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概要

Agilent InfinityLab Poroshell HILIC-Z カラムと Agilent 6545 Q-TOF LC/MS を用いて、哺乳類細胞
培地における栄養素の取り込みと排出された老廃物の 6 日間のモニタリングをしました。HILIC-Z カラ
ムの使用により、高塩濃度を含むサンプル (細胞培地など) に対する耐性が得られ、良好なピーク形状と
リテンションタイムの再現性が得られました。移動相、グラジエント、機器パラメータを最適化することで、
このメソッドを用いて培地の栄養素 (グルコースおよびアミノ酸) や代謝産物 (老廃物、乳酸や TCA サイ
クルに関連する他の有機酸) をネガティブイオンモードでの 1 回の分析でモニタリングできました。 

HILIC LC/MS による哺乳類細胞培地の 
モニタリング
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はじめに

質量分析 (MS) は、種々の低分子化合物を対
象とするメタボロミクス研究において高感度
の分析技術として日常的に用いられます1。哺
乳類細胞におけるメタボロミクスは、多くの研
究分野で活用が見込まれる有望なツールとし
て注目されているため、細胞培地内の細胞に
よって消費および分泌される多くの代謝物の
研究がますます重要になっています2,3。分析上
の課題もいくつか残っており、これには、アニ
オン性代謝物の保持4、サンプルマトリックス効
果5、およびキレート有機酸やリン酸化合物の
分析性能6などがあります。 

こうした課題を解決するために、堅牢性と再
現性に優れた親水性相互作用液体クロマトグ
ラフィー (HILIC) LC/MS メソッドを開発しまし
た。移動相調整剤として InfinityLab 不活性
化添加剤を用いるこのメソッドにより、金属キ
レート有機酸およびリン酸化合物のピーク形
状とシグナル強度が向上しました。クロマトグ
ラフィーの最適化や HILIC カラムの試験の一
環として、サンプルマトリックス中の塩濃度の
影響についても調べました。細胞培地で消費、
排出される代謝物のプロファイリングが可能
なメソッドを開発しました。 

実験方法 

メソッド
塩濃度耐性の検討: リン酸化合物や糖リン酸
の異性体を含む一連の標準代謝物を選んで、
HILIC LC/MS メソッドを開発しました。分析
対象物の原液は 5 mg/mL で、Milli-Q 純水で
調製しました。次に原液を 80:20 のアセトニト
リル (ACN)/水で 1 ng/µL (ppm) に希釈しま
した。高塩濃度原液 (4 M 尿素と 2 M 塩化ナ
トリウム (NaCl) 水溶液) は塩の添加実験に用
いました。高塩濃度溶液は標準代謝物 (3 ng) 
に 20 % (80 mM 尿素、40 mM NaCl) およ
び 40 % (160 mM 尿素、80 mM NaCl) の割
合で塩を添加しました。塩はサンプルマトリッ
クス (80 % ACN) に溶解しないため、40 % を
超える高塩濃度は使用しませんでした。

細胞培地の検討: 10 % ウシ胎児血清を含む 
RPMI 1640 培地で K562 白血病細胞を培
養しました。細胞と培地の一部を直後 (0 日
目)、および 24 時間 (1 日目)、48 時間 (2 日
目)、72 時間 (3 日目)、または 6 日後 (6 日
目) に採取しました。サンプルは 250 × g 
で 5 分間遠心分離し、細胞を沈殿させまし
た。培地 (100 µL) を別の遠心分離チューブ
に移し、400 µL の 50 % ACN と混合して、
さらに 10,000 x g で 5 分間遠心分離しまし
た。次に、上澄み 1 µL を HILIC LC/MS で
分析しました。結果を Agilent MassHunter 
Qualitative Analysis で解析しました。

分析対象物の分離: クロマトグラフィー分離に
は InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z カラ
ム (2.1 mm × 50 mm、2.7 µm、PEEK ライ
ナ付 (p/n 679775-924)) を使用しました。移
動相は 10X の緩衝液原液 (100 mM 酢酸ア
ンモニウム水溶液、pH 9.0) をまず調製し、水 
(溶媒 A) または ACN (溶媒 B) を用いて 1X 
溶媒にしました。InfinityLab 不活性化添加剤 
(p/n 5191-4506) を水系と有機溶媒系の両
方の移動相に添加し、グラジエント溶出中、一
定の濃度を保つようにしました。 

装置構成
LC/MS 分析は、Agilent Jet Stream イオン
源付の Agilent 6545 Q-TOF に Agilent 1290 
Infinity LC を組み合わせて実施しました。LC 
は次のモジュールで構成されています。

• シールウォッシュ付 Agilent 1290 
Infinity バイナリポンプ (G4220A)

• サーモスタット (G1330B) 付 Agilent 
1290 Infinity オートサンプラ (G4226A)

• Agilent カラムコンパートメント 
(G1316C)

ダイナミックマス軸キャリブレーションは、リ
ファレンスマス溶液を連続注入することにより
実施しました。表 1 および 2 に、LC と MS の
最適条件を示します。データの取り込みと解
析には Agilent MassHunter ソフトウェアを
用いました。
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表 1. LC の最適パラメータ

1290 Infinity LC システム

カラム InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z、2.1 mm × 50 mm、2.7 µm (p/n 679775-924)

移動相

A) 10 mM 酢酸アンモニウム水溶液、pH 9、5 µm 不活性化添加剤入り  
(p/n 5191-4506)

B) 10 mM 酢酸アンモニウム水溶液/ACN 10:90 (v:v)、pH 9、5 µm 不活性化添加剤入り 
(p/n 5191-4506)

流量 0.25 mL/min

グラジエント

0 から 2 分、95 %B 
2 から 12 分、95 %B～ 50 %B 
12 から 13 分、50 %B～ 95 %B 
13 から 21 分、95 %B

カラム温度 25 ° C

注入量 1 µL

オートサンプラ温度 10 ° C

表 2. MS の最適パラメータ

6545 Q-TOF LC/MS

イオン化モード Agilent Jet Stream 

イオン化極性 ネガティブ

ガス温度 200 °C

ドライガス 10 L/min

ネブライザ圧力 40 psi

シースガス温度 300 °C

シースガス流量 12 L/min

キャピラリ電圧 3,000 V

ノズル電圧 0 V

フラグメンタ 125 V

スキマ電圧 65 V

オクタポール 1 RF 電圧 750 V

取り込み範囲 m/z 50～1,000

MS 取り込みレート 1 スペクトル/秒

リファレンスマス m/z 980.01638

結果と考察

InfinityLab Poroshell HILIC-Z カラムの幅広
い pH 範囲の安定性と高分離能という利点を
活かして、シンプルで堅牢な HILIC LC/MS メ
ソッドを開発しました。本研究のクロマトグラ
フィー分離は、pH 9.0 の移動相で最良の結
果が得られました。さらに、InfinityLab 不活
性化添加剤の添加により、キレート有機酸とリ
ン酸化合物のピーク形状とシグナル強度が大
幅に向上しました。最もよく使われる 2 種類
の細胞培地、DMEM と RPMI 1640 には、塩
化ナトリウム (NaCl、約 100 mM)、塩化カリ
ウム (KCl、約 5 mM)、および硝酸カルシウム 
(Ca(NO3)2、約 0.4 mM) などの無機塩類が

図 1. HILIC-LC/MS を用いた塩類サンプル中の分析対象物のリテンションタイムの再現性 
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塩なし
塩濃度 20 % (80 mM 尿素、40 mM NaCl)

塩濃度 40 % (160 mM 尿素、80 mM NaCl)

高濃度で含まれます。この塩類により浸透圧
の平衡が維持され、培養細胞の膜電位を調節
します。リテンションタイムの再現性や代謝物
のピーク形状に対する塩の影響を確認するた
めに、尿素と NaCl を濃度を変えてサンプル
に添加し、HILIC LC/MS メソッドで分析しま
した (図 1)。その結果、ターゲットのヌクレオ
チド (AMP、ADP、ATP、GTP) および糖リン
酸の異性体 (グルコース-1-ホスフェート、グル
コース-6-ホスフェート) は、高塩濃度サンプル
中でイオン抑制を最小限にして検出され、リテ
ンションタイムの再現性が得られることが示さ
れました (図 1)。 
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次に細胞培地中の栄養素の消費と代謝産物 
(老廃物) の排出を調べるために 6 日間の実
験を実施しました (図 2)。予測したとおり、時
間が経つにつれ、培地中に代謝産物 (老廃物) 
として乳酸が蓄積されました (図 3、1 列目)。
さらに、TCA サイクルに関連する他の有機酸 
(リンゴ酸、α-ケトグルタル酸 (α-KG)、グルタミ
ン酸、クエン酸) が排出され、調べた時間内で

は細胞培地に蓄積されることが分かりました 
(図 3)。一方、グルコースレベルは時間ととも
に減少します (図 3、2 列目)。これはグルコー
スが完全に枯渇する (図 3、2 列目、6 日目) 
まで細胞代謝によって細胞が糖を消費するた
めです。アミノ酸レベルも時間とともに減少し
ますが、これは細胞が培地から栄養素を消費
することに関連しています (図 4)。これらの結

果から、哺乳類細胞培地中の有機酸やアミノ
酸を含む幅広い代謝物におけるプロファイリ
ングとモニタリングが 1 回の HILIC LC/MS 
分析で可能であることが実証されました。 

哺乳類
細胞培地

0、1、2、3 および 
6 日に 100 µL を採取

50 % アセトニトリル 
400 µL を添加

1 µL を
分析

HILIC-LC/MS 
分析

データ解析

図 2. 哺乳類細胞培地中の代謝物モニタリングの実験計画
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図 3. 細胞培地中の細胞代謝産物 (老廃物) の蓄積と分泌のモニタリング



5

図 4. 細胞培地中におけるアミノ酸栄養素の消費のモニタリング 
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結論

6545 Q-TOF LC/MS を組み合わせた HILIC 
ベースのクロマトグラフィーメソッドは、哺乳類
細胞培地中の幅広い代謝物クラスのプロファ
イリングにおいて優れた分析性能を示されま
した。PEEK ライナ付 InfinityLab Poroshell 
HILIC-Z カラムを用いることにより、高塩濃
度サンプルについてリテンションタイムの再
現性および感度を高い信頼性で得られまし
た。PEEK ライナ付 HILIC-Z カラムは、1290 
Infinity LC システムと 6545 Q-TOF システム
と組み合わせることにより優れた性能を発揮
し、メタボロミクスプロファイリングに最適な
プラットフォームとなります。これらの特徴によ
り、アニオン性および疎水性の高い代謝物の
両方の検出と分離ができ、バイオ製造プロセ
スのモニタリングに用いることができます。

参考文献

図 5. 哺乳類細胞培地における栄養素の消費と代謝産物分泌の定量分析 
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