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研究成果の概要（和文）：本研究は、OBP2Bを利用した精液証明方法を開発し、性犯罪捜査へ貢献することを目
的に本研究を実施した。抗OBP2B抗体と用いたウエスタンブロッティングを行ったところ、良好な結果が得ら
れ、OBP2Bを利用した精液証明方法の基礎的な実験が完了した。今後はELISA法、イムノブロット法、イムノクロ
マト法の関発をする予定である。次に、OBP2Bに結合する分子種を同定することを目的に、培養細胞上清を材料
に抗OBP2B抗体を用いた免疫沈降実験を行い、OBP2B分子の免疫沈降に関しては良好な結果が得られた。しかし、
母乳を材料としての免疫沈降は、母乳の脂肪やpH等からOBP2B分子の免疫沈降は困難であった。

研究成果の概要（英文）：Odorant binding protein 2B, OBP2B, is known to be present in secretion from 
mammary gland and prostate gland, suggesting that the protein is involved in nutrition of infant or 
fertilization by transport of a small molecule with physiological activity through binding. However,
 the physiological role of OBP2B has not been defined, since the substance bound by OBP2B has not 
been identified. Based on the characteristics of OBP2B, it is possible to develop a method to 
identify semen in crime scene using demonstration of OBP2B. Thus, we carried out Western blot using 
anti OBP2B monoclonal antibody with success for preliminary study for developing a verification 
method of semen in specimen collected from crime scene. Therefore, OBP2B seems a good candidate for 
developing a method to verify semen using immunological methods such as immunochromatography or 
ELISA. Second, we tried to identify a molecule bound to OBP2B in milk by immunoprecipitation with 
antibody without success.

研究分野： 法医学

キーワード： OBP2B遺伝子　ABO遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、OBP2Bを利用した精液証明方法を開発し、性犯罪捜査へ貢献することが本研究の目的の一つである。
本研究の実施により、OBP2Bを利用した精液証明方法開発の基礎研究は完了した。また、OBP2Bに関する研究報告
は少なく、その結合する物質、輸送される物質は未知であることから、その生理学的意義も未解明である。一
方、OBP2Bの分布から受精や新生児の栄養補給への関与が推測される。そこで、OBP2Bに結合する物質を同定し、
生理学的意義を明らかにすることが本研究のもう一つの目的である。即ち、本研究は、犯罪捜査へ貢献するとと
もに、生殖医療や母子保健への貢献を目指すものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

オドラント結合蛋白 Odorant Binding Protein 2B(OBP2B)は前立腺液、母乳等に含まれること

から、OBP2B は受精や新生児の栄養に関わることが考えられる。OBP2B は籠の様な立体構造をと

り、籠の中に脂溶性物質を中に入れることが予想されているが、生体における結合分子種は未同

定である。従って、OBP2B の生理的な機能が未解明である。つまり、「未知の物質がオドラント

結合蛋白 OBP2B に結合し、受精や新生児の栄養補給に働くことから、オドラント結合蛋白 OBP2B

は生命にとって必須である」ことが予想される。一方、OBP2B は前立腺液中に存在することから、

法医学や警察鑑識領域においては、精液の証明に利用できる可能がある。 

ところで、OBP2B をコードする遺伝子は ABO 遺伝子の 45 kb セントロメア側にある。我々は 9

番染色体長腕 34.3 に存在する ABO 遺伝子の転写調節機構を調べ、プロモーター、赤血球系細胞

特異的転写調節領域（+5.8-kb site）、上皮細胞特異的転写調節領域（+22.6-kb site）を同定し

た。ゲノム編集を用いて+22.6-kb site を欠失した胃癌培養細胞 KATOIII を作製すると、ABO 遺

伝子と OBP2B 遺伝子の発現が低下することが観察された。クロマチンは転写因子 CTCF 結合領域

を介してループ構造をとり、その内部で遺伝子発現が制御されることが明らかになっている。ク

ロマチンループ構造は連続的に変形しても性質が保たれることを考慮し、トポロジカル関連ド

メイン(Topologically Associated Domain, TAD) と呼ばれる。ABO 遺伝子周囲にはループ形成

に基づく TAD A–B が想定されている（Lu Y et al. Nucleic Acid  Res 2017;45:D643–49、図

1）。従って、上皮細胞では ABO 遺伝子と OBP2B 遺伝子が同一の TAD 内に存在し、同一の転写制御

を受けている可能性が示唆される。すなわち、ABO 遺伝子と OBP2B 遺伝子はエンハンサーシェア

リングをしているようにみえる。一方、ABO 式血液型の存在理由や進化学的に ABO 遺伝子が消滅

しない理由は大きな謎である。ABO 遺伝子は糖転移酵素をコードし、塩基の変異に基づき、N-ア

セチルガラクトサミンやガラクトースの転移、転移酵素活性の消失から A型、B型、O型抗原が

産生される。これらの抗原構造に差異があることを考えると、生命にとって ABO 遺伝子が不可欠

と考えることは困難である。そのような状況から、「OBP2B 遺伝子は生命にとって必須で、それ

が発現するには ABO 遺伝子の上皮細胞特異的転写調節領域+22.6-kb site が不可欠で、ABO 遺伝

子の Oアレルは機能の蛋白をコードするが、ABO 遺伝子が消滅せずに保存されることになる」が

推測される。 



  

図１．ABO 遺伝子と周囲のループ形成に基づく Topologically Associated Domain．ABO 遺伝子

とその周囲に存在する遺伝子を示す。また、クロマチンループ形成に関わる転写因子

CTCF の結合部位を示す。さらに、ABO 遺伝子と OBP2B 遺伝子を包含するループを示す。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究は、オドラント結合蛋白 OBP2B の生理学的意義を明らかにし、OBP2B を利用した精液

証明を性犯罪捜査に利用することを目的にするものである。オドラント結合蛋白 OBP2B に関す

る研究報告はほとんどなく、その結合物質は未知で、その生理学的意義も未解明であり、推測さ

れる生理学的意義として、受精や新生児の栄養補給への関与が挙げられる。また、性犯罪捜査へ

の応用もない。従って、本研究は未知の分野への挑戦であり、これらは新たな性犯罪捜査方法の

開発、生殖医療や母子保健に資するものである。一方、オドラント結合蛋白 OBP2B の生理学的

意義が明確化され、生命維持に必須であることが分かれば、「なぜ ABO 遺伝子は消滅しないの

か？」という問いに対する回答、エンハンサーシェアリング、が支持されることになり、遺伝進

化学上の貴重な例となる。 

 

３．研究の方法 

 

ウエスタンブロッティング KATOIII細胞に対してTotal Protein Extraction Kit (TaKaRa)を用いて、

細胞溶解液を調整した。一方、KATOIII 細胞を無血清培地において 72 時間培養後に得られた培

養上清を Ultr-10K (Merck Millipore, Burlington, MA)を用いて濃縮し、培養上清を調整した。細胞

溶解液、または培養上清に対して、ラビット抗OBP2Bモノクローナル抗体(MA5-30722, Thermo 

Fisher Scientific)及びラビット抗 OBP2B ポリクローナル抗体(MA5-46552, Thermo Fisher 

Scientific)を用いて、ウエスタンブロッティングを行った。Amersham ECL Prime Western Blotting 

Detection Reagent (GE Healthcare)により化学発光を行い、LAS-3000 と MultiGauge v3.0 (FujiFilm, 

Tokyo, Japan)で電気泳動イメージを得た（Sano R, et al. Scientific Reports. 2021; 11: 7325）。 

免疫沈降 KATOIII 細胞の濃縮培養上清に対して、ラビット抗 OBP2B モノクローナル抗体又は

ラビット抗 OBP2B ポリクローナル抗体、Pierce Classic IP Kit を用いて、免疫沈降を行い、前述



のウエスタンブロッティングを行い、免疫沈降物を評価した。また、市販の母乳を購入し、免疫

沈降を試みた。 

 

 

４．研究成果 

OBP2B を用いた精液証明方法を開発することを目的に、抗 OBP2B モノクローナル抗体を用

いたウエスタンブロッティングの条件検討を行った。抗 OBP2B モノクローナル抗体とポリク

ローナル抗体を準備し、ウエスタンブロッティングを行ったところ、抗 OBP2B モノクローナル

抗体を用いたウエスタンブロッティングで良好な結果が得られた（図 2）。そのことから、抗

OBP2B 抗体を用いた精液証明方法の準備ができた。実用を鑑みると、ドットブロット法、ELISA

法、イムノクロマト法を開発する必要があり、上記のウエスタンブロッティングの結果はそれら

の実現可能性が高いことを示唆している。 

 

図 2．抗 OBP2B モノクローナル抗体を用いたウエスタンブロッティング．WT は KATOIII 細

胞、B3 と B4 は上皮細胞特異的転写調節領域（+22.6-kb site）欠損を導入した KATOIII 細胞

である． 

次に OBP2B に結合する分子種を同定するために、抗 OBP2B モノクローナル抗体を用いた

免疫沈降後に、OBP2B に結合している分子種を質量分析する計画した。初めに、抗 OBP2B モ

ノクローナル抗体を用いた免疫沈降を行い、沈降物のウエスタンブロッティングを行ったとこ

ろ、OBP2B が免疫沈降していることが分かったが、免疫沈降する蛋白量は少量で、免疫沈降の

効率が悪かった。そこで、免疫沈降に用いる抗体を抗 OBP2B ポリクローナル抗体に変更し、免

疫沈降法を行ったところ、それなりの蛋白量の沈降を得ることが出来た。 

次に、市販の母乳を購入し、免疫沈降を試みようとしたが、母乳のままでは脂肪が多く、 ま

た、免疫沈降に用いる緩衝液に比べると pH や電解質成分に差異があるため、免疫反応や沈降が

生じるかについて疑問が生じており、それらの問題を解決する必要が出た。母乳の脱脂を行い、

蛋白を濃縮した形で免疫沈降を行ったが良好な結果を得ることは出来なかった。 
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