
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２２年 ５月１７日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：2008～2009 

課題番号：20790038 

研究課題名（和文）  ターゲット分子トラッピングによる 1細胞ナノ質量分析法の開発 

 

研究課題名（英文） Development of single-cell nano mass spectrometry by targeted 

molecular trapping 

研究代表者 

水野 初（HAJIME MIZUNO） 

広島大学・大学院医歯薬学総合研究科・助手 

 研究者番号：30457288 

 
 
 
研究成果の概要（和文）：1 つの細胞を顕微鏡で観察しながら、その細胞内の顆粒や細胞質など

の細胞内小器官に存在する分子をナノスプレーチップに精度良くマイクロサクションし、質量

分析による分子検出ができる、高精度ターゲットトラッピング法の開発を行った。この方法に

より、RBL-2H3 細胞内に存在するの顆粒・細胞質内に特異的に存在する分子を同定し、顆粒

内にもヒスチジンやヒスタミンの代謝経路が存在することを突き止めた。 
 
研究成果の概要（英文）：The live-single cell mass spectrometry provided us real time 
analyses of cell behavior linked with identification of cellular molecules.  In this study, we 
developed that the targeted molecular trapping method for the live single-cell mass 
spectrometry.  This method enabled us to analyze and identify the metabolites and its 
metabolic pathways even in organelle with its behavior and sub-cellular localities. 
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１．研究開始当初の背景 

これまでの生化学的手法による分子分析
では、細胞現象が観察された細胞をその細胞
集団ごとに回収して行なっていた。これでは、
すべての細胞が同時に現象を発現している
とは限らないため、分析結果も様々な状態の
細胞によって平均化されてしまう。また細胞

収集からホモジナイズなど煩雑で多段階の
前処理操作が必要となる。このように、分析
までの時間的ロスにより、ターンオーバーの
早いシグナル伝達物質のような機能分子は
検出することができない。そこで細胞現象の
分子動態を正確に追跡するためには、顕微鏡
観察による細胞観察と、同時に観察している
細胞 1 個を回収し、直接質量分析による分子



検出が可能な「ビデオマススコープ法」を開
発した。本研究ではこれをさらに発展させ、
１細胞内において特定部位のみを選択的に
トラップし質量分析による分子検出・同定が
できれば、細胞内小器官レベルでの分子分析
が可能となり、より詳細な細胞現象解明につ
ながると考えた。 
 
２．研究の目的 

詳細な細胞現象の分子メカニズム解明の
ためには、現象とリンクした細胞内の分子の
動きを捉えることが必要となる。そこで本研
究では、細胞内の狙った場所（顆粒、液胞な
どの細胞内小器官）を正確に再現性よくマイ
クロサクションできる 1細胞ターゲット分子
トラッピング法の開発と、トラップした分子
をそのままナノスプレー・イオン化して質量
分析し、分子同定ができるシステムを構築し
た。さらに検出される分子の網羅性を向上さ
せるために、ナノスプレーチップ内における
前処理・簡易分離法の開発を試みた。 
 
３．研究の方法 

＜１細胞特定分子分析のためのターゲット
分子ラッピング法の開発＞ 

1 つの細胞の狙った部位に精度よくマイク
ロサクションでき、そこに存在する分子を再
現性よくトラップできるナノスプレーチッ
プ及びその方法の開発を行った。 

（１）高精度マイクロサクション用ナノスプ
レーチップの開発 

細胞内のどの部位を狙うかにより、その
細胞内小器官などの形状や大きさが異な
ってくるため、それぞれに合わせたナノス
プレーの先端口径の最適化を行った。 

（２）オンチップ前処理･分離法の開発 
本方法による分子検出は、主にアミノ酸

やその代謝物などの低分子化合物が主で
あったが、分子の網羅性向上のため、細胞
サンプリング後にチップ内での前処理・簡
易分離法について検討した。 

 
（３）ナノチップ電気泳動法の開発 

細胞内に存在するイオン性分子を選択
的にチップ内にトラップするために、キャ
ピラリー電気泳動の原理を用いたシステ
ムの構築を試みた。またこの時に細胞にあ
まり負荷がかからないような条件を検討
した。 

 
＜アレルギーの原因となるマスト細胞脱顆
粒反応発現メカニズムの解明＞： 

上記で構築させた方法を用い、ラットマス
ト細胞モデル（RBL-2H3）における脱顆粒反

応時の分子動態分析を行なった。 
 
（４）顆粒・細胞質内分子探索およびMS/MS
データストック作成 

RBL-2H3 細胞内の顆粒や細胞質に特異
的に存在する分子を調べるため、本研究で
開発したターゲット分子トラッピングに
よってそれぞれの部位をトラップし、質量
分析による分子探索・同定を行った。さら
にこれらの分子の MS/MS フラグメントパ
ターンを集めた RBL-2H3 細胞内分子デー
タストックを作成した。 

 
（５）脱顆粒反応における顆粒・細胞質成分
の経時的変動分析 

ラットマスト細胞 RBL-2H3 を顕微鏡観
察下でカルシウムイオノフォア A23187 に
よる刺激を与え、脱顆粒反応を引き起こす。
このとき刺激前後の顆粒・細胞質内の分子
をそれぞれトラップし、変動分子の探索を
行った。 

 
４．研究成果 
 
（１）高精度マイクロサクション用ナノスプ
レーチップの開発 

マイクロサクションに用いるナノスプレ
ーチップの形状や口径を最適化し、1 つの細
胞（大きさ約 10μm）から顆粒などの特定部
位（約 1~3μm）を精度良くマイクロサクシ
ョンできるチップの開発を行った。その結果、
RBL-2H3 細胞内の顆粒や細胞質のみを選択
的にトラップするためにはチップの先端口
径 2μm が最適で
あることを見出し
た。さらに各サン
プルにおける測定
結果のばらつきを
抑えるためにチッ
プの先端形状のば
らつきを厳密に抑
えたチップを開発
した（図 1）。 

図１ 細胞内小器官用ナノ
スプレーチップ

  
ここで最適化したナノスプレーチップを

用 い て ラ ッ ト 由 来 マ ス ト 細 胞 モ デ ル
（RBL-2H3）の細胞内に存在する顆粒と細胞
質部位を選択的にマイクロサクションし（図
２）、それぞれ質量分析を行った。各部位を
選択的にトラップされているか確認するた
めに、RBL-2H3 にキナクリンを投与して顆
粒を選択的に蛍光染色した細胞を用い、キナ
クリンのプロトン２価体ピーク（m/z200.6）
をマーカーとして用いた。その結果、顆粒サ
ンプルからはキナクリンのピークが検出さ
れたのに対し、細胞質サンプルからは検出さ
れなかった。これによって本方法により



RBL-2H3 細胞の顆粒・細胞質部位を選択的
にマイクロサクションできていることが分
かった。 

（３）ナノチップ電気泳動法の開発 

 
また、細胞 1 個丸ごとや核といった、比較

的大きい部位をトラップするためには、マイ
クロサクションの際に細胞成分がチップ先
端が詰まってしまい、上手くサンプリングで
きなかった。そこでチップの先端口径を広げ
たナノスプレーチップを製作し、1 細胞質量
分析に用いたところ、細胞丸ごとでも詰まる
ことなくサンプリングすることができるよ
うになった。 
 
（２）オンチップ前処理･分離法の開発 

内面処理を施したキャピラリーを作成し
たが、処理に使用した薬剤のピークが大きく
検出された。これにより、1 細胞成分などの
微量サンプル由来のピークが処理剤ピーク
に隠れてしまい、検出することができなかっ
た。今後の課題として、処理の際のステップ
数を少なくし、使用する試薬の種類・量を減
らす方法の検討と、チップの内径が細い先端
まで確実に効率よく洗浄する方法の改良が
必要である。 

 
・脂質分子の検出 

これまでの方法では主にアミノ酸やその
代謝物など、分子量が 300 以下の低分子化合
物が検出されていたが、ここではリン脂質検
出に向けた条件の検討を行った。 

細胞 1 個を丸ごと吸い取り、チップ内での
低調処理により細胞破壊後にメタノールに
よって脂質成分を抽出し、正イオン検出モー
ドによる質量分析を行ったところ、細胞膜の
主要成分であるフォスファチジルコリンが
検出された（図３）。さらに MS/MS 解析によ
って極性部位のコリン及びホスフォコリン
が脱離したフラグメントピークを検出でき
た。その
他にホス
ファチジ
ルエタノ
ールアミ
ン、スフ
ィンゴミ
エリンが
検出され
た。 

細胞内成分をキャピラリー内にトラップ
するためには高電圧をかける必要があり、経
時的に同じ細胞からサンプリングすること
はできなかった。さらにトラップする細胞以
外の別の細胞にも大きなダメージを与える
ことが確認された。 

顆粒

また、イオン性分子の分離のために、ナノ
スプレーチップ内にイオン交換樹脂を加え、
検討を行ったところ、1 細胞成分のような微
量なサンプルの場合にはサンプルの吸着に
よる影響が大く、細胞成分由来の成分を検出
することは出来なかった。 

ナノスプレーチップナノスプレーチップ

図２ 顆粒（左）・細胞質（右）マイクロサクションの瞬間

 マイクロサクション時の細胞への影響の
低減と、より効率的なキャピラリー電気泳動
を可能とするために、ナノスプレーチップ先
端口径をより細くするなどの最適化が必要
と考えられる。 
 
（４）顆粒・細胞質内分子のMS/MSデータス
トック作成 

顆粒・細胞質各サンプルから細胞内成分と
みられるピークが 1000 本ほど検出できた。
その中で、m/z112 のヒスタミンピークは顆
粒サンプルのみから検出されたのに対し、
m/z177セロトニンピークは顆粒･細胞質のど
ちらからも検出された（図４）。さらにそれ
ぞれのサンプル群（顆粒 6 サンプル、細胞質
6 サンプル）から検出されたピークについて、
t 検定による細胞内局在を調べたところ、顆
粒特異的ピークは、60 本以上、一方で細胞質
特異的なピークは 40 本程見つかった。 

Granule Cytoplasm

 

 さらに今後の RBL-2H3 による 1 細胞質量
分析のために、RBL-2H3 内に存在する分子
（主に代謝物などの低分子化合物）について
MS/MS 解析を行い、精密質量と MS/MS フ
ラグメントパターンのデータストックを作
成した。また MS/MS ができるような感度を
稼ぐために、RBL-2H3 多細胞抽出液を用い
た LC-MS/MS を行った。さらに抽出条件を
変えて脂質のみを抽出し、同様に LC-MS/MS
による解析を行い、アミノ酸及び主要なアミ
ノ酸代謝物のほかリン脂質各種について
MS/MS フラグメントの取得及び同定を行っ
た。 
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図３ RBL-2H3 １細胞脂質質量分析結果
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図4 RBL-2H3 1細胞顆粒・細胞質質量スペクトル



（５）脱顆粒反応における顆粒・細胞質成分
の経時的変動分析 
 RBL-2H3
にカルシウム
イオノフォア
（A23187）処
理し、脱顆粒
反応を起こさ
せた際の変動
分子の探索を
行った。刺激
前の細胞質成
分と、刺激後
に脱顆粒が観
察された細胞
の細胞質成分
をそれぞれ質
量分析し、t 検定を行ったところ、刺激後に
増減しているピークがそれぞれ 50 本以上検
出された。これら（図５）のピークのうちプ
ロリンやグルタミン酸などのアミノ酸も変
動していることがわかった。現在はこれらの
ピークについて逐次同定を行っている。 
 
（６）１細胞メタボロミクスの確立 
 本研究で得られた RBL-2H3 細胞内の分子
局在情報を元に、ヒスタミンの生合成経路を
調べてみたところ、その前駆体のヒスチジン
は顆粒内に多く存在していることから、ヒス
チジンからヒスタミンへの生合成は顆粒内
で行われていることがわかった。さらに他の
ヒスチジンやヒスタミン代謝物も顆粒内に
局在していることから、これらの代謝経路に
ついても顆粒内に存在していることがわか
った。一方でセロトニンについては、その前
駆体のトリプトファン・5-OH トリプトファ
ンは細胞質側に存在しているため、セロトニ
ンへの生合成は細胞質側で行われ、その後顆
粒内に移行していると考えられる。これらの
結果より、1 細胞メタボロミクスにより代謝
経路の細胞内の局在情報を得ることができ
るようになった（図６）。 

 
以上の結果から、1 細胞内から部位選択的

にマイクロサクションし、質量分析による代
謝物の検出やその局在情報を得ることがで
きるようになり、「1細胞メタボロミクス」を

確立させることができた。現在は検出される
分子の網羅性向上と本方法を用いたさまざ
まな実験系への適用を試みている。 
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図５ A23187刺激により増減したピーク
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