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研究成果の概要（和文）：研究代表者らが開発した微生物叢解析法であるメタCRISPR解析法を用いて、DNA型鑑
定が困難な超微量試料でも微生物叢解析による個人識別が可能か明らかにすることを目的として、模擬的な試料
をヒトDNA型検査とメタCRISPR解析でそれぞれ解析した。その結果、ヒトDNA型検査で型情報を全く得られない試
料において、メタCRISPR解析では対照と類似する結果が得られた事例が確認された。このことから、ヒトDNA型
検査による個人識別が困難な試料でも、メタCRISPR解析を行うことで個人識別が可能になると期待された。

研究成果の概要（英文）：The mock forensic samples with low biomass were analyzd by using both 
metaCRISPR typing, a previously developed microbiome-based personal identification method, and human
 DNA typing. CRISPR sequences were similar to those of the donor for some mock samples, for which no
 information was obtained from human DNA analysis. These results indicate that metaCRISPR typing may
 provide additional information for personal identification of low-biomass samples that cannot be 
identified by conventional human DNA analysis.

研究分野： 法科学

キーワード： 個人識別　CRISPR　微生物叢

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
皮膚の表面にはヒトDNAより多量の微生物DNAが存在していると考えられており、ヒトDNAが十分に採れない場合
の個人識別を目的として、これまでに各国で微生物叢の保持する遺伝情報を用いた個人識別法の開発が試みられ
てきた。しかし、試料中に含まれるDNA量が微量な場合に、微生物DNAを利用した個人識別が一般的なヒトDNA型
検査と比較してより有効であることを実証した研究は例がない。本課題で検証した結果、前課題で開発したメタ
CRISPR解析はヒトDNAがほとんど含まれない試料でも個人識別が可能な場合があることが明らかになり、微生物
叢の保持する遺伝情報の有用性を示すことができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 犯罪捜査においては、犯罪現場に残された⽣体試料の由来する⼈物を特定するために、キャピ
ラリー電気泳動を⽤いた DNA 型鑑定による個⼈識別が⾏われ、事件の解決に重要な役割を果た
している。⼀⽅、DNA 型鑑定では試料中に⼀定量のヒト DNA が必要であり、被疑者の接触痕な
どから採取される微量な DNA からは正確な判定が困難である。近年、超微量試料を⽤いた個⼈
識別を⽬的として、試料中に含まれる微⽣物の DNA を解読する、微⽣物叢解析を利⽤した個⼈
識別法の開発が進められている[1]。⼀⽅で、従来の DNA 型鑑定に⽤いることができない超微量
試料において、実際に微⽣物叢解析による個⼈識別を試みた研究はなされていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の⽬的は、研究代表者らが開発した微⽣物叢解析法であるメタ CRISPR 解析法を
⽤いて、DNA 型鑑定が困難な超微量試料でも微⽣物叢解析による個⼈識別が可能か明らかにす
ることである。 
 CRISPR はスペーサーと呼ばれる短い配列と、スペーサーを挟むリピートと呼ばれる配列を繰
り返し単位とするゲノム上の繰り返し配列である（図 1）。CRISPR のスペーサー配列は各々ユニ
ークであり、その配列は同⼀種内でも⾼い配列多型性を⽰すことが知られている。研究代表者ら
は、前研究課題「ヒト常在微⽣物叢における CRISPR の多型性を応⽤した新規個⼈識別法の開
発」（研究活動スタート⽀援、19K24245）において、CRISPR 配列を指標とした微⽣物叢解析法
であるメタ CRISPR 解析法を開発し、メタ CRISPR 解析法が従来の 16S rRNA 遺伝⼦配列を指標
とした微⽣物叢解析法よりも個⼈識別において有⽤であることを⽰した[2]。本研究課題では前研
究課題で開発したメタ CRISPR 解析法の最適化を⾏い、さらに従来の DNA 型検査法と⽐較し、
超微量試料における有⽤性を検証した（図 2）。 
 なお、本研究課題では当初、腐敗等によって劣化した試料の解析を予定していたが、新型コロ
ナウイルス感染症の流⾏に伴って採材計画に⼤幅な修正が必要になったため、模擬的な超微量
試料の解析を⾏うこととした。 
 

 

図 1 CRISPR の構造 
 

 
図 2 本研究課題の概要 

 



３．研究の方法 
(1) DNA 抽出法の最適化 
 前研究課題においては DNA の抽出に微⽣物 DNA の抽出に汎⽤される DNeasy PowerSoil Kit 
(Qiagen 社、以下 PS)を使⽤していた。⼀⽅、法科学領域においては同社製の⾃動 DNA 抽出装置
である EZ1 Advanced XL及び抽出試薬である EZ1 DNA Investigator kit が DNA 抽出に⽤いられる
（以下 EZ1）。法科学領域で⽤いられる EZ1 がメタ CRISPR 解析における微⽣物 DNA の抽出に
も使⽤できるか検討するため、同⼀⼈の⼿から⽪膚スワブを同時に 2つ採取し、それぞれ PS及
び EZ1 を⽤いて DNA 抽出を⾏った。⼆つの DNA 抽出試薬を利⽤して⽪膚スワブから抽出した
DNA について、qPCR 法による細菌 DNA濃度の定量を⾏った。また、同 DNA を試料として、
次世代シーケンサーMiSeq を⽤いて 2 種類のレンサ球菌 CRISPR 配列のアンプリコンシーケン
ス解析を実施し、微⽣物叢データ解析環境である QIIME2 によるデータ解析を⾏って、Bray-Curtis
指数による試料間の多様性の類似度について評価を⾏なった。 
 
(2) 超微量試料による個⼈識別 
 CRISPR 配列解析の個⼈識別における有⽤性を検討するために、ヒトの⽪膚スワブから抽出し
た DNA について、⽔で希釈した上でレンサ球菌 CRISPR の配列解析とヒト DNA 型検査を実施
し、結果を⽐較した。レンサ球菌 CRISPR の配列解析については、(1)と同様に CRISPR 配列のア
ンプリコンシーケンス解析を実施し、同⼀⼈の唾液試料（対照試料）との Bray-Curtis 指数が 0.8
を下回った場合に類似性があると判定した。DNA 型検査については、法科学領域で⼀般に使⽤
される DNA 型検査試薬である GlobalFiler kit を⽤いた PCR増幅を⾏い、キャピラリー電気泳動
法によるフラグメント解析を⾏った。 
 
４．研究成果 

(1) DNA 抽出法の最適化 
 PS と EZ1 について細菌 DNA の抽出効率を⽐較したところ、いずれの⼿法を⽤いた場合でも
DNA の抽出量に⼤きな差はないと考えられた（図 3）。また、CRISPR 配列の多様性解析を実施
し、得られたスペーサー配列多様性の類似度を Bray-Curtis 指数によって評価したところ、PS と
EZ1 についていずれの⼿法を⽤いた場合でもスペーサー配列多様性は影響を受けないと考えら
れた。 
 このことは、前研究課題で⽤いた PS を EZ1 に変更することで、DNA 抽出の⾃動化が可能で
あること、DNA 型検査⽤に抽出した DNA をそのままメタ CRISPR 解析にも使⽤可能であるこ
とを意味する。 

 
図 3 DNA 抽出効率の⽐較（⽂献[3]より引⽤） 

 
(2) 超微量試料による個⼈識別 
 ヒトの⽪膚スワブから抽出した DNA (n=8) について、⽔で希釈した上でレンサ球菌 CRISPR
の配列解析とヒト DNA 型検査を実施した。DNA 型検査を⾏ったところ、8 試料中 6 試料では全
座位において DNA 型が観察できず、個⼈識別が不可能であった。同 6 試料についてレンサ球菌
CRISPR の配列解析を⾏ったところ、８試料中 3 試料において、2 種類のレンサ球菌 CRISPR の
うち 1 種類で対照試料との Bray-Curtis 指数が 0.8 を下回る結果が得られ、類似性があると判定
された。 
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For spacer analysis% statistical analysis /as performe, as pre4iously 
,escribe,% /ith minor mo,i-cations ;8?=0 #he parameters an, 4ersions 
of the soft/are /ere the same as those in the pre4ious report% unless 
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#he )C an, N#C samples /ere remo4e, from the ASO table in the 
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o4er-ttin!% as mentione, in a pre4ious stu,y ;8?=0 

Results 
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#o e4aluate the microbial DNA yiel,s of ,ifferent DNA extraction 
protocols% /e extracte, microbial !enomic DNA from a total of F8 skin 
s/abs usin! the )78 DNA In4esti!ator "it in combination /ith )78 
A,4ance, L(% /hich is commonly use, to obtain human !enomic DNA 
from forensic specimens0 #he results /ere compare, /ith those of FF 
skin s/abs from /hich microbial DNA /as extracte, usin! the PS pro3
tocol% /hich is commonly use, in microbiome stu,ies ;F%8?%<@%<:=0 'e 
e4aluate, the DNA reco4ery of both protocols by 6uantifyin! the 
amount of DNA usin! 6PCR /ith uni4ersal primers tar!etin! bacterial 
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/as FF?0@ p! 1inter6uartile ran!e ;I9R=J :H0<–A<@0:2% /hile that of the 
PS protocol /as 8D:0B p! 1I9RJ A@0@–8?FH0F20 #here /ere no si!ni-cant 

,ifferences bet/een the t/o protocols0 #hus% these ,ata su!!est that the 
performance of the )78 protocol in terms of microbial DNA yiel, is 
suf-cient for microbiome stu,ies0 

�o'"arison of (N) e*traction "rotocol �ase$ on s"acer $i1ersit# anal#sis 

'hile the results of DNA 6uanti-cation supporte, ef-cient DNA 
reco4ery /ith the )78 protocol% the DNA extraction metho, may also 
alter the results of the microbiome analysis ;8D=0 #o e4aluate /hether 
the DNA extraction protocol altere, the composition of CRISPRs% /e 
compare, the spacer ,i4ersity of the samples treate, /ith ,ifferent DNA 
extraction protocols by expan,in! a pre4ious stu,y ;8?=0 As sho/n 
pre4iously ;8?%8A=% the spacer ,i4ersities of the human skin microbiome 
are hi!hly personalize,0 'e compare, the patterns of spacer ,i4ersity 
obtaine, from the human skin s/ab samples0 As sho/n in Fi!0 <% the 
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Discussion 
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*uman skin microbiome samples are re!ar,e, as lo/3biomass5 
therefore% the selection of DNA extraction metho,s can ske/ the 

Fig. 1. Comparison of DNA yiel,s of ,ifferent DNA extraction metho,s0 #he 
total amount of microbial DNA extracte, from skin s/ab samples usin! 
,ifferent DNA extraction metho,s /as compare,0 #he +ann3'hitney N test /as 
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 このことは、メタ CRISPR 解析を実施することで、DNA 型検査が不可能な超微量試料におい
ても個⼈識別が可能になることを⽰唆するものである。 
 
(3) 総括 
 以上の結果から、超微量試料におけるメタ CRISPR 解析による個⼈識別の有効性が⽰唆され
た。微⽣物叢解析を利⽤した個⼈識別法の開発研究は各国で進められているが、これまでにヒト
DNA 型検査と⽐較を⾏った研究は、次世代シーケンサーを⽤いたヒト DNA 型検査と微⽣物叢
解析の⽐較を⾏った Schmedes ら[4]による報告のみである。実務において汎⽤されているキャピ
ラリー電気泳動法によるヒト DNA 型検査を微⽣物叢解析と⽐較した研究は例がなく、本課題に
おいて初めて実施された。 
 ヒト DNA 型検査と⽐較した際にも⼀定の優位性があると期待されることから、集団規模の調
査等の今後の検証を加えることで、今まで良好な結果が得られなかった試料についても個⼈識
別が可能になると期待される。 
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