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概要

エクスポソーム (個人の生涯にわたる総曝露量) の測定では、慢性疾患における因果経路

(曝露生物学) や反応経路 (システム生物学) の特定や区別をすることで、曝露反応の関連

性 (生物学的疫学) に関する新たな知見を得ることができます。マーカー探索を目的とす

るオミックス研究とターゲット手法でのエクスポソーム測定を応用すれば、エクスポソ

ミクスにより、新たな疾患バイオマーカーの特定や曝露を軽減する手法の開発が可能に

なり、より患者個人に応じた医療介入が実現します。ベンゼンやトルエンといった揮発

性有機溶媒への曝露は、一次的および二次的疾病特性につながる曝露バイオマーカー

(因果疾患経路) の一例で、そうした疾病特性は尿有機酸プロフィールの変動 (反応疾患

経路) により明らかになります。このアプリケーションノートでは、GC/MS とターゲッ

トライブラリ検索によるクロマトグラフデコンボリューションを用いて、尿有機酸エク

スポソームを測定するトップダウン型のターゲットアプローチを紹介します。
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はじめに

エクスポソーム
エクスポソームとは、個人の生涯における曝露の生体蓄積 (胎児
期を含む) の総量を指し、外因的曝露 (食品、空気、水、電離放
射、ライフスタイルの選択など) だけでなく、内因的曝露 (代謝
プロセス、生体異物、腸内微生物叢の活性など) も含まれます。
内因的生化学に関しては、自然に存在する化学物質でも、恒常
性が維持されない場合には有害な影響を及ぼす可能性がある点
に留意する必要があります。そのわかりやすい例が、メープルシ
ロップ尿症 (MSUD) です。この疾患では、タンパク質合成に関連
する 3 つのアミノ酸が適切に代謝されないため、血流内で有害な
レベルにまで蓄積します。米国の一般的な新生児が MSUD を発
症するケースは稀ですが (18 万人に 1 人)、アーミッシュやメノナ
イトの集団では、その発症率は 1000 倍にのぼります。多くの州
では、生後 24 時間以内に有機酸 (MSUD などの疾患のバイオ
マーカー) の臨床スクリーニングをおこなうことを義務づけてい
ます [1]。

エクスポソミクス
エクスポソミクスとは、オミックス手法 (クロマトグラフィー、
質量分析、分光分析、バイオインフォマティクスなど) を応用し
て、エクスポソームの測定や、ゲノムや環境、発病などのデータ
との関連性の特定をおこなう研究分野を指します。Stephen M.
Rappaport [2] はそうした目的に適したものとして、環境 (空気、
水など) をモニタリングして曝露の潜在的リスクを測定するボト
ムアップ型のアプローチではなく、血液、尿などの生体液や組織
のバイオモニタリングによりエクスポソームを測定するトップダ
ウン型のアプローチを推奨しています。

トップダウン型のターゲットエクスポソミクスの一例が、シング
ル四重極質量分析とデータ採取後の各種ツールを用いた尿有機
酸のバイオモニタリングです。それらのツールとしては、質量ス
ペクトルデコンボリューション、リテンションタイムロック質量
スペクトルライブラリによる同定、統計解析などが用いられます。

有機酸尿
有機酸尿は、両親から 1 つずつ欠陥遺伝子を受け継いで生じる、
典型的な常染色体劣性疾患です。子どもが両親から 2 つの欠陥
遺伝子を受け継ぎ、疾患を発症する確率は、25 % です。固有の
有機酸尿プロフィールを持つ代謝異常としては、60 種類以上が
知られています。MSUD の場合、以下の尿バイオマーカーがあり
ます:2-オキソイソカプロン酸、2-ヒドロキシイソカプロン酸、2-
ヒドロキシイソ吉草酸、2-オキソイソ吉草酸、2-ヒドロキシ-3-メ
チル吉草酸、2-オキソ-3-メチル吉草酸。

ほとんどの有機酸尿は遺伝子異常に直接関連していますが、外
因性および医原性要因や腸内毒素症により引き起こされるケー
スも多く見られます。たとえば、キシレン異性体 (塗料用溶剤に
一般的に使用) への曝露は、安息香酸メチルと馬尿酸メチルの増
加につながります [3]。一般的な抗けいれん薬であるバルプロ酸
の投与は、尿中の 3-ヒドロキシイソ吉草酸、5-ヒドロキシヘキサ
ン酸、7-ヒドロキシオクタン酸、p-ヒドロキシフェニルピルビン
酸、ジカルボン酸の医原性増加につながることがあります [4]。
腸内毒素症では、尿中のシトラマル酸、5-ヒドロキシ-メチル-フ
ロン酸、酒石酸が増加します。これらの物質の増加は、それぞ
れ腸内のサッカロミケス、アスペルギルス、カンジダの過剰増殖
により引き起こされます。腸内での酵母の過剰増殖により生じ
る酒石酸尿については、自閉症に似た症状が現れることが、少
なくとも 1 件の双生児の兄弟の研究で報告されています [5]。こ
うした例からもわかるように、有機酸尿は内因性および外因性
の両方の要因から生じます。要因や曝露量は時間とともに変化
するため、ライフステージのさまざまな段階で得た試料を分析す
れば、複合的なエクスポソームの測定が可能です [2]。そうした
ことから、出生時に測定した基本となる尿有機酸レベルは、エ
クスポソームの 1 つのケモタイプとなります。これを生涯にわ
たってモニタリングすれば、比較分析や疾患の関連性の研究が
可能になります。

尿有機酸エクスポソームの測定
Chen 氏らの論文では、シングル四重極 GC/MS を用いた尿有機
酸 (UOA) 分析手法が紹介されています。この手法では、リテン
ションタイムロッキング (RTL)、Agilent デコンボリューションレ
ポート作成ソフトウェア (DRS)、バックフラッシュキャピラリフ
ローテクノロジー (CFT) が用いられています [6]。2013 年に、
Agilent MassHunter ソフトウェアプラットフォームで稼働する
Agilent 7890B GC と Agilent 5977A シリーズ GC/MSD が発表され
たことで、このメソッドを新たなシステムおよびソフトウェアプ
ラットフォームに導入し、感度の向上と新システムの独自機能
により改善することが可能になりました。Chen 氏のメソッドで
は、30 m × 0.25 mm、0.25 µm Agilent HP-5MS カラムと Agilent
QuickSwap CFT 装置を用いることで、分析後のバックフラッシュ
およびベントなしでのカラム交換およびメンテナンスを可能にし
ています。

アジレントは現在、シリンジ、セプタム、ライナ、カラムなどの
ウルトライナート (UI) 消耗品群を提供しています。これにより、
フローパス活性が生じる可能性を低減し、クロマトグラフィー性
能を高めることが可能になります。ウルトライナート消耗品群
は、現在ではイナートフローパス Agilent 7890B GC だけでなく、
旧世代の n890 GC シリーズでも使用できます。また、この例のよ
うに、HP-5MS カラムに代わって HP-5MSUI カラムを使用するこ
とも可能です。自動 RTL などのおなじみのツールの導入も容易
です。7890B は、高度な電子圧力制御とソフトウェアウィザード
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により、CFT を分析メソッドに組み込めるように設計されていま
す。これにより、適切に構成されたメソッドに、迅速にバックフ
ラッシュを追加することができます。また、メソッド開発および
変換を支援するニューマティックカリキュレータも備えています。

アジレントは QuickSwap 装置を段階的に廃止しています。現在
では、より柔軟性の高いパージド Ultimate ユニオン (圧力制御
ティー (PCT) と呼ばれることもあります) を提供しています。
QuickSwap 装置では分析後バックフラッシュしか設定できません
でしたが、PCT を使えば、ポストカラムバックフラッシュ以外の
構成も可能になります。PCT は、プレ分析カラム、ミッドカラ
ム、ポストカラムの各種構成で使用することができます。プレ分
析カラム構成とミッドカラム構成については、同時バックフラッ
シュ条件 (同時バックフラッシュおよびデータ採取) を導入すれ
ば、標準的な分析後バックフラッシュよりもサイクルタイムを短
縮し、生産性を高めることが可能です。完全な不活性経路、エ
クストラクションイオン源、高性能ターボ分子ポンプ、トリプル
アクシスディテクタを備えた 5977A シリーズ GC/MSD は、過去
最高の感度と堅牢性を備えた質量分析計です。シグナル/ノイズ
比仕様の改良により、検出下限が引き下げられています。
MassHunter ソフトウェアプラットフォームで稼働する採取ソフ

トウェアでは、MSD Productivity ChemStation Ａcquisition と同じ
レイアウトと使用感が採用されているため、GC/MS メソッドの
効率的な作成、更新、使用が可能です。また、MassHunter Data
Analysisを使用することも、従来のMSD ChemStation Data Analysis
を使用することもできます。MassHunter では、MassHunter
Quantitative または Qualitative パッケージのいずれかで有機酸尿
データ解析を管理することができます。内蔵のデコンボリュー
ションアルゴリズムにより、ユーザーの作成したカスタム RTL ス
ペクトルライブラリを検索することが可能です。従来の MSD
ChemStation Data Analysis を使えば、同じ RTL スペクトルライブ
ラリを用いた DRS の導入が可能です。いずれの場合でも、精密
かつ堅牢な UOA の同定、定量、レポート作成が実現します。測
定データを Agilent Mass Profiler または Mass Profiler Professional
(MPP) にエクスポートすれば、標準化、アラインメント、統計解
析、経路解析が可能です。MPP は、分散分析 (ANOVA)、主成分
分析 (PCA)、クラスタリング、ボルケーノプロット、階層的クラ
スタリング、濃縮、クラス予測などの統計テクニックにより、各
種サンプルに存在する UOA の種類や相対量、プロフィールにお
ける重要な違いの特定を円滑化します。図 1 に、7 つのヒトサン
プルの PCA 分析と、定義された化学スペースにおけるケモタイ
プのクラスタリングを示しています。

図 1. MPP を用いた PCA 分析
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結論

ヒトの慢性疾患の 70～90 % は環境要因に起因し、固有の遺伝的
変異性によるものではないと推定されています [7,8]。シングル四
重極 GC/MS を用いた尿有機酸のプロファイリングでは、有機酸
尿の同定および定量をおこない、あらゆるライフステージにおけ
る UOA エクスポソームのプロフィールを構築することができま
す。出生時にベースラインデータを採取すれば、のちのデータと
比較し、疾患の発症や進行をモニタリングすることが可能です。
統計解析を用いて、個人曝露エクスポソームに関する大規模な
コホート研究を評価および比較し、新たな UOA バイオマーカー
を測定することもできます。UOA などの化学物質のエクスポ
ソームのモニタリングは、ヒトの疾病率や死亡率に影響を与える
疾患の研究において、リスク要因や新たなバイオマーカーの特定
を円滑化します。このモデルは、疾患におけるゲノムと環境の関
連性の研究にも役立ちます。
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詳細

これらのデータは一般的な結果を示したものです。アジレ
ントの製品とサービスの詳細については、アジレントの
Web サイト (www.agilent.com/chem/jp) をご覧ください。


