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研究成果の概要（和文）：顕微質量分析イメージングにより腫瘍組織における種々の代謝物の局

所分布の検出に成功し、これにより代謝適応を通じて形成される腫瘍の不均一性を示すことが

できた。この結果はがんの代謝学的側面への洞察を与え、診断・治療への応用開発に有用であ

る。 
 
研究成果の概要（英文）：We successfully detected local distribution of tissue metabolites by 
imaging mass spectrometry to reveal the tumor heterogeneity formed by metabolic 
adaptation.  These results provide insights into the metabolomic aspects of tumor biology, 
aiding in the development of diagnostic and therapeutic application. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

2011年度 800,000 240,000 1,040,000 

2012年度 600,000 180,000 780,000 

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 
研究分野：腫瘍学 
科研費の分科・細目：腫瘍学、腫瘍診断学 
キーワード：がんの個性診断、腫瘍組織、顕微質量分析、代謝物、不均一性 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 腫瘍の不均一性. 
腫瘍細胞は種々のストレスに対して代謝適
応を通じて生存性を高める。同一組織内にお
いて環境は一様でないので、代謝適応により
形成される腫瘍の不均一性が存在し、これが
がんの難治性につながると考えられる。しか
し、代謝物の局在分布を直接的に観察可能な
手法はこれまでに確立されていないため、そ
のような組織レベルでの腫瘍不均一性の実
験的検証は容易ではない。 
 
(2) 顕微質量分析法による生体分子の局在分
布の検出. 
マトリックス支援レーザー脱離イオン化

（MALDI）法による質量分析イメージング
を用いた腫瘍組織の検討が 2000 年代より報
告され、腫瘍における種々の生体分子の局所
分布が検出されてきたが、大半はタンパク・
ペプチドであった。一方、2009 年度より科
学技術振興機構（JST）プログラムの一環と
して我々が携わってきた新たな顕微質量分
析機器の実用化開発を通じて、低分子性代謝
物を対象とする質量分析イメージングの可
能性が示唆された（Harada et al. Anal. 
Chem. 2009）。 
 
２．研究の目的 
動物実験モデル由来のサンプルを対象とす
る顕微質量分析イメージングを通じて腫瘍
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不均一性を反映する代謝中間体の分布プロ
フィールを収集し、様々な細胞事象との関連
づけを行い、分子代謝病態として把握する。
ヒトがん検体を対象とする顕微質量分析イ
メージングを通じて、動物実験由来の知見の
再現性・普遍性を検証し、さらに腫瘍病理学
的側面から検討することで臨床的意義を追
求する。これらにより、従来的な組織学的検
討とオミックス解析的手法では限界のあっ
た腫瘍の代謝特性の理解にブレークスルー
をもたらすことをめざす。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物実験モデルによる検討 
① 対象候補となる代謝中間体の把握と検出
条件の適正化のための基礎検討と顕微質量
分析イメージングの実践. 
 対象となり得る代謝中間体の把握と、その
検出のための組織切片の前処理やマトリッ
クスの種類、質量分析のモードを確定するべ
く基礎検討を行う。免疫不全マウスにヒトが
ん細胞を移入して腫瘍巣を形成させるモデ
ルを基本に、本研究の目的に則した実験条件
の最適化を行ない、顕微質量分析イメージン
グを実践する。 
 
② 顕微質量分析以外の手法による遺伝子・
蛋白・代謝物の発現プロフィール解析. 
 空間情報を保持した免疫組織化学的検討、
さらに溶解物を試料とする生化学・分子生
物学的検討を通じて、遺伝子・蛋白・代謝
物の発現プロフィールを解析する。これに
より、細胞事象を裏付けるマーカー的知見
および顕微質量分析で検出される代謝物分
布を裏付ける傍証的知見を得る。 
 
(2) ヒトがん臨床検体を対象とする検討 
予備検討を通じて最適なサンプリング法を
確立し、がん症例の手術または生検により得
られる検体を対象に顕微質量分析イメージ
ングを実践する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒトがん肝転移モデルにおける検討. 
重度免疫不全を呈する NOGマウスの脾からヒ
ト大腸がん細胞株を移入して経門脈的に肝
へ転移巣を形成させるモデルにおいて、肝組
織切片内に複数の微小転移巣が出現するよ
うなプロトコールを完成した。 
 
① 担がん肝組織における肝臓・腫瘍巣・血
管特異的代謝物分子のイメージング. 
 組織・細胞に特異的な局在分布を呈する代
謝物を対象に質量分析イメージングするこ
とで、腫瘍部と非腫瘍部に識別できることを
検証するため、DHB をマトリックスとして
MALDI 法による顕微質量分析で陽イオン化分

子の検出とイメージングを実施した。その結
果、２つのリン脂質であるホスファチジルエ
タノールアミンとホスファチジルコリン、な
らびにヘムが検出され、それぞれ肝臓組織、
がん転移巣、血管に主に分布していた。ヘム
は血管内腔の赤血球由来と考えられる。これ
により、代謝物の組織特異的分布を利用して
腫瘍細胞と非腫瘍細胞を区別し、腫瘍の浸
潤・転移形式についての検証に新たなアプロ
ーチをもたらす可能性が示唆された（涌井ら、
日本臨床検査自動化学会会誌、2010 年）。 
 
② 担がん肝における肝臓と腫瘍巣の代謝物
イメージングと半定量的分析法の確立. 
 病変組織において腫瘍巣と非腫瘍部のそ
れぞれについての代謝特性を解析すること
は病態理解に有用であり、さらに腫瘍巣内に
おける代謝物分布を検出し、その不均一性を
非腫瘍部との異同と照らし合わせることで、
同一腫瘍巣内において、より生物学的悪性度
が強いがん細胞の存在、または正常組織と類
似の代謝適応に基づく化学療法・放射線療法
に対する抵抗性の存在を検証できる。 
 生体試料におけるキャピラリー電気泳動
質量分析（CE-MS）により定量解析可能な代
謝物に焦点を当てて MALDI法による質量分析
イメージングを実施した結果、ヌクレオチド
類（ATP, ADP, AMP, GTP,GDP,GMP など）、糖
ヌクレオチド（UDP-Hexose, UDP-HecNAcなど）、
還元型グルタチオン（GSH）、酸化型グルタチ
オン（GSSG）をはじめ種々の低分子代謝物の
特徴的分布が認められた。それらは、肝臓と
腫瘍巣の間で相違があり、かつ一部の代謝物
については腫瘍巣内での不均一性が認めら
れた。また、その腫瘍巣内の不均一性は異な
る代謝物の間で様相が違うことも観察でき
た。 
 複数のサンプルによって上述のような知
見の再現性・普遍性を確認するのにあたり、
定量性に難点がある MALDI法による質量分析
は異なるサンプル間での定量的比較がその
ままでは困難である。CE-MS の定量性能と
MALDI 法による質量分析イメージングの分子
局在情報保持性能を組み合わせることで、異
なるサンプル間における代謝物イメージン
グの半定量的評価系を確立した。具体的には、
隣接する２つの組織切片の一方を顕微質量
分析に用いて、他方をホモジナズして CE-MS
による代謝物定量に用いる。人為的蛍光タン
パク発現を利用して腫瘍巣を蛍光でマーキ
ングし、蛍光を持たない非腫瘍部と明瞭に区
別する。CE-MS で得られた個々の代謝物の組
織切片全体の定量値に、イメージングで得ら
れた腫瘍巣と非腫瘍性肝組織のそれぞれの
代謝物の相対的シグナル強度および蛍光の
有無で識別される両者の面積を掛け合わせ
ることで、組織 1 g あたりの代謝物推定内容



量を算出することで異なるサンプル間にお
ける代謝物分布の半定量的評価に成功した
（Kubo et al. Anal. Bioanal. Chem. 2011）。 
ATP, ADP, AMP の推定内容量およびそれらか
ら計算されるエネルギーチャージ値をもと
にイメージングを実施したところ、担がん肝
のエネルギー代謝特性が示された。腫瘍巣に
おける UDP-HecNAc や GSH の強い集積が認め
られた。それらは１つの腫瘍巣内で不均一に
分布し、その不均一性は UDP-HecNAc と GSH
の間に相違があった。UDP-HecNAc は糖鎖生成
の基質であり、その増減はがんの糖鎖異常や
分化度の変化を反映すると思われる。GSH は
酸化ストレス処理の役割を担い、化学療法・
放射線療法に対する抵抗性をもたらし、がん
幹細胞では高い発現を示すと考えられてい
る。UDP-HecNAcや GSHの不均一な分布は、腫
瘍の分化度の多様性と治療抵抗性を反映す
ると理解される。 
 
(2) ヒトがん皮下腫瘍モデルにおける検討 
NOG マウスを宿主としてヒト大腸がん細胞株
を移入して皮下腫瘍を形成させるモデルに
おいて、腫瘍組織内部に酸素環境の違いによ
る不均一性が組織学的に認められるような
腫瘍成長段階での検討に適したプロトコー
ルを完成した。 
 非腫瘍組織と比較して腫瘍組織内にヌク
レオチド、糖ヌクレオチド、グルタチオン、
解糖中間体を含む種々の代謝物の強い集積
が認められ、その多くは量的に不均一な分布
を呈していた。がん細胞の酸化ストレス抵抗
性や糖鎖異常に関連する代謝物が腫瘍部に
一致して豊富に認められる一方、複数の代謝
物の腫瘍組織内の不均一性が示された。また、
これまで報告されていない、低酸素環境に対
するがんの特異な代謝適応の存在を示唆す
る代謝中間体の特徴的局在分布も検出され
た。ヒトがん細胞株の低酸素培養実験検討に
て、そのような代謝適応の存在を裏付けるよ
うな代謝関連遺伝子発現の挙動が観察され
た。このような低酸素環境に対するがんの特
異な代謝適応の分子基盤を明らかにするこ
とで新たながんの診断・治療の分子標的がも
たらされることになる。 
 壊死部近傍において脂肪酸酸化亢進を示
唆する代謝中間体の特徴的な分布が明らか
となり、低酸素や飢餓等の環境ストレスに対
するがんの特異な代謝適応の存在が示唆さ
れた。その可能性の検証として実施した低酸
素培養ヒト大腸がん細胞株のトランスクリ
プトーム解析にて、脂肪酸酸化の代謝関連遺
伝子の一部、脂質代謝活性化に関わる PPAR
ファミリー分子により誘導される複数の遺
伝子、および心筋に特徴的な細胞骨格タンパ
ク遺伝子の発現が上昇していた。電顕像では
低酸素培養したヒト大腸がん細胞株にグリ

コーゲン顆粒が顕著に観察され、生化学的定
量解析でもグリコーゲンが増加していた。
etomoxir を用いた脂肪酸酸化の薬理学的阻
害により、低酸素培養における細胞生存の軽
度減少とグリコーゲンの著明減少が認めら
れた。心筋は基本的に脂肪酸酸化によりエネ
ルギーを産生しグリコーゲンを貯蓄するが、
エネルギー需要が急に増えた場合または脂
肪酸酸化が障害された場合は細胞内グリコ
ーゲンの分解で得られるグルコース-6-リン
酸や血中のグルコースを利用して解糖によ
ってエネルギーを生成する。これらの結果か
ら、低酸素環境に対する腫瘍細胞の代謝適応
の一環として心筋代謝とのアナロジーが存
在する可能性が示された。得られた知見はこ
れまでに指摘されなかった腫瘍の代謝生物
学的側面であり、がんの新たな診断・治療の
分子標的となり得る（投稿準備中）。 
 
(3) ヒトがん組織検体による検討 
最適なサンプリング法を確立したうえで、ヒ
トがん手術検体を対象に MALDI法による顕微
質量分析の予備検討を行なった。 
 動物モデルと異なり、ヌクレオチド、糖ヌ
クレオチド、グルタチオン、解糖中間体等、
主要基本経路の代謝物の良好なイメージン
グは得られなかった。原因として、血管の結
紮・吻合処置等の切除前後で不可欠な術中手
技が虚血性変化をもたらし組織代謝が人為
的に変調をきたしてしまうためと考えられ
た。事実、採材にあたりそのような術中手技
の必要がない動物モデルのサンプルでは前
述のように良好なイメージングが得られた。 
 リン脂質、コレステロール、胆汁酸の代謝
中間体等については良好なイメージングが
得られ、腫瘍部に特徴的かつ不均一な分布が
認められた。これらの脂質代謝物は術中手技
による影響が十分小さく評価可能であり、そ
の組織局在は、これまでの形態学的組織所見
のみでは限界のあった腫瘍病理学的理解を
深化させる極めて有用な所見と考えられる
その有用性を確立するのに今後さらなる検
討の集積が必要である。 
 乳房生検は、MALDI 法による顕微質量分析
に量的に十分ながん検体が得られ、かつ手術
のような腫瘍組織の代謝の変調をきたすよ
うな手技が伴わない。実際にヌクレオチド、
糖ヌクレオチド、グルタチオン等の良好なイ
メージングが得られた。支障なく十分量の採
材が可能な生検であれば、動物モデルと同様
に主要基本経路の代謝物のイメージングの
対象となることが示された。知見の確立には
今後さらなる検討の集積を要する。 
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