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	区分
	１．機器開発，２．がん，３．炎症・再生，４．脳機能，５．その他　
	登録(該当区分に○)
	１．分子イメージングコース
２．それ以外の分野
	主任教授氏名

研究許諾印
	　松浦栄次　印

	区分
(該当区分に○)
	Phase 0：　実現可能かどうかの提案，イメージング実験が可能かの研究相談，基礎的アプローチ．
Phase I：　Phaseゼロの具体性が出たイメージング準備研究．研究期間：1年～2年．PET使用含まず．
Phase II：　Phase Iを終え、成果の出始めた実現性の高いもの．PETなどの専門家の共同研究体制が確立している．研究期間：1年～2年．PET/SPECTの使用1～2回程度．

Phase III：Phase IIレベルを終え，具体的な合成行程を含めて完成度が高く，本格的研究に入っているもの．研究期間：1年～3年　PET/SPECT使用3回以上．

	プロジェクト名
	哺乳類および両生類を用いた新規虚血モデルの脳機能評価に関する研究

	利用予定の核種と動物(該当区分に○)
	動物
	1.マウス

2.ラット
3.ラビット

4．その他
	核種
	18F-FDG，15O,18F合成有，11C合成有，64Cu合成有，68Ga合成有，

89Zr合成有，SPECT核種既製品，SPECT核種合成有

	研究計画
	【目的】脳梗塞に代表される虚血性脳血管障害は本邦における死因のトップ３に入る。虚血性障害は、血管のある部位に梗塞が起きることでその下流の支配領域への血流が滞ることでおきる局所の乏血である。さらには原因である梗塞が除去された後に血流が再開通した場合でも、急激な血流回復による再灌流障害がおこることが知られている。

従来、虚血性疾患のモデルにおいて汎用される実験動物はマウス、ラット等の恒温動物が多く、塞栓を作成することで虚血状態を作り出す。これは実際に虚血性疾患を発症させるという意味でヒトでの病態に近いと言えるが、さまざまなステップを得て起きる虚血障害の最終結果を見ているに過ぎない。一方で、冬眠する動物であるカエルやカメは体温が環境温度に依存する外温動物であり、環境の温度によって、冬眠時には0-4度、活動時には20-25度と体温が大きく変化し、それに応じて、心拍数および一回心拍出量は低下し、各諸臓器への血流量は減少と増加を繰り返している。臓器単位では虚血と再灌流を繰り返していると考えられるが、冬眠動物は虚血障害も再灌流障害も起きない。このことから、冬眠を行う動物には虚血に対する何らかの防御機構が働いていると考えられる。

本研究では、一般的に用いられる哺乳動物（恒温動物）における虚血モデルと冬眠誘導した外温動物を用いた新規の虚血モデルを構築し、比較検討することで、モデルの検証と虚血障害の発症メカニズムの解明を非侵襲的なイメージング法を用いて行うことを目的とする。

【材料および方法】

・恒温動物を用いた脳虚血モデルの作成

脳梗塞モデルは、中大脳動脈梗塞（再灌流）モデル、photo-induced thrombosis法を用いた梗塞モデル、マイクロスフェア法を用いた遠隔塞栓モデルを作成する。動物はマウス、ラットを用いる。作製した障害領域は 2,3,5-トリフェニル- 8 -テトラゾリウム（TTC）染色を用いて評価する。
・外温動物を用いた脳虚血モデルの検討

冬眠動物を使用して虚血モデルを構築する場合、冬眠誘導が比較的簡便であることが必要条件であり、外温動物であるカメを第一選択として、環境温度の変化により虚血様状態を誘導する。麻酔方法、定量的解析のための動脈採血の方法など、一般的なマウス、ラットなどの実験動物で行われている手技を適応する検討を行う。推測される虚血防御の作用点を実験的に除去し、冬眠動物における障害誘導の有無を評価する。

・PETイメージングを用いた機能評価

上記のモデル動物においてPETを用いて機能評価を行う。15O標識ガス定常吸入（steady-state) 法をもちいて15O-CO2、15O-O2、15O-COガスを吸入させ撮像し、撮像中に2点動脈採血を行い、脳血流量（CBF）、脳酸素消費量（CMRO2）、脳酸素摂取率（CEF）を求める。18F-FDGを37-74MBq投与し、脳ブドウ糖消費量（CMRGlu）を測定する。血中放射能測定のために動脈採血を継時的に行い、血糖値はスキャン前と15分後に測定し、平均値を用いる。また動脈硬化病変等の虚血性脳血管障害に対する抗体を64Cuもしくは89Zr標識してイメージングすることも検討する。平成25年度は、恒温動物における脳梗塞モデル作成の検討および18F-FDGを用いたイメージングを実施し、今年度以降は変温動物におけるモデル検討と脳代謝測定を実施する予定ある。

	得られた成果
	恒温動物であるラットを用いて脳梗塞モデルの作成検討を行った。検討を行ったモデルは以下の2種類であり、左右の総頸動脈結紮と脱血による低血圧による前脳虚血モデルと自己血餅を用いた遠隔塞栓モデルの作成検討を行った。どちらの梗塞モデルにおいても、虚血前より50％以下の血流低下を認めたものを虚血作製成功とし、作成後に組織染色を施し虚血障害の確認を行った。
これらのうち、前脳虚血モデルを用いて正常ラットを対象とし、18F-FDGを37-74MBq投与し、脳ブドウ糖消費量（CMRGlu）を測定を行った。
さらに、15O標識ガスにおける脳機能測定のため、投与方法、撮像方法検討を行った。PETにおける測定に当たり、ラットに対し、50-100MBq/minで標識ガスを吸入させることが適当であり、標識ガス製造におけるサイクロトロン照射条件、キャリアガスの流量の検討を行い最適化を行った。また、ラットにおける15O標識ガスの吸入法として、1回換気量・換気回数、I/E比の検討を行い最適化をおこなった。さらに動脈血中の標識ガスの定量のために、ウェルカウンター、ドーズキャリブレーター、PETカメラのクロスキャリブレーションを行った。
外温動物を用いた脳虚血モデルの検討については学内申請をおこない、実施準備中である。
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【関連特許】
1. 松浦栄次、片平智禎、小池隆夫．酸化リポタンパク質の測定法及びその用途．米国特許5900359号、日本特許3370334号
2. 松浦栄次、小林和子．β2-グリコプロテインIに対するリガンド及びその用途．米国特許7160733号、日本特許4272518号． 
3. 松浦栄次．生体内の酸化LDL- β2-グリコプロテインI複合体の測定方法．日本特許3898680号、米国特許7455976号、欧州特許(英・独・仏) EP1548436号． 
4. 松浦栄次．酸化LDL-CRP複合体の測定方法及び測定キット．日本特許3898680号、米国特許7422864号、欧州（英・独・仏）EP1596198号． 　　
5. 松浦栄次、小島和夫．酸化LDL/ β2GPI複合体に対する抗体及びその用途．PCT/JP2009/054473号. 米国、カナダ、欧州、インド審査中.
6. 松浦栄次、公文裕巳、小島和夫.石灰化小球に対する抗体及びその用途．PCT/JP2009/054475号．米国特許13/000,325号、日本審査請求中．　　
7. 松浦栄次、公文裕巳、岸義郎、藤井康宏. メソセリン（MSLN）に対する抗体及びその用途．特願2009-287506、日本、米国、カナダ、欧州、中国、韓国、インド審査請求中．　
【受賞等】
平成5年度日本リウマチ学会・学会奨励賞、平成8年度秋山記念生命科学研究助成、平成8年度内藤医学研究振興財団研究助成、平成8年度日本リウマチ財団研究助成、平成14年度三共生命科学研究振興財団研究助成、平成21年度両備檉園記念財団研究助成.

	研究費の使途
	消耗品　実験動物　20千円、動物実験用器具・試薬等　321千円、旅費　　170千円

その他　OMIC施設利用費　　489千円　　計1000千円


· 研究業績については，論文名・著書名・著者名・学会誌名・巻（号）・最初と最後の頁・発表年（西暦）の各項目を記入してください。共同、共著の場合は全員を掲載順に記入し、研究組織メンバーに下線を付してください。In pressとなったもの以上を記入してください。

· 研究費の使途については内容を簡潔に記入してください。
· この様式のスペースの調整は構いませんが，全体で２ページに収まるように記入ください。
· 本報告書は，データファイルをメールで，森 泉 <hotetsu1@md.okayama-u.ac.jp>までお送りください。
（様式２）








