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研究成果の概要（和文）：本研究では，生物中に含まれるアミノ酸の窒素同位体比の分析法について，２つの新
しい方法論を確立し，琵琶湖でかつて採取されホルマリン固定により長期保存されている各種魚類に適用した。
フェニルアラニンとメチオニンの窒素同位体比の差は，過去の研究によって水界資源100%と考えられた値（~－5
‰）よりも明らかに大きな値を示し，各アミノ酸への15Nの分配が生物種によって異なることが原因と考えられ
た。また本研究では，アミノ酸の窒素同位体比を用いて琵琶湖の各種魚類の栄養段階を推定し，これまでの生態
学的観察を裏付ける結果を得た。タンパク質を構成する16種類のアミノ酸の炭素同位体比の測定法についても確
立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, two new methodologies for analyzing nitrogen isotope ratios 
of amino acids in living organisms were established and applied to various fish species formerly 
collected in Lake Biwa and preserved for a long time by formalin fixation. The difference in 
nitrogen isotope ratios of phenylalanine and methionine was clearly larger than the value (~-5‰) 
considered to be 100% of the aquatic resources by previous studies, and was considered to be caused 
by the different distribution of 15N to each amino acid in each species. In this study, we also 
estimated the trophic levels of various fish species in Lake Biwa using nitrogen isotope ratios of 
amino acids, and obtained results that corroborate previous ecological observations. We also 
established a method for measuring carbon isotope ratios of the 16 amino acids that make up 
proteins.

研究分野： 生物地球化学

キーワード： 富栄養化　琵琶湖　アミノ酸　窒素同位体比
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，20世紀半ば以降の琵琶湖を例に，複雑な食物連鎖とその人類活動による影響の解明を目的としてい
る。人類活動を重要なgeological forceとみなす人新世の理解に，特にホルマリン固定された生物アーカイブ試
料というこれまでほとんど利用されてこなかった材料に着目する点に学術的意義がある。世界中に存在する生物
アーカイブがもし利用可能であることが明らかになれば，巨大なアーカイブの潜在的可能性を大きく広げること
になり，富栄養化がローカルな生態系に及ぼす影響という人類が直面する社会問題の原因解明に大きなインパク
トを与えるだろう。

※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。



１．研究開始当初の背景 
地球表層に降り注ぐ太陽エネルギーは，食物連鎖を通じて生物界を流れていく。この食物連

鎖は，自然界における物質循環を強く規定しており，それゆえその詳細な解明は地球表層の環境
科学にとって重要である。申請者らは近年，アミノ酸の窒素同位体比（δ15N 値）を用いた栄養段
階の正確な推定法（誤差は約 0.1）を提案した（Chikaraishi et al., 2009; Ohkouchi et al., 2017; Ohkouchi, 
2023）。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，生物の栄養段階（植物を 1，
植食者を 2 とする数値）の一次関数になることを見出し，定式化した（図 1）。本方法は広く受
け入れられ，生物の食性研究や地球生物学的な研究が，現在この方法を用いて世界的に展開され
ている。さらに，ホルマリン固定された生物試料にこの方法論が適用可能であることを明らかに
し(Ogawa et al., 2013)，世界中に保存・保管されているホルマリン固定の生物アーカイブ試料が，
食物網研究とその時間変遷の解析に応用可能であることを示した。その一方で，陸域と水域では
栄養段階の推定式が異なるため，両者をまたぐ生態系ではこの方法が応用できないという欠点
があった。しかし近年，本基盤Ａ研究の申請者らによって，この欠点がメチオニンとフェニルア
ラニンの窒素安定同位体比の差や炭素同位体比を用いることによって解決できることが提唱さ
れた(Ishikawa et al., 2018)。 

本研究は，琵琶湖で
得られた生物アーカイ
ブ試料について，上記
のアミノ酸の窒素同位
体比法を適用してその
生態系解析を行うこと
を主眼に置いたもので
ある。特に，①メチオニ
ンとフェニルアラニン
の窒素安定同位体比の
差を用い新しい方法論
を最適化すること，②
アミノ酸の炭素同位体
比の測定法を確立し，
その食物網研究の意味
を追求すること，③そ
のうえで琵琶湖の生物
アーカイブ試料に展開
し，その詳細な生態系情報を得ることである。特に①に関する研究は，水陸の境界付近，つま
り湖沼や海洋沿岸域に生息する生物が，どの程度陸上で固定されたエネルギーに依存している
のか？ 人類活動の余剰産物である有機物が地域的な物質循環や生態系にどれほどの影響を及
ぼしているのか？ という古典的な問いに対して精度の良い答えを与えるだけでなく，「人新世
（Anthropocene）」における人類活動の影響を科学的に記述可能とする。精度の高い情報は，多様
かつ複雑に絡み合った環境問題の緩和策を練るうえで重要な基礎データにもなる。 
 
２．研究の目的 

冒頭に述べたように，地球表層環境のエネルギーや物質循環において，食物連鎖はきわめて
重要な役割を担っている。より広い視点に立てば，人類の食糧問題にも直結するテーマである。
本研究は，20 世紀半ば以降の琵琶湖を例に，複雑な食物連鎖とその人類活動による影響の解明
を目的としている。本研究では，申請者らの 10 年以上に及ぶ研究成果の積み重ねをもとに独自
に編み出した方法論を用いるという点に独自性がある。また人類活動を重要な geological force と
みなす人新世の理解に，生物アーカイブ試料というこれまであまり利用されてこなかった材料
に着目する点に創造性がある。 
 
３．研究の方法 

本研究で用いた試料は，京都大学生態学研究センターの所員によって琵琶湖の各所（木津沖，
八幡沖，追分沖）で採取され，ホルマリン固定された後，長年エタノール中で保存されてきた魚
類試料である。試料の選別やサンプリングに関しては，分担者である木庭啓介教授（京大生態学
研究センター），高津文人室長（国立環境研究所）が研究代表者（大河内直彦）と協議のうえ行



った。 
本研究では，以下の３つの方法論を主に用いる。 
１）グルタミン酸とフェニルアラニンの窒素同位体比の差：生物の栄養段階（植物を 1，植食

者を 2 とする数値）の一次関数になることを応用する（図 1） 
２）メチオニンはフェニルアラニンの窒素同位体比の差：この数値は陸上資源の混入の一次

関数になることが提唱されており，それを確認するとともに応用する。メチオニンはフェニルア
ラニンと同じく，食物連鎖を通して窒素同位体比がほとんど変化しない「起源アミノ酸」である。
しかし同じ起源アミノ酸であるフェニルアラニンとの間に窒素同位体比の差（δ15NMet − δ15NPhe）
があり，その大きさは水域生物で約−5‰，陸域生物で約−17‰である（図 2）。したがって，水陸
両方から餌を得る生物の「メチオニンとフェニルアラニンの窒素同位体比の差（図 2 の横軸）」
は，餌の起源，つまり陸域生物 vs. 水域生物の割合に応じて−17‰〜−5‰の値を取ることが予想
される。実際，両方の餌資源を利用している６種類の混合食性生物（主に水生昆虫）に予察的に
応用した結果，生態学的な摂餌行動の観察を裏付ける結果を得た（図 2; Ishikawa et al., 2018）。た
だし，メチオニンの窒素同位体比の測定法にはいくつか問題が残されており，餌の起源問題をさ
らに追求するためには，メチオニンの窒素同位体比の正確な測定法の確立が不可欠である。そこ
で本研究では，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）などを駆使して，誘導体化されていない
メチオニンを単離し，それを元素分析計／同位体質量分析計（EA/IRMS）によって測定する新た
な方法論の開発を行う。分担者の石川尚人副主任研究員（JAMSTEC）が HPLC による単離・精
製とガスクロマトグラフィー／燃焼／同位体比質量分析計（GC/C/IRMS）を用いた窒素同位体比
測定を担当し，小川奈々子主任研究員（JAMSTEC）が改造型 EA/IRMS(Ogawa et al., 2010)を用い
た，微量試料（メチオニン）の窒素・炭素同位体比の測定を担当した。 

３）アミノ酸の炭素同位体比測定法
の改良と応用：上記のアミノ酸の窒素
同位体比を用いた栄養段階は，当然の
ことながら，窒素から見た栄養段階で
あり，理論的には炭素からみた栄養段
階とは必ずしも一致しないはずであ
る。特に，陸域で生産された炭素に富
む有機物（例えば，炭化水素を濃集し
た穀類）を大量に摂取する生物につい
ては，このことが食物連鎖を復元うえ
で重要なポイントになる。1990 年代以
降，いくつかの研究室で生物試料のア
ミノ酸炭素同位体比が GC/C/IRMS を
用いて測定されてき。しかし，近年そ
の結果の信憑性が疑われている。誘導
体化時における同位体分別の補正が，
時に非常に大きな補正を要するだけで
なく，多様な有機化合物が混合した実
試料では原理的に難しいからである。
そこで本研究では，この問題を解決す
るために，上述のメチオニンと同じく
HPLC を用いて個々のアミノ酸を単
離・精製し，精製されたアミノ酸を
EA/IRMS によって炭素同位体比を測
定する方法を開発する。予察的な結果
によると，逆相カラムを用いれば炭素
同位体比を変化させることなく，各種
アミノ酸を単離できることが明らかに
なっている。ちなみにホルマリン固定
試料は，ホルムアルデヒド起源の炭素
が付加されるものの，ペプチド結合を
加水分解して生じる遊離アミノ酸の炭
素同位体比には影響しないことを付記



しておく。 
 
４．研究成果 

本研究では，生物試料中に含まれるメチオニンの窒素同位体比の分析法について，２つの新
しい方法論の検証を行った。一つは，HPLC によってフラクション・コレクターを用いて単離し
た後 GC/C/IRMS で測定する方法であり，もう一つは，単離後にジエチルエーテルを用いてメチ
オニンの結晶を洗浄（精製）し，その窒素同位体比を EA/IRMS で測定する方法である。いずれ
についても窒素同位体比の測定法としては問題のないことが明らかになった。この結果の詳細
は，Ishikawa et al. (2021)として Limnology and Oceanography, Method 誌に発表した。 

この新しい方法論を用いて測定した琵琶湖でかつて採取された各魚類のメチオニンとフェニ
ルアラニンの窒素同位体比を測定し，その差（δ15NMet − δ15NPhe）を示したものが図 3 である。驚
くべきことに，琵琶湖でえられた各種魚類のその値は−1‰から+5‰を示し，過去の研究によって
水界資源 100%と考えられた値（~−5‰）よりも明らかに大きな値を示した。この結果は，メチオ
ニンの窒素同位体比の差が，以前の研究によって想定されたものよりも高い値をもつ，あるいは
生物や環境によって変動する可能
性を示唆している。フェニルアラ
ニン代謝の第一段階が水酸基の付
加によるチロシンの生成であり，
一方メチオニン代謝の第一段階が
メチル基の除去によるホモシステ
インの生成であることは，あらゆ
る生物に共通している。したがっ
て，これらのアミノ酸代謝には同
位体分別は基本的に伴わないもの
と考えられる。本研究によって見
出された（δ15NMet − δ15NPhe）値が従
来値と異なる現象は，個々のアミ
ノ酸の代謝の問題というよりは，
各アミノ酸への 15N の分配という，
アミノ酸代謝全体のバランスの問
題として捉えられるべきものであ
ろう。 
グルタミン酸とフェニルアラニ

ンの窒素同位体比の差（δ15NGlu − 
δ15NPhe）から推定された琵琶湖の
各種魚類の栄養段階は図 4 に示し
たようなものである。雑食として
知られるフナとゼゼラの平均的な栄養段
階はそれぞれ 2.7 と 2,9 であった。また強
力な捕食者として知られるビワコオオナ
マズは，測定した魚種の中で最も高い栄養
段階である 3.8 を示した。浮遊性であり泥
を食さないことが知られているハスとイ
サザの平均栄養段階はいずれも 3.0 以上を
示し，底魚として泥を食うことが知られて
いるカジカの平均栄養段階はは 3.2 であっ
た。これらの結果は，個々に観察によって
得られたこれまでの知見と非常に整合的
な結果であり，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やはり栄養
段階の一次関数になることを追認した。上
記 2 つの成果の一部については，Ohkouchi 
(2023)として Proceedings of Japan Academy 
Ser. B 誌に総説論文として発表した。 



またフェニルアラニンの窒素同位体比を元に，一次生産者（PP: primary producer）の窒素同位体
比を復元した結果は，20 世紀初頭から 1980 年ごろまで徐々に上昇してきたことを示している
（図 5）。湖水に硝酸やリン酸が蓄積されはじめたのは 1960 年頃のことであるが，窒素の同位体
比の上昇は 20 世紀初頭から見られている。窒素同位体比の上昇は脱窒の増大にともなう現象と
考えられているが，もしそれが正しいなら，脱窒の増大は少なくとも 20 世紀初頭から始まって
いたことになる。また，一次生産者の窒素同位体比は 1990 年頃以降はむしろ低下してきたよう
に見える。これは，琵琶湖周辺の下水処理施設が充実したことと，周辺住民の環境意識の高まり
を受けて水質保全活動が進んだことの結果であろう。 

個別アミノ酸の炭素同
位体比の測定法について
は，新しい測定法を確立す
ることに成功した（図 6）。
具体的には，誘導体化して
いないアミノ酸を HPLC に
導 入 し 分 取 し た 後 ，
EA/IRMS で測定する。特に
２種類の異なる逆相カラム
（CAPCELL PAK C18 MG
と Primesep A）は，各アミノ
酸を分離可能となるだけで
なく，HPLCの前後で炭素同
位体比が変化しないことが
確認された。この方法を用
いればタンパク質を構成す
る 16 種類のアミノ酸（グル
タミン，アスパラギン，シス
テイン，トリプトファン以
外）について炭素同位体比
が正確に測定できる。この成
果については，いくつかの国
際学会で口頭発表するととも
に，Rapid Communications in 
Mass Spectrometry 誌に発表し
た(Sun et al., 2020)。現在，この
方法論を琵琶湖の試料に適応
すべく，試料を調整中である。 

また，アミノ酸の炭素同位
体比測定法の確立は，アミノ
酸の放射性炭素（14C）の測定
にも応用できると予想される
ことを追記しておく。アミノ
酸の放射性炭素測定は，アミ
ノ酸の起源を知るのに役立つ
のみならず，人類学の骨試料
について，従来より正確な年
代測定を可能とするものであ
る。 
 

 

図 6 ． 個別アミ ノ 酸の炭素同位体比を測定するために最適化さ れた条件

下における H PLC のク ロマト グラ ム。 個々のピーク は以下の通り 。

1 . Se r + G ly ; 2 . A sp ; 3 . Th r + A la + H is ; 4 . G lu ; 5 . A r g ; 6 . Pr o ; 

7 . V a l; 8 . M e t; 9 . Ty r ; 1 0 . Ile ; 1 1 . Leu ; 1 2 . Ph e .
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