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研究成果の概要（和文）：アミノ酸，アミン，核酸塩基を中心とした約80種の窒素代謝物についてSRMの最適化
を行い，HDR-MS用の分析メソッドを構築した．さらにR言語を用いた解析手法を開発した．続いて標準品の希釈
系列をHDR-MSで分析し，HDR-MSの性能を確認した．結果として検量線のリニアレンジが２桁ほど向上した．本方
法の応用として，微生物培養上清のフットプリントを行った．Saccharomyces cerevisiaeをYPD培地で培養し，
その際の培養上清の窒素代謝物の経時変化をHDR-MSを用いて包括的に解析した．結果として83代謝物中16化合物
がHDR-MSで補正された．

研究成果の概要（英文）：At first, SRM transitions of nitrogen metabolites, including amino acid, 
amine, nucleic acid base and so on, were optimized to develop HDR-MS method. Then, analytical method
 of the data was developed based on R-language. Dilution series of a standard compound were analyzed
 using the method. In the result, linear range of calibration curve was extended two orders. For 
application of this study, foot-print of culture medium of microbes was analyzed. The supernatant of
 YPD medium under cultivation of yeast was analyzed over the time. In the result, 16 of 83 compounds
 were corrected by HDR-MS.

研究分野： メタボロミクス

キーワード： 質量分析　HDR　LC/MS　クロマトグラフィ　酵母　バイオインフォマティクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本方法により，様々な分析をより高精度でおこなうことができるようになる．例えば質量分析による高精度フッ
トプリント（培地組成変化）や，メタボロミクス大規模コホートや疾患予測に応用することができると考えられ
る。また本方法は別のクロマトグラフィへも応用することが可能である．本研究によりMSの，ダイナミックレン
ジの制限，特にピークインテンシティの頭打ち（サチュレーション）の問題が解決されることが期待され



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
メタボロミクスは高選択性・高網羅性・高感度が必要なため，主に質量分析装置（MS）が検

出器として用いられている．一方で，定量性・再現性についてはイオン導入部や検出器による
問題が残っている．イオン導入部は夾雑物の影響を受けやすい問題点があるが，同位体希釈に
より解決できる．一方で検出器の問題は解決法がなく，”分析対象化合物の濃度により検出器の
信号強度が変化する範囲”ダイナミックレンジの限界により下記の 2 点の制限を受けている．
第一に，MS のダイナミックレンジよりも生体内の化合物濃度範囲の方が広いという問題があ
る．血液を例にとると，ホルモンなどの微量成分（pmol/L）から糖・アミノ酸などの高濃度成
分（mmol/L）まで，およそ 9 桁の濃度範囲がある．一方，ハイエンドの MS においてもダイ
ナミックレンジは 5 桁程度である．レンジから外れた代謝物は正確に定量できない．また富栄
養培養液は化合物濃度レンジが広く，時間変動も大きいため，培養液成分の総体的な経時解析
（フットプリント）は困難である．第二に，MS のダイナミックレンジは分析バッチ（異なる
装置，異なる分析日）毎に変動し，このため大規模分析が制限される問題点がある．MS の状
態はキャリブレーションのパラメータや装置の汚れ等に左右されるためである． 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究ではデータ解析により，ダイナミックレンジを向上させる技術を開発することを目的
とした．デジタルカメラの写真解析技術である”High dynamic range imaging”(HDR)の概念を適用
した”HDR-MS”解析技術を開発し，ダイナミックレンジ 2 桁以上拡張することを目標に研究を
行った．また，本方法の有用性を示すために実証研究として微生物の窒素代謝を対象とした培
地成分の窒素化合物経時変化を解析した． 
 
３．研究の方法 
 
(a)標準試料を用いた HDR-MS の解析方法検討 
本研究ではアミノ酸，アミン，核酸塩基を中心とした約 80 化合物を対象とし，装置には

LCMS-8040(島津，Kyoto，Japan)，カラムにはこれら化合物の分離が良好な discovery HS F5
（Sigma-Aldrich, MO, USA）を用いた．はじめに化合物毎に，SRM (selected reaction monitoring)
分析のパラメータを最適化した．続いてカラムを接続し，各化合物の RT の確認を行った．ま
たコリジョン電圧（CE）の変化と検出器へ到達するイオンの関係も確認し HDR-MS を行うた
めの基礎データを取得した． 
取得したデータを元に，HDR-MS の分析パラメータを決定し標準試料を分析した．続いて得

られたデータを解析した．自動化するために，検量線に使うデータ範囲（シグナル強度と RT に
ついて），検量線の種類（線形，非線形か），解析できるかのクライテリア（相関係数や検量線
の残差，R2 など）について検討を行った．解析には Lab Solution（島津），Excel（microsoft, WA, 
USA）マクロ等を用い．大規模解析には ProteoWizard，R プログラミング等を用いた． 
 続いて HDR-MS と通常分析での検量線を比較し，それぞれのダイナミックレンジを確認した． 
 
(b)HDR-MS による微生物培養液の窒素化合物変化の包括的な解析 
HDR-MS が生物研究において実際に効果があるか確認した．サンプルには酵母培養で用いられ
る YPD (yeast peptone dextrose)培地を用い，成分の経時変化（フットプリント）を観測した．YPD
培地は酵母で最も頻繁に用いられる培地であるが，細かい成分の変化についてはこれまであま
り研究されていない．また本培地は栄養豊富であり多くの成分を含み，過剰の栄養源が時間と
共に枯渇してゆくので単一成分の変動幅も大きいと考えられた．したがって分析装置のダイナ
ミックレンジの広さが重要であり，HDR-MS の性能を確認するのに適していると考えられた．  
 
４．研究成果 
 アミノ酸，アミン，核酸塩基を中心とした約 80 種の窒素代謝物について SRM の最適化を行
った．続いて CE を最適値からずらしたトランジションも作成し，両トランジションを同一ラ
ンで測定する HDR-MS 用の分析メソッドを構築し標準品を分析した．得られたデータをもとに
検量線を作成し（図 1-a），検出限界を超えたピークの本来の形状を推定した（図 1-b）．得られ
た結果より、本方法が機能する可能性が示された． 
 続いて標準品の希釈系列を HDR-MS で分析し，性能の確認を行った（図２）．両トランジッ
ションのピークが検出限界内にある範囲では，本来のピークと HDR-MS で再現したピークの結
果として､一部の標準品では検量線のリニアレンジが２桁ほど向上した． 
 本方法が実際の研究に応用できるかを確認するために，夾雑物が含まれるサンプルの分析に
応用した．出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae を YPD 培地で培養し，その際の培養上清の窒素代
謝物の経時変化を HDR-MS を用いて包括的に解析した．83 代謝物を測定した結果，16 化合物
が検出限界を超えており，HDR-MS で補正された．代謝物はいくつかの傾向が見られ，対数増
殖期に減少するグループ，ジオーキシックシフト後に減少するグループ，全体を通して緩やか



に減少するグループ，培養を通して増加するグループ，一過的に増加するグループが得られた．
これらのグループ間の関係については現在検討中である． 
 以上のように HDR-MS は LC-MS の検出限界を向上させることが可能であった．今後，本方
法により微生物や細胞培養時のフットプリントをより高精度で行うことができるようになると
期待される．また本方法は他のクロマトグラフィへの応用も可能である． 

図１ HDR-MS で取得および補正したデータ(a)と検量線(b) 
 

図２ HDR-MS による検量線 
 

図３ 出芽酵母培養時における YPD 培地上清の成分変化 
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