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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内のミトコンドリアに局在する代謝物の網羅的解析を1細胞レベル
で実現するため、細胞内のミトコンドリアを選択的に採取するためのナノスプレーチップの開発と蛍光顕微鏡に
よるミトコンドリア選択的サンプリング法の開発、チップ内誘導体化によるミトコンドリア中の微量代謝物の高
感度質量分析法を開発した。さらに、これらの方法をがん細胞ミトコンドリア分析に適用し、がん細胞に特徴的
な代謝物プロファイルを解析した。

研究成果の概要（英文）：In this study, to metabolomics in mitochondria at the single-cell level, we 
developed a nanospray tip and sampling method for collecting intracellular mitochondria under the 
fluorescence microscope observation. We also developed a highly sensitive MS analysis method for a 
trace amount of metabolites in single-cell mitochondria by in-tip derivatization. These methods were
 applied to a single cancer cell mitochondrial metabolomics to analyze the metabolic profile of 
cancer cells specifically.

研究分野： 分析化学

キーワード： ミトコンドリア　メタボロミクス　質量分析　１細胞分析　誘導体化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、生命活動に重要な役割を担うミトコンドリアの詳細な機能解明のため、細胞内のミトコンドリアの
みを選択的にサンプリングして質量分析を行うことが可能な分析法の開発を目的としている。本方法の実現によ
り、これまでの大量細胞分析では難しかったミトコンドリア内の代謝動態を調べることができ、がんなどの疾患
メカニズム解明や治療法開発につなげることが可能となる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）多細胞を用いる従来型メタボロミクスの問題点 
生体に存在するアミノ酸や脂質などの代謝物は様々な種類が存在し、これらが反応・代謝さ

れる過程を示した詳細な代謝マップも作成され、生命現象に関する代謝物の役割も明らかにな
ってきた。しかし、大量の細胞や組織をすりつぶして行う従来型メタボロミクスでは代謝物や
代謝反応の細胞内位置情報が失われてしまう。詳細な細胞現象メカニズムの解明には、代謝物
が細胞内の何処に存在し、どのように代謝されるかを調べることが重要である。そこで代謝物
の細胞内局在がわかる新規メタボロミクスの開発が必要となる。 
 
（２）単一生細胞ダイレクト質量分析法の開発 
私たちはこれまでの研究で、生きている細胞を顕微鏡観察しながら細胞内成分を先端口径 2

μm ほどの金属コーティングしたガラスキャピラリー（ナノスプレーチップ）に採取し、その
まま質量分析することで、細胞質や液胞などの細胞内小器官に存在する代謝物を検出すること
に世界で初めて成功した(1)。この方法は植物１細胞分析にも応用され、様々なアプリケーショ
ンを開発してきた(1,2)。しかし現状では、細胞内代謝物の採取量の調節が難しく熟練した操作が
必要であり、質量分析結果のばらつきも大きいため、得られたデータから代謝物の定性的はで
きても定量的な議論を行うのは難しかった。そこで誰もが簡便に定量分析できる、サンプリン
グ方法及び質量分析イオン化法の新規開発が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
ミトコンドリアは細胞にとって必要不可欠なエネルギー源である ATP の合成に加え、脂質の

酸化やイオンの調節、細胞周期やアポトーシスの調節など、細胞の制御や、生命の維持や生命
現象の発現に非常に重要な役割を担っている。ミトコンドリアの機能や細胞現象メカニズムを
解明するうえで、ミトコンドリア内の代謝物局在やその動態を詳細に調べることによって遺伝
子解析では分らない新たな代謝経路や機能が解明される可能性がある。 
本研究では、細胞内に存在するミトコンドリア部位を選択的に採取し、質量分析することに

より、ミトコンドリアに存在する代謝物を網羅的に検出する。さらに細胞の状態を定量的に評
価し細胞現象発現等の判断するために、ミトコンドリア内の TCA サイクル、ATP などのエネ
ルギー関連分子などの主要代謝物について高感度かつ定量的な分析が可能なミトコンドリアメ
タボロミクス（ミトコンドリオミクス）を実現する。さらに本手法を用いてがん細胞ミトコン
ドリオミクスに適用し、がん細胞の主要代謝物の詳細な代謝動態を解明し、病態解明や治療法
や診断法の開発へと繋げる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）細胞内ミトコンドリアの高精度選択的サンプリング法の開発 
細胞内のミトコンドリア部位をナノスプレーチップで正確に採取するために、ミトコンドリ

ア部位を選択的に蛍光染色するとともに質量分析でも検出されてミトコンドリア採取のマーカ
ー及び内部標準となるプローブを開発する。さらに現在使用しているナノスプレーチップやサ
ンプリング方法を改良し、ミトコンドリア部位のみを細胞質など他の細胞内成分が混入するこ
と無く採取する方法を開発する。 
 

（２）ミトコンドリア成分の高感度・高精度質量分析法の開発 
１細胞から採取したミトコンドリアに存在する微量成分を高感度で質量分析するために、カ

チオン性官能基を有する誘導体化試薬を用いて、ナノスプレーチップ内で直接誘導体化して測
定するための誘導体化イオン化法を開発する。 
 
（３）がん細胞ミトコンドリオミクスへの適用 
がんモデル細胞のミトコンドリアを採取して質量分析することでミトコンドリア局在代謝物

を検出・同定する。 
 
４．研究成果 
（１）細胞内ミトコンドリアの高精度選択的サンプリング法の開発 
これまでの研究で作製した、ミトコンドリア局在光反応プローブを用いた代謝物分析の有用

性を検証した。培養細胞に本プローブを投与し、蛍光顕微鏡観察によりミトコンドリアへの移
行を確認後、UVA を照射することでプローブとミトコンドリア代謝物を反応させた。これらの
細胞抽出液を従来法である LC/MS/MS 分析した結果、ピークの m/z 値と MS/MS フラグメントから
プローブが結合したと考えられるピークが 3,000 本ほど検出された。これらの中には、α-ケト
グルタル酸やユビキノンなどの TCA 回路関連の代謝物が含まれていることから、本プローブに
おけるミトコンドリア代謝物分析の有用性が示された。 
蛍光顕微鏡を用いて蛍光染色した細胞内の特定部位をサンプリングするため、先端口径 2～3

㎛のナノスプレーチップを用い、ヒト肝臓がん細胞（HepG2）内のミトコンドリアなどの特定部



位の選択的サンプリング法の検討を行った。さらに採取した細胞成分をナノスプレーチップ内
で可溶化させるために、可溶化法およびイオン化溶媒への抽出条件の検討を行った。これらの
結果、15㎛ほどの大きさの細胞であればミトコンドリア部位をサンプリングし、再現性良くミ
トコンドリア成分をイオン化・質量分析することができるようになった。 
また、薬剤を投与してホスホリピドーシスを誘導した細胞に生成された脂肪滴を蛍光染色し、

本方法により脂肪滴のみを採取して質量分析した結果、投与した薬剤の未変化体と代謝物が脂
肪滴に局在していることが明らかとなった(3)。これらの結果から本方法により細胞内の特定部
位のサンプリングが可能であることが示された。 
 
（２）ミトコンドリア成分の高感度・高精度質量分析法の開発、がん細胞ミトコンドリオミク
スへの適用 
細胞内の微量代謝物を高感度かつ高精度に質量分析するために、夾雑イオンによるイオン化

効率の低下やサンプル間のデータのばらつきへの影響について検討した結果、ナトリウムなど
の塩に対するイオン化抑制による感度低下やデータのばらつきを防ぐためには、ナノエレクト
ロスプレーイオン化を用いることに加え、複数の安定同位体標識体を内標準物質によりデータ
の正規化を行うことが有用であることを見出した。 
ミトコンドリア内の主要代謝物である TAC 回路上の有機酸を高感度分析するために、これら

の代謝物のカルボキシ基に対してカチオン性の官能基を持つ誘導体化試薬と反応させ、ポジテ
ィブイオンモードで高感度に質量分析するための方法を開発した。本方法を 1細胞質量分析に
適用した結果、誘導体化によって 100 倍以上の高感度化を達成した。さらにがんおよび正常細
胞を用いて検出された代謝物を比較したところ、両細胞間で特徴的なピークパターンが確認さ
れたことから、がん化することによりミトコンドリアの代謝状態が変化することが示唆された。 
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