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研究成果の概要（和文）：本研究は、戦没者遺骨のDNA鑑定の中で、高度変性資料や血縁の証明が困難なケース
の解決を目指し、以下のような研究を行った。南方の遺骨に多い、分解程度の高い資料から母系遺伝をするミト
コンドリアDNA型を判定できる方法を作り上げた。また血縁の遠い家族との比較のために、父系遺伝をするY染色
体型のデータの種類を増やし、Ｙ染色体の系統推測も含めて、データベースと比較できるシステムを作製した。
分解程度の高い資料からＹ系統マーカーを検出する方法を考案した。特殊な遺伝様式をとるX染色体多型の種類
とデータを増加し、複雑な事例に応用した。さらに高度変性資料から有効なDNA抽出法を考案し、実際の鑑定に
応用してきた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed at solution of two kinds of difficulties in the DNA 
analysis of the dead in WWII; one of them was identification of distant blood relationship between 
the dead and their relatives and the other was DNA typing from highly degraded DNA samples. 
Following results were obtained. We established a method that can determine mtDNA types from highly 
degraded bone or tooth samples common to southern area. The number of phylogenetic mtDNA haplogroups
 lineages at the basal level in the Japanese and Malay populations was increased. We constructed a 
system which can evaluate the identity of Y-STRs between the dead and their distant blood relative. 
A method to determine Y-lineage from highly degraded samples was also developed. The number and 
kinds of closely-linked X-STR haplotypes were increased. These were applied to elucidate complicated
 cases. A method to isolate amplifiable DNA from highly degraded samples was developed and was 
applied in actual forensic cases.

研究分野：歯科法医学

キーワード： DNA多型　戦没者遺骨　高度変性資料　ミトコンドリアDNA型　Y染色体多型　X染色体STR　硬組織　DNA
抽出
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
本研究開始当初は，ロシアにおける戦没者

遺骨のDNA鑑定を始めて12年目に入ってい

たが，鑑定開始時からしばらくの間は，戦没

者の血縁者として，比較的近親度の近い関係

の家族との比較が多かった。これらは，基本

的検査の 15 locus の常染色体 STR，ミトコ

ンドリア DNA（mtDNA）の HV1領域，16 

locusの Y染色体の検査で解決ができた。し

かし，時間とともに近親度の遠い関係者との

比較が増えていき，基本検査では確信的な結

論が出しにくいケースが出てきた。そこで，

申請者らは，これらの家族との比較を補助す

るための検査法として，独自の血縁関係を示

す多型として，mtDNA の全コントロール領

域や系統解析のデータを増加し，Y-STR と

Y-SNP 系統の関係などを明らかにしながら

日本人Y-SNPの系統分類を細分化してきた。

さらに X染色体について，染色体全領域に散

在する 18種の X-STRや，近接して存在する

haplotypeを検出する X-STR kitのデータ，

近接した X-STR haplotype を追加解析する

検査法の作製とデータを増加しながら，実際

の戦没者遺骨鑑定や法医事例に役立ててき

た。これらは近親者との血縁関係の検査手段

の拡大を目指してきたものである。また，こ

れらと平行して，本研究開始の３，４年ほど

前から南方の戦没者遺骨の DNA 鑑定の検討

が始まった。南方骨に対する当初のスクリー

ニングをかねた検討結果では，変性度合いが

極端に高い資料が４割ほどを占め，DNA 抽

出の段階を含めて，北方の戦没者遺骨資料の

検査と同じ検査法だけで対応していては十

分な比較はできないと感じてきた。 

上記のような過程で私たちが続けてきて

いた研究は，大きく分ければ近親度の遠い血

縁者との血縁を証明するための独自の遺伝

様式を示す多型に関する研究と，変性試料か

らの効果的な DNA 抽出法の改良を目指した

研究，および高度変性資料に対する DNA 多

型検査法の開発などを目指した研究に分け

られる。 

女系を通して遺伝する mtDNA の検出は，

遠い系統の血縁の証明に役立ち，通常 400bp

強の大きさで，HV1，HV2（超過変領域）そ

れぞれの配列を決定する。しかし，これらを

それぞれ１回の PCR で増幅しようとすると

高度変性資料では増幅できないケースも多

かった。研究開始当初，mtDNA 多型に関し

ては，mtDNA の全ゲノム情報については

900例強（Tanaka, Ueno, Bilal，Nohira），

HV1,HV2 領域については，日本人で 3000

例前後のデータがあったが，識別精度をあげ

るためには，系統解析された，より多くのデ

ータが必要で，さらに高度変性 DNA からの

mtDNA 多型検出のためには，少ない量の

DNAで小さく分割したPCR産物で検査がで

きることが望ましいと考えていた。また，男

性を通して遺伝する Y 染色体多型について

は，検査する多型の locus を増やすことで，

情報量が増加し，近親度の遠い血縁者の場合

の比較に役立つ。さらに X染色体多型は男性

から女性には同じ形のまま半分の情報が遺

伝し，女性は X 染色体内の組み換えにより，

男子・女子に異なる組み合わせの haplotype

を遺伝するという特殊な遺伝様式をとり，男

系，女系が混合されたケースの証明にも役立

つであろうと考えていた。但しこれらの中で，

高度変性資料から得られる DNA は断片化の

程度が高く，mtDNA 多型の検出法を低分子

化すると，ターゲット DNA のみでなく，コ

ンタミに対しても非常に鋭敏になる。つまり，

高度変性資料からの DNA 多型検査は，コン

タミの少ない DNA を抽出し，変性資料から

も検出できる低分子のターゲットで検出で

きる多型検査法を開発し，しかもその情報量

を上げていなければならない。 

研究開始当初にはこれらの問題点を解決

して行く必要があった。 
 
２．研究の目的 



研究の目的を個別に挙げていくと以下の

如くである。 

(1) 歯からの DNA 抽出には，試料のコンタ

ミ除去法，破壊の仕方，EDTA脱灰法，酵素

処理法が，抽出された DNA の状態に最も影

響するが，当初の目的は特にコンタミ除去法

に重きを置いていた。しかし，研究期間内に

行った新たな南方遺骨の検査結果で，当初の

目的に加え，増幅に有用な DNA の回収量を

増やす手段を開発することも目指す必要が

出てきた。 

(2) 低分子 PCRによるmtDNAの検査法は，

1200人ほどの日本人のデータベースを元に，

日本人の系統識別に必要不可欠なHV1，HV2

の領域を考慮しながら，約 150bp以下の増幅

産物の大きさのmultiplex PCRでHV1, HV2

を決定する検査法の確立を目的とした。 

(3) 南方の戦没者遺骨では，対象遺骨が日本

人か否かを判断しなければいけないことが

あり，高度変性資料から男性系統を推測する

必要性も出てくる。私たちはそのようなケー

スでY-SNPの系統変異を 50-70bpのPCR産

物で増幅し，解決した例がある。そこで高度

変性資料で日本人の識別に応用できる低分

子化した Y-SNP の低分子化した検出法の作

製を目指した。 

(4) Y-STRからY-SNPの系統を推測するため

に使用していたプログラムが，別の目的にも

使用できることを示すことを目的とした。 

(5) 新たな Y-STR multiplex 法の作製は，

16-plex Y-filer kitのデータに Y23-plex kit

のデータを追加した上で，日本人で多型性を

持つ新たな lociを追加することにより，個人

識別と系統推定に利用する。 

(6) X-STR 多型については 12-locus Argus 

X-12 kit で得られる近接した haplotype に，

新たな haplotypeを追加し，血縁関係の遠い

家族資料の証明に役立てることを目的とし

た。 

(7) 日本人およびマレー人の一定数の full 

genome mtDNA dataを完成する。これは高

度変性資料における日本人のmtDNA型の識

別能力向上を目指すためであり，マレー人の

データは南方における遺骨が日本人か否か

の識別に役立てるためである。 
 
３．研究の方法 
目的に記載された項目ごとに研究の方法

を述べると以下の如くである。 

(1) 南方資料からの DNA 抽出は基本的に北

方資料の方法を基本として続けてきており，

その過程で高度に変性した骨の資料につい

てのみ多少条件を変えてきていたが，本研究

期間内に引き受けた南方資料において，北方

試料の DNA 抽出法をそのまま応用すると，

資料によっては DNA の回収率が低く，

mtDNA 検出では高分子の増幅率が悪く，

STRは増幅がばらつくという，新たな問題が

出てきた。そのため南方資料に合わせた検査

法を作り出す必要性が生まれてきた。そこで，

南方資料は採取地域，歯の外観検査を踏まえ

て，増幅の悪い試料については残された資料

数を考慮に入れながら DNA 抽出をやり直し，

正しいと思われる結果が得られるように型

判定を繰り返した。 

上記の戦没者遺骨に関する鑑定資料の検

査結果は，そのまま研究結果として利用でき

ないため，将来的に適当な法医資料を用いて

コンタミ除去，DNA 抽出の過程を再現して

みることができるように，南方資料の鑑定結

果を比較検討した。 

(2) 低分子mtDNAの multiplex PCR法は，

当初３回の PCR で増幅していたものを，資

料の節約のため２回のPCRに変更してきた。

実際の資料に利用し始めてから現在で 7年目

に入るが，高度変性資料に応用すると，高分

子 DNA を資料とした場合と比較して，資料

の状態により，それぞれの断片の増幅度合い

が多少異なって観察されることもあった。そ

こで，この点について primer の Tm値や濃

度を少しずつ変更しながら，より均等な増幅



を検討してきた。 

(3) Y-SNPについては，ケースごとに必要な

低分子化したマーカーを作製し，高度変性資

料に応用してみる。その結果正しい増幅がで

きているか否かを確認しながら変性資料に

応用可能な PCR 領域を決定していく。さら

に可能であれば今後multiplex化を目指して

いく。 

(4) Y-STRデータからのY-SNP系統の推測プ

ログラムを用いて， Y-STR同士を比較する。

その際，Y-SNPの haplogroupの情報を踏ま

えて評価する。また，Y23キットにより-STR

ローカスを増やして比較することにより，ロ

ーカス増加による影響を検討する。 

(5) Y-STRは DYS505，DYS485，DYS618，

DYS510， DYS449 の 5 loci について

multiplex PCRにより型判定を行う。さらに，

Y-SNPの系統との相関を検討した。 

(6) Argus X-12 kit で得られる近接した

12-locus か ら な る 4 か 所 の  3-locus 

haplotypeのうち３つの haplotypeの組み合

わせの数を追加し，さらに別の haplotypeが

追加されるmultiplex法を作製した。 

(7) 日本人およびマレー人の試料を Sanger

法により塩基配列決定し，一定数の full 

genome mtDNA dataを完成する。まれな変

異部位については再度泳動像を確認し，誤り

のないデータ作成に勤める。 

(8)本研究課題のテーマである，高度変性

DNA に対応できる多型検出法の開発を目指

している過程において，本研究期間内に，排

水経路から回収された300片余りの小さな骨

様物および軟組織様物の鑑定を依頼された。

これらはいずれも焼損を受けた形跡が明ら

かで，さらにアルカリ処理を受けたともいわ

れ，外観からも DNA 鑑定は容易な資料では

ないと判断したものであった。これらについ

ては DNA 型が検出できても低分子の

mtDNA 型検出が限界と考えた。これらの遺

骨が１人に由来するか，また姉と考えられる

候補者と一致するか否かの検査を依頼され

た。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究開始後に２ヶ所の北方地域と４ヶ

所の南方地域の戦没者遺骨の歯から DNA 検

査を行い，結論を出す努力をしたが，南方資

料は地域による違いはあるが，北方と比較し

て明らかに PCR 増幅されにくい。そこで，

北方地域の資料の抽出法を改良した。つまり，

研究開始時に考えていたコンタミを防ぐ

DNA 抽出法に加えて，できる限り分解程度

の低い DNA を回収し，しかもその量を増や

すことを目指し，鑑定結果を出すために検査

回数も増やしながら，コンタミ除去法，脱灰

条件，酵素処理条件の改良を試みた。その結

果，少なくとも改良により検出されるローカ

スが増加した。戦没者遺骨の鑑定は発表がで

きないため，今後，法医学実際面の適当な資

料に適用し，その効果を論文として発表し，

戦没者遺骨の実際の検査に応用できるよう

にしたい。 

(2) 低分子 mtDNAの multiplex法に関して

は，HV1 領域の解読範囲を 16039-16401，

HV2領域を67-319に設定し，HV1を４分割，

HV2 を３分割して，２度の multiplex PCR

でこれらの領域を増幅可能とした。本法を日

本人に存在する主たるmtDNAの系統に属す

る資料に応用すると，特殊な変異部位有する

ものだけ増幅が悪い領域があるが，この系統

のみ，必要に応じて単独の増幅をするものと

した。また変性 DNA 資料として江戸時代の

人骨および６年ほど経過した腐敗臭を有す

る毛髪の毛幹部を資料として用いてその有

用性を示した。本法は現在論文作成過程にあ

る。 

(3) Y系統を示す Y-SNPの低分子化についは，

実際の鑑定に応用した。靴の中敷から抽出さ

れた DNA から靴を履いていた人物が日本人

か否かの鑑定を依頼された。この鑑定につい

てはmtDNA型の検査結果から，日本人系統



とアフリカ人系統の混合型が推測されたた

め，Y-SNPも同様の混合を示すか否かの検討

をおこなった。この際は Y-SNPを 100bp前

後で増幅することが可能であった。混合を証

明するために sequencing による判定を用い

た。結果的に Y-SNP の検査からも，検査部

位による量的なばらつきはあったが，日本人

系統とアフリカ系統の混合が推測された。以

上のように Y-SNP も低分子化することで変

性 DNA を資料とした検査に有用な情報を与

え得ることを示した。 

(4) Y-STRデータからのY-SNP系統の推測プ

ログラムで Y-STR のデータを比較してきた

過程で，このプログラムが系統の推測のみで

なく，Y-STRの突然変異や，高度変性資料に

おいて誤った増幅をした場合の推測，Y-STR

データのみからの対象者の地理的由来の推

定などにも役立った。この際には Y-SNP の

haplogroup の情報を含めて比較することに

より，STRのみの比較を補助することができ

た。戦没者遺骨の鑑定は主として国外でなく

なった人の証明を目的としているため，常に

日本人と外国人の区別が必要となり，本プロ

グラムは非常に実用性が高いと考えている。 

(5) 5ローカスの Y-STRデータは最終的なま

とめを終了していないが，現状で DYS505，

DYS485，DYS618，DYS510，DYS449の 5 

lociの中で DYS449は最も多様性が高く，そ

の他はどちらかといえば系統による偏りが

大きかった。５ローカスの情報は，実際の鑑

定において，キットによる 23 ローカスの情

報を補助し，複雑家系の証明に役立った。 

(6) Argus X-12に，13-plex X-STRシステム

を追加することにより Argus X-12の３か所

の haplotypeは 5-locus haplotypeになり，

その他にそれぞれ 4 loci，3 loci の２つの

haplotype が追加された。これにより識別力

はかなり上昇することになり，X染色体多型

の遺伝する複雑ケースに対する応用性は非

常に高まった。本システムは実際の戦没者遺

骨の鑑定においても役立った。 

(7) 日本人 90 例およびマレー人 100 例ほど

の full genome mtDNA dataを完成している

が，その中で日本人およびマレー人において，

新しい系統の存在も認めている。現在データ

ベース登録に当たり，変異部位を再確認しな

がら進めているため，時間がかかっているが，

これらの情報はmtDNAの個人識別への応用

に役立つものと確信している。 

(8) 依頼された鑑定においては，表面が焼損

された軟組織片様断片，焼損されアルカリ処

理を受けたともされる人骨様骨片から，低分

子のmtDNAの増幅を試みた。結果的に軟組

織様片からは比較的高分子のmtDNAが増幅

された。しかし骨片からは dual PCRで初め

て低分子mtDNAが増幅された。この塩基配

列は一部を除き軟組織様片と共通した結果

が得られ，両者は同一人物に由来すると結論

できた。また，血縁関係が推測される候補者

と軟組織，骨片との比較においてはmtDNA

と X-STR多型により身元を判定した。本資

料が容易に増幅できなかった理由は PCRイ

ンヒビターによるものと考えられ，dual PCR

が状況により高度変性 DNAの多型検査に応

用価値があることも示した。                         

 以上の如く，法医学の高度変性資料は様々

な状況下のものがあるため，型にはめた方法

だけでは解決できないこともあり，いろいろ

な対応を試見ることが必要となる。本研究に

おいては様々な観点から実際例への応用が

できたと考えている。 
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