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代謝経路
代謝経路とは生化学において細胞内で起きる生命維持のための連鎖的な化学・酵素反応のことで、反応物から生成
物まで中間体を含めた一連の反応経路を称します。中間体には可逆的な反応もありますが、代謝経路の最初に不可
逆的な反応があり経路全体の方向が決まるとされています。主要代謝経路である解糖系、クエン酸回路、ペントース
リン酸回路などが統制されることで細胞の恒常性が維持されています（表 1、図 1）。

表 1　主要代謝経路の場所と概要

主要な代謝経路 場所 概要

解糖系 細胞質 グルコースをピルビン酸などの有機酸に分解します。

クエン酸回路 ミトコンドリア アセチルCoAが酸化されていくことでエネルギーを生産します。

ペントースリン酸回路 細胞質
グルコース-6-リン酸からグリセルアルデヒド-3-リン酸を生成す
る過程で核酸合成に不可欠な糖を産生します。

糖新生 肝臓、腎臓
ピルビン酸、グリセロールなど糖質以外の物質からグルコース
を生産します。

グリコーゲン合成・分解反応 肝臓、骨格筋 グルコースの貯蔵体であるグリコーゲンを合成・分解します。

脂肪酸の合成・分解反応
合成は細胞質ゾル、
分解はミトコンドリア内

アシルCoAやマロニルCoAなどを含む同一の代謝経路が逆方
向に進行することで合成・分解が行われます。
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図 1　代謝経路ごとの関連資料数（特許数と文献数の総数）



代謝経路図
ガスクロマトグラフ質量分析計や液体クロマトグラフ質量分析計より得られた代謝物のピーク面積値を、棒グラフに
して表します。
各代謝物において試料ごとの相対定量値が棒グラフで示されることで、代謝物の変化量を確認することができます。

マルチオミクス解析パッケージ
マルチオミクス解析パッケージは、メタボロミクス、プロテオミクス、フラックス解析などで得られた 
膨大な質量分析データを自動で代謝マップに表示し、さまざまな解析を行える代謝工学向けのソフト
ウェアです。特に、当社が提供する代謝物分析用の各種メソッドパッケージ・データベースと連携し、
メタボロミクスデータ解析作業を効率化します。直感的に捉えることができる可視化されたデータは、
創薬や機能性食品、バイオ工学などライフサイエンス研究を強力にサポートします。

活用方法

1. �複数実験間の変化量比により代謝経路の変化
の違いを発見する
育成環境や遺伝子に変化を加えた試料での代謝
変化を確認することができます。

2. 代謝酵素の反応を確認する
酵素に変化を加え、代謝物量の差異を発見する
ことができます。

3. 未知試料を判別する
代謝物量の特徴により、試料群を判別すること
ができます。
例）種別や産地別の違いなど

図 2　代謝経路例（拡大図）

図 3　LabSolutions Insight™ による分析結果を代謝マップへ投影

Product

https://www.an.shimadzu.co.jp/products/liquid-chromatograph-mass-spectrometry/lc-ms-software/multi-omics-analysis-package/index.html?from=c10g0184
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本メソッドパッケージでは、アラキドン酸カ
スケードに由来する脂質メディエーターや
その関連物質196成分と内部標準物質18成
分、合わせて214成分の一斉分析条件を用
意しました。わずか20分のクロマトグラム
で全成分をモニターできます。

LC/MS/MS メソッドパッケージ
脂質メディエーター Ver. 3

■ まとめ

この196成分の代謝マップ表示による解析ツールを開発し、ヒ
ト血しょうと血清から検出された代謝物の比較解析を行いまし
た。196成分の一斉分析法により、血しょうと血清から延べ68
成分の代謝物が検出されました。この解析ツールを用いること
で、検出された代謝物に関与する酵素を容易に確認することが
できました。

■ 試料

ヒト血しょうおよび血清

■ 分析条件

LC-MS System ：LCMS™-8060NX
Column ：�Kinetex® C8 

（2.1 mm I.D. × 150 mm,  2.6 µm）

■ 分析

試料30 µLに0.1 %ギ酸を含むメタノールを300 µLと18成分の
内部標準物質溶液を10 µL添加し、約 3 分間撹拌しました。遠
心分離後、上清を0.1 %ギ酸水で 3 倍に希釈して固相抽出カー
トリッジに添加しました。抽出液を乾固した後メタノール30 µL
で溶解し、5 µLをLC/MS分析に供しました。各サンプルについ
て 3 回分析しました。

LC/MS/MS メソッドパッケージ 脂質メディエーター Ver. 3が対象とする196成分の代謝マップによる
解析ツールをご利用いただけます。 また 脂肪酸代謝物の量的な違いを代謝マップ上に表示するこ
とで、関与する代謝酵素を容易に解析できます。benefits

エイコサノイド脂肪酸の代謝物は多岐にわたるためメソッド開発が煩雑になります。そのため、弊社は196成分のエイコサノイド類
一斉分析法 LC/MS/MS メソッドパッケージ 脂質メディエーター Ver. 3 を提供しています。

エイコサノイド類196成分の代謝マップ解析

図 4　ヒト血しょうと血清から検出されたアラキドン酸代謝物の代謝マップと定量的プロファイル

https://www.an.shimadzu.co.jp/member/access.html?file=/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/18071/an_01-00250-jp.pdf&from=c10g0184
https://www.an.shimadzu.co.jp/products/liquid-chromatograph-mass-spectrometry/lc-ms-software/lcmsms-method-package-for-lipid-mediators/index.html?from=c10g0184
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当社が提供する代謝物分析用の各種メソッ
ドパッケージ・データベースと連携し、メタ
ボロミクスデータ解析作業を効率化します。
直感的に捉えることができる可視化された
データは、創薬や機能性食品、バイオ工学
などライフサイエンス研究を強力にサポート
します。

マルチオミクス解析パッケージ
■ まとめ

本稿では、LC/MS/MS メソッドパッケージ 一次代謝物 Ver. 3 を
用い、微生物の生産する一次代謝物を安定して検出可能である
ことを示しました。さらに、分析結果を代謝経路図へ投影し可
視化解析を行うマルチオミクス解析パッケージも活用可能です。
一斉分析によるデータ取得と分析結果の可視化解析ツールの連
携は、代謝経路に基づく考察をサポートし、作業の効率化を図
ることができます。本方法は、微生物を使用する様々な分野で
の研究を加速させる、有効な手段となることが期待されます。

■ 試料

大腸菌と酵母

■ 分析条件

LC-MS System ：LCMS-8060
Column ：�Shim-pack™ GIST PFPP 

（2.1 mm I.D. × 150 mm, 3 µm）

■ 分析

液体培地で培養した大腸菌の細胞懸濁液を、-20 ℃に冷やした
40 % エタノール /0.8 % NaCl 水溶液に加えてクエンチし、遠心
分離によって菌体を回収しました。回収した菌体は、0.75 mL
のエタノールで懸濁後、70 ℃で 15 分間熱処理を行い、2 分間
氷上に静置しました。続いて0.75 mLの水を加えて混和、3,900 
g、4 ℃で 5 分間遠心分離し、上清を回収しました。上清は乾
固し、分析する際は等量の水で再溶解し、サンプルとしました。
必要に応じて水で希釈しました。
また、液体培地で培養した酵母の細胞懸濁液を、-40 ℃に冷や
したメタノールに加えてクエンチし、遠心分離によって菌体を
回収しました。回収した菌体は、95 ℃に加温した75 %エタノー
ル 1 mL に懸濁し、95 ℃、3 分間熱処理を行いました。続いて
遠心分離し、上清を回収、乾固しました。分析する際は等量の
水で再溶解し、サンプルとしました。必要に応じて水で希釈し
ました。

研究対象として利用頻度の高い大腸菌・酵母由来の細胞実試料でも安定して分析可能です。

benefits

近年の合成生物学研究の興隆に伴い、微生物に他生物由来の化合物を高生産させる技術が広まっています。生物の代謝を利用す
る合成生物学研究分野において、代謝物を網羅的に分析するメタボロミクスの手法は、欠かせない手法です。「マルチオミクス解析
パッケージ」に搭載されている代謝マップを利用することで、定量的な変動が代謝マップ上のどこで生じているかを容易に解析する
ことが可能です。

微生物中の代謝物一斉分析

LC-MS
GC-MS

表表示示例例

大大腸腸菌菌 酵酵母母

図 5　マルチオミクス解析パッケージを利用した
代謝経路図への可視化の例

表 2　各サンプルで検出された成分数

大腸菌 酵母

検出成分数 95/141 92/141

https://www.an.shimadzu.co.jp/member/access.html?file=/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/18285/an_01-00209-jp.pdf&from=c10g0184
https://www.an.shimadzu.co.jp/products/liquid-chromatograph-mass-spectrometry/lc-ms-software/multi-omics-analysis-package/index.html?from=c10g0184
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本データベースには約600成分の一次代謝
物が分析対象化合物として登録されており
メソッドを最適化する必要がなく、代謝物
分析の大幅な効率化が図れます。

GC-MS(/MS) 代謝物分析用データベース
Smart Metabolites Database™ Ver. 2

■ まとめ

野生型および遺伝子変異型の黄色ショウジョウバエの代謝物
を、ガスクロマトグラフ質量分析計GCMS-TQ8040 NXで分析し
ました。代謝物を網羅的に検出した結果を、マルチオミクス解
析パッケージを用いて主成分分析、階級クラスター分析、ボル
ケーノプロット、代謝マップで解析しました。その結果、遺伝
子変異により差異が生じた代謝物を可視化することができまし
た。

◦�マルチオミクス解析パッケージを用いることで、GC/MSにより得られた測定結果を簡便に可視化で
きます。

◦�主成分分析、階級的クラスタリング、ボルケーノプロットおよび代謝マップなどの統計手法が利用
でき、サンプル間の差異を見つけることができます。benefits

■ 試料

黄色ショウジョウバエ（野生型と遺伝子変異型）

■ 分析条件

GC-MS System ：GCMS-TQ™8040 NX
Column ：DB5（0.25 mm I.D. × 30 m, 1 µm） 
Carrier Gas ：Helium
Carrier Gas Control ：Linear Velocity

■ 分析

50匹の黄色ショウジョウバエを分析に用いました。50匹のうち
20匹は野生型、残りの30匹は遺伝子変異型のハエでした。10
匹で 1 つのサンプルを形成することとし、野生型 2 サンプル、
遺伝子変異型 3 サンプルの合計 5 サンプルを用意しました。ハ
エ試料はすり潰して均一化しました。
均一化した試料にメタノール：水：クロロホルム（2.5:1:1）の
抽出液を添加して振とうすることで、代謝物を抽出しました。
水相を分取後、遠心濃縮してメタノールを除去し、残った水相
を凍結乾燥器で乾固させました。乾固した試料は、メトキシア
ミンを用いたメトシキム誘導体化、および N- メチル -N- トリメ
チルシリルトリフルオロアセトアミド（MSTFA）を用いたトリメ
チルシリル（TMS）誘導体化により処理しました。

遺伝子変異とは、DNA塩基配列に起こる変化のことで、置換、挿入、欠失など様々な種類があります。遺伝子変異が生じると、タ
ンパク質が正しく合成されなくなったり、機能しなくなったりする可能性があります。代謝物とゲノム情報の統合解析は、疾患の治療
薬開発や個別化医療につながる可能性のある重要な基礎研究とされています。そこで、遺伝子変異が代謝物に及ぼす影響を調べる
手法が重要になります。

遺伝子変異ハエの代謝物差異解析 Part 1

GC-MS

図 6　野生型と遺伝子変異型の黄色ショウジョウバエのボルケーノプロット 図 7　代謝物マップ

https://www.an.shimadzu.co.jp/member/access.html?file=/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/21326/an_01-00410-jp.pdf&from=c10g0184
https://www.an.shimadzu.co.jp/products/gas-chromatograph-mass-spectrometry/gc-ms-software/smart-metabolites-database/index.html?from=c10g0184
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LC-MS
GC-MS
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本メソッドパッケージでは、LC/MS/MS分析
において必要となる分離条件の検討や、各
化合物に対する MS パラメータの最適化な
どの煩雑な作業をユーザーが実施すること
なく分析をはじめることができるため、多成
分一斉分析業務を効率よく進めることがで
きます。

■ まとめ

野生型および遺伝子変異型の黄色ショウジョウバエの代謝物
を、LC/MSで分析しました。代謝物を網羅的に検出した結果を、
マルチオミクス解析パッケージを用いて解析しました。主成分
分析やボルケーノプロットなどの統計解析手法により、遺伝子
変異により差異が生じた代謝物を可視化することができました。
また、GC/MSによる測定結果と併せて代謝マップに投影し、代
謝経路を表示しました。マルチオミクス解析パッケージを利用
することで、LC-MSを用いて得られた結果を客観的に判断する
ことができます 。

■ 試料

黄色ショウジョウバエ（野生型と遺伝子変異型）

■ 分析条件

LC-MS System ：LCMS-8060NX
Column ：�Shim-pack GIST PFPP 

（2.1 mm I.D. × 150 mm, 3 µm）

■ 分析

100匹の黄色ショウジョウバエを分析に用いました。100匹のう
ち50匹は野生型、残りの50匹は遺伝子変異型のハエでした。5
匹で 1 つのサンプルを形成することとし、野生型 10 サンプル、
遺伝子変異型10サンプルの合計20サンプルを用意しました。
ハエ試料はすり潰した後、「メタボロミクス前処理ハンドブック」
にしたがって前処理を施し、LCMS-8060NX と LC/MS/MS メソッ
ドパッケージ 一次代謝物を用いて測定を行いました。

◦�マルチオミクス解析パッケージを用いることで、LC/MSやGC/MSにより得られた測定結果を簡便に
可視化できます。

◦ �LC/MS と GC/MSの測定結果を統合して代謝マップに出力することで、より多くの代謝物を網羅的
に表示することができます。benefits

前項でご紹介した「遺伝子変異ハエの代謝差異解析 Part 1」では、GC-MS と Smart Metabolites Database Ver. 2 を利用して遺伝
子変異ショウジョウバエの代謝物を測定しました。本稿では、同じショウジョウバエの試料をLC-MSとLC/MS/MSメソッドパッケージ 
一次代謝物 Ver. 3 を用いて測定し、LC-MSとGC-MS両方の結果を代謝マップへ投影し解析しました。

遺伝子変異ハエの代謝物差異解析 Part 2

LC/MS/MS メソッドパッケージ
一次代謝物 Ver. 3

図 8　代謝経路マップ（LC/MS と GC/MS の測定結果の統合） 

LC/MSGC/MS

GC/MS

GC/MS GC/MS

赤：野生1
黄：野生2
青：変異1
緑：変異2
水色：変異3

図 9　代謝経路マップの拡大図

https://www.an.shimadzu.co.jp/member/access.html?file=/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/21333/an_01-00491-jp.pdf&from=c10g0184
https://www.an.shimadzu.co.jp/products/liquid-chromatograph-mass-spectrometry/lc-ms-software/lcmsms-method-package-for-primary-metabolites/index.html?from=c10g0184
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LC-MS

Product

Application

汎 用 機を超えた 高 感 度を持ち、 従 来 機 の
操 作 性も継 承したミドルクラス装 置で す。
UHPLCをフロントとした際の高速性と高感
度な装置により代謝経路の研究を実現しま
す。

高速液体クロマトグラフ トリプル四重極質量分析計
LCMS-8040

■ まとめ

測定の結果、血しょう試料中のホモシステインのピークが特異
的に検出されました。本システムは研究用途に限られるため、
臨床診断目的での使用はできませんが、この分析系により酵素
活性の確認を行うことが可能となります。

■ 試料

血しょう

■ 分析条件

LC-MS System ：LCMS-8040
Column ：�SUPELCO SIL LC-CN  

 （3 mm I.D. × 33 mm, 3 µm）

■ 分析

100 µLの血しょうに10 µLの内部標準液（d8-Homocystine）と
20 µLのDTTを添加し攪拌しました。20分静置させた後、300 
µLの0.2 %のギ酸を含むアセトニトリルを添加しました。 遠心
後、LCMS-8040でMRMモードにより測定しました。

実際に病院ラボ（Meyer Children’s Hospital, Mass Spectrometry, Clinical Chemistry and 
Pharmacology Lab）で使用され、実績のある分析メソッドをトレースすることが可能です。

benefits

メチオニンは、抗酸化ミネラルであるセレンを運搬する役割を担っており、体内の抗酸化作用を高める働きを持ちます。 メチオニ
ンに関わる代謝経路においてメチオニン合成酵素、メチレンテトラヒドロ葉酸還元酵素などの活性を測定する場合、ホモシステイ
ンが指標となりえることから、ホモシステインの測定手法を確立することが重要と考えられます。

血しょう中のホモシステイン測定

Methionine

S-Adenosylmethionine

S-Adenosylhomocysteine

Homocysteine

Cystathionine

Cysteine

Serine

HomoSerine

Methylation 
reactions

Vitamine B12

Cobalamin-dependent 
methionine synthase

Betaine-homocysteine 
methyltransferase

Tetrahydrofolate

5, 10 Methylene
tetrahydrofolate

5-Methylene
tetrahydrofolate

Cystathione beta-synthase

図 10　代謝経路

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 min

0.0

2.5

5.0

7.5

(×100,000)

Sample 
Homcysteine

d4-Homocysteine139.8 > 94.1
Homocysteine 135.8 > 90.1

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 min

0.0

2.5

5.0

7.5

(×100,000)

Control

d4-Homocysteine 139.8 > 94.1
Homocysteine 135.8 > 90.1

図 11　各対象化合物の抽出イオンクロマトグラム

https://www.an.shimadzu.co.jp/member/access.html?file=/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/18124/an_c092.pdf&from=c10g0184
https://www.an.shimadzu.co.jp/products/liquid-chromatograph-mass-spectrometry/triple-quadrupole-lc-msms/lcms-8040/index.html?from=c10g0184
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Product

Application

新開発のフォーカス電極によりイオンのみ
を効率よく質量分析計内部に導入できます。
夾雑成分は除去されるので、汚れによる影
響が少なく、生体試料でも安定した分析が
可能です。

■ まとめ

LC-MS/MSとICP-MSを用いて培養上清中の成分を分析し、結
果を解析することにより、抗体生産に関わる成分や代謝経路の
検出が可能になるものと考えられます。多成分の測定結果を用
いて、抗体比生産速度を目的変数とした解析を実施することに
より、抗体生産に相関する成分や特徴的な代謝経路を検出する
ことができました。

■ 試料

CHL-YN細胞抗体生産株の培地／培養上清

■ 分析条件

LC-MS System ：LCMS-8060NX
Column ：�Shim-pack GIST PFPP  

 （2.1 mm I.D. × 150 mm, 3 µm）
ICP-MS System ：�ICPMS-2030

■ 分析

培養液中の有機成分の分析には、Nexera™ X3 システムおよび
LCMS-8060NXを用いました。分析メソッドとしては、LC/MS/
MS メソッドパッケージ 細胞培養プロファイリング Ver. 3 を使用
しました。本メソッドにより培地成分や分泌代謝物など細胞代
謝に関わる計144成分の一斉分析を行いました。
無機成分の分析には、ICPMS-2030を用いました。
ICPMS-2030での分析は、培地を1 v/v % 硝酸で20倍希釈し調
製しました。抗体生産に影響する報告のある元素を中心に Co、
Cu、Fe、Mg、Mn、Mo、Ni、Se、Zn を分析しました。

◦�有機／無機成分を組み合わせた代謝解析が可能です。
◦�簡便な前処理により培地や培養上清中の有機／無機成分をそれぞれ一斉分析可能です。

benefits

近年の研究では、培養液中の有機／無機成分の変動による抗体生産量や品質への影響について多くの報告があります。さらに、有
機／無機成分は培養液中で相互作用しながら、その動態に影響することも知られているため、代謝の理解には培養液中の有機／無
機成分両方の分析が必要と考えられます。

培地分析による抗体生産細胞の代謝解析

LC-MS
ICP-MS

高速液体クロマトグラフ トリプル四重極質量分析計
LCMS-8060NX

図 12　白地図例（CHO 細胞の代謝経路に最適化した白地図）
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図 13　ICP-MS を用いた培養上清分析結果

https://www.an.shimadzu.co.jp/member/access.html?file=/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/20785/an_01-00498-jp.pdf&from=c10g0184
https://www.an.shimadzu.co.jp/products/liquid-chromatograph-mass-spectrometry/triple-quadrupole-lc-msms/lcms-8060nx/index.html?from=c10g0184
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Product

Application

分析用途に合わせて、フレーム法でppm、
電気加熱法でppbオーダーの測定が可能で
す。両方を併用することで微量分析から高
濃度分析まで広範囲のターゲットを測定す
ることができます。

原子吸光分光光度計
AA-7800シリーズ

■ まとめ

原子吸光法（フレーム法・電気加熱法）により、培養上清中の
金属元素濃度を測定しました。その結果、培養上清を希釈する
だけの簡便な前処理で、数 ppb 〜数 10 ppm の広い濃度範囲
の分析が可能であることが分かりました。これにより、原子吸
光法は培地だけでなく培養上清の分析にも適用可能であること
が示されました。微量から⾼濃度までの広い範囲で、金属元素
濃度のモニタリングに活用できます。

■ 試料

細胞培養中に経時的に採取した培地

■ 分析条件

AA System ：AA-7000F/AAC
Autosampler ：ASC-7000

■ 分析

125 mL の培養フラスコを用いて、CHO細胞を 4 日間振とう培
養しました（120 rpm）。培養開始直後の培養液を 1 mL 回収後、
24 時間ごとに 1 mL 採取しました。採取した各培養液を遠心分
離（5 min、4 ℃）した後、培養上清を別チューブへ分注するこ
とで、培養上清試料を準備しました。
測定には、原子吸光分光光度計AA-7000とグラファイトファー
ネスアトマイザ（フレーム法と電気加熱法の自動切換が可能）、
およびオートサンプラを用いました。原子化法に関して、⾼濃
度に培養液に含まれることが既知の元素（Mg、Zn）はフレー
ム法、それ以外の微量元素（Cu、 Mn、Co、Fe）は電気加熱法
を用いました。

抗体医薬品は、主にCHO細胞を培養することにより産生されます。培養中の細胞代謝や産生される抗体の一次構造は、培養液中の
金属元素濃度変化に影響を受けることが、近年報告されています。例えば、培養液中のCu濃度に応じてCHO細胞の乳酸代謝の経
路が変化することや、抗体の糖鎖構造が培地中のMn／Zn比に応じて変化することが挙げられます。そのため、抗体医薬品の品質
を一定に保つうえでは、培養液中の金属元素濃度の経時変化をモニタリングすることが重要と考えられます。

◦�原子吸光分光光度計を用いることにより、希釈のみの前処理で細胞培養上清を分析できます。
◦�フレーム法と電気加熱法の切り換えが容易なオートアトマイザチェンザ（AAC）を用いることで、

微量（ppb）〜⾼濃度（ppm）まで幅広い濃度の金属元素を簡単に分析できます。benefits

AA

細胞培養上清中の金属元素モニタリング
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図 14　乳酸の代謝経路に影響を与えるとされる Cu 濃度の経時変化
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図 15　タンパク質の糖鎖構造に影響を与えるとされる Mn 濃度の経時変化

https://www.an.shimadzu.co.jp/member/access.html?file=/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/17055/an_a651.pdf&from=c10g0184
https://www.an.shimadzu.co.jp/products/elemental-analysis/atomic-absorption-spectroscopy/aa-7800/index.html?from=c10g0184
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LC-MS

Application

Product

本メソッドパッケージでは、LC/MS/MS分析
において必要となる分離条件の検討や、各
化合物に対するMSパラメータの最適化など
の煩雑な作業をユーザーが実施することな
く分析をはじめることができるため、多成分
一斉分析業務を効率よく進めることができ
ます。

■ まとめ

図16に示すように、硫黄源の違いにより培養時における代謝物
の変動が確認されました。特にグルコースが枯渇する 6 時間前
後において、チオ硫酸添加培地におけるCysteineの減少、ま
た代謝経路の上流にあたる Serine において、増加が認められ
ました。これ以外にもチオ硫酸添加培地において、ヌクレオシド

（Adenosine、Inosine）の上昇が確認されました。このように、
培地に添加する硫黄源の違いがCysteineをはじめとする含硫代
謝物の産生能に影響することが、メタボロミクスによるアプロー
チから分かりました。

■ 試料

硫黄源としてチオ硫酸もしくは硫酸を添加した最小培地を用い
て大腸菌の培養し、3、4、5、6、7、8、9 時間経過後の培養
懸濁液

■ 分析条件

LC-MS Systems ：LCMS-8040、LCMS-8050
Columns ：RP columns

■ 分析

回収した大腸菌はOD値を測定した後、フィルター濾過により培
地成分と菌体を急速に分離しました。その後、分離した菌体を
メタノール中にて破砕することで、大腸菌抽出液を調製しまし
た。濃縮遠心機でメタノールをとばした後、超純水で溶かした
ものを適宜希釈して、LC/MS 分析を行いました。

LC/MS/MS メソッドパッケージ 一次代謝物のイオンペアメソッド（LCMS-8040）および非イオンペア
メソッド（LCMS-8050）による分析条件にて一斉分析を行うことで、イオンペアメソッドではアミノ酸、
補酵素、核酸関連化合物を中心として、また非イオンペアメソッドではアミノ酸、有機酸、核酸関
連化合物に由来するピークを検出することが可能です。benefits

メタボロミクスは微生物育種における代謝変動を評価するうえで、目的物質はもちろんのこと、その前駆体・中間体を含めた代謝変
動を理解するために有効な技術であり、物質生産に関連した代謝経路をより深く理解することで、生産効率の高い物質生産への応
用が期待されます。本稿ではシステイン産生大腸菌を試料として、システイン合成に使われる硫黄源にチオ硫酸あるいは硫酸を添
加した場合に、関連する含硫代謝物が培養経過に依存してどのように変動するかを LC/MS で分析した例をご紹介します。

微生物育種へのメタボロミクス応用

LC/MS/MSメソッドパッケージ
一次代謝物 Ver. 3
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図 16　チオ硫酸および硫酸添加培地にて培養した大腸菌における含硫代謝物の変動
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図 17　チオ硫酸添加培地にて培養した大腸菌抽出物の MRM クロマトグラム

https://www.an.shimadzu.co.jp/member/access.html?file=/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/18040/an_c131.pdf&from=c10g0184
https://www.an.shimadzu.co.jp/products/liquid-chromatograph-mass-spectrometry/lc-ms-software/lcmsms-method-package-for-primary-metabolites/index.html?from=c10g0184
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Product

Application

高感度・長期安定性イオン源や高効率コリ
ジョンセルの搭載により、高感度かつ長期
にわたり安定した代謝物分析を実現します。

トリプル四重極型ガスクロマトグラフ質量分析計
GCMS-TQ8040 NX

■ まとめ
13C 代謝フラックス解析を行うことで、大腸菌中枢炭素代謝経路
のフラックス分布を求めることができました。今回紹介した方
法は、有用物質を生産する微生物や癌などの疾患細胞の代謝
評価に応用可能であると期待されます。

■ 試料

大腸菌野生株

■ 分析条件

GC-MS System ：GCMS-TQ8040
Auto injector ：AOC-20i

■ 分析

大腸菌野生株（Escherichia coli  MG1655）を M9 最少培地に 5 
g/L の 13C 標識グルコース（[1-13C]glucose：[U-13C]glucose ＝
1：1）を添加した培地 100 mL を用いて、坂口フラスコで好気
的に培養しました。細胞濃度（OD600）と培地成分の測定のた
め、継時的に培養液をサンプリングしました。細胞濃度は分光
光度計（UVmini-1240、島津製作所）で波長600 nmでの濁度

（OD600）を測定しました。タンパク由来アミノ酸の 13C 標識割
合の計測のため、対数増殖中期（OD600 〜 1）の培養液 3 mL
をファルコンチューブに回収し、 遠心分離（10000 rpm、10 
min、4 ℃）して菌体ペレットを作りました。サンプルは使用す
るまで -80 ℃で保存しました。

細胞内代謝反応の向きや、分岐比、反応速度といった代謝の直接的な理解が可能で、活性化・抑
制されている反応の発見が期待できます。

benefits

細胞内代謝状態を理解する手法として、これまで代謝物量の計測（メタボローム）に加えて、酵素遺伝子の発現（トランスクリプトーム）、酵
素タンパク量（プロテオーム）の測定などが盛んに行われています。これらの結果から、細胞内代謝の流れ（フラックス）の推定が試みられ
てきましたが、代謝物の蓄積量は必ずしも代謝フラックスとは相関しないため、その推定は困難です。また、細胞内代謝の流れはタンパク
質の翻訳後修飾や、アロステリック制御など定量の難しい要因の影響を受けるため、酵素遺伝子発現量や酵素タンパク量からの in vivo 代
謝状態の推定には限界があります。この問題を解決するには、細胞内の代謝フラックス分布を計測する 13C 代謝フラックス解析法が有効です。

GC-MS を用いた 13C代謝フラックス解析法
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図 18　培地中グルコースと酢酸の濃度変化
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図 19　増殖期大腸菌の代謝フラックス分布

https://www.an.shimadzu.co.jp/member/access.html?file=/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/technical/technical_reports/19748/c146-0355.pdf&from=c10g0184
https://www.an.shimadzu.co.jp/products/gas-chromatograph-mass-spectrometry/triple-quadrupole-gc-msms/gcms-tq8040-nx/index.html?from=c10g0184
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Product

Application

優れた質量精度および高感度と高分解能
の 両 立 を 実 現 する た め に、UFgrating™、
iRefTOF ™ といった島津独自の特許技術が使
われています。代謝物に関するアプリケー
ションの開発や分析の効率化に貢献します。

■ まとめ

代謝物精密質量データベースには、幅広い物性の代謝物を網羅的
解析するためのLC/Q-TOF用の複数のメソッドが含まれます。延べ
470成分（内部標準物質を含む）の代謝物の保持時間、精密質量情
報が含まれ、簡単にメタボロミクスをはじめられます。N’- ホルミル
キヌレニンの例のように、データベースに含まれない代謝物の探索
も、データベースを利用したターゲットメタボロミクスで得た情報を
上手く活用することで容易に行えます。また、新規に発見された代
謝物をトリプル四重極LC-MSで高感度分析するためのメソッド移管
も容易にでき、ノンターゲットメタボロミクスから高感度ワイドター
ゲットメタボロミクスまでのトータルソリューションを実現できます。

■ 試料

iPS細胞の培養液

■ 分析条件

LC-MS System ：LCMS-9030

■ 分析

iPS細胞を播種後、24 時間ごとにその培養上清をサンプリング
し、6 日間培養しました。サンプリングした培養上清は、アセト
ニトリルを添加し除蛋白を行い、有機溶媒沈殿後、遠心上清を
超純水で10倍希釈したものを試料として、本データベースの培
地成分メソッドで分析しました。

代謝物精密質量データベースには、幅広い物性の代謝物（470 成分）を網羅的解析するためのLC/
Q-TOF用の「Ready to Use」メソッドが複数含まれており、LCやMSの分析条件を検討する必要が
ありません。benefits

メタボロミクスでは、低分子の代謝物を網羅的に解析するために質量分析計が使用されます。分析対象の代謝物が決まっているター
ゲットメタボロミクスでは、トリプル四重極型のLC-MSやGC-MSが使用されます。一方、未知代謝物の探索などのノンターゲットメ
タボロミクスでは、Q-TOFなどの高分解能の質量分析計が使用されます。

代謝物精密質量データベースによる
メタボロミクスのトータルソリューション

LC/Q-TOF

四重極飛行時間型 高速液体クロマトグラフ質量分析計
LCMS-9030

4. iPS細胞培養時の培地分析例
発酵による有用物質の生産や抗体医薬品の製造において、培

養工程の最適化や管理のために、培地の pH、溶存ガス、炭素源
（グルコース）、窒素源（グルタミン）などのモニターが実施され
ています。細胞培養中の培地成分は、グルコースやグルタミン以
外にもビタミンや核酸関連化合物、さらには細胞から分泌される
代謝物など様々な化合物から構成されます。そのため、培地に含
まれる化合物の網羅的分析は、バイオプロセスを考察する上で
有用な情報を与えることが期待されます。本データベースの応用
例として、iPS 細胞の培養経過に伴う培養上清成分の変化をモニ
ターした事例をご紹介します。
　iPS 細胞を播種後、24 時間ごとにその培養上清をサンプリング
し、6日間培養しました。培養条件を Table 2 に示します。サンプ
リングした培養上清は、アセトニトリルを添加し除蛋白を行い、有
機溶媒沈殿後、遠心上清を超純水で 10 倍希釈したものを試料と
して、本データベースの培地成分メソッドで分析しました。

Fig. 3　代謝マッピング Fig. 5　メタボロミクスのトータルソリューション

①LCMS-9030と本データベースで
ノンターゲットメタボロミクス

④メソッドパッケージに新規代謝物の MRMを追加

②データ解析し、
　新規代謝物を発見

③新規代謝物の
　MS/MSスペクトル
　からMRMを生成

⑤LCMS-8000シリーズと各種メソッド
パッケージで高感度ワイドターゲット
メタボロミクス

ノンターゲットメタボロミクス
（Discovery Stage）

高感度ワイドターゲットメタボロミクス
（Validation Stage）

Fig. 4　多変量解析ソフト Signpost MS

Cell line : Feeder-free iPS cells 1231A3
Passage number : 0P30
Seeding number : 1.3×104 cells/well
Period : 6 days
Medium : AK02N
Cell substrate : iMatrix (0.5 µg/cm2)

Table 2　培養条件

培養上清を分析した結果、培地成分メソッドのデータベースに
含まれるアミノ酸やビタミンなど27 成分が検出されました。各サ
ンプリング時間におけるピーク面積をプロットした結果の一部を
Fig. 6 に示します。キヌレニンやオルニチン、アラニンなどが培養
時間経過に伴い増加し、トリプトファンやアルギニン、メチオニン
などが減少する傾向が見られました。トリプトファンおよびキヌレ
ニンが変動していることから、培養時 iPS 細胞内ではキヌレニン
経路（Fig. 7）に変化が起こっていることが推測されました。

本データベースはノンターゲットメタボロミクスにも対応してい
ます。ターゲットメタボロミクスとは異なりノンターゲットメタボ
ロミクスから得られるデータは膨大であるため、データ解析が非
常に大変です。Signpost MS™（ライフィクス株式会社）を使うこと
で、ピークピッキング・アライメントから統計解析まで簡単に行う
ことができます（Fig. 4）。統計解析は、メタボロミクスでよく用い
られる主成分分析、階層クラスタリング解析、スキャッタープロッ
ト（2 群比較）に対応しており、本データベースと本ソフトウェアを
使用することで一連のノンターゲットメタボロミクスが可能です。

3. メタボロミクスのトータルソリューション
一般的にメタボロミクスでは、ノンターゲット分析によりバイ

オマーカー候補や新規化合物を発見後、バリデーションのため
にルーチンでターゲット分析したり、発見した化合物も含めたワ
イドターゲット分析を行います。ノンターゲット分析では高分解
能質量分析計が、ルーチンでのターゲット分析やワイドターゲッ
ト分析では高感度で定量性の高いトリプル四重極質量分析計が
よく使用されます。そのため、ノンターゲット分析からターゲット
分析に移行するにあたり、メソッド移行が必要です。

本データベースに含まれる各メソッドの LC 条件は、トリプル
四重極 LC-MS 用のメソッドパッケージシリーズと同じであるた
め、スムーズなメソッド移行が可能です。具体的には、ノンター
ゲットメタボロミクスにより発見された代謝物の MRM トランジ
ションを、対応するメソッドパッケージのメソッドに追加するだ
けです（Fig. 5）。
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図 20　キヌレニン代謝経路
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Period : 6 days
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培養上清を分析した結果、培地成分メソッドのデータベースに
含まれるアミノ酸やビタミンなど27 成分が検出されました。各サ
ンプリング時間におけるピーク面積をプロットした結果の一部を
Fig. 6 に示します。キヌレニンやオルニチン、アラニンなどが培養
時間経過に伴い増加し、トリプトファンやアルギニン、メチオニン
などが減少する傾向が見られました。トリプトファンおよびキヌレ
ニンが変動していることから、培養時 iPS 細胞内ではキヌレニン
経路（Fig. 7）に変化が起こっていることが推測されました。

本データベースはノンターゲットメタボロミクスにも対応してい
ます。ターゲットメタボロミクスとは異なりノンターゲットメタボ
ロミクスから得られるデータは膨大であるため、データ解析が非
常に大変です。Signpost MS™（ライフィクス株式会社）を使うこと
で、ピークピッキング・アライメントから統計解析まで簡単に行う
ことができます（Fig. 4）。統計解析は、メタボロミクスでよく用い
られる主成分分析、階層クラスタリング解析、スキャッタープロッ
ト（2 群比較）に対応しており、本データベースと本ソフトウェアを
使用することで一連のノンターゲットメタボロミクスが可能です。

3. メタボロミクスのトータルソリューション
一般的にメタボロミクスでは、ノンターゲット分析によりバイ

オマーカー候補や新規化合物を発見後、バリデーションのため
にルーチンでターゲット分析したり、発見した化合物も含めたワ
イドターゲット分析を行います。ノンターゲット分析では高分解
能質量分析計が、ルーチンでのターゲット分析やワイドターゲッ
ト分析では高感度で定量性の高いトリプル四重極質量分析計が
よく使用されます。そのため、ノンターゲット分析からターゲット
分析に移行するにあたり、メソッド移行が必要です。

本データベースに含まれる各メソッドの LC 条件は、トリプル
四重極 LC-MS 用のメソッドパッケージシリーズと同じであるた
め、スムーズなメソッド移行が可能です。具体的には、ノンター
ゲットメタボロミクスにより発見された代謝物の MRM トランジ
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図 21　培養経過に伴う培養上清成分の変動

https://www.an.shimadzu.co.jp/member/access.html?file=/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/technical/technical_reports/19775/c146-2249.pdf&from=c10g0184
https://www.an.shimadzu.co.jp/products/liquid-chromatograph-mass-spectrometry/quadrupole-time-of-flight-lc-msms/lcms-9030/index.html?from=c10g0184
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Application

Product

当社が提供する代謝物分析用の各種メソッ
ドパッケージ・データベースと連携し、メタ
ボロミクスデータ解析作業を効率化します。
直感的に捉えることができる可視化された
データは、創薬や機能性食品、バイオ工学
などライフサイエンス研究を強力にサポート
します。

マルチオミクス解析パッケージ
■ まとめ

LC/MSおよびGC/MSを用いて、マウス血清から122の成分が検
出されました。両データは新たに開発された代謝マップを用い
て可視化され、2 つの方法を同時に使用することで互いのデー
タを補完することができました。
代謝マップ表示では、糖、アミノ酸、硫黄関連代謝物などの一
部の化合物がCD群とMCD群で変化していることが示されまし
た。

■ 試料

NASH、NAFLD およびコントロールマウスの血清（n=5 〜 6/群）

■ 分析条件

GC-MS System ：GCMS-TQ8050 NX
LC-MS System ：LCMS-8060NX

■ 分析

各血清は、改良されたBligh and Dyer法を用いた液液抽出に
よって除蛋白され、脂肪化されました。
LC/MS 分析では、水層を遠心濃縮した後に残留物を水中に再
懸濁し、LC/MS/MSメソッドパッケージ 一次代謝物 Ver. 3 を分
析方法として使用しました。GC/MS分析では、遠心濃縮後にメ
トキシアミンとMSTFAによって試料を誘導体化し、分析法とし
てSmart Metabolites Database Ver. 2を用いました。どちらの
方法でも MRM モードを使用しました。データ解析にはマルチ
オミクス解析パッケージを使用しました。

マルチオミクス解析パッケージを用いることで、液体クロマトグラフィー質量分析（LC/MS）とガスク
ロマトグラフィー質量分析（GC/MS）両方の測定データを同時に読み込み、代謝物をより網羅的に
解析することが可能です。benefits

メタボロミクスは、生体内の代謝産物を網羅的に解析する技術です。メタボロミクスでは、液体クロマトグラフィー質量分析（LC/
MS）とガスクロマトグラフィー質量分析（GC/MS）が一般的に使用されます。測定対象となる代謝物が異なるため、LC/MSとGC/MS
を同時に使用することで、互いのデータを補完することができます。

LC/MSおよびGC/MSデータの統合解析

LC-MS
GC-MS

● MCS（control）
● CD（NAFL）
● MCD（NASH）

Glucose-meto-5TMS
Glucosamine-5TMS

N-Acetylmannosamine-meto-4TMS
Fructose-meto-5TMS
Indol-3-acetic acid-2TMS

Methionine
sulfoxide

Methionine

Ergothioneine
2-Aminobutyric acid

Serine

Alanine
Kynurenine

Glycine

（（aa））

（（bb））

図 22　主成分分析の（a）スコアプロット、（b）ローディングプロット 図 23　LC/MS と GC/MS データを統合した代謝マップ

https://www.an.shimadzu.co.jp/member/access.html?file=/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/22027/an_01-00630-jp.pdf&from=c10g0184
https://www.an.shimadzu.co.jp/products/liquid-chromatograph-mass-spectrometry/lc-ms-software/multi-omics-analysis-package/index.html?from=c10g0184
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