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研究成果の概要（和文）：単一細胞中の超微量元素の分析が可能になると，iPS細胞の高効率な分化誘導や代謝
機構の解明などにつながると期待されている。本研究では，一つの細胞を内包した微小液滴をプラズマ発光/質
量分析装置に導入できる，ドロプレット試料導入システムを開発した。
開発した装置を用いてヒト骨肉腫由来のU2OS細胞と子宮頸がん由来のHeLa細胞との単一細胞分析を行った。それ
ぞれに含まれるMgとCaを測定した結果，U2OS細胞では相関係数は0.91であったが，HeLa細胞では0.64であり，
HeLa細胞の方が濃度の相関が有意に低いことを示し，細胞に微量元素の含有濃度のばらつきがある事を始めて実
験的に明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To analyze trace elements in a single cell, we made a Droplet Direct 
Injection Nebulizer (D-DIN) which can introduce sample solution into Inductively Coupled Plasma 
(ICP) as a single droplet of 14 to 180 pL volume. A single droplet which contains a single cell of 
unicellular algae was introduced to ICP and emission spectra of Ca, Mg and Fe were detected 
simultaneously. Single plant cells and human cells were introduced into ICP individually and trace 
elements were measured. Human cervical carcinoma HeLa and osteosarcoma U2OS cells were used as the 
samples to compare the correlation of trace elements. As a result, emission spectra of Ca, Mg 
contained in pg level in single human cells were detected simultaneously and the correlation 
coefficient of Ca and Mg in HeLa and U2OS cells were 0.64 and 0.91, respectively.

研究分野： プラズマ分析化学

キーワード： 細胞分析　プラズマ　質量分析　発光分析　誘導結合プラズマ　ドロプレット　マイクロプラズマ
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１．研究開始当初の背景 
 iPS 細胞をはじめとする再生医療の基礎研究の
進展に伴って，単一細胞の個別分析の必要性
は極めて高くなっている。単一細胞中のタンパク
質や DNA などの高分子の高感度分析技術，い
わゆる単一分子解析はここ数年で格段に進歩し
ている。一方，微量金属等の無機分析，つまり単
一細胞中の元素分析は，高分子の分析に大きく
遅れている。これはひとえに，細胞一個の中の濃
度 10 ppt の微量元素の絶対量が，わずか数 100 
ｚg（ゼプトグラム=10-21g）に相当する事が原因で
ある。現在，微量元素分析に広く使用されている
誘導結合プラズマ(Inductively Coupled Plasma; 
ICP)を用いた分析法は，0.1 ppt の分析が可能で
あるが，分析にはマイクロリットルといった，細胞と
比べると大量の試料が必要であるため，多数の
細胞の平均情報しか得られなかった。絶対感度
ではおよそ 1 fg = 10-15 g が目安とされている。こ
の原因は，これまでに開発されている装置は，
ppt などの比率で表される低濃度元素の分析に
は極めて優れているが，多量の分析試料を使用
し，かつ低濃度でプラズマ中に導入するため，微
少量の元素の分析には適していない事が原因
である。このため，単一細胞中の元素分析は実
現されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 100 pL 以下の微小な液滴中に，狙った一つの
細胞を封入して高温プラズマ中に射出導入し，
多量元素から極微量元素までを発光分析，飛行
時間型質量分析，四重極質量分析の三段階で
分析しつくす「単一細胞内ゼプトグラム元素分析
用プラズマ質量・発光分析システム」を開発する。
検出下限絶対量の目標は，一般的なプラズマ分
析装置の 1/100,000 以下である 10 ゼプトグラム
(10-20 g)とする。開発した装置の評価を行うととも
に，iPS 細胞や HeLa 細胞の個別単一細胞分析
を実施し，極微量元素の偏在や分散について，
世界で初めて詳細な調査を行う。そして，がんや
アルツハイマー等の発症原因の解明，iPS 細胞
の分化過程の解明，細胞単位での薬効診断等，
人類の健康に関する広い分野の基礎研究に貢
献できる新しい分析ツールを提供する。 
 
３．研究の方法 
 まず，一つの細胞を内包した 180 pL 程度の微
小液滴を 1滴ずつ誘導結合プラズマ（Inductively 
coupled plasma; ICP）発光/質量分析装置に導
入できる，ドロプレット試料導入法の開発を行っ
た。次に，単一細胞内の微量元素を高感度に分
析するため，ドロプレットの溶媒を気化除去する
ための，脱溶媒システムを開発した。そして，そ
の加熱や冷却の最適条件を求め，植物やヒト細
胞の分析を実現した。装置の評価は，体積が比
較的均一な人工のラテックス粒子を用いて実施
した。最後に，開発した装置を用いて，単一ヒト
細胞の分析を実施した。 
	
４．研究成果	
（a) ピエゾ素子を用いたドロプレットネブライザ 

 細胞やナノ粒子といった微少量試料の高感度，

高効率分析および個別分析を目的として，ドロプ

レ ッ ト 試 料 導 入 法 （ Droplet Direct Injection; 

D-DIN）の開発を行った。図 1 に示すように，ドロ

プレットネブライザには，溶液試料であるドロプレ

ットと同軸方向にキャリアガスを導入できる箇所

が存在し，ドロプレットとキャリアガスを導入する

経路はそれぞれ独立に存在している。このキャリ

アガスは射出されたドロプレットをプラズマ中へ

直接導入させる役割を果たしている。ガラスキャ

ピラリ上に設置したピエゾ素子にパルス的な電圧

を印加することで，ピエゾ素子が伸縮させて液滴

を射出する。ドロプレットのストロボ写真を図 2 に

示す。 

図 1 ドロプレットネブライザの動作原理 

 
図 2 ドロプレットが射出される様子 

この方法により，プラズマへの試料導入効率は

DIHEN などの試料直接注入ネブライザと同様の

100％となる。DIHEN と異なる点は，プラズマの中

心軸上にのみ溶液試料を導入することができる

ことである。これにより，溶液試料がプラズマ中に

拡散されることなく導入されるため，周囲のプラズ

マ温度を低下させない特徴を持つ。また，射出さ

れるドロプレットに特定の細胞を内包させてプラ

ズマ中へ導入することで，単一細胞内の微量元

素の分析が可能である。 

 

(b) ドロプレット用脱溶媒装置 

 開発したドロプレット試料用脱溶媒装置の構成

を図 3 に示す。この装置では，プラズマに対する

溶媒負荷の低減を目的として，ドロプレット試料

を高温のガス中に導入し，さらに低温ガス中に導

入することでドロプレット試料の溶媒の除去を行う。

上部のステンレス管の周りにリボンヒーターを配

置し，下部のステンレス管の周りに冷却水を流す。

冷却液として不凍液を用いることで，−20℃から

20℃程度までの調節が可能である。ドロプレット

ネブライザから射出されたドロプレット試料は，加

熱部で溶媒が気化蒸発され，冷却部で蒸発した



溶媒が凝結除去される。その後，脱溶媒された

試料は脱溶媒装置下部に流すアディショナルガ

スによってプラズマ中に導入される。 

図 3 脱溶媒装置を適用した基本的な測定系 

脱溶媒装置を ICP-MS に適用し，脱溶媒の効果

の評価を行った。図 4 に，脱溶媒前，加熱のみ，

脱溶媒後の In の質量信号強度を示す。試料溶

液には，原子吸光分析用標準溶液インジウム

（In: 1001 mg/L in 0.1 mol/L HNO3， Kanto 

Chemical Corp. Ltd.，Tokyo，Japan）を超純水

Milli-Q で 0.1 mg/L に希釈調整したものを使用し

た。加熱，冷却を共に行わない場合，緑線のよう

に，サンプリングコーン位置 5 mm のとき，質量信

号強度は最大となったが，その質量信号強度は

600 cps 程度となった。次に，脱溶媒装置の加熱

部分のみを使用した場合，赤線に示すように，サ

ンプリングコーン位置 5 mm のとき，質量信号強

度は最大となり，信号強度は約 30000 cps であっ

た。さらに冷却部も使用して脱溶媒を行った結果，

青線に示すように，サンプリングコーン位置 5 mm

のとき，質量信号強度は最大となり，信号強度は

64000 cps 程度となった。以上の結果から，開発

した脱溶媒装置の有効性が示された。 

図 4 脱溶媒の有無による質量信号強度の変化 

この装置を使用した結果，ナトリウムの溶液試料
で，55 ゼプトグラムの検出下限絶対量を達成し
た。 
 

(c) ヒト細胞の単一細胞内元素分析 

 溶液試料の分析が実現できたので，細胞の分
析を行った。測定試料として，ヒト子宮頚ガン細
胞由来の HeLa 細胞と，ヒト骨肉腫ガン細胞由来
の U2OS 細胞を使用した。これは，細胞種による
元素含有量の違いを評価するためである。HeLa

細胞と U2OS 細胞を開発した装置に適用し，多
元素同時分析が可能なマルチチャンネル分光
器を用いて発光分光分析を行った。ドロプレット
ネブライザは 70μm のノズルチップを使用し，導
入周波数は 100 Hz とした。脱溶媒装置はヒータ
ーの加熱温度を 90℃，冷却温度を-20℃，アディ
ショナルガス流量を 350 mL/min とした。図 6 と 7
に，マルチチャンネル分光測定により得られた各
ヒト細胞 1 個の発光スペクトルを示す。これより，
HeLa 細胞と U2OS 細胞の両方において，細胞 1
個に平均 720pg 含まれるカルシウム（Ca）と 14pg
含まれるマグネシウム（Mg）の発光線を確認し
た。 

図 5 HeLa 細胞 1 個の発光スペクトル 

図 6 U2OS 細胞 1 個の発光スペクトル 

 次に，細胞種による違いを評価するため，HeLa
細胞と U2OS 細胞をそれぞれ 20 個用いて，単一
細胞分析を行い，微量元素間の相互関係を調
査した。実験結果を図 7 と 8 に示す。横軸は，カ
ルシウム（Ca）の信号強度（波長: 393.37 nm），縦
軸 は マ グ ネ シ ウ ム （ Mg ） の 信 号 強 度 （ 波 長 : 
280.27）を表しており，プロットされている点は単
一の細胞における Ca と Mg の信号強度である。
これらの結果から，U2OS 細胞における Ca と Mg
の信号強度比は 0.91 と高い相関係数を示した。
一方，HeLa 細胞では 0.69 と相関係数は低かっ
た。マグネシウムは，カルシウムの代謝と深く関わ
っていることは明らかになっているが，細胞種の
違いによって微量元素の含有量分布に違いが
生じていると考えられる。また，各元素の信号強
度が大きくばらついていることが確認できるが，こ
の原因を考察するため，細胞の大きさの分布か
ら，体積偏差求めた。その結果を Table 1 に示す。
各細胞における各元素の信号強度の相対標準
偏差（RSD）は，50％程度であったが，細胞体積
の RSD はどちらも約 40％であった。したがって，
細胞の大きさが信号強度のばらつきに影響を与
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えている可能性が示された。 

図 7 HeLa 細胞における Ca と Mg の信号強度比 

図 8 U2OS 細胞における Ca と Mg の信号強度比 
 
表 1 HeLa と U2OS における Ca と Mg の信号強
度と体積偏差 

 以上の結果のように，細胞に微量元素の含有

濃度のばらつきがある事を始めて実験的に明ら

かにした。ICP-AES やマルチチャンネル質量分

析装置といった多元素同時分析装置では，多数

の元素間の相互関係の調査が行える。本研究で

開発した装置を用いて，様々な細胞の測定を実

施し，これまでは適切な装置がなかったために調

べられてこなかった細胞腫や，培養状況の違い

による微量元素含有量の調査を細胞単位で実

施する事ができる。例えば，この装置を iPS 細胞

の測定に適用し，高効率な分化誘導の実現のた

めのツールとして活用したいと考えている。 
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