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研究成果の概要（和文）：本研究では、経口摂取した機能性食品因子の生体局所特異的作用（食シグナル応答）の把握
のため、組織内微小領域の多次元情報（時空間変動情報）を内在性分子群に付与し、それらの包括的相互関係の理解を
試みた。その結果、マトリックスレーザー脱離イオン化質量分析（MALDI-MS）技術を先鋭化し、メタボロームやプロテ
オームの組織内空間分布の可視化（マルチオミクスイメージング）と共に、経口投与後の緑茶カテキンの組織内分布や
変動するメタボローム情報の同時画像化、緑茶カテキンの標的分子との共局在分析等も可能となった。以上の成果は、
詳細な食シグナル応答を捉えるための基盤技術を提示するものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to understand the potential comprehensive relationship
 among a series of endogenous molecules with spatiotemporal information within tissue micro-regions for el
ucidating specific biological response to an orally dosed functional food factor. We succeeded in developi
ng new techniques capable of two-dimensionally visualizing metabolome and proteome within tissue micro-reg
ons, namely, multi-omics imaging, by improving a MALDI-MS technique. In addition, this analytical approach
 enabled us to simultaneously visualize orally dosed green tea catechin and metabolome within tissue micro
-regions, and further visualized co-localization of green tea catechin and its target molecule. These resu
lts will provide a novel basic technology for understanding of precise food factor signaling response.
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、医薬品同様、食品においても生体に
存在する機能性因子の特定の作用点（標的分
子）を介した相互作用の包括的理解が、その
保健効果発現の仕組みを理解する上で必要
不可欠であることが指摘されている。我々は
そうしたコンセプトの下、代表的な機能性食
品因子である緑茶カテキン（EGCG）と結合
し、その多彩な生理作用を仲介する細胞膜受
容体 (Nature Struct. Mol. Biol., 11,380,2004) 
とそのシグナル伝達経路の存在を世界に先
駆けて明らかにしてきた。 
 
 一方、これまでの標的分子研究に関する多
くの知見は細胞・個体レベルでの評価であり、
食品因子の機能性の標的となる作用部位（組
織内微小領域）における詳細な分子動態（時
間的空間的制御情報）は全く未解明である。
医薬品同様、生体局所における分子動態の包
括的理解なくては厳密な食品因子の保健効
果発現機序を捉えることは不可能である。 
 
 生命現象の物質的最終表現型である代謝
物は、生理状態に最も反映した生体情報であ
ることから、細胞の働きを包括的に理解しよ
うとするとき、ゲノミクス・トランスクリプ
トミクス・プロテオミクスに加えて、代謝物
の網羅的解析であるメタボロミクスが極め
て重要となってくる。これまでに我々は、プ
ロテオミクスで汎用されているマトリック
ス支援レーザー脱離イオン化質量分析 
(MALDI-MS) を用いて、緑茶カテキンの新た
な表現型解析、すなわち、既存の常識を覆す
生体代謝物の超高感度（数十 attomole レベ
ル）測定法および微量細胞からの非標的型代
謝物検出法の開発に成功し (Anal.Chem., 82, 
498, 2010)、さらに、これら技術を応用した質
量分析イメージングによる組織形態情報を
保持した代謝物の時間的空間的変動解析法
の開発を進めている (Anal.Chem., 82, 9789, 
2010)。従来の食品因子応答性解析法の多くは、
抽出・精製工程により、組織形態情報を消失
し、包括的生体分子群の微細な時空間変動を
見逃す危険性が極めて高かったが、我々が独
自に見出した解析法は、既存技術では計測不
可能な“ 微細な生体局所応答” を追跡できる
革新的生体応答可視化法の基盤技術となり
得ることが考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 緑茶カテキンに代表される機能性食品因
子の生体内標的分子とその機能性発現を担
う分子を把握するとともに、それら分子が食
品因子の標的となる組織内微小領域の多様
な生体分子とどのように協調して一連の食
品因子応答（食シグナル）を生み出している
のかを解明する。そのため、生体局所分子群

の多次元変動情報（時間的空間的変動） を
可視化できる“ 多次元マルチオミクスイメー
ジング” 技術を開発し、包括的食シグナル応
答の実態に迫ることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 幅広い生体分子群を捉えるノンターゲッ
ト型質量分析における選択性と検出感度を
決定づける最大の要因は対象物質のイオン
化効率にある。そのため、メタボロームとプ
ロテオーム等の組織内空間分解可視化技術
（MALDI-MSイメージング法）を開発するた
めには、イオン化助剤（マトリックス）の最
適化が必要不可欠である。 
 
 現在、多様な生体分子群の最適なイオン化
効率を引き出すマトリックス情報は皆無で
ある。そこで、申請者らが超高感度代謝物解
析における有用性を見出した 9-AA とともに、
様々なマトリックス候補化合物（約 20種類）
を用いて、代表的生体内代謝物標準品（同様
に食品成分標準品）との適合性を検証した。
さらに、標準品ベースで有用性が確認された
マトリックス候補を用いて、代表的食品成分
として緑茶カテキンを摂取したマウス組織
凍結薄切片上（10 m 厚）での生体分子群の
可視化を検証した。なお、これら組織切片上
で効率的なイオン化が行われる最適条件（濃
度・塗布条件・溶媒および組織適合性）を徹
底的に検証した。これにより、生体内分子群
の多成分同時計測可能な質量分析システム
の基盤技術の構築が可能となる。 
 
 また、病態モデルにおいて技術的妥当性を
評価するため、つぎのようなモデル動物実験
を行った。すなわち、様々なアンチエージン
グ・抗脳神経変性疾患作用が報告されている
緑茶カテキン EGCG を経口投与（0.1% w/v, 
自由飲水, 1ヵ月間）した若齢および老齢マウ
ス（C57BL/6J, 雄性, 5および 40-60週齢）の
脳組織の凍結切片に最適化したマトリック
スをスプレーコーティング法で塗布し、
MALDI-TOF-MS により部位・m/z 特異的低
分子量代謝物のイオンイメージを取得し、本
研究で開発した技術の妥当性と共に、得られ
たデータの生物学的意義について検討を行
った。 
 
 
４．研究成果 
 
 我々が超高感度代謝物解析における有用
性を見出した 9-AA とともに、代表的な固体
マトリックスならびに近年注目されている
液体マトリックスを用いて、食品成分や生体
内代謝物標品との適合性を検証した。その結
果、生体内代謝物（ATP やアセチル CoA な
ど）とともに緑茶カテキンを高効率にイオン



化するマトリックス（β-Carboline 化合物な
ど）を見出した。また、代謝物標準品ベース
で有用性が確認された種々のマトリックス
候補を用いて、食品成分を処理した組織切片
上（脳、肝臓、腎臓、腫瘍など）でも効率的
なイオン化が行われる最適条件（マトリック
スの濃度・塗布条件・溶媒および組織適合性）
を明らかにすることができた。このことは、
内因性代謝物および食品成分の多成分同時
計測可能になることを意味している。 
 また、β-Carboline 化合物をマトリックスと
して用いることで、緑茶カテキン EGCGの経
口投与後の腎臓組織におけるメタボローム
情報の一斉画像化が可能となり（図１）、さ
らに、これらの内在性分子群と共に、外来性
の EGCG自身およびその第二相代謝物（硫酸
抱合体およびグルクロン酸抱合体）の同時画
像化（図２）も実現可能となった（Sci. Rep. 
2013）。また本技術の応用により、EGCG 以
外のポリフェノールやトマト果実組織内代
謝物も可視化できることも見出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 緑茶カテキン EGCG 摂取後の腎臓組織内 

分子群の同時画像化 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 緑茶カテキン EGCG および第二相代謝物 

の同時画像化 
 
 このような質量分析イメージング技術を
活用することで、EGCGの組織内代謝分布を
その標的分子である 67kDa ラミニン受容体
（67LR）タンパク質の分布（質量分析イメー
ジングに用いた切片の隣接切片を用いた免
疫組織化学染色）と同時に解析が可能となっ
た（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 緑茶カテキン EGCG の第二相代謝分布と
67LR タンパク質局在の同時画像化 

 
 また、本質量分析イメージング技術を応用
することで、同一組織切片上のメタボローム
（図４）とプロテオーム（図５）局在を同時
に画像化（図６）することにも成功した。な
お、本データは 9-AA を用いたメタボローム
解析後に、組織切片を洗浄・固定化してトリ
プシン処理後に DHB によるプロテオームの
可視化を行った。 
 

 
図４ マウス脳内メタボロームの可視化 

 

 
図５ マウス脳内プロテオームの可視化 
 

 
図６ マルチオミクスイメージング 

 

Optical m/z 457 m/z 537 m/z 633 67LR 



 最後に、病態モデルにおける質量分析イメ
ージング技術の妥当性を検証した。緑茶カテ
キン EGCG を経口投与した若齢および老齢
マウスの脳組織の凍結切片に最適化したマ
トリックスを塗布し、質量分析に供した結果、
老化に伴って変動する代謝物（図７）や緑茶
カテキン EGCG の投与によって変動する代
謝物（図８）の二次元分布情報を可視化する
ことに成功した。こうした解析を異なる時間
ポイントで実施することで時空間動態解析
が容易となる。このような微細な生体局所応
答を捉える我々が提案した高分解能代謝物
解析技術は、従来法では達成できない高い信
頼性・精度を保持した機能性食品成分の有効
性・安全性の新たな評価法を提案するもので
ある（Metabolites 2014）。 
 

 
図７ 老化により変動を示す代表的な脳内代謝物

の二次元可視化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ 老齢マウスの代表的な脳内代謝物に及ぼす

緑茶カテキン EGCG の影響 
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