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Abstract
Recent advances in the application of molecular approaches have emphasized our potentially underestimate of 

microbial diversity in natural environments and have revealed comprehensive biogeochemical processes. One of the 
biggest challenges for organic geochemists and/or microbial ecologists is to identify which organisms are carrying 
out a specifi c set of metabolic processes. To answer this fundamental question, stable isotope probing (SIP) together 
with compound-specifi c isotope analysis (CSIA) is a useful technique to understand the microbial ecology and 
its biogeochemical cycles. The method relies on the incorporation of a substrate that is highly enriched in a stable 
isotope such as 13C and 15N, and the identifi cation of specifi c molecular targets through active microorganisms in any 
environment. However, we have to pay attention about highly SI-enriched contamination problems and co-elution 
problems during pretreatment of chemical analysis and also in chromatographic procedures, which potentially 
prevent us from performing precise CSIA. Here, we point out quality control by wet chemical pre-treatment for 
precise compound-specifi c isotope analysis by isotope-ratio mass spectrometry coupled to gas chromatography and 
liquid chromatography. Not only in biogeochemical background but also from a scope of common welfare, CSIA 
technique is also widely useful tools for validation approaches in food material, anti-doping test, and environmental 
assessment. For further precise CSIA, we also discuss representative optimized analytical conditions of some model 
compounds including intact polar lipids (IPLs) with its derivatives, n-alkane, and amino acids.
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1.はじめに

微生物群集の構造解析や分子レベルでの生物
地球化学的プロセスの解明に向けて，生元素の
安定同位体のラベル化による Stable Isotope Prob-
ing （SIP）法が広く用いられるようになった（e.g., 
Boschker et al., 1998: Radajewski et al., 2000: Boschker 
and Middelburg, 2002: Radajewski et al., 2003: Dumont 
and Murrell, 2005: McDonald et al., 2005: Veuger et 
al., 2006: Evershed et al., 2006: Nomaki et al., 2008: 
Buhring et al., 2009: Webster et al., 2010）。標識され
た分子の情報を得ることは，クロマトグラフ法を
用いて有機化合物を分離・検出し，その化合物を
同定・定量することが基本となる。低沸点化合物
では，主にガスクロマトグラフ法（GC）およびガ
スクロマトグラフ / 質量分析法（GC/MS）が必要
になる。高沸点化合物では，主に液体クロマトグ
ラフ法（LC）および液体クロマトグラフ質量分析
法（LC/MS）が用いられる。さらに，クロマトグラ
フで分離された化合物は，オフラインまたはオン
ラインの同位体質量分析（IRMS）を行なうことで，
分子レベルの同位体比を評価することができる。
安定同位体の天然存在比の評価とともに，13Cや
15Nなどの同位体標識によるトレース化合物や標識
実験の評価には，分子レベル同位体比の品質管理
と確度を向上させる必要がある。では，具体的に
は，どのような点に留意すれば良いのだろうか。
まず，分子レベル同位体比の評価には，目的とす
る化合物の「正確なベースライン分離あるいは単
離」が基本となる。生体試料や堆積物のような多
成分系の複雑な組成を持つ試料や夾雑物の多い試
料を分析する際には，前処理法および分離・単離
の最適化は，常に引き合いに出されている。次に，
クロマトグラフ上での「共溶出（co-elute）」の検証
が必要になることもある。共溶出とは，目的物と同
じ保持時間に目的外の化合物が同時溶出すること
を指す。仮に，クロマトグラフによる共溶出がある
と，「分子レベルの同位体比」という根拠が成立し
ないことを意味する。有機化合物の分析では，分
子量や組成式が異なるにも関わらず，同溶出条件
下で極性が非常に近い化合物同士がオーバーラッ
プするような場合に遭遇することがある。この共
溶出は，化合物の安定同位体比の評価や分子指標

の信頼性に大きな影響を与える。例えば，アミノ
酸のガスクロマトグラフ法での共溶出に関する事
例では，Nature誌上で Engel and Macko （1997）と
Pizzarello and Cronin （1998）のような議論・反論が
行われている。本稿では，分子レベル同位体比の
品質管理と確度向上を図るために，湿式分析によ
る基礎的な留意点についてまとめた。主に，極性脂
質・コア脂質および位置異性体の解析，クロマトグ
ラフ法と共溶出化合物の評価，クロマトグラフ法
および分光法による不純物のスクリーニング，化
学修飾による共溶出化合物の分離，溶出中の同位
体分別について，いくつかのモデル化合物と分析
の具体例を挙げ，その改善方法を考察した。本稿
で扱う内容以外でも炭素（13C/12C）・窒素（15N/14N）
の分子レベル同位体比の品質管理と正確な評価
を目的とした総説 （Metges and Petzke, 1999: Hoefs, 
2007: Michener and Lajtha, 2007: 力石・大場，2008: 
Ohkouchi et al., 2010）があるので参照されたい。

2.試　料

高分子化合物の試料は，Matreya Biochemicals 
LLCおよびブレーメン大学海洋環境研究セン
ターから入手した培養アーキア株（Thermoplasma 
acidophilum）の脂質画分を用いた。低分子化合物
は，和光純薬から入手した n-アルカンおよびアミ
ノ酸標準試料を用いた。陽イオン交換カラムに用
いた樹脂は，Bio-Rad社製 AG50 W-X-8（200-400 
mesh）を用いた。海洋堆積物試料は，下北半島沖
で海洋掘削船 ｢ちきゅう｣ の調査航海（CK06-06）
で採取された表層堆積物（sec 1-1，深度 0.5 m）を
用いた（Kobayashi et al., 2008）。

3.分析方法

3.1. HPLC/ESI-MSおよび HPLC/APCI-MS
培養したThermoplasma acidophilumの Intact polar 

lipids （IPLs）画分は，液体クロマトグラフ / 質量分
析計（HPLC/MS, Agilent 1100）を用い，電子スプ
レーイオン化法（ESI, positive mode, m/z 200-2000）
で分析した（Sturt et al., 2004）。化合物の分離は，
LiChrospher Diol（2 × 125 mm, 5 μm; Alltech, Deer-
fi eld, IL, USA）および同ガードカラム（4 ×7.5 mm）
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で行った。カラムおよびガードカラムは，カラ
ムオーブン（Poralathermo）でプレヒーター 35℃，
オーブン内 30℃に保持した。溶離液は，A: n-ヘ
キサン / 2-プロパノール / ギ酸 / 14.8 mol/Lアンモ
ニア水（79:20:0.12:0.04, v/v）の混合溶液，B: 2-プ
ロパノール / 蒸留水 / ギ酸 / 14.8 mol/Lアンモニア
水（88:10:0.12:0.04, v/v）の混合溶液を用い，流速
0.2 mL/minで，0分（B液 : 0%）から 45分（B液 : 
65%）のグラジエントで行った。この IPLsは，ホ
スファチジルグリセロール基（Phosphatidyl glyc-
erol-）およびグリコシル基（Glycosyl-）を極性頭部
に持ち，GDGT（glycerol dialkyl glycerol tetraethers）
をコア脂質にしていることから，IPL-GDGTsと呼
ばれる。
次に，ここで用いた IPL-GDGTsに 2 mol/L HCl/

MeOH（1:1, v/v）を用いて，塩酸メタノール分解
（acid methanolysis: 110℃，3時間）を行い，乾燥後，
蒸留水と n-ヘキサン / n-プロパノール（99:1, v/v）
の各 1 mLで液 / 液抽出を 3回行い，有機相の T. 
acidophilum由来のコア脂質（Core Lipids）を精製
した。この画分を CL-GDGTsと呼ぶ。液体クロ
マトグラフ / 質量分析計（HPLC/MS, Agilent 1100）
を用い，検出は大気圧化学イオン化法（APCI, 
positive mode, m/z 200-2000）で行なった。分離は，
Prevail Cyano （2.1×150 mm, 3 μm; Alltech, Deerfi eld, 
IL, USA）および同ガードカラム（4×7.5 mm）で
行った（Huguet et al., 2006）。カラムおよびガード
カラムは，カラムオーブン（Poralathermo）でプレ
ヒーター 45℃，オーブン内 40℃に保持した。溶
離液は，A: n-ヘキサン，B: n-プロパノールを用
い，流速 0.2 mL/minで，0分（B液 : 1%）から 45
分（B液 : 1.8%）のグラジエント後に，55分まで B
液10%のバックフラッシュを行った（Takano et al., 
2010b）。極性溶媒によるバックフラッシュは，目
的化合物の溶出後の洗浄を意味しており，カラム
平衡化の前に行われる（e.g., Hopmans et al., 2000）。

3.2. GC/FIDおよび GC/MS
n-アルカンおよびアミノ酸の分析は，ガスクロ

マトグラフ（GC/FID; Agilent Technologies 6890）お
よびガスクロマトグラフ / 質量分析計（GC/MS; 
Agilent 6890N/Agilent 5973）を用いた。化合物の分
離は，キャピラリーカラム（HP-5，30 m × 0.25 mm 

i.d.; 膜厚 0.25 μm; Agilent）を用いた。n-アルカン
分析時のオーブン昇温プログラムは，40ºCから
120ºCまで 10ºC min-1で昇温後，6ºC min-1で 320ºC
まで昇温し，320ºCで 20分間保持した。キャリ
アーガスはヘリウムを用い，流速 1.3 mL/minと
した。電子イオン化電圧は 70 eVとし，スキャン
範囲は m/z 40-800とした。アミノ酸の分析条件
は，Chikaraishi et al. （2009, 2010），力石ら（2009），
Takano et al.（2009）を参照されたい。

4.結果と考察

4.1. 極性脂質と位置異性体（レジオアイソマー）
の解析

Figure 1の培養試料 T. acidophilum由来の IPL-
GDGTsのクロマトグラムが示すように，T. aci-
dophilumの膜脂質を構成する IPLsは，多様な構
造を保有している。ホスファチジルグリセロール
基およびグリコシル基の極性頭部とコア脂質部分
は複数の組み合わせが可能であり，それらに対応
した異性体群（Appendix）のシグナルが出現して
いることが分かる。また，ホスファチジルグリセ
ロール基とコア脂質の結合は，グリコシル基との
それに比べて化学的に強く，ESI法で開裂してい
ないことが分かる。ここで見られる，一連の減少
パターン（m/z = 2）は，コア脂質部位のシクロペ
ンタン環の数に由来する（Appendix）。
極性頭部を化学的に切断して得られるコア脂
質（CL-GDGTs）のクロマトグラムを Figure 2に示
す。GDGTsのうち，五員環を保有しないイソプ
レノイドと 2,3-sn-グリセロールから構成されるカ
ルドアーキオール（caldarchaeol）の他，GDGT1, 
GDGT2, GDGT3, GDGT4およびその位置異性体
（regio-isomer: e.g., m/z 1307, 1309）が含まれるこ
とがわかる。三次元クロマトグラムで見ると，
GDGT3と保持時間がほぼ同一で，質量数が異な
る未同定の GDGTs（m/z 1307, 1309）の共溶出が認
められる。各化合物の同位体組成は，preparative 
HPLCにより各化合物をベースライン分離で分取
し，同位体質量分析計を用いて評価が可能とな
る（e.g., Shah et al., 2008: Takano et al., 2010b）。例
えば，Figure 2に示すように，化合物 A（caldar-
chaeol）や化合物B（GDGT1）の分子レベル同位体
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Fig. 1.  Representative total ion chromatogram of intact polar lipids (glyco- and phos-
phoglyco-GDGTs) from Thermoplasma acidphilus by HPLC/ESI-MS on positive 
mode. Three axis stands for retention time (min), m/z, intensity. See also analytical 
condition in Sturt et al., 2004: Rossel et al., 2008: Schubotz et al., 2009.

Fig. 2.  Representative total ion chromatogram of Thermoplasma acidphilus after sugar-
cleavage treatment by HPLC/APCI-MS on positive mode. Three axis stands for 
retention time (min), m/z, intensity. Here, compound (A) and (B) indicate cal-
darchaeol and GDGT 1 (glycerol dialkyl glycerol tetraethers). See also analyti-
cal condition (Huguet et al., 2006) and the discussion of elution blank (Takano 
et al., 2010b: Ogawa et al., 2010).
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比は，この分離条件で評価できる。しかし，この
T. acidophilum試料の場合，GDGT3や GDGT4の
保持時間には，高質量側に共溶出する異性体化合
物（m/z 1307, 1309）があるため，両者を別の方法
で再分離しなければ，それぞれの分子レベル同
位体比を評価することができない。HT-GC（High-
Temperature GC）による分離で，CL-GDGTsを直接
オンラインで同位体質量分析計に導入する方法も
検討されている（Pancost et al., 2008）。
実際の環境中には，多種多様な微生物が存在

するため，共溶出する IPLsの定性・定量評価は，
SIM（Selected ion monitoring）や後述するMS den-
sity mapの併用が望ましい（e.g., Rossel et al., 2008: 
Schubotz et al., 2009: Lipp and Hinrichs, 2009）。ま
た，堆積物中では，IPL-GDGTsと CL-GDGTsが
共存している。それらを正確に識別する一つの方
法として，ここで示した HPLC/ESI-MSと HPLC/
APCI-MSの分析方法を組み合わせることにより，
各々 IPL-GDGTsと CL-GDGTsの定量評価，Ring 
Index評価等が可能になる。

4.2クロマトグラフ法と共溶出化合物の評価
4.2.1 同位体ラベルした化合物の共溶出と確度保証
今回用いた T. acidophilumは，天然存在比の

12C-，14N-栄養基質で培養したものである。13C-基
質や 15N-基質を用いて培養した場合は，ラベル基
質から二次的に生成した多くの未知 13C-化合物や
15N-化合物が混入しているため，「クロマトグラ
ム上には現れない化合物」の存在に留意する必要
がある。クロマトグラム上には現れない化合物と
は，DAD（Diode Array Detector）の場合，吸収を持
たない化合物が相当する。MSの場合，検出可能
なレンジ以外の質量範囲の化合物（微少分子量お
よび高分子量）が相当する。このようなDADおよ
びMSの弱点を補填できる検出法の一つは，ELSD
（Evaporative Light Scattering Detector）である。
また，HPLCのカラムと高親和性で未知の 13C-

化合物が，カラムにトラップされて，連続的ある
いは不連続的に溶出するような場合もある。未知
の 13C-化合物が前処理で 100%除去できる保証，
ガードカラムに 100%トラップ可能である保証は
無いと考えた方が良い。したがって，preparative 
HPLCのように分画後に濃縮が必要な場合は，溶

出条件のバックグラウンド値の評価，試薬溶媒に
元来含まれている微量残留添加物のクロスチェッ
クを必要とする。目的以外の化合物が，混入して
いないことを示すには，elution blankとして目的
化合物を挟み打ちするように（Figure 2），その保
持時間のバックグラウンドを評価すれば反証がで
きる。また，目的化合物を単離した後に，核磁気
共鳴スペクトル法（1H-, 13C-NMR）を用いれば，純
度決定がより確実になる。有機化合物の NMR測
定の場合，重溶媒の使用が一般的であり，重水素
と極性官能基との間の置換反応は，非常に速やか
に進行してしまう。このため，交換可能なプロト
ンが，重水素と置換され，その部位のプロトンの
シグナルが 1H-NMR上で消失することに留意する
必要がある（竹内・西川，2004）。
ここで，研究対象の目的化合物カルドアーキ
オール（caldarchaeol: C86H172O6）が 1.0 nmolあると
仮定する。真の値 δ13C(1)caldarcheaol = -20‰（vs. PDB）
の時，ラベル化された 13C-DIC（dissolved inorganic 
carbon: δ13CDIC = 1000, 2000, 4000, 8000‰） が，
0.001-10 nmol （共溶出量 : ZDIC nmol）混入すると，
前後のマスバランスから混入後の見かけ上の値
δ13C(2)caldarcheaolは，

（86 + ZDIC）x δ13C(2)caldarcheaol 
= 86 x δ13C(1)caldarcheaol + ZDIC x δ13CDIC

と示される。

Δ13Ccaldarcheaol = δ13C(2)caldarcheaol - δ13C(1)caldarcheaol

であるから，真のδ13C(1)caldarcheaolとの差（Δ13Ccaldarcheaol）
の理論曲線は，Figure 3のようになる。同位体質量
分析計でのδ13Ccaldarcheaolの測定誤差を± 0.5‰とする
と，混入した 13C-DICが 8000‰の場合，0.1%オー
ダーの共溶出量でも真の値とのずれは，しだいに
顕著になることが分かる。

4.2.2 エナンチオ過剰率と共溶出の検証
4.2.1で述べた共溶出の検証は，エナンチオ過剰
率（Enantiomeric Excesses: ee）のように相対比を
評価する分析でも重要である。Figure 4にエナン
チオ過剰率のモデル化合物としてD-アミノ酸（存
在量比 50.0%），L-アミノ酸（存在量比 50.0%）の
例を示す。各存在量比は 50.0%の場合，
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Enantiomeric Excesses（ee）=（| L – D |）/（| L + D |） x 100
= | L% – %D | 
= 0.0 %

である。ここで，Figure 4に示すように L-アミノ
酸の検出強度に対して，同じ保持時間に共溶出す
る化合物の割合を Z %とすると，真の eeと見か
け上の eeの差（Δee）は，

Δ Enantiomeric Excesses （Δee）
= | （L% + Z） – （%D – Z） | 
= 2 Z %

となる。したがって，分析の測定誤差を ± 0.2%と
すると，共溶出量 0.2%でも真の値とのずれ（Δee）
は有意になり，誤った評価が行われてしまう可
能性がある（e.g., Engel and Macko, 1997: Pizzarello 
and Cronin, 1998）。

4.3. クロマトグラフ法および分光法による不純物
のスクリーニング

n-アルカン（n-C15 – C30）のGC/MSによる分離を
Figures 5&6に示す。ガスクロマトグラフに接続さ
れているキャピラリーカラムの劣化や不純物の混
入などがあった場合，クロマトグラフを三次元で
可視化すると目的外化合物の判別が容易になる。
Figure 5では，おそらくカラムブリードに起因する

m/z 207，m/z 281の未知化合物が高温側でブリー
ディングしていることが分かる。Figure 5を二次元
のMS density mapにすると，Figure 6-（b）になる。

Figure 6には，（a）不純物の無いガスクロマトグ
ラムの分離例，（b）不純物（▼）のあるガスクロマ
トグラムの分離例を示す。ここで目的とする化合
物（●: n-アルカン）の絶対量に対して，目的外化
合物（▼およびブリード化合物）の混入の相対量
が多い場合，目的化合物の同位体比の評価は難し
くなる。このため，試料に夾雑化合物がある場合，
その前処理・後処理の最適化とともに，その後の
ガスクロマトグラフ法によるブリーディングの少
ない分離条件を最適化する必要がある。
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precise conclusion
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Fig. 3.  Theoretical diagram between Δ13Ccaldarcheaol (differ-
ence between original isotopic composition and 
co-eluted 13C-DIC) and additional mixing rate of 
13C-DIC. Here, original δ13Ccaldarcheaol is defi ned as 
-20‰ with the amount of 1 nmol.

Fig. 4.  An example of co-eluted unknown compound 
overwrapping signal on L-amino acid. (a) separa-
tion model of pristine original D-, L-amino acids in 
base-line resolution (without co-elution), (b) co-elu-
tion with L-amino acid on same retention time, (c) 
theoretical diagram between Δee (difference of en-
antiomeric excess) caused by co-elution compound.
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Fig. 6.  Density map of GC/EI-MS chromatogram of n-alkane (n-C15 to n-C30). Two axis 
stands for retention time (min) and m/z with color contour showing intensity. (a) 
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4.4. 化学修飾による共溶出化合物の分離
極性が非常に良く類似した共溶出化合物の場

合，いずれかの化合物を化学修飾することによ
り，分離することができる。例えば，前述のアー
キア株 Thermoplasma acidophilumは，ユーリアー
キオータ門（Euryarchaeota）であるが，クレン
アーキオータ門（Crenarchaeota）の一部には，Ap-
pendixに示すような五員環と六員環を分子内に
もつ crenarchaeol（Sinninghe Damsté et al., 2002）や
crenarchaeol regio-isomerを保有するものがいる。
特に有光層以深を好む海洋性クレンアーキオー
タ（e.g., Karner et al., 2001）からよく見出され，陸
水環境から検出されることもある（Pearson et al., 
2004）。この crenarchaeolは，海洋の水柱だけで
なく堆積物中にも幅広く存在することが知られる
ようになった（e.g., Ingalls et al., 2006; Turich et al., 
2007; Lipp and Hinrichs, 2009）。この化合物は，光
合成色素に由来する Pyropheophytin a（P Phe a）と
極性が類似しており，順相クロマトグラフ法によ
る分離の場合，保持時間がオーバーラップする
ことがある。このような場合，P Phe aに銅をキ
レート配位することによって（Figure 7），化合物
の極性を意図的に変え，その結果として保持時間

差が生じ，各々の化合物の同位体比を評価できる
（Takano et al., 2010b）。
天然界には，このような脂質成分のレジオアイ

ソマー（regio-isomer）の他，D-体と L-体のアミノ
酸のようにエナンチオマー（enantiomer）が存在す
る。D-体と L-体アミノ酸は，極性が同一である
ため，通常の分析方法では，シグナルは一つにな
る。このようなエナンチオマーの場合，双方のア
ミノ酸をジアステレオマー化することにより，分
離することができる。あるいは，立体的配向性の
ある固定相のあるキラルカラムで分離することが
できる。前者の場合，Figure 8のように（S）-また
は（R）-の光学活性試薬を用いれば（例えば，光学
活性アルコールなど），溶出順序を D-体→L-体ま
たは L-体→D-体と意図的にコントロールできる
（Takano et al., 2009）。後者の場合，昇温条件とカ
ラムの選定によって溶出順序が D-体→L-体また
は L-体→D-体と変わる場合がある（Levkin et al., 
2007）。これらの光学分割法と同位体質量分析法
を組み合わせることで，各々の立体異性体分子レ
ベルでの同位体的均質性・不均質性の評価という
新しい分子診断法が確立できる。

PPhe a 
(C53H72N4O3) 

Saturated Cu(CH3COO)2
in acetone

Ambient, overnight

Cu-PPhe a 
(CuC53H70N4O3) 

(b) UV/Vis spectra

Sample: Shimokita sub-surface sediment (CK06-06, core 1-1)(a) Reaction scheme and structure

A
bs

or
ba

nc
e

A
bs

or
ba

nc
e

PPhe Cu-

Cu

Fig. 7.  Intercalation reaction between pyropheophytin a (PPhe a) and its copper derivatives 
obtained following treatment with saturated copper acetate dissolved in acetone. 
The UV/VIS absorbance is shown before and after the intercalation reaction.
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(e.g., D-, L-alanine)
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Fig. 8.  Derivatization of amino acid diastereomers by 
optically active (S)-(+)-2-butanol or (R)-(–)-2-
butanol with pivaloyl chloride to produce N-piv-
aloyl-(R, S)-2-butyl esters (NP/2Bu). Representa-
tive schemes: (a) D-alanine is fi rst elution when 
we use (S)-(+)-2-butanol, and (b) L-alanine is fi rst 
elution when we use (R)-(-)-2-butanol (Takano et 
al., 2009). Here, the molar fraction was D-alanine : 
L-alanine = 5 : 95.

Fig. 9.  Carbon and nitrogen isotopic fractionation during 
the separation of glycine from an ion exchange col-
umn. A 50mg quantity of glycine was loaded onto 
the ion exchange column chromatograph. Fractions 
were collected across the peak. Modifi ed from Hare 
et al., 1991.

4.5.クロマトグラフ法における溶出中の同位体分別
クロマトグラフ法でベースライン分離ができな

い場合，軽元素の同位体組成が真の値と異なる
場合がある（e.g., Hare et al., 1991: Filer, 1999: Smit-
tenberg and Sachs, 2007）。主な理由は，（i）目的化
合物の回収率が低い場合や不十分な分離などによ
り，溶出時間により同位体比が変動するためであ
る。その一例として，アミノ酸の一種グリシンを
使った検証例を Figure 9に示す。グリシンには，
アミノ基に窒素が一つ含まれる。その窒素同位体
比は，イオン交換クロマトグラフ法のある溶出条
件下では，最大で 31.1‰（vs. Air）の同位体分別が
ある（Hare et al., 1991）。同様に，分子内に２つ含
まれる炭素は，最大で 1.5‰（vs. PDB）の同位体分
別がある。このため，目的化合物であるグリシン
の真の同位体比は，溶出したピークをベースライ

ン上で確実に，完全な回収を行なう必要がある。
次に，（ii）カラム樹脂と溶質との間で，吸着・

脱着の相互作用の際に同位体分別が起きることが
ある。例えば，イオン交換クロマトグラフ法は，
誘導体化の反応阻害になるような夾雑物が多い試
料（化石試料，岩石試料，堆積物試料）の前処理
として有効な手法であるが，分子レベルでの同位
体分別（Evershed et al., 2007 and the references cited 
therein）を生じる。これと類似した現象は，ガス
クロマトグラフ法の一部のキャピラリーカラムで
も知られている（Chikaraishi et al., 2010）。
（i），（ii）の理由から，最も信頼性の高い分子レ
ベル同位体比を得るためには，ベースライン分離
かつ高回収率であることが第一の必須条件と言え
る。ただし，高回収率であれば同位体比が真の
値と整合的である保証はなく，各分析ラインでの
確度検証（e.g., Chikaraishi et al., 2010）が必要であ
る。Figure 10に，タンパク性および非タンパク
性アミノ酸を陽イオン交換クロマトグラフ法（樹
脂：Bio-rad AG50 W-X-8, 200-400 mesh）で処理し
た際の各分子レベル安定同位体比を示す。GC/
FIDで求めたこの前処理法によるアミノ酸の回収
率は，94.3 ± 11.4%（mean, n=3）であり，カラムを
通す前後の δ15Namino acidsを比較する理想直線（1:1）
との誤差（Δ15N）は，最大で 0.3‰（mean = 0.02‰）
である（Takano et al., 2010a）。この方法により，化
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石，堆積物，岩石などの硬組織に保存されてい
る生物起源アミノ酸を分画・精製が可能になり，
様々な生物地球化学試料へ応用できる。
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GDGT (0): caldarchaeol, where X, X’=H 

GDGT (1)

GDGT (5): crenarchaeol, where X, X’=H 

GDGT (2)

GDGT (3)

GDGT (4)

GDGT (5)’: crenarchaeol regio-isomer, 
where X, X’=H 

X, X’: -H (CL-GDGTs) or -polar head group (IPL-GDGTs)

GTGT (0)

IPL-GDGT
e.g., phosphoglycolipid-GDGT (3)

phosphatidyl glycerol-glycosyl-

Appendix.  Representative structures of archaeal tetraethers detected in marine environment. Their regio-
isomers are not shown (e.g., crenarchaeol regio-isomer). X, X’ denote polar head group.  




