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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者・財津が開発したメタボロームのリアルタイム計測手法の改
良と解析手法の開発を行った。リアルタイム計測では、対象成分数を拡張するための分析条件を見出し、40成分
のメタボロームをリアルタイムで計測することに成功した。また、リアルタイム計測から得られた時系列多変量
データを効率的に解析することが可能なデータパイプラインを、統計解析言語Rを用いて開発した。さらに時系
列データにおける自己相関を考慮し、ベイズ統計モデリングを用いた状態空間モデルによる解析手法も開発し
た。最終的に生きたマウスに本手法を適用し、その実用性を確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, our research team have developed a real-time metabolome 
analytical technique using probe electrospray ionization tandem mass spectrometry (PESI/MS/MS) with 
time-series multivariate analyses. We optimized analytical conditions for real-time mass 
spectrometry, achieving successfully monitoring of 40 metabolites in a living mouse. Our research 
team has also developed a data pipeline using the R software, and this data pipeline can 
automatically execute bioinformatics analyses such as multivariate analysis. Moreover, we have 
developed a new approach using a state space model based on Bayesian statistical modeling for 
time-series data obtained from real-time monitoring. Finally, we applied this technique to a living 
mouse, demonstrating the practicality of our technique. 

研究分野： 生体医工学・生体分析・脳計測・メタボローム解析

キーワード： リアルタイム計測　生体医工学　脳計測　生体分析　メタボローム解析　質量分析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は生体内のメタボロームの変化を生きたマウスから直接検出する手法ならびに時系列データ解析を行う手
法を開発したものである。生きたマウスのダイナミクスを直接観察する技術の開発は極めて独自性が高い。さら
に、本研究で開発した時系列データ解析は、従来のマイクロダイアリシスなどを用いた細胞外神経伝達物質の挙
動を理解するためにも応用可能であるため、学術的にも高い意義を有している。今後、本手法を脳疾患、特に認
知症モデルマウスや精神疾患モデルマウスなどに応用することで、従来のアプローチとは異なる知見を得ること
ができると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、アミノ酸や脂肪酸、糖類といった内因性代謝物の網羅的解析手法である「メタボローム

解析」の病態解析や毒性学などへの応用展開が拡大している。現在、メタボローム解析を病態モ
デルマウスなどに適用する際には、解剖によって採取した臓器等の生体試料にメタボローム解
析を実施するのが一般的である。しかし、解剖は必然的に生体の「死」を伴うため、得られた結
果から「死」の影響を完全に排除することが難しく、その意味では、真に生体内でのメタボロー
ムの変動や、メタボロームを用いた病態解析や毒性発現機序解析が出来ていないことが指摘さ
れている。実際、研究代表者・財津の研究チームでは、メタボロームの死後分解についてラット
を用いた検討を行った結果、メタボロームは死後に、そのプロファイルが著しく変化することを
確認しており（Sato T, Zaitsu K, et al. Analytical and Bioanalytical Chemistry 2015, 407, 
3659-3665.）、解剖を伴うアプローチでは死後変化の影響を大きく受けることが示されている。 
一方で、生体内でメタボロームは恒常性によって動的に、かつ連続的に変動していることから、

解剖による定点の観測だけでは、得られた結果の解釈が極めて難しいことが課題となっていた。
これまでに、研究代表者・財津の研究チームではモデルマウスなどにメタボローム解析を適用す
ることで、病態解析や毒性機序解析を実施しており、依存性薬物を投与したラットの尿・血液に
おけるメタボロームの変動を解析したもの（Zaitsu K et al. Analytical and Bioanalytical 
Chemistry 2014, 406, 1339–1354.）や、カンナビノイド受容体アゴニストの大脳への影響をメ
タボローム解析で評価（Zaitsu et al., Life Science 2015, 137, 49-55.）してきた。しかし、これ
らの研究で観察されたメタボロームの変動が、投与した薬剤の直接的な影響によるものか、それ
とも、薬剤によって生じたメタボロームの影響を緩和するために、生体内の恒常性によって復元
した結果であるのか、さらにはメタボロームに薬剤の直接的な影響が生じることにより、代替経
路が機能することによって生じた結果なのかを判断することが極めて困難であった。 
従って、生体内のメタボロームの変動を真に理解するためには、生きたマウスにおけるメタボ

ロームの連続的な測定を可能にする新規技術を確立する必要があった。さらに、連続的に観察さ
れたメタボロームデータは時系列の多変量データとなるため、それらのデータを解析する手法
の確立も必要となる。よって、上記の計測法と時系列データ解析手法が確立できれば、薬剤等に
よる新たな毒性発現機序を解明するための、革新的な手法を確立できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究代表者・財津が新たに開発した「探針エレクトロスプレーイオン化タンデム

質量分析（Probe electrospray ionization tandem mass spectrometry, PESI/MS/MS）」を用い
たメタボロームのリアルタイム計測法を用いて、生きたマウスの脳等の臓器から直接、メタボロ
ームをリアルタイムで測定することを可能とする in vivo リアルタイム・メタボローム計測法を
構築することを目的とした。特に、従来の代表研究者・財津が開発した手法では、数成分のモニ
タリングに留まっていたが、本研究では対象成分数を拡張することを主目的とした。さらに、リ
アルタイム計測法から得られた時系列多変量データを解析するための手法を確立することを目
的とした。最終的に、薬剤を投与したマウスに開発した手法を適用し、メタボロームのリアルタ
イム計測と時系列多変量解析から、本手法の有用性を評価するとともに、投与した薬剤の毒性発
現機序についても考察することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
リアルタイム計測には、PESI イオン源を設置
したタンデム型質量分析計を用いた（図 1）。 
リアルタイム計測の対象成分の拡張：多成分
のメタボロームをリアルタイムで測定可能な
手法に拡張するため、解剖で採取したマウス
の脳等の臓器試料を模擬試料として使用し、
質量分析計の測定モードを「Scheduled SRM 法
（分析対象を次々と切り替えるモード）」に設
定することで、多成分の検出条件を最適化し
た。イオン化は PESI ポジティブモードおよび
PESI ネガティブモードで行った。対象成分
は、解糖系、クエン酸回路、尿素回路、ペン
トースリン酸経路などを構成する 40 成分を
対象とした。質量分析計の取り込み時間と
PESI の探針駆動周期の最適化を実施した。 
時系列解析手法の開発：統計解析言語 Rを用いて、得られたデータの時系列解析手法の構築を試
みた。 

図 1 リアルタイム計測用質量分析計 



生きたマウスのリアルタイム計測：イオン
化促進用の溶媒を供給する特殊サンプルカ
ップを生体試料用接着剤で対象臓器上に固
定し、吸入麻酔下でマウスを可動型ステー
ジに設置し、最適化した条件でリアルタイ
ム計測法を検証した。 
 
４．研究成果 
対象成分の拡張：Scheduled SRM で対象成分
をセグメントごとに分けることで、各成分
あたりの質量分析計の取り込み時間を確保
できる。その際、各セグメントへの割り当て
時間と PESI の上下駆動周期を最適化した。
Excel のマクロ機能によるメソッド開発法
を構築し、オフライン条件下でマウスの臓
器試料を用いて分析条件を最適化した。当
初、計算上で PESI の駆動周期と質量分析計
の取り込み周期を一致するように設定し
たが、徐々に周期にずれが生じ、多成分の
リアルタイム計測が困難であった。そこで
PESI の駆動周期と質量分析計のとりこみ
時間を変えた条件で試行実験を行い、全て
のセグメントでピークが良好に検出される
条件を見出した。最適化した条件で、生きた
マウスの分析を行った結果の一例を図 2 に
示す。本手法を用いることで、感度を維持し
たまま、生きたマウスにおける多成分モニタ
リングを達成した。 
 
時系列多変量解析手法の開発：統計解析言語
R を用いてデータ解析を自動で実行できる
データパイプラインを開発した。このデータ
パイプラインを用いると、多変量解析などを
自動で実行し、結果を描出できる（図 3）。さ
らに、本手法の GUI 開発にも乗り出し、名古
屋大学 ITbM・高橋一誠 特任助教の協力を得
て、web アプリのプロトタイプ開発にも成功
した。また、時系列データにおいては各デー
タポイントにおいて自己相関の影響が問題
となる。これを解決するために、R および
Stan を用いて、ベイズ統計モデリングの 1
つである状態空間モデルを用いた時系列デ
ータ解析手法を新たに開発した。本手法で
は最初の数分間に取り込んだデータをもと
に信用区間を算出し、信用区間からの逸脱
を判定できるように設定した。 
 
実用性の評価：マウスに異なる化合物を腹
腔内投与し、実際に生きたマウスの脳内メ
タボロームのリアルタイム計測を実施し
た。図 4に結果の一例を示すように、化合
物を投与した直後にメタボロームがリアル
タイムに変動する結果が観察され、本手法
の実用性を確認することができた。 
 
以上の結果、本研究では生きたマウスにお
ける多成分のメタボロームをリアルタイム
の計測する技術を開発し、その実用性を評
価することができた。 
 
 

図 2 最適条件における生きたマウスのリアル

タイム測定の結果 

図 3 データパイプラインによる多変量解析

の実施例 

図 4 脳内メタボロームのリアルタイム測定

結果。矢印が投与のタイミング。 
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