
257

調査研究活動報告

Ⅰ はじめに

　鹿児島県十島村宝島にある大池遺跡には，縄文時代中期中ごろに併行する遺物が出土する A 地

点と，縄文晩期最終末併行にかかる遺物が出土する B 地点がある［歴博研究報告 60，70 集を引用］。

1993 〜 1995 年に発掘調査が行われ，大池遺跡 B 地点（以下，大池 B）の箱式石棺墓からは，オ

オツタノハ製の貝輪を装着した熟年女性の人骨が１体出土している［歴博研究報告 60，70 集を引

用］。オオツタノハ製の貝輪は貝塚前期から南西諸島で広く用いられるが，その一方で南西諸島の

箱式石棺墓は西北九州から貝塚時代後期に伝播したとされる。そのため両系統の合流が，吐噶喇

列島の人類集団の遺伝構成にどのような影響を与えたのか，関心が持たれる。これまでの古人骨

由来の DNA 分析では，母系に遺伝するミトコンドリア DNA の一部領域が対象であったが［例

えば，Adachi et al., 2009, 2011］，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］。そこで今回は，NGS を用いて大池 B の

人骨のミトコンドリアゲノムの全周配列を決定し，この人物の遺伝的な特徴と両系統との関係につ

いての解明を試みた。

Ⅱ 材料および方法

1. 分析試料の選定と DNA 抽出

　箱式石棺墓から出土した人骨 1 体（大池 1 号）を分析対象とした。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，右

側頭骨から錐体部をサンプリングし，実験に用いた。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 1 cm 角で切り出し，破砕して試料粉末（約 200 mg）を採取した。DNA の

抽出は Adachi et al. ［2013］に従って行った。
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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

簡易分析を行い，その後に NGS（Next Generation Seqencer）による分析を行った。NGS による

分析のために，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。

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
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図 1　大池１号の APLP 分析の結果
バンドのパターンはハプログループ M7a を示す。
A. M セット。B. N セット。C. M7 セット。

schmutzi［Renaud et al., 2015］と Kanzawa-Kiriyama et al. ［2017］の手法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。

Ⅲ 結果

　APLP 法による簡易的な分析の結果，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 M7a1 に分類された。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行った。その結果，ハプログルー

プの M7a1a にさらに細分された（表 1）。ただし，サブハプログループに細分される変異を持たな

いことから，大池 1 号は M7a1a の祖型（M7a1a*）である。その一方で，個体特異的変異も確認さ

れている（表 2）。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。DNA

末端には明瞭な C/T の置換が見られ（図 2A），DNA 断片長も全体的に短いことから（図 2B），得

られた結果は古代人に由来する。DNA の汚染率も 0 〜 1.67 % と低いことが確認された（表 1）。
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Ⅳ 考察

　ミトコンドリア DNA ハプログループ 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］。今回，大池 1 号から

も M7a1a* が検出されたことから，母系系統では縄文系であると判断される。大池 1 号には，南

西諸島の系統であるオオツタノハ製の貝輪と，西北九州弥生からの影響と思われる箱式石棺の両

系統が認められる。沖縄本島の貝塚後期人骨では， M7a1 が主要なハプログループであり［篠田他，

2020a］，一方で西北九州弥生人では，縄文系のハプログループ M7a1a4 と渡来系のハプログループ

D4a1 がこれまで報告されている［篠田他，2017］。現時点では，沖縄本島の貝塚後期人骨のミトコ

ンドリアゲノムが未分析であることから，大池 1 号との詳細な系統関係は不明である。よって，大

池 1 号が母系系統で南西諸島と西北九州のどちらに帰属するのか判断できない。今後，貝塚後期人

骨のミトコンドリアゲノムが明らかとなることで，大池 1 号と両系統との関係はより詳細に議論で

きるであろう。

　別の解析手法として，大池 1 号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，2019，2020a，2020b 参

照］。今後，大池 1 号と並行して，沖縄本島の貝塚後期人骨の核ゲノム分析も予定している［篠田他，

2020a 参照］。それらの核ゲノム配列を比較することで，大池 1 号を含む南西諸島集団の遺伝的背景

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，文化要素との関係に

ついて検証と議論を試みたい。

表２　大池１号のミトコンドリア DNA ハプロタイプ

個体番号 ハプログループ 個体特異的変異
大池１号 M7a1a* A2833G, G15314A, A15758G

分析個体番号 大池１号
インデックス１ D501
インデックス２ D709
総ペアリード数（n） 98,315
ミトコンドリア DNA 由来のリード数（n） 8,728

（%） 9.61%
重複リードの除去，mapq20 後のリード数（n） 7,824
ハプログループ推定（Haplogrep2.0）（Quality） M7a1a　（0.9409）
ハプログループ推定 *1 M7a1a*
Schmutzi による汚染率推定 ［min, max］ 0 [0-0.005]
ハプログループ不一致 （%）［95% 信頼区間］ *1 1.67% [0-4.83]
APLP M7a1

表１　ミトコンドリア DNA 分析の結果

*1 Kanzawa-Kiriyama et al. ［2017］の手法。汚染率推定では Transversion　
　サイトのみを持ちいて解析。
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図 2　大池１号のリード末端の 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。




