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研究成果

【背景・目的】

スタチンで LDL（低比重リポ蛋白）コレステロール
値を低下させても、心血管病のリスクは30％程度しか減
らず、HDL（高比重リポ蛋白）が重要だと考えられる
ようになってきた。HDL 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（機能）があることが分かっている。HDL
のコレステロール引き抜き能が高いほど冠動脈疾患が少
なく、心血管イベントの発生が少ないとの報告がなされ
ている。しかし、現在臨床応用されている薬で、HDL
機能を増強させるものは存在しない。申請者らは HDL
の機能を増強させる合成 HDL の開発を進める中で、
様々に設計した合成 HDL が抗動脈硬化作用、内皮管腔
形成作用、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。その研究成果をもとにアポ
蛋白 A-I 模倣ペプチド FAMP の開発に携わり、FAMP
に HDL 機能増強作用、コレステロール引き抜き作用、
動脈硬化抑制作用、下肢虚血改善作用、虚血再灌流障害
抑制作用などがあることを報告している。一方で、現在
までに他のアポ蛋白 A-I 模倣ペプチドで臨床応用された
ものはない。その原因として、生体内で効果的に作用さ
せるためには大量のペプチドを投与する必要があるこ
と、ペプチドの合成にはコストがかかるため、大量のペ
プチドを合成して多くの人に安定的に供給することは現
実的でないことがあげられる。

近年、バブルと超音波照射の併用によって、細胞への
薬物、遺伝子のデリバリーが可能なことが報告されてい
る。生体にほとんど影響を与えない超音波をバブルと併
用すると、バブルの崩壊によって細胞膜表面に微細な穴
があき、遺伝子や薬物を細胞内に導入することができ

る。このシステムは、体外からの超音波照射によって、
目的組織にのみ低侵襲的な薬物・遺伝子デリバリーを可
能とする新たなドラッグデリバリーシステムとして期待
されている。

心筋梗塞などの心血管イベントは、冠動脈プラークが
破綻し、血栓により血管が閉塞することにより引き起こ
される。プラークの破綻は、特に薄い線維性皮膜と大量
のコレステロールを有する不安定プラークで起こる。こ
の不安定プラークを有する部位に集中して、コレステ
ロール引き抜き作用を有するような薬剤を作用させるこ
とができれば、少量の薬剤で不安定プラークを安定化さ
せることできる可能性がある。そこで、申請者はコレス
テロール引き抜き作用のある FAMP をバブル、超音波
と併用することによって、狙った部位へ集中して作用さ
せることを思い立った。本研究の目的は、FAMP をバ
ブル、超音波と併用することによって、その抗動脈硬化
作用を高めると同時に、超音波で狙った部位に集中して
作用させることができる、まったく新しい動脈硬化治療
法を開発することであり、その基礎的データを得ること
である。申請当初はマイクロバブルでの実験を計画して
いたが、組織移行性なども考慮し、さらに小さなナノバ
ブル（ウルトラファインバブル）での実験を行った。

【方法】

⑴ コレステロール引き抜き能の測定
蛍光色素の一種である BODIPY でラベルしたコレス
テロールと J774マクロファージを使用し、コレステ
ロールの引き抜き能を測定した。FAMP／ウルトラ
ファインバブルと超音波のコレステロール引き抜き効
果の測定では、J774マクロファージに BODIPY－コ
レステロールを1時間添付し取り込ませた後に洗浄
し、一晩インキュベーションを行った。再度洗浄後に

―64― 福岡大学研究部論集 F7 2019

（1）



A Pump11Elite,Harvard)  
0.25%HSA-UB

B Pump11Elite,Harvard)  
PBS

Probe scan-head

ON ICE

Triton X-100 300/well)

4hour 
incubation

ultrasonic vibrator

FAMP

FAMP／ウルトラファイン
バブルを加えて超音波照射を
行い、4時間インキュベー
ション後に蛍光の測定を行っ
た（図1）。

⑵ ウルトラファインバブルの
作成
shell の材料（アルブミン）
を軽量容器 Vial に分注し、
容器本体を高圧のパーフルオ
ロカーボンガスで満たした。
超高速振動装置を用いて6500
回／分で“8”の字に数分間

激しく振ることにより、ウルトラファインバブルを作
製した（図2）。粒子径計測システムであるアルキメ
デス（Malvern Instruments Ltd）を使用し、バブル
のサイズを確認した。

⑶ ApoEノックアウトマウスと野生型マウスの大動脈
に対する FAMP/ウルトラファインバブルの集積効果
最初にマウス大動脈ファントム（図3）の作製を行っ
た。野生型マウスと、動脈硬化モデルマウスである
ApoE ノックアウトマウスから摘出した大動脈を切開
し、四隅に縫合糸を縫い付けた（図4a）。マウスの
大動脈を Pebax チューブに通し（図4b）、超音波ゲ
ルパッドの中に留置した（図4c）。大動脈を留置した
チューブの中を、FAMP／ウルトラファインバブル
を含む液で還流し、超音波でウルトラファインバブル
の挙動を観察した（図3、図4d）。

図2 ウルトラファインバブルの作成

図3 マウス大動脈ファントム

図1 コレステロール引き抜き能の測定
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【結果】

� FAMP/ウルトラファインバブルと超音波の併用に
よるコレステロール引き抜き作用。

作製したウルトラファインバブルの平均粒子径は200
～300nm であった。

最初に、蛍光色素の BODIPY でラベルしたコレス
テロールを使用することによって、FAMP のコレス
テロールの引き抜き作用や細胞内での動態を可視化
し、定量することに成功した（図5）。次に、図1の in
vitro の実験系を使用し、J774マクロファージにおけ
る FAMP／ウルトラファインバブルと超音波の併用
によるコレステロール引き抜き効果について検討し
た。その結果（図6）、FAMP 存在下でのコレステロー
ル引き抜き量は（それぞれの条件とも、FAMP あり
の値－FAMP なしの値で計算）、ウルトラファインバ
ブル併用、超音波の併用により増加し、ウルトラファ
インバブルと超音波の両方を併用したものが、最も大
きかった（p＜0．01）。

� 大動脈へのウルトラファインバブルの集積効果。
図3、4の実験系を使用し、血管を留置したチューブ
内に FAMP／ウルトラファインバブルを灌流し、超
音波を使用することにより、ウルトラファインバブル
の可視化を試みた。ウルトラファインバブルは小さす
ぎるため、超音波で同定できないことも想定された
が、ウルトラファインバブルの還流開始とともに、急
激な超音波シグナルの増強を認め、超音波により可視
化することが可能であった（図7）。wash out phase

図4 マウス大動脈ファントムの作製

図5 FAMPのコレステロール引き抜き作用
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ではチューブ内腔のバブルのシグナルは急激に低下し
たが、縫合糸や血管壁のウルトラファインバブルの集
積は、数分間の灌流の間は低下しないことが分かった
（図7）。動脈硬化のない野生型のマウスでは、ウル
トラファインバブルのみでは、血管壁に対するウルト
ラファインバブルの集積は縫合糸（surgical suture）
よりも少なかった。また、この結果は FAMP とウル
トラファインバブルを混合してもそれほど変わらず、
動脈硬化病変のない血管壁にはウルトラファインバブ
ルはそれほど集積しないと考えられた（図8）。一方
で動脈硬化モデルマウス（ApoE ノックアウトマウ
ス）の血管では、FAMP を加えなくとも、縫合糸よ
りも大動脈に対するウルトラファインバブルの集積が
増加していた。このウルトラファインバブルの集積
は、FAMP を加えることで劇的に増強した。FAMP
の濃度を上げることにより、血管壁へのウルトラファ
インバブルの集積はさらに増加した（図8）。

図6 FAMP／ウルトラファインバブルと超音波の併用によるコ
レステロール引き抜き作用

図7 超音波でのウルトラファインバブルの検出
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【考察】

本研究では、FAMP をウルトラファインバブル、超
音波と併用することによるコレステロール引き抜きに対
する効果を調べ、マウスの動脈硬化病変に対する FAMP
／ウルトラファインバブル集積効果を超音波で検討し
た。コレステロール引き抜きに対する効果をみた実験で
は、超音波は超音波エネルギーを利用するための装置と
して使用されたが、動脈硬化病変に対する集積効果の検
討では、超音波をウルトラファインバブルの検出装置と
して使用している。このような超音波の使用方法は両方
とも、実際に医学の領域で臨床応用されている。超音波
エネルギーを利用した使用方法としては、血栓溶解用超
音波カテーテルや前立腺癌などに対する強力集束超音波
治療などがあり、画像診断装置としては、腹部超音波検
査や心臓超音波検査などがある。超音波エネルギーの非
温熱効果と薬物を併用する試みも盛んに行われている。
本研究では、実際の臨床応用を考え、超音波でバブルを
同定し、そのまま狙った部位へと超音波を当てることに

より超音波エネルギーを利用することを想定しているた
め、両方の使用方法で実験を行った。

コレステロール引き抜き実験では、FAMP にウルト
ラファインバブルと超音波の両方を併用したものが、最
もコレステロール引き抜き量が大きかった。ウルトラ
ファインバブルを加えるだけでもコレステロール引き抜
き量は増加したが、もともとアルブミンにはコレステ
ロール引き抜き作用があることは分かっている。ウルト
ラファインバブルを加えることによる引き抜き量の増加
は、バブル自体に含まれるアルブミンのコレステロール
引き抜き作用が関与している可能性が大きい。アルブミ
ンは生体内で大量に存在しており、アルブミンの生体内
でのコレステロール引き抜き作用が、動脈硬化の抑制に
関与しているかは不明である。そのため、本研究で得ら
れたウルトラファインバブルによるコレステロール引き
抜き量の増加が、臨床的に意味があるかは分からない。
一方で、超音波を加えることでも、FAMP 添加による
引き抜き能は増加した。申請者らは FAMP が ABCA1
トランスポーターを介したコレステロール引き抜きと動

図8 大動脈へのウルトラファインバブルの集積効果

―68― 福岡大学研究部論集 F7 2019

（5）



脈硬化抑制作用を有することを報告している。コレステ
ロール引き抜きには、ABCA1トランスポーターを介し
た経路の他に、ABCG1や SR-B1など他のトランスポー
ターを介した経路、さらには、濃度勾配による拡散も報
告されている。超音波照射により、トランスポーターを
介した経路に何らかの影響を与えた可能性と、拡散に対
する影響の可能性が考えられる。超音波エネルギーによ
り、薬物の一過性の細胞膜透過亢進がもたらされること
が報告されており、このような効果がコレステロール引
き抜き量の増加につながった可能性もある。マイクロバ
ブルを添加することで、同様の現象がより低い超音波エ
ネルギーで起こることも報告されており、ウルトラファ
インバブルと超音波の両方を併用したものが、最もコレ
ステロール引き抜き量が大きかった要因かもしれない。
その場合は、バブルの崩壊による細胞膜への修飾が影響
している可能性がある。細胞への障害で細胞死が増える
ことも考えられるが、少なくも、本実験で使用した超音
波の設定では、明らかな細胞死の増加は認められなかっ
た。

マウスの動脈硬化病変に対する FAMP／ウルトラ
ファインバブル集積効果を検討した実験では、動脈硬化
モデルマウスの血管でウルトラファインバブルの集積増
加を認め、このウルトラファインバブルの集積は、
FAMP を加えることで劇的に増強した。さらに、FAMP
の濃度を上げることにより、血管壁へのウルトラファイ
ンバブルの集積はさらに増加した。

申請者は放射線ラベルされた68Ga-DOTA-FAMP で動
脈硬化の PET イメージングが可能なことを報告してお
り、FAMP が動脈硬化巣に作用することは分かってい
る。アルブミンは多くの薬物と結合する性質があり、
FAMP とアルブミンで作製されたウルトラファインバ
ブルを混合させると、FAMP とウルトラファインバブ
ルが結合することが想定される。FAMP が動脈硬化巣
に作用することを考えると、本研究で得られたウルトラ
ファインバブルの大動脈壁への集積は、ウルトラファイ
ンバブルと結合した FAMP が大動脈のプラーク部位へ
集積することによりもたらされたと考えられた。動脈硬
化のない野生型のマウスでは、縫合糸と比較して大動脈
へのバブルの集積が少ない。FAMP を加えずにウルト
ラファインバブルだけでも、動脈硬化を有する ApoE
ノックアウトマウスの血管ではバブルの集積が増加して
いたが、これは、血管表面が動脈硬化のために性状が滑
らかではなく、そのためにバブルの集積が増加した可能
性が考えられた。

これまでの研究から、FAMP が強いコレステロール
引き抜き作用を有し、HDL の機能活性を高め動脈硬化
を抑制する事が分かっている。しかし、臨床応用には比
較的大量の FAMP を投与することが必要である。動脈
硬化巣だけに FAMP を作用させることができれば理想

だが、今までは、動脈硬化特異的に薬剤を作用されるこ
とは難しかった。今回の研究結果より、動脈硬化部位に
ウルトラファインバブルと FAMP を集積させ、超音波
を照射することで、FAMP を狙った部位に効率よく作
用させることができる可能性があると考えられた。ま
た、FAMP とウルトラファインバブル、超音波の併用
により、コレステロール引き抜きが増加する可能性も考
えられた。つまり、超音波照射の局在化で時間空間的に
Drug Release を自由にコントロールし、効率的に動脈
硬化巣に作用させ、同時にウルトラファインバブル、超
音波の併用によって動脈硬化巣から一気にコレステロー
ルを引き抜き、治療することができる可能性があると考
えられた。さらには、FAMP を併用することにより、
ウルトラファインバブルに含まれる薬剤を動脈硬化巣に
集中させることができるかもしれない。つまり、動脈硬
化巣における FAMP の集中的な作用だけではなく、ウ
ルトラファインバブルに FAMP 以外の薬剤を含ませ
て、FAMP と併用することにより、動脈硬化巣へ薬剤
を集中して作用させることにつながる可能性がある。動
脈硬化巣にスタチンを作用させれば様々な効果を得られ
ることが報告されているが、ウルトラファインバブルに
スタチンを含めることにより特殊なウルトラファインバ
ブルを作成し、FAMP と合わせて、動脈硬化部位に集
中して作用さることなどが考えられる。このように本研
究課題を発展させることにより、超音波とウルトラファ
インバブルの特殊な効果に着目し、FAMP と併用した
新しい動脈硬化治療法の確立を目指していく方針であ
る。
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