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1　はじめに

　古代 DNAを対象とした研究は近年非常に活発に行われ、徐々に情報が蓄積されてきている。
これらの研究により古代人類集団や、植物・動物種の家畜化の理解・解明に、遺伝学的側面か
らアプローチすることが可能となった。しかしながら、南アジアは人類集団の歴史を解明する
上で重要であるにも関わらず、古代 DNAを対象とした研究成果が非常に少なく、その重要性
に対して情報量が極めて少ない。
　そこで遺伝班では、インダス文明期のヒトおよび家畜生物種に焦点を絞り、その古代骨を用
いて遺伝的背景を明らかにする。遺伝的背景を明らかにすることによって、インダス文明期以
降のインド亜大陸の人類集団、家畜生物種の変遷が明らかになると考えられる。
本報告では、研究に必要な実験環境の確立と、古代骨数点に関する結果を報告する。

2　実験方法の確立

実験方法の調査
　古代 DNAに関する研究は、1980年代から研究が行われており、最近では非常に盛んに研究
が行われている。これらの研究の中で用いられている手法は多岐に渡っており、まずはその手
法に関する情報収集を行った。
　古代 DNAの抽出法は、大きく分けて 2つの方法に分けることができる。一つは「Silica法」、
もう一つは「フェノール・クロロホルム抽出法」である。それぞれの方法はさらに細かく分類
され、最近では DNA精製用のキットも各メーカーから発売さている（表 1）。

抽出法の検討
　表 1に挙げたように、古代 DNAの抽出法に関しては多くの方法が知られており、サンプル
によって各抽出法の適不適があることも知られている。そこで、研究室内での抽出法の確立
に際し、① phenol-chloroform DNA-extraction、② QIAquick purification,1998 , Dongyay Yang et al 、③
Silica method, 2007a, Nadin Rohland and Michael Hofreiterの以上の 3点を検討することにした。なお、
これらの 3点に焦点を当てた理由として、方法として多く用いられていること（①、③）と、
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作業が簡便である（②）ということが挙げられる。なお、キットは作業としては簡便であるが、
サンプルごとに保存状態が異なった場合の抽出条件の変更・応用に不向きであることから今回
は検討に用いなかった。
　まず phenol:chloroform DNA-extractionを、インダス文明期の家畜ウシサンプルを用いて検討
した。手順は Sato et al., 2007の論文を参考にした（図 1）。粉にしたサンプルを脱灰することで、
骨に含まれる余分なカルシウムを取り除くことができる。脱灰作業後に遠心して得られる沈殿
を用いて今後の実験を行う。しかしながら、今回用いている家畜ウシのサンプルは脱灰作業の
結果、ほとんどが溶液中に溶けてしまい、フェノール・クロロホルム抽出に用いる粉末量が非
常に少なくなることが分かった（図 2）。このことから、今回用いているインダス文明期の古
代骨サンプルの場合は、含まれている DNAが脱灰により溶液中に多く溶出している可能性が
考えられ、本研究で適切な方法であるとは言いがたい。
　次に QIAquick purificationを検討した。この方法は非常に簡便であり作業ステップも少ないこ
とから、外部からの現代 DNAの混入を防ぐ意味では非常に有用である。手順は Yang et al., 1998

を参考にした。作業によって抽出液が得られたが、抽出液が着色し、骨の不純物が取り除けて
いないことは明らかであったことから、簡便ではあるものの本研究で適してはいないと判断し
た。
　最後に Silica methodを検討した。手順はNadin Rohland and Michael Hofreiter , 2007aを参考にした。
作業過程に問題点は無く、抽出液を正確に得ることができた。一般に、Silica methodでは、フェ

図 1

フェノール・クロロホルム抽出法 phenol:chloroform DNA-extraction Sato et al, 2007　他
Silica法 Glassmilk Hummel et al. 2002　他

Silica method Hoss and Paabo 1993  他
QIAquick purification Yang et al. 1998

QIAamp 1 DNA Stool Mini Kit Shinoda et al. 2006　他
Geneclean Kit Igawa et al. 2009, Shinoda et al. 2006

Fast ID DNA extraction Kit Adachi et al. 2009

silica-filter columns Keyser-Tracqui and Ludes 2003

フェノクロ法　＋　Silica法
phenol-chloroform-isoamyl alcohol + Silica 

extraction 
Kemp et al. 2007　他

表 1　古代 DNA の抽出法
これまで多くの手法で抽出が行われており、表の方法はそれらの内の代表的なものである。
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ノール・クロロホルム抽出法に比べて DNAの回収率が悪いとされているが、Nadin Rohland 

and Michael Hofreiter, 2007bの論文では、Silica methodが最も骨からの不純物の混入を最小限に抑
え、その後の過程への影響が少ないことが示されていることから、今回の古代 DNAの抽出に
際して最も適切な方法の候補として挙げられる。

抽出法の決定
　続いて、Silica methodによって骨に残される DNAがきちんと回収されているかを検討する
ことにした。抽出液から、ウシ特異的な primer（AN2F:16022-16041, 5ʼ-GCCCCAT GCATATA-

AGCAAG-3ʼ, AN1R:16178-16159, 5ʼ-CACGCGGCATGGTAATTAAG-3ʼ）, S. Troy et al, 2001を用いて
PCRによる増幅を試みたが、目的の長さの配列を得ることはできなかった。
　そこで手法を変えて、インダス文明期のウシ骨サンプルの粉を含む溶液に、精製済のニワ
トリ DNAを混入させ、先ほどと同様の手順で抽出液を得た。抽出液から、ニワトリ特異的な
primer(5ʼ-ATTTATTGATCGTCCACCTC-3ʼ, 5ʼ-CATCTTGGCATCTTCAGTGCC-3ʼ ), Komiyama T et 

al, 2004を用いて PCRを行い、増幅が行われるかを確認した（図 3）。この過程は、以下の二つ
の点で意味を持つ。まず一つは、Silica methodによって正確に DNAが回収されているかを確認
するためである。もう一つは、古代骨に含まれている PCR阻害物質がこの方法で取り除かれ
ているかどうかを確認するためである。これらの実験の結果、抽出液からニワトリ DNAの増
幅を行うことができた（図４）。このことから、インダス文明期の古代骨サンプルを用いると
きは、Silica methodが最も適していると考えられる。

3　実験環境の整備

　古代骨を用いた遺伝学的研究を行う際の最大の注意点は、外部からの DNAの混入である。

図 3

図 2
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これには二つの場合が考えられ、一つは現在の生物の DNAが混入する場合で、もう一つは既
に PCRによって増幅した別の古代骨サンプルの DNAが混入する場合である。
　以上の問題を解決するために、古代骨実験専用の実験器具が必要とされた。2009年度は、
実験手法の確立と実験環境の整備に重点を置いていたことから、外部からの DNA混入に大き
な影響を受けないウシ骨サンプルを中心に用いた。予定としては、2010年度にヒトのサンプ
ルを用いることが可能な実験環境を整備する計画である。新たに用意した実験器具としては主
に、ドリル、グローブボックス、DNAワークブースである（図５）。
　その他実験で使用する器具・試薬については、以下に記すように、通常の実験よりも厳重に
取り扱うことを徹底した。器具については、乾熱滅菌できるものは 200℃、12時間で混入して
いる DNAを完全に破壊した。乾熱滅菌できないものは、器具をあまり外部と接触が無いよう

図 4

図 5
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に保存し、使用する際には 254nm波長の紫外線で最低 15分照射することで DNAを脱プリン
し、PCRによる増幅反応に影響が無いようにした。試薬については、他の研究者と共有せず、
専用の試薬とし、試薬から溶液を調製するときには、クリーンベンチ内の綺麗な環境で作業を
行った。

4　実験結果

実験サンプル
　外部からのDNAの混入の影響が少ない、インダス文明期の家畜ウシの骨を用いて実験を行っ
た。骨のサンプルは、ファルマーナー遺跡で得られたものを用いた。サンプルの状態は、歯の
サンプルは亀裂の入っているサンプルがほとんどで、粉砕しているものも多くあった。歯髄内
部に土が侵入しており、DNAの抽出は困難であるように思われた。骨のサンプルは計 3点あり、
部分的に割れていたことから、骨内部への土の侵入が見られた。

実験方法
　サンプルをグローブボックス内に持ち込み、用意したサンプルの表面の土を、紫外線滅菌し
たプラスチックのブラシで落とす。次に、表面をダイヤモンドドリルで１ｍｍ削る。内部の骨
をダイヤモンドドリルで削って粉にし、回収する。
回収した粉を用いて、Nadin Rohland and Michael Hofreiter , 2007aの論文を参考にし、抽出液を得
た。簡潔に述べると、まず、100mg～ 500mgまでの粉を、proteinaseKを含む 0.5M EDTA溶液
2~10mlに入れ、一晩室温でゆっくり撹拌する。溶液を遠心して上清を回収し、４倍量の Bind-

ing bufferと 100μ lの Silica pelletを入れ、pH 4.0で 3時間ゆっくり撹拌する。遠心して Silica 

pelletをWashing bufferで二度洗浄し、15分乾燥させる。最後に Tris-EDTA溶液 50μ lを混ぜて
DNAを溶出し、DNAを含む抽出液を得た。
　抽出した溶液を用いて、PCRを試みた。PCRの条件は、最終量を 20μ lとし、HotStart Ex-

Taq kitを用いた。buffer 2μ l、dNTP 0.8μ l、primer各 0.25μM、HotStart ExTaq polymeraseを 0.1

μ l、抽出液を 2μ l用いた。PCRのサイクルは、94℃ 5分のプレヒートをし、その後 94℃ 30

秒、60℃ 30秒、72℃ 30秒を 30サイクル行い、最後に 72℃ 5分、4℃の手順で行った。PCR後
溶液を用い、2nd PCRを行った。buffer 2μ l、dNTP 0.8μ l、primer各 0.5μM、HotStart ExTaq 

polymeraseを 0.1μ l、1st PCR溶液を 2μ l用いた。PCRのサイクルは、94℃ 5分のプレヒート
をし、その後 94℃ 30秒、60℃ 30秒、72℃ 30秒を 30サイクル行い、最後に 72℃ 5分、4℃の
手順で行った。
　PCR反応後の溶液を、2.0％アガロースゲル電気泳動を行い、目的の配列があるかを確認した。
目的の配列と思われるバンドが見られる場合には、その後の配列決定まで行った。配列決定に
は ABIの 3130xlを用い、メーカー推奨のプロトコルに従った。

結果
　歯のサンプル 4点、骨のサンプル 3点を実験に用い、複数回の抽出と PCRによる増幅を試
みたが、目的の配列を得ることはできなかった。
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今後の展望

　今回用いた家畜ウシの古代骨サンプルからは、目的の DNAを得ることはできなかった。こ
のことから、この遺跡から得られたサンプルから DNAを得ることは難しいことが示唆された。
この遺跡の古代骨サンプルからの DNA抽出を目標とするならば、より状態の良いサンプルを
用いる必要がある。また、インドという気候上、DNAの保存には厳しい条件であることから、
確実に古代骨から DNAを得るためには、先に述べた条件のほかに、より新しい時代のものや
より寒冷な地域のサンプルを使用することが望ましい。また、外部と閉鎖された構造の歯や、
大腿骨などの大きなサンプルはよく DNAが保存されていることが一般に言われていることか
ら、それらのサンプルを使うことも今後検討していかなければならない。
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