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Abstruct 

 

[Introduction] 

Mitochondria play important roles in life. Dysfunction of mitochondria is central to the 

pathogenesis of many diseases, such as, Alzheimer’s and Parkinson’s disease. Studying 

and discovering signs of mitochondrial dysfunction can lead to prevention of disease. 

However, conventional methods can’t simultaneously give us important information such 

as the dynamics of various molecules, the localization of metabolites, and the cell 

condition. Therefore, by furthering the technological development of single-cell mass 

spectrometry, I measured the metabolites of live mitochondria. 

 

[Methods and Results] 

1. Metabolite analysis of mitochondria in a single cell 

Mitochondria of a target cell were directly sucked into a nanospray tip under a 

fluorescence microscope. Components were measured by high-resolution mass 

spectrometer LTQ Orbitrap Velos Pro. About 7,000 ion peaks were detected from a single 

cell. Composition difference between mitochondria and cytosol was detected by statistical 

analysis. Telocinobufagin was identified as one of the mitochondrial- specific metabolites. 

 

2. Metabolite tracking in a single mitochondrion with a stable isotope 

In order to track the flux of metabolites between mitochondrion and cytosol, I used 13C 

glucose. A single mitochondrion treated with MitoTracker Green was sucked. 

Metabolites were measured by high sensitivity mass spectrometer TSQ Vantage. 

Metabolites in the glycolytic system were substituted from 12C to 13C only in the cytosol. 

In contrast, metabolites in the TCA cycle were substituted in the cytosol and 

mitochondria. The flux of metabolites was analyzed at the single-mitochondrial level. 

 

[Conclusion] 

This method provides a powerful tool for mitochondrial metabolism analysis, because it 

enables us to measure mitochondrial metabolites from a single living cell, not a group of 

cells or dead cells. We will be able to actualize the measurement of specific metabolites 

of organelles, clarifying the mechanism of disease. 
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要旨 

 

【序論】 

生体は、多くの個性を持った細胞が集まり、有機的に関わり合うことで生命維持を行

っている。特に、その細胞の中にある小器官のミトコンドリアは、生体に必要なエネル

ギー産出、プログラム細胞死、シグナル伝達など、多くの生命現象に関わっていること

が明らかになってきている。そして、ミトコンドリアが機能障害を起こし、細胞が生命

維持を行えなくなった結果、アルツハイマーやパーキンソン病といった症状になること

も報告されている。そのため、ミトコンドリアが機能障害を起こす兆候を発見できれば、

病気を未然に防ぐことが可能になると考えられる。 

しかし、従来は大量に集めた細胞を磨り潰して分析を行う方法か、蛍光観察で特定の

分子の動きを追跡する方法が主流であり、機能障害を起こした、生きたミトコンドリア

の代謝物変化を網羅的に分析する方法はなかった。 

そこで、私は 1 細胞質量分析法をミトコンドリアの代謝物探索に適用することによ

り、世界で始めてミトコンドリア単体に含まれる分子の挙動を網羅的に分析し、1細胞

内のミトコンドリア代謝物を計測する技術開発に取り組んだ。 

 

【実験方法及び結果】 
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1. 1 細胞内ミトコンドリアの代謝物探索 

まず、１つの細胞内のミトコンドリアのメタボロミクスを可能とするため、ミトコン

ドリアの特異的蛍光プローブである MitoRedを細胞に投与し、蛍光顕微鏡下で蛍光を発

している箇所をナノスプレーチップで採取し、高分解能質量分析計 LTQ Orbitrapで分

子分析を行った。その結果、ミトコンドリアと細胞質から 7,000以上のピークが検出さ

れた。ここには、TCAサイクルに関与する代謝物や ATP等が含まれていた。ミトコンド

リアと細胞質、そして細胞成分との比較のため測定した溶媒から得られたデータを使い

主成分解析を行ったところ、それぞれが異なるクラスターを形成した。このことから、

ミトコンドリアと細胞質をそれぞれ選択的にサンプリングでき、更に、成分組成の違い

を検出しできたことが示唆された。その中でミトコンドリアに特異的な分子として、ス

テロイド脂質である Telocinobufaginの検出、そして同定に成功した。 

1つの細胞の状態を観察しながら、その中のミトコンドリアを採取し、成分の網羅的

分析に成功した例は今までに無く、世界初の結果を得ることができた。 

 

2. 安定同位体を用いたミトコンドリア単体での代謝追跡 

次に、1つの細胞内において異常な変化をしたミトコンドリア単体の代謝変化と、分

子が小器官の間を出入りする様子を追跡するため、安定同位体である 13C Glucoseを使

って実験を行った。細胞培養培地を 13C Glucose 入りの培地に置換し、3 時間後、そし
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て 12 時間後にミトコンドリアと細胞質をそれぞれ採取し、同位体標識された代謝物の

質量分析を行った。その結果、細胞質では解糖系の代謝物で 12C から 13C への置き換わ

りがあったが、ミトコンドリアではあまり置き換わりがなかった。解糖系は細胞質で活

発に動いており、代謝の進行が速いことが確認された。対照的に、TCAサイクルの代謝

物は、細胞質でもミトコンドリアでも、12Cから 13Cの代謝物へ置き換わっている様子が

観察された。TCAサイクルの代謝物は、細胞質とミトコンドリア間を行き来するためで

あると考えられた。 

以上より、ミトコンドリア単体に含まれる同位体標識分子の代謝追跡に世界で初めて

成功した。また、小器官による代謝の速度の違いと、小器官の間での代謝物の出入りを

追跡することが、1細胞で可能であることを示した。 

 

【総括】 

 本研究では、従来の分析法では不可能だった、1細胞内ミトコンドリアの網羅的代謝

分析に成功し、加えて、細胞質とミトコンドリア間での代謝追跡を可能とした。 

この手法は核や液胞といった他の小器官の分子局在、さらに植物組織での分子分布も分

析可能である。本手法を用い、あらゆる生体組織内の分子局在や挙動を解析することで、

生命現象の解明に近付けることが期待される。 

 



5 

 

目次 

 

Abstruct ....................................................................................................................... 1 

要旨 .............................................................................................................................. 2 

１-１ 緒言 .................................................................................................................... 9 

１-１-１ 1 細胞分析 ................................................................................................ 10 

１-１-２ 1 細胞分析へ質量分析計の適用 ................................................................ 15 

１-１-３ ミトコンドリア ....................................................................................... 20 

１-１-４ １細胞内のミトコンドリア代謝物分析 ..................................................... 22 

１-２ 1 細胞質量分析法の概要 ................................................................................... 24 

１-２-１ 細胞の前処理 ............................................................................................ 24 

１-２-２ 1 細胞質量分析法による細胞小器官のサンプリング ................................ 24 

１-２-３ 細胞成分の検出とマススペクトルの解析 ................................................. 25 

２-１ 緒言 .................................................................................................................. 28 

２-２ 微量分子の定量に向けた検討 ........................................................................... 30 

２-２-１ サンプリング量の見積もり....................................................................... 32 

２-２-２ イオン検出量のばらつきの補正 ............................................................... 33 

２-２-３ 結果・考察 ............................................................................................... 36 



6 

 

２-３ 微量分子の検出に向けた検討 ........................................................................... 48 

２-３-１ 検出器の最適化 ........................................................................................ 48 

２-３-２ 実験方法 ................................................................................................... 50 

２-３-３ 結果・考察 ............................................................................................... 50 

２-４ 方法 .................................................................................................................. 52 

２-４-１ 試薬 .......................................................................................................... 52 

２-４-２ 細胞培養 ................................................................................................... 53 

２-４-３ 細胞の蛍光観察 ........................................................................................ 53 

２-４-４ 1 細胞内ミトコンドリアサンプリング...................................................... 54 

２-４-５ ミトコンドリア成分質量分析 ................................................................... 54 

２-４-６ データ解析 ............................................................................................... 55 

２-５ ミトコンドリア群への 1 細胞質量分析法の適用 ............................................... 56 

２-５-１ 1 細胞内ミトコンドリア群のサンプリングと解析 .................................... 56 

２-５-２ 検出された代謝物の小器官間での比較 ..................................................... 58 

２-５-３ ミトコンドリア特異的分子の MS/MS スペクトル取得 ............................ 66 

２-６ 小活 .................................................................................................................. 70 

３-１ 緒言 .................................................................................................................. 72 

３-２ ミトコンドリア単体での質量分析における測定系の確立 ................................. 76 



7 

 

３-２-１ 蛍光色素の検討 ........................................................................................ 76 

３-２-２ サンプリング ............................................................................................ 78 

３-２-３ 高分解能質量分析計での測定 ................................................................... 78 

３-２-４ 高感度質量分析計での測定....................................................................... 79 

３-２-５ 結果と考察 ............................................................................................... 80 

３-３ ミトコンドリア単体における代謝物探索.......................................................... 81 

３-３-１ イオン化溶媒の検討 ................................................................................. 81 

３-３-２ 実験方法 ................................................................................................... 82 

３-３-３ 検討結果 ................................................................................................... 83 

３-３-４ 検出限界の確認 ........................................................................................ 86 

３-４ 方法 .................................................................................................................. 88 

３-４-１ 試薬 .......................................................................................................... 88 

３-４-２ 細胞培養 ................................................................................................... 89 

３-４-３ 細胞の蛍光観察 ........................................................................................ 90 

３-４-４ 1 細胞内ミトコンドリアサンプリング...................................................... 91 

３-４-５ ミトコンドリア成分質量分析 ................................................................... 92 

３-４-６ データ解析 ............................................................................................... 92 

３-５ 代謝物追跡に向けたミトコンドリア単体のサンプリング ................................. 94 



8 

 

３-６ 解糖系代謝物の小器官間比較 ........................................................................... 96 

３-７ 13C Glucose の代謝追跡 .................................................................................. 100 

３-８ 小活 ................................................................................................................ 103 

総括 .......................................................................................................................... 106 

参考文献 ................................................................................................................... 113 

謝辞 .......................................................................................................................... 132 

研究業績 ................................................................................................................... 134 

 

 

 



9 

 

第 1 章 

序論 

 

１-１ 緒言 

細胞の生命維持活動を明らかにするためには、生命体の最小単位である細胞の機能や

メカニズムを理解することが必要不可欠である。顕微鏡下で細胞を観察してみても、細

胞はそれぞれ個性を持っており、大きさ、形、小器官の分布、細胞分裂の状態について

も、何ひとつ全く同じ状態のものはない。もし、一つ一つの細胞の中で動いている分子

の挙動を解析することが可能となれば、細胞の複雑な表現系や代謝のメカニズムの解明

に近付くことが可能となると考えられる。 

細胞小器官の中でも、特にミトコンドリアは生命活動に重要な役割を担っている。例

として、細胞内で必要とされる Adenocine Triphosphate（ATP）の大部分を産出しており、

さらに、脂肪酸の酸化（β－酸化）、モノアミンの酸化、そして、アポトーシスといっ

たプログラムされた細胞死までも制御していることが言われている[1]。さらに、細胞の

状態に応じて、ミトコンドリアは常時、結合と乖離を繰り返し、その大きさや形をダイ

ナミックに変えていることも報告されている[2, 3]。 

それらのメカニズムを解明するためには、ミトコンドリアの中で起こっている分子の

変動や挙動を解析することが大切となってくる。しかし、ミトコンドリアは一つ一つ個
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性を持っており、多様性を持っている。ミトコンドリアの状態は、ミトコンドリアを含

んでいる細胞に依存するが、この細胞もまた多様性がある。そこで、細胞の個性を考慮

した上で、１つの細胞の情報を得るために、現在注目されている、”1 細胞分析法”を適

用して研究を進めていくことが望ましい。 

 

１-１-１ 1細胞分析 

近年では、ゲノミクス、トランスクリプトミクス、プロテオミクス、メタボロミクス

といった分野で、細胞ひとつひとつの個性を分析するために、1 細胞に焦点を当てた研

究が進められている。メタボロームは、細胞、器官、組織で見つけられた小さな分子と

いった代謝物全体として定義されている[4]。その代謝物を網羅的に解析するメタボロミ

クスの分野で、最も注目されている分野のひとつとして、ガンがある。 

ガン細胞の多様性は、Petel らによって 2014 年に報告された[5]。彼らは、一人の患者

から切り取った膠芽細胞腫を一つ一つの細胞にわけ、それらの細胞に 1 細胞 RNA シー

ケンスを行った。その結果、430 個の細胞の組成パターンがいくつかのグループに分か

れていること、すなわち、一人の患者の膠芽細胞腫であっても、同じ細胞が集まった腫

瘍ではないことが明らかとなった。RNA レベルでの多様性は、代謝物レベルでも多様

性をもっている可能性がある。もし、それらのグループの違いから生まれる代謝物の違

いを明らかにすることができ、ガン細胞が生体に及ぼす傷害のメカニズムが明らかにな
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れば、ガンの治療や防止に向けて、医療が大きく進歩することが考えられる。それだけ

でなく、他の臨床の分野においても、大きな発展が期待される。 

さらに近年は、同じ遺伝子型の細胞群における、細胞の多様性についても注目されて

いる[6, 7]。1 細胞レベルでの遺伝子や蛋白質の表現系は確率的な要素が多く、様々な技術

を駆使して、様々な手法、システムを使って明らかにすることが必要となっている[8, 9]。

また、組織や器官での空間的な情報をも含めた細胞の機能を明らかにするためには、細

胞間の情報伝達や多様性も考慮することが必要である。しかし、大量の細胞を集めて行

う分析法では、多くの細胞の平均の情報しか得ることができず、細胞一つ一つの個性を

含んだ情報は覆い隠されてしまう。そのため、1 細胞分析と多細胞分析は切り離して考

えるべきである、とも言われている[10]。 

様々な細胞のそれぞれの特徴や、器官の中での複雑な役割や係わり合いについて明ら

かにするためには、1 細胞レベルでの分子の動きを測定することが必要不可欠である。

このことは、血統の分かっている Caenorhabditis elegans (C. elegans) を使い、1 細胞から

の遺伝子発現のプロファイルを解析した実験によって明らかになっている[11]。これらの

ことからも、1 細胞分析は細胞の多様性や不均一性を解明するためのきわめて重要な手

法であることがいえる。 

以上のように、1 細胞メタボロミクスは様々な分野で注目されており、発生、システ

ムバイオロジー、幹細胞、加齢、薬物への抵抗性と創薬など、様々な分野で使用される
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ようになってきている。化学的・環境的ストレスによる、細胞内での生化学物質の移り

変わりを明らかにできると考えられるためである。その他の 1 細胞オミクス計測方法と

比較すると、1 細胞メタボロミクスは、細胞内で目まぐるしく変化する分子の動きを捉

えることを目指している。しかし、実際に測定を行うことは非常に難しい。これは、代

謝物は環境等の変化によって、短時間で大きな変化をすることが原因である[4]。そのた

め、1 細胞内の代謝物を分析することは非常に困難であり、数ある 1 細胞メタボロミク

スの分析法の中でも、目的とする細胞や分子によって分析方法を選択することが非常に

重要となってくる。そこで、1 細胞メタボロミクスとして使用されている分析方法を、

いくつか紹介する。 

まず 1 つ目に、1 細胞中に含まれる分子を分析することができる感度を持つ検出方法

として、蛍光検出法があげられる。この方法は、ある分子に特異的に結合して、蛍光を

発する蛍光物質を投与し、その蛍光標識された部分を観察するものである。生きた細胞

に投与することで、細胞内に存在する分子の局在や、目的とする分子がどのように移動

するのかといった、分子の動きを検出、定量することができるという利点がある[12, 13]。

自家蛍光を持つ代謝物であれば、蛍光物質を投与することなく分析することが可能であ

る。実際に、An らは自家蛍光を持つカルテノイドを、1 細胞で定量分析する方法を報告

している[14]。しかし、そもそも自家蛍光を持つ代謝物は多くはないため、一般的には、

測定対象としている分子に蛍光標識をつけて分析することが必要となる。代表的な蛍光
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プローブとして、下村らの発見した Green Fluorescence Probe（GFP）が挙げられる[15]。

しかし、これらの物質を生きた細胞に導入することは、細胞の状態を変化させてしまう

可能も持っている。蛍光プローブの導入により、分子の物性が変化することは十分に考

えられ、細胞内の状態が通常と異なってくる可能性がある。さらに、蛍光検出法は、同

時に分析することができる分子が限られている。そのため、メタボロミクスのような網

羅的に代謝物の分析に適用するには困難な場合が多い。 

2 つ目として、電気化学法がある。この方法は非常に高感度での分析が可能であり、

細胞内外の代謝物を定量するのに利用可能な検出感度を持つ。蛍光検出法とは違い、標

識を行う必要がないため、細胞の自然な状態の分子を検出できるという利点があるが、

検出できる分子が酸化還元反応を伴う分子種に限られるという制約もある。そのため、

蛍光検出法と同様、標的分子を決定した分析に適している。電気化学法はキャピラリー

電気泳動などによる分離を行うことで、より多くの分子を検出することが可能となる。

Kennedy らによるアメフラシの神経細胞を使った 1 細胞分析はその一例である[16]。しか

し、やはり選択性に乏しく、再現性を得ることにも注意が必要である。 

3 つ目として、核磁気共鳴（Nuclear Magnetic Resonance, NMR）装置を用いた分析も行

われている[17, 18]。NMR の利点として、一度に多くの分子種を分析するという網羅的な

分析が可能であること、測定する分子を破壊することなく分析できるということ、全自

動へ向けた設備の開発が進められてハイスループットが可能となってきていること、解
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析等のソフトウェア開発が進んでいること、再現性が高いことなどが挙げられる[19]。し

かし、NMR には感度が乏しいという欠点がある。蛍光検出法、電気化学法、後述の質

量分析法と比べて、必要とされるサンプルの量は多い。より高感度を目指すためには、

サンプル調整の精度や分析の技術が必要とされる。 

最後 4 つ目として、質量分析法（Mass Spectrometry, MS）が 1 細胞レベルの分子を分

析する方法として挙げられる。質量分析法の利点として、細胞にプローブを導入する必

要がないため、生きた細胞に近い状態での分析が可能である、標的分子を決定しなくて

も分析できるという網羅性があること、ピコモーラーレベルの濃度であっても検出可能

という高感度分析ができること、クロマトグラフィーで分離を行うことにより同定能を

高くすることが可能となること、そして自動化の開発によるハイスループットが進んで

いることなどが挙げられる[20, 21]。欠点としては、装置自体が非常に高価であり、どこの

研究室でも自由に使用できる環境が整っていないこと、極性の低い分子は検出すること

が難しいこと、データ解析のためのソフトウェアが複雑であるために使用の敷居が高い

ことなどが挙げられる[22, 23]。 

 このように、様々な分析方法の開発が進められているが、近年の高分解能化や高感度

化などの進歩によって 1 細胞レベルでのメタボロミクスでは、質量分析計が注目されて

いる。 
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１-１-２ 1細胞分析へ質量分析計の適用 

質量分析計は、サンプル中の分子を正または負に荷電させるイオン化部と、生成した

イオンを質量電荷比（m/z）によって分離する質量分離部、そしてイオンを検出するた

めの検出器から構成されている。イオン化部と質量分離部には様々なタイプがあり、そ

れらにどのようなイオン化法を選ぶかによって、そしてどのように組み合わせるかによ

って、検出に適する分子の性質や分子量、また、分析の感度や精度が異なる。 

生体試料の分析として、サンプル分子を分解させることなく検出することができる方法

が選ばれることが多い。例として、マトリックス支援レーザー脱離イオン化（MALDI）

法[24]、エレクトロスプレーイオン化（ESI）法[25-27]、大気圧化学イオン化（APCI）法な

どが挙げられる。MALDI 法は分析に必要となる前処理のステップが少ないため、比較

的分析が簡単である。このイオン化法により、Histamine[28]、Nucleotide[29]、Peptides[30] と

いった代謝物が、1 つの細胞から検出されたという報告がある。 

ESI 法では、有機溶媒に溶かしたサンプルを金属でできたキャピラリーを通して流

し、3-5kV の電圧をかけることでサンプルを含む分子に電荷をつけてイオン化する。キ

ャピラリーは二層なっており、溶液の外側には液滴の霧化と溶媒の気化を促進するため

のネブライザーガスとして、窒素ガスを流す。（Fig.1-1 (A)） 

ESI 法をより少量のサンプルでも分析できるように改良されたのが、ナノスプレーイ

オン化（Nano-ESI）法である[31, 32]。この方法では、先端径が数マイクロメートルのナ
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ノスプレーチップにサンプルを溶解させた溶媒が流され、ネブライザーガスを使用せず

に高電圧を印加することのみで、電荷を持った霧滴の形成と分子のイオン化を行うこと

ができる。イオン化の原理は ESI 法と変わらないが、形成される液滴が ESI 法と比べ

て小さいため、脱離が起こりやすく、イオン化効率が高いため、非常に少ないサンプル

であっても検出することが可能である。（Fig.1-1 (B)） 

 

Fig.1-1 （A）は ESI 法によるイオン化、（B）は Nano-ESI によるイオン化 
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また、質量分離部でどのような装置を選択するかによって、得られる情報は大きく異

なってくる。分析したい分子が決定していない、メタボロミクスのような網羅的分析を

行いたい場合は、飛行時間型（Time-of –Fright, TOF）MS や、Orbitrap 型[33- 35]（Fig. 1-2）

などのフーリエ変換型（FT）MS といった、分子一斉検出型の質量分析計が使われる。

これらは高分解能質量分析計とも言われており、検出されるイオンの m/z 値を小数点以

下 2-4 桁まで正確に測定することが可能である。そのため、イオンの精密質量の値や同

位体のパターン、あるいは質量フィルター部を結合させることによって、後述の MS/MS

スペクトルからサンプル分子の同定を行うことができる。 

 

Fig. 1-2 Orbitrap 型 FT/MS [34, 36] 
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MS/MS とは、特定のイオン（プリカーサーイオン）の質量を選択した後、質量分析

計内の衝突室で、不活性ガスと衝突させることによって分子を開裂させ、その壊れた分

子（プロダクトイオン）のスペクトルを得ることである。プリカーサーイオンの不安定

な結合部位が優先的に開裂するため、得られたプロダクトイオンのパターンから、その

分子の構造情報を得ることができる。 

質量分析計には、指定した m/z のイオンを溜め込むことができるイオントラップ機能

を持つ装置や、多段の質量フィルターを持つ装置もある。分析の標的としている分子が

決まっている場合には、四重極型やイオントラップ型の質量分析計を用いて測定対象の

分子を選択的に測定することで、高感度な分析を行うことができる。（Fig. 1-3） 

 

Fig. 1-3 四重極型 MS 
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このような装置では、MS/MS によって得られるプロダクトイオンを後段で選択し、

より高感度で狙った分子のみを選択的に測定することができる、選択的反応モニタリン

グ（Serected reaction monitering, SRM）法がある。（Fig. 1-4） 

1 細胞分析は、網羅性や高感度といった利点から、主に質量分析計を用いて行われて

いる[4]。ペプチドを分析するときには MALDI 法、そして低分子を分析するときには ESI

法を組み込んだ機種を使用して分析されることが多い。Lapainis らは、キャピラリー電

気泳動法によって分離を行い、ESI 法でイオン化することによって、単離された 1 つの

R2 神経細胞からメタボロミクスを行ったと報告している[37]。さらに、レーザーアブレ

ーション ESI（LAESI）法によっても、1 細胞レベルでのメタボロミクスの報告がなさ

れており[38]、1 細胞レベルでのメタボロミクスの研究は世界的にも進んでいる。そして

更には、1 細胞の中の小器官の代謝物分析に向けて研究も進んできている[39, 40]。 

 

Fig. 1-4 Selected reaction monitering（SRM）法 
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１-１-３ ミトコンドリア 

ミトコンドリアはほとんどの真核生物に存在し、一般的には直径 0.5μm 程度という、

非常に小さな小器官であるが、常に分裂と融合を繰り返し、細胞の生命維持に重要な役

割を担っている。 

また、二重の生体膜に囲まれて、宿主である細胞とは異なる得意的なミトコンドリア

DNA（mtDNA）を持っており、外膜と内膜で異なる機能を持っている。ミトコンドリア

の外膜は比較的細胞質と近い組成をしており、分子量の小さな分子であれば自由に透過

することが可能なチャネルを持っている。内膜はミトコンドリアに特異的な分子が多く

取り込まれており、例として呼吸鎖複合体や、内膜に囲まれた内側であるマトリックス

への蛋白質輸送や、ミトコンドリアの分裂や融合に関わる蛋白質がある。このように、

脂質もまた重要な役割を持っており、ミトコンドリアの機能を維持するためには無くて

はならない存在である[41, 42]。さらに、特に不飽和脂肪酸は、過酸化物による影響に弱く、

反応して構造が変化したり、生体に毒性を示す物質に変化することもある。そのため、

慢性的な病気や急性的な痛みの原因となり得るので、病理生理学の観点からしても注目

されている[43-48]。脂質の過酸化は、ミトコンドリアの膜を構成している脂質の構造も変

化させ、膜の流動性を変化させる原因のひとつにもなる[49]。これらのことから、ミトコ

ンドリアの脂質の分類、脂肪酸の炭素数、不飽和結合の数とその場所、そしてそれらの

脂質が全体としてどのような割合で存在しているかを分析することための分析方法と
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して、より高精度で高感度な方法の開発が望まれている。 

その他、これらの mtDNA や膜に存在する特異的な蛋白質や脂質のため、他にもミト

コンドリアに特徴的な代謝や機能を持つことができるようになっている。例として、細

胞が必要としているエネルギーである、Adenocine tryphospho（ATP）のほとんどを産出

したり、細胞質とミトコンドリア間でのカルシウム濃度の調整を行ったり[50]、酸化物を

代謝したり、アポトーシスといった細胞のプログラム死の制御にも関わっている[1]。さ

らに、いくつか特異的な代謝経路も持っている。脂肪酸の酸化や、アミノ酸の酸化、ケ

トン体、ヘム、ピリミジン、ステロイド、尿素などの生合成に関わる代謝経路も存在す

る[51]。（Fig. 1-5） 

ミトコンドリアの機能は、生体の恒常性機能に大きく関わっている。実際、遺伝的な

要因や、外部からの刺激によってミトコンドリアが十分にその機能を働かせることがで

きなくなった場合には、糖尿病やパーキンソン病、心臓病、ガンなど、様々な病気とな

ることがある[52, 53]。 

これらの原因を解明、治療に向けて研究を行うためには、ミトコンドリアを標的とし

て代謝物の変化を分析する必要があるが、ミトコンドリアの分析方法としては、蛍光観

察で 1 細胞内でのミトコンドリアの動きを観察する方法 [3, 54-59]か、Schnaitman と

Greenwalt によって報告された[60]、超遠心機を利用した濃度勾配分離法を拡張した手法

で大量の細胞からミトコンドリアだけを単離して分子分析を行う方法[61-74]が一般的に 
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行われている。 

 

 

 

１-１-４ １細胞内のミトコンドリア代謝物分析 

メタボロミクスは、細胞内や生体内で代謝される低分子を網羅的に研究することであ

Fig. 1-5 ミトコンドリアに存在する代謝経路[1] 
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り、標的分子を決定した分析では見つけることのできなかった、新しい病気のバイオマ

ーカーや病気の原因、メカニズムを発見することが期待されている[75-77]。臨床の分野に

おいては、代謝物は蛋白質や RNA と比べて、安定していると考えられている。疫学の

研究分野では、メタボロミクスは、依然として、他の技術と組み合わせた研究が進んで

いないとも言われていた。しかし、近年では様々な方向への応用も進み[17, 78]、それらを

確証へと繋げる研究も、近い将来進んでいくことが期待される。 

しかし、1 つの細胞レベルでのメタボロミクスは徐々に報告されてきているが[12, 14-16, 

26-28, 37, 38]、1 つの生きた細胞の中にある小器官の情報を得ることは、非常に難しい。特

にミトコンドリアについては、未だ報告された例を見つけることができていない。細胞

を分析のために有機溶媒で処理した瞬間、または細胞を切り開くためにレーザーを当て

た瞬間には、生きた細胞とはかけ離れた状態となっている可能性がある。さらに、代謝

物は外部の環境変化や刺激に敏感に反応し、非常に短い時間で異なる分子に代謝される

こともある。 

そこで、私は 1 細胞質量分析法を使い[79]、生きた細胞からミトコンドリアを直接吸出

し、代謝物を分析することとした。この方法は、顕微鏡下で生きた細胞を観察しながら、

その細胞の狙った部分をサンプリングし[80, 81]、直接的に、そして素早く質量分析計にて

分子分析することが可能である[82-84]。そして、ミトコンドリアメタボロミクスの確立、

及びミトコンドリアへの分子が取り込まれる様子をリアルタイムで追跡することを目
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指して研究を行った。 

 

１-２ 1細胞質量分析法の概要 

１-２-１ 細胞の前処理 

ナノスプレーチップを使って生きたひとつの細胞から細胞成分を補足するために、

37℃、5% CO2 濃度で培養した細胞を、インキュベーターから取り出す。培地はアミノ

酸等、様々な成分を含んでいるため、そのままサンプリングを行ったのでは、細胞由来

の分子が検出できたのか、培地由来の分子が検出できたのか、判断が難しくなる。その

ため、培地を Phosphate buffered saline（－）（PBS（－））で洗い、細胞培養用のバッフ

ァーに置換したものを、サンプリングに使用する。そして、そのバッファーを入れた細

胞を顕微鏡下に設置し、細胞を観察する。 

 

１-２-２ 1細胞質量分析法による細胞小器官のサンプリング 

顕微鏡には、ナノスプレーチップを取り付けるアダプター、そして 3 次元マニピュレ

ーターを取り付けておく。そのマニピュレーターを操作し、細胞の狙った場所をサンプ

リングする。顕微鏡下で細胞を観察しながら、サンプリングする細胞を決定し、狙った

箇所にナノスプレーチップを刺し、ナノスプレーチップに繋がったシリンジを引いて、

細胞成分を吸引する。（Fig. 1-6） 
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１-２-３ 細胞成分の検出とマススペクトルの解析 

チップ内に捕捉した細胞成分をイオン化するため、イオン化促進溶媒として有機溶媒

を、チップの後ろから添加する。そのチップを質量分析計の入り口に設置し、およそ 1kV

の高電圧を印加する。そして、チップ内の分子が質量分析計にイオンとなって取り込ま

れていく。数百から数千もの分子ピークを得ることができる。（Fig. 1-7）質量分析で得

られる分子ピーク（m/z, Intensity, Relative Intensity, Noise）を、エクセルでテキスト形式

に変換する。分子の推定には、得られたイオンピークの精密質量の値を元に、Kyoto 

Fig. 1-6 1 細胞質量分析法におけるサンプリング 
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Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）[85]や LIPID Metabolites and Pathways Strategy

（LIPID MAPS）[86]といったデータベースに掲載されている分子の精密質量データと照

合を行う。分子の同定を行うためには、測定したサンプルの目的の分子ピークを MS/MS

して得られたプロダクトイオンのパターンと、標品を MS/MS して得られたプロダクト

イオンのパターンを比較する。もし標品を得ることが出来ない場合には、MassBank デ

ータベース[87]や MetFrag ウェブ解析ツール[88]などを使用して、プロダクトイオンのパタ

ーン比較を行う。得られた測定データについては、主成分解析（Principal Components 

Analysis, PCA）や t-検定を駆使し、各グループ間での分子パターンや特異的分子の探索

Fig. 1-7 1 細胞質量分析法におけるデータ取得 
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を行う。これらの解析を駆使していくことにより、細胞内の局在の情報や、細胞の分裂

状態、環境変化に対する細胞の応答や、ガンなどの病気となったときの細胞と正常な細

胞での分子の違い・変化を発見することができるようになることが期待される。 
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第 2 章 

1 生細胞内ミトコンドリアの代謝物探索 

 

２-１ 緒言 

生体が生命維持を行うためには、生体の最小単位である細胞の機能や分子挙動のメカ

ニズムを明らかにすることが必要である。その細胞に含まれる小器官であるミトコンド

リアは、生命を維持するために重要な役割を担っている。ミトコンドリアは細胞内で常

時分裂と融合を繰り返しており、その形は様々である。そのミトコンドリアの状態は、

細胞の状態を反映しているとも言われている。この動きと局在変化を観察するための方

法としては、蛍光プローブを導入して顕微鏡で動きを観察するという手法が一般的に用

いられている[3, 54-59]。ミトコンドリアを特異的に染色するプローブを細胞に導入し、蛍

光を発するようになったミトコンドリアを経時的に観察することによって、細胞内での

ミトコンドリアの細胞内での局在や分布、そしてその動きを分析することができる。ま

た、蛍光プローブによっては、目的分子の濃度によってその蛍光強度を変化させるもの

がある。そのようなプローブを用いて観察することで、ミトコンドリア内での分子の量

の変化を分析することも可能であるという利点がある。しかし、蛍光プローブは標的と

する分子を染色するなどして高感度に検出するため、標的としている分子以外の分子の

挙動は捕らえることができないという欠点がある。 
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メタボロミクスでは、標的となる分子を決定した分析では見つけることのできなかっ

た、病気のバイオマーカーの発見や、病気のメカニズムを解明することが期待されてい

る。ミトコンドリアにおいても、そのダイナミックな挙動の影で動いている分子解明や、

ミトコンドリアを原因とした病気のバイオマーカー、病気のメカニズム解明などが望ま

れている。 

従来のミトコンドリアを対象としたメタボロミクスの方法としては、超遠心機を利用

した濃度勾配分離法[60]を拡張した方法が使われている。その方法によって単離したミト

コンドリアを、ホモジナイズして有機溶媒で抽出したものをサンプルとして分析機器に

かける。サンプルは、高圧グラジェント液体クロマトグラフィーで分子の物性によって

分離され、その先に接続された NMR や MS で分子検出される[61-74]。 

代謝物は体内で酵素によって反応を促進される、反応性の高い分子である。代謝物を

検出することで、クエン酸（Tricarboxylic acid, TCA）サイクルやβ-酸化といった、細胞

内で重要な代謝パスウェイの最終産物を知ることができる。物理的な刺激や遺伝的な変

化によって起こる、代謝の表現系や代謝物の変化を調べることは、システムバイオロジ

ーの領域が得意としている[89]。通常、何分も何十分もかけて測定するような、プロテオ

ームやトランスクリプトームとは違い、メタボロームは数秒単位で変化することのある、

非常に変化の大きいものである。メタボロームは非常に反応性が高いため、生物学的な

表現系を測定することが困難であり、見た目では分からないような、細胞内部で起こっ
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ている変化を見落としてしまう可能性がある[61]。 

また、1 細胞レベルでのメタボロミクスを行った報告は近年増えてきているが[4, 37, 38]、

依然として 1 つの生きた細胞の中にある小器官のメタボロミクスに成功したという報

告はあまりされていない。そこには、代謝物を検出することの難しさがある。代謝物は

外部の環境変化や刺激に敏感に反応して、短い時間で代謝され、異なる分子になるもの

もある。このことが、生体の生きた状態の代謝物を分析することを困難とする原因の 1

つとなっている[4]。さらには、1 細胞以上に微量な 1 細胞内小器官となると、量やばら

つきの障害も出てくるため、更に困難な分析となってくる。 

そこで、私は 1 細胞質量分析法をミトコンドリアのメタボロミクスに適用することに

した。この方法により、ミトコンドリアの中における分子の挙動や生命現象のメカニズ

ムを、より高速で、直接的に分析して、明らかにすることができると考えられる。 

生きた細胞の中にあるミトコンドリアを観察するため、1 細胞質量分析法に蛍光観察

を適用した。そして、蛍光プローブが蛍光を発している箇所を補足した。そして生きた

細胞からミトコンドリアにはどのような代謝物が存在するのか探索した。そして、その

分析を行うために必要であると考えられる条件の検討から行った。 

 

２-２ 微量分子の定量に向けた検討 

細胞内では、膨大な量の低分子が常時動いており、細胞にかかるストレスや物理的・化学
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的な外部からの刺激によって、細胞内の状態を一定に保っている。細胞内の状態を保つため

に、細胞内の低分子は外部の環境変化や刺激に敏感に反応し、非常に短い時間で異なる分子

に代謝されることもある。そのため、細胞内の状態を正確に捉えるためには、細胞内分子を

定量的に分析することが必要となってくる。 

1 細胞質量分析法におけるサンプリングは、シリコンチューブを介してナノスプレーチッ

プをシリンジに接続しており、そのシリンジを引いて吸引している。シリンジを引く力を一

定にしている、顕微鏡で観察しながら同程度の量を吸引している、という方法はとっている

が、正確にどのくらい吸引できたかを調べる必要がある。この問題については、サンプリン

グした直後のチップを実体顕微鏡で観察し、チップ内に入っている細胞内成分の容量を計

算することで、解決できると考えた。 

さらに、細胞成分を吸引するナノスプレーチップはガラスで作られており、チップ内に細

胞成分が吸着され、サンプリング量に比例した分子検出ができているかを調べる必要があ

る。ガラスは表面にシリカゲル由来のヒドロキシル基が出ており、そこに分子が吸着する可

能性が考えられるため、このヒドロキシル基を別の物質で覆うことができれば、チップへの

分子の吸着を抑えることができると考えた。 

そこで、サンプリング直後のチップ内を観察してサンプリング量を見積もること、質量分

析で測定する際の補正によってイオン検出量のばらつきを改善することに挑戦した。 
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２-２-１ サンプリング量の見積もり 

ナノスプレーチップを使って生きたひとつの細胞から細胞成分を補足するために、37℃、

5% CO2 濃度で培養した細胞を、インキュベーターから取り出し、培地を PBS（－）で洗

い、細胞培養用のバッファーに置換した。そして、そのバッファーを入れた細胞を顕微鏡下

に設置し、細胞を観察した。顕微鏡下で細胞を観察しながら、顕微鏡に取り付けた 3 次元マ

ニピュレーターを操作し、サンプリングする細胞の狙った箇所にナノスプレーチップを刺

し、ナノスプレーチップに繋がったシリンジを引いて、細胞成分を吸引した。 

細胞成分を吸引したナノスプレーチップを、実体顕微鏡（M205FA, Leica）下に設置し、

チップ内にある物質の量を観察した。（Fig. 2-1）そして、チップの内側の形を、頂点部分が 

 

Fig. 2-1 細胞成分をサンプリング後、チップ先端を顕微鏡下で観察している様子 
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無い円錐と近似し、積分を行うことによってチップ内の細胞成分の量を見積もった。 

 

２-２-２ イオン検出量のばらつきの補正 

コーティングについて 

まず、チップ内の分子がチップ内でガラスにどのくらい吸着しているか確かめるため、

80%メタノールに溶かしてそれぞれ 1μM に調整したアミノ酸 20 種類をサンプルとして 3

μL ナノスプレーチップに注入し、m/z の幅をアミノ酸が全て検出されるよう 70-270 に設

定し、5 分間測定を行った。（Table. 2-1） 

コーティングの検討として、1g/L に調整したポリ-L-リジンを使用することにした。チッ

プ内にポリ-L-リジンを 5μL 入れ、1 時間室温で保管した。その後、ポリ-L-リジンの入っ

たチップに逆遠心をかけ、チップ内のポリ-L-リジンを全て取り除き、それから全て 1μM

に調整したアミノ酸 20 種類をそれぞれ 80%メタノールに溶かしたサンプルを、コーティン

グしたナノスプレーチップに 3μL 注入し、先ほどの場合と同様に、m/z の幅をアミノ酸が

全て検出されるよう 70-270 に設定し、5 分間測定を行った。 

そして、各アミノ酸の検出される様子を、時間経過を追いながら観察し、時間経過による

ピーク強度の変化を調べた。サンプルを測定している際には、同じチップで同様に測定して

いたとしても、装置の状態やスプレーの状態によって、スペクトルのピーク強度の増減が生

じるため、評価に使用する時点のピーク強度が偶然によって高かったり低かったりするこ

とがある。その偶然のばらつきによる考慮を減らし、スプレー効率の傾向を観察するために、 
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アミノ酸 組成式 [M+H]+ 15N AAmix [M+H]+ 

Glycine C2H5NO2 76.03730 77.03434 

Alanine C3H7NO2 90.05495 91.05199 

Serine C3H7NO3 106.04986 107.04690 

Proline C5H9NO2 116.07060 117.06764 

Valine C5H11NO2 118.08625 119.08329 

Threonine C4H9NO3 120.06551 121.06255 

Cysteine C3H7NO2S 122.02702 123.02406 

Leucine C6H13NO2 132.10190 133.09894 

Isoleucine C6H13NO2 132.10190 133.09894 

Asparagine C4H8N2O3 133.06052 135.05459 

Aspartic acid C4H7NO4 134.04478 135.04182 

Glutamine C5H10N2O3 147.07641 149.07048 

Lysine C6H14N2O2 147.11280 149.10687 

Glutamic acid C5H9NO4 148.06043 149.05747 

Methionine C5H11NO2S 150.05832 151.05536 

Histidine C6H9N3O2 156.07675 159.06786 

Phenylalanine C9H11NO2 166.08626 167.08330 

Arginine C6H14N4O2 175.11895 179.10709 

Tyrosine C9H11NO3 182.08116 183.07820 

Tryptophan C11H12N2O2 205.09715 207.09122 

Table. 2-1 補正に使用したアミノ酸と、その安定同位体の組成式と m/z 
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線形最小二乗近似の傾きを算出した。線形最小二乗近似の傾きが正であれば、プロットさ

れたグラフは右肩上がりになっており、イオン強度では時間が経過するごとに徐々に分子

が検出されていっていることを示している。逆に傾きが負であれば、プロットされたグラフ

は右肩下がりになっており、イオン強度では時間が経過するごとに徐々に検出される分子

が減っていることを示している。傾きが 0 は横軸に平行なグラフを示しており、時間によ

って分子の検出に変化がないことを示していることになる。そこで、5 分間測定した結果の

イオン強度の線形最小二乗近似の傾きを求め、その値が 0 に近いほど 5 分間安定してデー

タの取得ができていると判断した。また、吸着の減少を確認するため、5 分間で検出された

イオンの総量も確認し、増加率を算出することで、イオンの吸着の増減を調べた。 

 

スプレー効率について 

次に、チップから質量分析計に向かって放出されるスプレーのイオン化効率のばらつき

を補正するため、内標をイオン化溶媒に添加することにした。 

補正の検討として、安定同位体アミノ酸ミックス（"CELL FREE" AMINO ACID MIX 

(20 AA) (U-15N, 96-98%), NLM-6695-PK, Cambridge Isotope Laboratories, Inc.）を H2O

に 1g/L で溶かしたサンプルを使用することにした。ここで使用したアミノ酸ミックスは、

分子内の窒素が全て 14N から 15N に置き換わっており、検討の対象としているアミノ酸と

は、分子量が異なっている。しかし、物性は同じものであるため、極性や気化のし易さは同
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じであり、イオン化の効率も変わらない。そのため、内標を入れることによる補正を行うた

めには最適であると判断した。 

イオン化効率の補正の検討として、80%メタノールに溶かしてそれぞれ 1μM に調整し

たアミノ酸 20 種類（Table. 1）900μL に、安定同位体アミノ酸ミックスのサンプルを、100

μL 添加したものをサンプルとして 3μL ナノスプレーチップに注入し、m/z の幅をアミノ

酸が全て検出されるよう 70-270 に設定し、ポジティブイオンモードで 5 分間の測定を 3 回

行った。 

そして、各アミノ酸の検出されたイオン強度のばらつきを、5 回測定したときの補正前の

平均値と分散、補正後の平均値と分散を計算することによって比較検討した。 

 

２-２-３ 結果・考察 

サンプリング量について 

サンプリング量は、吸引できたおよその量を計算することが可能であった。検討で試した

ように、サンプリングを吸引した後に、速やかに吸引量を顕微鏡で観察し、計算することに

よって、サンプリングした量を大まかには知ることが可能となった。サンプリング量を知る

ことができるようになったので、この量と、質量分析で得られたピーク強度を使って逆算す

ることで、今後は細胞内・小器官内に含まれる代謝物の濃度を推定することが可能になると

考えられる。 
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コーティングについて 

チップへの分子の吸着について、測定した 20 種類のアミノ酸のうち、18 のアミノ酸が検

出できた。（Table 5）コーティング前のイオン強度の経時的変化を折れ線グラフにしたもの

を Fig. 2-3 (A)、コーティング前のイオン強度の経時的変化を折れ線グラフにしたものを Fig. 

2-3 (B)として表した。コーティングする前の線形最小二乗近似の傾きを求めたところ、-

1068～632028 であった。18 のアミノ酸のうち、15 で傾きが正であり、このうち、線形最

小二乗近似の傾きが 50000 以上であったアミノ酸は 9 あった。コーティングした後の線形

最小二乗近似の傾きを求めたところ、-26828～35213 であった。18 のアミノ酸のうち、5

𝑉 = ∫ 𝜋

1.1668

0

(
0.0080772/2 − 0.002/2

0.45453
𝑥 + 0.002/2) 2 𝑑𝑥 = 0.00001 (mm)3  

Fig. 2-2 吸引量の計算 
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つのアミノ酸で傾きが正であり、このうち、線形最小二乗近似の傾きが 50000 以上であっ

たアミノ酸は１つもなかった。 

 

アミノ酸 [M+H]+ 

線形最小二乗近似の傾き 総イオン量 

コーティング前 コーティング後 Fold Change コーティング前 コーティング後 増加率 (%) 

Glycine 76.0373 0 0 #DIV/0! 0 0 #DIV/0! 

Alanine 90.0550 0 224 #DIV/0! 0 11915 #DIV/0! 

Serine 106.0499 2717 -2356 0.75201 431869 374637 -13.25 

Proline 116.0706 242621 -18759 0.00598 34270939 45604892 33.07 

Valine 118.0863 71936 -18157 0.06371 10046313 12233437 21.77 

Threonine 120.0655 6427 -1186 0.03404 880245 927966 5.42 

Cysteine 122.0270 0 0 #DIV/0! 0 0 #DIV/0! 

Leucine / Isoleucine 132.1019 207301 -15258 0.00542 35116011 40348895 14.90 

Asparagine 133.0605 -1068 1874 3.07969 770958 996423 29.24 

Aspartic acid 134.0448 -2205 -624 0.08006 401778 57973 -85.57 

Glutamine 147.0764 13268 13659 1.05976 2480066 4365627 76.03 

Lysine 147.1128 381209 -10147 0.00071 37616336 50052318 33.06 

Glutamic acid 148.0604 4017 4112 1.04796 2268339 1353557 -40.33 

Methionine 150.0583 58779 -2635 0.00201 11932740 6326325 -46.98 

Histidine 156.0768 277515 -9873 0.00127 116337061 120042136 3.18 

Phenylalanine 166.0863 232174 -23608 0.01034 36672000 40329611 9.97 

Arginine 175.1190 632028 35213 0.00310 184205214 181196855 -1.63 

Tyrosine 182.0812 2156 -4137 3.68259 135926 293082 115.62 

Tryptophan 205.0972 166397 -26828 0.02599 21350397 17804863 -16.61 

Table. 2-2 コーティングの前後で検出できたアミノ酸のピーク強度の変化 
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Table. 2-2 コーティング前(A)とコーティング後(B)におけるイオン強度の経時変化 

(A) 

(B) 
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コーティング前のイオン強度の時間変化を追跡した測定結果からは、線形最小二乗近似の

傾きが大きなアミノ酸が多く検出された一方で、コーティングを施した後のチップで測定

したイオン強度の時間変化を追跡した結果からは、線形最小二乗近似の傾きが大きなアミ

ノ酸は比較的少なくなった。また、18 のアミノ酸のうち、12 でコーティングによるイオン

量の増加が確認された。（Table. 2-2 の赤く塗ったセル） 

検出できた 18 アミノ酸のうち、コーティング前とコーティング後の各アミノ酸の、線形

最小二乗近似の傾きを比較したところ、コーティングをすることによって 14 のアミノ酸で

傾きの減少、12 のアミノ酸でイオン量の増加が確認されたことから、コーティングを行う

ことにより、チップ内への分子の吸着を抑えることが可能であることが示唆された。 

 

 スプレー効率について 

イオン化効率の補正については、測定した 20 種類のアミノ酸のうち、14 のアミノ酸が検出

できた。5 回測定した結果では、補正する前のイオン強度の分散が 3.49×E3～2.51×E6 で

あり、分散を平均で割った値である CV 値が 56%～102%であった。（Table. 2-3 (A)）安定

同位体のアミノ酸ミックスを使って補正を行ったところ、5 回測定した結果のイオン強度の

分散が 3.39×e4～6.88×e6 であり、分散を平均で割った値である CV 値が 56%～102%と

なった。（Table. 2-3 (B)） 
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アミノ酸 [M+H]+ Data 1 Data 2 Data 3 Data 4 Data 5 平均値 分散 CV 値 

Glycine 76.0373 0 0 0 0 0 0 0  

Alanine 90.0550 0 0 0 0 0 0 0  

Serine 106.0499 0 0 0 0 0 0 0  

Proline 116.0704 1270875.1 7572.8 2162772.3 68191.6 2140634.5 1130009.3 9.48E+05 84 

Valine 118.0860 397983.5 1097.4 956604.6 9336.3 734748.6 419954.1 3.83E+05 91 

Threonine 120.0652 30951.3 70.2 86518.4 679.9 36671.9 30978.3 3.16E+04 102 

Cysteine 122.0270 0 0 0 0 0 0 0  

Leucine/ 

Isoleucine 

132.1017 1274550 3205.3 1986239.9 31329.7 1857915.6 1030648.1 8.62E+05 84 

Asparagine 133.0606 24213.7 112 41906.8 1301.5 25412.5 18589.3 1.59E+04 85 

Aspartic acid 134.0448 0 0 0 0 0 0 0  

Glutamine 147.0763 65697.9 1930.4 211034.9 13084.7 107736.1 79896.8 7.58E+04 95 

Lysine 147.1127 1318459.8 104020.5 1320261.5 548707.8 1786418.4 1015573.6 6.05E+05 60 

Glutamic acid 148.0604 0 0 0 0 0 0 0  

Methionine 150.0581 404094.5 1634.6 1042698.9 12612.9 607460 413700.2 3.91E+05 94 

Histidine 156.0765 4175669 349337.7 3412764.8 1459267.8 4460233 2771454.5 1.60E+06 58 

Phenylalanine 166.0860 1334551 3421.7 2439029.3 31457 1929831 1147658.0 9.87E+05 86 

Arginine 175.1188 6684620.5 600509.8 5524357 2436238.5 6995109.5 4448167.1 2.51E+06 56 

Tyrosine 182.0807 6250.8 0 12709.3 83.1 8291.6 5467.0 4.90E+03 90 

Tryptophan 205.0968 756539.6 2874.7 1153814.3 29126 928159.9 574102.9 4.73E+05 82 

 

Table. 2-3 (A) アミノ酸の実測値（5 回測定） 
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アミノ酸 [M+H]+ Data 1 Data 2 Data 3 Data 4 Data 5 平均値 分散 CV 値 

Glycine 77.0343 0 0 0 0 0 0 0  

Alanine 91.0520 550496.9 553.3 1499965.8 6105.6 897619.1 590948.1 5.68E+05 96 

Serine 107.0469 25403.4 24.2 92841.2 448.5 33831.3 30509.7 3.39E+04 111 

Proline 117.0676 3399275.3 36732.8 5028883 382901.6 5037485.5 2777055.6 2.18E+06 79 

Valine 119.0833 3198969.5 8850.8 4890816.5 110449.7 4354556 2512728.5 2.08E+06 83 

Threonine 121.0626 436157.8 686.2 1508122.4 6108.7 682379.8 526691.0 5.56E+05 105 

Cysteine 123.0241 0 0 0 0 0 0 0  

Leucine/ 

Isoleucine 

133.0984 11596871 140330.1 16051348 1090682.1 15250543 8825954.8 6.88E+06 78 

Asparagine 135.0546 309746.9 1415.2 916772 14196.2 555237.6 359473.6 3.46E+05 96 

Aspartic acid 135.0418 0 0 0 0 0 0 0  

Glutamine 149.0705 78826.5 914.7 380227.3 6856.4 114722.5 116309.5 1.39E+05 119 

Lysine 149.1069 498052.8 44125.8 979627.1 147991.8 541528.2 442265.1 3.31E+05 75 

Glutamic acid 149.0575 0 0 0 0 0 0 0  

Methionine 151.0554 397914.4 1374.4 968030.7 12209.4 587957.5 393497.3 3.65E+05 93 

Histidine 159.0679 1460256.4 94752.5 1125246.4 466343.9 1616829.9 952685.8 5.83E+05 61 

Phenylalanine 167.0833 3136466 9335.5 5082713.5 134344.7 4178231.5 2508218.2 2.08E+06 83 

Arginine 179.1071 9587306 862349.9 8021715.5 3493634 10118011 6416603.3 3.63E+06 57 

Tyrosine 183.0782 1016504.9 1771 1940041.6 16863.8 1263100.3 847656.3 7.48E+05 88 

Tryptophan 207.0912 2517457.8 10813.9 3259853.5 152827.6 2809965 1750183.6 1.38E+06 79 

 

Table. 2-3 (B) アミノ酸同位体の実測値（5 回測定） 
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検出できた 14 のアミノ酸を、それぞれの同位体のピーク強度で割り、安定同位体の平均

値を掛けることによって、補正を行った。各アミノ酸の安定同位体の平均値と比較し、ピー

ク強度が高いサンプルはピーク強度を低く換算し、安定同位体の平均値と比べて、ピーク強

度が低いサンプルはピーク強度を高く換算することで、ばらつきを補正しつつ、実測値に近

い値を算出することができた。（Table. 2-4）5 回測定した結果では、補正した後のイオン強

度の分散が 3.11×E3～4.03×E5 であり、分散を平均で割った値である CV 値が 1%～56%

まで抑えることができた。補正前のデータの CV 値を、補正後の CV 値で割ることによっ

て、各アミノ酸の CV 値の変化率を求めた。その結果、イオンを検出することができた全て

のアミノ酸で、変化率が 1 以上となっており（Table. 2-4 の赤く塗ったセル）、補正を行う

ことによって、測定の分散を小さく抑えることが可能であり（Fig. 2-4 (A)-(M)）、それによ

って CV 値を小さく抑えることができたことを表している。 

安定同位体を使って補正することによって、スプレー効率によるばらつきを抑えること

が可能であった。このように、いくつかのサンプルを測定する際に、予め m/z の値が分か

っている分子を決まった量だけ入れておき、そのイオンのピーク強度を使って補正を行う

ことで、チップのロットによるスプレー効率の違いからくるスペクトルのばらつき、測定器

の状態によるスペクトルのばらつきを小さく抑えることが可能となることが分かった。測

定によるばらつきを抑えることができるようになったので、今後は、細胞内・小器官内に含

まれる代謝物の濃度を今まで以上に安定して推定し、細胞内の微細な分子変化を捉えるこ 
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アミノ酸 Revised 1 Revised 2 Revised 3 Revised 4 Revised 5 平均値 分散 CV 値 変化率 

Glycine 
0 0 0 0 0 0 0   

Alanine 
0 0 0 0 0 0 0   

Serine 
0 0 0 0 0 0 0   

Proline 
1038248.0 572515.2 1194328.6 494570.6 1180085.0 895949.5 3.02E+05 34  2.49 

Valine 
312608.3 311550.2 491469.6 212400.6 423975.2 350400.8 9.73E+04 28  3.28 

Threonine 
37375.9 53881.8 30215.4 58620.9 28305.0 41679.8 1.24E+04 30  3.44 

Cysteine 
0 0 0 0 0 0 0   

Leucine/ 

Isoleucine 

970013.4 201594.9 1092149.0 253524.4 1075232.5 8825954.8 6.88E+06 78 1.49 

Asparagine 
28101.0 28449.0 16432.0 32956.3 16452.6 24478.2 6.78E+03 28  3.09 

Aspartic acid 
0 0 0 0 0 0 0   

Glutamine 
96938.1 245461.7 64554.4 221964.1 109226.4 147628.9 7.22E+04 49  1.94 

Lysine 
1170777.1 1042579.2 596048.9 1639782.3 1458964.8 1181630.5 3.60E+05 30  1.95 

Glutamic acid 
0 0 0 0 0 0 0   

Methionine 
399608.8 467993.8 423849.3 406501.7 406549.6 420900.6 2.49E+04 6  16.0 

Histidine 
2724248.0 3512404.1 2889405.1 2981112.7 2628106.2 2947055.2 3.08E+05 10  5.52 

Phenylalanine 
1067234.6 919326.3 1203612.6 587302.8 1158489.5 987193.2 2.22E+05 23  3.82 

Arginine 
4473890.6 4468294.3 4418955.9 4474531.7 4436133.0 4454361.1 2.27E+04 1  111 

Tyrosine 
5212.5 0 5553.0 4177.0 5564.4 4101.4 2.11E+03 52  1.74 

Tryptophan 
525960.4 465257.9 619471.6 333551.3 578103.4 504468.9 9.99E+04 20  4.16 

Table. 2-4 アミノ酸同位体を使って補正を行った後のイオン強度 
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と、細胞の個体差を捉えることが可能になると考えられる。 

 

２-３ 微量分子の検出に向けた検討 

２-３-１ 検出器の最適化 

ミトコンドリアには、細胞質には存在しない特異的な脂質や、TCA サイクル等の特

異的な代謝経路が存在していることが知られており、この特異的分子や TCA サイクル

の代謝物、その他のミトコンドリア内に存在する代謝物を 1 細胞質量分析法で検出する

ため、質量分析計の条件の検討を行った。 

検討する項目として、Mass Range, Resolution に着目した。これらのパラメーター

については以下に記す。 

 

Fig. 2-4 アミノ酸同位体を使って補正を行った後のイオン強度と分散の変化 

(A) Proline、(B) Valine、(C) Threonine、(D) Isoleucine / Leucine、 

(E) Asparagine、(F) Glutamine、(G) Lysine、(H) Methionine、(I) Histidine、 

(J) Phenylalanine、(K) Arginine、(L) Tyrosine、(M) Tryptophan 
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Mass Range 

Orbitrap では、イオントラップに溜め込むイオンの上限値(Automacic Gain Control; 

AGC)が定められており、そのイオントラップに一定量以上のイオンが溜められること

によって、イオンの電荷同士が反発しあい、精密質量値がずれ、正確に m/z の値を算出

できなくなることを防いでいる。したがって、測定する Mass Range を広くすれば広く

するほど、質量分析計に取り込まれたイオン全体に対する一つ一つのピークのイオン数

が減ることになる。Orbitrap 検出器はイオンの周期的な運動の誘導電流を感知してフ

ーリエ変換により m/z を算出しており、少なくとも 200 個のイオンの集団でないと検

出することができないと言われている上に、誘導電流の合成波をフーリエ変換する際に

必ず noise が発生してしまう。この noise は測定者がマススペクトルを得るまでの計算

の過程で自動的にカットオフされるため、誘導電流が検出されていても強度が低すぎる

と noise cut off によって最終的なスペクトル上では検出されていないことになる。 

 

Resolution 

 Resolusion はピークとピークを分ける性能のことであり、LTQ Orbitrap においては

Orbitrap 検出器内での円運動の時間によって制御されている。分解能 100,000 の時、

1Scan あたりにかかる時間は 1.7 秒であるが、分解能 7,500 の時は 1Scan あたり 0.35

秒程度である。IT 同様、Orbitrap 内でも長い時間保持され続けることによってイオン
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が分解・消失する恐れがある。 

 

２-３-２ 実験方法 

 ATP を MeOH 70%, H2O 30%の溶媒で 100 nM に調整し、次のような条件で測定を

行った。nano-ESI のイオンソースを取り付けた LTQ-Orbitrap Velos Pro (Thermo 

Fisher Scienticif Inc,. USA)を使用し、ネガティブモードで測定を行った。 

●Mass Range Width: ATP である m/z = 506 を中心とした質量幅 33, 53, 73, 93, 113 

●Resolution: 7,500, 15,000, 30,000, 60,000, 100,000 

以上の条件のもと、感度の比較を行った。 

 

２-３-３ 結果・考察 

 ATP の Signal to Noise (S/N)を見たところ、測定した Mass Range の幅による感度

の変化に関しては、夾雑物の影響も絡んでくるため、はっきりした傾向を得ることがで

きなかった。Mass Range を変化させることによって、夾雑物を減らすことができるが、

指定した Mass Range 以外のイオンを排出する過程でのロスが発生するためか、一過

性のグラフにはなっていない。しかし、Mass Range は質量幅 50 程度まで広げたほう

が S/N が高く検出できるという傾向にあることが分かった。（Fig. 2-5）質量幅は狭く

するほど S/N は上昇するようにも感じられたが、一度の測定時間が長くなるというデ



51 

 

メリットがあるため、50 程度を適用することとした。 

Resolution は、10000 程度まで高くすることによって S/N が高くなるということ結

果が得られた。当初は、Resolution を長くすることで一度のスキャンにかかる時間が長

くなり、Orbitrap 検出機内での居住時間が長くなれば Signal が減少し、S/N が下がる

ことを予想していたが、実際には S/N は上昇した。Resolution を上げることで、Signal

自体はあまり減少せず、Noise が減少した。これによって、分解能による他のピークと

の分離を行うことによって、Noise が減少することが明らかになった。 

この LTQ Orbitrap において、Noise 値よりも低いピークは cut off によって消滅し、

検出されていないことになるため、S/N が感度を比較する上で重要である。以上より、

測定条件は Mass Range 幅 53、Resolution 100,000 と決定した。 

 以上の検討結果を、1 細胞内のミトコンドリア分析を行うための条件として適用し、

分析を行った。 

 

 

Fig. 2-5 Mass Range と Resolution を検討した結果の S/N 
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２-４ 方法 

２-４-１ 試薬 

ミトコンドリアを特異的に染色する色素として、MitoRed（DOJINDO, Japan）を購

入して実験に使用した。この蛍光色素を Dimethyl sulfoxide (DMSO) で最終濃度 1µM 

となるように希釈し、それをストックとして保管した。 

測定については、ミトコンドリア内の代謝物を網羅的に分析することを目指したので、

高分解能質量分析計 LTQ-Orbitrap Velos Pro を使用して測定することとした。測定の

前には、m/z のズレを補正するためのキャリブレーション溶液として、1,3,6 Poly-

tyrosine solution （Thermo Fisher Scientific, USA）を使って、キャリブレーション

を行った。測定時にイオン化溶媒として使用する Methanol（MeOH）は、より純度の

高い、Electronic grade methanol（関東化学, Japan）を使用した。 

細 胞 サ ン プ リ ン グ 時 の バ ッ フ ァ ー に つ い て は 、 4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid（HEPES）（DOJINDO, Japan）を、pH 7.5、濃度は 1M

となるよう調整したものをストックとし、細胞に投与する際には、PBS（－）で最終濃

度 25mM となるように希釈したものを使用した。 

細胞観察の際は、ディッシュボトムに細胞接着を促進させるためのコラーゲンがコー

ティングしてあるガラスボトムのディッシュ、D11134（Matsunami Grass Ind., Ltd.）

を使用した。 
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測定時にばらつきが生じる可能性のある、エレクトロスプレーによるイオン化効率を

補正するため、Fluorescein（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）を、イオン化溶

媒に最終濃度で 100nM となるよう調整した。 

 

２-４-２ 細胞培養 

実験に使用した細胞は、Human hepatocellular carcinoma cell line （HepG2）を使

用した。この細胞を、Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (Sigma-Aldrich 

Inc.) に、Fetal calf serum （FBS, Thermo Fisher）が 10%、抗生物質として Penicillin

（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）と Streptomycin G（Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.）が 100mg/mL となるよう調整した培養培地として使用し、37℃、5%

の CO2という条件の下で培養した。 

 

２-４-３ 細胞の蛍光観察 

細胞をサンプリングする 30 分前に、HepG2 細胞が培養してあるディッシュに、ミト

コンドリア蛍光色素である MitoRed を、最終濃度 100nM となるように添加した。サン

プリングを行う直前に、MitoRed が入った培養培地を捨て、PBS（－）で二度洗い、

25mM の HEPES バッファーをディッシュに注入した。その後、細胞は、共焦点レー

ザー顕微鏡 FV-1000（Olympus Corporation）のステージに設置し、559nm の励起波
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長のレーザーで細胞観察を行った。 

 

２-４-４ 1細胞内ミトコンドリアサンプリング 

MitoRed を投与した HepG2 からミトコンドリアが多く含まれている箇所をサンプ

リングするために、共焦点蛍光顕微鏡下で観察しながら、先端口径が 2μm のナノスプ

レーチップを使い、蛍光を発している箇所をミトコンドリア群として細胞から直接サン

プリングした。ミトコンドリア群から獲られた代謝物のデータと比較するため、蛍光を

発していない箇所を細胞質としてサンプリングした。チップ内に捕らえた細胞内成分を

イオン化して分子分析を行うため、ナノスプレーチップにイオン化溶媒として 2μL の

70％ MeOH を添加し、Nano-ESI のイオン源が装着された高分解能質量分析計 LTQ-

Orbitrap Veolos Pro に取り付けた。 

ナノスプレーチップの先端が質量分析計の入り口から 3mm のところに設置し、チッ

プに約 0.8ｋV の電圧を印加し、Negative ion mode で測定を行った。 

 

２-４-５ ミトコンドリア成分質量分析 

質量分析計は測定前に予め、1,3,6-Poly-tyrosine を使って、m/z = 180.067, 506.193, 

995.383 の 3 点においてネガティブイオンモードで m/z のキャリブレーションを行っ

た。データを取得するための m/z の幅は、100 から 1000 までとし、アミノ酸のような
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分子量の小さな分子から、脂質のような分子量の大きな分子まで、網羅的に分析を出来

るように設定した。 

 

２-４-６ データ解析 

得られたスペクトルデータは、Xcalibur 2.1（Thermo Fisher Scientific Inc.）で確認

し、テキストファイルに変換した後で、そのテキストファイルを Marker View（AB 

Sciex Inc.）に取り込ませてデータアライメントを行った。質量分析では、一回一回の

スキャンで m/z が少しずつ異なる値が検出されることがあり、そのズレを考慮した上

で分子組成を決定する必要がある。今回使用した高分解能質量分析計である Orbitrap

は、測定したサンプルの精密質量は、その分子の精密質量の理論値から±3ppm 以内に

抑えて測定が可能であるという仕様の装置である。そのため、細胞内容物をイオン化し

て得られたピークにおいて、精密質量のズレが±3ppm の範囲内であるものは許容して

同じピークであるとみなし、精密質量の値から分子組成を計算した。ミトコンドリア群

と細胞質から得られたピークを用いて、分散の等しくない仮定の両側 t-検定、そして

PCA 解析を行った。これらの精密質量を KEGG[85], LIPID MAPS[86]に掲載のある代謝

物の精密質量に照合し、検出された分子の推定を行った。その中から、ミトコンドリア

や細胞質に特異的に検出された分子ピークには MS/MS を行い、構造情報を得ることで、

分子の同定を行った。分子同定には、MassBank[87]と MetFrag[88] を使用した。 
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２-５ ミトコンドリア群への 1細胞質量分析法の適用 

２-５-１ 1細胞内ミトコンドリア群のサンプリングと解析 

1 細胞質量分析法により、1 つの生きた細胞からミトコンドリアと細胞質をサンプリ

ングすることが可能となった。ミトコンドリアをサンプリングしたチップを、ネガティ

ブイオンモードで測定した際のスペクトル（Fig. 2-6 (A)）と、細胞質をサンプリングし

たチップを測定した際のスペクトル（Fig. 2-6 (B)）で、異なるスペクトルパターンが得

られた。 

HepG2 細胞をサンプリングして測定し、得られたスペクトルから、5000 以上もの分

子ピークが検出された。これらのピークの精密質量を、KEGG[85]と LIPID MAPS[86]に

掲載されている精密質量と照合したところ、1700 以上ものピークが代謝物と推定され

た。例として、アミノ酸、クエン酸やフマル酸などの TCA サイクルの代謝物、脂肪酸、

ステロール脂質等の一部があった。 

いくつかのアミノ酸や、TCA サイクルの代謝物は、今回は検出することができなか

った。しかし、イオン化溶媒の組成をどのように組み合わせるのか、Mass Range の幅

の設定、イオンモードといった、質量分析側の最適条件を求めた検討を重ねていくこと

で、今回検出することができなかった代謝物についても、今後は検出することが可能と

なることが考えられる。 
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Fig. 2-6 (A)はミトコンドリアをサンプリングしたときの画像とスペクトル、 

(B)は細胞質をサンプリングしたときの画像とスペクトル 
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２-５-２ 検出された代謝物の小器官間での比較 

得られた各ピークについて、ミトコンドリア群と細胞質群に分けて、各群のピーク強

度に対して t-検定を行い、p-Value < 0.05 であったピークをその群に特異的なピークと

した。そして、KEGG[85]と LIPID MAPS[86]で代謝物の推定を行うことができたピーク

のリストを下記リストに掲載した。（Table 2-5, 2-6, Fig. 2-7, 2-8） 

また、ミトコンドリアでのみ検出された分子として Octanoylcarnitine が検出されて

いた。（p-Value = 0.0101）カルニチンはミトコンドリア膜上に存在し、ミトコンドリア

内に脂肪酸を取り込む役割を担っているといわれている。このカルニチンと結合してい

る脂肪酸 Ocatanoic acid が細胞質とミトコンドリアで検出されたか調べたところ、ミ

トコンドリアに優位に多かったが、ミトコンドリアにも細胞質にも検出されていた。 カ

ルニチン代謝物は脂肪酸と結合すると、細胞質外には放出されることなく、直接ミトコ

ンドリア内に入っていき、ミトコンドリアに脂肪酸を受け渡していることが明らかとな

った。また、脂肪酸については、ミトコンドリアと細胞質でのピーク強度の差から、細

胞質にはあまり溜め込まず、すぐさまミトコンドリアに運ばれていく可能性が示唆され 
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Table 2-5 ミトコンドリアに特異的に検出されたピークのリスト 
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Table 2-6 細胞質に特異的に検出されたピークのリスト 
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Fig. 2-7 ミトコンドリアに特異的に検出された脂肪酸 
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Fig. 2-8 ミトコンドリアに特異的に検出されたグリセロン脂質 
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た。（Fig. 2-9） 

また、得られたピークについて、ミトコンドリア、細胞質での特徴的な分子ピークを

探索するため、PCA 解析を行った。全分子ピークから、似たスペクトルパターンを示

しているサンプルを、2 次元グラフの近いところにプロットし、異なるスペクトルパタ 

 

Fig 2-9 脂肪酸がミトコンドリアに取り込まれる様子 
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ーンとして現れる、分子組成を示すサンプル群を分散させてプロットするスコアプロッ

ト（Fig. 2-10 (A)）を確認したところ、ミトコンドリアを測定したデータ（Fig. 2-10 (A) 

の赤いプロット）と、細胞質を測定したデータ（Fig. 2-10 (A)の緑のプロット）と、ネ

ガティブコントロールとして測定した細胞の含まれていないサンプル、イオン化溶媒

（Fig. 2-10 (A)の青いプロット）では、それぞれ異なるグループを形成した。そのこと

から、各サンプル群は異なる分子組成していることを検出することが出来ていることが

示された。この結果は、標的とした細胞内小器官を、ナノスプレーチップで補足、測定

することに成功したことを示唆している。 

PCA のローディングプロット（Fig. 2-10 (B)）は、サンプルから得られた全ピークを

主要な 2 つの成分で構成する 2 次元グラフにプロットして示している。この 2 次元グ

ラフの中心に近いところにプロットされている点は、全サンプルに共通して検出された

分子を表しており、中心から離れたところにプロットされた点は、各サンプル群での特

徴的な分子ピークを表している。このうち、ミトコンドリアに特徴的であった分子ピー

ク、m/z = 401.23（Fig. 2-10 (B) の赤い矢印）を選択し、分子同定を行うために、MS/MS

での解析を行うこととした。この分子ピークは、サンプル郡の間の分散が等しくないこ

とを仮定した t-検定の結果からも、p-Value が 0.0342 と有意的に差があることが推定

され、ミトコンドリアをサンプリングして測定したときのみに検出される、特異性の強

いピークであることを確認している。（Fig. 2-11 (A)） 
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Fig 2-10 (A)はスコアプロット、(B)はローディングプロット 



66 

 

 

２-５-３ ミトコンドリア特異的分子の MS/MSスペクトル取得 

高分解能質量分析計 Orbitrap は、メタボロミクスのような網羅的分析を行うことに

向いているが、検出されたピークが、どのような分子のピークであるのか同定すること

については、あまり得意ではない。その理由として、精密質量は同じであるが、構造が

異なる同位体の存在がある。分子は炭素（精密質量  12.00000）や酸素（精密質量 

15.99492）、水素（精密質量 1.00783）や窒素（精密質量 14.00307）など、限られた原

子が集まって構成された集合体であるため、それらの合計値が分かれば、分子の組成式

までは決定することが可能である。通常、低分子の分析を行うときには、±3ppm 以内

という質量精度があれば、分子組成まで決定することには問題はない。しかし、それで

も全く同じ分子組成の分子が出てくると、それらは単純にその質量で分けることはでき

ない。より多くの情報を取得することが必要となってくる。そこで、MS/MS によって

イオンを壊して得られるイオンの構造情報が、第二の分子情報として重要となってくる。

質量分析計内でイオンを壊す方法として、Collision Isolated Detection（CID）モード

があり、Collision Energy 20～40 として MS/MS スペクトルを取得することが多い。

得られたプロダクトイオンのパターンを解析することによって、元のプリカーサーイオ

ンの構造情報を得ることができる。このような MS/MS スペクトルを解析するための方

法として、MassBank への照合、Met Frag でのフラグメント経路解析、Mass Fronteir
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（Thermo Fisher Scientific. Ltd.）を使ったフラグメント経路の解析がある。 

これらの代謝物の MS/MS 情報は、小器官ごとの代謝物の違いを検出するために重要

な情報である。プロダクトイオンのパターンは、プリカーサーイオンの構造によって異

なっており、そのイオンの構造によって特異的なパターンの MS スペクトルを得ること

ができる。例として、ATP のピーク m/z = 506.0 に対して MS/MS を行ったところ、

m/z = 329.1, m/z = 408.1 といったプロダクトイオンが検出されたが、m/z = 408.1 は

ATP のリン酸基（m/z = 98, H3PO4）が乖離したイオンである、というように、プリカ

ーサーイオンの構造もある程度は推定することが可能である。また、プロダクトイオン

のピーク強度を比較することにより、それぞれの乖離部分の壊れやすさも推定すること

が可能である。 

MS/MS は質量分析計に取り込まれたイオンにエネルギーを与えて崩壊させて、その

結果得られたプロダクトイオンのパターンを分析する方法であるが、エネルギーを与え

る必要があることから、得られるプロダクトイオンは、崩壊前のプリカーサーイオンよ

りピーク強度が弱くなる。そのため、元のプリカーサーイオンもある程度の強さのピー

ク強度がなければ、分子同定を行うために十分なフラグメントパターンを得ることがで

きない。ここで MS/MS を行った m/z = 401.23 の分子ピークは、MS/MS を行うことが

出来るほどの十分なピーク強度であった。 

m/z = 401.2 のピークに MS/MS を行うことにより、m/z = 327.2, m/z = 329.2, m/z = 
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339.1, m/z = 355.2 といったプロダクトイオンが検出された。MS/MS で得られたプロ

ダクトイオンの m/z と、それらのピーク強度から、元の分子が何であるのかを同定する

ために、MS/MS のデータを蓄積している MassBank と、分子構造から分子の壊れるパ

ターンを計算する Met Freg を使用した。 

その結果、m/z = 401.23 の分子は、ステロール脂質の Telocinobufagin（C24H34O5）か

らプロトンが外れ、ネガティブイオンとなって（[M-H]-）検出された分子であることが

分かった。（Fig. 2-11 (B)）ステロール脂質は細胞膜を構成する膜として知られており、

この同定されたTelocinobufaginはミトコンドリアの膜成分が検出されたものである可

能性が考えられた。 

m/z = 401.2 のピークに対して MS/MS を行い、Telocinobufagin というステロール脂

質がミトコンドリアから優位的に検出されていたことが分かったが、この MS/MS 結果

からは、他にも多くのプロダクトイオンが検出されていた。これは、m/z = 401.2 の分

子は 1 つではなく、いくつかの混合物である可能性が考えられる。これらのプロダクト

イオンについて、全てのプリカーサーイオンを決定する必要があるとすれば、そのとき

は m/z = 401.2 の分子で Fig のようなプロダクトを出す可能性のある標品を集め、それ

らの混合物を作成し、全く同じ Collision Energy で崩壊させて、プロダクトイオンのパ

ターンを比較することで、m/z = 401.2 の分子でミトコンドリアに特異的に含まれてい

る分子を同定することが可能となる。 
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Fig 2-11 (A)は m/z = 401.23 のマススペクトル、(B)は MS/MS スペクトル 
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２-６ 小活 

まず、1 細胞質量分析法を使うことにより、生きた 1 つの細胞から、ミトコンドリア

の集団をサンプリングし、そこに含まれる低分子を検出するため、蛍光観察を組み合わ

せて分析を行うことを試みた。 

そのために、ミトコンドリア特異的蛍光プローブである MitoRed を細胞に投与し、

蛍光顕微鏡下で赤く蛍光を発している箇所、ミトコンドリア群をナノスプレーチップで

捕捉し、質量分析で分子分析を行おうと試みた。その結果、ミトコンドリアをサンプリ

ングして測定したマススペクトルと、細胞質をサンプリングして測定したマススペクト

ルでは異なるパターンが得られた。生きた細胞からミトコンドリアを取り出して、成分

の網羅的分析に成功した例は今までに無く、世界初の結果を得ることができた。 

ミトコンドリア群、細胞質から得られるスペクトルパターンを主成分解析した結果、

各小器官におけるマススペクトルがそれぞれ特徴的なピークパターンを持っているこ

とが分かった。そして、そこから代表的な代謝物を抽出し、そのイオン強度を t-検定で

比較することで、どこの小器官で特異的に検出される分子なのかを判別することができ

た。 

また、イオン強度の強かったピークについては、MS/MS を行うことで、ミトコンド

リアに特異的に含まれる分子がどのような分子であるのか、同定まで行うことが可能で
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あった。m/z = 401.2 はミトコンドリアに特異的に検出されたステロール脂質の

Telocinobufagin であり、ミトコンドリア内の脂質か膜成分を検出できたことを示唆し

ている可能性がある。 

この Telocinobufagin は、生薬として使用されていたヒキガエルの油に含まれる成分

として知られており薬としての研究が進められていた[90, 91]。また、近年は腎臓病の患者

から検出されたという報告もあり[92]、これがミトコンドリアに特異的な分子であれば、

ミトコンドリアと腎臓病の関わりも明らかになっていくことが期待される[93-95]。更には、

ミトコンドリア由来の薬となる可能性を秘めていることが示唆された。 

以上より、本法を用いて 1 生細胞に存在するミトコンドリアの分子成分を検出するこ

とを可能とし、また、それらの代謝物がどのような分子なのか、同定まで行うことが可

能であることを示した。 
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第 3 章 

安定同位体を用いたミトコンドリア単体の代謝追跡 

 

３-１ 緒言 

細胞の中では、多種多様な分子が存在し、ライフサイクルや細胞内外からの刺激に応

答して、常にダイナミックな変化を起こしている。その細胞中における代謝物の挙動は、

薬物反応やアレルギー反応、そしてアポトーシスやエネルギー産出にも大きく関わって

いる。 

細胞が薬物や刺激に対して反応を起こした前と後の代謝物探索を行い、変動があった

代謝物を調べることにより、その反応のためにどのような分子がどれくらい動いたのか

を分析することは、行われている。 

どのような分子が動いたのか、標的が予め決まっている場合には、蛍光プローブを導

入して顕微鏡で観察しながらタイムラプス等で分子変化と局在を定量的に、そして高感

度で分析することが可能である。標的が決定していなければ、大量の細胞を集めて抽出

し、NMR や MS 等で分子分析を行う方法が一般的に使われている。 

さらに質量分析を使った、分子変化を追跡する方法として、安定同位体を使った分子

の出入りや代謝経路の分析が行われる[96-129]。細胞に投与された同位体標識された代謝

物が、その細胞内で代謝されたとき、生成される代謝物も質量が変化している。（Fig. 3-
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1）その代謝物の質量変化を追跡することによって、分子の挙動や代謝経路を探索する

ことが可能である。 

実際に、D-Fructose の 6 つの C を全て 13C に置換した同位体 Fructose を、ヒト含脂肪

細胞に投与し、その代謝物である Glutamate、Palmitate、Lactate 等が同位体標識されて

13C に置き換わった代謝物となっていく様子を分析した例も報告されている[130]。さらに

は、13C だけでなく、15N を標識元素として採用した研究も報告されている[131]。 

 

Fig 3-1 安定同位体を使った質量分析 
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この安定同位体を用いた分析方法では、代謝経路を観察したい分子の全てに安定同位

体が存在するわけではないこと、そして、希少な分子では大変高価であることが欠点と

して挙げられる。さらに、代謝追跡をしたい分子であっても、それを細胞外から投与し

たところで、細胞内に取り込むかどうかは、その分子の物性に寄るところが大きい。し

かし、細胞内に多く含まれる分子が、ただ蓄積されているのか、それとも代謝が進んで

いる結果として多く含まれているのかといった判断が可能となる。これは、細胞の刺激

応答への分析方法だけでなく、通常の状態でいる細胞の代謝経路や速度についても明ら

かにすることが可能であることを示唆している。さらに、標識化された分子は、エネル

ギーを与えて壊して得られた分子も標識化されており、標識化されていない分子とは異

なった質量で検出される。そのため、質量分析で MS/MS を行い、プロダクトイオンの

パターンを解析するときであっても、質量がシフトしたプロダクトイオンを選ぶため、

標識化されていないイオンと区別がつかなくなることはない[132, 133]。以上の利点から、

質量分析における安定同位体を用いた代謝経路分析は、非常に有用な分析方法であるこ

とが分かる。 

そこで、私はミトコンドリア分析の第一歩として、正確にサンプリングできているの

か判断するための指標として、蛍光プローブを使用するための検討を行った。そして、

蛍光顕微鏡下でミトコンドリアの観察が可能であり、質量分析でも検出されるプローブ

を決定し、ミトコンドリア単体分析の指標とした。 
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そして、細胞が生命活動を維持していくために重要な ATP を産出する代謝経路であ

る、解糖系、TCA サイクルの代謝物の動きの分析を試みた。（Fig. 3-2） 

これらの代謝物が細胞内で代謝され、小器官の間を出入りしている様子を 1 細胞レベ

ルで追跡するため、安定同位体である 13C Glucose を投与し、ミトコンドリアと細胞質

における代謝物が、12C から 13C へ同位体標識されたものに置き換わっている様子を追

跡した。 

 

Fig 3-2 安定同位体を使って分析を行う対象代謝物 
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３-２ ミトコンドリア単体での質量分析における測定系の確立 

３-２-１ 蛍光色素の検討 

ミトコンドリアは非常に小さな小器官であり、常時細胞質の中で蠢いている。このミ

トコンドリアを確実に採取し、質量分析からも検出できているという確証を得るため、

最適な蛍光色素の検討を行った。 

ミトコンドリア蛍光色素を検討するため、MitoTracker Red、MitoRed、MitoTracker 

Green、Rh 123 の 4 つのミトコンドリア特異的蛍光染色プローブを使用した。これら

のプローブはすべて DOJINDO より購入したものを使い、DMSO で 1mM となるよう

希釈したものをストックとした。 

細胞は、ヒト肝臓癌のセルラインである HepG2 を用い、サンプリングを行うことに

問題ない程度の蛍光を観察できる、そして質量分析的にも検出することが可能であるプ

ローブを選択することを目指した。 

ガラスボトムのディッシュに播種した HepG2 細胞に、これらの蛍光プローブをそれ

ぞれ最終濃度 100nM となるよう投与し、MitoTracker Red は 45 分、MitoRed は 60

分、MitoTracker Green と Rh 123 は 30 分、37℃で 5%の CO2環境下で培養した。共

焦点レーザー顕微鏡のステージに設置する直前に、PBS（－）で 2 回洗い、25mM の

HEPES バッファーで細胞を満たし、各蛍光標識を行った細胞に対し、1 つの細胞に含

まれるミトコンドリア単体を吸引した。（Fig. 3-3） 
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Fig 3-3 蛍光プローブで観察しながらミトコンドリア単体を採取する様子 
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MitoTracker Red と MitoRed は 559nm の励起波長、MitoTracker Green と Rh 123

は 473nm の励起波長で観察を行った。 

 

３-２-２ サンプリング 

顕微鏡下に設置した HepG2 細胞に、ナノスプレーチップを近づけ、標的とした細胞

のミトコンドリアに差し込み、ミトコンドリア単体を採取した。そして、そのチップの

後ろからイオン化溶媒として 70% MeOH を入れ、Nano-ESI のイオン源を取り付けた

質量分析計 LTQ-Orbitrap Velos Pro に設置した。そして、チップ内の細胞成分をイオ

ン化するため、-8kV の電圧を印加して測定を行った。細胞に投与した蛍光プローブは、

ポジティブモードで m/z = 495.220 (MitoTracker Red), m/z = 601.270 (MitoRed), m/z 

= 634.099 (MitoTracker Green), m/z = 345.123 (Rh 123)で検出されることは、標品を

使って予め確認を行った。ミトコンドリアをサンプリングしたチップで、これらのピー

クを検出できるのかを調べた。 

 

３-２-３ 高分解能質量分析計での測定 

高分解能質量分析計 Orbitrap を使用した、1 細胞質量分析法ミトコンドリア蛍光プ

ローブ検出はできなかった。これは、ターゲットとしているミトコンドリアのサイズが

非常に小さいこと、そのため、そこに取り込まれるプローブの量も少ないことが原因の
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1 つとして挙げられた。そこで、この問題を乗り越えるため、次はより微量分子でも分

析することを可能とする、高感度質量分析計 TSQ-Vantage を検出に用いることに決定

した。 

 

３-２-４ 高感度質量分析計での測定 

Orbitrap での測定時と同様に、顕微鏡下で HepG2 細胞を観察しながら、ナノスプレ

ーチップで標的とした細胞からミトコンドリア単体を採取した。そして、そのチップの

後ろからイオン化溶媒として 70% MeOH を入れ、Nano-ESI のイオン源を取り付けた

質量分析計 TSQ-Vantage に設置した。そして、チップ内の細胞成分をイオン化するた

め、－8kV の電圧を印加して測定を行った。 

Vantage では SRM スキャンで検出を行ったが、各プローブの m/z の Q1、Q3 にお

ける組み合わせは、標品の測定結果より、MitoTracker Red は Q1 m/z 495 → Q3 m/z 

460、 MitoRed は Q1 m/z 601 → Q3 m/z 557、MitoTracker Green Q1 m/z 634 →

Q3 m/z 356、Rh 123 は Q1 m/z 345 →Q3 m/z 268 とした。 

各プローブで 2 回ずつミトコンドリアのサンプリングを行い、Q3 スキャンで得られ

たピークのピーク強度を、ブランクとして測定した 70%MeOH でのピーク強度と比較

したところ、MitoTracker Green のみがミトコンドリアをサンプリングしたチップから

検出された。他の 3 つのプローブは検出されなかった。また、細胞質をサンプリングし
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たチップからは、これらのピークは検出されなかった。（Table. 3-1） 

 

 

Table. 3-1 ミトコンドリアから得られた蛍光プローブのイオン強度 

 

この結果は、使用した蛍光プローブのイオン化効率や、ミトコンドリアに取り込まれ

る濃度に依存している可能性が考えられた。プローブによっては、細胞内に取り込まれ

た際に、細胞外へ放出するのを妨げるためにエステラーゼ等で親水化されたため、もし

くはミトコンドリアに結合する際に構造の変化が起こり、分子量も変化して検出できな

かったという可能性も考えらえた。 

 

３-２-５ 結果と考察 

これらの結果により、十分な検討を行った上で高感度質量分析計を用いて検出を行う

ことで、1 つの生きた細胞から採取したミトコンドリア単体に含まれる代謝物の検出が

可能であることが示唆された。 

質量分析計を用いたミトコンドリア単体の中に含まれる分子分析に成功したことは、

Name Q1 Q3 blank
MitoTracker

Red 1
MitoTracker

Red 2
Average MitoRed 1 MitoRed 2 Average

MitoTracker Red 495 460 1.2 1.1 1.1 1.1 1.2 1.2 1.2
MitoRed 601 557 1.4 1.1 1.9 1.5 1.4 1.2 1.3
MitoTracker Green 634 356 1.2 1.1 4.2 2.7 1.2 1.2 1.2
Rh123 345 268 4.8 4.3 5.2 4.8 5.4 1.2 3.3

Name Q1 Q3 blank
MitoTracker

Green 1
MitoTracker

Green 2
Average Rh123 1 Rh123 2 Average

MitoTracker Red 495 460 1.2 1.1 1.4 1.3 1.5 0.7 1.1
MitoRed 601 557 1.7 1.9 2.0 2.0 2.4 1.1 1.8
MitoTracker Green 634 356 2.0 5.6 3.5 4.6 1.8 2.5 2.1
Rh123 345 268 4.2 6.9 2.2 4.6 4.6 3.4 4.0
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世界初である。質量分析計を用いているということを生かし、標的とした分子だけでな

く、その周辺で挙動する分子についても網羅的に分析できる可能性があることが示唆さ

れた。また、蛍光顕微鏡を組み合わせて実験を行うことが可能となったことから、ミト

コンドリアが蛍光観察中に何か変化を起こした瞬間の代謝物変化を追跡することが可

能となることが考えられる。 

 

３-３ ミトコンドリア単体における代謝物探索 

３-３-１ イオン化溶媒の検討 

次に、測定時にナノスプレーチップの後ろから入れるイオン化溶媒について検討を行

った。ここで入れる溶媒によって、チップに捕捉された細胞成分は抽出されてイオン化

されるため、溶媒の選択によっては、十分に標的分子が抽出されず、検出限界を超える

ピーク強度で検出することができない。また、溶媒に夾雑物が多く含まれていると、細

胞由来の分子が溶媒由来の夾雑物ピークに覆い隠されてしまい、見たい分子を見ること

ができない可能性がある。そこで、ミトコンドリアがサンプリングできていることを確

認するための指標として用いる MitoTracker Green、そして細胞が生命活動を維持する

ために必要不可欠である ATP を使い、これらの 2 つの分子がより高感度に検出される

溶媒の検討を行った。 
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３-３-２ 実験方法 

まず、質量分析の分野で一般的にイオン化の溶媒として使用されるものは、水と

MeOH の混合物か、水と Acetonitrile（AcCN）であるが、今回は水と MeOH の混合物

を使用することとした。その理由として、MeOH は合成方法が確立しているが、AcCN

は合成方法が確立しておらず、アクリルニトリルを製造する過程で副産物として生成さ

れるものをろ過するなどして純度を上げたものが使われているため、MeOH に比べて

夾雑物が多く含まれている。粘性が低いため、イオン化効率は良く、薬物分析といった

標的分子が決定している場合には適している。しかし、今回目指すのは、多くの代謝物

の超微量分析であるため、可能な限り夾雑物が含まれていない溶媒を選択することが望

まれる。そこで、今回の実験で溶媒として使用するものは MeOH と決定した。 

MeOH と水の比率の検討を行った。まず、1μM の MitoTracker Green と ATP が入

った溶媒として、50％ MeOH から測定し、60%、70%、80%、90%と MeOH の割合を

上げていき、そのときのイオンのピーク強度を測定した。 

さらに、この 80% MeOH に加える物質についても検討を行った。通常、ポジティブ

イオンモードで測定を行う際には、ギ酸などのプロトンドナーを 0.1%程度、溶媒に入

れ、分子にプロトンが付加されてポジティブイオンで検出されることを促進して測定を

行う。また、ネガティブイオンモードで測定する際には、ギ酸アンモニウム等を 1～

10mM 程度溶媒に入れ、pH が下がることを抑えることもある。また、脂質等によって
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は、プロトンが外れてネガティブイオンとなるより、ギ酸（HCOO－）が付加してネガ

ティブイオンとなり易い分子もある。そのため、標的とする分子によるが、ギ酸やギ酸

アンモニウムを水と MeOH の混合物に入れて測定することもある。検討として試した

のは、80% MeOH、80% MeOH＋0.1% ギ酸、80% MeOH＋1mM ギ酸アンモニウム

の 3 種類で、それぞれ MitoTracker Green と ATP のピーク強度で比較を行った。 

標品を測定した結果から、MitoTracker Green はポジティブイオンモード、ATP は

ネガティブイオンモードで検出されることが確認できていたので、これらのイオンモー

ドでの測定を行った。 

 

３-３-３ 検討結果 

MeOH の割合を 50%から 90%まで 10%ずつ上げて作成し、測定した結果、

MitoTracker Green も ATP も、MeOH が 80%となったところで最も検出感度が高く

なった。これは、MeOH の割合を 50%から 80%に増やしていくことで、溶媒の粘性が

低くなり、イオン化が効率的に行われ、検出感度が上昇したことが原因であると考えら

れる。そして、80%から 90%へと増えるときには、MitoTracker Green も ATP も親水

性の物質であるため、溶媒中に効率良く溶けることが出来なくなり、溶媒内の濃度が下

がったことが原因ではないかと考えられる。この結果から、イオン化溶媒として使用す

る溶媒は、80% MeOH と決定した。 
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次に、80% MeOH、80% MeOH＋0.1% ギ酸、80% MeOH＋1mM ギ酸アンモニウ

ムの 3 種類を測定して、イオン強度を比較したところ、MitoTracker Green と ATP 両

方の分子で、80% MeOH で測定したときが最も強いイオン強度で検出される傾向にあ

った。（Fig. 3-7） 

 

 

  

  

Fig 3-7 溶媒による MitoTracker Green と ATP のイオン強度の変化 
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MitoTracker Green は、ポジティブイオンモードでの測定であったため、ギ酸を添加

した溶媒が最も効率よく検出されると予想していたが、この予想に反して、ギ酸を入れ

ない 80% MeOH だけが効率よく検出された。MitoTracker Green は、カチオン性の物

質であり、標品は塩化物として販売されており、溶液中でもプロトンの着脱無しで溶解

する。そのため、MitoTracker Green はプロトンが豊富に含まれている環境であるか否

かについては、さほど重要ではなく、むしろ夾雑物が少ない溶媒条件で、効率良くイオ

ン化される可能性がある。このことが、MitoTracker Green は 80% MeOH でイオン強

度が強く検出された原因であると考えられる。 

そして、ATP についてもギ酸もギ酸アンモニウムも入れない 80% MeOH だけが効率

よく検出された。ギ酸を入れた溶媒では、ATP はほとんど検出されていなかった。ギ酸

を入れることにより、溶媒中に必要以上のプロトンが存在し、ATP が脱プロトンを起

こすことを妨げていた可能性がある。また、ギ酸アンモニウムについては、イオン化に

は適した pH にならず、夾雑物を増やしてしまう結果となり、イオン化が阻害された可

能性がある。このことが、ATP は 80% MeOH でイオン強度が強く検出された原因であ

ると考えられる。 

以上の検討結果から、ミトコンドリアを正確に捕捉できているか判断するための指標

である MitoTracker Green を検出するためのポジティブイオンモードでの測定、そし

て、ミトコンドリア内代謝物を検出するためのネガティブイオンモードの両方で、80% 
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MeOH をイオン化溶媒として使用することとした。 

 

３-３-４ 検出限界の確認 

ミトコンドリア単体の代謝物分析は、Vantage の SRM モードで測定を行ったため、

予め目的の分子に応じた Q1 と Q3 の m/z の組み合わせを決定した。そして、目的とす

るイオンが感度よく質量分析に取り込まれるよう、質量分析計の入口の S-Lens の電圧

を最適化し、そのプロダクトイオンが感度よく検出されるよう、コリジョンセルにかか

るエネルギー（CE）も、予め最適化した条件を作成した。また、それらの分子に含まれ

る炭素が 12Cから 13Cに置き換わったときに検出されると考えられるプリカーサーイオ

ンとプロダクトイオンの m/z の組み合わせも計算し、SRM のトランジションに追加し

た。 

また、微量分子を測定するため、標的としている分子が検出できているのか、それと

も検出限界以下で検出できていないのかを判断するため、検出限界を調べた。（Fig. 3-

8） 

以上の結果より、AMP、ADP については、1nM 以上であれば検出できることが明ら

かになった。ATP については、AMP、ADP と比べて検出感度は低かったが、それでも

10nM 以上であれば検出できることが明らかになった。また、検出限界を確認したとこ

ろ、これら 3 つの代謝物について、検出限界以下と思われるときのピーク強度は、1.1
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～1.3 で検出されていた。そのため、細胞成分を測定して、この数値を上回るピーク強

度で検出できていたら、測定はできていることが確認できることが分かった。 

 

 

 

Fig 3-8 AMP、ADP、ATP の検出限界と検量線 
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以上の検討結果により、ミトコンドリアのマーカー、イオン化溶媒、標的分子の検出

限界についてミトコンドリア単体での分析に向けた最適条件や情報を得ることができ

た。この結果を元に、ミトコンドリア単体を採取し、代謝物分析を行った。 

 

３-４ 方法 

３-４-１ 試薬 

ミトコンドリアを特異的に染色する色素として、MitoTracker Green（DOJINDO, 

Japan）を購入して実験に使用した。この蛍光色素を DMSO で最終濃度 1µM となる

ように希釈し、それをストックとして保管した。今回は、グルコースから始まる解糖系

に関わる分子、そこから繋がる TCA サイクルの代謝物、そしてエネルギーである ATP

等を測定の対象とした。分析の標的とする、Adenosine monophosphate (AMP), 

Adenosine diphosphate (ADP), ATP, Pyruvic acid, Lactic acid, Fumaric acid, Succinic 

acid, Oxaloacetic acid, Malic acid, α-Ketoglutaric acid, Aconitic acid, Citric acid, 

Isocitric acid, Glucose 6-phospate, Fluctose 1,6-phosphate, Glucose, 2-phospho-

glycerate, 3-phosphoglyceric acid, Phosphoenolpyruvic acid, Acetyl-CoA, Succinyl-

CoA は、SRM の分析を行うための最適条件を検討するため、Sigma-Aldrich 製の試薬

を購入し、使用した。そして、同位体標識した分子を使って代謝を追跡するため、D-

Glucose の同位体（D-Glucose (U-13C6, 99%), Cambridge Isotope Laboratories, Inc.）
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を使用した。これは、Glucose に含まれる 6 つの炭素が全て重さ 12 から 13 に置き換

わっており、通常の Glucose とは m/z の値で 6 だけ大きな m/z で検出される。 

測定については、ミトコンドリア内の代謝物をより高感度に分析することを目指した

ので、高感度質量分析計 TSQ-Vantage を使用して測定することとした。測定時にイオ

ン化溶媒として使用する MeOH は、関東化学製の Electronic grade methanol を使用

した。 

細胞サンプリング時のバッファーについては、HEPES（DOJINDO, Japan）を、pH 

7.5、濃度は 1M となるよう調整したものをストックとし、細胞に投与する際には、PBS

（－）で最終濃度 25mM となるように希釈したものを使用した。 

細胞観察の際は、ガラスボトムのディッシュで、ディッシュボトムに細胞接着を促進

させるためのコラーゲンがコーティングしてある、D11134（Matsunami Grass Ind., 

Ltd.）を使用した。 

測定時にばらつきが生じる可能性のある、エレクトロスプレーによるイオン化効率を

補正するため、Fluorescein（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）を、イオン化溶

媒に最終濃度で 100nM となるよう調整した。 

 

３-４-２ 細胞培養 

実験に使用した細胞は、Human hepatocellular carcinoma cell line （HepG2）を使
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用した。この細胞を、Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (Sigma-Aldrich 

Inc.) に、Fetal calf serum （FBS, Thermo Fisher）10%、Penicillin（Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd.）と Streptomycin G（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）

が 100mg/mL となるよう調整した培養培地として使用し、37℃、5%の CO2 という条

件の下で培養した。 

そして、培養培地とは別に、細胞に 13C Glucose を取り込ませるための培地を調整し

た。Dulbecco’s Modified Eagle Medium without Glucose (Sigma-Aldrich Inc.) に、抗

生物質の Penicillin（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）と Streptomycin G（Wako 

Pure Chemical Industries, Ltd.）が 100mg/mL となるよう調整した培地に、培養培地

と同じ Glucose 濃度とするため、13C Glucose を最終濃度で 4.875g/L に調整して添加

し、13C Glucose 培地として調整した。そして、サンプリングの前 3hrs、12hrs に培養

培地をこの 13C Glucose 培地に置き換えたものを準備し、培養時と同様、37℃、5%の

CO2という条件の下で培養した。 

 

３-４-３ 細胞の蛍光観察 

細胞をサンプリングする 60 分前に、HepG2 細胞が培養してあるディッシュに、ミト

コンドリア蛍光色素である MitoTracker Green を、最終濃度 100nM となるように添加

した。サンプリングを行う直前に、MitoTracker Green が入った培養培地を捨て、PBS
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（－）で二度洗い、25mM の HEPES バッファーをディッシュに注入した。その後、細

胞は、共焦点レーザー顕微鏡 FV-1000（Olympus Ltd.）のステージに設置し、473nm

の励起波長のレーザーで細胞観察を行った。 

 

３-４-４ 1細胞内ミトコンドリアサンプリング 

MitoTracker Green を投与した HepG2 から、蛍光を発しているミトコンドリアを一

つだけサンプリングするために、60 倍の油浸レンズを装着した共焦点蛍光顕微鏡下で

観察しながら、先端口径が 1μm の微細なナノスプレーチップを使い、ミトコンドリア

を細胞から直接サンプリングした。ミトコンドリアから獲られた代謝物のデータと比較

するため、蛍光を発していない箇所を細胞質としてサンプリングした。チップ内に捕ら

えた細胞内成分をイオン化して分子分析を行うため、ナノスプレーチップにイオン化溶

媒として 2μL の 70％ MeOH を添加し、Nano-ESI のイオン源が装着された高感度質

量分析計 TSQ-Vantage に取り付けた。 

ナノスプレーチップの先端を、質量分析計の入り口から3mmとなるところに設置し、

チップに約 0.8ｋV の電圧を印加してチップ内のサンプルをイオン化し、ネガティブイ

オンモードで測定を行った。 
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３-４-５ ミトコンドリア成分質量分析 

Vantage では、SRM モードで測定を行うため、予め目的としている分子に応じた Q1

と Q3 の m/z の組み合わせを決定した。そして、目的とするイオンのプロダクトイオン

が最も感度よく検出されるように予め最適化していた、質量分析計の入口の S-Lens の

電圧と、Collision Energy の条件を作成した。また、それらの分子に含まれる炭素が 12C

から 13C に置き換わったときに検出されると考えられるプリカーサーイオンとプロダ

クトイオンの m/z の値も計算し、SRM モードの測定リストに追加した。（Table. 3-2 (A), 

(B)） 

 

３-４-６ データ解析 

Vantage では、SRM モードで決定したターゲット分子に照準を合わせて測定を行う

ため、予め標品を測定し、目的の測定に応じた Q1 と Q3 の m/z の組み合わせを決定し

ている。Q3 スキャンで選ばれたプロダクトイオンのピーク強度を用いて、小器官にお

ける代謝物量の違いや、時間経過における同位体標識物質の推移を確認した。（Table. 

3-2 (A), (B)） 

 

 

Table. 3-2 (A) ポジティブイオンモードで測定を行う標的分子 

Compound Formula Q1 Q3 S-lens CE
MitoTracker Green C34H28N3Cl5O 634 356 247 33
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Table. 3-2 (B) ネガティブイオンモードで測定を行う標的分子 

Compound Formula Q1 Q3 S-lens CE

Glucose C6H12O6 179 59 44 20

13C Glucose 13C6H12O6 185 61 44 20

AMP C10H14N5O7P 346 79 150 24

13C AMP 13C10H14N5O7P 351 82 150 24

ADP C10H15N5O10P2 426 134 180 25

13C ADP 13C10H15N5O10P2 431 138 180 25

ATP C10H16N5O13P3 506 159 162 39

13C ATP 13C10H16N5O13P3 511 163 162 39

Acetyl-CoA C23H38N7O17P3S 808 408 316 35

13C Acetyl-CoA 13C23H38N7O17P3S 813 408 316 35

Gluctose 6-phosphate C6H13O9P 259 97 117 19

13C Gluctose 6-phosphate 13C6H13O9P 265 100 117 19

Fructose 1,6-phosphate C6H14O12P2 339 241 141 15

13C Fructose 1,6-phosphate 13C6H14O12P2 345 247 141 15

2-phospho-glycerate C3H7O7P 185 97 58 15

13C 2-phospho-glycerate 13C3H7O7P 188 100 58 15

Phosphoenolpyruvic acid C3H5O6P 167 63 74 73

13C Phosphoenolpyruvic acid 13C3H5O6P 170 66 74 73

Pyruvic acid C3H4O3 87 43 32 10

13C Pyruvic acid 13C3H4O3 90 45 32 10

Lactic acid C3H6O3 89 45 32 13

13C Lactic acid 13C3H6O3 92 47 32 13

Citric acid C6H8O7 191 111 84 14

13C Citric acid 13C6H8O7 197 115 84 14

Aconitic acid C6H6O6 173 85 55 14

13C Aconitic acid 13C6H6O6 179 89 55 14

α -Ketoglutaric acid C5H6O5 145 57 47 13

13C α -Ketoglutaric acid 13C5H6O5 150 60 47 13

Fumaric acid C4H4O4 115 27 39 14

13C Fumaric acid 13C4H4O4 119 29 39 14

Succinic acid C4H6O4 117 99 45 12

13C Succinic acid 13C4H6O4 121 103 45 12

Succinyl-CoA C25H40N7O19P3S 866 339 309 51

13C Succinyl-CoA 13C25H40N7O19P3S 872 342 309 51

Malic acid C4H6O5 133 73 74 18

13C Malic acid 13C4H6O5 137 75 74 18

Oxaloacetic acid C4H4O5 131 44 47 15

13C Oxaloacetic acid 13C4H4O5 135 46 47 15

内標 Fluorescein C21H12O5 331 286 128 24
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３-５ ミトコンドリア単体の代謝物追跡に向けた 1細胞質量分析法の適用 

検討をもとに、ミトコンドリア単体の分析を行った。1 細胞質量分析法により、生き

た細胞からミトコンドリア単体と細胞質をサンプリングした。（Fig. 3-8 (A), (B)）ミト 

 

 

Fig 3-8 ミトコンドリア単体(A)と細胞質(B)をサンプリングする様子 
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コンドリアをサンプリングしたチップを、ネガティブイオンモードで測定した際のスペ

クトルと、細胞質をサンプリングしたチップを測定した際のスペクトルで、異なるスペ

クトルパターンが得られた。スペクトルが得られたデータのうち、MitoTracker Green

が検出されていたデータを、ミトコンドリアを確実にサンプリングできたデータとして

使用した。（Fig. 3-9） 

得られたスペクトルから、目的としていた解糖系と TCA サイクルの代謝物のほとん

どを検出できていることが確認できた。解糖系に関する代謝物では、Glucose 6-

phosphate と、2-Phosphoglycerate の 2 つの代謝物が検出できていなかった。これは、

両代謝物ともリン酸がついた代謝物であり、不安定であるため、質量分析に取り込まれ 

 

Fig 3-8 ミトコンドリア単体と細胞質を 5 回ずつサンプリングして測定して 

検出された MitoTracker Green のピーク強度(A)と、 

細胞質とミトコンドリアでのピーク強度の平均値と分散(B) 

P 値は分散が等しくない仮定における t-検定の結果 
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た際にイオンが崩壊して狙った m/z で検出できなかったこと、もしくは、細胞内での濃

度が低く、質量分析の検出限界に届かなかった可能性が考えられた。 

 

３-５-１ 解糖系代謝物の小器官間比較 

解糖系の代謝物に関しては、ほとんどの代謝物が検出できた。その結果を示したのが

Fig. 3-10 であり、1 つの代謝物につき 2 本あるヒストグラムの左が細胞質をサンプリ

ング、測定して得られたイオンのピーク強度、右がミトコンドリアをサンプリング、測

定して得られたイオンのピーク強度示している。ここでは、各代謝物における細胞質と

ミトコンドリアの間の代謝物量は比較できるが、異なる代謝物間では、分子のイオン化

され易さの違いもあり、横軸のピーク強度から増減を議論することはできない。 

検 出 さ れ た Glucose 、 Fructose 1,6-phosphate 、 3-phosphoglyceric acid 、

Phosphoenolpyruvic acid、Pyruvic acid、Lactic acid といった全ての代謝物でミトコ

ンドリアより細胞質で強く検出される傾向にあった。その中でも、Pyruvic acid は比較

的、細胞質とミトコンドリアで同程度のイオン強度を示していた。（Fig. 3-10） 

解糖系から TCA サイクルへの移り変わるときに、解糖系によって生じた Pyruvic 

acid がミトコンドリアに入り、そこで Oxaloacetic acid に代謝されて TCA サイクル

が始まると言われているが、Pyruvic acid は細胞質とミトコンドリアで同程度の濃度

で保たれており、濃度輸送によってミトコンドリアに取り込まれる可能性が示唆され
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た。解糖系は、細胞外から入った Glucose が、細胞質内でエネルギーである ATP 等を 

 

作る、生命維持に欠かせない機構である。そのため、常に細胞質にある程度の蓄積は

されており、必要なときにエネルギーを算出できる体制を整えていることが可能性と

して考えられる。さらに、Lactic acid は、生体が飢餓状態になったときに、糖を産出

するための経路である糖新生のスタートとなる代謝物である。そのことからも、細胞

質は常に必要なときに必要なエネルギーを産出できるよう準備を整える機構がある可

能性が示唆された。 

Fig 3-10 解糖系における、細胞質とミトコンドリア間での代謝物比較 

縦軸はその分子イオンのピーク強度 



98 

 

TCA サイクルの代謝物に関しても、ほとんどの代謝物が検出できた。その結果を示

したのが Fig. 3-11 で、Fig. 3-10 と同様、1 つの代謝物につき 2 本あるヒストグラムの

左が細胞質をサンプリング、測定して得られたイオンのピーク強度、右がミトコンドリ

アをサンプリング、測定して得られたイオンのピーク強度示している。ここでは、各代

謝物における細胞質とミトコンドリアの間の代謝物量は比較できるが、異なる代謝物間

では、分子のイオン化され易さの違いもあり、横軸のピーク強度から増減を議論するこ

とはできない。 

Citric acid、Succinic acidは細胞質で強く検出される傾向にあったが、Aconitic acid、

a-Ketoglutaric acid、Malic acid については、ミトコンドリアで強く検出される傾向に

あった。その他の、Oxaloacetic acid と Fumaric acid は、細胞質とミトコンドリアの

間では検出されたイオンのピーク強度にあまり違いは無いようだった。（Fig. 3-11） 

これらの代謝物のうち、Citric acid はトリカルボン酸輸送体の働きによって、ミトコ

ンドリア内から細胞質に放出される。そしてミトコンドリア内の Citric acid の濃度を

低く保っておき、Pyruvic acid から Oxaloacetic acid への代謝を進め、TCA サイクル

を円滑に回す働きを持っている可能性がある。また、a-Ketoglutaric acid は a-ケトグ

ルタル酸輸送体の働きによって、細胞質からミトコンドリア外に取り込まれる。

Succinyl-CoA は、TCA サイクル内で Succinic acid となって TCA サイクルを進めるだ

けでなく、Heme を合成するための経路にも繋がっていく。Heme 合成経路と TCA サ 



99 

 

 

イクルといった、2 つの重要な代謝経路を動かしているため、Succinyl-CoA が枯渇す

ることのないよう、細胞質からミトコンドリア内へ a-Ketoglutaric acid を取り込む機

構が働いている可能性が示唆された。低く保っておき、Pyruvic acid から Oxaloacetic 

acid への代謝を進め、TCA サイクルを円滑に回す働きを持っている可能性がある。ま

た、a-Ketoglutaric acid は a-ケトグルタル酸輸送体の働きによって、細胞質からミト

コンドリア外に取り込まれる。Succinyl-CoA は、TCA サイクル内で Succinic acid と

なって TCA サイクルを進めるだけでなく、Heme を合成するための経路にも繋がって

Fig 3-11 TCA サイクルにおける、細胞質とミトコンドリア間での代謝物比較 

縦軸はその分子イオンのピーク強度 
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いく。Heme 合成経路と TCA サイクルといった、2 つの重要な代謝経路を動かしてい

るため、Succinyl-CoA が枯渇することのないよう、細胞質からミトコンドリア内へ a-

Ketoglutaric acid を取り込む機構が働いている可能性が示唆された。 

 

３-５-２ 13C Glucose の代謝追跡 

解糖系の代謝物に関しては、検出された Glucose、Fructose 1,6-phosphate、3-

Phosphoglyceric acid、Phosphoenolpyruvic acid、Pyruvic acid、Lactic acid といっ

た全ての代謝物で、細胞質では 12C から 13C の代謝物に置換されていった様子が確認

された。Fig. 3-12 で、1 つの代謝物につき 4 本あるヒストグラムの左 2 本が細胞質の

測定データを示している。そのうち、左側は 13C Glucose を投与してから 3 時間後に

細胞質をサンプリングして得られたデータ、右側は 13C Glucose を投与してから 12 時

間後に細胞質をサンプリングして得られたデータを示している。4 本あるヒストグラ

ムの右 2 本はミトコンドリアの測定データを示している。そのうち、左側は 13C 

Glucose を投与してから 3 時間後にミトコンドリアをサンプリングして得られたデー

タ、右側は 13C Glucose を投与してから 12 時間後にミトコンドリアをサンプリングし

て得られたデータを示している。 

これらの検出された代謝物の中でも、Glucose に近い代謝物は、置換が早く進行し

ていくことが確認できたが、Glucose から代謝が進んだ Pyruvic acid となると、置換 
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される割合が少なくなっていた。ミトコンドリアについては、Glucose、Frucutose-

1,6-phosphate、3-Phosphoglyceric acid、Phosphoenolpyruvic acid で、置換された

様子はほとんど観察できなかった。（Fig. 3-12） 

解糖系は、主に細胞質で行われる代謝経路であり、これらの代謝物はミトコンドリア

にあまり取り込まれること無く、細胞質内に蓄積している可能性が示唆された。Pyruvic 

acid は細胞質と同程度の割合で置換されていたが、これは解糖系によって産出された

13C Pyruvic acid が、細胞質からミトコンドリアへ濃度輸送によって取り込まれている

Fig 3-12 解糖系における、細胞質とミトコンドリア間での同位体標識割合の変化 

縦軸はその分子イオンの置換割合 
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可能性があるため、細胞質での 13C Pyruvic acid の置換割合がそのままミトコンドリア

での置換割合に反映していることが原因であると考えられる。 

TCA サイクルの代謝物に関しては、検出された Citric acid、Aconitic acid、a-

Ketoglutaric acid、Succinic acid、Fumaric acid、Malic acid、Oxaloacetic acid の全

てで、細胞質とミトコンドリアにおいて、同程度置換されている様子が確認された。 

Fig. 3-12 のときと同様、Fig. 3-13 においても、1 つの代謝物につき 4 本あるヒスト 

グラムの左 2 本が細胞質の測定データを示している。そのうち、左側は 13C Glucose 

 

Fig 3-13 TCA サイクルでの、細胞質とミトコンドリア間の同位体標識割合の変化 

縦軸はその分子イオンの置換割合 
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を投与してから 3 時間後に細胞質をサンプリングして得られたデータ、右側は 13C 

Glucose を投与してから 12 時間後に細胞質をサンプリングして得られたデータを示し

ている。4 本あるヒストグラムの右 2 本はミトコンドリアの測定データを示している。

そのうち、左側は 13C Glucose を投与してから 3 時間後にミトコンドリアをサンプリン

グして得られたデータ、右側は 13C Glucose を投与してから 12 時間後にミトコンドリ

アをサンプリングして得られたデータを示している。 

検出された代謝物のうち、Oxaloacetic acid、Citric acid、a-Ketoglutaric acid につ

いては、13C への置換の進行が比較的早いが、その後代謝が進行した Fumaric acid に

ついては、あまり置換の進行が進んでいないようだった。（Fig. 3-13） 

Fumaric acid は、アミノ酸である Tyrosine と Phenylalanine からの代謝経路が存在

しており、TCA サイクル内の Fumaric acid への代謝が何らかの原因によって妨げられ

た場合に、他の代謝経路から補填する機能が備わっている。そのため、今回の測定結果

から検出された、Fumaric acid の置換の進行が比較的遅いことについては、他の代謝

経路からの移入が影響している可能性が示唆された。 

 

３-６ 小活 

まず、1 細胞質量分析法を使うことにより、生きた 1 つの細胞から、ミトコンドリア

単体をサンプリングし、そこに含まれる低分子を検出することを試みた。そのために、
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ミトコンドリアを正確にサンプリングできていることの確証を得るため、ミトコンドリ

ア特異的蛍光プローブを 4 種類（MitoTracker Red、MitoRed、MitoTracker Green、

Rh 123）を細胞に投与し、それぞれの蛍光を発している箇所、ミトコンドリアをナノス

プレーチップで捕捉し、高分解能質量分析計 LTQ-Orbitrap Velos Pro で蛍光プローブ

の分子分析を行おうと試みた。しかしながら、標的としているミトコンドリア単体が小

さすぎるからか、その中に取り込まれていると考えられる蛍光プローブは全く検出され

なかった。そこで、より高感度な分析を目指し、高感度質量分析計 TSQ-Vantage での

分析を試みた。その結果、MitoTracker Green だけで分子ピークが検出された。これに

より、ミトコンドリアをサンプリングできたかどうかを確認する方法として、顕微鏡で

視覚的に観察することだけでなく、質量分析からもミトコンドリアがサンプリングされ、

分析できているという確証を得ることができた。これにより、生きたミトコンドリア単

体から低分子を分子分析できることが明らかになった。 

さらに、細胞が生命活動を維持していくために重要な、解糖系、TCA サイクルの代

謝経路の代謝物が代謝され、小器官の間を出入りしている様子を、1 細胞レベルで追跡

するため、安定同位体である 13C Glucose を使って実験を行った。細胞を培養している

培地を、13C Glucose のものに置き換え、3 時間後にミトコンドリアと細胞質をサンプ

リング、そして、12 時間後に同様にミトコンドリアと細胞質をサンプリングした。そ

の結果、細胞質では解糖系の代謝物で 12C から 13C への置き換わりがあったが、ミトコ
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ンドリアではあまり置き換わっている様子はなかった。これは、細胞質はミトコンドリ

アと比較して、解糖系が頻繁に行われる場所であるため、これらの代謝物を蓄積してい

ることが原因だと考えられる。これと対照的に、TCA サイクルの代謝物は、細胞質で

もミトコンドリアでも、12C から 13C へ置き換わっている様子が観察された。細胞質で

もミトコンドリアでも、同じくらいの推移を表していたことから、この酸化的リン酸化

の代謝は主に TCA サイクル内で進むが、代謝物は細胞質とミトコンドリアを、ある程

度行き来することができる可能性が示唆された。 

以上より、本法に安定同位体を用いた分析を行うことで、1 生細胞に存在するミトコ

ンドリア単体の代謝を追跡することが可能であることを示した。また、小器官によって

代謝の速度が異なること、そして、小器官の間での代謝物の出入りを追跡することが可

能であることを示した。 
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総括 

 

 生体は、多くの個性を持った細胞が集まり、有機的に関わり合うことで生命維持を行

っている。特に、その細胞の中にある小器官のミトコンドリアは、生体が必要とするエ

ネルギー代謝やアポトーシスといった細胞死、シグナル伝達など、多くの生命現象に深

く関わっていることが明らかになってきた。一方、このミトコンドリアの機能が異常に

なり、脳卒中やアルツハイマー病、てんかんやガンといった、疾患の病態にまで深く関

与していることも明らかとなってきている。そして、これらの病気への対策として、ミ

トコンドリアをターゲットとした創薬も進められている。 

しかし、顕微鏡で観察しても明らかなように、同じ大きさ、形をした細胞は無く、一

つ一つ個性を持っている。病気や薬に対しての反応も、個体によって異なっており、全

く同じ反応は示さない。したがって、病気のメカニズム解明や治療薬の開発には、細胞

の個性に合わせた研究を行うことが必要となる。ましてや、１つの細胞内に数十から数

千と存在するミトコンドリアは、細胞以上に個性を持っていることが想像できる。その

ため、病気のメカニズム解析や治療薬の開発には、1 つの細胞の中にあるミトコンドリ

アでどのような代謝が行われているのか、そして、外部からの刺激にどのような反応を

示すのか、ミトコンドリアの個性に注目して進めていくことが重要である。しかし、今

まで 1 つの細胞に含まれるミトコンドリアの代謝物を網羅的に分析する方法がなく、大

量細胞での研究のみが進められていた。 
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そこで、私は 1 細胞質量分析法をミトコンドリアの代謝物探索に適用することにし

た。この方法により、世界で始めてミトコンドリアの中における分子の挙動や生命現象

のメカニズムを、より高速に、直接的に分析し、明らかにすることができるのではと考

えた。 

まず、第 2 章では、１つの細胞に含まれるミトコンドリアを対象に、メタボロミクスを

試みた。生きた細胞の中にあるミトコンドリアを観察するため、ミトコンドリアの特異

的蛍光プローブである MitoRed を細胞に投与し、蛍光顕微鏡下で赤く蛍光を発してい

る箇所をナノスプレーチップで採取し、質量分析で分子分析を行った。その結果、ミト

コンドリアをサンプリングして測定したマススペクトルと、細胞質をサンプリングして

測定したマススペクトルの全てを PCA によって解析した結果、スコアプロットより各

小器官におけるマススペクトルが、それぞれ特徴的なピークパターンを持っていること

が分かった。そして、そこから代表的な代謝物を抽出し、そのイオン強度を t-検定で比

較することで、どこの小器官で特異的に検出される分子なのかを判別することができた。 

また、イオン強度の強かったピークについては、MS/MS を行ってプロダクトイオン

のパターンを解析することで、ミトコンドリアに特異的に含まれる分子の同定を行うこ

とが可能であることを示した。m/z = 401.2 はミトコンドリアに特異的に検出されたス

テロール脂質であり、ミトコンドリア内の脂質か膜成分の検出に成功したものではない

かと考えられる。 
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以上より、本法を用いて 1 生細胞に存在するミトコンドリアの分子成分を検出するこ

とが可能となり、また、それらの代謝物がどのような分子なのか、同定まで行うことが

可能であることを示した。生きた細胞からミトコンドリアを取り出して、成分の網羅的

分析に成功した例は今までに無く、世界初の結果を得ることができた。 

 

次に第 3 章では、ミトコンドリアの個性も考慮した代謝物の情報を得るために、ミト

コンドリア単体でにおける分析の系の確立を試みた。ミトコンドリア単体を分析するた

めの第一歩として、正確にミトコンドリアを捕捉できているのか確認を得るための指標

として、蛍光プローブを使用するための検討を行った。ミトコンドリア特異的蛍光プロ

ーブ 4 種類（MitoTracker Red、MitoRed、MitoTracker Green、Rh 123）を細胞に投

与し、共焦点レーザー顕微鏡下で 60 倍の油浸レンズを用いて観察した。蛍光観察を行

いながらミトコンドリア単体をナノスプレーチップで採取し、質量分析計 LTQ-

Orbitrap Velos Pro で蛍光プローブの分子分析を試みた。しかしながら、標的としてい

るミトコンドリア単体が小さ過ぎるためか、そこに取り込まれていると考えられる蛍光

プローブは全く検出することができなかった。そこでこの問題を解決するため、高感度

質量分析計 TSQ-Vantage での分析を試みた。その結果、使用した 4 種類の蛍光プロー

ブのうち、MitoTracker Green だけ分子ピークが検出された。このことから、質量分析

からも、ミトコンドリアが採取されて分析できているという確証を得ることができた。 
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そして、その蛍光プローブを指標に使い、細胞が生命活動を維持していくために重要

な、解糖系、TCA サイクルの代謝物の小器官間における比較を行った。解糖系の代謝

物に関しては、検出された全ての代謝物でミトコンドリアより細胞質で強く検出される

傾向にあった。その中でも、Pyruvic acid は細胞質とミトコンドリアで比較的近いイオ

ン強度を示していた。Pyruvic acid は細胞質とミトコンドリアで同程度の濃度で保たれ

ており、濃度輸送によってミトコンドリアに取り込まれる可能性が示唆された。また、

Lactic acid は糖新生のスタートとなる代謝物であることから、細胞質は常に必要なと

きに必要なエネルギーを産出できるよう準備を整える機構がある可能性が示唆された。

TCA サイクルの代謝物に関しては、Citric acid、Succinic acid は細胞質で強く検出さ

れる傾向にあったが、Aconitic acid、a-Ketoglutaric acid、Malic acid については、ミ

トコンドリアで強く検出される傾向にあった。今回検出できていなかった Succinyl-

CoA は、Succinic acid へと代謝されて TCA サイクルを進めるだけでなく、Heme 合成

経路にも繋がっている。TCA サイクルと Heme 合成経路といった、細胞にとって重要

な 2 つ代謝経路に関与しているため、Succinyl-CoA が枯渇することのないよう、細胞

質からミトコンドリア内へ a-Ketoglutaric acid 取り込む機構が働いている可能性が示

唆された。 

さらに、それらの代謝物が代謝され、小器官の間を出入りしている様子を、1 細胞レベ

ルで追跡するため、安定同位体である 13C Glucose を使って実験を行った。細胞培養培
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地を、13C Glucose の培地に置換し、3 時間後、そして 12 時間後にミトコンドリアと細

胞質をそれぞれ採取し、13C Glucose とその代謝物の検出を試みた。その結果、細胞質

では解糖系の代謝物で 12C から 13C への置き換わりがあったが、ミトコンドリアではあ

まり置き換わっていなかった。細胞質はミトコンドリアと比較して、解糖系が頻繁に行

われる場所であり、同代謝物を蓄積していることが原因だと考えられる。これと対照的

に、TCA サイクルの代謝物は、細胞質でもミトコンドリアでも、12C から 13C の代謝物

へと置き換わっている様子が観察された。TCA サイクルの代謝物は、代謝物は細胞質

とミトコンドリアを、ある程度行き来することができる可能性があることが考えられる。 

以上より、本法に安定同位体を用いた分析を行うことで、1 生細胞に存在するミトコ

ンドリア単体の代謝を追跡することが可能であることを示した。また、小器官によって

代謝の速度が異なること、そして、小器官の間での代謝物の出入りを追跡することが可

能であることを示した。質量分析計を用いてミトコンドリア単体の中に含まれる同位体

標識分子の代謝追跡に世界で初めて成功した。 

 

 本研究では、従来の分析法では得ることのできない 1 細胞内のミトコンドリア代謝物

情報を得ることを可能とし、ミトコンドリアに特異的な脂質成分を検出し、その分子の

同定を行うことに成功した。加えて、解糖系代謝物が細胞質に蓄積される傾向にあるこ

と、TCA サイクル代謝物が細胞質とミトコンドリアを出入りしていることを示した。
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そして今後は、より生物学的な現象への応用に向けて、ミトコンドリア障害を起こす薬

物を投与したときのミトコンドリアと細胞質での代謝物変化、また、神経細胞上で異常

に蓄積されたミトコンドリアの変異の原因解明に取り組んでいくことを考えている。 

また、蛍光観察を組み合わせた実験が可能となったことから、蛍光観察中に何か変化を

起こした瞬間のミトコンドリア、例えば ATP 濃度の急激な変化が起こった際の代謝物

の変化や、細胞質との Ca2+のやり取りを行う際のその周辺で動く代謝物変化の追跡が

可能となることが考えられる。さらに、採取した瞬間の蛍光強度を使って、質量分析で

得られた分子ピークの補正を行うことにより、採取したミトコンドリアの大きさによる

分子ピークのばらつきを補正することが可能となると考えられる。さらに、標的分子の

濃度に依存する蛍光プローブを使用することで、蛍光強度と質量分析の両方で細胞内の

分子濃度を測定することが可能となる。生きた細胞の動きを観察しながら、その分子挙

動を正確に分析できることを目指していく。 

 

 この手法はミトコンドリアだけに限らず、核や液胞といった他の小器官の代謝物探索

や薬物代謝活性の測定、さらに、培養動物細胞だけでなく、植物の組織間での分子分布

の分析を行うことが可能である。植物にいたっては、本法によって生きたまま同じ個体

で経時的に分析することができるという利点を生かし、生体メカニズムの解明、農作物

の環境による育成の違い、品質管理にも応用可能であると考えられる。本手法を用いて、
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あらゆる生体組織内における分子の網羅的分析と、蛍光観察を組み合わせた生体組織内

の分子分布や挙動を 1 細胞レベルで解析することで、生命現象の分子での解析に大きく

貢献できることが期待される。 
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