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研究成果の概要（和文）： 
 植物の細胞膨圧、浸透圧、水ポテンシャルをプレッシャープローブで計測した後、細胞溶液
を前処理無しにそのまま探針エレクトロスプレーイオン化質量分析により解析することで、リ
アルタイムでの細胞分子情報を獲得することを目指した。プレッシャープローブのシリコンオ
イルにエンジンオイル添加物を混合させた結果、生きた植物細胞を用いた場合でも、プレッシ
ャープローブで採集した細胞溶液のイオン化に成功し、細胞代謝物質の質量分析を可能とした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   A cell pressure probe measures cell turgor of plants, and can extract cell solution 
directly from actively growing plants.  The pressure probe technique and the probe 
electrospray ionization (PESI) mass spectrometry (MS) can be combined together in order 
to analyze cell molecular components in intact growing crops.  When a small amount of 
engine oil additives was mixed with silicon oil in the pressure probe, ionization of cell 
metabolites was successfully conducted for MS analyses.  By using physiological 
molecular information, environmental conditions can be adjusted optimally to grow crops 
in plant growth factories. 
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１．研究開始当初の背景 
質量分析の分野では、2002 年度のノーベ

ル化学賞が田中耕一、John B. Fenn に授与
されたことに象徴されるようにタンパク質

を始めとして、糖質、核酸、脂質などの生体
高分子が分析できるようになり、人工ポリマ
ーまで分析対象が広がっている。質量分析は
精製された純品の物質を分析するのが一般
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的であったが、近年、国外では DESI の開発
により、実試料の非破壊分析ができるように
なってきた（Takats, Z. et al. Science 2004, 
306, 471-473.）。しかしながら、DESI はサ
ンプル表面にある物質しか分析対象になら
ず、またイオン化されやすい分子に限定され
るので、生体内部情報の非破壊計測はできな
い。山梨大学の平岡賢三は探針エレクトロス
プレーを開発し（第 55 回質量分析総合討論
会（2007）3P-03-A03）、細胞等の生体組織
を鋭いステンレス針で刺した後、針先端に付
着した分子をイオン化する方法で、細胞の分
子イメージングを開発した。例えば、探針エ
レクトロスプレーを用いれば、試料の調製な
しで、バナナの解糖過程の経時変化、オレン
ジのプロフィールイメージング、マウスの脳
や肝臓の直接測定、イクラ、ヒト尿、ヒトの
血液など、実試料に対して、強いイオンシグ
ナルでマススペクトルが得られることを見
出している。この成果は、従来のキャピラリ
ーを用いる際の目詰まりなどの問題がなく、
また必要とされる試料採取量がナノエレク
トロスプレーの報告値、数 10 ナノリットル
(nL)(Shiea, 2006)の 100 分の１以下、即ち、
ピコリットル(pL)以下である点で画期的であ
る。しかも、一回の試料採取とそれに続くエ
レクトロスプレーで、数 10 アットモル
(amol)程度の試料が十分強いマススペクトル
のシグナルを与えることが明らかとなって
いる。 
植物の細胞膨圧の計測法は、プレッシャー

プローブで確立している。細いキャピラリー
を直接細胞に刺し、細胞内の圧力を計測し、
その直後に、細胞内溶液をキャピラリーで吸
い取り、細胞溶液の浸透圧を計測することが
可能である（野並浩「植物水分生理学」（2001）
養賢堂、pp263）。また、細胞膨圧変化と体積
変化から、細胞壁の弾性率を求めることが可
能であり、膨圧の緩和時間から、細胞膜の水
透過率を求めることも可能である。特徴とし
て、プレッシャープローブは生きた植物をほ
とんど破壊することなく水分状態計測でき
る計測器である。もし、探針エレクトロスプ
レーとプレッシャープローブを併用するシ
ステムが開発されれば、植物においての“分
子情報”と“細胞生理情報”を同時に獲得す
ることが可能となる。このような 2 つの異な
る微量計測法を融合することで質量分析に
技術革新を起こすことを意図したことが背
景にある。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、プレッシャープローブで採集し

た細胞溶液を探針エレクトロスプレーによ
り直接質量分析するシステムを開発し、植物
工場において植物生理情報を制御要素とし

て農業環境制御を行うスピーキング・プラン
ト・アプローチ(Speaking Plant Approach)
（SPA）法と直結するナノ・プレシジョン・
ア グ リ カ ル チ ャ ー （ Nano-Precision 
Agriculture）（ナノ精度農業）を創成するこ
とを目的としている。 

前処理なしでのサンプルの直接質量分析
はこれまで行われておらず、探針エレクトロ
ス プ レ ー （ PESI: Probe Electrospray 
Ionization）は混合物でのイオン化を可能に
する。植物細胞膨圧を計測しながら、細胞壁
にナノメートルオーダーの探針を突き刺し、
細胞壁の成分を取り出すことができると、細
胞壁の中に分子が組み込まれる状態が解明
でき、植物の生理情報を作物をほとんど破壊
することなく検出することが可能となるは
ずである。 
 したがって、細胞膨圧、浸透圧、水ポテン
シャルなどの物理的計測と、ナノメートルオ
ーダーの細胞操作による化学分析を組み合
わせることで、細胞分子情報を獲得し、SPA
法によりエネルギー効率の高く、高品質の農
産物を生産することができる新世代の植物
工場を創成することを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 

具体的には、非破壊植物から細胞溶液を採
集した上に、サブ－ピコリットルレベルで給
液量を調整できるプレッシャープローブに
改良し、探針エレクトロスプレーと組み合わ
せた装置を開発して、植物の細胞分子情報を
獲得することを計画している。 
植物細胞から採取した試料液をプレッシ

ャープローブ先端から押し出して、これを探
針と接触させてサンプリングし、エレクトロ
スプレーすることによって試料液の質量分
析を行う装置を製作し、栽培している植物か
ら採集した細胞溶液を質量分析する。 
 分担者の平岡賢三は、探針エレクトロスプ
レーを開発し、国際特許申請中である。鋭い
探針を数ないし数 10Hz で上下運動させ、下
至点において試料と接触させて探針先端に
試料を捕捉し、上至点において、数 100-1000V 
の高電圧を探針に印加して、探針先端に捕捉
した試料をエレクトロスプレーし、生成した
気相イオンを質量分析する。 
 探針エレクトロスプレー法により、生体試
料中の糖、ペプチド、タンパク質、リン脂質
等が検出された。先端の曲率半径数 10 nm の
探針使用で、生体試料に 1 回接触させるだけ
でマススペクトルが得られ、数 10 アットモ
ル以下という超微量試料検出が可能となっ
ている（Hiraoka et al., Rapid 
Communications in Mass Spectrometry 
(2007) 21 (18), pp. 3139-3144）。 
 分担者の平岡と協働し、プレッシャープロ



 

 

ーブと探針エレクトロスプレーを組み合わ
せた装置を開発する。その際、ポスドクとし
て山梨大学博士課程修了生を雇用する。野並
はこれまでプレッシャープローブの操作、計
測法の開発、改造を手がけてきた（野並浩「植
物水分生理学」（2001）養賢堂、pp263）。通
常は、プレッシャープローブのキャピラリー
として外径１ｍｍのものを使用してきたが、
このキャピラリーに替えて、キャピラリー電
気泳動装置などに使われているナノサイズ
フューズドシリカ製キャピラリーへの代替
を行う。キャピラリー装着部を HPLC の金属
フェルトが使えるように加工し、HPLC 用フ
ェルトコネクターにプラスチックの PEEK チ
ューブを連結し、PEEK チューブを連結する
部分を圧力センサー付きセンサーチャンバ
ーに連結する。センサーチャンバーには、プ
レッシャープローブの模式図、写真（野並浩
「植物水分生理学」（2001）養賢堂、pp263）
にあるようにマイクロメーターを連結した
電動モーターが備えられたプランジャーを
動かすことができるようにし、ピコリットル
以下の溶液を正確に採取する操作を実現す
る。これは通常プレッシャープローブで行う
ことができ、精度の高い操作が可能である
（野並浩「植物水分生理学」（2001）養賢堂、
pp263）。プレッシャープローブの内部は気体
が溶存しないように工夫されたシリコンオ
イルで満たされており、プレッシャープロー
ブの先端のキャピラリー部で圧力を計測し
た後、キャピラリー内に細胞溶液をプランジ
ャーモーターで取り込む（野並浩「植物水分
生理学」（2001）養賢堂、pp263）。この採集
した細胞溶液をキャピラリーから押し出し、
これを探針で捕捉した後、探針に高電圧を印
加してエレクトロスプレーを発生させて、発
生したイオンを質量分析計で測定する。初年
度は、質量分析計に導入する前段階のプレッ
シャープローブの改造を愛媛大学にて行う。
また、改造したプレッシャープローブの機能
の確認と探針エレクトロスプレーとの結合
実験を山梨大学において行う。 
 
 
４．研究成果 
（１）研究代表者の野並を中心に、これまで
のプレッシャープローブの改造を試みた。通
常は、プレッシャープローブのキャピラリー
として外径１ｍｍのものを使用してきたが、
このキャピラリーに替えて、キャピラリー電
気泳動装置などに使われているナノサイズ
フューズドシリカ製キャピラリーへの代替
を行った。キャピラリー装着部を HPLC のフ
ェルトが使えるように加工し、HPLC 用フェル
トコネクターにプラスチックの PEEK チュー
ブを連結し、PEEK チューブを連結する部分を
圧力センサー付きセンサーチャンバーに連

結した。センサーチャンバーには、マイクロ
メーターを連結したプランジャーを動かす
ことができるようにし、ピコリットル以下の
溶液を正確に採取する操作を実現した。さら
に、プレッシャープローブの操作を精度高く
行うために、ピエゾモーターをキャピラリー
部分に装着し、ステップ進行を精密に行うこ
とを可能にした。 
（２）分担者の平岡により、探針エレクトロ
スプレーの設計および使用方法の検討がな
され、生体サンプルの計測が数多くなされた。
チューリップ鱗片組織を使っての計測を行
ったところ、プレッシャープローブを用いて
の細胞レベルでの MALDI MS 分析結果、およ
び MALDI MS での組織直接分析で得られた結
果と同等結果が探針エレクトロスプレーイ
オン化質量分析で得られ、論文として報告し
た。 
（３）各種のナノパーティクルを使用するこ
とにより、感度高い MALDI 分析が可能となっ
た。この MALDI 質量分析と探針エレクトロス
プレーイオン化質量分析は補足的な関係に
ある。探針エレクトロスプレーイオン化質量
分析では前処理を必要としないため、リアル
タイムでの分析が可能である。ミオグロビン
溶液の pＨを変更することにより、タンパク
質の立体構造を変化させる処理を行った。こ
の立体構造の変化は、アミノ酸の電荷の変化
による解離と関連しているため、探針エレク
トロスプレーイオン化における電荷の付加
状態に変化が起こる。ミオグロビンの立体構
造の変化と関連して起こる電荷付加の変化
を秒単位で計測することに成功した。タンパ
ク質を重水に入れると、タンパク質の立体構
造においてもっとも外側に面して水分子と
接している部分の水素原子が重水素原子に
置き換えられる。重水素への置換は重水への
移行処理後、時間とともに進行し、タンパク
質の立体構造に依存して も外側にどのよ
うなアミノ酸が露出しているかによって置
換速度が変化する。探針エレクトロスプレー
イオン化法を用いることで、グラミシジンを
重水に移行させた後、リアルタイムで前処理
することなく重水置換の様子を計測するこ
とが可能となり、タンパク質でどの部位のア
ミノ酸がもっとも外側にあるのか、タンパク
質の水溶液での立体構造の解析が可能とな
った。これらのことから、探針エレクトロス
プレーイオン化質量分析によるリアルタイ
ム分子計測法を確立することができた。 
（４）プレッシャープローブで生きた細胞か
ら抽出した細胞溶液を直接イオン化するた
めに、高電圧印加を試みた。プレッシャープ
ローブのキャピラリーに充填するシリコン
オイルにエンジンオイル添加物を少量混合
することによって、イオン化が促進されるこ
とが発見され、生きた細胞から取り出した細



 

 

胞溶液を直接質量分析することが可能とな
った。高電圧を印加しても、プレッシャープ
ローブの圧力センサー側には高電圧は印加
されず、プレッシャープローブの機能を妨げ
ることなく、プレッシャープローブとして連
続して細胞計測が可能であり、細胞溶液を抽
出し、そのまま質量分析計のオレフィスの入
口にイオン化した細胞代謝物を導入できる
ようになった。質量分析計に導入する前にサ
ンプルの体積を正確に計測できるため、定量
計測の可能性が出てきた。 
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