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研究成果の概要（和文）：本研究では、精液や血液といった体液種特異的にメチル化（あるいは脱メチル化）さ
れるCpGとDNA多型部位が近接している領域を用いた、体液種特異的ジェノタイピング法の確立を目指した。ま
ず、網羅的メチル化解析のデータから、精液、血液、唾液特異的ジェノタイピングに用いる候補領域を多数同定
した。さらに、候補領域の一部について、実際の混合体液試料でメチル化状態及び近傍のSNP部位を同時検出す
ることで、各体液特異的ジェノタイピングが可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop a body fluid type-specific genotyping 
method using each body fluid-specifically (un)methylated CpGs and their neighboring SNPs. We first 
identified various candidate regions for semen-, blood-, or saliva-specific genotyping using the 
genome-wide methylation data. We finally demonstrated that the simultaneous detection of methylation
 status and SNPs in several candidate regions could identify each body fluid-specific SNP type from 
body fluid mixture samples.  
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研究成果の学術的意義や社会的意義
混合体液試料が現場資料として多く得られる一方で、これらを分離して各体液のDNA型のみ検査をする方法につ
いては、物理的に互いの分離が可能な一部の混合体液試料を除いては、実務において有効な検査法はほとんど確
立されていない。DNAの状態で混合しているものから、個別の体液DNAを検出する本検査法は、資料の陳旧化によ
って、物理的分離が困難な場合においても適用可能と考えられ、極めて有効なアプローチとなることが期待でき
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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資料に対しては、通常、犯罪事実を裏付ける目的で体液種識別検
査が行われる。近年、新たな検査法として、組織特異的な DNAメチル化領域を指標とした、体
液種識別法の確立が試みられている。この方法では、血液、精液、唾液、膣液といった体液種で
特異的なメチル化パターン傾向を示す 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）について、それぞれのメチル化率を定量解析することで、資料の
体液種の識別を行う。我々も、本検査法の実務導入を目指し、精液及び血液特異的マーカーの検
証を行い、その有用性を確認してきた。その中で、血液特異的メチル化サイト cg06379435につ
いて、近傍の一塩基多型（SNP）部位である rs7359943のアリルの違い（A/G）を元に、混合試料
からアリル特異的な血液証明が可能であることを示した。このように、体液種特異的メチル化サ
イトの近傍に DNA多型部位がある場合、混合試料の解析時に有用な情報となり、他の体液検査
法にはない、DNAメチル化を指標とした検査法のメリットの一つと考えられた。 
 
２．研究の目的 
我々は、この体液特異的メチル化マーカーと近傍の DNA多型部位を組み合わせるアプローチ
について、より体液種特異性の高いメチル化領域を用いることで、混合体液 DNAからの体液種
特異的ジェノタイピングにも応用できる可能性があると考えた（図 1参照）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
混合体液試料が現場から多く得られる一方で、これらを分離して DNA型検査をする方法につ
いては、物理的に互いを分離可能な混合体液試料を除いては、これまでのところ、有効な検査法
はほとんど報告されておらず、本検査法が確立されれば、極めて有効なアプローチとなることが
期待できる。しかしながら、体液特異性が高く、かつ近傍に有効な DNA多型部位が存在する領
域はほとんど報告されておらず、個人識別能力の高い検査法とするには、さらなるマーカー領域
の探索が必須であった。そこで、本研究では、網羅的メチル化解析によるマーカー領域の同定を
行い、混合体液 DNAからの各体液特異的ジェノタイピング法を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）精液特異的ジェノタイピング法の検討 
 報告されていた CpG マーカーの中で、精液に特異的なメチル化サイトは、数も多くいずれも
特異性が極めて高かったことから、本コンセプトの実現可能性が高いと考えられたため、まず、
精液特異的ジェノタイピング法の検討から行った。スクリーニングのため、NCBI GEOに登録さ
れていた、Human Methylation 450（イルミナ）で各種体液由来 DNAについて網羅的メチル化解
析を行ったデータセット（GSE59509）を用いた。このデータを解析し、Human Methylation450搭
載の約 48万 CpGの中から、精液でほぼ完全にメチル化、精液以外でほぼ完全に脱メチル化、あ
るいは精液でほぼ完全に脱メチル化、精液以外でほぼ完全にメチル化している CpG サイトを探
索した。さらに、これらの中から、NCBI dbSNPにおけるMinor Allele Frequency (MAF) 値が 0.2
以上となる SNPが近傍に存在する CpGを探索した。 
 同定した候補の中から、5つの CpGを選択し、周辺の約 200bpの領域に含まれる CpGについ
て、実際に精液特異的なメチル化状態が観察されるか、検証を行った。精液特異性の検証のため、
各種体液 DNA について、PyroMarkQ24 Advanced を用いたパイロシークエンスによりメチル化
率の定量を行った。 
 さらに、5つの候補領域の中で、特に精液特異性が高かった 3領域について、Methylation-Specific 
PCR（MSP）とパイロシークエンスを組み合わせた検出系により、混合試料からの精液特異的 SNP
タイピングが可能か、検証を行った。 
 
（２）血液及び唾液特異的ジェノタイピング法の検討 
 精液以外の体液種については、報告されていたメチル化マーカーの数は少なく、より網羅性の
高いスクリーニングを行う必要があると考えられた。そこで、Human Methylation 450 の後継キ

図１ 混合体液試料からの体液特異的 DNA型検査のイメージ図 



ットである Infinium Methylation EPICを用いて、血液、精液、唾液、膣液のプール化 DNA試料
について、約 90万か所の CpGにおけるメチル化率の解析を行った。このデータから、血液また
は唾液において 30％以上のメチル化率、血液または唾液以外の 3 種の体液種において、10％以
下のメチル化率を示す、血液及び唾液特異的メチル化 CpG を探索した。唾液については、唾液
で 70％以下のメチル化率、唾液以外の体液種で 90%以上のメチル化となる、唾液特異的脱メチ
ル化 CpGの探索も行った。さらに同定した候補 CpGの中から、近傍に MAF値 0.2以上の SNP
が存在する CpGを探索した。 
 同定した候補の中から、血液特異的な 5つの CpG、唾液特異的な 4つの CpGを選択し、周辺
の約 300bpの領域に含まれる CpGについて、実際に特異的なメチル化状態が観察されるか、次
世代シークエンス（MiSeq）を用いた Targeted Bisulfite Sequencing (TBS)によるメチル化定量解析
を行った。 
 最後に、これらの領域を用いた血液または唾液特異的 SNPタイピングが可能か、混合体液DNA
を用いて、次世代シークエンスによる TBSを行った。 
 
４．研究成果 
（１）精液特異的ジェノタイピング法の検討 
 スクリーニングの結果、100以上の CpGが候補として得られた。そのうちの 5か所の CpGの
周辺領域について、精液、血液、唾液、膣液 DNA各 5-6検体を用いて、パイロシークエンスに
よるメチル化定量解析を行った。その結果、2領域における精液特異的脱メチル化、3領域にお
ける精液特異的なメチル化が観察され、網羅的メチル化解析と矛盾の無い結果となった。 
続いて、精液特異的ジェノタイピングを行うため、より特異性の高かった精液特異的脱メチル
化 2 領域、精液特異的メチル化 1領域について、MSP とパイロシークエンスを組み合わせた解
析法を確立した。この方法は、精液 DNA特異的なメチル化（あるいは脱メチル化）を検出する
プライマーで SNP部位を含めて増幅後、パイロシークエンスによる SNP解析を行うものであり
（図 2）、混合体液資料から精液 DNAの SNPを選択的に解析することが可能となる。 
 

 
 
 

 さらに、精液 DNAと血液 DNAの 1:1混合溶液（20ng）を調製し、3領域について、本検査法
を用いて解析を行った。その結果、いずれも精液 DNA由来の SNPが正しく判定され、検出系の
妥当性が確認された。 
最後に、実際の体液混合斑痕に適用できることを示すため、精液・唾液混合溶液（混合比 1:1
及び 1：4）を斑痕化したものを用意し、3領域の解析を行った。その結果、いずれも精液試料由
来の SNPが正しく判定され、実務への適用が可能であることが示唆された。 
 
（２）血液特異的ジェノタイピング法の検討 
 スクリーニングの結果、血液特異的ジェノタイピングの候補 CpGが 46か所、唾液特異的ジェ
ノタイピングの候補 CpG が 18 か所同定された。そのうちの 5 か所の血液特異的メチル化 CpG
の周辺領域と、1 か所の唾液特異的メチル化 CpG の周辺領域、3 か所の唾液特異的脱メチル化
CpGの周辺領域について、血液、唾液、精液、膣液 DNA各 9-12検体を用いて、次世代シークエ
ンスを用いた TBS によるメチル化定量解析を行った。その結果、唾液マーカー候補の 1領域を
除いて、おおよそ血液または唾液特異的なメチル化状態を示した。一方で、解析したほとんどの
領域で、全ての CpG で特異的なメチル化状態を示したわけではなく、不均一なメチル化状態が
確認された。MSPを行う場合、通常 Forward及び Reverse側で合わせて 4個以上の CpGサイト
が必要となるため、これらの領域を用いて血液及び唾液特異的ジェノタイピングを行う場合、精
液と同様の MSP-Pyrosequencing 法による検出は困難であると考えられた。そこで、特異性の検
証を行った次世代シークエンスによる TBS を用いて、血液及び唾液特異的ジェノタイピングを
試みることにした（図 3）。 

図 2 MSP-Pyrosequencing法による精液特異的 SNP検出 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
血液及び精液 DNAの 1:1の混合試料ならびに唾液及び膣液 DNAの 1:1の混合試料 20ngを調
製し、血液－精液混合 DNAについては、血液特異的ジェノタイピング用の 5領域のうち特に特
異性が高かった 3領域、唾液－膣液混合 DNAについては、唾液特異的 SNPタイピング用の 3領
域について、次世代シークエンスによる TBS を行った。さらに、血液あるいは唾液特異的なメ
チル化状態を示したリードのみ SNP アリルを解析したところ、いずれの領域についても、血液
及び唾液由来の SNP タイプが推定可能であった。以上の結果から、これらの領域を用いること
で、混合体液試料からの血液及び唾液特異的 SNPタイピングが可能であることが示唆された。 

 
（３）本研究の総括 
本研究の結果から、各体液に特異的なメチル化状態を示し、かつ DNA多型部位が近傍に位置
する部位を用いることで、混合体液試料から、物理的な分離を行うことなく、それぞれの体液由
来 DNAのジェノタイピングが可能であることが示唆された。今回解析を行ったのは多くの候補
領域の一部であり、さらに残された領域を検証し、高度マルチプレックス化することで、より個
人識別精度の高い検査法とすることが可能であるものと考えられる。 
一方で、各マーカー部位の特異性、特に血液あるいは唾液マーカーについて、標的体液種以外
の一部の体液種サンプルにおいてわずかにメチル化（あるいは脱メチル化）が見られた。したが
って、実際の混合比率未知の資料への適用に際しては、さらに注意深く検討をしていく必要があ
るものと考えられる。 
 

図 3 Targeted bisulfite sequencingによる 
血液特異的ジェノタイピング法 
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