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研究成果の概要：本研究では、等温増幅（39℃）かつ短時間（20分）の反応系であるRPA法を利用し、男性特異
的なDNAを迅速・簡便に検出する方法を開発した。本法により、10 pgまでの男性DNAを検出することができた。
また、簡易的なDNA抽出法を組み合わせたダイレクトRPA法により、試料の処理から男性DNAの検出まで30分程度
で行うことができた。これらの結果は、RPA法が男性特異的なDNAのスクリーニング検査として有効であることを
示唆する。
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研究成果の学術的意義や社会的意義
男性DNAのスクリーニングは、性犯罪等の法科学鑑定において重要である。しかし、従来のqPCR法による工程は
時間と手間がかかる。本研究で開発したRPA法は、qPCR法に比べて迅速・簡便な方法であり、30分程度で男性DNA
の有無を確認できる。よって、法科学鑑定の効率化に貢献できると考えられる。また、反応温度（39℃）が低い
ことや作業工程が少ないことから、実験室だけではなく現場での即時検出が期待できる。
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１．研究の目的 
 法科学鑑定では、犯罪現場で採取された試料に対してスクリーニング検査を行う。特に、性
犯罪においては男性成分の確認が重要な工程となる。法科学的試料における男性成分の確認は、
Y染色体上の DNA や精液に存在する mRNA・タンパク質などの検出によって行われる。 
 本研究では男性特異的な DNA の検出に着目した。男性が関与した可能性のある試料において、
男性特異的な DNA の有無は DNA 型検査を行うかどうかの基準となる。しかし、従来の qPCR 法に
よる検出は、DNA の抽出・精製とその後の増幅に時間と手間がかかる。本研究では、等温増幅
（39℃）かつ短時間（20 分）の反応系である RPA 法を利用し、男性 DNA を迅速・簡便に検出す
ることを目的とした。 
 
 
２．研究成果 
(1) 反応の最適化 
 男性特異的な Y染色体上の DNA に対して、6つのプライマー（F
プライマー×3, R プライマー×3）を設計し、9通りの組み合わ
せを検証した。この中で最も早く男性 DNA を検出できるプライ
マーの組み合わせを選択し、最適な条件とした。 
 また、女性 DNA を用いて特異性を検討した結果、女性 DNA か
ら増幅は認められず、男性 DNA に特異的な反応であることが確
認された。典型的な増幅曲線は右図に示すとおりである。 
 
(2) 検出感度 
 男性 DNA の希釈系列（テンプレート量：100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg）を用
いて検出感度を検討した結果、10 pg までの男性 DNA を検出することができた。しかし、この
検出感度は従来のqPCR法よりも10倍程度低いため、微量試料のスクリーニングには適さない。
今後、反応成分や反応条件を更に検討し、検出感度を改善する必要がある。 
 
(3) 混合試料 
 実際の法科学的試料は、男性 DNA と女性 DNA が混合している場合がある。そこで、混合 DNA
試料（男性 DNA:女性 DNA = 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:2000）を用いて、女性 DNA の存在が
男性 DNA の検出に与える影響を調べた。その結果、1:1000 及び 1:2000 の混合試料で男性 DNA
の検出に 2分程度の遅れが生じたが、全ての混合試料から男性 DNA を検出することができた。 
 
(4) 阻害耐性の検討 
 RPA 法は阻害耐性があることが報告されている。そこで、PCR 阻害剤として知られるフミン酸
及びヘマチンを用いて、RPA 法の阻害耐性を調べた。その結果、RPA 法は 1000 ng/μLのフミン
酸及び 500 μM のヘマチンの存在下でも男性 DNA を検出することができた。これは qPCR 法と同
等以上の阻害耐性であり、RPA 法は DNA 未精製の試料からでも男性 DNA を検出できる可能性が
示唆された。 
 
(5) ダイレクト法の検討 
 DNA 抽出・精製の工程を簡略化するため、アルカリ溶解法（100 mM 水酸化ナトリウム水溶液
で 5分間加熱）を採用した。この方法を用いて血液、唾液、精液から粗精製 DNA 試料を調製し
た。RPA 法はこれらの粗精製 DNA 試料からも男性 DNA を検出することができた。 
 従来の精製 DNA を用いた qPCR 法は、男性 DNA の検出に 1～2時間程度要する。一方、本研究
で開発したダイレクト RPA 法は、試料の処理から男性 DNA の検出までの工程が 30分程度（5分
の溶解と 20 分の RPA 反応）である。以上の結果から、ダイレクト RPA 法は男性 DNA の迅速・簡
便なスクリーニング法となり得ることが示唆された。 
 
 本研究では、男性 DNA を指標とした RPA 法を確立した。今後は、男性組織に遍在する mRNA
や精液特異的な mRNA を指標とした RT-RPA 法を確立する。さらに、男性 DNA とヒト DNA を指標
としたDuplex RPA法や、男性特異的なmRNAと体液特異的なmRNAを指標としたMultiplex RT-RPA
法の開発を目指す。 
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