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1. 緒言 

1.1. DNA型検査による個人識別 

 ヒトゲノム中には 2–6 塩基の繰り返し配列（Short Tandem Repeat；以下，STR）が存在する．

STR の繰り返し回数には個人差があるため，個人識別に有効である 1．法科学鑑定において，

STR を指標とした DNA 型検査は犯罪捜査や身元確認に活用される．市販の DNA 型検査キット

である GlobalFiler™（Thermo Fisher Scientific）は 24のマーカー（21の常染色体 STRマーカー，

アメロゲニン多型，Y染色体の Indel多型，Y 染色体 STRマーカー）をマルチプレックス PCRで

検出する 2．GlobalFiler™を用いた DNA 型検査は高い識別精度を有し，日本人集団における最も

ありふれた DNA型でも約 565京人に 1人という出現頻度となる． 

 

1.2. 法科学的試料のスクリーニング 

 DNA 型検査は犯罪捜査における被疑者・被害者等の特定に有用であるが，犯罪現場で採取さ

れる生体試料から必ずしも DNA 型が検出されるとは限らない 3．犯罪現場は実験室と比べて不

衛生な環境であり，試料は遺留されてから採取されるまでの間に紫外線や熱，化学物質，DNA

分解酵素等の影響を受ける．また，皮膚接触痕のような試料では，DNA が含まれていない場合

や微量の DNAしか含まない場合も多い 3．そのため，DNA 型検査において，DNAの有無を確認

するスクリーニングは重要な工程となる 3,4． 

 一方，DNA 型検査だけでは，特定された人物の犯人性や犯罪の状況は明らかとならない．犯

罪現場に遺留される法科学的試料には，会話や咳などの社会的・日常的な行動に起因する，犯

罪とは無関係な Background DNA も含まれる 5．そのため，法科学的試料に含まれる体液種の証

明が犯罪の立証に重要である 6–9．例えば，血液は傷害や暴行，殺人などの関与を示唆し，精液

や膣液は性犯罪の関与を示唆する． 

 

1.3. 男性 DNAの検出 

 性犯罪では，男性 DNAの有無がその後の DNA型検査を行うかどうかの判断基準となる 10,11．

一般的に，男性 DNAの確認には Y 染色体上の DNA を指標としたリアルタイム PCR（qPCR）が

用いられる 12,13．qPCR 法は堅牢な DNA 定量ツールであり，DNA 型検査において PCR の鋳型を

調整するために必要である．しかし，qPCR 法は DNA 抽出・精製・増幅の工程が必要であり，

スクリーニングとして使用するには時間と手間がかかる．そのため，迅速・簡便な男性 DNA ス

クリーニング法の開発が求められる．また，効率的にスクリーニングを行うために，DNA 精製

を必要としないダイレクト法に対応した核酸検出系が理想である 3,4,14． 
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1.4. 体液 mRNAマーカーの検出 

 mRNA を指標とした体液識別検査は高い特異性，検出感度を備えた方法であり，DNA/RNA 同

時抽出法，マルチプレックス検出，免疫学的検査での同定が難しい体液への適用性などの利点

がある 6–9,15–17．一般的に mRNA は不安定と考えられているが，乾燥等の特定の条件下では安定

であることが報告されており，23 年経過した陳旧血痕からも血液 mRNA マーカーを検出した例

もある 18,19 ．これまで，RT-qPCR 法 7,8，マルプレックス RT-PCR8,9,15–19，Targeted RNA 

sequencing20–23を用いた体液mRNAマーカー検出法の評価が行われている．マルチプレックスRT-

PCR や Targeted RNA sequencing は，1回の検査で 20 種類以上の体液 mRNA マーカーを同時に検

出できるため 17,20–23，体液の確定検査として利用される．しかし，これらの方法は工程が多く，

操作が煩雑である．また，キャピラリー電気泳動装置や次世代シーケンサーのような専用の分

析装置・解析ソフトウェアを必要とするため，分析に時間・手間・コストがかかる． 

 1 種類の体液 mRNA マーカーのみを指標とした検査法は体液識別に不十分であるが 9,15,16，推

定検査（スクリーニング検査）として有効である．mRNA に基づくスクリーニング検査の結果

はマルチプレックス RT-PCRや Targeted RNA sequencingのような確定検査を行うかどうかの指標

となる．このようなスクリーニング検査には迅速性・簡便性が求められる． 

 

1.5. Recombinase Polymerase Amplification法 

 Recombinase Polymerase Amplification（RPA）法は等温核酸増幅法である 24–29．反応は 37–42°C

の等温で進行し，20 分以内に終了する．RPA 法による DNA 増幅には，3 つの主要な酵素・タン

パク質（Recombinase，Single-stranded DNA binding protein，Strand-displacing DNA polymerase）が

関わる（図 1A）．また，”exo probe”と呼ばれる特殊なプローブと exonuclease III を組み合わせる

ことで，蛍光シグナルのリアルタイム解析が可能である（図 1B）．さらに，RPA法の増幅・検出

に必要な成分と逆転写酵素は同じ温度で機能するため，Reverse Transcription-RPA（RT-RPA）法

では 1ステップで標的 RNAを検出できる（図 1C）．これらの迅速性・簡便性に加えて，RPA/RT-

RPA法は阻害因子に強く，ダイレクト法が適用された報告もある 30–33． 

 臨床分野では，RPA/RT-RPA 法による細菌やウイルス等の検出技術，さらに，ラテラルフロー

検出を組み合わせた Point-of-Care Testing への応用が多数報告されている 25,26,30–33．しかし，これ

まで RPA法が法科学の分野に適用された例はない． 
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1.6. 本研究の目的 

 本研究では， RPA 法を利用し，男性 DNA 及び血液 mRNA マーカーの迅速・簡便な検出法の

開発を目的とした．それぞれ，Y染色体上のマルチコピー領域 34–36を標的としたRPA法（以下，

Y-RPA 法），血液 mRNAマーカーである Hemoglobin β（HBB）8,15–19を標的とした RT-RPA法を確

立し，法科学的試料に対する有効性を評価した． 

 なお，本学位論文は，以下の 3編の原著論文 37–39を基礎として作成されたものである． 

 

第 1編 37 

Seiji Kubo, Hideki Niimi, Isao Kitajima 

Rapid detection of blood and semen mRNA markers by reverse transcription-recombinase 

polymerase amplification. 

Forensic Science International: Genetics 58 (2022) 102665. 

 

第 2編 38 

Seiji Kubo, Hideki Niimi, Isao Kitajima 

Rapid and direct detection of male DNA by recombinase polymerase amplification assay. 

Forensic Science International: Genetics 59 (2022) 102704. 

 

第 3編 39 

Seiji Kubo, Hideki Niimi, Isao Kitajima 

Improved reverse transcription-recombinase polymerase amplification assay for blood mRNA 

screening: comparison with one-step RT-qPCR assay. 

Forensic Science International: Genetics 63 (2023) 102808. 
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図 1. RPA法 

(A)  RPA法による DNA増幅．Recombinase, Single-stranded DNA binding (SSB) protein, Strand-displacing 

polymeraseが協調的に作用し，標的 DNAを増幅する．反応は等温（37–42°C）で進行する． 
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図 1. RPA法（続き） 

(B)  exo probe による蛍光検出．exo probe が標的 DNA に結合すると，exonuclease III が非塩基部位

（abasic residue）で exo probe を切断する．これにより，exo probe 内の蛍光色素がクエンチャー

から分離し，蛍光を発する．exonuclease III及び exo probeは増幅サイクルの構成要素と同じ温度

で機能するため，増幅と蛍光検出は同一チューブ内で進行する． 

(C)  RT-RPA法．逆転写，RPA，蛍光検出に必要なタンパク質・酵素は協調的に作用し，標的 RNAを

42°C・20 分・1ステップで検出する． 
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2. 材料及び方法 

2.1. Recombinase Polymerase Amplification（RPA）法による 

    男性 DNAの迅速・簡便な検出法の開発 

2.1.1. コントロール DNA 

 Human male genomic DNA G1471（Promega）を男性コントロール DNA とし，Human female 

genomic DNA G1521（Promega）を女性コントロール DNA として使用した．男性コントロール

DNA を TE Buffer（Thermo Fisher Scientific）で 1 ng/µLに希釈し，陽性コントロールとした．女

性コントロール DNAを TE Bufferで 10 ng/µLに希釈し，男性特異性の確認に使用した． 

 男性コントロール DNAの 10倍段階希釈系列（テンプレート量：100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 

pg, 1 pg）を検出感度の検討に使用した．また，男性コントロールDNAと女性コントロールDNA

を用いて男女混合 DNA 試料を調製した．男性コントロール DNA のテンプレート量を 100 pg と

した場合の男女混合 DNA試料（混合比 1:0, 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000），50 pgとした場合の男女混合

DNA 試料（混合比 1:0, 1:2000）を検査に使用した． 

 

2.1.2. 阻害剤 

 フミン酸（Sigma）をヌクレアーゼフリー水で溶解・希釈した 40．1 ng の男性コントロール

DNA に 62.5, 125, 250, 500, 1000 ng/µLのフミン酸を含むテンプレートを検査に使用した．また，

1 ngの男性コントロール DNA にヌクレアーゼフリー水を含むテンプレートを検査に使用した． 

 ヘマチン（Sigma）を 100 mMの水酸化ナトリウム水溶液（NaOH）で溶解・希釈した 40．1 ng

の男性コントロール DNAに 125, 250, 500, 750, 1000 µMのヘマチンを含むテンプレートを検査に

使用した．また，1 ng の男性コントロール DNA にヌクレアーゼフリー水あるいは 100 mM の

NaOHを含むテンプレートを検査に使用した． 

 

2.1.3. 体液試料 

 体液試料は健常者から採取した．本研究は，富山大学遺伝子解析研究に関する倫理審査委員

会の承認を得て実施した（整理番号：I2020011，I2020012）． 

 血液（男性 3 名分，女性 3 名分）は EDTA-2K 入り採血管（日本ベクトン・ディッキンソン）

に採取した．唾液（男性 3名分，女性 3名分）及び精液（3名分）は 50 mLチューブ（Sarstedt）

に採取した．膣液（3名分）は医療用滅菌綿棒（日本綿棒株式会社）で採取した． 
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2.1.4. プライマー及びプローブ 

 Y 染色体上のマルチコピー領域（GenBank accession number: AF522078）を指標として，プライ

マー（Eurofin）及びプローブ（Eurofin）を設計した（表 1）38．RPA 法には，PCR 法の Primer3

（https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/）や LAMP 法の PrimerExplorer（https://primerexplorer.jp/）のよ

うなプライマー設計用のソフトウェアがない 25,26．そこで，マニュアル 29 の推奨条件に従って

Forward・Reverse プライマーを各 3 つ（F1–3, R1–3）設計し，これらの 9 通りの組み合わせの中

から最適な組み合わせを検討した． 

 

表 1 男性 DNA検出用の RPAプライマー及びプローブ 

Name Sequence (5′ to 3′)a Positionb 

F1 TCCACAACAGCGTGCAAAACGCTTCAAATATGCCC 164–198 

F2 CCACAACAGCGTGCAAAACGCTTCAAATATGCCC 165–198 

F3 CACAACAGCGTGCAAAACGCTTCAAATATGCCC 166–198 

R1 ACTATCTTCGCATGAGAACCAGGCAGAAACATTCT 329–295 

R2 AACTATCTTCGCATGAGAACCAGGCAGAAACATTC 330–296 

R3 GTGAAAAAGGAACTATCTTCGCATGAGAACCAGGC 340–306 

exo probe 
AGAGATTCCACAAAAAGAGTGTTTCCAAAC 
(FLUdT)A(Spd)(BHQ1dT)CAAATCAAAAAATGA(SpC3) 

201–249 

 a FLUdT：FAM標識 T，Spd：dSpacer（脱塩基部位），BHQ1dT：BHQ1標識 T， 

  SpC3：C3 spacer（伸長反応のブロック） 

 b Y染色体上のマルチコピー領域（GenBank accession number: AF522078） 

 

 

2.1.5. RPAアッセイ 

 体液試料からの DNA 抽出・精製には，EZ1 DNA Investigator Kit（QIAGEN）を使用した．RPA

法は TwistAmp® exo kit（TwistDx）を使用し，増幅及び検出は QuantStudio® 5 リアルタイム PCR

システム（Thermo Fisher Scientific） で行った．反応は 39°C・20分で行い，30秒ごとに蛍光を測

定した（1サイクル = 1分）．蛍光シグナル（ΔRn）が 0.2を超えた時のサイクル数（Cq値）を時

間に換算し，Threshold timeとした 38． 
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2.1.6. 増幅産物の確認 

 TwistAmp® exo kitに含まれる exonuclease IIIはプローブ（exo probe）だけでなく，増幅産物も

分解する．増幅産物の解析を行うために，TwistAmp® Basic kit（TwistDx）を使用して RPA 法を

行った．増幅は GeneAmp® PCR System 9700（Thermo Fisher Scientific） を使用し，反応は 39°C・

20分で行った．反応後，増幅産物を FastGene™ Gel/PCR Extraction Kit（日本ジェネティクス）で

精製し，Bioanalyzer（Agilent Technologies）による電気泳動解析と 3500 Genetic Analyzer（Thermo 

Fisher Scientific）によるシーケンス解析を行った． 

 

2.1.7. アルカリ溶解法 

 体液試料を 100 µL の NaOH（100 mM）で浸出させ，95°C で 5分加熱した．この溶液を Crude 

DNA とし，RPA 法に使用した．比較のため，同じ試料からから抽出・精製した DNA（Purified 

DNA）も検査した． 

 男性単独試料に対する評価のため，PBSで希釈した男性血液，男性唾液，精液（各 5, 0.5, 0.05 

µL 相当）を綿棒に付着させた．男女混合試料に対する評価のため，5 µL の男女混合血液（男性

血液：女性血液 = 1 : 9），5 µLの男女混合唾液（男性唾液：女性唾液 = 1 : 9）を綿棒に付着させ

た．また，PBSで希釈した精液（0.5 µL相当）を，膣分泌液を拭った綿棒に付着させた．これら

の体液試料を室温（23–25°C）で一晩乾燥させた後，Crude DNA及び Purified DNA を調製した． 

 

2.1.8. 模擬試料 

 男性血液に由来する試料として，床の血痕（#1），ナイフ刃先の血痕（#2），デニム上の血痕

（#3），22 年前に作製された血痕（#4）を検査した．男性唾液に由来する試料として，使用済み

スプーン（#5），デニム上の唾液斑（#6），吸い殻（#7），ガム（#8）を検査した．精液に由来す

る試料として，床の精液斑（#9），コンドーム中の精液（#10），デニム上の精液斑（#11），3 年

前に作製された精液斑（#12）を検査した． 

 

2.1.9. データ解析 

 QuantStudio® 5 リアルタイム PCR システムから得られたデータは，QuantStudio™ Design & 

Analysis Software v1.5.1（Thermo Fisher Scientific）で解析し，GraphPad Prism 9（GraphPad Software）

でグラフ化した．図 1, 10Aは BioRender（https://biorender.com/）で作成した． 
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2.2. Reverse Transcription-Recombinase Polymerase Amplification（RT-RPA）法による 

    血液 mRNAマーカーの迅速・簡便な検出法の開発 

2.2.1. コントロール核酸 

 Peripheral Blood Leukocyte Total RNA（BioChain）をコントロール RNA として使用した．コン

トロール RNA を TE Buffer（Thermo Fisher Scientific）で 0.01 ng/µLに希釈し，陽性コントロール

とした．また，コントロールRNAの10倍段階希釈系列（テンプレート量：1, 10−1, 10−2, 10−3, 10−4, 

10−5 ng）を検出感度の検討に使用した． 

 PrimeScript™ RT Master Mix（TaKaRa）を用いてコントロール RNA 50 ng から合成した cDNA

を 200倍希釈し，プライマー及びプローブの最適化に使用した． 

 3種類のゲノムDNA（gDNA）：Human male genomic DNA G1471（Promega）を gDNA1，Human 

female genomic DNA G1521（Promega）を gDNA2，Standard DNA（Thermo Fisher Scientific）を

gDNA3 として使用した．プライマーの特異性を評価するため，20 ng の gDNA1 を検査に使用し

た．また，DNase 処理の工程が省略可能か検討するため，100 ng の gDNA1–3 を検査に使用した． 

 

2.2.2. 阻害剤 

 フミン酸（Sigma）をヌクレアーゼフリー水で溶解・希釈した 40．0.01 ngのコントロール RNA

に 250, 500, 1000 ng/µLのフミン酸を含むテンプレートを検査に使用した． 

 ヘマチン（Sigma）を 100 mM の NaOH で溶解・希釈した 40．0.01 ng のコントロール RNA に 

125, 250, 500 µMのヘマチンを含むテンプレートを検査に使用した． 

 タンニン酸（Sigma）をヌクレアーゼフリー水で溶解・希釈した 40．0.01 ng のコントロール

RNAに 1000, 2000, 4000 ng/µLのタンニン酸を含むテンプレートを検査に使用した． 

 メラニン（Sigma）を 1% (v/v) のアンモニア水で溶解・希釈した 40．0.01 ng のコントロール

RNAに 62.5, 125, 250 ng/µLのメラニンを含むテンプレートを検査に使用した． 

 また，0.01 ng のコントロール RNA にヌクレアーゼフリー水，100 mM の NaOH，または 1% 

(v/v) のアンモニア水を含むテンプレートを検査に使用した． 
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2.2.3. 体液試料 

 体液試料は健常者から採取した．本研究は，富山大学遺伝子解析研究に関する倫理審査委員

会の承認を得て実施した（整理番号：I2020011，I2020012）． 

 血液（6 名分）は EDTA-2K 入り採血管（日本ベクトン・ディッキンソン）に採取した．唾液

（6名分）及び精液（6名分）は 50 mLチューブ（Sarstedt）に採取した．膣液（3名分・2回）は

医療用滅菌綿棒（日本綿棒株式会社）で採取した． 

 血液（4名分）の 10倍段階希釈系列（10, 1, 10−1, 10−2, 10−3, 10−4 µL相当）から RNAを抽出し，

血液量に対する検出感度の検討に使用した． 

 50 µL の血液（6 名分），50 µL の唾液（6 名分），50 µL の精液（6 名分），膣分泌液を拭った 1

本分の綿棒（6試料：3名分を各 2回採取）から RNAを抽出し，体液特異性の検討に使用した． 

 

2.2.4. プライマー及びプローブ 

 HBB mRNA（GenBank accession number: NM000518）を指標として，プライマー（Eurofin）及

びプローブ（Eurofin）を設計した（表 2，図 2）37,39．プローブの最適化のため，3 つのプローブ

（P1–3）を検証した．プライマーの最適化のため，Forward・Reverse プライマー各 3 つ（F1–3, 

R1–3）の 9通りの組み合わせを検証した． 

 

表 2 HBB mRNA検出用の RPAプライマー及びプローブ 

Name Sequence (5′ to 3′)a Positionb 

F1 CTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGCTCCTG 339–371 

F2 CAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGC 335–366 

F3 CTGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAG 329–364 

F4 CTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACA 280–314 

R1 CCCAGTTTAGTAGTTGGACTTAGGGAACAAAGG 563–531 

R2 TTTAGTAGTTGGACTTAGGGAACAAAGGAACC 558–527 

R3 CATAATATCCCCCAGTTTAGTAGTTGGACTTAGGG 573–539 

R4 CTGCACTGGTGGGGTGAATTCTTTGCCAAAGTGAT 434–400 

P1 
TGGCCCACAAGTATCACTAAGCTCGCTTTC 
(FLUdT)T(Spd)C(BHQ1dT)GTCCAATTTCTATTA(SpC3) 

475–524 

P2 
TGGCAAAGAATTCACCCCACCAGTGCAGGC 
(FLUdT)G(Spd)C(BHQ1dT)ATCAGAAAGTGGTGG(SpC3) 

407–456 

P3 
TGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACT 
(FLUdT)CA(Spd)GC(BHQ1dT)CCTGGGCAACGT(SpC3) 

332–379 

 a FLUdT：FAM標識 T，Spd：dSpacer（脱塩基部位），BHQ1dT：BHQ1標識 T， 

  SpC3：C3 spacer（伸長反応のブロック） 

 b 血液 mRNAマーカーHBB（GenBank accession number: NM000518） 
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図 2. HBBプライマー及びプローブの検討 

HBB遺伝子と検証したプライマー・プローブの組み合わせを示す．  
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2.2.5. 反応条件の検討 

 逆転写の過程で生じる RNA:cDNA hybrid は，その後の増幅工程を阻害することが報告されて

いる 41,42．そこで，RNA:cDNA hybridの RNAのみを選択的に分解する RNase H（NEB）の有無で

RT-RPA反応を比較した． 

 逆転写酵素量の最適化を行うため，5, 10, 20 U の逆転写酵素 SuperScript™ IV Reverse 

Transcriptase（Thermo Fisher Scientific）を使用し，RT-RPA反応を比較した． 

 RPA 法に採用されている分子クラウディング剤は，プライマーと Recombinase の複合体形成を

促進する一方で，その粘性は反応成分の拡散を妨害する 26,43．反応成分の局在化・局所的な枯渇

を防ぐため，RPAキットのマニュアルでは反応の 4分後に反応溶液を攪拌させることが推奨され

ている 28．この影響を調べるため，攪拌工程の有無で RT-RPA反応を比較した． 

 

2.2.6. RT-RPAアッセイ 

 体液試料からの RNA 抽出・精製には，RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を使用し，残存するゲノ

ム DNA は RNase-free DNase Set（QIAGEN）で分解した．RT-RPA 法は TwistAmp® exo kit

（TwistDx），SuperScript™ IV Reverse Transcriptase（Thermo Fisher Scientific），RNase H（NEB）を

使用し，増幅及び検出は QuantStudio® 5 リアルタイム PCR システム（Thermo Fisher Scientific） 

で行った．反応は 42°C・20分で行い，30秒ごとに蛍光を測定した（1サイクル = 1分）．蛍光シ

グナル（ΔRn）が 50000を超えた時のサイクル数（Cq値）を時間に換算し，Threshold time とし

た 39． 

 

2.2.7. 増幅産物の確認 

 増幅産物の解析を行うために，TwistAmp® Basic kit（TwistDx）を使用して RT-RPA法を行った．

増幅は GeneAmp® PCR System 9700（Thermo Fisher Scientific） を使用し，反応は 42°C・20分で

行った．反応後，増幅産物を FastGene™ Gel/PCR Extraction Kit（日本ジェネティクス）で精製し，

Bioanalyzer（Agilent Technologies）による電気泳動解析と 3500 Genetic Analyzer（Thermo Fisher 

Scientific）によるシーケンス解析を行った． 
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2.2.8. 簡易 RNA 抽出法 

 体液試料を 10 mM TCEP（FUJIFILM）及び 1 mM EDTA（Thermo Fisher Scientific）を含む水溶

液で浸出させ，95°C で 5 分加熱した 41,44．この溶液を遠心分離（12,000 × g, 2 min）し，上清を

Crude RNA として， RT-RPA 法に使用した．比較のため，同じ試料から抽出・精製した RNA

（Purified RNA）も検査した． 

 検出感度の検討のため，PBSで 10倍段階希釈した血液（5, 0.5, 0.05, 0.005, 0.0005 µL 相当）を

綿棒に付着させた．特異性の検討のため，10 µL の血液（3名分），20 µLの唾液（3名分），20 µL

の精液（3 名分）を綿棒に付着させた．また，膣分泌液を拭った綿棒の半分（3 名分）を使用し

た．混合試料の検討のため，PBS で希釈した血液（0.5 µL 相当）を 20 µL の PBS，20 µL の唾液

（3 名分），20 µL の精液（3 名分）と混合し，綿棒に付着させた．また，PBS で希釈した血液

（0.5 µL 相当）を，膣分泌液を拭った綿棒の半分（3 名分）に付着させた．これらの体液試料を

室温（23–25°C）で一晩乾燥させた後，Crude RNA及び Purified RNAを調製した． 

 

2.2.9. 模擬試料 

 血液に由来する試料として，デニム（#1），ハンカチ（#2），マスク（#3），肌着（#4），ゴム

手袋（#5），床（#6），壁（#7），木製机（#8），ナイフ刃先（#9），スマートフォン（#10），眼鏡

（#11）に付着した血痕を検査した． 

 

2.2.10. データ解析 

 QuantStudio® 5 リアルタイム PCR システムから得られたデータは，QuantStudio™ Design & 

Analysis Software v1.5.1（Thermo Fisher Scientific）で解析し，GraphPad Prism 9（GraphPad Software）

でグラフ化した．図 1, 10Bは BioRender（https://biorender.com/）で作成した． 
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3. 結果及び考察 

3.1. Recombinase Polymerase Amplification（RPA）法による 

    男性 DNAの迅速・簡便な検出法の開発 

3.1.1. Y-RPA法の確立 

 Y-RPA 法用のプライマーを検討した結果，男性 DNA は全てのプライマーの組み合わせで検出

され，F2/R3の組み合わせで最も早く検出された（図 3A）．また，F2/R3を用いて女性 DNAを検

査した結果，蛍光シグナルの増加及び増幅産物は認められなかった（図 3B）．以上の結果から，

迅速性及び男性特異性に基づき，F2/R3を Y-RPA法の最適なプライマーとした． 

 

 

 

 

 

 

図 3. Y-RPA 法の確立 

(A) プライマーの最適化．9通りの組み合わせ（F1–3 × R1–3）の検討結果． 

 Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 3）を示す． 

(B) 反応の確認．男性 DNA（Male DNA），女性 DNA（Female DNA），テンプレートなしの陰性コン

トロール（NTC）に対する Y-RPA．典型的な増幅曲線（左）と電気泳動図（右）を示す．矢印

は特異的な増幅産物（176 bp）を示す．  
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3.1.2. Y-RPA法の評価 

 Y-RPA法の検出感度を検討した結果，男性 DNA 100 pgまでは全ての検査（n = 8）で検出され，

10 pg では 8 回のうち 6 回の検査で検出された（図 4A）．男性 DNA 1 pg からは検出されなかっ

た．Y-RPA 法の検出感度は qPCR 法に比べて 10 倍程度劣るが 12,13，DNA 型検査において必要な

感度（完全な DNA 型を得るための感度）を上回っている 12．そのため，Y-RPA 法は高い検出感

度を有すると判断される．Y-RPA 法の検出感度を qPCR 法のレベルまで向上させるためには，プ

ライマー・プローブの更なる最適化，反応条件の改善等が必要になる． 

 男女混合 DNA 試料を検査した結果，全ての試料から男性 DNA は検出された（図 4B）．女性

DNA が男性 DNA に対して 1,000 倍を超えると，検出時間に遅れが生じた．市販の qPCR キット

では，男性 DNA に対して 200,000 倍の女性 DNA が混合していても，男性 DNA の検出に影響し

ないことが示されている 13．これらの結果は，qPCR法と比較して，RPA法は非標的DNAの影響

を受けやすい検出系であることを示している． 

 Y-RPA法の阻害耐性を検討した結果，最大で 1000 ng/µLのフミン酸または 500 µMのヘマチン

を含むテンプレートからも男性 DNA は検出された（図 4C）．また，フミン酸の濃度を増加させ

ても増幅産物の量は変わらなかったことから，フミン酸は蛍光検出の工程を阻害すると推定さ

れた．一方，ヘマチンの濃度を増加させると増幅産物の量が減少したことから，ヘマチンは

DNA 増幅の工程を阻害すると推定された． 

 Quantifiler™ Trio（Thermo Fisher Scientific）は阻害に強い qPCRキットで，男性 DNA検出に関

して 400 ng/µLのフミン酸または 500 µMのヘマチンに阻害耐性がある 4,12．このキットとの比較

から，Y-RPA 法は Quantifiler™ Trio と同等の高い阻害耐性を有していると判断される．さらに，

Quantifiler™ Trio はダイレクト qPCR 法としての使用も報告されている 4,10．これらの知見は，Y-

RPA法がダイレクト法として使用できる可能性を示唆するものである． 
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図 4. Y-RPA 法の評価 

(A) 検出感度の検討．男性 DNAの希釈系列（100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg）の検査結果．

Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 8）を示す． 

(B) 混合試料の検討．男女混合 DNA試料（男性 DNA 100 pg 固定で男女比 1:0, 1:1, 1:10, 1:100, 

1:1000，男性 DNA 50 pg 固定で 男女比 1:0, 1:2000）の検査結果． 

 Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 8）を示す． 

(C) 阻害因子の影響．フミン酸（62.5, 125, 250, 500, 1000 ng/µL）またはヘマチン（125, 250, 500, 750, 

1000 µM）の検査結果．（左）Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 4）と（右）典型的な電気泳

動図を示す． 

 Threshold time = 20 のプロットは不検出のサンプル． 
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3.1.3. ダイレクト Y-RPA法の検討 

 男性単独試料の Crude DNA を使用してダイレクト Y-RPA 法を行った結果，いずれの体液から

も男性 DNAが検出され，その検出感度は Purified DNAを使用した Y-RPA法と同等であった（図

5A）．混合体液試料の Crude DNA を使用してダイレクト Y-RPA 法を行った結果，男女混合血液

及び男女混合唾液から男性 DNAが検出されたが，混合精液では検出が阻害された（図 5B）． 

 膣分泌液成分の阻害効果を低減させるため，混合精液から抽出した DNA を 2 倍段階希釈し，

再度検査を行った．結果，希釈した全ての試料から男性 DNA が検出された（図 5C）．本検討で

は最適な希釈倍率は 8倍であった． 

 Crude DNAの希釈あるいは溶解する試料自体の量を減らすことは阻害効果を低減させるために

有効であるが，同時に，反応させる男性 DNA の量も減少させる．そのため，女性体液の阻害効

果による偽陰性と男性 DNA の希釈による偽陰性はトレードオフの関係にあることに注意する必

要がある． 

 以上の結果から，体液試料に対するダイレクト Y-RPA法の適用可能性が示された． 
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図 5. ダイレクト Y-RPA 法の検討 

(A) 男性単独試料の検討．血液，唾液，精液の希釈系列（5，0.5，0.05 µL）から抽出した Purified 

DNA及び Crude DNAの検査結果．Threshold time（n = 3人分）を示す． 

(B) 混合体液試料の検討．混合血液（男性血液：女性血液 = 1 : 9），混合唾液（男性唾液：女性唾液 

= 1 : 9），混合精液（10倍希釈精液と膣分泌液を拭った綿棒の混合）から抽出した Purified DNA

及び Crude DNAの検査結果．Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 3）を示す． 

(C) Crude DNAの希釈の影響．混合精液から得られた Purified DNA及び Crude DNAの希釈系列（2, 

4, 8, 16, 32 倍希釈）の検査結果．Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 3）を示す． 

 Threshold time = 20 のプロットは不検出のサンプル． 
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3.1.4. 法科学的試料への応用 

 作製した模擬試料及び Y-RPA 法の結果を表 3 に示す．Purified DNA と Crude DNA のいずれの

使用でも全ての模擬試料から男性 DNA が検出された．Crude DNA には体液成分に加えて染料等

の材料成分が含まれるが，今回検証した試料では明らかな阻害効果は認められなかった．よっ

て，Y-RPA法の法科学的試料への適用可能性が示唆された． 

 実際の法科学的試料は衣類，食品，砂土，あるいは微生物等に由来するさまざまな物質を含

むことが多く，これらの物質がアルカリ溶解法・Y-RPA法の阻害要因となる可能性がある．今後，

より多くの法科学的試料を用いた広範的な検証が必要になる． 

 

 

表 3 模擬試料を用いた Y-RPA法の検討 

# 試料 体液量 a 期間 b DNA抽出 c Threshold time (min) 

     Purified DNA Crude DNA 

1 床の血痕 5 µL 46日 綿棒 3.90 5.70 

2 ナイフ刃先の血痕 5 µL 42日 綿棒 4.05 5.09 

3 デニム上の血痕 5 µL 58日 5 × 5 mm 3.85 5.09 

4 コットン上の血痕 unknown 22年 5 × 5 mm 4.30 6.16 

5 使用済みスプーン unknown 7日 綿棒 4.86 5.79 

6 デニム上の唾液斑 5 µL 29日 5 × 5 mm 4.03 5.14 

7 吸い殻 unknown 3日 5 × 5 mm 8.71 12.77 

8 ガム unknown 16日 30 mg 4.50 7.94 

9 床の精液斑 5 µL 46日 綿棒 3.50 3.90 

10 コンドーム中の精液 50 µL 42日 綿棒 3.35 3.75 

11 デニム上の精液斑 5 µL 58日 5 × 5 mm 3.54 4.21 

12 コットン上の精液斑 unknown 3年 5 × 5 mm 3.51 4.33 

 a 試料の作製に使用した体液量．unknown: 体液量を決定できないもの 

 b 試料の作製から DNA抽出までの期間 

 c 綿棒: 綿棒で採取後，綿球の半分を使用 
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3.2. Reverse Transcription-Recombinase Polymerase Amplification（RT-RPA）法による 

    血液 mRNAマーカーの迅速・簡便な検出法の開発 

3.2.1. HBBプライマー及びプローブの選択 

 HBB mRNA のプローブを検討した結果，P1 のみが cDNA に特異的な蛍光シグナルを示し，P2

及び P3 はネガティブコントロール（NTC）に対して非特異的な蛍光シグナルを示した（図 6A）．

よって，P1を最適なプローブとした． 

 HBB mRNA のプライマーを検討した結果，R2 を使用した組み合わせが cDNA に特異的な蛍光

シグナルを示し，R1 及び R3 のプライマーはゲノム DNA に対して非特異的な蛍光シグナルを示

した（図 6B）．R2を使用した組み合わせのうち，F3/R2で最も早くHBBが検出された（図 6C）．

よって，F3/R2を最適なプライマーとした． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6. HBBプライマー及びプローブの選択 

(A) プローブの最適化．cDNA及びテンプレートなしの陰性コントロール（NTC）に対する 3つのプ

ローブ（P1, P2, P3）の検討結果．典型的な増幅曲線を示す． 
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図 6. HBBプライマー及びプローブの選択（続き） 

(B) プライマーの最適化．cDNA，ゲノム DNA（gDNA），NTC に対する 9通りのプライマーの組み

合わせの検討結果．典型的な増幅曲線を示す． 

(C) F1/R2, F2/R2, F3/R2 の Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 3）を示す． 

  



24 

 

 

 

3.2.2. RT-RPA反応条件の最適化 

 RNase Hの有無で RT-RPA 反応を比較した結果，RNase H の添加で HBBの検出時間が早くなる

ことが確認された（図 7A）．この結果は，RT-RPA 法における RNase H の反応促進効果を調べた

先行研究と一致した 41,42．次に，逆転写酵素の量を検討した結果，20 Uを使用した場合に最も早

く HBB が検出された（図 7B）．よって，RNase H の添加及び 20U の逆転写酵素の使用を最適な

反応溶液の条件とした． 

 反応途中における反応溶液の攪拌の影響を検討した結果，攪拌工程の省略により，反応に遅

れが生じた（図 7C）．攪拌工程は，（1）反応開始から 4 分後に一時停止，（2）反応溶液の混合・

遠心，（3）反応の再開という作業を伴い，検査者は反応開始後も攪拌工程を行うために装置の

近くで待機する必要がある．これらの工程の省略は作業の簡便化につながるが，本研究では反

応効率を優先し，攪拌工程を導入した． 

 最適な反応条件での典型的な増幅曲線を図 7D に示す．また，電気泳動及びシーケンス解析の

結果，HBB mRNA特異的な増幅産物が確認された（図 7E）． 
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図 7. RT-RPA 反応条件の最適化 

(A) RNase Hの有無（+/−）の影響．RNase Hの添加（+）によって反応が促進する． 

(B) 逆転写酵素（RT）量の影響．20 Uの使用で最も早い検出を示す． 

(C) 攪拌工程の有無（+/−）の影響．攪拌工程（+）によって反応が促進する． 

(D) 典型的な増幅曲線．逆転写酵素の有無（RT (+/−)）で，コントロール RNA（RNA）及びテンプ

レートなしの陰性コントロール（NTC）に対する反応． 

(E) 典型的な電気泳動図．矢印は特異的な増幅産物（230 bp）を示す． 

(A–C)  Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 3）を示す． 
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3.2.3. RT-RPA法の評価 

 RT-RPA法の白血球 RNA量に対する検出感度を検討した結果，白血球 RNA 10−3 ngまでは全て

の検査（n = 8）で HBB が検出され，10−4 ngでは 8 回のうち 6 回の検査で検出された（図 8A）．

白血球 RNA 10−5 ngから HBBは検出されなかった．また，血液量に対する検出感度を検討した結

果，血液 10−2 µLまでは全てのサンプル（n = 8）で HBB が検出され，10−3 µLでは 7 サンプルで

検出され，10−4 µL では 2 サンプルで検出された（図 8A）．これらの検出感度は，これまで報告

されているマルチプレックス RT-PCR（10−3 ngの血液トータル RNAまたは 10−2–10−3 µLの血液）

や Targeted RNA sequencing（1 ngの血液トータル RNA）の検出感度よりも高い 8,15–17,22．よって，

RT-RPA法はスクリーニング検査として十分な検出感度を有する． 

 RT-RPA 法の体液特異性を検討した結果，全ての血液サンプルから HBB が検出されたが，一部

の唾液サンプル（n = 1/6），精液サンプル（n = 1/6），膣液サンプル（n = 3/6）からも HBBが検出

された（図 8B）．唾液，精液，膣液にも血液（あるいは白血球）に由来する mRNA が存在する

ことが報告されており 7,22，これらの非標的体液中の微量な HBB が検出された可能性がある．こ

の結果は，RT-RPA 法が高い検出感度を有することを実証している．一方，本検討で使用した体

液は比較的多量（50 µL）で新鮮（−80°C 保存）であったが，犯罪現場に遺留される体液は微量

なことが多く，環境要因によって RNA の分解が進行している可能性も高い．よって，実際の法

科学的試料において，血液以外の非標的体液から HBB が検出される可能性は低い，あるいは

HBBが検出される非標的体液試料は少ないと推定される． 

 ゲノム DNA を用いて mRNA に対する特異性を検討した結果，ゲノム DNA から非特異的な増

幅は検出されなかった（図 8C）．よって，RNA テンプレート調製において DNase 処理の工程が

省略できることが示された． 

 RT-RPA法の阻害耐性を検討した結果，白血球 RNAに 500 ng/µLのフミン酸，250 µMのヘマチ

ン，4000 ng/µL のタンニン酸，125 ng/µL のメラニンを含む RNA テンプレートからも HBB が検

出された（図 8D）．これらの結果から，RT-RPA法は高い阻害耐性を有することが確認された 12,13． 
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図 8. RT-RPA 法の評価 

(A) 検出感度の検討．（左）白血球 RNAの希釈系列（1, 10−1, 10−2, 10−3, 10−4, 10−5 ng）の検査結果．

Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 8）を示す．（右）血液の希釈系列（10, 1, 10−1, 10−2, 10−3, 

10−4 µL）の検査結果．Threshold time（n = 4人分 × 2 replicates）を示す． 

(B) 体液特異性の検討．血液，唾液，精液，膣液から抽出した RNAの検査結果． 

 Threshold time（n = 6 biological replicates）を示す． 

(C) ゲノム DNAの影響．gDNA1–3（各 100 ng）の検査結果． 

 Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 3）を示す． 

(D) 阻害因子の影響．フミン酸（250, 500, 1000 ng/µL），ヘマチン（125, 250, 500 µM），タンニン酸

（1000, 2000, 4000 ng/µL），メラニン（62.5, 125, 250 ng/µL）の検査結果． 

 Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 4）を示す． 

 Threshold time = 20 のプロットは不検出のサンプル． 
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3.2.4. ダイレクト RT-RPA法の検討 

 血液から調製した Crude RNAに対してダイレクト RT-RPAを行った結果，蛍光検出及び特異的

な増幅産物が確認された（図 9A）．すなわち，Crude RNA 中に HBB mRNA が放出されているこ

と，RT-RPA法は Crude RNAからも HBBを検出できることが示された．また，Crude RNAを室温

（23–25°C）で 12日間放置した後も安定的にHBBが検出された（図 9B）．よって，Crude RNA中

の RNaseは不活性化されていることが確認された． 

 ダイレクト RT-RPA 法の検出感度を検討した結果，0.5 µL 相当の血液が検出限界であった（図

9C）．Purified RNAを使用した場合，0.0005 µL相当の血液からも HBBが検出された． 

 次に，ダイレクト RT-RPA 法の特異性を検討した結果，血液のみから HBB が検出された（図

9D）．Purified RNAを使用した場合，唾液（n = 2/3）及び精液（n = 3/3）からも HBBが検出され

た．この結果は，Crude RNAの検出感度が Purified RNAよりも低いことに加えて，唾液や精液の

体液成分が簡易 RNA抽出または RT-RPA反応を阻害したためと考えられる． 

 さらに，血液と非標的体液の混合試料を検査した結果，HBB 検出は唾液成分によって著しく

阻害され，精液成分によって完全に阻害された（図 9E）．Purified RNA を使用した場合，全ての

混合試料から HBBが検出された． 

 以上の結果から，HBBの確実な検出には RNA精製が必要である．しかし，RNA抽出・精製工

程は反応チューブの開閉，溶液の移動，遠心操作を繰り返し行う必要がある．多くの試料を処

理する場合には，時間と手間がかかるだけでなく，コンタミネーション・人為的な操作ミスの

リスクが高くなる．一方，Crude RNAを使用した場合は，感度の低さや阻害因子の影響によって

偽陰性が生じる危険があるが，RNA テンプレート調製の迅速化・簡便化に貢献できる．今後，

簡易 RNA 抽出法やダイレクト RT-RPA法の改善が必要になる．  
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図 9. ダイレクト RT-RPA 法の検討 

(A) 反応の確認．5 µLの血液から抽出した Crude RNAに対する RT-RPA．典型的な増幅曲線（左）

と電気泳動図（右）を示す．矢印は特異的な増幅産物（230 bp）を示す． 

(B) Crude RNAの安定性．Crude RNAを調製直後（Day 0）と室温で 1, 2, 5, 12日間静置した後（Day 

1, 2, 5, 12）の検査結果．Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 3）を示す． 

(C) 検出感度の検討．血液の希釈系列（5, 0.5, 0.05, 0.005, 0.0005 µL）から抽出した Purified RNA及

び Crude RNA の検査結果．Threshold time（平均値 ± 標準偏差, n = 3）を示す． 

(D) 特異性の検討．血液，唾液，精液，膣液（n = 3）から抽出した Purified RNA及び Crude RNAの

検査結果．Threshold time（n = 3）を示す． 

(E) 混合体液試料の検討．血液と PBS，血液と唾液，血液と精液，血液と膣液の混合試料（混合比

1 : 40）から抽出した Purified RNA及び Crude RNAの検査結果．Threshold time（n = 3）を示す． 

 Threshold time = 20 のプロットは不検出のサンプル．  
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3.2.5. 法科学的試料への応用 

 作製した模擬試料及び RT-RPA 法の結果を表 4 に示す．Purified RNA を使用した場合，全ての

模擬試料から HBB が検出された．Crude RNA を使用した場合，デニム（#1），ハンカチ（#2），

肌着（#4）の血痕からは不検出となった．これは，Crude RNA中に存在するデニム，ハンカチ，

肌着の材料成分が，RT-RPA反応を阻害したためと考えられる． 

 RT-RPA 法は PCR 阻害剤に対して高い阻害耐性を示したが（図 8D），簡易 RNA 抽出で調製さ

れた Crude RNAに対しては検出感度や阻害耐性が低いという課題がある（図 9C，9E，表 4）．そ

のため，現状，RT-RPA 法による HBB のスクリーニングには RNA 精製が必要である．また，実

際の法科学的試料にはさまざまな物質を含むことが多く，これらの物質が簡易 RNA抽出法・RT-

RPA法の阻害要因となる可能性がある．今後，より多くの法科学的試料を用いた広範的な検証が

必要になる． 

 

 

表 4 模擬試料を用いた RT-RPA法の検討 

# 試料 血液量 a 期間 b RNA抽出 c Threshold time (min) 

     Purified RNA Crude RNA 

1 デニム上の血痕 0.5 µL 40日 5 × 5 mm 5.21 ND 

2 ハンカチの血痕 0.5 µL 40日 5 × 5 mm 7.32 ND 

3 マスクの血痕 0.5 µL 40日 5 × 5 mm 5.41 5.90 

4 肌着の血痕 0.5 µL 40日 綿棒 6.76 ND 

5 ゴム手袋の血痕 0.5 µL 40日 綿棒 7.43 8.02 

6 床の血痕 0.5 µL 40日 綿棒 6.02 7.07 

7 壁の血痕 0.5 µL 40日 綿棒 5.75 6.22 

8 木製机の血痕 0.5 µL 40日 綿棒 6.45 8.64 

9 ナイフ刃先の血痕 0.5 µL 40日 綿棒 5.80 6.49 

10 スマートフォンの血痕 0.5 µL 40日 綿棒 5.85 5.69 

11 眼鏡の血痕 0.5 µL 40日 綿棒 6.55 6.96 

 ND, 不検出 

 a 試料の作製に使用した量 

 b 試料の作製から RNA抽出までの期間 

 c 綿棒: 綿棒で採取後，綿球の半分を使用 
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4. 結言 

 本研究では，等温核酸増幅法である RPA 法を利用し，法科学鑑定において重要な 2 つの核酸

マーカー（男性特異的な Y染色体 DNA・血液マーカーである HBB mRNA）を迅速・簡便に検出

する方法を開発した 37–39．Y 染色体 DNA を指標とした RPA 法（Y-RPA 法）では，5 分のアルカ

リ溶解法と 20 分の RPA 法により，30 分以内に男性 DNA の有無を確認することが可能となった

（図 10A）．HBB mRNA を指標とした RT-RPA 法は，血液の確定検査に利用されるマルチプレッ

クス RT-PCRや Targeted RNA sequencingより高い検出感度を示し，確定検査を行う前のスクリー

ニング検査として十分な性能を有していた（図 10B）．これらの方法は，従来の PCR に基づく方

法の時間と手間がかかるという課題を克服できるため，法科学的試料に対するスクリーニング

検査の迅速化・簡便化，さらには DNA 型鑑定全体の効率化に貢献することが期待される．また，

核酸精製が不要なダイレクト法の適用可能性が示唆されたことから，犯罪現場における即時ス

クリーニングシステムの構築が期待される． 
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図 10. RPA 法による法科学核酸マーカーの検出 

(A) Y染色体 DNAを指標とした RPA法（Y-RPA法）による男性 DNA検出の迅速化・簡便化． 

(B) HBBを指標とした RT-RPA法による血液 mRNAマーカーのスクリーニング．  
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