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研究成果の概要（和文）：有機分子レベル分析法の最適化として、安定同位体トレーサーを用いたアーキアおよ
びバクテリア由来の分子レベル同位体比、分子内同位体比の分析技術確立に加え、クロロフィル-aなどの色素化
合物、新奇の極性脂質の質量分析・同位体質量分析法の最適化を行った。メタン生成アーキアが、メタン生成す
るために必要な補酵素ファクター430の分析法開発を連携研究者と共同で行った。代謝経路の酵素反応を検証す
るために、Enzyme Commissionの記載と実際に観察された分子レベル解析の結果を相補的に評価することを目的
に、有機化学的な解析に加えて、次世代シーケンサーを用いた代謝マップの構築を進めた。

研究成果の概要（英文）：We conducted the method development using liquid chromatography and gas 
chromatography/ combustion/ isotope ratio mass spectrometry, occasionally coupled as LC x GC/C/IRMS 
to determine key molecules and their carbon/nitrogen isotopic compositions (e.g., lipids, amino 
acids, chlorophyll and other molecules). After the confirmation of high recovery during 
chromatographic separation without isotopic fractionation, we validated the accuracy and precision 
of the nitrogen isotopic composition of amino acids. To trace the metabolic pathways together with 
Enzyme Commission code, we customized the analytical scheme of the molecular sequencer including DNA
 and RNA pre-treatments.

研究分野： 質量分析化学、有機地球化学、地球生命科学

キーワード： 有機分子レベル解析・分子内レベル解析　海底下の地下生命圏　性状未知アーキアの生理生態　ピルビ
ン酸ファミリーアミノ酸族　液体クロマトグラフィー／質量分析法　ガスクロマトグラフィー／質量分
析法 　ガスクロマトグラフィー／同位体質量分析法
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1. 研究開始当初の背景 
 地球全体の 70％を占める海洋は、有光層お
よび海底下に地球生命を育む場を提供し、グ
ローバルな物質循環の「駆動の場・貯留の場」
となっている。近年、その海底下には、アー
キア（世界平均割合 87%: Lipp et al., 2008）お
よびバクテリア（同平均 13%）からなる Deep 
Biosphere（地下生物圏）が広がっていること
が急速に明らかになっている。 
 本研究の目的は、地球の炭素循環の中心を
担う、光合成ワールドと海底下のアーキアワ
ールドのエネルギー的リンケージ仮説の検
証である。研究の到達点は、地球への一次エ
ネルギーである太陽光が駆動する光合成系
と海底下を優勢に支配する原核生物である
アーキア（古細菌）とのエネルギー的な因果
関係を分子レベルで追跡し、分子に内在する
エネルギーフローを明らかにすることであ
る。本研究の遂行により、これまで切り離さ
れて議論されてきた光合成系の一次規定因
子である「太陽定数」が、暗黒の海底下を支
配する「アーキアワールド」へ与えるインパ
クトを全球炭素循環の視点で包括的に評価
できるようになる。 
 
2. 研究の目的 
 本研究目的の正当性を示すためには、地球
炭素循環を駆動する中心的な有機化合物は
何か？そして、地球で最も多いタンパク質、
色素、脂質は何か？という定義が必要である。
まず、世界で最も多いタンパク質は、光合成
（炭素固定）に必須である Rubisco（酵素）
である。その光合成に必要な光アンテナ分子
は、主要色素成分であるクロロフィル-a であ
り、地球上で最も多い色素である（< 12.5 Tg 
Chl C yr-1）。したがって、海底への炭素供給
源は、元をたどれば、海洋有光層の光合成（シ
アノバクテリア、藻類等）による基礎生産で
ある。このような背景を受けて、光合成ワー
ルドと海底下のアーキアワールドのエネル
ギー的リンケージ仮説の着想に至った。そこ
で、我々が開発した海底現場培養実験法を用
いて、温度、圧力、栄養塩などの物理・化学
条件そして難培養性アーキアの代謝・生理学
的条件を忠実に再現し、実験的な証明を行う
のが本研究の主目的である。 
 
3. 研究の方法 
(1) 中央代謝の実験的記載のために、アミノ
酸の代謝プロセスの追跡検証を進めた。同
化・異化過程を精度良く追跡・評価するため
に、トレーサーとして用いる化合物に部位特
異的な 13C-, D-,15N-ラベルを行い、分子トレ
ーサーの生体内拡散経路を辿った。アーキア
およびバクテリアの生きている指標とされ
る極性脂質（IPLs）およびその分子レベル同

位体比、分子内同位体比の分析技術確立に加
え、クロロフィル-a などの色素化合物、新奇
の極性脂質を新たに湿式手法で応用して、質
量分析・同位体質量分析法の最適化を行った。
(2) 代謝経路の酵素反応を検証するために、
Enzyme Commission code (EC)の記載と実際に
観察された分子レベル解析の結果を相補的
に評価した。DNA および RNA 抽出・精製・
シーケンス解析に関わる技術員１名を雇用
し、有機化学的な解析に加えて、次世代シー
ケンサーを用いた代謝マップの構築を進め
た。また、天然存在比のアミノ酸炭素・窒素
同位体比測定の最適化を併せて進め、成果の
一 部 を International Journal of Mass 
Spectrometry 誌（2015 年 2 月に Publication 
Award_IJMS2015 受賞）、および国際有機地球
化学会議の基調講演で発表した。 
 
4. 研究の結果 
(1) 代謝経路マップと生合成経路のモデル化
として、アーキアのアミノ酸合成経路のうち、
ピルビン酸ファミリーアミノ酸族である分
岐鎖アミノ酸（特にバリン、ロイシン、イソ
ロイシン）について、代謝経路の解析を行っ
た。正確な抽出、分離、精製を行うために様々
なイオンペア剤の導入を最適化し、イオンペ
アクロマトグラフィー／電子スプレーイオ
ン化質量分析法（ Underivatized chemical 
formula：HPLC/ESI-MS）およびコロナ CAD
検出法（HPLC/CAD）を開発した。分岐鎖ア
ミノ酸の安定同位体比の系統的な解析を行
い、アミノ酸合成経路とイソプレノイド鎖前
駆体（プレカーサー）の分子的リンケージの
解明に向けて研究を進めた。関連内容として、
次の招待講演を行った【高野 淑識（招待講
演）：海底下メタンの行方と地球生命科学
（2015 年 日本地球惑星科学連合大会、千
葉・幕張、2015 年 5 月）】。 
 
(2) 海底下生命圏とアミノ酸分子の研究調査
の基礎過程として、重要な有機分子のマスス
ペクトルデータを示しておくことは、将来に
有益であるため、ピバロイル / イソブチルエ
ステル誘導体化法（GC/MS）（Derivatized 
chemical formula）、マススペクトルデータ集
をまとめたこの誘導体化法は、(1) 誘導体基
にケイ素やフッ素を含まないことから、分離
ラインや検出器へのダメージが少ない、(2) 
誘導体化体アミノ酸が比較的安定である、(3) 
D-, L-光学異性アミノ酸の分離が可能、とい
う特徴がある。ゆえに、ガスクロマトグラフ
ィー /同位体質量分析法による分子レベル
（Compound-specific）、もしくは、光学異性体
分子レベル（Enantiomer-specific）の安定窒素
同位体比分析においても有用な誘導体化法
であることを示した。 
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