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MSIの技術は、生物学的研究だけでなく、創薬、開発およ
びデリバリーを含む様々な分野で注目されています。MSI装
置は 、 試料表面に存在する 成分 の詳細な分子組成と空間分
布の組み合わせ情報を得ることにより、試料の特徴づけを

質量分析イメージング （Mass Spectrometry Imaging :
MSI）は非標識で生体試料中の成分を可視化する技術として
よく知られ て い ま す 。 本研究では、C57BL/6雄野生型マウ
スにおけるイミプラミン、クロロキンおよびそれらの 代 謝
物の迅速マッピング（32ピクセル/秒）に、大気圧マトリッ
クス支援レーザー脱離イオン化‐MSIとして知られる新たに
開発されたiMScope QTを用いました。マウスの腎臓と脳に
おける薬剤とその代謝物の領域特異的局在を明らかにしま
した。本研究で観察されたこれらの薬剤とその代謝物の詳
細な局在情報は、これらの薬 剤 の臨床的に関連する特性、
有効性および潜在的な副作用を理解するのに役立 ち ま す 。
また、本研究は、生体試料中に存在する低分子医薬品とそ
の代謝物の迅速なマッピングに対するiMScope QTの可能性
を明らかにしました。

iMScopeTM QTによるマウス腎臓および脳に
おける薬剤とその代謝物の迅速マッピング
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幅広く行うことが可能です1)。MSI機器の中でも、大気圧マ
トリックス支援レーザ/脱離イオン化MSI (AP‐MALDI‐MSI)
による高分解能イメージングへの関心が高まっています。
他の生体分子に加えて、揮発性成分をより高い空間分解能
で分析することも可能です2)。また、従来のMALDI-MSIで使
用される高真空下で昇華してしまうマトリックスを用いて
もサンプルの成分を可視化することが可能です3)。イメージ
ング質量顕微鏡 (iMScope) は、島津製作所が開発した
AP‐MALDI‐MSI装置で、光学顕微鏡を内蔵しています。
優れた分析速度と高い空間分解能 (最高空間分解能5 µm) が
認知されています2)。近年、島津製作所は、より高速で高感
度・高解像度のイメージングが可能なiMScope QTという
AP-MALDI-MSI装置を開発しました。

イミプラミンは、うつ病、不安症、夜尿症の治療に使用
される有名な薬剤です。クロロキンは、マラリア、ウイル
ス性疾患、自己免疫疾患の治療にもよく用いられます。こ
れらの低分子薬は今日、医療現場で広く利用されています
が、両薬剤ともいくつかの副作用があります4)5)。投与され
た薬剤およびその代謝物の生体組織における局在情報は、
それらの作用機序および毒性特性をよりよく理解するため
に最も重要です。しかし、異なる臓器におけるそれらの局
在に関するデータはまだまだ不足しています。本研究では、
iMScope QTを用いてマウス腎臓と脳におけるこれらの薬剤
の分布を確認するために、これらの薬剤とその代謝物の迅
速イメージングを初めて試みました。
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本研究は、C57BL/6JJ雄マウス（野生型、WT）脳および
腎臓におけるイミプラミンとクロロキンおよびそれらの代
謝物の分布を可視化することを目的としました。イミプラ
ミンとクロロキン（30 mg/kg）の腹腔内注射の２時間後に、
マウスを頸椎脱臼後に解剖し、腎臓と脳の組織を迅速に採
取しました。その後すべての資料をドライアイスで急速冷
凍しました。次に、凍結試料を-80℃で保存しました。マウ
スの腎臓と脳の矢状切片をCM1950 クライオスタット（ラ
イカバイオシステムズ）を用いて既報の方法に従って調製
しました6)。AP‐MALDI‐MSIのために、厚さ10 µmの切片
を酸化インジウムスズ（ITO）スライドガラス（100 Ω、松
浪硝子工業）上に貼り付けました。

マトリックスとしてα‐シアノ‐4‐ヒドロキシけい皮酸
（α-CHCA、シグマ-アルドリッチ）を、図1のマトリック
ス蒸着装置iMLayerTM（島津製作所）を用いて塗布しました。
マトリックス蒸着中、iMLayerチャンバ内は真空状態に維持
されました。マトリックス塗布後、イメージング質量顕微
鏡iMScope QT（島津製作所）を用いてマウス腎臓と脳の
MSIデータを取得し、薬剤標準品をコントロールマウス脳
切片上に滴下しました（0.3 µL/スポット） 。

イメージング質量顕微鏡iMScope QTは、大気圧マトリッ
クス支援レーザー脱離イオン化（AP-MALDI）源とQ-TOF型
質量分析計LCMSTM-9030を組み合わせた装置です（図2）。
マウス試料を測定する前に、iMScope QTのパラメータを2
つの異なる分析速度（8ピクセル/秒と20ピクセル/秒）で薬
剤標準品を用いて最適化しました。iMScope QTでデータ取
得するために使用するパラメータを表1に示します。試料中
の標的薬の検出を確認するために、薬剤標準品のMS/MSイ
メージングを行い、マウス試料をiMScope QTで分析しまし
た。両薬剤のMS/MSイメージングでは、コリジョンエネル
ギーを35に設定し、すべて8ピクセル/秒の分析速度でデー
タ取得し、その他のパラメータはMSI分析パラメータに記
載されているものと同じにしました (表1) 。最後に、これら
の薬 剤 とそれらの 代 謝 物 をより高い空間分解能 （ 25 µm
ピッチ）で高速（32ピクセル/秒）で可視化することを試み
ました。MSI分析パラメータを表1に示します。

図1 マトリックス蒸着装置iMLayerTM

図2 イメージング質量顕微鏡 iMScopeTM QT

2. 実験

表1 MSI分析パラメータ

設定 8 ピクセル/秒 20 ピクセル/秒 32 ピクセル/秒

極性 Positive Positive Positive
質量範囲 150 - 550 150 - 550 150 - 550
質量分解能 32000 32000 32000
空間分解能 (X x Y) 50 µm x 50 µm 50 µm x 50 µm 25 µm x 25 µm
レーザー径設定値 2 2 2
レーザーパワー 65 65 60
レーザーショット数 100 100 20
繰り返し周波数 (Hz) 1000 10000 10000
検出器電圧 (kV) 2.4 2.4 2.4
DL 温度 (℃) 300 300 300
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3. 結果・考察
iMScope QTのパラメータを最適化し、コントロールマウ

ス脳切片 (0.3 µL/スポット) に滴下した薬剤標準品から正イ
オンモードでAP‐MALDI‐MSIデータを8ピクセル/秒と20
ピクセル/秒の二つの異なる分析速度でデータを取得しまし
た。iMScope QTでは、両データの分析速度で0.1 µg/mLの
濃度で両薬剤を検出しました（図3）。興味深いことに、分
析 速度は両薬剤のシグナル強度に劇的な影響を与え ま せ ん
でした（図3, 4）。

我々は最近の研究のおいて、これらの薬剤が脱離エレク
トロスプレーイオン化MSI（DESI‐MSI）によっても検出可
能であり、分析速度 （2ピクセル/秒）で最も高い感度で検
出される一方、高い分析速度で分析を実施すると劇的に感
度低下の影響が出ることを報告しました7)。MALDI-MSIデー
タは、3つの異なるマトリックスと異なる方法を用いて、7T
SolariX FT-ICRを用いた正イオンモードでもデータ取得を試
みましたが、この実験では これらの薬剤は 検出できません
でした7)。

その後、iMScope QT（8ピクセル/秒）を用いてマウス腎
臓切片のAP-MALDI-MSIデータを取得しました。iMScope
QTでは、両薬剤は標準物質だけでなく薬剤投与マウス試料
中にプロトン化イオンとして検出され ま し た。これらの
ピークが薬剤由来であることを確認するために、iMScope
QTを用いて、イミプラミンとクロロキン由来のピークをプ
リカーサイオンとしたタンデム質量分析（MS/MS）イメー
ジングを行いました（図5）。

iMScope QTは、薬剤投与マウスの腎臓における両薬剤と
その代謝物の分布を初めて明らかに し ま した。著者らは、
イミプラミンが腎皮質に高濃度で蓄積し、その代謝物であ
るデシプラミンと2‐ヒドロキシ‐イミプラミンが薬剤投与
マウスの外腎髄質と腎盂に蓄積することに注目し ま し た
（ 図6A ） 。また、クロロキン、デスエチルクロロキン、お
よびクロロキン‐M (‐N (C2H5) 2) が主に骨盤に蓄積し、
薬剤投与マウスの腎臓の内髄質にも少量蓄積することを観
察しました（図6B）。腎皮質は血管とネフロンをつないで
おり、赤血球の産生に関与しています。腎髄質は腎錐体か
らなり、腎の機能単位であるネフロンの密なネットワーク
となっています。腎盂は腎錐体から尿を集めます。腎臓の
これらの部位はすべて、血液をろ過し、電解質バランスを
維持し、体内の老廃物を除去するために不可欠な役割を果
たしています。腎臓は血液中に存在する薬剤およびその代
謝物に一般的に曝露されるため、腎臓における薬剤誘発性
毒性は世界的によく知られています8)。著者らの研究で観察
された腎臓における蓄積イミプラミンとその代謝物は、糸
球体腎炎と炎症細胞浸潤を誘発することにより毒性作用を
示します9)。

さらに、本研究で観察されたクロロキンおよびその代謝
物は、脂質過酸化の増加および抗酸化酵素活性の低下に
よって腎障害と関連している可能性があります10)。しかし、
これらの蓄積された薬剤とそれらの代謝物の観察れた特定
の腎臓領域における詳細な毒性作用を調査するためには更
なる研究が必要です。

図3 イミプラミン (A-B) 及びクロロキン (C-D) に対するiMScope QTの感度に及ぼす分析速度の影響

図4 iMScope QTを用いた異なる分析速度でのイミプラミンとクロロキンのイオン像
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図5 iMScope QTを用いた薬剤標準品および薬剤投与マウス腎臓で検出されたイミプラミンおよびクロロキンのMS/MSスペクトル

(A) イミプラミンとクロロキンの断片化パターンの可能性

(B-C) 薬剤標準品および薬剤投与マウス腎臓から検出したイミプラミンの MS/MSスペクトル

(D-E) 薬剤標準品および薬剤投与マウス腎臓から検出したクロロキンの MS/MSスペクトル

図6 iMScope QTを用いた薬剤投与マウスの腎臓におけるイミプラミン、クロロキンおよびそれらの代謝物の局在確認

(A) 薬剤投与マウス腎臓におけるイミプラミンとその代謝物の分布

(B) 薬剤投与マウス腎臓におけるクロロキンおよびその代謝物の分布

空間分解能は50 µm、分析速度は8ピクセル/秒
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図7 iMScope QTを用いて薬剤投与マウスの脳におけるイミプラミン、クロロキンおよびそれらの代謝物の局在確認

(A) 薬剤投与マウス脳におけるイミプラミンとその代謝物の分布

(B) 薬剤投与マウス脳におけるクロロキンおよびその代謝物の分布

空間分解能は50 µm、分析速度は8ピクセル/秒

Cb: cerebellum（小脳）; Hb: hindbrain（後脳）; Mb: midbrain（中脳）; Hip: hippocampus（海馬）;

Cx: cerebral cortex （大脳皮質）; Th: thalamus（視床）; Fn: fornix（脳弓）; CC: corpus callosum（脳梁）;

Ob: olfactory bulb（嗅球）; Sep: septum（脳中隔）; Hyp: hypothalamus（視床下部）; Lv: lateral ventricle（側脳室）;

4v: 4th ventricle（第４脳室）

また、iMScope QTを用いて、 マウス脳におけるイミプラ
ミン、クロロキンおよびそれらの代謝物の局在を調べまし
た。脳全体でイミプラミンとその代謝物を観察しましたが、
薬剤投与マウスのtharamus（視床）、hypothalamus（視床
下部）、septum（脳中隔）およびhindbrain（後脳）では
やや多い量のイミプラミンが観察されました（図7A）。 イ
ミプラミンは、不安や抑うつの治療によく用いられます。
以前の報告によると、これらの脳領域に蓄積したイミプラ
ミンは、セロトニンおよびノルアドレナリンの再取り込み
を阻害し、不安および抑うつの緩和に役立つ可能性 が あ り
ます 11) 。著者らの研究はまた、薬剤投与マウス脳のlateral
ventricle（側脳室）、4th ventricle（第４脳室）、および
fornix（脳弓）におけるクロロキンとその代謝物の多量蓄積
を確認しました（図7B）。lateral ventricle （側脳室）と
4th ventricle（第４脳室）の脈絡叢は脳脊髄液を産生し、中
枢神経系の恒常性維持に重要な役割を果たしています12)。

脳および頭蓋腔の容積を調節し、老廃物代謝物 お よび不要
物質を除去し、蛋白質、栄養素および薬 剤 を輸送 し ま す
12)13)。白質の線維束であるfornix（脳弓）は、大脳辺縁系回
路のいくつかのノードを接続することによって、認知機能
において重要な役割を果たしています14) 。イミプラミン及
びその代謝物はミクログリアによる炎症性サイトカイン
（IL 1-β及びTNF-α）および一酸化窒素の産生を増加させ
ま す 5) 。クロロキンおよびその代謝物は、精神病、発作、
見当識障害、幻覚などの神経毒性作用でも知られています4)。

イミプラミンとクロロキンはいずれも神経毒性を引き起
こす可能性があるため、本研究で観察された異なる脳領域
におけるこれらの 薬 剤 とその代謝物の蓄積が、これらの領
域における神経毒性作用と機能の破壊に関与している可能
性があります。これらの蓄積された薬剤および脳機能と健
康に関連する 薬 剤 代謝物の詳細な作用機序を探索するため
には、さらなる研究が必要です。
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図8 iMScope QTを用いた空間分解能の高い薬剤投与マウスの腎臓におけるイミプラミン、クロロキンおよびそれらの代謝物の迅速な局在確認

(A) 高い分析速度で分析したマウス腎臓におけるイミプラミンとその代謝物の分布

(B) 高い分析速度で分析したマウス腎臓におけるクロロキンとその代謝物の分布

空間分解能は25 µm 、分析速度は8ピクセル/秒

本研究では、新たに開発したiMScope QTによる高速（20
ピクセル/秒）でのデータ取得が感度に大きな影響を及ぼさ
ないことも観察し ま し た 。 そこで、イミプラミン、クロロ
キンおよびそれらの代謝物を、iMScope QTを用いて、はる
かに高い分析速度（32ピクセル/秒）および高い空間分解能
（25 µm×25 µm）で可視化することを試みました。この分
析速度と高空間分解能で、薬剤投与マウスの腎臓中の薬剤
とその代謝物の大部分を明瞭な分布で検出しました（図8）。
このMSI装置は、薬剤、代謝物、および他の分析成分を高空
間分解能で迅速にイメージングするための良い選択肢とな
り得ると結論づけました。しかし、今回の実験ではイミプ
ラミンとクロロキンの２剤のみの使用にすぎず、医薬品を
含む他の化合物については、MALDI-MSIおよびDESI-MSIは、
iMScope QTと比較して感度面で良好な可能性もあります。
将来的には、高い空間分解能を有する様々な異なるMSIツー
ルを用いることにより、他の化合物や薬剤の迅速画像化を
試みます。
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