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研究成果の概要（和文）：糖質など細胞内小分子の可視化は、より大きな分子の蛍光物質などのラベルより、本
来機能が失われることが多いことから、一般に困難である。本研究では、物質の最小単位である１原子をラベル
した糖質を細胞に取り込ませ、独自に開発したシンクロトロンX線顕微鏡(SXFM)より、糖質の細胞内可視化に至
った。また、細胞内糖質はホルマリン固定より90%近く失われてしまうことから、瞬間凍結乾燥法を開発した。
最終年は装置に改善を加えることで、極力非破壊的で自然に近い、細胞内糖質の観察を目指した。今後、感染拡
大により閉鎖していた放射光施設の再開を待ち、代謝抑制剤による糖質の細胞内変動を観察し、本法の有用性に
ついて発表する。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to visualize intracellular sugar and the derivatives. 
Generally, imaging small molecules in cells is complicated due to hard labeling to see without 
alternations of cellular functions. We labelled a single element with a glucose and apply it for 
cells. After cellular uptake, signals from the labeled element were obtained by our developed 
synchrotron X-ray fluorescence microscopy (SXFM). Although we could obtain the cellular distribution
 of the labeled glucose, over 90% of glucose was lost due to paraformaldehyde fixation. We then 
established a flash freezing & drying method that can keep cellular component including glucose as 
close to nature as possible. Now, we are waiting for the use of synchrotron facility after the 
pandemic infection. Once it is opened, we will finalize this study and publishing to show the 
possibility of a single element labeling combined with synchrotron X-ray fluorescence microscopy for
 intracellular sugar derivatives.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖質など細胞内小分子の可視化は、一般に困難である。小分子は、より大きな分子の抗体や蛍光物質によるラベ
ル化より、本来機能が失われることが多く、一方、ラベルしない方法（質量分析法など）では、分解能が十分得
られない。そこで本研究では、物質の最小単位である１原子をラベルした糖質を細胞に取り込ませ、独自に開発
した蛍光X線顕微鏡(SXFM)より、糖質の細胞内可視化に至った。本研究グループは、これまでに脂肪酸小分子の
細胞内可視化にも成功している。糖質や脂肪酸の細胞内代謝の可視化法を提案することで、健康や病気予防に貢
献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



1.   研究開発当初の背景	
 
①	
 糖質など細胞内小分子の可視化は、より大きな分子である蛍光物質などのラベルより、

本来機能が失われることが多いことから、一
般に困難とされている。	
 

②	
 ラベルを伴わない質量分析顕微鏡装置などの
分解能は、１細胞内を観察するには十分とは
言えない。	
 

③	
 本研究グループで、独自に開発したシンクロ
トロン X 線顕微鏡(SXFM)の分解能はミトコン
ドリアレベルである(文献 1-10)。	
 	
 

④	
 また、本研究グループでは、物質の最小単位で
ある１原子ラベルした脂肪酸を細胞に取り込
ませ、SXFM より脂肪酸の細胞内可視化に成功
している(文献 3、図参照)。	
 

2.   研究の目的	
 
本研究では、１原子ラベルした糖質を細胞内に取り込ま
せ、独自に開発したシンクロトロン X 線顕微鏡(SXFM)よ
り細胞内糖質および代謝産物の細胞内での高分解可視化
を目標とした。	
 
3.   研究方法	
 
(1)  １原子ラベル糖質の合成：細胞内には殆ど存在しない元素、且つ直接ラベル可能なハロゲン、
蛍光 X線が 15Kev 以下で検出可能な Br を選択し、Glucose にラベルした(以下、BrDG と称す
る。研究協力者：北大鈴木）。	
 

(2)  培養細胞での毒性機能試験を行う（研究協力者：久留米大豊田）。	
 
(3)  シンクロトロン蛍光 X線解析：	
 SXFM での細胞内高分解 Br マッピングを行う	
 (協力研究者：
阪大松山)。	
 

(4)  BrDG の検証として、細胞処理方法による Br 量を ICP-MS で測定する。	
 
(5)  BrDG の代謝を明らかにするために、細胞塊より質量分析を行う。	
 
(6)  細胞代謝阻害剤存在下での、ラベル脂肪酸、ラベル糖質の細胞内分布を明らかにする。	
 
	
 
4.   研究成果	
 
(1)  グルコース Br ラベル体の合成(北大鈴木)：グル
コース C-2 の位置の水酸基が Br に置き変わった
BrDG を合成した。第一に、細胞内に取り込み能、
毒性試験を行った。酸素消費量を基準に、
2DG>FDG>BrDG の順に代謝抑制が認められ、医療
用 PET	
 CT で使用される FDG 同様、比較的短時間
内処置での可視化は可能と考えた。次に、BrDG の
SXFM を用いた可視化を行った(代表志村、阪大松
山)。BrDG	
 25mM,および 50mM,２hr 処置後の細胞
像では、Br が細胞核に集積する傾向が認められ
た（図参照）。	
 

(2)  コントロール細胞では Br のシグナルはバックグ
ラウンド程度であったことから、BrDG が細胞内
に取り込まれ、核内に局在することが示唆され
た。しかしながら、BrDG の過剰投与から、シグナ
ルは saturation 気味となり、詳細の観察は困難
であった。そこで投与量と時間を調整し、5.6	
 
mM,15min 処置後では、細胞核内に島状に Br シグ
ナルが認められた（投稿中）。特に、リン(P)が高
濃度に認められる領域(核小体と推測)と共局在する傾向が認められた。この BrDG の局在傾
向は、上述(図)の Br 脂肪酸とは全く対照的である。また、グルコースの核内局在は、過去
の論文報告とも一致する。特記すべき点として、核移行ペプチドやトランスポーター類に匹
敵するスピードで、核内移行することは驚きであり、今後の機序解明が期待される。	
 



(3)  一方、パラホルムアルデヒト(PFA)固定前後で
90%の Br が失われていることが、細胞内 Br 定量
より明らかとなった（図参照）。従って、固定処
置後、SXFM で観察している Br は、BrDG が蛋白質
や核酸と結合した比較的不溶性の画分と推測さ
れる。	
 

(4)  そこで昨年度より、できるだけ自然に近い状態で
の観察を可能にする瞬間凍結乾燥装置(FFFD)の
開発を進めた（図参照）。本研究では、FFFD の設
計から行った。これまでに、FFFD より、詳細な細
胞突起などの形状を失うことなく、SXFM でのイ
メーイングが可能となった。また、SXFM では元素を可視化するため、余剰な最終溶液（塩類
元素）を極限まで減少させることが望ましい。最終溶液は 15nL 程度までに減らす一方で、
DMSO を添加することで劇的に乾燥を改善し、操作時間が延長できるようになっている。	
 

(5)  最終年度では、FFFD の改善を行
った。実は、FFFD の成功率は 10%
と低い。電顕で頻用されている
基板は、金属製(銅、モリブデン
等)に対して、微量元素を測定す
る蛍光 X線解析では、SiN や高分
子膜を使用する。金属と比べる
と熱伝導率は悪いことから、成
功率の低さは、概して温度制御
の難しさから派生していた。具
体的には、1)	
 瞬間凍結時の液体
プロパンの過冷却による凍結、
２）試料や基板のひび割れや破
壊、３）凍結乾燥装置への移行時
や、4)真空前の温度上昇による
試料の結晶化が考えられた。そ
こで、以下のような改善を行った。1)冷蔵庫内で瞬間凍結を行うことで、外気温に影響せず
に液体プロパン温度を安定に維持、2)試料基板の膜厚を 200nm から 270nm に、面積を 1mm 四
方から 0.5mm 四方に変更し、基板強度や熱伝導率を改善、3)細胞基板とホルダーを可撤性の
一体設計に変更し、ホルダー毎、速やかに凍結乾燥装置へ移動できるようにした。４）凍結
乾燥装置の出力を増大し、真空までの時間を短縮、液体窒素槽の設計より、凍結状態を維持
できるよう改良した。以上より、予備的実験では、FFFD の成功率は改善、細胞の微細構造や
脂肪酸分布では脂肪滴の観察が可能となり、より自然に近い状態を温存する傾向が見られた。	
 

(6)  予定していた本実験は、COVID-19 感染拡大後の研究自粛や SPring-8 の閉館により、実現に
至っていない。再開後、速やかに本実験での FFFD の評価を SXFM により行い、細胞内糖質の
可視化を確立する。また、脂質と糖質の二重可視化や、各代謝抑制試薬による細胞内局在変
動の観察に展開し、ラベル糖質の代謝プローブとしての可能性について、論文や学会発表を
行う。	
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