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研究成果の概要（和文）：犯行現場に残された血痕などの試料の効率的なDNA分析法の開発を目指した。最近、
実務導入されたDNA検査システム（GlobalFiler）における検出閾値（AT値、ST値）の検討を行い、混合試料解析
ソフトウェア(Kongoh)を改良した。また、体液によって遺伝子（DACT1）のメチル化率が異なることを利用し
て、精液と血液や唾液との識別法を開発し、異種体液混合試料においても精液由来のDNA量の推定ができた。さ
らに、経年変化によるDNAの脱アミノ化に着目し、血液及び唾液の陳旧試料についてサンガーシークエンス法に
よりシトシンの脱アミノ化について観察した。

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop a more efficient DNA analysis method for samples 
such as bloodstains left at crime scenes. First, we examined the detection thresholds (AT and ST 
values) of a DNA testing system (GlobalFiler), which has recently been introduced into forensic 
practice in Japan. Then, we significantly improved the mixed sample analysis software (Kongoh) with 
developer validation. We also developed a discrimination method between semen and blood or saliva 
using the different methylation rates of exons of the gene (dishevelled binding antagonist of beta 
catenin 1, DACT1) in different body fluids. The amount of semen-derived DNA could be estimated in 
mixed samples of different body fluids. In addition, deamination of cytosine with age was observed 
in the aged samples of blood and saliva by the Sanger sequencing method.

研究分野：法医学

キーワード： DNA　混合資料　個人識別　体液識別
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は犯罪現場などの微量混合試料の分析について、３つの「誰の」「何の」「いつ頃の」DNA試料であるか
分析を進める方法を開発しようとするもので、従前の研究とは一線を画する独自性の高い研究といえる。このう
ち、「誰の」試料であるかについて、われわれの開発したソフトウェアは開発者検証が終わって実務応用が行わ
れており、その社会的意義は高い。また、「何の」資料かといった由来を推定することは、試料の遺留様態を推
定したり、えん罪を防ぐ大きな意義があるといえる。さらに、今回は成果が得られなかったが試料の陳旧性を探
るための研究は、現場資料に大きな付加価値情報を与えるものとして期待されると考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景  
(1)分析が極めて難解な現場試料 
犯行現場に残された血痕などの生物試料は、証拠として犯罪捜査に大きく貢献することが多い
が、法医鑑識領域で分析される試料は、他の科学実験とは大きく異なり、“現場試料”は少量（DNA
量＜200pg）かつ変性したものが多くなった。特に最近では、犯罪の巧妙化などのため、現場に
単独個人の試料のみが残される場合は少なく、試料があっても被害者のものなどと混合したも
のが多い。複数人の試料が混合した試料の正確な分析は最も重要な課題となっているが、わが国
では殆ど行われていない。このため、従来からの DNA検査結果の解釈方法では「誰の DNA」
であるのか合理的に説明できない状況となっている。われわれはこの喫緊の問題の解決に向け
て実験研究や解析ソフトウェアの作成を行い、鑑定や裁判出廷など成果の実務側への還元につ
いても取り組んできた。一方、現場試料が「何の体液由来」であるかということも証拠価値とし
て重要である。しかし、現在鑑識で行われている酵素活性やタンパク質を検出する方法は感度や
特異性が低い。犯罪捜査といえば「DNA鑑定」という用語が直ぐに連想されるように、わが国
の鑑識検査では DNA検査によって誰の試料という検索に重きを置いているが、何の試料か（体
液識別）については従来の酵素やタンパク質などの比較的非特異的な検査しかできていない。特
に、異種の体液が混合した場合の体液識別は全くできていない。われわれはマイクロ RNA
（miRNA）に注目し定量性を高めるため参照 miRNAを決定して、全く新しい体液識別法を開
発した。しかし、現場試料では混合試料が多いため、より異種体液の混合試料が分析できる確率
的解釈法の改良が必要と考えられる。また、DNA量として 200pg未満のような微量試料であれ
ば、アリルが検出できなかったり、ノイズとの鑑別が困難となってくる。事態は非常に深刻であ
り、喫緊の課題として混合試料の解析法を確立しなければ、わが国の DNA鑑定や体液検査法が
根底から崩れる恐れがある。 
 
(2)次世代シーケンシング（NGS）の法医鑑識領域への活用 
近年、NGSが様々な研究領域で利用されるようになったが、法医鑑識領域にとっても個人識別
や血縁鑑定、体液種識別への活用が大いに期待される。現在の標準的な DNA 検査法は、15 か
所のマイクロサテライト（STR）の DNA型をキャピラリー電気泳動（CE法）で調べるもので
あるが、この方法では STR領域の塩基長しか判定できず、内部の塩基配列は読み取れない。一
方、NGSでは塩基配列が読み取れるので、STR領域内での変異や周囲の SNPsの情報も得るこ
とができる。また、1チューブで多数のプライマーによる増幅ができるため、一回の検査で膨大
な配列情報が検出可能となる。さらに、同じ領域を何回もシーケンシングするので配列の違いだ
けでなく、それぞれの配列の量比もある程度検出できるため、混合試料の詳細な解析が可能にな
ると期待されている。但し、膨大な出力データから解析に必要なものを抽出するソフトウェアは
必ずしも法医鑑識用になっていないため、独自のソフトウェア開発と検証が必定である。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究の目的 
本研究では混合試料から「誰の DNA」及び「何の（体液）試料」が混合しており、「いつ頃」遺
留されたものであるかを推定できるシステムの構築を目的とする。 
(2)本研究の学術的独自性と創造性 
DNA 混合試料の解析については、2010 年代になって CM 法に基づく分析法が考案されたが、
多くのものはそのアルゴリズムを公開しておらず、公開しているものも検査キットのデータに
即したパラメータを用いず、一般数式で代用しており、その精度への懸念が払拭されない。また、
NGS に対応しているものは殆どない。体液識別のため miRNA に注目している研究（Li Y: 
Foresic Sci Int Genet 2014、他）はみられるが、実際に異なる体液のmiRNAマーカーの定量
結果を比較した体液識別法はわれわれが初めて考案し報告した。 
本研究は微量混合試料から DNAと RNAの分析結果を対応させて、機械学習など AIを利用し
て混合試料の総合的判定をするシステムの構築を目指すもので、従前の研究とは一線を画する
独自性の高い研究といえる。さらに、この研究成果は DNAと RNAの同時分析の NGSへの応
用のため、STRなど未開発の NGSのデータを利用しやすい形に加工する技術革新も含まれる。
したがって、法医遺伝学の実務応用に必ず貢献できるだけでなく、体液特異的 miRNA や参照
RNAの決定、DNAや RNAの陳旧性の判定などを多くの創造性を有していると考えられ、人類
遺伝学やゲノム医学など幅広い分野への応用に繋がるものと期待される。 
 
３，研究の方法 
(1)「誰の DNA」が含まれているかの判定システムの構築 
【キャピラリー電気泳動法（CE法）と NGSの比較】 
これまでに作成したDNA混合比を段階的に変えて作製した 2人から 4人までのDNA混合試料
300例について、GlobalFiler kit（GF検査)を用いて 21か所の STR領域を増幅し、CE法によ
り検出する。また、そのうち 100例について GF検査対象ローカスを含む NGSの既存のパネル



を利用して STR型判定を行い、結果を比較してローカスやアリル特異的なリード数の偏りの有
無などを検討する。 
【検査結果を解釈するソフトウェアの改良】 
これまでに開発した客観的手法（CM法）に基づくソフトウェア（Kongoh）で CE法による結
果を解析して GF検査における Kongohの DNA混合比の推定の的中率を検討する。現在はコン
ピュータが判別できないノイズやアーチファクトの選別を、AI を利用して自動的に選別できる
ようにする。また、NGS の解析結果を CM 法で分析できるようにソフトウェアを改良する。
NGS解析結果のうち約 200例をトレーニングデータとして機械学習を行い、残りの約 100例は
検証のために用いる。 
 
(2)「何の体液」が混合しているかの判定システムの構築 
【試料の採取】ボランティアや患者の同意を得て臨床検査後試料などの各種体液試料各 10 例
（血液、精液、唾液、膣分泌液）を収集する。血液、唾液、精液は脱脂綿上に滴下し、防塵環境
下で乾燥させる。綿棒で採取した腟分泌液も同様に乾燥させる。 
【実験的体液混合試料の体液識別】 採取した試料のうち、それぞれ 1滴分（約 30 μL）の脱脂
綿、または綿棒 3 分の 1 量を用いる。これらを基礎体液斑として異なる提供者の異なる体液斑
を組み合わせて 4 人までの“混合体液斑”を作成し、これらの混合試料から有機抽出法により
DNAや RNAを分離する。指標となるmiRNAマーカーについて RT-qPCRによる RNA定量を
行い、部分的最小二乗回帰 (PLS回帰)判別法で、何の体液が含まれているか確率的に評価する。
DNAについては①の方法で型判定や DNAの混合比を推定する。 
【NGS による体液識別】単一体液試料についてこれまで同定した miRNA マーカーを NGS に
て検出して、そのリード数により疑似定量を行って体液識別を試みる。また、必要であれば新し
い体液特異的miRNAマーカー候補を再検索する。 
 
(3)「いつ頃」試料が遺留されたのか、試料の陳旧度の推定 
【陳旧試料の作成】採取した 4種の体液試料（5人分）を室温でそれぞれ湿潤環境と非湿潤環境
を設定し、0時間、3時間、1日、7日、30日、180日間（非湿潤環境のみ）静置する（計 200
試料）。時間経過後直ちに DNA及び RNAを試料から抽出し、DNA量及び RNA量を蛍光試薬
により定量する。 
【DNA の検討】GF 検査により検出されたアリルピークについて、低分子領域と高分子領域の
ピーク高を比較し、その傾向が経過時間にどの程度影響するかを検討する。また、ミトコンドリ
ア DNA（mtDNA）と核ゲノムそれぞれに対応する Taqmanプローブを作成し、デジタル PCR
により各 DNAの定量を行い、mtDNA量と核ゲノムの量比と経過時間との関連を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)「誰の DNA」①ソフトウェアを用いた検出閾値の検討 
「誰の DNA」がどのくらい含まれているかの判定システムの構築のために、その基本となるキ
ャピラリー電気泳動法（CE法）における閾値設定をソフトウェア Kongohの判定結果も参考に
して検討した。DNA鑑定における DNA型判定や結果の解釈を適切に行うには、効果的なピー
クの判定閾値の設定が必要不可欠である。設定が必要な閾値には、アリルであると判定される検
出閾値（AT）と、アリルのドロップアウトやインバランス等がないと判断できる閾値（ST）の
２つがある。特に AT は、小さい値に設定するとアリルの検出率の向上により感度は上がるが、
ノイズやアーチファクトの検出率も上がり特異度は下がる。今年度は最近導入された DNA検査
システム（GlobalFiler、3500 Genetic Analyzer）における ATと ST値の検討を行った。まず、
ノイズの高さを調べるために陰性対照（TE 緩衝液）を計 4 回用いてプロトコル通りに検査し、
ノイズを検出しないと考えられる最小閾値（MT）を定めた。次に、プルアップ等のアーチファ
クトの検出の有無を調べるため、市販のコントロール DNA 4種を 6段階の DNA量（0.03125ng 
～ 1ng）で各 2回ずつ同様に検査し、ATの増加によってアーチファクトの検出数がどの程度減
少するかを調べて ATを設定した。また、ヘテロ接合体のピーク高比（PHR）の最小値を調べ、
STを計算した。その結果、MTは Dye毎に差がみられたが、TAZ（赤色 Dye）で最大 50とな
ったためMT = 50 RFUとした。コントロール DNAを 50 RFUで解析した結果、プルアップや
アーチファクトが多数検出されたが、AT = 100 RFUに上げるとその数は約 4分の 1に減少し
た。また、これらのアーチファクトは鑑定人の判断で除去できれば、説明できないピークは AT
が 90 RFU以上では 1本に留まった。以上より、我々の DNA検査システムにおける ATは 90 
RFU以上とするのが適切であるが、130 RFU以上ではアリルの不検出のため，Kongohによる
尤度比が低下する場合があった。また、minPHR の結果より STは 410 RFU以上となった。し
たがって、AT値を 100RFU、ST値を 450RFUと設定した。 
 
(2)「誰の DNA」②国際的なガイドラインに則った開発者検証を実施して公表したソフトウェア
の完成 
これまで「誰の DNA」がどのくらい含まれているかの判定システムの構築のために、その基本
となるキャピラリー電気泳動法（CE法）における閾値設定やソフトウェアのパラメータ設定に
ついて検討していたが、本研究によって DNA型タイピングキットを限定しない汎用性を備えた



混合試料解析ソフトウェアが開発できた。これまでわれわれが開発したソフトウェア(Kongoh)
は、最近わが国の法医鑑識で導入された DNA検査システム（GlobalFiler）のデータ解析ができ
なかったが、今回の改訂によりこれまでの検査だけでなく GlobalFilerにおいても、より詳細な
範囲でのＤＮＡ量の混合比の算出や、問題となる人の DNAの有無に関するより中立的な尤度比
の値が算出されるようになり、科学的精度が向上した。特に、ソフトウェアは米国 DNA解析方
法に関する科学的作業グループ（SWGDAM）が推奨する「確率的ジェノタイピングシステムの
検証のためのガイドライン」に則った検証を終えて論文発表している。このため、法医実務や法
廷における信頼性を獲得しやすく、われわれは令和 4年からは実務応用を始めている。 
 
(3)「何の DNA」 メチル化率を利用した体液識別と異種混合体液 DNA量比の推定 
現場試料に「誰の」DNAが含まれているかは最も根源的な課題であるが、それが「何の」試料
由来であるかを判断できれば、その人の DNAが現場に遺留された理由を探る情報となる。例え
ば、現場に残されたある人の DNAが血液の場合と精液の場合では、その遺留様態について全く
異なるシナリオを考慮しなくてならない。われわれは、ヒト DACT1 (dishevelled binding 
antagonist of beta catenin 1)の第４エクソンが精液ではメチル化率が低いという現象を利用し
て、精液と血液やだ液との識別ができるか検討した。メチル化の計測にはメチレーション感受性
高解像融解法（MS-HRM）を用いた。その結果、精液は唾液や血液に比べてメチル化が低いた
め、融解温度が低くなるため、異種体液混合試料においても精液由来の DNA量の推定ができる
ことがわかった。このため、SI（semen DNA content index）という指標を作成し、その定量化
による判断指標とした。 
 
(4)「いつ頃の DNA」① 陳旧血液試料における DNA変性の観察 
まず、１日から１ヶ月まで、4℃、室温、37℃に保存した血液試料について、電気泳動をおこな
いエレクトロフェログラムを分析して、DNA断片の長さと量を測定した（4200 TapeStation）。
その結果、放置日数が長くなるほど変性が進むことが認められるだけでなく、1 日後でも 37℃
の場合では 4℃の場合の約 80％になっており、1ヶ月では 4℃では約 55％に、室温では約 30％
に、37℃では約 25％に減少した。また、GF検査による DNA型判定結果を観察したところ、1
週間程度であれば 4℃、室温、37℃の環境下で保存しても DNA型鑑定は可能であったが、１ヶ
月になると 4℃以外の条件では型判定困難となる例もみられた。 
 
(5)「いつ頃の DNA」② 陳旧試料における DNA脱アミノ化の測定 
体液斑痕からその付着時期を推定する指標として、体液特異的 RNAの発現量などが報告されて
いるが、今回は DNA損傷の一種である脱アミノ化に着目した。塩基の一種であるシトシンは脱
アミノ化によりウラシルに変化する。この変異体が複製されると、アデニンと相補対を形成し、
シトシンからチミンへの変異が生じる。生体内ではウラシルの除去による修復が行われるが、遺
留資料では変異が修復されずに蓄積すると考えられる。本研究では、先行研究で短期間でのシト
シン脱アミノ化が観察された領域のうち 4 領域についてプライマーを設計し、サンガーシーク
エンスによりシトシンの脱アミノ化について観察した。材料として、血液及び唾液を採取し、室
温にて乾燥条件及び湿潤条件で数か月経過させた。定期的にサンプリング・DNA 抽出を行い、
配列の変化を比較した。その結果、1か月経過した血液・唾液ともに、サンガーシークエンスに
おける波形上では、塩基の変化を観察することはできなかった。その原因として、短期間では観
察可能な変異が生じていない、または、変化量がごく微量であるためサンガーシークエンスでは
検出できない、などが考えられた。今後は、より高感度な次世代シークエンサーを用いたり、長
期間経過させた資料で引き続き検討を行いたい。 
 
おわりに 
本研究期間のうち、令和４年度の後半を除く殆どの期間が、われわれがこれまで経験したことの
ない研究遂行が非常に困難な状況であった。その原因は新型コロナウイルス感染防止のための
緊急事態宣言などの行動制限によるものであった。幸い、本研究計画に携わる人たちに感染など
の健康被害はなかったが、令和２年度では、大学は一時期、学部学生だけでなく、大学院生や教
員でさえも登学を制限しており、全く研究活動ができない時期も２ヶ月ほどあった。その後、研
究活動の制限は幾分解除されたが、２，３ヶ月毎におこるパンデミックの度に制限が厳しくなり、
まとまった時間をかけて実験研究をすることは不可能に近かった。このため DNA混合資料解析
における「誰の」DNAがどの程度含まれているという根源的な課題の解決においては資料の実
験研究を最小限に絞り、コンピュータシミュレーションやプログラム改良など在宅でも可能な
部分を増やしたのである程度の成果が得られた。しかし、体液実験や陳旧資料実験の研究は、病
院の検体採取や回収が時期的に不可能であった。令和 3年度はさらに感染者数が増えてしまい、
まん延防止等重点措置が長期間継続された。家族に濃厚接触者が出ると登学を制限されるなど、
残念ながら研究環境は改善されなかった。このため、「何の」DNAであるか試料の由来が推定で
きる方法の研究においては資料の実験研究を最小限に絞った。したがって、研究成果も当初の研
究計画から予想されるものと異なったのは残念であるが、本研究の中心的役割を担った修士大
学院生は令和４年度に全て無事修了となり、それぞれの進路に向けて巣立ってくれたことは幸
いであった。 
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