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研究成果の概要（和文）： 
 遺伝子治療が脚光を浴びているが、遺伝子治療には様々な問題点があった。遺伝子治療では導
入された遺伝子が機能を発揮するのに少なくとも数日かかる。このため、急性期の疾患には不向
きである。遺伝子導入では、発現するタンパク質の量をコントロールできない。このため、過剰
な発現が副作用を生じるかも知れない。タンパク質を直接導入するタンパク質治療では、機能が
すぐに発揮し、導入するタンパク質量により発現をコントロールできる。遺伝子治療からさらに
進んだタンパク質治療という分野を開拓するためには、動物を慢性にもどした場合の効果を解明
しなければならない。そのため、神経型一酸化窒素合成酵素(neuronal nitric oxide synthase, nNOS)
のタンパク質を hemagglutinating virus of Japan envelope vector (HVJ-E vector)とともに、
Wistar-Kyoto rat (WKY)とSpontaneously hypertensive rat (SHR、自然発症高血圧ラット)の延髄孤束
核へ微量注入し、その後動物を意識下にもどし、血圧・心拍数・平均血圧の変化を観察した。そ
の結果、血圧・平均血圧が低下する結果が得られた。タンパク質治療が実現できる可能性がある
ことが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
There are some disadvantages in gene therapy. First, several days were required for protein expression 
after gene transfection. Second, expression of the protein cannot be controlled. On the other hand, in the 
protein therapy, the biological active transducted protein may have function soon. Expression of the 
protein can be controlled. Efficient delivery of proteins into the cells in vivo could be achieved only 
when the molecules are very small. It was shown that intraperitoneal injection of the β-galactosidase 
(β-gal) protein, fused to the protein transduction domain from the human immunodeficiency virus TAT 
protein, results in delivery of the biologically active fusion protein to all tissues in mice, including the 
brain. This technique might be complex. There were no reports that protein transduction into the specific 
restricted brain area has succeeded. We demonstrated that in vivo nNOS protein direct transduction into 
the nucleus tractus solitarii (NTS) could change blood pressure. The in vivo delivery of biologically 
active proteins is a powerful therapeutic tool and the successful transduction of proteins to specific 
disease-bearing CNS regions would represent a remarkable clinical advance. 
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１．研究開始当初の背景 
 2000 年に、ヒトゲノムの読み取りはほぼ完
了された。「ポストゲノムの時代」において
重要なことは、体内でゲノム情報から作られ
るタンパク質の機能を解析することである。
目的とするタンパク質を細胞内へ導入する
研究は始ったばかりであり、in vitro で培養細
胞やスライス標本での研究がほとんどであ
った。 
 現在行われているタンパク質の細胞内へ
の導入方法は、7〜20 個のアミノ酸からなる
Protein Transduction Domain (PTD)と呼ばれる
ペプチドを目的のタンパク質に結合させる
方法(Science, 285: 1569-1572, 1999)で、非常に
煩雑である。また、この方法で脳内へのタン
パク質の導入も報告されているが、静脈経由
で脳内の多くの部位へタンパク質が導入さ
れたとする報告にすぎず、脳の特定の機能部
位にタンパク質を導入しなければ生体の機
能変化を観察する実験には使えなかった。 
 一方、遺伝子治療が脚光を浴びているが、
遺伝子治療には様々な問題点があった。遺伝
子治療では導入された遺伝子が機能を発揮
するのに少なくとも数日かかる。このため、
急性期の疾患には不向きである。遺伝子導入
では、発現するタンパク質の量をコントロー
ルできない。このため、過剰な発現が副作用
を生じるかも知れない。タンパク質を直接導
入するタンパク質治療では、機能がすぐに発
揮し、導入するタンパク質量により発現をコ
ントロールできる。しかし、脳へタンパク質
を直接導入し、遺伝子治療からさらに進んだ
タンパク質治療という分野を開拓するため
には、解決しなければならない様々の問題点
がある。その一つとして、動物を慢性にもど
した場合の効果が全く解明されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 nNOS のタンパク質を hemagglutinating 
virus of Japan envelope vector (HVJ-E vector)と
と も に 、 Wistar-Kyoto rat (WKY) と
Spontaneously hypertensive rat (SHR)の孤束核
へ微量注入し、その後動物を意識下にもどし、
血圧・心拍数・平均血圧の変化を観察する。
注入された nNOS のタンパク質が機能を果た
しているかどうかを調べる。さらに、免疫組
織化学的方法により、nNOS が導入部位に発
現していることを確認する。また、ウェスタ
ンブロット法によっても、nNOS のタンパク
質を定量的に確認する。これらの確認は、時
間経過を追って調べ、導入されたタンパク質
が何日後に消失していくかを調べる。 
 
 
３．研究の方法 
 Wistar-Kyoto rat (WKY)の孤束核に nNOS の
タンパク質を注入し、慢性的に血圧・心拍数
の変化を調べる。β-gal 等のタンパク質を注
入したコントロール実験も行う。
Spontaneously hypertensive rat (SHR)でも同様

のことを行い、SHR と WKY の結果を比較し、
タンパク質治療が高血圧の治療として有効
であるかどうかを確認する。 
 
 
４．研究成果 
 平均血圧は control 群と比べ有意に下降し、
注入された nNOS のタンパク質が機能を果た
していることを確認した。12 時間後も平均血
圧は control 群と比べ有意に下降することを
調べた。また、タンパク質の導入部位は孤束
核であることも確認した。これらより、脳の
特定機能核へ導入したタンパク質は機能を
発揮していることが判明した。今後、タンパ
ク質治療という新しい分野を開拓できるか
も知れない。 
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