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研究成果の概要（和文）：本研究では，アミノ酸の窒素・炭素・水素安定同位体比分析法の開発

を行った。その結果，(1)窒素に関しては，ピバロイル/イソプロパノール誘導体化法により，実

試料において，0.5nmol の試料で±0.5‰の測定が，(2)炭素に関しては，1 段階誘導体化法によ

り，標準試料であれば，0.1nmol の試料で±0.5‰の測定が， (3)水素に関しては，ピバロイル/

イソプロパノール誘導体化法により，0.5nmolの実試料において，±50〜100‰の測定が可能に

なった。 

 
研究成果の概要（英文）：I developed a compound-specific isotope method for measuring the 

stable nitrogen, carbon, and hydrogen isotopic compositions of amino acids. The results 

show (1) nitrogen isotopic composition can be determined by pivaloyl/isopropyl ester 

derivatization, with better than ± 0.5‰ and the minimum sample amount of 0.5 nmol N, (2) 

carbon isotopic composition can be determined by ethyl ester derivatization, with better 

than ± 0.5‰ and the minimum sample amount of 0.1 nmol N, and hydrogen isotopic 

composition can be determined by pivaloyl/isopropyl ester derivatization, with better than 

± 50-100‰ and the minimum sample amount of 0.5 nmol N. However, the carbon isotope 

analysis is only available for standard solution of amino acids but not for natural samples, 

at this moment. 
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１．研究開始当初の背景 

 水素・炭素・窒素・酸素などの生元素は，
地球の大気水圏・地殻圏・生物圏を構成する
主要元素であり，各圏間を化学種・安定同位
体比を変えながら比較的短い時間で移動し

ている。これらの元素の安定同位体比（D/H, 
13C/12C, 18O/16O など）とその変化率は，起源
や生化学反応の過程を解明する上で重要な
ツールとして古くから多くの研究に用いら
れてきた。アミノ酸は，生物の生合成・代謝
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に深く関わる有機化合物である。D-体・L-体
の光学異性体が存在し，地球の生物はタンパ
ク質の基本構造として L-体アミノ酸を用い
る一方，極少量のD-体アミノ酸も生命活動の
維持に欠かせない。さらに炭素質隕石などの
地球外物質中にも存在し，その存在量や異性
体の偏りに関する研究は Nature や Science

などの超一流紙にいくつも掲載されてきた。
すなわち，アミノ酸の安定同位体比は，地球
生物圏の生合成・代謝・生理機能だけでなく，
宇宙における有機物の生成過程を解き明か
す潜在的可能性を有している（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ところが研究開始時において，アミノ酸の
安定同位体比研究は，ほとんど行われてなか
った。それは，微量試料に含まれる個々のア
ミノ酸の同位体比を精度良く測定する確か
な技術が無かったからである。 

 一方で，報告者は本研究の前年までに，ガ
スクロマトグラフィ/同位体比質量分析計
（GC/IRMS）を用いて，アミノ酸の分子レ
ベル安定窒素同位体比測定法（プロトタイプ
法）を開発し，従来に比べて 1000 分の 1 以
下の数ナノモル程度（10-9モル）の試料量で
の窒素同位体比測定を可能にしている。そし
てその成果は，とくに生物の栄養段階の推定
研究で著しいものがあった。アミノ酸には，
捕食により同位体比が大きく変化するグル
タミン酸と同位体比が変化しないフェニル
アラニンが存在する（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

すなわち，生物に含まれるこの２種のアミノ

酸の安定窒素同位体比を単純に比較するだ
けで，生物の栄養段階を正確に求めることが
できる。これは，安定同位体比の変動が生化
学反応のプロセスを反映するという同位体
の本質的・普遍的現象を利用したものであり，
またホルマリン固定試料や化石の殻や骨に
も広く適応可能なため，絶滅生物の生態系も
復元できる唯一の研究手法として大きな注
目と期待を集めた。 

 しかしこのプロトタイプ法では，測定器
（GC/IRMS）を超繊細にチューニングして
も，実試料において十分な精度で測定できる
アミノ酸がアラニン・グルタミン酸・フェニ
ルアラニンなどの 10 種類に限られていた。
それは，生食連鎖と腐食連鎖の相互関係など
の複雑系をはじめ，地球生物圏の生合成・代
謝・生理機能，宇宙における有機物の生成過
程の解明などの本質的な課題について，プロ
トタイプ法では部分的にしかアプローチす
ることができないことを意味していた。 

 

２．研究の目的 

 そこで，本研究では，プロトタイプ法を基
にして，光学異性体も含めて測定可能なアミ
ノ酸の種類を倍増し，窒素だけでなく水素や
炭素などの多元素の安定同位体比の測定も
行える汎用性の高い測定法（アミノ酸の分子
レベル多次元安定同位体比測定法）の開発を
目的に研究を行った。研究期間（3 年）内に
5つの具体的な到達点を設定した。 
(1) 汎用的な分子レベル安定窒素同位体比測

定法の開発 
(2) プロトタイプ法では測定ができないグル

タミン・アスパラギン・トリプトファン
への対応 

(3) 光学異性体レベル安定窒素同位体比測定
法（個々の D−体・L−体に対応した測定法）
の開発 

(4) 分子レベル安定炭素同位体比測定法の開
発 

(5) 分子レベル安定水素同位体比測定法の開
発 

 

３．研究の方法 

 本研究は，アミノ酸の分子レベル安定窒素
同位体比測定法の汎用化と拡充（前半）と分
子レベル安定水素・炭素・酸素同位体比測定
法の開発（後半）で構成される。これらは，
抽出・誘導体化法・ガスクロマトグラフの分
離カラムの改良と最適化，二次元ガスクロマ
トグラフ法の導入により達成した。 
 
４．研究成果 
(1) 汎用的な分子レベル安定窒素同位体比
測定法の開発 
 まず，アミノ酸の前処理（抽出・誘導体化・
精製）法において， 



 

 

① プロトタイプ法のスケールダウン 
② 遠心フィルター及び遠心脱水フィルター

の導入 
③ 反応試薬の変更 
等により，前処理に費やす時間を約 1/3にす
るとともに，失敗するリスク（確率）をほぼ
0にした（プロトタイプ法では 5試料に 1つ
は失敗していた。また，高度なガラス管加工
技術が必要であった）。 
 さらに，GC/IRMSの様々な条件として， 
④ 反応炉の温度の最適化 
⑤ カラムの種類の最適化 
⑥ キャリアーガスの流速の最適化 
⑦ 様々な接続部の簡易化且つ低リーク化 
⑧ 同位体比の測定におけるキャリブレーシ

ョンの標準化 
⑨ 標準物質の製作 
を順次検証・検討し，その結果，安定した測
定を実現するとともに，プロトタイプ法の約
1/3 の試料量でも十分な精度でできるように
なった。 
 後者の概要は，論文として発表し，また，
前者・後者合わせて，実際にどのように前処
理を行い，測定・キャリブレーションを行え
ば良いかをまとめたスライド（pdf 形式）を
日本語・英語の 2言語で，所属機関の webサ
イトにて公表した。 
 
(2) プロトタイプ法では測定ができないグ
ルタミン・アスパラギン・トリプトファンへ
の対応 

 プロトタイプ法では，グルタミン・アスパ
ラギン・トリプトファンは，試料の酸加水分
解の過程でほとんどが分解され，分解を免れ
ても誘導体化ができないという問題があっ
た。そこで，本研究では，試料から水抽出で
得られる遊離体のアミノ酸を対象に，エトキ
シカルボニル/エチルエステル誘導体化（図
３）を用いることで，これを克服した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

現在，タンパク質性のアミノ酸のうち，ピバ
ロイル/イソプロピル誘導体化法では，アラニ
ン，グリシン，バリン，ロイシン，イソロイ
シン，プロリン，アスパラギン酸，トレオニ
ン，セリン，メチオニン，グルタミン酸，フ
ェニルアラニンの 12 種，エトキシカルボニ

ル誘導体化法では，アスパラギン，グルタミ
ン，システイン，リシン，チロシン，ヒスチ
ジン，トリプトファンの 7 種，の計 19 種に
ついて，窒素同位体比の測定が可能である。
これらの成果は，論文として発表した。 

 

(3) 光学異性体レベル安定窒素同位体比測
定法（個々の D−体・L−体に対応した測定法）
の開発 

 ピバロイル/イソプロピル誘導体化法では，
光学異性体は，GC/IRMS のクロマトグラム
上では単一のピークとしてしか現れず，D-体，
L-体の区別は不可能である（図 4a）。そこで
本研究では，イソプロパノールの代わりに，
光学活性ブタノールを用いて誘導体化を行
い，且つ，GC/IRMS の分離カラムに極性カ
ラムを用いることで， D-体，L-体の個別の
同位体比測定を達成した（図 4b）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの成果は，論文として発表した。 

 しかしこの方法を用いて，天然の試料に含
まれる D-体/L-体のアミノ酸の同位体比を個
別に測定することは，現在のところ，残念な
がら困難な場合がほとんどである。それは天
然試料には種類の異なるアミノ酸が多数存
在し，それらが，微小量しか存在しない D-

体アミノ酸の同位体比測定に，干渉するため
である。本研究ではこれを克服するため，
PFC キャピラリー分取装置による各アミノ
酸の分子レベルでの単離・精製を行った。一
般的な試料における回収率が 20%前後であ
り，この低い回収率の改善は，今後の研究課
題の一つとして残るが，現在，アラニン，バ
リン，ロイシン，イソロイシン，グルタミン
酸，フェニルアラニンについて，D-体/L-体の
安定窒素同位体比が測定可能であることを
検証済みである。また，二次元ガスクロマト
グラフ法における同位体分別も詳細に検証
し，無極性または微極性の分離カラムの使用
に関しては，PFC分取作業中に同位体分別が
生じないことを確認している。 

 

(4) 分子レベル安定炭素同位体比測定法の
開発 

 これまでアミノ酸の安定炭素同位体比を
精度良く測定することができなかった最大
の理由は，カルボニル基・アミノ基の誘導体
化に伴う同位体分別（同位体比が変化してし
まうこと）にある。本研究ではこれを克服す

①ピバロイル/イソプロピル化	
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図３　アミノ酸の誘導体化	
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るために， 

① スルホニル化 

② 一段階エステル化 

③ ジアゾ化 

④ ヒドロキシル化 

⑤ アミノ基のハロゲン置換 

及び，上記 2種の組み合わせを検討し，また，
同時にガスクロマトグラフでの分離カラム
の変更等を行い，安定炭素同位体比の測定法
の開発を進めた。 

 標準試薬レベルにおいては，エタノールを
用いた②一段階エステル化（図５）を採用す
ることで，0.2〜0.7‰の精度での安定炭素同
位体比測定を達成した。 

 

 

 

 

 

 

 

これらの成果は，論文として発表した。しか
し，この方法では，残念ながら実試料の測定
ができるレベルには到達できなかった。それ
は，実試料にはアミノ酸以外の有機化合物
（夾雑物）が含まれており，それらを除去す
ることが困難なためである。 

 また一方で，同様に標準試薬レベルにおい
ては，ジアゾ化とアルコール置換の組み合わ
せ（イソプロピルエステルをジアゾ化した後，
-N2+基をイソプロパノール（-OiPr）で置換し，
アミノ酸をカルボン酸イソプロピルエステ
ル/イソプロピルエーテルに変換する，図６）
を用いることで，0.4〜0.7‰の精度での安定
炭素同位体比測定を達成した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この方法では，誘導体化の後に，シリカゲル
カラムで夾雑物を除去することが可能であ
るため，前者（一段階エステル化）よりも実
用的な測定法と言える。今後，誘導体化条件
や，GC 分離カラムの最適化（得られた誘導
体化物の分離）を詳細に検討する必要が残さ
れているが，この手法は，世界で始めて，実
試料分析に耐えうる汎用的な分析法のプロ
トタイプ型と言えるものである。様々な検証
が終わり次第，論文として発表する予定であ

る。 

 

(5) 分子レベル安定水素同位体比測定法の
開発 

 これまでアミノ酸の安定水素同位体比は，
米国ワシントン大学の研究グループを除い
て，世界中で誰も測定できていない（但し，
ワシントン大学の報告する値の検証はなさ
れていない）。そこで，本研究では，窒素同
位体比の測定に用いているピバロイルイソ
プロピル誘導体化を応用した測定法の開発
を試みた。 

 現時点では， 
① 抽出〜測定の間に起こる水素交換の評

価が不十分であること 
② 同位体比の決まった国際標準物質が全

く存在しないこと 
の 2点から，実試料の同位体比を詳細に議論
できるレベルの測定法とは到底言えないも
のの，0.5nmol の実試料において，±50〜
100‰での測定が可能である（表１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 今後の研究課題の一つとして，水素交換の
正しい評価と標準物質の製作・整備が必要で
ある。 

 
 研究初年度の目標である窒素同位体比測
定法の確立は，非常に順調にすすみ，この手
法は既に様々な応用研究に用いられている。
光学異性体の分析や炭素同位体比について
も，汎用分析にはまだまだ使えないが，プロ
トタイプ型としては完成形といえるような
測定法を開発することができた。後者は，３
年の研究期間内に，実試料への積極的な応用
研究はできなかったが，それでも，プロトタ
イプ型が開発できたことは，今後の研究の発
展につながる大きな成果だと考えている。 
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