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研究成果の概要： 
一つの細胞を顕微鏡で観察しながらガラス製のナノスプレーチップを突き刺して内容物を取り

出し、質量分析計で分子プロフィールを取得し、変化した分子を捉える方法（Live Single Cell 
Mass Spectrometry）を開発した。この方法を用いて、様々な種類の細胞、細胞周期の違いや、

幹細胞からの分化の過程、投与した薬物の代謝変化などの分子プロフィールの違いを見分ける

ことができ、変化分子の同定も行えることを示した。 
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１．研究開始当初の背景 

生命現象の分子解析は、現象の観察された
時点と検体回収の時点の間に時間のずれが
ないことが望ましい。しかし、刺激により誘
導される現象を解析する際には、現象を顕微
鏡で確認し、その後に細胞の集団として検体
を回収する、あるいは他の手法で決定した時
間軸に沿って検体を回収する手法がとられ
ているため、観察時点と回収時点の時間のず
れが生じる。これに加え、刺激誘導される現
象は短時間で進行するため検体の同調性が
低く、偏差の大きなデータになり易い。即ち、

観察と同時に観察下の一つの細胞を回収し、
分子の挙動を分析できる技術が求められて
いる。我々が開発したビデオマススコープ法
は、ビデオ顕微鏡観察下で細胞が分泌する低
分子をオンタイムで測定する手法である。本
法では、顕微鏡で観察を行いながらマニピュ
レータを用いて培養液サンプルを吸い取り、
ナノスプレーチップ中にレジンを詰めて作
成したカラムを用いて脱塩・濃縮を行い、チ
ップをそのまま質量分析計にかけて解析を
行うため、顕微鏡下で観察される現象と質量
分析結果の同時性を高いレベルで達成した。
我々はこの手法をさらに発展させ、細胞の内
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容物を直接回収し、ある現象が観察された瞬
間の分子を観察できるのではと考えた。 

 
２．研究の目的 

ビデオ顕微鏡観察下の一つの細胞を回収
し質量分析を行うことができれば、従来行わ
れてきた多量の細胞を用いた解析手法に比
べ、標的とする現象と分子分析結果の同時性
を高めることができ、また一般的な非同調の
検体の平均値として得られる結果に比べ鋭
敏な結果を得ることができると考えられる。
一つの細胞を顕微鏡観察下で回収し、質量分
析を行う装置の作成を目的とした。一般的な
生体試料分析の手順を想定し、前処理を行う
ことのできる吸入用のガラスカラム、分離検
出用のナノスプレーチップ、オンライン分析
の各ステップを新規に構築することを試み
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞吸入型前処理カラムの開発 

顕微鏡観察下で、一つの細胞を直接吸い
取り、速やかに細胞破砕・脱塩を行う使い
捨てカラムを作成した。吸い取るガラスキ
ャピラリー内に破砕状シリカゲルを詰め、
続いて細胞内の低分子を除去するために
ゲルろ過樹脂をパックする。このキャピラ
リーカラムをポンプで引くことにより、細
胞が破砕され、続いて脱塩および低分子の
除去が行われた抽出液を回収することが
可能となると考えられた。 

(2) モノリス充填ナノスプレーチップの開発 
ガラスキャピラリー内にシリカモノリ

スを形成させ、加熱して引きナノスプレー
チップを作成した。これに表面処理（C18
鎖修飾及びエンドキャッピング）を行い、
蛋白質の逆層分離に適切なチップとした。
あるいは、アミノ基リンカーを用いてチッ
プ内面にプロテアーゼ、抗体等を結合させ
た。解析の用途に応じて、蛋白質の粗精製、
カラム内蛋白質消化あるいはアフィニテ
ィー精製の機能をもつナノスプレーチッ
プができると考えられた。 

(3) ナノスプレーチップによる細胞直接吸入 
前処理や分離が機能しないことを想定

し、ナノスプレーチップを用いた直接吸入、
直接分析系の構築も試みた。ナノスプレー
チップの作成条件を検討し、形状や口径に
ついて検討を行った。またイオン化溶媒に
ついても検討し最適な条件を設定した。設
定した条件を用いて、細胞分析を行い様々
な用途に使用できることを確認した。 

(4) ナノスプレー分離によるオンタイム解析
システムの構築 
前処理カラム、ナノスプレーチップをポ

ンプを介して接続し、細胞吸い取り・破
砕・脱塩、さらにナノスプレーチップへの
導入・洗浄、チップから溶出しイオン化－
ＭＳへの導入、の連続したシステム構築を
試みた。 

 
４．研究成果 

(1) 細胞吸入型前処理カラムの開発 
破砕シリカゲル粒子を先端に充填しグ

ラスウールを封入したガラスキャピラリ
ーを試料採取用カラムとして作成し顕微
鏡下で一細胞の回収を試みたが、細胞成分
が破砕されること無く先端部に詰まる、ま
た先端径を大きくすると(100μm)培地成
分が混入するなど細胞破砕・回収には不適
であった。先端を細くした中空のガラス針
を用いたところ、培地をほとんど吸い上げ
ることなく細胞内容物を効率よく回収す
ることができた。 

(2) 細胞吸入用ナノスプレーチップの作成と
最適化 

予め金コーティングしてあるナノスプ
レーチップ（先端径１マイクロメートル以
下）をマイクロマニピュレーターに取り付
けて一つの細胞を刺し内容物を吸い上げ
た。イオン化溶媒を添加した後、そのまま
質量分析装
置に取り付
け、質量分
析を行った
ところ、得
られた質量
スペクトル
に細胞由来
のピークが
観察された。 

細い先端径のチップでは再現性良く細
胞シグナルが得られないため、チップ作成
機の設定を変えて多種のチップを作成し、
それぞれ細胞を吸い
上げて質量スペクト
ルを取得し、口径お
よび形状を最適化し
た。また、金コーテ
ィングによる導電性
処理に重ねてシラン
による撥水性処理を

一細胞質量スペクトル 



したナノスプレーチップを作成したとこ
ろ、スムーズに細胞質を吸引でき、安定し
たスプレーが形成されることがわかった。 

(3) ナノスプレーチップ内でのシリカモノリ
スの作成 
ガラス針の内部にシリカモノリス作成

溶液を詰めて重合させた。シリカモノリス
の形成は確認できたが、重合後の構造萎縮
のためチップの内壁から剥離したため、先
端部のみのモノリス構造とした。このチッ
プを用いて細
胞吸入を試み
たが、非常に
詰まり易く安
定したシグナ
ルを得ること
ができなかっ
た。 

(4) 細胞吸入用ナノスプレーを用いた一細胞
質量分析による細胞分子解析 
最適化したナノスプレーにより得られ

た一細胞質量スペクトルの特異性を検討
するため、それぞれ異なった種類の細胞の
内容物を吸い上げて取得したスペクトル
を比較した。質量スペクトルからピーク抽
出を行い、質量電荷比毎に各スペクトルの
ピークを整列させ、主成分分析を行ったと
ころ、細胞種ごとに質量スペクトルが集団
を形成したことから、この方法で得られた
質量スペクトルはある状態の細胞に特徴
的な分子プロフィールを含んでいると考
えられた。 

また同様に細胞周期の分布も分類できる
ことが分かった。 

この方法が多能性幹細胞の分化を追跡
できるか検討するため、レチノイン酸によ
る胚性癌細胞 P19 の分化過程を追跡した。
レチノイン酸刺激により、一部が神経幹細
胞様の丸い形態に変化し、つづいて時間の
経過にともない軸索を伸ばしたニューロ
ン様の形態を持つ細胞、多くの仮足を伸ば

した細胞や平坦な敷石状の細胞などいく
つかの異なる形態をもつ細胞に変化した。 
各々の形態をもつ細胞を標的として１細
胞質量分析を行った。 
それぞれの形態の細胞に特徴的なピーク
を抽出するため t 検定を用いて比較したと
ころ、分化および未分化細胞の各々に特徴
的な質量ピークが認められた。 
ニューロン様細胞特異的なピークのうち

m/z 102.09, に
ついて、MS/MS
結 果 か ら
betaine aldehyde であることが分かった。
glycine 代謝経路のほかの分子についても
精査したところ、betaine aldehyde からは
じまりglycineに至る5つの分子について、
ニューロン様細胞での増加が認められた。 

(5) オンタイム分離分析系確立の試み 
ナノスプレーチップ先端にトラップし

た細胞内分子をチップ後部よりの送液に
より分離溶出を試みたが、チップ内に ODS
処理などを施しても、良好な分離条件や高
感度化を見出すことができなかった。 

 
以上から、我々は最適化されたナノスプレ

ーチップを用いた一細胞質量分析法が細胞
の表現形を特徴付ける分子検出に有効であ
ることを世界ではじめて見出し、”Live 
Single Cell Mass Spectrometry”と名づけ、
論文・学会発表を行い、現在様々な実験系へ

主成分分析による一細胞質量スペクトルの分類 
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の適用を試みている。 
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