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　　　Sex　determination　in　the　human　species　nomユally　depends　Qn　the　presence　or　absence　of　the　Y　chromo・

some．

　　　DNA　was　extracted　from　10μ1　Qf　one・year・01d　dried　blood　spots　on　paper，　digested．with　restriction

enzyme，　subjected　to　electrophoresis，　transfer　and　hybridization，　The　h㎜an　male　Y－specific　probe　was

hybridized　with　Y・specific　3．5kb　repetitive－DNA．

　　　In　order　to　make　a　comparison　with　DNA　microextraction　methods　for　the　PCR（polymerase　chain

reaction）template，　many　DNA　samples　were　prepared　from　bloodstains　and　hairs　with　various　methods，　such

as　phenol・microconcentrator，　phenol－6thanol　precipitation，　Tween　20・treatment　and　boiling．　PCR　was　carried

out　at　95℃，55℃and　72℃for　30　cycles　using　two　pairs　of　pl・imers（Y1，Y2　and　X1，　X2）．　The　170－bp　amplifica－

tion　product　was　detected　in　male　DNA　from　O，5～1．0μl　of　three・year－01d　bloodstains　extracted　by　either　the

pheno1・microconcentrator　method　or　phenol・ethanol　precipitation　method．　Although　the　salne　patterns　of　PCR

product　were　obtained　for　1μ16－rnonth－old　male　bloodstains　extracted　by　Tween　20－treatmerlt，　amplified　DNA

was　noしdetected　in　one－year　or　older　bloodstains．　In　contrast，　a　relatively　large　amount　of　bloodstains　was

required　for　sex　determination　of　DNA　extracted　by　the　boiling　method，　Amplified　results　were　reobtained

from　DNA　of　hair　roots　or　the　hair　shaft（2cm）extracted　by　both．　The　phenoI－microconcentrator　method　has

been　successfully　applied　to　DNA　extracted　from　2・year・01d　paraffin　blocks．

　　　For　clinical　application，　PCR　was　performed　to　detect　Y－specific　DNA　in　abnormal　Y・chromosomes．

These　results　obtained　by　PCR　were　consistent　with　those　of　Southern　hybridization．　This　PCR　method　rnay

be　very　useful　in　neonatal　screening　for　sorne　genetic　diseases　and　in　forensic　reseach　for　the　analysis　of

biological　evidence。　Shinshu　Med，　」，，40：61－70，1992　　（Received　for　publication　September　27，1991）
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　　　　　　　　　　　　　　1緒言　　空愚1撫雛聴欝繍毒蒙陰暫彫

現在，2千種類を越える遺伝性疾患が知られている　　られている。当然ながら，検査方法の限界があり，ま

が，その全ての病因遺伝子が解明されているわけでは　　た出生前診断に用いられる材料は，羊水や絨毛細胞，
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胎児血液などであるため，これらに発現されない酵素　　　（sodium　dodecyl　sulfate）にProteinase　K（最終濃

などについては診断できない場合が多い。ところが，　　度50μg／ml）を加え蒸留水にて総量30eμ1とし60℃

近年の遺伝子工学の進歩に伴い，従来原因不明であっ　　で2時間インキュベートした。

た遺伝性疾患が次々と分子レベルで明らかにされるよ　　　反応後，等量のフェノールを加えてゆっくり30分間

うになってきた。　　　　　　　　　　　　　　　　混和した。その後，13，000rpmで5分間遠心し水層を

　DNA診断に用いられる方法として，①サザンハイ　　新しいマイクロチ＝一ブに取り，等星のクロロホルム

ブリダイゼーシ・ソ法，②ドット・・イブリダイゼーシ　　を加え，同様の操作を繰り返した。さらに，13，000

・ソ法，③DNA塩基配列決定法，④in　situハイブ　　rpmで5分間遠心し水層を新しいマイクロチューブに

リダイゼーショソ法，⑤PCR（polymerase　chain　取り，水層の10分の1量の3M酢酸ナトリウム

reactiQn）法等があげられ，遺伝子の欠損，挿入，突　　　（pH5．2）を添加し，100％冷エタノールを2倍量加

然変異の検出が可能となった。ところで，血友病や筋　　え軽く混和したのち13，000rpmで10分間遠心した。

ジストPフィーなどの伴性劣性遺伝疾患の負荷をもつ　　上清を捨て70％冷エタノールを加えて軽く混和したの

女性の場合，妊娠時に胎児の性別を確定することは璽　　ち，13，000rpmで10分間遠心した。上清を除去し，

要であり，このような胎児の性別判定にY染色体に特　　真空乾燥後，TE　buffer（10mM　Tris・HC1，1mM

異的なDNAプローブを用いた性別判定が試みられて　　EDTA，　pH7，5）を加えて4℃にて保存した。

きた。しかし，従来のサザンプロット法は数μg以上　　　毛髪はエタノールと蒸留水で2度洗浄して細切した

のDNA量を必要とし，さらに検出感度の点から放射　　後，血痕の場合と同じようil：　Proteinase　K処理後，

性同位元素を用いるためルーチソ検査としては利用価　　　同様の処理を行った。

値の高い方法とは言えなかった。　　　　　　　　　　性染色体異常疾患①Turner症候群（45，XO）②

　近年，Saikiら2）によって開発された耐熱性DNAポ　　Phenotype勇1生（46，XX）③mosaic（46，XY／47，

リメラーゼを用いたPCR法は目的DNAを増幅して　　XYY）④Superlnale（47　，　XYY）⑤Phenotype女性

DNA診断に応用する方法である。従来のDNAプ・　　　（46，XY）などのDNAは血液よりフェノール抽出・

一ブを使用するサザンハイブリダイゼーション法に比　　エタノール沈殿法によって得られた試料で，東京医大

べ操作が簡単であり，放射性同位元素を用いなくても　　（生化学長井光三講師）から供与されたものを使用

検出感度はきわめて優れている。また，性別判定は出　　した。

生前DNA診断のみならず法医学上個人識別の一分野　　　2　フ＝ノール抽出・微量濃縮法

として非常に重要な課題である。　　　　　　　　　　　　血痕および毛髪試料はフェノール抽出・エタノール

　本研究では極微量試料から種々の方法でDNAを抽　　沈殿法の場合と同様にフェノール抽出までを施行後，

出し性別判定を試みた。さらに臨床応用として性染色　　遠心分離を行い水層部分を微量濃縮器（セントリコソ

体異常疾患症例などの性別を検討した。　　　　　　　　30，アミコソ社）に移し，TE　bufferを1ml添加して

　　　　　　　II材料およ蹴　　識獺罐誕：し晶藷濫離篇

A　DNA抽出法　　　　　　　　　　　　　　　　　度2　，　OOOrpmで30μ1程度になるまで濃縮遠心した。

1　フェノール抽出・エタノール沈殿法　　　　　　　　3　Tween　20可溶化法

　血液はEDTA（ethylene　diamine　tetra　acetate）　　　血痕試料を細切したのち，　Blood　Lysis　Bufferを添

入り真空採血管で採血後，マイク・チューブに一定量　　加し室温にて30分間適宜撹絆し，13，000rpmで10分

を分注した。また，血痕の作成は，それぞれ一定最の　　間遠心後上清を捨てた。Digestive　Buffer（50mM

血液を濾紙（Whatman　3MM）に染み込ませた後，　　Tris・HCl，1mM　EDTA，　O．5％Tween　20，　pH8．5）

室温で暗所にて保存した。　　　　　　　　　　　　　　0．3mlを加えて，13，000rpmで5分間遠心後上清を除

　試料に，Blood　Lysis　Buffer3，（O．32M　Sucrose，5　　去し，同様の操作を2度繰り返し，　Proteinase　K（最

InM　MgCI2，1％Triton　X－100，10mM　Tris－HCI，　　終濃度50μg／m1）を含むDigestive　Buffer　30μ1を加

pH7．6）を添加後13，000rpmで5分間遠心し，上清を　　えて，60℃にて2時間反応した。酵素を失活させるた

捨てた。次いで，30μ1のbuffer（0．1M　Tris・HCI，　　め10分間煮沸熱処理し，さらに遠心分離後上清を4℃

0．1M　EDTA，］M　NaCl，　pH8、O），30μ1の10％SDS　　にて保存した。
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　4　沸騰法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　表1　プライマーの組成

菜籍轡器篇慧畿籍響　巽1：1：二譜：器諾黙：擢貫父

。イ・・チ。一ブ②・撚し、3，0。。，pmで粉間遠，C、　Y1：5’『ATG　ATA　GAA　CGG　AAA　TAT　G

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Y2：5’－AGT　AGA　ATG　CAA　AGG　GCT　CC
　し上清を除去した。次に，血痕試料の入った最初のマ

イク戸チューブ①に再度生理食塩水を加え，撹絆後水

層をr7イク・チューブ②に採取し，これを13，000rpm　　　抽出処理したDNA試料に，5μ1のPCR用buffer

で5分間遠心し上清を捨て，その沈渣に蒸留水を30μ1　　［500mM　KCI，100mM　Tris・HCI　pH8，4，15mM

加えて10分間煮沸熱処理し4℃にて保存した。　　　　　MgCI、，0．01％（W／V）ゼラチン，　NONIDET　P・

5　パラフィン切片からの抽出5〕　　　　　　　　　　40（SIGMA社）0．2％］，8μ1のdNTPs（ATP，

　パラフィン切片（5～10μm数枚）に1fl11のキシ　　GTP，　CTP，　TTPそれぞれ125mM），プライマー各2

レソを加え，12，000rpmで3分間遠心後上清を捨て，　　μ1（1ng）を加えた。次に，　Taq　polylnerase（5

この操作を2回繰り返した。次いで，1mlのエタノ　　units／μ1，宝酒造）0．25μ1を加え全量を50μ1とし，

一ルを加え，12，GOOrpmで3分間遠心後上清を捨て，　　よく概搾後Light　Mineral　Oil（SIGMA祉）を重層し

この操作を2回繰り返した。次いで，1m1の＝タノ　　た。プライマーの塩基配列は表1に示す。　Thermal

一ルを加え，12，000rpmで3分間遠心後上清を捨て，　　Sequencer（Iwaki社）を用vlて，95℃で1分間熱処

再度同様の操作を行い風乾した。30μ1のbuffer（O．1　　理した後，熱変性ステップ95℃・1分間，アニーリソ

M　Tris－HCI，　O．1M　EDTA，1MNaC1，　pH8．0），30　　グ・ステップ55℃・1分間，相補鎖合成ステップ72℃

μ1の10％SDSにProteinase　K（最終濃度250μg／　　・2分間で30サイクル行い，最後に72℃・5分間を追

rnl）を加え蒸留水にて総量300μ1とし60℃で5時間以　　加した。　PCR終了後，4℃にて保存した。

上インキュベートした。反応後等量のフェノールを加　　　電気泳動（ミニのサブマリン型泳動）には12％ポリ

え，以後微量濃縮器（セントリコソ30）を用いて血　　アクリルアミドゲルと×1／2TBE　buffer（8．9mM

痕試料と同様な操作を行った。　　　　　　　　　　　Tris－HCI，8．9mM　boric　acid，　O．25mM　EDTA）を用

B　サザンハイブリダイゼーション法　　　　　　　　い，エチジウムプロマイドで染色後130bp（X染色体

　フェノール抽出・エタノール沈殿法にて抽出調製し　　特異的）と170bp（Y染色体特異的）のバンドを確認

た　DNA試料を制限酵素（Hae　III）にて切断後，　O，8　　した。分子量マーカーにはpBR322を制限酵素（Hae

％アガ・一スゲルを用いて電気泳動した。変性溶液中　　III）にて切断したものを用いた。

で穏やかに振盟し，蒸留水で洗っな。アルカリ溶液で

櫨後，ナイ・ン・ガレン（アマシ。ム社製）に　　　　III結　果

DNA断片を転写し，メソブレンを室温にて風乾した。　　A　サザンハイブリダイゼーション法による性別判定

　メンブレソをプレハイブリダイゼーション溶液　　　濾紙に付着した種々の血痕量からフェノール抽出・

（6×SSC，0・5％SDS，5×D・・ih・・dt’・・s・1・ti・n，0．1　エタノー・耽殿法によってDNAを抽出し諦ロ限酵素

mg／ml　of　salmon　sperm　DNA）に65℃で1時間浸　　　（Hae　III）で切断後，サザンハイブリダイゼーショ

し・32P（111　TBq／nm・・1・・NEN社製）にて標識した　ン法によって性半U制定を行った．・・Pで轍したY染

Y染色体特異的DNAプローブ（東京医大より供与）　　色体特異的プローブを用いて3．5kbのバンドの有無を

をプレ・・イブリダイゼーショソ溶液に加え，65℃で5　　検討したところ，10μ1の血痕（男性）でしかも1年

～10時間ハイブリダイゼーションを施行した6）。その　　経過した試料で性別判定が可能であった（図1）。一

後，メンブレンを①2×SSC　（0．15M　NaCl，15mM　　方，女性の血痕試料からは3．5kbのパソドが検出され

citrate－Na）溶液で15分間2回，②2×SSC，　O．1％　　なかった。

SDS溶液で10分間③O．1×SSC溶液で10分間，それぞ　　B　PCRによる性別判定

れ洗浄し，－80℃で1～3時間X線フィルムに感光し　　l　PCR反応条件の検討

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　新鮮血液（男性）からフェノール抽出・エタノール

C　PCR法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　沈殿法によって比較的不純物の少ないDNAを精製し，
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　このDNAを用いてPCRの反応条件を検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PCR反応には特にMg2＋濃度が重要であり，1．5mM，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．5mMのMg2＋濃度で反応した場合Y　1，　Y　2プラ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　イマーでは男性に特異的な170bpのバンドが検出され

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た（図2A）。しかし，2．5mMでは170bp以外に多く

　　　　3．5kb＿哨齢　　　　　　　　　　　　の非特異的バソドが認められ（図2A，レーン2），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以後のPCR反応には1．5mMのMg2＋濃度を用いた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　テソプレートDNAの量的変化と増幅DNAの関係

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　をみたのが図2のBとCである。Y1・Y2プライマ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ーでは170bpの，またX1・X2プライマーでは130

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　bpの濃いバンドが得られたが，テソプレートDNA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　が増加するに伴って非特異的バソドが多くみられた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　したがって，テソプレートDNA量は50ng以下が至

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　適濃度である。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2　極微量試料からのDNA抽出

　　　　　　　　　　1　2　　　　　　　　　　　　　極微量の血液を濾紙に付着させて，一定期間保存し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た血液試料から4種類の方法でDNAを抽出し，性別
図1 ?鼬訣ｭからの3・5kb（Y染色体特異的）　　　　判定を試みた。　DNA抽出には①フェノール抽出・微

竺禦、。。1（馳、年経過，　量濃縮法②・・ノ舳出・一・・一耽蹴③

　　　レ＿ソ2：10μ1（女性）　　　　　　　　　Tween　20可溶化法，④沸騰法の4種類を用いた。3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　年経過した男性の血痕からフェノール抽出・微量濃縮

A　　　　　　　　B　　　　　　　　　　　　C

M12　M1234　　 M1234
図2　PCR反応条件（男性DNA使用）
　　A　Mg2＋濃度による170bp・ミンドの変化

　　　レーン1：1．5mM，レーン2：2，5mM

　　B　DNA量による170bpバンドの変化

　　　レーン1：1ng，レーソ2：10ng

　　　レーン3：50ng，レーソ4：100ng

　　C　DNA量による130bpバンドの変化

　　　レーソ1：lng，レーン2：10ng
　　　レーン3：50ng，レーン4：100ng

　　　　　　　　レーンMは分子量マーカー

　　　　　　　X1，　X2プライマー：C

　　　　　　　Y1，　Y2プライマー：A，　B
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A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B

124＿　　　　　　　　　　　　　　－130　　　　　　　　　　－130124－　　　　　　　　　　　　　　　＿130　　　　　　　　　　＿130

M1234　　 M56　　　M1234　　 M56
C　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D

184－　　　　　　　　　　　　　　　－170　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　124＿　　　　　　　　　＿130　　　　　　　　　　＿130

M1234　　M56　　　　　M12　　M34
　　　　　　　　　　図3　血痕試料からの各種の抽出法

A　フェノール抽出・微量濃縮法　　　　B　フェノール抽出・エタノール沈殿法

　　レーン1，2：0．5μ1（男性）　　　　　レーン1，2：1μ1（男性）

　　レーン3，4：5μ1（男性）　　　　　レーソ3，4：5μ1（男性）

　　レーン5，6：5μ1（女性）　　　　　レーン5，6：5μ1（女性）

C　Tween　20可溶化法　　　　　　　D　沸騰法

　　レーン1，2：1μ1（男性）　　　　　レーン1，2：50μ1（男性）

　　レーン3，4：5μ1（男性）　、　　　レーン3，4：50μ1（女性）

　　レーン5，6：5μ1（女性）　　　　　　　　レーンMは分子量マーカー

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　X1，　X2プライマー：1，3，5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Y1，　Y2プライマー12，4，6

法でDNAを抽出しPCRを行ったところ170bpと130　　　2cmの毛髪では，フェノール抽出・微量濃縮法と

bpのバンドが検出された（図3A）。フェノール抽出　　Tween　20可溶化法で170bpの・ミンドが検出された

・エタノール沈殿法で抽出した場合，3年経過した1　　　（図4A，　C）。一方，フェノール抽出・エタノール

μ1以上の血痕で性別判定が可能であった（図3B）。　　沈殿法では2cn1より多くの毛髪が必要であった（図4

一方，6ヵ月未満の血痕ではTween　20可溶化法で抽　　B）。以上の結果をまとめたのが表2である。

出した場合，1μ1以上の血痕で判定可能であったが，　　　5～10μmのパラフィソ切片数枚からフェノール抽

約6ヵ月以上経過した試料の判定ができなかった（図　　出・微量濃縮法でDNAを抽出し，性別判定を試みた。

3C）。沸騰法は比較的多くの試料を必要とし50μ1以　　　2年経過した試料からでも明らかなバソドが検出され，

上で170bpのバンド検出が可能であった（図3D）。　　　性別判定が可能であった（図5）。
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A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B

圭塁窪：　　　　　　　　　　　　　　：ま乙8　　　　　　　　　　　＿130　ま塁2：　　　　　　　　　　　　　　：1ζ8　　　　　　　　　　＿130

M1234　　M56　　　M1234　　M56
図4　毛髪試料からの各種抽出法
　　A　フェノール抽出・微量濃縮法

　　　　　　　　レーン3，4：毛髪5cm（男性）
　　　　　　　　レーソ5，6：毛髪5cm（女性）

　　　　　　B　フェノール抽出・エタノール沈殿法
　　　　　　　　レーン1，2：毛髪2cm（男性）
　　　　　　　　レーソ3，4：毛髪5cm（男性）
－130　　　　　レーン5，6：毛髪5cm（女性）

レーン3，4：毛髪2cm（男性）

　　　　　　　　　　　　　レーン7，8．毛髪5cm（女性）
　　　　　　　　　　　　　　　レーンMは分子量マーカー
　　　　　　　　　　　　　　X1，　X2プライマー：1，3，5，7
M　7　8　　　　　　　　　　YI　Y2プライマ＿：2　4　6　8
　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　，　　　　，

C　性染色体異常疾患などの検討例　　　　　　　　　　個体の特徴を示す情報が失われるため，誤判定の危険

　性染色体異常疾患4例とpure　gonadal　dysgenesis　　も大きくなる。

1例の性別判定をPCRを用いて検討した（図6）。①　　歯牙・骨などの比較的長く温存される硬組織や血液

Turner症候群（45，　XO），②モザイク（46，　XY／47，　　・精液などの体液から性別の判定が可能となれば，個

XYY），③Phenotypeはmale（46，　XX），④Super一　人識別や犯罪捜査においてぎわめて重要な情報を得る

male（47，　XYY），⑤Phenotypeはfemale（pure　　ことができる。白骨死体などでは形態的検査が行われ

gonadaI　dysgenesisで46，　XY）の5症例について　　ており，この方法は骨の部分的な差から，男女識別を

PCRを行ったところ，　X染色体を有する場合はX特　　行うもので熟練した鑑別人でも判定を誤る危険性があ

異的領域が，またY染色体を有する場合Y特異的領域　　る。したがって，これらの欠点を補充するために統計

が検出された。同量のDNAをテンプレートとした場　　学的な方法を応用した男女の判別関数7）が報告されて

合，検出されるバンドの濃度差は認められなかった。　　いる。しかし，このような検査では骨盤等の骨がかな

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　りよく保存されていることが必要であり，形態的観察
　　　　　　　　N考　察　　　　のみで血痕や毛髪などの遺留物より閉柾しく判定

　法医学における鑑定業務の重要な目的の1つは，発　　　することは困難なことが多い。

見された死体や白骨，血液などから個人を識別・同定　　　性染色体の特徴的所見から歯牙，血痕，唾液，毛髪

することである。　　　　　　　　　　　　　　　　　　などを用いて性別を判定する方法には，ドラムスティ

　死体の外見的な特徴からの個人識別は，死体の損傷　　　クやYクロマチンなどの性染色体上の特徴を利用する

が激しいほど，また死体の死後変化が進めぽ進むほど，　方法等がある8｝9）。Pearsonら1°）は，ヒトの23対の染色
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A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B

M1234　　　　　 M12 34
　　　　　図5　2年経過したパラフィソ切片からの性別判定

A　男性の標本　　　　　　　　B　女性の標本

　　レーン1，2：脳標本　　　　　レーソ1，2：脳標本

　　レーン3，4：心臓標本　　　　レーン3，4心臓標本

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　レーンMは分子量マーカー

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Xl，X2プライマー：1，3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Y1，　Y2プライマー：2，4

表2　各種抽出法によるY染色体特異的

　　・ミンド（170bp）の検出限界

血痕 毛髪

フェノール抽出・エタノール沈殿法 1，0μ1 5cm

フェノール抽出・微量濃縮法 0，5μ1 2cm

Tween　20可溶化法 1，0μ1 2cm

沸騰法 50μ1
　

M12345678910
　図6　性染色体異常の症例等の性別判定　　　　　　　　チン様スポットが平均0．7％にみられ，抜歯後時間経

　　　レーン1・2：　Turner症候群（45・XO）　　　　過とともに増加する傾向がある・1）。このため，キナク

　　　ロ：；1：1：認y朧矯欝。，　…ス・一・蛍光染色によるY・・マチ・検融ち

　　　レ＿ン7，8：Supermale（47，XYY）　　　　　　多数の細胞を染色し発色しているYクロマチン数を数

　　　レーソ9，10：Phenotype女性（46，XY）　　　　　えることによって男女識別を行うため・比較的多くの

　　　　　　レーンMは分子量マーヵ一　　　　　　　　　細胞を必要とし，性別判定も相対的判定となる。

　　　　　　X1，　X　2プライマー：1，3，5，7，9　　　　Y染色体は進化の過程で1対の常染色体が特殊化し

　　　　　　Yl・Y2プライマー：2・4・6・8・10　　てX染色体とY染色体に分れたものとされている。男

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　性のY染色体上の長腕部には反復DNAが局在し，

体をキナクリンマスタード蛍光染色で染め，蛍光顕微　　TTCCAの塩基配列を基本とする5塩基の反復単位を

鏡で観察するとY染色体の長腕の遠位部が強い蛍光を　　含む3．5kbの繰り返し配列が数千コピー存在し，これ

発し，静止期の核においては強い蛍光を発する小体と　　らの塩基配列も明らかにされた12）。そこで，男性に特

して観察されることを報告した。一部の性染色体異常　　異的なY染色体のDNAを直接検出するには，　Y染色

症等をのぞけぽ，Y一クロマチンは男性特有のもので　　体に特異的な塩基配列の部分に対して相補的な塩基配

あり，Y一クロマチンを検出できれぽその組織は男性　　列を有するヒトDNAプローブを用いて，サザン・・イ

由来の組織であると判定することができる。男性歯髄　　　ブリダイゼーションから検出する方法がある。しかし

におけるYクロマチンの出現率は抜歯直後でも平均　　ながら，この方法の欠点は目的の3．5kbのバンドを検

42％前後であり，また女性の歯髄においてもYクロマ　　出するためには抽出されたゲノムDNAが比較的変性

No．1，　1992　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　67



田　中　幸　一

の少ない試料でなければならない。種々の環境下で長　　性剤であるTween　20は，　Taq　polymerase活性を抑

年放置された試料からのDNAの抽出にはこの点の限　　制しないばかりでなく低濃度SDS等による阻害を防

界がある。また検出感度の点から放射性同位元素を使　　止する働きも知られている。しかしながら，6ヵ月以

用するため特殊な施設が必要となり一般の検査室で行　　上経過した血痕の場合Tween　20可溶化法では判定不

うことは難しく，さらに検出に比較的時間がかかるこ　　能のことがあり，このことは濾紙繊維とヘモグPtビン

とも欠点である。従来，McCabeら・3）が4ヵ月半経過　　の結合が強く・Lysis　buffer処理のみでは十分にヘモ

した血痕50μ1からサザンハイブリダイゼーション法　　グロビン等の蛋白を抽出・除去できないため，残存し

によって3．5kbのバソドを検出しているが，本実験か　　た蛋白がTaq　polymeraseを阻害すると考えられる。

ら1年近く経過した10μ1の血痕からバソド検出可能　　　フェノール抽出・エタノール沈殿法では，ヘモグロ

であることを明らかにした。　　　　　　　　　　　　ビン等の蛋白を十分に除去することが可能で比較的純

　近年，Saikiら14〕は2種類のoligonucleotideと大腸　　度の高いDNAを得ることができるが，遠心操作の過

菌のDNA　polymerase　Iを用いて，目的とする　　程でDNAの損失を伴う場合がある18）。しかし，フェ

DNA部位の塩基配列を増幅することが可能なPCR　　ノール抽出・微量濃縮法ではフェノール抽出後微量試

法を報告した。しかし，Klenow　Polymeraseは，　　料濃縮器（セソトリコン等）で濃縮するためDNAを

90℃以上を必要とする熱変性ステップにおいて失活し　　十分に回収することができる利点がある19）2°）。したが

てしまうため，各サイクルごとにpolylneraseを追加　　って，他の抽出法よりもすぐれた方法と考えられる。

する必要があり，きわめて繁雑な方法であった。しか　　　PCR法は，精製したDNAと同様に不純物を含ん

しながら，耐熱性Taq　polymeraseを使用することに　　だ粗製DNAでもテンプレートとして使用可能である。

よって，各ステップでのpolymeraseの追加の必要を　　このため新生児のマススクリーニソグ等の多数の検体

なくし，操作を簡潔にすることが可能となった1）。さ　　をあつかうのに適した方法であると考えられる。処理

らに，アニーリング温度を高く設定可能となったため，　過程を簡単にするため種々の方法4）1s｝が報告されてい

従来の37℃前後の温度に比べて，プライマーが相補的　　る。WittとErickson4）は，新鮮な血痕でも50μ1以上

な塩基配列のみと結合するため特異性が高まり，誤っ　　必要であると報告しており，他の抽出法に比べ感度が

た塩基配列の増幅を防ぐことがでぎるようになった。　　低い。しかしながら，この方法は新生児検診などのマ

　性別判定にもPCR法の導入が可能となり，現在で　　ススクリーニソグを簡便に行うことを第1の目的とし

は数種類のY染色体特異的プライマーが報告されてい　　ているため極少量の血痕で診断する必要がなく，50μ1

る。たとえぽ，Koganら15）は，反復配列DYZ　1ファ　　以上の新鮮な血痕による判定で十分であると考えられ

ミリーの1単位のpHY10のうちEcoR　I認識部位を　　る。

挟む154bpを増幅するプライマー（5’・TCC　ACT　　　毛髪に含まれるDNA量のほとんどは毛根と毛根周

TTA　TTC　CAG　GCC　TGT　CC，5’・TTG　AAT　GGA　　囲細胞に含まれている。頭皮より引き抜き直後の毛髪

ATG　GGA　ACG　AAT　GG）を用いて性別判定を行っ　　に含まれるDNA量にっいて，　Hukkelhovenら21｝は，

た。またAkaneら16｝は，男性では2本，女性では1　　0．5μg前後，　Higuchiら22）は0．2μg以下で，毛根部を

本のバソドが検出されるプライマーを報告している。　　除くと10ng以下と報告している。本研究では，毛髪

本研究で用いたプライマーはセソトPメァ付近の配列　　のDNAの大部分を含む毛根で170bpや130bpの・ミン

を検出するもので，170bpと増幅間隔が短くPCR法　　ド検出は可能であったが，毛根を含まない毛髪のみの

には適したプライー9・一であり，また，Koganらの用　　場合はフェノール抽出・微量濃縮法とTween　20可溶

いたプライマーによる増幅部位よりもTDF（testis　　化法でet　2　cm以上を必要とした。また，　X特異的パソ

determination　factor）17）Vこ近いという利点を有してい　　ドの検出は，毛髪1cmで可能であり，このような差は

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　両者の配列の反復数の違い（X：5，000　copies23），　Y：

　PCR法はきわめて微量な試料より必要なDNAを　　100　copies24））によるものと考えられる。

増幅可能な方法であり，法医学的に利用価値は高いと　　　古いパラフィン切片を用いたDNA診断は，ウイル

考えられる。性別を判定するためには，0．5μ1の新鮮　　ス疾患や癌診断を可能にすることができる非常に重要

血でフェノール抽出・微量濃縮法およびTween　20可　　な方法である。パラフィソ切片からのPCR法にはフ

溶化法で性別判定が可能であった。非イオソ性界面活　　エノール抽出・微量濃縮法が最も有効であった。

　68　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　VoL　40



DNA解析による性別判定

　出生前の胎児の性別を判定することは，血友病のよ　　　染色体特異的）のバンドが検出可能され，フェノー

うな伴1生劣性遺伝疾患の負荷をもつ妊婦にとっては重　　　ル抽出・エタノール沈殿法は1．0μ1でバンド検出が

要な意味を持つと考えられる。また，Qバンド法等の　　　可能であった。　Tween　20可溶化法の場合，6ヵ月

染色体レベルにおける診断では正確に性別を判定でき　　　までの血痕では1μ1でバンド検出可能で，沸騰法

ないようなXX－maleやXY－famaleについてもDNA　　　の場合erkSOμ1必要であった。

レベルの診断が可能となった25｝。性染色体異常疾患4　　3　フェノール抽出・微量濃縮法とTween　20可溶化

例とPure　gonadal　dysgenesis　1例の性別判定を行っ　　　法ではそれぞれ2cmの男性毛髪から170bpのバソド

た結果・Y染色体を有する症例のみに170bpのバンド　　　が検出された。フェノール抽出・エタノール沈殿法

が認められた。これは，サザンハイブリダイゼーショ　　　は5cmの毛髪が必要であった。

ソの結果とよく一致した26）。出生前DNA診断では胎　　4　脳と心臓のパラフィン切片からも，130bpと170

児由来の細胞を採取する必要があり，絨毛細胞が利用　　　bpのパンドが得られた。

されているが27）・この方法は・流産や感染の危険性が　　5　PCRにより性染色体異常等の患者の性別診断が

あり，また大量には採取することが難しい。このため　　　可能であり，サザン法で検出した性別判定と一致し

PCR法は微彙の試料により検出することが可能であ　　　た。

り，出生前胎児DNA診断には最も適した方法と考え

られる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　本論文の趣旨は，平成3年9月，第14回国際法医血

　　　　　　　　。結　語　　　　瀧群会（・イソ・／ドイ・）で撒した・

1サザンハイブリダイゼーションによって，1年経　　　稿を終えるにあたり懇切なるご指導とこ校閲を賜り

過した10μ1の男性血痕より3．5kbのバンドが検出　　ました清野誠一教授，および法医学教室福島弘文教授

され性別判定が可能であった。　　　　　　　　　　に深甚なる謝意を表します。またご教示，ご助言下さ

2　血痕試料では，フェノール抽出・微量濃縮法を用　　　いました太田講師に深謝いたします。

いた場合，3年経過した0．5μ1の血痕で170bp（Y
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