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研究成果の概要（和文）：一塩基多型（SNP）は法医DNA鑑定で利用価値が高い。本研究は識別能の高い3対立遺伝子性(
Tri-allelic) SNPｓを25種類選出し、ダイレクトシーケンスにより各アリルの遺伝子頻度を求めた。多型情報はPDが0.
99999999999997、PEは0.99885を示し、高度な鑑定能力を示した。SNaPShot法によるmultiplex を用いた検出では、判
定の条件設定、エレクトロフェログラムの判読の煩雑さから、法医実務での実用性が得られなかった。また次世代シー
ケンサーを用いた混合試料のTri SNPs解析は、定性・定量性において精度の高い結果を示し、混合試料解析における有
効性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：The single nucleotide polymorphism (SNP) provides the potential advantages in the 
forensic field due to the low mutation rates and the short sized products by PCR amplification. I investig
ated genetic information of 25 tri-allelic SNPs selected from the NCBI dbSNP database. Allele frequency fo
r each tri-allelic SNP was calculated from direct allele counts using 96 sequenced Japanese individuals. T
he total discrimination power was 0.99999999999997 and the cumulative probability of exclusion was 0.99885
. The allele determination of tri-allelic SNPs using SNaPshotTM was successful whereas multiplex SNapshotT
M assays resulted in ambiguous and required further optimization steps, especially for quantitative measur
ements of mixed samples. Fundamental experiments using the deep sequencing (NGS) technology and tri-alleli
c SNPs provided quantitative sensitivity for two mixed DNA sample. The current NGS technology showed usefu
lness to discriminate quantitatively in the mixed forensic DNA sample.
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１．研究開始当初の背景 
個人識別や親子鑑定における法医学 DNA
検査では、2～6bp の縦列反復配列多型を示
すマイクロサテライト(通称 STR: short 
tandem repeat)多型が通常用いられている
が、マイクロサテライトは変異率が高い、
遺伝子頻度の民族差が大きい、遺伝子のド
ロップアウト、劣化試料からの検出力に限
界が有る等、新鮮な試料が得られない法医
領域での利用には適さない点も見られこと
から一塩基多型（SNP:single nucleotide 
polymorphism）の利用の有用性が指摘され
ている。しかし、公表されている多くの SNP
は 2対立遺伝性(bi-allelic)であり、多型
性が乏しいため識別能力が低く、法医実務
での利用価値が問われている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、2 対立遺伝性より多型性を
示す 3 対立遺伝性 (tri-allelic) SNPs の
検索と、検索した tri-allelic SNPs の日本
人における遺伝子頻度を求め、法医 DNA 鑑
定での利用価値について検討した。 

 
３．研究の方法 
試料： 
データー集積には、informed consent 
を得た健常日本人 96 名の DNA を用いた。 
Tri-allelic SNPs の選出：tri-allelic 
SNPs は、第１番染色体から第２１番染色体
上にあり、NCBI データベース dbSNP 
(http://www.liacs.nl/~jlaros/projects/
snp/) と Westen らの報告(Forensic Sci. 
Int.Genet.3:233-241,2009)した SNPs から
日本人で有用と思われる２５種類を用いた。 
Tri-allelic SNPs の遺伝子頻度の算出： 
Tri-allelic SNPｓの確認は、標的 SNP を
含む領域を増幅後、ダイレクトシークエン
ス法にて行った。遺伝子頻度は、観察され
たアリル数から求めた。PCR に用いたプラ
イマーは表１に示した。また、PCR に用い
る反応液中のカクテル、条件は表 2に示し
た通りである。ダイレクトシークエンスは、
遺伝子増幅後、過剰のプライマーや dNTP
をExoSAP-IT (GEヘルスケア社)を用いて取
り除き、さらに ExoSAP 活性を失活させ、
Sequencing 反応を行った。シーケンス試薬
は ABI Prism BigDye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing kit (ABI)を用いて行った。 
SNaPshot 法（一塩基伸長法）を用いた簡易
SNP 検出の検討： 
特異的な非ラベルプライマーで増幅した
テンプレートに長さの異なる tail 部分を
持つようにデザインした伸長プライマー
(extension primer: 表 3)と SNaPshotTM 
Ready Reaction Mix( ABI)を用いて伸長反
応を行い、反応産物を ABI Prism 3130 
Genetic Analyzer (ABI)で電気泳導し、エ
レクトロフェログラムから、SNP 検出を行
った。 

Tri-allelic SNP をマーカーとして次世代
シーケンサーを用いた混合試料の定量性に
関する検討： 
Tri-allelic SNP のアリル型が既知の 2種
類の DNA サンプルを各濃度比で混合した試
料について次世代シーケンサー(Ion PGM, 
Life Technology Co)を用いてディープシー
エンス解析を行い、定量性について検討し
た。 
 
表１　Tri-alleleic SNP 検索用のプライマー
No. dbSNP(rs#) Forwad primer (5' - 3') Reverse primer (5' - 3')
1 rs3091244 GCGAAAATAATGGGAAATGG GGCTGAAGTAGGTGTTGGAG
2 rs1630312 GAGCCACATGGAAGATTAGGTC GTTGTACCTATCCACGGACGAG
3 rs10045 TGGAAGTGGTTCATTTCTGTTG CACCTAGGGTGAACTCCAATTT
4 rs356167 AAAACCATCACCACAGTTCC CCAAATGTGCCAGATACAAAC
5 rs4540055 AACTTTCATCTTGCGTGTGGTA AAGCTAGGTCGAAGCAAAAGTG
6 rs2032582 CATATTTAGTTTGACTCACCTTCC TGTTGTCTGGACAAGCACTG
7 rs433342 CCAATCATTTCTCACCACCTC ATGTCATGGAGCAAACCACA
8 rs10811897 TTACCCTATAGGACAGGGGTCA GAAATTTTCCTGCTGGTTTGTC
9 rs11141033 CAGGAGCCAGGCAGTACTAAAC GTACAGCATTCAGGGCCTAGAG

10 rs17287498 CGTGGGACACAGGATGAAT TGACCCAGGACTGACCTTTC
11 rs5030240 CCCTTTGAGTGTCACACCACT CCATGCCCAGCTGATTTTTA
12 rs2298556 GTTCTATCTTGGCCTTCATTGG ACTAGGGGTGGGGCTAGAATAG
13 rs2307223 TGCAAACTAATTTCTGAATGCAC GAAAGGAGGCAATGGGAGAT
14 rs3812847 AGTAGTAACTGGCCTGCTGGAG GCAATGAAAAGTTCTTGGAAGG
15 rs140676 GGCATTTAGCCATTCATTTTTC GCCATCTAAAAACACAGAGCAA
16 rs3743842 AGACACCAGCCACCTCTCAG TGCATTTTCTGGACCACTCA
17 rs11865501 CAAAGGATAGCCTAGCAGAGGA TGGGTAGACTGGTAGGAAGGAG
18 rs941454 TTAATGAGGTAAGGCCAGGCTA CTTGGTTTGTGTTTTGAAGCAA
19 rs3816662 CCTCATTAACTCCATGACACGA AAACCCACATTCCAAACAGG
20 rs1050528 GCTTCTTTGCATCTTGGATTTC CCCAACTGCGATGAAAAGG
21 rs1042229 AGCCATAACTGACAGCA TGCCAGTTATCATTCGTGTG
22 rs385780 GGCCAGGGCTCTGTTTTAAG GCAGTTGTGGGAGAAGATGG
23 rs2069945 CAGCATGAGGAATCCCAACT TAACCCCCTCCCCTTCATTA
24 rs2278786 ACAAGTTCATGGCCACCTATCT TTTCCCCCTATGTACCAAACAC
25 rs6001030 GGAAGGAAGGAGATCTTCAACA TTGTCAGTGATACGTGTTCAGC  
 
表２　ＰＣＲ用の反応組成と条件

20 µl Final
x10Ampli Taq Gold buffer II 2 94°C 10 min
25mM MgCl2 2 2.5mM 94°C 30 sec
2mM dNTP 2 0.2mM 54°or 58°30 sec
AmpliTaq Gold 0.2 1.0 U 72°C 30 sec
F primer (10µM ) 0.5 0.5µM 72°C 10 min
R primer (10µM ) 0.5 0.5µM
DNA (50ng/µl) 1
H2O 11.8

Reaction Condition

PCR

35 cyc

 
 
表3　SNapShot法に用いたExtension プライマー構造

SNP name PCR Size　（ｂｐ） Extension primer
rs3091244 86 aaGGAAATGGTAACATATTAAAC
rs35528968 86 ccacgtcgtgaaagtctgacaaTGGTGCTGACTCTTTATTAT
rs356167 91 gtgccacgtcgtgaaagtctgacaaCTGTTGTTGTTCTTCTTCTT
rs2032582 72 cgtcgtgaaagtctgacaaAAGATAAGAAAGAACTAGAAGGT  
表4．SNaPShotの反応組成と反応条件

SNaPshot 5.0 µl Final 96°C 2 min
SNaPshot Ready Reaction Mix 2.5 96°C 10 sec
ExoSAP-IT treated PCR 1.0 50°C 5 sec
Primers E 1.5 30 nM 60°C 30 sec

Shrimp Alkaline Phosphatase 1.5 µl 37°C 60 min
Shrimp buffer 0.7µl 72°C 15 min

Reaction Condition

SNaPshot 40 cyc

 
 
４．研究成果 
 
1) 日本人における 25 種類の tri-allelic 
SNP の遺伝情報 
25 種類の各 rs (reference SNP)を含む領域
を日本人 86 人について direct sequencing
を行い、アリル頻度を求めた結果を表５に
示 す 。 PIC(polymorphic information 
content), PM(matching probability), 
PD(power of discrimination) と PE(power 
of exclusion)値は PowerStats V12 ソフト
（Promega Co.）を用いて算出した。PIC
が 0.50 以上を示した各 SNP (rs356157, 
rs2032582, rs11141033, rs2298556, 
rs2307223, rs3812847, rs941454, 
rs3816662, rs1050528, rs1042229)アリル
頻度は、何れも 10%以上を示している。表



５から総合識別能(PD)と総合排除率（PE）
を計算すると、PD=0.99999999999997、
PE=0.99885 と高値を示し、法医 DNA 検査に
おいて高度な鑑定能力を有することが示唆
された。 

No. Chr A T G C PIC PM PD PE
1 rs3091244 1 0.09 0.15 0.76 0.36 0.40 0.60 0.14
2 rs1630312 1 0.25 0.72 0.03 0.35 0.41 0.59 0.11
3 rs10045 3 0.53 0.07 0.40 0.46 0.29 0.72 0.24
4 rs356167 4 0.48 0.35 0.17 0.54 0.25 0.75 0.32
5 rs4540055 4 0.65 0.29 0.06 0.42 0.33 0.67 0.14
6 rs2032582 7 0.18 0.48 0.34 0.54 0.23 0.77 0.32
7 rs433342 8 0.42 0.56 0.02 0.39 0.35 0.65 0.18
8 rs10811897 9 0.42 0.06 0.53 0.45 0.28 0.72 0.18
9 rs11141033 9 0.40 0.47 0.13 0.52 0.25 0.75 0.27
10 rs17287498 10 0.07 0.12 0.81 0.30 0.48 0.52 0.08
11 rs5030240 11 0.07 0.34 0.59 0.45 0.33 0.67 0.33
12 rs2298556 11 0.39 0.44 0.18 0.55 0.21 0.80 0.30
13 rs2307223 12 0.31 0.44 0.25 0.58 0.19 0.81 0.29
14 rs3812847 13 0.38 0.16 0.46 0.54 0.21 0.79 0.26
15 rs140676 15 0.60 0.36 0.04 0.41 0.34 0.66 0.20
16 rs3743842 16 0.58 0.28 0.14 0.49 0.26 0.74 0.25
17 rs11865501 16 0.30 0.12 0.58 0.48 0.26 0.74 0.19
18 rs941454 17 0.44 0.27 0.30 0.58 0.21 0.79 0.41
19 rs3816662 17 0.12 0.48 0.40 0.51 0.27 0.73 0.32
20 rs1050528 17 0.39 0.20 0.41 0.56 0.20 0.80 0.30
21 rs1042229 19 0.47 0.38 0.15 0.53 0.23 0.77 0.37
22 rs385780 19 0.10 0.18 0.72 0.39 0.37 0.63 0.12
23 rs2069945 20 0.04 0.24 0.72 0.36 0.40 0.60 0.15
24 rs2278786 20 0.12 0.73 0.15 0.39 0.36 0.64 0.14
25 rs6001030 22 0.12 0.69 0.19 0.42 0.33 0.67 0.19

dbSNP(rs#)
Allele frequency for SNPs

表5　Tri-allelic SNPsの遺伝子頻度と遺伝子情報　

Chr: Chromosome, PIC: polymorphic information content, PM: matching probability,
PD: power of discrimination, PE: power of exclusion  
2) SNaPshot 法を用いた tir-allelic SNP
のタイピング 
表３に示した extension primer を用いて
４種類のSNPｓのタイピングをSNaPshot法
にて解析した。図１に示したように、４種
類 の 蛍 光 色 素 で ラ ベ ル し た ddNTP 
terminator （青：ddGTP, 黒：ddCTP, 赤：
ddUTP, 緑 :ddATP ） に よ り PCR 鋳 型
(template)とマッチしたプライマーは、一
塩基の伸展を示して PCR 反応が停止し、付
加したピークで判定可能となる。図１は
rs3091244 のタイピング例である。試料 15
は G/A のヘテロ接合体、試料 16 は G/T のヘ
テロ接合体、試料 18 は G/G のホモ接合体、
試料21はA/Tのヘテロ接合体を示している。
SNaPshot 法を用いた SNP タイピングは
direct sequencing 法に比べ、容易に SNP
タイピングが可能である。しかし、今回 4
種類の tri-allelic SNP を一度に検出可能
で有るか（multiplex SNapShot 法）を検討
したが、Tri-allelic SNPs の簡易検出法の
試みとして SNaPShot 法を用いたタイピン
グでは、判定の条件設定、エレクトロフェ
ログラムの判読の煩雑さから、法医実務で
の実務性が低いことが示唆された。
SNapShot 法を用いた 2 種類の混合試料の
検出能力について検討したところ、総量
5ng の型の異なる２種類の DNA 混合サンプ
ルでは、混合比 1:4 までが判定可能であっ
た。 
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図1 SNaPshot法による
rs3091244アリル判定パターン

Sample 15 Sample 16 Sample 18 Sample 21

 
 
 
３）次世代シーケンサーを用いた混合試料
の定量性に関する検討 
 
法医鑑定試料が、複数人の瘢痕を含んだ
混合試料であるかを判定する技術は今日の
DNA鑑定では重要な課題となっている。    
現在、STRに基づいた DNA検査方法が
用いられているが、回収量が微量な DNA
や、温度・湿度・紫外線等の環境要因によ
り劣化した DNA では、アリル脱落(allele 
drop-out)現象、アリル挿入(allele drop-in)
現象、アリル不均衡現象などが原因で、自
動シーケンサーを用いた型判定のエレクト
ロフェログラムのピークの鑑別が極めて困
難な現象が見られることがある。また、ア
リルピークの高さの不均衡や不安定性から
ＳＴＲを用いた従来の方法では、混合試料
の定量性も不確かである。 
精度の高い定量性を得る新たな方法とし
て、次世代シーケンサー(NGS)を用いて人
工的に混合した試料の定量を試みた。NGS
では、限られた遺伝子（PCR増幅）領域に
ついて数多くのカバレッジを調べるディー
プシークエンスにより目的とするアリル数
を測定することが可能である。NGSでの資
料作成および解析には、繰り返し構造を示
す STRよりも、SNPマーカーの方が適し
ていることから、識別能力が高い tri-allelic 
SNPを用いた。 
試料は、表６に示したように、rs941454 
についてホモ接合体、ヘテロ接合体を含む
５種類の遺伝子型（A/A, C/C, G/G, A/C, 
A/G）を示す DNAを用いた。PCRに用い
た DNA 量は何れも総量 10ng であり、単
独の試料、混合比 1:1、混合比 4:1, 混合比
9:1, 混合比 19:1, 混合比 99:1 の試料を使
用した。ＰＣＲに供する試料は PicoGreen 
を用いた Bioanalyzer で測定し濃度調整
をしたものである。 
表６に実際 NGS で測定した結果を示し
た。収集したシーケンス総数（coverage）
のなかで、アリル数とその頻度を示してい
る。2 種類のサンプルの混合比と測定され
た rs941454 のアリル数の比率を比較する
と、19:1の混合までは、概ね 2種類の試料
の混合比を反映していた。特にヘテロ接合



体の混合を持つサンプル（A/Cと A/G）で
は、混合比 9:1 と 19:1 で A のアリル数が
最も多く観察され、それぞれ、12倍、１９
倍のアリル数が実際検出されていた。今後
再現性、血痕等の試料からの基礎実験が必
要であるが、Tri-allelic SNPを用いた次世
代シーケンサーによる混合試料からの定
性・定量解析は法医 DNA 鑑定に有用であ
ることが示唆された。 
 

 

 

 

表６　次世代シーケンサーを用いたrs941454 tri-alleic SNPのアリル解析

DNA (10ng ) Sample Genotype  Detected Allele Allele Counts Ratio of Allele Coverage
original 210 A/A A 9071 9293

228 C/C C 5347 5490
244 G/G G 9829 10109
154 A/C A/C 11346/8343 1.4 : 1 21343
195 A/G G/A 5191/4825 1.1 : 1 11190

DNA mix 1:1 210:228 A/A : C/C A/C 3126/3126 1: 1 7035
228:244 C/C : G/G G/C 3808/3477 1.1 : 1 7317
154:195 A/C : A/G A/G/C 3669/2358/1369 2.7 : 1.7 : 1 8306

DNA mix 4:1 210:228 A/A : C/C A/C 3857/690 5.6 : 1 4846
228:244 C/C : G/G C/G 15158/4274 3.5 : 1 20470
154:195 A/C : A/G A/C/G 3450/2244/732 4.7 : 3.1 :1 7165

DNA mix 9:1 210:228 A/A : C/C A/C 6198/856 7.2 : 1 7083
228:244 C/C : G/G C/G 6415/870 7.4 : 1 7323
154:195 A/C : A/G A/C/G 11936/9500/981 12.3 : 9.8 : 1 23164

DNA mix119:1 210:228 A/A : C/C A/C 18315/846 21.6 : 1 19698
228:244 C/C : G/G C/G 22422/852 26.4 : 1 23548
154:195 A/C : A/G A/C/G 8652/8346/455 19.0 : 18.3 : 1 17562

DNA mix 99:1 210:228 A/A : C/C A/C 26778/2943 9.1 :1 30399
228:244 C/C : G/G C/G 16374/516 31.6 : 1 17292
154:195 A/C : A/G A/C/G 14850/12972/318 46.5 : 40.5 : 1 29073  
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