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1.は じ め に

窒素は タソパ ク質や核酸の構成元 素であ り,生 物 に

多量に必要なだけでな く,代 謝上 も重要 な位置 を占め

てい ることか ら,窒 素の動態の研 究は ライフサイエ ン

スのあ らゆ る分野で重要な課 題 とな っている。窒素 の

動 態の研究には,ア イソ トープの利用 が有力な手段 の

一つであ るが
,ト レーサ実験 に利用 可能 な放射性 同位

体13Nは,半 減期が約10分 と短 いため限定 した範 囲で

しか使用 で きず,主 として安定 同位体 の15Nが 利用 さ

れ ている。ところで,通常15Nの 分析 に用 いられ ている

質量 分析法では約30μg～3mg1)の 試料窒素 を必要 と

し,代 謝 的には重要 であるが,生 体 内に比較的微量 に

しか存在 しない遊離 のア ミノ酸 な どの15N測 定 が困難

であ った。 しか しなが ら,近 年,東 大 の熊沢 らによ り

発光分光分析法 に よる15N分 析技術 が確立 され,手 軽

に多数の試料 を分析す る ことが可能 になると ともに,

0.2μg-Nと い う極微量な 試料 の15N濃 度測定 も精密

に行える ようにな り,動 植物 の窒素代謝 などの研究 に

応用 され てきている。 この10年 間に15N分 光分析装置

は大学や農業試験場 を中心に広 く普及 してお り,本 法

は必ず し も新 しい技術 ではな くな りつつあ るが,試 料

調製中 に窒素汚染 に対す る注意が必要な ことや,若 干

の ガラス細工を伴 うことか ら,こ れ まで15N分 光法は

難 しいとい う印象が強 く,と くに生体内遊離 ア ミノ酸

の15N分 析 については あ ま り普及 していない。 筆者

は,熊 沢研究室で ア ミノ酸な どの15N分 析に携 ってお

り,本 稿では ライフサ イエ ンスの種 々の分野の方々が

ア ミノ酸の15N分 光法を手軽に利用で きるよ うに,そ

の留意点をな るべ く詳細に記述す るよ うに努めた。

2.15N分 光 法 の原 理

15N発 光分光分析法 の原理 ならびに 測定技術 一般 に

ついては,多 くの総説 な ど1)～11)に詳細に記載 され てい

るが,こ こで簡単に要 約 してお く。

N2ガ スを封入 した ガラス管 に高周波 を 当てて無電

極放電を起 こす と,励起 したN2の 電子 が低 エネルギー

状 態に遷 移す るさい発 光を伴 う。電子 の もつエネルギ

ーの うち,N2の2つ の核間 の振動状態 で 決まるエネ

ルギーE｡は,14N2,14N15N,15N2の 質量数 の差 に よ り

異 な り,こ れ が発光 のさいの波長 の差 として観測 され

る。15N発 光法では 分離 スペ ク トル 計測 に 最 適 な分

子 スペ ク ト ル の 波 長 は,14N2(297.7nm),14N15N

(298.3nm),15N2(298.9nm)で ある。 この 波 長域 に

は,CO(297.6㎜)お よびH2O(298.0,298.7㎜),

CO2,O2(297.7㎜)の 弱いパ ン ドが認 め られ るため,

これ らのガスによる妨害 に注意 を要す る。

単位 としては,atom%とatom%excessが 用 い られ

る。前者 は,試 料 内の全窒素原子数 の うちの15N原 子

数 の割合 を%で 表示 した もので,後 者は,試 料のatom%

か ら15N濃 度 の自然界値(0.37atom%)を 差 し引い

た ものである。一般 に,生 物 に15N標 識化合物 を投与

す る トレーサ実験はatom%excessが 用 い られ る。

3.試 料 取 リ扱 い な らび に 放 電 管 作 製 上 の 留

意 点

N2を 封入 した放電管 の 作製には リッテ ンベル グ法
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とデ ュマ法があるが,ほ とん どρ形態 の生物試料 につ

いて,試 料を酸 化剤(CuO)と ともに 真空封入 した の

ち,燃 焼,ガ ろ化す る後者 の方法 が便利 である。 デ ュ

マ法では,燃 焼に よ り発生す るCO2とH2OはN2の

スペ ク トルを妨害す るため,吸 収剤 としてCaOを あ

らか じめ封入 してお く。

15N分 光法に適す るN2分 圧は266 .6～666.6Pa(2～

5Torr)に 限定 されてお り,放 電管 内に封入す る窒素

量 は きわめて微量 である。 したが って,外 部か らの窒

素の汚 染は測定 に重大 な誤差 を もた らす ので,十 分,

注意を払 う必要があ る。

直接放電管内に封入す る試 料や試 薬,放 電管用 パイ

レッグス製 ガラス管,な らびに これ らを直接取 り扱 う

器具類の汚染には とくに気をつける。ふ つ う洗浄 のみ

では取れに くい汚染は有機物 に由来 する場 合が多いの

で,放 電管用 ガラス管は,洗浄 後560℃ の電気炉 で3時

間加熱前処理す ることに よ り,ま た,放 電管 内に封 入

す る試料や試 薬を扱 うミクロスパ ーテルや ピンセ ヅ ト

な どは直前に使用部分を ガスバーナの炎で数秒 間赤熱

す ることに よ り除染で きる。放 電管に直接 入れ る前 の

操 作で も微量試 料を取 り扱 う器 具類 はで きるだけ加熱

除染す る。ただ し,多 量の粉 末試 料を貯蔵す る容器 な

ど微量な汚染が問題にな らない場 合は加熱除染す る必

要 はないが,そ の さいは十分 ていねいに洗浄す る。

試薬類か らの汚染については,で きるだけ窒素 の汚

染が少ない試薬を選 ぶ ことが原則であ り,加 熱除 染が

可能な場合は除染 してか ら用 いる。有機 溶媒 か らの汚

染は比較的少ないが,水 については注意が必要 で,蒸

留水 でも0.1μg・N/1ml程 度 の 窒素 が 含 まれ て いる

可能性があ る12)。で きれば再 留水を用 いる とともに,

あ ま り多量の水で試料や試薬 を希釈 する ことは避 けた

方が よい。

試料調整や放電管作製時に とくに注意する必要 があ

るのは環境か らの汚染であ る。 まず第一に問題 とな る

のは空気中の塵や埃か らの汚染であ り,こ れを最小限

におさえるよ うに,15N分 析室 の 床や実験 台は清潔に

保 ち,ま た風 の強 い 日は 窓を 閉めて 作業 した 方 が よ

い。試料や試薬は開放 した まま長時間放置せず,ア ル

ミホイルな どで包 んでお く。 また,15N分 析室ではア

ンモニアや濃硝酸 など揮発性の含窒素試薬はおかない

よ うにす る。 さらに 分析者 自身か らの 汚染について

も,指 の汚れ,唾 液,フ ケな どはかな りの窒素を含有

してお り,作 業中注意を要す る。

試料間の クロス コンタ ミネ ーシ ョンについて も十分

注意す る必要が ある。 と くに15N濃 度の高い試 料の後

で低い試料を扱 う場合にその影響 が大 きい。

4.分 光 法 に よ る15Nア ミ ノ酸 の測 定 法 の

概 略

生体中 に含 まれ る遊離 ア ミノ酸の 分光法 に よる15N

測定 は,は じめ ろ紙電気泳動で試み られた。熊 沢は こ

の方法 で水稲 の遊離 ア ミノ酸,ア ミドへの15Nの 取 り

込みを調べた13》が,こ の方法はろ紙か らの窒素の汚染

が避け られず,正 確 な値を得 るには補正を要す ること

か ら,米 山ら14)によ りシ リカゲル薄層 クロマ トグラフ

ィに よる分析方法が開発 された。は じめは,二 次元展

開 した薄層板に ニン ヒドリンを噴霧 し,発 色 した ア ミ

ノ酸 スポ ッ ト部分の シ リカゲルを毛細管に採取す る方

法 であったが,の ちにKanoら15)に よ り,放電用ガ ラス

管 内にシ リカゲルを吸引採取す るよ うに改良 された。

そ の後,伊 藤 ら12)は,こ の方法に よる15N測 定に対

す る汚染 の問題 につ いて詳細 に検討 した結果,ア ミノ

酸 のスポ ヅ トに対応す る10mgの シ リカゲル中には約

0.17μgの 窒素を含んでお り,試 料窒素が微量 の さい

に は大 きな誤差 を生 じることが分か った。そ こで,シ

リカゲルを560℃ で30分 加熱 し除染す るとともに,各

スポ ヅ トに含 まれ るア ミノ酸を50%エ タノールで溶出

し,シ リカゲルを放電管内に封入 しない方法を開発 し

た。 この方法 によ り シ リカゲルか らの 汚染は 回避で

き,発 光法 の測定限界 である0.2μg-N以 上の試 料に

つ いては正確な測定が可能 とな った。同時に シ リカゲ

ル封入法 では,放 電管作製時に シ リカゲル内に吸着 し

て いる空気 と水を追い出すために,ヒ ータない しオ ィ

ルバ スで120℃ 程度に加熱す る必要が あった11),14)が,

溶 出法 ではこの工程を省略で き,か つ高温で分解 しや

す いアマイ ドについて もよ り精度の高い測定が可能に

なった*。

筆者 らは多数 のア ミノ酸試料を平行 して能率的に分

析 できるよ うに,伊 藤 らの方法の うち,ガ ラス細工の

部分 を若干平易 にした16)。以下,こ の方法について述

べ る。

5.試 料 調 製

こ こでは,薄 層 クロマ トグラフ ィで展開す るための

*ア ミノ酸 溶 出 法 で は200
,μlのエ タ ノー ル 溶 液 を

用 い た 場 合,約70%の 溶 出率 で あ り,シ リカ ゲル

封 入法 に 比 ベ て放 電管 内 に導 入 で き る 窒素 量 が減

少 す る とい う欠 点 もあ り,現 在,ア ミノ酸 の15N

分 析 は必 ず しも溶 出法 に統 一 され て い るわ け で は

な い。
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前処理 について,植 物体 中の遊離 ア ミノ酸 の取 り扱 い

例 を紹 介する。

抽 出:15N標 識処理後凍結 乾燥 した 植物試料粉末1

gに 約10mlの80%エ タノールを加 えて1晩 放置後,

ろ過 ない し遠沈法 に よ りエ タノール 可溶部を 分離す

る。残査 を80%エ タノールでさらに何回か洗い出 し,

抽 出液 を合わせ て25mlに 定容す る。 新鮮な組織につ

いて も熱 ないし冷80%エ タノール中で摩砕す ることに

よ り抽 出が可能 であ る。80%エ タノール 抽出液10ml

をナス型 フラスコに入れ,ロ ータ リエパボ レータを用

いて約50℃ で蒸発乾固す る。5mlの 再 留 水 を 加 え

て溶解 し,ク ロロフ ィル な ど 水に不溶性 の 物 質 を

12,000g,15分 の遠沈 で除去す る。

脱塩:内 径10㎜,長 さ10cm程 度のパ イ レックス

製 ガラス管の下部を細 くし,イ オ ン交換樹脂を支持す

るため に石英綿 を少量詰めてお く。 ガラス管は洗浄乾

燥後,ま とめて アル ミホイルで包み,560℃ で3時 間

加熱除染 してお く。

イオ ン交換樹脂Dowex50X8は 新品 の場合,ブ フ

ナ ーロー トに入れて弱 く吸引 しつつ,そ れぞれ樹脂 の

容積の約10倍 程度の メタノール,水,2NNaOH,水

で逐次洗浄 した後,1NHCIを 用 いて炎色反応で洗液

中にNaが 検出 されな くな るまで洗浄す る。 さらに,

再留水で洗液が中性にな るまで よく洗 った後,1mlず

つ ガラス管に充填 して脱塩用 カラムとす る*。

ア ミノ酸抽出液を カラムにかけた後,再 留水約10ml

を何回かに分けて注 ぎ,樹 脂を洗浄す る。樹脂 に吸着

した ア ミノ酸,ア マ イ ドを21Vア ンモ ニア水約10mlを

何回かに分けて注 ぎ溶出す る。 ア ンモ ニア溶出液をナ

ス型 フラス コに入れて乾固す る**。1mlの 水 を加え再

溶解 した後,全 量ない しその一部を容量2ml程 度 の ミ

クロチ ューブに移す。チsー ブを真 空デ シケータ内に

まとめて入れ,約5㏄ に保温 し アス ピレータで 濃縮

す る。50～100μ の水に再度溶か し,薄 層スポ ッ ト用

ア ミノ酸濃縮試料 とす る。

6・ 薄 層 ク ロマ トグ ラ7イ に よ るア ミ ノ酸 の

分 離 と抽 出

6・1シ リカゲル薄層 プLー トの準備

シ リカゲル(Kiesel gel G Type60,Merk社)を 蒸

発皿 に取 り,560℃ の電気炉 で30分 加熱 し除染す る。

冷 却後は再 汚染 を防 ぐために密封容器に保存す る。

薄 層用 ガ ラスプ レー トは,洗 剤液(医 療器具洗浄剤

Vista,乾 商 事)に 一昼夜 浸潰後,さ らに中性洗剤 を着

けたスポ ンジで強 くこす った後,水 道 水で十分洗浄す

る。 この さい,水 をは じく部分 を残 さない。蒸留水 で

2度 洗浄 後乾燥す る。乾燥 したガ ラス板 は,指 か らの

汚染 を防 ぐため一方 向のみか ら取 り扱 い,と くにシ リ

カ ゲルを展着す る表面 には触れ ない ようにす る。

薄 層 プレー ト作製装置(矢 沢科学)に20cm×20cm

のガ ラス板 を5枚 乗せ,そ の両端 に20cm×5㎝ のガ

ラス板 を置 く。 ガ ラス板 は指 の触れ た向 きを外側 に し

て並 べ る。 シ リカゲル30gを200ml三 角 フラス コに

取 り,再 留水 を60ml加 え約30秒 間激 しく振 とう混合

す る。 シ リカゲル懸濁液 を厚 さ0.25㎜ 嘲 節 した薄

層用 アプ リケータ内に注入 し,ア プ リケータの両端 を

手で軽 く押 さえなが ら移動 し,シ リカゲルをガ ラス板

に展着す る。 シ リカゲル懸濁液 が流れ ないよ うに,展

着直 後は プレー トをなるべ く水平 に扱 い,薄 層 クロマ

ト用保存箱 に30分 程度放置す る。懸濁液 が 固 化 し た

後,約70℃ で乾燥 し,続 いて110℃30分 間加熱 し,シ

リカゲルを活性化す る。

6・2ア ミノ酸濃縮液 のスポ ヅ トと二次元展開

先端 を細 くした外径1㎜ のパ イ レックス製毛細管

を洗浄後,560℃ で3時 間加熱 してア ミノ酸 濃縮液 の

スポ ヅ トに用 いる。かわ りに,洗 浄済 ミクロピペ ッ ト

(Drumond製)を そのまま用 いて もよい。

一次元展開 は
,フ ェノール:水(4:1)の 溶媒 で行

い,展 開終 了後70℃ で3時 間程度乾燥 し,溶 媒を完全

に追 い出す。二次 元 展 開 は,ブ タノール:酢 酸:水

(4:1:1)の 溶媒で行 い,70℃ で乾燥す る。乾燥 し

た プ レー トに,ニ ン ヒ ドリンーブタノール溶液(0.5%)

を噴霧 し,約100℃ で加熱発色す る。

6・3ア ミノ酸の溶出

した ア ミノ酸を シ リカゲルか ら溶出す るための

*使 用 剤 樹 脂 は アン モ ニ アが 揮 散 しな い よ うに1N

HCI中 に 保 存 し,以 下 の処 理後 再 利 用 が 可能 で あ

る。 樹 脂 を ブ フ ナ ー ロ ー ト上 で 弱 く吸 引 しつ つ,

樹 脂 のみ か け の容 積 の約10倍 量 の4NHCIで,つ

い で水 で2回 洗 浄 す る。 つ ぎに10倍 容 の1N Na.

OH中 に 懸 濁 し,と き ど き振 と う しな が ら,蒸 気

浴 上 で 約3時 間 加 温 後 冷 却 す る。 ブ フナ ー ロー ト

で ろ過 し,さ ら に何 回 か1NNaOHで 洗 浄 した

後,ろ 液 が 中 性 に な る まで 水 洗 後,湿 潤 状態 で 冷

蔵 庫 に 保 存 す る。
**アン モ ニ ア水

,お よび アン モ ニ ア 溶 出 液 は,アン

モ ニ アの 揮 散 に よ り,周 囲 の 水 や ガ ラス器 具 に 吸

着 し,汚 染 を 引 き起 こ しや す い の で,15N分 析 室

外 で 取 り扱 う。
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(1)外径4mm,長 さ20cmの パイ レックス管 を洗

剤液(Vista)が 入 った ピペ ッ ト洗浄 器 に入 れ,

1昼 夜放置後 よ く水洗 し乾燥す る。

(2)端か ら5cmの 部分を細 くす る。

(3)石英綿少量を丸めて詰め る。

(4)ガラス棒の先端を強熱 し,ピン セ ッ トでななめ

に引 っ張 る。

(5)冷却後やす りで切断整形す る。

図1ア ミノ酸溶 出用 ガラス管 の作製方法

ガラス管を準備す る(図1)。 パ イ レヅクス ガラスは融

点 が高 いので整形 には酸素パ ーナを用い る。 また溶出

液 を受 けるガラス管(図2(4))は,4mm管 を30cmの

長 さで切 断 し,洗 浄 した後,そ の中央 を酸素バ ーナで

焼 き切 る操作 に よ り,長 さ15cmの 一方 のみ閉 じたガ

ラス管2本 が得 られ る。 この方法 では封印部 に ピンホ

ールを生 じない。ガ ラス管 はそれ ぞれ,約100本 を一

まとめに してアル ミホ イルに包み,560℃ で3時 間加

熱除染す る。

薄層 プ レー ト上の ア ミノ酸スポ ヅ トの採取な らびに

抽 出は図2の よ うに行 う。

(1)薄 層 プ レー ト上の ニンヒ ドリン発色部を,ア ス

ピレータで弱 く吸引 しなが ら,ア ミノ酸溶出用 ガラス

管 に採取す る。

(2)や す りでガラス管 の首を切断す る。

(3)50%エ タノールを注射器 で約100,ulゆ っ くり注

入す る。注入時,針 先 にシ リカゲルが付着 し,ク ロス

コンタ ミネーシ ョンが起 こるのを防 ぐため に,試 料 ご

とに100m乙 程度 の50%エ タ ノール溶液 で針先 を軽 く洗

い,さ ら)に針先 のエタノールを少量廃棄 し,針 内を浄

化す る。針 先洗浄 用エ タノールは数十試料 ごとに更新

す る。

(4)外 径5mm,長 さ4cmの ビニール管 を装着 した

50ml容 注射筒の空気圧で ゆ っ くりエ タノールを押 し

出し,ア ミノ酸を シ リカゲルか ら溶出 し,一 方を閉 じ

た長 さ15cmの ガラス管内に溶出液を注入す る。

(有)ガラス管下部 に細字用 ホワイ トマ ジックで番号

を記入 し,約10本 ずつ ゴムパ ン ドでたばね,2lナ ス型

フ ラス コに入れ60℃ で蒸発乾燥す る。

図2ア ミノ酸スポ ッ トの抽 出法
15N測 定は 同位体比 を直接測定す るため

,ア ミ

ノ酸発色部を全量 採取す る必要 はない。 窒素量 が

多 く,全 量採取す ると発光範囲を越え る場合は,

中央部か ら一 部 とれば よい。 また,複 数のア ミノ

酸のスポ ッ トが若干重な った場合は,重 複部 分か

らな るベ く離れた端の部分を と り,ア ミノ酸同士

の干渉を避け る。

7.放 電 管 の 作 製

放電管作製前に棒状CaOを 準備 し て お く。 塊状

CaO(純 正化学,特 級)を 乳鉢 と乳棒で 微粉末)にな る

まで,十 分,摩 砕す る。 その約1gを と り,油 圧式錠

剤整形器(理 研)を 用 い400kg/cm2で 数秒間加圧 し,

直径約2cm,厚 さ約1mmの 円形錠剤を作 る。錠剤を

ヵ ッターナイフの刃 で切断 し,1mm幅 の棒状にす る。

棒状CaOは るつ ぼに入れ,950℃ の 電気炉 で2時 間

以上加熱 し,CO2を 十分 に追 い出してお く。

放電管 の作製 は以下 の手順 で行 う(図3,4参 照)。

(1)事 前 に560℃30分 除染後冷却 した粉末CuOを,

炎内で赤 熱除染 した ミクロスパーテルに一杯ずつ ガ ラ

ス管内に入れ る。

(2)ガ ラス管 のア ミノ酸試料付着部分 の上 を細 くす

る。

(3)950℃ で2時 間以上加熱 している棒状CaOを,

先端の鋭利 なピンセ ットで ガラス管内に挿 入す る。棒

状CaOは ガラス管 の 細い部分の上に 留 まるよ うにす

る℃aOは 冷却 と同時に空中のCO2や 水を吸収 し始

め るので,な るべ く手早 く操作を行い,残 りは使用直

後 に炉へ戻す。

(4)ガ ラス管 の開放端 を熱 して ガラスの角を と り冷

却す る。 このi操作 を省 くと,真 空装置 の放電管装着部

ビニール管 に傷 をつけ真空 を保 てな くなる。

(5)ガ ラス管先端部 に真空 グ リース(ア ピエ ゾンL

(43)
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(1)分配管

(2)アダプタ

(3)真空度測定子

(4)ピラニー真空計

(5)希 ガスボン ベ

(6)並列 コック

(7) H20,CO2ト ラ ッ フ.

(8)液 体 窒 素 用 魔 法 ビン

(9)ジ ャ ッキ

(10)オ イ ル 拡 散 ポン プ

(11)真 空 ポン プ

(12)コ ック

図3熊 沢式15N測 定放 電管作 製用真空装 置

(大内理化製111より改変)

図415N放 電管作製 の手順

type)を 少量 ぬ り,回 転 させ ながら放電管用真空装置

に接続 し,ガ ラス管 内の空気 を排気す る。

弱 い酸素 バーナの炎 を用いて,放 電管中のCaOを

ガラスの上か ら熱 し再度CO2を 追い出す。その さい,

CaOが 赤色を呈 し,ガ ラスがやや軟化す るまで十分に

熱 し,ピ ラニー真空計で圧力が低下 し始め,ガ スの放 出

が完了す るのを確i認す る。 さらに続いて,試 料吸着 部

以外の ガラス管を軽 く熱 し,ガ ラス壁 に吸着 している

水や ガスを追い出す。

ピラニー真空計で1.33×10-2Pa(10-4Torr)程 度 ま

で排 気 した後,放 電管作製部 と液体窒 素 トラ ップの間

の コヅク(図3(12))を 閉 じ,希 ガスボンベ の コック操

作 に よ りXe26.66Pa(0.2Torr),He1333Pa(10

Torr)を 放電管作製部 に導入す る。希 ガス導入時に系

内に漏れが あると空中のN2に よる汚染が生ず る。分

析開始前に,5分 程度は0.133Pa(10輔3Torr)以 下に

保たれ ることを確認 してお く。

(6)中 程度の強 さの炎を用い,試 料部以外 のガ ラス

管 を軽 く熱 した後,ガ ラス管下端か ら 約8cmの 部分

を溶融 し,切 断封印す る。

真空装置には放電管6本 を装着可能なため,放 電管

を能率的に作製す るには,(1),(2)の 操 作は まとめて完

了 してお き,6本1組 として(3)～(6)の操 作を行 う。放

電管内を排 気 している 間につぎの6本 について,(3),

(4)の操 作を行 うとさらに時 間のむだがな くなる。

作製 した放電管 は数十本ず つま とめてアル ミホイル

で包 み,560℃ の電気炉 で3時 間程度燃焼す る。燃焼

直後 は妨害 ガスの吸収 が不十分 なため,バ ヅク少ラウ

ン ドが高い ことがあるので,冷 却後1～2日 放置 して

か ら15N濃 度 を測定す る。

HeはN2の 励起 を補助 し,XeはN2が ガラス壁に

吸着 され るのを妨げ るため,ア ミノ酸のスポ ットの よ

うに,微 量 でかつ試料の窒素量の幅があ る場合には,

希 ガスを導入 した方が成功率が高 まる。ただ し,希 ガス

ボ ンベ内に空気が混入 してい ると,重 大 な汚染を引 き

起 こすため,使 用前に汚染の検定をする必要があ る。

8.ア マ イ ドの ア ミ ド基N,ア ミノ基Nの 分

別isN測 定

アマイ ド(グ ルタ ミン(Gln),ア スパ ラギ ン(Asn))

のア ミド基Nと ア ミノ基Nの15N濃 度を分別測定す る

方法 が有馬 ら17)によ り考案 され た。試料 内のGln,Asn

を分離 した後,加 水 分解 して 生成 した グル タ ミン酸

(Glu),ア スパ ラギ ン酸(Asp)の15N濃 度を測定 し,

ア ミノ基Nの15N濃 度(A)と す る。 事前に 二次元 展

開 して求めておいたGln,Asnの15N濃 度(B)か ら,

ア ミド基Nの15N濃 度(C)が,式C=2B-Aに よ り

計算で きる。ただ し,A,B,Cの 単位はatom%excess

である。 ここでは,有 馬 の方法 を若干改変 している。

ア ミノ酸濃縮試料全体 を加水分解す る と,も ともと

含 まれ ていたGlu,Aspと 加水分解 して生成 したGlu,

Aspが 混合 して しま うため,加 水分解前に 試 料 中の

Glu,Aspを 除去す る必要が ある。 そ こで,一 次元展

開の5×20cmの シ リカゲ'ル薄層 クロマ ト グ ラフィで

Gln,AsnをGlu,Aspか ら分離す る。試 料を薄層 プレ

ー トの下か ら2cmの 部分に 線状に 吸着 し
,フ ェノー

ル 水(4:1)の 溶媒で展開する と,分 離 したバ ン ド

が見え る。事前に加熱除染 しておいた シ リカ ゲル採取

管(外 径1cm)を 用 いて,Gln,Asnを 含むバ ン ドの部

分 を吸 引採取す る。そ のさい,Glu,Aspは 原点か らほ

とん ど移動 しないので,こ れ らを区別す るのは容易 で

ある。そ の他 のア ミノ酸 は混入 して もか まわ ない。

シ リカゲルか らの ア ミノ酸 スポ ヅトの溶出(図2(4))

(44)
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と同様 に して,2NHCI2mlを 用 いてGln,Asnを シ

リカゲルか ら溶 出す る。 溶 出液 は10mlネ ジ蓋付試験

管 に入れ加圧滅菌器 で120℃,30分 間加熱 し加水分解

す る。加水分解液 をエパボ レータで乾固 した後,水1

mlに 再溶解 した後,イ オン交換樹脂を用いて脱塩濃縮

す る。 さ らに,シ リカゲル薄層 クロマ トグラフ ィで二

次元 展開 して分離 したGlu,Aspの15N濃 度を 測定す

る。

9・15N濃 度 の 計 測

測定 の概略:放 電管 の15N測 定開始前に15N分 析装

置 を15～30分 間予備運転 し,装 置内部温度を一定に し

てお く。放電管 を高周波発振部の電極間に固定 し,テ

スラー コイルでN2ガ スを励起す ることに よ り発光を

開始す る。 ここ で,CaO,CuO試 薬 は 高温 でCO2,

H2O,O2を 発生 し,バ ヅクグラウン ドノイズ を高め る

ため,発 光部分か らできるだけ遠 ざけ る。

記録紙上 には,図5(1)の よ うに15N2,14N15N,14N2

の ピー クが順 に繰 り返 し記入 され る。 なお,15N濃 度

が低 い場合 は,精 度 を上 げるお め,15N2,14N15Nの 波

長域 を増幅す ることがで きる。図5(2)は0.08atom%

excessの チャー トであ り,15N2の ピークは認め られ な

いが,14N15Nは 明瞭な ピークを示す。実際 の測定 時に

は,5回 測定を繰 り返 し,う しろの4組 が安定 した グ

ラフを示せば発光を停止 し,こ れを用いて計測する。

(1) 27.3atom%excess

(2) 0.08atom%excess(×32),15N2,14N15Nの

波 長 域 の 感 度 を14N14Nの32倍 に 増 幅 して

い る 。

図515N発 光 分 光 分 析 法 に よ る フ ロ ー チ ャ

ー トの 見 本

発 光 時 の14N2,14N15N,15N2の 光 の 相 対 強 度I23,I29,

I3。は分 子 数 に比 例 して い る と み な して 測 定 を 行 う。

N2ガ ス を構 成 して い る14N2,14N15N,15N2に は,15N

と14Nが 確 率 的 に ラ ン ダ ムに 結 合 して い るた め,I28,

I29も し くはI29,I30の い ずれ か1組 の値 が 分 か れ ば

15Nの 存在 比 が計 算 でき る .

15N(atom%)=100-

2I28-I29+

(1)15N(atom%)=1 -

1-2I30-I29+1×100(2)

通常,15N濃 度が約50atom%ぐ らいまでは'式(1)

を,そ れ以上では式(2)を 用い る。

計測の手順:4組 の連続す るチ ャー トについて,2

組ずつ対に して計測す る。14N2の ピークについては,

頂点同士 と,ピー ク右下のベ ース ライン同士をそれぞ

れ直線 で結ぶ。14N15Nの ピー クは,頂 点同士 と,14N-

isNピ ー クが 急激に立 ち上が りを開始す る変曲点同士

を直線で結ぶ。 図6の 直線1上 のab間,cd間 の距離

を0.1mmの 単位 まで 測定 し,そ れぞれ1零幽 隔鮒

る 。

(1) al-b1=85.3mm(I23)

cl-di=30.6mm(I29)〓

(2) a2-b2=85.2mm

C2-d2=30.7mm

15N(atom%)〓0
.560

(3) 実 測 値 の 平 均0.56atom%を 補 正 す る と0.49

atom%と な る 。 し た が っ て,試 料 の15N濃

度 は,0.12atom%excessと な る 。

図615Nフ ロー チ ャー トの計 測法(×32)

チ ャー ト2組 ずつ を対 にして測定す る理 由は,128と

129の 測定時刻の ずれに よる影響を 補正す るため であ

る。 た とえば,発 光強度 が徐 々に低下 している場合,

14N15N測 定時点 の発光 強度 の 方が
,そ れ よ り遅れ る

14N2測 定 時の発光強度 よ り明るいため
,そ れぞれ の ピ

ー ク高を測定 して15N濃 度を求め ると,真 の値 よ り高

(45)



218 RADIOISOTOPES Vol.31,No.4

く出る。 そ こで,2組 を 対 にして 測定す る こ とによ

り,発 光 強度 の変 化を直線近似 し,同 一時刻 におけ る

129,12aを 測定 している。 ただ し,発 光強度 が増減 した

り,振 動す るな ど不安定 な場合や,そ の経時変化が大

幅 な ときには変化 を直線 で近似 できないため,正 しい

測定値 が得 られ ない。一般 に4mm放 電管は 封入N2

量 が少 ないため,は じめ発光強度が増加 した後,徐 々

に低下 し,最 終的 には発光不能 になる場合が多い。そ

こで,は じめ数秒強 く光 らせ た後,放 電管 を下げ て高

電圧側電極 との接触面積 を減少す ると,発 光強度 は弱

くなるが,安 定 なチ ャー トを得やす い。

14N15Nの バ ックグラウン ドの取 り方:15N濃 度 が低

い場合,パ ックグラウン ドの取 り方 が悪 いときわめ て

大 きな誤差 の原 因 となる10)。バ ヅクグラウン ドノイズ

の低 い放電管 を作製す るこ とが最 も大切 なこ とで ある

(1) 0.08 atom % excess(2)
0.20 atom % excess

(パ ッ ク グ ラ ウン ドが 低 い 場 合)

(3)0.20 atom % excess
(パ ッ ク グ ラ ウン ドが 高 い 場 合)

図715Nフ ロ ー チ ャー ト14N15Nの パ ック グ

ラ ウン ドの位 置(×32)

(1)パ ック グ ラ ウン ドが 高 く,か つ 発 光 強 度 が

急 激 に増 加 して い る。

(2)パ ック グ ラ ウン ドが高 く,CO2と14N2の

ピ ー ク の変 曲 点 が 不 鮮 明 で あ る。

図8発 光 不 良 な 放 電 管 の チ ャー ト例

が,そ のためには,放 電管作製時にCaOと ガラス管

壁 を十分熱 し,CO2と 水をで きるか ぎ り除去 してお く

ことが肝要であ る。バ ヅクグラウン ドがやや高めに出

る放電管については,強 い発光を30分 程度持続す ると

放電中に妨害 ガスが吸着 されバ ックグラウン ドを低下

で きる。

図7の14N15Nピ ー クの前 に 微小 な肩が 認め られ る

が,こ れはCO2の 発光 に よるものであ り,14N15Nの

ピー クと重 なってい る6)。そ こで,14N15Nピ ークのパ

ックグラウン ドには,14N15Nピ ークとCO2の 肩 との

変 曲点(矢 印)を とることに よ り正確 な測定が可能で

あ る。ただ し,パ ックグラウン ドが異常に高 く,14N15N

の ピー クの高 さを上 まわ る場合には測定値が不正確に

なる。 図8の よ うに,パ ヅクグラウン ドが 高い 場合

や,変 曲点が不 明瞭 な場合 は,パ ヅクグラウン ドを下

げ るか,放 電管 を作 り直す。

補正:15Nの 測定値 は,ピ ー クのshadowや 裾 など

の影響 で真 の値 と若干ずれて いるため,正 しい値を得

るためには,お のおのの15Nの 測定装置について標準

放電管 を使用 して “実測値 一理論値”の曲線を作 り,

これ を用 いて補正す る。補正 曲線を折れ線 グラフに近

似 して計算に よ り補正 して もよい。

15N濃 度 が10～50%の 試料 につ いては,15N2の ピー

クが高 くなるにつれて,そ のshadowが14N15Nの ピ

ー クに重 なって くる。 そ こで,14N15N左 下を バ ヅク

グラウ ン ドに とる と,15N濃 度が高 くなるにつれて,

図910～50atom%の 試料 の14N15Nピ ー ク

の パ ッ ク グ ラ ウン ドの と り方

a,b間 の距 離 を14N15Nの ピー ク高 と

す る。

(46)
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相対的 に測定値が真 の値 よ り低 くな り,補 正曲線が頭

打 ちを示す。筆者 らは,15N濃 度が高い場合,妨 害 ガ

スに よるバ ヅクグラウン ドの上昇 は無視 できることか

ら,15N濃 度10～50%の 場合 には,14N15Nピ ー クのバ

ックグラウン ドを15N2ピ ー クの前 としている(図9)。

この操 作に よ り直線 に近 い補 正曲線 を作 るこ とができ

る0

10.測 定 誤 差 の検 討

15N分 光分析法 で実測 した データを用 いて,同 一放

電管 で得 られ る連続 した2組 の測定値の誤差を検討 し

た。実測値atom%に 対す る変動係数は,全 濃度範囲

にわ たって1%以 内である。ただ し,図10に 示 され る

ように,実 験結果 の表示 に用 いるatom%excessを 算

出す る さいには,試 料 のatom%か ら15N自 然存在比

(0.37atom%)を 引 くため,試 料 の15N濃 度 が0.1

atom%excess以 下では相対誤差が急速に大 きくな る。

そ こで,と くに定量的な実験 では,0.1atom%excess

以上の測定値が得 られ るよ うに実験 設計を組む ことが

望 ましい。ただ し,測 定値が1atom%excess以 上で

は誤差 はほとんど変化 しないため,15N濃 度のむやみ

に高 い標識化合物 を用 いるのは不経済 である。

とくに,isN濃 度が 低 い試料 をよ り精度高 く測定す

るには,測 定連数 を多 くとった方 が よいが,通 常 の ト

レーサ実験 においては同一試料 につ き2本 の放電管 を

作 り,そ の平均値を とれば測定 精度 としては十分 であ

る。ただ し,放 電管作製時の汚染の有無をチ ェヅクす

る意味 でも,放 電管は必ず2本 作 り,測 定値の間に異

常 に差 がある場合に は,単 純に平均せず,測 定 し直す

図1015N測 定 に お け る誤 差

変 動 係 数(%)=標 準 偏 差(σn-1)÷ 平 均 値(u)×

100。50%の 線 は お の お の の15N濃 度 に対 して測

定 値 の約50%が 在 存 して い る範 囲 を 示 す。

か,高 い方 の値 を採 用す る。

11.15N発 光 分光 分析 法 に よ る生 体 ア ミ ノ

酸 の測 定 例

発光分光法に よる生体内遊離 ア ミノ酸の15N分 析 が

容易に行 えるよ うに な り,す でに植物の窒素の初期 代

謝過程や移行 などの 研究 に 利用 されて き てい る。 熊

沢13),米 山 ら18),19),有馬 ら17)は水稲根に吸収 された ア

ンモニアや硝酸 の代謝 に つ いて 検討 し,ま た,伊 藤

ら20)～22)はヒマ ワリの葉 の 窒素代謝 と光合成 の 関連に

ついて報告 してい る。筆 者 らは,15N分 光法 を用 いて,

大豆根粒で固定 した空中窒素の同化な らびに体 内の移

動に関す る研究を進めてお り,そ の結果の うち,ア ミ

ノ酸15N分 析の応用例を簡単に紹介す る。

大豆 など根粒 を形成す る豆科植物は,土 壌中の窒素

を吸収 同化す る とともに,空 中の窒素を固定 し利用 し

ている。宿 主植 物に共生 した根粒菌 はバ クテ ロイ ドと

呼ばれ,窒 素固定 能を発現す るよ うになる。NEは,バ

クテ ロイ ド内の ニ トロゲナーゼに よ り,最 初 にアンモ

ニアに還 元 され ることは よく知 られ ているが,根 粒 内

におけ る固定後の代謝 過程や,根 粒 か ら宿 主への移行

形態 などに ついては,十 分,明 らかに されてはいな

い。そ こで,筆 者 らは大豆 の根粒に15N標 識 した空 気

を曝露 し,固 定 した後の窒素の挙動を追跡 した。

はじめに,無 窒素培地 で栽培 した大豆に15N標 識窒

素 ガス(15N2:O2:He=1:2:7,70atom%15N)を21

分 間曝露 し,そ の後,根 の周囲のガスを空気 と置換 し,

isN供 与開始50分 後 まで実験を続 けた。 処理 中,植 物

を経時的にサン プ リングし,そ の根粒 をす ばや くもぎ

と り,80%エ タノール中で摩砕 し,遊 離窒素化合物 を

抽 出して15N濃 度を測定 した。結果を図1123)に示 す。

ニ トロゲナーゼに よ り最初に生成す るアンモ ニアに

つ いては,15N2曝 露開始直後に15N濃 度の急激な上昇

を示す が,数 分後 には低 い レベ ルで頭打 ちに なる。 こ

の ことか ら,固 定直 後の ア ンモ ニアはN2固 定部位近

傍 にのみ局在 し,急 速 に他 の化合物へ 同化 され ている

ことが分か る。

ア ミノ酸,ア マ イ ド)に ついては,グ ルタ ミンが最 も

早い時点か ら15N濃 度 の上 昇を示 し,また,気相 を15N2

か ら14N2),に変換 した直 後か ら,ア ンモ ニア同様急激

に15N濃 度が低下す る。 グルタ ミンのア ミド基 とア ミ

ノ基を分別 して15N濃 度を測定す る と(図11(2),15N2

処理開始直後 の15Nの 取 り込みは,グ ル タ ミンア ミド

基,グ ルタ ミン酸,グ ルタ ミンの ア ミノ基 の順に始 ま

っている。一方,グ ルタ ミン酸 に ついて 見 る と,15N

(47)
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(2)*ア ソモ ニ ア ● グル タ ミン ○ グル タ ミン 酸

■ ア ラニ ン ム ア ス パ ラギン 酸 ▲ ア ス パ ラギン,

ロセ リン ◇ ア ラン トイン(酸)◆ 硝 酸 ▼ グル

タ ミン ア ミ ド基 ▽ グ ル タ ミン ア ミノ基

図11大 豆根粒 に15N2を 曝露 した後 の根粒内遊

離窒素化合物 の標識経過

(2)は15N、 供給開始10分 後 までの経過を拡

大 した。

表1isNz曝 露直後に分離 した根粒パ クテ ロイ ドと細 胞亶

画分 の15N濃 度 と固定窒素の分 布

○グルタ ミン酸 ● グル タ ミン ■ アラニン ◇ アラン ト

イン(酸)▲ アスパ ラギン

図1215N2曝 露後の根粒バクテ ロイ ド画 分,植 物細胞質画

分 の遊離窒素化合物 の標識経 過

の取 り込 みは数分間 の ラグタイムの後 に始 ま り,そ の

後急速 に上昇 し,非 標識気相へ転換後 もしば らく上昇

傾向を維持 してい る。 これ らの結果は,固 定生成 した

アンモ ニアが,従 来,考 え られていた よ うに グル タミ

ン酸脱水素酵素(GDH)で はな く,む しろ主 として,

グル タ ミン 合 成 酵 素(GS)/グ ル タ ミン酸 合 成 酵 素

(GOGAT)系 で同化 され ているこ とを示唆 している。

グルタ ミン酸 に続 いてア ラニンの15N濃 度漆上昇 し

てお り,つ ぎにアラン トイン(酸)が 急速 な15Nの 取 り

込み を示 している。 プ リン核分解過程の中間体 として

知 られ るアラン トイン(酸)が,大 豆根粒内で固定 窒素

か ら活発に合成 されてい ることに興味深い。大豆 の体

内窒素移動形態 として重要視 され ているアスパ ラギン

は,や や長 い ラグタイムの後 に徐 々に'15Nを 取 り込ん

でいる。

つぎに,15Na処 理後 ただ ちに根粒をバ クテロイ ドと

植物細胞質 とに分画 し,両 者の標識経過を調べた24)。

両画分 の15N濃 度を比較 した ところ(表1),15N2供

与開始か ら5分 後,10分 後 ともに,バ クテ ロイ ドよ り

もむ しろ植物細胞質 の方 が高い。 さらに,固 定窒素 の

分布割合 をみ ると,5分 後 で97%が 植物細胞質に分布

(48)
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図13大 豆根粒 内にお ける固定窒素 の同化に関す るモデル図

してお り,固 定生成 した窒素は大部分パ クテ ロイ ドか

ら宿主細胞質へ急速に移動 してい ることが分か る。

つ ぎに,両 画分の遊離窒素化合物への15N同 化パ タ

ーンを調べた ところ(図12),両 者は まった く異な って

お り,バ クテロイ ド内では,グ ル タ ミン酸が最 も急速

な15N濃 度上昇を示 してい るが,細 胞質では グル タ ミ

ン,グ ルタ ミン酸,ア ラニン,ア ラン トイン(酸)の 順

である。

以上 の結果,な らびに,15Nと 窒素同化に関与す る

酵 素の阻害剤 を組 み合わせ て用 いた実験結果25)などか

ら,根 粒内の固定窒素の初期 同化過程 について,筆 者

らは図13の よ うなモデルを考えてい る。

固定生成 した アンモ ニアは,大 部分その まま宿主 細

胞質側に放出 され,GS/GOGAT系 で最初に同化 され

た後,種 々の ア ミノ酸や アラン トイン(酸)へ 迅 速に取

り込 まれ て,根 や茎葉部へ移行す る。一方,固 定生成

した アンモニアの一部 は,バ クテロイ ド内では,GS/

GOGAT系 ではな く,GDHや アラニン脱水素酵素で

最初YTL..同化 され ると考 えられ るのであ る。
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