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研究成果の概要（和文）：精液特異的脱メチル化サイトDACT1及び血液特異的メチル化サイトcg06379435につい
て，MethyLight法による定量的メチル化解析法を確立した．本検査法による多検体試料の解析結果から，閾値と
なるメチル化率を設定し，陳旧斑痕を解析したところ，いずれも正確に精液及び血液証明が行われた．リアルタ
イムPCRをベースとした本検査法は，バイサルファイト変換後，PCR反応液調製の１ステップのみで検査可能であ
ることから，簡便でコンタミネーションリスクの低い，実務により適した検査法であるものと考えられる．

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed MethyLight methods (quantitative real-time 
methylation-specific PCR) for quantitating the semen-specifically unmethylated region, DACT1 and the
 blood-specifically methylated region, cg06379435. The threshold methylation ratios for semen or 
blood identification were set by analyzing DNA from various body fluid samples using these methods. 
The use of these thresholds accurately identified semen or blood from other samples including highly
 aged semen and blood stains. Because a realtime PCR-based method requires no substantial work 
beyond preparing the PCR reaction mixture, simple and quick analysis may be realized with a reduced 
risk of contamination. Therefore, we suggest that these methods are more suited to forensic work.

研究分野：法医生物学
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１．研究開始当初の背景 
 血痕，精液斑などの事件現場から採取され
た体液試料の鑑定は，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種由来の
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．近年，新
たな検査法として，組織特異的な DNA メチ
ル化可変領域を指標とした，体液種証明法の
確立が試みられている（Frumkin et al, Forensic 
Sci Int Genet. 2011, Lee et al, Int J Legal Med. 
2011）．これらの報告では，体液種特異的な
メチル化パターンを示す 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）が複数同定されており，
特に精液マーカーについては極めて特異性
が高く，その有効性が示されていた． 
我々は，前研究課題（JSPS科研費：課題番
号 24790650）において，精液特異的脱メチル
化領域を用いた精液証明法について，実務へ
の応用を目指しさらなる検証を行ってきた．
精液特異的脱メチル化領域の一つである
DACT1遺伝子領域（Lee et al, Int J Legal Med. 
2011）について，代表的なメチル化検査法で
あるバイサルファイトシークエンス法によ
り検証を行ったところ，陳旧化した試料にお
いても精液斑では脱メチル化，血痕ではメチ
ル化といったように，メチル化状態が安定的
に保存されていることを明らかにし，法科学
的試料への応用可能性を示す結果が得られ
ていた． 
 
２．研究の目的 

DNA のメチル化を指標とした体液証明法
は，これまでの検査法とは異なり，抽出した
DNA そのものから体液種を証明する方法で
あるため，DNA型検査と試料を共有でき，効
率的な鑑定が可能となる．さらに，DNAは比
較的安定な分子であることから，陳旧化によ
る分解などにより従来のタンパク質を指標
とした検査法では体液証明ができない試料
でも検査できる可能性があり，有効な検査法
となることが期待される．一方で，バイサル
ファイトシークエンス法は，煩雑なクローニ
ング作業が必要であり，コンタミネーション
の危険性等もあることから，実務を想定した，
より簡便な検査法の確立が必要であると考
えられた． 
そこで本研究では，DNAメチル化を指標と
した体液証明について，前研究課題において
検証を行った精液特異的脱メチル化サイト
及び近年の網羅的解析により同定された血
液特異的メチル化サイトについて，実務に応
用可能な検査法を確立することを目的とし
た． 

 
３．研究の方法 
 本研究においても引き続き，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 サイトを解析対象と
した．さらに近年の網羅的 DNA メチル化解
析により明らかとなった血液特異的メチル
化サイト cg06379435 (Park JL et al., Forensic 
Sci Int Genet. 2014, Lee HY et al., Forensic Sci 
Int Genet. 2015) 及びその近傍の CpGサイト
についても，解析対象とした． 
実務への応用を想定した検出系としては，

MethyLight 法と呼ばれる，TaqMan プローブ
及びリアルタイム PCR を用いた定量的メチ
ル化解析法を採用した（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
変換により，非メチル化シトシンをウラシル
に変換した鋳型 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（Fig.1）．各蛍光プロ
ーブについて，リアルタイム PCRで得られた
蛍光強度閾値を超えた PCR サイクル数（Ct
値）を計測し，これらの値を元に各試料のメ
チル化率を Fig.1に示した数式で算出した． 

 
４．研究成果 
 精液特異的脱メチル化領域 DACT1 につい
て，MethyLight 法の確立及び検証を行った．
DACT1遺伝子領域の 3個の CpGサイトに対
応する 1組の蛍光標識プローブペア（メチル
化検出プローブ:FAM 標識，脱メチル化検出
プローブ：TET 標識），プライマー及びリア
ルタイム PCR装置を用いて，当該 CpGサイ
トのメチル化率が既知の試料（0, 30, 50, 70, 
100%）を解析した．算出された Ct 値をもと
に，メチル化率を計算したところ，おおむね
予測された値が算出され，本検出系による定
量的解析が可能であることが確認された． 
血液特異的 DNA メチル化サイトとして報
告されていた cg06379435についても，近傍の
CpGサイトと合わせて，3個の CpGサイトに

Fig.1 MethyLight法によるメチル化率の定量 



対応する 1組の蛍光標識プローブペア（FAM
及び TET 標識）及びプライマーを設計した．
DACT1 検出系と同様，当該領域のメチル化
率が既知の試料（0，10，30，50，70，90%）
を用いて，検出系の定量性を確認することが
できた． 
さらに，各種体液（血液 22 検体，精液 14
検体，唾液 15 検体，膣液 7 検体）から抽出
した DNA を用いて，それぞれの検出系で解
析を行ったところ，DACT1 検出系では精液
特異的な脱メチル化状態，cg06379435検出系
では血液特異的な高メチル化状態が確認さ
れ，過去の知見と同様の結果となった．これ
らの結果を基に，精液及び血液の判定閾値と
なるメチル化率を設定した(Fig.2)． 

続いて，設定した測定条件における検出感
度を検証するため，両検出系について，それ
ぞれ精液DNA及び血液DNA希釈液 (10, 3 ,1, 
0.3, 0.1 ng) を用いて解析を行った．その結果，
両検査法ともに 1ng の DNA から精液及び血
液の証明が可能であった． 
さらに，他体液種試料の混合の影響を検証
するため，血液 DNAと精液 DNAを様々な割
合で混合し，どの程度まで精液及び血液証明
が可能か予備的な検討を行った．この検討に
際し，上述の多検体解析において，DACT1
は他の体液でほぼ完全にメチル化されてい
たため，混合精液判定用の閾値を設定した
(Fig.2)．その結果，DACT1 では，精液 DNA
と血液DNAが20:80で混合した試料からも精
液証明が可能であった．一方，cg06379435検
出系については，精液 DNA と血液 DNA が
50:50 で混合した試料混合した試料からも，
血液証明が不可能となり，実務における混合
試料からの検出が困難となる場合も想定さ
れた（Table1）．  

最後に，設定した判定閾値を用いて，陳旧
試料（血痕 6試料，唾液斑 3試料，精液斑４
試料）を解析したところ，29年経過した精液
斑及び血痕を含め，いずれの試料も正確に精
液判定及び血液判定が行うことができた
(Table2)． また，解析を行った 29年経過陳旧
精液斑については，比較のため，従来の精液
検査（SM テスト試薬による酸性ホスファタ
ーゼ試験及びバエッキー染色法による精子
検査）を行った．その結果，一部の試料につ
いては，酸性ホスファターゼ活性が認められ
ず，尾部を伴う完全な形の精子が観察されな
いものがあった． 

 
以上の結果から，本検査法は，新たな体液
証明法として実務に応用可能であることが
示唆された．リアルタイム PCR をベースと
した本検査法は，バイサルファイト変換後，
PCR 反応液調製の１ステップのみで検査可
能である．従って，バイサルファイトシーク
エンス法等の他のメチル化定量法と比較し
て，簡便でコンタミネーションリスクの低い，
実務により適した検査法であるものと考え
られる． 
また，陳旧精液斑の解析結果から，メチル
化を指標とした検査法は，従来の検査法と比
較しても陳旧に強く，再鑑定試料等の高度に
陳旧化した試料に対して有用な検査法とな
る可能性が示唆された．一方で，血液につい
ては，混合試料からの検出を想定した場合，
より特異性の高いマーカー領域を探索する
必要性があるものと考えられた．今後，より
網羅性の高い全ゲノムメチル化解析等によ
り，唾液，膣液等の他の体液も含め，有効な
マーカー領域の探索を行っていく予定であ
る． 

 
 

Fig.2 各検出系の体液特異性の検証及び閾値
の設定 

Table2 陳旧斑痕の解析結果 

Table1 混合 DNAの解析結果 
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