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研究成果の概要（和文）：海洋環境指標として最も活用される微化石・浮遊性有孔虫は、近年の研究から生物種
の分類、それら種の生態的特徴の見直しが指摘されてきた。本研究は、最先端技術を応用して、1mm以下の微小
な浮遊性有孔虫個体について、遺伝子・形態・同位体の主要な分析を行うことを可能にする方法を編み出した。
まず遺伝子抽出行程が殻への物理的・化学的影響を及ぼし、その後の分析に弊害をもたらすことがないか厳密に
検証し、実際の浮遊性有孔虫の生物種間での形態や同位体比の特徴を検出した。本研究による同時複数分析の手
法は、汎用性が高く、かつ生物の実態に即した生態情報の獲得、それらを応用した環境指標の開発につながる。

研究成果の概要（英文）：Planktonic foraminifers are the most useful microfossil as ocean 
environmental proxy. However, the previous biological studies have pointed out that their taxonomic 
complexity veil the true ecological trait of each biological species. This study aimed to develop 
and apply the new approach, which comprehensively conduct the molecular, morphometric, and 
geochemical analyses, on an individual of planktonic foraminifers. First, we precisely examined the 
DNA extraction method has no physical or chemical damages to the foraminiferal shells, by using the 
leading-edge technologies. Then, we measured the morphological characters of the shells, and oxygen 
and carbon stable isotopes for each individual. Finally, we succeeded to detect morphological and 
isotopic differences between different biological species. Our novel approach is available for broad
 fossilized organisms to advance the understanding of their ecological characters, which could be 
worked for development of new multiple proxies.

研究分野：分子古生物学
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１．研究開始当初の背景 
 海洋生命圏の生物活動は、海洋だけでなく
地球全体の環境と大いに関係する。どのよう
に海洋と生物が相互に作用し、進化してきた
かを理解する上で、世界の海洋に広く分布す
る真核単細胞プランクトン・浮遊性有孔虫は、
非常に有用な研究材料・研究対象である。浮
遊性有孔虫は「殻をもつ」ため、殻の形態に
基づいて種の分類（形態種）が容易にでき、
殻の化学組成には生息域の化学的情報が反
映され、さらにその殻は海底堆積物中に化石
として残存するため、過去の環境・生態の情
報を記録している。こうした特性から、浮遊
性有孔虫の種組成や殻の化学組成（酸素・炭
素安定同位体比：δ18O・δ13C）は、過去の水
温や海洋循環などの復元に利用されてきた。
しかし、先行研究などから浮遊性有孔虫を環
境指標として用いるには、以下の大きな問題
点が指摘されてきた。 
（１）浮遊性有孔虫の分子系統解析が進み、
形態種は１つの生物学的種ではなく、遺伝
的に異なる複数の種（遺伝子型）が含まれ
ていることがわかってきた。遺伝子型ごと
に生息範囲や季節性が異なるため、形態種
の分類に基づいた種組成変化や生態情報
は、実際より過小評価されている。 
（２）浮遊性有孔虫のδ13C は、生息環境の水
温や一次生産性を反映していると考えら
れている。しかし、浮遊性有孔虫は細胞内
に共生藻を有する事が多く、それらの光合
成に伴う vital effect による同位体非平
衡があるため、ほとんどが環境指標として
実用されてない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、浮遊性有孔虫を生物学的種とし
て分類し、それら種ごとの殻形態や殻のδ
18O・δ13C の特徴を再構築し、さらにδ13C と
共生藻の違いに関係性があるかを検証する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 浮遊性有孔虫は実験室での飼育・系統維持
が難しいことから、野生個体を用いた研究が
必要である。そのため、浮遊性有孔虫の生物
学的種の分類に基づき、それら殻の形態や化
学組成を検証するには、同一個体で遺伝子・
形態・同位体の分析を行わなくてはならない。
そこで、①遺伝子と殻の分離、②マイクロフ
ォーカス X 線 CT スキャンによる非破壊の殻
形態分析、③微量炭酸塩の同位体分析法・
MICAL3による１個体ごとのδ18O・δ13C測定、
という方法を考案した。 
 研究対象としては古海洋環境学などで頻
繁 に 用 い ら れ る 浮 遊 性 有 孔 虫
Globigerinoides ruber を用い、手法の確立
と適用を行った。 
 
（１）手法の確立 
 本研究グループの研究者を含め、国際的な

研究協力のもと、グアニジン酸ベースの抽出
試薬を使用することによって、炭酸塩の殻を
保存したまま遺伝子抽出をすることができ
るようになった。しかしこの抽出行程は試薬
内での加熱作業が伴うため、殻への物理的・
化学的ダメージがないことが本研究の前提
となる。そこで、各々のダメージを検証する
比較実験を行った。 
 
（２）遺伝子型ごとの形態・同位体比の検証 
 同一地点で採取した G. ruber の遺伝子型
を同定し、同じ遺伝子型内、異なる遺伝子型
間で殻の形態的特徴を調べた。また、１個体
ごとにδ18O・δ13C 測定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）手法の確立 
 遺伝子抽出行程が、殻へ与える影響を以下
のように厳密に精査した。 
 
A.物理的ダメージの検証 
①測定条件の設定 
 マイクロフォーカス X 線 CT スキャンは、
試料に対して全方位(360°)から X 線を照射
し、試料の特定位置での X線吸収率の差を白
黒の濃淡（グレースケール）として表現する。
通常、このグレースケールは空気を 0、水を
-1000 として medical CT 値（HU: Hounsfield 
Unit）に換算され、既知の物質（ファントム）
を用いた比重から、得られた CT 値は試料の
相対的密度を示す。しかし、有孔虫試料に対
するファントムは存在しないため、既知の密
度の炭酸塩結晶（カルサイト）をファントム
として用い、空気を 0、カルサイトを 1000 と
するカルサイト CT 値を新たに定義した。そ
して毎回同一ファントムを測定することに
よって、測定間での試料の密度を比較するこ
とを可能とした。また、試料の表面積と体積
を算出し、体積／表面積で殻の平均の厚さを
算出した。 
 上記の測定条件を整え、同一地点で採取し
た G. ruber 20 個体を用意し、遺伝子抽出の
「前」と「後」の殻をマイクロフォーカス X
線 CT スキャンで測定した。 
 
②測定方法の違い 
 X 線照射をする試料台に、複数の個体をセ
ットした場合と、１個体のみをセットした場
合で、得られる CT 値に違いがあるか検討し
た。その結果、複数個体を同時測定すると、
X 線の透過する距離の違いによる減衰（ビー
ムハードニングアーチファクト）が起き、測
定間の誤差が大きくなる事がわかった。 
 
③遺伝子抽出の「前」と「後」の比較 
 ②の結果を踏まえ、20 個体の試料を全て単
体で測定した。同一個体間で、遺伝子抽出の
「前」と「後」の状態の CT 値や殻の厚さを
比較すると、有意な差がないことがわかった
（図１）。 



 

図１．遺伝子抽出前と後の CT 値 
 
B.化学的ダメージの検証 
 δ18O・δ13C 測定は殻をリン酸反応で溶かす
ため、A のような遺伝子抽出前後で比較する
ことができない。そこで、同時採取した G. 
ruber 50 個体を 3つのグループに分け、比較
実験を行った。 
グループ１：コントロール（海水を洗い落と
しただけの乾燥試料） 
グループ２：試薬に入れ、70°Cで 40 分間加
熱（通常の遺伝子抽出行程を行った試料） 
グループ３：試薬に入れ、70°C で 120 分間
加熱（通常の３倍の時間をかけ遺伝子抽出
行程を行った試料） 
これら３つのグループ間で、δ18O、δ13C 値
各々の分散分析を行った結果、いずれも有意
な差がないことが実証された（図２）。 
 

図２．３グループ間のδ18O（上段）、δ13C（下
段）値の箱ひげ図 
 
 A と B の比較実験から、本研究で用いた遺
伝子抽出行程は、殻へ物理的・化学的影響を
及ぼすことなく、遺伝子と殻試料を分離する
最も有効な手法であると実証された。 
 

（２）遺伝子型ごとの形態・同位体比の検証 
 高知沖で採取した G. ruber の Small 
Subunit ribosomal DNA (SSUrDNA)の分子系
統解析を行った結果、現在世界各地で見つか
っている６つの遺伝子型のうち、４遺伝子型
（Type Ia, Type Ib-1, Type Ib-2, Type IIb）
が産出することがわかった。 
 
A．殻形態の違い 
 浮遊性有孔虫は、細胞の成長時にチャンバ
ー（殻室）の数を増やして外骨格である殻を
大きくする。したがって、殻の内容積はほぼ
細胞の大きさに等しい。遺伝子型間でチャン
バーごとの内容積の増加をみると、増加率に
大小の違いがみられた。統計的な検証には N
数がまだ少ないが、遺伝子型間での成長の違
いなどが形態に反映されている可能性が示
唆された。 
 
B．δ18O・δ13C の違い 
 １個体ごとのδ18O・δ13C 値は、ばらつきが
大きく、δ18O で約 1.3‰、δ13C で約 1.5‰の
幅があった。さらに、殻の重さ（殻の大きさ
に等しい）と同位体値を比較すると、δ18O
は殻の重さと関係性がないが、δ13C は殻が重
いほど値が大きくなる正の相関が認められ
た。殻の重さとδ13C について、N数の多い遺
伝子型（Type Ia と Type IIb）別にみると、
両者とも正の相関があるだけでなく、２群間
の傾きが有意に異なる結果が得られた（図
３）。 
 

図３．殻の重さに対する遺伝子型 Type Ia と
Type IIb のδ13C 値 
 
 「２つの遺伝子型間で認められたδ13C 値の
違いは、異なる共生藻を細胞内にもつことに
よるのか？」という仮説のもと、先に分離し
た遺伝子試料から共生藻・Pelagodinium beii
の 5.8S 、 ITS2(Internal Transcribed 
Spacer-2)、LSU(Large Subunit)rDNA による
分子系統解析を行った。その結果、浮遊性有
孔虫１個体内に複数の共生藻リボタイプが
存在し、異なる浮遊性有孔虫の遺伝子型間で
同じ共生藻リボタイプが確認された（図４）。 
 
図４．G. ruber 細胞内から抽出した P. beii
リボソーム DNA の分子系統樹。黒いハッチは
異なる浮遊性有孔虫の遺伝子型間に同じ共



生藻リボタイプが存在することを示す。 
 

 
 このような結果から、殻の重さとδ13C 値の
相関関係について以下のような考察が得ら
れた。 
［殻の重さとδ13C 値の正相関］ 
 浮遊性有孔虫は幼体から成体へ細胞サイ
ズを大きく成長させる。一方、共生藻自体の
体サイズは変化しないが、宿主（浮遊性有孔
虫）の成長に伴い、共生藻の数が増加する。
そのため、共生藻による 12Cの消費が増大し、
宿主の殻は 13C が相対的に増えることによっ
てδ13C 値が大きくなったと考えられる。 
 
［遺伝子型間での違い］ 
 共生藻にも複数のリボタイプがあり、複数
のリボタイプが１宿主内に存在することか
ら、上記の仮説「異なる共生藻種によるδ13C
値の変化」は棄却される。一方で、宿主の遺
伝子型ごとにδ13C 値は異なる傾向を示すこ
とから、宿主の成長時に各々の共生藻種が異
なる増加率を持つ可能性、共生藻種によって
光合成などの活性度が異なることによる 12C
の消費量の違いが予測される。このように、
浮遊性有孔虫の遺伝子型間で、宿主による共
生藻類のコントロールや栄養戦略に違いが
δ13C 値に反映されている可能性が示唆され
た。 
 
 本研究は、最先端の技術を応用して、微小
な生物について遺伝子・形態・同位体の高精
度同時分析法を確立した。さらに、同方法論
を実際の生物種に適用し、これまで難しかっ
た生態情報と形態・同位体に関する知見を得
る事ができた。今後も本手法を広く様々な生
物種に適用することによって、生態を加味し
た新規の環境情報が得られ、より精確な環境
指標の確立が期待される。 
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