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研究成果の概要（和文）：本研究は、劣化DNA試料を対象としたDNA解析に関する鑑定精度の向上を目的とした研
究である。X染色体上のinsertion-deletion多型（INDEL）に着目し、19のINDEL多型と11座位のX-STRを解析する
マルチプレックスフラグメント解析システムを構築し、日本人集団の多型性と劣化DNA試料解析の有効性につい
て検討した。さらに、硬組織解析における試料選択と最適な脱灰処理についても検討を加えた。その結果、日本
人集団の識別に有効なシステムの構築に成功し、劣化試料への有効性を確認できた。また、硬組織の解析では歯
牙が最も有効な試料であり、脱灰処理についも一定の傾向を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：The objective of this research is to improve accuracy in analyzing degraded 
DNA samples. We researched Japanese population genetic data of 19 insertion-deletion polymorphisms 
and 11 X-STRs in X chromosome using newly developed multiplex PCR systems. We investigated suitable 
parts for DNA analysis from hard tissues and researched the optimal conditions of decalcification in
 DNA extraction from skeletal remains. 

研究分野： 法医学
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１．研究開始当初の背景 
近年、犯罪捜査並びに大規模災害におい

て DNA 型を用いた個人識別は欠かすこと
のできない鑑定項目であり、同時に社会的
要請が極めて高いものと言えよう。現在の
市販のキットで分析し得る常染色体 STR
型による異同識別は、4 兆 7000 億分の 1 と
高確率であり、世界的に汎用され確立され
た方法の１つである。さらに、Y 染色体や
X 染色体の STR 型解析キットも販売され、
特殊な血縁関係の鑑定に実務応用されてい
る。一方、陳旧性試料や熱などによって損
壊された試料については、このようなキッ
トによる個人識別分析が困難なことも少な
くないことから、世界的にも個人識別分野
において唯一といってよい解決すべき課題
と位置づけられ、実務的にも劣化した試料
における精度の高い DNA 型分析は、社会
的要請の極めて高いものである。実際、数
十年前の殺人事件の死刑判決が今日の
DNA 型解析の結果をもって無罪とされた
例は記憶に新しい。ところが、このような
劣化 DNA 試料の解析は、現時点の研究技
術を勘案すると決して精度の高い鑑定がな
されているとは言えないのも事実である。
このような観点から、我々はこれまでに劣
化 DNA 試料に有効な個人識別のための
DNA 型分析法として、MiniSTR 法を主体と
した解析システムを多数構築し、劣化 DNA
試料への有効性を報告し、劣化 DNA 試料
の解析技術を飛躍的に向上させることに成
功した。さらに、短鎖 PCR 増幅産物を得る
ことで性染色体の一塩基多型（SNP）を解
析するシステム構築（MiniPCR-SNPs 法）
を構築し、劣化 DNA 試料解析のさらなる
鑑定精度の向上を果たしている。一方、
MiniPCR-SNPs 法を応用し、考古学分野で
も実務応用に成功し、世界初となる縄文人
骨のY染色体ハプログループ解析に成功し、
これまでの縄文人のルーツに関する仮説
（縄文人が日本固有の民族であること）を
実証する貴重な実績を得ることができた。 

 
２．研究の目的 
 本研究分野の最終目的は、劣化 DNA 試
料においても、新鮮な状態のよい DNA 試
料分析のような高精度の鑑定を行うことで
あり、そのためにはさらなる分析技術の開
発が必要であることは言うまでもない。近
年では、insertion-deletion 多型(INDEL)に注
目し、30 INDEL 多型を解析するキット
（Investigator DIPplex kitQIAGEN 社）を用
いて日本人集団の遺伝子解析を行ったとこ
ろ、INDEL 解析が劣化 DNA 試料の分析に
有効性であることを確認するに至った。今
回、さらなる解析技術の向上のため、日本

人集団でほとんど報告のないX染色体にお
ける insertion-deletion 多型（INDEL）解析
を中心として、マルチプレックス解析シス
テムを構築し、その有効性を確認し、劣化
DNA 試料解析をより高い精度で鑑定する
ことを目標としている。加えて、劣化試料
である硬組織の DNA 抽出に際しての試料
の選択及び分析試料の形状と脱灰処理が、
状態の良い DNA の抽出に影響するか否か
を確認するため、歯牙・大腿骨・頭蓋底錐
体部の部位別の比較、脱灰時間や脱灰温度
を変化させた上での分析試料の形状の比較
について、各々抽出した DNA のリアルタ
イム PCR による定量検査や分解能の測定
によって相違を確認する。 
 

３．研究の方法 
①X 染色体 INDEL 解析システムの確立。 
 特異な血縁関係の鑑定に有効なX染色体
に着目し、日本人集団に多型性があると推
定される X 染色体の insertion-deletion 多型
(INDEL) （ MID2047, MID2612, MID218, 
MID219, MID383, MID2692, MID1338, 
MID220, MID2693, MID1511, MID1361, 
MID2637, MID2781, MID111, rs10561439, 
MID1566, MID1355, MID2665, MID1545）を
選定し、マルチプレックスフラグメント解
析システムの構築を試みた。この際、DNA
の断片化が予想される劣化 DNA 試料に対
応すべく、増幅産物が 150 bp 以下になるよ
うにプライマーを設計し、5'末端にアデニ
ール化(gtttctt)を付加し、サイズ調節として
(gact)を加えている。その上で、日本人集団
(男性 100 人、女性 100 人）を解析し、法医
学的指標を算出して多型性を検討した。 
 
②新たな X 染色体 STR システムの構築。   
 X染色体STRのマルチプレックスシステ
ムを拡充すべく、新たな 11 座位の X 染色
体 STR(DXS9907, DXS10078, DXS10159, 
DXS10612, DXS10164, DXS10165, G10583, 
DXS6801, DXS6804, DXS7130, DXS6854)の
マルチプレックスシステムを開発し、日本
人集団 (男性 100 人、女性 100 人）を解析
し、法医学的指標を算出して多型性を検討
した。 
 
③硬組織の試料選択とDNA抽出法の検討。 
 歯牙・大腿骨・頭蓋底錐体部の部位別の
比較、脱灰時間（無脱灰、12 時間、24 時間、
48 時間、3 日間、5 日間）や脱灰温度（4℃、
23℃、56℃）を変化させた上での分析試料
の形状（1ｃｍ大のブロック、米粒大に粉砕、
パウダー状に粉砕）の比較について、KAPA 
Human Genomic DNA Quantification and QC 
Kit を用いたリアルタイム PCR での定量検
査を行い、DNA 回収量や分解能の相違を解
析した。 
 



４．研究成果 
①X 染色体 INDEL 解析システムの確立。 

19 INDEL 多型（MID2047, MID2612, 
MID218, MID219, MID383, MID2692, 
MID1338, MID220, MID2693, MID1511, 
MID1361, MID2637, MID2781, MID111, 
rs10561439, MID1566, MID1355, MID2665, 
MID1545）を分析するマルチプレックスフ
ラグメント解析システムの構築に成功し、
良好な型判定が可能となった。このシステ
ムを用いて日本人集団の解析を試みたとこ
ろ、ハーディー・ワインベルグ平衡から乖
離するものはなく、いずれの座位について
も連鎖不平衡は認めなかった。さらに、日
本人集団における総合識別能は男性で
0.99996、女性で 0.99999990 と算出され、X
染色体の鑑定に極めて有効なシステムであ
ることが判明し、市販の STR キットで、型
判定が不良な劣化試料についても、本マル
チプレックスシステムの解析に成功し、劣
化 DNA 試料に対して有効なシステムであ
ることが確認できた。 

 
②新たな X 染色体 STR システムの構築。   
 新たな 11 座位の X 染色体 STR のマルチ
プレックスシステムの開発に成功し、良好
な型判定が可能であることを確認できた。
また、日本人集団における総合識別能は男
性で 0.99999917、女性で 0.999999998 と算
出され、一層の鑑定精度の向上を図ること
ができた。 
 
③硬組織の試料選択とDNA抽出法の検討。 
 部位別では、3 人の白骨死体について歯
牙、大腿骨、頭蓋底錐体部から各々0.5g の
試料を採取して定量検査を行った結果、い
ずれの白骨死体でも歯牙からの DNA 抽出
量が最も多いことが判明した。さらに、分
解程度を確認したところ、いずれの部位で
も DNA の低分子化が進行していることが
明らかであったが、頭蓋底錐体部の低分子
化が最も高率であった。従って、硬組織の
分析には歯牙が最も有効な試料であるとい
う結論に至った。試料の形状と脱灰処理で
は形状の違いによる分析効率の有意差はな
いものの、脱灰温度については高温の方が
短期間の脱灰時間でも抽出効率が高く、2, 3
日から 5 日間の脱灰処理を行った場合が最
も抽出効率が高まり、仮にそれ以上の長時
間の脱灰処理を行ったとしても抽出効率の
低下がないことを確認できた。 
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