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まず、治療ベクターの導入効率および肝職発現抑制効果を定量的RT-PCR法、免疫免色絵にて評

価した。次に、治療によるDRG神捧細胞保護効果とアポトーシス抑制効果を、術後14日目の

L5DRGにおける残存神経細胞数をNissl染色にて、アポト-15,スをCleaved Caspase3の免疫典

にて評栖した。さらに、 SNTにて術側DRGで上昇するとされる痩痛関連分子であるATF3、肝Y、 IL

および醇庸啓発分子であるOGRPのmRNA発現を定量的RT-PCR津を用い経時的に評価した。

甘

sNTマウスの機練的甘党漣敵とL5DRGでの恥発券の上昇: SNTマウスでは偽手術例後肢の機械

的痛覚開催が5-7g軽度であったのに対し、術側では術後1日目から開催が2 g程度の強い撒披

痛覚過敏が生じ、その額14日目まで同軽度の痛覚過敏が持続した。 SNT後、 3、 7日目に、術

L胡)RGでは¶『瑚mRNA発現が術前の約2. 5倍に上昇しており、 SNTマウスの神経困性癖痛モデノ

としての整合性が柵された。

LV-TNF-shRNAの欄的弗魂抑樹効果(血p:Lむ均>)'・293T細胞を用いたTNF-a発現抑制実鼓にて、

L間FP群に比してLV-TNF-shRNAl-4群ではマウスTNF-ct mRNA発現が著しく抑制され、いずれも

拍療ベクターとしての能力を有していることが確蕗された。それぞれの抑制効率はshRNAl群が

48%、 2群が75臥3群が89%、 4群が85%であり、 LV-OT-shRNA3が最も高かった。

LV冊Bh撤払3の神撫用世辞痛に舟する治療効果:治療群のSNrによる機械的痛覚過敏は、 14日

間を通して非治療群に比して著明に改革し、開催が約3gまで上昇した。また、拍療群の両側L5DR

粗雑では、 14日間轟時的に増加するGFP mRNA発県および免疫染色によるGFP勝性神麗細胞を

め、有効な治療遺伝子導入が示唆されたことに加え、非拾療群の術榊L5DRGでは、 SNT後14日間、

T肝-α mRNA発貌および免疫染色による肝壌陽性神麗細胞数が著しく増加したが治療群ではそ

らの増加が14日間を通して術前のレベルまで抑御されており、噂的DRGにて十分なTNF-α抑制効

果を啓めた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　.

次に、術後14日目の術側L5DRGでは、正常DRGに比して神経細胞数が減少し、 Cleaved CaspaSe3

陰性神経細胞数が増加したのに対し、拾療群では非治療群に比して残存細胞数が有意に多く、

Cleaved C舶pase3陽性細胞数が有意に減少した。このことから、 LV-TNF-shRNA3による治療は

事DRG -の神鞄県諌効果、アポトーシス抑制効果を持つことが示唆された。さらに、 SNTにより

術側L50RGではATF3、 NPY、 IL-6の曲は発環が上昇したが、治療群では非輪療群に比してこれら

療病閑葦分子の弟畢上昇の海産が事しく抑制され、拍廉による痔痛軽減のDRGにおける分子機

の一部であると考えられた。一方でOGRP曲肌発弟絃有意な変動を悪めず、今回の検討において

神経国性痔痛との関連はなかった。

【考轟】

本研究で、我々はモデル動物においてレンチウイルスベクターを介したDRG神経細胞における

TNF-amRNA発翻制が、神経損傷により生じる神経困性療病の治療となりうることを示した。そ

の機序として、 D鮎におけるTNF一任mRNA弟魂の抑制が、 S虹にて生じるDRGでの痩痛関連分子の

発現を抑制し、障害DRG神経細胞に対し保護的に働くことで痔痛軽減に寄与したと考えられた。

一方で、本研究で揺痔痛の改善効果は細分的であった。完全寛解のためには、帆発見の抑潮に

加えて神経因性癖痛の病理学的枚序を取り巻く他の分子機構の制御が必要であると考えられた。

[篇鎗】

経国性痔痛モデルマウスにおいて、DRGを標的としたレンチウイルスベクターによるT和しα弟

抑制は神経困性醇痛の輪療法として有効であった。
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(学位論文審賓の結果の要旨) (明朝体1 1ポイント、 600字以内で作成のこと。 )

神経因性痩痛に対するこれまでの治療法は十分でなく、より効果的な治療法の開発が望まれ

る0　本研究では、 TNF-αに対する　sh(smal1 hairpin)RNA　を発現するレンチウイルス
(LV-TNF-shRNA3)の局所投与が神経因性痔痛の新規治療牡になりうるかどうかについてマウス
を用いて検討し、以下の点を明らかにした。

1) L5脊髄神経切断(spinal nerve transaction, SNT)により、後肢の機械的痛覚闘値が
下がり、脊髄神経後根神経節(dorsal root ganglion, DRG)でのTNF-q mRNA発現が上
昇する。
2) SNT後のl)RGでのTNF-α mKNAの上昇ならびに療病関連分-J^ ATFS、 NPY、 lL-6 mRNAの上

昇は、 LV-TNF-shRNA3の局所投与により著明に抑制される。
3 ) SNT後のDRGでのcaspase3の活性化と神経細胞数の減少は、 LV-TNF-shRNA3の局所投与
により著明に抑制される。
4) SNTによる機械的痛覚開催の低下は、 LV-TNF-shRNA3の局所投与により改革する。

本論文は、 TNF-αmRNAを標的としたshRNA発現レンチウイルスベクターによる神経因性痔痛
治療の可能性について新しい知見を与えたものであり、最終試験として論文内容に関連した試
問を受け合格したので、博士(医学)の学位論文に値するものと琵められた。

(総字数58 8字)

(平成26年　9月　2日)


