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調査研究活動報告

Ⅰ はじめに

　香川県高松市にある高松茶臼山古墳は，古墳時代前期の讃岐における最大規模の前方後円墳であ

る ［清家他 2020，Ⅱ− 1. 参照］。1967 年に発掘調査が行われ，第 I 主体部から第 VIII 主体部までの

8 つの埋葬施設が検出されている。このうち，第 I 主体部から 2 体（E 地区，W 地区），第 III 主体

部から 1 体の人骨が出土している［信里他 2014］。本古墳は，その規模から讃岐の盟主的古墳であ

ると理解されており，埋葬されていた人物の遺伝的な背景や個体同士の血縁関係に関心が持たれる。

　これまで古人骨由来の DNA 分析では，母系に遺伝するミトコンドリア DNA の一部領域が対象

とされており，その比較解析から人骨の系統［例えば，Adachi et al., 2009, 2011］や血縁関係［西本 

2008］が議論されてきた。最近では，2006 年に登場した次世代シークエンサ（NGS：Next 

Generation Sequencer）によって，古代 DNA 研究においてもミトコンドリアの全ゲノムや核ゲノ

ムを対象とした解析が可能となっている［例えば，Rasmussen et al., 2010］。それにより，系統や血

縁についてこれまでより詳細な情報に基づいた議論が可能となっている。そこで今回は，NGS を

用いて高松茶臼山古墳の人骨のミトコンドリアゲノムの分析を行い，埋葬人骨の系統と血縁関係に

ついての解析を試みた。

Ⅱ 材料および方法

1. 分析試料の選定と DNA 抽出

　第 I 主体部と第 III 主体部から出土した人骨が分析候補である。従来の研究では，歯が最も DNA

が残っているとされてきた［Woodward et al., 1994］。しかし NGS の分析では側頭骨錐体にある内耳

の骨が最も成績が良いことが知られている［Pinhasi et al., 2013］。そこで今回の実験では，側頭骨の

サンプリングが可能だった第 I 主体部 W 地区と第 III 主体部の人骨（以下，茶臼山 1，茶臼山 3）

を分析対象とした（表 1）。サンプリングに際しては，骨の形状をなるべく損なわないようにする

為に，錐体部の上面にドリルで小さな穴を空けて，そこから内耳にアプローチすることで試料粉末

（約 200 mg）を採取した（CYAU1，CYAU3）。第 I 主体部については後日，追加サンプリングを
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行い，その際には錐体部の上面から内耳の骨を含む領域をブロック状に 1cm 角で切り出し，破砕

して試料粉末（約 200 mg）を採取した（CYAU1- 再）。DNA の抽出は Adachi et al.［2013］に従っ

て行った。

2. ミトコンドリア DNA 分析

　最初に試料に解析可能な DNA が残存しているかを確かめるために APLP 法［Amplified Product-

Length Polymorphism method, Kakuda et al., 2016］を用いてミトコンドリア DNA のハプログループ

を決定する簡易分析を行い，その後に NGS による分析を行った。APLP 法による分析では，最初

にミトコンドリア DNA のマクロハプログループである M および N と，それぞれの下位のハプロ

グループを決定するプライマーセット M および N を用いた 6-plex の PCR を行い，マクロハプロ

グループの M と N の判定およびその下位のハプログループの推定を行った。この実験で増幅が確

認されたサンプルに対し，更にハプログループを細分するために，プライマーセット D4 および

M7 を細分するセットでの 6-plex PCR を行った。得られた PCR 反応溶液を電気泳動し，ハプログ

ループの判定を行った。

　NGS による分析するために，Rohland et al.［2015］の方法で NGS 分析用ライブラリの作成を行っ

た。調整した NGS 用ライブラリには，古代人由来の核 DNA やミトコンドリア DNA に加えて，

死後に骨や歯に侵入したバクテリアなどの混入 DNA が含まれている可能性がある。このようなラ

イブラリから効率的に古代人のミトコンドリア DNA の分析を行うために，本研究では NGS 用ラ

イブラリに含まれるヒトミトコンドリア DNA に由来する DNA 断片を Maricic et al.［2010］の方

法を用いて濃縮した。濃縮後の DNA ライブラリは MiSeq（Illumina 社）を用いてシークエンスし

た。得られた DNA 配列データのマッピングおよびデータフィルタリングは篠田他 ［2017］ の方法

に以下の修正を加えて行った：（1）インデックスホッピングを排除するために，正しいインデック

ス配列が組み込まれているシークエンスデータのみを回収した，（2）PCR により生じた重複リー

ド の 除 去 に DeDup（version 0.11.3）（https://github.com/apeltzer/DeDup/releases/download/

v0.11.3/DeDup.jar）を用いた。

　次に，ミトコンドリア DNA のハプログループを決定するために SNPs の検出を行った。検出さ

れた SNPs から PhyloTree-Build 17［van Oven and Kayser, 2009］を参照してハプログループの判

定と個体特異的変異を検出し，最後に，判定されたハプログループの結果を APLP 法で得られた

結果と比較した。また，HaploGrep2［Weissensteiner et al., 2016］を用いた推定も並行して行い，結

果の比較をした。

個体番号 分析個体番号 試料番号 部位 解析部分

後円部第 I 主体部西群出土人骨 茶臼山１ CYAU1 側頭骨 左

CYAU1- 再 側頭骨 左

前方部第 III 主体部出土人骨 茶臼山３ CYAU3 側頭骨 右

表 1　解析した高松茶臼山古墳出土のサンプル
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3. DNA データの信頼性の確認

　古代 DNA では，死後に DNA 配列のシトシン塩基に脱アミノ化が起こる現象が知られている

［Briggs et al., 2007］。また DNA の長さもほとんどが 100 塩基以下の長さに断片化しているため

［Sawyer et al., 2012］，ヒトリファレンスゲノムにマップされたリード長が長いものはコンタミの可

能性がある。従ってリードの長さも古代人由来の DNA であるかの判断材料となる。シトシン塩基

の脱アミノ化はリードの末端に高い頻度で起こり，脱アミノ化によってウラシル塩基となったシト

シン塩基は，PCR による増幅を経てチミン塩基に置換される。そのため，リファレンスゲノムの

シトシン塩基がマップされたリードでは，チミン塩基として観察される（以下 C/T と記載）。相補

鎖のシトシン塩基に脱アミノ化が起きた場合，グアニン塩基がアデニン塩基に置換される（以下，

G/A と記載）。そこでミトコンドリア DNA 標準配列（rCRS）［Andrews et al., 1999］に再マップさ

れたリードを用いて，そのリード長と C/T および G/A の割合を調べて，マップされたリードが古

代 DNA に見られる特徴を有しているかどうかを判定した。調べる際には，ソフトウェア

MapDamage2.0［Jónsson et al., 2013］を使用した。また，リード長は挿入・欠失の有無に関係なく，

リファレンスゲノムのマッピングされた領域のスタートサイトとエンドサイトから計算した。

　分析試料に残存する古代人由来の DNA 量はごく微量であることから，分析の際には現代人から

の DNA の汚染のリスクを伴う。そこで古代人由来の DNA を含むと判定したのち，ソフトウェア

schmutzi［Renaud et al., 2015］を用いて汚染率の推定を行い，データの信頼性を確認した。また，

Kanzawa-Kiriyama et al. ［2017］の方法に以下の修正を加えた手法での推定も並行して行い，結果

を比較した：得られたデータが限られる場合（今回では茶臼山 1）は，深度が 1 以上のハプログルー

プ特異的な SNP サイトのみを解析に用いた。

Ⅲ 結果

　APLP 法による簡易的な分析の結果，前方部第 3 主体（茶臼山 3）では明瞭なバンドが見られ，

充分な量の DNA を含むことが確認された（図 1）。また，ミトコンドリア DNA ハプログループは

D4（a,b,e,g,h,j,o ではない）に分類された。後円部西群第 1 主体（茶臼山 1）は，DNA 量が極少量

と判断されたことから二度のサンプリングと分析を行ったが，分析結果が安定しなかった。これは，

分析に充分な量の DNA が含まれていなかったためと考えれる。次に，NGS を用いてミトコンド

リアゲノム全周配列とハプロタイプの決定を試みた。その結果，茶臼山 3 はハプログループの

D4m1 に細分された（表 2）。個体特異的変異は認められなかった。茶臼山 1 はハプログループ

M7a2 の可能性が示されたが，取得できたデータが限られており，相対的に DNA 汚染の影響も大

きいことから，結果は暫定的である。

　結果の信頼性を確認するために，古代 DNA 特有の特徴の有無を調べた。茶臼山 3 では DNA 末

端に明瞭な C/T の置換が見られたが，茶臼山 1 では DNA 汚染が相当量あるのか，不明瞭である（図

2A）。DNA 断片長は両個体とも全体的に短いが（図 2B），茶臼山 1 は断片長の分布がテーリング

しており，DNA 汚染によって長断片の混入が起きている可能性がある。茶臼山 1 でハプログルー

プ M7a2 の SNPs を持つ DNA 断片も，50 bp 以下の短いものから，80 bp よりも長いものまであ

ることから， 茶臼山 1 が確実に M7a2 かを判断することは難しい。以上の特徴から，茶臼山 3 から
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図 1　茶臼山古墳人骨の APLP 分析の結果
CYAU1 の結果は，2，4，8。CYAU1- 再の結果は，9，10，11。CYAU3 の結果は，1，3，5，6，7。CYAU1 のバ
ンドパターンはハプログループ M7a1 の可能性を示す。CYAU1- 再のバンドパターンはハプログループ M7a2 の可
能性を示す。CYAU3 のバンドパターンはハプログループ D4 ＊（a,b,e,g,h,j,o でない）の可能性を示す。A，D. M セッ
ト。B，E. N セット。C. D-1，D-2，D-3，M7 セット。F. M7 セット。
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得られた結果は古代人に由来すると判断したが，茶臼山 1 の結果は DNA 汚染に影響されている可

能性があり，暫定的なものであるとした。なお，茶臼山 3 の DNA の汚染率は 3.13 ～ 4.55 % と推

定された（表 1）。

　茶臼山 1 の結果を信じるならば，両者は母系系統で血縁関係に無いことを示す。ただし，茶臼山

1 に生じている DNA 汚染が M7a2 そのものである可能性もあるので，茶臼山 1 が茶臼山 3 と同じ

ハプログループ D4m1 である可能性を検証した。その結果，茶臼山 1 のデータに D4m1 の SNPs

を持った DNA 断片は全く検出されなかった。よって，茶臼山 1 のデータが DNA 汚染によって大

部分を占めていない限りは，両者は母系系統で血縁には無いと判断できる。

Ⅳ 考察

　茶臼山 3 にみられるミトコンドリア DNA ハプログループ D4m1 は，現在の日本列島人に低頻度

であるが存在しており［0.3 %，Sekiguchi et al., 2008］，姉妹系統の D4m2 は北東アジアを中心に観

察される（http://www.phylotree.org）。また，縄文時代人からはこれまでのところ D4m は検出され

ていないことから，茶臼山 3 の D4m1 は弥生時代以降の渡来系集団に由来すると考えられる。現

代の日本列島人は，基層集団である縄文系集団と渡来系集団が弥生時代以降，日本列島内で混合し

て成立したと考えられている［Hanihara, 1991］。最近では，弥生時代人の核ゲノム解析による遺伝

学的手法からも両系統の混血が明らかにされている［例えば，篠田他， 2020a］。今回，讃岐において

古墳時代前期では最大級の高松茶臼山古墳で渡来系由来の D4m1 が検出されたことは，混血後の

集団が広く波及している可能性を改めて浮き彫りにした。一方の茶臼山 1 は，暫定的ではあるがハ

分析個体番号 茶臼山１ 茶臼山３
CYAU1 CYAU1- 再 CYAU3

インデックス１ D501 D502 D506 D505 D503 D508

インデックス２ D712 D711 D707 D707 D705 D709

総ペアリード数（n） 103,564 56,768 58,513 82,893 296,325 449,466

ミトコンドリアDNA由来のリード数（n） 383 300 278 52 7,568 6,362

(%) 0.37% 0.53% 0.48% 0.06% 2.55% 1.42%

重複リードの除去、mapq20 後の
リード数（n） 243 214 204 28 5,678 4,453

ハプログループ推定（Haplogrep2.0）
（Quality） - M7a2a 

(0.5549)
H2a2a 

(0.5858) - D4m1 
(0.9528)

D4m1 
(0.9701)

ハプログループ推定 *1 (M7a2?) M7a2? M7a2? - D4m1 D4m1

Schmutzi による汚染率推定
 ［min, max］ - - - - 0

 [0-0.005]
0.02

 [0-0.075]

ハプログループと一致 / 不一致（n） 1/0 4/0 6/3 - 63/3 62/2

ハプログループ不一致 （%）
 ［95% 信頼区間］*1 0% 0% 33.3%

 [0-64.1] - 4.55%
 [0-9.57]

3.13% 
[0-7.39]

APLP M7a1? M7a2? D4*（a,b,e,g,h,j,o でない）

表 2　ミトコンドリア DNA 分析の結果

*1 Kanzawa-Kiriyama et al.［2017] の手法。茶臼山３の汚染率推定では Transversion サイトのみを用いて解析。
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プログループ M7a2 に分類された。M7a2 を含む M7a は縄文時代人の主要なハプログループのひ

とつであり［Adachi et al., 2011］，「縄文人的遺伝子型」とされる［Adachi et al., 2009］。現代日本人

でも本土で 7.5%，沖縄本島で 26 % の頻度で観察される［Tanaka et al., 2004］。このことから，茶臼

山 1 は母系系統で縄文系である可能性がある。これは，茶臼山 1 と 3 の母系の出自が大きく異なっ

ている可能性を示している。ただし，茶臼山 1 のデータは信頼性に乏しいことから，今後は追加分

析を行うなどして，茶臼山 1 からもより信頼性の高い結果を得る努力を続ける必要がある。

　讃岐の人類集団の成立史を詳細に解析することを目的として，今後は茶臼山 3 の核ゲノム分析を

予定している。核ゲノムには膨大な情報が含まれており，わずか 1 個体でも詳細な解析が可能であ

る［例えば，篠田他，2019；篠田他，2020b；篠田他，2020a 参照］。得られる核ゲノム配列を日本列島

の古代人・現代人のゲノムと比較することで，讃岐の人類集団の遺伝的背景とその成立過程がこれ

までより詳細に明らかになると期待される。そこから，考古学的知見と合わせた検証と議論を試みたい。
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図 2　茶臼山古墳人骨のリード末端の C/T，G/A の置換率及びリード長
A. 5‘末端及び 3’末端の置換率。B. リード長の分布。




