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研究成果の概要（和文）：本研究は、種々の犯罪資料における迅速かつ信頼性の高いDNA検査法

の開発を目的に施行された。複数男性が関与する強姦事件を想定して作製した男女混合試料か

ら、精子を単独回収した。そこから得られた mitochondrial DNA (mtDNA)について検討した結

果、特定男性の関与の有無を判断できた。皮膚に付着した唾液などに対しても有効であること

が示され、犯罪捜査における鑑定法となることが期待される。 
 
 
研究成果の概要（英文）：This study was enforced for development of DNA inspection 
method with high promptness and reliability in various crime materials. The sperm 
was collected from sexual mixed sample that assumed the rape event in which two or 
more men took part and made it alone. As a result, it succeeded in the specification of 
the man who took part. It is expected for the saliva etc. that adhere to the skin effective, 
I expect it become a judge method in the criminal investigation. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）社会的背景 
 本国内における犯罪は、その発生数の増
加のみならず、犯罪形態の複雑化や凶悪化
など、増悪化する傾向が認められていた。

その中でも性犯罪については、マスコミを
騒がせた 2003 年発生の事件をはじめとし
て、若年者による卑劣なものが目立った。
この事件をきっかけに研究者が着目した点
は、加害者が単独ではなく、複数の人間が
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関与している犯罪において、どのように真
の加害者を特定するかという点である。性
犯罪では「姦淫」の有無によって、その罪
名は異なる。複数の男性が関与している場
合には、実際に姦淫にまで至った男性を特
定することが必須であり、そのためには正
確性の高い結果を得ることのできる物体検
査が求められる。 

 
（２）精液からのDNA検出法 
 DNA 抽出法や DNA 型検出法について、
様々な方法やキットが開発され、商品化が
進んでいた。その中で、精液からの DNA
抽出法についても研究が進んでいたが、抽
出過程に時間を要するものが多く、より短
時間で抽出できる方法について、検討する
必要があった。 
 
（３）混合試料からのDNA検出法 
 強姦などにおける加害者の特定には、男
性の精液が混入しているであろう、被害者
女性の膣内容物などを採取して試料とする。
男女混合試料からの DNA 型検出については
多くの報告があったが、殆どがnuclear DNA
を対象としたものであった。一方、研究者
は本研究課題申請時までに、独自の多型性
を示すmitochondrial DNA (mtDNA)を対象に、
種々の試料について検討をはじめており、
mtDNAはコピー数が多く、nuclear DNAに比
較しても検出能力が高いことを示してきた。
また混合試料に対しては、女性由来細胞を
除去する薬剤を含んだキットなどが販売
されていたが、薬剤等の DNA 抽出あるい
は PCR 阻害関与については明らかにはな
っていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 前述したとおり、強姦事件などの性犯罪
においてDNA鑑定を実施する場合には、加
害者および被害者の体液が混在した試料
が対象となる。近年報告されてきた方法に
よれば、それら男女混合試料から特定の人
物のDNAを検出する為には、その中に含ま
れる対象外（女性由来の細胞）試料の除去
や、複数の人物に由来する混在したDNA型
から、特定の多型を検出する、など様々な
過程が必要であり、作業には時間と経費が
かかる。また複数の薬品を用いるため、そ
の影響についても検討しなくてはならな
い。 
 そこで本研究においては、性犯罪資料を
中心とした男女混合試料において、そこに
関与する個人を、迅速かつ正確に特定する
方法および、法医学的個人識別への応用の
可能性について検討することを目的とし
た。 

 具体的には、当初、研究者が所属する機
関に既存されていたレーザーマイクロダ
イゼクション・システムを活用し、以下に
ついて検討した。 

（１）レーザーマイクロダイゼクション・シス

テムを用いたDNA回収法の確立 

 塗抹標本から、レーザーマイクロダイゼク

ション・システムを用いて精子を単独回収す

る。そこから抽出したmtDNAについて塩基配

列解析を行なう。個人を識別するだけの有用

性をもち得るか否かを検討した。また、 

① 標本染色法が与える影響 

② 回収 DNA 量とその質が、DNA 抽出およ

びPCR増幅に与える影響 

を中心に、本システムの有効性を検討した。 
 

（２）さまざまな資料からの検出 
 多々の混合試料あるいは、既存されてい
る実際の犯罪資料について、上記内容につ
いて精査し、実務的応用に関する評価・検
討を行なった。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究は、鶴見大学倫理審査委員会の承
認を得て遂行された。 
 

（１）作製した男女混合試料について 
 Informed consent を得た成人ボランティ
アの男女から精液および膣内容物の提供を
受けるとともに、対象試料として頬粘膜細
胞を採取した。男性被験者２～３名の精子
および女性１名の膣内容物を混合した「男
女混合試料」を作製した。作製した試料か
ら通法に従い DNA を抽出する一方で、その
一部をスライドガラスに塗布し、精子の存
在を確認した。その後、レーザーマイクロ
ダイゼクション・システムにて、混合試料
中から精子のみを個々に単独で回収した
（図１）。回収した個々の精子からDNAを抽
出し、mtDNA 高多型領域（Hyper variable 
region: HV1～3）について PCR 増幅し、そ
の後シークエンス解析を行った。 
  
 

 
 
 



 この過程における 
・ 標本染色法と、それに伴うDNA抽出およ
びPCR増幅に与える影響 

・ 単独精子からのDNA抽出法の確立  
 について、検討した。 
 一方で、混合試料から通法に従って抽出
した DNA についても同様にシークエンス解
析を施すとともに、被験者から採取した頬
粘膜試料についても検査を行なった。混合
試料からの結果と比較して、精子単独採取
法の効率性について検討し、さらに対象試
料と比較することで、単独採取法から得ら
れた結果の信頼性について、有用性につい
て総合的に評価した。 
  
（２）既存の犯罪資料について 
（１）で用いるのは新鮮試料である。従って、
実務試料への活用を評価することを目的と
して、性犯罪資料の一部として既存されて
いた女性の膣内試料を用いて、上記方法を
用いてmtDNAについて解析を行なった。 
 
（３）皮膚に付着した唾液試料について 
 強姦などの性犯罪捜査では、被害女性の
皮膚に、加害者男性の体液（唾液・汗・精
液）が付着していることも少なくない。こ
のため膣内容物のみならず、これらの試料
を鑑定に用いるケースもある。そこで、被
害女性の皮膚に加害者の唾液が付着したと
想定し、ボランティアの協力を得て、試料
を作製した。唾液の付着した皮膚表面を生
理食塩水を浸した綿棒で拭い、塗抹標本を
作製して H.E 染色を施した。それにより確
認される細胞の種類を確認するとともに、
個々の細胞を、それぞれレーザーマイクロ
ダイゼクション・システムで単独回収し、
（１）に準じてmtDNA多型を検出した。その
あとで、mtDNA の塩基配列について解析し、
唾液付着皮膚試料および被験者の対象試料
と比較することで、唾液試料に対する本法
の有用性について評価した。 
 
 
４．研究成果 
（１）男女混合試料 
 膣内容物と精液の混合試料から直接抽出
したDNA試料には複数人のDNAが混在す
るため、特定個人の mtDNA のシークエン
ス解析は困難となった。特に、日本人での
発生頻度が高い多型をもつ箇所では塩基の
重複が認められ、由来者を特定することは
不可能であった。さらに、挿入や欠失によ
る変異をもつ個人に由来する DNA が入っ
ている場合には、より解読が困難を極めて
しまう（図２）。 

 
 

① 精子の単独回収への検討 
 レーザーマイクロダイゼクション・シス
テムを用いて、混合試料の中から個々に精
子を回収した結果、mtDNA多型を解析する
に十分なDNA量が、単独精子から得られた。
mtDNA sequenceについても、多くの場合
で解析可能であり、個人の多型を示すこと
ができた。この多型は、対照試料である頬
粘膜試料から得られた解析結果と一致する
ものであり、DNA鑑定試料として、単独精
子においての有用性を評価できる結果と言
える。さらに言えば、対象試料と比較する
ことで、各精子について、由来する個人を
特定することが可能になる。 

 
 図３に示すように、混合試料ではHV1領
域において、np16223および 16245で、C/T
の塩基が重複している。これは、混合試料
を構成している３名に、少なくても２種類
以上の異なる塩基配列が存在していること
を示しており、異なる多型が混在するため
に塩基peakの重複が発生している。一方で、
単独回収した精子 A, Bをみると、同箇所の
塩基配列は single peakを示しており、対象
試料と比較することで、どの男性被験者に
由来する精子であるかを判断することが可
能になった。 
 集団強姦事件など、複数の男性が関与し
ていた場合、実際に姦淫に至った人物を特
定する必要があり、膣内に精子が存在する
か否かは重要な争点となる。本法を用いる
ことで、膣内容物の中に複数男性に由来す
る精子が混在している可能性があっても、
対象試料と同じ DNA 多型を示す精子の有
無を調べることで、関与する男性すべてを



対象に、鑑定することが可能になるだろう。 
 
②染色などが与える影響 
 混合試料からの男性由来DNA の抽出は、
精子の存在を証明することが必須である。
今回、塗抹標本を作製したところ、特別な
染色法を用いなくても、精子の存在を確認
することができ、レーザーマイクロダイゼ
クション・システムを用いる際にも、特に
影響は認められなかった。染色をする場合
には、その過程に用いる種々の薬剤におい
て contamination を起こす可能性も否定で
きない。従って、新鮮試料を対象とする際
には、汚染の回避あるいは時間的短縮とい
う点から見ても、染色の省略が可能である
と判断された。 
 さらに、これまで男女混合試料からの
DNA抽出は、女性由来細胞の洗浄などの過
程を必要としてきた。今回、レーザーマイ
クロダイゼクション・システムを用いるこ
とで、試料全体から選択的に、標的となる
鑑定試料を細胞単位で直接採取できること
からも、本法の積極的な応用について期待
したい。 
 

 ③実務試料における有用性 
 レーザーマイクロダイゼクション・シス
テムを用いて単独回収した精子から
mtDNA多型を検出する本法は、人工的に作
製した男女混合試料については、比較的良
い結果が得られており、今後の応用が期待
されるものとなった。しかし法医学実務の
現状を考えると、鑑定対象は新鮮試料のみ
とは限らない。試料の陳旧化や、汚染物に
よる contamination の可能性、保存状態な
どが与える影響についても、考えなければ
ならない。 
 そこで、既存されている実際の性犯罪資
料を用いた研究を行った。冷凍保存されて
いた膣内容物が付着したガーゼを生理食塩
水に混濁させたものを研究試料とした。塗
抹標本で確認した結果、新鮮な試料に比べ
て、頭部と尾部が切断された精子が多いも
のの、そこから単独回収した精子試料から
も、mtDNA型を検出することは可能であった。
実務試料のため、事件に関連している男女
の対象試料は保存されておらず、対象試料
と比較して有用性を評価するまでには至ら
なかったが、陳旧試料にも対応できる可能
性という点では、十分期待できる結果とな
った。 
 また、①で用いた混合試料から、試料斑
を作製し、一定期間保存したものについて
も検討した。その結果、塗抹標本上で、確
認できる不純物が増えるとともに、前述の
実務試料にもあった通り、確認される精子
の状況も悪くなっていた。各試料が置かれ

ていた状況に応じて、洗浄や染色など、適
宜対応していく必要性が示された。 
 

（２）皮膚付着体液への応用 
 次に、性犯罪資料のひとつとして採取で
きる可能性が高い、皮膚表面に付着した体
液試料について研究を行った。  
 唾液が付着した皮膚試料から直接 DNA を
抽出した際には、やはり唾液付着者と被付
着者のDNAが混在し、塩基のpeakの重なり
が生じた（図４）。 

 一方で、塗抹した試料からは、有核細胞
と無核細胞が認められ、各細胞をレーザー
マイクロダイゼクション・システムで個々
に単独回収した。そこから検出されたmtDNA
多型は、有核細胞と無核細胞で異なる塩基
配列を示すことが多かった。そこで、対象
試料から得られた結果と比較してみると、
有核細胞はすべて唾液付着者に由来してい
ることが分かった。これは、唾液中に含ま
れる口腔内の脱落細胞に由来した有核細胞
と考えられる。（図５、表１）。 

表１ 
 
 一方で、無核細胞は唾液付着者由来のも
のと、被付着者に由来するものが混在して
いた（表１）。被付着者の皮膚表面で角化し
た細胞が、試料回収時に脱落し、試料内に
混在していると推測される。従って、本法
を用いて唾液付着者を特定するような鑑定
を施す場合には、有核細胞を積極的に回収
し、検査することが望ましいと言える。 
  

 
 しかしながら、唾液の付着だけでなく、



被付着者の皮膚表面に、咬傷や擦過傷など
の損傷を認める場合には、注意が必要であ
る。被付着者の皮膚組織に由来した有核細
胞や血液が混在することが容易に推測され
るからである。その場合には、注意深く評
価しなければならない。 
 
（３）総合評価 
 本研究において、様々な男女混合試料を

対象に、レーザーマイクロダイゼクショ

ン・システムを用いて、特定の鑑定試料を

直接選択的に回収し、そこから抽出される

DNAとmtDNA多型の有用性について評価して

きた。多くの試料で、細胞単位でのDNA型

の検出が可能となった。各DNAの回収につ

いては、多くの方法が報告されているが、

複数の人物が関与しているような犯罪資料

において、本法は、その中から容疑者を特

定する最適な方法であると言える。正確か

つ迅速な検査結果を求められる犯罪捜査に

おいて役立つことが示唆された。 

 しかしながら、有用性が高く認められて

いく中で、研究対象の検体数増加に伴い、

DNA型が検出不可能となる例も認められて

いる。本法は顕微鏡下でレーザーを用いて

対象細胞の周囲を焼切して回収する。その

ため背景にある液状成分が微量ながら含ま

れることはやむを得ない。そしてこの液体

中に含まれる膣内や精液中の脱落成分に由

来するDNAが、検出結果に影響していると

いう可能性も否定できない。液体成分中の

DNAの存在有無や、存在している場合の、脱

落DNAを確実に除去する方法についての検

討が、研究者に求められてきた。 

 今までの研究においては、mtDNA型検出に

影響を与えるだけのDNA量は、液体成分中

から確認されていない。手技的な再現性は

確認されていることからも、液体成分がな

んらかの影響を与えている可能性を否定で

きない。周囲の成分を一切含まずに精子の

みを回収することは困難であることからも、

周囲の液状成分の影響の詳細と、有効な洗

浄法について検討してきたが、現時点では、

解決法の確立には至っていない。さらに実

際の犯罪資料は汚染や陳旧程度など、保存状

態は一様ではない。様々な環境に伴う試料

への詳細な対応策と合わせて、今後の課題

としたい。 
 mtDNAは、nuclear DNAと比較して、変異
が起こりやすいとされる。本研究において
はmtDNAについてのみを対象としてきたが、
一定の有用性のある検査法であることが確
認されたことからも、今後は Y 染色体遺伝
子や、犯罪捜査で一般的に用いられている

nuclear DNAを対象範囲に広げて、研究を継
続していきたい。 
 近年、DNA鑑定は犯罪捜査の主役的存在と
して積極的に用いられると同時に、高く評
価されてきた。しかし現在、2009年に発覚
した冤罪事件の発生の影響もあり、世論の
注視を受けていると言っても過言ではない
だろう。鑑定技術の発展はめざましく、当
該事件当時のDNA 鑑定技術とは比較できな
い点も多々あるが、科学捜査の基本をもう
一度見直し、DNA捜査の在り方について考え
なければならない時期が来たとも言えよう。 
 また DNA 多型は、形態学的検査や歯科所
見などとともに、個人識別に代表される方
法である。2011年３月11日に発生した未曾
有の大震災により、死者・行方不明者が３
万人にのぼっている。身元確認は今後長期
間を要することが考えられ、DNA型に限らな
い個人識別全容に用いる管理システムの必
要性も考えなければならない。研究代表者
は、種々の個人識別についても現在研究を
遂行しており、様々な観点から複合した個
人識別の可能性についても、検討していき
たい。 
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