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【目的】 

 犯罪現場で採取される生体試料のスクリーニングは，法科学鑑定において重要な工程

である．例えば，性犯罪においては男性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．また，試料に存在する体液種の証明は犯罪の立証に重要であり，

法科学鑑定ではDNA型検査に先立って行われる．体液種の証明法には，体液特異的に発

現するmRNAを検出する方法がある．  

 従来，このような法科学核酸マーカーは，定量的リアルタイムPCR（qPCR）や逆転写

qPCR（RT-qPCR）によって検出される．しかし，これらのPCRに基づく方法は工程が多

く，操作も煩雑であり，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．そこ

で本研究では，等温核酸増幅法のRecombinase Polymerase Amplification（RPA）法を利

用し，男性DNA及び体液mRNAマーカーの迅速・簡便なスクリーニング法を確立するこ

とを目的とした．  

 

【方法及び結果】 

1. Recombinase Polymerase Amplification（RPA）法による 

男性DNAの迅速・簡便な検出法の開発 

 男性特異的なY染色体上のマルチコピー領域を指標としてRPA法（以下，Y-RPA法）を

行った．反応条件は39°C・20分とした．Y-RPA法は10 pgまでの男性DNAを検出するこ

とができ，高い検出感度を示した．PCR阻害剤を用いて阻害耐性を検討した結果，1000 

ng/µLのフミン酸または500 µMのヘマチン存在下でも男性DNAを検出した．  

 Y-RPA法の高い阻害耐性を考慮し，ダイレクト法の検討を行った．テンプレートDNA

（Crude DNA）の調製にはアルカリ溶解法を採用した．犯罪現場に遺留されることが多

い3種類の体液試料（血液，唾液，精液）からCrude DNAを調製し，ダイレクトY-RPA法

を行った．その結果，すべての体液試料から男性DNAが検出され，さらに精製DNAを用

いた場合と同等の検出率・検出速度を示した．  

 

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 

 血液のmRNAマーカーであるHemoglobin β（HBB）を指標としてRT-RPA法を行った．

反応条件は42°C・20分とした．RT-RPA法は10−4 ngの白血球RNAあるいは10−3 µLの血液

からHBBを検出することができ，従来のRT-PCRに基づく方法よりも高い検出感度を示し

た．PCR阻害剤を用いて阻害耐性を検討した結果，500 ng/µLのフミン酸，250 µMのヘ

マチン，4000 ng/μLのタンニン酸，または125 ng/μLのメラニン存在下でもHBBを検出し

た．  



 

 

 HBBスクリーニングの更なる迅速化・簡便化のため，簡易RNA抽出を組み合わせたダ

イレクトRT-RPA法の検討を行った．テンプレートRNA（Crude RNA）の調製には，ウイ

ルスの溶解及びRNaseの不活性化の効果が報告されているTCEP/EDTA溶液を採用した．

血液からCrude RNAを調製し，ダイレクトRT-RPA法を行った．その結果，精製RNAを用

いた場合に比べて検出感度は劣るが，Crude RNAからもHBBが検出された．  

 

【総括】 

 本研究では，RPA法による男性DNAの検出法及びRT-RPA法による血液mRNAマーカー

（HBB）の検出法を確立し，法科学的試料に対する有効性を評価した．これらの方法は

従来のPCRに基づく方法と同等以上の検出感度・特異性を示し，さらに従来法の時間・

手間がかかるという欠点を克服できるため，法科学鑑定におけるスクリーニング検査の

迅速化・簡便化に貢献することが期待される．また，法科学的試料に対するダイレクト

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

への応用が期待される． 
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