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研究⽬的のみに使⽤してください。診断⽤には使⽤できません。

要約

リピドミクスおよびメタボロミクスの LC-MS ワークフローは、疾患の潜在的なバイオマーカーを決定し、試験対象の

システムの根底にある⽣物学の理解を深めるために広く使⽤されています。通常、バイオマーカーはさまざまな形で存

在し、⾎漿、⾎清、尿などの⽣体液から⽇常的に分離されています。しかし最近では、細胞外⼩胞（EV）がバイオマー

カーの候補として関⼼を集めています。このアプリケーションノートでは、EV に適⽤できて最適なリピドミクスおよ

びメタボロミクス抽出が可能になる、さまざまなサンプル前処理バッファーを評価しました。

アプリケーションのメリット

MSE というをデータに依存しないワークフローを使⽤し、標識を使⽤しない相対定量と組み合わせた、包括的なメ

タボロミクスおよびリピドミクスのプロファイリング

■

Xevo G3 QTof により、リピドームとメタボロームのディーププロファイリングが可能になり、5 桁にわたるサンプ

ル内ダイナミックレンジを実現

■

ACQUITY™ Premier LC により、極性代謝物/脂質（リン酸化分⼦種など）の回収率の向上が実現（低存在量の⽣物

学的に関連のある化合物に特に重要）

■

データ解析および化合物の同定は、社内のソフトウェアツール（waters_connect™）を使⽤して⾏い、さらに 

Lipostar や MARS などのサードパーティー製ソリューションとも互換性あり

■
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社内およびサードパーティ製のソフトウェアツールのアウトプットと、MetaboAnalyst などの統計/データ視覚化ツ

ールのアウトプットの互換性により、ワークフローの柔軟性が浮き彫りになり、統計および化合物の同定のカバレ

ッジが向上

■

はじめに

細胞外⼩胞（EV）とは、脂質⼆重層を有する、不均⼀な⾮増殖性のナノ粒⼦の⼀群です。EV はほとんどの細胞から放

出され、細胞由来の DNA、RNA、脂質、タンパク質、代謝物を中に⼊れて運びます。末梢⾎などさまざまな⽣体液に

含まれる循環 EV は、容易にモニターでき、親細胞を⽣理的に反映しています。そのような⽣体液に含まれる EV の濃

度は、疾患の状態にも依存するようです1。 最近、EV は、特に腫瘍学や神経学などの領域において、疾患の潜在的なバ

イオマーカーとして特定されています2-3。 その後、⼩胞輸送経路を調べるオミックス研究が⾏われました。本稿で概

説する研究の⽬的は、LC-MS 分析と互換性がある、EV に富んだサンプル⽤のマルチオミックスサンプル前処理メソッ

ドを最適化することです。

実験⽅法

サンプル前処理

C2C12 マウスの筋芽細胞を、コンフルエントになるまで増殖させ、American Type Culture Collection（⽶国培養細胞

系統保存機関、ATCC）のガイドラインに従って筋管に分化させました4。 その後、差動超遠⼼法を⽤いて EV を培地か

ら分離しました。3 種類の溶解バッファーを使⽤して、LC-MS 分析⽤の抽出の実⾏可能性を評価しました。これらのバ

ッファーの成分は次のとおりです：（i）2% ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）、（ii）20 mM Tris 含有 2% SDS。

（iii）溶解バッファーなし（NLB）。

LC 条件（メタボロミクス - HILIC）

LC システム： ACQUITY Premier FTN

カラム： ACQUITY UPLC™ BEH™ Amide（2.1 mm × 100 

mm、1.7 µm、製品番号：186009505）
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カラム温度： 40 ˚C

注⼊量： 2 µL パーシャルループ

流速： 0.7 mL/分

移動相 A： 5：95 アセトニトリル：⽔ + 0.1% ギ酸、10 mM ギ酸

アンモニウム

移動相 B： 95：5 アセトニトリル：⽔ + 0.1% ギ酸、10 mM ギ酸

アンモニウム

グラジエント： 初期は 100% B、0.1 〜 5.0 分で 100 〜 80% B、5.0 

〜 6.0 分で 80 〜 50% B、6.0 〜 6.5 分で 50% B、6.5 

〜 7.0 分で 50 〜 100% B、7.0 〜 10.0 分で初期条件

に再平衡化。

LC 条件（リピドミクス - 逆相）

LC システム： ACQUITY Premier FTN

カラム： ACQUITY Premier CSH™ C18（2.1 × 100 mm、1.7 

µm、製品番号：186009461）

カラム温度： 55 ℃

注⼊量： 2 µL パーシャルループ

流速： 0.4 mL/分

移動相 A： 600:390:10 アセトニトリル：⽔：1 M ギ酸アンモニ

ウム、0.1%ギ酸

900:90:10 IPA：アセトニトリル：1 M ギ酸アンモニ移動相 B：
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ウム、0.1% ギ酸

グラジエント： 初期は 50% B、0.5 分で 50 〜 53% B、0.5 〜 4.0 分

で 53 〜 55% B、4.0 〜 7.0 分で 55 〜 65% B、7.0 〜 

7.5 分で 65 〜 80% B、7.5 〜 10 分で 80 〜 99% B、

10 〜 11 分で 99%、11 〜 12 分で初期条件に再平衡

化。

MS 条件

MS システム： Xevo G3 QTof

イオン源： ESI

イオン化モード： ESI+/-

キャピラリー電圧： 2.8 (+)/1.5 (-) kV

サンプルコーン電圧： 40 V

イオン源温度： 150 ℃

脱溶媒温度： 500 ℃

コーンガス流量： 150 L/時間

脱溶媒流量： 900 L/時間

コリジョンエネルギー： ランプは 20 〜 45 eV から適⽤

スキャン時間： 0.1 秒

インフォマティクス

データは、Lipostar や MARS（Mass Analytica、Barcelona、Sign）などのさまざまなソフトウェアプラットフォーム
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を使⽤して解析しました。MetaboAnalyst に加えて、データ解析に使⽤したソフトウェアプラットフォーム内に組み

込まれた統計ツールを使⽤して統計解析を⾏いました5。 さらに、Spotfire（Tibco、⽶国カリフォルニア州、パロアル

ト）を使⽤して、データの視覚化を⾏いました。

結果および考察

さまざまな抽出プロトコルに基づく EV 関連のメタボロミクス抽出物およびリピドミクス抽出物に対応するデータを、

Xevo G3 QTof を使⽤して、データ⾮依存的測定（DIA）である MSE で取り込みました。続いて、さまざまなインフォ

マティクスツールを使⽤してデータ解析しました（図 1）。リピドミクス抽出物に関連する解析データの統計解析によ

り、さまざまな抽出メソッドの間に⼤きな違いがあることが浮き彫りになりました。逆相（RP）分析（ESI+）に対応

する教師なし主成分分析（PCA）を図 2 に⽰します。各抽出メソッドの繰り返し測定（n=3）はしっかりとクラスタリ

ングされており、システムの測定の再現性が⾼いことが⽰されました（ESI- データでも観測済み）。3 種類の抽出プロ

トコルの間で明確に分かれていることから、抽出される分析種および/または抽出される量に⼤きな違いがあることが

⽰唆されます。関連するローディングプロットは、データベース検索の対象となった、PCA から観察された差異の原因

となる特徴を表しています。

統計的に最も関連性の⾼い脂質を⽐較すると、主に同定されたクラスには、トリグリセリド、スフィンゴミエリン、リ

ン脂質が含まれていました（図 3）。3 種類のバッファー条件を⽐較すると、Tris バッファーの場合、リン脂質/スフィ

ンゴミエリンの⼤部分が⾼存在量で存在し、NLB 条件を使⽤すると、割合がより低いリン脂質がより豊富に存在するこ

とが⽰されました（図 3 ‒ ヒートマップ/箱ひげ図）。
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図 1.  EV 抽出物の LC-MS 分析とその後のデータ解析の概要を⽰す実験ワークフロー
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図 2.  3 回繰り返し測定（NLB = ⾚⾊の四⻆形、SDS = 緑⾊の円、TRIS = ⻘⾊の三⻆形）で構成される 3 種類の抽出バ

ッファーの教師なし PCA（ESI+）リピドミクスプロット（A）および対応するローディングプロット（B）
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図 3.  リピドミクス（ESI+）の概要：ヒートマップ（中央）では、階層的クラスタリング（Ward 法）とユークリッド

距離測定に基づいて、統計的に最も重要な脂質の 3 種類の抽出条件にわたる脂質存在量を⽐較しています。箱ひげ図は

、NLB 条件および Tris バッファー条件で最も存在量が多い代表的な脂質の標準化した存在量プロファイルを⽰してい

ます。

3 種類のバッファー条件すべてでリン脂質の存在は明らかであり、これらの主要なリン脂質の存在レベルは⽐較的低い

ため、Xevo G3 QTof によって得られる⾼レベルの感度とダイナミックレンジが必要になります。標準化した存在量曲

線（図 4）は、Tris バッファーで得られるサンプル内ダイナミックレンジが広く（約5 桁）、同定されたリン脂質の⼤

部分の存在量がわずかに⾼くなることを⽰しています。
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図 4.  NLB（A）、SDS（B）、Tris（C）の 3 種類のバッファーの標準化した存在量曲線。ESI+ リピドミクスデータの

ダイナミックレンジ（サンプル内）が約 5 桁にわたることを⽰しています。ハイライトした特徴は、主要なリン脂質の

同定に対応しています。

EV の濃縮サンプルから抽出した極性代謝物の数と種類は、サンプル前処理の⼀環として使⽤する抽出バッファーの種

類に⼤きく影響されるようです。⼀般に、NLB 条件を使⽤すると、（i）独⾃の代謝物が同定される、または（ii）3 種

類のバッファーすべてに共通の代謝物については、NLB によって⾼回収率がしばしば得られます。waters_connect 

API の有⽤性により、柔軟性が追加され、サードパーティー製のインフォマティックツールを使⽤してデータを調査す

ることができます。MARS メタボロミクスインフォマティクパッケージを使⽤して、化合物同定のためのピークの選択

および検索を⾏い、相対的定量も⾏えました。グアニジノコハク酸（図 5）は、3 種類のバッファー条件すべてで抽出

される代謝物の⼀例ですが、（抽出クロマトグラム（図 5A）および関連するトレンドプロット（図 5B）で⾒られるよ

うに）その存在量は、NLB 抽出物中の⽅が少なくとも 4 倍⾼いことがわかります。これらの化合物クラスは、がん由

来の細胞に関わっていると以前に報告されています6。 図 6 では、他のいくつかの化合物（ホモシステイン酸を除く

）について、この観察結果がさらに浮き彫りになっています。
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図 5.  MARS ソフトウェアによって⾏われたグアニジノコハク酸の同定。各抽出バッファーおよびスーパーサンプルに

関連する MS スペクトルおよびクロマトグラムは、各抽出バッファーによって得られた化合物のレベルがさまざまであ

ることを⽰しています（A）。この存在量のデータは、トレンドプロットとしても⽰されており、NLB では存在量が⼤

幅に⾼いことがわかります（B）。
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図 6.  ESI+/- で構成される HILIC ベースの分析から、⽣物学的に関連する同定化合物を選択した場合の化合物分布。

NLB 戦略を使⽤した抽出は、複数種の化合物に適⽤でき、⼀般的に SDS ベースまたは Tris ベースのバッファーよりも

⾼存在量が得られることがわかりました。

MARS ワークフローを使⽤して、アミノ酸、脂肪酸、ピリジン、インドールなど、いくつかの重要な⽣物学的に関連の

ある極性代謝物が同定されました。トリプトファン（図 7）は、⾮常に確実に同定された化合物で、NLB 抽出物からの

み同定されました。この化合物は以前、⻣格筋のシグナル伝達経路で重要な役割を果たしていることが⽰されています
7。質量精度（プリカーサーイオンおよびフラグメントイオン）、同位体パターン、フラグメントイオンマッチ、保持

時間の組み合わせすべてが、全体的な信頼スコアに寄与します。

11Xevo™ G3 QTof を⽤いた細胞外⼩胞のメタボロミクスおよびリピドミクスプロファイリング



図 7.  MARS ソフトウェアのみを使⽤して、NLB 抽出から同定された代謝物の例。トリプトファン [M+H] は、⾼い信頼

性スコアが付けられた化合物であり、NLB 抽出から同定された独⾃の代謝物の例です。このフラグメントイオンスペク

トルはトリプトファンに対応しており、マッチしたフラグメントイオンを緑⾊で⽰しています（A）。MS スペクトル

（B）および抽出クロマトグラム（C）は、NLB 抽出液に⾼濃度のトリプトファンが存在することを⽰しています。

結論

EV からの脂質および極性代謝物の LC-MS 分析を、3 種類のバッファー条件（NLB、SDS、Tris）を使⽤して実証しま

した。全体として、抽出バッファーの選択は、検出される脂質の種類とその存在量に影響しましたが、極性メタボロー

ムの観点からは、バッファーの選択がより⼤きな影響（独⾃の極性代謝物の存在量と検出に関して）を与えるように⾒

えました。Xevo G3 QTof の導⼊により、広いダイナミックレンジにわたって低濃度化合物の検出が可能になりました

。API を介した MARS などのサードパーティ製インフォマティックツールとの統合により、⾮常に信頼性の⾼い化合物

の同定と相対的定量が可能になり、低分⼦ OMIC 分析のための柔軟なデータ分析ワークフローが実証されました。
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