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緒 言 

 
糖類やアミノ酸、有機酸等の内因性代謝物（メタボライト）の網羅的解析手法であるメタボローム解析は、疾患のバ

イオマーカー探索等、生命科学分野において広く応用されている。一般に、メタボローム解析をモデルマウス等に適用

する場合、解剖により採取した生体試料から、メタボライトの抽出等の前処理操作を行った後、質量分析計を用いて解

析を行う。しかし、解剖によるサンプリングは必然的に「死」を伴うことから、死がメタボローム・プロファイルに強

く影響を与える事が問題となってきている。また、メタボロームは動的に変化しているため、解剖による定点観測で捉

えたプロファイルが、どの程度、病態と真に相関しているのかは定かではない。さらに、分析に必要な前処理操作中に

化学的な分解等が生じ、結果に「バイアス」が生じる可能性も示唆されている。 
したがって、生体内でのメタボロームの変動をより正確に把握するためには、前処理操作が不要で、かつ、生きたま

まモニタリングを行う手法の構築が不可欠である。そこで我々は、新たなメタボローム解析のアプローチとして、新規

分析法である「探針エレクトロスプレーイオン化タンデム質量分析（PESI／MS／MS）」を用いたメタボライトの直接

分析法の開発に成功した。本手法は、極微細針を用いてサンプリングとイオン化を同時に行い、前処理を行うことなく、

メタボローム解析を可能とする画期的な手法である。これまでに我々は、PESI／MS／MSを用いる事で、肝臓内のメ

タボライトを直接分析する事に世界で初めて成功している。さらに本手法を生きたマウスの肝臓に適用し、TCA 回路

構成成分のリアルタイム・モニタリングにも成功し、Analytical Chemistryに成果を公表した［1］。また、一般的に、

脳試料は脂質成分が豊富に含まれており、これらが分析時の妨害物質となることから、前処理操作が不可欠であると考

えられている。そこで、我々は本手法を脳試料に適用したところ、脳内のメタボローム・プロファイルを直接観察する

ことに成功し、本研究成果をAnalytica Chimica Actaに公表している［2］。 
一方、近年、脳疾患や認知症へのメタボローム解析の応用は著しく、特定のメタボライトをバイオマーカーとした病

態レベルや病態進行程度の予測が模索されている。その中でも特に、アルツハイマー病は日本や米国における患者数が

1600 万人を超えるといわれているが、現状では有効な「病態進行の予測法」が確立されていない。近年アルツハイマ

ー病の良好なモデルマウスの入手が可能となり、それらを用いた脳試料のメタボローム解析が進展しているが、前述の

通り、解剖によるサンプリングでは、「死」の影響が極めて大きく、さらに、前処理操作による結果のバイアスを排除

することは不可能である。 
そこで、本研究では、PESI／MS／MS を適用し、脳におけるリアルタイム・メタボローム解析法の構築を試みる。

さらに、アルツハイマー病モデルマウスの脳内メタボローム・プロファイルをリアルタイムで観測し、アルツハイマー

病の病態進展が予測可能な新たなバイオマーカーを探索する事を目的とする。 
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方法および結果 

 
1． 探針エレクトロスプレーイオン化タンデム質量分析（PESI／MS／MS）を用いたマウス脳内のリアルタイム・ 

メタボローム解析法の構築 
新規イオン化法である PESI とタンデム質量分析（MS／MS）を組み合わせた PESI／MS／MS を用いて、マウス

脳内のリアルタイム・メタボローム解析法の開発を行った。PESI は超微細針（先端直径約 700 nm）が上下に駆動す

ることで、サンプリングとイオン化を同時に行う。そのため、低侵襲的にかつ連続的なサンプリングが可能となること

から、我々は、これまでに PESI／MS／MS を用いたマウス肝臓および脳内のメタボローム解析手法の構築を行った

［1，2］。 
PESI では、イオン化促進のため有機溶媒の供給が必要となる。しかし、有機溶媒が臓器に直接接触することで、臓

器が損傷する恐れがあるため、二重構造の特殊サンプルカップを作製した。これを生体用接着剤で固定することで、臓

器に接触することなく、有機溶媒の供給が可能となる。一方で、長時間の分析では、有機溶媒が蒸発することによりイ

オン化に影響を与える可能性が考えられる。そこで、有機溶媒蒸発による影響について検討した。解剖により採取した

試料に、上述の特殊サンプルカップを固定し、30分間分析を行った。10分間毎の平均検出強度を図1に示した。一部

の化合物において、分析開始 20 分でわずかな変動が認められ、30 分ではさらに大きな変動が確認された（図 1 左）。

そこで、2分毎に有機溶媒の交換を行ったところ、大きな変動は認められなかった（図1右）。従って、長時間の分析を

実施する際は、有機溶媒は2分毎に交換することで、安定的に分析が可能であることが示された。 

 
図1．有機溶媒交換による検出強度の比較 

（左）有機溶媒交換なし、（右）有機溶媒2分毎に交換 
 

2． 生きているマウスの脳内リアルタイム・メタボローム解析 
図2に示すように、麻酔下のマウスを脳定位固定装置に固定し、頭部の皮膚を切開した。歯科用ドリルを用いて頭蓋

骨に直径約4 mmの穴を開け、27 Gの針で髄膜を剥離した。有機溶媒供給用の特殊サンプルカップを頭蓋骨に固定し

た後、PESI用ステージに固定した。血液凝固を抑制するため、ヘパリンを添加した50%エタノール溶液を特殊サンプ

ルカップに添加した。 
針の駆動周期は 0.05 Hz に設定し、20 秒毎にデータ採取を行った。その結果、マウス脳内のメタボロームをリアル

タイムでモニタリングすることが可能であり、最大で3時間のモニタリングを達成した。分析終了後のマウスの脳を確

認したところ、浮腫等も見られず、低侵襲的なサンプリングが可能であることが示された［3］。 
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図2．脳内メタボロームのリアルタイム分析のフロー（左図）とシステム概略図（右図） 

 
実際に、生きているマウスの脳内メタボロームのリアルタイム分析を行った例を図3に示す。ここではエネルギー代

謝関連物質を中心にリアルタイム分析を行ったが、各メタボライトの微細な変動を捕捉することが可能であった。よっ

て、本システムを用いることで、生きているマウスの脳内メタボロームのリアルタイムな変動を観察することが可能で

あることが示された。 
 

 
図3．生きているマウスの脳内メタボローム解析結果 

 
3． アルツハイマー病モデルマウスへの適用 
 これまでにいくつかのアルツハイマー病モデルマウスが作製されているが、主に使用されているマウスは、アミロイ

ド前駆体タンパク質（APP）を過剰発現させる手法が用いられている。しかし、これらのモデルマウスでは、脳内アミ

ロイドの蓄積状態がアルツハイマー病患者と大きく異なることから、ヒトのアルツハイマー病のモデルとしては改良の

余地があると考えられていた。理化学研究所は、この問題点を解決し、よりヒト患者に近い病理を再現したモデルマウ

スの作製に成功した。そこで、本研究では、理化学研究所よりモデルマウスを入手した。このモデルマウスでは、6ヶ

月齢からアミロイド斑の形成が認められる。現在、これらのモデルマウスの各月齢において、脳内のリアルタイム・メ

タボローム解析を進めている。対象成分は、これまでにPESI／MS／MSで分析を行ったメタボライト（表1）に加え、

アルツハイマー病モデルラットの脳内において変動が報告されている神経伝達物質［4］の解析を進めている（表 2）。 
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表1．対象化合物のSRM transitionおよびCE 

 
 
表2．アルツハイマー病で変動が予測される化合物 

 
 

考 察 

 

PESI／MS／MSは、低侵襲的、かつ連続的なサンプリングが可能であることから、生きたままのマウス脳内のリア

ルタイム・メタボローム解析に有用な手法である事が示された。これまでの脳内メタボローム解析では、解剖による「死」

の影響を除外することが困難であったが、本手法を適用することで、様々な疾患の新たなバイオマーカーを探索するこ

とが期待される。本研究では、ヒト患者により近い病理を再現した次世代型アルツハイマー病モデルマウスを入手した

ことから、今後、これらのマウスの各月齢のメタボローム分析を行うことで、アルツハイマー病の病態進展が予測可能

なバイオマーカーを探索する。 
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histidine 154 > 93 20

transition transition
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