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概要

【目的】縄文人の適応的表現型を in vitroで解析する実験系を構築する。【方法】縄文人由来ゲノム断⽚をもつ iPS
細胞を樹⽴し、分化誘導させ、網羅的かつ経時的に遺伝⼦発現及び代謝プロファイルを分析し、現代⽇本人のそ
れと⽐較する。【結果】縄文人度の高い現代⽇本人の培養細胞から iPS細胞を作製した。三胚葉分化誘導とその免
疫染色により多能性を確認した。さらに、ゲノム編集によりアセトアルデヒド脱水素酵素（ALDH2）遺伝⼦の
10塩基欠損株を作製、肝細胞（hepatocyte）分化誘導をおこなった。qPCRおよび免疫染色により肝細胞マーカー
遺伝⼦の発現を確認、hepatocyte-like-cell（HLC）への分化誘導に成功した。

背景および目的

【海外の動向】マックスプラインク進化人類学研究所のスヴァンテ･ペーボ博士は、絶滅人類であるネアンデル
タール人の化石から DNAを抽出し、ヒトゲノム計画で解読された塩基配列と遜色無い精度でネアンデルタール
人のゲノム解読に成功した。この功績でペーボの博士は 2022年ノーベル生理学･医学賞に輝いた。このネアン
デルタール人ゲノム情報にもとづき、欧米の複数のラボでネアンデルタール人の大脳皮質のオルガノイド作製が
進められ、現生人類とネアンデルタール人の違いについて細胞生物学的研究が進められている。
【国内の現状】私たちの研究グループは、2018年に縄文人の全ゲノム・ドラフト配列を発表した。その結果、縄
文人が東ユーラシア大陸の基層集団に位置することを明らかにした。つまり、縄文人は現代東アジア人と現代東
南アジア人が分岐する以前に分岐した非常に古い系統であった。現代⽇本人ゲノム中 10~20%が縄文人由来であ
ることも明らかになったことから、ホモ･サピエンスが約 6万年前にアフリカを出てユーラシア大陸の東端へ到
達した直後のゲノムを現代⽇本人は、他のどの東アジア人よりも多く受け継いでいることになる。
【目的】縄文人の生物学的特性を明らかにすることは、現代⽇本人の体質や特性、それらの個人差を理解するこ
とに大きく貢献する。本研究は縄文人の生理的特性を明らかにする目的で、縄文人由来ゲノムを一部にもつ iPS
細胞を樹⽴し、特に肝細胞を分化誘導する（図 1）。この肝様細胞網羅的に遺伝⼦発現を分析し、縄文人の適応的
表現型を in vitroで解析する実験系を構築することを目標とする。
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図 1．縄文人 iPS 細胞の構築とその応用に向けた技術開発

方法

　ゲノムの一部が縄文人由来である細胞をもちい、私たちの先行研究で縄文人と現代⽇本人で明確に遺伝⼦頻度
が異なりかつ環境適応と関連する遺伝⼦が祖先型ホモである細胞をもちいて in vitro実験系の構築をおこなっ
た。着目する遺伝⼦としてアルデヒド脱水素酵素 II（ALDH2）遺伝⼦を選んだ。ALDH2遺伝⼦の 12番目のエキ
ソンにはアミノ酸置換をともなう一塩基多型（rs671）がある（図 2）。Gアレルが祖先型で Aアレルが派生型で
あり、後者をもつとグルタミン酸がリジンに置換し、酵素活性が欠損するため、飲酒時に顔面紅潮し吐き気をも
よおすなど「お酒に弱い」表現型を示すことで知られている。縄文人ゲノム背景をもつ細胞でゲノム編集により
派生型アレルの表現型を mimicした細胞を作製し、肝細胞（hepatocyte）を分化誘導した。この肝様細胞（HLC：
hepatocyte-like -cell）をもちいてアセトアルデヒド添加実験をおこない、トランスクリプトーム解析により、その
影響をモニタリングした。

図 2．アルデヒド脱水素酵素 II（ALDH2）遺伝⼦のエクソン 12にある非同義置換

結果および考察

　私たちは、私たちの培養細胞コレクションの中から、縄文人度合いが高い（縄文人由来ゲノムをより多くも
つ）不死化リンパ球を 4株選抜した。これら 4株の ALDH2遺伝⼦は全て祖先型ホモであった。これらのリンパ
細胞から iPS細胞を誘導した（図 3）。
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図 3．縄文人型アレルを持つ現代⽇本人リンパ球細胞から iPS細胞を誘導

4株のうちの 1株において、ゲノム編集によって 10塩基欠損を入れ（図 4）、

図 4．CRISPR-Cas9により派生型 ALDH2遺伝⼦を mimic

核型異常がないことを確認し（図 5）、

図 5．ゲノム編集細胞の DAPI gray karyotype inverted

肝細胞（hepatocyte）分化誘導をおこなった。免疫染色および qPCRにより肝細胞マーカー遺伝⼦の発現を確認
し、hepatocyte-like-cell（HLC）へ分化誘導できたことを確認した（図 6、7）。
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（完）

図 6．YA12-iPS-A6から分化した HLCにおいて Hepatocyteマーカーの発現を確認
（Scale bar = 100 µm）

図 7．iPS細胞よりも肝細胞マーカー発現量が上昇（qRT-PCR）

　これら HLCをもちいてアセトアルデヒドの添加実験をおこない、添加後の細胞における遺伝⼦発現変動遺伝
⼦を検出する解析をおこなった（図 8）。

図 8．派生型 ALDH2遺伝⼦をもつ肝様細胞の発現変動遺伝⼦数

　その結果、ALDH2派生型アレルが、免疫刺激応答や癌と関連する可能性が示された。ALDH2酵素が欠損する
ことにより血中のアセトアルデヒド濃度が上昇することで生じる形質で、東アジアにおいて過去に派生型アレル
に正の自然選択がはたらいたシグナルが多くの集団ゲノム解析で検出される。しかし、なぜ「お酒に弱い」表現
型が⼦孫を多く残すことに有利であったかいまだ不明である。本研究では、この謎の解明に一歩近づく実験系の
構築を成し得た。今後は、縄文人アレルが現代⽇本人においてどのような生理的影響を与えうるか、この細胞実
験系をもちいて明らかにして行くことを新たな目標としている。
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