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研究成果の概要（和文）：大気圧イオン化法である探針エレクトロスプレー法（PESI）を用いた

質量分析により、ヒトがん組織の脂質のマススペクトルを取得する条件を検討した。同条件を

用いてヒト腎細胞がんおよび、肝細胞がんの検体より約 3,000 セットのマススペクトルを収集

し、それをトレーニングデータとしてベイズ推計に基づいた学習機械である dual penalized 

logistic regression machine (dPLRM) を教育し、盲験スペクトルの判定を行ったところ、病

理診断結果と 90%以上一致する判定結果を得ることに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Probe electrospray ionization (PESI) is a biocompatible ambient 
ionization technique. We determined the conditions of measurements for lipids in human 
tissues. More than 3,000 spectra datasets were obtained from specimens of human renal 
cell carcinoma and hepatocellular carcinoma. These data were used as a training dataset, 
which serves as a reference for the dPLRM. We input randomly selected test datasets to 
the dPLRM to get probabilistic result of cancer diagnosis. We achieved over 90% 
coincidence of diagnosis with those judged by the conventional histopathology. 
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１．研究開始当初の背景 
 
がんの診断と質量分析 

 一般的ながんの確定診断法は、病理組織学

的手法によるものが主流であり、これには試

料作成から診断に至るまでに多くの時間を要

する。また、診断には熟練が必要であるが、

近年病理診断医自体の不足も問題となってい

る。この様な背景から、がんの診断を簡便、

迅速かつ正確に行うことのできるシステムの

開発は急務である。 

 近年、マススペクトル解析によるがんの診

断システムの開発が試みられている(Setou 

et al., 2010; Min et al., 2010)。マススペ

クトル解析においては試料のイオン化を行う

行程が必須であるが、従前の方法では試料の

煩雑な前処理や、真空中での測定が要求され

るため、一部の方法論を除くと臨床で直ちに

応用可能なものは少ない。大気圧下でのマス

スペクトル解析を可能としたイオン化法とし

てはエレクトロスプレーイオン化法や、脱離

エレクトロスプレーイオン化法があるが、前

者は試料採取に用いるキャピラリーが詰まり
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やすい、後者はイオン化時に試料表面に有機

溶媒とガスを吹き付けるため変性が起こると

いった欠点があるため、生体組織を対象とし

た解析には不向きである。 

 探針エレクトロスプレーイオン化法(Probe 

Electrospray Ionization; PESI) (Hiraoka et 

al., 2007)は、煩雑な試料の前処理を行うこ

となく、金属製の探針によって生の試料を新

鮮なまま採取し、針にそのまま電圧を印加し

て試料をイオン化する方法である。PESI で採

取される試料量は、数百フェムトリットルと

いう細胞一個程度の量であり(Yoshimura et 

al., 2009)、さらに塩の混入による影響をほ

とんど受けない(Chen et al., 2008)、生体に

対する侵襲性が極めて低い(Yoshimura et al., 

2011; Yoshimura et al., 2012)といった、他

のイオン化法にはない優れた利点が備わって

いる。この様に、生体試料の測定に最適なイ

オン化法である PESI を質量分析装置と連結

し(PESI-MS)、生体組織のマススペクトル測定

を行い、結果を比較すれば、種々の疾患の診

断が可能となる。 

 

２．研究の目的 
 
 本研究では大気圧イオン化法である PESI
を利用した質量分析型がん診断装置の開発を
目的とする。従前の質量分析を利用したがん
診断法は、腫瘍マーカーの検出を基盤とした
ものが主流であり、また、その対象としては
低分子化合物や網羅的解析法が確立している
タンパク質が多い。一方、本研究はがん組織
より直接的に得られた脂質のスペクトルに注
目し、個々のスペクトルデータを分析するの
ではなく、脂質全体の発現パタンを捉え、こ
れにベイズ理論を応用したアルゴリズムを適
用して診断を行うものである。さらに、本診
断システムには統計的学習機械を導入するた
め、測定を重ねることで診断精度が向上する。
本研究により学習機械型診断アルゴリズムが
確立できれば、腫瘍マーカーという既成概念
にとらわれない新しいコンセプトのがん診断
が可能となる。 
 
３．研究の方法 
 

(1) 検体の収集と保管 
 
 がんの摘出手術で得られたヒト肝細胞
がんおよび腎細胞がんの腫瘍部及び、その
周辺の非がん部組織の検体を生理食塩水
で洗浄した後、約 5 mm の切片に細切し、
ディープフリーザーにて保管した。測定時
には 5分前に組織を室温にて解凍し、その
まま質量分析に用いた。各種の検体は山梨

大学附属病院及び、横浜市立大学附属病院、
神奈川県立がんセンターより提供された。
なお、全ての実験操作および、検体の取扱
いについては、各施設の倫理委員会の許可
を得て行われた。 
 
(2) PESI-MS システムの構築 
 

 探針を鉛直方

向に駆動させる

動力となるリニ

アアクチュエー

ターに先端径数

百nmのステンレ

ス製探針(図 1)

を装着し、上下

の連続運動を行

う。 

 

 探針が下位に到達すると、試料台に固定

された生体試料表面に針先がわずかに接

触し、生体分子が採取されるが、このとき

はまだ電圧はかかっていない。次に探針が

上位へと移動すると同時に電圧が印加さ

れ、生体分子のイオン化が起こり、検出器

に吸引される(図 2)。試料表面には乾燥の

防止と、イオン化効率の向上のために溶媒

を滴下する。溶媒は検出目標である生体分

子種の特徴に合わせて、任意に選択可能で

ある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



(3) スペクトルデータの処理と蓄積、学
習機械によるがん判定 
 
 測定により得られたマススペクトル
データはベースラインの補正やノイズ
の除去、データの統合による次元縮約な
どの各種処理を行い、データベースへ蓄
積する。構築されたデータベースをトレ
ーニングデータとし、dual penalized 
logistic regression machine (dPLRM, 
Tanabe et al., 2001)により盲験スペク
トルのがん判定を行う(図 3)。判定結果
を病理診断の結果と比較し、正答率を評
価するが、正答率が低い場合にはデータ
の処理法を改良する、あるいは蓄積デー
タ数を増加させることで改善を行う。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 

(1) 脂質の測定条件検討 
 
 PESI-MSは生体成分の中でも脂質の検出
を得意としているため、まずはその至適測
定条件を検討した。脂質を効率良くイオン
化するには、有機溶媒中に脂質成分を溶解
させる必要があったため、探針先端にスプ
レイヤーを用いて溶媒を噴霧する、あるい
は組織表面に溶媒を直接滴下するという
二種類の条件で検討を行った。なお、溶媒
種に関しては、クロロホルム、エタノール、
メタノール、イソプロパノール等を各種濃
度で試したところ、50%エタノールを用い
た場合に、最も効率良く安定したマススペ
クトルを得られることが分かった。スプレ
イヤー、溶媒滴下いずれの手段においても、
一定のイオン強度の増強効果が得られる
ことが明らかとなったが、スプレイヤーを
用いるとシステムが複雑化するため、以降
の測定においては、単純に溶媒を滴下する
方法を採用した。 

(2) 検体の測定とデータベース構築 
 
 80 検体の腎細胞がんおよび、60 検体の
肝細胞がん(非がん部および、がん部を含
む)の測定を行い、m/z 400-1100 の範囲の
マススペクトル(図 4)を約 3000 セット収
集した。スペクトルの生データは Excel に
蓄積した後に CSV フォーマットに変換し、
これをトレーニングデータベースとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3) マススペクトルデータの処理 
 
 マススペクトルデータには電気ノイズ
が含まれ、これは測定回ごとに不特定のパ
タンで現れる。またベースラインとなるイ
オン強度も毎回異なるため、夫々のピーク
パタンに影響を与え、がん特有のスペクト
ルパタンを抽出する際に誤差が生じ、正答
率が低下する危険性がある。そのため、ベ
ースラインの補正や、ノイズの除去(図 3)
を行ったデータと、全く処理を行わないデ
ータで構築されたデータベースのそれぞ
れをトレーニングデータとして用い、
dPLRM による盲験データの判定を行った。 
 結果はデータ処理の有無に関わらず、一
定の正答率であった。dPLRM は原則として
スペクトルに存在する全てのピークに着
目し、総合的に特徴を判別するために、本
来のピークをマスキングしてしまう程の
ノイズが無い限り、特にデータ処理を行わ
なくとも、非がん部とがん部を判別できる
ことが明らかとなった。また、スペクトル
の生データは、7,000 項目からなるが、ト
レーニングデータ、盲験データいずれも
10 項目ずつを積算し、700 項目に縮約して
も、判定の正答率は低下しなかった。これ
により、構築するデータベースの容量を



10 分の１に圧縮でき、また、診断に係る
時間も短縮された。 
 
(4) dPLRM によるがんの判定結果 
 
 得られたスペクトルの一部をランダム
に抽出し、盲験データとして、これをdPLRM
によって判定した。その結果、腎細胞がん、
肝細胞がん共に、病理診断の結果と 90%以
上一致する結果を得た。その結果の一部を
図 5に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
肝臓非がん部の 60 スペクトル及び、がん
部の 80 スペクトルを盲験として、dPLRM
によって判定した結果、偽陽性がわずかに
3例見られたのみで、他は全て病理診断の
結果と一致した。以上の結果は、特定のス
ペクトルに着目せずに、脂質全体のプロフ
ァイルからがん判定が可能であることを
示しており、さらに、本システムががん診
断装置として有用であることを示唆して
いる。 
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