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Ⅰ はじめに

出水貝塚は鹿児島県出水市にある縄文時代後期の遺跡である。1919 年には貝塚である事が確認

されており，1954 年には本格的な発掘調査が行われ，4 体の人骨が出土した［鹿児島県教育委員会

2005］。この出水貝塚人骨は，現状では南九州で出土した最古の人骨だと考えられており，この時

代の九州縄文人の遺伝的な特徴を知るための貴重な資料である。そこで今回は，これらの人骨のう

ち，鹿児島女子短期大学が保管する 1 号から 3 号の 3 体の DNA 分析を行うことにした。

更に南九州の縄文人の遺伝的な特徴を明らかにするために，同じく鹿児島県垂水市にある柊原貝

塚から出土した縄文時代後期の 1 体も同時に解析することにした。この貝塚は，県の農道整備事業

に伴う発掘調査によって発見されたもので［峰ほか 1999］，1997 年の調査では合計で 3 体の人骨が

発見されている。今回はそのうちの 3 号人骨を分析の対象とした。

我々は，過去 2 年間の研究で北部九州と南西諸島の縄文時代相当期の人骨の DNA 分析を行って

きた。その結果，この時代の人骨の持つミトコンドリア DNA は，ほとんどが M7a1 系統であるが，

南西諸島と北部九州の系統は 1 万年以上前に分岐した異なるものであることを明らかにしている

［篠田ほか，2019］。しかしながら南九州の縄文人に関しては，これまで DNA 分析の報告が無く，

北部九州と南西諸島集団のどちらの系統に属するのかが判明していない。そこで本研究では，両遺

跡から出土した人骨の持つミトコンドリア DNA の系統を詳細に分析することで，この問題の解明

を目指すことにした。

Ⅰ 材料および方法

これまで古人骨の DNA 分析では，容易に採取することが出来てレプリカの作成も簡単なこと，

内部には外在性の DNA が含まれず，コンタミネーションの影響を受けにくいことなどの理由から，

歯をサンプルとすることが多かった。しかし近年，側頭骨の内耳を囲む骨性部分には，歯よりも多

くの DNA が含まれている事が明らかになっている［Pinhasi et al. 2013］。そこで今回の分析でも，

サンプリングに際しては内耳部分が含まれる側頭骨の錐体を用いることにした。ただし，頭骨から

出水貝塚・柊原貝塚
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錐体部を分離することが出来ない個体に関しては，臼歯を採取した。実験に用いたサンプルを表 1

に示した．出水貝塚の 3 体はいずれも側頭骨を用い，柊原貝塚の 1 体は臼歯を用いている。

今回の分析では，出水貝塚出土人骨については，APLP 分析（Amplified Product-Length Poly-

morphism method, ［Kakuda et al. 2016］と次世代シークエンサ（NGS）を用いたミトコンドリア

DNA の全塩基配列の決定を行ったが，柊原貝塚出土人骨については，時間の関係で APLP 分析の

みを行った。なお，DNA 抽出，APLP 分析および NGS によるミトコンドリア DNA の分析は［篠

田ほか 2020］に従って行った。

Ⅱ 結果

1．出水貝塚人骨のミトコンドリアDNA分析

分析した 3 体の人骨のうち，APLP 解析では，2 号と 3 号で結果を得た（表 1）。細分 APLP 分

析によって，いずれもハプログループ M7a1 であることが判明した（図 1）。更に今回はサンプル

の重要性を考慮して，結果の出なかった 1 体を含む 3 体すべてのライブラリを作成し，NGS を用

いたミトコンドリア DNA の全塩基配列の決定を試みた。その結果，APLP 分析では結果の得られ

表１　実験に用いたサンプルとAPLP分析の結果

※ ND は結果が出なかったことを，―は実験をしなかったことを示す

No. 遺跡名 サンプル名 採取部位 備考 M/N 細分APLP

1 出水貝塚 1 号 右側頭骨 ♂ ND ―
2 出水貝塚 2 号 左側頭骨 ♀ M7 M7a1
3 出水貝塚 3 号 右側頭骨 ♀ M7 M7a1

4 柊原貝塚 97-3 右上顎第 3
大臼歯 D（D4 でない） D（D4?，D5，D6，D4j ではない）

図1　出水貝塚APLP解析結果

なかった 1 号を含めた全てのサンプル

でミトコンドリア DNA の全塩基配列

を決定することが出来た（表 2）。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 DNA 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 であるかどうかの判断材料とな

る。

図 2A は鹿児島県出水貝塚から出土

した 3 個体の塩基断片の末端の配列を
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リファレンス DNA と比較して，本来シトシン塩基と考えられる塩基がチミン塩基として観察され

た（以下 C/T と記載）数と，その相補的な置換であるグアニン塩基がアデニン塩基に置換された（以

下，G/A と記載）数を示している。結果を見ると 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と判断で

きる。

3 体の持つハプログループは，いずれも M7a1 系統に属しており，2 号と 3 号については APLP

分析の結果と一致している。ただし 2 号に関しては，ハプログループの特異的な変異と一致しない

リードが多く，汚染率も高めなので，他の 2 個体よりも結果の信頼性は低い。このような場合，原

因としては次世代シークエンサでのシークエンス時に生じるインデックスホッピング（インデック

スのミスアサインメントによる他個体のデータの混入）の可能性が考えられるが，残念ながらその

原因となったと考えられる汚染源のハプログループは特定できなかった。しかし総合的に考えて，

本データについてはその可能性は低いと判断した。一方，1 号，3 号は回収されたミトコンドリア

DNA のデータ量も多く，コンタミ率も低いことから，次のステップである核 DNA が可能である

と考えられた。

2．柊原貝塚出土人骨のAPLP分析の結果

柊原貝塚出土人骨ではマクロハプログループを決定するプライマーセットでの解析の結果，D4

ではないハプログループ D に属することが判明したので，引き続きハプログループ D を細分する

プライマーセットでの判定を行った。しかし，このプライマーセットでの分析では，逆に D4 であ

る可能性も指摘され，サブハプログループを確定することは出来なかった（図 3）。

これまで我々が行った縄文人の DNA 分析では，ハプログループ D が見つかることは極めて稀で，

北海道を除けば D4b 系統のみが見いだされている。従って本サンプルをそれとは異なるハプログ

（1） ［Kanzawa-Kiriyama et al. 2017］の手法による

表 2　NGSを用いたミトコンドリアDNA分析の結果

分析個体 出水１ 出水２ 出水３ 柊原貝塚

総ペアリード数（n） 239,427 408,973 501,720 228,239
ミトコンドリア DNA
由来のリード数（n） 18,909 48,908 111,171 81,750

（%） 8.51 % 12.53 % 23.24 % 41.62 %
重複リードの除去，
mapq20 後のリード数（n） 6,140 13,163 38,844 18,215

ハプログループ推定
（Haplogrep2.0） M7a1a M7a+16324 M7a1a2 Ｍ

（Quality） 0.9902 0.9104 0.9741 0.9604

ハプログループ推定（1） M7a1a* M7a1a2 M7a1a2 M7a1a"
Schmutzi による汚染率推定
 ［min, max］ 0.340 ［0.295-0.385］ 0.285 ［0.250-0.320］ 0.130 ［0.105-0.155］ 0.165［0.125-0.205］

ハプログループ不一致（%） 
［95 % 信頼区間］ （1） 1.08 % ［0-3.11］ 8.78 % ［6.48-11.09］ 1.35 % ［0.72-1.98］ 15.79%［12.51-19.07］

ハプログループ M7a1a* M7a1a2 M7a1a2 M7a1a*
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ループ D の系統に属すると判断するには，更なる解析が必要である。結果が安定しないことも含

めて，現段階では確定的な結論を出すことは難しい。出水貝塚人骨で見たように，APLP 分析で結

果の出ないサンプルでも NGS を使うと分析が可能になることもある。本サンプルについても，近

い将来に出水貝塚のサンプルと同様の NGS を用いてのミトコンドリア DNA の全塩基配列の決定

と，核 DNA の解析を実施することにしたい
（1）

。

Ⅲ 考察

ミトコンドリア DNA の全配列が決定できた出水貝塚 3 体の結果をもとに考察を進める。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る［Adachi 

et al. 2011］。そのため「縄文人的遺伝子型」と認識されている［Adachi et al. 2009］。現代日本人で

も本土で 7.5 %，沖縄本島で 26 % の頻度で観察されており，本土日本と南西諸島では明確に頻度

分布に違いがある［Tanaka et al. 2004］。

これまでに我々が行った分析から，南西諸島の貝塚前期の遺跡から出土した人骨のほとんどがこ

のハプログループ，特にサブグループである M7a1a を持っていることが分かっている［篠田ほか

2019］。また九州の縄文人や，縄文人の系統を引くと考えられている西北九州弥生人にも，ハプロ

グループ M7a1a を持つものが存在するが［篠田ほか 2017］，これまでの系統解析では北部九州と南

西諸島には共通する系統はない。

出水貝塚人骨の持つ M7a1a を他の九州と沖縄の縄文から弥生時代のそれとを合わせて系統樹を

描いてみると，出水貝塚人骨は南西諸島の集団の系統ではなく，北部九州の縄文人や弥生人が持つ

系統に属することが判明した［篠田ほか 2021］。出水貝塚は鹿児島県北部，熊本県との県境に近い

場所に位置しており，北部九州の系統に近いことは不思議ではない。今回の分析で，縄文時代にお

図3　回収された塩基配列の長さ
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ける九州本土と南西諸島の集団の遺伝的な違いがより明確になった。今後，更に南九州の縄文人の

DNA データを蓄積していけば，九州から沖縄にかけての基層集団の成立の精緻なシナリオを描く

ことができると考えられる。今後の課題としたい
（2）

。
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註

（ 1 ）――本稿提出後に行った NGS を用いたミトコンドリア DNA 全配列の分析によって , 柊原 97-3 号がもつハプロ

グループも M7a1a であることが判明した（結果については表 2 に示してある）。したがって分析した出水貝塚と柊原

貝塚のすべての縄文人が M7a1a 系統であることが判明した。

（ 2 ）――柊原貝塚縄文人のミトコンドリア DNA ハプログループの系統は，M7a1a の根幹部分から T720C の変異だ

けを持っていた。現時点でもその変異を共有する M7a1a の個体は現代人，古代人いずれからも見られず，この個体

が九州か南西諸島のどちらの系統を引くのかは，ミトコンドリア DNA だけからは判定できなかった。
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図２　配列の末端におけるC/TおよびG/Aの置換
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