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研究目的 

化学物質曝露影響の分析・解析手法確立には分析・解析技術の共有が不可欠であ

り、知見を蓄積・共有し、分析・解析技術を向上する必要がある。 

申請者らはこれまでヒト、野生生物に残留する化学物質やその代謝物の濃度デー

タおよび、それらの曝露により変動すると予想されるメタボロームの変動をはじめ

とするオミクスデータの解析を進めてきた。しかしながら申請者がこれまで行って

いたメタボロームの測定はターゲットを定めた測定が中心であり、未知物質の探索

やターゲット外の低分子代謝物・環境化学物質などは測定対象外であった。 

これらの分析に力を発揮しているのが、高速液体クロマトグラフ-飛行時間型タン

デム質量分析計 (LC-QToFMS) である。LC-QToFMS により、網羅性の高い測定デ

ータが得られるようになりつつあるが、未知化合物や代謝物を含む大規模データの

分析については、未だゴールデンスタンダードとなる分析・解析手法は存在しない。 

本申請では愛媛大学・千葉大学双方に導入された LC-QToFMS を各機関で運用し、

知見を共有することで試料の前処理や分析手法、データ解析手法を高度化すること

を目的とした。 

 

 

 



研究概要 

本年度は親水性相互作用クロマトグラフィ (HILIC) カラムおよび LC-QToFMSを

もちいたメタボロームの計測手法を立ち上げ、愛媛大学との手法共有を行った。ま

た、ピークアノテーションのためのスペクトルライブラリの作成・共有、解析ソフ

トウェアへのデータ読み込み手法を共有した。 

また、愛媛大学と共同研究を進めていた、ビスフェノール A曝露による子ラッ

ト肝臓中の脂質・トランスクリプトーム組成の変化に関する研究が、国際誌に投

稿・受理された。 

 

研究内容 

背景 

申請者はこれまで、ターゲットを定めてメタボロームの分析を行っており、未知物

質の探索やターゲット外の低分子代謝物・環境化学物質などは測定対象外であった。

しかしながら、測定対象外の化合物中にも曝露に関連する物質が含まれている可能

性があるため、網羅的なワイドターゲット・ノンターゲット分析法が期待されてい

る。これらの分析に力を発揮しているのが、高速液体クロマトグラフ-飛行時間型タ

ンデム質量分析計 (LC-QToFMS) である。本機器を用いたワイドターゲット・ノン

ターゲット分析法は、質量分析計で検出されたすべての化合物を解析対象とする手

法である。 

本手法は膨大なデータを試料から得ることができる点がメリットである反面、得

られるデータのサイズが巨大化しやすく、ピークの検出、検出されたピークのアノ

テーションや溶出時間のアラインメントなどデータのハンドリングも容易ではない。 

このため本年度はノンターゲット・ワイドターゲット分析のための測定条件を確立・

共有することを目的とした。 

 

手法 

まず HILICカラムおよび LC-QToFMSを用いた分析法の確立を試みた。HPLC装置

は SCIEX社製 ExionLC AD UPLC system、検出器は SCIEX社製 X500R QToFMSを

用いた。分析法は既報を参考に、Positiveモードの測定にはZIC-HILICカラム (2.1mm, 

100mm, 3.5µm) を用い、移動相は A 0.1%ギ酸水溶液, B 0.1%ギ酸アセトニトリルと



した。Negativeモードの測定にはZIC-pHILICカラム (2.1mm, 100mm, 5µm) を用い、

移動相は A20ｍM 重炭酸アンモニウム水溶液, B アセトニトリルとした。流速はい

ずれも 0.2 ml/minとし、グラジエント条件は B 95%から 40% Bに 6分間で組成を線

形に変化させた後、6-9分にかけて 10% B に組成を線形に変化させた。その後 10% 

B で 2分間保持した後、初期条件に組成を戻した後 7分間コンディショニングを行

った。質量範囲は 50-800 m/zとし、25Da幅の SWATHモードで測定を行った。 

また、Massbank North America, Human metabolome database, RIKENデータ

ベースから公開されている LC-MS 用の質量分析ライブラリを取得し、解析に用い

るためのインハウスライブラリとして統合した (表 1)。Human metabolome 

database に関しては、データの形式が他と異なるため、変換プログラムを実行し、

共通のライブラリ形式である MSP ファイルに変換した。ピークピッキング・アラ

インメントおよびアノテーションなどのデータ整形には、MS-DIAL を用いた。ま

た、新規のピークピッキングおよびアノテーションに関わるソフトウェアとして、

Hermesの検討を試みた。 

 

結果・考察 

上記の通り分析法を確立した。本分析法における HPLC の条件は流速が遅くカラ

ムの粒径も比較的大きいため、背圧を 20-30MPa 程度に抑えることができる。この

ため、汎用的な HPLCでも運用できる点はメリットである。 

また、血清や尿を対象にメタボロームの分析を行い、統合ライブラリを用いてアノ

テーションを実施した場合には、Metabolomics Standards Initiative (MSI) が定め

た高分解能タンデム質量分析計による MS1, MS2 双方のスペクトルパターン一致

によるMSI level 2の一致により、200-300物質がアノテーションできることが確

認された。 

追加で検討した Hermes は試料中に存在する可能性がある化合物のリストに基づ

いて有力なピークをピックアップするソフトウェアである。本ソフトウェアは化合

物リストを切り替えることができる。このため、メタボロミクスのデータ解析にと

どまらず、NORMAN Substance Databaseなどの化学物質リストを利用すること

で、環境化学物質のスクリーニング分析にも利用できることが期待される。一方、

データ読み込みのために測定データの形式を、共通のフォーマットであるmzMLに



変換する必要があるため、データのサイズが大きくなりやすいことや、統計解析を

しやすい形にデータを整形するためのプログラムが少し複雑になる点は注意が必要

である。 

本年度はこれらの分析法や化合物アノテーション、データクリーニングまでの流

れについて、共通する機器を利用している愛媛大学と共有することができたため、

共通の手法により得られたデータを共有し、互いに知見を交換できることが期待さ

れる。 
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