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研究成果の概要（和文）：　従来、レーザーを用いた質量顕微鏡測定は動物組織内での代謝物・糖類・脂質類・タンパ
ク質類などの空間分布を計測することに用いられており、植物組織に対して適用することは難しかった。本研究課題で
は、植物組織に質量顕微鏡技術を適用することを目的として、高分解能高精度質量顕微鏡装置（ハードウエア及び制御
ソフトウエア）の開発を実施した。その結果、植物組織切片だけでなく、これまでに適用がさらに難しかった肉厚の植
物組織を直接分析することに成功した。質量顕微鏡測定から生ずる数百GBにも及び巨大なデータをプロセスし、そこか
ら代謝物などの分布と種類に関する情報を抽出するためのソフトウエアの開発にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Imaging mass spectroscopy technique was used to map spacial distribution of 
metabolites, sugars, lipids and proteins on a thin slice of animal tissues, but it was very difficult to 
apply to the plant tissue analysis. In this study, the hardware and software was implemented to enable to 
map spacial distribution of metabolites, sugars and lipids on a intact plant tissue, not only on a thin 
sliced tissue, The special software to pick up the spacial distributions of the ions from several 
hundreds giga bytes of the data produced by the imaging mass spectroscope was also successfully 
developed.

研究分野： 質量分析学

キーワード： 質量顕微鏡　フーリエ変換質量分析　植物組織　代謝物　空間分布
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１．研究開始当初の背景 
質量分析法はライフサイエンス分野にお

いて、超高感度（例えばフェムトモルからア
トモルレベルの検出感度）な物質検出法とし
て頻繁に用いられるようになっていた。この
方法を使って、さまざまな条件下の生体組織
中に含まれる様々な物質（タンパク質、代謝
物等）を検出し、条件の違いにより検出でき
る物質の違いを議論することで、条件の変化
に伴う様々な物質の動態変化を解析するこ
とが行われていた。しかし、それらの大部分
は、組織をすり潰して必要な物質を抽出した
のちに分析を行うため、組織や細胞内で物質
がどのように分布し、条件の変化に応じてそ
の分布状況がどのように変化するのかをと
らえることはできなかった。 
このような状況下で、小さく絞ったレーザ

ー光をサンプルに照射して、照射部位に存在
する物質をイオン化・質量分析する手法を利
用して、レーザー照射部位をスキャンさせな
がら質量分析を行い、それを画像化すること
により、さまざまな物質の空間分布を計測す
る「質量顕微鏡」が開発され、利用されるよ
うになった。この質量顕微鏡を使って得られ
る質量スペクトル情報から、あらかじめ存在
が想定される物質を検出することは可能で
あるが、植物組織に含まれる 2 次・3 次代謝
物を含む未知化合物を同定し、同時に空間分
布を明らかにすることは難しかった。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、研究代表者がこれまでに

開発に成功した超微小領域 MALDI-FTMS 
装置を使って、これまで測定が困難であった
植物組織・植物細胞の質量顕微鏡観察を行う
ために必要なハードウエア・ソフトウエア技
術を確立することを目的に研究を行った。ま
た、領域内の植物科学研究者及び細胞解析技
術研究者と連携することにより、多角的に植
物細胞内における物質動態を解析する技術
を開発し、植物の環境感覚の仕組みを明らか
にすることを目指した。具体的な研究の目標
は次の通りである。 

 
a)超高分解能高精度質量顕微鏡装置の確立 
顕微 MALDI-FTMS 装置を改造して、試料

表面上の特定の範囲の点にシステマティッ
クにレーザー光を照射して超高分解能高精
度質量分析を行える装置を実現する。 

 
b)植物組織の質量顕微鏡観察技術の開発 
植物組織・植物細胞に最適の質量顕微鏡装

置及び測定方法を確立する。この際、技術開
発に用いる植物組織や培養細胞の提供及び
実験条件の検討等、領域内の研究者と密な連
携を行う。 

 
c)植物組織の分子動態解析法の確立 
開発した質量顕微鏡を実サンプルに適用

して、分子動態解析を実施する。他の計画研

究班と有機的に連携し、これまで明らかでな
かった植物細胞内部での物質分布の変化を
検出し、植物の環境感覚における植物細胞場、
という概念を確立することを狙う。 
 
３．研究の方法 
 研究目標を実現するために、下記各項目に
関して以下の研究方法を実施した。 
 
1)高空間分解能 MALDI-FTMS 質量顕微鏡装置
の開発 
顕微 MALDI-FTMS 装置内部の試料ステージ

を高分解能化すると共に、超高精度エンコー
ダーを組み込み、試料位置の位置制御再現性
を大幅に向上させる。また、試料表面へ紫外
パルスレーザー光を集光する光学系を一か
ら設計・実装し、高空間分解能質量顕微鏡測
定を実現させる。 
 

2)高空間分解能 MALDI-FTMS 質量顕微鏡制御
ソフトウエアの開発 
上記研究方法により、試料位置制御能力を

大幅に向上させた顕微 MALDI-FTMS ハードウ
エアを用いて、植物組織の質量顕微鏡測定を
行うための制御ソフトウエアを開発する。 
植物組織切片の形状は、組織の部位にも依

るが、一般に矩形からは外れた形状をしてい
る。このため、従来の様に矩形領域をラスタ
ースキャンすると、大部分の測定点がバック
グラウンドとなり、測定効率が著しく低下す
る。このため、植物組織切片の形状により、
任意形状の測定範囲を指定し、その領域をラ
スタースキャンするための植物組織質量顕
微鏡測定ソフトウエアを開発する。 
 

3)植物組織の凍結切片作成法及び質量顕微
鏡測定のための試料調製法の確立 
シロイヌナズナの葉を試料に用いて、それ

を氷温下で１０～２０マイクロメーター厚
に切り出し、氷温化で真空凍結乾燥するため
のプロトコールを確立する。さらに、切片を
導電性コートした板ガラス上に貼り付け、質
量顕微鏡測定を行うために様々なマトリク
スを噴霧またはコートするためのプロトコ
ールを確立する。 
切片を作成することなしに、直接植物組織

を導電性コートした板ガラス上に貼り付け、
マトリクス物質を一様にコートして上で質
量顕微鏡測定を行うための試料調製プロト
コールも確立する。 
 

4)質量顕微鏡データ解析ソフトウエアの開
発 
FTMS による超高分解能質量顕微鏡データ

は、一回の測定につき、数百ギガバイトもの
巨大なファイルとなる。これをそのまま分析
し、様々な分子イオンの空間分布を表示する
ことは、これまでに入手可能な市販・フリー
の解析ソフトウエアでは不可能であった。こ
のため、独自に解析ソフトウエアを開発し、



数百ギガバイトのプロファイルデータを直
接解析する。 
 

5)他計画研究班および公募研究班との連携
による植物組織の質量顕微鏡測定 
複数の他計画研究班および公募研究班と

有機的に連携し、様々な植物試料の超高分解
能・高精度質量分析および質量顕微鏡測定を
実施し、これまで明らかでなかった植物細胞
内部での物質分布の変化を検出し、植物の環
境感覚における植物細胞場、という概念を確
立することを狙う。 
 
４．研究成果 
研究方法の各項目に関して以下の成果を得
た。 
 
1)高空間分解能 MALDI-FTMS 質量顕微鏡装置
の開発 
顕微 MALDI-FTMS 装置内部の試料ステージ

を高分解能化すると共に、超高精度エンコー
ダーを組み込み、試料ステージ位置をフィー
ドバック制御することにより、150nm の分解
能で試料位置を精密に制御することを可能
とした。また、市販のゲームパッドを用いた
試料ステージ位置制御、iPad を用いた装置制
御などを実現した。 
また、イオン化に用いる紫外パルスレーザ

ーを 100Hz のモデルから 1kHz のモデルに変
更した。これに伴い、これまでに用いてきた
光ファイバーとカセグレン鏡を用いたレー
ザー集光光学系は使えなくなったため（光フ
ァイバーが焼き切れる）、ミラーと集光対物
レンズを用いた空間伝搬型の集光光学系を
新たに設計し実装した。これにより、これま
でボトルネックであったレーザー照射時間
を 10 分の１に短縮し、トータルのスループ
ットとして従来の3倍程度の高分解能測定速
度を実現した。 
開発途中の質量顕微鏡用イオン源では、

11mm x 11mm x 0.7mm サイズで片面に導電性
ITO コートを施したガラス上に特殊な糊を使
って試料を貼り付けたものをXYZステージに
取り付けた腕の先端に装着し、イオン源を構
成する電極群の内部に挿入する構造であり、
一度に装着できる試料ガラスは一枚に限ら
れていた。これに伴い、異なる試料に切り替
える際には、イオン源の真空を立ち下げて大
気解放したうえで試料を交換し、再度測定が
可能になるレベルまで真空を立ち上げなけ
ればならず、これに１から２時間を要してい
た。高繰り返し型 LASER を導入して測定自体
のスループットが大幅に向上したため、試料
交換に伴う真空の立ち下げ・立ち上げ時間が
測定に必要な時間に対して無視できなくな
り、このため XYZ ステージに取り付けた腕の
先端にコンピュータ制御により精密に回転
をコントロールできる特殊なモーター（超音
波モーター）を取り付け、それにより円周上
に最大８つの試料ガラスを装着した円盤を

真空中で回転させて試料を切り替えること
により、真空を落とさずに試料を切り替えら
れる機構を設計・制作し、質量顕微鏡装置に
実装した。これにより 8枚のサンプル一度に
交換する事以外は、真空を落とすことなく全
ての操作をコンピュータ制御により行うこ
とが可能となった。 
 
2)高空間分解能 MALDI-FTMS 質量顕微鏡制御
ソフトウエアの開発 
植物組織切片の形状は、組織の部位にも依

るが、一般に矩形からは外れた形状をしてい
る。このため、従来の様に矩形領域をラスタ
ースキャンすると、大部分の測定点がバック
グラウンドとなり、測定効率が著しく低下す
る。このため、植物組織切片の形状により、
任意形状の測定範囲を指定し、その領域をラ
スタースキャンするための植物組織質量顕
微鏡測定ソフトウエアを開発した。このソフ
トウエアでは、11mm x 11mm x 0.7mm の導電
性コートを施したガラス板の上にサンプル
を貼り付けたものを、市販のイメージスキャ
ナーまたは実体顕微鏡により撮影した画像
ファイルを用い、この画像ファイル上の位置
マーカーと、質量顕微鏡の顕微鏡上で観察し
た位置マーカーとをマッチングさせ、画像フ
ァイル上で質量顕微鏡測定を行う領域とラ
スタースキャンする測定スポット位置を設
定する。そしてそれに合わせて質量顕微鏡内
のサンプルステージをXYZ方向に動かした上
でサンプル上に紫外パルスレーザーを照射
し、生成したイオンの質量分析を実施するこ
とを可能とした。 
 
3)植物組織の凍結切片作成法及び質量顕微
鏡測定のための試料調製法の確立 
シロイヌナズナの葉を試料に用いて、それ

を急速に氷包埋し、クライオミクロトームに
より１０～２０マイクロメーター厚の切片
を切り出し、氷温化で真空凍結乾燥するため
のプロトコールを確立した。植物組織の凍結
切片を作成することは非常に難しいことが
知られているが、一旦植物組織を氷に包埋し
たのち凍結切片作成用のカッティングメデ
ィウムに包埋したのちにトリミングを行い、
川本法に用いる特殊な接着剤を塗布したフ
ィルムを貼り付けた後に薄切する。これによ
り薄切切片は崩壊することなくフィルム上
に保持される。これを氷温を保ったまま真空
引きして凍結乾燥させるためのプロトコー
ルも確立した。 
また、切片を導電性コートした板ガラス状

に貼り付け、質量顕微鏡測定を行うために
様々なマトリクスを噴霧またはコートする
ためのプロトコールを確立した。低分子有機
酸 を 効 率 的 に 検 出 す る た め に
9-aminoacridin を、そのほかの低分子を検出
するために DHBA をマトリクス物質として用
い、その適用法を研究した。その結果、当該
研究において開発した MALDI-FTMS 質量顕微



鏡装置では、マトリクスを試料表面に蒸着す
る方が良いことが明らかになった。 
凍結切片を作成せず、導電性コートを施し

たガラス板の上に川本法で用いる接着剤を
薄く塗布し、芽生えや根や葉などの植物組織
を直接貼り付けた後に真空凍結乾燥を行っ
たうえで、マトリクスを真空蒸着して質量顕
微鏡測定を行うという、これまでは実現でき
なかった質量顕微鏡測定のプロトコールの
確立にも成功した。 
 
4)質量顕微鏡データ解析ソフトウエアの開
発 
FTMS による超高分解能質量顕微鏡データ

は、一回の測定につき、数百ギガバイトもの
巨大なファイルとなる。これをそのまま分析
し、様々な分子イオンの空間分布を表示する
ことは、これまでに入手可能な市販・フリー
の解析ソフトウエアでは不可能であった。こ
のため、独自に解析ソフトウエアを開発し、
数百ギガバイトのプロファイルデータを直
接解析することに成功した。既存のソフトウ
エアと同様に、巨大なプロファイルデータを
プロセスして作成した小さなセントロイド
データの解析を行うことも可能であるが、既
存のソフトウエアでは扱えなかった FTMS に
よる超高分解能質量データを扱える。 
このソフトウエア（LabMSI）では、質量顕

微鏡による測定データ(imzML フォーマット)
を読み込み、全測定ポイントに関する平均質
量スペクトルを計算してそこからピークを
ピッキングして特異な分布を示すイオンを
探索することができる。各ピークに対応する
イオンの分布を画面上に表示するだけでな
く、全ピークに対応するイオン分布画像を自
動生成させることが可能である。それだけで
なく、試料上の特定の箇所のみの平均質量ス
ペクトルを計算し、全体平均質量スペクトル
と比較することにより、特定の局在性を示す
イオンを抽出しやすくすることに成功した。
また、そのイオンの精密質量をファイル出力
し、米国スクリプス研究所の METLIN サーバ
ーを検索することにより、精密質量情報から
化合物同定を行いやすくした。 
 
5)他計画研究班および公募研究班との連携
による植物組織の質量顕微鏡測定 
複数の他計画研究班および公募研究班と

有機的に連携し、シロイヌナズナ、ニチニチ
ソウ、ヒメツリガネゴケをはじめとした様々
な植物試料の超高分解能・高精度質量分析お
よび質量顕微鏡測定を実施した。その結果得
られた質量分析データおよび質量顕微鏡デ
ータの解析を行い、様々な環境変化に伴う植
物組織内での代謝物質の分布変化を検出す
ることに成功した。 
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