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研究成果の概要（和文）：本研究では、モノアミンの脳における分布と濃度を明らかにするため、質量イメージ
ング(MSI)とLC-MS/MS法による網羅的かつ高感度・高精度な分析法を開発を試みた。
　イミダクロプリドを曝露したマウスの脳を対象にMSIで局在解析を行った結果、線条体に分布するドーパミン
を検出し、イミダクロプリド曝露に伴いその強度の減少傾向が認められた。DPP誘導体化試薬をLC/MSに適用し高
感度なモノアミン定量法を確立した。脳の各部位のモノアミン濃度を測定した結果、線条体のドーパミン濃度に
変化は認められなかったが、嗅球における3-MT、ドーパミンの減少、線条体におけるセロトニン、ヒスタミンの
減少などが検出された。

研究成果の概要（英文）：Monoamine neurotransmitters (MAs), including dopamine (DA) and serotonin 
(5-HT), regulate brain functions such as behavior, memory, and learning. Neonicotinoids are 
pesticides that are being used more frequently. Neonicotinoid exposure has been observed to produce 
neurological symptoms, such as altered spontaneous movements and anxiety-like behaviors, which are 
suspected to be caused by altered MA levels. In this study, we developed a sensitive and accurate 
analytical method using liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) to clarify the effects of
 neonicotinoid administration on MAs in the brain. We orally administered the neonicotinoid 
imidacloprid to  mice. The LC-MS/MS quantification of MAs in various brain regions by DPP 
derivatization, which was newly developed in this study, showed a decrease in some MA levels in the 
olfactory bulb and the striatum. Thus, in this study, we developed a new method for the sensitive 
detection of MAs by LC/MS using DPP derivatization.

研究分野：環境分析化学・環境毒性学

キーワード： イオン性環境汚染物質　脳移行　質量イメージング　神経伝達物質　ネオニコチノイド

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳神経作用への作用機序の解明にはこれら脳内関連物質を含めた包括的な分析が必要であるが、高マトリクスな
脳試料を対象とした分析は容易ではなく、神経伝達物質の包括的分析法は達成されていない。
本研究で新たに開発したDPP誘導体化によるMSIおよびLC/MS定量法により、NNが脳の各部位においてモノアミン
濃度を変化させ、さらに低濃度によっても変化させることをグラフィカルに初めて明らかにすることが出来た。
本研究成果は、曝露実験で得られた結果と併せて化学物質の脳移行による異常行動を予測する技術にも応用でき
ると考えており、当該研究分野の発展に繋がる斬新かつチャレンジ性のあるアイディアの創生が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、ネオニコチノイド系殺虫剤（NN）による哺乳類への毒性が報告されている。中でも神経

毒性に関する報告は多岐にわたり、不安様行動の増加や自発運動量の変化が認められている

5,6。NNによる神経毒性の詳細な機序は未だ不明であるが、このような行動の変化には脳内のモ

ノアミンの関与が疑われている。しかしながら、NNによるモノアミンへの影響を調べた研究は

未だ少なく、十分な知見は得られていない。また、NN脳のどの部位に作用し、どの神経伝達物

質へ影響を与えるかについては明らかになっていない。 

そこで新規検出手法として注目したのが質量分析イメージング（MSI）法および液体クロマ

トグラフィー質量分析（LC-MS/MS）法である。MSI は、組織切片上で質量分析を行うことで、

多様な分子種の局在を可視化することができる。また、一度の測定で多数の物質を網羅的かつ定

性的に解析できるため、既知の物質だけなく未知の物質の変化も検出することが可能である。

LC-MS/MS は高速液体クロマトグラフィーと質量分析を組み合わせた手法で、測定物質を高感

度かつ定量的に測定することができる。 

MSIでは、モノアミン誘導体化試薬である Tetrafluoroborate salts of 2,4-diphenyl-pyranylium（DPP）

を用いることでイオン化効率が上昇し、高感度なモノアミン検出が可能となる。DPPはピリリウ

ム基を持ち、モノアミンのアミノ基と反応する。LC-MS/MSでの適用例は存在しないが、本試薬

を用いることで LC-MS/MS におけるモノアミンの高感度分析を確立できる可能性がある。この

2種類の質量分析法を併用することで、従来の方法では検出することが出来なかったモノアミン

の異常を含めた神経攪乱の検出が可能になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脳におけるモノアミンの局在と各部位における濃度を明らかにするため、MSIお

よび LC-MS/MSによる網羅的かつ高感度・高精度な分析法を開発し、NN投与が脳におけるモノ

アミンの産生に与える影響を明らかにすることを試みた。 
 
３．研究の方法 
 動物実験に関しては「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定」に基づいた計画の上で

行った。（承認番号 18-0061）マウス（C57BL/6NCrSlc；N = 24）を対照群、低用量群、高用量群

の 3群（N = 8/群）に分けた。IMI溶解 2.5% (v/v) DMSOコーン油を低用量群には 10 mg/kg体重、

高用量群には 50 mg/kg体重となるように経口投与した。対照群には 2.5% (v/v) DMSOコーン油

を 10 mL/kg体重となるように経口投与した。なお、経口投与はイソフルランにより軽度の麻酔

をかけた後に行った。本実験で使用した IMIの用量は、無毒性量（NOAEL）である 10 mg/kg（低

用量群）および、最小毒性量（LOAEL）である 46 mg/kg付近（高用量群）に設定した。 

 

3.1. 質量分析イメージング（MSI） 

投与から 1時間後にイソフルラン深麻酔下での頸椎脱臼により安楽殺を行い、解剖・採材を行

った。採材した脳を液体窒素で急速冷凍した後、−80℃で保存した。凍結した脳組織はクライオ

スタット（CM1900、Leica）を用いて 8 µmに薄切した。切片は、ITOコートグラス（コード No. 

8237001、Bruker Daltonics）へ貼付し、シリカゲルと共に 50 mLチューブで、−80℃で保存した。 

 DPPをメタノールで 10 mg/mLに調整し、DPP溶液とした。希釈溶媒としてメタノール 8.1 mL、

蒸留水(DW) 5.4 mL及びトリエチルアミン(TEA) 9 µLを混和した。誘導体化試薬は、得られた希



釈溶媒と DPP溶液が 69：6の組成となるように混合した溶液とした（以下 DPP mixと呼ぶ）。調

整した DPP mixをエアブラシ（プロコン BOY PS268-A、クレオス製）を用いて、スライドガラ

ス 1枚に対して約 200 µLを均一になるよう噴霧した。誘導体化試薬噴霧後、室温（約 25℃）で

24時間静置し、組織上誘導体化反応を完了した。 

 組織上誘導体化反応完了後、ITOコートグラスを DWに 10回ほど浸漬し、余剰な誘導体化試

薬を洗浄した。ITOコートグラスの乾燥後、あらかじめ誘導体化させておいた STD mix（終濃度: 

250 ppb）を ITO コートグラス及びコントロール組織上に滴下して陽性対照とした。その後、

MALDIマトリックスを組織上に供給した。本実験では、MALDIマトリックスとして、CHCAを

用いた。CHCA溶液濃度は、10 mg/mLとし、溶媒として TA50（ACN：0.1% TFA水溶液 ＝ 50：

50 の混合溶媒）を用いた。CHCA 溶液調整に際し、ボルテックスミキサーで撹拌後、超音波処

理を 10分間行い、上澄みを噴霧に用いた。CHCA溶液の噴霧は誘導体化試薬と同様、エアブラ

シを用いて行い、150-200 µLのマトリックス溶液を組織表面に均一に噴霧した。なお、コンタミ

ネーションを防ぐため、誘導体化試薬噴霧とマトリックス溶液噴霧は別のエアブラシを準備し

て行った。 

 質量分析イメージングは、SolariX XR (Bruker Daltonics)にて測定を行った。モノアミン系神経

伝達物質のうち、Dopamine、3-methoxytyramine、Serotonin、Histamine の 4 種類を測定対象とし

た。 

 

3.2. DPP誘導体化分析法の条件検討 

脳はブレインマトリックス（ステンレススチール製、マウス（40-75 g）Coronal、CellPoint社、

商品コード 15831110、型式 69-2175-1、バイオリサーチセンター株式会社）を用いて、線条体を

含む冠状断面（Bregma 1,00 mm-0.00 mm）および海馬を含む冠状断面（Bregma −3.00 mm-－4.00 

mm）を切り出した。線条体は、目視で確認した上で、DISPOSABLE BIOPSY PUNCH（φ2 mm、

Lot No. 19L48、カイインダストリーズ株式会社）を用いてパンチアウトで採材した。海馬は上記

断面からピンセットで分離して採材した。その他の部位（大脳皮質、脳幹、小脳、嗅球）も分離

し、採材した。各脳部位は重量を測定した後、1.5 mLチューブ（嗅球、線条体、海馬）および 2.0 

mLチューブ（大脳皮質、脳幹、小脳）に入れ、液体窒素で急速冷凍した後、−80℃で保存した。

心採血で得られた血液は氷上で保管した後、遠心（4℃、4,000G、10 min）し、血漿を−80℃で保

管した。採材した脳および血漿はモノアミン濃度の測定に用いた。 

内部標準物質として IS mix（1 ppm in 0.1%ギ酸含有 70% MeOH；MeOHで適宜希釈）を

200 ppb, 20 µL（線条体）、10 ppb, 20 µL（海馬）、100 ppb, 20 µL（嗅球、大脳皮質、脳幹、小

脳）加えた。氷冷した 0.05%ギ酸アセトニトリルを 200 µL（線条体、海馬）、100 µL（嗅球）、

300 µL（大脳皮質、脳幹）、400 µL（小脳）加え、1.5 mLチューブにはジルコニアビーズ（2.0 

mm、Lot No. 0894-T40、東レ株式会社）を 2粒、2,0 mLチューブにはジルコニアビーズ（5.0 

mm、ZZ50-0001、株式会社バイオメディカルサイエンス）を 1粒入れて、Tissue Lyser（Cat. 

85200、Retsch、QIAGEN）でホモジェナイズ（1 min、30/s）した。その後、各チューブを遠

心（10,000G、10 min、25℃）した。上清 10 µLと DPP mix 10 µLを 8連チューブに加え、サ

ーマルサイクラーを用いて 60℃、4 時間誘導体化反応させた。誘導体化反応終了後、各チュー

ブに DWを 80 µLずつ加えて希釈し、対象物質を LC-MS/MS で測定した。いずれのモノアミ

ンも内部標準法で定量した。 
 
4. 研究成果 
 



4.1. 質量分析イメージング（MSI） 
マウスの冠状断切片と矢状断切片を用いてMSIを行い、対照群と曝露群で比較した（Fig. 1）。

Dopamine（m/z 368.16）は、線条体に局在しており、対照群に比べて曝露群でその強度が減少し

ていた（Fig. 3）。Serotonin（m/z 391.18）は、強度が弱いものの脳全体に分布していた。3-MT（m/z 

382.18）および Histamine（m/z 326.16）は検出感度が悪く、ほとんど検出されなかった。 

 

4.2. DPP誘導体化分析法の条件検討 

 各物質ともに、反応時間依存性に濃度（面積値）が上昇していた。ヒスタミンを除いた 3物質

では反応開始から 6時間で濃度が最高となったが、4時間との間に有意な差は認められなかった

ため、反応時間は 4時間に設定した。反応温度では、温度依存的に濃度が上昇し、いずれの物質

でも 60℃において反応効率が最大となった。そのため、反応温度は 60℃に設定した。 

 

4.3. 脳の各部位におけるモノアミン濃度の測定 

今回確立した分析手法を用いて、脳の各部位におけるモノアミン濃度の測定を行った。測定部

位は嗅球、線条体、海馬、大脳皮質、小脳、脳幹とし、対照群と曝露群で比較した（Table 1）。

3-MTは小脳において、高用量群で有意に上昇した（p = 0.0159）が、嗅球では高用量群で有意に

減少した（p = 0.0011）。Dopamineは、小脳において、高用量群で有意に減少し（p = 0.0007）、嗅

球では用量依存性に有意な減少がみられた（低用量群：p = 0.0061、高用量群：p = 0.0004）。ま

た、有意な差は認められなかったが、線条体において用量依存性に減少傾向を認めた。Histamine

は、線条体において低用量群、高用量群ともに有意に低下した（p < 0.0001）。また、小脳（高用

量群）、嗅球（低用量群、高用量群）においても有意な低下が認められた（小脳：p = 0.013、嗅

球：p = 0.0271（低用量群）、p = 0.037（高用量群））。Serotoninは線条体において、対照群が 438.0 

± 44.8 ng/gであるのに対して低用量群では 193.3 ± 33.7 ng/g、高用量群では 320.2 ± 14.8 ng/gとな

り、有意な減少が認められた（低用量群：p < 0.0001、高用量群：p = 0.0391）。その他の部位で

は、いずれのモノアミンも有意差は見られなかった。 

(a)                     (b) 

 
Fig. 1. MSI visualizations of derivatives of monoamines with DPP. 

Coronal (a) and sagittal (b) brain sections of IMI exposed mice were analyzed by MSI.  

Dopamine was localized in striatum and reduced in IMI exposed group. The areas encircled by red, blue or 

green line indicate striatum. 



Table 1. The concentration of monoamines in brain tissues. 

Values represent the mean ± SE of 8 animals in each group. 

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, Dunnett’s test 

☨p < 0.025, Bartlett test 
 
 

本研究では次に MSI 及び LC-MS/MS を用いて IMI 曝露マウス脳のモノアミンの測定

を行った。MSIにおいては、線条体における DA強度が IMI用量依存性に低下している傾

向が認められた。その他の 3 種類のモノアミンはほとんど検出されなかった。MSI におけ

るこれらのモノアミンのさらなる高感度な検出法の開発が今後の課題である。 

本研究で確立した分析手法における LOD (MDL) は 3-MTで 2.08 ppt、DAで 24.9 ppt、

ヒスタミンで 9.8 ppt、セロトニンで 1.5 pptであり、従来手法に比べて非常に高い検出感

度を達成した。化学物質による神経毒性を明らかにする上で、本研究により確立した MSI

による網羅的解析と LC/MSによる高感度な定量が有効であることが示唆された。 

 

 

3-MT (ng/g)
Striatum 747.3± 88.0 807.4± 137.1 595.6 ± 39.9
Hippocampus 6.1± 1.2 5.0± 0.6 4.9 ± 1.0
Cortex 66.7± 15.6 69.0± 15.8 56.5 ± 5.2☨
Cerebellum 3.1± 0.2 3.7± 0.1 4.4 ± 0.45*
Brain stem 13.0± 0.9 11.9± 0.6 13.9 ± 1.2
Olfactory bulb 72.4± 5.1 62.4± 3.3 51.8 ± 1.4**☨
Dopamine (ng/g)
Striatum 9747.0± 1580.2 9364.5± 1458.3 8283.8 ± 515.5☨
Hippocampus 67.9± 8.7 46.3± 8.8 43.0 ± 9.6
Cortex 418.0± 103.4 457.7± 116.7 294.3 ± 34.7☨
Cerebellum 20.2± 1.6 16.7± 0.7 13.7 ± 0.7***☨
Brain stem 123.0± 7.3 106.6± 7.3 116.9 ± 8.0
Olfactory bulb 407.8± 20.0 331.9± 16.7** 304.8 ± 10.1***
Histamine (ng/g)
Striatum 452.8± 28.3 133.7± 28.5*** 198.1 ± 12.2***
Hippocampus 53.3± 6.8 48.3± 4.8 39.6 ± 5.3
Cortex 64.1± 4.9 57.9± 4.1 55.9 ± 4.5
Cerebellum 60.9± 4.0 54.7± 3.2 44.9 ± 4.0*
Brain stem 65.3± 10.4 63.5± 4.76 60.8 ± 5.64
Olfactory bulb 155.9± 16.2 112.9± 8.6* 115.3 ± 7.6*
Serotonin (ng/g)
Striatum 438.0± 44.8 193.3± 33.7*** 320.2 ± 14.8*☨
Hippocampus 704.0± 78.3 800.0± 51.7 651.3 ± 55.8
Cortex 546.6± 40.0 565.6± 41.9 481.3 ± 24.8
Cerebellum 370.1± 36.8 404.4± 30.5 260.8 ± 24.5
Brain stem 1348.0± 56.8 1407.9± 49.9 1288.4 ± 69.4
Olfactory bulb 666.8± 26.8 662.2± 43.3 616.9 ± 38.1

Control Low-dose High-dose
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