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研究成果の概要（和文）：ラマン分光法は、非破壊・非接触の分析が可能である。本研究では、ラマン分光法を
用いた①血痕の人獣鑑法の確立、②乳児と成人の血痕の識別を行った。
現場で使用可能なポータブルラマン分光器を用いて各動物種（11種）の血痕を分析した。その結果、ヘモグロビ
ン特有の散乱ピークが観察され血液の識別が可能であった。これらのピーク強度を用いて主成分分析を行ったと
ころ、ヒト血痕と動物血痕の判別が可能であった。また、顕微ラマン分光器を用いてヒトの乳児と成人の血痕ラ
マンスペクトルを比較したところ、1105cm-1のピークは成人でのみ観察され、乳児と成人の血痕の識別が可能と
なった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, blood identification and discrimination between human 
and nonhuman blood were performed by portable Raman spectrometer. Raman spectra of bloodstains from 
11 species were taken using a portable Raman spectrometer. Raman peaks for blood (742, 1001, 1123, 
1247, 1341, 1368, 1446, 1576, and 1619 cm-1) could be observed by the in all 11 species, and the 
human bloodstain could be distinguished from the nonhuman ones by using a principal component 
analysis. 
In addition, we used micro-Raman spectroscopy with high-resolution analysis to discriminate between 
bloodstains from infants and bloodstains from adults. A peak was obtained at 1105 cm－1, which was 
assigned to histidine; this peak was observed only for bloodstains from adults. This study 
discriminate between bloodstains from infants and bloodstains from adults using micro-Raman 
spectroscopy, with beneficial implications in forensic science.

研究分野：法医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血痕検査は犯最も重要な法医学的物体検査である。血痕検査の主目的は個人識別（DNA鑑定）にある。血痕予備
試験にはロイコマラカイトグリーン法、ルミノール法が用いられるが、これらには①非特異的反応がみられる②
試薬の調整が必要である③試薬によりDNAが分解されてしまう等の難点がある。最大の難点は、微量な試料の場
合予備試験を行うとその後のDNA鑑定ができない点である。ラマン分光法は、非破壊、非接触で分析することが
でき、この難点の克服が可能である。また、ポータブルラマン分光器が普及し始め、屋外などでの測定も可能と
なっており、DNA検査前のスクリーニング検査法として法医鑑識活動に非常に有用である。

※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 
ラマン分光法は、インドの科学者・C.V.ラマンが 1928年に発見した光散乱現象で、1930年に
ノーベル物理学賞をアジア人で初めて受賞している。非侵襲的で生細胞への損傷が少なく、生細
胞を生かしたまま代謝などの解析が可能で、非破壊、非接触で分析することができる。近年、小
型化が進んだポータブルラマン分光器が普及し始め、屋外などでの測定も可能となった。 
血痕検査は法医学的物体検査のうち最も重要で、犯罪捜査上極めて重要な役割を果たす。血痕
検査の主目的は個人識別（DNA鑑定）にある。血痕検査は、①血痕予備試験（スクリーニング） 
②確認試験 ③人血か否かの決定（人獣鑑別）④ DNA 鑑定の順序で進められる。①の血痕予
備試験にはロイコマラカイトグリーン法、ルミノール法が用いられるが、これらには 1．非特異
的反応がみられる 2．試薬の調整が必要である 3．試薬により DNA が分解されてしまうなどの
難点がある。最大の難点は、試料が微量である場合、一度予備試験を行うとその後の DNA鑑定
ができない点である。ラマン分光法は非侵襲・非破壊で分析可能であり、この難点を克服できる
手法として期待できる。しかしながら、これまでに①ポータブルラマン分光器を用いた血痕の同
定および人獣鑑別、②成人血と胎児/新生児血の識別を行った研究は報告されていない。  
 
２．研究の目的 
①ポータブルラマン分光器による非破壊かつ簡便な血痕検査法を確立し、人獣鑑別に応用する 
②顕微ラマン分光器を用いて、成人血と胎児/新生児血の識別を行う 
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ポータブルラマン分光器を用いた血痕の同定および人獣鑑別 
ヒト、ウシ、ウマ、ウサギ、ブタ、ヒツジ、イヌ、ネコ、ラット、マウス、ニワトリ由来の血
液をガーゼに滴下し、血痕を作成した。ポータブルラマン分光器（Enwave Optronics社製）によ
り、血痕試料から直接ラマンスペクトルを測定した（laser: He-Cd (532nm);laser power: 18.7mW）。
得られたスペクトルデータについて主成分分析を行った（ORIGINⓇ 2015 software）。また 3か月
まで血痕を放置し、ラマンスペクトルの経時変化についても調べた。 
 
（２）顕微ラマン分光器を用いた成人血と胎児/新生児血の識別 
島根大学医学部法医学講座で司法解剖となったご遺体（成人：20－80 代/乳児：生後 1 日‐6
か月；死後経過時間は 2日以内）(各 N = 5)の血液 100µLをガーゼに滴下し血痕を作成した。本
研究は島根大学倫理委員会の承認を得た。L-Histidine(和光純薬),Human Hemoglobin A0(Sigma-
Aldrich)、血痕のラマンスペクトルを、顕微ラマン分光器 (JRS-SYSTEM2000; JEOL)により測定
した（laser: He-Ne (632.8nm);laser power: 40mW; spot size: <10µm）。 
 
４．研究成果 
（１）ポータブルラマン分光器を用いた血痕の同定および人獣鑑別 1 
従前の研究で、血痕のラマンスペクトルは 742, 1001, 1123, 1247, 1341, 1368, 1446, 1576, 1619cm-

1に散乱ピークが観察されることが報告されている。これらはヘモグロビン、アルブミン、グル
コースに由来する。今回ポータブルラマン分光器を用いて測定を行ったヒト（図 1）および 11の
各動物種の血液（図 2）でも、これらの散乱ピークが観察され血液の識別が可能であった。 
これらのピーク強度を用いて主成分分析を行ったところ、ヒト血痕と非ヒト血痕の識別が可
能となった（図 3）。以前の研究で、ヘモグロビンに由来するピークの形状は種により異なると
報告されており、この構造に差異により識別
が可能となったと考えられる。また血痕のラ
マンスペクトルの経時変化を 3 か月まで調
べたところ、スペクトルの強度は経時的に弱
くなっていったが 3 か月までは血痕のラマ
ンスペクトルを得ることが可能であった。陳
旧血痕について上記と同様に主成分分析を
行ったところ、新鮮な血痕の方がより明確に
人獣鑑別できることが示唆された。 
ポータブルラマン分光器は現場でも使用
が可能であり、DNA 検査前のスクリーニン
グ法として非破壊でDNA検査に影響を及ぼ
さず、法医鑑識活動に有用な装置であること
が示唆された。また本方法を用いることによ
って血痕検査と人獣鑑別が同時に実行可能
であることが明らかになった。   
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図１ ヒト血痕のラマンスペクトル 



（２）顕微ラマン分光器を用いた成人血と胎児/新生児血の識別 2 
はじめに死後の血液と生体血液との差異を明
らかにするため、Human Hemoglobin A0と解剖試
料の血痕のラマンスペクトルを比較した(図 4)。
これらに差異はなく、また今回の試料には死後変
化の影響がないことを確認した。 
次に成人と乳児のラマンスペクトルの比較を
行った。1105cm-1のピークが成人にのみ観察され
た（図 5）。1105cm-1の peak assignmentを行ったと
ころ histidineに由来すると考えられた。確認のた
め、L-Histidine 粉末のラマンスペクトルを
測定した。凝集により多少シフトしたが対
応する位置にピークが観察された（図 6）。 

 
 
 
Histidineは、生物学的に最も重要なアミノ酸の一
つである。Histidineの側鎖は HbA中の Hemeと配位
結合しており、Fe-His 結合は heme とタンパク間の
唯一の共有結合である。成人のヘモグロビン（HbA）
は α2β2、乳児のヘモグロビン（HbF）は α2γ2四量体
構造から成る。βと γでは 39のアミノ酸が置換して
おり、このうち 2 つの histidine が HbF では置換し
ている (His116Ile, His143Ser)。1105cm-1のピークが
乳児の血痕で観察されなかったのはこれら histidine
の置換によると考えられた。 今回の結果から、高分
解能の顕微ラマン分光法を用いて Hemoglobin の構
造の差異による成人と乳児の血痕の識別が可能で
あることが明らかとなった。 
 
参考文献 
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図２ 各動物種血痕のラマンスペクトル 図３ 主成分分析の結果 

  

図5．ヒト成人（a)とヒト乳児（b)血痕のラマンスペクトル 

 

図4．ヒト成人の血痕とヒトヘモグロビン A0のラマンスペクトル 

 
図6．L-Histidine 粉末のラマンスペクトル 
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