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研究成果の概要：微量元素の動態を細胞レベルで明らかにすることは、医薬品などの機能性分

子が細胞内でどのように働いているのかを解明することにつながり、新たな医薬品分子の設計

や創薬に有用である。今回、細胞内の微量元素分布を高分解能で画像化できる手法を用いて、

細胞内の小器官レベルでの元素分布を画像化した。この手法により、様々な機能性分子の細胞

内分布を、細胞内小器官の位置情報と関連付けて視覚的に解析できる見通しを得た。 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,350,000 0 1,350,000 

2008 年度 1,350,000 405,000 1,755,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 2,700,000 405,000 3,105,000 

 
 
研究分野：生命科学、アレルギー学 
科研費の分科・細目：生物分子科学 
キーワード：PIXE／マイクロ PIXE／マイクロビーム／微量元素／元素分布／金コロイド／細

胞内小器官／イメージング 
 
 
１．研究開始当初の背景 
生体分子や医薬品の細胞内動態を解析す

ることは、その機能や作用を解明する上で非
常に重要であり、現在、分子イメージングの
手法などを用いて盛んに行われている。また、
マイクロ PIXE（Particle Induced X-ray 
Emission：粒子線励起 X 線分析）は、標識
や染色といった試料調製ステップを必要と
せずに、細胞内の微量元素分布をサブミクロ
ンの空間分解能で画像化することができる、
大変有用なツールである。そこで研究代表者

は、マイクロ PIXE を用いて、細胞内小器官
レベルでの微量元素の取り込みや移動から、
医薬品などの生物活性分子の細胞内動態を
解明する手法の開発を目指した。 
一般的に細胞内の元素局在を調べる場合、

目的細胞の破砕液を超遠心することによっ
て核・ミトコンドリア・ゴルジ体・リソソー
ム・ペルオキソームなどの細胞内小器官に分
画 し 、 誘 導 結 合 プ ラ ズ マ 質 量 分 析 法
（ICP-MS）などによって分析している。し
かし、大変煩雑な手順を要し、かつ、細胞非



破壊的にどの細胞内小器官に何の元素が分
布しているか調べることは不可能である。 

研究代表者が応募時に所属していた独立
行政法人日本原子力研究開発機構（原子力機
構）では、イオンマイクロビームを二次元的
に走査し、大気中で個々の細胞内の微量元素
分布をサブミクロンの空間分解能で画像化
して視覚的に解析できる、大気マイクロ
PIXEの開発に成功した。マイクロPIXEは、
1 つの細胞サンプルで非破壊的に多元素同時
二次元画像化を行うことが可能であり、多数
の物質の相互作用から成る複雑なシステム
である生物について、細胞レベルでの微量元
素の動態解明研究に有望な手法であると注
目されている。当時より、大学と原子力機構
の連携重点研究「マイクロ PIXE 画像技術の
精緻化とその生命科学への応用」及び群馬大
学 21 世紀 COE プログラム「加速器テクノロ
ジーによる医学・生物学研究」が遂行されて
おり、より精緻な分析を目指した装置の高感
度化・高精度化の技術開発が進められている。 
マイクロ PIXE による単一培養細胞の細胞

内小器官の観察においては、DNA に取り込
まれる性質のあるブロモデオキシウリジン
（BrdU：5-bromo-2'-deoxyuridine）を細胞
に投与し、細胞核への臭素の局在の画像化に
成功している（図１）。しかし、細胞核以外
の細胞内小器官の画像化の成功例は無い。こ
のため、細胞内での微量元素の分布や局在が
観察できても、細胞内小器官との関連を判断
することが不可能であった。 
 そこで研究代表者は、上述の高度な PIXE 

分析技術の利用により、PIXE 分析対象とな
り得る金属コロイドと蛍光色素の構造を併
せ持つ試薬を、免疫染色法でミトコンドリア
に特異的に輸送し、ミトコンドリアを画像化
することを着想した（図２）。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の全体構想は、細胞内小器官レベル
での微量元素の取り込み・移動・代謝から、
医薬品などの生物活性分子が細胞に取り込
まれた後、細胞内のどこに輸送され、機能を
発現し、どのように代謝されるのか、すなわ
ち細胞内での生物活性分子の一生を解明す
ることである。これを実現するために、本研
究では、マイクロ PIXE を用いることにより、
細胞内小器官における薬剤分子由来の微量
元素分布の観察手法を開発し、薬剤の細胞内
動態や細胞内局在を画像によって視覚的に

 

図２．二重標識抗体を用いたマイクロ PIXE によるミトコンドリアの画像化の概念図 

図１．マイクロ PIXE の画像例 （ａ）リ

ンの分布〈細胞膜〉と（ｂ）臭素の分布〈細

胞核〉 



解析できるようにすることが目的である。具
体的には、PIXE 分析対象となり得る金属コ
ロイドと光学観察用蛍光色素の構造で二重
標識された試薬をミトコンドリアに特異的
に輸送し、これにより標準画像を得る。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、蛍光顕微鏡観察に用いられる
間接免疫蛍光法と電子顕微鏡法で良く用い
られる金コロイド標識抗体を、マイクロ
PIXE に応用する。具体的には、マイクロ
PIXE で分析したい細胞内小器官（ミトコン
ドリア）に局在する蛋白質の抗体を一次抗体
とし、二次抗体に金コロイドと蛍光色素で二
重標識された物質を用いて、ミトコンドリア
をマイクロ PIXE で検出可能かつ蛍光顕微鏡
で観察可能にする（図２）。そのために、次
の手順で研究を進めた。 
 
(１)簡便で再現性の高い細胞接着膜の検討 
 次の①～④の項目を満たした膜を選定し、
実際にマイクロ PIXE 分析を行って、本研究
に適していることを確認した。 
 

①� 組成 
ナトリウム（Na）より軽い元素の特性 X

線は検出器の窓に吸収されてしまうため、
細胞接着膜は、炭素（C）、水素（H）、酸
素（O）、窒素（N）などの軽元素で構成さ
れていると都合が良い。その他の元素が含
まれていても、一様であれば問題ないが、
マイクロ PIXE 分析のバックグラウンドと
なる元素を含んでいない必要がある。 
 
②細胞接着性 

細胞接着膜は、細胞の接着に適している
必要がある。さらに再現性を重視し、独自
に膜のコーティングは行わず、細胞接着用
コーティング処理が既に施されている市
販品の中から適した膜を選定することと
した。 
 
③厚さと強度 

細胞接着膜の厚みが増すと、制動輻射の
ためバックグラウンドが増大して定量精
度が悪化し、鮮明な画像を取得できなくな
る。そのため、ビームに対する耐久性を備
えながら、極力薄い膜である必要がある。 
 
④色 
 蛍光顕微鏡観察が行えるように、透明で
ある必要がある。 

 
(２)化学固定法の検討 
従来、マイクロ PIXE での細胞内元素分析

には、凍結乾燥法による試料調製が採用され

てきた。しかし抗体を細胞内に取り込ませる
ためには、化学固定が必要である。そこで、
マイクロ PIXE 分析のバックグラウンドとな
る元素を含まず、細胞の形態を良く保持する
固定液の検討を行った。 
 
(３)免疫染色の条件検討 
本研究で用いた二次抗体は、PIXE による

検出が可能な金コロイドと蛍光色素で二重
標識されているため、マイクロ PIXE 分析を
行う前に、免疫染色の状態を蛍光顕微鏡で確
認することが可能である。蛍光顕微鏡観察で
確認しながら、一次抗体および二次抗体の濃
度、反応時間、反応温度の検討を行い、細胞
内の標的部位を特異的に染色できる反応条
件を見いだした。 
 
(４)金コロイド銀増感法の検討 
３で定めた条件により作成した試料を実

際にマイクロ PIXE 分析したところ、金（Au）
の含有量が予想以上に少なく、PIXE スペク
トルにおいて Au の特性 X 線のピークを判別
することが困難であった。しかし、Au の含
有量を多くするために免疫染色の条件を強
くすると、非特異な反応が起こり、鮮明な画
像が取得できなくなる。そこで、免疫染色の
条件は維持したまま、金属銀を沈着させるこ
とによって金コロイドを増感した。 
 
なお、本研究では、in vitro での研究に幅

広く用いられている HeLa 細胞を用いた。ま
た、本研究でのマイクロ PIXE 分析は全て、
独立行政法人日本原子力研究開発機構 高崎
量子応用研究所のイオン照射研究施設
（TIARA：Takasaki Ion Accelerators for 
Advanced Radiation Application）に設置さ
れている 3MV シングルエンド静電加速器お
よびマイクロビーム形成装置を利用した。 
 
 
４．研究成果 
(１)サンプル調製法 
まず、３(１)～(３)での検討により定めた、

細胞接着膜（表１）、化学固定液（4% パラホ
ルムアルデヒド）および免疫染色条件を用い
てサンプルを調製し、標的としているミトコ
ンドリアに二重標識抗体が適切に結合した
ことを、蛍光顕微鏡観察で確認した（図３）。 
 

表１．細胞接着膜の特徴 
素材 ポリエステル 

透明度 透明 
細胞可視性 あり 

細胞培養表面処理 処理済み 
膜の厚さ 10μm 

コラーゲンコート 未処理 
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(３ 銀増感したサンプルのマイクロ PIXE 
ト

ル

 以上より、細胞内小器官のイオンマイクロ
ビームによる可視化の見通しを得た。今後、

リアが
鮮明な

 

２)二重標識サンプルのマイクロ PIXE 
(１)のようにして作製したサンプルを、マ

いためにピークが小さく、
u の特性 X 線のピークを判別することは困

、図

イクロ PIXE 分析したところ、PIXE スペク
トルにおいて、金コロイドの Au の Lα線は、
亜鉛（Zn）の Kβ線と重なってしまい、かつ、
Au の含有量が少な
A
難であることがわかった（図４）。なお
４において、(ｂ)のケイ素（Si）とマンガン
（Mn）のピークは、細胞接着膜由来である。
(ａ)は、緩衝液中の金コロイド標識抗体を測

定したスペクトルであるが、本報告書で今ま
で述べてきた細胞接着膜ではなく、PIXE で
検出されない軽い元素のみで構成され材料
分析等に適している膜を用いたため、膜由来
のピークは存在しない。 

 

  

(a)         (b)         (c) 

)
銀増感した細胞サンプルの PIXE スペク
から、銀の特性 X 線のピークを選んでマッ

ピングした。その結果、ミトコンドリアの蛍
光顕微鏡画像（図３）に類似した、細胞核の
周囲に銀（Ag）が分布していると思われる画
像を取得することができた（図５）。 

図３．調製したサンプルの蛍光顕微鏡画像

(ａ)DNA を染める色素で対比染色した細胞核

(ｂ)ミトコンドリア (ｃ)細胞核〈青〉＋ミト

コンドリア〈緑〉 

 
５．マイクロ PIXE 画像 (ａ)硫黄の分布 

)銀の分布 (ｃ)硫黄〈赤〉＋銀〈緑〉 

今回得られた Ag の分布とミトコンド
一致することのさらなる検証と、より
画像を得るための試料調製法の最適化が必
要である。 
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(a)

図４．PIXE スペクトル (ａ)金コロイド標識

抗体のみ。Au のピークが判別できる。 (ｂ)
二重標識した細胞サンプル。Zn のピークに隠

れてしまい、 u のピークが見えない。

(b) 

Au のピークが 

↓    見えない 

Au のピーク 

↓ 
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