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研究成果の概要（和文）：本研究では、マトリックスレーザー脱離イオン化質量分析（MALDI-MS）を基盤とした微量細
胞から高感度に代謝物を検出する手法の先鋭化、すなわち、高解像度代謝物解析に向けて必要不可欠な計測可能な分子
種や測定感度を向上させる技術開発（MALDIイオン化機構の理解と新規合成マトリックス評価）を行った。その結果、M
ALDIイオン化の計算的に予測可能な方法論（QSPR：定量的構造物性相関解析）や代謝物の高感度検出可能なマトリック
スの創出に成功した。また、食品成分の生体応答で最も注目される酸化ストレス応答の新たな分子機構（ミトコンドリ
ア制御機構）の存在を明らかにすることにも成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop a technique and methodology, understanding 
of MALDI ionization rationale and synthesis of new matrix, for improvement of molecular coverage and detec
tion sensitivity toward high-resolution metabolite analysis on the basis of MALDI-MS capable of sensitivel
y detecting metabolites from trace amount of cells. We succeeded in newly proposing a methodology of chemo
metric prediction of MALDI ionization based on the quantitative structure-property relationship (QSPR) ana
lysis and in newly generating highly sensitive matrix for metabolites. In addition, we found new molecular
 mechanism, mitochondrial regulation system, of oxidative stress, which is often observed in biological re
sponses against food factors. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 近年、医薬品の有効性・安全性評価や作用
機序の解明に代謝物総体を解析するメタボ
ロミクスの適用事例が飛躍的に増加し、食品
機能性分野でも食品因子応答性の生体分子
動態を高精度に計測可能な技術があれば、従
来にない高度な食品機能性評価が可能とな
るだけでなく、信頼性の高い食品作用メカニ
ズム解明に新たなブレークスルーをもたら
すことが期待されている。 
 
 我々は、マトリックス支援レーザー脱離イ
オン化質量分析（MALDI-MS）により、既存
の常識を覆す生体代謝物の超高感度測定法
および微量細胞からの非標的型代謝物検出
法の開発に成功した。また、代謝状態の違い
を層別化する代謝物プロファイリング法が
食品機能性評価に極めて有効であることを
世界で初めて実証するとともに、本法が様々
な病態の理解（組織レベル）に役立つ表現型
解析にも有用であることを見出した。 
 
 一方、我々は食品因子の生理作用発現にそ
の特異的標的分子の存在が必須であること
を報告してきたが、それらの代謝応答との関
連性は未解明のままであった。 
 
 そこで、もしも、組織内超微小領域（微量
細胞レベル）の代謝動態を捉えることができ
れば、従来の機能性分子解析法では得られな
い微細な細胞応答に基づく食品機能性評価
を可能にできるのではないかという仮説を
考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 表現型に最も近い代謝物は、“今何が起き
ているのか？”を最も反映した生体情報であ
ることから、微細な生体応答解析での重要性
が強く指摘されている。本研究では、独自の
技術である MALDI-MS を中心とした微量細
胞から高感度に代謝物を検出する手法を先
鋭化し、技術的ボトルネックとなっていた計
測可能な分子種の網羅性、測定感度や精度を
向上させた代謝物解析法を開発する。 
 
 
３．研究の方法 
 
 質量分析における選択性と検出感度を決
定づける最大の要因は対象物質のイオン化
効率にある。高解像度の代謝応答解析を実現
するためには、イオン化助剤（マトリックス）
の最適化（高感度化）が第一優先課題である。
このため、本研究では以下の項目を遂行した。 
 
（１）代謝物化学構造とイオン収率との定量
的構造特性相関の検討 

 
（２）合成マトリックスのイオン化能の検討 
 
 以上の検討に加えて、食品因子による生体
応答で現在最も注目されている酸化ストレ
ス応答への影響を捉える新たな方法論の探
索も併せて行った。 
 
（３）食品因子が標的とする微量動物細胞内
の新奇酸化ストレス応答機構の検討 
 
それぞれの詳細については、以下に示した。 
 
（１）代謝物化学構造とイオン収率との定量
的構造特性相関の検討 
 
 MALDI 法では、検出可能な物質種の範囲
や検出感度が使用するマトリックスの分子
種に特異的である点が特徴である。しかし
MALDI の機構については未だ不明な点が多
いことから、マトリックスの選定は経験的に
行われている。現在一般的に用いられている
マトリックスにより検出可能な分子種は限
られており、検出目的物質に応じたマトリッ
クスの分子構造最適化技術が重大な課題で
ある。そこで、我々は MALDI 法について「計
算的に予測可能な」理解を目指し、イオン化
の可否やイオン収率に影響を与える代謝物
構造の要因を定量的構造物性相関（QSPR）
の手法により調査した。 
 
（２）合成マトリックスのイオン化能の検討 
 
 これまでに 9-aminoacridine (9-AA)が幅広い
代謝物を同時に検出可能な極めて優秀なマ
トリックスであることを報告してきたが、
LC-MS 等の手法と比べるとそのカバレッジ
は極めて乏しい。より高感度（より幅広い）
の代謝物検出を実現するために、9-AA をベ
ースとして、有機化学的手法により誘導体を
作成し、それらの代謝物に対するイオン化能
を 9-AA と比較検討した。 
 
（３）食品因子が標的とする微量動物細胞内
の新奇酸化ストレス応答機構の検討 
 
 代謝の酸化的機能不全は様々な生物学的
破綻を引き起こすことが知られている。酸化
ストレスにより実に多くの代謝酵素が不活
化の標的となると予想されているが、現状で
はストレス応答を介して制御される代謝の
包括的観察法が欠如しているために、標的と
なり得る代謝酵素を同定することは極めて
困難であった。そこで、代表的な酸化ストレ
スである H2O2 刺激により変動する細胞内代
謝物（ヒト動物細胞、HeLa 細胞など）を捉
えるために、MALDI-MS に先立って、複数の
分離モードを組合せた LC-MS を用いた代謝
物プロファイリングを行った。 
 



４．研究成果 
 
（１）代謝物化学構造とイオン収率との定量
的構造特性相関の検討 
 
 まず実験的に、主要な生体内代謝物 200 種
について 9-AA をマトリックスとして
MALDI-MS 分析を行い、そのイオン化の可否
および検出限界濃度（LOD）を評価した。次
に各代謝物の構造情報をもとに様々な分子
記述子を算出し、実験結果を予測するモデル
をランダムフォレスト法により構築した。本
法のスキームならびに結果は以下示した（図
１）。予測における重要度の高い記述子を評
価した結果、水素結合強度および負電荷表面
積がイオン化の可否を決定づける傾向が示
された。また LOD 値には水素結合強度のみ
が影響していたことから分子表面の電子状
態がイオン化の前提である可能性が示唆さ
れ、マトリックス分子との相互作用に関連し
ていることが推察された。官能基などの構造
的特徴が類似するアミノ酸のみを対象とし
たモデルでは代謝物分子の形状に関わる記
述子の重要度が高く、分子骨格の形状あるい
は柔軟性がマトリックス分子との相性を生
み出している可能性が示された。以上の結果
は、QSPR 法が従来にない理論的な（計算的
に予測可能な）マトリックス開発戦略の新た
なアプローチとなることが示唆された。本成
果は世界最大の質量分析学会の機関誌（J. Am. 
Soc. Mass Spectrom. 2014）の表紙を飾った。
こうした新たな方法論に基づいて得られた
種々の構造情報をブラックボックス化して
いる MALDI イオン化機構の解明に活用する
とともに、新たなマトリックス合成への展開
につなげていく予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ QSPR による代謝物のイオン化の可否や 

イオン化収率に関する構造情報の抽出 
 
（２）合成マトリックスのイオン化能の検討 
 
 約 40 種類の合成マトリックスを用いて、
200 種類の主要な代謝物（最左列）に対する

イオン化性能を図２に示した。色がついてい
るものは 9-AA よりも感度よく検出できてい
ることを示している。その結果、9-AA では
検出困難な代謝物を感度よく検出できる
種々のマトリックスやより幅広い数の代謝
物を同時に検出できるマトリックスが存在
することが明らかとなった。この結果は、有
機合成的アプローチが高感度マトリックス
を創出するのに極めて有用な戦略であるこ
とを示唆している。こうしたアプローチを積
み重ねることで、本研究の目的である高解像
度解析に必須な高感度マトリックスの創出
が可能となった。今後、本結果から得られた
誘導化に基づく構造情報の重要性を反映さ
せた合成展開を図り、更なる高性能マトリッ
クスの創出を目指す。また、得られた合成マ
トリックスライブラリーを先述の QSPR へ応
用し、計算化学的視点から効率的に高感度化
に必要な構造情報の予測を進めていきたい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 9-AA をベースとした合成マトリックス 

のイオン化性能 
 
 
（３）食品因子が標的とする微量動物細胞内
の新奇酸化ストレス応答機構の検討 
 
 図３に示したように、H2O2刺激により変動
する細胞内代謝物を捉えるために、異なる効
果を示す濃度域の H2O2 刺激後の細胞抽出物
を質量分析に供し、代謝物プロファイリング
を行った。その結果、PCA スコアプロットに
おいて、正常・分裂停止・障害性レベルに応
じた（H2O2濃度に応じた）クラスター形成が
確認され、各濃度の代謝物のプロファイルが
生物学的状態に反映していることが示唆さ
れた。 
 

 
図３ 酸化ストレス応答性代謝物プロファイリン

グに向けた実験概要 
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図４ H2O2応答性代謝物プロファイルの 

PCA スコアプロット 
 
 つぎに、正常、分裂停止、細胞障害性の層
別化に寄与する代謝物を探索するために、判
別分析（OPLS-DA）を行った結果、図５に示
すように減少するものおよび増加するもの
を含めて５８種類の代謝物マーカーが得ら
れた。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 判別分析による H2O2応答性代謝物の同定 

 
 さらに、これらの中から、刺激によって増
大するものと減少するもののセット（基質−
生成物）を酸化ストレスに脆弱な酵素によっ
て制御される代謝物と仮定して探索した結
果、脂肪酸のβ酸化に関わるカルニチンが同
定された（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ H2O2応答性代謝物プロファイルの 
PCA スコアプロット 

 
 

 
 生化学的手法による検討で、それら代謝物
の代謝変換に関わる酵素であるカルニチン−
パルミトイルトランスフェラーゼ１（CPT1）
が H2O2 刺激に対するターゲットであること
が判明した（図７）。また、このような挙動
は食品成分の一種でもある遊離のアラキド
ン酸処理においても同様に認められた。 
 H2O2 は様々な細胞内反応の副産物として
だけでなく、病原細菌や食品成分などの幅広
い外来物質の侵入によっても産生される。こ
のような H2O2 分子がミトコンドリアの機能
制御に関わる代謝酵素（CPT1）をターゲット
とし、酸化ストレス応答を引き起こしていた
ことは生物学的にもとても興味深い。また、
酸化ストレス応答に関連する代謝酵素の同
定に我々が提案するアプローチが有効であ
ることも示された（Genes Cells 2013）。今後、
こういう手法を MALDI-MS に応用すること
で、全く新しい視点での高解像度の生体応答
解析が可能となると思われる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ CPT1 を介した新規酸化ストレス応答機構 
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