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研究成果の概要（和文）：アポ蛋白A-I模倣ペプチドであるFAMP（=Fukuoka University ApoA-I Mimetic 
Peptide）の末梢動脈疾患への治療応用の可能性を検討するため、下肢虚血モデルマウスと血管内皮細胞を使用
し、FAMPの虚血改善効果及びそのメカニズムについて検討した。その結果、FAMPは高脂肪食を負荷したマウスに
おける下肢虚血からの回復を、PI3K/Aktを介したNO産生の経路により促進することが明らかとなった。本研究結
果より、FAMPの投与は末梢動脈疾患における魅力的な治療戦略となり得ることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：It is unclear whether an apoA-I mimetic peptide can promote 
neovascularization in vivo. Here, we investigated the effect of FAMP on endothelial nitric oxide 
synthase (eNOS) activation and angiogenesis in a murine hindlimb ischemia model. As a result, FAMP 
promoted recovery from hindlimb ischemia through a nitric oxide (NO)-related pathway by activation 
of a PI3K / Akt pathway. FAMP may become a new therapeutic agent for the future clinical treatment 
of peripheral artery disease (PAD).

研究分野： 動脈硬化
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１．研究開始当初の背景 
HDL（高比重リポ蛋白）にはコレステロール
引抜き作用の他、抗炎症作用、抗酸化作用、
血管弛緩作用といった多面的効果があるこ
とが分かっている。近年になり、動脈硬化性
疾患を有する個々の患者における HDL の機
能に差があり、HDL の量および質（機能）
の低下が動脈硬化進展の大きな要因である
ことが分かってきた。申請者達は HDL の機
能を増強させる合成 HDL の開発を進める中
で、様々に合成した合成 HDL が抗動脈硬化
作用、内皮管腔形成作用、下肢虚血改善作用、
心リモデリングや致死的不整脈の抑制作用
を有することを報告してきた。その研究結果
から、生体内で HDL の機能を増強させるア
ポ蛋白 A-I 模倣ペプチド FAMP（=Fukuoka 
University ApoA-I Mimetic Peptide）の開発
を行い、成功した。FAMP には下記の作用が
認められている。 
①強固な両親媒性αへリックス構造と
ABCA1 を介したコレステロール引き抜き作
用を有し、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
させる。 
②apoE KO マウスの炎症を抑え、動脈硬化形
成を抑制する。 
③放射線ラベルされた 68Ga-DOTA-FAMP 
は、動脈硬化ウサギ(WHHL)における大動脈
プラーク局所に留まって作用を発揮し、PET
（positron emission tomography）を利用し
た動脈硬化イメージングに応用できる。 
④NO 産生と血管内皮機能の維持に重要な
eNOS を活性化させる（未発表）。 
⑤血管内皮細胞の管腔形成を促進する。 
一方で下肢の動脈が動脈硬化により閉塞

する閉塞性動脈硬化症などの末梢動脈疾患
（PAD）は、日本に約 600 万人以上の患者が
いると推測されており、下肢切断を余儀なく
される重症患者も見られる。このような重症
例に対して、血管内皮前駆細胞（EPC）が骨
髄に由来することに着目して自己骨髄単核
球細胞移植や、VEGF プラスミド遺伝子によ
る血管新生療法が試みられているが、その効
果は限定的である。その理由の一つとして、
動脈硬化性疾患患者では健常者に比して
EPC 機能や血管内皮機能が低下しているこ
とが考えられている。 
 
２．研究の目的 
申請者は、FAMP の多面的な作用が末梢動脈
疾患（PAD）の治療に応用できると着想した。
本研究計画では、FAMP の PAD 治療薬とし
ての有用性を検討し、臨床応用に展開するた
めの基盤研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) C57/BL6 マウスおよび高脂肪食を負荷し

HDL 機能低下、内皮機能低下を有する
C57/BL6 マウス（高脂肪食マウス）の下
肢動脈の結紮、除去を行い、下肢虚血モ

デルマウスを作成した。予備実験として
5週間 FAMP または PBS (Control 群)の腹
腔内投与、または筋肉内への投与を行い、
レーザードップラーで下肢虚血の改善効
果の検討を行った。その結果、腹腔内投
与よりも筋肉内投与の方が虚血改善効果
の大きいことを見出した。そのため、本
実験では FAMP を筋肉内投与する方針と
し、通常食または高脂肪食を負荷した
C57/BL6 マウスに FAMPまたは PBSを 5週
間、虚血肢の筋肉内への投与行い、レー
ザードップラーで下肢虚血の回復の程度
を測定した。また、治療後の筋肉組織の
新生血管の評価を CD31 染色により行っ
た。さらには、FAMP の虚血肢の機能に対
する効果をみるために、Cat Walk システ
ムを使用し歩行機能の測定を行った。 

 
(2) FAMP投与による全身への影響を見るため

に、FAMP 投与後の脂質プロファイルと
HDLの機能（コレステロール引き抜き能、
抗酸化能）の検討を行い、FAMP 短期投与
後の血中への血管内皮前駆細胞（EPC）
の動員をフローサイトメトリーで検討し
た。 

 
(3) 現在までに末梢動脈疾患の患者では、活

性酸素産生の原因となる NADPH oxidase
が増加していることが報告されている。
また、NADPH oxidase の増加は、内皮機
能不全へ繋がる eNOS の uncoupling と関
係している。一方で HDL は酸化ストレス
を軽減し、内皮機能を改善することが分
かっている。そこで、FAMP の活性酸素産
生の経路に対する影響を調べるため、
FAMP 投与群と非投与群で虚血肢中の
NADPH oxidase 2 (NOX2)を測定した。 

 
(4) in vitro の実験で、FAMP によるヒト血管

内皮細胞に対する eNOS 活性化、細胞内伝
達因子への影響を検討した。 

 
(5) FAMP の血管新生効果を検討するため、

scratch injury model で血管内皮細胞遊
走能への影響を検討した。 

 
(6) eNOS ノックアウトマウスを使用し、in 

vivo で FAMP の下肢虚血改善効果を検討
した。 

 
４．研究成果 
(1) 下肢虚血の改善は、高脂肪食を負荷し
PBS で治療したマウスが最も悪かったが、
FAMP の投与により、著明な虚血の改善を認め
た（図１A,B）。治療後の筋肉組織の新生血管
の評価を CD31 染色により行い、FAMP 群で新
生血管が増加していることを確認した（図１
C,D）。また Cat Walk システムで歩行機能の
測定を行い（図 2A）、虚血作成後 1週間で FAMP
群が Controlと比較して歩行能が有意に改善



していることを確認した（図 2B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) FAMP の虚血肢への投与によっても、血中
のHDLのコレステロール引き抜き能や抗酸化
能への影響は認められず（図 3A,B）、また、
血中のEPCの動員にも影響は認められなかっ
た（図 3C,D）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) FAMP 群で有意に NOX2 が減少しているこ
とが分かった（図 4）。これにより、FAMP が
虚血肢での eNOS の活性に関与している可能
性も考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) in vitro の実験で、FAMP は血管内皮細胞
における Akt、ERK、eNOS を活性化させるこ
とが分かった（図 5A）。PI3K/Akt の阻害薬で
ある LY294002 は FAMP による eNOS の活性化
を阻害したが、ERK 阻害薬である PD98059 で
は eNOS の活性化は阻害されず、FAMP の eNOS
活性化作用は PI3K/Akt の経路を介している
と考えられた（図 5B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) FAMP群は controlと比べ有意に血管内皮
細胞の遊走能が増強しており、NO 産生阻害薬
である L-NAME は FAMP による内皮細胞の遊走
促進作用を阻害した（図 6A）。さらに通常食
群と高コレステロール食群のマウスのHDLを
用いて、そこに FAMP を incubation したもの
を添加したところ、高コレステロール食群マ
ウスの HDL による遊走能の改善を認めた（図
6B） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(6) eNOS ノックアウトマウスを使った in 
vivo での検討では、FAMP の下肢虚血改善効
果は認められなかった（図 7A,B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果より、FAMP は高脂肪食マウスにお
ける下肢虚血からの回復を、PI3K/Akt を介し
た NO 産生の経路により促進することが明ら
かとなった。 
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