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厚⽣労働⾏政推進調査事業費補助⾦ 
政策科学総合研究事業（政策科学推進研究事業） 

（総合）研究報告書 
 

戦没者遺⾻の⾝元特定に係るDNA鑑定の精度向上に関する研究 
研究分担者 眞鍋 翔 

  

Ａ．研究⽬的 
本研究は，厚⽣労働省の戦没者遺⾻のDN

A鑑定事業において，１柱でも多くの戦没者
遺⾻からDNA型判定を成功させることで，
正確かつ速やかに遺⾻をご遺族のもとにお
返しすることを最終⽬標とする．この⽬標
を遂⾏する上で，解決すべき⼤きな課題が2
つある．まず，本事業に携わる各鑑定機関は
独⾃の試⾏錯誤により鑑定を実施してきて
いるため，知識や経験が共有されておらず，
標準的なプロトコル等も定まっていない．
また，遺⾻をご遺族にお返しするためには
該当する遺⾻とご遺族との間の⾎縁関係を
推定する必要があるが，多数の遺⾻・ご遺族
から該当する⾎縁者をスクリーニングする
のは⼿作業であり，多⼤な時間を要する．こ
れらの課題を解決するために，本研究では
「多数の遺⾻・ご遺族から該当する⾎縁者
をスクリーニングする専⽤ソフトウェアの
開発」を⾏う． 
 
Ｂ．研究⽅法 

ソフトウェアの構築には，主にプログラ
ミング⾔語Rを⽤いたが，DNA型の解析に

関わる部分は計算速度の向上のためC++⾔
語を⽤いた．また，ボタン1つで簡単に操作
できるようにするため，視認性に優れたR⾔
語のshinyパッケージを導⼊してgraphical u
ser interface（GUI）化した．ソフトウェア
には，複数⼈分の遺⾻および複数⼈分の遺
族の常染⾊体STR型，Y-STR型，ミトコンド
リアDNA型を⼊⼒できるようにし，遺⾻と
遺族の各ペアがどのような⾎縁関係にある
かを推定できるようにした． 

作成したソフトウェアは，模擬のDNA型
を⽤いて検証した．まず，模擬のDNA型と
して，⽗-息⼦，⺟-娘，兄弟，姉妹，⽗⽅お
じ-甥，⺟⽅おば-姪の⾎縁ペアのDNA型（常
染⾊体STR型、Y-STR型、mtDNA型）をそ
れぞれ1000組ずつコンピュータ上で作成し
た．常染⾊体STR型の作成にあたっては，⽇
本⼈集団のDNA型調査データ，およびメン
デルの分離の法則を基にした．Y-STR型，m
tDNA型については，集団遺伝学モデルの1
つであるWright-Fisher modelに基づいて
作成した．2⼈のペアのうち1⼈を遺⾻側，も
う1⼈を遺族側に振り分け，⾎縁関係毎にソ
フトウェアで解析した（例えば，⽗-息⼦の

研究要旨：本研究では、厚⽣労働省の戦没者遺⾻の DNA 鑑定事業の効率的な遂⾏のた

めに、「多数の遺⾻・ご遺族から該当する⾎縁者をスクリーニングする専⽤ソフトウェ
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場合は⽗を遺⾻側，息⼦を遺族側とし，⽗1
000⼈×息⼦1000⼈ = 全100万通りの組合
せについて，⾎縁関係の有無を解析した）．
この解析結果を基に，⾎縁関係毎の感度（真
の⾎縁ペアを正しく⾎縁と判定できる確率）
および特異度（⾮⾎縁ペアを正しく⾮⾎縁
と判定できる確率）を調査した．⾎縁関係の
判定基準は，常染⾊体STR型における尤度
⽐を100以上，Y-STR型の不⼀致を2か所以
内，mtDNA型の不⼀致を1か所以内とした． 

さらに，実際のご遺⾻ではDNAの状態が
悪く，DNA型の⼀部を検出できないことが
あるが，この状況を想定するために，遺⾻側
のDNA型の50％が不検出である場合にお
ける感度・特異度についても同様に検討し
た． 

 
Ｃ．研究結果 

ソフトウェアの構築については，shinyの
導⼊によりインタラクティブな操作が可能
となり，データの視認性に優れたツールと
なった．また，遺体・遺族が各1000⼈ずつと
いう膨⼤なデータであっても，数分程度で
計算が完了した。 

⾎縁関係毎の感度については，⽗-息⼦，
⺟-娘で100％，兄弟，姉妹で約93％と⾼く，
⽗⽅おじ-甥，⺟⽅おば-姪については遠縁の
ため約37％に留まった．⼀⽅，特異度は常染
⾊体STR型のみではなくY-STR型あるいは
mtDNA型を併⽤することで⼤幅に低下し，
各々の⾎縁関係における偽陽性数は，全100
万通りのうち数例に留まった． 

さらに，遺⾻側のDNA型の50％が不検出

である場合における感度・特異度について
も検討したところ，感度は⽗-息⼦，⺟-娘で
約75％，兄弟，姉妹で約65％，⽗⽅おじ-甥，
⺟⽅おば-姪で約8％に低下した．しかし，特
異度はY-STR型あるいはmtDNA型を併⽤
することで⾮常に低い値となり，各々の⾎
縁関係における偽陽性数は，全100万通りの
うち数例から⼗数例に留まった． 

 
D．研究発表 

1.  論⽂発表 
 該当無し 
2． 学会発表 

眞鍋 翔，森本千恵，橋⾕⽥真樹，
⼤林将弘，榎本祐⼦，松本智寛，⾚根 
敦．多数の遺体・遺族の常染⾊体STR型
データベースにおける⾎縁者探索ツー
ルの開発と評価．第106次⽇本法医学会
学術全国集会. 講演要旨集. 2022; p56,
 名古屋. 
  眞鍋 翔，森本千恵，橋⾕⽥真樹，
⼤林将弘，榎本祐⼦，松本智寛，⾚根 
敦．常染⾊体STR型、Y-STR型、mtDN
A型の併⽤による⾎縁鑑定の偽陽性率
について．⽇本DNA多型学会第33回学
術集会. 講演要旨集. 2023; p76, 下関. 
眞鍋 翔，森本千恵，橋⾕⽥真樹，⾚根
敦．R/shinyを⽤いた⼤規模災害時の⾝
元確認のための⾎縁者探索ツールの開
発． 

E．知的財産権の出願・登録状況 
該当無し 
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厚⽣労働⾏政推進調査事業費補助⾦ 
政策科学総合研究事業（政策科学推進研究事業） 

（総合）研究報告書 
 

戦没者遺⾻の⾝元特定に係るDNA鑑定の精度向上に関する研究 
研究分担者 浅利 優 

 

Ａ．研究⽬的 

  戦没者遺⾻からのＤＮＡ型解析における作
業の効率化、ＤＮＡの回収率および型検      

出率を向上させる⽅法を検討する。 

 

Ｂ．研究⽅法 

 戦没者遺⾻収集事業のＤＮＡ鑑定結果およ
び分析⽅法の検討結果を⽤いた。ＤＮＡ      

抽出の効率化は、フェノール抽出後のカラ      

ム精製法を検討した。また、ＤＮＡ回収率      

の検討では試料の脱灰・溶解時間、TBONE      

キット使⽤の有無、溶解液濃度の影響およ      

び⻭、⼤腿⾻、錐体部の⽐較を⾏った。型      

検出の評価はGlobalfilerの結果を使⽤し      

た。判定回数が2回と3回での⽐較、 増幅      

条件を30サイクルから1または2サイクル      

増 や し て ⾏ い 、 判 定 結 果 を 較 し た 。      

Globalfilerで型検出が良好な検体で常染⾊
体SNP型解析を⾏った。 

 （倫理⾯への配慮）本研究は旭川医科⼤学 

      倫理委員会の承認を得て実施している。 
 

Ｃ．研究結果 

  カラム精製では試料溶解液と結合試薬を 

マニュアル通りに混合すると、カラムへの充
填を6回以上必要であったが、混合⽐を変えた
3回でもＤＮＡの回収が可能であった。また、

脱灰は2〜5⽇間、溶解は4〜8時間でも回収量
に違いは⾒られなかった。⻭や錐体部は採取
部位が変わるとＤＮＡの回収率が向上する場
合があった。TBONEキットの使⽤の有無では⾻
⽚の溶解度合が異なっているように思われた
が、ＳＴＲ型の判定成功率において⼤きな差
が⾒られなかった。10倍濃の溶解液を⽤いた
場合でも、検出された座位数は同程度かわず
かな増加のみであった。さらに判定回数を2回
から3回へ増やすことにより、ＳＴＲ型の判定
成功率は約35から約50％へと上昇した。
Globalfilerの反応回数が30サイクルで型の
検出が困難な遺⾻検体(24座位中5から18座位
検出)では、1または2サイクル増やすことで平
均3または6座位増加していた。特に検出され
た座位が少ない場合に再現性が低い結果とな
った。Globalfilerなどを⽤いた型検出が良好
な遺⾻検体では、⼤規模なSNP型の検出も可能
であることが確認できた。 

 

Ｄ．考察 

カラム精製はエタノール沈殿より短時間で可
能であったが、作業⼯程が多く汚染のリスク
も⾼まるため、カラム充填の回数を減らすこ
とは有効と考えられた。錐体部では良好なＤ
ＮＡを回収できる場合があり、採取部位の切
り出しを慎重に⾏う必要があると考えられた。

研究要旨：本研究では、厚⽣労働省の戦没者遺⾻の DNA 鑑定事業の効率的な遂⾏のた

めに、「戦没者遺⾻鑑定の標準プロトコルの作成」、「多数の遺⾻・ご遺族から該当する
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南⽅地域からの検体の場合ではＤＮＡの回収
率が極端に低い場合も多く、⾻⽚がほとんど
溶解されない場合もあり、効率的な抽出⽅法
の検討には、試料の重量や切り出す⼤きさを
考慮することも重要と考えられた。ＤＮＡ増
幅の反応回数の増加は検出される型の増加に
効果がある⼀⽅で、型の⽋落や誤判定なども
⽣じる可能性があるため、注意が必要と考え
られた。 

       

Ｅ．結論 

  ＤＮＡ抽出の作業効率化をカラム精製の 

充填回数を減らすことで実⾏した。また、 

試料の部位別の⽐較を⾏い、特に錐体部を 

⽤いることで有⽤な場合があることを確認 

した。判定回数や増幅の反応回数は型判定 

検出率に影響していたが、検出された座位 

が少ない場合では再現性が低い結果となった。 
 

Ｆ．研究発表 

1. 論⽂発表 

    該当無し 

  2. 学会発表 

    該当無し 

 

Ｇ．知的所有権の取得状況 

 1. 特許取得 

    該当無し 

 2. 実⽤新案登録 

    該当無し 

  3. その他 

     該当無し  
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厚⽣労働⾏政推進調査事業費補助⾦ 
政策科学総合研究事業（政策科学推進研究事業） 

（総合）研究報告書 
 

戦没者遺⾻の⾝元特定に係るDNA鑑定の精度向上に関する研究 
研究分担者 北川 美佐 

 
 

     Ａ．研究⽬的 
        当該研究は、戦没者慰霊事業の⼀環と

して、戦没者遺⾻についてDNA鑑定によ
って⾝元の特定を⾏い、1柱でも多くの
ご遺⾻を速やかにご遺族のもとにお返
しすることを⽬的とする。        

Ｂ．研究⽅法 
        令和3年度に実施されたアンケートよ

り京都⼤学・福岡⼤学・⼤阪医科薬科⼤
学のDNA抽出⽅法のプロトコルの実証実
験を⾏い、抽出されたDNAの回収率及び
質の⽐較検討。最終プロトコルの検討。 

       （倫理⾯への配慮） 
       鑑定試料（検体）については全て匿名化

されている。 

Ｃ．研究結果 
        令和４年度においては福岡⼤学の⽅

法が総合的にDNAの回収率及び型判定
の成績が良いという結果が得られた。
令和５年度では、その結果をふまえた
うえで、DNA抽出操作での各⼯程の⽅法
及び⽤いる試薬・器具等を検証するこ
とにより、作業効率・回収率・品質にお
いて最も良い結果が得られる⽅法を検
証し、⽅法を確⽴できた。DNA抽出⽅法
の現時点での最善のプロトコルが確⽴
できたといえる。 

Ｄ．考察 

3機関の⽅法の検証結果からDNA
抽出⽅法における総合的なプロト
コルが確⽴できた。しかしながら、
全ての検体（遺⾻）において、特定
の⽅法が最も良いとはいえず、遺⾻ 

 

 

の状態によっては異なる⽅法の⽅
が良い場合もあることが判明した。

⽬的でもある「１柱でも多く、速や
かに」を考慮し、作業効率・回収率・
良質をふまえると、総合的に最善の
⽅法を取り⼊れる⽅向が良いと思
われる。他機関の⽅法に触れること
で⾃⼰の⽅法の検討にも役⽴てた。 
 

Ｅ．結論 
 3機関のプトコトコルを検証した
結果、抽出困難な遺⾻の場合、⼀概
に統⼀したプロトコルを⽤いるの
ではなく、遺⾻の状態に応じた⽅法
に対応できる多くの経験や⽅法の
模索が常に必要であると感じた。 
 
Ｆ．研究発表 
 1.  論⽂発表 
 該当なし 
 2.  学会発表 
 該当なし 
（発表誌名巻号・⾴・発⾏年等も記⼊） 
 
 
Ｇ．知的所有権の取得状況 
 1. 特許取得 
 該当なし 
 2. 実⽤新案登録 
 該当なし 
 3.その他 
 特になし 
 

資料１) ヒト陳旧⾻からの DNA の抽出⽅
法の⽐較及び検討 

 

⽬的 

研究要旨：本研究は、厚⽣労働省の戦没者遺⾻の DNA 鑑定事業において、１柱でも多

くの戦没者遺⾻から DNA 型判定を成功させることで、正確かつ速やかに遺⾻をご遺族

のもとにお返しすることを最終⽬標とする。 
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ヒトの⾻から DNA を抽出するためには、
洗浄、脱灰、DNA抽出及び精製と様々な⼯
程を経る必要がある。どの⼯程においても
様々な⽅法があるため、鑑定機関ごとに独
⾃の⽅法により DNA 抽出までの⼯程がな
されている。そこで、３つの機関の⽅法を洗
浄から脱灰までと DNA 抽出及び精製の過
程をそれぞれ⽐較し、ヒト陳旧⾻の DNA抽
出法の最適化を⽬指して検討を⾏った。 
 
検証したプロトコル機関 
A. ⼤阪医科薬科⼤学（以下、「⼤阪」） 
B. 福岡⼤学（以下、「福岡」） 
C. 京都⼤学（以下、「京都」） 
 
材料および⽅法 
1. ⾻⽚の調製 
試料 1〜7 の⾻のそれぞれ⼀部を⻭科⽤ダ
イアモンドカッターで切り出し、各試料に
つき約 1 g かつ 0.5〜1 mm⾓の⾻⽚を３セ
ットずつ調製した。 
2. ⾻⽚の洗浄および脱灰 
⾻⽚の洗浄から脱灰までの⼯程は⼤阪と福
岡ではほぼ同じ⽅法であるが、京都は他の
２つと⽐べて異なっている。そこで⼤阪と
福岡の⽅法をＡ法、京都の⽅法を B法とし
た。 
 
A 法 
試料 1〜7について約 10 mm⾓程度の⾻⽚
1 g を中性洗剤及び⻭ブラシを⽤いて洗浄
後、約 5%次亜塩素酸ナトリウム溶液に約 5
分浸した。その後、⾻⽚を精製⽔により洗
浄、乾燥させた後、Multi-beads Shocker
（YASUI KIKAI）にて細⾻⽚または⾻粉に
した。50 mL チューブに調製した細⾻⽚ま

た は ⾻粉及び 40 mL の 0.5 M EDTA
（NIPPON GENE製）を⼊れ、室温で２⽇
間振とうすることにより脱灰を⾏った。な
お、1⽇ごとに EDTA の交換を⾏った。最
後に試料から EDTA を除去し、約 40 mLの
超純⽔（NIPPON GENE製）で１回洗浄し
た後、洗浄液の除去を⾏った。 
 
B法 
試料 1〜4 について 50 mL チューブに約 5 
mm⾓程度の⾻⽚ 1 g及び 40 mLの 0.5 M 
EDTA（NIPPON GENE製）を⼊れ、10分
間の超⾳波洗浄を３回⾏った。なお、洗浄の
度に EDTA の交換を⾏った。その後、２⽇
間振とうすることによりプレ脱灰を⾏った
後、EDTA を除去して、⾻⽚の乾燥を⾏っ
た。 
次にMulti-beads Shocker（YASUI KIKAI製）
により⾻⽚を⾻粉にした。50 mL チューブ
に調製した⾻粉及び 40 mLの 0.5 M EDTA
を⼊れ、室温で２⽇間振とうすることによ
り脱灰を⾏った。なお、1 ⽇ごとに EDTA
の交換を⾏った。最後に試料から EDTA を
除去し、約 40 mL の超純⽔（NIPPON 
GENE 製）で１回洗浄した後、洗浄液の除
去を⾏った。 
 
3. DNA 抽出及び精製 
 各機関とも DNA 抽出及び精製⽅法が異
なるため、それぞれを⼤阪法、福岡法、京都
法とした。 
 
⼤阪法 
50 mL チューブ中の脱灰後の試料に DNA 
エキストラクター FM キット（Wako 製）
の溶解液 190 µl、20 µl の Proteinase K及び
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10 µl のキット付属の酵素活性剤を加え、
56℃、O/N でインキュベートを⾏った。そ
の後溶液を遠⼼し、上清を NucleoSpin Gel 
and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL
製)を⽤いて製造元のプロトコルに従って
DNA を精製し、50 µl の Low TEで溶出を
⾏った。 
 
福岡法 
50 mL チューブ中の脱灰後の試料に DNA 
エキストラクター FM キット（Wako 製）
の溶解液 400 µl 及び 100 µl の Proteinase 
K を加えし、37℃、O/N で溶解を⾏った。
その後溶液を遠⼼し、上清をQIAquick PCR 
Purification Kit（QIAGEN製）を⽤いて製
造元のプロトコルに従って DNA を精製し、
50 µl の Low TEで溶出を⾏った。なお、洗
浄は 3 回⾏い、洗浄試薬、溶出試薬以外の
量は同率に増量して抽出を⾏った。 
 
京都法 
50 mL チューブ中の脱灰後の 試料に
QIAamp DNA Investigator Kit（QIAGEN製）
の Buffer ATL を試料の容積の 2 倍程度添
加し共洗いを⾏った後、3,500 rpm で 5 分
間遠⼼し、Buffer ATL の除去を⾏った。そ
の後、1,000 µl の Buffer ATL及び 200 µl の
Proteinase K を加え、56℃、1000 rpm 、
O/N でインキュベーションを⾏った。次に、
3,500 rpm（遠⼼機の都合で 14,000 rpmか
ら変更）で 5分間遠⼼した後、上清を新し
い 15ml チューブに移し、フェノールクロ
ロホルムを等量添加後約５分間軽く撹拌を
⾏った。さらに 3,500 rpm（遠⼼機の都合で
14,000 rpmから変更）で 5分間遠⼼し、⽔
層を新し い 50 ml チューブに移し、

QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN
製）を⽤いて製造元のプロトコルに従って
DNA を精製し、50 µl の Low TEで溶出を
⾏った。（Teknova DNA Suspension Buffer 
(T0223)から変更） 
 
4. ヒト DNA の定量 
ヒト DNA の定量は Quantifile HP DNA 
Quantification Kit（Applied Biosystems製）
及び Applied Biosystems 7500 Fast Real-
Time PCR System（Applied Biosystems製）
を⽤いて製造元のユーザーガイドに従った
⽅法で⾏い、Small autosomal human target
の値を DNA の濃度とした。 
 
5. STR 型検査 

25 µl の系を 15 µl の系に縮⼩し、各 DNA
溶液について、鋳型量を 0.6 ngそれに満た
な い場合 は 最 ⼤体積の 9 µl と し て、
GlobalFiler PCR Amplification Kit（Applied 
Biosystems 製）を⽤いて製造元のユーザー
ガイドに従った⽅法で PCR 増幅を⾏った。
PCR サイクル数は GF は 29 回として
ProFlex PCR System（Applied Biosystems製）
を⽤いて⾏った。電気泳動は、PCR産物も
しくはアレリックラダー1 µl を GeneScan 
600 LIZ dye Size Standard v2.0（Applied 
Biosystems 製）0.4 µl と Hi-di Formamide
（Applied Biosystems製）9.6 µl の割合にな
るように混合したものを泳動ウェルに配置
し、熱変性し、DCv3.0を搭載した 3500xL
（Applied Biosystems製）を⽤いて⾏った。
電気泳動の条件については、インジェクシ
ョン電圧・時間は 1.2 kv・24秒で、泳動電
圧は 13 kvで⾏った。泳動データの解析は、
GeneMapper ID-X ソ フ ト ウ ェ ア v1.6
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（Applied Biosystems製）を⽤いて⾏い、ピ
ーク検出の閾値は 175 RFU とし、その他の
各パラメータはユーザーガイドに⽰された
値を使⽤した。なお、プルアップと判断でき
たピークおよびアーティファクトと判断で
きたピークは除外した。 
 
結果と考察 

 洗浄及び脱灰の⽅法の⽐較について 
洗浄及び脱灰の A 法（⼤阪、福岡）と B法
（京都）の違いがヒト DNA の定量及びSTR
型検査結果にどのように影響するか検討す
るために、試料 1〜4 について上記２つの洗
浄及び脱灰⽅法に対して、各機関の DNA抽
出及び精製⽅法（⼤阪法、福岡法、京都法）
をそれぞれ組み合わせて検討を⾏った。そ
の結果、A 法を⽤いた場合、B法よりも約 2
倍〜30倍⾼い定量値が得られた。B法は洗
浄及び脱灰の過程が多いため、試料のロス
がより⼤きくなっていることがその要因と
して考えられた。 
 STR 型検査結果も定量の結果とほぼ同様
の傾向が観察された。ほぼすべての試料に
おいて A 法を⽤いた場合はB法よりも検出
アレル数が多い傾向が観察された。⼤変興
味深いことに試料３及び４では B法による
洗浄及び脱灰を⾏った後に京都法を⽤いて
DNA の抽出及び精製を⾏った場合には、A
法を⽤いた場合よりヒト DNA の定量値は
低くなるものの、分解指標は⼩さくなって
いた。つまりヒト DNA の質の向上が認め
られた。このヒト DNA を⽤いて STR 型検
査を⾏った結果、検出されるアレル数は A
法を⽤いた場合とほとんど変化はなかった。 
以上のことから洗浄及び脱灰において A 法
を⽤いた場合は B 法よりも⾼収量のヒト

DNA を得やすい傾向にあるが、試料によっ
ては B 法を⽤いる⽅がより質の良いヒト
DNA を得られる可能性があることが⽰唆
された。 
 
 DNA抽出及び精製キットの⽐較について 
DNA の抽出及び精製の⽅法の違いがヒト
DNA の定量及び STR 型検査結果にどのよ
うに影響するか検討するために、試料 1〜7
について試料ロスの少ないと考えられる洗
浄及び脱灰⽅法の A 法（⼤阪、福岡）に対
して、各機関の DNA抽出及び精製⽅法（⼤
阪法、福岡法、京都法）をそれぞれ組み合わ
せて検討を⾏った。その結果、試料 1〜3は
全体的に多少のばらつきはあるものの得ら
れる定量値に⼤きな差は観察されなかった。
試料 4及び 6については京都法を⽤いた場
合、他の⽅法より２〜3倍⼤きなヒト DNA
の定量値が得られた。試料 5 についてはい
ずれの⽅法を⽤いた場合もほとんどヒト
DNA の定量値は得られなかった。 
STR 型検査を⾏った結果、各機関の DNA
抽出及び精製⽅法によって、検出されるア
レルの数にほとんど違いはなかった。 
以上のことから、DNA抽出及び精製キット
がヒト DNA の定量及び STR 型検査結果に
及ぼす影響は⼩さいと考えられた。 
⼤阪法、福岡法、京都法の最初に添加する溶
解液の体積は合計それぞれ 220 µl、500 µl、
1,200 µl である。さらに仮にこれらと同等
の抽出液を得られたと仮定するとそれぞれ
のカラムに通す直前の液量はそれぞれ 660 
µl、30,00 µl、7,200 µl となり、1回あたり
にカラムに通す液量を 700 µl とすると全て
の液量を処理するまでにそれぞれ 1回、5回、
11回の遠⼼と溶出液の除去を繰り返す必要
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がある。実際は溶解液の体積は増加すると
考えられるため、これらの操作を⾏う回数
はさらに増加すると考えられる。１度に処
理可能な試料の数を増やすためには、なる
べく操作が簡便かつ効率的で⾼収量のヒト
DNA が得られる DNA抽出及び精製法を選
択する必要があると考えられた。 
 
※３機関の DNA 抽出⽅法のプロトコルに
よる⽐較実証実験の結果については、別添
資料をご参照ください。 
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厚⽣労働⾏政推進調査事業費補助⾦ 
政策科学総合研究事業（政策科学推進研究事業） 

（総合）研究報告書 
 

戦没者遺⾻の⾝元特定に係るDNA鑑定の精度向上に関する研究 
研究分担者 ⼭⽥ 良広 

 

Ａ．研究⽬的 

遺⾻からのDNA型鑑定は本事業に携わる
各鑑定機関が独⾃の試⾏錯誤で鑑定を実施
しているため,知識や経験の共有がなく,標
準的なプロトコル等も定まっていない。そ
こで本研究では，「戦没者遺⾻鑑定の標準プ
ロトコルの作成」を⾏い,効率的な鑑定作業
を可能にする。 

 

Ｂ．研究⽅法 

  遺⾻のDNA鑑定の⼯程を⼤きく分けると
抽出・増幅・電気泳動とPCソフトによる型判
定さらに,同様に⾏う遺族資料との⽐較照
合である。各⼿順は共同研究者が従来実施
した戦没者遺⾻のDNA鑑定に関する経験・知
識・情報を共有し,最も効率的な鑑定の⼿順
(プロトコル)を作成する。具体的には，⾻・
⻭⽛試料の処理⽅法,抽出試薬の選別，抽出
⽅法，増幅に⽤いるDNA量さらに型判定の基
準である。        

 （倫理⾯への配慮） 

  遺⾻からのDNA型鑑定は,厚労省が戦没者 

遺⾻を収集,遺族が提出した対照資料との 

⾝元確認のためのDNA鑑定である。これは,

法に基づく⼀連の作業で研究ではない。 

従って厚労省が関与する部分は倫理審査の
対象ではない。 

 

Ｃ．研究結果 

 各機関の作業を再現し,効率的な⼿順は 

確⽴した。この⼿順を実際の鑑定資料に⽤ 

いて鑑定作業を⾏っている段階である。 

 

Ｄ．考察 

  他⼤学のプロトコルを検証したことで、
本学の従来の⽅法の⽋点が明瞭になり、古
今後DNA抽出が量・質ともに改善できると思
われる。また、PCRの回数を増やすことで検
出できるアリル数は増えたが、誤判定の可
能性があることも分かったので、可数を増
やす場合より慎重な判定が必要であると思
われた。 

 

Ｅ．結論 

 他⼤学のプロトコルの検証は本学の⽋点
を明瞭にするために⾮常に有意義であった。
今後の鑑定に⽣かしていくとともに、これ
までの鑑定結果を再度検討する必要性も感

研究要旨：本研究は、厚⽣労働省の戦没者遺⾻の DNA 鑑定事業において、１柱でも多

くの戦没者遺⾻から DNA 型判定を成功させることで、正確かつ速やかに遺⾻をご遺族

のもとにお返しすることを最終⽬標とする。 

コメントの追加 [田畑1]: ｐ13D.考察：様式 A８（別添

４）ｐ11 D.考察に追記いただいた内容を参考に記載願

います。 

コメントの追加 [田畑2]: ｐ13E.結論：様式 A８（別添

４）ｐ11 E.結論に追記いただいた内容を参考に記載願

います。 
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じられた。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 該当なし。 

 

Ｇ．研究発表 

 1.  論⽂発表 

 該当なし。 

 

 2.  学会発表 

 該当なし。 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

  （予定を含む。） 

 1. 特許取得 
 該当なし。 
 
 2. 実⽤新案登録 
 該当なし。 
 
 3.その他 特記事項なし 
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厚⽣労働⾏政推進調査事業費補助⾦ 
政策科学総合研究事業（政策科学推進研究事業） 

（総合）研究報告書 
 

戦没者遺⾻の⾝元特定に係るDNA 鑑定の精度向上に関する研究 
 

分担研究者 ⽟⽊ 敬⼆  
 
 

 

 

Ａ．研究⽬的 
厚⽣労働省が⾏なっている戦没者遺⾻の

遺族への引き渡し事業では、⾝元確認のた
めに遺⾻および遺族のDNA型鑑定が必須
となっている。特に重要なのが戦没者遺⾻
のDNA型判定であり、これを正確かつ速や
かに成功させる事ができれば，1柱でも多く
の遺⾻をご遺族のもとにお返しすることが
可能となる。そのため、最も効率的な解析プ
ロトコルを作成することが本研究の⽬的で
ある。このため、⻭⽛や⾻切⽚など硬試料か
らのDNA抽出⽅法についてさらに詳細な
検討を⾏った。また、分担研究者として多数
の遺⾻・遺族から該当する⾎縁者をスクリ
ーニングする専⽤ソフトウェアの監修を⾏
った。 
 

Ｂ．研究⽅法 
京都⼤学法医学講座で⾏われている遺⾻

からのDNA解析について、そのプロトコル
を基に抽出⽅法の有効性について検討した。 
DNA抽出前の⾻⽚の粉砕や脱灰までのプ
ロセスを変えて実際の鑑定⾻の余剰⽚を⽤
いてその効果を検討した。  
 
1) 抽出⽅法の検討 

これまでの抽出プロトコルでは①コン
タミン防⽌のため超⾳波洗浄②サーモミ
キサー37℃, 1,000 rpmによる攪拌③⼩⾦
属球打撃による硬組織の破砕（マルチビ
ーズショッカー法）④ローターによる緩
い攪拌の4つがあるが、余剰⾻について次
の4法を⽤いた。 
Ｉ法（①→①→③）（従来法） 
Ⅱ法（①→①） 
Ⅲ法（②→②） 
Ⅳ法（②→④→④） 

2) 洗浄回数の検討 
ＤＮＡ回収率の良好で会ったサーモミ
キサー37℃の攪拌の後、ローターによる
緩い攪拌の過程を2⽇間⾏う⽅法（Ⅳ法）
におけるEDTA溶液の交換回数を５回の
場合と１回または２回の場合にして、
DNA抽出を⾏い、その検査結果を⽐較す
る。 
3) ⻭⽛における次亜塩素酸の有効性検討 
⻭⽛からのDNA抽出における洗浄過
程で、0.5％次亜塩素酸ナトリウム溶液に
浸透する過程の有効性について検討した。 

DNA抽出は市販のキット（QIAamp DNA 
Investigator kit）を⽤いた。また、⾻からの
DNA抽出条件の良否は、DNA型検査（常染
⾊体STR検査（GF）、Y染⾊体STR検査（YF）、
ミトコンドリア超可変領域（Mt）の判定結
果により判断した。 

スクリーニングソフトに関しては、その
構成、および仕様につき提⾔を⾏った。 

なお、本研究は京都⼤学医の倫理委員会
の承認を得て⾏っている。 
 
Ｃ．研究結果・考察 
⻭⽛や⾻といった硬組織からの⼀般的な
DNA抽出⽅法では、表⾯の超⾳波洗浄やマ
ルチビーズショッカー法などが⼀般的に⽤
いられている。⼀⽅、本事業の対象であるご
遺⾻は死後80年程度経過しており、経年変
化によるDNAの断⽚化は避けられない。特
に、東南アジア地域などの南⽅の遺⾻試料
では、死後置かれた環境が⾼温多湿である
場合が多く、⾻組織が⾮常に脆いものも多
く経験する。このため、これまでの硬組織か
らのDNA抽出では検査に資するDNAを得
られないため、独⾃のプロトコルの開発を
余儀なくされた。 

研究要旨：本研究では、厚⽣労働省の戦没者遺⾻の DNA 鑑定事業の効率的な遂⾏のた 
めに、「戦没者遺⾻鑑定の標準プロトコルの作成」、「多数の遺⾻・ご遺族から該当す
る⾎縁者をスクリーニングする専⽤ソフトウェアの開発」を⾏った。 
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まず、⼀般的には⾻切⽚を⼗分に粉砕す
ることはDNA抽出において⾮常に重要な
⼯程と考えられるが、マルチビーズショッ
カー法はDNA回収率を上げるかどうかに
ついて検討したところ、本事業で扱うよう
な経年変化の著しい⾻ではこの粉砕による
DNA損失の⽅が顕著に現れた。また、⾻試
料⾃体の陳旧変性のため、マルチビーズシ
ョッカー法を⽤いずとも殆どが砂粒⼤の顆
粒となった。 

DNA回収率については、実際の試料⾃体
が少量かつ貴重であるため、DNA定量だけ
に⽤いることはせず、GF、YF、Mtの判定結
果によって総合評価した。この結果、DNA
回収率は有意に下がるということはなく、
むしろマルチビーズショッカーを⽤いない
場合の⽅が、判定結果が向上するものもみ
られた。但し、資料の稀少性のため、同⼀⾻
での⽐較はできなかった。 

また、EDTAの浸透した試料を超⾳波洗
浄するが、この過程もDNA損失を起こすと
考え、超⾳波洗浄をせず、恒温槽（37℃）内
で攪拌しながらEDTA溶液を定期的に交換
して試料を洗浄する⽅法に変えたところ、
判定結果により改善がみられた。しかし、本
事業ではこの過程でもDNA損傷が⽣じう
ると考えられるような脆い試料も扱う。こ
のため、室温におけるローターによる試料
とEDTA溶液の緩い攪拌による⽅法（Ⅳ法）
に換えて抽出を⾏ったところ、Mtで完全に
は読めなかった試料も全ての解析領域が読
めたり、GFも前法では2アリルしか検出さ
れない試料も５アリルが判定できた。 

DNAの漏失は洗浄回数と相関すること
が予想できる。最もDNA回収率の良好であ
ったⅣ法において、EDTA溶液の交換回数
を５回から１、２回に減らして、DNA抽出
した。この結果、前法ではGFでアリルが殆
ど検出されなかった試料でも、ほぼ完全に
アリルを検出できたり、MtのHV2領域の全
ての配列が読めるようになったものもみら
れた。このため、再鑑定となった３試料につ
いて、この⽅法でDNA抽出を⾏ったところ、
全て前回の結果よりも格段に良好な結果が
得られた。 
⼀⽅、⻭⽛からのDNA抽出では、試料が
⼩さいため、⾻試料におけるDNA抽出法の
ように、⾻表⾯をグラインダーで削って表
⾯の夾雑物を除くことはできない。その代
⽤として、中性洗剤と⻭ブラシで汚れを取

り除き、⻭⽯取りで⻭根部の⻭⽯などを除
去した後、0.5％次亜塩素酸ナトリウム溶液
に１分間浸透する。しかし、この過程の有効
性についても検討したところ、浸透の有無
による結果の有意差は認めにくいが、むし
ろ、浸透による⻭⽛の崩壊が防げるので、こ
れまでは不可能であった⾮常に脆弱な⻭⽛
の利⽤も可能となった。 

総括すれば、本事業において⽤いる⻭⽛
や⾻試料は硬組織であっても、⻑い経年変
化を来しており、DNAが断⽚化して変性し
ていることは避けられない。このため、特に
南⽅試料などではGFなどDNA検査によっ
て全くアリルが検出されない試料も度々み
られる。しかし、その原因は試料⾃体の変性
だけでなく、DNA抽出前の試料の洗浄や脱
灰過程において、ある程度のDNAの漏失が
みられることが明らかとなった。したがっ
て、本事業における硬組織からのDNA抽出
においては試料の質の問題だけでなく、抽
出過程におけるDNAのさらなる断⽚化と
DNAの洗浄液への漏失を最⼤限防ぐ抽出
⽅法を⽤いることが肝要であると考えられ
る。 
今後の本事業の継続においても、本研究

で得られた試料の洗浄過程におけるDNA
の漏失を防ぐだけでなく、回収段階におけ
る抽出⽔の量の設定などさらに良好な検査
結果が得られる検討を継続していく予定で
ある。 

なお、ソフトウェアに関しては、主研究者
の機関でGF、YF、Mtの判定結果によるスク
リーニングソフトウェアが完成した。分担
研究者は、その試⽤を⾏ったところ、模擬家
族データを模擬遺⾻データベースに問い合
わせて候補の可能性のあるご遺⾻をリスト
アップすることができた。このため、ソフト
ウェアが本事業で活⽤され、より効率的で
有効なスクリーニングができることが期待
される。 
 
Ｄ．研究発表 

１．論⽂発表 
特になし 

２．学会発表 
特になし 

 
Ｅ．知的財産権の出願・登録状況 
特になし 
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Ａ．研究⽬的 
  戦没者遺⾻の個⼈識別において、⻭
⽛からのDNA型判定は⽋かすことの
できない柱である。今⽇、同じく⻭⽛
を検査対象とした安定同位体を⽤い
た検査が始まり、⻭⽛の全量消費によ
るDNA抽出に代わるDNA型判定法の
検証が急務となった。本研究は、有細
胞セメント質のみでのDNA型判定の
検討を⽬的としている。 
 
Ｂ．研究⽅法 
   試料は、半年以内に⻭科治療によ
り抜去された⻭⽛90本および戦没者
遺⾻の⻭⽛90本である。有細胞セメン
ト質を削合し、この有細胞セメント質
のみから、TBone EX Kit（DNAチッ
プ研究所,⽇本）によりDNA抽出を⾏
った（A法）。⼀⽅で有細胞セメント質
剥離後の⻭⽛を全量消費し、TBone E
X KitによるDNA抽出も⾏った（B法）。
これらをSTR型判定試薬Identifiler Pl
us Kit（Thermo Fisher Scientific,ア
メリカ）で増幅し、核酸濃度ならびに
核酸純度を測定、16座位の型判定を⾏
い、両者を⽐較検討する事によって、
有細胞セメント質のみからのDNA型
検査の信頼性を検討した。 
（倫理⾯への配慮） 
  研究に⽤いた⻭⽛は匿名化がなさ
れている。本実験は東京⻭科⼤学にて
倫理審査委員会の承認を得ている。 
 

Ｃ．研究結果 
Fresh teethを⽤いたA法の平均STR型 
判定率は97±11%、B法では95±11%
であ 
った。それに対し、Stale teeth を⽤い
た 
A法のSTR型判定率は89±14%、B法 
では83±15%であった。 
 
Fresh teeth では、A法とB法の両者に
有意差は認められなかったものの、St
aleteethではB法と⽐較しA法で有意に
⾼い型判定率を⽰した 
（p＜0.05）。 
 
Ｄ．考察 
  ⻭科治療抜⻭群と戦没者遺⾻⻭⽛
群双⽅において、A法とB法のDNA型
判定能⼒は同等程度であると考えら
れる。 
 
Ｅ．結論 
 セメント質のみを消費するDNA型
判定法には⼗分な個⼈識別能⼒があ
り、⻭科治療により⻭髄組織が取り除
かれた⻭⽛にも有⽤な検査となる。ま
た、⻭⽛を⽤いた検査において、DNA
型検査と他の破壊的検査との併⽤を
可能にするものである。 
 
Ｆ．健康危険情報 
健⾏危険情報は認められなかった。 

 
Ｇ．研究発表 

研究要旨：研究要旨：本研究は、厚⽣労働省の戦没者遺⾻の DNA 鑑定事業におい

て、１柱でも多くの戦没者遺⾻から DNA 型判を最終⽬標とする。定を成功させる

ことで、正確かつ速やかに遺⾻をご遺族のもとにお返しすること 
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 1.  論⽂発表 
 Y Miura, Y Nakamura, N Ishika
wa, 
 Cementum is Sufficient for DNA 
Profiling of Humans More Than 7
0 Years After 
Death, Journal of Medical Science.
 2024 
 
 
2.  学会発表 

 第91回⽇本法医学会関東地⽅会. 
2022 
第92回⽇本法医学会関東地⽅会.  
2023 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
 1. 特許取得 該当無し 
 2. 実⽤新案登録 該当無し 
3.その他 該当無し 
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       研究分担者 松末 綾 
 

 
 
  
 

Ｂ．研究⽅法 
⾻⽚を切り出し洗浄後、細⾻⽚を作成 

した。1⽇半かけて脱灰後、溶解液とプロ 
テイナーゼKを加え37℃で溶解した。溶 
解液をQiagenのQIAquick PCR Purifica
tionKitを⽤い、プロトコールを⼀部変更
して 
抽出した。また、溶解液をQiagenのEZ1 
Advanced XLを⽤い、プロトコールに 
従って抽出した。さらに、溶解時の温度 
を37℃と56℃に設定し、溶解温度の変化 
により抽出効率の違いを検討した。 
  （倫理⾯への配慮） 
本研究は、福岡⼤学の医に関する倫理委
員会の承認を得ている。 
 

       Ｃ．研究結果 
この抽出法により、北⽅で収集された遺

⾻は良好なDNA型が検出できた。南⽅で収
集された遺⾻は、全てのローカスを検出で
きた遺⾻と、ほとんど検出できない遺⾻が
あった。EZ1 Advanced XL を⽤いて抽出
するより、QiagenのQIAquickR Kitを⽤い
てプロトコールを⼀部変更して抽出する
⽅法のほうが検出可能な座位が多かった。
溶解時の温度を変更した場合、37℃で溶解
したほうが良好に検出できた試料と、56℃
で溶解したほうが良好に検出できた試料
が認められた。 

 
Ｄ．考察 
南⽅の遺⾻は、試料の状態に応じて抽出

法を変えた⽅がいいと考えられた。脱灰の
時間や試薬など、さらなる条件の検討が必
要である。 

 
Ｅ．結論 
 遺⾻からのDNA抽出の⽅法を検討した
が、南⽅の分解が進んだ試料の場合は、機
械を⽤いるよりも⼿作業で丁寧に抽出し
たほうが抽出効率は良かった。 
しかし、断⽚化が進んだ検体からはDNA  

 
 
型が検出されない場合もあったことから、
より効率的な抽出法の検討が必要である
と考えられた。 

 
Ｆ．研究発表 

 1. 論⽂発表 
 該当無し。 
 2. 学会発表  
 該当無し。 
 
Ｇ．知的所有権の取得状況 
 1. 特許取得 
 該当無し。 
 2. 実⽤新案登録 
 該当無し。 
 3. その他 
 該当無し。 

研究要旨：本研究は、厚⽣労働省の戦没者遺⾻の DNA 鑑定事業において、１柱でも
多くの戦没者遺⾻から DNA 型判定を成功させることで、正確かつ速やかに遺⾻をご
遺族のもとにお返しすることを最終⽬標とする。 


