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Evaluation of ath即osclerotic lesions using d血and mann皿-dextran-coated

USPIO: MRI analysis and pathological findings

(デキストラン被覆微小超常礎性酸化鉄粒子及びマンJtJデ軸トラン被額微小超常磁性酸

化鉄粒子を用いた動脈硬化病変の評価:核磁気共鳴画像及び組織学的評価)

研究の日的:動脈硬化症は愈性冠症候群や脳血管陣容の原因となり、これらの発症に強く関連する不安定な動脈

硬化病変を事前に検出して玲廉を始めることがま掛こなる。粒子轟が50nm未済の微小趨常磁性酸化鉄粒子

(UsPIO=Ultras皿all superparama印etic iron血de)は肝や牌の単核食細胞系に罷蝕され難く、血中滞留時間

が長い。その為、リンパ節や動脈耐ヒ病巣のマクロファージにも分布し、内陸狭窄をきたす前の早期動脈硬化病

変の画像静断において有用性が注目されている。我々は通常酸化鉄粒子のコア鞍の周りを被覆しているデキスト

ランに、マンナンを潮田、加魚合成した酸化鉄粒子に着目した。動脈硬化病巣のM2マクロファージはmannose

receptorを弟執しており由ouhlel et al., Cel王Mぬb. 2007; 6也):137・143,本文参考文献2臥マンナン添加により

病巣のマクロフi-ジ-の取り込み増加の可能性が期待された.本研究の日的結頚骨のヂキストラン棚USPIO

(D-USPIO)とマンナンヂキストラン被覆USPIO (DM・USPIO)を用いてウサギの動脈硬化病変への取り込み

を加及び組織学的に比較検討することである。

方法:月齢9-12カ月の12羽の動脈碩化ウサギ(WHHLMI)を用い. 2羽を相席とし、 10羽に微小超常故地酸化

鉄粒子を投与した。 (D・及びDM-UPSIO投与群、それぞれ5羽)投与量は①0.08mol/kg、 ⑧0.4皿血Ol蝕g、 ⑧

0.8mmOL血gとする。 (①◎各1羽、 ③各3羽) ③群は投与5日後にinvivo漁影MRAを施行。 ①～⑧群全て投

与5日後に犠牲死させ、大動脈を掃乱摘出積木にてinvitroMRI撮影を施行した。また、 ◎群では一定量(300

M g)の胸部下部大動脈標本を用いて、 NMR測定を行い、鉄含有丑を定量した。 In vivo及びin vitro画胞解析は

冠状断の異なる8スライスにおいて、 3X20pixelの関心額域を設定し、 SNRを各3ヶ所ずつ湘定し、平均を算出

した。組給学的評価においては、酸化鉄の局在の確醇にはベルリンブルー地色を、マクロファージの同定には免

疫組掛ヒ学染色収AMU)を用いて鉄染色陰性部位と免疫組織化学漁色陰性部位を対比した。定量評価では胸部下

部大動脈標本を200倍、 1視野におけるベルリンプ/U一染色陽性叫を画像解析ソフトI皿age-Pro Plusにて解

析。 1凍寒につき3視野で測定し、平均値を算出した。また、マウスマクロファージ細胞株(J774.1)用いて一

定時間、一定量のD・及びDM-USPIOと反応させ、取り込みを比較した。統計学的解析にはStude血t's t-testを

用い、 P催0.05以下を統計学的有意差とした。

(備考) 1.論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、 2千字

種度でタイプ等で印字すること。　　　　'

2. ※印の欄には青己入しないこと。
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結果: In vivo造影MRAで血管壁のSNRはD・及びDM・USPIO投与前後の比故ではいずれも投与後有意に低下

していた。 z粒子間の比較では、 DM-USPIOで投与前後のSNRは有意に多(低下していた。 (わく0.05) In vitro

血管蝶本h旺旺では、 D・及びDM-USPIO投与群で血管壁の信号は低く、その信号は投与量に比例して低下してい

た。対照ウサギの血管は酸化鉄投与群に比べて高い倍号を呈していた。投与量③で、標本血管壁のSNRは

M-USPIO投与群でD-USPIO投阜群と比較して低値を呈す傾向にあった。 (pくO.x)投与量⑧では、標本血管壁の

sNRはDM-USPIO投与群で有意に低値を示した。 (p<0.05)投与量①では、 2種の製剤間で有意差はみられなかっ

た。 (PXU)ベルリンブルー染色標本ではいずれの製剤投与群も動脈硬化病変部に鉄の取り込みが親窮された。対

照ウサギの血管では、鉄の取り込みは組めなかった。鉄の取り込みは投与量に比例して増加していた。欽染色陽

性部位とマクロファージ免疫染色陽性部位は一致していた。鉄陽性面積の定量評価では、いずれの投与量も

DM-USPIO投与群の鉄陽性両横が有意に高値を呈した。 (p<0.05)投与量③群で、一定容量の頓本血管内の鉄含

有量をNMRで測定し比較したところ、'2租の製剤間で有意差は提められなかった。 JT74.1鰭養細胞内の鉄取り

込み量を比較したところ、 DM-USHO投与群で有意に高値を呈した。 (p<0.05)

考療:我々の研究では、 WI王HLウサギにおいて、 D・及びDM-USPIOはいずれも動脈硬化血管壁のマクロファー

ジに食食され、 Tl強嗣グラジェントエコー像において血管壁の借骨低下所見を呈した。これらの鉄剤投与前の血

管は平滑で、狭窄なく動脈酎ヒ病変の描出は困難であった。 USPIOを使用し、同様の実験を行った既存の論文

佃迫eh血et象JL, Circulation. 2OOIJ 103(3):415-4鴫本文参考文献5)で坤鉄粒子は活動性会食細胞内に観轟され、非

静動性の泡沫細胞には静められなかゥたことが電子顕微鏡で確欝されている。これらの結果からD・及び

DM-USPIOは狭窄を来す前の精勤性動脈硬化病変の珍断において、有用であると考えられる。ま挺、スタチンな

どの動脈硬化拾廉薬の効果判定においても有用性が期待される。マンナンを付加したナノ粒子はマクロファージ

や樹状細胞を標的とした様々な乗物タ-ゲテイング目的で研究されている。動脈硬化病変においてもM2マクロ

ファージがⅡはmose receptorを発現しており(Boublel et aL, Cell Metab. 2007; 6(妙137-143,本文参考文献

26)、 DM-USPIOはD-USPIOより選択的に動脈硬化病変に分布すると仮定した。本研究の組織学的評価では、

ウサギの血管の動脈酎ヒ病変においてDM-USP工0はD-USPIOに比べより多く取り込まれ.皿でもより強い

偉号低下が観察された。辞合マンナンの安定性や適性投阜量については更なる研究が必要であるがDM・及び

D-USPIOの取り込みにおいての蓋は結合マンナンに起因すると考える。

結論:ウサギの動脈硬化血管壁に取り込まれたD・及びDM-USPIOは血管倍骨低下を引き起こした。本研究の画

像及び粗放学的評価では、 DM-USPIOはD-USPIOよりウサギの動脈硬化血管壁に多く取り込まれており、動脈

硬化の静断においてより優れていると考える。
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輪文事査番長

(学位輪文審査の結果の要旨) (明朝体1 1ポイント、 60 0字以内で作成のこと。 )

微小避常確性体酸化鉄(Ultrasraall Superparamagnetic iron oxide tUSPIO)は動脈硬化病変に

集穣するマクロファージ(Mォ)を可視化するNR造影剤としての有用性が期待されている。ま
た、動脈硬化巣では、肌のみならず、 M2的への分化や、肥h軸由来のマンノースレセプタ
ーの芳魂が報告されている。本論文では、従来のデキストラン被覆USP王0 (D-USPIO)にマンナ
ンを導入したマンナン・ヂキストラン被覆USPIO (伽卜USPIO)を合成し、ウサギの動脈硬化病
変-の取り込みをh瓜工及び組線学的に比較検討し、以下の点を明らかにした。

1)か及び馴SPIO投阜5日後に血管壁のm vivo及びin vitro MRIを行ったところ、製

剤投与前後での信号雑音比(SNR)の差においてDM-USPIO投与群でより大きな変化が見ら
れた。

2 )大動脈標本のベルリンブルー染色による鉄陽性面積は、 ,伽卜USPIO投阜群で有意に高値を
呈した。

3 ) MRI及び組識学的評価からDIHJSPIOは従来のDIJSPIOに比べて、動脈硬化病変でより優
れた静断能を有する可能性が示唆された。

本翰文は、動脈硬化症の珍断、拾療効果の判定に有用なh択造影剤について新しい知見を与え
たものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け合格したので、博士(歯学)め
学位静文に値するものと嘗められた。

(総字数　598字)

(平成　25年　2月1日)


