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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、LC-MS/MS及びIMSを用い、微量組織切片中スフィンゴ脂質の含有
量、細胞間濃度勾配及び分布局在を分子マッピングにて解析し、脂質メディエーターとしての作用を明らかにす
ることである。
初めに、LC-MS/MS測定及びIMS測定に用いる組織の前処理において、ヒートスタビライザーによる組織萎縮無し
にスフィンゴ脂質を安定して測定する条件を最適化し、赤脾髄及び白脾髄に含有されるスフィンゴ脂質分布の違
いを明らかにした。さらに、LC-MS/MSを用いる微量がん組織におけるスフィンゴ脂質解析から、がん部における
スフィンゴ脂質定量値とSPHKあるいはSPL発現量の相関を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a method for demonstrating tissue distribution 
of sphingolipids by means of LC-MS/MS and IMS. 
We first optimized a time or temperature of heat stabilizer for sphingolipids analysis in tissue. 
Then, the distribution of sphingolipids in a part of white and red pulp of spleen was demonstrated 
by LC-MS/MS and IMS, and the concentration of sphingolipids was significantly higher in red pulp 
than white pulp (P < 0.05). In addition, we demonstrated that the concentration of sphingolipids 
related with the expression of SPHK or SPL by LC-MS/MS.

研究分野： 分析化学
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１．研究開始当初の背景 

	 細胞膜を構成するスフィンゴ脂質は、スフ

ィンゴシンキナーゼ  (SPHK) による選択的

リン酸化により、スフィンゴシン一リン酸 

(S1P) に代謝される。S1P は、細胞膜におけ

る受容体及びトランスポーターの存在や、

ApoM の発現量に依存した細胞外分泌機構が

明らかにされており、脂質メディエーターと

してがん細胞の増殖や免疫細胞の応答性に関

連することが、多くの先行研究から示されて

いる 1, 2)。従って、スフィンゴ脂質代謝系の変

化を捉えることは、生体の恒常性や疾患発症

メカニズムを理解するために極めて重要であ

る。しかしながら、スフィンゴ脂質は細胞内

含有量、細胞間濃度勾配、分布局在、さらに

は代謝関連分子群の発現量との相関性は解明

されておらず、新たな分析基盤技術の開発が

望まれていた。近年、スフィンゴ脂質は、液

体クロマトグラフィー/三連四重極型質量分

析計 (LC-MS/MS) の高感度化により、微量組

織からの定量分析が可能になったことに加え、

イメージング質量分析計 (IMS) を基盤技術

に用いる組織分布解析による成果が散見され

ている 3-5)。しかしながら、微量組織切片中の

スフィンゴ脂質解析には、LC-MS/MS 測定に

おける検出感度の向上に加え、IMS 測定にお

ける前処理や測定の再現性に多くの課題が残

されていた。 
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２．研究の目的 

	 このような背景から、我々は、微量組織切

片中におけるスフィンゴ脂質の含有量、細胞

間濃度勾配、分布局在を明らかにし、代謝関

連分子の発現局在との相関性評価を可能とす

る、新たな分析基盤技術の開発を実施するこ

とにした。すなわち、現在までに開発した 

LC-MS/MS による精密定量分析法と IMS に

よる相関分布解析法を組み合わせ、生体組織

から得られた連続切片を用い、「微量組織中ス

フィンゴ脂質含有量」、「細胞間濃度勾配」及

び「分布局在」を明らかにすることによるス

フィンゴ脂質のメディエーター作用を解明す

ることを本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

	 初めに、LC-MS/MS 測定及び IMS 測定に

用いる組織の前処理において、ヒートスタビ

ライザーによる組織萎縮無しにスフィンゴ脂

質を安定して測定する条件を最適化し、赤脾

髄及び白脾髄に含有されるスフィンゴ脂質分

布の違いを明らかにした。さらに、LC-MS/MS 

を用いる微量がん組織におけるスフィンゴ脂

質解析から、がん部におけるスフィンゴ脂質

定量値と SPHK あるいは SPL 発現量の関

連性を明らかにした。 

 

４．研究成果 

(1) ヒートスタビライザーの最適化 

	 組織切片に含まれるスフィンゴ脂質を、高

い再現性にて安定して測定することを目的と



し、ヒートスタビライザーを用いた。ヒート

スタビライザーは、通常 95℃、1 分間の加熱

処理により酵素を失活させることで、代謝物

の分解を抑制するが、高温で処理されるため、

組織に萎縮がみられ、LMDによる正確な定量

や、イメージング MS による分布解析に適さ

ない状態になる。そこで、我々は、初めに脾

臓におけるヒートスタビライザーの温度及び

時間の最適化を実施した結果、65℃で 30秒間

処理した時に、組織の萎縮なく且つスフィン

ゴ脂質の分解を抑制することが示された。(図

1)。 

 

図 1) ヒートスタビライザーによるマウス脾

臓組織処理の温度・時間の最適化 

 

(2) スフィンゴ脂質の組織分布解析 

次に、(1) で最適化した条件を用い、マウスの

脾臓から組織切片を作成し、LC-MS/MS 及び

IMS 解析を実施したところ、一部のスフィン

ゴ脂質 （S1P）は、赤脾髄及び白脾髄におけ

る定量値とイメージング画像の相関が観察さ

れた。 (図 2)。 

 

図 2) (a) LC-MS/MS によるマウス脾臓 (赤脾

髄、白脾髄) 中スフィンゴ脂質の定量分布 (b) 

IMS によるマウス脾臓中の S1P の組織分布

画像 

 

(3) IMS によるスフィンゴ脂質測定感度の向

上 

スフィンゴ脂質の中でも S1P は、組織含有量

が高いにも関わらず、IMS の前処理に用いる

マトリックスの影響を受け、良好な感度が得

られていなかった。そこで我々は、九州大学

の三浦大典博士、大阪大学の新間秀一博士に

研究協力を依頼し、数種の マトリックスおよ

びその塗布方法を検証した。最終的に、9-ア

ミノアクリジン (9-AA) をスプレー法にて塗

布した際、最も良好な感度で脾臓から S1P を

測定することに成功した。 

 

(4) ヒト肝がん組織に含まれるスフィンゴ脂

質の定量解析 

	 当初、スフィンゴ脂質代謝関連分子のノッ

クアウトマウスによるスフィンゴ脂質の組織

分布解明を予定していたが、研究期間内での



マウスの入手が困難であることが判った。そ

こで我々は、先行研究からスフィンゴ脂質代

謝関連分子の遺伝子発現量に差があることが

判っている、ヒト肝がん組織を用いたスフィ

ンゴ脂質の定量解析を実施し、がん部および

非がん部におけるスフィンゴ脂質代謝関連分

子の遺伝子発現量との相関解析を実施した。

LC-MS/MS による、がん部および非がん部に

含まれるスフィンゴ脂質の定量結果から、が

ん部における S1P の定量値と SPHK あるい

は SPL の遺伝子発現量に相関あるいは関連

性がみられた (図 3)。 

 

 

図 3) (a) ヒト肝組織におけるがん部および非

がん部に含まれるスフィンゴ脂質代謝関連酵

素遺伝子発現量の違い (b) ヒト肝組織におけ

るがん部および非がん部に含まれるスフィン

ゴ脂質代謝分子の定量値の違い 

 

今後、がん部と非がん部を同一に含む組織を

もちい、IMS による分布解析を実施する予定

である。 

	 本研究により開発した微量組織あるいは連

続組織切片によるLC-MS/MS および IMS を

用いるスフィンゴ脂質定量分布解析手法は、

今後のスフィンゴ脂質の機能解析に大きく貢

献すると考えられる。 
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