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研究成果の概要（和文）：膠芽腫の増殖制御を考え、血管新生因子FGF2特異的な抑制物質としてFGF2受容体に対するア
ンチセンスホモロジーボックス（AHB）に注目した。コンピュータープログラムによるすべての可能なAHBの探索により
、FGF2受容体の標的ペプチドに対応する相補ペプチドを13種類合成した。
合成ペプチドの血管新生抑制効果をin vitroヒト血管内皮細胞の増殖試験で確かめた。予想に反して、合成ペプチドに
非常に強い内皮細胞増殖効果、FGF2シグナルの増強を認めた。
FGF2受容体に対するAHBペプチドの血管新生促進効果の特異性を確実なものにして、さらにin vivo脳梗塞モデルでの血
管新生療法を考案した。

研究成果の概要（英文）：As a specific inhibitor for angiogenic factor FGF2, we are interested in 
antisence homology box (AHB) in FGF2 receptor. Based on the computer analysis of FGF2 receptor, 13 
synthetic peptides for AHB were designed. Human endothelial cell proliferation assay was determined with 
these peptides. Unexpectedly, some peptides demonstrated strong endothelial proliferation activity with 
elevated FGF2 signal transduction. Finally the angiogenic activity of the peptide was confirmed by other 
several assays. We propose AHB derived FGF2 receptor peptide is a candidate of angiogenic therapy for 
ischemic disease such as cerebral infarction.
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１．研究開始当初の背景 

膠芽腫は血管新生が豊富であり、血管新生

抑制療法が探索されてきた。強力な血管新

生 因 子 VEGF に 対 す る 中 和 抗 体

（bevacizumab）の膠芽腫に対する２つの大

規 模 臨 床 試 験 で は 、 bevacizumab は

progression free survival は延長するが、

overall survival は延長しないという結果で

あり、VEGF 中和抗体以外の血管新生抑制

療法の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 
VEGF に次ぐ強力な血管新生因子である

FGF2 を標的とした。また、FGF2 を抑制す

るのに、FGF2 受容体を構成するアミノ酸

配列の中で、アンチセンスホモロジーボッ

クス（AHB）にあたるペプチドを、コンピ

ュータープログラムより探索し、それに対

する相補ペプチドの効果を確かめることを

目的とした。 
 
３．研究の方法 
ペプチドの合成：FGF2 受容体の全アミノ

酸配列より AHB を探索し、それぞれに対

する相補的なペプチドを合計 13 個作成し

た。 

内皮細胞増殖試験：ヒト微小血管内皮細胞

（HMVEC）おとびヒトグリオーマ細胞

（U87, U251）を 96 well で培養し、13 個の

合成ペプチド(0, 10, 100, 500, 1000 nM)を加

えて３日後に、WST assay で細胞増殖を測

定した。 

内皮細胞シグナル伝達：HMVEC を 6 well

で培養し、合成ペプチド（100 nM）を加え

て細胞内の FGF2 シグナル（Akt, ERK, S6,

それぞれのリン酸化蛋白）をウェスタン解

析で測定した。 

ペプチドの作用機序解明：ペプチドと内皮

細胞の結合を生理学的に確かめるために、

Biacore assay を行った。ペプチドによる内

皮細胞の増殖作用が特異的なものであるこ

とを見るために、アミノ酸配列を３個変換

した変換ペプチドを用いた HMVEC の増殖

試験、あるいは HMVEC の FGFR2 を siRNA

でノックダウンした内皮細胞を用いた増殖

試験を行った。 
 
４．研究成果 

合成ペプチドの内皮細胞増殖作用：13 個の

合成ペプチドのうち、細胞外ドメイン、

transmembrane ドメインの数個のペプチド

で内皮細胞の増殖刺激作用がみられた。グ

リオーマ細胞では増殖刺激作用は見られな

かった。 

内皮細胞内シグナル伝達：上記の増殖刺激

作用のあるペプチドのうち、最も強い作用

のペプチドについて実験を行った。ペプチ

ド 100nM の濃度で、HMVEC の細胞内シグ

ナル（phospho-Akt, -ERK, -S6）の増強がみ

られた。 

ペプチドの作用機序解明；2 種類の方法で

Biacore assay を行った。FGFR2 の細胞外部

分に対する抗体を装置に固定し、HMVEC

を流して結合を見る実験、HMVEC を装置

に固定し、ペプチドを流して結合を見る実

験共に、生理学的には結合を認める所見は

得られなかった。ぺプチドの３個のアミノ

酸を変換した変換ペプチドでは HMVEC の

増殖作用は見られなかった。また、HMVEC

の FGFR受容体を siRNAでノックダウンす

るとペプチドの増殖作用は見られなかった。 

今回の研究でFGF2受容体のAHBに対する

ペプチドには、予想に反して内皮細胞の増

殖を刺激する作用を見出した。その作用は

内皮細胞特異的であり、標的としたペプチ

ド特異的であった。このペプチドは血管新

生抑制ではなく、脳梗塞などの虚血性疾患

に対する血管新生療法としての応用が考え

られた。 
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