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研究要旨： 

本研究は，バイオテクノロジーの応用によって新開発される食品中に含まれる低分子有機化合

物（生体成分）を質量分析装置によって一斉分析し，安全性評価のための基礎データとすることを

目的としている．平成 25 年度は，1) 植物性食品であるイネ科のイネ種子と，2) 動物性食品であ

るサケ科アマゴを解析対象とした．まず，1) イネ種子中の主要アレルゲンである 14-16 kDa タン

パク質群（α-amylase/trypsin 阻害タンパク質ファミリータンパク質群）の発現を RNAi 法で抑制

した RA14-pANDA 系統 (GM イネ)，および非組換え体 (non-GM イネ) の種子から メタノー

ル/クロロホルム/水抽出液を調製し GC-MS を用いたメタボローム解析に供した．GC-MS 分析に

よるすべての計測データ (イオン化されて検出された化合物の質量値とイオン強度の情報) を用

いて主成分分析したところ，GM イネと non-GM イネは独自のメタボロームを形成することが明ら

かとなった．標準化合物を用いて同定・定量した 52 化合物に関する主成分分析に於いても，

GM イネとnon-GM イネが独立したメタボロームを形成した． これらのメタボロームクラスター形成

は，GM イネにおける 14 種の化合物 (アミノ酸 2 種類，炭化水素 7 種類, 補酵素 2 種類，脂

質 1 種類，核酸 2 種類) の蓄積量の有意な増加と，2 種類の化合物 (アミノ酸 1 種類，補酵

素 1 種類) の蓄積量の有意な減少によるものであった．GM イネにおいては，RNAi 法によって

α-amylase/trypsin 阻害タンパク質ファミリーのタンパク質群の発現が抑制された結果，種子貯

蔵デンプンおよび種子貯蔵タンパク質の分解に関わる代謝活性が亢進したと考えられ, 遺伝子

組換えによる代謝変動の範疇に入るものと推察される．次に，2) ヒト成長ホルモン GH をアマゴ

で高発現させた遺伝子組換え体 GH 系統 (GM アマゴ)と非組換え体 (non-GM アマゴ) の 3 

段階の生育ステージ (100 g, 125 g, 150 g) にある個体から採取した筋肉組織を供試し，そのメタ

ノール/クロロホルム/水抽出液を GC-MSメタボローム解析に用いた． GC-MS分析によるすべて

の計測データを用いて主成分分析したところ，GM アマゴ と non-GM アマゴが形成するメタボロ

ームには明確な差は無かった．GM アマゴでは，同定した 72 化合物のうち大部分の化合物の

蓄積量に変化は認められなかったが，4 種類の化合物 (cis-aconitate, GABA, glutamate, 

phosphate) の蓄積量が有意に減少していた． LC-MS/MS を用いた脂質プロファイリングに供し

た．その結果，GM アマゴと non-GM アマゴの極性脂質プロファイルに顕著な違いは認められな

かった．  
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A. 研究目的 

  遺伝子組換え技術の発達は生物の遺伝情報の

総体であるゲノムを人為的に改変し，多様な形質を

付与することを可能とした．これまでに，アグロバクテ

リウム法やパーティクルガン法といった遺伝子導入

技術を用い，主に作物を対象として，栽培コストの削

減，日持ち性の向上，栄養価の向上などの有用形

質が導入されてきた．これらの遺伝子組換え生物に

導入された遺伝子の機能は多岐に渡るが，除草剤

耐性や昆虫食害抵抗性，内生の代謝改変を目的と

した多様な酵素タンパク質などが挙げられる．近年

では，環境ストレス応答性の転写調節因子遺伝子の

導入によって，乾燥ストレスや浸透圧ストレス (塩スト

レス) 耐性を付与した遺伝子組換え作物が注目され

ている．さらに，新しい遺伝子組換え技術として，ゲ

ノム上の特定の領域を編集することが可能なゲノム

編集法が実用化されつつあり，遺伝子組換え生物

が今後も生まれ続けると予想される． 

遺伝子組換えなどのバイオテクノロジーの応用に

よって新機能を賦与された生物に於いては，当初目

的の機能改変を達成するとともに，全般的な細胞機

能の状態を把握するための解析情報の取得も必要

となる．このような解析目的には，生物の構成要素の

総体をシステム的に理解することを目的としたオミク

ス研究手法が極めて有用である．代表的なオミクス

解析として，転写産物の総体を対象とするトランスク

リプトーム解析，タンパク質の総体を対象とするプロ

テオーム解析，代謝産物の総体を対象とするメタボ

ローム解析が挙げられる． 

本研究では，質量分析によるメタボローム解析を

実施し，遺伝子組換え生物における代謝動態変化

の有無を明らかにし，遺伝子組換え作物の安全性

評価のための基礎データを取得することを目的とし

た．平成 25 年度は，植物性食品であるイネ科のイ

ネと，動物性食品であるサケ科のアマゴを解析対象

とし，GC-MS を用いた中心代謝産物の一斉解析と 

LC-MS を用いた極性脂質の一斉解析を実施した． 

 

B. 研究方法 

＜供試試料＞ 

 イネ種子中の主要アレルゲンである 14-16 kDa タ

ンパク質群をコードする遺伝子の発現が RNAi 法

に よ っ て 抑 制 さ れ た 低 ア レ ル ゲ ン イ ネ 

RA14-pANDA 系統 (GM イネ) は，東京理科大学

の島田浩章教授から提供していただいた．対照区と

して非遺伝子組換えイネ (non-GM イネ) を用いた．

これらの系統の種子を微粉末に加工した状態の試

料を供試した． 

 ヒト成長ホルモン遺伝子を過剰発現させた遺伝子

組換え高成長アマゴ (GM アマゴ) は，水産総合研

究センターの名古屋博之先生から提供していただい

た．対照区として非遺伝子組換えアマゴ (non-GM 

アマゴ) を用いた．GM および non-GM アマゴは，

生重量が 100 g, 125g, 150 g に達した個体を 3 個

体ずつサンプリングし，3 枚におろした片身 (筋肉

組織) を液体窒素で急速凍結させた後，5 mm 程度

の大きさに破砕した状態の試料を供試した． 

 

＜方法＞ 

1. 中心代謝産物の GC-MS 分析 

1-1. 抽出 

 代謝物の抽出溶媒としてメタノール：クロロホルム：

水 = 3:1:1 (v/v/v) 混合溶媒を用いた．内部標準と

して，イネでは reserpine (混合溶媒中の濃度 125 

μg/mL) を，アマゴでは stigmasterol (混合溶媒中

の濃度 50 μg/mL) を加えた．液体窒素を用いて

予冷した乳鉢と乳棒を用いて凍結試料を磨砕し，液

体窒素を用いて予冷した 2.0 mL チューブに新鮮

重量で 50 mg を秤量した．そのチューブに 500 

μL の氷冷したメタノール/クロロホルム/水混合溶
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媒と 300 mg の石英砂を加えボルテックスミキサー

を用いて 10 秒間混合し，続いてミキサーミル 

MM400 (Retsch 社) にセットし frequency 30 回/毎

秒で 2 分間粉砕した (アルミブロックは予め氷冷し

たものを用いた)．次に，10 分間遠心し (16,200 × 

g, 4°C)，上清 500 μL を新しい 2.0 mL チューブ

に回収した．回収した上清 100 μL を新しい 2.0 

mL チューブに分注し，遠心エバポレータ CC-105 

(TOMY 社) で 3 時間乾固させ，さらに，凍結乾燥

機 FDU-1200 (EYELA 社) にかけ 12 時間乾固さ

せた． 

 

1-2. 誘導体化 

 抽出した代謝産物の誘導体化はトリメチルシリル化 

剤である MSTFA 

 [N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide] を

用いた．まず，2.0 mL チューブ内で乾固させた試料

に 40 μL の MSTFA を加え，ボルテックスミキサ

ーを用いて 30 秒間混合した．続いて 2.0 mL チュ

ーブを Thermomixer comfort (Eppendorf 社) にセ

ットし 1,000 rpm, 37°C の条件で 45 分間反応さ

せた．反応後の 2.0 mL チューブを 37°C に予熱

したヒートブロックに移し，反応液の温度を徐々に室

温まで下げた．次に，2 分間遠心し (16,200 × g, 

室温)，上清 35 μL を回収した． 

 

1-3. GC-MS の設定 

 誘導体化した試料の分析には，GC-TOF/MS 

(Autosampler, PAL GC-xt, JASCO 社; GC, Agilent 

6890N, Agilent 社; MS, GCT premier, Waters 社) 

を用いた．MSTFA により誘導体化した試料 1 μL 

を GC-MS にインジェクトした．インジェクター温度

は 230°C (cold trap splitless mode) に設定した．

GC の分離には HP-5MS capillary column (30 m × 

0.25 mm × 0.25 μm) (Agilent Technologies 社) を

用いた．キャリアガスはヘリウムを用い，ガス流量は 

1.0 mL / min とした．GC の昇温条件は，70°C (1 

min), 1°C/min, 76°C (0 min), 6°C/min, 350°C 

(1 min) とした．GC-MS トランスファーラインは 

250°C, MS イオン源温度は 250°C とした．イオン

化は electron-ionization (EI) モード (70 eV) で行

い，スキャン範囲は m/z 40-650 とした． 

 

1-4. データ取得 

 GM および non-GM イネは，粉末試料からそれ

ぞれ 4 回の独立した抽出を行い，各抽出液を 1 

回  GC-MS 分 析 に 供 し た ． ま た ， GM お よ び 

non-GM アマゴは，各個体由来の試料からそれぞ

れ 1 回抽出を行い，各抽出液を 1 回 GC-MS 分

析に供した．得られたマスクロマトグラムからのピーク

抽 出 お よ び ピ ー ク 面 積 値 の 算 出 は  MassLynx 

(Waters 社) を用いた．個々の化合物の同定は，93 

化合物を同定することが可能な in house の化合物

ライブラリ (市販標準物質の精密質量情報，フラグメ

ントピーク情報，カラム保持時間の情報を格納) を用

いた．同定された化合物の相対含有量は，内部標

準物質のピーク面積値との比較による相対面積値と

して算出した．  

 

1-5. データ解析 

 GM と non-GM それぞれから検出された代謝産

物について，平均値の差をStudent’s t-testにより検

定した．また，主成分分析 (Principal component 

analysis) により GM と non-GM の代謝プロファイ

ルを比較した．Student’s t-test は Microsoft Excel 

(Microsoft 社) を用い，主成分分析は統計解析ソフ

ト Pirouette (Infometrix 社) を用いた． 

 

2. 極性脂質の LC-MS 分析 

2-1. 総脂質の抽出 
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 アマゴ筋肉組織からの総脂質の抽出は Folch 

method 1) の改変法を用いた．総脂質の抽出溶媒と

して クロロホルム：メタノール = 2:1 (v/v) 混合溶媒

を用いた． 

 液体窒素を用いて予冷した乳鉢と乳棒を用いて凍

結試料を磨砕し，液体窒素を用いて予冷した 2.0 

mL チューブに 50 mg (wet weight) を秤量した．そ

のチューブに 500 μL の氷冷したクロロホルム/メタ

ノール混合溶媒と 300 mg の石英砂を加えボルテッ

クスミキサーを用いて 10 秒間混合し，ミキサーミル 

MM400 (Retsch 社) にセットし frequency 30 回/毎

秒で 2 分間粉砕した (アルミブロックは予め氷冷し

たものを用いた)．ローテーター RT-50 (TAITEC 

社) にセットし室温で 15 分間攪拌した後，10 分間

遠心し (16,200 × g, 室温)，上清 450 μL を新し

い 2.0 mL チューブに回収した．回収後の残存物に 

500 μL の氷冷したクロロホルム：メタノールを加え，

同様の手順で再抽出後，10 分間遠心し (16,200 × 

g, 室温)，上清 450 μL を先に回収したチューブ

に加えた．次に，180 μl の 0.9% NaCl (0.2 × 

volume) を加え，10 秒間ボルテックスし，3 分間遠

心 (16,200 × g, 室温) 後，上層を除去した．チュ

ーブに残存した中間層と下層を遠心エバポレータで

乾固した．乾固した総脂質抽出物に 1 mL のメタノ

ールを加え，ボルテックスミキサーを用いて 30 秒間

混合し 3 分間遠心 (16,200 × g, 室温) 後，上清

を孔径 0.22 μm の PTFE メンブレンフィルター 

(Millipore 社) で濾過しバイアルに回収した． 

 

2-2. LC-MS の設定 

 極性脂質の分析には，LC-iontrap TOF/MS (Nano 

Frontier LD, Hitachi HighTechnologies 社) を用い

た．クロロホルム/メタノール混合溶媒により抽出した

試料 5 μL を LC-MS にインジェクトした．LC の

分離には，YMC-Pack Diol-120-NP column (150 x 

2.0 mm, 粒子径 5 μm, YMC 社) を用いた．移動

相は A (水, 0.1% ギ酸)，B (アセトニトリル, 0.1% ギ

酸) を用い，流量は 0.2 mL/min，カラム温度は 

40°C とした．グラジエント条件は，0 min, 3% A; 20 

min, 35% A; 20.1 min, 50% A; 25 min, 50% A; 25.1 min, 

3% A; 37 min, 3% A に設定した． 

 

2-3. 開裂フラグメント情報の取得 

 LC-MS を用いたデータ取得は，full MS スキャン

とデータ依存的 MS/MS スキャンを組み合わせて行

った．Full MS のスキャン範囲は m/z 100-1500 と

し，スキャン毎に m/z 400-1500 の範囲の親イオン 

(イオン強度順に上位 2 番目まで) を対象とし開裂

フラグメントの情報を取得した． 

 

2-4. 開裂フラグメントの情報に対する注釈付け 

 極性脂質の開裂フラグメント情報に対する注釈付

けには LipidBlast ライブラリ 2) を用いた．LipidBlast 

ライブラリはインシリコで予測された脂質分子の開裂

フラグメント情報のデータベースであり，極性脂質を

中心として約 12 万の脂質分子の開裂フラグメント

情報が格納されている 

 (http://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/LipidBlast)．  

 LipidBlast ライブラリを利用して脂質分子に注釈付

けをおこなった 3)．まず，NIST Mass Spectral Search 

Program (version 2.0) に LipidBlast ライブラリをイ

ンポートし，相同性検索のリファレンスライブラリとし

て指定した．次に，LC-MS を用いて取得した脂質

分子の開裂フラグメント情報を分析データごとに 

Mascot Generic Format (MGF) ファイルとして取り出

し，NIST Mass Spectral Search Program にインポー

トした．1 個の MGF ファイルには，1 回の LC-MS 

分析で取得した ̃100 個の親イオンの開裂フラグメ

ント情報が含まれている．個々の親イオン由来の開

裂フラグメント情報をクエリとして NIST Mass Spectral 
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Search Program により相同性検索を実行すると，

LipidBlast ライブラリに格納されている開裂フラグメ

ント情報の中から類似性の高い開裂フラグメント情報

を持つ脂質分子の構造情報が一覧として表示される．

開裂フラグメント情報の類似性は dot product 値と

して算出される．Dot product 値は 0-1000 の範囲

の値を取り，この値が大きいほど 2 者の開裂フラグ

メント情報の類似性が高いことを意味する．本研究で

は，個々のクエリに対する注釈として，dot product 

値が最も高いライブラリ中の脂質分子の構造情報を

採用した．これらの注釈情報のうち，dot product 値

が 600 以上のものを対象として，脂質クラス，炭素

鎖長，不飽和結合数の 3 通りの視点から整理して 

GM と non-GM 間で比較した． 

 

C. D. 結果と考察 

1. 低アレルゲン米のメタボローム解析 

 GM イネおよび non-GM イネの種子からメタノー

ル/クロロホルム/水抽出液を調製し GC-MS を用い

たメタボローム解析に供した．得られた GC-MS 全

イオンクロマトグラム中には，アミノ酸，有機酸，単糖，

二糖，三糖，脂肪酸，ステロールが含まれていた．得

られた全イオンのイオン強度情報を用いて主成分分

析を行った結果，各系統は独自のクラスターを形成

した (Fig. 1A)．GC-MS 全イオンクロマトグラムから

標準化合物の分析データに基づいて 52 化合物を

同定し，その 52 化合物の蓄積量の情報を用いて

主成分分析を行った結果，全イオンのイオン強度情

報を用いた場合と同様に，各系統は独自のクラスタ

ーを形成した (Fig. 1B)．両者の代謝プロファイルの

違いに関わる化合物を特定するために，ローディン

グプロットを調べたところ，GM イネにおいて高蓄積

している化合物として，adenine, glycerol などが見出

され，逆に non-GM イネにおいて高蓄積している

化合物として，threonine, β/γ-tocopherol (β-, 

および γ-tocopherol は RT やマススペクトルから

は区別できないため，両者の面積値の合計値をもと

にして評価した) などが見出された (Fig. 1C)． 

  次に，GM イネと non-GM イネの種子抽出物中

に 含 ま れ る 化 合 物 の 蓄 積 量 の 平 均 値 の 差 を

Student’s t-test により検定した (Table 1)．同定・定

量できた化合物 (合計 52 種) のうち，GM イネでは 

2 種のアミノ酸類 (quinate, tyrosine)，７種の炭化水

素類 (erythrytol，glucose，myoinositol，fructose，

mannitol ， galactose, malate), 補 酵 素  2 種 類 

(ascorbate，pantothenate)，脂質 (glycerol)，核酸 2 

種類 (adenine，cytidine) の合計 14 種類の化合物

蓄積量が有意に増加しており，2 種類の化合物 

(threonine, β/γ-tocopherol) の蓄積量が有意に

減少していることが分かった (Table 1)． 

 GM イネにおいてノックダウンされている 14-16 

kDa アレルゲンタンパク質は，イネ種子の主要なタ

ンパク質の一群であり，α-amylase/trypsin inhibitor 

family に属する．これらのタンパク質群は，貯蔵多

糖として種子中にデンプンを蓄えるイネにおいて，種

子の登熟段階や休眠期間中の α-amylase の活性

を抑制し，デンプンの蓄積を促す役割を担うと考えら

れる．Western-blot の結果から，GM イネ種子の 

14-16 kDa タンパク質群の蓄積量の減少が示され

ている (東京理科大学島田教授)．今回の分析に供

した GM イネ種子においては，14-16 kDa アレルゲ

ンタンパク質 (α-amylase/trypsin inhibitor) の発現

が抑制され, その結果，α-amylase 活性が野生型

に比べて高く維持されることで，デンプン分解活性

および糖代謝，アミノ酸合成活性に影響が及んだ可

能性が考えられた (Table 1)． 

 

2. 高成長アマゴのメタボローム解析 

 GM アマゴおよび non-GM アマゴの筋肉組織成

分を，GS-MS 分析による中心代謝分析と，LC-MS
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による脂質プロファイリングによって比較解析した．

試料のメタノール/クロロホルム/水抽出液を GC-MS 

を用いたメタボローム解析に供して得られた全イオン

クロマトグラム中には，アミノ酸，有機酸，単糖，糖リ

ン酸，脂肪酸，ステロールが含まれていた．得られた

全イオンのイオン強度情報を用いて主成分分析を行

った結果，各系統あるいは魚体重の差を反映する明

確 な ク ラ ス タ ー は 形 成さ れ な かっ た  (Fig. 2)． 

GC-MS 分析によって同定・定量できた 72 化合物の

蓄積量の差を Student’s t-test により検定したところ，

GM アマゴでは 4 種類の化合物 (cis-aconitate, 

glutamate, GABA, phosphate) の蓄積量が有意に減

少していることが分かった (Table 2)． 

  次に，リン脂質などの極性脂質やトリアシルグリセ

ロールなどの中性脂質の蓄積プロファイルを調べる

ために， LC-MS/MS を用いた脂質プロファイリング

に供した．検出されたすべてのイオンに対し， 

LipidBlast ライブラリを用いて注釈情報を付与した．

付与した注釈情報を脂質クラス，炭素鎖長，不飽和

結合数ごとに分類し，その結果を Fig. 3 に示した．

GM アマゴでは炭素鎖長が 21-25 の脂質分子の

注釈数の有意な増加が認められたが (Fig. 3)，その

他の脂質カテゴリでは注釈情報の数に有意な差は

見られなかった． 

 GC-MS による中心代謝の解析と LC-MS/MS に

よる脂質プロファイルの解析結果から，GM アマゴと 

non-GM アマゴの極性脂質プロファイルに顕著な違

いは認められなかった．今後は魚体重に加えて，

GM と non-GM 生育齢を合わせた比較メタボローム

解析の実施が必要であると考えられる． 
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