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Gene transfer of glutamic acid decarboxylase 67 by HSV vectors suppresses neuropathic pain 

induced by HIV gp120 combined with ddC in rats 

(Herpes simplex virusベクターを用いたグルタミン酸デカノレボキシラ｝ゼ（GAD67）の遺伝

子導入は、 HIVエンベロープ蛋白 gp120 と抗レトロウイルス薬 ddcにより誘発されたラッ

トの神経障害性疹痛を抑制する）
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研 究 目 的

痛みを伴う HIV関連性感覚神経障害は、 HIV感染関連の遠位性感覚神経性多発ニューロパシ

ーと抗レトロウイノレス療法の神経毒によるニューロパシーから構成される。現在のHIV患者

に対する薬物療法は、部分的な鎮痛をもたらすのみの効果である。 HIV関連性神経障害性疹

捕の神経病理学的なメカニズムはほとんど明らかになっていないが、末梢神経傷害後のGAB

A作動系抑制系の減少が報告されている。本研究では、 HIVgp・120と抗レトロウイルス療法が

脊髄のGABA作動性抑制系を減弱させ、 GABA作動系抑制系の正常化によりラットのHIV関連

性神経障害性癖痛を抑制するかどうかを調査した。
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材料 方法

遺伝子組み変えのHIV・1エンベロープ蛋白であるgpl20をラットの坐骨神経に投与し、抗レ

トロウイノレス薬剤の 1つであるddcを投与し、 gpl20とddc投与の1週間後に、 GAD67をコード

サるHerpessimplex virus (HSV）ベクターのQHGAD67もしくは、コントローノレベクターであ

るQOZHGをラットの後ろ足の足底部皮下に注射した。機械刺激関値はvan Freyフィラメン

トを後ろ足に使用して測定し、 up-anふdown法を用いた。神経障害性疹痛における薬剤のく

も膜下投与の影響を調べるため、麻酔下にくも膜下カテーテノレを挿入し、 GABAレセプタ一

作動薬であるmuscimolとbaclofenをくも膜下に投与した。 gp120投与と同側の14・5のDRGおよ

び脊髄を迅速に取り出し、ウエスタンプロット法を用いてGAD67の発現を調査した。一次

抗体は mouseanti GAD67 と mouseanti－十actinを使用した。二次抗体に浸した後、

tchemiluminescence solutionを用いて検出した。プロットの定量化は化学発光法を用いて行っ

た。 MitoSox Red（ミトコンドリアのスーパーオキシドの指標）をくも膜下投与し、蛍光顕微

鏡を用いて脊髄のMitoSox陽性細胞を調べた。脊髄後角のGABA 、 pCREB 、 pC/EBP~の分布

を免疫染色法で調べた。一次抗体は、 rabbitanti-

を用い、二次抗体はfluorescentanti”rabbit IgGを用いた。化学発光による GABA免疫反応

(GABA-IR）、 pCREBの免疫反応（pCRE払 IR）、 C/EBPPの免疫反応（pC/EBPp-IR）の画像は

願微鏡に取り込まれ、画像中の密度をImage Jソフトウェアを用いて分析した。

成 績

QHGAD67による治療群は、コントロール群に比べてベクター注入の3日後より有意に機械

的関値が上昇した。抗アロデイニア作用は、 28日以上継続した。 QHGAD群のAreaunder1 

~he curves (AUC）は、 QOZHG群のそれよりも有意に高い値を示した。 QOZHZを接種した

陣痛モデルのラットのDRGと脊髄の両方において、コントロール群に比較してGAD67が有

｜意に減少した。また、 QHGADを接種した疹痛モデルのラットは、 QOZHZを接種した疹痛モ

デルのラットに比べ、有意にGAD67が上昇した。

摩痛群（ gp120/ddC+QOZHG）の脊髄後角の MitoSox陽性神経の数は、コントロ｝ル群

I( sham／附QOZHG）に比べ有意に増加した。治療群（gp120/ddC+QHGAD）のMi凶 ox陽性神経

の数は疹痛群に比べ有意に減少した。脊髄後角の疹痛群（gp 120/ddC+QOZHG）のGABA－国

陽性神経の数は、コントローノレ群（sham/sal+QOZHG）に比べ有意に低かった。治療群

(gpl20/ddC+QHGAD）のGABA-IR陽性神経の数は、疹痛群に比べ有意に増加した。脊髄後

角のpCREB-IRの密度は、コントロール群（sham/sal+QOZHG）に比べ有意に増加した。治療群

( gp120/ddC+QHGAD）のpCREB-IR密度は疹痛群に比べ有意に減少した。脊髄後角の

pC/EBPP-IRの密度は、コントロール群（sham/sal+QOZHG）に比べ有意に増加した。治療群

(gp120/ddC+QHGAD）のpC/EBPp-IR密度は疹痛群に比べ有意に減少した。
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考 案

脊髄損傷モデルと糖尿病モデノレの実験動物において、 GAD67をコ｝ドするHSVベクターが

｜鎮痛作用をもたらすことがこれまでにも報告されている。神経障害性疹痛の複雑なメカニズ

ムにおいて、神経損傷は脊髄のGABA作用性抑制系の減弱を引き起こし、異常な疹痛感覚と

諾症状が現れる。今回の研究では、 HIVgp120とddcを用いた神経障害性疹痛モデ、ルでGAD67

とGABAの発現が抑制されることが示された。最近の報告では、活性酸素が神経障害性疹痛

の持続に関与することが述べられている。酸化ストレスは多くの複合体の活性化を引き起こ

し、相互関係にあるシグナル伝達を惹起する。フリーラジカ／レは慢性疹痛を媒介することが

｜報告されており、ミトコンドリアの酸化リン酸化反応により産生されたスーパーオキシド

は、活性酸素の大部分を占める。カプサイシンによる疹痛モデノレは、活性酸素の活動部位を

除認する優れたモデ、ルで、ある。活性酸素のスカベンジャーはカプサイシンに誘発された二次

的痛覚過敏を抑制することが報告されており、このことより活性酸素は脊髄に関連すること

が推察される。さらに他の疹痛モデルにおいても、活性酸素の蓄積の大部分が脊髄後角のミ

トコンドリアで認められている。 gpl20、ddcモデルについても同様に、活性酸素が増加する

ことが報告されている。増加した活性酸素が、脊髄隈様質でGABA抑制系作用を減弱させる

l報告はあるが GABA1JPmu系が間 抑制問どうかはほとんど報告され川い

今回の研究で、 HIVgp120とddcを用いた神経障害性疹痛モデルの脊髄で増加したミトコンド

リアのスーパーオキシドは、 HSVベクターにより発現したGAD67によって減少した。このこ

とは、 GABA抑制系が脊髄ミトコンドリアのスーパーオキシド産生を抑制することを示し

た。神経活動により、 CREBはリン酸化によって活性化する（pCREB）。次にpCREBは特異的

な遺伝子のトリガーとなるプロモーター部位に結合し、それにより長期間のシナプス可塑性

がもたらされる。侵害受容器からの求心性の活性化は、脊髄後角神経での翻訳と CREBが媒

｜介する転写の調節を介し中枢性感作に寄与する。 pCREBは疹痛を有するHIV患者の脊髄後角

で増加する。 GABA作動薬は、疹痛のある糖尿病モデルのラットのpCREBを減少させる。本

1研究では、 HIV嗣 gpl20とddcの疹痛モデ、ノレの脊髄でのpCREBの増加と、 HSVベクターにより発

閉したGAD67によるpCREBの減少を示した。 C/EBP~は転写因子であり、 CNSを含んだ様々な

阻織で細胞の成長と炎症反応の喚起に関連する。今回の研究では、疹痛モデルの脊髄におい

て増加したpC/EBP~は、 GAD67を発現する HSVベクターによって抑制された。我々の見識で

は、本研究はGABA作動性抑制系にC/EBP~が関連することを述べた最初の報告である。な

お、 HSVベクターは，脊髄内で経シナプス性にGABAneuronの活動をup-regulationした可能性

についても考慮する必要がある。

結 論

比研究により、疹痛モデノレのラットでGAD併発現するHSVベクターによる遺伝子治療によ

り脊髄のミトコンドリアの活性酸素と転写因子を抑制し、 HIV関連性疹痛を減弱させること

を示した。 GAD67を発現するHSVベクターによる遺伝子治療は、 HIV愚者の神経障害性疹痛

の治療に有用である可能性が示唆された。
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学位論文題目

Gene transfer of glutamic acid decarboxylase 67 by HSV vectors suppresses 

neuropathic pain induced by HIV gp 120 combined with ddC in rats. 

日本語訳；ヘルベス単純ウイルスベクターを用いたグルタミン酸デ、カルボ、キシラーゼ

(GAD67）の遺伝子導入は， HIVエンベロープ蛋白 gp120と抗レトロウイルス薬ddc

により誘発されたラットの神経障害性疹痛を抑制する

本研究はHIV感染性症における疹痛に対する新規治療法を確立するための基礎研究で

あるそこで， HIV-envelope蛋白と抗retro-virus薬を用いて神経障害モデ、ルラットを作成する

こと，次いで， RSV-vectorで、グ、ノレタミン酸デ、カノレボキシラーゼ（GAD67）を遺伝子導入がモデ

ルラットの疹痛を抑制で、きるか否か，の2点について検討した．

学位申請者らは， HIV圃 envelope蛋白と抗retro同 virus薬を坐骨神経内に投与し，神経障害

ラット疹痛モデ、ルの作成に成功し，脊髄後角の GABA作動性鎮痛システムが障害されてい

ることを発見した．次いで， GAD67を発現するRSV-vectorの接種が，脊髄GABAne世 onの

増加，ミトコンドリアsuper圃 oxideの減少， pCREB,pC/EBPpなどの疹痛関連分子の減少など

を誘発することを証明した．これらの成績は，本モデ、ルラットでは脊髄の GABA作動性

鎮痛システムの機能が低下していること，そして， GAD67を発現するRSV-vectorは，このシ

ステムを賦活化して痛覚二次ニューロンの活動を抑制することを示唆する．従って，本研究

は， HIV感染症の疹痛に対するHSV圃 vector療法の有効性を示すものである．

学位申請者は，本論文に関する各審査委員の査問に対して，真塾かっ豊富な知識に基

づいて適切に対応した．従って，申請者は旭川医科大学博士課程を修了するに相応しいと

判断した．なお，本論文は既に掲載が決定している．しかし，研究成績に対する解釈には他

の可能性があることを審査員は指摘し，申請者本人も十分納得・理解した旨を付け加える．


