
(57)【要約】
【課題】　リポタンパク質クリアランス活性のある新規複合受容体ポリペプチド LSR(Lipo
lysis Stimulated Receptor)を提供する。
【解決手段】　精製または組換え LSR受容体ポリペプチド、それをコードする核酸、並び
に、これらのポリペプチドまたは核酸を使用することによる、肥満関連障害または疾患の
検査方法およびその治療または予防に有用な化合物の選択方法。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ６ 、 １ ７ 及 び １ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 5個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 有 す る 生 物 学 的 に 活 性 な 断 片 か ら 選
択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 LSR受 容 体 の 精 製 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 上 記 生 物 学 的 に 活 性 な 断 片 が 、 脂 肪 酸 結 合 部 位 、 ク ラ ス リ ン 結 合 部 位 、 サ イ ト カ イ ン 結
合 部 位 、 ア ポ タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド 結 合 部 位 、 LI/LLモ チ ー フ 、 RSRSモ チ ー フ お よ び 疎 水 性
領 域 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 精 製 ま た は 組 換 え ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す
る 、 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 発 現 す る こ と を 特 徴 と す る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と
す る 、 精 製 ま た は 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ５ 記 載 の 核 酸 の 相 補 的 な 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 精 製 ま た は 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の 核 酸 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と を 特 徴 と す る 、 組 換 え 細 胞
。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の 核 酸 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 組 換 え 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ７ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 組 換 え 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の 核 酸 あ る い は 請 求 項 ７ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む こ と を 特 徴
と す る 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 LSR受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)生 物 学 的 サ ン プ ル に 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る こ と
が で き る 抗 体 を 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
　 b)前 記 発 現 の 検 出 手 段 と し て 、 前 記 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る
こ と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 肥 満 関 連 障 害 ま た は 疾 患 を 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)生 物 学 的 サ ン プ ル に 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る こ と
が で き る 抗 体 を 接 触 さ せ る こ と 、
　 b)前 記 障 害 ま た は 疾 患 の 検 査 手 段 と し て 、 前 記 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 免 疫 複 合 体
を 検 出 す る こ と 、 お よ び
　 c)対 応 す る 標 準 レ ベ ル と 比 較 し て 、 前 記 免 疫 複 合 体 の レ ベ ル が 低 減 し た 場 合 に 、 肥 満 関
連 障 害 ま た は 疾 患 が あ る と 評 価 す る こ と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 肥 満 関 連 障 害 ま た は 疾 患 を 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)生 物 学 的 サ ン プ ル に 、 請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の 核 酸 を 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
　 b)前 記 障 害 ま た は 疾 患 の 検 査 手 段 と し て 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル の 核 酸 に お け る 突 然 変
異 を 検 出 す る こ と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 上 記 生 物 学 的 サ ン プ ル が 哺 乳 類 に 由 来 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ ～ １ ４ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 上 記 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 肥 満 関 連 障 害 ま た は 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 な 化 合 物 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
　 b)肥 満 関 連 障 害 ま た は 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 な 前 記 化 合 物 の 選 択 手 段 と し て 、 前
記 候 補 化 合 物 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 複 合 体 を 検 出 す る こ と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 肥 満 関 連 障 害 ま た は 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 な 化 合 物 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)請 求 項 ８ ま た は ９ 記 載 の 組 換 え 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
　 b)肥 満 関 連 障 害 ま た は 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 な 前 記 化 合 物 の 選 択 手 段 と し て 、 前
記 候 補 化 合 物 と 前 記 組 換 え 細 胞 と の 相 互 作 用 、 LSR受 容 体 の 活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン お よ
び LSR受 容 体 の 発 現 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン か ら 選 択 さ れ る 結 果 を 検 出 す る こ と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 上 記 接 触 が 、 LSR受 容 体 の リ ガ ン ド の 存 在 下 で 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ７
ま た は １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 上 記 リ ガ ン ド が 、 サ イ ト カ イ ン 、 オ レ イ ン 酸 、 LDLお よ び gC1qRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 上 記 サ イ ト カ イ ン が レ プ チ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 上 記 活 性 が 、 リ ポ タ ン パ ク 質 の 結 合 、 細 胞 内 取 り 込 み お よ び 分 解 、 な ら び に レ プ チ ン の
結 合 、 細 胞 内 取 り 込 み お よ び 分 解 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １
８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 上 記 候 補 化 合 物 が 、 ペ プ チ ド 、 脂 肪 酸 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 医 薬 お よ び 小 分 子 量 化 合 物 か
ら 選 択 さ れ る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ７ ま た は １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 上 記 肥 満 関 連 障 害 ま た は 疾 患 が 、 肥 満 、 食 欲 不 振 、 悪 液 質 、 心 不 全 、 冠 状 動 脈 不 全 、 脳
血 管 障 害 、 ア テ ロ ー ム 性 疾 患 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 動 脈 性 高 血 圧 症 、 非 イ ン ス リ ン
依 存 性 糖 尿 病 、 高 脂 肪 血 症 お よ び 高 尿 酸 血 症 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る も の で あ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ３ 、 １ ７ お よ び １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 機 能 的 活 性 、 多 量 体 複 合 体 の 各 サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ
ー Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ 、 ベ ク タ ー お よ び 形 質 転 換 細 胞 、 な ら び に 肥
満 や 食 欲 不 振 、 高 脂 肪 血 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 糖 尿 病 、 高 血 圧 症 な ど の 病 状 お よ
び ／ ま た は 病 因 、 さ ら に 一 般 に は サ イ ト カ イ ン 類 の 代 謝 に お け る 異 常 性 に 関 連 す る 種 々 の
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病 状 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 用 医 薬 と し て 使 用 で き る 化 合 物 の 診 断 法 な ら び に 選 択 法 に
よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 新 規 複 合 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド LSR（ Lipolysis Stimulated Receptor
） に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 肥 満 は 工 業 国 に お い て 重 大 か つ 広 く 蔓 延 し た 国 民 的 な 健 康 問 題 で あ り 、 人 口 の 3分 の 1の
人 が 理 想 体 重 よ り も 少 な く と も 20%体 重 を 超 過 し て い る 。 こ の 現 象 は 、 一 般 に は 太 平 洋 諸
島 な ど の 経 済 が 近 代 化 し て い る 地 球 上 の 領 域 に お い て さ ら に 悪 化 し 続 け て い る 。 米 国 に お
い て は 、 肥 満 人 口 が 70年 代 の 終 わ り に は 25%を 超 え 、 90年 代 の 初 め に は 33%に 達 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 肥 満 は 、 心 臓 血 管 病 ま た は 代 謝 病 を 進 行 さ せ る 危 険 性 を 著 し く 増 加 さ せ る 。 全 人 口 が 理
想 体 重 で あ る と し た ら 、 冠 状 動 脈 不 全 の 危 険 性 は 25%ま で 減 少 し 、 心 不 全 お よ び 脳 血 管 障
害 の 危 険 性 は 35%ま で 減 少 す る で あ ろ う と 見 積 も ら れ て い る 。 冠 状 動 脈 不 全 、 ア テ ロ ー ム
性 疾 患 お よ び 心 不 全 は 、 肥 満 に よ っ て 誘 発 さ れ る 心 臓 血 管 合 併 症 の 中 心 と な っ て い る 。 30
%以 上 の 体 重 超 過 で は 、 冠 状 動 脈 性 疾 患 の 発 生 率 が 50歳 未 満 の 患 者 に お い て は 2倍 で あ る 。
他 の 病 気 に 対 し て 行 わ れ た 研 究 が 同 じ こ と を よ く 表 現 し て い る 。 20%の 体 重 超 過 で は 、 高
血 圧 の 危 険 性 が 2倍 で あ る 。 30%の 体 重 超 過 で は 、 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 を 発 症 さ せ る
危 険 性 が 3倍 で あ る 。 高 脂 肪 血 症 の 危 険 性 は 6倍 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 そ の 徴 候 が 肥 満 に よ っ て 促 進 さ れ る 病 気 は 非 常 に 多 く 、 高 尿 酸 血 症 （ 全 人 口 中 3.4%で あ
る の に 対 し て 肥 満 患 者 で は 11.4%） 、 消 化 器 疾 患 、 肝 機 能 の 異 常 、 お よ び あ る 種 の 癌 さ え
も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 肥 満 に お け る 生 理 学 上 の 変 化 は 、 脂 肪 細 胞 数 の 増 加 に よ っ て 、 ま た は そ れ ぞ れ の 脂 肪 細
胞 中 に 貯 え ら れ た ト リ グ リ セ リ ド 量 の 増 加 に よ っ て 、 ま た は そ れ ら の 双 方 に よ っ て 特 徴 づ
け ら れ て お り 、 こ の 体 重 超 過 は 摂 取 し た カ ロ リ ー 量 と 身 体 が 使 っ た カ ロ リ ー 量 と の 間 の 不
均 衡 に 主 と し て 起 因 し て い る 。 こ の 不 均 衡 の 原 因 に 関 す る 研 究 が 多 方 面 か ら 行 わ れ て い る
。 あ る も の は 食 物 の 吸 収 メ カ ニ ズ ム 、 そ れ ゆ え 食 物 摂 取 を 制 御 す る 分 子 お よ び 満 腹 感 の 研
究 に 焦 点 を 合 わ せ て い る 。 他 の 研 究 は 、 基 礎 代 謝 、 す な わ ち 身 体 が 摂 取 し た カ ロ リ ー を 使
う 様 式 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 提 案 さ れ て い る 肥 満 の 治 療 に は ４ つ の タ イ プ が あ る 。 食 餌 制 限 が 最 も 頻 繁 に 用 い ら れ て
い る 。 肥 満 患 者 た ち に は 摂 取 カ ロ リ ー を 減 ら す た め に 食 餌 習 慣 を 変 え る よ う 忠 告 す る 。 こ
の 種 の 治 療 は 短 期 間 で 効 果 が あ る 。 し か し な が ら 、 再 発 率 が 非 常 に 高 い 。 運 動 に よ る カ ロ
リ ー 使 用 の 増 加 も ま た 提 案 さ れ て い る 。 こ の 治 療 は 単 独 で 用 い る 場 合 に は 効 果 的 で な い が
、 し か し な が ら 低 カ ロ リ ー 食 餌 療 法 中 の 患 者 の 減 量 に 役 立 つ 。 摂 取 カ ロ リ ー の 吸 収 を 低 下
さ せ る 胃 腸 の 手 術 は 効 果 的 で あ る が 、 そ れ が 引 き 起 こ す 副 作 用 の た め に 実 際 に は 断 念 さ れ
て い る 。 医 薬 的 ア プ ロ ー チ は 、 中 枢 神 経 系 の レ ベ ル で 関 与 し て い る 分 子 の 食 欲 不 振 作 用 の
効 果 、 ま た は 発 熱 を 増 す こ と に よ っ て エ ネ ル ギ ー 使 用 を 増 加 さ せ る 分 子 の 効 果 の い ず れ か
を 使 用 す る も の で あ る 。 こ の 種 の 分 子 の 原 形 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア 呼 吸 鎖 の 酸 化 的 リ ン 酸 化
の 連 結 を 解 く 甲 状 腺 ホ ル モ ン で あ る 。 こ の 種 の 治 療 の 副 作 用 お よ び 毒 性 に よ っ て 、 そ れ ら
の 使 用 は 危 険 な も の と な る 。 消 化 管 の 管 腔 中 で そ れ ら を 封 鎖 す る こ と に よ っ て 食 餌 療 法 脂
質 の 吸 収 を 減 ら す こ と を 目 的 と す る ア プ ロ ー チ も ま た 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し か し な が ら 、 そ れ は 許 容 す る こ と が 困 難 な 生 理 学 的 不 均 衡 ： 脂 溶 性 ビ タ ミ ン の 吸 収 の
欠 乏 、 鼓 腸 、 脂 肪 便 を 誘 発 す る 。 予 想 さ れ た 治 療 ア プ ロ ー チ が 何 で あ れ 、 肥 満 の 治 療 は 総
て 極 め て 高 い 再 発 率 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ヒ ト に お け る 肥 満 の 原 因 と な る 分 子 メ カ ニ ズ ム は 複 雑 で あ り 、 遺 伝 的 お よ び 環 境 的 因 子
が 関 与 し て い る 。 現 在 ま で に わ か っ て い る 治 療 の 効 率 が 低 い こ と か ら 、 よ り よ い 標 的 医 薬
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の 開 発 を 可 能 と す る た め に 、 肥 満 を 決 定 す る 遺 伝 メ カ ニ ズ ム を 定 義 す る 必 要 性 に 迫 ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 可 能 性 の あ る 候 補 と し て 20を 超 え る 遺 伝 子 が 研 究 さ れ て い る が 、 そ の 理 由 と し て は そ れ
ら が 肥 満 が 臨 床 兆 候 の １ つ で あ る よ う な 疾 病 に 関 係 し て い る か 、 ま た は そ れ ら が 動 物 モ デ
ル に お け る 肥 満 に 関 与 し て い る 遺 伝 子 の 相 同 体 で あ る か の い ず れ か だ か ら で あ る 。 7q31染
色 体 領 域 中 に 位 置 し て い る OB遺 伝 子 が 最 も 広 く 研 究 さ れ て い る も の の 1つ で あ る 。 そ の 生
成 物 で あ る レ プ チ ン は 満 腹 の メ カ ニ ズ ム に 関 与 し て い る 。 レ プ チ ン は 種 々 の 刺 激 の 作 用 下
で 脂 肪 細 胞 に よ り 産 生 さ れ た 16kDaの 血 漿 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ob/ob型 の 肥 満 マ ウ ス は レ プ
チ ン 遺 伝 子 の 欠 損 を 示 し ； こ の タ ン パ ク 質 は こ れ ら の 動 物 の 血 漿 中 で は 検 出 で き な い 。 遺
伝 子 工 学 に よ っ て 得 ら れ た レ プ チ ン を ob/obマ ウ ス に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ら の 関
連 過 食 症 を 修 正 し 、 そ れ ら の 体 重 の 標 準 化 が 可 能 に な る 。 こ の レ プ チ ン の 食 欲 不 振 作 用 が
、 中 枢 神 経 系 の 受 容 体 、 す な わ ち ク ラ ス 1の サ イ ト カ イ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー に 属 す る ob受
容 体 が 作 用 し 始 め る 。 こ の ob受 容 体 は db/db系 統 の 肥 満 マ ウ ス で は 欠 損 し て い る 。 レ プ チ
ン を こ れ ら の マ ウ ス に 投 与 す る こ と に よ っ て は 、 そ れ ら の 食 物 摂 取 に 何 の 効 果 も 生 じ ず 、
そ れ ら の 体 重 を 実 質 的 に 減 少 さ せ る こ と も な い 。 ob受 容 体 が 満 腹 の シ グ ナ ル を 伝 達 す る メ
カ ニ ズ ム は 正 確 に は わ か っ て い な い 。 神 経 ペ プ チ ド Yが こ の シ グ ナ リ ン グ 経 路 に 関 与 し て
い る 可 能 性 が あ る 。 ob受 容 体 が 食 欲 の 唯 一 の レ ギ ュ レ ー タ ー で は な い と い う こ と を こ の 段
階 で 明 記 す る こ と は 重 要 で あ る 。 こ の 受 容 体 を 欠 損 さ せ た マ ウ ス は 肥 満 で あ る こ と か ら 、
メ ラ ノ コ ル チ ン 4受 容 体 も ま た 関 与 し て い る (Gura， 1997)。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 レ プ チ ン お よ び 中 枢 神 経 系 の レ ベ ル で の レ プ チ ン 受 容 体 の 特 徴 の 発 見 に よ っ て 、 肥 満 に
対 す る 医 薬 を 検 索 す る た め の 新 し い 道 が 開 か れ た 。 し か し な が ら 、 こ の モ デ ル は 早 く に 期
待 外 れ で あ る こ と が 判 明 し た 。 実 に 、 唯 一 の 例 外 を 除 い て (Montague et al.， 1997)、 レ
プ チ ン ま た は そ の ob受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 ヒ ト 肥 満 患 者 に お い て は 通 常 で あ る こ
と が 判 明 し た 。 さ ら に 逆 説 的 に 言 え ば 、 満 腹 ホ ル モ ン 、 レ プ チ ン の 血 漿 濃 度 は 、 ほ と ん ど
の ヒ ト 肥 満 患 者 に お い て 異 常 に 高 い 。 こ の 方 向 で の 治 療 研 究 努 力 の ほ と ん ど が 、 中 枢 神 経
系 の レ ベ ル で の レ プ チ ン の 作 用 の 特 徴 づ け に 集 中 し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 レ プ チ ン 排 出 の メ カ ニ ズ ム の 発 見 に 研 究 努 力 を 集 中 さ せ る こ と に よ り 成 り 立
つ も の で あ る 。 最 も 広 く 許 容 さ れ た 研 究 仮 説 は 、 肥 満 患 者 に お い て レ プ チ ン の 血 漿 レ ベ ル
が 高 い の は 、 こ の ホ ル モ ン が 脂 肪 組 織 に よ っ て 産 生 さ れ 、 脂 肪 量 が 肥 満 患 者 に お い て 増 加
す る か ら で あ る と い う こ と で あ る 。 本 発 明 者 は 異 な る 仮 説 を 系 統 立 て 、 肥 満 患 者 に お い て
レ プ チ ン 濃 度 が 増 加 す る の は こ の ホ ル モ ン の ク リ ア ラ ン ス が 減 少 す る か ら で あ る と 仮 定 し
た 。 こ の 欠 損 は レ プ チ ン 耐 性 症 候 群 を 引 き 起 こ し 、 肥 満 患 者 は 高 濃 度 の レ プ チ ン へ の 適 切
な 応 答 を 発 現 さ せ る 。 こ の 展 望 に お い て 、 肥 満 患 者 の 治 療 は レ プ チ ン レ ベ ル の 増 加 に あ る
と す べ き で は な く 、 そ れ の 正 常 化 に あ る と す べ き で あ る 。 こ こ で 、 ob型 受 容 体 が シ グ ナ リ
ン グ 型 受 容 体 で あ る こ と を 思 い 起 こ す こ と が 必 要 で あ る 。 こ れ ら の 受 容 体 は 原 形 質 膜 の レ
ベ ル で レ プ チ ン と 結 合 す る こ と が で き る が 、 タ ン パ ク 質 を 細 胞 内 に 入 り 込 ま せ て そ こ で 分
解 す る こ と は で き な い 。 ob受 容 体 は エ ン ド サ イ ト ー シ ス 受 容 体 で は な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　
　 本 発 明 者 ら は 、 受 容 体 、 特 に 、 そ の 活 性 が 2倍 で あ る 肝 臓 の LSRと 呼 ば れ る 受 容 体 を 同 定
し た 。 一 方 で 、 LSR受 容 体 は 遊 離 脂 肪 酸 に よ っ て 活 性 化 さ れ る と リ ポ タ ン パ ク 質 の エ ン ド
サ イ ト ー シ ス を 可 能 に し 、 か く し て 、 リ ポ タ ン パ ク 質 の ク リ ア ラ ン ス の た め の 経 路 と し て
働 く 。 こ の 経 路 は 、 独 占 的 で は な い が 、 主 に 腸 起 源 の 高 ト リ グ リ セ リ ド 粒 子 の ク リ ア ラ ン
ス に 対 し て よ く 働 く (Mann et al.， 1995)。 こ の 活 性 は 、 肝 臓 レ ベ ル で 最 も 著 し く 発 現 し
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、 受 容 体 と 結 合 す る こ と に よ っ て こ の 複 合 体 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン に 可 逆 変 化 を 引 き 起 こ し
、 そ れ を ア ポ タ ン パ ク 質 Bま た は ア ポ タ ン パ ク 質 Eを 含 有 す る も の な ど 種 々 の ク ラ ス の リ ポ
タ ン パ ク 質 と 高 い 親 和 性 を も っ て 結 合 さ せ る 遊 離 脂 肪 酸 の 存 在 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 他 方 で 、 正 常 状 態 の 下 、 遊 離 脂 肪 酸 の 不 在 下 で は 、 複 合 受 容 体 LSRは リ ポ タ ン パ ク 質 と
結 合 し な い が 、 サ イ ト カ イ ン 、 特 に レ プ チ ン と 結 合 す る こ と が で き 、 次 い で そ れ を 取 り 込
ん で （ イ ン タ ー ナ ラ イ ズ し て ） 、 分 解 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 遊 離 脂 肪 酸 の 存 在 下 で は リ ポ タ ン パ ク 質 と 結 合 で き 、 遊 離 脂 肪 酸 の
不 在 下 で は サ イ ト カ イ ン 、 好 ま し く は レ プ チ ン と 結 合 で き る こ と を 特 徴 と す る 、 特 に 肝 細
胞 の 精 製 LSR受 容 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 こ の LSR受 容 体 は さ ら に 、 結 合 し た リ ポ タ ン パ ク 質 ま た は 結 合 し た サ
イ ト カ イ ン が 細 胞 内 へ 取 り 込 ま れ 、 次 い で 分 解 さ れ 、 そ の 結 合 リ ポ タ ン パ ク 質 が 特 に ア ポ
タ ン パ ク 質 Bま た は Eを 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 天 然 形 態 の LSR受 容 体 に 関 す る も の で は な く 、 す な わ ち そ れ ら は 自 然 環 境 に お
い て 採 取 さ れ る も の で は な く 、 自 然 の 供 給 源 か ら の 精 製 に よ っ て 得 ら れ る か 、 ま た は そ う
で な け れ ば 、 遺 伝 子 組 換 え に よ っ て 得 ら れ る か 、 ま た は そ う で な け れ ば 、 化 学 合 成 に よ っ
て 得 ら れ る が 、 こ の 場 合 に は 以 下 に 記 載 し て い る よ う に 非 天 然 ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 得 る と い
う こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 組 換 え LSR受 容 体 の 製 造 は 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の １ つ を 用 い て 行 っ て も よ く 、 そ れ に よ り 高 レ ベ ル の 純 度 の 受 容 体 を 得 る こ と が で き る た
め に 特 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 約 66kDaの 分 子 量 を 有 す る サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 約 58kDaの
分 子 量 を 有 す る サ ブ ユ ニ ッ ト の 少 な く と も １ つ を 含 ん で な る 、 精 製 ラ ッ ト LSR受 容 体 に 関
す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 精 製 ラ ッ ト LSR受 容 体 は 、 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は そ れ
と 相 同 な 配 列 を 含 ん で な る α サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は そ
れ と 相 同 な 配 列 を 含 ん で な る α 'サ ブ ユ ニ ッ ト 、 お よ び 配 列 番 号 6の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は
そ れ と 相 同 な 配 列 を 含 ん で な る １ つ 、 好 ま し く は ３ つ の β サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む こ と を 特 徴
と す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 約 66kDaの 分 子 量 を 有 す る サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 約 58kDaの 分 子 量 を 有 す る
サ ブ ユ ニ ッ ト の 少 な く と も １ つ を 含 ん で な る 、 精 製 マ ウ ス LSR受 容 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 精 製 マ ウ ス LSR受 容 体 は 、 配 列 番 号 16の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は そ
れ と 相 同 な 配 列 を 含 ん で な る α サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ま た は 配 列 番 号 17の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は
そ れ と 相 同 な 配 列 を 含 ん で な る α 'サ ブ ユ ニ ッ ト 、 お よ び 配 列 番 号 18の ア ミ ノ 酸 配 列 も し
く は そ れ と 相 同 な 配 列 を 含 ん で な る １ つ 、 好 ま し く は ３ つ の β サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む こ と を
特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 約 72kDaの 分 子 量 を 有 す る サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 約 64kDaの 分 子 量 を 有 す る
サ ブ ユ ニ ッ ト の 少 な く と も １ つ を 含 ん で な る 、 精 製 ヒ ト LSR受 容 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 精 製 ヒ ト LSR受 容 体 は 、 配 列 番 号 8の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は そ れ と
相 同 な 配 列 を 含 ん で な る α サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ま た は 配 列 番 号 10の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は そ れ
と 相 同 な 配 列 を 含 ん で な る α 'サ ブ ユ ニ ッ ト 、 お よ び 配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は
そ れ と 相 同 な 配 列 を 含 ん で な る １ つ 、 好 ま し く は ３ つ の β サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む こ と を 特 徴
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と す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の LSR受 容 体 の 特 に 好 ま し い 具 体 例 は 、 組 換 え 宿 主 内 で 本 発 明 の １ 以 上 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ る 組 換 え LSR受 容 体 で あ る 。 こ の 好 ま し い 組
換 え 受 容 体 は 、 ヒ ト LSR受 容 体 の α ま た は α 'サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び １ つ 、 好 ま し く は ３ つ の
β サ ブ ユ ニ ッ ト 、 特 に α ま た は α 'サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び ３ つ の β サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の LSR受 容 体 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 天 然 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る も の で は な く 、 す な わ ち そ れ ら は 自 然 環 境 で
採 取 さ れ る も の で は な い と い う こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 実 際 に 本 発 明 は 、 天 然 の 供
給 源 か ら の 精 製 に よ っ て 得 ら れ 、 ま た は そ う で な け れ ば 、 遺 伝 子 組 換 え に よ っ て 得 ら れ る
か 、 ま た は そ う で な け れ ば 、 化 学 合 成 に よ っ て 得 ら れ る ペ プ チ ド に 関 し 、 こ の 場 合 に は 以
下 に 記 載 し て い る よ う に 非 天 然 ア ミ ノ 酸 を 含 有 し 得 る 。 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 は 、 本
発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の １ つ ま た は こ れ ら の 配 列 の １ つ の 断 片 を 用 い て 行 っ て も よ く 、
そ れ に よ り 高 レ ベ ル の 純 度 の 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る た め に 特 に 有 利 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 LSR受 容 体 の 少 な く と も 5、 好 ま し く は 少 な く と も 10～ 15の 連 続 す る ア
ミ ノ 酸 配 列 、 な ら び に 該 ポ リ ペ プ チ ド の 相 同 体 、 等 価 体 ま た は 変 異 体 、 あ る い は そ れ ら の
断 片 の １ つ を 含 ん で な る 精 製 、 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し く は 、 LS
R受 容 体 の 少 な く と も 10～ 15の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 LSR受 容 体 の 生 物 学 的 に 有 効 な 断 片 で あ る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 ラ ッ ト LSR受 容 体 、 マ ウ ス LSR受 容 体 ま た は ヒ ト LSR受 容
体 の 少 な く と も 10～ 15の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 精 製 、 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド
に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド と は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 示 す た め に も 用 い
ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　
　 本 発 明 の 主 題 は ま た 、 本 発 明 の LSR受 容 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 精 製 核 酸
配 列 に あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 LSR受 容 体 の ゲ ノ ム 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 な ら び に こ の 核 酸 と 相 補
的 な 核 酸 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 8、 好 ま し く は 少 な く と も 10お よ び さ ら に
特 に は 少 な く と も 15の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 精 製 核 酸 に 関
す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら に 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 マ ウ ス LSR受 容 体 ま た は ヒ ト LSR受 容 体 の 核 配 列 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 少 な く と も 8、 好 ま し く は 少 な く と も 10お よ び さ ら に 特 に は 少 な く と も 15の
連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 精 製 、 単 離 ま た は 組 換 え 核 酸 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 配 列 の 変 異 、 突 然 変 異 、 等 価 ま た は 相 同 核 酸 配 列 、 あ る い は
そ れ ら の 断 片 の １ つ に 関 す る 。 そ れ は 最 終 的 に は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ で き る 配 列 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 従 っ て 本 発 明 は ま た 、 LSR受 容 体 、 特 に 該 遺 伝 子 の 各 エ キ ソ ン ま た は 該 遺 伝 子 の エ キ ソ
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ン の 組 み 合 わ せ 、 あ る い は そ う で な け れ ば １ 以 上 の エ キ ソ ン 部 分 に わ た っ て 延 び る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 含 ま れ る 核 酸 配 列 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の 核 酸
は 、 ヒ ト LSR受 容 体 の １ 以 上 の 生 物 学 的 に 有 効 な 断 片 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 LSR遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る １ 以 上 の エ レ メ ン ト を コ ー ド す る 精 製 核 酸
配 列 に 関 す る 。 本 発 明 に は ま た 、 本 発 明 の 受 容 体 、 ま た は そ れ ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 突
然 変 異 、 等 価 、 も し く は 相 同 配 列 、 ま た は そ れ ら の 断 片 の １ つ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ
モ ー タ ー お よ び ／ ま た は レ ギ ュ レ ー タ ー の 核 酸 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 、 少 な く と も 8の ヌ ク
レ オ チ ド を 含 ん で な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 精 製 核 酸 配 列 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し く は 、 配 列 と し て 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 断 片 ま た は オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 、 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 配 列 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 本 発 明 の 受 容 体 、 お よ び そ れ ら の プ ロ モ ー タ ー
お よ び ／ ま た は レ ギ ュ レ ー タ ー を コ ー ド す る 単 離 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 の ク ロ ー
ニ ン グ 方 法 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 前 記 方 法 の １ つ ま た は 該 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 配 列 に よ っ て
得 る こ と が で き る 核 酸 配 列 は 、 本 発 明 の 一 部 を な す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 含 有 す る ク ロ ー ニ ン グ お よ び ／ ま た は 発 現 ベ ク タ ー
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 宿 主 細 胞 に お い て 該 配 列 の 発 現 お よ び ／ ま た は 分 泌 を 可 能 に す る エ レ メ ン ト を 含 ん で な
る こ と を 特 徴 と す る 本 発 明 の ベ ク タ ー も ま た 、 本 発 明 の 一 部 を な す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 、 特 に 真 核 細 胞 お よ び 原
核 細 胞 、 な ら び に 本 発 明 の 形 質 転 換 細 胞 の １ つ を 含 ん で な る ヒ ト を 除 い た 哺 乳 類 を 含 ん で
な る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 哺 乳 類 の う ち 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 正 常 ま た は 変 異 LSR受 容 体 、 特 に ヒ ト
由 来 の 突 然 変 異 LSR受 容 体 に 相 当 す る 表 現 型 を 発 現 す る マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ウ サ ギ な ど
の 動 物 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ れ ら の 細 胞 お よ び 動 物 は 本 発 明 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 に 使 用 で き 、 ま た 分
析 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ の た め の モ デ ル と し て も 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 受 容 体 の 発 現 お よ び 活 性 、 該 受 容 体 と 、 該 受 容 体 の 活 性 に 関 与
し 得 る 化 学 ま た は 生 化 学 化 合 物 と の 間 の 直 接 的 、 ま た は 間 接 的 相 互 作 用 を 試 験 す る た め の
、 本 発 明 の 細 胞 、 哺 乳 類 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 受 容 体 と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 が 可 能 で あ り 、 お よ び
／ ま た は 該 受 容 体 の 発 現 お よ び 活 性 の 調 整 が 可 能 で あ る 化 学 ま た は 生 化 学 化 合 物 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め の 、 本 発 明 の 細 胞 、 哺 乳 類 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 合 成 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 、 特 に 化 学 合 成 に よ る か
ま た は 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 用 い る 合 成 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 化 学 合 成 に よ っ て 得 ら れ 、 該 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド に 相 当 す る 非 天 然 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な
り 得 る ポ リ ペ プ チ ド も ま た 、 本 発 明 中 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 組 換 え 型 で の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 は そ れ 自 体 本 発 明 に 含 ま れ 、 形 質 転 換 細
胞 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で
培 養 し 、 そ の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の 製 造 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド も ま た 、 本 発 明 の 一 部 を な
す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 受 容 体 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る 、 モ ノ ‐ も し く は
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は そ れ ら の 断 片 、 キ メ ラ ま た は 免 疫 結 合 抗 体 は 、 本 発 明 の 一 部
を な す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 特 に 本 発 明 の 生 物 学 的 に 有 効 な 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 、 変 異 体 ま た は 断 片 を 特 異 的 に 認 識
す る 抗 体 の 利 点 が 特 に 注 目 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 抗 体 を 使 用 す る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 お よ び ／ ま た は
精 製 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 、 精 製 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 に そ れ ら を 使 用 す る こ と に 加 え て 、 本 発 明 の 抗 体 、 特 に モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 生 物 サ ン プ ル 中 の こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 さ ら に 一 般 に は 、 正 常 ま た は 変 異 し た LSR受 容 体 の ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 ま た は 異 常 な 発
現 が 見 ら れ る こ と を 必 要 と す る い ず れ の 状 況 に お い て も 、 本 発 明 の 抗 体 は 有 利 に 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　
　 本 発 明 の 核 酸 配 列 ま た は 抗 体 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 対 立 遺 伝 子 の 変 異 性 、 突 然
変 異 、 欠 失 、 異 型 接 合 性 の 欠 如 、 ま た は 遺 伝 子 の 異 常 性 の 同 定 方 法 も ま た 本 発 明 の 一 部 を
な す 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 、 患 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 前 記 の 少 な く と も １ つ の 配 列 に
お け る 突 然 変 異 の 存 在 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 肥 満 、 そ れ の 関 連 す る 危 険 性 、 ま
た は サ イ ト カ イ ン 類 の 代 謝 異 常 に 関 連 す る 疾 病 素 質 を 診 断 す る 方 法 に 関 す る 。 分 析 す る 核
酸 配 列 は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の い ず れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 に 基 づ く 核 酸 ま た は 抗 体 を 用 い て 、 独 立 し て 採 ら れ た 患 者 に お け る 陽 性 お よ び 示
差 診 断 、 ま た は 危 険 性 を 持 つ 患 者 、 特 に 家 族 履 歴 を 有 す る 患 者 に お い て 前 症 状 診 断 を 行 う
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 さ ら に 、 特 異 的 な 突 然 変 異 の 検 出 を 、 特 に 症 状 の 強 さ 、 ま た は そ れ が 出 現 し そ う な 期 間
に 関 し て 、 さ ら な る 診 断 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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　 本 発 明 の 受 容 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相
互 作 用 す る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は LSR受 容 体 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 さ せ る こ と が
で き る 化 学 ま た は 生 化 学 化 合 物 を 選 択 す る 方 法 も ま た 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 特 に LSR受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 含 ま れ る 核 酸 配 列 と 相 互 作 用 可 能 な 化
学 ま た は 生 化 学 化 合 物 を 選 択 す る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 LSR受 容 体 ま た は 該 受 容 体 の 断
片 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 該 核 配 列 の 発 現 ま た は 発 現 の 調 節 を 修 飾 す る こ と が で き る 候 補 化
合 物 と 接 触 さ せ 、 LSR受 容 体 の 発 現 ま た は 活 性 の 修 飾 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 す る こ
と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は ま た LSR受 容 体 と 相 互 作 用 可 能 な 化 学 ま た は 生 化 学 化 合 物 を 選 択 す る 方 法 に 関
し 、 該 方 法 は 、 LSR受 容 体 ま た は 該 受 容 体 の 断 片 、 あ る い は LSR受 容 体 ま た は 該 受 容 体 の 断
片 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を LSR活 性 を 修 飾 す る こ と が で き る 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 LSR受 容
体 活 性 の 修 飾 ま た は 候 補 化 合 物 と 該 LSR受 容 体 ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 複 合 体 の 形
成 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 LSR受 容 体 と 相 互 作 用 可 能 な 化 学 ま た は 生 化 学 化 合 物 の 選 択 方 法 に 関 し
、 該 方 法 は 、 LSR受 容 体 も し く は 該 受 容 体 の 断 片 、 ま た は LSR受 容 体 も し く は 該 受 容 体 の 断
片 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 、 LSR活 性 を 修 飾 で き る 候 補 化 合 物 に 接 触 さ せ 、 次 い で 、 LSR受 容
体 の 活 性 の 修 飾 、 ま た は 候 補 化 合 物 と 、 該 LSR受 容 体 ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 間 の 複 合 体
の 形 成 を 直 接 的 、 ま た は 間 接 的 に 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は 、 LSR受 容 体 と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 可 能 な 化 合 物 、 な ら び に LSR受 容
体 の １ 以 上 の 核 配 列 と 相 互 作 用 可 能 な 化 合 物 を 含 ん で な る 。 そ れ は ま た 、 本 発 明 の 受 容 体
の 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 さ せ る 化 学 ま た は 生 化 学 化 合 物 を 含 ん で な る 。 本 発 明 の １ つ の 方
法 に よ っ て 選 択 さ れ る 化 合 物 は ま た 、 本 発 明 の 一 部 を な す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 特 に 、 本 発 明 の こ れ ら の 化 合 物 の う ち 、 本 発 明 の 抗 体 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 本 発 明
の 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク タ ー 、 ま た は レ プ チ ン も し く は そ の 誘 導 化 合 物 の
１ つ 、 好 ま し く は そ の タ ン パ ク 質 変 異 体 、 ま た は 化 学 的 に 修 飾 さ れ る か 、 も し く は 遺 伝 子
組 換 え に よ っ て 得 ら れ る レ プ チ ン 、 ま た は タ ン パ ク 質 gC1qRも し く は そ の 類 似 体 の １ つ 、
ま た は そ れ ら の 断 片 の １ つ が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 は 最 終 的 に は 、 肥 満 お よ び 食 欲 不 振 、 高 脂 肪 血 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 糖
尿 病 、 高 血 圧 症 な ど の 病 状 お よ び ／ ま た は 病 因 、 お よ び さ ら に 一 般 に は サ イ ト カ イ ン 類 の
代 謝 異 常 に 関 連 す る 種 々 の 病 状 の 予 防 用 医 薬 と し て 、 本 発 明 の 受 容 体 の 発 現 ま た は 活 性 を
調 整 さ せ る こ と が で き る 化 合 物 を 含 ん で な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ６ ７ 】
　
　 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の α ま た は α 'サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 少 な く と も １ つ の β サ ブ
ユ ニ ッ ト か ら な る 精 製 LSR受 容 体 （ Lipolysis Stimulated Receptor） 、 好 ま し く は 肝 臓 の
精 製 LSR受 容 体 に 関 す る 。 α サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス に お い て は 約 66kDaの 分
子 量 を 有 し 、 ヒ ト に お い て は 約 72kDaの 分 子 量 を 有 す る 。 α 'サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 ラ ッ ト お よ
び マ ウ ス に お い て は 約 64kDaの 分 子 量 を 有 し 、 ヒ ト に お い て は 約 70kDaの 分 子 量 を 有 す る 。
β サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス に お い て は 約 58kDaの 分 子 量 を 有 し 、 ヒ ト に お い
て は 約 64kDaの 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 最 も 豊 富 で 、 お そ ら く は 最 も 活 性 が 高 い と い う こ と に よ り 、 LSR受 容 体
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の 形 態 が そ の 中 に α ま た は α 'サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 3つ の β サ ブ ユ ニ ッ ト が 存 在 す る も の で
あ る と い う 仮 説 を 立 て た 。 し か し な が ら 、 一 方 で は α お よ び α 'サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ま た 他 方
で β サ ブ ユ ニ ッ ト が 異 な る 生 物 学 的 作 用 を 有 し 、 細 胞 の 中 で は 、 そ の ３ つ の 作 用 は 受 容 体
の 形 態 に お い て そ れ ら の 集 合 体 と は 独 立 に 細 胞 の 中 で 働 い て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 LSR受 容 体 と 約 33kDaの 分 子 量 を 有 す る gC1qR受 容 体 、 ま た は 相 同 タ
ン パ ク 質 と の 間 に 複 合 体 が 形 成 し 得 る こ と を 認 め た 。 gC1qR受 容 体 は 一 時 的 に LSR受 容 体 と
結 合 し て お り 、 C1qタ ン パ ク 質 ま た は 相 同 タ ン パ ク 質 の 存 在 に よ っ て gC1qRが LSR受 容 体 か
ら 解 離 す る だ け で な く 、 脂 肪 酸 の 不 在 下 を 含 め て 、 LSR受 容 体 を 活 性 化 す る こ と を 可 能 に
す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 遊 離 脂 肪 酸 の 存 在 下 で リ ポ タ ン パ ク 質 と 結 合 し 、 遊 離 脂 肪 酸 の 不 在
下 で サ イ ト カ イ ン 、 好 ま し く は 結 合 レ プ チ ン 、 リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び サ イ ト カ イ ン と 結 合
し て 、 細 胞 に よ っ て 取 り 込 ま れ 、 次 い で 分 解 さ れ る こ と が で き 、 ま た 該 受 容 体 が さ ら に gC
1qRタ ン パ ク 質 ま た は そ の 類 似 タ ン パ ク 質 の １ つ と 結 合 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す
る 受 容 体 、 特 に 肝 細 胞 の 受 容 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　
　 LSR受 容 体 は 腸 起 源 の リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び 高 ト リ グ リ セ リ ド 粒 子 、 特 に VLDLお よ び カ
イ ロ ミ ク ロ ン の 排 出 の 主 要 経 路 を 表 す 。 LSR受 容 体 は ま た 、 LDL、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 粒 子 の
排 出 経 路 と し て 役 立 ち 、 そ れ ら は た い て い LDL受 容 体 経 路 に よ っ て 除 去 さ れ る が 、 そ れ ら
の 約 30%が LDL受 容 体 と は 異 な る 経 路 に よ っ て 肝 臓 レ ベ ル で 排 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 実 際 に 、 LSR受 容 体 が リ ポ タ ン パ ク 質 、 特 に 高 ト リ グ リ セ リ ド 粒 子 と 結 合
し 、 次 い で そ れ ら を 取 り 込 み 、 分 解 す る こ と が で き る こ と を 実 証 し た 。 受 容 体 に よ る こ の
リ ポ タ ン パ ク 質 ク リ ア ラ ン ス 活 性 は 、 遊 離 脂 肪 酸 、 例 え ば オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 を 必 要 と し
、 LSRに 、 ま た は LSR由 来 の ペ プ チ ド に 向 け ら れ た 抗 体 の 存 在 下 で 阻 害 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 遊 離 脂 肪 酸 、 例 え ば オ レ イ ン 酸 塩 の 不 在 下 で LSR受 容 体 が サ イ ト カ
イ ン 類 、 好 ま し く は レ プ チ ン と 結 合 す る こ と が で き る と い う こ と を 実 証 し た 。 し か し な が
ら 、 レ プ チ ン の ク リ ア ラ ン ス 作 用 は 、 肝 臓 リ パ ー ゼ に よ り 、 ま た は 脂 肪 組 織 の ホ ル モ ン 感
受 性 リ パ ー ゼ に よ っ て 産 生 さ れ た 脂 肪 酸 と 結 合 し て い な い 場 合 に の み 起 こ り 得 る 。 一 度 サ
イ ト カ イ ン 類 が 結 合 す れ ば 、 LSR受 容 体 は そ れ ら を 取 り 込 ん で 分 解 す る 。 こ の サ イ ト カ イ
ン 、 好 ま し く は レ プ チ ン の 分 解 活 性 は 、 LSRに 、 ま た は LSR由 来 の ペ プ チ ド に 向 け ら れ た 抗
体 に よ っ て 阻 害 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 そ れ が サ イ ト カ イ ン 類 、 好 ま し く は レ プ チ ン の 結 合 に 特 に 最 も 関 与 し て
い る LSR受 容 体 の α サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら に 本 発 明 者 ら は 、 マ ウ ス に よ っ て in vivoに お い て LSR受 容 体 が サ イ ト カ イ ン 類 、 好
ま し く は レ プ チ ン の 肝 臓 取 り 込 み を 行 う こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 総 て の ヒ ト 肥 満 患 者 に お い て レ プ チ ン が 高 レ ベ ル で あ る こ と は 、 レ プ チ ン の 肝 臓 ク リ ア
ラ ン ス を 低 下 さ せ る こ と が で き る い く つ か の 分 子 メ カ ニ ズ ム に よ っ て 説 明 す る こ と が で き
、 特 に 以 下 を 含 む ：
a)LSRの １ 以 上 の 遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は そ れ ら の プ ロ モ ー タ ー の 改 変 、
b)転 写 後 修 飾 に よ る サ イ ト カ イ ン 競 合 コ ン ホ メ ー シ ョ ン か ら リ ポ タ ン パ ク 質 受 容 体 コ ン ホ
メ ー シ ョ ン へ 移 行 さ せ る ア ロ ス テ リ ッ ク 再 編 成 の 促 進 、
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c)原 形 質 膜 か ら の 、 ま た は 原 形 質 膜 に 向 っ て の LSRを 含 有 す る 小 胞 の 輸 送 の 不 全 （ こ の 機
能 は 細 胞 骨 格 の 完 全 性 に 依 存 す る ） 、
d)LSRの 分 解 の 増 加 、
e)受 容 体 を リ ポ タ ン パ ク 質 の ク リ ア ラ ン ス へ と 転 換 す る こ と に よ り 、 レ プ チ ン を 分 解 能 を
部 分 的 に 低 下 さ せ る 脂 肪 カ ロ リ ー 比 率 の 増 加 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　
　 最 終 的 に 本 発 明 者 ら は 、 サ イ ト カ イ ン 類 、 好 ま し く は レ プ チ ン が 遊 離 脂 肪 酸 の 存 在 下 で
LSR受 容 体 の 活 性 を 調 整 す る と い う こ と を 実 証 し た 。 さ ら に 詳 し く は 、 サ イ ト カ イ ン 類 は L
SR受 容 体 の リ ポ タ ン パ ク 質 ク リ ア ラ ン ス 活 性 、 よ り 正 確 に は VLDLお よ び LDLの 結 合 、 取 り
込 み お よ び 分 解 を 増 強 さ せ る 。 こ の LSR活 性 の 増 強 は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 小 胞 の 起 動 に
次 い で タ ン パ ク 質 合 成 が 増 加 し 、 次 い で 細 胞 表 面 で LSR受 容 体 の 見 掛 け の 数 が 増 加 し た 結
果 で あ ろ う 。 さ ら に 本 発 明 者 ら は 、 マ ウ ス に よ っ て 、 in vivoで サ イ ト カ イ ン 類 、 好 ま し
く は レ プ チ ン が 食 後 の 脂 肪 血 応 答 を 低 下 さ せ る こ と が 可 能 な こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 従 っ て 、 レ プ チ ン 、 お よ び お そ ら く 他 の サ イ ト カ イ ン 類 は 、 LSR活 性 の レ ギ ュ レ ー タ ー
で あ る 。 レ プ チ ン 、 ま た は 他 の サ イ ト カ イ ン 類 に 対 す る 耐 性 症 候 群 は 、 恒 常 的 か ま た は 食
後 状 態 に 限 定 さ れ る 高 ト リ グ リ セ リ ド 血 症 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 レ プ チ ン の ク リ ア ラ ン ス に お い て LSRが 果 た す 役 割 に よ っ て 、 肥 満 の 治 療 に 用 い る 計 画
の 修 正 を 必 要 と す る 生 理 病 理 学 的 モ デ ル を 組 み 立 て る こ と が 可 能 と な る 。 実 際 に は 、 こ の
ホ ル モ ン の 生 理 学 的 変 動 を 回 復 さ せ る た め に ヒ ト 肥 満 患 者 に お い て レ プ チ ン 濃 度 を 低 下 さ
せ る こ と が 不 可 欠 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 従 っ て 、 肥 満 の 治 療 用 化 合 物 を 用 い て 、 LSR受 容 体 の 数 、 そ れ ら の 再 生 速 度 、 ま た は そ
れ ら の コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 変 化 の 調 整 を 可 能 に し 、 お よ び ／ ま た は 特 に 、
1.レ プ チ ン 血 症 、 そ れ ゆ え の 満 腹 感 お よ び 空 腹 感 の 制 御 、
2.正 常 な レ プ チ ン 濃 度 の 回 復 、 な ら び に 空 腹 感 お よ び 満 腹 感 の 正 常 な 認 知 に よ る 食 餌 習 慣
の 正 常 な 調 節 、
3.ト リ グ リ セ リ ド 血 症 の 制 御 、
4.カ イ ロ ミ ク ロ ン 残 留 物 、 高 ア テ ロ ー ム 性 粒 子 の 血 漿 濃 度 の 調 節 、
を 可 能 に す る こ と を 予 想 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 腸 領 域 リ ポ タ ン パ ク 質 の 肝 臓 ク リ ア ラ ン ス に お い て LSR受 容 体 が 果 た す 役 割 に よ っ て 、
末 梢 組 織 、 特 に 脂 肪 組 織 と 肝 臓 と の 間 で の 食 餌 起 源 の 脂 肪 の 分 配 を 調 整 す る た め に 、 LSR
の 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る 化 合 物 を 使 用 す る こ と が 考 え ら れ る よ
う に な る 。 肥 満 の 治 療 は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 の 肝 臓 で の 分 解 を 促 進 し 、 そ れ に よ っ て 脂 肪 組
織 中 へ の そ れ ら の 貯 蔵 を 減 じ 、 か つ 、 そ れ ら の 血 漿 濃 度 を 調 節 す る こ と か ら な る 。 後 者 の
作 用 に よ っ て 、 肥 満 に 関 連 す る 危 険 性 、 特 に ア テ ロ ー ム 発 生 の 危 険 性 を 低 減 す る た め に 、
か か る 化 合 物 を 使 用 す る こ と が 考 え ら れ る よ う に な る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　
　 LSRの 活 性 を 調 節 す る 方 法 を 用 い て 神 経 性 食 欲 不 振 を 特 徴 付 け る 悪 循 環 を 克 服 す る こ と
を 可 能 と す る 治 療 の 導 入 が 考 え ら れ る よ う に な る 。 受 容 体 の 数 を 減 じ る こ と に よ っ て 、 食
欲 不 振 ま た は 栄 養 不 良 患 者 に お け る 体 重 増 加 を 促 進 す る こ と が で き る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ れ ら の 状 況 の 下 で は 、 LSRの 合 成 、 ま た は レ プ チ ン お よ び ／ ま た は リ ポ タ ン パ ク 質 と
結 合 す る 能 力 の 阻 害 、 ま た は そ う で な け れ ば 受 容 体 の 異 化 作 用 の 増 加 の い ず れ か を 減 少 さ
せ る 合 成 ペ プ チ ド ま た は 薬 剤 分 子 の 使 用 に よ っ て 、 レ プ チ ン の ク リ ア ラ ン ス を 選 択 的 に 阻
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害 す る こ と が 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　
　 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 LSRの α サ ブ ユ ニ ッ ト の 一 次 構 造 の 解 析 に よ っ て 、 そ れ ら の 受
容 体 上 に 存 在 す る サ イ ト カ イ ン 結 合 部 位 に 相 同 な 部 位 、 な ら び に リ ソ ゾ ー ム 中 で の エ ン ド
サ イ ト ー シ ス お よ び リ ガ ン ド の 急 速 分 解 を 可 能 に す る ２ つ の ル ー テ ィ ン グ シ グ ナ ル が 示 さ
れ る 。 こ の 観 察 は 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 が リ ガ ン ド の 取 り 込 み （ イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン
） お よ び 分 解 を 可 能 に す る わ け で は な い と い う 点 で 新 し い 。 こ れ ら の 受 容 体 は そ れ ら の 細
胞 内 シ グ ナ リ ン グ 特 性 に 基 づ い て 特 徴 づ け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 従 っ て 、 そ れ が リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び レ プ チ ン の タ ン パ ク 質 分 解 を 可 能 に す る 特 性 を 有
す る こ と に 加 え て 、 LSR受 容 体 も ま た 他 の サ イ ト カ イ ン 類 の 分 解 を 行 う 可 能 性 が 高 い 。 こ
の 機 能 は 、 抗 LSR抗 体 お よ び 実 施 例 4に 記 載 の LSRの α サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た CHO細 胞 に よ り 研 究 す る こ と が で き る 。 サ イ ト カ イ ン 類 の ク リ ア ラ ン ス に お
け る LSRの 関 与 は 、 こ れ ら の 分 子 が 脂 質 代 謝 の 調 節 、 グ ル コ ー ス 代 謝 の 調 節 、 な ら び に 食
物 摂 取 お よ び 体 重 増 加 の 調 節 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る の で 、 不 可 欠 な も の で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 サ イ ト カ イ ン 類 が 肥 満 お よ び そ の 合 併 症 に 関 与 す る 生 理 学 的 機 能 を 調 整 す る 分 子 メ カ ニ
ズ ム は 多 数 あ り 、 か つ 複 雑 で あ る 。 し か し な が ら 、 サ イ ト カ イ ン 類 の 代 謝 異 常 が 、 ウ イ ル
ス 、 細 菌 ま た は 原 生 動 物 感 染 を し ば し ば 伴 う 高 ト リ グ リ セ リ ド 血 症 に 関 与 し て い る と い う
事 実 に は 注 目 す る 価 値 が あ る 。 さ ら に 、 サ イ ト カ イ ン 類 、 よ り 詳 し く は 、 腫 瘍 壊 死 因 子 (T
umor Necrosis Factor)(TNF)は 、 肥 満 関 連 糖 尿 病 の あ る 型 に お い て 観 察 さ れ る も の と 類 似
す る 一 時 的 な 高 ト リ グ リ セ リ ド 血 症 を 誘 発 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 肥 満 マ ウ ス の 肝 臓 に お い て 発 現 し た LSR受 容 体 数 の 減 少 に よ り 、 い く つ か の サ イ ト カ イ
ン 類 の 排 出 不 全 を 説 明 す る こ と が で き 、 こ の 不 全 が 肥 満 に お い て み ら れ る よ う な 代 謝 障 害
を 引 き 起 こ す 。 培 養 肝 細 胞 お よ び 以 下 に 引 用 し た 肥 満 動 物 の 種 々 の モ デ ル の 使 用 に よ っ て
、 総 て の サ イ ト カ イ ン 類 、 よ り 詳 し く は 、 体 重 減 少 を 誘 発 す る も の (IL-6、 LIF、 OSM、 CNT
F、 IL-11、 IL-12α 、 な ら び に TNFα お よ び TNFβ )の う ち 、 LSRの 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性
を 調 整 す る も の を 同 定 す る こ と が 可 能 と な る で あ ろ う 。 か か る サ イ ト カ イ ン 類 の 同 定 は 、
例 え ば 実 施 例 4～ 6に 示 さ れ た よ う な 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 最 後 に 、 α LSRの 一 次 構 造 の 解 析 に よ り 、 可 能 性 あ る リ ン 酸 化 部 位 が 明 ら か と な る 。 こ
の こ と に よ っ て 、 LSR受 容 体 に よ る 細 胞 活 性 の 調 節 の 展 望 が 開 か れ る 。 特 に 重 要 な 例 と し
て は 、 サ イ ト カ イ ン 類 を は じ め と す る 種 々 の 刺 激 の 起 動 力 の 下 で の 、 急 性 期 タ ン パ ク 質 （
Acute Phase Ptoteins） の 産 生 調 節 へ の LSRの 関 与 が 挙 げ ら れ よ う 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 さ ら に 、 サ イ ト カ イ ン 類 の ク リ ア ラ ン ス お よ び 分 解 へ の LSRの 関 与 は 肝 臓 に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。 実 際 に は 、 LSRの 発 現 は 肝 臓 に 優 先 的 で あ る こ と が 実 証 さ れ て い る も の の
、 こ の 受 容 体 の 発 現 が こ の 器 官 に 限 定 さ れ る も の で は な い こ と も 確 か で あ る 。 種 々 の ヒ ト
組 織 で の 予 備 的 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 、 肝 臓 生 成 物 に 加 え て 、 腎 臓 お よ び 畢 丸 に お
け る 発 現 生 成 物 を 明 ら か に す る こ と が で き た 。 さ ら に 解 析 を 通 じ て 、 ヒ ト に お い て LSRを
発 現 す る 種 々 の 組 織 を 示 す こ と が で き る で あ ろ う 。 こ の 展 望 に お い て 、 LSRは 肝 臓 レ ベ ル
だ け で は な く 、 末 梢 組 織 の レ ベ ル に お い て も サ イ ト カ イ ン 類 の 分 解 に 関 与 し て い る 可 能 性
が あ る 。 こ の 活 性 の 欠 損 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 関 節 リ ウ マ チ の 病 因 に 関
与 し て い る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 疾 病 の 病 因 に お い て は 、 サ イ ト カ イ ン 類 の 蓄 積 が し ば
し ば 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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　 本 発 明 は 、 本 発 明 の LSR受 容 体 の エ レ メ ン ト で あ る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 は 、
よ り 詳 し く は 、 LSR受 容 体 の α 、 α 'ま た は β サ ブ ユ ニ ッ ト を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す
る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 詳 し く は 、 LSR受 容 体 、 な ら び に 該 ポ リ ペ プ チ ド の 相 同 体 、 等 価 体 ま
た は 変 異 体 、 ま た は そ れ ら の 断 片 の １ つ の 、 少 な く と も 5、 好 ま し く は 少 な く と も 10～ 15
の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 精 製 、 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
好 ま し く は 、 LSR受 容 体 の 少 な く と も 10～ 15の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 LSR受 容 体 の 生 物 学 的 に 有
効 な 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 ラ ッ ト LSR受 容 体 、 マ ウ ス LSR受 容 体 ま た は ヒ ト LSR受 容 体 の 少
な く と も 10～ 15の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 精 製 、 単 離 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド に 関
す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 第 １ の 好 ま し い 具 体 例 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4お よ び 配
列 番 号 6の 配 列 、 な ら び に こ の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 、 等 価 体 も し く は 相 同 体 、 ま た は そ
れ ら の 断 片 の １ つ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 の 少 な く と も 10～ 15の 連 続 す る ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 。 好 ま し く は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 前 記 配 列 の １ つ の
相 同 体 ま た は 生 物 学 的 に 有 効 な 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 第 ２ の 好 ま し い 具 体 例 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17お よ び
配 列 番 号 18の 配 列 、 な ら び に こ の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 、 等 価 体 も し く は 相 同 体 、 ま た は
そ れ ら の 断 片 の １ つ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 の 少 な く と も 10～ 15の 連 続 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 。 好 ま し く は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 前 記 配 列 の １ つ
の 相 同 体 ま た は 生 物 学 的 に 有 効 な 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 第 ３ の 好 ま し い 具 体 例 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10お よ び
配 列 番 号 12の 配 列 、 な ら び に こ の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 、 等 価 体 も し く は 相 同 体 、 ま た は
そ れ ら の 断 片 の １ つ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 の 少 な く と も 10～ 15の 連 続 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 。 好 ま し く は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 前 記 配 列 の １ つ
の 相 同 体 ま た は 生 物 学 的 に 有 効 な 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド の う ち 、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10ま た は 配 列 番 号 12の ヒ
ト 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4ま た は 配 列 番 号 6の ラ ッ ト
配 列 を 有 す る も の 、 あ る い は 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17ま た は 配 列 番 号 18の マ ウ ス 配 列 を 有
す る も の が 特 に 注 目 さ れ よ う 。 図 1～ 6に 表 さ れ た ド メ イ ン に 相 当 す る 断 片 は 、 表 1、 3お よ
び 4に 示 さ れ て お り 、 そ の 配 列 上 の 位 置 は 、 配 列 番 号 2、 8ま た は 16と 対 応 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 29お よ び 配 列 番 号 30の ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 記 の ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に そ れ ら の 相 同 、 等 価 ま た は 変 異 ポ リ ペ プ
チ ド 、 な ら び に 該 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 好 ま し く は 生 物 学 的 に 有 効 な 断 片 を 含 ん で な る ポ
リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の う ち 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 本 発 明 の 受 容 体 の エ レ メ ン ト で あ る こ
と を 特 徴 と す る 、 前 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る か 、 ま た
は そ れ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド も ま た 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　
　 本 出 願 に 記 載 の 3個 体 の ラ ッ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 生 成 物 の 系 統 的 な 解 析 は 図 １ に 示 さ れ て い る
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。 ラ ッ ト LSR受 容 体 の α サ ブ ユ ニ ッ ト 、 よ り 長 い ｃ Ｄ NA(LSR-Rn-2097)に よ り コ ー ド さ れ た
タ ン パ ク 質 は 以 下 の 特 徴 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 可 能 性 の あ る グ リ コ シ ル 化 部 位 は 、 12～ 14お よ び 577～ 579位 に 認 め ら れ る 。 グ ル コ サ ミ
ノ グ リ カ ン の 可 能 性 の あ る 結 合 部 位 は 14～ 17位 に 認 め ら れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 い く つ か の リ ン 酸 化 部 位 は NH 2 末 端 の レ ベ ル に 局 在 化 し て お り (193～ 196、 597～ 600、 16
9～ 171、 172～ 174、 401～ 403、 424～ 426、 464～ 466、 467～ 469、 185～ 188、 222～ 225、 43
6～ 439、 396～ 399、 504～ 507、 530～ 533、 624～ 627、 608～ 615)、 こ の こ と は 、 後 者 が 細
胞 内 領 域 へ と 向 か っ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 さ ら に 、 こ の タ ン パ ク 質 は NH 2 末 端 に 、 2つ の ア ー ム が 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 か ら な る ヘ ア ピ ン
構 造 を 誘 導 す る 2つ の ア ミ ノ 酸 に よ り 2つ の 部 分 に 分 け ら れ る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
。 こ の 領 域 が LSRの 脂 肪 酸 結 合 部 位 を 表 す と 推 定 す る の は 理 に か な っ た こ と で あ る 。 か く
し て 生 成 さ れ た こ の グ ロ ー ブ － フ ィ ン ガ ー 構 造 は 、 脂 肪 族 炭 化 水 素 鎖 を 供 給 す る こ と が で
き る 。 よ り 厳 密 に は 、 こ の 2個 の ア ミ ノ 酸 は ラ ッ ト LSRの 場 合 、 α サ ブ ユ ニ ッ ト の ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 の 31お よ び 33位 に 位 置 す る 2個 の プ ロ リ ン で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 さ ら に NH 2 末 端 部 位 は 、 コ ー テ ィ ン グ さ れ た ピ ッ ト （ coated pits） の 内 表 を 覆 う タ ン パ
ク 質 、 ク ラ ス リ ン に 結 合 す る た め の 共 通 配 列 で あ る (Chen et al.， 1990)。 原 形 質 膜 の こ
れ ら の 特 異 的 領 域 は 、 膜 タ ン パ ク 質 の 急 速 な エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 可 能 に す る 。 か か る 共
通 配 列 は 、 CRAMの LRP-α 2 -マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 受 容 体 お よ び LDL受 容 体 レ ベ ル に お い て 認 め
ら れ る (Herz et al.， 1988;Lee et al.， 1990;Goldstein et al.， 1995)。 こ の レ ベ ル に
お け る 突 然 変 異 の 結 果 は 、 LDL類 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン の 実 質 的 な 遅 延 で あ り 、 家 族
性 高 コ レ ス テ ロ ー 血 症 を 誘 発 す る (Davis et al.,1986)。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 次 い で こ の 受 容 体 は 、 可 能 性 の あ る ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン を 構 成 す る 疎 水 性 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 こ の セ グ メ ン ト の 長 さ は 、 リ ン 脂 質 二 重 層 の 通 過 を 一 度 だ け 可 能 に す
る (Brendel et al.， 1992)。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ の ク ラ ス リ ン 結 合 シ グ ナ ル と 単 一 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン セ グ メ ン ト に 相 当 す る 疎 水 性 鎖
の 間 に は 、 LIと LLの ２ つ の モ チ ー フ が あ る (Letourneur et al.， 1992)。 こ れ ら 2つ の モ チ
ー フ は 以 下 の タ ン パ ク 質 に お い て 見 出 さ れ る ： glut 4グ ル コ ー ス 担 体 (Verhey et al.， 19
94)； 非 変 異 鎖 お よ び 組 織 適 合 性 複 合 体 ク ラ ス II(Zhong et al.， 1997:Parra-Lopez et al
.， 1997)。 こ れ ら の シ グ ナ ル は 、 周 縁 膜 系 に お け る タ ン パ ク 質 の エ ン ド サ イ ト ー シ ス お よ
び 細 胞 内 へ の 接 近 を 制 御 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ま た 、 C末 端 部 位 に は 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 と 相 同 性 を 示 す シ ス テ イ ン 豊 富 領 域 が 存 在
し 、 よ り 詳 し く は ： TNF1お よ び 2(腫 瘍 壊 死 因 子 1お よ び 2)受 容 体 ； 低 親 和 性 NGF(神 経 成 長
因 子 )受 容 体 ； シ ョ ー プ 繊 維 腫 ウ イ ル ス TNF可 溶 性 受 容 体 ； CD40、 CD27お よ び CD30、 サ イ ト
カ イ ン CD40L、 CD27Lお よ び CD30Lの 受 容 体 ； T細 胞 タ ン パ ク 質 4-1BB、 推 定 サ イ ト カ イ ン 4-I
BBLの 受 容 体 、 FAS抗 原 (APO 1)、 ア ポ ト ー シ ス に 関 与 す る FASLタ ン パ ク 質 の 受 容 体 、 T細 胞
0X40抗 原 、 サ イ ト カ イ ン 0X40L受 容 体 、 お よ び ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス A53タ ン パ ク 質 (サ イ ト
カ イ ン 類 お よ び そ れ ら の 受 容 体 、 1996； Barmer et al.， 1993)で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 こ の シ ス テ イ ン リ ッ チ セ グ メ ン ト に 加 え て 、 選 択 的 に +お よ び -の 荷 電 を 持 つ ア ミ ノ 酸 領
域 が 存 在 す る (Brendel et al.， 1992)。 こ の 領 域 は ア ポ タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド ApoBお よ び Ap
oEの 可 能 性 の あ る 結 合 部 位 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 こ の 領 域 は 、 さ ら に ラ ミ ン (Sios et al.， 1994)お よ び SF2'(Krainer et al.， 1991)に
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お い て 認 め ら れ る RSRSモ チ ー フ を 含 有 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 LSR-Rn-2040ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る こ の LSRα '型 は 、 そ の ロ イ シ ン 重 複 が 選 択 的
ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 除 去 さ れ た LI/LLエ レ メ ン ト を 除 き 、 LSR-Rn-2097ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ
ー ド さ れ る LSRα 配 列 に 基 づ く 前 記 の 総 て の ド メ イ ン を 有 す る 。 従 っ て 、 非 常 に よ く 似 た
配 列 は 有 す る も の の 、 LSR-Rn-2097に よ り コ ー ド さ れ る α サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び LSR-Rn-2040
に よ り コ ー ド さ れ る α 'は 、 そ れ ら の 再 生 速 度 お よ び 接 近 が 異 な る 。 LSR-Rn-1893に よ り コ
ー ド さ れ る β 型 は ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン ま た は シ ス テ イ ン リ ッ チ 領 域 を 持 た ず 、 か
つ 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 と 相 同 で あ る 。 し か し な が ら 、 そ れ は NH 2 末 端 レ ベ ル に お い て プ
ロ リ ン の 反 復 に よ り 分 断 さ れ る 、 荷 電 ア ミ ノ 酸 お よ び RSRSモ チ ー フ が 豊 富 な 疎 水 性 領 域 を
有 す る 。 こ の エ レ メ ン ト は 、 お そ ら く そ れ が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し て LSR-Rn-2040の 生
成 物 ま た は LSR-Rn-2097の 生 成 物 の い ず れ か と 結 合 し て い る 場 合 は 、 完 全 に 細 胞 外 に 位 置
し て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 以 下 の 表 1は 、 前 記 の 種 々 の ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ を 挙 げ て お り 、 そ れ ら が LSR受 容 体
の 各 サ ブ ユ ニ ッ ト に 属 し て い る か 否 か 、 な ら び に 該 ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ の 開 始 お よ び
終 了 位 置 、 ま た は 配 列 番 号 2の 配 列 に 示 さ れ て い る よ う な ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ を 有 す
る 領 域 の 位 置 を 示 し て い る 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ２ 】
　
　 ラ ッ ト 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト に お け る 、 本 発 明 の 3種 の LSR受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 の 長 さ 、 な ら び に 一 覧 表 に は そ れ ら の 典 型 的 な 配 列 の 配 列 番 号 を 含 め て 以 下 の 表
2aに 示 す 。
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【 表 ２ ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ヒ ト の 相 当 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 3種 各 々
か ら 得 た も の で あ り 、 後 に 詳 細 が 記 載 さ れ る 。 こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 設 計 す る た め に 使
用 さ れ る 命 名 法 は 、 そ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 な ら び に 一 覧 表 に は そ れ ら の 典 型 的 な 配 列
の 配 列 番 号 を 含 め て 反 映 し て お り 、 以 下 の 表 2bに 示 さ れ て い る 。
【 表 ２ ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ４ 】
　 LSR-Hs-2062配 列 か ら 推 定 さ れ る LSR受 容 体 の α サ ブ ユ ニ ッ ト に 相 当 す る タ ン パ ク 質 配 列
は 649ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ る 。 こ れ は LSR-Mm-1886か ら 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 長 594の タ ン パ
ク 質 配 列 と 、 LSR-Rn-2097か ら 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 長 593の タ ン パ ク 質 配 列 と を 整 列 さ せ た
も の で あ る (図 2)。 タ ン パ ク 質 配 列 の 保 存 性 は 極 め て 高 い (そ れ ぞ れ 591お よ び 590個 の 重 複
ア ミ ノ 酸 に つ い て 80.2%お よ び 82.2%の 一 致 ） 。 ラ ッ ト LSRα の タ ン パ ク 質 配 列 に お い て 同
定 さ れ た 機 能 的 ド メ イ ン は 、 ヒ ト LSRα 配 列 な ら び に ネ ズ ミ LSRα に お い て も 見 ら れ る (図 2
)。
【 ０ １ １ ５ 】
　 LSR-Hs-2005(α ')お よ び LSR-Hs-1858(β )型 に 相 当 す る ヒ ト タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ぞ れ 630
お よ び 581ア ミ ノ 酸 の 大 き さ で あ る と 推 定 さ れ て い る 。 LSR-Rn-2040(α ')お よ び LSR-Rn-18
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93(β )型 に 相 当 す る ラ ッ ト タ ン パ ク 質 は そ れ ぞ れ 574お よ び 525ア ミ ノ 酸 の 大 き さ で あ る と
推 定 さ れ て い る 。 LSR-Mm-1829(α ')お よ び LSR-Mm-1682(β )型 に 相 当 す る ネ ズ ミ タ ン パ ク
質 は そ れ ぞ れ 575お よ び 526ア ミ ノ 酸 の 大 き さ で あ る と 推 定 さ れ て い る 。 3つ の ヒ ト 型 (図 3)
、 ラ ッ ト で 推 定 さ れ る 3つ の 型 (図 4)、 マ ウ ス で 推 定 さ れ る 3つ の 型 (図 5)の 並 び 方 は 、 こ の
3種 に お い て 総 て の タ ン パ ク 質 型 が ク ラ ス リ ン お よ び RSRSモ チ ー フ に 結 合 す る た め の NPGY
シ グ ナ ル を 保 存 し て い る こ と を 示 し て い る 。 ヒ ト (LSR-Hs-2062生 成 物 )、 ラ ッ ト (LSR-Rn-2
097生 成 物 )、 お よ び マ ウ ス (LSR-Mm-1886生 成 物 )の 長 い 型 (α )は 、 LSRの 総 て の 機 能 的 特 性
を 示 す 。 3つ の 短 い 型 (β )(そ れ ぞ れ LSR-Hs-1817、 LSR-Rn-1893、 お よ び LSR-Mm-1682の 生
成 物 )は リ ソ ソ ー ム 接 近 の た め の ジ -ロ イ シ ン ド メ イ ン 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン お よ
び サ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ イ ン を 欠 い て い る 。 ま た 、 3つ の 中 間 型 (α ')(LSR-Hs-2005、 LSR-
Rn-2040、 お よ び LSR-Mm-1829[sic]の 生 成 物 )は ジ -ロ イ シ ン ド メ イ ン 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ
ン ド メ イ ン を 欠 き 、 か つ 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ イ ン に 相 当 す る ド メ イ ン は 保 存 さ れ て い
る こ と が 観 察 で き る (図 3、 4お よ び 5)。 最 後 に 、 図 6は ヒ ト に お い て 同 定 さ れ た 3つ の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 型 由 来 の タ ン パ ク 質 お よ び 、 各 々 を 誘 導 す る ス プ ラ イ シ ン グ の 結 果 と し て そ れ ら 各 々
に よ り 保 持 さ れ る モ チ ー フ を 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 以 下 の 表 3は 、 前 記 の 種 々 の ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ 、 な ら び に そ の ド メ イ ン ま た は モ
チ ー フ の 開 始 お よ び 終 了 位 置 、 ま た は マ ウ ス 配 列 番 号 16配 列 に 示 さ れ た よ う な そ の ド メ イ
ン ま た は モ チ ー フ を 有 す る 領 域 を 挙 げ た も の で あ る 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ １ ７ 】
　 以 下 の 表 4は 、 前 記 の 種 々 の ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ 、 な ら び に そ の ド メ イ ン ま た は モ
チ ー フ の 開 始 お よ び 終 了 位 置 、 ま た は ヒ ト 配 列 番 号 8配 列 に 示 さ れ た よ う な そ の ド メ イ ン
ま た は モ チ ー フ を 有 す る 領 域 を 挙 げ た も の で あ る 。
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】
　 結 論 と し て 、 前 記 の LSRの 配 列 お よ び 構 造 の 類 似 性 に よ り 、 ラ ッ ト お よ び ／ ま た は マ ウ
ス で な さ れ た 観 察 を ヒ ト へ 外 挿 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 相 同 ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 特 に 欠 失 や 切 断 、 伸 長 、 キ メ ラ 融
合 お よ び ／ ま た は 突 然 変 異 、 特 に 点 突 然 変 異 と い っ た あ る 種 の 修 飾 を 呈 す る ポ リ ペ プ チ ド
を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ よ う 。 相 同 な ポ リ ペ プ チ ド の う ち 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 80%、 好 ま し く は 90%の 相 同 性 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 等 価 ポ リ ペ プ チ ド は 、 LSR受 容 体 の 活 性 の 内 の 少 な く と も １ つ 、 特 に リ ポ タ ン パ ク 質 ま
た は カ イ ロ ミ ク ロ ン の 受 容 体 の 活 性 、 サ イ ト カ イ ン 、 特 に レ プ チ ン の 受 容 体 の 活 性 、 ま た
は gC1q-Rタ ン パ ク 質 ま た は そ の 類 似 タ ン パ ク 質 の 受 容 体 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 意
味 す る も の と 理 解 さ れ よ う 。 ま た 、 等 価 ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ゲ ノ ム 核 配 列 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ の 結 果 得 ら れ る い ず れ の ポ リ ペ プ チ ド を も 意 味 す
る も の と 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 変 異 ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は タ ン パ ク 質 変 異 体 ） は 、 特 に ヒ ト に お い て 存 在 し 得 る 変 異 し
た ポ リ ペ プ チ ド の 総 て を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ 、 そ れ は 特 に 切 断 、 欠 失 お よ び ／ ま た は
ア ミ ノ 酸 残 基 の 付 加 、 置 換 ま た は 突 然 変 異 、 特 に 点 突 然 変 異 に 相 当 し 、 同 様 に 、 人 工 突 然
変 異 ポ リ ペ プ チ ド も や は り 変 異 ポ リ ペ プ チ ド と 呼 ば れ る で あ ろ う 。 こ の 場 合 、 変 異 ポ リ ペ
プ チ ド は 特 に 部 分 的 に 肥 満 ま た は 食 欲 不 振 の 発 症 お よ び 進 展 に 関 連 す る で あ ろ う 。 そ れ ら
ま た 、 特 に 心 血 管 系 レ ベ ル の 肥 満 に 関 与 す る 危 険 性 ま た は 合 併 症 、 お よ び ／ ま た は サ イ ト
カ イ ン 類 の 代 謝 異 常 に 関 与 す る 病 状 の 発 症 お よ び ／ ま た は 進 展 に 関 連 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と は 、 最 低 15個 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は 塩 基 、 好 ま し く は 20塩 基 ま た は
30塩 基 を 含 ん で な る 核 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 意 味 す る も

10

20

30

40

50

(19) JP 2005-143508 A 2005.6.9



の と 理 解 さ れ る 。 こ れ ら の 断 片 は 、 正 常 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 し て 特 に 点 突 然 変 異 を 有
し て な っ て も よ い し 、 ま た 、 特 に 肥 満 ま た は 前 記 の 病 状 に つ な が る 多 型 性 に 結 び つ く も の
の よ う な 人 工 的 ま た は ヒ ト に 存 在 す る 変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 当 し て
も よ い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 生 物 学 的 に 活 性 な 断 片 と は 、 特 に ：
　 LSR受 容 体 活 性 の 少 な く と も １ つ 、 特 に リ ポ タ ン パ ク 質 受 容 体 活 性 、 ま た は サ イ ト カ イ
ン 、 特 に レ プ チ ン 受 容 体 活 性 お よ び ／ ま た は 細 胞 シ グ ナ リ ン グ 活 性 を 示 し 、 お よ び ／ ま た
は 、
　 本 発 明 の 受 容 体 に 特 異 的 な 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る こ と が 可 能 で あ り 、 お よ び ／ ま た は 、
　 例 え ば 、 そ の 受 容 体 に 特 異 的 な リ ガ ン ド の 結 合 を 無 効 に す る こ と に よ り 、 LSR受 容 体 活
性 を 調 整 す る こ と が で き る 化 合 物 に よ り 認 識 さ れ る こ と が 可 能 で あ り 、 お よ び ／ ま た は 、
　 LSR受 容 体 の 接 近 お よ び ／ ま た は 細 胞 内 局 在 の 調 整 が 可 能 で あ り 、 お よ び ／ ま た は 、
　 よ り 一 般 的 に は 、 LSR受 容 体 の 生 物 学 的 に 有 効 な ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ か ら な る ポ リ
ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 断 片 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 生 物 学 的 に 活 性 な 断 片 に は 、 特 に ：
　 ク ラ ス リ ン 結 合 部 位 を 含 ん で な る 断 片 、
　 脂 肪 酸 結 合 部 位 、 特 に そ の ア ー ム が 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 か ら な る ヘ ア ピ ン 構 造 を 誘 導 す る 2
個 の 隣 接 す る プ ロ リ ン に よ り 、 2つ の 部 分 に 分 け ら れ る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る
脂 肪 酸 結 合 部 位 を 含 ん で な る 断 片 、
　 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン を 構 成 す る 疎 水 性 領 域 を 含 ん で な る 断 片 、
　 周 縁 膜 系 に お い て タ ン パ ク 質 の エ ン ド サ イ ト ー シ ス お よ び 細 胞 内 接 近 を 制 御 す る こ と の
で き る 領 域 を 含 ん で な る 断 片 、 特 に LIお よ び LLモ チ ー フ 含 有 部 位 を 含 ん で な る 断 片 、
　 サ イ ト カ イ ン 結 合 部 位 、 特 に シ ス テ イ ン 豊 富 領 域 を 含 む 部 位 を 含 ん で な る 断 片 、
　 ApoBお よ び ApoEな ど の リ ポ タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド の た め の 可 能 性 の あ る 結 合 部 位 を 規 定 す
る 領 域 、 特 に 選 択 的 に +お よ び -の 荷 電 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 領 域 を 含 ん で な る
断 片 、 お よ び
　 RSRSモ チ ー フ を 含 ん で な る 断 片
が 存 在 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ れ ら の 断 片 に は 、 特 に 、 表 1,2お よ び 4に 定 義 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の ポ リ ペ
プ チ ド を 含 ん で な る 配 列 番 号 2,8ま た は 16の ヌ ク レ オ チ ド 断 片 の い ず れ か 、 お よ び い ず れ
か の 等 価 、 相 同 、 ま た は 変 異 断 片 が あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 他 の 好 ま し い 断 片 に は 、 配 列 番 号 29お よ び 30の 配 列 を 有 す る も の な ど の 抗 原 ペ プ チ ド が
含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　
　 本 発 明 の 主 題 は 、 本 発 明 の LSR受 容 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 核 酸 配 列 に
あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 さ ら に 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 配 列 番 号 19の ポ リ ペ プ チ ド の 、 少 な く と も 8、 好 ま し く は
少 な く と も 10、 さ ら に 特 に は 少 な く と も 15の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る こ と を 特
徴 と す る 、 精 製 核 酸 、 な ら び に こ の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 に 関 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 41の ポ リ ペ プ チ ド の 、 少 な く と も 8、 好 ま し く は 少 な く と も 10
、 さ ら に 特 に は 少 な く と も 15の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 精
製 核 酸 、 な ら び に こ の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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LSR受 容 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列



　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 1898～ 21094、 特 に ヌ ク レ オ チ ド 2001～ 20979
、 さ ら に 特 に は ヌ ク レ オ チ ド 2145～ 20979に 相 当 す る 核 酸 配 列 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と
す る 、 ヒ ト LSR受 容 体 を コ ー ド す る 精 製 核 酸 、 な ら び に こ の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 に 関
す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト LSR受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 含 ま れ る 核 酸 配 列 、 特 に そ の 遺 伝
子 の エ キ ソ ン の 各 々 、 ま た は そ の 遺 伝 子 の エ キ ソ ン の 組 み 合 わ せ 、 ま た は そ う で な け れ ば
１ 以 上 の エ キ ソ ン 部 分 に わ た っ て 伸 び る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら
の 核 酸 は ヒ ト LSR受 容 体 の １ 以 上 の 生 物 学 的 に 有 効 な 断 片 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 1897に 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん
で な る こ と を 特 徴 と す る 、 精 製 核 酸 、 な ら び に こ の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 21095～ 22976に 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 精 製 核 酸 、 な ら び に こ の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 に 関 す る
。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 9、 お よ び 配 列 番 号 11の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 精 製 核 酸 、 な ら び に こ の 核 酸 に 相
補 的 な 核 酸 配 列 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 3、 お よ び 配 列 番 号 5の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 精 製 核 酸 、 な ら び に こ の 核 酸 に 相
補 的 な 核 酸 配 列 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 お よ び 配 列 番 号 15の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 精 製 核 酸 、 な ら び に こ の 核 酸 に
相 補 的 な 核 酸 配 列 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 1898～ 2001に 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た
は 、 好 ま し く は 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 1898～ 2144を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 精
製 核 酸 、 な ら び に こ の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 20980～ 21094に 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 精 製 核 酸 、 な ら び に こ の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 に 関 す る
。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 の う ち 、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 11の 配 列 、 配 列 番 号 1、 配
列 番 号 3お よ び 配 列 番 号 5の 配 列 、 な ら び に 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14お よ び 配 列 番 号 15の 配
列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 、 な ら び に そ れ ら の 相 補 的 配
列 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 配 列 の 変 異 、 突 然 変 異 、 等 価 ま た は 相 同 配 列 、 な ら び に 本 発 明 の 配 列 と 特 異 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 核 酸 配 列 も 本 発 明 の 一 部 を な す 。
【 ０ １ ４ １ 】
　
　 従 っ て 本 発 明 は 、 ヒ ト LSR受 容 体 の ゲ ノ ム 配 列 、 好 ま し く は 配 列 番 号 19の 配 列 、 な ら び
に そ れ ら の 相 補 的 配 列 ま た は そ れ ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 突 然 変 異 、 等 価 ま た は 相 同 配 列
ま た は そ れ ら の 断 片 の １ つ に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
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ヒ ト ゲ ノ ム 配 列



　 ヒ ト LSR遺 伝 子 (配 列 番 号 19)は 、 21094bpに わ た っ て 分 布 す る 10の エ キ ソ ン を 含 ん で な る
。 エ キ ソ ン の サ イ ズ は そ れ ぞ れ ： 356,345,120,57,147,174,60,132,626お よ び 141bp(表 5)
で あ る 。
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ３ 】
　 エ キ ソ ン の カ ラ ム は 、 ゲ ノ ム 配 列 上 に お け る そ れ ら の 位 置 を 5'-3'順 で 、 1～ 10に 番 号 付
け さ れ た エ キ ソ ン を 表 す 。 開 始 お よ び 終 了 の 列 は 、 そ れ ぞ れ 問 題 の エ キ ソ ン の 最 初 お よ び
最 後 の ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 を 表 す 。 5'お よ び 3'に お い て エ キ ソ ン に 隣 接 す る ス プ ラ イ シ ン
グ 部 位 の 配 列 は 、 5'SPLICお よ び 3'SPLICの 列 に 示 さ れ て い る 。 BL5'お よ び BL3'の 列 は 、 そ
れ ぞ れ ス プ ラ イ シ ン グ の 後 の み に メ ッ セ ン ジ ャ ー の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に お い て 使 用 さ
れ る で あ ろ う エ キ ソ ン の 5'お よ び 3'に お け る 塩 基 数 を 示 し て い る 。 例 え ば ； エ キ ソ ン 7は 3
'に 遊 離 塩 基 を 有 し て い る の で 、 こ の エ キ ソ ン は そ の 5'に 2つ の 遊 離 塩 基 を 有 す る エ キ ソ ン
8の 5'末 端 に 結 合 で き る 。 1塩 基 +2塩 基 の 組 み 合 わ せ は 、 ゲ ノ ム 配 列 内 で イ ン ト ロ ン に よ り
損 な わ れ る コ ド ン を 構 成 す る 。 エ キ ソ ン 7は そ の 3'末 端 に お い て 5'に 2つ の 遊 離 塩 基 を 有 す
る い ず れ の エ キ ソ ン に 結 合 さ れ て も よ い ； 新 し く 作 出 さ れ た コ ド ン が 停 止 コ ド ン に 相 当 し
な け れ ば 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 保 存 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 エ キ ソ ン 1お よ び 2、 な ら び に 9お よ び 10は 必 然 的 に 同 時 に ス プ ラ イ ス さ れ 、 従 っ て 、 エ
キ ソ ン 1お よ び 2に 相 当 す る 5'ブ ロ ッ ク お よ び エ キ ソ ン 9お よ び 10に 相 当 す る 3'ブ ロ ッ ク を
形 成 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら 4つ の エ キ ソ ン の 生 成 物 に 相 当 す る 機 能 性 最 小 メ ッ セ ン ジ ャ ー
は 、 約 1331bpの サ イ ズ を 有 す る 可 能 性 が あ る 。 他 の エ キ ソ ン に つ い て は 、 可 能 性 の あ る 組
み 合 わ せ は 総 て 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 保 存 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 5'に お け る 非 コ ー デ ィ ン グ エ キ ソ ン の サ イ ズ を 正 確 に 測 定 す る こ と は で き な か っ た 。 実
際 、 ラ ッ ト 5'UTR配 列 は 、 こ れ ら の 配 列 の 解 析 を 完 成 さ せ 、 実 際 の ヒ ト LSRｃ Ｄ Ｎ Ａ の 5'末
端 を 同 定 す る に は ヒ ト に お け る そ れ ら と あ ま り に も 違 っ て い る 。 こ れ は 、 発 明 者 ら に よ り
開 発 さ れ た 5'末 端 キ ャ プ チ ャ ー 法 (WO 96/34981)に よ り 、 ヒ ト LSRメ ッ セ ン ジ ャ ー の 5'末 端
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を 同 定 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 以 下 に 記 載 す る ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 は 、 唯 一
USF2遺 伝 子 の 前 に 存 在 す る も の で あ り 、 ヒ ト LSR遺 伝 子 の 3'に 位 置 す る 。 従 っ て 、 お そ ら
く こ の 遺 伝 子 の 非 翻 訳 3'領 域 は 極 め て 短 い （ 推 定 サ イ ズ 約 100bp） 。 従 っ て 、 ヒ ト LSRｃ Ｄ
Ｎ Ａ 分 子 に 関 し て 示 さ れ る 総 て の サ イ ズ は 、 非 翻 訳 5'末 端 の サ イ ズ に よ っ て 調 整 さ れ る べ
き で あ ろ う 。 ゲ ノ ム 配 列 の 解 析 か ら 推 定 さ れ る 総 て の エ キ ソ ン を 考 慮 に い れ て 得 ら れ た ヒ
ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の サ イ ズ は 2158bpで あ る 。 こ の 形 態 は LSR-Rn-2097型 に 相 当 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 の た め の い く つ か の シ グ ナ ル の 局 在 を 、 以 下 の 表
6に 示 す 。
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】
　 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 特 徴 的 な エ レ メ ン ト が シ グ ナ ル の カ ラ ム に 記 載 さ れ て い る
： 翻 訳 の 開 始 (ATG)、 翻 訳 の 停 止 (STOP)お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル (ポ リ Ad)。 開 始 お
よ び 終 了 の 列 は 、 配 列 番 号 19の ゲ ノ ム 配 列 上 の こ れ ら の シ グ ナ ル の 開 始 お よ び 終 了 に 関 す
る ヌ ク レ オ チ ド と し て の 位 置 を 示 し て い る 。 翻 訳 の 開 始 の た め の ATGシ グ ナ ル は 、 別 の も
の が 開 始 の た め に よ り 適 切 な 環 境 を 提 供 す る た め 、 そ れ が 望 ま し い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト LSR遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る た め の １ 以 上 の エ レ メ ン ト を コ ー ド す
る 精 製 核 酸 配 列 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 に は 、 本 発 明 の 受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ
モ ー タ ー お よ び ／ ま た は レ ギ ュ レ ー タ ー の 核 酸 配 列 、 ま た は そ れ ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、
突 然 変 異 、 等 価 ま た は 相 同 配 列 、 ま た は そ れ ら の 断 片 の １ つ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 具 体 的 に は 、 LSR遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 5'に 位 置 す る 精 製 核 酸 に
関 す る 。 こ の 核 酸 は 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 1897に 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 な
ら び に こ の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 こ の 核 酸 の よ り 短 い 断 片 も ま た 、 LSR遺 伝 子 の 発 現 ま た は 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 他 の い ず れ の 配 列 の 発 現 の た め の プ ロ モ ー タ ー と し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 LSR遺 伝 子 の 転 写 配 列 の 3'に 位 置 す る 精 製 核 酸 に 関 す る 。 こ の 核 酸 は 配
列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 21095～ 22976に 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 な ら び に こ の 核 酸 に
相 補 的 な 核 酸 配 列 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 。 こ の 核 酸 の よ り 短 い 断 片 も ま た 、 遺 伝
子 の 発 現 を 調 節 す る エ レ メ ン ト と し て 使 用 で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト LSR受 容 体 の ゲ ノ ム 配 列 、 好 ま し く は 配 列 番 号 41の 配 列 、
な ら び に そ れ ら の 相 補 配 列 、 ま た は そ れ ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 突 然 変 異 、 等 価 ま た は 相
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同 配 列 の １ つ 、 ま た は そ れ ら の 断 片 の １ つ に 関 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　
　 USF2の す ぐ 近 傍 の Lisch7遺 伝 子 が 局 在 す る マ ウ ス 第 7染 色 体 領 域 と 、 LSRを 有 す る ヒ ト 第
19染 色 体 領 域 19q13間 の シ ン テ ニ ー （ syntheny） （ 種 間 の 、 あ る 染 色 体 領 域 の 構 成 の 保 存
） が よ く 記 載 さ れ て い る こ と に 着 目 す る こ と は 有 益 で あ る 。 2つ の Lisch7／ LSRお よ び USF2
遺 伝 子 の 構 成 は 種 間 で 保 存 さ れ て い る 。 同 様 に 、 こ れ ら の 遺 伝 子 と 比 較 し て 、 よ り 動 原 体
よ り に 位 置 す る Apo Eは 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト の 双 方 に 存 在 す る 。 LSRリ ポ タ ン パ ク 質 受 容 体
お よ び そ れ ら の リ ガ ン ド の １ つ で あ る ApoEは 、 同 じ 染 色 体 領 域 に 存 在 す る こ と は 注 目 す べ
き で あ る 。 実 際 、 受 容 体 お よ び リ ガ ン ド は し ば し ば 同 時 に 調 節 さ れ る 。 か か る 状 況 は 、 マ
ウ ス に お い て 観 察 さ れ た 現 象 を ヒ ト に も 当 て は め ら れ る こ と を 予 見 す る こ と を 可 能 に す る
で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　
　 さ ら に 本 発 明 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り LSR受 容 体 遺 伝 子 に 由 来 す る 3種 の 異 な る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る 。 こ れ ら の 3種 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は ヒ ト 、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス で 同 定 さ れ て い
る (表 2b)。 そ れ ら は 3種 の LSR受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る α （ 長 種 ） 、 α '（ 中 間 種 ） お よ
び β （ 短 種 ） を コ ー ド し て い る 。 一 番 長 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 合 計 10の 遺 伝 子 の エ キ ソ ン を 含 ん で
い る 。 中 間 の 長 さ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は エ キ ソ ン 4を 含 ま な い 。 最 後 に 一 番 短 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ は エ キ ソ
ン 4お よ び 5を 含 ま な い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 LSR受 容 体 の α サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ヒ ト LSR-Hs-2062ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お
よ び ラ ッ ト LSR-Rn-2097 cDNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 78.6%一 致 し 、 1955bpに わ た っ て 重 複 し
て い る 。 ネ ズ ミ LSR-Mm-1886配 列 （ 長 種 ） が ヒ ト 配 列 と と も に 並 ん で い る 場 合 、 こ れ ら の
数 値 は そ れ ぞ れ 78.8%お よ び 1851bと な る 。 こ れ は 、 種 間 に お け る 核 酸 配 列 の 極 め て 高 い 保
存 を 反 映 し て い る 。 最 も 高 い レ ベ ル の 相 違 は 、 非 翻 訳 5'末 端 （ 配 列 が 利 用 可 能 な 場 合 ） で
、 第 １ の コ ー デ ィ ン グ エ キ ソ ン で 、 ま た 非 翻 訳 3'末 端 (図 7)で 観 察 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 従 っ て 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 9、 お よ び 配 列 番 号 11の 配 列 、 配 列 番 号 1、
配 列 番 号 3お よ び 配 列 番 号 5の 配 列 、 な ら び に 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14お よ び 配 列 番 号 15の
配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 精 製 核 酸 、 な ら び に こ の 核 酸 に 相 補 的 な
核 酸 配 列 、 ま た は そ れ ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 突 然 変 異 、 等 価 ま た は 相 同 配 列 、 ま た は そ
れ ら の 断 片 の １ つ に 関 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 翻 訳 の 開 始 お よ び 停 止 の た め の コ ド ン 間 の 、 前 記 核 酸 の コ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 構 成 す
る 核 酸 も ま た 本 発 明 の 一 部 を な す 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 も ま た 本 発 明 の 一 部 を な す 。 特 に 、 表 1,3
お よ び 4に 記 載 の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 は 注 目 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 こ の よ う に 、 表 7は 配 列 番 号 7の ヒ ト 配 列 の 、 か か る 核 酸 断 片 の 位 置 を 記 載 し て い る 。
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト LSR受 容 体 を コ ー ド す る cDNAの 5'UTRの 配 列 に 相 当 す る 精 製 核 酸 に 関
す る 。 こ の 核 酸 は 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 1898～ 2001、 好 ま し く は 配 列 番 号 19の ヌ ク レ
オ チ ド 1898～ 2144に 相 当 す る 核 酸 配 列 、 な ら び に こ の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 配 列 を 含 ん で な
る こ と を 特 徴 と す る 。 こ の 核 酸 の よ り 短 い 断 片 も ま た 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 LSR受 容 体 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 3'UTRの 配 列 に 相 当 す る 精 製 核 酸 に 関
す る 。 こ の 核 酸 は 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 20980～ 21094に 相 当 す る 核 酸 配 列 、 な ら び に
こ の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 配 列 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 。 こ の 核 酸 の よ り 短 い 断 片 も
ま た 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス LSR受 容 体 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の そ れ ぞ れ 5'UTRま
た は 3'UTRの 配 列 に 相 当 す る 精 製 核 酸 に 関 す る 。 こ の 核 酸 の よ り 短 い 断 片 も ま た 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 5'UTRお よ び 3'UTRは 転 写 お よ び 翻 訳 の 調 節 に 関 与 す る エ レ メ ン ト （ 応 答 エ レ メ ン ト お よ
び エ ン ハ ン サ ー ） を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の 領 域 は 特 に ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 性 に お い て 役 割 を
持 つ 。 さ ら に 、 5'UTRは ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 の た め に 不 可 欠 な シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ル ノ (Shine-De
lgarno)モ チ ー フ を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 核 酸 、 核 配 列 ま た は 核 酸 配 列 と は 、 正 確 な ヌ ク レ オ チ ド 連 続 を 示 す 、 修 飾 さ れ た 、 ま た
は そ う で な け れ ば 核 酸 の 断 片 、 セ グ メ ン ト ま た は 領 域 の 定 義 が 可 能 な 非 天 然 ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 、 単 離 天 然 ま た は 合 成 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 断 片 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ
る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 等 価 核 酸 配 列 と は 、 遺 伝 子 コ ー ド 、 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 相 当 す る Ｒ Ｎ Ａ 配 列 な ら び
に 等 価 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 縮 重 を 考 慮 に い れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 核 酸 配 列 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(25) JP 2005-143508 A 2005.6.9



【 ０ １ ６ ６ 】
　 相 同 ポ リ ペ プ チ ド と は 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 お よ び ／ ま た は 少 な く
と も 80%、 好 ま し く は 90%の 相 同 レ ベ ル を 示 す 核 酸 配 列 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ る 。 本 発
明 に よ れ ば 、 相 同 性 は 唯 一 の 統 計 学 的 類 型 で あ り 、 こ れ は そ の 配 列 が 最 少 80%、 好 ま し く
は 90%の 核 酸 を 共 通 に 持 つ こ と を 意 味 す る 。 そ れ ら は 好 ま し く は 本 発 明 の 配 列 と 特 異 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 配 列 で あ る 。 好 ま し く は 、 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、
実 施 例 に 見 出 さ れ る よ う な も の で あ る か 、 ま た は 少 な く と も 95%の 相 同 性 が 保 証 さ れ る も
の で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の こ れ ら 核 酸 の 長 さ は 8,10,15,20ま た は 30～ 200ヌ ク レ
オ チ ド と 様 々 で あ っ て よ く 、 特 に 20～ 50ヌ ク レ オ チ ド 、 さ ら に 特 に は 20～ 30ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 対 立 遺 伝 子 ま た は 対 立 遺 伝 子 変 異 体 と は 、 ヒ ト に 存 在 す る 多 型 性 、 特 に 肥 満 ま た は 食 欲
不 振 の 発 症 お よ び ／ ま た は 進 展 に つ な が る 可 能 性 の あ る 多 型 性 に 当 た る 天 然 の 突 然 変 異 配
列 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ よ う 。 こ れ ら の 多 型 性 は ま た 、 特 に 心 血 管 系 レ ベ ル に お い て
肥 満 に 関 与 す る 危 険 性 ま た は 合 併 症 、 お よ び ／ ま た は サ イ ト カ イ ン の 代 謝 異 常 に 関 与 す る
病 状 の 発 症 お よ び ／ ま た は 進 展 に つ な が る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 突 然 変 異 核 配 列 と は 、 正 常 配 列 と 比 較 し て 、 少 な く と も １ つ の 点 突 然 変 異 を 含 ん で な る
核 配 列 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 配 列 は 一 般 に 正 常 配 列 で あ る が 、 そ れ ら は 少 な く と も １ つ の 点 突 然 変 異 お よ び
、 好 ま し く は 正 常 配 列 と 比 較 し て 多 く と も 10%の 突 然 変 異 を 含 ん で な る の で 、 突 然 変 異 配
列 で も あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 突 然 変 異 が サ イ レ ン ト で は な い 、 す な わ ち 正 常 配 列 に 関 し て コ
ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 の 修 飾 を も た ら す 突 然 変 異 核 配 列 に 関 す る 。 い っ そ う 好 ま し く は 、 こ
れ ら の 突 然 変 異 は LSR複 合 体 お よ び ／ ま た は 受 容 体 ま た は 相 当 す る そ れ ら の ド メ イ ン お よ
び 断 片 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 。 こ れ ら の 突 然 変 異 は ま た 、 リ ポ タ ン パ ク 質 ま た は
サ イ ト カ イ ン 類 、 特 に レ プ チ ン の 受 容 体 部 位 、 あ る い は 補 因 子 、 特 に 遊 離 脂 肪 酸 の 結 合 部
位 、 ま た は そ う で な け れ ば 、 リ ン 酸 化 部 位 に 相 当 す る 領 域 が 有 す る ア ミ ノ 酸 に 作 用 す る 。
こ れ ら の 突 然 変 異 は ま た 、 LSRの 輸 送 、 接 近 お よ び 膜 固 定 に 関 与 す る 配 列 に 作 用 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 概 し て 本 発 明 は 、 正 常 LSRポ リ ペ プ チ ド 、 突 然 変 異 LSRポ リ ペ プ チ ド な ら び に そ れ ら の 断
片 お よ び 、 相 当 す る Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 本 発 明 の 受 容 体 の ポ リ ペ プ チ ド を 示 す LSR
ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 核 配 列 の 断 片 は 特 に 、 前 記 で 定 義 し た 機 能 的 ま た は 生 物 学 的 活 性 を 有
す る 受 容 体 の ド メ イ ン お よ び ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 上 流 ま た は 下
流 に 位 置 す る ド メ イ ン ま た は 領 域 を 含 み 、 LSR遺 伝 子 の 発 現 の 調 節 の た め の エ レ メ ン ト を
含 む か 、 ま た は そ う で な け れ ば 、 核 配 列 の 検 出 、 同 定 ま た は 増 幅 法 に お い て プ ロ ー ブ ま た
は プ ラ イ マ ー と し て の そ れ ら の 使 用 が 可 能 な 配 列 を 有 し て も よ い 。 こ れ ら の 断 片 は 好 ま し
く は 最 少 サ イ ズ が 8、 10塩 基 で あ り 、 20塩 基 の 断 片 、 好 ま し く は 30塩 基 の 断 片 が 好 ま し い
。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 特 に 診 断 の た め の 注 目 さ れ 得 る 核 断 片 の う ち 、 例 え ば 、 特 に 正 常 ま た は 突 然 変 異 し た イ
ン ト ロ ン お よ び エ キ ソ ン 間 の 連 結 配 列 の よ う な LSR複 合 体 の 遺 伝 子 の ゲ ノ ム イ ン ト ロ ン 配
列 を 記 載 す べ き で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ５ 】
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　 そ れ ら の 配 列 が 本 発 明 の 配 列 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ
ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス と し て 使 用 す る こ と が で き る 核 酸 配 列 も ま た 、 本 発 明 の 一 部 を な
す 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 従 っ て 、 注 目 す る 核 酸 断 片 の う ち 、 特 に ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ ち 、
標 的 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 対 応 す る 生 成 物 の 発 現 の 阻 害 が 確 実 と な る
そ の 構 造 を 記 載 す べ き で あ る 。 ま た 、 対 応 す る 生 成 物 の 発 現 の 調 節 に 関 与 す る タ ン パ ク 質
と の 相 互 作 用 に よ り 、 こ の 発 現 の 阻 害 ま た は 活 性 化 の い ず れ か を 誘 導 す る と 考 え ら れ る セ
ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 記 載 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 LSR複 合 体 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は レ ギ ュ レ ー タ ー 配 列 に 関 与 し 、 対 応
す る タ ン パ ク 質 の 発 現 、 特 に そ れ ら の 発 現 の レ ベ ル に 作 用 し 得 る 突 然 変 異 を 有 す る 配 列 も
ま た 、 本 発 明 の 前 記 配 列 の 一 部 を な す 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ と し て 使 用 可 能 な 核
酸 配 列 も ま た 、 本 発 明 の 一 部 を な す 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 推 定 で き 、 か つ 、 特 に PCR法 の よ う な 増 幅 法
ま た は そ れ に 関 連 す る 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 特 に 突 然 変 異 配 列 の 検
出 を 可 能 に す る 総 て の プ ラ イ マ ー に 関 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 特 に そ れ ら と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 配 列 か ら 推
定 で き 、 か つ 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 検 出 、 特 に 正 常 配 列 と 突 然 変 異 配 列 の 間 の 判
別 を 可 能 に す る 総 て の プ ロ ー ブ に 関 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 検 出 お よ び ／ ま た は 増 幅 の た め の 本 発 明 の 核 酸 配 列
の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 総 て の プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 検 出 可 能 な お よ び ／ ま た は 定 量 可 能 な シ
グ ナ ル を 得 る た め に 、 当 業 者 に 十 分 公 知 の 方 法 に よ り 標 識 さ れ て よ い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 非 天 然 ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 特 に 硫 黄 含 有 ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は α も し
く は β 構 造 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な っ て も よ い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 は も ち ろ ん 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ 配 列 双 方 、 な ら び に そ れ ら と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 配 列 、 な ら び に 相 当 す る 二 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 以 下 本 明 細 書 で は 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 そ れ ら が 正 常 配 列 で あ っ て も 異 常 配 列 で あ っ て
も 、 LSR複 合 体 の 遺 伝 子 と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 本 発 明 は 、 そ れ ら の 天 然 の 染 色 体 環 境 、 す な わ ち 自 然 状 態 に お け る ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に は 関 与 し な い と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 そ れ ら は 単 離 さ れ た 、 す な わ ち 直 接 的 に ま
た は 間 接 的 に 、 例 え ば 複 写 (ｃ Ｄ Ｎ Ａ )に よ り 採 取 さ れ た 配 列 で あ り 、 そ れ ら の 環 境 は 少 な
く と も 部 分 的 に 修 飾 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 従 っ て こ れ は ま た 、 部 分 的 に 修 飾 さ れ た 、 ま た は 本 来 そ れ ら を 有 し て い る 配 列 と は 少 な
く と も 部 分 的 に 異 な る 配 列 に よ っ て 保 有 さ れ て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 双 方 で
あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 こ れ ら の 配 列 は ま た 非 天 然 と 称 さ れ て よ い 。
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【 ０ １ ８ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 、 単 離 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 本 発 明 の 受 容 体 、 お よ び そ れ ら の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ レ ギ ュ レ ー タ
ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 の 核 酸 を 使 用 す る こ と を 特 徴
と す る 方 法 を 含 ん で な る 。 こ れ ら の 方 法 の う ち 、 特 に ：
　 本 発 明 の 核 配 列 を 用 い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 単 離 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の
ク ロ ー ニ ン グ (Sambrool et el.， 1989； Suggs et al.， 1981； Woo et al.， 1979)、
　 本 発 明 の 核 配 列 に 関 す る 5'末 端 タ グ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ (WO 96/34981)、 お
よ び 完 全 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 相 当 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 プ ロ モ ー タ ー の ク ロ ー
ニ ン グ を 可 能 に す る タ グ の 単 離 、
　 本 発 明 の 配 列 を 用 い る ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば BACsの ス ク リ ー ニ ン グ (Chumakov et
 al.， 1992； Chummakov et al.， 1995)お よ び 所 望 に よ り 、 単 離 お よ び 染 色 体 位 置 決 定 、
次 い で LSR受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 完 全 な 配 列 決 定 を 可 能 に す る FISHに よ る 遺 伝 子 解
析 (Cherif et al.， 1990)
を 記 載 し 得 る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 本 発 明 の 受 容 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 、 特 に ゲ ノ ム 配 列
ま た は 本 発 明 の 受 容 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま
た は レ ギ ュ レ ー タ ー の 核 酸 配 列 、 ま た は そ れ ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 突 然 変 異 、 等 価 ま た
は 相 同 配 列 の １ つ 、 ま た は そ れ ら の 断 片 の １ つ で あ っ て 、 本 発 明 の 前 記 方 法 の １ つ に よ り
得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 配 列 、 ま た は そ の 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 配 列
を 包 含 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 含 有 す る ク ロ ー ニ ン グ お よ び ／ ま た は 発 現 ベ ク タ ー
を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 宿 主 細 胞 に お い て そ の 配 列 の 発 現 お よ び ／ ま た は 分 泌 を 可 能 と す る エ レ メ ン ト を 含 ん で
な る こ と を 特 徴 と す る 本 発 明 の ベ ク タ ー も ま た 、 本 発 明 の 一 部 を な す 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は レ ギ ュ レ ー タ ー 配 列 、 ま た は 本 発 明 の 細 胞 接 近 の
た め の 配 列 、 ま た は そ れ ら の 断 片 の １ つ を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る ベ ク タ ー も ま た 、
本 発 明 の 一 部 を な す 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 そ の ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は プ ロ モ ー タ ー 、 翻 訳 の 開 始 お よ び 停 止 シ グ ナ ル な ら び に 転
写 調 節 の た め の 適 切 な 領 域 を 含 ん で な る で あ ろ う 。 そ れ ら は 細 胞 中 で 安 定 し て 維 持 で き な
け れ ば な ら ず 、 所 望 に よ り 翻 訳 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 指 定 す る 特 定 の シ グ ナ ル を 有 し て い て
も よ い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 こ れ ら 種 々 の 制 御 シ グ ナ ル は 、 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 に よ っ て 選 択 さ れ る 。 子 の 目 的 の た
め に 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 は 、 選 択 さ れ た 宿 主 内 の 自 己 複 製 ベ ク タ ー 中 、 ま た は 選 択 さ れ た
宿 主 の 組 み 込 み 可 能 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ て よ い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 自 己 複 製 系 の う ち 、 宿 主 細 胞 に よ り 、 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス 型 の 系 が 好 ん で 使 用 さ
れ 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て は 、 特 に ア デ ノ ウ イ ル ス (Perricaudet et al.， 1992)、 レ ト
ロ ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ま た は ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (Epstein et al.， 1992)で あ り 得
る 。 こ れ ら の 系 の そ れ ぞ れ に 使 用 可 能 な 技 術 は 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 宿 主 細 胞 の 染 色 体 へ の 配 列 の 組 み 込 み が 所 望 さ れ る 場 合 に は 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド ま た は
ウ イ ル ス 型 の 系 が 使 用 可 能 で あ ろ う ； か か る ウ イ ル ス と し て は 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス (T
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emin， 1986)ま た は AAV(carter， 1993)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 か か る ベ ク タ ー は 当 業 者 に よ り 一 般 に 使 用 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ る で あ ろ う
し 、 結 果 と し て そ れ ら か ら 得 ら れ た ク ロ ー ン は 、 例 え ば リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン ま た は 熱 シ ョ ッ ク な ど の 標 準 的 な 方 法 に よ り 適 切 な 宿 主 に 導 入 さ れ て よ い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 宿 主 細 胞 、 特 に 本 発 明 の ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 真 核 お よ び 原
核 細 胞 、 な ら び に 本 発 明 の 形 質 転 換 細 胞 の １ つ を 含 ん で な る 、 ヒ ト を 除 く ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 を 含 ん で な る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 こ れ ら の 目 的 の た め に 使 用 可 能 な 細 胞 の う ち 、 も ち ろ ん 細 菌 細 胞 (Olins and Lee， 1993
)ば か り で な く 酵 母 細 胞 (Buckholz， 1993)、 な ら び に 動 物 細 胞 、 特 に 哺 乳 類 細 胞 培 養 物 (Ed
wards and Aruffo， 1993)お よ び 特 に チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 (CHO)、 さ ら に は 例
え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い る 方 法 (Lucko， 1993)の 使 用 が 可 能 な 昆 虫 細 胞 を 記 載 し て も
よ い 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 好 ま し い 細 胞 宿 主 は CHO細 胞 か ら な る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 本 発 明 の 哺 乳 動 物 の う ち 、 表 現 型 が 正 常 ま た は 変 異 LSR受 容 体 、 特 に ヒ ト 起 源 の 突 然 変
異 に 相 当 す る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ウ サ ギ の よ う な 動
物 が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 こ こ で 特 に 注 目 さ れ る 動 物 モ デ ル の う ち 、 特 に 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る ；
　 LSRの 構 成 成 分 の １ の 欠 損 を 示 す ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。 そ れ ら は 胎 芽 幹 細 胞 の 相 同
性 組 み 換 え を 行 い 、 こ れ ら の 幹 細 胞 を 胚 に 移 植 し 、 生 殖 系 の レ ベ ル で 影 響 を 受 け た キ メ ラ
を 選 択 し 、 こ の キ メ ラ を 増 殖 さ せ る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 １ 以 上 の ネ ズ ミ お よ び ／ ま た は ヒ ト 起 源 の LSR複 合 体 の 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。 こ の マ ウ ス は 、 偏 在 特 性 を 持 つ も し く は 組 織 、 好 ま し く は 肝 臓 の タ イ
プ 選 択 性 を 持 つ 強 力 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 の 下 、 LSR複 合 体 の 遺 伝 子 の 多 重 コ ピ ー の ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 LOXP/CRE組 換 え 酵 素 系 (Rohlmann et al.， 1996)、 ま た は 動 物 の 正 確 な 齢 に お け る 遺 伝
子 の 発 現 の 不 活 性 化 の た め の 他 の い ず れ か の 系 を 用 い る 不 活 性 化 に よ り 、 LSR複 合 体 の １
以 上 の 遺 伝 子 を 欠 失 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 （ 好 ま し く は マ ウ ス ） 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 ウ イ ル ス 転 写 ま た は 遺 伝 子 治 療 後 に 、 LSR複 合 体 の １ 以 上 の 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る 動 物
（ 好 ま し く は ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス ） 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 LSRを 欠 損 す る 動 物 （ 特 に マ ウ ス ） と 、
　 LDL受 容 体 (Herz et al.， 1995； Ishibashi et al.， 1993)
　 肝 リ パ ー ゼ (Homanics et al.， 1995； Kobayashi et al.， 1996)
　 ア ポ タ ン パ ク 質 B(Purcellhuynh et al.， 1992； Huang et al.， 1996)
　 ア ポ タ ン パ ク 質 E(Plump et al.， 1992； Zhang et al.， 1992； Huang et al.， 1996)
　 ア ポ CIII(Aalto-Setala et al.， 1992； Ito et al.， 1990； Maeda et al.， 1994)
を 欠 損 す る 、 ま た は 過 剰 発 現 す る 動 物 と の 交 配 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 お よ び ウ イ ル ス ま た は 非 ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
は 、 以 下 の ラ ッ ト お よ び マ ウ ス 系 統 に お い て 行 わ れ る の が 好 ま し い ：
　 Zuckerラ ッ ト (fa/fa)(Iida et al.， 1996)
　 AKR/Jマ ウ ス (West et al.， 1992)
　 ob/obマ ウ ス (Zhang et al.， 1994)
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　 ob 2 j/ob 2 jマ ウ ス (同 上 )
　 tubbyマ ウ ス (Kleyn et al.， 1996； Nobben-Traauth et al.， 1996)
　 fat/fat(Heldin et al.， 1995)
　 agoutiマ ウ ス (Lu et al.， 1994； Manne et al.， 1995)
　 db/dbマ ウ ス (Chen et al.， 1996)。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 細 胞 お よ び 哺 乳 類 は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法
に 使 用 す る こ と が で き 、 か つ 、 解 析 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ の た め の モ デ ル と し て 提 供 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ま た 、 LSR複 合 体 の ポ リ ペ プ チ ド 間 、 こ れ ら と そ れ ら の パ ー ト ナ ー で あ る 、 リ ポ タ ン パ
ク 質 受 容 体 ま た は サ イ ト カ イ ン 類 、 特 に レ プ チ ン の 受 容 体 の 活 性 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に
関 与 す る 化 学 化 合 物 ま た は タ ン パ ク 質 化 合 物 間 の 相 互 作 用 を 検 討 す る た め 、 か つ 活 性 の タ
イ プ ま た は 正 常 複 合 体 が 関 与 し て い る か ど う か 、 ま た は 少 な く と も １ つ の ド メ イ ン が 変 異
体 で あ る 複 合 体 に よ っ て 作 動 を 始 め る 種 々 の メ カ ニ ズ ム お よ び 相 互 作 用 を 研 究 す る た め に
、 前 記 の 形 質 転 換 細 胞 ま た は 哺 乳 類 を モ デ ル と し て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 特 に そ れ ら は 、 LSR複 合 体 ま た は そ の 正 常 ま た は 変 異 ド メ イ ン の １ つ と 相 互 作 用 す る 生
成 物 の 選 択 の た め に 、 補 因 子 ま た は 阻 害 剤 、 特 に 競 合 的 阻 害 剤 も し く は LSR複 合 体 に お け
る コ ン ホ メ ー シ ョ ン 変 化 に 対 す る ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 有 す る 阻 害 剤 と
し て 使 用 さ れ て も よ い 。 好 ま し く は 、 そ の 形 質 転 換 細 胞 は 特 に 肥 満 ま た は 前 記 の 病 状 と 戦
う こ と を 可 能 に す る 生 成 物 の 選 択 を 可 能 と す る モ デ ル と し て 使 用 さ れ る で あ ろ う 。 こ の 細
胞 は ま た 、 あ る 種 の 化 合 物 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 可 能 性 の あ る 危 険 性 の 検 出 の た め に 供 さ
れ て も よ い 。
【 ０ ２ １ １ 】
　
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 合 成 ま た は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 、 特 に 化 学 合 成 ま た は 本
発 明 の 核 酸 配 列 の 使 用 に よ る 合 成 に 関 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 多 く の 公 知 の ペ プ チ ド 合 成 法 の い ず れ か を 用 い る 化 学 合 成 法
、 例 え ば 固 相 を 用 い る 技 術 、 ま た は 部 分 的 固 相 を 用 い る 技 術 に よ り 、 断 片 の 縮 合 に よ り 、
ま た は 溶 液 中 に お け る 通 常 の 合 成 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 が 固 相 法 に よ り 合 成 さ れ る 場 合 、 C末 端 ア ミ ノ 酸 を 不 活 性 な 固 体 支 持 体
に 結 合 さ せ 、 α 位 に お い て そ の ア ミ ノ 基 を 保 護 す る 基 を 含 ん で な る （ 必 要 な ら ば 、 そ の 機
能 的 側 基 の 保 護 ） 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 こ の 工 程 の 最 後 に 、 こ の ア ミ ノ 末 端 基 を 保 護 す る 基 が 除 去 さ れ 、 次 い で 、 こ れ も ま た 保
護 の 必 要 を 含 ん で な る 第 二 の ア ミ ノ 酸 が 結 合 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 N末 端 保 護 基 は 、 各 ア ミ ノ 酸 が 結 合 し た 後 に 除 去 さ れ る ； 一 方 、 側 鎖 に お け る 保 護 は も
ち ろ ん 維 持 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 完 成 し た 時 、 ペ プ チ ド は そ の 支 持 体 か ら 切 断 さ れ 、
保 護 側 基 が 除 去 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 固 相 合 成 技 術 は 、 当 業 者 に 十 分 公 知 で あ る 。 特 に 、 Stewart et al． (1984)お よ び Bodan
sky(1984)を 参 照 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 化 学 合 成 法 に よ り 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド も 、 相 当 す る 非 天 然 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な っ て よ
く 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】

10

20

30

40

50

(30) JP 2005-143508 A 2005.6.9

LSR受 容 体 に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド の 製 造



　 組 換 え 型 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 法 も 、 そ れ 自 身 、 本 発 明 に 包 含 さ れ 、 形 質 転 換
細 胞 、 特 に 本 発 明 の 細 胞 ま た は 噛 乳 動 物 が 本 発 明 の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 組 換 え ポ
リ ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 培 養 さ れ 、 そ の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド が 回 収 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 本 発 明 の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は 調 節 配 列 の 少 な く と も １ つ 、 ま た は 本 発 明 の 細 胞
接 近 の た め の 配 列 の 少 な く と も １ つ 、 ま た は そ れ ら の 断 片 の １ つ を 含 む ベ ク タ ー ま た は 宿
主 細 胞 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 法 も 本 発 明 の 一 部 を な す 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 こ の 製 造 法 に よ り 得 る こ と が で き る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド も ま た 本 発 明 の 一 部 を な す 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 前 記 の よ う に 得 ら れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 グ リ コ シ ル 化 ま た は 非 グ リ コ シ ル 化 形 態
の 双 方 で あ っ て よ く 、 天 然 の 三 次 構 造 を 有 し て い て も よ く 、 ま た そ う で な く と も よ い 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 公 知 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 技 術 に 従 い 、 前 記
で 定 義 さ れ た 核 酸 配 列 か ら 製 造 さ れ て よ い 。 こ の 場 合 、 使 用 さ れ る 核 酸 配 列 は 細 胞 宿 主 で
の 発 現 を 可 能 に す る シ グ ナ ル の 制 御 下 に 置 か れ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 の 有 効 な 系 は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 を 有 す る 必
要 が あ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 こ れ ら の 細 胞 は 、 前 記 で 定 義 し た よ う に 、 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
宿 主 細 胞 へ 導 入 す る こ と に よ り 得 、 次 い で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
複 製 お よ び ／ ま た は 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 そ の 細 胞 を 培 養 す れ ば よ い 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 用 い ら れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 組 換 え ポ リ ペ プ
チ ド は 、 特 異 的 モ ノ ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど を 用 い て 、 分 画 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
法 、 免 疫 親 和 技 術 の よ う な 個 々 に あ る い は 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ る 方 法 に よ り 、 細 胞 溶 解
物 お よ び 抽 出 物 、 培 養 培 地 上 清 か ら 精 製 し て よ い 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 好 ま し い 変 異 体 は 、 「 担 体 」 タ ン パ ク 質 と 融 合 さ せ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 に あ る
（ キ メ ラ タ ン パ ク 質 ） 。 こ の 系 の 有 利 な 点 は 、 組 換 え 生 成 物 の タ ン パ ク 質 分 解 に お け る 安
定 化 お よ び 還 元 を 可 能 に し 、 in vitro変 性 の 際 に 溶 解 性 を 増 し 、 お よ び ／ ま た は 融 合 相 手
が 特 定 の リ ガ ン ド に 親 和 性 を 有 す る 場 合 に は 、 精 製 の 単 純 化 が 可 能 な こ と で あ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 受 容 体 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る モ ノ ま た は ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ れ ら の 断 片 、 キ メ ラ ま た は 免 疫 複 合 抗 体 も ま た 、 本 発 明 の 一 部 を な
す 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば ：
　 例 え ば 組 換 え レ プ チ ン を 特 異 的 リ ガ ン ド と し て 使 用 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー の よ う な 、 当 業 者 に 十 分 公 知 の 方 法 に よ り 、 LSR受 容 体 を 有 す る 細 胞 の 膜 か ら 精 製 し
た LSR受 容 体 、 ま た は
　 特 に 、 慣 習 的 な 方 法 に 従 い 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 か ら 遺 伝 子 組 換 え ま た は ペ プ チ ド 合 成 に
よ り 製 造 さ れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
に 対 し て 免 疫 感 作 し た 動 物 の 血 清 か ら 得 て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 特 に 生 物 学 的 に 有 効 な 本 発 明 の あ る 種 の ポ リ ペ プ チ ド 、 変 異 体 ま た は 断 片 を 特 異 的 に 認
識 す る 抗 体 の 優 位 性 は 注 目 さ れ て よ い 。
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【 ０ ２ ３ ０ 】
　 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler and Milstein， 1975に よ り 記 載 さ れ た 従 来 の ハ
イ ブ リ ド ー マ 培 養 法 に 従 っ て 得 て も よ い 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 に は 、 例 え ば キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 Fabま た は F(ab') 2 断 片 が あ る 。 そ
れ ら は ま た 、 検 出 可 能 な 、 お よ び ／ ま た は 定 量 可 能 な シ グ ナ ル を 得 る た め に 免 疫 複 合 体 ま
た は 標 識 抗 体 の 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 検 出
お よ び ／ ま た は 精 製 の た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 精 製 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド 精 製 の た め の そ れ ら の 使 用 に 加 え て 、 本 発 明 の 抗 体 、 特 に モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 の た め に 使 用 さ
れ て よ い 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 こ の よ う に 、 そ れ ら は 例 え ば 免 疫 蛍 光 、 金 標 識 、 酵 素 学 的 免 疫 複 合 体 に よ る 、 特 定 の 組
織 切 片 に お け る LSR受 容 体 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 免 疫 細 胞 化 学 的 ま た は 免 疫 組 織 化 学 的
分 析 の た め の 手 段 を 構 成 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 そ れ ら は 特 に 、 生 物 学 的 組 織 ま た は サ ン プ ル 中 の そ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 の 検
出 を 可 能 に し 、 そ の こ と に よ り そ れ ら を LSR受 容 体 の 異 常 な 発 現 の 検 出 、 ま た は 予 防 も し
く は 治 療 法 の 進 行 を 監 視 す る た め に 有 用 と な る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 さ ら に 一 般 に 、 本 発 明 の 抗 体 は 正 常 ま た は 変 異 し た LSR受 容 体 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を
観 察 す る 必 要 が あ る い か な る 状 況 に お い て も 有 利 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　
　 本 発 明 の 核 酸 配 列 ま た は 抗 体 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 対 立 遺 伝 子 の 変 異 性 、 突 然
変 異 、 欠 失 、 異 型 接 合 性 の 欠 如 、 ま た は 遺 伝 子 の 異 常 性 の 同 定 方 法 も ま た 、 本 発 明 の 一 部
を な す 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 、 患 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 、 前 記 の 配 列 の 少 な く と も １ つ
に お け る 突 然 変 異 の 存 在 を 同 定 す る こ と に よ る 、 例 え ば 肥 満 、 そ れ に 伴 う 危 険 性 、 ま た は
サ イ ト カ イ ン 代 謝 異 常 を 伴 う 病 状 の 疾 病 素 因 の 診 断 方 法 に 関 す る 。 解 析 さ れ る 核 酸 配 列 は
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の い ず れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 独 立 し て 取 ら れ た 患 者 に お い て 陽 性 お よ び 示 差 診 断 を 可 能 に す る た め に 、 本 発 明 に 基 づ
く 核 酸 ま た は 抗 体 を 使 用 す る こ と も ま た 可 能 で あ ろ う 。 こ の 核 配 列 は 、 特 に 家 族 既 往 歴 を
持 つ 、 危 険 性 の あ る 患 者 に お け る 前 症 候 性 診 断 の た め に 使 用 さ れ る の が 好 ま し い で あ ろ う
。 ま た 、 出 生 前 診 断 を 考 え る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 さ ら に 、 特 定 の 突 然 変 異 の 検 出 に よ り 、 特 に 病 状 の 強 度 ま た は そ の 発 症 ま で の お よ そ の
時 間 に 関 し て の 発 展 的 な 診 断 も 可 能 と な る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 も ち ろ ん 、 天 然 遺 伝 子 と 比 較 し て 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 の 検 出 を 可 能 に す る 方 法 は 極
め て 多 い 。 そ れ ら は 本 質 的 に 2つ の 大 き な カ テ ゴ リ ー に 分 け ら れ る 。 第 一 の タ イ プ の 方 法
は 、 突 然 変 異 配 列 と そ れ に 対 応 す る 非 突 然 変 異 天 然 配 列 と の 比 較 に よ り 突 然 変 異 の 存 在 を
検 出 し 、 第 二 タ イ プ の 方 法 は 、 例 え ば 突 然 変 異 の 存 在 に よ る 誤 対 合 の 証 拠 に よ り 、 突 然 変
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異 の 存 在 を 間 接 的 に 検 出 す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 こ れ ら の 方 法 に は 、 記 載 の 本 発 明 の プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー を 使 用 で き る 。 そ れ ら は
一 般 に 、 少 な く と も 8つ の ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 精
製 核 配 列 で あ り 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 1
1、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 19お よ び 配 列 番 号 41か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 核 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る こ と を 特 徴 と す る 。 好 ま し く は 、 特 定
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 実 施 例 で 定 義 さ れ た よ う な も の で あ る か 、 ま た は 、 そ
れ ら が 少 な く と も 95%の 相 同 性 を 保 証 す る よ う な も の で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
た め の こ れ ら 核 配 列 の 長 さ は 、 8、 10、 15、 20ま た は 30～ 200ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に 20～ 50ヌ
ク レ オ チ ド 、 さ ら に 特 に は 20～ 30ヌ ク レ オ チ ド と 様 々 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 対 立 遺 伝 子 変 異 性 、 突 然 変 異 、 欠 失 、 異 型 接 合 性 の 欠 如 、 ま た は 遺 伝 子 の 異 常 性 の 同 定
方 法 の う ち 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 異 常 性 を 現 わ す 可 能
性 の あ る 、 本 発 明 の 標 的 配 列 の 、 い わ ゆ る PCR（ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） ま た は PCR様 増 幅
の た め の 少 な く と も １ つ の 段 階 を 含 ん で な る 方 法 が 好 ま し い 。 増 幅 生 成 物 は 、 標 的 精 製 物
の 検 出 ま た は ア ッ セ イ を 行 う 前 に 、 適 切 な 制 限 酵 素 を 用 い て 処 理 さ れ て よ い 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 PCR様 と は 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 な 核 酸 配 列 の 再 生 を 使 用 す る 総 て の 方 法 、 ま た は そ う
で な け れ ば 、 標 識 系 が 増 幅 さ れ る 方 法 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ 、 こ れ ら の 技 術 は も ち ろ
ん 公 知 で あ り 、 一 般 に そ れ ら は ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 含 ん で お り ： 元 の サ ン
プ ル が Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 、 先 に 逆 転 写 を 行 う こ と が 賢 明 で あ る 。 現 在 、 例 え ば い わ ゆ る NASBA
「 核 酸 配 列 に 基 づ く 増 幅 (Nucleic Acid Sequence Baced Amplification)」 (Compton 1991
)、 TAS「 増 幅 系 に 基 づ く 転 写 (Transcription baced Amplification System)」 (Guatelli 
et al.， 1990)、 LCR「 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (Ligase Chain Reaction)」 (Landegren et al.，
1988)、 「 End Run Amplification」 (ERA)、 「 環 状 プ ロ ー ブ 反 応 (Cycling Probe Reaction
)」 (CPR)、 お よ び SDA「 Strand Displacement Amplification」 (Walker et al.， 1992)な
ど 、 こ の 増 幅 を 可 能 に す る 極 め て 多 く の 方 法 が あ り 、 こ れ ら の 方 法 は 当 業 者 に 十 分 公 知 で
あ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は 受 容 体 の 異 常 発 現 に 相 関 す る 病
状 お よ び ／ ま た は 病 因 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 抗 体 の 間 で 、 特 異 的 免 疫
学 的 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 本 発 明 の 抗 体 を 試 験 す る 生 物 学 的 材 料 と 接 触 さ
せ 、 次 い で 、 形 成 さ れ る 可 能 性 の あ る 免 疫 学 的 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 を
含 ん で な る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 LSR複 合 体 の １ 以 上 の 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 は 、 そ れ ら の 生 成 物 の 種 々 の 修 飾 に あ ず
か る 可 能 性 が あ り 、 そ の 修 飾 は 診 断 方 法 に 使 用 で き る 。 実 際 、 抗 原 性 の 修 飾 は 特 異 的 抗 体
の 開 発 を 可 能 に す る 。 LSRの 種 々 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 間 の 識 別 は 、 こ れ ら の 方 法 に よ り 達
成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 修 飾 は 総 て 、 例 え ば RIAま た は ELISAな ど の 、 正 常 ポ リ ペ プ
チ ド ま た は 突 然 変 異 体 を 認 識 す る モ ノ ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 に 基 づ く い く つ か
の 公 知 の 方 法 に よ り 、 診 断 の ア プ ロ ー チ に 用 い ら れ て よ い 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 こ れ ら の 診 断 方 法 も ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 特 に 標 識
さ れ 、 変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 総 て も し く は 一 部 に 相 当 す る も の を 用 い る in vivoま た は ex vi
vo画 像 解 析 に よ る 診 断 方 法 に 関 す る （ 例 え ば 、 PET-走 査 型 画 像 解 析 装 置 に よ り 検 出 可 能 な
分 子 と 結 合 し た 抗 体 を 用 い た 画 像 解 析 ） 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　
　 本 発 明 の 受 容 体 と 直 接 的 、 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は そ

10

20

30

40

50

(33) JP 2005-143508 A 2005.6.9

目 的 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ



の 受 容 体 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る こ と を 可 能 に す る 化 学 ま た は 生 化 学 化 合 物 の 選 択 方
法 で あ っ て 、 本 発 明 の 受 容 体 、 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ベ ク タ ー 、 細 胞 ま た は 哺 乳 類 を 使 用
す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 も ま た 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　
　 本 発 明 は 、 LSR受 容 体 の 活 性 を 調 整 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 LSR受 容
体 活 性 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 反 映 し 、 独 立 し て ま た は 組 み 合 わ せ て 取 ら れ た 種 々 の パ ラ
メ ー タ に 対 す る 候 補 化 合 物 の 作 用 の 測 定 か ら な る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 リ ポ タ ン パ ク 質 ク リ ア ラ ン ス の た め の LSR活 性 を 調 整 で き る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ の
た め に 好 ま し い 主 要 な 作 用 と は 、 LSR受 容 体 に よ る リ ポ タ ン パ ク 質 の 結 合 、 取 り 込 み お よ
び 分 解 活 性 に 対 す る 化 合 物 の 作 用 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 こ の 作 用 は 、 遊 離 脂 肪 酸 ま た は リ ポ タ ン パ ク 質 ク リ ア ラ ン ス に 対 す る LSR活 性 を 誘 導 も
し く は 阻 害 す る こ と が 知 ら れ て い る 他 の い ず れ か の 薬 剤 の 不 在 下 ま た は 存 在 下 、 あ る い は
レ プ チ ン 、 ま た は サ イ ト カ イ ン ク リ ア ラ ン ス に 対 す る LSR機 能 を 誘 発 ま た は 阻 害 す る こ と
が で き る 他 の い ず れ か の 薬 剤 の 不 在 下 ま た は 存 在 下 で 分 析 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 細
胞 内 ま た は 細 胞 外 い ず れ か の リ パ ー ゼ 活 性 を 促 進 ま た は 低 下 さ せ る こ と が で き る 薬 剤 の 不
在 下 ま た は 存 在 下 、 な ら び に リ ポ タ ン パ ク 質 の 分 解 の 公 知 の 代 替 経 路 の 不 在 下 ま た は 存 在
下 で 測 定 で き る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 以 下 の も の を 含 む 種 々 の 間 接 的 パ ラ メ ー タ ー も ま た 、 測 定 す る こ と が で き る ：
　 化 合 物 の 投 与 に よ り 誘 導 さ れ る 体 重 変 化
　 化 合 物 の 投 与 に よ り 誘 導 さ れ る 食 餌 摂 取
　 例 え ば 高 脂 肪 食 の 摂 取 前 、 摂 取 中 ま た は 摂 取 後 の 化 合 物 投 与 に よ り 誘 導 さ れ る 食 後 脂 肪
血 応 答 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 血 漿 ト リ グ リ セ リ ド 濃 度 お よ び ／ ま た は リ ポ タ ン パ ク 質 ま た は 高 ト リ グ リ セ リ ド 粒 子 の
結 合 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン 、 肝 臓 分 解 に 影 響 し 得 る 化 合 物 の 選 択 が 好 ま し い で あ ろ う
。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 サ イ ト カ イ ン 類 、 特 に レ プ チ ン の ク リ ア ラ ン ス の LSR活 性 を 調 整 で き る 化 合 物 の ス ク リ
ー ニ ン グ の た め に 好 ま し い 主 要 な 作 用 と は 、 遊 離 脂 肪 酸 の 不 存 在 下 ま た は 存 在 下 で LSR受
容 体 に よ る サ イ ト カ イ ン 類 の 結 合 、 取 り 込 み お よ び 肝 臓 分 解 活 性 に 対 す る 化 合 物 の 作 用 で
あ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 脂 質 ま た は サ イ ト カ イ ン 類 の 結 合 、 取 り 込 み お よ び ／ ま た は 分 解 の 測 定 は 、 例 え ば 、 培
養 肝 細 胞 ま た は 繊 維 芽 細 胞 ま た は そ の 表 面 に LSR受 容 体 を 発 現 す る 他 の い ず れ の 細 胞 に お
い て も 行 う こ と が で き る 。 こ の 細 胞 は 好 ま し く は 、 組 換 え LSR受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 、 さ
ら に 特 に は 組 換 え LSR受 容 体 発 現 す る 細 胞 で あ り 、 そ の 内 生 LSR受 容 体 は 不 活 性 で あ る か 、
ま た は 存 在 し な い と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 細 胞 は LDL受 容 体 を 発 現 し て も よ い し 、 ま た 発
現 し な く と も よ い 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 LSR活 性 を 調 整 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 本 発 明 の 細 胞 ま た は モ デ ル 動 物 、 特
に マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ヒ ト 、 よ り 好 ま し く は 前 記 お よ び 以 下 に 続 く 実 施 例 に 記 載 さ れ た
も の を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　
　 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 LSRプ ロ モ ー タ ー に 位 置 す る 転 写 因 子 の 結 合 の た め の 部 位 へ の 競 合
的 結 合 ま た は 転 写 因 子 へ の 直 接 的 結 合 の い ず れ か に よ り 、 LSR受 容 体 の 発 現 の レ ベ ル お よ
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び ／ ま た は 特 異 性 を 調 整 す る こ と が で き る 化 合 物 を 試 験 す る た め に 用 い ら れ て も よ い 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 LSR受 容 体 の 発 現 レ ベ ル お よ び そ の 局 在 は 、 特 許 PCT WO97/05277に 示 さ れ た 大 量 プ ロ ー
ブ を 用 い る 溶 液 中 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 解 析 で き 、 こ の 開 示 は 参 照 文 献 と し て 引
用 さ れ て い る 。 便 宜 に は 、 LSR受 容 体 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 も し く は そ う で な
け れ ば そ れ ら の 断 片 が 、 ア ン チ セ ン ス RNAを 生 成 す る た め に 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ (T3、 T7
ま た は SP6)RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の す ぐ 下 流 に 位 置 す る ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 挿 入
さ れ る 。 好 ま し く は こ の 挿 入 断 片 は 、 LSR受 容 体 の ゲ ノ ム 配 列 の 少 な く と も 100の 連 続 し た
ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の １ つ 、 さ ら に 詳 し く は 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 11
ま た は 配 列 番 号 13の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の １ 以 上 を 含 ん で な る 。 プ ラ ス ミ ド は 線 状 化 さ れ 、 ビ オ チ ン
-UTPお よ び ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -UTPの よ う な 修 飾 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド の 存 在 下 で 転 写 さ れ る 。 こ の 標 識 Ｒ Ｎ Ａ の 過 剰 量 を 、 注 目 す る 細 胞 ま た は 組 織 か ら 単
離 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 溶 液 中 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ス ト
リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 行 わ れ る （ 80%ホ ル ム ア ミ ド お よ び 0.4M NaCl、 pH7～ 8を 含 有 す る 溶
液 中 で 40～ 50℃ に て 16時 間 ） 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い プ ロ ー ブ は 、 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 特
異 的 な リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 消 化 に よ っ て 除 去 す る (CL3、 T1、 PhyM、 U2ま た は A Ｒ Ｎ ア
ー ゼ )。 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド ビ オ チ ン -UTPの 存 在 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 有 す る マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト 上 で の ハ イ ブ リ ッ ド の 捕 捉 を 可 能 に す る 。 DIG修 飾 の 存 在 に よ り 、 ア ル
カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 結 合 し た 抗 DIG抗 体 を 用 い る ELISAに よ る ハ イ ブ リ ッ ド の 検 出 お よ
び 定 量 が 可 能 と な る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 LSR受 容 体 の 遺 伝 子 発 現 の 定 量 分 析 も ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 Ｄ
Ｎ Ａ 鋳 型 と は 、 そ れ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の 特 異 的 検 出 を 可
能 に す る た め の 十 分 な 長 さ を 有 す る 多 数 の 核 酸 の 一 次 元 、 二 次 元 、 ま た は 多 次 元 配 列 を 示
す 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 は 発 現 の レ ベ ル を 評 価 す る こ と が 所 望 さ れ る 遺 伝 子 由 来 の 多 数 の
核 酸 を 含 ん で い て も よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 は LSRの ゲ ノ ム 配 列 、 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ゲ ノ ム 配
列 、 さ ら に 詳 し く は 、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 11ま た は 配 列 番 号 13の １ 以 上 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 そ
れ ら に 相 補 的 な 配 列 の い ず れ か 、 ま た は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 を 含 ん で も よ い 。 好 ま し
く は 、 こ の 断 片 は 、 そ れ ら が 由 来 す る 核 配 列 の 少 な く と も 15、 少 な く と も 25、 少 な く と も
50、 少 な く と も 100ま た は 少 な く と も 500の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 例 え ば 、 Schena et al.(1995 and 1996)に 記 載 さ れ た よ う に 、 LSR受 容 体 の 発 現 の 定 量
分 析 は 、 LSR受 容 体 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 LSR受 容 体
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ れ ら の 断 片 は PCRに よ り 増 幅 さ れ 、 鋳 型 の 形 態 で 96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ
レ ー ト か ら シ レ ー ト (sylated)顕 微 鏡 ス ラ イ ド に 高 速 自 動 機 を 用 い て 結 合 さ せ る 。 こ の よ
う に し て 作 製 さ れ た こ の Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 は 、 そ の 再 水 和 を 行 わ せ る た め 加 湿 チ ャ ン バ ー で イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 0.2% SDS中 で 1分 間 1回 、 水 中 で 1分 間 2回 、 さ ら に ホ ウ 化 水 素 ナ ト
リ ウ ム 中 で 5分 間 1回 の す す ぐ 。 次 い で こ の テ ン プ レ ー ト を 95℃ に て 2分 間 湯 中 に 沈 め 、 0.2
% SDS中 に 1分 間 移 し 、 水 で 2回 す す い で 乾 燥 さ せ 、 25℃ の 暗 所 に て 保 存 す る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 細 胞 お よ び 組 織 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 単 離 す る か ま た は 市 販 の も の 、 例 え ば Clontech社 か ら 入
手 す る 。 プ ロ ー ブ は 逆 転 写 サ イ ク ル に よ っ て 製 造 す る 。 次 い で こ の プ ロ ー ブ を 1cm 2 の Ｄ Ｎ
Ａ 鋳 型 と 、 14× 14mmの ガ ラ ス カ バ ー グ ラ ス の 下 で 60℃ に て 6～ 12時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る 。 こ の 鋳 型 を 25℃ に て 5分 間 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 洗 浄 緩 衝 液 (1× SSC/0.2% SDS)中 で 洗
浄 し 、 次 い で 室 温 に て 10分 間 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 緩 衝 液 (0.1× SSC/0.2% SDS)中 で 洗 浄
す る 。 こ の 鋳 型 を 0.1× SSC中 で 、 適 切 な フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 備 え た レ ー ザ ー 蛍 光 顕 微 鏡 を
用 い て 分 析 す る 。 正 確 な 示 差 発 現 の 測 定 は 、 2つ の 独 立 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 率 の
平 均 を 取 る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 LSR受 容 体 の 発 現 の 定 量 分 析 も ま た 、 Pietu et al． (1996)の 記 載 に 従 い 、 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 上
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で LSR受 容 体 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ れ ら の 断 片 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 LSR受 容 体 の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ま た は そ れ ら の 断 片 は PCRに よ り 増 幅 し 、 膜 に 結 合 さ せ る 。 種 々 の 組 織 ま た は 細 胞 か
ら 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド に よ り 標 識 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ
び 制 御 さ れ た 条 件 下 で の 洗 浄 の 後 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を Phosphor Imagerを
用 い て 、 ま た は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 検 出 す る 。 実 験 は 2回 行 い 、 示 差 的 に 発 現
し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 定 量 分 析 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 別 法 と し て 、 Lockhart et al.(1996)and Sosnowski et al． (1997)に よ り 記 載 さ れ た よ
う に 、 LSR受 容 体 の 発 現 の 分 析 は 、 高 密 度 で Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 LSR受
容 体 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ も し く は そ れ ら の 相 補 的 配 列 か ら 抽 出 さ れ た 15～ 50ヌ
ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 20ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は チ ッ プ 上 で 直 接 合 成 す
る か 、 ま た は 合 成 し た 後 に チ ッ プ 上 に 置 く 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 ビ オ チ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ま た は 蛍 光 分 子 の よ う な 適 切 な 化 合 物 で 標 識 し た LSRｃ Ｄ Ｎ
Ａ プ ロ ー ブ は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 集 団 か ら 合 成 し 、 平 均 50～ 100ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
に 切 断 す る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た プ ロ ー ブ を 、 次 い で チ ッ プ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る
。 Lockhart et al.(1996)に よ り 記 載 さ れ た よ う に 洗 浄 し 、 種 々 の 電 場 を か け た 後 (Sosnow
ski et al． 1997)、 標 識 化 合 物 を 検 出 、 定 量 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 2回 行 う 。
種 々 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル に お け る 同 標 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る プ ロ ー ブ に よ り 生 じ
る シ グ ナ ル の 強 度 の 比 較 分 析 は 、 LSR受 容 体 に 対 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 示 差 発 現 を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 前 記 技 術 は 、 例 え ば 誘 導 ま た は 非 誘 導 と い っ た 種 々 の 条 件 に よ り 、 同 細 胞 ま た は 同 組 織
に お け る LSR受 容 体 の 発 現 レ ベ ル の 分 析 を 可 能 に す る だ け で な く 、 こ れ も ま た 多 様 で あ る
条 件 下 で の こ の 発 現 の 組 織 特 異 性 の 分 析 も 可 能 に す る 。 こ れ ら の 技 術 に よ り 、 LSR受 容 体
の サ ブ ユ ニ ッ ト の い ず れ か 、 よ り 一 般 に は 、 プ ロ ー ブ を 適 切 に 規 定 す る こ と に よ る 、 選 択
的 ス プ ラ イ シ ン グ か ら 誘 導 さ れ た 種 々 の 形 態 の 発 現 を 分 析 す る こ と が 可 能 と な る で あ ろ う
。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 こ の よ う に 、 発 現 の レ ベ ル ま た は 特 異 性 を 調 整 す る た め の 候 補 と な る 化 合 物 の 作 用 、 ま
た は 種 々 の 形 態 の LSR受 容 体 の ス プ ラ イ シ ン グ の 作 用 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 供 給 源 で あ る 細 胞 、
特 に 、 そ れ ら が 自 然 に LSRを 発 現 し よ う と も 、 そ れ ら が 組 換 え 細 胞 で あ ろ う と も 、 本 発 明
の モ デ ル 細 胞 を 、 こ の 候 補 化 合 物 に 曝 す こ と に よ り 、 大 き な ス ケ ー ル で 分 析 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　
　 本 発 明 の も う １ つ の 態 様 は 、 LSR受 容 体 と 結 合 で き る 分 子 を 同 定 す る 方 法 に あ る 。 か か
る 分 子 を 用 い て 、 LSR受 容 体 の 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 か か る 分 子 を 用 い
て 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は 、 ト リ グ リ セ リ ド 中 に 高 い リ ポ タ ン パ ク 質 、 ま た は サ イ
ト カ イ ン 類 、 好 ま し く は レ プ チ ン の 分 解 を 刺 激 す る ま た は 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 ま た
、 か か る 分 子 を 用 い て 、 LSR活 性 の 、 レ プ チ ン に よ る 活 性 化 ま た は 遊 離 脂 肪 酸 に よ る 活 性
化 を 阻 害 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 LSR受 容 体 の リ ガ ン ド の 同 定 に は 、 多 く の 方 法 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 方 法 の １ つ は 米 国
特 許 第 5,270,170号 に 記 載 さ れ 、 こ の 技 術 は 本 明 細 書 の 開 示 の 一 部 と み な さ れ る 。 便 宜 に
は 、 LSR受 容 体 と 結 合 す る た め の 候 補 で あ る ペ プ チ ド と 、 lacl遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る L
ac受 容 体 な ど の Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 す る タ ン パ ク 質 と の 間 の 融 合 体 を 各 々 コ ー ド す る 複 数 の ベ ク
タ ー を 含 ん で な る 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド か ら な る ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る 。 ラ ン ダ ム ペ プ チ
ド の た め の ベ ク タ ー は ま た 、 そ の タ ン パ ク 質 が Lacリ プ レ ッ サ ー で あ る 場 合 は 、 LacO部 位
な ど の Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る タ ン パ ク 質 の 結 合 部 位 を 含 む 。 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は
宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ 、 そ こ で 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 。 次 い で 、 こ の 宿 主 細 胞 を 、 融 合
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タ ン パ ク 質 の ベ ク タ ー 部 位 と の 結 合 が 可 能 な 条 件 下 で 溶 解 さ せ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 と 結 合 し た ベ ク タ ー を 、 ペ プ チ ド の 特 異 的 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、
固 定 化 LSR受 容 体 、 固 定 化 LSR受 容 体 の サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ま た は 固 定 化 LSR受 容 体 の 断 片 と 接
触 さ せ る 。 例 え ば 、 LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20
、 少 な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 断 片 を 、 プ レ ー ト
も し く は プ ラ ス チ ッ ク 粒 子 な ど の 表 面 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 固 定 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 LSR受 容 体 と 結 合 で き る ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー は 、 ペ プ チ ド と LSR受 容 体 、 受 容
体 の サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ま た は そ の 断 片 と の 間 の 相 互 作 用 に よ り 、 特 異 的 に そ の 表 面 上 に 保 持
さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 別 法 と し て 、 LSR受 容 体 と 相 互 作 用 可 能 な 分 子 は 、 Matchmaker Two Hybrid System 2な
ど の ダ ブ ル ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 用 い て 同 定 す る こ と も で き る 。 そ の 技 術 が 出 典 明 示 し
て 本 明 細 書 の 一 部 と み な さ れ る 、 Matchmaker Two Hybrid System 2（ カ タ ロ グ 番 号 K1604-
1、 Clontech） 添 付 の マ ニ ュ ア ル の 説 明 書 に 従 い 、 LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少
な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で
な る そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 を 酵 母 GAL4の 転 写 ア ク チ ベ ー タ ー の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と そ れ ら が 同 じ 位 相 に な る よ う に 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。 LSR受 容 体
と 相 互 作 用 可 能 な タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る ラ イ ブ ラ リ ー の 核 酸 は 、 GAL4ア
ク チ ベ ー タ ー の 活 性 化 ド メ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 同 じ 位 相 に な る よ う に 第 ２ の 発 現 ベ
ク タ ー に 挿 入 す る 。 こ の ２ つ の プ ラ ス ミ ド で 酵 母 を 形 質 転 換 し 、 そ れ ら を 各 ベ ク タ ー に 含
ま れ る マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞 、 な ら び に そ の 発 現 が GAL4に 依 存 す る HIS3遺 伝 子 を 発 現 す
る 細 胞 の 選 択 が 可 能 と な る 培 地 に 置 く 。 ヒ ス チ ジ ン フ リ ー 培 地 で 増 殖 で き る 形 質 転 換 細 胞
を 、 GAL4依 存 条 件 下 で の LacZの 発 現 に 関 し て 分 析 す る 。 ヒ ス チ ジ ン 不 在 下 で 増 殖 し 、 か つ
、 LacZを 発 現 す る 細 胞 は 、 LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と
も 20、 少 な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 断 片 と 相 互 作
用 す る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 ま
た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 断 片 の 、 結 合 化 学 に よ り 生 成 さ れ た も
の の よ う な 小 分 子 と の 相 互 作 用 を 研 究 す る た め に は 、 Wang et al.(1997)に 記 載 の HPLC-接
続 微 量 透 析 (HPLC-coupled microdialysis)、 ま た は Busch et al.(1997)に 記 載 の ア フ ィ ニ
テ ィ ー キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 を 使 用 す る こ と が で き 、 こ れ ら の 技 術 は 本 明 細 書 の 開 示 の 一
部 と み な さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 他 の 方 法 で は 、 LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少
な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 断 片 と 相 互 作 用 可 能 な
ペ プ チ ド ま た は 小 分 子 を 、 放 射 性 、 蛍 光 ま た は 酵 素 マ ー カ ー な ど の 検 出 可 能 な マ ー カ ー に
結 合 さ せ て も よ い 。 こ れ ら の 標 識 分 子 を 、 特 異 的 相 互 作 用 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 固 定 化
LSR受 容 体 、 そ の 固 定 化 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 3
0、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 固 定 化 断 片 と 接 触 さ せ る 。 特 異
的 に 結 合 し て い な い 分 子 を 除 去 し た 後 、 結 合 分 子 を 適 当 な 方 法 に よ り 検 出 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 特 に 、 脂 肪 酸 ま た は LSR上 の 脂 肪 酸 結 合 部 位 と 結 合 可 能 な 類 似 体 、 リ ポ
タ ン パ ク 質 ま た は LSR受 容 体 上 の リ ポ タ ン パ ク 質 結 合 部 位 と 結 合 可 能 な 類 似 体 、 レ プ チ ン
誘 導 体 ま た は LSR上 の レ プ チ ン 結 合 と 結 合 可 能 な 類 似 体 、 お よ び gC1qR受 容 体 の 誘 導 体 ま た
は LSR上 の gC1qR結 合 部 位 と 結 合 可 能 な 類 似 体 の 同 定 を 可 能 に し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 さ ら に 、 LSRと 、 好 ま し く は 、 脂 肪 酸 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 サ イ ト カ イ ン 類 、 特 に レ プ チ
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ン 、 ま た は gC1qRも し く は そ の 類 似 タ ン パ ク 質 の １ つ の LSR受 容 体 上 の 結 合 部 位 と 結 合 す る
ペ プ チ ド ま た は 小 分 子 は 、 競 合 実 験 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 か か る 実 験 で は 、 LSR
受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 ま た は 30
を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 断 片 を 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 支 持 体 な ど の 表 面 上
に 固 定 化 す る 。 受 容 体 の 標 識 リ ガ ン ド の 存 在 下 で 、 固 定 化 LSR受 容 体 、 そ の 固 定 化 サ ブ ユ
ニ ッ ト 、 ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る
ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 固 定 化 断 片 と 接 触 さ せ る ペ プ チ ド ま た は 小 分 子 の 量 を 増 せ ば 、
こ の リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、 レ プ チ ン 、 オ レ イ ン 酸 塩 LDLま た は gC1qRで あ り 得 る 。 LSR受 容
体 の リ ガ ン ド は 放 射 性 、 蛍 光 ま た は 酵 素 マ ー カ ー で 標 識 さ れ て い て も よ い 。 LSR受 容 体 、
そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る
連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 断 片 と 相 互 作 用 す る 供 試 分 子 の 能 力 は 、 供 試 分 子 の 存
在 下 で 結 合 し た 標 識 リ ガ ン ド の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 求 め ら れ る 。 供 試 分 子 が 存 在 す る
場 合 に 結 合 リ ガ ン ド 量 が 低 下 す れ ば 、 後 者 が LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少 な く
と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る
そ の 断 片 と 相 互 作 用 可 能 な と い う こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 特 に 、 脂 肪 酸 ま た は LSR上 の 脂 肪 酸 結 合 部 位 と 結 合 可 能 な 類 似 体 、 リ ポ
タ ン パ ク 質 ま た は LSR受 容 体 上 の リ ポ タ ン パ ク 質 結 合 部 位 と 結 合 可 能 な 類 似 体 、 レ プ チ ン
誘 導 体 ま た は LSR上 の レ プ チ ン 結 合 と 結 合 可 能 な 類 似 体 、 お よ び gC1qR受 容 体 の 誘 導 体 ま た
は LSR上 の gC1qR結 合 部 位 と 結 合 可 能 な 類 似 体 の 同 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 か か る 化 合 物 、 ま た は 他 の 候 補 化 合 物 の 、 オ レ イ ン 酸 塩 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 レ プ チ ン ま
た は gC1qRの LSRへ の 結 合 と 競 合 す る 能 力 を 特 に 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 ま た 、 BIACORE技 術 を 用 い て LSR受 容 体 と 相 互 作 用 可 能 な 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う
こ と も で き る 。 こ の 技 術 は Szabo et al.(1995)お よ び Edward and Leartherbarrow(1997)
に 記 載 さ れ て お り 、 こ の 技 術 は 本 明 細 書 の 開 示 の 一 部 と み な さ れ 、 標 識 を 用 い ず に 実 時 間
で 分 子 間 の 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と を 可 能 に す る も の で あ る 。 そ れ は SPR（ 表 面 プ ラ ズ モ
ン 共 鳴 surface plasmon resonance） の 現 象 に 基 づ く も の で あ る 。 便 宜 に は 、 分 析 す る 分
子 を 表 面 に 結 合 さ せ る （ 典 型 的 に は 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン マ ト リ ッ ク ス を 用 い
る ） 。 光 線 を サ ン プ ル を 含 ま な い 表 面 に 向 け 、 そ の 表 面 に 反 射 さ せ る 。 SPR現 象 は 、 角 度
お よ び 波 長 の 特 異 的 組 み 合 わ せ に よ り 反 射 光 の 強 度 に 減 衰 を も た ら す 。 分 子 の 結 合 現 象 は
、 SPRシ グ ナ ル の 修 飾 と し て 検 出 さ れ る 、 表 面 の 屈 折 率 に 変 化 を も た ら す 。 LSR受 容 体 と 相
互 作 用 可 能 な 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う た め に は 、 LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま
た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を
含 ん で な る そ の 断 片 を 表 面 上 に 固 定 化 す る 。 こ の 表 面 は 、 供 試 分 子 が 通 過 す る 細 胞 の あ る
面 を な す 。 分 子 の 、 LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、
少 な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 断 片 と の 結 合 は 、 SP
Rシ グ ナ ル の 変 化 に よ り 検 出 す る 。 供 試 分 子 は タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 炭 水 化 物 、 脂 質 ま
た は 、 例 え ば 、 結 合 化 学 に よ り 生 成 さ れ た 小 分 子 で あ っ て よ い 。 候 補 タ ン パ ク 質 は 、 い ず
れ の 種 か ら 得 ら れ た い ず れ の 組 織 か ら 抽 出 さ れ て も よ い 。 ま た 、 そ れ ら の 表 面 に 内 生 ま た
は 組 換 え LSR受 容 体 を 有 す る 真 核 細 胞 ま た は 原 核 細 胞 ま た は 脂 質 小 胞 を 固 定 化 す る こ と に
よ り 、 BIACORE技 術 を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 こ の 方 法 の 主 た る 優 位 性 の １ つ は 、 LSR受 容 体 と 相 互 作 用 分 子 の 間 で 、 会 合 常 数 の 決 定
を 可 能 に す る こ と に あ る 。 従 っ て 、 高 い ま た は 低 い 会 合 常 数 で 相 互 作 用 す る 分 子 を 特 異 的
に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 ま
た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 断 片 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 ま た は
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他 の 分 子 は 、 LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く
と も 30、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 断 片 を 含 む ア フ ィ ニ テ ィ ー
カ ラ ム を 用 い て 同 定 す る こ と が で き る 。 LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少 な く と も 1
0、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の
断 片 は 、 ア ガ ロ ー ス 、 Affiゲ ル 、 ま た は 当 業 者 に 公 知 の マ ト リ ッ ク ス な ど の 適 切 な カ ラ ム
マ ト リ ッ ク ス と の 化 学 結 合 を は じ め と す る 従 来 技 術 を 用 い て カ ラ ム に 結 合 さ せ れ ば よ い 。
本 発 明 の も う １ つ の 態 様 で は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 LSR受 容 体 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト
ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る 連 続 す る ア ミ ノ 酸
を 含 ん で な る そ の 断 片 を 、 例 え ば 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と 融 合 さ せ た キ メ
ラ タ ン パ ク 質 を 含 ん で も よ い 。 次 い で 、 前 記 の 供 試 分 子 を カ ラ ム 上 に 置 く 。 LSR受 容 体 、
そ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 ま た は 30を 超 え る
連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る そ の 断 片 と 相 互 作 用 す る 分 子 は カ ラ ム に 保 持 さ れ 、 次 い で
、 溶 出 に よ り 単 離 す る こ と が で き る 。 供 試 分 子 が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 、 そ れ ら は Ramuns
en et al.(1997)に 記 載 の 2-D電 気 泳 動 ゲ ル で 分 析 す る こ と が で き 、 こ の 技 術 は 出 典 明 示 し
て 本 明 細 書 の 一 部 と み な さ れ る 。 別 法 と し て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ り 保 持 さ れ た タ
ン パ ク 質 ま た は 他 の 分 子 は 、 電 気 泳 動 に よ り 精 製 し 、 配 列 決 定 す る こ と が で き る 。 同 様 の
方 法 を 用 い て 、 抗 体 を 単 離 し 、 「 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 」 産 物 ま た は ヒ ト 抗 体 由 来 の 「 フ
ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 」 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　

　 本 発 明 は ま た 、 LSR受 容 体 の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は レ ギ ュ レ ー タ ー 配 列 と 相 互 作
用 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 LSR受 容 体 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は レ ギ ュ レ ー タ ー 配 列 と 相 互 作 用 す る タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 よ り 詳 し く は 、 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 1897に 相 当 す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 断 片 は 、 Clontech製 の Matchmaker One-Hybrid System（ カ
タ ロ グ 番 号 K1603-1） 添 付 の マ ニ ュ ア ル に 記 載 の よ う な シ ン グ ル ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を
用 い て 同 定 す る こ と が で き 、 こ の 技 術 は 本 明 細 書 の 開 示 の 一 部 と み な さ れ る 。 便 宜 に は 、
標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 の 上 流 に ク ロ ー ン 化 し 、 次 い で 、 酵 母
ゲ ノ ム に 組 み 込 む 。 こ の 組 み 込 み マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 有 す る 酵 母 を 、 LSR受 容 体 の 遺 伝 子
の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は レ ギ ュ レ ー タ ー 領 域 と 結 合 す る 候 補 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 、 GAL4な ど の ド メ イ ン を 活 性 化 す る 酵 母 転 写 因 子 と の 間 の 融 合 体 を 含 む ラ イ
ブ ラ リ ー に よ り 形 質 転 換 す る 。 こ の 酵 母 を 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 の 選 択 を 可 能
に す る 培 地 に 置 く 。 選 択 さ れ た 酵 母 は 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は レ ギ ュ レ ー タ ー 標 的
領 域 と 結 合 で き る 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 。 次 い で 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 配 列 決 定 す る 。 そ の 後 、 相 当 す る 挿 入 断 片 を in vitroで 発 現 ま た は
転 写 ベ ク タ ー 中 へ ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の
プ ロ モ ー タ ー 標 的 配 列 と の 結 合 は 、 ゲ ル シ フ ト ま た は Ｄ Ｎ ア ー ゼ に 対 す る 保 護 実 験 を は じ
め と す る 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 技 術 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 レ ギ ュ レ ー タ ー お よ び ／ ま た は プ ロ モ ー タ ー 配 列 と 結 合 す る こ と に よ っ て LSR受 容 体 の
発 現 を 修 飾 す る こ と が で き る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ は ま た 、 「 リ ポ ー タ ー 」 遺 伝 子 に よ
り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 LSR受 容 体 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 5'に 位 置 す る ゲ ノ ム 領 域
、 よ り 詳 し く は 、 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 1897に 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は
そ の 断 片 は 、 Clontechか ら 入 手 可 能 な pSEAP-Basic、 pSEAP-Enhancer、 pβ gal-Basic、 pβ
gal-Enhancer、 ま た は pEGFP-1な ど の ベ ク タ ー 中 へ ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。 便 宜 に
は 、 こ れ ら の ベ ク タ ー の 各 々 は 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ま た
は GFP（ 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ） な ど の 容 易 に 検 出 で き る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る マ ー カ ー
遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 す る 複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 含 ん で い る 。 LSR受 容 体 の コ ー デ ィ ン
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グ 配 列 の 5'に 位 置 す る ゲ ノ ム 領 域 、 よ り 詳 し く は 、 配 列 番 号 19の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 1897に
相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 断 片 の 挿 入 後 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を
測 定 し 、 挿 入 を 含 ま な い ベ ク タ ー と 比 較 す る 。 LSRの レ ギ ュ レ ー タ ー お よ び ／ ま た は プ ロ
モ ー タ ー 配 列 に よ り 生 じ る 発 現 に 対 す る 候 補 化 合 物 の 効 果 は 、 こ の よ う に 評 価 で き る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 LSR受 容 体 遺 伝 子 の レ ギ ュ レ ー タ ー お よ び ／ ま た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 と 結 合 で き る 化 合
物 の ス ク リ ー ニ ン グ は ま た 、 当 業 者 に 十 分 公 知 で あ り 、 Fried and Crothers(1981)、 Garn
er and Revzin(1981)お よ び Dent and Latchman(1993)に 記 載 の ゲ ル シ フ ト 実 験 に よ り 行 う
こ と が で き 、 こ の 技 術 は 本 明 細 書 の 開 示 の 一 部 と み な さ れ る 。 こ れ ら の 実 験 は 、 タ ン パ ク
質 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 、 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 同 断 片 よ り も よ り 遅 く 移 動 す る と い う
原 理 に 基 づ く も の で あ る 。 便 宜 に は 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 標 識 さ れ る 。 次 い で 、 そ れ
を 転 写 因 子 を 含 む よ う に 調 製 し た 核 抽 出 物 も し く は 全 細 胞 抽 出 物 と 、 ま た は 種 々 の 供 試 化
合 物 の い ず れ か と 接 触 さ せ る 。 移 動 シ フ ト に よ る 電 気 泳 動 後 、 LSR受 容 体 遺 伝 子 の レ ギ ュ
レ ー タ ー お よ び ／ ま た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 と 、 転 写 因 子 ま た は 化 合 物 の 間 の 相 互 作 用 を 検
出 す る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　
　 発 明 の 受 容 体 の 発 現 ま た は 活 性 の 調 整 を 可 能 に す る 化 学 ま た は 生 化 学 化 合 物 も ま た 本 発
明 の 一 部 を な す 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 発 明 の 受 容 体 と 直 接 的 、 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 可 能 な 化 学 ま た は 生 化 学 化 合 物 も ま た
本 発 明 の 一 部 を な す 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 前 記 で 定 義 さ れ た 方 法 に よ り 選 択 さ れ る 化 学 ま た は 生 化 学 化 合 物 も ま た 発 明 の 一 部 を な
す 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 特 に 、 本 発 明 の こ れ ら の 化 合 物 の う ち 、 レ プ チ ン ま た は そ の 誘 導 化 合 物 の １ つ 、 好 ま し
く は そ の タ ン パ ク 質 変 異 体 の １ つ 、 ま た は 化 学 的 に 修 飾 さ れ て い る か 、 も し く は 遺 伝 子 組
換 え に よ り 得 ら れ る レ プ チ ン 、 ま た は そ れ ら の 断 片 の １ つ が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 受 容 体 の 発 現 ま た は 活 性 の 調 整 を 可 能 に す る 化 合 物 は 、 特 に 本 発 明 の 受 容 体 の 数 、 再 生
速 度 お よ び ／ ま た は コ ン ホ メ ー シ ョ ン に お け る 変 化 を 減 少 、 安 定 化 ま た は 増 強 す る 、 ま た
は 全 活 性 も し く は こ の 受 容 体 の ド メ イ ン の １ つ の 活 性 を 促 進 ま た は 阻 害 す る 、 あ る い は そ
う で な け れ ば 、 例 え ば 遺 伝 子 異 常 が 見 ら れ る 場 合 に は 、 こ の 受 容 体 の 正 常 な 発 現 の 再 確 立
を 可 能 に す る 化 合 物 を 意 味 す る と 理 解 さ れ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 例 え ば 、 該 受 容 体 、 ま た
は 補 因 子 と し て の 、 ま た は 阻 害 剤 、 特 に 競 合 的 阻 害 剤 と し て の 、 ま た は そ う で な け れ ば 複
合 体 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 変 化 に お け る ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 有 す る ド メ
イ ン の １ つ に 特 異 的 な リ ガ ン ド と し て 相 互 作 用 し 得 る 。 こ れ ら の 化 合 物 も ま た 、 該 受 容 体
に 特 異 的 な 天 然 リ ガ ン ド を 中 和 し 、 そ れ に よ り 、 こ れ ら の リ ガ ン ド に 誘 導 さ れ る 受 容 体 活
性 を 阻 害 す る こ と に よ り 相 互 作 用 し 得 る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 こ れ ら の 化 合 物 の う ち 、 該 受 容 体 の ポ リ ペ プ チ ド 数 、 そ の 再 生 速 度 お よ び ／ ま た は そ れ
ら の 活 性 の 選 択 性 の 調 整 を 可 能 に す る 化 合 物 が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 受 容 体 の 総 活 性 ま た は 発 現 に お け る 増 強 、 お よ び ／ ま た は 該 受 容 体 の サ イ ト カ
イ ン 類 、 特 に レ プ チ ン の ク リ ア ラ ン ス 活 性 の 特 異 的 増 強 、 お よ び ／ ま た は 該 受 容 体 の リ ポ
タ ン パ ク 質 の ク リ ア ラ ン ス 活 性 の 特 異 的 増 強 を 可 能 と す る 本 発 明 の 化 合 物 も ま た 好 ま し い
。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 受 容 体 の 総 活 性 ま た は 発 現 に お け る 低 減 、 お よ び ／ ま た は 該 受 容 体 の サ イ ト カ
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イ ン 類 、 特 に レ プ チ ン ク リ ア ラ ン ス 活 性 の 特 異 的 低 減 、 お よ び ／ ま た は 該 受 容 体 の リ ポ タ
ン パ ク 質 ク リ ア ラ ン ス 活 性 の 特 異 的 低 減 を 可 能 と す る 化 合 物 も ま た 好 ま し い 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 サ イ ト カ イ ン 類 、 特 に レ プ チ ン の 排 出 の 調 整 、 お よ び ／ ま た は リ ポ タ ン パ ク 質 、 カ イ ロ
ミ ク ロ ン 残 留 物 、 お よ び ／ ま た は ト リ グ リ セ リ ド の 排 出 の 調 整 を 可 能 に す る 化 合 物 も ま た
好 ま し い 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 サ イ ト カ イ ン 類 レ ベ ル 、 特 に レ プ チ ン 血 症 の 調 整 、 お よ び ／ ま た は リ ポ
タ ン パ ク 質 、 カ イ ロ ミ ク ロ ン 残 留 物 、 お よ び ／ ま た は ト リ グ リ セ リ ド の レ ベ ル の 調 整 を 可
能 に す る 本 発 明 の 化 合 物 を 含 ん で な る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 サ イ ト カ イ ン 類 レ ベ ル 、 特 に レ プ チ ン 血 症 の 制 御 を 可 能 に す る 発 明 の 化 合 物 は 、 さ ら に
特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 な お 好 ま し く は 、 本 発 明 は リ ポ タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 制 御 、 好 ま し く は 低 減 、 カ イ ロ ミ ク
ロ ン 残 留 物 の 血 漿 濃 度 に お け る 低 減 、 お よ び ／ ま た は ト リ グ リ セ リ ド 血 症 の 低 減 を 可 能 に
す る 本 発 明 の 化 合 物 を 含 ん で な る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 最 も 好 ま し い 化 合 物 の う ち ：
a.本 発 明 の 抗 体 ；
b.本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ；
c.本 発 明 の 受 容 体 の 可 溶 型 に 相 当 す る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ；
d.本 発 明 の ベ ク タ ー ；
e.そ の 外 表 上 に 肝 細 胞 の 特 異 的 認 識 部 位 を 有 す る 、 本 発 明 の ベ ク タ ー ；
f.そ の べ ク タ ー に よ り 標 的 細 胞 中 へ 挿 入 さ れ た 核 酸 の 発 現 生 成 物 が 該 形 質 転 換 標 的 細 胞 に
つ な ぎ 留 め ら れ る か 、 こ の 形 質 転 換 標 的 細 胞 に よ り 放 出 さ れ る 、 本 発 明 の ベ ク タ ー ；
g.本 発 明 の セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
h.レ プ チ ン 、 ま た は そ の タ ン パ ク 質 変 異 体 の １ つ 、 ま た は 化 学 修 飾 さ れ て い る か 、 も し く
は 遺 伝 子 組 換 え に よ り 修 飾 さ れ て い る レ プ チ ン 、 ま た は そ れ ら の 断 片 の １ つ 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 本 発 明 は 最 後 に 、 医 薬 と し て の 本 発 明 の 化 合 物 に 関 す る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 食 餌 習 慣 に お け る 障 害 に 関 連 す る 病 状 お よ び ／ ま た は 病 因 の 予 防 お
よ び ／ ま た は 治 療 用 の 医 薬 と し て 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は ま た 、 サ イ ト カ イ ン 類 の 代 謝 障 害 に 関 連 す る 病 状 お よ び ／ ま た は 病 因
の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 用 の 医 薬 と し て も 好 ま し い 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 は ま た 、 肥 満 ま た は 食 欲 不 振 の 予 防 ま た は 治 療 用 医 薬 と し て の 本 発
明 の 化 合 物 に 関 す る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 肥 満 に 伴 う 、 あ る い は 肥 満 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 病 状 お よ び ／ ま た
は 病 因 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 用 医 薬 と し て 好 ま し い 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 特 に 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 心 不 全 、 冠 状 動 脈 不 全 、 脳 血 管 障 害 、 ア テ ロ ー ム 性 疾 患 、 ア
テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 血 圧 症 、 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 、 高 脂 肪 血 症 、 お よ び ／ ま
た は 高 尿 酸 血 症 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 用 医 薬 と し て 好 ま し い 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 最 も 好 ま し い の は 、 ア テ ロ ー ム 性 疾 患 、 お よ び ／ ま た は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 予 防
お よ び ／ ま た は 治 療 用 医 薬 と し て の 本 発 明 の 化 合 物 で あ る 。
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【 ０ ３ ０ ６ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 食 餌 習 慣 に お け る 障 害 に 関 連 し た 病 状 お よ び ／ ま た は 病 因 、 肥 満 お よ
び ／ ま た は 肥 満 に 伴 う 、 あ る い は 肥 満 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 病 状 お よ び ／ ま た は 病 因 の 遺
伝 子 治 療 に よ る 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 用 の 本 発 明 の 化 合 物 を 含 ん で な る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 医 薬 の 有 効 成 分 と し て の 発 明 の 化 合 物 は 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 組 み 合 わ せ た 可 溶
形 態 で あ る こ と が 好 ま し い で あ ろ う 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 医 薬 と し て 使 用 可 能 な か か る 化 合 物 に よ り 、 肥 満 ま た は 食 欲 不 振 の よ う な 食 餌 習 慣 に お
け る 障 害 に 関 連 し た 病 状 お よ び ／ ま た は 病 因 、 お よ び 関 連 の 危 険 性 お よ び ／ ま た は 合 併 症
を 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 す る 新 し い 試 み が 与 え ら れ る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 好 ま し く は 、 こ れ ら の 化 合 物 は 全 身 経 路 、 特 に 静 脈 内 経 路 、 筋 肉 内 経 路 ま た は 内 皮 経 路
ま た は 経 口 経 路 に よ り 投 与 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 投 与 形 態 、 最 適 用 量 お よ び 生 薬 形 態 は 、 一 般 に 、 例 え ば 患 者 の 年 齢 ま た は 体 重 、 そ の 全
般 的 な 病 状 の 重 篤 度 、 治 療 に 対 す る 耐 性 お よ び 認 め ら れ る 副 作 用 な ど の よ う な 患 者 に 適 し
た 治 療 の 確 立 を 考 慮 し た 基 準 に 従 い 、 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 前 記 の よ う に 、 場 合 に よ り 、 例 え ば こ れ ら の 遺 伝 子 の 少 な く と も １ つ が 発 現 さ れ な い か
、 十 分 に 発 現 し な い か 、 ま た は 発 現 生 成 物 が そ の 機 能 を 果 た さ な い 異 常 形 態 で 発 現 す る か
、 ま た は こ れ と は 反 対 に こ れ ら の 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 抑 制 す る と い う 事 実
に 起 因 す る 病 理 上 の 問 題 に お い て 、 そ の 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 す る こ と に よ り 、 ま た は そ れ
ら の 発 現 生 成 物 の 活 性 を 増 強 す る こ と に よ り 、 LSR活 性 を 増 幅 す る こ と が 望 ま し い で あ ろ
う 。 従 っ て 一 般 に 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 生 成 物 の 欠 損 ま た は 過 剰 発 現 を LSR複 合 体 の 活 性 の
増 幅 ま た は 減 少 さ せ る 、 い わ ゆ る 「 置 換 」 治 療 に よ っ て 補 償 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 置 換 治 療 は 遺 伝 子 治 療 に よ り 、 す な わ ち 、 例 え ば 遺 伝 子 の １ つ が 十 分 に 発 現 し な い 場 合
、 ま た は そ う で な け れ ば 、 そ れ が 異 常 な 形 態 で 発 現 す る 場 合 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 お よ び ／
ま た は in vivoに て そ れ ら の 発 現 さ せ る エ レ メ ン ト 伴 う 対 応 す る 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に
よ り 行 え ば よ い 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 遺 伝 子 治 療 の 原 理 は 公 知 で あ る 。 本 発 明 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 が 可 能 で あ り ； 非 ウ
イ ル ス 性 、 す な わ ち ウ イ ル ス 配 列 を 模 擬 す る か 、 ま た は そ う で な け れ ば 、 特 に VICAL社 に
よ り 開 発 さ れ た 技 術 に よ る 裸 の Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ か ら な る 、 合 成 ベ ク タ ー を 考 え る こ と
も で き る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 ほ と ん ど の 場 合 に お い て 、 肝 臓 に 特 異 的 な 発 現 を 確 実 に す る 標 的 エ レ メ ン ト を 考 え る 必
要 が あ り 、 そ の 結 果 、 レ プ チ ン お よ び リ ポ タ ン パ ク 質 の ク リ ア ラ ン ス に 依 然 と し て 関 与 す
る タ ン パ ク 質 の 発 現 ゾ ー ン の 限 定 が 可 能 と な る 。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 一 時 的 発 現 ま
た は 少 な く と も 必 要 な と き に 遮 断 可 能 で あ る 制 御 発 現 用 ベ ク タ ー を 有 す る こ と は い っ そ う
有 利 で あ る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 以 下 、 実 施 例 お よ び 以 下 に そ の 説 明 を 示 す 図 面 を 用 い て 、 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点
を 本 明 細 書 の 残 り の 部 分 で 明 ら か す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ３ １ ６ 】

　 Na 1 2 5 Iは Amersham(Les Ulis， France)に よ り 提 供 さ れ る 。 オ レ イ ン 酸 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ
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ミ ン (A 2153)(BSA)お よ び TritonX100は Sigma(St Quentin Fallavier， France)か ら 入 手 さ
れ る 。 ヒ ト ラ ク ト フ ェ リ ン (Serva)お よ び ヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム は 各 々 Biowhittaker(Fonten
ay sous Bois， France)お よ び Choaylaboratories(Gentilly， France)か ら 提 供 さ れ る 。 ト
リ グ リ セ リ ド (TG)の 同 定 用 酵 素 キ ッ ト は 、 Boehringer Mannheim(Meylan， France)か ら 入
手 さ れ る 。 ス ラ ミ ン ナ ト リ ウ ム は 、 CBC Chemicals(Woodburg， CT)か ら 入 手 さ れ る 。 ダ ル
ベ ッ コ の 修 飾 イ ー グ ル 培 地 (Dulbecco's modified Eagle medium)(DMEM)、 ト リ プ シ ン お よ
び ウ シ 胎 児 血 清 は Life Technologies， Inc.(Eragny， France)に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　
　 野 生 型 C57BL/6Jマ ウ ス 、 C57BL/6J ob/ob、 野 生 型 C57BL/Ksお よ び C57BL/Ks db/dbは R． J
anvier Breeding Center(Le Genest St Isle， France)か ら 入 手 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　
　 正 常 繊 維 芽 細 胞 (GM08333)お よ び HF(GM00486A、 GM007001B、 GM00488C)は NIGMShuman gen
etic mutant cell repository(Camden， NJ)よ り 提 供 さ れ る 。 こ の 細 胞 は 前 記 の よ う に 36m
mの ペ ト リ 皿 で 平 板 培 養 し （ ウ ェ ル 当 た り 300,000正 常 繊 維 芽 細 胞 、 ウ ェ ル 当 た り 150,000H
F繊 維 芽 細 胞 ） 、 次 い で 、 10%（ 正 常 繊 維 芽 細 胞 ） ま た は 20%（ HF繊 維 芽 細 胞 ） ウ シ 胎 児 血
清 、 2mMグ ル タ ミ ン 、 100U/mlの ペ ニ シ リ ン お よ び 100U/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 有 す
る DMEM培 地 に お い て 、 湿 度 調 節 炭 酸 ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー に て 培 養 す る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 初 代 培 養 の 肝 細 胞 は 前 記 の 手 法 (Mann et al.， 1995)に よ り 得 ら れ る 。 次 い で 、 こ の 細
胞 を ウ ェ ル 当 た り 900,000細 胞 ま た は 165cm 2 の フ ラ ス コ 当 た り 22× 10 6 細 胞 を 平 板 培 養 す る
。 こ の 細 胞 は 培 養 48時 間 後 、 研 究 に 使 用 す る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　
　 VLDL(d<1.006G/ML)お よ び LDL(1.025<D＜ 1.055G/ML)は ボ ラ ン テ ィ ア か ら の 新 鮮 な 血 漿 の
一 連 の 超 遠 心 分 離 に よ り 単 離 し (BIHAIN AND YEN， 1992； GOLDSTEIN ET AL.， 1983)、 ２ 週
間 ま で に 使 用 す る 。 リ ポ タ ン パ ク 質 は 放 射 性 ヨ ウ 素 で 処 理 し (BILHEIMER ET AL.， 1972)、
標 識 後 １ 週 間 以 内 に 使 用 す る 。 <SUP>125I-LDLお よ び 1 2 5 I-VLDLは 使 用 直 前 に 濾 過 す る （ 0.
22μ mメ ン ブ ラ ン 、 Gelman） 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　
　 レ プ チ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ は PCRに よ り 、 マ ウ ス C57BL/6Jの 脂 肪 組 織 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ る 。 5
'PCRプ ラ イ マ ー は 欠 失 さ れ る シ グ ナ ル 配 列 後 に 開 始 コ ド ン を 、 ま た ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン 末 端
を コ ー ド す る 配 列 を 導 入 す る 。 ネ ズ ミ レ プ チ ン を コ ー ド す る 修 飾 配 列 は 発 現 ベ ク タ ー pSE2
80(Invitrogen， France)中 へ ク ロ ー ン 化 し 、 大 腸 菌 (E.coli)内 で 発 現 さ せ る 。 プ ラ ス ミ ド
Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 決 定 に よ り 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 確 認 す る 。 細 菌 は 37℃ に て 培 養 し 、 タ ン パ
ク 質 合 成 は 1mMの イ ソ プ ロ ピ ル β -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド に よ っ て 誘 導 さ れ る 。 穏 や か
な 遠 心 分 離 後 、 回 収 し た 細 菌 を 凍 結 融 解 に よ り 溶 解 し 、 次 い で Ｄ Ｎ Ａ を デ オ キ シ リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ Iで 消 化 す る 。 細 胞 膜 は 界 面 活 性 剤 で 抽 出 し 、 そ の 封 入 体 は 遠 心 分 離 後 に 分 離 す
る 。 PBS中 の 1%デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム で 3回 の 洗 浄 を し た 後 、 そ の 封 入 体 を 6Mグ ア ニ
ジ ン 塩 酸 溶 液 に 溶 解 す る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 の 再 生 は 、 PBS中 で 1/100希 釈 す る こ と に よ り
達 成 さ れ る 。 次 い で 、 再 生 タ ン パ ク 質 を 精 製 し 、 さ ら に ニ ッ ケ ル を ベ ー ス と し た キ レ ー ト
金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム (Probond， Invitrogen)上 で 濃 縮 す る 。 溶
出 は イ ミ ダ ゾ ー ル で 行 う 。 組 換 え レ プ チ ン の 純 度 は SDS-PAGE電 気 泳 動 に よ っ て 、 ま た そ の
活 性 は C57BL/6J ob/obマ ウ ス に お い て 25μ gの レ プ チ ン の 腹 膜 内 投 与 後 の 満 腹 度 の 評 価 に
よ り 調 節 す る 。 次 い で 、 製 造 者 の 推 奨 す る 方 法 に よ り 、 ヨ ー ド ビ ー ズ (Pierce)を 用 い て 組
換 え レ プ チ ン を 放 射 性 標 識 す る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
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動 物

細 胞

リ ポ タ ン パ ク 質 の 調 製 お よ び 放 射 性 標 識

マ ウ ス 組 換 え レ プ チ ン の 調 製 お よ び 放 射 性 標 識

AdipoQｍ Ｒ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ 、 組 換 え AdipoQタ ン パ ク 質 の 産 生 お よ び 単 離



　 マ ウ ス 脂 肪 組 織 は C57BL/6Jマ ウ ス か ら 得 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 磁 気 ビ ー ズ に 結 合 さ せ た polydTs(
Dynabeads， Dynal， France)に よ り 抽 出 す る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 供 給 者 の 説 明 書
を 用 い 、 市 販 の キ ッ ト (Superscript Life Technologies)を 用 い て 、 40℃ で の 逆 転 写 に よ
り 、 マ ウ ス 脂 肪 組 織 か ら 構 築 す る 。 AdipoQに 特 異 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 以 下 の ２ つ の プ ラ イ マ ー
を 用 い て 増 幅 さ れ る ：
　 5'CTACATGGATCCAGTCATGCCGAAGAT3'（ 配 列 番 号 37）
　 5'CGACAACTCGAGTCAGTTGGTATCATGG3'（ 配 列 番 号 38） 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 次 い で 、 増 幅 生 成 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Xholで 消 化 し 、 発 現 ベ ク タ ー pTRCHisB(Invi
trogen， France)の 対 応 部 位 に 挿 入 す る 。 pTRCの B型 は 、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ に 対 す る 認 識 部
位 お よ び 抗 Xpress抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ を 有 す る ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド の 下 流 で 異
種 配 列 の 発 現 を 可 能 に す る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 DII5α へ と ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 さ ら に
プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 次 い で 、 異 種 挿 入 断 片 を 配 列 決 定 す る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　
　 組 換 え 細 菌 細 胞 は 、 600nmに お け る ODが 0.2に 達 す る ま で 、 抗 生 物 質 を 含 有 す る LB培 地 で
37℃ に て 培 養 す る 。 次 い で 、 培 地 へ 1mMイ ソ プ ロ ピ ル -β -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド を 添
加 す る こ と に よ り 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 産 生 を 誘 導 す る 。 細 菌 培 養 は 16時 間 37℃ で 継 続 す
る 。 こ の 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 す る 。 細 胞 は NaCl、 PMSFお よ び デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト
リ ウ ム の 存 在 下 、 Tris緩 衝 液 pH7.4中 で リ ソ ザ イ ム を 用 い て 溶 解 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ を 音 波 処 理
に よ り 変 性 さ せ る 。 遠 心 分 離 後 、 こ の 組 換 え タ ン パ ク 質 を Probondカ ラ ム (Invitrogen， Fr
ance)を 用 い て 上 清 か ら 分 離 す る 。 こ の カ ラ ム は ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド に 対 す る 親 和
性 を 有 す る 帯 電 ニ ッ ケ ル を 含 有 し て い る 。 溶 出 は イ ミ ダ ゾ ー ル の 存 在 下 で 行 う 。 溶 出 産 物
を 透 析 し た 後 、 タ ン パ ク 質 濃 度 を ロ ー リ ー 法 に よ り 評 価 す る 。 得 ら れ た タ ン パ ク 質 の 純 度
は SDS-PAGE電 気 泳 動 に よ っ て 試 験 し 、 そ れ は 単 一 の バ ン ド を 示 す 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　

　 リ ガ ン ド ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 技 術 を 用 い て 、 LSR活 性 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 同 定
し た 。 こ の 技 術 は Marm et al.， 1995に よ っ て 詳 細 に 記 載 さ れ て お り 、 下 記 に 詳 述 す る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　
　 こ の 技 術 は 、 示 差 遠 心 (Belcher et al.， 1987)に よ り 、 ラ ッ ト 肝 臓 膜 を 単 離 し 、 次 い で
、 膜 タ ン パ ク 質 を 125mMオ ク チ ル グ ル コ シ ド 、 20mM Trisお よ び 2mM EDTA、 pH8を 含 有 す る
溶 液 中 に 可 溶 化 す る こ と に あ る 。 こ の よ う し て 可 溶 化 さ れ た タ ン パ ク 質 は 非 変 性 件 の 下 、
4～ 12％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド の 勾 配 (ゲ ル 当 た り 35-50mgの タ ン パ ク 質 )か ら な る 分 取 SDSゲ
ル （ 厚 さ 5mm)上 で 分 離 す る 。 次 い で ゲ ル の 一 部 に つ い て 、 タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
膜 上 へ 電 気 転 移 （ セ ミ ド ラ イ ・ ト ラ ン ス フ ァ ー (semi-drytransfer),21V,45分 ， Biorad）
さ せ る 。 3%ア ル ブ ミ ン を 含 有 す る PBS溶 液 中 で こ の 膜 の 遊 離 部 位 を ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、
こ の 膜 を 40μ g/mlの 1 2 5 I-LDLと と も に 、 0.8mMオ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 （ 図 8、 レ ー ン 2） ま
た は 不 在 下 （ 図 8、 レ ー ン 1） で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で こ の 膜 を 、 0.5%(v/v)TritonX
100を 含 有 す る PBS中 で 10分 間 、 5回 洗 浄 し 、 さ ら に Phosphor Imager screenに 感 光 さ せ る
。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 （ 図 8、 レ ー ン 2） ま た は 不 在 下 （ 図 8、 レ ー ン 1） で 得 ら れ た 画 像
の 解 析 で は 、 LDLと 結 合 し た 3つ の メ イ ン バ ン ド の 存 在 が 示 さ れ て い る 。 第 １ の バ ン ド の 見
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　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ

細 菌 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び そ の 構 築 体 の 確 認

組 換 え タ ン パ ク 質 の 細 胞 培 養 、 抽 出 お よ び 精 製

実 施 例 1： LSR活 性 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 複 合 体 の 同 定 ： ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 部 分
精 製 お よ び 同 定

リ ガ ン ド ブ ロ ッ テ ィ ン グ



か け の 分 子 量 は 約 240kDaで あ り 、 第 ２ の バ ン ド で は 115kDa、 第 ３ の バ ン ド で は 90kDaで あ
る 。 こ れ ら の 観 察 に 基 づ き 、 ２ つ の 仮 説 が 立 て ら れ る ： 一 方 で は 、 LSR活 性 は 数 種 の 異 な
る タ ン パ ク 質 の 存 在 と 関 連 し ； 他 方 、 同 一 タ イ プ の 画 像 に つ い て は タ ン パ ク 質 複 合 体 の 多
量 体 構 造 に よ り 説 明 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 こ の 仮 説 を 検 証 す る た め に 、 発 明 者 ら は 最 も 高 い 見 か け の 分 子 量 (240kDa)を 有 す る バ ン
ド の 精 製 に 着 手 し た 。 「 バ ン ド A」 と 称 す る こ の タ ン パ ク 質 の 部 分 精 製 は 、 以 下 の よ う に
分 取 電 気 泳 動 に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　
　 こ の 技 術 は 、 示 差 遠 心 (Belcher et al.， 1987)に よ り 、 ラ ッ ト 肝 臓 膜 を 単 離 し 、 次 い で
、 膜 タ ン パ ク 質 を 125mMオ ク チ ル グ ル コ シ ド 、 20mM Trisお よ び 2mM EDTA、 pH8を 含 有 す る
溶 液 中 に 可 溶 化 す る こ と に あ る 。 こ の よ う し て 可 溶 化 さ れ た タ ン パ ク 質 は 非 変 性 件 の 下 、
4～ 12％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド の 勾 配 (ゲ ル 当 た り 35-50mg)か ら な る 分 取 SDSゲ ル （ 厚 さ 5mm）
上 で 分 離 す る 。 次 い で ゲ ル の 一 部 に つ い て 、 タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 へ 電 気 転
移 （ セ ミ ド ラ イ ・ ト ラ ン ス フ ァ ー (semi-dry transfer),21V,45分 ， Biorad） さ せ る 。 3%ア
ル ブ ミ ン を 含 有 す る PBS溶 液 中 で こ の 膜 の 遊 離 部 位 を ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 こ の 膜 を 40μ g
/mlの 1 2 5 I-LDLと と も に 、 0.8mMオ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 （ 図 8、 レ ー ン 2） ま た は 不 在 下 （ 図
8、 レ ー ン 1） で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で こ の 膜 を 、 0.5%(v/v)TritonX100を 含 有 す る P
BS中 で 10分 間 、 5回 洗 浄 し 、 さ ら に Phosphor Imager screenに 感 光 さ せ る 。 注 目 す る タ ン
パ ク 質 は 電 気 溶 出 さ せ る (Electroeluter， Biorad)。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 前 記 の よ う に 、 ラ ッ ト 肝 臓 原 形 質 膜 タ ン パ ク 質 を 調 製 し 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 上 で 分 離
す る 。 バ ン ド Aの 正 確 な 位 置 は 種 々 の レ ベ ル で 取 ら れ た 分 取 ゲ ル サ ン プ ル の 電 気 転 移 後 に
行 わ れ る リ ガ ン ド ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 立 証 さ れ た 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 次 い で 、 バ ン ド Aを 含 有 す る ゲ ル 断 片 を 採 取 し 、 電 気 溶 出 し 、 濃 縮 し (speedvac)、 次 い
で 電 気 泳 動 お よ び ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 へ の 転 移 後 、 オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 で LDLと 結 合
す る 能 力 に 関 し て 試 験 す る （ 図 8、 レ ー ン 3； 80μ gタ ン パ ク 質 ／ レ ー ン ） 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は ま た 、 そ の 特 異 性 が ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に
よ り 試 験 さ れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め に 使 用 で き る （ 図 8、 レ ー ン 4） 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　
　 抗 LSR抗 体 の 産 生 の た め の 抗 原 と し て 用 い ら れ る LSRタ ン パ ク 質 を 前 記 の よ う に 調 製 し た
。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 従 来 の 免 疫 感 作 法 に 従 い 、 抗 原 調 製 物 を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト の 存 在 下 で ウ サ
ギ に 皮 下 注 射 す る 。 ラ ッ ト タ ン パ ク 質 に 向 け ら れ た 抗 体 の 力 価 を 正 確 に 決 定 す る (ド ッ ト
－ ブ ロ ッ ト 法 )。 後 者 が 十 分 で あ る と 判 定 さ れ る 場 合 、 得 ら れ た 抗 体 の 特 異 性 を 、 前 記 の
よ う に 、 二 次 抗 体 と し て ヨ ウ 素 I 1 2 5 で 標 識 し た 抗 ウ サ ギ IgGヤ ギ 抗 体 を 用 い る 、 ラ ッ ト 肝
臓 原 形 質 膜 タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 し た 調 製 液 に つ い て の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 試
験 す る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 非 還 元 条 件 下 に お け る 電 気 泳 動 後 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 結 果 は 、 バ ン ド Aの タ ン パ ク 質
か ら 産 生 し た 抗 体 は 、 オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 で 1 2 5 I-LDLと 結 合 す る ３ つ の 主 な タ ン パ ク 質
バ ン ド (240kDa、 115kDaお よ び 90kDa)と 結 合 す る こ と を 示 し て い る （ 図 8、 レ ー ン 4） 。 こ
れ ら の タ ン パ ク 質 複 合 体 と LSR活 性 の 関 連 を 証 明 す る た め に 、 LSR活 性 に 対 す る こ れ ら の ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 効 果 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
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LSRの 部 分 精 製

ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製



　 用 い た 方 法 は 以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る (Mann et al.， 1995； Troussard et
al.， 1995)。 LSR活 性 は リ ポ タ ン パ ク 質 の 原 形 質 膜 へ の 結 合 の 測 定 、 お よ び ラ ッ ト 肝 細 胞
初 代 培 養 に お け る リ ポ タ ン パ ク 質 の 結 合 、 取 り 込 み お よ び 分 解 の 測 定 に よ り 評 価 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　
　 LSR活 性 は ラ ッ ト 肝 臓 原 形 質 膜 の 調 製 に 対 し て 測 定 さ れ る (Bartles and Hubbard， 1990)
。 こ れ ら の 膜 は 5-ヌ ク レ オ チ ダ ー ゼ （ 原 形 質 膜 に 特 異 的 な マ ー カ ー ） の 10～ 15倍 の 強 さ を
示 す 。 100μ gの タ ン パ ク 質 ア リ コ ー ト を 100mM PBS、 2mM EDTA、 350mM NaCl、 pH8を 補 給 し
た 最 終 容 量 250μ lに て （ 緩 衝 液 A） 、 0.8mMオ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 、 37℃ に
て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 オ レ イ ン 酸 塩 を 5～ 10μ l容 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル に 添 加 す
る 。 次 い で 、 過 剰 な 結 合 し て い な い オ レ イ ン 酸 塩 を 6回 の 洗 浄 に よ っ て 除 去 す る 。 こ の ペ
レ ッ ト を 250μ lの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 し 、 有 効 サ イ ク ル に お い て 電 力 1.
90%で 5秒 間 超 音 波 処 理 を し 、 次 い で 18,000rpmで 15分 間 遠 心 分 離 す る 。 活 性 化 し た 膜 は 、 4
℃ に て 1時 間 、 種 々 の 濃 度 の 抗 体 と と も に 、 次 い で 5μ lの 1 2 5 I-LDLと と も に （ 4℃ に て 1時
間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 25μ lの 2%BSAを イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 液 に 添 加 す る 。 膜 に 結
合 し た 1 2 5 I-LDLの 量 は 、 200μ lの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 液 を 緩 衝 液 Ａ 中 5%(w/v)の BSA層
に 置 い た 後 、 遠 心 分 離 に よ り 膜 を 沈 降 さ せ る こ と に よ り 測 定 す る 。 こ の 上 清 を 吸 引 に よ っ
て 除 去 し 、 試 験 管 の 底 部 を 切 り 離 し 、 そ れ ら の 放 射 能 を γ カ ウ ン タ ー で 測 定 す る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 LSR活 性 に 対 す る 抗 LSR抗 体 の 阻 害 効 果 は 、 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 調 製 物 の い ず れ も の 効
果 と 比 較 し て 、 図 9に 示 さ れ て い る 。 LSR活 性 の 抗 LSR抗 体 に よ る 阻 害 は 、 前 記 の 多 量 体 複
合 体 が 受 容 体 の 活 性 に あ ず か り 、 そ れ を 同 定 す る た め に 用 い ら れ る リ ガ ン ド ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 法 を 有 効 に す る こ と を 立 証 す る も の で あ る 。 さ ら に 、 抗 バ ン ド A抗 体 の 効 果 は 、 受 容 体
活 性 の 他 の 段 階 に つ い て 試 験 さ れ た ： す な わ ち 、 初 代 培 養 の 肝 細 胞 表 面 で 発 現 す る LSRに
よ る リ ポ タ ン パ ク 質 の 取 り 込 み お よ び 分 解 の 段 階 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　
　 ラ ッ ト 肝 細 胞 の 初 代 培 養 に お け る LSR活 性 は 、 Bihain and Yen， 1992お よ び Mann et al.
， 1995に 記 載 さ れ た よ う に 、 1 2 5 I-LDLお よ び 1 2 5 I-VLDL（ LDL： 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 ； VL
DL： 超 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 ） の 結 合 、 取 り 込 み お よ び 分 解 に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 LDLの 結 合 、 取 り 込 み お よ び 分 解 に お け る 抗 LSR抗 体 の 効 果 を LSRに よ っ て 測 定 す る た め
に 、 ラ ッ ト 肝 細 胞 の 初 代 培 養 （ 平 板 培 養 後 48時 間 ） を 20ngの レ プ チ ン ／ ウ ェ ル の 存 在 下 で
、 37℃ に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 抗 LS
R抗 体 を 添 加 す る 。 室 温 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 1 2 5 I-LDL(20μ g/ml)を 添 加 し
、 次 い で 、 細 胞 を 37℃ に て 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 1 2 5 I-LDLの 結 合 、 取 り 込 み お よ び
分 解 を Bihain and Yen， 1992お よ び Mann et al.， 1995に 記 載 さ れ た よ う に 測 定 す る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 図 9Bの デ ー タ は 、 抗 バ ン ド A抗 体 が 肝 細 胞 の レ ベ ル で 存 在 す る LSRに 対 す る LDLの 結 合 活
性 の 大 部 分 を 阻 害 す る と い う こ と を 示 す 。 こ の 阻 害 は リ ポ タ ン パ ク 質 の 取 り 込 み お よ び タ
ン パ ク 質 分 解 性 の 分 解 に お け る の と 同 一 の 割 合 で の 減 少 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 か く し て 、 抗 バ ン ド Ａ 抗 体 は 抗 LSRと し て 同 定 さ れ る 。 そ れ ら の 関 連 す る 特 異 性 は 選 択
的 免 疫 沈 降 法 に よ っ て 決 定 し た 。 以 下 に 記 載 さ れ る プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 初 代 培 養 の 肝 細
胞 抽 出 物 を 前 記 の 抗 LSR抗 体 に よ っ て 免 疫 沈 降 さ せ る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　
　 ラ ッ ト 肝 細 胞 の 初 代 培 養 (Oukka et al.， 1997)を 、 3 5 S-メ チ オ ニ ン お よ び 3 5 S-シ ス テ イ
ン (Promix， Amersham)の 混 合 液 の 存 在 下 で 、 60分 ～ 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、
こ の 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 次 い で 1%の TritonX100を 含 有 す る PBS中 で イ ン キ ュ ベ
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ー ト す る 。 次 い で 細 胞 溶 解 物 を 非 特 異 的 抗 体 の 、 次 い で タ ン パ ク 質 Aの 存 在 下 で イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 40μ g当 量 の 特 異 的 抗 LSR抗 体 を 添 加 し 、 LSR抗 体 複 合 体 を タ ン パ ク
質 Aの 二 次 調 製 物 を 用 い て 沈 降 さ せ る 。 洗 浄 後 、 複 合 体 を 5%β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 補
給 す る か 、 ま た は し な い 1%SDSの 存 在 下 で 解 離 さ せ 、 100℃ に て 5～ 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 次 い で 10%ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 離 す る 。 こ の ゲ ル を 乾 燥 し 、 Phosphor Imager s
creenに 感 光 さ せ る 。 レ ー ン の 各 々 は 165cm 2 の フ ラ ス コ と 等 価 量 、 つ ま り 22× 10 6 細 胞 を 含
有 す る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 免 疫 沈 降 の 解 析 結 果 は 、 非 還 元 条 件 下 （ 図 10、 レ ー ン 2-100℃ に お け る イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン な し ー お よ び 3-100℃ に お け る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 有 り -） で 、 抗 体 が ３ つ の 主 要 な タ
ン パ ク 質 バ ン ド ： 見 か け の 分 子 量 240kDaお よ び 180kDaの 2つ 、 見 か け の 分 子 量 68kDaの 1つ
を 示 し て い る 。 分 子 量 115kDaお よ び 90kDaに 相 当 す る よ り 弱 い 強 度 の 2つ の バ ン ド の 存 在 も
ま た 注 目 さ れ る 。 そ れ ゆ え に 、 こ の 実 験 ア プ ロ ー チ は 本 質 的 に は 、 リ ガ ン ド ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 法 に よ り 同 定 さ れ た も の と 同 じ タ ン パ ク 質 構 成 要 素 を 同 定 す る 。 さ ら に 、 還 元 条 件 下 （
図 10、 レ ー ン １ お よ び 4） で 高 分 子 量 構 成 要 素 が 各 々 68kDa、 56kDaお よ び 35kDaの 見 か け の
分 子 量 の 3要 素 へ と 解 離 す る こ と が 観 察 で き る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 68kDaお よ び 56kDaバ ン ド の 相 対 強 度 は 等 価 で あ る が 、 35kDaバ ン ド の 相 対 強 度 は 他 の 2つ
の 相 対 強 度 の 約 1/4で あ る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　
　 前 記 の 抗 LSR抗 体 に よ る 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 以 下 に 示 さ れ る よ う に
行 っ た 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　
　 ラ ッ ト 肝 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ (Clontech Laboratories Inc.か ら 購 入 )(5'Strech Plusｃ Ｄ Ｎ Ａ  L
ibrary)を 含 有 す る λ GT11バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に よ る 細 菌 の 感 染 後 、 細 胞 を LB MgSO 4 培 地
上 で 平 板 培 養 す る 。 42℃ に て ４ 時 間 の 培 養 後 、 予 め 10mM IPTG溶 液 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を ペ ト リ 皿 に 置 く 。 4時 間 後 、 第 １ の 膜 を 取 り 出 し 、 第 ２ の 膜 を ペ ト
リ 皿 に 施 す 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 1時 間 攪 拌 を 続 け た ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 を 含 む ペ ト リ 皿 に 各 膜 を 浸 漬 す る 。 次 に 、 抗 体
を ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 の 最 終 濃 度 10μ g/mlま で 添 加 す る (Huynh et al.， 1984;Young and 
Davis， 1983a and 1983b)。 次 い で こ の 膜 を TNT(10mM Tris,150mM NaCl,0.05% Tween20)で
10分 間 3回 洗 浄 す る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 こ の 膜 を 二 次 抗 体 （ ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 affinipureF(ab')2断 片 ヤ ギ 抗 ウ サ
ギ IgG； Immunotech） の 存 在 下 で 、 最 終 濃 度 0.08μ g/mlの ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ TNT＋ 5％
脱 脂 粉 乳 、 Paturage trademark） に て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 TNT中 で 膜 を 洗 浄 し た 後 、 BCIP（ 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ ル リ ン 酸 塩 ） お よ び NBT
（ ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム ） の 存 在 下 で 、 呈 色 す る ま で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 次 い で 陽 性 ク ロ ー ン を デ ィ ッ シ ュ に 回 収 し 、 滴 定 し 、 次 い で 同 免 疫 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に
か け 、 そ れ ら が 真 に 陽 性 で あ る こ と を 確 認 す る （ 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ ） 。 所 望 に よ り 三 次
ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ て も よ い 。 ク ロ ー ン を 選 択 し 、 溶 菌 液 (Clontech protocol)か ら 単
離 し 、 次 い で 制 限 酵 素 EcoR1で 消 化 し た フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ を プ ラ ス ミ ド pBluescriptSK+の Eco
R1部 位 に 挿 入 す る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 こ の よ う に し て 、 1.8kbの 挿 入 を 含 有 す る 2ク ロ ー ン が 得 ら れ 、 同 一 の 配 列 で あ る こ と が
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証 明 さ れ る 。 こ の 挿 入 断 片 の BgIII-Xbal断 片 に 相 当 す る プ ロ ー ブ を 用 い た 、 ラ ッ ト 肝 細 胞
ｍ Ｒ Ｎ Ａ (2μ gの ポ リ A+ｍ Ｒ Ｎ Ａ )の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 各 々 1.9kDaお よ び
2.1kDaの サ イ ズ の バ ン ド が 明 ら か に な っ た （ 図 11A） 。 こ の 挿 入 断 片 の Xbal-Xbal断 片 に 相
当 す る プ ロ ー ブ を 用 い た 、 対 応 す る メ ッ セ ン ジ ャ ー の 組 織 分 布 に つ い て の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 解 析 で は 、 優 先 的 に そ れ ら が 肝 臓 に お い て 発 現 す る こ と を 示 す （ 図 11B） 。 ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ テ ィ ン グ は 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 わ れ た 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　
　 種 々 の ラ ッ ト 組 織 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 含 有 す る 膜 (Clontech)を 、 5xSSPE、 0.5％ SDSを 含 有 す る
10xデ ン ハ ー ト 緩 衝 液 、 100μ g/mlの サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、 50%脱 イ オ ン 化 ホ ル ム ア ミ ド 中 で 、 L
SR遺 伝 子 に 対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ［ 3 3 P］ dCTPで 標 識 さ れ た ヒ ト β -ア ク チ ン (Clontech)に
対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 と 42℃ に て 16時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 次 い で 、 こ の 膜 を 室 温 に て
2xSSC、 0.5%SDS中 で 、 さ ら に 65℃ に て 1xSSC、 0.1%SDS中 で 洗 浄 し 、 そ の 後 Phosphor Image
r screen(Molecular Dynamics)に 曝 し た 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 1.9kbバ ン ド に 相 当 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 5'RACE PCRに よ っ て 1.8kb断 片 か ら 再 構 築 し 、 配 列
決 定 し た 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お け る 多 重 バ ン ド の 存 在 を 解 明 す る た め に 、 ラ ッ ト の Ｄ Ｎ Ａ
配 列 断 片 を 定 義 し て い る 数 対 の プ ラ イ マ ー を 合 成 し 、 PCR増 幅 用 プ ラ イ マ ー と し て 用 い た
（ 図 11C） 。 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 以 下 に 挙 げ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 各 プ ラ イ マ ー 対 は 単 一 断 片 を 示 す の に 対 し て 、 bc'対 は 異 な る サ イ ズ の 3断 片 を 増 幅 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 断 片 の 配 列 解 析 に よ っ て 、 各 々 2097bp（ 配 列 番 号 1） 、 2040b
p（ 配 列 番 号 3） お よ び 1893bp（ 配 列 番 号 5） の サ イ ズ を 有 し 、 か つ 、 3つ 総 て が 選 択 的 ス プ
ラ イ シ ン グ に よ っ て 同 一 の 前 駆 メ ッ セ ン ジ ャ ー に 対 応 す る ラ ッ ト LSRに 対 す る 3つ の 完 全 Ｄ
Ｎ Ａ の 配 列 を 再 構 築 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 こ れ ら の 3つ の Ｄ Ｎ Ａ は コ ザ ッ ク 共 通 配 列 (Kozak， 1987 and 1990)に 囲 ま れ た 219位 に お
い て AUGコ ド ン で 開 始 す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 ん で い る 。 こ れ ら の 3つ の ｃ
Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 推 定 分 子 量 は 各 々 66kDa、 64kDaお よ び 58kDaで
あ る 。
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【 ０ ３ ５ ９ 】
　 次 い で 、 最 長 お よ び 最 短 形 態 の ラ ッ ト LSRを 各 々 コ ー ド す る ２ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 以 下 に 示
し た よ う に in vitroで 翻 訳 し た 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は プ ラ ス ミ ド pcＤ Ｎ Ａ 中 へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る ； in vitro転 写 お よ び 翻 訳 は
Promega TNTキ ッ ト を 用 い て 行 う 。 3 5 S-メ チ オ ニ ン お よ び 3 5 S-シ ス テ イ ン で 標 識 し た 翻 訳
生 成 物 は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 勾 配 ゲ ル (10%)上 で の 電 気 泳 動 後 、 視 覚 化 し 、 Phospor Ima
rgerに 感 光 さ せ る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 得 ら れ た 生 成 物 の 分 子 量 、 す な わ ち 68kDaお よ び 56kDa（ 図 12） は 、 LSRの α お よ び β サ
ブ ユ ニ ッ ト の 分 子 量 に 丁 度 一 致 し て い る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 こ れ ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 生 成 物 が LSR活 性 に 関 与 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 3つ の 異 な る
実 験 ア プ ロ ー チ を 用 い た 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 第 一 に 、 サ イ ズ 2097bpの mRNAか ら 生 成 し た LSRの 169～ 186残 基 (SAQDLDGNNEAYAELIVLGR：
配 列 番 号 29)、 お よ び 556～ 570残 基 (EEGQYPPAPPPYSET： 配 列 番 号 30)に 相 当 す る 2つ の ペ プ
チ ド を 合 成 し た 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 配 列 は 前 記 に て 同 定 さ れ た 3つ の タ ン パ ク 質 に 共 通
で あ る 。 こ れ ら の 合 成 ペ プ チ ド に 向 け ら れ る 抗 体 は 、 前 記 に て 示 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従
っ て 得 た 。 図 13Cお よ び 14Cは 、 こ れ ら の 抗 LSRペ プ チ ド 抗 体 が LDLの 、 ラ ッ ト 原 形 質 膜 に 存
在 す る LSRと の 結 合 に 対 し て 阻 害 効 果 を 有 す る こ と を 示 し 、 そ れ は 実 施 例 1に 記 載 さ れ た プ
ロ ト コ ー ル に 従 っ て 測 定 さ れ た 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 第 二 に 、 α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト の 部 分 精 製 物 は 、 サ ル コ シ ル を 用 い る 選 択 的 可 溶 化 に
よ り 得 ら れ た ； ウ エ ス タ ン お よ び リ ガ ン ド ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 用 い る 研 究 は 、 α お よ び β 構
成 要 素 が 抗 LSRポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 図 13B、 レ ー ン 1） 、 抗 LSRペ プ チ ド 抗 体 （ 図 13B、 レ
ー ン 2お よ び 図 14B、 レ ー ン 21） 、 お よ び オ レ イ ン 酸 塩 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 の LD
Lと 結 合 す る こ と を 示 し て い る 。 リ ガ ン ド ブ ロ ッ テ ィ ン グ は 、 実 施 例 1に 記 載 の プ ロ ト コ ー
ル に 従 っ て 行 っ た ： ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ は 以 下 に 示 す よ う に 行 っ た 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　
　 ラ ッ ト 肝 細 胞 の 初 代 培 養 は 実 験 方 法 で 示 し た よ う に 調 製 し た 。 培 養 48時 間 後 、 採 取 し た
細 胞 を 洗 浄 し 、 1% Triton X100を 含 有 す る PBSに 溶 解 す る 。 こ の 細 胞 溶 解 物 を 還 元 条 件 下
（ 2%SDS、 5%β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル お よ び 20mMDTT、 56℃ に て 1時 間 ） で 10%SDS-PAGEゲ
ル 上 に 置 く 。 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 転 移 さ せ た 後 、 LSR受 容 体 に 向 け ら れ た IgG抗 体 で ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 う 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 第 三 に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ  LSR-Rn-2097お よ び LSR-Rn-1893か ら の in vitro翻 訳 に よ り 得 ら れ た
標 識 タ ン パ ク 質 LSR66お よ び 58を 用 い て 、 以 下 に 詳 述 さ れ る プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て LDLの 結
合 に お け る オ レ イ ン 酸 塩 の 効 果 を 評 価 す る 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　
　 3 5 S-シ ス テ イ ン お よ び 3 5 S-メ チ オ ニ ン で 標 識 し た in vitro翻 訳 生 成 物 (17μ l)を 緩 衝 液 A
中 100μ g/mlの LDL、 1mMオ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 、 最 終 容 量 400μ lで 37℃ に て 1時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 同 量 の 8%(w/v)BSAを 添 加 す る 。 そ の 密 度 を 臭 化 ナ ト リ ウ ム に よ っ て 1.21g/ml
（ 初 密 度 1.025g/mlと 仮 定 ） に 調 節 す る 。 そ の 後 、 サ ン プ ル を 1.063g/mlに て 臭 化 ナ ト リ ウ
ム 溶 液 に 入 れ 、 次 い で 4℃ に て 20時 間 遠 心 分 離 す る (Beckman SW41 rotor)。 そ の 表 面 の 1ml
容 量 を 採 取 し 、 電 気 泳 動 溶 出 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し 、 さ ら に 放 射 能 を 測 定 す る (Beckmanβ
カ ウ ン タ ー )。
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in vitro翻 訳

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

in vitroに て 発 現 し た LSRタ ン パ ク 質 に 対 す る LDLの 結 合 （ 浮 上 ）



【 ０ ３ ６ ８ 】
　 オ レ イ ン 酸 塩 は 2つ の 因 子 （ ま た は 5つ ） に よ っ て LDLの LSR56（ ま た は LSR68） と の 結 合
を 増 強 す る 。 従 っ て 、 そ れ は 好 ま し く は ｃ Ｄ Ｎ Ａ  LSR-Rn-2097お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ  LSR-Rn-18
93（ LSR56お よ び LSR68） に よ っ て 各 々 コ ー ド さ れ る ラ ッ ト LSRの α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト
が オ レ イ ン 酸 塩 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 LDLと 結 合 す る と い う こ と を 示 し 得 る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 総 て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ  LSR-Rn-2097お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ  LSR-Rn-2040が 電 気 泳 動 に
よ っ て 識 別 さ れ ず 、 か つ 、 見 か け の 分 子 量 が 68kDaで あ る ２ つ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
こ と を 示 す ； こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 還 元 条 件 下 で の 免 疫 沈 降 後 に 同 定 さ れ る LSRの α お よ
び α 'サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 ん で な る バ ン ド に 相 当 す る 。 LSRの β サ ブ ユ ニ ッ ト は お そ ら く 、 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ  LSR-Rn-1893の 翻 訳 生 成 物 で あ ろ う 。 免 疫 沈 降 後 の 化 学 量 論 の 解 析 で は 、 見 か け の
分 子 量 240kDaの 多 量 体 複 合 体 は 結 果 と し て 3つ の β サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る α サ ブ ユ ニ ッ ト
の 集 合 体 を 生 じ る 。 α -お よ び β -LSRに 相 当 す る タ ン パ ク 質 の 種 々 の ド メ イ ン の 解 析 は 、
リ ポ タ ン パ ク 質 受 容 体 の 機 能 と 矛 盾 し な い 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　

　 発 明 者 ら は ま た 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 CHO細 胞 に お け る 組 換 え LSR受 容 体 を 発 現
さ せ た 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　
　 再 構 築 し た 受 容 体 の 活 性 と 同 様 に 、 LSRの 組 換 え サ ブ ユ ニ ッ ト の 各 々 の 活 性 を 研 究 す る
た め に 、 発 明 者 ら は 発 現 プ ラ ス ミ ド pcＤ Ｎ Ａ 3(No et al.， 1996)を 使 用 し 、 動 物 細 胞 に お
い て ラ ッ ト LSRの α サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ α プ ラ ス ミ ド ） 、 ま た は β サ ブ
ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ β プ ラ ス ミ ド ） の い ず れ か の 発 現 を 研 究 し た 。 LSRｃ Ｄ
Ｎ Ａ を EcoRIお よ び ／ ま た は NotI制 限 部 位 を 用 い て 、 プ ラ ス ミ ド pcＤ Ｎ Ａ 3(Invitrogen)中
に サ ブ ク ロ ー ン ニ ン グ し た 。 一 度 得 れ ば 、 こ れ ら の 構 築 体 を 用 い て 、 CHO（ チ ャ イ ニ ー ズ
ハ ム ス タ ー 卵 巣 ） 動 物 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 培 養 48時 間 後 、 CHO（ チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 ） 細 胞 (CHO-K1、 CCL-61、 ATCC、 Rock
ville)を 6-ウ ェ ル プ レ ー ト (Falcon)に 2.5～ 2.75× 10 5 細 胞 ／ ウ ェ ル に 分 注 す る 。 10%(v/v)
FBS、 2mMグ ル タ ミ ン お よ び 100ユ ニ ッ ト ／ mlの ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含
有 す る Ham F-12培 地 で の 培 養 24時 間 後 、 最 大 2μ gの プ ラ ス ミ ド ／ ウ ェ ル を 、 供 給 者 の 指 示
に 従 っ て Superfect(Qiagen)を 用 い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ 10μ l Superfect／ ウ ェ ル
、 血 清 を 含 ま な い Ham F-12培 地 で 37℃ に て 2時 間 ） 。 次 い で 、 こ の プ レ ー ト を PBS中 で 洗 浄
し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 を 除 去 し 、 次 い で 細 胞 を 血 清 を 含 有 す る Ham F-12培 地 で 培
養 し た 。 実 施 例 1に 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 48時 間 後 、 LSR
活 性 を 測 定 し た 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 発 明 者 ら は 、 以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ る プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 LSR受 容 体 活 性 の 3種 の 段 階
に お い て 、 α プ ラ ス ミ ド 単 独 、 ま た は β プ ラ ス ミ ド 単 独 で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 効 果
と 比 較 し 、 α お よ び β プ ラ ス ミ ド で の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 効 果 を 試 験 し た 。 図 15
お よ び 16は 、 α サ ブ ユ ニ ッ ト 単 独 、 ま た は 2つ の α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る 組 換
え 細 胞 に お い て 得 ら れ た LSR活 性 間 の 比 較 を 示 す ； 同 様 の 結 果 が 、 β 対 α ＋ β の 比 較 に よ
り 得 ら れ 、 そ れ は 各 々 の サ ブ ユ ニ ッ ト （ そ れ ら は 各 々 、 リ ポ タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド お よ び オ
レ イ ン 酸 塩 の よ う な 脂 肪 酸 に 対 す る 可 能 性 あ る 結 合 部 位 も ま た 有 す る ） の 一 次 配 列 の 比 較
解 析 と 矛 盾 は な い 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
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実 施 例 3： ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 組 換 え LSR受 容 体 の 活 性 の 解 析 、 お よ び
そ の サ ブ ユ ニ ッ ト

LSR受 容 体 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

LDLの 結 合 、 取 り 込 み お よ び 分 解 に お け る 、 LSR(α )プ ラ ス ミ ド 単 独 で の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 、 ま た は LSR(α )お よ び LSR(β )プ ラ ス ミ ド で の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 効 果



　 CHO-K1細 胞 を 漸 増 濃 度 の α プ ラ ス ミ ド で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ま た 0.4μ gの α
プ ラ ス ミ ド お よ び 漸 増 濃 度 の β プ ラ ス ミ ド で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 培 養 48時 間 後 、
細 胞 を PBS中 で 一 度 洗 浄 し 、 次 い で 、 0.2％ BSA、 5mM Hepes、 お よ び 2mM CaCl 2 、 pH7.5を 含
有 す る DMEM中 、 1mMオ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 、 20μ g/ml 1 2 5 I-LDLと と も に 、 3
7℃ に て 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 ぎ に 、 こ の 細 胞 を 前 記 の よ う に 洗 浄 し 、 PBS中 10mM
ス ラ ミ ン と と も に 4℃ に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 LDLの 結 合 を 測 定 す る た め に （ 図 15） 、 培 地 を 回 収 し 、 γ カ ウ ン タ ー を 通 過 さ せ て 結 合
し た 1 2 5 I-LDLの 量 を 評 価 し た 。 結 果 は 2回 の 測 定 の 平 均 値 で あ る 。 LDLの 取 り 込 み お よ び 分
解 の 測 定 （ 図 16） に つ い て は 、 実 施 例 1に 詳 細 に 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 取 り 込
ま れ 、 次 い で 分 解 さ れ た 1 2 5 I-LDLの 量 を 測 定 し た 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 α お よ び β プ ラ ス ミ ド で の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 LSR活 性 の 3段 階 の 確 立 を 可 能
と す る （ 図 15お よ び 16） 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 発 明 者 ら は ま た 、 α プ ラ ス ミ ド 単 独 で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と 比 較 し て 、 α お よ び β
プ ラ ス ミ ド で の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て LSR活 性 が 増 強 さ れ る こ と も 観 察 し た
。 β お よ び α サ ブ ユ ニ ッ ト 濃 度 の ([β ]/[α ])比 率 が 増 強 を 表 し た と き 、 よ り 有 効 な LSR活
性 を 示 す と い う 結 果 は 、 LSR受 容 体 が α （ ま た は α '） サ ブ ユ ニ ッ ト 、 お よ び い く つ か の 、
好 ま し く は 3つ の β サ ブ ユ ニ ッ ト の 集 合 体 か ら な る 可 能 性 が あ る と い う 所 見 と 適 合 す る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 結 果 は 、 そ れ が タ ン パ ク 質 の 完 全 な タ ン パ ク 質 分 解 を 可 能 に す る と い う 意 味 で 、 β お よ
び α サ ブ ユ ニ ッ ト で の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の み が 完 全 に 機 能 的 な LSR受 容 体 の 過 剰
発 現 を 可 能 に す る と い う こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 LSRｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お け る 前 記 で 得 ら れ た リ ポ タ ン パ ク 質 分
解 活 性 を 確 認 す る た め に 、 発 明 者 ら は 最 後 に 、 前 記 で 測 定 し た よ う に LDLの 結 合 を 阻 害 す
る 抗 LSR抗 体 の 能 力 を 、 そ れ ら の 基 質 特 異 性 と と も に 試 験 し た 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　

　 CHO細 胞 は 1： 3の 濃 度 比 で α お よ び β プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 図 17Aは 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お い て 得 ら れ た LDL結 合 活 性 （ 非 ト ラ ン ス フ ェ
ク ト 対 照 細 胞 で 認 め ら れ る 同 活 性 と 比 較 し て 表 現 ） が 、 抗 LSR抗 体 に よ っ て 特 異 的 に 阻 害
さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 図 17Bは 、 競 合 リ ガ ン ド と し て 作 用 す る 種 々 の 非 標 識 リ ポ タ ン パ ク 質 の 存 在 下 で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お い て 得 ら れ た LDL結 合 活 性 を 示 す 。 結 果 は 、 リ ガ ン ド 特 異 性 が
ラ ッ ト の 内 生 LSR活 性 に 認 め ら れ る も の と 同 様 で あ る こ と を 示 す (Mann et al.， 1995)： ラ
ッ ト カ イ ロ ミ ク ロ ン は ラ ッ ト 組 換 え LSRに 好 ま し い 基 質 で あ り ： 特 に 、 VLDL、 次 い で LDLが
特 異 性 の オ ー ダ ー を 低 下 さ せ る こ と に な る 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　
　 LSRの α サ ブ ユ ニ ッ ト の 配 列 解 析 に よ り 、 腫 瘍 壊 死 因 子 型 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 サ イ ン に
相 当 す る シ ス テ イ ン 豊 富 領 域 が 明 ら か に な る 。 し か し な が ら 、 LSRは 受 容 体 ／ リ ガ ン ド 複
合 体 の 急 速 な エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 可 能 に す る シ グ ナ ル の 存 在 に よ っ て 、 サ イ ト カ イ ン 受
容 体 と 識 別 で き る （ ク ラ ス リ ン モ チ ー フ ） 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 発 明 者 ら は こ の 受 容 体 が サ イ ト カ イ ン 類 、 特 に レ プ チ ン の 除 去 に 働 き 得 る と い う 仮 説 を
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組 換 え LSR受 容 体 を 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 に お い て 得 ら れ る リ ポ タ ン パ ク 質 分
解 活 性 の 同 定

実 施 例 4： サ イ ト カ イ ン 類 の ク リ ア ラ ン ス に お け る LSRの 関 与



立 て ； こ の 仮 説 を 検 証 す る た め に 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 初 代 培 養 の 肝 細 胞 に よ り
、 組 換 え レ プ チ ン の 分 解 を 解 析 し た 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　 初 代 培 養 に お け る 肝 細 胞 に よ る レ プ チ ン の 分 解
　 ラ ッ ト 肝 細 胞 の 初 代 細 胞 を 、 0.5mMオ レ イ ン 酸 塩 、 75μ g/mlの RAP、 200μ g/mlの 非 特 異
的 抗 体 ま た は 抗 LSR特 異 的 抗 体 、 ま た は 50μ Mク ロ ロ キ ニ ン の 不 在 下 ま た は 存 在 下 で 、 20ng
/mlの 1 2 5 I-レ プ チ ン と と も に 、 37℃ に て ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 培 地 を 回 収 し
、 分 解 さ れ た 1 2 5 I-レ プ チ ン の 量 を 測 定 す る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 図 18に 示 さ れ た よ う に 、 初 代 培 養 に お け る 肝 細 胞 に よ る レ プ チ ン の 分 解 は ：
a)LSRに 対 し て 向 け ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。 こ れ ら の 抗 体 は ま た 、 同 一 の 割 合 で LSR活
性 も 阻 害 す る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
b)39kD受 容 体 結 合 タ ン パ ク 質 (RAP)； こ の タ ン パ ク 質 は in vitroに て LSR活 性 を ブ ロ ッ ク し
、 in vivoに て カ イ ロ ミ ク ロ ン の ク リ ア ラ ン ス を 遅 延 す る (Troussard et al.， 1995;Willo
w et al.， 1994)。
【 ０ ３ ８ ８ 】
c)ク ロ ロ キ ン ； こ の 細 胞 毒 は エ ン ド サ イ ト ー シ ス 小 胞 の 酸 性 化 を 妨 げ 、 リ ソ ソ ー ム プ ロ テ
ア ー ゼ の 活 性 を 阻 害 す る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
d)オ レ イ ン 酸 塩 ； こ の 遊 離 脂 肪 酸 は リ ポ タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を マ ス キ ン グ し な い LSRの コ
ン フ ォ メ ー シ ョ ン 変 異 を 誘 導 す る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
に よ り 阻 害 さ れ る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　 こ の こ と は 、 LSRの FAF（ 脂 肪 酸 遊 離 ） コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 、 お そ ら く レ プ チ ン の 結 合
、 そ れ に 次 ぐ 分 解 と い う 役 割 と 適 合 す る 唯 一 の も の で あ る と い う こ と を 示 す 。 非 特 異 的 免
疫 グ ロ ブ リ ン に は レ プ チ ン の 分 解 に 対 す る 効 果 は な い （ 図 18） 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　 LSRへ の レ プ チ ン の 結 合 を 証 明 す る た め 、 以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ る プ ロ ト コ ー ル に 従 い
、 ラ ッ ト 肝 臓 原 形 質 膜 タ ン パ ク 質 を 、 組 換 え レ プ チ ン を 含 有 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に 装 填 し た 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
　
　 Hi-trapカ ラ ム (Pharmacia)を 用 い る ： 製 造 者 に よ り 推 奨 さ れ た 方 法 に 従 い 、 5mgの レ プ
チ ン を 1mlの カ ラ ム に 結 合 さ せ る 。 原 形 質 膜 タ ン パ ク 質 を 前 記 に て 示 し た よ う に (Mann et 
al.， 1995)ラ ッ ト の 肝 臓 か ら 可 溶 化 さ せ 、 次 い で PBS pH7.4、 0.1%Tween20に 対 し て 一 晩 透
析 す る 。 こ の カ ラ ム を 同 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 次 い で タ ン パ ク 質 抽 出 液 を 0.2ml／ 分 の 速 度 で
装 填 す る 。 カ ラ ム を 6mlの 同 緩 衝 液 で 洗 浄 す る 。 次 い で 、 100mMグ リ シ ン pH3を 補 給 し た 同
緩 衝 液 で 溶 出 し ； 次 い で 、 500μ lの 20画 分 を 5μ lの PBS、 0.1%Tween20、 pH8で 中 和 す る 。
各 画 分 50μ lを 抗 LSR抗 体 に よ る ド ッ ト － ブ ロ ッ ト 解 析 用 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 載 せ る
。 陽 性 画 分 （ 1,3,4,7お よ び 8） を 24mM重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 0.01% Tween20に 対 し て 透 析
し 、 プ ー ル し て Speedvacに よ り 最 終 容 量 300μ lま で 濃 縮 す る 。 40μ lの 最 終 生 成 物 を 抗 LSR
抗 体 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 解 析 す る 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
　 図 19は 、 抗 LSR抗 体 が 、 レ プ チ ン へ の 結 合 後 に グ リ シ ン 緩 衝 液 に よ り 放 出 さ れ た α サ ブ
ユ ニ ッ ト を 特 異 的 に 認 識 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 α サ ブ ユ ニ ッ ト の 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 に よ り 、 こ の 新 規 な 受 容 体 に 対 す
る レ プ チ ン の 親 和 性 の 測 定 が 可 能 と な る で あ ろ う 。
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【 ０ ３ ９ ６ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 総 て 、 LSRが レ プ チ ン の 分 解 お よ び 排 出 の 経 路 の 一 つ を 表 し て い る こ と
を 示 唆 し て い る 。 放 射 性 標 識 さ れ た 組 換 え レ プ チ ン の in vivo注 射 は 、 肥 満 マ ウ ス お よ び
対 照 マ ウ ス の 双 方 に お い て 、 肝 臓 お よ び 腎 臓 に よ る レ プ チ ン の 迅 速 な ク リ ア ラ ン ス 、 お よ
び 優 先 的 な 取 り 込 み を 示 し た ： 10分 後 に 注 射 用 量 の 50%が こ れ ら の 2器 官 で 確 認 さ れ る 。 レ
プ チ ン の 選 択 的 な 取 り 込 み の メ カ ニ ズ ム を 解 析 す る た め に 、 発 明 者 ら は 、 同 ト レ ー サ ー 用
量 の こ れ ら ２ 種 の 放 射 性 標 識 タ ン パ ク 質 注 射 後 5分 の 、 正 常 マ ウ ス お よ び 2種 の 肥 満 マ ウ ス
ラ イ ン の 腎 臓 お よ び 肝 臓 に 存 在 す る レ プ チ ン と β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ ロ リ ン （ 対 照 と し て 選 択
さ れ た レ プ チ ン に 類 似 し た 分 子 量 を 有 し て い る 可 溶 性 タ ン パ ク 質 ） の 量 を 比 較 し た 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　
　 空 腹 状 態 の メ ス 対 照 、 ob/ob、 ま た は db/dbマ ウ ス （ 6-8週 ） に 麻 酔 を か け 、 値 で 伏 在 静
脈 を 通 し て 80ngの ネ ズ ミ 組 換 え 1 2 5 I-レ プ チ ン ま た は 1 2 5 I-β 2 -ミ ク ロ グ ロ ブ ロ リ ン （ Sigm
a、 レ プ チ ン 同 様 ヨ ー ド ビ ー ズ 法 に よ り 標 識 ） の 注 入 を 施 す 。 5分 後 、 こ の 動 物 を 生 理 的 食
塩 水 (15ml、 4℃ )を 注 入 す る 。 組 織 を 採 取 し 、 そ れ ら の 放 射 能 を 測 定 す る （ γ カ ウ ン タ ー
） 。 あ る 場 合 に は 、 1 2 5 I-レ プ チ ン の 注 入 後 30分 、 抗 LSR抗 体 ま た は 対 照 タ ン パ ク 質 を 注 入
す る 。 1 2 5 Iで の レ プ チ ン に よ る 標 識 は そ の 生 物 学 的 活 性 に 影 響 を 与 え な い と い う こ と に 注
目 す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 図 20に 示 さ れ た 結 果 は 、 肝 臓 に よ り 選 択 的 に 取 り 込 ま れ た レ プ チ ン の 量 が 、 対 照 マ ウ ス
に 比 べ て 、 肥 満 マ ウ ス で は 減 少 し て お り ； さ ら に 腎 臓 の レ プ チ ン の 取 り 込 み に 関 し て は 、
種 々 の ラ イ ン 間 で は 差 が 認 め ら れ な い こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
　 次 い で 発 明 者 ら は 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 対 照 、 ob/obお よ び db/dbマ ウ ス に お け
る LSR受 容 体 の 数 を 測 定 し た 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　
　 原 形 質 膜 に お け る LSR受 容 体 の 見 か け の 数 は 、 前 記 に て 記 載 さ れ た (Mann et al． ， 1995
)よ う に 、 原 形 質 膜 調 製 物 と 結 合 し た LDLの 量 を 評 価 す る こ と に よ り 測 定 す る 。 原 形 質 膜 (1
00μ g)を 1mMオ レ イ ン 酸 塩 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る ； す な わ ち 、 次 い で 、 そ れ ら を 前
記 で 示 し た よ う に 3回 洗 浄 し 、 37℃ に て 1時 間 、 40μ g/mlの 1 2 5 I-LDLと と も に イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 そ の 後 、 原 形 質 膜 に 結 合 し た 1 2 5 I-LDLの 量 を 計 数 す る こ と に よ り 決 定 す る 。 各 々
の 群 に お い て の 3個 体 の 異 な る 動 物 に 対 し て 、 1動 物 に つ き 3回 の 測 定 に つ い て 、 そ の 平 均
を と る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 図 21は 、 レ プ チ ン 欠 損 (ob/ob)、 ま た は ob受 容 体 の 欠 損 (db/db)の い ず れ か を 示 す 肥 満 動
物 に お け る LSR受 容 体 の 数 が 有 意 に 減 少 す る こ と を 示 し て い る 。 肥 満 マ ウ ス に お け る 選 択
的 な 肝 臓 の レ プ チ ン の 取 り 込 み に お け る 減 少 は 、 こ れ ら の 動 物 に お け る LSR受 容 体 の 見 か
け の 数 の 減 少 と 一 致 す る 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
　 発 明 者 ら は 最 後 に 、 前 記 に 示 し た プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 ト レ ー サ ー 用 量 の 注 射 後 5分 、
肝 臓 と 腎 臓 の 間 の レ プ チ ン の 分 布 に お け る 抗 LSR抗 体 の 効 果 を 試 験 し た 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　
　 対 照 マ ウ ス に 麻 酔 を か け 、 次 い で 1mgの 非 特 異 的 IgG抗 体 ま た は 抗 LSR IgG抗 体 を 静 脈 内
に 注 入 す る 。 30分 後 、 80ngの 1 2 5 I-レ プ チ ン を 注 入 し 、 5分 後 4℃ に て 生 理 的 食 塩 水 を 注 入
す る 。 直 ち に 組 織 を 摘 出 し 、 放 射 能 を 測 定 す る 。 結 果 は 各 々 の 群 に に つ い て 3個 体 の 動 物
に 対 し て 得 ら れ た 平 均 と 標 準 偏 差 を 表 す 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 図 22に 示 さ れ た よ う に 、 抗 LSR抗 体 に よ り 、 対 照 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 比 較 し て 、 肝 臓 で の
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レ プ チ ン の 取 り 込 み は 低 下 し 、 腎 臓 で の レ プ チ ン の 取 り 込 み は 増 加 す る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
　 従 っ て こ れ ら の 結 果 は 、 LSRが 肝 臓 で の レ プ チ ン の 選 択 的 な 取 り 込 み を 招 き 、 受 容 体 の
数 の 減 少 が 肥 満 動 物 で 認 め ら れ る こ と を 示 す 。 か か る 減 少 に よ っ て 、 レ プ チ ン 抵 抗 性 症 候
群 お よ び ほ と ん ど の 肥 満 ヒ ト 患 者 に 認 め ら れ る レ プ チ ン の 血 漿 濃 度 に お け る 増 加 の 説 明 が
つ く で あ ろ う 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 LSR受 容 体 が 他 の サ イ ト カ イ ン 類 の 、 特 に 脂 肪 組 織 に よ り 生 成 さ れ た も の の 分 解 経 路 と
し て 働 く と い う 可 能 性 も あ る 。 腫 瘍 壊 死 因 子 α お よ び 神 経 成 長 因 子 の 重 要 性 が 特 に 注 目 さ
れ る で あ ろ う 。 こ れ ら 2種 の サ イ ト カ イ ン は 、 ヒ ト 患 者 に 注 射 す る と 有 意 な 痩 身 効 果 を 発
揮 す る （ Cytokines and their receptor， 1996） 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　
　 LSR受 容 体 の α サ ブ ユ ニ ッ ト は レ プ チ ン と 結 合 し 、 か つ 、 可 能 性 あ る リ ン 酸 化 部 位 を 有
す る 。 こ れ に よ り 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 仲 介 す る だ け で な く 、 細 胞 の シ グ ナ リ ン グ に お
い て も 作 用 で き る 受 容 体 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
　 従 っ て 発 明 者 ら は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 レ プ チ ン が LSRの 活 性 を 調 整 す る と い う 仮
説 を 試 験 し た 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
　

　 初 代 培 養 の ラ ッ ト 肝 細 胞 を 漸 増 濃 度 レ プ チ ン と と も に 37℃ に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 次 い で 500μ Mの オ レ イ ン 酸 塩 の 不 在 下 ま た は 存 在 下 で 、 50μ g/mlの 1 2 5 I-LDL（ 比 活 性 ：
209cpm/ng） 、 ま た は 50μ g/mlの 1 2 5 I-VLDL（ 比 活 性 ： 157cpm/ng） の い ず れ か と と も に 37
℃ に て ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 細 胞 を 洗 浄 し 、 結 合 し た 、 取 り 込 ま れ た 、 さ ら
に は 分 解 さ れ た 1 2 5 I-リ ポ タ ン パ ク 質 の 量 を 前 記 の 実 施 例 1に お い て 記 載 し た よ う に 測 定 す
る (Bihain and Yen， 1992)。 図 23に 示 さ れ た 結 果 は 、 オ レ イ ン 酸 塩 と と も に 、 ま た は 無 し
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細 胞 間 で 得 ら れ た 差 を 表 す 。 各 点 は ３ 回 の 測 定 の 平 均 を 表 す 。 各 点
に 関 す る 標 準 偏 差 は 記 号 に 含 ま れ て い る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
　 漸 増 濃 度 の レ プ チ ン を 培 地 の 肝 細 胞 に 添 加 す る こ と に よ り 、 VLDLお よ び LDLの 結 合 、 取
り 込 み お よ び 分 解 が 増 加 す る （ 図 23） 。
【 ０ ４ １ １ 】
　
　 レ プ チ ン の 存 在 下 に お い け る 、 初 代 培 養 ラ ッ ト 肝 細 胞 の 表 面 で 発 現 し た LSR受 容 体 の 見
か け の 数 の 測 定
　 ラ ッ ト 肝 細 胞 の 初 代 培 養 を 、 20ng/mlの レ プ チ ン の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 、 37℃ に て 30
分 間 、 0.8mMオ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 で 、 37℃ に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 細 胞 を 4
℃ に 予 め 冷 却 し た PBS緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 次 い で 漸 増 濃 度 の 1 2 5 I-LDLの 存 在 下 で 、 4℃ に て 2
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 溶 解 し て 結 合 し た 1 2 5 I-LDLの 量 を 測 定
す る 。
【 ０ ４ １ ２ 】
　

　 初 条 件 は 前 記 に て 記 載 さ れ た も の と 同 一 で あ る ； レ プ チ ン と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た
後 、 細 胞 を 37℃ 30分 間 、 5μ Mシ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 、 5μ Mコ ル ヒ チ ン ま た は 2.5μ Mサ イ ト カ ラ
シ ン Bと と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で こ の 細 胞 を 0.8mMオ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 で 、 37
℃ に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 細 胞 を 4℃ に 予 め 冷 却 し た PBS緩 衝 液 で 洗 浄 し
、 次 い で 50μ g/mlの 1 2 5 I-LDLの 存 在 下 で 、 4℃ に て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 2回 測 定 を
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実 施 例 5： サ イ ト カ イ ン 類 に よ る LSR活 性 の 制 御

レ プ チ ン の 存 在 下 に お け る リ ポ タ ン パ ク 質 の 結 合 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン お よ び 分 解
に つ い て の LSR活 性 の 測 定

レ プ チ ン に よ る LSR活 性 を 誘 導 す る 能 力 の 解 析

シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 、 コ ル ヒ チ ン お よ び サ イ ト カ ラ シ ン Bの 存 在 下 に お け る レ プ チ ン の 効
果 の 比 較



行 い 、 そ の 平 均 結 果 を 表 す 。
【 ０ ４ １ ３ 】
　 こ の よ う に 、 レ プ チ ン に よ る LSR活 性 に お け る 増 強 は 肝 細 胞 の 表 面 で 発 現 し た LSR受 容 体
の 見 か け の 数 に お け る 増 加 を 通 し て 得 ら れ る こ と が 示 さ れ る （ 図 24A） 。 こ の 増 加 は 、 一
方 で は 、 タ ン パ ク 質 の 合 成 （ そ れ は 、 タ ン パ ク 質 合 成 の 阻 害 剤 で あ る シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド に
よ り 部 分 的 に 阻 害 さ れ る ） に お け る 増 加 か ら 生 じ る 。 他 方 で 、 そ れ は 微 小 管 系 （ そ れ は 実
際 に 、 微 小 管 輸 送 を ブ ロ ッ ク す る サ イ ト カ ラ シ ン Ｂ に よ り 阻 害 さ れ る ） に よ る エ ン ド サ イ
ト ー シ ス 小 胞 の 移 動 に 関 与 し て い る （ 図 24B） 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 LSR活 性 に 対 す る レ プ チ ン の in vivo効 果 を 確 認 す る た め 、 発 明 者 ら は 、 以 下 の プ ロ ト コ
ー ル に 従 い 、 試 験 食 餌 を 強 制 に 取 ら せ た 後 、 対 照 、 ob/obお よ び db/dbマ ウ ス の 食 後 ト リ グ
リ セ リ ド 血 応 答 を 確 認 し た 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　
　 当 日 ま で 飢 え さ せ た 対 照 ob/obお よ び db/dbマ ウ ス に 、 熱 量 56kcal/動 物 体 重 kgを 供 給 す
る 極 め て 高 脂 肪 の 餌 [60%脂 肪 （ 37%が 飽 和 、 27%が 一 不 飽 和 、 お よ び 36%が ポ リ 不 飽 和 脂 肪
酸 ） 、 20%タ ン パ ク 質 お よ び 20%炭 水 化 物 ]を 強 制 的 に 取 ら せ た 。 食 餌 後 直 ち に （ 時 間 =0時
間 ） 、 そ の マ ウ ス に 200μ lの 生 理 食 塩 水 を 静 脈 注 射 す る 。 種 々 の 時 間 で 、 20μ lの 血 液 を
尾 の 静 脈 か ら 、 90μ lの ニ ナ ト リ ウ ム EDTAを 含 有 す る 試 験 管 に 採 取 し 、 遠 心 分 離 に よ り 血
漿 を 分 離 し た 後 、 酵 素 ア ッ セ イ キ ッ ト を 用 い て 血 漿 の ト リ グ リ セ リ ド 血 濃 度 を 求 め る 。 示
し た 曲 線 の 各 点 は 、 動 物 に つ き 3回 の 測 定 お よ び 3個 体 の 異 な る 動 物 に 関 し て 得 ら れ た 標 準
偏 差 を 伴 う 平 均 値 に 相 当 す る 。
【 ０ ４ １ ６ 】
　
　 手 順 は 、 食 餌 後 直 ち に （ 時 間 =0時 間 ） マ ウ ス に 200μ lの 生 理 食 塩 水 か 、 ま た は 50μ gの
ネ ズ ミ 組 換 え レ プ チ ン を 含 有 す る 200μ lの 同 溶 液 か の い ず れ か を 静 脈 注 射 す る 以 外 、 前 記
と 同 様 で あ る 。
【 ０ ４ １ ７ 】
　

　 当 日 ま で 飢 え さ せ た ob/obマ ウ ス に 前 記 と 同 じ 食 餌 を 強 制 的 に 取 ら せ る 。 食 餌 後 直 ち に
（ 時 間 =0時 間 ） マ ウ ス に 、 添 加 物 な し か 、 ま た は 0.5μ gの レ プ チ ン 、 ま た は 2.5μ gの ラ ク
ト フ ェ リ ン 、 ま た は そ う で な け れ ば 0.5μ gの レ プ チ ン と 2.5μ gの ラ ク ト フ ェ リ ン の 混 合 物
の い ず れ か を 含 有 す る 200μ lの 生 理 食 塩 水 を 静 脈 注 射 す る 。 食 餌 後 2～ 3時 間 の 間 に 血 液 を
採 取 し 、 血 漿 の ト リ グ リ セ リ ド (TG)濃 度 を 測 定 す る 。 得 ら れ た 値 は 、 動 物 に つ き 4回 の 測
定 お よ び 2個 体 の 異 な る 動 物 に 関 し て 得 ら れ た 標 準 偏 差 [p<0.02(ob/ob+レ プ チ ン と 比 較 し
た ob/ob)、 p<0.01(ob/ob+ラ ク ト フ ェ リ ン と 比 較 し た ob/ob)、 NS(ob/ob+レ プ チ ン ＋ ラ ク ト
フ ェ リ ン と 比 較 し た ob/ob+ラ ク ト フ ェ リ ン ]を 伴 う 平 均 値 を 表 す 。
【 ０ ４ １ ８ 】
　 処 置 さ れ て い な い 肥 満 マ ウ ス で は 、 肥 満 マ ウ ス に 見 ら れ る LSR受 容 体 数 の 減 少 に 一 致 し
て 、 食 後 脂 肪 血 応 答 の 増 幅 も 存 在 す る 。 試 験 食 餌 と 同 時 に 静 脈 経 路 に よ り レ プ チ ン を 投 与
す る こ と に よ り 、 2種 の 肥 満 マ ウ ス 系 統 お よ び 対 照 マ ウ ス に お い て 食 後 脂 肪 血 応 答 を 低 下
さ せ る こ と が 可 能 と な る (図 25)。
【 ０ ４ １ ９ 】
　 レ プ チ ン に よ り 誘 導 さ れ る 脂 肪 血 応 答 の 低 下 は 、 LSRの 活 性 を 阻 害 す る ラ ク ト フ ェ リ ン
の 投 与 に よ り 抑 制 さ れ る (図 26)(Yen et al.,1994;Marm et al.， 1995)。 こ の こ と は 、 脂
肪 血 応 答 の 低 下 が LSR活 性 の 増 強 に よ り 説 明 さ れ る こ と を 強 く 示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 最 後 に 、 in vivoで も 、 レ プ チ ン の 投 与 は 肝 細 胞 の 表 面 レ ベ ル で 発 現 し た LSR受 容 体 の 見
か け の 数 の 増 加 を も た ら す 。 こ の 増 加 は ob/obマ ウ ス お よ び db/dbマ ウ ス の 双 方 で 顕 著 で あ
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マ ウ ス に お け る 食 後 脂 肪 血 応 答 の 測 定

マ ウ ス に お け る 食 後 脂 肪 血 応 答 に 対 す る レ プ チ ン の 効 果 の 測 定

ラ ク ト フ ェ リ ン お よ び ／ ま た は レ プ チ ン の 存 在 下 に お け る マ ウ ス の 食 後 脂 肪 血 応 答 の 測
定



る (図 27)。
【 ０ ４ ２ １ 】
　 従 っ て 、 レ プ チ ン お よ び お そ ら く 他 の サ イ ト カ イ ン 類 は 、 LSR活 性 の レ ギ ュ レ ー タ ー で
あ る 。 レ プ チ ン ま た は 他 の サ イ ト カ イ ン 類 に 抵 抗 性 を 持 つ 症 候 群 は 、 恒 常 的 か ま た は 食 後
状 態 に 限 定 さ れ る 高 ト リ グ リ セ リ ド 血 症 を も た ら す 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　
　 レ プ チ ン 投 与 、 食 後 脂 肪 血 応 答 の 低 下 、 お よ び LSR受 容 体 の 発 現 ま た は 活 性 の 促 進 の 間
の 相 関 を 補 強 す る た め 、 ま た レ プ チ ン に よ る リ ポ タ ン パ ク 質 の 脂 肪 の 肝 臓 ク リ ア ラ ン ス 活
性 の 誘 導 の 可 能 性 あ る 治 療 上 の 関 わ り を さ ら に よ く 評 価 す る た め 、 発 明 者 ら は 、 レ プ チ ン
そ の 他 で 処 置 し た 対 照 マ ウ ス ま た は 肥 満 マ ウ ス に お い て 、 体 重 変 化 、 LSR活 性 お よ び LSR 
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を モ ニ タ ー す る こ と を 前 記 分 析 に 付 け 加 え た 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　
　 対 照 雄 マ ウ ス (C57BL6)(n=8)お よ び 肥 満 雄 マ ウ ス （ ob/ob、 n=8、 レ プ チ ン 遺 伝 子 欠 損 動
物 、 お よ び db/db、 n=8、 レ プ チ ン 受 容 体 遺 伝 子 欠 損 動 物 ） （ 17週 齢 ） を 、 ラ イ ン 間 の 重 量
に お け る 差 異 を 定 量 的 に 立 証 す る た め に 秤 量 し た (図 28A)。 各 ラ イ ン の 動 物 の 食 後 脂 肪 血
応 答 を 、 前 記 の よ う に 、 レ プ チ ン 処 置 せ ず に 測 定 し た 。 前 記 の よ う に 、 肝 細 胞 表 面 で 発 現
し た LSR受 容 体 の 見 か け の 数 を 、 各 ラ イ ン 4個 体 の 動 物 に つ い て 測 定 し 、 5'-ヌ ク レ オ チ ダ
ー ゼ （ 原 形 質 膜 の レ ベ ル で 選 択 的 に 測 定 さ れ る 酵 素 ； Sigmaキ ッ ト ） 活 性 と 比 較 し て 表 し
た 。 最 後 に 、 前 記 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 、 各 ラ イ ン 3
個 体 の 動 物 に お け る LSR受 容 体 の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 肥 満 動 物 に お い て 食 後 脂 肪 血 応 答 が よ り 高 い こ と は (図 28B)、 同 動 物 に お け る 肝 臓 LSR受
容 体 の 見 か け の 数 が よ り 少 な い こ と に 一 致 し て い る (図 28C)。 さ ら に 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ
ィ ン グ の 結 果 (図 28D)は 、 こ の 肥 満 動 物 に お け る LSR受 容 体 の み か け の 数 の 減 少 が 、 同 動 物
に お け る 受 容 体 の 発 現 レ ベ ル の 低 下 を 伴 う も の で あ る こ と を 示 し て い る 。 発 明 者 ら は 、 実
際 に 、 肥 満 マ ウ ス ob/obお よ び db/dbに お い て LSR受 容 体 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 数 の 減 少
が 見 ら れ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
　 発 明 者 ら は ま た 、 ob/obマ ウ ス に 対 す る レ プ チ ン 処 置 の 長 期 処 置 の 効 果 も 研 究 し た (図 29
)。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　
　 ob/obマ ウ ス に 30日 間 毎 日 、 レ プ チ ン か ま た は 同 容 量 の 滅 菌 PBSか い ず れ か を 注 射 し た 。
注 射 用 量 は 0～ 4日 ま で は 50μ g/動 物 、 5～ 17日 ま で は 100μ g/動 物 、 お よ び 18～ 30日 ま で は
150μ g/動 物 で あ る 。 以 下 に 示 し た い く つ か の パ ラ メ ー タ ー を 測 定 す る ：
　 体 重 (図 29A)： 体 重 変 化 は 処 置 期 間 に わ た り 、 6個 体 の 動 物 に つ い て 測 定 す る 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 食 後 脂 肪 血 応 答 (図 29B)： 実 施 例 5に 詳 細 に 記 載 し た プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 29日 目 に 各 群
3個 体 の 動 物 に つ い て 測 定 す る 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
　 LSR受 容 体 の 見 か け の 数 (図 29C):実 施 例 4に 詳 細 に 記 載 し た プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 30日 目
に 各 群 3個 体 の 動 物 に つ い て 測 定 す る 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 LSR ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 定 量 (図 23D)： 実 施 例 ２ の プ ロ ト コ ー ル で 示 し た よ う に 、 ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ に よ り 評 価 す る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
　 か く し て 発 明 者 ら は 、 30日 間 に わ た り レ プ チ ン で 処 置 し た ob/ob肥 満 マ ウ ス に お い て 、
極 め て 顕 著 な 体 重 減 少 を 観 察 し た 。 さ ら に 、 レ プ チ ン で の 処 置 は 食 後 脂 肪 血 応 答 に 明 確 な
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実 施 例 6： LSRの 発 現 に お け る レ プ チ ン の 効 果 ； 治 療 上 の 効 果

対 照 お よ び 肥 満 マ ウ ス に お け る 食 後 脂 肪 血 応 答 お よ び LSR活 性

ob/obマ ウ ス に 対 す る レ プ チ ン 長 期 処 置 の 効 果



低 下 を も た ら す 。 こ の 食 後 脂 肪 血 応 答 の 低 下 は 、 細 胞 表 面 に お け る LSR受 容 体 の 見 か け の
数 の 増 加 、 お よ び LSR受 容 体 の サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 の 増 加 と 相 関 し て
い る 。
【 ０ ４ ３ １ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 LSRが 食 餌 脂 質 の 排 出 の 律 速 段 階 で あ る こ と を 、 in vivoに お い て 立 証
す る も の で あ る 。 さ ら に 、 こ の 体 重 減 少 を も た ら す 肥 満 の 治 療 は 、 食 餌 脂 質 の 肝 臓 で の 分
解 活 性 を 増 強 し 、 次 い で 、 食 後 脂 肪 血 応 答 を 低 下 さ せ る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
　
　
　 ラ ッ ト LSRの 核 プ ロ ー ブ を 用 い 、 ヒ ト 心 臓 、 脳 、 胎 盤 、 肺 、 肝 臓 、 骨 格 筋 、 腎 臓 お よ び
膵 臓 ポ リ AＲ Ｎ Ａ を 含 ん で な る 膜 (Human Multiple Tissue Northern Blot， Clontech #776
0-1)で ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 肝 臓 お よ び 腎 臓 で は 、 約 2kbpの バ ン ド ｈ が 検 出 さ
れ て い る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の お よ そ の 定 量 の 結 果 、 LSRは 肝 臓 で は 腎 臓 の 少 な く
と も 5倍 発 現 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ４ ３ ３ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ ； ス プ ラ イ シ ン グ ゾ ー ン の 研 究
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 逆 転 写 PCR実 験 は 、 5'側 に お け る エ キ ソ ン 1の サ イ ズ 、 お よ び エ キ ソ ン
1と 2の 間 の ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 を よ り 厳 密 に 決 定 す る こ と を 可 能 に し た 。 し か し な が ら 、
こ の 終 結 部 位 が こ の エ キ ソ ン の 開 始 部 位 を な す こ と は 明 ら か で は な い 。 さ ら に 、 エ キ ソ ン
1に は 第 ２ の 開 始 部 位 が 存 在 し 、 こ れ は 第 １ の 開 始 部 位 よ り も 下 流 に あ り 、 か つ 、 お そ ら
く は 後 者 よ り も 大 き い 。 エ キ ソ ン 1と 2の 間 の ス プ ラ イ シ ン グ は 、 ヒ ト Ｒ Ｎ Ａ と ラ ッ ト Ｒ Ｎ
Ａ の 間 で は 異 な る 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
　 増 幅 は い く つ か の プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 っ た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ５ 】
　 ab対 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 っ た 増 幅 か ら 、 電 気 泳 動 ゲ ル 上 で の 分 離 後 、 サ イ ズ 1.8kb
お よ び 2kbの ２ つ の 生 成 物 が 得 ら れ た 。 こ れ ら ２ つ の 生 成 物 の サ イ ズ は ラ ッ ト に お け る 記
載 同 様 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 説 明 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ 、 他 の 増 幅 プ ラ イ マ ー
が 得 ら れ た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ か ら 生 じ る ３ つ
の 形 態 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 す る こ と が 可 能 と な っ た 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
　 第 １ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 10個 の エ キ ソ ン を 総 て 含 み 、 LSR-Hs-2062と 呼 ば れ 、 配 列 番 号 7に 相
当 す る 。 こ れ は ラ ッ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ LSR-Rn-2097に 当 た る 。 第 ２ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 エ キ ソ ン 1、 2
、 3、 5、 6、 7、 8、 9お よ び 10を 含 み 、 LSR-Hs-2005と 呼 ば れ て い る 。 そ れ は 配 列 番 号 9に 相
当 す る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は ラ ッ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ LSR-Rn-2040に 当 た る 。 最 後 に 、 1、 2、 3、 6、 7、
8、 9お よ び 10を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ は LSR-Hs-1858と 呼 ば れ 、 そ の 配 列 は 配 列 番 号 11に 挙 げ ら れ
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て い る 。 そ れ は ラ ッ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ LSR-Rn-1893に 当 た る 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
　 エ キ ソ ン 8の 境 界 で の ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 の ず れ が 証 明 さ れ た こ と に 注 目 す ベ き で あ る
。 配 列 番 号 19の 19953～ 19955位 に あ る ト リ プ レ ッ ト TAGの 、 配 列 番 号 19の 19956～ 19958位
に あ る 隣 接 す る ト リ プ レ ッ ト AAGへ の こ の ず れ の 結 果 、 配 列 番 号 8の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 386位 の Glu
残 基 を 欠 損 さ せ る こ と に な る 。
【 ０ ４ ３ ８ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ LSR-Hs-2062、 LSR-Hs-2005お よ び LSR-Hs-1858に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質
配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 8、 10お よ び 12に 相 当 す る 。 こ の 生 物 学 的 タ ン パ ク 質 配 列 リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 で 見 ら れ る 第 １ の ATGコ ド ン で 開 始 す る （ タ ン パ ク 質 配 列 の 35位 ） 。
し か し な が ら 、 転 写 の 開 始 の た め に 好 ま し い コ ド ン は 、 こ の タ ン パ ク 質 配 列 の よ り 下 流 の
83位 に あ る 。 さ ら に 、 こ の 開 始 コ ド ン は 、 ま だ 決 定 さ れ て い な い エ キ ソ ン 1の 5'領 域 内 の
、 あ る い は 前 に 示 し た 可 能 性 あ る エ キ ソ ン 内 の よ り 上 流 に あ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ４ ３ ９ 】
　 最 後 に 、 図 3は 、 ヒ ト に お い て 同 定 さ れ た 種 々 の タ ン パ ク 質 の 略 図 を 表 し 、 保 存 的 モ チ
ー フ が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ４ ０ 】
　 こ の 解 析 に よ り 、 ラ ッ ト に お け る LSR66、 LSR64お よ び LSR58型 に 等 し い LSRの α 、 α 'お
よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト の ３ つ が ヒ ト に 存 在 す る と 結 論 づ け る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ４ ４ １ 】
　
　 本 発 明 者 ら に よ り 単 離 さ れ た マ ウ ス lisch7配 列 （ 受 託 番 号 ： U49507） お よ び ラ ッ ト LSR_
2097配 列 の 双 方 を 用 い た 、 核 酸 配 列 の 公 的 デ ー タ バ ン ク (Genebank， Version： 101)の ス ク
リ ー ニ ン グ に よ り 、 ２ つ の ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 単 離 す る こ と が 可 能 と な っ た 。 そ れ ら
は 、 各 々 サ イ ズ が 45,328bpお よ び 41,936bpで 、 受 託 番 号 AC002128お よ び AD000684の コ ス ミ
ド で あ る 。 こ れ ら ２ つ の コ ス ミ ド は 部 分 的 に 重 複 す る 。 コ ス ミ ド AC002128の 3'末 端 は 、 コ
ス ミ ド AD000684の 5'末 端 と 12838bpに わ た っ て 重 複 す る 。 12,838bpの 共 通 部 分 に お い て は
、 コ ス ミ ド AD000684の 822お よ び 3170位 に お け る ２ つ の 欠 失 を 別 に す れ ば 、 配 列 は 100%一
致 す る 。 ヒ ト LSR遺 伝 子 は こ の ２ つ の コ ス ミ ド に わ た っ て 分 配 さ れ て い る 。 こ の 領 域 に つ
い て の 研 究 を 助 け る た め 、 完 全 ゲ ノ ム 配 列 を 再 構 築 し た ： コ ス ミ ド AC002128の 45,328bpを
、 12,839塩 基 ～ 41,936塩 基 の 間 で コ ス ミ ド AD000684配 列 に 付 加 し た 。 こ の 組 み 合 わ せ は 74
,426bpの 配 列 を な す 。 LSR遺 伝 子 に わ た る ゲ ノ ム 配 列 を 抽 出 し た （ 配 列 番 号 19） 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
　 LSR遺 伝 子 の 推 定 エ キ ソ ン は 、 マ ウ ス Lisch7お よ び ラ ッ ト LSRの Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 を 用 い て の
前 記 配 列 の 整 列 後 に 決 定 し た 。 ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 の 確 実 性 は 、 推 定 エ キ ソ ン の い ず れ の
側 か で 異 な る 。
【 ０ ４ ４ ３ 】
　 さ ら に 、 BACか ら な る ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 、 Chumakov et al.， 1995に 記 載 の 方 法
に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た ： LSRを コ ー ド す る ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 （ 配 列 番 号 41） を 得 る た め
に 、 こ の よ う に し て 単 離 し た ク ロ ー ン を 接 ぎ 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 次 い で 、 配 列 決 定 し
た 。
【 ０ ４ ４ ４ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た ２ つ の 配 列 （ 配 列 番 号 19お よ び 41） は 微 細 な 差 異 を 有 し て お り
、 そ れ ら は 添 付 の リ ス ト に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
　
　 LDL受 容 体 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー お よ び 第 １ の エ キ ソ ン に 影 響 を 及 ぼ す 欠 失 を 有 す る 患
者 か ら 単 離 し た ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 の 初 代 培 養 物 を 得 た 。
【 ０ ４ ４ ６ 】
　 オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で の こ れ ら の 細 胞 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 後 者 が
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、 浸 潤 速 度 論 (Bihain and Yan， 1992)に 従 う LDL結 合 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン お よ び 分
解 活 性 を 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。 オ レ イ ン 酸 塩 に よ り 誘 導 さ れ た こ の 受 容 体 の 親 和 性
は 、 高 ト リ グ リ セ リ ド 粒 子 (VLDLお よ び カ イ ロ ミ ク ロ ン )に 関 し て 、 な ら び に 組 換 え ア ポ タ
ン パ ク 質 Eを 補 足 し た ト リ オ レ イ ン お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン に 関 し て 最 大 と な る 。 受
容 体 に 対 す る LDLの 親 和 性 は 、 VLDLお よ び カ イ ロ ミ ク ロ ン の そ れ よ り 低 い が 、 し か し な が
ら ApoEを 含 ま な い ト リ オ レ イ ン お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 粒 子 の そ れ 、 ま た は 第 3種 高
脂 肪 血 症 お よ び ApoEE 2 / 2 表 現 型 を 有 す る 患 者 か ら 単 離 さ れ た VLDLの そ れ よ り も 高 い (Yen e
t al.,1994)。
【 ０ ４ ４ ７ 】
　 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 正 常 ヒ ト 験 体 （ 図 30） の 繊 維 芽 細 胞 に お け る LSR活 性 を 測
定 す る こ と も で き た 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
　
　 繊 維 芽 細 胞 は 、 培 地 が 20%ウ シ 胎 児 血 清 を 含 ん だ 以 外 は 前 記 と 同 様 に 、 予 め １ 週 間 培 養
す る (Goldstein et al.， 1983)。 次 ぎ に 、 そ れ ら を 1mMオ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 ま た は 不 在
下 で 、 斬 増 濃 度 の 1 2 5 I-LDLと と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 細 胞 を 洗 浄 、 溶 解 し 、
そ の 放 射 活 性 を 測 定 す る 。
【 ０ ４ ４ ９ 】
　
　 ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 HF（ 家 族 性 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ） の LSR活 性 も ま た 、 レ プ チ ン と の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 増 加 し （ 図 31） 、 こ の こ と は ラ ッ ト に お け る 場 合 と 同 様 、 ヒ ト に お
い て も LSRが サ イ ト カ イ ン 類 の ク リ ア ラ ン ス に あ ず か り 、 そ の 活 性 が 後 者 に よ り 調 整 さ れ
る こ と を 示 唆 し て い る 。 対 応 す る 測 定 法 は 以 下 に 示 し た よ う に 行 っ た 。
【 ０ ４ ５ ０ 】
　
　 繊 維 芽 細 胞 HFを 斬 増 濃 度 の レ プ チ ン と と も に 37℃ に て 30分 間 、 次 い で 、 500μ Mの オ レ イ
ン 酸 塩 の 存 在 下 で 、 50μ g/mlの 1 2 5 I-LDLと と も に 37℃ に て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 LDL
の 結 合 、 取 り 込 み お よ び 分 解 は 、 実 施 例 1に 示 し た よ う に 測 定 す る 。
【 ０ ４ ５ １ 】
　

　 マ ウ ス 肝 臓 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て マ ウ ス LSRの ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 使 用 し た
ク ロ ー ニ ン グ 方 法 は 、 ヒ ト LSRの ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る も の と 同 様 で あ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 し
、 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を 用 い て 逆 転 写 PCR増 幅 を 行 っ た 。 こ の 増 幅 断 片 を TAク ロ ー ニ
ン グ ベ ク タ ー (Introgene)へ ク ロ ー ン 化 し た 。
【 ０ ４ ５ ２ 】
　 エ キ ソ ン 2お よ び エ キ ソ ン 9中 に 位 置 す る プ ラ イ マ ー を 用 い る 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 生 成
物 の 研 究 も ま た 、 ヒ ト LSRに 関 し て 行 っ た も の と 同 様 に し て 行 っ た 。
【 ０ ４ ５ ３ 】
　 ３ つ の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 生 成 物 が 認 め ら れ た ： LSR-Mm-1886、 LSR-Mm-1829お よ び LS
R-Mm-1682。 LSR-Mm-1886は エ キ ソ ン 1～ 10の 総 て を 含 む 。 LSR-Mm-1829お よ び LSR-Mm-1682
は そ れ ぞ れ 、 エ キ ソ ン 4、 お よ び エ キ ソ ン 4と 5を 欠 く 。 こ れ ら ３ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 生 物 学 的
形 態 は 、 実 際 に は 、 ヒ ト お よ び ラ ッ ト で 見 ら れ る も の に 相 当 す る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ LSR-Mm-1886
、 LSR-Mm-1829お よ び LSR-Mm-1682の 核 酸 配 列 は そ れ ぞ れ 配 列 番 号 13、 14お よ び 15に 示 さ れ
て い る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ LSR-Mm-1886、 LSR-Mm-1829お よ び LSR-Mm-1682に よ り コ ー ド さ れ る タ ン
パ ク 質 配 列 は 、 配 列 番 号 16、 17お よ び 18に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ５ ４ 】
　
　 LSRの α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト は 前 記 で 示 し た よ う に 同 定 し た 。 こ れ ら ２ つ の サ ブ ユ ニ
ッ ト を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 生 成 物 の 解 析 か ら は 、 分 子 量 ～ 35kDaの 第 ３ の サ ブ ユ ニ ッ
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ト の 存 在 が 説 明 す る こ と は で き な か っ た 。 こ の サ ブ ユ ニ ッ ト は LSR複 合 体 の 還 元 後 に の み
検 出 さ れ た （ 図 10、 レ ー ン 4） 。
【 ０ ４ ５ ５ 】
　 発 明 者 ら は こ の γ サ ブ ユ ニ ッ ト の NH 2 末 端 配 列 を 精 製 し て 得 た 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
　 こ の 精 製 は 以 下 の 手 段 に 従 い 、 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 行 っ た
。
【 ０ ４ ５ ７ 】
　
　 抗 LSR抗 体 （ バ ン ド A） を 、 樹 脂 [3.5mlの affigel Hzイ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー キ ッ ト 樹 脂 (B
iorad 153-6060)に つ き 2.5mgの IgG]に 結 合 さ せ 、 次 い で 、 ラ ッ ト 肝 臓 の 全 膜 か ら 可 溶 化 さ
せ た タ ン パ ク 質 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ 20mMト リ ス 緩 衝 液 、 2mM EDTA、 0.125Mオ ク
チ ル グ ル コ シ ド (5 X CMC)、 1%阻 害 剤 カ ク テ ル 、 pH=7.4： 160mgの 膜 タ ン パ ク 質 か ら 、 容 量
17ml中 に 41.3mgの 可 溶 化 タ ン パ ク 質 (SP)が 得 ら れ る ） 。
【 ０ ４ ５ ８ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 回 転 攪 拌 し な が ら 、 室 温 に て 2時 間 行 っ た ： 17m1を 20mlト リ ス
緩 衝 液 、 2mM EDTA、 pH7.4お よ び 3.5mlの 樹 脂 で 50mlに す る 。 こ の 樹 脂 を 40mlの 20mMト リ ス
緩 衝 液 、 2mM EDTA、 pH7.4で 洗 浄 し 、 次 い で 、 20mMト リ ス 緩 衝 液 、 2mM EDTA、 200mMグ リ シ
ン 、 pH2.5を 用 い て 500μ lの 30の 画 分 へ と 溶 出 す る 。 各 画 分 の pHは 、 1Mト リ ス 緩 衝 液 、 2mM
 EDTA、 pH9の チ ュ ー ブ に つ き 100μ lで 中 和 す る 。 各 画 分 50μ lを ド ッ ト -ブ ロ ッ ト 解 析 用 ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 置 き 、 抗 LSR抗 体 と と も に 、 次 い で 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 結
合 さ せ た 二 次 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ４ ５ ９ 】
　 7～ 28の 可 能 性 あ る 画 分 を ２ つ を 一 組 と し て プ ー ル し 、 Speedvac中 で 2.5倍 濃 縮 す る 。 こ
の プ ー ル 、 濃 縮 お よ び 分 離 し た 画 分 に つ い て 、 10% PAGE-SDSゲ ル 上 で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ
ィ ン グ を 行 う 。 バ ン ド は 画 分 7～ 14（ こ れ ら 画 分 は プ ー ル す る ） で 見 ら れ る 。
【 ０ ４ ６ ０ 】
　 ２ つ の プ ー ル を 24mM重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム に 対 し て 透 析 し 、 次 い で 、 Speedvac中 で 凍 結 乾
燥 す る 。 こ の 粉 末 を 80μ lの 10mMト リ ス 緩 衝 液 、 2mM EDTA、 2% SDS、 3%尿 素 、 pH7.4中 に 取
り 、 100℃ に て 30分 間 、 5%β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル の 存 在 下 で 還 元 す る 。
【 ０ ４ ６ １ 】
　 泳 動 お よ び 30mAに て 配 列 決 定 膜 (PVDF)へ の 50mMト リ ス 、 50mMホ ウ 酸 塩 中 の ウ エ ッ ト ト ラ
ン ス フ ァ ー の 後 、 こ の 膜 を ア ミ ド ブ ラ ッ ク で 染 色 す る 。
【 ０ ４ ６ ２ 】
　 か く し て 、 約 35kDaの 明 確 な 分 子 量 を 有 す る バ ン ド が 同 定 さ れ 、 Edman法 に 従 う 配 列 決 定
へ と ま わ し た 。
【 ０ ４ ６ ３ 】
　 得 ら れ た 配 列 は 、 LHTGDKAFVEFLTDEIKEEで あ る 。 こ の 配 列 は 、 C1qの 球 状 ヘ ッ ド (gC1q-R)
と 結 合 す る 細 胞 表 面 の タ ン パ ク 質 と し て 先 に 同 定 さ れ た (Ghebrehiwet et al.， 1994)分 子
量 33kDaの タ ン パ ク 質 の 配 列 と 全 く 一 致 す る も の で あ る 。 さ ら に 最 近 の 観 察 で は 、 こ の C1q
の 可 能 性 あ る 受 容 体 は ま た 、 細 胞 表 面 下 に 位 置 す る 小 胞 内 に あ る こ と が 示 さ れ て い る (Van
 den Berg et al.,1997)。 こ の タ ン パ ク 質 は ま た 、 ラ ミ ン 受 容 体 と 結 合 す る p34と 従 前 に
同 定 さ れ て い る タ ン パ ク 質 に 相 当 す る 。 こ の 受 容 体 は 、 細 胞 核 の 内 側 へ と 向 か う 長 い NH 2
末 端 セ グ メ ン ト 、 な ら び に ８ つ の ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン を 有 す る 。 こ の 受 容 体 は リ
ン 酸 化 の 程 度 に 依 存 し て ラ ミ ン に 結 合 す る 。 最 後 に 、 gC1q-Rは 「 ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 2」
と 結 合 す る (Honore et al.， 1993)。 こ の ラ ミ ン 受 容 体 お よ び 「 ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 2」 は
、 一 般 に 、 ラ ミ ン 受 容 体 の 場 合 は NH 2 末 端 セ グ メ ン ト レ ベ ル に 、 ま た SF2の 場 合 は カ ル ボ キ
シ 末 端 セ グ メ ン ト の レ ベ ル に 位 置 す る セ リ ン お よ び ア ル ギ ニ ン の 反 復 配 列 (RSRS)を 含 有 す
る と い う 特 性 を 有 す る 。
【 ０ ４ ６ ４ 】
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　 α -LSRお よ び β -LSRの 双 方 が セ リ ン お よ び ア ル ギ ニ ン 含 量 の 高 い 反 復 配 列 を 示 す こ と が
明 白 に 観 察 さ れ る （ 図 1） 。 発 明 者 ら の 仮 説 は 、 γ -LSRタ ン パ ク 質 が そ れ ら の RSRSド メ イ
ン を 介 し て LSRの α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト と 結 合 す る 分 子 シ ャ ペ ロ ン で あ る こ と で あ る 。
【 ０ ４ ６ ５ 】
　 こ の 仮 説 を 検 証 す る た め に 、 発 明 者 ら は 、 そ の 配 列 が gC1q-Rタ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ ま
た は NH 2 末 端 に 位 置 す る ２ つ の 合 成 ペ プ チ ド に 向 け ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た ：
　 gC1q-Rの NH 2 末 端 ペ プ チ ド ： LRCVPRVLGSSVAGY * （ gC1q-Rの ア ミ ノ 酸 5～ 19） （ 配 列 番 号 39
）
　 gC1q-Rの COOH末 端 ペ プ チ ド ： C * YITFLEDLKSFVKSQ（ gC1q-Rの ア ミ ノ 酸 268～ 282） （ 配 列
番 号 40）
　 * ： ペ プ チ ド の 抗 原 性 を 最 適 化 す る た め の 、 タ ン パ ク 質 配 列 と は 異 な る ア ミ ノ 酸 。
【 ０ ４ ６ ６ 】
　 図 32は 、 こ れ ら の 抗 体 が LSRの 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と を 示 し て い る 。 COOH末 端 に
向 け ら れ た 抗 体 が 最 も 効 果 的 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 gC1q-Rま た は そ の 構
造 的 に 同 じ で あ る 相 同 体 の １ つ が LSR多 量 体 複 合 体 と 非 共 有 結 合 的 に 結 合 し た 分 子 シ ャ ペ
ロ ン で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ４ ６ ７ 】
　
　 gC1q-Rは 補 因 子 1の 球 状 ヘ ッ ド に 結 合 で き る こ と が 示 さ れ て い る 。 発 明 者 ら は 、 LSRと 結
合 し た gC1q-Rを 解 離 さ せ る C1qの こ の 特 性 を 用 い る こ と を 考 え 、 初 代 培 養 の 肝 細 胞 に よ る L
DLの 結 合 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン お よ び 分 解 に 対 す る 斬 増 用 量 の C1qの 効 果 を 測 定 し た
。 図 33は 、 オ レ イ ン 酸 塩 の 不 在 下 で さ え 、 ヒ ト C1qに よ り 誘 導 さ れ た LDLの 取 り 込 み お よ び
分 解 に お け る 増 加 を 示 す 。
【 ０ ４ ６ ８ 】
　 オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 で は 、 本 質 的 で は な い が 、 や は り 顕 著 な 増 加 も 認 め ら れ る 。 し か
し な が ら 、 こ れ ら の 条 件 下 で は 、 最 大 効 果 は 低 濃 度 の C1qに つ い て 得 ら る 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
　 従 っ て 、 gC1q-Rは LSRに 対 し て 阻 害 効 果 を 示 す こ と が 明 ら か で あ り 、 こ の 阻 害 効 果 は LRP
、 LDL受 容 体 お よ び LSRの 34kD RAPに よ り 誘 導 さ れ る も の に 匹 敵 す る も の で あ る (Troussard
 et al.， 1995)。 そ の 補 体 C1qと 結 合 す る 能 力 を 用 い る シ ャ ペ ロ ン gC1q-Rの 解 離 に よ り 、
阻 害 効 果 を 引 き 上 げ る が 可 能 と な る 。 gC1q-R配 列 の 解 析 で は 、 そ れ が 典 型 的 な 膜 受 容 体 で
あ る と 考 え ら れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 実 際 に 、 こ の タ ン パ ク 質 は 、 リ ン 脂 質 二 重 膜 を 通
過 で き る 疎 水 性 配 列 を 持 た な い 。
【 ０ ４ ７ ０ 】
　 LSRの 活 性 に お け る 補 体 C1qの 効 果 は 、 肥 満 の 遺 伝 学 に 主 要 な 展 望 を 開 く 。 実 際 に 、 C1q
の 遺 伝 子 、 gC1q-Rの 遺 伝 子 、 ま た は そ う で な け れ ば 、 例 え ば 、 AdipoQ、 セ レ ベ リ ン 、 コ ラ
ー ゲ ン α 1-10、 SPAお よ び SPD（ 肺 表 面 活 性 タ ン パ ク 質 ） 、 マ ン ナ ン 結 合 タ ン パ ク 質 お よ び
ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 ま た は そ の 相 同 LRP(Hu et al.， 1996;Drickamer et al.， 1986;Kri
eger and Herz， 1994;Elomaa et al.， 1995)な ど そ れ ら の 類 似 体 の 遺 伝 子 に い ず れ か に 影
響 を 及 ぼ す 突 然 変 異 は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び レ プ チ ン 双 方 の ク リ ア ラ ン ス に つ い て の LS
Rの 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ７ １ 】
　 い く つ か の タ ン パ ク 質 は 補 体 C1qと の 相 同 性 を 示 す の で 、 gC1q-Rと 相 互 作 用 可 能 で あ る
。 特 に 、 マ ウ ス に お い て 単 離 さ れ た ２ つ の タ ン パ ク 質 AdipoQ(Hu et al.， 1996)お よ び acr
p30(Scherer et al.， 1995)な ら び に ヒ ト タ ン パ ク 質 APMI(Maeda et al.， 1996)は 顕 著 な
相 同 性 を 示 す 。 こ れ ら ３ つ の タ ン パ ク 質 は 、 補 体 C1qの 構 成 要 素 (C1qA、 B、 C)同 様 、 タ ン
パ ク 質 を 分 泌 し ； そ れ ら は コ ラ ー ゲ ン に 類 似 し た NH。 末 端 (Gly-X-Yモ チ ー フ の 反 復 )お よ
び 補 体 C1qの 球 状 ド メ イ ン に 相 当 す る COOH末 端 を 有 す る 。 こ れ ら ３ つ の タ ン パ ク 質 は 脂 肪
組 織 で 発 現 す る こ と が 好 ま し い 。 AdipoQと acrp30と の 間 で 異 な る ア ミ ノ 酸 は ３ つ だ け で あ
る 。 そ の メ ッ セ ン ジ ャ ー が 脂 肪 細 胞 で 高 度 に 発 現 す る こ と を 特 徴 と す る タ ン パ ク 質 、 APM1

10

20

30

40

50

(61) JP 2005-143508 A 2005.6.9

実 施 例 12： C1qお よ び そ の 相 同 体 に よ る LSR活 性 の 調 節



は 、 AdipoQと 79.9%の 核 酸 一 致 、 80.6%の ア ミ ノ 酸 一 致 を 示 す 。 従 っ て 、 APM1は AdipoQの ヒ
ト 相 同 体 で あ る こ と が 確 実 で あ る 。
【 ０ ４ ７ ２ 】
　
　 前 記 の よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 gC1Rと 高 い 相 同 性 を 持 つ タ ン パ ク 質 で あ る LSR「 ガ ン マ
バ ン ド 」 が 分 子 シ ャ ペ ロ ン と 同 様 、 LSR受 容 体 と 相 互 作 用 し 、 従 っ て 、 LSR受 容 体 の α ま た
は α 'お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト と gC1R型 分 子 を 含 ん で な る 「 LSR複 合 体 」 を 形 成 す る で あ ろ う
と の 仮 説 を 立 て た 。 gC1Rは こ れ ま で に 、 補 因 子 C1qの 球 状 ヘ ッ ド と 結 合 す る 細 胞 表 面 タ ン
パ ク 質 と し て 同 定 さ れ て い る 。 C1qの 他 、 C1q、 特 に マ ウ ス に お け る AdipoQお よ び acrp30、
な ら び に ヒ ト に お け る APM1と 相 同 性 を 示 す い く つ か の タ ン パ ク 質 が 、 LSR複 合 体 の gC1Rと
相 同 な タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し て 、 LSR活 性 を 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ７ ３ 】
　
　 C1qま た は AdipoQな ど の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 種 々 の パ ラ メ ー タ ー の 測 定 を 通 じ
て 行 わ れ 、 こ の う ち 、 LSR受 容 体 の 活 性 に 対 す る 化 合 物 の 効 果 測 定 が 最 も 重 要 で あ る 。 種
々 の パ ラ メ ー タ ー は 以 下 の 通 り ：
　 体 重 変 化
　 食 物 摂 取
　 食 後 の 脂 肪 血 応 答
　 LDLな ど の リ ポ タ ン パ ク 質 の 結 合 、 取 り 込 み お よ び ／ ま た は 分 解 。
【 ０ ４ ７ ４ 】
　
　 浸 透 性 ポ ン プ を 、 400-450gの 12個 体 の Sprague-Drawley雄 ラ ッ ト の 腹 腔 内 に 外 科 的 に 挿
入 し た 。 こ の 浸 透 性 ポ ン プ に は 、 2mlの PBS（ リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 ） 、 pH7.4（ 対 照 は
ラ ッ ト 6個 体 ） か ま た は 、 2mlの 組 換 え AdipoQタ ン パ ク 質 （ 5ml PBS、 ラ ッ ト 6個 体 ） の い ず
れ か を 含 ま れ て い た 。 こ れ ら の ポ ン プ は 10μ l/h(50μ g AdipoQ/h)を 送 り 出 す よ う 設 計 さ
れ て い た 。 動 物 を 秤 量 し 、 各 々 代 謝 ケ ー ジ で 飼 っ た 。 各 群 3個 体 の 動 物 に 通 常 食 か 脂 肪 食
の い ず れ か を 無 制 限 に 取 ら せ る （ 第 0日 ） 。 脂 肪 食 は 、 2%(w/w)の コ レ ス テ ロ ー ル 、 ベ ジ タ
リ ン 形 態 で の 飽 和 脂 肪 酸 10%、 (w/w)、 %(w/w)の ヒ マ ワ リ 油 お よ び 15%の ス ク ロ ー ス を 添 加
し た 通 常 食 か ら な る 。 3日 目 に 動 物 を 秤 量 し 、 尾 の 静 脈 か ら 血 液 サ ン プ ル を 採 取 す る 。 血
漿 ト リ グ リ セ リ ド 量 は 、 酵 素 キ ッ ト を 用 い て 測 定 す る 。
【 ０ ４ ７ ５ 】
　
　 組 換 え AdipoQタ ン パ ク 質 (100μ g)ま た は PBS単 独 を 、 代 謝 ケ ー ジ で 維 持 し た ob/obま た は
db/dbマ ウ ス の 尾 の 静 脈 を 通 じ て 、 5日 間 毎 日 注 射 し た 。 こ の マ ウ ス を 毎 日 秤 量 し 、 接 種 食
物 量 を 測 定 し た 。 結 果 は 、 各 群 4個 体 の マ ウ ス に つ い て の 平 均 食 物 摂 取 と 標 準 偏 差 を 示 す
。
【 ０ ４ ７ ６ 】
　
　 6日 前 か ら 空 腹 に さ せ た 雄 Sprague-Drawleyラ ッ ト (400-450g)に 、 脂 肪 が 極 め て 高 い 食 餌
(t=0)（ 60%脂 肪 酸 （ う ち 37%が 飽 和 、 27%が 一 不 飽 和 、 お よ び 36%が ポ リ 不 飽 和 ） 、 20%タ ン
パ ク 質 、 お よ び 20%炭 水 化 物 、 全 56kcal/体 重 kgを 供 給 ） を 強 制 的 に 取 ら せ 、 そ の 後 直 ち に
300μ lの PBS単 独 、 ま た は 1mgの マ ウ ス 組 換 え AdipoQタ ン パ ク 質 を 含 有 す る 同 容 量 の い ず れ
か の 静 脈 注 射 （ 大 腿 部 ） を 受 け さ せ た 。 種 々 の 時 間 （ 0、 2、 4お よ び 6時 間 ） で 血 液 サ ン プ
ル を 採 取 し た 。 血 漿 ト リ グ リ セ リ ド 量 は 酵 素 キ ッ ト を 用 い て 測 定 し た 。 結 果 は 、 3個 体 の
動 物 に つ い て の 平 均 値 と 標 準 偏 差 で 表 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ７ ７ 】
　
　 初 代 培 養 の ラ ッ ト 肝 細 胞 を 準 備 し 、 6ウ ェ ル プ レ ー ト に 分 注 し た （ 9000,000細 胞 ／ ウ ェ
ル ） 。 48時 間 後 、 細 胞 を PBS(2ml/ウ ェ ル )で 一 度 洗 浄 し 、 次 い で 、 20ng/mlの 組 換 え ネ ズ ミ
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実 施 例 13： LSR受 容 体 活 性 を 修 飾 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ

ス ク リ ー ニ ン グ パ ラ メ ー タ ー

体 重 変 化

食 物 摂 取

食 後 の 脂 肪 血 応 答

LSR活 性 ま た は リ ポ タ ン パ ク 質 の 結 合 、 取 り 込 み お よ び 分 解



レ プ チ ン と と も に 37℃ に て 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ の 細 胞 を 、 0.5mMオ レ イ
ン 酸 塩 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 、 斬 増 濃 度 の 組 換 え ネ ズ ミ AdipoQタ ン パ ク 質 お よ び 20μ g/
mlの 1 2 5 I-LDLと と も に 、 37℃ に て 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 リ ポ タ ン パ ク 質 の 結 合 、 取
り 込 み お よ び 分 解 は 実 施 例 1で 示 し た よ う に 測 定 し た 。
【 ０ ４ ７ ８ 】
　
　 化 合 物 C1qを LSR受 容 体 の 活 性 （ リ ポ タ ン パ ク 質 の 結 合 、 取 り 込 み お よ び 分 解 ） を 調 整 す
る す る 能 力 に 関 し て 試 験 し た 。 図 33は 、 化 合 物 C1qが オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 お よ び 不 在 下
に お い て 、 好 ま し い 活 性 の 増 強 を 示 す こ と を 示 し て い る 。 こ の よ う に 、 こ の 化 合 物 C1qは
、 前 記 の 活 性 試 験 に よ り LSR活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 選 択 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。
【 ０ ４ ７ ９ 】
　
　 前 記 で 示 し た ４ つ の パ ラ メ ー タ ー に 従 い 、 化 合 物 AdipoQを 試 験 し た 。
【 ０ ４ ８ ０ 】
　 図 34は 、 化 合 物 AdipoQが オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 で LSR活 性 を 調 整 す る こ と を 示 し て い る
。 実 際 に は 、 そ れ は 25ng/mlの 濃 度 で LSR活 性 を 増 強 す る 。
【 ０ ４ ８ １ 】
　 図 35は 、 AdipoQの 投 与 が 食 後 の 脂 肪 血 応 答 を 大 幅 に 低 下 さ せ る こ と を 可 能 に す る こ と を
示 し て い る 。
【 ０ ４ ８ ２ 】
　 図 36は 、 AdipoQで の 3日 の 腹 膜 内 注 射 処 理 が 、 ラ ッ ト が 脂 肪 職 を 受 け た 場 合 に よ り 重 く
な る 体 重 に 減 少 を も た ら す こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 AdipoQで 処 置 し た
動 物 に お い て 、 血 漿 ト リ グ リ セ リ ド の レ ベ ル が 低 下 す る こ と を 観 察 し た 。
【 ０ ４ ８ ３ 】
　 図 37は 、 肥 満 動 物 に お い て 、 Adipoの 注 射 が 食 物 摂 取 を 減 少 さ せ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ４ ８ ４ 】
　 25ng/mlの AdipoQに よ り 誘 導 さ れ る LSR活 性 の 増 強 で 、 食 後 の 脂 肪 血 応 答 の 低 下 お よ び 体
重 減 少 を 説 明 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ８ ５ 】
　 こ の よ う に 、 AdipoQタ ン パ ク 質 は 、 特 に 肥 満 の 治 療 に 使 用 で き る 、 非 常 に 価 値 あ る 化 合
物 で あ る 。 肥 満 治 療 に お け る 候 補 分 子 と し て の こ の タ ン パ ク 質 の 選 択 は 、 LSR活 性 を 調 整
す る 注 目 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の パ ラ メ ー タ ー を 有 効 に し 、 そ の 最 も 重 要 な
パ ラ メ ー タ ー は LSR活 性 を 測 定 す る こ と に あ る 。
【 ０ ４ ８ ６ 】
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【 ０ ４ ８ ７ 】
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ４ ８ ８ 】
【 図 １ 】 ラ ッ ト LSRタ ン パ ク 質 の 3形 態 ： LSR66（ α サ ブ ユ ニ ッ ト ） 、 LSR64（ α 'サ ブ ユ ニ
ッ ト ） 、 お よ び LSR58（ β サ ブ ユ ニ ッ ト ） の 略 図 。
【 図 ２ Ａ 】 ヒ ト LSR(LSR1.Hs)、 ラ ッ ト LSR(LSR1.Rn)お よ び マ ウ ス LSR(LSR1.Mm)の 長 形 態 タ
ン パ ク 質 配 列 （ α サ ブ ユ ニ ッ ト ） の 整 列 。 整 列 の 下 に あ る ( * )記 号 は 保 存 的 ア ミ ノ 酸 を 示
し 、 (． )記 号 は ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 置 換 を 示 す 。 NH 2 末 端 か ら COOH末 端 ま で は 線 囲 み 、 可 能
性 あ る 脂 肪 酸 (FAA)結 合 部 位 は 線 囲 み 、 ク ラ ス リ ン 結 合 部 位 [NPGY]、 リ ソ ソ ー ム ア ド レ ッ
シ ン グ コ ン セ ン サ ス ： ジ － ロ イ シ ン LI-X10-LL、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン TMド メ イ ン は 上 に 線
、 モ チ ー フ [RSRS]、 可 能 性 あ る リ ポ タ ン パ ク 質 結 合 部 位 （ +-+-） は 線 囲 み 。 矢 印 付 き の 線
が 上 に ひ か れ た TNF受 容 体 の 記 号 ； 記 保 存 的 ア ミ ノ 酸 は 記 号 で 示 す 。 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン
ド メ イ ン は 最 後 の ジ － ロ イ シ ン と TNFの 記 号 の 間 に 位 置 す る 。
【 図 ２ Ｂ 】 ヒ ト LSR(LSR1.Hs)、 ラ ッ ト LSR(LSR1.Rn)お よ び マ ウ ス LSR(LSR1.Mm)の 長 形 態 タ
ン パ ク 質 配 列 （ α サ ブ ユ ニ ッ ト ） の 整 列 。 整 列 の 下 に あ る ( * )記 号 は 保 存 的 ア ミ ノ 酸 を 示
し 、 (． )記 号 は ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 置 換 を 示 す 。 NH 2 末 端 か ら COOH末 端 ま で は 線 囲 み 、 可 能
性 あ る 脂 肪 酸 (FAA)結 合 部 位 は 線 囲 み 、 ク ラ ス リ ン 結 合 部 位 [NPGY]、 リ ソ ソ ー ム ア ド レ ッ
シ ン グ コ ン セ ン サ ス ： ジ － ロ イ シ ン LI-X10-LL、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン TMド メ イ ン は 上 に 線
、 モ チ ー フ [RSRS]、 可 能 性 あ る リ ポ タ ン パ ク 質 結 合 部 位 （ +-+-） は 線 囲 み 。 矢 印 付 き の 線
が 上 に ひ か れ た TNF受 容 体 の 記 号 ； 記 保 存 的 ア ミ ノ 酸 は 記 号 で 示 す 。 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン
ド メ イ ン は 最 後 の ジ － ロ イ シ ン と TNFの 記 号 の 間 に 位 置 す る 。
【 図 ３ Ａ 】 ヒ ト LSR(α :LSR1.Hs,α ':LSR2.Hs,β :LSR3.Hs)の ３ タ イ プ の サ ブ ユ ニ ッ ト の タ
ン パ ク 質 配 列 の 整 列 。 記 号 、 線 囲 み 、 お よ び 上 の ラ イ ン の 意 味 は 図 2に 同 じ 。
【 図 ３ Ｂ 】 ヒ ト LSR(α :LSR1.Hs,α ':LSR2.Hs,β :LSR3.Hs)の ３ タ イ プ の サ ブ ユ ニ ッ ト の タ
ン パ ク 質 配 列 の 整 列 。 記 号 、 線 囲 み 、 お よ び 上 の ラ イ ン の 意 味 は 図 2に 同 じ 。
【 図 ４ Ａ 】 ラ ッ ト LSRの 3タ イ プ の サ ブ ユ ニ ッ ト の タ ン パ ク 質 配 列 の 整 列 。 記 号 、 線 囲 み 、
お よ び 上 の ラ イ ン の 意 味 は 図 2に 同 じ 。
【 図 ４ Ｂ 】 ラ ッ ト LSRの 3タ イ プ の サ ブ ユ ニ ッ ト の タ ン パ ク 質 配 列 の 整 列 。 記 号 、 線 囲 み 、
お よ び 上 の ラ イ ン の 意 味 は 図 2に 同 じ 。
【 図 ５ Ａ 】 マ ウ ス LSRの 3タ イ プ の サ ブ ユ ニ ッ ト の タ ン パ ク 質 配 列 の 整 列 。 記 号 、 線 囲 み 、
お よ び 上 の ラ イ ン の 意 味 は 図 2に 同 じ 。
【 図 ５ Ｂ 】 マ ウ ス LSRの 3タ イ プ の サ ブ ユ ニ ッ ト の タ ン パ ク 質 配 列 の 整 列 。 記 号 、 線 囲 み 、
お よ び 上 の ラ イ ン の 意 味 は 図 2に 同 じ 。
【 図 ６ 】 ヒ ト に お い て 同 定 さ れ た 3種 の LSR形 態 の 略 図 で あ り 、 そ れ ら 各 々 の 保 存 的 モ チ ー
フ を 示 す 。 A： 第 １ の コ ー デ ィ ン グ エ キ ソ ン か ら 開 始 す る ヒ ト LSRの ゲ ノ ム 構 造 の 略 図 。 エ
キ ソ ン は 線 囲 み よ っ て 、 イ ン ト ロ ン は 斜 線 に よ っ て 示 さ れ て い る 。 ヌ ク レ オ チ ド に お け る
エ キ ソ ン お よ び イ ン ト ロ ン の 大 き さ は そ れ ら の 上 に 示 さ れ て い る 。 メ ッ セ ン ジ ャ ー お よ び
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 特 徴 付 け る エ レ メ ン ト は こ の 図 に 示 さ れ る 。 右 の 線 囲 み は 使 用
し た 記 号 の 意 味 を 示 す 。 B： ヒ ト LSRの LSR-Hs-2062型 の 構 造 。 こ の 形 態 は 649の ア ミ ノ 酸 の
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 C： ヒ ト LSRの LSR-Hs-2005型 の 構 造 。 こ の 形 態 は 630の ア ミ ノ 酸
の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 D： ヒ ト LSRの LSR-Hs-1858型 の 構 造 。 こ の 形 態 は 581の ア ミ ノ
酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 図 ７ Ａ 】 ヒ ト LSR(lsr1.Hs)、 ラ ッ ト LSR(lsr1.rRn)お よ び マ ウ ス LSR(lsr1.Mm)の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ （ α サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ） の 長 形 態 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 整 列 。 3つ の 配 列 に お い
て 保 存 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 の 下 に あ る * 記 号 に よ り 確 認 さ れ る 。 配 列 の 最 適 な 整 列
が 、 微 細 な 欠 失 を 生 じ る こ と な く 達 成 で き な い 場 合 、 配 列 の 中 に ダ ッ シ ュ を 付 け た 。
【 図 ７ Ｂ 】 ヒ ト LSR(lsr1.Hs)、 ラ ッ ト LSR(lsr1.rRn)お よ び マ ウ ス LSR(lsr1.Mm)の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ （ α サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ） の 長 形 態 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 整 列 。 3つ の 配 列 に お い
て 保 存 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 の 下 に あ る * 記 号 に よ り 確 認 さ れ る 。 配 列 の 最 適 な 整 列
が 、 微 細 な 欠 失 を 生 じ る こ と な く 達 成 で き な い 場 合 、 配 列 の 中 に ダ ッ シ ュ を 付 け た 。
【 図 ７ Ｃ 】 ヒ ト LSR(lsr1.Hs)、 ラ ッ ト LSR(lsr1.rRn)お よ び マ ウ ス LSR(lsr1.Mm)の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ （ α サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ） の 長 形 態 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 整 列 。 3つ の 配 列 に お い
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て 保 存 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 の 下 に あ る * 記 号 に よ り 確 認 さ れ る 。 配 列 の 最 適 な 整 列
が 、 微 細 な 欠 失 を 生 じ る こ と な く 達 成 で き な い 場 合 、 配 列 の 中 に ダ ッ シ ュ を 付 け た 。
【 図 ７ Ｄ 】 ヒ ト LSR(lsr1.Hs)、 ラ ッ ト LSR(lsr1.rRn)お よ び マ ウ ス LSR(lsr1.Mm)の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ （ α サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ） の 長 形 態 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 整 列 。 3つ の 配 列 に お い
て 保 存 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 の 下 に あ る * 記 号 に よ り 確 認 さ れ る 。 配 列 の 最 適 な 整 列
が 、 微 細 な 欠 失 を 生 じ る こ と な く 達 成 で き な い 場 合 、 配 列 の 中 に ダ ッ シ ュ を 付 け た 。
【 図 ７ Ｅ 】 ヒ ト LSR(lsr1.Hs)、 ラ ッ ト LSR(lsr1.rRn)お よ び マ ウ ス LSR(lsr1.Mm)の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ （ α サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ） の 長 形 態 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 整 列 。 3つ の 配 列 に お い
て 保 存 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 の 下 に あ る * 記 号 に よ り 確 認 さ れ る 。 配 列 の 最 適 な 整 列
が 、 微 細 な 欠 失 を 生 じ る こ と な く 達 成 で き な い 場 合 、 配 列 の 中 に ダ ッ シ ュ を 付 け た 。
【 図 ８ 】 ラ ッ ト 肝 臓 膜 （ レ ー ン 1,2お よ び 4） の 可 溶 化 タ ン パ ク 質 、 ま た は 240kDの 部 分 精
製 タ ン パ ク 質 （ レ ー ン 3） に お け る リ ガ ン ド ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ
ン グ に よ る LSR受 容 体 の 同 定 。 レ ー ン 1,2お よ び 3： リ ガ ン ド ブ ロ ッ テ ィ ン グ 。 レ ー ン 1： オ
レ イ ン 酸 塩 お よ び 1 2 5 I-LDLの 不 在 下 ； レ ー ン 2： オ レ イ ン 酸 塩 お よ び 1 2 5 I-LDLの 存 在 下 ；
レ ー ン 3： オ レ イ ン 酸 塩 お よ び 1 2 5 I-LDLの 存 在 下 。 レ ー ン 4： 抗 LSR抗 体 群 を 用 い た ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 。
【 図 ９ 】 LSR活 性 に 対 す る 抗 LSR抗 体 の 効 果 。 A： オ レ イ ン 酸 塩 お よ び 斬 増 濃 度 の 抗 LSR抗 体
（ ■ ） 、 ま た は 対 照 抗 体 （ □ ） の 存 在 下 で の ラ ッ ト 肝 細 胞 の 原 形 質 膜 に 対 す る 1 2 5 I-LDLの
結 合 は 、 抗 体 の 不 在 下 で 結 合 し た 1 2 5 I-LDLの 総 量 に 対 す る ％ と し て 示 し た 。 B： オ レ イ ン
酸 塩 お よ び 抗 LSR抗 体 （ ■ ） 、 ま た は 対 照 抗 体 （ □ ） の 存 在 下 で 、 初 代 培 養 に お け る ラ ッ
ト 肝 細 胞 の 1 2 5 I-LDLの 結 合 、 取 り 込 み 、 分 解 は 、 そ れ ぞ れ 非 特 異 的 抗 体 の 存 在 下 で の 1 2 5 I
-LDLの 結 合 、 取 り 込 み 、 全 分 解 に 対 す る ％ と し て 示 し た 。
【 図 １ ０ 】 対 照 抗 体 （ レ ー ン 1） 、 ま た は 抗 LSR抗 体 （ レ ー ン 2～ 4） の 存 在 下 で 、 非 還 元 （
レ ー ン 2お よ び 3） ま た は 還 元 （ レ ー ン 1お よ び 3） 条 件 下 の 電 気 泳 動 に よ る 分 離 後 の 、 3 5 S-
メ チ オ ニ ン お よ び 3 5 S-シ ス テ イ ン 標 識 肝 細 胞 溶 解 液 の 免 疫 沈 降 に よ る LSR受 容 体 の 同 定 。
【 図 １ １ 】 α お よ び β -LSRを コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ 。 A： 数 種 の サ イ ズ の LSR
メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 示 す ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 。 B： LSRに 特 異 的 な プ ロ ー ブ お よ び β
-ア ク チ ン に 特 異 的 な 対 照 プ ロ ー ブ を 用 い る LSRｍ Ｒ Ｎ Ａ の マ ル チ テ ィ ッ シ ュ ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト 解 析 。 C： 全 配 列 に わ た る 5対 の プ ラ イ マ ー を 用 い た LSRｍ Ｒ Ｎ Ａ PT-PCR解 析 お よ び bc'
プ ラ イ マ ー に よ っ て 得 ら れ た 増 幅 断 片 に お け る 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ か ら 誘 導 さ れ た 3形
態 の 同 定 。 図 は 、 LSRｃ Ｄ Ｎ Ａ の 3つ の 対 応 す る 形 態 の 配 列 解 析 の 結 果 を 表 す ： 四 角 の 領 域
は ２ つ の 短 い 形 態 を 欠 き 、 陰 付 き の 領 域 は 最 も 短 い 形 態 の み を 欠 い て い る 。
【 図 １ ２ 】 ラ ッ ト LSR、 お よ び 対 照 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 最 も 長 い 形 態 （ 66kDa、 レ ー ン 2） お よ び 最
も 短 い 形 態 （ 58kDa、 レ ー ン 3） を コ ー ド す る 2つ の 全 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 LSRの 最 も 長 い 形 態 （ レ ー
ン 1） を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス の in vitroで の 翻 訳 。 in vitroで の 翻 訳 生 成
物 は 3 5 S-メ チ オ ニ ン で 標 識 さ れ て お り 、 非 還 元 条 件 下 で の 電 気 泳 動 後 に 解 析 さ れ る 。
【 図 １ ３ 】 LSR活 性 に 関 与 す る α -お よ び β -LSRサ ブ ユ ニ ッ ト の 同 定 。 A： 抗 LSRペ プ チ ド 抗
体 を 生 成 す る た め に 用 い ら れ る LSRN-末 端 ペ プ チ ド の 位 置 お よ び 配 列 を 示 す 図 。 B： LSRの
α -お よ び β -LSRサ ブ ユ ニ ッ ト の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び リ ガ ン ド ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ は 抗 LSR（ レ ー ン 1） ま た は 抗 LSRぺ プ チ ド （ レ ー ン 2） 抗 体
を 用 い て 行 わ れ る 。 リ ガ ン ド ブ ロ ッ テ ィ ン グ は 1 2 5 I-LDLの 存 在 下 で 、 オ レ イ ン 酸 塩 を 含 み
（ レ ー ン 4） 、 ま た は 含 ま ず （ レ ー ン 3） に 行 わ れ る 。 C： ラ ッ ト 肝 臓 原 形 質 膜 の LSR活 性 に
対 す る 、 合 成 LSRペ プ チ ド に 向 け ら れ た 抗 体 の 効 果 。 LSR活 性 は 対 照 抗 体 （ □ ） ま た は 抗 LS
Rペ プ チ ド 抗 体 （ ■ ） の 存 在 下 で 測 定 さ れ る 。
【 図 １ ４ 】 LSR受 容 体 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 同 定 お よ び LSRか ら 誘 導 さ れ た C-末 端 合 成 ペ プ チ ド
に 向 け ら れ た 抗 体 の 阻 害 効 果 。 A： 合 成 ペ プ チ ド 170の 位 置 お よ び 配 列 を 示 す 図 。 B： 合 成
ぺ プ チ ド 170（ レ ー ン 2） 、 ま た は 対 照 抗 体 （ レ ー ン 1） に 向 け ら れ た 抗 体 を 用 い る ラ ッ ト
肝 細 胞 溶 解 液 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ； レ ー ン 3： 分 子 量 マ ー カ ー 。 C： オ レ イ ン 酸 塩
お よ び 対 照 抗 体 ま た は LSR170ペ プ チ ド に 向 け ら れ た 抗 体 の 存 在 下 に お け る 、 LSR受 容 体 に
よ る 1 2 5 I-LDLの 結 合 。
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【 図 １ ５ 】 オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で の LDLの 結 合 に お け る LSR受 容 体 の α お よ
び β サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 有 す る CHO-K1細 胞 の 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 効 果 。 斬 増 濃 度 の α プ ラ ス ミ ド 単 独 （ ○ □ ） ； 固 定 濃 度 の α プ ラ ス ミ ド お よ び 斬 増 濃 度
の β プ ラ ス ミ ド （ ● ■ ） 。
【 図 １ ６ 】 LDLの 取 り 込 み お よ び 分 解 に お け る LSR受 容 体 の α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現
す る プ ラ ス ミ ド を 有 す る CHO-K1細 胞 の 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 果 。 斬 増 濃 度 の α プ
ラ ス ミ ド 単 独 （ ■ ） ； 固 定 濃 度 の α プ ラ ス ミ ド お よ び 斬 増 濃 度 の β プ ラ ス ミ ド （ ● ） 。 そ
の 結 果 は オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 で の 測 定 値 と 不 在 下 で の 測 定 値 の 差 で 示 す 。
【 図 １ ７ 】 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 同 一 細 胞 （ 対 照 ） に お い て 得 ら れ る LSR活 性 と
比 較 し た 、 LSR受 容 体 の α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 核 配 列 で 一 時 的 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ た CHO-K1細 胞 に お い て 得 ら れ る LSR活 性 の 同 定 。 A： 対 照 抗 体 ま た は 抗 LSR抗
体 の 存 在 下 に お け る 1 2 5 I-LDLの 結 合 。 B： 斬 増 濃 度 の 標 識 リ ポ タ ン パ ク 質 の 存 在 下 に お け
る 1 2 5 I-LDLの 結 合 ； ラ ッ ト カ イ ロ ミ ク ロ ン （ ◆ ） 、 ヒ ト VLDL（ ■ ） 、 LDL（ □ ） 、 HDL（ *

） 、 プ ロ ナ ー ゼ で 処 理 し た LDL（ ○ ） 、 ま た は シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン で 修 飾 し た LDL（ LDL-
chd、 ● ） 。
【 図 １ ８ 】 ラ ッ ト 肝 細 胞 の 初 代 培 養 で の レ プ チ ン の 特 異 的 分 解 に お け る オ レ イ ン 酸 塩 、 RA
P-39、 抗 LSR抗 体 お よ び ク ロ ロ キ ノ ン の 効 果 。
【 図 １ ９ 】 レ プ チ ン を 含 有 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 上 に 保 持 さ れ た
ラ ッ ト 肝 臓 原 形 質 膜 タ ン パ ク 質 画 分 の 、 抗 LSR抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 。
【 図 ２ ０ 】 肝 臓 お よ び 腎 臓 に お け る 対 照 (□ )、 ob/ob(■ )お よ び db/db(ハ ッ チ ン グ の 四 角 )
マ ウ ス の 1 2 5 I-レ プ チ ン ク リ ア ラ ン ス 。 結 果 は 肝 臓 お よ び 腎 臓 に お い て 見 ら れ る 1 2 5 I-レ プ
チ ン と 1 2 5 I-β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 量 の 差 で 示 さ れ て い る 。
【 図 ２ １ 】 対 照 、 ob/obお よ び db/dbマ ウ ス の 肝 臓 で 発 現 し た LSR受 容 体 の 見 か け の 数 。
【 図 ２ ２ 】 肝 臓 お よ び 腎 臓 に 分 布 し た 1 2 5 I-レ プ チ ン 量 の 比 率 に お け る 抗 LSR抗 体 の 効 果 。
【 図 ２ ３ 】 初 代 培 養 で の ラ ッ ト 肝 細 胞 の LSR活 性 に 対 す る レ プ チ ン 濃 度 増 強 の 効 果 。 結 果
は 1 2 5 I-LDL、 ま た は 1 2 5 I-VLDLの い ず れ か の 存 在 下 で 、 オ レ イ ン 酸 塩 を 含 ん で 培 養 し た 細
胞 と 、 含 ま ず に 培 養 し た 細 胞 で 得 ら れ る 活 性 の 差 を 表 す 。
【 図 ２ ４ 】 レ プ チ ン に よ る 、 初 代 培 養 に お け る ラ ッ ト 肝 細 胞 の LSR活 性 誘 導 能 力 。 A： オ レ
イ ン 酸 塩 の 存 在 下 で 結 合 し た 1 2 5 I-LDLの 量 の 測 定 に よ り 評 価 さ れ た 、 レ プ チ ン の 存 在 下 ま
た は 不 在 下 に お い て 肝 細 胞 の 表 面 で 発 現 し た 受 容 体 の 見 か け の 数 。 B： レ プ チ ン に よ る LSR
活 性 の 誘 導 に お け る シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 、 コ ル ヒ チ ン お よ び サ イ ト カ ラ シ ン Bの 効 果 。
【 図 ２ ５ 】 マ ウ ス 組 換 え レ プ チ ン の 注 入 有 り (B)お よ び 注 入 な し (A)を 用 い た 、 高 脂 肪 食 餌
摂 取 後 の ト リ グ リ セ リ ド (TG)の 血 漿 濃 度 に お け る 変 化 に よ り 影 響 を 受 け る 、 対 照 （ ○ ） 、
ob/obマ ウ ス （ ■ ） お よ び db/dbマ ウ ス （ □ ） の 食 餌 後 の 脂 肪 血 応 答 に お け る レ プ チ ン の 効
果 。
【 図 ２ ６ 】 高 脂 肪 食 餌 の 摂 取 後 の ト リ グ リ セ リ ド (TG)の 血 漿 濃 度 の 測 定 に よ り 示 さ れ る 、
ラ ク ト フ ェ リ ン の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で の 、 ob/obマ ウ ス の 食 餌 後 の 脂 肪 血 応 答 に お け る
レ プ チ ン の 効 果 。
【 図 ２ ７ 】 ob/obお よ び db/dbマ ウ ス の 肝 臓 で 発 現 し た LSR受 容 体 の 見 か け の 数 に お け る レ
プ チ ン 注 入 の 効 果 。
【 図 ２ ８ 】 対 照 (C57BL6)、 ob/obお よ び db/dbマ ウ ス に お け る 食 餌 後 の 脂 肪 血 応 答 お よ び LS
R活 性 。 A： 対 照 、 ob/obお よ び db/db雄 マ ウ ス の 体 重 。 B： 対 照 、 ob/obお よ び db/dbマ ウ ス
に お け る 食 餌 後 の 脂 肪 血 応 答 。 C： LDL結 合 の 測 定 に よ り 評 価 し 、 各 原 形 質 膜 調 製 物 に お け
る 5'ヌ ク レ オ チ ダ ー ゼ 活 性 と の 比 較 に よ り 任 意 の 単 位 で 表 し た LSR受 容 体 の 見 か け の 数 。 D
： 肝 臓 総 Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 物 に お け る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 。 GAPDHが 対 照 と し て 用 い ら れ る 。
【 図 ２ ９ 】 ob/obマ ウ ス に お け る レ プ チ ン に よ る 長 時 間 処 理 の 効 果 。 A： 30日 に わ た る 体 重
変 化 。 B： 処 理 29日 目 の 食 餌 後 の 脂 肪 血 応 答 。 C： LDL結 合 の 測 定 に よ り 評 価 し 、 各 原 形 質
膜 調 製 物 に お け る 5'ヌ ク レ オ チ ダ ー ゼ 活 性 と の 比 較 に よ り 任 意 の 単 位 で 表 し た 、 30日 に お
け る LSR受 容 体 の 見 か け の 数 。 D： 肝 臓 Ｒ Ｎ Ａ の 総 抽 出 物 に お い て 確 立 さ れ た LSRの 発 現 の
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 。 GAPDHお よ び ア ク チ ン が 対 照 と し て 用 い ら れ る 。

10

20

30

40

50

(70) JP 2005-143508 A 2005.6.9



【 図 ３ ０ 】 標 準 条 件 下 に お け る 、 正 常 ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 で の 1 2 5 I-LDLの 結 合 お よ び 取 り 込 み
に お け る オ レ イ ン 酸 塩 の 効 果 。
【 図 ３ １ 】 ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 HF（ 家 族 性 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ） の LSR活 性 に 対 す る レ プ チ
ン 濃 度 増 強 の 効 果 。
【 図 ３ ２ 】 gC1qRの NH 2 末 端 （ ■ ） ま た は COOH末 端 （ ○ ） ペ プ チ ド に 向 け ら れ た 抗 体 、 も し
く は 対 照 抗 体 （ □ ） の ラ ッ ト 肝 細 胞 原 形 質 膜 の LSR活 性 に 対 す る 阻 害 効 果 、 抗 体 不 在 下 で
結 合 し た 1 2 5 I-LDL量 に 対 す る ％ と し て 表 さ れ る 。
【 図 ３ ３ 】 オ レ イ ン 酸 塩 の 存 在 下 （ ■ ） ま た は 不 在 下 （ □ ） で の 初 代 培 養 の ラ ッ ト 肝 細 胞
に お け る 1 2 5 I-LDLの 結 合 、 取 り 込 み お よ び 分 解 に お け る C1q濃 度 増 強 の 効 果 。
【 図 ３ ４ 】 ラ ッ ト 肝 細 胞 の 初 代 培 養 の お け る LSR活 性 に 対 す る 25ng/mlの 組 換 え AdipoQの 効
果 。
【 図 ３ ５ 】 ラ ッ ト の 高 脂 肪 食 餌 の 摂 取 後 に お け る 食 餌 後 の 脂 肪 血 応 答 に 対 す る 1mgの Adipo
Qの 連 続 ２ 回 の 注 入 の 効 果 。
【 図 ３ ６ 】 ラ ッ ト の 正 常 食 餌 ま た は 脂 肪 性 食 餌 に お け る 体 重 お よ び 血 漿 ト リ グ リ セ リ ド の
濃 度 に 対 す る 3日 間 の AdipoQの 腹 膜 内 投 与 の 効 果 。
【 図 ３ ７ 】 ob/obお よ び db/db肥 満 マ ウ ス の 食 物 摂 取 に お け る 100μ gの AdipoQの 5日 間 に わ
た る 毎 日 の 注 入 の 効 果 。
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【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ４ Ａ 】
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【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ Ａ 】 【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ７ Ｃ 】 【 図 ７ Ｄ 】
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【 図 ７ Ｅ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】
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【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】
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