
１．は じ め に

天然の生態系では，植物プランクトン（一次生産

者）は動物プランクトン（一次消費者）に，動物プラ

ンクトンは小さな魚（二次消費者）に，小さな魚は大

きな魚（高次消費者）に食べられるという「食物連

鎖」がある（Fig. 1）。そしてその中で生物の窒素同

位体比は，被食―捕食の関係を通して被食者（餌）か
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Fig. 1 Relationship between the trophic level (TL)
andδ15N of bulk organisms.



ら捕食者（消費者）に受け継がれるため，生態系に属

する全ての生物の窒素同位体比は，一義的には食物連

鎖網のベースにいる一次生産者の同位体比を反映す

る。例えば，海水中の硝酸イオンを窒素源として生育

した植物プランクトンの全窒素同位体比（生き物まる

ごと，バルクの同位体比）は，＋3～＋10‰（例えば，

Altabet and Francois, 1994）であるのに対し，窒素

ガスの固定により生育したシアノバクテリアの全窒素

同位体比は，約0‰（例えば，Minagawa and Wada,

1986）である。そのため，彼らを餌とする動物プラ

ンクトン，そしてその動物プランクトンを餌とする魚

の全窒素同位体比は，この生産者の同位体比の違いを

反映する（例えば，Wada and Hattori, 1976）。一方

で動物の全窒素同位体比は，その動物が食べた餌に比

べて平均で3.3‰高い値になる（例えば，Miyake and

Wada, 1967）。これは，動物は捕食によって餌から窒

素を得る一方，代謝された窒素を尿素やアンモニアと

して体外に排出し，その際に排出される窒素は15Nに

乏しく，体組織に残る窒素は15Nに富むという同位体

分別が起こるためである。この関係を利用すること

で，生物の全窒素同位体比からその生物の生態系の中

での位置「栄養段階（trophic level, TL）」を推定す

ることができる（式（1）, Minagawa and Wada,

1984; Wada and Yoshioka, 1995）。

TL＝（δ15N生物－δ15N一次生産者）/3.3＋1 （1）

δ15N生物は研究対象の生物の全窒素同位体比を，

δ15N一次生産者は研究対象の生態系の一次生産者の全窒素

同位体比を表す。植物プランクトンの栄養段階が1で

あり，それを食べる動物プランクトンが2，さらに動

物プランクトンを食べる魚が3となる。また，植物プ

ランクトンと動物プランクトンの両方を捕食する魚

は，2～3の中間的な値になる。

このように，生物の全窒素同位体比は，生物の栄養

段階を明らかにし，生態系の食物連鎖網解析などの研

究に有用な情報をもたらす。これまでに数多くの研究

が行われ，多くの論文（例えば，Wada et al., 1987;

Hobson and Welch, 1992; Yoshii et al., 1999; Ogawa

et al., 2001）が発表されていることからも，本手法の

有用性は疑いようがない。とくに，窒素同位体比から

得られる栄養段階の情報に，炭素同位体比の情報を加

えて，生態系の食物連鎖構造を客観的に捉えるという

手法は，現在の生態学研究にとって最も重要なアプ

ローチの一つであり，また，この手法の登場により，

今日の“同位体生態学”と呼ばれる分野が発展してき

た（和田，1997; Fry, 2006）。

しかしこの手法には，（1）捕食に伴うδ15Nの上昇

（3.3‰）が系によって変化する，（2）妥当なδ15N一次生産者

を求めることが難しい，という2つの問題があり，得

られる結果の精度がしばしば議論の対象となってきた

（例えば，Cabana and Rasmussen, 1996; Post,

2002; Matthews and Mazumder, 2005）。例えば，植

物プランクトンの全窒素同位体比は，窒素源として窒

素ガス，硝酸，アンモニアの何を使ったのか，または

その利用割合に応じて，ときには10‰以上の非常に

大きな変動を示す（例えば，Yoshioka et al., 1994;

Dore et al., 2002）。また，単一の窒素源を用いていて

も，その利用効率の違い（たくさん使ったのか，少し

使ったのか）によっても，植物プランクトンの全窒素

同位体比は大きく変動する（例えば，Altabet and

Francois, 1994）。すなわち，この一次生産者の全窒

素同位体比の変動（バックグラウンドの変動）が，捕

食に伴うδ15Nの上昇（3.3‰）に比べて大きすぎるた

めに，これまでの研究では，生物の全窒素の窒素同位

体比分析が，絶対的な栄養段階を定量的に示すツール

というよりは，相対的な被食―捕食の関係を示すツー

ルとして用いられることが多かったのである（例え

ば，Rau et al., 1992; O’Reilly et al., 2002; Schmidt et

al., 2003）。

2000年代に入ると，この重い同位体（15N）の濃縮

をバルク（生き物丸ごと）としてではなく，生物に含

まれる個々の有機化合物，とりわけアミノ酸に注目し

た研究が行われるようになった（McClelland and

Montoya, 2002; McClelland et al., 2003; Schmidt et

al., 2004; Pakhomov et al., 2004）。それにより，捕食

者のアミノ酸の窒素同位体比は餌に対して，フェニル

アラニン（Phe）で約0.4‰，グルタミン酸（Glu）で

約8.0‰高 く な る こ と が わ か っ て き た（Fig. 2;

Chikaraishi et al., 2009）。すなわち，生物に含まれ

る両者のアミノ酸の窒素同位体比を比較することで栄

養段階（式（2）;水棲生物の場合）や一次生産者の

窒素同位体比を推定することができる（Chikaraishi

et al., 2009）。

TLGlu/Phe＝（δ15NGlu－δ15NPhe－3.4）/7.6＋1 （2）

このアミノ酸を用いた分析法は，生物の栄養段階を推

定するうえで，一次生産者の同位体比を必要とせず

に，言い換えれば，一次生産者の窒素同位体比の変動
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に左右されずに，研究対象の生物に含まれる２つのア

ミノ酸の同位体比を見るだけで正確に栄養段階を推定

することができるという点で本質的に優れている。

この手法の登場により，生物の栄養段階はカメラの

ピントを合わせたようにクリアーに見ることができる

ようになった（Fig. 3, McCarthy et al., 2007; Popp et

al., 2007; Chikaraishi et al., 2009, 2010a)。生態系の

一次生産者の値と考えることができるフェニルアラニ

ンの窒素同位体比（－3.4～＋10.1‰）が示すように,

天然の生物は,多様な窒素同位体比を持つ一次生産者

を起点とする生態系に属している。しかし,アミノ酸

の窒素同位体比（式（2））により導かれた栄養段階

（TLGlu/Phe）は，そのような一次生産者の同位体比の

バラツキに関わらず，シアノバクテリア，植物プラン

クトン，海藻などの一次生産者が1，動物プランクト

ンや貝などの一次消費者が2と，生物学的な知見に

ぴったり一致する。また，カニやエビが2.5前後，魚

が3～4，サメが4後半，というように，雑食者や高次

消費者の栄養段階も非常に妥当な値を示す。

２．原 理

生体に含まれるアミノ酸には，食物連鎖に伴い窒素

同位体比（δ15N）がほとんど変化しないアミノ酸Fig. 2 Relationship between the trophic level (TL)
andδ15N of amino acids.

Fig. 3 δ15N values of glutamic acid and phenylalanine, and the TLGlu/Phe values in natural aquatic organ-
isms (after Popp et al., 2007; Chikaraishi et al., 2009, 2010a).
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（メチオニン，フェニルアラニンなど，Source amino

acid）と，3～8‰上昇するアミノ酸（アラニン，

バリン，イソロイシン，プロリン，グルタミン酸

など，Trophic amino acid）の2種類が存在する

（McClelland and Montoya, 2002; Chikaraishi et al.,

2007）。これは，両者の代謝系が異なるためである

（Fig. 4; Bender, 2002）。前者のアミノ酸は，代謝の

主反応にアミノ基（窒素）が関わらないため，代謝さ

れるアミノ酸と代謝されずに残るアミノ酸の間に同位

体分別がほとんどない。一方で後者のアミノ酸は，代

謝の主反応がアミノ基の脱離反応であるために，代謝

されるアミノ酸と代謝されずに残るアミノ酸（体組織

になるアミノ酸）の間に同位体分別が起こる。そのた

め，前者のアミノ酸の窒素同位体比は，高次捕食者で

あっても生態系の一次生産者がはじめに持っていた値

とほとんど一致する（Chikaraishi et al., 2007,

2009）。また，どの栄養段階の生物であっても，その

生物に含まれる両者のアミノ酸の窒素同位体比を比較

することで，以下の一般式より（式（3）），栄養段階

（TL）を推定することができる（Chikaraishi et al.,

2009）。

TL＝（δ15Ntrophic－δ15Nsource－β)/

(Δtrophic－Δsource)＋1 （3）

δ15Nsource，δ15Ntrophicは，それぞれ，食物連鎖に伴い窒

素同位体比が変化しないアミノ酸（Source amino

acid）と，変化する（上昇する）アミノ酸（Trophic

amino acid）の同位体比を，βは一次生産者における

両者のアミノ酸の同位体比の差を，Δsource，Δtrophicは，

両者のアミノ酸の食物連鎖に伴う同位体比の上昇値を

示す。原理的には，δ15Nsource，δ15Ntrophicには様々なア

ミノ酸を用いることができるが，式（3）の各項β，

Δtrophic，Δsourceの生物間でのバラツキ（Table 1）や，

同位体比の測定のしやすさ（次章参照）を考慮する

と，δ15Nsourceにフェニルアラニンを，δ15Ntrophicにグル

タミン酸を用いた場合（式（2））に最も優れた精度

Fig. 4 Nitrogen isotopic fractionation during amino acid metabolisms.

Table 1 Summary of the isotope difference be-
tween amino acid and phenylalanine (�),
15N-enrichment factor along trophic level
(Δ), and their variability (1σ) for aquatic
organisms.
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（1σ＝0.12）で栄養段階を求めることができる

（Chikaraishi et al., 2009）。

３．アミノ酸の窒素同位体比の測定

アミノ酸の窒素同位体比分析は一般的に，（1）生体

試料の酸加水分解，（2）精製と誘導体化（力石ほか，

2009），（3）ガスクロマトグラフ／質量分析計（GC/

IRMS）による同位体比測定（力石・大場，2008;

Chikaraishi et al., 2010b）で構成される。誘導体化

には，ピバロイル／イソプロピル（Pv/iPr）エステル

化（Fig. 5a:カルボキシル基をイソプロピルエステル

化し，アミノ基をピバロイル化したもの，例えば，

Metges et al., 1996），または，トリフルオロアシル／

イソプロピル（TFA/iPr）エステル化（Fig. 5b:カル

ボキシル基をイソプロピルエステル化し，アミノ基を

トリフルオロアシル化したもの，例えば，Engel et al.,

1990）が用いられる。ただし，フッ素を含む化合物

は GC/IRMSに深刻なダメージを与える恐れがあるた

め，TFA/iPrエステル化を用いる場合は GC/IRMSの

運用に細心の注意を払う必要がある（Chikaraishi et

al., 2010b）。

GC/IRMSでの測定では，Fig. 6に示すようなクロ

マトグラムが得られ，個々のアミノ酸の窒素同位体比

が測定される。同位体比を正確に測定するためには，

個々のアミノ酸のピークを必ずベースライン上で分離

しなければならない（力石・大場，2008）。例えば

Fig. 6では，アスパラギン酸とトレオニンのピークが

重なっており，このような場合にはアスパラギン酸と

トレオニンの同位体比を個々に得ることはできない。

一方で，グルタミン酸とフェニルアラニンのピークの

周辺に他のアミノ酸や夾雑物のピークは見あたらず，

グルタミン酸とフェニルアラニンの同位体比は，ほと

んどの試料において容易に測定することができる。一

般的に，1試料あたりの測定時間は40～60分，必要な

試料量は各アミノ酸ごとに窒素量で約30 ng（窒

素含有量が5％の試料であれば，試料全体で200～

500μg程度），測定精度は0.5‰（1σ）程度である

（Chikaraishi et al., 2010b）。

４．今後の展開

アミノ酸を用いた手法は，バルク法に比べて，（1）

栄養段階の見積もりに一次生産者の情報を必要としな

い，（2）得られる栄養段階の精度が格段に高い，（3）

少量の試料で分析できる，（4）ホルマリン固定試料，

骨や殻に含まれるアミノ酸にも利用できる，という優

れたアドバンテージがあり（Chikaraishi et al.,

2010a），バルク法に替わる新しい手法として今後の

幅広い利用が大いに期待されている。しかし，この新

しい手法を用いた研究の実績は，残念ながらまだまだ

限定的である。それは，アミノ酸の同位体比の研究

が，まだ始まったばかりであるために，生体アミノ酸

の同位体比の挙動に関する基礎的なデータが不足して

いることや，微小試料からアミノ酸の窒素同位体比を

正確に測定できるようになるまでには前処理や GC/

IRMSについてかなりの経験が必要となるためであ

る。実際に，式（2）は，植物プランクトンなどを一

Fig. 5 Derivatizations employed for nitrogen isotope analysis of amino acids.
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次生産者として，動物プランクトン，魚などの生物で

構成される水界生態系の生食連鎖においては，海棲，

淡水棲にかかわらず，その妥当性が高く評価されてい

るが（Fig. 3; Chikaraishi et al., 2009），式（2）を直

接，腐食連鎖系や陸上生態系，化学合成生態系，共生

系などに適用できるかどうかは，まだはっきりしてい

ない。また，式3のβは，水界生態系では＋3.4‰であ

るが，陸上生態系では，C 3植物を起点とした場合

に，－8.4‰，C 4植物を起点とした場合に＋0.4‰と，

系によって異なる値をもつことが報告されている

（Chikaraishi et al., 2010a）。今後，得られる情報の

精度を高め，質の高い議論を行うためには，様々な

ケースについて，培養やコントロール下での飼育実験

などを通じて，基礎的なデータをさらに増やしていく

ことが必要である。また同時に，前処理や測定法の簡

易化・最適化などの研究（山口ほか，2009）も重要

である。

生態学における食物連鎖網研究の究極的な目標の1

つは，生態系に生息する動物が何を餌としているかを

明らかにすることであり，栄養段階の推定はその全体

像を客観的に理解するためのひとつの手段にすぎな

い。フェニルアラニンの窒素同位体比が一次生産者の

それとほとんど一致すると言っても，コントロール下

での飼育実験や，生物学的に何が何を食べているかが

明らかな系を除く複雑な自然界のほとんどのケースに

おいては，これらの窒素同位体比から一次生産者を明

確に特定することは簡単でない。しかし，アミノ酸の

窒素同位体比から得られる栄養段階や一次生産者の窒

素同位体比に加えて，アミノ酸の炭素同位体比を測定

することができれば，複雑な天然の食物連鎖網をさら

に詳しく捉えることができる可能性がある。例えば，

植物プランクトンの炭素同位体比は，炭素固定に用い

た光合成系の違いや溶存二酸化炭素の濃度・同位体比

を反映してバリエーションをもつ。従って，炭素同位

体比が測定できれば，Fig. 7に示すように，異なる炭

素同位体比を持つ生態系に属する生物群を区別できる

可能性がある。残念ながら，現時点では，生物に含ま

れる個々のアミノ酸の炭素同位体比を正しく（0.5～

1.0‰以内の誤差で）測定する一般的・汎用的な手法

は確立していない。これまで，TFA/iPr誘導体化を用

いて，GC/IRMSで炭素同位体比を測定している論文

が多数報告されているが，その全てが，誘導体化に伴

う同位体分別についての正確な補正を行っていない

（Chikaraishi and Ohkouchi, 2010）。1990年代前半

以前に用いられていたような，イオン交換クロマトグ

ラフィーにより個々のアミノ酸を単離し同位体比を測

Fig. 6 Representative chromatogram of GC/IRMS analysis of amino acids.

238 力石・小川・高野・土屋・大河内



定するという，一部の科学者だけが扱える特殊な技術

で，分析に多くの試料と時間を必要とする手法（例え

ば，Engel and Macko, 1984; Hare et al., 1991;

Minagawa et al., 1992）が，現時点で最も正確な同位

体比を出すことのできる手法である。しかし，アシル

／メチルエステル（Ac/Me）誘導体化とその同位体分

別の補正法（Corr et al , 2007a, 2007b），エチルエス

テル（Et）誘導体化と極性 GCカラムを用いた同位

体比測定法（Chikaraishi and Ohkouchi, 2010），誘

導体化を用いずにHPLC/IRMSにより炭素同位体比

を測定する手法（Smith et al., 2009）などの研究が積

極的に行われている。近い将来，アミノ酸の炭素同位

体比を加えた議論も可能になるであろう。

D体，L体アミノ酸を区別した光学異性体レベルで

同位体比の情報を得ることも，大きな進展をもたらす

と考えられる。我々高等動物の身体を構成するタンパ

ク質は，基本的に L体アミノ酸で構成されているが，

一部の臓器，組織や，バクテリアには多くの D体ア

ミノ酸が存在する。現在，光学異性体レベルでの同位

体比測定法の開発も積極的に行われており（Takano

et al., 2009），今後それらが一般的に利用できるよう

になれば，例えば，海洋や湖沼の POM（粒子状有機

物）や堆積物におけるバクテリアの活動，生態系（腐

食連鎖）の情報も得られるようになるであろう。
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