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　メタボローム解析が本格的に実施されるようになってから約 20 年の月日が
流れた。当初は、どの分析法が適しているのかという技術的な議論が主であっ
たが、次第に様々な応用研究へ利用されるようになり、疾患機序の解明やバイ
オマーカーの発見など着実に成果を生みつつある。本稿では、これまで先端生
命科学研究所で開発されてきたメタボローム解析技術について概説するとと
もに、今後どのような技術が求められるのかについて展望を述べたいと思う。

Abstract:
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　　About 20 years have passed since metabolome analysis was first carried out 
as an earnest method of analysis. Initially, its technical suitability against other 
analytical methods was debated; however, metabolome analysis has gradually 
been implemented in various applied researches, such as the elucidation of disease 
mechanisms and discovery of biomarkers, steadily achieving significant results. In 
this review, I outline the metabolome analysis technology that has been developed at 
the Institute for Advanced Biosciences (IAB) and give an outlook on the technology 
that will be required in the future.

1　はじめに
　生体内には多種多様な代謝経路が存在しており、代謝反応の結果として生
じる代謝物質量は、例えば疾患の発症や加齢、生活環境の変化などによって
変動すると言われている。代謝物の総体はメタボロームと呼ばれ、この変動
を網羅的に追跡することによって、生体内で起こっている様々な生命現象を
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理解しようとする方法論がメタボローム解析（メタボロミクス）である。従来
から特定の生体内代謝物の測定は行われていたが、1990 年代の後半から徐々
にメタボロームの概念が提唱され始めると、2000 年代には質量分析装置の発
展と相まって本格的なメタボロミクス研究の時代に突入した。
　先端生命科学研究所においても、システムバイオロジーにおける 1 つの階
層として、設立直後からメタボローム解析グループを立ち上げた。しかしな
がら、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、メタボロームについては全
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、助教授（当時）の曽
我らが中心となって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
　代謝物のデータベースの 1 つである Human Metabolome Database （HMDB）
の最新バージョン（2022 年 6 月時点、Ver 5.0）には、ヒトの血液中から検出
された内因性の代謝物として、3,139 種類の代謝物が登録されている。この数
は、ゲノム（約 22,000）、トランスクリプトーム（約 100,000）、プロテオーム（約
1,000,000）と比べても圧倒的に少ない数である。また、代謝物には生物種に
対する特異性はなく、どんな生物種に対しても単一の測定法が適用可能であ
る。
　このように、一見簡単そうに見えるメタボローム解析であるが、実際に代
謝物を一斉分析するためには非常に高いハードルが存在する。この最も大き
な要因は、各代謝物の物理的・化学的性質の違いによるものである。図 1 に、
代表的な代謝物群をその水への溶解度と極性を指標に分類したものを示す。
例えば、糖リン酸やヌクレオチド類は水への溶解性が高くかつ極性も高い一
方、脂肪酸類はほとんど水へ溶解せず極性も示さない。このような物理的・
化学的性質の異なる代謝物群を一斉に分析可能とする決定的な分析法は残念
ながら存在しない。
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3　CE-MS メタボローム測定技術の開発
　全ての代謝物を同時に測定することはできないにせよ、メタボローム解析
を行う上でベースとなる分析法をどれにするかは非常に重要な問題である。
メタボローム測定技術を開発するにあたり、各代謝物の構造を調べてみると、
生命活動を維持するために必須である、解糖系やクエン酸回路などの中心炭
素代謝経路に存在する代謝中間体のほとんどは、正か負に帯電しているイオ
ン性物質であることが分かった。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と高感度・高選択な検出器である質量分析装置
を組み合わせた、キャピラリー電気泳動－質量分析（CE-MS）を考案した。
　CE-MS に注入された試料中のイオン性代謝物は、電気泳動によってキャピ
ラリー内で分離され、質量分析計で検出される。試料中の全ての陽イオン性
代謝物は陰極方向へ、陰イオン性代謝物は陽極方向へ移動する。その際、各
代謝物の移動速度（電気泳動移動度）はその物質の電荷と水和イオン半径との
比に基づくため、その比率が異なる物質はキャピラリー内で分離され、出口
に接続された質量分析計で選択的に検出される。CE-MS においては、陽イオ
ン測定モードおよび陰イオン測定モードの 2 条件でほとんど全てのイオン性
代謝物が測定可能であることが特徴である。また、サンプル注入量が極少量（数

図 1　各代謝物群の物理的・化学的特性
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～数十 nL）であるため、量が少ない試料や希少なサンプルでも適用可能であ
ること、さらには他のメタボローム解析においてしばしば問題となるマトリッ
クス効果（サンプル中の夾雑成分の影響で、目的化合物のイオン化が阻害、も
しくは促進される現象）の影響をほとんど受けないため、定量性に優れている
ことも利点である。
　以下に、先端生命科学研究所で現在用いられている CE-MS 分析条件を示
す。

3.1　 陽イオン性代謝物質測定法（Soga and Heiger, 2000; Soga et al., 
2003）

　陽イオン性の代謝物質の測定は、内径 50µm、長さ 1m のフューズドシリカ
キャピラリーを用いて行っている。キャピラリー内を泳動液である 1mol/L の
ギ酸溶液で満たした後に、キャピラリーの出口側（MS 側）が陰極となるよう
に両端に 30kV の電圧を印加する（図 2a）。
　この条件においては泳動液の pH が低いため（約 1.8）、酸性官能基である水
酸基、カルボキシル基、リン酸基などの解離が抑制され、塩基性官能基であ
るアミノ基が完全解離する。従って、アミノ基を持つ多くの代謝物が陽イオ
ンとなり陰極方向へ電気泳動する。

図 2　CE-MS によるメタボローム測定法
（a）陽イオン性代謝物分析　（b）陰イオン性代謝物分析
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3.2　陰イオン性代謝物質測定法（Soga et al., 2002; Soga et al., 2009）
　陰イオン性の代謝物質の測定は、塩基性化合物をキャピラリー内壁表面に
化学修飾した COSMO（+）キャピラリー（ナカライテスク株式会社より販売さ
れている）を用いて行っている。泳動液には pH8.5 の 50mmol/L 酢酸アンモ
ニウム溶液を用い、陽イオン測定とは極性を反転させて電圧印加を行う（図
2b）。COSMO（+）キャピラリーを用いることによって電気浸透流と呼ばれる
液流を反転させることが可能となり、陰イオン性の代謝物質を安定に測定す
ることができるようになった。特に陰イオン性代謝物には、解糖系、ペント
ースリン酸経路、クエン酸回路といったエネルギー代謝上重要な代謝経路の
中間体がほとんど含まれているため、これらを一度の測定で同時に定量でき
ることは CE-MS の強みである。また本法では、リブロース 5 リン酸とリボー
ス 5 リン酸、イソクエン酸とクエン酸、グルコース 1 リン酸、フルクトース 6
リン酸およびグルコース 6 リン酸などといった、生体内に複数存在する構造
異性体（化学組成式は同一であるが、構造が異なる化合物）も分離することが
可能である。
　本技術は、がんの特異的代謝機構の解明（Hirayama et al., 2009）や様々な
疾 患 の バ イ オ マ ー カ ー 探 索（Soga et al., 2006; Hirayama et al., 2012; 
Tsuruoka et al., 2013）など、医学、薬学、生化学を中心に適用され、成果を
挙げてきた。さらにこの技術を様々な分野の研究および産業に応用させるた
め、2003 年に曽我と先端生命科学研究所所長の冨田は、ベンチャー企業ヒュ
ーマン・メタボローム・テクノロジーズ（株）（HMT）を創業した。

4　高感度 CE-MS の開発
　通常の CE-MS においては、ネブライザーと呼ばれるスプレーの先端で、
キャピラリーの中から出てくる泳動液にシース液と呼ばれる有機溶媒を含む
溶液を混合し、さらにその外側より窒素ガスを噴霧することによって、電気
泳動のための電圧印加とサンプル中の化合物のイオン化を行っている。この
シース液の添加によって安定した測定が可能になる一方で、ネブライザーの
先端でシース液による希釈が起こり、測定感度が低下する問題が指摘されて
いた。
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　そこで筆者らは、シース液を用いなくても測定可能な新規シースレス
CE-MS インターフェイスを開発した（図 3）。分析用キャピラリーの出口から
約 2cm 上流に小さなクラック（きず）を作成し、その真上に泳動液を入れるた
めの容器を設置する。ここに白金電極を挿入して電圧を印加すると、このク
ラックを介して電子の移動が可能となり分析が開始する。クラックまで移動
してきた代謝物は、電気浸透流（電圧を印加した際に自然発生する液流）と呼
ばれる液の流れに乗ってキャピラリー出口まで移動し、イオン化されて質量
分析計に導入される。このインターフェイスの作製方法については、日本、
米国、ドイツで特許を取得した。
　このインターフェイスを用いて、陽イオン性の代謝物標準溶液を測定した
ところ、従来法と比べて平均 4.4 倍の感度上昇を達成した（Hirayama et al., 
2018）。その後も研究開発を続けており、今では約 100 倍の高感度化が達成
されている。本成果を社会実装するため、筆者は 2021 年 7 月にベンチャー企
業インセムズテクノロジーズ（株）を創業した。

図 3　シースレス CE-MS デバイスの概略図

電気透析膜

クラック

リザーバー

キャピラリー

（外径360 µm、内径30 µm)

アクリル板

電気浸透流(EOF)

5　シングルセル CE-MS
　CE-MS において、一度の分析で導入する試料量は数～数十 nL と僅かであ
るため、この利点を生かした 1 細胞分析への応用を目指した技術開発が行わ
れている。イリノイ大学の研究チームは、ジャンボアメフラシの神経細胞か
ら 1 細胞を単離し、微量サンプル測定用に自作した CE-MS を用いて約 300
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の代謝物ピークを検出することに成功した（Nemes et al., 2011）。ただし、ア
メフラシの神経細胞は直径が約 1mm と大きく、比較的扱いやすい試料であっ
たことは考慮しなければならない。
　九州大学のグループは、シースレス CE-MS と分析キャピラリー内で試料
を濃縮する方法を組み合わせて、HeLa 細胞の 1 細胞中から約 450 種類の代
謝物ピークを得ることに成功している（Kawai et al., 2019）。
　筆者らも、1 細胞分析を指向した新規システムの開発を行っている。現在、
分析キャピラリー内へ単一細胞を直接採取する方法を開発しており、将来的
にはこの技術と高感度シースレス CE-MS や高速 CE-MS を組み合わせるこ
とにより、1 細胞中に含まれる代謝物の高速分析が可能なシステムの構築を
目指している。

6　その他のメタボローム解析手法の開発
　イオン性化合物の分析には、CE 以外にもイオンクロマトグラフィー（IC）
が用いられている。IC は、古くから海水や環境排水中に含まれる無機・有機
イオンの定量に用いられており、イオン交換樹脂を充填したカラムを用いて
サンプル中のイオン性成分を一旦カラムに保持させた後に、強酸もしくは強
アルカリの溶離液の濃度を段階的に高くすることによって溶出させる。しか
しながら、これまで IC がメタボローム解析に用いられることはほとんどなか
った。その理由は、溶離液に用いている強酸、強アルカリの溶離液を質量分
析計に導入してしまうと、内部の金属部品を汚染してしまうためであった。
　一方、装置メーカーの技術開発等によって、溶離液中の高濃度の塩を効率
的に除去可能なサプレッサーが開発され、これによって一気に IC と質量分析
計を接続した IC-MS がメタボローム解析にも用いられるようになってきた。
　筆者らは、特に高感度化を意識して、細い内径（0.4mm）のカラムを用いる
キャピラリー IC-MS をメタボローム解析に適用し、陰イオン性代謝物の一斉
分析法を開発した（Hirayama et al., 2020）。本法は、高い検出感度（10-8 ～
10-9 M）が特徴であり、またメタボローム解析の際に度々問題となる構造異性
体の分離にも非常に適している。様々なサンプルについて、糖リン酸類を分
析した結果を図 4 に示す。
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　このように、IC-MS はイオン性代謝物の測定に適した方法であるが、技術
的な問題によって現状は陰イオン性代謝物にしか適用できない。今後は陽イ
オン性代謝物に関してもメソッド開発が必要である。

図 4　キャピラリー IC-MS による糖リン酸の分離
（A）標準試料　（B）がん培養細胞　（C）肝臓組織　（D）ヒト血清　（E）糞便

1; ガラクトース 1 リン酸、2; マンノース 1 リン酸＋グルコース 1 リン酸、3; フルクト
ース 1 リン酸、4; フルクトース 6 リン酸、5; グルコース 6 リン酸、6; マンノース 6 リ
ン酸
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7　今後の展望
　メタボロミクスの歴史はまだ浅く、技術的にも未だサンプル内の全代謝物
の分析が可能になったわけではない。今後も様々なメタボローム解析法を開
発し、できる限り多くの代謝物を検出しようとする努力が必要であろう。また、
メタボローム解析では、得られたピークの 2 ～ 3 割しか同定することができ
ないことも大きなネックである。この原因の一つは標準試薬の不足に起因す
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るものであり、国家プロジェクトなどを立ち上げて標準化合物を整備する取
り組みが必要であると考えている。
　国内および世界のメタボロミクス分野において、これまで先端生命科学研
究所の果たしてきた役割は非常に大きいものであったと確信している。これ
に満足することなく、引き続きこの分野の先駆的な研究所として世界をリー
ドしていけるよう努力を続けていきたい。
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