
 

 
ホルマリン中で長期保存したプランクトンの群集組成の復元に成功 
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２．発表のポイント： 
 ◆長期にわたって生体試料を保存するために自然科学・医学など多くの分野でホルマリンが用

いられているが、ホルマリンで保存された試料からの DNA 抽出は困難であるという見解が

一般的であり、これら試料の DNA 情報の利用はほとんど進んでいない。 
◆本研究で、ホルマリン中に長期保存された試料から DNA を抽出しプランクトン群集組成を

復元する手法の開発に成功した。 

◆本手法を多くの研究機関・博物館等に保管されている歴史的試料に応用することで、環境変

動にプランクトン群集がどのように応答してきたかが明らかになると期待される。 
 
３．発表概要： 
プランクトン試料は世界中の海洋や湖沼において 100 年以上前から日常的に採取されてお

り、生体部分が分解しないよう、ホルマリン溶液に入れて研究室や博物館に保管されています

(例: 図 1)。これらホルマリン溶液に保存された試料は当時の DNA 情報を保持しており、この

情報を利用することができれば環境変動に対するプランクトン群集組成の変化や種自体のゲノ

ム変化などを調べることができるようになり、様々な研究への応用が期待されます。しかし、

ホルマリンによって形成される分子間の強い結合（メチレン架橋）のために、ホルマリンで保

存された試料からの DNA 抽出は困難であるという見解が一般的であり、これら試料の DNA
情報の利用はほとんど進んでいません。 
東京大学と海洋研究開発機構、豊橋技術科学大学、水産研究・教育機構の共同研究チーム

は、ホルマリン固定試料から DNA を抽出する手法を最適化し、抽出した DNA からプランク

トン群集を網羅的に復元できることを明らかにしました。 
プランクトン群集は海洋や湖沼生態系の中で最も低次に位置する群集であり、近年の環境変

動の影響を最も強く受けていると考えられます。しかし、プランクトン群集を網羅的に調べる

ことを目的とした（つまり DNA 採取を目的とした）モニタリングは、近年になってようやく

いくつかの定点観測点で始まったばかりです。世界各地で採取、保管されてきたホルマリン試

料に本手法を用いれば、環境変動に対するプランクトン群集の応答の理解が一気に進むと期待

されます。これは本手法の応用例の一例ですが、他にも絶滅種のゲノム復元や進化研究など歴

史的試料を用いた様々な研究展開が期待されます。 
 



４．発表内容： 
ホルマリン（約 37%のホルムアルデヒド溶液と定義される）は 100 年以上前から医学や基

礎生物学、環境学など様々な分野で細胞固定液として使用されてきました。ホルマリン固定試

料から DNA を抽出できれば、過去に採取された試料からゲノム情報を得ることが可能になり

ます。しかし、ホルマリン固定試料からの DNA 抽出はホルマリン固定されていない試料から

の DNA 抽出に比べて非常に困難であるという認識が一般的です。ホルマリン固定によって

DNA を含む分子間にメチレン架橋が形成されます。この架橋構造が長期間の有機物の保存を

可能にしているのですが、DNA を抽出する場合はまずこの架橋を取り外す必要があります。 
 
博物館や研究室に長期にわたって保管されているホルマリン固定試料からの DNA 抽出の試

みは近年になってから始まりました。これまでのところ、長期間保管されたホルマリン固定試

料からでも DNA の抽出が可能であることは明らかになっています。しかしその試みのほとん

どは単一種を対象としたものに留まっていること、また DNA 抽出法自体が最適化されていな

いという問題がありました。本研究が対象としたのは真核プランクトン群集全体です。海洋学

や湖沼学の分野ではプランクトンネットやマリンスノーを捕集するセジメントトラップ、プラ

ンクトンレコーダー等を用いてプランクトン群集を採取し、それをホルマリンで固定して保存

することが日常的に行われています(例: 図 1)。これまでこれらの試料の群集は、主に顕微鏡

を用いて形態的特徴から解析されてきました。しかし、近年の DNA 情報を用いた研究によっ

て、ほとんどのプランクトン群集は形態的特徴から推定できないほど多様であることが明らか

になっています。そのため、プランクトン群集の真の多様性を知るためには DNA 情報を引き

出すことが必要不可欠です。ホルマリン固定プランクトン試料からムラなく DNA が抽出でき

れば、より網羅的に過去に採取されたプランクトン群集組成が復元できることになります。 
 
本研究では様々な条件を検討した結果、DNA 抽出液にホウ酸バッファー（pH 11）、SDS、

Proteinase K を加え、長時間高温状態を維持することで、ホルマリンでできたメチレン架橋を

効果的に外し DNA を抽出できることを明らかにしました。そして本手法を用いて 17 年間ホ

ルマリン溶液に保存されたセジメントトラップ試料の DNA を抽出したところ、そこから復元

された珪藻群集が顕微鏡で観察された珪藻群集とよく一致することがわかりました（図 2）。

また全真核プランクトン群集の復元可能性を調査するために、海水試料をホルマリン固定しな

いで直ちに DNA を抽出した系と、ホルマリン固定して 1.5 年間保管した後 DNA を抽出した

系の真核植物プランクトン群集の違いを調べました。その結果、試料採取後直ちに DNA 抽出

を行なったサンプルとホルマリン固定し 1.5 年間保管した試料とでプランクトン群集に違いは

なく、長期間ホルマリン保存したプランクトンサンプルでもこの手法を用いることで、群集が

網羅的に復元できることを明らかにしました（図 3）。 
 
本手法は、環境変動がプランクトン群集に与える影響を調査する上で画期的なものとなる可

能性があります。プランクトン群集は海洋や湖沼生態系の中で最も低次に位置する群集であ

り、環境変化の影響を大きく受けます。しかし、プランクトン群集の解析を対象とした DNA
採取は一部の定点観測点で近年になってから観測が始まったばかりです。そのため、人間活動

に伴う環境変動や気候変動がプランクトン群集にどのような影響を及ぼしているのかは、ほと

んどわかっていない状況であり、近年になってこの問題が研究者間で共有されるに至っていま

す（注 1）。プランクトンは生食食物連鎖の底辺の支え手であると同時に海洋物質循環に密接

に関わっています。そのため、プランクトン群集組成の変化は生態系全体の機能に影響を及ぼ

します。プランクトン群集試料は、上記で述べたように世界各地で長年にわたって採取され、

ホルマリン固定されて保存されてきました。これら歴史的試料中に含まれる DNA を本手法を



用いて調べることで、近年の環境変化がプランクトン群集に及ぼす影響を全球的に理解するこ

とができる可能性があります。
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図 1： プランクトンネットで採取されホルマリン固定された試料 
 
 
 

 
 
図 2： 17 年間ホルマリン固定された試料中の珪藻群集の DNA 解析結果と顕微鏡観察結果の比較 
全珪藻群集中 0.5%以上の存在量となった属のみを示す。Porosira と Coscinodiscus は形態が似てい

るため、顕微鏡での識別ミスもしくは DNA データベース上のミスが考えられた。 
 



 
図 3：ホルマリン固定期間の異なる試料の ASV 数、Inv-Simpson 指数、群集組成 
群集組成は全群集の 0.5%以上の存在量となるもののみを示している。 


