
特集　世界を救え 〜 SFC バイオの挑戦

64

　生体内に数千種類存在する代謝物（メタボローム）の網羅的な解析は、生
命科学の基礎研究の発展のみならず、医薬、食糧、環境、エネルギーなど人類
が直面している問題に有効な解決策を齎すのではないかと期待されている。
我々が開発したキャピラリー電気泳動 - 質量分析計（CE-MS）を用いたメタボ
ローム解析は、細胞や組織中に存在するイオン性代謝産物の一斉分析を可能
にした。本法によるメタボローム解析技術と医薬研究、食品研究の応用例に
ついて概説したい。
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【第 1章　SFCが先導した生命科学】

１　はじめに
　慶應義塾大学先端生命科学研究所では、細胞や生体内に存在する分子の変

化をバイアスをかけない方法で網羅的に測定し、生命現象を司る生体分子の

相互作用の解明を目指すプロジェクトが進められている。このシステム生物

学あるいはオミクス解析とも言われる新しい学問領域では、ゲノム解析、全

遺伝子発現（トランスクリプトーム）解析、全タンパク質（プロテオーム）解析

データに加えて、全代謝物（メタボローム）データも取得し、上流のゲノムか

ら下流のメタボロームまでの分子間ネットワークを解明することによって生

命現象を包括的に理解しようとする。

　しかし、先端生命科学研究所が設立された 2001 年当時、ゲノム、トランス

クリプトーム、プロテオームについては、測定技術がほぼ確立されていたが、

全ての代謝物を網羅的に測定できる方法論はなく、一部の代謝物にターゲッ

トを絞った分析法が存在しているに過ぎなかった。そこで、筆者らは、全て

の代謝物の一斉分析を目指したメタボローム測定技術の開発に取り組んだ。

２　メタボローム測定技術の開発
　メタボローム測定技術を開発するに際して、各代謝物の構造を見ると、解

糖系、クエン酸回路などの中心代謝経路に存在する代謝物のほとんどすべて

は、正か負に帯電しているイオン性物質であった。しかし、代謝物は数千種

類存在しており、なおかつ物理的化学的な性質は多様である。これらを考慮

すると、一つの分析装置で全ての代謝物を測定するのは不可能であると思わ

れた。そこで、イオン性物質に対して高い分離能を示すキャピラリー電気泳

動（CE）と高感度高選択検出器である質量分析装置（MS）を組み合わせた方

法を考案した（図 1）。

　図 2 の CE-MS 法の測定の原理を以下に記す。細長い中空のチューブであ

るキャピラリーに細胞から抽出した代謝物試料を導入後、キャピラリーの両

端に数万ボルトの電圧を加える。電圧が印加されると、すべての陽イオン性

代謝物は陰極に、陰イオン性代謝物は反対の陽極方向に移動する。この移動

の速度は、各代謝物の電荷 / イオン半径の値に基づいており、この値が大き

な代謝物（つまり電荷が大きく、イオン半径が小さい代謝物）は早く移動する。
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図 1　CE-MSシステムの構成図

図 2　CE-MS での分離の原理

この原理によって、同じ陽イオン性代謝物でもキャピラリー内を移動する速

度が異なるため、MS に到達する時間に差が生じる。MS に到達した代謝物は、

順次その代謝物の質量が測定されるとともに MS に導入される代謝物の量も

カウントされる。この CE-MS 法によるメタボローム測定技術は、陽イオンお

よび陰イオン代謝物の二種類の測定条件によって、イオン性物質を網羅的に

測定することが可能である。以下に CE-MS によるメタボローム測定技術の

詳細を記す。
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【第 1章　SFCが先導した生命科学】

2.1　陽イオン代謝物の測定法

　陽イオンは、陰極方向に電気泳動するため、陽イオン性代謝物質を測定す

る場合は、キャピラリーの出口が陰極となるように電圧を印加し、陰極に MS

を接続する（図 2）。CE 法の場合、重要なのはキャピラリー内を満たす電気泳

動緩衝液である。pH2 以下の電気泳動緩衝液を用いることで、アミノ基を持

つほとんどの代謝物が陽イオンとなり、陰極方向に電気泳動し、キャピラリ

ー出口の MS での一斉分析が可能になった [1]。

2.2　陰イオン代謝物の測定法

　解糖系、TCA 回路、ペントースリン酸回路などエネルギー代謝経路に存在

する代謝中間体はすべて陰イオン性化合物である。陰イオンは陽極方向に電

気泳動するため、キャピラリーの出口が陽極となるように電圧を印加し、陽

極に MS を接続した（図 3A）。しかし、この方法では、試料を注入後、数分

で電流が流れなくなるという問題が発生した。原因を検討した結果、このシ

ステムで使用しているフューズドシリカ（溶融石英）キャピラリーは、内表面

が負に帯電しており、電圧を印加した際に電気浸透流（EOF）と呼ばれる液流

が陽極（MS 側）から陰極（キャピラリーの入口側）に発生し、これによってキ

ャピラリーの出口側に空気が入り、電流が流れなくなることが判明した（図

3B）。この問題を解決するため、キャピラリーの内表面が陽イオン性のポリマ

ーでコーティングされたキャピラリーを用いて、電気浸透流を陰極から陽極

に反転する方法を考案した（図 3C）。この方法によって、安定した陰イオン性

代謝物の一斉分析が可能になった [2]。

　2003 年に我々は、本法によって、微生物の一種である枯草菌から 1,692 種

類のイオン性代謝物の一斉分析に成功した [3]。これは、当時ドイツのマック

スプランク研究所が発表していたメタボローム解析の一斉分析の記録（一度

に 362 種類）をはるかに凌ぐ結果であった。この技術を様々な分野の研究お

よび産業に応用するため、2003 年に筆者の一人である曽我と慶應義塾大学先

端生命科学研究所所長の冨田は、ベンチャー企業ヒュ－マン・メタボローム・

テクノロジーズ㈱（HMT）を創業している。
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図 3　CE-MS での陰イオン性代謝物質の測定法

３　メタボローム解析の生命科学への応用
　慶應義塾大学先端生命科学研究所では、CE-MS 装置をはじめとしたメタ

ボローム測定装置が 50 台以上稼動しており、世界最大のメタボローム解析能

力を有している。国内外の大学、研究機関、企業と共同研究を幅広く進めて

おり、代謝経路の特定、代謝調節機構の解明、遺伝子、タンパク質の機能解

明といった基礎研究から医薬、発酵、食品、農業、工業、エネルギー、環境

などの分野の応用研究にも取り組んでいる。本稿では、CE-MS メタボロミク

スをがん研究および食品研究に応用した例について紹介する。

3.1　がんのエネルギー代謝研究

　一般に、がん細胞は増殖速度が速いために周囲の血管新生が間に合わず、

腫瘍組織中は慢性的な低酸素状態になっていることが知られている。実際に

様々な腫瘍組織の酸素分圧を測定すると、その酸素分圧は周囲の非腫瘍組織

に比べて低いことが分かっている [4]。生化学の教科書を見ると、細胞の増殖
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にはそのエネルギー源として ATP（アデノシン 3 リン酸）が必要であり、この

大部分は常酸素下においては酸化的リン酸化によって生合成されると書いて

あるが、1926 年にドイツの生理学者であったオットー・ワールブルグは、が

ん細胞が常酸素下においても解糖系依存的にエネルギー産生を行う現象を発

見した（ワールブルグ効果）[5]。

　したがって、多くの腫瘍組織に見られる低酸素はがん細胞による酸素消費

の結果ではなく、腫瘍組織周辺の血流不足によるものと考えられるわけであ

るが、血流が不足するとグルコースの供給も不足するはずである。解糖系は

エネルギー産生効率が悪いため、大量のグルコースが必要である。このよう

な特殊な微小環境でも増殖を続けられるがん細胞には、ワールブルグ効果だ

けでは説明できない何か別の代謝メカニズムが存在するのではないかと考え、

CE-MS を用いたメタボローム解析によってがん組織におけるエネルギー代謝

のメカニズムの解明を行った [6]。

　我々は、16 名の大腸がん患者および 12 名の胃がん患者より採取した腫瘍

組織と非腫瘍組織をそれぞれ前処理した後、キャピラリー電気泳動 - 飛行時

間型質量分析装置 (CE-TOFMS) を用いてメタボローム測定を行った。2 つの

分析条件（陽イオン測定および陰イオン測定）を合わせることにより、1 検体

あたり約 1,000 の代謝物ピークを得ることができた。その内、中心代謝経路（解

糖系、ペントースリン酸経路および TCA 回路）に存在する代謝物の定量結果

を図 4 に示す。

　腫瘍組織におけるグルコース量は正常組織と比較すると、胃がんでは約

1/3、大腸がんにいたっては約 1/10 であった。その一方、下流の解糖系の中

間代謝物量は非腫瘍組織と比べて同等か、一部については有意に増加してい

た。また、解糖系の最終産物である乳酸は、どちらのがん種においても腫瘍

組織で顕著な蓄積が認められた。これは、ワールブルグ効果の存在を支持す

るものであり、ヒトの腫瘍組織においても解糖系が亢進していることを示し

ている。したがって、腫瘍組織におけるグルコースの著しい枯渇は、血流不

足による供給不足と解糖系の亢進による過剰消費によって引き起こされてい

ると考えられる。

　TCA 回路の代謝物については、2 つの特徴的な傾向が見られた。1 つは、
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TCA 回路前半の代謝物（クエン酸から 2- オキソグルタル酸まで）の蓄積量

が大腸組織と胃組織で異なっていたことである。胃では、どちらの組織にお

いてもこれらの代謝物が一定量存在していたが、大腸ではほとんどが検出限

界以下であった。元々、大腸組織の酸素分圧は胃に比べて 1/5 程度であるこ

とから、大腸組織においては非腫瘍組織であっても酸化的リン酸化がほとん

ど行われていないのではないかと推測される。

　2 つ目は、TCA 回路後半の代謝物が腫瘍組織で増加していたことである。

特に大腸の腫瘍組織において、コハク酸、フマル酸およびリンゴ酸が非腫瘍

組織と比べて有意に蓄積していた。この原因について、我々は腫瘍組織にお

いては TCA 回路を一部逆回しにしてエネルギー産生を行っているのではな

図 4 　解糖系、ペントースリン酸経路、TCA 回路に関与する代謝物の蓄積量
　各代謝物量は臓器 1g あたりの平均（nmol）±標準偏差で示している。また、統計学
的有意差の検定にはウィルコクソン検定を用いた。
　 *、 p<0.05； **、 p<0.01； ***、 p<0.001. （文献 6 より改変）

ペントースリン酸経路　　　　　解糖系　　　　　　　　　　TCA 回路
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いかと推測した。古くから嫌気性微生物や回虫などの寄生虫の一部において、

嫌気的条件下でフマル酸呼吸と呼ばれる代謝によって ATP 産生が行われる

ことが知られている [7, 8]。フマル酸呼吸は、電子伝達系における電子受容体と

して、酸素の代わりにフマル酸を用いて嫌気的に ATP を生成する反応である

が、その際にフマル酸は還元されてコハク酸になる。今回の結果においても、

大腸腫瘍組織でコハク酸が多く蓄積していることから、TCA 回路を逆回しす

ることによって ATP を嫌気的に生成しているのではないかと考えた。

　ある種の虫下し薬（パモ酸ピルビニウム）はフマル酸呼吸を阻害すること

が報告されていたことから、共同研究者の江角（国立がんセンター）らは膵臓

がんの培養細胞にこれを添加する実験を行い、実際にがん細胞が死滅するこ

とを確認している。もし、この経路ががんの主要なエネルギー産生経路であ

れば、この経路は抗がん剤の新規ターゲットになるはずである。

　　

3.2 　食品研究

　本研究所のある鶴岡市を含む庄内平野は、日本海に面する山形県の西側に

位置し、鳥海山や出羽三山などの山々に囲まれ、最上川などの河川が流れる肥

沃な大地である。「食の理想郷」と呼ばれ、驚くほど多種多様な食材に恵まれ

ており、穀物、野菜、果物などの農産物をはじめ、庄内浜で水揚げされる様々

な地魚などを楽しむことができる。出羽三山の精進料理をはじめとした郷土料

理など、古くから質の高い食文化が形成されてきた。2014 年 12 月には、鶴岡

市はユネスコの創造都市ネットワークに食文化部門の都市として加えられた。

　メタボロームはアミノ酸・糖・脂質など、いわゆる味や香りを呈する分子

を含む様々な代謝物を一斉に測定する方法であり、食材の品質評価や官能評

価に最適な方法の一つだと考えられる。更に、ペプチドなどの機能性成分の

測定や、機能性食品を取り込んだ場合人体で起きる代謝の変化を把握するこ

ともできるため、幅広く様々な研究に利用されている。例えば、良食味・高

収量・抗ストレス抵抗性などの特徴を農作物にもたらすためには、土壌改良

や肥料・農薬の種類や量などをどのように設計すべきかなど、農業の現場で

経験的に行われてきた方法を定量的で客観的な指標で評価することができ、

より効率的な品質の改善に繋げられる [9]。また、加工食品の製造プロセスや
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保存条件の最適化などにも活用することができる。そこで我々はメタボロー

ム解析技術を活用して、食品の官能値と分子成分の関係 [10, 11]、保存条件の最

適化のための指標の開発 [12] など、様々な応用研究を実施してきた。

　庄内地方の特産物であるだだちゃ豆は、枝豆用として栽培される大豆の系

統群である。濃厚な風味と甘みを持つことで有名であるため、庄内地方で消

費されるだけでなく都心に輸送して販売する流通量も多い。このため、商品

価値を高めるためには、だだちゃ豆の収穫から販売に至るまでの保存と輸送

時の条件を最適化して、風味や栄養を如何に新鮮なまま届けるかが重要な課

題である。そこで、東京まで輸送して販売することを想定して収穫後に、保

存温度と保存時間をパラメータとして、様々な条件で保存されただだちゃ豆

を準備し、官能試験による味の評価とメタボローム解析による成分変化の分

析を実施した [10]。

　保存の系としては、5 系統を比較対象とした。まず全ての系にて収穫後 8

時間の予冷 (5℃ )、更に 16 時間の輸送 (5℃ ) を行う。この後、店頭保存の条

件として、48 時間の間 (A)10℃、または (B)25℃で保存した場合の 2 系統を

準備した。あるいは 48 時間バックヤードに 5℃で保存した後に 48 時間の間

(C)10℃、(D)25℃、(E)5℃で保存した場合の 3 系統を準備した（図 5）。官能試

験は甘味、旨み、香り、総合評価をスコアリングし、どの系統でも一様に時

間とともに劣化する傾向が見られた。代謝物は、時間とともに増減するパタ

ーンが大きく 4 つに分類される傾向にあった。甘味を呈する糖類や、うまみ

図 5　だだちゃ豆の保存条件
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を呈するグルタミン酸はどの保存条件でも大きな差はなく、時間とともに低

下する傾向であったが、皮の硬さに影響を及ぼす可能性のある代謝物などは

保存条件によってその変化が大きくことなるために、保存温度はテクスチャ

ーへの影響が大きい可能性がある。本研究は JA 鶴岡との共同研究である。

　庄内の酒造メーカーから、従来通り日本酒を作っているはずだが雑味が強

い場合があり、この原因を調べてほしいとの要望を受け、日本酒の官能試験

とメタボローム解析を実施した [11]。山形県内で造られている純米酒 49 種類

に関して山形県工業技術センターで甘味、酸味、苦味、雑味を評価し、代謝

物との関係を調査した。酵母や原料米の違いを単純に数種類の代謝物で説明

できるような変化ではなく、日本酒ごとに独特の変化を示した。その中でも、

どの日本酒でも共通して一部のアミノ酸と有機酸が雑味と高い相関を示す傾

向を示した。

　日本酒の別の研究として、鶴岡酒造組合との共同研究により、日本酒の熟

成中の代謝物の変化を知るために、火入れと生酒の時系列的な変化も調べ

た [12]。火入れは、火落菌の殺菌と酵素失活を目的として行うため、熟成中に

酵素による代謝物の変化が少なくなることが期待される。実際に、糖類、ペ

プチド、有機酸などは火入れで変化が少ない結果であったが、一方アミノ酸

は火入れのほうが早く変化するという結果が得られた（図 6）。糖とアミノ酸

図 6　日本酒におけるアミノ酸の総濃度の変化



特集　世界を救え 〜 SFC バイオの挑戦

74

から褐色物質を生成するメイラード反応のように非酵素的な反応が火入れで

より強く起きている可能性が考えられる。

　これ以外に大豆の中の特定の株だけが持つ害虫耐性のメカニズムの

解明 [13, 14]、山形県内企業との加工食品の品質評価、在来作物の機能性評価など、

様々なプロジェクトを現在も行っている。同時に官能試験の関係と多数の代

謝物の値の関係を理解するために、高度なモデル化の方法も開発している。

メタボロームを活用して食品のおいしさの秘密を解き明かすとともに、農産

物や食品の高付加価値化に繋げて行きたいと考えている。
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