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1　は じ め に

生命現象メカニズムを解明するためには，生命を構成

する最小単位である細胞内で起こる分子変化を正確に分

析する必要がある．単一細胞分析は，病気のより詳細な

解明や治療・診断法開発に貢献することが期待されてい

るが，細胞 1 個という非常に小さいサイズかつ微量の

サンプルを分析することはチャレンジングであり，様々

な限界があるのが現状である．

1 細胞レベルでのゲノム，エピゲノム，トランスクリ

プトームは比較的早い段階から行われている．これらの

分析には，核酸の増幅技術やマイクロ流路技術の発展

が，1 細胞中の微量分子の高感度検出や，大量の細胞を

分析することができるハイスループット化に大きく貢献

している．マルチオミクス解析の実現には，タンパク質

や代謝物などの分析も必要であるが，これらの分子は遺

伝子のように増幅することができないので，細胞内に存

在しているものをいかにロスすることなく回収し，高感

度分析するかが重要である．表 1 は，ヒトや植物など

の様々な種の細胞について，その大きさや細胞内成分の

量や濃度をまとめたものである1）．細胞 1 個といっても，

生物や細胞種によってその大きさや含まれる分子の種類

や量は様々であり，とくにヒトの細胞は非常に小さく，

さらに細胞内に存在する分子の量も非常に少ないことが

わかる．しかしながら，低分子代謝物が細胞内に存在す

る濃度を計算してみると，アミノ酸など比較的細胞内に

多く存在する分子であれば数～数十 mmol/L となり，比

較的高濃度で存在していることがわかる．このため，細

胞や細胞内成分のみを選択的に採取して測定することが

できれば，従来の分析法でも十分に検出できることが予

想される．

質量分析は高感度かつ網羅的な検出に加え，ダイナ

ミックレンジが広いため，細胞内に微量しか存在しない

分子から比較的大量に存在する分子まで幅広く分析する

ことが可能である．したがって，現在行われている多く

の 1 細胞メタボロミクスや 1 細胞プロテオミクスにお

いて，質量分析は必須の分析法であるとともに，今後の

質量分析技術の発展によって，更なる高感度化が期待で

きる．現在，質量分析を用いた 1 細胞オミックス解析

技術について様々な方法が開発されているが，その特長

はサンプリングや前処理，質量分析法など多岐にわたる

ため，ユーザーは研究目的に合う最適な方法を選択する

必要がある．本稿では，様々な 1 細胞質量分析法の中

から代表的ないくつかの方法について解説する．

2　1細胞オミックスで用いられる分析法

2･1　1細胞メタボロミクス
細胞内には，遺伝子やタンパク質の原料となる核酸や

アミノ酸や，エネルギー産生に関与する TCA 回路上の

代謝物やそれらの関連代謝物，糖や脂質などの様々な種

類の低分子化合物が存在している．代謝物は RNA やタ

ンパク質に比べ，細胞内で非常にダイナミックに変化す

るため，正確な代謝物プロファイルを得るためには，細

胞のサンプリングから質量分析までを迅速に行う必要が

ある．

フローサイトメトリーのように，マイクロ流路によっ

て細胞 1 個ずつに単離し，そのままイオン化する方法

は，接着細胞の場合にはいったん剥がして浮遊細胞にす

る必要がある．この時，細胞にとっては通常とは大きく

異なる状態となるため，細胞への影響について確認が必

要である．一方，細胞を接着させたまま分析する方法と

して，接着細胞に対してレーザーを照射して細胞成分を

脱離・イオン化させて質量分析する方法や，レーザーの

代わりにエレクトロスプレーを細胞表面に噴霧し，スプ

レー溶媒に抽出されてイオン化した細胞成分を質量分析

する，脱離エレクトロスプレーイオン化（DESI）を用

いた方法も開発されている2）（図 1 A）．これらの方法は，

細胞 1 個を丸ごと質量分析するため，細胞ごとの代謝

物プロファイルなどを解析するのに有用である．

細胞内オルガネラなど，細胞内特定部位における代謝

物局在解析のための方法として，二次イオン質量分析法

（SIMS）を用いた 1 細胞イメージング法3）（図 1 B）や，

細胞内成分を口径の小さいキャピラリーで吸引して質量

分析する単一生細胞質量分析法4）（図 1 C）がある．

SIMS は，一度の照射でイオン化される範囲がナノメー

トルと，高分解能なイメージング質量スペクトルの取得

が可能であることから，細胞内分子をオルガネラレベル

で分析することが可能である．しかしながら，これらの

イオン化法は真空化で行う必要があるため，生きたまま

の細胞を分析することはできない．単一生細胞質量分析

法は，生きている細胞 1 個を顕微鏡で観察しながら，

ある瞬間の細胞や細胞内小器官を，ナノエレクトロスプ

レーイオン化（nanoESI）に用いる金属コーティングを

施したガラスキャピラリーを用いて採取し，その中に含

まれる代謝物をそのまま質量分析することができる．こ

れにより，細胞の変化を顕微鏡観察しながら，その瞬間
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表 1　 1細胞の体積と細胞内に存在する各タンパク質と代謝物
の物質量の概算

細胞種
体積

（pL）

タンパク質 代謝物

物質量

（fmol）
濃度

（mmol/L）

物質量

（fmol）
濃度

（mmol/L）

H. sapiens
（ヒト）

1～4
10－7

～0.1
3×10－8

～0.1
0.01

～30

3×10－3

～30

A. thaliana
（植物）

20 ≤ 0.5 ≤ 0.03
2～

10000

0.1
～500

S. cerevisiae
（酵母）

0.03
10－8

～10－3

3×10－7

～0.03

10－5

～1

3×10－4

～30

E. coli
（大腸菌）

10－3
10－9

～10－3

10－6

～1

10－7

～0.1
10－3

～100

（引用文献（2）をもとに作成）
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の細胞内分子を分析することで，細胞現象と関連する分

子を検出することができる．これらの方法は，内因性代

謝物の局在解析に加え，薬剤やその代謝物の細胞内局在

解析にも応用されている．

2･2　1細胞プロテオミクス
タンパク質は生命の直接的な状態を表す物質であり，

生命活動や細胞同定や病気診断の主要なマーカー分子と

して用いられる．1 細胞プロテオミクスは，従来のボト

ムアップ型のプロテオミクス手法が用いられており，細

胞 1 個丸ごとサンプリングし，細胞膜を溶解して得ら

れたタンパク質のプロテアーゼ処理を行い，得られたペ

プチド断片を nanoLC-MS や CE-MS などで分析して各

タンパク質を同定する5）．しかし，1 細胞中のタンパク

質精製から還元化，酵素消化によるペプチド断片化と

いった実験ステップが多く，時間も要するため，サンプ

ルのロスやスループットの点で課題が残る．

最近では，前処理・プロテアーゼ消化などの前処理法

の改良や，質量分析装置の技術開発による高速度スキャ

ンに加え，イオンモビリティーを利用した 夾
きょう

雑
ざつ

イオン

との分離による感度向上によって，1 細胞レベルで検出

できるペプチド，タンパク質の数も飛躍的に伸び，細胞

1 個当たり 1000 前後のタンパク質を同定することがで

きるようになった．

2･3　1細胞質量サイトメトリー
1 細胞質量サイトメトリーは，それぞれの抗体標識に

質量の異なる金属原子を用い，抗体が結合した細胞をイ

オン化する際に脱離する金属イオンを，ICP-MS により

質量分析する方法である．これにより，プロテオミクス

などの煩雑な前処理を行うことなく，標的タンパク質の

有無を簡便かつ高感度に分析できる．したがって，がん

細胞など様々な細胞のフェノタイプを簡便かつハイス

ループットで同時分析することができ6）（図 1 D），がん

細胞の検出など診断での応用が期待される．さらに，こ

の金属標識抗体による細胞認識法と，細胞の高分解能イ

メージングを融合させることで，細胞中の標的タンパク

質や mRNA をオルガネラレベルでイメージングするこ

とができるようになった7）．

3　お わ り に

本稿では，1 細胞レベルにおけるプロテオミクスとメ

タボロミクスについて，いくつか代表的な方法について

紹介してきたが，現在も世界中の多くの研究者たちが，

様々な細胞サンプリング法から前処理，イオン化，質量

分析法を新たに開発しており，1 細胞オミックス解析法

のますますの進展が期待される状況である．しかし，微

量試料を扱う際に，分析感度向上によるコンタミネー

ションによるミスアノテーションや，サンプリングの際

の細胞へのストレスも分析結果に影響することが予想さ

れる．正確な分析結果を取得するために，バックグラウ

ンドピーク等の細胞以外のピークを把握し，細胞由来

ピークを正確に同定した 1 細胞データベースなどの整

備が必要となると考えられる．
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図 1　さまざまな 1細胞質量分析法による 1細胞分析イメージ

A）レーザー脱離 1 細胞質量分析法，B）二次イオン質量分析法による 1 細胞内分子イメージング，C）単一生細

胞質量分析法による細胞内小器官局在分析，D）金属標識した細胞認識抗体を用いた 1 細胞サイトメトリー．


