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研究成果の概要（和文）：リンには安定同位体が複数ないため、野外でリンの動態モニタリング実験が難しい。
しかし、酸素の安定同位体(18O)をリン酸に導入すれば、18O-リン酸として追跡できる。18O置換数が異なる18O-
リン酸を作るために、いくつかの酵素合成法を検討した。例えば、亜リン酸デヒドロゲナーゼは、NADを補酵素
として、亜リン酸を酸化してリン酸を生成する酵素である。18O-H2O中で反応を行えば、18O-リン酸が効率よく
合成できた。また、ピロホスファターゼを用いれば、4カ所置換された18O-リン酸が生成した。

研究成果の概要（英文）：Due to the lack of multiple stable isotopes of phosphorus (P), it is 
difficult to use isotope pair ratios as a means to examine P dynamics in nature. However, if stable 
isotope of oxygen (18O) is incorporated into phosphate, 18O-phosphate can be used to trace P 
dynamics. In order to synthesize 18O-phosphate where the number of 18O substitution over 16O is 
different, we tested several enzymatic reactions. For example, phosphite dehydrogenase is an enzyme 
to oxidize phosphite to phosphate with a NAD cofactor. The 18O of 18O-H2O was incorporated into 
phosphite, generating 18O-phosphate. On the contrary, all four oxygen of phosphate was substituted 
with 18O of 18O-H2O using pyrophosphatase that converts pyrophosphate to phosphate in a reversible 
manner. 

研究分野： 応用生物工学

キーワード： 酸素の安定同位体リン酸　酵素合成法　亜リン酸デヒドロゲナーゼ　ピロホスファターゼ　ポリホスフ
ァターゼ
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１．研究開始当初の背景 
 質量数 32 のリン（32P）はリンの放射性同
位体で、これまで様々な分子生物学実験の
中で、DNA、RNA、タンパク質（リン酸化）、
リン脂質を標識することに用いられてきた。
しかし、高エネルギーのベータ線が放出さ
れるため、放射線取り扱い区域のみでの使
用が許可されている。残念ながらリンには
安定同位体が一つしかないので、窒素等の
様に安定同位体比による野外でのトレース
実験が難しい。一方、生体中の核酸やリン
脂質などに含まれるリンのほとんどは酸化
数+5 のリン酸態(PO4)である。従って、酸素
の安定同位体(18O)を利用すれば、酸素-18
安定同位体リン酸（18O-リン酸）として標識
できると考えられる。しかも 4カ所の酸素
の置換が原理的には可能であり、質量数の
異なる置換が可能である。酸素-18 安定同
位体は自然界にも 0.2％の存在比で含まれ
ており、生体や環境への有害な影響は全く
認められていないので、生体実験や環境で
の利用が可能となる。 
 
２．研究の目的 
 輸入により入手可能な 18O-リン酸は、す
べての酸素が安定同位体に置換された一種
類であり、しかも大変高価な試薬である（1g
あたり 35 万円）。18O-リン酸の国内生産が
実現できれば、肥料に限らず、畜産、食品・
医薬品製造や環境分野などリン酸の生物学
的利用能の評価や動態モニタリングが可能
になり、広範な産業分野で活用されると考
えられる。本研究では、より安価な 18O-H2O
（1g あたり 1万円、10％純度であれば 1g
あたり 800 円程度で入手できる）を使い、
亜リン酸デヒドロゲナーゼやその他の酵素
も含めて検討し、酸素-18 安定同位体の置
換数が異なる 18O-リン酸を作る酵素合成法
を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1)亜リン酸デヒドロゲナーゼによる 18O-
リン酸合成 
 5mM の濃度にて亜リン酸（Phosphonic 
acid、ナカライテスク）を含有する水溶液
10µl、10mM の濃度にて NAD+を含有する水溶
液10µl、1Mの濃度にてMOPS緩衝液（pH7.3）
を含有する水溶液 2µl、3mg/ml の濃度で亜
リン酸デヒドロゲナーゼ（Ralstonia sp. 
4506 株由来の亜リン酸デヒドロゲナーゼ、
バイオエネックス社）を含有する水溶液
0.4µl、18O-H2O（大陽日酸株式会社）77.6µl
を混合し、40℃で 30 分間保温した。反応後
の混合液を水で適宜希釈したサンプルを、
フーリエ変換－リニアイオントラップハイ
ブリッド質量分析計（LTQ Orbitrap XL、
Thermo Fisher Scientific）に供し、18O が
導入されたリン酸の存在比を測定した。 
(2) 加熱による亜リン酸からの 18O-リン酸
合成 

 加熱による亜リン酸からリン酸への酸化
反応に際し、18O-H2O の酸素が使われるかど
うか確認した。1 M の亜リン酸を 18O-H2O で
溶解して NaOH で中和後、121℃で 2時間加
温した。水で適宜希釈したサンプルを質量
分析計に供し、18O が導入されたリン酸に該
当するピークの強度からその存在比を算出
した。 
(3) 大腸菌由来アルカリホスファターゼ
（BAP）による 18O-リン酸合成 
 最初に、BAP の亜リン酸酸化活性を確認
した。40 mM 亜リン酸、50 mM Tris-HCl (pH 
7.5)、1 mM MgCl2、BAP あるいは仔牛小腸由
来アルカリホスファターゼ（CIAP）（とも
に Takara）を含む溶液を調製し、37℃で 4
時間インキュベートした。リン酸の生成は、
マラカイトグリーン法により定量した。実
際に 18O-H2O を用いて同様の反応を行い、質
量分析計により 18O が導入されたリン酸の
存在比を測定した。 
(4) ピロリン酸とピロホスファターゼの酸
素交換反応による 18O-リン酸合成 
 0.25 M リン酸 4 µl、0.25 M MgCl2 4µl、
0.25 U/µL ピロホスファターゼ
（Pyrophosphatase、inorganic from 
baker’s yeast、シグマ）4 µl、18O-H2O（大
陽日酸株式会社）88 µl を混合し、25℃で
12 時間インキュベートした。80℃で 10 分
間加熱してピロホスファターゼを失活させ
た後、水で適宜希釈したサンプルをフーリ
エ変換－リニアイオントラップハイブリッ
ド質量分析計にかけ、18O が導入されたリン
酸の存在比を測定した。 
(5) ポリリン酸の加水分解による[18O]ラベ
ルリン酸の調製 
 メタリン酸ナトリウム(Sodium 
metaphosphate、シグマ)50 mg、濃塩酸 4.2 
µl、18O-H2O（大陽日酸）45.8 µlを混合し、
100℃で加熱した。撹拌しながら 30 分反応
後、室温まで冷却した。水で適宜希釈した
サンプルをフーリエ変換－リニアイオント
ラップハイブリッド質量分析計にかけ、18O
が導入されたリン酸の存在比を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 亜リン酸デヒドロゲナーゼによる 18O-
リン酸合成法の検討 
 次亜リン酸（H3PO2、酸化数+1）は無電解
ニッケルメッキ法の還元剤として利用され、
その結果廃棄物として大量の亜リン酸
(H3PO3、酸化数+3)が生じている。亜リン酸
を用いて、18O-リン酸が合成できれば、亜リ
ン酸の有効利用にもつながる。亜リン酸は、
水中でも加熱によりある程度酸化される。
18O-H2O 存在下で酸化される際にどの程度
18O-リン酸が合成できるかを検討した。その
結果、加熱(121℃、2時間)により約 50％の
亜リン酸が酸化されてリン酸が生成されて
いた。18O でラベルされたリン酸の割合を測
定したところ、その割合は 2％程度にとど
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