平成２５年度　特別経費(プロジェクト分)　概算要求事業　学内公募報告書
「分子イメージング・マイクロドーズ（第０相）臨床試験体制を擁する分子標的治療研究・教育拠点の構築」事業
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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
	自己抗体による中枢神経障害：機能抗体の局在解明を目指したPETによる萌芽的研究

	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
	核種
	18F-FDG･18F製造有，11C製造有，64Cu製造有，68Ga製造有，

89Zr合成有，SPECT核種既製品，SPECT核種製造有,

15O2および15CO2製造有

	研究計画
	【目的】全身性自己免疫疾患（全身性エリテマトーデス（SLE）、抗リン脂質抗体症候群（APS）など）では、重篤な神経・精神症状が認められる。これら症状発症の機序は未だ不明であるが、脳組織に特異的、あるいは、非特異的な幾つかの自己抗体が集積し脳機能障害をもたらすことが、神経・精神症状の発現に深く関与していると考えている。本研究では、抗体の関与する神経・精神自己免疫疾患のメカニズムを解析する目的で、脳機能解析のためのPETイメージング、神経薬理、病理学的技術の開発のための萌芽研究を実施する。また、現在、APS患者血清中に出現し、動脈血栓（動脈硬化）を誘導する抗β2-グリコプロテインI（β2GPI）抗体を用いた動脈硬化性疾患のイメージング診断システムを開発中であるが、脳内梗塞部（動脈硬化巣）への分布に関しては未だ解析を行っていない。本研究で、合わせて、脳梗塞を発症する自然発症APSモデルマウスあるいは実験的梗塞モデルラットにおける抗2GPI抗体の脳内分布についても解析する。これらの研究の中、平成25年度は、神経・精神症状を呈する抗体1種に対するイメージングと梗塞モデル作成を実施し、今年度以降は残りの抗体の精査および、動脈硬化、脳梗塞モデルでの実験を実施する予定ある（研究期間は、3年程度の予定）。
【材料および方法】

　抗体による神経・精神症状誘発：1）神経精神ループス（NPSLE）モデル：抗リボソーム-P抗体を正常マウスの側脳室に投与し、鬱様行動を誘導するかどうか解析する。選択的に大脳辺縁系が染色され、海馬ミクログリアが活性化するかどうかを判定する。2）投与した16/6抗体（抗DNAイディオタイプ抗体）が正常マウスの大脳皮質組織に結合し認知障害を引き起こすかどうか判定する。3)APS-CNS（中枢神経）モデル:APS患者血清から精製した自己抗体を正常マウス脳内に投与することで多動と認知障害を引き起こすかどうか判定する。

　方法：抗リボソーム-P抗体、抗リン脂質抗体、抗16/6抗体、そして、それらの対照抗体としてマウスあるいはヒトIgG抗体を調製し、ナイーブ（正常）マウスの脳室内に注射（受動移入）、あるいは、末梢（皮下）に注射した後、脳・血液関門をLPS投与等により一時的に開放する。その後、認知試験、行動試験、運動試験を行う。炎症および神経変性は脳組織の免疫染色で評価する。一方で、64Cuあるいは89Zr標識したイメージング有効濃度量の各種抗体を投与後、非侵襲的かつリアルタイムにin vivo PET/CTイメージングを行い、経時的に抗体の体内、特に脳内分布を解析し、抗体結合部位とその挙動を経時的に探索する。

　抗体による脳梗塞・動脈硬化巣部位の可視化：NZW x BXSB F1マウス（脳梗塞、心筋梗塞発症APS自然発症モデルマウス）に、64Cuあるいは89Zr標識した抗2GPI抗体のイメージング有効濃度量を静脈内投与し、脳内の動脈硬化巣（あるいは梗塞病巣）をイメージングする。脳虚血に関しては、15O標識ガス定常吸入（steady-state）法で、脳血流量、脳酸素消費量、脳酸素摂取率を求める。また、18F–FDGを投与し、投与直後から1時間程度ダイナミックスキャンを実施し、コンパートメントモデル解析により脳ブドウ糖消費量を測定する。　なお、中大脳動脈梗塞（再灌流）モデル、photo-induced thrombosis法を用いた脳梗塞モデル、マイクロスフェア法を用いた遠隔脳塞栓モデルを用い、同様の脳代謝研究の実験系を確立する。

	得られた成果
	神経・精神症状誘発する抗体の生体分布の検討では64Cuで標識した抗リボソーム-P抗体を用いてPETカメラで観察した。側脳室投与群においては、0-48時間の間に投与した標識抗体の大部分が頭蓋内に認められ、脳室からのクリアランスが観察できた。さらに、PETイメージング後に脳組織における局在箇所を確認することができた。また、LPS投与により血液脳関門を脆弱化したマウスにおいても同様に64Cuで標識した抗体を静脈内投与し、頭蓋内への移行性を観察した。
また、脳梗塞・動脈硬化巣部位の可視化の研究においては、ラットを用いた脳虚血モデルにおいて、15O－CO2を100MBq/分で20分間、連続的に吸入させ脳血流量の測定を行い、正常ラットと比較することで血流量の低下を虚血病変部として可視化する検討を行った。本年度サイクロトイン、PETを4回使用。

	本プロジェクトに関連した研究業績，知財，受賞等
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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】　・試薬等（一般生化学試薬、抗体調製のための培養器具、精製器具等）ｘ１式＝　180 万円

・実験動物購入費（30匹）、および、動物実験用器具・試薬類（１式）＝　　　　50 万円

【旅費】 　　・研究指導者（1名）（研究協力者招聘旅費：イスラエルー岡山往復）＝  　　　40 万円

　　　　　　（脳内投与、中枢薬理研究に熟知した研究協力者から技術指導を受けるための派遣費）

【その他】・動物飼育料、RI管理区域使用料、および、OMIC施設利用（PET 4回利用）＝　　　 130 万円

                                                                 　　 　　　　 総計　400 万円


· 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）








