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1 .はじめに

ポストゲノム科学を特徴づける言葉の 1つは

"omics”で、あろう。これは、ゲノム解析された生物

種について遺伝子発現、タンパク質、代謝物質と

いう 3つの階層ごとに、網羅的かっ定量的に化学

分析することによって生命活動を理解しモデル

化しようとするものである。

遺伝子発現、タンパク質と代謝物質はシグナル

伝達ネットワークと代謝反応ネットワークを介

して関係づけられている（図 1）。 3つの階層に介

在している 2つのネットワークのうち、これまで

の生化学研究の成果が最も数多く凝縮している

のは代謝反応ネットワークである。それに対して、

データは得られるものの生物学的意義の解明が

ほとんど進展していないのが、シグナル伝達ネッ

トワークである。メタボローム解析への期待の 1

つは、代謝反応ネットワークやその産物である代
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図1.Omics解析における遺伝子、タンパク質、

代謝物質の関係。

謝物質からシグナル伝達ネットワークの解釈を

おこなうことであろう。

3つの階層を互いに関連づけて統合している

のが代謝反応ネットワークと代謝物質ではある

が、 3つの階層のうちで最も難しいのが代謝物質

の化学分析である。ある生物種のゲノム解析がお

こなわれて、遺伝子がわかると、その生物がっく

りだしている mRNAとタンパク質を容易に推定

することができる。また、ほとんどの生物種に共

通に存在している一次代謝物質については、

BRENDAや KEGGなどの代謝データベースを参

照することによって推定することができる。しか

し、生物種の生命活動を特徴づけている 2次代謝

物質はほとんどのものが未知であり、それらの代

謝反応ネットワークもまた未知である。

メタボローム解析の目的も、二次代謝物質の同

定と計量、それらの代謝反応ネットワークの構築

である。この課題にとって、マススペクトルによ

る化学分析は不可欠な研究手段となっている。本

総説では、マススベクトルによる化学分析の現状

を概観し、私たちが構築しているマススペクトル

データベース MassBankについて紹介する。

2. 質量分析の進歩とメタボローム解析

近年の質量分析（MS）の進歩は著しく、短期

間で開発と商品化がおこなわれ、生命科学研究へ

の導入もまた速やかである。（注：本文では MS

を質量分析 massspectrometryと質量分析計 mass

spectrometerの2つの意味で、用いている。）メタボ

ローム解析に用いられる質量分析には、磁場型

(magnetic sector) MSをはじめ FT-ICR(Fourier 

transform ion cyclotron resonance) -MSや TOP

(time-of-flight) -MSのようにイオンの高質量分

解能測定，また MS/MS (tandem MS）や ITMS

( ion trap MS ）のように衝突誘起解離

(collision-induced dissociation: CID）によって生成

する productイオンの測定や、 precursorイオンと
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productイオンの関係を分析する（MStスペクト

ルの測定、など多様である。これらの異なる質量

分析を組み合わせた hybridMS I）では、フラグメ

ントイオンの化学組成や precursor-productイオン

の関係を高感度・高精度で測定することができる

ので、未知代謝物質の化学構造を推定するために

必要な化学情報が得られるようになった。

－測定技術の進歩はメタボローム解析の進歩に反

映していない

このようなhybridMSを高速・高分離能の分離

法 GCや LC、CE(capillary electrophoresis) と組
み合わせた GC-MS,LC 

methodと呼ばれ、メタボローム解析にも導入され

ている。しかし、このような化学分析の高性能化

は、残念ながらメタボローム研究に革新的な進歩

をもたらしているとは言い難い。

例えば、枯草菌の細胞抽出液を CE-MSで分析

すると、 1692個のイオン性代謝物質を検出できる。

それらのうち同定できたのは約 170代謝物質にす

ぎない 2）。この分析では、あらかじめ代謝物質を

化学合成した 859標準物質を用いて、 CEの泳動

時間と ESI-MSに現れる分子イオン（M+l）＋の ml乞

値と相対強度を測定している。試料の分析におい

ては、泳動時間と ml左値の 2つのパラメータによ

って代謝物質を同定している。泳動時間と m危値

を測定しである代謝物質のうち、約 170しか検出

できなかったことになる。残り約 690代謝物質は

m/z Composition CAS KEGG DNP 

180.0423 C9H804 588 7 51 
180.0437 ClOH4N 24 。 。
180.0535 C8H8N203 594 7 
180.0563 CllH6N3 2 。 。
180.0575 Cl3H80 237 12 
180.0634 C6Hl 206 945 41 109 

180.0647 C7H8N402 428 3 l3 

Number of Hits 2,818 53 192 

(1) 10 possible chemical compositions composed of 
C,H,N,O (2) Search CAS, KEGG & DNP 

図2. 測定誤差 50ppmの精度で測定した

ml左180.0534から 7つの化学組成式がえら

れ、 CASを検索すると 2,818化合物がヒッ

トする。この中から二次代謝物質だけを探

しだすことは容易ではない。

細胞内量が少ないため、あるいは抽出効率が低い

ため、 MSの検出限界量以下となって検出されな

かったのであろう。

検出されたものの同定できなかりた約 1520代

謝物質は、それらの標準物質が入手できなかった

ことによるものである。動物の生体組織の抽出物

を高分解能の F下ICR-MSで測定すると、数千から

数万の代謝物質を検出できるが、それらのうちわ

ずか数百が同定されているにすぎない、とされて

いる。

このように生体成分を高感度・高分解能MSで

分析しでも、 high-throughputなメタボローム解析

を実現できていない現実がある。

標準物質が無くても代謝物質を同定するため

の方法は、（ 1) (M+Hfや（M+Naf"(M-H）ーな

どの分子イオンの ml左値を精密に測定することに

よって化学組成式を決定し、化合物データベース

を参照して特定する、（ 2) (MStスベクトルを

測定し、既知のマススペクトルと一致するものを

探して特定する、（ 3 ）化学構造とマススペクト

ルとの関係を利用して、（MStスペクトルから化

学構造式を推定する、の3つであろう。 MassBank

は（ 2）と（ 3 ）に寄与することを目的としてい

る。（ 3 ）については実用になるものはまだ無い。

3. 二次代謝物質のデータベース

分子イオンの ml左値を精度よく測定できると、

二次代謝物質を同定する手順は次のようになる。

測定した ml左値からその値を与える化学組成式を

推定する。論理的に推定される化学組成式は極め

て多いので、同位体ピークの ml左値と相対強度、

構成元素の種類など、を考慮して組成式を絞り込

むことになる。

例えば、あるイオンについて測定誤差 50ppm 

とIOppmでml左180.0534がえられたとき、CHNO

の4原子から構成される可能な化学組成式はそ

れぞれ7つ、 1つである（図 2）。これらの化学組

成式を用いて ChemicalAbstracts Service (CAS）を

検索すると、誤差が 50ppmラIOppmのとき、それ

ぞれ 2,818化合物、 594化合物がヒットする。そ

れらから二次代謝物質をリストアップする作業

は人手に頼らざるをえない。このようなイオンが

数千から数万検出される FT-IC孔MS分析では、二

次代謝物質を短期間に手作業で選び出すことは
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不可能であろう口

そこで、代謝物質だけを集めたデータベースが

あれば、分子イオンの ml左値や化学組成式から代

謝物質を自動的にリストアップすることができ

ると期待される。

代謝に関する総合的なデータベース KEGG3,4)

は様々な生物種に共通に存在している基礎代謝

物質に重点をおいて収集している。生物種に固有

な二次代謝物質をほとんど収集していないので、

ml左値や化学組成式で検索しでもヒット率は極め

て低い（図 2）。

フラボノイドなど化合物グループごとに収集

した書籍類はこれまでに数多く出版されている。

Dictionary of Natural Product (DNP)5）は二次代謝物

質を網羅的に収集したデータベースである。 2007

年6月版には20万7千化合物が収集されている。

先ほどの化学組成式を用いて検索すると、 192化

合物がヒットする（図 2）。

ここで日本で構築しているユニークな二次代

謝物質のデータベースを 3つ紹介しておこう。

1つは、奈良先端科学技術大学院大学・金谷重

彦教授のグループ。が作成している KNApSAcK6'7)

である。これにはフラボノイド（既知のものほぼ

全て）、テルペノイド類（全体の約 3割）、その他

にグノレコシノレート、アノレカロイドなど計21,009

化合物が登録されている（2008年 1月現在）。

KNApSAcKには、これまでの二次代謝物質のデ

ータベースにはなかった、 2つの特徴がある。（i)

従来の天然物関連データベースでは、その二次代

謝物質が最初に報告された論文やその後の構造

決定に関する論文を収集している。KNApSAcKで

は、このような論文だけでなく、その後、各二次

代謝物質が他の生物種について見つけられたこ

とを報告する論文があれば、これらをもれなく収

集している。 (ii）これらの論文を整理することに

よって、代謝物質とそれが見つけられた生物種と

の関係（代謝物質．生物種の関係）を収集している。

20,500代謝物質と 12,419生物種による 41,530代

謝物質ー生物種ぺアが登録されている（2008年 1

月現在）。

この 2つの特徴は二次代謝物質をゲノム情報

とリンクするために不可欠のものである。例えば、

3つの近縁生物種のうち、 a生物種で二次代謝物

質 Dの生合成中間体と推定される A とCが、 b

生物種でBが、 c生物種でBとCが見つかってい

るならば、それらを総合して Dの生合成経路とし

てA→ B→ C→ Dを予測できる。この3つの

生合成反応に関与する酵素遺伝子をゲノムから

見つけることも容易になるであろう。

2つめの二次代謝物質データベースは、東京大

学大学院・有田正規准教授が作成している

Flavonoid viewer 8'9）である。これはKNApSAcKと

の共同研究の成果が集約されたものであり、約

6,800のフラボノイド、 1万 4千のフラボノイドー

生物種ぺアが登録されている（2008年1月現在）。

Flavonoid viewerの特徴は、フラボノイドの化学構

造式を詳細に調べて分類し、化学構造から生合成

反応の経路を推定していることである。これは、

化学構造式の誤りを徹底的に取り除くとともに

関連論文を収集し、生体内反応に関する豊富な知

識を蓄積した成果にもとづくものである。

3つめの二次代謝物質データベースは日本脂

質学会で、作っている LipidBank10）で、ある。これには

7009化合物が収集されている（2008年 1月現在）。

このデータベースも有田らが収集と維持にあた

っている。

これら 3つのデータベースに共通しているこ

とは、化学構造式や文献情報が正確で、誤りがな

いように細心の注意のもとに収集、維持されてい

ることである。

4. 化学構造式を推定するために

・（MStの測定

二次代謝物質のデータベースが充実してくる

と、図 2で示したように分子イオンの ml左値や化

学組成式からかなりの代謝物質がヒットするこ

とがわかる。

しかし、このようにしてヒットした代謝物質は、

MSで測定した分子イオンを与えている代謝物質

そのもの、と判定できない。それが文献に記載さ

れていない、新規な代謝物質である可能性を吾定

できなし、からである。

MSを用いて化学物質の化学構造を解析するた

めには、一般に、次のような測定がおこなわれる。

質量分析計の中で物質を高エネルギーの窒素ガ

スで壊す（CID）と、分子は一度に小さな断片に

粉々に壊れるのではなく、大きな断片から小さな

断片へと、順番に壊れると推定される。ある分子

の中で最も不安定な化学結合で先ず切断して大
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きなフラグメントイオンが生成し、次にそのフラ

グメントイオンの中で最も不安定な化学結合が

切断してさらに小さなフラグメントイオンを生

成する、を繰り返している。このように大きなフ

ラグメントイオン（precursorion）から小さなフラ

グメントイオン（production）が生成する関係

(precursor-productイオンの関係）は化学構造に依

存することが知られている。

この関係は、 MS/MSや（MStで測定できる。

(MS）°は次のような測定法である。分子イオンか

ら生じたフラグメントイオンのうち 1つを選ん

で、それを precursorイオンとしてさらに CIDに

よって壊すと、いくつかの productイオンを生ず

る。この productイオンのうちから 1つを選んで

precursorイオンとしてさらにCIDによって壊すと

productイオンを生ずる、この過程をn回繰り返し

て測定することを（MS）°とあらわす。 MS/MSは

nが2の測定であり、（MS)2と同じである。 ITMS

を用いると nが2以上の（MS）°測定ができる。

同じ化学組成式で表される化学物質でも、化学

構造が異なると、（MS）°で測定したマススペクト

ルが異なることになる。

新規な二次代謝物質を（MS）°で測定したマス

スペクトルから、その化学構造を推定するために

は、化学構造の特徴がどのようなマススペクトル

の特徴として現れるのか、という関係（化学構造

とマススペクトルの関係）をあらかじめ知ってお

く必要がある。このような関係を収集して解析す

るためには、多様な化学構造の代謝物質を（MS)°

で測定したマススペクトルを収集したデータベ

ースが必要である。

－有機化合物のマススペクトルデータベース

マススペクトルデータベースとして最大のも

のは、米国 NationalInstitute of Standards and 

Technology (NIST）が測定し、販売している

NIST/EPA/NIH Mass Spectral Libraryである 11)0 

2005年版には、 16.3万化合物について測定した約

19万EI-MSスペクトルと約5千MS/MSスペクト

ルデータが収録されている。また、日本では産業

技術総合研究所が測定・収集している有機化合物

のスベクトルデータベース SDBSがある 12）。これ

には 23.5千件の EI-MSで測定したマススベクト

ルデータが収集されている。

テルペン類など揮発性の二次代謝物質は

GC-EI-MSを用いて測定しているので、得られた

マススベクトルを NISTや SDBSを検索・参照し

て、二次代謝物質を同定することができる。

ドイツ MaxPlanck植物分子生理学研究所では、

植物の抽出物を TMS誘導体化した試料を

GC-EI-TOF占1Sで測定した 855マススペクトルタ

グ（MST）を収集して、 CSB.DBとして公開して

いる 13,14）。タグと命名している理由は、 GCの保

持時間で分割して得られたマススペクトルであ

るので、 GCピークの重なりに由来するノイズが

含まれるからである。重なりを除くことができた

632MSTのうち、標準物質のマススベクトルと比

較して代謝物質を同定できたものは299MSTであ

る。

残念ながらこれらのデータベースには、メタボ

ローム解析によく用いられているイオン化法で

ある electrosprayionization (ESI）や fastatomic 

bomberdment (FAB), matrix-assisted laser desorption 

ionization (MALDI）を用いた MSやhybridMSを用

いて測定したマススペクトルは収集されていな

い。また、イオンの m々 は実数値ではなく整数値

で表現されているので、イオンの化学組成式を推

定したり、化学構造とマススペクトルの関係を収

集することは難しい。

5. データベースMassBanlく

・様々な条件で測定したマススペクトルの収集

MassBank ( www.massbank.jp）はメタボローム

解析に用いられているイオン化法と hybridMSを

用いて測定したマススペクトルのデータベース

であり、科学技術振興機構のバイオインフォマテ

ィクス事業 (JST-BIRD）の支援をうけている（平

成 18-22年度）。この事業には KNApSAcKと

Flavonoid viewerグループ。も参加して、密接に連携

をしている。

これまで、メタボローム解析に用いられている

イオン化法と hybridMSを用いて測定したマスス

ペクトノレには、次のような問題があることが指摘

されていた。そのために、このようなデータベー

スは無かったし、それを構築しようとする意欲も

打ち砕かれてきた。

ESIなどのイオン化法では、イオン化の条件や

CIDの条件によって、さらには、装置によっても

得られるマススペクトルが大きく異なる。例えば、
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同じイオン化法を使用しでも、装置や hybridMS 

の組み合わせによって、出現するフラグメントイ

オンの種類や相対強度も大きく変化することも

知られている。

これに対して、約 70eVの熱電子を用いてイオ

ン化する EI法では、装置にかかわらず、得られ

るマススペクトルはほぼ同じである。従って、自

分で測定したマススベクトルがデータベースに

あるマススペクトルと同じかどうか、照合するこ

とによって化合物を同定することができる。

MassBankでは、このような問題点があるにも

かかわらず、異なる分析条件で測定したマススペ

クトルをともかく収集することにした。

イオン化の化学的原理が同じあるいは似たも

のであれば、解裂を誘導する電荷中心（charged

site）や切れやすい化学結合はほぼ同じなので、生

ずるフラグメントイオンの種類にはそれほど違

いはないと期待される。また、 ml左の値とその相

対強度の 2つを重視した従来の検索アルゴリズ

ムを修正すれば、異なるマススベクトルであって

も検索できる、との期待もある。

• MassBankの現状

これまでに 1,174代謝物質の 10,344マススベク

トルを収集した（2008年 1月）。 1つの代謝物質

あたり、平均9個の異なる測定条件で測定したマ

ススペクトルを収集していることになる。例えば、

695代謝物質について、各代謝物質を 5段階の異

なる CID衝突エネルギーで、壊したMS/MSを、QqQ

(Qは quadrupole、四重極型 MSの略）や高分解

能のQqTOF-MSで測定した 8,785マススペクトル

がある。また、収集している代謝物質は、基礎代

謝物質、植物ホルモンなどの植物が生産する二次

代謝物質、動物組織の脂質、カロチノイドなど、

多様である。

従来のデータベースは低分解能マススペクト

ルだけを収集していたので、 ml左はユニットマス

（整数に丸められた ml左）で扱われているが、

MassBankでは実数値 m1左で検索できるようにし

た。

・スペクトル検索

スペクトル検索は、あるマススベクトルをクエ

リ（質問）として、 MassBankに蓄積されたスペ

クトルを検索するサービスである。たとえば、ユ

ーザが自ら測定したスペクトルをクエリとして

検索することができる。

2つのマススペクトルが似ていることを判定

する検索アルゴリズムは、 NISTで採用している

もの 15,16）をそのまま使ってみた。それでも検索

してみると、化学構造が似た代謝物質がヒットす

ることがわかった。化学構造が似ているにもかか

わらず、ヒットされないマススペクトルや、全く

似ていないにもかかわらずヒットされるものも

あったが、実用に値するデータベースにできると

いう感触をえた。

検索アルゴ、リズムは後に改良するとして、検索

結果の表示とマススベクトルの統合化、の2つに

ついて検討した。

－検索結果の表示

MassBankには 1つの代謝物質に複数のマスス

ペクトルが収集されているので、 1つのマススベ

クトルをクエリとして検索すると、クエリに最も

似ているマススベクトル1つが選ばれる（図3）。

それと同時に、そのマススベクトルを与えている

代謝物質について登録されているマススペクト

ルを全て同時に三次元的に表示するようにした。

このように 1つの化合物について測定された全

てのマススペクトルを見ると、その代謝物質（図

3の例で示すと S-adenosylmethionine）のマススベ

クトルの特徴をとてもよく理解できることがわ

かった。

・マススペクトルの統合化

S-adenosylmethionineの例で示したように、異な

る条件で測定したマススペクトルを重ね合わせ

た「統合マススベクトル」（図4）は、この代謝

物質を代表するマススペクトルであるとみなす

ことができる。各代謝物質ごとに統合マススペク

トルをつくっておいて、統合マススペクトルに対

して検索すれば、各マススベクトルを対象にして

検索するよりもヒット率やその正答率が向上す

ると期待される。
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また、 MassBankでは、数段階の異なる CID衝

突エネルギーで、壊して得られるマススペクトル

図3.検索結果の多重表示。左上のウインド

ウにはクエリとして入力されたマススペク

トルのファイル名 compound_00001が表示さ

れ、左下のウインドウには検索されてヒット

したマススベクトルのリストが、一致度の高

いものから順に出力されている。右上のウイ

ンドウには最も似ていたマススペクトルを

与えたらadenosylmethionine について

Mass Bankに登録されている全てのマススペ

クトルが自動的に三次元表示される。右上の

ウインドウで、一番手前にあるのがクエリの

マススペクトルで、ある。

を、自動的に積算した rampと呼ばれるマススペ

クトルも収集している。 QqTOF-MSで測定した

rampの MS/MSデータが 127件収集されているD

Rampのデータは今後増えてし1く予定である。

－分散型データベース

GenBankや PDBで代表される生命科学関連の

学術関連データベースは、いずれもデータをーヶ

所に集めて公開している。集中させることによっ

て、データ形式の統ーをはかり、データやサーバ

の集中管理をおこなうためである。

それに対して、 MassBankは、マススペクトル

を測定した研究者がそれぞれ所属する研究室や

研究機関においてサーバーを設置して、データを

公開する分散型データベースである。 MassBank

はデータを収集しているのではなくて、検索ツー

ルを開発しているにすぎない。本総説では収集と

しづ言葉を使っているが、実際には検索している

という意味である。

現在、 8大学・研究所（うち 1つはドイツ）に

MassBankをインストールしたサーバが設置され

ている。そのうちデータを公開しているのは4大

学・研究所であり、残りはデータの準備中である。

検索コマンドを入力すると、 4ヶ所に分散してい

るデータを検索しに行くことになるが、応答が極

めて速いのであたかも全てのデータが－ヶ所に

集中しているように感ずる。

分散型データベースの利点は、マススベクトル

総制時ω泳鵠酬むt陪＆島。磁気骨 ＂＂.＜ミ柑

A 

を温 ’L " mlz 
ぺ p棚印刷i砂町協同除去；廿糊蜘印刷.,.,1J_1内側）時ω ；堅持 棚例制，....…ぃ

問料.自粛領候Sp拭＂必犠－柑 g rt.ム~.押

B 
t iぷ

fj，持者約

111"1！＇付

ん＂＇＂＂＂・＇・・… i」い… 仲 ... ，，，！..いL恥以lL.
ιV  

＂＂＇＂胡削減抑制緩出端間却を脚 F桝 ；対 燃費ぷ之君：！＇！：！＇.！ Y詳細

図4. 統合マススベクトノレ。 A は1つの代謝

物質を異なる 8つの条件で、測定したマススペ

クトノレ。 B は 8つのマススペクトルを重ねあ

わせたもの。これを統合マススペクトルとす

る。
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を測定した研究者や研究機関がデータの著作権

を有する、データに責任をもって公開する、自分

たちが公開しているデータの数や質を他のサイ

トと比較して質や量を競うことができる、などで

ある。 MassBankで検索するごとに全てのサイト

を検索するので、アクセス数が増えるという利点

もある。

－データの共有や交換を可能にするために

データを共有するためには、レコード形式を標

準化して、共通にすることが必須である。

Mass Bankの各データは、大きく分けて次の 5っ
から構成されている。データの識別番号や著作権

に関する情報、代謝物質の化学情報、クロマトグ

ラフィーによる分離に関する情報、マススペクト

ルの測定に関する情報、マススベクトルのデータ

である。異なる質量分析や装置で、異なる測定条

件で測定しているので、それらについて詳細に記

述しておくことができるように配慮している（図

5）。

プロテオーム解析やメタボローム解析のデー

タを論文などに公表する場合にも、これらの項目

を詳細に記述することが必要であるということ

が、共通の認識になっている 17-190 生命科学研究

において測定されたマススペクトルデータを交

換・検索することを可能にするためには、これら

の項目を表現するデータ形式が標準化され・国際

的に共通になることが必要である。

6. おわりに

・ MassBankが実証したこと

MassBankには現在のところ、 12の異なる質量

分析装置を使って、異なる条件で測定したマスス

ペクトルを検索することができる。まだデータの

数は少ないが、このように様々なマススペクトル

を分散型データベースとしてデータを交換した

り、検索することができることを実証したことは

質量分析を生命科学に利用している研究者に大

きな希望を与えている。近い将来、データ提供を

する研究機関が日本だけでなく世界に広がるこ

とを期待するものである。
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