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論文内容の要旨

〔目的〕

肝細胞増殖因子 (HGF : hepatocyte growth factor) は培養肝細胞に対する増殖促進活性を指標に発見され、単離

された蛋白であるが、これまで肝細胞のみならず様々な組織、細胞で増殖促進作用、抗アポトーシス作用、血管新生

作用などの生理作用を有することが報告されている。中枢神経においても HGF は神経突起の伸長作用、神経細胞の

保護効果、神経幹細胞から神経への分化促進作用が報告されており、近年、ラットの脳梗塞モデルにおいてリコンビ

ナント HGFが梗塞の進展を抑制することが報告された。しかし、既報告の方法では脳内に多量のリコンビナント HGF

を投与する必要があり、臨床応用は困難であると考えられる。そこで我々は、 HVJ -envelope ベクターを用いて HGF

遺伝子を 1 回の髄液内投与で脳内に導入し、持続的に HGF を脳内に発現させることにより、脳梗塞の進展を抑制す

ることができるか検討を行った。

〔方法ならびに成績〕

1) HV J -envlope ベクターを用いた脳への HGF 遺伝子導入

Wistar rat (雄、 270・ 300 g) を用いた。我々は HVJ -envelope ベクターを用いて大槽内に遺伝子を投与した場合、

脳表面に存在する髄膜細胞に遺伝子が導入できることを見いだしていたため、本実験では HVJ -envelope ベクターを

使用した。 HVJ -envelope ベクターに human HGF (hHGF) 遺伝子 (pV AXIIhHG F、 CMV プロモーター)を封入

し、 PBS 100μl に溶解し、健常ラット大槽内に投与後 5 日目で髄液内における hHGF の発現を ELISA にて確認し

た。次に、 HGF のレセプターである c-Met の解析を免疫染色にて行った。

結果、 hHGF 遺伝子投与群では、髄液内の hHGF 濃度が上昇しており (control vector 群 o ng/ml、 HGF 群 0.31 土

0.10 ng/ml、 p<O.Ol) 、 c-Met の発現の上昇が大脳皮質で認められた (control vector 群 3士4% 、 HGF 群 38士 3% 、

pく 0.01) 。

2) 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) を用いた脳梗塞サイズの評価、神経機能評価

健常ラットに hHGF 遺伝子とコントロールベクターを導入した 2 群を作成し、 5 日後にナイロン糸で右中大脳動脈
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を閉塞した。 24 時間後犠牲死させ、脳梗塞に陥った領域を TTC で判別し、脳梗塞面積を測定したところ、 HGF 遺伝

子投与群で小さかった (control vector 群 72 ::t 5.9% 、 HGF 群 48 ::t 3% 、 p く 0.05) 。

3) 梗塞巣縮小のメカニズムについて検討

TUNEL染色ではborderzoneでのTUNEL 陽性細胞が、 HGF 遺伝子投与群で、少なかった (control vector 群 105.8 ::t

10.7 cells/mm2、 HGF 群 20.0士 3.5 cells/mm2 、 pく 0.01) 。また、犠牲死直前に FITC 標識アルブミンを静脈内投与

し血管構築を検討したところ、 HGF 遺伝子投与群では梗塞巣に近接する領域での血管密度の増加が認められた

(control vector 群 86.3 ::t 7.5μ m2/mm2、 HGF 群 143.4::t 9.1μ m2/mm2、 p<O.Ol) 。

4) 脳浮腫についての検討

血管新生作用を持つ増殖因子で、ある血管内皮増殖因子 (VEGF : vascular endothelial growth factor) では、浮腫

の増悪が報告されていることを考慮、し、脳浮腫の程度を検討した。脳梗塞 24 時間後に正常側半球と梗塞巣半球に脳

を分割して重量を測定し、 24 時間乾燥させた後、再度重量を測定し、水分含有量を算出した。結果、梗塞側半球にお

ける水分含有量は、 HGF 遺伝子投与群で、少なかった (control vector 群 77.9土1.0% 、 HGF 群 75.9 ::t 1.0% 、 p<0.05) 。

また、血液脳関門の破壊の程度の指標であるエパンスブルーを用いた検討では、 HGF 遺伝子投与群においてエパン

スブルーで染色される範囲が小さかった (control vector 群 57士 5% 、 HGF 群: 24 ::t 6% 、 p<O.Ol) 。以上より、明

らかな脳浮腫の増悪は認められなかった。

〔総括〕

以上より、 HVJ -envelope ベクターを用いて hHGF 遺伝子を大槽から 1 回投与することにより、脳浮腫を増悪させ

ることなく、脳梗塞の進展を抑制することが可能であった。機序としては、 HGF の抗アポトーシス作用による神経

細胞保護作用、血管新生作用が関与していると考えられた。

論文審査の結果の要旨

肝細胞増殖因子 (hepatocyte growth factor : HGF) は、近年、脳血管新生作用や神経細胞保護効果などの作用を

有しており、脳梗塞後においては神経機能の改善に関与している可能性が報告されている。本論文は、そのような観

点から、 HGF 遺伝子を HVJ-envelope ベクターに封入してラットの脳脊髄液内に投与することにより、中枢神経に

て HGF を過剰発現させ、脳梗塞の進展を抑制することができるかどうか検討を行ったものである。

HGF 遺伝子を投与した群においては、明らかに脳梗塞の拡大が抑制できており、また、脳浮腫の増悪は認めなか

った。機序としては、脳梗塞領域と正常領域の境界域における TUNEL 陽性細胞が HGF 投与群では少なく、また、

微小血管造影では血管の増生が認められたことより、 HGF による抗アポトーシス作用、血流改善による神経細胞の

保獲が考えられた。この結果は、 HGF 遺伝子を用いた遺伝子治療が脳梗塞に対する新規の治療法になりうることを

示唆しており、学位の授与に値するものと考えられる。




