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研究成果の概要（和文）： 
１．血液および唾液斑痕を、各種環境下（温度や湿度の差異、光や酸素の有無等）で１ないし
６時間保存し、SNRPN 遺伝子上流の DNA メチル化プロファイルを調べたが、明らかな変化は観
察されなかった． 
２．H19遺伝子上流の 23SNPsからなるハプロタイプ多型について、９外国人集団を調べた結果、
集団特異的ハプロタイプを含む 21ハプロタイプの各地域集団における分布が明らかとなった． 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
１． Methylation status in forensic evidences under eight different environmental 
conditions (temperature, humidity, light etc.) was analyzed, however, no significant 
difference was observed. 
２．A haplotype polymorphism composed of 23 SNPs upstream of the H19 gene was investigated, 
and 21 haplotypes including several ethnicity-specific haplotypes were observed from nine 
ethnic groups. 
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１．研究開始当初の背景 
法医学分野において、親由来を知る・証明

することは、父子鑑定や家系分析の際に大変
重要である．以前の研究において，複数のイ
ンプリント遺伝子の DMR（differentially 
methylated region）内に存在する多型（主

に SNP）が、メチル化感受性酵素およびメチ
ル化部位切断酵素を用いることで、アレルの
親由来を選択的に検出できることを報告し
た。その後、確認のために行った個人由来 DNA
のクローン分析では、該当領域内のメチル化
CpG が異なる割合で混在し、あるいはメチル
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化状態が完全に逆転したクローンも観察さ
れたことから，DMR 内が完全なメチル化／非
メチル化状態ではないことが判明した．これ
まで法医学的試料について、時間経過や様々
な環境に伴う DNAメチル化状態についての検
討は全く行われていなかった． 
 
２－１ 研究の目的（メチル化分析） 

法医学で扱う試料，たとえば身体から離れ
た細胞（血痕や体液斑痕）や死後の組織内の
DNA について、DMR 内のメチル化状態を指標
として多型を検出する場合に，その試料 DNA
中のメチル化状態（メチル化プロファイル）
が、環境（時間経過や保存環境）により変化
が生ずる（脱メチル化やメチル化）ことがな
いのか、または変化を受けるとすれば，どの
ような環境下でその現象が促進されやすい
のか、について検討しておく必要がある． 
 
３－１ 研究の方法（メチル化分析） 
(1)体外環境下におけるメチル化状態の検討 
・同一人由来の血液および唾液 10μl を FTA
カード上に滴下して斑痕を作成 
・経時的変化 １時間ないし６時間後の比較 
・環境要因：温度，湿度，光、酸素 等 

①コントロール（-80℃）、②遮光／乾燥、  
③暗所／湿潤（H2O 飽和）、④遮光／湿潤
（EtOH飽和）、⑤蛍光灯／無酸素（CO2飽和）、 

 ⑥高温（120℃）、⑦蛍光灯／室内（20℃）、  
 ⑧遮光／室内  

各環境下に静置．１ないし６時間後に回収
して、実験開始まで-80℃冷凍庫に保存した． 
 全試料が揃った段階で、直径２mm 径のディ
スクを切り出してバイサルファイト処理を
行い、メチル化されていないシトシンをウラ
シルに転換させた．その後、対象 DMR領域（以
前の研究で対象とした：SNRPN 遺伝子上流 
228bp内に 16-17 CpGsおよび 2 SNPsを含む、
PEG3遺伝子上流 269bp／20-21 CpGs／1 SNP）
を PCR増幅し、その産物についてクローニン
グを行って、各試料について目安として 20
クローンのシーケンシングを行いメチル化
プロファイルの傾向を分析した． 
 
４－１ 研究成果（メチル化分析） 
(1)法医学試料の各種環境下におけるメチル
化プロファイルの比較 
＜予備実験＞ 
斑痕を作成する DNA 保持性の FTA カード

（オリジナルおよび elute）とバイサルファ
イトキットについて検討した．その結果、両
カード由来 DNAの複数のクローン間でメチル
化状態に差がなく、処理キットによる非メチ
ル化シトシンのウラシルへの完全な転換が
確認できた．そこで以後は FTAカード上の乾
燥斑痕から２mm 径のディスクを切り取り、そ
の DNAについて実験を行った．また、２か所

のターゲット領域のうち、メチル化状態が安
定しており、かつ遺伝子と離れている SNRPN
の DMR を調べた（調べた PEG3 の対象領域は
エクソンを一部含んでいたが、予備実験の結
果、DMR状態が不安定な状態であった）． 
 
＜本実験＞ 
 SNRPN 遺伝子は父性発現するインプリント
遺伝子であり、DMR では母由来アレルがメチ
ル化、父由来アレルが非メチル化状態にある． 
図はメチル化プロファイルの検査結果であ
る（上：血痕、下：唾液斑痕）． 

各条件下で処理したところ、④のアルコール
環境下で保存した場合、PCR 増幅は血痕では
得られず、唾液斑痕の６時間処理のみであっ
た．その他の条件下で増幅が確認されなかっ
たのは、血痕の③および⑥の６時間処理、唾
液斑痕では、③の１時間および６時間処理、
そして⑧の６時間処理試料であった．これら
の結果については、FTA カード自体に含まれ
ている DNA安定化成分もあるので、その詳細
は不明である．増幅バンドを精製し、クロー
ニング後にシーケンシングを行った（プライ
マーは CpG配列を含まないように設計してあ
るので、バイサルファイト処理後の増幅も可
能である）．  
２つの SNPs により、アレル GT（メチル化）

とアレル AC（非メチル化）のクローン識別が
可能であり、それぞれに含まれる 16 および



17 CpGsのメチル化状態について調べた． 
血痕では、メチル化アレル（GT）では約 11％

未満の非メチル化 CpG が存在し、一方非メチ
ル化アレルではより低い割合（３％）でメチ
ル化 CpG が検出された．異常メチル化や非メ
チル化 CpGの出現部位には出現し易い傾向は
みられたものの、その出現頻度に関しては、
各条件間および保存時間の違いによる大き
な差異が見られなかった。すなわち、この実
験系では特定の保存条件／時間によるメチ
ル化状態の変化の要因を明らかにすること
はできなかった．唾液斑痕でもアレル AC に
おける異常メチル化の出現頻度については
血痕同様、有意差は見られなかった． 
本研究におけるクローニング実験において、
無作為にクローン含有コロニーを選択した
にも関わらずアレル AC クローンの割合が極
めて多かった．血液由来クローンでは
GT:AC=40.5:59.5、唾液はより極端な偏りを
示した（GT:AC=5.8:94.2）．FTA カードから
の DNA抽出やその後の PCRによる不均等増幅
は考えにくいが、その成因は不明であり、別
な実験系を考える必要があるかもしれない． 
 以前の実験において、１日程度の保存期間
によるメチル化プロファイルの変化が見ら
れたことを基準として立案した今回の実験
系では、メチル化プロファイルという点で、
血痕および唾液において明らかな変化は認
められなかった．この結果をもたらした一つ
の原因としては、FTA カードという DNA 保持
媒体の特殊性があるのかもしれない（含まれ
る成分等）が、その可能性を検討することは
できなかった．今後は、斑痕を作成する媒体
を変えること、あるいは保存期間をもう少し
延長することによって、以前に示唆されたよ
うなメチル化プロファイルの変化をもたら
す原因を追究してみたい． 
 
 
もう一方の研究（H19HP ハプロタイプ分析）
に関して 
 
２－２ 研究の目的 
H19 遺伝子上流の DMR 内には、以前に報告

したハプロタイプ多型（H19FR）を構成する
３SNPs に近接して、多くの SNPs が報告され
ていた．そこで、より多くの SNPs からなる
新たなハプロタイプ多型（H19HP と命名）に
ついて、複数のエスニック集団調査を行いそ

の分布と特徴を明らかにする． 
 
３－２ 研究の方法（ハプロタイプ分析） 
 H19インプリント遺伝子上流の 1.2 kb配列
を対象とした．９つのエスニック集団（597
日本人、154 朝鮮人、158 中国人、99 モンゴ
ル人、100タイ人、77ビルマ人およびドイツ
在住の 77トルコ人、68アフリカ人および 93
ドイツ人）、そのうち日本人は６地域（岩手、
青森、新潟、鳥取、宮崎、沖縄）、２地域の
朝鮮人（ソウル、中国国内）と２地域の中国
人（瀋陽、南京）由来の DNA を対象とした．
本研究を遂行するにあたり、岩手医科大学倫
理委員会の承認を得た（一部試料の分析は名
古屋大学および中華医科大学の承認を得た）． 

登録されている H19 遺伝子配列 AF125183
の 7,053-8,270領域（1,218 bp）を PCR増
幅し、シーケンシングを行った．ハプロタ
イプは、優勢的に分布しているものを指標
として経験的に判定され、稀なハプロタイ
プについては、親由来アレル検出法として
のメチル化感受性制限酵素の使用による方
法、もしくは PCR産物のクローニングで確
定した．統計学的分析には、カイ二乗検定、
Powerstat V12ソフトウェア、PHYLIP3.69、
CLUSTALW、NJplot 2.3、NETWORK 4.10等を
用いた． 
 
４－２ 研究成果 
(1) H19HPハプロタイプ 
 対象領域（約 1.2 kb）は H19インプリン
ト遺伝子上流のインプリンティングセンタ
ー領域（ICR: imprinting center region）
内に位置している．ICR を構成する反復配
列内には複数のインプリント機構維持に関
連するタンパク結合部位も存在している． 
この領域には多くの SNPsが存在し、本研

究で最初に行ったアフリカ人やドイツ人集
団には、日本人に観察されない９SNPsが検
出されたことから、23 SNPs で構成される
新しいハプロタイプ多型（H19HP）とした．
その 19 SNPsは GenBankに登録されていた
が、残る４SNPsのうちの３つはアフリカ人
集団にのみ検出された．これまでに調べた
９エスニック集団において 21 ハプロタイ
プが同定されている． 
 

(2) H19HPハプロタイプの起源と分化 



 21 種類のハプロタイプを構成している
23 SNPs についてネットワーク分析を行っ
たところ（上図参照）、ハプロタイプ 10も
しくは 1が起点となっていることが示唆さ
れた．GenBank の SNP 登録情報における祖
先アリルでは、18 SNPs のうちの 17か所で
ハプロタイプ 10 と一致した．さらに、数種
類の高等霊長類（チンパンジー、ゴリラ、
オランウータン、テナガザル等）の相当部
位と配列比較を行ったところ、いずれもハ
プロタイプ 10と相同性が高かった（異なる
ヌクレオチド数は、ゴリラが０、チンパン
ジーが１、オランウータンが２、テナガザ
ルが３か所であった）．これらの結果は、す
べてハプロタイプ 10 がヒトの祖先型であ
ることを支持している．そこで、この祖先
型から①（アフリカ人特異的なハプロタイ
プ１を介して）ハプロタイプ２あるいはハ
プロタイプ６、②ハプロタイプ 15、そして
③ハプロタイプ 17 の主要タイプが分化し
ていったと推定された．祖先型の２～４か
所に塩基置換が生じた他の主要タイプに比
べ、ハプロタイプ 17では７か所も塩基配列
が異なっていたが、その中間的な型は観察
されなかった． 
 
(2) H19HPハプロタイプの分布 

 上図は主要５ハプロタイプ（2, 6, 10, 15, 
17）の分布を示したものである．特にアジ
ア人集団においてこれらの占める割合が高
かった．アフリカ人ではアフリカ人特異的
な９ハプロタイプを含む 15 ハプロタイプ

が観察され、ドイツ人では９ハプロタイプ
が観察されたが、祖先型であろうハプロタ
イプ 10は検出されなかった．アジア人では、
トルコ人が９、ビルマ人が８、タイ人が６、
モンゴル人が８、中国人が５、朝鮮人が６、
そして日本人も６ハプロタイプが検出され
た．各集団における各ハプロタイプの頻度
分布から、ハプロタイプ２が南から北方に
増えている傾向を示したが、他のハプロタ
イプでは判然としなかった．ハプロタイプ
17 はアフリカ人の頻度は少ないものの
（0.015）、ドイツ人（0.317）、トルコ人
（0.435）、アジア人集団（0.227-0.365）で
は優勢なタイプとなっていることから、人
類が世界中へ拡散移住する初期において、
祖先型に生じた７SNPs を伴うこの型が爆
発的に増え、その後安定した頻度を保って
いるのかもしれない．興味深いことに、日
本人の４集団（青森、岩手、新潟、鳥取）
内、および朝鮮人の２集団（韓国・ソウル
および中国・Yanbian）間では各ハプロタイ
プの出現頻度分布に差が見られなかったの
に対し、中国の２集団（瀋陽および南京）
にはわずかながら有意差が見られた
（0.047）．また、エスニック集団特異的と
思われるハプロタイプが、アフリカ人に９
（1, 4, 5, 8, 9, 11, 12, 13, 14）、ドイ
ツ人に２（16, 18）、ビルマ人に１（21）そ
して日本人に１（19）存在した． H19HPシ
ステムにおける法医学的な有用性を下表に
示すが、いずれも高い値を示した． 

 



(3) 日本人特異的 SNP／ハプロタイプ 
 

ハプロタイプ19はハプロタイプ17に１SNP
（rs76162918）が生じたタイプであるが、
調べた日本の４県の集団から 0.68～0.88
というやや高頻度で検出されたが、（韓国・
ソウルの１試料を除いて）他のどの集団に
も存在が確認されず、日本人特異的である
ことが推定された．そこで、宮崎および沖
縄の試料について、該当 SNPのみを検出す
る PCR-RFLP法で調べたところ、両地域集団
からも宮崎でやや低く、しかし沖縄でより
高い頻度で検出された．沖縄地域で頻度が
高いことは、これまでにも他の複数の遺伝
マーカーで見られている傾向と一致してい
る．これは、日本で独自に生じた突然変異
が沖縄では保持されたものの、本島内では
他集団の移入により頻度の現象が生じた、
あるいは極端な遺伝的浮動の結果であるの
かもしれない． 
 
(4) その他 
本研究の９エスニック集団の分析におい

て、これまでに GenBankに登録されていな
い新規の 12 SNPsが検出され、（出現数は少
ないものの）それぞれ単一エスニック集団に
観察された．本研究の対象領域には、一般的
な出現頻度以上に多くの SNPsが検出された．
ICR および DMR 内という特殊な領域内でもあ
ることから、塩基置換の部位や複数であった
場合にはその組合せによって、インプリント
機構に関連した正常な胎発生や疾病に影響
を与える可能性も否定できないと思われる． 
 
 
 本研究では、試料の提供が得られた９エス
ニック集団についての情報が得られたが、他
のエスニック集団におけるハプロタイプの
分布について調べることで、より多くの情報
が得られると考えられることから、今後も継
続して研究していきたい．本 H19HP ハプロタ
イプシステムは、親アレル判別が可能で、法
医学的な遺伝的情報量も多いことから個人

識別や血縁鑑定に有用なツールとなるであ
ろうし、また、H19 インプリント ICR 関連の
研究においても役立つマーカーになるであ
ろうと考えられる． 
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