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アデ ノウイルスベ クター を用 いた疑核へ のGDNF遣 伝子導 入 に よる

　　　　　　　　　　　運動 ニ ュー ロン脱落 防止効 果の検 討

内容の要旨

齋　藤

　反回神経麻痺患者は、履声、嚥下障書、呼吸困難 といった症状 に

悩 まされる。現状では静的衛1帰 位 を変える術式が、k体で、これは

発声、嚥 ド、呼吸すぺての機能を理想的に回俊 させる術式 とはいえ

ない。声帯の再運動化ができれば問題を解決できると考えられるが、

神経吻合術は術後の声門閉鎖筋 と開大筋の過誤支配などの問題のた

め安定 した術式とは認められていない。声帯再運動化が成功 してい

ない原isの 一つ として疑板運動ニューロンの脱落が関与していると

考えられる。本研究では葬増殖型アデノウイルスペ クターを用いて

神経栄養因子の.一つであるglinl　cell　line・derive)neuro巳rophic　facmr

(GDNF)遺 伝 子を迷走神経損悔後の疑核に樽人し、その効果につい

て検討 した。さらに、孤傷された運動ニューロンで誘導されるnitric

oxide　synlMlase(NOS)お よび、神経損傷後速やかに免疫反応性が減

弱するcholine　acciyluansferase(ChNT)に 関 してもGDNF遺 伝 子導入

の効果を検討した。

　 12週齢の　Sprague　Daw巳eyラ ッ トの左迷走神経を頸静脈孔にて抜

去 して疑核 運動 ニュ ーロ ン脱 落誘 発モ デ ル を作 製 し、 ヒ ト

GDNF¢DNAあ るいはp・g曲αosidase遺1云子を縄み込んだ非増殖型組み

換えアデノウイルスベクター(順 にAzCAhGDNF、 　AxCALac2)お よ

びphosphate　 buffered　saline(PBS)を 頸 静脈孔 よ 「,投与 した。

AaCALacZ投 与群では、　X・gal酵素組織染色により処置側疑核運動二

9.ロ ンが明賦にラベルされた。AxCAhGDNF投 与群では、同　 :1

一 ロンがGDNF免 疫染色で明瞭に染色され、　RT-PCR/:よ り処置側脳

幹組繊からヒトGDNF　 mRNAの 発現を恩めた。処齪後2週 と4週 の

時点で脳幹パラフィン切片に トルイジンブルー染色を行い、左右の

疑核運動ニューロンを茸定 して検討したところ、2週 、4週 とも、

触CAhGDNF投 与群では他の二偉に比べ、有意に運動ニューロンの

脱落が防止されていた。 さらにAKCAhGDNF投 与により、処置側疑

核でのNOS活 性誘導の抑制、　ChAT免 艇反応性の改錘を認めた。

　本研究によ1)、 非増殖型アデノウイルスペクターを用い、迷走神

経抜去断端から逆行性軸盗輸送にのせて、疑核に遺伝子を導入、発

現 させることがuJ能 であることが示された。またAxCA6GDNFの 投

与には、迷走神経抜去による疑核運動ニューロンの脱蕩を防止 し.

保趣する効果があることが示された。将来的に、迷走神経 ・反回神

経が損傷 された症例に対 して遺伝子導入を行い、疑核運動ニューロ

ンの脱滞を防止する治療を行えるようになる可能性が示唆 された。

康　一　郎

論文審査の要旨

　cntai・ 迷 走神経揖伽後の疑核運動ニューロンの脱落は、反回

神繰麻痺治療として理想的な声帝の再運動化不賎功の原槻の一つと

考えられる。そこで本研究ではラット迷走神経抜去による疑核運動

二J一 ロン脱落誘発モデルを用い、非増殖型アデノウ ィルスベクタ

ーによるglial　cell　line-derived　neumUOphic　 I諭clor(CDNF)遺 伝 チ導人

の運動ニコ.一ロン脱落防止効果を検討 した。方法として、X-ga巳酵 素

組織染L,GDNF及 びChATに 対 する免疫染色、　hGDNFIL#$#るRT・

PCR,疑 核 運動二-_ロ ンの算定及びNADPH　 di4phora5e酵 素紐繊梨

色を用いた。その結果、GDNF遺 伝 子の疑核への選択的導入による

疑核運動ニューロンの脱落防止 ・保護効果を認めた。

　審査では、まずアデ ノウイルスーGDNF系 の選択について、神経

系への導入効率が高いAAVベ クターや、運動_i一 ロンに対する神

経保謳効果が高いHGFの 利lpも 、今後は検討 していく必要性がある

と助言があった。また、蛋白の直媛投}で も投与法によっては有効

であるとコメントされた。さらに、GDNFの レセプターに対するAQ

解 を問われ、疑核を含む運動神経核で胎生期に発現 し、頗i馳i神経核

でも檸経損悔後に誘導されるGDNF・ α及びRCIの 関与が推測 されると

回答 した。これに対 し、GDNFの レセプター としてNCAMも 働 いて

いること、疑核でのこれらレセプターの誘導及びGDNFの 作 用機序

に関しても今後は研究を進める必要性があると指摘があった。また、

X・gal酵素組織染色附性細胞の翻合について質問がなされた。今回は

導入効率の詐細な検討は行わなかったが、発現 したGDNFIiam{krinc

だけでなくPa【attincでも奏功すると考えられ、また細胞数としての

導入効率だけでな く、プロモーターの強 さなど総合的 に効果 を高め

る研究を進める必要があると回答 した。 ウイルス排除の反応の有黛

についての質問に対 しては、少な くとも4週 まで トルイジンブルー

染色による切片を検討 した結果では、明 らかな炎症細胞浸潤や脳軟

化の所見は膨めなかったと回答 した。これに対 し、臨床応用に際 し

ては7(kti:Yイ ン トであf,、 今後琵期的にも詐細な検討が必妾であ

ろうとコメントされた。また、本モデルの反回神経麻痺モデルとし

ての安当性が問わh,反 回神経麻矩の病態 とは異なるが、本研究で

は確実な脱落を誘発するため神経抜去モデルを用いたと回答 した。

また、A後 さらに艮期的に、強力に効架を期asで きる方法について

問わit,ベ クターのquar_け で な く、免疫抑制剤のflF用や 襖数の

ncurotrophic　faaarの 同時導入など横討 していく必要幡があろうと回

答した。

　以上、本研究はti1後改 善、遣加すべ き点があるものの、反回神経

麻痺に対する新 しい治療法を確立するための垂要な研究であ り、臨

床的にも価飢ある優れた研究 と評価された.
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