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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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