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論文内容の要旨

【目的]

内耳性難聴は、擢患率の高い感覚器障害であり、また、治療が非常に困難な疾患である。有毛細胞(音信号を電気

信号に変換する感覚細胞)の障害を主な病態とするが、従来、有毛細胞は一度障害を受けると再生せず、一旦生じた

内耳性難聴は治癒しないと考えられてきた。本研究は、代表的難治性難聴である内耳性難聴の治療・機能改善をめざ

し、新規かつ独自の臨床的治療法を開発するという目的に対して、治療用遺伝子としての HepatocyteGrowth Factor 

(HGF: 肝細胞増殖因子)遺伝子の選択、遺伝子導入法としての Hemagglutinating Virus of Japan-Envelope 

(HVJ-E) 法の利用、という独自な方法論開発を特色とする。

我々は、以前より、 HGF と内耳の関連に注目し、内耳における HGF及びそのレセプターである c-Met の局在・機

能についての研究を重ねてきている。これまでの研究結果より、 HGF は、正常な聴力機能を保持する分子として、

また、胎生期に於ける内耳の正常な発達を制御する分子として、重要な生理機能を有する因子である事が示唆されて

いる。

遺伝子導入の手段には HVJ-E 法を用いた。これは大阪大学遺伝子治療学教室(金田教授)にて開発されたもので、

Hemagglutinating Virus of Japan (HVJ; 別名:センダイウイルス)の持つ細胞融合能を利用したベクターシステ

ムである。これは、ゲノム RNA を不活化した後のウイルスの脂質膜 (envelope) を利用したもので、その内部に高

分子量の遺伝子や核酸試薬などを封入し、安全・高効率な細胞内遺伝子導入を可能とする。これ迄、多種の臓器への

導入の有効性が報告されているが、内耳への適応例はない。今回、初めて本法を内耳への遺伝子導入法として応用し

た。

【方法ならびに成績】

①内耳への遺伝子導入実験

6 週齢ラットに対し、マーカー遺伝子(蛍光蛋白、 0 ・gal)を封入した HVJ-E を、小脳延髄槽経由で脳脊髄液内投

与した。内耳での発現を薄切切片にて観察した結果、有毛細胞・らせん神経節細胞・血管条などに於いて、マーカー
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遺伝子の発現が観察された。染色液(ファーストグリーン)を髄液内投与すると、内耳での染色が観察されたことよ

り、 HVJ-E も同様に内耳に到達していたことが考えられる。また、内耳・脳の器質的変化、機能障害は見られなかっ

た。この実験より、 HVJ-E 法は、安全かっ有効な内耳への遺伝子導入手段であることが確認された。

②HGF を用いた難聴予防・治療実験

一般的な難聴モデルであるカナマイシンによる有毛細胞障害ラットモデルに対し、 HVJ-E を用いた HGF遺伝子導

入実験を行った。 HGF 遺伝子を組み込んだ plasmidDNA、又は、 control plasmid を HVJ-E 内に封入し、ラットに

髄液内投与した。予防実験では、カナマイシン投与 (400 mg/kg/ day) 開始と同時に同ベクターを髄液内投与、治療

実験ではカナマイシン投与(同量)開始から 14 日後に、同ベクターを髄液内投与した。

免疫染色により、らせん神経節細胞において導入 HGF 遺伝子の発現が確認された。また、髄液内の HGF 濃度を

ELISA 法にて測定した結果、 14 日間以上にわたり、 HGF の発現量増加が観察された。有毛細胞・らせん神経節細胞

の残存数の評価を行ったが、HGF 投与群で有意に多かった。HGF群では apoptosis 細胞数の減少が見られた (TUNEL

法)。また、らせん神経節細胞において、 HGF 受容体である c-Met の発現の増加も見られ、 HGF の効果を増強させ

ていると考えられた。聴性脳幹反応 (ABR) による聴力評価の結果、予防実験では、コントロール群で高度難聴が認

められたが、 HGF投与群の聴力はほぼ正常のまま保たれていた。治療実験に於いては、コントロール群・ HGF 投与

群共に、 14 日後迄高度難聴を認めたが、 HGF 投与後、 HGF 群では有意な聴力改善を認めた。

【総括】

我々は、 HVJ-E 法を用いて HGF 遺伝子を経髄液投与で内耳に導入することで、内耳障害を予防・治療し、聴力機

能も改善可能な、新しい内耳性難聴の治療法を開発した。これまでに報告された内耳性難聴に対する神経栄養因子を

用いた実験では、らせん神経節細胞、又は、有毛細胞数の減少が防止可能であった報告はあるが、機能改善の報告は

ない。これまでの治療遺伝子では、効果発現の面で不十分で、あったが、今回、 HGF 遺伝子を用いて初めて機能改善

の効果がみられた。この HGF 遺伝子を用いた難聴治療法は、臨床上よく目にする突発性難聴や騒音性・薬剤性難聴

に対してだけでなく、人工内耳装用効果を補助する手段としても有効かっ独創的な治療法となり得ると思われる。

論文審査の結果の要旨

内耳性難聴は、擢患率の高い感覚器障害であり、また、治療が非常に困難な疾患である。有毛細胞の障害を主な病

態とするが、従来、有毛細胞は一度障害を受けると再生せず、一旦生じた内耳性難聴は治癒しないと考えられてきた。

申請者は、代表的難治性難聴である内耳性難聴の治療・機能改善をめざし、新規かっ独自の臨床的治療法を開発する

為に、治療用遺伝子としての Hepatocyte Growth Factor (HGF: 肝細胞増殖因子)遺伝子の選択、遺伝子導入法と

しての Hemagglutinating Virus of Japan-Envelope (HVJ-E) 法の利用、という独自の方法論を用いて、新たな治

療法の開発を試みた。

まず、 HVJ-E を用いた内耳への遺伝子導入実験を行った。 6 週齢ラットに対し、マーカー遺伝子を封入した HVJ-E

を、小脳延髄槽経由で脳脊髄液内投与した。有毛細胞・らせん神経節細胞・血管条などに於いて、マーカー遺伝子の

発現が観察された。また、内耳・脳の器質的変化、機能障害は見られなかった。この実験より、 HVJ-E 法は、安全か

っ有効な内耳への遺伝子導入手段であることが確認された。

次に、 HGF 遺伝子を用いた難聴予防・治療実験を行った。一般的な難聴モデルであるカナマイシンによる有毛細

胞障害ラットモデルに対し、 HGF 遺伝子を組み込んだ plasmidDNA、又は、 control plasmid を HVJ-E 内に封入し、

ラットに髄液内投与した。予防実験では、カナマイシン投与 (400 mg/kg/day) 開始と同時に同ベクターを髄液内投

与、治療実験ではカナマイシン投与(同量)開始から 14 日後に、同ベクターを髄液内投与した。免疫染色により、

らせん神経節細胞において導入 HGF 遺伝子の発現が確認された。また、 14 日間以上にわたり、 HGF の髄液内での

発現量増加が観察された。有毛細胞・らせん神経節細胞の残存数は、 HGF 投与群で有意に多かった。 HGF 群では

apoptosis 細胞数の減少が見られた (TUNEL 法)。また、らせん神経節細胞において、 HGF 受容体である c-Met の
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発現の増加も見られ、 HGF の効果を増強させていると考えられた。聴性脳幹反応 (ABR) による聴力評価の結果、

予防実験では、コントロール群で、高度難聴が認、められたが、 HGF 投与群の聴力はほぼ正常のまま保たれていた。治

療実験に於いては、コントロール群・ HGF 投与群共に、 14 日後迄高度難聴を認めたが、 HGF 投与後、 HGF 群では

有意な聴力改善を認めた。

この研究により、内耳性難聴の新たな治療法が開発され、今後の臨床応用も期待される。従って、学位に値するも

のと言呑める。
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