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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアや葉緑体といったオルガネラを生み出した細胞内共生は、細胞の中に
細胞が共生することにより新たな機能と構造を獲得する機会を生物にもたらす細胞進化の大きな原動力となって
いる。本研究では、細胞内共生成立過程における元素挙動解析への応用を視野に、先端的多元素同時マイクロイ
メージング質量顕微鏡法による細胞内元素マッピング解析技術基盤の構築に取り組んだ。構築した質量マイクロ
イメージングシステムを用いて、ミドリゾウリムシ細胞中の元素局在情報を2 μm分解能で取得を試み、マグネ
シウムが細胞内に一様に分布し、またリンが核に高濃度で存在する様子のイメージの取得に成功した。

研究成果の概要（英文）：The intracellular symbiosis that has produced organelles such as 
mitochondria and chloroplasts is a great driving force of cell evolution that provides the organism 
with an opportunity to acquire new functions and structures by symbiont in the host cell. In this 
research, with the aim of application to elemental behavior analysis in the process of establishment
 of intracellular symbiosis, we worked on the construction of the elemental localization mapping 
analysis technology base by advanced multi-element simultaneous micro-imaging mass microscopy. Using
 the constructed mass micro-imaging system, we try to acquire elemental localization information in 
Paramecium bursaria cells with 2 μm resolution. In this study, we succeeded in acquiring an image 
that magnesium was uniformly distributed in cells and that phosphorus was present at high 
concentration in the nucleus.

研究分野： 生命分析化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内共生成立過程で金属元素が果たす役割を解明する上で、元素の局在を明らかにすることは、真核細胞の進
化過程を解き明かす上できわめて興味深いテーマであったが一細胞中の微量にしか存在しない元素の局在を測定
することは容易ではなかった。本研究で開発したLA-ICP-MS細胞内元素イメージング法は、ミドリゾウリムシと
クロレラの細胞内共生成立過程における金属元素局在解析に応用することで、情報が限られている細胞内共生の
成立過程における金属元素の果たす役割の解明に貢献できると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞内共生は、現在でも多くの生物細胞同士で観察される現象である。ゾウリムシと近縁の原

生動物であるミドリゾウリムシは、長径約 100–200 µm ほどの細胞内に多数のクロレラを二次
共生させる能力をもつ 1)。共生クロレラは、Perialgal vacuole (PV)膜と呼ばれる宿主のリソソ
ームが融合しない共生胞に包まれており、宿主による消化から守られている。ミドリゾウリムシ
は細胞内に取込んだクロレラに栄養分や二酸化炭素を供給し、入り込んだクロレラは光合成に
より生じる糖や酸素をミドリゾウリムシに供給する相利共生の関係にある。一方で、両者はまだ
それぞれが単独で増殖できる能力を維持していることから、両者の関係が動物細胞と藻類の細
胞内共生による新しい真核細胞誕生の初期段階であると考えられている。このミドリゾウリム
シとクロレラは、培養や再共生が容易であることから細胞内共生の初期過程を解析するのに適
したモデル生物となっている。 
細胞内共生成立メカニズムに関する細胞生理学的・形態学的な知見が集積され、遺伝子発現レ

ベルでの解析が進みつつある今、次なるステップとして、共生成立過程における物質代謝と生体
物質の局在についての詳細を定量的かつ視覚的に理解したいという要求が生じる。先行研究で
得られた知見に基づくと、特に、酸化還元や抗酸化に関わるタンパク質の活性中心となる金属元
素が、細胞内共生成立過程において細胞内で重要な役割を果たしているものと推測されたが、そ
の細胞内局在や機能の詳細は未解明であった。 
 
２．研究の目的 
ミトコンドリアや葉緑体といったオルガネラを生み出した細胞内共生は、細胞の中に細胞が

共生することにより新たな機能と構造を獲得する機会を生物にもたらす細胞進化の大きな原動
力となっている。真核細胞の進化過程を解き明かす上で、細胞共生がどのように成立し、維持さ
れているのかを分子レベルで詳細に理解することが求められる。ミドリゾウリムシとクロレラ
の共生メカニズムの解析の先行研究から酸化還元や抗酸化に関わるタンパク質の活性中心とな
る金属元素が、細胞内共生成立過程において細胞内で重要な役割を果たしているものと推測さ
れる。本課題では、細胞内共生成立過程における元素挙動解析への応用を視野に、先端的多元素
同時マイクロイメージング質量顕微鏡法による細胞内元素マッピング解析技術基盤の構築に取
り組んだ。 
 
３．研究の方法 
 一般に、生体試料中の多元素同時定量は、誘導
結合プラズマ(ICP)発光分光光度計（ICP-AES）
や同質量分析計(ICP-MS)により行われる。これ
らの手法は高感度かつ迅速に生体内金属元素の
網羅的な元素プロファイルを得る（メタロミク
ス）手段としてはきわめて有効である。しかし、
測定には試料を溶液化前処理する必要がある為
に、元素の細胞内局在に関する情報が失われてし
まうという問題を抱えている。一方で、水分を多
く含む生体試料の元素含量を前処理なしに局在
的に捉えるためには、レーザー光の制御により微
小域(2 μm～)の試料の微粒子化が可能なレーザーアブレーション(LA)と ICP-MS を組み合わせ
た LA-ICP-MS 法が実用的な方法といえる。本研究では、四重極型 ICP-MS (iCAPQc, Thermo 
Fisher Scientific)に接続した ArF エキシマレーザー（スポット径 2 μm）を装備したアブレーシ
ョン（LA）装置（NWR193, ESI）に試料を導入した後に、試料上をレーザー光で走査して、元
素シグナルを連続して取得した（図 1）。レーザー走査中に取得される LA-ICP-MS の連続デー
タから二次元マッピングイメージの再構成には、iQuant2 2)を用いた。LA-ICP-MS 細胞内金属
元素イメージング法を新たにミドリゾウリムシとクロレラの細胞内共生成立過程における金属
元素局在解析に適用した。 
 
４．研究成果 
細胞内の主要元素を測定する際の、レーザー

アブレーション用の専用試料台表面への細胞の
整列化技術について検討した。従来、細胞を試
料台に細胞を積載すると、無秩序に固定化され
るため、連続して細胞を分析することが困難で
あった。そこで、多数の細胞を 1 細胞ずつに分
画、整列させる新規なマイクロデバイスを新規
に作製し、レーザーアブレーション誘導結合プ
ラズマ質量分析計(LA-ICP-MS)を用いてマイ
クロデバイス上に配列させた細胞試料中の多元素同時検出を試みた。清浄なシリコンウェハー
上にリゾグラフィ技術により細胞をトラップする微細構造を構築し、専用アプリケーターを用
いることで細胞を試料台上に効率よく整列させることに成功した(図 2)。 

図 1  LA-ICP-MS の構成スキーム 
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図 2  LA-ICP-MS 用細胞トラッピンデバイス 



ミドリゾウリムシの細胞培養液を試料ステ
ージに導入して、超純水で水洗した後に、風
乾して細胞を固定したものを分析試料とし
た。ミドリゾウリムシ細胞中のリン、マグネ
シウムおよび亜鉛の元素局在情報を 2 μm 分
解能で取得を試みたところ、マグネシウムが
細胞内に一様に分布し、またリンが核に高濃
度で存在する様子のイメージの取得に成功し
た（図 3）。さらに、亜鉛は細胞内で数 µm の
多数の顆粒として存在することが示唆され
た。 
これまで、細胞内共生成立過程で金属元素

が果たす役割を解明する上で、元素の局在を
明らかにすることは、真核細胞の進化過程を
解き明かす上できわめて興味深いテーマであったが一細胞中の微量にしか存在しない元素の局
在を測定することは容易ではなかった。本研究で開発した LA-ICP-MS 細胞内元素イメージング
法は、ミドリゾウリムシとクロレラの細胞内共生成立過程における金属元素局在解析に応用す
ることで、情報が限られている細胞内共生の成立過程における金属元素の果たす役割の解明に
貢献できると期待される。 
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