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アミノ酸の安定同位体比を用いた生態系解析

力石 嘉人1)

2020 年 12 月 5 日受付，2021 年 2 月 10 日受理

アミノ酸の安定窒素同位体比の測定法の開発と方法論の確立を経て，生物の栄養段階（生態系ピラ
ミッドにおける階層）が優れた精度で推定できるようになったことにより，生物・生態系の研究は飛
躍的に発展した．実際に，複雑な食物連鎖網における捕食─被食の関係や，生態系の中で何が起こっ
ているのか，環境変化に対する影響や生物の適応などが正確に理解できるようになった．本稿ではそ
の原理と応用研究を解説する．

Food webs viewed via stable nitrogen isotopic composition of amino acids

Yoshito Chikaraishi

Stable nitrogen isotope analysis of individual amino acids can be useful to illustrate the trophic position of
organisms in food webs, and therefore has resulted in impressive advances in ecological studies. Indeed, this analysis
has provided unprecedented accuracy in predicting the trophic tendencies of organisms, describing their interactions
in complex food webs, elucidating the adaptation of organisms to environmental changes, etc. Here, we briefly review
the principal of this tool and its application.
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1. はじめに

自然界の生態系では，生物間の捕食─被食の関係が極
めて複雑に絡み合っており，その全容を観察等から正確
に理解することは難しい．そこで生態学では，一次生産
者（例：植物プランクトン）を「1」として，それを食べ
る一次消費者（例：動物プランクトン）を「2」，それを
食べる二次消費者（例：小さい魚）を「3」，さらにそれ
を食べる三次消費者（例：大きい魚）を「4」とする「栄

養段階」という概念を導入し，生態系ピラミッドにおけ
る生物の位置（または，階層）を定量的な数字で捉える
ことで，複雑な生態系を単純化して理解してきた（図 1）．
実際に，この栄養段階（値）もしくはその変化を知るこ
とで，我々は，生物が何を食べているのかといった食性
解析のみならず，生態系におけるそれぞれの生物の機
能・役割や，人類活動が自然界の生物・生態系に与えて
いる影響を評価してきた（例えば，VanderZanden et al.,
1999）．
栄養段階を求める（数値化する）ために，これまで生
態学では様々な手法が用いられてきた．しかし，自然界
では，植物と草食動物を除く生物の多くが雑食者（om-
nivore：植物と動物の両方を食べる動物，multiple car-
nivore：様々な栄養段階の動物を食べる動物）であるた
めに，研究対象の生物の「エサ生物」の特定は容易では
ない．また，たとえ数値化できたとしても，得られた値
には大きな誤差（例えば，栄養段階で±1～2）が潜在的
に含まれており，導き出した値の正確さを担保できな
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かった．例えば，体や口の大きさ，歯の形などを観察す
ることで，生物間の相互関係を推定することも可能では
あるものの，栄養段階の「数値化」に至るのは困難であ
る．また，胃内容物の解析は，研究対象の生物が実際に
摂食したものがわかる一方で，自然界における捕食活動
の一瞬のスナップショットでしかない．その上，胃の中
に残存するものと捕食者が吸収したものは必ずしも一致
しないというという問題があった．そこで，これまでの
手法のデメリットを克服しうる手法として，2007～2009
年にかけて，アミノ酸の窒素同位体比に基づく生物の栄
養段階解析法が提案された（Chikaraishi et al, 2009,
McCarthy et al., 2009, Popp et al., 2009）．これは，生物に
含まれている 2 種類のアミノ酸の安定同位体比（15N/
14N）の差を計測することによって生物の栄養段階を正
確に推定する手法であり，提案されてから約 10 年の間
に様々な研究に応用されるようになった．本稿では，そ
の原理と代表的な研究例を紹介したい．

2. 原理

2.1．安定同位体比の表記
アミノ酸は，水素・炭素・窒素・酸素・硫黄などの元
素で構成され，これらの元素には質量が僅かに異なる安
定同位体が存在する．例えば，窒素の場合，99.6337％が
質量数 14 の窒素 14（14N）で，残りの 0.3663％が質量数
15 の窒素 15（15N）であり，安定同位体比の比率（15N/
14N）は 0.0036765 となる．しかしこの値は，地球上の
様々な生化学的反応において，質量が異なることに起因
する「軽い同位体（例えば，窒素の場合には 14N）の優先
的な反応」が起こるために，元素の起源，反応過程，反
応量などで変化する（15N/14Nの小数点 4，5桁目が変化

する）．
試料に含まれる安定同位体の比率の表記には，一般的
に，国際的に定められた標準物質に対する千分率（�H値，
単位‰，式 1）が用いられている．

�H値＝[（R試料/R標準物質)－1]×1000 (式 1)
ただし，R＝H/L

Hと Lは，それぞれ重い（例えば，15N）と軽い（例えば，
14N）同位体の存在量を表す．従って，�H値は，窒素の
場合には �15N 値と表記する．試料の �H 値が正であれ
ば，標準物質に対して重い同位体（H）が富むことを意
味し，反対に負であれば，軽い同位体（L）が富むことを
意味する．

2.2．食物連鎖におけるアミノ酸の �15N値の変化
生物を構成する 20 種類のアミノ酸には，食物連鎖の
捕食者と被食者の間で，�15N 値がほとんど変化しない
Source アミノ酸（Src-AA，例えば，フェニルアラニン，
メチオニンなど）と，�15N 値が 3-8‰上昇する Trophic
アミノ酸（Tr-AA，例えば，グルタミン酸，アラニン，
バリンなど）の 2 種類がある（図 2，図 3)※1．Src-AA
は，分解（エネルギーを取り出すための異化）の初期反
応にアミノ酸のアミノ基（窒素）が関与しないため，捕
食者が Src-AA を分解しても �15N 値がほとんど変化し
ない．一方でTr-AAは，分解の初期反応がアミノ基の
脱離反応であるために，14N が優先的に反応し，その結
果，分解されずに残されたアミノ酸（このアミノ酸は後
に捕食者の体を構築する）に 15Nが濃縮する（例えば，
Chikaraishi et al., 2007, Takizawa et al., 2020）．そしてこ
のプロセスが，魚，甲殻類，昆虫，哺乳類，バクテリア
などの多くの生物の間で共通して成立するため（例えば，
Steffan et al., 2015, Yamaguchi et al., 2017, McMahon and
McCarthy, 2016），植物プランクトンから高次捕食者ま
で，生態系を構成する様々な生物の栄養段階が，以下の
一般式（式 2）により推定できる（Chikaraishi et al.,
2009）．

栄養段階＝(�15NTr－�15NSrc＋�)/(ΔTr－ΔSrc)＋1
(式 2)
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＊1「Source アミノ酸，Trophic アミノ酸」の分類は，生体内でのア
ミノ酸の「分解反応」により決定される．一方で，一般的に使
われている「必須アミノ酸，非必須アミノ酸」の分類は，生体
内でのアミノ酸の「合成反応」により決まっている．また，
Source アミノ酸なのかTrophic アミノ酸なのか，もしくは，さ
らに別の分類になるのかがわかっていないアミノ酸も多い．

図 1：生態系ピラミッドの概念図と栄養段階



�15NSrc，�15NTrはそれぞれ，Src-AA と Tr-AA の �15N
値を，�は一次生産者（植物や植物プランクトンなど）に
おける両者のアミノ酸の �15N値の差を，ΔSrc，ΔTrは，
Src-AA と Tr-AA の食物連鎖の捕食者と被食者の間で
の �15N 値の変化を示す（図 3）．Src-AA と Tr-AA に
は，原理的には，様々なアミノ酸を組み合わせて用いる
ことも，いくつかのアミノ酸の �15N 値の平均値を用い
ることも可能であるが，個々の生物におけるバラツキや，
�15N値の測定し易さを考慮すると，Src-AAにフェニル
アラニンを，Tr-AA にグルタミン酸を用いた場合にお
いて，最も優れた精度（1 �＝ 0.1～0.2）で栄養段階を求
めることができると報告されている（Chikaraishi et al.,
2009）．

栄養段階＝(�15Nグルタミン酸－�15Nフェニルアラニン＋�)/
(8.0－0.4)＋1 (式 3)

フェニルアラニン，グルタミン酸のΔ値はそれぞれ
0.4‰，8.0‰である．フェニルアラニン，グルタミン酸
を用いた場合には，�は陸上植物（正確には，水草も含む
維管束植物）を基点とする生態系では 8.4‰であり，海
水・淡水における植物プランクトンやシアノバクテリア
を基点とする生態系では－3.4‰となる（Chikaraishi et
al., 2010）．
なおこの原理が，全ての生物において成立する（同じ，
ΔSrc，ΔTr値を持つ）かどうかは，残念ながら十分にわ
かっていない（例えば，McMahon andMcCarthy, 2016）．
測定法の信頼性を担保するうえで，様々な生物が持つ
ΔSrc，ΔTr値やそのバラツキ（そしてその要因）を知る
必要があるが，同位体比が一定のエサを用いて，アミノ
酸のターンオーバーを考慮したうえでの十分な期間の飼
育を実施（これを controlled feeding experiment という）

することは容易ではない．そのため，とくに，単一のエ
サでの飼育が難しいとされる生物（爬虫類，鳥類，大型
の動物など）や，寒冷域や無酸素環境などといった特殊
な条件下で生育する生物に関するデータが著しく不足し
ている．

2.3．アミノ酸の �15N値の測定
アミノ酸の �15N値の測定は一般的に，(1)試料の酸加
水分解，(2)誘導体化と精製，(3)ガスクロマトグラフ─
同位体比質量分析計（gas chromatograph-isotope ratio
mass spectrometer：GC-IRMS）による �15N値の測定に
より実施される．「(1)試料の酸加水分解」では，試料に
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図 2：アミノ酸の分類

図 3：食物連鎖におけるアミノ酸の安定窒素同位体比の変化



濃塩酸（HCl）を加え加熱することで，試料中のタンパク
質をアミノ酸に加水分解する．「(2)粗精製と誘導体化」
では，まず試料中の脂質成分を液─液抽出により除去し，
アミノ酸が持つ「高い親水性，極性」という性質を，誘
導体化（本誌，第 1章，安定同位体の天然存在量および
安定同位体標識の検出法─ 1：ガスクロマトグラフ─同位
体比質量分析計を参照）により低下させ，また，GC-
IRMS へ導入できるように精製する．これまでに，様々
な誘導体化法が検討され用いられてきているが，試薬の
毒性，誘導体化後のアミノ酸の安定性，GC-IRMS への
負荷，誘導体化反応における同位体分別など様々（一長
一短）である（Ohkouchi et al., 2017）ため，それぞれの研
究室の環境にあわせて誘導体化法を選択する必要があ
る．またそれと並行して，誘導体化剤の毒性が低く，誘
導体化されたアミノ酸の安定性が高く，また GC-IRMS
へ与える負荷と人為的な同位体分別の影響が最小限にと
どめられるような理想的な誘導体化法を開発する必要が
ある．なお著者の研究室では，アミノ酸のカルボキシル
基（-COOH）をイソプロピルエステル化し，アミノ基を
ピバロイル化するピバロイル／イソプロピル（pivaloyl/
isopropylesters, Pv/iPr）エステル化を用いている．「(3)
GC-IRMS による �15N 値の測定」では，GC-IRMS によ
る �15N値の測定では，1度の試料導入に対して，そこに
含まれる個々のアミノ酸の �15N 値が測定される．�15N
値の測定に必要な時間は一般的に 1 測定あたり約 1～
1.5 時間，試料量はアミノ酸一分子あたり窒素量で数ナ
ノモル，測定精度は 0.4～0.8‰（1 �）程度である．この
測定手法は，冷凍試料や乾燥試料だけでなく，ホルマリ

ンなどで固定されたもの，貝殻や骨，歯などの硬組織中
に含まれているタンパク質にも問題なく用いることがで
きる（例えば，Ogawa et al., 2013, Chikaraishi et al. 2014）．
実際に，少なくとも数万年前の人骨や動物骨などの考古
学的試料への応用も実施されている（例えば，Naito et
al., 2010, 2013, 2016, Itahashi et al., 2018, 2019）．

3. 実試料への応用

3.1．岩礁域生態系の構造解析
岩礁域では，多種多様な生物が生息し，また，捕食─
被食関係が絡み合っているため，複雑な生態系構造を持
つ．Chikaraishi et al.（2014）は，相模湾沿岸の岩礁域に
生息する海藻，貝，カニ，エビ，魚などの様々な生物を
採取し，アミノ酸の �15N値から栄養段階を求め，岩礁域
の生態系構造を視覚化した（図 4）．アミノ酸の �15N 値
から見積もられた栄養段階は，ワカメなどの海藻が
0.9～1.1，アワビやサザエなどの海藻食の貝やウニなど
が 1.7～2.0 であり，前者が一次生産者，後者が一次消費
者であることがわかる．また，カニ・ヤドカリ・牡蠣な
どの栄養段階は，2.2～2.6 であり，これらの値から彼ら
が omnivore（植物と動物の両方を食べる雑食動物）であ
ることがわかる．さらに様々な魚，伊勢エビ，マダコな
どの栄養段階は，それぞれ，2.9～4.6，3.9，3.8 に分布
し，彼らはこの海域におけるmultiple carnivore（様々な
栄養段階の動物を食べる雑食動物）であることがわかる．
このように，アミノ酸の �15N値から求めた栄養段階（誤
差が± 0.1～0.2）から，雑食性のカニの中でも藻食性が
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図 4：アミノ酸の �15N値より求められた相模湾沿岸の岩礁域の生態系構造（Chikaraishi et
al., 2014 を改変）



強いものから肉食性の強いものがいることや，魚でも種
類によって食性が多様であることを明らかとなった．

3.2．ハキリアリが構築する生態系
ハキリアリは，北アメリカの東南部や中南米の熱帯雨
林に生息するアリである．キノコ（菌類）をエサとしてい
るが，そのキノコはハキリアリ自らが，様々な木の葉を切
り取り，巣に運び，巣の中で栽培したものである．Steffan
et al.,（2015）は，ハキリアリの生態系を実験室で飼育・
再現し，基礎生産者である植物の葉（Quercus macro-
carpa），それを基に育てられたキノコ（Leucoagaricus
gongylophorus），ハキリアリ（Acromyrmex echinatior），
そしてハキリアリの体に付いているバクテリア
（Actinobacteria：Pseudonocardia）をそれぞれ採取し，
アミノ酸の �15N 値から栄養段階を算出し，生態系構造
を視覚化した（図 5）．アミノ酸の �15N 値から見積もら
れた栄養段階は，植物葉が 1.0±0.1，キノコが 2.0±0.1，
アリが 3.0±0.2 であり，当初の予想通りに，「植物葉は
キノコのエサ」であり，また，「キノコはアリのエサ」で
あることが証明された．さらに興味深いことに，ハキリ
アリの体に付いているバクテリアの栄養段階は 4.0±
0.2 であり，ハキリアリはバクテリアに食べられており，
バクテリアはこの生態系において栄養段階の頂点にいる
ことが明らかとなった．

3.3．海鳥の栄養段階の推移
ハワイ諸島には，Hawaiian Petrel（Pterodroma sand-
wichensis）という海鳥が生息しており，彼らはイカや魚
などを捕食するmultiple omnivore であると考えられて
いる．Hawaiian Petrel の体サイズは，この数百年間で
著しく減少したことが骨格標本などの記録からわかって

いる．一般的に，生態系の上位にいる生物は，環境変化
に対して最も影響を受けやすいと考えられいるため，
Ostrom et al.（2017）は，2000-2500 年前，300-400 年前，
現在の Hawaiian Petrel の骨から，骨コラーゲンに含ま
れるアミノ酸の �15N 値を測定し，それぞれの年代の
Hawaiian Petrel の栄養段階を算出した（図 6）．骨コ
ラーゲンに含まれるフェニルアラニンとグルタミン酸の
�15N値および栄養段階は，2000-2500 年前と 300-400 年
前の試料の間ではほとんど変化しなかったのに対し，
300-400 年前と現在の試料の間では，フェニルアラニン
の �15N 値が 1.0‰の上昇を，グルタミン酸の �15N 値が
1.6‰の減少を示し，それに伴い栄養段階が 0.3 減少し
た．この年代（300-400 年前～現代）は，ハワイ諸島周辺
において産業漁業が発展した時期であり，このことから，
Hawaiian Petrel と人間との間で，魚などのエサ資源の
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図 5：アミノ酸の �15N値より求められた，植物葉，キノコ，ハキリアリ，ハ
キリアリの体に付いているバクテリアの栄養段階（Steffan et al., 2015）．写
真：(A)植物葉を切り取っているハキリアリ，(B)切り取った葉を巣に運ん
でいるハキリアリ，(C)栽培されているキノコ（菌類），(D)アリの体に付い
ている白いバクテリア

図 6：2000-2500 年前，300-400 年前，現在のHawaiian Petrel
の骨コラーゲンに含まれるアミノ酸（グルタミン酸とフェニ
ルアラニン）の �15N値，および求められた栄養段階（Ostrom
et al., 2017）



競争が激化したこと，それに伴いハワイ近海の生態系ピ
ラミッドのサイズが小さくなった（食物連鎖が短くなっ
た）ことが考えられた．

3.4．五大湖のCoregonus 種の栄養段階の推移
アメリカ合衆国の五大湖には，かつて多くの種類の
Coregonus 種（サケ科の淡水魚）が生息していたが，現
在ではその多くが姿を消し，数種が確認できる程度であ
る．Blanke et al.（2018）は，絶滅前に捕獲され，ホルマ
リン漬けで保管されていた 7種，そして現在の湖から採
取した 2 種の Coregonus 種を対象に，アミノ酸の �15N
値を測定し，絶滅前後における栄養段階の変化を比較し
た（図 7）．アミノ酸の �15N 値から見積もられた栄養段
階は，絶滅前の Coregonus 種では 3.4～4.2 と多様であ
り，C. hoyi と C. kiyi の 2 種では 4.0 以上という高い値
となった．一方で，現存するC. hoyi と C. kiyi の 2 種の
栄養段階は，それぞれ，3.8，3.4 であり，絶滅前に比べ
て栄養段階は著しく低下していることがわかった．この
結果は，Ostrom et al.（2017）で述べたように，生態系に
対する人間の介入（過剰な漁業による大きな環境変化）
によって，C. hoyi と C. kiyi の 2 種は，短い食物連鎖の
中で生きることを強いられている（短い食物連鎖に適応
できたために生き残れた）ことを示唆している．一方で，
他の多くのCoregonus 種は，このような外圧や大きな環
境変化に耐えられなかったために絶滅してしまったと考
えることができた．

3.5．環境変化に伴う生物の栄養段階の変化
植物と草食動物を除く多くの生物の食性は，3.3．や
3.4．章で述べてきたように，環境の変遷に伴って変化
するポテンシャルを持っている．多様な種類の生物を摂

食して生きていくことが可能な生物は，「ジェネラリス
ト（generalist）」とよばれ，彼らの栄養段階は，環境の変
化（とくにエサ生物の多様性の変化）に対応して変化す
ると考えられている．一方で，限定的な，あるいは単一
の種類の生物をエサとして食べる生物は，「スペシャリ
スト（specialist）」とよばれ，彼らの栄養段階は，環境の
変化が起こったとしても変化せず，一定の値をもつと考
えられている．この概念に基づくと，先述の 3.3，3.4．
章で示した Hawaiian Petrel や C. hoyi と C. kiyi は，
generalist であるがゆえに，人間活動（漁業）によって生
息環境が著しく変化しても，食性（エサ生物のバランス）
を変化させることで生き残り，一方で絶滅してしまった
多くの種類の Coregonus 種は，specialist であったため
に，生息環境の変化に対応できなかったと解釈すること
ができる．この仮説を証明するために，Choi et al.（2020）
は，韓国の河川に生息するカマツカ（Pseudogobio eso-
cinus，specialist の代表種）とブラックバス（Micropterus
salmoides，generalist の代表種）を，河川の複数地点か
ら採取し，アミノ酸の �15N 値から栄養段階とその標準
偏差（1 �）を求め，生息数と生息環境のエサ資源の多様
性との関係を調べた（図 8）．その結果，カマツカの栄養
段階は，どのような生息環境であってもほとんど同じ値
を持つが（標準偏差は 1 �＝0.2 と非常に小さい），その
個体数は，生息環境のエサ資源の多様性が小さくなると
ともに，減少していることがわかった．一方でブラック
バスについては，生息環境のエサ資源の多様性が小さく
なると栄養段階は上昇し，その際に標準偏差も小さくな
ることがわかった．また，ブラックバスの個体数は，生
息環境が変化してもほとんど変化しなかった．この結果
は，generalist は，食性の多様性が大きいために，環境の
変化（エサ資源の変化）に順応して個体数を維持するこ
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図 7：アミノ酸の �15N値より求められた，アメリカ・五大湖（Superior 湖と
Michigan 湖）の Coregonus 種の栄養段階：灰色が絶滅前で赤色が現存種
（Blanke et al., 2018）



とができるのに対して，specialist は食性の多様性が小
さいために，環境の変化（エサ資源の変化）に対応でき
ずに個体数を維持できなくなっていることを，明確に示
した．

4. 今後の課題

研究対象の生物に含まれるアミノ酸の �15N 値に基づ
いて，その生物の栄養段階を優れた精度（1 �＝0.1～0.2）
で推定できる解析手法を確立したことは，生態学分野に
大きなブレイクスルーをもたらし，この手法は，生態学
のみならず，考古学・海洋生物学・昆虫学・地球化学な
どの周辺分野の研究においても積極的に用いられるよう
になった．しかし，この手法を広く，多様な生物・生態
系に適用するためには，克服せねばならない以下の 3つ
の大きな課題がある．
(1) controlled feeding experiment により，様々な生物
種について，エサと飼育生物の間のΔSrc，ΔTr値を
決定すること（2.2 参照）

(2) 用いる試薬の毒性が低く，化学的に安定な誘導体化
物を生じ，かつ GC-IRMS への負荷が少なく，さら
に人為的な同位体分別を生じない誘導体化法を，開
発すること（2.3 参照）

(3) ΔTr値が，様々な生物種で一定になる原理・科学的
根拠（または，一定にならない時の特異的な条件）
を明らかにすること
本誌第 1章（安定同位体の天然存在量および安定同位
体標識の検出法─ 1：ガスクロマトグラフ─同位体比質量
分析計）で説明されているように，食物連鎖の捕食者と
被食者の間での Trophic アミノ酸の �15N 値の上昇は，
捕食者が，エサ（被食者）由来のアミノ酸を，脱アミノ
化する際に生じる速度論的同位体分別のためであり，そ
の程度（同位体分別の大きさ，ΔTr）はレイリーモデル
（式 4）に従う．

ΔTr≒1000[F(�－1)－1］ (式 4)

ΔTrが反応前後での同位体比の変化（�15Nt＝x－�15Nt＝0）
を，Fが反応のフラックス（脱アミノ化されずに残った
アミノ酸の割合）を，�が反応固有の同位体効果（例え
ばグルタミン酸の場合，�＝0.9938，Goto et al., 2018）を
示す．この式 4に基づくと，ΔTr値は，脱アミノ化する
反応のフラックス（F），すなわち「捕食者がエサ（被食
者）由来のアミノ酸をどのくらい分解したか」の関数に
なる．シンプルに考えれば，Fは，生物の成育環境や条
件や，エネルギー消費量などにより多様になると考えら
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図 8：アミノ酸の �15N 値より求められた，カマツカとブラック
バスの栄養段階とそのバリエーションの変化，生息数（標準分
布のサイズ）と生息環境のエサ資源の多様性との関係（Choi et
al., 2020）．



れるが，実際には，魚，甲殻類，昆虫，哺乳類，バクテ
リアなどの多くの生物で，ΔTr値（とくにグルタミン酸）
は，ほとんど一定の値を持ち（例えば，Steffan et al., 2015,
Yamaguchi et al., 2017, McMahon andMcCarthy, 2016），
それ故，前述の 3.1～3.5 で述べたように，アミノ酸の
�15N値は，一次生産者から高次捕食者までの様々な生物
の栄養段階の推定に適用することができる．それでは一
体なぜ，多くの生物でΔTr値が類似した値になる（例え
ば，グルタミン酸で 8.0‰という値が普遍的に見つかる）
のか，一方で，一体どのような条件，環境で，このΔTr値
が変化するのかは，今後明らかにすべき課題である．
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