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略語一覧 

AKC American Kennel Club アメリカンケネルクラブ 

AUC area under the curve 曲線下面積 

EDTA ethylene-diamine-tetraacetic acid エチレンジアミン四酢酸 

FCI Fédération Cynologique 

Internationale  

国際畜犬連盟 

FIS inbreeding coefficient 

(subpopulation) 

分集団における近交度 

FIT inbreeding coefficient 

(total population) 

全集団における近交度 

FST fixiation index 遺伝的分化度 

HE expected heterozygosity ヘテロ接合度の期待値 

HO observed heterozygosity ヘテロ接合度の観測値 

JGDA Japan Guide Dog Association 公益財団法人日本盲導犬協会 

JKC Japan Kennel Club 一般社団法人ジャパンケネルクラブ 

JPFA Japan Pet Food Association 一般社団法人ペットフード協会 

LR likelihood ratio 尤度比 

mtDNA Mitochondrial DNA ミトコンドリア DNA 

nA number of alleles アレル数 

NLR nominal logistic regression 名義ロジスティック回帰 

PD power of discrimination 識別能 

PIC polymorphic information content 多型情報含有値 

ROC rceiver operating characteristic 受信者操作特性 

STR short tandem repeat 縦列型反復配列 

SWGDAM Scientific Working Group on DNA 

Analysis Methods 

DNA分析方法に関する技術作業部会 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane トリスヒドロキシメチルアミノメタン 
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1-1 イヌとヒトの関わり 

 イヌは最も古くに家畜化された動物であると言われ，1万 5000年以上前からヒトの生活

に欠かせない存在として共存してきた (Shannon et al., 2015; Vila et al., 1997)．元来，夜

間や留守中に住居の見張りをする番犬，山や森の中で獲物を探索し狩りを補助する狩猟犬，

放牧された家畜を集める牧羊犬，雪国でそりをひく橇犬など様々な用途に合わせて改良が

行われてきたが (Manwell and Baker, 1984)，近年，使役犬や愛玩犬としての需要が高ま

り，さらに人間社会に適応する犬種の積極的な作出や繁殖が行われている．その結果，現

在では 343犬種が国際畜犬連盟 (Federation Cynologique Internatioale：FCI) に公認さ

れ，そのうちの 194犬種がジャパンケネルクラブ (Japan Kennel Club：JKC) に登録され

ている． 

イヌはネコと並んで世界的に人気のある愛玩動物であり，その飼育頭数は 5 億頭を超え

ると言われている  (Coren, 2012)．一般社団法人ペットフード協会  (Japan Pet Food 

Association：JPFA) の調査によると，日本国内の飼育頭数は約 1千万頭と推計され，世帯

飼育率は 15.06 %と実に 7世帯に 1世帯がイヌを飼育している (JPFA, 2015)．イヌはヒト

にとって極めて身近な動物であると言える． 

 

1-2 イヌ DNA 型鑑定 

日本国内において飼育されているイヌのうち，80.3 %は純血種であるとされている 

(JPFA, 2015)．純血種は，成長後の容姿が予測できるだけでなく，ドッグショーなどへの参

加資格が得られることや，多くの研究によって行動特性や気質が明らかになっていること

から，雑種に比べて人気が高く，雑種よりも高値で売買される傾向にある．そのため，近

年，血統証明書の偽装や不正使用が問題となっており，血統や親子関係の確認のためのDNA

型鑑定の需要が高まっている． 

イヌの DNA型鑑定は，一方で，犯罪捜査に大きく貢献することがある．世界で初めて動

物の DNA型鑑定が刑事事件に導入されたのは 1994 年で，アメリカで血だらけのジャケッ

トから採取されたネコの被毛が殺人事件の容疑者特定につながった (Menotti-Raymond et 

al., 1997)．以降，様々な動物種で DNA による個体識別の研究が進められ，イヌの個体識

別についてもミトコンドリア DNAと核 DNAの両面から研究が行われてきた．ヒトがイヌ

と直接あるいは間接的に接触する機会は多く，被毛，だ液，糞尿などが身体や衣服に付着

することも多い．そのため，犯罪現場にイヌ由来の生体試料が遺留されることも少なくな
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く，イヌの DNA は，犯罪を立証する重要な証拠にもなりうるのである (Clarke and 

Vandenberg, 2010; Eichmann and Parson, 2007; Kanthaswamy, 2015; Kanthaswamy et 

al., 2009; Padar et al., 2001)． 

 

ミトコンドリア DNA 

 ミトコンドリアは各細胞内に 100～1000 個存在し，それぞれに 2～10コピーのミトコン

ドリア DNA (mtDNA) が含まれている (Nass, 1969)．微量のサンプルや劣化したサンプル

からの検出率も高いため，法科学分野において注目されてきた (Wetton et al., 2003)．特に，

HV-I領域と HV-II領域は多型性が高く，イヌにおいても，個体識別や血縁関係を証明する

ための研究が進められてきた (Angleby and Savolainen, 2005; Desmyter and Gijsbers, 

2012; Eichmann and Parson, 2007; Gundry et al., 2007; Halverson and Basten, 2005b; 

Savolainen and Lundeberg, 1999; Webb and Allard, 2009)． 

無意識のうちに衣服や家具に付着することも多いイヌの被毛から検出できるため，イヌ

の mtDNA が犯罪の証拠として採用された例もある (Halverson and Basten, 2005b; 

Savolainen and Lundeberg, 1999; Schneider et al., 1999)．しかし一方で，母性遺伝によ

って母系血縁関係にある個体では同一の型となってしまうため (Sato and Sato, 2013)，ハ

プロタイプ数は少なく，地域や集団，プライマー設計位置によって 45～143 と報告されて

いる (Desmyter and Gijsbers, 2012; Gundry et al., 2007; Sugiyama et al., 2013; Webb 

and Allard, 2009)．その識別能は 0.86～0.95 程度と低く，個体識別の指標として有用であ

るケースは限られる (Angleby and Savolainen, 2005)．また，ヘテロプラスミーによって

個体内で多型が生じ，サンプルの採取部位や採取時期によって同一個体性や血縁関係が否

定されてしまうこともある (Klütsch et al., 2011; Spicer et al., 2014)． 

 

マイクロサテライト多型 

 STR (Short Tandem Repeat) は，2～8塩基程度の短い塩基配列をくり返しの単位として，

ゲノム上に数個から数十個直列に並んでいるものを指す (巌佐 et al., 2013)．この領域では

突然変異が生じやすく，多様性に富むことから，集団遺伝学，育種学，法科学などさまざ

まな分野で研究が進められている． 

イヌにおいても数多くの STR多型が報告されており，犬種差や遺伝性疾患の解明，個体

識別，親子鑑定などに用いられている (Arata et al., 2015; Berger et al., 2014; Eichmann 

et al., 2004; Kanthaswamy et al., 2009; Muller et al., 1999; Ogden et al., 2012; Radko 
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and Slota, 2009; van Asch et al., 2009)．犬種間の遺伝的分化を解析することで犬種の遺伝

的な背景を推定したり，犬種内の遺伝的構造を解析したりすることで犬種内の分化を把握

することもできる．たとえば，犬種の遺伝的背景を調べた Parker らの報告によると，シバ

イヌは他の犬種に比べてオオカミに近いことが示唆された (Parker et al., 2004)．また，プ

ードルの犬種内分化を解析した Bjornerfeldt らの報告によると，FCI 公認の 4 種のプード

ル (スタンダード，ミディアム，ミニチュア，トイ) のうち，スタンダードのみが同一犬種

とは思えないほど大きく分化していることが示された (Bjornerfeldt et al., 2008)． 

法科学分野においては個体識別法として注目され，様々な PCRパネルが提案されている

(Arata et al., 2015; Berger et al., 2014; Muller et al., 1999; Ogden et al., 2012; van Asch 

et al., 2009; Zenke et al., 2011)．しかし，簡便性，客観性，再現性などの観点から，いず

れのパネルもヒトの DNA型検査キットのように広く定着していないという現状がある．そ

の理由の 1つとして，これらのパネルに含まれている STRの多くが 2塩基単位の反復配列

であることが挙げられる．2塩基単位のSTRは，スタッターピークが多数検出され (Murray 

et al., 1993)， 4塩基単位のものと比べて検査結果の客観性や再現性が低くなることが知ら

れており (Daniels et al., 1998; Phavaphutanon and Laopiem, 2013)，これらの座位を検

査対象としない個体識別法の確立が必要である． 

 

1-3 市販キットと問題点 

 イヌの DNA型検査に関しては，市販されたキットも複数ある．しかし，ヒトの DNA型

検査キットと同等の高い完成度が求められるようになり，たとえば，Stockmarks○R  
 
Canine 

I Kitおよび II Kitは，刑事裁判にも採用されたという実績があるものの，アレリックラダ

ーマーカーを用いないことや法科学的に十分な検討が行われていなかったことから，販売

を中止した (Kanthaswamy et al., 2009)．現在販売されている代表的なキットとして，

Thermo Fisher ScientificのCanine Genotypes Panel (Dayton et al., 2009; Kanthaswamy 

et al., 2009) があるが，1.1 Kit は，19の検査座位のうち 17座位が 2塩基単位の STRであ

るためデータが安定せず，4 塩基以上の反復単位を有する STR を検査座位とする 2.1 Kit

は，日本では販売されていない． 
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1-4 新検査法 DogFiler 

 2013年，アメリカ合衆国のカリフォルニア大学デービス校 (UC Davis) の研究チームに

よって DogFiler という新たなマルチプレックス PCRパネルが考案された (Wictum et al., 

2013)．この DogFiler は，プライマーを 4 種の蛍光色素 (6-FAM，NED，PET，VIC) で

標識することで，15 座位の STR 型と Y 染色体の有無 (SRY マーカー) をマルチプレック

ス PCRによって判定できるイヌの DNA型検査法である．検査座位はいずれも 4塩基単位

の STR で，異なる染色体上に存在しており，一度の PCR とキャピラリー電気泳動で解析

が可能となっている．用いられている蛍光色素は，日本の法科学鑑定に使用されている

AmpFℓSTR○R  Identifiler○R  Plus Kit (Thermo Fisher) などと同じものであるため，ヒト

DNA型検査と同じ器材を用いることができる．DogFiler は，法科学鑑定における個体識別

を目的として開発された検査手法であり，イヌの DNA型検査法としては初めて DNA 科学

解析手法作業部会 (SWGDAM：Scientific Working Group on DNA Analysis Methods) の

基準を満たすものとされている (Wictum et al., 2013)． 

 

1-5 日本の法科学鑑定 

近年，科学的な手法による鑑定が重視され，なかでも DNA型鑑定はその識別力や客観性

の高さから，刑事裁判において極めて高い証拠価値を認められている．現在日本の科学捜

査におけるヒト DNA型鑑定では，主として AmpFℓSTR○R  Identifiler○R  Plus Kit (Thermo 

Fisher) が用いられている．日本人における理論上の偶然一致率は，最も高くて 4兆 7 千億

分の 1と言われており，極めて高い精度で個人識別が可能である (警察庁, 2008)． 

 DNA型鑑定については，さまざまな指針や勧告が出されている．なかでも SWGDAMの

指針は FBI に対して大きな影響力をもち，結果的にアメリカの検査機関に対して拘束力を

もつため，DNA型検査法や検査機器の研究，開発を行う際に重要視されている．日本では，

1997年に日本 DNA多型学会によって「DNA 鑑定についての指針」が出されており (2012

年改定)，日本の法科学における DNA型鑑定のあり方が示されている (日本 DNA多型学会

DNA鑑定についての指針(2012年)：http://dnapol.umin.jp/contents/guideline-2012.pdf# 

search='DNA%E5%A4%9A%E5%9E%8B+%E6%8C%87%E9%87%9D')．この指針は「主

としてヒトの DNA を対象とするが，事件の内容によってはヒト以外の生物の DNA 検査

が含まれることもある」としており，動植物の DNA型検査法を構築する際にも参考にすべ

きものである．この指針のなかで，検査法については，国内外において広く検討されてい
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ることや，日本においてアレルの出現頻度データが蓄積されていること，総合して充分な

識別力が得られること，検出に適した条件を使用することなどが求められている．これら

の点については，公判の場でも論点となる可能性があり，鑑定実務に導入する前に学術的

検討を重ねることが必要となる． 

 

1-6 本研究の目的 

これまで述べてきたように，イヌの DNA型鑑定は犯罪捜査に大きく貢献する有用なツー

ルであるが，従来の手法ではその検査結果の客観性や再現性が乏しい現状にあり，日本の

法科学鑑定には定着していない．一方アメリカでは，新検査法 DogFiler がすでに法科学鑑

定に導入されており，公判においても証拠として採用されている (Wictum et al., 2013)．

日本においてもイヌの個体識別法の確立が望まれており，DogFiler の導入が必要であると

考えるが，日本の法科学分野においては，検査法の導入に際し国内での有効性について充

分な学術的検討が求められている．  

 そこで本研究では，まず第 2章で DogFiler を日本の法科学鑑定に適用できるよう条件設

定を行い，客観性と再現性を確保した．つづいて第 3 章では，ランダムにサンプリングし

たイヌを用いて日本国内における多型性を評価し，第 4 章では近親個体群における多型性

や突然変異率を確認し，日本の法科学鑑定において有用かどうかを検討した．さらに第 5

章では，この検査法を応用し，分集団内における近交度の評価や犬種推定が可能かどうか

を検討した．そして第 6章では，得られた結果を総合的に考察した (図 1)． 
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図 1 本研究の流れ 
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2-1 緒言 

2-1-1 ヒト DNA 型鑑定 

犯罪捜査において被疑者や被害者を特定し，事件に結び付けることは極めて重要である．

近年，科学的な手法による鑑定が重視され，指紋，血液型，歯型，顔画像などの解析が頻

繁に行われており，なかでも DNA型鑑定はその識別力や客観性の高さから，刑事裁判にお

いて極めて高い証拠価値を認められている． 

DNA型によるヒトの個人識別には，STR (Short Tandem Repeat) が用いられている．

安定してデータを得られるキットを用いて世界中でデータベースが構築され，犯罪捜査に

役立てられている (Butler, 2006)．現在，日本の科学捜査におけるヒト DNA 型鑑定では，

AmpFℓSTR○R  Identifiler○R  Plus Kit (Thermo Fisher) が主に用いられている．これはマル

チプレックス PCR とキャピラリー電気泳動を行うことで，複数座位の STR 領域のくり返

し多型 (STR型) を検出するものである．日本人における理論上の偶然一致率は，最も高く

て 4兆 7千億分の 1とも言われ，極めて高い精度で個人識別が可能である (警察庁, 2008)． 

 

2-1-2 DNA 型鑑定に関する指針 

 第一章でも述べたとおり，DNA型鑑定については，さまざまな指針や勧告が出されてい

る．なかでも SWGDAMの指針 (SWGDAM, 2004) は FBI に対して大きな影響力をもち，

結果的にアメリカの検査機関に対して拘束力をもつため，DNA型検査法や検査機器の研究，

開発を行う際に重要視されている． 

 日本では，1997年に日本DNA多型学会によって「DNA 鑑定についての指針 (1997年)」

が出されており，2012 年に改定されている．この指針の作成にあたっては「DNA 鑑定検

討委員会」が発足し，科学警察研究所や日本弁護士会からも委員が参加し，様々な視点か

ら議論が行われた (勝又, 2014)．そのため，法的拘束力を持たないものの，法科学鑑定にお

いて重視されている．この指針は，法医資料の鑑定における検査座位 (ローカス) の選択に

ついて，「国内外において広く検討され，法医学的応用に際しての有用性が認められていて，

日本人集団におけるアレルの出現頻度データが蓄積されており，多くの機関で追試可能な

ローカス (例として CODISの 13 STR ローカス) を選択し，総合して充分な識別力が得ら

れる必要がある」と定めている．すなわち，他国で有用性が確認されているとしても，そ

のデータをそのまま日本で適用するのではなく，国内のアレル頻度データを新たに蓄積し，

その識別力を検証する必要がある，というのが日本の法科学分野における DNA型鑑定の基

本方針である． 
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2-1-3 DogFiler の問題点 

 STR型解析では，蛍光色素で標識されたプライマーを用いて PCRを行い，キャピラリー

電気泳動によって PCR産物を分離する．PCR産物の鎖長に応じて生じる移動度をピークと

して検出し，そのピークの位置によって反復回数を判定する．各検査座位における STR の

反復回数をアレルとし，各アレルについて理論的な検出位置にビンを設定することで，ビ

ンの中に現れたピークが判定される (図 2-1)．  

DogFiler は SWGDAMの指針をすべてクリアし，アレル頻度データの蓄積や突然変異率

の確認などの検討を十分におこない，アメリカではすでに鑑定実務に導入され，公判にお

いても証拠として採用されている．プライマーの配列や染色体上の位置，各アレルの塩基

配列なども公開され，イヌの DNA型検査法として初めて法科学的に世界中で定着すること

が期待できるパネルである．しかし，プライマーの濃度や鋳型 DNAの量が曖昧であること，

PCR 産物を電気泳動の前に希釈する必要があることなどから，検査の再現性や簡便性には

改善の余地がある．また Wictum らの報告では，泳動装置として Applied Biosystems○R  

3500xL Genetic Analyzer  (Applied Biosystems) が使用されていたが，この装置には鑑定

を行う上でいくつかの問題が指摘されており (Hitchcock et al., 2015)，法科学鑑定に導入

するにあたっては，Applied Biosystems 3130xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) 

の適用が望ましいと考えられる． 

 さらに，Wictum らの報告では解析ソフトとして GeneMapper○R  (Applied Biosystems) 

が使用されており，GeneMapper○Rでは電気泳動の誤差を検査者が補正して判定する必要が

あるため，法科学鑑定においては客観性に欠けると考えられる．これに対し，法科学鑑定

用に改良されたソフトウェアである GeneMaper○R  IDおよび ID-Xには，サンプルとともに

アレリックラダーマーカーを泳動することで，ランごとにビンの位置を補正するビンオフ

セッティング機能がある．この機能を使うことで，アレルピークを確実にビンの中に入れ

ることができ，自動的に型判定が行えるため，客観性が大きく向上する．ヒトの DNA 型検

査キット (AmpFlSTR○R  Identifiler○R  Plus PCR Amplification Kit，PowerPlex○R  Fusion，

GlobalFiler™ Kit) は，GeneMapper IDまたは ID-Xの使用を推奨しており，現在，科学

警察研究所および全国の科学捜査研究所でも鑑定にこれらのソフトウェアを用いている． 

 

 本章では，DogFilerを日本の法科学鑑定に適用することを目的として，プライマーやPCR

条件の見直しを行うとともに，Applied Biosystems 3130xL Genetic Analyzer および
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GeneMaper○R  ID-X ソフトウェアに適合させることで客観性，再現性，簡便性を確保でき

るよう検査の条件設定を行った．   
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2-2 材料と方法 

2-2-1 サンプル 

本検討には，一般家庭で飼育されているイヌ 104頭の血液サンプルを用いた．24犬種の

純血種94頭と 10頭の雑種が含まれており，性別は雌が67頭，雄が37頭であった (表 2-1)．

血液サンプルは，千葉県市川市にある苅谷動物病院にて獣医師によって採取された血液検

査残余血で，抗凝固剤として EDTA (ethylene-diamine-tetraacetic acid) が添加されていた．

サンプルは飼い主の同意のもとに提供を受けた． 

血液50 µLにBuffer G2 150 µLを加え，EZ1○R  DNA Investigator KitとEZ1○R  Advanced 

XL (QIAGEN) を用いてDNAを抽出，精製し，50 µLの TEバッファー (Tris-EDTA buffer) 

で溶出した．定量には NanoVue (GE Healthcare) を用い，吸光度測定によって濃度を決定

した． 

 

2-2-2 PCR 条件設定 

 DogFiler のオリジナルプロトコル (Wictum et al., 2013) に従って 25 µL の反応液で

PCR 反応を行い，最適なプライマー濃度と鋳型 DNA 量を検討した．反応液の基本的な組

成は，0.4× Titanium Taq™ polymerase (BD Biosciences), 1× Titanium Taq™ PCR Buffer 

(BD Biosciences), 200 µM dNTPs (Invitrogen) で，ここに 16 組のプライマー (Applied 

Biosystems) と鋳型 DNA を様々な濃度で加え，最適な条件を模索した．PCR 反応には

Veriti○R  Thermal Cycler (Applied Biosystems) を用い， 95 °C 1分間の activation step 

ののち，95 °C 30秒,62 °C 30 秒,72 °C 1 分のサイクルを 31回くり返し，72 °Cの final 

extensionを 30分行った． 

 得られた PCR産物 1 µLと Gene Scan 600 LIZ Size Standard (Applied Biosystems) 0.3 

µLを 10 µLの Hi-DiTM Formamide (Applied Biosystems) に加え，95 °Cで 3分加熱変性

させたのちに急冷し，Applied Biosystems 3130xL Genetic Analyzer を用いて電気泳動を

行った．解析には GeneMapper○R  ID-X software v.1.4 (Applied Biosystems)を用い，UCSC 

simpleRepeat database (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway)および GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) に登録されている塩基配列をもとに各アレルの PCR産

物の長さを計算し，バーチャルビン (図 2-1) を設定した． 
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2-2-3 プライマー 

 Wictumらの設計したプライマーは，すべてのフォワードプライマーが蛍光標識されてお

り，特異性の向上と位置調整のため一部のリバースプライマーに PIG tail 配列 

(Brownstein et al., 1996) と呼ばれる 7 bp (GTTTCTT) を付加していた．しかしこれらの

プライマーを用いて解析を行ったところ，一部の座位に先端が 2 つに割れたように見える

「スプリットピーク」が見られた．これは不完全なアデニン付加 (Smith et al., 1995; 

Magnuson et al., 1996) が原因であると考えられたため，スプリットピークが確認された

VGL0760，VGL2409，VGL3008 および VGL3438 の 4 座位について，プライマーの改良

を行った． 

 

2-2-4 アレリックラダーマーカーの作製 

各アレルのホモ個体の塩基配列を決定し，くり返し回数を確認した．対象座位のフォワ

ードおよびリバースプライマー12.5 µM，2.5 U AmpliTaq Gold® DNA polymerase 

(Applied Biosystems)， 1× AmpliTaq Gold® PCR Buffer (Applied Biosystems)，200 µM 

dNTPs (Invitrogen)，1 ngの鋳型 DNAを含む 25 µLの反応液中で PCR増幅を行い，増幅

産物を PCR purification Kit (Edge Bio) を用いて精製したのち，BigDye Terminator v1.1 

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) を用いてダイレクトシーケンシングを実施し

た．Sequence purification kit (Edge Bio) を用いて精製したのち，3130xl Genetic Analyzer

で泳動し，Sequencher (Gene Codes Corporation) で解析して塩基配列を決定した．なお，

プライマーは蛍光標識されていないものを用い，シーケンス反応はフォワードとリバース

の両方について行い，配列が一致することを確認した． 

配列を確認したのち，精製した PCR産物 5 µLを 1500 µLの TE buffer (Invitrogen) で

希釈し，各アレルのストック溶液とした．ストック溶液を混合し，アレル間のピークバラ

ンスを整えたのちに濃度調整を行い，改良した DogFiler で PCR 増幅したものをアレリッ

クラダーマーカーとした． 

 

2-2-5 再現性の確認 

データの再現性と安定性を確認するため，PCR 装置を GeneAmp® PCR system 9700 

(Applied Biosystems) に変更し，同じ条件で再度解析を行った． 
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2-3 結果 

2-3-1 PCR 条件の設定と GeneMapper ID-X への適合 

Wictumらのプライマー (Wictum et al., 2013) を用いて解析を行ったところ，ピークの

先端が 2 つに割れたように見えるスプリットピークが 4 つの座位 (VGL0760，VGL2409，

VGL3008 および VGL3438) に認められた．検査座位によっては 1 塩基違いのアレルが存

在するため，スプリットピークは型判定の妨げとなることが想定される．そこで VGL0760

のリバースプライマーに PIG tail配列 (GTTTCTT) を付加し，VGL3008，VGL3438 およ

び VGL2409 の各プライマーペアの標識を逆にしたところ改善が見られたため，本研究では

これらの改良プライマーを用いることとした．その他のプライマーはいずれも Wictum ら

の報告通りの修飾を施し，表 2-2 のとおり，各プライマーの最終濃度を 0.02～0.15 µM に

設定した．検討の結果，プライマー濃度は 0.02～0.15 µM，鋳型 DNA量は 2.0 ngでデー

タを安定して得られるようになった．スタッター比は座位によって異なるが，いずれの座

位においても 25 %未満であった． 

104 頭のサンプルを解析した結果，VGL0760 の 10 アレル，VGL0910 の 5 アレル，

VGL1063 の 8アレル，VGL1165 の 7アレル，VGL1541の 6アレル，VGL1606 の 6アレ

ル，VGL1828 の 7アレル，VGL2009 の 4アレル，VGL2136 の 7アレル，VGL2409 の 6

アレル，VGL2918 の 7 アレル，VGL3008 の 7 アレル，VGL3112 の 5 アレル，VGL3235

の 8アレル，VGL3438の 9アレルについてホモ接合の個体が認められた．これらのサンプ

ルのホモ接合座位についてシーケンス解析を行い，塩基配列からくり返し回数を確認した

のち，PCR 産物を希釈して各アレルのストック溶液とした．ストック溶液を混合して

DogFiler で増幅し，アレリックラダーマーカーを作製した (図 2-2)．アレリックラダーマ

ーカーに含まれないアレルについては，PCR 産物の鎖長から推定した検出位置とヘテロ接

合体におけるピーク検出位置を参考に，バーチャルビンの位置を再調整した．これにより，

バーチャルビンが多数存在する状態ではあるが，電気泳動の誤差をアレリックラダーマー

カーで自動補正するGeneMapper○R  ID-Xの機能 (ビンのオフセッティング機能) を使用で

きる状態となった．解析結果の 1例を図 2-3 に示す． 

 

2-3-2 再現性 

データの再現性と安定性を確認するため，PCR装置を GeneAmp® PCR system 9700に

変更し，同じ条件で再度解析を行った．解析の結果，ピークバランスに若干の違いは認め

られたものの，すべてのサンプルについて同じ STR型が検出された．  
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2-4 考察 

DogFiler を日本の法科学鑑定に適用することを目的として，客観性，再現性，簡便性を

確保できるよう，検査の条件設定を行った．DogFiler は，15 座位の STR 型と Y 染色体の

有無を 16-plex PCR で解析するイヌの DNA 型検査法であり，検査座位がいずれも 4 塩基

の反復配列で，一度の PCR と電気泳動で解析可能であり，PCR 産物の長さなどもヒトの

DNA 型検査キットに類似している  (Blackie et al., 2015)．しかし解析ソフトとして

GeneMapper○Rを用いることや，プライマー濃度および鋳型量を固定しないこと，PCR 産

物を希釈してキャピラリー電気泳動に供することなどが現在の日本の法科学分野で行われ

ている DNA型鑑定とは異なっており，Wictumらの報告のままでは鑑定実務に導入するこ

とが難しく，改良を加える必要があった． 

そこでまず，法科学鑑定になじみやすいようヒトの DNA型鑑定手法を参考に，泳動に用

いる PCR 産物を原液 1 µL に変更し，泳動には 3130xl Genetic Analyzer を，解析には

GeneMapper○R  ID-X software v.1.4を用いることとして，それに合わせた PCR組成の見直

しを試みた．まず初めに，すべてのプライマーを同濃度で混合して様々な鋳型量で PCRを

行い，理論値で設定したバーチャルビンを用いて解析し，そこからプライマー濃度を変更

することですべての座位のピークが検出される条件を模索した．座位間のバランスを整え

るべく，さらにプライマー濃度と鋳型量の調整を行い，表 2-2に示すプライマー濃度で鋳型

DNA量を 2.0 ngとしたときに，最も安定してすべての STR型を検出できた． 

検討を進める中で，ピークの先端が 2つに割れたように見える「スプリットピーク」が 4

つの座位に認められた．Taq ポリメラーゼの特性として，PCR 産物の 3’末端に非特異的な

塩基 (主にアデニン) が 1 塩基付加される場合があることが知られている (Magnuson et 

al., 1996; Smith et al., 1995)．このアデニン付加が不完全であると，-Aピークと+Aピーク

の 2 つのピークが 1 塩基差の位置に検出され，スプリットピークとなる．アデニン付加の

程度は，プライマーの塩基配列に影響されることが知られており，特に PIG tail 配列と呼

ばれるGTTTCTTの 7塩基はアデニン付加を促進することがわかっている (Brownstein et 

al., 1996)．そのため，DogFiler もリバースプライマーの多くに 5’末端修飾として PIG tail

配列を用いている (Wictum et al., 2013)．しかしいくつかのプライマーにはこの修飾が施

されておらず，その原因として，座位間の検出位置の都合上 PIG tail 配列を付加できなか

ったことや，Wictumらの実験条件や検査機器ではスプリットピークが検出されなかった可

能性が考えられる．そこで，修飾されていなかった VGL0760のリバースプライマーに PIG 

tail を付加し，PIG tail が付加されているにも関わらずスプリットピークが検出された
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VGL2409 および VGL3008，検出位置の都合上 PIG tail付加ができない VGL3438 の 3 組

のプライマーについては，蛍光標識をリバースプライマーに変更した (表 2-2参照)． 

電気泳動の際には，PCR 産物とともにサイズマーカーを流し，鎖長の目安とするのが一

般的である．しかし，電気泳動における DNA断片の移動度は，鎖長だけでなく塩基配列に

も依存することがわかっており (Frank and Köster, 1979)，STR型を正確に検査するため

には，各断片の配列を反映したアレリックラダーマーカーを用いることが必要となる

(Puers et al., 1993)．現在，日本の科学警察研究所および科学捜査研究所では，客観的な型

判定を行うために，ビンオフセッティング機能を備えた GeneMapper○R  IDまたは ID-X を

用いることとしている．ビンオフセッティング機能とは，各アレルの増幅産物を混合した

アレリックラダーマーカーをサンプルと並行して泳動し，そのアレリックラダーマーカー

のピーク位置にビンを移動することで，泳動間の誤差を補正するものである．本研究では，

一般家庭で飼育されているイヌ 104 頭 (24 犬種と雑種) から抽出した DNA を用い，各座

位のホモ接合サンプルの配列をシーケンス法によって確認し，アレリックラダーマーカー

の作製を行った．さらに，ヘテロ接合サンプルのピーク検出位置を参考にバーチャルビン

を調整し，本検討で検出されたすべてのアレルについてビンを設定した．GeneMapper○R  ID

および ID-Xにおいては，各検査座位におけるアレリックラダーマーカーのピーク間の距離

を補正に用いるため，各座位に最低でも 2つのアレルが求められる．SRY (Y染色体検出座

位) は，本来 PCR産物が 1種類しか生じないためビン設定およびピーク検出が不可能であ

ったが，PIG tail を付加した産物と付加していない産物の 2 種類をアレルとすることでこ

の機能に適合させた．  

アレリックラダーマーカーには，すべてのアレルが含まれることが理想的である (Bar et 

al., 1997)．しかし，全アレルが含まれていなくても補正は可能であり，市販のヒト DNA

型検査キット (AmpFlSTR® Identifiler® Plus PCR Amplification Kit，PowerPlex® Fusion，

GlobalFiler™ Kit) においても，バーチャルビンはある程度許容されている．本研究で作製

したアレリックラダーマーカーではいまだバーチャルビンが多数存在する状態ではあるが，

ビンオフセッティング機能を使用できる状態となり安定したデータが得られるようになっ

たため，検査の客観性や再現性は向上した．また，ビンを手動で補正する必要がなくなっ

たため，簡便性は大きく向上した．ただし，各検査座位における最短アレルと最長アレル

はラダーマーカーに含まれることが望ましく，今後アレリックラダーマーカーの拡充を図

ることでさらなる客観性の向上が期待できる． 
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最適なプライマー濃度と鋳型 DNA 量を固定し，キャピラリー電気泳動に PCR 産物の原

液を用い，泳動には 3130xl Genetic Analyzer を，解析には GeneMapper○R  ID-X software 

v.1.4 をそれぞれ用いることで，客観性，再現性，簡便性を向上させるとともに，現在の日

本の法科学鑑定になじみやすくなり，実務導入の条件が整った． 
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2-5 小括 

 本章では，DogFiler を日本の法科学鑑定に適用することを目的として，客観性，再現

性，簡便性を確保できるよう検査の条件設定を行った．検討には一般家庭で飼育されてい

るイヌ 104頭 (24犬種と雑種) から抽出した DNAを用い，2 ngを鋳型として全座位を解

析できる条件を模索した．法科学鑑定になじみやすいようヒトの DNA型鑑定手法を参考に

して，泳動に用いる PCR 産物を原液 1 µL に変更し，泳動には 3130xl Genetic Analyzer

を，解析には GeneMapper○R  ID-Xを用いることとして，それに合わせた PCR組成の見直

しを行った．また，プライマーの修飾および標識を変更し，スプリットピークを解消した．

各座位のホモ接合サンプルの配列をシーケンス法によって確認し，アレリックラダーマー

カーを作製し，GeneMapper○R  ID-Xに適合させ，電気泳動の誤差をアレリックラダーマー

カーで自動補正する客観的な判定を可能にした．バーチャルビンが多数存在する状態では

あるが，ビンオフセッティング機能を使用できる状態となり，安定したデータが得られ，

再現性や簡便性が向上した．  
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図 2-1 用語説明 

各検査座位について，STRのくり返し回数をアレルとし，各アレルの理論上の検出位置

にビンを設定することで，ビンの中に現れたピークが判定される．グレーのビンはアレ

リックラダーマーカーによって補正されているが，ピンクのビンはアレリックラダーマ

ーカーに含まれていないアレルを定義している (バーチャルビン)．この例では，検出ア

レルは「13」および「14」であり，STR型は「13，14型」となる． 

 

検査座位 

アレル 

ビン 
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表 2-1 検討に用いたイヌの内訳 

犬種 頭数 

ウェルシュ・コーギー 1 

シェットランド・シープドッグ 1 

ジャックラッセルテリア 1 

ダックスフンド 1 

ビアデッドコリー 1 

ペキニーズ 1 

ボーダー・コリー 1 

キャバリア 2 

グレートピレニーズ 2 

ケアーンテリア 2 

バーニーズマウンテンドッグ 2 

フレンチ・ブルドッグ 2 

マルチーズ 2 

ミニチュア・シュナウザー 2 

ポメラニアン 3 

シー・ズー 4 

シバイヌ 5 

パピヨン 5 

ラブラドール・レトリバー 5 

ビーグル 6 

ヨークシャー・テリア 8 

ミニチュア・ダックスフンド 9 

トイ・プードル 13 

チワワ 15 

雑種 10 

血統証明書の確認はしておらず，犬種の決定は飼い主の申告 

または獣医師の判断によって行われた． 
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表 2-2 プライマー一覧 

VGL0760，VGL2009，VGL3008および VGL3438 の各プライマーの 5’末端修飾を変更した．改良点を赤で示した． 

 

    フォワードプライマー     リバースプライマー     

検査座位 5'末端修飾 配列   5'末端修飾 配列 
 

最終濃度 

(μM) 

VGL0760 6-FAM GCAGATTCAGGACAAAGACCA 
 

GTTTCTT GGCCCAGAAAAGGATAGGAG   0.03  

VGL0910 NED ACACTTGCTCCCACGTTCCT 
 

GTTTCTT ACCTTATGCCCAAAGCGTGT 
 

0.03  

VGL1063 PET AGCCACAGAGCCTGAGAGTG 
 

GTTTCTT CAATCACCACCTTCCCTCCT 
 

0.02  

VGL1165 VIC ATCTTCCTCTGGCACCACCT 
 

GTTTCTT GGCCCTAAATCCCATGACTG 
 

0.15  

VGL1541 6-FAM GAGCTCCTGATGGAAGAGCTTA 
 

GTTTCTT CATCCTGTCCGTGACTTCAA 
 

0.10  

VGL1606 PET AGCCTTCGGGGTCAGATGT 
 

GTTTCTT CCCACACTGAAGCTAAACTGC 
 

0.04  

VGL1828 NED AGATTGCGCCTTTGGAAGT 
 

GTTTCTT CTTTTGGCTTCCTGCTCTGT 
 

0.08  

VGL2009 GTTTCTT CCATTTACCAGAATTTGAAGCTG 
 

PET CCCGGGAAACTTTTCTGAAT 
 

0.08  

VGL2136 VIC TGCCAACTGTTTTTAAAGGTAACA 
 

untailed GCATGGAGAAAAAGCAGGTG 
 

0.13  

VGL2409 NED AAGCAGGTGCTTCAACCTCTG 
 

GTTTCTT AGGATAGACCTCCATAACTGACCA 
 

0.08  

VGL2918 PET GATTCTTCCTGGATATGCTGCTTT 
 

untailed GGAAACATGTGTTTTCCCTTCA 
 

0.09  

VGL3008 GTTTCTT AGAACACGGTTATTTGCTAGGC 
 

6-FAM AAGAGCCAACAGCAGCAGA 
 

0.03  

VGL3112 NED AGCCAATAGAGCATTAAGTAGAGCTG 
 

GTTTCTT TTGTGTAATGTGTGAATTTAAGGGAAT 
 

0.08  

VGL3235 VIC GGCGACTCTTCTCCCTTTCTT 
 

GTTTCTT TCTGGACTGAGACAGTCTGAAAAT 
 

0.05  

VGL3438 untailed ACGCTTGTGGGTGCTACACT 
 

VIC AGCAGTGATGAGCAGAGATGG 
 

0.04  

SRY NED GAACGCATTCTTGGTGTGGT   untailed TGATCTCTGAGTTTTGCATTTGG   0.04  
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図 2-2 アレリックラダーマーカー
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図 2-3 解析データの一例
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第 3 章 

ランダムサンプリング群解析による多型性の評価 
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3-1 緒言 

3-1-1 イヌの繁殖と血統管理 

 イヌが国境を越えるためには，様々な手続きが必要となる．たとえば日本に入国する場

合，国際標準規格 (ISO) 11784 及び 11785に適合するマイクロチップを埋め込み，狂犬病

予防注射 (不活化ワクチンまたは組み換え型ワクチン) を 2回接種し，狂犬病抗体検査を行

い，180日以上の輸出前待機期間を経て検疫所へ事前に届出をし，輸出国の証明書を取得し

て輸出前検査および輸入検査を受ける必要がある (総務省「犬，猫を輸入するには」：

http://www.maff.go.jp/aqs/animal/dog/import-index.html)．日本を含む狂犬病が根絶され

た国においては，特にイヌの出入国に関して規制が厳しい傾向にある．また航空会社によ

っては，高温多湿に弱く気道が狭い短頭種 (ブルドック，パグ，シー・ズーなど) の搭乗が

制限されるなど，移動手段の面からもイヌの長距離移動は難しい． 

イヌの繁殖は主にそれぞれの国や地域の中で行われており，繁殖に関する法規制や血統

の管理もそれぞれの国で独自に行われている．血統証明書を発行する団体は数百に上り，

国や団体によっては独自の犬種標準を設けているため，同じ犬種名であっても同じ基準で

認定されているわけではない．さらに，文化，流行，住宅事情などによって人気犬種が異

なるため，集団構造も大きく異なる．こうした事情から，イヌの遺伝的多様性には地域差

が生じていると考えられる． 

 

3-1-2 日本とアメリカにおける集団構造 

 法科学鑑定として DNA型検査を行う場合，精度や多型性を評価するためには集団データ 

(population data) の蓄積が必要となる．DogFiler については，Wictumらがアメリカのイ

ヌ 2,234 頭についてデータを公開しているが (Wictum et al., 2013)，日本とアメリカにお

ける人気犬種は大きく異なる (表 3-1)．2014 年の JKC (日本) の登録頭数 (JKC 犬種別犬

籍登録頭数：http://www.jkc.or.jp/modules/publicdata/index.php?content_id=17) によると，

トイ・プードル 79991 頭，チワワ 53630 頭，ミニチュア・ダックスフンド 23533頭と，小

型犬種に人気が集中しているのに対し，AKC (アメリカ) の登録数 (Most Popular Dog 

Breeds in America：http://www.akc.org/news/the-most-popular-dog-breeds-in-america/) 

では，ラブラドール・レトリバー，ジャーマンシェパード，ゴールデン・レトリバーとい

う大型犬種に人気が集まっている．また，アメリカでは人気の高いブルドッグやボクサー

は，日本では登録数が少ない．このような犬種の集団構成の違いから考えると，日本とア

メリカにおけるイヌの遺伝的多様性は異なることが予想される．  
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本章では，日本国内のイヌの多型性を評価することを目的とし，2000 頭を目安にランダ

ムサンプリングを行い，アレル頻度データを蓄積したのち統計学的な解析を行った．各種

多型性指標を確認するとともに，Wrightの F統計量も算出し，犬種間分化を確認した． 
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3-2 材料と方法 

3-2-1 サンプル 

本検討には一般家庭で飼育されているイヌ 1992 頭の血液サンプルを用いた．81 犬種の

純血種 1847頭と 145頭の雑種が含まれており，性別は雌が 1057頭，雄が 935頭であった．

血液サンプルは東大附属動物医療センター，麻布大学附属動物病院にて獣医師が採取した

血液検査残余血で，抗凝固剤として EDTA が添加されていた．なお，サンプルは飼い主の

同意のもとに麻布大学バイオバンクプロジェクトに提供されたものである． 

DNA全血キット L (KURABO)と QuickGene-610L (KURABO) を用い，プロトコールに

従って血液 2 mLから DNAを抽出，精製し，500 µLの TEバッファー (pH8.0) (Wako) で

溶出した．定量には NanoVue を用い，吸光度測定によって DNAの濃度を決定した． 

 

3-2-2 多型解析 

 第 2 章で改良した DogFiler を用いて，15 座位の STR 型および SRY のマルチプレック

ス PCR増幅を行った．PCR反応液量は 25 µLとし，プライマー配列および PCR条件は第

2 章のとおりである．得られた PCR産物 1 µLと Gene Scan 600 LIZ Size Standard 0.3 µL

を 10 µLのHi-DiTM Formamideに加え，95 °Cで3分加熱変性させたのちに急冷し，Applied 

Biosystems 3130xL Genetic Analyzer を用いて電気泳動を行った．なお，各ランに 1ウェ

ルずつアレリックラダーマーカーを入れ，同時に泳動した．解析は GeneMapper○R  ID-X 

software v.1.4を用いて行った． 

 

3-2-3 不偏性の確認 

一般的に大学附属の動物病院は，二次医療施設として重症な患畜が集まる傾向にあるた

め，「国内のイヌ」という集団を正しく反映できていない可能性が考えられた．そこで，こ

の「ランダムサンプリング群」に含まれていた大学附属病院にて採取したチワワ，トイ・

プードル，シバイヌのサンプルと，全国の動物病院にて採取された同犬種のサンプルとを

比較し，不偏性を確認した． 

3 犬種それぞれについて 100 頭 (大学附属病院採取個体および一般動物病院採取個体各

50 頭) の遺伝的距離を算出し，樹形図によって偏りを確認した．PHYLIP version 3.695 

(Felsenstein, 2013) を用い，遺伝的距離として各個体間の Nei’s standard genetic distance 

(Nei, 1972) を算出したのち，近隣結合法 (Neighbor-Joining 法) により樹形図を作成し，

MEGA6 (Tamura et al., 2013) で色分けの処理をした． 
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3-2-4 多型性指標 

蓄積した集団データからアレル頻度を算出し，統計学的に解析して検査座位の有用性を

検討した．DNA型検査における有用性の評価指標としてさまざまなものが提案されている

が，本研究ではヘテロ接合度，識別能，偶然一致率，多型情報含有値を用いることとし，

Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) を用いて算出した． 

以下，𝑝𝑖はある座位における i番目のアレルの出現頻度，nはその座位におけるアレル数

とする． 

 

ヘテロ接合度 (observed heterozygosity：HO, expected heterozygosity：HE)  

ヘテロ接合度は異型接合度とも呼ばれ，検査座位の多型性を評価する尺度となる．ヘテ

ロ接合度は検査した集団においてヘテロ接合体となる個体の割合であり，観測値と期待値

を算出することによって集団の分化や偏りを解析することができる．観測値 HOはヘテロ接

合体 (2 つの異なるアレルをもつ) 個体数を全体数で割って計算する．期待値 HEは，理論

的なヘテロ接合体の出現確率で，集団から無作為に選出した 2 つのアレルが異なる確率と

して定義され，アレル頻度から次の式で計算される．  

H𝐸 = 1 − ∑ 𝑝𝑖
2

𝑛

𝑖=1

 

 

識別能 (power of discrimination：PD)  

 識別能は，個体識別における検査座位の有用性を評価する尺度となる．遺伝子型頻度を 2

乗したものの総和を 1 から引いて計算されるので，ホモ接合体とヘテロ接合体に分けて次

の式で求める． 

PD = 1 − ∑ 𝑝𝑖
4

𝑛

𝑖=1

− ∑ 4 (𝑝𝑖

𝑛

𝑗>𝑖

𝑝𝑗)2 

 

偶然一致率 (combined match probability：MP)  

 偶然一致率はある座位または全検査座位を総合して，2つの別個体が同じ遺伝子型を示す

確率である．本研究では 15座位を総合した combined match probabilityを MPと表し，

次の式によって計算する． 

MP = ∏  (1 − 𝑃𝐷𝑖)

𝑛

𝑖=1
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多型情報含有値 (polymorphic information contents：PIC)  

 多型情報含有値は，血縁関係の証明を行う際の有用性を評価する尺度となる．ある座位

において，子がもっている 2 つのアレルがそれぞれどちらの親に由来するものかを判断で

きる確率である．次の式のように，子がホモ接合体である確率と，子と両親が同じヘテロ

接合体である確率を 1から引いて，求める． 

PIC = 1 − ∑ 𝑝𝑖
2

𝑛

𝑖=1

− ∑ 2 (𝑝𝑖

𝑛

𝑗>𝑖

𝑝𝑗)2 

 

3-2-5 Wright の F 統計量 

 遺伝的分化の度合いを評価する指標として，Wright らによって提唱された F 統計量

(Wright, 1949)が用いられる．F統計量には FST，FIT，FISの 3種がある．以下，HTは全集

団におけるヘテロ接合度期待値，HSは分集団におけるヘテロ接合度期待値，HIは分集団に

おけるヘテロ接合度観測値とする． 

 

固定指数 (FST) 

全集団に対して，分集団間の遺伝的分化の程度を示す指標．1に近いほど分集団間の分化が

見られ，0に近いほど分集団の構成が似ていることを表す．移入がなければ世代を経るごと

に FST は増加する．特に分集団が小さいほど急速に分化しやすい． 

𝐹𝑆𝑇 =
𝐻𝑇 − 𝐻𝑆

𝐻𝑇
 

 

全集団における近交係数 (FIT) 

全集団における個体レベルでの近親交配の度合いを示す指標．近親交配によってヘテロ接

合度が下がるほど 1に近づく． 

𝐹𝐼𝑇 =
𝐻𝑇 − 𝐻𝐼

𝐻𝑇
 

 

分集団における近交係数 (FIS) 

分集団における個体レベルでの近親交配の度合いを示す指標．近親交配によってヘテロ接

合度が下がるほど 1に近づく． 

𝐹𝐼𝑆 =
𝐻𝑆 − 𝐻𝐼

𝐻𝑆
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3-3 結果 

3-3-1 ランダムサンプリング群の不偏性 

チワワ，トイ・プードル，シバイヌについて，大学附属病院にて採取されたサンプル各

50 頭分と，全国の動物病院にて採取された同犬種のサンプル 50頭分のデータを合わせ，そ

れぞれ Nei’s Standard Genetic Distance を算出して系統樹を作成した (図 3-1～3)．大学附

属動物病院にて採取されたサンプルを赤色，一般動物病院で採取されたサンプルを茶色で

示した．いずれの犬種においても大きな偏りは認められなかった． 

各犬種内における 2 つの分集団の FSTを算出したところ，チワワでは大学附属病院採取

個体 0.006，一般動物病院採取個体-0.005，トイ・プードルでは大学附属病院採取個体 0.015，

一般動物病院採取個体-0.017，シバイヌでは大学附属病院 0.003，一般動物病院-0.004 であ

った．いずれも低い値を示し，顕著な遺伝的分化は認められなかった． 

 

3-3-2 多型性と識別能 

 一般家庭飼育個体 1992頭について解析を行い，アレル頻度データを蓄積し，多型性指標

を算出した．各座位におけるアレルの頻度分布を，Wictumらのデータとともに図 3-4 に示

した．各座位の頻度分布はよく類似しているが，日本で検出率の高いアレル，アメリカで

検出率の高いアレルがそれぞれいくつか見られた．顕著な差が見られたのは VGL1165 と

VGL3008 で，日本における VGL1165 の 19 型アレルの検出率がアメリカの 2.0 倍，

VGL3008 の 18型アレルの検出率がアメリカの 1.7倍であった． 

多型性指標を算出したところ，各座位のアレル数 (nA) は 9～28 (平均 17.1)，ヘテロ接

合度の観測値 (HO) は 0.62～0.75 (平均 0.71)，ヘテロ接合度の期待値 (HE) は 0.79～0.91  

(平均 0.85)，識別能は 0.93～0.99 (平均 0.96)，多型情報含有値は 0.76～0.91 (平均 0.83) で

あった．VGL0760，VGL0910，VGL1606 においては，4塩基の反復配列に 1～3塩基が付

加された変則的なアレルが多数認められ，アメリカで報告されたアレルと合わせると nA が

30 以上となった．なお，これらの付加された塩基は小数で表され，4塩基単位の STRにお

ける長さが 57 であった場合 14.1 型と表記される (Bar et al., 1997)．一方 VGL3112 や

VGL2009 においては，nAがそれぞれ 9および 10と少なく，変則的なアレルは認められな

かった．PDはいずれの座位においても 0.9以上となり，多型性の高さが示された．15 座位

を総合した偶然一致率は 3.73×10-22と極めて低く，十分な識別力が認められた． 

検査した 15 座位のすべてで STR 型が一致する個体はなく，すべての個体を識別するこ

とが可能であった． 
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3-3-3 遺伝的分化 

アレル頻度から計算されるヘテロ接合度の期待値が 0.79～0.91 (平均 0.85) であったの

に対し，ヘテロ接合度の観測値は 0.62～0.75 (平均 0.71) といずれの座位においても低く，

遺伝的な偏りが示唆された．そこで 1992 頭をイヌ集団全体とし，この群に 20 頭以上の個

体が含まれていた 23犬種 (n=23～319，平均 70) を分集団として，分集団間の遺伝的分化

の程度を示す指標である FSTを算出した．その結果，最小値は 0.048 (チワワ，n=113)，最

大値は 0.287 (ミニチュア・シュナウザー，n=49) で，23犬種の平均は 0.163となった．雑

種 (n=145) の FSTは 0.006であり，いずれの犬種もこの値を上回ったため，遺伝的集団間

分化によるアレルの偏りがあるものと考えられた． 
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3-4 考察 

犬種の認定や繁殖の管理は各国のケネルクラブがそれぞれ独自に行っており，遺伝的多

様性には地域差があると考えられている．そのため先にも述べた通り，DNA型検査法を法

科学鑑定に適用する際には，国内における各アレルの出現頻度データを蓄積し，多型性や

識別力を評価する必要がある．そこで本章では，一般家庭飼育個体 1992頭 (81犬種と雑種) 

を「ランダムサンプリング群」として解析し，DogFiler 検査座位におけるアレル頻度デー

タの蓄積と多型性の評価を行った． 

近年，純血種における近親交配とそれにともなう遺伝性疾患の定着が問題視されている 

(Bellumori et al., 2013; Farrell et al., 2015)．遺伝性疾患の中には，最悪の場合死に至るほ

ど重症化するものもあり，これらの疾患を抱えたイヌは二次医療施設へと紹介される可能

性が高い．アレル頻度データの蓄積に際しては，その集団の多様性を偏りなく抽出するた

め，ランダムなサンプリングを行うことが求められるが (Banerjee and Chaudhury, 2010)，

本解析に用いたサンプルは，二次医療施設にて採取されたものであり，「国内のイヌ」とい

う集団の遺伝的多様性を正しく反映できていない可能性が考えられた．しかし，この「ラ

ンダムサンプリング群」のサンプルと全国の動物病院にて採取された同犬種のサンプルと

を比較したところ，2群間で遺伝的多様性に大きな差はなく，個体間の遺伝的距離にも偏り

は見られなかった．ランダムサンプリング群は，正しく国内のイヌを反映していると考え

られた． 

DogFiler の検査座位はいずれも非コード領域に存在する STRであり，自然選択の影響を

受けにくく，変異が生じやすく蓄積されやすいという性質がある．イヌの交配は主に外見

的特徴や行動特性などの表現型依存的に行われるが，解析した検査座位はいずれも直接的

に表現型には寄与していない．そのため，検査座位の STRが，選択の対象となった表現型

を決定する遺伝子や犬種特異的な病弱性と関連のある遺伝子と独立して遺伝したものと推

察された．  

解析の結果，各座位のアレル数 (nA) は 9～28，ヘテロ接合度の期待値 (HE) は 0.79～

0.91，識別能 (PD) は 0.93～0.99，多型情報含有値 (PIC) は 0.76～0.91と算出された． 

(1-PD) の総乗によって求めた偶然一致率は 3.73×10-22となり，国内のイヌの飼育頭数が約

1 千万 (107) であることを考えると，識別力は極めて高いといえる．ヒトの DNA型鑑定に

用いられている AmpFℓSTR○R  Identifiler○R  Kitにおける偶然一致率は 1.8×10−17と報告さ

れており (Yoshida et al., 2005)，十分な多型性が認められると言える． 
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しかし，アレル頻度から計算される HEが 0.79～0.91 (平均 0.849) であったのに対し，

ヘテロ接合度の観測値 (HO) は 0.62～0.75 (平均 0.706) といずれの座位においても低く，

遺伝的な偏りが示唆された．そこで，このランダムサンプリング群の中に 20頭以上の個体

が含まれていた 23 犬種 (n=23～319，平均 70) を分集団とし，Wright の F 統計量の 1 つ

である FSTを算出した．Wright の F 統計量には，固定指数 FST，全集団内近交係数 FIT，

分集団内近交係数 FISの 3種があり，いずれもアレルの頻度分布を反映する HEと各個体の

両親の近親度を反映するHOを用いて計算される．FSTは，全集団 (イヌ) のHEと分集団 (各

犬種) の HEを比較することで，アレルの頻度分布の偏りを評価し，分集団間における遺伝

的分化の度合を示す指標である． 

解析の結果，FSTの最小値は 0.048 (チワワ，n=113)，最大値は 0.287 (ミニチュア・シュ

ナウザー，n=49) で 23 犬種の平均値は 0.163 となった．雑種 (n=145) の FSTを計算した

ところ 0.006 と算出され，純血種の FSTの値はいずれも雑種の値を大きく上回っており，選

択的な犬種内交配による遺伝的集団間分化によって，犬種間でアレルの偏りが生じたと考

えられる．犬種を確立する際には，外見をもとに極端な形質をもった個体や他犬種個体と

の交配をくり返し，意図する形質をもった個体を選抜し，犬種としての特長を表現型で決

定していく (Irion et al., 2003)．しかしひとたび犬種が確立されると，純血種の維持，管理

には血統証明書が用いられ，血統 (血縁関係) が重視される．両親の犬種が同じであれば，

それがそのまま子の犬種となり，犬種間交雑によって産まれたイヌの子孫は原則として純

血種には戻れないため，血統証明書を得るには犬種内での交配を続けていくことになる．

そのため，世代を重ねるごとに犬種間の分化は進行すると考えられる．これまでも犬種間

の分化は報告されており，検査座位はそれぞれ異なるが，Wictum らは 0.124，Halverson

らは 0.123，Ogden らは 0.186 と報告しているほか，Irion らと Koskinen らはともに純血

種における FSTを 0.23程度と算出している (Halverson and Basten, 2005a; Irion et al., 

2003; Koskinen and Bredbacka, 2000; Wictum et al., 2013; Ogden et al., 2012)． 

以上のことから，DogFiler で使用されている座位について，ランダムサンプリング群に

よるアレル頻度の蓄積を行い，国内のイヌにおいて高い多型性が確認されたが，一方で，

犬種間での遺伝的分化が明らかとなり，同一もしくは近縁の犬種を扱う際には注意が必要

であることが示唆された． 

アレル頻度の地域差を検討するため，Wictumらの報告にあったアメリカにおけるアレル

の頻度分布を図 3-4に重ねて示した．頻度分布はよく類似しているが，日本で検出率の高い

アレル，アメリカで検出率の高いアレルがそれぞれいくつか見られた．これらのアレルを
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細かく見ていくと，日本で検出率の高かったアレルはミニチュア・ダックスフンドやトイ・

プードルによく見られるものが多く，アメリカで検出率の高かったアレルは，大型犬やブ

ルドッグによく見られるものであり，各集団の犬種構成のちがいを反映しているものと考

えられた．表 3-1 に示した JKC および AKC の登録数による日本とアメリカの人気犬種を

比べてみると，共通する犬種は少なく，好まれるイヌの傾向が大きく異なることがわかる．

人気犬種のちがいには様々な要因が考えられるが，日本とアメリカの場合，住宅事情が大

きく影響していると考えられる．総務省が発行している「世界の統計 2006」(総務省統計研

修所, 2006) によると，一軒あたりの平均床面積は，アメリカで約 162 m2，日本で約 95 m2

と，アメリカのほうが 1.5倍ほど広い．そのためアメリカでは大型犬種，日本では小型犬種

に人気が集まると考えられる．また，流涎の多さから日本では敬遠されがちなブルドッグ

やボクサーは，アメリカでは人気が高く，屋内でも土足で生活する文化のアメリカでは，

流涎に対して寛容であると推察される． 

多型性指標を比較してみると，本研究における HEの平均が 0.849，HO の平均が 0.706

であったのに対し，アメリカではそれぞれ 0.859，0.709 と報告されており，両国における

イヌ全体の多型性は同程度であると言える (Wictum et al., 2013)． 
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3-5 小括 

本章では，日本国内における多型性を確認するため，ランダムにサンプリングした一般

家庭飼育個体について解析を行った．この解析には麻布大学バイオバンクプロジェクトに

提供された DNA サンプルを用い，1992 頭 (81 犬種と雑種) のランダムサンプリング群と

してアレル頻度データを蓄積し，統計学的な解析を行った．解析の結果，各座位のアレル

数は 9～28，識別能は 0.93～0.99，多型情報含有値は 0.76～0.91 と算出され，多型性の高

さが示された．偶然一致率は 3.73×10-22となり，国内のイヌの飼育頭数が約一千万 (107) で

あることを考えると，識別力は極めて高いと言える．しかし，アレル頻度から計算される

ヘテロ接合度の期待値に対し，ヘテロ接合度の観測値はいずれの座位においても低く，遺

伝的な偏りが示唆された．23 犬種を分集団とし，Wright の F 統計量を算出したところ，

分集団間の遺伝的分化の程度を示す指標である FSTは，純血種で雑種よりも高い値となり，

選択的な犬種内交配による遺伝的集団間分化によって犬種間でアレルの偏りが生じたと考

えられる．日本国内のイヌにおいても高い多型性が確認されたが，一方で，犬種間での遺

伝的分化が明らかとなり，同一または近縁の犬種を扱う際には注意が必要であることが示

唆された． 

 



 

39 

 

表 3-1 人気犬種比較 

 

日本 アメリカ 

1位 プードル ラブラドール・レトリバー 

2位 チワワ ジャーマンシェパード 

3位 ダックスフンド ゴールデン・レトリバー 

4位 ポメラニアン ブルドッグ 

5位 シバイヌ ビーグル 

6位 ヨークシャー・テリア ヨークシャー・テリア 

7位 シー・ズー プードル 

8位 マルチーズ ボクサー 

9位 ミニチュア・シュナウザー フレンチ・ブルドッグ 

10 位 フレンチ・ブルドッグ ロットワイラー 

 

日本の人気犬種：JKC 2014年登録数 アメリカの人気犬種：AKC 2014年登録数 

日本のにおけるプードルの登録頭数のうち 98.9 %がトイ・プードルであり，同様にダック

スフンドの登録数のうち 80.1 %がミニチュア・ダックスフンドである． 
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図 3-1 大学附属病院と一般病院のチワワ 

赤：大学附属病院サンプル (n=50)  茶：一般病院サンプル (n=50)  

Nei’s standard genetic distance を算出し，近隣結合法によって樹形図を作成した． 
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図 3-2 大学附属病院と一般病院のトイ・プードル 

赤：大学附属病院サンプル (n=50)  茶：一般病院サンプル (n=50)  

Nei’s standard genetic distance を算出し，近隣結合法によって樹形図を作成した． 



 

42 

 

 
図 3-3 大学附属病院と一般病院のシバイヌ 

赤：大学附属病院サンプル (n=50)  茶：一般病院サンプル (n=50)  

Nei’s standard genetic distance を算出し，近隣結合法によって樹形図を作成した． 
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図 3-4 各座位におけるアレル頻度分布 

本研究で得られた日本の頻度分布を赤で示し，参考データとしてアメリカの頻度分布

(Wictum et al., 2013) を黄で示す． 

■日本 (n=1992） 

■アメリカ (n=2,234） 
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表 3-2 多型性評価 

Locus  nA HO HE PD PIC FST 

VGL0760 24 0.736  0.882  0.975  0.871  0.165  

VGL0910 28 0.724  0.820  0.951  0.803  0.119  

VGL1063 16 0.744  0.881  0.975  0.870  0.151  

VGL1165 22 0.744  0.913  0.986  0.907  0.175  

VGL1541 15 0.746  0.874  0.971  0.861  0.145  

VGL1606 26 0.742  0.846  0.959  0.829  0.124  

VGL1828 17 0.619  0.837  0.954  0.818  0.223  

VGL2009 10 0.632  0.791  0.926  0.761  0.157  

VGL2136 12 0.735  0.858  0.964  0.842  0.150  

VGL2409 13 0.664  0.804  0.935  0.778  0.171  

VGL2918 21 0.707  0.858  0.967  0.846  0.117  

VGL3008 17 0.713  0.845  0.960  0.829  0.157  

VGL3112 9 0.663  0.825  0.946  0.801  0.218  

VGL3235 12 0.690  0.852  0.961  0.835  0.226  

VGL3438 14 0.725  0.861  0.966  0.847  0.155  

nA：アレル数 HO：ヘテロ接合度観測値 HE：ヘテロ接合度期待値 PD：識別能 

PIC：多型情報含有値  FST：イヌ集団 (n=1992) に対する分集団 (23 犬種) の分化度 
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表 3-3 犬種間分化 

分集団 n HO HE FST FIS 

イヌ全体 1992 0.705  0.850  - 0.171  

雑種 145 0.801  0.845  0.006  0.052  

アメリカン・コッカー・スパニエル 35 0.621  0.614  0.278  -0.012  

ウェストハイランド・ホワイト・テリア 23 0.655  0.675  0.206  0.029  

ウェルシュ・コーギー 64 0.656  0.680  0.199  0.036  

キャバリア・キング・チャールズ・スパニエル 34 0.631  0.612  0.280  -0.032  

ゴールデン・レトリバー 55 0.657  0.695  0.182  0.055  

シー・ズー 88 0.666  0.700  0.176  0.049  

シェットランド・シープドッグ 40 0.642  0.656  0.228  0.022  

ジャーマン・シェパード・ドッグ 35 0.690  0.677  0.204  -0.019  

ジャックラッセルテリア 37 0.798  0.788  0.072  -0.012  

ミニチュア・ダックスフンド 318 0.702  0.727  0.145  0.034  

チワワ 113 0.801  0.809  0.048  0.010  

トイ・プードル 178 0.738  0.780  0.082  0.054  

パグ 40 0.615  0.624  0.265  0.015  

パピヨン 58 0.775  0.765  0.100  -0.013  

ビーグル 45 0.754  0.775  0.089  0.026  

フレンチ・ブルドッグ 66 0.714  0.745  0.124  0.041  

ボーダー・コリー 31 0.647  0.706  0.169  0.083  

ポメラニアン 53 0.728  0.767  0.097  0.051  

マルチーズ 31 0.688  0.741  0.128  0.072  

ミニチュア・シュナウザー 49 0.593  0.606  0.287  0.021  

ヨークシャー・テリア 73 0.776  0.793  0.067  0.021  

ラブラドール・レトリバー 76 0.704  0.725  0.146  0.030  

シバイヌ 74 0.656  0.692  0.186  0.053  

23 犬種平均 70 0.692  0.711  0.163  0.027  

HO：ヘテロ接合度観測値  HE：ヘテロ接合度期待値 

FST：イヌ集団 (n=1992)に対する分化度  FIS：各個体における近交度
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第 4 章 

近親個体群解析による識別力の評価 
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4-1 緒言 

4-1-1 親子鑑定 

 近年，ペットブームの影響により，乱繁殖や血統書偽装などの問題が取り沙汰されてい

る．ペットショップでイヌを購入する人は 46.5 %に上り (JPFA, 2015)，親犬やブリーダー

を知らないままイヌを購入，飼育する人も少なくない．イヌが成長するにつれて，血統証

明書記載の犬種や血統に疑念を抱き，DNA 型を調べる人も増えており，国内でも複数の業

者がイヌの親子鑑定を行っている． 

 

4-1-2 イヌの同胞数 

イヌは多産動物であり，日本では古来より子宝・安産の象徴とされてきた．一度の出産

で産まれる仔犬の数は全犬種を平均すると 5 頭程度であるとされ，犬種，両親の年齢，季

節，産次，交配方法 (自然/人工) などの要因に影響されると言われている (Borge et al., 

2011; Gavrilovic et al., 2008; Leroy et al., 2015; Robinson, 1973)．特に犬種 (大きさ) に

よる影響は大きく，世界最小犬種であるチワワは，一度の出産頭数が平均 3.2 頭，最大 7

頭であるのに対し，大型犬であるラブラドール・レトリバーは，平均 6.9頭，最大 13 頭と

報告されている (Borge et al., 2011)．2005 年には，ナポリタンマスティフが 24頭の仔犬

を出産し，世界最多記録を更新した (Guinness World Records, 2004)． 

 

4-1-3 近親個体における多型性 

両親と子のサンプルがそろっている親子鑑定を除き，ヒトの血縁関係の確認にはミトコ

ンドリア DNAや Y染色体上のマーカーが使われることが多い．ミトコンドリア DNA は母

系遺伝であるため，母系の血縁関係を容易に証明することができ，同様に Y 染色体は父系

血縁関係の証明に有用である．しかし一方で，血縁関係のある個体では同じ DNA型が受け

継がれてしまうため，これらのマーカーは同胞の多い動物種や血縁関係が複雑な個体群に

おける検査には不適である．高い精度で特定の個体間の親子関係を肯定するためには，常

染色体上のマーカーを調べることが不可欠である．また個体間の識別を目的とした検査で

は，ミトコンドリア DNA や Y 染色体上に存在するマーカーは使用できないため，検査結

果を複数の目的に活用することができないというデメリットもあり，十分なヘテロ接合度

と識別能が認められる常染色体上のマーカーを調べる必要がある (Irion et al., 2003)． 

イヌの繁殖に際しては，犬種標準に近い個体やチャンピオン犬などが何度もくり返し用

いられることがあり，「優秀な個体」は多数の子孫を残すことになる (Altet et al., 2001)．
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そのため，同胞や半同胞が多数存在することも少なくない．近親個体においては，アレル

を共有する可能性も高くなり，またヘテロ接合度が低下するため，検査法の有効性を検討

する際には，近親個体群における多型性を確認する必要がある (Altet et al., 2001)．現在，

イヌの親子鑑定には複数のマルチプレックス PCRパネルが考案されている．それぞれが特

定の地域や犬種を対象としており，比較や評価は難しいものの，多型性や有用性が検討さ

れている (Ichikawa et al., 2001; Kang et al., 2009; Ogden et al., 2012; Zajc et al., 1994)． 

 

4-1-4 突然変異 

 STR 座位には高い確率で突然変異が発生することがわかっており，複製のスリップまた

は DNA 複製異常の修復が起こっていると考えられている (Ellegren, 2004; Nadir et al., 

1996)． 

STR 座位では，減数分裂を 1000 回行うごとに 1～4 回ほどの頻度 (0.1～0.4 %) で変異

が起こる (Butler, 2005)．ヒトでは，DNA 型鑑定に用いられている検査座位はおおむね

0.2 %程度の突然変異率であり，この頻度であれば，親子鑑定において不適合が 2つみつか

ることはあまりない (Gunn et al., 1997; Nutini et al., 2003)．前述の「DNA 鑑定について

の指針」においても，「親子間で血縁関係に矛盾のある場合，真の親子間でありながらロー

カスの突然変異が生じた可能性もあるため，一般的に１ローカスでのアレル不一致 (孤立否

定) で血縁関係は否定されない」と定められている．この孤立否定の原則は two-exclusion 

rule (2 排除ルール) とも呼ばれ，親子鑑定を行う研究機関では広く普及している (Butler, 

2005)．しかし検査座位の突然変異率が高い場合，この原則を適用する事で誤判定 (偽陰性) 

の確率が高まるため，突然変異率の確認は必要不可欠である． 

 

本章では，近親個体における個体識別鑑定と親子鑑定の有効性を確認することを目的と

し，近親個体群を用いた解析を行った．多型性の低下が想定される近親個体群における各

種多型性指標の確認と，親子間における突然変異率の確認を行った． 
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4-2 材料と方法 

4-2-1 サンプル 

 本検討には，公益財団法人日本盲導犬協会 (以下，日本盲導犬協会) 所属個体 457 頭の血

液サンプルを用いた．457頭のうち，393頭はラブラドール・レトリバー，4頭はゴールデ

ン・レトリバー，60.頭はラブラドール・レトリバーとゴールデン・レトリバーの一代交雑

種 (以下，F1 レトリバー) であった．血液サンプルは獣医師によって採取された血液検査

残余血で，抗凝固剤として EDTAが添加されていた． 

血液50 µLにBuffer G2 150 µLを加え，EZ1○R  DNA Investigator KitとEZ1○R  Advanced 

XL (QIAGEN) を用いて DNAを抽出，精製し，50 µLの TEバッファーで溶出した．定量

には NanoVue (GE Healthcare) を用い，吸光度測定によって濃度を決定した． 

 

4-2-2 多型解析 

第 2 章で改良した DogFiler を用い，15 座位の STR 型および SRY マーカーのマルチプ

レックス PCR増幅を行った．PCR反応液量は 25 µLとし，プライマー配列および PCR条

件は第 2章のとおりである．得られた PCR産物 1 µLと Gene Scan 600LIZ Size Standard 

0.3 µLを 10 µLのHi-DiTM Formamideに加え，95 °Cで 3分加熱変性させたのちに急冷し，

Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer を用いて電気泳動を行った．なお，各ランに

1 ウェルずつアレリックラダーマーカーを入れ，同時に泳動した．解析は GeneMapper○R  

ID-X software v.1.4を用いて行った． 

 

4-2-3 親子解析 

 両親と子のサンプルがそろっている親子のべ 324組 (表 4-1) について，親子解析を行っ

た．ラブラドール・レトリバーのうち 264 頭 (49 胎) と F1 の 60 頭 (9 胎) を子としてそ

れぞれの両親と STR型を比較し，子のアレルが各親から引き継がれていない場合，変異ア

レルとみなした．各座位の突然変異率 (Mutation Rate：MR) は，以下の式を用いて算出

した． 

MR =
変異アレル数

子の数× 2
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4-3 結果 

4-3-1 近親個体群における多型性 

 日本盲導犬協会所属のラブラドール・レトリバー393頭について解析を行ったところ，表

4-2に示す結果を得た．15座位の nAは 4～12 (平均 7.2) とランダムサンプリング群 (平均

17.1) と比べて低下し，それにともなってヘテロ接合度の期待値も 0.38～0.82 (平均 0.70) 

と低下した．識別能 (平均 0.85) や多型情報含有値 (平均 0.66) もランダムサンプリング群

の値 (識別能 0.96，多型情報含有値 0.83) と比べて大幅に低い値を示したが，それでも偶

然一致率は 2.17×10-14 と低い値を示し，十分な識別力が認められた．ランダムサンプリン

グ群 (n=1992) をイヌ集団全体として FSTを算出したところ，15座位の平均は 0.15とやや

高い値を示したのに対し，FISの値は平均-0.03 と 0 に近い値を示し，分化は進んでいるが

近親交配は行われていないという結果になった． 

F1 レトリバー60 頭についても同様に解析を行い，表 4-3 に示す結果を得た．15 座位の

アレル数は 4～9 (平均 5.33) とさらに低い値を示し，ヘテロ接合度の期待値も 0.32～0.85 

(平均 0.67) と低下したが，識別能 (平均 0.82) や多型情報含有値 (平均 0.62) には大きな

差が見られなかった．FSTを算出したところ，15座位の平均値は 0.21となり，高い値を示

したが，FISは-0.17となり，0を大きく下回る値を示した．この F1レトリバー群において

は，VGL1165 と VGL1541ではすべての個体がヘテロ接合であり，他の座位でもヘテロ接

合度の観測値が高く，平均 0.79と期待値を大きく上回っていたため，FISがマイナスへ大き

く傾いた． 

イヌの繁殖に際しては，優秀な個体を繁殖犬として何度も交配させ，多数の同胞および

半同胞個体が産み出される．本解析に用いた近親個体群には，最大 15頭の同胞が含まれて

いたほか，1 頭の雄を父親とする半同胞が最大 74 頭含まれていた．しかし本解析に用いた

個体の中に DNA型が一致する個体は認められず，すべての個体を識別することが可能であ

った． 

 

4-3-2 親子間変異 

ラブラドール・レトリバーの親子 (父・母・子) のべ 264 組の STR 型を調べたところ，

49 組の親子に 50例の突然変異が見られた．同様に，F1レトリバーの親子 60組の STR 型

を調べたところ，6組の親子に 6例の突然変異が見られた (表 4-4)． 

座位ごとの突然変異率は 0.2 % (VGL2136 および VGL2409) ～1.5 % (VGl1541) で，15

座位の平均突然変異率は 0.6 %となった．STR 型から突然変異の由来を推定したところ，
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父由来の突然変異が 25例，母由来の突然変異が 18例，由来不詳が 13例であった．ラブラ

ドール・レトリバーにおいて由来を推定できた突然変異は 50 例中 38 例あり，多型情報含

有値 0.65を上回る結果となった． 
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4-4 考察 

イヌは多産動物であるため血縁関係にある個体が多く，近親個体を識別できることは極

めて重要である．しかし，近親個体間では高い確率でアレルが共有されていることが想定

され，識別ができない可能性がある．そこで近親個体群を用いて解析を行い，その多型性

を評価した．本検討に用いた個体群は，日本盲導犬協会において飼育されている 393 頭の

ラブラドール・レトリバー，4 頭のゴールデン・レトリバー，60 頭の F1 レトリバー，計

457頭のイヌである． 

まず，393頭のラブラドール・レトリバーを用い，アレル頻度データの蓄積と多型性の評

価を行った．解析の結果，nAは 5～12と少なく，HE (0.38～0.82) および HO (0.42～0.86) 

も低い値となったが，それでも偶然一致率は 2.17×10-14 となり，十分な識別力があること

が明らかとなった．実際に，同一犬種近親個体群であるにも関わらず，解析した 393 頭す

べての個体を識別することが可能であった． 

しかし，ランダムサンプリング群 (n=1992) をイヌ集団全体として Wright の F 統計量

を算出したところ，15座位の FSTの平均値が 0.18と遺伝的分化を示した一方で，近親交配

作用の程度を示す FISの平均値は-0.03となった．FSTは，全集団 (イヌ) の HEと分集団 (各

犬種) の HEを比較することでアレルの頻度分布の偏りを評価し，分集団の遺伝的分化の度

合を示す指標である．全集団の多型性をそのまま反映した分集団では FSTの値は 0 になる

が，分集団内での交配が行われ分化が進むほど 0から遠ざかっていく．一方 FISは，分集団

内のアレルの頻度分布を反映するHEと各個体の両親の近親度を反映するHOを比較するこ

とで，分集団内における近親交配の度合いを示す指標である (Keller and Waller, 2002)．

大きな集団の中で任意交配が行われると FISの値は 0になるが，近親交配が行われるほど正

の値に傾く．また，集団が小さい場合には世代を重ねるごとに HO が低くなっていくため，

高い値を示すと考えられる．このラブラドール・レトリバー群では，FSTの値が高く，分集

団として分化が進んでいることが示されたが，一方で FISの値が負であったことから，異系

交配が行われたことが示された．よってこの群では選択的交配と遺伝子流入があることが

示唆され，閉鎖集団ではなく，他の近親個体群と比べて高い多型性が維持されていると推

察された． 

F1レトリバーについても同様に解析を行ったところ，nAは 4～9とさらに低い値を示し， 

HE (0.32～0.85) も低下したが，識別能 (平均 0.82) や多型情報含有値 (平均 0.62) に大き

な差は見られなかった．FSTと FISを算出したところ，平均値はそれぞれ 0.21 と-0.17 とな

り，いずれも 0からやや遠い値を示した． 
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近親個体群ではアレル数が大幅に低下し，ヘテロ接合度にも低下が認められた．実際，

解析した親子の中には，両親がホモ接合となり，その座位について同胞個体がすべて同じ

STR 型を示すという例が多数見られた．しかし解析に用いた個体の中に DNA 型が一致す

る個体は認められず，親子，同胞を含めすべての個体を識別することが可能であった．他

の検査法では同胞個体が同じ型を示す例もあり (Altet et al., 2001)，近親個体における本検

査法の識別力の高さが示された．これまでイヌにおいては一卵性双生仔の報告がなく，本

研究においてもすべての同胞は多卵性多胎仔であった． 

近年，遺伝的多様性に関する研究が様々な種を用いて行われている．たとえば，極度の

ボトルネックを経たオオカミの群において，1頭の異系個体の合流により，ヘテロ接合度が

0.49 から 0.62へと上昇し，近交度の低下が認められたという報告がある (Vila et al., 2003)．

一世代でヘテロ接合度の上昇や近交度の低下が期待できるため，遺伝的多様度が低下した

集団においては，異系交配や異種交雑は有効な手段であると考えられている．本解析で用

いた F1 個体群においては，VGL1165 と VGL1541 ですべての個体がヘテロ接合であり，

他の座位でもヘテロ接合度の観測値が高く，平均 0.79と期待値を大きく上回っていたため，

FISがマイナスへ大きく傾いた．他犬種との交雑を行うことによって，一世代で近交度の低

減を図ることが可能であることが示され，遺伝的多様性の維持における交雑の効果を裏付

ける結果となった． 

イヌの DNA型鑑定においては，親子や同胞関係の証明が求められるケースも想定される

ため，多型性と突然変異率のバランスも重要である．この群に含まれていた 58胎のべ 324

組の親子を用いて親子間の突然変異を確認したところ，56 例の突然変異が確認され，その

内訳は，父由来変異が 25例，母由来変異が 18 例，由来不詳が 13例と推察された．Wictum

らの報告では，母由来突然変異が多く認められており，異なる結果となった．しかし，雄

では生殖細胞における細胞分裂の回数が多いため (Sharma et al., 2015)，多くの動物で父

親由来の突然変異の方が多いということが報告されており (Asicioglu et al., 2004; Crow, 

2006; Sun et al., 2014; Zhao et al., 2015)，本研究でも同様の結果となった．突然変異率の

検討に際してはサンプル数の確保が困難であり，安定した結果を得ることが難しい．

Wictum らの研究では検査対象とした親子が 181 組と少なく，本研究では犬種をラブラド

ール・レトリバーと F1レトリバーに限定したため，今後さらなるデータの蓄積と解析を行

う必要があると考えられた． 

本研究における突然変異率は 0.6 %と算出された．突然変異率は座位によって異なってお

り，0.15 % (VGL2409) ～1.54 % (VGL1541) であった．STRにおける突然変異率は 0.1～
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0.4 %程度とされ (Brinkmann et al., 1998)，ヒトの DNA型鑑定に用いられている座位に

おいても平均 0.2 %程度であると報告されている (Asicioglu et al., 2004)．また，Wictum

らの報告によれば DogFiler の検査座位の平均突然変異率も 0.2 %程度とされている 

(Wictum et al., 2013)．突然変異率は，低いと多様性が出にくく識別力が低くなり，高くな

るほど親子間での矛盾が生じ，血縁関係の証明力が低くなる．0.6 %の突然変異率はやや高

い値であり，本研究で解析した親子の中には，1個体に 2座位で変異がみられた例も確認さ

れた．現在，親子鑑定を行う多くの機関では，1座位の不一致では血縁関係を否定しないと

いう孤立否定の原則 (two-exclusion rule)を採用しており，2座位で変異が認められると親

子関係が否定されてしまう．DogFiler を親子鑑定に用いる場合には，各座位の突然変異率

を考慮し，判定基準を慎重に設定する必要があることが示唆された．しかしながら，イヌ

の中でも出産頭数の多いラブラドール・レトリバーにおいて，同胞間に充分な識別力が認

められたという点は評価すべきところであり，本検査法の親子・同胞鑑定への適用性は高

いと考えられた． 
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4-5 小括 

本章では，近親個体群を用いて解析を行った．日本盲導犬協会において飼育されている

血縁関係のあるラブラドール・レトリバー393 頭を近親個体群として解析し，アレル頻度デ

ータの蓄積と多型性の評価を行った．解析の結果，nAは 5～12と少なく，HE (0.38～0.82) 

および HO (0.42～0.86) も低い値となったが，それでも偶然一致率は 2.17×10-14となり，十

分な識別力があることが明らかとなった．実際に，同一犬種近親個体群であるにも関わら

ず，解析した 393 頭すべての個体を識別することが可能であった．しかし，ランダムサン

プリング群 (n=1992) をイヌ集団全体として Wright の F 統計量を算出したところ，15 座

位の FSTの平均値が 0.18 と遺伝的分化を示した一方で，近親交配作用の程度を示す FISの

平均値は-0.03 となった．このラブラドール・レトリバー群では，FST の値が高く FIS の値

が負であったことから，選択的交配と遺伝子流入があることが示唆され，この群は他の近

親個体群と比べて高い多型性が維持されていると推察される．同協会所属の F1レトリバー

60 頭についても同様に解析を行ったところ，nA は 4～9 とさらに低い値を示したが，2 座

位ですべての個体がヘテロとなり，偶然一致率は 1.94×10-13と低かった．FSTと FISを算出

したところ，平均値はそれぞれ 0.21 と-0.17 となり，FSTの値は高いまま FISが大幅に低下

した．他犬種との交雑を行うことによって，一世代では遺伝的偏りの解消は難しいものの，

近交度の低減を図ることが可能であることが示された． 

つづいて，この群に含まれていたラブラドール・レトリバー49 胎のべ 264 組の親子と，

F1 レトリバー9胎のべ 60頭の親子を用いて，親子・同胞間の識別や突然変異率についても

確認し，親子・同胞鑑定への適用性を検討した．その結果， 56 例の突然変異が確認され，

突然変異率は 0.6 %と算出された． 1 個体に 2 座位で変異が見られた例もあったため，孤

立否定 (1 座位の不一致では血縁関係を否定しないという原則) では対応できない可能性が

あり，今後親子判定について基準を明確に定める必要があると考えられる．しかしながら，

最大 11 頭の同胞をすべて識別することができ，イヌの中でも出産頭数の多いラブラドー

ル・レトリバーにおいて，同胞間に充分な識別力が認められたという点は評価すべきとこ

ろであり，本検査法の個体識別への適用性は高いと考えられた．  
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表 4-1a 

胎 頭数 母犬 父犬   犬種 

R1 2 リオ ディア 
 

L 

S1 2 エミリー ディア 
 

L 

V1 4 ワッフル ワッガ 
 

L 

C2 6 ハロ エルトン 
 

L 

D2 5 エブリ ハンセン 
 

L 

I2 4 リオ エルトン 
 

L 

K2 2 チャチャ オリバー(G) 
 

F1 

L2 4 ハロ エルトン 
 

L 

N2 8 ディーナ オリバー(G) 
 

F1 

R2 3 ライカ エルトン 
 

L 

V2 2 ルル ジャンボ 
 

L 

C3 2 エブリ ジャスパー 
 

L 

F3 7 リシアン エルトン 
 

L 

H3 7 ボニー ディア 
 

L 

I3 5 ハナ エルトン 
 

L 

L3 5 チャチャ ハンセン 
 

L 

M3 8 ジル ハンセン 
 

L 

O3 7 ディーナ オリバー(G) 
 

F1 

S3 11 ルル ハント 
 

L 

Y3 2 エミリー ジャンボ 
 

L 

B4 6 ヴィラ オリバー(G) 
 

F1 

C4 8 ヴェリー ハンセン 
 

L 

E4 8 ユキ ハント 
 

L 

H4 7 ユリー オリバー(G) 
 

F1 

I4 8 オリビア ハンセン 
 

L 

M4 2 ディーナ ハンセン 
 

L 

O4 8 ボニー ハンセン 
 

L 

R4 6 ブランブル ハンセン 
 

L 

S4 4 ハナ クリス(G)   F1 

L：ラブラドール・レトリバー  F1：F1 レトリバー 
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表 4-1b 

胎 頭数 母犬 父犬 
 

犬種 

D5 12 ボニー タナー(G) 
 

F1 

E5 4 ハナ ハンセン 
 

L 

f5 3 ヴィッキー ジャスパー 
 

L 

G5 6 メロ ハント 
 

L 

H5 6 チャチャ クリス(G) 
 

F1 

I5 3 リシアン ジャスパー 
 

L 

N5 8 ワンダー ピップ(G) 
 

F1 

O5 7 シエル ジャスパー 
 

L 

S5 5 ディーナ ハンセン 
 

L 

A6 4 メロ ジャッキー 
 

L 

B6 8 ピュア ジャンプ 
 

L 

F6 8 ブランブル ジャスパー 
 

L 

O6 9 ボニー ブライヤー 
 

L 

P6 7 リシアン ハンセン 
 

L 

R6 5 ヴィッキー ジャッキー 
 

L 

S6 3 チャチャ ジャンプ 
 

L 

T6 3 ハナ ジャッキー 
 

L 

A7 9 ミル ブライヤー 
 

L 

E7 4 メロ ジャンプ 
 

L 

I7 6 ハピネス ブライヤー 
 

L 

J7 8 ブランブル ハンセン 
 

L 

M8 3 チャチャ ケイニー 
 

L 

D10 7 ジニー ロビン 
 

L 

G10 5 ハピネス ケイニー 
 

L 

N10 2 メロ ウィング 
 

L 

R10 7 ウィンキー ロビン 
 

L 

B11 5 ウィリー ウィング 
 

L 

K11 8 ピュア ケイニー 
 

L 

R11 6 レミー ラルゴ 
 

L 

L：ラブラドール・レトリバー  F1：F1 レトリバー 
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表 4-2 ラブラドール・レトリバー近親個体群における多型性 

Locus nA HO HE PD PIC FST FIS 

VGL0760 6 0.812 0.754 0.897 0.712 0.145 -0.077 

VGL0910 5 0.782 0.750 0.896 0.709 0.085 -0.042 

VGL1063 8 0.716 0.762 0.917 0.736 0.136 0.059 

VGL1165 9 0.759 0.704 0.884 0.675 0.230 -0.078 

VGL1541 11 0.785 0.773 0.917 0.742 0.116 -0.016 

VGL1606 6 0.739 0.697 0.859 0.647 0.177 -0.061 

VGL1828 10 0.789 0.783 0.924 0.754 0.065 -0.008 

VGL2009 5 0.659 0.653 0.820 0.593 0.174 -0.009 

VGL2136 8 0.701 0.686 0.858 0.643 0.200 -0.022 

VGL2409 5 0.724 0.698 0.857 0.647 0.131 -0.037 

VGL2918 7 0.789 0.817 0.941 0.791 0.048 0.034 

VGL3008 9 0.847 0.825 0.946 0.801 0.023 -0.026 

VGL3112 5 0.464 0.453 0.661 0.414 0.451 -0.024 

VGL3235 7 0.759 0.694 0.850 0.638 0.185 -0.093 

VGL3438 4 0.406 0.406 0.590 0.349 0.529 -0.001 

nA：アレル数  HO：ヘテロ接合度観測値  HE：へテロ接合度期待値  

PD：識別能  PIC：多型情報含有値  FST：イヌ集団 (n=1992) における分化度  

FIS：JGDA-L群 (n=393) 内における近交度 
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表 4-3 F1レトリバー近親個体群における多型性 

Locus nA HO HE PD PIC FST FIS 

VGL0760 5 0.717 0.639 0.825 0.593 0.276 -0.122 

VGL0910 5 0.983 0.705 0.855 0.644 0.140 -0.394 

VGL1063 6 0.967 0.773 0.908 0.729 0.123 -0.251 

VGL1165 9 1.000 0.854 0.959 0.829 0.065 -0.171 

VGL1541 8 1.000 0.852 0.958 0.827 0.026 -0.174 

VGL1606 4 0.633 0.556 0.752 0.505 0.343 -0.138 

VGL1828 8 0.950 0.820 0.940 0.788 0.021 -0.159 

VGL2009 4 0.767 0.594 0.775 0.533 0.249 -0.291 

VGL2136 4 0.700 0.558 0.707 0.460 0.350 -0.254 

VGL2409 4 0.783 0.711 0.856 0.648 0.116 -0.101 

VGL2918 4 0.517 0.616 0.780 0.542 0.282 0.161 

VGL3008 9 0.917 0.787 0.930 0.758 0.068 -0.165 

VGL3112 4 0.867 0.617 0.784 0.547 0.252 -0.405 

VGL3235 4 0.817 0.646 0.800 0.569 0.242 -0.265 

VGL3438 2 0.267 0.323 0.486 0.269 0.625 0.173 

nA：アレル数  HO：ヘテロ接合度観測値  HE：へテロ接合度期待値  

PD：識別能  PIC：多型情報含有値  FST：イヌ集団 (n=1992) における分化度  

FIS：JGDA-F1群 (n=60) 内における近交度 
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表 4-4 近親個体群における突然変異 

  ラブラドール・レトリバー  F1 レトリバー 

  父由来 母由来 由来不詳 父由来 母由来 由来不詳 

VGL0760 2 
 

1  
   

VGL0910 1 5 
 

 
   

VGL1063 1 1 1  
   

VGL1165 3 1 
 

 
 

1 
 

VGL1541 6 2 
 

 1 
 

1 

VGL1606 3 2 3  1 
  

VGL1828 
 

2 1  
 

1 
 

VGL2009 1 
  

 
   

VGL2136 1 
  

 
   

VGL2409 
  

1  
   

VGL2918 3 
  

 
   

VGL3008 
 

1 1  1 
  

VGL3112 
 

1 1  
   

VGL3235 1 1 1  
   

VGL3438 
  

2  
   

total 22 16 12  3 2 1 

ラブラドール・レトリバー49胎のべ 264組の親子とＦ1レトリバー9胎のべ 60組の親子で

観察された突然変異の内訳． 
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第 5 章 

犬種別解析による 

犬種間および犬種内の多型性の評価と犬種推定法の検討 
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5-1 緒言 

5-1-1 DogFiler の応用 

 DogFiler は，もともと法科学的な個体識別を目的として開発された検査法であり，本研

究においても，DogFiler の法科学鑑定への適用性や国内のイヌにおける多型性などを評価

し，その有用性を検討してきた．その結果，DogFiler の検査座位はいずれも国内での多型

性が高く，「集団」の中の「個」を扱う検査法として有用であることが明らかとなったこと

から，法科学鑑定や親子鑑定における活用が期待される．本章では「分集団」である犬種

に焦点をあて，検査法の応用について検討する．  

 

5-1-2 分集団 

ヒトの DNA 型鑑定における検査座位については，1 集団につき 100～200 人のデータを

蓄積すれば，アレル頻度を正確に反映できるとされている (Chakraborty, 1992; Evett and 

Gill, 1991; Foreman and Evett, 2001)．しかしイヌでは，ボトルネックによる遺伝的偏り

や多数の同胞個体の存在により，アレル頻度の偏りが想定されるため，より大きなサンプ

ルサイズが必要であると考えられる．そこで，各分集団につき 250 頭のサンプルを集める

こととした． 

 

5-1-3 対象犬種 

本章では，日本で多く飼育されているトップ 3 犬種であるチワワ，トイ・プードル，ミ

ニチュア・ダックスフンド，大型犬で最も飼育頭数の多いラブラドール・レトリバー，日

本犬で最も飼育頭数の多いシバイヌの 5犬種を対象とした．  

 

チワワ 

 メキシコのチワワ地域原産の世界最小犬種である．かつては野生に生息し，トルテカ文

明時代に家畜化されたと考えられている．スムースコートとロングコートの 2 種類の被毛

があり，ロングコートはパピヨンやポメラニアンを交配させて作り出されたと言われてい

る．カラーバリエーションが豊富で，JKC でもマールカラー以外のすべての毛色が認めら

れている． 

 

トイ・プードル 
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 プードルは古くからヨーロッパ各地に存在し，原産地は不明である．スタンダード，ミデ

ィアム，ミニチュア，トイの 4 種のサイズがあり，ミニチュアプードルやトイ・プードルは

16 世紀のフランスで作出された．JKCでは体高 24～28 cmと規定されている．本来犬種名

は「プードル」であり，「トイ」は犬種内のサイズ規定にすぎないが，「トイ・プードル」は

分類として広く認知されており，本研究では「トイ・プードル」を犬種名として扱う． 

 

ミニチュア・ダックスフンド 

 ダックスフンドはドイツ原産の犬種で，獲物を藪や穴から追い出したりするために，短脚

に改良された狩猟犬である．スタンダード，ミニチュア，カニーンヘンの 3 種のサイズがあ

るが，各国の協会によって規定が異なっている．また，血統証明書への記載はあくまで両親

のサイズによるものであるため，成長後のサイズは規定とは異なる場合がある．JKC では，

胸囲 30～35 cm と規定されている．本来の犬種名は「ダックスフンド」であり，「ミニチュ

ア」は犬種内のサイズ規定にすぎないが，「ミニチュア・ダックスフンド」は分類として広く

認知されており，本研究では「ミニチュア・ダックスフンド」を犬種名として扱う． 

 

ラブラドール・レトリバー 

 沿革は明らかになっていないが，元はセント・ジョンズ・レトリバーやレッサー・ニュ

ーファンドランドと呼ばれていた犬種で，1903 年にイギリス，1917年にアメリカで正式に

犬種として公認された．知的で従順であることから世界中で愛されており，使役犬として

も活躍している．日本では個人的な飼育は少ないものの，盲導犬，介助犬，探知犬，救護

犬などに用いられている． 

 

シバイヌ 

日本古来の土着犬で，日本犬種の中では最も飼育頭数が多く，海外でも Shiba Inu とし

て認知度が高まり，飼育頭数も増えている．異種交配の流行や第 2 次世界大戦によって一

時数が激減したが，その後天然記念物にも指定され，積極的な繁殖と改良が行われた．遺

伝的にオオカミに最も近い犬種とされ，注目を集めている． 

 

本章では「分集団」に焦点をあて，この検査法の応用について検討した．まず第 1節で，

分集団内における遺伝的多様性や遺伝的距離の評価に本手法が応用可能か検討し，次に第 2

節で本手法によって犬種推定が可能かを検討した．  
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第 1 節 

5.1-1 緒言 

本節では，各犬種を分集団とし，DogFiler で遺伝的多様性や近交度を解析し，犬種の維

持，管理への応用について検討した．犬種は，人が理想とする表現型をもつように，作為

的な交配を行った結果生み出されたものである．犬種が確立され広く認知されると，生み

出された身体的特徴を維持するために，それぞれの犬種内での交配が積極的に行われる．

公認犬種にはそれぞれ「犬種基準」が定められ，その基準に合った形質を固定するために

近親交配が行われた結果，犬種内で遺伝的多様性が低下した (Calboli et al., 2008; Farrell 

et al., 2015; Johansson and Rendel, 1968; Leroy, 2011; Ostrander and Wayne, 2005)．犬

種を存続させるためには，遺伝的多様性を維持し，遺伝性疾患が定着するのを防ぐ必要が

ある．そのためにはまず，分集団の遺伝的多様性がどの程度かを把握する必要がある．そ

こで本節では，分集団における遺伝的多様性の確認に DogFiler が応用できるかどうかを検

討した． 
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5.1-2 材料と方法 

5.1-2-1 サンプル 

 本検討には，ランダムにサンプリングした犬種群として 5犬種の DNAと，使役犬コロニ

ー群として日本盲導犬協会所属のラブラドール・レトリバーの DNAを用いた． 

犬種別群サンプルとして，チワワ，トイ・プードル，ミニチュア・ダックスフンド，シ

バイヌの 4 犬種各 250 頭の DNA と，ラブラドール・レトリバー200 頭の DNA を用いた．

チワワとトイ・プードルの DNA は，複数の動物病院にて採取された血液検査残余血から，

EZ1○R  DNA Blood 200 Kit および EZ1○R  Advanced XL (QIAGEN) を用いて抽出した．ミ

ニチュア・ダックスフンドの DNA は，第 3 章にて解析したサンプルの中から 250 頭分を

無作為に選んで用いた．ラブラドール・レトリバーの DNAは，第 3章にて解析したサンプ

ルに，複数の動物病院にて採取されたサンプルを加え，合わせて 200 頭分とした．シバイ

ヌの DNAは，複数の動物病院にて採取された血液検査残余血から EZ1○R  DNA Blood 200 

Kitおよび EZ1○R  Advanced (QIAGEN) を用いて抽出した． 

使役犬コロニー群として，第 4 章の日本盲導犬協会所属ラブラドール・レトリバーのデ

ータから，ランダムに 250頭分を選んで用いた． 

 

5.1-2-2 多型解析 

第 2 章で改良した DogFiler を用いて，15 座位の STR 型および SRY のマルチプレック

ス PCR増幅を行った．PCR反応液量は 25 µLとし，プライマー配列および PCR条件は第

2 章のとおりである．得られた PCR 産物 1 µL と Gene Scan 600 LIZ Size Standard  

(Applied Biosystems) 0.3 µLを 10 µLの Hi-DiTM Formamide (Applied Biosystems) に加

え，95 °C で 3 分加熱変性させたのちに急冷し，3130xl Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems)を用いて電気泳動を行った．なお，各ランに 1ウェルずつアレリックラダーマ

ーカーを入れ，同時に泳動した．解析は GeneMapper○R  ID-X software v.1.4を用いて行っ

た． 

 

5.1-2-3 分集団内多様性解析 

DogFiler の多型情報をもとに，犬種ごとの多型性と，各個体間の遺伝的距離の確認を行

った．各座位におけるアレル数 (nA)，異型接合度の観測値 (HO) および期待値 (HE)，識

別能 (PD)，多型情報含有値 (PIC) を計算した．また，第 3 章で解析した集団を「イヌ全

体」とし，各犬種を分集団として FSTおよび FISを算出した．さらに，使役犬コロニー群と
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して日本盲導犬協会所属個体 250 頭についても同様に解析し，遺伝的多様度の評価を行っ

た． 

多型性指標 (異型接合度期待値，識別能，多型情報含有値) は，Cervus 3.0.7 (Kalinowski 

et al., 2007) を用いて算出した．遺伝的距離の算出には PHYLIP version 3.695 

(Felsenstein, 2013) を用い，各個体間の Nei’s standard genetic distance(Nei, 1972)を算

出した． 
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5.1-3 結果 

5.1-3-1 犬種群 

5犬種について解析を行い，図 5 -1~5に示す結果を得た．Dの平均値±標準偏差は 0.836

±0.231 (シバイヌ) ～1.225±0.320 (チワワ)，nAは 9.2±1.935 (ラブラドール・レトリバ

ー) ～11.8±3.321 (トイ・プードル)，HOは 0.669±0.109 (シバイヌ) ～0.796±0.042 (チ

ワワ)，HEは 0.704±0.104 (シバイヌ) ～0.815±0.040 (チワワ) であった．ANOVA解析の

結果，いずれの項目においても 5 犬種の間に有意な差は認められなかった． FSTは第 3 章

と同様の高い値を示したが，一方で FISは低く，最大でも 0.046 (シバイヌ) であった． 

 

5.1-3-2 使役犬コロニー群 

日本盲導犬協会飼育個体群について同様に解析を行い，図 5-6に示す結果を得た．Dの平

均値±標準偏差は 0.779±0.234，nAは 7.07±1.792，HOは 0.709±0.138，HEは 0.697±

0.133 であった．図 5-7に，各項目の平均値を上記犬種解析群の結果とともに示した． 
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5.1-4 考察 

 本節では，分集団における遺伝的多様性の評価に DogFiler が応用可能であるかを検討し

た．イヌの分集団として，チワワ，トイ・プードル，ミニチュア・ダックスフンド，シバ

イヌ，ラブラドール・レトリバーの 5 犬種と，使役犬コロニー群として日本盲導犬協会の

ラブラドール・レトリバーを加え，それぞれの分集団における遺伝的距離や多型性を調べ，

犬種間の比較を行った．5犬種を解析した結果，FSTの値から犬種間分化が示されたものの，

いずれの犬種においても近交度を示す FISの値が低いことが明らかとなった． 

近年，近親交配による遺伝的多様性の低下やそれにともなう遺伝性疾患の定着が取り沙

汰され，JKC の血統証明書交付に際しても，近親交配を行う際には事前申請が必要となっ

ており (「健康な犬を繁殖するには」：http://www.jkc.or.jp/modules/breedinginfo/index.php 

?content_id=18)，繁殖者，飼育者ともに近親交配に対する意識は変化してきている．本解

析結果から，犬種内交配で分化は進行したが，一方で近親交配を避けた選択的交配が行わ

れたことで，犬種内の多様性が維持されている傾向がうかがえる．この結果は上述の近年

の世相と合っており，DogFiler での評価が妥当であることを示唆している． 

使役犬コロニー群では，FST の値はラブラドール・レトリバー群よりさらに大きくなり，

より顕著に分化した分集団であった．しかし，遺伝的距離が小さくなったにも関わらず近

交度を表す FISは負の値となり，遺伝的には近いが近親交配は行なわれておらず，多様性が

増す傾向にあることが示された．本使役犬コロニー群には親子・同胞個体が多数含まれて

いるが，日本盲導犬協会では，繁殖犬の購入や他団体からの譲渡によって異系統の個体を

導入している (平成 26年度事業報告書https://www.moudouken.net/about/pdf/H26_hokok 

usho.pdf)．解析結果では，血縁関係にある個体が含まれていることや遺伝子流入があるこ

とが示されており，上述の状況を正しく反映していることが明らかとなった． 

以上のように，本解析法がイヌの分集団における遺伝的多様度を評価する方法として有

用であることが示された．これまで遺伝的な多様性は，特定の遺伝子を直接解析すること

で関連する形質や疾患に特異的に検討されてきた．本解析法では，複数の染色体の

non-coding 領域を解析対象としているため，表現型ではなく，各個体の遺伝的背景という

意味での本来の遺伝的多様性を評価できると考えられた． 
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第 2 節 

5.2-1 緒言 

 犯罪現場に残されたイヌの DNA は，ときに犯罪の立証に役立つ．これまでイヌの DNA

型鑑定は，事件に関係があると思われる個体との同一性の確認のために行われてきた．し

かし，現場に残された DNAから該当個体の外見を推定して探し出すことができれば，警察

活動にさらに貢献することが期待できる． 

 これまでイヌの色や大きさ，足の長さなどの外観的特徴については研究が行われ，関連

遺伝子が報告されてきた．しかしこれらの報告は，一つないし少数の特徴に着目して直接

的な原因遺伝子を探索しており，特定された原因遺伝子も複雑に相互作用しているため，

法科学分野への応用には不向きである．そこで本節では，個々の形態的特徴ではなく，総

合的な外見とも言える「犬種」の推定法の確立を試みた．解析手法として，名義ロジステ

ィック回帰分析と尤度比解析を検討した． 

名義ロジスティック回帰 (Nomial Logistic Regression) は多変量解析法の 1つで，各変

数に対して偏回帰係数を設定し，一般線形モデルとして表すものである．本検討では，各

アレルのくり返し回数を説明変数として各犬種のロジスティック回帰式を作成し，犬種ご

との肯定確率を計算した． 

尤度 (Likelihood) はある事象が起こる確率のことであり， 2つの排反事象が起きる確率

の比をとった尤度比 (Likelihood Ratio：LR) は一方の仮説の優越性を示す指標となる(青

木, 2002)．本検討では，ある犬種と仮定した場合の DNA型の出現確率と，それ以外の犬種

または雑種である場合の出現確率の比を表したものを各犬種の LRとし，カットオフポイン

トの設定により犬種を推定できるかどうかを検討した． 
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5.2-2 材料と方法 

5.2-2-1 サンプル 

犬種推定法の検討には，第 1節で用いた 5犬種の犬種特異群 1200頭のデータを用い， 

検査法の評価には，第 3 章のランダムサンプリング群のデータを用いた．いずれの群につ

いても血統証明書の確認はしておらず，犬種の決定は飼い主の申告または獣医師の判断に

よって行われた． 

 

5.2-2-2 犬種推定法 

名義ロジスティック回帰 (Nominal logistic regression)   

 各座位におけるアレル (くり返し回数) を説明変数とし，犬種を目的変数として名義ロジ

スティック回帰分析を行った．この解析方法では，2つのアレルを並列に扱うことができな

いため，短いアレルをＡ，長いアレルをＢとし，2つの方法で解析した．まず，1つは各個

体の DNA型を 15座位のアレル Aのみまたはアレル Bのみで表し，説明変数を 15座位，

サンプル数を倍の 500 (ラブラドール・レトリバーは 400) として解析する方法である．も

う 1 つは，アレル A とアレル B を別の変数として扱い，説明変数を 30 座位，サンプル数

を 250 (ラブラドール・レトリバーは 200) として解析する方法である．以下，前者を

「NLR-15」，後者を「NLR-30」とする． 

 各アレルのくり返し回数を説明変数とし，犬種を目的変数として，ロジスティック回帰

式を求めた．解析には JMP® Pro 11 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) を用いた． 

 

尤度比 (Likelihood ratio)  

各座位におけるアレルの出現頻度をもとに，各犬種の LRを計算した．比較するデータと

して，ランダムサンプリング群のアレル頻度データからそれぞれの犬種のデータを抜いた

ものを作成した．検査対象個体の座位 kにおける STR型について，ある犬種 xにおける出

現頻度を Xk，犬種 x以外のイヌにおける出現頻度を Ykとし，次の式で算出した． 

𝐿𝑅𝑥 = ∏
𝑋𝑘

𝑌𝑘

15

𝑘=1

 

 

5.2-2-3 有用性評価 

判定は，最尤項目を選択するかカットオフポイントを設定することで行われ，判定結果

は次の 4つに分類される． 

真陽性：犬種 xであると推定されたイヌが実際に犬種 xである 
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偽陽性：犬種 xであると推定されたイヌが本当は犬種 xではない 

偽陰性：犬種 xではないと推定されたイヌが本当は犬種 xである 

真陰性：犬種 xではないと推定されたイヌが，実際に犬種 xではない 

さらに，これらの判定結果をもとに感度，特異度，的中率が算出される． 

感度：犬種 xであるイヌが犬種 xであると判定される割合 真陽性/ (真陽性＋偽陰性) 

特異度：犬種 xでないイヌが犬種 xでないと判定される割合 真陰性/ (真陰性＋偽陽性) 

的中率：正しい判定がなされる割合  (真陽性＋真陰性)/全個体数 

 

本節では，まず ROC曲線の AUCの算出と最尤犬種の的中率によって 3つの犬種推定法

を比較し，その結果有用であると判断された手法についてカットオフポイントの設定を行

った．さらに，第 3章のランダムサンプリング群のデータを用いて的中率を確認した． 

 

ROC (Receiver Operating Characteristic) 曲線 

ROC曲線は，横軸に 1-特異度，縦軸に感度をとり，カットオフポイントを変動させなが

らプロットしたもので，検査精度の評価や検査法の比較に用いられる．ROC 曲線下の面積 

(Area Under the Curve：AUC) は解析手法の有用性を表し，完全な推定が可能なときは 1，

結果が推定不能 (ランダム) である場合は 0.5 となる．3 種の犬種推定法の有用性を比較す

るために ROC曲線を作成し，各推定法について平均 AUCを算出して比較を行った．解析

には JMP® Pro 11 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) を用いた． 

 

最尤犬種的中率 

 各推定法の設定に用いた 5犬種 1200頭分のデータを，導かれたモデルにそれぞれ代入し，

NLR-15および NLR-30による犬種肯定確率と，LR法による犬種尤度比を算出した．それ

ぞれ最尤犬種を判定結果とし，5犬種の平均的中率を計算して比較を行った． 

 

カットオフポイントの設定 

 肯定確率や尤度比を用いて解析を行う場合，カットオフポイントを設定し，その値を超

えるか否かで判定を行う方法が一般的である．本検討では，10，100，1000，10000 にカ

ットオフポイントを設定し，感度，特異度および的中率を検討した． 
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5.2-3 結果 

5.2-3-1 犬種推定法の有用性の比較 

NLR-15，NLR-30，LR法の 3種の犬種推定法について，5犬種それぞれの ROC曲線を

作成し，AUCを求めた (図 5-8および表 5-1)．各手法における5犬種の平均AUCは，NLR-15

で 0.9376，NLR-30で 0.9867，LR法で 0.9981 であった． 

各推定法の設定に用いた 5犬種 1200頭分のデータを，導かれたモデルにそれぞれ代入し，

NLR-15および NLR-30による犬種肯定確率と LR法による犬種尤度比を算出した．各個体

の中で各推定法から得られた 5 つの値をそれぞれ比較し，最も高い値を返した犬種を最尤

犬種として的中率を計算した (表 5-2)．的中率は NLR-15で 0.749，NLR-30で 0.902，LR

法で 0.995であった． 

 

5.2-3-2 LR法のカットオフポイントの検討 

 AUC および的中率を比較したところ，LR 法が最も有用性が高いことが示唆された．そ

こでカットオフポイントを 10，100，1000，10000 として，それを越える値を返した犬種

を推定犬種とし，感度，特異度，的中率を計算した (表 5-3)．カットオフポイントを 10 と

すると感度は 0.981と高いが，100とすると 0.962 に低下し，偽陰性が倍増した．しかし特

異度はカットオフポイントを 10とすると 0.997であったのに対し，100以上とすると 0.999

と極めて高い値を示した． 

そこでカットオフポイントには，感度および的中率が高くなる 10 と，感度が 90 %程度

に保たれつつも特異度が極めて高くなる 1000 の 2つを設定し，ランダムサンプリング群の

うち，この解析に関与していない個体 1641 頭を用いて感度，特異度，的中率を求めた．表

5-4 に各犬種 10 頭ずつについて結果を示し，全体の結果を表 5-5 にまとめた．純血種にお

ける感度は，カットオフポイントを 10に設定すると 0.941 となり， 1000に設定するより

も高くなったが，カットオフポイントを 1000 に設定すると純血種，雑種ともに特異度が向

上した．純血種と雑種を総合すると，カットオフポイントを10に設定すると特異度は0.985，

的中率は 0.983，カットオフポイントを 1000 とすると，特異度は 0.995，的中率は 0.985

となった． 
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5.2-4 考察 

 本節では，総合的な外見とも言える「犬種」の推定を 3 種の方法で試みた．まず，各座

位におけるアレルを説明変数とし，犬種を目的変数として名義ロジスティック回帰分析を

行った．この解析方法では 2つのアレルを並列に扱うことができないため，短いアレルを A，

長いアレルを B とし，2 つの方法 (NLR-15 および NLR-30) で解析した．NLR-15 では，

各個体の DNA型を 15座位のアレル Aのみまたはアレル Bのみで表し，説明変数を 15 座

位，サンプル数を倍の 500 (ラブラドール・レトリバーは 400) として解析した．NLR-30

では，アレル Aとアレル Bを別の変数として扱い，サンプル数は 250 (ラブラドール・レト

リバーは 200) のまま，説明変数を倍の 30 座位として解析した．NLR-15と NLR-30 では，

各犬種の犬種肯定確率を求めた．つづいて 3 つ目の方法として，尤度比を算出する LR法を

検討した．LR法では各座位におけるアレル頻度をもとに，各犬種における出現確率とその

他のイヌにおける出現確率の比をとり，その犬種らしさを尤度比として表した． 

3種の推定法の有用性を比較するために ROC曲線を作成し，AUCを算出するとともに，

用いた 1200 頭のデータをモデルに代入し，最尤犬種の的中率を確認した．AUC および的

中率はどちらも LR 法，NLR-30，NLR-15 の順に高く，LR 法が最も有用であると考えら

れた．名義ロジスティック回帰では，各座位の 2 つのアレルを別物として扱い，NLR-15

ではすべての座位の短いアレルを 1 サンプル，長いアレルを 1 サンプルとしてそれぞれま

とめ，NLR-30では各座位の短いアレルと長いアレルを別座位として扱った．特に NLR-15

では説明変数間の独立性が損なわれた可能性が考えられた．的中率を比較したところ，

NLR-15は 74.9 %で，NLR-30の 90.2 %および LR法の 99.5 %と比べて大幅に低い値とな

り，特にダックスフンドとチワワの間で誤判定が多かった． 

LR 法の有用性が高いことが示されたので，つづいて LR法におけるカットオフポイント

を検討した．カットオフポイントを 10，100，1000，10000 として，それを超える値を返

した犬種を推定犬種とし，感度，特異度，的中率を計算した．感度はカットオフポイント

を 10とすると 0.981と高いが，100とすると 0.962 に低下し，特異度はカットオフ値を 10

とすると 0.997であったのに対し，100とすると 0.999 と高い値を示し，10000 では 1.0 に

極めて近い値となった．的中率はカットオフポイントを 10としたときに 0.994で最も高く，

100～10000 では偽陰性の増加にともなって低下した．感度や的中率を見ると，カットオフ

ポイントを 10に設定すべきであるように思われるが，法科学鑑定においては信頼性維持の

ため，偽陽性を少なくすることが極めて重要であり，特異度の高さが重要視される．よっ

てカットオフポイントには，感度と的中率が高くなる 10 と，感度が 90 %程度に保たれつ
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つも特異度が高くなる 1000 の 2つを設定し，10以上で「犬種ｘらしい (犬種ｘである可能

性が高い) 」，1000 以上で「極めて犬種ｘらしい (犬種 xである可能性が極めて高い) 」と

いう 2段階で判定を行うのが妥当であると考えられた． 

そこで，ランダムサンプリング群のうち，この解析に関与していない個体1641頭を用い，

カットオフポイントを 10 および 1000 に設定し，純血種と雑種に分けて感度，特異度，的

中率を求めた．表 5-4 に各犬種 10 頭ずつについて LR の値を示し，全頭の結果を表 5-5 に

まとめた．純血種における的中率は，カットオフポイントを 10 に設定すると 1000 に設定

するよりも高かった．しかし，カットオフポイントを 1000に設定すると純血種，雑種とも

に特異度が向上し，全体としての特異度は 0.985 から 0.995 へ，的中率は 0.983から 0.985

へと上昇した．純血種のみを対象とすると，カットオフポイントを 10に設定したほうが的

中率は高くなったが，雑種を含めると，カットオフポイントを 1000に設定したほうが的中

率は高くなった． 

以上のことから，LR法を用いることで犬種推定は可能であり，カットオフポイントは感

度と，特異度をそれぞれ重視した 2点 (10および 1000) に設定すべきであると考えられた．  

 

 

 

 

． 
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5-4 考察 

本章では，イヌの分集団に焦点をあて，DogFiler のさらなる活用が可能かどうかを検討

した．まず第 1 節で，分集団内における遺伝的多様性や遺伝的距離の評価に本手法が応用

可能かを検討し，次に第 2節で，本手法によって犬種推定が可能かを検討した． 

まず，犬種群としてチワワ，トイ・プードル，ミニチュア・ダックスフンド，シバイヌ，

ラブラドール・レトリバーの 5 犬種と，使役犬コロニー群として日本盲導犬協会所属のラ

ブラドール・レトリバー，計 6群を解析し，分集団における遺伝的多様性の評価に DogFiler

を応用できるかを検討した．5犬種を解析した結果，FSTの値から犬種間分化が示されたも

のの，いずれの犬種においても近交度を示す FISの値が低いことが明らかとなった．純血種

においては，近年，近親交配による遺伝的多様性の低下にともなって，犬種特有の遺伝性

疾患が定着することが問題となっている (Asher et al., 2009)．犬種標準に定義されている

形質と関連が認められる疾患も多く，犬種標準の改定や他犬種との交雑によって遺伝的多

様性を確保する動きがあり，系統の管理と計画的な繁殖が求められている．本解析結果で

は，犬種内交配を行うことで分化は顕著になるが，近親交配を避けた選択的交配により犬

種内の多様性が維持されている，という実情が反映されていると考えられる．使役犬コロ

ニー群においては，FSTの値はラブラドール・レトリバー群よりさらに大きくなり，より顕

著に分化した分集団であることが示された．本使役犬コロニー群には，第 4 章で解析した

親子・同胞個体が多数含まれており，遺伝的距離は犬種群と比べてやや低い値となった．

しかし HOが HEよりも高く，近交度を表す FISは負の値となり，多様性は増していること

が明らかとなった．日本盲導犬協会では，他団体との繁殖犬の貸借による異系交配を行う

ことで，遺伝的多様性の維持に努めている．解析結果には，血縁関係にある個体が含まれ

ていることや，他の分集団からの遺伝子流入があることが正しく反映されたと考えられる． 

つづいて，犬種推定法について 3 種の方法を検討した．各座位におけるアレルを説明変

数とし，犬種を目的変数とした名義ロジスティック回帰分析 (NLR-15および NLR-30) と，

各犬種における出現確率とその他のイヌにおける出現確率の比をとり，その犬種らしさを

尤度比として表した LR 法を検討した．ROC 曲線を作成して AUC を算出するとともに，

用いた 1200頭のデータをモデルに代入し，最尤犬種の的中率を確認したところ，どちらも

LR 法，NLR-30，NLR-15の順に高く，LR 法が最も有用であると考えられた． 

LR 法の有用性が高いことが示されたので，LR 法を採用してカットオフポイントを検討

した．法科学鑑定では信頼性維持のため，偽陽性を少なくすることが極めて重要であり，

特異度の高さが重要視される．法科学鑑定では被疑者ないし被告が不当に不利な扱いを受



 

76 

 

けないために，特に偽陽性を排除することが重要であり，カットオフポイントの設定は慎

重に行わなければならない (Tanaka, 2013; 勝又, 2014)．しかし，カットオフポイントを高

く設定すると感度が低下し，偽陰性の頻度が高くなる．そのため，親子鑑定における肯定

確率の判定などにはカットオフポイントを複数設定し，カットオフポイントによって判定

の文言に差をつける方法がとられている．たとえば父子検定の代表的な判定方法である

Hummelの評価基準 (Hummel, 1971) では，父と判定してよい，極めて父らしい，非常に

父らしい，父らしい，父かどうかわからない，父らしくない，非常に父らしくない，極め

て父らしくない，父でないと判定してよい，の 9段階で判定が行われる． 

本解析法では，カットオフポイントとして，感度が高くなる 10 と感度が 90 %程度に保

たれつつも特異度が高くなる 1000 の 2 つを設定し，10 以上で「犬種 x らしい (犬種 x で

ある可能性が高い) 」，1000以上で「極めて犬種 xらしい (犬種 xである可能性が極めて高

い) 」という 2段階で判定を行うのが妥当であると考えた． 

このカットオフポイントを用いて，ランダムサンプリング群で，この解析に関与してい

ない個体を純血種と雑種に分け，感度，特異度，的中率を求め，その妥当性を検討した．

純血種においては，カットオフポイントを 10 に設定すると感度が高くなり，それとともに

的中率も高い値となった．しかし，雑種では本来の結果はすべて陰性であるため，感度と

いう概念はなく，特異度のみが算出される．そのため，カットオフポイントを 1000 に設定

することで特異度だけでなく，的中率も向上する結果となった．よって純血種と雑種を総

合した全体としての的中率をみるとカットオフポイント 10のときに 0.983，1000のときに

0.985 と大きな差はないものの，カットオフポイントを 1000に設定したほうが的中率はわ

ずかに高くなる結果となった．以上のことから，LR法を用いることで犬種推定は可能であ

り，カットオフポイントは感度と，特異度をそれぞれ重視した 2点 (10および 1000) に設

定すべきであると考えられた． 

プードルとダックスフンドには，犬種内にサイズによる分類が存在する (表 5-6)．犬種別

アレル頻度データを蓄積する際には，サイズを日本で最も飼育頭数の多いトイ・プードル

とミニチュア・ダックスフンドに限定したため，正式な犬種名ではないものの，判定犬種

は「トイ・プードル」と「ミニチュア・ダックスフンド」とした．ランダムサンプリング

群に含まれていたスタンダード・プードル 3 頭，スタンダード・ダックスフンド 1 頭およ

びカニーンヘン・ダックスフンド 6 頭を解析したところ，スタンダード・プードルは，い

ずれの犬種判定も陰性であったが，スタンダード・ダックスフンドとカニーンヘン・ダッ

クスフンドは「ミニチュア・ダックスフンド」と判定された． 
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プードルとダックスフンドのサイズ違いについては，過去に興味深い報告がある．2008

年，プードルの 4 つのサイズについて 27 座位の STR マーカーを解析したところ，スタン

ダード・プードルのみが別犬種と思われるほど分化していたという報告がある 

(Bjornerfeldt et al., 2008)．Bjornerfeldt らは，スタンダード・プードルが使役犬として確

立されたのに対して他の 3 つのサイズは愛玩犬として作出されたため，早い段階で繁殖系

統が分かれたのではないかと考察しており，同一犬種であっても外見や用途によって分離

した集団となれば，大きく分化する可能性があると指摘している．一方ダックスフンドに

関しては，サイズのちがいによる分化は小さいという報告がある (Přibáňová et al., 2009)．

この報告では，毛質 (スムース，ロング，ワイヤー) とサイズ (スタンダード，ミニチュア) 

でダックスフンドを 6 タイプに分類して遺伝的分化度を調べた結果，毛質による分化は顕

著であったが，サイズのちがいによる影響は小さかったとしている．本研究の結果もこれ

らの報告を支持するものであり，ダックスフンドのサイズはプードルほど大きな差がなく，

サイズ間での交配が禁止されたのも最近であるため，このような差がうまれたものと考え

られる． 

「日本で飼育されているイヌ」という集団においても分化や多様化は進んでおり，現在

JKC に登録されているものだけでも 198犬種が存在している．このプードルの例のように，

今後犬種内での分化が発生する可能性もあり，アレル頻度データは随時更新していく必要

がある．LR法最大の利点は，データの更新や追加が容易であるという点である．尤度比算

出の計算式をそのままに，アレル頻度データの更新や新たな犬種の追加が可能であるため，

実用性が高く，また他地域における活用や他の動物種への応用も可能である． 

これまで法科学分野におけるイヌの DNA型鑑定は，個体との同一性の確認のために行わ

れてきたため，識別力や多型性が重視されてきた．しかし，現場に残された DNAから該当

個体の総合的な外見とも言える「犬種」を推定することができれば，警察活動にさらに貢

献することが期待できる．今後アレル頻度データを蓄積することで，他の犬種についても

推定が可能であると考えられ，本解析法の法科学分野における活用が期待される． 
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5-5 小括 

本章では，「分集団」に焦点をあて，DogFiler の応用が可能かを検討した．まず第 1節で，

分集団内における遺伝的多様性や遺伝的距離の評価に本手法が応用可能かを検討し，次に

第 2節で本手法によって犬種推定が可能かを検討した． 

まず第 1 節では，各犬種を分集団として遺伝的多様性や近交度を解析し，犬種の維持，

管理への応用について検討した．日本で数多く飼育されているチワワ，トイ・プードル，

ミニチュア・ダックスフンド，シバイヌ，ラブラドール・レトリバーの 5 犬種に日本盲導

犬協会のラブラドール・レトリバーを使役犬コロニー群として加え，それぞれの分集団に

おける遺伝的距離や多型性を調べ，犬種間の比較を行った．その結果，FSTは第 3章と同様

の高い値を示したが，一方で FISは低く，犬種間分化は顕著であるものの，各犬種内で血縁

関係に配慮した作為交配が行われていることが示された．使役犬コロニー群においては，

遺伝的距離が小さくなったにも関わらず近交度を表す FISが低く，親子や同胞個体が含まれ

ていることや，遺伝子流入があることが正しく反映された結果となった．よって本手法は，

集団における遺伝的多様度を評価する方法として有用であると考えられた． 

第 2 節では，犬種推定法の確立を試みた．第 1 節で解析した 5 犬種のアレル頻度データ

と，第 3 章で解析したランダムサンプリング群のアレル頻度データをもとに，名義ロジス

ティック回帰分析と尤度比解析を行い，15座位の STR型から犬種推定が可能であるかを検

討した．その結果，アレル頻度から各犬種であると仮定した場合の尤度比を算出すること

で，99 %以上の高い的中率で犬種を推定できることが明らかとなり，カットオフポイント

を感度と特異度をそれぞれ重視した 2点 (10 および 1000) に設定することで，最大の効果

を得られることが示された．  
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Locus nA HO HE FST FIS HW 

VGL3008 12 0.852 0.833 0.014 -0.023 NS 

VGL1541 13 0.824 0.840 0.039 

 

0.019 NS 

VGL0760 12 0.800 0.833 0.056 0.040 NS 

VGL2136 10 0.828 0.856 0.002 0.033 NS 

VGL3438 9 0.756 0.761 0.116 0.007 NS 

VGL1165 17 0.816 0.867 0.051 0.059 NS 

VGL3235 10 0.808 0.773 0.093 -0.045 NS 

VGL2409 8 0.796 0.799 0.006 0.004 NS 

VGL3112 7 0.748 0.790 0.042 0.053 NS 

VGL1828 11 0.824 0.843 -0.007 0.023 NS 

VGL0910 14 0.832 0.876 -0.068 0.050 NS 

VGL1063 14 0.796 0.809 0.082 0.016 NS 

VGL2009 9 0.780 0.798 -0.009 0.023 NS 

VGL2918 11 0.680 0.738 0.140 0.079 NS 

VGL1606 14 0.800 0.813 0.039 0.016 NS 

Average 11.4 0.796 0.815 0.040 0.023 
 

図 5-1 チワワの解析結果 

nA：アレル数  HO：ヘテロ接合度観測値  HE：へテロ接合度期待値 

FST：イヌ集団 (n=1992) における分化度  FIS：犬種群 (n=50) 内における近交度   

HW：ハーディ・ワインベルグ平衡からの逸脱 (NS：not significant, ＊：p<0.003) 
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Locus nA HO HE FST FIS HW 

VGL3008 11 0.76 0.80 0.06 0.04 NS 

VGL1541 13 0.64 0.65 0.26 0.01 NS 

VGL0760 16 0.79 0.81 0.08 0.03 NS 

VGL2136 9 0.82 0.82 0.04 0.01 NS 

VGL3438 10 0.83 0.82 0.04 -0.01 NS 

VGL1165 20 0.83 0.86 0.06 0.04 NS 

VGL3235 8 0.77 0.81 0.05 0.04 NS 

VGL2409 10 0.61 0.64 0.21 0.05 NS 

VGL3112 8 0.77 0.80 0.03 0.04 NS 

VGL1828 11 0.76 0.74 0.12 -0.03 NS 

VGL0910 14 0.80 0.82 0.00 0.02 NS 

VGL1063 13 0.87 0.87 0.01 0.00 NS 

VGL2009 8 0.58 0.60 0.24 0.04 NS 

VGL2918 13 0.87 0.88 -0.02 0.01 NS 

VGL1606 13 0.79 0.82 0.03 0.04 NS 

Average 11.8 0.766 0.782 0.081 0.020 
 

図 5-2 トイ・プードルの解析結果 

nA：アレル数  HO：ヘテロ接合度観測値  HE：へテロ接合度期待値 

FST：イヌ集団 (n=1992) における分化度  FIS：犬種群 (n=50) 内における近交度   

HW：ハーディ・ワインベルグ平衡からの逸脱 (NS：not significant, ＊：p<0.003) 
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Locus nA HO HE FST FIS HW 

VGL3008 8 0.70 0.70 0.18 -0.01 NS 

VGL1541 9 0.82 0.84 0.04 0.02 NS 

VGL0760 15 0.74 0.73 0.18 -0.01 NS 

VGL2136 10 0.78 0.80 0.07 0.02 NS 

VGL3438 9 0.78 0.81 0.06 0.03 NS 

VGL1165 15 0.76 0.83 0.09 0.09 NS 

VGL3235 9 0.75 0.78 0.09 0.03 NS 

VGL2409 9 0.70 0.72 0.11 0.02 NS 

VGL3112 8 0.65 0.70 0.16 0.06 NS 

VGL1828 8 0.47 0.49 0.42 0.04 NS 

VGL0910 9 0.73 0.76 0.08 0.04 NS 

VGL1063 13 0.75 0.78 0.12 0.04 NS 

VGL2009 7 0.58 0.61 0.22 0.06 NS 

VGL2918 12 0.70 0.73 0.14 0.05 NS 

VGL1606 14 0.70 0.69 0.18 -0.01 NS 

Average 10.3 0.707 0.730 0.142 0.031 
 

図 5-3 ミニチュア・ダックスフンドの解析結果 

nA：アレル数  HO：ヘテロ接合度観測値  HE：へテロ接合度期待値 

FST：イヌ集団 (n=1992) における分化度  FIS：犬種群 (n=50) 内における近交度   

HW：ハーディ・ワインベルグ平衡からの逸脱 (NS：not significant, ＊：p<0.003) 
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Locus nA HO HE FST FIS HW 

VGL3008 10 0.71 0.74 0.13 0.04 NS 

VGL1541 9 0.77 0.79 0.10 0.03 NS 

VGL0760 13 0.61 0.60 0.32 -0.02 NS 

VGL2136 10 0.69 0.70 0.18 0.02 NS 

VGL3438 9 0.74 0.76 0.12 0.02 NS 

VGL1165 13 0.68 0.71 0.23 0.04 NS 

VGL3235 9 0.80 0.81 0.05 0.01 NS 

VGL2409 10 0.71 0.74 0.08 0.04 NS 

VGL3112 6 0.67 0.64 0.22 -0.04 NS 

VGL1828 12 0.78 0.78 0.07 0.00 NS 

VGL0910 6 0.57 0.61 0.25 0.07 NS 

VGL1063 10 0.49 0.50 0.43 0.02 NS 

VGL2009 5 0.52 0.53 0.33 0.02 NS 

VGL2918 13 0.49 0.81 0.06 0.40 ＊ 

VGL1606 15 0.82 0.84 0.00 0.03 NS 

Average 10.0 0.669 0.704 0.171 0.046 
 

図 5-4 シバイヌの解析結果 

nA：アレル数  HO：ヘテロ接合度観測値  HE：へテロ接合度期待値 

FST：イヌ集団 (n=1992) における分化度  FIS：犬種群 (n=50) 内における近交度   

HW：ハーディ・ワインベルグ平衡からの逸脱 (NS：not significant, ＊：p<0.003) 
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Locus nA HO HE FST FIS HW 

VGL3008 12 0.85 0.84 0.01 -0.01 NS 

VGL1541 12 0.85 0.83 0.05 -0.01 NS 

VGL0760 9 0.69 0.75 0.15 0.08 NS 

VGL2136 11 0.71 0.74 0.13 0.05 NS 

VGL3438 8 0.52 0.51 0.41 -0.03 NS 

VGL1165 11 0.73 0.78 0.15 0.07 NS 

VGL3235 8 0.81 0.77 0.10 -0.05 NS 

VGL2409 8 0.68 0.71 0.12 0.05 NS 

VGL3112 7 0.60 0.60 0.28 0.00 NS 

VGL1828 10 0.78 0.80 0.04 0.03 NS 

VGL0910 8 0.74 0.76 0.07 0.04 NS 

VGL1063 9 0.72 0.76 0.14 0.05 NS 

VGL2009 5 0.65 0.60 0.24 -0.08 NS 

VGL2918 10 0.76 0.81 0.06 0.06 NS 

VGL1606 10 0.80 0.77 0.09 -0.04 NS 

Average 9.2 0.723 0.735 0.136 0.014 
 

図 5-5 ラブラドール・レトリバーの解析結果 

nA：アレル数  HO：ヘテロ接合度観測値  HE：へテロ接合度期待値 

FST：イヌ集団 (n=1992) における分化度  FIS：犬種群 (n=50) 内における近交度   

HW：ハーディ・ワインベルグ平衡からの逸脱 (NS：not significant, ＊：p<0.003)  
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Locus nA HO HE FST FIS HW 

VGL3008 8 0.84 0.82 0.03 -0.03 NS 

VGL1541 11 0.82 0.80 0.09 -0.04 NS 

VGL0760 6 0.73 0.75 0.15 0.02 NS 

VGL2136 8 0.76 0.72 0.17 -0.06 NS 

VGL3438 4 0.36 0.37 0.57 0.01 NS 

VGL1165 8 0.74 0.71 0.23 -0.05 NS 

VGL3235 8 0.74 0.71 0.17 -0.05 NS 

VGL2409 6 0.74 0.71 0.12 -0.04 NS 

VGL3112 6 0.43 0.42 0.49 -0.02 NS 

VGL1828 9 0.78 0.79 0.06 0.01 NS 

VGL0910 5 0.77 0.74 0.10 -0.04 NS 

VGL1063 8 0.74 0.75 0.15 0.01 NS 

VGL2009 5 0.61 0.64 0.19 0.05 NS 

VGL2918 7 0.80 0.82 0.04 0.02 NS 

VGL1606 7 0.76 0.72 0.15 -0.05 NS 

Average 7.1 0.709 0.697 0.180 -0.017 
 

図 5-6 日本盲導犬協会個体群 (n=250) の解析結果 

nA：アレル数  HO：ヘテロ接合度観測値  HE：へテロ接合度期待値 

FST：イヌ集団 (n=1992) における分化度  FIS：犬種群 (n=50) 内における近交度   

HW：ハーディ・ワインベルグ平衡からの逸脱 (NS：not significant, ＊：p<0.003)  
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A B 

  

C  

 

図 5-7 各犬種集団の多様性 

図 5-1～5-6より，Nei’s standard genetic distance，nA，HO，HE (Average＋SD)   

C：チワワ P：トイ・プードル D：ミニチュア・ダックスフンド S：シバイヌ 

L：ラブラドール・レトリバー JGDA：日本盲導犬協会個体群 

 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

Nei's genetic distance

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

observed heterozygosity expected heterozygosity

C P D S L JGDA

0

2

4

6

8

10

12

14

16

number of alleles



 

86 

 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-8 各手法における ROC曲線 

A：NLR-15，B：NLR-30，C：LR法 

C：チワワ P：トイ・プードル D：ミニチュア・ダックスフンド 

S：シバイヌ L：ラブラドール・レトリバー
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表 5-1 各手法における AUCの比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

C：チワワ P：トイ・プードル D：ミニチュア・ダックスフンド 

S：シバイヌ L：ラブラドール・レトリバー 

 

犬種 NLR-15 NLR-30 LR 

C 0.9070 0.9793 0.9980 

T 0.9475 0.9933 0.9999 

D 0.9019 0.9733 0.9955 

S 0.9890 0.9994 0.9994 

L 0.9425 0.9883 0.9976 

平均 0.9376 0.9867 0.9981 
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表 5-2 各手法における最尤犬種 (推定犬種) 的中率の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

括弧内に各犬種における比率 ( %) を示した 

C：チワワ P：トイ・プードル D：ミニチュア・ダックスフンド 

S：シバイヌ L：ラブラドール・レトリバー 

 

実犬種 推定犬種 NLR-15  NLR-30  LR 法 

C C 338 (67.6)  213 (85.2)  249 (99.6) 

 P 26 (5.2)  0   0 (0.0) 

 D 77 (15.4)  24 (9.6)  1 (0.4) 

 S 7 (1.4)  4 (1.6)  0 (0.0) 

 L 52 (10.4)  9 (3.6)  0 (0.0) 

          

P P 394 (78.8)  232 (92.8)  250 (100.0) 

 C 12 (2.4)  4 (1.6)  0 (0.0) 

 D 42 (8.4)  9 (3.6)  0 (0.0) 

 S 27 (5.4)  3 (1.2)  0 (0.0) 

 L 25 (5.0)  2 (0.8)  0 (0.0) 

          

D D 333 (66.6)  210 (84.0)  249 (99.6) 

 C 81 (16.2)  25 (10.0)  1 (0.4) 

 P 43 (8.6)  8 (3.2)  0 (0.0) 

 S 6 (1.2)  0 (0.0)  0 (0.0) 

 L 37 (7.4)  7 (2.8)  0 (0.0) 

          

S S 454 (90.8)  248 (99.2)  249 (99.6) 

 C 8 (1.6)  1 (0.4)  0 (0.0) 

 P 21 (4.2)  1 (0.4)  1 (0.4) 

 D 11 (2.2)  0 (0.0)  0 (0.0) 

 L 6 (1.2)  0 (0.0)  0 (0.0) 

          

L L 279 (69.8)  179 (89.5)  197 (98.5) 

 C 51 (12.8)  10 (5.0)  0 (0.0) 

 P 23 (5.8)  4 (2.0)  1 (0.5) 

 D 37 (9.3)  6 (3.0)  1 (0.5) 

 S 10 (2.5)  1 (0.5)  1 (0.5) 

          

的中率   0.749   0.902   0.995 
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表 5-3 尤度法におけるカットオフポイントの設定 (＞10，100，1000，10000 の比較)  

        カットオフ ポイント   

  犬種 判定 >10 >100 >1000 >10000 

LRC C 真陽性 238 221 175 114 

 
  偽陰性 12 29 75 136 

 
PDSL 真陰性 942 949 950 950 

 
 

偽陽性 8 1 0 0 

LRP P 真陽性 248 244 229 207 

 
  偽陰性 2 6 21 43 

 
CDSL 真陰性 945 949 949 950 

 
 

偽陽性 5 1 1 0 

LRD D 真陽性 245 245 232 206 

 
  偽陰性 5 5 18 44 

 
CPSL 真陰性 949 949 949 950 

 
 

偽陽性 1 1 1 0 

LRS S 真陽性 249 249 248 246 

 
  偽陰性 1 1 2 4 

 
CPDL 真陰性 949 949 949 949 

  
 

偽陽性 1 1 1 1 

LRL L 真陽性 197 195 187 183 

 
  偽陰性 3 5 13 17 

 
CPDS 真陰性 999 1000 1000 1000 

  
偽陽性 1 0 0 0 

5 犬種合計  真陽性 1177 1154 1071 956 

 
 

偽陰性 23 46 129 244 

 
 

真陰性 4784 4796 4797 4799 

    偽陽性 16 4 3 1 

感度 
  

0.981  0.962  0.893  0.797  

特異度 
  

0.997  0.999  0.999  1.000  

的中率     0.994  0.992  0.978  0.959  

C：チワワ P：トイ・プードル D：ミニチュア・ダックスフンド 

S：シバイヌ L：ラブラドール・レトリバー 
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表 5-4a LR法による犬種推定 

カットオフポイントを＞10 (茶色) および＞1000 (赤色) の 2点に設定した 

C：チワワ P：トイ・プードル D：ミニチュア・ダックスフンド 

S：シバイヌ L：ラブラドール・レトリバー 

犬種 LR 個体 1 個体 2 個体 3 個体 4 個体 5 個体 6 個体 7 個体 8 個体 9 個体 10 

アメリカン・コッカー・ 
スパニエル 

LRC 1.6E-06 4.4E-05 1.9E-04 1.4E-03 1.5E-05 2.7E-04 1.3E-04 4.3E-04 6.1E-04 2.8E-06 

LRP 1.3E-06 3.0E-06 7.9E-07 5.8E-05 3.4E-03 5.7E-09 4.3E-10 2.5E-06 2.5E-06 1.9E-08 

LRD 9.6E-07 3.7E-06 3.1E-07 1.3E-08 1.7E-09 5.2E-06 2.3E-07 5.3E-08 2.0E-07 5.5E-09 

LRS 6.5E-12 1.3E-11 5.5E-09 9.1E-15 6.3E-02 3.0E-08 1.1E-13 6.8E-14 8.1E-08 6.3E-16 

LRL 9.8E-12 9.7E-12 5.6E-09 2.4E-11 9.9E-09 7.2E-11 4.7E-06 3.9E-09 9.2E-12 1.8E-05 

ウェスト・ハイランド・ 
ホワイト・テリア 

LRC 8.0E+00 1.1E+00 8.4E-02 2.4E+00 2.7E-03 5.2E-03 4.8E-02 1.0E+01 5.9E-03 5.4E+00 

LRP 5.6E+00 2.3E-04 5.3E+00 2.4E-06 1.1E+00 7.1E-03 6.1E+01 3.0E-04 2.1E-07 8.8E-02 

LRD 4.9E-15 1.5E-10 5.6E-08 4.2E-16 8.5E-10 3.7E-10 3.9E-07 2.7E-13 4.5E-13 1.2E-16 

LRS 7.3E-10 7.9E-18 1.6E-17 7.2E-09 9.1E-15 1.9E-17 7.5E-15 1.2E-13 4.2E-15 1.3E-12 

LRL 1.3E-09 1.0E-02 6.7E-13 4.2E-09 2.1E-11 1.0E-06 9.1E-13 2.5E-10 1.5E-08 6.1E-09 

ウェルシュ・コーギー 

LRC 8.4E-06 2.8E-02 6.8E-01 7.3E-02 1.7E-02 3.7E-06 4.1E-03 2.1E-03 3.8E-03 2.5E-03 

LRP 1.4E-05 1.5E-08 2.4E-06 5.5E-04 2.1E-09 4.3E-09 1.4E-07 3.1E-08 1.4E-05 3.2E-04 

LRD 1.2E-07 1.6E-08 2.5E-11 3.2E-12 1.4E-08 4.4E-07 9.9E-09 3.9E-12 3.3E-08 2.3E-10 

LRS 2.2E-08 5.0E-13 3.5E-13 5.2E-10 1.1E-08 2.4E-13 1.7E-01 5.8E-10 4.5E-09 1.1E-07 

LRL 1.8E-11 1.4E-08 1.8E-03 6.7E-12 6.2E-09 3.1E-10 2.2E-05 1.1E-07 1.2E-08 3.1E-06 

キャバリア・ 
キングチャールズ・ 

スパニエル 

LRC 1.6E-03 1.2E-04 7.0E-05 7.2E+00 1.9E-03 9.5E-06 8.4E-07 2.5E-05 6.5E-02 1.3E-01 

LRP 4.1E+00 4.6E-03 1.1E-03 2.0E-07 2.1E-05 1.4E-05 1.2E-03 1.3E-05 2.0E-03 5.7E-05 

LRD 9.2E-08 1.6E-08 5.0E-08 5.1E-03 2.9E-06 2.2E-07 1.1E-02 6.9E-03 1.4E-06 1.2E+00 

LRS 1.1E-15 4.4E-14 1.8E-09 6.0E-14 2.9E-13 6.4E-12 1.3E-13 3.7E-09 1.5E-15 4.3E-11 

LRL 2.5E-08 5.6E-06 8.5E-02 2.6E-05 2.4E-03 1.8E-02 3.0E-03 2.4E-05 5.7E-05 7.8E-05 

ゴールデン・ 
レトリバー 

LRC 9.3E-05 5.5E-03 8.1E-05 3.5E-01 1.1E-02 8.0E-02 2.3E-03 2.0E-06 1.7E-06 8.1E-06 

LRP 9.7E-06 1.6E-04 3.9E-06 1.0E-08 5.1E-08 8.0E-05 1.4E-04 5.8E-04 1.7E-04 5.1E-08 

LRD 2.7E-03 6.5E-12 3.1E-08 2.1E-12 5.2E-09 8.8E-05 4.5E-11 4.4E-07 1.2E-09 8.7E-13 

LRS 1.0E-10 1.2E-06 9.6E-13 9.3E-09 1.6E-08 5.2E-15 1.9E-10 9.1E-06 1.0E-04 7.8E-06 

LRL 7.5E-03 2.5E+02 6.5E-02 6.4E+02 5.1E-04 8.9E-04 3.4E-01 9.3E+01 2.4E+02 1.4E-02 

シー・ズー 

LRC 4.7E-06 1.2E-06 3.7E-08 1.4E-03 8.7E-04 8.5E-03 4.9E-05 1.2E-06 8.6E-03 1.5E-05 

LRP 9.3E-06 2.6E-02 5.0E-07 1.3E-07 1.7E-03 8.7E-07 8.2E-08 5.0E-05 5.4E-06 1.4E-05 

LRD 2.6E-07 1.6E-07 6.7E-08 2.9E-07 4.4E-07 2.8E-06 5.6E-09 1.7E-08 5.1E-08 8.8E-11 

LRS 5.5E-18 6.9E-10 9.1E-20 7.5E-15 2.1E-11 7.0E-12 3.5E-17 1.2E-16 5.3E-11 9.6E-16 

LRL 4.6E-09 4.0E-07 1.4E-08 1.2E-03 6.1E-05 8.8E-07 2.6E-11 6.1E-13 1.4E-09 5.6E-09 

シェットランド・   
シープドッグ 

LRC 3.2E-03 3.4E-04 3.2E-03 2.7E-05 1.1E-03 2.7E-02 9.2E-02 1.6E-02 7.8E-05 1.4E-01 

LRP 7.5E-07 8.9E-06 6.5E-10 1.6E-02 2.1E-06 7.0E-08 5.7E-06 8.8E-07 1.6E-04 5.5E-04 

LRD 2.6E-06 2.0E-03 8.8E-05 1.4E-03 5.8E-06 3.1E-03 1.2E-05 8.0E-06 2.5E-08 5.9E-07 

LRS 2.4E-09 6.3E-14 2.9E-07 2.0E-13 2.2E-13 4.0E-16 4.4E-15 2.1E-12 2.1E-08 2.8E-11 

LRL 2.1E-03 4.5E-10 1.5E-06 1.2E-09 9.5E-06 5.0E-09 4.1E-09 1.4E-06 2.7E-09 8.5E-08 

ジャーマン・ 
シェパード・ドッグ 

LRC 3.2E-04 1.5E-04 5.0E-01 7.1E-04 7.3E-01 5.3E-01 5.1E-02 1.5E-02 4.7E-01 9.2E-07 

LRP 2.1E-06 2.7E-06 2.5E-06 3.1E-08 1.7E-06 6.3E-05 1.1E-05 1.6E-06 6.1E-06 5.0E-06 

LRD 1.3E-10 2.3E-12 6.0E-11 1.3E-10 1.0E-09 2.0E-11 2.4E-08 4.9E-11 3.4E-10 6.8E-08 

LRS 1.1E-08 9.2E-15 5.4E-11 1.7E-09 6.8E-07 1.2E-12 8.1E-12 1.3E-09 2.3E-11 4.0E-04 

LRL 5.1E-06 6.2E-08 1.9E-02 5.0E-12 1.3E-09 8.0E-10 4.9E-06 6.9E-10 1.5E-08 1.1E-05 

ジャックラッセル・ 
テリア 

LRC 2.4E-02 2.1E-01 3.0E-03 2.8E-04 7.4E-04 3.2E-04 9.6E-03 2.8E-04 2.3E-02 1.0E-02 

LRP 5.3E-06 8.9E-06 4.5E-07 5.5E-02 3.0E-03 1.3E-04 2.9E-03 1.5E-03 3.0E-05 4.2E-07 

LRD 9.2E-08 5.5E-10 3.4E-09 5.2E-11 1.3E-07 4.9E-13 8.4E-08 8.8E-10 1.2E-10 1.4E-08 

LRS 2.4E-18 6.3E-15 4.2E-16 2.4E-17 2.5E-13 5.0E-16 4.5E-10 3.5E-15 3.3E-10 1.2E-17 

LRL 8.2E-08 4.2E-11 1.3E-08 2.3E-10 1.9E-09 1.7E-08 4.3E-05 3.2E-05 9.5E-08 3.9E-06 
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表 5-4b LR法による犬種推定 

犬種 LR 個体 1 個体 2 個体 3 個体 4 個体 5 個体 6 個体 7 個体 8 個体 9 個体 10 

パグ 

LRC 3.0E-06 4.6E-06 2.6E-06 1.0E-07 8.8E-06 4.2E-08 3.8E-06 5.3E-08 5.0E-05 2.1E-06 

LRP 1.2E-01 9.0E-08 1.4E-03 3.4E-02 6.1E-07 5.3E-02 3.7E-05 7.3E-01 7.0E-05 1.2E-07 

LRD 1.1E-04 3.4E-08 3.9E-08 3.0E-07 1.2E-05 4.9E-07 4.1E-03 8.8E-09 2.4E-05 3.2E-06 

LRS 6.0E-13 6.6E-13 1.0E-11 1.7E-12 7.6E-16 1.5E-14 2.1E-12 1.7E-06 7.1E-14 3.8E-13 

LRL 4.1E-10 9.8E-11 8.4E-10 3.1E-14 1.2E-09 4.6E-14 3.9E-09 3.0E-13 7.0E-12 2.8E-11 

パピヨン 

LRC 3.4E-04 6.1E-04 3.9E-04 8.9E-02 1.2E-03 4.9E-02 7.9E-04 1.5E-04 9.3E-04 8.7E-02 

LRP 2.7E-07 8.5E-04 6.9E-06 1.3E-04 1.8E-02 5.8E-05 9.4E-04 1.3E-06 2.2E-05 1.4E-01 

LRD 4.2E-08 8.2E-05 3.0E-07 6.6E-06 5.0E-07 6.6E-05 5.5E-06 3.6E-03 7.8E-06 6.6E-04 

LRS 8.5E-05 2.3E-13 2.9E-10 3.1E-14 5.7E-12 1.6E-16 1.7E-15 5.2E-16 6.4E-14 2.8E-17 

LRL 7.2E-06 3.5E-09 1.5E-06 8.5E-05 1.5E-10 1.4E-08 3.9E-11 1.7E-09 1.4E-07 1.2E-08 

ビーグル 

LRC 4.7E-02 3.1E-07 1.9E-05 2.1E-05 8.0E-02 4.3E-04 9.9E-07 2.7E-01 2.3E-06 1.2E-05 

LRP 1.2E-04 5.1E-01 9.8E-03 6.9E-04 7.1E-03 4.5E-03 6.0E-05 2.7E-08 5.8E-09 2.8E-05 

LRD 6.3E-09 1.3E-10 2.1E-07 8.5E-10 1.1E-09 1.3E-05 3.8E-09 2.1E-11 6.5E-14 2.1E-07 

LRS 9.2E-09 1.3E-08 3.7E-15 4.1E-10 2.0E-11 3.9E-02 8.3E-02 3.7E-13 8.6E-12 5.7E-10 

LRL 3.5E-02 4.9E-07 5.5E-06 1.8E-09 4.7E-05 6.1E-10 3.6E-05 2.4E-06 1.1E-08 9.9E-07 

フレンチ・ブルドッグ 

LRC 1.6E-02 5.3E-07 6.5E-04 1.8E-03 5.4E-03 2.7E-03 3.7E-04 2.0E-07 1.2E-02 4.3E-05 

LRP 2.4E-06 2.7E-08 1.2E-04 1.6E-07 3.8E-07 4.2E-06 8.8E-10 1.0E-06 6.3E-06 4.5E-09 

LRD 8.3E-10 9.0E-07 3.7E-04 8.0E-07 4.4E-08 3.8E-07 3.2E-04 1.5E-08 2.8E-05 3.7E-04 

LRS 6.8E-14 2.2E-15 5.8E-12 2.3E-19 4.3E-12 2.3E-14 5.0E-13 7.9E-14 9.4E-18 1.4E-12 

LRL 7.2E-07 8.2E-11 4.1E-09 1.4E-09 9.6E-09 3.0E-08 4.7E-10 7.9E-15 2.5E-08 2.7E-09 

ボーダー・コリー 

LRC 7.6E-02 8.1E-05 8.1E-03 1.0E-03 7.5E-02 8.1E-07 3.4E-03 6.7E-02 4.7E-03 8.9E-02 

LRP 7.4E-11 2.4E-04 7.1E-06 1.7E-01 5.0E-06 1.1E-06 4.2E-08 3.5E-07 1.4E-06 4.1E-07 

LRD 3.7E-03 2.8E-11 7.3E-09 3.9E-14 5.2E-11 1.6E-08 3.8E-06 4.0E-06 8.8E-03 1.0E-04 

LRS 6.4E-12 1.2E-17 6.2E-15 6.3E-17 1.7E-19 8.4E-11 1.6E-13 9.6E-10 2.0E-11 1.5E-16 

LRL 4.2E-09 1.6E-07 6.2E-07 3.3E-10 4.1E-05 1.7E-09 8.6E-07 1.7E-06 1.7E-07 1.1E-06 

ポメラニアン 

LRC 5.7E-03 8.0E-03 3.1E-01 1.4E-02 1.3E-01 1.5E-04 1.4E-01 1.3E-02 2.6E-01 7.3E-05 

LRP 3.5E-06 1.4E-04 1.2E-03 1.0E+00 4.7E-07 4.3E-04 5.5E-08 1.1E-05 3.8E-02 4.3E-02 

LRD 6.1E-09 9.6E-09 1.0E-04 5.9E-08 3.8E-11 1.3E-13 8.9E-06 4.9E-13 1.2E-05 2.0E-08 

LRS 3.0E-09 2.8E-04 4.8E-14 2.1E-09 2.6E-13 5.0E+00 2.6E-09 7.2E-01 6.2E-08 1.9E-07 

LRL 6.8E-08 7.2E-08 1.3E-03 1.7E-07 4.6E-02 6.5E-08 8.4E-08 1.4E-10 1.5E-01 4.1E-11 

マルチーズ 

LRC 3.1E-02 5.6E-03 3.3E-01 3.4E-02 7.5E-03 3.1E-04 7.5E-07 7.8E-01 2.4E+01 2.8E-04 

LRP 3.7E-06 1.9E-07 3.0E-08 4.7E-07 6.7E+00 1.2E-01 2.1E-01 1.1E-02 8.7E-07 7.3E-02 

LRD 4.9E-08 7.5E-01 8.0E-06 2.4E-03 3.6E-12 1.3E-06 2.1E-11 4.4E-04 2.2E-02 9.7E-07 

LRS 1.4E-09 3.1E-06 3.8E-13 3.4E-04 1.2E-11 2.2E-13 1.7E-02 1.0E-15 5.6E-13 1.4E-08 

LRL 1.6E-08 9.0E-07 2.1E-05 5.6E-01 6.1E-01 8.2E-09 1.1E-05 1.3E-08 6.5E-02 9.7E-02 

ミニチュア・ 
シュナウザー 

LRC 1.7E-04 6.9E-06 1.9E-04 2.7E-04 3.7E-07 1.6E-04 1.0E-02 1.7E-05 8.1E-08 1.2E-04 

LRP 4.7E-06 1.6E-07 2.4E-05 6.2E-09 1.7E-04 5.2E-03 3.9E-09 1.8E-04 5.6E-06 7.4E-06 

LRD 5.0E-09 2.1E-03 1.6E-05 3.9E-13 2.0E-06 1.4E-10 3.0E-07 3.4E-08 2.8E-04 1.3E-09 

LRS 3.4E-16 4.7E-12 1.5E-11 3.4E-11 1.1E-17 9.9E-17 1.6E-16 2.5E-15 1.6E-12 2.8E-13 

LRL 1.7E-12 2.8E-10 1.9E-10 1.8E-12 4.8E-13 3.1E-05 4.3E-11 1.7E-12 1.6E-09 5.0E-09 

ヨークシャー・テリア 

LRC 3.7E-04 5.1E-02 2.6E-04 4.7E-04 4.1E-03 3.0E-03 5.4E-01 1.9E-05 6.2E-04 7.5E-02 

LRP 1.5E-05 1.5E-08 1.2E-09 6.0E-05 8.1E-07 8.6E-07 1.2E-05 2.9E-03 7.4E-07 8.1E-08 

LRD 4.6E-07 5.4E-05 9.0E-05 1.2E-09 1.7E-07 5.1E-09 7.4E-07 1.4E-06 6.5E-02 2.9E-05 

LRS 4.8E-14 1.5E-17 2.6E-16 1.3E-13 3.1E-15 3.7E-15 5.9E-14 3.3E-11 2.0E-12 3.2E-10 

LRL 4.1E-04 1.8E-02 4.1E-08 3.1E-09 1.9E-06 3.3E-01 2.2E-02 3.1E-09 7.2E-08 2.8E-04 

カットオフポイントを＞10 (茶色) および＞1000 (赤色) の 2点に設定した 

C：チワワ P：トイ・プードル D：ミニチュア・ダックスフンド 

S：シバイヌ L：ラブラドール・レトリバー
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表 5-4c LR法による犬種推定 

犬種 LR 個体 1 個体 2 個体 3 個体 4 個体 5 個体 6 個体 7 個体 8 個体 9 個体 10 

チワワ 

LRC 5.8E+02 1.3E+03 1.6E+01 8.7E+01 3.8E+05 1.2E+06 1.7E+04 1.4E+03 9.9E+03 9.1E+03 

LRP 1.5E-09 6.9E-08 1.4E-01 1.0E-08 8.0E-08 4.8E-06 1.1E-06 1.3E-03 3.3E-09 7.0E-04 

LRD 6.9E-08 7.9E-07 7.8E-10 2.4E-07 1.6E-05 1.0E-10 4.8E-07 5.5E-08 1.5E-02 1.4E-08 

LRS 2.9E-13 1.1E-14 2.4E-17 3.1E-14 1.3E-10 7.1E-13 1.1E-12 2.5E-14 8.0E-13 1.3E-14 

LRL 1.9E-01 1.5E-05 4.4E-09 2.3E-08 7.9E-07 1.1E-10 4.5E-09 3.7E-10 2.8E-05 2.6E-07 

トイ・プードル 

LRC 7.6E-02 3.1E-04 3.3E-04 2.0E-04 2.7E-03 1.5E-05 6.4E-07 5.3E-05 1.4E-06 1.2E-07 

LRP 7.9E+01 1.0E+08 1.3E+04 3.9E+05 2.6E+03 4.1E+04 2.9E+06 7.7E+06 1.1E+03 1.1E+05 

LRD 2.2E-02 4.6E-15 2.5E-04 3.2E-08 1.1E-05 1.5E-06 4.1E-05 1.8E-11 9.6E-11 4.8E-11 

LRS 1.6E-12 8.9E-15 1.1E-06 5.6E-10 1.6E-08 1.8E-15 1.2E-13 2.5E-10 6.8E-14 1.6E-12 

LRL 1.1E-05 1.2E-13 2.9E-11 1.1E-12 1.1E-10 7.8E-07 5.6E-08 5.8E-10 5.9E-03 1.4E-10 

ミニチュア・ 
ダックスフンド 

LRC 3.2E-05 1.3E-04 7.6E-05 1.2E-04 1.6E-07 1.4E-04 1.0E-01 4.4E-05 5.9E-05 2.0E-06 

LRP 6.3E-08 1.6E-06 2.4E-05 3.8E-08 2.8E-07 5.2E-06 6.0E-04 5.4E-09 4.1E-07 1.4E-08 

LRD 7.0E+10 2.2E+05 5.0E+05 1.2E+08 8.5E+06 4.9E+07 1.1E+06 2.8E+07 1.0E+07 5.7E+08 

LRS 8.5E-16 1.5E-08 5.7E-13 1.6E-16 4.2E-14 2.0E-13 1.4E-12 1.7E-09 5.7E-13 5.1E-11 

LRL 1.2E-10 2.6E-08 1.3E-08 5.9E-11 1.1E-04 9.3E-08 1.6E-11 5.8E-11 1.9E-10 2.7E-07 

ラブラドール・ 
レトリバー 

LRC 5.3E-02 3.4E-04 7.2E-05 2.0E-02 1.2E-03 3.7E-01 3.4E-04 3.6E-02 2.5E-01 1.1E-02 

LRP 4.4E-06 1.7E-04 1.3E-04 1.2E-05 8.8E-08 1.9E-06 4.9E-06 2.2E-06 3.4E-05 1.1E-06 

LRD 3.2E-06 1.5E-06 1.4E-03 3.0E-08 9.1E-07 5.6E-07 1.4E-09 4.9E-07 6.7E-08 6.0E-07 

LRS 2.8E-19 1.6E-13 2.5E-09 1.8E-06 1.3E-10 3.4E-10 4.4E-14 4.2E-09 5.5E-16 1.1E-11 

LRL 4.6E+09 1.1E+08 1.5E+06 2.8E+07 3.8E+06 8.9E+06 9.9E+08 2.2E+07 5.7E+05 8.8E+04 

シバイヌ 

LRC 4.1E-07 7.4E-06 2.1E-06 1.1E-05 8.5E-05 3.4E-04 4.5E-05 1.3E-08 4.1E-06 1.0E-01 

LRP 1.7E-05 1.5E-09 1.5E-03 8.9E-06 8.0E-02 3.1E-08 3.9E-11 2.5E-04 2.6E-06 2.7E-04 

LRD 1.6E-11 8.4E-10 6.8E-09 4.5E-10 2.0E-15 1.1E-08 2.4E-07 4.7E-13 2.0E-08 1.1E-12 

LRS 1.8E+11 5.8E+10 1.8E+10 7.8E+12 5.3E+14 1.2E+06 4.3E+09 4.4E+13 1.4E+11 6.3E+11 

LRL 5.9E-07 1.3E-08 7.8E-09 1.1E-07 1.8E-05 5.0E-06 4.5E-05 1.3E-14 1.1E-05 1.2E-05 

雑種 

LRC 6.2E-05 7.2E+01 9.4E-02 6.9E-02 2.2E-02 2.7E-03 2.3E-02 1.1E-03 5.4E-03 1.0E-04 

LRP 2.1E-09 7.2E-06 1.7E-09 1.2E+00 1.2E+01 1.5E-03 1.0E-06 1.1E-02 7.3E-03 2.0E-04 

LRD 1.4E-02 4.0E-08 7.6E-13 1.8E-07 8.2E-04 1.0E-06 1.8E-05 9.9E-08 2.4E-05 6.4E-10 

LRS 1.8E-07 1.2E-16 8.7E-01 4.0E-11 1.2E-08 6.8E-01 2.9E-10 2.6E-07 6.6E-15 5.6E-08 

LRL 1.6E-13 4.7E-05 2.0E-05 5.7E-06 1.2E-04 1.8E-11 2.8E-03 5.2E-08 1.4E-04 3.6E-10 

カットオフポイントを＞10 (茶色) および＞1000 (赤色) の 2点に設定した 

C：チワワ P：トイ・プードル D：ミニチュア・ダックスフンド 

S：シバイヌ L：ラブラドール・レトリバー
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表 5-5 LR法による犬種推定 

  カットオフ ポイント   カットオフ ポイント 

  純血種 >10 >1000  雑種 >10 >1000 

LRC 真陽性 103 68     

 偽陰性 10 45     

 真陰性 1353 1382  真陰性 138 143 

 偽陽性 30 1  偽陽性 7 2 

LRP 真陽性 172 157         

 偽陰性 9 24    
 

 真陰性 1304 1311  真陰性 139 144 

  偽陽性 11 4   偽陽性 6 1  

LRD 真陽性 73 68    
 

 偽陰性 4 9    
 

 真陰性 1410 1414  真陰性 143 145 

 偽陽性 9 5  偽陽性 2 0 

LRS 真陽性 50 50         

 偽陰性 2 2    
 

 真陰性 1443 1443  真陰性 142 144 

  偽陽性 1 1   偽陽性 3 1  

LRL 真陽性 0 0    
 

 偽陰性 0 0    
 

 真陰性 1478 1494  真陰性 119 121 

 偽陽性 18 2  偽陽性 26 24 

5 犬種合計 真陽性 398 343         

 偽陰性 25 80     

 真陰性 6988 7044  
 

681 697 

  偽陽性 69 13     44 28  

 
 

      

感度 
 

0.941  0.811  
   

特異度 
 

0.990  0.998  
 

0.939 0.961 

的中率   0.987  0.988     0.939  0.961 

 

 (純血種 1496頭，雑種 145頭)  
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表 5-6a プードルのサイズ (JKC犬種標準)  

 
体高(cm) 

スタンダード 45-60 

ミディアム 35-45 

ミニチュア 28-35 

トイ 24-28 

 

表 5-6b ダックスフンドのサイズ (JKC犬種標準)  

 胸囲(cm) 

スタンダード >35 

ミニチュア 30-35 

カニーンヘン <30 
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第六章 

総合考察 
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6-1 結果の要約 

本研究では，DogFiler の法科学的活用を目的とし，客観性や再現性を確保するための条

件設定を行い，日本国内のイヌにおける多型性や近親個体群における多型性，突然変異率

の検討を行った．さらに本検査法を応用し，分集団内における近交度の評価や，犬種推定

の活用可能性についても検討した．研究成果は以下の 3点に要約される． 

 

 (1) DogFiler を日本の法科学鑑定に適用することを目的とし，客観性，再現性，簡便性を

確保できるような条件設定を行った．PCR時の鋳型 DNA量を 2ng，泳動に用いる PCR 産

物は希釈せず，原液 1µLに変更し，泳動に 3130xl Genetic Analyzer を用いることに加え， 

PCR 組成の見直しとプライマーの修飾および標識の変更を行った結果，安定したデータを

得られるようになった．また，アレリックラダーマーカーを作製して GeneMapper○R  ID-X

に適合させることで，電気泳動の誤差をアレリックラダーマーカーで自動補正する客観的

な判定を可能にし，再現性や簡便性が向上した． 

 

 (2) 日本国内における多型性を確認するために，ランダムにサンプリングした一般家庭飼

育個体で解析を行ったところ，多型性の高さが示され，偶然一致率は 3.73×10-22となり識

別力の高さが明らかとなった．日本国内のイヌにおいて高い多型性が確認されたが，一方

で犬種間での遺伝的分化が明らかとなり，同一または近縁の犬種を扱う際には注意が必要

であることが示唆された．そこで，近親個体群を用いて解析を行ったところ，予想通り多

型性は低下したが，それでも偶然一致率は 2.17×10-14 となり，十分な識別力があることが

明らかとなった．さらに F1レトリバーについても同様に解析を行ったところ，一世代では

他犬種との交雑を行うことによる遺伝的偏りの解消は難しいものの，近交度の低減を図る

ことが可能であることが示された．突然変異率は 0.6 %と算出され，1個体に 2座位で変異

が見られた例もあったため，今後親子判定について基準を明確に定める必要があると考え

られた． 

 

 (3) 各犬種を分集団として遺伝的多様性や近交度を解析し，犬種の維持，管理への応用に

ついて検討した．日本で数多く飼育されているチワワ，トイ・プードル，ミニチュア・ダ

ックスフンド，シバイヌ，ラブラドール・レトリバーの 5 犬種に，日本盲導犬協会のラブ

ラドール・レトリバーを使役犬コロニー群として加え，それぞれの分集団における遺伝的

距離や多型性を調べ，犬種間の比較を行った．その結果，純血種における繁殖事情や，使
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役犬コロニー群における血縁関係および遺伝子流入の実態が数値に反映され，本手法が，

集団における遺伝的多様度を評価する方法として有用であることが示された．また，5犬種

のアレル頻度データと，第 3 章で解析したランダムサンプリング群のアレル頻度データを

もとに，15座位の STR型から犬種推定が可能であるかを検討した．その結果，アレル頻度

から各犬種であると仮定した場合の尤度比を算出することで，高い的中率で犬種を推定で

きることが明らかとなった．また，カットオフポイントを，感度および的中率と，特異度

をそれぞれ重視した 2点に設定することで，最大の効果を得られることが示された． 

  

6-2 本検査法の法科学的有用性 

ヒトがイヌと直接あるいは間接的に接触する機会は多く，被毛，だ液，糞尿などが身体

や衣服に付着することも多い．そのためイヌの DNAは，動物虐待や血統証明書偽装などイ

ヌが直接関わる事件だけでなく，殺人や強盗，強姦などの事件で，関係者を介して間接的

に遺留されることもあり，多岐にわたって重要な証拠となりうる．海外ではイヌの DNA型

検査キットも販売されているが，日本では入手することができず，簡便で学術的に信頼し

得るイヌの個体識別法の確立が望まれてきた． 

欧米では動物の DNA型鑑定結果が重要な証拠として採用され，さまざまな事件で犯罪の

証明に用いられてきた (Clarke and Vandenberg, 2010; Eichmann and Parson, 2007; 

Frosch et al., 2011; Iyengar and Hadi, 2014; Kanthaswamy, 2015; Kanthaswamy et al., 

2009; Menotti-Raymond et al., 1997; Padar et al., 2001)．しかし，動物については，ヒト

の DNA型検査法のように世界的に定着し，データベースの整備などが行われたパネルや市

販キットはなく，各研究機関が独自に開発した検査法を用いて鑑定が実施されてきた．こ

のような状況の中，2013年にアメリカで考案されたのが本研究で検討を行なった DogFiler

である．DogFiler は，検査座位がいずれも 4 塩基の反復配列で，日本の法科学鑑定に使用

されているAmpFℓSTR○R  Identifiler○R  Plus Kitなどと同じ4種の蛍光色素 (6-FAM，NED，

PET，VIC) でプライマーを標識し，ヒト DNA 型検査と同じ器材を用いることができる．

従来の検査法と比べて簡便性が高く，SWGDAM の基準をクリアしていることから，今後

世界的に浸透することが期待される検査法である．本研究の結果，この DogFiler を改良す

ることで客観性や再現性が確保できたことから，日本の法科学鑑定においても活用が期待

できる． 

DNA型検査法を法科学鑑定に適用する際には，国内におけるアレルの出現頻度データを

蓄積し，多型性や識別力を評価する必要がある．解析の結果，ランダムサンプリング群で
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は，多型性の高さが示されたとともに，偶然一致率 (1-PD の総乗) が 3.73×10-22であり，

国内のイヌの飼育頭数が約一千万 (107) 頭であることから，識別力の高さも明らかとなっ

た．解析に用いた個体の中に DNA型が一致する個体は認められず，すべての個体を識別す

ることが可能であった．他の検査法では，van Ashらが 1.63×10-10と報告しているように

偶然一致率が高く，識別のために検査座位を追加した事例もあるが，本検査法では，近親

個体群においても偶然一致率は 2.17×10-14と低く，充分な識別力があると判断された． 

DNA型鑑定に用いる検査座位には，多型性と突然変異率のバランスも求められる．STR

における突然変異率は 0.1～0.4 %程度とされ，ヒトの DNA型鑑定に用いられている座位に

おいても平均 0.2 %程度であると報告されているが (Asicioglu et al., 2004; Brinkmann et 

al., 1998; Qian et al., 2015; Sun et al., 2014; Weber and Wong, 1993)，本研究では突然変

異率は 0.6 %と算出された．突然変異率を算出するにあたっては，両親と子のサンプルを用

いたトリオ解析を行う必要がある．しかし，一般家庭で飼育されているイヌでは両親と子

が一緒に飼われることは稀で，特にペットショップで購入されたイヌでは親子の DNA を入

手することは極めて困難である．そのため，ヒトの突然変異率が数千から数万組の親子か

ら算出されているのに対し (Brinkmann et al., 1998; Qian et al., 2015; Sun et al., 2014; 

Zhao et al., 2015)，本研究における親子は 324 組であり，DogFiler を考案した Wictumら

の研究では 181 組とさらに少ない．今後さらにデータを蓄積し，より正確な変異率を調べ

る必要があろう． 

法科学鑑定においては，さまざまな生体試料が検査対象となることが想定される．イヌ

が虐待や拉致の被害にあう場合や，血統証明書の偽装などの詐欺事件に関わる場合には血

液，他のイヌやヒトに危害を加える傷害事件の被疑個体となった場合にはだ液が試料とな

り，検査に十分な量の DNAが得られる可能性が高く，本検査法は極めて有用であろう．し

かしイヌの DNAが犯罪の証明に役立つのは，イヌが直接関わる事件だけではない．イヌの

被毛は飼い主の衣服や他の証拠物件に付着し，イヌ自体が事件に関わっていなくても，関

係者や犯罪現場から採取されることがある (Blackie et al., 2015; Halverson and Basten, 

2005b)．イヌの被毛は，個体内でも多様性が大きく毛根の大きさも異なるため，DNA の含

有量も大きくばらつくと考えられるが，イヌの自然脱落毛からは平均で 0.58 ngの核 DNA

を抽出できると報告されており (Pfeiffer et al., 2004)，1本の被毛から抽出した DNAを用

いて DogFiler の型判定が行なえた事例も報告されている (Blackie et al., 2015)．本検査法

を法科学鑑定に導入する事で，警察活動に大きく貢献することが期待される． 
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6-3 本検査法の応用 

第 3 章でも述べたとおり，純血種の維持，管理には血統証明書が用いられ，記載される

両親の犬種が同じであれば，それがそのまま子の犬種となる．犬種間交雑によって産まれ

たイヌの子孫は，原則として純血種には戻れないため，血統証明書を得るには犬種内での

交配を続けていくことになる．そのため，世代を重ねるごとに犬種間の分化は進行すると

考えられ，第 3章のランダムサンプリング群においても遺伝的分化が示された． 

日本でペットとして飼育されているイヌの 80.3 %は純血種であるとされており，登録さ

れている犬種数は 189 にのぼる．もともと犬種は人が理想とする表現型をもつように，作

為的な交雑をくり返した結果生み出されたものである．ひとたび犬種が確立されると，理

想とされる身体的特長が「犬種標準」として定義され，その特徴を固定するために，目的

とする形質をもつ個体同士の交配が積極的に行われる．そのため，純血種を維持するため

にはある程度の近親交配が必要であり，近親交配がなければ今日の多様な犬種は生まれな

かった．しかし近年，先天性の疾患に関する研究が進み，近親交配による遺伝的多様性の

低下にともなう犬種特有の遺伝性疾患が定着することが問題視されてきた．犬種標準に定

義されている形質と関連が認められる疾患も多く，犬種標準の改定を行ったり，他犬種と

の交雑によって遺伝的多様性を確保したりする動きもあり，系統の管理と計画的な繁殖が

求められている．しかし，原因遺伝子が特定されていない遺伝性疾患や複数の遺伝子が関

係する疾患も多く存在するため，劣性遺伝子がホモにならないよう集団の中で多様性を保

ち，遺伝性疾患の蔓延を回避することが必要となる．第 5 章第 1 節の結果から，本検査法

は分集団の解析にも適しており，多型性や個体間の遺伝的距離，分化の度合い，他の分集

団との交流などを評価可能であることが明らかとなった．本手法を用いて分集団における

遺伝的多様性を評価することで，こうしたイヌの育種や管理にも役立てることができると

考えられた． 

本検査法のさらなる応用として，尤度比 (LR) の算出によって，高い的中率で犬種推定

が可能であることも示された．これまでイヌの DNA型鑑定は，2つ以上のサンプル間の比

較による同一個体性や血縁関係の証明が目的とされてきた．すなわち，犯罪現場からイヌ

の DNAが採取されても，被疑個体が浮上するまでは有用性を発揮することができないので

ある．イヌの容姿を決定する遺伝子についてはこれまでもさまざま研究が行われ，体の大

きさ (Sutter et al., 2007) や毛の色 (Cadieu et al., 2009) などに関わる遺伝子が明らかと

なっているが，表現型の決定には複数の遺伝子が関連している場合もあり，法科学分野に

おける表現型の推定は行われてこなかった．しかし本研究によって，現場に残されたイヌ
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の DNA から，該当個体の「総合的な外見」とも言える犬種を推定できることが示された．

本研究では飼育頭数の多い 5犬種を対象としたが，データの更新や追加が可能という LR 法

の利点を活かし，対象犬種を増やすことで，法科学鑑定における実用化が期待できる．  

しかし，「犬種」は扱いが難しく，不安定な分類であるということには留意しなければな

らない．犬種は外見をもとに作り出されたものであり，理想とされる容姿である「犬種標

準」が定められているが，ドッグショーなどにおける審査基準となる以外，法的拘束力は

ない．また，血統証明書はいわゆる「血統主義」によって発行されているため，犬種標準

を満たしていなくても純血種として登録される仕組みであり，遺伝的背景と外見が必ずし

も一致するとは限らない．さらに，犬種間で交雑が行われた場合，どちらの親からどの形

質を受け継ぐかは予測困難であり，どちらとも似ていないケースもあるため，たとえ両親

が純血種であってもその犬種を推定することは極めて難しい(Scott and Fuller, 1965)． 

2009 年，アメリカで保護されたイヌの犬種について，見た目を基準とした職員の犬種推

定結果と DNA による犬種推定キットの結果の整合性を確認した研究がある(Voith et al., 

2009)．この報告では，職員の判定とDNAによる判定が一致した個体はわずか25 %であり，

その原因をどちらも判定基準が不安定であるためだと考察している．イヌを扱う専門家で

あっても，容姿から犬種を推定することは難しく(Olson et al., 2015)，雑種では遺伝的背景

と容姿の関連性はさらに乏しくなり，判定は極めて困難である． 

血統証明書は，同一犬種の父母によって生まれた子犬に対して発行される「戸籍」のよ

うなもので，「純血であること」と「数世代の血統」を証明し「犬種標準に育つ可能性が高

い」ということを明文化しているにすぎない．すなわち，血統証明書があっても，犬種標

準を満たす形質を兼ね備えているとは限らないし，雑種のイヌが犬種標準を満たす容姿に

成長しても，純血種と認められるわけでもない．以上のことから，血統証明書に記載され

ている犬種と，実際の容姿が合致しない可能性も十分考えられるため，犬種推定法はあく

まで犬種を「推定」するもので，「断定」はできないという点は留意しなければならない． 

 

6-4 今後の展望 

これまで国内では，法科学的有用性が示されたイヌの STR 型検査法は存在しなかった．

しかし，イヌの DNA型鑑定の需要は高く，法科学分野への導入が強く望まれてきた．本研

究によって改良された DogFiler は，客観性，再現性，簡便性が確保され，検査座位の多型

性や近親個体における識別力も高く，日本の法科学鑑定に適用可能であることが明らかと

なった．犯罪現場にイヌの体液や被毛が遺留されることも少なくない．特に，犯罪に際し
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て手袋やマスクが着用され，ヒトの指紋や体液，顔画像などの個人識別情報が得られない

場合，関係者を介して遺されたイヌの DNA が重要な証拠となることが想定される．犯罪現

場で採取された DNAと被害個体，被疑個体，あるいは関係者の飼育個体との異同識別を行

うことができれば，犯罪の証明に寄与することが期待される．さらに，現場資料からの犬

種推定が可能となれば，早期に該当個体を探索することができ，警察活動に大いに貢献す

ることとなろう． 

また本検査法は，他分野へ応用可能であることも示された．日本では「スピッツブーム」

「シベリアンハスキーブーム」「チワワブーム」「ミックス犬ブーム」など，テレビや漫画

の影響を受けて突発的な流行が起こり，それに合わせた繁殖や販売が行われてきた．人気

犬種は高値で売買され，その陰で血統証明書の偽装や遺伝性疾患の定着などの問題も生じ，

近年，遺伝的多様性の維持や血統管理は重要な課題となっている．世界的にも，BBC で 2008

年に放送された番組「Pedigree Dogs Exposed」が，純血種の病弱化を題材としてブリーダ

ーやケネルクラブを痛烈に批判し，世界中の人々に大きな衝撃を与えた．この番組をきっ

かけに犬種標準の見直しや繁殖に関する議論が行われ，以降，遺伝性疾患や犬種内多様性

に関するさまざまな研究が進められている (Nicholas, 2011; Rooney, 2009)．今日の多様な

犬種を維持していくためには，形態的特徴を固定するための近親交配と，遺伝的多様性を

維持するための異系交配を計画的にバランスよく行うことが重要であり，DNAによる血統

の管理や多様性の評価が役立つものと考えられる．本検査法は，こうしたイヌの育種や管

理を含め，さまざまな分野での活用が期待される． 
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総括 

日本国内におけるイヌの飼育頭数は一千万頭以上と推計され，犯罪現場にイヌの体液や被

毛が遺留されることも少なくない．動物虐待や血統書偽装などイヌが直接関わる事件だけ

でなく，殺人や強盗，強姦などの事件において，関係者を介してイヌのが遺留されること

もあり，多岐にわたって重要な証拠となりうる．現在，イヌの DNA型鑑定は，いくつかの

機関が独自の STR (Short Tandem Repeat) 検査パネルを考案して行っているが，いずれも

複数パネルを用いているため簡便性に欠け，di-repeat 座位を用いているため客観性や再現

性が不安視されている．海外では既成キットも販売されているが日本では入手できず，国

内において簡便で学術的に信頼し得るイヌの個体識別法の確立が望まれている． 

法科学分野においては，近年，世界的に検査の客観性，識別力，再現性などに厳しい目が向

けられており，検査方法について充分な学術的検討が行われることが求められている．DNA 型鑑

定に用いる STR座位に関して，日本 DNA多型学会が策定した「DNA型鑑定についての指針」

では，国内外において広く検討されていることや，法科学的に有用性が認められていること，アレ

ルの出現頻度データが蓄積されていること，追試可能であることなどを挙げ，「総合して充分な識

別力が得られる必要がある」とされている．本研究では，2013 年にアメリカで考案された DogFiler

について，国内で飼育されているイヌを用いて検討し，日本の法科学鑑定への適用を試みた． 

 

本論文は 6章から構成され，第 1章において背景と目的を論じた後，第 2章から第 5章では本

研究で実施した実験について記述し，第 6章において本研究で得られた成果をもとに総合的な考

察を行った． 

 

第 2 章では，DogFiler を日本の法科学鑑定に適用させることを目的として，客観性，再現性，

簡便性を確保できるよう検査の条件設定を行った．DogFiler は 15座位の STR型と Y染色体の

有無をマルチプレックス PCR で解析するイヌの DNA 型検査法である．検査座位はいずれも

tetra-repeatの STRで，異なる染色体上に存在しており，一回の PCRと電気泳動で解析が可能

とされる．残念ながら DogFilerでは，プライマー配列や PCR条件は開示されていたものの，詳細

な条件が記されておらず，解析ソフトとして電気泳動の誤差を検査者が補正して判定する

GeneMapper○Rが使用されていた．そこで本章では，詳細な条件設定を行うとともに，電気泳動の

誤差をアレリックラダーマーカーで自動補正する機能を備えた GeneMapper○R  ID-X を使用する

ことで，客観性，再現性，簡便性の確保を試みた．検討には一般家庭で飼育されているイヌ 104

頭 (24犬種と雑種) から抽出した DNA を用い，2 ng を鋳型として全座位を解析できる条件を模

索した．さらに，各座位のホモ接合サンプルの配列をシーケンス法によって確認したうえでアレリッ
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クラダーマーカーを作製し，これをスタンダードとして適宜用いることで，簡便で再現性が高く，検

査者に依存しない客観的な判定が可能となった． 

 

第 3章では，日本国内における多型性を確認するため，ランダムにサンプリングした一般家庭飼

育個体の STRについて解析を行った．犬種の認定や繁殖の管理は各国のケネルクラブがそれぞ

れ独自に行っており，遺伝的多様度には地域性があると考えられている．そのため，DNA 型検査

法を法科学鑑定に適用する際には，国内におけるアレルの出現頻度データを蓄積し，多型性や

識別力を評価する必要がある．本解析には麻布大学バイオバンクプロジェクトに提供された DNA

サンプルを用い，1992 頭 (81 犬種と雑種) のアレル頻度データを蓄積し，統計学的な解析を行

った．その結果，各座位のアレル数 (nA) は 9～28，識別能 (PD) は 0.93～0.99，多型情報含

有率 (PIC) は 0.76～0.91 と算出され，多型性の高さが示された．偶然一致率 (1-PD の総乗) 

は 3.73×10-22となり，国内のイヌの飼育頭数が約一千万 (107) 頭であることを考えると，識別力は

極めて高いと判断された．しかしながら，いずれの座位においてもヘテロ接合度の期待値  (HE) 

が観測値 (HO) よりも低く，遺伝的な偏りが示唆された．そこで，このランダムサンプリング群の中

に 20頭以上の個体が含まれていた 23犬種を分集団とし，Wrightの F統計量を算出したところ，

分集団間の遺伝的分化の程度を示す指標であるFSTは純血種において0.048～0.287であった．

雑種の FSTが 0.006 であったことから，選択的な犬種内交配による遺伝的集団間分化によって犬

種間でアレルの偏りが生じたとものと推察され，同一もしくは近縁の犬種を扱う際には注意が必要

であることが示唆された． 

 

第 4章では，近親個体群の解析を行った．イヌは多産動物であるため血縁関係にある個体が多

く，近親個体を識別できることは極めて重要である．そこで，日本盲導犬協会において飼育されて

いる血縁関係のあるラブラドール・レトリバー393 頭を近親個体群として解析し，アレル頻度データ

の蓄積と多型性の評価を行った．その結果，nA は 4～12 と少なく，HE (0.38～0.82) および HO 

(0.39～0.86) も低い値となったが，偶然一致率は 2.17×10-14 と低く，充分な識別力があると判断

された．実際，同一犬種近親個体群であるにも関わらず，解析した 393 頭すべての個体を識別す

ることが可能であった．ただし，本群はFSTの平均値が0.15と遺伝的分化を示した一方で，近親交

配作用の程度を示す FIS の平均値が-0.03 であったことから，背景に作為的な交配と遺伝子流入

があることが示唆され，完全な閉鎖集団ではなく，他の近親個体群と比べて高い多型性が維持さ

れていると推察された． 

イヌのDNA型鑑定においては，親子や同胞関係の証明が求められるケースも想定されるため，
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多型性と突然変異率のバランスも重要である．この群に含まれていたラブラドール・レトリバー49 胎

のべ 264組の親子と，ラブラドール・レトリバーとゴールデン・レトリバーの一代交雑種 9胎のべ 60

頭の親子を用いて，親子・同胞間の識別や突然変異率についても確認し，親子・同胞鑑定への適

用性を検討した．その結果，最大11頭の同胞をすべて識別することができ，親子・同胞間であって

も識別が可能であった．本解析では 56 例の突然変異が確認され，突然変異率は 0.6 %と算出さ

れた．また 1個体に 2座位で変異が見られた例もあったため，孤立否定 (1座位の不一致では血

縁関係を否定しないという原則) では対応できない可能性があり，今後親子判定について基準を

明確に定める必要があると考えられた． 

 

第 5章では，「分集団」すなわち犬種に焦点をあて，本手法の応用を試みた． 

第1節では，各犬種を分集団として遺伝的多様性や近交度を解析し，犬種の維持，管理への応

用について検討した．日本で数多く飼育されているチワワ，トイ・プードル，ミニチュア・ダックスフン

ド，シバイヌ，ラブラドール・レトリバーの 5犬種に日本盲導犬協会のラブラドール・レトリバーを使役

犬コロニー群として加え，それぞれの分集団における遺伝的距離や多型性を調べ，犬種間の比較

を行った．その結果，FSTの値 (0.040～0.171) から 5犬種の犬種間分化は顕著であるものの，い

ずれの犬種においても FISは低く (0.014～0.046)，各犬種内で血縁関係に配慮した作為交配が

行われていることが示された．使役犬コロニー群においては，遺伝的距離が小さくなったにも関わ

らず近交度を表す FIS が低く，親子や同胞個体が含まれていることや遺伝子流入があるということ

が正しく反映されることが明らかとなった．よって本手法が集団における遺伝的多様度を評価する

方法として有用であることが示された． 

第 2節では，犬種推定法の確立を試みた．第 1節で解析した 5犬種のアレル頻度データと，第

3章で解析したランダムサンプリング群のアレル頻度データをもとに，名義ロジスティック回帰分析と

尤度比解析を行い，15座位の STR型から犬種推定が可能であるかについて検討した．その結果，

アレル頻度から各犬種であると仮定した場合の尤度比を算出することで，99 %以上の高い的中率

で犬種を推定できることが明らかとなり，カットオフポイントを感度と特異度をそれぞれ重視した 2点

に設定することで，最大の効果を得られることが示された．今後はさらにアレル頻度データを蓄積

することで，他犬種についても推定が可能となろう． 

 

第 6章では，総合考察を行った．本研究より， (1) DogFilerを改良することで客観性，再現性，

簡便性が確保され，日本の法科学鑑定に適用可能であること，(2)日本国内においても検査座位

は多型性が高く，識別力が極めて高いこと，(3)近親個体間であっても充分な識別力が認められる
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ものの，突然変異率が高く，血縁関係の証明には注意が必要であること，が明らかとなった．さらに，

本研究を応用することで(4)犬種や使役犬コロニーなどの特定の集団内における近交度の評価や

(5)未知のサンプルからの犬種推定が可能となることが示された．今後はアレリックラダーマーカー

の拡充や，他の犬種における解析など，実務導入に向けてさらなるデータの蓄積と検討が必要で

はあるものの，本研究成果が国内における法科学的なイヌの個体識別や親子鑑定，犬種推定だ

けでなく，イヌの育種や管理へも応用されることが期待される． 
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