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Abstract
Recent evidences have suggested that compound-specifi c stable isotope analysis (CSIA) of amino acids has been 

employed as a new powerful method with that enables the estimation of trophic level of organisms in not only 
aquatic but also terrestrial food webs. This CSIA approach is based on contrasting the 15N-enrichment with each trophic 
level between two common amino acids: glutamic acid shows signifi cant enrichment of +8.0‰ with each trophic level, 
whereas phenylalanine shows little enrichment of +0.4‰. These 15N-enrichments are well consistent in both aquatic 
and terrestrial organisms. The trophic level of organisms can be estimated within a small error as 1σ=0.12 for aquatic 
and 0.17 for terrestrial food webs, employing the eq.: [Trophic level] = (δ15Nglutamic acid – δ15Nphenylalanine + β)/7.6 + 1, 
where β represents the isotopic difference between these two amino acids in primary producers (–3.4‰ for aquatic 
cyanobacteria and algae, +8.4‰ for terrestrial C3 higher plants, and – 0.4‰ for terrestrial C4 higher plants). Here, 
we briefl y review this new method (i.e. CSIA of amino acids) and its application to natural organisms in terrestrial 
environments.

1. 全試料（bulk）からアミノ酸へ

植物プランクトン（一次生産者）を「1」として，
それを食べる動物プランクトン（一次消費者）を
「2」，その動物プランクトンを食べる小さい魚
（二次消費者）を「3」，その小さい魚を食べる大
きい魚（三次消費者）を「4」とする「栄養段階
（Trophic level）」という概念を用いることで，被
食－捕食の関係が極めて複雑に絡み合う自然界の
食物網においても，生物の生態系ピラミッドの中
での位置を，シンプルに理解しやすい定量的な数

字として捉えることができる。例えば，ある生物
の栄養段階が「3.3」であれば，1つの可能性とし
て，70％は栄養段階「2.0」の動物プランクトンを
食べ，30％は栄養段階「3.0」の魚を食べたと理解
できる。また反対に，30％は栄養段階「2.0」の動
物プランクトンを食べ，70％は栄養段階「3.0」の
魚を食べた生物であれば，その栄養段階は「3.7」
となる。
従来，この栄養段階を見積もる中心的な手法

として，生物の安定窒素同位体比が用いられて
きた。これは，被食－捕食を通して，生物全体
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（bulk）の窒素同位体比が 3.4‰上昇することを利
用したものであり（Fig. 1），栄養段階を知りたい
生物とその生物が属する生態系の一次生産者の双
方の窒素同位体比を求め，以下の式により栄養段
階（TLbulk）を推定する（式 1，Minagawa and Wada, 
1984）。

TLbulk =  [  (δ15Norganism of interest – δ15Nprimary producer) 
/ 3.4 ] + 1 （式 1）

δ15Norganism of interestは研究対象の生物の窒素同位体比
を，δ15Nprimary producerは研究対象の生態系の一次生
産者の窒素同位体比を表す。2000年代に入ると，
この原理をさらに発展させ，生物に含まれるアミ
ノ酸の窒素同位体比から，栄養段階を非常に高精
度に見積もる手法が提案された（McClelland and 
Montoya, 2002; Chikaraishi et al., 2007; Popp et al., 
2007；力石ら，2007, 2010）。これは，被食－捕食
を通して，捕食者のアミノ酸の窒素同位体比が餌
に対して，フェニルアラニンで約 0.4‰，グルタミ
ン酸で約 8.0‰上昇することを利用したものであ
る（Fig. 2）。実際に，例えば，海水・淡水を問わ
ず水棲の生物においては，グルタミン酸（δ15NGlu）
とフェニルアラニン（δ15NPhe）の同位体比と栄養
段階（TLGlu/Phe）の関係は式 2で与えられ，

TLGlu/Phe = [ (δ15NGlu －δ15NPhe－3.4) / 7.6 ] + 1 （式 2）

生物の栄養段階を 1=0.12という非常に良い精度
で見積もることができる（Chikaraishi et al., 2009）。
このアミノ酸を用いた手法（以下，アミノ酸法と
呼ぶ）は，単に精度が良いというだけではなく，

生物の栄養段階を推定するうえで一次生産者の同
位体比の情報を必要しない，言い換えれば，これ
までの生物全体の同位体比分析法（以下，bulk法
と呼ぶ）で悩みの種であった一次生産者の窒素同
位体比のバリエーションに全く左右されずに，研
究対象の生物に含まれる 2つのアミノ酸の同位体
比を見るだけで栄養段階を推定することができる
という点で本質的に優れている。また，bulk法と
は異なり，試料に含まれるマトリックスの影響を
受けないため，ホルマリン固定試料や軟体動物の
殻体（炭酸カルシウム）・脊椎動物の骨・歯（リン
酸カルシウム）などの生物硬組織，さらには土壌
や堆積物といった環境試料にも適用できる（小川
ら，未発表）。これは従来，一次生産者の窒素同位
体比の復元が難しかったために研究が進まなかっ
た過去の生態系解析や，それに基づく環境変動の
復元などの研究に，また，土壌や堆積物における
腐食連鎖の研究などにも本手法が利用できること
を示唆する。
この手法の登場により，生物の栄養段階の見積

り精度は格段に向上した（Fig. 3a）。天然の生物
は，多様な窒素同位体比を持つ一次生産者を起点
とする生態系に属している。それが，従来の bulk
法において栄養段階の推定を難しくする，または
精度を著しく低下させる一因であった。しかし，
アミノ酸の窒素同位体比（式 2）により導かれた
栄養段階（TLGlu/Phe）は，研究対象の生物に含まれ
るグルタミン酸とフェニルアラニンの同位体比の

Fig. 1.  Relationship between the trophic level (TL) and 
δ15N values of bulk organisms (after Minagawa and 
Wada, 1984).

Fig. 2.  Relationship between the trophic level (TL) and 
δ15N values of amino acids for aquatic ecosystems 
(Chikaraishi et al., 2009, 2010).
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差を測るので，そのような一次生産者の同位体比
のバラツキには左右されず，シアノバクテリア，
植物プランクトン，海藻などの一次生産者が「1」，
動物プランクトンや貝などの一次消費者が「2」
と，生物学的な知見にぴったり一致する。また，
カニが「2.5」前後，魚が「3～4」，サメが「4後半」
というように，雑食者や高次消費者の栄養段階も
生物学的な知見と一致する。

2. アミノ酸法の基本原理

生体に含まれるアミノ酸には，食物連鎖に伴い
窒素同位体比がほとんど変化しないメチオニン，
フェニルアラニンなどの「Sourceアミノ酸」と，窒
素同位体比が上昇するアラニン，バリン，イソロ
イシン，プロリン，グルタミン酸などの「Trophic
アミノ酸」の 2グループがある（McClelland and 

Montoya, 2002）。前者は代謝の最初の反応にアミ
ノ基（窒素）が関わらないため同位体分別を示さ
ず，一方で，後者は代謝の最初の反応がアミノ基
の脱離反応であるために同位体分別が起こると考
えられている（Chikaraishi et al., 2007）。従って，一
次生産者も含めてどの栄養段階の生物であって
も，その生物に含まれる両者のアミノ酸の窒素同
位体比を比較することで，以下の一般式より（式3）
栄養段階（TLtrophic/source）を推定することができる
（Chikaraishi et al., 2009）。

TLtrophic/source 
= [  (δ15Ntrophic－δ15Nsource+β ) / (Δtrophic – Δsource) ] + 1

 （式 3）

「δ15Nsource」，「δ15Ntrophic」は，それぞれ Sourceアミ
ノ酸と， Trophicアミノ酸の同位体比を，「β」は一
次生産者における両者のアミノ酸の同位体比の差

Fig. 3.  δ15N values of glutamic acid (Glu) and phenylalanine (Phe), and the TLGlu/Phe values in natural organisms: (a) aquatic 
food web, (b) terrestrial C3 food web (after Chikaraishi et al., 2007; McCarthy et al., 2007; Popp et al., 2007; 
Chikaraishi et al., 2009, 2010, 2011)
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を，「Δsource」，「Δtrophic」は，両者のアミノ酸の食物連
鎖に伴う同位体比の上昇値を示す。原理的には，
「δ15Nsource」，「δ15Ntrophic」には様々なアミノ酸を用い
ることができるが，式 3の各項の生物間でのバラ
ツキを考慮すると，Sourceアミノ酸にフェニルア
ラニンを，Trophicアミノ酸にグルタミン酸を用
いた場合（式 2）に，最も優れた精度（1=0.12）
で栄養段階を求めることができる（Chikaraishi et 
al., 2009；力石ら， 2010）。

3. 海から陸へ

アミノ酸を用いた手法が，海洋や湖沼の水棲生
物の研究室で作られたものであったことと，初期
に試分析された陸上植物の結果がシアノバクテリ
アや植物プランクトンなどの水棲の一次生産者の
それとは異なってこと（力石ら， 2007）などが重
なり，陸上生物への本手法の利用は，水棲生物
へのそれに比べて遅れた。しかし，最近の積極的
な研究（Lorrain et al., 2009; Chikaraishi et al., 2010; 
Naito et al., 2010; Chikaraishi et al., 2011）により，以
下のことがわかってきた。
1. 式 3の「β」は，C3植物で +8.4‰，C4植物で

– 0.4‰である（シアノバクテリアや植物プラン
クトンなどの水棲の一次生産者は –3.4‰）。

2. 被食－捕食を通じたアミノ酸の窒素同位体比の
変動（15Nの濃縮）は，水棲生物のものと全く同
じである（グルタミン酸で +8.0‰，フェニルア
ラニンで +0.4‰）。

3. 見積られる栄養段階の誤差は，1=0.17である
（水棲生物では，1= 0.12）。
これらの知見は，アミノ酸を用いた栄養段階推定
法が水陸を問わず全く同じ原理で利用できること
を示している。
実際に，C3植物を起点とした生態系に属する
とわかっている生物について，「β=+8.4」として
本手法を適用すると，一次生産者である C3植物
（葉）が「1」，青虫やミツバチなどの一次消費者が
「2」と，それらを食べるアシナガバチが「3」，さら
にスズメバチが「3～4」と，植物からや高次消費
者に至るまでの全ての生物で，生物学的な知見と
ぴったり一致する（Fig. 3b）。また同様に，主にト
ウモロコシ（C4植物）を餌として育ったニワトリ

の卵の栄養段階は，「β = – 0.4」で計算すると，ちょ
うど「2.0」になる（力石ら，未発表）。
陸上の生態学研究において，安定同位体比を用

いた栄養段階解析がなかなか進まない 1つの理由
に，生態系の基点となる植物の窒素同位体比の
バリエーションが非常に大きい（ときには，20‰
にもなる），すなわち，bulk 法ではそれを無視し
て 3.4‰の同位体比の変化を捉えることが非常に
難しい，ことがあげられる。例えば，Fig. 4に示
すように，アシナガバチの 1つの巣から得られた
卵，幼虫，サナギ，成虫の bulkの窒素同位体比
は，卵から成虫へと，低くなっている（卵と比べ
れば，成虫は約 5‰低い）。これはサナギ化～変
態における栄養段階の低下を示すのであろうか？
しかし実際は，周辺で採取された植物の同位体比
のバリエーションが 10‰以上あることを考慮す
ると，この卵から成虫への 5‰の変化がサナギ化
～変態に由来するものなのかを議論することは非
常に難しくなってしまう。このような事例につい
て，アミノ酸を用いた栄養段階推定法は大いに力
を発揮する。Fig. 4では，グルタミン酸やフェニ

Fig. 4.  Change in δ15N values of bulk, glutamic acid (Glu), 
and phenylalanine (Phe), and the TLGlu/Phe values 
for the wasp P. rotheyi during metamorphosis (after 
Chikaraishi et al., 2011).
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ルアラニンの同位体比も，bulkのそれと同じよう
な（およそパラレルの）変動を示す。一方で，ハ
チのフェニルアラニンの同位体比の変動は，植物
のそれのバリエーションの中に完全に収まり，ま
たアミノ酸の同位体比により見積もられた栄養段
階（TLGlu/Phe）は，全ての期間を通じてほぼ「3」で
ある。これはすなわち，bulkやアミノ酸（グルタ
ミン酸，フェニルアラニン）で見られた同位体比
のバリエーションは，主に餌の同位体比のバリ
エーションに由来するものであり，サナギ化～変
態を経ても栄養段階は変化しない（サナギ化～変
態が，アミノ酸の同位体比を変化させない）こと
を明示する。
このように，アミノ酸を用いた手法は，bulk法

に比べて，⑴ 栄養段階の見積もりに一次生産者の
情報を必要としない，すなわち，一次生産者の同
位体比のバリエーションに影響されない，⑵ 得ら
れる栄養段階の精度が格段に高い，⑶ ホルマリン
固定試料，骨や殻に含まれるアミノ酸にも利用で
きる，という優れた長所があり（Chikaraishi et al., 
2009, 2010；力石ら，2010；小川ら，未発表），bulk
法に替わる新しい手法として今後の幅広い利用が
大いに期待されている。水棲生物で用いられる同
位体比と栄養段階の関係式（式 2）を，陸上環境に
そのまま適用することはできないが，アミノ酸を
用いた栄養段階推定法の基本原理は，陸上環境に
おいても問題なく適応可能である。

4. 今後の展開

4.1. 生態学的研究の側面から
前述したように，アミノ酸を用いた栄養段階推
定法は，水陸を問わず同じ基本原理で利用でき
る。しかしながら，式 3の「β」の値が水棲藻類，
C3植物，C4植物のそれぞれで異なるため，複数
の系の一次生産者を利用する生物の場合には，本
手法のみから栄養段階を正確に推定することはで
きない。この点については，試料全体の，あるい
は，アミノ酸の炭素同位体比等を併用することで
解決できるかもしれない。現在，アミノ酸の炭素
同位体比測定については，アシル /メチルエステ
ル（Ac/Me）誘導体化とその同位体分別の補正法
（Corr et al, 2007a, 2007b），エチルエステル（Et）誘

導体化と極性 GCカラムを用いた同位体比測定法
（Chikaraishi and Ohkouchi, 2010），誘導体化を用い
ずに HPLC/IRMSにより炭素同位体比を測定する
手法（Smith et al., 2009；Choy et al., 2010）などの研
究が積極的に行われているので，近い将来に，ア
ミノ酸の炭素同位体比を加えた議論も可能になる
であろう。
一方で「β」の値が異なるということは，言い換
えれば，水棲藻類，C3植物，C4植物を起点とする
それぞれの生態系が区別できるということでもあ
る。例えば Fig. 5に示すように，グルタミン酸の
同位体比を縦軸に，フェニルアラニンの同位体比
を横軸にとると，水棲藻類と陸上 C3植物を起点
とする生態系は，傾き 20（=8.0÷0.4）のラインで
別々のところに描かれ，これらの両方の生態系に
属する生物は，両者からの寄与率に応じて 2つの
ラインの間にプロットされる。すなわち，各生態
系の（フェニルアラニンの）窒素同位体比のバリ
エーションが十分に小さい場合には，複数の生態
系に属する生物について，各生態系からの寄与率
を見積もることができる（2つの生態系のライン
の間に，試料の食物として予想される点を通る直
線を引くと，両生態系からの距離の比は，どのよ
うに直線を引いても必ず等しくなる； a：b = a’：b’）。
実際にこの関係を利用して，Naito et al. （2010）

Fig. 5.  Schematic of relationship between δ15N values 
amino acids and trophic level in a sample where 
the basal resources include aquatic and terrestrial 
C3 plants.
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は，縄文時代の遺跡から発掘された人骨・動物骨
から，当時の人々の食料における陸海の寄与率を
見積もっている。
次の大きな課題として，おそらく，⑴ 過去の生
態系の復元と，⑵ 土壌などの腐食連鎖系への応用
があげられる。アミノ酸を用いた手法は bulk法
とは異なり，過去の一次生産者の窒素同位体比の
情報を得る必要がないので，アミノ酸さえ残って
いれば恐竜（例えば，Asara et al., 2007; Schwietzer 
et al., 2007）の栄養段階の復元も原理的には可能
である。しかし，たとえ骨や貝殻などの中に閉じ
込められているアミノ酸であったとしても，熱に
よる変成・分解やバクテリアなどに由来するアミ
ノ酸の付加について，十分に考慮されなければな
らない。また，土壌のアミノ酸の窒素同位体比
については，Ostle et al. （1999）が， 植物の根や地
上部のフェニルアラニンの同位体比が 0～10‰で
あるのに対して，土壌のそれは非常に低い値（最
低で –25‰以下）と報告して以来，彼らを中心に
積極的な研究が続いているが（例えば，Bol et al., 
2004, 2008），なぜそのような値を示すのかは未だ
に理解されていない。今後，これらの研究が盛ん
になっていくと予想されるが，得られる情報の精
度を高め，質の高い議論を行うためには，まずは，
バクテリアやアーキアを含めて腐食連鎖に関わる
生物について，窒素源をコントロールした下での
培養・飼育実験などを行い，基礎的なデータ・知
見を増やしていくことが必要であろう（例えば，
山口ら，未発表）。また，非タンパク性のアミノ酸
や，D体，L体アミノ酸を区別した光学異性体の
存在比，またはその同位体比の情報を正確に得る
ことも，大きな進展をもたらすと考えられる（例
えば，Takano et al., 2009, 2010；高野ら 2010）。

 
4.2. 生理学的研究の側面から
生化学的な合成・代謝反応において，安定同位

体比が変化するということは，そこに同位体効果
（isotope effect）を伴うプロセスがあるということ
であり，その変化量（同位体分別：isotopic fraction-
ation）は同位体効果とその反応量（フロー）の関係
式で得られるので，同位体の変化が共通の大きさ
であるならば，単一の反応系で等量の反応が行わ
れたと見なすことができる。

式 3の「β」の値は，シアノバクテリアや藻類など
の水棲の一次生産者で，約 – 3.4‰であり（Chikarai-
shi et al., 2009），この関係は，アンモニア（NH3）
を窒素源として培養したメタン菌などのアーキア
（古細菌）や大腸菌などのバクテリア（真正細菌）
においても成立する（山口ら，未発表）。従属栄
養生物では，水陸を問わず，餌とその消費者を比
較すると，消費者のグルタミン酸の同位体比は約
8.0‰上昇し，フェニルアラニンのそれは約 0.4‰し
か上昇しない。そしてこの被食－捕食における同
位体比の変化もやはり，従属栄養下で生育させた
大腸菌やメタン菌でも共通である。これは，アー
キア（古細菌）・バクテリア（真正細菌）・ユーカリ
ア（真核生物）といった進化系統の位置にかかわら
ず，アミノ酸の基本的な生合成・代謝プロセスがほ
とんど等しいことを示唆する。それでは，なぜ陸上
植物の「β」の値のみが異なるのであろうか？　可
能性として，1）陸上植物の独特の窒素同化システ
ム，2）陸上植物に特異的に存在するリグニン合成
系が考えられる。陸上植物の根には，菌根菌とい
う菌類が共生し，宿主の植物に窒素をアンモニア
あるいは特定のアミノ酸（グルタミン酸など）で
供給している（Smith and Read, 2008）。アンモニア
としての供給であれば，「β」の値は水棲の一次生
産者と同じ 3.4‰になると考えられるが，アミノ
酸を供給しているのであれば，異なる値を示す可
能性がある。また，一方で，リグニンはフェニル
アラニンから合成され，その最初の反応にアミノ
基の脱離が含まれている。すなわち，この脱離反
応が同位体分別を伴っていれば，「β」の値を大き
く変える原因になり得る。
被食－捕食を通してのアミノ酸の同位体比がす
べての生物で共通であることは，すべての生物
で，アミノ酸の代謝プロセスやそのフローがほと
んど同じであることを示唆する。不可欠アミノ酸
（必須アミノ酸）であるフェニルアラニンは，常
に餌に含まれる一次生産者のそれに依存するしか
ないため，どの栄養段階の生物であってもその究
極的な起源は一次生産者である。一方で，可欠
アミノ酸（非必須アミノ酸）であるグルタミン酸
は，餌から獲得することもできるが，捕食者自身
が合成することも可能である。一般的に，従属
栄養生物では，必要な有機分子を獲得する方法と
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して，外因性および内因性の分子をそのまま再利
用する経路（salvage経路）と，新規に分子を生合
成する経路（de novo経路）を持っていることが多
い。例えば，分子内に硫黄を有するアミノ酸であ
るメチオニンでは，この salvage経路の存在が比
較的よく調べられており（例えば，Houston et al., 
1991: Sekowska et al., 2004; Pirkov et al., 2008），メ
チオニンの獲得では，salvage経路の利用により，
硫黄の同化エネルギーの大部分をセーブすること
ができる（Thomas and Surdin-Kerjan, 1997）。残念
ながらグルタミン酸に関しての研究はほとんどな
いが，おそらく，グルタミン酸に関しても同様な
のであろう。すなわち，被食－捕食を通してのア
ミノ酸の同位体比の上昇が，どの生物であっても
約 8.0‰であることは，自然界では salvage経路
が主であり，de novo経路はほとんど働いていな
いことを示唆する。このように，被食－捕食を通
してのアミノ酸の同位体比の変化は，生体内での
salvage経路と de novo経路のどちらを利用してい
るか（もしくは，双方の利用率）を知る，または，
裏付ける重要な情報になると考えられる。
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