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研究成果の概要（和文）：ガスを含む低分子代謝物は、金属と相互作用して微弱な振動分光学的信号を発する性質をも
つ。また金属ナノ粒子の表面に吸着した分子のラマン散乱強度が、数桁も増強する現象が発見され、シグナル増強に活
用されるようになった。我々は、アルミの水熱処理によってベーマイトというナノ微細凹凸構造が容易に形成されるこ
とを利用し、その上に金原子を蒸着し、高い表面増強ラマン散乱活性を有する“Gold Nanocoral”(金のナノサンゴ礁)
という新規ナノ構造の量産開発に成功したラマンイメージング技術を駆使すると、広い視野で生体ガス分子の分布や量
が超高感度でアセスメントできる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Application of SERS for tissue-imaging has been limited because of technical 
constraints to fabricate a SERS substrate ensuring hot-spot formation uniformly over a large area with 
ease. To overcome this hurdle, we used the boehmite nanostructure easily achieved by immersing the 
aluminum film in boiling water. Sharp geometry of boehmite is an efficient template for the gold 
deposition ensuring strong enhancement of SERS signals. This simple method made it possible to produce a 
SERS substrate with a size of a square centimeter order, the dimension necessary to accommodate most 
tissue samples. GNC substrate enabled the large-area SERS imaging to visualize an ischemic core of mouse 
brain tissue without labeling for the first time. SERS has strength in visualizing metabolites as they 
exist in the tissue without any chemical pretreatment. We believe that this devise will give rise to new 
insights to characterize gas-dependent metabolic interactions between distinct regions of tissues.

研究分野： 神経科学・神経化学･神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
脳組織は恒常的に microM-order の高レ

ベルの一酸化炭素(CO)を、neuron に局在する
構成型 heme oxygenase2 (HO2)により産生し
ている。これまで、末梢神経系(PNS)では、
頚動脈小体の glomus cell で、HO2 が低酸素
を感知して CO 生成を減少させることにより
呼吸を調節することが示唆されていた
（Williams et al., Science 2004）。しかし
ながら、中枢神経系(CNS)での CO の役割に関
しては、1995 年に Tonegawa らが HO2 null 
mouse を作製し、HO2-CO 系の生理学的存在意
義を検証したが、明確な表現型が得られず、
それ以来の謎であった。最近我々は、COがメ
チオニン代謝経路の transsulfuration 経路
の律速酵素であり硫化水素(H2S)産生酵素で
ある cystathionine -synthase (CBS)の内
因性阻害物質であることを見出した
（Hepatology, 2008）。さらに脳皮質におい
ては、neuron に局在する HO2 は脳実質組織の
酸素センサーとして機能し(O2に対する Km = 
35 M)であり、前述の CO-CBS 経路とリンク
して、低酸素時に脳実質細動脈を秒オーダー
で拡張させる即効型・可逆的な多元的ガス依
存性シグナリングが形成されていることを
明らかにした(PNAS, 2012)。この結果は、CNS
における CO の役割としては研究史上重要な
ものであり、大きなブレークスルーとなった。
これらの研究成果を踏まえ、本研究では、脳
において複数のガス分子が生物活性を発揮
するメカニズム及び神経・血管系におけるエ
ネルギー代謝とリンクしたガス分子依存性
の情報伝達機構を生化学的に解明し、その生
理学的意義を理解することを目的とした。 
 
２．研究の目的 

生体内で生成されるガス分子は、高分子
の構造内に比較的容易に浸透し、金属原子や
鉄-硫黄クラスターを有する補欠分子族への
結合や、低分子の官能基に特異的に結合する
ことにより生物活性を発揮する。ガス分子の
作用は、可逆的・即効的である。また、多元
的な標的をもつことを特徴とするが、それ故
に、複数のガス分子とその受容蛋白質が時間
的・空間的に複雑な相互作用を形成する生体
内において、ガス分子の生成・受容及び情報
伝達機構と生理作用との因果関係は十分に
立証されていない。本研究は、脳組織で産生
されるガスの生成・受容機構を探究し、ガス
分子によるエネルギー代謝と血流調節のカ
ップリング機構を解明することを目的とす
る。 

我々はこれまでに、CNS組織におけるガ
スシグナリングを受容体の活性化をoutput
としてイメージングするmechanistic 
probingや、蛍光プローブによるNOの視覚・
定量化に取り組んできた。その結果、COが産

生部位の極めて近傍でのみ、センサー蛋白質
と作用して生理作用を発揮することや、これ
らのガスセンサー蛋白質には複数の代謝系
の律速酵素が含まれることが判明しつつあ
る。このようにガス状メディエータが複数の
標的を有することを鑑みると、その制御機構
を理解するためは、一つの指標のみを捉える
ことしかできない従来の方法論や、目的物質
の細胞内分布や組織での局在という位置情
報が勘案されないメタボローム解析では不
十分である。そこで酵素蛋白質の基質や、生
成物、またレセプター蛋白質のリガンド、蛋
白質の制御因子等の個々の生理作用に関与
する蛋白質以外の低分子の組織・細胞内での
分布及び量的・質的な変動を、高空間分解能
で多変量的に捉え『生体の物質応答』をプロ
ファイリングすることによってガス分子の
制御ポイントを洗い出す解析系、つまり『代
謝解剖学』の開拓が必須であるとの考えに至
った。近年、質量分析情報を空間的に二次元
で取得し画像化する『質量分析(MS)イメージ
ング』技術が開発され、形態情報を保ったま
ま細胞内メディエータや代謝分子等の微量
成分を測定し、さらにタンデム質量分析（MSn）
を行うことによりフェムトモルの感度で未
知の代謝産物の構造を決定することが可能
になりつつある。この画期的な技術と、in 
vivoバイオイメージング技術を駆使し、ガス
分子が「いつ、どこで、どのように」働くか
を的確に捉え、CNS機能の恒常性維持の基盤
となる『神経細胞-グリア細胞-微小循環』の
三つのコンポーネント間での代謝と血流制
御のリンクを徹底的に解明することを目指
した。 
 
３．研究の方法 
（１）メタボローム解析 

代謝システムは極めて早い流速で動い
ているために、どのようにサンプル採取する
かによって結果が大きく左右される。我々は、
麻酔したマウスの心臓を拍動させた状態で
頭蓋局所を液体窒素で冷凍することにより、
生体内代謝物の分解を最小限に止める in 
situ freezing 法を用いた。内部標準として
L-Methionine sulfone (Wako 502 -76641)と 
2-Morpholinoethane sulfonic acid (MES, 
Dojindo 349- 01623) 各 300 M を含んだ
methanol溶液2 mLに約300 mgの組織を入れ、
超音波破砕器で 2分間破砕した。十分攪拌し
た後、水を 500 L 加え再攪拌した。300 L
－aliqoutに 200 Lのクロロホルムを添加し、
これを遠心した(15,000 rpm, 4℃, 15 min)。
上層の水-methanol層から200 Lを限外濾過
フィルター（分画分子量 5,000, Amicon 
Ultrafree MC 5,000, Millipore）に移し、
90 分間遠心した(10,000 rpm, 4ºC)。ろ液を
遠 心 濃 縮 し capillary electrophoresis 



(CE)-Mass spectrometry(MS) (Agilent)解析
試料とした。 

 
（２）定量的質量分析イメージング 

「定量的質量分析イメージング法」とは、
一枚の薄切組織標本を用い、数十種類の物質
10-150 ミクロンの空間分解能で画像化し、か
つ量的情報も付与できる画期的なイメージ
ング法である。本法は、マトリクス支援レー
ザー脱離イオン化質量分析イメージング
(Matrix assisted laser desorption 
ionization imaging mass spectrometry: 
MALDI-IMS)とキャピラリー電気泳動質量分
析 法 （ capillary electrophoresis/ 
electrospray ionization：CE/ESI/MS)とい
う異なる特性をもつ先端質量分析技術を融
合することにより可能となった。 

まず、MALDI-IMS は、生体組織を破砕す
ることなく位置情報を残した状態で直接質
量分析し、分子に固有な値である質量から分
子種を同定し、質量分析情報を空間的に二次
元で取得し画像化する技術である。MALDI は
同一組織上の異なるポイントでの物質量の
相対比較は得意であるが、定量性に乏しいこ
とから、異なる個体間での絶対比較は困難で
あった。一方、CE/ESI/MS は、定量性に優れ
ているが、組織をすり潰し物質を抽出する工
程を経るため空間分解能が得られない。我々
は、MALDI-IMS と CE/ESI/MS の融合により、
組織上の数十種類の代謝物を定量的かつま
た代謝解剖学的に捉え、代謝動態を解析する
ための代謝物コンテントマップ作製を可能
にした。 

組織切片を乾燥し，組織内の分子をソフ
トイオン化するために必要なマトリックス
分子を塗布する。質量分析機中で UV パルス
レーザーを照射し、切片上の低分子代謝物を
イオン化して、それらの質量と電荷の比
（mass-to-charge ration (m/z)）の違いを
利用して分離し、分子量、分子種を分析する。
各スポットから m/z  250～1000 に含まれる
多くのイオンピークが検出できる。代謝物の
同定は MS/MS 解析を行い、構造依存的なフラ
グメントパターンを標準品と比較すること
により決定できる。この解析法により、一回
のスキャンで、異なる m/z 値で同定される多
くの物質の分布を２次元画像として再構成
できる。 

MALDI/IMS で得られる画像のスポットご
とのシグナルの相対強度を、CE/ESI/MS によ
って得られる定量結果で標準化し、組織重量
当たりの代謝物絶対量として再計算し、画像
として再構築する。それらを見かけ上の組織
内の代謝物量をして疑似カラー上に記載した
代謝物コンテントマップを作製する。この方
法により、異なる個体間においても代謝物の
定量比較検討が可能となる。 

 
（３）金微細粒子配列技術の応用による新規
ガスイメージング技術の構築 –金ナノコー
ラルによる表面増強ラマン散乱の応用 

ガスを含む低分子代謝物は、金属と相互
作用して微弱な振動分光学的信号（ラマン散
乱）を発する性質をもつ。また 100 nm サイ
ズの金属ナノ粒子の表面に吸着した分子の
ラマン散乱強度が、数桁も増強する現象が発
見され、シグナル増強に活用されるようにな
った。この現象は、“表面増強ラマン散乱”
(Surface enhanced Raman scattering: SERS)
とよばれる。しかしながら、近年のナノテク
ノロージーの進歩をもってしても、組織イメ
ージングを可能にするような大面積の SERS
ディバイスの作製は困難であった。アルミの
水熱処理によってベーマイトというナノ微
細凹凸構造が容易に形成されることを利用
し、その上に金原子を蒸着し、高い SERS 活
性を有する“Gold Nanocoral”(金のナノサ
ンゴ礁)という新規ナノ構造の量産開発に成
功した。“Gold Nanocoral”という造形技術
と、ラマンイメージング技術を駆使すると、
広い視野でガスを含む低分子代謝物の分布
や量が超高感度でアセスメントできる可能
性がある（富士フィルム社との共同研究）。 
 
４．研究成果 
（１）定量的質量分析イメージングによる低
体温療法の生体内作用点の代謝解剖学的解
明 

新生児低酸素性虚血性脳症は、周産期に
おける最重要疾患のひとつである。神経学的
後遺症を残すことが多いが、速やかに低体温
療法を行うことにより予後を改善できるこ
とが示されている。しかし、低体温療法の有
効性に関わるメカニズムが未解明であるた
め、治療温度、持続時間、復温方法、併用療
法等、治療プロトコールの至適化は困難であ
った。本研究は、低体温によって惹起される
脳代謝システムの変動を、経時的かつ部位特
異的に観察することにより、本治療法の分子
標的・代謝制御のポイントを詳らかにし、低
体温療法の至適化に資することを目的とし
た。 

生後 7日の Sprague-Dawley 系雄性ラッ
トの左総頸動脈を結紮した後、8%酸素に 2.5
時間曝露、新生仔低酸素性虚血性脳症モデル
を作製した。その後、体温を 38℃（常温群）
と 30℃（低体温群）の 2群に分けてコントロ
ールしつつ21%酸素下で3時間再酸素化した。
低体温による代謝変動を系統的に解析する
ため、摘出した大脳から水溶性代謝物を抽出
しメタボローム解析を行った。さらに、代謝
制御のポイントと考えられる複数の代謝物
に着目し、定量的質量分析イメージングを用
いて、その脳内分布と領域特異的な動態を解



析した。 
107 種類の代謝物を包括的かつ定量的に

プロファイリングした。低酸素化直後の大脳
では、ピルビン酸、乳酸等が上昇した。再酸
素化における代謝プロファイルにおいて、低
体温群では常温群に比して、 (1) アセチル
基供与体であるピルビン酸、アセチル CoA、
アセチルコリンおよびグルタミン酸が減少、
(2) 脱アセチル代謝物であるカルニチンや
コリン等が増加していることが示された。さ
らに、定量的質量分析イメージングにより、
低体温群では、アセチルコリンが海馬と扁桃
体において減少すること、カルニチンが同部
位で増加することが明らかとなった。また、
低体温処理によるグルタミン酸の減少は、大
脳の全領域で認められた。 

新生仔低酸素性虚血性脳症における低
体温療法は、低酸素・虚血によるアセチルコ
リンやグルタミン酸の増加を抑制し、カルニ
チンを増加させることが明らかとなった。低
体温療法の至適化には、脳内の神経伝達物資
とエネルギー代謝動態に関わるアセチル基
代謝の制御が重要であることが示された。
(Journal of Cerebral Blood Flow & 
Metabolism 14 January 2015; 
doi:10.1038/jcbfm.2014.253 に発表)。 

 
（２）金微細粒子配列技術の応用による新規
ガスイメージング技術の構築 –金ナノコー
ラルによる表面増強ラマン散乱の応用 

我々は脳梗塞部位の ATP 分解産物
（adenosine, inosine, hypoxanthine）の上
昇を、特殊な標識なしに finger print で画
像化することに成功した(ACS Nano, 8(6) 
5622-5632, 2014)。ラマンイメージングの弱
点はスペクトルのピークの帰属を確定する
ことが困難なことであるが、我々は隣接組織

切片の質量分析イメージングを使って、虚血
部位で上昇する代謝物の正体を同定し、この
問題を克服した。 

CO は金と相互作用して 2150 cm-1付近に
強いラマンピークを有することが予測され
ることから、当該ピークを検出するため、ラ
マン顕微鏡に搭載している分光器の最適化
を行った。さらに、従来の垂直方向から金原
子蒸着から、斜め方向から蒸着すると、形成
される金粒子のアスペクト比が変化して
SERS enhancement factor が一桁上昇するこ
とを発見した（論文作成中）。これらの改良
により、溶液中の CO (100 microM)を非標識
で検出することに成功した。GNC ディバイス
は、基板側からラマン信号を計測（励起/検
出）することが可能であるため、培養細胞系
に応用できるメリットがある。今後は野生型
マウス繊維芽細胞と heme oxygenase 2 の
mutant 株を用い、これらの細胞からの CO の
放出をリアルタイムで検出することを目指
し、世界初のガス分子バイオイメージング技
術の確立を目標とする。さらに細胞外に放出
される様々な代謝物を経時的に追跡する技
術、あるいは簡単な基板への接触だけで多く
の少量のサンプルの代謝物を解析する技術
として発展させたい。 
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