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古代ニホンザルのDNA分 析
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導入

本研究で は,列 島内で のニホ ンザル の成立 と分布域消長 の歴史 を探 るため,遺 跡か ら発掘 され

る骨片 な らび に狩猟 で採取 され た毛皮な どに残 るミ トコ ン ドリアDNAのD一 ループ可変領域の

塩基配列 を標識 として,現 生のサル と過去のサルの比較 を行 う。特 に東北地方 のニホ ンザル の過

去分布 に関す る調査 を 目標 とす る。現生 のニホ ンザルの調査結果 によれば,東 北地方 のニ ホンザ

ル では ミ トコン ドリアDNAの 均一性 が著 しく高 く,こ の原 因は最終氷河期以後 の分布地域 の拡

大 にある と想像 され ている。しか し,現 在東北地方で はニ ホ ンザル 生息域 が寸断 され,絶 滅が危

惧 され る状態 にある。そ こで本研究で は,な るべ く広 い地域 と異 なった時代 についてrnのNAの

ひ ルー プ可変領域 の分析 を行 うため,遺 跡骨片,厩 猿な どの遺骨や古骨 の組織標本 を収集 し,母

性遺伝 をす る,こ の遺伝標識 を用いて東北 地方を中心 としたニホ ンザル成立過程 と分布域 の変遷

について検討 を加 える。

材料 と方法

古 代骨か らのDNAの 回収並び にPCRの 方法 については,ヒ トや オオカミなどの哺乳類 か ら

の報告 があるので,そ れ らを参考 に した(Paabo,1989;Thornase餓Z,1989;KOlman&丁 蟹Oss,

2000;SchOlz就 ∂1,2000;Marota&Rollo,2002)。 以下 に骨試料か らのDNA抽 出法 を列記す

る。

1)骨 の粉末化

(1)骨 表面 をアル コール でふ き,さ らに ドリルで 削って 上層部 を取 り除 く。

(2)削 られ た表面か ら骨 の内部 まで ドリルで 削 り,骨 粉 を集 める。 この時,骨 髄部 まで達 しない

よ うにす る。

(3)新 しい15mlフ ァル コンチ ューブ に骨粉 を移す。

2)脱 灰

(1)骨 粉の入った15rnlフ ァル コンチ ューブ に0.5MEDTA(pH8.0)8rn1を 加 え,暗

所37℃ で2～3日 間震盛する。そ の間,遠 心(3000rpm,10min,20℃)後,上 清を捨 て

2～3回EDTAを 交換す る。

(2)EDTAに よる白濁が消 えた らさ らに遠心(3000rprn,10min.,20℃)し て上清 を捨て る。

(3)次 に0.5MEDTA(pH8.0)5m1,10%ラ ウ リルサル コ シル300μ1,50mg/m1プ ロテ

イネースKIOOμ1を 加え,暗 所37℃ で1～2日 間イ ンキ ュベー トす る。
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表1.PCRの 条 件

1s℃PCR2ndPCR

Initialdenaturation94°C60sec94℃60sec

Dena敏rε しtion94℃30sec94℃30sec

ノへ」αnealh瑠50°C30sec50°C30sec

Extension72℃60sec72°C60sec

AdditionalExtension72℃60sec72℃60sec

PCRの 回 数40回30回

表2.PCR反 応 液

Ternplatel.00μ1

3.5U/μlTaqDNAPolymeraseO.25μ 王

ExpandHFbuffer,10xcOnc.with15mMMgCl25.00μ1

2,5rnMdNTP4.00μ1

10rnMfOrwardprimer3.00μl

lOmMreverseprimer3.00μl

dH2033.75μ1

TQta150.00μ1

表3.プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列

Forward塩 基 配 列

m酷L5ノ ーATCACGGGTCTATCACCCTA-3'

md1-795ノ ーGCACGCAACCCCATTGCAGT-3'

m(U-995ノ ーTAGCGACTCCCACCACAT-3'

m(慧 一1215℃GTCCTGAATGCGCCTG-3'

m(注1305ノ ーATGCGCCTGTCTTTGATT'-3/

mdH615'-TCGCACCTACGTTCAATATT-3/

m磁 一1685'-TACGTTCAATATTCTAGσ31

md1-2375℃ATGCTTGTAGGACATA-3'

md1-2435!-TTGTAGGACATA(C/T)TAATA-3'

m(皿 一2485ノ ーGGACATA(C/T)TAATAACCAT-3'

Reverse

md1-2395'-GAATTAAATAACACCTT-31

rn[(丑一2445'-AGCATGAATTAAATAACAC-3'

md1-2635ノ ーGTTATTAGTATGTCCTAC-3/

m[dl-3085ノ ーGTTTGATAAGATACGGTT-3/

md1-3415ノ ーGTTTGGATGAAGGTCGGAGA-3'

mdユ ー3505℃AAGAGTGGGTTTGGATGAA-3'

mdユ ー3935℃GCTCCGACTGGATATGTTA-3'

mdl-4205ノ ーTGTG(C/T)ACACCCAAAAGAT-3'

2)DNA抽 出

(1)骨 粉 が 溶 解 し た 後,遠 心(3000rpm,10rnin,20℃)し て 上 清 を 新 し い15rn1フ ァ ル コ ン

チ ュ ー ブ に 移 す 。

(2)上 清 に 等 量 の 中 性 フ ェ ノ ー ル(pH7.8)を 加 え,フ ェ ノ ー ル 抽 出 を1～2回 行 う 。 こ の 時
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岡dレし
一

TC(≡AτG(≡ATCAGGGTCTAT⊂ACC⊂TA下TTAACくAGT(A((ヨG(玉AGAT丁 τCCATG⊂ATTTGGTATC下TTτAτC
紡dレ13②麟撮一99

鋼dト79　 　　　一脳 　　今一
Tσ(≡(≡TCTGCACGCAACC(:(二ATTGCAGTATGCTGA⊂TC((ACCACAτ(:TCGT(:CT(≡AATG⊂GC⊂T(1TCτTT

→ 隙461-一 」 響 　 一 レ

ー
GATT((TAGTACAτ(≡CA(ヨ 丁丁(iTTGATC(≡CACCTACGTTCAATATT(τA(三(T(CA⊂(ICAAA(CTTAACAAGG

秘dトz37_一 響 巡 → 亀
一

TGTTATTTAATTCAτ(lCTTGTAGGAくA丁A(:TAATAACCATC(T(≡GτC(三 もTACCACTCA(A(:CACAC(二ATTA閲1
-239

鋼d1-244鍔d王 _263
-

A(:CACAA(:C(ヨTATCτTAT⊂AAAC(C(:CCCA(:《:C(CAT(TCCGACCTT(ATCCAAACC(二ACTCTTG(CAAAC

-<ト ー一 一騙一一 一一 一一 一
擁d1-3の8尋 鰯囲圃一鳳繍一醐繍繍一一一隔繭一鳳Mdレ35⑭

C(:CAAAAACAAAAGT(:TTAACATAT(CAG一 τCGGA(三((踊d!胴34臨1

一
麟dト393

図1Macaca属 古骨ミトコンドリアDNAのD-100p領 域のPCR増 幅のために設計されたプライ
マーの位置。

現 世 ニホ ンザル の骨標本か らの野C飛によ る蹟舶 鱒 領域の 増輻

・購欝 購灘

磯繋
図2高 崎山と志賀高原由来の骨標本のPCR増 幅の試み。
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1.Shiraqami1:GACTCCCACCACATCCCGTCCTGAATGCGCCTG聖CTTTGATTCCτAGTACA望GCAGTTAT

2.Kinkazan1:............9..........奪..9....9聖...........................

3.ShiqakOqenl:..........,.◎..τ...88.......................................

4.Obama1:..._..。.......了......_.._。.............。...............G.

5.Yakushima1:..................................................趨.......G.

1.Shiraqami6ユ:TGATCGCACCτACGTTCAATATTCτAGCTCCACGCAAGCTT望AGCAAGGTGτTATTTAAT

2.Kinkazan61:.........,.............................尋 尋..........,........

3.ShigakOqen61:...__......_.............._..A...A.C.._..........._...

4.Obama61:。.__........。...。._。..。 。。。。。。..._A.C.,__.......。.。....

5じYakushima61:_...._._.........。._.............A...C..__......。.....

1.Shiraqami121:TCATGCTTGTAGGACA7ACTAATAACCATCCTAGTCGGTACCACTCACACCACACCATTA

2.Kinkazan121:...................9..9。............り..........曾....9.......

3.Shiqakoqen121:_____.A_._.._....。.__..........._.。 。田__T.._C..

4夢Obama121:_。.__。......_,.._...。._._G......__.._..。......_。.

5¢Yakushima12ユ;..................T.................AA.。 τ.G....。..T..。T.G.C.

1.Shiraqami181:ACCGC-AACCGTAτC田 望AleCAAACCCCCCCACCCCCATCTCCGACCTTCATCCA

2.Kinkazan18ユ:.....一........Q....昏 書.....奪.....。.................。..の

3。Shiqakogen!81:..,A.一.....骨....書..9⇔8............督.........。..の.9....

4.Obama181:.サ 。A費 一..曾..書.9..曾 曾。.◎.。..。..。.辱......。...。...肇........

5.Yakushima181:...A.T..........◎.。p..。........瀞.。 庸惨......9...........

図3.現 世 ニ ホ ン ザ ル 由 来 骨 試 料 か ら の 塩 基 配 列 ア ラ イ メ ン ト 。

Aゴiqasawa-G-type11:ATGCTGAC曽CCCACCACA曽CCCGTCCTGAA7GCGCC望G讐CT望TGATTCCTAG宏ACA望GCA

Ohfunat二 〇-G-type21:.........,.......暫..7_..._._。...孕 辱...脅........_....◎ ◎...

Sumida-G-type151:....................曽8............噂...6...............9.9壷..

Aうigasawa-G-type161:GTTATTGATCGCACCTACGT[でCAATAT宏CTAGCTCCACGCAAGCTTTAGCAAGGTGTTAT

OhfunatO-G-type261:._G.._._.....__。....._..............A...C.._.....,6..

Sumida-G-type1561:_.G._........。......_......._._..A...A.C...._.........

Aゴiqasawa-G-type1121:TTAATTCATGCTTGTAGGACA望ACTAATAACCATCCTAGTCGG7ACCACTCACACCACAC

OhfunatO-G-type2121:......ひ....._....................。.Cp...暫..................

Surnida-G-type15121:.._,。...齢....................9....9.........。......T....T..

Ajigasawa-G-type1181:CATTAACCGCAACCGτATCTTAτCAAACCCCCCCACCCCCATCTCCGACCTTCATCCA

OhfunatO-G-type2181:........A_............。...。.._.......。 。。.,9...........。.

Surnida-G-type15181:.。C.....A...........................。.....................

図4.制 限 酵 素 切 断 パ タ ー ン(RFLP)の タ イ ピ ン グ と ミ ト コ ン ド リ アDNAD-100p(m(荘99～

m(荘341)の 塩 基 配 列 。
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表4.秋 田県 由来 の厩 猿 の試 料

試料 地域 内容 提供者

秋 田A川 辺町 左手 佐藤善一郎

秋田B川 辺町 とりあげ婆 佐 藤純 一郎

秋田C秋 田市 厩ザ ル 三浦茂彦

秋田D鳥 海町 厩ザ ル 村 上尚三

秋田F南 外村 厩ザ ル 今 野隆栄

EDTA溶 液 は 塩 濃 度 が 高 い の で,フ ェ ノ ー ル 層 よ り下 層 に く る こ と に 注 意 。

(3)等 量 の ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え,ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を1回 行 う 。

(4)得 られ た 上 清 をVivaspinカ ラ ム(Vivaspin2rnl,VivaScience社)で 遠 心(5000g,5

min,20℃),さ ら に2mhnilli-Q水 で3～5回 水 洗 い を行 いEDTAを 除 去 す る 。

(5)最 終 的 に カ ラ ム に 残 っ たDNA溶 液(150～200μ1>を ピ ペ ッ トで 回 収 す る 。

3)PCR土 曽準蕩

回 収 さ れ たDNA溶 液 を 用 い てPCR増 幅 を 行 な う 。PCR条 件,反 応 液,使 用 し た プ ラ イ マ ー

の 塩 基 配 列 は 表1,表2,表3に そ れ ぞ れ 示 し て い る 。 ま た プ ラ イ マ ー の 位 置 は 図1に 示 し た 。

結 果

1)現 世 の 骨 標 本

骨 標 本 か ら実 際PCR増 幅 が 可 能 で あ る か 検 討 を 行 っ た 。 ま ず 現 世 の ニ ホ ン ザ ル の 骨 標 本 か ら

DNAを 回 収 し,PCR増 幅 の 条 件 を 検 討 した 。 白 神,金 華 山,高 崎 山,志 賀 高 原,小 浜,屋 久 島

由 来 の 骨 標 本 か ら,骨 粉 を 削 り 取 りDNAを 回 収 し てPCR増 幅 を 試 み た 。 そ の 結 果 少 な く と も

2ndPCRで 増 幅 す る こ と が 分 か っ た 。図2に は そ の 例 と し て 高 崎 山 と志 賀 高 原 由 来 の サ ル 骨 標 本

か ら のPCR増 幅 の 電 気 泳 動 パ タ ー ン が 示 さ れ て い る 。図3は,ABI370(DNAシ ー ケ ン サ ー)に

て 決 定 さ れ た 塩 基 配 列 の ア ラ イ メ ン トで あ る 。こ こで は プ ラ イ マ ー はmd1-99-rnd}341を 使 用 し

A3igasawa一 王1:ATGCTGACTCCCACCACATCCCGTCCτGAATGCGCC望GTCTτTGAτ?CCTAGTACATGCA

OhfURatO一 工王1・T

A}くita-D1・

Aゴ⊥gasawa一 工61:GTTATTGATCGCACCTACGTTCAATATTCTAGCTCCACGCAAGCTτTAGCAAGGTGTTAT

OhfunatO一 工工61:...GA...C

A}く二ita-D61。

Ajigasawa-1121:TTAATTCATGCTTGTAGGACA工ACTAATAACCATCCワAGでCGGTACCACTCACACCACAC

OhfunatO-1工121・C

A}(ita-D121・

Ajigasawa一 工181:CA望 τAACCGCAACCGTATCTTATCAAACCCCCCCACCCCCATCTCCGACCで τCA[碧CCAAA

Ohfuna℃ ○一工工181・A

A}dta-D181・

図5.川 本 に よ る 王型 及 びII型 と鳥 海 町 厩 猿(Akita-D)のD-100p領 域(99-341)。
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写真1.鳥 海町の厩猿(秋 田D)、 村上尚三氏提供。

郵 幽形櫓 一霊沸 難 灘 幽彫桝 ・2難灘

豊就 整CR急 雌認整C駄

i$tPCR2避{葦PCR

灘 灘 ・灘 、 、、L-3タ3勢 一341

抽 形 村34鞘 山 形 村34濯
・ 懇 一灘難鱗灘 灘 、麟1

・ 灘 辱 灘 蝋灘 灘榔灘

8。。姻 騰 鰻 醗 雛
繊 臣
藪 拶 難

総

灘 騨㈱ 灘 燃 競

鱒゚も吟 躍 灘藻灘

璽欝驚】pc]賦 ヱ 簸 雌PCR.

L一 霊 蓼3勢 騨 一34璽

図6.岩 手 県 山形 村 か ら得 られ た 厩 猿 サ ンプ ル のD-100p領 域(L-393;99-341)のPCR増 幅。 い

ず れ もnested2ndPCR(99-341)で 増 幅 す る こ とが で き る 。
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嚢 纏 懇 驚 撃響 葦,撃 ∴ 発 翫 鞭 ・警 嚢 難 妊 釜 難

写真2.奈 良時代の多賀城雄から発掘された、ニホンザルの脛骨と大腿骨。

た。この実験 か ら実際にサル骨標 本か らDNAがPCR増 幅 され る ことが証 明され た。川本 ら(未

発表)は,現 世 のニホ ンザル のmtDNAを 単離 し,制 限酵 素 によ る切断パ ター ンを調べ,そ のタイ

ピ ングを行 ったが,今 回そのタイピング と塩基配列 によるタイピ ングが一致するか どうかについ

て調 べてみた。その結果 例 として 図4に 示す ように両者 のタイ ピングに重 な りがな く,1対1

に対応す る ことが分か った。現世のニホ ンザ ルに関 して得 られた結果 を以下 に示す。1)長 い間

研究室 に保存 されて いたニホ ンザルの遺骨標本か らPCRの 方法によ りミ トコン ドリアDNAのD一

ループ領域 の約240ベ ース を増幅す ることがで きた。2)各 遺骨標本か ら得 られた塩基配列は,

それ らの遺骨標本 の地域 と同一あるいはそれ に近 い地域か ら採集 された,現 存す るニホ ンザルの

塩基 配列 と同一であった。3)今 回の塩基配 列の決定による分析結果は制限酵素 による分析結果

と良 く対応 した。

2)秋 田県 由来の厩猿

秋 田県か ら表4に 示すサ ンプルが得 られた ので,こ れ らのサ ンプル につ いて分析 を行 なった。

これ らの五つのサ ンプルについてDNA回 収並び にPCR増 幅 を行 った ところ,鳥 海 町の厩猿(秋

田D:村 上 尚三氏提供,写 真1参 照)のD-loop領 域240bp(mdl-99～md1-341>を 増幅す るこ

とがで きた。そ の塩基配列 をダイ レク トシーケ ンシング によ り調 べた ところ,図5の アライ メン

トか ら明 らかなよ うに,1型(川 本,未 発表)に 属す る ことが分か った。他 の4つ のサ ンプル に

関 しては現在検 討中である。

3)岩 手県 山形村 由来の厩猿

岩手県 山形村か ら比較的新 しい(50年 ～100年 前)時 代の もの と思 われ る厩猿試料 を得 て,

DNA回 収並び にPCR増 幅を行 った(図6)。 山形村の厩猿 の今 回の試料 は表5に 示 したよ うに

1998年12月21日 ～12月22日 に入手 したサ ンプル!～$(計4検 体)で ある。今 回入手 した

山形村 の厩猿サ ンプル4個 体は,塩 基配列 を明 らか にした結果,す べてII型(大 船 渡)と 一致 し

た。ニホ ンザルが絶滅 して いる岩手県 北部で このタイ プが発見された ことか ら,こ の地域 にはか
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灘灘叢難
鑛 灘灘1灘難 雛騰騨 欝灘騰難灘 灘鎌

鍵鱒灘騨
トー一 → ト ー■一 ・→ ト ・一一一→ ト ー闘一 ■→
mdレ79-244md1-161-350md1-99-244md1461-341

-
1stPCR2ndPCR

図74組 みのプラーマーセットを用いて増幅された、多賀城遺骨のPCR産 物。

A31qasawa-11AτGCTGACTCCCACCACATCCCGTCCTGAA篠X3CGCCTGTCTTTGA了TCCTAGTACATGCA

Taga〕ot二1blal.

Ohfunato一 亙亙1。 。.T

Aコ1gasawa-161。G劉fAT望GA?CGCACC望ACGTTCAA㌘ATTC了AGCTCCACGCAAGCTTTAGCAAGGTGTTAT

Taga⊃Otlbエa61....

Ohfunato一 亙161GAC

A⊃ エgasawa一 工121.丁TAAT宏CA笈 ℃Cτ 田G望AGGACA曽ACTAATAACCATCCTAGTCGG壬ACCAC望CACACCACAC

をaga⊃Ot:Lb二La12:L:....

Ohfunato一 王工121:...C.

A⊃ ユgasawa一 工181・CA壬TAACCGCAACCGTATCTTATCAAACCCCCCCACCCCCAτCコ ロCCGACCT壬CAτCCAAA

Taga⊃oヒlbエa181........。 。 。 。.

Ohfunato一 工工181。..A.。.

図8多 賀城から発掘された、ニホンザル脛骨のmtDNAのD-100p領 域のPCR増 幅により得 られた
塩基配列アライメント(240bp)。
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難難 慧雛 繊灘 懸馨嚢轟難難難 轟

麹_
だ め き 　 ギ

瓢 ・2311232・posit短ec◎n・trO1頸 骨
叢3。 獄egativecon℃rOl

md1-79-244md1-99-244

1stPCR2敷dPC獄

灘灘慧魏灘灘灘灘講灘蕪巳 霧 難融
麟欝 難 難 難 羅 馨羅・鍵簸鐡雛

醗 一 灘 難 綴 灘 蹴 ・辮

購難灘1獣 岬
卜 一 一 一一一 → ← 一 一 繭一 弔

md1-99-244mdレ161-341

2ndPCR2ndPCR

図9.首 里 城 か ら発 掘 さ れ た、Mヨc∂ca属 の右 下 肢 骨 にお け る ミ トコ ン ドリアDNAのD-100p領 域 の
PCR増 幅 。M:マ ー カ ー 、L:サ ン プル 、C:コ ン トロー ル

(1)サ ンプ ル1のPCR増 幅
左 側:1stPCRに よ るmdl-79/md}244(前 半 領 域)お よびmd1-161/md1-350(後 半 領 域)の 増

幅 。

右 側:2ndPCR(semi-nested)に よ るmd1-99/md1-244(前 半領 域)お よ びmd1-161/md1-341

(後半 領 域)の 増 幅 。 矢 印 は2ndPCR(semi-nested)に お い て 検 出 され た2つ のバ ン ド(180bp、
145bp)を 示 して い る。1stPCRで は バ ン ドは検 出 さ れ な い 。

(2)サ ン プル2のPCR増 幅

左 側:1s雷CRに よ るmdl-79/md}244(前 半領 域)お よびmda61/md1-350(後 半 領 域)の 増

幅 。 右 側:2ndPCR(semrnested)に よ るmd1-99/rnd1-244(前 半 領 域)の 増 幅 。 矢 印 は
2ndPCR(semi-nested)に お いて検 出 され た バ ン ド(145bp)を 示 して い る。ls℃PCRで は バ ン ド

は 検 出 され な い 。

(3)サ ン プル2のPCR増 幅

左 側:1stPCRに よ るmdH61/m(丑 一350(後 半領 域)の 増 幅。 右 側:2ndPCR(semi-nested)に
よ るmdU61/md1-341(後 半 領 域)の 増 幅 。 矢 印 は2ndPCR(semi-nested)に お い て検 出 さ れ た

バ ン ド(180bp)を 示 して い る。lstPCRで は バ ン ドは 検 出 さ れ な い。
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Aづigasawa(Type1}1CGTCCTGAA[rGCSCCTGTC?TTGA?TCCTA(}?ACATGCAGTTATTGATCGCACC望ACGT「r

OhfunatO(Type2>1G

Shuriう()-11G

Sh。dlQ-2聾G
Ya}糠$hima霊G

廻acacamulatta1TG

Aゴigasawa〔Typel)61CA八 τATTCTAGCTCCACGCAAGC宏 でTAGCAA(3GTGTTAτTTA汽TTCATGCTTGTAGGACA

GhfunatOぼype2}6ユA・ ・.C

ShurijQ-161A…C

Shuri:}o-261A・ ・。C

Yakushima63込C

Macaca魚u!atta61A

Aう 土gasawa(Type⊥)121TACTAA?AACCATCCTAGTCGGTACCACT℃ACACCACACCATTAACCGC-AACCGTATCT

OhfunatO(T}T)e2}12二LCA。-

Shuri1Q一 二121中1V＼.gT.GT...T,G.C__A.T

Sh・rll・-2121_丁 継_T.G7・G,C_.A.T

Yaku$hi瓢a!21..丁 陥..T.G巾 苧GC__A.望
Macaca識ulattal21...CTC..C.GACG.一 一一一CC..T.A.T

Ajigasawa〈?ype1>181TATCAAACCCCCCCACCCCCATCτCCGACCTTCAτCCA
OhfuD∂tO(Type2}181
$huごiづ○一ユ1裟
Shuriり○-2二L8窪
Ya紅ush1職al81
図acacan1[ulatta18な 一

図10.首 里城から発掘された、Macaca属 骨のrntDNAEI-1Qop領 域のPCR増 幅により得 られた塩
基配列アライメント。

つて五葉 山と同じ母系に由来 する個体群 が生息 してお り,東 北地方の他所 と異なる起源 をもつ個

体群 を形成 して いたと予想で きた。本研究 によ り山形村か ら得 られた厩猿の雌個体試料が 岩手

県南部に孤立 して いる五葉山系のサル と同一の塩基配列 を有する ことを確証する ことに成功 した。

この結果か ら,か って北上山系 に生存 していたニホ ンザ ル地域個体群 が,他 の東北諸地域 の個体

群 と母系祖先 を異 にする系統 であ る可能性が高 まった。

4)宮 城県 多賀城 由来のニホ ンザル遺骨

奈良時代(3世 紀か ら9世 紀)の 骨 と思われる,多 賀城肚か ら発掘 された,ニ ホ ンザルの2

骨,脛 骨(No177ES981012.ESD5021B)並 び に大腿 骨(NO1525ES980827.FSD5161B)

(写真2)に つ いてDNA回 収並び にPCR増 幅 を行 った。 この2つ の骨は,奥 松島縄文村歴史資

料館,菅 原弘樹氏 か らの提供で ある。菅原氏 によれば これ らのサル の骨は,陸 奥国府多賀城 のす

ぐ側 を流 れる奈良時代 の河川 か ら出土 した もので,河 川か らは多量 のウマをは じめ,ウ シ,シ カ,

イ ノシシ,イ ヌな どの解体 され た骨が散乱 した状態で 出土 してお り,こ れ らのサルは,出 土 した

周辺 に生息 していたものが捕獲 食用 に供 され たものな のか,あ るいは他 の地域か ら愛玩 の対象

として持 ち込 まれ たものなのか は不 明 との ことで ある。今 回 これ らの骨 についてPCR増 幅 を試

みた結果,図7に 示 したよ うに,脛 骨 のDNAの 増幅 に成功 した。そ して塩基配列 を決定 した結

果(図8),1型 で あることが判 明 した。一方,大 腿 骨は,PCR増 幅はされたが,塩 基配列決定は

まだ なされて いない。

5)沖 縄 県首 里城 由来のニホ ンザル遺骨

次 に約400年 前 の骨 と思われ る16世 紀 ～17世 紀 の沖縄県首里城遺跡か ら出土 した成獣 ♀の

下顎M2近 心歯根1サ ンプルについてDNA回 収並び にPCR増 幅 を行 った。

方法:PCR増 幅に用 いたサ ーマルサイク ラーはPerkinElrnerGeneAmpPCRSystem2
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表5.岩 手 県 山形 村 由来 の厩 猿 の試 料

個体番号①～④ 地域 提供PCR増 幅部位 備考

① 一1岩 手県 山形村 長 内氏所有 大後頭孔右後縁

⊂卜2岩 手察 山形村 長 内氏所有 左眼窩裏

① 一3岩 手県 山形村 長 内氏所有 左眼窩裏

①一4岩 手県 山形村 長 内氏所有 左眼窩事上部

②思 岩手県 山形村 浦野氏所有 左頬骨基部 破 損大の個体

③一1岩 手県 山形村 浦野氏所有 大後頭孔左前縁部 右頬 骨弓欠損個体adult♀

④一1岩 手県 山形村 久保氏所有 右頬骨 弓基底adult♂

④ 一2岩 手県 山形村 久保氏所有 下顎左下部adult♂

表6.風 穴 洞 穴 由来 の試 料

試料 地域 内容 番号

縄文1風 穴洞穴 メス ・頭蓋骨(側頭部 の骨粉)KZ96P5513・14・15

縄文2風 穴洞穴 性別不明 ・左擁骨骨幹(骨粉)KZ960545

縄文3風 穴洞穴 性別不明 ・上腕骨遠位部(骨粉)KZ96P5423

表7.鹿 児 島 大 学 農 学 部 西 中 川 駿 氏 よ り提 供(骨16、 歯16、 計32)

採集地域 内容 個数 時代 個体番号

草野1草 野貝塚サル1骨2縄 文 ・薩摩19HS,109163

歯28L29,1001115

中岳洞穴 特記な し 骨1縄 文 ・大隈4

麦之浦1m-m4骨1縄 文 ・薩摩54

11H-IV骨1548

10-1区 歯1119

V層 歯11,125

黒川洞穴1特 記 な し 骨2縄 文 ・薩摩6-3NO2

歯2FIV同 一7

川 上貝塚1(二市来貝塚 〉 特記な し 骨1?縄 文後期 丁127-49

歯241T1

柊原貝塚1A9、 一括25骨2縄 文 ・大 隈KKA-9,KKA-9

柊原貝塚3B-11一 括サ ル 骨1縄 文 ・大 隈KKBIH6

B-10-IV1974骨1

A-13-IV2783歯1KK2783A137

宝 山一括 歯1

黒橋貝塚1(熊 本)1-8HI層 骨1特 記 な し 番 号な し

骨lE-9V層

D-10-IIB歯1

G-811層 歯1

一陣長崎鼻(種子 島)No .21982歯1縄 文後期 番号な し、

阿獄1(種子 島)特 記 な し 歯1弥 生 番号な し

か じ場跡A地 点 骨2特 記 な し 番号な し

歯2
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400を 使用 した。 なお,PCR産 物 の精 製はス ピンカ ラム300(MicrOSpinTMS-300HR

COlumn;AmershamPharmaciaBiotech社 製)で 精製 した。

結果:は じめに,従 来 のD-100p増 幅(242bp)の ためにデザ イ ンされた,2組 みのプライ マー,

mdr-L/mdr-393(1stPCR)お よびmdr-99/rndr-341(2ndPCR)を 用 いて,増 幅 を試 みた と

ころ,バ ン ドは検 出されなかった。そ こで,こ の増 幅領域 を2つ に分け,そ れぞれ増 幅す る大 き

さが150bp前 後 にな るよ うにプ ライマー をデザイ ン した。前半部 はmdr-79/mdr-244(1stPCR)

およびmdr-99/rndr-244(seminested2ndPCR),後 半部はmdr-161/rndr-350(1stPCR)

お よびmdr-161/mdr-341(serninested2ndPCR)を 用いて増幅 を試みた ところ,2つ のtern-

plateか らそれぞれ約145bp(前 半部)お よび180bp(後 半部)の バ ン ドが増幅 された。 これ ら

の増幅バ ン ドを精製 して,塩 基配列 を決定 し,前 半部 と後半部 の配列 をアライ メン トした ところ,

200bp,239bpの 塩基配列が得 られ た(図9)。 これ らの配 列 を6つ の既知配列:鯵 ヶ沢(タ イ プ

1)(川 本,未 発表),大 船渡(タ イ プ2)(川 本,未 発表),ヤ クシマザル(川 本 ら,未 発表),Mac∂ca

mα1a鉱a(lndia)(川 本,未 発表)と アライ メン トした と ころ,図10か ら分 かるよ うに,2つ

のDNAサ ンプル ともヤ クシマサル と同一 の配列で ある ことが判 明 した。なお,こ の結果は,毛

利 ら(2000)に よ りす で に報告 されて いる。

今 後の課 題

表6の 試料(写 真3,4、5参 照)は 今 回PCR増 幅を試みたが,増 幅 しなか ったサ ンプルで

あ る。今後継続 して,検 討 して いきた い。表7の 試料は鹿児島大学農学部西 中川駿氏 よ り提供 を

うけた縄 文時代 の遺骨で あるが,今 後PCR増 幅 して,塩 基配 列 を決定する予定であ る。また写真

5は 種子島 由来 のMacaca属 の遺 骨であ る。今後 これ らの遺骨 につ いて もミ トコン ドリアDNA

タイピ ングをす る予定で ある。

難 叢

簿1灘 難 難 雛ll!写 真4緻2

欝藻灘鐡 灘 難
欝

韓尋鵡警蒸鑛 。

写 真5.縄 文3
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ま と め

今 回 の 研 究 で は,秋 田 県 鳥 海 町,岩 手 県 山 形 村,宮 城 県 多 賀 城,沖 縄 県 首 里 城 か ら の ニ ホ ン ザ

ル の 遺 骨 の ミ ト コ ン ド リ アDNAのD一 ル ー プ 可 変 領 域 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 そ の 結 果,鳥 海

町 と 多 賀 城 が1型 で,山 形 村 がII型 で あ る こ と が 分 か っ た 。 こ の 結 果 は,川 本(1997)の 現 世 の タ

イ ピ ン グ の 分 布 と 極 め て 良 く 呼 応 す る と と も に,現 在 分 布 して い な い 地 域 に も,か つ て1型 やH

型 が 存 在 して い た こ とが 確 証 さ れ た 。 一 方,首 里 城 の 遺 骨 は,ヤ ク シ マ ザ ル と 同 じ タ イ プ を 持 っ

て い る こ とが 分 か っ た 。 し た が っ て,こ の 首 里 城 出 土 骨 は16～17世 紀 前 後 に 屋 久 島 か ら沖 縄 に

持 ち 込 ま れ た サ ル の 遺 骨 と考 え られ た 。

本 研 究 は,科 学 研 究 費 補 助 金(基 盤 研 究(B)(1),課 題 番 号11440249、 研 究 代 表 者:茂 原 信 生 〉

の 援 助 を 受 け て 行 っ た 。
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写真6.種 子島由来 のM3caca属 の骨格 と歯。左 上側:左 右下顎 と犬歯,右 上側:左 右 下顎
骨、 中央左:右 下顎 骨、 中央 右側:右 上顎骨 片 と犬歯、小臼歯、下左側:上 顎の切歯な
ど,下 右側:上 腕骨 近位部。
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