
(57)【要約】
【課題】　動脈硬化病変の検出及び診断に用いる動脈硬化診断用ポリペプチドマーカー及
び動脈硬化診断用遺伝子マーカー、該動脈硬化診断用ポリペプチドに特異的に結合する抗
体、該動脈硬化診断用遺伝子の発現を検出するプローブ、及び動脈硬化病動脈硬化病変の
検出及び診断方法を提供すること。
【解決手段】　スロンボスポンディン　タイプ１のモチーフ７を有するディスインテグリ
ン－様及びメタロプロテアーゼであるＡＤＡＭＴＳ７、その遺伝子、及び本発明において
検出した３４クローンの遺伝子を動脈硬化病変を特異的に検出することが可能な動脈硬化
診断用ポリペプチドマーカー及び動脈硬化診断用遺伝子マーカーとして用いる。本発明は
、該動脈硬化診断用ポリペプチドマーカーを検出するための抗体、血清中の抗体を検出す
るための抗原タンパク質、及び、該動脈硬化診断用遺伝子マーカーを検出するためのＤＮ
Ａプローブ等を包含する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ ポ リ ペ プ チ ド 、 Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド 、 又 は Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 動
脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ２ 】
Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ 塩 基 配 列 、 又 は Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配 列 、 又 は Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ
Ｓ ７ 塩 基 配 列 の 部 分 塩 基 配 列 か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ 塩 基 配 列 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
ク ロ ー ン Ｓ ８ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ａ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ） 、 ク
ロ ー ン Ｎ ４ Ｊ ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ） 、 ク ロ ー ン Ｎ １ １ Ｄ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ ） 、
ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｔ ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｍ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ ） 、
ク ロ ー ン Ｓ １ ０ ４ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ ） 、 又 は ク ロ ー ン ４ ７ Ｂ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １
０ ） の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 配 列 の
部 分 塩 基 配 列 か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
ク ロ ー ン Ｓ ８ Ｋ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ １ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｑ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １
２ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ａ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ｂ １ （ 配 列 表 の 配 列 番
号 １ ４ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ｉ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ５ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ｌ ２ （ 配 列 表 の 配
列 番 号 １ ６ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ｔ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ７ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｂ （ 配 列 表 の 配
列 番 号 １ ８ ） 、 又 は ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｃ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ９ ） の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ； 又
は 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 配 列 の 部 分 塩 基 配 列 か ら な る 動 脈 硬
化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｑ ４ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ０ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ ８ Ｎ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ １ ）
、 ク ロ ー ン Ｓ １ １ Ｆ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ２ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ １ Ｈ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２
３ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ １ Ｎ ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ４ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ ３ Ｃ （ 配 列 表 の 配 列
番 号 ２ ５ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ ３ Ｈ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ６ ） 、 又 は ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｊ ２ （
配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ７ ） の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配 列 ；
又 は 該 遺 伝 子 配 列 の 部 分 塩 基 配 列 か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｐ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ８ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｓ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号
２ ９ ） 、 ク ロ ー ン ７ ２ ３ Ｊ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ０ ） 、 ク ロ ー ン １ ３ ４ １ Ｆ １ （ 配 列 表 の
配 列 番 号 ３ １ ） 、 ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｋ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ２ ） 、 ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｍ （ 配 列
表 の 配 列 番 号 ３ ３ ） 、 ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｏ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ４ ） 、 ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｔ
１ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ５ ） 、 又 は ク ロ ー ン Ｓ １ Ｊ ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ６ ） の 遺 伝 子
の 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 配 列 の 部 分 塩 基 配 列
か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ５ ～ ８ の い ず れ か 記 載 の 遺 伝 子 が 発 現 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 部
分 ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ 或 い は ２ 、 又 は 請 求 項 ９ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に よ り 誘 導 さ れ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に
特 異 的 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 。
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【 請 求 項 １ １ 】
抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 ３ ～ ８ の い ず れ か 記 載 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配
列 ； 又 は 該 遺 伝 子 配 列 の 部 分 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 ４ ～ ８ の い ず れ か 記 載 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配
列 ； 又 は 該 遺 伝 子 配 列 の 部 分 塩 基 配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 全 部 又 は 一 部 か ら な る 請 求 項 １
３ 記 載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ３ 又 は １ ４ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 少 な く と も １ つ 以 上 を 固 定 化 さ せ た こ と を 特 徴 と す る
動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か 記 載 の 抗 体 を 用 い て 、 被 検 試 料 に お け る 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー
カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か 記 載 の 抗 体 を 用 い る 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 の 検 出 を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 プ ロ テ イ ン ア レ イ 法 、 放 射 線 免 疫
検 定 法 、 蛍 光 抗 体 法 、 又 は Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 を 用 い て 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ 記 載 の
動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ 或 い は ２ 、 又 は 請 求 項 ９ 記 載 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー の ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 を Ｔ Ｏ Ｆ － Ｍ Ａ Ｓ Ｓ 法 又 は プ ロ テ イ ン チ ッ プ 法 を 用 い て 検 出 す る こ と を 特 徴 と
す る 動 脈 硬 化 診 断 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ 或 い は ２ 、 又 は 請 求 項 ９ 記 載 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー を 用 い て 、
被 験 体 血 中 に お け る 抗 体 の 発 現 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ ３ 又 は １ ４ 記 載 の 診 断 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 被 検 細 胞 に お け る 動 脈 硬 化 マ ー カ ー
遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 を 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 用 い て 行 う こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 を 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出
用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 用 い て 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 動 脈
硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 ２ ０ ～ ２ ２ の い ず れ か 記 載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 が 、 定 量 的 又 は
半 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ の 使 用 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
定 量 的 又 は 半 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ の 使 用 が 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 又 は リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 法 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
被 検 細 胞 に お け る 遺 伝 子 を 、 所 定 の セ ン ス プ ラ イ マ ー 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー の 少 な
く と も １ 対 以 上 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し 、 増 幅 し た 遺 伝 子 を 請 求 項 １ ３ 又 は １ ４ 記 載
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の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ０
記 載 の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ ３ 又 は １ ４ 記 載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ 、 該 プ ロ ー ブ を 固 定 し
た 請 求 項 １ ５ 記 載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 、 及
び 請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か 記 載 の 抗 体 の 少 な く と も 一 つ 以 上 を 装 備 し て な る 動 脈 硬 化
の 検 出 及 び 診 断 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 １ 或 い は ２ 、 又 は 請 求 項 ９ 記 載 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー の 少 な く と
も 一 つ 以 上 を 搭 載 し た 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 抗 体 検 出 用 診 断 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 動 脈 硬 化 病 変 の 検 出 及 び 診 断 に 関 し 、 特 に 、 動 脈 硬 化 病 変 を 特 異 的 に 検 出 及
び 診 断 す る の に 用 い る 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 及 び 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ
ー カ ー 、 更 に は 該 マ ー カ ー を 用 い た 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 動 脈 硬 化 症 は 、 大 動 脈 、 冠 状 動 脈 、 脳 動 脈 或 い は 頚 動 脈 に 多 く 発 生 し 、 心 筋 梗 塞 や 脳 梗
塞 な ど の 主 因 と な っ て い る 疾 患 で あ る 。 現 在 、 死 亡 原 因 の 最 上 位 を 占 め る 虚 血 性 心 疾 患 や
脳 血 管 障 害 な ど の 虚 血 性 臓 器 疾 患 発 症 の 基 礎 に は 、 粥 状 動 脈 硬 化 （ ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化
） の 存 在 が 重 要 で あ る と い わ れ て い る 。 動 脈 硬 化 病 変 の 病 理 形 態 学 的 特 徴 は 、 内 皮 下 に コ
レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル を 蓄 積 し た 細 胞 （ 泡 沫 化 細 胞 ） が 集 積 し た 脂 肪 線 状 、 更 に 進 行 し た
状 態 で あ る 平 滑 筋 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Ｔ 細 胞 な ど の 浸 潤 と 細 胞 壊 死 と 脂 肪 蓄 積 が 認 め
ら れ る 繊 維 性 硬 班 （ fibrous  plaque） に あ る 。 脂 肪 蓄 積 し た 部 位 は 構 造 的 脆 弱 性 を 示 し
、 血 行 力 学 的 な 力 が 引 き 金 と な り 硬 班 が 破 綻 し 、 組 織 因 子 と 血 液 凝 固 系 因 子 と の 反 応 に よ
り 急 激 に 血 栓 が 形 成 さ れ る 。 冠 動 脈 で 硬 班 が 破 綻 し 血 栓 性 閉 塞 が 起 き る こ と が 急 性 心 筋 梗
塞 、 不 安 定 狭 心 症 、 心 臓 性 突 然 死 な ど の い わ ゆ る 急 性 冠 症 候 群 の 発 症 に 密 接 に 関 係 す る こ
と が 明 ら か に さ れ て 来 て い る （ N. Eng. J. Med.,326,242-250,1992） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 動 脈 硬 化 は 、 自 覚 症 状 が な い ま ま 徐 々 に 進 行 し 、 突 如 と し て 心 筋 梗 塞 、 脳 梗 塞 、 狭 心 症
な ど に 襲 わ れ る た め 早 期 発 見 が 必 要 で あ る 。 動 脈 硬 化 の 病 変 の 診 断 は 、 従 来 か ら 、 超 音 波
検 査 、 血 管 撮 影 、 Ｍ Ｒ Ｉ 等 の 画 像 検 査 、 心 電 図 、 脳 波 測 定 な ど が 広 く 行 わ れ て 来 て い る が
、 動 脈 硬 化 の 病 変 の 診 断 を 早 期 発 見 に 繋 げ る た め に は 、 生 化 学 的 検 査 に よ る 方 法 が 望 ま れ
て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 生 化 学 的 検 査 に よ る 動 脈 硬 化 の 病 変 の 診 断 に は 、 従 来 の 方 法 と し て は 血 清 中 或 い は 血 漿
中 の Ｌ Ｄ Ｌ （ 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 ） 、 リ ポ 蛋 白 （ α ） 、 レ ム ナ ン ト リ ポ 蛋 白 、 酸 化 Ｌ Ｄ
Ｌ な ど の 血 管 壁 脂 質 蓄 積 と 関 連 す る 動 脈 硬 化 症 惹 起 性 の リ ポ 蛋 白 の 測 定 が 用 い ら れ て き た
。 特 に 、 近 年 血 液 中 の 動 脈 硬 化 関 連 物 質 の 測 定 が 注 目 さ れ 、 炎 症 性 物 質 ： Ｃ Ｒ Ｐ の 測 定 、
ク ラ ミ ジ ア 抗 体 価 の 測 定 が 有 用 で あ る と の 報 告 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 最 近 、 こ れ ら の 動 脈 硬 化 症 惹 起 性 の リ ポ 蛋 白 を 測 定 す る 動 脈 硬 化 の 病 変 の 多 く の 診 断 方
法 が 開 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Ｌ Ｄ Ｌ の 測 定 に 関 す る も の と し て は 、 血 清 若 し く は 血 漿 中
に 存 在 す る 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ と 複 合 体 を 形 成 す る ク ラ ト フ ェ リ ン 、 ミ エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 又
は 顆 粒 球 エ ラ ス ト ラ ー ゼ な ど の 血 清 若 し く は 血 漿 中 の 好 中 球 、 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ な ど
の 炎 症 細 胞 由 来 成 分 を 免 疫 学 的 方 法 で 測 定 す る も の （ 特 開 ２ ０ ０ ２ － ４ ８ ７ ９ ０ 号 公 報 ）
、 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ 受 容 体 の 細 胞 外 領 域 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 の 定 常 領 域 の 一 部 か ら な る 融 合
ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 法 を 用 い る も の （ 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ７ ３ ５ ３ 号 公
報 ） 、 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ と α １ ア ン チ ト リ プ シ ン 複 合 体 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 ヒ ト ア ル デ ヒ ド 修

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-168498 A 2005.6.30



飾 － α １ ア ン チ ト リ プ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る も の （ 特 開 ２ ０ ０ ０ － １ ８ ４ ８ ８
５ 号 公 報 、 特 開 平 １ ０ － １ ４ ２ ２ ２ ６ 号 公 報 ） 、 血 漿 中 の Ｌ Ｄ Ｌ の 酸 化 変 性 度 を Ｖ － ７ ０
等 の ア ゾ 化 合 物 か ら な る 酸 化 剤 に よ り 測 定 す る こ と よ り な る も の （ 特 開 平 ９ － ２ ０ ３ ７ ３
６ 号 公 報 ） 等 が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 更 に リ ポ 蛋 白 を 測 定 す る 動 脈 硬 化 の 病 変 の 診 断 に 関 す る も の と し て は 、 変 性 血 液 中 の レ
ム ナ ン ト リ ポ 蛋 白 （ Ｉ Ｐ Ｌ ） を 測 定 す る も の （ 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ８ １ ８ ２ ０ 号 公 報 ） 、 ヒ
ト 軟 骨 Ｇ Ｐ ３ ９ － Ｌ ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し て 、 リ ュ ウ マ チ や 動 脈 硬 化 の 病
変 の 診 断 を 行 う も の （ 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ４ ２ ７ ８ １ 号 公 報 ） 、 血 液 中 の ア ポ Ｂ １ ０ ０ リ ポ
蛋 白 を 測 定 し て 動 脈 硬 化 の 病 変 の 診 断 を 行 う も の （ 特 開 ２ ０ ０ ２ － ５ ５ １ ０ ６ 号 公 報 ） 、
ヒ ト リ ン 脂 質 転 送 タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｌ Ｔ Ｐ ） に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て Ｐ Ｌ Ｔ Ｐ
を 測 定 す る こ と に よ る も の （ 特 開 平 １ １ － ３ ４ ６ ７ ８ ２ 号 公 報 ） 、 及 び ア ポ リ ポ 蛋 白 Ａ －
Ｉ 抗 体 を 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー と し て 用 い る も の （ 特 開 平 ８ － １ ６ ０ ０ ４ ２ 号 公 報 ） 等
が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 動 脈 硬 化 の 病 変 の 診 断 に 関 す る そ の 他 の も の と し て は 、 ナ ト リ ウ ム 依 存 性 胆 汁 酸
ト ラ ン ス ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 抗 体 を 用 い て 、 高 脂 血 症 や 動 脈 硬 化 の 病 変 の 診 断 を 行 う も
の （ 特 開 ２ ０ ０ ３ － ３ １ ０ ２ ８ １ 号 公 報 ） 、 第 Ｖ Ｉ Ｉ 凝 固 因 子 － 活 性 プ ロ テ ア ー ゼ （ Ｆ Ｓ
Ａ Ｐ ） を ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 危 険 因 子 と し て 測 定 し て 診 断 す る も の （ 特 開 ２ ０ ０ ３
－ ３ ０ ４ ８ ７ ３ 号 公 報 ） 、 血 管 内 皮 細 胞 ・ 平 滑 筋 細 胞 由 来 ニ ュ ー ロ ピ リ ン 様 分 子 （ Ｅ Ｓ Ｄ
Ｎ ） 、 や そ の 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し て 動 脈 硬 化 の 検 査 を 行 う も の （ 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ８ ９
８ ７ ２ 号 公 報 ） 、 抗 ヒ ト 肝 性 ト リ グ リ セ リ ド リ パ ー ゼ 抗 体 を 用 い る も の （ 特 開 ２ ０ ０ ２ －
３ ０ ８ ９ ０ ０ 号 公 報 ） 、 血 漿 試 料 中 の セ ロ ト ニ ン 濃 度 を マ ー カ ー と し て 動 脈 硬 化 の 病 変 の
診 断 を 行 う も の （ 特 開 ２ ０ ０ ２ － ２ ７ ７ ４ ６ １ 号 公 報 、 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ３ １ ３ １ ３ 号 公
報 ） ） 、 等 が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 更 に 、 動 脈 硬 化 の 病 変 の 診 断 に 関 す る そ の 他 の も の と し て 、 サ イ ト カ イ ン ／ 増 殖 因 子 の
Ｔ Ｇ Ｆ － β フ ア ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る Ｄ Ｐ Ｐ の シ グ ナ ル 伝 達 に 必 要 と さ れ る Ｍ Ａ Ｄ の イ
ソ 型 ｓ Ｍ Ａ Ｄ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 と し て 、 慢 性 腎 不 全 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 の 診 断 を
行 う も の （ （ 特 開 ２ ０ ０ ２ － ２ ３ ８ ５ ８ ９ 号 公 報 ） 、 血 液 中 の Ｌ ｐ （ α ） と α ２ － マ ク ロ
グ ロ ブ リ ン ／ イ ン タ ー ロ イ キ ン ６ と の 複 合 体 を 測 定 対 象 と し 、 そ の 抗 体 を 用 い て 免 疫 学 的
方 法 に よ り 測 定 す る も の （ 特 開 ２ ０ ０ １ － ２ ４ ９ １ ２ ８ 号 公 報 ） 、 パ ラ オ キ ソ ナ － ゼ に 対
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る も の （ 特 開 ２ ０ ０ ０ － ３ ３ ３ ６ ７ ４ 号 公 報 ） 、 飽 和 極 長
脂 肪 酸 を 測 定 し て 動 脈 硬 化 の 検 定 を 行 う も の （ 特 開 ２ ０ ０ ０ － ２ ０ ６ １ １ ３ 号 公 報 ） 、 Ｒ
Ｃ － ９ タ ン パ ク 質 、 及 び そ の 抗 体 を 用 い て ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 診 断 を 行 う も の （ 特
表 ２ ０ ０ ０ － ５ ０ ３ ７ ６ ４ 号 公 報 ） 等 が 開 示 さ れ て い る 。 こ の よ う に 、 動 脈 硬 化 の 病 変 の
診 断 に 関 す る 生 化 学 的 検 査 に つ い て は 、 近 年 多 く の 方 法 が 開 示 さ れ て い る が 、 そ れ ら の 検
出 マ ー カ ー は リ ス ク マ ー カ ー が ほ と ん ど で 、 動 脈 硬 化 の 病 変 の 特 異 的 診 断 の た め に は 、 該
病 変 を 特 異 的 に 検 出 で き る マ ー カ ー の 更 な る 開 発 が 要 望 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 方 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の Ａ Ｄ Ａ Ｍ （ A Disintegrin And Metalloprotease） の 特 徴
を 示 し 、 そ し て 更 に ス ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン （ thrombospondin） ド メ イ ン （ Ｔ Ｓ ） を 含 む タ ン
パ ク 質 と し て Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ タ ン パ ク 質 が 知 ら れ て い る 。 プ ロ ト タ イ プ の Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ は 、
マ ウ ス に お い て 同 定 さ れ 、 心 臓 及 び 腎 臓 内 で 発 現 さ れ 、 そ し て 炎 症 誘 発 性 の 刺 激 に よ り ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 判 明 し て い る （ Journal of Biological Chemistry,272,55
6,January 1997） 。 Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ は こ れ ま で ９ つ の メ ン バ ー が 認 め ら れ て お り 、 こ の フ ア
ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 軟 骨 に 重 要 な 機 械 特 性 を 提 供 し 、 そ し て 関 節 炎 の 進 行 の 間 に 失 わ れ
る 高 分 子 量 の プ ロ テ オ グ リ カ ン で あ る ア グ レ カ ン (aggrecan)を 分 解 す る 能 力 を 持 つ こ と が
知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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　 例 え ば 、 マ ウ ス Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ － １ タ ン パ ク 質 は 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ ド メ
イ ン 及 び デ ィ ス イ ン テ グ リ ン ド メ イ ン を 有 し 、 ま た 、 ス ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ド メ イ ン を 有 す
る が 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン 及 び デ ィ ス イ ン テ グ リ ン ド メ イ ン を 有 す
る Ａ Ｄ Ａ Ｍ フ ア ミ リ ー に は 、 骨 や 筋 肉 代 謝 、 癌 増 殖 抑 制 、 又 は 受 精 に 関 与 す る 各 種 タ ン パ
ク 質 が 含 ま れ 、 ま た 、 ス ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン に は 血 管 新 生 阻 害 作 用 、 及 び 癌 抑 制 作 用 が あ る
こ と が 知 ら れ て お り 、 近 年 、 Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ タ ン パ ク 質 を 医 薬 と し て 利 用 す る こ と の い く つ
か の 開 示 が な さ れ て い る （ 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ８ ０ ３ ８ ４ 号 公 報 ； 特 開 ２ ０ ０ ２ － ３ ３ ０ ７
６ ２ 号 公 報 ； 特 開 ２ ０ ０ ２ － ３ ３ ０ ７ ６ １ 号 公 報 ； 特 開 ２ ０ ０ １ － ３ ２ ７ ２ ９ ７ 号 公 報 ；
特 開 ２ ０ ０ １ － ３ ０ ９ ７ ９ ４ 号 公 報 ； 特 開 平 １ １ － ４ ６ ７ ８ １ 号 公 報 ） 。 ヒ ト Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ
Ｓ ５ ～ ７ に つ い て は 、 J. Biol. Chem. 274(36),25555-25563,1999,に 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ３ １ ０ ２ ８ １ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ３ ０ ４ ８ ７ ３ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ８ ９ ８ ７ ２ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ８ ０ ３ ８ ４ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ３ ３ ０ ７ ６ ２ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ６ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ３ ３ ０ ７ ６ １ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ７ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ３ ０ ８ ９ ０ ０ 公 報 。
【 特 許 文 献 ８ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ２ ７ ７ ４ ６ １ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ９ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ２ ３ ８ ５ ８ ９ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 １ ０ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ８ １ ８ ２ ０ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 １ １ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ４ ２ ７ ８ １ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 １ ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ３ １ ３ １ ３ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 １ ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ５ ５ １ ０ ６ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 １ ４ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ４ ８ ７ ９ ０ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 １ ５ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ７ ３ ５ ３ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 １ ６ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ３ ２ ７ ２ ９ ７ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 １ ７ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ３ ０ ９ ７ ９ ４ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 １ ８ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ２ ４ ９ １ ２ ８ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 １ ９ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ３ ３ ３ ６ ７ ４ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ ０ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ２ ０ ６ １ １ ３ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ １ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － １ ８ ４ ８ ８ ５ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ ２ 】 特 開 平 １ １ － ３ ４ ６ ７ ８ ２ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ ３ 】 特 開 平 １ １ － ４ ６ ７ ８ １ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ ４ 】 特 開 平 １ ０ － １ ４ ２ ２ ２ ６ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ ５ 】 特 開 平 ９ － ２ ０ ３ ７ ３ ６ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ ６ 】 特 開 平 ８ － １ ６ ０ ０ ４ ２ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ ７ 】 特 表 ２ ０ ０ ０ － ５ ０ ３ ７ ６ ４ 号 公 報 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 N. Eng. J. Med.,326,242-250,1992。
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Journal of Biological Chemistry,272,556,January 1997。
【 非 特 許 文 献 ３ 】 J. Biol. Chem. 274(36),25555-25563,1999
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 動 脈 硬 化 病 変 の 検 出 及 び 診 断 に 用 い る 、 動 脈 硬 化 病 変 を 特 異 的 に 検 出
可 能 な 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 及 び 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー 、 該 動 脈
硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 該 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出
す る プ ロ ー ブ 、 更 に は 該 マ ー カ ー を 用 い た 動 脈 硬 化 病 変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 を 提 供 す る こ
と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 者 は 、 動 脈 硬 化 病 変 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー を
見 い 出 す べ く 、 動 脈 硬 化 性 病 変 羅 患 患 者 の 血 清 中 に 発 現 す る タ ン パ ク 質 に つ い て 、 探 索 を
行 っ た 結 果 、 ス ロ ン ボ ス ポ ン デ ィ ン 　 タ イ プ １ の モ チ ー フ ７ を 有 す る デ ィ ス イ ン テ グ リ ン
－ 様 及 び メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ が 、 動 脈 硬 化 病 変 を 特 異 的 に 検 出 す る
こ と が 可 能 な 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー と な る こ と を 見 い 出 し 、 本 発 明 を 完 成
す る に 至 っ た 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド マ ー カ ー を 検 出 す る た め の 、 該 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む も
の で あ る 。 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １
に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 か ら な る 動
脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー を 含 む も の で あ り 、 該 塩 基 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ を
含 む も の で あ る 。 該 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 は 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示
さ れ る 。
更 に 、 本 発 明 者 は 、 動 脈 硬 化 病 変 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ
ー を 見 い 出 す べ く 探 索 を 行 っ た 結 果 、 更 に ３ ４ ク ロ ー ン の 遺 伝 子 を 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子
マ ー カ ー と し て 検 出 し 、 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に つ い て 同 定 を 行 っ た 。 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列
は 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ～ ３ ６ に 示 さ れ る 。 本 発 明 は 、 該 塩 基 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー
ブ を も ま た 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 及 び 動 脈 硬 化 診 断
用 遺 伝 子 マ ー カ ー を 利 用 し た 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 、 及 び 該 検 出 及 び 診 断 方 法 に 用
い る キ ッ ト 等 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 経 緯 に つ い て 説 明 す る と 、 本 発 明 者 は 、 動 脈
硬 化 病 変 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー を 見 い 出 す べ く 、 病 院
、 及 び 協 力 施 設 に 入 院 し た 動 脈 硬 化 性 病 変 罹 患 患 者 の 血 清 を 本 人 、 ま た は 家 族 の 了 解 を 得
て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は プ ラ ス ミ ド pBlueScriptIIに 組
み 込 み 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 そ の 後 プ ラ ス ミ ド pGEXに 組 み 替 え 大 腸 菌 に 導 入 し 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ
を 加 え て タ ン パ ク 質 を 大 量 発 現 さ せ タ ン パ ク 質 抽 出 液 を 調 製 し た 。 そ れ を 用 い て 多 数 の 患
者 血 清 と の 反 応 を ウ ェ ス タ ン 法 に よ り 調 べ た 。 そ の 結 果 、 本 発 明 の マ ー カ ー で あ る ３ ５ ク
ロ ー ン が 動 脈 硬 化 病 変 罹 患 患 者 血 清 と 陽 性 反 応 を 示 し 動 脈 硬 化 性 病 変 の 存 在 、 も し く は 不
安 定 性 プ ラ ー ク の 特 異 的 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る こ と を 見 い 出 し た 。 そ し て 、 こ れ ら の
ク ロ ー ン の 抗 原 性 や 遺 伝 子 の プ ロ ー ブ を 利 用 し 、 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 を 開 発 し 、
更 に は 該 検 出 及 び 診 断 方 法 に 用 い る 遺 伝 子 及 び プ ロ テ イ ン ア レ イ で の 診 断 キ ッ ト の 作 製 を
可 能 と し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 す な わ ち 具 体 的 に は 本 発 明 は 、 （ １ ） Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ ポ リ ペ プ チ ド 、 Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー や 、 （ ２ ） Ａ
Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と
を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ） 記 載 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー や 、 （ ３ ） Ａ Ｄ Ａ Ｍ
Ｔ Ｓ ７ 塩 基 配 列 、 又 は Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配 列 、 又 は Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ 塩 基
配 列 の 部 分 塩 基 配 列 か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー や 、 （ ４ ） Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ 塩
基 配 列 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ３
） 記 載 の 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー や 、 （ ５ ） ク ロ ー ン Ｓ ８ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３
） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ａ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ） 、 ク ロ ー ン Ｎ ４ Ｊ ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ５
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） 、 ク ロ ー ン Ｎ １ １ Ｄ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｔ ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号
７ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｍ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ ０ ４ （ 配 列 表 の 配 列 番 号
９ ） 、 又 は ク ロ ー ン ４ ７ Ｂ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ ） の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝
子 の 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 配 列 の 部 分 塩 基 配 列 か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用
遺 伝 子 マ ー カ ー や 、 （ ６ ） ク ロ ー ン Ｓ ８ Ｋ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ １ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ ２ ５
Ｑ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ａ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ ） 、 ク ロ ー ン
Ｓ １ Ｂ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ｉ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ５ ） 、 ク ロ
ー ン Ｓ １ Ｌ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ６ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ｔ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ７ ） 、 ク
ロ ー ン Ｓ ３ Ｂ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ８ ） 、 又 は ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｃ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ９
） の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 配 列 の 部
分 塩 基 配 列 か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー や 、 （ ７ ） ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｑ ４ （ 配 列 表
の 配 列 番 号 ２ ０ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ ８ Ｎ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ １ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ １ Ｆ （ 配 列
表 の 配 列 番 号 ２ ２ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ １ Ｈ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ３ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ １ Ｎ ３
（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ４ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １ ３ Ｃ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ５ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ １
３ Ｈ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ６ ） 、 又 は ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｊ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ７ ） の
遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 配 列 の 部 分 塩
基 配 列 か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー や 、 （ ８ ） ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｐ １ （ 配 列 表 の
配 列 番 号 ２ ８ ） 、 ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｓ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ９ ） 、 ク ロ ー ン ７ ２ ３ Ｊ （ 配
列 表 の 配 列 番 号 ３ ０ ） 、 ク ロ ー ン １ ３ ４ １ Ｆ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ １ ） 、 ク ロ ー ン Ｎ ４
７ Ｋ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ２ ） 、 ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｍ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ３ ） 、 ク ロ ー ン
Ｎ ４ ７ Ｏ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ４ ） 、 ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｔ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ５ ） 、
又 は ク ロ ー ン Ｓ １ Ｊ ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ６ ） の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 の 塩
基 配 列 を 含 む 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 配 列 の 部 分 塩 基 配 列 か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子
マ ー カ ー や 、 （ ９ ） 前 記 （ ５ ） ～ （ ８ ） の い ず れ か 記 載 の 遺 伝 子 が 発 現 す る ポ リ ペ プ チ ド
、 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー
か ら な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 （ １ ０ ） 前 記 （ １ ） 或 い は （ ２ ） 、 又 は （ ９ ） 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に よ
り 誘 導 さ れ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 や 、 （ １ １ ） 抗 体
が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ０ ） 記 載 の 抗 体 や 、 （ １ ２ ） 抗
体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ０ ） 記 載 の 抗 体 や 、 （ １ ３ ）
前 記 （ ３ ） ～ （ ８ ） の い ず れ か 記 載 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 含 む
塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 配 列 の 部 分 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ や 、 （ １ ４ ） 前 記 （ ４
） ～ （ ８ ） の い ず れ か 記 載 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ； 又 は 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 含 む 塩 基 配 列
； 又 は 該 遺 伝 子 配 列 の 部 分 塩 基 配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 全 部 又 は 一 部 か ら な る 前 記 （ １ ３
） 記 載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ や 、 （ １ ５ ） 前 記 （ １ ３ ） 又 は （ １ ４ ）
記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 少 な く と も １ つ 以 上 を 固 定 化 さ せ た こ と を 特 徴 と す る 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺
伝 子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ か ら な る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 更 に 本 発 明 は 、 （ １ ６ ） 前 記 （ １ ０ ） ～ （ １ ２ ） の い ず れ か 記 載 の 抗 体 を 用 い て 、 被 検
試 料 に お け る 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 動
脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 や 、 （ １ ７ ） 前 記 （ １ ０ ） ～ （ １ ２ ） の い ず れ か 記 載 の 抗 体 を
用 い る 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 検 出 を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 プ ロ テ イ ン ア レ イ 法 、 放 射 線 免 疫 検 定 法 、 蛍 光 抗 体 法 、 又 は Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 を
用 い て 行 う こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ６ ） 記 載 の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 や 、 （ １ ８
） 前 記 （ １ ） 或 い は （ ２ ） 、 又 は （ ９ ） 記 載 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー の ポ
リ ペ プ チ ド の 発 現 を Ｔ Ｏ Ｆ － Ｍ Ａ Ｓ Ｓ 法 又 は プ ロ テ イ ン チ ッ プ 法 を 用 い て 検 出 す る こ と を
特 徴 と す る 動 脈 硬 化 診 断 法 や 、 （ １ ９ ） 前 記 （ １ ） 或 い は （ ２ ） 、 又 は （ ９ ） 記 載 の 動 脈
硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー を 用 い て 、 被 験 体 血 中 に お け る 抗 体 の 発 現 を 検 出 す る こ
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と を 特 徴 と す る 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 や 、 （ ２ ０ ） 前 記 （ １ ３ ） 又 は （ １ ４ ） 記 載
の 診 断 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 被 検 細 胞 に お け る 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る
こ と を 特 徴 と す る 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 や 、 （ ２ １ ） 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発
現 の 検 出 を 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 用 い て 行 う こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ２ ０ ） 記 載
の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 や 、 （ ２ ２ ） 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 を 、 前
記 （ １ ５ ） 記 載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 用 い
て 行 う こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ２ ０ ） 記 載 の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 や 、 （ ２ ３ ） 前
記 （ ２ ０ ） ～ （ ２ ２ ） の い ず れ か 記 載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 が 、 定 量 的
又 は 半 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ の 使 用 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 や
、 （ ２ ４ ） 定 量 的 又 は 半 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ の 使 用 が 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 又 は リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ
Ｒ 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ２ ３ ） 記 載 の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 や 、 （ ２ ５
） 　 被 検 細 胞 に お け る 遺 伝 子 を 、 所 定 の セ ン ス プ ラ イ マ ー 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー の
少 な く と も １ 対 以 上 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し 、 増 幅 し た 遺 伝 子 を 前 記 （ １ ３ ） 又 は （
１ ４ ） 記 載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る
前 記 （ ２ ０ ） 記 載 の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 や 、 （ ２ ６ ） 　 前 記 （ １ ３ ） 又 は （ １ ４
） 記 載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ 、 該 プ ロ ー ブ を 固 定 し た 前 記 （ １ ５ ） 記
載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 、 及 び 前 記 （ １ ０ ）
～ （ １ ２ ） の い ず れ か 記 載 の 抗 体 の 少 な く と も 一 つ 以 上 を 装 備 し て な る 動 脈 硬 化 の 検 出 及
び 診 断 用 キ ッ ト や 、 （ ２ ７ ） 前 記 （ １ ） 或 い は （ ２ ） 、 又 は （ ９ ） 記 載 の 動 脈 硬 化 診 断 用
ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー の 少 な く と も 一 つ 以 上 を 搭 載 し た 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 抗 体 検 出 用 診 断
キ ッ ト か ら な る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 動 脈 硬 化 は 、 自 覚 症 状 が な い ま ま 徐 々 に 進 行 し 、 突 如 と し て 心 筋 梗 塞 、 脳 梗 塞 、 狭 心 症
な ど に 襲 わ れ る た め 早 期 発 見 が 必 要 で あ る 。 動 脈 硬 化 の 病 変 の 診 断 は 、 従 来 か ら 、 超 音 波
検 査 、 血 管 撮 影 、 Ｍ Ｒ Ｉ 等 の 画 像 検 査 、 心 電 図 、 脳 波 測 定 な ど が 広 く 行 わ れ て 来 て い る が
、 動 脈 硬 化 の 病 変 の 診 断 を 早 期 発 見 に 繋 げ る た め に は 、 生 化 学 的 検 査 に よ る 方 法 が 重 要 で
あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー や 遺 伝 子 マ ー カ ー を 利 用 す る こ と に よ り 、 動 脈 硬 化
の 病 変 の 特 異 的 な 検 出 診 断 が 可 能 と な り 、 動 脈 硬 化 の 病 変 の 早 期 発 見 に 繋 げ る こ と が 可 能
と な る 。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー や 遺 伝 子 マ ー カ ー の 検 出 の た め に 、 本 発 明
の マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 や 本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ 等 を チ ッ プ や ア レ イ の 形 で 用 意 す る こ と に よ り 、 簡 便 な 操 作 で 動 脈 硬 化 の
病 変 の 検 出 及 び 診 断 を 行 う こ と が 可 能 と な り 、 動 脈 硬 化 の 早 期 発 見 に 大 き く 貢 献 す る こ と
が 期 待 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 動 脈 硬 化 の 病 変 で 特 異 的 に 発 現 す る 、 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド
又 は 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し て 、 動 脈 硬 化 の 病 変 の 検 出 及 び 診 断 を
行 う こ と よ り な る 。 本 発 明 に お い て 、 動 脈 硬 化 診 断 用 の ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー と な る ポ リ
ペ プ チ ド は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
ま た 、 本 発 明 に お い て 動 脈 硬 化 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー と な る 遺 伝 子 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号
２ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 ス ロ ン ボ ス ポ ン デ ィ ン 　 タ イ プ １ の モ
チ ー フ ７ を 有 す る デ ィ ス イ ン テ グ リ ン － 様 及 び メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ （ a disintegrin-like
 and metalloprotease(reprolysin type) with thrombospondin type 1 motif,7） で あ る
Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る 遺 伝 子 は 、 該 ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ の 遺 伝 子 で あ る （ J. Biol. Chem. 274(36),25555-2
5563,1999） 。 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 酵 素 の ひ と つ で あ り 、 自 然 免
疫 や 炎 症 反 応 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ
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プ チ ド 及 び マ ー カ ー 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 情 報 は 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の 遺 伝 子 デ ー
タ ー ベ ー ス に お い て 、 ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー ： Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ４ ２ ７ ２ に よ り ア プ ロ ー チ す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 更 に 、 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 以 下 に 列 挙 す る ク ロ ー ン の 遺 伝 子 で
あ り 、 そ の 塩 基 配 列 は 以 下 に 記 載 す る そ れ ぞ れ の 配 列 表 の 配 列 番 号 に 示 さ れ 、 該 遺 伝 子 の
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 塩 基 配 列 ） 情 報 は 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の 遺 伝 子 デ ー タ ー ベ ー ス に お い て 、 以 下 に 記 載
す る そ れ ぞ れ の ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー に よ り ア プ ロ ー チ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ８ Ａ ； 配 列 表
の 配 列 番 号 ３ ； Accession No.： NM_001402； 遺 伝 子 名 ：  eukaryotic translation elonga
tion factor 1 alpha 1； 遺 伝 子 の 説 明 ： ア ミ ノ ア シ ル ｔ Ｒ Ｎ Ａ の 輸 送 に 関 与 す る 。 ］ 、
［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ １ Ａ １ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ； Accession No.： NM_003938； 遺 伝 子 名 ：
Adaptor-related protein complex 3, delta 1 subunit 遺 伝 子 の 説 明 ： 細 胞 内 小 胞 輸 送
に 関 与 す る 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｎ ４ Ｊ ３ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ； Accession No.： NM_00
3118； 遺 伝 子 名 ：  Secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin)； 遺 伝 子 の
説 明 ： 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 構 築 に 関 与 す る 分 泌 タ ン パ ク 質 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｎ １ １
Ｄ １ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ ； Accession No.： NM_002337； 遺 伝 子 名 ：  Low density lipop
rotein-related protein-associated protein 1： 遺 伝 子 の 説 明 ： LDLレ セ プ タ ー 構 成 タ ン
パ ク 質 の ひ と つ 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ３ Ｔ ３ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ ； Accession No.： N
M_002946； 遺 伝 子 名 ：  replication protein A2； 遺 伝 子 の 説 明 ： DNA修 復 に 関 与 。 ］ 、 ［
ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ３ Ｍ １ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ ； Accession No.： NM_139281； 遺 伝 子 名 ：  T
-cell activation WD repeat protein； 遺 伝 子 の 説 明 ： 不 詳 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ １ ０
４ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ ； Accession No.： NM_145117； 遺 伝 子 名 ：  Neuron navigator 2
； 遺 伝 子 の 説 明 ： ビ タ ミ ン Ａ を 介 す る 神 経 成 長 に 関 与 。 ］ 、 及 び 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： ４ ７ Ｂ
２ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ ； Accession No.： NM_003246； 遺 伝 子 名 ： thrombospondin 1；
遺 伝 子 の 説 明 ： 内 皮 細 胞 の 血 栓 形 成 等 の 調 節 。 ］ か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ８ Ｋ ２ ； 配 列 表 の
配 列 番 号 １ １ ； Accession No.： NM_006597； 遺 伝 子 名 ：  heat shock 70kDa protein 8；
遺 伝 子 の 説 明 ： シ ャ ペ ロ ン 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ２ ５ Ｑ ２ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ ； 遺
伝 子 ：  heat shock 27kDa protein 1と 相 同 性 が 高 い ； 遺 伝 子 の 説 明 ： シ ャ ペ ロ ン 。 ］ 、
［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ １ Ａ ２ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ ； Accession No.： NM_004926； 遺 伝 子 名
：  Zinc finger protein 36, C3H type-like 1； 遺 伝 子 の 説 明 ： 転 写 因 子 と 想 定 さ れ る 。
］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ １ Ｂ １ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ ； Accession No.： AF483215； 遺 伝
子 名 ： Histocompatibility (minor) 13； 遺 伝 子 の 説 明 ： 免 疫 に 関 与 す る 膜 タ ン パ ク 質 。
］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ １ Ｉ ２ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ５ ； Accession No.： NM_014684； 遺 伝
子 名 ：  KIAA0373 gene product； 遺 伝 子 の 説 明 ： 機 能 不 詳 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ １ Ｌ ２
； 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ６ ； Accession No.： NM_000967； 遺 伝 子 名 ：  Ribosomal protein L
3t； 遺 伝 子 の 説 明 ： 60Ｓ リ ボ ゾ ー ム タ ン パ ク 質 の 構 成 要 素 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ １ Ｔ ；
配 列 表 の 配 列 番 号 １ ７ ； Accession No.： NM_133494； 遺 伝 子 名 ： NIMA (never in mitosis
 gene a)-related kinase 7； 遺 伝 子 の 説 明 ： ア ス ペ ル ギ ル ス の 分 裂 関 連 タ ン パ ク 質 に 相
同 性 あ り 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ３ Ｂ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ８ ； Accession No.： NM_0029
45； 遺 伝 子 名 ： replication protein A1； 遺 伝 子 の 説 明 ： DNA複 製 、 修 復 な に 関 係 す る Ｄ
Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 。 ］ 、 及 び ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ３ Ｃ ２ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ９ ； Access
ion No.： NM_005054； 遺 伝 子 名 ： RAN binding protein 2-like 1； 遺 伝 子 の 説 明 ： Ｒ Ｎ Ａ
結 合 タ ン パ ク 質 。 ］ か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 更 に 、 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ３ Ｑ ４ ； 配 列 表 の
配 列 番 号 ２ ０ ； Accession No.： NM_144582； 遺 伝 子 名 ： testis expressed sequence 11；
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遺 伝 子 の 説 明 ： マ ウ ス 精 巣 に 発 現 す る 遺 伝 子 に 相 似 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ８ Ｎ ； 配 列 表
の 配 列 番 号 ２ １ ； Accession No.： NM_015089； 遺 伝 子 名 ： Homo sapiens p53-associated 
parkin-like cytoplasmic protein； 遺 伝 子 の 説 明 ： p53の 細 胞 質 内 局 在 を 行 う 。 ］ 、 ［ ク
ロ ー ン 名 ： Ｓ １ １ Ｆ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ２ ； Accession No.： XM_168590； 遺 伝 子 名 ： zu
otin related factor 1； 遺 伝 子 の 説 明 ： Ｍ 期 タ ン パ ク 質 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ １ １ Ｈ
； 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ３ ； Accession No.： AY026527； 遺 伝 子 名 ： TBC1 domain family, m
ember 2； 遺 伝 子 の 説 明 ： Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 で 同 定 さ れ た 前 立 腺 抗 原 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ
１ １ Ｎ ３ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ４ ； Accession No.： NM_005324； 遺 伝 子 名 ： H3 histone, 
family 3B (H3.3B)； 遺 伝 子 の 説 明 ： ヒ ス ト ン フ ァ ミ リ ー 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ １ ３ Ｃ
； 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ５ ； Accession No.： NM_015548； 遺 伝 子 名 ： dystonin； 遺 伝 子 の 説
明 ： S細 胞 骨 格 、 細 胞 接 着 に 関 与 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ １ ３ Ｈ ２ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ２
６ ； Accession No.： NM_004566； 遺 伝 子 名 ： 6-phosphofructo-2-kinase/fructose -2,6-b
iphosphatase 3； 遺 伝 子 の 説 明 ： 糖 代 謝 に 関 与 。 ］ 、 及 び 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ２ ５ Ｊ ２ ；
配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ７ ； Accession No.： NM_032121； 遺 伝 子 名 ： implantation-associate
d protein； 遺 伝 子 の 説 明 ： 機 能 不 詳 ］ か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ２ ５ Ｐ １ ； 配 列 表
の 配 列 番 号 ２ ８ ； Accession No.： NM_001071； 遺 伝 子 名 ： thymidylate synthetase； 遺 伝
子 の 説 明 ： DNA修 復 、 複 製 に 関 与 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ ２ ５ Ｓ ２ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ２
９ ； Accession No.： BC007942； 遺 伝 子 名 ： synaptonemal complex protein SC65； 遺 伝 子
の 説 明 ： 肝 質 性 膀 胱 炎 の 自 己 抗 原 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： ７ ２ ３ Ｊ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ０
； Accession No.： NM_032025； 遺 伝 子 名 ： eukaryotic translation initiation factor (
eIF) 2A； 遺 伝 子 の 説 明 ： 翻 訳 に 関 連 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： １ ３ ４ １ Ｆ １ ； 配 列 表 の 配 列
番 号 ３ １ ； Accession No.： AB011175； 遺 伝 子 名 ： TBC1 domain family, member 4； 遺 伝
子 の 説 明 ： Ｔ Ｂ Ｃ ド メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｎ ４ ７ Ｋ ； 配 列 表 の
配 列 番 号 ３ ２ ； Accession No.： NM_002778； 遺 伝 子 名 ： prosaposin； 遺 伝 子 の 説 明 ： sapo
sinの 前 駆 タ ン パ ク 質 。 ］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｎ ４ ７ Ｍ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ３ ； Accession
 No.： NM_003400； 遺 伝 子 名 ： exportin 1； 遺 伝 子 の 説 明 ： シ グ ナ ル 伝 達 に 関 連 。 ］ 、 ［
ク ロ ー ン 名 ： Ｎ ４ ７ Ｏ ２ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ４ ； Accession No.： NM_016441； 遺 伝 子 名
： cysteine-rich motor neuron 1； 遺 伝 子 の 説 明 ： 運 動 神 経 の 成 長 に 関 連 ］ 、 ［ ク ロ ー ン
名 ： Ｎ ４ ７ Ｔ １ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ５ ； Accession No.： NM_001404； 遺 伝 子 名 ： eukary
otic translation elongation factor 1 gamma； 遺 伝 子 の 説 明 ： タ ン パ ク 質 翻 訳 に 関 連 。
］ 、 ［ ク ロ ー ン 名 ： Ｓ １ Ｊ ３ ； 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ６ ； Accession No.： NM_006129］ ； 遺
伝 子 名 ： Bone morphogenetic protein 1； 遺 伝 子 の 説 明 ： プ ロ テ ア ー ゼ 。 ］ か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る に は 公 知 の
遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ 遺 伝 子
の 発 現 を 検 出 す る た め に 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発
明 の 遺 伝 子 マ ー カ ー に よ り 、 動 脈 硬 化 の 病 変 を 検 出 、 識 別 す る た め に 、 本 発 明 の 動 脈 硬 化
診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ を 用 い る こ と が で き る 。 該 プ ロ ー ブ を 用 い て 動 脈 硬 化 の 病 変 を
検 出 す る に は 、 公 知 の 方 法 を 用 い て 適 宜 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 配 列 表 に 示 し た
遺 伝 子 マ ー カ ー の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 適 宜 の 長 さ の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 作 製 し 、 適 宜 蛍 光 標 識 等
の 標 識 を 付 与 し て お き 、 こ れ を 被 検 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 、 動 脈 硬 化 の マ ー
カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 を 行 う 。 該 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と し て は 、 配 列 表 に 示 し た 本 発 明 の 遺
伝 子 マ ー カ ー の 塩 基 配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 全 部 又 は 一 部 か ら な る 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ
ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 該 プ ロ ー ブ を 、 少 な く と も １ つ 以
上 を 固 定 化 さ せ た マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 の マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ の 形 で 用 い る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 な お 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 作 製 に 際 し て 、 本 発 明 の 塩 基 配 列 に お い て 、 「 動 脈 硬 化 診
断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 条
件 と し て は 、 例 え ば 、 ４ ２ ℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び １ × Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． １ ５ Ｍ
　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ １ ５ Ｍ 　 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ０ ． １ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ （ Sodium dodecyl
 sulfate） を 含 む 緩 衝 液 に よ る ４ ２ ℃ で の 洗 浄 処 理 を 挙 げ る こ と が で き 、 ６ ５ ℃ で の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む 緩 衝 液 に よ る ６ ５ ℃
で の 洗 浄 処 理 を よ り 好 ま し く 挙 げ る こ と が で き る 。 な お 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー に 影 響 を 与 え る 要 素 と し て は 、 上 記 温 度 条 件 以 外 に 種 々 の 要 素 が あ り 、 当
業 者 で あ れ ば 種 々 の 要 素 を 組 み 合 わ せ て 、 上 記 例 示 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー と 同 等 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 実 現 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー の 検 出 を 行 う に は 、 該
ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 誘 導 さ れ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 行 う こ
と が で き る 。 該 抗 体 と し て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 挙 げ る こ と
が で き る 。 該 抗 体 の 作 製 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー を 抗 原 と し て 、 常 法 に よ り 作
製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 被 検 試 料 に お け る 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る に は 、 公 知 の 抗 体 を 用 い た 免 疫 学 的 測 定 法 を 用 い て 実 施 す
る こ と が で き る 。 該 免 疫 学 的 測 定 法 と し て は 、 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
法 、 放 射 線 免 疫 検 定 法 、 蛍 光 抗 体 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 組 換 え 発 現 ク ロ ー ニ ン
グ に よ る 血 清 学 的 抗 原 同 定 法 で あ る Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ （ Serological identification of antige
ns by recombinant cDNA expression cloning） 法 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ 及 び ／ 又 は
本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 検 出 用 抗 体 を 用 い て 、 被 検 試 料 に お け る 動
脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 及 び ／ 又 は 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検
出 し 、 動 脈 硬 化 の 病 変 を 診 断 す る こ と が で き る 。 被 検 細 胞 に お け る 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ
ー 遺 伝 子 の 検 出 に 際 し て は 、 被 検 試 料 に お け る 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に 、 定 量 的 又 は 半 定
量 的 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い る こ と が で き る 。 該 Ｐ Ｃ Ｒ と し て は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ ） 又 は
リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い る こ と が で き る 。 該 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う に 際 し て は 、 本 発 明 の 動 脈
硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の セ ン ス プ ラ イ マ ー 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
ー か ら な る プ ラ イ マ ー を 用 い る 。 該 プ ラ イ マ ー の 構 築 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 及 び 配 列 表
の 配 列 番 号 ３ ～ ３ ６ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 に 基 づ い て 適 宜 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 動 脈 硬 化 の 病 変 の 検 出 及 び 診 断 を 行 う に は 、 被 検 試 料 の 細 胞 に お け る
遺 伝 子 を 、 上 記 の セ ン ス プ ラ イ マ ー 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ 対 以 上 の
プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し 、 増 幅 し た 遺 伝 子 を 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 検
出 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 蛍 光 抗 体 法 を 用 い て 、 被 検 試 料 細 胞 に お け る 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー
カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 し 、 可 視 的 に 動 脈 硬 化 の 病 変 の 検 出 を 行 う こ と が で き る 。
蛍 光 抗 体 法 に よ り 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 を 標 識 化 す る に は 、 本
発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 蛍 光 標 識 し 、 こ れ
を 抗 原 を 発 現 し て い る 試 料 細 胞 に 結 合 さ せ て 、 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー を 発
現 す る 細 胞 を 標 識 化 す る （ 直 接 蛍 光 抗 体 法 ） か 、 或 い は 、 抗 原 を 発 現 し て い る 細 胞 に 、 未
標 識 の 本 発 明 の 特 異 抗 体 を 結 合 さ せ た 後 に 、 標 識 化 し た 二 次 抗 体 （ 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体
） を 結 合 さ せ て 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド を 標 識 化 し （ 間 接 蛍 光 抗 体 法 ） 、 該 標 識 化 し
た 動 脈 硬 化 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 検 出 し 、 診 断 を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 動 脈 硬 化 病 変 の 検 出 及 び 診 断 に 用 い る 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ
ロ ー ブ 、 該 プ ロ ー ブ を 固 定 し た 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は
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Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 、 及 び 本 発 明 の 動 脈 硬 化 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 検 出 用 の 抗 体 は 、 そ れ
ら を 装 備 し た 動 脈 硬 化 病 変 の 検 出 及 び 診 断 用 キ ッ ト と し て 製 品 化 し て お く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら の
例 示 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
［ 実 験 手 順 － Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 、 ウ ェ ス タ ン 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ］
（ 試 料 の 調 製 ）
（ １ ） 病 院 お よ び 研 究 協 力 施 設 を 受 診 し た 頚 動 脈 狭 窄 症 患 者 を 対 象 と し 、 外 来 受 診 者 の 中
か ら 性 別 ・ 年 齢 （ ± 5歳 ） を 一 致 さ せ た ， 正 常 被 験 者 を コ ン ト ロ ー ル と し て 選 択 し た 。 外
来 受 診 時 又 は 脳 神 経 外 科 入 院 時 に ， １ ） 研 究 目 的 や 研 究 協 力 の 任 意 性 な ど を 家 族 に 説 明 し
イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト を 得 た 上 で ， ２ ） 家 族 歴 ・ 既 往 歴 ・ 飲 酒 や 喫 煙 難 な ど の ラ イ
フ ス タ イ ル ， 作 業 態 様 に 関 す る 問 診 を 行 い ， ３ ） 採 血 を 行 っ て 血 清 と 血 球 成 分 を 分 離 凍 結
保 存 す る 。 さ ら に ， ４ ） 医 師 の 診 療 録 を 基 に ， 臨 床 的 重 症 度 ， 治 療 経 過 ， 血 液 検 査 所 見 な
ど を 記 載 す る 。 解 析 対 象 の 患 者 血 液 は 血 清 分 離 後 マ イ ナ ス ８ ０ 度 に て 研 究 開 始 ま で 凍 結 保
存 す る 。 抗 体 お よ び 診 療 録 は 暗 号 匿 名 化 し た 後 、 使 用 す る 。
（ ２ ） 血 清 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ 対 象 は ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 (Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ )由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ
ブ ラ リ ー を 組 み 込 ん だ 市 販 λ Ｚ Ａ Ｐ 　 IIフ ァ ー ジ ベ ク タ ー (STRATAGENE)を 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 実 験 手 順 ）
（ ３ ） Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ は Sahinら の 方 法 に 準 じ て 実 施 す る 。
１ ） 上 記 （ ２ ） の フ ァ ー ジ ベ ク タ ー を 大 腸 菌 （ XL1-Blue） に 感 染 さ せ 、 １ ５ ｃ ｍ Ｎ Ｚ Ｙ ag
ar培 地 上 で 培 養 す る 。
２ ） プ ラ ー ク が 出 現 し た の を 確 認 後 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ （ isopropyl thiogalactoside） 処 理 し た
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 培 地 上 に の せ 膜 に フ ァ ー ジ 由 来 タ ン パ ク 質 を 発 現 、 転 写 さ せ る 。
３ ） ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ ／ Ｐ Ｂ Ｓ で ２ ０ ０ ０ 倍 希 釈 し た 患 者 血 清 と 膜 と 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し
発 現 タ ン パ ク 質 と 血 清 中 抗 体 を 反 応 さ せ る 。
４ ） 洗 浄 後 ２ 次 抗 体 と し て ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 膜 と 反
応 さ せ る 。
５ ） 発 色 試 薬 と し て Ｎ Ｂ Ｔ 、 Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ を 使 い 血 清 Ｉ ｇ Ｇ 認 識 ク ロ ー ン を 同 定 す る 。
６ ） 陽 性 ク ロ ー ン は ２ 、 ３ 次 ス ク リ ー ニ ン グ （ １ ０ ｃ ｍ  dish） を 行 い 、 偽 陽 性 ク ロ ー ン
を 排 除 す る 。
７ ） 選 択 さ れ た フ ァ ー ジ を ExAssist helper phage system(Stratagene, La Jolla, CA)に
よ り pBlueScriptに 変 換 す る 。
８ ） Rapid plasmid miniprep system(Marigen)を 用 い プ ラ ス ミ ド を 精 製 す る 。
９ ） 塩 基 配 列 決 定 は 外 部 委 託 も し く は DNA Sequencing kit Big Dye Terminator Cycle Se
quencing Ready Reaction (Applied Biosystems)を 使 用 し Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ 　 ３ ７ ０ ０
 DNA Analyzer (Applied Biosystems)に よ り 実 施 す る 。 得 ら れ た 塩 基 配 列 を 公 開 さ れ て い
る デ ー タ ベ ー ス 上 の 塩 基 配 列 と 照 合 し 得 ら れ え た ク ロ ー ン の 相 同 性 検 索 を 行 う 。 こ の 時 点
で 読 み 枠 の 違 っ た ク ロ ー ン を 除 外 し 残 っ た も の を 抗 原 タ ン パ ク 質 候 補 と し タ ン パ ク 質 精 製
の 過 程 へ と 進 め る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 実 験 手 順 ）
（ ４ ） ２ 次 ス ク リ ー ニ ン グ と し て の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 準 備
１ ） 抗 原 タ ン パ ク 質 候 補 の イ ン サ ー ト を 含 む pBlueScriptを タ ン パ ク 質 発 現 、 精 製 用 ベ ク
タ ー ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ４ Ｔ （ Amersham bioscience） へ の 組 み 換 え を 行 う 。 得 ら れ た 塩 基 配 列 情
報 よ り pBlueScriptよ り ｐ Ｇ Ｅ Ｘ へ の 組 み 換 え に 適 し た 制 限 酵 素 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ プ ラ ス ミ ド （ 4
T1-3） を 選 択 し 制 限 酵 素 処 理 を 行 う 。
２ ） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 後 目 的 の バ ン ド を 精 製 キ ッ ト GeneElute Minus EtBr
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 Spin Columns(Ｓ Ｉ Ｇ Ｍ Ａ )を 用 い 切 り 出 し ， 制 限 酵 素 処 理 さ れ た イ ン サ ー ト お よ び ｐ Ｇ
Ｅ Ｘ を 回 収 す る 。
３ ） Ligation kit ver.2（ Takara） を 用 い イ ン サ ー ト と ｐ Ｇ Ｅ Ｘ を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し イ ン
サ ー ト を 含 む プ ラ ス ミ ド を 作 製 す る 。
４ ） ク ロ ー ン に よ り 適 当 な 制 限 酵 素 が 存 在 し な い 場 合 に は Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り イ ン サ ー ト を 作
製 す る 。 あ ら か じ め 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 持 つ プ ラ イ マ ー を 外 注 に よ り 作 製 し 動 脈 瘤 組 織 よ
り 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 に 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 作 製 、 さ ら に Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 全
長 の イ ン サ ー ト を 得 る 。 以 下 は 同 様 に 制 限 酵 素 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト を 用 い た ラ イ ゲ ー
シ ョ ン を 行 う
５ ） 真 核 細 胞 タ ン パ ク 質 発 現 用 に 改 良 さ れ た 大 腸 菌 コ ン ピ テ ン ト セ ル Ｂ Ｌ ２ １ (DE3) RIL 
codon plus(STRATAGENE)に 得 ら れ た ｐ Ｇ Ｅ Ｘ を 形 質 転 換 す る
６ ） ア ン ピ シ リ ン 入 り Ｌ Ｂ 培 地 で 培 養 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ で イ ン サ ー ト Ｄ Ｎ Ａ 由 来 タ ン パ ク 質 の 発
現 を 誘 導 す る 。
７ ） 大 腸 菌 を 遠 心 分 離 回 収 し 超 音 波 破 砕 、 可 溶 画 分 と 不 溶 画 分 に 分 離 す る
８ ） 目 的 タ ン パ ク 質 が 不 溶 画 分 に 入 る 場 合 は 尿 素 を 用 い 可 溶 化 を 行 う
９ ） 得 ら れ た 可 溶 タ ン パ ク 質 を 、 GSTrapFF（ Amersham Bioscience） を 用 い Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ
ン パ ク 質 の み を 精 製 す る
１ ０ ） カ ラ ム よ り の タ ン パ ク 質 の 抽 出 は ト ロ ン ビ ン 切 断 に よ り 行 う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 （ ウ ェ ス タ ン 法 実 験 手 順 ）
（ ５ ） ウ ェ ス タ ン 法 に よ る ２ 次 ス ク リ ー ニ ン グ
１ ） 上 記 で 得 ら れ た 形 質 転 換 さ れ た Ｂ Ｌ ２ １ (DE3) RIL codon plusを Ｌ Ｂ ア ン ピ シ リ ン ２
ｍ ｌ で １ 夜 培 養 す る 。
２ ） Ｌ Ｂ ア ン ピ シ リ ン ２ ０ ｍ ｌ に 移 し 変 え １ 時 間 培 養 後 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 終 濃 度 １ ｍ Ｍ と な る よ う
に 加 え た も の と コ ン ト ロ ー ル を さ ら に ３ 時 間 培 養 す る 。
３ ） 培 養 液 を 遠 心 後 、 大 腸 菌 を 回 収 し サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー に て 溶 解 、 ウ ェ ス タ ン 法 の サ ン
プ ル と す る 。
４ ） １ ２ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で サ ン プ ル を 電 気 泳 動 後 、 転 写 装 置 で ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 に タ ン パ ク 質 を 転 写 す る 。
５ ） １ ％ ス キ ム ミ ル ク で ｂ ｌ ｏ ｃ ｋ ｉ ｎ ｇ 後 、 ５ ０ ０ ０ 倍 患 者 血 清 を 1次 抗 体 と し て 加 え
、 １ 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
６ ） Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 洗 浄 後 、 １ 万 倍 希 釈 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 加 え ２ ０ 分 間 反 応
さ せ る
７ ） Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 洗 浄 後 、 発 色 試 薬 Immunostar (WAKO)を 使 い 発 色 さ せ る 。
８ ） フ ィ ル ム に 感 光 さ せ る 。
９ ） コ ン ト ロ ー ル に 無 く Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 に 存 在 す る バ ン ド を 陽 性 バ ン ド と す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 実 験 手 順 ）
（ ６ ） ELISA法 に よ る ２ 次 ス ク リ ー ニ ン グ
１ ） Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に て 得 ら れ た 精 製 タ ン パ ク 質 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 固 相 と す る 。 ９ ６ 穴 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に ５ ０ μ ｇ /ｍ ｌ の 濃 度 の 精 製 タ ン パ ク 質 を 入 れ 一 晩 ４ ℃ で 保 存 、 固 相 化
さ せ る 。
２ ） 前 述 の タ ン パ ク 質 精 製 に よ り ク ロ ー ン あ た り ５ ｍ ｇ の 精 製 タ ン パ ク 質 の 採 取 を 目 標 と
す る 。
３ ） Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 、 １ ％ ス キ ム ミ ル ク で ブ ロ ッ キ ン グ 後 患 者 血 清 、 お よ び 対 照 血 清 を ２ ０ ０
０ 倍 希 釈 し 固 相 化 し た タ ン パ ク 質 と 反 応 さ せ る 。
４ ） Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 後 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 加 え る
５ ） 基 質 を 加 え 発 色 さ せ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ の 吸 収 を 測 定 す る
６ ） 各 タ ン パ ク 質 、 血 清 と も ３ 回 の 実 験 を 行 い 、 平 均 を 血 清 抗 体 値 と す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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　 ［ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る ペ プ チ ド マ ー カ ー の 検 出 ］
　 病 院 、 及 び 協 力 施 設 に 入 院 し た 動 脈 硬 化 性 病 変 罹 患 患 者 の 血 清 を 本 人 、 ま た は 家 族 の 了
解 を 得 て ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た 。 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は プ ラ ス ミ ド pBlueScriptI
Iに 組 み 込 み シ ー ク エ ン ス 。 そ の 後 プ ラ ス ミ ド pGEXに 組 み 替 え 大 腸 菌 に 導 入 し 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ
を 加 え て タ ン パ ク を 大 量 発 現 さ せ タ ン パ ク 質 抽 出 液 を 調 製 し た 。 そ れ を 用 い て 多 数 の 患 者
血 清 と の 反 応 を ウ エ ス タ ン 法 に よ り 調 べ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ウ エ ス タ ン 法 に よ る 解 析 に は 、 λ Ｚ Ａ Ｐ IIを ベ ク タ ー と す る ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 由 来
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し た 。 組 み 込 ま れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 処 理 に よ り 発 現 さ せ
、 動 脈 硬 化 病 変 罹 患 患 者 に 存 在 す る 抗 体 と 反 応 す る も の を 単 離 し た 。 単 離 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ン に つ い て さ ら に pGEXプ ラ ス ミ ド に 組 み 替 え タ ン パ ク 質 の 大 量 発 現 を 行 っ た 後 、 動 脈
硬 化 病 変 罹 患 患 者 の 反 応 を ウ ェ ス タ ン 法 に よ り 解 析 し 、 陽 性 反 応 を 示 す ク ロ ー ン を 選 択 し
た 。 ウ ェ ス タ ン 　 ブ ロ ッ ト 法 に よ り 検 出 し た ク ロ ー ン の ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 写 真 を 図 １ に 示
す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ［ Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る ペ プ チ ド マ ー カ ー 遺 伝 子 の 確 認 ］
　 検 出 し た ク ロ ー ン の 遺 伝 子 の 配 列 決 定 を Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 を 用 い て 行 っ た 。 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ
配 列 を 、 公 開 さ れ て い る 遺 伝 子 デ ー タ ー ベ ー ス 上 の 塩 基 配 列 と 照 合 し た 結 果 、 得 ら れ た ク
ロ ー ン の 遺 伝 子 は 、 細 胞 外 マ ト リ ク ス 分 解 酵 素 の ひ と つ で あ る ス ロ ン ボ ス ポ ン デ ィ ン 　 タ
イ プ １ の モ チ ー フ ７ を 有 す る デ ィ ス イ ン テ グ リ ン － 様 及 び メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ （ a disint
egrin-like and metalloprotease(reprolysin type) with thrombospondin type 1 motif
,7） ： Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｔ Ｓ ７ の ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 一 致 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
［ 実 験 手 順 － Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る 抗 体 価 の 測 定 ］
上 記 実 施 例 １ の 実 験 手 順 を 用 い て 、 検 出 し た ８ つ の ク ロ ー ン の 遺 伝 子 に つ い て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ 法 に よ る 抗 体 価 の 測 定 を 行 い 、 動 脈 硬 化 患 者 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を 確 認 し た 。 そ の 測
定 値 を 以 下 に 示 す ： ［ ク ロ ー ン Ｓ ８ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ） ： ELISA法 に よ る 抗 体 価 測
定 － 動 脈 硬 化 患 者 ： 0.84± 0.29； 健 常 対 象 ： 0.71± 0.13　 （ p<0.05） ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ １
Ａ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ） ： ELISA法 に よ る 抗 体 価 測 定 － 動 脈 硬 化 患 者 ： 2.56± 1.93；
健 常 対 象 ： 1.63± 1.18　 （ p<0.05） ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｎ ４ Ｊ ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ） ： EL
ISA法 に よ る 抗 体 価 測 定 － 動 脈 硬 化 患 者 ： 0.83± 0.69； 健 常 対 象 ： 0.29± 0.15　 （ p<0.05
） ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｎ １ １ Ｄ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ ） ： ELISA法 に よ る 抗 体 価 測 定 － 動 脈
硬 化 患 者 ： 23.9± 22.0； 健 常 対 象 ： 9.96± 15.6　 （ p<0.05） ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｔ ３ （ 配
列 表 の 配 列 番 号 ７ ） ： ELISA法 に よ る 抗 体 価 測 定 － 動 脈 硬 化 患 者 ： 66.2± 58.3； 健 常 対 象
： 37.2± 22.5（ p<0.05） ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｍ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ ） ： ELISA法 に よ
る 抗 体 価 測 定 － 動 脈 硬 化 患 者 ： 73.9± 101.9； 健 常 対 象 ： 34.8± 24.2　 （ p<0.05） ］ 、 ［
ク ロ ー ン Ｓ １ ０ ４ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ ） ： ELISA法 に よ る 抗 体 価 測 定 － 動 脈 硬 化 患 者 ： 1
.88± 1.04； 健 常 対 象 ： 1.39± 0.77　 （ p<0.05） ］ 、 「 ク ロ ー ン ４ ７ Ｂ ２ （ 配 列 表 の 配 列
番 号 １ ０ ） ： ELISA法 に よ る 抗 体 価 測 定 － 動 脈 硬 化 患 者 ： 9.58± 8.95 健 常 対 象 ： 2.63± 13
.4　 （ p<0.05） ］ 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
［ 実 験 手 順 － Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 確 認 ］
上 記 実 施 例 １ の 実 験 手 順 を 用 い て 、 検 出 し た ９ つ の ク ロ ー ン の 遺 伝 子 に つ い て 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ
Ｘ 法 に よ り 、 動 脈 硬 化 患 者 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を 確 認 し た 。 そ の 検 出 結 果 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ
法 に よ る 陽 性 プ ラ ー ク ） を 以 下 の 図 ２ に 示 す ： ［ ク ロ ー ン Ｓ ８ Ｋ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １
１ ） ： 図 ２ － ａ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｑ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ ） ： 図 ２ － ｂ ］ 、 ［ ク
ロ ー ン Ｓ １ Ａ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ ） ： 図 ２ － ｃ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ １ Ｂ １ （ 配 列 表 の
配 列 番 号 １ ４ ） ： 図 ２ － ｄ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ １ Ｉ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ５ ） ： 図 ２ － ｅ
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］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ １ Ｌ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ６ ） ： 図 ２ － ｆ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ １ Ｔ （ 配
列 表 の 配 列 番 号 １ ７ ） ： 図 ２ － ｇ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｂ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ８ ） ： 図 ２
－ ｈ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｃ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ９ ） ： 図 ２ － ｉ ］ 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
［ 実 験 手 順 － Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 確 認 ］
上 記 実 施 例 １ の 実 験 手 順 を 用 い て 、 検 出 し た ８ つ の ク ロ ー ン の 遺 伝 子 に つ い て 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ
Ｘ 法 に よ り 、 動 脈 硬 化 患 者 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を 確 認 し た 。 そ の 検 出 結 果 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ
法 に よ る 陽 性 プ ラ ー ク ） を 以 下 の 図 ３ に 示 す ： ［ ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｑ ４ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２
０ ） ： 図 ３ － ａ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ ８ Ｎ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ １ ） ： 図 ３ － ｂ ］ 、 ［ ク ロ ー
ン Ｓ １ １ Ｆ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ２ ） ： 図 ３ － ｃ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ １ １ Ｈ （ 配 列 表 の 配 列
番 号 ２ ３ ） ： 図 ３ － ｄ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ １ １ Ｎ ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ４ ） ： 図 ３ － ｅ ］
、 ［ ク ロ ー ン Ｓ １ ３ Ｃ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ５ ） ： 図 ３ － ｆ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ １ ３ Ｈ ２ （
配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ６ ） ： 図 ３ － ｇ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｊ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ７ ）
： 図 ３ － ｈ ］ 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
［ 実 験 手 順 － Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 確 認 ］
上 記 実 施 例 １ の 実 験 手 順 を 用 い て 、 検 出 し た ９ つ の ク ロ ー ン の 遺 伝 子 に つ い て 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ
Ｘ 法 に よ り 、 動 脈 硬 化 患 者 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を 確 認 し た 。 そ の 検 出 結 果 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ
法 に よ る 陽 性 プ ラ ー ク ） を 以 下 の 図 ４ に 示 す ： ［ ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｐ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号
２ ８ ） ： 図 ４ － ａ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｓ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ９ ） ： 図 ４ － ｂ ］ 、 ［
ク ロ ー ン ７ ２ ３ Ｊ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ０ ） ： 図 ４ － ｃ ］ 、 ［ ク ロ ー ン １ ３ ４ １ Ｆ １ （ 配
列 表 の 配 列 番 号 ３ １ ） ： 図 ４ － ｄ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｋ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ２ ） ： 図
４ － ｅ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｍ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ３ ） ： 図 ４ － ｆ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｎ ４
７ Ｏ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ４ ） ： 図 ４ － ｇ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｔ １ （ 配 列 表 の 配 列 番
号 ３ ５ ） ： 図 ４ － ｈ ］ 、 ［ ク ロ ー ン Ｓ １ Ｊ ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ６ ） ： 図 ４ － ｉ ］ 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 検 出 し た 動 脈 硬 化 診 断 用 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た ウ エ
ス タ ン 　 ブ ロ ッ ト 法 に よ り 血 中 抗 体 を 検 出 し た メ ン ブ レ ン の 写 真 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 に お い て 検 出 し た ９ つ の ク ロ ー ン の 遺 伝 子 産 物
に つ い て 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ り 、 動 脈 硬 化 患 者 に お け る 血 中 抗 体 の 存 在 を 確 認 し た 結 果 （
Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 陽 性 プ ラ ー ク ） を 示 す 図 で あ る 。 ａ ～ ｉ は 、 そ れ ぞ れ ク ロ ー ン Ｓ ８ Ｋ
２ 、 ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｑ ２ 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ａ ２ 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ｂ １ 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ｉ ２ 、 ク
ロ ー ン Ｓ １ Ｌ ２ 、 ク ロ ー ン Ｓ １ Ｔ 、 ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｂ 、 及 び ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｃ ２ の 遺 伝 子 の Ｓ
Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 陽 性 プ ラ ー ク の 検 出 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 に お い て 検 出 し た ８ つ の ク ロ ー ン の 遺 伝 子 産 物
に つ い て 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ り 、 動 脈 硬 化 患 者 に お け る 血 中 抗 体 の 存 在 を 確 認 し た 結 果 （
Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 陽 性 プ ラ ー ク ） を 示 す 図 で あ る 。 ａ ～ ｈ は 、 そ れ ぞ れ ク ロ ー ン Ｓ ３ Ｑ
４ 、 ク ロ ー ン Ｓ ８ Ｎ 、 ク ロ ー ン Ｓ １ １ Ｆ 、 ク ロ ー ン Ｓ １ １ Ｈ 、 ク ロ ー ン Ｓ １ １ Ｎ ３ 、 ク ロ
ー ン Ｓ １ ３ Ｃ 、 ク ロ ー ン Ｓ １ ３ Ｈ ２ 、 及 び ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｊ ２ の 遺 伝 子 の Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に
よ る 陽 性 プ ラ ー ク の 検 出 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 に お い て 検 出 し た ８ つ の ク ロ ー ン の 遺 伝 子 産 物
に つ い て 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ り 、 動 脈 硬 化 患 者 に お け る 血 中 抗 体 の 存 在 を 確 認 し た 結 果 （
Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 陽 性 プ ラ ー ク ） を 示 す 図 で あ る 。 ａ ～ ｉ は 、 そ れ ぞ れ ク ロ ー ン Ｓ ２ ５
Ｐ １ 、 ク ロ ー ン Ｓ ２ ５ Ｓ ２ 、 ク ロ ー ン ７ ２ ３ Ｊ 、 ク ロ ー ン １ ３ ４ １ Ｆ １ 、 ク ロ ー ン Ｎ ４ ７
Ｋ 、 ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｍ 、 ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｏ ２ 、 ク ロ ー ン Ｎ ４ ７ Ｔ １ 、 及 び ク ロ ー ン Ｓ １ Ｊ
３ の 遺 伝 子 の Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る 陽 性 プ ラ ー ク の 検 出 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 配 列 表 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供用于诊断动脉硬化的多肽标记物和用于诊断动脉硬化的基因标记物，用于检测和诊断动脉硬化病变，一种特异
性结合多肽的抗体，用于诊断动脉硬化，用于检测动脉硬化的表达的探针。用于诊断动脉硬化的基因标记物，并提供用于检测和诊
断动脉硬化病变的方法。解决方案：本发明包括使用ADAMTS7，如具有血小板反应蛋白1型基序7的解聚素，其是金属蛋白酶，其
基因，以及检测到的34个克隆的基因作为用于诊断动脉硬化的多肽标记物和用于诊断动脉硬化的基因标记物的用途。具体检测动脉
硬化病变。本发明包括用于检测用于诊断动脉硬化的多肽标志物的抗体，用于检测血清中抗体的抗原蛋白，以及用于检测用于诊断
动脉硬化的基因标志物的DNA探针等。 Ž
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