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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 

研究代表者 橋⾕⽥真樹 関⻄医科⼤学医学部法医学講座 准教授 

 
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
「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」を⾏う。 
 
Ｂ．研究⽅法 
「戦没者遺⾻鑑定の標準プロトコルの作
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成」については、これまで各鑑定⼈が独⾃
の⼯夫をこらして⾏なってきた様々な
DNA鑑定⽅法に対し、最も効率がよく統
⼀したプロトコルを作成するのが⽬的であ
る。これまでに、各分担研究者に対し、遺
⾻試料のDNA型鑑定⽅法に関するアンケ
ートを⾏い、聞き取り調査を⾏った。その
結果、鑑定試料となる⾻を洗浄・乾燥させ
るところに⼤きな違いはなく、その後の脱
灰、試料の溶解、 DNAの回収の流れも同
⼀である。しかしながら、脱灰および溶解
を容易にするために⾻試料を「⾻粉」化す
る、または⼩さな「⾻⽚」として作業を進
めるといった違いが⾒られた。そこで、⾻
試料を⾻粉化した後、3種の市販されてい
るDNA抽出キットを使⽤してDNA抽出を
⾏う⽅法と、⾻⽚をある市販の試薬で溶解
させた後、2種の市販のDNA精製キットで
DNAの回収を⾏うという、計５通りの抽
出⽅法について、同じ⾻資料を⽤いて実証
実験を⾏なった。 
i. ⾻粉化して抽出 

⻭科⽤ドリルを⽤いて洗浄・乾燥後の⾻
を５〜７mm⾓の⾻⽚にした後、その2〜3個
をマルチビーズショッカー（YSUI KIKAI）
により、⾻粉化した。その約168〜408 mg(平
均311mg)を15mlのチューブに⼊れ、EDTA 
pH8.0を⽤いて２⽇間、36℃でゆっくり回転
させながら脱灰を⾏なった。脱灰後の試料
を(1)NucleoSpin DNA Forensic (TaKaRa)、
(2) QIAamp DNA Investigator 
Kit(QIAGEN)、(3)TBONE EX KIT(株式会
社DNAチップ研究所)の3種のキット⽤い、
それぞれのプロトコルに従って抽出を⾏な
った。なお、全ての試薬量は試料の量に合わ
せて同率増量している。 

ii. ⾻⽚化のまま抽出 
 洗浄・乾燥後の５〜７mm⾓の⾻⽚数個
を、EDTA と共に15mlまたは50mlのチュ
ーブに⼊れ、浸透しながら36℃にて２⽇間
脱灰を⾏なった。DNAエキストラクター
FMキット(FUJIFILM)を⽤いて試料を溶解
させた後、(4)フェノール・クロロホルム
処理し、上清からNucleoSpin Gel and PCR 
Clean-up(TaKaRa)にてDNAを抽出した。
または(5)溶解液からQIAamp DNA 
Investigator Kit(QUIAGEN)を⽤いてDNA
を抽出した。抽出後のDNA溶液は、
Quantifiler Trio DNA Quantification Kit 
(Thermo Fisher Scentific)にてDNAの定量
を⾏い、GlobalFiler PCR Amplification 
Kit(Thermo Fisher Scentific)とSeqStudio
ジェネティックアナライザーによるSTR解
析を⾏なった。 

「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」については、プログラミング⾔語の
Rを⽤いソフトウェア構築した。R⾔語のパ
ッケージshinyを導⼊することで直感的な操
作が可能となり、データの視認性にも優れ
たツールとなった。これまでの常染⾊体sho
rt tandem repeat (STR)に加えて、Y染⾊体
上STR、さらにはミトコンドリアDNA(mtD
NA)のデータを⼊⼒して、⾎縁関係の尤度
⽐を計算できるようにした。 

 
Ｃ．研究結果・考察 

最も有効的なDNA抽出の検証に関して
は、10種の⾻試料全てにおいて上記(1)〜
(5)の抽出⽅法を試み、それぞれ抽出したD
NAを定量したところ、0．0006 ng/μl〜0．
0177 ng/μlの範囲でヒトDNAが得られた。
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極めて微量な値である。GlobalFiler PCR 
Amplification Kitのプロトコルには、結果
を得るための必要DNA量は0．5ngと記され
ており、それに遠く及ばない。当然、⾻試料
⾃体にも依存しており、得られるDNA量に
はばらつきが⾒られるが、いずれにせよき
ちんとSTRの結果が得られるほどのDNA
量を抽出するのが困難なことが確認された。
また、5種の抽出⽅法を試してみたが、⽅法
によって得られるDNA量に優位差が⾒ら
れるほどの違いはなく、どの⽅法を⽤いて
も同じような値しか得られなかった。Glob
alFiler PCR Amplification Kitは、通常であ
れば24座位の情報を得ることができるが、
上記のような⾮常に希薄なDNA溶液でも
いくつかの座位の情報を得ることは可能で
ある。STR解析の結果、最も情報を得ること
ができたのは、(4)の⽅法、つまり、⾻⽚を
脱灰した後、DNAエキストラクターFMキ
ットを⽤いて試料を溶解し、フェノール・ク
ロロホルム処理後の上清をNucleoSpin Gel
 and PCR Clean-upにて抽出する⽅法で
あった。 

「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」については、様々な模擬データベー
スを⽤いて動作確認を⾏ったところ、常染
⾊体STR型・Y-STR型・mtDNA型の組合せ、
およびDNA型の不検出について問題なく解
析できることが確認でき、遺⾻・遺族が各1
000⼈（「遺⾻―遺族」ペア数は100万）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。また、常染⾊体STR型に加え
てY-STR型およびmtDNA型も同時に解析
することで、偽陽性率（実際には⾎縁関係は
ないが誤って⾎縁者と判定してしまう確率）
は⼤幅に減少することが明らかとなった。
例えば、互いに⾮⾎縁の「遺⾻―遺族」ペア
100万例について、叔⽗-甥の関係を想定し
て解析を⾏うと、常染⾊体STR型のみだと
誤って⾎縁者と判定されてしまう例数（偽
陽性数）は約1000例であった。しかし、Y-S
TR型を追加することで、偽陽性数は数例程
度に留まった。同様に叔⺟-姪の関係を想定
して解析を⾏うと、常染⾊体STR型のみだ
と偽陽性数が約1000例だったのに対し、mt
DNA型を追加することで、偽陽性数は約10
例に留まった。さらに、DNA型の⼀部が検
出されていなかったとしても、真の⾎縁者
をリストアップできる可能性は⼗分に認め
られた。 
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