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研究成果の概要(和 文):

本研究は新たな疾患組織検査手法 として、質量顕微鏡法の実用性を向上させ ることを目的とす

るものである。質量顕微鏡法は組織切片を二次元に質量分析す ることによって、組織切片に存

在する生体分子の局在を可視化する手法である。疾患検査法 として質量顕微鏡法の実用性を判

断するためには、多 くの疾患に適用が可能であることを示す ことが重要である。本研究期間に
ATGL変 異症、粥状動脈硬化病巣、腹部大動脈瘤(AAA)の 解析法を検討 し、疾患発症時の代

謝変動などを可視化 した。

fF9ti(DIPAO  (Fli--)  : 
The aim of this study is to enhance utility of imaging mass spectrometry (IMS) as new 
pathophysiological examination. IMS is a two-dimensional MS technique used to visualize 
the spatial distribution of biomolecules without extraction, purification, separation, or 
labeling of biological samples. It is important to estimate general versatility of IMS. In this 
study, we try to visualize the metabolic variation of diseases, including ATGL mutant 
disease, atherosclerosis, and abdominal aortic aneurysm. We succeed to find some 
characteristic changes in disease tissues by using IMS.
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1.研 究 開始 当初 の背景

疾患 のメタボロー ム解析 には、ガス クロマ

トグラフィー(GC)や 液体 クロマ トグラフィ
ー(LC)な どが用い られ る。これ らの手法 は、

臨床検査や基礎研究 の場 で広 く用 い られ 、疾

患検査法には不可欠の手法となっている。し
かしなが ら、これ らの手法のみでは治療法に

つながる決定的な知見を発見できない疾患

が存在することも事実である。申請者は新た

なメタボローム解析手法 を病態検査に導入



す ることがこの問題 の解決 につながると考
え、疾患組織解析への質量顕微鏡の適用を開

始 した。

質量顕微鏡法 は組織切片を二次元に質量

分析することによって、切片中に存在する生

体分子 を可視化す ることが可能な手法であ
る。タンパク質、糖、脂質を始めとした生体

分子を可視化す ることが可能なツール とし
て現在非常に注 目を集 めている手法である。

しかしながら、研究開発当初は、質量顕微鏡

法 による生体材料の解析法は完全には確立
しておらず、切片を解析する手法検討の段階

から研究を行 う必要があった。申請者は平成

20年 度から病態検査の応用にむけた質量顕

微鏡法の手法の検討を進めていたものの(若

手研究(B))、 病態検査への応用を目的とした

研究は少なく、新たな病態検査法 として有効
であることを示すために、手法の改善に加 え

て質量顕微鏡法の有効性 ・汎用性を実証する

ことが重要な段階であった。

本研究は、以上のような研究開発当初の状

況をもとに開始 したものである。

2.研 究の目的

研究期 間内に質量顕微鏡法による新規の

疾患組織検査法 の有効性 を明 らかにするこ
とを目的とした。

目的達成のためには本研究が以下の2条 件を

満たす ことが必須であると設定した。

① 本手法が、疾患の結果ではなく、原因を

感知できる手法であることを示す

疾患においては、二次的、三次的に引き起
こされる代謝異常が存在するが、疾患発症の

分子メカニズムに迫るためには、より上流の

代謝異常を発見することが必須である。下流
の代謝異常と比較すると、上流の代謝異常は

量的変動が少ない傾向にあるため、研究期間

内に検出感度を向上 させる必要がある。

② 幅広 く使用できる手法であること

疾患検査法 として応用す るためには、多 く
の疾患に適用が可能で あることを示す こと

が重要である。本研究で解析を予定 した疾患

は、ATGL変 異症、粥状動脈硬化、腹部大動脈

瘤などである。これ らの疾患解析中に発生 し
た分析上の問題 をその都度解決することに

より、汎用性の向上を目指 した。

3.研 究 の方法

質量顕微鏡法 は、試料表面上でマ トリック

ス支援 レー ザー脱離イ オン化法(酷LDI)一 質

量分析法(MS)を 二次元 に展 開す る手法で あ

る。mLDIは 試料 をマ トリックス と混合 して

共結 晶化 させ た後 、 レーザー光 を照射す るこ

とによ り試料 中の分子 をイ オン化 させ る方

法 であ り、mLDIに よる質量分析法 の流れ を

図1に 示す。

図1質 量顕微鏡法の流れ

最初に、ヒト及び動物から目的の臓器を摘

出後、薄切片を作成する。その後、組織切片
にマ トリックスを噴霧 して、試料切片上にマ

トリックスの微細結晶を均一に作る。この試

料切片に微小径のレーザーを照射すること
により、レーザーが照射 された場所に存在す

る分子をイオン化することができる。このイ

オンを検出することにより、レーザー照射 し

た点のマススペク トルを取得す る。その後、

切片中の解析対象領域でレーザーを二次元
に順次照射することによって、一切片あた り

数百～数万測定点分のマススペク トルを取

得する。 目的領域の測定を終了した後、専用
のイメージングソフ トウェアを使用するこ

とにより、任意のピークの組織切片における

分布 を、測定点ごとのシグナル強度に応 じた

イメージとして画像化する。未同定のピーク

は,切 片上での多段階質量分析により同定す

る。生物学的に意味のあるデータの取得のた
めには、各工程を実験 目的に合わせて最適化

することが重要である。本研究においては、

解析する疾患の種類、臓器の違いに応 じて研

究手法を最適化 した。

4.研 究成果

研 究の主な成果

(1)ATGL変 異症 の解析

Adiposetriglyceridelipase(ATGL)は 中

性脂肪 を加 水分解 す る酵素であ る。現在 まで

にATGLの 変異 に よ り、脂質 蓄積型 ミオパ チ
ー、中性脂肪 蓄積心筋血管症 な どが引き起 こ

さることが報告 されてい る。組織 レベル では、

中性脂肪 の分解は制限 され ることによ り、組

織内に 中性脂 肪が異常蓄積す る。中性脂肪 の

代謝 異 常以外 の 代謝変 動 につ い ては不 明 で

あ る。本研究 において、質 量顕微鏡法 を用 い

て患者 筋肉組 織の解 析 を試 み、患者群 で有意

に 変動す る ピー クを見 出 した 。組織 上で の

MS/MS解 析 の結果 、検 出強度 が増加す るピー

クはホ ス フ ァチ ジル コ リンで ある こ とを同

定 した(図2)。 その他 、患者筋 肉組織 にお

い て検 出強度 が減 少傾 向に あ る ピー クがヘ

ムbで あることを見出 した。



図2組 織上でのMS/MSス ペ ク トル

現時点でATGL変 異症に対する有効な治療

法は存在 しない。中性脂肪の代謝を調節する
こ とが最 も有効 な手段であるとが推測 され

るが、本研究で見出したホスファチジルコリ
ン増加、及びヘムb減 少の病理学的意味を明

らかにすることにより、ATGL変 異症治療にお

ける新たな標的が見出され る可能性がある。

(2)粥 状動脈硬化病巣の解析

動脈硬化症 とは、動脈が肥厚 し硬化 した症

状 を呈する疾患である。粥状動脈硬化症は、

動脈硬化症の中でも、コレステロールな どの

沈着による粥状病巣を呈す る動脈硬化症で

あり、アテローム性動脈硬化症 とも呼ばれる。

粥状動脈硬化症の進展は、脳梗塞、心筋梗塞
の原因となるため、その発症 と予防のための

研究が非常に盛んに行われている。

動脈硬化の進展には、」血管内皮細胞、」血管

平滑筋細胞、免疫細胞な ど多くの細胞が関与
しており、それぞれの細胞の病理学的な役割

が明らかにされている。 しか しなが ら、これ

までは解析法が存在 しないため、動脈硬化の

進展に伴 う細胞 内代謝変動 を可視化 した例

は存在 しなかった。代謝変動を可視化解析す

ることにより、新たな治療法が確立できる可

能性が期待 される。

病理組織の代謝変動を可視化するにあた

り、本研究では、膨大なデータの中か ら病理

学的に意味があるピー クを抽 出するデー タ
マイニングの手法を検討 した。粥状動脈硬化

モデル血管には60週 齢のアポEノ ックアウ

トマ ウス冠動脈起始部を用いた。コン トロー
ルは粥状動脈硬化発症前の12週 齢のアポE

ノックアウ トマ ウス冠動脈起始部を用いた。

両者を質量顕微鏡法によって解析 し、アテロ
ーム巣、血管平滑筋層、石灰化領域か ら得 ら

れたデータを主成分分析 した結果、ピークの

分布はそれぞれの領域を反映する3パ ターン

に分かれた。この結果を参考に、それぞれの

領域に特徴的なピークを画像化 した結果、粥

状動脈硬化病巣モデル」血管のアテローム巣
では、〃忽671.6、〃勿673.6が 増加 していた。

血 管平滑筋層において は 励804.5、 励

832.5が 増加 してお り、石灰化領域では 励

566.9が 特徴 的に検 出 され ることを見出 した。

これに よ り、デー タマイ ニングの手法 として

主成 分分析が有効であ ることが示 された。 し

か しなが ら、主成分分析 は解析す るサンプル

に よってデー タのば らつ きも大 きく、偽 陽性

を検 出す る確 率 も高 く、効率 的なデータマイ

ニ ング手法 とは言い難い。 よ り効 率的な手法

を今 後 も検討 してい く必 要が ある と考 え ら

れ る。

〃/2671.6が リノール酸結合 コレステ ロー

ルエステル、励673.6が オ レイン酸結合型

コレステ ロールエステル と 加彦 値 が一致 し、

ア テ ロー ム巣 に コ レステ ロー ルエ ス テル が

蓄積す るこ とは過 去 に報告 され てい るため、

これ らの ピー クがそれ ぞれ コ レステ ロール

エステルの分子種であ ると同定 した。

〃/2804.5、 〃/2832.5に つ いては、組織 上

のMS/MS解 析 によ り、励804.5が パル ミチ

ン酸/ア ラキ ドン酸結合 ホス ファチ ジル コ リ

ン、加彦832.5が ステ ア リン酸/ア ラキ ドン酸

結合 ホ ス フ ァチ ジル コ リンで ある と同定 し

た。 アラキ ドン酸 は炎症性 リピッ ドメデ ィエ
ー ターの前駆体であ り、動脈硬化病巣 の血管

平 滑筋 に ア ラキ ドン酸 結合 ホ ス フ ァチ ジル
コ リンが蓄積 してい る可能 性 が示 され た こ

とは興味深い。粥状動脈硬化 においては炎症

反応 が充 進 してい るこ とが報告 されてお り、

」血管平 滑筋 に存在 す るア ラキ ドン酸結 合 ホ

ス ファチ ジル コ リンが炎症の持続 ・充進 に何

らかの役 割 を果 た して い る可 能性 が推 測 さ

れ る。 これ らの ピー クは ヒ ト閉塞性動脈硬化

病巣 におい て も観 察 され た。 しか しな が ら、

本研 究 にお ける組織 上MS/MSに よる同定は、

」血管平滑 筋 の代 表的 な測 定点 を抽 出 して解

析 した結果であ り、アラキ ドン酸結合 ホスフ

ァチ ジル コ リン以外 の分子 を検 出 してい る

可能性 は否定で きない。 今後は、MS/MSイ メ
ー ジ ング に よる解 析 を行 うこ とが重要 で あ

る。

石灰化 領域で検出 された 〃忽566.9は 未 同

定であ る。

(3)腹 部大動脈瘤の解析

腹部大動脈瘤(飴A)は 腹部大動脈の進行

的な拡張を主病変とする疾患である。疫学的

には男性であること、喫煙などが 飴A発 症の

リスクファクターとして報告されている。ま

た、晶A血 管壁では炎症反応が充進 している
ことも知 られている。 しか しながら、AAAに

おける血管拡張の機構 は完全 には解 明され
ていない。本研究では、質量顕微鏡法によっ

て、飴A血 管壁の生体分子を可視化 し、新た

な病態を明らかにすることを試みた。

質量顕微鏡法によってA飴 患者」血管壁を解

析した結果、血管拡張部位でヘムBの 検出強

度が有意に低下することを見出 した。ヘムB
の低下は血管壁における」血液循環不全 を示



唆するものであったため、血管壁に血液を供

給す る役割 を担 ってい る栄養血管を病理解

析 したところ、拡張部位外膜に存在する栄養
」血管は閉塞 していることを見出した。閉塞 し

た栄養血管を質量顕微鏡法に よって解析 し

た結果、コレステロールエステルは観察され

ず、栄養」血管の閉塞はアテローム巣の形成で
はないことが示 された。病理解析により、栄

養血管の閉塞は、血管平滑筋の増加による内

膜肥厚であることがわかった。以上の解析の

結果から、飴A患 者の」血管壁では、血管平滑

筋 が原因で引き起 こされる栄養血管の閉塞
が生 じており、それにより、AAA血 管壁に血

液循環不全が生 じている可能性が示 された。
AAA血 管壁の血液循環不全はこれまでに報告

されていない病態であり、血管拡張 との関係

を明らかにする必要がある(研 究代表者 らの

別プロジェク トによって研究中(す でに終了
したプロジェク ト含む))。

(4)病 態検査法 としての手法の改善

今後、病態検査手法 として応用するために、

データの再現性や検 出感度 を向上 させ るこ
とが重要であり、本研究ではこれ らの改善に

も取 り組んだ。

測定の際の組織切片の状態は、生体分子の

検出に影響を及ぼすため、測定前の試料調製

状態の統一はデータの再現性 を向上 させ る
ための重要な要素 となる。本研究課題で検討

した結果、特に、マ トリックスの塗付が検出

強度に大きく影響することが分かった。現在、
マ トリックスの塗付 は市販のエアスプ レー

を用いて手作業で行っているため、実験者の

習熟度 によって再現性が左右 される傾 向に

ある。病態検査手法 として幅広く普及 させる
ためには、マ トリックスの塗付に再現性を持

たせることが重要な課題 となる。また、研究

代表者の他のプロジェク トにおいて、切片厚

を最適化することによって、生体分子の検出

感度が向上することを見出した。病態検査に

おいても切片厚の最適化による、検出感度の

向上は期待 されるため、今後の検討課題 とす

る。

今後の展望

本研究により、疾患における未報告の代謝

変動を見出し、質量顕微鏡法が新たな病態検

査 として有効であることを示 した。今後は、

見 出された代謝変動 の病理学的な意味を明

らかにすることによ り、発症機構 の解明や、

予防 ・治療法の確立などにっなげたい。

現時点で質量顕微鏡法は新 たな病態検査

法 として利用できると考えられる。 さらに洗

練 された本研究期間内に見出 した克服すべ

き課題 としては、「半定量解析法の確立」、「高

感度化」、「免疫染色などの既存の病理検査 と
の融合」、「細胞 レベルでのイメージング」、

「手法の簡便化」などがある。これ らの課題

は今後の研究で解決 を目指す。
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