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表 1 大腸菌疎水性代謝物 LC/MS分析条件と検出された化合物数

LC/MS条件

LC

カラムCapcelpak C8DD 250 mm×4.6 mmi.d.(3 nm，資生堂)

移動相流速1.0 ml/min

グラジエント条件A超純水（MilliQ)Bメタノール

0～10分 B60～100

10～40分 B100

カラム温度25°C

MS

装置LC/MSD Trap XCT（アジレントテクノロジー社）

イオン源

APCI（大気圧イオン化法）

ESI（エレクトロスプレーイオン化法）

検出化合物

APCI

positive ionモード 481

negative ionモード 427

ESI

positive ionモード 335

negative ionモード 205

LC/イオントラップMSによる大腸菌メタボローム解析システムの開発

加 藤 尚 志， 曽 我 朋 義

1 は じ め に

生体中で生産される代謝物質全体を網羅的に解析するメタボ

ローム（metabolome）研究は，ゲノム（genome），プロテオ

ーム（proteome）に続く第三のome研究として注目を集め

ている。ゲノム，プロテオームにおける DNAシーケンスやマ

イクロアレイ技術，二次元電気泳動からMALDITOFまでの

一連の解析技術の例を挙げるまでもなく，これらの網羅的研究

分野には網羅的な分析技術が必要不可欠である。筆者らの研究

グループでは，これまでに陽イオン代謝物1)，陰イオン代謝

物2)，ヌクレオチド類3)のキャピラリー電気泳動/質量分析計

（CE/MS）によるメタボローム解析法を確立している。これら

の手法により，枯草菌メタノール抽出溶液中から 1692種類の

代謝物質を検出し，そのうち 150種類の同定・定量分析を可

能とした4)。CE/MSは，メタボローム解析法としてこれまで

用いられてきた GC/MSとは異なり，不揮発性代謝物の誘導

体化などの煩雑な前処理を必要とせず，直接生体中に含まれる

代謝物の測定が可能な手法である。また，検出器として用いる

MS部分を現在もっとも一般的な四重極（Q）型からイオント

ラップ（ IT）型，飛行時間計測（TOF）型，三連四重極

（Triple Q）型，QqTOFハイブリッド型などへ目的に応じて

使い分けることにより，同一の条件で定性から定量まで幅広い

分析を行うことができる。しかし，CE分離の原理上の問題か

ら測定可能な物質はイオン性物質に限られており，電気的に中

性な非イオン性代謝物の分析は事実上不可能であった。

これに対し，液体クロマトグラフィーを分離手段として用い

る LC/MS法では，CE/MS法と比較すると親水性の高い化合

物の分離度が低い場合があるが，非イオン性物質の分離も可能

であり，MSインターフェースとしてエレクトロスプレーイオ

ン化（ESI）だけではなく大気圧化学イオン化（APCI）など

を用いることも可能であるなど，CE/MSの弱点を補ういくつ

かの利点がある。そこで筆者らは，LC/MS法を CE/MS法を

補完する手段として位置付け，IT型質量分析計と LCを利用

した新規メタボローム解析システムを開発し，その有用性につ

いて検討を行った。また，本法を用いた代謝物質探索用 LC/

MS/MSライブラリを作成し，実際に大腸菌抽出溶液中に含ま

れる脂溶性代謝物の網羅的解析への応用も行ったので，これに

ついても紹介する。

2 MS/MSライブラリ作成

京都大学化学研究所バイオインフォマティクスセンターが提

供する KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）

データベースは，生体中から検出された代謝関連化合物に関す

る巨大データベースであり，ホームページ5)上から無料で検索

することが可能となっている。筆者らは，このデータベースに

収録されている化合物を中心に，定量や定性のために用いる標

準物質として，2004年 6月現在 1906種類の試薬を保有して

いる。その中から，CE/MSで測定できない電気的に中性な化

合物や，疎水性の高い化合物を中心とした 867化合物につい

て，LC/MSによる測定を行った。質量分析計にはアジレント

テクノロジー社のイオントラップ型 LC/MS (LC/MSDTrap）

を使用した。インターフェースには ESI法と APCI法を用い

た。それぞれの測定条件と検出された化合物数を表 1に示

す。この中には ESIでのみ検出される化合物も 33化合物存在

したが，検出可能な化合物数は APCIを用いたほうが多く，

特に疎水性の高い化合物についての感度が ESIよりも高い場

合が多かっため，以降の測定はすべて APCI法を用いて行う

こととし，検出された m/z値と保持時間からなる LC/MSラ

イブラリを作成した。

次に LC/MSにより検出された化合物について LC/MS/MS

測定を行った。positive ionモード，negative ionモードをあ

わせて，延べ 636化合物について LC/MS/MS測定を行い，

それぞれ 340化合物，239化合物についてMS/MSスペクト

ルを得た。さらに，これらのMS/MSスペクトルと保持時間

などの情報を用いて，装置付属のアプリケーションにより
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図 1 大腸菌代謝物抽出，前処理プロトコル

図 2 大腸菌疎水性代謝物マスクロマトグラム（positive ionモード)

図 3 大腸菌疎水性代謝物マスクロマトグラム（negative ionモード)
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LC/MS/MSライブラリの構築を行った。

3 大腸菌抽出溶液測定への LC/MS/MSライブラ
リの適用

CE/MS測定では原理的に電荷を持った親水性の高い化合物

しか測定できないため，大腸菌メタノール抽出液から水メタ

ノールクロロホルム液液分配処理により得られた水メタノ

ール相のみを測定している。しかし，クロロホルム相には CE

/MSでは測定できない脂溶成分が多く含まれていると考えら

れるため，大腸菌メタボローム解析における LC/APCIMS

法への期待は非常に大きい。そこで，今回は CE/MSによるメ

タボローム測定時と同様の前処理法により得られたクロロホル

ム相について LC/APCIMS/MS法を適用すると同時に，得

られた結果を標品により作成した LC/MS/MSライブラリに

よる解析も試み，本法の有用性について検討した。

大腸菌からの抽出操作と前処理プロトコルを図 1に示す。

今回は得られたクロロホルム相を直接 LC/MSに注入し，

ultraScanモードを用いて LC/MS測定を行った。そのうち有

意なピークが得られたマスクロマトグラムを図 2，図 3に示す。

positive ionモードにおいては 57の m/z値において 129個の

ピークが検出された。そのうち，保持時間と検出された m/z

値から 21個のピークが LC/MSライブラリにヒットした。同

様に negative ionモードにおいては，35の m/z値において 54

個のピークが検出され，そのうち 7ピークがライブラリに

ヒットした。

次に同じ抽出溶液について LC/MS/MS測定を行った。今

回は，scan測定の結果から自動的に precursor ionを選択して

MS/MS測定を行う AutoMS/MSモードと，事前に選択され

た precursor ionについてのみMS/MS測定を行うMRMモー

ドの二種類で測定し，それぞれによって得られた結果について

比較を行った。その結果，AutoMS/MSモードでは，positive

ionモードで 253ピーク，negative ionモードでは 95ピークが

検出され，それぞれ 6ピーク，4ピークがライブラリにヒット

した。MRMモードでは，LC/MS測定においてピークが得ら

れた positive ion, negative ion合わせて，計 92の m/z値につ

いて測定を行った。今回用いた装置の仕様では，同時に 10の

m/z値を precursor ionとして設定することが可能であるが，

監視する m/z値が増えると各測定値の時間間隔の広がりが無

視できなくなるため，今回はスループットとのバランスを考え

て，監視する precursor ionを 5個までに限定し，複数回測定

を行うこととした。その結果，positive ionモードで 50ピーク，

negative ionモードで 25ピークが検出され，それぞれ 4ピー

ク，3ピークがライブラリにヒットした。AutoMS/MSモード

では，同時に測定を行う precursor ionの数に上限があるた

め，同じ時間帯に強いピークが検出されるとピークが検出され
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◇求人・求職欄掲載申し込みの手引き◇

1. 求人・求職欄掲載申込方法

Email（同時に FAXでも送付）で申し込むか，原稿と「5.必要

事項」を記入した用紙および原稿のフロッピーディスクを添えて本

会事務局長宛に郵送ください。

掲載申込締切は，毎月 25日で，翌々月の 5日発行の本誌に掲載し

ます。

2. 求人欄掲載料（1回の掲載につき）

大学・官公庁は無料，維持会員は年 3回，特別会員は年 1回無料

です。個人会員は会員外の扱いとなります。

会 員1～5行まで 6,000円，6～10行まで 10,000円

会員外1～5行まで 12,000円，6～10行まで 20,000円

行数は最大 10行（1行 32字詰）を厳守してください。

3. 求職欄掲載料

会員に限り無料で掲載します。原稿は 3行（1行 32文字）までと

し，匿名でも結構です。

4. 原稿の書き方

求人の原稿は，表題名，会社概要，職種及び募集人数，資格，待

遇，勤務地，応募方法，応募先など求人者の知りたい事項を記入して

ください。但し， 匿名は認めません 。

求職の原稿は，希望職種，専攻，経験年数，学位，年齢，性別，希

望給与などを記入してください。

5. 必要事項

申込者の会員番号，住所，所属，氏名，電話，FAX，掲載希望号

を記入してください。

6. 応募・照会

求人に対する応募は，求人 H番号を記して直接求人側に連絡して

ください。

求職に対する照会は，求職 S番号を記して本会 事務局長に書面で

連絡してください。

7. その他

Emailで申し込みの場合は，タイトル欄に求人（又は求職）と題

記してください（添付ファイルはお断りします）。

求人・求職（匿名の場合）の機密は厳守します。

本会は，求人・求職の斡旋は行いません。又，求人・求職欄を利用

された結果に対する責任は，一切負いません。

本欄に適さない原稿は，掲載をお断りすることがありますので，御

了承ください。

8. 問合先・Email申込先

〒1410031 東京都品川区西五反田 1262 五反田サンハイツ 305

号 社団法人日本分析化学会総務課求人・求職欄係［電話03

34903351, FAX : 0334903572, Email : shomu＠jsac.or.jp］

にくくなることも予想されたが，結果的にわずかとはいえ

MRMよりも多くのピークが検出された。また，LC/MS測定

では見られなかったピークも検出されており，メタボローム解

析における AutoMS/MSモードの有用性が確かめられた。

4 お わ り に

本報では，LC/APCIMS/MS法を中心とした新規大腸菌疎

水性メタボローム解析法の開発を行った。現在までのところ，

検出されたピーク数に対するライブラリのヒット率は決して高

いものではなく，そのヒット率を改善するためには今後より多

くの脂溶性成分に関するライブラリデータの拡充が必須となる

ことは明らかである。しかし，CE/MS法を補完する手法とし

ては十分なポテンシャルを見せており，今後質量分析計の装置

的な発展やライブラリの拡充とともに，より有用な手法として

確立されていくものと期待される。
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