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研究成果の概要（和文）：肝細胞増殖因子を組み込んだHSVアンプリコンベクターは現在作成中である。
次にBell麻痺と糖尿病の関係を調べるため、以下の実験を行った。ストレプトゾトシン (STZ) を投与して糖尿病を誘
導したところ、糖尿病マウスの耳介を擦過した場合のみ、HSV-1の再活性を認め、顔面神経麻痺を認めた。HSV-1 DNAを
顔面神経麻痺マウスの顔面神経より検出し、HSV-1カプシドを膝神経節付近に観察した。以上の結果より、糖尿病によ
りT細胞が減少し、宿主の免疫低下によりHSV-1の再活性化が引き起こされやすくなり、顔面神経麻痺を発症したと考え
られた。

研究成果の概要（英文）：Bell’s palsy is highly associated with diabetes mellitus (DM). Diabetes mellitus 
was induced with streptozotocin injection in only mice that developed transient facial nerve paralysis 
with HSV-1. Recurrent facial palsy was induced after HSV-1 reactivation by auricular scratch. After DM 
induction, the number of CD3+ T cells decreased by 70% in the DM mice, and facial nerve palsy recurred in 
13% of the DM mice. HSV-1 DNA was detected in the facial nerve of all of the DM mice with palsy, and 
HSV-1 capsids were found in the geniculate ganglion using electron microscopy. These results suggested 
that HSV-1 reactivation in the geniculate ganglion may be the main causative factor of the increased 
incidence of facial paralysis in DM patients.

研究分野：顔面神経麻痺
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１．研究開始当初の背景 
 1. 研究の学術的背景 
顔面神経麻痺は致死的疾患ではないが、顔が
歪み表情を失うため、患者の精神的苦痛、社
会生活におよぼす影響は大きい。病因は多様
であるが Bell 麻痺(約 60%)と Hunt 症候群
(約 15%)がその大半を占める。近年ステロイ
ド薬や抗ウイルス薬の開発と投与方法の検
討により、急性末梢性顔面神経麻痺の治療成
績は飛躍的に向上してきた。しかし、予後が
比較的良好であるBell 麻痺においても5%の
患者は完治せず病的共同運動や拘縮などの
後遺症を残し、また Hunt 症候群においては、
約 30%の患者は完治しない。ステロイド薬や
抗ウイルス薬は麻痺発症数日以内に生じる
神経の浮腫や変性を防止するための薬物で
あり、発症から 2 週間以上経過した症例に対
しては十分な効果は期待できない。それ以降
は神経再生をめざした治療が必要となるが、
臨床的に使用できる神経再生促進薬なるも
のは未だ開発されていない。 
近年、遺伝子導入の手段としてアプリコン
ベクターが注目されてきている。HSV-1 由来
のアンプリコンベクターは、HSV-1 と同様の
envelope をもつため HSV-1 と様々に細胞に
感染することができ、効率よく遺伝子導入で
きることが報告されている。また、アンプリ
コンベクター自身はウイルスゲノムを有せ
ず、ベクターそのものの安全性は確保されて
いる。さらに、アンプリコンベクター内には
HSV-1 ゲノム相当(150kbp)の遺伝子が直列
に搭載されるため、例えば 7kbp の DNA プラ
スミドをアンプリコンプラスミドに搭載し
た際には 20 回以上繰り返した遺伝子が増幅
できる。HSV-1 アンプリコンベクターを用い
てマウス固形腫瘍を治療する研究は、すでに
応用されているが、今回我々は神経再生を目
的としてアンプリコンベクターを作成した
いと考えている。 
 
２．研究の目的 
 顔面神経の再生を促進させると同時に後
遺症を残さないような新たな治療法の開発
が望まれている。Bell 麻痺の主病因と考え
られている単純ヘルペスウイルス(HSV)は神
経親和性と神経傷害性を相持つ増殖性ウイ
ルスである。そのウイルスから神経傷害性を
除去して神経親和性のみを残した HSV ベク
ターや HSV の外殻だけを保持し、ゲノムを持
たない HSV アンプリコンベクターを用いて
神経栄養因子を増殖させ、遺伝子導入する治
療方法が可能になってきている。本研究は神
経栄養因子を HSV アンプリコンベクターを
用いて増殖させ、障害された顔面神経に投与
することで、より効果的な神経再生方法を樹
立し、ひいては、後遺症を残さない顔面神経
麻痺の新規治療法の開発を目的としている。 
 
３．研究の方法 
 マウスの肝臓を摘出し、肝細胞の DNA を抽

出する。PCR にて増幅させ、肝細胞増殖因子 
(HGF) の cDNA を得る。HSV-1 アンプリコン
プラスミド (pHGCX) を制限酵素にて切断し、
作成した HGF cDNA を挿入する。その後マウ
スHGFを挿入できたアンプリコンプラスミド
をクローニングする。具体的には大腸菌に感
染させ、カナマイシン配合培地にて培養する。
アンプリコンプラスミドにはカナマイシン
耐性遺伝子が組み込んであるため、アンプリ
コンプラスミドの導入された大腸菌のみコ
ロニーを形成する。コロニーをそれぞれピッ
クアップし、それぞれのコロニーから DNA を
抽出する。PCR にて目的遺伝子が増幅されて
いるコロニーを選択し、同様にもう一度クロ
ーニングをする。 
得られたアンプリコンプラスミドを HSV-1
に組み込みアンプリコンベクターを作成し、
HSV-1 HF10 を感染させる。HF10 が増殖する
際にアンプリコンベクターの増殖に必要な
タンパク質も供給されるため、アンプリコン
ベクターも HF10 の増殖中にパッケージング
される。培養上清を採取し、凍結、融解を繰
り返した後に低速遠心にて細胞の debris を
取り除き、分注して-80℃で保存する。アン
プリコンベクターの遺伝子発現を確認する
ため、ベクターを Vero 細胞に感染させ、蛋
白の発現を ELISA で確認する。 
 顔面神経麻痺モデルマウスの回復が促進
されるかを確認するため、まずは損傷神経上
に投与する。治癒の経過をスコア、ビデオな
どにて毎日経過を観察し、治癒が回復される
のか確認する。 
 またウイルス性顔面神経麻痺の回復が改
善されるかを検討する。HSV-1 KOS 株をマウ
ス耳介に擦過投与して顔面神経麻痺モデル
マウスを作成し、このモデルマウスの治癒が
促進されるのか検討する。 
次に組織学的にも治癒が促進されている
のか確認する。具体的には経時的にマウスを
過麻酔して、心室内に 4%パラホルムアルデヒ
ドを注入して内固定し、頭頸部を剥皮して摘
出する。6%EDTA・2Na にて脱灰して連続凍結
切片を作成する。顔面神経核を含む頭部切片
を 
Kluver-Barrera 法で染色し、顔面神経核の
ニューロン数を測定する。また、顔面神経の
損傷部位を含む頸部の切片を作成し、顔面神
経の変性や再生を観察する。 
 
４．研究成果 
 マウス肝細胞の DNA を抽出し、肝細胞増殖
因子の cDNA を得た。シークエンスを確認し
て、制限酵素で切断し、HSV アンプリコンプ
ラスミド(pHGCX)に組み込んだ。カナマイシ
ン存在下にてクローニングを行い、いくつか
の候補を得た。PCR で HGF を増幅し、いくつ
かの候補を得た。何度か試みたが、安定した
DNA が得られなかったため断念した。その後、
米国より商用の HGF cDNA が見つかったため、
購入した。シークエンスは確認されているた



め、現在 HSV アンプリコンプラスミドに組み
込んでいるところである。 
 次にモデルマウスを用いて糖尿病と顔面
神経麻痺の関係を検討した。HSV-1 KOS 株を
耳介に投与して顔面神経麻痺を発症し、自然
治癒したマウスをストレプトゾトシンで糖
尿病とした。耳介を再度擦過したところ、13%
のマウスが顔面神経麻痺を引き起こし 16%の
マウスが脳炎をおこして死亡した。麻痺中の
マウスの側頭骨内顔面神経を採取したとこ
ろ、PCR で HSV-1 DNA が、電子顕微鏡で膝神
経付近に HSV-1 粒子が観察された。ストレプ
トゾトシンを投与したマウスの脾細胞を検
討したところ、CD3 陽性 T 細胞が減少してい
た。以上の結果より、糖尿病により T細胞が
減少し、宿主の免疫低下により HSV-1 の再活
性化が引き起こされやすくなり、顔面神経麻
痺を発症したと考えられた。以上の結果は論
文にまとめて発表した。 
 また、顔面神経挫滅モデルマウスを作成し、
各成長因子の効果を検討した。成長因子は塩
基性線維芽細胞増殖因子 (FGF-2)、肝細胞増
殖因子 (HGF)、グリア細胞由来神経栄養因子 
(GDNF)、神経成長因子 (NGF)の各蛋白を用い
た。各成長因子を生体吸収性ハイドロゲルに
含有させて、圧迫神経上に留置した。どの成
長因子も顔面神経麻痺モデルマウスの回復
を促進したが、HGF、FGF-2を用いた群がGDNF、
NGF を用いた群よりも促進した。各治療後の
マウス頭部を採取し、脱灰し切片を作成して
組織学的に検討したところ、HGF、FGF-2 で再
生神経の増多が認められた。 
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