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研究成果の概要（和文）：本研究では糞石からDNA抽出し、次世代シークエンサをもちいたゲノム解析をおこな
う技術の開発・改良に取り組んだ。従来はPCRアンプリコンシークエンス法で植物性摂食物由来と思われるDNAの
「科」や「属」レベルでの同定をおこなってきたが、本研究では「種」レベルまで精度を上げる目的で、DNAキ
ャプチャー法の応用をこころみた。キャプチャーには、一定以上のDNA濃度が必要であるが、糞石の場合、得ら
れるDNA量が著しく少ないという問題点があった。私達はこうした超微量DNAに特化した条件の最適化をすすめ、
これを達成した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we worked on the development and improvement of the 
technology for extracting DNA from coprolites and performing genome analysis using next generation 
sequencers.  Previously, we have performed the PCR amplicon sequencing method, and identified DNAs 
derived from plant foods at the "family" or "genus" level.  To improve it to identify at the “
species” level, we applied the DNA capture method.  A certain level of DNA concentration is 
required for DNA capture, but in the case of coprolites, the amount of DNA obtained was remarkably 
small.  We have achieved this by optimizing the conditions specifically for such ultra-small amounts
 of DNA.

研究分野： ゲノム人類学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
環境（湖沼や河川の水、空気、土壌）中に存在するDNAを分析する技術（環境DNA分析）は、生態系における個体
数や生物分布の把握などの情報を得る目的で、広く応用さている。私たちの研究グループは過去10年以上、古人
骨DNA分析に取り組んできたが、糞石に残存するDNAは、より微量で難易度が高い。糞石は過去の生物の糞便であ
るが、ほぼ土壌と同化しており、いわば古代環境DNA分析である。この技術は学術的な応用範囲は広く、目に見
える形で生物遺物が残っていないような古い時代の堆積土壌などのDNA分析などへも応用も可能である。過去の
環境のゲノム情報は、現在の環境を知るリファレンスとしても重要な意味を持つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、生物の古い遺物からの DNA を分析する研究である「古代ゲノム学」が、特に人類進化研究に大
きなインパクトを与えている。DNA が残存する生物遺物として、骨以外に糞石（過去の生物の糞便）をあ
げることができる。糞石には、過去の生物の摂食物、腸内細菌、その生物自身の DNA が含まれてい
る。 

私達は、これまでに古人骨ゲノム解析と並行して、現代人の糞便に関する PCR アンプリコン･シー
クエンスによる摂食物同定のためのゲノム解析法の改良を進めてきた。これら 2 つの技術を融合するこ
とで糞石のゲノム解析は可能となる。 

これまでに PCR アンプリコン･シークエンス法により、私達は既に約 10 検体の糞石から植物性摂
食物を「科」レベルで同定した。しかし「属」レベルの絞り込みは難しく、ほとんどの植物について「種」レ
ベルの同定までには至らなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
糞石をもちいて摂食物を「種」レベルで同定する技術を開発し、縄文人の栄養・衛生・健康状態のマル
チプロファイリングを実現する。 
 
 
３．研究の方法 
 
① 標的キャプチャー法のためのベイトをデザイン 
② 「種」レベルで同定するためのデータベースの構築 
③ 現代人の糞便をもちいた糞石ゲノム評価法の確立 
 
 
４．研究成果 
 
標的となる特定のゲノム領域の濃縮に関して、これまで私たちは、PCR アンプリコンシークエンス（PCR
産物を NGS ライブラリ化しシークエンスする方法）をおこなってきた。その主な対象として植物の葉緑体
ゲノムをターゲットとした。葉緑体ゲノムにある trnL 遺伝子のイントロン領域にプライマーをセットし、
70bp 以下の短い DNA 断片を増幅する。この葉緑体ゲノム領域は、多くの植物種でよく調べられてお
り、データベースに各種の配列の登録が多いため、短くても植物種の同定に使える。私たちの研究グル
ープは、この領域の PCR アンプリコンシークエンス法を応用し、糞石由来の植物ゲノム解析を試みた。
その結果、多くの植物種を「科」レベルで同定することに成功した。しかし、「属」レベルへの絞り込みは
困難で、「種」を特定できたのは、ほんの数種であった。 

この植物ゲノム同定の解像度を上げる目的で、DNA キャプチャー法を応用することをこころみた。
私達は私達オリジナルのベイト（baits）のデザインをおこなった。trnL 遺伝子のイントロンだけでなく、遺
伝子の全体（約 500bp）と、同じく植物ゲノム上に存在する matK遺伝子の全体（約 1500bp）をカバーす
るベイトをデザインした。このカスタム･ベイトをもちいることで、ライブラリー化した DNA をキャプチャー
し、NGS でシークエンスする方法で、理論上ほとんど全ての植物 DNA を「種」レベルで同定できる。 

ただし、問題があった。ベイトをもちいたキャプチャーをおこなうためには、キャプチャーされる対象
となる DNA は一定以上の量が必要となる。糞石からの抽出液は DNA 濃度が著しく少なく、その濃度で
はうまくいかないことが明らかであった。もちろん物理的に濃縮すれば一定液量中の DNA量の割合は
大きくなるが、どうしても夾雑物の濃度は高くなってしまうため、キャプチャー法の効率を高めるために
は、最適条件の検討が必要であった。 

そこでカスタム･ベイトをもちいた古代ゲノムに特化した条件の最適化をすすめた。まず八百屋で売
っている野菜を 6種類（キャベツ、サツマイモ、ダイズ、レタス、しそ、パセリ）をもちいて実験をおこなっ
た。これらから DNA抽出をおこない、ライブラリーを 0.5ng/μl（糞石から抽出できる DNA 濃度に近い
濃度）にまで希釈し、混合した。いったんキャプチャーが可能な濃度にまで PCR 増幅し、混合し、カスタ
ム・ベイトでキャプチャーした。その結果、種間のバラつきも少なく、キャプチャーに成功した。このよう
に、カスタム・ベイトの最適化が上手くいったため、現在、糞石 DNA のライブラリ化および標的キャプチ
ャーを実施している。 

また、現代人の糞便をもちいた摂食物同定実験をおこなった。2週間、摂食物を記録し、1週間分
の糞便を採取し、これを PCR アンプリコンシークエンスする方法で、摂食物記録との整合性を分析し
た。その結果、植物種によっては検出されにくいものなど、種ごとに特徴が観察された。たとえば、ダイズ
は加工されていても（たとえば納豆）、検出されるが、ゴマやオレンジは、そのまま食べてもほとんど検出



 

 

されない。また、ダイズについて翌日は検出されるが、2日後にはリード数が半分になり、3 日後にはほ
とんど検出されないという結果が得られた。これらの結果は、1名の現代日本人男性でのみ得られた結
果であるため、個人差がある可能性がある。今後、対象人数を増やして検証する可能性がある。さらに、
現代のパプアニューギニア人の 3つの村から採取された糞便について、PCR アンプリコンシークエンス
をおこなった。こうした現代人の糞便ゲノム解析データをもちいて、糞石ゲノム評価法を構築するのが、
今後の課題である。 
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