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緒緒緒緒    言言言言    

    

創薬研究において、投与された薬物の生体内分布を把握することは、その薬物の薬効や毒

性の発現メカニズムを考察し、優れた薬物動態プロファイルを持つ新薬候補化合物を選定す

る上で非常に重要である (1–3)。現在の創薬研究では、この解析には動物を用いたオートラ

ジオグラフィーが一般的に利用されている。オートラジオグラフィーでは、対象とする薬物の放

射標識体を投与した動物の組織切片上で、その放射能の空間的分布情報が得られるだけで

なく、各組織内の放射能濃度を定量することができる。しかし、評価するすべての薬物につい

て放射標識体を合成することは、多大な時間とコストを必要とする。また、オートラジオグラフィ

ーは放射能を情報源としているため、生体内で代謝される薬物の場合、オートラジオグラフィ

ーで得られる空間的分布情報や定量値には放射性代謝物に由来するものも含まれ、薬物単

独の性質を把握することは困難である。一方、液体クロマトグラフィー質量分析法（liquid 

chromatography/tandem mass spectrometry, LC/MS/MS）は、放射標識体を必要とすることなく、

対象の薬物を高感度かつ高選択的に定量することが可能であるため、組織中の薬物濃度測

定に汎用されている。しかし、LC/MS/MS で測定される組織はあらかじめホモジネートとして調

製される必要があるため、組織内での薬物の空間的分布情報は失われてしまう。 

近年開発された質量分析イメージング法（imaging mass spectrometry, IMS）は質量分析法

により組織切片上の分子の分布状態を測定するもので、オートラジオグラフィーとは異なって

放射標識体を必要としないこと、質量分析の特性を利用して薬物とその代謝物の分布をそれ

ぞれ選択的に可視化できることから、病理組織解析や薬物分布解析への応用が期待されて

いる (4, 5)。IMS では目的分子を効率よくイオン化させるためにマトリクス支援レーザー脱離イ

オン化法（matrix assisted laser desorption/ionization, MALDI）が用いられているが、マトリクス

化合物は組織切片上で不均一な結晶を生成し目的分子のイオン化効率をばらつかせるため、

定量的な解析の妨げとなる。また、IMS によって薬物濃度を絶対的に定量するためには組織

切片からの目的分子の抽出過程を模した検量線用標準試料を調製する必要がある。しかし、
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これらの課題を克服した定量解析法は存在せず、その開発が強く望まれている。そこで本研

究では、IMS による組織切片上の特定分子の定量的イメージング法を構築するとともに、その

薬物分布解析法としての有効性について検討することを計画した。 

これまでに IMS によって薬物の全身分布をイメージングすることは可能となっているが、そ

の分布を定量的に解析することはできていなかった (6)。そこで、低分子薬物であるドパミン

D2 受容体選択的アンタゴニスト、ラクロプリド (7, 8)を対象として、その全身分布を IMS によっ

て定量的に解析する手法の構築とその有効性を検討することを計画した。定量的な解析のた

めにはマトリクス化合物の結晶化に由来するイオン化効率のばらつきを補正する必要があると

考え、ラクロプリドのイオン強度をマトリクス化合物のイオン強度によって標準化することとした。

また、組織切片上でラクロプリドを選択的に検出するために、多段階質量分析（MS/MS）によ

って得られるイオンを測定することとした。これらの手法を用いて、ラクロプリドを投与したマウス

から得た凍結全身切片を IMS によって測定した結果、各臓器において、IMS によって得られ

たイオン強度は LC/MS/MSによって定量したラクロプリド濃度と良好に相関することを認めた。

したがって、本法が低分子薬物の全身分布を定量的に解析するために有効であることを明ら

かにした。 

次に、IMS によってペプチド薬物の組織内分布を定量的に解析する手法の構築を試みるこ

ととした。ペプチド薬物としてはソマトスタチンの類縁ペプチドであるオクトレオチドを用いた 

(9)。ペプチド薬物を定量的に解析するための要件として、十分な検出感度と選択性を確保す

ることが必要であると考え、オクトレオチドを効率よくイオン化させるためのマトリクスとして 2,5-

ジヒドロキシ安息香酸を選択することとした。また、MS/MS によって得られるイオンの中から

b7
+
イオンを測定することによって、様々な生体内分子が存在する組織切片上でオクトレオチド

を選択的に検出できることを見出した。さらに、この手法を用いて、オクトレオチドを投与したマ

ウスから摘出した肝臓と腎臓の凍結切片を測定した結果、IMS によって得られたイオン強度は、

LC/MS/MS によって定量したオクトレオチド濃度と良好に相関していることを認めた。これらの

結果から、本手法によって組織内に分布したペプチド薬物を高感度、高選択的、定量的に解
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析できることが示された。 

薬効発現や毒性回避の観点から理想的な組織分布プロファイルをもつ薬物を選定するた

めには、各薬物の組織内濃度を測定し候補薬物間で比較することが重要である。しかし、これ

まで、IMS では特定の薬物のイオン強度を組織間で相対的に比較するにとどまっており、IMS

によって薬物の組織内濃度の絶対値を求めるという方法は確立されていない。そこで、IMS に

よって薬物の組織内濃度を定量する手法を構築するために、組織切片から薬物を抽出する過

程を模した標準試料を調製し検量線として利用することが必要であると考え、肝臓ホモジネー

トに種々の濃度の薬物を添加した試料の凍結切片を用いて検量線を作成することとした。また、

組織切片上での薬物のイオン化効率のばらつきを補正するために、その薬物の構造類縁体

を内部標準物質として組織切片に塗布することとした。これらの方法をカンナビノイド 2 受容体

選 択 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る S-777469 (1-((6-ethyl-1-(4-fluorobenzyl)-5-methyl-2-oxo-1,2- 

dihydropyridine-3-carbonyl)amino)-cyclohexanecarboxylic acid) (10)およびラクロプリドに適用

した結果、測定の再現性、検量線の直線性が良好であることを認めた。さらに、S-777469およ

びラクロプリドを投与したマウスから摘出した各組織切片中の各薬物の濃度を本法によって測

定した結果、LC/MS/MS によって定量した値とよく一致することを認めた。これらの結果から、

本法が IMS によって組織内の薬物濃度を定量するための汎用的な手法として利用できること

が示された。 

以上、本研究は IMS によって薬物の組織内分布を定量的に解析する手法の開発に成果を

収めたものであり、これらの知見は、今後の創薬研究、特に創薬探索段階の薬物動態研究に

有益な情報を与えるものと考えられる。 

以下において、これらの結果を詳述する。 
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第第第第 1 章章章章 

 

質量分析イメージング法による低分子薬物の全身分布解析質量分析イメージング法による低分子薬物の全身分布解析質量分析イメージング法による低分子薬物の全身分布解析質量分析イメージング法による低分子薬物の全身分布解析 

 

創薬研究において、投与された薬物の生体内分布を定量的に解析することは、優れた薬物

動態プロファイルを持つ新薬候補化合物を選定する上で非常に重要である。特に、全身にお

ける薬物分布を解析することによって、予想されていない組織への薬物あるいはその代謝物

の蓄積を検出することができるため、薬物に由来する毒性を考察するための有用な情報が得

られる (1–3)。現在の創薬研究では、この解析には動物を用いた定量的全身オートラジオグラ

フィー法（quantitative wholebody autoradiography, QWBA）が一般的に利用されている 

(11–14)。QWBA では、対象とする薬物の放射標識体を投与した動物の全身切片上で、その

放射能の空間的分布情報が得られるだけでなく、各組織内の放射能濃度を定量することがで

きる。しかし、特に創薬探索段階では非常に多くの化合物を評価することが求められるため、

それぞれの化合物について放射標識体を合成することは、多大な時間とコストを必要とする。

また、QWBA は放射能を情報源としているため、生体内で代謝される薬物の場合、QWBA で

得られる空間的分布情報や定量値には放射性代謝物に由来するものも含まれ、薬物単独の

性質を把握することは困難である。 

一方、質量分析イメージング法（imaging mass spectrometry, IMS）は近年開発された方法で

あり、これは質量分析法により組織切片上の分子の分布状態を測定するもので、病理組織に

おける生体内分子の解析に利用されている (4)。また、QWBA とは異なって放射標識体を必

要としないこと、質量分析の特性を利用して薬物とその代謝物の分布をそれぞれ選択的に可

視化できることから、薬物分布解析への応用も期待されている (6, 15, 16)。 

IMS では、イオン化法として、低分子や高分子を効率良くイオン化する技術であるマトリクス

支援レーザー脱離イオン化法（matrix assisted laser desorption/ionization, MALDI）が利用さ

れることが多い (17–21)。しかしながら、低分子化合物を MALDI で解析する際には、以下の
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ような課題がある。まず、MALDI 用マトリクス化合物や生体内分子の分子量が標的とする薬物

の分子量と近接している場合、質量スペクトルから薬物由来のシグナルを解析することが困難

となる。これを解決するためには、イオントラップ型質量分析計などを用いた多段階質量分析

（MS/MS）によって、薬物の構造に特異的なプロダクトイオンを測定することが有効と考えられ

る。もう一つの課題は、MALDI による質量分析ではサンプルとマトリクス化合物から形成される

共結晶の不均一性が定量的な解析を妨げることである (22)。IMS においても、マトリクス化合

物を組織切片上に均一に塗布することができなければ、定量的な解析は困難となる。また、

IMS では、組織切片に含まれる生体内分子と目的の薬物が MALDI イオン源内で同時にイオ

ン化されるため、目的の薬物のイオン化が抑制される可能性がある。したがって、IMS によって

動物の全身切片上の薬物分布を定量的に解析することはさらに困難である。 

これまで IMS によって特定の臓器に分布した薬物を定量的に解析した例はいくつか報告さ

れているが (23–25)、全身切片上の多臓器における薬物分布を定量的に解析した例はない。

そこで、低分子薬物であるドパミン D2 受容体選択的アゴニスト、ラクロプリド (7, 8)を対象とし

て、その全身分布を IMS によって定量的に解析する手法の構築とその有効性を検討すること

を計画した。 

 

1-1    実験方法実験方法実験方法実験方法 

 

試薬試薬試薬試薬 

ラクロプリド酒石酸塩、2,5-ジヒドロキシ安息香酸（2,5-dihydroxybenzoic acid, DHB）は、

シグマアルドリッチ社より MALDI-MS 用のものを購入した。

3H 標識ラクロプリド（8.0 GBq/mg; 

37 MBq/mL ethanol）は、パーキンエルマー社より購入した。高速液体クロマトグラフィー用メタ

ノール、アセトニトリル、イソプロパノール、及び特級ギ酸は、関東化学株式会社より購入した。

トリフルオロ酢酸（trifluoroacetic acid, TFA）は、和光純薬工業株式会社より購入した。イソフル

ランは、アボットジャパン株式会社より購入した。カルボキシメチルセルロースナトリウムは、ナ



 - 6 -

カライテスク株式会社より購入した。水は、Millipore 社製超純水製造装置で精製したものを用

いた。 

 

動物動物動物動物投与用検体の調製投与用検体の調製投与用検体の調製投与用検体の調製 

IMS とオートラジオグラフィーを同一個体で実施するために、ラクロプリドと

3H 標識ラクロプリ

ドの混合溶液を以下のように調製した。

3H 標識ラクロプリドエタノール溶液（0.2 mL, 7.4 MBq）

を、ラクロプリド生理食塩水溶液（15 mg/14.8 mL）と混合し、動物投与用検体とした（7.4 

MBq/15 mg/15 mL）。なお、この検体中に含まれるラクロプリドのうち、99.9%以上は非標識体

である。 

 

動物動物動物動物実験実験実験実験 

動物実験は、塩野義製薬株式会社動物実験委員会の承認を受け施行した。日本エスエル

シー株式会社より購入した、8 週齢の雄性 ddY マウス 18 匹（体重 35–40 g）を、液体クロマト

グラフィー質量分析法（liquid chromatography/tandem mass spectrometry, LC/MS/MS）群と

IMS/オートラジオグラフィー群に 9 匹ずつ分類した。すべてのマウスの尾静脈内にラクロプリド

/3H 標識ラクロプリド混合溶液を、10 mg/kg（4.9 MBq/10 mL/kg）で投与した。LC/MS/MS群の

マウスは、投与 10、30、60分後（n = 3）にイソフルラン麻酔下で下大静脈より全採血することに

よって安楽死させた後、脳、肺、心臓、肝臓、腎臓、脾臓を摘出した。摘出した各臓器の重量

を測定し、その 4 倍量の水を加え、IKA Works 社製 Ultra-Turrax T10を用いてホモジナイズし

た。血液は 3000 rpm、4°Cで 10分間遠心することにより、血漿を得た。得られた組織ホモジネ

ートと血漿は、測定まで−80°Cで保存した。IMS/オートラジオグラフィー群のマウスは、投与 10、

30、60分後（n = 3）にイソフルラン麻酔下で安楽死させた後、液体窒素下で急速に凍結させ、

カルボキシメチルセルロースナトリウムに包埋した。 

 

 



 - 7 -

LC/MS/MS 測定測定測定測定 

LC/MS/MS システムには、Waters社製 Acquity ultra-performance liquid chromatography

（UPLC）システムと AB Sciex 社製三連四重極型質量分析計 API 4000™ を用いて、Waters

社製 Masslynx 4.1ソフトウェアと AB Sciex社製 Analyst 1.4.2ソフトウェアによってそれぞれ制

御した。各試料中のラクロプリド濃度は以下の方法で測定した。組織ホモジネート及び血漿試

料 10 µLにアセトニトリル 500 µLを加えて数分間撹拌した後、5000 rpm、10°Cで 5分間遠心

し、得られた上清 2 µL を LC/MS/MS システムに注入した。クロマトグラフィー用カラムには

Waters社製 Acquity UPLC™ BEH C18 column（50×2.1 mm i.d., 1.7 µm）を 40°Cで用いた。

オートサンプラ内は 10°Cに保ち、洗浄液にはイソプロパノールと水/アセトニトリル（9:1）を用

いた。移動相には A 0.1%ギ酸含アセトニトリル及び B 0.1%ギ酸含水を用いて、ラクロプリドは

流速 750 µL/min、B 15–95%のグラジエントで溶出させ、質量分析計に導入した。イオン化は

エレクトロスプレーイオン化法（electrospray ionization, ESI）のポジティブイオンモードによって

行い、ラクロプリドのプロトン付加イオン（m/z 347）から 35 eVの衝突エネルギーで得られた m/z 

112を selected reaction monitoring（SRM）モードで検出した。別途、ブランク組織ホモジネート

あるいはブランク血漿を用いて調製したラクロプリドの標準試料から検量線を作成し、Analyst

ソフトウェアによって試料中のラクロプリド濃度を計算した。 

 

IMS 測定用試料の測定用試料の測定用試料の測定用試料の調製調製調製調製 

Leica社製 Leica CM3600を用いて、マウスの矢状全身切片を厚さ 20 µmで作製し、Thermo 

Fisher Scientific社製 Superfrostスライドグラスに載せた後、測定まで−80°Cで保存した。測定

の前に、切片を真空デシケータ内、室温で 15 分間乾燥させ、Hewlett-Packard社製 Scanjet 

G4050を用いて光学画像を得た。MALDI 用マトリクス溶液として、0.2% TFA含水/メタノール

（1:1）に DHB を 30 mg/mLで溶解させた。調製したマトリクス溶液は、Bruker Daltonics社製

ImagePrep™を用いて切片に塗布した。 
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IMS 測定測定測定測定 

全身切片の測定には、MALDI イオン源搭載リニアイオントラップ型質量分析計である、

Thermo Fisher Scientific社製 MALDI LTQ XL を用いた。レーザーには窒素レーザー（337 

nm、60 Hz）を用い、エネルギーは 32 µJ、照射間隔は 250 µmに設定した。定量的な解析を

実施するために、イオントラップ内のイオン量を調節する Auto gain control機能は使用せず、

1 部位あたりのレーザー照射回数を 2 回と定めた。1 回のレーザー照射（0.5秒）でラクロプリド

を、もう 1 回のレーザー照射で DHB を検出するために、それぞれポジティブイオンモードで各

イオン（ラクロプリド m/z 347；[M+H] +
、DHB m/z 273；[2(M−H2O)+H]+）のプロダクトイオンスキ

ャンを行った。衝突エネルギーは規定値の 40%に設定した (26)。測定時間は 1 部位あたり 1

秒で、全身切片 1 枚につき約 40000 部位を測定した。得られた質量スペクトルデータは、

Thermo Fisher Scientific社製 ImageQuest 1.0.1ソフトウェアを用いて画像データに変換した。

画像データからの定量的解析は、ImageQuestソフトウェアを用いて、全身切片の光学画像上

で各臓器全体に関心領域を設定し、その領域内のラクロプリド（m/z 347→129）及び DHB（m/z 

273→137）の平均イオン強度を計算した。 

 

オートラジオグラフィオートラジオグラフィオートラジオグラフィオートラジオグラフィーーーー 

3H 標識ラクロプリドのオートラジオグラムを得るために、マウスの矢状全身切片を厚さ 20 µm

で作製し、3M 社製 Scotchテープに載せた後、Fujifilm 社製 Fuji BAS-TRイメージングプレー

トに 160時間露光させ、Molecular Dynamics社製 STORM820及び ImageQuantソフトウェアを

用いて画像解析した。 
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1-2    結果結果結果結果 

 

LC/MS/MS によるによるによるによるマウスマウスマウスマウス臓器中ラクロプリド濃度臓器中ラクロプリド濃度臓器中ラクロプリド濃度臓器中ラクロプリド濃度のののの測定測定測定測定 

Table 1に、ラクロプリドをマウスに静脈内投与した後の各臓器中ラクロプリド濃度を示す。投

与 10分後において、ラクロプリドの分布は肝臓及び肺に高く認められ（肝臓 27.3 ± 4.3 µg/g、

肺 10.5 ± 0.9 µg/g）、心臓及び脾臓に低く認められた（心臓 3.40 ± 0.29 µg/g、脾臓 4.01 ± 

0.82 µg/g）。脳では、血漿と同等の濃度が認められた（脳 6.68 ± 0.33 µg/g、血漿 7.76 ± 0.67 

µg/g）。また、各臓器中ラクロプリド濃度の継時的な変化に関しては、血漿からは投与 10 分後

から 60 分後にかけて速やかに消失し、その他の各臓器からの消失も速やかであった。これら

の結果は、血漿に関しては過去のラットにおける薬物動態に関する報告 (27)、またその他の

臓器に関しては

11C 標識ラクロプリドを用いたヒトにおける陽電子放出断層撮像法（positron 

emission tomography, PET）での検討結果 (28, 29)と同様であった。 

 

Table 1. Concentrations of raclopride in each organ of mice after intravenous administration 

of raclopride (10 mg/kg), determined by LC/MS/MS.  

 

 10 min  30 min  60 min 

Brain 6.68 ± 0.33   1.92 ± 0.24   0.755 ± 0.308  

Kidney (Left) 5.77 ± 0.75   1.60 ± 0.30   0.777 ± 0.379  

Kidney (Right) 5.45 ± 1.20   1.62 ± 0.17   0.730 ± 0.410  

Liver 27.3 ± 4.3   20.9 ± 2.9   8.75 ± 2.78  

Lung 10.5 ± 0.9   3.23 ± 0.72   1.18 ± 0.60  

Heart 3.40 ± 0.29   0.902 ± 0.085   0.413 ± 0.247  

Spleen 4.01 ± 0.82   1.13 ± 0.02   0.437 ± 0.222  

Plasma 7.76 ± 0.67   2.01 ± 0.43   0.703 ± 0.213  

Data are represented as the mean ± SD (µg/g or µg/mL, n = 3) at each post-dose time point.  
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IMS によるマウス全身切片によるマウス全身切片によるマウス全身切片によるマウス全身切片のののの測定測定測定測定 

全身切片の IMS 測定の前に、ラクロプリド標準溶液を用いた検討を行った。まず、

ラクロプリド標準溶液（2 µg/mL、0.2% TFA含水/メタノール（1:1））に対して、等量の DHB

溶液（60 mg/mL、0.2% TFA含水/メタノール（1:1））を混合し、MALDI 測定用ステンレス

プレートに滴下し乾燥させた後、MS スペクトルを得たところ、ラクロプリドのプロトン付加イオ

ン（m/z 347）及び DHB の[2(M−H2O) +H]+イオン（m/z 273）が検出された（Figure 1）。次に、ブ

ランクのマウス脳切片にラクロプリド標準溶液（1 µg/mL、水/メタノール（1:1））を滴下

し乾燥させた後、ImagePrepを用いて DHB 溶液（30 mg/mL）を塗布し、MALDI LTQ XL で

測定することによってラクロプリドのプロトン付加イオン（m/z 347）及び DHB の[2(M−H2O) +H]+

イオン（m/z 273）の MS/MSスペクトルをそれぞれ得た（Figure 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. MS spectrum from a standard solution of raclopride mixed with DHB. 
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Figure 2. Chemical structure of raclopride (a), MS/MS spectra of m/z 347 from brain sections 

of non-dosed mice, spotted with a blank solution (b) or a standard solution of raclopride (c) and 

MS/MS spectrum of m/z 273 from mouse brain section coated with DHB (d).  
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ラクロプリド標準溶液のMS/MSスペクトルにおいて、m/z 129のプロダクトイオンが観察さ

れた（Figure 2(c)）。これは、ブランク溶液の MS/MS スペクトルでは観察されなかったことから

（Figure 2(b)）、ラクロプリドの構造特異的なイオン、すなわち、アミド結合の開裂によって生じた

プロダクトイオンと考えられるため、以降の検討では m/z 347→129 を測定することによって、ラ

クロプリドの選択的な検出を試みた。また、DHB の MS/MSスペクトルでは、m/z 137のプロダク

トイオンが高いイオン強度で観察された（Figure 2(d)）。 

マウスにおけるラクロプリドの全身分布を IMS によって測定した結果を Figure 3に示す。投

与 10 分後において、肝臓、肺、脳、腎臓へのラクロプリドの分布を認めた（Figure 3(a)）。肝臓

への分布は、投与 30分後及び 60分後においても明瞭に描出された（Figure 3(b), 3(c)）。投与

60 分後においては、ヒトにおける PETでの検討結果 (28, 29)と同様に、胆嚢へのラクロプリド

の分布が確認された（Figure 3(c)）。さらに、いずれの時点においても胃内容物へのラクロプリ

ドの分布が明瞭に確認された。 
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Figure 3. Typical images of sagittal whole-body sections of mice (Optical Image) and IMS of 

raclopride by extracting m/z 347→129 at (a) 10 min, (b) 30 min, and (c) 60 min post-dose.  An 

arrowhead in (c) indicates the gallbladder.  
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IMS によるラクロプリド全身分布の定量的解析によるラクロプリド全身分布の定量的解析によるラクロプリド全身分布の定量的解析によるラクロプリド全身分布の定量的解析 

IMS による定量的解析のために、各臓器全体に関心領域を設定し、その領域内のラクロ

プリド（m/z 347→129）の平均イオン強度を、同領域内の DHB（m/z 273→137）の平均イオン強

度で除した値を、ラクロプリドの標準化イオン強度として算出した。この値を、LC/MS/MSによっ

て測定した各臓器中ラクロプリド濃度と比較した結果を Figure 4に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Correlation between the tissue concentrations of raclopride determined by 

LC/MS/MS and the signal intensities of raclopride (a) or the DHB-normalized signal intensities 

of raclopride (b) obtained by IMS.  Each plot is represented as the mean ± SD (n = 3).  Colors 

and shapes of the symbols indicate organs and post-dose time points, respectively.  

 

各臓器において IMS によって得られたラクロプリドのイオン強度あるいは標準化イオン強度

と、LC/MS/MSによって測定した各臓器中ラクロプリド濃度との関係において、標準化イオン強

度を用いた場合に比較的高い相関が認められた（R = 0.94, P < 0.001; Figure 4(a) versus R = 

0.95, P < 0.001; Figure 4(b)）。また、各臓器において IMS によって得られたラクロプリドのイオ
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ン強度の相対標準偏差（n = 3）は 21.0–63.2%であったのに対して、標準化イオン強度の相対

標準偏差（n = 3）は 10.0–47.4%であった。 

 

IMS とオートラジオグラフィとオートラジオグラフィとオートラジオグラフィとオートラジオグラフィーーーーの比較の比較の比較の比較 

IMS によって得られたラクロプリドの全身分布において、その空間的分布情報の妥当

性を検証するために、隣接した全身切片を用いて

3H 標識ラクロプリドのオートラジオグラム

を得た。その結果を Figure 5に示す。 

投与 10分後において、IMS によって得られたラクロプリドの分布像は、オートラジオグラムと

よく一致しており、特に肝臓、胃内容物、肺において顕著であった（Figure 5(a)）。また、投与

30 分後においても同様であり、特に肝臓、胃内容物、腎臓においてよく一致していた（Figure 

5(b)）。 
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Figure 5. Comparison of MS images of raclopride by extracting m/z 347→129 and 

autoradiograms of [3H]-raclopride at (a) 10 min and (b) 30 min post-dose.  
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1-3    考察考察考察考察 

 

本章では、低分子薬物であるラクロプリドを対象として、その全身分布を IMS によって定量

的に解析する手法の構築とその有効性を検討した。 

定量的な解析のためには、様々な生体内分子やマトリクス化合物が存在する組織切片上か

ら目的の薬物を選択的に検出する必要がある。そのためには、ラクロプリドの構造特異的なイ

オンを MS/MS によって検出することが有効であると考え、ラクロプリド標準溶液を組織切片上

に滴下した際の MS/MSスペクトルから、m/z 347→129の測定によってラクロプリドを選択的に

検出することを試みた。 

また、MALDI による質量分析では、サンプルとマトリクス化合物の共結晶の形成ぐあいが、

目的分子のイオン化に大きく影響する。全身切片での薬物分布を対象とした IMS においても、

塗布されたマトリクス溶液の不均一性や臓器ごとの組織成分の違いによって目的の薬物のイ

オン化が変動し、定量的な解析が困難であると考えられる。そこで本章では、ラクロプリドのイ

オン強度を、マトリクス化合物である DHB のイオン強度によって標準化することによって、定量

的な解析を試みた。その結果、各臓器において IMS によって得られたラクロプリドの標準化イ

オン強度と、LC/MS/MS によって測定した各臓器中ラクロプリド濃度との間には高い相関が認

められ、さらに標準化による精度の向上が認められた（Figure 4）ことから、マトリクス化合物のイ

オン強度による標準化が薬物の全身分布を定量的に解析するために有効であると考えられる。

また、MALDI を利用した IMS では、マトリクス化合物を用いることは必須であるため、マトリクス

化合物のイオン強度による標準化は汎用性の高い手法と考えられる。 

本章では、IMS によって得られたラクロプリドの全身分布において、その情報の妥当

性についても検証した。その結果、IMS によって得られたラクロプリドの分布像は、オートラ

ジオグラムとよく一致していた（Figure 5）。したがって、IMS によってオートラジオグラフィーと同

等の空間分解能で薬物分布を評価できることが示された。同時に、マトリクス溶液の塗布や

MALDI イオン源内への導入の過程において、薬物の空間的分布情報が失われないことが示
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された。 

ラクロプリドの全身分布を IMS で測定した結果、胃内容物及び小腸内容物へのラクロプリド

の分布が明瞭に確認された。これは、過去のヒトにおけるPETでの検討結果 (28, 29)では明ら

かになっていなかったため、IMS による全身切片の測定で初めて明らかになった貴重な知見

である。同条件でラクロプリドをマウスに投与し、胃内容物中ラクロプリド濃度を LC/MS/MS で

測定した結果、投与 10、30、60分後でそれぞれ、21.0 ± 4.0 µg/g, 32.3 ± 7.5 µg/g, 25.2 ± 5.4 

µg/gと高い濃度であったことから、IMS で認められた胃内容物への分布が妥当であることが確

認された。IMS での測定結果より、ラクロプリドは静脈内投与後に速やかに胃へ分布し、胃内

腔へ分泌された後、胃内容物と共に小腸へ移行したと考えられる。このような予想されていな

い組織への薬物の蓄積は、重大な毒性を引き起こす恐れがあるため、非臨床研究でそれを評

価することは創薬研究において重要な意味をもつ (3)。したがって、IMS によって薬物の全身

分布を測定することで、創薬探索段階から薬物の組織蓄積性を検出できる可能性があり、新

薬開発の成功確率の向上に貢献できると考えられる。 

以上のように、本研究では IMSを用いて、ラクロプリドを対象として、組織切片上での高選択

的な検出とイオン強度の標準化により全身分布の定量的な解析を可能とする方法を構築し、

それが低分子薬物の全身分布を定量的に解析する方法として有効であることを示した。 
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第第第第 2 章章章章 

 

質量分析イメージング法による質量分析イメージング法による質量分析イメージング法による質量分析イメージング法によるペプチドペプチドペプチドペプチド薬物の薬物の薬物の薬物の組織内組織内組織内組織内分布解析分布解析分布解析分布解析 

 

近年、ペプチドや抗体といった分子を新薬として開発することが増えている (30, 31)。したが

って、低分子薬物と同様に、ペプチドや抗体を母体とした薬物の生体内分布を定量的に解析

できる手法が必要とされており、実際 LC/MS/MSによってペプチドや抗体を母体とした薬物の

生体試料中濃度を測定した例が報告されている (32–35)。 

一方、IMS の場合には Stoeckliらがペプチドを投与したマウスの全身切片での測定例を報

告しているが (36)、ペプチド薬物の組織内分布を定量的に解析した例はこれまで報告されて

いない。その理由は、生体内由来のペプチドやタンパクが豊富に存在する組織切片上から目

的のペプチド薬物を高感度かつ高選択的に検出する必要があり、その検出条件を最適化す

ることが難しいことにある。そこで、本研究では、ペプチド薬物であるソマトスタチン類縁ペプチ

ド、オクトレオチド (9)を対象として、その組織内分布を IMS によって定量的に解析する手法の

構築とその有効性を検討することを計画した。 

 

2-1    実験方法実験方法実験方法実験方法 

 

試薬試薬試薬試薬 

オクトレオチドは、American Peptide Company社より購入した。Figure 6にオクトレオチドの

化学構造を示す。α-シアノ-4-ヒドロキシケイ皮酸（α-cyano-4-hydroxycinnamic acid, CHCA）、

DHB は、シグマアルドリッチ社より MALDI-MS 用のものを購入した。高速液体クロマトグラフィ

ー用メタノール、アセトニトリル、イソプロパノール、及び特級ギ酸は、関東化学株式会社より購

入した。TFA は、和光純薬工業株式会社より購入した。イソフルランは、アボットジャパン株式

会社より購入した。水は、Millipore 社製超純水製造装置で精製したものを用いた。 
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Figure 6. Chemical structure of octreotide.  

 

in vitro MALDI-MS 分析分析分析分析 

オクトレオチド標準溶液（2 µg/mL、0.2% TFA含水/アセトニトリル（1:1）あるいは 0.2% TFA

含水/メタノール（1:1））に対して、等量の CHCA溶液（10 mg/mL、0.2% TFA含水/アセト

ニトリル（1:1））あるいは DHB 溶液（60 mg/mL、0.2% TFA含水/メタノール（1:1））を混合

し、MALDI 測定用ステンレスプレートに滴下し乾燥させた後、Thermo Fisher Scientific

社製 MALDI LTQ XL を用いてオクトレオチドの MS スペクトル及び MS/MSスペクトルを下記

のように得た。レーザーには窒素レーザー（337 nm、60 Hz）を用い、エネルギーはそれぞれ、

CHCA サンプルに対して 10 µJ、DHB サンプルに対して 32 µJに設定した。イオントラップ内

のイオン量を調節する Auto gain control機能は使用せず、1 部位あたりのレーザー照射回数

を 1 回（0.5 秒）と定め、1 サンプルあたり 20 部位を測定して得られた MS スペクトルあるいは

MS/MS スペクトルを積算した。MS/MS スペクトルは、ポジティブイオンモードでプロトン付加イ

オン（m/z 1019）のプロダクトイオンスキャンにより得た。 

 

動物動物動物動物実験実験実験実験 

動物実験は、塩野義製薬株式会社動物実験委員会の承認を受け施行した。日本クレア株

式会社より購入した、8 週齢の雄性 C57BL/6Jマウス（体重 約 22 g）を用いて、尾静脈内にオ

クトレオチド生理食塩水溶液を、3 mg/10 mL/kgで投与した。なお、コントロール群のマウスに
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は、生理食塩水を 10 mL/kgで投与した。投与 15、60分後（n = 3）にイソフルラン麻酔下で下

大静脈より全採血することによって安楽死させた後、肝臓及び腎臓を摘出した。摘出した肝臓

は二分し、一方を LC/MS/MS 測定用、もう一方を IMS 測定用とした。また、摘出した腎臓のう

ち、右腎を LC/MS/MS 測定用、左腎を IMS 測定用とした。LC/MS/MS 測定用の各臓器の重

量を測定し、その 4 倍量の水を加え、IKA Works 社製 Ultra-Turrax T10を用いてホモジナイズ

した後、測定まで−80°Cで保存した。IMS 測定用の各臓器は、液体窒素下で急速に凍結させ

た。 

 

LC/MS/MS 測定測定測定測定 

LC/MS/MSシステムには、Waters社製 Acquity UPLCシステムと AB Sciex社製三連四重極

型質量分析計 API 5000™ を用いて、Waters社製 Masslynx 4.1ソフトウェアと AB Sciex社製

Analyst 1.4.2ソフトウェアによってそれぞれ制御した。各試料中のオクトレオチド濃度は以下の

方法で測定した。組織ホモジネート試料 100 µLにアセトニトリル 500 µLを加えて数分間撹拌

した後、5000 rpm、10°Cで 5分間遠心し、得られた上清 2 µLを LC/MS/MSシステムに注入し

た。クロマトグラフィー用カラムには Waters社製 Acquity UPLC™ BEH C18 column（50×2.1 

mm i.d., 1.7 µm）を 40°Cで用いた。オートサンプラ内は 10°Cに保ち、洗浄液には水/アセト

ニトリル/メタノール/イソプロパノール（1:1:1:1）と水/アセトニトリル（9:1）を用いた。移動相には

0.1%ギ酸含水/アセトニトリル（79:21）を用いて、オクトレオチドは流速 750 µL/minで溶出させ、

質量分析計に導入した。イオン化は ESI のポジティブイオンモードによって行い、オクトレオチ

ドの二価のプロトン付加イオン（m/z 510.5）から 37 eVの衝突エネルギーで得られた m/z 120.1

を SRMモードで検出した (37, 38)。別途、ブランク組織ホモジネートを用いて調製したオクトレ

オチドの標準試料から検量線を作成し、Analystソフトウェアによって試料中のオクトレオチド濃

度を計算した。 
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IMS 測定用試料の調製測定用試料の調製測定用試料の調製測定用試料の調製 

Leica社製 Leica CM3050Sを用いて、肝臓及び腎臓試料より切片を厚さ 10 µmで作製し、

Thermo Fisher Scientific社製 Superfrostスライドグラスに載せた後、測定まで−80°Cで保存し

た。測定の前に、切片を真空デシケータ内、室温で 15 分間乾燥させ、Hewlett-Packard社製

Scanjet G4050を用いて光学画像を得た。MALDI 用マトリクス溶液として、0.2% TFA含水/メタ

ノール（1:1）に DHB を 30 mg/mLで溶解させた。調製したマトリクス溶液は、Bruker Daltonics

社製 ImagePrep™を用いて切片に塗布した。 

 

IMS 測定測定測定測定 

組織切片の測定には、Thermo Fisher Scientific社製 MALDI LTQ XL を用いた。レーザー

には窒素レーザー（337 nm、60 Hz）を用い、エネルギーは 32 µJ、照射間隔は 150 µmに設定

した。定量的な解析を実施するために、イオントラップ内のイオン量を調節する Auto gain 

control 機能は使用せず、1 部位あたりのレーザー照射回数を 2 回と定めた。1 回のレーザー

照射（0.5 秒）でオクトレオチドを、もう 1 回のレーザー照射で DHB を検出するために、それぞ

れポジティブイオンモードで各イオン（オクトレオチド m/z 1019；[M+H] +
、DHB m/z 273；

[2(M−H2O)+H]+）のプロダクトイオンスキャンを行った。衝突エネルギーはそれぞれ、オクトレオ

チドに対して規定値の 30%、DHB に対して規定値の 40%、に設定した (26)。測定時間は 1

部位あたり 1 秒で、組織切片 1 枚につき約 3000部位を測定した。得られた質量スペクトルデ

ータは、Thermo Fisher Scientific社製 ImageQuest 1.0.1ソフトウェアを用いて画像データに変

換した。画像データからの定量的解析は、ImageQuestソフトウェアを用いて、組織切片の光学

画像上で各臓器全体に関心領域を設定し、その領域内のオクトレオチド（m/z 1019→914）及

び DHB（m/z 273→137）の平均イオン強度を計算した。 
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2-2    結果結果結果結果 

 

MALDI-MS におけるオクトレオチド測定用マトリクス化合物の選択におけるオクトレオチド測定用マトリクス化合物の選択におけるオクトレオチド測定用マトリクス化合物の選択におけるオクトレオチド測定用マトリクス化合物の選択 

CHCAあるいは DHB を MALDI 用マトリクス化合物として用いた際の、オクトレオチド標準溶

液の MS スペクトルを Figure 7に示す。 

MSスペクトルにおいて、オクトレオチドのプロトン付加イオン（m/z 1019）は、CHCAを用いた

場合（Figure 7(a)）よりも、DHB を用いた場合（Figure 7(b)）において、高いイオン強度で検出さ

れた。したがって、MALDI においてオクトレオチドを高感度に検出するマトリクス化合物として

DHB を選択した。 

 

MALDI-MS におけるオクトレオチドにおけるオクトレオチドにおけるオクトレオチドにおけるオクトレオチドのののの MS/MS 分析分析分析分析 

DHB をマトリクス化合物として用いた際の、オクトレオチド標準溶液におけるプロトン付加イ

オン（m/z 1019）の MS/MSスペクトルを Figure 8に示す。 

MS/MSスペクトルにおいて、m/z 914と m/z 1001のプロダクトイオンが高いイオン強度で観

察された（Figure 8(b)）。これは、ブランク溶液の MS/MS スペクトルでは観察されなかったこと

から（Figure 8(a)）、オクトレオチドの構造特異的なイオン、すなわち、m/z 914は Cys7-Thr8の

ペプチド結合の開裂（b7
+
イオン）によって、m/z 1001 は分子内脱水によって、それぞれ生じた

プロダクトイオンと考えられる。 
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Figure 7. MALDI-MS spectra from a standard solution of octreotide mixed with (a) CHCA or 

(b) DHB.  
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Figure 8. Product ion spectra of m/z 1019 from (a) a blank solution or (b) a standard solution 

of octreotide, mixed with DHB.  
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MALDI-MS におけるオクトレオチド測定用イオンの選択におけるオクトレオチド測定用イオンの選択におけるオクトレオチド測定用イオンの選択におけるオクトレオチド測定用イオンの選択 

組織切片上でオクトレオチドを選択的に検出するために、オクトレオチド標準溶液（1 µg/mL、

水/メタノール（1:1））を用いた検討を行った。ブランクのマウス肝臓切片にオクトレオチド標準

溶液を滴下し乾燥させた後、ImagePrepを用いて DHB 溶液（30 mg/mL）を塗布し、MALDI 

LTQ XL で測定することによって、オクトレオチドに関連するイオンのイオン強度を測定した

（Table 2）。なお、各イオン強度は、標準溶液を滴下した領域内の平均イオン強度を、Thermo 

Fisher Scientific社製 MALDI Quan 2.5.0を用いて計算した。 

 

Table 2. The signal intensities on blank liver sections spotted with a standard solution of 

octreotide, measured by monitoring m/z 1019, 1019→1001, and 1019→914.  

 

 

MS 

 

MS/MS 

m/z 1019  m/z 1019→1001   m/z 1019→914  

Blank  

solution  

33366  34885  1675 

25798  29531  1189 

26679  28563  1314 

mean ± SD 28614 ± 4139   30993 ± 3405  1392 ± 252  

1 µg/mL 

solution 

 33424  41401  5082 

 31214  42897  6044 

 34906  40450  5224 

mean ± SD 33181 ± 1858   41583 ± 1234  5450 ± 519  

Signal 

-to-noise 

ratio † 

 1.2  1.3  3.9 

† Calculated by dividing the mean signal intensity of 1 µg/ml solution of octreotide by that of 

blank solution. 
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各イオンについて、ブランク溶液におけるイオン強度に対するオクトレオチド標準溶液にお

けるイオン強度の比を、シグナル/ノイズ比として算出したところ、m/z 1019、m/z 1019→1001、

m/z 1019→914 でそれぞれ、1.2、1.3、3.9 であった。したがって、組織切片上でオクトレオチド

を選択的に検出するためには、m/z 1019→914を測定することが最適であると判断した。 

 

LC/MS/MS によるマウス臓器中オクトレオチド濃度によるマウス臓器中オクトレオチド濃度によるマウス臓器中オクトレオチド濃度によるマウス臓器中オクトレオチド濃度のののの測定測定測定測定 

Table 3 に、オクトレオチドをマウスに静脈内投与した後の各臓器中オクトレオチド濃度を示

す。投与 15 分後において、オクトレオチドの分布は肝臓よりも腎臓に高く認められたが（腎臓 

13.3 ± 1.1 µg/g、肝臓 3.25 ± 0.84 µg/g）、この結果はラジオイムノアッセイを用いて測定された

ラットにおける薬物動態に関する報告 (39)と同様の結果であった。 

 

Table 3. Concentrations of octreotide in each organ of mice after intravenous administration 

of octreotide (3 mg/kg), determined by LC/MS/MS.  

 

 Mouse  15 min  60 min 

Liver 

#1  4.20  1.34 

#2  2.65  1.10 

#3  2.89  1.33 

mean ± SD  3.25 ± 0.84  1.26 ± 0.14 

Kidney 

#1  12.8  4.70 

#2  12.5  4.19 

#3  14.5  4.67 

mean ± SD  13.3 ± 1.1  4.52 ± 0.29 

                                                       (unit; µg/g) 
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IMS によるマウス組織切片によるマウス組織切片によるマウス組織切片によるマウス組織切片のののの測定測定測定測定 

マウスの肝臓及び腎臓におけるオクトレオチドの分布を IMS によって測定した結果を Figure 

9、Figure 10に示す。投与 15分後において、コントロール群のマウスではシグナルがほとんど

認められなかった（Figure 9(b), Figure 10(b)）のに対して、オクトレオチド投与群のマウスでは

肝臓、腎臓へのオクトレオチドの分布が明瞭に認められた（Figure 9(d), Figure 10(d)）。オクトレ

オチドのシグナル強度は、肝臓よりも腎臓において高く、腎盂や腎乳頭を含む領域で特に高く

認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Typical images of the liver sections of mice (optical image, a and c) and IMS of 

octreotide by extracting m/z 1019→914 (b and d) at 15 min post-dose.  Bar = 1 mm.  



 - 29 -

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Typical images of the kidney sections of mice (optical image, a and c) and IMS of 

octreotide by extracting m/z 1019→914 (b and d) at 15 min post-dose.  Bar = 1 mm.  
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IMS によるによるによるによるオクトレオチド組織内オクトレオチド組織内オクトレオチド組織内オクトレオチド組織内分布の定量的解析分布の定量的解析分布の定量的解析分布の定量的解析 

IMS による定量的解析のために、各臓器全体に関心領域を設定し、その領域内のオクトレ

オチド（m/z 1019→914）の平均イオン強度を、同領域内の DHB（m/z 273→137）の平均イオン

強度で除した値を、オクトレオチドの標準化イオン強度として算出した。オクトレオチドのイオン

強度あるいは標準化イオン強度を、LC/MS/MS によって測定した各臓器中オクトレオチド濃度

と比較した結果を Figure 11に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Correlation between the tissue concentrations of octreotide determined by 

LC/MS/MS and the signal intensities of octreotide (a) or the DHB-normalized signal intensities 

of octreotide (b) obtained by IMS.  Each plot represents individual mouse.  ●; 15 min, 

kidney, ○; 60 min, kidney, ▲; 15 min, liver, △; 60 min, liver.  

 

各臓器において IMS によって得られたオクトレオチドのイオン強度あるいは標準化イオン強

度と、LC/MS/MS によって測定した各臓器中オクトレオチド濃度との関係において、標準化イ

オン強度を用いた場合に比較的高い相関が認められた（R = 0.85, P < 0.001; Figure 11(a) 

versus R = 0.90, P < 0.001; Figure 11(b)）。 



 - 31 -

2-3    考察考察考察考察 

 

本章では、ペプチド薬物であるオクトレオチドを対象として、その組織内分布を IMS によっ

て定量的に解析する手法の構築とその有効性を検討した。 

ペプチド薬物を IMS によって定量的に解析するためには、生体内由来のペプチドやタンパ

クが豊富に存在する組織切片上から目的のペプチド薬物を高感度かつ高選択的に検出する

必要があり、その検出条件を最適化することが重要である。 

まず、ペプチド薬物を高感度に検出するためには、最適なマトリクス化合物を選択すること

が必要であると考え、MALDI において汎用されている CHCA と DHB をそれぞれマトリクス化

合物として用いた場合のオクトレオチドのプロトン付加イオンのイオン強度を比較した（Figure 

7）。その結果、オクトレオチドを MALDI によって効率よくイオン化させるためのマトリクス化合

物として DHB が CHCA より優れていることを認めた。 

また、ペプチド薬物を高選択的に検出するためには、組織切片上で良好なシグナル/ノイズ

比を示すイオンを測定する必要があると考え、MS 分析で得られるプロトン付加イオン（m/z 

1019）、MS/MS分析で得られる脱水イオン（m/z 1019→1001）及び b7
+
イオン（m/z 1019→914）

について比較した。その結果、m/z 1019及び m/z 1019→1001では、シグナル/ノイズ比がそれ

ぞれ 1.2、1.3 と低い値を示した。これは、オクトレオチドに類似した分子量や構造を持つ分子

が組織切片上に含まれるためと考えられる。一方、m/z 1019→914 ではシグナル/ノイズ比が

3.9と高い値を示し、このイオンがオクトレオチドを組織切片上で高選択的に検出するためには

最も適していることを見出した（Table 2）。 

このように最適化された検出条件においてオクトレオチドの組織内分布を IMS で測定した

結果、腎臓への高い分布、特に腎盂や腎乳頭を含む領域への高い分布が認められた（Figure 

10）。この結果はオクトレオチドが投与早期に未変化体として尿中に排泄されることを示してい

ると考えられ、これは既に報告されている

111In 標識オクトレオチドのマウスにおける実験結果 

(40)と一致していた。 
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第 1 章と同様に、IMS による定量的解析のためには、マトリクス化合物の結晶化に由来す

るイオン化効率のばらつきを補正する必要があると考え、オクトレオチドのイオン強度を、マトリ

クス化合物である DHB のイオン強度によって標準化することとした。その結果、各臓器におい

て IMS によって得られたオクトレオチドの標準化イオン強度と、LC/MS/MS によって測定した

各臓器中オクトレオチド濃度との間には高い相関が認められた（Figure 11）。したがって、マトリ

クス化合物のイオン強度による標準化は、ペプチド薬物の体内分布の定量的解析についても

有効であり、その汎用性が示された。 

以上のように、オクトレオチドを対象として、IMS を用いて組織切片上での高感度かつ高選

択的な検出を可能とした解析法を構築し、本法がペプチド薬物の組織内分布を定量的に解

析する手法として有効であることが示された。 
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第第第第 3 章章章章 

 

質量分析イメージング法による質量分析イメージング法による質量分析イメージング法による質量分析イメージング法による組織内薬物濃度定量法の開発組織内薬物濃度定量法の開発組織内薬物濃度定量法の開発組織内薬物濃度定量法の開発 

 

創薬研究において、薬効発現や毒性回避の観点から理想的な組織分布プロファイルをも

つ薬物を選定するためには、各薬物の組織内濃度を測定し候補薬物間で比較することが重

要である。しかし、これまでの IMS では特定の薬物のイオン強度を組織間で相対的に比較す

るにとどまっている。そこで、IMS について、各薬物間での体内・組織内分布の比較などのた

めに、組織内の薬物の絶対量を求めるという方法の確立が望まれている。 

IMS によって組織内薬物濃度を定量する試みはこれまでも行われているが、その際検量線

を作成するために用いられた標準試料は、ブランクの組織切片に既知濃度の薬物を含有する

溶液を滴下したものであり、それには組織内に分布した薬物を抽出する過程は考慮されてい

ない (41–43)。そこで著者は、組織切片から薬物を抽出する過程を模した標準試料を検量線

作成のために利用することを考え、肝臓ホモジネートに種々の濃度の薬物を添加した試料の

凍結切片を用いて検量線を作成することとした。また、組織切片上での薬物のイオン化効率の

ばらつきを高精度に補正するために、その薬物の構造類縁体を内部標準物質として組織切

片に塗布することとした。そして本章では、これらの方法をカンナビノイド 2 受容体選択的アゴ

ニ ス ト で あ る S-777469 (1-((6-ethyl-1-(4-fluorobenzyl)-5-methyl-2-oxo-1,2- 

dihydropyridine-3-carbonyl) amino)-cyclohexanecarboxylic acid) (10)およびラクロプリドに適用

し、組織内薬物濃度定量法としての本法の有効性を検討することを計画した。 
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3-1    実験方法実験方法実験方法実験方法 

 

試薬試薬試薬試薬 

S-777469、重水素標識 S-777469（S-777469-d10）は、塩野義製薬株式会社において合成し

た。ラクロプリド酒石酸塩、スルピリド、DHB（MALDI-MS 用）は、シグマアルドリッチ社より購入

した。高速液体クロマトグラフィー用メタノール、アセトニトリル、イソプロパノール、及び特級ギ

酸は、関東化学株式会社より購入した。ジメチルスルホキシド（dimethyl sulfoxide, DMSO）は、

ナカライテスク株式会社より購入した。N,N-ジメチルアセトアミド（N,N-dimethylacetamide, 

DMA）、プロピレングリコール（propylene glycol, PG）、TFA は、和光純薬工業株式会社より購

入した。イソフルランは、アボットジャパン株式会社より購入した。水は、Millipore 社製超純水

製造装置で精製したものを用いた。 

 

in vitro MALDI-MS 分析分析分析分析 

S-777469標準溶液（2 µg/mL、0.2% TFA含水/メタノール（1:1））に対して、等量の DHB

溶液（60 mg/mL、0.2% TFA含水/メタノール（1:1））を混合し、MALDI 測定用ステンレス

プレートに滴下し乾燥させた後、Thermo Fisher Scientific社製 MALDI LTQ XL を用いて

S-777469の MS スペクトル及び MS/MS スペクトルを下記のように得た。レーザーには窒素レ

ーザー（337 nm、60 Hz）を用い、エネルギーは 15 µJに設定した。イオントラップ内のイオン

量を調節する Auto gain control機能は使用せず、1 部位あたりのレーザー照射回数を 1 回

（0.5秒）と定め、1 サンプルあたり 20 部位を測定して得られた MS スペクトルあるいは MS/MS

スペクトルを積算した。S-777469の MS/MS スペクトルは、ポジティブイオンモードでプロトン付

加イオン（m/z 415）のプロダクトイオンスキャンにより得た。 

 

動物動物動物動物実験実験実験実験 

動物実験は、塩野義製薬株式会社動物実験委員会の承認を受け施行した。日本エスエル
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シー株式会社より購入した、8 週齢の雄性 ddY マウス（体重 36–40 g）を用いて、尾静脈内に

S-777469 DMA/PG（1:1）溶液あるいはラクロプリド生理食塩水溶液を、10 mg/10 mL/kgで投

与した。投与 10 分後（n = 2）にイソフルラン麻酔下で下大静脈より全採血することによって安

楽死させた後、肝臓、脳、肺、腎臓を摘出した。摘出した肝臓は二分し、一方を LC/MS/MS測

定用、もう一方を IMS 測定用とした。また、摘出した脳、肺、腎臓のうち、右側を LC/MS/MS測

定用、左側を IMS 測定用とした。LC/MS/MS測定用の各臓器の重量を測定し、その 4 倍量の

水を加え、IKA Works 社製 Ultra-Turrax T10を用いてホモジナイズした後、測定まで−80°Cで

保存した。IMS 測定用の各臓器は、液体窒素下で急速に凍結させた。 

 

LC/MS/MS 測測測測定定定定 

LC/MS/MSシステムには、Waters社製 Acquity UPLCシステムと AB Sciex社製三連四重極

型質量分析計 API 5000™ を用いて、Waters社製 Masslynx 4.1ソフトウェアと AB Sciex社製

Analyst 1.4.2ソフトウェアによってそれぞれ制御した。各試料中の S-777469濃度あるいはラク

ロプリド濃度は以下の方法で測定した。組織ホモジネート試料 40 µLにアセトニトリル 500 µL

を加えて数分間撹拌した後、5000 rpm、10°Cで 5 分間遠心した。得られた上清をアセトニトリ

ルで 10 倍希釈し、2 µL を LC/MS/MS システムに注入した。クロマトグラフィー用カラムには

Waters社製 Acquity UPLC™ BEH C18 column（50×2.1 mm i.d., 1.7 µm）を 40°Cで用いた。

オートサンプラ内は 10°Cに保ち、洗浄液にはイソプロパノールと水/アセトニトリル（9:1）を用

いた。移動相には A 0.1%ギ酸含アセトニトリル及び B 0.1%ギ酸含水を用いて、S-777469ある

いはラクロプリドは流速 750 µL/min、B 10–95%のグラジエントで溶出させ、質量分析計に導入

した。イオン化は ESI のポジティブイオンモードによって行い、S-777469のプロトン付加イオン

（m/z 415）から 35 eVの衝突エネルギーで得られた m/z 109を、あるいはラクロプリドのプロトン

付加イオン（m/z 347）から 25 eVの衝突エネルギーで得られた m/z 112を、SRMモードで検出

した。別途、ブランク組織ホモジネートを用いて調製した S-777469あるいはラクロプリドの標準

試料から検量線を作成し、Analyst ソフトウェアによって試料中の S-777469あるいはラクロプリ
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ド濃度を計算した。 

 

IMS 検量線用標準試料の調製検量線用標準試料の調製検量線用標準試料の調製検量線用標準試料の調製 

S-777469あるいはラクロプリドを DMSOに溶解し、それぞれ 150 mg/mL、20 mg/mLとした。

これを水/メタノール（1:1）で段階的に希釈し、それぞれの標準溶液（5 濃度）を得た（S-777469 

0.1–15 mg/mL、ラクロプリド 0.1–2 mg/mL）。ブランクのマウス肝臓の重量を測定し、その 1/3

倍量（75%肝臓ホモジネート）あるいは等量（50%肝臓ホモジネート）の水を加え、Ultra-Turrax 

T10を用いてホモジナイズした後、S-777469あるいはラクロプリドの標準溶液を容量で 1%添加

し、それぞれの標準試料として−80°C で保存した（S-777469 1–150 µg/g、ラクロプリド 1–20 

µg/g）。 

 

IMS 測定用試料の調製測定用試料の調製測定用試料の調製測定用試料の調製 

Leica社製 Leica CM3050Sを用いて、各臓器試料あるいは標準試料より切片を厚さ 20 µm

で作製し、Thermo Fisher Scientific社製 Superfrostスライドグラスに載せた後、測定まで−80°C

で 保 存 し た。測 定 の前 に、切 片 を 真 空 デ シ ケ ー タ内 、室 温 で 15 分 間 乾 燥 させ 、

Hewlett-Packard社製 Scanjet G4050を用いて光学画像を得た。S-777469あるいはラクロプリド

それぞれに対する内部標準物質として、S-777469-d10 あるいはスルピリドの水/メタノール（1:1）

溶液を 10 µg/mL で調製し、アネスト岩田社製 HP-THエアブラシ（ノズル口径 0.5 mm）を用い

て、切片上に均一に塗布した。塗布量は 1スライドグラスあたり 3 mLとし、塗布中はエアブラシ

のノズルからスライドグラスまでの水平距離を 40 cmに保った。その後、MALDI 用マトリクス溶

液として、0.2% TFA 含水/メタノール（1:1）に 30 mg/mL で溶解させた DHB を、Bruker 

Daltonics社製 ImagePrep™を用いて切片に塗布した。 

 

IMS 測定測定測定測定 

組織切片の測定には、Thermo Fisher Scientific社製 MALDI LTQ XL を用いた。レーザー
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には窒素レーザー（337 nm、60 Hz）を用い、エネルギーは 32 µJ、照射間隔は 250 µmに設定

した。定量的な解析を実施するために、イオントラップ内のイオン量を調節する Auto gain 

control 機能は使用せず、1 部位あたりのレーザー照射回数を 2 回と定めた。1 回のレーザー

照射（0.5秒）で S-777469あるいはラクロプリドを、もう 1回のレーザー照射で S-777469-d10ある

いはスルピリドを検出するために、ポジティブイオンモードでそれぞれのプロトン付加イオンの

プロダクトイオンスキャンを行った。衝突エネルギーはそれぞれ、S-777469/S-777469-d10 に対

して規定値の 35%、ラクロプリド/スルピリドに対して規定値の 40%、に設定した (26)。測定時

間は 1 部位あたり 1 秒で、組織切片 1 枚につき約 3000部位を測定した。得られた質量スペク

トルデータは、Thermo Fisher Scientific社製 ImageQuest 1.0.1ソフトウェアを用いて画像データ

に変換した。画像データからの定量的解析は、ImageQuestソフトウェアを用いて、組織切片の

光学画像上で各臓器全体に関心領域を設定し、その領域内の S-777469（m/z 415→369）、

S-777469-d10（m/z 425→379）、ラクロプリド（m/z 347→129）、スルピリド（m/z 342→112）の平均

イオン強度を計算した。 
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3-2    結果結果結果結果 

 

MALDI-MS におけるにおけるにおけるにおける S-777469 及びラクロプリド測定用イオンの選択及びラクロプリド測定用イオンの選択及びラクロプリド測定用イオンの選択及びラクロプリド測定用イオンの選択 

Figure 12に S-777469の化学構造を示す。 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Chemical structure of S-777469.  

 

S-777469標準溶液の MS スペクトル及び MS/MSスペクトルを Figure 13に示す。 

MS スペクトルにおいて、S-777469のプロトン付加イオン（m/z 415）が検出された（Figure 

13(a)）。さらに、この m/z 415の MS/MSスペクトルにおいて、m/z 369のプロダクトイオンが高い

イオン強度で観察された（Figure 13(b)）。これは、S-777469の構造においてカルボキシ基の脱

離によって生じたイオンと考えられるため、以降の検討では m/z 415→369 を測定することによ

って、S-777469の選択的な検出を試みた。ラクロプリドの検出には、第 1 章で得られた結果を

基に、m/z 347→129を測定した。 
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Figure 13. (a) MALDI-MS spectrum from a standard solution of S-777469 mixed with DHB 

in the positive-ion mode.  (b) MALDI-MS/MS spectrum of m/z 415 from a standard solution 

of S-777469 mixed with DHB.  The cleavages by MS/MS analysis related with the detection 

for MALDI-IMS were also illustrated.  
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IMS 検量線用標準試料検量線用標準試料検量線用標準試料検量線用標準試料のののの測定測定測定測定 

S-777469あるいはラクロプリドの検量線用標準試料（75%肝臓ホモジネート）を IMS によって

測定した結果を Figure 14、Figure 15に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Representative optical images (a) and ion images of m/z 415→369 (b) and m/z 

425→379 (c) on the sections of the calibration standards of S-777469.  Bar = 5 mm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Representative optical images (a) and ion images of m/z 347→129 (b) and m/z 

342→112 (c) on the sections of the calibration standards of raclopride.  Bar = 5 mm.  
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標準試料切片中の S-777469の定量的解析のために、各切片全体に関心領域を設定し、

その領域内の S-777469（m/z 415→369）の平均イオン強度を、同領域内の S-777469-d10（m/z 

425→379）の平均イオン強度で除した値を、S-777469の標準化イオン強度として算出した。 

ラクロプリドについても同様に、関心領域内のラクロプリド（m/z 347→129）の平均イオン強度

を、同領域内のスルピリド（m/z 342→112）の平均イオン強度で除した値を、ラクロプリドの標準

化イオン強度として算出した。 

S-777469とラクロプリドのそれぞれについて、得られた標準化イオン強度と標準試料中薬物

濃度の関係から、組織内薬物濃度定量のための検量線を作成した。Figure 16、Figure 17に

それぞれ S-777469とラクロプリドについて得られた検量線を示す。S-777469とラクロプリドのい

ずれの検量線においても、その直線性は非常に良好であった（S-777469 R = 0.996, P < 

0.001; Figure 16、ラクロプリド R = 0.995, P < 0.001; Figure 17）。 

また、S-777469あるいはラクロプリドの検量線に用いた 5濃度のうち、最低濃度、中濃度、最

高濃度のそれぞれにおいて、標準化イオン強度の測定精度を検証した結果を Table 4に示す。

S-777469とラクロプリドのそれぞれの相対標準偏差は、7.3–21.2%、4.4–16.8%と良好であっ

た。 
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Figure 16. Correlation between the concentrations of S-777469 in the calibration standards 

and the signal intensity ratios of S-777469/S-777469-d10 measured by IMS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Correlation between the concentrations of raclopride in the calibration standards 

and the signal intensity ratios of raclopride/sulpiride measured by IMS.  



 - 43 -

Table 4. Reproducibility evaluation of the IMS-based quantification method using the 

surrogate tissue-based calibration standards.  

 

Analyte 

Analyte 

concentration  

(µg/g) 

Signal intensity ratio of  

analyte/internal standard † 
 

RSD 

(%) 

 

        

S-777469 

1  0.271 ±  0.057  21.2  

20 1.26 ± 0.15  12.1  

150 7.65 ± 0.56   7.3  

        

Raclopride 

1   0.0499 ±   0.0084  16.8  

5  0.306 ±  0.031  10.1  

20 1.24 ± 0.05   4.4  

   

† mean ± SD, n = 3.  
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IMS によるマウス組織切片によるマウス組織切片によるマウス組織切片によるマウス組織切片のののの測定測定測定測定 

マウスの腎臓及び肝臓における S-777469の分布を IMS によって測定した結果を Figure 18

に示す。投与 10分後において、腎臓及び肝臓への S-777469の分布が明瞭に認められた。 

Figure 19には、マウスの脳、肺、腎臓、肝臓におけるラクロプリドの分布を IMSによって測定

した結果を示す。投与 10 分後において、脳、肺、腎臓、肝臓へのラクロプリドの分布が認めら

れ、特に肝臓において高く検出された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. Representative optical images (a) and ion images of m/z 415→369 (b) and m/z 

425→379 (c) on the tissue sections of mice at 10 min post-dose administration of S-777469.  

Bar = 5 mm.  
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Figure 19. Representative optical images (a) and ion images of m/z 347→129 (b) and m/z 

342→112 (c) on the tissue sections of mice at 10 min post-dose administration of raclopride.  

Bar = 5 mm.  

 

IMS によるマウス組織内薬物濃度の定量によるマウス組織内薬物濃度の定量によるマウス組織内薬物濃度の定量によるマウス組織内薬物濃度の定量 

S-777469とラクロプリドのそれぞれについて、マウス組織切片において各臓器全体に関心

領域を設定し、その領域内の薬物の平均イオン強度を、同領域内の内部標準物質の平均イ

オン強度で除した値を、薬物の標準化イオン強度として算出した。この標準化イオン強度を、

それぞれの標準試料（75%肝臓ホモジネート）の測定から得られた検量線の式（S-777469 y = 

0.0497x + 0.2246、ラクロプリド y = 0.0601x − 0.0290）の y に代入し、x の値を各臓器における

組織内薬物濃度として求めた。この値を LC/MS/MS によって測定した各臓器中薬物濃度と比

較した結果を Table 5に示した。また、LC/MS/MSで得られた薬物濃度に対する IMS で得られ

た薬物濃度の比を Accuracy (%)とし、それを Table 5に併せて示す。また、ゼラチン水溶液あ

るいは 50%肝臓ホモジネートを用いて別途調製した標準試料の測定から得られた検量線より、

同様に組織内薬物濃度を求めた結果をそれぞれ Table 6、Table 7に示す。 
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Table 5. Comparison between the drug concentrations quantified by LC/MS/MS and those by 

IMS in each tissue of mice after administration of S-777469 or raclopride.  

 

 

LC/MS/MS  

quantification  

(µg/g) 

 

IMS  

quantification  

(µg/g) 

 
Accuracy 

(%) 

 

   

S-777469 

-dosed 

Kidney 

Mouse       

#1 5.31   6.51   122  

#2 21.7   34.8   160  

        

Liver 

Mouse       

#1 45.0   36.9   82  

#2 39.5   45.4   115  

   

Raclopride 

-dosed 

Brain 

Mouse       

#1 2.25  2.33  104  

#2 1.59  2.50  157  

        

Lung 

Mouse       

#1 1.60  1.97  123  

#2 1.36  2.14  157  

        

Kidney 

Mouse       

#1 2.23  2.92  131  

#2 1.69  2.06  122  

        

Liver 

Mouse       

#1 13.4  16.1  120  

#2 9.04  10.3  113  
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Table 6. Comparison between the drug concentrations quantified by LC/MS/MS and those by 

IMS in each tissue of mice after raclopride with gelatin-based calibration standards.  

 

 

LC/MS/MS  

quantification  

(µg/g) 

 

IMS  

quantification  

(µg/g) 

 
Accuracy 

(%) 

 

   

Raclopride 

-dosed 

Brain 2.25  4.01  178  

Lung 1.60  4.33  271  

Kidney 2.23  4.34  195  

Liver 13.4  24.2  181  

   

 

Table 7. Comparison between the drug concentrations quantified by LC/MS/MS and those by 

IMS in each tissue of mice after raclopride with 50% liver homogenate-based calibration 

standards.  

 

 

LC/MS/MS  

quantification  

(µg/g) 

 

IMS  

quantification  

(µg/g) 

 
Accuracy 

(%) 

 

   

Raclopride 

-dosed 

Brain 2.25  6.36  283  

Lung 1.60  3.79  237  

Kidney 2.23  5.76  258  

Liver 13.4  17.9  134  
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3-3    考察考察考察考察 

 

本章では、S-777469及びラクロプリドを対象として、IMS による組織内薬物濃度定量法の構

築とその有効性を検討した。 

薬物の組織内濃度を定量するためには、検量線を作成するための標準試料が必要である。

質量分析によって生体試料中の薬物濃度を定量する際は、タンパクなどの生体内分子を含む

試料から薬物を抽出する過程を考慮する必要があるため、測定する試料を模した標準試料を

調製することが望まれる (44)。しかしながら、これまで IMS による組織内薬物濃度の定量に用

いられてきた標準試料は、ブランクの組織切片に薬物の標準溶液を滴下したものであり 

(41–43)、上記のような要件を満たすためには更なる改善が必要であった。そこで、IMS におけ

る標準試料として、ブランクのマウス肝臓から作製した 75%ホモジネートに薬物を添加した試

料を調製することとした。この標準試料を IMSによって測定した結果から検量線を作成したとこ

ろ、良好な直線性と精度が得られたことから（Figure 14–17）、標準試料の調製に問題がないこ

とが確認された。 

また、第1章及び第2章では、組織切片上でのイオン化効率のばらつきを補正するために、

IMS による測定で得られた薬物のイオン強度をマトリクス化合物のイオン強度によって標準化

した。この手法は、MALDI において必須であるマトリクス化合物を利用するという点で汎用性

が高いと考えられるが、薬物の組織内濃度を定量するためには、より高精度にイオン化効率の

ばらつきを補正する必要がある。そこで、目的の薬物の構造類縁体を内部標準物質としてあら

かじめ組織切片に塗布し、IMS による測定で得られた薬物のイオン強度を、内部標準物質の

イオン強度によって標準化することとした。具体的には、S-777469に対してはS-777469-d10を、

ラクロプリドに対してはスルピリドを (45)、それぞれ内部標準物質として選択した。 

以上の手法を利用して、S-777469あるいはラクロプリドを投与したマウスの組織内薬物濃度

を IMS によって定量し、LC/MS/MS によって測定した各臓器中薬物濃度と比較した結果、両

者はよく一致した （Table 5）。ただし、いくつかの試料において+50%程度の乖離が認められ
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た。この原因として、臓器内での薬物の空間的分布が不均一であるために、IMS に供した組

織切片が各臓器全体を代表していないことが考えられる。今後、この課題を解決し、さらに高

精度な薬物濃度定量を実現させるためには、臓器から作製した複数の切片を IMS によって測

定し、得られた結果を 3 次元的な画像として構築し解析することのできる 3D-IMS などの技術

が有効であると考えられる (46, 47)。また、標準試料の調製において、取扱いが簡便であるゼ

ラチン水溶液を用いた場合、IMS によって定量した組織内薬物濃度と LC/MS/MS によって測

定した臓器中薬物濃度は大きく乖離した（Table 6）。さらに、50%肝臓ホモジネートを用いた場

合においても両者は著しく乖離した（Table 7）。これらの結果から、IMS による組織内薬物濃度

を定量するために適した標準試料は、生体内分子が過剰に希釈されることなく薬物と混和され

る必要があると考えられる。 

本研究では、内部標準物質として用いる化合物に化合物自身を用いる場合と構造類縁体

を用いる場合の 2 つの場合について検討した。すなわち、S-777469の場合には化合物自身

の重水素標識体を用い、ラクロプリドの場合には構造類縁体であるスルピリドを用いた。その

結果、どちらの場合においても良好な定量結果が得られ、構造類縁体を用いても本法が有効

に機能することを認めた。もちろん、薬物のイオン化効率のばらつきを補正するための内部標

準物質としては、その薬物の重水素標識体が理想的であるが (48)、非常に多くの化合物を評

価することが求められる創薬探索段階において、それぞれの化合物について重水素標識体を

合成することは時間とコストの面から困難である。本研究では、重水素標識体でない構造類縁

体が IMS による薬物濃度定量に利用可能であるという知見が得られ、これは創薬研究におけ

る薬物分布評価の効率化に寄与するものと考えられる。 

以上のように、S-777469及びラクロプリドを対象として、組織切片から薬物を抽出する過程

を模した検量線用標準試料を調製するとともに、イオン強度の高精度な標準化のために内部

標準物質を利用することによって、IMS による組織内薬物濃度定量法を構築することに成功し

た。 
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結結結結 語語語語 

 

本研究では、生体内薬物分布を解析するために、IMS による組織切片上での定量的薬物

イメージング法を構築するとともに、薬物分布解析法としての有効性について評価を行い、以

下の知見を得た。 

 

1. ラクロプリドを対象として、組織切片上での高選択的な検出とイオン強度の標準化を可能

とした解析法を構築し、IMS によって低分子薬物の全身分布を定量的に解析する手法と

しての有効性を示した。 

 

2. オクトレオチドを対象として、組織切片上での高感度かつ高選択的な検出を可能とした解

析法を構築し、IMS によってペプチド薬物の組織内分布を定量的に解析する手法として

の有効性を示した。 

 

3. S-777469及びラクロプリドを対象として、組織切片から薬物を抽出する過程を模した検量

線用標準試料を調製するとともに、イオン強度の高精度な標準化のために内部標準物質

を利用することによって、IMS による組織内薬物濃度定量法を構築することに成功した。 

 

以上、著者は IMS によって薬物の組織内分布を定量的に解析する手法を開発し、その有

効性を明らかにした。本研究の成果は、今後の創薬研究、特に創薬探索段階の薬物動態研

究に有益な情報を与えるものと考えられる。 
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