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研究成果の概要（和文）：本研究は、生体アミノ酸の化合物レベル窒素安定同位体比を用いた、

生態系生物の栄養段階推定手法の開発研究の一部である。本課題では、過去に採取･保管されて

きた生物試料を想定した化学固定や殻内有機物に対する手法の検証と、琵琶湖･バイカル湖の生

物標本試料での応用研究を行った。この結果アミノ酸窒素同位体比手法は化学固定や殻内有機

物においても有効であり、過去の生態系構造の研究でも威力を発揮することが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：To verify reliability of the method as a tool for studying ecosystems 

in the past, compound-specific nitrogen isotopic ratios of amino acids (δ15NAA) were 

measured for various types of samples. We have determined δ15NAA values for 

chemical-fixed specimens, shell and soft tissue organics of snails and bivalves, and 

long-stored biological specimens from Lake Biwa and Lake Baikal. These results strongly 

suggested that the δ15NAA method was an effective and a useful tool for reconstructing the 

past ecosystems. 
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１．研究開始当初の背景 

 全窒素安定同位体食物網解析法とその課題 

 生物の全窒素安定同位体比（δ１５NTN）を利用

した食物網解析法（δ15NTN法）は「生態系生物の

δ１５NTNが一つの捕食プロセスごとに約3.3‰ずつ

上昇する」という経験則（図1）に基づき、消費者

の捕食プロセス数（栄養段階TL）を、一次生産

者(以下、生産者)と消費者の全窒素安定同位体

比（δ１５NTN生産者、δ
１５NTN消費者）と捕食に伴うδ

15NTN

濃縮率(3.3‰)の関係式 

 

TL消費者= (δ15NTN消費者 - δ15NTN生産者) / 3.3 

 

から求める。基本的に生態系生物の種類を問わ

ず成立し、異なる生態系構造野の比較解析を可

能とすることから、生態学食物網研究のみならず、

生態系生物を介するさまざまな物質循環の解析

ツールとしても重用されてきた。 

 一方、実際の生態系では、この解析に不可欠

な一次生産者値（δ15NTN生産者）の確定が困難な

事例も多く、「一次生産者問題」の克服は長年に
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わたりδ15NTN法の課題とみなされてきた。この問

題は、消費者生物だけしか保存/発見されていな

い「過去の生態系」研究ではより深刻で、研究分

野の発展における障壁でもあった。 

 
新手法：アミノ酸窒素安定同位体食物網解析法 

 アミノ酸化合物の窒素同位体比（δ15NAA）を用

いる解析方法は、δ15NTN法のこうした問題点を克

服した新手法として2002年に提案され、2006- 

2008年に研究代表者を含む研究グループにて

検証・確立された。 

 その最大の特徴は一次生産者の直接測定を

必要としないことである（表1）。δ15NAA法では、消

費者生物の捕食段階（=アミノ酸栄養段階,ATL）

は、消費者のもつ複数のアミノ酸のδ15N値だけ

を用い、以下の関係式であらわすことが出来る。 

 

ATL消費者=（δ15NGlu消費者-δ15NPhe消費者-3.4）/ α 

 

(αはδ15NGlu濃縮率。PheはMetにも置き換え可

能。）これは、消費者が生合成するアミノ酸(Glu

など)ではδ15NAA値は捕食に伴い上昇するが、

消費者が生合成しないアミノ酸（不可欠アミノ酸、

Phe、Metなど）では、消費者体内でも一次生産

者δ15NAA値が保持されることによる（図2）。 

 

 δ15NAA法は、δ
15NTN法が抱えてきた「一次生産

者値」課題を克服した「新時代の生態系解析手

法」として、ここ数年で国内外の研究者による研

究利用も増加してきている。 

  
２．研究の目的 

 本研究の目的は、近年研究代表者らの研究
グループで確立されたアミノ酸化合物レベ
ル安定同位体比（δ15NAA）による生態系構造
解析手法を発展させ、過去の生態系構造の復
元解析を行うことである。特に化学固定の影
響、殻内有機物の利用可能性、など過去の標
本試料や化石等の古生物試料への応用に必
要な知見について実験的に明らかにした上
で、実際の標本試料を用いた応用研究を行い、
手法の有効性について確認することに主眼
を置いた。 

 

３．研究の方法 

 水界生態系における δ15NAA 法によるアミ
ノ酸栄養段階（ATL）推定手法の有効性は、
これまでの研究代表者を含む研究グループで
の研究成果より既に確認されている。本研究
では 

(１）「過去の生態系の解析」に対し考慮され
るべきいくつかの項目に対する試験 

(２）実際の水界生態系生物の標本試料を用い
ての応用研究 

に大別される。 

 (１）では、生物標本試料ほ保存の際に腐敗
等を防ぐため行われる化学固定の影響の評
価、および、保存性がよく遺跡標本や化石試
料としての試料も多い硬組織の利用に関す
る現生貝類での本手法の有効性の検証を行
った。(２）では δ15NTN 法での研究成果の豊
富な琵琶湖・バイカル湖を対象に、それぞれ
ハゼ科魚類、サケ科魚類、動物プランクトン
標本試料および代表的生物種について
δ15NAA 法を適用し生態系構造の解析を行っ
た。 

 

４．研究成果 
化学的固定が与える影響の評価 

 生物標本試料では腐敗等を防ぐため化学
固定が行われることが多い。本研究ではグル
タール・ローズベンガル・エタノールの３種
の化学固定処理について固定実験を行い、そ
の δ15NAA への影響を評価した。（ホルマリン
に関しては既に研究代表者らによって、
δ15NAAへの影響がないことを確認報告済みで
ある。） 魚類のほか各種の含アミノ酸・含タ
ンパク物質・土壌生物・水棲生物について上
述の各化学固定は δ15NAA 測定結果に有意な
影響を与えないことが確認された。 

貝類殻内有機物のアミノ酸安定同位体比分
布の有用性評価 

 貝類の殻などの硬組織は、保存性がよいこ

表１） 二つの窒素同位体比生態系構造解析手法の比較 

 全窒素法（従来手法） アミノ酸法（本研究手法） 

共
通
点 

・生態系生物の種類を問わず利用可能 

・異なる生態系間の食物網を数値として比較可能 

・図式化しての構造解析が可能 

相
違
点 

消費者・一次生産者双方

の分析が必要 

消費者のみの分析で、 

一次生産者情報も得られる 

図 1 生態系生物の栄養段階（TL）と全窒素安定同位体比（δ15NTN）の関

係(水域生態系での例)。捕食により 15Nが濃縮されてδ15NTNが 3.3‰ず

つ上昇する      (DeNiro & Epstein 1981, Minagawa & Wada 1984) 
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図 2 生態系生物の栄養段階(TL)と全窒素、各種アミノ酸（Glu, 

Phe, Met）の窒素同位体比(δ15N)の関係 
(McClelland and Montoya 2002, Chikaraishi et al., 2006, 2009) 
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とから遺跡標本や化石試料として古い時代
の試料が多く存在する。この硬組織に一種の
芯材として取込まれた有機物から栄養段階
の推定が可能となれば、考古学や古生物学の
分野への利用も可能となる。ここでは硬組織
内有機物への δ15NAA法の評価を行うため、天
然で捕獲した巻貝、二枚貝、実験室で飼育さ
れた巻貝数種とその餌生物について、δ15NAA

を測定し解析した。この結果、試験に用いた
貝類では筋肉組織と殻内有機物とはアミノ
酸分布がよく一致することが明らかとなっ
た。また餌生物との関係についても、明確な
捕食のある組み合わせでは、研究代表者らの
グループで各種の水界生態系生物について
見出した結果と整合性があることが明らか
となった。 

標本試料への応用研究 

 琵琶湖産魚類の標本試料を用いて、琵琶湖
の富栄養化と魚類の食性変化、栄養段階の変
化について研究を行った。1916 年から 1982

年に琵琶湖で採取されホルマリン固定にて
保存されていたハゼ科魚類イサザについて
δ15NAA 法によりもとめられた栄養段階は
3.2~3.3 とほとんど変化が見られなかった。
イサザについては琵琶湖の富栄養化後、胃内
容物に明らかな生物相変化が観測されてい
るが、本研究の結果は、食性の見かけ上の変
化が必ずしも栄養段階の変化にはつながら
ないことを示唆した。これは全窒素安定同位
体比測定による従来手法を用いた研究結果
(Ogawa et al.,1999)とも一致している。 

 ロシアバイカル湖では、バイカルアザラシ、
浮遊性カジカ４種、コレゴヌス、その他浮遊
性の動物プランクトン等について、アミノ酸
安定同位体比測定を行い、生態系構造の再解
析を行った。この結果バイカル湖において栄
養段階最上位に位置するバイカルアザラシ
は栄養段階５を示し、カジカ類より上位に位
置することが確かめられた。バイカルアザラ
シでは δ15NTN 法により推察された栄養段階
が、行動観測から予測されるよりも低いこと
が報告されている(Yoshii et al., 1999)。本研
究の結果、採餌範囲の広い高い高次消費者で
は、餌生物における全窒素同位体値の幅の広
さが、栄養段階算出の際の過小評価につなが
っていることが推察された。同様の事項は、
本研究の中で相模湾周辺におけるイワシ類
における研究結果においても観測されてお
り、δ15NAA 法による ATL 推定が、生態系の
高次消費者において殊に優れた威力を示す
ことが示唆された。 
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