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(54)【発明の名称】 動脈硬化予防・治療薬のスクリーニング方法

(57)【要約】
【課題】動脈硬化予防・治療薬のスクリーニング方法の
提供。
【解決手段】動脈硬化関連遺伝子を用いることを特徴と
する、修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分子化
合物あるいはタンパク質による当該動脈硬化関連遺伝子
の発現変動を抑制する化合物またはその塩のスクリーニ
ング方法、当該スクリーニング用キット、当該スクリー
ニング方法またはスクリーニング用キットを用いて得ら
れる当該動脈硬化関連遺伝子の発現変動を抑制する化合
物またはその塩、当該化合物またはその塩を含有してな
る動脈硬化予防・治療剤など。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】動脈硬化関連遺伝子を用いることを特徴と
する、修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分子化
合物あるいはタンパク質による当該動脈硬化関連遺伝子
の発現変動を抑制する化合物またはその塩のスクリーニ
ング方法。
【請求項２】動脈硬化関連遺伝子を発現する能力を有す
る細胞、組織または非ヒト哺乳動物を用いることを特徴
とする、修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分子
化合物あるいはタンパク質による当該動脈硬化関連遺伝
子の発現変動を抑制する化合物またはその塩のスクリー
ニング方法。
【請求項３】発現変動が発現低下である請求項１または
２記載のスクリーニング方法。
【請求項４】動脈硬化関連遺伝子がレシチン：コレステ
ロールアシルトランスフェラーゼ様リゾホスホリパーゼ
遺伝子である請求項１～３記載のスクリーニング方法。
【請求項５】修飾ＬＤＬが酸化ＬＤＬまたは糖化ＬＤＬ
である請求項１～４記載のスクリーニング方法。
【請求項６】修飾ＬＤＬが酸化ＬＤＬである請求項１～
４記載のスクリーニング方法。
【請求項７】酸化ＬＤＬが二価の金属イオンで酸化され
たＬＤＬである請求項６記載のスクリーニング方法。
【請求項８】二価金属イオンが銅である請求項７記載の
スクリーニング方法。
【請求項９】酸化ＬＤＬが哺乳動物由来の細胞との接触
により酸化されたＬＤＬである請求項６記載のスクリー
ニング方法。
【請求項１０】酸化ＬＤＬが①二価の金属イオンおよび
②哺乳動物由来の細胞との接触により酸化されたＬＤＬ
である請求項６記載のスクリーニング方法。
【請求項１１】酸化ＬＤＬが哺乳動物由来の酸化酵素と
の接触により酸化されたＬＤＬである請求項６記載のス
クリーニング方法。
【請求項１２】酸化酵素がリポキシゲナーゼである請求
項１１記載のスクリーニング方法。
【請求項１３】動脈硬化関連遺伝子を発現する能力を有
する細胞が哺乳動物由来の細胞である請求項２記載のス
クリーニング方法。
【請求項１４】動脈硬化関連遺伝子を発現する能力を有
する細胞が哺乳動物由来の末梢血由来単球マクロファー
ジ、哺乳動物由来の腹腔マクロファージ、哺乳動物由来
の肺胞マクロファージ、哺乳動物由来の大動脈マクロフ
ァージ、哺乳動物由来の平滑筋細胞、哺乳動物由来の内
皮細胞、哺乳動物由来の線維芽細胞、哺乳動物由来の肝
細胞、哺乳動物由来の樹状細胞株、ＴＨＰ－１（ヒ
ト）、Ｕ９３７（ヒト）、ＨｅｐＧ２（ヒト）、Ｊ７７
４Ａ．１（マウス）、Ｌ－１（マウス）、ＲＡＷ２６
４．７（マウス）、ＷＥＨＩ（マウス）またはＰ３８８
Ｄ１（マウス）である請求項２記載のスクリーニング方

2
法。
【請求項１５】酸化ＬＤＬに含まれる低分子化合物が酸
化コレステロール類、リゾリン脂質類、セラミド類およ
びスフィンゴミエリン類から選ばれる少なくとも１種で
ある請求項１～１４記載のスクリーニング方法。
【請求項１６】酸化コレステロール類が２５－ヒドロキ
シコレステロールまたは７－ケトコレステロールである
請求項１５記載のスクリーニング方法。
【請求項１７】修飾ＬＤＬが糖化ＬＤＬである請求項１
～４記載のスクリーニング方法。
【請求項１８】糖化ＬＤＬがグルコースとの接触で糖化
されたＬＤＬである請求項１７のスクリーニング方法。
【請求項１９】動脈硬化関連遺伝子を発現する能力を有
する細胞、組織または非ヒト哺乳動物と修飾ＬＤＬまた
は修飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタンパク
質とを試験化合物の存在下および非存在下に接触させ、
当該動脈硬化関連遺伝子ＤＮＡもしくはその相補ＤＮＡ
またはその部分ＤＮＡを用いてそれぞれの場合における
動脈硬化関連タンパク質をコードするｍＲＮＡの量を測
定することを特徴とする請求項１～１８記載のスクリー
ニング方法。
【請求項２０】動脈硬化関連遺伝子を発現する能力を有
する細胞、組織または非ヒト哺乳動物と修飾ＬＤＬまた
は修飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタンパク
質とを試験化合物の存在下および非存在下に接触させ、
それぞれの場合における細胞内動脈硬化関連タンパク質
または分泌された動脈硬化関連タンパク質の量を測定す
ることを特徴とする請求項１～１８記載のスクリーニン
グ方法。
【請求項２１】細胞内動脈硬化関連タンパク質または分
泌された動脈硬化関連タンパク質の量を免疫学的測定法
で測定する請求項２０記載のスクリーニング方法。
【請求項２２】動脈硬化関連遺伝子を発現する能力を有
する細胞、組織または非ヒト哺乳動物と修飾ＬＤＬまた
は修飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタンパク
質とを試験化合物の存在下および非存在下に接触させ、
それぞれの場合における動脈硬化関連タンパク質の活性
を測定することを特徴とする請求項１～１８記載のスク
リーニング方法。
【請求項２３】動脈硬化関連遺伝子のプロモーターまた
はエンハンサーをレポーター遺伝子に連結させたＤＮＡ
で形質転換した細胞、組織または非ヒト哺乳動物と修飾
ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるい
はタンパク質とを試験化合物の存在下および非存在下に
培養し、それぞれの場合における該レポーター遺伝子の
発現を検出することを特徴とする修飾ＬＤＬまたは修飾
ＬＤＬに含有される低分子化合物あるいはタンパク質に
よる当該動脈硬化関連遺伝子の発現変動を抑制する化合
物またはその塩のスクリーニング方法。
【請求項２４】動脈硬化関連遺伝子を含有することを特
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3
徴とする、修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分
子化合物あるいはタンパク質による当該動脈硬化関連遺
伝子の発現変動を抑制する化合物またはその塩のスクリ
ーニング用キット。
【請求項２５】動脈硬化関連遺伝子を発現する能力を有
する細胞、組織または非ヒト哺乳動物を含有することを
特徴とする、修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低
分子化合物あるいはタンパク質による当該動脈硬化関連
遺伝子の発現変動を抑制する化合物またはその塩のスク
リーニング用キット。
【請求項２６】動脈硬化関連遺伝子のプロモーターまた
はエンハンサーをレポーター遺伝子に連結させたＤＮＡ
で形質転換した細胞を含有することを特徴とする、修飾
ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるい
はタンパク質による当該動脈硬化関連遺伝子の発現変動
を抑制する化合物またはその塩のスクリーニング用キッ
ト。
【請求項２７】請求項１～２３のいずれかに記載のスク
リーニング方法または請求項２４～２６のいずれかに記
載のスクリーニング用キットを用いて得られる当該動脈
硬化関連遺伝子の発現変動を抑制する化合物またはその
塩。
【請求項２８】請求項２７記載の化合物またはその塩を
含有してなる動脈硬化予防・治療剤。
【請求項２９】哺乳動物に対して、請求項２７記載の化
合物またはその塩の有効量を投与することを特徴とする
動脈硬化の予防・治療方法。
【請求項３０】動脈硬化予防・治療剤を製造するための
請求項２７記載の化合物またはその塩の使用。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、動脈硬化抑制薬ま
たは退縮薬として有用な化合物の探索法、さらに詳しく
は、死亡原因の最上位を占める狭心症や心筋梗塞などの
虚血性心疾患や脳梗塞の主要な原因となっている動脈硬
化を予防・治療する化合物またはその塩のスクリーニン
グ方法、該スクリーニング方法を用いて得られる化合物
またはその塩、および該化合物の用途に関する。
【０００２】
【従来の技術】死亡原因の最上位を占める虚血性心疾患
や脳血管障害などの虚血性臓器疾患発症の基礎には粥状
動脈硬化の存在が重要である。動脈硬化病変の病理形態
学的特徴は、内皮下にコレステロールエステルを蓄積し
た主にマクロファージからなる細胞（泡沫化細胞）が集
積した脂肪線条（fatty streak）、さらに進行した状態
である、平滑筋細胞、マクロファージ、Ｔ細胞などの浸
潤と細胞壊死像と脂質蓄積が認められる繊維性硬班（fi
brous plaque）である。脂質蓄積した部位は構造的脆弱
性を示し、血行力学的な力が引き金となり硬班が破綻し
（plaque rapture）、組織因子と血液凝固系因子との反
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応により急激に血栓が形成する。冠動脈で硬班が破綻し
血栓性閉塞が起きることが急性心筋梗塞、不安定狭心
症、心臓性突然死などのいわゆる急性冠症候群（acute 
coronary syndrome）の発症に密接に関係する事が明ら
かにされてきている（非特許文献１）。急性冠症候群発
症の最も重要な危険因子は、いくつかの大規模疫学的調
査（４S study, CARE studyなど）により、血清コレス
テロール値、特に低密度リポタンパク質-コレステロー
ル値（LDL-C）であることが示されており、HMG-CoA還元
酵素阻害剤であるスタチン系薬剤による血清コレステロ
ール低下療法が心疾患イベントの発症率を低下させたエ
ビデンスは危険因子としてのＬＤＬの妥当性を証明する
ものである。細胞生物学的検討からマクロファージ細胞
は血中の主要脂質担体であるＬＤＬが修飾を受けた酸化
ＬＤＬをスカベンジャー受容体ファミリーと呼ばれる受
容体により細胞内に取り込むことが明らかとなった。こ
の受容体は細胞内コレステロール量によるネガティブフ
ィードバックを受けず、マクロファージはこの受容体を
介して過剰の酸化ＬＤＬを取り込んで泡沫化細胞とな
る。高コレステロール血症患者では高ＬＤＬ血症を示
し、またＬＤＬの易酸化性等が報告されている点、近
年、酸化ＬＤＬの特異的抗体を用いた血中酸化ＬＤＬの
定量系開発が行われ、心疾患のリスクが高い患者群での
血中濃度が上昇し、さらに病変部位での酸化ＬＤＬ陽性
マクロファージ細胞数が増加しており（非特許文献
２）、酸化ＬＤＬによるマクロファージの泡沫化を機序
とした粥状動脈硬化病変形成が生体レベルで起きている
ことが強く示唆されてきた。酸化ＬＤＬはマクロファー
ジ細胞を泡沫化させるだけではなく、血管内皮細胞、平
滑筋細胞、マクロファージ細胞に対して、粥状動脈硬化
動脈硬化惹起性の作用を示す。つまり、血管内皮細胞に
おいては、ICAM-1やVCAM-1などの接着分子の発現誘導に
よる単球の内皮下への浸潤の促進（非特許文献３）、平
滑筋細胞においては、遊走、増殖による内膜肥厚の促進
（非特許文献４）、マクロファージ細胞においては、TN
F-αやIL-1βなどの炎症性サイトカインの発現誘導によ
る内皮細胞、平滑筋細胞への傷害、それに続くそれら細
胞の動脈硬化惹起性反応である（非特許文献５）。糖化
ＬＤＬは後期反応生成物（ＡＧＥ）のひとつでありヒト
循環血中において高脂血症および糖尿病の患者で増加し
ている生体内物質である（非特許文献６）。ＡＧＥと動
脈硬化との関連性については、ＡＧＥ受容体（ＲＡＧ
Ｅ）の細胞外ＡＧＥ結合領域をＡｐｏＥ欠損マウスに投
与することで動脈硬化病変形成を抑制した報告がある
（非特許文献７）。ＡＧＥが動脈硬化惹起性である原因
はいくつか想定されており、ヒト内皮細胞においてＮＦ
-κＢの活性化、ｐ２１ras、ＭＡＰキナーゼおよびＣＤ
Ｃ４２／racを活性化することが報告されており（非特
許文献８）、糖化ＬＤＬにおいても同様なシグナル伝達
経路が活性化していることが報告されている（非特許文
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献９）。つまり、糖化ＬＤＬはその受容体（ＲＡＧＥ）
をトランスミッターとしてＮＦ-κＢなどの活性化を行
い、炎症反応を惹起すると考えられる。また、内皮下の
細胞外マトリックスにＡＧＥの集積が観察されているこ
とから、内皮下に浸透したＬＤＬと架橋を形成し沈着す
ると考えられる（非特許文献１０）。さらにマクロファ
ージ（Mφ）細胞においてＡＧＥによりフリーラジカル
の生成が起こるとの報告から（非特許文献１１）、沈着
した糖化ＬＤＬはMφ細胞により酸化変成を受けスカベ
ンジャーレセプター経由で取り込まれ動脈硬化形成に促
進的に働くことが予想される。
【０００３】
【非特許文献１】Fuster V et al., N．Engl. J. Med.,
 326, pp242-250, 1992
【非特許文献２】Ehara S et al., Circulation,103, p
p1955-1960, 2001
【非特許文献３】Khan BV et al., J Clin Invest, 95,
 pp1262-1270 ,1995
【非特許文献４】森  聖二郎、Mebio, Vol.16 No.10、p
p40-45, 1999
【非特許文献５】千葉等、Mebio, Vol.16 No.10、pp46-
50, 1999
【非特許文献６】Akanji AO等、Clin.Chim.Acta.、31
7、pp171-176、2002
【非特許文献７】Park L.等、Nat.Med.、4、pp1025-103
1、1998
【非特許文献８】Schmidt AM 等、Trends Endocrinol M
ethabo, 11, pp368-375, 2000
【非特許文献９】Maria F. B. et al., Diabetes、51、
pp3311-3317、2002
【非特許文献１０】Browenlee M 等、Diabetes、34、pp
938-941、1985
【非特許文献１１】Schmidt AM.等、Diabetes、45、pp7
7-88、1996
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】酸化ＬＤＬの生理作用
を抑制または阻害する薬剤は、粥状動脈硬化病変形成に
伴う一連の細胞性傷害反応を断ち、その結果、病変形成
抑制および病変部の安定化を機序とした、急性冠症候群
発症予防や再発防止が期待できる新規な動脈硬化治療薬
として有効であると考えられる。
【０００５】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記の課
題を解決するために鋭意努力した結果、酸化ＬＤＬで発
現変動する遺伝子の中に動脈硬化発症に関わる遺伝子
（動脈硬化関連遺伝子）、例えば、ＬＬＰＬは酸化ＬＤ
Ｌにより発現低下する遺伝子であり、ＬＬＰＬ-ノック
アウトマウスは高脂血症を起こす遺伝子改変マウス、例
えばアポリポプロテインE（ApoE）-ノックアウトマウス
とのダブルノックアウトマウスにおいて動脈硬化病変形

6
成が進行することから、動脈硬化形成に対して防御的に
働くことを見出した（特願２００１－１５２５２０号、
特願２００１－３１１９７１号、特願２００２－１４５
８７６号およびＰＣＴ／ＪＰ０２／０４８７６）。本発
明者らは、これらの知見に基づいて、酸化ＬＤＬによる
ＬＬＰＬの発現低下を抑制する化合物は、動脈硬化形成
を抑制する可能性があり、ひいては酸化ＬＤＬあるいは
糖化ＬＤＬなどの修飾ＬＤＬによる動脈硬化関連遺伝子
の変動を抑制する化合物は動脈硬化予防・治療薬となる
可能性があると考え、さらに検討を重ねた結果、本発明
を完成するに至った。
【０００６】すなわち、本発明は、（１）動脈硬化関連
遺伝子を用いることを特徴とする、修飾ＬＤＬまたは修
飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質に
よる当該動脈硬化関連遺伝子の発現変動を抑制する化合
物またはその塩のスクリーニング方法、（２）動脈硬化
関連遺伝子を発現する能力を有する細胞、組織または非
ヒト哺乳動物を用いることを特徴とする、修飾ＬＤＬま
たは修飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタンパ
ク質による当該動脈硬化関連遺伝子の発現変動を抑制す
る化合物またはその塩のスクリーニング方法、（３）発
現変動が発現低下である上記（１）または（２）記載の
スクリーニング方法、（４）動脈硬化関連遺伝子がレシ
チン：コレステロールアシルトランスフェラーゼ様リゾ
ホスホリパーゼ遺伝子である上記（１）～（３）記載の
スクリーニング方法、（５）修飾ＬＤＬが酸化ＬＤＬま
たは糖化ＬＤＬである上記（１）～（４）記載のスクリ
ーニング方法、（６）修飾ＬＤＬが酸化ＬＤＬである上
記（１）～（４）記載のスクリーニング方法、（６ａ）
修飾ＬＤＬが糖化ＬＤＬである上記（１）～（４）記載
のスクリーニング方法、（６ｂ）糖化ＬＤＬがグルコー
スとの接触で糖化されたＬＤＬである上記（６ａ）記載
のスクリーニング方法、（７）酸化ＬＤＬが二価の金属
イオンで酸化されたＬＤＬである上記（６）記載のスク
リーニング方法、（８）二価金属イオンが銅である上記
（７）記載のスクリーニング方法、（９）酸化ＬＤＬが
哺乳動物由来の細胞との接触により酸化されたＬＤＬで
ある上記（６）記載のスクリーニング方法、（１０）酸
化ＬＤＬが①二価の金属イオンおよび②哺乳動物由来の
細胞との接触により酸化されたＬＤＬである上記（６）
記載のスクリーニング方法、（１１）酸化ＬＤＬが哺乳
動物由来の酸化酵素との接触により酸化されたＬＤＬで
ある上記（６）記載のスクリーニング方法、（１２）酸
化酵素がリポキシゲナーゼである上記（１１）記載のス
クリーニング方法、（１３）動脈硬化関連遺伝子を発現
する能力を有する細胞が哺乳動物由来の細胞である上記
（２）記載のスクリーニング方法、（１４）動脈硬化関
連遺伝子を発現する能力を有する細胞が哺乳動物由来の
末梢血由来単球マクロファージ、哺乳動物由来の腹腔マ
クロファージ、哺乳動物由来の肺胞マクロファージ、哺
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7
乳動物由来の大動脈マクロファージ、哺乳動物由来の平
滑筋細胞、哺乳動物由来の内皮細胞、哺乳動物由来の線
維芽細胞、哺乳動物由来の肝細胞、哺乳動物由来の樹状
細胞株、ＴＨＰ－１（ヒト）、Ｕ９３７（ヒト）、Ｈｅ
ｐＧ２（ヒト）、Ｊ７７４Ａ．１（マウス）、Ｌ－１
（マウス）、ＲＡＷ２６４．７（マウス）、ＷＥＨＩ
（マウス）またはＰ３８８Ｄ１（マウス）である上記
（２）記載のスクリーニング方法、（１５）酸化ＬＤＬ
に含まれる低分子化合物が酸化コレステロール類、リゾ
リン脂質類、セラミド類およびスフィンゴミエリン類か
ら選ばれる少なくとも１種以上である上記（１）～（１
４）記載のスクリーニング方法、（１６）酸化コレステ
ロール類が２５－ヒドロキシコレステロールまたは７－
ケトコレステロールである上記（１５）記載のスクリー
ニング方法、（１７）動脈硬化関連遺伝子を発現する能
力を有する細胞、組織または非ヒト哺乳動物と修飾ＬＤ
Ｌまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタ
ンパク質とを試験化合物の存在下および非存在下に接触
させ、当該動脈硬化関連遺伝子ＤＮＡもしくはその相補
ＤＮＡまたはその部分ＤＮＡを用いてそれぞれの場合に
おける動脈硬化関連タンパク質をコードするｍＲＮＡの
量を測定することを特徴とする上記（１）～（１６）記
載のスクリーニング方法、（１８）動脈硬化関連遺伝子
を発現する能力を有する細胞、組織または非ヒト哺乳動
物と修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分子化合
物あるいはタンパク質とを試験化合物の存在下および非
存在下に接触させ、それぞれの場合における細胞内動脈
硬化関連タンパク質または分泌された動脈硬化関連タン
パク質の量を測定することを特徴とする上記（１）～
（１６）記載のスクリーニング方法、（１９）細胞内動
脈硬化関連タンパク質または分泌された動脈硬化関連タ
ンパク質の量を免疫学的測定法で測定する上記（１８）
記載のスクリーニング方法、（２０）動脈硬化関連遺伝
子を発現する能力を有する細胞、組織または非ヒト哺乳
動物と修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分子化
合物あるいはタンパク質とを試験化合物の存在下および
非存在下に接触させ、それぞれの場合における動脈硬化
関連タンパク質の活性を測定することを特徴とする上記
（１）～（１６）記載のスクリーニング方法、（２１）
動脈硬化関連遺伝子のプロモーターまたはエンハンサー
をレポーター遺伝子に連結させたＤＮＡで形質転換した
細胞、組織または非ヒト哺乳動物と修飾ＬＤＬまたは修
飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質と
を試験化合物の存在下および非存在下に培養し、それぞ
れの場合における該レポーター遺伝子の発現を検出する
ことを特徴とする修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含有さ
れる低分子化合物あるいはタンパク質による当該動脈硬
化関連遺伝子の発現変動を抑制する化合物またはその塩
のスクリーニング方法、（２２）動脈硬化関連遺伝子を
含有することを特徴とする、修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤ
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Ｌに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質による当
該動脈硬化関連遺伝子の発現変動を抑制する化合物また
はその塩のスクリーニング用キット、（２３）動脈硬化
関連遺伝子を発現する能力を有する細胞、組織または非
ヒト哺乳動物を含有することを特徴とする、修飾ＬＤＬ
または修飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタン
パク質による当該動脈硬化関連遺伝子の発現変動を抑制
する化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（２４）動脈硬化関連遺伝子のプロモーターまたはエン
ハンサーをレポーター遺伝子に連結させたＤＮＡで形質
転換した細胞を含有することを特徴とする、修飾ＬＤＬ
または修飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタン
パク質による当該動脈硬化関連遺伝子の発現変動を抑制
する化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（２５）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のスク
リーニング方法または上記（２２）～（２４）のいずれ
かに記載のスクリーニング用キットを用いて得られる当
該動脈硬化関連遺伝子の発現変動を抑制する化合物また
はその塩、（２６）上記（２５）記載の化合物またはそ
の塩を含有してなる動脈硬化予防・治療剤、（２７）哺
乳動物に対して、上記（２５）記載の化合物またはその
塩の有効量を投与することを特徴とする動脈硬化の予防
・治療方法、（２８）動脈硬化予防・治療剤を製造する
ための上記（２５）記載の化合物またはその塩の使用な
どを提供する。
【０００７】
【発明の実施の形態】本願明細書において、動脈硬化関
連遺伝子（Atherosclerosis Related 遺伝子:ＡＲ遺伝
子）とは、動脈硬化発症に関連する遺伝子を示す。例え
ば、ICAM-1、VCAM-1などの単球が内皮下に浸潤するため
に必要な接着分子（Kume N et al., JClin Invest, 90,
 pp1138-1144, 1992）、HB-EGF（Nishi et.al., Circ R
es,80,pp668-644, 1997）、PDGF（Ochi et al., Circ R
es, 77, pp530-535,1995）、M-CSFおよびGM-CSF（Rajav
ashisth TB et al., Nature, 344, pp254-257, 1990）
などの増殖因子、MCP-1などの遊走因子（Yla-Herttuala
 et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 88, pp5252-525
6, 1991）、IL-1β、TNF-αなどの炎症性サイトカイン
（Tipping PG et al., Am J Pathol , 142, pp1721-172
8, 1993）、細胞間基質を分解するマトリックスメタロ
プロテアーゼ（MMPs）（Galis ZS et al., Ann N Y Aca
d Sci, 748, pp501-507, 1995）、スカベンジャーレセ
プターA-1（SRA-1）（Kodama T et al., Nature, 343, 
pp531-535, 1990）、CD-36（NicholsonAC et al., Arte
rioscler Thromb Vasc Biol, 15, pp269-275, 1995）、
LOX-1（Hoshikawa H et al., Biochem Biophys Res Com
mun, 245, pp841-846, 1998）などの酸化ＬＤＬ受容体
ファミリーなどを示す。さらに、ＡＲ遺伝子は、上記の
遺伝子産物に限定するものではなく、（１）文献、特許
情報で公知な遺伝子、（２）上記遺伝子産物以外に生理
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機能が未知であるが動脈硬化形成に関与することが報告
されているＬＬＰＬ（Taniyamaら；バイオケミカル・ア
ンド・バイオフィジカル・リサーチ・コミュニケーショ
ンズ（Biochem. Biophys. Res. Commun.），257：50-56
（1999））などのＡＲ遺伝子、（３）将来見出される新
規なＡＲ遺伝子なども該当する。マウスＬＬＰＬのアミ
ノ酸配列を配列番号：１に、そのＤＮＡ塩基配列を配列
番号：２に示す。また、ヒトＬＬＰＬのアミノ酸配列を
配列番号：３に、そのＤＮＡ塩基配列を配列番号：４に
示す。より好ましくは、ＡＲ遺伝子としては、トランス
ジェニックマウスやノックアウトマウスなどの遺伝子改
変マウスにおいて、動脈硬化病変形成に関与することが
示された遺伝子、あるいは細胞生物学的に証明された病
変形成に関わる内皮細胞、平滑筋細胞あるいはマクロフ
ァージ細胞における動脈硬化病変形成の機能に関与する
遺伝子が用いられる。また、本発明で用いられるＡＲ遺
伝子は、修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分子
化合物あるいはタンパク質によって発現変動を受ける遺
伝子である。発現変動には発現の増加と低下が含まれる
が、本発明では修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる
低分子化合物あるいはタンパク質によって発現が低下す
る遺伝子が好ましく用いられる。修飾ＬＤＬまたは修飾
ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質によ
って発現が低下する遺伝子としては、前記したＬＬＰＬ
などが用いられる。本願明細書において、修飾ＬＤＬと
は、酸化ＬＤＬ、糖化ＬＤＬなど（好ましくは、酸化Ｌ
ＤＬなど）を示し、酸化ＬＤＬとは、例えば、（１）哺
乳動物（例、ヒト、マウス、ラット、ブタ、ウシ、ヒツ
ジ、サルなど）の末梢血から調製して得られうるＬＤＬ
と２価金属（例、銅、マグネシウム、カルシウム、鉄な
ど、好ましくは銅）とを反応させて、（２）当該ＬＤＬ
と哺乳動物由来細胞とを接触（例、培養）させて、
（３）当該ＬＤＬと、上記２価金属および哺乳動物由来
細胞とを同時に反応させて、または（４）当該ＬＤＬと
哺乳動物由来の酸化酵素（例、リポキシゲナーゼなど）
とを接触させて、調製したＬＤＬなどを示す。糖化ＬＤ
Ｌとは、例えば、（１）哺乳動物（例、ヒト、マウス、
ラット、ブタ、ウシ、ヒツジ、サルなど）の末梢血から
調製して得られうるＬＤＬとグルコースとを接触させ
て、調製したＬＤＬなどを示す。
【０００８】本願明細書において、修飾ＬＤＬに含まれ
る低分子化合物とは、酸化ＬＤＬに含まれる低分子化合
物、糖化ＬＤＬに含まれる低分子化合物など（好ましく
は、酸化ＬＤＬに含まれる低分子化合物など）を示し、
酸化ＬＤＬに含まれる低分子化合物とは、酸化コレステ
ロール類、リゾリン脂質類、セラミド類あるいはそれら
の合成類縁体などを示す。酸化コレステロール類として
は、例えば２５-ヒドロキシコレステロール、２２-ヒド
ロキシコレステロール、７-ケトコレステロールなどが
用いられ、前述以外にはヒドロキシ体、ケト体あるいは
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エポキシ体コレステロールなどが用いられる。リゾリン
脂質類としては、例えば、１-アシル-sn-グリセロ-3-ホ
スホコリンあるいは１-アシル-sn-グリセロ-3-ホスホセ
リン、２-アシル-sn-グリセロ-３-ホスホコリンあるい
は２-アシル-sn-グリセロ-３-ホスホセリンなどが用い
られる。セラミド類としては、例えば、N-アシルスフィ
ンゴシン、セラミド-1-フォスフォコリンなどが用いら
れる。糖化ＬＤＬに含まれる低分子化合物とは、糖化リ
ン脂質類などを示す。糖化リン脂質類としては、例え
ば、糖化フォスファチジルエタノールアミン、糖化フォ
スファチジルセリンおよび糖化フォスファチジルコリン
などが用いられる。本願明細書において、修飾ＬＤＬに
含まれるタンパク質とは、酸化ＬＤＬに含まれるタンパ
ク質、糖化ＬＤＬに含まれるタンパク質など（好ましく
は、酸化ＬＤＬに含まれるタンパク質など）を示し、酸
化ＬＤＬに含まれるタンパク質とは、酸化修飾を受けた
アポリポプロテイン類などを示す。酸化アポリポプロテ
イン類としては、例えば、酸化アポリポプロテインBお
よび酸化によって生じるそのペプチド断片などが用いら
れる。糖化ＬＤＬに含まれるタンパク質とは、糖化修飾
を受けたアポリポプロテイン類などを示す。糖化アポリ
ポプロテイン類としては、例えば、糖化アポリポプロテ
インＡ－Ｉ、ＡII、Ｂ、Ｃ－Ｉ及びＥなどが用いられ
る。
【０００９】本発明のスクリーニング方法は、ＡＲ遺伝
子を用いることを特徴とするＡＲ遺伝子の発現を制御す
る活性を有する化合物またはその塩のスクリーニング方
法であり、具体的には、ＡＲ遺伝子を発現する能力を有
する細胞、組織または非ヒト哺乳動物を用いることを特
徴とする、修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分
子化合物あるいはタンパク質による当該ＡＲ遺伝子の発
現変動を抑制する化合物またはその塩のスクリーニング
方法である。さらに具体的には、本発明のスクリーニン
グ方法は、（１）ＡＲ遺伝子を発現する能力を有する細
胞、組織または非ヒト哺乳動物と修飾ＬＤＬまたは修飾
ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質とを
試験化合物の存在下および非存在下に接触させ、当該Ａ
Ｒ遺伝子ＤＮＡもしくはその相補ＤＮＡまたはその部分
ＤＮＡを用いてそれぞれの場合におけるＡＲタンパク質
をコードするｍＲＮＡ（以下、ＡＲｍＲＮＡと略称する
場合がある。）の量を測定することを特徴とする、当該
ＡＲ遺伝子の発現変動を抑制する化合物またはその塩の
スクリーニング方法（以下、スクリーニング方法Ａと略
記する）、（２）ＡＲ遺伝子を発現する能力を有する細
胞、組織または非ヒト哺乳動物と修飾ＬＤＬまたは修飾
ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質とを
試験化合物の存在下および非存在下に接触させ、それぞ
れの場合における細胞内ＡＲタンパク質または分泌され
たＡＲタンパク質（細胞外のＡＲタンパク質）の量を測
定することを特徴とする、当該ＡＲ遺伝子の発現変動を
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抑制する化合物またはその塩のスクリーニング方法（以
下、スクリーニング方法Ｂと略記する）、（３）ＡＲ遺
伝子を発現する能力を有する細胞、組織または非ヒト哺
乳動物と修飾ＬＤＬまたは修飾ＬＤＬに含まれる低分子
化合物あるいはタンパク質とを試験化合物の存在下およ
び非存在下に接触させ、それぞれの場合におけるＡＲタ
ンパク質の活性を測定することを特徴とする、当該ＡＲ
遺伝子の発現変動を抑制する化合物またはその塩のスク
リーニング方法（以下、スクリーニング方法Ｃと略記す
る）、（４）ＡＲ遺伝子のプロモーターまたはエンハン
サーをレポーター遺伝子に連結させたＤＮＡで形質転換
した細胞、組織または非ヒト哺乳動物と修飾ＬＤＬまた
は修飾ＬＤＬに含まれる低分子化合物あるいはタンパク
質とを試験化合物の存在下および非存在下に培養し、そ
れぞれの場合における該レポーター遺伝子の発現または
活性を検出することを特徴とする修飾ＬＤＬまたは修飾
ＬＤＬに含有される低分子化合物あるいはタンパク質に
よる当該ＡＲ遺伝子の発現変動を抑制する化合物または
その塩のスクリーニング方法（以下、スクリーニング方
法Ｄと略記する）である。以下に、本発明のスクリーニ
ング方法を詳細に説明する。
【００１０】本発明のスクリーニング方法Ａは、具体的
には、（ｉ）ＡＲ遺伝子を発現する能力を有する細胞、
組織または非ヒト哺乳動物を修飾ＬＤＬおよび（また
は）それに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質の
存在下に培養した場合のＡＲｍＲＮＡの量と、（ｉｉ）
ＡＲ遺伝子を発現する能力を有する細胞、組織または非
ヒト哺乳動物を修飾ＬＤＬおよび（または）それに含ま
れる低分子化合物あるいはタンパク質と試験化合物の存
在下に培養した場合のＡＲｍＲＮＡの量との比較を行う
ことを特徴とする、修飾ＬＤＬおよび（または）それに
含まれる低分子化合物あるいはタンパク質によるＡＲ遺
伝子の発現変動を抑制する化合物またはその塩のスクリ
ーニング方法である。
【００１１】ＡＲ遺伝子を発現する能力を有する細胞と
して、例えば、ヒトを含む哺乳動物、植物、微生物のい
ずれの細胞でもよく、特に哺乳動物由来の細胞が好まし
い。哺乳動物由来の細胞としては、例えば、哺乳動物由
来（ヒト、サル、ブタ、ウサギ、ラット、マウス、ハム
スターなど）の末梢血由来単球マクロファージ、腹腔マ
クロファージ、肺胞マクロファージ、大動脈マクロファ
ージ、平滑筋細胞、内皮細胞、線維芽細胞、肝細胞、樹
状細胞株などや、ＴＨＰ－１（ヒト）、Ｕ９３７（ヒ
ト）、ＨｅｐＧ２（ヒト）、Ｊ７７４（マウス）、Ｌ－
１（マウス）、ＲＡＷ２６４．７（マウス）、ＷＥＨＩ
（マウス）、Ｐ３８８Ｄ１（マウス）などの細胞株など
が挙げられる。ＡＲ遺伝子を発現する能力を有する細胞
の培養は、公知の動物細胞培養法と同様にして行われ
る。例えば、培地としては、約５～２０％の胎児牛血清
を含むＭＥＭ培地〔サイエンス（Science），１２２
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巻，５０１(１９５２)〕，ＤＭＥＭ培地〔ヴィロロジー
（Virology），８巻，３９６(１９５９)〕，ＲＰＭＩ 
１６４０培地〔ジャーナル・オブ・ザ・アメリカン・メ
ディカル・アソシエーション（The Journal of the Ame
rican Medical Association）１９９巻，５１９(１９６
７)〕，１９９培地〔プロシージング・オブ・ザ・ソサ
イエティ・フォー・ザ・バイオロジカル・メディスン
（Proceeding of the Society for the Biological Med
icine），７３巻，１(１９５０)〕等が用いられる。ｐ
Ｈは約６～８であるのが好ましい。培養は通常約３０～
４０℃で約１５～６０時間行い、必要に応じて通気や撹
拌を加えてもよい。ＡＲ遺伝子を発現する能力を有する
組織として、例えば、ヒトを含む哺乳動物または植物の
いずれの組織でもよく、特に哺乳動物由来の組織が好ま
しい。哺乳動物由来の組織としては、例えば、脳、心
臓、肺臓、膵臓、肝臓、腎臓、脾臓、精巣、卵巣、腸な
どが挙げられる。ＡＲ遺伝子を発現する能力を有する非
ヒト哺乳動物としては、例えば、マウス、ラット、ブ
タ、ウシ、ヒツジ、サルなどが用いられる。
【００１２】ｍＲＮＡの発現量の比較をハイブリダイゼ
ーション法によって行うには、公知の方法あるいはそれ
に準じる方法、例えば、モレキュラー・クローニング
（Molecular Cloning）２nd（J. Sambrook et al., Col
d Spring Harbor Lab. Press,1989）に記載の方法等に
従って行うことができる。具体的には、ＡＲｍＲＮＡの
量の測定は、公知の方法に従って細胞から抽出したＲＮ
ＡとＡＲ遺伝子をコードするＤＮＡ（ＡＲ遺伝子ＤＮ
Ａ）もしくはその相補ＤＮＡまたはその部分ＤＮＡとを
接触させ、ＡＲ遺伝子ＤＮＡまたはその相補ＤＮＡに結
合したｍＲＮＡの量を測定することによって行われる。
ＡＲ遺伝子ＤＮＡの相補ＤＮＡまたはその部分ＤＮＡ
を、例えば放射性同位元素、色素などで標識することに
よって、ＡＲ遺伝子ＤＮＡの相補ＤＮＡに結合したＡＲ
ｍＲＮＡの量が容易に測定できる。放射性同位元素とし
ては、例えば３２Ｐ、３Ｈなどが用いられ、色素として
は、例えばfluorescein、ＦＡＭ（PE Biosystems社
製）、ＪＯＥ（PE Biosystems社製）、ＴＡＭＲＡ（PE 
Biosystems社製）、ＲＯＸ（PEBiosystems社製）、Ｃｙ
５（Amersham社製）、Ｃｙ３（Amersham社製）などの蛍
光色素が用いられる。また、ＡＲｍＲＮＡの量は、細胞
から抽出したＲＮＡを逆転写酵素によってｃＤＮＡに変
換した後、ＡＲ遺伝子をコードするＤＮＡもしくはその
相補ＤＮＡまたはその部分ＤＮＡをプライマーとして用
いるＰＣＲによって、増幅されるｃＤＮＡの量を測定す
ることによって行うことができる。
【００１３】ＡＲｍＲＮＡの量の測定に用いられるＡＲ
遺伝子ＤＮＡの相補ＤＮＡとしては、ＡＲ遺伝子ＤＮＡ
（上鎖）に相補的な配列を有するＤＮＡ（下鎖）があげ
られる。ＡＲ遺伝子ＤＮＡの部分ＤＮＡとしては、例え
ばＡＲ遺伝子ＤＮＡの塩基配列中、連続した１０～１０
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００個程度、好ましくは１０～３００個程度、さらに好
ましくは１０～３０個程度の塩基から構成される塩基配
列があげられる。ＡＲ遺伝子ＤＮＡの相補ＤＮＡの部分
ＤＮＡとしては、例えば前記したＡＲ遺伝子ＤＮＡの部
分ＤＮＡに相補的な配列を有するＤＮＡがあげられる。
即ち、例えばＡＲ遺伝子ＤＮＡの塩基配列中、連続した
１０～１０００個程度、好ましくは１０～３００個程
度、さらに好ましくは１０～３０個程度の塩基から構成
される塩基配列に相補的な配列を有するＤＮＡがあげら
れる。
①修飾ＬＤＬおよび（または）それに含まれる低分子化
合物あるいはタンパク質によるＡＲｍＲＮＡの量の増加
を抑制する試験化合物または②修飾ＬＤＬおよび（また
は）それに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質に
よるＡＲｍＲＮＡの量の低下を抑制する試験化合物を、
好ましくは修飾ＬＤＬおよび（または）それに含まれる
低分子化合物あるいはタンパク質によるＡＲｍＲＮＡの
量の低下を抑制する試験化合物を、動脈硬化進展阻止ま
たは動脈硬化退縮作用を有する化合物として選択し、動
脈硬化予防・治療薬として使用することができる。ＡＲ
タンパク質がＬＬＰＬである場合は、修飾ＬＤＬおよび
（または）それに含まれる低分子化合物あるいはタンパ
ク質によるＬＬＰＬｍＲＮＡの量の低下を抑制する試験
化合物を、動脈硬化進展阻止または動脈硬化退縮作用を
有する化合物として選択し、動脈硬化予防・治療薬とし
て使用することができる。本発明のスクリーニング方法
Ａにおいて、試験化合物としては、例えば、ペプチド、
タンパク質、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生
産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液などが
挙げられ、これら化合物は新規な化合物であってもよい
し、公知の化合物であってもよい。
【００１４】本発明のスクリーニング方法Ｂは、具体的
には、（ｉ）ＡＲ遺伝子を発現する能力を有する細胞、
組織または非ヒト哺乳動物を修飾ＬＤＬおよび（また
は）それに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質の
存在下に培養した場合の細胞内または細胞外ＡＲタンパ
ク質の量と、（ｉｉ）ＡＲ遺伝子を発現する能力を有す
る細胞、組織または非ヒト哺乳動物を修飾ＬＤＬおよび
（または）それに含まれる低分子化合物あるいはタンパ
ク質と試験化合物の存在下に培養した場合の細胞内また
は細胞外ＡＲタンパク質の量との比較を行うことを特徴
とする、修飾ＬＤＬおよび（または）それに含まれる低
分子化合物あるいはタンパク質によるＡＲ遺伝子の発現
変動を抑制する化合物またはその塩のスクリーニング方
法である。
【００１５】ＡＲタンパク質の量は、例えば、ＡＲタン
パク質等に対する抗体を用いて測定することができる。
測定法は、特に制限されるべきものではなく、被測定液
中の抗原量（例えば、タンパク質量）に対応した抗体、
抗原もしくは抗体－抗原複合体の量を化学的または物理
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的手段により検出し、これを既知量の抗原を含む標準液
を用いて作製した標準曲線より算出する測定法であれ
ば、いずれの測定法を用いてもよい。例えば、ネフロメ
トリー、競合法、イムノメトリック法およびサンドイッ
チ法が好適に用いられるが、感度、特異性の点で、後に
記載するサンドイッチ法を用いるのが特に好ましい。標
識物質を用いる測定法に用いられる標識剤としては、例
えば、放射性同位元素、酵素、蛍光物質、発光物質など
が用いられる。放射性同位元素としては、例えば、〔
125Ｉ〕、〔131Ｉ〕、〔3Ｈ〕、〔14Ｃ〕などが用いら
れる。上記酵素としては、安定で比活性の大きなものが
好ましく、例えば、β－ガラクトシダーゼ、β－グルコ
シダーゼ、アルカリフォスファターゼ、パーオキシダー
ゼ、リンゴ酸脱水素酵素などが用いられる。蛍光物質と
しては、例えば、フルオレスカミン、フルオレッセンイ
ソチオシアネートなどが用いられる。発光物質として
は、例えば、ルミノール、ルミノール誘導体、ルシフェ
リン、ルシゲニンなどが用いられる。さらに、抗体ある
いは抗原と標識剤との結合にビオチン－アビジン系を用
いることもできる。
【００１６】抗原あるいは抗体の不溶化に当っては、物
理吸着を用いてもよく、また通常、タンパク質あるいは
酵素等を不溶化、固定化するのに用いられる化学結合を
用いる方法でもよい。担体としては、例えば、アガロー
ス、デキストラン、セルロースなどの不溶性多糖類、ポ
リスチレン、ポリアクリルアミド、シリコン等の合成樹
脂、あるいはガラス等が用いられる。サンドイッチ法に
おいては不溶化した抗体に被検液を反応させ（１次反
応）、さらに標識化したル抗体を反応させ（２次反応）
た後、不溶化担体上の標識剤の活性を測定することによ
り被検液中の本発明のタンパク質量を定量することがで
きる。１次反応と２次反応は逆の順序で行っても、ま
た、同時に行ってもよいし時間をずらして行ってもよ
い。標識化剤および不溶化の方法は上記のそれらに準じ
ることができる。また、サンドイッチ法による免疫測定
法において、固相用抗体あるいは標識用抗体に用いられ
る抗体は必ずしも１種類である必要はなく、測定感度を
向上させる等の目的で２種類以上の抗体の混合物を用い
てもよい。サンドイッチ法によるタンパク質等の測定法
においては、１次反応と２次反応に用いられる抗体はタ
ンパク質等の結合する部位が相異なる抗体が好ましく用
いられる。すなわち、１次反応および２次反応に用いら
れる抗体は、例えば、２次反応で用いられる抗体が、タ
ンパク質のＣ端部を認識する場合、１次反応で用いられ
る抗体は、好ましくはＣ端部以外、例えばＮ端部を認識
する抗体が用いられる。
【００１７】サンドイッチ法以外の測定システム、例え
ば、競合法、イムノメトリック法あるいはネフロメトリ
ーなどに用いることができる。競合法では、被検液中の
抗原と標識抗原とを抗体に対して競合的に反応させた
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後、未反応の標識抗原と(Ｆ）と抗体と結合した標識抗
原（Ｂ）とを分離し（Ｂ／Ｆ分離）、Ｂ，Ｆいずれかの
標識量を測定し、被検液中の抗原量を定量する。本反応
法には、抗体として可溶性抗体を用い、Ｂ／Ｆ分離をポ
リエチレングリコール、上記抗体に対する第２抗体など
を用いる液相法、および、第１抗体として固相化抗体を
用いるか、あるいは、第１抗体は可溶性のものを用い第
２抗体として固相化抗体を用いる固相化法とが用いられ
る。イムノメトリック法では、被検液中の抗原と固相化
抗原とを一定量の標識化抗体に対して競合反応させた後
固相と液相を分離するか、あるいは、被検液中の抗原と
過剰量の標識化抗体とを反応させ、次に固相化抗原を加
え未反応の標識化抗体を固相に結合させたのち、固相と
液相を分離する。次に、いずれかの相の標識量を測定し
被検液中の抗原量を定量する。また、ネフロメトリーで
は、ゲル内あるいは溶液中で抗原抗体反応の結果、生じ
た不溶性の沈降物の量を測定する。被検液中の抗原量が
僅かであり、少量の沈降物しか得られない場合にもレー
ザーの散乱を利用するレーザーネフロメトリーなどが好
適に用いられる。
【００１８】これら個々の免疫学的測定法を本発明の測
定方法に適用するにあたっては、特別の条件、操作等の
設定は必要とされない。それぞれの方法における通常の
条件、操作法に当業者の通常の技術的配慮を加えて本発
明のタンパク質等の測定系を構築すればよい。これらの
一般的な技術手段の詳細については、総説、成書などを
参照することができる〔例えば、入江  寛編「ラジオイ
ムノアッセイ」（講談社、昭和４９年発行）、入江  寛
編「続ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和５４年発
行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（医学書院、昭
和５３年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第
２版）（医学書院、昭和５７年発行）、石川栄治ら編
「酵素免疫測定法」（第３版）（医学書院、昭和６２年
発行）、「メソッズ・イン・エンザイモノジー（Method
s in ENZYMOLOGY）」 Vol. 70(Immunochemical Techniqu
es(Part A))、 同書 Vol. 73(Immunochemical Techniqu
es(Part B))、 同書 Vol. 74(Immunochemical Techniqu
es(Part C))、 同書 Vol. 84(Immunochemical Techniqu
es(Part D:Selected Immunoassays))、 同書 Vol. 92(I
mmunochemical Techniques(Part E:Monoclonal Antibod
ies and General Immunoassay Methods))、 同書 Vol. 
121(Immunochemical Techniques(Part I:Hybridoma Tec
hnology and Monoclonal Antibodies))(以上、アカデミ
ックプレス社発行)など参照〕。以上のように、ＡＲタ
ンパク質等を感度良く定量することができる。①修飾Ｌ
ＤＬおよび（または）それに含まれる低分子化合物ある
いはタンパク質による細胞内または細胞外ＡＲタンパク
質の量の増加を抑制する試験化合物または②修飾ＬＤＬ
および（または）それに含まれる低分子化合物あるいは
タンパク質による細胞内または細胞外ＡＲタンパク質の
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量の低下を抑制する試験化合物を、好ましくは修飾ＬＤ
Ｌおよび（または）それに含まれる低分子化合物あるい
はタンパク質による細胞内または細胞外ＡＲタンパク質
の量の低下を抑制する試験化合物を動脈硬化進展阻止ま
たは動脈硬化退縮作用を有する化合物として選択し、動
脈硬化予防・治療薬として使用することができる。ＡＲ
タンパク質がＬＬＰＬである場合は、修飾ＬＤＬおよび
（または）それに含まれる低分子化合物あるいはタンパ
ク質による細胞内または細胞外ＬＬＰＬの量の低下を抑
制する試験化合物を、動脈硬化進展阻止または動脈硬化
退縮作用を有する化合物として選択し、動脈硬化予防・
治療薬として使用することができる。試験化合物として
は、［００１１］記載と同様のものが使用される。細胞
の培養は、公知の動物細胞培養と同様に行うことができ
る。
【００１９】本発明のスクリーニング方法Ｃは、具体的
には、（ｉ）ＡＲ遺伝子を発現する能力を有する細胞、
組織または非ヒト哺乳動物を修飾ＬＤＬおよび（また
は）それに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質の
存在下に培養した場合のＡＲタンパク質の活性と、（ｉ
ｉ）ＡＲ遺伝子を発現する能力を有する細胞、組織また
は非ヒト哺乳動物を修飾ＬＤＬおよび（または）それに
含まれる低分子化合物あるいはタンパク質と試験化合物
の存在下に培養した場合のＡＲタンパク質の活性との比
較を行うことを特徴とする、修飾ＬＤＬおよび（また
は）それに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質に
よるＡＲ遺伝子の発現変動を抑制する化合物またはその
塩のスクリーニング方法である。ＡＲタンパク質の活性
は、ＡＲタンパク質の種類によって異なるが、例えば、
ＡＲ遺伝子がＬＬＰＬの場合は、ホスフォリピッド：コ
レステロールアシルトランスフェラーゼ活性、ホスフォ
リパーゼ活性、リゾホスフォリパーゼ活性、リゾホスフ
ァチジルコリンのホスファチジルコリンへのエステル化
活性、ホスフォリピッド：セラミドアシルトランスフェ
ラーゼ活性、ＰＡＦの加水分解活性、ＰＡＦのトランス
エステル化活性、脂肪酸エステルの加水分解活性、酸化
リン脂質の加水分解活性、酸化コレステロールのエステ
ル化活性などが挙げられる。これらの活性は自体公知の
方法に準じて、測定することができる。
①修飾ＬＤＬおよび（または）それに含まれる低分子化
合物あるいはタンパク質によるＡＲタンパク質の活性の
増加を抑制する試験化合物または②修飾ＬＤＬおよび
（または）それに含まれる低分子化合物あるいはタンパ
ク質によるＡＲタンパク質の活性の低下を抑制する試験
化合物を、好ましくは修飾ＬＤＬおよび（または）それ
に含まれる低分子化合物あるいはタンパク質によるＡＲ
タンパク質の活性の低下を抑制する試験化合物を動脈硬
化進展阻止または動脈硬化退縮作用を有する化合物とし
て選択し、動脈硬化予防・治療薬として使用することが
できる。ＡＲタンパク質がＬＬＰＬである場合は、修飾
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ＬＤＬおよび（または）それに含まれる低分子化合物あ
るいはタンパク質によるＡＲタンパク質の活性の低下を
抑制する試験化合物を動脈硬化進展阻止または動脈硬化
退縮作用を有する化合物として選択し、動脈硬化予防・
治療薬として使用することができる。試験化合物として
は、［００１１］記載と同様のものが使用される。細胞
の培養は、公知の動物細胞培養と同様に行うことができ
る。
【００２０】本発明のスクリーニング方法Ｄは、具体的
には、ＡＲ遺伝子のプロモーターまたはエンハンサー領
域を、適当なレポーター遺伝子の上流に連結させたＤＮ
Ａで形質転換した細胞（例えば、軟骨細胞、繊維芽細胞
（例、マウス繊維芽細胞株Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２）、筋芽
細胞（例、マウス筋芽細胞株Ｃ２Ｃ１２）などを試験化
合物の存在下で培養し、ＡＲ遺伝子の発現に代えてレポ
ーター遺伝子の発現（例、発現量または活性）を検出す
ることを特徴とする、修飾ＬＤＬおよび（または）それ
に含まれる低分子化合物あるいはタンパク質によるレポ
ータ遺伝子の発現変動を抑制する化合物またはその塩の
スクリーニング方法、ひいては修飾ＬＤＬおよび（また
は）それに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質に
よるＡＲ遺伝子の発現変動を抑制する化合物またはその
塩のスクリーニング方法である。ＡＲ遺伝子のプロモー
ターまたはエンハンサー領域としては、公知のものであ
ってもよいし、ゲノムＤＮＡからクローニングしたもの
であってもよい。レポーター遺伝子としては、例えば、
β－ガラクトシダーゼ遺伝子（ｌａｃＺ）、クロラムフ
ェニコールアセチルトランスフェラーゼ遺伝子（ｃａ
ｔ）、ルシフェラーゼ遺伝子可溶性アルカリフォスファ
ターゼ遺伝子など用いられる。レポーター遺伝子産物
（例、ｍＲＮＡ、タンパク質）の発現量または活性を公
知の方法を用いて測定することによって、修飾ＬＤＬお
よび（または）それに含まれる低分子化合物あるいはタ
ンパク質によって低下したレポーター遺伝子産物の発現
量または活性を増加する試験化合物をＡＲ遺伝子のプロ
モーターまたはエンハンサーの活性を制御（特に促進）
する作用を有する化合物、すなわちＡＲ遺伝子の発現を
促進する化合物として選択できる。逆に、修飾ＬＤＬお
よび（または）それに含まれる低分子化合物あるいはタ
ンパク質で増加したレポーター遺伝子産物の量または活
性を減少させる試験化合物をＡＲ遺伝子のプロモーター
またはエンハンサーの活性を制御（特に阻害）する作用
を有する化合物、すなわちＡＲ遺伝子の発現を抑制する
化合物として選択することができる。ＡＲタンパク質が
ＬＬＰＬである場合は、修飾ＬＤＬおよび（または）そ
れに含まれる低分子化合物あるいはタンパク質によるレ
ポーター遺伝子産物の発現量または活性の低下を抑制す
る試験化合物を、ＡＲ遺伝子のプロモーターまたはエン
ハンサーの活性を促進する作用を有する化合物、すなわ
ちＡＲ遺伝子の発現を促進し、動脈硬化進展阻止または
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動脈硬化退縮作用を有する化合物として選択し、動脈硬
化予防・治療薬として使用することができる。試験化合
物としては、［００１１］記載と同様のものが使用され
る。細胞の培養は、公知の動物細胞培養と同様に行うこ
とができる。また、レポーター遺伝子の代わりに、ネオ
マイシン耐性遺伝子、ハイグロマイシン耐性遺伝子など
の薬剤耐性遺伝子を挿入し、細胞の生存数を指標とし
て、スクリーニング方法Ｄを実施することもできる。
【００２１】本発明のスクリーニング方法で選択される
化合物、修飾ＬＤＬなどによるＡＲ遺伝子の発現変動を
抑制する化合物またはその塩（好ましくは、医薬上許容
される塩）は、哺乳動物（ヒト、サル、ブタ、ウサギ、
ラット、マウス、ハムスターなど）に対する脱泡沫化促
進作用、動脈硬化抑制作用、動脈硬化退縮作用などを有
しているので、動脈硬化予防・治療薬、脱泡沫化促進
剤、動脈硬化抑制剤、動脈硬化退縮剤などの医薬として
使用することができる。さらに、これら化合物またはそ
の塩は、リピド・リッチ・プラーク退縮作用を有するの
で、哺乳動物に対する急性心筋梗塞、不安定狭心症等の
急性冠動脈症候群、末梢動脈閉塞症、および経皮的冠動
脈形成術（ＰＴＣＡ）後の再狭搾の予防・治療薬として
も有用である。本発明の医薬組成物は、自体公知の製剤
化技術に従って、要すれば公知の賦形剤、担体を用い、
例えば、経口投与用、非経口投与用の固体または液体の
医薬組成物とし、哺乳動物に投与することができる。そ
の投与量は、選択した個々の化合物に応じて、適宜選択
することができる。より具体的には、選択された化合物
またはその塩は、経口的に、または非経口的に、注射、
点滴、吸入法、直腸投入または局所投与により用いるこ
とができ、そのまま、あるいは医薬品組成物の製剤（例
えば、粉末、顆粒、錠剤、ピル剤、カプセル剤、注射
剤、シロップ剤、エマルジョン剤、エリキシル剤、懸濁
剤、溶液剤など）として用いることができる。すなわち
化合物またはその塩を単独で、あるいは医薬として許容
される担体（アジュバンド剤、賦形剤、補形剤及び／又
は希釈剤など）と混合して用いることができる。
【００２２】これら医薬組成物は通常の方法に従って製
剤化することができる。かかる製剤は通常活性成分を賦
型剤、希釈剤，担体等の添加剤と混合／練合することに
より製造することができる。本明細書において、非経口
とは、皮下注射、静脈内注射、筋肉内注射、腹腔内注射
あるいは点滴法などを含むものである。注射用調剤、例
えば、無菌注射用水性懸濁物または油性懸濁物は、適当
な分散化剤または湿化剤及び懸濁化剤を用いて当該分野
で知られた方法で調製されうる。その無菌注射用調剤
は、また、例えば水溶液などの非毒性の非経口投与する
ことのできる希釈剤あるいは溶剤中の無菌の注射のでき
る溶液または懸濁液であってよい。使用することのでき
るベヒクルあるいは溶剤として許されるものとしては、
水、リンゲル液、等張食塩液などがあげられる。さら
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に、通常溶剤または懸濁化溶媒として無菌の不揮発性油
も用いられうる。このためには、いかなる不揮発性油も
脂肪酸も使用でき、天然または合成もしくは半合成の脂
肪性油又は脂肪酸、そして天然または合成もしくは半合
成のモノ、ジまたはトリグリセリド類も含められる。直
腸投与用の座剤は、その薬物と適当な非刺激性の補形
剤、例えば、ココアバターやポリエチレングリコール類
といった常温では固体であるが腸管の温度では液体で、
直腸内で融解し、薬物を放出するものなどと混合して製
造されることができる。また、適当な基剤（例、酪酸の
重合体、グリコール酸の重合体、酪酸-グリコール酸の
共重合体、酪酸の重合体とグリコール酸の重合体との混
合物、ポリグリセロール脂肪酸エステル等）と組合わせ
徐放性製剤とすることも有効である。
【００２３】経口投与用の固形投与剤型としては、粉
剤、顆粒剤、錠剤、ピル剤、カプセル剤などの上記した
ものがあげられる。そのような剤型の製剤は、活性成分
化合物と、少なくとも一つの添加物、例えば、ショ糖、
乳糖（ラクトース）、セルロース糖、マンニトール（Ｄ
－マンニトール）、マルチトール、デキストラン、デン
プン類（例、コーンスターチ）、微結晶セルロース、寒
天、アルギネート類、キチン類、キトサン類、ペクチン
類、トラガントガム類、アラビアゴム類、ゼラチン類、
コラーゲン類、カゼイン、アルブミン、合成又は半合成
のポリマー類又はグリセリド類とを混合及び／又は練合
することにより製造することができる。そのような剤型
物はまた、通常の如く、さらなる添加物を含むことがで
き、例えば不活性希釈剤、ステアリン酸マグネシウムな
どの滑沢剤、パラベン類、ソルビン酸などの保存剤、ア
スコルビン酸、α－トコフェロール、システインなどの
抗酸化剤、崩壊剤（例、クロスカルメロースナトリウ
ム）、結合剤（例、ヒドロキシプロピルセルロース）、
増粘剤、緩衝化剤、甘味付与剤、フレーバー付与剤、パ
ーフューム剤などがあげられる。錠剤及びピル剤はさら
にエンテリックコーティングされて製造されることもで
きる。経口投与用の液剤は、医薬として許容されるエマ
ルジョン剤、シロップ剤、エリキシル剤、懸濁剤、溶液
剤などがあげられ、それらは当該分野で普通用いられる
不活性希釈剤、例えば水及び必要により添加物を含んで
いてよい。これら経口用液剤は、活性成分化合物と不活
性希釈剤、及び必要により他の添加剤を混合する等慣用
方法に従い製造することができる。経口投与剤では、剤
形にもよるが、通常約０.０１～９９Ｗ％、好ましくは
約０.１～９０Ｗ％通常約０.５～５０Ｗ％の活性成分化
合物を配合するのがよい。ある特定の患者の投与量は、
年令、体重、一般的健康状態、性別、食事、投与時間、
投与方法、排泄速度、薬物の組み合わせ、患者のその時
に治療を行っている病状の程度に応じ、それらあるいは
その他の要因を考慮して決められる。これら医薬組成物
の１日あたりの投与量は、患者の状態や体重、化合物の
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種類、投与経路等によって異なるが、例えば、動脈硬化
抑制薬として使用する場合、成人（体重約６０kgとし
て）１日当たりの投与量は、経口剤の場合、有効成分と
して約１～５００mg、好ましくは約１０～２００mgであ
り、非経口剤の場合、有効成分として約０.１～１００m
g、好ましくは約１～５０mg、通常約１～２０mgであ
る。
【００２４】これらの疾患の治療において、本発明のス
クリーニング方法で選択選択される化合物またはその塩
は単独で治療のために使用されてもよく、またはその他
の脂質低下薬またはコレステロール低下薬、心筋保護
薬、冠動脈疾患治療薬、糖尿病治療薬、甲状腺機能低下
治療薬、ネフローゼ症候群治療薬または慢性腎不全治療
薬を含む他の医薬成分と共に使用されてもよく、この場
合、これらの化合物は経口製剤として投与されることが
好ましく、また必要により直腸製剤として坐薬の形態で
投与されてもよい。この場合の可能な組み合わせ成分
は、例えばフィブレート類〔例、クロフィブレート、ベ
ンザフィブレート、ジェムフィプロジル等〕；ニコチン
酸、その誘導体および類縁体〔例、アシピモックスおよ
びプロブコール〕；胆汁酸結合樹脂〔例、コレスチラミ
ン、コレスチポール等〕；コレステロール吸収を抑制す
る化合物〔例、シトステロールやネオマイシン等〕；コ
レステロール生合成を阻害する化合物〔例、ロバスタチ
ン、シンバスタチン、プラバスタチン等のＨＭＧ－Ｃｏ
Ａ還元酵素阻害薬〕；スクアレン合成酵素阻害薬〔例、
ＥＰ０５６７０２６公報、ＷＯ９７／１０２２４公報等
に記載のベンゾオキサゼピン誘導体等〕スクアレンエポ
キシダーゼ阻害薬〔例、ＮＢ－５９８および類縁化合物
等〕が挙げられる。更に別の可能な組み合わせ成分は、
オキシドスクアレン－ラノステロールサイクラーゼ、例
えばデカリン誘導体、アザデカリン誘導体およびインダ
ン誘導体である。
糖尿病治療薬：アクトス、ロジグリダソン、キネダッ
ク、ベンフィル、ヒューマリン、オイグルコン、グリミ
クロン、ダオニール、ノボリン、モノタード、インシュ
リン類、グルコバイ、ジメリン、ラスチノン、バシルコ
ン、デアメリンＳ、イスジリン類；
甲状腺機能低下症治療薬：乾燥甲状腺（チレオイド）、
レボチロキシンナトリウム（チラージンＳ）、リオチロ
ニジンナトリウム（サイロニン、チロミン）；ネフロー
ゼ症候群治療薬：プレドニゾロン（プレドニン）、コハ
ク酸プレドニゾロンナトリウム（プレドニン）、コハク
酸メチルプレドニゾロンナトリウム（ソル・メドロー
ル）、ベタメタゾン（リンデロン）；
抗凝固療法剤：ジピリダモール（ベルサンチン）、塩酸
ジラゼプ（コメリアン）、チロピジン、クロビドグレ
ル、Ｘａ阻害剤；
慢性腎不全治療薬：利尿薬〔例、フロセミド（ラシック
ス）、ブメタニド（ルネトロン）、アゾセミド（ダイア
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ート）〕、降圧薬（例、ＡＣＥ阻害薬、（マレイン酸エ
ナラプリル（レニベース））及びＣa 拮抗薬（マニジピ
ン）、α受容体遮断薬、ＡＩＩ拮抗薬（カンデサルタ
ン）などと組み合わせて、投与する際、好ましくは経口
投与で使用し得る。
【００２５】さらに、本発明のスクリーニング方法で選
択される化合物またはその塩は、リピド・リッチ・プラ
ーク退縮作用を有するので、血栓形成の予防・治療薬と
しても有用である。その際それらは単独で、または既知
の下記治療薬と組み合わせて、好ましくは経口投与で使
用し得る。
血栓形成予防治療薬：血液凝固阻止薬〔例、ヘパリンナ
トリウム、ヘパリンカルシウム、ワルファリンカルシウ
ム（ワーファリン）、Ｘａ阻害薬〕、血栓溶解薬〔例、
ｔＰＡ、ウロキナーゼ〕、抗血小板薬〔例、アスピリ *
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*ン、スルフィンピラゾロ（アンツーラン）、ジピリダモ
ール（ペルサンチン）、チクロピジン（パナルジン）、
シロスタゾール（プレタール）、ＧＰIIb/IIIa拮抗薬
（レオプロ）〕；
冠血管拡張薬：ニフェジピン、ジルチアゼム、ニコラジ
ル、唖硝酸剤；
心筋保護薬：心臓ＡＴＰ－Ｋ用口薬、エンドセリン拮抗
薬、ウロテンシン拮抗薬。
【００２６】本明細書において、塩基やアミノ酸などを
略号で表示する場合、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ  Commision 
on Biochemical Nomenclature による略号あるいは当該
分野における慣用略号に基づくものであり、その例を下
記する。またアミノ酸に関し光学異性体があり得る場合
は、特に明示しなければＬ体を示すものとする。

  ＤＮＡ          ：デオキシリボ核酸
  ｃＤＮＡ        ：相補的デオキシリボ核酸
    Ａ            ：アデニン
    Ｔ            ：チミン
    Ｇ            ：グアニン
    Ｃ            ：シトシン
  ＲＮＡ          ：リボ核酸
  ｍＲＮＡ        ：メッセンジャーリボ核酸
  Ｇｌｙ ：グリシン
  Ａｌａ ：アラニン
  Ｖａｌ ：バリン
  Ｌｅｕ ：ロイシン
  Ｉｌｅ ：イソロイシン
  Ｓｅｒ ：セリン
  Ｔｈｒ ：スレオニン
  Ｃｙｓ ：システイン
  Ｍｅｔ ：メチオニン
  Ｇｌｕ ：グルタミン酸
  Ａｓｐ ：アスパラギン酸
  Ｌｙｓ ：リジン
  Ａｒｇ ：アルギニン
  Ｈｉｓ ：ヒスチジン
  Ｐｈｅ ：フェニルアラニン
  Ｔｙｒ ：チロシン
  Ｔｒｐ ：トリプトファン
  Ｐｒｏ ：プロリン
  Ａｓｎ ：アスパラギン
  Ｇｌｎ ：グルタミン

【００２７】本明細書の配列表の配列番号は、以下の配
列を示す。
〔配列番号：１〕マウス由来ＬＬＰＬのアミノ酸配列を
示す。
〔配列番号：２〕マウス由来ＬＬＰＬをコードするＤＮ
Ａの塩基配列を示す。
〔配列番号：３〕ヒト由来ＬＬＰＬのアミノ酸配列を示

す。
〔配列番号：４〕ヒト由来ＬＬＰＬをコードするＤＮＡ
の塩基配列を示す。
〔配列番号：５〕実施例１で用いたマウス・プライマー
を示す。
〔配列番号：６〕実施例１で用いたマウス・プライマー
を示す。
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〔配列番号：７〕実施例１で用いたマウス・プローブを
示す。
〔配列番号：８〕実施例５で用いたマウス・プライマー
を示す。
〔配列番号：９〕実施例５で用いたマウス・プライマー
を示す。
〔配列番号：１０〕実施例５で用いたマウス・プローブ
を示す。
【００２８】
【実施例】以下に実施例および製剤例を挙げて本発明を
さらに詳しく説明するが、本発明はこれらに限定される
ものではない。
【００２９】実施例１  酸化ＬＤＬによるＬＬＰＬ発現
低下の確認
袴田らの方法（実験医学別冊 vol.14、No. 12、循環研
究プロトコール、pp.49-52 (1996)）に従い、チオグリ
コレート刺激後のＣ５７ＢＬ/６Ｊマウスより腹腔マク
ロファージを調製した。ＬＤＬは山村らの方法（新生化
学実験講座４、pp.187-206（1993））に従い、ウサギ血
清より調整後、袴田らの方法（細胞工学別冊 医学実験 *
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*マニュアルシリーズ ２、動脈硬化＋高脂血症研究スト
ラテジー、pp.36-41（1996））に従い酸化ＬＤＬを調製
した。腹腔マクロファージ細胞は酸化ＬＤＬ含有DMEM―
２５ｍＭ  ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７）培地を用いて２４時間
培養した。所定時間培養した細胞からRNeasy Mini Kit
（QIAGEN社）を用いてトータルRNAを調製後、TaqMan Re
verse Transcription Reagents（Applied Biosystems
社）を用いてｃDNAを調製した。調製したｃDNAを鋳型と
して、配列番号：５及び配列番号：６のオリゴマーをプ
ライマーとして、また、配列番号：７のオリゴマーをプ
ローブ（5’-FAM-TAATGATGCTGGCAGACCTGACGCTC-Tamra-
3’）として用いTaqMan  PCR法によりＬＬＰＬのコピー
数を求めた。また、TaqMan Rodent GAPDH Control Reag
ents (VIC Probe) （Applied Biosystems社）を用いてT
aqMan  PCR法によりGAPDHのコピー数を求め、GAPDH比と
してＬＬＰＬコピー数を補正しベヒクル添加と比較検討
を行った。なお、ベヒクルはPBSを用いた。結果を表１
に示す。
【００３０】
【表１】

【００３１】表１に示すように、ＬＬＰＬ発現量はＬＤ
Ｌでは変動しないが、酸化ＬＤＬにより用量依存性の低
下を示すことが明らかとなった。このことから、ＬＬＰ
Ｌは酸化ＬＤＬ特異的に発現変動する遺伝子であること
が分かった。
【００３２】実施例２  酸化コレステロール（２５－ハ
イドロキシコレステロール）によるＬＬＰＬ発現低下の
確認
実施例１と同様に調製したマウス腹腔マクロファージ細

胞を、被検化合物を含有するDMEM―２５ｍＭ  ＨＥＰＥ
Ｓ（ｐＨ７）培地を用いて２４時間まで培養した。実施
例１と同様にトータルRNA、ｃDNAを調製後、TaqMan PCR
法にてＬＬＰＬ発現量の定量を行い、GAPDH発現量によ
り補正しベヒクル添加と比較検討した。なお、ベヒクル
はエタノールを用いた。結果を表２に示す。
【００３３】
【表２】
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【００３４】表２に示すように、酸化ＬＤＬに含まれる
代表的な酸化コレステロールである２５－ハイドロキシ
コレステロールによりＬＬＰＬ発現が用量依存的に低下
することが明らかとなった。
【００３５】実施例３  リゾリン脂質（L-α-パルミト
イルリゾフォスファチヂルコリン）によるＬＬＰＬ発現
低下の確認
実施例１と同様に調製したマウス腹腔マクロファージ細*
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*胞を、被検化合物を含有するDMEM―２５ｍＭ  ＨＥＰＥ
Ｓ（ｐＨ７）培地を用いて２４時間まで培養した。実施
例１と同様にトータルRNA、ｃDNAを調製後、TaqMan PCR
法にてＬＬＰＬ発現量の定量を行い、GAPDH発現量によ
り補正しベヒクル添加と比較検討した。なお、ベヒクル
はエタノールを用いた。結果を表３に示す。
【００３６】
【表３】

【００３７】表３が示すように、酸化ＬＤＬに含まれる
代表的なリゾリン脂質であるL-α-パルミトイルリゾフ
ォスファチヂルコリンによりＬＬＰＬ発現が低下するこ
とが明らかとなった。
【００３８】実施例４  酸化ＬＤＬによるＬＬＰＬタン
パク質低下の確認
実施例１と同様に調製したマウス腹腔マクロファージ細
胞を、被検物質を含有するDMEM―２５ｍＭ  ＨＥＰＥＳ
（ｐＨ７）培地を用いて２４時間培養した。さらに、新
たな被検物質を含有するDMEM―２５ｍＭ  ＨＥＰＥＳ
（ｐＨ７）培地に交換しさらに７２時間培養した。i) 
遠心分離により細胞などを除いた培養上清にSDSを添加
し最終濃度0.11％として１００℃、２分処理したものを
免沈サンプルとした。ii) また、細胞を溶解緩衝液（２
０ｍMＴｒｉｓ―１５０ｍＭＮａＣｌ―０．１％ＳＤＳ
―０．１％ＮａＮ３、ｐＨ７．４）で溶解後、１００
℃、２分処理したものを免沈サンプルとした。免疫沈
降、ウェスタン解析は定法に従って行った。ＬＬＰＬの
免疫沈降にはＰＣＬ０２ポリクローナル抗体、ＬＬＰＬ
タンパクの検出にはｍ１Ｇ抗体を用いた。ＬＬＰＬの定
量はアルカリフォスファターゼで発色したＬＬＰＬのバ
ンドをデンシトメトリックに解析し、数値化し検討し
た。結果を表４に示す。
【００３９】
【表４】 *

*【００４０】表４が示すように、酸化ＬＤＬ特異的に細
胞内ＬＬＰＬ及び分泌ＬＬＰＬタンパク量が２分の１以
下に低下することが明らかとなった。
【００４１】実施例５  ヒト大動脈内皮細胞における酸
化ＬＤＬによるＬＬＰＬ発現低下の確認
Clonetics社が提供する正常ヒト大動脈血管内皮細胞を
使用した。また、酸化ＬＤＬは実施例１と同様な方法で
調製した。  正常ヒト大動脈内皮細胞は酸化ＬＤＬ含有
EGM-2 SingleQuots添加EBM-2培地（Clonetics社）を用
いて２４時間培養した。所定時間培養した細胞からRNea
sy Mini Kit（QIAGEN社）を用いてトータルRNAを調製
後、TaqMan Reverse Transcription Reagents（Applied
 Biosystems社）を用いてｃDNAを調製した。調製したｃ
DNAを鋳型として、配列番号：８及び配列番号：９のオ
リゴマーをプライマーとして、また、配列番号：１０の
オリゴマーをプローブ（5’-FAM-TGGAGTTCCTGGACCCCAGC
AAAA-Tamra-3’）として用いTaqMan  PCR法によりＬＬ
ＰＬのコピー数を求めた。また、TaqMan GAPDH Control
 Reagents（Applied Biosystems社）を用いてTaqMan  P
CR法によりGAPDHのコピー数を求め、GAPDH比としてＬＬ
ＰＬコピー数を補正しベヒクル添加と比較検討を行っ
た。なお、ベヒクルはPBSを用いた。結果を表５に示す
【００４２】
【表５】
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【００４３】表５に示すように、ＬＬＰＬ発現量は酸化
ＬＤＬにより低下を示すことが明らかとなった。このこ
とから、ヒト大動脈内皮細胞においてもＬＬＰＬは酸化
ＬＤＬにより発現変動する遺伝子であることが分かっ
た。
【００４４】実施例６  マウス腹腔マクロファージ細胞
における糖化ＬＤＬによるＬＬＰＬ発現低下の確認
実施例１と同様な手法でＣ５７ＢＬ/６Ｊマウスから腹
腔マクロファージを調製する。ＬＤＬは山村らの方法
（新生化学実験講座４、pp.187-206（1993））に従い、
ウサギ血清より調整後、袴田らの方法（細胞工学別冊 
医学実験マニュアルシリーズ ２、動脈硬化＋高脂血症
研究ストラテジー、pp.36-41（1996））に従い糖化ＬＤ
Ｌを調製する。糖化ＬＤＬ含有DMEM―２５ｍＭ  ＨＥＰ*
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*ＥＳ（ｐＨ７）培地を用いて２４時間培養した腹腔マク
ロファージ細胞からRNeasy Mini Kit（QIAGEN社）を用
いてトータルRNAを調製し、TaqMan Reverse Transcript
ion Reagents（Applied Biosystems社）を用いてｃDNA
を調製する。調製したｃDNAを鋳型として、TaqMan  PCR
法によりＬＬＰＬのコピー数を求める。また、TaqManRo
dent GAPDH Control Reagents (VIC Probe) （Applied 
Biosystems社）を用いてTaqMan  PCR法によりGAPDHのコ
ピー数を求め、GAPDH比としてＬＬＰＬコピー数を補正
しベヒクル添加と比較検討を行う。なお、ベヒクルはPB
Sを用いる。このような手法を用いることで、糖化ＬＤ
ＬによるＬＬＰＬ発現低下の確認を行う。
【００４５】

製剤例１  カプセル剤
（１）化合物Ａ                                           １０ｍｇ
（２）ラクトース                                      ９０ｍｇ
（３）微結晶セルロース                                ７０ｍｇ
（４）ステアリン酸マグネシウム                        １０ｍｇ
                                        １カプセル  １８０ｍｇ

（１）、（２）および（３）の各全量ならびに（４）の
１／２量を混和した後、顆粒化した。これに残りの
（４）を加え、全体をゼラチンカプセルに封入してカプ*

*セル剤を得た。
【００４６】

製剤例２  錠剤
（１）化合物Ａ                                           １０ｍｇ
（２）ラクトース                                      ３５ｍｇ
（３）コーンスターチ                                １５０ｍｇ
（４）微結晶セルロース                                ３０ｍｇ
（５）ステアリン酸マグネシウム                          ５ｍｇ
                                        １錠        ２３０ｍｇ

（１）、（２）および（３）の各全量、（４）の２／３
量ならびに（５）の１／２量を混和後、顆粒化した。残
りの（４）および（５）をこの顆粒に加えて錠剤に加圧

成形した
【００４７】

製剤例３  注射剤
（１）化合物Ａ                                           １０ｍｇ
（２）イノシット                                    １００ｍｇ
（３）ベンジルアルコール                              ２０ｍｇ
                                        １アンプル  １３０ｍｇ

（１）、（２）および（３）を全量２ｍｌになるよう
に、注射用蒸留水に溶かし、アンプルに封入した。全工
程は無菌状態で行った。上記の製剤例１～３における化

合物Ａは、本発明のスクリーニング方法で選択される化
合物またはその塩を指す。
【００４８】
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【発明の効果】本発明の修飾ＬＤＬ及びそれに含まれる
低分子化合物あるいはタンパク質による動脈硬化関連遺
伝子の発現変動を抑制する化合物及びその塩のスクリー
ニング方法などにより、動脈硬化予防または動脈硬化治

30
療薬を効率良く選択することができる。
【００４９】
【配列表】

[Sequence Listing]
<110> Takeda Chemical Industrie
s, Ltd.
<120> A Screening for a medicine
 for preventing or treating arterioscl
er
osis
<130> B02399
<150> JP 2002-12216
<151> 2002-1-21
<160> 10
<210> 1
<211> 412
<212> PRT
<213> Mouse
<400> 1
Met Asp Arg His Leu Cys Thr Cys Arg Glu 
Thr Gln Leu Arg Ser Gly
                  5                  10                 15 
Leu Leu Leu Pro Leu Phe Leu Leu Met Met 
Leu Ala Asp Leu Thr Leu
             20                  25                  30 
Pro Ala Gln Arg His Pro Pro Val Val Leu 
Val Pro Gly Asp Leu Gly
         35                  40                  45 
Asn Gln Leu Glu Ala Lys Leu Asp Lys Pro 
Lys Val Val His Tyr Leu
     50                  55                  60 
Cys Ser Lys Lys Thr Asp Ser Tyr Phe Thr 
Leu Trp Leu Asn Leu Glu
65                   70                  75                  80

Leu Leu Leu Pro Val Ile Ile Asp Cys Trp 
Ile Asp Asn Ile Arg Leu
                 85                  90                  95 
Val Tyr Asn Arg Thr Ser Arg Ala Thr Gln 
Phe Pro Asp Gly Val Asp
            100                 105                 110 
Val Arg Val Pro Gly Phe Gly Glu Thr Phe 
Ser Met Glu Phe Leu Asp
        115                 120                 125 
Pro Ser Lys Arg Asn Val Gly Ser Tyr Phe 
Tyr Thr Met Val Glu Ser
    130                 135                 140 
Leu Val Gly Trp Gly Tyr Thr Arg Gly Glu 
Asp Val Arg Gly Ala Pro
145                 150                 155                 1
60
Tyr Asp Trp Arg Arg Ala Pro Asn Glu Asn 
Gly Pro Tyr Phe Leu Ala
                165                 170                 175 
Leu Arg Glu Met Ile Glu Glu Met Tyr Gln 
Met Tyr Gly Gly Pro Val
            180                 185                 190 
Val Leu Val Ala His Ser Met Gly Asn Val 
Tyr Met Leu Tyr Phe Leu
        195                 200                 205 
Gln Arg Gln Pro Gln Val Trp Lys Asp Lys 
Tyr Ile His Ala Phe Val
    210                 215                 220 
Ser Leu Gly Ala Pro Trp Gly Gly Val Ala 
Lys Thr Leu Arg Val Leu
225                 230                 235                 2
40
Ala Ser Gly Asp Asn Asn Arg Ile Pro Val 
Ile Gly Pro Leu Lys Ile
                245                 250                 255 
Arg Glu Gln Gln Arg Ser Ala Val Ser Thr 
Ser Trp Leu Leu Pro Tyr
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            260                 265                 270 
Asn His Thr Trp Ser His Glu Lys Val Phe 
Val Tyr Thr Pro Thr Thr
        275                 280                 285 
Asn Tyr Thr Leu Arg Asp Tyr His Arg Phe 
Phe Arg Asp Ile Gly Phe
    290                 295                 300 
Glu Asp Gly Trp Phe Met Arg Gln Asp Thr 
Glu Gly Leu Val Glu Ala
305                 310                 315                 3
20
Met Thr Pro Pro Gly Val Glu Leu His Cys 
Leu Tyr Gly Thr Gly Val
                325                 330                 335 
Pro Thr Pro Asn Ser Phe Tyr Tyr Glu Ser 
Phe Pro Asp Arg Asp Pro
            340                 345                 350 
Lys Ile Cys Phe Gly Asp Gly Asp Gly Thr 
Val Asn Leu Glu Ser Val
        355                 360                 365 
Leu Gln Cys Gln Ala Trp Gln Ser Arg Gln 
Glu His Arg Val Ser Leu
    370                 375                 380 
Gln Glu Leu Pro Gly Ser Glu His Ile Glu 
Met Leu Ala Asn Ala Thr
385                 390                 395                 4
00
Thr Leu Ala Tyr Leu Lys Arg Val Leu Leu 
Glu Pro
                405                 410 
<210> 2
<211> 1236
<212> DNA
<213> Mouse
<400> 2
atggatcgcc atctctgcac ctgtcgcgag accc
agctcc ggagtggcct cctgttacct   60
ctgtttctac taatgatgct ggcagacctg acgc
tcccgg cccaacgtca ccccccggtg  120
gtgctggtgc ctggtgattt gggtaaccag ttgg
aagcaa agctggataa gccaaaggtt  180
gtacactacc tttgctccaa gaagacggac agct
acttca cactctggct gaatctggaa  240
ctgcttctgc ctgttatcat tgactgctgg attg
acaata tcaggctggt ttacaacaga  300
acatctcggg ccacccagtt tcccgatggt gtgg
acgtgc gtgtccctgg ctttggggaa  360
acattttcta tggaattcct agaccccagc aaga
ggaatg tgggttccta tttctacact  420
atggtggaga gccttgtggg ctggggctac acac
ggggtg aagacgttcg aggtgctccc  480
tatgattggc ggcgagcccc aaatgaaaac gggc
cctact tcttggccct gcgagagatg  540
atcgaggaga tgtaccagat gtatgggggc cccg
tggtgc tggtcgccca cagcatgggc  600
aacgtgtaca tgctctactt tctgcagcgg cagc
cacaag tctggaagga caaatatatc  660
catgccttcg tctcactggg ggcgccctgg gggg
gcgtgg ccaagacgct gcgtgtcctg  720
gcctcaggag acaacaatcg cattcccgtc attg
ggccac tgaagatccg ggaacagcag  780
cgatctgccg tctctaccag ctggctactg ccat
acaacc acacttggtc acatgaaaag  840
gtatttgtat acacacccac gactaactac acgc
tccggg actatcaccg gttcttccgg  900
gacatcggtt tcgaagatgg ctggttcatg cggc
aggaca cagaagggct ggttgaagcc  960
atgacgccac ccggggtgga gctgcactgc ttgt
atggca ctggtgttcc cacgccaaac 1020
tctttctact acgagagctt tcctgatcgg gacc
ccaaaa tctgcttcgg cgatggtgac 1080
ggcacggtga acctggagag cgtcctgcag tgcc
aagcct ggcagagccg ccaagagcac 1140
agagtatcat tgcaggagct gccgggaagc gagc
acattg agatgctagc caatgccacc 1200
accttggctt atctgaaacg tgtgcttctg gaac
ct                           1236
<210> 3
<211> 379
<212> PRT
<213> Human
<400> 3
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Ala Gly Arg His Pro Pro Val Val Leu Val 
Pro Gly Asp Leu Gly Asn
                 5                   10                  15    
Gln Leu Glu Ala Lys Leu Asp Lys Pro Thr 
Val Val His Tyr Leu Cys
             20                  25                  30        
Ser Lys Lys Thr Glu Ser Tyr Phe Thr Ile 
Trp Leu Asn Leu Glu Leu
         35                  40                  45            
Leu Leu Pro Val Ile Ile Asp Cys Trp Ile 
Asp Asn Ile Arg Leu Val
     50                  55                  60                
Tyr Asn Lys Thr Ser Arg Ala Thr Gln Phe 
Pro Asp Gly Val Asp Val
 65                  70                  75                  80

Arg Val Pro Gly Phe Gly Lys Thr Phe Ser 
Leu Glu Phe Leu Asp Pro
                 85                  90                  95    
Ser Lys Ser Ser Val Gly Ser Tyr Phe His 
Thr Met Val Glu Ser Leu
            100                 105                 110      
  
Val Gly Trp Gly Tyr Thr Arg Gly Glu Asp 
Val Arg Gly Ala Pro Tyr
        115                 120                 125          
  
Asp Trp Arg Arg Ala Pro Asn Glu Asn Gly 
Pro Tyr Phe Leu Ala Leu
    130                 135                 140              
  
Arg Glu Met Ile Glu Glu Met Tyr Gln Leu 
Tyr Gly Gly Pro Val Val
145                 150                 155                 1
60
Leu Val Ala His Ser Met Gly Asn Met Tyr 
Thr Leu Tyr Phe Leu Gln
                165                 170                 175  
  
Arg Gln Pro Gln Ala Trp Lys Asp Lys Tyr 
Ile Arg Ala Phe Val Ser
            180                 185                 190      
  
Leu Gly Ala Pro Trp Gly Gly Val Ala Lys 
Thr Leu Arg Val Leu Ala
        195                 200                 205          
  
Ser Gly Asp Asn Asn Arg Ile Pro Val Ile 
Gly Pro Leu Lys Ile Arg
    210                 215                 220              
  
Glu Gln Gln Arg Ser Ala Val Ser Thr Ser 
Trp Leu Leu Pro Tyr Asn
225                 230                 235                 2
40
Tyr Thr Trp Ser Pro Glu Lys Val Phe Val 
Gln Thr Pro Thr Ile Asn
                245                 250                 255  
  
Tyr Thr Leu Arg Asp Tyr Arg Lys Phe Phe 
Gln Asp Ile Gly Phe Glu
            260                 265                 270      
  
Asp Gly Trp Leu Met Arg Gln Asp Thr Glu 
Gly Leu Val Glu Ala Thr
        275                 280                 285          
  
Met Pro Pro Gly Val Gln Leu His Cys Leu 
Tyr Gly Thr Gly Val Pro
    290                 295                 300              
  
Thr Pro Asp Ser Phe Tyr Tyr Glu Ser Phe 
Pro Asp Arg Asp Pro Lys
305                 310                 315                 3
20
Ile Cys Phe Gly Asp Gly Asp Gly Thr Val 
Asn Leu Lys Ser Ala Leu
                325                 330                 335  
  
Gln Cys Gln Ala Trp Gln Ser Arg Gln Glu 
His Gln Val Leu Leu Gln
            340                 345                 350      
  
Glu Leu Pro Gly Ser Glu His Ile Glu Met 
Leu Ala Asn Ala Thr Thr
        355                 360                 365          
  
Leu Ala Tyr Leu Lys Arg Val Leu Leu Gly 
Pro
    370                 375
<210> 4
<211> 1137



(19) 特開２００３－２７４９５６

<212> DNA
<213> Human
<400> 4
gccggacgtc accccccagt ggtgctggtc cctg
gtgatt tgggtaacca actggaagcc    60
aagctggaca agccgacagt ggtgcactac ctct
gctcca agaagaccga aagctacttc   120
acaatctggc tgaacctgga actgctgctg cctg
tcatca ttgactgctg gattgacaat   180
atcaggctgg tttacaacaa aacatccagg gcca
cccagt ttcctgatgg tgtggatgta   240
cgtgtccctg gctttgggaa gaccttctca ctgg
agttcc tggaccccag caaaagcagc   300
gtgggttcct atttccacac catggtggag agcc
ttgtgg gctggggcta cacacggggt   360
gaggatgtcc gaggggctcc ctatgactgg cgcc
gagccc caaatgaaaa cgggccctac   420
ttcctggccc tccgcgagat gatcgaggag atgt
accagc tgtatggggg ccccgtggtg   480
ctggttgccc acagtatggg caacatgtac acgc
tctact ttctgcagcg gcagccgcag   540
gcctggaagg acaagtatat ccgggccttc gtgt
cactgg gtgcgccctg ggggggcgtg   600
gccaagaccc tgcgcgtcct ggcttcagga gaca
acaacc ggatcccagt catcgggccc   660
ctgaagatcc gggagcagca gcggtcagct gtct
ccacca gctggctgct gccctacaac   720
tacacatggt cacctgagaa ggtgttcgtg caga
caccca caatcaacta cacactgcgg   780
gactaccgca agttcttcca ggacatcggc tttg
aagatg gctggctcat gcggcaggac   840
acagaagggc tggtggaagc cacgatgcca cctg
gcgtgc agctgcactg cctctatggc   900
actggcgtcc ccacaccaga ctccttctac tatg
agagct tccctgaccg tgaccctaaa   960
atctgctttg gtgacggcga tggtactgtg aact
tgaaga gtgccctgca gtgccaggcc  1020
tggcagagcc gccaggagca ccaagtgttg ctgc
aggagc tgccaggcag cgagcacatc  1080
gagatgctgg ccaacgccac caccctggcc tatc
tgaaac gtgtgctcct tgggccc     1137
<210> 5
<211> 23
<212> Primer
<213> Mouse
<400> 5
ggcctcctgt tacctctgtt tct                      
                       23
<210> 6
<211> 19
<212> Primer
<213> Mouse
<400> 6
aaatcaccag gcaccagca                               
                   19
<210> 7
<211> 26
<212> Probe
<213> Mouse
<400> 7
taatgatgct ggcagacctg acgctc                
                          26
<210> 8
<211> 22
<212> Primer
<213> Human
<400> 8
tggtgtggat gtacgtgtcc ct                        
                      22
<210> 9
<211> 24
<212> Primer
<213> Human



(20) 特開２００３－２７４９５６

<400> 9
tggaaatagt aggaacccac gctg                    
                        24
<210> 10
<211> 24
<212> Probe
<213> Human
<400> 10
tggagttcct ggaccccagc aaaa                    
                        24
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或筛选试剂盒或其盐获得的动脉硬化相关基因的表达变异的化合物，用
于预防/治疗动脉硬化的药剂，包含该化合物或其盐等。
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