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研究成果の概要（和文）：  

南米全土の純粋な先住民族 2,500 個体より採取した末梢血単核球検体について、Epstein-Barr
ウイルスを用いて 550 個体分の B 細胞株（EBV-B 細胞）を樹立し、南米各部族の遺伝的特徴の
解明と部族間類縁関係の解析を実施した。人類遺伝学的解析に先立ち、アレイ CGH 解析を行い
EBV-B 細胞の樹立過程および長期培養時のゲノム安定性を確認できた。人類遺伝学的解析とし
て、性による影響を排除するために常染色体マイクロサテライト 8領域を用いて地理的な位置
関係に基づいて南米全土を 5グループに分類し、各グループ間で遺伝的特徴に差異があること
を明らかにできた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We established B lymphoblastoid cell lines (EBV-B cell) from peripheral blood mononuclear 
cell stocks obtained from 550 South American indigenous individuals. We performed 
analysis of genetical relationships among tribes to make clear the migration rout of 
mongoloid populations from Eurasia to South America. Before starting genetical analysis, 
we checked the genomic stability of EBV-B cells during establishment and long-term culture 
periods, and showed that the cells retain stable genome structures by genetical studies. 
For the genetical analysis, samples were divided into 5 groups according to the 
geographical location, and then figured out the genetical features with forensic 
microsatellite markers. The results showed that each group retained smaller heterogeneity 
and specific allele frequency patterns for each microsatellite locus. These results 
suggest that Amerind populations are not so homogenous as a whole but can be divided into 
some genetically-diverse groups.  
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１．研究開始当初の背景 

 鹿児島大学 園田俊郎教授（2005 年に退官）
と愛知がんセンター 田島和雄研究所長らは
成人 T リンパ球白血病ウイルス（HTLV-1 およ
び HTLV-2）の疫学調査のために、20 年以上の
年月をかけて世界中の純血の少数民族約
3,500 個体から血液サンプルを採取した。この
中には、サンプル採取後に滅亡した民族や部
族も含まれており、質・量ともに、同等のサ
ンプルは二度と採取することができない世界
的にも貴重かつ希少なコレクションである。
このコレクションでは特に南米のサンプルが
充実しており、南米先住民族の人類遺伝学的
研究にも利用しうる汎用性の高いものとなっ
ている。田島博士らはこのコレクションにつ
いて、部族ごとの HTLV-1 および HTLV-2 感染
率を解析し、少なくとも２系統の祖先モンゴ
ロイドが別個に南米に移動したという仮説を
提唱した（Fujiyoshi et al., AIDS Res. Hum. 
Retroviruses, 15(14), 1235-1239, 1999）。 
 2005 年の園田博士の退官に伴い、このコレ
クションは鹿児島大学から本課題実施者の所
属研究室に譲渡された。コレクションの実体
は未培養の末梢血単核球で、各サンプルの総
細胞数は 5x105～5x107程度であり、そのまま
では有限の遺伝資源であった。本課題実施者
は人類学的解析を行うために、Epstein-Barr 
Virus を用いて 5 年間かけて 500 個体分の B
細胞株（EBV-B 細胞株）を樹立した。EBV-B 細
胞株は正常なゲノム構造を安定に保つと考え
られており、様々な研究分野の遺伝子解析研
究に用いられている。しかし、ゲノム構造が
安定であると考えられてきた根拠は、染色体 G
バンド解析における染色体像や特定の遺伝子
領域が正常に保たれているというものであり、
高解像度で網羅的なゲノム解析は未だ行われ
ていなかった。最近、継代数を経た EBV-B 細
胞株において染色体数の不安定性が報告され
ており、EBV-B 細胞株のゲノム安定性を精査す
る必要があると考えた。 
 南米先住民族の人類学的解析においては、
ミトコンドリア・ゲノム DNA の多型を利用し
た比較解析が進む一方で、Y染色体多型領域の
解析はミトコンドリア解析ほどには進行して
いないように思われる。本課題実施者は、解
析を行うにあたり性によるバイアスを極力排
除したいと考え、常染色体上のゲノム領域を
対象にすることを計画した。本課題実施者の
所属研究室では樹立した EBV-B 細胞株につい
て法医学的マーカーを用いた個体識別検査を
行い細胞の取り違えの無いことを確認してお
り、その過程で多型頻度に部族間における差

異が検出されていた。このことから、解析に
用いるマイクロサテライトマーカーの候補と
して、法医学的マーカーを考えた。法医学的
マーカーは、高い識別能から人類学的解析に
用いられてきた実績があるが、人種や民族に
よるバイアスなども知られており、南米コレ
クションの解析に対する有効性および適切な
検体数など、充分に検討されているとは言い
がたい状況であると本課題実施者は考えた。 
 
 
２．研究の目的 

 EBV-B 細胞株は正常なゲノム構造を安定に
保つと考えられており、様々な研究分野の遺
伝子解析研究に用いられている。しかし、ゲ
ノム構造が安定であると考えられてきた根拠
は、染色体 G バンド解析における染色体像や
特定の遺伝子領域が正常に保たれているとい
うものであり、高解像度で網羅的なゲノム解
析は未だ行われていないことから、本研究で
はEBV-B細胞株のゲノム構造を詳細に解析し、
EBV-B 細胞株が人類遺伝学的研究に適したゲ
ノム安定性を保持するかどうかについて明ら
かにすることを目的とした。 
 南米先住民族の人類学的解析においては、
ミトコンドリア・ゲノム DNA の多型を利用し
た比較解析が進む一方で、Y染色体多型領域の
解析はミトコンドリア解析ほどには進行して
いないように思われた。本研究では、常染色
体上のマイクロサテライト多型を解析するこ
とで、性によるバイアスを極力排除した類縁
関係の特定を目指した。 
 
 
３．研究の方法 

以下の方法を用いて本研究を進めた。 

(1) 高密度マイクロアレイを用いたゲノムリ
アレンジメントの解析 

EBV-B 細胞株のゲノムが安定であると考えら
れてきた根拠の一つに、染色体 G バンド解析
において異常を検出しないという実験結果が
ある。そこで、マイクロアレイ解析を開始す
るに先立ち染色体 G バンド解析を行い、従来
の染色体解析ではゲノムのリアレンジが検出
されないことを確認した。 
 ゲノム DNA のリアレンジメント解析を行う
ための方法として、DNeasy Blood and Tissue 
kit（キアゲン）にて細胞からゲノム DNA を抽
出し、SurePrint G3 Human CGH 2x400K アレイ
（ゲノム40万カ所、アジレントテクノロジー）
を用いて比較ゲノム解析（Comparative Genome 



Hybridization;アレイ CGH）のためのデータを
取得した。個体間でゲノム領域のコピー数多
型（copy number variation）のあることが知
ら れており 、別個 体の末梢血単核球
（peripheral blood mononuclear cell; PBMC）
をコントロールとして使用することができな
いことから、EBV-B 細胞株検体に対して同一個
体の PBMC をコントロールとして用いた。得ら
れたデータについて Genomic Workbench 解析
ソフトウェア（アジレントテクノロジー）を
用いて比較解析を行い、EBV-B 細胞株樹立過程
におけるゲノム DNA のリアレンジメントを明
らかにした。本研究では、10 株の EBV-B 細胞
株についてアレイ CGH 解析を行った。 
 また、継代数を経た（30 継代程度）EBV-B
細胞株のゲノム DNA について、同様にアレイ
CGH データを取得し、長期培養におけるゲノム
安定性についても解析を行った。南米コレク
ションにはこのような古い EBV-B 細胞株がま
だ無いため、申請者が以前に樹立し継代ごと
に凍結保存しておいた日本人由来 EBV-B 細胞
株を材料として使用した。この実験において
も、PBMC コントロールは同一個体由来のもの
を使用した。 

(2) 部族間・民族間における人類学的解析 

本研究では、常染色体上マイクロサテライト
マーカーとして法医学的マーカーを用いた。
法医学的マイクロサテライトとして、D2S1338, 
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, 
D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, CSF1PO, 
FGA, TH01, TPOX, vWA の 15 領域について多型
データを取得した。マイクロサテライト領域
の増幅には AmpFlSTR Identifiler キット（ア
プライドバイオシステムズ）を使用し、310 
Genetic Analyzer（アプライドバイオシステ
ムズ）および 3130 Genetic Analyzer（アプラ
イドバイオシステムズ）によるキャピラリー
電気泳動を行い増幅された各領域の DNA フラ
グメント長を測定した。DNA フラグメント長の
数値化およびマイクロサテライト繰り返し回
数の算出には GeneMapper ID ソフトウェア（ア
プライドバイオシステムズ）を用いた。マイ
クロサテライトデータを用いた人類遺伝学的
解 析 に は PHYLIP, DISPAN, Arlequin, 
PowerStat の各フリーソフトウェアを用いた。 

 

 
４．研究成果 

(1) EBV-B 細胞株樹立過程におけるゲノムリ
アレンジメント（Danjoh et al., 2011; 
Danjoh et al., 2012） 

EBV-B 細胞株の樹立過程におけるゲノムリア
レンジメントの有無を調べるために、継代数
15程度の南米10検体についてアレイCGH解析
を行った結果、全ての EBV-B 細胞株において
Immunoglobulin (Ig) gene cluster 領域の欠

失および T cell receptor (TCR)領域の増幅が
認められた（図１パネル上）。Ig gene cluster
は B リンパ球の分化過程でリアレンジメント
が生じる領域であることから、EBV-B 細胞株で
検出されたこの領域のリアレンジメントは樹

立以前に既に保持していたものであると考え
られた。そこで、PBMC から B リンパ球を分画
し PBMC をコントロールとして同様にアレイ
CGH 解析を行ったところ、EBV-B 細胞株と同様
の欠失パターンが認められた（図１パネル下）。
また、TCR 領域の増幅に関しては、EBV-B 細胞

株での増幅ではなくPBMCの中でTリンパ球の
割合が高くコントロールにおいてこの領域の
コピー数が減少しているため比較解析の結果
として相対的にコピー数が増加している可能
性が高いと考えられた。この可能性を検証す
るためにFACS解析を行ったところPBMC中のT
リンパ球の比率は約 50%であり（図２）、TCR
領域の増幅はこのためであることが示された。
EBV-B 細胞株の樹立過程で生じたと考えられ
るゲノムリアレンジメントは4カ所検出され、
従来考えられていたように、EBV-B 細胞株は安



定したゲノム構造を保持することが明らかに
なった（図３）。 

 

(2) 長期培養における EBV-B 細胞株のゲノム
安定性（Danjoh et al., 2013） 

上記の研究結果から、EBV-B 細胞株の樹立過程
におけるゲノムリアレンジメントはごく少数
であることが確認されたことから、長期間（30
継代程度）継代した細胞株についても上記と
同様にアレイ CGH 解析を行い、ゲノム安定性
を解析した。 
 解析した 3株中 1 株において、16 継代以上
の細胞集団で 4 番染色体全域に渡る増幅が検
出された（図４）。核型解析でこの細胞集団で
は 4番染色体トリソミーが確認された（図５）

ことから、アレイ CGH で検出された 4 番染色
体全域に渡る増幅は染色体数の増加であるこ
とが明らかになった。アレイ CGH 解析では、4
番染色体以外の領域では大きなゲノムコピー

数の変化が検出されなかったことから、この
変化が長期間の培養によるランダムな変異の
蓄積の結果であるのかを確認するために、継
代数の少ない EBV-B 細胞株と継代数を経た細
胞集団について、V(D)J リコンビネーションパ
ターンによる細胞クローンの解析を行った。 
 B リンパ球は成熟の過程で Ig heavy chain

を構成する V（40 遺伝子）, D（6 遺伝子）, J
（25 遺伝子）の各遺伝子クラスターでリアレ
ンジメントが生じ、最終的に各々1つずつの遺
伝子が連結された V(D)J 配列がゲノム上に再
構成される。各遺伝子はランダムに選択され
ることから、再構成された V(D)J 配列の長さ
はBリンパ球クローンにより異なる。従って、
V(D)J 配列の長さを調べることにより、Bリン
パ球クローンの異同を知ることができる。4
番染色体数に変化の無い継代数の低い細胞集
団および 4 番染色体トリソミーとなった細胞
集団について V(D)J リコンビネーション解析
を行ったところ、両者は異なる B リンパ球由
来であることが明らかになった（図６）。この
結果は、1種類の EBV-B 細胞株で認められた長

期培養に伴うゲノム不安定性は新規突然変異
の蓄積によるものではなく、細胞クローンの
置換であることを示しており、細胞クローニ
ングなどによりゲノム構造異常を持つ細胞集
団を排除し正常なゲノム構造を持つクローン
を維持できる可能性を示唆している。 

(3) 部族間・民族間における人類学的解析（論
文投稿準備中） 

本研究では、部族間の類縁関係を解析するこ
とにより南米先住民族の遺伝的特徴を明らか
にすることを目指した。まず、データ取得し
た 15 領域のうち D5S818, D7S820, D13S317, 
D16S539, CSF1PO , TH01, TPOX, vWA の 8 領域
と比較的少数の検体を用いて予備的な解析を
行った。この予備的な解析では、詳細な類縁
関係を解析する前段階として、南米を地理的
に近い 5 つの地域に分け、ある程度検体数を
揃えて、各地域において遺伝的特徴および類
縁関係について検討した。地域設定と内訳は、
ベネズエラ（46 個体）・コロンビア（26 個体）・
エクアドル（40 個体）・ボリビア（24 個体）・
チリ（42 個体）とした（図７）。このグループ
設定において、各集団内での Heterogeneity
の傾向を知るために、各マイクロサテライト
領域における総アリル数を算出した。集団内
での Heterogeneity が高くなると総アリル数
は増加し、Heterogeneity が低くなると総アリ



ル数は減少する。Heterogeneity を考える目安
として、日本人集団（主に関東地方周辺が出
身地と申告し、少なくとも親が欧米人ではな
い日本人 152 個体）についても総アリル数を

算出した。 
全マイクロサテライト領域の総アリル数は、
南米全検体（All Am）54 アリルに対して日本
人検体（Jap）57 と大きな差異は認められなか
ったが、グループごとの集計値では総アリル
数は減少しており、グループごとに遺伝的特
徴が異なることが示唆された（表１）。マイク
ロサテライトローカスごとにアリル頻度を算
出したところ、総アリル数の結果と同様に、
グループごとに各アリルの出現頻度が異なる

領域が見出された（図８）。これらの結果は、
南米先住民族は地域ごとに特徴的な遺伝的背
景を保持することを示唆しており、南米先住
民族の全検体を用いて部族間の類縁関係を解
析することの妥当性を示している。現在、マ
イクロサテライト15領域と南米の全検体を用
いて、より詳細な類縁関係の解析が進行中で
ある。 
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