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研究成果の概要（和文）：有効な治療法がない喉頭難治性疾患（１）反回神経麻痺、（２）瘢痕性喉頭気管狭窄に対す
る臨床応用を目指した新しい治療法の開発を目的とた基礎研究を行った。
（１）については、過誤神経再生克服を目標とした基礎的検討を行い、モデルおよび評価法を確立し、チューブによる
神経再生の評価を行った。今後遺伝子治療へと発展させる基礎研究を遂行できた。（２）についてはラットを用いた安
定した喉頭気管狭窄モデルを作成し、センダイウイルスベクターを用いたFIR遺伝子治療効果を検討し、その有効性を
示すことができた。（３）また遺伝子導入法として頭頸部癌に対するＬＩＳＷなどを用いた遺伝子導入の基礎検討など
も行った。

研究成果の概要（英文）：We performed basic research to develop novel treatment for refractory laryngeal di
seases such as (1) Recurrent laryngeal nerve (RLN) palsy and (2) Laryngotracheal stenosis (LTS).  
(1) Animal model to evaluate the misdirection of nerve regeneration was established.  The utility of novel
 nerve regeneration tube was also assessed.  The basic model and techniques were established to evaluate R
LN regeneration after the gene therapy for RLN palsy.  (2) The rat LTS Model was established.  The novel t
reatment for LTS using Sendai virus mediated FIR gene therapy was assessed and demonstrated preventive eff
ect for LTS.  (3) Additionally, novel gene transduction technique using LISW was also assessed and proved 
to be useful. 
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１．研究開始当初の背景 
喉頭は呼吸や発声、嚥下を司る、生活のう

えで必要不可欠な重要臓器である。その機能
が障害された場合には著しいＱＯＬ低下を
きたす。 
反回神経麻痺は特発性のものやウイルス

感染性の麻痺に対してはステロイドホルモ
ンを中心とした薬物治療が行われ、外傷や手
術合併症等による神経断裂例では、神経再吻
合術、神経移植術等も行われる。しかしなが
ら、治療不応例は数多く存在し、特に神経断
裂例では神経筋機能が回復しないことが多
い。機能回復に至らない最大の原因として神
経過誤再生が問題となる。反回神経は声帯の
開大筋と閉鎖筋の両方を支配しており、過誤
支配による声帯の開大と閉鎖の不均衡が生
じる。そこで過誤支配の問題を解決するため
の研究を計画した。 
喉頭・気管狭窄は長期気管挿管、炎症性疾

患、気管外傷、熱傷などにより喉頭・気管粘
膜が損傷され、その創傷治癒機転において余
剰な肉芽形成、瘢痕化、線維化を生じた結果、
気道が狭窄する疾患である。その治療には、
レーザー切除、バルーン拡張術、喉頭気管管
状切除端々吻合など様々な外科的治療が試
みられているが、複数回の手術や長期の気管
切開を要することが多く、再発率も高い。な
ぜなら外科的治療自体が粘膜への侵襲であ
るので、その創傷治癒過程での余剰な細胞増
殖によって再狭窄が起こりやすいからであ
る。従って、傷害を受けた気管粘膜における
創傷治癒を抑制性にコントロールすること
が術後の再狭窄予防の鍵となると考えられ
る。補助療法としてステロイド投与、トラニ
ラスト内服などが用いられているが、効果は
満足できるものではなく、新たな治療法が望
まれており、その解決策を目指した研究を計
画した。 
また遺伝子治療は、安全性への懸念から、

これまで悪性疾患や重症の遺伝性疾患に限
定されてきたが、安全なウイルスベクターに
より単回投与で持続的に治療因子が局所に
発現されれば喉頭・気管狭窄のような良性疾
患に対しても理想的なドラッグデリバリー
システムとなりうる。これら喉頭疾患に対す
る安全な遺伝子導入についての検討も併せ
て行った。 
 
 
２．研究の目的 
有効な治療法がない喉頭難治性疾患（１）反
回神経麻痺、（２）瘢痕性喉頭気管狭窄に対
する遺伝子治療などを用いた臨床応用を目
指した新しい治療法の開発を目的とした基
礎研究を行った。 
（１）については、過誤神経再生克服を目標
とした基礎的検討として、まず反回神経障害
モデルおよび評価法を確立した。その上で神
経再生チューブによる神経再生の評価を行
い、今後遺伝子治療へと発展させる基礎研究

を遂行した。 
（２）については、手術や外傷により気道粘
膜が損傷され、その創傷治癒機転で気管とい
う限られたスペースに過剰な増殖が起こる
と狭窄がおこる。そこでラットを用いた安定
した喉頭気管狭窄モデルを作成し、センダイ
ウイルスベクター（Sev）による遺伝子導入
が可能であるか、さらに治療遺伝子として細
胞増殖に関与する c-mycに対して抑制的に作
用 す る FIR (FUSE binding protein 
interacting repressor)を用いた狭窄防止治
療効果の検討を行った。 
（３）また遺伝子導入法として安全な遺伝子
導入法であるＬＩＳＷを用いた頭頸部癌に
対する遺伝子導入の基礎検討、新しい遺伝子
治療へと発展可能なドラッグデリバリーシ
ステムについての基礎検討なども併せて行
った。 
 
 
３．研究の方法 
（１）反回神経過誤神経支配に対する新しい
治療法の開発 
安全かつ気道への導入効率が良いとされる
センダイウイルスベクター（SeV）を用いた
喉頭への遺伝子導入の検討を行った。最終的
には治療遺伝子を導入し、特に運動機能回復
を目的とした治療効果の検討を目的として
いるが、まずモデルの作成および評価法の確
立について検討した。ラット反回神経切断モ
デルを作成し、神経トレーサー（ファストブ
ルー：FB、ディアミニドイエロー：DY）を喉
頭筋（甲状披裂筋披裂、後輪状披裂筋）にそ
れぞれ投与し二重染色を行い疑核にて観察
を行った。さらに喉頭筋電図を用いた電気性
理学的機能再生についての評価系の検討を
行った。また、神経切断部の治療環境として、
神経再生チューブ（ナーブブリッジ）を用い
た神経再生環境の評価を行った。 
（２）瘢痕性喉頭気管狭窄に対する新しい治
療法の開発 
ラットを用いた気管狭窄モデルを作成した。
気管切開孔よりナイロンブラシにより気管
粘膜を全周性に損傷し、3 日後に狭窄度の評
価を行った。また傷害された気道粘膜に対す
る遺伝子導入の検討を気管狭窄に対する遺
伝子治療の前段階として、SeV ベクターが効
率的に遺伝子導入できるかを検証した。さら
に FIR搭載 SeVによる気管狭窄防止効果につ
いての検討を行った。 
（３）ウイルスを用いない安全な遺伝子導入
法 と し て 、 laser-induced stress waves 
(LISW)を用いた頭頸部癌細胞への遺伝子導
入の検討を In vitro および In vivo におい
て行った。さらにベクターなどのデリバリー
システムへと応用可能な、市販コロイドキッ
トを用いたICGの生体内動態についての検討
を行った。 
 
 



４．研究成果 
（１）反回神経過誤神経支配に対する新しい
治療法の開発 
SeV を喉頭へ噴霧または注入し、レポーター
遺伝子の発現を検討した。注入群、噴霧群い
ずれも遺伝子発現を確認し、噴霧群では GFP
発現が声帯粘膜全体にみられ、粘膜下組織に
も発現していた（図 1）。経時的観察では噴霧
3日後に発現は最大となるものの、14日後に
おいても発現を確認でき、噴霧という簡便な
方法によるドラッグデリバリーシステムつ
いての有用性を確認できた（図 2）。 

（図 1 声帯 GFP 発現 a,c 注入、b, d 噴霧） 

（図 2 声帯 LacZ 発現の経時的変化） 
 
また神経再生、機能回復における過誤支配の
克服に向けて神経切断モデルを作成し、神経
トレーサーによる二重染色を行い疑核にて
観察を行うことに成功した（図 3）。さらに喉
頭筋電図による機能評価法を確立した。神経
切断部の治療環境として、神経再生チューブ
（ナーブブリッジ）を用いて反回神経切断モ
デルの架橋モデルを作成した。形態学的に神
経再生促進が確認でき（図 4）、治療因子を投
与することが可能な神経再生環境の場とし
ても優性が高いことを示すことができた。 

（図 3 疑核の二重染色による過誤支配評価） 
 
 
 
 
（図 4 反回神経断面 クリューババレラ染色
左 吻合、右 チューブ架橋） 

 
（２）瘢痕性喉頭気管狭窄に対する新しい治
療法の開発 
ラット喉頭気管狭窄モデルにおいて、再生粘
膜上皮の過形成、粘膜下組織の肥厚を認め、
気管レベル、輪状軟骨レベルともに有意な狭
窄が見られた（図 5）。物理的傷害（擦過）に
よる安定したラット喉頭気管狭窄モデルを
確立した。 

（図 5 気管狭窄モデル気管断面） 
またこのラット喉頭気管狭窄モデルにレポ
ーター遺伝子（LacZ）を搭載した SeV を噴霧
したところ、遺伝子の発現を確認した（図 6）。 

（図 6 気管狭窄モデルでの LacZ 発現） 
 
続いて治療遺伝子 FIRを搭載した SeVを投与
し、気管狭窄防止効果を検討したところ、治
療群で有意な狭窄防止効果を確認した（図 7）。 

(図 7 SeV-FIR 治療により狭窄を抑制) 
 
 



C-Myc 免疫染色により、治療群では c-Myc 発
現の抑制を確認し（図 8）、そのメカニズムが
FIRによるc-Myc抑制であることが示された。 

（図 8 c-Myc 免疫染色 FIR 治療に発現抑制） 
 
 
（３）LISW により頭頸部癌細胞へ細胞障害を
与えることなく、レポーター遺伝子が導入可
能であることが示された。（図 9） 

（図 9 In vitor での GFP 発現） 
 
また市販のフチン酸キットとICGを混合する
ことで、その動態に変化が起こることが示さ
れた。これを応用し遺伝子治療の新たなドラ
ッグデリバリーシステムとして発展応用の
可能性があることが推察された。 
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