
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年６月３０日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 堆積物や生物殻体（貝殻や骨）に含まれるアミノ酸・クロロフィルの安定窒素同位体比
（15N/14N）は，過去の地球環境の窒素サイクルを知り得る唯一のツールとして期待されている。
本研究では，海洋堆積岩（数千万年前）・海洋堆積物（数百万年前~現在）・生物化石（数万年
~現在）・ホルマリン固定生物（数十年前~現在）・貝殻（数年前~現在） 
などの様々な試料に対し本解析法を適用し，本手法が様々なケースに広く利用可能であること
を証明した。 
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１．研究開始当初の背景 
 古海洋の窒素サイクルを復元する手法に
は，「堆積物全体の安定窒素安定同位体比分
析」と「堆積物や生物殻体に含まれる有機化
合物の安定窒素同位体分析」の二つがある。
前者は表層堆積物の全体の安定窒素同位体
比が直上海洋表層水の一次生産者のそれを
およそ反映していることを利用した復元法
であり，世界中の研究者が広く用いている一
般的な研究手法である。しかし，沈降過程や
堆積物への埋没過程，さらに埋没後の続成過
程における試料全体の安定窒素同位体比の
変動は非常に大きく，過去の海洋窒素サイク
ルを読み解くうえで非常に大きな誤差を伴
うという欠点を持つ。一方で後者は，海洋表

層の一次生産者の同位体比を正確に記録し，
沈降過程や埋没過程・埋没後の続成過程にお
ける同位体比変化もほとんど考えられない
ため，過去の海洋窒素サイクルを復元するう
えで質の良い情報を提供する。しかし，有機
化合物の安定窒素同位体比分析を用いた古
海洋窒素サイクルの復元研究は，これまでほ
とんど行われて来なかった。それは堆積物や
生物殻体（貝殻や骨）に存在する有機化合物
が非常に多種類の混合物であり，さらに各成
分は超微量であるため，目的の有機化合物を
単離・精製し，その安定同位体比を測定する
ということは，分離技術や感度的に非常に困
難であったからである。 
 しかし研究代表者は、2006 年度までの研究
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で，ガスクロマトグラフ/同位体比質量分析
計（GC/IRMS）によるクロロフィル・アミノ
酸の分子レベル安定窒素同位体比分析法を
開発し，試料からのクロロフィル・アミノ酸
の分離と、従来に比べて 1000 分の 1 以下の
数ナノモル（10-9 モル）程度の試料量での安
定窒素同位体比測定を可能にした。これは例
えば，海洋堆積物中のクロロフィルの安定窒
素同位体比を得るために，これまでは数キロ
グラムの堆積物を分析しなければならなか
ったものが，数グラムの堆積物から同じデー
タが得られることを意味する。また本法は、
試料に含まれる複数の有機化合物の安定窒
素同位体比を、一度の測定で連続的に分析す
ることができる（図１）。本分析法の開発に
より，堆積物中のクロロフィルや生物殻体中
のアミノ酸の安定窒素同位体比が，世界で初
めて実用レベルで測定できるようになり，
「有機化合物の安定窒素同位体比分析によ
る古海洋窒素サイクル復元法」を実用化する
ための基盤が整った。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，研究代表者が 2006 度ま
でに開発したクロロフィル・アミノ酸の分子
レベル安定窒素同位体比分析法を年代スケ
ールの異なる様々な実試料（堆積物や生物）
に応用し，「有機化合物の安定窒素同位体比
分析による古海洋窒素サイクルの復元法」の
有用性・汎用性を評価することである。 
 堆積岩や堆積物に含まれるクロロフィル
及びその誘導体・続成物（ポルフィリン）の
安定窒素同位体比からは，当時の植物プラン
クトン・光合成バクテリアなどの海洋一次生
産者の安定窒素同位体比が得られ，堆積物に
含まれる有孔虫の殻・貝殻・ホルマリン固定
生物試料のアミノ酸の安定窒素同位体比か
らは、海洋一次生産者の安定窒素同位体比に
加えて，それらの生物の栄養段階と食物連鎖
網の情報が得られるはずである。本研究では，
様々な試料を用いて，有機化合物の安定窒素
同位体比が実際の窒素サイクルをどの程度

正確に捉えているのか，また，それが古海洋
の窒素サイクル復元研究に，実際に応用可能
であるのかを評価した。 
 
３．研究の方法 
 本研究は，基礎研究と応用研究で構成され
る。基礎研究では，窒素サイクルが既知の現
世の海洋・湖沼から得られた試料を用い，表
層堆積物に含まれるクロロフィルとその誘
導体，表層堆積物中の有孔虫とその殻に含ま
れるアミノ酸，海藻・貝・魚などの生物試料
に含まれるアミノ酸の安定窒素同位体比を
測定し，クロロフィル，アミノ酸の安定窒素
同位体比分析で得られる情報の真偽・精度・
妥当性を評価した。なお、貝殻や骨等の試料
については、生体のアミノ酸と殻体のアミノ
酸の同位体比を比較し、試料としての殻体ア
ミノ酸の妥当性を評価した。また，ホルマリ
ン固定による安定窒素同位体比の変化も検
証した。応用研究では，年代スケールの異な
る様々な試料中のクロロフィル・アミノ酸の
安定窒素同位体比分析を行い，各時代の海洋
窒素サイクルを復元すると共に，本研究手法
の有用性・汎用性を評価した。 
 
４．研究成果 
 基礎研究では，まず、植物や藻類・シアノ
バクテリアのクロロ色素、海洋・湖表層堆積
物に含まれるクロロ色素・フェオ色素の窒素
同位体比を測定し，光合成生物に含まれる異
なる構造のクロロ色素（例えば、褐藻ではク
ロロフィル a と c）の窒素同位体比がほぼ同
じであること，また，水柱中や堆積物中でク
ロロフィルが続成変化を受けても，窒素同位
体比が保存されていることを明らかにした
（表１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これは，クロロフィルとその誘導体・続成
物の窒素同位体比が，どの種類のクロロフィ
ルにおいても，また堆積物への埋没後に続成
変化を受けても，基本的に，最初に植物プラ
ンクトンによって作られた時の同位体比を
保存していることを示す。 
 またアミノ酸については，シアノバクテリ
ア・植物プランクトン・動物プランクトン・
貝・蟹・海老・魚等の多様な生物試料に含ま
れるアミノ酸の窒素同位体比を測定し，フェ
ニルアラニンの同位体比より得られる海洋
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図１　GC/IRMSで得られる代表的なクロマトグラム



窒素の同位体比復元法と，フェニルアラニン
とグルタミン酸の同位体比の比較により得
られる栄養段階推定法（式１）が，様々な試
料に対して普遍的に適用できることを確認
した(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 応用研究では，日本海の海成頁岩（数千万
年前）・海洋堆積物（数百万年前~現在）・生
物化石（数万年~現在）・ホルマリン固定生
物（数十年前~現在）・貝殻（数年前~現在）
等を用いた。その結果，クロロフィルとその
続成産物の安定窒素同位体比からは、数千年
前~現在までの試料について，当時の海洋一
時生産者がどのような環境（とくに、窒素環
境について）で生きていたのかをうまく復元
することが可能であることがわかった。例え
ば，女川層堆積岩より得られたポルフィリン
由来のマレイミドの窒素同位体比からは，酸
化的な環境での窒素固定を伴う光合成活動
と，その直下での還元的な環境で酸素を発生
しない嫌気的な光合成の両者のシグナルを
同時にとらえることができ，当時の海洋環境
に還元的有光層が広がっていたことを復元
することができた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また，アミノ酸の安定窒素同位体比分析によ
る栄養段階推定法は，ホルマリン固定等の影
響を受けずに用いることが可能であり（図
４），貝殻や骨などの殻内有機物と生体との
間に，窒素同位体比の差がほとんど無いこと
が明らかになった（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これは，アミノ酸の窒素同位体比法が，ホル
マリン試料や貝殻などの多種の試料に直接
適用することができることを意味し，貝殻化
石中にアミノ酸が比較的良く保存されてい
る数万年~現在までについては，過去の海洋
生態系食物連鎖網の情報を精度よく復元で
きることを示唆する。 
 以上のように，GC/IRMS を用いたアミノ
酸・クロロフィルの安定窒素同位体比分析法
は，海洋堆積岩（数千万年前）・海洋堆積物
（数百万年前~現在）・生物化石（数万年~
現在）・ホルマリン固定生物（数十年前~現
在）・貝殻（数年前~現在）などの年代スケ
ールの異なる様々な試料について適用する
ことが可能であり，過去~現在の海洋窒素サ
イクルを精度良く復元することのできる有
用な手法であることが証明された。 
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図２　アミノ酸の窒素同位体比より求めた生物の栄養段階
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図３　Miocine marine shale層から得られたクロロフィル分解物
の窒素同位体比：酸素存在下での光合成活動を示す(1)-(4), (6)の
もと、貧酸素化(アンモニア存在)下での光合成活動を示す(5)を
はっきりと区別することができる
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図４　ホルマリン固定前後でのアミノ酸の窒素同位体比比較
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の窒素同位体比の比較
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