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(54)【発明の名称】 新規な低密度リポタンパク質結合タンパク質と、アテローム性動脈硬化症の診断および治療にお

けるそれらの使用方法

(57)【要約】
天然およびメチル化ＬＤＬ（低密度リポタンパク質）に
結合することのできるポリペプチドをコードする単離ポ
リヌクレオチド、ＬＢＰ（ＬＤＬ結合タンパク質）と呼
ばれる単離ポリペプチド、およびその生物学的に活性な
断片および類似体が開示される。また、動物がアテロー
ム性動脈硬化症の危険を有するかどうかの決定方法、ア
テローム性動脈硬化症の治療に用いる薬剤の評価方法、
アテローム性動脈硬化症の治療方法、構造またはＬＢＰ
の代謝に異常のある細胞の治療方法も記載される。医薬
組成物およびワクチン組成物も提供される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】下記（ａ）～（ｏ）から成る群より選択されるメンバーを含む

単離ポリヌクレオチド：

  （ａ）配列番号１に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチド；

  （ｂ）配列番号２に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチド；

  （ｃ）配列番号３に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチド；

  （ｄ）配列番号４に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチド；

  （ｅ）配列番号５に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチド；

  （ｆ）配列番号６に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチド；

  （ｇ）配列番号７に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチド；

  （ｈ）配列番号８に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチド；

  （ｉ）配列番号９に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチド；

  （ｊ）配列番号４３に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポ

リヌクレオチド；

  （ｋ）配列番号４４に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポ

リヌクレオチド；

  （ｌ）配列番号４７に示したアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポ

リヌクレオチド；

  （ｍ）（ａ）～（ｋ）または（ｌ）のポリヌクレオチドとハイブリダイズし得

ると共に、（ａ）～（ｋ）または（ｌ）のポリヌクレオチドと少なくとも約９５
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％の同一性を有するポリヌクレオチドであって、そのコード化ポリペプチドがＬ

ＤＬに結合できるポリヌクレオチド；

  （ｎ）配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列

番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号４３、配列番号４４、

または配列番号４７のアミノ酸配列と少なくとも９０％の同一性を有するアミノ

酸配列を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチドであって、そのコード

化ポリペプチドがＬＤＬに結合できるポリヌクレオチド；および

  （ｏ）ポリペプチド（ａ）～（ｍ）または（ｎ）の生物学的に活性な断片であ

って、そのコード化ポリペプチドがＬＤＬに結合できる断片。

    【請求項２】前記のメンバーは下記（ａ）～（ｇ）よりなる群から選択され

る請求項１に記載の単離ポリヌクレオチド：

  （ａ）配列番号４３に示したアミノ酸配列のアミノ酸残基３２９～３４３（配

列番号１９）、３２９～３５４（配列番号２０）、３４４～３５４（配列番号２

１）または５２９～５３８（配列番号２２）を含むポリペプチドをコードするポ

リヌクレオチド；

  （ｂ）配列番号１および配列番号６に示したアミノ酸配列のアミノ酸残基１４

～４３（配列番号２３）または３８～４３（配列番号２４）を含むポリペプチド

をコードするポリヌクレオチド；

  （ｃ）配列番号４７に示したアミノ酸配列のアミノ酸残基３３８～３５３（配

列番号２５）、３３８～３６５（配列番号２６）、３５４～３６５（配列番号２

７）または４４４～４５３（配列番号２８）を含むポリペプチドをコードするポ

リヌクレオチド；

  （ｄ）配列番号５に示したアミノ酸配列のアミノ酸残基９６～１１０（配列番

号２９）を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；

  （ｅ）配列番号４４に示したアミノ酸配列のアミノ酸残基６９～７５（配列番

号４１）を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；

  （ｆ）（ａ）～（ｄ）または（ｅ）のポリヌクレオチドとハイブリダイズする

ことができ、該ポリヌクレオチドと少なくとも約９５％の同一性を有するポリヌ

クレオチドであって、そのコード化ポリペプチドがＬＤＬに結合できるポリヌク
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レオチド；および

（ｇ）ポリヌクレオチド（ａ）～（ｅ）または（ｆ）の生物学的に活性な断片で

あって、そのコード化ポリペプチドがＬＤＬに結合できる断片。

    【請求項３】前記ポリヌクレオチドが配列番号１０に示した核酸を含む請求

項１に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項４】前記ポリヌクレオチドが配列番号４８に示した核酸を含む請求

項１に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項５】前記ポリヌクレオチドが配列番号１４に示した核酸を含む請求

項１に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項６】前記ポリヌクレオチドが配列番号１５に示した核酸を含む請求

項１に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項７】前記ポリヌクレオチドが配列番号４５に示した核酸を含む請求

項１に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項８】前記ポリヌクレオチドが配列番号４６に示した核酸を含む請求

項１に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項９】前記ポリヌクレオチドがゲノムＤＮＡである請求項１に記載の

ポリヌクレオチド。

    【請求項１０】請求項１に記載のポリヌクレオチドを含む組換えベクター。

    【請求項１１】請求項１０に記載の組換えベクターを含む細胞。

    【請求項１２】請求項１１に記載の細胞をＬＤＬ結合性タンパク質を発現さ

せる条件下で培養することから成る、ＬＤＬ結合性タンパク質の製造方法。

    【請求項１３】下記（ａ）～（ｎ）よりなる群から選択されるメンバーを含

む単離ポリペプチド：

  （ａ）配列番号１に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  （ｂ）配列番号２に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  （ｃ）配列番号３に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  （ｄ）配列番号４に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  （ｅ）配列番号５に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  （ｆ）配列番号６に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；
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  （ｇ）配列番号７に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  （ｈ）配列番号８に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  （ｉ）配列番号９に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  （ｊ）配列番号４３に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  （ｋ）配列番号４４に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  （ｌ）配列番号４７に示したアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  （ｍ）（ａ）～（ｋ）または（ｌ）のポリペプチドと少なくとも約９５％の同

一性を有し、ＬＤＬと結合できるポリペプチド；および

  （ｎ）ポリペプチド（ａ）～（ｌ）または（ｍ）の生物学的に活性な断片であ

って、ＬＤＬに結合できる断片。

    【請求項１４】前記のメンバーが下記（ａ）～（ｇ）よりなる群から選択さ

れる請求項１３に記載の単離ポリペプチド：

  （ａ）配列番号４３に示したアミノ酸配列のアミノ酸残基３２９～３４３（配

列番号１９）、３２９～３５４（配列番号２０）、３４４～３５４（配列番号２

１）または５２９～５３８（配列番号２２）を有するポリペプチド；

  （ｂ）配列番号１および配列番号６に示したアミノ酸配列のアミノ酸残基１４

～４３（配列番号２３）または３８～４３（配列番号２４）を有するポリペプチ

ド；

  （ｃ）配列番号４７に示したアミノ酸配列のアミノ酸残基３３８～３５３（配

列番号２５）、３３８～３６５（配列番号２６）、３５４～３６５（配列番号２

７）または４４４～４５３（配列番号２８）を有するポリペプチド；

  （ｄ）配列番号５に示したアミノ酸配列のアミノ酸残基９６～１１０（配列番

号２９）を有するポリペプチド；

  （ｅ）配列番号４４に示したアミノ酸配列のアミノ酸残基６９～７５（配列番

号４１）を有するポリペプチド；

  （ｆ）（ａ）～（ｄ）または（ｅ）のポリペプチドと少なくとも約９５％の同

一性を有し、ＬＤＬに結合できるポリペプチド；および

  （ｇ）ポリペプチド（ａ）～（ｅ）または（ｆ）の生物学的に活性な断片であ

って、ＬＤＬに結合できる断片。
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    【請求項１５】動物にアテローム性動脈硬化症の恐れがあるかどうかを決定

する方法であって、

  動物を用意するステップと；

  前記動物におけるＬＢＰ代謝または構造の様相を評価するステップであって、

ＬＢＰ代謝または構造の様相に異常があれば、アテローム性動脈硬化症の恐れが

あることの徴候であるステップと；

から成る方法。

    【請求項１６】前記ＬＢＰは、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３よ

りなる群から選択される請求項１５に記載の方法。

    【請求項１７】アテローム性動脈硬化症の治療に用いる薬剤を評価する方法

であって、

  試験細胞、無細胞系または動物を用意するステップと；

  薬剤を用意するステップと；

  前記薬剤を前記試験細胞、無細胞系または動物に治療上有効量で投与するステ

ップと；

  薬剤がＬＢＰ代謝または構造の様相に及ぼす影響を評価するステップであって

、ＬＢＰ代謝または構造の様相に変化があれば、アテローム性動脈硬化症治療に

おいて薬剤が有用であることを示すステップと；

から成る方法。

    【請求項１８】前記ＬＢＰは、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３よ

りなる群から選択される請求項１７に記載の方法。

    【請求項１９】請求項１７で同定された薬剤。

    【請求項２０】ＬＢＰポリペプチドの結合分子に対する結合を変える能力に

ついて薬剤を評価する方法であって、

  薬剤を提供するステップと；

  ＬＢＰポリペプチドを用意するステップと；

  結合分子を用意するステップと；

  前記薬剤と、前記ＬＢＰポリヌクレオチドと、前記結合分子を合わせるステッ

プと；
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  前記ＬＢＰポリペプチドと結合分子とを含む複合体の形成を検出するステップ

であって、薬剤の存在下における複合体の形成が薬剤の不在下の場合と比べて変

化していれば、薬剤がＬＢＰポリペプチドと結合分子との結合を変えることを示

すステップと；

から成る方法。

    【請求項２１】前記ＬＢＰポリペプチドは、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２および

ＬＢＰ－３ポリペプチドよりなる群から選択される請求項２０に記載の方法。

    【請求項２２】ＬＢＰポリペプチドに結合する能力について薬剤を評価する

方法であって、

  薬剤を用意するステップと；

  ＬＢＰポリペプチドを用意するステップと；

  前記薬剤を前記ＬＢＰポリペプチドと接触させるステップと；

  前記薬剤の前記ＬＢＰポリペプチドに結合する能力を評価するステップと；

から成る方法。

    【請求項２３】請求項２２で同定された薬剤。

    【請求項２４】ＬＢＰ調節配列をコードする核酸に結合する能力について薬

剤を評価する方法であって、

  薬剤を用意するステップと；

  ＬＢＰ調節配列をコードする核酸を用意するステップと；  記薬剤を前記核酸

と接触させるステップと；

  前記薬剤の前記核酸に結合する能力を評価するステップと；

から成る方法。

    【請求項２５】請求項２４で同定された薬剤。

    【請求項２６】動物のアテローム性動脈硬化症の治療方法であって、

  アテローム性動脈硬化症の治療を必要とする動物を用意するステップと；

  ＬＢＰ構造または代謝の様相を変え得る薬剤を用意するステップと；

  アテローム性動脈硬化症が治療されるように前記薬剤を前記動物に治療上有効

量投与するステップと；

から成る方法。
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    【請求項２７】前記のＬＢＰポリペプチドが、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２また

はＬＢＰ－３ポリペプチドまたは生物学的に活性なその断片または類似体である

請求項２６に記載の方法。

    【請求項２８】アテローム性動脈硬化症の恐れがある動物の治療方法であっ

て、

  アテローム性動脈硬化症の恐れがある動物を用意するステップと；

  ＬＢＰ構造または代謝の様相を変え得る薬剤を用意するステップと；

  動物が治療されるように動物に薬剤を治療上有効量投与するステップと；

から成る方法。

    【請求項２９】ＬＢＰの構造または代謝に異常を有する細胞の治療方法であ

って、

  ＬＢＰの構造または代謝に異常を有する細胞を用意するステップと；

  ＬＢＰ構造または代謝の様相を変え得る薬剤を用意するステップと；

  前記細胞が治療されるように前記薬剤を前記細胞に治療上有効量投与するステ

ップと；

から成る方法。

    【請求項３０】動物のアテローム性動脈硬化症を治療するための医薬組成物

であって、

  アテローム性動脈硬化症が治療されるように前記動物のＬＢＰ代謝または構造

の様相を変え得る治療上有効量の薬剤と；

  医薬として許容し得る担体と；を含む医薬組成物。

    【請求項３１】前記の薬剤が、ＬＢＰポリペプチドまたは核酸、もしくは生

物学的に活性なそれらの断片もしくは類似体である請求項３０に記載の医薬組成

物。

    【請求項３２】動物のアテローム性動脈硬化症を治療するためのワクチン組

成物であって、

  アテローム性動脈硬化症が治療されるように動物のＬＢＰ代謝または構造の様

相を変え得る治療上有効量の薬剤と；

  医薬として許容し得る担体と；を含むワクチン組成物。
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    【請求項３３】動物のアテローム性動脈硬化症病変の診断方法であって、

  動物を用意するステップと；

  アテローム性動脈硬化症病変中に存在するＬＢＰに結合できる標識物質を用意

するステップと；

  標識ＬＢＰを生成するために、標識物質と前記ＬＢＰが相互作用する条件下で

動物に標識物質を投与するステップと；

  動物中のアテローム性動脈硬化症病変の存在を診断するためにイメージングに

より前記標識ＬＢＰの局在および量を決定するステップと；

から成る方法。

    【請求項３４】ＬＢＰまたはその断片もしくは類似体に対して動物を免疫す

る方法であって、

  ＬＤＬを有する動物を用意するステップと；

  ＬＢＰまたはその断片もしくは類似体を用意するステップと；

  前記ＬＢＰの前記ＬＤＬへの結合が変化するように、前記ＬＢＰまたはその断

片もしくは類似体に対する前記動物による抗体産生を刺激するために、前記動物

に前記ＬＢＰまたはその断片もしくは類似体を投与するステップと；を含む方法

。

    【請求項３５】修飾ＬＤＬおよび天然ＬＤＬに結合する能力を有するＬＢＰ

ポリペプチドの断片または類似体を生成する方法であって、

  ＬＢＰポリペプチドを用意するステップと；

  前記ＬＢＰポリペプチドの配列を変化させるステップと；

  前記変化させたＬＢＰポリペプチドを、修飾ＬＤＬおよび天然ＬＤＬに結合す

る能力について試験するステップと；

から成る方法。

    【請求項３６】アテローム性動脈硬化症の恐れがある患者の治療方法であっ

て、アテローム性動脈硬化症の恐れがある患者を用意するステップと、以下に示

す１以上を患者に投与するステップとから成る方法：

  ＬＢＰタンパク質またはその断片または類似体とアジュバント；

  ＬＢＰタンパク質をコードする核酸；
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  ＬＢＰタンパク質をコードする核酸を含むウィルスまたは細菌；および

  ＬＢＰタンパク質をコードする核酸を含む可食植物。

    【請求項３７】アテローム性動脈硬化症の恐れがある患者の治療方法であっ

て、

  アテローム性動脈硬化症の恐れがある患者を用意するステップと；

  患者によって生産された１以上の自己ＬＢＰタンパク質を同定するステップと

；

  患者に投与された場合に１以上の自己ＬＢＰタンパク質に対する免疫応答を誘

導する非自己ＬＢＰタンパク質を、患者に投与するステップと；

から成る方法。
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【発明の詳細な説明】

  【０００１】

（発明の分野）

  本発明は、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）に結合する新規なポリペプチド（

ＬＢＰ）、これらのポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、ならびにアテ

ローム性動脈硬化症の治療方法、診断方法および治療薬に関する。

  【０００２】

（発明の背景）

  アテローム性動脈硬化症は心臓発作と卒中の主因である。米国、欧州および日

本における死の全体の約５０％はアテローム性動脈硬化症によるものと報告され

ている。動脈壁のアテローム性硬化病変がアテローム性動脈硬化症の特徴である

。これらのアテローム性硬化病変部にはコレステリルエステル（ＣＥ）が存在す

る。低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）は、血漿ＣＥの主要担体であることが証明

されており、かつ、ＣＥをアテローム性硬化病変部に運搬する薬剤として関与す

ることが示されている。

  【０００３】

  脂質で満たされた分散マクロファージ群、いわゆる泡沫細胞は、アテローム性

動脈硬化症の肉眼で見える最初の徴候であり、Ｉ型病変と称されている。これら

のマクロファージはＬＤＬ由来のＣＥを含有していると報告されている。これら

のマクロファージは、酸化ＬＤＬは認識するが、天然ＬＤＬは認識せず、酸化Ｌ

ＤＬを食べて泡沫細胞となる。それより大きく、より組織化された泡沫細胞集団

である線状脂質沈着巣はＩＩ型病変を表す。これらの病変はさらに、プラークと

称される複合病変に進展し、その結果、動脈の血流障害が生じ得る。

  【０００４】

  動脈にＬＤＬが蓄積するのは、動脈壁に機能的に変性した内皮細胞が存在する

ことによると広く信じられている。アテローム性動脈硬化症の動物モデルにおい

て、天然ＬＤＬもメチル化ＬＤＬも、大動脈病変部で再生する内皮島の周辺部だ

けに集中して不可逆的に蓄積し、そこには、機能的に変性した内皮細胞が存在す

るが、内皮の再生が終っているこれらの島の中心部には存在しないことが報告さ



(12) 特表２００３－５２５６０８

れた。同様に、ＬＤＬはヒトアテローム性動脈硬化病変部に蓄積する。ＬＤＬを

動脈病変部に集中的かつ不可逆的に蓄積させるメカニズムは未だ解明されていな

い。

  【０００５】

（発明の要旨）

  本発明の目的は、ＬＤＬに結合するポリペプチドを提供することである。

  本発明のさらに別の目的は、動物にアテローム性動脈硬化症の恐れがあるかど

うかを決定する方法を提供することである。

  本発明のさらに別の目的は、アテローム性動脈硬化症の治療に用いるための薬

剤を評価する方法を提供することである。本発明のさらに別の目的は、アテロー

ム性動脈硬化症の治療方法を提供することである。

  【０００６】

  本発明のさらに別の目的は、アテローム性動脈硬化症の治療、診断および／ま

たは治療薬の決定を支援するために、ＬＢＰ（低密度リポタンパク質結合タンパ

ク質）遺伝子および／もしくはポリペプチド、またはその断片、類似体および変

異体を利用することである。

  【０００７】

  本発明は、１つの態様において、配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列

番号４、配列番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列

番号４３、配列番号４４、配列番号４７に記載のアミノ酸配列を有するポリペプ

チドをコードするポリヌクレオチド、任意の上記ポリヌクレオチドにハイブリダ

イズし得ると共に任意の上記ポリヌクレオチドと少なくとも約９５％同一で、か

つそのコード化ポリペプチドがＬＤＬに結合し得るポリヌクレオチド、または、

任意の上記ポリヌクレオチドの生物学的に活性で、かつそのコード化ポリペプチ

ドがＬＤＬに結合し得る断片とを包含する単離ポリヌクレオチドに関する。

  【０００８】

  ある特定の実施形態では、ポリヌクレオチドは、配列番号１０、配列番号１１

、配列番号１２、配列番号１３、配列番号１４、配列番号１５、配列番号１６、

配列番号１７、配列番号１８、配列番号４５、配列番号４６、配列番号４８に記
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載の核酸配列を有する。

  【０００９】

  本発明の別の態様は、配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配

列番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号４３、

配列番号４４、配列番号４７に記載のアミノ酸配列を有するポリペプチド、もし

くは任意の上記ポリヌクレオチドと少なくとも約９５％同一であると共にＬＤＬ

に結合し得るポリペプチド、または、ＬＤＬに結合し得る任意の上記ポリヌクレ

オチドの生物学的に活性な断片を包含する単離ポリペプチドである。

  【００１０】

  本発明の別の態様は、動物にアテローム性動脈硬化症の恐れがあるかどうかを

決定する方法である。動物を用意する。その動物のＬＢＰ代謝または構造の様相

を評価する。ＬＢＰ代謝または構造の様相に異常があれば、アテローム性動脈硬

化症の恐れがあることの徴候である。本発明の別の態様は、アテローム性動脈硬

化症の治療に用いるための薬剤を評価する方法である。試験細胞、無細胞系また

は動物を用意する。薬剤を用意する。薬剤を試験細胞、無細胞系または動物に治

療上有効量投与する。薬剤がＬＢＰ代謝または構造の様相に及ぼす影響を評価す

る。ＬＢＰ代謝または構造の様相に変化があれば、アテローム性動脈硬化症治療

において薬剤が有用であることを示している。

  【００１１】

  本発明の別の態様は、薬剤を、ＬＢＰポリペプチドと、結合分子、例えば、天

然ＬＤＬ、修飾ＬＤＬ、例えば、メチル化ＬＤＬもしくは酸化ＬＤＬ、または動

脈細胞外マトリックス構造成分との結合を変える能力について評価する方法であ

る。薬剤を用意する。ＬＢＰポリペプチドを用意する。結合分子を用意する。薬

剤とＬＢＰポリペプチドと結合分子とを合わせる。ＬＢＰポリペプチドと結合分

子とを含む複合体の形成を検出する。薬剤の存在下における複合体の形成が薬剤

の不在下の場合と比べて変化していれば、薬剤がＬＢＰポリペプチドと結合分子

との結合を変えることを示している。

  【００１２】

  本発明の別の態様は、薬剤をＬＢＰポリペプチド結合能について評価する方法
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である。薬剤を用意する。ＬＢＰポリペプチドを用意する。薬剤とＬＢＰポリペ

プチドとを接触させる。薬剤のＬＢＰポリペプチドに結合する能力を評価する。

  【００１３】

  本発明の別の態様は、薬剤の、ＬＢＰ調節配列をコードする核酸に結合する能

力について評価する方法である。薬剤を用意する。ＬＢＰ調節配列をコードする

核酸を用意する。薬剤と核酸とを接触させる。薬剤の核酸結合能を評価する。

  【００１４】

  本発明の別の態様は、動物におけるアテローム性動脈硬化症の治療方法である

。アテローム性動脈硬化症の治療を必要とする動物を用意する。ＬＢＰ構造また

は代謝の様相を変え得る薬剤を用意する。アテローム性動脈硬化症が治療される

ように動物に薬剤を治療上有効量投与する。ある種の実施形態では、薬剤は、Ｌ

ＢＰポリペプチド、例えば、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２もしくはＬＢＰ－３、また

はその生物学的に活性な断片もしくは類似体である。ある特定の実施形態では、

薬剤は、長さが約１００、５０、３０、２０、１０、５、４、３または２以下の

アミノ酸残基のポリペプチドである。ある特定の実施形態では、薬剤は、少なく

とも約２０％、４０％、６０％、８０％、９０％、９５％または９５％の酸性ア

ミノ酸残基を含むアミノ酸配列を有するポリペプチドである。

  【００１５】

  本発明の別の態様は、アテローム性動脈硬化症の恐れがある動物の治療方法で

ある。アテローム性動脈硬化症の恐れがある動物を用意する。ＬＢＰ構造または

代謝の様相を変え得る薬剤を用意する。動物が治療されるように動物に薬剤を治

療上有効量投与する。

  【００１６】

  本発明の別の態様は、ＬＢＰの構造または代謝に異常を有する細胞の治療方法

である。ＬＢＰ構造または代謝に異常を有する細胞を用意する。ＬＢＰ構造また

は代謝の様相を変え得る薬剤を用意する。細胞が治療されるように細胞に薬剤を

治療上有効量投与する。

  【００１７】

  本発明の別の態様は、動物のアテローム性動脈硬化症を治療するための医薬組
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成物であり、この組成物は、アテローム性動脈硬化症が治療されるように動物の

ＬＢＰ代謝または構造の様相を変え得る治療上有効量の薬剤と、医薬として許容

し得る担体とを含む。

  【００１８】

  本発明の別の態様は、動物のアテローム性動脈硬化病変を治療するためのワク

チン組成物であり、この組成物は、アテローム性動脈硬化症が治療されるように

動物のＬＢＰ代謝または構造の様相を変え得る治療上有効量の薬剤と、医薬とし

て許容し得る担体とを含む。

  【００１９】

  本発明の別の態様は、動物のアテローム性動脈硬化病変を診断する方法である

。動物を用意する。アテローム性動脈硬化病変部に存在するＬＢＰ、例えば、Ｌ

ＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３に結合し得る標識物質を用意する。標識

ＬＢＰを生成するために、標識物質とＬＢＰとを相互作用させる条件下に動物に

標識物質を投与する。動物中のアテローム性動脈硬化病変の存在を診断するため

にイメージングにより標識ＬＢＰの局在または量を決定する。

  【００２０】

  本発明の別の態様は、動物を、ＬＢＰ、例えば、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２もし

くはＬＢＰ－３、またはその断片もしくは類似体に対して免疫する方法である。

ＬＤＬを有する動物を用意する。ＬＢＰとＬＤＬとの結合を変える、例えば、減

少または増大させるようにＬＢＰまたはその断片もしくは類似体に対する動物の

抗体産生を刺激するために、動物にＬＢＰまたはその断片もしくは類似体を投与

する。

  【００２１】

  本発明の別の態様は、天然ＬＤＬおよび修飾ＬＤＬ、例えば、メチル化ＬＤＬ

、酸化ＬＤＬ、アセチルＬＤＬまたはシクロヘキサンジオン処理ＬＤＬに結合す

る能力を有するＬＢＰポリペプチドの断片または類似体を生成する方法である。

ＬＢＰポリペプチドを用意する。ＬＢＰポリペプチドの配列を変える。変性ＬＢ

Ｐポリペプチドを、修飾ＬＤＬおよび天然ＬＤＬに結合する能力について試験す

る。
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  【００２２】

  本発明のさらに別の態様は、ＬＢＰをコードするｃＤＮＡを単離する方法であ

る。ｃＤＮＡライブラリーを用意する。ｃＤＮＡライブラリーを、天然ＬＤＬお

よび修飾ＬＤＬ、例えば、メチル化ＬＤＬまたは酸化ＬＤＬに結合するポリペプ

チドをコードするｃＤＮＡについてスクリーニングする。ポリペプチドをコード

するｃＤＮＡを単離するが、このｃＤＮＡはＬＢＰをコードする。

  本発明の上記および他の特徴、目的ならびに効果は、図面と合わせて以下の明

細書を読むことにより、より良く理解されるであろう。

  【００２３】

（詳細な説明）

  本発明の態様により、新規な成熟ヒトおよびウサギポリペプチド、ＬＢＰ－１

、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３、ならびのそれらの生物学的に活性な類似体およ

び断片が提供されると共に、そのようなポリペプチドをコードする単離ポリヌク

レオチドが提供される。ＬＢＰとは、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）結合タン

パク質の略語である。ポリヌクレオチド、ヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチ

ドという用語は、本明細書では互換的に用いられ、ポリヌクレオチド、タンパク

質およびペプチドという用語も本明細書では互換的に用いられる。

  【００２４】

  本発明は、図１に記載のウサギＬＢＰ－１（配列番号１）；図２Ａに記載のウ

サギＬＢＰ－２（配列番号４７）；図２Ｂに記載のウサギＬＢＰ－２の一部（配

列番号２）；図３に記載のウサギＬＢＰ－２の３１９～３５０（配列番号３）；

図４に記載のウサギＬＢＰ－２の２９９～３５０（配列番号４）；図５に記載の

ウサギＬＢＰ－３（配列番号５）；図６に記載のヒトＬＢＰ－１（配列番号６）

；図７Ａに記載のヒトＬＢＰ－２（配列番号４３）；図７Ｂに記載のヒトＬＢＰ

－２の３２２～５３８（配列番号７）；図８Ａに記載のヒトＬＢＰ－３（配列番

号４４）；図８Ｂに記載のヒトＬＢＰ－３の１７～５４６（配列番号８）；図９

に記載の、ＢＨＦ－１と称されるヒトもしくはウサギＬＢＰ－１の１４～３３の

アミノ酸配列；上記ポリヌクレオチドとハイブリダイズし得、かつ上記ポリヌク

レオチドのいずれかと少なくとも約８０％同一、より好ましくは少なくとも約９
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０％同一、さらに好ましくは少なくとも約９５％同一、最も好ましくは少なくと

も約９８％同一であると共に、コード化ポリペプチドがＬＤＬに結合し得るポリ

ヌクレオチド；またはコード化ポリペプチドがＬＤＬに結合し得る上記ポリヌク

レオチドのいずれかの生物学的に活性な断片；を包含する単離ポリヌクレオチド

を提供する。

  【００２５】

  さらに、本発明には、図７Ａ（配列番号４３）に記載のヒトＬＢＰ－２のアミ

ノ酸残基３２９～３４３（配列番号１９）、３２９～３５３（配列番号２０）、

３４４～３５４（配列番号２１）、もしくは５２９～５３８（配列番号２２）；

図１（配列番号１）および図６（配列番号６）に記載のウサギもしくはヒトＬＢ

Ｐ－１のアミノ酸残基１４～４３（配列番号２３）もしくは３８～４３（配列番

号２４）；図２Ａ（配列番号４７）に記載のウサギＬＢＰ－２のアミノ酸残基３

３８～３５３（配列番号２５）、３３８～３６５（配列番号２６）、３５４～３

６５（配列番号２７）もしくは４４４～４５３（配列番号２８）；図５（配列番

号５）に記載のウサギＬＢＰ－３のアミノ酸残基９６～１１０（配列番号２９）

；図８Ａ（配列番号４４）に記載のヒトＬＢＰ－３のアミノ酸残基６９～７５（

配列番号４１）を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；上記ポリ

ヌクレオチドにハイブリダイズし得、かつ上記ポリヌクレオチドのいずれかと少

なくとも約８０％同一、より好ましくは少なくとも約９０％同一、さらに好まし

くは少なくとも約９５％同一、最も好ましくは少なくとも約９８％同一であると

共に、コード化ポリペプチドがＬＤＬに結合し得るポリヌクレオチド；またはコ

ード化ポリペプチドがＬＤＬに結合し得る上記ポリヌクレオチドのいずれかの生

物学的に活性な断片；を包含する単離ポリヌクレオチドも含まれる。

  【００２６】

  ポリペプチドをコードするポリヌクオチドとは、ポリペプチドのコード配列の

みを有するポリヌクレオチドと共に、追加コード配列および／または非コード配

列を有するポリヌクレオチドをも指して言う。したがって、例えば、図１～９（

配列番号１～９、４３、４４および４７）の成熟ポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチドは、成熟ポリペプチドのコード配列のみ；成熟ポリペプチドのコー
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ド配列とリーダー配列もしくは分泌配列またはプロタンパク質配列などの追加コ

ード配列；成熟ポリペプチドのコード配列（および、場合により、追加コード配

列）ならびにイントロンまたは成熟ポリペプチドのコード配列の５’および／も

しくは３’非コード配列などの非コード配列を有し得る。本発明のポリヌクレオ

チドは、さらに、成熟ポリペプチドのコード配列が、同じ読み取り枠内で宿主細

胞由来のポリペプチドの発現および／または分泌を支援するポリヌクレオチド配

列、例えばリーダー配列に融合しているポリヌクレオチドを包含するものとする

。さらに、本発明のポリヌクレオチドは、コード配列が、読み取り枠中に、例え

ば、ポリヌクレオチドの精製を可能にするマーカー配列に融合しているポリヌク

レオチドをも包含するものとする。

  【００２７】

  本発明のポリヌクレオチドは、ＲＮＡ、ＤＮＡもしくはＰＮＡ、例えば、ｃＲ

ＮＡ、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、または合成ＤＮＡ、ＲＮＡもしくはＰＮＡの形

態であり得る。ＤＮＡは、二本鎖または一本鎖であり得、一本鎖の場合、コード

鎖または非コード（アンチセンス）鎖であり得る。

  【００２８】

  好ましい実施形態では、本発明のポリヌクレオチドは、図１０に記載のウサギ

ＬＢＰ－１（配列番号１０）；図２Ａ（配列番号４８）もしくは図１１（配列番

号１１）に記載のウサギＬＢＰ－２の核酸；図１２に記載のウサギＬＢＰ－２の

配列番号１１のヌクレオチド２５６～１６１７（配列番号１２）；図１３に記載

のウサギＬＢＰ－２の配列番号１１のヌクレオチド１９６～１６１７（配列番号

１３）；図１４に記載のウサギＬＢＰ－３（配列番号１４）；図１５に記載のヒ

トＬＢＰ－１（配列番号１５）；図７Ａ（配列番号４５）もしくは図１６（配列

番号１６）に記載のヒトＬＢＰ－２；図８Ａ（配列番号４６）もしくは図１７（

配列番号１７）に記載のヒトＬＢＰ－３の核酸；または図１８に記載の、ウサギ

ＬＢＰ－１のヌクレオチド９７～１５６もしくはヒトＬＢＰ－１のヌクレオチド

１５７～２１６（ＢＨＦ－１）（配列番号１８）；を含む。

  【００２９】

  他の好ましい実施形態では、本発明のポリヌクレオチドは、
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  配列番号３０（ＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＡＧＡＴＧ

ＡＡＧＡＴＧＡＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴ）、

  配列番号３１（ＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＡＧＡＴＧ

ＡＡＧＡＴＧＡＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧＴＧＴＣＡＧＡＧＧＧＣＴＣＴＧＡＡＧ

ＴＧＣＣＣＧＡＧＡＧＴＧＡＣ）、

  配列番号３２（ＧＴＧＴＣＡＧＡＧＧＧＣＴＣＴＧＡＡＧＴＧＣＣＣＧＡＧＡ

ＧＴＧＡＣ）、

  配列番号３３（ＧＡＧＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＣＣＧＡＴＧＧＣＴＴＣＴＴＡＧ

ＧＣ）、

  配列番号３４（ＧＴＧＧＡＣＧＴＧＧＡＴＧＡＡＴＡＴＧＡＣＧＡＧＡＡＣＡ

ＡＧＴＴＣＧＴＧＧＡＣＧＡＡＧＡＡＧＡＴＧＧＧＧＧＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＧ

ＣＣＧＧＧＣＣＣＧＡＣＧＡＧＧＧＣＧＡＧＧＴＧＧＡＣ）、

  配列番号３５（ＧＡＣＧＡＧＧＧＣＧＡＧＧＴＧＧＡＣ）、

  配列番号３６（ＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＣＧ

ＡＣＧＡＧＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＣ）、

  配列番号３７（ＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＣＧ

ＡＣＧＡＧＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＴＣＧＴＧＴＣＣＧＡＧＧＧＣＴ

ＣＧＧＡＧＧＴＧＣＣＣＧＡＧＡＧＣＧＡＴ）、

  配列番号３８（ＧＴＣＧＴＧＴＣＣＧＡＧＧＧＣＴＣＧＧＡＧＧＴＧＣＣＣＧ

ＡＧＡＧＣＧＡＴ）、

  配列番号３９（ＣＣＣＣＣＣＧＧＧＡＡＧＣＣＡＧＣＣＣＴＣＣＣＡＧＧＡＧ

ＣＣ）、

  配列番号４０（ＧＡＧＧＡＴＧＧＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＧＡＧＣＣＣＣＣＴＧ

ＡＡＣＣＴＧＡＡＧＡＴＧＣＡＧＡＧ）、

または配列番号４２（ＣＧＴＧＡＴＧＴＣＴＣＴＧＡＧＧＡＧＣＴＧ）

に記載の核酸を含む。

  【００３０】

  成熟ポリペプチドをコードするコード配列は、図２Ａ、７Ａ、８Ａおよび１０

～１８（配列番号１０～１８、４５、４６および４８）または配列番号３０～４
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０もしくは４２に示されているコード配列と同一であるか、あるいは、コード配

列が、遺伝暗号の重複または縮重の結果として、図２Ａ、７Ａ、８Ａおよび１０

～１８（配列番号１０～１８、４５、４６および４８）ならびに配列番号３０～

４０および４２と同じ成熟ポリペプチドをコードする異なるコード配列であり得

る。

  【００３１】

  本発明はさらに、上記ポリヌクレオチドを含む組換えベクターを包含する。組

換えベクターは、例えば、プラスミド、ウイルス粒子またはファージであり得る

。ある特定の実施形態では、組換えベクターは発現ベクターである。組換えベク

ターはさらに、そのようなベクターを含有する細胞の同定に有用な種々のマーカ

ー遺伝子を有し得る。

  【００３２】

  さらに、本発明は、そのような組換えベクターを有する細胞を包含する。本明

細書に記載の組換えベクターは、例えば、トランスフォーメーション、トランス

フェクションまたは感染により宿主細胞に導入し得る。

  【００３３】

  本発明はさらに、ＬＢＰを産生する方法を包含し、この方法は、ＬＢＰの発現

を可能にする条件下で上記のような細胞を培養するステップを含む。

  さらに、本発明には、図１（配列番号１）；図２Ａ（配列番号４７）；図２Ｂ

（配列番号２）；図３（配列番号３）；図４（配列番号４）；図５（配列番号５

）；図６（配列番号６）；図７Ａ（配列番号４３）；図７Ｂ（配列番号７）；図

８Ａ（配列番号４４）；図８Ｂ（配列番号８）；もしくは図９（配列番号９）に

記載のアミノ酸配列を有するポリペプチド；または上記ポリペプチドと少なくと

も約８０％同一、より好ましくは少なくとも約９０％同一、さらに好ましくは少

なくとも約９５％同一、最も好ましくは少なくとも約９８％同一であり、かつＬ

ＤＬに結合し得るポリペプチド；あるいはＬＤＬに結合し得る上記ポリペプチド

のいずれかの生物学的に活性な断片を包含する単離ポリペプチドも含まれる。図

面中、ウサギとヒトのＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３遺伝子間で異な

るアミノ酸は太字で示されている。ウサギとヒトのＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およ
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びＬＢＰ－３間で異なるアミノ酸配列も、それぞれ、図１９、２０および２１に

明確に示されている。

  【００３４】

  本発明はさらに、図７Ａ（配列番号４７）に記載のアミノ酸残基３２９～３４

３（配列番号１９）、３２９～３５４（配列番号２０）、３４４～３５４（配列

番号２１）、もしくは５２９～５３８（配列番号２２）；図１（配列番号１）お

よび図６（配列番号６）に記載のアミノ酸残基１４～４３（配列番号２３）もし

くは３８～４３（配列番号２４）；図２Ａ（配列番号４７）に記載のアミノ酸残

基３３８～３５３（配列番号２５）、３３８～３６５（配列番号２６）、３５４

～３６５（配列番号２７）もしくは４４４～４５３（配列番号２８）；図５（配

列番号５）に記載のアミノ酸残基９６～１１０（配列番号２９）；図８Ａ（配列

番号８）に記載のアミノ酸残基６９～７５（配列番号４１）を有するポリペプチ

ド；または上記ポリペプチドと少なくとも約８０％同一、より好ましくは少なく

とも約９０％同一、さらに好ましくは少なくとも約９５％同一、最も好ましくは

少なくとも約９８％同一であり、かつＬＤＬと結合し得るポリペプチド；あるい

は、ＬＤＬに結合し得る上記ポリペプチドのいずれかの生物学的に活性な断片を

包含する。

  【００３５】

  本発明のポリペプチドは、例えば、天然精製産物、化学合成産物、および組換

え誘導産物を包含するものとする。

  本発明のポリペプチドは、例えば、ＬＤＬに結合させ、それによってアテロー

ム性動脈硬化プラークの形成を阻害するのに用い得る。本発明のポリペプチドは

、例えば、そのようなポリペプチドをインビボ発現させることにより、遺伝子療

法にも用い得る。また、本発明のポリペプチドは、医薬組成物またはワクチン組

成物にも用い得る。本発明のポリペプチドは、それらに対する抗体を産生させる

ための免疫原としても用い得、得られた抗体は、ＬＢＰポリペプチドに対するア

ンタゴニストとして用い得る。

  【００３６】

  いずれの理論にも拘束されるわけではないが、ＬＢＰは、アテローム性動脈硬
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化症がＬＤＬの酸化により促進されるメカニズムを提供すると考えられる。ＬＢ

Ｐは、動脈壁で巣状の不可逆的結合を生じさせるために必要であると考えられ、

しかも、そのような結合は、ＬＤＬをその天然状態から完全酸化状態に変えるの

で、アテローム性動脈硬化症における重要な初期事象である。

  【００３７】

  天然ではなく酸化されたＬＤＬは異物タンパク質であるから、マクロファージ

は酸化ＬＤＬを摂取して、先ず、Ｉ型病変である泡沫細胞となり、次いで、ＩＩ

型病変である線状脂質沈着巣を形成する。

  【００３８】

  本発明はさらに、動物にアテローム性動脈硬化症の恐れがあるかどうかを決定

する方法を包含する。動物を用意する。動物のＬＢＰ代謝または構造の様相を評

価する。ＬＢＰ代謝または構造の様相に異常があれば、アテローム性動脈硬化症

の恐れがあることを示している。

  【００３９】

  アテローム性動脈硬化症とは、ＬＤＬの不可逆結合、ＬＤＬの酸化、マクロフ

ァージの漸増、動脈の遮断阻害および組織の死（梗塞）が互いにわずかに混ざり

合ったいくつかのステージからなる疾患または状態を指して言う。

  【００４０】

  動物とは、ヒトおよび非ヒト動物を指して言う。非ヒト動物には、例えば、哺

乳動物、鳥類、爬虫類、両生類、魚類、昆虫類および原虫類が含まれる。非ヒト

動物は、哺乳動物、例えば、ウサギ、げっ歯動物、例えば、マウス、ラットもし

くはモルモット、霊長類、例えば、サル、またはブタであるのが好ましい。動物

にはトランスジェニック非ヒト動物も含まれる。トランスジェニック動物という

用語は、異種ＤＮＡ、すなわち、部分的もしくは全体的に異種のＤＮＡをその細

胞のＤＮＡに導入すること；傷害、例えば、インビトロ誘発突然変異、例えば、

欠失もしくは他の染色体転移をその細胞のＤＮＡに導入すること；あるいは、同

種ＤＮＡを、ＤＮＡが挿入される細胞のゲノムを変えるような方法でその細胞の

ＤＮＡに導入すること、例えば、天然遺伝子のものとは異なる位置に挿入するか

、またはその挿入により、同種宿主遺伝子のノックアウトもしくは置換が生じる
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か、もしくは遺伝子の改変および／もしくは調節可能な発現および／もしくは代

謝が生じることにより新たな遺伝情報を得た動物を包含するものとする。動物は

、生殖細胞系列を含めたその細胞のすべて、またはその細胞の１つだけもしくは

いくつかにトランスジーンを有し得る。本発明のトランスジェニック動物は、ア

テローム性動脈硬化症を研究するためまたはアテローム性動脈硬化症の治療用薬

剤を評価するためのモデルとして役立ち得る。

  【００４１】

  ある特定の実施形態では、アテローム性動脈硬化症の恐れがあるかどうかの決

定は出生前動物で行われる。

  ＬＢＰとは、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）およびメチル化ＬＤＬに結合し

得るＬＤＬ結合タンパク質を指して言う。メチル化ＬＤＬとは、ＬＤＬのリシン

残基の約５０～約９０％が化学結合メチル基を有するＬＤＬを指して言う。メチ

ル化ＬＤＬは、既に報告されている細胞表面レセプターには認識されない。例え

ば、Ｗｅｉｓｇｒａｂｅｒら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５３：９０５３－９

０６２（１９７８）参照。ある特定の実施形態では、ＬＢＰは、酸化ＬＤＬにも

結合し得る。ある特定の好ましい実施形態では、ＬＤＬとＬＢＰとの結合は不可

逆的である。ある特定の好ましい実施形態では、ＬＢＰはＬＤＬをどの細胞内小

器官にも輸送しない。ＬＢＰの例は、本明細書に記載のＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２

およびＬＢＰ－３である。

  【００４２】

  ＬＢＰ代謝とは、ＬＢＰの産生、放出、発現、機能、作用、相互作用または調

節の任意の様相を指して言う。ＬＢＰの代謝には、ＬＢＰポリペプチドの修飾、

例えば、共有結合修飾または非共有結合修飾が含まれる。ＬＢＰの代謝には、Ｌ

ＢＰが他の物質中で誘発する修飾、例えば、共有結合修飾または非共有結合修飾

が含まれる。ＬＢＰの代謝にはさらに、ＬＢＰポリペプチドの分布における変化

および他の物質の分布においてＬＢＰが誘発する変化も含まれる。

  【００４３】

  ＬＢＰ代謝のどの様相も評価し得る。用いる方法は、当業者には公知の標準法

であり、標準的な参考文献、例えば、Ａｕａｕｂｅｌら編，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐ
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ｒｏｔｏｃｏｌ  ｉｎ  Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ：Ｊｏｈｎ

  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，１９９０；Ｋｒｉｅｇｌｅｒ，Ｍ．編，Ｇｅｎｅ

  Ｔｒａｎｓｆｅｒ  ａｎｄ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒ

ｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，ＮＹ，１９８９；ｐＤｉｓｐｌａｙ  ｇｅｎｅ  ｅ

ｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｓｙｓｔｅｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ

，ＣＡ）で確認することができる。評価し得るＬＢＰの代謝の好ましい例として

は、ＬＢＰポリペプチドと結合分子、例えば、ＬＤＬとの結合活性；標的遺伝子

上でのＬＢＰポリペプチドの転写促進活性；ＬＢＰタンパク質のレベル；ＬＢＰ

  ｍＲＮＡのレベル；ＬＢＰの修飾、例えば、リン酸化、グリコシル化もしくは

アシル化のレベル；またはＬＤＬのトランスフェクト哺乳動物細胞結合に及ぼす

ＬＢＰ発現の効果が挙げられる。

  【００４４】

  結合分子とは、ＬＢＰが結合し得る任意の分子、例えば、核酸、例えば、ＤＮ

Ａ調節領域、タンパク質、例えば、ＬＤＬ、代謝産物、ペプチド模倣体、非ペプ

チド模倣体、抗体、または任意の他のタイプのリガンドを指して言う。ある特定

の好ましい実施形態では、評価されるＬＢＰ代謝の様相は、天然ＬＤＬおよび／

またはメチル化ＬＤＬおよび／または酸化ＬＤＬと結合するＬＢＰの能力である

。ＬＤＬとの結合は、例えば、ＬＤＬに対する抗体、アフィニティークロマトグ

ラフィー、アフィニティー同時電気泳動（ＡＣＥ）アッセイ、またはＥＬＩＳＡ

ッセイにより証明し得る。実施例参照。他の実施形態では、評価されるのは、Ｌ

ＢＰの動脈細胞外マトリックス構造成分に結合する能力である。そのような成分

の例としては、プロテオグリカン、例えば、コンドロイチン硫酸プロテオグリカ

ンおよびヘパリン硫酸プロテオグリカン；エラスチン；コラーゲン；フィブロネ

クチン；ビトロネクチン；および関連細胞外マトリックス分子が挙げられる。動

脈細胞外マトリックス構造成分との結合は、当業者には公知の標準法、例えば、

ＥＬＩＳＡアッセイによって証明し得る。次いで、ＬＢＰに対する一次抗体を加

え、その後、一次抗体に対する酵素共役二次抗体を加えると、適切な基質の存在

下に安定な色が発生し、プレート上の色の発生をマイクロタイタープレート読み

取り装置で測定する。
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  【００４５】

  ＬＢＰによる標的遺伝子の転写促進は、例えば、標的遺伝子のプロモーターを

リポーター遺伝子、例えば、β－ガラクトシダーゼまたはルシフェラーゼに結合

させ、ＬＢＰ発現ベクターと共に同時トランスフェクトする一時的トランスフェ

クションアッセイで定量し得る。そのような評価はインビトロまたはインビボで

実施し得る。ＬＢＰタンパク質、ｍＲＮＡまたはリン酸化のレベルは、例えば、

サンプル中、例えば動脈壁などの組織サンプル中で、当業者には公知の標準法を

用いて測定し得る。

  【００４６】

  ある特定の実施形態では、ＬＢＰ構造、例えば、ＬＢＰ遺伝子構造またはＬＢ

Ｐタンパク質構造の様相を評価する。例えば、一次、二次または三次構造を評価

し得る。例えば、遺伝子のＤＮＡ配列を決定しかつ／またはタンパク質のアミノ

酸配列を決定する。当業者には公知であるような標準的なクローニング法および

配列決定法を用い得る。ある特定の実施形態では、通常、アンチセンス核酸が特

異的に結合する標的ｍＲＮＡまたはＤＮＡ配列の存在または不在を検出するため

に、当業者には公知の標準法を用いて、アンチセンス核酸と細胞性ＬＢＰ  ｍＲ

ＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡとの結合活性を定量する。

  【００４７】

  決定されるアテローム性動脈硬化症の危険率は、正常な動物に比べて危険率が

低いかまたは高いかであり得る。例えば、危険率が低いことを示す異常は不活性

ＬＢＰポリペプチドである。危険率が高いことを示す異常は、例えば、天然ＬＢ

Ｐポリペプチドより高い活性、例えば、高いＬＤＬ結合活性を有するＬＢＰポリ

ペプチドであろう。

  【００４８】

  本発明はさらに、アテローム性動脈硬化症の治療に用いるための薬剤を評価す

る方法を包含する。試験細胞、無細胞系または動物を用意する。薬剤を用意する

。試験細胞、無細胞系または動物に薬剤を治療上有効量投与する。ＬＢＰ代謝ま

たは構造の様相に及ぼす薬剤の効果を評価する。ＬＢＰ代謝または構造の様相に

変化があれば、アテローム性動脈硬化症の治療における薬剤の有用性を示してい
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る。

  【００４９】

  ある特定の実施形態では、本発明の方法は、アテローム性動脈硬化症の治療に

用いるための薬剤を評価するために、最初のインビトロ期と次のインビボ期とい

う２期を用いる。薬剤を試験細胞または無細胞系にインビトロ投与し、ＬＢＰ代

謝の様相に変化が生じたら、次に、試験動物に薬剤を治療上有効量投与し、ＬＢ

Ｐ代謝の様相に及ぼす薬剤の効果についてインビボ評価する。

  【００５０】

  細胞とは、１個の細胞もしくは複数の細胞群、または動物の一部である細胞を

指して言う。細胞は、ヒトまたは非ヒト細胞であり得る。細胞はトランスジェニ

ック細胞をも包含するものとする。細胞は、例えば、培養物または動物から得る

ことができる。動物は、例えば、天然動物および非ヒトトランスジェニック動物

を包含するものとする。ある特定の実施形態では、トランスジェニック細胞また

は非ヒトトランスジェニック動物は、ＬＢＰトランスジーン、またはその断片も

しくは類似体を有する。ある特定の実施形態では、トランスジェニック細胞また

は非ヒトトランスジェニック動物は、ＬＢＰ遺伝子に対するノックアウトを有す

る。

  【００５１】

  試験細胞、無細胞系または動物は、ＬＢＰ代謝の野生型パターンまたは非野生

型パターンを有し得る。ＬＢＰ代謝の非野生型パターンは、例えば、過小発現、

過剰発現、無発現、または一時的な部位もしくは分布変化に起因し得る。そのよ

うな非野生型パターンは、例えば、ＬＢＰ遺伝子、結合分子遺伝子、調節遺伝子

、またはＬＢＰ代謝に直接または間接に影響を与える任意の他の遺伝子における

１つ以上の突然変異に起因し得る。突然変異は、例えば、全体構造または微細構

造、核酸における変化などの変化を包含するものとする。例としては、１塩基対

の変化、例えば、ミスセンスまたはナンセンス変異、フレームシフト、欠失、挿

入およびトランスロケーションがある。突然変異は優性または劣性であり得る。

突然変異は、ホモ接合またはヘテロ接合であり得る。ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２ま

たはＬＢＰ－３代謝の様相を評価するのが好ましい。



(27) 特表２００３－５２５６０８

  【００５２】

  薬剤は、例えば、任意の物質、例えば、抗アテローム性動脈硬化症薬を包含す

るものとする。本発明の薬剤は、ＬＢＰ代謝の様相を変化させ得るのが好ましい

。そのような変化は、例えば、ＬＢＰと、結合分子、例えば、ＬＤＬもしくは動

脈細胞外マトリックス構造成分との相互作用の阻止もしくは減少；例えば、切断

もしくは他の修飾によるＬＢＰおよび／もしくは結合分子の失活；ＬＢＰと結合

分子同士の親和性の変更；ＬＢＰおよび／もしくは結合分子の希釈；ＬＢＰおよ

び／もしくは結合分子発現の阻止；ＬＢＰおよび／もしくは結合分子合成の減少

；異常ＬＢＰおよび／もしくは結合分子の合成；選択的にスプライシングされた

ＬＢＰおよび／もしくは結合分子の合成；ＬＢＰおよび／もしくは結合分子の正

しい立体構造折りたたみの阻止もしくは減少；ＬＢＰおよび／もしくは結合分子

の結合特性の調節；ＬＢＰおよび／もしくは結合分子の活性化もしくは不活化に

必要なシグナルの干渉；結合を阻止するようなＬＢＰおよび／もしくは結合分子

の活性化もしくは不活化；または他のレセプター、リガンドもしくはＬＢＰおよ

び／もしくは結合分子の正常な合成または機能に必要な他の分子の妨害を含めた

多様な事象のいずれかの結果であり得る。例えば、薬剤は、動脈壁細胞外マトリ

ックスに集中して発現しているＬＤＬ上のＬＢＰ結合部位をブロックしたり、Ｌ

ＢＰ上のＬＤＬ結合部位をブロックしたり、または二官能性であったり、すなわ

ち両結合部位をブロックしたりする。

  【００５３】

  薬剤の例としては、ＬＢＰポリペプチド、例えば、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２も

しくはＬＢＰ－３、またはその生物学的に活性な断片もしくは類似体；ＬＢＰポ

リペプチドまたはその生物学的に活性な断片もしくは類似体をコードする核酸；

ＬＢＰ調節配列またはその生物学的に活性な断片もしくは類似体をコードする核

酸；ＬＢＰポリペプチドに対する結合分子；ＬＢＰ核酸、例えば、ＬＢＰに対す

る調節領域を含む核酸またはＬＢＰもしくはその生物学的に活性な断片に対する

構造領域を含む核酸に対する結合分子；アンチセンス核酸；ＬＢＰまたは結合分

子の模倣体；ＬＢＰまたは結合分子に対する抗体；代謝産物；または抑制性炭水

化物もしくは糖タンパク質が挙げられる。ある特定の実施形態では、薬剤は、ア
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ンタゴニスト、アゴニストまたはスーパーアゴニストである。

  【００５４】

  ＬＢＰの配列の存在が分ると、アテローム性動脈硬化症治療の際にＬＤＬレベ

ルを調節する天然または合成リガンドを捜し出すことができる。ある特定の実施

形態では、薬剤は、ＬＢＰに対する天然リガンドである。ある特定の実施形態で

は、薬剤はＬＢＰに対する人工リガンドである。

  【００５５】

  類似体とは、アミノ酸配列または配列に関与しない事柄もしくは両方において

天然ＬＢＰとは異なる化合物を指して言う。本発明の類似体は、一般に、天然Ｌ

ＢＰ配列の実質的にすべての配列、好ましくは約１００アミノ残残基のセグメン

ト、より好ましくは約５０アミノ酸残基のセグメント、さらに好ましくは約３０

アミノ酸残基のセグメント、さらに好ましくは約２０アミノ酸残基のセグメント

、さらに好ましくは約１０アミノ酸残基のセグメント、さらに好ましくは約５ア

ミノ酸残基のセグメント、さらに好ましくは約４アミノ酸残基のセグメント、さ

らに好ましくは約３アミノ酸残基のセグメント、最も好ましくは約２アミノ酸残

基のセグメントと、少なくとも約８０％の相同、好ましくは少なくとも約９０％

の相同、より好ましくは少なくとも約９５％の相同、最も好ましくは少なくとも

約９８％の相同を示す。非配列修飾には、例えば、ＬＢＰのインビボまたはイン

ビトロ化学誘導体化が含まれる。非配列修飾としては、例えば、リン酸化、アセ

チル化、メチル化、カルボキシル化、またはグリコシル化における変化が挙げら

れる。そのような修飾を行う方法は当業者には公知である。例えば、リン酸化は

、ＬＢＰを、リン酸化変更酵素、例えば、キナーゼまたはホスファターゼに暴露

して修飾し得る。好ましい類似体には、ＬＢＰの生物学的活性を破壊しない、１

つ以上の保存的アミノ酸置換、１つ以上の非保存的アミノ酸置換、欠失、または

挿入により配列が野生型配列とは異なるＬＢＰまたはその生物学的に活性な断片

が含まれる。保存的置換には、通常、１個のアミノ酸を類似特性を有する別のア

ミノ酸に置き換える置換、例えば、以下の群：バリン、グリシン；グリシン、ア

ラニン；バリン、イソロイシン、ロイシン；アスパラギン酸、グルタミン酸；ア

スパラギン、グルタミン；セリン、トレオニン；リシン、アルギニン；およびフ
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ェニルアラニン、チロシン内の置換が含まれる。保存的置換の他の例は表１に示

されている。

  【００５６】

【表１】

  タンパク質のアミノ酸配列変異体は、当業者には公知の多様な方法のいずれか

により作成し得る。例えば、タンパク質またはタンパク質の特定ドメインもしく

は領域をコードするＤＮＡのランダム突然変異誘発、例えば、ＰＣＲ突然変異誘

発〔例えば、正確性が低下したＴａｑポリメラーゼを用いてＤＮＡのクローン化

断片にランダム突然変異を導入する方法；Ｌｅｕｎｇら，Ｂｉｏ  Ｔｅｃｈｎｉ

ｑｕｅ  １：１１－１５（１９８９）〕、または飽和突然変異誘発〔例えば、一

本鎖ＤＮＡをインビトロ化学処理もしくは照射して、相補的ＤＮＡ鎖を合成する

方法；Ｍａｙｅｒｓら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２９：２４２（１９８５）〕を用い

得る。ランダム突然変異誘発は、例えば、縮重オリゴヌクレオチド形成〔例えば

、ＤＮＡ自動合成機を用いて縮合配列を化学合成する方法；Ｎａｒａｎｇ，Ｔｅ
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ｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ３９：３（１９８３）；Ｉｔａｋｕｒａら，Ｒｅｃｏｍｂ

ｉｎａｎｔ  ＤＮＡ，Ｐｒｏｃ．３ｒｄ  Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ  Ｓｙｍｐｏｓ．

Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，ｅｄ．Ａ．Ｇ．Ｗａｌｔｏｎ，Ａｍｓｔｅｒｄ

ａｍ：Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，ｐｐ．２７３－２８９（１９８１）〕によっても達成

し得る。非ランダムまたは特異的突然変異誘発を用いて特定領域に特定の配列ま

たは突然変異を与えることができる。これらの方法を用いて、例えば、タンパク

質の既知アミノ酸配列の残基の欠失、挿入、または置換を有する変異体を創製し

得る。複数の突然変異部位を、例えば、（ｉ）先ず、保存されたアミノ酸に置き

換え、次いで達成された結果に基づいてよりラジカルな選択物に置き換えるか、

（ｉｉ）標的残基を除去するか、（ｉｉｉ）特定された部位に隣接する同一もし

くは異なるクラスの残基を挿入するか、または（ｉｖ）それらを組合わせること

により、個別または連続修飾し得る。例えば、図２Ａ、７Ａ、８Ａ、１０～１８

（配列番号１０～１８、４５、４６および４８）の配列のインビトロＤＮＡ配列

修飾により類似体を生成することができる。例えば、インビトロ突然変異誘発を

用いて、これらのＤＮＡ配列のいずれをも、１個以上のアミノ酸残基が、置換、

例えば、表１に記載のような保存的置換を受けた類似体をコードする配列に変換

することができる。

  【００５７】

  望ましい突然変異を同定する方法には、例えば、アラニンスキャニング突然変

異誘発〔ＣｕｎｎｉｎｇｈａｍおよびＷｅｌｌｓ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１

０８１－１０８５（１９８９）〕、オリゴヌクレオチドを用いた突然変異誘発〔

Ａｄｅｌｍａｎら，ＤＮＡ，２：１８３（１９８４）〕、カセット突然変異誘発

〔Ｗｅｌｌｓら，Ｇｅｎｅ  ３４：３１５（１９８５）〕、組合わせ突然変異誘

発、およびファージディスプレイライブラリー（Ｌａｄｎｅｒら，ＰＣＴ国際出

願ＷＯ８８／０６６３０号）が含まれる。ＬＢＰ類似体を、上述のように、例え

ば、本明細書に記載のＬＤＬおよび／または動脈細胞外マトリックス成分と結合

するそれらの能力について試験し得る。本発明の範囲内の他の類似体には、例え

ば、ペプチド安定性を増大させる修飾を有するものが含まれる。そのような類似

体は、例えば、ペプチド配列中に（ペプチド結合を置換する）１つ以上の非ペプ
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チド結合を有し得る。他の類似体には、例えば、天然Ｌ－アミノ酸、例えばＤ－

アミノ酸、または非天然もしくは合成アミノ酸、例えばβ－もしくはγ－アミノ

酸以外の残基を有する類似体；および環状類似体も含まれる。

  【００５８】

  類似体は、ペプチドを加水分解不能にするためにペプチド主鎖に構造的修飾が

導入されているペプチドをも含むものとする。そのようなペプチドは、消化され

ないので、経口投与に特に有用である。ペプチド主鎖の修飾には、例えば、アミ

ド窒素、α－炭素、アミドカルボニル、またはアミド結合の修飾、および延長、

欠失または主鎖架橋を伴う修飾が含まれる。例えば、ペプチド主鎖は、カルボニ

ルをスルホキシドに置き換えるか、ペプチド結合を逆にするか、またはカルボニ

ル基をメチレンに置き換えることにより修飾し得る。そのような修飾は、当業者

には公知の標準法に従って実施し得る。例えば、Ｓｐａｔｏｌａ，Ａ．Ｆ．，“

Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｂａｃｋｂｏｎｅ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ：Ａ  Ｓｔｒ

ｕｃｔｕｒｅ－Ａｃｔｉｖｉｔｙ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｏｆ  Ｐｅｐｔｉｄｅｓ

  Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ  Ａｍｉｄｅ  Ｂｏｎｄ  Ｓｕｒｒｏｇａｔｅｓ，Ｃｏ

ｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ  Ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓ，ａｎｄ  Ｒｅｌａｔｅｄ

  Ｂａｃｋｂｏｎｅ  Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｓ，”ｉｎ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

  ａｎｄ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ｏｆ  Ａｍｉｎｏ  Ａｃｉｄｓ，Ｐｅｐ

ｔｉｄｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｖｏｌ．７，ｐｐ．２６７－３５７，

Ｂ．Ｗｉｎｓｔｅｉｎ（編），Ｍａｒｃｅｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ

  Ｙｏｒｋ（１９８３）参照。

  【００５９】

  類似体は、１個以上のアミノ酸残基が置換基を有するポリペプチド、または、

別の化合物、例えば、ポリペプチドの半減期を増大させる化合物、例えば、ポリ

エチレングリコールと融合しているポリペプチドをも包含するものとする。

  【００６０】

  断片とは、天然ＬＢＰポリペプチドのある部分を指して言う。断片は、長さが

、好ましくは少なくとも約１００アミノ酸残基、より好ましくは少なくとも約５

０アミノ酸残基、さらに好ましくは少なくとも約３０アミノ酸残基、さらに好ま
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しくは少なくとも約２０アミノ酸残基、さらに好ましくは少なくとも約５アミノ

酸残基、さらに好ましくは少なくとも約４アミノ酸残基、さらに好ましくは少な

くとも約３アミノ酸残基、最も好ましくは少なくとも約２アミノ酸残基である。

断片には、例えば、切断された分泌形態、タンパク質分解断片、スプライシング

断片、他の断片、および、関連遺伝子、例えば、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２または

ＬＰＢ－３の少なくとも一部と別の分子とのキメラ構築物が包含される。ＬＢＰ

の断片は、当業者には公知の方法で生成し得る。ある特定の実施形態では、断片

は生物学的に活性である。候補断片のＬＢＰ生物学的活性を示す能力は、当業者

には公知の方法で評価し得る。例えば、ＬＢＰ断片は、本明細書に記載されてい

るようなＬＤＬおよび／または動脈細胞外マトリックス構造成分に結合するそれ

らの能力について試験し得る。断片には、その生物学的活性には必要とされない

か、またはｍＲＮＡ交互スプライシング事象もしくはタンパク質交互プロセシン

グ事象の結果として生じる残基を含有するＬＢＰ断片も包含される。

  【００６１】

  タンパク質の断片は、当業者には公知の多様な方法のいずれか、例えば、組換

え、タンパク質分解消化、または化学合成によって形成することができる。ポリ

ペプチドの内部断片または末端断片は、ポリペプチドをコードする核酸の一方の

末端（末端断片の場合）または両末端（内部断片の場合）から１個以上のヌクレ

オチドを除去することによって形成し得る。突然変異誘発性ＤＮＡを発現させる

と、ポリペプチド断片が生じる。このように、「端部を少しずつ切断する（endn

ibbling ）」エンドヌクレアーゼで消化して、一連の断片をコードするＤＮＡを

生成することができる。タンパク質の断片をコードするＤＮＡも、例えば、ラン

ダムせん断、制限消化または上記方法の組合わせにより形成し得る。例えば、Ｌ

ＢＰの断片は、例えば、図２Ａ、７Ａ、８Ａ、１０～１８（配列番号１０～１８

、４５、４６および４８）のＤＮＡ配列のいずれかを制限消化して、所望の断片

をコードするようにインビトロ操作されたＬＢＰ  ＤＮＡを発現させることによ

り形成し得る。

  【００６２】

  断片は、当業では公知の技術、例えば、慣用のメリフィールド固相ｆ－Ｍｏｃ
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またはｔ－Ｂｏｃ化学を用いて化学合成することもでき、例えば、本発明のペプ

チドは、断片がオーバーラップしていない所望の長さの断片に任意に分割したり

、または所望の長さのオーバーラップ断片に分割することができる。

  【００６３】

  ＬＢＰまたはその生物学的に活性な断片もしくは類似体、あるいは結合分子ま

たはその生物学的に活性な断片もしくは類似体は、例えば、相補的分子上の結合

部位に向かってその同種分子と競争し、それによって、ＬＢＰと細胞結合分子と

の結合を減少または排除し得る。ＬＢＰもしくは結合分子は、例えば、天然のＬ

ＢＰもしくは結合分子の精製もしくは分泌、組換えＬＢＰもしくは結合分子、ま

たは合成ＬＢＰもしくは結合分子から得ることができる。

  【００６４】

  したがって、類似体および断片を形成する方法およびそれらの活性を試験する

方法は当業者には公知である。

  薬剤は、アンチセンス分子として用いられる核酸であってもよい。アンチセン

ス療法は、例えば、転写および／または翻訳を阻害することによって、コードさ

れたタンパク質の発現を阻害するために、細胞条件下に、ＬＢＰポリペプチドま

たはその突然変異体をコードする細胞ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡと特

異的にハイブリダイズする、例えば、結合するオリゴヌクレオチドまたはそれら

の誘導体の投与またはｉｎ  ｓｉｔｕ生成を包含するものとする。結合は、慣用

の塩基対相補性によるか、または、例えばＤＮＡ二重鎖との結合の場合には、二

重らせんの主溝における特異的相互作用によるものであり得る。

  【００６５】

  ある特定の実施形態では、アンチセンス構築物は、例えば、遺伝子発現に関与

するＬＢＰ遺伝子天然配列に結合する。これらの配列には、例えば、プロモータ

ー、開始コドン、終止コドン、およびＲＮＡポリメラーゼ結合部位が含まれる。

他の実施形態では、アンチセンス構築物は、野生型遺伝子中には存在しないヌク

レオチド配列に結合する。例えば、アンチセンス構築物は、外来の非野生型配列

挿入物を含有するＬＢＰ遺伝子領域に結合し得る。あるいは、アンチセンス構築

物は、欠失を受けたＬＢＰ遺伝子領域に結合し、それによって、通常は連続配置
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されないが、連続配置されると非野生型配列を形成する、遺伝子の２つの領域を

結合させ得る。非野生型配列に結合するアンチセンス構築物は、患者にインビボ

投与すると、野生型ＬＢＰ遺伝子の発現を阻害することなく、突然変異ＬＢＰ遺

伝子の発現を阻害するという利点を提供する。

  【００６６】

  本発明のアンチセンス構築物は、細胞内で転写されると、例えば、ＬＢＰポリ

ペプチドをコードする細胞ｍＲＮＡの少なくとも１つの非反復部分に相補的なＲ

ＮＡを生成する発現プラスミドとして送達され得る。あるいは、本発明のアンチ

センス構築物は、ｅｘ  ｖｉｖｏ形成し、細胞内に導入すると、ＬＢＰ遺伝子の

ｍＲＮＡ配列（二本鎖）および／またはゲノム配列（三本鎖）とハイブリダイズ

して発現を阻害するオリゴヌクレオチドである。そのようなオリゴヌクレオチド

は、内在性ヌクレアーゼ、例えばエキソヌクレアーゼおよび／またはエンドヌク

レアーゼ耐性を有し、したがってインビボで安定な修飾オリゴヌクレオチドであ

るのが好ましい。アンチセンスオリゴヌクレオチドとして用いるための核酸分子

の例は、ＤＮＡおよびペプチド核酸（ＰＮＡ）のホスホラミデート類似体、ホス

ホチオエート類似体、ホスホロジチオエート類似体およびメチルホスホネート類

似体である。（さらに、米国特許５，１７６，９９６；同５，２６４，５６４；

および同５，２５６，７７５も参照）。さらに、アンチセンス療法に有用なオリ

ゴマーの一般的な構築法が概説されている。〔例えば、Ｖａｎ  ｄｅｒ  Ｋｒｏ

ｌら，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：９５８－９７６（１９８８）；Ｓｔｅ

ｉｎら，Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．４８：２６５９－２６６８（１９８８）参照〕

。

  【００６７】

  模倣体とは、ＬＢＰまたは結合分子の形状および／または電荷分布において類

似している分子を指して言う。模倣体は、ペプチドまたは非ペプチドであり得る

。模倣体は、例えば、ＬＢＰと結合分子との結合を競争的に阻害し得るので、治

療薬として作用し得る。例えば、アラニンスキャニング突然変異誘発、リンカー

スキャニング突然変異誘発または飽和突然変異誘発などのスキャニング突然変異

誘発を利用して結合分子の結合に関与する特定のＬＢＰポリペプチドのアミノ酸
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残基をマッピングすることにより、結合分子との結合においてそれらの残基を模

擬し、したがって、ＬＢＰと結合分子との結合を阻害し、それによってＬＢＰの

機能に干渉するペプチド模倣体、例えば、ジアゼピンまたはイソキノリン誘導体

を生成することができる。そのような残基の非加水分解性ペプチド類似体は、例

えば、ベンゾジアゼピン〔例えば、Ｆｒｅｉｄｉｎｇｅｒら，ｉｎ  Ｐｅｐｔｉ

ｄｅｓ：Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ａｎｄ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇ．Ｒ．Ｍａｒｓｈａ

ｌｌ編，ＥＳＣＯＭ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒ：Ｌｅｉｄｅｎ，Ｎｅｔｈｅｒｌａｎ

ｄｓ（１９８８）参照〕；アゼピン〔例えば、Ｈｕｆｆｍａｎら，ｉｎ  Ｐｅｐ

ｔｉｄｅｓ：Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ａｎｄ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇ．Ｒ．Ｍａｒｓ

ｈａｌｌ編，ＥＳＣＯＭ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒ：Ｌｅｉｄｅｎ，Ｎｅｔｈｅｒｌ

ａｎｄｓ（１９８８）参照〕；置換γ－ラクタム環〔例えば、Ｇａｒｖｅｙら，

ｉｎ  Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ａｎｄ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇ．

Ｒ．Ｍａｒｓｈａｌｌ編，ＥＳＣＯＭ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒ：Ｌｅｉｄｅｎ，Ｎ

ｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ（１９８８）参照〕；ケトメチレンシュードペプチド〔例

えば、Ｅｗｅｎｓｏｎら，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．２９：２９５（１９８６）；

Ｅｗｅｎｓｏｎら，ｉｎ  Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ａｎｄ  Ｆ

ｕｎｃｔｉｏｎ（Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ  ｏｆ  ｔｈｅ  ９ｔｈ  Ａｍｅｒｉ

ｃａｎ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ）Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａ

ｌ  Ｃｏ．Ｒｏｃｋｌａｎｄ，ＩＬ（１９８５）参照〕；βターンジペプチドコ

ア〔例えば、Ｎａｇａｉら，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ  Ｌｅｔｔ．２６：６４７

（１９８５）；Ｓａｔｏら，Ｊ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｐｅｒｋｉｎ  Ｔｒａｎｓ

．１：１２３１（１９８６）参照〕；またはβ－アミノアルコール〔例えば、Ｇ

ｏｒｄｏｎら．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１２

６：４１９（１９８５）；Ｄａｎｎら，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅ

ｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１３４：７１（１９８６）参照〕を用いて生成し得る。

  【００６８】

  抗体は、直接または間接にＬＢＰ代謝に影響を与える任意の部分に対する抗体

を包含するものとする。抗体は、例えば、ＬＢＰもしくは結合分子、またはその

サブユニットもしくは断片に対して産生し得る。例えば、抗体には、抗ＬＢＰ－
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１抗体、抗ＬＢＰ－２抗体または抗ＬＢＰ－３抗体；および抗結合分子抗体が含

まれる。抗体断片は、例えば、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ′断片、Ｆ（ａｂ′）２断片

、Ｆ（ｖ）断片、Ｈ鎖モノマー、Ｈ鎖ダイマー、Ｈ鎖トリマー、Ｌ鎖モノマー、

Ｌ鎖ダイマー、Ｌ鎖トリマー、１つのＨ鎖と１つのＬ鎖とからなるダイマー、お

よび抗ＬＢＰ抗体または抗結合分子抗体の活性を模擬するペプチドを包含するも

のとする。例えば、抑制性抗体のＦａｂ２′断片は、例えば、酵素的切断により

形成し得る。本発明には、ポリクローナル抗体もモノクローナル抗体も使用し得

る。モノクローナル抗体を用いるのが好ましい。本発明には、天然抗体、組換え

抗体またはキメラ抗体、例えばヒト化抗体が含まれる。患者がヒトである場合に

は、ヒト化抗体を用いるのが好ましい。抗体は、ヒト抗体由来の定常部と、抑制

性マウスモノクローナル抗体由来の可変部とを有するのが最も好ましい。ＬＢＰ

に対するポリクローナル抗体の産生は実施例６に記載されている。モノクローナ

ル抗体とヒト化抗体は、当業者には公知の標準法を用いて産生させる。モノクロ

ーナル抗体は、例えば、連続培養細胞系が産生する抗体が得られる任意の技術を

用いて産生させ得る。例としては、ハイブリドーマ技術〔Ｋｏｈｌｅｒ  ａｎｄ

  Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ  ２５６：４９５－４９７（１９７５）〕、

トリオーマ技術、ヒトベータ細胞ハイブリドーマ技術〔Ｋｏｚｂｏｒら，Ｉｍｍ

ｕｎｏｌｏｇｙ  Ｔｏｄａｙ  ４：７２（１９８３）〕、およびヒトモノクロー

ナル抗体を産生させるＥＢＶ－ハイブリドーマ技術〔Ｃｏｌｅら，ｉｎ  Ｍｏｎ

ｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐ

ｙ，Ａ．Ｒ．Ｌｉｓａ，Ｉｎｃ．，ｐｐ．７７－９６（１９８５）〕が挙げられ

る。ヒト化抗体は、慣用の産生技術および回収技術〔Ｂｅｒｋｏｗｅｒ，Ｉ．，

Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．７：６２２－６２８（１９９６）

；ＲａｍｈａｒａｙａｎおよびＳｋａｌｅｔｓｋｙ，Ａｍ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ

ｌ．Ｌａｂ  １３：２６－２８（１９９５）〕により産生させるのが好ましい。

ある種の好ましい実施形態においては、ＬＢＰ、好ましくはＬＤＬ結合部位に対

する抗体を産生させ、Ｆａｂ断片を形成する。これらの抗体またはそれら由来の

断片は、例えば、ＬＢＰ分子上のＬＤＬ結合部位をブロックするのに用い得る。

  【００６９】
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  薬剤には、ＬＢＰおよび／もしくは結合分子の合成、翻訳後修飾、または機能

に必要な分子の阻害剤、またはＬＢＰおよび／もしくは結合分子の合成もしくは

機能を阻害する分子のアクチベーターが含まれる。薬剤には、例えば、サイトカ

イン、ケモカイン、成長因子、ホルモン、シグナル成分、キナーゼ、ホスファタ

ーゼ、ホメオボックスタンパク質、転写因子、修正因子、翻訳因子および翻訳後

因子または酵素が含まれる。薬剤は、例えば、ＬＢＰおよび／または結合分子を

少なくとも部分的に失活または破壊し得る電離性放射線、非電離性放射線、超音

波および毒物をさらに包含するものとする。

  【００７０】

  薬剤はさらに、完全にはＬＢＰ特異的ではない薬剤をも包含するものとする。

例えば、ある薬剤は動脈プラークの形成に関連する他の遺伝子またはタンパク質

を変性させ得る。そのような重複特異性によって、さらなる治療上の利点を得ら

れるであろう。

  【００７１】

  本発明はさらに、アテローム性動脈硬化症の治療に有用であると確認された薬

剤を包含する。

  本発明は、ＬＢＰポリペプチドと結合分子との結合を変える能力について薬剤

を評価する方法をさらに包含する。薬剤を用意する。ＬＢＰポリペプチドを用意

する。結合分子を用意する。薬剤とＬＢＰポリペプチドと結合分子とを合せる。

ＬＢＰポリペプチドと結合分子とを含む複合体の形成を検出する。薬剤存在下の

複合体の形成が薬剤不在下の場合に比べて変化していれば、薬剤がＬＢＰポリペ

プチドと結合分子との結合を変えることを示している。

  【００７２】

  好ましい実施形態では、ＬＢＰポリペプチドは、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２また

はＬＢＰ－３である。結合分子の例としては、天然ＬＤＬ、修飾ＬＤＬ、例えば

、メチル化ＬＤＬまたは酸化ＬＤＬ、および動脈細胞外マトリックス構造成分が

ある。

  【００７３】

  結合の変更には、例えば、結合の阻害または促進が含まれる。薬剤の効力は、



(38) 特表２００３－５２５６０８

例えば、種々の濃度の薬剤を用いて得られたデータから用量反応曲線を生成して

評価し得る。複合体の形成を測定する方法は、標準的かつ当業者には公知の方法

、例えば、本明細書に記載されているようなアフィニティー同時電気泳動（ＡＣ

Ｅ）アッセイまたはＥＬＩＳＡアッセイである。

  【００７４】

  本発明はさらに、ＬＢＰポリペプチドと結合分子との結合を変え得ると確認さ

れた薬剤を包含する。

  さらに、本発明は、薬剤をＬＢＰポリペプチド結合能について評価する方法を

も包含する。薬剤を用意する。ＬＢＰポリペプチドを用意する。薬剤をＬＢＰポ

リペプチドと接触させる。薬剤のＬＢＰポリペプチド結合能を評価する。ＬＢＰ

ポリペプチドは、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３であるのが好ましい

。結合は、例えば、当業者には公知の標準法、例えば、本明細書に記載されてい

るようなアフィニティー同時電気泳動（ＡＣＥ）アッセイまたはＥＬＩＳＡアッ

セイを用いて複合体の形成を測定して決定し得る。

  【００７５】

  本発明はさらに、ＬＢＰポリペプチドに結合し得ると確認された薬剤を包含す

る。

  さらに本発明は、薬剤を、ＬＢＰ調節配列をコードする核酸に結合する能力に

ついて評価する方法を包含する。薬剤を用意する。ＬＢＰ調節配列をコードする

核酸を用意する。薬剤を核酸と接触させる。薬剤の核酸結合能を評価する。ＬＢ

Ｐ調節配列は、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３調節配列であるのが好

ましい。結合は、例えば、当業者には公知の標準法、例えば、ＤＮＡ移動度シフ

トアッセイ、ＤＮアーゼＩフットプリント分析分子生物学〔Ａｕｓｕｂｅｌら編

，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓ

ｏｎｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，ＮＹ，（１９８９）〕により複合体の形成を測定し

て決定し得る。

  【００７６】

  本発明はさらに、ＬＢＰ調節配列をコードする核酸に結合し得ると確認された

薬剤を包含する。
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  さらに、本発明は、動物のアテローム性動脈硬化症を治療する方法を包含する

。アテローム性動脈硬化症の治療を必要とする動物を用意する。ＬＢＰ構造また

は代謝の様相を変え得る薬剤を用意する。アテローム性動脈硬化症が治療される

ように、薬剤を動物に治療上有効量投与する。

  【００７７】

  ある特定の好ましい実施形態では、薬剤は、ＬＢＰポリペプチド、例えば、Ｌ

ＢＰ－１、ＬＢＰ－２もしくはＬＢＰ－３、またはその生物学的に活性な断片も

しくは類似体である。薬剤は、例えば、配列番号１～９、４３、４４および４７

に記載のポリペプチドであり得る。薬剤は、長さが、好ましくは約１００アミノ

酸残基以下、より好ましくは約５０アミノ酸残基以下、さらに好ましくは約３０

アミノ酸残基以下、さらに好ましくは約２０アミノ酸残基以下、さらに好ましく

は約１０アミノ酸残基以下、さらに好ましくは約５アミノ酸残基以下、さらに好

ましくは約４アミノ酸残基以下、さらに好ましくは約３アミノ酸残基以下、最も

好ましくは約２アミノ酸残基以下のポリペプチドである。ＬＢＰポリペプチドは

、好ましくは少なくとも約２０％の酸性アミノ酸残基、より好ましくは少なくと

も約４０％の酸性アミノ酸残基、さらに好ましくは少なくとも約６０％の酸性ア

ミノ酸残基、さらに好ましくは少なくとも約８０％の酸性アミノ酸残基、さらに

好ましくは少なくとも約９０％の酸性アミノ酸残基、さらに好ましくは少なくと

も約９５％の酸性アミノ酸残基、最も好ましくは少なくとも約９８％の酸性アミ

ノ酸残基を有する。酸性アミノ酸残基としては、アスパラギン酸およびグルタミ

ン酸が挙げられる。そのようなＬＢＰポリペプチドの例はＢＨＦ－１であり、Ｂ

ＨＦ－１は、ヒトまたはウサギＬＢＰ－１のアミノ酸残基１４～３３を含む２０

アミノ酸長断片である。図９（配列番号９）参照。ＢＨＦ－１のアミノ酸残基の

４５％は酸性である。本発明はさらに、ＢＨＦ－１の生物学的に活性な断片およ

び類似体を包含する。

  【００７８】

  ＬＢＰの他の好ましい酸性領域は、図７Ａ（配列番号４３）に記載のヒトＬＢ

Ｐ－２のアミノ酸残基３２９～３４３（配列番号１９）、３２９～３５４（配列

番号２０）、３４４～３５４（配列番号２１）、および５２９～５３８（配列番



(40) 特表２００３－５２５６０８

号２２）；図１（配列番号１）および図６（配列番号６）に記載のウサギもしく

はヒトＬＢＰ－１のアミノ酸残基１４～４３（配列番号２３）および３８～４３

（配列番号２４）；図２Ａ（配列番号４７）に記載のウサギＬＢＰ－２のアミノ

酸残基３３８～３５３（配列番号２５）、３３８～３６５（配列番号２６）、３

５４～３６５（配列番号２７）および４４４～４５３（配列番号２８）；図５（

配列番号５）に記載のウサギＬＢＰ－３のアミノ酸残基９６～１１０（配列番号

２９）；図８Ａ（配列番号４４）に記載のヒトＬＢＰ－３のアミノ酸残基６９～

７５（配列番号４１）である。本発明は、これらのポリペプチドのいずれの生物

学的に活性な断片および類似体をも包含するものとする。

  【００７９】

  薬剤の他の例としては、任意のアミノ酸またはアミノ酸類似体のホモポリマー

またはヘテロポリマーが挙げられる。ある特定の好ましい実施形態では、薬剤は

、酸性アミノ酸またはその類似体のホモポリマーである。ある特定の実施形態で

は、薬剤は、１種以上の酸性アミノ酸および１種以上の他のアミノ酸またはそれ

らの類似体のヘテロポリマーである。例えば、薬剤には、ポリ（ｇｌｕ）、ポリ

（ａｓｐ）、ポリ（ｇｌｕ  ａｓｐ）、ポリ（ｇｌｕ  Ｎ）、ポリ（ａｓｐ  Ｎ

）およびポリ（ｇｌｕ  ａｓｐ  Ｎ）が含まれる。Ｎとは、ｇｌｕまたはａｓｐ

以外の任意のアミノ酸またはその類似体を指して言う。ポリ（ｇｌｕ  ａｓｐ）

とは、所与の長さのペプチドを得るためのｇｌｕおよびａｓｐのすべての置換を

指して言う。好ましいペプチドは、長さが約１０アミノ酸以下、好ましくは長さ

が約７アミノ酸のポリ（ｇｌｕ）である。

  【００８０】

  ある特定の好ましい実施形態では、薬剤は、ＬＢＰ核酸またはその生物学的に

活性な断片もしくは類似体、例えば、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２もしくはＬＢＰ－

３ポリペプチド、またはその生物学的に活性な断片もしくは類似体をコードする

核酸である。薬剤は、例えば、配列番号１０～１８、４５、４６および４８に記

載のヌクレオチド配列を有する核酸であり得る。他の実施形態では、薬剤は、ア

ンチセンス分子、例えば、ＬＢＰ遺伝子配列に結合し得るものである。

  【００８１】
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  治療とは、アテローム性動脈硬化症の症状の予防、治療、軽減、またはアテロ

ーム性動脈硬化症の治癒を包含するものとする。薬剤の投与は、薬剤を、標的領

域、例えば、標的細胞または細胞外マトリックスに到達させる任意の方法を用い

て達成し得る。これらの方法には、例えば、注射、沈着、移植、座剤、経口摂取

、吸入、局所投与、または薬剤を標的領域にアクセスさせる任意の他の投与法が

含まれる。注射は、例えば、静脈内、皮内、皮下、筋肉内または腹腔内であり得

る。移植には、移植し得る薬剤送達系、例えば、ミクロスフェア、ヒドロゲル、

高分子リザーバ、コレステロールマトリックス、高分子系、例えば、マトリック

ス浸蝕系および／またはマトリックス拡散系および非高分子系、例えば、圧縮、

融合または部分融合ペレットの挿入が含まれる。座薬には、グリセリン座薬が含

まれる。経口摂取用量は腸溶コートし得る。吸入には、吸入器で薬剤をエアゾー

ルと共に、単独でまたは吸収可能な担体に結合させて投与することが含まれる。

  【００８２】

  薬剤は、単独または他の治療薬との組合わせて投与し得る。ある特定の実施形

態では、薬剤は、リポソーム中に組み込むか、または高分子送達系中に組み込ま

れた適当な担体と組み合わせ得る。

  【００８３】

  本発明のある特定の実施形態では、投与は、かなりの期間、例えば、かなりの

時間、日、週、月または年にわたって、薬剤に連続暴露されるように設計し得る

。これは、上記方法の１つを用いて薬剤を反復投与するか、または薬剤を反復投

与するのではなく長期間にわたって動物に放出する徐放性送達系を用いて達成し

得る。徐放性送達系とは、薬剤の全放出が投与直後に一度に起こるのではなく、

一定時間遅れることを指して言う。放出は一気に起こるか、または徐々に連続し

て起こり得る。そのような系の投与は、例えば、持続性経口剤形、濃縮塊注射剤

、経皮パッチまたは皮下インプラントにより得る。

  【００８４】

  放出が一気に起こる系の例としては、例えば、高分子マトリックス中に封入さ

れ、特定の刺激、例えば、温度、ｐＨ、光、磁場、または分解酵素に対して感受

性を有するリポソームに薬剤が捕捉されている系や、薬剤がマイクロカプセルコ
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ア分解酵素と共にイオンコートマイクロカプセルで被包されている系がある。薬

剤の放出が漸進的かつ連続的である系の例としては、例えば、薬剤がマトリック

ス内形態に含まれている浸蝕系や、薬剤が制御速度で、例えば高分子を通って浸

透する拡散系がある。そのような持続性の系は、例えば、ペレットまたはカプセ

ルの形態であり得る。

  【００８５】

  薬剤は、液体に、例えば、溶解形態またはコロイド形態で懸濁し得る。液体は

、溶剤、不完全溶剤または非溶剤であってよい。多くの場合、水または有機液を

用い得る。

  【００８６】

  薬剤は、アテローム性動脈硬化症状の出現前または出現後に投与し得る。ある

特定の実施形態では、薬剤は、アテローム性動脈硬化症の家族歴がある患者、ま

たはアテローム性動脈硬化症に対する素因を示し得る表現型を有する患者、また

は患者をアテローム性動脈硬化症にかかりやすくする遺伝子型を有すると診断さ

れた患者、または他の危険因子、例えば、高コレステロール血症、高血圧症を有

する患者かもしくは喫煙患者に投与する。

  【００８７】

  薬剤は動物に治療上有効量投与する。治療上有効量とは、アテローム性動脈硬

化症を少なくとも部分的に予防または反転させ得る量を指して言う。治療上有効

量は、少なくとも一部は、動物種、動物の大きさ、動物の年齢、使用する薬剤、

使用する送達系、アテローム性動脈硬化症の発症に関する投与時期を考慮したり

、１回用量方式、複数回用量方式または持続性用量方式のどれを用いるかを考慮

したりすることで、個体ベースで決定される。治療上有効量は、そのような要因

を用い、ただ日常的な実験を行うだけで当業者が決定し得る。

  【００８８】

  薬剤の濃度は、好ましくは約０．１～約１０００ｍｇ／ｋｇ体重／日、より好

ましくは約０．１～約５００ｍｇ／ｋｇ／日、さらに好ましくは約０．１～約１

００ｍｇ／ｋｇ／日、最も好ましくは約０．１～約５ｍｇ／ｋｇ／日である。特

定の濃度は、一部には、ある薬剤は他の薬剤より有効なので、使用する特定の薬
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剤によって決まる。実際に投与される薬剤の用量濃度は、少なくとも一部は、作

用部位において望ましい最終濃度、投与法、特定の薬剤の効力、特定の薬剤の寿

命、アテローム性動脈硬化症の発症に関する投与時期によって決まる。剤形は、

動物に実質的に有害な影響を与えないようなものであるのが好ましい。投与量は

、上記要素を用い、ただ日常的な実験を行うだけで、当業者が決定し得る。

  【００８９】

  ある特定の実施形態では、種々の遺伝子構築物を遺伝子療法プロトコルの一部

として用いて、薬剤、例えば、アゴニスト形態またはアンタゴニスト形態のＬＢ

Ｐポリペプチドをコードする核酸を送達し得る。例えば、発現ベクターは、非野

生型ＬＢＰを発現する細胞中のＬＢＰポリペプチドの機能を再構成するか、ある

いはＬＢＰポリペプチドの機能を阻害するために、特定の細胞型中においてＬＢ

Ｐポリペプチドをインビボトランスフェクトして発現させるのに用い得る。ＬＢ

Ｐポリペプチドおよびその突然変異体の発現構築物は、任意の生物学的に有効な

担体、例えば、ＬＢＰ遺伝子を細胞に効果的にインビボ送達し得る配合物または

組成物中で投与し得る。方法には、例えば、組換えレトロウイルス、アデノウイ

ルス、アデノ関連ウイルス、および単純ヘルペスウイルス－１、または組換え細

菌もしくは真核生物プラスミドなどを含めたウイルスベクター中に当該遺伝子を

挿入する方法が含まれる。ウイルスベクターは細胞に直接感染し、形質導入を生

じさせる；プラスミドＤＮＡは、例えば、カチオン性リポソーム｛リポフェクチ

ンＴＭ〔ミズーリ州ゲイザースバーグ所在のライフ・テクノロジーズ社（Ｌｉｆ

ｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）

〕またはその誘導体（例えば、抗体コンジュゲート）、ポリリシンコンジュゲー

ト、グラマシジンＳ、人工ウイルスエンベロープまたは他のそのような細胞内担

体、ならびに遺伝子構築物の直接注射またはインビボで実施されるＣａ３，（Ｐ

Ｏ４）２沈降反応の助けを借りて送達し得る。上記の方法は、当業者には公知で

あり、過度の実験を行わずに実施し得る。適切な標的細胞のトランスダクション

は遺伝子療法における重要な第１ステップであるから、特定の遺伝子送達系の選

択は、意図する標的の表現型および投与経路、例えば、局所投与するか全身投与

するかなどの要素によって決まるであろう。投与は、治療上有効であるように、
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当業者には公知の方法を用いて、１つ以上の細胞型、または１つの細胞型内の１

つ以上の細胞に送達し得る。好ましい実施形態においては、薬剤を動物の動脈壁

細胞に投与する。例えば、遺伝子工学的に作成されたＬＢＰ遺伝子を動脈壁細胞

に投与する。ある特定の実施形態では、出生前動物または胚細胞に投与する。Ｌ

ＢＰ発現のインビボトランスダクション用に提供される特定の遺伝子構築物は、

本明細書に記載の診断アッセイ用などの、細胞のインビトロトランスダクション

にも有用であることが理解されよう。

  【００９０】

  ある特定の実施形態では、アテローム性動脈硬化症の療法は、ＬＢＰをコード

する遺伝子のアンチセンスヌクレオチド類似体を用いて実施する。アンチセンス

ヌクレオチドは、非加水分解性「主鎖」、例えば、ホスホロチオエート、ホスホ

ロジチオエートまたはメチルホスホネートを有する。ヌクレオシド塩基配列は、

例えば、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３をコードする遺伝子の一部の

配列と相補的である。そのような配列は、例えば、ＬＢＰの遺伝子配列がＴＡＡ

ＣＣＧであれば、ＡＴＴＧＧＣであり得る。そのような療法の１つの実施形態は

、徐放性基質、例えばポリビニルアルコール中にＬＢＰ遺伝子の１種の一部のア

ンチセンス類似体を組み込んだものであり、これを、例えば皮下注射により、数

週間または数ヶ月の期間にわたってアンチセンスヌクレオチド類似体を放出する

ように投与する。別の実施形態では、例えば、血管形成またはアテローマ切除後

に、傷害を受けた動脈壁に局所的にゲルを適用してＬＢＰ合成を阻害してＬＤＬ

の蓄積を予防し得るように、アンチセンス類似体を高分子マトリックス、例えば

、ポリビニルアルコール中に組込む。

  【００９１】

  本発明はさらに、アテローム性動脈硬化症の恐れがある動物の治療方法を包含

する。アテローム性動脈硬化症の恐れがある動物を用意する。ＬＢＰ構造または

代謝の様相を変え得る薬剤を用意する。動物が治療されるように、動物に薬剤を

治療上有効量投与する。アテローム性動脈硬化症の恐れがあることは、例えば、

アテローム性動脈硬化症の家族歴、または、例えば高コレステロール血症、高血

圧もしくは喫煙を有するアテローム性動脈硬化症に対する素因を示す表現型症状
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に起因し得る。

  【００９２】

  さらに、本発明は、ＬＢＰ構造または代謝に異常を有する細胞の治療方法を包

含する。ＬＢＰ構造または代謝に異常を有する細胞を用意する。ＬＢＰ構造また

は代謝の様相を変え得る薬剤を用意する。細胞が治療されるように、細胞に薬剤

を治療上有効量投与する。

  【００９３】

  ある特定の実施形態では、細胞は、培養細胞もしくは培養組織または胚線維芽

細胞から得られる。細胞は、例えば、動物、例えば、天然動物または非ヒトトラ

ンスジェニック動物の一部であり得る。ＬＢＰは、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２また

はＬＢＰ－３であるのが好ましい。

  【００９４】

  本発明はさらに、動物のアテローム性動脈硬化症を治療するための組成物を包

含し、この組成物は、アテローム性動脈硬化症が治療されるように動物のＬＢＰ

代謝または構造の様相を変え得る治療上有効量の薬剤と、医薬として許容し得る

担体とを含む。医薬として許容し得る担体には、例えば、塩類溶液、リポソーム

および脂質エマルションが含まれる。

  【００９５】

  ある特定の好ましい実施形態では、医薬組成物の薬剤は、ＬＢＰポリペプチド

、例えば、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２もしくはＬＰＢ－３、またはその生物学的に

活性な断片もしくは類似体である。薬剤は、例えば、配列番号１～９、４３、４

４および４７に記載のポリペプチドであり得る。薬剤は、長さが、好ましくは約

１００アミノ酸残基以下、より好ましくは約５０アミノ酸残基以下、さらに好ま

しくは約３０アミノ酸残基以下、さらに好ましくは約２０アミノ酸残基以下、さ

らに好ましくは約１０アミノ酸残基以下、さらに好ましくは約５アミノ酸残基以

下、さらに好ましくは約４アミノ酸残基以下、さらに好ましくは約３アミノ酸残

基以下、最も好ましくは約２アミノ酸残基以下のポリペプチドである。ポリペプ

チドは、好ましくは少なくとも約２０％の酸性アミノ酸残基、より好ましくは少

なくとも約４０％の酸性アミノ酸残基、さらに好ましくは少なくとも約６０％の
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酸性アミノ酸残基、さらに好ましくは少なくとも約８０％の酸性アミノ酸残基、

さらに好ましくは少なくとも約９０％の酸性アミノ酸残基、さらに好ましくは少

なくとも約９５％の酸性アミノ酸残基、最も好ましくは少なくとも約９８％の酸

性アミノ酸残基を有する。

  【００９６】

  ある特定の好ましい実施形態では、薬剤は、ＬＢＰ核酸、例えば、ＬＢＰ－１

、ＬＢＰ－２もしくはＬＢＰ－３ポリペプチド、またはその生物学的に活性な断

片もしくは類似体をコートする核酸である。薬剤は、配列番号１０～１８、４５

、４６および４８に記載のヌクレオチド配列を有する核酸であり得る。

  【００９７】

  本発明はさらに、動物のアテローム性動脈硬化症を治療するためのワクチン組

成物を包含し、この組成物は、アテローム性動脈硬化症が治療されるように動物

のＬＢＰ代謝または構造の様相を変え得る治療上有効量の薬剤と、医薬として許

容し得る担体とを含む。

  【００９８】

  さらに、本発明は、動物のアテローム性動脈硬化病変を診断する方法を包含す

る。動物を用意する。アテローム性動脈硬化病変部に存在するＬＢＰに結合し得

る標識物質を用意する。標識ＬＢＰが生じるように標識物質をＬＢＰと相互作用

させ得る条件下に標識物質を動物に投与する。動物のアテローム性動脈硬化病変

の存在を診断するために、イメージングにより標識ＬＢＰの局在または量を決定

する。

  【００９９】

  ＬＢＰは、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３であるのが好ましい。イ

メージングは、例えば、磁気共鳴イメージング、ガンマ線カメライメージング、

シングルフォトンエミッションコンピュータ断層撮影（ＳＰＥＣＴ）イメージン

グ、ポジトロンエミッショントモグラフィー（ＰＴＴ）を含めた当業者には公知

の標準法で実施し得る。

  【０１００】

  アテローム性動脈硬化症のイメージングおよび診断には、アテローム性動脈硬
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化病変部のＬＢＰにしっかり結合する薬剤を用いるのが好ましい。薬剤は、例え

ば、ガンマ線カメラ、ＳＰＥＣＴ、ＰＴＴスキャニングまたは他の類似のテクノ

ロジーによる臨床的イメージングに適した９９ｍＴｃまたは別の同位体で放射線

標識する。ＬＢＰは極めて初期の病変で発生するので、上記イメージングは、視

認できる膨張部や流れの妨害が起こるようには動脈内腔に未だ作用していない極

めて初期の病変を捜し出すために血管造影または超音波よりも高感度である。初

期の病変やより進行した病変の位置を特定することに加えて、ＬＢＰに結合する

イメージング薬剤は、食餌療法と薬物療法の両方の効力を評価する手段として、

動脈硬化の経過を辿るためにも使用することができる。

  【０１０１】

  従って、本発明の診断の実施形態は、例えばＬＢＰの１つに相補的なペプチド

を放射標識して、閉塞性動脈硬化のイメージング剤としてそれを使用することに

よる、そのようなペプチドの適用である。ペプチドは、ＬＢＰに結合することが

知られているペプチド（例えばＲＲＲＲＲＲＲまたはＫＫＬＫＬＸＸ）またはＬ

ＢＰのＬＢＰの電気陰性度の高いドメインに結合する多カチオン性ペプチドであ

る。

ガンマ線シンチレーション〔アンガー（Ａｎｇｅｒ）〕カメラを用いて体外検出

する場合には、９９ｍＴｃ標識するために、テクネチウム結合リガンド、例えば

、ＣＧＣ、ＧＧＣＧＣまたはＧＧＣＧＣＦをペプチドのＮ末端またはＣ末端に組

込み得る。磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）により体外イメージングを行う場合

には、例えば、ガドリニウム結合キレート化剤、ジエチレントリアミン五酢酸（

ＤＴＰＡ）をペプチドのＮ末端またはＣ末端に共有結合させる。さらに他の実施

形態では、ＬＢＰ結合ペプチドを、例えば磁性イオン酸化物粒子に共有結合させ

る、当業者には公知の標準法により、例えばペプチドと磁性イオン酸化物を含有

する活性化ポリスチレン樹脂ビーズとを結合させる。

  【０１０２】

  本発明はさらに、ＬＢＰ、例えば、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２もしくはＬＢＰ－

３、またはその断片もしくは類似体に対して動物を免疫する方法を包含する。Ｌ

ＤＬを有する動物を用意する。ＬＢＰまたはその断片もしくは類似体を容易する
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。ＬＢＰとＬＤＬとの結合を変えるため、例えば、結合を減少または増大させる

ために、ＬＢＰまたはその断片もしくは類似体に対する動物の抗体産生を促進す

るためにＬＢＰまたはその断片もしくは類似体を動物に投与する。

  【０１０３】

  さらに、本発明は、修飾ＬＤＬおよび天然ＬＤＬに結合する能力を有するＬＢ

Ｐポリペプチドの断片または類似体を生成する方法をも包含する。ＬＢＰポリペ

プチドを用意する。ＬＢＰポリペプチドの配列を変える。変性ＬＢＰポリペプチ

ドを、修飾ＬＤＬ、例えば、メチル化ＬＤＬ、酸化ＬＤＬ、アセチル化ＬＤＬ、

シクロヘキサンジオン処理ＬＤＬ（ＣＨＤ－ＬＤＬ）や、天然ＬＤＬに結合する

能力について試験する。

  【０１０４】

  変性ＬＢＰの断片または類似体を生成し、例えば、本明細書に記載されている

ような当業者には公知の方法を用いて、これらの断片または類似体を、上記修飾

ＬＤＬおよび天然ＬＤＬに結合する能力について試験し得る。これらの断片また

は類似体をメチル化ＬＤＬおよび天然ＬＤＬに結合する能力について試験するの

が好ましい。変性ＬＢＰの断片または類似体の結合活性は、天然ＬＢＰの結合活

性より高いことも低いこともあり得る。変性ＬＢＰの断片または類似体の方が高

いのが好ましい。好ましい実施形態では、ＬＢＰは、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２ま

たはＬＢＰ－３である。

  【０１０５】

  本発明はさらに、ＬＢＰをコードするｃＤＮＡを単離する方法を包含する。ｃ

ＤＮＡライブラリーを用意する。天然ＬＤＬおよび修飾ＬＤＬ、例えば、メチル

化ＬＤＬまたは酸化ＬＤＬに結合するポリペプチドをコードするｃＤＮＡについ

てｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングする。このポリペプチドをコードする

ｃＤＮＡを単離するが、このｃＤＮＡはＬＢＰをコードする。

  【０１０６】

  高脂質血症患者のアテローム性動脈硬化は、ＬＢＰを用いた免疫処置により患

者に免疫応答が生じた後では軽減され得る。ＬＤＬとＬＢＰとの結合をブロック

するであろう抗体の産生には多くの免疫療法製品を用い得る。
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  【０１０７】

  １種以上のＬＢＰを注射すると、抗ＬＢＰ抗体が産生し、結果として、例えば

、大動脈のアテローム性動脈硬化が軽減され得る。この効果は、ＬＢＰとＬＤＬ

との結合を阻害することによって実現すると考えられる。本発明に用い得るＬＢ

Ｐ免疫原には、ヒトＬＢＰ、非ヒトＬＢＰ、組換えＬＢＰ、および本明細書に記

載のＬＢＰと構造的に関連したタンパク質、例えば、１個以上のアミノ酸残基が

天然ＬＢＰと異なる非天然タンパク質が含まれる。全長タンパク質に加えて、Ｌ

ＢＰドメインを含む１種以上のペプチドを注射すると、有効な免疫応答を生成す

ることができる。例えば、ＬＤＬ結合活性を有するＬＢＰドメインを含むペプチ

ドを注射すると、生体にＬＢＰのＬＤＬ結合部位に対する抗体を産生させること

ができる。これらのペプチド免疫原は、ヒトＬＢＰ、非ヒトＬＢＰ、組換えＬＢ

Ｐ、および本明細書に記載のＬＢＰと構造的に関連したタンパク質由来の配列を

有し得る。

  【０１０８】

  本発明のタンパク質またはペプチド免疫原は、その免疫原性を増強するために

修飾することができる。本発明の免疫原は、担体、例えば、コレラトキシンＢ鎖

抗体またはモノクローナル抗体と結合または共役させ得る。本発明の免疫原は、

アルミニウム塩で沈降させるか、またはホルムアルデヒドもしくは他のアルデヒ

ドと架橋させることができる。本発明のタンパク質は、水、リン酸緩衝溶液また

は塩類溶液などの生理学的に許容し得る希釈剤と混合し得る。この組成物はさら

にアジュバントを含み得る。ＲＩＢＩアジュバントの他に、不完全フロイントア

ジュバント、リン酸アルミニウム、水酸化アルミニウムなどのアジュバントはす

べて当業では周知である。本発明のアジュバントは、ペプチドまたはタンパク質

の免疫原性に影響を与えるように調節し得る。そのような修飾の例としては、ア

ルミニウム塩、サイトカイン、ＭＦ５９（油と界面活性剤の流動化マイクロエマ

ルション）、ＳＡＦ－１（油性エマルション）、サポニン誘導体、（ポリホスフ

ァゼンなどの）ポリマー、および細菌性毒素を用いるものが挙げられる。抗原タ

ンパク質－アジュバント組合わせについては、さらに、ＷＯ９９／５４４５２（

本明細書に援用される）およびＷＯ９９／４９８９０（本明細書に援用される）
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にも記載されている。

  【０１０９】

  本発明の抗アテローム性動脈硬化性免疫を生成するためには、上記タンパク質

およびペプチドの送達の他に、多くの他の送達系を用い得る。ＬＢＰ免疫原は、

直接タンパク質抗原として送達するか、あるいはタンパク質抗原をコードする核

酸として送達し得る。本発明の免疫療法製品であるタンパク質または核酸は、多

くの送達経路を介して送達し得る。これらの経路には、注射、沈着、移植、座剤

、経口摂取、吸入（例えば、鼻腔スプレーを介した送達）、および局所投与（例

えば、スキンパッチを介した送達）が含まれる。

  【０１１０】

  本発明の免疫原をコードする核酸は、例えば注射により組織に直接投与したり

、タンパク質として発現させるたりすることができる。ＤＮＡまたはＲＮＡは、

送達担体（例えば、ウイルス、細菌、リポソームおよび金ビーズ）と結合してい

るか、または（トランスフェクション促通タンパク質、ウイルス粒子、リポソー

ム配合物、装填脂質およびリン酸カルシウム沈降物と結合していない）裸であり

得る。核酸は、場合により、プロモーター、例えば、ウイルスプロモーターを含

み得る。核酸によってコードされる免疫原は、宿主中で産生され、結果として、

免疫応答が生じる。治療タンパク質およびペプチドをコードする核酸配列の送達

法は、Ｆｅｌｇｎｅｒら（米国第５，５８０，８５９号；本明細書に援用）およ

びＢａｒｂｅｔら（米国第６，０２５，３３８号；本明細書に援用）により詳細

に記載されている。タンパク質抗原をコードする核酸、例えば、ＲＮＡを含むウ

イルスリポソームのワクチン組成物は、ＷＯ９９／５２５０３（本明細書に援用

される）に記載されている。タンパク質およびペプチドをコードする核酸も、す

べて当業では周知であるリポソーム、ミクロ粒子、およびＩＳＣＯＭＳで被包し

て個体に送達し得る（例えば、本明細書に援用される米国第６，０１３，２５８

号参照）。

  【０１１１】

  植物組織により免疫原が産生されるように、本発明の免疫原をコードする核酸

を植物のゲノムに入れることもできる。次いで、遺伝子修飾植物が個体により消
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化されて、免疫原が摂取され、抗ＬＢＰ免疫応答が生じ得る。食用植物ワクチン

の生成法および使用法は、ＷＯ９９／５４４５２（本明細書に援用される）に記

載されている。

  【０１１２】

  食用ワクチンの生産には、タバコ、トマト、ジャガイモ、ナス、ペピーノ、ヤ

ム、ダイズ、エンドウ、テンサイ、レタス、ピーマン、セロリ、ニンジン、アス

パラガス、タマネギ、ブドウ、マスクメロン、イチゴ、コメ、ヒマワリ、ナタネ

ナ／カノラ、コムギ、カラスムギ、トウモロコシ、ワタ、クルミノキ、トウヒ／

針葉樹、ポプラおよびリンゴを含めた多くの植物が有用であり得る。食用ワクチ

ンは、プロモーターおよびＬＢＰをコードする配列を含む核酸構築物で形質転換

された植物細胞を含み得る。ＬＢＰコード配列は、場合により、ＬＢＰペプチド

に融合したコレラトキシンサブユニットＢペプチドを含むキメラタンパク質をコ

ードし得る。本発明の好ましい植物プロモーターには、ＣａＭＶ  ３５Ｓ、パタ

チン（ｐａｔａｔｉｎ）、ｍａｓ、および顆粒結合デンプンシンターゼプロモー

ターが含まれる。

  【０１１３】

  本発明の食用ワクチンは、アテローム性動脈硬化症に罹患しているかその恐れ

がある哺乳動物に投与し得る。食用ワクチンは、経口投与する、例えば、本発明

のトランスジェニック植物を食べるのが好ましい。本発明のトランスジェニック

植物は、植物部分、エキス、ジュース、液、粉末または錠剤の形態であり得る。

食用ワクチンは鼻腔内経路を介して投与することもできる。

  【０１１４】

  本発明では、微生物のゲノムにＬＢＰ免疫原をコードする核酸を挿入すること

により、微生物、例えば、弱毒化ウイルスまたは細菌を用いることができる。次

いで、この修飾ベクターを宿主に送達して、免疫原をインビボ産生させることが

できる。これらのベクターが生成する免疫応答は、抗アテローム性動脈硬化免疫

をもたらすと予想される。当業では公知の標準法（米国第５，８６６，１３６号

および米国第６，０２５，１６４号、どちらも本明細書に援用される）を用いて

、微生物のゲノムに核酸分子を挿入する。
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  【０１１５】

  本発明の抗アテローム性動脈硬化法は、免疫療法により患者の抗ＬＢＰ応答を

刺激することにより、アテローム性動脈硬化症の恐れがある患者、例えば、ヒト

、霊長類、ウマ、イヌ、ネコまたはヤギを治療するものである。本発明のＬＢＰ

タンパク質およびペプチドは、本明細書に記載の多くの送達系を使って患者に送

達し得る。この免疫療法は、一次免疫と、その後の追加の、例えば、１回、２回

または３回のブースターとを含み得る。

  【０１１６】

  本発明はさらに、（１）アテローム性動脈硬化症の恐れがある患者を用意する

ステップと、（２）以下：（ａ）ＬＢＰタンパク質またはその断片もしくは類似

体およびアジュバント；（ｂ）ＬＢＰタンパク質をコードする核酸；（ｃ）ＬＢ

Ｐタンパク質をコードする核酸を含むウイルスまたは細菌；および（ｄ）ＬＢＰ

タンパク質をコードする核酸を含む食用植物のうち１種以上を患者に投与するス

テップとに従って、アテローム性動脈硬化症の恐れがある患者を治療する方法を

包含する。この方法に用いられるＬＢＰタンパク質は、本明細書に記載の任意の

ＬＢＰ、例えば、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３であり得る。２種以

上の核酸あるいはＬＢＰタンパク質またはその断片もしくは類似体の組合わせを

患者に投与することもできる。例えば、ＬＢＰタンパク質、またはＬＢＰタンパ

ク質をコードする核酸の組合わせには、（１）ＬＢＰ－１とＬＢＰ－２；（２）

ＬＢＰ－１とＬＢＰ－３；（３）ＬＢＰ－２とＬＢＰ－３；および（４）ＬＢＰ

－１とＬＢＰ－２とＬＢＰ－３が含まれる。この方法は、場合により、患者をア

テローム性動脈硬化症の恐れがあると診断するステップを含む。

  【０１１７】

  本発明はさらに、非自己ＬＢＰタンパク質または非自己ＬＢＰタンパク質をコ

ードする核酸を患者に送達して自己ＬＢＰに対する免疫応答を生成する、アテロ

ーム性動脈硬化症の恐れがある患者の治療方法を提供する。具体的に言えば、こ

の方法は、患者が産生する１種以上の自己ＬＢＰタンパク質、例えば、ＬＢＰ－

１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３の同定を必要とする。この同定には、例えば、

ＤＮＡ配列分析、タンパク質配列分析、抗体反応性、ハイブリダイゼーション分
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析、または核酸増幅を用い得る。次いで、非自己ＬＢＰタンパク質、例えば、１

種以上の自己ＬＢＰタンパク質と１個以上のアミノ酸残基が異なる同種タンパク

質、異種タンパク質、遺伝子修飾タンパク質または非天然タンパク質を患者に投

与するか、あるいは、非自己ＬＢＰタンパク質をコードする核酸を患者に投与す

る。この免疫療法生成物の抗アテローム性動脈硬化有用性は、患者に投与したと

きに、１種以上の自己ＬＢＰタンパク質に対する免疫応答を生成するその能力に

よって決まる。したがって、非自己ＬＢＰタンパク質と自己ＬＢＰタンパク質と

に大きな違いがあれば、交差免疫反応性にはならないであろうと予想される。こ

の方法は、場合により、患者をアテローム性動脈硬化症の恐れがあると診断する

ステップを含む。

  【０１１８】

  本発明の別の方法は、血漿中で循環する１種以上のＬＢＰタンパク質のレベル

を増大させて、アテローム性動脈硬化症の恐れがある患者を治療する方法である

。この方法により、自己ＬＢＰレベルまたは非自己ＬＢＰレベルのいずれかを増

大させ得る。非自己ＬＢＰタンパク質には、例えば、同種ＬＢＰ、異種ＬＢＰ、

および遺伝子修飾ＬＢＰが含まれる。１種以上のＬＢＰタンパク質の血漿レベル

は、ＬＢＰタンパク質をコードする核酸を送達することにより増大させ得る。一

般にＬＢＰは、常態では循環性タンパク質としては出現しないので、この内因性

分子は、溶解可能な形態で送達されると、免疫認識を受けやすいと予想される。

この方法は、場合により、患者をアテローム性動脈硬化症の恐れがあると診断す

るステップを含む。

  【０１１９】

  本発明はさらに、１種以上のＬＢＰタンパク質、例えば、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ

－２またはＬＢＰ－３とヒトに用いるのに適したアジュバントとの混合物を含有

する医薬組成物を包含する。この医薬組成物は、２種以上のＬＢＰタンパク質の

組合わせを含有し得る。例えば、組成物は、以下：（１）ＬＢＰ－１とＬＢＰ－

２；（２）ＬＢＰ－１とＬＢＰ－３；（３）ＬＢＰ－２とＬＢＰ－３；および（

４）ＬＢＰ－１とＬＢＰ－２とＬＢＰ－３のいずれかを含み得る。

  【０１２０】
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  本発明はさらに、アテローム性動脈硬化症の恐れがある患者にＬＢＰを発現す

る細胞を送達する細胞治療方法を包含する。この細胞は、本発明の自己ＬＢＰタ

ンパク質もしくは非自己ＬＢＰタンパク質またはペプチドを発現するように工学

設計し得る。この工学設計細胞を患者に送達すると、ＬＢＰタンパク質がインビ

ボ産生され、このタンパク質またはこのタンパク質をコードする核酸を個体に与

えると関連免疫療法が生じる。細胞治療方法は、米国第５，９５５，０９５号（

本明細書に援用される）に記載されている。

  【０１２１】

  以下の非限定的な実施例により、本発明をさらに説明する。

実施例

実施例１：  ウサギｃＤＮＡライブラリの構築

  本実施例では、バルーンで内皮剥奪された治癒中のウサギ腹大動脈由来のｍＲ

ＮＡを用いたウサギｃＤＮＡライブラリの構築について説明する。バルーンカテ

ーテルにより内皮剥奪されたウサギの大動脈はアテローム性動脈硬化症に対する

有効なモデルであることが示されている（ミニック（Ｍｉｎｉｃｋ）ら、Ａｍ．

Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．第９５巻、１３１～１５８頁（１９７９年））。

  【０１２２】

  ｍＲＮＡは、バルーン処理されたウサギ大動脈内に結合する局所ＬＤＬを最大

化するバルーン処理の実施４週間後に得た。第１鎖ｃＤＮＡは、４μｇのｍＲＮ

Ａと、２μｇのオリゴｄ（Ｔ）プライマーと、メチル化ｄＮＴＰ混合物（各１０

ｍＭ）と、１０ｍＭ  ＤＴＴ、８００ユニットのスーパースクリプトＩＩＲＴ（

ライフテクノロジーズ社、メリーランド州、ゲイザースバーグ）と、１×第１鎖

ｃＤＮＡ合成用緩衝液（５０ｍＭトリス－ＨＣｌ（ｐＨ８．３）；７５ｍＭ  Ｋ

Ｃｌ；５ｍＭ  ＭｇＣｌ２）とを含有する５０μＬの反応混合液を３７℃で１時

間インキュベートすることにより合成した。次に１×第２鎖用緩衝液（３０ｍＭ

トリス－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）；１０５ｍＭ  ＫＣｌ；５．２ｍＭ  ＭｇＣｌ２

）と、０．１ｍＭＤＴＴと、メチル化ｄＮＴＰ混合物（各１０ｍＭ）と、５０ユ

ニットの大腸菌ＤＮＡポリメラーゼＩと、３ユニットのリボヌクレアーゼＨと、

１５ユニット大腸菌ＤＮＡリガーゼ（すべての酵素はライフテクノロジーズ社よ
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り入手）を添加して２５０μＬに調整し、これを１５℃でさらに２．５時間イン

キュベートした。得られた二本鎖ｃＤＮＡ（ｄｓｃＤＮＡ）を、１．５ユニット

のＴ４ＤＮＡポリメラーゼ（ノバゲン社、ウィスコンシン州、マジソン）により

１１℃で２０分間処理し、平滑末端ｄｓｃＤＮＡを作成した。次にこれらをエタ

ノール沈殿により濃縮し、Ｔ４ＤＮＡリガーゼ（ノバゲン社）によって端部にＥ

ｃｏＲＩ／ＨｉｎｄＩＩＩリンカーを付着させた。これらのリンカーを連結した

ｃＤＮＡを、ＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩ制限酵素で処理し、該ｃＤＮＡの

５’および３’末端にそれぞれＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩ認識配列を作っ

た。ゲル排除クロマトグラフィーによってリンカーＤＮＡを除去した後、これら

のｄｓｃＤＮＡを、Ｔ４ＤＮＡリガーゼによって一方向的にλＥＸｌｏｘファー

ジアーム（ノバゲン社）に挿入し、製造者のプロトコール（ノバゲン社）に従っ

てファージ粒子内にパッケージングした。２×１０６個の独立したクローンを含

むｃＤＮＡのファージライブラリを４μｇのｍＲＮＡから得た。

  【０１２３】

実施例２：ＬＤＬ結合タンパク質（ＬＢＰ）をコードするウサギｃＤＮＡの同定

  本実施例では、天然のＬＤＬおよびメチルＬＤＬのいずれにも結合するＬＢＰ

をコードするｃＤＮＡを同定するためのウサギｃＤＮＡライブラリを機能的にス

クリーニングするための方法について説明する。メチルＬＤＬは、これまでに報

告されている細胞表面受容体によっては認識されていない。例えば、ヴァイスグ

ラバー（Ｗｅｉｓｇｒａｂｅｒ）ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．第２５３巻、９

０５３～９０６２頁（１９７８年）を参照のこと。

  【０１２４】

  大腸菌ＥＲ１６４７細胞（ノバゲン社）の一晩培養物を実施例１で得たｃＤＮ

Ａファージに感染させ、２×ＹＴ寒天を含む直径１５０ｍｍのプレートに２×１

０４プラーク形成単位（ｐｆｕ）の密度でプレートした。１×１０６ファージに

相当する全部で５０枚のプレートにプレートして、プラークの直径が１ｍｍに達

するまで３７℃でインキュベートした（５～６時間）。予め１０ｍＭＩＰＴＧ溶

液に浸しておいた乾燥ニトロセルロース膜を各プレートの上に重ねて組換えタン

パク質の産生を誘導するとともに、メンブレン上にそれらのタンパク質を固定化
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した。これらを３７℃でさらに３～４時間、続いて４℃で一晩インキュベートし

た。

  【０１２５】

  翌日、これらの膜を各プレートから引き上げ、以下のように処理した。ＴＢＳ

Ｔ溶液（１０ｍＭトリス－ＨＣｌ、ｐＨ８．０；１５０ｍＭ  ＮａＣｌ、０．０

５％Ｔｗｅｅｎ２０）で数回の簡単なリンス；ＨＢＢ（２０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ、

ｐＨ７．５；５ｍＭ  ＭｇＣｌ２、１ｍＭ  ＤＴＴ、および５ｍＭ  ＫＣｌ）中

の６Ｍグアニジン－ＨＣｌによる１０分間リンスを２回；ＨＢＢ中の３Ｍグアニ

ジン－ＨＣｌによる５分間リンスを２回；最後にＴＢＳＥＮ（ＴＢＳ、１ｍＭ  

ＥＤＴＡ、０．０２％ＮＡＮ３）で簡単にリンス。

  【０１２６】

  次にこれらの膜を５％脱脂乾燥乳を含むＴＢＳＥＮ溶液中で室温にて３０分間

、続いて１％脱脂乾燥乳を含むＴＢＳＥＮ溶液中で１０分間ブロックした。ブロ

ッキング後、これらの膜を天然のヒトＬＤＬ（実施例１１に記載したようにして

得られたもの、あるいはメチル化ヒトＬＤＬ（ｍｅＬＤＬ）（ヴァイスグレーバ

ー（Ｗｅｉｓｇｒａｂｅｒ）ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．第２５３巻、９０５

３～９０６２頁（１９７８年）を参照のこと）とともに、１×ＴＢＳＥＮと、１

％脱脂乾燥乳と、１ｍＭ  ＰＭＳＦと、０．５×プロテアーゼ阻害剤溶液（１ｍ

Ｍ  ε－アミノカプロン酸／１ｍＭベンザミジン）とを含む溶液中で、４μｇ／

ｍＬの濃度でインキュベートした。インキュベーションは、撹拌台上で穏やかに

撹拌しながらガラスシャーレの中で室温で４時間行った後、撹拌せずに４℃で一

晩行った。

  【０１２７】

  特異的に結合したメチルＬＤＬと天然ＬＤＬを、ニトロセルロース膜上でヒト

ＬＤＬに対する抗体によって検出した。ヒツジの抗ヒトＬＤＬポリクローナル抗

体（ベーリンガーマンハイム社、インディアナ州、インディアナポリス）を大腸

菌ｐｌｙｓＥ細胞抽出液で吸着して、バックグラウンドを消した。吸着のために

、大腸菌ｐｌｙｓＥ細胞を対数期まで増殖させ、遠沈し、１ｍＭ  ＰＭＳＦと、

２ｍＭ  ε－アミノカプロン酸と、１ｍＭベンザミジンとを含むＰＢＳ中に再懸
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濁した。この細胞懸濁液に対して、液体窒素と冷水道水に浸漬することによる凍

結融解サイクルを８回行った。抗ＬＤＬ抗体／細胞抽出物溶液を緩やかに撹拌し

ながら４℃で１時間インキュベートした（１ｍＬの抗体溶液／３ｍｇ粗細胞抽出

物）。インキュベーションに続いて、この混合物を遠心分離し（１０，０００×

ｇ；１０分間；４℃）、上清を使用時まで０．０２％ＮａＮ３の存在下に４℃で

保存した。膜に対して以下のように免疫スクリーニングを行った。（ｉ）１％ゼ

ラチンを含むＴＢＳＥＮによる室温での５分間洗浄を３回、（ｉｉ）１％ゼラチ

ンを含むｐＨ７．４のＰＢＳ中で３０分間のインキュベーション、（ｉｉｉ）吸

着されたヒツジの抗ヒトＬＤＬ抗体（ベーリンガー・マンハイム、インディアナ

州、インディアナポリス）を含む新鮮なＰＢＳ／ゼラチン溶液中（１：１０００

希釈）、穏やかに撹拌しながら室温で２時間のインキュベーション、（ｉｖ）ｐ

Ｈ７．４のＴＢＳ中での３回の簡単な洗浄、（ｖ）ロバの抗ヒツジアルカリホス

ファターゼ結合抗体（シグマ社、ミズーリ州、セントルイス）を含むＰＢＳ／ゼ

ラチン溶液（１：１０，０００希釈）中、穏やかに撹拌しながら室温で１時間イ

ンキュベーション、（ｖｉ）ｐＨ７．４のＴＢＳで３回の簡単な洗浄、次に（ｖ

ｉｉ）アルカリホスファターゼ基質展開キット（ノバゲン社）を用いて、製造者

の指示に従って展開を行った。ＬＢＰを生産したファージプラークは、膜上に青

色の「ドーナツ」として現れた。

  【０１２８】

  ＬＢＰのｃＤＮＡを含む実施例１からのファージをプラーク精製し、ノバゲン

社によって提供される「Ｃｒｅ媒介性プラスミド切出しによるオートサブクロー

ニング（Ａｕｔｏｓｕｂｃｌｏｎｉｎｇ  ｂｙ  Ｃｒｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄ  Ｅ

ｘｃｉｓｉｏｎ）」と呼ばれるプロトコールに従って、プラスミドサブクローン

に変換した。ＤＮＡ配列は、ジデオキシヌクレオチドチェーンターミネーション

法（サンガー（Ｓａｎｇｅｒ）ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，

米国、第７４巻、５４６３～５４６７頁（１９７７年））によって得、アプライ

ドバイオシステムズ社の自動シーケンサによって解析した。各ｃＤＮＡのオープ

ンリーディングフレーム（ＯＲＦ）は、これらのｃＤＮＡのセンスおよびアンチ

センス鎖から得たコンセンサス配列から決定した。配列決定により、これまでに
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は知られていなかった３つの遺伝子が単離されたことが確認された。これらの遺

伝子はＬＤＬ抗体結合に対する機能的スクリーニングによって選択されたもので

あるから、これらの遺伝子によってコードされるタンパク質をＬＤＬ結合タンパ

ク質（ＬＢＰ）、具体的にはＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３と名付け

た。ウサギＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３、ならびに対応するタンパ

ク質に対するｃＤＮＡ配列は配列番号１０～１４および４８に示されている。

  【０１２９】

  それぞれのｃＤＮＡのコード配列に基づいて、組換えタンパク質の大きさは、

ＬＢＰ－１は１６．２ｋＤａ、ＬＢＰ－２は４０ｋＤａ、ＬＢＰ－３は６２．７

ｋＤａであると決定した。

  【０１３０】

実施例３：ＬＢＰｃＤＮＡまたはｃＲＮＡを用いたウサギＲＮＡのノーザンブロ

ット分析

  本実施例では、ＬＢＰｍＲＮＡの大きさと組織分布について説明する。全ＲＮ

Ａを種々のウサギ組織、すなわち、副腎、胸大動脈、腹大動脈、バルーン処理し

て内皮再生した腹大動脈、心臓、腎臓、平滑筋細胞、肺および肝臓から、トリゾ

ール試薬（ライフテクノロジーズ社）によって単離し、エタノール沈殿によって

濃縮した。ＲＮＡのゲル電気泳動を１×ＭＯＰＳ緩衝液（０．２Ｍ  ＭＯＰＳ、

ｐＨ７．０；５０ｍＭ酢酸ナトリウム；５ｍＭ  ＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）および

０．３７Ｍホルムアルデヒドを含む１．２％アガロースゲル中で行った。ゲルに

各被験組織からの２０μｇの全ＲＮＡを流し、１×ＭＯＰＳ緩衝液中、１００ボ

ルトで２時間電気泳動した。ＲＮＡを支持されたニトロセルロース膜上にブロッ

トし（Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ＆Ｓｃｈｕｅｌｌ社、ニューハンプシャー州、キー

ン）、８０℃で２時間ベークすることにより固定化した。放射性標識したＬＢＰ

－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３ｃＤＮＡまたはｃＲＮＡプローブへのハイブ

リダイゼーションを、当業者に公知の標準的な方法によって実施し（例えば、ア

ウスベル（Ａｕｓｕｂｅｌ）ら、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ；Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ（１９

８９年）を参照のこと）、シグナルをオートラジオグラフィーによって検出した
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。

  【０１３１】

  結果は以下の通りであった。ｍＲＮＡの大きさは、ＬＢＰ－１が約１．３ｋｂ

、ＬＢＰ－２が約２．３～２．５ｋｂ、ＬＢＰ－３が約４．７ｋｂであった。Ｌ

ＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３のｍＲＮＡは調べたすべての組織におい

て認められたが、バルーン処理された腹大動脈において最も多く認められた。

  【０１３２】

実施例４：ヒトＬＢＰｃＤＮＡおよびゲノムクローンの単離

  本実施例では、ヒトＬＢＰｃＤＮＡの単離について説明する。ヒトＬＢＰｃＤ

ＮＡクローンは３つのｃＤＮＡライブラリから単離した。ヒト胎児脳ｃＤＮＡラ

イブラリはストラタジーン社（カリフォルニア州、ラ・ホーヤ）から入手し、ヒ

ト肝臓およびヒト大動脈ｃＤＮＡはクローンテック社（カリフォルニア州、パロ

アルト）から入手し、ロー（Ｌａｗ）ら（遺伝子発現（Ｇｅｎｅ  Ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎ）、第４巻、７７～８４頁（１９９４年））に記載されている方法に従

って、ウサギＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３に由来する放射性標識し

たｃＤＮＡプローブを用いてスクリーニングを行った。いくつかの強くハイブリ

ダイズしたクローンを同定し、プラーク精製した。クローンはヒトＬＢＰ１、Ｌ

ＢＰ－２およびＬＢＰ－３であることが、ジデオキシヌクレオチドチェーンター

ミネーション方法とアプライド・バイオシステムズ社の自動シーケンサーによる

分析とによるＤＮＡ配列決定によって確認された。これらのｃＤＮＡ配列および

ヒトＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３に対する対応するタンパク質は、

それぞれ配列番号１５、１６および１７に示されている。

  【０１３３】

  ヒトゲノムライブラリーのスクリーニングは、ｃＤＮＡライブラリスクリーニ

ングから得られたＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３クローンのそれぞれ

を用いて行った。３つのｃＤＮＡのそれぞれにハイブリダイズするクローンを単

離し、配列決定を行った。ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３に対するゲ

ノム配列が、それぞれ図２２～２４に示されている。ＬＢＰ－１のオープンリー

ディングフレームは、ＬＢＰ－１遺伝子の４つのエキソンにまたがっている（図
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２２、配列番号４９）。ゲノム配列によって予測されるＬＢＰ－１タンパク質は

、上述のｃＤＮＡクローンによって予測されるものと同じである。ＬＢＰ－２の

オープンリーディングフレームは、ＬＢＰ－２遺伝子の５つのエキソンにまたが

っている（図２３、配列番号５０）。ゲノム配列によって予測されるＬＢＰ－２

タンパク質は、そのアミノ末端にさらに別の３２１個のアミノ酸を含んでいると

いう点で、上述のｃＤＮＡクローンによって予測されるものとは異なっている（

ＬＢＰ－２ｃＤＮＡは、５’トランケーションである）。ＬＢＰ－３のオープン

リーディングフレームは、ＬＢＰ－３遺伝子の１０のエキソンにまたがっている

（図２４、配列番号５１）。ゲノム配列によって予測されるＬＢＰ－３タンパク

質は、そのアミノ末端にさらに別の１６個のアミノ酸（ＬＢＰ－３ｃＤＮＡは、

５’トランケーションである）およびアミノ酸第１３０位にアスパラギンを含ん

でいるという点で、上述のｃＤＮＡクローンによって予測されるものとは異なっ

ている。ウサギとヒトの対応するＬＢＰ－１、ＬＢＰ２およびＬＢＰ－３タンパ

ク質配列の比較を、図１９、２０および２１に示す。

  【０１３４】

実施例５：組換えＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３ウサギタンパク質の

大腸菌からの単離

  ＬＢＰｃＤＮＡを、実施例１および２に記載のように得たオリジナルｐＥＸｌ

ｏｘプラスミドより単離し、組換えタンパク質を発現されるためにＰＰＲＯＥＸ

－ＨＴベクター（ライフテクノロジーズ社）にサブクローン化した。形質転換さ

れた大腸菌ＤＨ１０Ｂ培養物にＩＰＴＧを添加することにより、大腸菌組換えタ

ンパク質を誘導したところ、６－ヒスチジンタグ（Ｎ末端）を含む組換えタンパ

ク質が発現した。このタグ付きタンパク質を、製造者（キアゲン社、カリフォル

ニア州、サンタクララ）によって提供されるプロトコールの記載されるように、

Ｎｉ－ＮＴＡ（ニッケルニトリロ三酢酸）と結合させることにより、全細胞タン

パク質から精製した。クロマトグラフィー工程後に得られた調製物は、約９０％

の純度であり、最終精製工程として調製用ＳＤＳ－ＰＡＧＥを行った。

  【０１３５】

  特性決定手順によって必要とされる場合には、Ｉｏｄｏｂｅａｄｓ（ピアス社
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、イリノイ州、ロックフォード）を用いてＬＢＰのヨウ素化を行った。Ｉｏｄｏ

ｂｅａｄｓを、蓋付き微量遠心管に入れた５００μＣｉのＮａｌ２５Ｉ溶液（１

７Ｃｉ／ｍｇ）（ニューイングランドヌクレア社、マサチューセッツ州、ボスト

ン）中、室温で５分間インキュベートした。Ｉｏｄｏｂｅａｄｓ－Ｎａ１２５Ｉ

微量遠心管にタンパク質溶液を加え、室温で１５分間インキュベートした。この

インキュベーションの終了時に、全可溶性およびＴＣＡ沈殿可能なカウントを決

定するために、アリコートを取り出した。次に放射性標識されたタンパク質を冷

アセトンで沈殿させた（２．５容；－２０℃；２．５時間）。このインキュベー

ション後、沈殿したタンパク質を遠心分離（１４，０００ｇ；１時間；室温）に

よって回収し、試料用緩衝液（６Ｍ尿素／５０ｍＭトリス，ｐＨ８．０／２ｍＭ

  ＥＤＴＡ）中に再懸濁した。タンパク質調製物の完全性はＳＤＳ－ＰＡＧＥに

よって評価した。

  【０１３６】

  組換えＬＢＰの同一性は、当業者に公知の標準的なタンパク質配列決定プロト

コールを用いて確認した（微量シーケンシングのためのタンパク質およびペプチ

ド精製に対する実務ガイド（Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ｇｕｉｄｅ  ｆｏｒ  Ｐ

ｒｏｔｅｉｎ  ａｎｄ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｆｏｒ  

Ｍｉｃｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）、マツダイラ（Ｍａｔｓｕｄａｉｒａ）ら、

Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，第２版（１９９３年））。解析は、

アプライドバイオシステムズ社のモデル４７７Ａタンパク質シーケンサーおよび

オンラインモデル１２０ＰＴＨアミノ酸アナライザを用いて行った。

  【０１３７】

実施例６：ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３に対する抗体の生産

  本実施例では、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３に対するポリクロー

ナル抗体の生産について説明する。精製した組換えＬＢＰタンパク質（０．５ｍ

Ｌ；２００μｇ）とＲＩＢＩアジュバント（ＲＩＢＩイムノケムリサーチ社，モ

ンタナ州、ハミルトン）との混合物を、雄のモルモット（ダンキンハートリー（

Ｄｕｎｋｉｎ  Ｈａｒｔｌｅｙ）；ハゼルトンリサーチプロダクツ社，ペンシル

ベニア州、デンバー）に、背側の胸部および腹部部位に沿って３～５カ所に皮下
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注射した。静脈穿刺により、１日目（免疫化前採血）、２８日目、４９日目およ

び７０日目に採血を行った。ブースタ注射は、２１日目（１００μｇ；皮下）、

４２日目（５０μｇ；皮下）および６３日目（２５μｇ；皮下）に行った。モル

モット抗血清の力価は、系列希釈「ドットブロッティング」によって評価した。

免疫前抗血清も同時に評価した。３回目のＬＢＰタンパク質のブースタ後、組換

えタンパク質に対する力価は、最高レベルに達し、ドットブロット検定において

１５６ｐｇの検出可能な比色応答を示した。

  【０１３８】

  組換えＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３に対するポリクローナル抗体

の特異性は、ウェスタンブロット分析（Ｔｏｗｂｉｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ１．

Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．米国、第７６巻、４３５０頁（１９７９年））を用いて実証

した。タンパク質－抗体複合体は、アルカリホスファターゼ結合ヤギ抗モルモッ

トＩｇＧを用いて免疫化学的に可視化した後、ニトロブルーテトラゾリウム（バ

イオラッドラボラトリーズ社、カリフォルニア州、ヘラクレス）で染色した。非

特異的結合は、トリス緩衝生理食塩水（１００ｍＭトリス；０．９％ＮａＣｌ，

ｐＨ７．４）中の３％脱脂乾燥乳によってブロックした。

  【０１３９】

実施例７：免疫組織化学的特性決定

  本実施例ではプラークを覆う内皮細胞内または該内皮細胞上、隣接する平滑筋

細胞内または該細胞上、および細胞外マトリックス内のＬＢＰの存在について説

明する。さらに、ＬＤＬとＬＢＰの同所局在性についても実証した。これらの結

果は、バルーン処理したウサギの動脈病変と、ヒトアテローム性動脈硬化症のプ

ラークとを免疫組織化学的方法によって調べることにより得た。

  【０１４０】

  バルーンにより内皮剥奪された大動脈は、組織採取の２４時間前にヒトＬＤＬ

のボーラス注射（３ｍｇ；静注）を受けたウサギから得た。アテローム性動脈硬

化症のプラークを含むヒト大動脈は、通常の剖検試料から得た。組織を１０％緩

衝ホルマリン中に固定し（２４時間以内）、自動組織包埋機を用いてパラフィン

中に包埋した。組織切片を裁断し（５～７μ）、６０℃で１時間インキュベート
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することにより、スライドグラスに載置した。切片のパラフィン除去を行った。

脱イオン水による最終洗浄の後、切片を１％Ｈ２Ｏ２／Ｈ２Ｏとともに室温で５

分間インキュベートすることにより、内因性ペルオキシダーゼ活性を除外した。

切片を室温で５分間リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）によってリンスし、非特異

的結合を二次抗体の起源に応じて５％正常ヤギ血清または５％正常ウサギ血清で

ブロックした（シグマ社、ミズーリ州、セントルイス）（１時間、室温）。次に

切片をウサギ型のＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３に対するモルモット

ポリクローナル抗体の１：５０希釈物（５％正常ヤギ血清／ＰＢＳ中）とともに

インキュベートした。免疫前血清ならびにＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ

－３に対する特異的抗血清も対照に含めた。後者においては、組織切片とともに

インキュベートする前に、組換えＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３とと

もにインキュベートして遠心分離を行うことにより一次抗体が完全に吸着され、

除去されている。アフィニティ精製されたヒトアポリポタンパク質Ｂに対するウ

サギポリクローナル抗体（ポリサイエンス社、ペンシルベニア州、ウォーリント

ン）を１：１００（５％正常ウサギ血清／ＰＢＳ中）の希釈率で用いた。切片を

加湿チャンバ内において室温で２時間インキュベートした。インキュベーション

終了時に、切片をＰＢＳでリンスし、ヤギ抗モルモットビオチン化ＩｇＧ複合体

（ベクターラボラトリーズ社、カリフォルニア州、バーリンゲーム）の１：２０

０（５％正常ヤギ血清／ＰＢＳ中）希釈物とともに、あるいは、ウサギ抗ヤギビ

オチン化ＩｇＧ複合体（ベクターラボラトリーズ社、カリフォルニア州、バーリ

ンゲーム）の１：２５０（５％正常ウサギ血清／ＰＢＳ中）希釈物とともに、湿

ったチャンバ内において室温にて１時間インキュベートした。切片をＰＢＳでリ

ンスし、抗原－抗体シグナルをアビジン／ビオチンＨＲＰ複合体（Ｖｅｃｔａｓ

ｔａｉｎＡＢＣキット；ベクター・ラボラトリーズ、カリフォルニア州、バーリ

ンゲーム）を用いて増幅した。切片をＤＡＢ基質を用いて限界させ（４～６分間

、室温）、ヘマトキシリンによって対比染色した。バルーン処理したウサギの動

脈において、抗ＬＢＰ－１、抗ＬＢＰ－２および抗ＬＢＰ－３抗体を用いた免疫

組織化学試験により、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３は機能的に改変

された内皮細胞内または該細胞上の再生内皮細胞の島の縁に局在化しており、こ
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の位置は不可逆ＬＤＬ結合が実証されている（チャン（Ｃｈａｎｇ）ら、動脈硬

化と血栓症（Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ  ａｎｄ  Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉ

ｓ）、第１２巻、１０８８～１０９８頁（１９９２年））位置と同じであること

が示された。ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３は、機能的に改変された

内皮細胞の下にある内膜平滑筋細胞内または該細胞上にも見られ、また程度は低

いものの、細胞外マトリックス内にも見られた。ＬＤＬ結合が可逆的であること

が実証されている（Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ  ａｎｄ  Ｔｈｒｏｍｂ

ｏｓｉｓ）、第１２巻、１０８８～１０９８頁（１９９２年））依然内皮剥奪さ

れたままの領域においては、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３は全く見

られなかった。バルーン処理したウサギ大動脈の、抗ヒトアポリポタンパク質Ｂ

抗体による免疫組織化学試験により、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３

と同じ部位にＬＤＬが存在することが示された。

  【０１４１】

  通常の剖検で採取したヒトアテローム性プラークにおいて、抗ＬＢＰ－１、抗

ＬＢＰ－２および抗ＬＢＰ－３抗体との免疫組織化学試験により、ＬＢＰ－１、

ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３は、プラークを覆う内皮細胞内または該細胞上、な

らびに隣接する平滑筋細胞内または該細胞上にも見られることが示された。ヒト

組織において、細胞外マトリックス内にＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－

３が存在することのより大きな証拠があった。

  パラフィン切片を用いて得られたこれらの結果は、凍結切片を用いて得られた

結果と同じであった。

  【０１４２】

実施例８：ＬＢＰとＬＤＬまたはＨＤＬとのアフィニティ同時電気泳動（ＡＣＥ

）アッセイ

  【０１４３】

  本実施例では、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３と、ＬＤＬとの間で

結合が起こること、ならびに、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３と、Ｈ

ＤＬ（高密度リポタンパク質）との間では結合が起こらないという事実によって

説明されるように、この結合が特異的であることについて説明する。組換えウサ
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ギＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３のＬＤＬへの結合の親和性と特異性

の分析は、アフィニティ電気泳動の原理（リー（Ｌｅｅ）とランダー（Ｌａｎｄ

ｅｒ）、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ１．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．、米国、第８８巻、２７６８

～２７７２頁（１９９１年））を用いて実施した。５０ｍＭ  ＭＯＰＳナトリウ

ム、ｐＨ７．０、１２５ｍＭ酢酸ナトリウム、０．５％ＣＨＡＰＳ中に溶かした

アガロース（１％；６５℃）を調製した。９本の平行なバーからなるテフロン（

登録商標）コーム（４５×４×４ｍｍ／バーの間隔３ｍｍ）を、プレキシガラス

製のキャスティングトレイに適合させたＧｅｌＢｏｎｄフィルム（ＦＭＣバイオ

プロダクツ社、メイン州、ロックランド）上に、バーの長軸がキャスティングト

レイの長軸に平行になるように配置した。テフロンストリップ（６６×１×１ｍ

ｍ）をキャスティングトレイの縁から４ｍｍの位置に、該ストリップの長軸がキ

ャスティングトレイの短軸と平行になるようにキャスティングトレイの縁の上に

配置した。次に溶かしたアガロース（＞６５℃）を約４ｍｍの高さに達するまで

注いだ。コームとストリップを除去すると、６６×１ｍｍのスロットに隣接して

９個の４５×４×４ｍｍの矩形のウェルを含むゲルができた。ＬＤＬまたはＨＤ

Ｌ試料をゲル緩衝液（５０ｍＭ  ＭＯＰＳナトリウム，ｐＨ７．０，１２５ｍＭ

酢酸ナトリウム）中に所望の濃度の２倍の濃度で調製した。次に試料を等量の溶

かしたアガロース（５０ｍＭＭＯＰＳ，ｐＨ７．０；１２５ｍＭ酢酸ナトリウム

；５０℃）と混合し、適切な矩形のウェルにピペットで注入し、ゲル化させた。

ＬＢＰ－１およびＬＢＰ－３の結合の親和性および特異性を、いくつかの濃度の

ＬＤＬ（５４０～１４ｎＭ）およびＨＤＬ（２８４０～１７７ｎＭ）を用いて試

験した。一定量（０．００３ｎＭ～０．０１６ｎＭ）の１２５Ｉ標識したＬＢＰ

－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３（５０ｍＭ  ＭＯＰＳナトリウム，ｐＨ７．

０；１２５ｍＭ酢酸ナトリウム；０．５％ブロムフェノールブルー；６％（ｗｔ

／ｖｏｌ）スクロースに懸濁）をスロットに流した。ゲルを７０ｖ／２時間／２

０℃で電気泳動した。泳動終了後、ゲルを風乾し、増感紙とともにＸ線フィルム

を－７０℃で一晩ゲルに露出することにより、遅延プロファイルを可視化した。

  【０１４４】

  ＬＤＬはＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３のゲル内での移動を濃度依
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存性かつ飽和可能に遅らせたが、このことは、ＬＤＬへのＬＢＰ－１、ＬＢＰ－

２およびＬＢＰ－３の結合が高度に特異的であることを示すものである。この結

論は、ＨＤＬがＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３を遅らせなかったとい

う事実によって裏付けられる。アフィニティ同時電気泳動アッセイから作成した

結合曲線からは、ＬＢＰ－１はＬＤＬにＫｄ＝２５．６ｎＭで結合し、ＬＢＰ－

２（ウサギクローン２６）はＬＤＬにＫｄ＝１００ｎＭで結合し、ＬＢＰ－３（

８０ｋＤａ断片）はＬＤＬにＫｄ＝３３３ｎＭで結合することが示された。

  【０１４５】

  ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３のＬＤＬへの結合の親和性および特

異性の試験に加えて、「コールドな」（すなわち、放射性標識されていない）Ｌ

ＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３が、放射性標識されたＬＢＰ－１、ＬＢ

Ｐ－２またはＬＢＰ－３のＬＤＬへの結合を競争的に阻害する能力も調べた。競

争試験は、一定濃度のコールドなＬＤＬと、放射性標識されたＬＢＰ－１と、漸

加量のコールドな組換えＬＢＰ－１（６～３１μＭ）とを用いて実施した。ＡＣ

Ｅアッセイ試料およびゲルは本明細書記載のようにして調製した。コールドなＬ

ＢＰ－１は放射性標識されたＬＢＰ－１のＬＤＬへの結合を濃度依存的に阻害し

、コールドなＬＢＰ－２は、放射性標識されたＬＢＰ－２のＬＤＬへの結合を濃

度依存的に阻害し、コールドなＬＢＰ－３は、放射性標識されたＬＢＰ－３のＬ

ＤＬへの結合を濃度依存的に阻害した。

  【０１４６】

  ウサギおよびヒトのＬＢＰ－２は、アミノ末端に長い酸性アミノ酸伸張部を含

んでいる（ウサギＬＢＰ－２アミノ酸残基３３８～３６５、ヒトＬＢＰ－２アミ

ノ酸残基３２９～３５４）。ＬＢＰ－２のこの部分がＬＤＬ結合ドメインである

可能性については、上記酸性アミノ酸領域の有無のみが異なる２つのウサギＬＢ

Ｐ－２クローンを、当業者に公知の標準的な方法に従って発現ベクターにサブク

ローニングすることによって試験した（それぞれ、クローン２６およびクローン

４５）。次にこれらの２つのクローンのＬＤＬへの結合の親和性と特異性を評価

するために、ＡＣＥアッセイを行った。ＬＤＬは、クローン２６由来の放射性標

識したＬＢＰ－２のゲル中の移動を濃度依存的かつ飽和的に遅らせた。クローン
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４５由来の放射性標識したＬＢＰ－２の移動は遅らせられなかった。

  【０１４７】

  一定濃度のコールドなＬＤＬおよびクローン２６由来の放射性標識ＬＢＰ－２

と、漸加濃度のコールドな組換えＬＢＰ－２／クローン２６およびＬＢＰ－ａ／

クローン４５を用いた競争について調べた。コールドなクローン２６由来のＬＢ

Ｐ－２は、クローン２６由来の放射性標識されたＬＢＰ－２のＬＤＬへの結合を

濃度依存的に阻害した。一方、クローン４５由来のＬＢＰ－２は、クローン２６

由来の放射性標識されたＬＢＰ－２のＬＤＬに対する結合に影響を及ぼさなかっ

た。これらの結果は、酸性アミノ酸の長い伸張部分が、ＬＢＰ－２のＬＤＬに対

する結合ドメインを含んでいることを示している。

  【０１４８】

実施例９：阻害剤存在下におけるＬＢＰ－１またはＬＢＰ－２とＬＤＬとのアフ

ィニティ同時電気泳動（ＡＣＥ）アッセイ

  本実施例では、ＬＢＰ－１またはＬＢＰ－２とＬＤＬとの間の結合がポリグル

タミン酸またはＢＨＦ－１によって阻害されることについて説明する。第３の化

合物が有する、予め相互作用することが示されている２つのタンパク質間の結合

を阻害する能力を、実施例８に記載したＡＣＥアッセイに変更を加えて試験した

。第３の化合物を一番上に加えるか、もしくは放射性標識されたタンパク質と一

緒にウェルに加えた。第３の化合物が結合を阻害していれば、放射性標識された

タンパク質はゲル中を流れることになる。第３の化合物が結合を阻害していなけ

れば、放射性標識されたタンパク質の移動はゲル中へのタンパク質のキャストに

よって遅らされることになる。

  【０１４９】

  ポリグルタミン酸（平均分子量約７，５００、約７モノマーに相当）によるＬ

ＢＰ－１／ＬＤＬまたはＬＢＰ－２／ＬＤＬ結合の阻害は、一定量のＬＤＬ（１

４８ｎＭ）をすべての矩形のレーンにキャスティングすることによって示された

。一定量（１μＬ）の１２５Ｉ標識ＬＢＰ－１またはＬＢＰ－２（０．００３ｎ

Ｍ～０．０１６ｎＭ）を、漸加濃度のポリグルタミン酸（シグマ社より入手）（

０～０．４ｎＭ）とともに、ゲルの上部のウェルに流し込んだ。ゲルを７０ボル
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トで２時間電気泳動し、乾燥させ、増感紙とともにＸ線フィルム上に－７０℃で

一晩載置した後、現像してＬＢＰ－１およびＬＢＰ－２の遅延プロファイルを決

定した。ポリグルタミン酸の濃度が増大するに従って、ＬＤＬによる放射性標識

されたＬＢＰ－１およびＬＢＰ－２の移動の遅延が濃度依存的に低下し、このこ

とから、ポリグルタミン酸がＬＢＰ１、ＬＢＰ－２とＬＤＬとの間の結合を阻害

することが示された。

  【０１５０】

  ＢＨＦ－１によるＬＢＰ－１／ＬＤＬまたはＬＢＰ－２／ＬＤＬ結合の阻害は

、一定量のＬＤＬ（１４８ｎＭ）をすべての矩形のレーンにキャスティングする

ことによって示された。一定量の１２５Ｉ標識ＬＢＰ－１（０．００３ｎＭ～０

．０１６ｎＭ）を、実施例１５に記載のようにした得た漸加濃度のＢＨＦ－１（

０～１０ｎＭ）とともに、ゲルの上部のウェルに流し込んだ。ゲルを７０ボルト

で２時間電気泳動し、乾燥させ、増感紙とともにＸ線フィルム上に－７０℃で一

晩載置した。その後、フィルムを現像してＬＢＰ－１の遅延プロファイルを決定

した。ＢＨＦ－１の濃度が増大するに従って、ＬＤＬによる放射性標識されたＬ

ＢＰ－１の移動の遅延が濃度依存的に低下し、このことから、ＢＨＦ－１がＬＢ

Ｐ１とＬＤＬとの間の結合を阻害することが示された。

  【０１５１】

実施例１０：ＬＤＬに結合するＬＢＰの断片、類似体および模倣体を同定するた

めのアフィニティ同時電気泳動（ＡＣＥ）アッセイ

  本実施例では、ＬＤＬに結合し、従って、ＬＤＬ分子上の結合部位を占領し、

これらの部位を動脈壁内のＬＢＰへの結合に利用できなくすることにより、動脈

壁内のＬＢＰに結合するＬＤＬの阻害剤として使用することのできる、ＬＢＰの

断片、類似体または模倣体を同定するための方法について説明する。

  【０１５２】

  ＬＢＰの断片は化学的開裂によって作成するか、あるいは周知のアミノ酸配列

から合成する。これらの断片の試料（コールド）を個別に、実施例８に記載のよ

うにして放射性標識されたＬＢＰに添加し、様々な断片の潜在的阻害能力を評価

する。阻害能があると同定された断片のより小さい部分へこの手順を繰り返し適
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用することにより、当該断片の最小の活性ポリペプチド断片を同定する。同様の

方法で、ＬＢＰの類似体を調べてＬＤＬへの結合による阻害剤として作用する類

似体を同定する。同様にして、ＬＢＰの模倣体（ＬＢＰ分子上のＬＤＬ結合部位

のコンホメーションおよび／または電荷分布を真似た分子）も同様の様式で調べ

、ＬＢＰ上のＬＤＬ結合部位に対する親和性を示す分子を同定する。

  【０１５３】

  このようにして同定した阻害剤の親和性は、ＬＢＰ上のＬＤＬ結合部位に対す

るＬＤＬ自身の親和性と少なくとも同等の強さである。これらの阻害剤は、少な

くとも競争的に、さらにあるものは不可逆的かつ優先的に、ＬＤＬ結合部位に結

合することにより、該結合部位を体液性ＬＤＬへの結合に利用できなくする。

  【０１５４】

実施例１１：ＥＬＩＳＡアッセイ

  本実施例では、試験化合物の有する、特異的ＬＢＰに対するＬＤＬの結合を阻

止する能力を定量するための、ＥＬＩＳＡプレートアッセイの利用について説明

する。

  【０１５５】

  一例において、ＥＬＩＳＡアッセイは以下のようにして実施した。ＬＤＬを５

０ｍＭ  Ｎａ２ＨＣＯ３、ｐＨ９．６／０．０２％ＮａＮ３に希釈し、９６穴プ

レート（ＩｍｍｕｎｏＷａｒｅ９６穴Ｒｅａｃｔｉ－Ｂｉｎｄ  ＥＩＡポリスチ

レンプレート、ピアス社（イリノイ州、ロックフォード））のウェルに加え、最

終濃度を１ウェルあたり０．１～１μｇの範囲とした。プレートを室温で６時間

インキュベートした。インキュベーション時間の終了時に、ウェルをトリス緩衝

生理食塩水（ｐＨ７．４（ＴＢＳ））で３回洗浄し、ＴＢＳ／０．０２％ＮａＮ

３（シグマ社、ミズーリ州、セントルイス）に溶解した２００μＬの１％ウシ血

清アルブミン（ＢＳＡ）により室温で一晩ブロックした。次にウェルを、ＴＢＳ

に溶解した２００μＬのＬＢＰタンパク質（５～１０μｇ／ウェル）および様々

な濃度の試験化合物とともにインキュベートした。プレートは室温で１時間イン

キュベートした。次にウェルをＴＢＳで３回洗浄し、ＴＢＳ／０．０２％ＮａＮ

３に溶解した２００μＬの１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）により室温で２時
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間ブロックした。インキュベーション時間終了時に、ウェルをＴＢＳで３回洗浄

し、適当なモルモットの抗ＬＢＰタンパク質ポリクローナル抗体の１：１０００

希釈物（ＴＢＳ／０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０中）をウェルに添加し、室温で１時

間インキュベートした。その後、ウェルをＴＢＳ／０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０で

３回洗浄し、；ヤギ抗モルモットＩｇＧアルカリホスファターゼ複合体（シグマ

社）の１：３０，０００希釈物を各ウェルに添加した。プレートを室温で１時間

インキュベートした。ウェルをＴＢＳ／０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０で３回洗浄し

、２００ｍＬのｐ－ニトロフェニルホスフェート基質（シグマ社、ミズーリ州、

セントルイス）をウェルに添加することにより、比色測定反応を実施した。反応

は室温で３０分間進行させ、５０μＬの３Ｎ  ＮａＯＨによって停止した。ＥＬ

ＩＳＡプレートリーダを用いて４０５ｎｍにおける吸光度を決定した。組換えタ

ンパク質に対するＬＤＬの結合の阻止における試験化合物の有効性は、対照群と

処理群の吸光度値を比較することによって評価した。

  【０１５６】

  第２の例において、ＥＬＩＳＡアッセイは以下のようにして実施した。ＬＤＬ

をトリス緩衝生理食塩水（ｐＨ７．４、ＴＢＳ）中に希釈し、９６穴プレート（

ＩｍｍｕｎｏＷａｒｅ９６穴Ｒｅａｃｔｉ－Ｂｉｎｄ  ＥＩＡポリスチレンプレ

ート、ピアス社（イリノイ州、ロックフォード））のウェルに加え、最終濃度を

１ウェルあたり０．２μｇとした。プレートを室温で１時間インキュベートした

後、ウェルをＴＢＳで３回洗浄し、ＴＢＳに溶解した１％ウシ血清アルブミン（

ＴＢＳ中ＢＳＡ）により室温で１時間ブロックした。ウェルをＴＢＳで２回洗浄

した後、試験阻害剤化合物の濃度を変えるかもしくは変えずに、ＬＢＰ－１また

はＬＢＰ－２（０．０２５μｇ／ウェル）またはＬＢＰ－３（０．０１μｇ／ウ

ェル）を加えた。各条件につき４ウェルを当てた。プレートを室温で１時間イン

キュベートした後、ＴＢＳ／０．０２％Ｔｗｅｅｎ２０（ＴＢＳ／Ｔｗｅｅｎ）

で３回洗浄した。モルモット抗ＬＢＰポリクローナル抗体の適切な希釈物（抗体

に応じて１：７５０～１：１５００）を各条件につき３つのウェルに加え、１時

間インキュベートした。各条件の４つめのウェルには、ネガティブコントロール

として抗ＬＢＰ抗体の代わりに緩衝液を加えた。１時間後、ＴＢＳ／Ｔｗｅｅｎ
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で再度３回洗浄し、ヤギ抗モルモットＩｇＧアルカリホスファターゼ結合抗体（

シグマ社）の１：１０，０００希釈物（ＴＢＳ／Ｔｗｅｅｎ中）を各ウェルに加

えた。プレートを室温で１時間インキュベートし、ＴＢＳ／Ｔｗｅｅｎで３回洗

浄した。アルカリホスファターゼ基質キット（バイオラッド社、カリフォルニア

州、ヘラクレス）から以下のようにして新鮮な基質溶液を調製した。１ｍＬの５

倍濃縮ジエタノールアミン緩衝液と４ｍＬの蒸留水とを混合した。リン酸ｐ－ニ

トロフェニルの錠剤（５ｍｇ）１錠を加え、錠剤が完全に溶解するまでボルテッ

クス撹拌した。基質溶液を即時にウェルに加えた。アルカリホスファターゼ結合

ヤギ抗モルモットＩｇＧの漸加濃度の希釈物（ＴＢＳ／Ｔｗｅｅｎ中１：１００

，０００希釈物）、続いて基質を５つの空ウェルに加えてポジティブコントロー

ルとした。基質を添加した後、プレートを迅速にＥＬＩＳＡプレートリーダにセ

ットし、３７℃で約７５分間保持してから、４０５ｎｍにおける吸光度を測定し

た。３７℃のＥＬＩＳＡリーダ内でのインキュベーションは、吸光度を最適化す

るために調節（６０～９０分）する場合もあった。試験阻害剤の有効性は、ネガ

ティブコントロールの吸光度を差し引いた後、試験阻害剤とＬＢＰを混合したウ

ェルにおける吸光度と、阻害剤を含まずにＬＢＰを含んだウェルにおける吸光度

とを比較することにより決定した。

  【０１５７】

  別法として、ＬＤＬではなくＬＢＰを結合させた。ＬＤＬに結合する組換えＬ

ＢＰタンパク質およびＬＢＰ－ＬＤＬ結合に対する種々の濃度の阻害剤の影響は

、ＬＤＬに対する抗体を用いて決定した。この相互作用はレポータ酵素（たとえ

ば、アルカリホスファターゼ）に結合された二次抗体を用いることで可視化した

。

  【０１５８】

  ＥＬＩＳＡプレートアッセイを用いて、ＬＤＬに対するＯＢＰタンパク質の結

合に影響を与えることのできる薬剤をスクリーニングした。たとえば、ＬＢＰ－

１およびヒトＬＢＰ－３タンパク質配列に由来するペプチドを合成し（それぞれ

、ＢＨＦ－１およびＢＨＦ－２）、この様式でのＬＤＬのＬＢＰ－１およびＬＢ

Ｐ－２への結合を低減することが示されている。これらの結果はＡＣＥアッセイ



(72) 特表２００３－５２５６０８

によって得られた結果と一致していた。

  【０１５９】

実施例１２：ＬＢＰ上のＬＤＬ結合部位をブロックするためのＬＢＰに対するヒ

ト化抗体の投与

  本実施例では、動脈のＬＢＰ分子上のＬＤＬ結合部位をブロックするための、

ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３に対するヒト化抗体の患者への投与に

ついて説明する。マウスモノクローナル抗体を組換えＤＮＡ技術によってヒト化

するか、あるいは当業者に公知の標準的な手法によって（バークオバー（Ｂｅｒ

ｋｏｗｅｒ）Ｉ．、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．第７巻、６２

２～６２８頁（１９９６年）；ラムハラヤン（Ｒａｍｈａｒａｙａｎ）とスカレ

ツキー（Ｓｋａｌｅｔｓｋｙ）、Ａｍ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ１．Ｌａｂ、第１３

巻：２６～２８頁（１９９５年））ＬＢＰおよび／またはＬＢＰ上のＬＤＬ結合

部位に対して製造した。また、ゴディング（Ｇｏｄｉｎｇ）Ｊ．Ｗ．、「Ｍｏｎ

ｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（モノクローナル抗体）－原理と実践（

Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ），アカデミックプレス社、

ニューヨーク州、ニューヨーク（１９８６年）」に記載されるように、対応する

Ｆａｂ断片も製造した。これらの抗体をＬＢＰ分子上のＬＤＬ結合部位をブロッ

クするのに十分な量、すなわち１日あたり１～１０ｍｇ／ｋｇを非経口的に投与

した。これにより、ＬＤＬの酸化を容易にするために必要とされる動脈によるＬ

ＤＬの不可逆な取り込みが防止される。

  【０１６０】

実施例１３：ＬＤＬの調製

  本実施例では、ＬＤＬの調製について説明する。ＬＤＬは、正常脂血（ｎｏｒ

ｍｏｌｉｐｅｍｉｃ）ドナーの血漿から調製した（チャン（Ｃｈａｎｇ）ら、Ａ

ｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏｍｂ．、第ｌ２巻、１０８８～１０９８頁（

１９９２年））。１００ｍＬの全血液を１００ｍＭ  ＥＤＴＡ二ナトリウムを含

む試験管に入れた。血漿を低速遠心分離により赤血球から分離した（２，０００

ｇ；３０分間；４℃）。ＫＢｒ溶液を用いて血漿の密度を１．０２５ｇｍ／ｍＬ

に調整し、１００，０００×ｇ、１２℃で１８～２０時間遠心分離した。超低密
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度リポタンパク質（ＶＬＤＬ）を遠心管の上部からパスツールピペットを用いて

除去した。下層の密度をＫＢｒ溶液を用いて１．０５０ｇｍ／ｍＬまで高め、１

００，０００×ｇ、１２℃で、２２～２４時間遠心分離した。延長パスツールピ

ペットチップを用いて遠心管の上部からＬＤＬを除去した。ＬＤＬ調製物の純度

は、ヒトＬＤＬ、ヒトＨＤＬ、ヒト免疫グロブリンおよびヒトアルブミンに対す

る抗体との、オクタロニー免疫二重拡散によって評価した。１ｍＭ  ＥＤＴＡお

よび１０μＭブチル化ヒドロキシトルエン（ＢＨＴ）を含む０．９％生理食塩水

、ｐＨ９．０に対して透析を行うことにより（１Ｌ，×２，約１６時間）、ＬＤ

Ｌ溶液からＫＢｒを除去した。ＢＨＴはＬＤＬの酸化を防止するためのものであ

る。透析に続き、ＬＤＬタンパク質をローリー法（Ｌｏｗｒｙら、Ｊ．Ｂｉｏｌ

．Ｃｈｅｍ．第１９３巻、２６５～２７５頁（１９５１年））によって測定し、

ＬＤＬは使用時まで４℃で保存した。ＬＤＬ調製物の保存期間は４～６週間以内

とした。

  【０１６１】

実施例１４：ＨＤＬの調製

  本実施例ではＨＤＬの調製について説明する。ＨＤＬは、正常脂血ドナーの血

漿から調製した。１００ｍＬの全血液を１００ｍＭ  ＥＤＴＡ二ナトリウムを含

む試験管に入れ、血漿を遠心分離により赤血球から回収した（２，０００ｇ；３

０分間；４℃）。次に、ヘパリンナトリウム（５，０００ユニット／ｍＬ）およ

びＭｎＣｌ２（１Ｍ）を最終濃度がそれぞれ２００ユニット／ｍＬおよび０．４

６Ｍとなるように順に添加することにより，血漿中に存在するアポリポタンパク

質Ｂ含有リポタンパク質を沈殿させた（ワーニック（Ｗａｒｎｉｃｋ）とアルバ

ース（Ａｌｂｅｒｓ）、Ｊ．Ｌｉｐｉｄ  Ｒｅｓ．、第１９巻、６５～７６頁（

１９７８年））。その後試料を遠心分離した（２０００ｇ；１時間；４℃）。上

清を回収し、固体ＫＢｒをゆっくり加えることにより密度を１．２１ｇ／ｍＬに

調整した。ＨＤＬは超遠心分離（１００，０００ｇ；＞４６時間；１２℃）によ

り分離した。このＨＤＬ調製物の純度は、ヒトＨＤＬ、ヒトＬＤＬ、ヒト免疫グ

ロブリンおよびヒトアルブミンに対する抗体を用いて、オクタロニー免疫二重拡

散によって評価した。ＨＤＬ試料を生理食塩水ｐＨ９．０／１ｍＭ  ＥＤＴＡ／
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１０μＭ  ＢＨＴに対して透析し（４Ｌ，２４時間／４℃）、全タンパク質をロ

ーリー法（Ｌｏｗｒｙら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．第１９３巻、２６５～２７

５頁（１９５１年））によって測定した。ＬＤＬは使用時まで４℃で保存した。

ＬＤＬ調製物の保存期間は２週間以内とした。

  【０１６２】

実施例１５：ＢＨＦ－１の合成

  本実施例では、アミノ酸残基１４～３３を含むヒトまたはウサギＬＢＰ－１の

断片であるＢＨＦ－１の合成について説明する。ＢＨＦ－１は、アプライドバイ

オシステムズモデル４３０Ａペプチドシンセサイザーを用いて、標準的なＴ－Ｂ

ｏｃＮＭＰ化学サイクルによって合成した。ＢＨＦ－１の配列は以下の通りであ

る。

  【０１６３】

  ｖａｌ－ａｓｐ－ｖａｌ－ａｓｐ－ｇｌｕ－ｔｙｒ－ａｓｐ－ｇｌｕ－ａｓｎ

－ｌｙｓ－ｐｈｅ－ｖａｌ－ａｓｐ－ｇｌｕ－ｇｌｕ－ａｓｐ－ｇｌｙ－ｇｌｙ

－ａｓｐ－ｇｌｙ（配列番号９）。

  【０１６４】

  合成後、このペプチドをフッ化水素酸／アニソール（１０／１（ｖ／ｖ））に

より、－１０℃で３０分間開裂させた後、０℃で３０分間インキュベートした。

その後、ＢＨＦ－１を沈殿させ、冷ジエチルエーテルで３回洗浄した。アミノ酸

カップリングは、ニンヒドリン試験によってモニターした（＞９９％）。

  【０１６５】

  このＢＨＦ－１ペプチドを、高速液体クロマトグラフィー（逆相ＶｙｄａｃＣ

４カラム（２．２４×２５ｃｍ）により、流速９ｍＬ／分、直線勾配分離（６０

分間で２～９８％Ｂ））を用いて均一になるまで精製した。緩衝液Ａは０．１％

トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）／ミリＱ水からなるものとし、緩衝液Ｂは０．０８

５％ＴＦＡ／８０％アセトニトリルからなるものとした。勾配法は室温で行い、

２１０および２７７ｎｍにおける吸光度をモニターした。

  【０１６６】

  高速原子衝撃質量分析により、プロトン化分子イオン（Ｍ＋Ｈ）＋がｍ／ｚ＝
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２２９０．２においてピークに達することがわかり、この結果は計算値とよく一

致していた。アミノ酸分析において、ペプチド内の各アミノ酸の相対存在比に対

する実験値は理論値とよく一致していた。凍結乾燥したペプチドは－２０℃で保

存した。

  【０１６７】

実施例１６：ＬＤＬとＬＢＰとの間の結合を阻害する薬剤を見つけるためのイン

ビトロスクリーニング

  本実施例では、ＬＤＬとＬＢＰとの間の結合を阻害する薬剤を見つけるための

インビトロスクリーニングについて説明する。

  【０１６８】

  薬剤になりうる候補ポリペプチド、たとえばＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２、ＬＢＰ

－３、ＢＨＦ－１または他の任意のポリペプチドを選ぶ。インビトロにおいてＬ

ＤＬのＬＢＰへの結合を阻害するポリペプチドの最短の断片を決定する。ペプチ

ドは本明細書に記載する標準的な技術によって合成する。阻害アッセイは、スク

リーニングのための標準的ＥＬＩＳＡ技術、および本明細書中に記載するように

ＥＬＩＳＡの結果を確認するためのアフィニティ同時電気泳動（ＡＣＥ）アッセ

イを用いて実施する。このスクリーニング方法において使用可能な別のアッセイ

としては、たとえば、蛍光偏光やパルス限外ろ過エレクトロスプレー質量分析な

どが挙げられる。短いペプチド、例えば２量体から２０量体までのペプチドを、

その化学的特性によってＬＤＬ結合部位、たとえば酸性領域になりそうな候補ポ

リペプチドの配列に亘って合成する。ペプチドの長さを次第に短くしながら、イ

ンビトロにおける、および培養中の哺乳動物細胞に対しての、ＬＤＬ結合を阻害

する能力を調べる。たとえば、ＬＢＰ遺伝子を発現するようにトランスフェクシ

ョンされた哺乳動物細胞内で、そのペプチドがＬＤＬ結合の阻害に与える影響を

試験する。阻害剤として同定された各ペプチドについて、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－

２およびＬＢＰ－３のそれぞれを用いて試験し、単一の阻害剤がすべてのＬＢＰ

に対して機能するかどうかを決定する。

  【０１６９】

  最小の活性配列が決定されたところで、このペプチド主鎖を以下に検討するよ
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うにタンパク質分解を阻害するように改変する。たとえば、カルボノニルをスル

ホキシドに置換するか、ペプチド結合を反転させるか、カルボニル基をメチレン

基に置換するか、あるいは他の同様の標準的な手法によって改変を行う。アミノ

酸、ペプチドおよびタンパク質の化学と生化学（Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ａｎｄ  

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ｏｆ  Ａｍｉｎｏ  Ａｃｉｄｓ，  Ｐｅｐｔｉｄｅ

ｓ  ａｎｄ  Ｐｒｏｔｅｉｎｓ）、第７巻、２６７～３５７頁（Ｂ．Ｗｅｉｎｓ

ｔｅｉｎ（編）、Ｍａｒｃｅｌ  Ｄｅｌｄｅｒ，Ｉｎｃ．，ニューヨーク（１９

８３年）に記載の、スパトラ（Ｓｐａｔｏｌａ），Ａ．Ｆ．、“ペプチド主鎖の

改変（Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｂａｃｋｂｏｎｅ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ）：ア

ミド結合代用物を含むペプチドの構造活性分析、コンホメーション上の制約、お

よび関係した主鎖置換（Ａ  Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－Ａｃｔｉｖｉｔｙ  Ａｎａｌ

ｙｓｉｓ  ｏｆ  Ｐｅｐｔｉｄｅｓ  Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ  Ａｍｉｄｅ  Ｂｏ

ｎｄ  Ｓｕｒｒｏｇａｔｅｓ，  Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ  Ｃｏｎｓｔｒ

ａｉｎｔｓ，  ａｎｄ  Ｒｅｌａｔｅｄ  Ｂａｃｋｂｏｎｅ  Ｒｅｐｌａｃｅｍ

ｅｎｔｓ）”を参照のこと。これらの類似体が有する、インビトロにおけるＬＤ

ＬのＬＢＰへの結合を阻害する能力は、たとえば、ＥＬＩＳＡ、ＡＣＥ、蛍光偏

光、および／またはパルス化限外ろ過エレクトロスプレー質量分析などによって

、上述の天然のペプチドに対するものと同様の方法で試験する。

  【０１７０】

実施例１７：培養哺乳動物細胞を用いたＬＤＬとＬＢＰとの間の結合を阻害する

薬剤のインビトロスクリーニング

  本実施例では、ＡＣＥアッセイやＥＬＩＳＡなどのインビトロ試験によってＬ

ＤＬとＬＢＰとの間の結合の阻害剤候補であることが示された薬剤の細胞ベース

のインビトロスクリーニングについて説明する。

  【０１７１】

  一般的に組換え遺伝子構築物の発現に用いられる、２９３細胞などの哺乳動物

細胞を用いて、細胞表面上にＬＢＰを発現する細胞系列を開発する。このことは

、ＬＢＰオープンリーディングフレーム（ＯＲＦＳ）を哺乳動物の発現プラスミ

ドベクターである、ｐＤｉｓｐｌａｙ（インビトローゲン社、カリフォルニア州
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、カールスバッド）にサブクローニングすることによって実施する。上記ｐＤｉ

ｓｐｌａｙは、目的の遺伝子を細胞表面上で発現させるために設計されたもので

ある。ＬＢＰを生産するために哺乳動物細胞を用いることにより、機能的に活性

な天然のコンホメーションでＬＢＰを発現させることができる。したがって、安

定的にトランスフェクトされ、ＬＢＰを表面に発現している哺乳動物細胞系列は

、個々にもしくは組み合わせて、細胞培養物中のＬＤＬ結合をブロックする阻害

剤をアッセイおよびスクリーニングするのに特に適しているとともに、これらの

化合物の細胞毒性を評価するのにも適している。

  【０１７２】

  具体的には、ＬＢＰのＯＲＦをＴａｑポリメラーゼ（パーキンエルマー社）お

よび適当なプライマーを用いて、ｃＤＮＡ鋳型からＰＣＲ（パーキンエルマー社

、カリフォルニア州、フォスターシティ）により増幅する。増幅されたＬＢＰの

ＯＲＦをアガロースゲル電気泳動法によって精製し、バイオラッドＤＮＡ精製キ

ット（バイオラッド社、カリフォルニア州、ヘラクレス）を用いてゲル薄片から

抽出する。精製されたＤＮＡを制限酵素ＢｇｌＩＩおよびＳａｌＩ（ニューイン

グランドバイオラボ社、マサチューセッツ州、ビバリー）で切断して付着端を作

成し、上述したアガロースゲル電気泳動法およびＤＮＡ抽出によって再度精製す

る。次に、得られたＬＢＰのＯＲＦを、哺乳動物発現ベクター、ｐＤｉｓｐｌａ

ｙ（インビトローゲン社）内のＢｇｌＩＩ／ＳａｌＩ部位にライゲーションによ

ってサブクローニングする。組換えプラスミドは、大腸菌ＴＯＰ１０株（インビ

トローゲン社）またはＤＨ５α（ライフテクノロジーズ社，ニューヨーク州、グ

ランドアイランド）の形質転換によって確立する。組換えｐＤｉｓｐｌａｙ／Ｌ

ＢＰプラスミドＤＮＡは、大腸菌一晩培養物からバイオラッド社プラスミドミニ

プレップキットを用いて単離し、ＢｇｌＩＩ／ＳａｌＩで切断し、アガロースゲ

ル電気泳動法により分析する。うまく形質転換されたクローン中のＬＢＰＯＲＦ

については、自動ジデオキシＤＮＡ配列決定により確認する。ヒト腎臓２９３細

胞へのトランスフェクションを行うために、１～２μｇのＤＮＡを６μＬのリポ

フェクタミン試薬（ライフテクノロジー社）と混合し、ライフテクノロジー社の

プロトコールに記載されるように細胞とともにインキュベートする。トランスフ
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ェクト細胞中でのＬＢＰ発現は、トランスフェクション４８時間後に得られた細

胞抽出物のウェスタンブロット分析によって確認する。安定してトランスフェク

トされた２９３細胞を選ぶために、抗生物質Ｇ４１８（ライフテクノロジー社）

を８００μｇ／ｍＬの濃度で増殖培地に加える。Ｇ４１８耐性を有するコロニー

が組換えＬＢＰを発現しているかどうかを、ウェスタンブロットによって調べ、

ＬＢＰを発現している組換えクローンを拡大してＬＤＬ結合について検定すると

ともに、試験化合物のＬＤＬ結合を阻害する能力を調べるために用いる。

  【０１７３】

実施例１８：ＬＤＬとＬＢＰとの間の結合を阻害する薬剤のインビボスクリーニ

ング

  本実施例では、ＬＤＬとＬＢＰとの間の結合の有望な阻害剤候補であることが

インビトロ試験によって示された薬剤のインビボスクリーニングについて説明す

る。

  【０１７４】

  まず最初に、治癒中のバルーンカテーテルにより内皮剥奪されたウサギ大動脈

の動脈病変モデルにおいて、インビボ阻害活性を試験する（ロバーツ（Ｒｏｂｅ

ｒｔｓ）ら、Ｊ．Ｌｉｐｉｄ  Ｒｅｓ．、第２４巻、１１６０～１１６７頁（１

９８３年）；チャン（Ｃｈａｎｇ）ら、Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏｍ

ｂ．、第１２巻、１０８８～１０９８頁（１９９２年））。上記モデルは、ヒト

のアテローム性動脈硬化症病変に対する優れた類似物であることが示されている

。ヒトのアテローム性動脈硬化症に対する他の有用な動物モデルとしては、アポ

ＥノックアウトマウスおよびＬＤＬ受容体ノックアウトマウスが挙げられる。こ

れらのマウスモデルのいずれも、高濃度の血漿コレステロールおよび自然発生ア

テローム性動脈硬化様の病変の発症を特徴としている。

  【０１７５】

  阻害剤候補のそれぞれは、５匹～１０匹のバルーン処理したウサギを用いて試

験するが、同数のウサギに対照ペプチドまたはプラシーボを与える。内皮再生（

治癒）が部分的に完了した時期である、大動脈内皮剥奪の４週間後に、ペプチド

および類似体の毎日の非経口（静脈内または皮下投与）または胃内投与を、体重
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１ｋｇあたり１０ｍｇの初期濃度で開始する。この初期濃度は結果に応じて最大

１００ｍｇ／ｋｇまでで増減させる。３０分後、短期研究において阻害剤候補が

治癒中の動脈病変におけるＬＤＬ捕捉を阻害する能力を有するどうかを試験する

ために、１２５Ｉ（または９９ｍＴｃ）標識ＬＤＬのボーラスを静脈注射する。

１２５Ｉ－ＬＤＬを用いる場合、前述のように（ロバーツ（Ｒｏｂｅｒｔｓ）ら

、Ｊ．Ｌｉｐｉｄ  Ｒｅｓ．、第２４巻、１１６０～１１６７頁（１９８３年）

；チャン（Ｃｈａｎｇ）ら、Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｏｍｂ．、第１２

巻、１０８８～１０９８頁（１９９２年））、８～２４時間後に動物を屠殺し、

大動脈を摘出、洗浄し、摘出大動脈を定量的オートラジオグラフィーに供する。

９９ｍＴｃ－ＬＤＬを用いる場合は、前述のように（リース（Ｌｅｅｓ）とリー

ス（Ｌｅｅｓ）、アテローム症候群（Ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ  ｏｆ  Ａｔｈｅｒｏ

ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ），Ｆｕｓｔｅｒ編、Ｆｕｔｕｒａ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ

  Ｃｏ．，ニューヨーク州、アーモンク、３８５～４０１頁（１９９６年）），

２～２４時間目に生存している麻酔した動物の外部γカメラ撮影を行い、続いて

屠殺、摘出、摘出した大動脈の撮影を行うことによって分析する。試験終了直前

に、動物に対してＣＢＣ、肝酵素および尿検査を含む標準的な毒性試験を行う。

  【０１７６】

  最も効果的かつ毒性の少ない化合物を、２％コレステロール食餌を摂ったウサ

ギの短期研究において試験する（シュヴェンケ（Ｓｃｈｗｅｎｋｅ）とカリュー

（Ｃａｒｅｗ）、Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ、第９巻、８９５～９０７

頁（１９８９年））。それぞれの阻害剤候補は、５～１０匹のウサギにおいて試

験し、同数のウサギに対照ペプチドまたはプラシーボを与える。動物には阻害剤

候補またはプラシーボを１日に１回以上与え、これを２週間以内の期間実施する

。毎日の投与の頻度は投与経路によって決定する。活性な薬物またはプラシーボ

を非経口投与する場合には、これらを一日あたり１～３回の頻度で投与し、２％

コレステロール食餌を続ける。薬物またはプラシーボを経口投与する場合には、

これらを２％コレステロール食餌に混合する。シュヴェンケ（Ｓｃｈｗｅｎｋｅ

）とカリュー（Ｃａｒｅｗ）（Ａｌｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ、第９巻、８

９５～９０７頁（１９８９年））は、ウサギ大動脈の病変を起こしやすい領域に
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おけるＬＤＬ濃度は、２％コレステロール食餌を１６日間与えたウサギにおいて

、通常の２２倍以上に増加しており、増加したＬＤＬ含量は初期アテローム性動

脈硬化症の組織学的証拠よりも優位であることを示している。したがって、阻害

剤候補の効果の分析は、コレステロール給餌の開始から２週間後に、１２５Ｉ－

ＬＤＬを注射し、これを８～２４時間の間循環させて、試験群および対照群の両

方の動物の摘出大動脈に対して定量的オートラジオグラフィーを実施することに

より試験する。大動脈のコレステロール含量の定量は適時実施する（シュヴェン

ケ（Ｓｃｈｗｅｎｋｅ）とカリュー（Ｃａｒｅｗ）（Ａｌｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ

ｏｓｉｓ、第９巻、８９５～９０７頁（１９８９年）；シュヴェンケ（Ｓｃｈｗ

ｅｎｋｅ）とカリュー（Ｃａｒｅｗ）（Ａｌｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ、第

９巻、９０８～９１８頁（１９８９年）。

  【０１７７】

  上記の手法は、最も有望な阻害剤候補を同定するとともに、それらの投与の最

良の経路および頻度を同定するものである。このようにして同定された阻害剤を

、次にコレステロール給餌ウサギの長期研究において試験する。この長期コレス

テロール給餌研究は、コレステロール給餌の開始後、より長い間隔で１２５Ｉ－

ＬＤＬを注射することにより阻害剤の有効性を調べ、病変が起こりやすい大動脈

の部位をアテローム性動脈硬化症の証拠を見いだすために組織学的に調べたこと

を除いては、短期コレステロール給餌研究と同様の方法で実施する。試験時間は

２、４および６ヶ月目である。主要な動脈を肉眼で組織学的に観察して、アテロ

ーム性動脈硬化症の証拠と程度を調べる。必要であれば、他の許容される動物モ

デル、たとえばアテローム性症候群に罹りやすい霊長類など（ウィリアムス（Ｗ

ｉｌｌｉａｍｓ）ら、Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏｍｂ．Ｖａｓｔ．Ｂ

ｉｏ１．第１５巻、８２７～８３６頁（１９９５））、遺伝子組み換えマウス、

および／またはワタナベウサギを短期および長期コレステロール給餌によって試

験する。

  【０１７８】

実施例１９：ＬＢＰタンパク質に対する能動免疫の誘導による、バルーンにより

内皮剥奪されたウサギ大動脈における放射性標識ＬＤＬの蓄積のインビボ阻害
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  本実施例では、ＬＢＰタンパク質に対する免疫の誘導が、バルーンにより内皮

剥奪されたウサギの大動脈のアテローム性動脈硬化症のモデルにおける放射性標

識ＬＤＬの蓄積に与える効果について説明する。

  【０１７９】

  雄ニュージーランド白ウサギ（ハゼルトンリサーチプロダクツ社、ペンシルベ

ニア州、デンバー）において、以下に示すようにして免疫を誘導した。精製した

ヒト組換えＬＢＰ－２またはＢＨＦ－１ペプチド（１ｍＬ；１ｍｇ）とＲＩＢＩ

アジュバント（ＲＩＢＩイムノケムリサーチ社，モンタナ州、ハミルトン）との

混合物をウサギの背側の胸部および腹部領域に沿って２～５カ所に皮下注射した

。１日目（免疫前採血）、３５日目、６３日目、および９１日目に静脈穿刺によ

り採血を行った。ブースタ注射は２８日目（５００μｇ；皮下）、５６日目（２

５０μｇ；皮下）および８４日目（１２５μｇ；皮下）に行った。

  【０１８０】

  ウサギの力価は、ＥＬＩＳＡプレート形式を用いて系列希釈により評価した。

免疫化前血清を同時に評価した。ＬＢＰタンパク質またはペプチドの３回目のブ

ースタ後に、３回目のＬＢＰタンパク質のブースタ後、組換えタンパク質に対す

る力価は、最高レベルに達し、ドットブロット検定において１５６ｐｇの検出可

能な比色応答を示した。力価は、３０分以内に対照より０．５高い吸光度の読み

を生じる抗体の最大希釈として定義される。ポリクローナル抗体の特異性は、実

施例６に記載のようにしてウエスタンブロット分析を用いて示した。

  【０１８１】

  ９３日目に、免疫化したウサギおよび対照のウサギの腹大動脈を、Ｆｏｇａｒ

ｔｙ４番塞栓摘出用カテーテル（チャン（ｃｈａｎｇ）ら、Ａｒｔｅｒｉｏｓｃ

ｌｅｒｏｓｉｓ  ａｎｄ  Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ  第１２巻、１０８８～１０９

８頁（１９９２年））を用いて内皮剥奪した。バルーン処理の４週間後に、ウサ

ギに１２５Ｉ標識したＬＤＬをボーラス注射した（１ｍＬ；静注）。血液試料を

注射後、１時間間隔で８時間にわたり、また２４時間目採取した。血液試料を２

０００ｒｐｍ（４０℃）で３０分間で遠心分離し、血清中に存在する全活性を、

ガンマカウンタを用いて測定した。全ＴＣＡ沈降性のカウントを、ＴＣＡをこの
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血清に１０％の終濃度まで加え、その後４℃で１０分間インキュベートすること

により測定した。次いで、血清試料を遠心分離し（２０００ｒｐｍ；３０分間；

４０℃）、上清に存在する全活性を測定した。ＴＣＡ沈降性カウントを減算、す

なわち、全可溶性カウントからＴＣＡ沈殿後の上清中に存在するカウントを引く

ことにより、計算した。抗体力価の測定のための血液試料は、放射性標識したＬ

ＤＬを注射する前に採取した。

  【０１８２】

  ２４時間後に、これらのウサギに、５％エバンスブルー染料を静脈注射して１

５分間循環させた。内皮の被覆が存在しない大動脈の領域は、青く染まるが、内

皮による被覆が残っている領域は染まらない。インキュベーション期間の終了時

に、これらのウサギを麻酔して腹部および胸部の大動脈を切開してすすぎ、１０

％ＴＣＡ中に一晩室温で固定した。これらの大動脈を、次いで、生理的食塩水で

徹底的にすすぎ、秤量し、計数し、吸い取り乾燥させ、内皮剥奪されたウサギの

腹大動脈中の放射性標識したＬＤＬ蓄積のパターンを可視化するためにＸ線フィ

ルム上に置いた。

  【０１８３】

  組換えヒトＬＢＰ－２またはＢＨＦ－１ペプチドに対するウサギを免疫化は、

バルーンにより内皮剥奪された腹大動脈中の放射性標識したＬＤＬ蓄積のパター

ンを変化させた。投薬量および内皮再生パーセントを補正すると、免疫化したバ

ルーン処理したウサギにおける放射性標識ＬＤＬの蓄積は、免疫化してないバル

ーン処理したウサギの場合よりも低かった。これらの結果は、ＬＢＰに対する能

動免疫が傷害された動脈壁内のＬＤＬの蓄積を変え得る有効な手段を提供するこ

とを示している。

  【０１８４】

実施例２０：ＬＤＬとＬＢＰとの間の結合を阻止するヒトにおける薬剤のスクリ

ーニング

  ヒトの研究を、新たな薬物の安全性（フェーズＩ）、効力（フェーズＩＩ）お

よび他の治療剤と比較しての効力（フェーズＩＩＩ）の試験に関する標準的ＦＤ

Ａプロトコールに従って行う。インフォームドコンセントを行った後に研究に登
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録された被験者の年齢は、１８～７０歳である。妊娠中もしくは妊娠可能性のあ

る女性または初期アテローム性動脈硬化症以外の病気例えば癌、肝臓病もしくは

糖尿病を有する被験者は、除外する。ＦＤＡのフェーズＩＩおよびフェーズＩＩ

Ｉ試験における研究のために選択する被験者は、標準的技術例えば超音波および

／または血管造影法により以前に記録されたアテローム性動脈硬化症を有するか

、または少なくとも一人の記録されたアテローム性動脈硬化症を有する一親等の

親類を有することによりアテローム性動脈硬化症の高度の危険にあることが知ら

れている被験者である。被験者自身は、正常または異常な血漿脂質を有する。最

初の試験には、活性薬物について２０～５０人の被験者が、プラシーボについて

２０～５０人の被験者（同じ年齢、性別およびアテローム性動脈硬化症の状態を

有する）が含まれる。被験者数を、予め、統計的有意性に必要な数により決定す

る。阻害剤の効力についての終点には、高い危険にある被験者並びに既知の頸動

脈または冠状動脈疾患を有する被験者の頸動脈の厚みの超音波測定；アテローム

性動脈硬化事象；アテローム性動脈硬化症による死亡；およびすべての被験者に

おけるすべての原因による死亡が含まれる。スタッドラー（Ｓｔａｄｌｅｒ）（

Ｍｅｄ．ａｎｄ  Ｂｉｏｌ．第２２巻、２５～３４頁（１９９６年））による非

侵襲的分析（超音波による頸動脈の厚みの測定）を、６～１２ヶ月の間隔で３年

間にわたって行う。アテローム性動脈硬化事象および死亡並びにすべての原因に

よる死亡を、３年目に表にする。

  【０１８５】

  ＦＤＡフェーズＩ試験における薬物の経口投与量は、０．０１～１０ｇ／日に

わたり、動物研究の結果により決定する（ｋｇベースにて推定する）。フェーズ

Ｉの研究から得られたデータに基づいて、投与量の範囲および回数をフェーズＩ

ＩおよびＩＩＩの試験において狭める。もし薬物の非経口投与が、動物研究によ

り、唯一の有効な方法であると決定されたならば、ヒト被験者における非経口投

与を注射により並びに経皮的経路および鼻吸入経路により試験する。非経口薬物

の試験は、経口投与についてのものと同じアウトラインに従う。

  こうして、ヒトについての最適な治療スケジュールおよび投薬量を確立する。

  【０１８６】
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実施例２１：アテローム性動脈硬化症を有する個人のＢＨＦ－１による治療

  この実施例は、アテローム性動脈硬化症を有する個人を、その個人における動

脈に結合したＬＤＬのレベルを低下させるようにＬＢＰ断片例えばＢＨＦ－１を

用いて治療する方法を説明する。ＢＨＦ－１をここに記載したようにして得る。

そのＢＨＦ－１を動物に体重１ｋｇ当たり０．５～１０ｍｇの濃度でボーラスま

たは注射にて静脈投与する。かかる投与を、現在、コレステロール低下剤を用い

て行われているようにして、アテローム性動脈硬化症の徴候の発生または進行を

防止するために無期限に繰り返す。安定な被験者を、年に２回調べて任意のアテ

ローム性動脈硬化症疾患の程度を物理的検査および非侵襲的試験、例えば頸動脈

の厚み、主要な動脈の超音波および／またはガンマカメラ撮影により評価して、

アテローム性動脈硬化症病変が存在するかどうかおよび以前に存在した場合には

緩解または進行しているかどうかを決定する。

  【０１８７】

実施例２２：ＬＢＰでの免疫化によるアポＥノックアウトマウスにおけるアテロ

ーム性動脈硬化症のインビボでの減少

  ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－２およびＬＢＰ－３のそれぞれを用いて別個の免疫化実

験を実施した。免疫はアポＥノックアウトマウスにＬＢＰタンパク質（ＬＢＰ－

１、ＬＢＰ－２またはＬＢＰ－３）をＲＩＢＩアジュバント（ＲＩＢＩイムノケ

ムリサーチ社、モンタナ州、ハミルトン）とともに注射することにより誘導した

。アポＥノックアウトマウス（ジャクソンラボラトリーズ社，メイン州、バーハ

ーバー）は高脂血症であり、したがって、ヒトのアテローム性動脈硬化症のモデ

ルとなる。アポＥノックアウトマウスは高い血漿コレステロール濃度を有し、自

然発生アテローム性動脈硬化様病変を発症している。

  【０１８８】

  ４週齢のアポＥノックアウトマウス（ジャクソンラボラトリーズ社、メイン州

、バーハーバー）に耳標を付け、異なるケージに無作為に割り当て、体重を測定

した。体重は１週間毎に測定した。動物は１週間の間慣らした。通常の齧歯類用

固体飼料を自由に与え、動物を１２時間：１２時間の明暗サイクル下に維持した

。以下の４群のマウスを、組換えＬＢＰタンパク質（４０μｇの組換えタンパク
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質／マウス１匹）＋ＲＩＢＩアジュバント、またはＲＩＢＩアジュバントのみ（

対照群）で処理した。

  【０１８９】

ＬＢＰ－１：ウサギ組換えＬＢＰ－１で免疫化（６－Ｈｉｓタグ）。

ＬＢＰ－２：ウサギ組換えＬＢＰ－２クローン２６で免疫化（６－Ｈｉｓタグ）

。

ＬＢＰ－３：ウサギ組換えＬＢＰ－３で免疫化（６－Ｈｉｓタグ）。

対照：アジュバントを受ける

  血液試料（免疫前血清）を第１回目の組換えタンパク質およびＲＩＢＩアジュ

バントの注射前に回収した（製造者のマニュアルに従う）。２１日後、マウスに

ブースタ注射（初期量の半量）を行い、その７日後に採血した。力価は、対照血

清の吸光度の変化の２倍の吸光度変化を生じた血清の最大希釈として定義する（

６０分；３７℃）。１ウェルあたりの組換えタンパク質の量は１００ｎｇとした

。

  【０１９０】

  ブースタ注射は平均力価値が１：１０００に達するまで２１日間隔で行った。

この際、マウスの食餌をウェスタンタイプに切り替えて（ハーランドテクラッド

社、ウィスコンシン州、マジソン）、自由に飼料を与えた。血液試料はこの時点

（後眼窩静脈叢採血法）およびその後１ヶ月毎に採取した。

  【０１９１】

  ＥＬＩＳＡ形式を用いて、市販の全コレステロールおよびトリグリセリド検定

キット（シグマ社、ミズーリ州、セントルイス）により、血液試料の全コレステ

ロール、ＨＤＬコレステロールおよびトリグリセリド濃度を分析した。ＨＤＬ濃

度は、ヘパリン／ＭｎＣｌ２を用いてリポタンパク質を含むアポＢを沈殿させた

後に決定した。

  【０１９２】

  アポＥノックアウトマウスを２６週齢目に屠殺した。マウスをメトキシフルオ

ランで麻酔し、心臓穿刺により全血を採取した。正中開胸術を行い、カニューレ

を右心室に挿入し、右心房への切れ目から無制限に灌流を行った。マウスは生理
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食塩水で灌流した後、束収縮が停止するまで１０％リン酸緩衝ホルマリンで灌流

した。この時点で、大動脈を露出させ、インサイチュで外膜性の脂質を除去した

。大動脈を心臓から腸骨分岐部まで除去し、１０％リン酸緩衝ホルマリン中に一

晩放置した。

  【０１９３】

  大動脈を以下のようにして染色した。７０％エタノールリンスを軽く行った後

、３５％エタノール／５０％アセトン中０．５％（重量／体積）ＳｕｄａｎＩＶ

の濾過溶液中に、室温で１０分間連続的振盪下で浸漬した。結合しなかった染料

は、バックグラウンドの色が透明になるまで、大動脈を振盪下、８０％エタノー

ル溶液中でインキュベートすることにより除去した。血管を蒸留水中でリンスし

、生理的食塩水中に入れ、大動脈弓から腸骨分岐まで長手方向に切開した。血管

のピンを外し、写真撮影を行った。写真をＡｓｔｒａ１２００Ｓスキャナ（ＵＭ

ＡＸテクノロジーズ社、カリフォルニア州、フリーモント）および市販のグラフ

ィックプログラム（Ｃａｎｖａｓ；デネバソフトウェア社、フロリダ州、マイア

ミ）を用いてデジタル化した。全体および病変の面積をＭＡＴＬＡＢ（ザ・マス

ワークス社、マサチューセッツ州、ナティック）のシグナル処理ツールボックス

を用いて決定した。含有百分率は、病変面積を全面積で除することによって求め

た。

  【０１９４】

  第２の分析は、コレステロールを単位重量の動脈として求める、コレステロー

ル抽出法によって大動脈のアテローム性動脈硬化を測定することによって行った

。この方法は、病変の大きさ測定において、多くの断面の厚みを測定しようとす

るよりも正確であるかもしれない。具体的には、動脈の重量を測定した後、コレ

ステロールを抽出した。その後、大動脈のコレステロール含量を気液クロマトグ

ラフィーによって測定した。このようにして単位重量の動脈あたりのコレステロ

ール量を決定した。

  【０１９５】

  第１回目のブースタ注射後、ＬＢＰ－１に対して免疫化した何匹かのアポＥノ

ックアウトマウスは比較的高い抗ＬＢＰ－１力価（＜１：５０００）を有してい
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たが、同じ群の他のものは中程度のレベル（＞１：５００～＜１：１０００）を

示した。アポＥノックアウトマウスにおけるＬＢＰ－２／２６の力価は、この時

点では低かった（＜１：５００）。アポＥノックアウトマウスにおけるＬＢＰ－

３の力価は、中程度（＞１：５００～＜１：１０００）から低い（＜１：５００

）範囲にあった。

  【０１９６】

  第２回目のブースタ注射後、ＬＢＰ－１に対して免疫化したアポＥノックアウ

トマウスは中程度から高い力価（＞１：１０００～＜１：８０００）を有してい

た。ＬＢＰ－２／２６に対して免疫化したアポＥノックアウトマウスは、中程度

の力価レベル（＞１：２０００）を有していた。アポＥノックアウトマウスにお

けるＬＢＰ－３力価は、中程度から高いレベル（＞１：１０００～＞１：８００

０）にあった。

  【０１９７】

  第３回目のブースタ注射後、ＬＢＰ－１に対して免疫化したマウスの大半は比

較的高い力価（＞１：１０，０００）を有していたが、残りは中程度から高い力

価（＞１０００～＜１：１０，０００）を有していた。何匹かのアポＥノックア

ウトマウスは、中程度（＜１：５０００）から低い（＜１：１０００）力価を有

していた。ＬＢＰ－３の力価は高いもの（＞１：５０００～＜１：１０，０００

）から中程度（＞１：１０００～＜１：５０００）に及んだ。

  【０１９８】

  データはＴ試験およびＷｉｌｃｏｘｏｎを用いて解析した。ＬＢＰ－１、ＬＢ

Ｐ－２／２６またはＬＢＰ－３に対する免疫化は、アポＥノックアウトマウスの

体重に対して有意な影響（Ｐ＞０．０５）を与えなかった。試料の大きさが小さ

かったことやアポＥノックアウトマウスにおける大きな変動のために、ＬＢＰ－

１、ＬＢＰ－２／２６またはＬＢＰ－３に対する免疫化が、全コレステロール、

ＨＤＬコレステロールまたはトリグリセリドの濃度に影響を与えるかどうかを決

定することはできなかったが、そうであるようには見えなかった。

  【０１９９】

  ＬＢＰ－１またはＬＢＰ－３に対する免疫化は、アポＥノックアウトマウスま
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たはＬＤＬ受容体陰性ノックアウトマウスの病変に有意な影響（Ｐ＞０．０５）

を与えなかった。しかしながら、アポＥノックアウトマウスをＬＢＰ－２に対し

て免疫化した場合、病変部位に有意な影響が見られ（表２）、外れ値を除外して

みると、動脈壁コレステロール濃度に対する有意な影響が見られる（表３）。Ｌ

ＢＰ－２免疫化アポＥノックアウトマウスは、対照である非免疫化マウスと比較

して、大動脈のアテローム性動脈硬化が有意に減少していた。いかなる特定の理

論にも束縛されるわけではないが、ＬＢＰ－２タンパク質に対して生産された循

環抗体は、動脈壁に対するＬＤＬの結合をブロックすると考えられる。

  【０２００】

【表２】

【表３】

実施例２３：ＢＨＦ－１で免疫化したＬＤＬ受容体ノックアウトマウスにおける

アテローム性動脈硬化のインビボでの減少
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  【０２０１】

  ＢＨＦ－１ペプチドを用いて免疫化実験を実施した。ＬＤＬ受容体（ＬＤＬＲ

）ノックアウトマウス（Ｂ６、１２９Ｓ－ＬｄｌｒｔｍＩＨｅｒ、ジャクソンラ

ボラトリーズ社、ミズーリ州、バーハーバー）にＢＨＦ－１ペプチドを（ＢＨＦ

－１ペプチドの合成については実施例１５を参照）ＲＩＢＩアジュバント（ＲＩ

ＢＩイムノケムリサーチ社，モンタナ州、ハミルトン）とともに注射した。ＬＤ

ＬＲノックアウトマウスは、高脂血症であり、したがって、ヒトのアテローム性

動脈硬化症のモデルとなる。ＬＤＬＲノックアウトマウスは高い血漿コレステロ

ール濃度を有し、自然発生アテローム性動脈硬化様病変を発症している。

  【０２０２】

  ４週齢のＬＤＬＲノックアウトマウスに耳標を付け、異なるケージに無作為に

割り当て、体重を測定した。体重は１週間毎に測定した。動物は実験に先だって

１週間慣らした。通常の齧歯類用固体飼料を自由に与え、動物を１２時間：１２

時間の明暗サイクル下に維持した。マウスは以下のように実験群と対照群に分け

た。（１）実験群、１６匹のマウスをＢＨＦ－１．２０．Ｌペプチドで免疫化し

た。（２）対照群、８匹のマウスをウシ血清アルブミンで免疫化した。

  【０２０３】

  実験群のマウスには、ペプチドおよびアジュバントの初回注射に先だって、５

週齢から７週齢までの２週間の間、ＢＨＦ－１．２０．Ｌペプチドを毎日皮下注

射（９．９９μｇ／ｇ体重；２００μＬ最終体積）した。ＢＨＦ－１．２０．Ｌ

ペプチドおよびＲＩＢＩアジュバント（５０μｇのペプチド／マウス一匹）の初

回注射に先だって、７週齢目に血液試料（免疫前血清）を（製造者のマニュアル

に記載されるようにして）採取した。２１日後、マウスにブースタ注射（初回投

与量の半量）を行い、その７日後に採血を行った。力価は、対照血清の吸光度の

変化の２倍の吸光度変化を生じた血清の最大希釈として定義する（６０分；３７

℃）。１ウェルあたりのペプチド量は１００ｎｇとした。ブースタ注射は２１日

間隔で行った。

  【０２０４】

  ＥＬＩＳＡ形式を用いて、市販の全コレステロールおよびトリグリセリド検定
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キット（シグマ社、ミズーリ州、セントルイス）により、血液試料の全コレステ

ロール、ＨＤＬコレステロールおよびトリグリセリド濃度を分析した。ＨＤＬ濃

度は、ヘパリン／ＭｎＣｌ２を用いてリポタンパク質を含むアポＢを沈殿させた

後に決定した。

  【０２０５】

  通常の齧歯類固体飼料を与えた場合、ＬＤＬＲノックアウトマウスにおける全

血清コレステロール濃度は、比較的低く保たれていた。一方、高脂肪食を与えた

場合、上記マウスにおける全血清コレステロール濃度は増加した。したがって、

マウスは１６週齢目に改変「ウェスタンタイプ」食餌（０．１％コレステロール

含量）（ハーランドテクラッド社、ウィスコンシン州、マジソン）に切り換え、

自由に給餌した。この食餌は全血清コレステロール濃度を６００～８００ｍｇ／

ｄｌの範囲まで高めることにより、病変の形成速度を増加させると予想された。

血液試料は１８週齢目（後眼窩静脈叢採血法）およびその後１ヶ月毎に採取した

。

  【０２０６】

  ３０週齢目に、実施例２２に記載したようにマウスを屠殺し、大動脈を除去し

た。大動脈のアテローム性動脈硬化は、コレステロールを動脈の単位重量として

求める実施例２２に記載のコレステロール抽出法によって測定した。

  【０２０７】

  ＢＨＦ－１．２０．Ｌに対する免疫化は、ＬＤＬＲノックアウトマウスの体重

に何の影響も与えなかった。１２週間にわたって改変「ウェスタンタイプ」食餌

を摂取することにより、実験群および対処群のいずれにおいても全血清コレステ

ロール、ＨＤＬコレステロールおよびトリグリセリドが有意に（Ｐ＜．０５）増

加した。全血清コレステロール、ＨＤＬ血清コレステロールおよび血清トリグリ

セリド濃度のレベルは、実験群と対照群の間で有意な違い（Ｐ＞．０５）は見ら

れなかった。

  【０２０８】

  ＢＨＦ－１ペプチドで免疫化したマウスは、対照である非免疫化マウスよりも

２４％も低い大動脈コレステロール含量（Ｐ＞０．０３７）しか有していなかっ
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た。いかなる特定の理論にも束縛されるわけではないが、免疫化によってＢＨＦ

－１ペプチドに対する循環抗体が生産されたと考えられる。これらの抗体は、動

脈壁へのＬＤＬ結合をブロックすることによって大動脈のコレステロール含量を

低減すると考えられる。

  【０２０９】

  当業者は、本明細書に記載した発明の特定の実施形態の多くの同等物を日常的

実験を用いて確認することができるであろう。それらのおよび他のすべての同等

物は、請求の範囲に包含されるものとする。

【図面の簡単な説明】

    【図１】ウサギＬＢＰ－１のアミノ酸配列（配列番号１）を示す図。ウサギ

とヒトのＬＢＰ－１間で異なるアミノ酸は太字で示されている。

    【図２Ａ】ウサギＬＢＰ－２のヌクレオチド配列（配列番号４８）およびア

ミノ酸配列（配列番号４７）を示す図。

    【図２Ｂ】ウサギＬＢＰ－２のアミノ酸配列の一部（配列番号２）を示す図

。ウサギとヒトのＬＢＰ－２間で異なるアミノ酸は太字で示されている。図２Ａ

および図２Ｂに示されている配列が異なる所では、図２ＡがウサギＬＢＰ－２配

列を表す。

    【図３】ウサギＬＢＰ－２のアミノ酸３１９～３５０個のアミノ酸配列（配

列番号３）を示す図。

    【図４】ウサギＬＢＰ－２のアミノ酸２９９～３５０個のアミノ酸配列（配

列番号４）を示す図。

    【図５】ウサギＬＢＰ－３のアミノ酸配列（配列番号５）を示す図。ウサギ

とヒトのＬＢＰ－３間で異なるアミノ酸は太字で示されている。

    【図６】ヒトＬＢＰ－１のアミノ酸配列（配列番号６）を示す図。ウサギと

ヒトのＬＢＰ－１間で異なるアミノ酸は太字で示されている。

    【図７Ａ】ヒトＬＢＰ－２のヌクレオチド配列（配列番号４５）およびアミ

ノ酸配列（配列番号４３）を示す図。

    【図７Ｂ】ヒトＬＢＰ－２のアミノ酸３２２～５３８のアミノ酸配列（配列

番号７）を示す図。ウサギとヒトのＬＢＰ－２間で異なるアミノ酸は太字で示さ
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れている。

    【図８Ａ】ヒトＬＢＰ－３のヌクレオチド配列（配列番号４６）およびアミ

ノ酸配列（配列番号４４）を示す図。

    【図８Ｂ】ヒトＬＢＰ－３のアミノ酸１７～５４６のアミノ酸配列（配列番

号８）を示す図。ウサギとヒトのＬＢＰ－３間で異なるアミノ酸は太字で示され

ている。図８Ａと図８Ｂに示されている配列が異なる所では、図８ＡがヒトＬＢ

Ｐ－３配列を表す。

    【図９】ヒトまたはウサギのＬＢＰ－１のアミノ酸１４～３３、いわゆるＢ

ＨＦ－１のアミノ酸配列（配列番号９）を示す図。

    【図１０】ウサギＬＢＰ－１をコードするｃＤＮＡ配列（配列番号１０）と

、対応アミノ酸配列を示す図。ウサギとヒトのＬＢＰ－１間で異なるアミノ酸は

太字で示されている。

    【図１１】ウサギＬＢＰ－２の一部をコードするｃＤＮＡ配列（配列番号１

１）と、対応アミノ酸配列を示す図。ウサギとヒトのＬＢＰ－２間で異なるアミ

ノ酸は太字で示されている。図２Ａと図１１に示されている配列が異なるところ

では、図２ＡがウサギＬＢＰ－２の配列を表す。

    【図１２】ウサギＬＢＰ－２の配列番号１１のヌクレオチド２５６～１６１

７のｃＤＮＡ配列（配列番号１２）と、対応アミノ酸配列を示す図。

    【図１３】ウサギＬＢＰ－２の配列番号１１のヌクレオチド１９６～１６１

７のｃＤＮＡ配列（配列番号１３）と、対応アミノ酸配列を示す図。

    【図１４】ウサギＬＢＰ－３をコードするｃＤＮＡ配列（配列番号１４）と

、対応アミノ酸配列を示す図。ウサギとヒトのＬＢＰ－３アミノ酸の違いは太字

で示されている。

    【図１５】ヒトＬＢＰ－１をコードするｃＤＮＡ配列（配列番号１５）と、

対応アミノ酸配列を示す図。ウサギとヒトのＬＢＰ－１間で異なるアミノ酸は太

字で示されている。

    【図１６】ヒトＬＢＰ－２の一部をコードするｃＤＮＡ配列（配列番号１６

）と、対応アミノ酸配列を示す図。ウサギとヒトのＬＢＰ－２間で異なるアミノ

酸は太字で示されている。
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    【図１７】ヒトＬＢＰ－３の一部をコードするｃＤＮＡ配列（配列番号１７

）と、対応アミノ酸配列を示す図。ウサギとヒトのＬＢＰ－３間で異なるアミノ

酸は太字で示されている。図８Ａと図１７に示されている配列が異なるところで

は、図８ＡがヒトＬＢＰ－３配列を表す。

    【図１８】ＢＨＦ－１をコードするｃＤＮＡ配列（配列番号１８）を示す図

。

    【図１９】ウサギＬＢＰ－１のアミノ酸配列（上の配列、Rabbit）と整列さ

せたヒトＬＢＰ－１のアミノ酸配列（下の配列、Human ）に相当する図。

    【図２０】ウサギＬＢＰ－２のアミノ酸配列の一部（上の配列、Rabbit）と

整列させたヒトＬＢＰ－２のアミノ酸配列の一部のアミノ酸配列（下の配列、Hu

man ）に相当する図。

    【図２１】  ウサギＬＢＰ－３のアミノ酸配列（上の配列、Rabbit）と整列

させたヒトＬＢＰ－３の一部のアミノ酸配列（下の配列、Human ）に相当する図

。

    【図２２】  ヒトＬＢＰ－１のゲノム配列を示す図。

    【図２３】  ヒトＬＢＰ－２のゲノム配列を示す図。１枚目の図中の英文は

、ヒトｃＡＭＰ依存性プロテインキナーゼ触媒サブユニットαアクセッション番

号Ｘ０７７６７に対応（１５６１で始まるラインまでの矢印を辿る）にする。

    【図２４】  ヒトＬＢＰ－３のゲノム配列を示す図。
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