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研究成果の概要（和文）：現状のメタボローム解析技術により取得できる定量情報は，「相対定量」に制限され
ているため，細胞内の精確な代謝物濃度の決定には至っていない．また，相対定量情報では，他施設での異なる
分析装置や異なる分析手法で取得したデータと直接比較検証できないため，生理学的・生化学的考察を深めるこ
とが困難である．そこで，当該研究では，様々な生体試料に適用可能な包括的な安定同位体標識代謝物の調製法
の開発を軸に，試料調製，高感度定量メタボローム分析，データ解析手法を含む「安定同位体標識代謝物カクテ
ルを用いた定量メタボロミクス技術の開発」に取り組んだ．

研究成果の概要（英文）：One of the current problems in metabolomics is the difficulty in integrating
 data collected on different days, using different equipment and/or facilities. Accordingly, the 
development of a fundamental methodology that enables quantitative comparison of large scale data is
 needed for next-generation metabolomics study. In the present study, we established quantitative 
metabolomics and lipidomics methodologies based on chromatography mass spectrometry and stable 
isotope-labeled multi-compound cocktails. The quantitative analytical system developed is a 
potentially useful tool for the integration or sharing of global metabolomics data.

研究分野： メタボロミクス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
メタボロミクスは俯瞰的視点から原因遺

伝子と代謝の関連性を広く見出せることか
ら，近年その利用価値が格段に高まっている．
一方で，これまでの質量分析 (MS) を基盤と
したメタボローム解析における定量値の算
出は，抽出時に添加する数種類の内部標準物
質との「相対定量」により実施されてきた．
代謝物の網羅的相対定量解析によって，サン
プル間の代謝プロファイルの違いが明らか
となり，重要な代謝物や代謝経路の特定に繋
がった．しかし，従来法においては，各代謝
物の蓄積量の情報が得られないために，生理
学的・生化学的考察を深めることが困難であ
り，また，他施設での異なる分析装置や異な
る分析手法で取得したデータと直接比較，検
証できないことが大きな障壁となっている．
今後，遺伝子やタンパク質の定量情報ととも
に細胞機能を統合的に理解していくために
は代謝物の「絶対定量」の情報は必要不可欠
である． 
 
２．研究の目的 
はじめに従来のメタボローム解析手が相

対定量に制限されてきた理由を説明する．エ
レ ク トロス プ レーイ オ ン化質 量 分 析 
(ESI-MS) は，分子の選択性と感度が高い反面，
イオン化の際に生体試料由来の夾雑イオン
の影響によるイオン化抑制・増強が顕著に起
こる．さらに，ESI-MS の検出感度は，不特
定多数の夾雑イオンが ESI-MS 内部に蓄積し
ていくことで時々刻々と変化するため，外部
検量線の情報をもとに測定対象成分の絶対
定量値の算出は困難となる．一方で，この問
題を解決するための分析化学的手法として，
安定同位体希釈法が挙げられる．13C のよう
な安定同位体は 12C と物理化学的性質が同じ
であるために，12C 代謝物と 13C 標識代謝物の
クロマトグラフィーにおける溶出時間は同
一となり，かつ，MS における質量分離によ
ってこれらを容易に識別できる．よって，測
定対象とする全ての代謝物の安定同位体標
識化合物 (13C 95 atom %以上) を準備し，抽
出操作時に添加することで，抽出・分析時の
エラーを完全に補正することが可能となる．
しかし，安定同位体標識化合物は大変高価で
あり，メタボローム解析で測定対象とする全
ての代謝物の標識化合物を入手することは
現実的に不可能である． 

そこで本研究では，最小化学合成培地で培
養可能な大腸菌を対象に 13C6グルコースを細
胞内に取り込ませた in vivoラベリング法およ
び大腸菌の可溶性タンパク質と 13C6 グルコ
ースを用いた in vitro 合成法による親水性代
謝物の包括的な安定同位体標識代謝物の調
製法の開発を軸に，試料調製，高感度定量メ
タボローム分析，定量データ解析手法を含む
「安定同位体標識代謝物カクテルを用いた
定量メタボロミクス技術の開発」に取り組ん
だ． 

 
３．研究の方法 
（1）新規メタボローム分析法の開発 
 本研究では，包括的かつ定量的なメタボロ
ーム分析を実現可能にするために以下に示
す各種分析法の開発を行った．親水性メタボ
ローム分析は，陰イオン交換カラムによるイ
オンクロマトグラフィー高分解能質量分析 
(IC/HRMS) およびペンタフルオロフェニル
プロピルカラムを用いた液体マトグラフィ
ー高分解能質量分析 (PFPP-LC/HRMS) を用
いて実施した．疎水性代謝物分析すなわちリ
ピドーム分析は，超臨界流体クロマトグラフ
ィー三連四重極型質量分析  (SFC/QqQMS) 
による分析系の構築を行った． 
 
（２）安定同位体標識代謝物カクテル調製法
の開発 
 本研究では，13C6 グルコースを含む M9 最
小培地で培養した大腸菌抽出液を用いて親
水性代謝物の in vivo安定同位体カクテル調製
法を検討した．さらに，大腸菌を用いた無細
胞タンパク質合成系を利用した in vitro 調製
法についても検討した．また，脂質の定量分
析については，SFC/QqQMS 分析系を用いて，
各脂質クラスに対して 1 種の安定同位体ラベ
ル化合物を添加することで包括的な定量リ
ピドーム解析を実施した． 
 
４．研究成果 
（１）親水性代謝物の定量メタボローム分析
法の開発 
主幹代謝 (解糖系，ペントースリン酸経路，

クエン酸回路、核酸代謝，アミノ酸代謝など) 
は，生命のエネルギーの生成，細胞の維持な
らびに修復プロセスに関わり，また，がんな
どの代謝を理解する上でも最も重要な経路
である．また，これらの代謝中間体の多くは
イオン性高極性物質である．これら親水性代
謝物を包括的に測定するために，IC/HRMS
および PFPP-LC/HRMS 分析法を開発した．分
離モードの並列化により，主幹代謝中間体を
包括的かつ高感度で測定できることを見出
した (図 1)．542 種の標準品を基にした親水
性メタボローム in-house データベースを構築
し，また HeLa 細胞抽出液から 241 種の親水
性メタボローム情報の取得に成功した．さら
に，細胞や動物組織，血漿などの生体試料の
分析においても保持時間およびピーク面積



値の再現性が高い手法であることが分かっ
た．再現性の高い分析が実施できることによ
って，ピークアライメントやピーク同定など
のデータ解析にかかる時間は短縮され，化合
物同定の精度も向上した． 
 次に 13C6グルコースを含む最小化学合成培
地で培養した大腸菌抽出液を用いた in vivo安
定同位体標識化合物調製法の検討を行った．
グリセロールストックで保存した大腸菌を
天然培地 (LB 培地) でプレ培養後，最小培地
である M9 培地 (1% 13C6グルコース) にて本
培養を行った．本培養を 2 日間行うことで，
解糖系，ペントースリン酸経路，クエン酸回
路、核酸代謝，アミノ酸代謝の代謝物中間体
の 13C 標識化率は 95 atom %以上を達成した．
当該 13C 標識代謝物カクテルを内標として使
用することで親水性定量メタボローム分析
が可能となった． 
 一方で，大腸菌を用いた in vivo 安定同位体
標識化合物調製法は，培養・抽出・13C 標識
化率確認・12C 化学合成標準品を用いた 13C
標識代謝物の定量値算出，など調製のための
工程が多岐に渡るため in vivo安定同位体カク
テルを用いた定量メタボローム分析の運用
は容易ではない．そこで，大陽日酸株式会社
と九州大学間の共同研究として，無細胞系タ
ンパク質合成系 (無細胞くん) に 13C6 グルコ
ースを反応基質として添加することで，無細
胞系において糖代謝反応を促進させ，反応産
物を安定同位体カクテルとして利用する in 
vitro 合成法の試みに取り組んだ．大腸菌の細
胞抽出液と 13C6グルコース，各種補酵素類を
添加し，37℃で 2 時間反応させることで 13C
標識された解糖系中間体代謝物が生成され
ることを確認した (特許出願済み)．効率的な
酵素反応のためのさらなる最適化や大腸菌
細胞抽出調製液中の低分子 (12C 代謝物) の
完全除去などまだ課題は残されているもの
の，当該 in viitro 安定同位体代謝物調製法は
コストや汎用性の観点から今後有用な技術
に成り得ると考えられる． 
 
（２）定量リピドーム分析法の開発 

脂溶性代謝物の代表である脂質は，エネル
ギー貯蔵，生体膜構成成分，細胞内メディエ
ーターなどとして機能するほか，シグナル伝
達にも関わっていることが次第に明らかと
なってきているものの，未だ数多くの機能未
知分子種の存在が示唆されている．従って，
各種疾患の発症や進展に関わる機能性脂質
を発見し，脂質代謝制御機構を解明していく
ためには，脂質分子の包括的かつ定量的観測
技術の発展が必要不可欠である． 
超臨界二酸化炭素 (臨界温度 31.1°C，臨

界圧力 7.38 MPa) は気体様の拡散性と液体様
の溶解性 (ヘキサンに近い低極性の性質) を
有することから，脂質を分離するためのクロ
マトグラフィーの移動相として好ましい性
質をもつ．一方，三連四重極型質量分析計 
(QqQMS) を用いた多重反応モニタリング 

(MRM) は，高感度かつ分子の選択性の高い
測定手法であることから，微量成分の検出に
有効である．さらに，近年，QqQMS のスキ
ャンスピードが向上したことによって，多数
の MRM チャンネルを同時に観測することが
可能となってきた．そこで，生体内に存在し
うる脂質分子種を網羅した in silico MRM ラ
イブラリーと高分離かつ高感度分析を実現
可能な SFC/MS/MS を用いて，ワイドターゲ
ット定量リピドミクス分析法の開発を試み
た． 
一方で，ESI-MS を用いて定量するために

は，各脂質分子に対応する内部標準物質を添
加し，それぞれのイオン化の抑制を補正する
必要があるが，全ての脂質分子の内部標準物
質を揃えることは事実上不可能である．大腸
菌による in vivo 合成によって調製した 13C 標
識脂質画分の分析を実施したところ，検出さ
れる脂質クラスは制限されており，高等生物
が有する脂質分子を包括的に調製すること
は困難であった．そこで本研究では，クロマ
トグラフにより各脂質クラスを溶出時間の
違いで分離し，脂質クラスごとに生体内に存
在しない内部標準物質 (あるいは各脂質クラ
スの安定同位体化合物) を添加する，すなわ
ち最小の化学合成内部標準物質を準備する
ことで包括的かつ定量的なリピドーム分析
が実施できないかを検証した． 
まず，各脂質クラスを最大限に分離可能な

クロマトグラフの分析条件を模索した．その
結果，エチレン架橋型ハイブリッド粒子にジ
エチルアミン (DEA) を結合させたカラムを
使用することでほぼ全ての脂質クラスを 20
分で分離することに成功した．続いて，同一
脂質クラスの脂質分子については QqQMS 
(MRM) による分離・識別を検討した．その
結果，各脂質分子をアルゴンガスにより開裂
させ，脂肪酸側鎖由来のフラグメントを検出
することで，構造異性体を含めた個々の脂質
分子の識別に成功した．さらに，添加回収試
験により 22 種の脂質クラスに対して 60%以
上の精度で個々の脂質分子を定量可能であ
ることが示された．当該研究で開発したワイ
ドターゲット定量分析法 (図 2) は，米国の脂
質研究の専門誌である J. Lipid Res. (雑誌論文
①) において高く評価され，複雑な脂質代謝
における詳細な研究やバイオマーカー探索



に有用な技術となることが期待された．実際
に，当該定量リピドーム分析法を用いること
で，動物細胞や各種動物組織，血漿，あるい
はエクソソーム試料から約 300～600 種程度
の脂質分子の定量情報が取得可能となり，こ
れらの知見を基にした研究成果を雑誌論文
として報告した (雑誌論文②-⑦，⑪-⑬)． 
 
（３）メタボロミクスデータの統合に向けた
代謝物相対定量値の実験室間比較 
 メタボロミクスに期待される日本人代謝
物カタログの作製と大規模定量データ取得
を実現するには，代謝物同定法，および異な
る時期，異なる実験室，異なる分析方法で取
得した代謝物定量値を比較可能とする基盤
技術の確立が求められる．その端緒として，
国内のメタボロミクス研究機関 6 施設におい
て，ある代謝物に対して異なる実験室の異な
るメタボローム分析法が同じ相対定量能力
を持つか検討した．2 種類のヒト培養細胞株
から抽出した同一サンプルを各機関に配布
し，それぞれ相対定量を行った．得られた結
果をもとに，現時点で相対定量結果が分析法
間でどれくらい一致するのか，前処理法，デ
ータ解析法の標準化が必要なのか，異なる分
析手法や装置間で化合物同定が正しくでき
ているのか，現時点で動物細胞株から同定さ
れる代謝物数はどれくらいかなどについて
検討を行った． 
各種分析法を用いて，脂質，アミノ酸，有

機酸，糖リン酸，補酵素，糖をターゲットと
したメタボローム分析を行った．分析は，同
一サンプルを前処理から 3 反復で実施した．
ピークピッキング等のデータ処理も各実験
室の方法に従い実施した．得られた結果を解
析したところ，約 200 種類の親水性代謝物，
約600種類の脂溶性代謝物がMCF-7あるいは
HeLa 細胞抽出液から検出された．さらに，
MCF-7 および HeLa の両方の細胞抽出液から，
96種の親水性代謝物と193種の脂溶性代謝物
が 2 種類以上の分析系にて検出された．これ
らの代謝物の相対定量値 (MCF-7/HeLa) を
比較した結果，60%の親水性代謝物および
54%の脂溶性代謝物は，各分析法間で統計的
に有意な差はなかった (p < 0.01, one-way 
ANOVA)．例えば，システインを除く 19 種の
アミノ酸の相対定量値の増減の傾向は分析
法間で一致した．一方で，ATP などの不安定
な代謝物の相対定量値は分析法間で異なる
結果を示した．また，46%の脂質分子の相対
定量結果が分析法間で異なる値を示した理
由は，誤同定や異性体の共溶出などが原因と
して考えられた． 
代謝物の相対定量値の実験室間比較は，現

在各研究施設で使用している分析法の妥当
性を客観的に評価できる有効な手段である．
今後も同様のチャレンジを実施し，サンプル
前処理，データ処理法を検討し，定量メタボ
ロミクスを実施可能にするための基盤技術
の開発に取り組む． 
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