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研究成果の概要（和文）：精液特異的な脱メチル化領域として報告されているDACT1遺伝子領域について，バイサルフ
ァイトシークエンス法により，各種陳旧体液斑のメチル化状態の解析を行ったところ，陳旧によっても精液特異的な脱
メチル化状態が保存されていることが確認され，法医学的精液検査の指標としての有用性が示唆された．さらに，実務
を想定したより簡便な検査法として，TaqManプローブを用いたリアルタイムPCRによる，本領域のメチル化状態の検出
系を確立した．本検査法は，精液証明の補助的検査法として，特に陳旧化した試料からの精液証明に有効な検査法とな
ることが期待される．

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed aged stains of various body fluids by bisulfite sequenc
e analysis for the methylation status in the previously reported semen-specific hypomethylated region, DAC
T1. The results indiate that the methylation status is stable in each old stain and that this can be a use
ful marker for forensic semen identification. We further developed a TaqMan realtime PCR detection method 
to make it easier to analyze the methylation status of DACT1 region. This method can be a useful supplemen
tary tool for semen identification, especially from aged stains.  
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１．研究開始当初の背景 
事件現場から採取された体液試料の鑑定
は，STR 型検査などに代表される DNA 型検
査技術の発達にともない，今日の科学捜査を
行う上で必要不可欠なもののひとつとなっ
ている．DNA型による個人の同定に先立って
行われる体液種証明は，解析した試料がどの
体液由来のものであるのか明らかにすると
いう点から，その事件における犯罪事実を裏
付けるうえで重要な検査項目であり，これま
でに血清学的手法や生体酵素反応などを利
用した様々な体液種証明法が確立されてい
る．体液検査の中で，精液の証明は，強姦あ
るいは強制わいせつなどの性犯罪の捜査に
おける重要な検査項目である．現在主に鑑定
で行われている精液検査は，精液に特に強い
活性があることが知られている酸性ホスフ
ァターゼの活性を指標とした予備検査，さら
には精液中に特異的にみられるタンパク質
である前立腺特異抗原（PSA）やセミノジェ
リンを指標とした血清学的検査，顕微鏡によ
って精子を観察する形態学的検査によって
構成されている． 
近年，新たな体液検査法として，Frumkin
ら（Forensic Sci Int Genet. 2011）及び Leeら（Int 
J Legal Med. 2012）により，組織特異的な DNA
メ チ ル 化 可 変 領 域 （ Tissue-specific 
differentially methylated region）を指標とした，
DNA 試料を用いた体液種識別法が相次いで
報告された．これらの報告では，血液や唾液
などの体液に特異的なメチル化パターン領
域は同定されていないものの，精液特異的な
脱メチル化を示す領域が複数同定され，この
領域を指標とした精液の証明が可能である
ことが示唆されていた．DNAメチル化を指標
とした精液証明は，従来のタンパク質や酵素
活性，顕微鏡検査による証明法や，近年報告
が相次いで行われている RNA を用いた検査
法とは異なり，DNAそのものから検査をする
ため，DNA型検査との試料の共有が可能とな
り，試料消費量の節約等による検査効率の向
上が期待された．また，陳旧化によるタンパ
ク質等の分解などにより従来の検査法では
証明ができない試料からでも検査できる可
能性があり，有効な検査法になるものと考え
られた． 
 
２．研究の目的 
本研究では，精液特異的 DNA 脱メチル化
領域を用いた精液証明について，実務への応
用可能性を検証するため，はじめに，個体差
や陳旧試料における安定度の検証を行った．
さらに，より鑑定実務に応用可能な検査法と
するため，定量的で感度の高い検査法である
リアルタイム PCR 法を用いた，精液特異的
DNA 脱メチル化領域による精液証明法の確

立を試みた． 
 
３．研究の方法 
 本研究では，Lee らによって報告された精
液特異的脱メチル化領域の一つである
DACT1遺伝子領域における複数の CpGサイ
ト（脊椎動物で DNA メチル化が起きるシト
シンとグアニンが隣り合う場所）を解析対象
とした． 
 この領域におけるメチル化状態の個体差
や陳旧試料における安定度を詳細に解析す
るため，バイサルファイトシークエンスによ
り解析を行った．この方法では，バイサルフ
ァイト処理により，非メチル化シトシンをウ
ラシルに変換し，各 CpGサイトがシトシンあ
るいはチミンとしてシークエンスされる．各
種体液試料（精液，血液，唾液，膣液，各 3-5
検体）から抽出した DNA20ng 及び陳旧斑痕
（2年及び 29年経過精液斑，1.5年及び 29年
経過血痕）から抽出した DNA のほぼ全量に
ついて， EpiTect Bisulfite kit（キアゲン）を
用いてバイサルファイト処理を行い，これを
鋳型として，DACT1遺伝子における 14個の
CpGサイトを解析した．なお，29年経過陳旧
斑痕については，１回目の PCRでは増幅産物
が検出されなかったため，フォワードプライ
マーをさらに内側に設計した Semi-nested 
PCRを行い，11 個の CpGサイトについて解
析を行った．また，陳旧精液斑に関しては，
陳旧度の指標として，従来の精液証明検査で
ある酸性ホスファターゼ検査（SM 試薬，和
光純薬）及びバエッキー染色法による精子の
顕微鏡検査を行った． 
 リアルタイム PCR による検出系には，
TaqMan プローブを用いた定量的 MSP
（Methylation Specific PCR）法を採用した
（ Eads et al., Nucleic Acids Res. 2000，
Zeschnigk et al., Nucleic Acids Res. 2004）．この
方法は，バイサルファイト変換後の鋳型 DNA
を用いて，特定の CpGサイトに対して設計し
たメチル化検出プローブ及び 非メチル化検
出プローブにより，それぞれメチル化あるい
は非メチル化 DNAを検出する方法である． 
 

 
バイサルファイトシークエンスで解析を行
った DACT1 遺伝子領域の 14 箇所の CpGサ
イトのうち，3個の CpGサイトに対応する蛍
光標識プローブ（メチル化検出：FAM，非メ

Fig.1 リアルタイム PCR による精液
特異的脱メチル化領域の検出 



チル化検出：TET）を合成した．さらに，そ
れを挟む形で CpG サイトを含まない位置に
プライマーを設計し，EpiTect MethyLight PCR 
Kit（キアゲン）及びリアルタイム PCR 装置
（Smart Cycler®, Cepheid）を用いて 114bpを
増幅，蛍光検出した（Fig.1）． 
 
４．研究成果 
 精液，血液，唾液，膣液由来のゲノム DNA
を用いて，バイサルファイトシークエンス法
により，DACT1 遺伝子における 14 箇所の
CpG サイトのメチル化様態について解析を
行ったところ，精液では極めて低いメチル化
率（4.5±3.5 % (平均±標準偏差) ），それ以外
の体液では高いメチル化率（血液：95.8±2.7%，
唾液：97±1.3%，膣液：94.7±3.8%）を示し，
精液証明に有効な指標であることが示唆さ
れた（Fig.2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに，作製後約 2 年及び 29 年経過した精
液斑並びに約 1.5年及び 29年経過した血痕か
らそれぞれDNAを抽出し，各DNAについて，
バイサルファイトシークエンスにより解析
を行った．その結果，精液斑由来 DNA では
低メチル化状態が観察された一方で，血痕由
来 DNA では高いメチル化率が観察され，新
鮮な液体試料を用いた際の結果と同様の結
果となった（Fig.3）．これらの結果から，法
科学分野で通常解析対象となる陳旧化した
試料においても，メチル化状態が安定的に保
存されていることが示唆された．特に，陳旧
により従来の精液検査である酸性ホスファ
ターゼ検査で陰性となり，顕微鏡検査でも完
全な形をした精子が同定されなかった精液
斑でも，脱メチル化状態が保存されており，
精液証明における有用性が示された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

一方で，高度に陳旧化した試料においては，
メチル化解析に過剰な PCR 増幅が必要であ
り，バイサルファイト反応の副作用として知
られる DNA 分解の影響が原因として考えら
れた．実務を想定した場合，検査の手間やコ
ンタミネーションの危険性等の観点から，よ
り DNA への影響の少ない，簡便で高感度な
検査法の確立が必要であると考えられた． 
 そこで，TaqMan プローブを用いたリアル
タイム PCR による検出系の確立を試みた．
DACT1遺伝子領域における 3つの CpGサイ
トのメチル化（FAM）及び非メチル化（TET）
状態に対応するプローブを設計し，バイサル
サイト処理した各種体液 DNA（精液 8検体，
血液 5検体，唾液 6検体，膣液 5検体）及び
陳旧斑痕 DNA（29 年精液斑及び血痕）をリ
アルタイム PCRで解析した．その結果，陳旧
斑痕を含め（Fig.4），ほぼすべての試料で精
液試料からは TETシグナルのみが，それ以外
の体液試料で FAM シグナルのみが検出され
た．精液試料 2 検体及び血液試料 1 検体で，
もう一方の蛍光がより大きなサイクル数で
検出されたものの， Ct 値（Ct(FAM)-Ct 
(TET)）を指標とすることで，精液の証明が
十分可能であると考えられた．リアルタイム
PCRによる検査法は，簡便・迅速で高感度な
検査系であり，本検査法は，精子証明の補助
検査法として有効な鑑定手法となることが
期待される．また，他の体液種に関しても，
より特異的なメチル化領域を同定すること
で，同様の効率的検査の実現が期待できるこ
とから，平成 26年度からの新規研究課題（課
題番号 26860472）において取り組んでいく予
定である． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2 各体液DNAのバイサルファ
イトシークエンス解析の結果 

Fig.3 陳旧斑痕の解析結果 

Fig.4 リアルタイム PCRによる精
液特異的脱メチル化の検出（Ａ陳
旧精液斑，Ｂ 陳旧血痕） 
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