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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、HBV と HCV の２種類の感染症と血液型を同時に判定する DNA チップの開
発に成功した．また，感染病原体が死後相当時間経過しても感染性を有することの証明や，
各種体液特異的な mRNA を検出することに成功した。 
 

研究成果の概要（英文）： 
In addition to the blood type, HBV and HCV were detected through DNA chip analysis 
during a single process. These viruses were detectable and infectious in postmortem 
cases. Additionally, we also succeeded in detecting body fluid specific mRNA. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究者は、法医学で増加が問題となって
いる身元不明死体の出身地域の推定のため
に、ヒト寄生生物のゲノム型を用いる方法
を開発し、今日実際の警察・法医実務で使
われるようになった。ところが出身地域の
検査には専門的な知識と手法が必要であっ
たため、誰もが簡単に検査できる方法とし
て、DNA チップを用いる方法を開発し、
報告するとともに、特許の申請を行った。
（特願 2004-293111 ヒト感染性物・ウイ
ルス等による人種・出身地域推定法、2006
－329735 ゲノム型を判定するためのオ
リゴヌクレオチドプローブおよびマイクロ
アレイ、特願：2008-108209 BK ウイル

スのゲノム型を判定するためのオリゴヌク
レオチドプローブ及びマイクロアレイ、
11/987,919（米国）Oligonucleotide probes 
and microarray for determining genome 
types） 
Ikegaya H, Iwase H, Saukko PJ, Akutsu 
T, Sakurada K, Yoshino M. JC virus DNA 
chip offers a geographical sorting of 
unidentified cadavers for rapid 
identification. Forensic Sci Int Gene. 
2:54-60, 2008 
Ikegaya H, Iwase H, Akutsu T, Sakurada 
K, Yoshino M. Development of BK virus 
DNA Chip enables for geographical 
identification of unidentified cadavers. 
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その後、この DNA チップ技術を生かして、
法医学で個人識別に重要な役割を果たして
いるヒト ABO 式血液型の迅速判定法とし
て新たに DNA チップを開発し、特許の申
請を行った（特願：2008-058234 ABO 式
血液型を判定するためのプローブセット）。 
現在までに本研究者が開発した DNA チッ
プ利点は、迅速・正確に多種多様な生物の
ゲノムを一度にかつ簡単迅速に検出できる
ところにある。 
一方、救急患者として運ばれてくる患者は、
法医学の遺体と同様にその血液型や感染症
などが不明のため、輸血や手術などの緊急
処置に対応して、迅速かつ簡便に血液型や
感染症を判定する必要がある。しかしなが
ら、現在においては、各種の血液型と感染
症に関しては、自動化されているものも多
いが、全く別個に検査されるため、費用が
かかる上、中には相当程度時間がかかるも
のも存在している。 
そこで、本研究では、今まで得られた微生
物ゲノムとABO式血液型を検出するDNA
チップ技術を生かして、未だかつて報告の
ない、救急患者や法医学の遺体等で必要な
ABO 式血液型、Rh 式血液型の 2 つの血液
型および B 型肝炎ウイルス(HBV)、C 型肝
炎ウイルス(HCV)と HIV を一度に検出で
きる DNA チップを開発することを目的と
した。 
また、法医学の分野では、犯罪者のプロフ
ァイリングのために、血液型のみならず，
その血液型が検出された検体の種類が犯行
の状況を明らかにする上で証明が必須で有
る．これらの検体には、血液、唾液、精液、
汗等の体液が多いが、このような体液の判
別と血液型の判別は、別の検査で行われる
ために、時間と労力がかかることが難点で
あった。そこで，今回、血液型と各種感染
症を一度に判定できる DNA チップの開発
にあたり、犯罪捜査における体液の検出に
ついても同様な方法を試みた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、すでに開発を終わっているヒ
ト遺伝子および ABO 式血液型遺伝子を判
定する DNA チップに Rh 式血液型遺伝子
のプローブを追加して作成し、ABO 式血液
型および Rh 式血液型既知のヒト血液を用
いて、一度に ABO 式血液型と Rh 式血液
型遺伝子を増幅したのち、DNA チップと
反応させ、正確に判定できるかを検討する。 

その後、HBV、HCV および HIV の 3 種の
感染症が陽性の血液検体を用いて、作成し
たヒト血液型判定チップに感染症を判定す

るプローブを追加し、3 種の感染症ゲノム
を増幅させ、チップと反応させることによ
って、3 種類の感染症が正確に判定できる
かどうかを検討する。 

さらに、血液が血痕の状態になった場合、
および血液や血痕が死後相当時間経過した
場合であっても正確に検出できるかどうか
を検討し、あわせて血痕や死後相当時間経
過した遺体の血液において感染病原体の感
染性があるか否かを培養細胞に感染させる
ことで判定した。 

次に，血液，唾液，精液，汗等の各種体液
に含まれる mRNA を抽出し，解析するこ
とにより，各種体液特異的な mRNA を発
見する．そして，その mRNA を検出する
ためのプローブを血液型と感染症を判定す
る DNA チップ上にあわせて追加し，体液
種をも判定できるかどうかを検討する。 

そして最後に実際の捜査資料に近い，斑痕
化した体液や，遺体から採取した資料を用
いて，体液種，血液型そして感染症の有無
が判定できるかどうかを検討することを目
的とした。 

 
３．研究の方法 
平成 22年度では、すでに開発しているヒト
特異的遺伝子（D17Z1領域）および ABO式
血液型判定 DNAチップ（特願：2008-058234 
ABO式血液型を判定するためのプローブセ
ット）に、Rh式血液型の判定プローブを設
計・追加し、RhD－および＋の血液型、ABO
式血液型およびヒト遺伝子が正確に判定さ
れる反応条件を、様々なヒト血液型の血液
検体を収集し、これら用いて検討する。検
体の収集にあたっては、インフォームドコ
ンセントを適確にとるだけでなく、検体提
供機関の段階で検体を完全非連結匿名化し
て譲り受ける。あらかじめ研究内容および
実施に関する大学内の倫理審査委員会に審
査をお願いする。 
輸血等で問題となるRh式血液型はRhD型だ
けであり、この D抗原コードする配列を持
つか持たないかによって Rh式血液型が基
本的には決定される。この D抗原をコード
する領域からプローブを設計することとな
る。 
さらに次年度に行う 3種類の感染症の陽性
検体を収集する。感染症検体の収集に当た
っては、研究のために確保できる研究室の
BSLレベルにあわせ、研究者の所属する機
関で研究が困難であればあらかじめ核酸抽
出した状態で検体を譲り受ける。 
平成 23年度では、体液の識別 DNAチップの
開発を主に行うこととする。同意の得られ
た約 20名のボランティアから血液と精液、



尿、汗、唾液の各種体液を採取し、この 4
種類の体液に特異的であると報告のある
mRNAの cDNAに対するプローブを部位選択
的に 4－5種類設計し（合計約 20種類のプ
ローブを設計、合成する）、1枚の DNAチッ
プ上に固定する。その後、4種類の体液の
mRNAの cDNAを同時に増幅し、DNAチップ上
に固定したプローブとハイブリダイズさせ、
数種類設計した中で最もよくシグナルを検
出できたプローブを選別し、最終的な DNA
チップを作製する。 
使用する 3ミリ各の極小 DNAチップ上にプ
ローブを固定する作業に関しては、特殊な
機械が必要であるため、研究協力者である、
科学研究費への応募資格を有しない DNAチ
ップの作製企業にお願いする。さらに現有
しておらず、研究の全ての期間において必
要となるマイクロアレースキャナーについ
ては本研究費にて購入する。 
 作製したチップを用いて、今までの人獣
識別、ABO式血液型の識別に加えて各種体
液の識別が行えるかどうか、反応条件を詳
細に検討する。また、各種体液を希釈し、
検出感度との関係を検討したり、内部標準
mRNAのシグナル強度と比較検討すること
で、体液に含まれるｍRNAの濃度まで判定
できるかどうか検討する。この段階で、従
来の方法と感度の比較検討も行う。また、
各種体液の混合資料を作成し、検出が特異
的に行えるかどうかを検討する。さらに、
各種体液を斑痕化させたものを用いて、検
討を行い、検出感度や時間経過により検出
制度が変化するか否か、並びに判定の正確
性を生の体液と比較検討する。最後に実際
の犯罪現場や犯罪被害者の着衣等に残され
た体液斑を用いて、作製した DNAチップで
体液を正確に判定できるかを検討する。 
平成 24年度では、実際の司法解剖や犯罪捜
査で得られた資料の残余を用いて作成した
チップが正確に判定できるかどうかをさら
に検討する。また、感染症が陽性と判断さ
れた血液や血痕の検体を用いて、血液や血
痕が死後もしくは、作成後どのくらいまで
各種感染病原体が検出できるのかどうかを
検討する。各種病原体の感染が確認できた
血液や血痕を用いて、これらの各種感染病
原体が感染している血液や血痕が、実際に
感染性を有するかどうか、HBVを例に取り，
これらの試料を培養細胞の培養液に混入さ
せ、その後一定日数培養を続けた後に、こ
れらの培養細胞および培養液からウイルス
のゲノムを検出したり、ウイルスの抗原を
検出することにより検討する。 
 
４．研究成果 
本研究では，ヒト特異的遺伝子および ABO
式血液型遺伝子を判定する DNAチップに、

HBV、HCVの２種類の感染症を判定するプロ
ーブを追加し、各感染症の陽性の体液検体
を用いて、感染症ゲノムを増幅させ、作成
した DNAチップと反応させることによって、
血液型の鑑別とともに２種類の感染症が正
確に判定できるかどうかを検討し、ウイル
スの有無の判定が可能であった事を確認し
た。HIV に関しては、プローブ設計とチッ
プの作成は行ったが、感染検体の入手が困
難であったため、実際の検討は行うことが
できなかった。また、感染症と血液型同時
に判定する DNAチップの作成過程で ABO式
血液型遺伝子判定の DNAの長さをウイルス
ゲノムの増幅断片の長さに合わせ、相互が
バランスよくプローブに反応できるように
反応条件を調整し、この結果 ABO式血液型
遺伝子判定の感度が向上したため、これを
J.Forensic Sci.に報告した。また、体液が
斑痕の状態になった場合、および体液が液
体のまま死後相当時間経過した場合であっ
ても、体液の識別や感染症の判定が正確に
検出できるかどうかを、C 型肝炎ウイルス
陽性の乾燥血液および血痕ならびに実際の
C 型肝炎ウイルスに感染した遺体からウイ
ルスを検出することにより検討した。その
結果、死後 60日経過したものであっても感
染性が高度に疑われる事を確認した。これ
らの成果を J.Clin. Microbiol.に報告した。
さらに、各種体液に特異的な新たな指標と
なる mRNAを見つけるため、精液と膣液を用
いて、total RNAを抽出し、cDNAのゲノム
プロファイリングを試みた。これにより、
精液と膣液特異的な spiddos が認められた
ため、特異的 mRNAの存在が疑われた。これ
を Leg. Med.および Jap J Forensic Sci& 
Tech.に報告した。また、感染微生物が、死
後あるいは作成後相当時間経過した血液や、
血痕においても培養細胞に感染し，増殖す
ることが証明できたため、今後これらを報
告する予定である． 
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