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研究成果の概要（和文）：フローサイトメトリーにより分離した血液細胞のスライドガラスへの接着条件、固定条件を
最適化することにより、マトリックス支援レーザー脱離イオン化－質量分析イメージング法および飛行時間型二次イオ
ン質量分析法を用いて、脂質の一細胞質量顕微鏡解析に成功した。一細胞質量顕微鏡解析により、リンパ球のサブセッ
トにおける脂質組成の違い、乳癌培養細胞、乳癌由来癌幹細胞、多発性骨髄腫（MM）細胞の脂質代謝変化を見出すこと
ができた。更にMM細胞において減少したパルミチン酸は、多発性骨髄腫特異的な治療薬である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Using matrix-assisted laser desorption/ionization imaging mass spectrometry and 
time-of-flight secondary ion mass spectrometry, we succeeded in single-cell imaging mass spectrometry of 
lipid by optimizing slide preparation for FACS-isolated blood cells and sample fixation. By single-cell 
imaging mass spectrometry we revealed different lipid composition in lymphocyte subsets and lipid 
metabolic change in breast cancer cell line, breast cancer stem cells and multiple myeloma (MM) cells. In 
addition we showed that palmitic acid, which was deceased in MM cells, is a potential multiple 
myeloma-specific drug.

研究分野： 解剖学一般（含組織学・発生学）
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は JST 先端計測分析技術機器開
発プログラムのご支援のもと、顕微鏡レベル
での高解像度でマトリックス支援レーザー脱
離 イ オ ン 化 - 質 量 分 析 イ メ ー ジ ン グ
（MALDI-IMS）法を可能とする、質量顕微鏡シ
ステム（iMScope）の開発に成功した。JST か
らの S 評価と文部科学省若手研究者賞を頂く
ことができた。研究代表者はこれまでに同装
置を用い、特異的な可視化の困難であったリ
ゾ PC、トリグリセリド、コレステロール、ガ
ングリオシド、セラミド、プロスタグランジ
ン、ATP、ADP 等の脂質・代謝物の可視化に成
功してきた。質量顕微鏡は光学顕微鏡を装置
内に内蔵し光顕像と質量顕微鏡像を対応させ
ることができる装置として開発された。研究
代表者らはさらにレーザー照射径の低減、位
置合わせ機能の改良、マトリクスの改良を行
い、その結果として、平成 23 年度終了時点で
5 µm を切る解像度での解析を可能とした。し
かし個々の細胞を弁別して脂質・代謝物を解
析するための研究手法は未開拓であり、血液
細胞を初めとするヒト生体内細胞の一細胞メ
タボロミクス・リピドミクス研究は未解明の
課題として残されてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究は一細胞レベルでのメタボローム解

析を可能とする一細胞質量顕微鏡法を構築す
る。構築したシステムを血液中腫瘍細胞の解
析に応用し、正常・病態の比較を行うことで
分子マーカー探索を行う。特徴的な分子が見
出された場合には、細胞マーカー分子として
の利用可能性を提唱する。 
 

(1) 一細胞質量顕微鏡法を構築する。培養細
胞系を用いて、一細胞質量顕微鏡法に適した
標本作製条件と、iMScope を用いた MALDI-IMS
法および PHI TRIFT V nanoTOF (ULVAC-PHI)
を用いた飛行時間型二次イオン質量分析
（TOF-SIMS）法を可能とする標本作製条件を
探索する。 
 
(2)ヒト血液細胞を用い、一細胞質量顕微鏡解
析を行う。血液腫瘍細胞と正常細胞における
脂質代謝分子機構の変化を明らかにする。そ
の脂質代謝異常をターゲットとする化合物を
用い、血液腫瘍への治療効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)一細胞質量顕微鏡法のためのヒト血液試
料調製方法の確立 
培養細胞系を用い、一細胞レベルでの形態保
持、専用スライドガラスへの接着、質量顕微
鏡解析における生体内分子の検出を可能とす
る標本調製方法の確立を行う。 
 
 

(2)血液細胞を用いた一細胞質量顕微鏡解析 
(1)により最適化された条件で、ヒト血液細胞
を用いた一細胞質量顕微鏡解析を行う。血液
細胞は浜松医科大学付属病院より得られた血
液検体を用い、各血液細胞のマーカー抗体を
用いたフローサイトサイトメトリー法により
単一細胞集団として単離する。質量顕微鏡解
析は、iMScope を用いた MALDI-IMS 法による
脂質分子の解析のほか、PHI TRIFT V nanoTOF
を用いた TOF-SIMS 法による脂肪酸フラグメ
ントの解析を行う。必要に応じ検出された分
子の多段階マス解析を行い、血液腫瘍の発症
に際したマーカー分子の探索を行う。 
 
(3) 血液腫瘍細胞の脂質代謝への介入実験 
(2)、(3)により血液腫瘍細胞と正常細胞の脂
質代謝の変化を捉えることができた場合、血
液腫瘍細胞へ変化した脂質を添加することに
より、その効果を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 一細胞質量顕微鏡法のための血液試料調
整方法の確立 
①一細胞レベルでの質量顕微鏡解析を可能と
するスライド標本の作製法を開発した（雑誌
論文⑥）。インジウム酸化スズ皮膜スライドグ
ラス表面にポリ−L−リシンを一晩インキュベ
ートし、蒸留水で洗浄後乾燥した。スライド
ガラス上にフレキシパームを接着し、ヒト多
発性骨髄腫由来培養細胞株 U266 をフレキシ
パームのチャンバーへ入れ、サイトスピンに
より U266 細胞をスライドガラス表面に接着
させることに成功した。接着させたスライド
標本を用い、0.25%グルタルアルデヒドによる
室温 15 分の固定および固定後の 150 mM 酢酸
アンモニウム洗浄により細胞の形態は保持さ
れた（図 1）。 この方法によって作製された
標本は、TOF-SIMS 法（図 2）および MALDI-IMS
法による質量顕微鏡解析において、一細胞レ
ベルでの脂質分子の検出に有用であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 固定・洗浄後の U266 細胞 

 
図 2. TOF-SIMS 法による脂肪酸基の検出 
 



②高解像度での MALDI-IMS 解析を可能とする
マ ト リ ッ ク ス 塗 布 法 と し て 、
2,5-dihydroxyacetophenone（DHAP）を用いた
新規蒸着法を開発した（雑誌論文③）。DHAP
は両極性のマトリックスとして機能したほか、
既知のマトリックス（DHB および 9AA）よりも
高感度で脂質分子を検出する事ができた。さ
らには蒸着法による塗布は高解像度での脂質
分子の検出を可能とした。 
 
(2) 血液細胞を用いた一細胞質量顕微鏡解析 
①フローサイトメトリーにより分離した健常
人血液中の T 細胞を用い、MALDI-IMS 法によ
る一細胞質量顕微鏡解析を行った。その結果、
フォスファチジルコリン（PC）(32:0)が CD4
陽性 T 細胞において CD8 陽性 T 細胞より低い
シグナル強度で検出されたのに対し、
PC(34:0)は高い値で検出された。リンパ球の
種類により PC 組成が異なることが明らかと
なった。 
 
②乳癌細胞の培養細胞系である SKBR-3 細胞
を用い、TOF-SIMS 法による一細胞質量顕微鏡
解析を行った（雑誌論文⑤）。その結果、SKBR-3
細胞においてパルミチン酸やステアリン酸と
いった飽和脂肪酸のほか、パルミトレイン酸
やオレイン酸といった一価不飽和脂肪酸か可
視化できた（図 3）。これらは乳癌発症に関わ
る stearoyl-coa desaturase 1 の代謝に関連
する脂肪酸であるため、TOF-SIMS 法による一
細胞質量顕微鏡解析は乳癌の機能解明に有用
であることが示唆された。 
 
 
 
 
 

 
図 3. SKBR-3 細胞を用いた TOF-SIMS 解析。 
 
③ フローサイトメトリーにより分離した乳
癌由来の癌幹細胞（CSC）と非癌幹細胞（NSCC）
を用い、TOF-SIMS 法による脂肪酸組成の比較
を行った（雑誌論文②）。その結果、CSC にお
けるパルミトレイン酸の発現が NSCC よりも
統計学的に有意に減少していることが明らか
になった（図 4）。さらには単離した細胞を用
いた LC-MS 解析から、PC(16:0/16:1)が CSC で
有意に少なく、PC(16:0/16:0)が有意に多いこ
とが明らかとなった。以上の結果から、これ
らの脂肪酸とリン脂質が乳癌における癌幹細
胞のマーカーとなり得ることが推察された。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 .CSC と NSCC を用いた TOF-SIMS 解析（上）
と脂肪酸発現の定量解析（下）。 
 
④ フローサイトメトリーにより分離した多
発性骨髄腫（MM）細胞と正常形質細胞 (NPC)
を用い、TOF-SIMS 法による脂肪酸組成の比較
を行った（雑誌論文④）。その結果、MM 細胞
においてパルミチン酸の発現が統計学的に有
意に減少していることが明らかになった（図
5）。次に、in vitroにおいて、MM 細胞へパル
ミチン酸を投与したところ、著しいアポトー
シス効果が誘導された。しかし、人末梢血由
来単核細胞には同様の処理で細胞死の誘導は
認められなかった（図 5）。この結果から、パ
ルミチン酸は MM 細胞特異的な新規治療薬と
して有用である可能性が示された。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5.MM 細胞と NPC を用いた TOF-SIMS 解析
（上）と U266 細胞における脂肪酸投与後のア
ポトーシスの影響（下）。 
 
⑤ 多発性骨髄腫発症に関わるリン脂質を探
索するため、MM細胞とNPCを用いたMALDI-IMS
法による一細胞質量顕微鏡解析を行った（雑
誌論文①）。その結果、MM 細胞における m/z 
782.5 の分子が NPC と比較して統計学的に有
意に低かった（図 6）。Dried droplet 法によ
る定量的測定においても、m/z 782.5 の濃度
は NPC で 11.7 µg/ml であったのに対し、MM
細胞では3.02 µg/mlと低いことが確認できた。
この分子に対する多段階マス解析を行った結
果、この分子は[PC（16:0/20:4）+H]+である
と同定でき、パルミチン酸を含有する
PC(16:0/20:4)は多発性骨髄腫の発症に関与
するリン脂質分子種であると推察された。 



 

 
 
図 6. m/z 782.5 の分子に対する MALDI-IMS
法による一細胞質量顕微鏡解析 
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ホームページ等 
http://www.hama-med.ac.jp/mt/setou/ja/ 
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