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Adenoviral　 gene　 transfer　 of　BDNF　 and　 GDNF　 synergistically　 prevent　 motoneuron

　　　　　　　　　　　　　　　　　 loss　in　the　nucleus　 ambiguus

　　　　　　　　　(アデ ノウイルスベクターを用いたBDNFとGDNF遺 伝子導入による

　　　　　　　　　　　　 相乗的 な疑核運動ニューロン脱落防止効果の検討)

茂　呂 和　久

内容の要旨

　喉頭麻卑は、悪性腫瘍に対する頭頸部手術の隙に、迷走神経ある

いは反回神経の損傷の結果生 じる。このよ うな術後に、筋萎縮、神

経終板および神経線維の変性 ・再生不良、疑核における運動神経細

胞の脱落 といった問題が生じ、片側反回神経麻嬢患者は、声門閉鎖

不全に起因する瞑嚥や嚥下障害や吸声などの症状に悩まされる。片

側反回神経麻庫に対する外科的治療では、再神経支配 を目的とした

術式を除き、声帯注入術 ・甲状軟骨形成術 ・披裂軟骨内転術など、

どれも声帯を静的に内転させる術式であり、神経学的に声帯運動の

回復を目的 とはしていない.再 神経支配を目的 とした術式では、神

経損傷後の筋萎爲や疑核運動神経細胞の脱落、神経吻合後における

声門閉鎖筋 と開大筋の過瞑支配、あるいは吻合後のモーターユニ ッ

ト減少など搬々な問題があり、思わしい結果に至っておらず、未だ

喉頭の動きを回俊 させる安走 した術式としては腿められていない。

　我々は既に反回神経麻庫における大きな問題点である疑核運動神

経細胞脱落に対する遺伝子治療に関して、成体ラット迷走神経抜去

モデルを用いGDNF遣 伝子導入による疑核運動神経細胞脱落防止効

果を証明 した。本研究では同モデルを用いBDNF遺 伝子as入 も しく

はBDNF及 びGDNF遺 伝 子の同時導入による疑核運動神経細胞脱落防

止効果について検討 した。

　 BDNF及 びGDNF遺 伝子を搭載 したアデノウイルスベクターは成体

ラット迷走神経抜去モデルにおいて、処置側のみ免疫組織染色にて

発現が確認された。また、処置側の疑核を含んだ脳幹において導入

遺伝子由来mRNAの 発 現を確隠 した。コン トロール群 と比較 し、

BDNFも しくはGDNF遺 伝子を導入 した群では明らかな疑核運動神経

細胞脱落防止効果を認めた.両 暑ではGDNF遺 伝子を導入 した群よ

りBDNF遺 伝 子を導入 した群の方がより強い疑核運動神経細胞脱藩

防止効果を認めた。 さらに、BDNF及 びGDNF遺 伝子を同時導入 した

群で檀乗的な効果が認められ、BDNF及 びGDNF遺 伝子 どちらか一方

を導入 した群 と比較 して、強力な疑核運動神経細胞脱落防止効果を

認めた。

　また、損傷された迷走神経運動神経細胞に対tる 神経栄養因子の

遺伝子導入の効果を検証するために、nitric　oxide　synNsse(NOS)活

性の変化についても検討 した。NOS$性 は傷害された神経細胞にお

いて誘導される。HDNFも しくはGDNf遺 伝 子を導入 した群において

{t,コ ン トa一 ル群に比較 しNOS活 性が抑制された。 このようなア

デノウイルスベクターを用いたBDNFとGDNF遺 伝子導入は、迷走神

経あるいは反回神経の損傷に際 して、臨床的に運動神経細胞脱落防

止効果を期待した応用が可能であることが示 された。

論文蕃査の要旨

　損傷神経の再生を目的 とした反回神経に対する試み として、アデ
ノウイルスベクターを用いた遺伝子導入により運動神経細胞の脱落

防止効果を検肘 した.反 回神経損{鋳によh.声 門閉鎖不全をきたす

患者は誤嚥や嚥下障害、吸声などの症状に悩まされ続ける。近年、

再神経支配を目的とした術式の綴告があるが、神経損傷後の筋萎縮

や疑核運動神経細胞の脱落、神経吻含後における声円閉鎖筋と囲大

筋の過眠支配、あるいは吻合後のモーター_=ッ ト減少などの嬢々

な問題があ り、喉頭運動を回復させ る安定 した術式としては認めら

れていない。本研究では、成体ラ ット迷走神経抜去モデル を用い

BDNF遺 伝 子導入もしくはGI)NF遺 伝子導入による疑核運動神経細胞

脱落防止効果を認め、さらにBDNF及 びGDNF遺 伝子の同時導入によ

る相乗的な疑核運動神経細胞脱落防止効果を認め、損傷神経に対す

る遺伝子治療による再生医療の可能性が示唆された。

　審査では、成体ラット迷走神経抜去モデルの妥当性について指摘
があった。全例を手術用顕微購下に頸静脈孔付近での神経抜去を施

行 しており、他の併走する神経および神経節に対する損傷を避けて

いるため、適切なモデルであると回答 した。また、アデノウイルス

ベクターを用いずに直接蛋白を投与する場合 とはどのような違いが

あるかとの質悶があった。SDNF及 びGDNFを 直接神経損蛎部位に投

与 した研究も既に綴告されており、その効果も認められている。し

か し持続的にポンプを用いるなどして投与 しなければならず、臨床

応用には非現突的であるため、1回 投与にて4週 問から8週 間の発

現が持続可能であるアデ ノウイルスベ クターを用いたと回答した。

遣伝子導入されたBDNFとGDNFが 同一細胞に発現しているか、また

各々の受容体が同一細胞に発現 しているかにっいてさらに検討を加

えるべきであると指摘があった。また使用した非増殖型アデノウイ

ルスベクターの臨床志用の現状とその聞題点について質間があっ

た。臨床試験では非増殖型アデノウイルスベクターは慶に国内外で

以前より用いられてお り、その安全性や効率には問題が無い。また

神経細胞のよ うな細胞分裂をしない細胞にもほぼ100%繍 染が成立す

る利点がある。しか し、変性疾患対象 とし複数回投与す る勘合で

は、免疫を獲褥し徐々に感染しにくくなる欠点があると回答した。

BDNFとGDNFが 受容体を介して作用する場合の作用機序について質

問があった。BDNFはTrkB、 　GDNFはGFR"且 とR㏄ に特異的に結合

し、その下流における複数のシグナル伝遡経路の相互作用により神

経細胞の脱落が防止 される二とがわかっていると回答 した。 さらに

効果が相乗的 としたのは適切な衷現であったかとの指摘があった。

BDNFとGDNFは 各 々特定の受容体と結合 し、その下流で複数のシグ

ナル伝逮経路により相互に神経細胞脱落防止効果を増強 しており、

その効果は相乗的であると回答した。

　以上、本研究は今後 さらに検爵を加えるべき点が多く残されてい
るものの、治療遺伝子の同時導入による疑核運動神経の相乗的な神

経細胞脱落防止効果を確認 し、今後の慣傷神経に対する再生医療に

おいて有用な研究と評価された。

　蹄文審査担当者　主査　耳鼻咽喉科学　小川　郁

　　　　 解剖学　仲嶋　一範　　内科学　鈴木　則宏

　　　　 生理学　岡野　栄之

　学力確認担当者=池 田　康夫

　　　審査委員畏=仲 嶋　　一範

　　　　　　　　　　　　　　　　　 試問日:平 成18年12月14日

一ns一


