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研究成果の概要（和文）：冬眠を様々な医学的治療に応用できるかどうか検討するべく、現在は入手困難な冬眠タンパ
ク (HP Complex) を人工的に合成するために、HP Complex の構成成分であるHP-20，HP-25，HP-27 を、それぞれの相
補的 DNA (cDNA) をもとに，組換えタンパク質合成の手法の一つであるコールドショック発現系を用いて合成すること
に成功した。

研究成果の概要（英文）：We tried to synthesize Hibernation protein Complex (HP Complex) to apply 
hibernation system to medical treatment. We successfully synthesized HP-20, HP-25 and HP-27 that 
constitute HP complex from the each complementary DNA using genetic recombination method.

研究分野： 集中治療医学

キーワード： 冬眠　HP Complex　タンパク合成
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１．研究開始当初の背景 

心肺蘇生後には，神経学的予後を改善さ

せ社会復帰率を向上させるために，軽度低

体温療法を行うことが推奨されている。し

かし低体温により，電解質異常，凝固機能

低下，免疫機能低下などの様々な合併症が

もたらされてしまい，このために目標体温

まで体温を下げることができなかったり，

感染症が重症化してしまったりするなど

様々な問題点が発生する。 

そこで信川泰成助教（福井大学・医学部・

附属病院）は，冬眠を低体温療法に応用す

るために，1992 年に近藤宣昭博士らによっ

てシマリスより発見された  HP Complex 

に注目し (Kondo et al. J Biol Chem 1992)，

平成 23 年度の挑戦的萌芽研究を申請し研

究費を得た（課題番号：23659738）。しかし，

HP Complex を入手しようと近藤博士に問

い合わせたところ，研究所閉鎖のため HP 

Complex を販売や譲渡することができな

いとのことであった。そこで申請者は HP 

Complex を合成するべく，途中から連携研

究者として参加した。 

HP Complex は，HP-20，HP-25，HP-27，

HP-55 の 4 種類のタンパク質により形成

され，肝臓で合成されて血中に存在してい

るが，冬眠期間中には HP Complex は脳血

液関門を通過して髄液中に移動し，このう

ち  HP-20，HP-25，HP-27 の  3 種類が 

HP-55 と解離して活性化され，冬眠を引き

起こすことが分かっている（Kondo et al. 

Cell 2006）。この 3 種類のタンパクについ

ては，その cDNA がすでにクローニング

されており（Takamatsu et al. Mol Cell Biol 

1993），申請者らは高松信彦博士より提供い

ただいた cDNA から無細胞タンパク合成

という手法を用いて，3 種類のタンパクを

合成しようと試みた。 

しかしこの手法ではタンパクが合成され

なかったり，合成された場合でもその量が

非常に微量であったりしたため，実際に実

験に使用できるような量を得ることが不可

能であった。 

 

２．研究の目的 

そこでまず，より大量に確実にタンパク

合成できる方法を見出し，そのタンパクを

精製してラットに投与し，冬眠が実現でき

るかどうか調べようと考えた。 

具体的には，コールドショック発現系と

いうタンパク合成システムに着目して，

HP-20，HP-25，HP-27 の 3 種類について

大量に合成・精製しようと試みた。 

 

３．研究の方法 

まず，プラスミドベクター pBluescript 

KS (+) Vector (Stratagene 社 ) の 

multicloning sites 内の EcoRI 部位に，シマ

リスの HP-20，HP-25，HP-27 の cDNA を

挿入したものを入手した。つぎに制限酵素

処理により，それぞれ目的遺伝子である 

HP-20，HP-25，HP-27 の cDNA を取得し

た。これを組換えタンパク質合成用発現ベ

クターである，コールドショックベクター 

(タカラバイオ株式会社) pCold® ProS2 DNA 

の BamHI と EcoRI サイト間に HP-20，

HP-25，HP-27 の cDNA を導入して作製し

た発現ベクタープラスミドを用いて，宿主

大腸菌 BL21 T1R の形質転換体を調製し

て培養した。得られた菌体を PBS で懸濁

後，超音波破砕し，遠心分離により可溶性

画分と不溶性画分に分け，12.5% ポリアク

リルアミドゲルを用いた SDS-PAGE/CBB 

染色により分析した。また，His Tag 付加

の目的タンパク質について 12.5% ポリア

クリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE 後，

抗 His Tag 抗体を用いて Western Blotting 

解析を施行した。 

 

 



４．研究成果 

HP-20，HP-25，HP-27 ともに，コールド

ショックベクター pCold® ProS2 DNA にそ

れぞれの cDNA が組み込まれた大腸菌の可

溶性画分に，タンパクが合成されているこ

とが，Coomassie Brilliant Blue 染色，抗 His 

tag 抗体を用いた Western Blotting 解析に

より確認できた。（下図参照） 

1 Precision Plus Protein Standards Dual 

color 

2 Control (pCold ProS2) 全蛋白 

3 Control (pCold ProS2) 上清 

4 Control (pCold ProS2) 沈殿 

5 Sample (HP-20 or 25 or 27/pCold 

ProS2) 全蛋白 

6 Sample (HP-20 or 25 or 27/pCold 

ProS2) 上清 

7 Sample (HP-20 or 25 or 27/pCold 

ProS2) 沈殿 

 

しかし，HP-20，HP-25，HP-27 の精製や、

ラットへの応用までは行うことができなか

った。これらは今後の課題である。 
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