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Ⅰ　はじめに

日本人の成立に関しては，形態学的な研究から弥生時代に大陸から朝鮮半島経由で北部九州に渡

来した大量の渡来人が在地の縄文系集団と混血して成立したという，いわゆる「二重構造説」が唱

えられている［Hanihara 1991］。その後二重構造説は，現代人を対象とした DNA 研究や，古人骨

の DNA を分析対象とした古代 DNA 研究からも支持されており［Japanese Archipelago Human 

Population Genetics Consortium et al. 2012; Adachi et al. 2009］，本土の日本人の成立の大枠を説明す

るものとなっている。一方で，例えば弥生人の歯の形態学的分析から，渡来系集団の影響と拡散の

状況には地域差があることが示されているが［松村 2003］，日本列島で弥生時代から現在までどの

ように混血が進行したのか，依然として不明な点は多い。

これまでは，主に骨の形態学的な研究によって，人骨の出自や近隣集団との関係，混血に関する

推定がなされてきた。しかしながら，2010 年に次世代シークエンサ（NGS: Next Generation Se-

quencer）が古代 DNA 研究に導入されるようになると，骨の形態と比べてはるかに膨大な情報を

持つ DNA を用いた解析が可能となった。それにより，現代の本土日本人の DNA のおよそ 12 % が，

在来集団である縄文人に由来することが明らかとなっている［Kanzawa-Kiriyama et al. 2017］。

本研究では，猪目洞窟遺跡から出土した人骨に着目した。猪目洞窟遺跡は，DNA 情報が欠落し

ている山陰地方に位置し，同じく日本海側に面する北部九州の古代人［篠田ほか 2017，2019］との

遺伝関係に関心が持たれる。また，大谷らが「餘りにも保存良好で，比較的新しく埋沒したのでは

ないかと疑わしめる程である」［大谷ほか 1949］と報告したことから，DNA 分析でも良好な結果が

期待される。そこで，古墳時代とされる人骨 7 個体について，次世代シークエンサを用いてミトコ

ンドリア DNA 分析を行い，さらに保存状態が特に良い 2 体について核 DNA 分析を進めてきた。

今回，その成果報告を行う。
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Ⅱ　材料及び方法

1．分析サンプルの選定

1948 年の発見・調査時，1 号～ 16 号人骨の出土層が確認されたが，その後に骨が入り混じり，

多くの個体で個体判別が不可能な状態となっている。今回は，個体判別されている13号人骨および，

個体番号不明となっている試料 6 点の計 7 点の分析の機会を得た（表 1）。個体番号不明試料から

のサンプリングでは，個体が被らないように選定した（以下，表 1 の「DNA 分析番号」の表記に

従う）。個体判別されている弥生時代の 14 号人骨以外は古墳時代とされることから，本研究で選定

した人骨は古墳時代に属する試料としてサンプリングした。ただし，［濵田ほか 2021］が報告する

ように，年代測定を行った猪目 13 号，猪目 3-2-1，猪目 3-2-2 の年代幅は 1000 年近くに上ること

が明らかとなっており，年代測定していない残りの 4 個体も，古墳時代でない可能性もあることに

留意したい。

2．分析方法

側頭骨からの DNA 抽出に関しては，猪目 3-2-1 と 3-2-2 は錐体部上面から 1cm 角のブロック

切りで内耳を含む領域をサンプリングした。猪目 13 号，3-3-1 は，骨の形状をなるべく壊すこと

なく行う為に，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 200mg）を採取した。臼歯はレプリカを作成後，歯冠と歯根の間で切断し，歯冠内

部を削り取ることで同量のサンプルを採取した。DNA の抽出は［Adachi et al. 2013］に従って行っ

た。

最初に抽出した DNA 溶液に解析に充分な量の DNA が残っているかを確認するために，APLP 

法（Amplified Product-Length Polymorphism method） ［Umetsu et al. 2005］によるミトコンドリ

試料番号 ＤＮＡ分析番号 年代分析番号（1） 使用部位
較正年代（cal BP）（ΔR=0）

１σ ２σ

13 号人骨 猪目 13 号 SNIIM-13 左側頭骨 2310-2120 2315-2120

木箱３ 
人骨 1-1 猪目 3-1-1 ― 左下顎第 2 大臼歯 未分析 ―

木箱３ 
人骨 1-2 猪目 3-1-2 ― 左下顎第 3 大臼歯 未分析 ―

木箱３ 
人骨 2-1 猪目 3-2-1 SNIIM-3-2-1 左側頭骨 1385-1340 1400-1315

木箱３ 
人骨 2-2 猪目 3-2-2 SNIIM-3-2-2 左側頭骨 1230-1095 1240-1070

木箱３ 
人骨 3-1 猪目 3-3-1 ― 右側頭骨 未分析 ―

木箱１ 
人骨 1- １ 猪目 1-1-1 ― 左下顎第 1 大臼歯 未分析 ―

（1） ［濵田ほか 2021］

表１　解析した猪目洞窟遺跡出土のサンプル
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ア DNA ハプログループ分析を行った。方法は［安達ほか 2014］と［Kakuda et al. 2016］の方法に従っ

て実行した。

抽出 DNA を次世代シークエンサ（NGS：Next Generation Sequencer）で分析するために NGS

分析用ライブラリの作成を行った。作成時には，まず DNA 末端に見られる古代 DNA 特有の脱ア

ミノ化を検出するために，“no uracil‒DNA‒glycosylase treatment” （以下，no-UDG）で作成を行

い［Matsumura et al. 2018］，検出後の追加作成では［Rohland et al. 2015］の“partial uracil‒DNA‒

glycosylase treatment”（以下，half-UDG）にてライブラリ作成を行った。

本研究では，NGS用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，

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。ミトコンドリア DNA および核 DNA のシークエンス，データ解析は［神

澤ほか 2021］に従った。核 DNA のシークエンスは，ヒト由来の DNA の割合の高い試料を選定し

て実施した。

Ⅲ　結果

1．APLP分析の結果，およびNGSによる分析で得られたリードの信頼性

分析に用いた試料 7 点のうち，猪目 3-3-1 以外のすべてから，APLP 分析で良好な結果が得られ

た（表 2）。NGS によるミトコンドリア DNA 分析でも，猪目 3-3-1 以外の個体からは，ミトコン

ドリア DNA にマップされたリードが多く得られた。得られたリードが古代人に由来するかを調べ

るために，リード長および C/T，G/A の置換率を調べた。その結果，リード長のピークは，いず

れのライブラリにおいても 40-73 bp と非常に短く（図 1），また古代 DNA の特徴である C/T，G/

A の置換が観察された（図 2）。ただし，猪目 3-1-2 は末端の置換率が他の個体と比べて低かった

ことから，現代人の DNA の汚染の可能性が疑われた。そこで，no-UDG 法 DNA ライブラリを新

たに作成し，汚染の可能性を検証した。その結果，末端への明瞭な置換が確認されたことから，猪

目 3-1-2 は DNA の保存状態が極めて良いために，末端の置換率が低いのだと推察された。以上の

結果から，猪目洞窟遺跡出土人骨から抽出された DNA は，これらの個体が本来持っていたもので

あると判断した。

表２　ミトコンドリアＤＮＡ分析の結果

（1）［Kanzawa-Kiriyama et al. 2017］

個体番号 猪目13号 猪目3-1-1 猪目3-1-2 猪目3-2-1 猪目3-2-2 猪目3-3-1 猪目1-1-1

インデックス ID D503-D710 D507-D701 D505-D712 D505-D703 D506-D704 D508-D706 D503-D702

総ペアリード数（n） 578,064 679,187 245,019 771,592 1,263,565 50,791 310,986

ミトコンドリアDNA 由来のリード数（n） 55,256 111,562 58,584 84,372 148,889 653 68,700

  （%） 9.79% 16.90% 24.31% 11.48% 12.40% 1.85% 22.62%

重複リードの除去，mapq20 後のリード数（n） 37,605 21,108 45,768 49,073 111,221 63 23,805

平均深度（x） 120.07 70.09 203.06 148.80 378.23 0.22 86.39 

ハプログループ推定（Haplogrep2.0）（Quality, %）M7a1a1a（99.08） D4g1（96.51） N9a2a1（97.07） M7a1a1a（99.08） D4b1a1a（98.98） ― M7a1a1a （99.08）

ハプログループ推定 （1） M7a1a1a 　　　D4g1* 　　　N9a2a1 　　　 M7a1a1a 　　　 D4b1a1a ― M7a1a1a

ハプログループ不一致，Tv，（All） （%） （1） 1.32%（1.60%）  0.00%（0.00%）  0.67%（3.43%） ‒   （0.51%） ‒ （0.89%） ― 0.00%（0.28%）

APLP M7a1 D4g N9a M7a1 D4b1 A?? M7a1
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図 1　猪目人骨から得られたDNAの断片長の分布
横軸は DNA 断片長，横軸は各断片長でのリード数。UDG 処理していない DNA ライブラリは

「No-UDG」と記載した。UDG 処理していない DNA ライブラリは「No-UDG」と記載した。



333

［島根県出雲市猪目洞窟遺跡出土人骨の核DNA分析］……神澤秀明・角田恒雄・安達 登・篠田謙一・斎藤成也

2．猪目洞窟遺跡人骨のミトコンドリアDNAハプログループ　

分析試料 6 点から，ハプログループ推定に十分なリード数を得ることができた。このデータから

推定された 6 点の持つハプログループは N9a，M7a，D4b1，D4g の系統に属し（表 2），APLP 法

による分析結果と矛盾ない。ハプログループを決定する SNP（一塩基多型：single nucleotide 

polymorphism）を用いて推定した現代人 DNA からの汚染率は，概ね 0-3 % であった。この数値は，

これまでの古代 DNA 研究で得られている汚染率と概ね違いはない（e.g. Sánchez-Quinto et al. 

2012; Fu et al. 2013）。最後に，個体特異的変異を比較した結果，M7a である猪目 13 号，3-2-1，

1-1-1 で同一の変異が認められた（表 3）。

3．核DNA分析を行う試料の選定

ミトコンドリア DNA 分析で良好な結果の得られた個体について，ヒト DNA 含有率を調べたと

ころ，側頭骨をブロック切りで採取した猪目 3-2-1 と 3-2-2 でそれぞれ 12.15 %，43.98 % と高頻度

で検出された（表 4）。その他の個体も含有率が 5 % 前後が多く，古代試料の中ではかなり高かった。

今回は時間的制約から，特に高い含有率だった猪目 3-2-1 と 3-2-2 の核 DNA 分析を試みた。

4．核DNAデータの信頼性，性別の判定およびY染色体ハプログループ

猪目 3-2-1，3-2-2 からそれぞれ，3365 万，2 億 9 千万のユニークリードを取得し（表 5），核

DNA の 42.32 %，98.83 % の領域の配列を決定した。DNA の平均深度はそれぞれ 0.53 と 5.60 となっ

た。現代人の DNA の汚染率は 1 % 以下と低頻度だった。次に， X 染色体と Y 染色体にマップした

リード数の比から性別を判定したところ，猪目 3-2-1 は男性と判断する基準である 10：1 から大き

試料 ハプログループ 個体特異的変異

猪目 13 号 M7a1a1a G14226A

猪目 3-1-1 D4g1* T125C, T127C

猪目 3-1-2 N9a2a1 G8959A, A10996T, A13827G

猪目 3-2-1 M7a1a1a G14226A

猪目 3-2-2 D4b1a1a T12879C

猪目 3-3-1 ― ―

猪目 1-1-1 M7a1a1a G14226A

表 3 　猪目洞窟遺跡人骨のミトコンドリアゲノムに見られたDNA 多型

個体番号 猪目13 号 猪目3-1-1 猪目3-1-2 猪目3-2-1 猪目3-2-2 猪目1-1-1

インデックス ID D505-D703 D506-D704 D507-D705 D505-D710 D506-D709 D501-D707

使用部位 左側頭骨 左下顎第 2
大臼歯

左下顎第 3
大臼歯 左側頭骨 左側頭骨 左下顎第 1

大臼歯
ヒト由来 DNA の頻度

（mapq30） 4.41% 0.34% 4.03% 12.15% 43.98% 5.27%

表 4　ヒト由来DNAの頻度
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く離れており，猪目 3-2-2 は 10：1 に近いことから，それぞれ女性，男性と判定した。猪目 3-2-2

の Y 染色体ハプログループは O1b2a1a1 に判定された。

5．集団の比較

主成分分析によって東アジアの現代人・古代人と比較した結果，猪目 2 体のプロットは現代日本

人の分布の範囲内となった（図 3）。より詳細に他集団との関係を明らかにするために，f4-statis-

tics による比較を行った。その結果，猪目洞窟遺跡の 2 体は現代日本人よりも統計的に有意に縄文

人に遺伝的に近かった（表 6）。

Ⅳ 考察

本研究では，猪目洞窟遺跡の人骨 7 点を分析し，6 点からミトコンドリア DNA，2 点から核

個体
番号

インデック
ス ID

総ペアリー
ド数（ｎ）

マージリー
ド数（ｎ）

mapq30，
重複リード
の除去後の
リード数（n）

X 染色体へ
マップした
リード数

Ｙ 染色体へ
マップした
リード数

Y/X 性別
Schmutzi
による汚染率
推定（%）

［min, max］

ハプロ
グループ
不一致
Tv(%)（1）

ANGSD
による汚染
率推定（%）

猪目
3-2-1 

D505-D710 145,748,795 138,841,102 12,025,516 555,394 343 0.1% 女性 0.0 %
［ 0.0-0.5%］ 0.00% ―

D501-D708 122,541,039 116,764,083 7,547,171 351,200 229 0.1% 0.0 % 
［ 0.0-0.5%］ 0.00% ―

D502-D707 127,570,141 120,595,973 8,237,751 382,563 272 0.1% 0.0 % 
［ 0.0-0.5%］ 0.62% ―

D503-D706 97,065,092 92,953,784 5,840,971 269,706 213 0.1% 0.0 % 
［ 0.0-0.5%］ 0.85% ―

猪目
3-2-2 

D506-D709 243,443,165 233,508,915 87,232,788 2,194,425 188,907 8.6% 男性 0.0 % 
［ 0.0-0.5%］ 0.31% 0.59%

D503-D702 218,094,302 213,204,087 74,644,739 1,877,813 162,277 8.6% 0.5 % 
［ 0.0-1.5%］ 0.57% 0.56%

D504-D701 178,704,765 174,734,804 62,807,483 1,579,915 137,547 8.7% 0.0 %
［ 0.0-0.5%］ 0.31% 0.48%

D505-D712 177,236,002 172,859,562 65,280,349 1,636,705 140,987 8.6% 0.0 %
［ 0.0-0.5%］ 0.41% 0.35%

表5 　核DNA分析の結果

（1）［Kanzawa-Kiriyama et al. 2017］

表6 　F4（アフリカ，縄文：猪目，テスト） の比較結果
* 統計的に有意な場合（Z>|3|）は色を付けて強調した。

A）F4（アフリカ，縄文：テスト，本土日本人）
外群（O） 集団 1（P1） 集団 2（P2） 集団 3（P3） F4 Z SNP 数 標準誤差

ムブチ 船泊 23 号 猪目 3-2-2 本土日本人（東京） -0.000785 -4.798 4716130 0.000164
ムブチ 船泊 23 号 猪目 3-2-1 本土日本人（東京） -0.000786 -4.661 2059327 0.000169
ムブチ 船泊 23 号 下本山 2 号 本土日本人（東京） -0.003332 -5.701 29037 0.000585
ムブチ 船泊 23 号 下本山 3 号 本土日本人（東京） -0.003603 -14.231 249094 0.000253

B）F4（アフリカ，縄文：猪目，古代日本人）
外群（O） 集団 1（P1） 集団 2（P2） 集団 3（P3） F4 Z SNP 数 標準誤差

ムブチ 船泊 23 号 猪目 3-2-1 下本山 2 号 0.003465 3.002 14020 0.001154
ムブチ 船泊 23 号 猪目 3-2-1 下本山 3 号 0.00252　 5.698 111950 0.000442
ムブチ 船泊 23 号 猪目 3-2-2 下本山 2 号 0.002906 3.803 28863 0.000764
ムブチ 船泊 23 号 猪目 3-2-2 下本山 3 号 0.002867 8.502 247474 0.000337
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DNA の分析に成功した。この高い成功率は，試料の良好な保存状態によるものと推察される。母

系系統のミトコンドリア DNA のハプログループは，在地の縄文系に由来するハプログループ M7a

と，渡来系由来のハプログループ N9a，D4b1，D4g が検出された。男系系統の Y 染色体でも，渡

来系に由来するハプログループ O1b2a1a1 が見られ，ミトコンドリア DNA の結果と矛盾しない。

O1b2a1a1 を含むハプログループ O1b2 は，現代の本土日本人と韓国人にそれぞれ 29.3 % と 31.4 %

と高頻度で見られる主要なハプログループであり，その他の北東アジアや東南アジアの集団でも低

頻度で見られる［Kim et al. 2011］。O1b2 の中でも，祖型とそのサブハプログループ O1b2a1a1 の出

現頻度は，本土日本人と韓国人で異なることが知られており（本土日本人で 7.7 % と 22.0 %，韓国

では 33.3 % と 4.0 %）［Hammmer et al. 2006］，本土日本人に特徴的なハプログループは猪目の人骨

にも見られた。以上の結果は，猪目集団が在地の縄文系と渡来系が混血した集団であることを示す

と共に，現代日本人へ遺伝的に繋がる系統であることを直接的に示している。核 DNA データを用

いた主成分分析から，猪目 3-2-1 と 3-2-2 での混血度合いは現代本土日本人（東京）とほぼ同程度

と推察された。しかしながら F4-statistics では，猪目洞窟遺跡の 2 体は現代本土日本人（東京）よ

りも縄文的であったことから，混血がまだ充分に進んでいなかったことが明らかとなった。

［濵田ほか 2021］によって，今回 DNA 分析した個体の年代は 1000 年近く幅があり，猪目 13 号は

弥生時代中期まで遡ることが明らかとなった。猪目 13 号の DNA の保存状態も良好であり，核

DNA 分析に適している。このことから，猪目洞窟遺跡埋葬人骨の弥生時代から古墳時代までの遺

伝的変遷を解析することが今後可能である。また，年代測定を行っていない猪目 3-1-1，3-1-2，

1-1-1 についても十分核 DNA 分析が可能である。今後，これらの個体についても年代分析と核

DNA 分析を行うことで，猪目集団の成立についてより詳細に明らかになるだろう。その先駆けと

なるが，ミトコンドリア DNA 分析で興味深い結果が得られた。猪目 13 号，3-2-1，1-1-1 の 3 体

は共に M7a1a1a に分類されたが，3 体はミトコンドリア DNA 全配列でも完全に同一の配列であっ

た。通常，一つの遺跡で複数個体から同一の配列が得られた場合，それらは母系系統で血縁関係に

あると判断するのだが，年代分析では 13 号は前 4 ～ 2 世紀，3-2-1 は 6 ～ 7 世紀と時期が離れて

いる。つまり，猪目遺跡には母系系統で遺伝的に類似の集団が長期に渡って埋葬されていたと考え

られる。また，6 個体中 3 体が同一のハプログループであることから，遺伝的多様性は低い。対照

的に，鳥取県の青谷上寺地遺跡の弥生時代後期人骨 36 体のミトコンドリア DNA 分析では，様々

なハプログループが検出されており，遺伝的多様性が高い［神澤ほか 2021］。今後，両遺跡の人骨

の核 DNA を比較することで，両集団の成立過程について，より詳細な検証が可能となるだろう。 

今回，猪目 3-2-2 からドラフト DNA の取得に成功し，平均深度 5.60 でデータを得た。DNA の

保存状態は古代試料の中では飛び抜けて良い試料の一つであることから，今後，追加のシークエン

スで高精度 DNA を取得し，表現型や疾患関連，集団動態などの解析を試みたい。今後の課題とし

たい。

猪目洞窟遺跡は，弥生時代から古墳時代までの人骨が出土しており，山陰地方の遺伝的変遷に関

して重要な知見をもたらすと考えられる。今後さらに詳細な解析を行うことで，日本列島集団の形

成史はこれまでより明らかとなるだろう。本研究がその一助となれば幸いである。
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図2　猪目人骨のリード末端の C/T，G/A の置換率
キャプチャ後，ミトコンドリア DNA にマッピングされたリードの末端の置換率を示す。横軸
は末端からの距離，縦軸は各距離での置換率。UDG 処理していない DNA ライブラリは「No-
UDG」と記載した。その他の DNA ライブラリは作成時に UDG 処理している。リファレンス
でシトシン（C），古代 DNA でチミン（T）となる塩基置換の頻度を，末端からの距離ごとに
示す。3' 末端からの場合は，リファレンスでグアニン（G），古代 DNA でアデニン（A）とな
る。猪目3-3-1を除くすべての個体で，古代 DNA に特有のダメージが見られた。猪目3-1-2は，
Half-UDG 法で末端の置換率が他個体より低いが，No-UDG で明瞭な置換が検出された。  
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図3　主成分分析による古代人と現代人の比較
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