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研究成果の概要（和文）：新規の抗動脈硬化治療として，HDLを標的とした治療が注目されている．生体内でHDLを自己
形成可能な独自ペプチドを開発し，このFAMP5ペプチドの効果を検証するために，ApoE-/-動脈硬化モデルマウスを用い
てHDL粒子の小型化を伴う機能向上による大動脈プラーク退縮作用を確認できた．また，FAMP5-Duo はC末端にリジンを
配置することで側鎖に同アミノ酸を繋げたsymmetricalな構造を持つことによって，in vitroではABCA1特異性の向上と
遺伝子導入作用のみならず導入遺伝子の蛋白発現まで確認できた．今後の動脈硬化治療への実用化が期待できる新規の
次世代型ペプチドの開発に成功した．

研究成果の概要（英文）：HDL-targeted therapy is in the spotlight for anti-atherosclerosis treatment. An 
apoA-I mimetic peptides, FAMP5 has been established, and it confirmed that 16-weeks treatment of FAMP5 
inhibits aortic atherosclerotic plaque progressions with an improvement of HDL biological functions in 
ApoE-/- atherosclerotic model. Furthermore, FAMP5-Duo, a novel symmetrical ApoA-I mimetic peptide which 
has a lysine with the side chain at the C-terminus end was developed. Consequently, it was identified a 
gene transferring and confirmed the transferred protein expressions by FAMP5-Duo in addition to an 
improvement of ABCA1-specificity.
A novel gene transferable HDL-generating peptide was developed and it has significant atheroprotective 
potential and may prove to be a therapeutic tool for atherosclerotic diseases.

研究分野： 循環器代謝内科学
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１．研究開始当初の背景 
本邦において動脈硬化性疾患の代表である心
疾患は依然として増加傾向であり日本人死因
の15.5% を占め，現在の日本人死因では全悪
性新生物に次いで第2 位となっている．コレ
ステロール高値が心血管疾患のリスクを増加
させることは広く周知された事実であるが，
高比重リポ蛋白 (HDL) コレステロールの低
値もまた，低比重リポ蛋白 (LDL) コレステロ
ールの高値以上に心血管疾患のリスクを増加
させることが多くの大規模疫学研究・臨床試
験によって明らかにされている．これまでの
多くの研究からHDLコレステロールの虚血性
心疾患への影響は，HDL が 1.2 mg/dL 増加
するごとに虚血性心疾患のリスクは少なくと
も3% 減少することが明らかとされている．
このことは単純計算では，HDL を 10 mg/dL 
増加することが可能であれば，少なくとも心
血管疾患リスクを約25%抑制できると考えら
れる． そこで抗動脈硬化治療として，この
HDL コレステロールの増加あるいはHDL の
機能増強を標的とした新たなアプローチによ
る動脈硬化疾患治療が注目されている． 1999 
年 ATP-Binding Cassette Transporter (ABC) A1 
脂質膜輸送体が家族性 HDL 欠損症の原因遺
伝子として同定され，これがコレステロール
を細胞外へ輸送することにより HDL が新生
され，細胞の余剰コレステロールを排出して
いることが判明した．つまり ABCA1 は 
HDL を新生する際に最も大切な生体膜輸送
体である．HDL のコレステロール量を上昇さ
せる新規薬剤として，コレステロールエステ
ル転送蛋白(CETP) 阻害薬が臨床応用されよ
うとしているが，いくつかの臨床試験の結果
から，そのHDL の質を疑問視している研究者
も少なくなく，HDLの質の重要性が問われ始
めている．私達は現在までに，HDL の機能を
増強させる人工HDL の開発を進めてきた．つ
まり、様々に合成したHDL には，抗動脈硬化
作用，内皮管腔形成促進作用，血管新生作用，
心リモデリング抑制や致死的不整脈抑制作用
などがある．HDL 様物質を直接補充するHDL 
治療では，リン脂質の毒性や効果の問題を抱
えているため，私達は生体内でHDL を自己形
成する新規のペプチドを開発してきた．その
研究成果からABCA1 依存的に作用し，生体
内にてHDL を自己形成する実用化に適した
新規アポ蛋白A-I 模倣（iCE; inducible 
Cholesterol Efflux ）ペプチドの開発に成功し
た（ FAMP = Fukuoka University ApoA-I 
Mimetic Peptide; 特許第5742029号）．このペ
プチドは強固な両親媒性α へリックス構造を
保持し，ABCA1 を介したコレステロール
efflux を増加，さらに， in vivo で pre-β HDL 
の新生を増加させ，HDL の機能活性を増加す
ることが判明している． 
 
２．研究の目的 
新規の抗動脈硬化治療戦略としてHDL の機
能増強を期待した動脈硬化疾患の新規治療戦

略の構築とその臨床応用が本研究の主目的で
ある．	 はじめに，既開発の iCE ペプチド 
(FAMP5; FAMP type 5) の抗動脈硬化治療薬
として臨床応用するにあたって，動脈硬化モ
デル動物において大動脈のプラーク退縮作用
とその退縮メカニズムと毒性について検討す
る． つぎに次世代の新規 iCE ペプチドの開
発として，具体的には，既開発品の FAMP5 
よりコレステロール引き抜き作用が強く，ま
た ABCA1 により特異度の高い iCE ペプチ
ドを開発する． ところで，遺伝子治療は，先
天的な遺伝子疾患に限らず，癌や心臓病，動
脈硬化症など後天的な疾患に対する画期的な
治療法としても期待されている．現在の遺伝
子治療では，ウイルスベクターが主に使用さ
れているが，生体に対する安全性や取り扱い
の困難性等の問題も指摘されている．近年，
正電荷を持つ両親媒性α ヘリックスペプチド
が細胞内へ核酸導入が可能である報告が複数
認められている．私達がこれまでに開発して
きた iCE ペプチドFAMPがHDL を生体内で
自己形成するだけでは無く，その両親媒性α 
ヘリックス構造を持ち，C 末端の親水性領域
にリジン (K) を持つことから正電荷を来た
し，それにより核酸と結合するのではないか
という仮説の元に，安全かつ合成が簡便なペ
プチドを基本骨格として，特に生体内で HDL 
を自己形成しHDL として作用すると同時に
遺伝子治療ベクターとしての機能も併せ持つ
ユニークかつ全く新しいコンセプトのペプチ
ドを開発することを本研究の目的としている． 
 
３．研究の方法 
(1) 当施設に設置済みのペプチド合成装置を
用いて既開発の iCE ペプチド (FAMP5：H– 
ALE HLF TLY EKA LKA LED LLK KLL –OH) 
の大量合成，大量精製を施行． 
(2) C57BL6, ApoE-/- マウスを用いて，高脂肪
食負荷後16週間の FAMP5 治療にて大動脈
プラーク退縮作用， FPLC 法, HPLC 法，ア
ガロース電気泳動法にて脂質プロファイルを
測定検討する．また，血中のバイオマーカと
して高感度 CRP, MCP-1, IL-6等の炎症性サイ
トカインをELISA法にて測定． 
(3) 既開発品 iCE ペプチド (FAMP5) と比較
して，より強力な HDL 新生作用・ABCA1 特
異性を持つ新たな iCE ペプチドを設計，合成，
精製．C 末端にリジン(K) を配置し，リジン
(K) 側鎖にも同アミノ酸を繋げたタイプの新
規ペプチドを開発．既存のiCE ペプチドと比
較して ABCA1 の特異性の向上とコレステ
ロール引抜き作用の強いアミノ酸配列を決定． 
(4) iCE ペプチド (FAMP-Duo) 骨格あるいは
更にリジン側鎖に繋げたタイプの 96 アミノ
酸残基からなる骨格を持つペプチドの設計，
合成，精製． COS-7 細胞を用いて，コレス
テロール引抜き作用とルシフェラーゼレポー
ター遺伝子を用いた遺伝子導入効率の評価．  
(5) 既存iCE ペプチドおよび新規に開発した
より強力な HDL 自己形成型の遺伝子導入ペ
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プチドを用いて， in vitro およびC57BL6, 
ApoE -/- マウスにおいて，GFP, Ds-Red 遺伝
子ベクターおよび，SNAP-tag 発光レポーター
遺伝子ベクターと 新規 iCE ペプチドの 
complex を静脈内投与後に in vivo イメージ
ングし蛋白発現，遺伝子導入効率を検討． 
 
４．研究成果 
HDL 様物質を直接補充する HDL 治療では，
リン脂質の毒性や効果の問題を抱えている．
すでに生体内で HDL を自己形成できる新規
の（人工HDL）ペプチドの開発に成功してい
る．自動ペプチド合成装置を用いて既開発の 
iCE ペプチド (FAMP5：H－ALE HLF TLY 
EKA LKA LED LLK KLL －OH)の大量合成
ならびにゲル濾過およびHPLC法にてペプチ
ド精製に成功した．In vivo における検討では， 
C57BL6, ApoE-/- マウスを用いて高脂肪食負
荷後，4ヶ月間の FAMP 治療（10mg/kg/day or 
50mg/kg/day，週3回x16週間 腹腔内投与）に
よって有意な大動脈プラークの退縮作用を確
認できた（図1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図1） 
 
	 FAMP5による同マウスのHDLコレステロ
ール値の有意な上昇は上昇作用は認めていな
かったが，蛍光標識したACD-FAMP5をマウス
へ投与しFPLC 法にて脂質プロファイルを測
定した結果，ACD-FAMP5ペプチドはHDLサ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図2） 
ブフラクションにのみ存在している事が判明
し，LDLやVLDL等の他のリポ蛋白には取り込
まれていないことが明らかになった（図2）． 
一方,アガロース電気泳動法にて脂質プロフ
ァイルを測定した結果では，より小型のプレ
βHDL粒子が顕著に増加を認めていた（図3）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図3） 
 
また，マウス血中のバイオマーカーの検討で
は，FMAP5治療後には高感度CRP，MCP-１の
有意な低下とHDLのefflux capacityの有意に向
上が認められた．このことからFAMP5ペプチ
ドは，HDL粒子の小型化を促進することによ
ってHDLのもつコレステロール引抜き機能お
よび抗炎症機能を発揮していると考えられた． 
	 ヒト血漿サンプルを用いて，FAMP5ペプチ
ドと in vitroインキュベーション（37℃，1時
間）前後の脂質プロファイル解析では，正常
脂質者血漿はHDLのαリポ蛋白がプレβ領域
にシフトしているのみでαリポ蛋白にのみ
FAMP5 が介在している（図4）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図5） 
 
アガロース電気泳動されたリポ蛋白をアポ
A-Iでウェスタンブロッティングを行うとプ
レβ領域にみられたバンドに一致してアポ
A-I蛋白が同定されること，および超遠心法に
て分離しHDLのみを分収したサンプルにおい
てもプレβ領域にみられたバンドに一致して
アポA-I蛋白が同定されていることから，
FAMP5 ペプチドはHDLをプレβ化する特異
的な作用を持つことを確認出来ている（図5）． 
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一方で低HDL血症を合併した顕著な高中性脂
肪血症者の血漿では，正常脂質者と同様にα
リポ蛋白のプレβ領域へのシフトを示してい
るが，正常脂質者とは異なりβリポ蛋白領域
へもFAMP5が介在していた（図6）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図6） 
 
既存FAMP5と比較して，より強力なHDL新生
作用とABCA1 特異性を持つ新たな iCEペプ
チドの開発も遂行した．特にC末端にリジンを
配置し，リジン側鎖にも同アミノ酸を繋げた 
N末端を2つあるいは4つ持つペプチドの開発
を進め，本方法にて作製したABCA1 特異性
が有意に高い48，96アミノ酸残基からなる
FAMP-Duo ペプチドおよびFAMP-Quad ペプ
チドを新規に設計開発した（図7）．また，ヒ
トアポA-Iの221～240アミノ酸と同様のアミ
ノ酸配列を2つもつFAMP type O 221-240 Duo
の設計開発し（図8），いずれも合成・精製に
も成功した． 
 
 
 
 
 
 
 
（図7） 
 
	 これまでに開発してきた iCE ペプチド，
FAMP5 が HDL を生体内で自己形成するだ 
けではなく，その両親媒性 α ヘリックス構造
を持ち，C 末端の親水性領域にリジン (K) を
持つことから正電荷を来たし，それにより核
酸と結合するのではないかという仮説から，
symmetrical な構造を持つFAMP5-Duo 骨格
では更に親水性領域での正電荷が増加させる
ことが可能であるため，親水性領域での正電
荷の強さと脂質親和性，コレステロール引抜
き作用との均衡が取れ，遺伝子導入効率の高
いペプチドとしても開発可能と考えた．	 こ
れらの新規ペプチドのコレステロール引抜き
能は既存のFAMP5との優位性は認められな
かったが，ABCA1特異性においては 
symmetrical な構造を持つ Duo, Quad の2量
体様，4量体様のペプチドでは FAMP5 に比
較して優位性を認めていた．FAMP-Quad ペ
プチドは FAMP-Duo ペプチドと比べて
ABCA1特異性は向上していなかった．ヒトア
ポA-Iの221～240アミノ酸と同様のアミノ酸

配列を symmetrical に2つもつ FAMP type O 
221-240 Duo はcholesterol efflux の能力こそ
FAMP5と比較して有意に低値であったが，
ABCA1特異性はこれまで開発してきたペプ
チドの中で最も高く，ヒト全長アポA-Iと同等
の能力を有していた（図9）． 
 
 
 
 
 
 
 
（図8） 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図9） 
 
	 これら開発したペプチドを用いてpGL3- 
control firefly luciferase レポーターベクター
とのコンプレックスを培養COS-７細胞とイ
ンキュベーションを行い，実用性が期待でき
る有意な遺伝子導入作用が認められた．
FAMP5およびFAMP5-Duoは，いずれも100倍
以上のluciferase活性が認められた（図10）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 10） 
 
しかしながら，導入効率のばらつきと濃度依
存性が認められない問題から様々な条件設定
を行った結果，50μg, 500μg/mLのペプチド濃
度において 0.1〜1.0 μg のDNA量の時に安
定した遺伝子導入作用が認められることが明
らかになった（図11）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図11） 



 

 

残念ながら高いABCA1特異性をもつ FAMP 
type O 221-240 Duo および FAMP type O 
221-240に関しては，その遺伝子導入効率は
FAMP5やFAMP5-Duoに比較すると顕著に劣
っていた．	 続いてin vitroにおける蛋白発現
系で検討した．COS-7細胞にFAMP5 50μg/mL
のペプチド濃度とsbABCG4/ SNAP tag 発現ベ
クター 2.5ug/mL のcomplexを 18hr インキュ
ベートした後，生細胞にてlive imagingを行っ
た所，sbABCG4/ SNAP tagの強い蛋白発現が認
められた（図12A）．	 同方法にて FAMP5- Duo 
50μg/mLのペプチド濃度とsbABCG4/ SNAP 
tag 発現ベクター 2.5ug/mL のcomplexを 
18hr インキュベートすると，FAMP5と比較し
てもさらに強いsbABCG4/ SNAP tagの蛋白発
現シグナルが認められた（図12B）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図12） 
 
	 以上の in vitroでの結果から，C57BL6マウ
ス，ApoE-/-マウスへ GFP ベクターならびに
sbABCG4/ SNAP tag 発現ベクターと FAMP5
および FAMP5-Duo ペプチドの静脈内投与を
行い，24 時間および 48 時間後に生体イメー
ジングと各臓器の発現解析を試みた．しかし
ながら，in vitroでの良好な遺伝子導入が可能
であったにもかかわらず，いずれのペプチド
も in vivo での蛋白発現を未だ確認出来るに
は至っていない． in vivo において蛋白発現
が確認出来る程度まで遺伝子導入効率を向
上させる必要があるため，更なる導入条件の
検討が必要かつ急務であると考えられた． 
	 既開発した FAMP5 をはじめ，本研究で開
発してきた iCE ペプチドは，これまでのペ
プチドや人工 HDL と比べても ABCA1 特異
性が高く，より生理的なペプチドと考えられ
ている． また，さらなる機能性，生理作用
に優れた独自の新規 iCE ペプチドを開発す
るために， 2 つのペプチドをリジンで繋ぐ
自然界に存在しない全く新しい骨格を持つ 
symmetric あるいは asymmetric なペプチド

の開発を進めてきた．	 本研究での最も挑戦
的な仕事は，生体内で HDLを新生し HDL を
自己形成することにより HDL の作用増強
を図ると同時に遺伝子治療ベクターとして
の機能も併せ持つ次世代型 iCE ペプチドを
開発することであった．	 これまでにこの 2
つの機能を併せ持つペプチドは世界中で開
発された経緯はない．本研究では ABCA1 の
特異性を向上させることにより生体内で
HDLを新生・自己形成し，かつ細胞への遺伝
子導入および蛋白発現が可能な次世代型の
HDL ペプチドの開発に世界で初めて成功し
た．	 この 2 つの作用を併せ持つ利点とし
ては，HDL 標的治療では生体内で HDL を
自己形成する人工 HDL として作用すると同
時に，肝臓でのアポ A-I や ABCA1, LDL 受
容体の遺伝子導入や miR-33 を抑制するなど
多面的に HDL を標的とした動脈硬化関連疾
患への新規の治療戦略を構築することが期
待できる． 
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