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Adenoviral　 GDNF　 gene　 transfer　 enhances　 neurofunctional　 recovery　 after　recurrent

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　laryngeal　 nerve　 injury

　　　　　　　　　　　 (反回神経陳害 ラッ トへのアデ ノウイルスベ クター を用いた

　　　　　　　　　　　　　GDNF遺 伝子導入 による喉頭機能回復効果の検討)

内容の要旨

荒　木

　反回神経障害に起因する音声障省や嚥下困難、暇嚥性肺炎など

は、]fti:/2QOL低 下をきたす。反回神経再支配による動的な声帯再

運励化は.神 経損侮後の筋萎籟や運動ニューロンの脱落.神 経過誤

支配など様々な周題により困難な場合が多い。一方、神経保頴作用

や神経再生作用を有†る様々な神経栄餐因子が発見され.神 経障害

治療への期待が寄せられている。中でもGDNFIはUI　VIVOやYI　VIVOにお

いて運動神経に対し強力な作用を有することが示されている。近年

drug　delivery　Systemとしての遣伝子治療を用い.　DNA　 .入により仲経

栄養因子を発現させ、一度のベクター投与で畏期聞、一定レベルの

栄農因子を供給する治療の研究が行われている。ラット反回神経挫

誠モデルにおけるアデノウイルスを用いた6DNF遺 伝子導入による

紳経機能の回複効果を検討した。

　 i2週齢SDラ ッ トの左反回坤経挫滅部へのベクター直接注入法にて

遣伝子を導入した。冶齪遺伝子としてヒトGDNF　cDNAあ るいはレ

ポーター迫伝子としてβ響』a伽si曲c遍伝子を揮入した非増慰型アデ

ノウイルスベクター(順 にAxCMGDNF.　 AxCALacZ》 を作成し、ま

ず神経へのベクター注入による運肋神経核(疑 核)へ の外来遺伝子

導入の可否を検討した。続いて治療遺伝子(GDNFJ導 入による神

経搬能回m効 果について、神経伝導速魔ならびに声帯可動性の回復

を検討し、機能回復の襲付けとなる反回神経の形態学的検肘も行っ

た。

　疑核における遭伝子発喫は、AxCAIacZtE入 ラットではX・g朗紐織

染色にて、AxCAhGDNF注 入ラットではRFPCR法 およびGDNF免 疫

組織染色により確闘した。続いてAKCAhGDNF注 入による神経機能

回復効果を神経伝導速度にて検肘したところ、2週 後 ・4田後とも

i-Control81(嶋A厩 注入または挫滅のみ)と 比鮫 し、統計学的

に有意な改善を認めた。また声帯可動性も2週 後 ・4週 筏ともに

ComralAk(AxCALecZ注 入および挫滅のみ)と 比較 し、競計学的に

有意な改善を認めた。2週 後のAxCMGDNF注 入ラットおよび神経

挫滅 ラッ トの反回神経切断面の鮪素径を比鮫 した ところ、

AxCAhGDNF注 入ラットで径の太い幅索を多く認める傾向を示 し、

平均値において統計学的有童差を認めた。

　鰯AhGDNFの 注入後、逆行性帖累輸送により疑核でGDNF遺 債子

が発環、神経軸索の保履 ・再生効果を認めた。軸索再生により神経

伝導速度は改善し、声帯可動性の早期回筏を導き.障 害の長期化に

伴う喰馴筋の萎縮や疑核運動神隆の脱落、運動神経軸索の変性、神

経筋按合郎の脱落などを防ぎ.良 好な喉頭機値の維持が期待され

た。将来的に、反回神経瞳省に対しGDNF遺 伝子導入によ7,神 経

機能改替を目指した治療を行える可能性が示唆された。

幸 仁

論文審査の要旨

　反回紳経障害に対する理想的な治療は声帯再運動化であるが、再

生不良や過誤支配などの問題によn,十 分な効果は期待できないの

が現状である。そこで本研究では反回神経挫滅障害ラットに対し.

非増殖型アデノウイルスベクター注入法を用いたヒト夢田㏄旧me-

derivcd　ncumtrophic　factor(hGDNFJ遺 伝子導入による神経援能回復

効果について検肘した。まずX・8朗酵素組織染色、GDNFに 対するR'「・

PCR、　GDNF免 疫染色にて疑核での外来遺伝子の発現をbGi68　L,反

回神経伝導蓬度測定、声帯可動性観察、および反回神経鯨索径測定

にて機能を評価した。その結果、反回神経伝導速度および声帯可動

性の回復促進を認め、hGDNF避 伝子導入による機能回復効果が示さ

れた。

　審査においては,ま ずアデノウイルスペクター注入による発現期

間、hGDNFの 疑核における発現の強度および経時的変化について質

悶された。本実験では経時的な検肘は行っていないが、他の報告か

ら発現のピークは1週 間後、一度の投与で4週 岡樫度の持続的効果

を期待できると回答した。また、GDNFIi白 の直按投与との効果の

違いについて.一 度の投与で長期間の効果が期待できる点で、遺伝

子導入の方が効率的と考えられると回答した。疑核におけるhGDNF

発現確隠法での妓術的問題点の指摘があり.ウ イルス由来であるか

検肘が必要であるとの指撫があった。続いてウイルス以外のm伝 子

導入法についての質間があり、ウイルスの副作用などの問題もあ

り、現在非ウイルスベクターを高率に導入 ・発現させる技術につい

ても検肘中であると回答した。また.挫 滅モデルの妥当性について
の質問があり、同一検者が同一手技で行うことで一定性は保たれる

と回答した。挫滅後の注入時期、注入部位の違いによる効果の違い

についての質問では、臨床応用の場合隙害直後のみでなく障害発症

後時間が経過後でも効果が期待できるのか、検尉すべき課題である

とされた.障 害蔀位への注入による導入効率向上.障81ffiUY1;1外へ

の追加障害を加えない、またシiワ ン細胞などへの感染による局所

での効果も期待される点から挫滅部への注入は妥当との指摘もあっ

た。また他のベクターや神経栄費因子での検肘の必要性も指嫡され

た。本実験結果が示したhGDNFの 効果が、神経の再生を梶した結果

か、神経障害を軽旗した結果であるのか、また作用機序が不明であ

りewocrine,　peracrineどちらが作用したか等についてレセプターの発

現などを検討し、効果発璽のメカニズムの解明が今後の臨廉応用に

は不可欠であるとの意見が述べられた。

　以上のように,今 後さらに鹸肘を加えるぺき点が多く残されてい
るものの、反回沖経麻庫に対する新しい治繰法を確立するための重

婆な研究であり,神 経機能騨価という臨床的にも価値ある有意義な

研究であると評価された。
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