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１ 実験背景 

 ヒトミトコンドリアND2遺伝子の5,178番目にはSNPが見られ、アデニン（5178A）である場合と

シトシン（5178C）である場合が存在するということが知られている。日本人では、渡来系（弥生系）

の人には5178Aが、先住民族とされる縄文系の人には5178Cがみられる。また、日本人の祖先は北

海道アイヌから流入してきたハプロタイプＮを持つ北方系縄文人と沖縄・九州地方から流入してき

たハプロタイプＭを持つ南方系縄文人との二系統に分類することができることが知られている。こ

れについてはヒトミトコンドリアND3遺伝子の10398番目の塩基を比較して、グアニン（10398G）

であれば南方縄文系、アデニン（10398A）であれば北方縄文系であるというように判別することが

できるとされている。 

 私たちは昨年度から本校理数科生徒を対象にmtDNAが母系遺伝であることに着目し、サンプルDNA

提供者とその母親の出身地情報から5178A/Cのどちらの多型を持つ集団がどの地域から移住してき

ているのかということを調査して世代間の集団構成の推移を予測してきたが、10398 多型による北

方南方縄文系の分布推移については未調査のままだった。 

 本年度は昨年度よりもデータの信憑性を高めるために全校生徒とその母親及び母方の祖母を調査

対象とし、本校生徒において縄文系弥生系がどのように分布しているのか調査を行うことを第一目

標とした。さらに今回調査したデータをもとに静岡県内で北方南方縄文系がどのように分布してい

るのか調査することを第二目標とした。 

                     

２ 実験方法  

（１） DNAサンプル回収 

本校全校生徒に耳垢、腕毛もしくは爪のサンプルと生徒と生徒の母親、生徒の母方の祖

母の出身地情報の提供の依頼をするために校内に校長先生を責任者とする倫理委員会を

設置した。サンプル提供の依頼、収集方法、収集日時、実験の範囲などを記した保護者あ

ての文書を作成し、委員会に提出して了解を得た。全校生徒に提供依頼の文書とサンプル

採取キットを配布し、耳垢の場合は綿棒を用いて採取し、1.5mlまたは0.5mlのエッペン

ドルフチューブに入れてもらった。キットには出身地記入用紙を折りたたんで同封しても

らうようにした。記入の方法は、個人を特定しうる筆跡が残らないよう地域名に丸を付け

るだけという方式をとった。サンプルは全部で183個回収することができた。 

（２） サンプルからのDNAの抽出と増幅 

 タンパク質を分解し、DNAのみを取り出すために、タンパク質分解酵素であるプロティ

ナーゼKを用いた。サンプルがツメの場合はコンタミを防ぐためにセラミックビーズ入り

のエッペンドルフチューブで攪拌し、表層を削った後同様の処理を行った。 

（３） DNAの増幅 

DNA増幅にはPCR法を用いた。サーマルサイクラーを使用し、94℃で２分間の熱変性を

行い、98℃で30秒間のDNA鎖の解離、53℃で30秒間のアニーリング、68℃で１分間の伸

長反応を35回繰り返した。PCR 法に用いた溶液は以下に示す。 

 



 

（４） 電気泳動  

PCR後、DNA の増幅を確認するために1.5％のアガロースゲルを用いて100Vで約30分

間電気泳動にかけ泳動が十分に行われていることが確認された後、 10,000倍に薄めた蛍

光色素（GelRed、Biotium社製）で30分間染色し紫外線蛍光装置で増幅を確認した。 

（５） 制限酵素によるDNAの切断処理 

今回は制限酵素Alu-1を用いることで多型の識別を行った。Alu - 1は塩基配列AGCTを

認識して切断する酵素である。目的の5178番周辺の塩基配列がAGCTとAGATであるため、

5178Cなら221bpと186bpと408bpに、5178Aなら221bpと594bpに切断される。同様に

10398番周辺の塩基配列がAACCとAGCTであるため、10398Aなら174bpに10398Gなら54bp

と120bpに切断される。 

    

図１ 制限酵素による処理の様子（5178A/C） 

   

図２ 制限酵素による処理の様子 （10398A/G） 

 

生じるDNA断片長のうち、長さの差が最も大きい5178Cの408bpと5178Aの594bpを、

10398Gの120bp及び54bpと10398Aの174bpを電気泳動で判別する。 

増幅したDNA５μlとAl u-1混合液（Al u-1、 L Beffer 、滅菌水を1：2：17で混

合） 

５μlをPCR用0.2mlエッペンドルフチューブに入れ遠心分離した後、37℃で一時間

溶液等 
添加量（µl）(1サンプルあた

り) 

Quick Taq HS Dyemix 12.5µl 

各DNA 1µl 

混合プライマー 

F primer : R primer : 滅菌水= 1 : 1 : 8 で

混合  
 

1µl 

滅菌水 11µl 

合計 25.5µl 

表1 PCR溶液の組成 



インキュベートした。 

（６） DNAバンドの確認  

 PCR後と同様の方法で、切断したDNAバンドの確認を行った。図３（5178多型）は100bP

ラダーマーカーの400bpに近い位置にバンドが現れれば5178C、600bpに近ければ5178A

となる。図3では右から5178C、5178C、5178C、5178A…となる 

 
           図３ 電気泳動結果 5178A/C 

 

３ 実験結果 

5178多型の結果を表に示す。183サンプル中171サンプルの解析に成功した。 

   

表２ 出身地別の結果（5178A/C） 

 

10398多型は、5178Cを示した89サンプル中42サンプルの解析に成功した。 

   

表３ 出身地別の結果（10398A/G） 

 

 



 

４ 考察  

 表２の結果から静岡県内だけを選び出し、グラフにまとめたものを図４にまとめる 

 

 
 

 

図４ 5178A/Cの結果を世代別に割合で示したグラフ 

 

この結果より、生徒、母親、母方の祖母の３世代において、5178Cと5178Aの割合はほとんど変

化せず、同じであると考えられる。このことは、世代を経るにしたがって5178A/Cの割合にほとん

ど変化はみられないだろうということも示している。 

 

表３の結果から静岡県内出身者だけを選び出し、グラフにまとめたものを図5にまとめる。 

 

 
 

 

図５ 10398A/Gの結果を世代別に割合で示したグラフ 

 

この結果より、祖母と母親の世代間では大きな変化はないことがわかる。一方、母親から生徒の

世代にかけて10398Gの割合が増加していることがわかる。このことから今後、静岡県内において南

方縄文系の遺伝子をもつ人の割合が増加している可能性があると考えられる。 

 

表２及び表３から弥生系、北方縄文系、南方縄文系の静岡県内出身者だけを選び出し、グラフに

まとめたものを図６に示す。 
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           図６ 5178A、10398G、10398Aの割合世代別で示したグラフ 

 

この結果から祖母の世代から母親の世代にかけては5178A、10398G、10398A ともに変化はほとん

どみられないが、母親と生徒の世代にかけては10398Gの割合が４％増加していることがわかる。こ

のことから今後、縄文系弥生系全体でみても南方縄文系の遺伝子を持つ人の割合が増加する可能性

があると考えられる。 

 

５ 反省・課題 

 反省すべき点は、データ数が十分でなかったこと、コンタミネーションが発生してしまった可能

性があること、実験期間の見通しが甘かったために10398多型をすべて解析することができなかっ

たことであろう。実験技術のさらなる向上に努めたい。 
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