
―707―

【２９１】

氏名

学紋(専成分野)

学佼記番号

学位授与の日付

学位授与の要件

研究科・専攻

学技論文題目

論文調査委員

おか の たか ゆき

岡 野高之

博士(医学)

医博第 3184号

平成 20年 3月 24日

学位規郎第 4条第 1項該当

医学研究科外科系専攻

Cel1-Gene Delivery of Brain-Derived Neurotrophic Factorもothe Mouse 
Inner Ear 
(細胞移植を用いたマウス内耳への脳出来神経栄養因子の遺伝子導入)

(主費}
教授篠原経司 教授芹 JII忠夫 教授聖子岡 苑

論文内容の要旨

惑音難聴i孟、現代社会で最も頻度の高い身体障害のひとつであるが、内耳燈害がそむ主因である。感音難聴に対する治療

法の選択は、きわめて限られているのが現状で、新規治療法の開発が切望されている。その中でも遺伝子治療は、内耳障害

に対する新規治療法として有望視されてお号、活発に研究されている。しかし、現在報告されている内耳への遺伝子治療の

大半はウィルスベクターを期いているため、ウィルスの持つ生体への毒性が問題となる。難1擦に対する遺伝子治療の臨床応

湖にi主、安全で効呆的な内耳への遺伝子導入方訟を開発することが必要と考え、本研究では、非ウィルスの遺伝子ベクター

を用い翻胞移植を応用した内耳遺伝子守治療法を考案L、その有効性を検討することとしたロ

導入する遺伝子として、脳由来神経栄養因子 (BDNF)遺伝子音選択した。 BDNFは、発生期の聴覚一次神経節細胞の生

存に必須であることや、苔A響やアミノ配糖体で傷害された磁党一次神経節細胞の保護効果を有することが知られており、難

車事治療への応用が期待されている分泌ペプチドである。しかし BDNFはrfI1液中での半減期が競いため、 BDNFのと骨身投与

では内耳における有効濃度を長期関係つことができないという欠点があり、これまで内耳へ効果的にBDNFを導入する試み

が数多くなされてきた。そこで本研究では、 BDNF遺伝子を体外で非ウィルスベクターを用いて線維茸:細胞に導入した後、

得られた遺伝子改変細胞を内耳に移植することによ号、導入した遺伝子産物が内耳で誘導できるかを検討した。

マウスBDNF遺伝子を有するプラスミドのマウス線維芽細胞系列NIH3T3細胞への導入には、ワポフェタ V3ン法を用

いた。 BDNF遺伝手と同時に抗佳子事IJG418 1こ対する耐性遺伝子をプラスミドに組み込み、同抗'EJ事jの存在下で培養する ζと

により、遺伝子改変細胞の選択を行った。こうして得られた遺伝子改変細胞のBDNFタンパタの分泌総を、まず出回.troIこ

て培養液中のBDNF濃度を臨時皿.-Iinkedim酷un08町b開 ta臨時 (ELI日:A)で測定することで確認した。ついで、細胞移

植による遺伝子改変1細胞の内耳での生着を調べるために、若年成体の C57BLI品マウスの後半緩管より内耳心外ワンパ腔内

へ遺伝子改変縦胞を移植した。細胞移植1週間後および4週間後の移植級胞の局校告免疫組織化学にて評航したところ、内

耳の麟牛器官および前庭器官のいずれにも移摘した細胞が確認された。また、ウエスタンプロットにより導入した遺伝子産

物む内耳でむ発現を確認した。次i<:，嘩伝子改変締胞の移植後の内耳におけるBDNFの盟百四産主主震を評価する図的で、

細胞移犠1週間後の内耳から総タンパクを抽出LELISA Iこより BDNFタンパタを定量したところ、遺伝子改変細胞の移植

によ担内耳のBDNFタンパタの総震は有意に増加していた。

これらの所見は、非ウィルスの遺伝子ベずターと細胞移植を用いた遺伝子導入法が、目的遺伝子の内耳への局所的かっ持

続的な導入において有効であることを示唆する。したがって、遺伝子改変細胞の内耳への移植は、難聴に対する治療効巣を

有する遺伝子を内耳に導入する方法として新たな可能性を持っと考えられた。

論文審査の結果の襲皆

j蕗音難悪事は、現代社会で最も頻度の高い身体障害のひとつだが、内耳障害がその主因であ層、現状ではその治療法の選択
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は極めて限られているロ難聴に対する安全で効果的な内王手への遺伝子治療法の倒発が必要と考え、申請者は非ウイノレスの遺

伝子ベクターを用い細胞移植を応用した内耳創伝子導入法を考案し、有効性を検討したロまず脳由来神経栄養国手 (BDNF)

遺伝子を体外で非ウイルスベクターを用いて線維芽級胞に導入した後、 invit拍にて培養液中の BDNF濃度を測定し遺伝子

改変細胞の BDNF産生能を確認した。ついでマウスの後半規管よ静内耳へ遺伝子改変細胞を注入し、細胞移植 1および 4

週間後の移植細胞の局在を免疫組織化学にて評価したところ、内lj:ーの鏑牛器官および前庭器官のいずれにも移植総胞が確認

されたロまたウエスタンプロットによち細胞移植4週間後において遺伝子産物の内耳での発現を確認した。さらに移植1週

間後では、細胞移植により内耳の BDNFタンパクの総選は有意に増加していた。これらの所見は、非ウイルスの遺伝子ベク

ターと細胞移植を用いた遺伝子導入法が、目的遺伝子の内耳への導入において有効であることを示唆するe したがって、遺

伝子改変細胞の内耳への移植は、難聴lこ対する遺伝子治療法として新たな可能性を持っと考えられた。

以上の研究は、内耳における遺伝下治療法開発の解明に貢献し、感音難聴の治療法の開発に事寄与するところが多い。した

がって、本論文は博士(医学〉の学位論文として価値あるものとみとめる。

なお本学佼授与申請者は、平成20年1月1時日実施の論文内等専とそれに関連した試問を受付、千寺格と認められたものであ

品。




