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研究成果の概要（和文）：我々はナノスプレーチップを用いて一細胞の内容物を先端より回収し、イオン化溶媒を加え
て電圧を印加して霧化させ、分子を直接質量分析するLive single-cell MS法を開発した。より極性の低い分子へこの
方法を適用するため、霧化の方法としてピエゾ素子によるナノスプレー振動デバイスを作成し、コロナ放電によりイオ
ン化を行った。極性の低い分子のシグナル強度が増加したが測定環境由来のシグナルも増加したため、活性炭を通過さ
せた清浄な窒素ガス中でイオン化を行うデバイスを新たに作成した。このデバイスを使いイオン化を行うことにより、
一細胞内の極性の低い分子も従前より感度高く分析できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We developed Live single-cell MS method which allows serial analysis from single 
cell content recovery to direct ionization of included molecules extracted with ionization solvent using 
a nanospray chip followed by mass spectrometric measurement. In order to apply this method for low-polar 
molecules, we made a nanospray-oscillation device using a piezo element to nebulize solvent. Ionization 
was achieved by a corona discharge device. We found that signal of low-polar molecules was increased 
whereas background signal of environmental origin was also increased. To improve background noise, we 
made a device for ionization in clean charcoal-treated nitrogen gas-environment. We confirmed that 
signals of low-polar molecules were increased compared to the original method.

研究分野： 分析化学・放射線生物学

キーワード： 質量分析　メタボロミクス　ナノスプレー　化学イオン化　一細胞分析
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１．研究開始当初の背景 
生命現象は細胞集団の多様な制御によっ

て引き起こされる。細胞レベルでは、隣り合
った細胞同士でも異なった状態を示すこと
から、1 細胞間の多様性を解析できる分析法
は重要である。従来の質量分析法は、大量の
細胞や組織を破砕し抽出物を解析する方法
が一般的で、得られるデータはすべての細胞
の平均値である。１細胞レベルの解析では、
蛍光標識した分子の顕微鏡下の継時的な観
察は一般的に行われているが、未標識の分子
をリアルタイムで直接解析する方法論が必
要とされており、現在、一細胞レベルの解析
を行うための様々な原理の技術開発が行わ
れている。 
我々は独自に開発したナノスプレーチッ

プを用い、顕微鏡下で観察を行いながら１細
胞の内容物を吸い上げ直接イオン化するこ
とで、１細胞の高感度リアルタイム分子検出
を行う Live Single-cell MS 法を開発した(J. 
Mass Spectrom., 43, 1692, 2008, Anal. Sci., 
24, 559-561, 2008, 特許第 5317983 号)。問
題点として、ナノスプレーイオン化では、高
極性の物質は高感度検出が可能であるが、低
極性物質は低感度で不安定である。また、ナ
ノスプレーは微量プロテオーム解析等に用
いられているが、我々のものと異なり市販ス
プレーの構造や材質等の問題のため安定し
た解析が難しく様々な応用はなされていな
い。本研究では、我々のナノスプレーチップ
を用いた 1細胞質量分析で同時に検出される
分子の網羅性を上げるため、極性の高低に関
わらず高効率・高感度イオン化検出できる質
量分析法の開発を目指した。 

 
２．研究の目的 

通常のエレクトロスプレーイオン化法で
は試料溶媒が吐出されるノズルの先端に電
圧を印加し、スプレーガスと高電圧下で液滴
を形成させる。ナノスプレーの場合には先端
径が小さいため電圧の印加のみで霧化が起
き微小な液滴となりイオン化が効率的に起
きる。このイオン化方式では霧の液滴中から
溶媒が脱離する結果極性の高い分子が優先
的にイオン化されるため、極性の低い分子は
検出されにくくなる。Live Single-cell MS 法
開発の過程で、高電圧下でナノスプレー先端
に放電が観察されると同時に、通常観察が難
しい低極性分子が検出されること、ピエゾ
（圧電）素子振動を用いたナノスプレーチッ
プの直接ホモジナイゼーションで、ナノスプ
レーチップ先端から溶媒の霧が生成するこ
と、を見出した。この 2 つを組み合わせてピ
エゾ素子振動ナノスプレーシステムを作成
し、振動により霧化し微小電極放電を加えて
分子を化学イオン化するイオン源を構築す
る。１細胞質量分析に応用して細胞内分子や
投与薬物の網羅的検出系を作成する（図 1）。 
(1)ピエゾ振動ナノスプレーシステムの開発 
本法は放電による化学イオン化のため、通常

のエレクトロスプレーイオン化法のように
チップに電圧をかけスプレーすることがで
きない。チップ先端を圧電素子により共鳴振
動させ、スプレー内の溶液を霧化する。ナノ
スプレーチップが壊れることなく微細な液
滴を吐出する器具を作成し条件設定を行う。 
(2)微小電極放電を用いた化学イオン化(CI)
法の開発 
圧電素子振動により生じたナノスプレーか
らの微細な液滴に、放電により電荷を与え分
子のイオン化を行うための電極を作成する。
電極の先端径や形状、ナノスプレーチップ・
質量分析計の試料導入口との相対的な位置
関係や印加する電圧などについて、試料ピー
クの追跡を行いながら最適化を行う。 
(3)１細胞分子追跡への適用 
１細胞を吸い上げたナノスプレーチップ

にて検出分子の網羅性の検討を行う。これま
で本法を適用してきた対象について、作成し
た器具を用いて試料採取し、色々な分子の動
態や代謝検出を試みる。 

 
３．研究の方法 
(1)ピエゾ振動ナノスプレーシステムの開発 
①圧電素子デバイスの作成と最適化 圧電
素子を用いた液滴形成ではチップ先端が高
速振動することにより微細な液滴群が吐出
され霧となるため、チップ先端の振動制御が
重要である。チップ先端を効率よく振動させ
るため、チップ取り付けホルダーの材質・形
状や重量を検討する。 
②ナノスプレーチップ形状の最適化 微細
な霧を形成させるために、チップ先端の形状、
先端径などチップ製造条件を変えながら最
適化する。また先端部は高速振動するため、
機械的強度が問題となる。一定時間のナノス
プレー解析に耐えられるチップ条件を検討
する。 
③ナノスプレーチップ表面処理 圧電素子
振動による霧化では、チップに電圧を印加し
ないため金属コーティングは必要ないが、チ
ップが折れないように剛性を上げるために
表面処理を検討する。 
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(2)微小電極放電を用いたナノ CI 法の開発 
①微小電極の作成 放電による化学イオン
化は大気や溶媒を介して起きる。ナノスプレ
ーからの吐出液滴は微細なので表面積が広
く、効率よく電荷を転移することができる。
低電圧でもコロナ放電が可能になるよう、微
小電極先端の形状を検討する。先端の研磨や
電極表面の被覆なども検討する。 
②微小電極最適化 電極からの放電条件を
決定するため、ナノスプレーとの相対的位置
関係を検討しながら、電極の位置および電圧
設定を検討する。分子種や質量電荷比により、
最適位置が異なる可能性があるため、同時に
解析を行う。 
③窒素ガス雰囲気によるノイズ低減 放電に
より生じた荷電液滴からのイオンの脱離を
促進するため、脱溶媒の効率化を試みる。霧
に向け、窒素ガスをステンレスノズルの先端
より吹ききつける。ノズル口径やガス流速を
検討する。 
(3)１細胞解析での網羅性検討 
標準物質で溶媒組成などの最適条件を決定
した後、培養がん細胞を用いて、我々が通常
行っているナノスプレーに直接電圧をかけ
る方法と比較しながら、シグナル強度と網羅
性について１細胞分析を行う。また、植物組
織についても同様な解析を行い、検出可能な
分子について検討する。 
 
４．研究成果 
(1)ピエゾ振動ナノスプレーシステムの開発 
①圧電素子デバイスの作成と最適化 ナノ
スプレーチップを用いたエレクトロスプレ
ーイオン化（nanoESI）では極性分子のイオ
ン化効率が高いので、極性の低い分子のイオ
ン化も可能な化学イオン化法を適用するた
め、電圧印加に依らない霧化の方法としてナ
ノスプレーチップ自体を高速振動させ霧化
を行った。高速振動デバイスとして、ピエゾ
振動素子を用いた。装置作成の簡易化のため、
まず本多電子の商品名「超音波カッター」に
内蔵されているピエゾ振動デバイスを取り
出し実験に供した。先端部分にナノスプレー
チップを取り付けるため、ジュラルミンおよ
びポリオキシメチレン（POM）の丸棒からホ
ルダを削り出し、ナノスプレーチップを取り
付けて霧化の際のイオン強度を比較した。ホ
ルダの重量が軽いほど、ホルダ長が短いほど、
イオン強度が高くなった。ピエゾ振動デバイ
スとの共振を妨げない、かつ加工可能な最小
のホルダをPOMで作成し使用に供した（図2）。 

②ナノスプレーチップ形状の最適化 
口径や形状の異なるナノスプレーチップを
升島が作成した。走査型電子顕微鏡により先
端径を測定したところ、0.9, 2, 3, 5, 8 µm
のチップが再現性良く制作できた。各々のチ
ップに細胞溶解液を加え、振動デバイスに取
り付けイオン化を行いシグナルの安定性と
イオン化の継続時間を観察した。3µm のもの
までは、1 分程度で破断し、継続したシグナ
ルを得ることが難しかった。他方でシグナル
の安定性は口径が大きくなるほど低下した
（図 3）。 

図 3 チップ口径によるイオン強度変化 
 

③ナノスプレーチップ表面処理 
ナノスプレーの強度や導電性を上げるため、
表面に金属（金、プラチナ）をスパッタリン
グ、あるいは導電ポリマー（ポリアニリン）
をスピンコートした。細胞溶解液を加え、振
動デバイスに取り付けイオン化を行いイオ
ン強度と継続時間の比較を行ったところ、プ
ラチナ＞金＞ポリアニリンの順で高いシグ
ナルが得られた。またプラチナは金に比べて
継続時間が長い傾向が認められた。 
(2)微小電極放電を用いたナノ CI 法の開発 
①微小電極の作成 液滴に電荷を与えるた
めに、針電極に高電圧印加に依り生じるコロ
ナ放電を用いた。電極には注射針や金属針を
尖鋭加工したものに加え、ナノスプレーを使
用した（図 4）。電圧を 1000～2500V の間で印
加しシグナルを観察したところ、ナノスプレ
ーを用いた場合に、最もシグナル強度が高く
なった。 

図 4 ピエゾ振動ナノ CI イオン源 
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②微小電極最適化 様々な口径のナノスプ
レーニードルに、金あるいはプラチナの厚め
スパッタリングを施したチップを作成し、細
胞抽出液を用いてイオン強度を比較した。先
端径が一番小さな 0.9µmニードルでは低い電
圧からコロナ放電（先端が光る）が認められ、
シグナルも高い傾向が認められたが、先端が
破損するのも早く、適切な電圧値（1100V 程
度）の設定が必要であった。また金よりもプ
ラチナの方が持続的なスプレーが認められ
たことから、0.9µm ニードルでプラチナコー
トのものを電極に使用することとした。また
電極の位置はプルームの中に置いた場合に、
シグナルが強くなる傾向が認められた。 
③窒素ガス雰囲気によるノイズ低減 
コロナ放電では、環境中の窒素をはじめとす
る分子にコロナ放電による電荷が乗り、さら
に試料分子に電荷が転移・化学イオン化し質
量分析できる。コロナ放電による問題点とし
て、環境中の分子のバックグラウンドシグナ

ルの増加が
認められた。
清浄環境中
でイオン化
を行うデバ
イスを作成
し、活性炭
処理した窒
素雰囲気下
でイオン化
を行ったと
ころ、環境
由来のピー
クの低減が
認められた

（図 5）。この窒素雰囲気をピエゾ振動デバイ
スに組み込む必要があるが、イオン源のスペ
ースから達成できていない。ピエゾ圧電素子
による霧化を使わなくとも、通常のナノスプ
レーイオン化の際に印加電圧を倍にするこ
とでコロナ放電が認められ、清浄窒素雰囲気
下でイオン化を行うことができた。 
(3)１細胞解析での網羅性検討 
薬剤処理した癌細胞株から薬物を検出する、
植物組織中の一細胞の内容物を直接回収す
る、を 8µmナノスプレーニードルを用いて行
った。最適化した電極をセットした、このデ
バイスを用いて極性の低い培養細胞内の分
子や薬物、植物組織の分子解析ができること
を精密質量から確認した。 
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