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研究成果の概要（和文）： 
小野、徳永、伊達により 11R 蛋白とヘムオキシゲナーゼ-1、superoxide-dismutase、TGF-beta、
low-density lipoprotein receptor、endothelial NOS、あるいは superoxide-dismutase の
fusion 蛋白質をｃDNA より作成した。endothelial NOS-11R 蛋白に関しては、ラット 2回くも
膜下出血モデルでの攣縮脳血管を、本蛋白投与により、拡張せしめることに成功した。
（Stroke.38:1354-61,2007）。小野、伊達により培養脳血管平滑筋、内皮細胞に、上述の fusion
蛋白質を投与し、細胞内移行について検討した。血管外腔投与では血管壁のすべての層に蛋白
質は導入可能であった。また、100kD 以上の大きな蛋白質も血管壁細胞内へ導入が可能である
ことを確認した。さらに、これらは脳組織には導入されず血管のみに親和性が高いことも見い
出した。11R 蛋白とヘムオキシゲナーゼ-1、superoxide-dismutase、TGF-beta、low-density 
lipoprotein receptor、および superoxide-dismutase の fusion 蛋白質を現在プラスミドから
蛋白生成の段階で製作中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We made fusion proteins of 11R with superoxide-dismutase, TGF-beta、low-density 
lipoprotein receptor, endothelial NOS, and superoxide-dismutase by using genetic 
recombination technique. endothelial NOS-11R transmitted into the brain blood vessels, 
and it made these vessels dilated, successfully. (Stroke.38:1354-61,2007). We also 
revealed that 11R protein could transmit into any layers of arterial vessels, and even 
large molecular weight proteins could penetrate into the any layers of the vessels with 
11R protein. Meanwhile, we observed no signals of 11R in the brain parenchyma.   
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１．研究開始当初の背景 
岡山大学大学院医歯薬学総合研究科・細胞生
理学、松井秀樹教授らは、世界に先駆け beta 
galactosidase レポーター蛋白と融合させた、
細胞膜透過性蛋白、11R をラット髄腔内に投
与することにより脳神経細胞内に外来蛋白
質を発現させることに成功している。11R と
いう蛋白透過ドメインペプチドにより、この、
外来蛋白質を直接細胞内に導入するという
画期的成果を元に、我々は、従来、ウイルス
ベクターなどによる外来蛋白発現が困難で
ある脳血管（特に血管平滑筋細胞）にも、本
法を用いれば、大きな分子量の蛋白質であっ
ても導入可能であることを世界で初めて発
見した（科学研究費、萌芽での成果）。また、
我々はくも膜下出血後の脳血管攣縮という
一過性であるが致死的となる脳血管狭窄病
変の治療を目指して、endothelial nitric 
oxide synthase(eNOS)と 11R の融合蛋白を作
成、これをラット脳血管に投与し、現在まで
の常識では考えられないほどの巨大な分子
量の蛋白質が、選択的に脳血管壁へ導入され
ることを発見、さらにラットにおける脳血管
攣縮抑制効果（すなわち導入蛋白が機能的に
も作用していること）を確認し、現在 high 
level の journal へ投稿中である。これらの
成果を基に、今回我々は、高齢化社会におい
て増加中の動脈硬化による頭蓋内外血管狭
窄症、あるいは脳卒中の主な原因のひとつで
ある脳動脈瘤、難治性である、もやもや病（特
定疾患）や脳動静脈奇形に対する全く新しい
治療法の開発を行う。蛋白単独投与では脳動
脈瘤、脳動静脈奇形の塞栓には目標血管のタ
ーゲッティングや即効性に問題があると考
えられるが、11R やプラチナコイル、ステン
トの使用により脳血管平滑筋への効果は著
明に現れると考えられる。このような潜在的
に多くの罹患率があると考えられる脳血管
障害に対し人へのさまざまな応用を視野に
蛋白セラピーの可能性を模索する。脳血管障
害の遺伝子治療に関しては、岡山大学では、
世界に先駆け脳血管攣縮の実験的遺伝子治
療を開始しており、その成果を十年来積み重
ねており、高い評価を得ている。このような
治療法の確立が可能となれば、世界的に見て
も遺伝子治療や再生医療とならぶ
Breakthrough となることは確実と考えられ
る。 
 
２．研究の目的 

我々の用いる、脳血管に対する蛋白質テラ
ピーは世界的に見ても初めての試みであり、
かつ、血管平滑筋を特異的にターゲットとし
ている点で独創的である。脳血管は他の体血
管と異なり、血液脳関門を有し血管平滑筋、
血管内皮細胞への外来遺伝子や蛋白の導入
は非常に困難で、従来のベクターでは高濃度
の薬剤、あるいはウイルス量が必要であるこ

とから副作用を来たしやすかった。我々の方
法では、遺伝子を導入するのではなく遺伝子
産物である蛋白質を直接平滑筋を中心に導
入することにより、より効率よく、たとえ大
きな分子量のたんぱく質であっても、目的の
物質を目的の細胞に選択的に導入できると
期待される。この方法を用いれば、従来、遺
伝子導入が難しいとされた脳血管平滑筋な
どに容易に目的蛋白を導入できるだけでな
く、可溶性小分子蛋白（たとえば一酸化窒素
産生蛋白や一酸化炭素産生蛋白）発現ベクタ
ーを細胞外膜などの近接細胞に導入し、拡散
作用で血管平滑筋へデリバーしていた従来
のアデノウイルスなどによる導入に比べ、格
段に幅広い種類の蛋白がターゲットになり
うるものと予想される。また、高齢化社会を
迎える中で、脳動脈瘤、脳動脈硬化症、脳血
管性認知障害、もやもや病、脳動静脈奇形な
どの、難治性で潜在的に多くの罹患率がある
と考えられる脳血管障害にも応用可能であ
る。 
 
３．研究の方法 
(1)本実験の計画、指揮、総括は小野が行う。
遺伝子組み換え手技に長けた、小野、松井、
伊達、市川により11R蛋白とヘムオキシゲナー
ゼ-1、superoxide-dismutase、TGF-beta、
low-density lipoprotein receptor、
endothelial NOS、あるいは
superoxide-dismutaseのfusion蛋白質をｃ
DNAより作成する。松井、市川は培養脳血管平
滑筋、内皮細胞に、上述のfusion蛋白質を投
与し、細胞内移行について検討する。また、
移行に必要な細胞環境、時間、細胞毒性など
の基礎的データを収集する。また、小野、伊
達が、11R蛋白をラット脳底動脈スライスにex 
vivoで作用させた場合、血管壁細胞への移行
を経時的に観察しどの層にどのように移行す
るかを詳細に検討する。11R蛋白とヘムオキシ
ゲナーゼ-1、superoxide-dismutase、TGF-beta、
low-density lipoprotein receptor、
endothelial NOS、あるいは
superoxide-dismutaseのfusion蛋白質の作成
が困難な場合が予想されるが、この場合制限
酵素、発現ベクターの組み合わせを工夫する
ことにより対策する。 
(2) 11R-レポーター蛋白および11R-各種蛋白
質の脳血管への導入（松井、伊達、杉生、徳
永） 
本実験の計画、指揮、総括は小野が行う。11R-
レポーター蛋白および11R-各種蛋白質融合蛋
白（ヘムオキシゲナーゼ-1、
superoxide-dismutase、TGF-beta、
low-density lipoprotein receptor、
endothelial NOS、あるいは
superoxide-dismutase）をラット脳室、脳槽
内からの投与、あるいは静脈内から投与し蛋
白の導入効率を検討する（松井、伊達担当）。



In vivoにおいて、どの血管壁細胞に蛋白が導
入されたかを確認し、これらの投与法の中か
ら臨床応用する上でもっとも適切な方法を見
出す（杉生、徳永担当）。また、in vivoにお
ける細胞毒性、脳に与える影響などについて
も組織切片を作成し検討する。また、肝臓、
腎臓、肺など他の臓器への11R-各種蛋白の移
行を検討する。各蛋白の移行の度合いについ
ての評価が抗体等の精度により困難な場合が
ある。蛋白特異的な抗体を自作して対応する。 
 
４．研究成果 
ヘムオキシゲナーゼ-1、endothelial NOS、
等の蛋白と11Rとのfusion蛋白質をｃDNAよ
り作成、培養脳血管平滑筋、内皮細胞に、上
述の fusion 蛋白質を投与し、細胞内移行に
ついて検討、広くほぼすべての細胞に数時間
以内で移行することが確認できた。また、移
行に必要な細胞環境、時間、細胞毒性などの
基礎的データを収集しており、神経細胞毒性
は現時点では確認されなかったため、中枢神
経系への広い応用が視野に入ってきた状況
である。11R 蛋白とヘムオキシゲナーゼ-1、
superoxide-dismutase、TGF-beta、
low-density lipoprotein receptor、
superoxide-dismutase の fusion 蛋白質の作
成は困難であるが、制限酵素、発現ベクター
の組み合わせを工夫することにより対応中
である。11R との fusion 蛋白質の投与方法に
ついてはラット脳室、脳槽内からの投与、あ
るいは静脈内から投与し脳血管に対しては
脳槽投与が比較的優れた導入効率を示すこ
とが示唆された。動脈硬化ウサギモデル作成
は、食餌により高脂血症、高血圧をウサギに
対し負荷、頸動脈、動脈硬化病変および一部
脳血管にも動脈硬化病変を作成するのに成
功した。本モデルを作成し、現在 11R 蛋白の
動脈硬化病変に対する導入効率について検
討中である。また、もやもや病モデルは、ラ
ット頸動脈結紮により、脳虚血を惹起、さら
に数カ月単位で経過観察することで、一部に
もやもや血管増生を確認した。モデルの安定
性が現在は課題であり、脳側副血行路の種間
での違いを確認、最適モデルの検討を行って
いる。 
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