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要旨 

背景・目的 

メタボロミクスは生体内代謝物を網羅的に解析する，表現型に最も近いオミクス技術であり，免疫細胞や腫

瘍の代謝リモデリング解明やバイオマーカー探索への応用が期待されている。クロマトグラフィー質量分析に

より数百～数千の代謝物の一斉検出と相対比較が可能となった一方，絶対定量はほとんど行われていない。こ

れは生体由来夾雑物によるマトリックス効果がイオン化効率に影響し，定量性を損なうためである。この課題

に対し安定同位体希釈法（SIDM）[1, 2] が提案されているが，市販標品は高価で網羅的解析には非現実的で

ある。そこで，U-13C6-グルコースを炭素源として微生物を標識化し代謝物群を取得する SILISのバイオプロ

ダクション法 [3,4] が考案されたが，生物種差により大腸菌由来 SILISはヒト検体にそのまま適用できない。

本研究では，代謝改変大腸菌にヒト代謝物を合成させることでヒト検体に適した SILIS 調製法を確立し，定

量メタボロミクスの実現を目指す。 

方法 

1．大腸菌の合成させるヒト代謝物の同定 

SILIS 生産に用いる大腸菌株には，大腸菌 1 遺伝子欠損ライブラリ (Keio Collection) の宿主株である

BW25113 株を使用した．大腸菌の代謝改変によって合成させる標的代謝物を選定するため，BW25113 と米

国標準技術研究所 (NIST) が提供するヒト血漿レファレンス検体 SRM1950 を，各種液体クロマトグラフィ

ーと高分解能質量分析 (LC/HRMS/MS 分析) を組み合わせたメタボローム解析に供し，各試料中の代謝物の

違いを比較した． 

メタボロミクスは生体内代謝物の網羅的解析を可能とする手法として広く活用されているが、質量

分析におけるマトリックス効果により絶対定量は困難である。安定同位体希釈法（SIDM）は有効な解決

策であるものの、高価な標品を必要とし網羅解析には非現実的である。本研究では、U-13C6-グルコース

を基質として遺伝子改変大腸菌にヒト由来代謝物を合成させ、安定同位体標識内部標準混合物（SILIS）

のバイオプロダクション法を確立し、ヒト定量メタボロミクスへの応用可能性を検討した。ヒト血漿標

準試料 SRM1950 と大腸菌 BW25113 株のメタボローム比較により、大腸菌に内在しないヒト代謝物を

同定し、その中から疾患関連 27種を選定した。必要酵素遺伝子を導入した代謝改変大腸菌を U-13C6--グ

ルコース培地で培養し、13C 標識代謝物を生成後、精製して SILIS を調製した。27 種中 16 種の代謝物

合成に成功し、高い 13C標識率を確認した。SILISを用いた SRM1950の定量結果はNIST認証値と一

致し、新たに疾患バイオマーカーの定量にも成功した。 
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2．代謝改変大腸菌の構築とヒト血漿代謝物の合成試験 

上述の 27種の代謝物をヒト血漿用 SILIS調製に必要な標的代謝物とし，これらを大腸菌内で合成させるた

めの代謝改変に取り組んだ．BW25113株にヒト代謝物合成酵素遺伝子をプラスミドによって導入した．まず，

標的代謝物合成に必要な代謝酵素の一次構造を KEGG Database (https://www.kegg.jp/kegg/) から探索し，

DNA 配列に変換するとともに，DNA 配列を大腸菌用にコドン最適した．コドン最適したヒト代謝物合成酵

素遺伝子を Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 誘導型のプロモータである PLlacO1プロモータ制

御下に置いたミディアムコピープラスミド (複製起点：p15A) を構築し，BW25113株に導入した． 

4．代謝改変大腸菌由来の SILISを用いたヒト血漿サンプルの定量メタボローム解析 

 代謝改変大腸菌によるヒト血漿成分を含む SILIS の調製し，これを用いたヒト血漿サンプルの定量メタボ

ローム解析に取り組んだ．ヒト血漿レファレンス検体 SRM1950を解析対象として，ヒト血漿と大腸菌に内在

的に含まれる全 20種のアミノ酸と，大腸菌には本来含まれない L-Kynurenineを標的とした定量メタボロー

ム解析を実施した．この際，アミノ酸に関しては商用の 13C化学合成標準品が入手できたことから，これを用

いた安定同位体希釈法による定量も同時に実施した． 

結果 

1．大腸菌の合成させるヒト代謝物の同定 

ヒト血漿リファレンスサンプル SRM1950 と大腸菌 BW25113 株に含まれる代謝物をワイドターゲッ

ト・メタボローム解析に供し，ヒト血漿に含まれるが大腸菌には内在的に含まれない代謝物を明らかに

した (図 1)．これら標的代謝物の合成に必要な酵素遺伝子を選定し，大腸菌にプラスミドによる形質転

換によって導入することで代謝改変大腸菌株を構築した．これらを用いて SILIS生産を実施し，標的代謝物

の合成の有無を LC/HRMS/MS 分析にて確認した．その結果，現在までに L-Kynurenine，Sarcosine，

Dimethylglycine，Creatinin，Cysteic acid，Cysteinesulfinic acid，N-Acetylneuraminateなど，計 16種の

ヒトにおける疾患バイオマーカーを大腸菌に合成させることに成功した．  

 

図 1. ワイドターゲット・メタボロミクスおよびKEGG Pathway解析結果．a) ヒト血漿と大腸菌から検出さ

れる代謝物の比較結果． b) 大腸菌 (BW25113, BL21(DE3), 光合成微生物 (C. vulgaris), ヒト血漿に含まれる代謝物の検

出強度の比較結果．c) Pathway解析に基づくヒト血漿代謝物を合成するための大腸菌の代謝改変デザイン．  
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 2．代謝改変大腸菌由来のSILISを用いたヒト血漿サンプルの定量メタボローム解析 

ヒト血漿成分を含む SILISの調製に成功したため，これを用いてヒト血漿レファレンス検体 SRM1950の定

量解析を行った。本試料には一部代謝物の認証値がNISTより提供されている（図 2黒）。まず，ヒト血漿と

大腸菌に共通する 20種のアミノ酸と，大腸菌に存在しない L-Kynurenineを対象に解析した。アミノ酸につ

いては市販の 13C標準品による安定同位体希釈法も併用した（図 2黄）。その結果，NIST認証値，化学合成

標準品による定量値，SILISによる定量値は概ね一致した。認証値のない一部アミノ酸でも，両手法で同様

の結果が得られ，SILISの定量信頼性が示唆された。L-Kynurenineは認証値や標準品がなく正確性は未検

証だが，得られたK/T比は既知の医学的範囲と整合した [5,6]。以上より，更なる検証は必要ながら，本ア

プローチの有用性が示された。 

 

 

図 2. 大腸菌 SynPath株由来の SILISを用いたヒト血漿中のアミノ酸および L-Kynurenineの定量．各棒グラ

フはヒト血漿サンプル SRM1950 中のアミノ酸および L-Kynurenine の濃度．黒：NIST が提供する認証値，黄：化学合

成された 13C標準品を使用したSIDMによる定量結果，青：SILISを使用した SIDMによる定量結果．  

 

考察 

本研究では，約 600種の親水性代謝物標準ライブラリで同定可能な代謝物のみを解析した。その結果，

ヒト検体で検出された 286代謝物のうち 74%が大腸菌でも検出され，SILISの分析カバレージの高さが

示された。さらに，大腸菌で未検出の 73代謝物のうち 63は，内在性経路から 3酵素以内で合成可能と

KEGG解析で判明し，大腸菌によるヒト血漿代謝物合成の有用性が示唆された。一方，脂質合成には大

規模改変が必要であり今後の課題である。調製した SILIS の多くの代謝物は 90%以上の高い 13C 標識

化率を示し，定量信頼性に十分な品質を達成した。SRM1950を用いたアミノ酸および L-Kynurenine定

量では，従来法やNIST認証値と一致する結果が得られた。SILIS調製コストは 1分析約 100円と低く，

今後は代謝改変株の拡張と更なる低コスト化を進め，各組織に適した定量メタボロミクス用 SILISの開

発を目指す。 
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