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研究成果の概要（和文）：生体を構成する分子には、光学異性体や構造異性体が存在する。身近

な光学異性体の例でいうと、タンパク質を構成するアミノ酸は、基本的に L-体アミノ酸から構

成され、核酸の糖は、D-体リボースから構成されることが挙げられる。また、D-アラニンなど

のようにタンパク質は構成しないが、細胞内のペプチドグリカンとして局所的に高濃度に存在

する場合がある。これらの他にも生体内で生理活性を持つ種々の分子は、いずれかの異性体に

偏っていることが多い。本研究では、従来のキラルなキャピラリーカラムを用いた光学異性体

の分離ではなく、光学活性アルコール付加によるジアステレオマー誘導体化法を導入し、自然

界に存在する光学異性体および構造異性体の個々の分子レベル窒素同位体比の評価を行った。 

 

研究成果の概要（英文）：The one-handedness of terrestrial L-amino acids in proteins and in D-sugars 

of DNA and RNA are primary formation, structure and function of biopolymers for life on the Earth. We 

have developed an analytical method to determine the ESIA of individual amino acid enantiomers and 

revealed nitrogen isotopic hetero- and homogeneity for D-alanine and L-alanine in terms of microbial 

processes in domain Bacteria and chemical processes in organic symmetric synthesis. Novel 

derivatization of amino acid diastereomers by optically active (R)-(–)-2-butanol or (S)-(+)-2-butanol 

with pivaloyl chloride produces N-pivaloyl-(R,S)-2-butyl esters (NP/2Bu) of the amino acid 

diastereomers. The novel method of enantiomer-specific isotopic analysis (ESIA) is useful for 

distinguishing the origin of biogenic and abiogenic processes and is applicable to enantiomer studies. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 生体を構成する分子には、立体異性体が

存在する。右手と左手のように鏡像関係であ

り、光学的な性質も反対であることから、光
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学異性体とも呼ばれる。このように原子間の

結合順序が同一で、空間的な原子配列が異な

る化合物の性質は、「キラリティー(Chirality)」

と呼ばれる。身近な立体異性体の例でいうと、

タンパク質を構成するアミノ酸は、基本的に

L-体アミノ酸から構成され（＝ホモキラル、

不斉である）、核酸の糖は、D-体リボースか

ら構成されることが挙げられる。さらに化学、

生物学、物理学の境界領域的観点から、キラ

リティー研究における代表的事例を挙げる

と、生物圏で非常に重要な役割を担っている

ことが見えてくる。 

 有機物のキラリティーの発見は、1849 年の

ルイ・パスツールの発見に端を発する。この

ため、キラリティー研究に関する国際的な研

究動向は、古くから知られる。なぜ地球の生

物は、タンパク質の基本構造として L-体アミ

ノ酸を使うのか。いわゆる不斉の起源（ホモ

キラリティー）の謎は、国内外の研究機関か

らいくつかの有力な仮説があるものの 150 年

以上経った今も決定的な解明に至っていな

い。特に、炭素質隕石の D, L-アミノ酸に関す

る研究は、アリゾナ州立大学、パリ大学、

NASA らのグループが牽引し、1970 年代から

今日まで Nature や Science などの超一流誌に

幾つも掲載されている。生命の起源研究とも

密接に関わることから科学的な関心の高さ

が伺える。 

 近年の国内的な研究動向でいうと、野依良

治は、有機合成的手法を取り入れ、右手ある

いは左手の分子を選択的に合成する触媒と

反応経路（＝不斉合成）の開発に成功し、2001

年にノーベル化学賞を受賞した。一連のキラ

リティー研究が契機となり、化学・医薬・食

品業界に飛躍的成長をもたらしたことは、周

知のことである。 

 このキラリティー研究は、地球宇宙化学的

な観点からも常に開拓されてきた。炭素質隕

石や岩石を含む地球化学試料、生体試料、合

成実験試料などを対象とした光学分割法（D-

体と L-体をクロマトグラフで分ける方法）、

あるいは分光学的手法による地球化学的研

究が挙げられる。研究代表者は、ホモキラリ

ティーの起源を解明するために学生時代か

ら様々な地球極限環境でのフィールド調査

研究、室内模擬実験による有機合成研究の成

果を国際誌へ報告してきた。 

 

２．研究の目的 

 地球生物圏の構造、代謝、生理機能に本質

的に関わるアミノ酸の立体異性体について、

個々の異性体分子レベル安定同位体比を解

析する方法を確立し、自然界の代表的試料の

保有する情報を引き出すことを研究目的と

する。本研究では、立体異性体分子レベル安

定窒素同位体比（つまり、個々の D-体と L-

体に対応した安定同位体比）の解析法を確立

し、自然界の試料への応用的展開を図る。 

 その方法論を確立することにより、従来の

ように試料をバルクで分析（全量分析）する

よりも、得られる情報量は遥かに多く、より

本質的な議論が可能になること、そして地球

生命科学のような境界領域への科学的な波

及効果が期待される。 

 

３．研究の方法 

(1)アミノ酸の立体異性体分子レベル安定窒

素同位体比の分析ライン確立を行なった。 

確立のために必要な段取りは、 

(i)単成分の標準試料を用いて、元素分析／同

位体質量分析法（EA/IRMS 法）で安定同位

体比の値を決定した。 

(ii)新たに開発したガスクロマトグラフ／燃

焼／同位体質量分析法（GC/C/IRMS 法）に

必要な試料の前処理として、誘導体化、抽出、

濃縮の最適化を行なった。 

(iii)GC/C/IRMS 法により、多成分系での同時

評価ができるように、昇温プログラムの最適

化、最適なキャピラリーカラムの選定を行な

い、EA/IRMS 法とのデータ整合性を検証し

た。 

(2)次に、データの精度と確度の検証を行な

った。研究代表者らが、行なった予察的検証

では、ガスクロマトグラフに用いられるキャ

ピラリーカラムの一部（例えば、Chirasil-Val

など）には、カラム固定層に窒素化合物を含

むものがあり、カラムの窒素化合物と分析試

料のアミノ酸分子内の窒素との間で同位体

交換がおきることを見出した。慎重なクロス

チェックが必要である。そこで本提案では、

従来のキラルなキャピラリーカラムを用い

た光学異性体の分離ではなく、同位体質量分

析に導入される「窒素」を試料由来のシグナ

ルに限定する目的で、光学活性アルコール付

加によるジアステレオマー誘導体化法の開

発も進めた。 

 

４．研究成果 

 本研究で確立された分析ラインにより、自

然界の代表的試料かつ素性の明らかな試料

の評価を行なった。通常用いるキャピラリー

カラムによる GC/IRMS 法で光学異性体分子

レベルでの正確な安定窒素同位体比が得ら

れるようになった。次に、タンパク性の D, L-

α-アラニンと非タンパク性のβ-アラニンの

ようにアミノ基の位置により、構造異性体の



 

 

関係にある分子についても検証を行なった。

ここで確立した分析方法の応用的展開とし

て、下記の試料について解析を行った。 

(1) 独立栄養および従属栄養の微生物試

料（核を持たない原核生物）、堆積物

から得られた微生物を評価した。 

(2) 栄養段階などが明らかになっている

水界生態学試料を評価した。 

(3) 有孔虫化石などの海底堆積物に埋没

した古生物試料を評価した。 

(4) 地球極限環境、地球内部試料に含まれ

る固体試料と有機物の起源を評価し

た。 

 

 真正細菌のペプチドグリカンに含まれる
D,L-アラニンのDL (15ND-Ala - 15NL-Ala)

をみると、15ND-Alaの方が同位体的に軽い傾
向があった。また、一部の Firmicutes 株を
除き、DLは、D-アラニン含有量(%D-Ala)

と正の相関を示した。ペプチドグリカン代謝
に至るまでのいくつかの酵素反応経路での
同位体分別が示唆された。 

 真正細菌の細胞壁には、主としてその強度
と形態を支えるために堅い層が存在し、特に
グラム陽性の細胞壁は、その約 90%がペプチ
ドグリカン（数層〜約 25 層）から構成され、
凖難分解性の性質を持つ。細胞内のタンパク
質を構成するアミノ酸は、基本的に L-体であ
るが、細胞壁のペプチドグリカンには、２つ
の糖誘導体である N-アセチルグルコサミン
とN-アセチルムラミン酸にD-アラニンやD-

グルタミン酸などの D-アミノ酸を含むペプ
チドが架橋している。IODP Leg201（ペルー
沖海底下微生物圏航海）で海底堆積物中から
培養・単離に成功した真正細菌は、プロテオ
バ ク テ リ ア と と も に グ ラ ム 陽 性 の
Firmicutes や Actinobacteria が主要な構成
菌種であった (eg. D’Hondt et al., 2004; 

Teske, 2006)。本分析法と同位体ラベル法を
組み合わせることで様々な極限環境下に棲
息する真正細菌の代謝活性の評価が可能に
なった。 
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