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研究成果の概要（和文）：法医学で扱う試料は様々な環境要因によりDNAが変性して採取量も少ないため、STR解
析による個人識別が困難になることが多い。従って、変性した微量DNA試料を用いた時のSTR解析の成功率を高め
る方法について検討することは大変重要な課題である。全ゲノム増幅法の1つであるmIPEP法が変性DNAを用いた 
STR解析に対して有効かを検討した結果、DNAが5ngあれば変性度0.2未満で、また、濾紙から抽出されたDNAが0.
05ng場合は変性度0.7以上で、スライドガラス上の唾液痕から抽出されたDNAの場合は変性度0.4以上で、mIPEP処
理を行うことでSTR解析が改善されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Short tandem repeat (STR) analysis is prone to failure as DNA is frequently 
damaged by various environmental factors; hence, increasing the number of starting templates may 
constitute a feasible approach to improve STR profiling success. One approach to increase the number
 of DNA templates is whole genome amplification (WGA), however, few studies have demonstrated that 
WGA can be used on degraded samples in forensics. Therefore, we utilized modified improved primer 
extension preamplification (mIPEP) prior to STR analysis. For the 5 ng DNA sample on paper, at a DI 
< 0.2, the number of detectable STRs was greater with mIPEP than without it. The 0.05 ng DNA sample 
deposited on paper, at when DI was 0.7 or higher, and the 0.05 ng DNA sample deposited on glass, at 
when DI was 0.4 or higher, exhibited higher numbers of detectable STRs when prepared using mIPEP. 
These findings suggest that performing mIPEP in accordance with sample DNA condition may lead to 
increased success of STR analysis.

研究分野： 法医学

キーワード： 全ゲノム増幅法　DNA損傷　STR解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
事件現場等で採取された試料は様々な環境要因によりDNAが変性し、量も限られているため、通常のSTR解析によ
る個人識別が困難になる場合が多い。法医学では量・質共に良い状態ではない試料に対し、個人識別の判定率を
高める方法について検討することは重要な課題である。本研究ではSTR解析前に全ゲノム増幅法の1つである
mIPEP処理を行うことで、豊富なDNAの場合は高度な変性試料において、また微量なDNAの場合は軽度の変性試料
であれば、STR解析成功率を高めることが明らかになった。つまり、今まで解析困難だった試料がmIPEP処理によ
り解析可能となり、犯罪捜査への貢献が期待される。

※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 

 法医学において、DNA鑑定を行うためには、試料中のDNA量が豊富で新鮮であると仮定すると、

汎用されている Short Tandem Repeat（STR）法で充分間に合う。STR とはゲノム上に存在する数

塩基の反復配列であり、通常は 2〜4 塩基程度で、数回から数十回繰り返すこともある。この反

復配列を検出するには、200〜400bp 程度の比較的長い塩基配列情報を必要とする。犯罪現場に

残された DNA 試料の多くは、放置された環境の影響でゲノム DNA の塩基配列や断片化が起こり、

DNA 量は細胞に換算すると 15 個相当の 100pg 以下である(1)。つまり、法医学で扱う DNA 試料は

損傷を受けてかつ微量であり、STR 解析による DNA 型判定が困難になる。その中でも汗や毛根の

ない毛髪の STR 解析は極めて困難とされており、従って、損傷を受けてかつ微量な DNA 試料の解

析が可能になれば DNA 鑑定における精度の向上へと繋がる。 

 DNA の損傷にはいくつかのタイプが知られており、そのタイプは試料が曝露されていた環境に

起因している。例えば、DNA の N―グリコシド結合が切断されて糖―リン酸結合が残って生じる

apurinic・apyrimidinic 部位（AP 部位）は、哺乳類では一日あたり 5〜20 万ヵ所も起こり、最

終的にはニックを引き起こすようなもっとも不安定な反応である(2)。また、酸化により生成され

た 8―オキソーグアニンはアデニンと塩基対をなして塩基置換変異を誘発し、紫外線は DNA 上に

形成されたピリミジン二量体が DNA 構造変化を引き起こして、DNA の複製や転写を阻害する(2)。

このように DNA が損傷を受けると、立体構造の変化や断片化が生じ、PCR 反応が阻害されて以降

に行われる実験に大きな影響を及ぼす。 

法医学で扱う試料の DNA 型判定が困難とされるもう一つの理由に、試料中に含まれる DNA が

極めて少ないことが挙げられる(3)。事件現場などで採取された試料は量が限定されており、再検

査のために一部を保管する必要もあるため、法医学ではどれだけの量の DNA を鑑定に用いるの

かは重要な課題である。微量 DNA 試料を用いて STR 解析を成功させるためには、PCR サイクル数

の増大や DNA 抽出を伴わない直接 PCR 法等の検討を推奨しているが(4)、近年では全ゲノム増幅

（Whole genome amplification: WGA）と呼ばれる手法も検討されている(5)。 

WGA 法とは、ランダムおよび縮重（degenerate）プライマーを用いてゲノム DNA 全体を複製し、

解析に用いる DNA 量を増やす方法である(5)。もともと着床前遺伝子診断等の臨床分野で利用され
(6)、法医学分野へと応用された(5)。WGA には、multiple displacement amplification（MDA）、

degenerate oligonucleotide-primed（DOP）、primer extension preamplification（PEP）法が

あり、数種類のキットが使用可能である(5)。MDA 法は等温反応でゲノム DNA を増幅する方法に対

し DOP、PEP 法は PCR 法を利用した増幅方法である。MDA 法はシングルセルや損傷をあまり受け

ていない試料で高い STR 解析成功率を示し(7)、DOP 法はホルマリン固定パラフィン包埋組織から

抽出した試料で MDA 法よりも高い解析成功率を示した(8)。つまり、MDA 法は微量 DNA 試料に、DOP

法は変性試料に適していると考えられる。 

PEP 法は、変性試料に対して STR 解析を行う時には多量の DNA が必要であるため、Barber と

Foran は PEP 法に改良を加え improved-PEP（I-PEP）法を開発した(9)。しかし、I-PEP 法で処理

後に陳旧血液、骨、毛幹を用いて STR 解析を行った結果、部分的な STR 型しか得られず、陳旧試

料のような高度変性試料においては利用困難であることが明らかになった(9)。さらに Hanson と

Ballantyne は I-PEP 法を改良し、15-mer のランダムプライマーを用いることで、様々な長さの

DNA 断片が増幅される方法（modified I-PEP: mIPEP）を開発した(10)。変性した血液試料や接触

DNA の STR 型判定が mIPEP 処理を行うことで改善されたことから、mIPEP は変性微量 DNA に適し



ていることが示唆された(10)。また、我々は UVA 照射後の変性試料の DNA5ng を用いて mIPEP 処理

を行った結果、行わない時よりも STR 解析成功率が高まることを報告した(11)。従って、mIPEP 法

は限定された量の DNA や変性した DNA に有効であると予想される。 

 
２．研究の目的 

法医学で扱う試料は多くの環境要因により DNA が変性して採取量も少ないため、STR 解析によ

る個人識別が困難になることが多い。従って、変性した微量 DNA 試料に対し、STR 解析の成功率

を高める方法について検討することは大変重要な課題である。STR 解析の成功率を高める方法に

は、PCR 増幅条件や DNA 抽出法の最適化等が一般的であるが、近年では WGA 法も検討されてい

る。現在まで法医学分野において様々な試料を用いた WGA に関する研究が報告されているが、試

料がどのような状態の時に WGA 処理を行えば STR 解析の改善がみられるかについては明確では

ない。そこで本研究では、紫外線照射して人工的に変性させた唾液試料を作成し、mIPEP 処理に

より STR 解析の精度が高まる条件を決定した。さらに自然環境下で変性させた試料においても

本研究で決定した条件が適用可能かについて検討した。 

 
３．研究の方法 

(1) DNA 試料と変性方法 

4 名の実験協力者の唾液を採取し、擬似実務試料を作成した。実務試料において唾液は、吸い

殻や切手、封筒、衣服、ティッシュペーパー、アルミ缶やグラスに付着していることが多い(12)。

本研究では紙とガラスの異なる素材に着目し、唾液を濾紙に染み込ませた試料とスライドガラ

スに滴下した試料の 2種類を準備した。各物体に付着させた唾液痕は一晩室温で放置し、これを

未処理試料とした。DNA の変性には UVA 照射（365nm、CL-1000UV crosslinker、UVP）12 時間オ

ン、12 時間オフの照射サイクルを使用し、6、14、28、60 サイクルで照射した。各照射サイクル

は 3、7、14、30 日間照射に対応する。なお、本研究は東京女子医科大学研究倫理委員会の承認

を得て実施された。 

(2) DNA 抽出・定量・可視化 

濾紙に染み込ませた唾液痕は一晩乾燥後に濾紙ごと PBS に懸濁し、スライドガラス上に滴下

した唾液痕は PBS で湿らせた 4N6 FLOQSwab（4520CS01; Copan Diagnostics）を用いて回収後

PBS で懸濁した。ゲノム DNA は QIAamp DNA mini kit（QIAGEN）により DNA を抽出した。抽出し

たヒト DNA の定量は KAPA hgDNA quantification and QC kit（Kapa Biosystems）を用いてリア

ルタイム PCR を行った（StepOne Plus Real-Time PCR System; Thermo Fisher Scientific）。

mIPEP 処理前後の DNA の状態は、High Sensitivity D5000 Screen Tape を用いて Agilent 4150 

TapeStation（Agilent）で電気泳動・バンドの検出を行った。 

(3) DNA 変性度（Degradation Index: DI）の評価 

UVA 照射した DNA の変性度は Kapa hgDNA Quantification and QC Kit（Kapa Biosystems）に

付属の 41bp と 129bp のプライマーで増幅されたアンプリコンの量をリアルタイム PCR により定

量し、41bp に対する 129bp の DNA 量比を算出した。未変性試料の場合、41bp と 129bp の DNA 量

が同じと考えられるので値は 1 に近いが、変性が進行すると 129bp の DNA 量が減少して 1 より

小さな値になる。つまり値が小さい程、変性が進行していることを意味する。 

(4) modified Improved Primer Extension Preamplification（mIPEP） 

5ng、0.5ng と 0.05ng に調整した各ゲノム DNA に 最終濃度 1mM dNTP、1x Expand High Fidelity 

buffer（Sigma-Aldrich）、7U Expand High Fidelity Enzyme Mix（Sigma-Aldrich）、40µM 15-

mer random primer（5’-NNNNNNNNNNNNNNN-3’）を含む反応溶液を加えて合計 12.5µl とした。



PCR 反応条件は 94 C̊-1 分、37 C̊-2 分、アニーリング温度を 37 C̊から 55 C̊まで毎秒 0.1 C̊ずつ

上げる反応 4分を 1セットとして 50サイクル行った。 

(5) AmpFlSTR Identifiler PCR amplification kit を用いた STR 解析 

mIPEP 処理前後の DNA は AmpFlSTR Identifiler PCR amplification kit（Thermo Fisher 

Scientific）を用い、PCR 反応の反応液および反応条件はキット付属のプロトコルに従った。増

幅産物は ABI Prism 310 Genetic Analyzer（Thermo Fisher Scientific）を用いて GeneScan 

3.1.2 ソフトウェア（Thermo Fisher Scientific）で解析した。 

(6) 自然環境下で変性させた試料 

唾液を濾紙に染み込ませた試料とスライドガラスに滴下した試料を 50 mL チューブに入れ、

ガーゼで蓋をした後室外に放置した。放置期間は 2018 年 4 月から 2019 年 4 月にかけて、3 日、

7日、14 日、30 日、6ヵ月、1年間とした。 

 
４．研究成果 

UVA 照射後のゲノム DNA の変性度（DI値）について、mIPEP 処理前は UVA 照射時間に伴いゲノ

ム DNA 断片の長さは短くなったが、mIPEP 処理後はゲノム DNA 断片の長さは長くなった。また、

DI 値も UVA 照射時間に伴い減少し、UVA 照射後において濾紙とスライドガラス上の唾液痕から

抽出した DNA 試料間の DI値に差がみられなかった。 

DI値の減少に伴い、平均アリルピーク高とSTRローカスの検出数が減少する傾向がみられた。

DI 値を DI≧0.7（ほとんど変性していない）、0.7＞DI≧0.4（軽度の変性）、0.4＞DI≧0.2（中程

度の変性）、0.2＞DI（高度に変性）の 4グループに分け、グループ毎に mIPEP 処理前後のアリル

ピーク高と STR ローカスの検出数について比較検討した。濾紙に染み込ませた唾液痕から抽出

された DNA を用いた場合、アリルピーク高と STR ローカスの検出数について、DNA5ng かつ 0.2

＞DI の時は mIPEP 処理後に増加し、DNA0.5ng を用いた時は mIPEP 処理前後で差がみられなかっ

たが、DNA0.05ng を用いて mIPEP 処理を行うと DI≧0.7 の時に増加した。また、スライドガラス

上の唾液痕から抽出された DNA を用いた場合は、アリルピーク高は DNA5ng かつ 0.2＞DI の時と

DNA0.05ng かつ DI≧0.2 の時に mIPEP 処理後で増加し、STR ローカスの検出数は DNA5ng かつ 0.2

＞DI の時と DNA0.05ng かつ DI≧0.4 の時に mIPEP 処理後で増加した。一方、DNA0.5ng を用いた

時は mIPEP 処理前後で差は認められなかった。 

変性が進行することで長い STR ローカスの増幅が困難になるため、どの STR ローカスの増幅

に偏りがあるのかについて mIPEP 処理前後のアリルピーク高を比較検討した。濾紙から抽出さ

れた DNA を用いた場合、mIPEP 処理後では DNA5ng かつ DI≧0.7 の時に長い STR ローカスのアリ

ルピーク高が減少し、DI＞0.4 の時に短い STR ローカスのアリルピーク高が増加した。mIPEP 処

理後、0.2＞DI の時に D19S433、D3S1358、D8S1179、TH01 が増加し、DNA0.05ng かつ DI≧0.7 の

時には D19S433、D3S1358、D8S1179、TH01、vWA、D21S11、TPOX、D16S539 が増加したが、0.7＞

DI 時はほとんどのローカスが増幅されなかった。スライドガラス上の唾液痕から抽出した DNA

を用いた場合、mIPEP 処理後では 5ng かつ DI≧0.7 の時に FGA、D7S820、D18S51、D2S1338 の長

い STR ローカスのアリルピーク高が増加し、0.2＞DI の時には短い STR ローカスのアリルピーク

高が増加した。また、DNA0.05ng かつ DI≧0.4 の時には D19S433、D3S1358、D8S1179、TH01、D16S539

が増加した。以上の結果から、STR 解析の成功率を高めるためには、濾紙から抽出された DNA5ng

かつ 0.2＞DI の時と DNA0.05ng かつ DI≧0.7 の時、スライドガラス上の唾液痕から抽出された

DNA5ng かつ 0.2＞DI の時と DNA0.05ng かつ DI≧0.4 の時に mIPEP 処理を行うと効果的であるこ

とが明らかになった。 



自然環境下で変性させた試料に対して、濾紙から抽出した DNA の DI 値は 0.25〜0.92、スライ

ドガラス上の唾液痕から抽出した DNA の DI 値は 0.003〜0.83 になった。濾紙から抽出された

DNA5ng かつ 0.2＞DI の時と DNA0.05ng かつ DI≧0.7 の時、スライドガラス上に滴下した唾液痕

から抽出された DNA5ng かつ 0.2＞DI の時と DNA0.05ng かつ DI≧0.4 の時に mIPEP 処理を行うこ

とにより、D8S1179、D3S1358、D19S433 の短いローカスは増幅された。アリルピーク高について

も、濾紙から抽出された DNA5ng かつ 0.2＞DI の時と DNA0.05ng かつ DI≧0.7 の時、スライドガ

ラス上の唾液痕から抽出されたDNA5ngかつ0.2＞DIの時とDNA0.05ngかつDI≧0.4の時にmIPEP

処理を行うことで増加した。また、濾紙から抽出された DNA0.05ng かつ DI≧0.7 と、スライドガ

ラス上の唾液痕から抽出したDNA0.05ngかつDI≧0.4を用いてmIPEP処理を行った結果、D19S433、

D3S1358、D8S1179、TH01、vWA、D16S539 のアリルピーク高が増加した。従って、自然環境で変性

させた試料においても、UVA 照射によって人工的に変性させた試料と同等の結果が得られること

が示唆された。 

以上の結果から、STR 解析前に DNA 量や DI 値を求めることで、mIPEP 処理が必要か否かを決

定することが可能であり、豊富な DNA の場合は高度に変性した試料で、また微量の DNA の場合は

軽度に変性した試料であれば、mIPEP 処理によって STR 解析成功率が高まることを明らかにし

た。また、本研究で確立した mIPEP 処理条件は紫外線照射下で人工的に変性させた試料だけでな

く、自然環境下で変性させた試料においても適用可能であることも示唆した。従って、本研究で

決定された条件に基づいて mIPEP を行うことにより、今まで解析困難な試料でも解析可能にな

ることが十分考えられ、今後の法医学における個人識別の解析精度の向上に貢献できるのでは

ないかと期待される。 
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