozygotes analyzed at each locus.

Avg.:average of peak height ratio
S.D.[standard deviation.

peak height ratio : right(second) peak height / left(first) peak height
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Table 5 Comparison with peak height ratio template volume, injection time and PCR products.

D3S1358　vWA FGA Amelogenin THOI TPOX CSFIPO D5S813　D13S317　D8S720

PCR

temp late

sample 1 control(1.Ong)　1.0　　1.0 1.0　　　1.0

1.1　　　0.9

0.7　　　1.0

0.9　　　1.3

1.　　　1.0

0.5　　　0.7

1.1　　0.8

1.0　　　0.9

1.0　　1.0　　1.0　　1.0

1.0　　1.4　　　0.7　　　0.8

0.9　　1.1　　1.0　　1.0

1.0　　　0.9　　1.2　　1.1

0.5ng 0.8　　　0.9

1.5ng 1.0　　1.3

2.Ong 1.0　　1.4

sample 2　controld.Ong)　1.0　　1.0
0.5ng 1.1　1.0

1.5ng 1.0　　　0.9

2.Ong 0.9　　1.0

1.0　　　1.0

0.8　　　　0.9

0.9　　　1.0

0.9　　　1.0

1.0　　1.0

1.1　　0.7

1.　　　0.7

1.1　　1.0

1.0　　1.0　　1.0　　1.0

0.7　　1.0　　　0.7　　　.9

1.0　　1.0　　1.0　　1.0

1.0　　1.1　　1.0　　　0.9

injection sample 1

emt

control (5sec.)　1.0　　1.0　　1.0　　1.0 1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　′ 1.0

10sec.　0.9　　1.1　　0.9　　　0.8　　　0.9　　　0.8　　　0.9　　1.1　　0.8　　1.0

15sec.　0.9　　1.1　　0.9　　　　0.8　　　　0.9　　　0.8　　　0.9　　1.1　　0.8　　1.0

sample 2 control(5sec.)　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　.　　1.0　　1.0

lOsec,  1.0　　1.0　　1.0　　　1.0　　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0

15sec.  1.0　　1.0　　1.0　　　.　　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0

PCR

product

sample 1 control d.50 り　1.0　　1.0　　1.0　　1.0 1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0

0.75〟　　0.9　　1.1　1.0　　　0.8　　　0.9　　0.8　　0.9　　1.1　　0.8　　1.1

3.00〟　　0.9　　1.1　　0.9　　　0.8　　　0.9　　　0.8　　　0.9　　1.1　　0.8　　1.0
0.9　　1.1　　0.9　　　　0.8　　　　0.9　　　0.8　　　0.9　　1.1　　0.9　　1.0

sample 2　control(1.50 り　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0

0.75〟　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0

3.00〟　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0

4.50〟　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　1.0　　.　　1.0　　.0

controhpeak height ratio in each locus calculated as "1.0".
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Table 6 Typing results of mixed sample by peak height ratio in STR locus knowned sample.
●

sample D3S1 358　　　vWA FGA Ame l ogen i n

attern

20:1

10:1

5:1

2:1

1　　　4

0

0

THO TPOX CSFIPO D5S81 3　　D1 3S31 7 2
0

7M
1

6

0

●
×

e-nog
J
.
｡
｡
｡

○
●
●
×

0

0

0

×

●
×

0
0
0
△

0

0

●

×

○
●
●
×

0
0
0
△

㌍
○
×
×

B十　　　pattern

20:1

10:1

5:1

2:1

2
一
〇
●
●
×

2
1
0
0
●
●

-
一
〇
〇
×
×

4 CXX-XY) c
｡
 
o
o
 
x

2
一
〇
〇
●
●

4 (ho-he)2
1
0
●
●
×

same　　4 (he-ho)

0
0
●
●

0
0
0
0

0
0
0
△

0
0
●
●

C十D pattern

20:1

10:1

5:1

2:1

2
一
〇
〇
〇
〇

2
一
〇
〇
〇
〇

4 CXY-XX) 2
一
〇
〇
〇
〇

5
一
〇
〇
〇
〇

4 (he-ho) 2
一
〇
〇
〇
〇

2
一
〇
〇
〇
〇

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

D十E attern 3 (ho-he) emaS

20:1

10:1

5:1

2:1

0

0

0

×

0
0
0
0

0
0
0
●

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
●

0
0
0
0

0
0
0
△

0
0
0
0

0
0
0
●

E+A pattern

20:1

10:1

5:1

2:1

g
J
.
｡
｡
｡

2
一
〇
〇
〇
×

2
一
〇
〇
〇
△

g
l
o
o
o
o

g
f
.
｡
｡
｡

2
一
〇
〇

S
L
.
｡
｡
｡

3 (ho-he)

0
0
0
●

0　　　　　0
×　　　　　　　　　×

4 (ho-he)

0
0
0
0

pattern:Peak pattern on each locus in mixed sample.(cf.Fig.ll)

○:Typing by peak height ratio and Genotyper was same estimate.　△:Typing by Genotyper was better than typing by peak height ratio.

>Typing by peak height ratio was betterthan typing by Genotyper.　× :Typing was unable by both peak height ratio and Genotyper.

same:Typmg of STR or amelogenin is same in homozygous or heterozygous.
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Table? Results ofPCR.

anneal ing temperature

.
L
a
O
O
O
O
 
X
 
O
O
O
 
X
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O

.

a

O

O

　

1

　

0

×

×

×

×

×

f

O

mamma I

n

∩

 

0

a
 
0

∩
 
b

u

 

a

=
　
b

r

　

ト

f
a
J
O
 
b
J
O
4
-
J
 
c
O
 
C
D

O
　
-
　
　
O
 
C
O
 
C
D
 
C
D

C
 
P
 
J
u
 
G
 
b
 
J
u

chicken

PCR products(about 700bp) were detected.

PCR products(about 700bp) were not detected.

not performed PCR
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Table 8　Animal samples and PCR results.

class species breed

PCR

number products

bird chicken white leghorn

fayoumi

white Plymouth rock

silk>

0
0
0
〇
一
〇
〇
〇
〇
〇
〇
一
〇
〇
〇
〇
一
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×

pc

classspeciesnumberpr≡ducts

native fowl ｣
u
 
g
.
｣

-
　
　
-
　
　
o

.
｣
h
 
k

0
 
0
 
a

J
u
 
J
u
 
S

a
 
a
 
0

智
K
f
f
l
　
川
川
L

r0
 
e

I

jidori

idori

echigo nankin

shiba dori

Japanese long tail fowl

jungle fowl red jungle fowl

green jungle fowl

gray jungle fowl

ceylon jungle fowl

Japanese quai

parakeet

swan

owl

crow

kite

turkey

guinea fow一

duck

peacock

0."detected x.'not detected

mamma I human

cattle

pig

sheep

dog

bear

raccoon

deer

baboon

6　　　　×

1　　　　×

1　　　　×

1　　　　×

1　　　　×

1　　　　×

1　　　　×

1　　　　×

1　　　　×

amphibian frog x

fish mullet

c｢ucian carp 1 x




