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研究成果の概要（和文）：古環境復元は、主に脂質バイオマーカー、生体化石の形態による分類および化石に含まれる
化学成分・同位体分析によって行われきた。本申請では、海洋堆積物中の鉱物や固体有機物に保存されている化石DNA
に着目し、堆積物中の化石DNA抽出法と次世代シーケンサーを用いた手法の確立と、分子系統解析による環境指標にな
る生物種の特定によって、古環境復元が可能になる新たな手法開発を目指した。結果、表層から深部まで連続した日本
海海底下堆積物（約3千～10万年前）から、生体化石で寒冷期の指標になる珪藻や温暖な気候を示す植物の化石DNAの検
出に成功し、化石DNA解析が海洋および陸域の生態系復元にも適応可能である事を示した。

研究成果の概要（英文）：For the reconstruction of paleoenvironments, the morphology of fossilized 
organisms, lipid biomarkers and their chemical and isotopic compositions have been used as proxies. In 
this research project, we developed a new proxy based on ancient eukaryotic DNA preserved in deep-sea 
marine sediments. We successfully developed a new method to extract ancient DNA from marine sediments 
from Japan Sea, where abrupt climate changes including Last Glacial Maximum were recorded. From extracted 
DNA, pyrosequencing was used to retrieve 18S rRNA sequences affiliated within a diatom species of T. 
nordenskioeldii, diagnostic to cold climate from 29-ka sediments deposited during the last glacial period 
(MIS-2). Plant species of the genus Alnus was detected from 36-ka sediments deposited during the 
interstadial period (MIS-3). It is therefore concluded that our developed method can be applied to the 
study of paleoenvironments as a new proxy.

研究分野： 地球微生物学
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１．研究開始当初の背景 

統合海底掘削計画（IODP）でも重要視さ
れる古環境復元（文献 1）は、主に生体化
石の形態による記載と化石に含まれる化学
成分・同位体分析によって行われていた（文
献 2,3,4）。しかし、この分析方法は、保存
性の良い生体化石からの情報に制限される
という問題点があった。本申請者は、DNA
がシリカ鉱物に強く収着する特性と堆積後
の続成作用によるシリカ鉱物の形成の普遍
性から、海洋堆積物中の化石生物の DNA
がシリカ鉱物中にトラップされて保存され
ている可能性に着目した。そこで、海洋堆
積物中で化石生物の DNA が保存の有無を
調べるために329次統合海底掘削計画調査
にて環流域と遠洋域の掘削コア、および日
本海沿岸域からジャイアントピストンコア
(0〜40m)を採取した。化石生物の DNA を
用いた古生態系の復元は、強力なツールと
して、古環境学・古生物学・古気候学の新
展開として期待された。 
 

２．研究の目的 

（１）海底に堆積した多様な生物群の DNA

が、どのように分解・保存されるかを、新規
に開発した DNA 抽出技術により、沿岸・遠
洋・寒流域に堆積した様々な深度のコア試料
を対象に地球規模で明らかにする。 

（２）得られた DNA に基づく観察結果とど
のように創刊するか、および形態観察で生え
られない古生態系を復元する上で鍵となる
情報の有無を解明する。 

 

３．研究の方法 

（１）沿岸堆積物中の化石 DNA 抽出法およ
び包括的解析方法の確立として、DNA 抽出
条件の最適化および包括的解析方法の確立
を行った。 
①「試料」 
試料には、沿岸・遠洋・環流域で、どの深度
まで化石 DNA が回収可能かを評価するため
に、試料には、南太平洋環流下の堆積物
（IODP Esp. 329 にて採取）、および、日本
海海底下の表層から深部まで連続したコア
（（海底下 8〜40 メートルの堆積物、日本海
東縁ガスハイドレード調査 M179 にて採取）
を用いた。各試料は、掘削後、DNA を抽出
するまで、−80°C で保存した。 
②「DNA 抽出法の最適化」 
堆積物中の生きた生物由来の DNA を除去し、
シリカ鉱物にトラップされた化石由来の
DNA を取得するために、DNA 抽出法の最適
化を行った。最適化した DNA 抽出法では、
先行研究で開発したアルカリ加熱抽出法（ア
ルカリ溶液中で 0.1 gの堆積物試料を加熱し
て、堆積物中のシリカ鉱物と微生物の細胞膜
等を溶解して DNA を抽出する方法）を改良
して、2 段階のアルカリ加熱抽出（図１）を
行った（文献 5,6,7）。さらに抽出物は、DNA

分析を妨げる腐食物質を除去するために

PVPP を用いて精製した。抽出した DNA 量
は、定量 PCR 法によって測定した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 2段階アルカリ加熱抽出法 

1 段階目の抽出で、原核生物など生きた生物由来

の DNA を除去した後、2 段階目の抽出で化石 DNA

を取得する。 

 
③表層から深部まで連続したコアから DNA

抽出・分析し、環境変動に呼応した古生態系
の変化がどの深度まで記録されているかを
調べた。 
 
（２）化石 DNA の配列決定による古生態系
の復元として、得られた化石 DNA の配列決
定により起源生物を特定し、生体化石の生物
群との比較を行い、古生態系復元で有益な情
報を抽出した。 
①「DNA 配列に基づく起源生物の特定」 
化石 DNA の配列情報を取得するために、抽
出した化石 DNA から真核生物の 18S rRNA

遺伝子(V4)を PCR にて増幅した後、Sanger

法および次世代シーケンス法により塩基配
列の決定を行った。得られた DNA 配列に関
して公的機関のデータベースを用いて近縁
種の特定および分子系統樹の作成を行い、起
源生物種と産地の特定を行った。 
②「化石 DNA と生体化石の分析で得られる
生態系の比較」 
化石 DNA の配列に基づく起源生物の特定の
結果と従来の形態により分類された生体化
石の情報を比較して、化石 DNA からのみ得
られる情報がないか調べる。 
 
４．研究成果 
（１）沿岸堆積物中の化石 DNA 抽出法およ
び包括的解析方法の確立 
①南太平洋環流下の深海堆積物を用いて化
石 DNA の抽出法の検討を行った結果、複数
の堆積物試料から化石 DNA を抽出すること
に成功し、DNA の起源生物の同定により、
化石由来と考えられる珪藻やカビ等を検出
することに成功した。しかし、手法と結果の
信頼性を確認するために、再度同じ試料を用
いて、分析を行った所、当初得られていた結
果を再現することができなかった。原因を調
べた結果、堆積物試料の劣化が確認されたた
め、再び化石 DNA を取得することが困難で
あると判断された。化石 DNA 解析の再現性
を確認するために、日本海の海底下堆積物を
対象とした解析を行った（図２）。日本海コ
ア試料には、最終氷期の環境変動を記録され
ており、環境変動が生態系に与えた影響につ

 



いて明らかにする古環境復元の研究に適し
ているとされる。 

図 2 サンプリングサイト 

 
②日本海の堆積物を用いて、「DNA 配列に基
づく起源生物の特定」、「生体化石との比較」、
「古生態系の復元」を実施した。結果、表層
から深部まで連続した堆積物（約 3 千〜10

万年前に堆積）から、再現よく DNA を抽出す
ることに成功した（図３）。 

 
（２）化石 DNA の配列決定による古生態系
の復元 
①「DNA 配列に基づく起源生物の特定」 
抽出した化石 DNA を分析し、DNA 配列に基
づく起源生物の特定を行った（図３）。先行
研究と比較した結果の他のサイトで分析さ
れた化石 DNA の結果とも矛盾しないことが
示された（図３）。 
②「化石 DNA と生体化石の分析で得られる
生態系の比較」 
抽出した化石を分析（塩基配列決定）し、生
体化石としても分析されている海洋性ブラ
ンクトン（珪藻や放散虫）の他、陸上の植物
由来の化石 DNA を再現性良く検出すること
に成功した。また、最終氷期中の亜氷期と亜
間氷期の堆積物からは、それぞれ異なる生物
種が検出された。また、生体化石では検出さ
れない海洋性プランクトンなども多数検出
された。 
 化石 DNA の分析によって検出された生物
種をさらに詳しく調べるために、分子系統樹
を作成した（図 4, 5）。結果、3万年前（MIS-2）
の堆積物から検出された珪藻は、生体化石と

しても分析されている寒冷種の T. 
nordenskioeldii に近縁だった（図 4）。また、
3 万 6 千年（MIS-3）の堆積物から検出され
た植物は、陸域の植物で、花粉化石が分析さ
れている温暖期に棲息する Alnus（ハンノキ）
に近縁だった（図 5）。これらの結果は、化石
DNA 解析で検出された生物情報は、過去の
生態系および過去の環境を復元するための
情報を含んでいることを示している。 

 
（３）まとめ 
本研究では、新規に改良した DNA 抽出法（2

段階のアルカリ加熱抽出法）によって、0.1
の堆積物から化石 DNA 抽出し、分析する事
を可能にした。この手法によって、表層から
深部まで連続した堆積物を細かく連続的に
解析して、古環境変動が連続的に記録されて
いる海底堆積物を用いて古生態系復元を展
開することができる可能性が示された。また、
化石 DNA 解析は、過去の生態系や古環境を
復元出来るツールとして用いることができ
る可能性が示された。（現在、結果は論文と
してまとめ投稿中である。） 
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図３ 化石 DNAの分析で検出された生物種 
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図 4 化石 DNAの分析で検出された珪藻の系統樹 
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図 5 化石 DNAの分析で検出された植物の系統樹 
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