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概要

結核 (TB) の世界的蔓延による罹患者の増加は甚大で、2014 年だけでも新たな TB 発症者が 960 万
人、この疾患による死亡者は 150 万人と見積もられています [1]。メタボロミクスを用いて TB バイオ
マーカーを同定することにより、この疾患に対する理解を深めることができます。この研究では結核
菌 (Mtb) 感染のマウスモデルを用いて、非感染および感染肺組織の代謝プロファイルを特定しました。

感染に関係する新しい病態生理学的経路と TB のバイオマーカーを同定するために、非感染肺組織
と感染後 9 週間が経過した肺組織を用いて、ノンターゲットメタボロミクス分析を実施しました。最
初の化合物アノテーション後、Low-Energy EI データを使用して分子イオンを確認し、暫定的に同定し
た化合物と未知化合物それぞれの分子式を同定しました。 
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実験方法

気管内経路を通して 5 × 104 CFU の結核菌 (Mtb) H37Rv を投与し、マウス
を感染させました。O-メトキシ化した後にトリメチルシリル化し、肺組織
の乾燥抽出物を誘導体化しました。Agilent 7890B GC システム、高分解能 
Agilent 7250 GC/Q-TOF、および Low-Energy イオン化が可能な EI イオン源を
組み合わせて、GC/MS 分析を実施しました (図 1)。Agilent 7250 システム
に Low-Energy EI イオン源を追加することにより、高分解能 (m/z 272 にお
いて 25,000) が達成されて質量精度が向上し、ダイナミックレンジが広が
ります。表 1 に、分析条件を示します。 

最初の化合物同定で Fiehn.L RI ライブラリを用いる際の化合物同定を容
易にするために、リテンションタイムロッキング (RTL) Fiehn メソッドを使用
しました。さらに別の化合物を同定するために、米国国立標準技術研究
所のライブラリ (NIST.L) と精密質量メタボロミクス用 PCDL を使用しまし
た。Agilent MassHunter Unknowns Analysis B.08.00 の SureMass 機能を用い
て、フィーチャー検出を実施しました。Agilent Mass Profiler Professional (MPP) 
バージョン 13.0 で統計解析を実施しました。最後に、MPP の拡張ツール
である Pathway Architect を用いて、TB 感染に関係する生化学的経路を同
定しました。

図 1. Agilent 7250 GC/Q-TOF

表 1. Agilent 7250 GC/Q-TOF 分析条件

パラメ-タ 設定

カラム Agilent DB-5MS、 
30 m × 0.25 mm、0.25  µm、 
DuraGuard、10 m 

注入量 1 µL

スプリット比 10:1

スプリット/スプリットレス注入口 
温度

250 ° C

オーブン温度プログラム 60 ° C で 1 分、 
10 ° C/min で 325 ° C まで上昇、 
9.5 分維持

キャリアガス ヘリウム、1 mL/min 定流量

トランスファライン温度 290 ° C

イオン化モード 標準 EI、70 eV  
Low-Energy EI、17 eV、15 eV、および 12 eV

イオン源温度 200 ° C

四重極温度 150 ° C

質量範囲 50～ 950 m/z

スペクトル採取レート 5 Hz
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主成分分析によるクラスタリング
MPP での主成分分析 (PCA) により、データのクラスタリングを評価しまし
た。非感染対照群と感染組織の間で、完全に異なる特徴的なクラスタが
形成されました (図 3)。 

結果と考察

実験の設定とフィーチャー検出
感染に関係する新しい病態生理学的経路と TB のバイオマーカーを同定
するために、非感染肺組織抽出物と感染後 9 週間が経過した肺組織抽
出物を用いて、ノンターゲットメタボロミクス分析を実施しました。 

Unknowns Analysis で実施したフィーチャー検出とライブラリ検索 (図 2) の
結果を、さらに MPP で処理するために .CEF ファイルとしてエクスポートし
ました。

図 2. Agilent MassHunter Unknowns Analysis (例として PCDL を使用) で実施したフィーチャー検出とライブラリ検索

図 3. PCA プロット。非感染対照群 (UC、青色の円) と感染後 9 週間が経過した  
(9W、赤色の円) 肺組織の間で観察された特徴的なクラスタ

9W

UC
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差分解析
感染マウスと非感染マウス間の肺組織メタボロームにおける有意な変
化を MPP で詳細に評価するために、倍率変化解析 (図 4) とヒートマップ 
(図 5) を使用しました。多数の代謝物、特にアミノ酸と核酸塩基のプロファ
イル内で変化が観察されました。さらに、イタコン酸とキヌレニンのプロ
ファイル内でも変化が検出されました。 
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図 4. 非感染肺組織と TB 感染後 9 週間が経過した肺組織間の倍率変化と 
p-値の関係を log 単位で視覚化したボルケーノプロット

図 5. 非感染肺組織と感染肺組織間の規制対象代謝物の差を示したヒートマップ

感染後、9 週間 非感染対照群

TB 感染に関係している可能性のある生化学的経路の同定に対しても 
Pathway Architect を用いました。プリンとピリミジン代謝、さらに NAD 生
合成 II の経路は最も重要なものの 1 つであり、図 6 にその例を示してい
ます。
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未知化合物の構造を解析するための最初のステップでは、Low-Energy EI 
により分子イオン (M+) を同定しました。さらに、M+ の絶対アバンダンス
をプリカーサとして最大限に使用するために、最適なイオン化エネルギー
において MS/MS を取得しました。その後、Qual で Find by Targeted MS/MS 
アルゴリズムを用いて、未知化合物の MS/MS スペクトルを抽出しました。
その結果を、Molecular Structure Correlator (MSC) で評価しました (図 8)。 

未知化合物の同定と暫定的に同定した化合物の確認
最初の化合物アノテーションおよび MPP での差分解析後、Low-Energy EI 
スペクトルを使用して分子イオンを確認し、暫定的に同定した差分化合
物と未知化合物の分子式のそれぞれを同定しました (図 7)。

図 6. 経路解析の結果例: NAD 生合成 II

図 7. Low-Energy EI による分子イオン (M+) の確認

73.0464

192.0840 218.1003
307.1659174.0735118.0651 424.2025357.1144

424.2031
307.1654

334.1524218.0991192.0847

質量電荷比 (m/z)
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

質量電荷比 (m/z)

キヌレニン、3 TMS

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

70 eV

12 eV

M+



結論

今回のノンターゲットメタボロミクス分析では、アミノ酸のプロファイルお
よびキヌレニンとイタコン酸のプロファイル内で変化が検出されました。
中でも興味深いのは、イタコン酸は一般的に哺乳類の代謝物としては分
類されていないにもかかわらず、最近になって、マクロファージベースの
免疫応答において一定の役割を果たしているということが明らかになっ
たことです [2]。
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図 8. Low-Energy EI、MS/MS、および Molecular Structure Correlator (MSC) による未知化合物の構造解析。 
未知化合物に関して可能性のある構造を図示
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