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第 1 章 緒言  

 

1 .1 DNA 型鑑定  

1 .1 .1  DNA f inger pr ints  

 DNA 型鑑定は 1985 年に英国の遺伝学者である Alec J  Jefferyらにより発表

された DNA f inger  pr in ts（ DNA 指紋法）により確立された手法である 1 - 4．Alec  

J  Jefferyらは DNA の中に連続して繰り返す配列を発見し，またこの配列の反

復回数が個人間で異なる事を見出した 1．それにより遺伝子の機能ではなく，

個人を判定することができるか研究を行い， DNA の反復配列を検査する手法

として DNA f inger  pr in tsを開発した 2 - 4．この手法が Natureに発表されること

によりヒト DNA を個人識別や血縁関係の推定に用いる新しい分野が開拓され

ることとなる．当時の鑑定に用いられた DNA f inger  pr in tsとは DNA 反復領域

の中でも VNTR（ Var iab l  Number  o f  Tandem Repeat）と呼ばれる領域の周囲にあ

る DNA を 制 限 酵 素 に よ り 切 断 し ， そ の 断 片 を 調 べ る 方 法 で あ り ， 現 在 で は

RFLP（ Rest r ic t ion Fragment  Length  Po lymorph ism，制限酵素断片長多型）と呼
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ばれている 5．切断された断片は個人間で長さが違うため電気泳動を行い分離

することでバーコードのようなバンドが検出される．このバンドの組合せが個

人 間 で 異 な る こ と を か ら 個 人 識 別 や 血 縁 鑑 定 に 利 用 す る 方 法 で あ る ． DNA 

f inger  pr in tsは DNA 全体を用いる事からも高い多型性を持ち，一回の型判定に

お い て の 識 別 能 力 は 非 常 に 高 い も の で あ る ． し か し な が ら 高 分 子 か つ 多 量の

DNA が必要になる事から血液，精液などのサンプルの型判定であれば有用な

手法であったが，微量なサンプルや分解や腐敗の進んだサンプルの判定におい

ては適応が難しいものであった．  

 

 

1.1 .2  S ing le  locus  VNTR 法  

1988 年に耐熱性 Polymeraseを使用した PCR(Polymerase Chain React ion)法が

発表され DNA 型鑑定に利用されることで微量な DNA からも目的とする多型部

位を増幅することが可能となった 6 , 7．これによりほぼ全ての生物学的資料か

ら DNA の検出が行えることとなり DNA による個人識別の精度は飛躍的に向上
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し，多型検索法も広がりをみせることとなる 8 , 9．RFLP を利用した型判定およ

び DNA プロファイルを作成する為には，高い専門性と技術を要求されたが，

これに取って代わり主流となったのが PCRを用いて VNTR の Sing le locusを増

幅する事で型判定を行う方法である 1 0 - 1 7．VNTR は数十塩基からなる長い反復

配列で，実際に鑑定に用いられている代表的な VNTR に D1S80（ MCT118）が

挙げられる 1 8 - 2 6． D1S80 はヒト第一染色体に存在する 16 塩基を 1 単位とする

反復配列であり，その繰り返し配列は 16~41個の反復単位からなる高い多型性

を持ち，個人識別を目的とした場合に非常に有効な Locus として近年まで研究

が行われていた 2 7 - 3 1．しかしながら VNTR の PCR産物の全長は 300bpから 900bp

と幅が大きく，低分子化の進んだ資料や反復の多い Al le le では増幅が困難な場

合もあり， DNA f inger  pr in tsと比較した場合には有用な方法ではあったが鑑定

における信頼性には多少の疑問も残っている．   
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1.1 .3 Mult ip lex  STR 法  

VNTR の問題を克服する為に用いられたのが TPOX， THO1， CSF1POなど

の常染色体 STR （ Shor t  Tandem Repeat）である 3 2 - 3 7． STR とは約 2~6 塩基の

反復を 1 単位とした短い反復領域であり，その増幅サイズは 100~300bpと短く

することができ，劣化したサンプルにおいても有用とされている 3 8 - 4 0．しかし

ながら STR の多型性は VNTR と比べ低く，単独の Locus では個人識別の制度

が 低 い と い う 欠 点 が 挙 げ ら れ て い た が ， そ の 問 題 を 解 決 す る 事 と な る の が

Mul t ip lex  PCRの開発である 4 1 , 4 2．Mult ip lex  PCRでは一度の PCR 反応において

複数の Locus を同時に増幅する事が可能であり，貴重な鑑定資料の取り扱いが

最小限で済み，試薬や機材の節約による経済性や同時検出による迅速性などの

メリットが挙げられる．この手法の開発により個人識別の精度は格段にあがる

こととなり 4 3 - 4 6，近年においては高い識別能力と高速解析が可能な最良の方法

として複数の STR を利用した Mul t ip lex 法が用いられている．  

効率的な Mul t ip lex  PCR の開発をする上で重要になるのが pr imer の設計お

よび反応液成分のバランスについての入念な計画であり，数多くの試験と労力
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が必要となる 4 7 - 4 9．これは Pr imerを Mult ip lex  PCRに適応させる必要性があり，

PCR 産物の長さを重複させてはいけない事，Pr imer  d imerを形成しないように

ある程度の相補的な領域を避けること， Pr imer のアニーリング温度（ Tm 値）

を揃える事などがあげられる 5 0．また Mul t ip lex  PCRを最適化するには増幅す

る複数の Locus における PCR 産物の間で良好なバランスを保つ必要性がある

ため，通常大幅な最適化が必要となる．アニーリング温度，伸長時間，ポリメ

ラーゼの種類や使用量などの条件検討が必要であり 5 1，特に pr imer 濃度の最

適化は各 PCR 産物の総取量を決定するため， Mul t ip lex  PCRを行う上で最も重

要な要因の１つである 5 2．  

STR は型判定のみならず疾患遺伝子領域の研究にも用いられている．特定

遺伝子とその近傍に位置している STR の連鎖解析を行うことで疾患関連マー

カーとして使用可能であり，また原因遺伝子が不明な遺伝性疾患においては，

健常群と疾患群間で多数の STR を比較することにより，連鎖している疾患原

因遺伝子の解明に使用できる．さらに STR の反復数の増加自体が発症に関与

している疾患が存在しており，新たな Locus の多型情報を調査する事は疾患遺
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伝子領域においても有用だといえる 5 3 , 5 4．  

 

 

1.2 DNA 型鑑定の種類  

近年の法医学的領域における鑑定において， Mul t ip lex  PCR を利用した複数

の STR型判定は常染色体 STR5 5 , 5 6と Y 染色体 STR5 7 - 6 2を用いた検査が主流とな

っている． STR 検査は両染色体における市販キットを用いた Mul t ip lex  PCRに

よる検査が一般化される傾向であり，常染色体 STR Mul t ip lex  PCRキットであ

る Ident i f i le r  (Appl ied Biosystems)や PowerPlex (Promega)による Popula t ionデー

タの収集や 6 3 - 6 8， Y 染色体 Mult ip lex  PCR キットである Yf i le rSTR (App l ied  

B iosystems)や Powerp lexY (Promega)での Popula t ionデータの収集 6 9 - 7 7，キット

間での比較検討など数多く調べられているが 7 8 - 8 2，市販されているキットが高

価である事，エキストラバンドの出現，増幅部位による検出感度の隔たりなど

問題点も少なからず存在している．非常に劣化の進んだ Sampleにおいてミト

コンドリア DNA の配列を用いての鑑定も行われる場合がある．それは核 DNA
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が細胞１つに１つしかないのに比べ，ミトコンドリア DNA は細胞１つに対し

て数十と存在しているため，核 DNA での型判定が行えない Sampleであっても

ミトコンドリア DNA であれば検出できる事例が存在するからである 8 3 , 8 4．主

に鑑定に用いられるのは D-Loop と呼ばれる領域で HV1～ HV3（ Hyper  Var iab le  

Region， 高 度 可 変 領 域 ） の 配 列 を 調 べ る 事 で 鑑 定 を 行 っ て お り 8 5 , 8 6， 多 数 の

popula t ion 調査も行われている 8 7 - 9 0．しかしながら領域全体に存在する SNP

（ Sing le Nucleot ide Polymorphism，一塩基多型）を複数読み取り比較する事で

行うため，技術的・時間的な観点からも実用的要素は少ない．  

一方で X 染色体 STR を用いた手法は片親不在における母子鑑定，特に父娘

鑑定に適用可能である．また PCR 産物が男性では 1 つ，女性では２つである

事から性別判定に利用できる事や，常染色体に比べ血縁鑑定の判定が比較的容

易である等の利点があるにもかかわらず，マルチプレックスの確定した条件や，

Al le le の出現頻度の報告数は他の染色体と比較しても数少なく，市販のキット

もようやく国内において提供がなされた状態である．近年においても内部構造

の解析が報告されており 9 1 , 9 2，市販のキットを用いた Populat ionの報告がよう



 

8 
 

やく増えてきた現状である 9 3 - 9 7．  

 

 

1 .3 本研究の目的  

 本研究では解析・検討の行われていない新規の X 染色体 STRの検出を行い，

その多型性と内部構造の確認・統計による解析を行うと共に，社会的実用性の

ある Mult ip lex  PCR法へと適応させることを目的とした．  
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第 2 章 実験材料と方法  

 

2 .1 DNA 試料  

X 染色体 STR Locusのデータベース作成試料として，司法解剖時に個人識別

の検査の為に採取を行なった血縁関係の無い日本人 700 人（男性 440 人，女性

260 人）の血液より DNA を抽出し用いた．また検出限界の調査に陳旧化した

大腿骨からの DNA を使用した．血液・骨からの DNA は技術的な濃度差が起こ

らないよう Maxwel l  16  Ins t rument  (Promega)を用いて抽出を行い， DNA 濃度の

測定において DU Ser ies  700 (Beckman 60 Cou l ter )を用いた．なお採取した血液

は刑事起訴法第 129 条等に基づき，裁判所の令状により DNA の検査を含む解

剖検査を依頼されたものであり，鑑定嘱託した茨城県警本部の承認と遺族の承

認書を得たものを使用している．また遺伝性の検討に日本人 30 家系（息子 18

人，娘 12 人）を用い，人種間の検討の為，モンゴル人 105 人（男性 81 人，女

性 24 人），コロンビアのネイティブアメリカン 160 人（男性 87 人，女性 93 人），

アメリカ人（白人）の 88 人（男性 33 人，女性 55 人）を用いた．上記の資料
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は筑波大学・医の倫理委員会にて平成 26 年 4 月 2 日付第 237 号「法医学関連

遺伝子（ ABO 式，XY 染色体遺伝子他）の集団における調査」として承認を経

ている．  

 

 

2.2 X 染色体 STR locus の検索  

本研究では近年報告に上がっている X 染色体の連鎖解析群（ Linkage group）

との関連性も視野に入れ p22,  Cent romere,  q12,  q26,  q28領域から検索する領域

の選択を行った． X 染色体の連鎖解析群は，主に Centromere及び Telomereの

付近に存在しているが，DXS10159，DXS10162，DXS10163，DXS10164，DXS10165

の 5 つの Locus は Centromereに近接して存在する Locus であるものの連鎖は

見られなかった．また長腕の末端側において多くの連鎖解析群が見られること

から Xq28 領域において反復配列の検索を行った 9 1 , 9 2 , 9 8 - 1 0 3．  

多型検索 には USCG( Un ivers i ty  o f  Cal i forn ia  Santa Cruz)  Genome Browser  

(h t tp : / /www.genome.ucsc.edu/ index.h tml )  を用いて q28領域に存在する反復配列
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を検索し，型判定に利用しやすい 4 塩基反復配列の選択を行うと共に，選択し

た 反 復 配 列 の 配 列 報 告 ・ 研 究 報 告 の 有 無 の 確 認 ， NCBI map v iewer 

(h t tp : / /www.ncb i .n lm.n ih .gov /mapv iew/ ) に お い て 配 列 を 比 較 す る こ と で 多 型

性の確認を行った．  

 

 

2.3 Direct  Sequencing 法  

X 染色体 STR の配列解析には PCR 産物をクローニング無しに配列決定する

Direct  Sequenc ing法にて行った．X 染色体は男性において 1 本しか存在しない

ことから主に男性検体を用い，女性検体においてはヘテロ接合体の塩基長が異

なる物に対して Agarose S（ニッポンジーン）にてゲル上で電気泳動を行い分

離した後に切り出して用いた． PCR 反応には Ampl iTaq Gold® 360 PCR Master  

Mix   (App l ied  B iosystems)  を 用 い ， DNA シ ー ク エ ン シ ン グ に は

BigDye® Terminator  v3.1  (App l ied B iosystems)を 使 用 し た ． 泳 動 に  3130x l  

Genet ic  Analyzer  (App l ied  B iosystems)を 用 い Sequence Analys is5 .3 .1  (App l ied 
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Biosystems)にて内部構造の解析を行った．  

 

 

2.4 フラグメント解析  

DNA 型鑑定では塩基長の解析による鑑定が主に用いられており，実用性の

観点からも塩基長の解析と各 Al le le（対立遺伝子：型鑑定において反復回数を

示す）の指標の作成，人口統計調査は必要不可欠である．これは内部構造を解

析した Sample から塩基長と Al le le 数を対比させる事により，未知の Sample

においても塩基長のみで Al le le 数を算出する事が可能となる為である．  

塩基長の解析には各々の Pr imer の片方に蛍光色素を付加し， Size Standard

と共に Genet ic  Analyzerにて泳動を行う事で，誤差約±1 塩基の精度で PCR 産

物 の 塩 基 長 の 解 析 を 行 う 事 が 出 来 る ． 使 用 す る POPT M  Polymer (App l ied  

B iosystems)の種類により泳動誤差に多少の幅が出るが，内部構造の解析を行っ

たサンプルを Al le le のマーカーとして用いる事で精度を向上させる事が可能

である．  
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本 研 究 で は Pr imer に 付 加 す る 蛍 光 色 素 に FAM, PET,  VIC,  NED を 用 い ，

Size Standard  に GeneScan™ 600 L IZ® Size Standard  (App l ied Biosystems)を，泳

動には 3130x l  Genet ic  Analyzerを用い， Polymerには POP7を使用した． Al le le

の算出は Gene Mapper  IDv3.2(Appl ied B iosystems)を用いて塩基長を解析する事

で行った．  

 

 

2.5 Mult ip lex  PCR 法  

2 .5 .1 STR locus の選択  

現在までに解析・統計的調査の行われている X 染色体  STR locusは 50 Locus

程度でしかなく他の染色体の研究に比べ遅れをとっているのは明らかである．

Mul t ip lex  PCRに用いる Locus の選択は X 染色体上から幅広く行い，近接に存

在し連鎖解析が扱われている DXS7132-DXS10074， DXS6809-DXS6789，

DXS10134-DXS10147-DXS7423，を含む， DXS8378， DXS9902， DXS9898，

GATA172D05， GATA31E08 の 12 の Locus に，新たに解析を行った新規の X 染
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色体 STR locusを加えた．報告のあがっている X 染色体 STR locusと使用する

locus を図 1 にて示す．また X 染色体 STR を用いる事で性別の判定を行う事が

出来るが，非常に低確率ではあるが全ての Al le le がホモ接合体となる可能性も

考えられる．そのことから性別の確定診断のため X 染色体と Y 染色体に存在

し塩基長の違う相同配列である Amelogen inを加え， X 染色体 13 STR locus及

び Amelogeninにて Mul t ip lex  PCRの作成を行った．   

 

 

2.5 .2 Primer の作成  

Pr imer の作成にあたり DXS8378，DXS9902，DXS7132，DXS9898，DXS6809，

GATA172D05，GATA31E08，DXS7423，Amelogeninは先行研究にて報告のある

Pr imer を用い 9 1 , 1 0 4 , 1 0 5，DXS6789，DXS10074，DXS10134，DXS10147，は PRIMER3 

sof tware (h t tp : / / f rodo.wi .mi t .edu/pr imer3)にて設計を行った． Pr imer の設計に際

し て は 多 く の Pr imer を 用 い る た め Tm 値 が 離 れ 過 ぎ な い よ う に お お よ そ

59-61 ℃の間になるように設定した．また多種 Pr imer を同時に一度の PCR で
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増幅することからも Pr imer  d imerが作成される可能性が高く，相互間で干渉し

た場合には増幅しない場合，後の条件検討が複雑になる事が考えられ，新たな

Pr imerを作成する上で他の Pr imerとの d imerが作成されないかの予測を行うと

同時に設計を行った．また各 Pr imer の増幅サイズは塩基長多型による差の幅

を含め重複する事は型判定に用いた際にどちらの Locusの Al le le か判断が不能

になるため，おおよそ 100~150bp， 170~220bp， 240~290bp， 310~360bpに増幅

サイズを設定し随時サイズの調節を行った．増幅サイズが重なる場合にはサイ

ズが変更できるか Pr imer  d imerの予測と共に検討し，変更できない場合には付

加する蛍光色素の変更，または他の Locus との増幅サイズの変更により調節し

た．作成した Pr imer を表 1 に示す．  

 

 

2.5 .3  Mul t ip lex  PCR 条件の検討  

Pr imer の濃度調節を基準に Taq ポリメラーゼの選択，アニーリング温度の調

節，サイクル数の調節，最適な DNA 濃度の検討，検出限界の確認を行った．
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試薬には Ampl iTaq Gold® 360 PCR Master  Mixおよび Mult ip lex  PCR Plus K i t

（ QIAGEN）の 2 種を用いた．各 Pr imer の濃度は最終濃度 0.25 µ Mを基準に至

適濃度の調節を行い，アニーリング温度を 1℃刻みに 58-62 での調節を，サイ

クル数は 28-32 にて検討を行った．  至適 DNA 濃度の検討及び検出限界の確認

にはコントロール Sampleである K562（ Promega），9948（ Promega）にて 5 ng/µ l ,  

1  ng /µ l ,  0 .5  ng/µ l ,  0 .1  ng/µ l ,  0 .05ng/µ lの濃度のサンプルを作成し比較を行った．

また検出限界の確認においては検出が極めて困難である陳旧化した骨 Sample

よ り 抽 出 し た DNA を 用 い て 検 討 を 行 っ た ． 使 用 し た サ ー マ ル サ イ ク ラ ー は

2720 Thermal  Cyc ler  (App l ied B iosystems)及び  Ver i t i (Appl ied B iosystems)である． 

増 幅 の 確 認 に は 3130xl  Genet ic  Analyzerを 用 い て 泳 動 を 行 い ， Gene Mapper  

IDv3.2(Appl ied  B iosystems)に て 蛍 光 色 素 の シ グ ナ ル 強 度 を 確 認 す る 事 で 行 っ

た．蛍光強度の最低検出値は Gene Mapper  IDv3.2の初期設定値である 50 RFU

を基準とした．  
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2.6 統計学的解析  

X 染色体 STR locusの統計には各 Al le le の出現頻度を用いて計算される．一

般的多型の指標としては異型接合度（ Heterozygos i ty :  HET），多型情報含有値

（ polymorph ic  in format ion  contents :  P IC）などが用いられている． HET は集団

に お い て ヘ テ ロ 接 合 体 を 有 す る 者 の 割 合 を 示 し て お り ， 集 団 か ら 任 意 の 2 つ の

Al le le を取りだした場合に，その 2 つが異なる確率を示している． PIC は血縁鑑

定に対する有用性の指標と理解されており，子の由来を判定できる確率を表して

い る ． こ の 他 に DNA 型 鑑 定 に お け る 統 計 手 法 と し て 識 別 能 （ power o f  

d iscr iminat ion :  PD）や，親子鑑定における平均排除率（ mean exc lus ionchance:  

MEC）があげられる． PD は２者が異なる遺伝子型を有する確率を示すものであ

り，X 染色体 STRにおいては男性と女性で染色体数が異なることから PD female ,  

PD maleで分け算出を行う． MEC とは定型的な親子鑑定の間において，子また

は母子の型から母権・父権を否定できる確率を言う． MEC の計算方法は様々提

案されており本研究においては Krüger ら， Kish ida ら， Desmara isの算出を用

いた 1 0 6 - 1 1 0．    
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第 3 章 結果  

 

3.1 X 染色体 q28 領域 CTTT 反復配列  

3 .1 .1  CTTT 反復配列の構造  

NCBI  genome v iew  Anno ta t i on  Re lease  106  X -ch romosoma l  151 ,285 ,800bp 

(Bu i ld37.2-150,454,000bp)近傍にて CTTT を基本とする STRの存在を確認した．

この STR は CTTT の 4 塩基反復配列をベースに CT の 2 塩基反復配列を持つ複

雑 な 構 造 を と る も の で あ っ た ． そ の 反 復 構 造 は P 1 : ( C T T T )2 - ( C T T T ) 4 - 

( C T T T ) 2 - ( C T ) 2 - ( C T T T ) n ,  P 2 : ( C T T T )3 - ( C T T T ) 4 - ( C T T T ) 2 - ( C T ) 3 - ( C T T T ) n ,  

P3: (CTTT)3- (CTTT)3- (CTTT)3-CC-(CTTT)2- (CT)2 - 4- (CTTT)2 - 3- (CT)2 - 6- (CTTT)n と

3 つの形に大別することができた（図 2）． P1 の形は反復が少なく，その増幅

サイズは 300bp以下と他に比べると非常に短い形である．増幅サイズ 281bpで

(CTTT)1 7 を見せた型は全ての型の中で最多頻度を示したが， P1 は 3 つの形の

中では 0.105と 1 割程度の頻度の少ない構造であった．P2 の形は全体の内 0.54

の頻度を示しており， 3 つの形の中で最多頻度を示す構造であった． 1 塩基の
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挿入が見られる特異的な形も見られたがほとんどが基本を維持した構造で，そ

の増幅 サ イズは 約 320~4 00bp と 長く， 幅 広い構 造 を示し た ． P3 は 他の構 造

(CTTT)n の前に CC-(CTTT)2- (CT)2 - 4- (CTTT)2 - 3- (CT)2 - 6 の挿入を持つ形である．1

塩基の挿入や CT 反復配列の欠損など特異的な形を示すものが多い型であった．

内部構造の頻度は日本人 124 人中 54 通りを示し，最も多い形でも 0.0645と低

い値を示した．１塩基の変異が 2 検体と僅かに見られ， 1 塩基の挿入は 6 検体

に見られ，これらの特異的な構造は塩基長の長い構造で現れる傾向が見受けら

れた．全体の多くは 4 塩基を基本とした構造をとっていたが，P2 では 2 検体，

P3 では 3 検体において 2 塩基反復による差異が見られたためにより複雑な構

造を呈する事となった．日本人検体においての内部構造を表 2 に示す．各構造

は DDBJ（ DNA Data Bank of  Japan）に登録済みである．（ AB767191～ AB767244）  
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3.1 .2 CTTT 人種別内部構造頻度  

モンゴル人（ n=50）と，アメリカ人（ n=28）の内部構造別出現頻度を表 3 に

示す．モンゴル人の内部構造の比率は P2 頻度 0.6， P3 頻度 0.36 とほぼ日本人

と変わりはないが，P1 の構造の出現が日本人よりもさらに少なく P1 頻度 0.04

とわずかであり，また P3 における最後の CT 塩基の反復配列が日本人におい

て CT6 反復出現率 0.410 に対してモンゴル人では 0.166 と少ない値であった．

アメリカ人における内部構造の比率は日本人，モンゴル人とは異なり， P1 頻

度 0.321， P2 頻度 0.250， P3 頻度 0.429 であり，日本人・モンゴル人で多い塩

基長の長い P2 ではなく，塩基長の短い P1 の頻度が多いと言う結果であった． 

 

 

3.1 .3  塩基長別発生頻度と統計  

フラグメント解析（図 3）（図 4）による塩基長別発生頻度は日本人 124 人中

34 通りの形を示した．塩基長 351bp において最も高い出現確立である 0.0887

という値を示した．最高出現頻度の塩基長でさえも 1 割を切る結果であること
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から識別能の高さが確認できる．多型情報含有値を表す値は PIC=0.9507，女性

におけるヘテロの出現割合を示す異型接合度は HET=0.9528と非常に高い値を

示した．識別能力は PD female(PDf)=0.9957，  PD male(PDm)=0.9528であり，

この Locus 単独による型判定においても女性で 5/1000人，男性で 5/100 人に識

別する事ができると値である（表 5）．通常の X 染色体 STR locusにおける塩

基長出現頻度別の統計数値はおよそ HET 0.5~0.8 ,  P IC 0.4~0.8,  PDm 0.5~0.8,  

PDf  0 .7~0.9であることからも，その値の高さがうかがえる．この値の高さは 2

塩基多型が含まれる事や 1 塩基の挿入が見られる事などが要因としてあげら

れる．このような内部構造の複雑な Locus では Mutat ion Rateが高い事が多く

見られ，本 Locus においても家族間 Sampleを用いて確認を行ったが，血縁関

係に矛盾点は見られなかった．  

  



 

22 
 

3.2   X 染色体 q28 領域 TGCC-TTCC 反復配列  

3 .2 .1  TGCC-TTCC 反復配列の構造  

NCBI genome v iew Annotat ion Release 106 X-chromosomal  151,866,400bp 

(  Bu i ld37.2 151,034,800bp)  近傍， DXS10011の約 100Kbp上流において 2 塩基

などの挿入がない 4 塩基の反復配列を持つ STR locusを確認した（図 5） .  そ

の内部の構造は TGCC と TTCC の 2 種類の 4 塩基多型が連続した構造であり，

TGCC は 5~9 の反復を， TTCC では 11～ 21 の反復を見せた（表 6）．   

 

3.2 .2 人種別内部構造頻度  

日本人の男性 100 人，モンゴル人の男性 80 人，女性 12 人，アメリカ人の男

性 33 人，女性 55 人，コロンビア人の男性 87 人，女性 93 人において内部構造

の解析を行った（表 7）．  

TGCC においては日本人では見られなかった Al le le  5 がモンゴル人，アメリカ

人，コロンビア人で確認され， Al le le  9 がアメリカ人，コロンビア人で確認さ

れた．出現頻度を比較したところ全人種で Al le le 8 が最も多い形を示した．
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Al le le  6 と  A l le le  7 について日本人，アメリカ人，コロンビア人 TGCC の Al le le

の出現頻度は平均して約 Al le le 6  =0.3 ,  A l le le  7  =0.2 ,  A l le le  8  =0.5の割合であっ

たが，モンゴル人においてのみ Al le le 6  =0.2095,  A l le le  7  =0.2857と Al le le  7 が

Al le le  6 を上回る形であった．  

TTCC の出現頻度においては日本人，モンゴル人，アメリカ人ともに Al le le 15

の発生頻度が高く約 0.5 を示し，次いで Al le le14 が約 0.2 という頻度を示した

が，コロンビア人では Al le le14 = 0 .4249， Al le le15 =0.3479と出現頻度が大き

く異なる結果となった．また日本人・モンゴル人の Al le le は 10-21 と幅広く存

在するのに対し，アメリカ人では 10-18 と狭く，コロンビア人は 12-16 の 5 つ

の Al le le しか存在しない結果であった．  

TGCC と TTCC の 連 鎖 解 析 を 行 っ た 所 （ 表 8）， 日 本 人 で は TGCC-TTCC 

8-15=0.27 が最も高く，次いで 8-14=0.14， 6-15=0.12， 7-15=0.11，モンゴル人

では 8-15=0.2308， 8-14=0.146， 7-15=0.1154であった．日本人と各々の Al le le

出現頻度にはほとんど差異の無かったアメリカ人においては 8-15=0.2448が最

も頻度高く，6-15=0.1259，6-14=0.0839，7-14=0.0839と続く結果であり，TGCC
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で最高頻度を示す Al le le8 と TTCC で 2 番目の頻度である Al le le14 の 8-14 の組

合せが 0.0559と少なく， TGCC の Al le le6 と Al le le7 に TTCC Al le le  14が分散

して存在している結果であった．そしてコロンビア人であるが 6-14=0.2454，

8-15=0.2344，8-14=0.1392と，TGCC と TTCC の個別では最高頻度を示した 8-14

よりも 6-14，8-15 の方が約 1.8 倍もの出現頻度を示した．また TGCC と TTCC

の各々において 2 番目の出現頻度を示した 6-15 は 0.018 と僅かにしか存在し

なかった．これらの事からも 2 つの配列には連鎖した関係性が存在すると考え

る．  

 

3.2 .3 Alle le 出現頻度   

フラグメント解析（図 6）による塩基長別発生頻度を全ての人種を含め表 9

に示す．人種間内部構造の違いから塩基長の出現頻度にも違いが現れる結果と

なった（図 7）．日本人とモンゴル人の間には比較的差が少ないが，両人種共

に最高頻度を示す Al le le  23 がモンゴル人では 0.3048，日本人では 0.4167と日

本人の頻度が高くなっており，他の Al le le の出現頻度が相対的に低くなってい
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る事により若干の差を生じている．アメリカ人では日本人とモンゴル人とは異

なる出現頻度を示しており，その形は Al le le21 と Al le le23 の 2 Al le le で出現頻

度 が 高 い 二 峰 性 を 示 し た ． こ れ は ア メ リ カ 人 の 内 部 構 造 の 特 徴 に あ げ ら れ た

TTCC の Al le le  14 と TGCC の組合せにおいて 8-14 (A l le le22)が少なく， 6-14 

(A l le le20)， 7-14 (A l le le21)に分散していることが関与している． 2 番目に多い

組合せであった 6-15（ Al le le21）に 7-14 (A l le le21)が加わることで Al le le21 が

高い頻度となり，最も高い頻度の 8-15 (A l le le23)と並び二峰性としてあらわれ

ている．コロンビア人においてもその出現頻度は Al le le20 が最も高く，次いで

Al le le22，Al le le23 とアメリカ人とも違う二峰性を示した．Al le le23 は他と同様

に TGCC-TTCCが 8-15 の組合せによるものであるが，Al le le20 で高頻度を示し

た事はコロンビア人に 6-14 が特徴的に見られた事があらわれている．Al le le22

はコロンビア人において TTGC， TTCC 各々での最高頻度を示す組合せである

8-14 から表れたものだと考えられる．統計学的数値は平均して PIC=0.7505，

HET=0.7809，PD female=0.9210，PD male=0.7809であり型判定に用いることに

遜色ない値を示した．また塩基挿入や 2 塩基反復配列などが含まれていないシ
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ンプルな 4 塩基の反復配列から型判定に用いやすく法医学的に有用な Locusで

あると考えられる．  

家族間サンプルにおいて Mutat ion は見られず，血縁関係における矛盾点は見

られなかったが，母 21/34，息子 34(6 /28)と他と比較しても非常に長い塩基長

であるサンプルがみられた．血縁関係のあるサンプルとして人口統計計算には

含んでいないが， Al le le が 34 にまで及ぶ可能性に加え，親子間での特徴・疾

患遺伝子マーカーとなり得る可能性を検討する余地があると感じられた．  

 

 

3.3  Mult ip lex  PCR 法  

3 .3 .1 Mult ip lex  PCR の条件比較  

Mul t ip lex  PCRに導入する新規 Locus は，シンプルな四塩基配列を持ち，型判

定 に も 用 い や す い TGCC-TTCC 反 復 配 列 の 適 応 を 検 討 す る こ と と し た ．

Mul t ip lex  PCR を検討するにあたり，初めに Pr imer 相互間での干渉， Taq ポリ

メラーゼの種類による増幅，アニーリング温度での増幅度の差を検討する為，
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Mul t ip lex  PCR Plus K i t  及び Ampl iTaq Gold® 360 PCR Master  Mix  を用いて，全

ての Pr imer 最終濃度を 0.5µ M に均一にし， K562 と 9948 のコントロールサン

プル  1ng を 95℃ 5min の加熱後， 95℃ 30sec， 58℃～ 62℃ 90sec， 72℃ 60sec を

30Cyc le 行い，最後に 72℃ 10 分間の伸長反応を行うことで確認した（図 8）．

Mul t ip lex  PCR Plus K i tでは DXS8378， GATA172D での検出が弱いなどの差は

あ る も の の す べ て の Pr imer に お い て そ の 増 幅 を 確 認 す る こ と が 出 来 た ．

Ampl iTaq Gold® 360 PCR Master  Mixでは増幅の差が大きく， DXS8378におい

てはほとんど増幅が確認できず， GATA172D， DXS6789， DXS9902の Locus に

お い て は 増 幅 が 型 判 定 を 行 え な い 程 に 弱 い 状 態 で あ っ た ． こ の 事 か ら 主 に

Mul t ip lex  PCR Plus K i t を 用 い て 検 討 を 行 う 事 と す る が ， Ampl iTaq 

Gold® 360 PCR Master  Mixにおいても最適条件の検討は行うこととした．両方

共に PCR増幅の少ない Locusは 58-60℃のアニーリング温度にて増幅は確認で

きており，増幅効率の高い Locus は 60-62℃において更に増幅が大きくなって

いることから 59-60℃において Pr imer 濃度を調節すると共に検討を行った．  
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3.3 .2 Mult ip lex  PCR 最適条件  

Mu l t ip lex  PCR Plus K i t  では２倍希釈を要する試薬 5µ l に DNA 1ng，各 Pr imer

の 最 終 濃 度 を DXS8378=1.1µ M， DXS9898=0.7µ M， DXS10147=0.75µ M，

GATA31E=0.35µ M， GATA172D=1.25µ M， DXS7423=0.3µ M， DXS6809=0.25µ M，

DXS10134=0.3µ M， DXS7132=0.4µ M， DXS9902=0.65µ M， DXS6789=0.35µ M，  

DXS10074=0.6µ M， Amelogenin=0.7µ M， New locus X151=0.85µ Mとなるように

入れた後，Nuclease Free Waterにて 10µ l に調節，PCR 条件は 95℃を 5min，95℃

30sec，60℃ 90sec，72℃ 90secを 30Cyc le，72℃ 10 分にて行ったものが最適だと

考えられた．上記条件による泳動結果を図 9 左に示す．  

Ampl iTaq Gold® 360 PCR Master  Mixでも同様に２倍希釈を要する試薬 5µ l に

DNA 0.5ng を 用 い た ． 各 Pr imer の 最 終 濃 度 を DXS8378=1.25µ M， DXS9898 

=0.5µ M ， DXS10147=0.5µ M ， GATA31E=0.5µ M ， GATA172D=1.15µ M ，

DXS7423=0.3µ M， DXS6809=0.75µ M， DXS10134=0.5µ M， DXS7132=0.3µ M，

DXS9902=0.75µ M， DXS6789=0.5µ M， DXS10074=0.75µ M， Amelogenin=0.25µ M，

New locus X151=0.75µ Mとなるように調節し，Nuclease Free Waterにて 10µ l に
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した後，PCR 条件は 95℃を 5min，95℃ 30sec，60℃ 90sec，72℃ 90secを 30Cyc le，

72℃ 30 分にて行ったものが最適だと考えられた．上記条件による泳動結果を

図 9 右に示す．  

 

3.3 .3  検出限界の確認  

微量サンプルからの型判定の想定として 9947A と骨から抽出した DNA を用

いて検出の最低限界量・対処方法の検討を行った．9947A は 0.1ng/µ lに調整さ

れており，常染色体のキット等でも 1ng(10µ l )使用しコントロール DNA として

用いられる．検討では 9947A を 0.1ngをそのまま用い PCRを行うこととした．

その結果 Gene Mapperでの解析像において型判定が出来る程度の増幅を確認

するもそのピークは小さく，信頼性が得られるほどの大きさとは言えないもの

であった（図 10 左上）． DNA 量調節を行い型判定可能である最低必要量を検

討したところ，最低必要量は 0.2ng（ 200pg）と考えられた（図 10 右下）．男性

では Al le le の検出が 1 本のため，それ以下の量でも検出されると考えられるが，

性別のわからないサンプルに用いられる場合を想定し，女性サンプルにて検出
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限界量の決定とした．またサイクル数を 34 サイクルに増やす事でも型判定を

行う事が可能であり，元の量が少ない貴重なサンプルなどではサイクル数の増

加による対処が可能である（図１０右上）．DNA 量が少ない事に加え，劣化の

進んだサンプル例として骨を用いての検討を行った．抽出において手技的な差

異が生じないようにする為， Prote inase Kによる処理を行ったのち Maxwel l を

用いて抽出を行い， DNA の濃度を測定した． DNA 濃度は 0.5ng であったが劣

化の進んだ DNA を含んでいることからも良好な増幅を得られない可能性を含

んでいる．最適条件での結果を図 11 左上に示す．増幅は見られるもののその

大きさは非常に小さく，型を判定する事は可能であるが，信頼性においては十

分な結果が得られる状態ではないと言える．特に増幅サイズの大きい Locus に

おいて良好な増幅が得られない事からも，劣化が高度に進んでいる事が推測さ

れる．前述したようにこのような検体では DNA 自体が貴重である事も考えら

れ，対処法としてサイクル数の増加によって対応することを検討し，結果とし

て 35 サイクルにおいて若干の非特異的増幅も見られるが型判定をするに十分

な増幅量を確認した（図１１右上）．  
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3.3 .4 Alle le 出現頻度  

Mul t ip lex  PCRに含む 13 Locusの日本人 450 人 (男性 =290，女性 =160)における

各 Al le le 出現頻度と統計を新規 Locus X151と共に表 10 に示す．Mul t ip lex  PCR

における識別能力は含まれる Locus の PD をすべて合わせたものであり，1－ (1

－ PD)× (1－ PD)×…と算出される．女性における Tota l  PDは 0.99999999999824，

男性における Tota l  PDは 0.999999948となり，統計上で血縁関係にない場合に

おいて女性では 10- 1 2，男性では 10- 8 の確率で 13Locus における同じ組合せの

型が現れるとの結果であった．近年において X 染色体 STR においては近接部

位における連鎖解析が行われており，DXS7132-DXS10074，DXS6809-DXS6789，

DXS10134-DXS10147-DXS7423，の組合せが含まれている．日本人男性におい

て分類したところ DXS7132-DXS10074においては 30 通りに分類され最も多い

組合せで 0.175の頻度を示し，DXS6809-DXS6789においては 45 通りの最高頻

度 0.0795， DXS10134-DXS10147-DXS7423においては 58 通りの最高頻度 0.125

であった．各組み合わせにおける出現頻度を表 11 に示す．   
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第 4 章 考察  

4.1  X 染色体 q28 領域 CTTT 反復配列  

 X 染色体 p28 領域において新たに検出された Xq28CTTT 反復配列は，その

多型性の高さから単独の Locus でも十分な識別能力を有することが確認され

た．その内部構造は複雑で 2 塩基の反復を内部に含む構造であることが多型性

や 識 別 能 力 の 高 さ に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る ． し か し な が ら  DXS10134

（ Japanese PIC=0.8098）や DXS10101（ Japanese PIC=0.885）のように 2 塩基多

型を内部構造に持つ X 染色体 STR locusは他にも存在しており 1 1 1，それらと

比較しても PIC＝ 0.9507は非常に高値を示している．  

この配列に似た構造を持つ STRとしては 6 番染色体に存在する ACTBP2（ SE33）

が 型 判 定 に 用 い ら れ た 初 期 よ り 近 年 ま で そ の 内 部 構 造 の 複 雑 さ が 問 題 と し て

取り上げられていた 1 1 2 , 1 1 3．その高度の多型性から個人の型判定には有用であ

るとされるが，型判定の行われていた当初においてはゲル泳動によるバンド判

定が主流であったために 2 塩基の反復による判読の難しさから問題が生じて

いた．現在ではキャピラリー泳動によって判読される為，この Locus において，
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そのような問題は起こりにくいと言えるが，増幅バンドの大きさだけで型を判

定することにはなお限界があると考えられる．また ACTBP2 は Mutat ion  ra tes  

が 0.89%と高く，血縁関係の鑑定に用いる事にも問題があげられていた 1 1 4．  

本研究における Locus は 30 家系において親子間の Mutat ion を見られなかっ

たが，高度な多型領域であることからも変異が発生する可能性は否定できず，

個 人 の 型 判 定 を 行 う 上 で は 非 常 に 有 用 な 領 域 と し て も 血 縁 鑑 定 に は 突 然 変 異

を考慮した判断が要求されると考えられる．一方，変異率が高い高度多型領域

は疾患関連マーカーとして，特に腫瘍におけるマーカーとして用いられること

が逆に長所として上げられる．通常の STR マーカーはその領域の近傍に存在

する遺伝子との連関を示唆するものであり，特定 Al le le を持つことで遺伝疾患

のリスクの上昇を判定し，疾患遺伝子そのものとの強い関連性を有している可

能性を検出するものである．高度多型領域における疾患関連マーカーとは，そ

の領域が不安定であるとの考えに基づき，癌細胞において高頻度での変異が発

生するという報告があげられている 1 1 5 - 1 1 7．本 Locus は個人識別に有用である

のみならず，特定の疾患群のデータ収集と解析へ研究を拡大することにより，
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X 染色体と連鎖した疾患関連マーカー，腫瘍マーカーとしても有用になる可能

性があるのではないかと考える．  

 

 

4.2  X 染色体 q28 領域 TGCC-TTCC 反復配列における人種間の差異  

X 染色体 q28 領域に存在する TGCC-TTCC 反復配列はシンプルな 4 塩基の反

復配列でありながらも，内部の構造が２つの配列から構成されている事からも

多形性が高く，型判定に用いる上では非常に有用で利用しやすいと考えられる．

人種間においての内部構造が非常にユニークであり，TGCC と TTCC を単独で

見た場合には TGCC において全ての人種で Al le le8 が多く，日本人，アメリカ

人，コロンビア人では 2 番目に Al le le6 が，モンゴル人では Al le le7 の頻度が高

くなっている．TTCC においては日本人，モンゴル人，アメリカ人では Al le le15

が，コロンビア人では Al le le14 の頻度が高く，次いで日本人，モンゴル人，ア

メリカ人では Al le le14 が，コロンビア人では Al le le15 が高い頻度で見られた．

ここでの大きな差はモンゴル人において TGCC 7 が，コロンビア人において
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TTCC 14が他とくらべて頻度が高い事である．しかしながら両方の 4 塩基反復

配列を合わせた塩基長での Al le le 頻度を見ると（図７），各々の頻度ではほと

んど同じであった日本人とアメリカ人においてその Al le le 出現頻度に大きな

違いが見られる事となる．これは内部での TGCC-TTCCの組合せの頻度に大き

な違いを生じており，この組合せが人種において連関して遺伝していることで

差異を生じる事になったと考えられる．  TGCC‐ TTCC の両 Locus を合わせた

発生頻度を見ていくと，日本人・モンゴル人においては， TGCC と TTCC での

各々の発生頻度が多い Al le le の順で組合せも多くみられており特に偏りが強

くみられる事はない．アメリカ人においては 7-14， 6-14 が多くみられ， 8-14

の発生頻度が少ない傾向が見られ，コロンビア人では個別頻度が TGCC で 8，

TTCC で 14 が 多 い に も か か わ ら ず 最 も 多 い 組 合 せ は 6-14=0.2454， 次 い で

8-15=0.2344，その次に 8-14=0.1392と偏りが強くみられる結果となっている．

こ の よ う に 並 ん で い る 存 在 す る 配 列 が 別 の 組 合 せ に 組 み 替 わ る 事 は ほ と んど

ないとされており，人種においての特徴が色濃く残っているのではないかと考

えられた．形態人類学上でアメリカ人（白人）はコーカソイドとして分類され，



 

36 
 

モンゴル人は新モンゴロイド，日本人は新旧モンゴロイドの混血が多く，ネイ

ティブアメリカンであるコロンビア人もモンゴロイドとされている 1 1 8．コー

カソイドにおいては 7-14， 6-14 が多く存在していたと推測されるが，ネイテ

ィ ブ ア メ リ カ ン で あ る コ ロ ン ビ ア 人 が モ ン ゴ ロ イ ド で あ る に も か か わ ら ずモ

ンゴル人・日本人と大きく異なり 6-14 が高頻度で存在するのは第一に大陸を

移動し南米に移住したのち多人種との交わりが少ないなど，遺伝的に隔離され

ていた事が考えられ，TTCC の Al le le が他の人種に比べ広がりを見せなかった

事からも頷ける．しかしながら同じモンゴロイドであってもそもそも派生が異

なっている可能性も少なからず考えられた．また全体を通じて 8-15 がすべて

の人種間において高い頻度でみられることから，人として共通する配列の組合

せは，このような反復配列にも存在しており，単に無意味であるとするにはや

や不合理であると考えられ，人として共通の表現型に関わっている可能性は否

定できない．以上のことから，人としての種の起源とも考えられているアフリ

カ系の黒人では 8-15 が高頻度で見られるのではないかと予測され，調査する

必要がある．このような人種間の違いが色濃く残された配列が STR だけでな
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く，その内部配列の解析も含めた SNP におけるハプロタイプグループとして

多く研究される事で DNA 型判定において人種を予測できる可能性があるので

はないかと考えられる．  

 

 

4.3  X 染色体  13  STR locus  mul t ip lex  PCR 

4 .3 .1  至適条件の検討  

Mul ip lex PCRを作成するにあたり 2 種の試薬系を用い標準的な増幅条件で検

討したところ，その増幅は大きく異なる結果であった．両試薬ともに Mul t ip lex  

PCR に対しての一般的な適応を持っているとのことであったが，Mul t ip lex  PCR 

k i t での増幅が Ampl iTaq Gold よりもピークバランスにおいて良い結果であっ

た．しかしながら各 Locus別に見ると増幅が不良であった 3 つの Locusを除き，

Ampl iTaq Goldの方がむしろ増幅効率の良い Locus が多くみられた．このこと

から Pr imerの相補性による Pr ime d imerの形成等で増幅の減少が生じているわ

けではなく，アニーリングしやすい Pr imer  Pai rが優先的に増幅されているよ
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うに考えられる．また両者の組成を比較すると Mul t ip lex  PCR k i t の粘性が高く

設定されており，そのことにより反応系における流動性が低く保たれた結果，

各 Pr imerによる安定した増幅がなされている可能性も示唆された．また Pr imer

濃度の調節にあたっては単純に濃度を高くする事では増幅が上がらず，増幅の

高い Pr imer の濃度を下げる事で他の Pr imer の増幅が見られた． Pr imer  d imer

が形成されていた場合には両 Locus 共に増幅が少なくなることからも Pr imer  

d imer 形成の可能性は低く，また優先的に増幅されるローカスにおいて Pr imer  

Pai r の濃 度を抑 制 する事 が バラン ス の良い 増 幅を得 る 事に繋 が ると考 えられ

た． DNA 濃度による検出限界の検討において理論的にはサイクル数を１サイ

クル上げる事で二乗となるはずであるが， 0.1ng で 34 サイクルの PCR を行っ

たものと，0.2ngで 30 サイクル行ったものの増幅効率が増幅率としては類似し

ており，最後の 4 サイクルでは計算通りの結果が得られずにプラトー効果が認

められる．またサイクルをあげた場合にはピークバランスが若干崩れる傾向が

みられ，各 Pr imer における増幅効率が異なるために発生していると考えられ

た．  
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4.3 .2X 染色体  13  STR locus  mul t ip lex  PCR の法医学的有用性の検討  

本研究で開発した X 染色体における Mul t ip lex  PCR k i t は，その性能として十

分な Locus 数が確保されていると考えられる．現在市販されている Ki t は X 染

色体 12Locusを含む Mul t ip lex  PCR k i t となっており，本研究においては

Amelogeninを除いても 13Locusが含まれる Mul t ip lex  PCR k i t であり市販の検

出ローカス数を上回っている．X 染色体上で利用されうる STR Locus自体の数

が少ないため，5 つの同じ Locusを用いる事となるが GATA172D05，GATA31E08，

DXS10147， DXS6809， DXS7132， DXS9902， DXS6789， DXS10147の Locus は

市販 k i t においては使用されておらず，多型解析においての有用性が伺える．

近年において近接したローカスを Link したグループとして連鎖解析が行われ

ており，本研究においては DXS7132-DXS10074(2Mbp)，  

DXS10134-DXS10147-DXS7423(50kbp)，DXS6809-DXS6789(50kbp)の近接した組

合せが含まれている．各組み合わせにおいて 30 通り，45 通り，58 通りの組合

せがみられるが，X 染色体は男性において XY と１本になるため，ほとんど相

同組換えが起こらず，親族間ではこの組合せが変わることなく遺伝している事
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が多い．その為，両親が不在となった場合においても親族間での判定が可能と

なることは大きな利点である．このような判定を行える事は常染色体 STR や Y

染色体 STR を利用した鑑定には見られず， X 染色体 STR における特徴として

法医学的に非常に有用であると考える．また X 染色体 STR を用いた鑑定は親

子鑑定においてもその特徴があげられる．常染色体では親子共に 2 本の Al l le le

が見られる為にその組合せが膨大になってしまい親子間の排除率の算出が非

常に複雑になってしまう． Y 染色体 STR に関しては男性にのみしか適応でき

ない．しかしながら X 染色体 STR では男性で 1 本，女性で 2 本である為，父

娘間あるいは母息子間（片親のみからの親子鑑定）では，常染色体検査と比較

して高度の親子関係の肯定確率が得られるという長所がある．前者では父親側

の X 染色体を娘側で確実に含むこと，後者では母親側の X 染色体の一つを息

子が確実に含むことがその理由である．なお本研究で作成されたキットは増幅

感度が良く，骨のみで発見された劣化が進んでいるサンプルにおいても良好な

結果が得られた．陳旧化した骨から DNA 型を判定することは陳旧化 Sample

の中でも極めて困難であり，これによりほとんどの陳旧サンプルにおいて増幅
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が見込めると予測される．他で作成された Mul t ip lexPCR と比較すると近年の

報告に上がっている 12X 染色体 Mult ip lexPCR ではトータルの女性 PD が

0.99999999995であり本キットの PD が勝っている 1 1 9．また連鎖解析を含めて

の作成としているが，その染色体上の距離は 11Mbp におよんでおり各 Locus

が実際に連鎖しているかには疑問が残る．最も新たに報告に上がっている X

染色体 Mul t ip lexPCR k i t は 12Locusを含むキットでありトータル女性 PD は

0.999999999987とこれも本キットが勝る結果であった 1 2 0．さらに連鎖解析を

含んでおらず親族鑑定に使用できるという特徴が生かし切れていないもので

ある．以上のことからも本研究で開発された X 染色体 13 STR locus Mul t ip lex  

PCR k i t は法医学的に非常に有用なツールになると考えられる．  
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第 5 章 結論  

X 染色体上に存在する新しい STR locusの検出および解析を行った結果，2 ヵ

所において新たな X 染色体 STR locusを確認した．非常に高度の多型領域であ

り１ Locusだけでもスクリーニングに用いる事が出来る程の高い多型性をもつ

Locus と，シンプルな 4 塩基の反復配列ながらも 2 つの反復配列が接続された

構造から人種における違いが色濃く残る非常にユニークな Locus である．各

Locus は型判定，人類学的多型性の研究， X 染色体と連鎖した疾患関連マーカ

ーや腫瘍マーカーへと応用できる可能性を含む有用な Locus と言える．  

新たな Locus を含む Mul t ip lexPCR k i t は高い識別能を持ち，個人識別および

親子鑑定はもちろん，近接に Link した 3 つのグループを含むことからも親族

鑑定に有用であり，法医学的に有力なツールとなると考えられる．  
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表 1. Primer sequence
Locus Label Primer sequence Size Allele
DXS8378 PET TTAGGCAACCCGGTGGTCC 107~131 8~14

ACAAGAACGAAACTCCAACT
DXS9898 PET CGAGCACACCTACAAAGCTG 144~176 7~15

TAGGCTCACCTCACTGAGCA
DXS10147 PET CTGGGCGACAGAGTGAGATT 186~204 5~10

GGGAAGCTGAAGGCAGATAA
GATA31E08 PET GCAAGGGGAGAAGGCTAGAA 232~271 9~15

TCAGCTGACAGAGCACAGAGA
GATA172D05 VIC TAGTGGTGATGGTTGCACAG 101~129 6~13

ATAATTGAAAGCCCGGATTC
DXS7423 VIC GTCTTCCTGTCATCTCCCAAC 174~198 12~18

TAGCTTAGCGCCTGGCACATA
DXS6809 VIC TCCATCTTTCTCTGAACCTTCC 223~271 26~38

TGCTTTAGGCTGATGTGAGG
DXS10134 VIC GAGGTTGAAGCTGCAGTGAG 284~340 31~44.3

TAACTGGTTGAGCCCCTGCT
DXS7132 NED TCCCCTCTCATCTATCTGACTG 119~147 11~18

CACTCCTGGTGCCAAACTCT
DXS9902 NED CTGGGTGAAGAGAAGCAGGA 170~190 9~14

GGCAATACACATTCATATCAGGA
DXS6789 NED TCGAAAAGATAGCCAATCACTG 220~264 14~25

CCTCGTGATCATGTAAGTTGGT
DXS10074 NED TGCCATTTGTTGTGATCTCC 286~334 7~19

TGTGTGAATGTCTCCTCTGCT
New X151 PET AAGGAGTTCACTTTCATCACGTC 276~332 15~29

TCTGACTACAGCACTTATCAAAGACA
Amelogenin 6-FAM ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG 102~108 XY

CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAG



表 2.  CTTT反復配列の日本人における内部構造別出現頻度
Japanese

(CTTT)n CT (CCTT)5 N37 (CTTT)n CT N15 (CTTT)n CT (CTTT)2 (CT)n (CTTT)n spcific n=124 frequencies
CC (CT)n (CTTT)n

P1 273 23 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)2 (CTTT)15 1 0.0081
277 24 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)2 (CTTT)16 2 0.0161
281 25 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)2 (CTTT)17 8 0.0645
285 26 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)2 (CTTT)18 2 0.0161

P2 323 35.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)26 1 0.0081
327 36.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)27 3 0.0242
331 37.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)28 3 0.0242
335 38.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)29 5 0.0403
339 39.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)30 1 0.0081
341 40 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)2 (CTTT)31 1 0.0081
343 40.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)3 - - - (CT)3 (CTTT)30 1 0.0081
343 40.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)31 6 0.0484
347 41.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)32 7 0.0565
351 42.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)33 7 0.0565
351 42.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)1 (CTTT)34 1 0.0081
351 42.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)34 *a 2 0.0161
353 43 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)6 (CTTT)32 1 0.0081
355 43.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)34 4 0.0323
359 44.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)35 3 0.0242
360 44.3 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)35+T 1 0.0081
363 45.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)36 2 0.0161
364 45.3 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)36+T 1 0.0081
367 46.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)37 4 0.0323
368 46.3 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)37+T 1 0.0081
371 47.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)38 4 0.0323
375 48.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)39 2 0.0161
379 49.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)40 3 0.0242
387 51.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)42 1 0.0081
391 52.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)3 (CTTT)43 1 0.0081
395 53.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - (CT)1 (CTTT)45 1 0.0081

P3 307 31.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)6 (CTTT)13 1 0.0081
311 32.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)6 (CTTT)14 2 0.0161
315 33.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)6 (CTTT)15 6 0.0484
319 34.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)6 (CTTT)16 1 0.0081
323 35.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)2 (CT)6 (CTTT)17 4 0.0323
323 35.2 (CTTT)3 (CCTT)4 (CTTT)4 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)2 (CT)6 (CTTT)18 1 0.0081
327 36.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)2 (CT)6 (CTTT)18 2 0.0161
327 36.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)19 1 0.0081
329 37 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)3 (CTTT)20 1 0.0081
331 37.2 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)6 (CTTT)18 1 0.0081
331 37.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)20 4 0.0323
335 38.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)21 2 0.0161
341 40 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)2 (CT)5 (CTTT)22 1 0.0081
341 40 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)3 (CTTT)23 3 0.0242
343 40.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)23 2 0.0161
351 42.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)25 1 0.0081
355 43.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)26 1 0.0081
359 44.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)27 1 0.0081
360 44.3 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)2 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)28+T *b 1 0.0081
363 45.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)28 2 0.0161
371 47.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)30 3 0.0242
372 47.3 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)3 CC - (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)34+T 1 0.0081
375 48.2 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)31 1 0.0081
380 49.3 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)3 CC - (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)36+T 1 0.0081

K562 refarence sample (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)20

Size Allele
Sequence structure

The consensus sequences of N37 is 5'-CCTTTCCTTCCTTCCTTCCTTTCTTTCTTCTCTTTCT-3'.
a. The tenth of DNA repeat of last CTTT was CTAT.  b. The 24th of DNA repeat of last CTTT was CTAT.



表 3. CTTT反復配列人種別内部構造頻度　(上表：モンゴル人、下表：アメリカ人)
Mongolian

(CTTT)n CT (CCTT)5 N37 (CTTT)n CT N15 (CTTT)n CT (CTTT)2 (CT)n (CTTT)n spcific n=50 frequencies
CC (CTTT)2 (CT)n (CTTT)n

P1 285 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)2 (CTTT)18 1 0.0200
289 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)2 (CTTT)19 1 0.0200

P1/P2 287 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)17 1 0.0200
P2 323 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)26 2 0.0400

327 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)27 3 0.0600
331 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)28 1 0.0200
335 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)29 2 0.0400
343 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)31 2 0.0400
347 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)32 1 0.0200
351 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)33 5 0.1000
359 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)1 (CTTT)36 2 0.0400
355 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)34 2 0.0400
355 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)1 (CTTT)35 1 0.0200
359 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)35 2 0.0400
367 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)37 1 0.0200
371 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)38 1 0.0200
375 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)39 2 0.0400
379 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)40 2 0.0400

P3 315 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)16 1 0.0200
319 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)17 1 0.0200
323 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)18 3 0.0600
327 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)2 (CT)6 (CTTT)18 3 0.0600
327 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)19 2 0.0400
331 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)20 1 0.0200
332 (CTTT)3 (CCTT)4 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)2 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)22+T 1 0.0200
335 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)21 1 0.0200
339 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)22 2 0.0400
343 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)23 1 0.0200
354 (CTTT)3 (CCTT)4 (CTTT)4 (CTTT)3 CC (CTTT)2 - - (CT)3 (CTTT)31+T 2 0.0400

American 
(CTTT)n CT (CCTT)5 N37 (CTTT)n CT N15 (CTTT)n CT (CTTT)2 (CT)n (CTTT)n n=28

CC (CTTT)2 (CT)n (CTTT)n

P1 271 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)1 (CTTT)15 1 0.0357
273 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)2 (CTTT)15 2 0.0714
279 (CTTT)3 (CTTT)4 - - - - - - - - (CTTT)21 1 0.0357
281 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)2 (CTTT)17 1 0.0357
285 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)2 (CTTT)18 1 0.0357
289 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)2 (CTTT)19 2 0.0714
297 (CTTT)2 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)2 (CTTT)21 1 0.0357

P2 323 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)25 1 0.0357
347 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)32 1 0.0357
351 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)33 1 0.0357
355 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)34 3 0.1071
363 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)2 - - - - (CT)3 (CTTT)36 1 0.0357

P3 318 (CTTT)3 (CCTT)4 (CTTT)4 (CTTT)2 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)5 (CTTT)17+T 1 0.0357
323 (CTTT)3 (CTTT)4 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)2 (CT)6 (CTTT)17 1 0.0357
323 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)18 2 0.0714
327 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)19 1 0.0357
329 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)6 (CTTT)19 1 0.0357
331 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)20 2 0.0714
335 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)21 2 0.0714
343 (CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)23 1 0.0357
356 (CTTT)3 (CCTT)4 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)2 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)28+T 1 0.0357

K562 refarence sample(CTTT)3 (CTTT)3 (CTTT)3 CC (CTTT)2 (CT)4 (CTTT)3 (CT)4 (CTTT)20

The consensus sequences of N37 is 5'-CCTTTCCTTCCTTCCTTCCTTTCTTTCTTCTCTTTCT-3'.

frequencies

Size
Sequence structure

Size
Sequence structure

spcific



Size(bp) n=124 frequencies
273 1 0.0081
277 2 0.0161
281 8 0.0645
285 2 0.0161
307 1 0.0081
311 2 0.0161
315 6 0.0484
319 1 0.0081
323 6 0.0484
327 6 0.0484
329 1 0.0081
331 8 0.0645
335 7 0.0565
339 1 0.0081
341 5 0.0403
343 9 0.0726
347 7 0.0565
351 11 0.0887
353 1 0.0081
355 5 0.0403
359 4 0.0323
360 2 0.0161
363 4 0.0323
364 1 0.0081
367 4 0.0323
368 1 0.0081
371 7 0.0565
372 1 0.0081
375 3 0.0242
379 3 0.0242
380 1 0.0081
387 1 0.0081
391 1 0.0081
395 1 0.0081

表 4. TTCC配列日本人塩基長別出現頻度



表 5. TTCC塩基長別統計データ表 5. TTCC塩基長別統計データ

GeneralGeneral
Polymorphism information content (PIC): 0.9507Polymorphism information content (PIC): 0.9507
Homozygotie (h): 0.0472Homozygotie (h): 0.0472
Heterozygotie (HET): 0.9528Heterozygotie (HET): 0.9528
Power of Exclusion (PE): 0.9040Power of Exclusion (PE): 0.9040Power of Exclusion (PE): 0.9040
Paternity Index (PI): 0.0236Paternity Index (PI): 0.0236

Power of DiscriminationPower of Discrimination
PD female: 0.9957PD female: 0.9957
PD male: 0.9528PD male: 0.9528PD male: 0.9528

Mean paternity exclusion changeMean paternity exclusion change
MEC Krüger: 0.9009MEC Krüger: 0.9009
MEC Kishida: 0.9471MEC Kishida: 0.9471
MEC Desmarais: 0.9507MEC Desmarais: 0.9507
MEC Desmarais Duo: 0.9083MEC Desmarais Duo: 0.9083MEC Desmarais Duo: 0.9083



表 6. TGCC-TTCC構造別頻度
(TGCC) (TTCC) Frequency

6 11 0.01
6 12 0.01
6 13 0.01
6 14 0.04
6 15 0.12
6 16 0.03
6 17 0.01
6 20 0.04
6 21 0.01
7 14 0.02
7 15 0.11
7 16 0.04
7 19 0.01
8 12 0.01
8 13 0.02
8 14 0.14
8 15 0.27
8 16 0.09



表 7. TGCC-TTCC 人種間構造別 Allele frequency

JapaneseMongolian American Columbian

TGCC allele
5 0.0381 0.0140 0.0037
6 0.2800 0.2095 0.2867 0.3150
7 0.1800 0.2857 0.1818 0.1685
8 0.5400 0.4667 0.4895 0.4835
9 0.0280 0.0293

TTCC allele
10 0.0095 0.0070
11 0.0100 0.0140
12 0.0200 0.0095 0.0280 0.0110
13 0.0300 0.0190 0.0769 0.0879
14 0.2000 0.2571 0.2098 0.4249
15 0.5000 0.4381 0.4615 0.3480
16 0.1600 0.1714 0.1259 0.1209
17 0.0200 0.0095 0.0559
18 0.0095 0.0210
19 0.0100 0.0190
20 0.0400 0.0381
21 0.0100 0.0190



表 8. 　人種別TGCC-TTCC内部構造頻度

(TGCC) (TTCC) Frequency (TGCC) (TTCC) Frequency (TGCC) (TTCC) Frequency (TGCC) (TTCC) Frequency
6 11 0.01 5 15 0.0288 5 15 0.0070 5 14 0.0037
6 12 0.01 5 16 0.0096 5 16 0.0070 6 13 0.0220
6 13 0.01 6 12 0.0096 6 13 0.0070 6 14 0.2454
6 14 0.04 6 13 0.0096 6 14 0.0839 6 15 0.0183
6 15 0.12 6 14 0.0385 6 15 0.1259 6 16 0.0256
6 16 0.03 6 15 0.0673 6 16 0.0559 6 20 0.0037
6 17 0.01 6 16 0.0192 6 17 0.0070 7 12 0.0110
6 20 0.04 6 19 0.0096 7 10 0.0070 7 13 0.0513
6 21 0.01 6 20 0.0385 7 11 0.0140 7 14 0.0183
7 14 0.02 6 21 0.0096 7 12 0.0070 7 15 0.0842
7 15 0.11 7 10 0.0096 7 13 0.0140 7 16 0.0037
7 16 0.04 7 14 0.0865 7 14 0.0839 7 14 0.0330
7 19 0.01 7 15 0.1154 7 15 0.0699 8 13 0.0147
8 12 0.01 7 16 0.0769 7 16 0.0070 8 14 0.1392
8 13 0.02 8 13 0.0096 7 17 0.0070 8 15 0.2344
8 14 0.14 8 14 0.1346 8 12 0.0210 8 16 0.0916
8 15 0.27 8 15 0.2308 8 13 0.0490 8 18 0.0037
8 16 0.09 8 16 0.0673 8 14 0.0559 9 14 0.0183

8 17 0.0096 8 15 0.2448 9 15 0.0110
8 18 0.0096 8 16 0.0559
8 19 0.0096 8 17 0.0420

8 18 0.0210
9 14 0.0140
9 15 0.0140

Mongolian American ColumbianJapanese



表 9. TGCC-TTCC　人種別Allele出現頻度
Mongolian American ColumbianJapanese

Alleles male female all male female all male female all male female all
Mongolian American ColumbianJapanese

Alleles male female all male female all male female all male female all
1616
17 0.0067 0.0029 0.0123 0.0095 0.0091 0.007017 0.0067 0.0029 0.0123 0.0095 0.0091 0.0070
18 0.0267 0.0100 0.0172 0.0417 0.0095 0.0182 0.014018 0.0267 0.0100 0.0172 0.0417 0.0095 0.0182 0.0140
19 0.0123 0.0095 0.0273 0.0210 0.0460 0.0323 0.036619 0.0123 0.0095 0.0273 0.0210 0.0460 0.0323 0.0366
20 0.0667 0.0700 0.0690 0.0617 0.0833 0.0667 0.0909 0.1273 0.1189 0.3103 0.2903 0.2967
21 0.1067 0.0950 0.1006 0.1728 0.1667 0.1714 0.2727 0.2273 0.2378 0.0345 0.0591 0.0513
20 0.0667 0.0700 0.0690 0.0617 0.0833 0.0667 0.0909 0.1273 0.1189 0.3103 0.2903 0.2967
21 0.1067 0.0950 0.1006 0.1728 0.1667 0.1714 0.2727 0.2273 0.2378 0.0345 0.0591 0.0513
22 0.2000 0.2200 0.2126 0.2593 0.2917 0.2667 0.1212 0.2000 0.1818 0.1839 0.2796 0.249122 0.2000 0.2200 0.2126 0.2593 0.2917 0.2667 0.1212 0.2000 0.1818 0.1839 0.2796 0.2491
23 0.4133 0.4150 0.4167 0.2963 0.3333 0.3048 0.3333 0.2545 0.2727 0.3448 0.2151 0.256423 0.4133 0.4150 0.4167 0.2963 0.3333 0.3048 0.3333 0.2545 0.2727 0.3448 0.2151 0.2564
24 0.1267 0.1450 0.1379 0.0864 0.0667 0.0909 0.0727 0.0769 0.0805 0.1129 0.102624 0.1267 0.1450 0.1379 0.0864 0.0667 0.0909 0.0727 0.0769 0.0805 0.1129 0.1026
25 0.0067 0.0050 0.0057 0.0123 0.0417 0.0190 0.0606 0.0364 0.042025 0.0067 0.0050 0.0057 0.0123 0.0417 0.0190 0.0606 0.0364 0.0420
26 0.0333 0.0316 0.0617 0.0476 0.0182 0.0140 0.0108 0.007326 0.0333 0.0316 0.0617 0.0476 0.0182 0.0140 0.0108 0.0073
27 0.0133 0.0057 0.0247 0.0417 0.028627 0.0133 0.0057 0.0247 0.0417 0.0286
28

Polymorphism information content
0.7148 0.7661 0.7886 0.7326

Polymorphism information content
(PIC): 0.7148 0.7661 0.7886 0.7326
Homozygotie (h): 0.2534 0.2060 0.1867 0.2304
(PIC):
Homozygotie (h): 0.2534 0.2060 0.1867 0.2304
Heterozygotie (HET): 0.7466 0.7940 0.8133 0.7696
Power of Exclusion (PE): 0.5040 0.5879 0.6240 0.5439Power of Exclusion (PE): 0.5040 0.5879 0.6240 0.5439
Paternity Index (PI): 0.1267 0.1030 0.0933 0.1152Paternity Index (PI): 0.1267 0.1030 0.0933 0.1152
PD female: 0.9040 0.9297 0.9404 0.9099PD female: 0.9040 0.9297 0.9404 0.9099
PD male: 0.7466 0.7940 0.8133 0.7696PD male: 0.7466 0.7940 0.8133 0.7696
MEC Krüger: 0.5414 0.6057 0.6196 0.5530MEC Krüger: 0.5414 0.6057 0.6196 0.5530
MEC Kishida: 0.7148 0.7661 0.7726 0.7326MEC Kishida: 0.7148 0.7661 0.7726 0.7326
MEC Desmarais: 0.7148 0.7661 0.7886 0.7326MEC Desmarais: 0.7148 0.7661 0.7886 0.7326
MEC Desmarais Duo: 0.5787 0.6410 0.6686 0.5989



表 10. Multiplex PCRに含むLocusの日本人統計
Alleles GATA172D05 DXS7423 DXS6809 DXS10134 DXS7132 DXS9902 DXS6789 DXS10074 DXS8378 DXS9898 DXS10147GATA31E08X151 New locus

5 0.1197
6 0.0770 0.2016
7 0.0016 0.0967 0.0885
8 0.1115 0.5541 0.0262

8.3 0.0328
9 0.0607 0.0082 0.0066 0.0279 0.1869

10 0.4016 0.4344 0.5738 0.0033 0.2574
11 0.2770 0.0033 0.3984 0.0016 0.2738 0.0525 0.3131
12 0.0705 0.0672 0.1525 0.0016 0.1361 0.5902 0.1066
13 0.0016 0.0016 0.1574 0.0049 0.0066 0.2148 0.0213
14 0.3164 0.3066 0.0082 0.0033 0.0033 0.0820
15 0.6164 0.3656 0.1787 0.0787 0.0230
16 0.0639 0.0721 0.3148 0.1721 0.0016
17 0.0016 0.0262 0.0213 0.3213 0.0029
18 0.0016 0.0049 0.2525 0.0172
19 0.0262 0.1410
20 0.1541 0.0197 0.0690
21 0.1852 0.0066 0.1006
22 0.0820 0.0016 0.2126
23 0.0180 0.4167
24 0.0066 0.1379
25 0.0057
26 0.0316
27 0.0016 0.0057
28
29 0.0049
30 0.0115
31 0.1656
32 0.1721 0.0164
33 0.3016 0.0131
34 0.1918 0.0836
35 0.0934 0.1607
36 0.0344 0.2230
37 0.0197 0.2443

37.3 0.0098
38 0.0033 0.1525

38.3 0.0180
39 0.0492
40 0.0115

40.3 0.0066
41.3 0.0016
42.3 0.0082
43.3 0.0016

HZ 0.7349 0.5159 0.8047 0.8311 0.7372 0.6292 0.8026 0.7769 0.5772 0.5945 0.6279 0.7805 0.7466
PIC 0.6968 0.4359 0.7779 0.8098 0.6955 0.5531 0.7763 0.74310.5128 0.5536 0.5856 0.7477 0.7148
PDm 0.7516 0.5174 0.8095 0.8331 0.7365 0.6298 0.8099 0.76290.5858 0.5989 0.6297 0.8004 0.7466
PDf 0.8772 0.6800 0.9325 0.9480 0.8890 0.7846 0.9209 0.92390.7490 0.7906 0.8175 0.9037 0.9040



表 １１. 連鎖解析による出現頻度
DXS7132 DXS10074 (freq) DXS10147 DXS7423 (freq) DXS10134 DXS7423 (freq) DXS10147 DXS10134 (freq)

12 15 0.0057 5 14 0.0341 14 33 0.0057 5 34 0.0057
12 16 0.0284 5 15 0.0511 14 34 0.0227 5 35 0.0170
12 17 0.0170 5 16 0.0227 14 35 0.0625 5 36 0.0227
12 19 0.0057 6 14 0.0625 14 36 0.0341 5 37 0.0227
13 15 0.0057 6 15 0.1136 14 37 0.0852 5 38 0.0398
13 16 0.0284 6 16 0.0114 14 38 0.0455 6 33 0.0114
13 17 0.0568 6 15 0.0284 14 38.3 0.0114 6 34 0.0398
13 18 0.0341 7 14 0.0227 14 39 0.0398 6 35 0.0568
13 19 0.0057 7 14 0.0284 15 32 0.0057 6 36 0.0511
13 20 0.0057 7 15 0.0341 15 33 0.0057 6 37 0.0170
14 15 0.0284 7 16 0.0114 15 34 0.0568 6 38 0.0170
14 16 0.0511 7 17 0.0057 15 35 0.1307 6 39 0.0227
14 17 0.0909 8 14 0.1364 15 36 0.1136 7 35 0.0227
14 18 0.1023 8 15 0.3750 15 37 0.1477 7 35 0.0114
14 19 0.0341 8 16 0.0227 15 37.2 0.0057 7 36 0.0227
14 22 0.0057 9 14 0.0227 15 38 0.1080 7 37 0.0170
15 15 0.0057 9 15 0.0114 15 38.3 0.0057 7 38 0.0170
15 16 0.0625 9 16 0.0057 15 39 0.0284 7 38.3 0.0057
15 17 0.1705 15 40 0.0057 7 40.3 0.0057
15 18 0.0909 16 35 0.0170 8 32 0.0057
15 19 0.0398 16 36 0.0398 8 34 0.0341
15 20 0.0057 16 37 0.0170 8 35 0.0795
16 15 0.0170 17 40.3 0.0057 8 36 0.0795
16 16 0.0114 8 36 0.0114
16 17 0.0227 8 37 0.1875
16 18 0.0284 8 37.2 0.0057
16 19 0.0170 8 38 0.0739
16 20 0.0057 8 38.3 0.0057
17 17 0.0114 8 39 0.0455
17 18 0.0057 8 40 0.0057

9 35 0.0227
9 37 0.0057
9 38 0.0057
9 38.3 0.0057

DXS6809 DXS6789 (freq) DXS10147 DXS7423 DXS10134 (freq)
27 16 0.0057 5 14 36 0.0057 8 15 37 0.1250
31 15 0.0341 5 14 37 0.0170 8 15 37.2 0.0057
31 16 0.0625 5 14 38 0.0114 8 15 38 0.0568
31 19 0.0057 5 15 34 0.0057 8 15 38.3 0.0057
31 20 0.0114 5 15 35 0.0057 8 15 39 0.0227
31 21 0.0284 5 15 36 0.0057 8 15 40 0.0057
31 22 0.0170 5 15 37 0.0057 8 16 37 0.0114
33 23 0.0057 5 15 38 0.0284 9 14 35 0.0170
32 15 0.0114 5 16 35 0.0114 9 14 38.3 0.0057
32 16 0.0625 5 16 36 0.0114 9 15 35 0.0057
32 17 0.0057 6 14 33 0.0057 9 16 37 0.0057
32 19 0.0227 6 14 34 0.0170 9 15 38 0.0057
32 20 0.0284 6 14 35 0.0114
32 21 0.0227 6 14 37 0.0114
32 22 0.0227 6 14 39 0.0170
32 23 0.0057 6 15 33 0.0057
33 15 0.0398 6 15 34 0.0227
33 16 0.0795 6 15 35 0.0455
33 17 0.0057 6 15 36 0.0398
33 18 0.0114 6 16 36 0.0114
33 20 0.0625 6 15 37 0.0057
33 21 0.0568 6 15 38 0.0170
33 22 0.0170 6 15 39 0.0057
33 23 0.0114 7 14 35 0.0114
34 15 0.0170 7 14 36 0.0114
34 16 0.0455 7 14 37 0.0057
34 17 0.0114 7 14 38 0.0170
34 20 0.0284 7 14 38 0.0057
34 21 0.0625 7 15 35 0.0114
34 22 0.0114 7 15 35 0.0057
34 24 0.0057 7 15 36 0.0057
35 15 0.0114 7 15 37 0.0114
35 16 0.0284 7 16 35 0.0057
35 19 0.0057 7 16 36 0.0057
35 20 0.0170 7 17 40 0.0057
35 21 0.0284 8 14 34 0.0057
35 20 0.0057 8 14 35 0.0227
35 22 0.0114 8 14 36 0.0170
36 15 0.0057 8 14 37 0.0511
36 16 0.0114 8 14 38 0.0170
36 21 0.0114 8 14 39 0.0227
36 22 0.0057 8 15 32 0.0057
37 15 0.0170 8 15 34 0.0284
37 16 0.0114 8 15 35 0.0568
37 20 0.0057 8 15 36 0.0625
37 22 0.0057 8 16 36 0.0114
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図 1. X染色体上のSTR

X染色体上において多型性の解析が行われているLocusである．本研究において解析の行ったX染色体上において多型性の解析が行われているLocusである．本研究において解析の行った
Locusの場所を太文字にて，Muliplex PCRに含むLocusを下線にて示す．



図 2. CTTT反復配列の構造
上からP1，P2，P3の配列解析画像を示す．P1とP2の違いは23～33付近にみられるCTTTが上からP1，P2，P3の配列解析画像を示す．P1とP2の違いは23～33付近にみられるCTTTが
P1では2反復，P2（及びP3）では3反復を見せ，またP1では後半に長く続くCTTTがP2に比べ
非常に短いのが特徴である．P3配列の148付近にみられるCCCの連続配列がP3における
特徴塩基配列の挿入が見られる場所である．



図 3．TCCC反復配列のフラグメント解析像
上が男性のDNAを用いた泳動像，中・下が女性のDNAを用いた泳動像である．
上図を比較することで3サンプルが本人および血縁関係にないことが見て取れる．
男性では1本しか検出されないことから性別の判定にも有用である．1
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4. TCCC図 4. TCCC反復配列塩基長別頻度グラフ
273bp～395bpと非常に幅広いサイズの多型であることが見て取れる．最も発生頻度が高
いものでも351bpの0.0887（100人中8人）にしか見られない結果であり、識別能力に優れた
多型であることが分かる．



図 5. TGCC-TTCC反復配列の構造
186～155付近に見られる配列がTGCCの反復配列であり，155～100付近にまで続く配列がTTCCの反
復配列である．上図ではTGCCが7反復、TTCCが13反復を見せており，塩基長別型判定では2つをトー
タルした20の反復配列を検出する事となる．



図6. TGCC-TTCC 反復配列のフラグメント解析像
TGCCとTTCCの反復合計数によって型鑑定を行う．図下23であればTGCCとTTCCの4塩
基の反復配列が各々では判読できないが合計では23回繰り返されたこととなる．上図
は家族間サンプルによる泳動像で上：母，中：娘，下：父である．母22/24，娘 23/24，父
23である事から母の24，父の23が娘23/24に遺伝しており，矛盾点は生じない．



Japanese Mongolian

0.000 

0.100 

0.200 

0.300 

0.400 

0.500 

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Japanese

0.000 

0.100 

0.200 

0.300 

0.400 

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Mongolian

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

0.200 

0.300 

0.400 

American

0.200 

0.300 

0.400 

Columbian

図 7. TGCC-TTCC反復配列の人種別頻度グラフ
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日本人とモンゴル人は発生頻度に若干の違いはあるも一峰性の形を見せ，アメリカ人とコロンビア人は発生
頻度も大きく異なる二峰性の形を示した．



図 8. Taqポリメラーゼ及びアニーリング温度による増幅の違い

Multiplex PCR Plus Kitを用いた泳動が図左， AmpliTaq Goldを用いた泳動が図右となる．図上がPETを
付加したPrimer，図下がVICを付加したPrimerの泳動になる．各上下に５つに分かれているうち一番上
から一番下にかけてアニーリング58℃～62℃にてPCRを行ったものとなる．



図 9. Gene Mapper解析像

Primer濃度・PCR条件を検討した最適条件にて増幅し，Gene Mapperにて解析を行った泳動像である．
PCRMultiplex PCR Plus Kitを用い調節したものが図左， AmpliTaq Goldを用いて調節したものが図右と
なる．



図 10. DNA濃度による検出限界

コントロールDNAである9947Aを用いての検討．
左上がDNA濃度0.1ngを用い30サイクルで増幅
を行った解析図，右上がDNA濃度0.1µgを用い34を行った解析図，右上がDNA濃度0.1µgを用い34

サイクルで増幅を行った解析図，右下がDNA濃
度0.2ngを用い30サイクルにて増幅をおこなった
結果である．



図 11. 低分子サンプルにおける検出

骨検体から抽出したDNAをもちいて行った．左図が通常条件でPCRを行ったもの，右図がサイクル数35にて

PCRを行ったものになる．
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