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(57)【要約】        （修正有）
【課題】血管内皮細胞における動脈硬化病態増悪因子分
泌抑制能力を有する物質を探索するために必須となる、
動脈硬化病態増悪因子の分泌量を効果的に分析する方法
の開発。
【解決手段】動脈硬化病態増悪因子の分泌量の分析方法
であって、（１）血管内皮細胞に、特定なアミノ酸配列
等のいずれかのアミノ酸配列からなる蛋白質及び被験物
質を接触させる第一工程、及び（２）前記第一工程後
に、前記血管内皮細胞から分泌される動脈硬化病態増悪
因子の量又はその量と相関関係を有する指標値を測定す
る第二工程を有することを特徴とする分析方法等が提供
可能となった。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】動脈硬化病態増悪因子の分泌量の分析方法
であって、（１）血管内皮細胞に、下記のいずれかのア
ミノ酸配列からなる蛋白質及び被験物質を接触させる第
一工程、及び（２）前記第一工程後に、前記血管内皮細
胞から分泌される動脈硬化病態増悪因子の量又はその量
と相関関係を有する指標値を測定する第二工程を有する
ことを特徴とする分析方法。
＜アミノ酸配列＞（ａ）配列番号1で示されるアミノ酸
配列、（ｂ）配列番号1で示されるアミノ酸配列におい
て、１もしくは複数のアミノ酸が欠失、付加もしくは置
換されたアミノ酸配列であって、かつ動脈硬化病態増悪
因子の分泌を促進する能力を有するアミノ酸配列、
（ｃ）配列番号1で示されるアミノ酸配列において、そ
のアミノ末端から２６個のアミノ酸を欠失させた部分ア
ミノ酸配列、（ｄ）前記（ｃ）のアミノ酸配列におい
て、そのアミノ末端にメチオニンが付加されたアミノ酸
配列、（ｅ）配列番号1で示されるアミノ酸配列と８０
％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、か
つ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を有する
アミノ酸配列、（ｆ）配列番号６で示される塩基配列に
おける第１８番目のヌクレオチドから第１４９３番目ま
でのヌクレオチドで示される塩基配列を有するＤＮＡに
よりコードされるアミノ酸配列、（ｇ）配列番号６で示
される塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから
第１４９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列
を有するＤＮＡと８０％以上の配列同一性を有する塩基
配列を有するＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列で
あって、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能
力を有するアミノ酸配列、（ｈ）配列番号６で示される
塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから第１４
９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列を有す
るＤＮＡと、ストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズするＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列であっ
て、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を
有するアミノ酸配列
【請求項２】第一工程が、血管内皮細胞に前記のいずれ
かのアミノ酸配列からなる蛋白質を接触させた後、当該
処理済みの血管内皮細胞に被験物質を接触させる工程で
あることを特徴とする請求項１記載の分析方法。
【請求項３】第一工程が、血管内皮細胞に前記のいずれ
かのアミノ酸配列からなる蛋白質を接触させると同時に
又は前に、前記血管内皮細胞に被験物質を接触させる工
程であることを特徴とする請求項１記載の分析方法。
【請求項４】動脈硬化病態増悪因子の量と相関関係を有
する指標値が動脈硬化病態増悪因子のｍＲＮＡの、前記
血管内皮細胞内での存在量であることを特徴とする請求
項１記載の分析方法。
【請求項５】動脈硬化病態増悪因子がＭ－ＣＳＦである
ことを特徴とする請求項１記載の分析方法。
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【請求項６】動脈硬化病態増悪因子がＭＣＰ－１である
ことを特徴とする請求項１記載の分析方法。
【請求項７】第一工程が、血管内皮細胞に下記のいずれ
かのアミノ酸配列からなる蛋白質をコードする遺伝子が
導入されてなる形質転換血管内皮細胞に、被験物質を接
触させる工程であることを特徴とする請求項１記載の分
析方法。
【請求項８】請求項１記載の分析方法により測定され
た、被験物質として異なる２種以上の物質を各々独立し
て用いた区における、動脈硬化病態増悪因子の量又はそ
の量と相関関係を有する指標値を比較することにより得
られる差異に基づき前記物質の動脈硬化病態増悪因子分
泌抑制能力を評価することを特徴とする動脈硬化病態増
悪因子分泌抑制能力の検定方法。
【請求項９】異なる２種以上の物質のうち、少なくとも
一つの物質が動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有さ
ない物質であることを特徴とする請求項８記載の検定方
法。
【請求項１０】請求項９記載の検定方法により評価され
た動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力に基づき動脈硬化
病態増悪因子分泌抑制能力を有する物質を選抜すること
を特徴とする動脈硬化病態増悪因子分泌抑制物質の探索
方法。
【請求項１１】請求項１０記載の探索方法により選抜さ
れた物質またはその薬学的に許容される塩を有効成分と
して含み、該有効成分が薬学的に許容される担体に製剤
化されてなることを特徴とする動脈硬化病態増悪因子分
泌抑制剤。
【請求項１２】請求項１１記載の動脈硬化病態増悪因子
分泌抑制剤が、抗動脈硬化性疾患剤であることを特徴と
する治療剤。
【請求項１３】選抜された物質が抗体であることを特徴
とする請求項１２記載の動脈硬化病態増悪因子分泌抑制
剤。
【請求項１４】下記のいずれかのアミノ酸配列からなる
蛋白質を有効成分とすることを特徴とする動脈硬化病態
増悪因子分泌剤。
＜アミノ酸配列＞（ａ）配列番号1で示されるアミノ酸
配列、（ｂ）配列番号1で示されるアミノ酸配列におい
て、１もしくは複数のアミノ酸が欠失、付加もしくは置
換されたアミノ酸配列であって、かつ動脈硬化病態増悪
因子の分泌を促進する能力を有するアミノ酸配列、
（ｃ）配列番号1で示されるアミノ酸配列において、そ
のアミノ末端から２６個のアミノ酸を欠失させた部分ア
ミノ酸配列、（ｄ）前記（ｃ）のアミノ酸配列におい
て、そのアミノ末端にメチオニンが付加されたアミノ酸
配列、（ｅ）配列番号1で示されるアミノ酸配列と８０
％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、か
つ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を有する
アミノ酸配列、（ｆ）配列番号６で示される塩基配列に
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おける第１８番目のヌクレオチドから第１４９３番目ま
でのヌクレオチドで示される塩基配列を有するＤＮＡに
よりコードされるアミノ酸配列、（ｇ）配列番号６で示
される塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから
第１４９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列
を有するＤＮＡと８０％以上の配列同一性を有する塩基
配列を有するＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列で
あって、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能
力を有するアミノ酸配列、（ｈ）配列番号６で示される
塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから第１４
９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列を有す
るＤＮＡと、ストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズするＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列であっ
て、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を
有するアミノ酸配列
【請求項１５】動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する
ための、下記のいずれかのアミノ酸配列からなる蛋白質
の使用。
＜アミノ酸配列＞（ａ）配列番号1で示されるアミノ酸
配列、（ｂ）配列番号1で示されるアミノ酸配列におい
て、１もしくは複数のアミノ酸が欠失、付加もしくは置
換されたアミノ酸配列であって、かつ動脈硬化病態増悪
因子の分泌を促進する能力を有するアミノ酸配列、
（ｃ）配列番号1で示されるアミノ酸配列において、そ
のアミノ末端から２６個のアミノ酸を欠失させた部分ア
ミノ酸配列、（ｄ）前記（ｃ）のアミノ酸配列におい
て、そのアミノ末端にメチオニンが付加されたアミノ酸
配列、（ｅ）配列番号1で示されるアミノ酸配列と８０
％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、か
つ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を有する
アミノ酸配列、（ｆ）配列番号６で示される塩基配列に
おける第１８番目のヌクレオチドから第１４９３番目ま
でのヌクレオチドで示される塩基配列を有するＤＮＡに
よりコードされるアミノ酸配列、（ｇ）配列番号６で示
される塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから
第１４９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列
を有するＤＮＡと８０％以上の配列同一性を有する塩基
配列を有するＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列で
あって、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能
力を有するアミノ酸配列、（ｈ）配列番号６で示される
塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから第１４
９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列を有す
るＤＮＡと、ストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズするＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列であっ
て、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を
有するアミノ酸配列
【請求項１６】動脈硬化病態増悪因子の分泌量の分析方
法であって、（１）非ヒト動物に下記のいずれかのアミ
ノ酸配列からなる蛋白質をコードする遺伝子が導入され
てなる形質転換非ヒト動物に、被験物質を投与する第一
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工程、及び（２）前記第一工程後に、前記形質転換非ヒ
ト動物の細胞から分泌される動脈硬化病態増悪因子の量
又はその量と相関関係を有する指標値を測定する第二工
程を有することを特徴とする分析方法。
【請求項１７】前項１６記載の分析方法により測定され
た、被験物質として異なる２種以上の物質を各々独立し
て用いた区における、動脈硬化病態増悪因子の量又はそ
の量と相関関係を有する指標値を比較することにより得
られる差異に基づき前記物質の動脈硬化病態増悪因子分
泌抑制能力を評価することを特徴とする動脈硬化病態増
悪因子分泌抑制能力の検定方法。
【請求項１８】異なる２種以上の物質のうち、少なくと
も一つの物質が動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有
さない物質であることを特徴とする請求項１７記載の検
定方法。
【請求項１９】請求項１８記載の検定方法により評価さ
れた動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力に基づき動脈硬
化病態増悪因子分泌抑制能力を有する物質を選抜するこ
とを特徴とする動脈硬化病態増悪因子分泌抑制物質の探
索方法。
【請求項２０】請求項１９記載の探索方法により選抜さ
れた物質またはその薬学的に許容される塩を有効成分と
することを特徴とする動脈硬化病態増悪因子分泌抑制
剤。
【請求項２１】哺乳動物細胞に、下記のいずれかのアミ
ノ酸配列からなる蛋白質をコードする外来遺伝子を、当
該外来遺伝子が前記細胞で発現する位置に置かれるよう
に提供することによって哺乳動物細胞における動脈硬化
病態増悪因子の分泌を促進するための、下記のいずれか
のアミノ酸配列からなる蛋白質をコードするＤＮＡの使
用。
＜アミノ酸配列＞（ａ）配列番号1で示されるアミノ酸
配列、（ｂ）配列番号1で示されるアミノ酸配列におい
て、１もしくは複数のアミノ酸が欠失、付加もしくは置
換されたアミノ酸配列であって、かつ動脈硬化病態増悪
因子の分泌を促進する能力を有するアミノ酸配列、
（ｃ）配列番号1で示されるアミノ酸配列において、そ
のアミノ末端から２６個のアミノ酸を欠失させた部分ア
ミノ酸配列、（ｄ）前記（ｃ）のアミノ酸配列におい
て、そのアミノ末端にメチオニンが付加されたアミノ酸
配列、（ｅ）配列番号1で示されるアミノ酸配列と８０
％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、か
つ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を有する
アミノ酸配列、（ｆ）配列番号６で示される塩基配列に
おける第１８番目のヌクレオチドから第１４９３番目ま
でのヌクレオチドで示される塩基配列を有するＤＮＡに
よりコードされるアミノ酸配列、（ｇ）配列番号６で示
される塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから
第１４９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列
を有するＤＮＡと８０％以上の配列同一性を有する塩基
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配列を有するＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列で
あって、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能
力を有するアミノ酸配列、（ｈ）配列番号６で示される
塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから第１４
９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列を有す
るＤＮＡと、ストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズするＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列であっ
て、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を
有するアミノ酸配列
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、動脈硬化病態増悪
因子の分泌量の分析方法等に関する。
【０００２】
【従来の技術】マクロファージコロニー刺激因子（Macr
ophage-Colony Stimulating Factor：Ｍ－ＣＳＦ）は、
単球系細胞の増殖・分化を刺激するサイトカインに位置
付けられる動脈硬化病態増悪因子の一つである。当該因
子が病変部で必要以上に血管内皮細胞から分泌される
と、当該因子はスカベンジャー受容体の発現・活性化や
マクロファージの増殖を必要以上に促進することによ
り、マクロファージ細胞内における脂肪蓄積量を増加さ
せると同時に炎症部位等において多数のマクロファージ
を増殖させ、その結果、マクロファージ泡沫細胞の形成
を導き、動脈硬化の主原因である脂肪沈着を発生させ、
動脈硬化の病態を増悪させてしまう。一方、単球走化活
性因子（Monocyte Chemoattractant Protein-1：ＭＣＰ
－１）は、単球の接着、遊走を起こすサイトカインに位
置付けられる動脈硬化病態増悪因子の一つである。当該
因子が必要以上に血管内皮細胞から分泌されると、当該
因子はマクロファージの集積を必要以上に促進させ、そ
の結果、血管内壁に動脈硬化巣の形成を導き、上記同様
に動脈硬化の病態を増悪させてしまう。以上の知見に従
えば、マクロファージコロニー刺激因子、単球走化活性
因子等に代表される動脈硬化病態増悪因子の過剰な分泌
を抑制することにより、動脈硬化の病態の拡大・増悪を
防ぎ、動脈硬化性疾患を効果的に抑制することが可能と
なる。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】そこで、血管内皮細胞
における動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有する物
質を探索するために必須となる、動脈硬化病態増悪因子
の分泌量を効果的に分析する方法の開発が望まれてい
た。
【０００４】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、かかる状
況のもと鋭意検討した結果、下記のいずれかのアミノ酸
配列からなる蛋白質の存在を見出し、当該蛋白質を利用
することにより、本発明を完成するに至った。
【０００５】即ち、本発明は、
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１．動脈硬化病態増悪因子の分泌量の分析方法であっ
て、（１）血管内皮細胞に、下記のいずれかのアミノ酸
配列からなる蛋白質及び被験物質を接触させる第一工
程、及び（２）前記第一工程後に、前記血管内皮細胞か
ら分泌される動脈硬化病態増悪因子の量又はその量と相
関関係を有する指標値を測定する第二工程を有すること
を特徴とする分析方法
＜アミノ酸配列＞（ａ）配列番号1で示されるアミノ酸
配列、（ｂ）配列番号1で示されるアミノ酸配列におい
て、１もしくは複数のアミノ酸が欠失、付加もしくは置
換されたアミノ酸配列であって、かつ動脈硬化病態増悪
因子の分泌を促進する能力を有するアミノ酸配列、
（ｃ）配列番号1で示されるアミノ酸配列において、そ
のアミノ末端から２６個のアミノ酸を欠失させた部分ア
ミノ酸配列、（ｄ）前記（ｃ）のアミノ酸配列におい
て、そのアミノ末端にメチオニンが付加されたアミノ酸
配列、（ｅ）配列番号1で示されるアミノ酸配列と８０
％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、か
つ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を有する
アミノ酸配列、（ｆ）配列番号６で示される塩基配列に
おける第１８番目のヌクレオチドから第１４９３番目ま
でのヌクレオチドで示される塩基配列を有するＤＮＡに
よりコードされるアミノ酸配列、（ｇ）配列番号６で示
される塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから
第１４９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列
を有するＤＮＡと８０％以上の配列同一性を有する塩基
配列を有するＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列で
あって、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能
力を有するアミノ酸配列、（ｈ）配列番号６で示される
塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから第１４
９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列を有す
るＤＮＡと、ストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズするＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列であっ
て、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を
有するアミノ酸配列；
２２２．第一工程が、血管内皮細胞に前記のいずれかの
アミノ酸配列からなる蛋白質を接触させた後、当該処理
済みの血管内皮細胞に被験物質を接触させる工程である
ことを特徴とする前項１記載の分析方法；
３．第一工程が、血管内皮細胞に前記のいずれかのアミ
ノ酸配列からなる蛋白質を接触させると同時に又は前
に、前記血管内皮細胞に被験物質を接触させる工程であ
ることを特徴とする前項１記載の分析方法；
４．動脈硬化病態増悪因子の量と相関関係を有する指標
値が動脈硬化病態増悪因子のｍＲＮＡの、前記血管内皮
細胞内での存在量であることを特徴とする前項１記載の
分析方法；
５．動脈硬化病態増悪因子がＭ－ＣＳＦであることを特
徴とする前項１記載の分析方法；
６．動脈硬化病態増悪因子がＭＣＰ－１であることを特
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7
徴とする前項１記載の分析方法；
７．第一工程が、血管内皮細胞に下記のいずれかのアミ
ノ酸配列からなる蛋白質をコードする遺伝子が導入され
てなる形質転換血管内皮細胞に、被験物質を接触させる
工程であることを特徴とする前項１記載の分析方法；
８．前項１記載の分析方法により測定された、被験物質
として異なる２種以上の物質を各々独立して用いた区に
おける、動脈硬化病態増悪因子の量又はその量と相関関
係を有する指標値を比較することにより得られる差異に
基づき前記物質の動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を
評価することを特徴とする動脈硬化病態増悪因子分泌抑
制能力の検定方法；
９．異なる２種以上の物質のうち、少なくとも一つの物
質が動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有さない物質
であることを特徴とする前項８記載の検定方法；
１０．前項９記載の検定方法により評価された動脈硬化
病態増悪因子分泌抑制能力に基づき動脈硬化病態増悪因
子分泌抑制能力を有する物質を選抜することを特徴とす
る動脈硬化病態増悪因子分泌抑制物質の探索方法；
１１．前項１０記載の探索方法により選抜された物質ま
たはその薬学的に許容される塩を有効成分として含み、
該有効成分が薬学的に許容される担体に製剤化されてな
ることを特徴とする動脈硬化病態増悪因子分泌抑制剤；
１２．前項１１記載の動脈硬化病態増悪因子分泌抑制剤
が、抗動脈硬化性疾患剤であることを特徴とする治療
剤；
１３．選抜された物質が抗体であることを特徴とする前
項１２記載の動脈硬化病態増悪因子分泌抑制剤；
１４．下記のいずれかのアミノ酸配列からなる蛋白質を
有効成分とすることを特徴とする動脈硬化病態増悪因子
分泌剤
＜アミノ酸配列＞（ａ）配列番号1で示されるアミノ酸
配列、（ｂ）配列番号1で示されるアミノ酸配列におい
て、１もしくは複数のアミノ酸が欠失、付加もしくは置
換されたアミノ酸配列であって、かつ動脈硬化病態増悪
因子の分泌を促進する能力を有するアミノ酸配列、
（ｃ）配列番号1で示されるアミノ酸配列において、そ
のアミノ末端から２６個のアミノ酸を欠失させた部分ア
ミノ酸配列、（ｄ）前記（ｃ）のアミノ酸配列におい
て、そのアミノ末端にメチオニンが付加されたアミノ酸
配列、（ｅ）配列番号1で示されるアミノ酸配列と８０
％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、か
つ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を有する
アミノ酸配列、（ｆ）配列番号６で示される塩基配列に
おける第１８番目のヌクレオチドから第１４９３番目ま
でのヌクレオチドで示される塩基配列を有するＤＮＡに
よりコードされるアミノ酸配列、（ｇ）配列番号６で示
される塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから
第１４９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列
を有するＤＮＡと８０％以上の配列同一性を有する塩基
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配列を有するＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列で
あって、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能
力を有するアミノ酸配列、（ｈ）配列番号６で示される
塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから第１４
９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列を有す
るＤＮＡと、ストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズするＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列であっ
て、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を
有するアミノ酸配列；
１５．動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進するための、
下記のいずれかのアミノ酸配列からなる蛋白質の使用
＜アミノ酸配列＞（ａ）配列番号1で示されるアミノ酸
配列、（ｂ）配列番号1で示されるアミノ酸配列におい
て、１もしくは複数のアミノ酸が欠失、付加もしくは置
換されたアミノ酸配列であって、かつ動脈硬化病態増悪
因子の分泌を促進する能力を有するアミノ酸配列、
（ｃ）配列番号1で示されるアミノ酸配列において、そ
のアミノ末端から２６個のアミノ酸を欠失させた部分ア
ミノ酸配列、（ｄ）前記（ｃ）のアミノ酸配列におい
て、そのアミノ末端にメチオニンが付加されたアミノ酸
配列、（ｅ）配列番号1で示されるアミノ酸配列と８０
％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、か
つ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を有する
アミノ酸配列、（ｆ）配列番号６で示される塩基配列に
おける第１８番目のヌクレオチドから第１４９３番目ま
でのヌクレオチドで示される塩基配列を有するＤＮＡに
よりコードされるアミノ酸配列、（ｇ）配列番号６で示
される塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから
第１４９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列
を有するＤＮＡと８０％以上の配列同一性を有する塩基
配列を有するＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列で
あって、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能
力を有するアミノ酸配列、（ｈ）配列番号６で示される
塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから第１４
９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列を有す
るＤＮＡと、ストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズするＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列であっ
て、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を
有するアミノ酸配列；
１６．動脈硬化病態増悪因子の分泌量の分析方法であっ
て、（１）非ヒト動物に下記のいずれかのアミノ酸配列
からなる蛋白質をコードする遺伝子が導入されてなる形
質転換非ヒト動物に、被験物質を投与する第一工程、及
び（２）前記第一工程後に、前記形質転換非ヒト動物の
細胞から分泌される動脈硬化病態増悪因子の量又はその
量と相関関係を有する指標値を測定する第二工程を有す
ることを特徴とする分析方法；
１７．前項１６記載の分析方法により測定された、被験
物質として異なる２種以上の物質を各々独立して用いた
区における、動脈硬化病態増悪因子の量又はその量と相
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9
関関係を有する指標値を比較することにより得られる差
異に基づき前記物質の動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能
力を評価することを特徴とする動脈硬化病態増悪因子分
泌抑制能力の検定方法；
１８．異なる２種以上の物質のうち、少なくとも一つの
物質が動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有さない物
質であることを特徴とする前項１７記載の検定方法；
１９．前項１８記載の検定方法により評価された動脈硬
化病態増悪因子分泌抑制能力に基づき動脈硬化病態増悪
因子分泌抑制能力を有する物質を選抜することを特徴と
する動脈硬化病態増悪因子分泌抑制物質の探索方法；
２０．前項１９記載の探索方法により選抜された物質ま
たはその薬学的に許容される塩を有効成分とすることを
特徴とする動脈硬化病態増悪因子分泌抑制剤；
２１．哺乳動物細胞に、下記のいずれかのアミノ酸配列
からなる蛋白質をコードする外来遺伝子を、当該外来遺
伝子が前記細胞で発現する位置に置かれるように提供す
ることによって哺乳動物細胞における動脈硬化病態増悪
因子の分泌を促進するための、下記のいずれかのアミノ
酸配列からなる蛋白質をコードするＤＮＡの使用
＜アミノ酸配列＞（ａ）配列番号1で示されるアミノ酸
配列、（ｂ）配列番号1で示されるアミノ酸配列におい
て、１もしくは複数のアミノ酸が欠失、付加もしくは置
換されたアミノ酸配列であって、かつ動脈硬化病態増悪
因子の分泌を促進する能力を有するアミノ酸配列、
（ｃ）配列番号1で示されるアミノ酸配列において、そ
のアミノ末端から２６個のアミノ酸を欠失させた部分ア
ミノ酸配列、（ｄ）前記（ｃ）のアミノ酸配列におい
て、そのアミノ末端にメチオニンが付加されたアミノ酸
配列、（ｅ）配列番号1で示されるアミノ酸配列と８０
％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、か
つ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を有する
アミノ酸配列、（ｆ）配列番号６で示される塩基配列に
おける第１８番目のヌクレオチドから第１４９３番目ま
でのヌクレオチドで示される塩基配列を有するＤＮＡに
よりコードされるアミノ酸配列、（ｇ）配列番号６で示
される塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから
第１４９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列
を有するＤＮＡと８０％以上の配列同一性を有する塩基
配列を有するＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列で
あって、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能
力を有するアミノ酸配列、（ｈ）配列番号６で示される
塩基配列における第１８番目のヌクレオチドから第１４
９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列を有す
るＤＮＡと、ストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズするＤＮＡによりコードされるアミノ酸配列であっ
て、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を
有するアミノ酸配列；を提供するものである。
【０００６】
【発明の実施の形態】以下に本発明を詳細に説明する。

10
本発明でいう「動脈硬化病態増悪因子」とは、血管内皮
細胞から分泌されるサイトカインであって、細胞間での
生理機能に関する調節をつかさどる蛋白質又は糖蛋白質
であるが、必要以上に血管内皮細胞から分泌されると前
記の細胞間での生理機能に関する調節が動脈硬化病態を
増悪させる方向に指向してしまうような因子である。具
体的には、その代表的なものとしてＭ－ＣＳＦ、ＭＣＰ
－１等をあげることができる。本発明でいう「動脈硬化
病態増悪因子の分泌を促進する能力（又は動脈硬化病態
増悪因子分泌促進能力）」とは、血管内皮細胞から分泌
される動脈硬化病態増悪因子の量又はその量と相関関係
を有する指標値を変化させる能力（正の相関関係を示す
場合には、当該指標値を増加させる能力、また負の相関
関係を示す場合には、当該指標値を減少させる能力）を
意味している。
【０００７】本発明分析方法において用いられる「下記
のいずれかのアミノ酸配列からなる蛋白質」とは、
（ａ）配列番号1で示されるアミノ酸配列、（ｂ）配列
番号1で示されるアミノ酸配列において、１もしくは複
数のアミノ酸が欠失、付加もしくは置換されたアミノ酸
配列であって、かつ動脈硬化病態増悪因子の分泌を促進
する能力を有するアミノ酸配列、（ｃ）配列番号1で示
されるアミノ酸配列において、そのアミノ末端から２６
個のアミノ酸を欠失させた部分アミノ酸配列（即ち、配
列番号１で示されるアミノ酸配列における第２７番目か
ら第４９１番目までのアミノ酸で示されるアミノ配列か
らなる蛋白質）、（ｄ）前記（ｃ）のアミノ酸配列にお
いて、そのアミノ末端にメチオニンが付加されたアミノ
酸配列（即ち、配列番号１で示されるアミノ酸配列にお
ける第２７番目から第４９１番目までのアミノ酸で示さ
れるアミノ配列のアミノ末端にメチオニンが付加された
アミノ酸配列からなる蛋白質）、（ｅ）配列番号1で示
されるアミノ酸配列と８０％以上の配列同一性を有する
アミノ酸配列からなり、かつ動脈硬化病態増悪因子の分
泌を促進する能力を有するアミノ酸配列、（ｆ）配列番
号６で示される塩基配列における第１８番目のヌクレオ
チドから第１４９３番目までのヌクレオチドで示される
塩基配列を有するＤＮＡによりコードされるアミノ酸配
列、（ｇ）配列番号６で示される塩基配列における第１
８番目のヌクレオチドから第１４９３番目までのヌクレ
オチドで示される塩基配列を有するＤＮＡと８０％以上
の配列同一性を有する塩基配列を有するＤＮＡによりコ
ードされるアミノ酸配列であって、かつ動脈硬化病態増
悪因子の分泌を促進する能力を有するアミノ酸配列、及
び、（ｈ）配列番号６で示される塩基配列における第１
８番目のヌクレオチドから第１４９３番目までのヌクレ
オチドで示される塩基配列を有するＤＮＡと、ストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするＤＮＡによりコ
ードされるアミノ酸配列であって、かつ動脈硬化病態増
悪因子の分泌を促進する能力を有するアミノ酸配列から
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11
なるアミノ酸群に含まれるいずれかのアミノ酸配列から
なる蛋白質である（以下、本蛋白質と記すこともあ
る。）。このような蛋白質は、SDS-PAGEでの分子量とし
て、約４．５～８万程度の分子量であることが好まし
い。
【０００８】ここで、前記（ｂ）にある「アミノ酸の欠
失、付加もしくは置換」や前記（ｅ）及び（ｇ）にある
「８０％以上の配列同一性」には、例えば、配列番号１
で示されるアミノ酸配列を有する蛋白質が細胞内で受け
るプロセシング、該蛋白質が由来する生物の種差、個体
差、組織間の差異等により天然に生じる変異や人為的な
アミノ酸の変異等が含まれる。前記（ｂ）にある「アミ
ノ酸の欠失、付加もしくは置換」（以下、総じてアミノ
酸の改変と記すこともある。）を人為的に行う場合の手
法としては、例えば、配列番号１で示されるアミノ酸配
列をコードするDNAに対して慣用の部位特異的変異導入
を施し、その後このDNAを常法により発現させる手法が
挙げられる。ここで部位特異的変異導入法としては、例
えば、アンバー変異を利用する方法（ギャップド・デュ
プレックス法、Nucleic Acids Res.,12,9441-9456(198
4)）、変異導入用プライマーを用いたPCRによる方法等
が挙げられる。前記で改変されるアミノ酸の数について
は、少なくとも１残基、具体的には1若しくは数個、又
はそれ以上である。かかる改変の数は、動脈硬化病態増
悪因子分泌促進能力を見出すことのできる範囲であれば
良い。また前記欠失、付加又は置換のうち、特にアミノ
酸の置換に係る改変が好ましい。当該置換は、疎水性、
電荷、ｐＫ、立体構造上における特徴等の類似した性質
を有するアミノ酸への置換がより好ましい。このような
置換としては、例えば、(1)グリシン、アラニン；(2)バ
リン、イソロイシン、ロイシン；(3)アスパラギン酸、
グルタミン酸、アスパラギン、グルタミン、(4)セリ
ン、スレオニン；(5)リジン、アルギニン；(6)フェニル
アラニン、チロシンのグループ内での置換が挙げられ
る。
【０００９】本発明において「配列同一性」とは、２つ
のＤＮＡ又は２つの蛋白質間の配列の同一性及び相同性
をいう。前記「配列同一性」は、比較対象の配列の領域
にわたって、最適な状態にアラインメントされた２つの
配列を比較することにより決定される。ここで、比較対
象のＤＮＡ又は蛋白質は、２つの配列の最適なアライン
メントにおいて、付加又は欠失（例えばギャップ等）を
有していてもよい。このような配列同一性に関しては、
例えば、Vector NTIを用いて、ClustalWアルゴリズム(N
ucleic Acid Res.,22(22):4673-4680(1994))を利用して
アラインメントを作成することにより算出することがで
きる。尚、配列同一性は、配列解析ソフト、具体的には
Vector NTI、GENETYX-MACや公共のデータベースで提供
される解析ツールを用いて測定される。前記公共データ
ベースは、例えば、ホームページアドレスhttp://www.d

12
dbj.nig.ac.jpにおいて、一般的に利用可能である。本
発明における配列同一性は、８０％以上であればよい
が、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上
である。
【００１０】前記（ｈ）にある「ストリンジェントな条
件下でハイブリダイズする」に関して、ここで使用され
るハイブリダイゼーションは、例えば、Sambrook J., F
risch E. F., Maniatis T.著、モレキュラークローニン
グ第2版（Molecular Cloning2nd edition）、コールド
  スプリング  ハーバー  ラボラトリー発行（Cold Spr
ing Harbor Laboratory press）等に記載される通常の
方法に準じて行うことができる。また「ストリンジェン
トな条件下」とは、例えば、６×SSC（１．５MNaCl、
０．１５M  クエン酸三ナトリウムを含む溶液を１０×S
SCとする）、50％フォルムアミドを含む溶液中で４５℃
にてハイブリッドを形成させた後、2×SSCで５０℃にて
洗浄するような条件（Molecular Biology, John Wiley 
& Sons,N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6）等を挙げることが
できる。洗浄ステップにおける塩濃度は、例えば、２×
SSCで５０℃の条件（低ストリンジェンシーな条件）か
ら０．２×SSCで５０℃までの条件（高ストリンジェン
シーな条件）から選択することができる。洗浄ステップ
における温度は、例えば、室温（低ストリンジェンシー
な条件）から６５℃（高ストリンジェンシーな条件）か
ら選択することができる。また、塩濃度と温度の両方を
変えることもできる。
【００１１】動脈硬化病態増悪因子分泌促進因子は、細
胞膜外へ分泌される蛋白質であることが好ましい。この
ような分泌性蛋白質は、特に後述するような、例えば、
血管内皮細胞に動脈硬化病態増悪因子分泌促進因子をコ
ードする遺伝子が導入されてなる形質転換血管内皮細胞
を利用する場合における本発明に適している。因みに、
本蛋白質をコードするＤＮＡは、前述及び後述の如く、
当該ＤＮＡを外来遺伝子として、哺乳動物細胞に当該細
胞で発現する位置に置かれるように提供することによっ
て哺乳動物細胞における動脈硬化病態増悪因子の分泌を
促進するために利用することもできる。尚、哺乳動物細
胞は、組織から分離された細胞や、同一の機能を持つ集
団を形成している細胞や、哺乳動物の体内にある細胞で
あってもよい。
【００１２】本蛋白質の調製方法について以下に説明す
る。まず、本蛋白質をコードする遺伝子（以下、本遺伝
子と記すこともある。）、例えば、（I）配列番号1で示
されるアミノ酸配列をコードする塩基配列、（II）配列
番号1で示されるアミノ酸配列において、そのアミノ末
端から２６個のアミノ酸を欠失させた部分アミノ酸配列
をコードする塩基配列（即ち、配列番号１で示されるア
ミノ酸配列における第２７番目から第４９１番目までの
アミノ酸で示されるアミノ配列をコードする塩基配
列）、（III）前記（II）のアミノ酸配列において、そ
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のアミノ末端にメチオニンが付加されたアミノ酸配列を
コードする塩基配列、（IV）配列番号６で示される塩基
配列における第１８番目のヌクレオチドから第１４９３
番目までのヌクレオチドで示される塩基配列、（V）配
列番号６で示される塩基配列、（VI）配列番号６で示さ
れる塩基配列における第９６番目のヌクレオチドから第
１４９３番目までのヌクレオチドで示される塩基配列、
（VII）前記（VI）の塩基配列において、その5'末端にA
TGが付加された塩基配列等の塩基配列、(VIII)配列番号
９で示される塩基配列等の塩基配列を有する遺伝子を、
通常の遺伝子工学的方法（例えば、Sambrook J., Frisc
h E. F., Maniatis T.著、モレキュラークローニング第
2版（Molecular Cloning 2nd edition）、コールド  ス
プリング  ハーバー  ラボラトリー発行（Cold Spring 
Harbor Laboratory press）等に記載されている方法）
に準じて取得する。次いで、得られた本遺伝子を用いる
ことにより、通常の遺伝子工学的方法に準じて本蛋白質
を製造・取得する。このようにして本蛋白質を調製する
ことができる。
【００１３】例えば、本遺伝子が宿主細胞中で発現でき
るようなプラスミドを作製し、これを宿主細胞に導入し
て形質転換し、さらに形質転換された宿主細胞（形質転
換体）を培養することで得られる培養物から本蛋白質を
取得すればよい。上記プラスミドとしては、例えば、宿
主細胞中で複製可能な遺伝情報を含み、自立的に増殖で
きるものであって、宿主細胞からの単離・精製が容易で
あり、宿主細胞中で機能可能なプロモーターを有し、検
出可能なマーカーをもつ発現ベクターに、本蛋白質をコ
ードする遺伝子が導入されたものを好ましく挙げること
ができる。尚、発現ベクターとしては、各種のものが市
販されている。例えば、大腸菌での発現に使用される発
現ベクターは、ｌａｃ、ｔｒｐ、ｔａｃなどのプロモー
ターを含む発現ベクターであって、これらはファルマシ
ア社、宝酒造等から市販されている。当該発現ベクター
に本蛋白質をコードする遺伝子を導入するために用いら
れる制限酵素も宝酒造等から市販されている。さらなる
高発現を導くことが必要な場合には、本蛋白質をコード
する遺伝子の上流にリボゾーム結合領域を連結してもよ
い。用いられるリボゾーム結合領域としては、Guarente
 L.ら（Cell 20, p543）や谷口ら（Genetics of Indust
rial Microorganisms, p202, 講談社）による報告に記
載されたものを挙げることができる。
【００１４】宿主細胞としては、原核生物もしくは真核
生物である微生物細胞、昆虫細胞又は哺乳動物細胞等を
挙げることができる。例えば、本蛋白質の大量調製が容
易になるという観点では、大腸菌等を好ましく挙げるこ
とができるが、哺乳動物細胞を用いてもよい。前記のよ
うにして得られたプラスミドは、通常の遺伝子工学的方
法により前記宿主細胞に導入することができる。哺乳動
物細胞の場合には、後述する形質転換血管内皮細胞の調
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製方法に従って行えばよい。
【００１５】形質転換体の培養は、微生物培養、昆虫細
胞もしくは哺乳動物細胞の培養に使用される通常の方法
によって行うことができる。例えば大腸菌の場合、適当
な炭素源、窒素源およびビタミン等の微量栄養物を適宜
含む培地中で培養を行う。培養方法としては、固体培
養、液体培養のいずれの方法でもよく、好ましくは、通
気撹拌培養法等の液体培養を挙げることができる。
【００１６】本蛋白質の取得は、一般の蛋白質の単離・
精製に通常使用される方法を組み合わせて実施すればよ
い。例えば、前記の培養により得られた形質転換体を遠
心分離等で集め、該形質転換体を破砕または溶解せし
め、必要であれば蛋白質の可溶化を行い、イオン交換、
疎水、ゲルろ過等の各種クロマトグラフィーを用いた工
程を単独で、もしくは組み合わせることにより精製すれ
ばよい。また、例えば、前記の培養により得られた形質
転換体を遠心分離などで除去し、培養上清から本蛋白質
を前記と同様にして精製してもよい。必要であれば、精
製された蛋白質の高次構造を復元する操作をさらに行っ
てもよい。
【００１７】このようにして調製された本蛋白質の動脈
硬化病態増悪因子の分泌を促進する能力を確認するに
は、まず（１）血管内皮細胞に、被験蛋白質（及び、必
要に応じて動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有する
物質の両者）を接触させる第一工程、及び（２）前記第
一工程後に、前記血管内皮細胞から分泌される動脈硬化
病態増悪因子量又はその量と相関関係を有する指標値を
測定する第二工程を有する動脈硬化病態増悪因子分泌量
の分析方法により、血管内皮細胞から分泌される動脈硬
化病態増悪因子量又はその量と相関関係を有する指標値
を測定する。この際に、被験蛋白質として異なる２種以
上の蛋白質を各々独立して用いた区における動脈硬化病
態増悪因子量又はその量と相関関係を有する指標値（第
一の測定量、第二の測定量）を比較することにより差異
を調べる。その結果、得られる差異（第一の測定量と第
二の測定量との差）に基づき前記蛋白質の動脈硬化病態
増悪因子分泌促進能力を評価することにより動脈硬化病
態増悪因子分泌促進能力の検定を行う。このようにして
評価された動脈硬化病態増悪因子分泌促進能力に基づき
動脈硬化病態増悪因子分泌促進能力を有する蛋白質であ
ることを確認することができる。上記の方法において、
前記異なる２種以上の蛋白質のうち、少なくとも一つの
蛋白質が動脈硬化病態増悪因子分泌促進能力を有さない
蛋白質とすることで、他方の被験蛋白質が有する動脈硬
化病態増悪因子分泌促進能力を評価してもよいし、また
前記異なる２種以上の蛋白質のうち、少なくとも一つの
蛋白質が有する動脈硬化病態増悪因子分泌促進能力を基
準としながら他方の被験蛋白質が有する動脈硬化病態増
悪因子分泌促進能力を評価してもよい。
【００１８】本蛋白質は、動脈硬化病態増悪因子分泌促



(9) 特開２００３－１１６５９２

10

20

30

40

50

15
進剤の有効成分として、例えば、下記に説明するような
血管内皮細胞における動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能
力を有する物質を探索するために必須となる、動脈硬化
病態増悪因子の分泌量を効果的に分析する方法に利用で
きる。
【００１９】本発明分析方法は、（１）血管内皮細胞
に、本蛋白質及び被験物質を接触させる第一工程、及び
（２）前記第一工程後に、前記血管内皮細胞から分泌さ
れる動脈硬化病態増悪因子量又はその量と相関関係を有
する指標値を測定する第二工程を有する。本発明でいう
血管内皮細胞とは、血管が血流と接するところにある滑
らかで偏平な細胞である。また本発明分析方法において
用いられる血管内皮細胞は、組織から分離された細胞
や、同一の機能・形態を持つ集団を形成している細胞
や、哺乳動物の体内にある細胞であってもよい。場合に
よっては前記細胞の抽出系でもよい。当該細胞の由来と
しては、例えば哺乳動物等を挙げることができ、さらに
具体的にはヒト、サル、ウシ、ウサギ、マウス、ラッ
ト、ハムスターなどを挙げることができる。
【００２０】血管内皮細胞は、下記のようにして調製す
ることができる。例えば、まず哺乳動物から血管を採取
する。血管は、新鮮な血管であればどこから採取しても
よい。血管内皮細胞は、採取した血管の太さや分枝の数
によって、剥離法、酵素法等の通常の単離法の中から適
した方法を選択して単離する。剥離法は、血管を切開し
た後に、鋭利なメスを用いて血管内皮細胞のみを剥ぎ取
る方法であり、一方、酵素法は、コラゼナーゼ、トリプ
シン等を用いて酵素的に血管内皮細胞を単離する方法で
ある。通常、剥離法は各種動物の大動脈等の太い血管か
らの血管内皮細胞の単離に適している。一方、酵素法は
太い血管のほか、細い血管の血管内皮細胞の単離に適し
ている。各方法の詳細は、例えば、新生化学実験講座１
０、「血管（内皮と平滑筋）」日本生化学会編、東京化
学同人刊、１９９３年、の第４章等に記載されている。
尚、得られた細胞が血管内皮細胞であることを確認する
には、例えば、形態学的に単層敷石状構造を呈している
かどうか、dil-アセチル化ＬＤＬの取り込み能力を持つ
か、フォンビルブランド因子の産生能力を持つかどうか
を調べればよい（血管-内皮と平滑筋（新生化学実験講
座１０、日本生化学会編、東京化学同人刊、１９９３
年）。得られた血管内皮細胞の培養は、通常の方法（例
えば、バイオ実験イラストレイテッド(6)すくすく育て
細胞培養，1996年、秀潤社刊等に記載されている方法）
に準じて行うことができ、具体的には、例えば、３７
℃、５％ＣＯ

2
下で培養する方法を好ましい態様として

挙げることができる。また、あらかじめ株化された血管
内皮細胞を用いることもできる。このような血管内皮細
胞株として、例えば、ヒト大動脈血管内皮細胞等をあげ
ることができる。当該血管内皮細胞株は、市販されてい
るか、又は容易に理化学研究所ジーンバンク内細胞開発
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銀行（郵便番号305-0074  茨城県つくば市高野台3-1-
1）等の細胞寄託機関から入手できる。
【００２１】本発明分析方法の第一工程は、血管内皮細
胞に本蛋白質を接触させた後、当該処理済みの血管内皮
細胞に被験物質を接触させる方法でもよいし、また血管
内皮細胞に本蛋白質を接触させると同時に又は前に、前
記血管内皮細胞に被験物質を接触させる方法でもよい。
即ち、血管内皮細胞に、本蛋白質及び被験物質を接触さ
せる順序は、どちらが先であってもよく、また同時であ
ってもよいが、好ましくは、被験物質を本蛋白質存在下
に血管内皮細胞と接触させることがよい。血管内皮細胞
と接触させる本蛋白質の濃度としては、通常約１ｎｇ／
ｍｌ～約１０μｇ／ｍｌであればよく、３ｎｇ／ｍｌ～
１００ｎｇ／ｍｌが好ましい。血管内皮細胞と本蛋白質
とを接触させる時間は、通常１０分程度～２日程度であ
り、数時間～１日程度が好ましい。血管内皮細胞と接触
させる被験物質の濃度としては、通常約０．１μＭ～約
１００μＭであればよく、１μＭ～５０μＭが好まし
い。血管内皮細胞と被験物質とを接触させる時間は、通
常１０分以上２日程度であり、好ましくは数時間～1日
程度である。血管内皮細胞に、本蛋白質及び被験物質を
接触させる環境としては、血管内皮細胞の生命活動を維
持させるような環境が好ましく、例えば、当該血管内皮
細胞のエネルギー源が共存するような環境をあげること
ができる。具体的には、培地中で第一工程が行なわれる
ことが好都合である。
【００２２】さらにまた本発明分析方法の第一工程は、
例えば、血管内皮細胞に本蛋白質をコードする遺伝子が
導入されてなる形質転換血管内皮細胞に、被験物質を接
触させる方法でもよい。当該工程において、本発明形質
転換血管内皮細胞と接触させる被験物質の濃度は、通常
約０．１μＭ～約１００μＭであればよく、１μＭ～５
０μＭが好ましい。血管内皮細胞と被験物質とを接触さ
せる時間は、通常１０分以上２日程度が好ましく、より
好ましくは数時間から１日程度が挙げられる。
【００２３】前記本発明形質転換血管内皮細胞は、以下
のようにして調製することができる。本遺伝子を、通常
の遺伝子工学的手法を用いて、本遺伝子を導入する血管
内皮細胞において使用可能なベクターに発現可能な形で
プロモーターと接続されるように挿入することにより、
プラスミドを作製する。ここで用いられるプロモーター
は、本遺伝子が導入される血管内皮細胞で機能可能なも
のであればよく、例えば、ＳＶ４０ウイルスプロモータ
ー、サイトメガロウイルスプロモーター（ＣＭＶプロモ
ーター）、Raus Sarcoma Virusプロモーター（ＲＳＶプ
ロモーター）、βアクチン遺伝子プロモーター等が挙げ
られる。尚、このようなプロモーターをマルチクローニ
ング部位の上流に含む市販のベクターを利用してもよ
い。次いで、前記プラスミドを血管内皮細胞へ導入す
る。血管内皮細胞への導入法としては、例えば、リン酸
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カルシウム法、電気導入法、ＤＥＡＥデキストラン法、
ミセル形成法等を挙げることができる。リン酸カルシウ
ム法としてはGrimm, S. et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, 93, 10923-10927等に記載される方法、電気導
入法及びＤＥＡＥデキストラン法としてはTing, A. T. 
et al., EMBO J., 15, 6189-6196等に記載される方法、
ミセル形成法としてはHawkins, C. J. et al., Proc. N
atl. Acad. Sci. USA, 93, 13786-13790等に記載される
方法を挙げることができる。ミセル形成法を用いる場合
には、リポフェクトアミン（ギブコ製）やフュージーン
（ベーリンガー製）等の市販の試薬を利用するとよい。
前記プラスミドの導入処理を施した血管内皮細胞を、例
えば、当該ベクターに予め含まれる選抜マーカー遺伝子
を利用し、当該選抜マーカー遺伝子に応じた選抜条件の
培地で培養することにより、本発明形質転換血管内皮細
胞を選抜することができる。さらに選抜を続けて、本遺
伝子が染色体に導入されてなる安定形質転換体となった
本発明形質転換血管内皮細胞を取得してもよい。導入さ
れた本遺伝子が血管内皮細胞中に存在する染色体上に組
込まれたことを確認するには、当該細胞のゲノムＤＮＡ
を通常の遺伝子工学的方法に準じて調製し、本遺伝子の
部分塩基配列を有するＤＮＡをプライマーとして用いる
ＰＣＲや、本遺伝子の部分塩基配列を有するＤＮＡをプ
ローブとして用いるサザンハイブリダイゼーション等の
方法を利用して、ゲノムＤＮＡ中の本遺伝子の存在を検
出・確認すればよい。また、本発明形質転換血管内皮細
胞は、後述する形質転換非ヒト動物から前述（血管内皮
細胞の調製に関する記載）のように調製してもよい。
【００２４】本発明分析方法において、血管内皮細胞か
ら分泌される動脈硬化病態増悪因子量又はその量と相関
関係を有する指標値を測定する方法としては、例えば、
（１）動脈硬化病態増悪因子の量を、動脈硬化病態増悪
因子を特異的に認識する抗体を用いるラジオイムノアッ
セイ（ＲＩＡ）法、酵素標識抗体測定法（EnzymeLinked
 Immunosorbent Assay; ELISA）、ウエスタンブロッテ
ィング等で測定する方法、（２）動脈硬化病態増悪因子
の量と相関関係を有する指標値として、動脈硬化病態増
悪因子のｍＲＮＡの、前記血管内皮細胞内での存在量、
を測定する方法、等をあげることができる。上記（２）
におけるｍＲＮＡの定量には、ＲＴ－ＰＣＲ法やノザン
ハイブリダイゼーション等の通常の方法（例えば、Samb
rook J., Frisch E. F., ManiatisT.著、モレキュラー
クローニング第2版（Molecular Cloning 2nd editio
n）、コールド  スプリング  ハーバー  ラボラトリー
発行（Cold Spring Harbor  Laboratory press）等に記
載されている方法）を用いればよい。上記のようにして
本発明分析方法により測定された、被験物質として異な
る２種以上の物質を各々独立して用いた区における、動
脈硬化病態増悪因子量又はその量と相関関係を有する指
標値を比較することにより得られる差異に基づき前記物
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質の動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を評価する。こ
のようにして被験物質が有する動脈硬化病態増悪因子分
泌抑制能力の検定（本発明検定方法）を行うことができ
る。本発明検定方法において、前記異なる２種以上の物
質のうち、少なくとも一つの物質が動脈硬化病態増悪因
子分泌抑制能力を有さない物質（例えば、溶媒、バック
グランドとなる試験系溶液等であってもよい。）とする
ことで、他方の被験物質が有する動脈硬化病態増悪因子
分泌抑制能力を評価してもよいし、また前記異なる２種
以上の物質のうち、少なくとも一つの物質が有する動脈
硬化病態増悪因子分泌抑制能力を基準としながら他方の
被験物質が有する動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を
評価してもよい。もちろん、動脈硬化病態増悪因子分泌
促進因子（即ち、本蛋白質）と被験物質との両者を接触
させた後の血管内皮細胞から分泌される動脈硬化病態増
悪因子の量又はその量と相関関係を有する指標値（以
下、測定値1と記す。）を、動脈硬化病態増悪因子分泌
促進因子を接触させ、かつ被験物質を接触させなかった
後の血管内皮細胞から分泌される動脈硬化病態増悪因子
の量又はその量と相関関係を有する指標値（以下、測定
値２と記す。）と比較することによって、該被験物質の
動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を評価してもよい。
この場合、動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を、前記
測定値を用いて、下記の式に従って動脈硬化病態増悪因
子分泌抑制率として求めるとよい。
動脈硬化病態増悪因子分泌抑制率（％）＝［（測定値２
－測定値１）／測定値２］×100
【００２５】動脈硬化病態増悪因子分泌抑制物質を探索
するには、本発明検定方法により評価された動脈硬化病
態増悪因子分泌抑制能力に基づき動脈硬化病態増悪因子
分泌抑制能力を有する物質を選抜すればよい（本発明探
索方法）。例えば、被験物質の動脈硬化病態増悪因子分
泌抑制能力を表わす動脈硬化病態増悪因子分泌抑制率
が、統計学的に有意な値を示す物質、具体的に好ましく
は、例えば、３０％以上を示す物質、より好ましくは５
０％以上を示す物質を、動脈硬化病態増悪因子分泌抑制
能力を有する物質として選抜する。尚、当該物質は、動
脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有する限り、低分子
化合物、蛋白質（抗体を含む）又はペプチド等のいかな
る物質であってもよい。本発明探索方法によって選抜さ
れた物質は動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有して
おり、動脈硬化病態増悪因子分泌抑制剤（例えば、抗動
脈硬化性疾患剤等の治療剤等）の有効成分として使用し
てもよい。
【００２６】以下に、本蛋白質の動脈硬化病態増悪因子
分泌促進能力を抑制（消失も含む）する能力を有する抗
体を選抜する場合（即ち、動脈硬化病態増悪因子分泌抑
制物質が抗体である場合）における本発明探索方法の具
体例を述べる。まず、本蛋白質の抗体を調製する。
【００２７】（１）抗原の調製
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前記の方法で調製される本蛋白質を抗原として用いるこ
とができるが、例えば、本蛋白質のアミノ酸配列のうち
特有な部分アミノ酸配列を含む抗原性ペプチドを高分子
量化する方法、または該抗原性ペプチドを直接的または
スペーサーを介して間接的に高分子量担体分子に結合し
た複合体を得る方法等により抗原を作製することもでき
る。これらの方法は、それ自身では低分子量で抗原性が
低い、すなわち不完全抗原である抗原性ペプチドを、高
分子量化することで完全抗原化する方法である。抗原性
ペプチドの選抜方法は、例えば、抗ペプチド抗体実験プ
ロトコール（大海忍、辻村邦夫、稲垣昌樹著、秀潤社
刊、１９９４年発行）に記載される蛋白質中のエピトー
プ予測法を用いて行うことができる。通常、１０～２０
個のアミノ酸からなるペプチドを抗原性ペプチドとして
選抜する。選抜された抗原性ペプチドは、抗ペプチド抗
体実験プロトコール（大海忍、辻村邦夫、稲垣昌樹著、
秀潤社刊、１９９４年発行）に記載された通常の合成及
び精製方法に準じて調製すればよく、さらに必要に応じ
て高速液体クロマトグラフィー等の通常の方法により純
度の高いものにすることができる。抗原性ペプチドを高
分子量化する方法としては、例えば、Tamらの考案した
ＭＡＰ（Multiple antigen peptide）法(Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, 85, p5409)を挙げることができる。抗
原性ペプチドを直接的にまたはスペーサーを介して間接
的に高分子量担体分子に結合した複合体を得る方法にお
いて使用される高分子量担体分子は、抗原性ペプチド及
びこれらにスペーサーが結合した化合物との結合反応に
利用可能な反応基を有し、かつ該不完全抗原に結合され
ることにより免疫原性を獲得し得るか、または既に存在
する免疫原性を高められ得る巨大分子化合物であればよ
い。
【００２８】（２）哺乳動物の免疫感作化工程および抗
体取得
（１）に記載される方法により調製した抗原を用いて、
例えば、J. Assoc. Off. Anal. Chem. 70, 1025-1027等
に記載されるNewsome W. H.らによる通常の免疫感作の
方法に従い、例えば、マウス、ハムスター、モルモッ
ト、ニワトリ、ラット、ウサギ、イヌ等の哺乳動物を免
疫する。抗原は、１回または複数回投与すればよい。抗
原は、例えば、約７ないし約３０日、特に約１２ないし
約１６日間隔で、３または４回の投与等が好ましい。投
与量は１回につき、例えば、抗原約０．０５から２ｍｇ
程度を目安とする。投与方法は、皮下投与、皮内投与、
腹膜腔内投与、静脈内投与、筋肉内投与等を選択するこ
とができる。好ましくは静脈内、腹膜腔内もしくは皮下
投与を挙げることができ、特に好ましくは皮下注射と腹
膜腔内注射との組合せが挙げられる。そして、上記の哺
乳動物を０．５ないし４ケ月間処置せずに放置した後、
該哺乳動物の血液を耳静脈等から少量サンプリングし、
抗体価を測定する。抗体価が上昇したら、状況に応じて
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抗原の投与を適当回数実施する。例えば１００μｇない
し１ｍｇの抗原の投与量で１回ないし５回の投与が行わ
れる。最後の投与の１ないし２ケ月間後に免疫感作した
哺乳動物から通常の方法により血液を採取して、該血液
を、例えば遠心分離、硫酸アンモニウムまたはポリエチ
レングリコールを用いることによる沈澱、ゲルろ過クロ
マトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、アフ
ィニティクロマトグラフィー等のクロマトグラフィー等
の通常の方法によって分離、精製することにより、ポリ
クローナル抗血清を調製する。このようにして本蛋白質
の抗体を得ることができる。また、上記の免疫感作した
哺乳動物から免疫適格Ｂ細胞を単離し、該免疫適格Ｂ細
胞を、連続的に細胞分裂し得る腫瘍細胞と融合し、生成
する融合細胞を単離する。所望の抗体を産生する融合細
胞を選択し、クローン化し、該融合細胞からモノクロー
ナル抗体を調製することにより、本蛋白質の抗体を得る
ことも可能である。以下にこのような抗体の取得方法に
ついて詳述する。モノクローナル抗体を産生する融合細
胞の作製は通常の方法、例えば、ハイブリドーマテクニ
ックス（コールド  スプリング  ハーバー  ラボラトリ
ー発行（Cold Spring Harbor Laboratory press）又は
細胞組織化学（山下ら，日本組織細胞化学学会編，１９
８６）等に記載される方法により行うことができる。免
疫動物としては、マウス、ラット、ハムスター等の哺乳
動物を用いることができる。通常マウスが最も汎用さ
れ、Ｂａｌｂ／ｃマウス、その他の系（strain）のマウ
スを用いることができる。この際、十分な量の抗原刺激
を受けたリンパ球が形成されるように、免疫計画および
抗原の濃度を選べばよい。例えばマウス１匹に０．０５
ｍｇから２ｍｇの抗原を２週間間隔で腹腔に３回免疫す
る。必要に応じてさらに０．０５ｍｇから２ｍｇを静脈
に投与してもよい。最終免疫の数日後に細胞融合のため
の脾臓を摘出する。前記のように免疫した哺乳動物の個
体から脾臓を無菌的に摘出し、当該組織から細胞懸濁液
状態の脾臓細胞を調製する。該脾臓細胞（抗体産生細
胞）を適当な骨髄腫細胞と、適当な融合促進剤の存在下
で細胞融合させる。骨髄腫細胞としては免疫動物と同種
の哺乳動物に由来するものが望ましいが、ラット、ハム
スター等の脾臓細胞とマウスの骨髄腫細胞とを融合させ
ることもできる。好ましい融合の比率は約２０：１～約
２：１の範囲である。約１０8個の脾臓細胞について
０．５～１．５ｍｌの融合促進剤の使用が適当である。
好ましい融合促進剤としては、例えば平均分子量１００
０～４０００ポリエチレングリコールを使用できるが、
この分野で知られている他の融合促進剤、例えばセンダ
イウイルス（別名ＨＶＪ）を用いることもできる。ま
た、融合促進剤を使用せずに電気ショックを用いる方法
により細胞融合を行ってもよい。融合細胞は、未融合の
脾臓細胞、未融合の骨髄腫細胞および融合細胞の混合物
を、未融合の骨髄腫細胞が生育できない選択培地で希釈
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し、未融合の細胞を死滅させるのに十分な時間（約１時
間）培養することにより選択する。培地は薬剤抵抗性
（例えば８－アザグアニン抵抗性）かつ未融合の骨髄腫
細胞が生育できない選択培地（例えばＨＡＴ培地）が使
用される。該選択培地中では未融合の骨髄腫細胞は死滅
する。また、未融合の脾臓細胞は非腫瘍性細胞なので、
ある一定期間（例えば１週間）後に死滅する。これに対
して、融合細胞は親骨髄腫細胞の腫瘍性と、親脾臓細胞
の性質を併せ持つため、選択培地中で生育できる。得ら
れた融合細胞についてスクリーニングを行い、本蛋白質
と特異的に結合するモノクローナル抗体を産生する融合
細胞を選択する。スクリーニング方法としては、得られ
た抗体の特異性について、多くの検体を簡単、迅速に、
感度よく検出できる方法であればよく、例えば、ラジオ
イムノアッセイ（ＲＩＡ）法、酵素標識抗体測定法（En
zyme Linked Immunosorbent Assay；ＥＬＩＳＡ）、マ
イクロウエスタンブロッティング等が挙げられる。酵素
標識抗体測定法としては、さらに具体的には、ストレプ
トアビジンとビオチンを利用した方法、二抗体サンドイ
ッチ法等が挙げられる。選択された融合細胞を適当な方
法（例えば限界希釈法）でクローン化した後、モノクロ
ーナル抗体を得る。融合細胞を一定期間、適当な培地で
培養することにより、その培養上清からモノクローナル
抗体を得ることができる。また、融合細胞を免疫動物の
腹腔内に注射し、一定時間後の当該免疫動物の血液およ
び腹水からモノクローナル抗体を得ることもできる。次
に抗体クラスの決定・確認を行う。抗体クラスは、通常
の方法、例えばアイソタイピングキット（アマシャムフ
ァルマシア製）を用いて添付のプロトコールに基づき決
定・確認することができる。さらに、抗体クラスに適し
た方法で、抗体を精製する。モノクローナル抗体はもと
もと特異性、抗体価ともに高いので、融合細胞を無血清
培地で培養し、培養上清を濃縮、硫酸アンモニウムによ
る塩析行うことによって免疫グロブリン画分を調製すれ
ば簡便に純度の高い抗体を得ることができる。抗体クラ
スがＩｇＭの場合には、ゲル濾過により夾雑する非特異
的ＩｇＧを除くことができる。また、市販のＨｉＴｒａ
ｐ  ＩｇＭカラム（アマシャムファルマシア製）を用い
て、添付のプロトコールに基づき精製してもよい。一
方、ＩｇＧクラスの抗体の場合には、プロテインＡ又は
プロテインＧ（アマシャムファルマシア製）を用いたア
フィニティークロマトグラフィーにより精製が可能であ
る。他の方法としては、抗原結合担体によるアフィニテ
ィークロマトグラフィーや種々の担体（例えば陰イオン
交換体、陽イオン交換体、ハイドロキシアパタイト、シ
リカ）を用いた高速液体クロマトグラフィーを挙げるこ
とができる。
【００２９】上記のようにして調製された抗体等を被験
物質とした本発明分析方法により、動脈硬化病態増悪因
子の量又はその量と相関関係を有する指標値を測定す
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る。ここで、抗体等の被験物質としては異なる２種以上
の物質を各々独立して用いて本発明分析方法を実施する
とよい。本発明分析方法により測定された、抗体等の被
験物質として異なる２種以上の物質を各々独立して用い
た区における、動脈硬化病態増悪因子の量又はその量と
相関関係を有する指標値を比較することにより得られる
差異に基づき前記被験物質の動脈硬化病態増悪因子分泌
抑制能力を評価する。このようにして抗体等の被験物質
が有する動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力の検定（本
発明検定方法）を行うことができる。この場合、前記異
なる２種以上の物質のうち、少なくとも一つの物質が動
脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有さない物質（例え
ば、溶媒、バックグランドとなる試験系溶液等であって
もよい。）とすることで、他方の被験物質（即ち、上記
のようにして調製された抗体）が有する動脈硬化病態増
悪因子分泌抑制能力を評価してもよいし、また前記異な
る２種以上の物質のうち、少なくとも一つの物質（即
ち、上記のようにして調製された抗体のうちの一つの抗
体）が有する動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を基準
としながら他方の被験物質（即ち、前者以外の抗体）が
有する動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を評価しても
よい。もちろん、動脈硬化病態増悪因子分泌促進因子と
被験物質（即ち、上記のようにして調製された抗体）と
の両者を接触させた後の血管内皮細胞から分泌される動
脈硬化病態増悪因子の量又はその量と相関関係を有する
指標値（以下、測定値３と記す。）を、動脈硬化病態増
悪因子分泌促進因子を接触させ、かつ被験物質を接触さ
せなかった（例えば、溶媒、バックグランドとなる試験
系溶液等が本発明でいう被験物質となる場合に相当す
る。）後の血管内皮細胞から分泌される動脈硬化病態増
悪因子の量又はその量と相関関係を有する指標値（以
下、測定値４と記す。）と比較することによって、該被
験物質の動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を評価して
もよい。この場合、該被験物質の動脈硬化病態増悪因子
分泌抑制能力を、前記測定値を用いて、下記の式に従っ
て動脈硬化病態増悪因子分泌抑制率として求めるとよ
い。
動脈硬化病態増悪因子分泌抑制率（％）＝［（測定値４
－測定値３）／測定値４］×100
【００３０】動脈硬化病態増悪因子分泌抑制抗体（いわ
ゆる中和抗体）を探索するには、本発明検定方法により
評価された動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力に基づき
動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有する抗体を選抜
すればよい。例えば、被験物質である抗体の動脈硬化病
態増悪因子分泌抑制能力を表わす動脈硬化病態増悪因子
分泌抑制率が、統計学的に有意な値を示す物質、具体的
に好ましくは、例えば、３０％以上を示す物質、より好
ましくは５０％以上を示す物質を、動脈硬化病態増悪因
子分泌抑制能力を有する抗体（いわゆる中和抗体）とし
て選抜することができる。
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【００３１】本発明探索方法により選抜される物質また
はその薬学的に許容される塩を有効成分とする動脈硬化
病態増悪因子分泌抑制剤（以下、本動脈硬化病態増悪因
子分泌抑制剤と記す。）は、その有効量を経口的または
非経口的にヒト等の哺乳動物に対し投与することができ
る。例えば、経口的に投与する場合には、本動脈硬化病
態増悪因子分泌抑制剤は錠剤、カプセル剤、シロップ
剤、懸濁液等の通常の形態で使用することができる。ま
た、非経口的に投与する場合には、本動脈硬化病態増悪
因子分泌抑制剤を溶液、乳剤、懸濁液等の通常の液剤の
形態で使用することができる。前記形態の本動脈硬化病
態増悪因子分泌抑制剤を非経口的に投与する方法として
は、例えば注射する方法、坐剤の形で直腸に投与する方
法等を挙げることができる。前記の適当な投与剤型は許
容される通常の担体、賦型剤、結合剤、安定剤、希釈剤
等に本発明探索方法により選抜される物質またはその薬
学的に許容される塩を配合することにより製造すること
ができる。また注射剤型で用いる場合には、許容される
緩衝剤、溶解補助剤、等張剤等を添加することもでき
る。投与量は、投与される哺乳動物の年令、性別、体
重、疾患の程度、本動脈硬化病態増悪因子分泌抑制剤の
種類、投与形態等によって異なるが、通常は経口の場合
には成人で１日あたり有効成分量として約１ｍｇ～約２
ｇ、好ましくは有効成分量として約５ｍｇ～約１ｇを投
与すればよく、注射の場合には成人で有効成分量として
約０．１ｍｇ～約５００ｍｇを投与すればよい。また、
前記の１日の投与量を１回または数回に分けて投与する
ことができる。尚、本動脈硬化病態増悪因子分泌抑制剤
の適用可能な疾患としては、動脈硬化性疾患等をあげる
ことができる。
【００３２】さらに本発明は、
１．動脈硬化病態増悪因子の分泌量の分析方法であっ
て、（１）非ヒト動物に本蛋白質をコードする遺伝子が
導入されてなる形質転換非ヒト動物に、被験物質を投与
する第一工程、及び（２）前記第一工程後に、前記形質
転換非ヒト動物の細胞から分泌される動脈硬化病態増悪
因子の量又はその量と相関関係を有する指標値を測定す
る第二工程を有することを特徴とする分析方法；
２．前項１記載の分析方法により測定された、被験物質
として異なる２種以上の物質を各々独立して用いた区に
おける、動脈硬化病態増悪因子の量又はその量と相関関
係を有する指標値を比較することにより得られる差異に
基づき前記物質の動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を
評価することを特徴とする動脈硬化病態増悪因子分泌抑
制能力の検定方法；
３．異なる２種以上の物質のうち、少なくとも一つの物
質が動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有さない物質
であることを特徴とする前項２記載の検定方法；
４．前項２記載の検定方法により評価された動脈硬化病
態増悪因子分泌抑制能力に基づき動脈硬化病態増悪因子

24
分泌抑制能力を有する物質を選抜することを特徴とする
動脈硬化病態増悪因子分泌抑制物質の探索方法、及び
５．前項４記載の探索方法により選抜された物質または
その薬学的に許容される塩を有効成分とすることを特徴
とする動脈硬化病態増悪因子分泌抑制剤、等も提供す
る。
【００３３】本蛋白質をコードする遺伝子（本遺伝子）
が導入されてなる形質転換非ヒト動物は、以下のように
して構築することができる。形質転換非ヒト動物の構築
に用いられる動物としては、マウス、ラット等のげっ歯
類動物、ブタ、ウシ、ウマ、ヒツジ等の大型哺乳動物、
鳥類、魚類等が挙げられる。好ましくはマウスがよい。
【００３４】以下に、一例として、形質転換非ヒト動物
が形質転換マウスである場合の構築方法について詳細に
説明する。形質転換マウスの作製における本遺伝子の導
入法としては、例えば、マイクロインジェクション法、
レトロウイルスを用いる方法、胚性未分化細胞（ＥＳ細
胞）を用いる方法等を挙げることができる。このうち、
マイクロインジェクション法が最も汎用されている。マ
イクロインジェクション法とは、マイクロマニピュレー
ターを用いて、顕微鏡下で受精卵の前核内部に外来遺伝
子を含んだ溶液を注入する方法である。以下にこの方法
を用いる場合の本遺伝子の導入法についてさらに具体的
に説明する。まず、本遺伝子を受精卵に注入する。その
際、遺伝子を高い確率で染色体へ組込むためには、本遺
伝子の単離に用いたベクター領域を可能な限り除去する
こと、ｍＲＮＡの不安定化に寄与するＡＵに富む領域を
除くこと、直鎖状にすることが好ましい。また、本遺伝
子に対してイントロンを予め挿入しておくことが好まし
く、当該イントロンとしては、例えば、β－グロビンイ
ントロン等を挙げることができる。受精卵は、目的に応
じた系統のマウスから採取する。近交系のＣ５７ＢＬ／
６マウスやＣ３Ｈマウス、あるいはＣ５７ＢＬ／６マウ
スと他系統のマウスとの交雑系（例えば、（Ｃ５７ＢＬ
／６×ＤＢＡ／２）Ｆ

1
等）、非近交系のＩＣＲマウス

が挙げられる。受精卵は、通常、妊馬血清ゴナドトロピ
ンとヒト絨毛性ゴナドトロピンとの両者の腹腔内投与に
より過剰排卵を誘発させた雌マウスと雄マウスとを交尾
させた後、前記雌マウスから採取する。尚、採取した受
精卵は培養用ドロップに入れ、ＣＯ

2
ガスインキュベー

ターで培養・維持することにより、本遺伝子の注入操作
まで保管することができる。本遺伝子の注入はマイクロ
マニピュレーターをセットした倒立顕微鏡下で行なう。
用いられる受精卵としては、雄性前核が雌性前核より大
きくなる頃から両前核が融合するまでの発達段階にある
ものを用いるとよい。まず受精卵を固定し、当該受精卵
の雄性前核内に本遺伝子を含有するＤＮＡ溶液を注入す
る。当該ＤＮＡ溶液は必要に応じて複合体として調製す
る。複合体形成に用いられる物質としては、リポソー
ム、リン酸カルシウム、レトロウイルス等を挙げること
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ができる。ＤＮＡ溶液の注入は雄性前核が膨らむことに
より確認できる。ＤＮＡ注入量としては、例えば、約２
００～約３，０００コピーの本遺伝子を含む量を挙げる
ことができる。このようにして、本遺伝子が注入された
受精卵は胚盤胞になるまで前記と同様にして培養した
後、仮親の子宮に移植する。好ましくは本遺伝子の注入
操作後ただちに仮親の卵管に移植するとよい。仮親とし
ては、精管切断手術を施した雄マウスと交尾させて偽妊
娠状態にした雌マウスを用いるとよい。具体的には、ま
ず当該雌マウス背側の腎臓付近の皮膚と筋層を切開して
卵巣・卵管・子宮を引き出し、卵巣膜を破いて卵管口を
探し出す。次いで本遺伝子の注入操作後に生き残った受
精卵を該卵管口から移入し、卵巣・卵管・子宮を腹腔内
に戻した後、筋層を縫合し、皮膚をクリップでとめる。
約２０日後に仔が生まれる。得られた仔の体組織の一
部、例えば尾の一部、を切り取り、当該部位から抽出さ
れたＤＮＡのサザンブロッティング等により本遺伝子の
存在有無を確認する。このようにして、本遺伝子が非ヒ
ト動物に導入されたことを確認できる。あるいは他の方
法、例えばＰＣＲなどの確認方法を利用してもよい。形
質転換非ヒト動物への被験物質の投与は、通常の方法を
用いればよい。例えば、被験物質を飼料や飲水に混合す
る方法や、直接投与する方法（例えば静脈内投与や、筋
肉内、皮内、皮下もしくは腹腔内投与）が挙げられる。
また、必要に応じて、被験物質を投与する前に予備飼育
を行ってもよい。投与量および投与期間は、動物の種
類、週齢、採用される投与方法等により適宜選択するこ
とができるが、例えば、げっし類動物等の非ヒト動物に
対する腹腔内投与の場合には通常約０．１ｍｇ／ｋｇ－
体重／日～約１０ｍｇ／ｋｇ－体重／日、げっし類動物
等の非ヒト動物に対する経口投与の場合には約１ｍｇ／
ｋｇ－体重／日～約１００ｍｇ／ｋｇ－体重／日の被験
物質を２～４週間程度投与すればよい。形質転換非ヒト
動物の細胞から分泌される動脈硬化病態増悪因子の量又
はその量と相関関係を有する指標値を測定する方法とし
ては、例えば、形質転換非ヒト動物から血管内皮細胞を
採取し、当該細胞を材料にして前述と同様な方法で測定
すればよい。あるいは、形質転換非ヒト動物の血液中に
分泌される動脈硬化病態増悪因子の量を測定しても良
い。このようにして本発明分析方法により測定された、
被験物質として異なる２種以上の物質を各々独立して用
いた区における、動脈硬化病態増悪因子の量又はその量
と相関関係を有する指標値を比較することにより得られ
る差異に基づき前記物質の動脈硬化病態増悪因子分泌抑
制能力を評価する。このようにして被験物質が有する動
脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力の検定を行うことがで
きる。上記検定方法において、前記異なる２種以上の物
質のうち、少なくとも一つの物質が動脈硬化病態増悪因
子分泌抑制能力を有さない物質（例えば、溶媒、バック
グランドとなる試験系溶液等であってもよい。）とする
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ことで、他方の被験物質が有する動脈硬化病態増悪因子
分泌抑制能力を評価してもよいし、また前記異なる２種
以上の物質のうち、少なくとも一つの物質が有する動脈
硬化病態増悪因子分泌抑制能力を基準としながら他方の
被験物質が有する動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を
評価してもよい。もちろん、被験物質が投与された後の
形質転換非ヒト動物の血管内皮細胞から分泌される動脈
硬化病態増悪因子の量又はその量と相関関係を有する指
標値（以下、測定値５と記す。）を、被験物質が投与さ
れなかった形質転換非ヒト動物の血管内皮細胞から分泌
される動脈硬化病態増悪因子の量又はその量と相関関係
を有する指標値（以下、測定値６と記す。）と比較する
ことによって、該被験物質の動脈硬化病態増悪因子分泌
抑制能力を評価してもよい。この場合、該被験物質の動
脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を、前記測定値を用い
て、下記の式に従って動脈硬化病態増悪因子分泌抑制率
として求めるとよい。動脈硬化病態増悪因子分泌抑制率
（％）＝［（測定値６－測定値５）／測定値６］×１０
０
【００３５】実施例
以下に本発明を実施例で説明するが、本発明はこれらに
限定されるものではない。
【００３６】実施例１  （本遺伝子の単離：配列番号１
で示されるアミノ酸配列及びその部分配列からなる蛋白
質をコードする遺伝子の単離）
（１－１）配列番号１で示されるアミノ酸配列からなる
蛋白質をコードする遺伝子の単離
ヒト腹腔内脂肪組織からグアニジンチオシアネート／セ
シウムクロライド法（Chirgwin, J. M. et al., Bioche
mistry, 18, 5294, 1979）により調製された全ＲＮＡ
１．０μｇを鋳型にして、これとｃＤＮＡ合成キット
（宝酒造社製）に添付のオリゴｄＴプライマーとを混合
した後、１ｍＭ  ｄＮＴＰの存在下でＭＭＴＶ逆転写酵
素（宝酒造製）５０ユニットを添加し、室温で１０分
間、ついで４２℃、１５分間、さらに９９℃、５分間保
温することによって、１本鎖ｃＤＮＡを合成した。続い
て該１本鎖ｃＤＮＡ２．０μｇを鋳型に用いて、配列番
号２で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチド及
び配列番号３で示される塩基配列からなるオリゴヌクレ
オチドの各２０ｐｍｏｌをプライマーとして、２００μ
Ｍ  ｄＮＴＰ、１．５ｍＭ  ＭｇＣｌ

2
存在下でＤＮＡ

ポリメラーゼ（パーキンエルマー製）１ユニットを添加
し、９４℃、１分間、さらに７２℃、２分間の保温を１
サイクルとしてこれを５５サイクル行う条件下でＰＣＲ
反応を行った。得られたＰＣＲ反応産物を１％アガロー
スゲル電気泳動に供し（泳動バッファー；トリス－硼酸
緩衝液（ナカライテスク製））、約１．５ｋｂｐのＤＮ
Ａバンドをゲルから切り出し、Sambrook, J.、Fritsch,
 E. F.、Maniatis, T.著：「Molecular Cloning Second
 Edition」、Cold Spring Harbor Laboratory Press
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（１９８９年）に記載されている方法により、プラスミ
ドベクターｐＵＣ１１８（宝酒造製）のＨｉｎｃＩＩサ
イトにクローニングした。クローニングされたＤＮＡの
塩基配列を、Taq Dye Primer Cycle Sequencing Kitお
よびTaq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit
（アプライドバイオシステムズ製）を用いてアプライド
バイオシステムズ製の３７３Ａ型のＤＮＡシークエンサ
ーにより決定した。該ＤＮＡは配列番号６で示される塩
基配列からなり、該塩基配列は、配列番号１で示される
アミノ酸配列をコードしていた。このようにして配列番
号１で示されるアミノ酸配列からなる蛋白質をコードす
る遺伝子を単離した。
【００３７】（１－２）配列番号１で示されるアミノ酸
配列の部分配列からなる蛋白質をコードする遺伝子の単
離
実施例１（１－１）でクローニングされたＤＮＡを鋳型
にして、配列番号４で示される塩基配列からなるオリゴ
ヌクレオチド及び配列番号５で示される塩基配列からな
るオリゴヌクレオチドをプライマーとして、９４℃、１
分間、ついで６０℃、１分間、さらに７２℃、２分間の
保温を１サイクルとして、これを３０サイクル行う条件
下でＰＣＲを行い、配列番号６で示される塩基配列の９
６番目から１４９３番目の塩基配列を含むＤＮＡを増幅
した。このようにして配列番号１で示されるアミノ酸配
列の部分配列からなる蛋白質をコードする遺伝子を単離
した。
【００３８】実施例２  （配列番号１で示されるアミノ
酸配列及びその部分配列からなる蛋白質の発現プラスミ
ドの調製）
実施例１（１－２）において増幅・単離されたＤＮＡを
ＮｄｅＩとＢａｍＨＩで消化し、得られた約１．４ｋｂ
ｐのＤＮＡを発現ベクターｐＥＴ１１ａ(ノバジェン製)
のＮｄｅＩ、ＢａｍＨＩサイトにサブクローニングし、
配列番号１のアミノ酸番号２７番から４９１番で示され
るアミノ酸配列のアミノ末端にメチオニンが付加された
アミノ酸配列を有する蛋白質を産生させるための発現プ
ラスミドｐＥＴ１１ａ０８５（図１）を得た。次に、該
発現プラスミドｐＥＴ１１ａ０８５で大腸菌ＤＥ３株
（ノバジェン製）を形質転換した。一方、配列番号1で
示されるアミノ酸配列における第1番目のアミノ酸から
第４９１番目までのアミノ酸で示されるアミノ酸配列を
有する蛋白質を産生させるための発現プラスミドは、実
施例１（１－１）において増幅・単離されたＤＮＡを、
通常の遺伝子工学的方法によって公知のベクターｐｃＤ
Ｌ－ＳＲα２９６（Takebe, Y., Seiki, M., Fujisawa,
 J., Hoy, P., Yokota, K., Arai, K., Yoshida, M., a
nd Arai, N., Mol. Cell Biol. Jan. 1988, p466-472）
に組み込みことにより調製された。このようにして調製
された発現プラスミドを用いて、リポフェクトアミン
（GibcoBRL製）により、サル由来のＣＯＳ１細胞（ATCC
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製）を形質転換した。
【００３９】実施例３  （本蛋白質の調製：配列番号１
で示されるアミノ酸配列及びその部分配列からなる蛋白
質標品の調製）
実施例２で得られた形質転換体を、３７℃でＯ．Ｄ．６
００が０．６になるまで培養し、終濃度１ｍＭのイソプ
ロピル－β－Ｄ－チオガラクトピラノシド（以下、ＩＰ
ＴＧと記す。）を添加し、さらに一晩培養した。次い
で、遠心分離操作により集菌し、菌体を１００ｍＭトリ
ス－塩酸（ｐＨ７．６）、５ｍＭエチレンジアミン四酢
酸二ナトリウム（以下、ＥＤＴＡ・２Ｎａと記す。）、
５ｍＭジチオスレイトール（以下、ＤＴＴと記す。）及
び１ｍＭフェニルメチルスルホニルフルオライド（以
下、ＰＭＳＦと記す。）を含むバッファー（以下、バッ
ファーＡと記す。）に懸濁して、超音波処理（氷冷下、
５分間×３回）により菌体を破砕し、この破砕液を１
２，０００×ｇ、１５分間、４℃で遠心分離し、沈殿
（以下、封入体画分と記す。）を回収した。該封入体画
分に、２Ｍ尿素を含むバッファーＡを添加し、懸濁し
て、超音波処理（氷冷下、５分間×１回）を行った。前
記の超音波処理後の溶液を１２，０００×ｇ、１５分
間、４℃で遠心分離し、得られた沈殿に、４Ｍ尿素を含
むバッファーＡを添加して懸濁、超音波処理、遠心分離
するという操作を前記と同様に行った。さらに、得られ
た沈殿に、６Ｍ尿素を含むバッファーＡを添加して懸
濁、超音波処理、遠心分離するという操作を前記と同様
に行った。得られた沈殿を２０ｍＭトリス－塩酸（ｐＨ
８．５）、２ｍＭ  ＤＴＴおよび８Ｍ尿素を含むバッフ
ァーに懸濁し、該懸濁液を１２，０００×ｇ、１５分
間、４℃で遠心分離し、上清を分取した。得られた上清
を、ＨｉＬｏａｄ  Ｓｕｐｅｒｄｅｘ  ２００ｐｇ（フ
ァルマシア製）を用いたゲルろ過クロマトグラフィーに
供した（流速；１．０ｍｌ／分、検出波長；２８０ｎ
ｍ）。４５分から５５分の間に溶出されるピーク画分を
集めてセントリコン（グレースジャパン製、分画分子量
３０，０００）で濃縮し、次に、モノＱ  ＨＲ１０／１
０イオン交換カラム（ファルマシア製）を用いたクロマ
トグラフィー（流速１．０ｍｌ／分、０～１Ｍ  ＮａＣ
ｌグラディエント、検出波長；２８０ｎｍ）に供した。
約１００～約２００ｍＭ  ＮａＣｌで溶出される画分を
集めて、セントリコン（グレースジャパン製、分画分子
量３０，０００）で１ｍｇ蛋白質／ｍｌになるように濃
縮した。得られた蛋白質画分に、該画分の容量の１／３
量の１００ｍＭトリス－塩酸（ｐＨ８．５）をゆるやか
に攪拌しながら添加した。さらに、室温で一晩、緩やか
に攪拌を続けた。次いで、１８，０００×ｇ、２０分
間、４℃で遠心分離して上清を回収し、該上清に、その
容量の７倍量の２Ｍ尿素、２０ｍＭトリス－塩酸（ｐＨ
８．５）、４ｍＭ還元型グルタチオン及び０．４ｍＭ酸
化型グルタチオンを含むバッファーを加えて緩やかに攪
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拌した。得られた溶液を分画分子量が２５，０００の透
析チューブに入れ、該溶液量の１０００倍量の２Ｍ尿
素、２０ｍＭトリス－塩酸（ｐＨ８．５）、４ｍＭ還元
型グルタチオン及び０．４ｍＭ酸化型グルタチオンを含
むバッファーに対して、４℃で８～１６時間透析した。
次に、透析チューブ内液量の１０００倍量の２０ｍＭト
リス－塩酸（ｐＨ８．５）、４ｍＭ還元型グルタチオン
及び０．４ｍＭ酸化型グルタチオンを含むバッファーに
対して、４℃で８～１６時間透析した。さらに、透析チ
ューブ内液量の１０００倍量の２０ｍＭトリス－塩酸
（ｐＨ８．５）、１ｍＭ還元型グルタチオン及び０．１
ｍＭ酸化型グルタチオンを含むバッファーに対して、４
℃で８～１６時間透析した。得られた、配列番号1で示
されるアミノ酸配列の部分配列からなる蛋白質を以下、
本蛋白質標品と記す。尚、本蛋白質標品について、その
SDS-PAGEでの分子量を測定したところ、４９ＫＤであっ
た。一方、配列番号1で示されるアミノ酸配列における
第1番目のアミノ酸から第４９１番目までのアミノ酸で
示されるアミノ酸配列を有する蛋白質は、実施例２で形
質転換されたサル由来のＣＯＳ１細胞を、通常の細胞培
養法に従って培養することにより培地中に当該蛋白質を
分泌させ、さらに分泌された蛋白質を通常のカラムクロ
マトグラフィーによる蛋白質分離法に従って培地中から
回収・精製することにより蛋白質標品として得た。当該
蛋白質標品について、そのSDS-PAGEでの分子量を測定し
たところ、５２ＫＤであった。
【００４０】実施例４  （血管内皮細胞の調製）
（４－１）血管内皮細胞の調製
ヒト大動脈血管内皮細胞は、Clonetics社から購入し
た。タイプIコラーゲンコートのディシュ上で、３７
℃、５％ＣＯ2濃度条件下で、ハイドロコーチゾン（400
 ng/ml）, human basic fibroblast  growth factor (4
 ng/ml),  human epidermal growth factor (10 ng/m
l), 5％ウシ胎児血清（Clonetics社）を加えたMCDB 131
 medium (Clonetics社)（以下、本増殖培地と記す。）
で培養した。継代数４～6の血管内皮細胞を得て、以下
の試験に供した。
（４－２）血管内皮細胞への本蛋白質標品の接触
上記（４－１）で得られた血管内皮細胞を、タイプIコ
ラーゲンコートの24ウエルプレートに、１ウエルあたり
1ｘ１０5個播き込み、本増殖培地で48時間培養した。培
養上清を捨てて１０％ウシ胎児血清（Ｇｉｂｃｏ社）、
ペニシリン（１００Ｕ／ｍｌ）およびストレプトマイシ
ン（１００μｇ／ｍｌ）を含むmedium 199(Gibco)(以
下、本試験培地と記す。) に変更後に、本蛋白質標品を
3, 10, 30,100 ng/mlの濃度で添加し、16時間培養し
た。
（４－３）本蛋白質標品が有する動脈硬化病態増悪因子
分泌促進能力の検定
１６時間後に培養上清を回収し、Ｍ－ＣＳＦ濃度をＥＬ
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ＩＳＡ（ＥｎｚｙｍｅＬｉｎｋｅｄ  Ｉｍｍｕｎｏｓｏ
ｒｂｅｎｔ  Ａｓｓａｙ）法（Ｒ＆Ｄ社）を用いて測定
した（以下、測定値1と記す。）。本蛋白質標品を添加
しない場合についても培養上清中に分泌されたＭ－ＣＳ
Ｆ濃度を測定した（以下、測定値2と記す。）。両測定
値から、本蛋白質標品が有する動脈硬化病態増悪因子分
泌促進能力を、下記式で示される動脈硬化病態増悪因子
分泌促進率（％）として算出した。
動脈硬化病態増悪因子分泌促進率（％）＝（測定値1／
測定値2）×100
その結果、本蛋白質標品の添加濃度が、3 ng/ml、10 ng
/ml、30 ng/ml、および100 ng/mlの時、算出された動脈
硬化病態増悪因子分泌促進率はそれぞれ、109％、168
％、285％および456％であった。同様に、１６時間後に
回収した培養上清中のＭＣＰ－１濃度を、ＥＬＩＳＡ
（Ｅｎｚｙｍｅ  Ｌｉｎｋｅｄ  Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂ
ｅｎｔ  Ａｓｓａｙ）法（Ｒ＆Ｄ社）を用いて測定し
た。その結果、本蛋白質標品の添加濃度が、3 ng/ml、1
0 ng/ml、30 ng/mlおよび 100 ng/mlの時、算出された
動脈硬化病態増悪因子分泌促進率はそれぞれ、121％、2
03％、249％および261％であった。
【００４１】実施例５  （本発明分析方法及び本発明検
定方法）
実施例（４－１）で得られた血管内皮細胞を、タイプI
コラーゲンコートの24ウエルプレートに、１ウエルあた
り1ｘ１０5個播き込み、本増殖培地で培養する。４８時
間後に培地を、本蛋白質標品（最終濃度として１００ｎ
ｇ／ｍｌ）及び被験物質（最終濃度として５０μＭ）を
含む本試験培地と交換し、さらに１６時間培養を続け
る。培養上清を回収し、回収した培養上清中のＭＣＰ－
１濃度またはＭ－ＣＳＦ濃度を、ＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙ
ｍｅ  Ｌｉｎｋｅｄ  Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ  Ａ
ｓｓａｙ）法（Ｒ＆Ｄ社）を用いて測定する。本蛋白質
標品添加・被験物質添加区における測定値（以下、測定
値１１と記す。）、本蛋白質標品添加・被験物質無添加
区における測定値（以下、測定値１２と記す。）及び本
蛋白質標品無添加・被験物質無添加区における測定値
（以下、測定値１３と記す。）の３者から、被験物質が
有する動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を、下記式で
示される動脈硬化病態増悪因子分泌量抑制率（％）とし
て算出する。
動脈硬化病態増悪因子分泌    抑制率（％）＝［（測定
値１２－測定値１１）／（測定値１２－測定値１３）］
ｘ１００
【００４２】実施例６  （モノクローナル抗体の調製）
（６－１）マウスの免疫感作
実施例３で得られた本蛋白質標品によりマウスを免疫す
る。マウスは７週齢の雌性Ｂａｌｂ／ｃマウス（チャー
ルズリバー（株））を５匹使用する。１週間の予備飼育
の後、マウス一匹あたり１００μｇの本蛋白質標品を完
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全フロイントアジュバント（ディフコ製）１００μｌと
混合して腹腔内投与する。さらに２週間後に前記と同量
の本蛋白質標品を不完全フロイントアジュバント（ディ
フコ製）１００μｌと混合して同様に、腹腔内投与す
る。さらに２週間後、および４週間後に前記と同量の本
蛋白質標品／不完全フロイントアジュバント混合物を腹
腔内投与する。
【００４３】（６－２）細胞融合
前記（６－１）に記載される操作により抗体価の上昇し
たマウスから脾臓細胞を調製する。得られた脾臓細胞
（１０8細胞／ｍｌ）１ｍｌとマウス骨髄腫細胞Ｐ３／
Ｘ６３Ａｇ８Ｕ．１（２×１０7細胞／ｍｌ）１ｍｌを
２４穴プレートのウエル内で混合し、通常の方法（例え
ば、大河内ら，実験医学，５，１３１５－１３１９等に
記載の方法）に従って、細胞融合装置（ＳＳＨ－２、島
津製作所製）にて電気的に融合させる。得られた融合細
胞をＦＢＳ、メルカプトエタノール、ピルビン酸をそれ
ぞれ１０％、５０μＭ、１ｍＭ含むＨＡＴ培地（ＧＩＢ
ＣＯ製）に懸濁し、９６穴プレート（ヌンク製）に１ウ
エルあたり１００μｌずつ分注する。該細胞懸濁液が分
注された９６穴プレートを５％ＣＯ

2
存在下、３７℃で

培養する。２日後に各ウエルから培地を除き、前記ＨＡ
Ｔ培地１００μｌを添加する操作を繰り返しながら約１
０日間培養する。
【００４４】（６－３）融合細胞の選択とクローニング
前記の操作により増殖可能な融合細胞を選抜する。該融
合細胞の培養上清を用いて、ＥＬＩＳＡ法により本蛋白
質の抗体が産生されていることを確認する。まず、本蛋
白質標品を１４０ｍＭ  ＮａＣｌ、２．７ｍＭ  ＫＣ
ｌ、１０ｍＭＮａ

2
ＨＰＯ

4
および１．８ｍＭ  ＫＨ

2
Ｐ

Ｏ
4
（ｐＨ７．４）を含有する溶液（以下、ＰＢＳ溶液

と記す。）で、２μｇ／ｍｌとなるように希釈し、コー
ティング液を調製する。該コーティング液をポリスチレ
ン製の９６穴マイクロタイタープレートに、１ウエルあ
たり５０μｌずつ分注した後、４℃で一晩保温する。コ
ーティング液を除去した後、各ウエルに３００μｌのＰ
ＢＳ溶液を添加し、ウエル内部を洗浄する。次にＰＢＳ
溶液を除去した各ウエルにブロッキング溶液（ブロック
エース、大日本製薬製）を１ウエルあたり２００μｌ添
加した後、室温で２時間保温してブロッキングを行う。
ブロッキング液を除去後、各ウエルに０．０５％  Ｔｗ
ｅｅｎ２０を含有するＰＢＳ溶液（以下、洗浄液と記
す。）３００μｌ添加し、ウエル内部を洗浄する。洗浄
液を除去した後、前記融合細胞の培養上清を１ウエルあ
たり５０μｌ添加し、室温で１時間保温する。該抗原抗
体反応液を除去した後、１ウエルあたり３００μｌの洗
浄液を添加し、ウエル内部を洗浄する。次いで、ペルオ
キシダーゼで標識した抗マウスＩｇＧ（Ｃａｐｐｅｌ社
製）を１ウエルあたり５０μｌ添加し、室温で１時間保
温する。抗マウスＩｇＧ溶液を除去し、１ウエルあたり
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３００μｌの洗浄液を添加し、ウエル内部を洗浄する。
ウエル内の洗浄液を除去し、新たな洗浄液を添加し、洗
浄する操作をさらに２回繰り返す。最後に洗浄液を除去
した後、オルトフェネレンジアミン／過酸化水素水溶液
（オルトフェネレンジアミン１０ｍｇ／２５ｍｌ、３０
％過酸化水素水２μｌ／２５ｍｌ）を１ウエルあたり１
００μｌ添加し、マイクロタイタープレートをアルミホ
イルで被覆し、室温で２０分間保温する。保温後、２Ｎ
  硫酸を１ウエルあたり５０μｌ添加し、ペルオキシダ
ーゼ反応を停止する。分光光度計を用いて、各ウエルの
４９０ｎｍ及び５９５ｎｍの吸光度を測定し、両者の差
を算出する（以下、Δ４９０－５９５ｎｍと記す。）。
融合細胞の培養上清を種々の倍率で希釈した溶液を用い
て上記のＥＬＩＳＡ法を行い、同一希釈率で大きいΔ４
９０－５９５ｎｍを示す抗体を産生する融合細胞クロー
ン、又は抗体産生能力の高い融合細胞クローンを得る。
上記のようにして得られた融合細胞クローンに対して限
界希釈法（例えば、黒木ら，実験医学「細胞工学ハンド
ブック」，羊土社刊等に記載されている方法）によるク
ローニングを行う。
【００４５】（６－４）抗体の精製
上記の方法で選抜した融合細胞クローンを、ＦＢＳ、ピ
ルビン酸ナトリウム、メルカプトエタノール、ペニシリ
ン、ストレプトマイシン（ＧＩＢＣＯ製）をそれぞれ終
濃度１０％、１ｍＭ、５×１０-5Ｍ、１００ユニット／
ｍｌ、１００μｇ／ｍｌとなるように添加したＲＰＭＩ
－１６４０培地（ＧＩＢＣＯ製）（以下、血清培地と記
す。）に５×１０5～１×１０6細胞／ｍｌになるように
懸濁して、５％ＣＯ

2
存在下、３７℃で培養する。２～

３日ごとに培地を除去し、新たな血清培地を添加する操
作を繰り返しながら、細胞濃度が５×１０6～１×１０7

細胞／ｍｌ程度まで増殖させた後、培養液を１，５００
ｒｐｍ、３分間、４℃で遠心分離して沈査を回収する。
回収した沈査をペニシリン、ストレプトマイシンをそれ
ぞれ終濃度１００ユニット／ｍｌ、１００μｇ／ｍｌと
なるように添加したＣＤハイブリドーマ（ＧＩＢＣＯ
製）（以下、無血清培地と記す。）に、５×１０5～１
×１０6細胞／ｍｌになるように懸濁して、５％ＣＯ

2
存

在下、３７℃で培養する。培地を除去し、新たな血清培
地を添加し、培養する操作を２～３日ごとに繰り返しな
がら、融合細胞濃度が５×１０6～１×１０7細胞／ｍｌ
程度まで増殖させた後、培養液を１，５００ｒｐｍ、３
分間、４℃で遠心して上清を回収する。回収された上清
（融合細胞上清）を０．２２μｍのフィルターで濾過し
て濾液を得る。該濾液を用いてアイソタイピングキット
（アマシャムファルマシア製）により添付のプロトコー
ルに従って、当該濾液中に含まれる抗体の抗体クラスを
確認する。前記濾液から、モノクローナル抗体トラップ
キット（アマシャムファルマシア製）を用いてＩｇＧを
精製する。具体的には、蒸留水５ｍｌとキットに添付の
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結合バッファー５ｍｌで予め洗浄、平衡化したＨｉＴｒ
ａｐ  ＰｒｏｔｅｉｎＧカラム（ベッド体積１ｍｌ）
に、結合バッファーで２倍に希釈した前記濾液を供す
る。さらに結合バッファー７ｍｌでカラムを洗浄した
後、溶出バッファー６ｍｌをカラムに供する。あらかじ
めキットの中和液７５μｌが入ったチューブに溶出液を
１ｍｌずつ分取する。各チューブの溶液の２８０ｎｍに
おける吸光度を測定し（以下、測定値１６と記す。）、
ＩｇＧのモル吸光係数＝１．３５から下記の式に従って
ＩｇＧの回収量を算出する。
ＩｇＧ回収量（ｍｇ）＝測定値１６／１．３５×１
また、前記濾液から、ＨｉＴｒａｐ  ＩｇＭ  ｐｕｒｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎカラム（アマシャムファルマシア製）
を用いて、添付のプロトコールに従ってＩｇＭを精製す
る。ＩｇＧの場合と同様にして、ＩｇＭの回収率を算出
する。
【００４６】実施例７  （本発明探索方法）
実施例６で得られるモノクローナル抗体（被験物質）の
動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を測定する。実施例
（４－１）で得られた血管内皮細胞を、本増殖培地中で
培養する。４８時間後に培地を、本蛋白質標品（最終濃
度として１００ｎｇ／ｍｌ）及び前記モノクローナル抗
体（最終濃度として０．０２～２μＭ）を含む本試験培
地と交換し、さらに１６時間培養を続ける。培養上清を
回収し、回収した培養上清中のＭＣＰ－１濃度またはＭ
－ＣＳＦ濃度を、ＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ  Ｌｉｎｋ
ｅｄ  Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ  Ａｓｓａｙ）法
（Ｒ＆Ｄ社）を用いて測定する。本蛋白質標品添加・モ
ノクローナル抗体添加区における測定値（以下、測定値
１７と記す。）、本蛋白質標品添加・モノクローナル抗
体無添加区における測定値（以下、測定値１８と記
す。）及び本蛋白質標品無添加・モノクローナル抗体無
添加区における測定値（以下、測定値１９と記す。）の
３者から、モノクローナル抗体が有する動脈硬化病態増
悪因子分泌抑制能力を、下記式で示される動脈硬化病態
増悪因子分泌抑制率（％）として算出する。
動脈硬化病態増悪因子分泌抑制率（％）＝［（測定値１
８－測定値１７）／（測定値１８－測定値１９）］ｘ１
００
その結果、当該モノクローナル抗体が有する動脈硬化病
態増悪因子分泌抑制能力を表わす動脈硬化病態増悪因子
分泌抑制率が、３０％以上である場合には、そのモノク
ローナル抗体は動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を有
する物質として選抜される。
【００４７】実施例８  （本発明形質転換血管内皮細胞
の調製）
実施例２で調製した、配列番号１で示されるアミノ酸配
列における第1番目のアミノ酸から第４９１番目のアミ
ノ酸で示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子をベク
ターｐｃＤＬ－ＳＲα２９６（Takebe, Y., Seiki, M.,
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 Fujisawa, J.,Hoy, P., Yokota, K., Arai, K., Yoshi
da, M., and Arai, N., Mol. Cell Biol. Jan. 1988, p
466-472）のマルチクローニングサイト中に挿入し、配
列番号１で示されるアミノ酸配列における第1番目のア
ミノ酸から第４９１番目のアミノ酸で示されるアミノ酸
配列を有する蛋白質の発現プラスミド（以下、本発現プ
ラスミド）を作製し、本発現プラスミドにより、血管内
皮細胞を形質転換する。実施例（４－１）で得られた血
管内皮細胞を、タイプIコラーゲンコートの９６ウエル
プレートに、１ウエルあたり１００μｌの本増殖培地に
1～２×１０4個となるように播き込み、５％ＣＯ

2
存在

下、３７℃にてあらかじめ培養しておく。一方、フュー
ジーン試薬（ベーリンガー製）約１４μｌとＯＰＴＩ－
ＭＥＭ  Ｉ培地（ＧＩＢＣＯ製）約６００μｌとを混合
する。室温で５分間保温後、これに本発現プラスミド約
６μｇを含む溶液を約６０μｌ添加し、さらに室温で１
５分間保温し、プラスミド混液とする。該プラスミド混
液を、前記の細胞懸濁液に１ウエルあたり約７μｌずつ
添加し、翌日、本増殖培地と交換し、本発明形質転換血
管内皮細胞を得る。
【００４８】実施例９  （本発明形質転換血管内皮細胞
を用いた、動脈硬化病態増悪因子量又はその量と相関関
係を有する指標値の分析方法及びその利用）
実施例８で得られた本発明形質転換血管内皮細胞を、実
施例５で用いられた血管内皮細胞に代えて用いる以外は
実施例５と同様な方法により、培養上清中に分泌された
ＭＣＰ－１又はＭ－ＣＳＦの濃度を、ＥＬＩＳＡ（Ｅｎ
ｚｙｍｅ  Ｌｉｎｋｅｄ  Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
  Ａｓｓａｙ）法を用いて測定する（以下、この場合に
おける測定値を測定値２０と記す。）。被験物質を添加
しない場合についても培養上清中に分泌されたＭＣＰ－
１又はＭ－ＣＳＦの濃度を測定する（以下、この場合に
おける測定値を測定値２１と記す。）。これらの測定値
から、被験物質が有する動脈硬化病態増悪因子分泌抑制
能力を、下記式で示される動脈硬化病態増悪因子分泌抑
制率（％）として算出する。
動脈硬化病態増悪因子分泌抑制率（％）＝［（測定値２
１－測定値２０）／（測定値２１）］×１００
【００４９】実施例１０  （形質転換非ヒト動物の作
製：形質転換マウスの作製）
（１０－１）導入遺伝子断片の調製
配列番号７と配列番号８で示される塩基配列からなるＤ
ＮＡ各１０ｐｍｏｌをプライマーとして、マウス肝臓ｃ
ＤＮＡライブラリー（クローンテック製）から、配列番
号９で示される塩基配列を含むＤＮＡを増幅する。すな
わち、ＥｘＴａｑポリメラーゼ２．５ユニット（宝酒造
製）を用いて、９４℃で２分間、５８℃で２分間、７２
℃で２分間の保温を１サイクルとしてこれを１サイク
ル、次に９４℃で１分間、５８℃で１分間、７２℃で１
分間の保温を1サイクルとしてこれを５５サイクル、最
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後に７２℃で５分間保温の条件でＰＣＲ反応を行う。増
幅されたＤＮＡをＢａｍＨＩとＥｃｏＲＩで消化し、得
られた約１．５ｋｂの断片をｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＳ
Ｋ（＋）（東洋紡製）のＢａｍＨＩ、ＥｃｏＲＩ部位に
挿入し、プラスミドｐＢｌｕｅＳＫ／ｍ０８５（図２）
を得る。ｐＢｌｕｅＳＫ／ｍ０８５のＥｃｏＲＩ、Ｓａ
ｌＩ部位に、プラスミドｐＥＥ６（Nuc. Acid.Res., 1
7, 7110）をＥｃｏＲＩとＳａｌＩで消化して得られる
約０．５ｋｂの断片を挿入し、プラスミドｐＢｌｕｅＳ
Ｋ／ｍ０８５／ｐｏｌｙＡ（図３）を得る。次に、ｐＢ
ｌｕｅＳＫ／ｍ０８５／ｐｏｌｙＡから、配列番号９で
示される塩基配列を含むＤＮＡおよびＳＶ４０ＥポリＡ
を含むＢａｍＨＩ断片（約１．７ｋｂｐ）を取得する。
得られる約１．７ｋｂの断片を、プラスミドｐｃＤＬ－
ＳＲα２９６（Takebe, Y., Seiki, M., Fujisawa, J.,
 Hoy, P., Yokota, K., Arai, K., Yoshida, M., and A
rai, N., Mol. Cell Biol. Jan. 1988, p466-472）のＢ
ａｍＨＩサイトに挿入し、プラスミドｐｃＤＬ－ＳＲα
２９６／ｍ０８５／ｐｏｌｙＡを得る。ｐｃＤＬ－ＳＲ
α２９６／ｍ０８５／ｐｏｌｙＡを制限酵素で消化し、
プロモーター領域、配列番号９で示される塩基配列を含
むＤＮＡおよびＳＶ４０ＥポリＡを含む断片を約５μｇ
取得する（以下、本導入遺伝子と記す。）。本導入遺伝
子を１０ｍＭトリス－塩酸（ｐＨ８．５）、１ｍＭ  Ｅ
ＤＴＡ・２Ｎａ（ｐＨ８．５）で０．１μｇ／μｌとな
るように調製することで本導入遺伝子調製液を得る。
【００５０】（１０－２）受精卵の採取
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ系の雌性および雄性のマウス（８週齢
以上）を用い、５単位の妊馬血清性ゴナドトロピンとヒ
ト繊毛性ゴナドトロピンとの両者の腹腔内投与により過
剰排卵を惹起し、体外受精によって前核期受精卵を得
る。該受精卵は、卵丘細胞などを除去するために、ｍＷ
Ｍ培地（５．１４ｇ／Ｌ  ＮａＣｌ、０．３６ｇ／Ｌ  
ＫＣｌ、０．１６ｇ／Ｌ  ＫＨ

2
ＰＯ

4
、０．５３ｇ／Ｌ

  乳酸Ｃａ・５Ｈ
2
Ｏ、０．２９ｇ／Ｌ  ＭｇＳＯ

4
／７

Ｈ
2
Ｏ、０．１９ｇ／Ｌ  ＮａＨＣＯ

3
、３７ｍｇ／Ｌ  

ＥＤＴＡ／２Ｎａ、１ｇ／Ｌ  グルコース、３．７ｍｌ
／Ｌ  乳酸Ｎａ、３５ｍｇ／Ｌ  ピルビン酸Ｎａ、３ｇ
／Ｌ  ウシ血清アルブミン、８０ｍｇ／Ｌ  ペニシリ
ン、５０ｍｇ／Ｌ  ストレプトマイシン、５ｍｇ／Ｌフ
ェノールレッド）で洗浄する。
【００５１】（１０－３）受精卵への本導入遺伝子の注
入
マイクロインジェクションシステムは、マイクロマニピ
ュレーター装置（ライカ製）とホフマン倒立型顕微鏡
（ツァイス製）から構成される。前項（１０－１）に記
載される本導入遺伝子調製液を約５００～約１０００コ
ピー／μｌに調製し、１３，０００ｒｐｍ×３分間遠心
分離することにより得られた上清を導入本遺伝子溶液と
する。マイクロマニピュレーターのインジェクションチ
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ャンバー内で、前項（１０－２）に記載される受精卵を
支持ピペットで固定し、注入用ピペットに入れた前記の
本導入遺伝子調製液を雄性前核に約２μｌ注入する。注
入後、ｍＷＭ培地で５％ＣＯ

2
存在下、３７℃で１２～

１６時間培養する。２細胞期に発生した胚を仮親の卵管
に移植する。
【００５２】（１０－４）受精卵の仮親への移植
前項（１０－３）に記載される胚を、予め、移植用に準
備した同系の偽妊娠状態の雌性マウスの左右の卵管に１
匹あたり２０～２５個注入する。
【００５３】（１０－５）形質転換マウスの選抜
受精卵を移植した雌マウスから、約３週間後に仔を得
る。仔が６週齢程度になったら尾の一部を切り取って染
色体ＤＮＡを抽出し、抽出されたＤＮＡ中に本導入遺伝
子由来の断片が存在するかについてＰＣＲ法により調べ
る。染色体ＤＮＡは通常の方法（例えば、Sambrook J.,
 Frisch E. F., Maniatis T.著、モレキュラークローニ
ング第2版（Molecular Cloning 2nd edition）、コール
ド  スプリング  ハーバー  ラボラトリー発行（Cold S
pring Harbor Laboratory press）等に記載されている
方法）により抽出する。得られた染色体ＤＮＡ５ｎｇを
鋳型として、ＳＲαプロモーター領域から選んだ塩基配
列と、配列番号９で示される塩基配列中から選んだ塩基
配列からなるＤＮＡ各１０ｐｍｏｌをプライマーとし
て、ＥｘＴａｑポリメラーゼ２．５ユニット（宝酒造
製）を用いて、９４℃で２分間、５８℃で２分間、７２
℃で２分間の保温を１サイクルとしてこれを１サイク
ル、次に９４℃で１分間、５８℃で１分間、７２℃で１
分間の保温を1サイクルとしてこれを５５サイクル、最
後に７２℃で５分間保温の条件でＰＣＲ反応を行う。当
該反応により得られるＰＣＲ反応産物をアガロースゲル
電気泳動に供する。増幅断片が確認された個体を、染色
体中に本導入遺伝子が挿入された形質転換マウス（以
下、本形質転換マウスと記す。）であると判断する。
【００５４】（１０－６）本導入遺伝子コピー数の解析
次に、本形質転換マウスにおける本導入遺伝子のコピー
数について、通常のサザンブロッティング法（例えば、
Sambrook J., Frisch E. F., Maniatis T.著、モレキュ
ラークローニング第2版（Molecular Cloning 2nd editi
on）、コールドスプリング  ハーバー  ラボラトリー発
行（Cold Spring Harbor Laboratorypress）等に記載さ
れている方法）により調べる。前項（１０－１）で得ら
れたプラスミドｐｃＤＬ－ＳＲα２９６／ｍ０８５／ｐ
ｏｌｙＡをＢａｍＨＩで消化する。得られる約１．５ｋ
ｂの断片を市販の放射能標識キット（ＲａｎｄｏｍＰｒ
ｉｍｅ  Ｌａｂｅｌｉｎｇ  Ｋｉｔ、ベーリンガーマン
ハイム製）を用いて添付のプロトコールに従って32Ｐ標
識し、検出プローブとして使用する（以下、本検出プロ
ーブと記す。）。本検出プローブは１００℃で１０分加
熱した後に急冷して使用する。前項（１０－５）に記載
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される方法に従って抽出した染色体ＤＮＡをＥｃｏＲ
Ｉ、ＢａｍＨＩ、ＨｉｎｄＩＩＩなどの制限酵素で切断
し、アガロースゲル電気泳動する。電気泳動後のゲルを
１．５Ｍ  ＮａＣｌ、０．１５Ｍクエン酸三ナトリウム
を含む溶液（以下、１０×ＳＳＣと記す。）で洗浄した
後、市販のナイロンメンブランＨｙｂｏｎｄ－Ｎ（アマ
シャムファルマシア製）にキャピラリー法でブロッティ
ングする。該メンブランをポリエチレン袋に入れ、変性
サケ精子ＤＮＡを１００μｇ／ｍｌとなるように添加し
たＤＩＧ  ＥＡＳＹ  Ｈｙｂ溶液（ベーリンガーマンハ
イム製）を加えて、５０℃で２時間保温する。袋内の溶
液を除去し、新たに、変性サケ精子ＤＮＡを１００μｇ
／ｍｌとなるように添加したＤＩＧ  ＥＡＳＹ  Ｈｙｂ
溶液２～３ｍｌを注入する。さらに、本検出プローブ１
ｍｌ以下を添加し、５０℃で約１５時間保温する。保温
後、メンブランを取り出して、０．１％ラウリル硫酸ナ
トリウム（以下、ＳＤＳと記す。）を含む、１０×ＳＳ
Ｃを５倍に希釈した溶液中で室温下１５分間保温する。
メンブランを取り出し、新たな１０×ＳＳＣを５倍に希
釈した溶液中で保温する操作をさらに１～２回繰り返
す。さらに、０．１％ＳＤＳを含む、１０×ＳＳＣを１
００倍に希釈した溶液中で、５０～６８℃、３０分間保
温する。メンブランを取り出し、余分な水分を除去した
後、イメージングプレート（ＢＡＳ３－２０４０。富士
フィルム製）を露光させる。露光後のイメージングプレ
ートをイメージアナライザー（フジフィルム製）で分析
し、メンブラン上のシグナルを検出する。本導入遺伝子
を導入しないマウス（以下、本野生型マウスと記す。）
の染色体ＤＮＡを用いること以外は前記と同様にサザン
ブロッティング法を行い、メンブレン上のシグナルを検
出する。本形質転換マウスと本野生型マウスのシグナル
を比較し、本形質転換マウスにのみ検出されるシグナル
の強度から、本遺伝子の導入コピー数の多少を評価す
る。
【００５５】実施例１１  （形質転換非ヒト動物を用い
た動脈硬化病態増悪因子の分泌量の分析方法及びその利
用：形質転換マウスを用いた動脈硬化病態増悪因子の分
泌量の分析方法及びその利用）
実施例１０に記載される方法により構築された本形質転
換マウス（雄性）１０匹を１群とする。これに、被験物
質のポリエチレングリコール溶液を、被験物質純分で１
０～３０ｍｇ／ｋｇ－体重／日になるように、４週間経
口投与する。４週間後に本トランスジェニックマウスか
ら血管内皮細胞を採取する。採取された血管内皮細胞
を、実施例５で用いられた血管内皮細胞に代えて用いる
以外は実施例５と同様な方法により、培養上清中に分泌
されたＭＣＰ－１又はＭ－ＣＳＦの濃度を、ＥＬＩＳＡ
（Ｅｎｚｙｍｅ  Ｌｉｎｋｅｄ  Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂ
ｅｎｔ  Ａｓｓａｙ）法を用いて測定する（以下、この
場合における測定値を測定値２２と記す。）。被験物質
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を添加しない場合についても培養上清中に分泌されたＭ
ＣＰ－１又はＭ－ＣＳＦの濃度を測定する（以下、この
場合における測定値を測定値２３と記す。）。これらの
測定値から、被験物質が有する動脈硬化病態増悪因子分
泌抑制能力を、下記式で示される動脈硬化病態増悪因子
分泌抑制率（％）として算出する。
動脈硬化病態増悪因子分泌抑制率（％）＝［（測定値２
３－測定値２２）／（測定値２３）］×１００
実施例１２  （形質転換非ヒト動物を用いた動脈硬化病
態増悪因子の分泌量の分析方法及びその利用：形質転換
マウスを用いた動脈硬化病態増悪因子の分泌量の分析方
法及びその利用）
実施例１０に記載される方法により構築された本形質転
換マウス（雄性）１０匹を１群とする。これに、被験物
質のポリエチレングリコール溶液を、被験物質純分で１
０～３０ｍｇ／ｋｇ－体重／日になるように、４週間経
口投与する。４週間後に本トランスジェニックマウスの
血液を採取し、血液中に分泌されたＭＣＰ－１又はＭ－
ＣＳＦの濃度を、ＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ  Ｌｉｎｋ
ｅｄ  Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ  Ａｓｓａｙ）法を
用いて測定する（以下、この場合における測定値を測定
値２４と記す。）。被験物質を添加しない場合について
も培養上清中に分泌されたＭＣＰ－１又はＭ－ＣＳＦの
濃度を測定する（以下、この場合における測定値を測定
値２５と記す。）。これらの測定値から、被験物質が有
する動脈硬化病態増悪因子分泌抑制能力を、下記式で示
される動脈硬化病態増悪因子分泌抑制率（％）として算
出する。
動脈硬化病態増悪因子分泌抑制率（％）＝［（測定値２
５－測定値２４）／（測定値２５）］×１００
【００５６】
【発明の効果】本発明により、血管内皮細胞における動
脈硬化病態増悪因子の分泌量の分析方法等が提供可能と
なった。
［配列表フリーテキスト］
配列番号２
遺伝子を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチド
プライマー
配列番号3
遺伝子を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチド
プライマー
配列番号4
遺伝子を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチド
プライマー
配列番号5
遺伝子を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチド
プライマー
配列番号7
遺伝子を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチド
プライマー



(21) 特開２００３－１１６５９２
39

配列番号8
遺伝子を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチド
プライマー

40
【００５７】
【配列表】

<110> Sumitomo Chemical Co., Lt
d.
<120> A method for analyzing NF 
kappa B activity
  
<130> P151842
<150> JP 2000-236759
<151> 2000-08-04
<160> 6
  
<210> 1
<211> 491
<212> PRT
<213> Homo sapiens
  
<400> 1
Met Asn Pro Ala Ala Glu Ala Glu Phe Asn 
Ile Leu Leu Ala Thr Asp
  1               5                  10                  15
Ser Tyr Lys Val Thr His Tyr Lys Gln Tyr 
Pro Pro Asn Thr Ser Lys
             20                  25                  30
Val Tyr Ser Tyr Phe Glu Cys Arg Glu Lys 
Lys Thr Glu Asn Ser Lys
         35                  40                  45
Leu Arg Lys Val Lys Tyr Glu Glu Thr Val 
Phe Tyr Gly Leu Gln Tyr
     50                  55                  60
Ile Leu Asn Lys Tyr Leu Lys Gly Lys Val 
Val Thr Lys Glu Lys Ile
 65                  70                  75                  80

Gln Glu Ala Lys Asp Val Tyr Lys Glu His 
Phe Gln Asp Asp Val Phe
                 85                  90                  95
Asn Glu Lys Gly Trp Asn Tyr Ile Leu Glu 
Lys Tyr Asp Gly His Leu
            100                 105                 110
Pro Ile Glu Ile Lys Ala Val Pro Glu Gly 
Phe Val Ile Pro Arg Gly
        115                 120                 125
Asn Val Leu Phe Thr Val Glu Asn Thr Asp 
Pro Glu Cys Tyr Trp Leu
    130                 135                 140
Thr Asn Trp Ile Glu Thr Ile Leu Val Gln 
Ser Trp Tyr Pro Ile Thr
145                 150                 155                 1
60
Val Ala Thr Asn Ser Arg Glu Gln Lys Lys 
Ile Leu Ala Lys Tyr Leu
                165                 170                 175
Leu Glu Thr Ser Gly Asn Leu Asp Gly Leu 
Glu Tyr Lys Leu His Asp
            180                 185                 190
Phe Gly Tyr Arg Gly Val Ser Ser Gln Glu 
Thr Ala Gly Ile Gly Ala
        195                 200                 205
Ser Ala His Leu Val Asn Phe Lys Gly Thr 
Asp Thr Val Ala Gly Leu
    210                 215                 220
Ala Leu Ile Lys Lys Tyr Tyr Gly Thr Lys 
Asp Pro Val Pro Gly Tyr
225                 230                 235                 2
40
Ser Val Pro Ala Ala Glu His Ser Thr Ile 
Thr Ala Trp Gly Lys Asp
                245                 250                 255
His Glu Lys Asp Ala Phe Glu His Ile Val 
Thr Gln Phe Ser Ser Val
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            260                 265                 270
Pro Val Ser Val Val Ser Asp Ser Tyr Asp 
Ile Tyr Asn Ala Cys Glu
        275                 280                 285
Lys Ile Trp Gly Glu Asp Leu Arg His Leu 
Ile Val Ser Arg Ser Thr
    290                 295                 300
Gln Ala Pro Leu Ile Ile Arg Pro Asp Ser 
Gly Asn Pro Leu Asp Thr
305                 310                 315                 3
20
Val Leu Lys Val Leu Glu Ile Leu Gly Lys 
Lys Phe Pro Val Thr Glu
                325                 330                 335
Asn Ser Lys Gly Tyr Lys Leu Leu Pro Pro 
Tyr Leu Arg Val Ile Gln
            340                 345                 350
Gly Asp Gly Val Asp Ile Asn Thr Leu Gln 
Glu Ile Val Glu Gly Met
        355                 360                 365
Lys Gln Lys Met Trp Ser Ile Glu Asn Ile 
Ala Phe Gly Ser Gly Gly
    370                 375                 380
Gly Leu Leu Gln Lys Leu Thr Arg Asp Leu 
Leu Asn Cys Ser Phe Lys
385                 390                 395                 4
00
Cys Ser Tyr Val Val Thr Asn Gly Leu Gly 
Ile Asn Val Phe Lys Asp
                405                 410                 415
Pro Val Ala Asp Pro Asn Lys Arg Ser Lys 
Lys Gly Arg Leu Ser Leu
            420                 425                 430
His Arg Thr Pro Ala Gly Asn Phe Val Thr 
Leu Glu Glu Gly Lys Gly
        435                 440                 445
Asp Leu Glu Glu Tyr Gly Gln Asp Leu Leu 
His Thr Val Phe Lys Asn
    450                 455                 460
Gly Lys Val Thr Lys Ser Tyr Ser Phe Asp 
Glu Ile Arg Lys Asn Ala
465                 470                 475                 4
80
Gln Leu Asn Ile Glu Leu Glu Ala Ala His 
His
                485                 490
  
<210> 2
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
  
<220>
<223> Designed oligonucleotide
 primer for PCR
  
<400> 2
ctgtcctccg gcccgagatg aatc     24
  
<210> 3
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
  
<220>
<223> Designed oligonucleotide
 primer for PCR
  
<400> 3
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cacaacacac acccagtcat aaagcctaat     30

  
<210> 4
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
  
<220>
<223> Designed oligonucleotide
 primer for PCR
  
<400> 4
tataaacata tgccacccaa cacaagc     27
  
<210> 5
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
  
<220>
<223> Designed oligonucleotide
 primer for PCR
  
<400> 5
cagtcaggat ccctaatgat gtgctg     26
  
<210> 6
<211> 1518
<212> DNA
  
<213> Homo sapiens
  
<220>
<221> CDS
<222> (18)..(1493)
  
<400> 6
ctgtcctccg gcccgag atg aat cct gcg gca
 gaa gcc gag ttc aac atc      50
                   Met Asn Pro Ala Ala Glu Ala G
lu Phe Asn Ile
                     1               5                  10
ctc ctg gcc acc gac tcc tac aag gtt act 
cac tat aaa caa tat cca     98
Leu Leu Ala Thr Asp Ser Tyr Lys Val Thr 
His Tyr Lys Gln Tyr Pro
             15                  20                  25
ccc aac aca agc aaa gtt tat tcc tac ttt 
gaa tgc cgt gaa aag aag    146
Pro Asn Thr Ser Lys Val Tyr Ser Tyr Phe 
Glu Cys Arg Glu Lys Lys
         30                  35                  40
aca gaa aac tcc aaa tta agg aag gtg aaa 
tat gag gaa aca gta ttt    194
Thr Glu Asn Ser Lys Leu Arg Lys Val Lys 
Tyr Glu Glu Thr Val Phe
     45                  50                  55
tat ggg ttg cag tac att ctt aat aag tac 
tta aaa ggt aaa gta gta    242
Tyr Gly Leu Gln Tyr Ile Leu Asn Lys Tyr 
Leu Lys Gly Lys Val Val
 60                  65                  70                  75
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acc aaa gag aaa atc cag gaa gcc aaa gat 
gtc tac aaa gaa cat ttc    290
Thr Lys Glu Lys Ile Gln Glu Ala Lys Asp 
Val Tyr Lys Glu His Phe
                 80                  85                  90
caa gat gat gtc ttt aat gaa aag gga tgg 
aac tac att ctt gag aag    338
Gln Asp Asp Val Phe Asn Glu Lys Gly Trp 
Asn Tyr Ile Leu Glu Lys
             95                 100                 105
tat gat ggg cat ctt cca ata gaa ata aaa 
gct gtt cct gag ggc ttt    386
Tyr Asp Gly His Leu Pro Ile Glu Ile Lys 
Ala Val Pro Glu Gly Phe
        110                 115                 120
gtc att ccc aga gga aat gtt ctc ttc acg 
gtg gaa aac aca gat cca    434
Val Ile Pro Arg Gly Asn Val Leu Phe Thr 
Val Glu Asn Thr Asp Pro
    125                 130                 135
gag tgt tac tgg ctt aca aat tgg att gag 
act att ctt gtt cag tcc    482
Glu Cys Tyr Trp Leu Thr Asn Trp Ile Glu 
Thr Ile Leu Val Gln Ser
140                 145                 150                 1
55
tgg tat cca atc aca gtg gcc aca aat tct 
aga gag cag aag aaa ata    530
Trp Tyr Pro Ile Thr Val Ala Thr Asn Ser 
Arg Glu Gln Lys Lys Ile
                160                 165                 170
ttg gcc aaa tat ttg tta gaa act tct ggt 
aac tta gat ggt ctg gaa    578
Leu Ala Lys Tyr Leu Leu Glu Thr Ser Gly 
Asn Leu Asp Gly Leu Glu
            175                 180                 185
tac aag tta cat gat ttt ggc tac aga gga 
gtc tct tcc caa gag act    626
Tyr Lys Leu His Asp Phe Gly Tyr Arg Gly 
Val Ser Ser Gln Glu Thr
        190                 195                 200
gct ggc ata gga gca tct gct cac ttg gtt 
aac ttc aaa gga aca gat    674
Ala Gly Ile Gly Ala Ser Ala His Leu Val 
Asn Phe Lys Gly Thr Asp
    205                 210                 215
aca gta gca gga ctt gct cta att aaa aaa 
tat tat gga acg aaa gat    722
Thr Val Ala Gly Leu Ala Leu Ile Lys Lys 
Tyr Tyr Gly Thr Lys Asp
220                 225                 230                 2
35
cct gtt cca ggc tat tct gtt cca gca gca 
gaa cac agt acc ata aca    770
Pro Val Pro Gly Tyr Ser Val Pro Ala Ala 
Glu His Ser Thr Ile Thr
                240                 245                 250
gct tgg ggg aaa gac cat gaa aaa gat gct 
ttt gaa cat att gta aca    818
Ala Trp Gly Lys Asp His Glu Lys Asp Ala 
Phe Glu His Ile Val Thr
            255                 260                 265
cag ttt tca tca gtg cct gta tct gtg gtc 
agc gat agc tat gac att    866
Gln Phe Ser Ser Val Pro Val Ser Val Val 
Ser Asp Ser Tyr Asp Ile
        270                 275                 280
tat aat gcg tgt gag aaa ata tgg ggt gaa 
gat cta aga cat tta ata    914
Tyr Asn Ala Cys Glu Lys Ile Trp Gly Glu 
Asp Leu Arg His Leu Ile
    285                 290                 295
gta tcg aga agt aca cag gca cca cta ata 
atc aga cct gat tct gga    962
Val Ser Arg Ser Thr Gln Ala Pro Leu Ile 
Ile Arg Pro Asp Ser Gly
300                 305                 310                 3
15
aac cct ctt gac act gtg tta aag gtt ttg 
gag att tta ggt aag aag   1010
Asn Pro Leu Asp Thr Val Leu Lys Val Leu 
Glu Ile Leu Gly Lys Lys
                320                 325                 330
ttt cct gtt act gag aac tca aag ggt tac 
aag ttg ctg cca cct tat   1058
Phe Pro Val Thr Glu Asn Ser Lys Gly Tyr 
Lys Leu Leu Pro Pro Tyr
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            335                 340                 345
ctt aga gtt att caa ggg gat gga gta gat 
att aat acc tta caa gag   1106
Leu Arg Val Ile Gln Gly Asp Gly Val Asp 
Ile Asn Thr Leu Gln Glu
        350                 355                 360
att gta gaa ggc atg aaa caa aaa atg tgg 
agt att gaa aat att gcc   1154
Ile Val Glu Gly Met Lys Gln Lys Met Trp 
Ser Ile Glu Asn Ile Ala
    365                 370                 375
ttc ggt tct ggt gga ggt ttg cta cag aag 
ttg aca aga gat ctc ttg   1202
Phe Gly Ser Gly Gly Gly Leu Leu Gln Lys 
Leu Thr Arg Asp Leu Leu
380                 385                 390                 3
95
aat tgt tcc ttc aag tgt agc tat gtt gta 
act aat ggc ctt ggg att   1250
Asn Cys Ser Phe Lys Cys Ser Tyr Val Val 
Thr Asn Gly Leu Gly Ile
                400                 405                 410
aac gtc ttc aag gac cca gtt gct gat ccc 
aac aaa agg tcc aaa aag   1298
Asn Val Phe Lys Asp Pro Val Ala Asp Pro 
Asn Lys Arg Ser Lys Lys
            415                 420                 425
ggc cga tta tct tta cat agg acg cca gca 
ggg aat ttt gtt aca ctg   1346
Gly Arg Leu Ser Leu His Arg Thr Pro Ala 
Gly Asn Phe Val Thr Leu
        430                 435                 440
gag gaa gga aaa gga gac ctt gag gaa tat 
ggt cag gat ctt ctc cat   1394
Glu Glu Gly Lys Gly Asp Leu Glu Glu Tyr 
Gly Gln Asp Leu Leu His
    445                 450                 455
act gtc ttc aag aat ggc aag gtg aca aaa 
agc tat tca ttt gat gaa   1442
Thr Val Phe Lys Asn Gly Lys Val Thr Lys 
Ser Tyr Ser Phe Asp Glu
460                 465                 470                 4
75
ata aga aaa aat gca cag ctg aat att gaa 
ctg gaa gca gca cat cat   1490
Ile Arg Lys Asn Ala Gln Leu Asn Ile Glu 
Leu Glu Ala Ala His His
                480                 485                 490
tag gctttatgac tgggtgtgtg ttgtg           
                        1518
<210> 7
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
  
<220>
<223> Designed oligonucleotide
 primer for PCR
  
<400> 7
aaggatccca agatgaatgc tgcggcagaa     30

  
<210> 8
<211> 31
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
  
<220>
<223> Designed oligonucleotide
 primer for PCR
  
<400> 8
aagaattccc taatgaggtg ccacgtcctg c     
31
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<210> 9
<211> 1476
<212> DNA
<213> Mouse
  
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1476)
  
<400> 9
atg aat gct gcg gca gaa gcc gag ttc aac 
atc ctg ctg gcc acc gac     48
Met Asn Ala Ala Ala Glu Ala Glu Phe Asn 
Ile Leu Leu Ala Thr Asp 
  1               5                  10                  15    
tcg tac aag gtt act cac tat aaa caa tac 
cca ccc aac aca agc aaa     96
Ser Tyr Lys Val Thr His Tyr Lys Gln Tyr 
Pro Pro Asn Thr Ser Lys 
             20                  25                  30        
gtt tat tcc tac ttt gaa tgc cgt gaa aag 
aag aca gaa aac tcc aaa    144
Val Tyr Ser Tyr Phe Glu Cys Arg Glu Lys 
Lys Thr Glu Asn Ser Lys 
         35                  40                  45            
gta agg aag gtg aaa tac gag gaa aca gta 
ttt tat ggg ttg cag tac    192
Val Arg Lys Val Lys Tyr Glu Glu Thr Val 
Phe Tyr Gly Leu Gln Tyr 
     50                  55                  60                
att ctt aat aag tac tta aaa ggt aaa gta 
gtg acc aaa gag aaa atc    240
Ile Leu Asn Lys Tyr Leu Lys Gly Lys Val 
Val Thr Lys Glu Lys Ile 
 65                  70                  75                  80

cag gag gcc aaa gaa gtg tac aga gaa cat 
ttc caa gat gat gtc ttt    288
Gln Glu Ala Lys Glu Val Tyr Arg Glu His 
Phe Gln Asp Asp Val Phe 
                 85                  90                  95    
aac gaa aga gga tgg aac tac atc ctt gag 
aaa tac gat ggt cat ctc    336
Asn Glu Arg Gly Trp Asn Tyr Ile Leu Glu 
Lys Tyr Asp Gly His Leu 
            100                 105                 110      
  
ccg att gaa gta aag gct gtt ccc gag ggc 
tct gtc atc ccc aga ggg    384
Pro Ile Glu Val Lys Ala Val Pro Glu Gly 
Ser Val Ile Pro Arg Gly 
        115                 120                 125          
  
aac gtg ctg ttc aca gtg gaa aac aca gac 
cca gag tgc tac tgg ctt    432
Asn Val Leu Phe Thr Val Glu Asn Thr Asp 
Pro Glu Cys Tyr Trp Leu 
    130                 135                 140              
  
acc aat tgg att gag act att ctt gtt cag 
tcc tgg tat cca att aca    480
Thr Asn Trp Ile Glu Thr Ile Leu Val Gln 
Ser Trp Tyr Pro Ile Thr 
145                 150                 155                 1
60
gtg gcc aca aat tcc aga gaa cag aag aga 
ata ctg gcc aaa tat ttg    528
Val Ala Thr Asn Ser Arg Glu Gln Lys Arg 
Ile Leu Ala Lys Tyr Leu 
                165                 170                 175  
  
tta gaa acc tct ggt aac tta gat ggt ctg 
gaa tac aag tta cat gac    576
Leu Glu Thr Ser Gly Asn Leu Asp Gly Leu 
Glu Tyr Lys Leu His Asp 
            180                 185                 190      
  
tct ggt tac aga gga gtc tct tcg caa gag 
act gct ggc ata ggg gca    624
Ser Gly Tyr Arg Gly Val Ser Ser Gln Glu 
Thr Ala Gly Ile Gly Ala 
        195                 200                 205          
  
tct gct cat ttg gtt aac tta aaa gga aca 
gat act gtg gcg gga att    672



(27) 特開２００３－１１６５９２

Ser Ala His Leu Val Asn Leu Lys Gly Thr 
Asp Thr Val Ala Gly Ile 
    210                 215                 220              
  
gct cta att aaa aaa tac tat ggg aca aaa 
gat cct gtt cca ggc tat    720
Ala Leu Ile Lys Lys Tyr Tyr Gly Thr Lys 
Asp Pro Val Pro Gly Tyr 
225                 230                 235                 2
40
tct gtt cca gca gca gag cac agt acc ata 
acg gct tgg ggg aaa gac    768
Ser Val Pro Ala Ala Glu His Ser Thr Ile 
Thr Ala Trp Gly Lys Asp 
                245                 250                 255  
  
cat gag aaa gat gct ttt gaa cac ata gta 
aca cag ttc tca tca gtg    816
His Glu Lys Asp Ala Phe Glu His Ile Val 
Thr Gln Phe Ser Ser Val 
            260                 265                 270      
  
cct gtg tct gtg gtc agc gat agc tat gac 
att tat aat gcg tgt gag    864
Pro Val Ser Val Val Ser Asp Ser Tyr Asp 
Ile Tyr Asn Ala Cys Glu 
        275                 280                 285          
  
aaa ata tgg ggt gaa gac ctg aga cat ctg 
ata gta tcg aga agt aca    912
Lys Ile Trp Gly Glu Asp Leu Arg His Leu 
Ile Val Ser Arg Ser Thr 
    290                 295                 300              
  
gag gca cca cta atc atc aga cct gac tct 
gga aat cct ctt gac act    960
Glu Ala Pro Leu Ile Ile Arg Pro Asp Ser 
Gly Asn Pro Leu Asp Thr 
305                 310                 315                 3
20
gta ttg aag gtc tta gat att tta ggc aag 
aag ttt cct gtt act gag   1008
Val Leu Lys Val Leu Asp Ile Leu Gly Lys 
Lys Phe Pro Val Thr Glu 
                325                 330                 335  
  
aac tca aaa ggc tac aag ttg ctg cca cct 
tat ctt aga gtc att caa   1056
Asn Ser Lys Gly Tyr Lys Leu Leu Pro Pro 
Tyr Leu Arg Val Ile Gln 
            340                 345                 350      
  
gga gat ggc gtg gat atc aat act tta caa 
gag att gta gag gga atg   1104
Gly Asp Gly Val Asp Ile Asn Thr Leu Gln 
Glu Ile Val Glu Gly Met 
        355                 360                 365          
  
aaa caa aag aag tgg agt atc gag aat gtc 
tcc ttc ggt tct ggt ggc   1152
Lys Gln Lys Lys Trp Ser Ile Glu Asn Val 
Ser Phe Gly Ser Gly Gly 
    370                 375                 380              
  
gct ttg cta cag aag tta acc cga gac ctc 
ttg aat tgc tcc ttc aag   1200
Ala Leu Leu Gln Lys Leu Thr Arg Asp Leu 
Leu Asn Cys Ser Phe Lys 
385                 390                 395                 4
00
tgc agc tat gtt gta acc aat ggc ctt ggg 
gtt aat gtg ttt aag gac   1248
Cys Ser Tyr Val Val Thr Asn Gly Leu Gly 
Val Asn Val Phe Lys Asp 
                405                 410                 415  
  
cca gtt gct gat ccc aac aaa agg tca aaa 
aag ggc cgg tta tct tta   1296
Pro Val Ala Asp Pro Asn Lys Arg Ser Lys 
Lys Gly Arg Leu Ser Leu 
            420                 425                 430      
  
cat agg aca cca gcg ggg aac ttt gtt aca 
ctt gaa gaa gga aaa gga   1344
His Arg Thr Pro Ala Gly Asn Phe Val Thr 
Leu Glu Glu Gly Lys Gly 
        435                 440                 445          
  
gac ctt gag gaa tat ggc cat gat ctt ctc 
cat acg gtt ttc aag aat   1392
Asp Leu Glu Glu Tyr Gly His Asp Leu Leu 
His Thr Val Phe Lys Asn 
    450                 455                 460              
  
ggg aag gtg aca aaa agc tac tca ttt gat 
gaa gtc aga aaa aat gca   1440
Gly Lys Val Thr Lys Ser Tyr Ser Phe Asp 
Glu Val Arg Lys Asn Ala 
465                 470                 475                 4
80



(28) 特開２００３－１１６５９２

cag ctg aac atc gag cag gac gtg gca cct 
cat tag                   1476
Gln Leu Asn Ile Glu Gln Asp Val Ala Pro 
His     
                485                 490
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【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、プラスミド ｐＥＴ１１ａ０８５の構
造を示す。図中、斜線部分は、挿入された配列番号６で
示される塩基配列の９６番目から１４９３番目の塩基配
列を含むＤＮＡを示す。
【図２】図２は、プラスミド ｐＢｌｕｅＳＫ／ｍ０８ *
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*５の構造を示す。図中、斜線部分は、挿入された配列番
号９で示される塩基配列を含むＤＮＡを示す。
【図３】図３は、プラスミド ｐＢｌｕｅＳＫ／ｍ０８
５／ｐｏｌｙＡの構造を示す。図中、斜線部分は、挿入
された配列番号９で示される塩基配列を含むＤＮＡを示
す。

【図１】 【図２】

【図３】
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后，分析包括第二步，该第二步测量从血管内皮细胞分泌的动脉硬化加
剧因子的量或与其量相关的指标值 现在可以提供方法等。
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