
アプリケーションノート

メタボロミクス

著者

Karen E. Yannell, PhD
Cate Simmermaker
Genevieve Van de Bittner, PhD
Daniel Cuthbertson, PhD, 
Agilent Technologies, Inc.

概要 

メタボロームとは、代謝の間に細胞または生物によって生成されるあらゆる低分子です。そのため、
細胞代謝活性と生理学的状態の直接的な機能性情報として、メタボロミクスデータを使用できます。
ターゲットメタボロミクスは、調査対象の生物学的プロセスに含まれる可能性が高い、事前定義され
た代謝物グループのルーチン検出とルーチン定量を目的としています。このアプリケーションノートで
は、ターゲットメタボロミクス用のサンプル前処理ソリューションと機器分析ソリューションを組み合
わせて、血漿と哺乳類細胞のサンプルタイプに利用できる、堅牢なワークフローについて説明します。
Agilent Bravo Metabolomics Sample Prep Platform と Agilent Captiva EMR–Lipid プレート
を組み合わせて、自動サンプル前処理を実行しました。代謝物の分離には、Agilent 1290 Infinity II 
Bio LC 超高性能液体クロマトグラフィーシステムと Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z カラ
ムを組み合わせて使用しました。代謝物の検出には、Agilent 6495 トリプル四重極 LC/MS システム
と、Agilent MassHunter Optimizer ソフトウェアを用いて作成した 500 種類の代謝物のカスタムデー
タベースを組み合わせて使用しました。ダイナミックマルチプルリアクションモニタリング（dMRM） 
メソッドをさまざまなイオントランジション数で使用しましたが、500 種類の代謝物ごとに 1 つのトランジ
ションを保持し、1 ms のドウェルタイムで、高い再現性で操作できます。また、データ解析には Agilent 
MassHunter Quantitative Analysis 10 ソフトウェアと Mass Profiler Professional（MPP）ソフトウェア
を使用しました。この実験の結果から、このメソッドを使用することで、複数の化合物クラスから代謝物
を効率的かつ高い再現性で分離できることがわかります。さらに、6495 トリプル四重極 LC/MS を使用
することで、ドウェルタイムが短くても代謝物を高い感度で検出できます。つまりこれは、特定のニーズ
に合わせてカスタマイズできる再現性が高く使いやすいメソッドであり、さまざまなメタボロミクスの
専門知識を持つ研究者に適しています。

包括的なターゲットメタボロミクス
ワークフロー
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概要 
細胞は、（1500 Da 未満の）低分子を生成、変換、消費します。このような
低分子は代謝物と呼ばれ、その総体的な呼称がメタボロームです。この
ような代謝物は、生物の表現型を反映するため、非常に重要です。代謝
物には、代謝の間に合成される分子もあります。例えばグルコース、コレ
ステロール、ATP、脂質、アミン神経伝達物質、アミノ酸、有機酸、ステ
ロイドなどです。1 メタボロミクスの研究は、このような低分子を測定し、
さまざまな生理学的状態との相関を見つけることを目指しています。2 メタ
ボロミクスの手法は、大きくはノンターゲット分析とターゲット分析という 

2 つのカテゴリに分かれています。ノンターゲットメタボロミクスは、サン
プル中のすべての測定可能成分（未知化合物を含む）の包括的な分析
を網羅しています。これに対し、ターゲットメタボロミクスは、所定のアノ
テーション済み代謝物グループを測定します。2 このため、一般的にノン
ターゲット分析は代謝物の検出に使用され、ターゲットメタボロミクスは
特定の分析対象代謝物の相対/絶対定量およびバリデーションの提供に
使用されます。 

包括的なターゲットメタボロミクスワークフローには、サンプルの前処理、
分離、代謝物の検出、統計解析が含まれます。このため、さまざまな

アジレントの包括的な
メタボロミクスソリューション

サンプル前処理
Bravo Metabolomics Sample Prep Platform 
Captiva EMR-Lipid

分離
1290 Infinity II シリーズ 
C18 & HILIC カラムポートフォリオ

メソッドソリューション
HILIC 代謝物 dMRM データベース biocrates 
AbsoluteIDQ p180 MxP Quant 500 
メタボロミクス dMRM データベースおよび
メソッド

検出
LC/TQ および LC/Q-TOF
GC/TQ および GC/Q-TOF

ソフトウェアスイート
MassHunter Quantitative Analysis
MassHunter Profinder
MassProfiler Professional（MPP）

図 1： アジレントのターゲットメタボロミクス用ソリューション
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分析技法を組み合わせることが必要です。アジレントは、ワークフロー
の全ステップ用のハードウェア、消耗品、ソフトウェアをご用意しています
（図 1）。さらに、すべてのプロトコル、メソッド、データベースがパッケー
ジ化されており、あらゆるラボに迅速に導入できるようになっています。

ここで紹介するワークフローでは、自動サンプル前処理、親水性相互作
用液体クロマトグラフィー（HILIC）、トリプル四重極質量分析計（LC/
TQ）を組み合わせて、代謝物のターゲット検出を実行しています。この
ため、研究者たちのメタボロミクスに関する専門知識レベルにばらつきが
あっても、さまざまな種類のサンプルから高感度で再現性の高い結果を
得ることができます。

メソッド 

サンプル前処理
サンプル前処理には、 Bravo Metabolomics Sample Prep Platform 
と Agilent Captiva EMR–Lipid 固相抽出プレートを組み合わせて使用
しました（図 2A および B）。細胞サンプルの前処理には、追加で代謝物 
+ 脂質細胞のデュアルサンプル前処理 Vworks プロトコルも必要です。3 
Bravo プラットフォームでサンプル前処理プロセスを自動化することで、
使いやすさが向上し、手作業の時間が減り、再現性が向上します。その
理由の一部は、ユーザーエラーの減少によるものです。Captiva EMR-

Lipid は、サイズ排除と疎水性相互作用を組み合わせることで、脂質を
除去します。長鎖炭化水素を含む脂質の効果的な除去により、分析対象
の極性代謝物のイオン化抑制が最小限に抑えられ、メソッドの信頼性と
堅牢性が向上します。4 またこのステップは、極性代謝物を再現可能な方
法で溶出させ、クロマトグラフィーの堅牢性を上げるためにも非常に重
要です。

過去のアプリケーションノートに記載されているプロトコルに従い、代謝
物を 20 μL のプールウシ血漿（BioIVT）と 100 万個の K562 慢性骨髄
性白血病由来細胞から抽出しました。3,5 細胞はまずその培地から分離し、
PBS で洗浄し、溶解させ、その代謝をクエンチしてから、細胞溶解液を 
96 ウェルプレートに添加しました。どちらの種類のサンプルでも、極性
代謝物の抽出は、図 2C の一般的なプロトコルを用いて Bravo プラット
フォームで自動的に実行しました。このワークフローでは、極性代謝物の
抽出物のプレートが、LC/MS 分析用に乾燥および再溶解できる状態で
提供されます。

分離
前のステップで抽出した代謝物を、1290 Infinity II Bio LC システム（図 3A）
を用いて分離しました。超高性能液体クロマトグラフィー（UHPLC）システ
ムは MP35N 不活性合金でコーティングされているため、金属と反応し
やすい成分でも再現性の高いピークと低い検出下限を実現できます。

図 2： ターゲットメタボロミクス研究の自動サンプル前処理用のアジレントソリューション。 A. Bravo Metabolomics Sample Prep Platform  B. Captiva EMR–Lipid 固相
抽出プレート  C. 一般的な極性代謝物抽出プロトコル

96 ウェルプレートフォーマットに血漿または細胞溶解液を配置

タンパク変性沈殿溶媒を添加

代謝物回収溶媒を添加

Captiva EMR–Lipid プレートに移す

タンパク質および脂質を除去ろ液中の代謝物を収集

Captiva EMR-Lipid プレートを洗浄ろ液中の代謝物を収集

サンプルを乾燥（オプションで保管）

LC/MS 溶媒でサンプルを再溶解

LC/MS 分析

CA

B

https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1006093
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1004776
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1006565
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このシステムと InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z カラムを組み合わ
せることで、ポジティブモードとネガティブモードの両方でイオン化しながら
極性対象化合物を良好に保持できました。

使用条件の詳細を図 3B に示します。Poroshell 120 HILIC-Z カラム
（2.1 x 150 mm、2.7 µm）は、標準化されたリン酸化手順で洗浄し、
分析用バッファ（30:70 A:B）で 1 時間平衡化しました。バッファシステム
の中身は、20 mM 酢酸アンモニウム、pH 9.3 + 5 uM メドロン酸水溶液
（移動相 A）、高純度アセトニトリル（移動相 B）です。分析には、非直
線グラジエントを使用しました（グラジエント全体の溶出時間は 0.5～
16 分）。各注入時間は、再平衡化時間を含めて 24 分間でした。このメソッ

ドと関連プロトコルを、さまざまなラボのスキルレベルが異なるユーザー
が、複数のカラムロットでテストしました。このような最適化とテストにより、
リテンションタイムの再現性と別のラボへの移管のしやすさを確保してい
ます。 

検出と分析

機器：代謝物の検出には、6495 トリプル四重極 LC/MS（LC/TQ）シス
テムを使用しました（図 4A）。これは、短いドウェルタイム（0.5 ms）で
再現性の高い高感度なデータを生成できる、強力で信頼性の高い質量分
析システムです。第 3 世代のイオンファンネルが、浮遊イオンを回収して

図 3：A. Agilent 1290 Infinity II Bio LC システム。B. 極性代謝物の分離に使用するプロトコル * 再平衡化の間は 0.5 mL/min の流量を使用

A B

図 4：A. Agilent 6495C トリプル四重極 LC/MS。B. AJS. iFunnel 高陽圧 RF 150 V、低陽圧 RF 60、高陰圧 RF 90 V、低陰圧 RF 60 用のパラメータ 

A B

AJS 条件

イオンモード

ガス温度

乾燥ガス流量

ネブライザガス

シースガス温度

シースガス流量

キャピラリー電圧

ノズル電圧

https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1007834
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1007778
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集め、中性物質を排出します。Agilent Jet Stream（AJS）には、サーマル
フォーカシングおよび熱伝達技術が搭載されているため、標準的なエレ
クトロスプレー技術の 5 倍ものイオンを効率的に脱溶媒して生成できます。
AJS で使用したイオン源の条件を、図 4B に示します。

データベースの精査：さまざまなイオントランジションで、ダイナミッ
クマルチプルリアクションモニタリング（dMRM）メソッドを使用しま
した。6 ドウェルタイムは最小テスト値（1 ms）で再現可能でした。
MassHunter Optimizer ソフトウェアを使用して、500 種類以上の成分
のイオントランジションのデータベースを自動的に構築しました。適切な
標準試料を使用して、各成分の MRM トランジションを最適化しました。
これらのトランジションを検証、精査してリテンションタイムに割り当てま
した。可能な場合は、ポジティブイオンモードとネガティブイオンモードでの
イオントランジションを追加し、各イオンモードの少なくとも 2 つのトラン
ジションを含めました。 

メソッドのカスタマイズ：各実験のデータベース導入をカスタマイズして、
研究者が柔軟に代謝物のプロファイリングや定量メソッドの構築を実行
できるようにします。実行する可能性があるワークフローは次の 4 つで
す：1）すべての成分のプロファイリング、2）サンプル内に存在すること
がわかっている特定の成分のプロファイリング、3）パスウェイのプロファ
イリング、4）Cambridge Isotope Laboratories の安定した同位体プロ
ダクトを用いた定量または半定量メソッド。7 このアプリケーションノート
では、2 番目のワークフローを使用しました（図 5）。 

ソフトウェア：MassHunter 10 Acquisition ソフトウェアを使用して、LC/
TQ 機器を制御しました。すべての成分の定量と積分には MassHunter 
Quantitative Analysis 10 ソフトウェアを使用しました。 データの統計
には Mass Profiler Professional （MPP）を使用しました。このソフト
ウェアでは、自動化とウィザードによって解析を簡素化しています。

結果と考察
このワークフローによって、血漿では 266 種類、細胞サンプルでは 274 種
類の代謝物をそれぞれ同定できました。精査されたデータベースには 
500 種類以上の成分が含まれており、アミノ酸、コエンザイム、トリカル
ボン酸（TCA）サイクル、解糖パスウェイの成分を十分に網羅しています。
このため研究者は、エネルギー代謝の基礎的なパスウェイを自信をもって
調査できます。 

さまざまな成分クラスの再現性の高いピーク 
1290 Infinity II Bio LC システムと HILIC-Z カラムを組み合わせて使用
することで、さまざまなケミストリの代謝物を効率的に高い再現性で分離
できました（図 6）。HILIC メソッドでは、イオンペア試薬を使用しなくて
も、いくつかの極性異性体化合物（ロイシンやイソロイシンなど）を高い
再現性で分離できます（図 6B）。従来の C18 メソッドではイオン性代謝
物の保持に使用されていたイオンペア試薬は、正電荷イオンのバック

グラウンド上昇を LC/MS システムにもたらし、ポジティブイオンモードの
分析ができなくなる問題がありました。HILIC メソッドでは、イオンペア
試薬なしで代謝物やその他の低分子を保持できます。このため研究者は、
両方のイオンモードで代謝物を検出することでメタボロームの範囲を
広げることができます。

各サンプルグループのプールでデータベース全体を
テスト。2 つのメソッド（極性ごとに 1 つ）をテスト

プール内で検出される成分に最適なイオントランジ
ションを選択。主要パスウェイ内の成分にさらに
成分を追加（オプション）

最終メソッドでサンプルを分析（274 種類の成分）。
2 分間の RT ウィンドウ、最小ドウェルタイムは 
4.8 ms

MassHunter Quant で（「化合物一覧表示」を使用
して）すべての成分を積分し、定量化または半定量化
（オプション）

Mass Profiler Professional（MPP）でデータ
正規化（オプション）、統計分析、データ解析を実行

2

3

4

5

1

図 5：サンプル中に存在する特定の成分のプロファイリングに使用するワークフロー

https://www.agilent.com/en/promotions/masshunter-mass-spec
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1007808
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1007808
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1000831
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再現性の高いリテンションタイム 
これまで、HILIC は再現性が低く、成功には高度な技術的スキルが必要
であると思われてきました。 ただし、ここで説明する堅牢なワークフロー
と標準化されたプロトコルを使用すれば、複数のエンドユーザー間で再
現性を確保できます。図 7 に、さまざまなカラムロットを使用し、異なる
日に異なるユーザーが前処理した異なる溶媒バッチを用いた各種成分の

リテンションタイム（RT）を示します。テストした 400 回以上の注入のうち、
推奨 dMRM ウィンドウ外でリテンションタイムエラーが発生した代謝物
はありませんでした。これらの結果は、さまざまなラボがターゲットメタ
ボロミクスの HILIC dMRM メソッドを常に導入でき、ユーザーが生物学的
課題に日々取り組めることを示しています。

図 6：A. HILIC-Z カラムと標準化されたカラムおよびバッファ前処理ワークフローを用いて取得したクロマトグラムの例。B. 160 のクロマトグラムのオーバーラップ（160 種類の
血漿抽出物から取得）。同重体成分であるロイシン（左）とイソロイシン（右）の再現性の高い分離を示しています。

図 7：3 つのカラムロットと、2 人のユーザーが前処理した 6 つの溶媒バッチを用いた各種成分のリテンションタイム8
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高い分析感度 
生物学的知見を最大限に得るため、dMRM データベースでは重要な代
謝物に注目しました。例えば TCA および解糖パスウェイ内の化合物、主
要な細胞エネルギー処理に関する知見を提供する重要なコエンザイム
などです。さらに、アミノ酸やヌクレオチドなどの生体構成要素に注目
することで、生物の代謝状態をより幅広く理解できます。代謝物の定量
には、正規化のために同位体標識された内部標準を使用しました。図 8 
に、血漿抽出物内の 2 つの成分であるアデノシン二リン酸（ADP）と
フェニルアラニン（Phe）の感度を示します。この実験では、さまざまな
濃度の 15N5-アデノシン-5� -二リン酸（15N5-ADP）と 13C-フェニルアラニ
ン（13C-Phe）をプールウシ血漿の抽出物にスパイクしました。5 ms の
ドウェルタイムのメソッドを用いて、各サンプルを 4 回注入しました。この
メソッドを使用することで、20 amol の 15N5-ADP を 10 % の RSD で検
出できました（図 8A）。1.2 amol の 13C-Phe を 1 % の RSD で検出で
きたため、アミノ酸の検出下限が改善されました（図 8B）。いずれの場
合も、検量線は強い直線回帰を示しました（図 8C、R2 = 0.98 と図 8D、
R2 = 0.99）。 

これらの結果は、Agilent 6495 LC/TQ 機器が短いドウェルタイムで、
高い再現性と感度で測定できることを示しています。つまりこれは、研究
者が複雑なマトリックス中の少量の成分を検出および定量できる、堅牢
で使いやすいメソッドです。 

シンプルで高速なデータ解析 
MassHunter Quantitative Analysis 10 ソフトウェアを使用して、デー
タセット内のすべてのトランジションを統合しました。 ソフトウェアツール
「化合物一覧表示」では化合物とサンプルがグリッド形式で表示される
ため、この作業が容易です。それらの結果を Mass Profiler Professional
（MPP）ソフトウェアとリンクすることで、統計学に基づく生物学的知見
を得ることもできます。MPP ではウィザードベースのインタフェースに
よってプログラム内でデータを移動し、正規化、ベースライン化、分散
テスト、統計的テストを適用できます。図 9 に、5 種類の固有の細胞マト
リックスサンプルの 6 回の繰り返し注入のクラスタを含む PCA プロットと、
対応するヒートマップを示します。MPP は他にも、サンプル中の傾向の
調査に役立ついくつかのプロットを提供できます。例えば箱ひげ図、ボル
ケーノプロット、階層型クラスタ、バイオリン図などです。このため、この
ワークフローに含まれるソフトウェアとメタボロミクスデータベースにより、
高速で利便性の高いデータ解析を実行し、新たな生物学的知見をより
迅速に得ることができます。

図 8：成分クラスの感度を示すために、内因性 ADP および Phe を用いて正規化した血漿抽出物からの安定同位体標識 ADP および Phe の絶対定量は、それぞれ 20 amol 
と 1.2 amol

A

B

C

D
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結論 
アジレントのソリューションは包括的なターゲットメタボロミクスワーク
フローを提供しているため、研究者はすぐにメタボロミクスの研究に着
手できます。Agilent Bravo Metabolomics Sample Prep Platform と 
Agilent Captiva EMR-Lipid プレートを組み合わせることで、血漿サン
プルや細胞サンプルから極性代謝物を効率的に抽出できます。抽出物は
非常にクリーンであるため、クロマトグラフィーの劣化なしで、HILIC-Z 
カラムに数百回も注入できます。500 種類以上の成分のイオントランジ
ションとリテンションタイムのカスタムデータベースを用いて、包括的な 
dMRM メソッドを構築しました。Agilent 1290 Infinity II Bio LC システム
と HILIC-Z カラムを用いて分離することで、さまざまな代謝化合物クラス
でピークとリテンションタイムの再現性を確保できました。Agilent 6495 
LC/TQ 機器は高速で分析感度が高いため、数百種類もの少量の成分を、
短いドウェルタイム（1 ms 未満）で検出できました。このワークフロー
メソッドをカスタマイズすることで、さまざまな研究上の課題に柔軟に
取り組むことができます。

Agilent 6495 トリプル四重極 LC/MS の機能とその他のターゲットメタ
ボロミクスソリューションについてもご覧ください。
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図 9：A. （異なるレベルの代謝物スパイクインが含まれる）5 種類の細胞マトリックスサンプルの明確なクラスタリングを示す PCA プロット。緑 = スパイクなし、赤 = 0.05 ppm の
スパイクイン、黄 = 0.5 ppm のスパイクイン、青 = 1 ppm のスパイクイン、黒 = 5 ppm のスパイクイン B. サンプル内のさまざまな成分を示すヒートマップ。細胞サンプルに
スパイクされた成分に対応します。
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