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研究成果の概要（和文）：本研究では、海洋温暖化以前の海洋における微細藻の生物地理を明らかにするため
に、1960~70年代前半に世界中の様々な海域の海水から作成された、海水ろ過フィルター試料に保存された微細
藻類群集を、形態分類と遺伝子情報に基づいて調べた。そして、北太平洋における円石藻群集を調べた上で同じ
試料を用いてDNA解析を行い、その関係を調べた。また、大西洋低緯度域の円石藻群集組成ならびに、北太平洋
と南大洋におけるパルマ藻群集組成を解明した。さらに、DNA解析結果の解釈の為に、以前は分子情報が得られ
ていなかった円石藻について、培養実験ならびに単離細胞からの直接的な分子情報取得を行った。

研究成果の概要（英文）：Global ocean warming has accelerated since the 1990s, resulting in the 
modification of marine phytoplankton habitats. However, the evidence of such an environmental impact
 on marine phytoplankton is limited. During the 1960s-70s, a huge collection of filter samples was 
obtained throughout the world's oceans by Profs. McIntyre of the Lamont-Doherty Earth Observatory 
and Prof. Okada of Hokkaido Univ.In this study, we assess the diversity of coccolithophores and 
parmales through morphological and eDNA metabarcoding studies using the filter samples. Our 
comprehensive survey employing morphological-molecular approaches provide important information on 
the phytoplankton community structure in the 1960s-70s, and enabled us to make a comparison with 
that found in the modern ocean. We also conducted culture and molecular phylogenetic studies of 
several coccolithophore species to be use　the data for interpretation of the obtained metabarcoding
 data. 

研究分野： 微古生物学

キーワード： 温暖化　円石藻　パルマ藻　珪藻
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で、海洋の温暖化が進行する以前の1960年台から1970年代初頭の円石藻の太平洋と大西洋における広域分
布と、亜極域におけるパルマ藻や珪藻の群集分布が明らかになった。本研究結果で得られた情報と、現在ならび
に未来の海洋における円石藻とパルマ藻と珪藻の群集情報を比較検討することにより、温暖化の進行が海洋の微
細藻生態系にどのような影響を与えたかを、検討することが出来るようになった。

※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 
 人為的に放出された温室効果ガスによって、産業革命以来、地球の平均気温は上昇傾向にある。
それに伴い、海洋の温暖化も 1970 年代後半から顕著になってきた。全球の炭素固定の約半分を
担っている海洋の微生物は、温暖化の影響をダイレクトに受ける。こうした温暖化の生態系への
影響を正しく評価するには、温暖化の前（過去）と後（現在・未来）の群集を比較して、変化を
調べる必要がある。しかしながら、温暖化以前の生態系の情報は限られている。その上、形態情
報のみに基づいている温暖化以前の研究と、DNA を重視した最近の研究では直接的な比較がで
きない。この問題を解決するため、海洋の温暖化以前に作成された試料からの形態と分子の両方
の情報が求められていた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、1960〜1970 年代前半に世
界用の海洋の表層水（図 1）から作成された海
水ろ過フィルター試料の、形態観察に基づい
た群集解析と、同じフィルター試料の別の断
片から抽出した環境 DNA の解析を行い、温暖
化が顕著になる「前」の微生物（微細藻・共生
細菌）の多様性と地理分布を、形態分類と DNA
の両方に基づいて明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 

3-1．顕微鏡観察に基づいた群集解析とデータベース作成 
 円石藻については、4500 試料から光学顕微鏡観察用試料を作成し、偏光顕微鏡でフィルター
上のコッコリスの保存状態を調べ、保存状態が良好であることが確かめられた試料について、走
査型電子顕微鏡（SEM）を用いて群集解析を行った。パルマ藻と珪藻については、ベーリング海
と南大洋産の試料について、SEM 観察を行って群集解析を行った。 
 国内外の研究者と協力して、様々な論文で公表された円石藻の形態情報に基づいた群集分布
データと、本研究で得られた群集データをとりまとめ、円石藻の生物地理の基本情報となるデー
タベースを構築した。 

3-2．DNA 解析 
 群集解析の結果に基づいて選定したフィルターから DNA 抽出を行い、ミトコンドリアのシト
クロム c オキシダーゼ I（COI）遺伝子、および 18S rRNA 遺伝子を標的としたアンプリコンシ
ーケンスを実施した。18S rRNA 遺伝子を増幅するプライマーセットとして Euk1391f-EukBr 
(Stoeck et al., 2010)、ミトコンドリアにコードされたシトクロム c オキシダーゼ I 遺伝子（COI
遺伝子）を標的とする IntF-dgHCO2198 (Leray et al., 2013; Meyer, 2003)を使用した。PCR 後、Illumina 
Reagent kit V3 を使用し MiSeq (Illumina)によりシーケンシングを実施した。系統学的同定には 18S 
rRNA 遺伝子については SILVA 138SSU、COI 遺伝子については MIDORI2 GB248 データベース
を使用した。 
 
3-3．単離細胞ならびに培養株からの分子情報の取得 
 DNA 解析で得られたデータを解釈するための、リファレンスデータが不足していたため、そ
の問題を解決するために、これまでに未培養で分子情報が得られていない円石藻種を対象に、
18S rDNA 塩基情報の取得を試みた。また、Braarudosphaera bigelowii の培養株を確立し、そこ
から NifH 塩基配列を取得するとともに、国内外の研究者と協力してその株の観察を行った。 
 
 
４．研究成果 

4-1．顕微鏡観察に基づいた群集解析とデータベース作成 
 円石藻については、偏光顕微鏡による予備調査の結果に基づいて、保存状態の良い試料を選定
した。そして、偏光顕微鏡観察と SEM 観察に基づいて、北太平洋全域ならびに、南大洋、太平
洋―インド洋―大西洋に渡る赤道域の群集分布を明らかにした。その結果、南大洋における円石
藻群集の分布の南限が、以前は現在より赤道側（北側）にあることが分かった。この結果は、最
近の温暖化による円石藻分布域の南方シフトの証拠である。これらの結果を踏まえた上で、英国、
ドイツ、スペインの研究者と協力して、これまでに公表された円石藻の群集情報に関するデータ
ベース CASCADE (Coccolithophore Abundance, Size, Carbon and Distribution Estimates) を構築し、



論文を執筆して Scientific Data 誌に投稿した。論文は、査読を経て小規模修正中である。 
 パルマ藻については、ベーリング海と南大洋を中心に群集解析を行った。その結果、これらの
海域での 1960 年代の珪藻とパルマ藻の群集分布の詳細が明らかになるとともに、1960 年代後半
〜70 年代前半パルマ藻の生息密度が、現在よりも 10 倍から 100 倍高いことが明らかになった。
また、産出した Triparma 属の種組成が、最近 20 年とは違っていることを明らかにした。さ
らに、Triparma laevis については、北半球と南半球では形態に違いがあることを明らかにし
た。その上で、Triparma 属については 2 種の新種を発見し、Phycologia 誌より論文発表し
た（Hoshina et al. 2021a-c）。 
 珪藻の研究過程では新種を発見し、Proboscia macintyrei sp. nov. として Phycologia 誌より論
文発表した(Uetazo et al. 2021)。 
 
4-2．DNA 解析 
 解析に用いたほとんどの試料から 18S rRNA, COI 遺伝子共に増幅産物が取得できた。18S rRNA
では得られた配列の 10-50%程度が同定されず、また、サンプルの長期保存に起因する汚染由来
だと思われる菌類（Basidiomycota）が最大で 60%を占めていた。一方で、明らかに海産性である
カイアシ類や、藻類（Dinoflagellata, Retaria, Diatomea）も検出された。このうち、ハプト藻の存
在の有無は種によって異なり、Emiliania は 45%のサンプルで検出された一方で、Haptolina は 5%
のサンプルでしか検出されなかった。この分布が当時の海洋環境をどのように反映しているの
かについては将来研究を進める予定である。また、COI 遺伝子に基づく生物群集組成解析では、
汚染に起因する配列の割合が非常に多く、サンプルによってはほぼ 100％であった。また、18S 
rRNA 遺伝子と比較して同定不能な配列の割合も多く、これは COI 遺伝子のデータベースが不十
分であることに起因していると思われた。一方で、割合が少ないものの海産性であるカイアシ類、
藻類（Haptophyta, Bacillariophyceae）の存在も確認することができた。上記の結果により、フィ
ルター当時の海水に生息していた生物の DNA が残存していることがわかったが、汚染も一定程
度観察された。当時の海水に生息していた生物相の高精度な復元は、海産性の生物のみを標的と
した PCR およびシーケンス解析により実現可能であると考えられる。 
 
 
4-3．培養・分子実験 
 DNA 解析で得られた配列情報をより深く考察するために、円石藻や珪藻のリファレンスデー
タの拡充を試みた。具体的には、高知県沖の海水中から採取した円石藻や珪藻の培養実験や、難
培養種の単離細胞からの分子情報の取得を行った。特に、配列が得られたコッコリサス目を中心
に実験を進めた。その中で、Hayaster perplexus の単離細胞の 18S rRNA 塩基配列を決定し、従来
の形態分類ではカルシディスカス科に属すると考えられていた同種が、カルシディスカス属の
クレードからは完全に外れ、コッコリサス科のクレードに近いことを明らかにした（Hagino et al. 
2023）。さらに、カルシディスカス科 Umbilicosphera anulus の培養に成功し、分子情報を取得し
た結果、同種もカルシディスカス科ではなくコッコリサス科に近いことが分かった。これらの結
果から、コッコリサス目における、コッコリサス 科とカルシディスカス科の分類に問題がある
ことが明らかになった（論文準備中）。 
 さらに、イソクリシス目の円石藻 Reticulofenestra sessilis と共生関係にある珪藻（Thalassiosira
属とみられるが種名不明）から 18S rRNA 塩基配列を取得した。得られた配列は、Thalassiosira
属のクレードに含まれるものの、新規の配列であり、配列情報から種名を限定することは出来な
かった。現在、その形態情報と分子情報に基づいて、新種としての記載をすすめている（論文準
備中）。 
 フィルターから得られた DNA 試料の NifH 塩基解析の可能性を広げるために、円石藻
Braarudosphaera bigelowii の培養実験ならびに、B. bigelowii の単離細胞からの NifH 塩基配列の
取得を行った。確立した培養株の観察を行ったところ、B. bigelowii の細胞内に共生すると考え
られていた窒素固定細菌 UCYN-A のオルガネラ化が進行していることが推定されたため、共同
研究者らと共に、軟 X 線トモグラフィー観察とプロテオーム解析を行った。その結果、UCYN-
A は共生という段階を超えて初期のオルガネラの状態にあることが分かった。これらの結果に
基づいて、B. bigelowii の窒素固定を行う小器官をニトロプラストと名付け、B. bigelowii は窒素
固定を行うことが確認出来たはじめての真核生物であることを、共同研究者らとともに、Science 
誌に発表した（Coale et al. 2024）。 
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