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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号：２に記載の７４２個のアミノ酸からなる精製および単離されたタンパク質。
【請求項２】
　請求項１に記載のタンパク質をコードする精製および単離されたポリヌクレオチド。
【請求項３】
　配列番号：１に記載の塩基配列の第７４位～第２２９９位の連続する塩基からなる請求
項２に記載のポリヌクレオチド。
【請求項４】
　配列番号：２４に記載の６１８個のアミノ酸からなる精製および単離されたタンパク質
。
【請求項５】
　請求項４に記載のタンパク質をコードする精製および単離されたポリヌクレオチド。
【請求項６】
　配列番号：２３に記載の塩基配列の第７４位～第１９３３位の連続する塩基からなる請
求項５に記載のポリヌクレオチド。
【請求項７】
　配列番号：４に記載の７４２個のアミノ酸からなる精製および単離されたタンパク質。
【請求項８】
　請求項７に記載のタンパク質をコードする精製および単離されたポリヌクレオチド。
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【請求項９】
　配列番号：３に記載の塩基配列の第９２位～第２３１７位の連続する塩基からなる請求
項８に記載のポリヌクレオチド。
【請求項１０】
　請求項２、３、５、６、８および９のいずれかに記載のポリヌクレオチドが組み込まれ
たベクター。
【請求項１１】
　請求項２、３、５、６、８および９のいずれかに記載のポリヌクレオチドを導入して形
質転換された宿主細胞。
【請求項１２】
　請求項２、３、５および６のいずれかに記載のポリヌクレオチドで形質転換した宿主細
胞を栄養培地で培養し、および、産生された請求項１または４に記載のタンパク質を当該
宿主細胞または当該栄養培地から回収する、工程を含むタンパク質の製造方法。
【請求項１３】
　請求項８または９に記載のポリヌクレオチドで形質転換した宿主細胞を栄養培地で培養
し、および、産生された請求項７に記載のタンパク質を当該宿主細胞または当該栄養培地
から回収する、工程を含むタンパク質の製造方法。
【請求項１４】
　前記宿主細胞が、大腸菌、動物細胞または昆虫細胞である請求項１２に記載の製造方法
。
【請求項１５】
　前記宿主細胞が、大腸菌、動物細胞または昆虫細胞である請求項１３に記載の製造方法
。
【請求項１６】
　請求項１、４および７のいずれかに記載のタンパク質の発現をコードするｃＤＮＡ、ゲ
ノムＤＮＡまたは合成ＤＮＡからなる遺伝子を保有するトランスジェニック非ヒト動物。
【請求項１７】
　前記遺伝子が、遺伝子発現調節部位が変異した改変遺伝子である請求項１６に記載のト
ランスジェニック非ヒト動物。
【請求項１８】
　請求項７に記載のタンパク質の発現をコードする遺伝子を欠いたノックアウトマウス。
【請求項１９】
　請求項１、４および７のいずれかに記載のタンパク質に対して特異的なモノクローナル
抗体。
【請求項２０】
　以下の工程(ａ)～(ｄ)、すなわち；
(ａ) ヒト以外の哺乳動物に、請求項１、４および７のいずれかに記載のタンパク質を投
与し、
(ｂ) 抗体価を示した哺乳動物を選択し、
(ｃ) 選択した動物から脾臓またはリンパ節を摘出し、および
(ｄ) 摘出した脾臓またはリンパ節に含まれる抗体産生細胞と骨髄腫細胞とを融合させる
ことにより、モノクローナル抗体産生ハイブリドーマを調製する、
　工程を含む、ことを特徴とするモノクローナル抗体の製造方法。
【請求項２１】
　請求項１９に記載のモノクローナル抗体と請求項１、４および７のいずれかに記載のタ
ンパク質との免疫学的結合性に基づいて、当該タンパク質を定量する方法。
【請求項２２】
　請求項１９に記載のモノクローナル抗体と請求項１、４および７のいずれかに記載のタ
ンパク質との免疫学的結合性に基づいて、当該タンパク質を検出する方法。
【請求項２３】
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　動脈硬化症、糖尿病合併症、アルツハイマー病、高βリポ蛋白血症、高コレステロール
血症、高トリグリセライド血症、低αリポ蛋白血症、移植、アテレクトミー、血管形成後
再狭窄および細菌感染症からなるグループから選択される疾病のための治療薬を、請求項
１、４および７のいずれかに記載のタンパク質を用いてスクリーニングする方法。
【請求項２４】
　酸化低密度リポタンパク質(酸化ＬＤＬ)の蓄積に関与する疾病であって、かつ動脈硬化
症、糖尿病合併症、アルツハイマー病、高βリポ蛋白血症、高コレステロール血症、高ト
リグリセライド血症、低αリポ蛋白血症、移植、アテレクトミー、血管形成後再狭窄およ
び細菌感染症からなるグループから選択される疾病のための治療薬をスクリーニングする
方法であって、請求項１、４および７のいずれかに記載のタンパク質と当該酸化ＬＤＬと
の結合量を、候補薬物の存在下および非存在下で比較して決定した、当該タンパク質と当
該酸化ＬＤＬとの結合に対する当該候補薬物の阻害能力によって、当該治療薬を同定する
工程を含む、ことを特徴とする治療薬のスクリーニング方法。
【請求項２５】
　動物細胞に対する終末糖化産物(ＡＧＥ)の結合が関与する疾病であって、かつ動脈硬化
症、糖尿病合併症、アルツハイマー病、高βリポ蛋白血症、高コレステロール血症、高ト
リグリセライド血症、低αリポ蛋白血症、移植、アテレクトミー、血管形成後再狭窄およ
び細菌感染症からなるグループから選択される疾病のための治療薬をスクリーニングする
方法であって、請求項１、４および７のいずれかに記載のタンパク質と当該ＡＧＥとの間
の結合量を、候補薬物の存在下および非存在下で比較して決定した、当該タンパク質と当
該ＡＧＥとの結合に対する当該候補薬物の阻害能力によって、当該治療薬を同定する工程
を含む、ことを特徴とする治療薬のスクリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
〔技術分野〕
本発明は単離されたヒトおよびマウスの新規スカベンジャーレセプター（本明細書におい
て各々「ｈＳＲＣＬ－Ｐ１」および「ｍＳＲＣＬ－Ｐ１」と称し、両者を区別しない場合
は単に「ＳＲＣＬ－Ｐ１」と称する。）遺伝子およびタンパク質、それらの相同体、変異
体、修飾体および多形性変種（これらを総じて「誘導体」と称する）、それらの断片（以
下、それら全てを「ＳＲＣＬ－Ｐ１ｓ」と称する）ならびにそれらの検出に関する。また
、ＳＲＣＬ－Ｐ１ｓを含む医薬用、診断用、研究用組成物、それらの製造方法および使用
に関する。更には、ＳＲＣＬ－Ｐ１ｓタンパク質のアゴニストおよびアンタゴニスト、Ｓ
ＲＣＬ－Ｐ１ｓを用いた薬物のスクリーニング方法に関する。更には、ＳＲＣＬ－Ｐ１ｓ
遺伝子を含む発現ベクター、該発現ベクターによって形質転換された形質転換細胞、ＳＲ
ＣＬ－Ｐ１タンパク質に対する抗体および該抗体を産生する細胞に関する。
〔背景技術〕
アテローム性動脈硬化症の初期病変における病理学的な特徴は、泡沫細胞が動脈壁におい
て増加する現象である。マクロファージの細胞膜上に存在するスカベンジャー受容体（以
下、ＳＲと称する）（Ｋｒｉｅｇｅｒ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．；Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．，６３，６０１－６３７，１９９４）は、ＬＤＬ受容体とは異なりコレステロー
ルによる負のフィードバック調節を欠き、変性されたＬＤＬ（コレステロールとリポ蛋白
質との複合体である低比重リポ蛋白質）を積極的に細胞内へ取り込むことにより自身は泡
沫細胞へと変化し血管内皮細胞下に蓄積する。ゆえに、マクロファージおよびそのＳＲは
アテローム性動脈硬化の病態形成に重要な役割を果たすと考えられている（Ｂｒｏｗｎ，
Ｍ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ；Ｎａｔｕｒｅ，３４３，５０８－５０９，１９９０、Ｋｕｒｉｈａ
ｒａ，Ｙ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｌｉｐｉｄｏｌ
ｏｇｙ，２，２９５－３００，１９９１、Ｋｒｉｅｇｅｒ，Ｍ．；ＴＩＢＳ，１７，１４
１－１４６，１９９２、Ｋｒｉｅｇｅｒ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
，２６８（７），４５６９－４５７２，１９９３）。
糖尿病により生ずる生体内での持続的な高血糖は、種々の蛋白の非酵素的糖化を引き起こ
し、シッフ塩基・アマドリ化合物を経て糖化過程における最終産物であるメイラード反応
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後期生成物（ＡＧＥ：ａｄｖａｎｃｅｄ　ｇｌｙｃａｔｉｏｎ　ｅｎｄ　ｐｒｏｄｕｃｔ
ｓ）を産生させる。細胞障害作用を有するＡＧＥはＡＧＥ受容体を介してマクロファージ
、血管内皮細胞、肝細胞、腎メサンギウム細胞等に結合し生体に悪影響を与える。例えば
、ＡＧＥがマクロファージに結合すると、ＴＮＦ（Ｔｕｍｏｒ　Ｎｅｃｒｏｓｉｓ　Ｆａ
ｃｔｏｒ）、ＩＬ－１（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎｅ－１）および血小板由来増殖因子（Ｐ
ＤＧＦ）等のサイトカインの分泌を促進し、糖尿病性合併症に特徴的な細胞障害を惹起さ
せることが知られている。ＳＲがＡＧＥの取り込み・分解に関与する受容体の一つである
こと（Ａｒａｋｉ，Ｎ．ｅｔ　ａｌ．；Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２３０，４０８
－４１５，１９９５、Ｓｕｚｕｋｉ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．；Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，９２
，１－４２８，１９９５）、ＳＲダブルノックアウトマウスではＡＧＥの分解活性が１／
３に低下していることから、ＳＲは糖尿病性腎症、糖尿病性網膜症、糖尿病性神経障害等
の糖尿病性合併症にも深く関与していると考えられている。また、ラットにＡＧＥアルブ
ミンを過剰に投与すると腎にＡＧＥが沈着し、糸球体硬化症を惹起することから（Ｖｌａ
ｓｓａｒａ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．；Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９１
，１１７０４－１１７０８，１９９４）、ＡＧＥを認識するＳＲが糸球体硬化症に深く関
与すると予想される。
さらに、ＳＲはアルツハイマー病にも関与していると考えられている。アルツハイマー病
の病理学的特徴はβアミロイドが沈着した老人斑である。βアミロイドは小膠細胞上に発
現しているＳＲを介して小膠細胞を活性化し活性酸素を発生させ、神経毒性を発現するこ
とが報告されている（Ｎａｔｕｒｅ，３８２，７１６－７１９，１９９６）。
ＳＲのリガンドとしては、ＳＲ分子種の違いにより特異性に差異が存在するものの、陰性
電荷を有するリガンド、例えばアセチル化ＬＤＬ（ＡｃＬＤＬ）、酸化ＬＤＬ（ＯｘＬＤ
Ｌ）などの変性ＬＤＬ、マレイル化ＢＳＡ等の変性蛋白質、ポリイノシン酸等の四重らせ
ん核酸、デキストラン硫酸およびフコイダン等の多糖類、フォスファチジルセリンおよび
フォスファチジルイノシトール等の酸性リン脂質、エンドトキシン（ＬＰＳ）、ＡＧＥ、
老化細胞およびアポトーシス細胞等が挙げられる。またＳＲは生体内で種々の変性物、ウ
ィルス等の異物等を広く認識することから異物および老廃物の除去等に重要な役割を担っ
ていると考えられている（Ｈａｍｐｔｏｎ，Ｒ．Ｙ．ｅｔ　ａｌ．；Ｎａｔｕｒｅ，３５
２，３４２－３４４，１９９１、Ｔｏｋｕｄａ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．；Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂ
ｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．，１９６（１），８－２４，１９９３、Ｐｅａｒ
ｓｏｎ，Ａ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６８，３５４６－３５５
４，１９９３、Ｄｕｎｎｅ，Ｄ．Ｗ．ｅｔ　ａｌ．；Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ，９１，１８６３－１８６７，１９９４、Ｆｒｅｅｍａｎ，Ｍ．Ｗ．；Ｃｕ
ｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｌｉｐｉｄｏｌｏｇｙ，５，１４３－１４８，１９
９４）。
ＳＲは、マクロファージの他に肝類洞内皮細胞（Ｅｓｋｉｌｄ，Ｗ．ｅｔ　ａｌ．；Ｅｌ
ｓｅｖｉｅｒ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｎ．Ｙ．，２５５－２６２，１９８２）、血管内
皮細胞（Ｂａｋｅｒ，Ｄ．Ｐ．ｅｔ　ａｌ．；Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，４，
２４８－２５５，１９８４、Ｂｉｃｋｅｌ，Ｐ．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎ
ｖｅｓｔ．，９０，１４５０－１４５７，１９９２）、血管平滑筋細胞（Ｐｉｔａｓ，Ｒ
．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６５，１２７２２－１２７２７，１
９９０、Ｂｉｃｋｅｌ，Ｐ．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．，９０，
１４５０－１４５７，１９９２）、繊維芽細胞（Ｐｉｔａｓ，Ｒ．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ
．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６５，１２７２２－１２７２７，１９９０）等に発現してい
る。また、ＳＲはＳＲＡ、ＳＲＢ、ＳＲＣ（Ｐｅａｓｏｎ，Ａ．ｅｔ　ａｌ．；Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９２，４０５６－４０６０，１９９５）、Ｆｃ
γＲＩＩＢ２（Ｓｔａｎｔｏｎ，Ｌ．Ｗ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２
７０，２２４４６－２２４５１，１９９２）およびｍａｃｒｏｓｉａｌｉｎ（ＣＤ６８）
（Ｒａｍｐｒａｓａｄ，Ｍ．Ｐ．ｅｔ　ａｌ．；Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ，９２，９５８０－９５８４，１９９５）、ヒト血管内皮ＯｘＬＤＬ受容体（Ｌ
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ＯＸ－１：ｌｅｃｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｏｘｉｄｉｚｅｄ　ＬＤＬ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ）（
Ｓａｗａｍｕｒａ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．；Ｎａｔｕｒｅ，３８６，７３，１９９７）に分類
され、さらにＳＲＡはＳＲ－ＡＩおよびＳＲ－ＡＩＩ（Ｋｏｄａｍａ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．
；Ｎａｔｕｒｅ，３４３，５３１－５３５，１９９０）ならびにＭＡＲＣＯ（ａ　ｎｏｖ
ｅｌ　ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｗｉｔｈ　ｃｏｌｌａｇｅｎｏｕｓ　
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）（Ｅｌｏｍａａ，Ｏ．ｅｔ　ａｌ．；Ｃｅｌｌ，８０，６０３－６
０９，１９９５）、ＳＲＢはＣＤ３６（Ｅｎｄｅｍａｎｎ，Ｇ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６８，１１８１１－１１８１６，１９９３）およびＳＲ－ＢＩ（Ａ
ｃｔｏｎ，Ｓ．Ｌ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６９，２１００３－２
１００９，１９９４）に分類される。
ＳＲ－ＡＩおよびＳＲ－ＡＩＩはホモトリマーであり、Ｎ末端側を細胞内に有するｉｎｓ
ｉｄｅ－ｏｕｔ型の膜貫通蛋白質である。該蛋白質の細胞外には、コラーゲン様ドメイン
、α－ｈｅｌｉｃａｌ　ｃｏｉｌｅｄ　ｃｏｉｌドメインおよびシステインリッチドメイ
ン等の構造上数個のドメインが認められる（Ｒｏｈｒｅｒ，Ｌ．ｅｔ　ａｌ．；Ｎａｔｕ
ｒｅ，３４３，５７０，１９９０、Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ，Ａ．ｅｔ　ａｌ．；Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８７，９１３３，１９９０）。コラーゲン様ドメ
インはコラーゲンに特有な（Ｇｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａ）ｎ構造（ＸａａおよびＹａａはい
かなるアミノ酸残基であってもよい）を有しており、該ドメインはリガンド結合部位とし
て機能している。α－ｈｅｌｉｃａｌ　ｃｏｉｌｅｄ　ｃｏｉｌドメインは７アミノ酸ご
とに２回転する右巻のヘプテッドリピート、すなわちα－ｈｅｌｉｃａｌ　ｃｏｉｌｅｄ
　ｃｏｉｌ構造をとり、３本のポリペプチドは７アミノ酸ごとに存在するロイシンやイソ
ロイシン等の疎水性アミノ酸を内側に向け、極性アミノ酸や糖鎖結合部位を外側にして（
ロイシンジッパー）ホモトリマーを形成している。該ドメインが有する役割として、ホモ
トリマー構造の維持、また、変性ＬＤＬ等のリガンドと結合し細胞内に入れ、エンドソー
ム内のｐＨの低下に依存して受容体の３次構造を変化させ、リガンドを解離させる役割を
有する。
該タンパク質の細胞質内ドメインはＬＤＬ受容体やインスリン受容体に見られるＮＰＸＹ
配列およびトランスフェリン受容体に見られるＹＸＲＦ配列と同様のエンドサイトーシス
シグナルに見られる特徴的なタイトターン構造を有し、これらの配列を欠損させるとエン
ドサイトーシスが抑制されることが示されている。　ＳＲ－Ａ１およびＳＲ－Ａ２は、シ
ステインリッチドメインをコードするｍＲＮＡのオルターナティブスプライシングにより
生じ、ＳＲ－ＡＩは該ドメインが１１０個のアミノ酸から成り、ＳＲ－ＡＩＩは１７個の
アミノ酸から成る。ＳＲ－ＡＩおよびＳＲ－ＡＩＩは、少なくとも末梢単球由来マクロフ
ァージ、肺胞マクロファージおよび肝Ｋｕｐｆｆｅｒ細胞に発現しており、生体防御・動
脈硬化・Ｃａイオン非依存性の細胞接着等に関わることが明らかとなっている（Ｋｒｉｅ
ｇｅｒ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．；Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，６３，６０１－６３
７，１９９４、Ｗａｄａ，Ｙ　ｅｔ　ａｌ．；Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，７
４８，２２６－２３９，１９９５、Ｆｒａｓｅｒ，Ｉ．Ｐ．ｅｔ　ａｌ．；Ｎａｔｕｒｅ
，３６４，３４３，１９９３）。さらに、ＯｘＬＤＬは動脈硬化巣のマクロファージ細胞
内に存在し、該マクロファージの細胞膜上にはＳＲ－ＡＩおよびＳＲ－ＡＩＩが強く発現
すること、ＳＲ－ＡＩのトランスジェニックマウスにおいては脂質負荷による血中リポ蛋
白質の上昇が抑えられること、ＯｘＬＤＬの取り込みにはＳＲ－ＡＩおよびＳＲ－ＡＩＩ
の役割が重要であると考えられる。
一方、ＳＲＡに分類されるＭＡＣＲＯはＳＲ－ＡＩと類似の構造を有しているが、α－ｈ
ｅｌｉｃａｌ　ｃｏｉｌｅｄ　ｃｏｉｌドメインは存在せず、長いコラーゲン様ドメイン
を有することを特徴とする。ＭＡＣＲＯは脾臓マクロファージやリンパ節マクロファージ
等において発現しており、そのリガンドの特異性から細菌感染に対する生体防御機構とし
て機能していると考えられる。
鈴木らは、ＳＲ－ＡＩおよびＳＲ－ＡＩＩの共通部分である第４エクソンをネオマイシン
耐性遺伝子に置換し、ＳＲＡノックアウトマウスの作製に成功している（Ｓｕｚｕｋｉ，
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Ｈ．ｅｔ　ａｌ．；Ｎａｔｕｒｅ，３８６，２９２－２９６，１９９７）。ＳＲＡノック
アウトマウスは野生型と比較して免疫障害が認められ、リステリアおよび単純ヘルペスウ
ィルスの感染率が高い。また、アポトーシスを起こしたＴ細胞の貧食にはＳＲＡが関与し
、ＳＲＡノックアウトマウスにおいては野生型と比較してその貧食能が低下することが示
されている（Ｐｌａｔｔ，Ｎ．ｅｔ　ａｌ．；Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ，９３，１２４５６，１９９６）。さらに、ＳＲＡノックアウトマウスと動脈硬化
の動物モデルであるアポＥ欠損マウス（Ｐｌｕｍｐ，Ａ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ．；Ｃｅｌｌ，
７１，３４３，１９９２、Ｚｈａｇ，Ｓ．Ｈ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓ
ｔ．，９４，９３７，１９９４）とを交配することにより得られるダブルノックアウトマ
ウスでは、動脈硬化巣の面積がアポＥ欠損マウスのそれよりも有意に小さいことが示され
ている（Ｓｕｚｕｋｉ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．；Ｎａｔｕｒｅ，３８６，２９２－２９６、１
９９７）。
この様に、ＳＲはマクロファージの機能の解明、動脈硬化、糖尿病性合併症およびＡＤ、
高βリポ蛋白血症、高コレステロール血症、高トリグリセライド血症、低αリポ蛋白血症
、移植、アテレクトミーおよび血管形成後再狭窄等を始めとする各種疾患等の発症機構の
解明、さらにその診断、予防および治療法、ならびにそれらのための試薬や医薬の開発に
利用できるものであり、このファミリーに属する新規分子種の発見は、上記課題を解決す
る手段となり得る。
一方、生体防御に重要な役割を担っている補体系は免疫グロブリンを認識分子とし、補体
第一成分であるＣ１が活性化される古典的経路および細菌等の異物に補体第三成分である
Ｃ３が直接結合する第二経路が知られている。近年これらの補体活性化経路に加えて、血
清レクチンであるマンノース結合蛋白質（以下、ＭＢＰと称する）が異物表面の糖鎖を直
接認識し結合することにより補体系を活性化させるレクチン経路が明らかにされた（Ｓａ
ｔｏ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．；Ｉｎｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，６，６６５－６６９，１９９４）
。
ＭＢＰはＣａイオン存在下、マンノースやＮ－アセチルグルコサミン等に特異的に結合す
るＣ型レクチンであり、その構造は少なくとも（Ｇｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａ）ｎから成るコ
ラーゲン様領域、糖鎖認識領域（ＣＲＤ）を含んでいる。ＭＢＰと同様にコラーゲン様領
域およびＣＲＤを有するレクチンはコレクチンと総称され（Ｍａｌｈｏｔｏｒａ，Ｒ．ｅ
ｔ　ａｌ．；Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２２，１４３７－１４４５，１９９２）、
ＭＢＰ以外にコレクチン－４３（ＣＬ－４３）、サーファクタント蛋白質Ａ（ＳＰ－Ａ）
、サーファクタント蛋白質Ｄ（ＳＰ－Ｄ）およびウシコングルチニン（ＢＫｇ）等を挙げ
ることができる。コレクチンはオプソニン活性を有し、細菌、ウィルスを始めとする様々
な微生物に対する基礎免疫に関与していると考えられている（Ｋａｗａｓａｋｉ，Ｎ．ｅ
ｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０６，４８３－４８９，１９８９、Ｉｋｅｄａ，
Ｋ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６２，７４５１－７４５４，１９８７
、Ｏｈｔａ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．；Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６５，１９８０－１９８
４，１９９０、Ｓｕｍｍｅｒｆｉｅｌｄ，Ｊ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．；Ｌａｎｃｅｔ，３４５
，８８６，１９９５）。
これらのコレクチンは、図１（ａ）に示すような、（１）ＣＲＤおよび（２）コラーゲン
様領域等の特徴的な領域を含む基本構造から構成されていることが知られており（Ｍａｌ
ｈｏｒｔｒａ　ｅｔ　ａｌ．；Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２２，１４３７－１４４
５，１９９２）、この基本構造がコラーゲン様領域においてトリプルヘリックスを構成す
ることによりサブユニットを形成し、さらにこのサブユニットが３量体、４量体、６量体
等のオリゴマー構造を形成している。
最近、コレクチンによる非特異的な免疫応答への関与が示唆され、例えば、母親の移行抗
体や特異的防御システムが十分に発達していない小児に対し、種々の微生物の中和作用や
排除に重要な役割を果たしているとの報告がなされている（Ｓｕｐｅｒ　ｅｔ　ａｌ．；
Ｌａｎｃｅｔ，２，１２３６－１２３９，１９８９）。さらに、宿主の生体防御における
これらのコレクチンの役割について、例えば、ＭＢＰの遺伝子上の変異に起因したＭＢＰ



(7) JP 4685315 B2 2011.5.18

10

20

30

40

50

の血中濃度の低下によって、宿主が感染を受けやすくなるという研究結果が報告されてい
る（Ｓｕｍｉｙａ　ｅｔ　ａｌ．；Ｌａｎｃｅｔ，３３７，１５６９－１５７０，１９９
１）。また、オプソニン化不全の血清中ＭＢＰ含量は低値を示し（Ｍａｄｓｅｎ，Ｈ．Ｏ
．ｅｔ　ａｌ．；Ｉｍｍｕｎｏ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ，４０，３７－４４，１９９４）細菌
感染を起こしやすいという報告があり（Ｇａｒｒｅｄ，Ｐ．ｅｔ　ａｌ．；Ｌａｎｃｅｔ
，３４６，９４１－９４３，１９９５）、ＭＢＰは免疫機構において重要な役割を担って
いると考えることができる。
本発明者らは、以前にＢＫｇおよびＭＢＰがＨ１およびＨ３タイプのインフルエンザＡ型
ウィルスの感染や赤血球凝集活性を阻害することを見出した（Ｗａｋａｍｉｙａ　ｅｔ　
ａｌ．；Ｇｌｙｃｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｊ．，８，２３５，１９９１、Ｗａｋａｍｉｙ
ａ　ｅｔ　ａｌ．；Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．，１８７，１
２７０－１２７８，１９９２）。その後さらに、ＢＫｇをコードするｃＤＮＡクローンを
取得し、ＢＫｇとＳＰ－Ｄ等との関連性も見出されている（Ｓｕｚｕｋｉ　ｅｔ　ａｌ．
；Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．，１９１，３３５－３４２，１
９９３）。
このように、コレクチンは、生体防御機構の解明における有用性および生理活性物質とし
ての有用性等が期待される物質であり、このファミリーに属する新規分子種の発見は、感
染症の治療の他、種々の医療分野そして生物学の分野にも寄与するところ大である。
〔発明の開示〕
本発明は、マクロファージおよび基礎免疫の機能の解明、動脈硬化、糖尿病性合併症およ
びアルツハイマー病、高βリポ蛋白血症、高コレステロール血症、高トリグリセライド血
症、低αリポ蛋白血症、移植、アテレクトミーおよび血管形成後再狭窄、細菌感染症等を
始めとする各種疾患等の発症機構の解明、さらにその診断、予防および治療法、ならびに
それらのための試薬や医薬の開発に利用できる新規スカベンジャーレセプターを提供する
ことを目的とする。
すなわち、本発明は、
（１）配列番号２のアミノ酸番号１～７４２に示すアミノ酸７４２個から成るアミノ酸配
列を有するタンパク質、または配列番号２に示すアミノ酸配列において１もしくは数個の
アミノ酸が欠失、置換もしくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ配列番号２のアミ
ノ酸番号１～７４２に示すアミノ酸配列を有するタンパク質と同等の性質を有するタンパ
ク質、または、これらの誘導体もしくは断片、
（２）配列番号１の塩基番号７４～２２９９に示す塩基配列、配列番号２のアミノ酸番号
１～７４２に示すアミノ酸配列またはその断片をコードする塩基配列、または、これら塩
基配列もしくはこれら塩基配列と相補的な塩基配列と、ストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズし、かつ配列番号２のアミノ酸番号１～７４２に示すアミノ酸配列を有するタ
ンパク質と同等の性質を有するタンパク質をコードする塩基配列を含む単離されたポリヌ
クレオチド、
（３）配列番号２４のアミノ酸番号１～６１８に示すアミノ酸から成るアミノ酸配列を有
するタンパク質、または配列番号２４に示すアミノ酸配列において１もしくは数個のアミ
ノ酸が欠失、置換もしくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ配列番号２４のアミノ
酸番号１～６１８に示すアミノ酸配列を有するタンパク質と同等の性質を有するタンパク
質、または、これらの誘導体もしくは断片、
（４）配列番号２３の塩基番号７４～１９３３に示す塩基配列、配列番号２４のアミノ酸
番号１～６１８に示すアミノ酸配列またはその断片をコードする塩基配列、または、これ
ら塩基配列もしくはこれら塩基配列と相補的な塩基配列と、ストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズし、かつ配列番号２４のアミノ酸番号１～６１８に示すアミノ酸配列を有
するタンパク質と同等の性質を有するタンパク質をコードする塩基配列を含む単離された
ポリヌクレオチド、
（５）配列番号４のアミノ酸番号１～７４２に示すアミノ酸７４２個から成るアミノ酸配
列を有するタンパク質、または配列番号２に示すアミノ酸配列において１もしくは数個の
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アミノ酸が欠失、置換もしくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ配列番号２のアミ
ノ酸番号１～７４２に示すアミノ酸配列を有するタンパク質と同等の性質を有するタンパ
ク質、または、これらの誘導体もしくは断片、
（６）配列番号３の塩基番号７４～２２９９に示す塩基配列、配列配列番号２のアミノ酸
番号１～７４２に示すアミノ酸配列またはその断片をコードする塩基配列、または、これ
ら塩基配列もしくはこれら塩基配列と相補的な塩基配列と、ストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズし、かつ配列番号２のアミノ酸番号１～７４２に示すアミノ酸配列を有す
るタンパク質と同等の性質を有するタンパク質をコードする塩基配列を含む単離されたポ
リヌクレオチド、
（７）（２）、（４）または（６）に記載のポリヌクレオチドを含むことを特徴とするベ
クター、
（８）（２）、（４）または（６）に記載のポリヌクレオチドを発現可能に保持する形質
転換細胞、
（９）（２）または（４）記載のポリヌクレオチドで形質転換した細胞を培養し、産生さ
れたｈＳＲＣＬ－Ｐ１タンパク質を採取する工程を含むことを特徴とするタンパク質の製
造法、
（１０）（６）に記載の塩基配列で形質転換した細胞を培養し、産生されたｍＳＲＣＬ－
Ｐ１タンパク質を採取する工程を含むことを特徴とするタンパク質の製造法、
（１１）細胞が大腸菌、動物細胞または昆虫細胞である、（９）または（１０）に記載の
製造法、
（１２）ＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子の発現レベルを変化させたトランスジェニック非ヒト動物
、
（１３）ＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子がＳＲＣＬ－Ｐ１をコードするｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡま
たは合成ＤＮＡである（１２）記載のトランスジェニック非ヒト動物。
（１４）遺伝子発現調節部位に変異を起こさせることにより発現レベルを変化させた（１
３）記載のトランスジェニック非ヒト動物、
（１５）ｍＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子の機能を欠損させたノックアウトマウス、
（１６）（１）、（３）または（５）に記載のタンパク質またはその断片に対する抗体、
（１７）ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体またはペプチド抗体である（１６）に
記載の抗体、
（１８）ヒト以外の温血動物に（１）、（３）または（５）に記載のタンパク質またはそ
の断片を投与し、抗体価の認められる該動物を選択し、脾臓またはリンパ節を採取し、そ
れらに含まれる抗体産生細胞を骨髄腫細胞と融合させることにより、モノクローナル抗体
産生ハイブリドーマを調製することを含む、（１）、（３）または（５）に記載のタンパ
ク質またはその断片に対するモノクローナル抗体の製造方法、
（１９）（１６）または（１７）に記載の抗体とＳＲＣＬ－Ｐ１タンパク質またはその断
片との免疫学的な結合に基づいて、該タンパク質またはその断片を定量する方法、
（２０）（１６）または（１７）に記載の抗体とＳＲＣＬ－Ｐ１タンパク質またはその断
片との免疫学的な結合に基づいて、該タンパク質またはその断片を検出する方法、
（２１）（１）、（３）または（５）に記載のタンパク質の活性を刺激するアゴニスト、
（２２）（１）、（３）または（５）に記載のタンパク質の活性または活性化を阻害する
アンタゴニスト、
（２３）（１）、（３）または（５）に記載のタンパク質を用いることを特徴とする薬物
のスクリーニング方法、
（２４）（２３）に記載のスクリーニング方法によって得られた薬物、
（２５）酸化ＬＤＬ蓄積に関わる病態を処置するための薬物のスクリーニング方法であっ
て、（１）、（３）または（５）に記載のタンパク質と酸化ＬＤＬとの結合量を、候補薬
物の存在下および非存在下で比較することにより評価される、当該のタンパク質と酸化Ｌ
ＤＬとの結合に対する候補薬物の阻害能によって、酸化ＬＤＬ蓄積に関わる病態を処置す
るための薬物を同定する工程を含むことを特徴とする薬物のスクリーニング方法、
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（２６）（２５）に記載のスクリーニング方法によって得られた薬物、
（２７）酸化ＬＤＬ蓄積に関わる病態を処置する方法であって、（２６）に記載の薬物を
用いて、ＳＲＣＬ－Ｐ１タンパク質またはその断片と酸化ＬＤＬとの結合を阻害する工程
を含むことを特徴とする方法、
（２８）酸化ＬＤＬ蓄積に関わる病態を処置するための医薬組成物であって、（２６）に
記載の薬物を含む医薬組成物、
（２９）細胞へのＡＧＥの結合に関わる病態を処置するための薬物のスクリーニング方法
であって、（１）、（３）または（５）に記載のタンパク質とＡＧＥとの結合量を、候補
薬物の存在下および非存在下で比較することにより評価される、当該タンパク質とＡＧＥ
との結合に対する候補薬物の阻害能によって、細胞へのＡＧＥの結合に関わる病態を処置
するための薬物を同定する工程を含むことを特徴とする薬物のスクリーニング方法、
（３０）（２９）に記載のスクリーニング方法によって得られた薬物、
（３１）細胞へのＡＧＥの結合に関わる病態を処置する方法であって、（３０）に記載の
薬物を用いて、ＳＲＣＬ－Ｐ１タンパク質またはその断片とＡＧＥとの結合を阻害する工
程を含むことを特徴とする方法、ならびに
（３２）ＡＧＥの細胞への結合に関わる病態を処置するための医薬組成物であって、（３
０）に記載の薬物を含む医薬組成物を提供する。
〔発明を実施するための最良の形態〕
本願発明者は、ヒトおよびマウスの新規ＳＲのクローニングに成功した。新規ＳＲ（ＳＲ
ＣＬ－Ｐ１）のＣ末端側には、基礎免疫に関与すると考えられるＣＲＤ含有のコレクチン
ドメインが存在し、さらにその全体構造はＳＲＡ、特にＳＲ－ＡＩに類似していた。具体
的にはＮ末端側より、ロイシン単位が４回繰り返されるロイシンジッパー構造を含む膜貫
通ドメイン、α－ｈｅｌｉｃａｌ　ｃｏｉｌｅｄ　ｃｏｉｌドメイン、コラーゲン様ドメ
イン、ネックドメイン、ＣＲＤドメインから少なくとも構成されるものであった。前記特
徴を有する３分子が、ｃｏｉｌｅｄ　ｃｏｉｌドメインでαヘリックスを形成し、コラー
ゲン様ドメインにてトリプルヘリックスを形成することによりホモトリマーを形成してい
ると考えられる。また、コラーゲン様ドメインは生理的ｐＨの条件下では正の電荷を帯び
ていると推測される。さらにＳＲＣＬ－Ｐ１タンパク質は多くの糖鎖結合部位を有してい
た。
本明細書において使用するｈＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子およびｍＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子とは、
特記しない限り、配列番号１または３に示す核酸配列を含むポリヌクレオチド、それらの
誘導体（相同体、変異体、修飾体および多形性変種）、ならびにそれらの断片を含むもの
とする。また、本明細書において使用するｈＳＲＣＬ－Ｐ１タンパク質およびｍＳＲＣＬ
－Ｐ１タンパク質とは、特記しない限り、配列番号２または４に示すアミノ酸配列（ポリ
ペプチド）、それらの誘導体、それらの断片を含むものとする。これらは天然または人工
的作製を問わない。本発明には前記記載の全てが包含される。
ｈＳＲＣＬ－Ｐ１の例として、配列番号２４に示すアミノ酸を有するタンパク質（配列番
号１に示すタンパク質において、コラーゲン領域の一部とネック領域すなわち、第４８３
～６０６番目のアミノ酸残基が欠失した変異体）を挙げることができ、配列番号１に示す
ポリヌクレオチドの変異体の例として、配列番号２４のタンパク質をコードする、配列番
号２３に示すポリヌクレオチドを挙げることができる。
また、本発明には、実質的に配列番号２または４に示すアミノ酸配列に類似するアミノ酸
配列および実質的に配列番号２または４に示すアミノ酸配列に類似するアミノ酸配列をコ
ードする塩基配列も含まれる。さらにこれらのアミノ酸配列を有するタンパク質も含まれ
る。配列番号２または４に示すアミノ酸配列に実質的に類似するアミノ酸配列とは、配列
番号２または４に示すアミノ酸配列を含むタンパク質と同等の性質すなわち、ＳＲに特徴
的な、ロイシンジッパー構造を含む膜貫通ドメイン、α－ｈｅｌｉｃａｌ　ｃｏｉｌｅｄ
　ｃｏｉｌドメイン、コラーゲン様ドメインを有することによる活性、機能および３次構
造等を有する範囲内で、１もしくは数個のアミノ酸の置換、欠失、付加および／または挿
入等の改変を有するアミノ酸配列をいう。これらは天然または人工的作製を問わない。
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さらに、本発明には、配列番号１または３のいずれかに記載の核酸配列またはその断片を
含む核酸配列、またはこれらに相補的な核酸配列（以下、特定配列と称する）とストリン
ジェントな条件下ハイブリダイズすることができる核酸配列も含まれる。本発明における
ストリンジェントな条件とは、例えば、５×ＳＳＣ、５％デンハート溶液（０．１％ＢＳ
Ａ、０．１％Ｆｉｃｏｌｌ４００、０．１％ＰＶＰ）、０．５％ＳＤＳおよび２０μｇ／
ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含有する溶液中で、３７℃にて一夜インキュベートし、ついで
室温にて０．１％ＳＤＳ含有２×ＳＳＣで洗浄する条件である。ＳＳＣの代わりに適宜Ｓ
ＳＰＥを使用してもよい。この様にして得られた核酸配列は、少なくとも特定配列と５０
％以上のホモロジーを有すると考えられる。特定配列とストリンジェントな条件下ハイブ
リダイズすることができる核酸配列によってコードされるタンパク質は、ＳＲＣＬ－Ｐ１
タンパク質と同等の性質を持つものが多いと考えられ、ＳＲＣＬ－Ｐ１タンパク質と同等
の性質を有する限り、該タンパク質も本発明に含まれる。
特に、配列番号２に示すｈＳＲＣＬ－Ｐ１（アミノ酸番号１～７４２）のアミノ酸配列は
アミノ酸７４２個から成るタンパク質であり、それをコードする塩基配列は塩基数２２２
６個から成る。該配列にはロイシンジッパードメイン、α－ｈｅｌｉｃａｌ　ｃｏｉｌｅ
ｄ　ｃｏｉｌドメイン、コラーゲン様ドメイン、ネックドメイン、ＣＲＤドメイン等の特
徴的なアミノ酸配列が存在していた。すなわち、アミノ酸番号３６～５７に示すロイシン
ジッパードメイン、アミノ酸番号７２～４２６（ＣＯＩＬＳ　Ｐｒｏｇｒａｍ）または８
１～４３１（ＭｕｌｔｉＣｏｉｌ　Ｐｒｏｇｒａｍ）に示すα－ｈｅｌｉｃａｌ　ｃｏｉ
ｌｅｄ　ｃｏｉｌドメイン、アミノ酸番号４４３～５８９に示すコラーゲン様ドメイン、
アミノ酸番号５９０～６０６に示すネックドメイン、アミノ酸番号６０７～７４２に示す
ＣＲＤドメイン等が存在していた。その他のドメインとしては、例えばアミノ酸番号６３
～７４２（ＴＭＨＭＭ１．０　ｐｒｏｇｒａｍ）または５８～７４２（ＴＭｐｒｅｄ　ｐ
ｒｏｇｒａｍ）に示す細胞外ドメイン、アミノ酸番号１～３９（ＴＭＨＭＭ１．０　ｐｒ
ｏｇｒａｍ）または１～３７（ＴＭｐｒｅｄ　ｐｒｏｇｒａｍ）に示す細胞内ドメイン、
アミノ酸番号４０～６２（ＴＭＨＭＭ１．０　ｐｒｏｇｒａｍ）または３８～５７（ＴＭ
ｐｒｅｄ　ｐｒｏｇｒａｍ）に示す膜貫通ドメイン、アミノ酸番号４４３～７４２に示す
コレクチン様ドメイン等が挙げられる。さらに、Ｃ型レクチンモチーフであるアミノ酸番
号７０８～７３０が含まれていた。このタンパク質をコードする塩基配列を配列番号１に
示した。
また、配列番号４に示すｍＳＲＣＬ－Ｐ１（アミノ酸番号１～７４２）のアミノ酸配列は
アミノ酸７４２個から成るタンパク質であり、それをコードする塩基配列は塩基数２２２
６個から成る。該配列には配列番号２に示したｈＳＲＣＬ－Ｐ１と同じく、ロイシンジッ
パードメイン、α－ｈｅｌｉｃａｌ　ｃｏｉｌｅｄ　ｃｏｉｌドメイン、コラーゲン様ド
メイン、ネックドメイン、ＣＲＤドメイン、Ｃ型レクチンモチーフ等の特徴的なアミノ酸
配列が存在していた。このタンパク質をコードする塩基配列を配列番号３に示した。
本明細書中で使用する相同体とは、相同性（ホモロジー）が高い核酸配列またはアミノ酸
配列であり、ホモロジーが少なくとも５０％以上、好ましくは７０％以上、より好ましく
は９０％以上のものをいう。配列中に欠失や挿入が存在する場合には、ギャップ結合を許
した相同性検索を行うと良い。例えば、マルチプル・アライメント（商品名：ＳＯＤＨＯ
、富士通）の手法を用いて検索することができる。また、相同性検索のアルゴリズムには
、最も厳密なＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムを用いることができる。その他
、ＦＡＳＴＡやＢＬＡＳＴ等のインターネットを通じて利用することができる。
本明細書中で使用する変異体とは、例えば、対立遺伝子（アレル）、Ｓｉｎｇｌｅ　Ｎｕ
ｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ（ＳＮＰ）等を挙げることができる。また
、核酸配列の変異はコドンの縮重の範囲内で変化したものも本発明の核酸配列に含まれる
。核酸配列のコドンの一部改変は、常法に従い、所望の改変をコードする合成オリゴヌク
レオチドから成るプライマーを利用した部位特異的変異導入法（Ｍａｒｋ，Ｄ．Ｆ．ｅｔ
　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．，８１，５６６２，１９８
４）等に従って行うことができる、得られた人工的遺伝子変異体も本発明の核酸配列に含
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まれる。また、コドンの縮重の範囲を超えた場合であっても、変異したコドンによって翻
訳された変異アミノ酸が、正常アミノ酸と類似の性質であることが好ましい。例えば、脂
肪族アミノ酸であるアラニン、バリン、ロイシンおよびイソロイシン間での変異、中性ア
ミノ酸であるグリシン、アラニン、セリン、トレオニン、バリン、ロイシン、イソロイシ
ン、システイン、メチオニン、フェニルアラニン、チロシン、プロリン、トリプトファン
、アスパラギンおよびグルタミン間での変異、酸性アミノ酸であるアスパラギン酸および
グルタミン酸間での変異、塩基性アミノ酸であるアルギニン、リジンおよびヒスチジン間
での変異、水酸基を有するセリンおよびトレオニン間での変異、芳香環を有するフェニル
アラニンおよびチロシン間での変異等、アミノ酸の性質・機能・特性等が類似のものであ
るのが好ましい。これら人工的または天然に変異したタンパク質も本発明のタンパク質の
含まれる、人工的には、ＰＣＲ法を用いて部位特異的変異を起こすことができ、その他公
知の方法を用いて任意の場所に変異を起こさせることができる。
本明細書中で使用する修飾体とは、例えば、アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化
、アミド化、ミリストイル化、グリコシル化、水酸化、リン酸化、硫酸化、ホルミル化、
メチル化、ポリエチレングリコール化、脂質結合、ヌクレオチド結合、金属結合（カルシ
ウム付加体等）、多のタンパク質（アルブミン等）との融合体、二量体等の改変を通常の
技術を用いて施すことができる。例えば、グリコシル化は宿主が大腸菌では起こらないた
め、グリコシル化を企図する場合には、真核細胞に発現すると良い。昆虫細胞も哺乳細胞
と同様に翻訳後にグリコシル化を行うため使用することができる。
本明細書中で使用する多型性変種とは、例えば、染色体ＤＮＡの構造や形態の差異により
生じる多型性、ある遺伝子が対立遺伝子に変化したために生じる多型性等をいう。一般に
真核生物の遺伝子は多形現象を示すことが多く、この現象によって１個あるいはそれ以上
のアミノ酸が置換される場合もあり、また、その場合であってもタンパク質の活性が保持
される場合もある。ゆえに、配列番号２または４のいずれかに示されるアミノ酸配列をコ
ードする遺伝子を人工的に改変したものを用いて得られたタンパク質をコードする遺伝子
は、該タンパク質が本発明の遺伝子の特徴的な機能を有する限り全て本発明に含まれる。
さらに、配列番号２または４のいずれかに示されるアミノ酸配列を人工的に改変したタン
パク質は、本発明のタンパク質の特徴を有する限り全て本発明に含有される。改変とは、
置換、欠失、付加および／または挿入を含むと解する。
本明細書中で使用する断片とは、例えば、上述したＳＲＣＬ－Ｐ１が有するアミノ酸配列
中の任意の断片を意味し、例えば、細胞外ドメイン、細胞内ドメイン、膜貫通ドメイン、
ロイシンジッパードメイン、α－ｈｅｌｉｃａｌ　ｃｏｉｌｅｄ　ｃｏｉｌドメイン、コ
ラーゲン様ドメイン、ネックドメイン、ＣＲＤドメイン、コレクチン様ドメイン、疎水性
ドメイン（ネックドメイン、膜貫通ドメイン等）、親水性ドメイン（疎水性ドメイン以外
）等を挙げることができ、またこれら断片を融合させた断片挙げることができる。例えば
、配列番号２に示すｈＳＲＣＬ－Ｐ１アミノ酸配列において、膜貫通ドメインを欠き可溶
性受容体を形成する５８乃至６３番目から７４２番目のアミノ酸を有する断片、ＣＲＤド
メインを欠き膜貫通型スカベンジャーレセプターを形成する約１～６０６番目のアミノ酸
を有する断片、ロイシンジッパードメインとα－ｈｅｌｉｃａｌ　ｃｏｉｌｅｄ　ｃｏｉ
ｌドメインから成る可溶性スカベンジャーレセプターを形成する約３６番目から４２６乃
至４３１番目のアミノ酸を有する断片、ならびにＣＲＤドメインとネックドメインを除く
第１～５８９番目のアミノ酸を有する断片等を挙げることができる。
ＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子取得方法
本発明のＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子はいかなる方法で得られるものであっても良い。例えば、
本発明のＳＲＣＬ－Ｐ１をコードする塩基配列は、該タンパク質を発現している細胞から
ｍＲＮＡを調製して、常法により二本鎖ＤＮＡに変換して得ることができる。ｍＲＮＡの
調製にはグアニジンイソチオシアネート・塩化カルシウム法（Ｃｈｉｒｗｉｎ，ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１８，５２９４，１９７９）等を用いることができる
。全ＲＮＡからのポリ（Ａ）＋ＲＮＡの調製はオリゴ（ｄＴ）を結合した担体、例えばセ
ファロースあるいはラテックス粒子等を用いたアフィニティークロマトグラフィー等を用
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いて行うことができる。上記のごとくして得られたＲＮＡを鋳型にして、３’末端に存在
するポリ（Ａ）鎖に相補的なオリゴ（ｄＴ）またはランダムプライマーあるいはＳＲＣＬ
－Ｐ１のアミノ酸配列の一部に相応する合成オリゴヌクレオチドをプライマーとして逆転
写酵素で処理し（Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．，２，１６１，１９８２、Ｍｏｌ．Ｃｅ
ｌｌ　Ｂｉｏｌ．，３，２８０，１９８３、Ｇｅｎｅ，２５，２６３，１９８３）、この
様にして得られたｃＤＮＡ鎖を、例えばＥ．ｃｏｌｉ　ＲＮａｓｅＨ、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｄ
ＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　１、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡ　ｌｉｇａｓｅで処理し、ＤＮ
Ａ鎖に変換することにより、二本鎖ｃＤＮＡを得ることができる。このｃＤＮＡをプラス
ミドベクター、ファージベクター、コスミドベクターに組み込み、大腸菌を形質転換して
、あるいはインビトロパッケージングを施した後、大腸菌にトランスフェクトすることに
よりｃＤＮＡライブラリーを作製することができる。
ここで用いることができるプラスミドベクターとしては、宿主内で複製保持されるもので
あれば特に制限されなく、ファージベクターについても宿主内で増殖できるものであれば
特に制限されない。クローニング用ベクターとして、例えば、ｐＢＲ３２２、ｐＵＣ１９
、λｇｔ１０、λｇｔ１１等が挙げられる。また、免疫学的スクリーニングに供する場合
には、宿主内でＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子を発現させることができるプロモーターを有するベ
クターであることが好ましい。
プラスミドにｃＤＮＡを組み込む方法としては、Ｍａｎｉａｔｉｓらの方法（Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ｓｅｃｏｎｄ　
ｅｄｉｔｉｏｎ）等を参考にすることができる。また、ファージベクターにｃＤＮＡを組
み込む方法としては、Ｈｙｕｎｈらの方法（ＤＮＡ　ｃｌｏｎｉｎｇ，ａ　ｐｒａｃｔｉ
ｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ，１，４９，１９８５）等を参考にすることができる。
上記発現ベクターの宿主細胞への導入法としては、例えば、リポポリアミン法、ＤＥＡＥ
－デキストラン法、ハナハン法、リポフェクチン法、リン酸カルシウム法によるトランス
フェクション、マイクロインジェクションおよびエレクトロポーレーション等の方法（Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ｓｅｃ
ｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ）がある。インビトロパッケージングは、市販のキット（Ｓｔｒ
ａｔａｇｅｎｅ社製、Ａｍｅｒｓｈａｍ社製）を用いることによって簡便に行うことがで
きる。
上記方法によって作製されたｃＤＮＡライブラリーから、ＳＲＣＬ－Ｐ１タンパク質をコ
ードするｃＤＮＡを単離する方法は、一般的なｃＤＮＡスクリーニング方法を組み合わせ
て行うことができる。例えば、３２Ｐで標識したプローブを作製し、コロニーハイブリダ
イゼーション法（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７２，３９６１，１
９７５）、プラークハイブリダイゼーション法（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ｓｅｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ、Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，２，１０８，１９８９）により目
的のｃＤＮＡを含有するクローンをスクリーニングすることができる。また、ＰＣＲ法に
よりクローンを選択することもできる。さらに、ｃＤＮＡを発現しうるベクターを用いて
ｃＤＮＡライブラリーを作製した場合には、ＳＲＣＬ－Ｐ１を認識する抗体を用いること
により目的のクローンを選択することができる。
また、ＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子を発現する細胞よりＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子を単離する際には
、例えば、該発現細胞をＳＤＳまたはプロテナーゼＫを用いて溶解し、フェノール処理を
行う。不用のＲＮＡをリボヌクレアーゼにより消化する。得られるＤＮＡを制限酵素によ
り消化し、得られるＤＮＡ断片をファージまたはコスミドで増幅してライブラリーを作製
する。その後、目的のクローンを選択し、ＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子を取得することができる
。
この様にして得られたＤＮＡの塩基配列はマキサム・ギルバート法（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７４，５６０，１９７７）またはサンガー法（Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７４，５４６３，１９７７）によって決定するこ
とができる。ＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子は、上記得られたクローンから制限酵素等によって切
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り出すことにより得ることができる。
ＳＲＣＬ－Ｐ１塩基配列をもとに合成したプライマーを用いて、ＳＲＣＬ－Ｐ１発現細胞
ポリ（Ａ）＋ＲＮＡを鋳型にしてＲＴ－ＰＣＲ法によりクローニングすることも可能であ
る。また、ＰＣＲによらず、ＳＲＣＬ－Ｐ１塩基配列をもとにプローブを作製・合成し、
直接ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングし、目的とするｃＤＮＡを得ることもできる
。本発明の遺伝子を、これらの方法により得られた遺伝子の中から、その遺伝子の塩基配
列を確認することにより選択することができる。本発明の遺伝子は、例えばホスホイミダ
イト法（Ｍａｔｔｅｎｃｃｉ，Ｍ．Ｄ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，
１３０，３１８５，１９８１）等の核酸化学合成を用いる常法に従って製造することもで
きる。
発現ベクターの作製方法
本発明はまた、ＳＲＣＬ－Ｐ１ｓ核酸配列を含むことを特徴とするベクターにも関する。
ベクターは例えば、ＳＲＣＬ－Ｐ１ｓタンパク質を発現することができるものであれば特
に制限されないが、プラスミドベクター、ＲＮＡベクター、ＤＮＡベクター、ウィルスベ
クター、ファージベクター等を用いることができる。具体的には、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
社製のｐＢＡＤ／Ｈｉｓ、ｐＲＳＥＴＡ、ｐｃＤＮＡ２．１、ｐＴｒｃＨｉｓ２Ａ、ｐＹ
ＥＳ２、ｐＢｌｕｅＢａｃ４．５、ｐｃＤＮＡ３．１、ｐＳｅｃＴａｇ２、Ｎｏｖａｇｅ
ｎ社製のｐＥＴ、ｐＢＡＣ、Ｐｒｏｍｅｇａ社製のｐＧＥＭ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ社製
のｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩＩ、ｐＢＳ、Ｐｈａｇｅｓｃｒｉｐｔ、ｐＳＧ、ｐＳＶ２Ｃ
ＡＴもしくはＰｈａｒｍａｃｉａ社製のｐＧＥＸ、ｐＵＣ１８／１９、ｐＢＰＶ、ｐＳＶ
Ｋ３、ｐＳＶＬ等が挙げられる。
発現ベクターにライゲーションしたＳＲＣＬ－Ｐ１ｓｃＤＮＡ配列は、プロモーターに機
能的に連結させる。プロモーターは例えば、ファージλＰＬプロモーター、Ｅ．ｃｏｌｉ
　ｌａｃ、ｔｒｐ、ｔａｃプロモーター、ＳＶ４０初期および後期プロモーター、Ｔ７お
よびＴ３プロモーター、レトロウィルスＬＴＲプロモーターが挙げられる。特に、真核細
胞に使用するプロモーターとしては、ＣＭＶプロモーター、ＨＳＶプロモーター、ＳＶ４
０初期および後期プロモーター、レトロウィルスＬＴＲプロモーター、ＲＳＶプロモータ
ー、メタロチオネインプロモーターがある。また、発現ベクターは、形質転換した宿主を
選択可能にすべきマーカーおよびエンハンサーを含有しても良い。マーカーには、ジヒド
ロ葉酸還元酵素遺伝子、ネオマイシン耐性遺伝子、アンピシリン耐性遺伝子等がある。エ
ンハンサーには、ＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウィルス初期エンハンサープロモ
ーター、アデノウィルスエンハンサー等がある。
形質転換細胞の作製方法
さらに、本発明は上記したようなベクターによりこれらが保持する本発明の塩基配列を発
現可能に保持する形質転換細胞を提供する。本明細書における形質転換細胞に用いる宿主
細胞としては、好ましくは動物細胞および昆虫細胞であるが、本発明の発現ベクター中の
ＳＲＣＬ－Ｐ１ｓタンパク質を発現すうことが可能な全ての細胞（微生物を含む）が挙げ
られる。
本明細書における動物細胞もしくは昆虫細胞としては、それぞれヒト由来の細胞、ハエも
しくはカイコ由来の細胞が挙げられる。例えば、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、ＢＨＫ細胞、
Ｖｅｒｏ細胞、ミエローマ細胞、ＨＥＫ２９３細胞、ＨｅＬａ細胞、Ｊｕｒｋａｔ細胞、
マウスＬ細胞、マウスＣ１２７細胞、マウスＦＭ３Ａ細胞、マウス繊維芽細胞、骨芽細胞
、軟骨細胞、Ｓ２、Ｓｆ９、Ｓｆ２１、Ｈｉｇｈ　ＦｉｖｅＴＭ（登録商標）細胞等があ
る。本明細書における微生物とは、大腸菌もしくは酵母等が含まれる。これら宿主への導
入は上記記載した方法を用いることができる。
本発明のＳＲ発現細胞は、動脈硬化発症等に関わるＳＲ経路について、この経路から細胞
へ取り込まれる修飾されたＬＤＬの特異性を解析するために用いることができる。また、
物質の受容体を介した細胞への取り込み解析のためのモデルとして有用である。さらに、
本発明の細胞は動脈硬化症の治療薬、例えばＬＤＬ変性の抑制剤、アシルＣｏ－Ａコレス
テロールアシルトランスフェラーゼ（ＡＣＡＴ）活性阻害剤等の開発過程における薬剤の
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スクリーニングに用いることができる。また、糖鎖のあるヒトＳＲ蛋白質の製造に用いる
ことができる。また、ＳＲを介する異物もしくは変性物の処理の過程の実験系、または変
性アルブミンに伴って感染を起こすＢ型ウィルス等の感染実験系として用いることができ
る。
タンパク質取得方法
本発明は、上記したような本発明の塩基配列で形質転換した細胞を培養し、産生されたＳ
ＲＣＬ－Ｐ１を採取する、ＳＲＣＬ－Ｐ１の製造法にも関する。細胞の培養、タンパク質
の分離、精製も、自体公知の方法によって行うことができる。
本発明のタンパク質は、それ自体、単離・精製・認識しやすいように組換え融合タンパク
質として発現させることができる。組換え融合タンパク質とは目的タンパク質をコードす
る核酸配列により発現されたタンパク質のＮ末端側または／およびＣ末端側に適当なペプ
チド鎖を付加して発現させたタンパク質である。発現したタンパク質の精製を容易にする
目的で、細胞外分泌シグナルを有する融合タンパク質として発現させても良い。また、タ
ンパク質は、各種原料、例えば培養細胞、培養組織、形質転換細胞等のタンパク質産生原
料から従来公知の方法、例えば硫酸アンモニウム沈殿法等の塩析、セファデックス等によ
るゲル濾過法、イオン交換クロマトグラフィー法、疎水性クロマトグラフィー法、色素ゲ
ルクロマトグラフィー法、電気泳動法、透析、限外濾過法、アフィニティークロマトグラ
フィー法および高速液体クロマトグラフィー法等の公知の精製方法を用いて得ることがで
きる。
遺伝子利用方法
配列番号１または３のいずれかに記載の塩基配列に基づいて、ＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子を検
出するためのプローブを設定することができる。あるいは、これらの塩基配列を含むＤＮ
ＡやＲＮＡを増幅するためのプライマーを設定することができる。与えられた配列をもと
にプローブやプライマーを設定することは当業者が日常的に行っている。設定された塩基
配列を有するオリゴヌクレオチドを化学合成によって得ることができる。そしてそのオリ
ゴヌクレオチドに適当な標識を付加すれば、様々な形式のハイブリダイゼーションアッセ
イに利用することができる。あるいはＰＣＲの様な核酸の合成反応に利用することができ
る。プライマーに利用するオリゴヌクレオチドは少なくとも１０塩基、好適には１５～５
０塩基の長さとするのが望ましく、プローブに利用するオリゴヌクレオチドは１００塩基
から全長の長さであることが望ましい。また、ＳＲＣＬ－Ｐ１タンパク質をコードする遺
伝子変異の検出およびＳＮＰの検出等にも用いることができことから、ＳＲＣＬ－Ｐ１遺
伝子変異によって生ずる疾患の診断に用いることができる。例えば、動脈硬化、糖尿病性
合併症およびアルツハイマー病、高βリポ蛋白血症、高コレステロール血症、高トリグリ
セライド血症、低αリポ蛋白血症、移植、アテレクトミーおよび血管形成後再狭窄、細菌
感染症等を始めとする各種疾患等の診断に利用できるものと予想される。また、ＳＲＣＬ
－Ｐ１遺伝子を生体内に導入し発現させることによる遺伝子治療にも有用である。
さらに、本発明が提供するＳＲＣＬ－Ｐ１のｃＤＮＡ塩基配列に基づいて、ゲノム中に存
在するＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子のプロモーター領域、エンハンサー領域を取得することも可
能である。具体的には特開平６－１８１７６７号、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５５，２４
７７，１９９５、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ，ＵＳＡ．，９２，３５６１，
１９９５）等と同様の方法でこれらの制御領域の取得が可能である。本明細書中で言うプ
ロモーター領域とは転写開始部位の上流に存在する遺伝子の発現を制御するＤＮＡ領域を
、エンハンサー領域とはイントロン、５’非翻訳領域、または３’非翻訳領域に存在する
遺伝子の発現を増強するＤＮＡ領域を言う。
タンパク質利用方法
本発明のＳＲＣＬ－Ｐ１ｓタンパク質は、マクロファージおよび基礎免疫の機能の解明、
動脈硬化、糖尿病性合併症およびアルツハイマー病、高βリポ蛋白血症、高コレステロー
ル血症、高トリグリセライド血症、低αリポ蛋白血症、移植、アテレクトミーおよび血管
形成後再狭窄、細菌感染症等を始めとする各種疾患等の発症機構の解明、さらにその診断
、予防および治療法、ならびにそれらのための試薬や医薬の開発に利用できる可能性があ
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る。また、ＳＲＣＬ－Ｐ１ｓに対する抗体を作製する際の抗原として用いることができる
。さらに、アゴニストまたはアンタゴニストのスクリーニング方法にも利用できる。
アゴニストおよびアンタゴニスト
本発明は、また、本発明のＳＲＣＬ－Ｐ１の活性または活性化を刺激するアゴニストにも
関する。本発明は、また、本発明のＳＲＣＬ－Ｐ１の活性または活性化を阻害するアンタ
ゴニストにも関する。アンタゴニストのスクリーニングは、例えば、ＳＲＣＬ－Ｐ１タン
パク質を発現させた細胞に候補阻害剤とＯｘＬＤＬまたは抗体を作用させる競合的実験系
を用いることができ、ＯｘＬＤＬの結合割合から候補阻害剤をスクリーニングすることが
できる。その他、自体公知の方法により行うことができる。また、アンタゴニストにはＳ
ＲＣＬ－Ｐ１遺伝子の発現を阻害するアンチセンス核酸も含まれる。他のスクリーニング
方法として、受容体の活性化によって生じる細胞外ｐＨの変化を測定する方法（Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ，２４６，１８１－２９６，１９８９）がある。
こうしてスクリーニングしたアンタゴニストは、酸化ＬＤＬ蓄積や、細胞へのＡＧＥの結
合に関わる病態について、治療、予防等の処置を行うための薬物としても利用できる。そ
のスクリーニング方法は、本発明のＳＲＣＬ－Ｐ１と酸化ＬＤＬまたはＡＧＥとの結合量
を、候補薬物の存在下および非存在下で比較し、この候補薬物が両者の結合を阻害する能
力によって、目的とする病態を処置するための薬物を同定する工程を含むことを特徴とす
るものである。
トランスジェニック非ヒト動物
本発明は、ＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子の発現レベルを変化させたトランスジェニック非ヒト動
物に関する。ここで、ＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子とは、ｈＳＲＣＬ－Ｐ１４もしくはＳＲＣＬ
－Ｐ１をコードするｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡあるいは合成ＤＮＡを含む。また、遺伝子の
発現には転写と翻訳のいずれのステップも含まれる。本発明によるトランスジェニック非
ヒト動物は、ＳＲＣＬ－Ｐ１の機能あるいは発現調節の研究、ＳＲＣＬ－Ｐ１が関与する
と予想される疾患のメカニズム解明、医薬品のスクリーニング・安全性試験に用いる疾患
モデル動物の開発に有用である。
本発明においては、遺伝子の発現を正常に調節しているいくつかの重要な部位（エンハン
サー、プロモーター、イントロン等）の一部に欠失、置換、付加および／または挿入など
の変異を起こさせることにより、本来の遺伝子の発現レベルと比較して上昇または下降す
るように人工的に修飾することができる。この変異の導入は、公知の方法により行うこと
ができ、トランスジェニック動物を得ることができる。
トランスジェニック動物とは狭義には遺伝子組換えにより、外来遺伝子が生殖細胞に人為
的に導入された動物のことをいい、広義にはアンチセンスＲＮＡを用いて特定の遺伝子の
機能を抑えたアンチセンス・トランスジェニック動物や、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）を用い
て特定の遺伝子をノックアウトした動物、点突然変異ＤＮＡを導入した動物を含み、個体
発生の初期に外来遺伝子が安定して染色体に導入され、その子孫に遺伝形質として伝達さ
れ得る動物のことをいう。
本明細書中でいうトランスジェニック動物とはヒト以外のすべての脊椎動物を含む広義の
意味に解する。本発明におけるトランスジェニック動物は、ＳＲＣＬ－Ｐ１の機能あるい
は発現調節の研究、ヒトにおいて発現している細胞に関連する疾患のメカニズムの解明、
医薬品のスクリーニング・安全性試験に用いる疾患モデル動物の開発に有用である。
トランスジェニック動物の作製方法は、位相差顕微鏡下で前核期卵子の核に、微小ピペッ
トで遺伝子を直接導入する方法（マイクロインジェクション法、米国特許第４８７３１９
１号）、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）を使用する方法などがある。その他、レトロウィルスベ
クターまたはアデノウイルスベクターに遺伝子を挿入し、卵子に感染させる方法、また、
精子を介して遺伝子を卵子に導入する精子ベクター法等が開発されている。
精子ベクター法とは、精子に外来遺伝子を付着またはエレクトロポレーション等の方法で
精子細胞内に取り込ませた後に、卵子に受精させることにより、外来遺伝子を導入する遺
伝子組換え法である（Ｍ．Ｌａｖｉｔｒａｎｏｅｔら、Ｃｅｌｌ，５７，７１７，１９８
９）。あるいはバクテリオファージＰ１のｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系やサッカロ
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マイセス・セレビシアエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）のＦＬ
Ｐリコンビナーゼ系等によるｉｎ　ｖｉｖｏにおける部位特異的遺伝子組換えを用いるこ
ともできる。また、レトロウィルスを使用して、非ヒト動物へ目的タンパク質のトランス
ジーンを導入する方法も報告されている。
マイクロインジェクション法によるトランスジェニック動物作製方法は、例えば、以下に
示すようにして行われる。
まず、発現制御に関わるプロモーター、特定のタンパク質をコードする遺伝子、ポリＡシ
グナルから基本的に構成されるトランスジーンが必要である。プロモーター活性により特
定分子の発現様式や発現量が左右され、また、導入トランスジーンのコピー数や染色体上
の導入部位により作製されたトランスジェニック動物が系統間で異なるため、各系統間で
発現様式・発現量を確認する。非翻訳領域やスプライシングにより発現量が変化すること
が判明しているため、予めポリＡシグナルの前にスプライシングされるイントロン配列を
導入してもよい。受精卵に導入する遺伝子はできるだけ純度の高いものを使用することが
重要である。使用する動物としては、受精卵採取用マウス（５～６週齢）、交配用雄マウ
ス、偽妊娠雌マウス、輸精管結紮雄マウス等が用いられる。
効率よく受精卵を得るために、ゴナドトロビン等により排卵を誘発してもよい。受精卵を
回収し、マイクロインジェクション法にて卵子の雄性前核にインジェクションピペット中
の遺伝子を注入する。注入した卵子を輸卵管に戻すための動物（偽妊娠雌マウス等）を用
意し、一匹に対して約１０～１５個を移植する。その後、誕生したマウスにトランスジー
ンが導入されているか否かを、尾の先端部からゲノムＤＮＡを抽出し、サザン法あるいは
ＰＣＲ法によりトランスジーンを検出するか、あるいは相同組み換えが起こったときのみ
に活性化するマーカー遺伝子を挿入したポジティブクローニング法により確認することが
できる。さらに、トランスジーンの発現を確認するため、ノザン法もしくはＲＴ－ＰＣＲ
法によりトランスジーン由来転写産物を検出する。または、タンパク質またはその断片に
対する特異的抗体によって、ウェスタンブロッティングを行ってもよい。
ノックアウトマウス
本発明のノックアウトマウスは、ＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子の機能が失われるように処理され
たものである。ノックアウトマウスとは相同組換え技術により任意の遺伝子を破壊し、機
能を欠損させたトランスジェニックマウスをいう。ＥＳ細胞を用いて相同組換えを行い、
一方の対立遺伝子を改変・破壊した胚性幹細胞を選別し、ノックアウトマウスを作製する
ことができる。例えば、受精卵の胚盤胞や桑実胚期に遺伝子を操作した胚性幹細胞を注入
して、胚性幹細胞由来の細胞と胚由来の細胞が混ざったキメラマウスを得る。このキメラ
マウス（キメラとは、２個以上の受精卵に基づいた体細胞で形成される単一個体をいう）
と正常マウスを交配すると、一方の対立遺伝子の全てが改変・破壊されたヘテロ接合体マ
ウスを作製することができる。さらに、ヘテロ接合体マウス同士を交配することで、ホモ
接合体マウスが作製できる。
相同組換えとは、遺伝子組換え機構で塩基配列が同じ、または非常に類似している２つの
遺伝子間で起こる組換えのことをいう。相同組換えを起こした細胞の選別にはＰＣＲを使
用することができる。挿入遺伝子の一部と挿入が期待される領域の一部をプライマーとし
て用いるＰＣＲ反応を行い、増幅産物ができた細胞で相同組換えを起こしていることが判
明できる。また、胚幹細胞で発現している遺伝子に相同組み換えを起こさせる場合には、
導入遺云子にネオマイシン耐性遺伝子を結合させておき、導入後に細胞をネオマイシン耐
性にさせることにより選択することができる等、公知の方法およびそれらの変法を用いて
容易に選択することができる。
抗体の作製方法
本発明はまた、ＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片を認識する抗体を提供する。本発明の抗体
には例えば、配列番号２または４のいずれかに記載のアミノ酸配列を有するタンパク質ま
たはその断片に対する抗体が含まれる。ＳＲＣＬ－Ｐ１またはそのの断片に対する抗体（
例えばポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ペプチド抗体）または抗血清は、本発
明のＳＲＣＬ－Ｐ１またはの断片等を抗原として用い、自体公知の抗体または抗血清の製
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造法に従って製造することができる。特に、ＳＲＣＬ－Ｐ１の機能を制御できる抗体（例
えばＣＲＤ、コラーゲン様ドメインおよびα－ｈｅｌｉｃ　ａｌ　ｃｏｉｌｅｄ　ｃｏｉ
ｌドメイン等を認識する抗体）は抗体含有医薬品として有用である。
本発明のＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片は、投与により抗体産生が可能な部位にそれ自体
または希釈剤、担体と共に温血動物に対して投与される。投与に際して抗体産生を高める
ために、完全フロイントアジュバントや不完全フロイントアジュバントを投与しても良い
。投与は通常１～６週毎に１回づつ、計２～１０回程度行われる。用いられる温血動物と
しては、例えばサル、ウサギ、イヌ、モルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、ニワ
トリ等が挙げられるが、マウスおよびラットが好ましくは用いられる。ラットにはＷｉｓ
ｔａｒおよびＳＤ系ラット等が好ましく、マウスにはＢＡＬＢ／ｃ、Ｃ５７ＢＬ／６およ
びＩＣＲ系マウス等が好ましく用いられる。
モノクローナル抗体産生細胞の作製に際しては、抗原で免疫された温血動物、例えばマウ
スから抗体価の認められる個体を選択し、最終免疫の２～５日後に脾臓またはリンパ節を
採取し、それらに含まれる抗体産生細胞を骨髄腫細胞と融合させることにより、モノクロ
ーナル抗体産生ハイブリドーマを調製することができる。抗血清中の抗体価の測定は、例
えば後記の標識化ＳＲＣＬ－Ｐ１と抗血清とを反応させた後、抗体に結合した標識剤の活
性を測定することによりなされる。融合操作は既知の方法、例えばケーラーとミルスタイ
ンの方法（Ｎａｔｕｒｅ，２５６，４９５，１９７５）やその変法（Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．Ｍｅｔｈｏｄ，３９，２８５，１９８０、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１１８，４
３７，１９８１、Ｎａｔｕｒｅ，２８５，４４６，１９８０）に従い実施できる。融合促
進剤としてはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）やセンダイウィルス等が挙げられるが、
好ましくはＰＥＧが用いられる。さらに融合効率を高めるために、適宜レクチン、ポリ－
Ｌ－リジンもしくはＤＭＳＯを添加することもできる。
骨髄腫細胞としては、例えばＸ－６３Ａｇ８、ＮＳ－１、Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０、ＡＰ－
１等が挙げられるが、好ましくはＳＰ２／０が用いられる。用いられる抗体産生細胞（脾
臓細胞）数と骨髄腫細胞数との好ましい比率は１：２０～２０：１であり、ＰＥＧ（好ま
しくはＰＥＧ１０００～ＰＥＧ６０００）を１０～８０％程度の濃度で添加し、２０～４
０℃、好ましくは３０～３７℃で１～１０分間インキュベートすることにより効率よく細
胞融合を実施できる。抗ＳＲＣＬ－Ｐ１抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングには種
々の方法が使用できるが、例えば、ＳＲＣＬ－Ｐ１抗原を直接または担体と共に吸着させ
た固相（例えば、マイクロプレート）にハイブリドーマ培養上清を添加し、次に放射性物
質や酵素などで標識した抗免疫グロブリン抗体（細胞融合に用いられる細胞がマウスの場
合、抗マウス免疫グロブリン抗体が用いられる）またはプロテインＡを加え、固相に結合
した抗ＳＲＣＬ－Ｐ１抗体を検出する方法、抗免疫グロブリン抗体またはプロテインＡを
吸着させた固相にハイブリドーマ培養上清を添加し、放射性物質や酵素等で標識したＳＲ
ＣＬ－Ｐ１を加え、固相に結合した抗ＳＲＣＬ－Ｐ１モノクローナル抗体を検出する方法
等が挙げられる。
抗ＳＲＣＬ－Ｐ１モノクローナル抗体の選別およびクローニングは、自体公知またはそれ
に準じる方法に従って行うことができる。通常ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン
、チミジン）を添加した動物細胞用培地で行われる。選別、クローニングおよび育種用培
地としては、ハイブリドーマが生育できるものならばどのような培地を用いても良い。例
えば、１～２０％、好ましくは１０～２０％の牛胎児血清を含むＲＰＭＩ培地、１～１０
％の牛胎児血清を含むＧＩＴ培地、またはハイブリドーマ培養用無血清培地等を用いるこ
とができる。培養温度は、好ましくは約３７℃である。培養時間は、通常５日～３週間、
好ましくは１週間～２週間である。培養は、通常５％炭酸ガス下で行われる。ハイブリド
ーマ培養上清の抗体価は、上記の抗血清中の抗ＳＲＣＬ－Ｐ１抗体価の測定と同様にして
測定できる。すなわち、測定方法としてはラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）法、酵素免疫
測定法（ＥＬＩＳＡ）法、ＦＩＡ（蛍光イムノアッセイ）法、プラーク測定法、凝集反応
法等を用いることができるが、以下に示すようなＥＬＩＳＡ法が好ましい。
ＥＬＩＳＡ法によるスクリーニングは以下の方法に準じて行うことができる。免疫抗原と



(18) JP 4685315 B2 2011.5.18

10

20

30

40

50

同様の操作で調製したタンパク質をＥＬＩＳＡプレートの各ウェルの表面に固定化する。
次に、非特異的吸着を防止する目的で、ＢＳＡ、ＭＳＡ、ＯＶＡ、ＫＬＨ、ゼラチンもし
くはスキムミルク等を各ウェルに固定化する。この各ウェルにハイブリドーマ培養上清液
を添加し、一定時間放置し免疫反応を行わせる。ＰＢＳ等を洗浄液として各ウェルを洗浄
する。この洗浄液中には界面活性剤を添加することが好ましい。酵素標識二次抗体を添加
し一定時間放置する。標識酵素としては、β－ガラクトシダーゼ、アルカリフォスファタ
ーゼ、ペルオキシダーゼ等を用いることができる。同じ洗浄液で各ウェルを洗浄後、使用
した標識酵素の基質溶液を添加し酵素反応を行わせる。添加したハイブリドーマ培養上清
液中に目的とする抗体が存在する場合は酵素反応が進行し基質溶液の色が変化する。
クローニングは、通常半固体アガー法や限界希釈法等のそれ自体公知の方法で行うことが
でき、具体的には前記の方法で目的とする抗体を産生するウェルを確認した後、クローニ
ングを行いシングルクローンを得る。クローニング法としては、培養プレート１ウェル当
たりに１個のコロニーが形成するようにハイブリドーマ細胞を希釈して培養する限界希釈
法等を用いると良い。限界希釈法によるクローニングには、コロニー形成能と高めるため
に支持細胞を用いるか、インターロイキン６などの細胞増殖因子を添加しても良い。その
他、ＦＡＣＳおよびシングルセルマニプレーション法を用いてクローニングすることがで
きる。クローン化されたハイブリドーマを、好ましくは無血清培地中で培養し、至適量の
抗体をその上清に加える。この様にして得られた単一のハイブリドーマは、フラスコや細
胞培養装置を用いて大量培養を行うか、動物の腹腔内で培養する（Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
Ｍｅｔｈ．，５３，３１３，１９８２）ことにより、モノクローナル抗体を得ることがで
きる。フラスコ内で培養を行う場合は、０～２０％のＦＣＳを含む細胞培養用培地（ＩＭ
ＤＭ、ＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ　１６４０およびＭＥＭ等）を用いて行うことができる。動物
の腹腔内で培養する場合は、細胞融合に使用した骨髄腫細胞の由来となった動物と同種、
同系統の動物または胸腺欠損ヌードマウス等を使用することが好ましく、予めプリスタン
等の鉱物油を投与してからハイブリドーマを移植する。１～２週間後腹腔内に骨髄腫細胞
が増殖し、モノクローナル抗体を含む腹水を得ることができる。
本発明によるモノクローナル抗体は、ＳＲＣＬ－Ｐ１に特異的なエピトープを認識するも
のを選択することによって、他のタンパク質と交差しないものとすることができる。一般
的にそのタンパク質を構成するアミノ酸配列の中から、連続する少なくとも５以上のアミ
ノ酸残基、望ましくは７～２０アミノ酸のアミノ酸配列によって提示されるエピトープは
、そのタンパク質に固有のエピトープを示すと言われている。従って、配列番号２および
４のいずれかに記載されたアミノ酸から選択され、かつ連続する少なくとも５アミノ酸残
基から成るアミノ酸配列を持つペプチドによって構成されるエピトープを認識するモノク
ローナル抗体は、本発明におけるｈＳＲＣＬ－Ｐ１もしくはｍＳＲＣＬ－Ｐ１特異的なモ
ノクローナル抗体といえる。配列番号２および４に記載されたアミノ酸配列の間で保存さ
れたアミノ酸配列を選べば、ＳＲＣＬ－Ｐ１に共通のエピトープを選択することができる
。あるいは各配列に特異的なアミノ酸配列を含む領域であれば、それぞれのタンパク質の
識別が可能なモノクローナル抗体を選択することができる。
抗ＳＲＣＬ－Ｐ１モノクローナル抗体の分離精製は、通常のポリクローナル抗体の分離精
製と同様に免疫グロブリンの分離精製法に従って行うことができる。公知の精製法として
は、例えば、塩析法、アルコール沈殿法、等電点沈殿法、電気泳動法、硫安沈殿法、イオ
ン交換体（例えばＤＥＡＥ）による吸脱着法、超遠心法、ゲル濾過法、抗原結合固相また
はプロテインＡもしくはプロテインＧ等の活性吸着剤により抗体のみを採取し、結合を解
離させて抗体を得る特異的精製法のような手法を施すことができる。精製過程において凝
集物の形成や抗体価の低下を防止する目的で、例えばヒト血清アルブミンを０．０５～２
％の濃度で添加する。その他、グリシン、α－アラニン等のアミノ酸類、特にリジン、ア
ルギニンおよびヒスチジン等の塩基性アミノ酸、グルコースやマンニトール等の糖類また
は塩化ナトリウム等の塩類を添加しても良い。ＩｇＭ抗体の場合、特に凝集しやすいこと
が知られているため、β－プロピオノラクトンおよび無水酢酸で処理しても良い。
本発明のポリクローナル抗体は、それ自体公知あるいはそれに準じる方法に従って製造す
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ることができる。例えば、免疫抗原（タンパク質抗原）自体、あるいはそれとキャリアー
タンパク質との複合体を作り、上記のモノクローナル抗体の製造法と同様に温血動物に免
疫を行い、該免疫動物から本発明のタンパク質またはその断片に対する抗体含有物を採取
して、抗体の分離精製を行うことにより製造することができる。温血動物を免役するため
に用いられる免疫抗原とキャリアータンパク質との複合体に関し、キャリアータンパク質
の種類およびキャリアーとハプテンとの混合比は、キャリアーに架橋させて免役したハプ
テンに対して抗体が効率よくできれば、どの様なものをどの様な比率で架橋させても良い
が、例えばウシ血清アルブミンやウシサイログロブリン、ヘモシアニン等を重量比でハプ
テン１に対し、約０．１～２０、好ましくは約１～５の割合でカップリングさせる方法が
用いられる。また、ハプテンとキャリアーのカップリングには、種々の縮合剤を用いるこ
とができるが、グルタルアルデヒドやカルボジイミド、マレイミド活性エステル、チオー
ル基、ジチオピリジル基を含有する活性エステル試薬などが用いられる。縮合生成物は、
温血動物に対して、抗体産生が可能な部位にそれ自体あるいは担体、希釈剤と共に投与さ
れる。投与に際して抗体産生能を高めるため、完全フロイントアジュバントや不完全フロ
イントアジュバントを投与しても良い。投与は、通常２～６週毎に１回ずつ、計約３～１
０回程度行われる。ポリクローナル抗体は上記の方法で免役された温血動物の血液、腹水
等、好ましくは血液から採取することができる。抗血清中のポリクローナル抗体価の測定
は、上記血清中の抗体価の測定と同様にして測定できる。ポリクローナル抗体の分離精製
は、上記のモノクローナル抗体の分離精製と同様の免疫グロブリンの分離精製法に従って
行うことができる。
抗体の利用方法
ＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片に対するモノクローナル抗体ならびにポリクローナル抗体
は、ＳＲＣＬ－Ｐ１を発現している細胞に関連する疾病の診断や治療に利用することが可
能である。これらの抗体を用いて、本発明のＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片との免疫学的
な結合に基づき、ＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片を測定することができる。具体的にこれ
らの抗体を用いてＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片を測定する方法としては、例えば、不溶
性担体に結合させた抗体と標識化抗体とによりＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片を反応させ
て生成したサンドイッチ錯体を検出するサンドイッチ法、また、標識化ＳＲＣＬ－Ｐ１と
検体中のＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片を抗体と競合的に反応させ、抗体と反応した標識
抗原量から検体中のＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片を測定する競合法を利用して検体中の
ＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片を測定する方法が挙げられる。
サンドイッチ法によるＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片の測定においては、まず、固定化抗
体とＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片とを反応させた後、未反応物を洗浄によって完全に除
去し、標識化抗体を添加して固定化抗体－ＳＲＣＬ－Ｐ１標識化抗体を形成させる２ステ
ップ法もしくは固定化抗体、標識化抗体およびＳＲＣＬ－Ｐ１またはその断片を同時に混
合する１ステップ法などを用いることができる。
測定に使用される不溶性担体は、例えばポリスチレン、ポリエチレン、ポリプロピレン、
ポリ塩化ビニル、ポリエステル、ポリアクリル酸エステル、ナイロン、ポリアセタール、
フッ素樹脂等の合成樹脂、セルロース、アガロース等の多糖類、ガラス、金属等が挙げら
れる。不溶性担体の形状としては、例えばトレイ状、球状、繊維状、棒状、盤状、容器状
、セル、試験管等の種々の形状を用いることができる。抗体を吸着した担体は、適宜アジ
化ナトリウム等の防腐剤の存在下、冷所に保存する。
抗体の固層化には、公知の化学的結合法または物理的吸着法を用いることができる。化学
的結合法としては例えばグルタルアルデヒドを用いる方法、Ｎ－スクシニイミジル－４－
（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレートおよびＮ－スクシニイ
ミジル－２－マレイミドアセテートなどを用いるマレイミド法、１－エチル－３－（３－
ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸などを用いるカルボジイミド法が挙げられ
る。その他、マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシサクシニミドエステル法、Ｎ－サク
シミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオン酸法、ビスジアゾ化ベンジジン法、ジ
パルミチルリジン法が挙げられる。あるいは、先に被検出物質とエピトープの異なる２種
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類の抗体を反応させて形成させた複合体を、抗体に対する第３の抗体を上記の方法で固層
化させておいて捕捉することも可能である。
標識物質としては、酵素、蛍光物質、発光物質、放射性物質および金属キレート等を使用
するのが好ましい。酵素としては、例えばペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ
、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、デ
ルタ－５－ステロイドイソメラーゼ、α－グリセロールホスフェートデヒドロゲナーゼ、
トリオースホスフェートイソメラーゼ、西洋わさびパーオキシダーゼ、アスパラギナーゼ
、グルコースオキシダーゼ、リボヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－
６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ、グルコアミラーゼ、アセチルコリンエステラーゼ等
が挙げられ、蛍光物質としては、例えばフルオレセインイソチアネート、フィコビリプロ
テイン、ローダミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、オルト
フタルアルデヒド等が挙げられ、発光物質としてはイソルミノール、ルシゲニン、ルミノ
ール、芳香族アクリジニウムエステル、イミダゾール、アクリジニウム塩およびその修飾
エステル、ルシフェリン、ルシフェラーゼ、エ

使用することができるものであれば特に限定されない。さらに、抗体にビオチン、ジニト
ロフェニル、ピリドキサールまたはフルオレサミンの様な低分子ハプテンを結合させても
良い。好ましくは西洋わさびペルオキシダーゼを標識化酵素として用いる。本酵素は多く
の基質と反応することができ、過ヨウ素酸法によって容易に抗体に結合させることができ
る。
標識化剤が酵素である場合には、その活性を測定するために基質、必要により発色剤を用
いる。酵素としてペルオキシダーゼを用いる場合には、基質溶液としてＨ２Ｏ２を用い、
発色剤として２，２’－アジノ－ジ－［３－エチルベンズチアゾリンスルホン酸］アンモ
ニウム塩（ＡＢＴＳ）、５－アミノサリチル酸、オルトフェニレンジアミン、４－アミノ
アンチピリン、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン等を使用することができ、
酵素にアルカリフォスファターゼを用いる場合は基質としてオルトニトロフェニルフォス
フェート、パラニトロフェニルリン酸等を使用することができ、酵素にβ－Ｄ－ガラクト
シダーゼを用いる場合は基質としてフルオレセイン－ジ－（β－Ｄ－ガラクトピラノシド
）、４－メチルウンベリフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド等を使用することができ
る。本発明には、また、前述のモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体および試薬類を
キット化したのものも含まれる。
架橋剤としては、Ｎ，Ｎ’－オルトフェニレンジマレイミド、４－（Ｎ－マレイミドメチ
ル）シクロヘキサン酸・Ｎ－スクシンイミドエステル、６－マレイミドヘキサン酸・Ｎ－
スクシンイミドエステル、４，４’－ジチオピリジン、その他公知の架橋剤が利用可能で
ある。これらの架橋剤と酵素および抗体との反応は、それぞれの架橋剤の性質に応じて既
知の方法に従って行えばよい。また、抗体としては、場合によっては、そのフラグメント
、例えばＦａｂ’、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２を用いる。また、ポリクローナル抗体、モノ
クローナル抗体にかかわらず同様の処理により酵素標識体を得ることができる。上記架橋
剤を用いて得られる酵素標識体をアフィニティークロマトグラフィー等の公知の方法にて
精製すれば、更に感度の高い免疫測定系が可能となる。精製した酵素標識化抗体は、安定
剤としてチメロサールもしくはグリセリン等を加えて、あるいは凍結乾燥して冷暗所に保
存する。
測定対象は、血漿、血清、血液、尿、組織液、脳脊髄液等の体液、各種細胞、組織等、Ｓ
ＲＣＬ－Ｐ１を含む試料であれば限定されない。
ヒト化抗体の作製方法
ヒトに任意の抗原を免疫して抗体を製造することは倫理上不可能である。また、マウスモ
ノクローナル抗体をヒトの体内に投与すると、ヒトにとっては異種タンパクであるので種
々の副作用が起こる危険性がある。そこで、ヒトに抗体を投与する場合にはヒトに対し抗
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原性を低くした抗体が好ましい。
ヒトモノクローナル抗体の作製方法には細胞融合法以外にも、エプスタイン・バール（Ｅ
ｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ）ウィルス（ＥＢＶ）で形質転換する方法、さらにはその形質転
換した細胞を親細胞と融合させる方法、遺伝子工学を利用しキメラ抗体、ヒト化抗体を作
製する方法などがある。キメラ抗体とは異種の動物の免疫グロブリン遺伝子断片をつなげ
て作製された抗体であり、ヒト化抗体とはマウスなどにヒトにとって異種の抗体を改変し
て、Ｈ鎖とＬ鎖の相補性決定部（ＣＤＲ）以外の一次構造をヒトの抗体の対応する一次構
造に置換した抗体をいう。
キメラ抗体の作製方法として、まずマウスに免疫し、そのマウスモノクローナル抗体の遺
伝子から抗原と結合する抗体可変部（Ｖ領域）を切り出し、ヒト骨髄腫由来の抗体定常部
（Ｃ領域）遺伝子と結合してキメラ遺伝子を作製する。このキメラ遺伝子を宿主細胞で発
現させれば、ヒト・マウス・モノクローナル抗体が産生できる。キメラ抗体はヒトに対す
る抗原性が少ないため、ヒト体内に投与する治療用や画像診断用モノクローナル抗体等と
して利用できる。公知のキメラ抗体の関連技術として、特開平０５－３０４９８９号、特
開平０４－３３０２９５号、ＷＯ９１０６６４９、特開昭６３－０３６７８６号、特公平
０６－９８０２１号等がある。
また、最近キメラ抗体よりも有用であるといわれるヒト化抗体が開発された。ヒト化抗体
とは抗体分子の抗原結合部位（ＣＤＲ：Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ　ｄｅｔｅｒｍｉｎ
ｉｎｇ　ｒｅａｇｉｏｎ、相補性決定領域）の遺伝子配列のみをヒト抗体遺伝子に移植（
ＣＤＲグラフティング）し、抗体分子のＣＤＲを除いた全分子をヒト化した抗体である。
本抗体はヒト・マウス・キメラ抗体より、マウスの抗体部分が少ないため、抗原性が少な
く安全性が高いと言われている。ヒトモノクローナル抗体作製用の親細胞は、ヒト／マウ
スのヘテロミエローマであるＳＨＭ－Ｄ　３３株（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６６８）または
ＲＦ－Ｓ１株を用いるとマウスの親細胞と同等の高い融合効率が得られる。これらの親細
胞を用いて得られたハイブリドーマはフィーダー細胞なしでクローニングが可能であり、
ＩｇＧタイプの抗体を比較的安定にしかも大量に産生することができる。親細胞の培養に
は、１５％ＦＣＳを加えたＥＲＤＦ培地を用い、その他の操作はマウスの場合と同様であ
る。また、ＴｇＧタイプのヒトモノクローナル抗体を作製するには抗原で充分に感作され
たヒトリンパ球を末梢血から採取して用いるのが好ましい。充分に抗原で感作されたリン
パ球の取得が困難な場合にはｉｎ　ｖｉｔｒｏで抗原感作を行うこともできる。我が国で
は現在、成人性Ｔ細胞白血病に対するヒト化抗体の臨床試験が行われている。ヒト化抗体
の製造方法およびその関連技術については、例えば、米国Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ社（ＷＯ９
２２２６５３、ＷＯ９８４５３３２、ＷＯ９４０４６７９、ＷＯ９８３７２００、ＷＯ９
４０４６７９、）および英国Ｃｅｌｌｔｅｃｈ社（ＷＯ９４２９４５１、ＷＯ９４２９３
５１、ＷＯ９４１３８０５、ＷＯ９３０６２３１、ＷＯ９２０１０５９、ＷＯ９１１６９
２７、ＷＯ９１１６９２８、ＷＯ９１０９９６７、ＷＯ８９０１９７４、ＷＯ８９０１７
８３）等に開示された技術を利用することができる。
上記示した方法等を用いることにより、本発明の抗体をヒト化することができ、ヒトに投
与する場合には非常に有用である。
組成物
ＳＲＣＬ－Ｐ１ポリヌクレオチドまたはタンパク質、および抗体物質、そしてＳＲＣＬ－
Ｐ１のアンタゴニスト等は、酸化ＬＤＬ（変性ＬＤＬ）蓄積に関わる病態、例えば、アテ
ローム性動脈硬化症等の動脈硬化をはじめ、細胞へのＡＧＥの結合に関わる糸球体硬化症
などの障害、糖尿病性合併症およびＡＤ、高βリポ蛋白血症、高コレステロール血症、高
トリグリセライド血症、低αリポ蛋白血症、移植、アテレクトミーおよび血管形成後再狭
窄、細菌感染症等を始めとする各種疾患等の診断、予防および治療法、ならびにそれらの
ための試薬や医薬の開発に利用できる可能性がある。また、これら公知の医薬との併用ま
たは配合もできる。例えば、アテローム性動脈硬化症の治療薬、例えば、ＡＣＡＴインヒ
ビター、ＨＭＧ－ＣｏＡ還元酵素阻害剤、脂質調節剤、胆汁酸調節剤と併用または配合す
ることができる。
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本発明の医薬組成物はＳＲＣＬ－Ｐ１ポリヌクレオチドおよびタンパク質、ＳＲＣＬ－Ｐ
１タンパク質の活性または活性化を刺激する物質または阻害する物資、ＳＲＣＬ－Ｐ１タ
ンパク質に対する抗体等の物質（以下、ＳＲＣＬ－Ｐ１関連物質）が含まれる。ＳＲＣＬ
－Ｐ１関連物質は、そのままあるいは水に希釈する等の各種処理を施して使用することが
できるが、医薬品、医薬部外品等に配合して使用することができる。この場合、該物質の
配合量は製品に応じて適宜選択されるところではあるが、通常全身投与製剤の場合には、
０．００１～５０重量％、特に０．０１～１０重量％とすることができ、０．００１％よ
り少ないと満足する涙液分泌促進作用が認められない可能性があり、また、５０％を越え
ると製品そのものの安定性や香味等の特性が損なわれる可能性がある。
投与経路は前記示した経口投与および静脈内投与以外に、経粘膜投与、経皮投与、筋肉内
投与、皮下投与、直腸内投与、眼局所投与等が適宜選択できる。
本発明のＳＲＣＬ－Ｐ１関連物質は塩として製剤中に含有されていてもよい。薬剤学的に
許容される塩としては、例えば無機塩基、有機塩基等の塩基との塩、無機酸、有機酸、塩
基性または酸性アミノ酸などの酸付加塩等が挙げられる。無機塩基としては、例えば、ナ
トリウム、カリウム等のアルカリ金属、カルシウム、マグネシウム等のアルカリ土類金属
、アルミニウム、アンモニウム等が挙げられる。有機塩基としては、例えば、エタノール
アミン等の第一級アミン、ジエチルアミン、ジエタノールアミン、ジシクロヘキシルアミ
ン、Ｎ，Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン等の第二級アミン、トリメチルアミン、トリ
エチルアミン、ピリジン、ピコリン、トリエタノールアミン等の第三級アミン等が挙げら
れる。無機酸としては、例えば、塩酸、臭化水素酸、硝酸、硫酸、リン酸等が挙げられる
。有機酸としては、例えば、ギ酸、酢酸、乳酸、トリフルオロ酢酸、フマール酸、シュウ
酸、酒石酸、マレイン酸、安息香酸、クエン酸、コハク酸、リンゴ酸、メタンスルホン酸
、エタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸、ｐ－トルエンスルホン酸等が挙げられる。塩
基性アミノ酸としては、例えば、アルギニン、リジン、オルニチン等が挙げられる。酸性
アミノ酸としては、例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸等が挙げられる。
経口投与を行う場合の剤型として、散剤、顆粒剤、カプセル剤、丸剤、錠剤、エリキシル
剤、懸濁剤、乳剤およびシロップ剤等があり、適宜選択することができる。また、それら
製剤について徐放化、安定化、易崩壊化、難崩壊化、腸溶性化、易吸収化等の修飾を施す
ことができる。また、口腔内局所投与を行う場合の剤型として、咀嚼剤、舌下剤、バッカ
ル剤、トローチ剤、軟膏剤、貼布剤、液剤等があり、適宜選択することができる。また、
それら製剤について徐放化、安定化、易崩壊化、難崩壊化、腸溶性化、易吸収化等の修飾
を施すことができる。
前記示した剤型について、公知のドラッグデリバリーシステム（ＤＤＳ）の技術を採用す
ることができる。本明細書に言うＤＤＳ製剤とは、除法化製剤、局所適用製剤（トローチ
、バッカル錠、舌下錠等）、薬物放出制御製剤、腸溶性製剤および胃溶性製剤等、投与経
路、バイオアベイラビリティー、副作用等を勘案した上で、最適の製剤形態にした製剤を
言う。
ＤＤＳの構成要素には基本的に薬物、薬物放出モジュール、おおいおよび治療プログラム
から成り、各々の構成要素について、特に放出を停止させた時に速やかに血中濃度が低下
する半減期の短い薬物が好ましく、投与部位の生体組織と反応しないおおいが好ましく、
さらに、設定された期間において最良の薬物濃度を維持する治療プログラムを有するのが
好ましい。薬物放出モジュールは基本的に薬物貯蔵庫、放出制御部、エネルギー源および
放出孔または放出表面を有している。これら基本的構成要素は全て揃っている必要はなく
、適宜追加あるいは削除等を行い、最良の形態を選択することができる。
ＤＤＳに使用できる材料としては、高分子、シクロデキストリン誘導体、レシチン等があ
る。高分子には不溶性高分子（シリコーン、エチレン・酢酸ビニル共重合体、エチレン・
ビニルアルコール共重合体、エチルセルロース、セルロースアセテート等）、水溶性高分
子およびヒドロキシルゲル形成高分子（ポリアクリルアミド、ポリヒドロキシエチルメタ
クリレート架橋体、ポリアクリル架橋体、ポリビニルアルコール、ポリエチレンオキシド
、水溶性セルロース誘導体、架橋ポロキサマー、キチン、キトサン等）、徐溶解性高分子
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（エチルセルロース、メチルビニルエーテル・無水マレイン酸共重合体の部分エステル等
）、胃溶性高分子（ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロー
ス、カルメロースナトリウム、マクロゴール、ポリビニルピロリドン、メタアクリル酸ジ
メチルアミノエチル・メタアクリル酸メチルコポリマー等）、腸溶性高分子（ヒドロキシ
プロピルメチルセルロースフタレート、酢酸フタルセルロース、ヒドロキシプロピルメチ
ルセルロースアセテートサクシネート、カルボキシメチルエチルセルロース、アクリル酸
系ポリマー等）、生分解性高分子（熱凝固または架橋アルブミン、架橋ゼラチン、コラー
ゲン、フィブリン、ポリシアノアクリレート、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、ポリβヒド
ロキシ酢酸、ポリカプロラクトン等）があり、剤型によって適宜選択することができる。
特に、シリコーン、エチレン・酢酸ビニル共重合体、エチレン－ビニルアルコール共重合
体、メチルビニルエーテル・無水マレインサン共重合体の部分エステルは薬物の放出制御
に使用でき、セルロースアセテートは浸透圧ポンプの材料として使用でき、エチルセルロ
ース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、メチルセ
ルロースは徐放性製剤の膜素材として使用でき、ポリアクリル架橋体は口腔粘膜あるいは
眼粘膜付着剤として使用できる。
また、製剤中にはその剤形（経口投与剤、注射剤、座剤等の公知の剤形）に応じて、溶剤
、賦形剤、コーティング剤、基剤、結合剤、滑沢剤、崩壊剤、溶解補助剤、懸濁化剤、粘
稠剤、乳化剤、安定剤、緩衝剤、等張化剤、無痛化剤、保存剤、矯味剤、芳香剤、着色剤
等の添加剤を加えて製造することができる。
それぞれ具体例を挙げて例示するが、本願発明はこれらに特に限定されるものではない。
〔溶剤〕精製水、注射用水、生理食塩水、ラッカセイ油、エタノール、グリセリン、〔賦
形剤〕デンプン類、乳糖、ブドウ糖、白糖、結晶セルロース、硫酸カルシウム、炭酸カル
シウム、タルク、酸化チタン、トレハロース、キシリトール、〔コーティング剤〕白糖、
ゼラチン、酢酸フタル酸セルロースおよび上記記載した高分子、〔基剤〕ワセリン、植物
油、マクロゴール、水中油型乳剤性基剤、油中水型乳剤性基剤、〔結合剤〕デンプンおよ
びその誘導体、セルロースおよびその誘導体、ゼラチン、アルギン酸ナトリウム、トラガ
ント、アラビアゴム等の天然高分子化合物、ポリビニルピロリドン等の合成高分子化合物
、デキストリン、ヒドロキシプロピルスターチ、〔滑沢剤〕ステアリン酸およびその塩類
、タルク、ワックス類、コムギデンプン、マクロゴール、水素添加植物油、ショ糖脂肪酸
エステル、ポリエチレングリコール、〔崩壊剤〕デンプンおよびその誘導体、寒天、ゼラ
チン末、炭酸水素ナトリウム、セルロースおよびその誘導体、カルメロースカルシウム、
ヒドロキシプロピルスターチ、カルボキシメチルセルロースおよびその塩類ならびにその
架橋体、低置換型ヒドロキシプロピルセルロース、〔溶解補助剤〕シクロデキストリン、
エタノール、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、〔懸濁化剤〕アラビアゴ
ム、トラガント、アルギン酸ナトリウム、モノステアリン酸アルミニウム、クエン酸、各
種界面活性剤、〔粘稠剤〕カルメロースナトリウム、ポリビニルピロリドン、メチルセル
ロース、ホドロキシプロピルメチルセルロース、ポリビニルアルコール、トラガント、ア
ラビアゴム、アルギン酸ナトリウム、〔乳化剤〕アラビアゴム、コレステロール、トラガ
ント、メチルセルロース、各種界面活性剤、レシチン、〔安定剤〕亜硫酸水素ナトリウム
、アスコルビン酸、トコフェロール、キレート剤、不活性ガス、還元性物質、〔緩衝剤〕
リン酸水素ナトリウム、酢酸ナトリウム、ホウ酸、〔等張化剤〕塩化ナトリウム、ブドウ
糖、〔無痛化剤〕塩酸プロカイン、リドカイン、ベンジルアルコール、〔保存剤〕安息香
酸およびその塩類、パラオキシ安息香酸エステル類、クロロブタノール、逆性石けん、ベ
ンジルアルコール、フェノール、チロメサール、〔矯味剤〕白糖、サッカリン、カンゾウ
エキス、ソルビトール、キシリトール、グリセリン、〔芳香剤〕トウヒチンキ、ローズ油
、〔着色剤〕水溶性食用色素、レーキ色素。
〔実施例〕
以下に、本発明の新規スカベンジャーレセプターに関して、実施例に沿って詳細に説明す
るが、これら実施例の開示によって、本発明が限定的に解釈されるべきでないことは勿論
である。
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すなわち、ＥＳＴデータベースの検索（実施例１）、スクリーニング用プローブの作製（
実施例２）、ヒト胎盤由来ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニング（実施例３）、新規ヒ
トスカベンジャーレセプターの塩基配列の決定（実施例４）、ならびに新規マウススカベ
ンジャーレセプターのｃＤＮＡの取得（実施例５）、さらに、新規ヒトスカベンジャーレ
セプターを一過性に発現するトランスフェクタントの作製方法（実施例６および７）、新
規ヒトスカベンジャーレセプターを安定に発現するトランスフェクタントの作製方法（実
施例８および９）、新規ヒトスカベンジャーレセプターの結合特異性の検証（実施例１０
）、貧食能の証明（実施例１１）、そして血管内皮細胞での発現の証明（実施例１２）を
例証したので以下に説明する。
実施例１：ＥＳＴデータベースの検索
既知のコレクチンすなわち、ヒトＭＢＰ、ヒトＳＰ－ＡおよびヒトＳＰ－Ｄのアミノ酸配
列（図２および３参照、図中、相同と認められるアミノ酸残基部分に囲みを付した）を比
較することにより、分子間に保存性の高い領域の検索を行った。この結果、ヒトＭＢＰの
アミノ酸配列における第２２０番目から２４６番目までの２７アミノ酸（図３、白抜文字
部分、配列番号５）に保存性が高いことが明かとなったので、この領域に相当するコンセ
ンサス配列をいくつか作成し、ＥＳＴ（Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｔａｇ
ｓ）データベースの検索を行った。ＦＳＴデータベースは、１９９６年１０月１１日に、
６７６７５０件の配列を含むものを使用した。
その結果、上記２７アミノ酸の配列と相同性の高いアミノ酸配列を含むデータがいくつか
得られた。得られたデータのアミノ酸配列についてＧｅｎＢａｎｋ／ＥＳＴデータベース
の検索を行い、既知または未知物質のいずれであるかを判定した結果、コンセンサス配列
として、
Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－Ｃｙｓ－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ｍｅｔ－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－
Ｌｙｓ－Ｔｒｐ－Ａｓｎ－Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ａｓｎ－Ｃｙｓ－Ｌｅｕ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－
Ａｒｇ－Ｌｅｕ－Ａｌａ－Ｉｌｅ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ（配列番号６）で示されるア
ミノ酸配列を用いて検索したときに得られたデータの中に、相同性は高いが未知の塩基配
列を含む２種のデータ（登録番号：Ｗ７２９７７およびＲ７４３８７）を得ることができ
た。これらは、それぞれ、胎盤由来および胎児心臓由来であり、新規コレクチンの塩基配
列の一部を示すクローンであった。
そこで、このうち、胎児心臓由来のクローン（Ｉ．Ｍ．Ａ．Ｇ．Ｅ．Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕ
ｍ　Ｃｌｏｎｅ　ＩＤ　３４４７２）をＡＴＣＣ（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌ
ｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）より購入して、以下の新規スカベンジャーレセプター
取得のためのスクリーニング用プローブ作製に利用した。
実施例２：スクリーニング用プローブの作製
上記クローンのインサートＤＮＡの塩基配列を、プライマー（ファルマシア社製、Ｍ１３
　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｐｒｉｍｅｒ（配列番号７、５’－フルオレセイン－ｃｇａｃｇ
ｔｔｇｔａａａａｃｇａｃｇｇｃｃａｇｔ－３’）およびＭ１３　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｐｒ
ｉｍｅｒ（配列番号８、５’－フルオレセイン－ｃａｇｇａａａｃａｇｃｔａｔｇａｃ－
３’））で決定した。
この塩基配列から読取枠をコレクチンのアミノ酸配列に合わせて、そこから読み取ること
ができるアミノ酸配列に相当する塩基配列を抽出し、この一部分に相当するジゴキシゲニ
ン（ＤＩＧ）ラベルｃＤＮＡプローブ用プライマー（Ｒｅｖｅｒｓｅプライマー、ｃａａ
ｔｃｔｇａｔｇａｇａａｇｇｔｇａｔｇ（配列番号９）およびＦｏｒｗａｒｄプライマー
、ａｃｇａｇｇｇｇｃｔｇｇａｔｇｇｇａｃａｔ（配列番号１０）を、アプライドバイオ
システムズ社製３９２Ａ　ＤＮＡ／ＲＮＡシンセサイザーを用いて作製した。ＤＩＧラベ
ルは、ＰＣＲ　ＤＩＧプローブ合成キット（ベーリンガー・マンハイム社製）を用いて行
った。反応組成は以下のとおりである（プラスミドＤＮＡ（クローンＷ７２９７７、５０
ｎｇ／μｌ）：２μｌ（１００ｎｇ）、１０ｘ緩衝液：５μｌ、２５ｍＭ　ＭｇＣｌ２：
５μｌ、ｄＮＴＰ（ＰＣＲラベリングミックス）：５μｌ、２０μＭ　Ｒｅｖｅｒｓｅプ
ライマー：２．５μｌ、２０μＭ　Ｆｏｒｗａｒｄプライマー：５μｌ、Ｈ２Ｏ：２８μ
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ｌ、Ｔａｑポリメラーゼ：０．５μｌ）。ＰＣＲ反応は、アトー社製ザイモリアクターを
用いて、９２℃１分、５５℃１分、７２℃２分のサイクルを３５回行った。
実施例３：ヒト胎盤由来ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニング
先ず、以下のようにヒト胎盤由来ファージｃＤＮＡライブラリーのタイトレーションを行
った。ｍＬＢ培地（１０ｍＭ　ＭｇＳＯ４および０．２％マルトースを含むＬＢ培地（１
ｇトリプトン、０．５ｇイーストエキストラクト、０．５ｇ　ＮａＣｌ／１００ｍｌ）で
３７℃にて１６時間培養したＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｙ１０９０ｒ－０．２
ｍｌと、ＳＭ緩衝液（５．８ｇ　ＮａＣｌ、２ｇ　ＭｇＳＯ４・７Ｈ２Ｏ、２Ｍ　Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）２５ｍｌ、５ｍｌ　２％ゼラチン／Ｌ）で段階希釈したｃＤＮ
Ａライブラリー０．１ｍｌを３７℃１５分インキュベートし、その後２．５ｍｌのＬＢ－
ＴＯＰアガロース（０．７５％アガロース／ＬＢ培地）に加え均一とし、９０ｍｍφ　Ｌ
Ｂ培地プレート（岩城硝子社製）（１．５％アガー／ＬＢ培地）にまいた。１５分間室温
で固化させ、４２℃にて５時間インキュベーションした。各プレートのプラークを計数後
、ファージのタイターを計算により求めた。その結果、タイターは２．１ｘ１０１０ｐｆ
ｕ／ｍｌであった。このようにタイトレーションを行ったｃＤＮＡライブラリーにつき、
実施例２で作製したプローブを用いて以下の通りにスクリーニングを行った。
ｍＬＢ培地で３７℃にて１６時間培養したＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｙ１０９
０ｒ－０．６ｍｌとＳＭ緩衝液で希釈したｃＤＮＡライブラリー１ｘ　１０５ｐｆｕを、
３７℃にて１５分間インキュベートし、その後７．５ｍｌ　ＬＢ－ＴＯＰアガロース（０
．７５％アガロース）に加えて均一とした。これを１４０ｍｍ２のＬＢ培地角プレート（
日水製薬社製）にまいたものを１０枚作製し、１５分間室温で固化させ、４２℃にて５時
間インキュベーションした。プラーク形成を確認後、次に、ナイロンメンブレンへの転写
を行った。転写は、ナイトラン（Ｎｙｔｒａｎ）１３Ｎ（シュライヒャーアンドシュウェ
ル社製（Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ　ａｎｄ　Ｓｃｈｕｅｌｌ　Ｃｏ．））を用いて行った。
１２．５ｃｍ　ｘ　９．０ｃｍのフィルターを蒸留水に浸けて１０分間湿らせた後、ワッ
トマン３ＭＭ紙上において余分な水分を除去し、プラークを形成したプレート上にフィル
ターを置いた。２分間放置した後、フィルターを剥がし、１０分間風乾させた。０．２Ｍ
　ＮａＯＨ／１．５Ｍ　ＮａＣｌにより２分間ファージＤＮＡを変性させ、０．４Ｍ　Ｔ
ｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．６）／２ｘ　ＳＳＣで２分間中和し、２ｘ　ＳＳＣで２分間洗
浄を行った。その後、ＧＳ　ＧＥＮＥ　ＬＩＮＫＥＲ（バイオラッド社製）で紫外線照射
することによりファージＤＮＡをメンブレンに固定した。ハイブリダイゼーションおよび
シグナルの検出は以下の様に行った。フィルターを２ｘ　ＳＳＣで湿らせ、余分な水分を
ワットマン３ＭＭ紙で除去し、ハイブリダイゼーションバックに移しハイブリダイゼーシ
ョン溶液（５ｘ　ＳＳＣ、１％ブロッキング剤、０．１％　Ｎ－ラウロイルサルコシン、
０．０２％ＳＤＳ）と６８℃にて１時間プレハイブリダイゼーションを行った。続いて、
バックからハイブリダイゼーション溶液を除き、そこへＤＩＧでラベルしたｃＤＮＡプロ
ーブを１０ｎｇ／ｍｌになるように調製したハイブリダイゼーション溶液を加え、５５℃
にて１６時間ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーション終了後、フィル
ターは室温にて２ｘ　ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ溶液で５分間、２回洗浄し、５５℃にて、
０．５ｘ　ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ溶液で１５分間２回洗浄した次にＤＩＧ緩衝液Ｉ（１
００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ（ｐＨ７．５））で１分間、ＳＤＳ
を除去し、ＤＩＧ緩衝液ＩＩ（１％ブロッキング剤、ＤＩＧ緩衝液Ｉ）で３０分間、フィ
ルターのブロッキングを行った。ＤＩＧ緩衝液Ｉで１分間洗浄し、次いでＤＩＧ緩衝液Ｉ
Ｉで抗ＤＩＧアルカリフォスファターゼ標識抗体（ベーリンガー・マンハイム社製）を５
０００倍希釈した溶液を加えて、３０分間抗体反応を室温で行った後、室温でＤＩＧ緩衝
液Ｉで１５分間２回洗浄した。ＤＩＧ緩衝液ＩＩＩ（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１
００ｍＭ　ＮａＣｌ（ｐＨ９．５）、５０ｍＭ　ＭｇＣｌ２）で３分間処理することによ
りＭｇ２＋の濃度を高め、ＮＢＴ／ＢＣＩＰ（和光純薬社製）をＤＩＧ緩衝液ＩＩＩに加
えた溶液で発色させたところ、１０個の陽性クローンが得られた。これらのクローンに相
当するプラークをプレートから切り出し、ＳＭ緩衝液１ｍｌを入れたチューブに加え、１
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０分間撹拌した後ＳＭ緩衝液で段階希釈し、この希釈液０．１ｍｌとｍＬＢ培地で３７℃
１６時間培養したＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｙ１０９０ｒ－０．２ｍｌを混ぜ
、３７℃にて１５分間インキュベートした。その後、混合液を２．５ｍｌ　ＬＢ－ＴＯＰ
アガロースに加えて均一とし、９０ｍｍφＬＢ培地プレートにまいたものを１０枚作製し
、１５分間室温で固化させ、４２℃にて５時間インキュベーションし、いくつかのプラー
クを得、一次スクリーニングと同様にして二次スクリーニングを行った。
実施例４：新規ヒトスカベンジャーレセプターの塩基配列の決定
二次スクリーニングで得られた陽性クローンのうち適切と考えられるクローンのプラーク
をプレートから切り出し、蒸留水２００μｌを入れたチューブに加えて３０分間室温で撹
拌した後、１５，０００ｒｐｍで５分間遠心分離し、上清を得た。
得られた上清を鋳型とし、ＴａＫａＲａ　ＬＡ　ＰＣＲ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．２（宝酒造社
製）を用い、ＰＣＲによりインサートＤＮＡを増幅させた。ＰＣＲの反応組成は以下のと
おりである（上清：２７μｌ、１０ｘ　ＬＡ　ＰＣＲ緩衝液ＩＩ（Ｍｇ２＋不含）：５μ
ｌ、２５ｍＭ　ＭｇＣｌ２：５μｌ、ｄＮＴＰミックス：８μｌ、２０μＭ　λｇｔ１１
　Ｒｅｖｅｒｓｅプライマー（配列番号１１、５’－ｔｔｇａｃａｃｃａｇａｃｃａａｃ
ｔｇｇｔａａｔｇ－３’）：２．５μｌ、２０μＭ　λｇｔ１１　Ｆｏｒｗａｒｄプライ
マー（配列番号１２、５’－ｇｇｔｇｇｃｇａｃｇａｃｔｃｃｔｇｇａｇｃｃｃｇ－３’
）：２．５μｌ、ＬＡ　ｔａｑポリメラーゼ：０．５μｌ、Ｈ２Ｏ：全容量５０μｌにな
るように添加）。ＰＣＲ反応は、アプライドバイオシステムズ社製ジーンＡｍｐ　ＰＣＲ
システム９６００を用いて、９８℃２０秒、６８℃５分のサイクルを３０回行った。ＰＣ
Ｒ産物は、１％アガロースゲル電気泳動にて確認後、ゲルからの切り出しにより精製した
。精製には、ファルマシア社製Ｓｅｐｈａｇｌａｓ　ＢａｎｄＰｒｅｐ　Ｋｉｔを用いた
。
切り出したＤＮＡ断片は、インビトロジェン社製ＴＡクローニングキットのｐＣＲ２．１
ベクターに組み込んだ。組換えたベクターは、インビトロジェン社製ＴＡクローニングキ
ットに含まれるＴＯＰ１０Ｆ’細胞に形質転換した。形質転換体をＬＢ培地（１００μｇ
／ｍｌアンピシリン）で培養し、アルカリＳＤＳ法により各クローンにつき３種類のプラ
スミドＤＮＡを抽出した。
得られたＤＮＡを適当と考えられる制限酵素で切断し、各ＤＮＡ断片をｐＵＣ１８ベクタ
ーに組込み、ＸＬ１－Ｂｌｕｅ　ｃｅｌｌに形質転換した。形質転換体をＬＢ培地（１０
０μｇ／ｍｌアンピシリン）で培養し、アルカリＳＤＳ法によりプラスミドを抽出した。
ＣＬ－Ｐ１－２－１からは、ＥｃｏＲ　Ｉ－Ｈｉｎｄ　ＩＩＩフラグメント、Ｈｉｎｄ　
ＩＩＩ－ＥｃｏＲ　Ｉフラグメントを含むプラスミド、ＣＬ－Ｐ１－３－４からは、Ｅｃ
ｏＲ　Ｉ－ＢａｍＨ　Ｉフラグメント、ＢａｍＨ　Ｉ－Ｓｍａ　Ｉフラグメント、Ｓｍａ
　Ｉ－Ｈｉｎｄ　ＩＩＩフラグメント、Ｋｐｎ　Ｉ－Ｓａｕ３Ａ　Ｉフラグメント、Ｓａ
ｕ３Ａ　Ｉ－ＥｃｏＲ　Ｉフラグメント、ＥｃｏＲ　Ｉ－Ｋｐｎ　Ｉフラグメント、Ｅｃ
ｏＲ　Ｉ－Ｓｍａ　Ｉフラグメントを含むプラスミド、ＣＬ－Ｐ１－３－７からは、Ｅｃ
ｏＲ　Ｉ－ＢａｍＨ　Ｉフラグメント、ＢａｍＨ　Ｉ－Ｓｍａ　Ｉラグメント、Ｓｍａ　
Ｉ－Ｈｉｎｄ　ＩＩＩフラグメント、Ｋｐｎ　Ｉ－Ｓａｕ３Ａ　Ｉフラグメント、Ｓａｕ
３Ａ　Ｉ－ＥｃｏＲ　Ｉフラグメント、ＥｃｏＲ　Ｉ－Ｋｐｎ　Ｉフラグメント、Ｋｐｎ
　Ｉ－ＥｃｏＲ　Ｉフラグメントを含むプラスミドを得た。プライマーはＡｕｔｏＲｅａ
ｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｋｉｔ（ファルマシア社製）添付のＭ１３　Ｕｎｉｖｅｒｓ
ａｌ　Ｐｒｉｍｅｒ（配列番号７）、Ｍ１３　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｐｒｉｍｅｒ（配列番号
８）およびＦＩＴＣ（ファルマシア社製ＦｌｕｏｒｅＰｒｉｍｅ）にてラベルした以下の
プライマーをＤＮＡ／ＲＮＡシンセサイザーを用いて作成し、ファルマシア社製オートリ
ード・シークエンシング・キットおよびＡ．Ｌ．Ｆ．オートシーケンサーで全領域の塩基
配列を決定した。
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以上実施した塩基配列決定における概略は、図４に示す通りである。図４（ａ）に、得ら
れたスカベンジャーレセプターのコレクチン構造部分のＯＲＦが示され、この中のＧ－Ｘ
－Ｙ（Ｇはグリシンを示し、ＸおよびＹはいかなるアミノ酸残基であってもよい）はコラ
ーゲン様領域を表すものである。また、図４（ｂ）に、上記各プライマー名、シーケンサ
ーにより読み取られた塩基配列（矢印により表される）ならびにＭ１３　Ｕｎｉｖｅｒｓ
ａｌ　Ｐｒｉｍｅｒ（Ｕで表される）およびＭ１３　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｐｒｉｍｅｒ（Ｒ
で表される）を示す。
さらにＣａｐ　ｓｉｔｅ　ｃＤＮＡを用いて、この配列の転写開始点を含む５’末端領域
の塩基配列を決定した。
Ｃａｐ　Ｓｉｔｅ　ｃＤＮＡ，Ｈｕｍａｎ　Ｌｉｖｅｒ（ＮＩＰＰＯＮ　ＧＥＮＥ社製）
により、添付の１ＲＣ２　Ｐｒｉｍｅｒ（５’－ｃａａｇｇｔａｃｇｃｃａｃａｇｃｇｔ
ａｔｇ－３’（配列番号１７））およびＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社製３９
２Ａ　ＤＮＡ／ＲＮＡシンセサイザーにより合成したＴＧＰ１　Ｐｒｉｍｅｒ（５’－ｔ
ｃｔｔｃａｇｔｔｔｃｃｃｔａａｔｃｃｃ－３’（配列番号１８））を用いて第１回ＰＣ
Ｒを行った。反応混液は、総液量５０μｌにて、ＬＡ　ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　ＩＩ（Ｍ
ｇ２＋不含）、２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、それぞれ２００μＭのｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄ
ＧＴＰおよびｄＴＴＰ（以上宝酒造社製）を１μｌ：Ｃａｐ　Ｓｉｔｅ　ｃＤＮＡ　Ｈｕ
ｍａｎ　Ｌｉｖｅｒ，０．５μＭ　１ＲＣ２　Ｐｒｉｍｅｒ（以上ＮＩＰＰＯＮ　ＧＥＮ
Ｅ社製）、ならびに０．５μＭ　ＴＧＰ１　Ｐｒｉｍｅｒを含むものとした。ＰＣＲは、
熱変性９５℃にて２０秒、アニーリング６０℃にて２０秒、伸長反応７２℃にて２０秒を
３５サイクル、また繰り返し反応前に熱変性９５℃にて５分、最後に伸長反応７２℃にて
１０分を含むプログラムで行った。第１回ＰＣＲ終了後、ｎｅｓｔｅｄ　ＰＣＲを行った
。第１回ＰＣＲ産物１μｌを鋳型とし、プライマーは添付の２ＲＣ２　Ｐｒｉｍｅｒ（５
’－ｇｔａｃｇｃｃａｃａｇｃｇｔａｔｇａｔｇｃ－３’（配列番号１９））および合成
ＴＧＰ２　Ｐｒｉｍｅｒ（５’－ｃａｔｔｃｔｔｇａｃａａａｃｔｔｃａｔａｇ－３’（
配列番号２０））（ＴＧＰ１　Ｐｒｉｍｅｒと同様にして合成したもの）を用い、第１回
ＰＣＲと同様の反応組成、プログラム（但し、サイクル数は２５サイクル）で行った。以
上のＰＣＲ反応は宝酒造社製ＴａＫａＲａ　ＰＣＲ　Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ４８
０により行った。得られたＰＣＲ産物をアガロースゲル電気泳動により確認後、バンドを
ゲルより切り出し、－８０℃，１０ｍｉｎ．凍結し、１５０００ｒｐｍ，１０ｍｉｎ．遠
心分離後、上清をエタノール沈澱することにより精製した。
精製したＤＮＡ断片は、Ｎｏｖａｇｅｎ社製ｐＴ７Ｂｌｕｅ　Ｖｅｃｔｏｒに組み込み、
このベクターをコンピテントセルＸＬ１－Ｂｌｕｅ細胞に形質転換した。形質転換体をＬ
Ｂ培地（１００μｇ／ｍｌアンピシリン）で培養し、アルカリＳＤＳ法によりプラスミド
を抽出し、Ｐｈａｒｍａｃｉａ社製ＡｕｔｏＲｅａｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｋｉｔお
よびＡ．Ｌ．Ｆ．ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒで塩基配列の決定を行った。プライマーは
ＡｕｔｏＲｅａｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｋｉｔ添付のＭ１３　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　
Ｐｒｉｍｅｒ（配列番号７）およびＭ１３　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｐｒｉｍｅｒ（配列番号８
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）を用いた。
さらに、Ｎ末端の確認のために得られたｃＤＮＡクローンのＮ末端部分のシークエンスか
ら上流方向のプライマー：５’－ａｔｃｔｔｇｃｔｇｃａｇａｔｔｃｇｔｇａｃ－３’（
配列番号２１）を合成し、胎盤由来ｃＤＮＡライブラリー（クローンテック社製）のスク
リーニングを行った。　スクリーニングは合成した上流方向のプライマー：５’－ａｔｃ
ｔｔｇｃｔｇｃａｇａｔｔｃｇｔｇａｃ－３’（配列番号２１）とベクターに含まれる一
部分のプライマーλｇｔ１１　５’Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｐｒｉｍｅｒ：５’－ｇａｃ
ｔｃｃｔｇｇａｇｃｃｃｇ－３’（配列番号２２）を用いてＰＣＲにより行った。２．５
ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１ｘ　ＬＡ　ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　ＩＩ（Ｍｇ２＋不含）、２Ｕ　
ＴａＫａＲａ　ＬＡ　Ｔａｑ、プライマー２種（５’－ａｔｃｔｔｇｃｔｇｃａｇａｔｔ
ｃｇｔｇａｃ－３’（配列番号２１）、λｇｔ１１　５’Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｐｒｉ
ｍｅｒ：５’－ｇａｃｔｃｃｔｇｇａｇｃｃｃｇ－３’（配列番号２２））をそれぞれ０
．２μＭ、胎盤由来ｃＤＮＡライブラリー１μｌ、水を全量５０μｌとなるように加え反
応液を調製し、９４℃で２分間を１サイクル、９４℃で３０秒間、６０℃で３０秒間、７
２℃で１分３０秒間を５０サイクル行った。
得られたｃＤＮＡをアガロースゲル電気泳動により分離し、エチジウムブロマイド溶液（
０．１μｇ／ｍｌ）で染色を行い、トランスイルミネーターで泳動パターンを確認したと
ころ、約６００ｂｐ相当のインサートが増幅されていることがわかった。そこで、この増
幅された部分をアガロースゲルより切り出し、－８０℃、１０ｍｉｎ．凍結し、１５００
０ｒｐｍ，１０ｍｉｎ．遠心分離後、上清を取り、エタノール沈殿することにより精製し
た。精製したＤＮＡ断片を、Ｎｏｖａｇｅｎ社製　ｐＴ７ＢｌｕｅＶｅｃｔｏｒに組み込
み、このベクターを大腸菌ＸＬＩ－Ｂｌｕｅのコンピテントセルに形質転換した。形質転
換体は、ＬＢ培地（５０μｇ／ｍｌアンピシリン）にて培養し、アルカリＳＤＳ法にて、
プラスミドを抽出し、ＰＥ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社製ＤＮＡ　Ｓｅｑ
ｕｅｎｃｉｎｇ　ＫｉｔおよびシークエンサーＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　３７７で塩基配列の
決定を行った。プライマーはＰｈａｒｍａｃｉａ社製ＡｕｔｏＲｅａｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃ
ｉｎｇ　ｋｉｔ添付のＭ１３　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｐｒｉｍｅｒ（配列番号７）および
Ｍ１３　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｐｒｉｍｅｒ（配列番号８）を用いた。
この結果、得られた塩基配列からＮ末端側に６０４塩基さらに長い配列であることが明ら
かとなった。以上のことから、ここで得られたｈＳＲＣＬ－Ｐ１のｃＤＮＡは２６２８塩
基を含み、２２２６塩基のＯＲＦ（転写解読枠）を有し（配列番号１）、配列番号２に示
される７４２のアミノ酸をアミノ酸をコードしていることが確認できた。
次いで、ＧｅｎＢａｎｋデータベースでＤＮＡおよびアミノ酸についての相同性の検索を
行った結果、得られたアミノ酸配列は、従来見出されているコレクチン／スカベンジャー
レセプターのいずれとも異なる新規タンパク質の配列であることが明らかとなった。
また、配列番号２に示すアミノ酸配列の第４８３～６０６番目のアミノ酸が欠失した、配
列番号２３に示す塩基配列の第７４～１９３３番目によってコードされる変異体（配列番
号２４）が得られた。
実施例５：新規マウススカベンジャーレセプターのｃＤＮＡの取得
ｈＳＲＣＬ－Ｐ１と同様の方法により、マウス肝臓ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニン
グを行うことによりｍＳＲＣＬ－Ｐ１遺伝子を得ることができた。得られたｍＳＲＣＬ－
Ｐ１のｃＤＮＡクローンは２６３７塩基を含み、２２２６塩基のＯＲＦ（転写解読枠）を
有し（配列番号３）、配列番号４に示される７４２のアミノ酸をアミノ酸をコードしてい
ることが確認できた。
実施例６：ｈＳＲＣＬ－Ｐ１の一過性発現ベクターｐＥＧＥＰ－Ｎ１－ｈＳＲＣＬ－Ｐ１
の構築
まず、配列番号１に示すｈＳＲＣＬ－Ｐ１の開始コドンから終止コドンまでをｃｃｇｃｔ
ｃｇａｇｃｇｇｔｃａｃｃａｔｇａａａｇａｃｇａｃｔの塩基配列（配列番号２５）から
なるプライマーとｔｃｃｃｃｇｃｇｇｔａａｔｇｃａｇａｔｇａｃａｇｔａｃｔｇｔの塩
基配列（配列番号２６）からなるプライマーを用いて、ヒト胎盤由来ｃＤＮＡライブラリ
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ーを鋳型として、ＰＣＲ（タカラ社製：Ｔａｋａｒａ　Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ　
ＭＰ）により増幅させた。得られたｈＳＲＣＬ－Ｐ１　ｃＤＮＡをｐＴ７Ｂｌｕｅ　Ｔ－
Ｖｅｃｔｏｒ（Ｎｏｖａｇｅｎ社製）にライゲーションし、大腸菌ＸＬＩ－Ｂｌｕｅにト
ランスフォメーションを行った。得られたクローンからｈＳＲＣＬ－Ｐ１　ｃＤＮＡを含
むプラスミドを精製した。シークエンサーにより得られたプラスミドの塩基配列を確認し
た後、誤りのないプラスミドを制限酵素Ｘｈｏ　ＩとＳａｃ　ＩＩで消化して、同様の酵
素で消化し精製したｐＥＧＦＰ－Ｎ１ベクター（クローンテック社製）にライゲーション
を行った。ライゲーションしたプラスミドは、大腸菌ＸＬＩ－Ｂｌｕｅにトランスフォメ
ーション後、得られたクローンを培養し、プラスミドを精製し、一過性発現ベクターｐＥ
ＧＦＰ－Ｎ１－ｈＳＲＣＬ－Ｐ１とした。
実施例７：一過性発現システムを用いたｈＳＲＣＬ－Ｐ１の発現
実施例６で得られた発現ベクターｐＥＧＦＰ－Ｎ１－ｈＳＲＣＬ－Ｐ１とＬＩＰＯＦＥＣ
ＴＡＭＩＮＥ２０００（ＬＦ２０００）Ｒｅａｇｅｎｔ（ＧＩＢＣＯＢＲＬ社製）を用い
て、ＣＨＯ細胞における一過性発現を試みた。まず、ＬＦ２０００　Ｒｅａｇｅｎｔ溶液
（ＬＦ２０００　Ｒｅａｇｅｎｔ　１２μｌ、Ｎｕｔｒｉｅｎｔ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　Ｆ－
１２　Ｈａｍ（Ｈａｍ’ｓ　Ｆ－１２培地、（シグマ社製）））０．２ｍｌを準備し、５
分間室温でインキュベートした後、ベクター溶液０．２ｍｌ（ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－ｈＳＲ
ＣＬ－Ｐ１ベクター４μｇ、Ｈａｍ’ｓ　Ｆ－１２培地）と混和し、２０分間インキュベ
ートした。その後、３５ｍｍシャーレにて２ｍｌ　Ｈａｍ’ｓ　Ｆ－１２培地（５％ＦＣ
Ｓ含む）で高密度にまで培養したＣＨＯ細胞に添加した。４時間、３７℃、５％ＣＯ２下
で培養を行った後、新しい培地と交換し、さらに続けて２０時間、３７℃、５％ＣＯ２下
で培養を行った。発現の有無に関しては、オリンパス社製倒立型システム顕微鏡ＩＸ７０
の蛍光観察システムにより、ＧＦＰの蛍光像の観察を行うことにより確認できた。このよ
うにして得られた細胞を、一過性にｈＳＲＣＬ－Ｐ１を発現した細胞とした。
実施例８：ｈＳＲＣＬ－Ｐ１の安定発現細胞株作成用ベクターｐｃＤＮＡ３．１／Ｍｙｃ
－Ｈｉｓ　Ａ－ｈＳＲＣＬ－Ｐ１の構築
まず、配列番号１に示すｈＳＲＣＬ－Ｐ１の開始コドンから終止コドンまでをａａｔｇｃ
ｇｇｃｃｇｃａｃｃａｔｇａａａｇａｃｇａｃｔｔｃｇｃａｇａｇの塩基配列（配列番号
２７）からなるプライマーとｇｃｔｃｔａｇａｃｃｇｃｇｇｔａａｔｇｃａｇａｔｇａｃ
ａｇｔａｃの塩基配列（配列番号２８）からなるプライマーを用いて、ヒト胎盤由来ｃＤ
ＮＡライブラリーを鋳型として、ＰＣＲ（タカラ社製：Ｔａｋａｒａ　Ｔｈｅｒｍａｌ　
Ｃｙｃｌｅｒ　ＭＰ）により増幅させた。得られたｈＳＲＣＬ－Ｐ１　ｃＤＮＡをｐＴ７
Ｂｌｕｅ　Ｔ－Ｖｅｃｔｏｒ（Ｎｏｖａｇｅｎ社製）にライゲーションし、大腸菌ＸＬＩ
－Ｂｌｕｅへのトランスフォメーションを行った。得られたクローンからｈＳＲＣＬ－Ｐ
１　ｃＤＮＡを含むプラスミドを精製し、シークエンサーにより塩基配列を確認後、誤り
のないプラスミドを制限酵素Ｎｏｔ　ＩとＳａｃ　ＩＩで消化して、同様の酵素で消化し
精製したｐｃＤＮＡ３．１／Ｍｙｃ－Ｈｉｓ　Ａベクター（Ｉｎｖｉｔｏｒｏｇｅｎ社製
）にライゲーションを行った。ライゲーションしたプラスミドは大腸菌ＸＬＩ－Ｂｌｕｅ
にトランスフォメーションした後、得られたクローンを培養し、プラスミドを精製して、
安定細胞株作成用ベクターｐｃＤＮＡ３．１／Ｍｙｃ－Ｈｉｓ　Ａ－ｈＳＲＣＬ－Ｐ１と
した。
実施例９：ｈＳＲＣＬ－Ｐ１の安定発現細胞株の作成
実施例８で得られた発現ベクターｐｃＤＮＡ３．１／Ｍｙｃ－Ｈｉｓ　Ａ－ｈＳＲＣＬ－
Ｐ１とＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ　２０００（ＬＦ２０００）Ｒｅａｇｅｎｔ（ＧＩＢ
ＣＯＢＲＬ社製）を用いて、ｈＳＲＣＬ－Ｐ１の安定発現を試みた。まず、ＬＦ２０００
　Ｒｅａｇｅｎｔ溶液０．５ｍｌ（ＬＦ２０００　Ｒｅａｇｅｎｔ　３０μｌ、Ｈａｍ’
ｓ　Ｆ－１２培地）を準備し、５分間室温でインキュベートした後、ベクター溶液０．５
ｍｌ（ベクター１０μｇ、Ｎｕｔｒｉｅｎｔ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　Ｆ－１２　Ｈａｍ（Ｈａ
ｍ’ｓ　Ｆ－１２培地）（シグマ社製））と混和し、２０分間インキュベートした。その
後、２５ｃｍ２フラスコにて５ｍｌ　Ｈａｍ’ｓ　Ｆ－１２培地（５％ＦＣＳ含む）で高
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密度にまで培養したＣＨＯ細胞に添加した。４時間、３７℃、５％ＣＯ２下で培養を行っ
た後、新しい培地と交換し、さらに続けて２０時間、３７℃、５％ＣＯ２下で培養を行っ
た。次に、培地をＨａｍ’ｓ　Ｆ－１２培地（５％ＦＣＳ、０．４ｍｇ／ｍｌ　Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｉｎ（ＧＩＢＣＯＢＲＬ社製）含む）に交換し、さらに、１０日間培養を行った。
途中一度培地交換を行った。
この１０日間の薬剤セレクションにより、形質転換細胞のみが生存し増殖したが、形質転
換されなかった細胞は死滅した。得られた形質転換細胞から高発現な細胞を得るために、
セルソーター（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ社製）によりソーティングを行った。
まず細胞表面に発現させたｈＳＲＣＬ－Ｐ１の染色を行った。形質転換した２５ｃｍ２フ
ラスコの細胞を５ｍｌ　ＰＢＳ（－）で２回洗浄した後、ＥＤＴＡ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　
０．０２％（ナカライテスク社製）０．３ｍｌで細胞をはがし、１０ｍｌ　ＰＢＳ（－）
に懸濁した後、２００ｘ　ｇ、７分間、４℃で遠心後、上清を除去した。残った細胞に抗
ｍｙｃ抗体（Ｉｎｖｉｔｏｒｏｇｅｎ社製）を２％　ＦＣＳ／ＰＢＳ（－）で１０倍希釈
した溶液を５０μｌ添加し、よく細胞を懸濁した後、４℃で２０分間インキュベーション
した。その後、２％　ＦＣＳ／ＰＢＳ（－）を１０ｍｌ添加し懸濁した後、２００ｘ　ｇ
、７分間、４℃で遠心後、上清を除去することにより洗浄を行った。残った細胞に、２％
　ＦＣＳ／ＰＢＳ（－）で１０倍希釈した二次抗体Ａｌｅｘａ４８８標識抗マウスＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）溶液を５０μｌ添加し、よく細胞を懸濁した後、４℃で２０分間インキュベー
ションを行った。その後、２％　ＦＣＳ／ＰＢＳ（－）を１０ｍｌ添加し懸濁した後、２
００ｘ　ｇ、７分間、４℃で遠心後、上清を除去することにより洗浄を行った。残った細
胞を２％　ＦＣＳ／ＰＢＳ（－）を０．５ｍｌに懸濁し、ソーティングサンプルとした。
サンプルはセルストレーナーキャップ付き５ｍｌチューブ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎ
ｓｏｎ社製）を通した後にセルソーターにかけた。同様に処理した形質転換していないＣ
ＨＯ細胞をコントロールとして、蛍光強度が１０倍以上コントールよりも高いものをセレ
クションした。
これらの細胞を、あらかじめ、Ｈａｍ’ｓ　Ｆ－１２培地（５％ＦＣＳ、０．４ｍｇ／ｍ
ｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ含む）を１００μｌずつ入れておいた９６穴細胞培養用プレート
に１穴あたり１細胞ずつ分配した。３７℃、５％ＣＯ２下で培養を行い、１週間培養後、
さらに、１００μｌずつ培養液を加え、さらに１週間培養を行った。Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ
による薬剤セレクションにより増殖してきたクローンを２分割して、１２穴および２４穴
細胞培養用プレートに継代した。このとき、１穴に２細胞以上から増殖してきているよう
なクローンは除外し、１２穴および２４穴細胞培養用プレートには９：１の細胞比で細胞
を播いた。３７℃、５％ＣＯ２下で培養を行い、１２穴のプレートの細胞が高密度にまで
達した時、再び個々のクローンをソーティングにかける際と同様に染色後、ＦＡＣＳＣａ
ｌｉｂｕｒ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ社製）にかけて、発現量の確認を行った
。発現量の高いクローンを確認した後、それぞれ対応する２４穴のプレートの細胞を、安
定発現細胞株（ＣＨＯ／ｈＳＲＣＬ－Ｐ１）とした。
実施例１０：ｈＳＲＣＬ－Ｐ１の結合特異性
実施例９で得られた安定発現細胞株ＣＨＯ／ｈＳＲＣＬ－Ｐ１を用いて（１）酵母（Ｚｙ
ｍｏｓａｎ　Ａ　Ｂｉｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社製）
、グラム陰性細菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｂｉｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ、Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社製）もしくはグラム陽性細菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ　Ｂｉｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ
ｓ社製）、（２）酸化ＬＤＬ（２．０ｍｇ／ｍｌ　ＬＤＬに５０μＭのＣｕＳＯ４を添加
し２１時間反応させたものをＰＢＳ（－）に透析したものである。）、（３）ＡＧＥ－Ｈ
ＳＡ（ＡＧＥ－ヒト血清アルブミン、Ｉｋｅｄａ，Ｋ．ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ　３５（２４），８０７５－８０８３（１９９６）に従って調製）、または（４
）マンノース（α－Ｄ－Ｍａｎｎｏｓｅ　ＢＰ－Ｐｒｏｂｅ、生化学工業社製）もしくは
フコース（α－Ｌ－Ｆｕｃｏｓｅ　ＢＰ－Ｐｒｏｂｅ、生化学工業社製）に対するｈＳＲ
ＣＬ－Ｐ１の結合特異性を調べた。
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先ず、ＣＨＯ／ｈＳＲＣＬ－Ｐ１を３５ｍｍボトムディシュ（松浪ガラス社製）に１ｘ　
１０５細胞播き、３日間３７℃、５％ＣＯ２下で培養を行った。培養はＨａｍ’ｓ　Ｆ－
１２培地（５％ＦＣＳ、０．４ｍｇ／ｍｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ含む）２ｍｌで行った。
３日後、２％ＦＣＳを含むＭｉｎｉｍｕｍ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ　Ａｌｐ
ｈａ　Ｍｅｄｉｕｍ（αＭＥＭ／２％ＦＣＳ）１ｍｌで２回洗浄後、２５μｇ／ｍｌ酵母
、２５μｇ／ｍｌグラム陰性細菌、２５μｇ／ｍｌグラム陽性細菌、５μｇ／ｍｌ酸化Ｌ
ＤＬ、１０μｇ／ｍｌ　ＡＧＥ、または１０μｇ／ｍｌマンノースもしくは、１０μｇ／
ｍｌフコースを含むαＭＥＭ／２％ＦＣＳをそれぞれ１ｍｌ添加し、４℃で３時間反応さ
せ、その後１ｍｌ　αＭＥＭ／２％ＦＣＳで５回洗浄した。
結合は以下のようにして確認した。先ず（２）、（３）および（４）に関しては、それぞ
れ、抗酸化フォスファチジルコリン抗体（２）、抗ＨＳＡ抗体（ＢＩＯＳＹＳ社製）（３
）、ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ，Ａｌｅｘａ５９４　ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　（Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社製）（４）をそれぞれαＭＥＭ／２％ＦＣＳで１００倍希釈し
て１ｍｌ添加し、さらに４℃で３０分間インキュベーションし、その後、１ｍｌ　αＭＥ
Ｍ／２％ＦＣＳで３回洗浄した。次に、（１）から（４）すべてについて、４％パラホル
ムアルデヒド／ＰＢＳ（－）溶液０．２ｍｌを添加し、室温で２０分間インキュベーショ
ンすることにより固定を行い、１ｍｌ　ＴＢＳＣ（宝酒造社製ＴＢＳ（Ｔｒｉｓ－Ｂｕｆ
ｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ）Ｐｏｗｄｅｒを規定量に滅菌蒸留水で調整したものに最終濃
度５ｍＭになるようにＣａＣｌ２を添加した緩衝液）で３回洗浄した。次に（２）および
（３）に関しては、二次抗体との反応を行った。すなわち、それぞれローダミン標識抗マ
ウスＩｇＭ　Ｍｕ　Ｃｈａｉｎ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ社製）
（２）およびＡｌｅｘａ　５９４抗ヤギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏ
ｂｅｓ社製）（３）を２５％ＢｌｏｃｋＡｃｅ（大日本製薬社製）／ＴＢＳＣで２００倍
希釈して１ｍｌ添加し、さらに室温で３０分間インキュベーションし、その後、１ｍｌ　
ＴＢＳＣで３回洗浄した。次いで、（１）から（４）についてＳｌｏｗＦａｄｅ　Ｌｉｇ
ｈｔ　Ａｎｔｉｆａｄｅ　Ｋｉｔ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社製）を用いてマ
ウントし、蛍光顕微鏡での観察サンプルとした。各サンプルについて、オリンパス社製倒
立型システム顕微鏡ＩＸ７０の蛍光観察システムにより蛍光像の観察を行った。その結果
を、（１）については図５（Ａ：酵母、Ｂ：グラム陰性細菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　
ｃｏｌｉ）、およびＣ：グラム陽性細菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ
））に、（２）～（４）については図６（Ａ：酸化ＬＤＬ、Ｂ：マンノース、およびＣ：
ＡＧＥ）にそれぞれ示す。これらの図面より明らかなとおり、（１）から（４）全てにお
いて、ｈＳＲＣＬ－Ｐ１を安定に発現しているＣＨＯ細胞に、特異的な結合像を観察する
ことができ、微生物を用いた図５Ａ～Ｃに示す結果では、それぞれｈＳＲＣＬ－Ｐ１の染
色箇所（各左図、緑色染色）と各微生物の存在箇所（各中央図、赤色染色）とが重複（Ｏ
ｖｅｒｌａｐ、各右図）しており、各微生物はｈＳＲＣＬ－Ｐ１に特異的に結合している
ことが明示された。
なお、一過性にｈＳＲＣＬ－Ｐ１を発現させた細胞（実施例７参照）においても同様に、
特異的結合を示す結果が得られた。
実施例１１：ｈＳＲＣＬ－Ｐ１のファゴサイトーシスによる結合物の細胞内取り込み
実施例７および９で得られたｈＳＲＣＬ－Ｐ１の一過性発現細胞および安定発現細胞株を
用いて、実施例１０に用いた各結合物の細胞内取り込みを観察した。実施例１０に記載し
た方法を改良して、結合物との反応温度を３７℃として行うことにより、結合物の取り込
みを確認した。染色後、細胞内への取り込みの状態は、オリンパス社製共焦点レーザー顕
微鏡を用いた三次元画像処理によって観察した。一過性発現細胞を用いた場合の結果を、
酵母に対して得られたものについて図７に示すが、酵母（赤色染色）がｈＳＲＣＬ－Ｐ１
（緑色発色）を発現している細胞内に取り込まれていること明らかとなった。また、安定
発現細胞株を用いても同様の結果が得られた。
実施例１２：血管内皮細胞でのＳＲＣＬ－Ｐ１発現の証明
ｈＳＲＣＬ－Ｐ１の組織での発現・局在を確認するため、健常人およびマウス由来心臓の



(32) JP 4685315 B2 2011.5.18

10

20

30

40

パラフィン包埋切片（Ｎｏｖａｇｅｎ社製）を用い、以下の操作により、蛍光免疫染色を
実施した。
パラフィン包埋切片のスライドを染色バット中で、キシレンに室温で１０分間、３回浸し
、脱パラフィン処理を行った。その後１００％－９０％－８０％－７０％エタノールに室
温で１０分間ずつ、ＰＢＳ（－）溶液に１０分間順次浸し、ハイドレーション処理を行っ
た。
次に組織切片上の内因性のペルオキシダーゼ活性を抑制するため、スライドを３％過酸化
水素含有ＰＢＳ（－）溶液に室温で１０分間浸した後、ブロックエース（大日本製薬社製
）に室温で１時間浸し、ブロッキング処理を行った。
次いで湿潤箱中で一次抗体として抗ｈＳＲＣＬ－Ｐ１ラビットポリクローナル抗体（Ｉｇ
Ｇフラクション、１００μｇ／ｍｌ）１００μｌを組織切片に塗布し、室温で３０分間反
応させた。一次抗体を染色バット中で、洗浄液（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ：ｐＨ７．５，０．１
５Ｍ　ＮａＣｌ，０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）に浸し、室温で１０分間緩やかに振とうし
ながら３回洗浄した後、二次抗体としてＰＯＤ（ペルオキシダーゼ）標識抗ラビットＩｇ
Ｇヒツジ抗体（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ社製）を５Ｕ／ｍｌの濃度で一
次抗体の時と同様に反応させ、洗浄した。その後Ｂｉｏｔｉｎｙｌ　Ｔｙｒａｍｉｄｅ　
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（ＮＥＮ（商標名）、Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ社製）をスライドに塗布し、室温で１０分間反応させ、一次抗
体の時と同様に洗浄した。Ａｖｉｄｉｎ　Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標名）４８８　ｃ
ｏｎｊｕｇａｔｅ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社製）１ｍｇ／ｍｌをＰＢＳ（－
）溶液にて１００倍に希釈し、その１００μｌを湿潤箱中でスライド上の組織切片に塗布
し、室温で３０分間反応させ、一次抗体の時と同様に洗浄した後、ＳｌｏｗＦａｄｅ　Ｌ
ｉｇｈｔ　Ａｎｔｉｆａｄｅ　Ｋｉｔ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社製）を用い
てマウントし、蛍光顕微鏡（ニコン社製）での観察サンプルとした。また一次抗体のかわ
りに正常ウサギ血清を反応させ、同様の処理を行ったスライドを陰性コントロールとした
。
その結果、図８に示すように、Ａ：健常人およびＢ：マウスともに、心臓の血管内皮細胞
に染色像が観察され（各左図）、かかる染色像は陰性コントロール（各右図）にはまった
く認められなかった。従って、ＳＲＣＬ－Ｐ１は、心臓では血管内皮細胞に発現している
ことが明らかになり、ここで血管壁への酸化ＬＤＬやＡＧＥなどの結合に関与している可
能性が示唆された。
【発明の効果】
本発明のＳＲＣＬ－Ｐ１タンパク質は、ＳＲ構造およびコレクチン構造を有していること
から、それらに特有の効果を示す物質と考えられ、マクロファージおよび基礎免疫の機能
の解明、動脈硬化、糖尿病性合併症およびアルツハイマー病、高βリポ蛋白血症、高コレ
ステロール血症、高トリグリセライド血症、低αリポ蛋白血症、移植、アテレクトミーお
よび血管形成後再狭窄、細菌感染症等を始めとする各種疾患等の発症機構の解明、さらに
その診断、予防および治療法、ならびにそれらのための試薬や医薬の開発に利用できるも
のである。
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
図１は、従来報告されている主なコレクチンの基本構造およびタンパク質の概観を示す図
である。
図２は、従来報告されている３種のコレクチンのアミノ酸配列のアラインメントの前半部
分を示す図である。
図３は、図２と同様のアラインメントの後半部分を示す図である。
図４（ｂ）は、本発明の新規スカベンジャーレセプターの塩基配列を決定するために使用
した各プライマーの名称と、シーケンサーにより読み取られた塩基配列を示す図であり、
図４（ａ）は、得られた新規コレクチンのＯＲＦを示す図である。
図５は、Ａ：酵母、Ｂ：グラム陰性細菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、および
Ｃ：グラム陽性細菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）が、ｈＳＲＣＬ－
Ｐ１を発現している細胞に特異的に結合する様子を示す図である。
図６は、Ａ：酸化ＬＤＬ、Ｂ：マンノース、およびＣ：ＡＧＥが、ｈＳＲＣＬ－Ｐ１を発
現している細胞に特異的に結合する様子を示す図である。
図７は、酵母がｈＳＲＣＬ－Ｐ１を発現している細胞内に取り込まれている様子を示す図
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である。
図８は、Ａ：健常人およびＢ：マウスの心臓の血管内皮細胞に、ｈＳＲＣＬ－Ｐ１が発現
されている様子を示す図である。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】
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