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研究成果の概要（和文）： 
レーザー誘起応力波”といいレーザー照射による衝撃波を用いた導入法で、プラスミド遺伝子
導入する。ラットの顔面神経麻痺モデルに対して上記の技術を適用した。治療効果や安全性を
確認し、今後の臨床応用への可能性につき検証した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
we successfully demonstrated gene transfer into the facial muscle by applying LISWs. This 
technique enables site-specific, safe, and convenient gene transfer. We plan to study 
the therapeutic effect of facial nerve regeneration based on this technique. 
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１．研究開始当初の背景 
顔面神経は表情筋を司る運動神経であるが、
炎症性、特発性、外傷性などで麻痺が生じ、
麻痺が残存すると著しいQuality of Lifeの低
下が生じる。臨床的にはこれら難治例に対し
て、再生医療の観点から遺伝子治療に期待が
持たれる。従来、神経筋疾患に対するするウ
ィルスベクターを用いた動物実験での遺伝
子治療の報告があり、ラットの顔面神経障害
モデルにおいても、アデノウィルスを用いた
ＧＤＮＦ、ＢＤＮＦ、ＴＧＦβなどの栄養因
子、成長因子の遺伝子治療の効果の報告があ
る。（Sakamoto ら J Neurosci Res 2003）し
かし従来のウィルスベクターによる治療は、
発がん性、免疫応答など有害事象の可能性か
ら、顔面神経麻痺の様な生命予後に関係しな
い疾患には適応しづらい。そこで、安全性の
高い非ウイルス遺伝子導入法に着目した。物

理的な遺伝子治療としてレーザーを使用す
る方法である。“レーザー誘起応力波：Laser 
induced Stress Waves”といいレーザー照射
による衝撃波を用いた導入法で、プラスミド
遺伝子を安全に任意の組織に導入すること
ができる。本学にその技術があり、今までに
皮膚、脳、前頚骨筋などで導入が確認できて
いる。 (Ogura ら  2004, Satoh ら  2005, 
Aizawa ら 2008) 従来の物理的な遺伝子導
入法（エレクトロポレーション、超音波）と
の違いは、組織障害が軽微、皮膚切開せずに
深部へ浸透する、空間的自由度が極めて高い
ことである。低侵襲であり様々な部位の組織
に適応できるため、顔面筋を含め臨床応用に
近い遺伝子導入技術であると考える 
 
２．研究の目的 
今回、レーザー誘起応力波：Laser induced 
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Stress Waves 遺伝子導入技術を用いて、ラッ
トの顔面神経麻痺モデルに対して遺伝子治
療を行い、顔面運動の評価、組織学的・電気
生理学的な評価で治療効果と安全性を確認
し、今後の臨床応用への可能性につき検証し
た。 
 
３．研究の方法 
レーザー誘起応力波（LISW）につき詳述する。
下記は LISW の発生原理（左）とセッティン
グ（中央上）、応力波の特性（中央下）応力
波の伝播様式（右）を示している。導入する
遺伝子はプラスミド DNAを用い、目的の組織
に注射する。この状態で、LISWを作用させる
とその応力波（陽圧波）により細胞内に取り
込まれ、遺伝子が発現する。 

この方法
は、レー
ザーエネ
ルギーを
極めて圧
力の高い
一発の陽
圧波に変
換すると
ころが特
徴である。 
 
レーザー
の直接照射
では、培養
細胞などの
細胞単位は
表層の組織
にしか適応
できない。
しかし応力
波に変換す

ることにより、
組織内を深部
へ伝播してい
く。拡散によ
る減弱の様式
は、レーザー
ターゲットの
直径によるが、
大きな面で照
射すると波
の中央部分
は深部まで
減弱せずに
浸透してい
く。 
 
 
 
 

前脛骨筋の実験では、６ｍｍの深部まで遺伝子
の導入が可能であった。顔面筋では皮膚切開を
せずに 3-5ｍｍの深部に適応することが可能で
ある。LISWは物理刺激によるため、照射エネ
ルギー、照射径等のパラメーターで導入効率が
変わってくる。また、プラスミドＤＮＡによる
発現は、宿主のゲノムに取り込まれず一過性の
発現となるため、発現した蛋白は数週間しか持
続しない。従って、至適なレーザー条件での経
時的な発現量、タンパク量の変化を測定した。 
 
４．研究成果 
我々は顔面筋へのレポーター遺伝子（lac-Z）
の導入につき検討し、レーザー照射部位に特
異的に遺伝子が発現していることを確認し
た。X-Gal 染色後のマクロ所見では、レーザ
ー照射部位に特異的に、遺伝子の発現を部認
めた。表皮から約４ｍｍ程度まで遺伝子の発
現がみられますが、明らかな組織傷害は認め
なかった。LISWによる遺伝子導入の各条件の
所見であるが、コントロールと、プラスミド
注射のみでは明らかな発現を認めなかった。 
 

 
 

LISW 



LISWを適応した群では、筋層に相当する部位
に強く、発現を認めた。LISW は物理刺激によ
るため、照射エネルギー、照射径等のパラメ
ーターで導入効率が変わってくる。また、プ
ラスミドＤＮＡによる発現は、宿主のゲノム
に取り込まれず一過性の発現となるため、発
現した蛋白は数週間しか持続しない。従って、
至適なレーザー条件での経時的な発現量測
定した。 
X-Gal 染色の経時的な変化を示す。顔面筋組
織における遺伝子発現のピークは７日頃に
あると推測された。その後 14 日にかけて発
現量が減少した。発現は、筋の細胞核や筋線
維、また筋衛星細胞に認めているものと思わ
れた。 
 

本研究成果をまとめると、 
・    LISWにより遺伝子が導入された． 
・ 7 日頃が発現のピークであり，以後
減弱する傾向がある． 
顔面神経麻痺モデルとして、遺伝子導入直前
に、顔面神経本幹を切断したので筋線維は萎
縮傾向認めるが、再生機転が働いたためか、
遺伝子の発現は増強した印象を認めた。 
医療用のレーザーと同じ波長のレーザーを
用いて、皮膚切開を施行せずに、深部の顔面
筋へ遺伝子導入が可能であった。 顔面神経
麻痺に対し、栄養因子の局所投与やウィルス
ベクターによる栄養因子の遺伝子治療の報
告がある。LISWで治療遺伝子を顔面筋に導入
することで 、ベル麻痺、Hunt 症候群、外傷
性の顔面神経麻痺の治療に応用できる可能
性があると考えられた。 
また本研究においては顔面神経麻痺モデル
および評価法を確立した。神経傷害のモデル
として、永久麻痺では引き抜きモデル、一過
性麻痺では挫滅モデル、切断後吻合モデルが
考えられる。 
神経回復の指標としては、過去の報告では一
般に顔面神経運動スコア、髄鞘のカウント、
神経伝導速度、筋電図の振幅等で判断してい
る。本研究においては、これらの手技を標準
化して実験モデルを確立した。筋電図で振幅、
潜時、神経伝導速度を測定している。他の文
献でも同様な評価法が多く、これらを追従す

る形で顔面神経麻痺モデルの評価法とする
ことができる。 

今後の展望としては、治療蛋白を組み込んだ
プラスミド DNA+LISW 、及びセンダイウィル
スベクターで顔面筋に遺伝子導入を行い、蛋
白の発現を免疫染色、ＥＬＩＳＡ等で確認す
る。顔面神経の機能評価は上述の様に、筋電
図、神経伝導速度を測定する。組織学的には、
再生顔面神経の髄鞘の太さ軸索の数、顔面筋
の筋線維の太さ、血管新生、有害事象の有無
などを調べる。臨床上の有用性の指標として、
顔面運動スコアの改善度、回復までの日数、
難治例の割合などを検討することなどがあ
げられる。 
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