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研究成果の概要（和文）：マイクロハプロタイプと呼ばれる一塩基多型が約200bpの範囲に数個並んだ部分のハ
プロタイプが，個人識別マーカーとして注目されている。本研究では未だ報告の少ないX染色体に着目し，多型
性に富む10座位の新たなマーカーを確立した。また，それらの日本在住者集団のデータ（男性437人，女性236
人）収集を行い，集団遺伝学的解析を行った。さらに共有アリル数による血縁関係のシミュレーションにおいて
も，X染色体の特性を生かした欠損事例等で有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Microhaplotypes, which are haplotypes of several single nucleotide variants 
arranged in a 200 bp range, have become a focus of attention as genetic markers for individual 
identification and kinship test. In this study, we investigated the X chromosome, which has not been
 reported yet, and established 10 new loci with high polymorphism. We also collected Japanese 
population data (437 males and 236 females) and conducted a population genetic analysis. 
Furthermore, a simulation study was performed for the kinship test of full-sister by the number of 
shared alleles using the population data. It showed that the X chromosomal microhaplotypes were 
useful in the sibship test in females without their parents.

研究分野： 法医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
法医学において血縁鑑定に用いるマーカーの新規開拓は，（１）既存の問題点の解決，（２）解析技術の進歩に
対応するため，の２点において必要不可欠であり，本研究もその一端を担うものである。マイクロハプロタイプ
は既存の問題点である「反復配列（STR）のスタターと変異」，「一塩基多型（SNV）の多型性の低さ」を補う利
点を持つことが示された。さらに近年多方面で活用されてきている次世代シーケンサーを利用した法医遺伝学的
解析の一方法として，有用である点および新たな問題点を指摘した。

※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
（１）既存の方法における問題点
法医学における個人識別や血縁鑑定では，反復配列（STR）のリピート数や一塩基多型（SNV）

の多型をマーカーとして利用してきた（表１）。しかし，STRは「多型性に富み識別能が高い」と
いうメリットがあるが，「アーチファクトによりスタター（本来より 1回短い型）が検出されやす
い」，「変異率が高く血縁関係に矛盾が生じやすい」というデメリットがある。一方，SNVは変異率
は低いが，多型性が低い。そのため多数の座位を調べる必要があり，検査のコストがかかるという
デメリットがある。
（２）新しいマーカー概念; マイクロハプロタイプ
次世代シークエンス解析により，同一染色体上の SNVsの各アリルが相同染色体上にあるかを判

別し，ハプロタイプを直接決定することが可能になり，マイクロハプロタイプ（MH）という新し
い概念が提唱されている（表１）。MHは 3～5個の SNVが 200bp以下の範囲に並んだ構造をして
おり，SNVを組み合わせていることから比較的高い多型性を期待できる。またMH内の SNV間
の組み換えは無視できるため，ハプロタイプをアリルとして扱うことができる。したがって適切な
MHのセットおよび解析法が得られれば，STRと SNVのメリットをあわせ持つマーカーとして活
用できると考えられた。

表１．法医学で用いられる遺伝マーカーの種類と特徴．
マーカー
の種類

Short tandem
repeats (STR)

Single nucleotide
variant (SNV) 　

Microhaplotype
(MH)

形態例 –ATC ATC ATC– —A—– –A—T–C—
–ATC ATC ATC ATC– —G—– –T—C–G—

アリル 繰り返し回数 塩基 ハプロタイプ
3/4 A/G ATC/TCG

多型性 高い 低い やや高い
変異率 高い 低い 低い

２．研究の目的
MHは近年現れた概念であり，常染色体のデータが蓄積されつつある状況にあるが，X染色体で

はまだ具体的な座位を示しての報告はない。したがって本研究の目的は新規に血縁鑑定用マーカー
として適したMHを検索するものである。また，日本在住者集団のポピュレーションデータを収集
することにより，マーカーとしての性質も解析可能であると考えられた。
まず，高い識別能を有する X染色体MHを検索し，日本在住者集団におけるハプロタイプ頻度を

収集する。法医学において血縁鑑定用のマーカーの新規開拓は，既存の問題点の解決および解析技
術の進歩に対応するために必要不可欠であり，本研究もその一端を担うものである。MHは既存の
問題点である「STRのスタターと変異」，「SNPの多型性の低さ」を補う利点を持つと考えられた。
次に，MHの法医学多型マーカーとしての性質を明らかにする。標本が適切であるかの指標であ

る「ハーディワインバーグ平衡」や，連鎖がマーカー同士の関連に与える影響の指標である「連鎖
不平衡」の解析などにより各MHの性質を検討する。女性データを用いたハーディワインバーグ平
衡の解析，男性データを用いた連鎖不平衡の解析などを行う。血縁鑑定に有用なMHの座位セッ
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トおよび日本在住者集団のポピュレーションデータを公表することで，実務応用も期待できるもの
と考えられた。

３．研究の方法
（１）公開ゲノムデータを用いた座位の選定
本研究は日本での実務応用を想定し，MHの選択は日本在住者集団を対象として行う。MHの定

義に沿って，対象箇所は非コード領域で組み換え確率の高いのホットスポットを除き，200bp以内
に 3～5個の SNVを含み，ハプロタイプが 3個以上ある箇所とした。公開データの「1000ゲノム」
に含まれる 105人分の日本人ハプロタイプデータで異型接合度 0.5以上，さらにその他のヨーロッ
パ，アメリカ等でも異型接合度 0.4以上の多型性がある箇所を選定した。また検査試薬の都合上，
十数か所に絞る必要があったため，3Mb以上の間隔で 16組（座位）選択し，対象座位増幅のため
のカスタムプライマーを作成した。
（２）ポピュレーションデータの収集
試料は同意を得た日本人集団 673人（男性 437人，女性 236人）の血液から抽出した DNAを

用いた。イオン半導体を利用した次世代シークエンサー（Ion GeneStudio S5）はライブラリ作成，
増幅産物の定量，テンプレート調整，シーケンシングの順で実施するが，マニュアルおよび機器に
よる実施が選択できるステップがある。本研究ではカスタムプライマーを用いてマニュアルでライ
ブラリ作成を行い，定量 PCRで定量後，機器（Ion Chef）によりでテンプレート調整し，シーケン
サーにかけた。解析には機器専用プラグインを使用し，シーケンス反応が成功しているか否か（総
リード数 10000以上，On target率 30%以上，平均深度 500以上），また各アリルのリード数の算
出を行った。また 5試料では従来機器であるキャピラリシーケンサーにより，個別の座位毎にアリ
ルの検証を行い，次世代シーケンサーの結果と一致することを確認した。
（３）頻度データの解析と評価

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

M
H

00
4

M
H

02
4

M
H

03
4

M
H

04
8

M
H

05
4

M
H

08
4

M
H

09
8

M
H

10
3

M
H

11
6

M
H

12
9

Locus

F
re

qu
en

cy

図１．X 染色体マイクロハプロタイプ 10 座位の
アリル頻度分布．下矢印は座位の位置を表す．

得られた集団データから，個人識別や血縁鑑定
に有用であるかを評価するための法医学的な指
標値を算出した。さらに確率的評価を行う上で確
認が必要となるハーディワインバーグ平衡からの
乖離の有無，型頻度の男女差の有無，MH間の連
鎖不平衡の有無を調べた。さらに頻度データを元
に，血縁鑑定事例を想定したコンピュータによる
シミュレーションを行い，有用性を評価した。
また，法医学実務で重要なアーチファクトにつ

いて検討した。次世代シーケンサーは約 3% の
シーケンシングエラーがあることが知られており，
そのようなエラーによる実際には存在しないリー
ドがどの程度検出されるのかについて集計した。

４．研究成果
（１）ポピュレーションデータと各種指標値
対象の 16座位のうち 10座位で良好なデータが

得られた。データ不良の座位の一部ではシーケン
シング試薬に含まれるアダプター配列によるシー
ケンシング反応の阻害が疑われた。また，公開さ
れているリファレンスゲノムデータと配列が一致しない座位も存在し，非コード領域におけるリ
ファレンスゲノムデータには，特に比較的長い挿入等の未検出多型が存在することがわかった。さ
らに，解析ソフトの種類や設定によっては SNVの位置に齟齬が生じる可能性が認められ，解析の
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際には条件を共通にすることが重要であることがわかった。
10座位のアリル頻度分布を図１に示す。多型性の指標値である effective number of alleles; Ae

の平均値は 2.57，異型接合度は 0.61であった（表２）。ハーディ・ワインバーグ平衡からの乖離の
程度である FST 値は，Bayes推定による推定値および Hzから算出した概算値の 2種を算出した
が，いずれも大きな乖離はなかった（図２左）。また，隣り合う座位間の連鎖不平衡の程度につい
ても 2種の指標値を算出したが，大きな不平衡は存在しなかった（図２右）。

表２．X 染色体 10 座位における多型性の指標値．
座位 MH004 MH024 MH034 MH048 MH054 MH084 MH098 MH104 MH116 MH129

Ae 2.61 2.26 2.34 2.23 2.51 2.55 2.81 2.34 2.83 3.22
Hz 0.617 0.557 0.573 0.551 0.602 0.607 0.644 0.573 0.646 0.689

Ae: effective number of alleles，Hz: Heterozygosity
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図２．X 染色体マイクロハプロタイプ 10 座位における指標値．左：ハーディ・ワイン
バーグ平衡からの乖離の程度，右：連鎖不平衡の程度

（２）血縁鑑定への応用

図３．X 染色体マイクロハプロタイプ 10
座位を用いた全同胞姉妹鑑定における共
通アリル（IBS）数の分布．10,000組のシ
ミュレーションによる．

研究開始当初は確率的評価を想定していたものの，次
世代シーケンサーの特性上，MHを検査する場合は多数
の座位を検査すると考えられ，確率的な評価は煩雑であ
ること，共通アリルの個数である IBS数のみでも十分な
識別能を有することがわかったため，IBS数による評価
を行った。姉妹間の同胞鑑定について 10 座位のアリル
頻度を用い，10000組の全同胞および非血縁のペアを生
成しシミュレーションを行ったところ，約 90%の非血縁
ペアで血縁関係が否定された（図３）。本 X染色体MH
を常染色体の MH と組み合わせることによって欠損事
例の血縁鑑定において有用であると考えられた。
（３）ノイズに関するデータ
男性データを用い，シーケンシングエラーにより生じ

たノイズリードのうち，最も頻度が高かったものについ
てリード頻度を集計したところ，図４のようであった。
およそ 2%以下に収まっている座位が多かったが，二峰
性の分布を示し，やや高い頻度を呈する座位も存在した。
STR のスタターのように繰り返し回数に比例して増加
するといった単純な法則ではなく，アリルによって傾向が異なることもわかった。このようなノイ
ズの情報は，既に報告されている常染色体のMHでも十分にデータが蓄積されているとはいえず，
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ノイズを生じやすい座位の特徴等についてはさらなる探求が必要であると考えられた。

図４．X 染色体マイクロハプロタイプ 10 座位におけるノイズリードの頻度分布．縦線および右上
の数値は 90 パーセンタイル値を表す．

（５）まとめ
以上の結果から，X染色体MHは実務応用にも利用可能と考えられる多型性を持ち，特に常染

色体では判別困難な欠損事例の血縁鑑定で有用であることが示された。一方で，ノイズリードの性
質等についてはアリル毎に特徴がある可能性があることがわかった。既に報告されている座位を含
め，アーチファクトの傾向のさらなる情報の蓄積が必要であると考えられた。
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