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研究成果の概要（和文）：長さの異なる 2種の定量 PCR に基づく DNA の分解度測定により、DNA

の量と質が測定可能となった。陳旧血痕に由来する DNA 及び実験的な分解 DNA において、分解

度が同程度であれば、DNA による個人識別に広く用いられる STR 型検査の検出率は同程度であ

り、分解度測定による STR 型の検出率予測が可能となった。骨及び歯試料からの新規抽出法に

より、PCR 阻害物質を効果的に除去可能となり、法科学試料においても DNA 分解度測定が可能

となった。 
 
研究成果の概要（英文）：Quantitative PCR assays using primers that generate two sizes of 
amplicons from the same region of genomic DNA were used to determine the extent of DNA 
degradation. The distribution of the extent of DNA degradation and the number of loci 
detected by STR analysis in blood stains correlated well with that of DNA artificially 
degraded by DNase I in the presence of Mn2+. Thus, determination of the extent of DNA 
degradation was helpful for estimating the number of detectable loci. We were able to 
remove the PCR inhibitory substances that were copurified with DNA from bone sample using 
the new DNA extraction procedure. Therefore, the degradation ratio appeared to be a useful 
for predicting the number of loci detected by STR analysis in casework sample. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 法科学試料の DNA 型検査においては、STR
型検査が主流である。特に分解を受けた試料
DNA には、検査領域がより小さい MiniSTR 型
検査が有効である。市販の検査キットにおい
て、検査領域の数は STR 型検査が MiniSTR 型

検査よりも多く、従って識別力も高くなる。
STR 型及び MiniSTR 型検査における鋳型 DNA
量は定量 PCR 法により決定される。法科学試
料は、試料 DNA が分解、汚染の影響を受ける
ことにより、必ずしも定量結果に応じて期待
される DNA 型が検出されるとは限らない。そ
のため、DNA 型の検出率と定量の正確な関連
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付けが望まれてきた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) DNA 分解度による DNA 型検出率予測 
 試料 DNA の状態を DNA 分解度測定により決
定する。試料 DNA の分解度から DNA 型検出率
を予測し、試料 DNA の状態に適した DNA 型検
査法を推定する。 
 
(2) 分解度及び検査法を考慮した鋳型量決
定法 
 分解の進行した試料 DNA において、従来の
DNA 定量法では、定量領域と DNA 型検査領域
の長さの不一致により、DNA 量が少なく見積
もられて鋳型DNA量が過剰となり、適正にDNA
型が検出できない可能性がある。長さの異な
る複数の領域を定量し、STR 型検査及び
MiniSTR 型検査に適した定量法を決定する。 
 
(3) 分解 DNA の作成及び法科学試料との比
較 
 法科学試料においては試料 DNAの分解度は
様々である。さらに、置かれた環境により、
試料 DNA が受ける分解の機序は様々である。
種々の方法により分解度の異なる試料 DNAを
作成し、分解度と DNA 型検出率の関連付けを
行う。作成した分解 DNA と法科学試料由来の
分解 DNA において、分解度 DNA 型検出率を比
較し、法科学試料において、どのような機序
で試料 DNA が分解するのか類推する。阻害等
の影響により分解度測定及び STR型検出率予
測が困難な場合には、抽出法等を改善する。 
 
３．研究の方法 
 
 (1) ヒトの染色体に複数コピー存在する
D17Z1 領域中に、増幅領域の長さが異なる複
数のプライマーセット(50bp、98bp 及び
207bp)を設定し、インターカレーターによる
定量 PCR を実施する。分解度は短い増幅領域
の定量値を長い増幅領域の定量値で除した
ものとする。アイデンティファイラーキット
による STR 型検査を行い、STR 型の検出率と
試料 DNA の分解度を比較する。 
 
 (2) 陳旧血痕より DNA を抽出し、98bp 及
び 207bp の定量に従い 1ng を鋳型として、ア
イデンティファイラーキットによる STR型検
査を行う。同様に、0.5ng を鋳型としてミニ
ファイラーキットによる MiniSTR型検査を行
う。分解度に応じていずれの長さの定量が適
しているか検証する。 
 
 (3) 新鮮血液より DNA を抽出し、DNA 分解
酵素(DNase I, Micrococcal nuclease)又は
メチレンブルー及び可視光で処理し、分解

DNA を作成する。反応条件又は反応時間によ
り分解度の異なる分解 DNA を作成する。分解
方法の差異により、同じ分解度であっても異
なる STR 型検出率となる分解 DNA を作成する。 
 実験的に作成した分解 DNAと陳旧血痕より
抽出した分解 DNA を比較し、陳旧血痕由来の
分解 DNA における分解度と STR 型検出率が、
実験的に作成したいずれの分解 DNAと近いか
を検討する。同様に、死後数ヶ月から数年経
過した骨及び歯試料より DNA を抽出し、分解
度と STR 型検出率を検証した。 
 
４．研究成果 
 
 (1) 陳旧血痕より抽出した DNA を、98bp
及び 207bp の定量に従い 1ng を鋳型として、
アイデンティファイラーキットによる STR型
検査を行った(table 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 分解度の低い試料 DNA においては、定量に
いずれの長さの増幅領域を用いても適切に
STR 型が検出可能であった。分解度が中程度
の試料 DNA においては、98bp を用いると鋳型
量の不足に起因するアレルドロップアウト
が見られ、STR 型検出率が低下した。一方、
207bp を用いると鋳型量は適正であり、STR
型検出率は増加した。分解度が高い試料 DNA
においては、98bp を用いると鋳型量は適正で
あった。一方、207bp を用いると鋳型量が過
多であることに起因するオフスケールピー
ク等が見られ、適正な STR 型検出は不可能と
なった。以上より分解度に応じ、定量領域の
長さの選択が可能となった。ミニファイラー
キットによる MiniSTR 型検査においては、
98bpの定量に従い0.5ngを鋳型とすることが
適切であった。 
 
 (2) 新鮮血液より DNA を抽出し、DNA 分解
酵素(DNase I, Micrococcal nuclease)若し
くはメチレンブルー及び可視光で処理し、分
解 DNA を作成した。ゲル電気泳動において、
DNaseI 等の DNA 分解酵素によっては、DNA の
断片化が確認された。一方、メチレンブルー
及び可視光による酸化修飾によっては、DNA
の損傷によりバンドが薄くなると確認され



 

 

た(Fig. 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 DNaseI で処理した試料について、定量 PCR
により、反応時間の増加に従い DNA の分解が
進行することを確認した(Fig. 2)。定量 PCR
における増幅領域の長さと DNA定量値の対数
には直線性が見られたことから、試料 DNA の
分解は長さが異なる 2種の定量により表せる
と示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 DNaseI(Mg2+又は Mn2+存在下)若しくは
Micrococcal nucleaseで処理した試料につい
て、98bp の定量に従い 1ng を鋳型として、ア
イデンティファイラーキットによる STR型検
査を行った(Fig. 3)。DNA 分解度が同じ試料
DNA においても、分解の機序により STR 型検
出率には差異が見られた。実験的に作成した
分解 DNA と陳旧血痕より抽出した分解 DNA の、
分解度及び STR 型検出率を比較した。 
陳旧血痕由来の分解 DNA は、DNaseI(Mn2+存在
下)により処理尾した分解 DNA と、分解度及
び STR 型検出率が同程度であった(Fig. 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 死後数ヶ月から数年経過した骨及び歯試
料より DNA を抽出し、アイデンティファイラ
ーキットによる STR 型検査を行った(Table 
2)。骨及び歯資料においては、PCR 阻害物質
により STR型が適切に検出されない例が見ら
れた。試料 DNA 中に PCR 阻害物質が存在する
と、定量 PCR 及びアイデンティファイラーキ
ットによる STR 型検査の阻害が確認され、適
正な STR型検出率予測が不可能であった。PCR
阻害物質を除去し、STR 型検出率予測を可能
とするために、骨及び歯試料からの新規 DNA
抽出法を確立した。新規 DNA 抽出法により、
STR 型検査において確認された PCR 阻害が改
善した(Fig. 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 今後、骨及び歯資料等の法科学試料におい
て、DNA 分解度から STR 型検出率を可能とす
ることを目指す。さらに、DNA 分解度測定に
より STR 型検査、MiniSTR 型検査及び SNP 検
査等複数の検査の検出率予測を行い、DNA 分
解度に応じた検査法の選択を目指す。 
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