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1.は じめに

天然中に存在する窒素の約99。635%は ,7個
の陽子,7個 の中性子,そ して7個 の電子から

成 る14Nで あ る。 そ れ に対 し,残 りの約

0.365%は ,中性子が一つ多い安定同位体15N

である。原子量が異 なることに起 因 して ,

様々な物理的・化学的・生物学的プロセスに

おいて両者の反応速度が微妙に異なり,それ

を反映 して15Nの 天然中における存在比がわず

かに偏 つた分布 をもっている。逆に言 うと
,

この微妙な変動を捉えれば,そ こで何が起 き

ているのかについて知ることができる。こう

いった手法は,元来地球科学の分野で発達 し

た研究手法であるが,最近になりその応用は

徐々に生物学的な問題にまで広が りを見せて

いる。

天然の生態系において,生物体の窒素安定

同位体組成が「食物連鎖」にともなって少 し

ずつ上昇 してい くことが見出されたのは1980

年代初頭のことである1)。 このルールを用い

て,さ まざまな生態系における食物連鎖の仕

組みや生態系が明らかにされてきた2,3)。 最近

になり筆者 らのグループは,こ の研究手法の

精度を飛躍的に上昇させる「アミノ酸の窒素
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アミノ酸の天然レベル窒素安定
同位体組成を用いた食物解析
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同位体比 を用いた食物解析法」 を開発 した。

本稿で紹介するのは,こ の新 しい食物解析法

である。この手法は, もちろん人間にも応用

できるものであ り,医学的な応用 も視野に入

るものである。

2.天 然 レベルの窒素同位体比の分

析法 と表示法 について

天然レベルの安定同位体比を用いた研究の

方法論は,歴史的に独特の分析法と表示法が

用いられてきた。まず,試料中に含まれる15N存

在度のわずかな変動を捉えるために,安定同位

体質量分析計と呼ばれる特殊な質量分析計が

用いられている。これは磁場型の質量分析計で

あるが,複数の検出器をもっており,同時に複

数の質量 イオンをモニターすることができる。

窒素同位体比を測定する場合,窒素ガス(N2)と

してイオン源に導入し,122を 28イ オン(14N2+)と

m/z29イ オン(15N14N+)を 比較することにより

15Nの 14Nに 対する存在比を測定する。ただし,

天然中における15N存在度の違いが非常に小 さ

いため,試料と標準物質を交互に測定し,両者

の間に見られる僅かなずれを以下の式に示す

デルタ(δ )値 として示す表記法が研究者たちの

間で長らく用いられてきた。



δ15N={ (15N/14N)試 料 -1)× 1000(‰ )

(15N/14N)標 準物質

標準物 質 には大気窒素 ガス (15N/14N=
0.0036765)が 用いられ,す なわちこの δ15N

値は,大気窒素ガスの15N/14Nに 対 して,試料

の15N/14Nが 千分率でどの程度違 うかを表す。

例えば,15N/14N=0.0036802の 試料では,標
準試料 との15N/14Nの 差が+0.0000037と なる

が, δ値表記ではδ15N=+1.0‰ となる。一

般に,測定にともなう誤差は0.2‰程度で,こ
れは15N存在度が0.003650%と 0.003651%の非

常にわずかな違いを十分に捉えることができ

る。

本稿で主に解説するアミノ酸の窒素同位体

比を波1定する場合,こ の同位体質量分析計の

手前にガスクロマ トグラフイーをカップリン

グさせた,ガスクロマ トグラフイー/燃焼/
同位体質量分析計 (GC/C/1RMS)と 呼ばれ

る分析機器を使用する。この機器では複数の

アミノ酸が混在する試料をガスクロマ トグラ

フイーによつてあらか じめ分離 し,分離され

た各アミノ酸を順次燃焼/還元 して窒素ガス

(N2)に してからオンラインで同位体質量分

析計に導入 し,それぞれの窒素同位体比を測

定 してい く。こうした分析法の詳細について

は,力石他(2007)を参照していただきたいの。

3.生態系 と安定同位体比

自然界に生息する生き物は,光合成などに

よリアミノ酸を無機物から合成できる「独立

栄養生物」と,他の生物に栄養依存する「従

属栄養生物」がいる。捕食による生物間の結

びつきは「食物連鎖」と呼ばれ,独立栄養生

物を一次生産者,こ れを餌とする生物を消費

者と呼ばれる。生態系には,一次生産者を食

べる一次消費者,それを食べる二次消費者と

いったように,生 き物がピラミッド上に積み

重なっており,一次生産者からの距離を「栄

養段階」として表すことができる。たとえば,

牧草は一次生産者なので栄養段階が1,その牧

草を食べるウシの栄養段階は2,そ の牛肉 (だ

け)を食べる人間は栄養段階が3と いうわけで

ある。このような食物連鎖に沿って (栄養段

階の上昇とともに),筋肉組織など生体中に含

まれる窒素の安定同位体比が上昇し,それを

用いることによつて生態系の食物連鎖網が解

析できることが1980年代に知られるようになっ

た(図 1)。 これは生体内の酵素反応系において,

14Nを 含むアミノ酸が15Nを 含むそれよりもわず

かに速く代謝され,結果として生体内に15Nが
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天然レベルの窒素および炭素安定同位体比と食物連鎖上の生物との関係

捕食者生物の安定同位体比は窒素と炭素の両方とも,エサ生物よりも大きな

値になることが経験則として明らかになっている。窒素は特にその変化が大

きいため,栄養段階の推定手段として広く用いられている。
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「蓄積」することに起因しているの。

最近になり,生体を構成する個々のアミノ

酸 レベルで窒素安定同位体比を測定すること

により,よ り正確な栄養段階が推定できるこ

とが明らかになってきた5,0。 生体内における

アミノ酸はタンパク質だけでなく,コ ラーゲ

ン,ケ ラチンなど多様な機能をもつ物質の構

成成分で,その機能も多岐にわたる。 しかし,

それを構成するアミノ酸はわずか20種類で し

かない。 しかもその代謝プロセスは,各種生

物間でほとんど等 しい。

誌面の都合上詳細は他に譲る力M,6,つ ,こ れま

での研究によると,一次生産者が合成するア

ミノ酸は,特定の生物グループ内で非常に似

た窒素同位体分布をもつことが経験的に知ら

れている。まず,水界中に生息する藻類やシ

アノバクテリアといった光合成生物 (栄養段

階1の 生物)が もつグルタミン酸は,種や属と

いった進化系統の位置にかかわらず,フ ェニ

ルアラニンより平均3.4‰ 高い値 をもつことが

知 られている。それに対 し,イ ネ科などの陸

上C3植物では,グルタミン酸がフェニルアラ

エンより約8.4‰低い窒素同位体比をもち, ト

ウモロコシやサ トウキビといった陸上C4植物

は,約 0.4‰ 高い値をもっている。このように

光合成生物の3つ のグループ内のアミノ酸は,

それぞれが非常に均質性の高い窒素同位体組

成をもっているのである。

さらにおもしろいことに,こ れら水界にお

ける植物や陸上高等植物を起点 とするいずれ

の生態系においても,栄養段階にともなう窒

素同位体比の上昇はほぼ同じ値を示す。いか

なる生物間の捕食プロセスであっても,餌 と

その消費者を比較すると,グルタミン酸は8‰

も消費者が高い値をもつのに対 し,フ ェエル

アラニンはほとんど変化 しない (～0.4‰の上

昇 )。 ライオンはシマウマに比べて8‰高いグ

ルタミン酸をもつが,両者のフェニルアラニ

ンはほとんど同じ窒素同位体比をもつのであ

る。従属栄養生物は,フ ェニルアラニンを常

に餌に含 まれる植物由来のそれに依存するし

かないため, どれほど高次の捕食者 といえど

も,利用 している必須アミノ酸の究極的な起
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源は一次生産者 ということになる。最初に植

物が合成 したフェニルアラニンが,食物連鎖

を通 して高次捕食者へ と移動 してい くだけと

も言える。ここで重要なことは,フ ェニルア

ラエンが代謝される際,ア ミノ基の窒素 とα

位炭素間のN結合が開裂 しないので (水酸基

が付加されてチロシンになる),同位体分別が

起 きないことである6)。 このためフェニルア

ラエンは,「捕食」 というプロセスを通 してそ

の窒素同位体比を変動 させることがない。バ

リンは,フ ェニルアラエンと同じように必須

アミノ酸であるが,その代謝で窒素―炭素結

合が開裂するため,その窒素同位体比は変動

する。

これらのことをまとめると,図2の ようにな

る。3つ の光合成生物グループ (水界,陸上

C3,陸上C4)間で組成バランスの違いはある

が,個 々の系でみるとどのグループにおいて

1         2         3
植物    植食者   肉食者

栄養 段 階

栄養段階にともなうカ レタミン酸とフェニルアラニン

の窒素同位体比の変動

グルタミン酸は,独立栄養生物 (栄養段階1)の値と

比べて,従属栄養生物では1捕食関係毎に8‰ずつ

大きくなる。これに対してフェニルアラニンは0.4‰

と小さな変化しか示さないので,栄養段階の高い

生物ほどグルタミン酸とファニルアラニンとの窒素

安定同位体比の差が大きくなっていく。
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oフエニルアラニン

● グルタミン酸

図2



も,生 き物のグルタミン酸とフェニルアラニ

ンの窒素同位体比の差が栄養段階の一次関数

になるのである。逆に言うと,動物試料のア

ミノ酸の窒素同位体比を測定すれば,その栄

養段階が推定できるというわけである。図3は ,

水界に生息するさまざまな生物の栄養段階を

示したものである。この図からは,サザエの栄

養段階が2.0で ,彼 らが植物プランクトン(海藻)

のみを食べていることがわかるし,栄養段階

3.3の クロダイは動物プランクトン (栄養段階

2)だ けでなく,栄養段階3の 生物 (小 さな魚

など)も いくらか食べていることがわかる。

さらに,海の「 トッププレデター」と呼ばれ

るサメは,4.5～ 4.8と いう非常に高い値をもち,

その呼称にふさわしい栄養段階を示している。

ここまでくると,そのサメの肉さえ口にする

人間のアミノ分布と栄養段階について興味が

湧いてこないだろうか。もっとも,水界だけ

でなく,陸上生態系からの生き物をさまざま

な割合で食べる人間については,3つの式の混

合になるので,事情はそれほど単純ではない。

以下に,その研究例について紹介しよう。

4.人間の食性への応用

現代のある日本人の家族4人 (夫婦および子

供二人)の手の爪を測定 した結果を例にとつ

て見てみよう。この家庭では,朝食 と夕食は

ほとんどの場合全員が同じものを食べ,昼食

のみ学校や職場でそれぞれ異なるものを食べ

ている。このため,摂取する食物のおよそ7割

が同一と考えられる。こうした食生活の類似

性を反映 した結果,図 4に示 したように家族4

人の間で,5種類のアミノ酸窒素同位体比の組

成バランスは類似 している。現代の日本人の

代表的な食物は,穀類 (コ メ・小麦 )・ 野

菜・果実などの作物 (栄養段階1),牛・豚・

鶏肉 (栄養段階2),魚介類 (水界生態系,栄
養段階=3,図3)だが,こ の家族は動物 タン

パク質として魚介類 と肉類をほぼ等分に食べ
,

大豆製品などの植物性 タンパク質も比較的多

く摂取 している。彼 らのアミノ酸同位体比分

布と,上の各食物が食事の100%を 占めた場合

●・

●

―― ― ― ― ― ― ●―■ _1______

―一 ◆ -0-1-1-_____一 一 ―

―● ―――――――――――――――――――――――――――――――‐‐――――――

図3 アミノ酸窒素同位体比法で求められた様々な水生

生物の栄養段階

の予測分布 (図4)は ,こ の食性 を反映 し魚類

100%と 肉類 100%と の中間やや植物 よりの値

をとり,全体の分布パ ターンもこれらの中間

形 となっている。 トウモロコシや砂糖などの

C4植物をあまり摂つていないことは,バ リン

の挙動パターンで確認できる。まだ研究は半

ばだが,よ り多数のアミノ酸の窒素同位体比

を総合的に解釈すれば,さ らに明瞭な食性情

報をパターン化できるかもしれない。

とはいえ現時点では,人間のように海産物

と農産物とを同時に摂取する生物については
,

栄養段階の一義的な解釈は不可能である。現

在 この弱点を克服するために,ア ミノ酸の炭

素安定同位体比などの分析法を確立 し,新 し

いパラメーターを導入することを目指 してい

る。また,こ ういつたアミノ酸の同位体分析

には,爪だけでなく髪の毛や皮膚組織などに

も応用することができるため,古人類の食性

を知ることに応用され始めている。

5.おわりに

本稿ではアミノ酸の安定同位体比を用いた

食性解析の研究例を紹介した。安定同位体比

とは,化学反応において同位体という質量の

わずかに異なる同じ元素同士がみせる「反応
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―
測定結果

―――作物 tc4′ ■Ll}食

―――作物 (c3,TLl}食

―一 ―肉 iC3′ TL2)食

………魚 lAq′ TL3)食

椰略vs Alo Aia

速度のずれ」を写した指紋のようなものであ

る。生物的あるいは非生物的なあらゆる「動

きJはその要所要所に安定同位体比という指

紋を残 し,我々はそれを詳細に測定し解析す

ることでその「プロセス」の真相の謎解きを

行うのである。天然レベルの安定同位体比に

よる手法の重要な特徴は,現実に機能してい

るシステムの「あるがままの姿」を測定し解

析する手法であるという点にある。すなわち,

高濃度の トレーサー物質を添加した実験のよ

うに,生体に「負荷」を与える必要がない。

その点においても,従来とは少々異なる次元

の情報を与えてくれる。たとえば,患者の食

物摂取習慣の解析といったことに応用するの

は簡単なことである。

また今後の可能性として,あ る部位に蓄積

する病原性タンパク質の起源を知るのに役立

つかもしれない。たとえば, トウモロコシな

どの飼料を与えられて育ったウシのアミノ酸

の同位体比は,図 4に おける作物 (C4,TLl)
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ある家族 (夫 ,妻,子供1,子供2)の手の爪から測定されたアミノ酸窒素同位体比と,食物とし

て作物 (C3,C4),肉,魚だけをそれぞれ食べていた場合の推定アミノ酸窒素同位体比との比較

各アミノ酸の窒素同位体比を,フ ェニルアラニンの窒素同位体比との差で示してある。

食のラインに乗 つて くるはずである。 これま

で天然 レベルの安定同位体比がほ とんど応用

されることのなかった医学的な可能性 を指摘

して,本稿の結びとしたい。
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