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近年、ゲ ノム 情報の 最終表現型 で ある代謝物を網羅的に解析 する メタ ボ ロ ミ ク

ス が注 目され て お り、分析手法 と し て定量 性 ・網羅 性の 高い GC −MS や LC −MS
が広 く用 い られて い る。しか しこ れ らの 手法 に は 、組 織抽出物中の 代謝物を対

象 と して い るた め 局 在情 報 が失 わ れ る と い う問題 点が あ る。　・
方我 々 は、

MALD1 −MS を用 い た 質量分析 イメ
ージ ン グ に よ り、組 織切片上 に ある代 謝物の

分布 を直接可視化す る技術 を開発 した。そこ で 本研 究で は 、一過性 中大脳 動脈

虚血再灌流 ラ ッ トをモ デ ル と して 用 い 、質量分析イ メ
ージ ン グ と LC −MS の デ ー

タを組み 合わ せ る こ とで 、ラ ッ ト脳内 に お ける代謝動 態の 包括的な時 空間分解

的解析 手法の 構築 を試み た。
虚血再灌流後の ラ ッ ト脳内の 代謝変動 を明ら か にす る た め に 、左脳側 中大脳動

脈に 対 し虚血 処理 を施 した ラ ッ トを 作製 し、且時間虚血 後に再灌 流 〔0、3、24

時間）処理 を行っ た 。 所定時間後、ラ ッ トか ら脳 を摘 出 し、皮質・海馬 ・線条

体を含む 脳切 片を作製後、質量分析イ メ ージ ング に 供 した。一方皮質 ・海馬・
線条体そ れ ぞ れ の 詳細な代謝変動につ い て検討す る ため に 、各領域 を切 り出 し、
代謝物を抽出後、LC −MS に供 した。
質量分析イメ ージ ン グ とLC −MS デ ータ を組み 合わせ る こ とで 、微小領域 に おけ

る 詳細な代謝変動を可視化する こ とが で き、病態 レベ ル に応 じた特異的な代謝

物 の 動 態 を明 らか にす る こ と に成功 した。本手法は様々 な組織に適応で き、こ

れまで 明 らか となって い ない 生命現象 を理解す る画期 的手法 に なる と期待 され

る。

近年、MALD ［−MS を用 い た質量 分析 イメ
ー

ジン グ 〔MSI ）が生体分子の 組織内

分 布解 析手法 として注 目されて お り、タン パ ク質、代謝物等の 生体分子 に広 く

応 用 され て い る 。生体内で は これ らの 生体分子が相互作用す るこ とで 生命現象

が 成 り立 っ て い る 。そ れ ゆ え、多層的な生体分子の 分布情報 を組み 合 わせ て解

析する こ とで 、生命現 象の よ り詳細な理解に繋 がる と期待 される 。しか し、質

量 分析イ メージ ン グで は測 定対象物質に 合わせ たサ ンプル 調製、マ トリ ッ クス

選 択等が 必要な た め 、タ ンパ ク質 と代謝物 等を同時に 測定す る こ とは困難で あ

る 。異な る組織切 片か らそ れ ぞ れ の 分布情報を得た 場合．正確な分布比較が困

難で ある た め 、同
一
切 片の 情 報が 求め られ る。

本研究で は 単
一

切 片を用 い た 連続 的な代謝物 お よ び タ ンパ ク質MSI 条件 を最適

化 し、組 織内に お け る 多層 的な生体分子の 正確 な局在情報比較を試み た。高感

度な代 謝物MS 且条件、続 い て 代謝物用 マ トリ ッ ク ス の洗浄 ・除去、イン ク ジェッ

トプ リ ン タ
ー

に よる最 適な トリプシ ン 消化 処理 お よびイ ン キュベ
ー

ト条件、ペ

プチ ド用 マ トリッ ク ス添加法 に 対する徹底 的な条件検討の 結果、同
一

切片 ヒの

代謝物 お よび タ ンパ ク 質の 高感度な検 出、さ らに 局在可視化に 成功 した。同
一

切 片を用い る こ とに よ り，画像を重ね合わせ た詳細な分布の比 較、同ポ イン ト

問の ス ペ ク トル比 較も可能で ある 。今回 、代謝物およ び タ ンパ ク質問で 共通 ま

た は相補的に 局在する物質が 確認さ れ て お り、今後新たな知識 発見に 期待が 持
た れ る。

Alla 且アsis　of　Comprehensive 　alld　Spatiotemporal 　Metabolic 　1）ynarnics　by
Integrated 　MS 　Tech   que
　OMiho 　Iriel，Yoshineri　Fujimura2，　Daisuke 　Miura

！，　Mayumt   a  
2，

　Hiroyuki　Wariisi2・3

　（
IGrad ．　Sch．　Biores．　Bioenviron．　Sci．，Kyushu 　Univ．，21CMRN ，　Kyushu 　Univ．，3Fac ．

　Arts　a咀 d　Sci．，　Kyushu 　Univ．）

Developmem 　of 　Metaboli 【e 〆Protein 　Imaging 　Technique 　using 　MALDI ・
MS 　in　a 　Sing且e　Tissue　Section

　OAyumiYamaguchil，Daisuke　Miura2，　Yoshinori　Fujimurai，　Hiroyuki　Wariishi2・3
　（

［Grad，　Sch，　Bieres，　Bioenviron．　Sじi，，　Kyushu　Univ．，2iCMRN ，　K ンushu 　Univ．，3Fac ，
　Arts　and 　ScL，　Kyushu 　Univ．）

Key　words 　 LC−MS ，　MALDI −MS 　imaging，　metabobmics Key　words 　MALDT −MS ，　metabolite 　imaging，　protein　imaging

3GpOl 進 化実験 か ら得 られたエ タノ
ール 耐性 大腸菌の マ ル チオ

ミ ッ クス解 析

○堀 之内 貴明
1，鈴木 真吾

1，小野 直亮
2，玉 岡 邦康

3，平 沢 敬
3，

　 四方 哲也
3・4・5，清水 浩

コ，古澤 力
b・3

（
1
理研

・QBic，2奈良先端大
・
情報，・1 阪大 院

・
情報

・バ イオ情 報，
　

4
阪大院

・
生命機能，5ERA ］「O．　JST ＞

　 takaaki−horinouchi＠riken．jp

3GpO2　 高温適応酵母 のオ ミクス解析に よる耐熱性獲得機構の 考察

　 　　 　　 oma［ll義明
1，黒 田 浩

一1，冨尾 紋予
2，馬場 健 史

2，福 崎 英
一

郎
2，

　 　　 　　 　 植 田 充美
I

　 　　 　　 　C京大院 ・農 ・応用生 命，2 阪大院 ・工 ・生 命先端＞

　　　　　　 katsu8ma＠kais．kyot。−u．acjp

【目的】微生物 に よる物質生産 プロ セ ス に おい て 、宿主細胞は さまざまな ス トレ

ス を受 け生 産効率 の 低 下を引 き起 こ す こ とか ら、ス トレ ス 耐性株の 育種は τ業

的 に重要 な課題で ある とい える 。本研 究で は、大腸菌の エ タ ノ
ー

ル 耐性の メ カ

ニ ズ ム の 理解 を目的 として 、大腸 菌をエ タ ノ
ー

ル ス トレ ス 存在下で 長期聞培養

す る こ とに よって エ タノ
ー

ル 耐性 株を6株取 得 した。こ れらの 耐性株 に対 して 、
次世代 シ

ー
ケ ンサ に よ る全 ゲノ ム 変異解析、マ イク ロ ア レ イに よる トラ ン ス ク

リプ トーム解析、お よび CE・TOFMS に よ る メ タボ ロ ーム解析 を実施 し、これ ら

の マ ル チ オ ミ ッ ク ス デ
ータ か ら、エ タ ノール 耐性 に関与す る 因子 の 探索 を行 い 、

耐性を もた らす メ カ ニ ズ ム の 抽出を試み た 。
【結 果】 トラ ン ス ク リプ ト

ー
ム 解析、メ タボ ロ ーム 解析の 結果か らは 、6 株の 耐

性株に 共通す るような細胞 内部状 態の 変化 が見 られ、それ らの 機能の エ タノ
ー

ル 耐性への 関与が示唆 され た。．．一方で全 ゲノ ム 変異解析の 結果か らは、変異が

生 じた箇所の 株間 での オ
ーバ ー

ラ ッ プ は少 数で あった。また、見出 したそれぞ

れの 変異が エ タ ノ
ー

ル 耐性 に 関与 して い る か どうかを検証 する た め に 、当該変

異 を親株 に 導入 し た組換 え体 の 構 築を行 っ た。こ れ らの 情 報を 元に 、エ タ ノ
ー

ル 耐性 の メ カ ニ ズ ム に つ い て 議論 する。

【目的】バ イオ燃料生産に おい て 、発酵時の 熱 ス トレ ス に よる生産効率 の 低 下へ
の 抵抗性や 、生産 された エ タ ノ

ー
ル の 分離の 際の 効率 向上 を見込め る ため 、高

温で も良好 に生育 し、発酵が可能 な耐熱性酵母の 育種が有用で ある と考え られ

る 。我 々 は以前 に 、実験室 ne’Pt∫accharomyces 　cerevisiae 　MTS 一且株を親株 として 、
適応育種 に よ り高温耐性株 を獲得 して お り、さらに オ ミ ク ス 解析 を用 い て 耐性

株の 耐熱性獲得機構を考察 した。
【方法と 結果】耐性株 と親株を通常 条件で ある 30℃ 、もしくは 高温条件で ある

40 ℃ で培 養した 後、親水性低 分子量分子群 を抽出 し、GCIMS を用 い て メ タ ボ

ロ ーム 解析を行 っ た 。こ の 結果 と、DNA マ イク ロ ア レ イによる トラ ン ス ク リプ

ト
ー

ム の デ
ータ をもとに 、高温適応株 と親株 との 間で の メ タ ボ ロ

ー
ム 、トラ ン

ス ク リプ ト
ー

ム の 変化 を統合的に 分析 し、酵母が耐熱性 を獲得 した機構 を考察

した。
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