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第一章 序論 

個々の免疫細胞は、生体内環境から受ける栄養素に時間的に大いに依存しているが、が

んや炎症病巣においては微小環境に大きく影響を受ける 1。免疫細胞を対象としたシン

グルセルレベルでの代謝解析については、フローサイトメトリーを用いた免疫細胞分離

ののちに行う遺伝子発現解析やある種の代謝物測定の報告はあるが、まだまだ実用化さ

れていない. また免疫反応においては、生体内での時間軸も重要な要素であり、組織か

ら直接解析する代謝解析手法が望まれている 2。このように個体の時間・空間的免疫代

謝の理解が進めば新しい疾患治療法のスキームも提案できることが期待される。 

我々は、本研究において、新しい免疫代謝解析手法として「全身イメージング質量分析

法」を開発し、デキサメタゾン投与マウスの胸腺を中心とする薬剤投与前後のダイナミ

ックな免疫代謝変動を解析した。マウスにおいて、細胞組織学レベルの全身アトラスは

整備されていなかったため、フィルムを用いる従来法である川本法 3 に依らず、独自の

直接切片作製の技術を確立し、１個体あたり 12 m ごとに 400 枚以上の胸部横断面マ

ップを作製し、すべて HE 染色を行いデータベースとした。さらに質量顕微鏡を用いて

プリン・ピリミジン代謝物を中心とする低分子代謝物の網羅的イメージング質量分析を

行い、有効な代謝物として 3000 のイオン種を背景に、デキサメタゾン投与マウスでの

薬剤投与前後での免疫代謝イメージングに挑んだ。その手法として Machine Learning

法や Dimensionality Reduction 法が有効であり、薬剤投与の影響ばかりではなく、骨
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髄・胸腺・リンパ節などの免疫組織の基本的な代謝ネットワークの可視化にも成功した。

この手法を用いることにより胸腺におけるデキサメタゾン投与における部位別プリン・

ピリミジン代謝の全貌と特異性の高いデキサメタゾン投与における代謝物バイオマーカ

ーの候補分子の発見に成功した。今後の臨床応用や治療法への応用について若干の考察

を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

3 

 

第二章 胸腺について 

第一節 概要 

胸腺は、過去 2 世紀にわたって、解剖学的観点からだけでなく、多くの疾患で果たす生

理学的および病理学的役割についても大きな知見を生み出してきた臓器である。 19 世

紀初期までの解剖学と生理学に関する研究は、胸腺は神経系の浄化、上縦隔の血管系の

保護クッション、乳幼児突然死に関わる臓器として考えられていた。19 世紀には、疾

患における胸腺の役割に焦点を当てた重要な解剖学的・生理学的研究が行われた。しか

し、胸腺の役割がより包括的な分析により明らかになり始めたのは、19 世紀の半ばか

らであった。現在、胸腺のさまざまな側面で得られた知見により、さまざまなプロセス

における胸腺の役割についての理解が深まったが、胸腺の生理学と病理学は完全に理解

されたわけではなく、さらに多くの知見が求められる。 

 

第二節 胸腺の病理 

胸腺は、紀元 1 世紀から知られていた。ルーファスにより初めて言及され、心臓の頭頂

部から第 7 脊椎に向かって気管支の終部に位置し、すべての動物に見られるわけではな

い、と記述 4 されている。人体解剖図に胸腺が描かれたのは、16 世紀であり、ウェザリ

ウスによりその機能は物理的な緩衝作用として胸腔内を保護する 5 とされていた。1961

年ミラーによって胸腺は、免疫機能にとって不可欠であることが報告される 6; 7 まで、



   

 

4 

 

誤った認識が広まっていた。17 世紀初期、新生児で胸腺肥大による窒息死をきたした

一例が報告 8 された。19 世紀には、幼児が喉頭痙攣の症状を呈して死亡するのは, 肥大

胸腺の気管に対する物理的圧迫であり、これを胸腺性喘息と提唱した 9。以降、乳幼児

突然死について肥大胸腺が注目され、小児 225 例、 成人 5 例の突然死の剖検例が報告

され、胸腺リンパ体質が提唱された 10; 11。呼吸器症状を呈する患者のヒトの胸腺に対し

て最初の手術が行われたが、予後は変わらず、別の同様の症例で胸腺部分切除術が行わ

れた 12。20 世紀直前に X 線の発見 13 により、乳幼児胸腺へ最初の放射線治療 14 が行わ

れた。しかし後年、466 例 15、2856 例 16、1201 例 17 を対象に追跡調査が行われ、2 倍

以上のリスクで癌を発症することが報告されている。胸腺リンパ体質の概念は 20 世紀

初期から 1960 年まで論争が続いた 18; 19 が、加齢に伴う胸腺重量の変化についての報告

がなされ 20-22、この論争以降、胸腺重量は青春期まで最大となり、胸腺は加齢に伴って

退縮することが明らかとなり、年齢ごとの正常胸腺の重量とサイズが定義された。 

 

第三節 胸腺の解剖 

胸腺は、上縦隔にあり、胸骨と心膜の間の下縦隔の前部に向かって下向きに伸び、正中

線を軸として密接に接触する２つの葉を持つリンパ組織である。胸腺極の上部は、左腕

頭静脈の前方、上縦隔の大静脈の上部に位置し、胸管が交差して左腕頭静脈の根に挿入

される付近で、胸管は後方関係になる。疎性結合組織である被膜は、胸腺内部へと陥入
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し、さまざまな大きさの小葉に分割される 23。 

 

 

挿絵１ ヒト胸腺の解剖 

 

第四節 胸腺の発生 

胸腺は、胎生期の咽頭弓内胚葉に由来する。胎齢 9～10 日に胎仔の第 3 鰓嚢が陥入し、

胸腺と副甲状腺原基の形成がはじまる 24; 25。胎齢 11.5 日から胸腺と副甲状腺が分離し、

副甲状腺は甲状腺方向へ、胸腺は心臓方向へ移動する。胸腺は最終的に心臓上部まで下

降する 26。胎齢 12 日目には皮質・髄質様の細胞集団が認められ、胎齢 13 日目には皮質

様の領域と髄質様の領域に分化し、リンパ系前駆細胞の移住も認められる 27; 28。胸腺原

基の形成と皮質・髄質への分化はリンパ系前駆細胞非依存的であるが、T 細胞 29、
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recombination activating gene 230、T-cell-receptorα鎖 31 を欠損したマウスでは、皮質・

髄質は未形成となり、胸腺の皮質・髄質の発達と維持には、移住したリンパ系前駆細胞

とその成熟が必要となる。 

  

第五節 胸腺の組織学 

胸腺は、多様な分化段階の胸腺細胞とその分化を支持する胸腺ストローマ細胞からなる。

胸腺においてストローマ細胞は、胸腺皮質細胞、胸腺髄質細胞、樹状細胞、間葉系細胞、

血管内皮細胞、マクロファージ、B 細胞 32-35 などの細胞群である。組織学的には、胸腺

細胞が密集しヘマトキシリン・エオジン(Hematoxylin and eosin：HE）染色で濃染され

る皮質と、皮質と比較すると細胞密度が低く細胞質の多い上皮細胞が相対的に多いため

に淡染される髄質から成る。 

挿絵２ マウス胸腺のＨＥ染色 
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第六節 胸腺の免疫学的機能 

胸腺は T 細胞産生の場であり、免疫機能にとっては不可欠な臓器である 6; 7; 36。T 細胞

は、造血幹細胞由来の血球細胞であるが、骨髄以外に分化・成熟する器官として胸腺を

必須とする。成体期において、骨髄で産生されたＴ前駆細胞は、皮質髄質境界領域に豊

富に存在する血管を介して胸腺へと移入する 37-40。移入したＴ前駆細胞は、皮質内を被

膜下領域へ向かって移動し分化する 41-44。これらの細胞集団の中には、自己を認識でき

ない細胞や自己を攻撃する細胞が含まれるため、これらの細胞を排除して有用な細胞だ

けを選び分化させる機構が存在する。胸腺皮質上皮細胞に提示された自己のペプチドと

主要組織適合性複合体との相互作用を介して、自己に対して低い親和性をもった細胞の

みが生存を保証するシグナルを受ける（正の選択）45; 46。生存した細胞は、髄質へと移

動する 47; 48。髄質では、胸腺髄質上皮細胞や樹状細胞、B 細胞に提示された自己のペプ

チドに対して高い親和性をもつ細胞がアポトーシスにより除去される（負の選択）33; 49。

特に、胸腺髄質上皮細胞と B 細胞では、自己免疫調節遺伝子（Autoimmune regulator 

gene：AIRE）により胸腺外の末梢にしか存在しない組織に特異的に発現される抗原を

提示し、自己寛容を確立させることができる。また、胸腺髄質は制御性 T 細胞の分化の

場として自己寛容に貢献する 50。こうして成熟した胸腺細胞は、胸腺から移出し 51 末梢

へと向かう。このように胸腺は微小環境を構築し、T 細胞と相互作用しながら分化・成

熟する。 
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第三章 質量分析法について 

第一節 概要 

質量分析は、物質を正電荷もしくは負電荷の状態とし、静電力により真空の装置内でそ

の質量を測定することにより、原子量／分子量、分子構造、濃度、存在形態などを明ら

かにすることができる分析法である。これは、ガス放電の研究から派生したためである。

この分野では、はじめに陽極線と陰極線が発見され、これを電場や磁場などで分離した

ことで、その正体が陽イオンと電子であることが判明した。その分析装置に度重なる技

術改良が重ねられ、現在では元素から高分子のタンパク質まで検出が可能である。同時

に多数の分析も可能なためメタロミクス、メタボロミクス、プロテオミクスに不可欠な

技術となり、様々な学術研究に貢献している重要な技術となっている。 

 

第二節 質量分析法の発明までの歴史 

質量分析は、真空放電現象を起源とする。真空放電現象とは、まず常圧の空気では非常

に絶縁性が高く、放電にいたるには数万 V の電圧が必要であるが、ガラス管の両端に

設置した電極に電圧をかけ、管内の空気を真空ポンプで抜いていくと、数千 V の電圧

で放電がおこる。17 世紀、トリチェリは、ガラス管の一端が閉じられたものを水銀で

満たし、開かれた一端を水銀中に浸しながら管を立てた。すると、管内の水銀は約 76cm

の高さで止まり、管の上部に水銀のない部分に真空が生じ 52; 53、この発見により水銀気
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圧計が発明され、水銀気圧計を振ると真空部に光が発する 54 ことも発見された。一方、

ゲーリケにより硫黄球を用いた起電機と真空ポンプが発明された 55。18 世紀、ホーク

スビーは、真空ポンプを改良して実現した中真空のガラス球と水銀を起電機に使用し、

摩擦電気を源として蛍光を観測した 56。19 世紀になり、ファラデーは真空放電に注目

し、グロー放電を発見した 57。その後プリュッカーは、卓越した真空技術とガラス細工

の技量をもつガイスラーに依頼し、様々なガスを封入した精巧なガラス放電真空管、ガ

イスラー管が作成され、磁石を近づけるとグロー放電の位置が移動することが報告され

た 58。ヒットルフは、真空度をさらに高くし、陰極とガラス管との間に物体を置いた。

すると、ガラス管の発する蛍光は、影を生じることを観察した 59; 60。陰極から出ている

放射線が蛍光の原因だと考えられ、ゴルドシュタインにより陰極線と命名された 61。ま

た、穴の開いた陰極のガス放電管で、陰極線と逆方向に進む陽極線が発見された 62。ウ

ィーンは、陽極線を質量電荷比に応じて分離させる装置を開発し、この光線は磁場によ

って偏向されることを示した 63。トムソンは、これに真空度を高めて写真板へ放物線状

に衝突させることで、20Ne と 22Ne の感光線がわずかに示された 64。アストンは、自身

の考案した光線を線状に集束できる収束型質量器により、強度、精度、分解能が向上し

たことで、安定元素が化学的手法で分離できず質量が異なる同位体になり得ることが初

めて証明された 65。  
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第三節 質量分析器とイオン化の種類 

質量分析は、イオン化した物質の運動を測定しているため、イオン運動の分離様式とイ

オン化の技術開発が重要である。 

主な質量分離部については、初期は磁場セクター型、現在までにポールによる四重極

（Quadrupole：Q）型とイオントラップ 66（Ion Trap：IT）型、スティーブンスによる

飛行時間（Time of Flight：TOF）67 型、マーシャルによるフーリエ変換イオンサイクロ

トロン共鳴型 68、マカロフによるオービトラップ 69 が開発されている。磁場型セクター

型はイオン化部から導入されたイオンを加速器で電圧により加速し、磁場および電場に

より褶曲させイオンの運動量として質量分離する様式である。Q 型と IT 型は、高周波

電圧を印加した 4 本の電極内にイオンを通し、目的とするイオンのみを通過させ、電極

のトラップ内に保持し、電位を変化させることで選択的にイオンを放出することで分離

を行う様式である。TOF 型は、加速器でパルス状に加速したイオンが検出器まで飛行

するのに要した時間を計測する様式である。フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴型

は、磁場中でイオンを回転運動させ極板間に発生した周期的に変動する誘導電流を測定

する様式である。オービトラップは、紡錘型の電極とハウジングにより構成され、イオ

ンを中心の紡錘型電極で周回させ、同時に紡錘型電極の長軸方向に往復運動することで

発生した誘導電流を測定する様式である。 

主なイオン化技術は、現在までにデンプスターによる電子イオン化法 70、フィールドと
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マンソンによる化学イオン化法 71、バーバーによる高速原子衝撃法 72、田中とヒレンカ

ンプ・カラスによるマトリックス支援レーザー脱離イオン化法 73; 74（Matrix Assisted 

Laser Desorption/Ionization：MALDI）、フェンによるエレクトロスプレーイオン化法

75、リードによる誘導結合プラズマ法 76 である。電子イオン化法は、試料に熱したフィ

ラメントから放出される熱電子を衝突させる方法、化学イオン化法は、電子イオン化法

でガスをイオン化し試料分子との間で電荷交換反応を起こす方法、高速原子衝撃法は試

料をマトリックスに混ぜ高速で中性原子を衝突させる方法、MALDI 法は試料をマトリ

ックス中に混ぜて結晶を作りレーザーを照射する方法、エレクトロスプレーイオン化法

は、溶媒に溶かした試料をキャピラリーに導入・噴霧し、帯電液滴を形成させ、溶媒分

子を蒸発させることで液滴表面の電荷が表面張力に勝ることで液滴が分裂し、これを繰

り返されることで最終的にイオンを生成する方法である。誘導結合プラズマ法は、気体

に高電圧をかけプラズマ化させた後、高周波数の変動磁場によりプラズマ内部に渦電流の

熱を発生させることによって発生する高温のプラズマを利用する方法である。 

対象の試料に対して質量分析を行うには、これら多種多様な質量分析器とイオン化法を

選択しなければならない。対象試料に対して、不適切なイオン化法を選択してしまうと、

試料分子は検出されない。数多くの質量分析器とイオン化法から測定対象に適する手法

を選択することは、現状では指針といえるものはなく、実験を行う者の経験に依存して
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いる状況がある。 

挿絵 3 MALDI 型質量分析法におけるイオン化の原理 

 

第四節 イメージング質量分析法 

イメージング質量分析 (Mass Spectrometry Imaging; MSI) 法は、近年の質量分析技術

とバイオインフォマティクス手法の進展に伴って有効となった手法である 77。MSI の原

理は、まず組織切片を作製し、イオン化補助剤であるマトリックスを塗布する。マトリ

ックスが塗布された試料スライドを質量分析器に導入する。その試料上へ直接レーザー

を照射する。照射された領域に存在する物質がイオン化し、質量分離し検出器に到達す

ることで、マススペクトラム、つまり、質量電荷比の算出と信号強度の測定を行うこと

ができる。これを走査状に繰り返すと、試料上全体のマススペクトルを取得できるため、

そのマススペクトルから、イオン強度を強弱として物質の局在を可視化する。そのため、

抗体のようなラベルは必要とせず、同一切片で一度に多数の物質を可視化できる。加え
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て、限局または特定の領域に局在する物質を探索することも可能である。 

 

挿絵４ iMScope (島津製作所)のプロトタイプ器 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

14 

 

第四章 胸腺の疾患 

第一節 胸腺種と自己免疫性疾患 

胸腺腫は、胸腺上皮に由来する腫瘍のうち細胞異型のないものである 78。胸腺腫には自

己免疫性疾患が合併することが知られており、重症筋無力症（Myasthenia gravis：MG）、

赤芽球癆、低ガンマグロブリン血症を併発していることがある。MG は、血清抗アセチ

ルコリン受容体αサブユニット抗体 79 により引き起こされると考えられ、外眼筋，眼球

筋等の易疲労性や筋力の低下を主訴とする疾患 80 で、胸腺種の症例の約 23～32.8％81-83

に併発している。赤芽球癆は、正球性正色素性貧血と網赤血球の著減および骨髄赤芽球

の著減を特徴とする疾患 84 で、胸腺種の症例の約 0.7～2.6％81-83 に併発している。また

赤芽球癆患者の 50％は、胸腺腫を併発している 85。低ガンマグロブリン血症は、血清

IgG が年齢相応に不足している疾患であり、胸腺種の症例の約 0.2～0.65％81-83 に併発

している。 

 

第二節 胸腺摘出術 

1899 年、MG 患者の剖検で胸腺腫が見つかり、胸腺との関連の可能性が最初に指摘さ

れた 86。胸腺摘出術は歴史的に行われ、1911 年に非胸腺腫 MG 患者に対して胸腺摘出

を行い MG 症状が改善 87 した一例が報告された。1940 年には胸腺腫併発 MG 患者にお

いても同様な報告 88 がされた。MG 患者における胸腺摘出術は経験的に適用されてきた

経緯があるため、2016 年に非胸腺腫 MG 患者に対する胸腺摘出術の効果に関するラン
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ダム化比較試験の結果が報告され、胸腺摘出術は MG の臨床症状を改善する 89 とされ

た。ただ MG 改善のメカニズムの根拠はなく、胸腺における T 細胞と B 細胞、負の選

択、AIRE の関与が可能性として提示 90-97 されているが、未だ明らかではない。しかし、

MG 発症のメカニズムの解明や治療の標的として、胸腺は少なくとも重要な臓器である

と考えられる。 

 

第三節 ステロイド 

重症筋無力症は自己免疫疾患のため薬物治療は、免疫調節療法つまりステロイドが基本

98; 99 となり、70～80％の改善 100 がみられる。また胸腺摘出術の後、その効果が現れる

までに 6 カ月から数年を要する 101; 102 とされるため、軽症の場合は術前にステロイド

は導入されない。これは、MG のリスクを軽減し、投与量及び期間の短縮にもつながる。

ただ MG の完全寛解率は低く 103-106、多くは長期的でほぼ生涯にわたる 107。またステロ

イドはその使用量や使用期間により異なるが、その副作用は高率かつ易感染性、創傷治

癒遅延、糖尿病、高脂血症、消化性潰瘍など多様である 108。 

 

第四節 デキサメタゾン 

デキサメタゾン（Dexamethasone：DEX）は、ステロイドの合成薬の一つで、抗炎症作

用、免疫抑制作用の目的で使用される。DEX は未熟な T 細胞にアポトーシスを誘導す

る。胸腺においては、TCRαβ鎖の再構成と爆発的な細胞増殖を経て分化した
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CD4+CD8+ダブルポジティブ（DP）細胞、自己抗原に強く反応する細胞が除去され生

き残り CD4+CD8-シングルポジティブ（CD4-SP）細胞と CD4-CD8+シングルポジテ

ィブ（CD8-SP）細胞へと分化した細胞群が存在する。3 種の未熟な T 細胞に対する DEX

の作用は、in vitro では３種の細胞群に対してそれぞれ 20％以上のアポトーシス誘導作

用を示すが、in vivo において２種の SP 細胞はアポトーシスが誘導されず、DP 細胞で

は変わらず 20％以上のアポトーシス誘導作用を示す 109。胸腺における DEX の作用は、

in vitro ではなく in vivo での研究を求められる。 
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第五章 統計解析 

MSI の 1 点のピクセルデータは、物質の質量、局在、イオン強度の情報となり、それが

数万点以上合わさる。同一切片で一度に多数の物質を可視化できることで探索的分析に

特に適しているがゆえに、高次元的な膨大なデータセットが得られるため、自動化され

た計算分析が不可欠である。人がこの膨大なデータデットを容易に解釈するために、デ

ータの傾向を抽出するための次元削減手法の必要性が高まっている 110。主成分分析

（Principal component analysis：PCA）に代表される次元削減手法は線形アプローチで

あるが、変数間に線形関係が存在することを前提としているため、多くの生物学的モデ

ルは本質的に非線形であり、その場合において低次元表現は得られない 111; 112。t-

distributed stochastic neighbor embedding（t-SNE）に代表される次元削減手法は非線

形アプローチで、MSI データセットに有用であると示されているが、重み付け行列の計

算に時間（409×404 ピクセルとビンサイズ 7036、または 8Gb サイズのデータセット

の場合、20 時間）を要する 113。近年、リーマン多様体推定とファジー位相空間理論を

利用した次元削減法である UMAP（Uniform Manifold Approximation and Projection）

が提案され 112; 114、t-SNE と比べて解析時間が短く MSI データの分類が明瞭であるこ

とが期待できる。 
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挿絵 5 次元削減法の概念図 
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第六章 全身イメージング質量分析法の確立 

マウスにおいて、サイズの異なる胸腺の相対的な深度一致を図るため、フィルムを用い

る従来法である川本法 3 に依らず、独自の直接切片作製の技術を確立し、１個体あたり

12 m ごとに 400 枚以上の胸部横断面マップを作製し、マウス胸腺を中心とした胸部

組織アトラスを作製した。以降の二次元の組織切片を対象とする MSI における群間比

較では、相対的な深度一致が求められるため、このアトラスの三次元空間情報は必須と

なる。 

 

第一節 方法 

動物 

動物実験は、同志社大学動物実験委員会の審査を受け同動物実験指針に則り施行した。

実験には、4 週齢雌性 ICR マウス 115（体重 18～20 g：清水実験材料）を用いた。5 mg/kg

の DEX109（MP Biomedicals, France）を 1 匹に腹腔内投与し、コントロール（control 

対照：CON）として生理食塩水を 3 匹に腹腔内投与した。投与 12 時間後 116 にイソフ

ルラン（Mylan）による安楽死を確認後、液体窒素で急速凍結を行った。 

 

組織標本作製 

凍結マウスをクリオスタット内に 10 分静置した後、頭部と下半身を切断し、これを胸

部組織ブロックとした。胸部組織ブロックをステージに固定し、クライオスタット 
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(Leica CM3050)で 12 μm 厚の凍結切片を作製した(庫内温度－22 ℃以下：、試料台温

度：－20℃以上)。切片は、頸部から薄切していき、胸腺上部が確認された深度から連

続切片を作製した。全ての標本の HE 染色を行った。 

 

HE 染色 

標本を、PBS を溶媒とする 4％ PFA (Wako)に 30 分間浸漬して、流水で 5 分間洗浄

した。その後、Ｈematoxylin (CERTISTAIN)に 5 分間浸漬して、同様に 5 分間洗浄し

た。HCl (Wako)を 1％含む 70% Ｅthanol で 2 秒間分別し，5 分間水洗して、さらに

eosin (Wako)に 20 秒間浸漬し、Ethanol で 10 分間脱水後、Xylene (JUNSEI)で 10 分

間透徹を行った。封入には、Malinol (JUNSEI)と Xylene の混合液を用いた。TUNEL 染

色は、Guava TUNEL キット（Merck MILLIPORE）を用い、キット添付のプロトコル

にしたがって行った。プレパラートを NanoZoomer 2.0 HT（浜松ホトニクス）で 40 倍

の倍率でスキャンし、NDP.view2 ソフトウェアプログラム（浜松ホトニクス）を使用

して観察した。 image J ソフトウェア（NIH、http：//imagej.nih.gov/ij/）を用いて、

HE 染色画像をグレースケール（8 ビットタイプ）に変換し、白黒にしきい値処理し、

２値化した。 

 

第二節 結果・考察 

DEX 投与マウスと CON マウスの間で同等深度の組織切片を得るために、CON マウス
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の胸部組織の連続切片を取得した（補足データ 1～60）。その中から、4 つの深度を図

1Ai-iv に示した。頸部の主要な動脈（図 1B・C）に着目し頭部から順に、i)腕頭動脈・

左鎖骨下動脈・左頚動脈、ii) 腕頭動脈・左鎖骨下動脈・左頚動脈合流部、iii)大動脈弓

上部、iv) 大動脈弓下部の胸部組織切片 HE 染色像を図 1D に示した。図 1C および図

D の＃に示すように内胸動脈から胸腺に分岐する動脈（補足資料 1#）が観察できた。

またこの＃動脈は、大動脈弓上部から下部にかけて観察できる深度であった。詳細を補

足データに示した。胸腺への脈管は、胸腺左右の陥入部（補足データ 141～233）から

流出入することが観察された。その深度では、大動脈弓（補足データ 196～204）が観

察された。よって、サイズの異なる胸腺にて同等の深度の組織切片を得るために、大動

脈弓と＃動脈が観察できる深度を指標とした。図 2A には、組織学および MSI の双方で

用いたマウス胸部組織切片で、骨髄、胸腺、リンパ節、骨格筋、食道、気管、肺、脊髄、

脂肪組織、動静脈血管、および血液などの複数の臓器が含まれた（補足資料 2-3）。この

胸部組織に関して、リンパ器官である胸腺はヘマトキシリンによって比較的強いコント

ラストで染色された（図 2B）。DEX 投与の 12 時間後、特に胸腺の皮質で HE の染色性

が薄れていた。これは、大量のアポトーシス細胞死が起こっていると考えられ、隣接切

片の TUNEL 染色像（図 2Ｂe-h）にて、明瞭に反映されていた。この結果は、in vivo に

おいて DEX に感受性のある DP 細胞 109 は皮質に存在している 117 ため、アポトーシス

を誘導されると皮質にその現象が顕在化したものと考えられる。HE 染色の顕微鏡画像
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を 2 値化（図 2Bi-l）した結果、CON マウス胸腺の皮質と髄質が明瞭に観察されたが、

皮質髄質境界領域（cortico-medulla junction：CMJ）は、DEX 投与マウス胸腺の 3 番目

の区画として現れていた（図 2Bj および l）。しかしながら CON マウス胸腺における

CMJ は HE 染色やその 2 値化画像から判断するのは困難であった。 
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第七章 デキサメタゾン投与における胸部組織におけるイメージング質量分析 

アポトーシスを受ける細胞は、ATP を初めとした代謝物質が放出されていることが報

告 118 されており、マクロファージの動員を誘発する ATP や UTP などを放出する 119 と

考えられている。また DEX 投与により血中 120、心臓、肝臓、骨格筋でヌクレオチド代

謝が変化する 121; 122 という報告がある。このことから DEX 投与による in vivo 胸腺にお

けるヌクレオチド代謝物質の局在とその変化は、治療予後効果や副作用のマーカーとし

て重要な知見となる。さらに胸腺では微小環境を初めとして局所で様々な生命現象が起

こっている 123。本研究では、DEX 投与によるヌクレオチド代謝物質の変動を捉えるた

め、胸部組織における MSI を行った。DEX は多様な薬理作用と副作用を示すため、組

織切片は胸腺組織だけでなく他の組織も俯瞰できる胸部組織切片は有効な手法である。

よって先行して行った群間での空間的な深度を可能な限り一致させるため、胸部組織の

連続切片のアトラス情報を利用して組織切片を作製した。最後に、UMAP を用いて得

られた MSI データの次元削減を行い、正常および DEX 投与胸腺組織におけるヌクレオ

チド代謝物質の局在を明らかにした。 

 

第一節 方法 

動物 

動物実験は、同志社大学動物実験委員会の審査を受け同動物実験指針に則り施行した。

実験には、4 週齢雌性 ICR マウス（体重 18～20 g：清水実験材料）を用いた 115。5 mg/kg
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の DEX（MP Biomedicals, France）109 を 4 匹に腹腔内投与し、コントロールとして生

理食塩水を 4 匹に腹腔内投与した。投与 12 時間後にイソフルラン(Mylan)による安楽

死を確認後、液体窒素で急速凍結を行った。実験まで凍結保存はせず、連続して以下の

測定まで実験を行った。 

 

組織標本作製 

凍結マウスをクリオスタット内に 10 分静置した後、頭部と下半身を切断し、これを胸

部組織ブロックとした。胸部組織ブロックをステージに固定し、クライオスタット 

(Leica CM3050)で 12 μm 厚の新鮮凍結切片を作製した (庫内温度－22 ℃以下：、試

料台温度：－20℃以上)。切片は、頸部から薄切していき、脈管流出入部が確認された

深度から切片を作製した。MSI 用に透明伝導性コートを施した ITO (indium-tin-oxide)

スライドグラス (Bruker Daltonics)に融解接着させ、シリカゲル（Wako）20 g を底に

敷き詰めた 50 ml チューブへ入れ、マトリックス塗布までクライオスタット内で静置し

た。また HE 染色、TUNEL 染色のために、MSI 切片の隣接切片も作製した。 

 

マトリックス・キャリブレーション溶液の調製 

9-AA (9-aminoacridine)124-131 は、フェムトモルオーダーの検出限界と定量的かつヌクレ

オチド物質をはじめとした多数の代謝物質に対してイオン化を補助する。9-AA とキャ



   

 

25 

 

リブレーション用に DHB (2,5-Dihydroxybenzoic Acid)を調製した。これらは組織の固

定とマトリックス溶解のために 70% Methanol を溶媒として用いた。また内部標準とし

てＮaptalam (Wako)132 を溶解させた。 

 

70% Methanol+naptalam                

Methanol (Wako)                            7 ml 

Water                                       3 ml 

Ｎaptalam                         1 μl  

 

9-AA 溶液                                        

9-Aminoacridine for synthesis（Merck）        40 mg 

70% Methanol                                10 ml  

 

DHB 溶液                                        

2,5-Dihydroxybenzoic Acid (Wako)             10 mg 

70% Methanol                                 1 ml 

 

MSI 測定 

クリオスタットからスライドの入ったチューブを取り出し、スライド表面が結露し物質

の位置情報が失われないよう、蓋のみを開けたチューブごと真空乾燥させた。MSI 測定

には大気圧 MALDI-QIT-TOF-MS を搭載した質量顕微鏡 iMScope のプロトタイプ機

（島津製作所)を用いた。装置を制御する PC で MSI solution を起動させ、分析のアプ

リケーションを起動した。装置への装着前に、サンプルホルダに付着した埃をブロアで

飛ばした。装置の試料扉を開き、試料台にサンプルホルダを装着した。試料台奥と左の

当たり面に確実にサンプルホルダが押し当てられているか、確認した。装置の試料扉を
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閉じて、サンプルホルダを装置にロードした。ウィザードに従って、サンプル ID や保

存先などのサンプル情報を入力した。マトリックス塗布前後の試料の位置を装置に登録

するため、ウィザードに従って位置合わせ情報を取得した。撮影条件の設定を行い、試

料プレートの全体像を撮影した。顕微鏡で試料を観察し、測定する領域を指定した。レ

ーザーの照射位置がずれないように、顕微鏡倍率 40 倍（40×）でピントが最良になる

高さに合わせ、試料の高さ調節を行った。撮影したい観察倍率にし、分析画像の撮影を

行った。同様にレーザー照射条件最適化のための画像も撮影した。 

サンプルホルダの金属部分にマトリックスがかからないよう、マトリックスを塗布しな

い部分にパラフィルムを巻き、調製した 9-AA 溶液をエアブラシ（Procon boy FWA 

Platinum）によるマトリックス溶液吹き付け法(スプレー法)により、1 cm2 に対し 300 

μl を塗布した。マトリックスの塗布は、試料表面に小さな結晶を均一に生成すること

が重要であるため、均一にエアブラシを用いて塗布した。塗布を行った後、パラフィル

ムをはがし、レーザー照準調整とキャリブレーションを行うために、試料プレートのマ

トリックスを塗布していない部分に DHB を 1 μl 滴下した。完全に乾いた事を確認し

たのち、試料観察時と同様に試料台にサンプルホルダを装着し、位置合わせを行った。

顕微鏡倍率 40×で、較正用サンプルの DHB の画像を撮影した。矩形で分析領域を指定

し、レーザーのパラメーターを照射径 0 、強度 20 に設定し、較正を開始した。ウィ

ザードに従って、レーザー照射位置を較正した。LCMS solution の再解析質量較正機能
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で、先ほど測定したデータを用い質量較正を行った。このデータを装置に反映させ、レ

ーザー照射条件の最適化を行った。レーザーの強度や照射径などの測定条件を設定後、

測定を開始した。また同様に任意の複数点にて MS/MS を行い（補足表１）、分子の割

り当てを行った。 

 

MS 測定条件           

イオン種： 負イオン 

測定範囲： m/z 250～900  

積算回数： 1 回/pixel 

サンプル電圧： 3.00 kV 

検出器電圧： 2.10 kV 

MS 段数： 1       MS/MS の場合の MS 段数： ２ 

 

レーザー照射条件        

照射回数：100 shot 

繰り返し周波数：1000 Hz 

照射径： 4  (50 μm) 

レーザー強度： 60        
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ＨＥ染色 

標本を、PBS を溶媒とする 4％ PFA に 30 分間浸漬して、流水で 5 分間洗浄した。そ

の後、ヘマトキシリンに 5 分間浸漬して、同様に 5 分間洗浄した。HCl を 1％含む 70% 

Ethanol で 2 秒間分別し，5 分間水洗して、さらに Eosin (Wako)に 20 秒間浸漬し、

Ethanol で 10 分間脱水後、Xylene で 10 分間透徹を行った。封入には、Malinol と Xylene

の混合液を用いた。プレパラートを NanoZoomer 2.0 HT（浜松ホトニクス）で 40 倍の

倍率でスキャンし、NDP.view2 ソフトウェアプログラム（浜松ホトニクス）を使用し

て観察した。 

 

データ解析 

得られた MSI データをソフトウェア IMAGEREVEAL MS(島津製作所)を用いて解析を

行った。ピークは信号強度の降順から 3000 本選択し、画像構築を行った。また、

HMDB133 (http://www.hmdb.ca/spectra/ms/search) 、 METLIN134; 135  

(https://metlin.scripps.edu)の代謝物質データベースを用いて、質量電荷比から 30 ppm

の許容誤差範囲内で、分子の割り当てを行った。特徴のある 300 枚の代謝物質像（本論

文に未掲載）を選出した。細胞のエネルギー充足の指標である EC（Energy Charge）は、

[(ATP) + 0.5 (ADP)]/ [(ATP) + (ADP) + (AMP)]の定義式 136 により算出し画像化し

た。 
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第二節 結果・考察 

HE 染色前の新鮮凍結切片に対して質量顕微鏡を用いて MSI 分析を行い、良好なマス

スペクトラムを取得することに成功した（図 3A）。9-AA をマトリックスとして使用し

て図 3B・C に示すようにプリンやピリミジンおよび 2,3-ビスホスホグリセレート（bis-

phosphoglycerate：BPG）の代謝物質を画像化した。 2,3-BPG は赤血球に存在するこ

とからその局在は血液領域を示す。一方、UDP-glucose と UDP-HexNAc は胸腺皮質、

骨髄、リンパ組織、脂肪組織で強く検出された。これは、2,3-BPG と共局在する代謝物

が主に液性因子であり、UDP- glucose と UDP-HexNAc は、器官や組織の細胞内代謝

状態を表していることを意味する。UDP-HexNAc は UDP-GlcNAc と質量数が同じで

ある。UDP-GlcNAc は、これを基質とする O-GlcNAc トランスフェラーゼを介してタ

ンパク質を O-GlcNAc 化し、免疫細胞で重要な役割を示す物質であるが、胸腺におい

てはクローン増殖と DN から DP に分化するための必須の物質 137 である。この２つの

現象は皮質で行われている 117。DEX 投与マウスと CON マウスの間でこれら代謝物に

由来するイオンの分布と強度をヒートマップで可視化したところ胸腺組織における皮

質・髄質間での濃度勾配に影響は認められなかった（図３Ｂ）。 

図 3C では、DEX 投与および CON マウスにおけるヌクレオチド代謝物質のイメージン

グ像を示した。驚いたことに、ATP は、死後の変化に伴って減衰することなく、この急

速凍結プロトコルで可視化することに成功した。これは、従来の方法と比較して、サン
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プルの収集と凍結にかかる時間を短縮する全身イメージング技術の優位性 138 がある。

ATP は、アポトーシスを引き起こす細胞から放出される find-me シグナルとして報告

119 され、CON では皮質に局在し、DEX 投与ではその局在は髄質と逆転していた。本

来、胸腺では 95％の胸腺細胞が死に至るにもかかわらず CON の TUNEL 染色は DEX

投与に比して陰性である（図 2B）が、これはアポトーシスを引き起こす細胞のクリア

ランスが良く保たれているためと考えられる。 

代謝物質局在の検出は、プローブを用いて、かつ、閉鎖的な細胞内環境のみの条件で限

定的に使用されるが、開放環境の細胞外ではプローブや検出対象の代謝物質は拡散し、

その局在検出は困難である。MSI では血液領域内での代謝物質の局在は検出可能であ

った。血管内 ATP レベルが胸腺に並置された大動脈と静脈の局在に示されているのと

同じ範囲にとどまっていると仮定すると、皮質と髄質の間のこれらのヌクレオチドの分

布は DEX 投与によって逆転した結果となった。 ATP と ADP、AMP は、大動脈と静

脈内で検出された唯一のヌクレオチドであった。対照的に、他のすべてのヌクレオチド

である UMP と UDP、UTP、GMP、GDP、GTP、dTMP、dTDP、dTTP、CMP、

CDP、CTP（補足資料 4-5）は血液領域内で検出されなかった。この血液領域内の MSI

結果は、アポトーシス細胞が特定の代謝物を”good-bye signal”として放出するセクレト

ームとして炎症を積極的に調節するという最初に報告された概念 118 を支持するとすれ

ば、胸部組織などの全身組織を作製し MSI を適用した本プロトコルは、ATP と ADP
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などを含めたこれらの血液循環中のセクレトームを捉えることができる唯一の重要な

ツールになると考えられる。 

対照マウスにおける IMP の局在（補足資料 6）は、それぞれ ATP、ADP と相補的な局

在であった。また DEX 投与マウスでは対照マウスに比して筋組織と胸腺皮質をはじめ

として IMP は胸部組織全体的に蓄積した局在であった。さらに図 4 に示すように、Ｅ

Ｃは、DEX 投与により全体として減少する傾向を示し、胸腺皮質では、DEX 投与後に

減少し、髄質では、一部に不均一な EC 分布が認められた。これらの局在とその変動は、

ある種の病態下でプリン合成の代謝カスケードにおける IMP の蓄積異常が ATP 消費・

再合成の不均衡を反映するという報告 139 を支持するような結果となった。 

挿絵 6 IMP と ATP/ADP の負相関（文献 139 から抜粋・改変） 
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一方で、IMP の代謝酵素である IMP デヒドロゲナーゼは、アデニンおよびグアニンヌ

クレオチドの de novo 合成経路の分岐点に位置し、IMP からのグアニンヌクレオチド

の合成に関与する。リンパ球は、de novo 合成に依存している 140。DEX 投与による IMP

デヒドロゲナーゼと IMP の局在変動はさらなる検討が必要であるが、IMP デヒドロゲ

ナーゼは新型コロナウイルスの非構造タンパク（non-structural protein-14）と相互作用

することが判明 141 しており、DEX は呼吸補助を必要とする COVID-19 患者の 28 日死亡

率を低下させる報告 142 がある。 
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第八章 イメージング質量分析プロファイルの統計解析 

第一節 方法 

データ解析 

得られた MSI データをソフトウェア IMAGEREVEAL MS(島津製作所)を用いて解析を

行った。ピークは信号強度の降順から 3000 本選択し、画像化を行った。また、HMDB133 

(http://www.hmdb.ca/spectra/ms/search) 、 METLIN134; 135  

(https://metlin.scripps.edu)の代謝物質データベースを用いて、質量電荷比から 30 ppm

の許容誤差範囲内で、分子の割り当てを行った。胸部組織の各臓器に特徴的に分布する

MS イメージを抽出するために、関心領域（Region of interest：ROI）を各領域に設定

し、それぞれの ROI の平均スペクトラムを算出し、主成分分析を行った。また ROI を

指定せず、segmentation（k-means）と UMAP と呼ばれる統計解析を行った。 

 

第二節 結果・考察 

測定後 HE 染色像から各組織構造を ROI で設定（補足資料 7a）し、主成分分析を行っ

た結果、PC（Principal Component）1 vs PC4 の成分（補足資料 7b）で各組織の MSI

プロファイルを分ける（補足資料 7c）ことができ、各々の代謝物質（ｍ/ｚ）の主成分

負荷量（補足資料 7d）を示した。各組織の MSI プロファイルは類別することができて

いるが、主観的な ROI を基にした MSI プロファイルを類別するため、k-means 分析と
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UMAP 分析を用いて、取得したデータに基づいて統計解析を行った。UMAP は電子ネ

ット上にその解析手法の原理が公開 114 されているため、この原理を適用した。また主

観的な ROI は選択せず先入観なしにそのデータセットの特徴を類別化できる手法であ

る。図 5A では、2 つの解析計算手法により、胸部組織を表した詳細な代謝クラスター

が証明された。また DEX 投与マウスにおいても同様であった。どちらの解析手法でも、

血管内クラスターは、IMAGEREVEAL で生成された k-means マップの赤色と UMAP

の水色で示されているのと同じカテゴリに分類された。これらは、上述した主成分分析

（PCA）でも一致していた（補足資料 7a）。 DEX 投与マウス胸腺の皮質に見られる大

規模なアポトーシスは、IMAGEREVEAL で生成された k-means マップでは紫色（図 5A 

d）に分類され、UMAP では灰色（図 5A b）に分類された。どちらの手法もマウスの胸

部におけるアポトーシス関連の代謝が、DEX 投与によって皮質とは異なっていたとい

う考えができる。UMAP の高度な計算により 82 のクラスター（未掲載）を類別化でき、

脊髄（図 5B）は白質（桃色）と灰白質（黄色）でバタフライ構造が明確に区別された。

さらに、灰白質の 3 番目の区画は、図 5B の桃色の区画に混ざり合っていた。これは、

灰白質の前角と後角の介在ニューロンの核の分布の非常に類似したパターンであった。

この計算を胸腺に適用することで、CON マウス胸腺の代謝プロファイルを 1）胸腺皮

質と一致する最も外側のプロファイル（赤）、2）CMJ（青）と呼ばれることが多い皮質

髄質境界領域と外側の髄質のプロファイル、および 3）内側の髄質（紫色）のプロファ
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イルに分割することに成功した（図 5C）。興味深いことに、DEX 投与で TUNEL 染色

陽性であったクラスターは、CON マウス胸腺ではほとんどが胸腺外で、緑色で表され

る代謝プロファイルであった（図 5Ｃ）。最も重要なことは、CON マウス胸腺の代謝の

観点から CMJ を分類することに成功したことである。前章の正常なマウス胸腺におい

て、HE 染色と TUNEL 染色では CMJ の判別は困難であった。もう一つのポイントは、

胸腺髄質の代謝の不均一性が最初に現在の技術で視覚化され、それが DEX 投与によっ

て強く影響されることを発見したということである。注目すべきことに、正常なマウス

の皮質胸腺の代謝プロファイルは、図 5C の赤色で示されている独特の分子プロファイ

ルを持っており、これは主に DEX 投与胸腺皮質で消失し、髄質の背側（図 5 e）にシフ

トした。正常なマウス胸腺髄質では、メタボロミクスの不均一性が CMJ の 2 つの層と

最も内側の髄質に観察された（図６A）。 DEX 投与では、正常な胸腺の CMJ（青）と

最も内側の髄質（紫）を表す代謝プロファイルが混ざり合っていた。これらの観察結果

は、DEX 投与前後の TUNEL 陽性細胞の組織学的所見（図 6B）と密接な関係があり、

各臓器の構造と分布に対応する代謝物の分布がクラスターマップとして視覚化された。

図 7 では、主に胸腺の皮質に描かれている DEX 投与で誘導された新規物質を示した。

MSI データプロファイルに基づいて多変量解析アルゴリズム（UMAP）を組み合わせ

た結果、DEX マウス胸腺において代謝物バイオマーカーの候補分子を見つけることが可

能であった。しかし、すべての代謝物質は現在のデータベースでは割り当てることがで
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きなかった。代謝物バイオマーカーの候補分子群の中で代表的な物質を図 7 に示した。

m/z  558.04（補足表 1 より ADP-ribose と推定）と m/z  579.03 は、両群ともに脂肪

組織に局在しているが、DEX 投与により胸腺皮質に局在が顕在化した（図７a, b, e, f）。

胸腺は加齢により脂肪変性することが知られている 143 ことから、DEX 投与により胸腺

と脂肪組織で共局在化することは興味深い結果である。m/z 625.16（図 7 c, g）は、CON

にて局在は捉えられないが、DEX 投与により胸腺皮質で特異的に顕在化した。m/z 

640.12（図 7 d, h）は、骨組織、気管軟骨組織に局在しているが、DEX 投与により胸腺

皮質に局在が顕在化した。これらの物質は、DEX 投与により増加する物質として考え

られる。以上の結果に代表されるような局在情報が有用な情報となるにはさらなる分析

が必要であるが、代謝物バイオマーカーの候補分子は、DEX 投与の全身的な影響を理解

するためのバイオマーカーとして利用できる可能性がある。ステロイドは多様な疾患で

使用されるが、特に MG と胸腺腫は、約 23～32.8％81-83 に併発されステロイドが有効な

治療選択肢の一つである。 

挿絵 7 ヒト胸腺の病理医によるスケッチの例（塩野裕之氏の好意による） 
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挿絵７に示すように、ヒト胸腺の病理組織像は、脂肪組織が豊富であることやマウス胸

腺にはなくヒト胸腺に特徴的なハッサル小体を含むことなどマウス胸腺のような充実

性の組織構築とは大きく異なっている。一方、ヒト胸腺腫の病理診断 144-147 において、

WHO 分類の B1/B2/B3 分類では観察者間の再現性は低いという報告 148 がある。した

がって、本研究で新たに探索した代謝物バイオマーカーの候補分子をバイオマーカーと

してヒト胸腺の病態解析に応用するためには、ヒトバイオプシー試料や術中迅速試料な

どを用いた質量分析解析を行い MG や胸腺腫などの胸腺病変の診断に適用し、外科的

もしくは内科的治療法の決定を支援する代謝物バイオマーカーの可能性を検証するこ

とが期待できる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

38 

 

第九章 結論 

胸腺種と重症筋無力症の病態理解や治療の標的として胸腺は重要である。また外科・内

科的治療において、ステロイド薬が選択される。そのステロイド薬の一つである DEX

は、胸腺に対して in vitro と in vivo で異なる作用を示し、ヌクレオチド代謝に影響を与

えている可能性がある。このことから DEX 投与による in vivo 胸腺におけるヌクレオ

チド代謝物質の局在とその変化は、重要な知見となる。本研究では、DEX 投与による

ヌクレオチド代謝物質の変動を多角的に捉えるため、胸部組織における MSI を行った。

また DEX は多様な薬理作用と副作用を示すため、組織切片は胸腺組織だけでなく他の

組織も俯瞰できる胸部組織切片を作製した。サンプル間での空間的な深度を可能な限り

同等にした上で、胸腺組織を中心とした胸部組織の MSI データを得ることに成功した。

MSI データを統計解析した結果、正常および DEX 投与マウス胸部組織において 82 の

代謝プロファイルを取得することができた。MSI の有用性は、従来からの、組織をホモ

ジナイズ・抽出・精製し情報を全て均一化させることはせずに、in vivo の状態を保ち測

定できる点にある。つまり、先入観をもって組織構造や病変部位など興味領域で変動す

る物質を明らかにするだけでなく、先入観なしに興味領域を問わずに局在する物質を捉

えることが可能になる点が MSI の有用性である。本研究では、その有用性を最大限活

かすため胸部組織を作製したことで多角的に情報を得ることが可能になり、UMAP と

いう統計解析手法を用いたことにより、予期しない情報までをも引き出すことに成功し
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た。これらすべての代謝プロファイルを基に MSI をヒト胸腺病変に適用することで、

ステロイド薬の影響や重症筋無力症・胸腺腫のヒト胸腺を診断し、画像誘導療法として

の MG の外科・内科的診断を支援することができる。 
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図説 

図 1 マウス胸腺を中心とした脈管構造 

（A）ICR マウスの頭頸部マクロ画像 

上半身の正中矢状断面 ：4 本の黄線は冠状断面の深度を示し、その HE 染色切片は以

下の図に i、ii、iii、iv として示した。  

（B）主要な動脈の模式図 

腹側からの模式図：*腕頭動脈、ǂ左総頸動脈、§左鎖骨下動脈、¶大動脈弓、＃内胸動

脈から胸腺に分岐する血管 

（C）胸腺周辺の動脈模式図 

左側からの模式図 

（D）マウス胸部の冠状断面の代表的な 4 つの深度 

MSI では、iii と iv の間の冠状断面にて行った。 

1 骨髄、2 胸腺、3 リンパ節、4 食道、5 気管、6 肺、7 脊髄 

 

図 2 CON と DEX 投与胸腺の組織学 

（A）MSI 測定後の胸部組織切片 HE 染色の光学画像 

左：CON、右：DEX 

1 骨髄、2 胸腺、3 リンパ節、4 食道、5 気管、6 肺、7 脊髄 
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（B）マウス胸腺切片の HE（a-ｄ）染色、TUNEL（e-ｈ）染色、HE 染色の二値化画

像（i-l） 

スケールバー; 2.5 mm（a、e）; 1 mm（b、f）; 500 μm（c、d、g、h） 

 c、d、g、h、k、l は、各々 a、b、e、f、i、j の拡大図  ¶大動脈弓 

 

図 3 マウス胸部組織 MSI 

（A）質量顕微鏡から負イオンモードで得られた CON 胸部組織の平均マススペクトル 

m/z 250 – 900 

文献 131 より注釈し代謝物質を示した。 

（B）2、3-BPG（b、f）、UDP-glucose（c、g）、UDP-HexNAc（d、h）の MSI 像 

a、b は、MSI 測定後のそれぞれ CON および DEX の HE 染色を示した。 

（C）プリンおよびピリミジン代謝物質の MSI 像 

a-c、g-i は CON、d-f、j-l は DEX 

a、d：UMP b、e：UDP c、f：UTP g、j：AMP h、k：ADP i、l：ATP 

 

図 4 マウス胸部組織 MSI より算出した EC 像 

[(ATP) + 0.5 (ADP)]/ [(ATP) + (ADP) + (AMP)]の定義式により算出し画像化した。

CON と DEX 投与マウスのカラースケールは、ともに 9.708～82.876％ 
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図 5 胸部組織 MSI データからのクラスターマップ 

（A）IMAGEREVEAL ソフトウェア UMAP（a、b）と k-means（c、d）のクラスター

マップ 

UMAP によって統計解析された結果の各クラスターは、RGB（赤、緑、青）を軸とし

て 3 次元空間に塗り分けて投影された（e）。 （e）で使用されている色は a、b と共通

である。 

（a、c）CON （b、d）DEX 

（B）脊髄の UMAP 代謝クラスター 

青（a、b）、桃（c、d）、黄（e、f） 

g（CON）、h（DEX）は、脊髄の HE 染色像で 3 つのクラスターマップとの重ね合わせ

画像 （a、c、e）CON （b、d、f）DEX 

（C）胸腺の UMAP 代謝クラスター 

代表的な 4 つのクラスターを緑（b）、赤（c）、青（d）、紫（e）として示した。 

a は、MSI 測定後のそれぞれ CON および DEX の HE 染色を示した。 

f は、MSI 測定後 HE 染色像と b-e の重ね合わせ画像を示した。 

 

図 6 UMAP 代謝クラスターと TUNEL 染色像 
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（A）UMAP 代謝プロファイル（a、b） CON：a  DEX：b 

（B）TUNEL 染色像 1-4 は図 6A の拡大領域を示した。CON：1、2  DEX：3、4  

1、3：骨髄、2：気管とリンパ節、 4：DEX 胸腺の皮質・髄質 

 

図 7 DEX 投与によりマウス胸腺組織に顕在化された MSI 像 

m/z 558.04 (a、e)、m / z 579.03（b、f）、m / z 625.16（c、g）、640.12（d、h） 

（a-d）：CON （e-h）：DEX 

 

補足資料 

補足資料 1 胸腺の脈管流出入部に着目したマウス胸腺冠状断面 HE 染色の連続切片 

＃内胸動脈から胸腺への分岐する血管 

 

補足資料 2 CON 胸部組織冠状断面切片の HE 染色像（1） 

2：骨髄と胸腺、3：内胸動脈から胸腺に分岐する血管、4：胸腺と大動脈と隣接する脂

肪組織、5：リンパ節。 6.骨髄の拡大図 

 

補足資料 3 DEX 胸部組織冠状断面切片の HE 染色像（1） 

2：骨髄と胸腺、3：内胸動脈から胸腺に分岐する血管、4：胸腺と大動脈と隣接する脂
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肪組織、5：リンパ節、 6.骨髄の拡大図 

 

補足資料 4 プリン代謝物質の MSI 像 

（a-c）CON  （d-f）DEX 

a、d：GMP 

b、e：GDP 

c、f：GTP 

 

補足資料 5 プリンおよびピリミジン代謝物質の MSI 像 

（a-c）および（g-i）：CON 

（d-f）および（j-l）：DEX 

dTMP: a、d dTDP: b、e dTTP: c、f CMP: g、j  CDP: h、k  CTP: i、l 

 

補足資料 6 プリン合成の中間代謝物であるイノシン一リン酸（IMP）と ATP/ADP の

MSI 画像 

（a、b）：CON（左） 

（c、d）：DEX（右） 

IMP: a、c  ATP/ADP: b、d 
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補足資料 7 主成分分析 

胸部組織切片の MSI データの分析では、HE 染色画像とイオン画像の重ね合わせ ROI

を選択した。 

ROI（a）：骨髄（緑）、胸腺皮質（赤）、胸腺髄質（シアン）、リンパ節（紫）、食道（オ

レンジ）、気管（ピンク）、脊髄（黄色）、脂肪組織（ターコイズ）と血（ローズ） 

寄与率（b）：6 つの主成分を示した。 

スコアプロット（c）：2 次元の 2 つの潜在変数（PC1：38.0％、PC4 のスコア：9.9％）

で、正常な 9 種類の組織間で良好なクラスタリングを達成できることを示した。 

ローディングプロット（d）：9 種類の組織を識別するための m/z 

 

補足資料 8  

各３個体の異なるマウスにおける MSI 測定後の UMAP 代謝クラスター 

各個体の皮質ならびに髄質の代謝クラスターを示した。 

 

補足表 代謝物質 MS/MS リスト 

プリン・ピリミジンをはじめとした代謝物質の MS/MS フラグメントピークの m/z 
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補足データ 

補足データ CON 胸部組織の HE 染色 連続切片 

左上→右上→左下→右下の順に、頭部から尾部へ 

右下の数字ページが進むごとに、頭部から尾部へ 

400 枚以上ある中から 240 枚を示した。 
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補足資料8

EXP-1 EXP-2 EXP-3



[M-H]−

(m/z)
化合物 フラグメントピーク MS/MS (m/z)

346.04 AMP 134.04 158.92 211.03 265.90 328.05 328.80

426.00 ADP 79.92 134.04 158.93 176.92 290.95 292.77 328.02 346.03

505.96 ATP 66.72 79.63 107.29 145.14 158.91 176.91 223.52 244.53 265.99 270.43 346.04 370.90 407.98 479.46 487.95

323.01 UMP 79.16 80.75 110.55 137.23 150.97 211.15 279.18 280.01 304.97

402.97 UDP 92.55 110.50 154.73 158.92 169.03 359.14 360.15 384.98

482.94 UTP 158.91 169.36 176.92 183.06 241.01 257.01 384.98 401.07 406.09 439.57 452.65 464.96

362.04 GMP 194.41 210.99 291.94 319.04 320.31 332.13 344.07

442.00 GDP 150.04 163.91 191.67 248.52 344.04 360.09 423.98

521.96 GTP 79.91 107.69 123.05 149.62 166.11 190.05 192.00 194.06 222.50 244.99 257.15 258.47 270.61 329.08 360.50 362.17 370.53 424.00 441.93 478.66 480.03 490.10 492.10

264.94 2.3-DPG 167.02 184.93 220.93

565.02 UDP-glu 179.03 241.02 305.02 314.04 321.14 384.96 402.00 402.82 445.19 522.17 547.05

606.05
UDP-

GlcNAc
58.91 282.03 305.02 331.04 362.02 384.97 402.99 561.06 563.27 564.11 588.15

558.04
ADP-
ribose

83.24 134.25 148.31 176.76 211.05 322.81 346.03 392.07 407.98 425.99 439.57 512.15 540.08 558.12
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補足データ 1

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (1) 胸部組織 (2)

胸部組織 (3) 胸部組織 (4)



補足データ 2

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (5) 胸部組織 (6)

胸部組織 (7) 胸部組織 (8)



補足データ 3

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (9) 胸部組織 (10)

胸部組織 (11) 胸部組織 (12)



補足データ 4

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (13) 胸部組織 (14)

胸部組織 (15) 胸部組織 (16)



補足データ 5

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (17) 胸部組織 (18)

胸部組織 (19) 胸部組織 (20)



補足データ 6

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (21) 胸部組織 (22)

胸部組織 (23) 胸部組織 (24)



補足データ 7

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (25) 胸部組織 (26)

胸部組織 (27) 胸部組織 (28)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (29) 胸部組織 (30)

胸部組織 (31) 胸部組織 (32)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (33) 胸部組織 (34)

胸部組織 (35) 胸部組織 (36)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (37) 胸部組織 (38)

胸部組織 (39) 胸部組織 (40)



補足データ 11

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (41) 胸部組織 (42)

胸部組織 (43) 胸部組織 (44)



補足データ 12

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (45) 胸部組織 (46)

胸部組織 (47) 胸部組織 (48)



補足データ 13

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (49) 胸部組織 (50)

胸部組織 (51) 胸部組織 (52)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (53) 胸部組織 (54)

胸部組織 (55) 胸部組織 (56)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (57) 胸部組織 (58)

胸部組織 (59) 胸部組織 (60)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (61) 胸部組織 (62)

胸部組織 (63) 胸部組織 (64)



補足データ 17

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (65) 胸部組織 (66)

胸部組織 (67) 胸部組織 (68)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (69) 胸部組織 (70)

胸部組織 (71) 胸部組織 (72)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (73) 胸部組織 (74)

胸部組織 (75) 胸部組織 (76)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (77) 胸部組織 (78)

胸部組織 (79) 胸部組織 (80)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (81) 胸部組織 (82)

胸部組織 (83) 胸部組織 (84)



補足データ 22

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (85) 胸部組織 (86)

胸部組織 (87) 胸部組織 (88)



補足データ 23

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (89) 胸部組織 (90)

胸部組織 (91) 胸部組織 (92)



補足データ 24

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (93) 胸部組織 (94)

胸部組織 (95) 胸部組織 (96)



補足データ 25

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (97) 胸部組織 (98)

胸部組織 (99) 胸部組織 (100)



補足データ 26

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (101) 胸部組織 (102)

胸部組織 (103) 胸部組織 (104)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (105) 胸部組織 (106)

胸部組織 (107) 胸部組織 (108)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (109) 胸部組織 (110)

胸部組織 (111) 胸部組織 (112)
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胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (113) 胸部組織 (114)

胸部組織 (115) 胸部組織 (116)



補足データ 30

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (117) 胸部組織 (118)

胸部組織 (119) 胸部組織 (120)



補足データ 31

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (121) 胸部組織 (122)

胸部組織 (123) 胸部組織 (124)



補足データ 32

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (125) 胸部組織 (126)

胸部組織 (127) 胸部組織 (128)



補足データ 33

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (129) 胸部組織 (130)

胸部組織 (131) 胸部組織 (132)



補足データ 34

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (133) 胸部組織 (134)

胸部組織 (135) 胸部組織 (136)



補足データ 35

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (137) 胸部組織 (138)

胸部組織 (139) 胸部組織 (140)



補足データ 36

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (141) 胸部組織 (142)

胸部組織 (143) 胸部組織 (144)



補足データ 37

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (145) 胸部組織 (146)

胸部組織 (147) 胸部組織 (148)



補足データ 38

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (149) 胸部組織 (150)

胸部組織 (151) 胸部組織 (152)



補足データ 39

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (153) 胸部組織 (154)

胸部組織 (155) 胸部組織 (156)



補足データ 40

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (157) 胸部組織 (158)

胸部組織 (159) 胸部組織 (160)



補足データ 41

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (161) 胸部組織 (162)

胸部組織 (163) 胸部組織 (164)



補足データ 42

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (165) 胸部組織 (166)

胸部組織 (167) 胸部組織 (168)



補足データ 43

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (169) 胸部組織 (170)

胸部組織 (171) 胸部組織 (172)



補足データ 44

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (173) 胸部組織 (174)

胸部組織 (175) 胸部組織 (176)



補足データ 45

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (177) 胸部組織 (178)

胸部組織 (179) 胸部組織 (180)



補足データ 46

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (181) 胸部組織 (182)

胸部組織 (183) 胸部組織 (184)



補足データ 47

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (185) 胸部組織 (186)

胸部組織 (187) 胸部組織 (188)



補足データ 48

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (189) 胸部組織 (190)

胸部組織 (191) 胸部組織 (192)



補足データ 49

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (193) 胸部組織 (194)

胸部組織 (195) 胸部組織 (196)



補足データ 50

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (197) 胸部組織 (198)

胸部組織 (199) 胸部組織 (200)



補足データ 51

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (201) 胸部組織 (202)

胸部組織 (203) 胸部組織 (204)



補足データ 52

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (205) 胸部組織 (206)

胸部組織 (207) 胸部組織 (208)



補足データ 53

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (209) 胸部組織 (210)

胸部組織 (211) 胸部組織 (212)



補足データ 54

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (213) 胸部組織 (214)

胸部組織 (215) 胸部組織 (216)



補足データ 55

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (217) 胸部組織 (218)

胸部組織 (219) 胸部組織 (220)



補足データ 56

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (221) 胸部組織 (222)

胸部組織 (223) 胸部組織 (224)



補足データ 57

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (225) 胸部組織 (226)

胸部組織 (227) 胸部組織 (228)



補足データ 58

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (229) 胸部組織 (230)

胸部組織 (231) 胸部組織 (232)



補足データ 59

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (233) 胸部組織 (234)

胸部組織 (235) 胸部組織 (236)



補足データ 60

胸部組織のHE染色 連続切片

胸部組織 (237) 胸部組織 (238)

胸部組織 (239) 胸部組織 (240)


