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(54)【発明の名称】 高脂血症の治療または予防剤の試験方法

(57)【要約】
【課題】  高脂血症の治療または予防剤としての効果を
試験するための新規な方法および該方法に用いられるポ
リヌクレオチドおよび抗体を提供する。
【解決手段】  培養細胞を被検物質の存在下または非存
在下で培養した細胞における、配列表の配列番号１のヌ
クレオチド番号４７から１４１１または配列表の配列番
号３のヌクレオチド番号７８から１４５７に示されるヌ
クレオチド配列（ただし、配列中のｔはｕに読み替え
る）を有するｍＲＮＡの発現量を検出し、被検物質非存
在下で培養した細胞よりも、被検物質存在下で培養した
細胞において、検出されたｍＲＮＡの発現量が少なくな
るような被検物質を選択する方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  物質の、高脂血症の治療または予防剤と
しての効果を試験する方法であって、下記の工程：
１）培養細胞を被検物質の存在下または非存在下で培養
する；
２）上記１）で得られた培養細胞における、下記のａ）
乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列（た
だし、配列中のｔはｕに読み替える）を有するｍＲＮＡ
の発現量を検出する：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
４１１に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８から１
４５７に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１
  ＳＡＮＫ  ７２１９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０）
が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有する
ヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５
－１  ＳＡＮＫ  ７２２９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４
１）が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列からなるポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、血中の
中性脂肪濃度を上昇させる活性を有するポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列；および
３）上記工程２）の結果、被検物質非存在下で培養した
細胞と、被検物質存在下で培養した細胞との間で、検出
されたｍＲＮＡの発現量を比較する；を含む方法。
【請求項２】  培養細胞が肝臓由来であることを特徴と
する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】  培養細胞が霊長類または齧歯類動物由来
であることを特徴とする、請求項１または２に記載の方
法。
【請求項４】  培養細胞がヒトまたはマウス由来である
ことを特徴とする、請求項３に記載の方法。
【請求項５】  請求項１乃至４のいずれか一つに記載の
方法において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がノー
ザンブロット、ドットブロットまたはスロットブロット
であることを特徴とする方法。
【請求項６】  請求項１乃至４のいずれか一つに記載の
方法において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がＲＴ
－ＰＣＲであることを特徴とする方法。
【請求項７】  請求項１乃至４のいずれか一つに記載の
方法において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がリボ
ヌクレアーゼ保護アッセイであることを特徴とする方
法。
【請求項８】  請求項１乃至４のいずれか一つに記載の
方法において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がラン
オン・アッセイであることを特徴とする方法。
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【請求項９】  下記のａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記
載のヌクレオチド配列（ただし、配列中のｔはｕに読み
替える）を含むｍＲＮＡとストリンジェントな条件でハ
イブリダイズするヌクレオチド配列を有するポリヌクレ
オチド（ただし、下記ａ）乃至ｄ）記載のヌクレオチド
配列を含むものを除く）：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
４１１に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８から１
４５７に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１
  ＳＡＮＫ  ７２１９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０）
が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有する
ヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５
－１  ＳＡＮＫ  ７２２９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４
１）が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列。
【請求項１０】  配列表の配列番号１のヌクレオチド番
号４７から１４１１に示されるヌクレオチド配列の一方
または両方の末端が１ヌクレオチドもしくは２ヌクレオ
チド以上欠失した、少なくとも１５ヌクレオチドからな
るＤＮＡ。
【請求項１１】  配列表の配列番号３のヌクレオチド番
号７８から１４５７に示されるヌクレオチド配列の一方
または両方の末端が１ヌクレオチドもしくは２ヌクレオ
チド以上欠失した、少なくとも１５ヌクレオチドからな
るＤＮＡ。
【請求項１２】  物質の、高脂血症の治療または予防剤
としての効果を試験する方法であって、下記の工程：
１）培養細胞を被検物質の存在下または非存在下で培養
する；
２）上記１）で得られた培養細胞上清における、下記の
ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列
にコードされるアミノ酸配列またはその一部からなるポ
リペプチドの産生量を、該ポリペプチドを特異的に認識
する抗体を用いて検出する：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
４１１に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８から１
４５７に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１
  ＳＡＮＫ  ７２１９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０）
が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有する
ヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５
－１  ＳＡＮＫ  ７２２９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４
１）が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
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3
チド配列のアンチセンス配列からなるポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、血中の
中性脂肪濃度を上昇させる活性を有するポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列；および
３）上記工程２）の結果、被検物質非存在下で培養した
細胞と、被検物質存在下で培養した細胞との間で、検出
されたポリペプチドの量を比較する；を含む方法。
【請求項１３】  請求項１２に記載の方法において、
ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列
にコードされるアミノ酸配列またはその一部からなるポ
リペプチドを特異的に認識する抗体が、配列表の配列番
号２のアミノ酸番号１７－４５５に示されるアミノ酸配
列からなるポリペプチドまたはその一部、同１９－４５
５に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドまたは
その一部もしくは配列番号４のアミノ酸番号１７－４６
０に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドまたは
その一部を特異的に認識するものであることを特徴とす
る方法。
【請求項１４】  請求項１２または１３に記載の方法に
おいて、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列にコードされるアミノ酸配列またはその一部か
らなるポリペプチドを特異的に認識する抗体が、配列表
の配列番号９のアミノ酸番号１から１３に示されるアミ
ノ酸配列または配列番号１０のアミノ酸番号１から１４
に示されるアミノ酸配列を特異的に認識するものである
ことを特徴とする方法。
【請求項１５】  請求項１２乃至１４のいずれか一つに
記載の方法において、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記
載のヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列また
はその一部からなるポリペプチドの産生量を該ポリペプ
チドを特異的に認識する抗体を用いて検出する操作が、
ウエスタンブロット、ドットブロットまたはスロットブ
ロットであることを特徴とする方法。
【請求項１６】  請求項１２乃至１４のいずれか一つに
記載の方法において、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記
載のヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列また
はその一部からなるポリペプチドの産生量を該ポリペプ
チドを特異的に認識する抗体を用いて検出する操作が、
固相酵素免疫定量法（ＥＬＩＳＡ法）または放射性同位
元素免疫定量法（ＲＩＡ法）であることを特徴とする方
法。
【請求項１７】  下記のａ）乃至ｅ）のいずれか一つに
記載のヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列ま
たはその一部からなるポリペプチドを特異的に認識する
抗体：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
４１１に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８から１
４５７に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１
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  ＳＡＮＫ  ７２１９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０）
が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有する
ヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５
－１  ＳＡＮＫ  ７２２９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４
１）が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列からなるポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、血中の
中性脂肪濃度を上昇させる活性を有するポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列。
【請求項１８】  請求項１７に記載の抗体であって、配
列表の配列番号９のアミノ酸番号１から１３に示される
アミノ酸配列または配列番号１０のアミノ酸番号１から
１４に示されるアミノ酸配列を特異的に認識することを
特徴とする抗体。
【請求項１９】  請求項１７または１８に記載の抗体を
含むことからなる、高脂血症の治療または予防剤を試験
するためのキット。
【請求項２０】  物質の、高脂血症の治療または予防剤
としての効果を試験する方法であって、下記の工程：
１）遺伝子操作によって得られ、下記のａ）乃至ｅ）の
いずれか一つに記載のヌクレオチド配列：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
４１１に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８から１
４５７に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１
  ＳＡＮＫ  ７２１９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０）
が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有する
ヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５
－１  ＳＡＮＫ  ７２２９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４
１）が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列からなるポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、血中の
中性脂肪濃度を上昇させる活性を有するポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列を含む外来遺伝子が、該遺
伝子を高発現することができるように導入されている非
ヒト動物に被検物質を投与する；および
２）１）の動物の血中の中性脂肪濃度を測定する；を含
む方法。
【請求項２１】  請求項２０に記載の方法において、
１）の非ヒト動物がマウスであることを特徴とする方
法。
【請求項２２】  請求項２０に記載の方法において、
１）記載の非ヒト動物への外来遺伝子の導入が、該遺伝
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5
子が組み込まれたアデノウイルスベクターを含むアデノ
ウイルスの該動物への感染によるものであることを特徴
とする方法。
【請求項２３】  配列表の配列番号３のヌクレオチド番
号７８から１４５７に示されるヌクレオチド配列中の連
続した１５乃至３０ヌクレオチドからなるヌクレオチド
配列のアンチセンス配列からなるＤＮＡまたはＲＮＡ。
【請求項２４】  請求項２３に記載のＤＮＡまたはＲＮ
Ａを有効成分として含有する高脂血症治療剤。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】  本発明は、高脂血症の治療
または予防剤の新規試験方法、該方法において使用され
る核酸プローブ、プライマーおよび抗体に関する。
【０００２】
【従来の技術】  最近の食生活の変化に伴う、脂肪およ
びコレステロールの過剰摂取による高脂血症の患者の増
加は著しいものがある。高脂血症は血清脂質、すなわち
コレステロール、中性脂肪（トリグリセリド、ＴＧ）、
リン脂質、遊離脂肪酸等の血清濃度が高くなる疾患であ
り、動脈硬化症の重要な危険因子となっている。さらに
高血圧症、狭心症および心筋梗塞といった冠動脈硬化
症、脳梗塞等の合併症を招く可能性が高い。
【０００３】今日まで抗高脂血症作用を示す数多くの化
合物が報告されているが、それらの多くは化学的手法で
合成されたものであり、その性質上連続的に使用するこ
とによる様々な副作用を避けることができないのが現状
である。
【０００４】一方、現在市販されているプラバスタチン
ナトリウムは、微生物代謝産物由来の、強力な高脂血症
治療剤の一つであり、その作用はコレステロール生合成
系の律速酵素であるＨＭＧ－ＣｏＡ還元酵素の阻害剤で
ある。このように、生体内に存在する高脂血症に関連す
る蛋白質またはそれをコードする遺伝子を同定すること
ができれば、その機能を直接阻害するか、またはその発
現を制御すること等により、副作用のない（または少な
い）、より効果的な高脂血症治療剤を開発できると考え
られるが、そのような高脂血症の発症に密接に関係する
遺伝子は知られていなかった。
【０００５】また、本発明の方法において用いられる核
酸プローブと同一の配列がＧｅｎｂａｎｋデータベース
上に「アンジオポエチン関連タンパク質３（angiopoiet
in-related protein 3）」をコードするヌクレオチド配
列として開示されており、また国際特許出願公開ＷＯ９
９／５５８６９号公報には同じヌクレオチド配列が「ｚ
ａｌｐｈａ５」をコードするものとして開示されている
が、これらのヌクレオチド配列を有する遺伝子と高脂血
症との関連については全く知られていない。したがっ
て、「アンジオポエチン関連タンパク質３」乃至「ｚａ
ｌｐｈａ５」をコードするヌクレオチド配列の一部が、
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高脂血症の治療または予防剤を試験するために有用であ
ることも知られていない。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】  本発明の目的は、高
脂血症の治療または予防剤を試験するための新規な方法
および該方法において用いられる核酸プローブ、プライ
マーまたは抗体を提供することにある。
【０００７】
【課題を解決するための手段】  本発明者らは、高脂血
症の治療または予防剤の標的遺伝子を探索する目的で、
先天的低脂血症マウスの遺伝子を高脂血症マウスの遺伝
子と比較することにより、高脂血症の原因遺伝子の染色
体上の位置を絞り込んだ結果、高脂血症マウスで高発現
する遺伝子を特定することに成功した。この遺伝子由来
のｃＤＮＡは、ホモロジー検索の結果、Ｇｅｎｂａｎｋ
データベースに「アンジオポエチン関連タンパク質３」
をコードするヌクレオチド配列として開示されていた
が、本発明者らは、該ヌクレオチド配列を有する遺伝子
を低脂血症マウスに強制発現させると、血中の中性脂肪
の濃度が上昇することを見出し、該遺伝子がこれまで報
告されていない新規な機能を有することを確かめた。そ
こで、該ヌクレオチド配列またはその一部をプローブも
しくはプライマーとして用いた遺伝子発現の検出系を利
用する、高脂血症の治療または予防剤の新規試験方法を
構築することに成功した。また、該ヌクレオチド配列が
コードするポリペプチドに特異的な抗体を調製し、該抗
体を用いて該ポリペプチドの産生量を検出する実験系を
利用する高脂血症の治療または予防剤の新規試験方法を
構築した。そして、該ヌクレオチド配列を実験動物に導
入したモデル動物を作成し、該モデル動物を利用した高
脂血症の治療または予防剤の新規試験方法を構築するこ
とに成功して、本発明を完成させた。
【０００８】本発明は、
（１）  物質の、高脂血症の治療または予防剤としての
効果を試験する方法であって、下記の工程：
１）培養細胞を被検物質の存在下または非存在下で培養
する；
２）上記１）で得られた培養細胞における、下記のａ）
乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列（た
だし、配列中のｔはｕに読み替える）を有するｍＲＮＡ
の発現量を検出する：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
４１１に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８から１
４５７に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１
  ＳＡＮＫ  ７２１９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０）
が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有する
ヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５
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7
－１  ＳＡＮＫ  ７２２９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４
１）が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列からなるポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、血中の
中性脂肪濃度を上昇させる活性を有するポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列；および
３）上記工程２）の結果、被検物質非存在下で培養した
細胞と、被検物質存在下で培養した細胞との間で、検出
されたｍＲＮＡの発現量を比較する；を含む方法、
（２）  培養細胞が肝臓由来であることを特徴とする、
（１）に記載の方法、
（３）  培養細胞が霊長類または齧歯類動物由来である
ことを特徴とする、（１）または（２）に記載の方法、
（４）  培養細胞がヒトまたはマウス由来であることを
特徴とする、（３）に記載の方法、
（５）  （１）乃至（４）のいずれか一つに記載の方法
において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がノーザン
ブロット、ドットブロットまたはスロットブロットであ
ることを特徴とする方法、
（６）  （１）乃至（４）のいずれか一つに記載の方法
において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がＲＴ－Ｐ
ＣＲであることを特徴とする方法、
（７）  （１）乃至（４）のいずれか一つに記載の方法
において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がリボヌク
レアーゼ保護アッセイであることを特徴とする方法、
（８）  （１）乃至（４）のいずれか一つに記載の方法
において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がランオン
・アッセイであることを特徴とする方法、
（９）  下記のａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌ
クレオチド配列（ただし、配列中のｔはｕに読み替え
る）を含むｍＲＮＡとストリンジェントな条件でハイブ
リダイズするヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチ
ド（ただし、下記ａ）乃至ｄ）記載のヌクレオチド配列
を含むものを除く）：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
４１１に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８から１
４５７に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１
  ＳＡＮＫ  ７２１９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０）
が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有する
ヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５
－１  ＳＡＮＫ  ７２２９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４
１）が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列、
（１０）  配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７
から１４１１に示されるヌクレオチド配列の一方または
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両方の末端が１ヌクレオチドもしくは２ヌクレオチド以
上欠失した、少なくとも１５ヌクレオチドからなるＤＮ
Ａ、
（１１）  配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８
から１４５７に示されるヌクレオチド配列の一方または
両方の末端が１ヌクレオチドもしくは２ヌクレオチド以
上欠失した、少なくとも１５ヌクレオチドからなるＤＮ
Ａ、
（１２）  物質の、高脂血症の治療または予防剤として
の効果を試験する方法であって、下記の工程：
１）培養細胞を被検物質の存在下または非存在下で培養
する；
２）上記１）で得られた培養細胞上清における、下記の
ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列
にコードされるアミノ酸配列またはその一部からなるポ
リペプチドの産生量を、該ポリペプチドを特異的に認識
する抗体を用いて検出する：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
４１１に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８から１
４５７に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１
  ＳＡＮＫ  ７２１９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０）
が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有する
ヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５
－１  ＳＡＮＫ  ７２２９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４
１）が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列からなるポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、血中の
中性脂肪濃度を上昇させる活性を有するポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列；および
３）上記工程２）の結果、被検物質非存在下で培養した
細胞と、被検物質存在下で培養した細胞との間で、検出
されたポリペプチドの量を比較する；を含む方法、
（１３）  （１２）に記載の方法において、ａ）乃至
ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列にコード
されるアミノ酸配列またはその一部からなるポリペプチ
ドを特異的に認識する抗体が、配列表の配列番号２のア
ミノ酸番号１７－４５５に示されるアミノ酸配列からな
るポリペプチドまたはその一部、同１９－４５５に示さ
れるアミノ酸配列からなるポリペプチドまたはその一部
もしくは配列番号４のアミノ酸番号１７－４６０に示さ
れるアミノ酸配列からなるポリペプチドまたはその一部
を特異的に認識するものであることを特徴とする方法、
（１４）  （１２）または（１３）に記載の方法におい
て、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド
配列にコードされるアミノ酸配列またはその一部からな
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るポリペプチドを特異的に認識する抗体が、配列表の配
列番号９のアミノ酸番号１から１３に示されるアミノ酸
配列または配列番号１０のアミノ酸番号１から１４に示
されるアミノ酸配列を特異的に認識するものであること
を特徴とする方法、
（１５）  （１２）乃至（１４）のいずれか一つに記載
の方法において、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載の
ヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列またはそ
の一部からなるポリペプチドの産生量を該ポリペプチド
を特異的に認識する抗体を用いて検出する操作が、ウエ
スタンブロット、ドットブロットまたはスロットブロッ
トであることを特徴とする方法、
（１６）  （１２）乃至（１４）のいずれか一つに記載
の方法において、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載の
ヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列またはそ
の一部からなるポリペプチドの産生量を該ポリペプチド
を特異的に認識する抗体を用いて検出する操作が、固相
酵素免疫定量法（ＥＬＩＳＡ法）または放射性同位元素
免疫定量法（ＲＩＡ法）であることを特徴とする方法、
（１７）  下記のａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載の
ヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列またはそ
の一部からなるポリペプチドを特異的に認識する抗体：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
４１１に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８から１
４５７に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１
  ＳＡＮＫ  ７２１９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０）
が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有する
ヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５
－１  ＳＡＮＫ  ７２２９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４
１）が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列からなるポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、血中の
中性脂肪濃度を上昇させる活性を有するポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列、
（１８）  （１７）に記載の抗体であって、配列表の配
列番号９のアミノ酸番号１から１３に示されるアミノ酸
配列または配列番号１０のアミノ酸番号１から１４に示
されるアミノ酸配列を特異的に認識することを特徴とす
る抗体、
（１９）  （１７）または（１８）に記載の抗体を含む
ことからなる、高脂血症の治療または予防剤を試験する
ためのキット、
（２０）  物質の、高脂血症の治療または予防剤として
の効果を試験する方法であって、下記の工程：
１）遺伝子操作によって得られ、下記のａ）乃至ｅ）の
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いずれか一つに記載のヌクレオチド配列：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
４１１に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８から１
４５７に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１
  ＳＡＮＫ  ７２１９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０）
が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有する
ヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５
－１  ＳＡＮＫ  ７２２９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４
１）が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列からなるポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、血中の
中性脂肪濃度を上昇させる活性を有するポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列を含む外来遺伝子が、該遺
伝子を高発現することができるように導入されている非
ヒト動物に被検物質を投与する；および
２）１）の動物の血中の中性脂肪濃度を測定する；を含
む方法、
（２１）  （２０）に記載の方法において、１）の非ヒ
ト動物がマウスであることを特徴とする方法、
（２２）  （２０）に記載の方法において、１）記載の
非ヒト動物への外来遺伝子の導入が、該遺伝子が組み込
まれたアデノウイルスベクターを含むアデノウイルスの
該動物への感染によるものであることを特徴とする方
法、
（２３）  配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８
から１４５７に示されるヌクレオチド配列中の連続した
１５乃至３０ヌクレオチドからなるヌクレオチド配列の
アンチセンス配列からなるＤＮＡまたはＲＮＡ、
（２４）  （２３）に記載のＤＮＡまたはＲＮＡを有効
成分として含有する高脂血症治療剤、に関する。
【０００９】すなわち、本発明は、配列表の配列番号１
や配列番号３に示される、哺乳動物の血液中の中性脂肪
濃度の調節に関与する遺伝子の発現を指標として、被検
物質の高脂血症の治療または予防剤としての効果を試験
する方法、該方法において用いられる核酸プローブ、プ
ライマーおよび抗体を提供するものである。
【００１０】本発明において、「ストリンジェントな条
件でハイブリダイズする」とは、市販のハイブリダイゼ
ーション溶液ExpressHyb Hybridization Solution（ク
ローンテック社製）中、６８℃でハイブリダイズするこ
と、またはそれと同等の条件でハイブリダイズすること
をいう。
【００１１】
【発明の実施の形態】本発明の方法は、具体的には例え
ば、配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
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４１１に示されるヌクレオチド配列、または配列表の配
列番号３のヌクレオチド番号７８から１４５７に示され
るヌクレオチド配列を有する遺伝子、またはそれらがコ
ードするポリペプチドと同じ活性を有するポリペプチド
をコードする遺伝子の発現を、当該核酸（ｍＲＮＡ）ま
たは当該ポリペプチドの特異的検出によって測定し、該
遺伝子の発現量を低下させるような被検物質を高脂血症
の治療または予防剤の候補物質として選択するものであ
る。以下、核酸の検出を行う態様とポリペプチドの検出
を行う態様とに分けて説明する。
【００１２】（Ａ）核酸の検出
１）プローブ
核酸の検出を行う態様のうち、核酸ハイブリダイゼーシ
ョンを利用する方法において用いられるプローブは、Ｄ
ＮＡまたはＲＮＡであって、そのヌクレオチド配列は、
下記ａ）乃至ｅ）：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１
４１１に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８から１
４５７に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１
  ＳＡＮＫ  ７２１９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０）
が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡ断片が有
するヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５
－１  ＳＡＮＫ  ７２２９９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４
１）が保持するファージミド中に挿入されたＤＮＡ断片
が有するヌクレオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、血中の
中性脂肪濃度を上昇させる活性を有するポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列；のいずれか一つ（ただ
し、配列中のtはuに読み替える）を有するポリリボヌク
レオチドとストリンジェントな条件でハイブリダイズす
るヌクレオチド配列であればよく、例えば、上記ａ）乃
至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列のアン
チセンス配列を有するポリヌクレオチド、該アンチセン
ス配列中の連続した少なくとも１５ヌクレオチドからな
る部分配列を有するポリヌクレオチド、もしくは該アン
チセンス配列の改変体等、およそ上記ａ）乃至ｅ）のい
ずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有するポリリボ
ヌクレオチドとストリンジェントな条件でハイブリダイ
ズすることにより該ポリリボヌクレオチドを特異的に検
出することが可能なものは全て本発明の方法に用いられ
得る。それらのうち、上記ａ）記載のヌクレオチド配列
のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチドは、例え
ばマウス肝臓由来のｃＤＮＡライブラリーから配列表の
配列番号１に示すヌクレオチド配列情報に基づいて、周
知の方法、例えばプラークハイブリダイゼーション法、
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コロニーハイブリダイゼーション法またはＰＣＲ法等に
よりクローニングしたｃＤＮＡクローンを、周知の方法
で直接標識するか、または該ｃＤＮＡクローンを鋳型と
したポリメラーゼ反応による複製または転写反応におい
て標識することにより、標識プローブとして得ることが
できる。また、上記ｂ）記載のヌクレオチド配列のアン
チセンス配列を有するポリヌクレオチドは、例えばヒト
肝臓由来のｃＤＮＡライブラリーから配列表の配列番号
３に示すヌクレオチド配列情報に基づいて、同様の操作
を行うことによりクローニングしたｃＤＮＡクローンか
ら標識プローブを得ることができる。一方、上記ｃ）ま
たはｄ）記載のヌクレオチド配列のアンチセンス配列を
有するポリヌクレオチドは、工業技術院生命工学工業技
術研究所に平成１１年１１月１９日付で国際寄託され、
受託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４０またはＦＥＲＭ  Ｂ
Ｐ－６９４１が付されている形質転換大腸菌株Ｅ．ｃｏ
ｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１  ＳＡＮＫ  ７２１９９株ま
たはＥ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５－１  ＳＡＮＫ
  ７２２９９株が保持する組換えファージミドから得る
ことができる。
【００１３】さらに、上記ｅ）記載のヌクレオチド配列
のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチドは、例え
ば上記のようにして得られる上記ａ）乃至ｄ）記載のヌ
クレオチド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレ
オチドをプローブとして、任意の哺乳動物（好ましくは
肝臓）由来のｃＤＮＡライブラリーについてプラークハ
イブリダイゼーション法やコロニーハイブリダイゼーシ
ョン法によるクローニングを行って単離したｃＤＮＡク
ローンから得ることができる。
【００１４】さらにまた、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか
一つに記載のヌクレオチド配列のアンチセンス配列中の
連続した少なくとも１５ヌクレオチドからなる部分配列
を有するポリヌクレオチドは、数十ヌクレオチド程度の
ものであれば化学合成によって得ることが可能である。
またあるいは、上記のようにして得られる上記ａ）乃至
ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有する
ｃＤＮＡクローン中の任意の部分配列を、例えばＰＣＲ
等によってサブクローニングしてから、上記と同様の手
法でアンチセンス配列を有するプローブとして調製する
こともできる。
【００１５】例えば、配列表の配列番号１記載のヌクレ
オチド配列のアンチセンス配列中の連続した数十ヌクレ
オチドからなる部分配列において、数ヌクレオチドが付
加、欠失および／または付加されたようなヌクレオチド
配列からなるポリヌクレオチドであっても、上記ａ）乃
至ｅ）のいずれか一つに記載のポリリボヌクレオチドと
ストリンジェントな条件でハイブリダイズする限り、本
発明の方法に用いられ得る。そのようなポリヌクレオチ
ドは、化学合成法や、ポリメラーゼ連鎖反応（以下「Ｐ
ＣＲ」という）等の酵素反応を利用した本発明の属する
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技術分野における周知の変異導入法を用いて作製するこ
とが可能である。
【００１６】また、本発明の方法において用いられるプ
ローブは単一のヌクレオチド配列からなるものに限定さ
れない。すなわち本発明の方法においては、例えば上記
の要件を満足する複数種類のヌクレオチド配列の混合物
をプローブとして用いたり、もしくはそれら複数種類の
ヌクレオチド配列をそれぞれ個別に用いた多重検出を行
ってもよい。
【００１７】２）ＲＴ－ＰＣＲ用プライマー
本発明における、核酸の検出を行うもう一つの態様は、
まずｍＲＮＡを鋳型とする逆転写酵素反応を行ってか
ら、ＰＣＲを実施して特異的にＤＮＡ断片を増幅する、
いわゆるＲＴ－ＰＣＲを行う方法である。この方法にお
いて、目的のヌクレオチド配列を特異的に増幅するため
には、目的のｍＲＮＡの特定の部分配列に相補的なアン
チセンスプライマーと、該アンチセンスプライマーから
逆転写酵素により生成されるｃＤＮＡの配列中の特定の
部分配列に相補的なセンスプライマーが用いられる。
【００１８】逆転写酵素反応およびＰＣＲの両方に用い
られるアンチセンスプライマーは、実質的に上記ａ）乃
至ｅ）記載のヌクレオチド配列のアンチセンス配列中
の、連続した少なくとも１８ヌクレオチド、好ましくは
少なくとも２３ヌクレオチドのヌクレオチド配列からな
る。
【００１９】一方、ＰＣＲにおいて用いられるセンスプ
ライマーの配列は、上記ａ）乃至ｅ）記載のヌクレオチ
ド配列において、上記アンチセンスプライマーの相補鎖
にあたる配列中の最も５’末端側の位置よりもさらに
５’末端側領域に存在する配列中の連続した少なくとも
１８ヌクレオチド、好ましくは少なくとも２１ヌクレオ
チドの任意の部分配列からなる。ただし、センスプライ
マーとアンチセンスプライマーに互いに相補的な配列が
存在すると、プライマー同士がアニーリングすることに
より非特異的な配列が増幅され、特異的な遺伝子検出の
妨げとなるおそれがあるので、そのような組み合わせを
避けたプライマーの設計を行うことが好ましい。
【００２０】これらアンチセンスプライマーおよびセン
スプライマーには、いずれも上記で規定したそれらヌク
レオチド配列の５’末端に、上記ａ）乃至ｅ）記載のヌ
クレオチド配列とは無関係のヌクレオチド配列がリンカ
ーとして付加されていてもよい。ただし、特異的な遺伝
子検出の妨げとならないよう、該リンカーは反応中に反
応液内の核酸と非特異的アニーリングを起こさないよう
なものであることが好ましい。
【００２１】３）遺伝子発現を検出する細胞または動物
次に、本発明の方法において用いられる培養細胞は、上
記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配
列を有する遺伝子を発現する哺乳動物細胞であればよ
い。好ましくは哺乳動物肝臓由来の培養細胞（好ましく
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は、初代培養肝細胞）であるが、例えば上記ａ）乃至
ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有する
遺伝子をそのプロモーター領域とともに導入した細胞な
ど、人為的に形質転換された細胞（例えば、ＣＨＯ細
胞）も使用することが可能である。哺乳動物種として
は、ヒト、マウス、ラットまたはハムスターが好まし
く、ヒトまたはマウスがより好ましく、さらに、好まし
い細胞としては高脂血症マウスであるＫＫマウス（日本
クレア社より入手可能）の初代培養肝細胞を挙げること
ができるが、これらに限定されない。また、培養細胞を
用いるよりも好適と判断される場合には、哺乳動物個体
に被検物質を投与して、その後該動物個体から摘出され
たその臓器または組織細胞における上記ａ）乃至ｅ）の
いずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有する遺伝子
の発現を検出する方法も採用し得る。その際、遺伝子発
現の検出対象となる臓器または組織は、上記ａ）乃至
ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有する
遺伝子を発現するものであればよいが、好ましくは肝臓
である。この実施態様における好ましい哺乳動物種はヒ
ト、マウス、ラットまたはハムスターが好ましく、ヒト
またはマウスがより好ましい。例えばマウスとしては前
記ＫＫマウスが好ましく用いられるが、本発明はこれに
限定されない。
【００２２】本発明の方法において用いられる培養細胞
は、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列を有する遺伝子を発現可能な条件（ただし被検
物質を添加しない場合）であれば、いかなる条件で培養
してもよい。例えば、該培養細胞について確立された培
養条件が知られており、該条件下において該細胞が上記
ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列
を有する遺伝子を発現する場合は、該条件で培養してよ
い。
【００２３】４）被検物質の添加
上記細胞の培養中、被検物質を培養培地に添加し一定期
間培養する。被検物質としては、化合物、微生物の代謝
産物、植物や動物組織の抽出物、それらの誘導体または
それらの混合物等が挙げられる。被検物質の投与量や濃
度は適宜設定するか、または例えば希釈系列を作成する
などして複数種の投与量を設定してもよい。被検物質存
在下で培養する期間も適宜設定してよいが、好ましくは
３０分乃至２４時間である。哺乳動物個体に被検物質を
投与する場合は、被検物質の物性等により経口投与、静
脈注射、腹腔内注射、経皮投与、皮下注射等の投与形態
を使い分ける。
【００２４】５）試料の調製
上記のようにして培養した細胞からＲＮＡを抽出するに
際しては、培養終了後直ちに細胞をＲＮＡ抽出用の溶媒
（例えばフェノール等リボヌクレアーゼを不活性化する
作用を有する成分を含むもの）で直接溶解するのが好ま
しい。または、細胞を破壊しないように、スクレーパー
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で慎重に掻きとるか、もしくはトリプシン等の蛋白質分
解酵素を用いて穏やかに培養基材から分離させるなどの
方法により、細胞を回収した後、速やかにＲＮＡ抽出工
程に移行する。
【００２５】ＲＮＡの抽出方法としては、チオシアン酸
グアニジン・塩化セシウム超遠心法、チオシアン酸グア
ニジン・ホットフェノール法、グアニジン塩酸法、酸性
チオシアン酸グアニジン・フェノール・クロロホルム法
（Chomczynski, P. and Sacchi, N., (1987) Anal. Bio
chem., 162, 156-159）などを採用しうるが、酸性チオ
シアン酸グアニジン・フェノール・クロロホルム法が好
適である。
【００２６】得られたＲＮＡからさらにｍＲＮＡを精製
する方法は以下に説明する通りである。すなわち、真核
細胞の細胞質に存在するｍＲＮＡの多くは、その３’末
端にポリ（Ａ）配列を持つことが知られているので、こ
の特徴を利用して例えばビオチン化したオリゴ（ｄＴ）
プローブにｍＲＮＡを吸着させ、さらにストレプトアビ
ジンを固定化した常磁性粒子に、ビオチン／ストレプト
アビジン間の結合を利用してｍＲＮＡを捕捉し洗浄操作
の後、ｍＲＮＡを溶出することにより、ｍＲＮＡを精製
することができる。また、オリゴ（ｄＴ）セルロースカ
ラムにｍＲＮＡを吸着させて、次にこれを溶出して精製
する方法も採用し得る。さらにショ糖密度勾配遠心法な
どにより、ｍＲＮＡをさらに分画することもできる。た
だし、本発明の方法のためには、これらｍＲＮＡの精製
工程は必須ではなく、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つ
に記載のヌクレオチド配列を有する遺伝子の発現の検出
が可能である限りにおいて、全ＲＮＡをその後の工程に
用いることもできる。
【００２７】６）試料の固相化
核酸ハイブリダイゼーションによる検出を行う場合、上
記のようにして得られたＲＮＡ試料中の遺伝子を特異的
に検出するため、該ＲＮＡ試料をアガロース電気泳動を
経てハイブリダイゼーション実験用メンブレン（以下単
に「メンブレン」という）に転写する（ノーザンブロッ
ト法）か、または直接メンブレンに試料を染み込ませ
る、いわゆるドットブロット法やスロットブロット法に
より、メンブレンに固相化する。このメンブレンとして
は、ニトロセルロースメンブレン（例えば、ハイボンド
－Ｃピュア（アマシャム・ファルマシア社製）等）、ポ
ジティブチャージ・ナイロンメンブレン（例えば、ハイ
ボンド－Ｎ＋アマシャム・ファルマシア社製）等）また
は親水性ナイロンメンブレン（例えば、ハイボンド－Ｎ
／ＮＸ（アマシャム・ファルマシア社製）等）等が用い
られる。
【００２８】ノーザンブロット用のアガロース電気泳動
方法としては、アガロースホルムアミドゲル電気泳動
法、試料をグリオキサールとジメチルスルホキシドで処
理し、変性させた後、リン酸緩衝液で作製したアガロー
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スゲルで泳動させる方法およびアガロースゲルメチル水
銀電気泳動法（以上Maniatis, T. et al. (1982) in "M
olecular Cloning A Laboratory Manual" Cold Spring 
Harbor Laboratory, NY.）等を挙げることができるが、
これらに限定されない。
【００２９】電気泳動後のゲルからメンブレンにＲＮＡ
を移す、いわゆるブロッティング方法としては、キャピ
ラリートランスファー法（Maniatis, T. et al. (1982)
 in"Molecular Cloning A Laboratory Manual" Cold Sp
ring Harbor Laboratory, NY.）、バキューム法、電気
泳動法（Maniatis, T. et al. (1989) in "MolecularCl
oning A Laboratory Manual、２nd ed" Cold Spring Ha
rbor Laboratory, NY.）等を挙げることができる。ドッ
トブロット法やスロットブロット法のための器材も市販
されている（例えば、バイオドット（バイオラッド社
製）等）。
【００３０】ブロッティング終了後、メンブレンに移し
取られたＲＮＡをメンブレンに固定する操作を行う（こ
の操作はメンブレンの材質によって異なり、製品によっ
ては固定操作不要の場合もある）。
【００３１】７）プローブの標識
核酸ハイブリダイゼーションによる検出を行うにあた
り、上記のようにして固相化させたＲＮＡ試料中の特定
のｍＲＮＡを検出するためのプローブの標識方法と検出
方法について以下に述べる：
ｉ）放射性同位元素標識
ＤＮＡ断片またはそれを保持するベクター等を材料乃至
鋳型として、ニックトランスレーション法（例えば、ニ
ックトランスレーションキット（アマシャム・ファルマ
シア社製）等を使用）、ランダムプライム法（例えば、
マルチプライムＤＮＡラベリングシステム（アマシャム
・ファルマシア社製）等を使用）、末端標識法（例え
ば、メガラベル（宝酒造（株）社製）、３’－末端ラベ
リングキット（アマシャム・ファルマシア社製）等を使
用）で標識ＤＮＡプローブを調製するか、あるいは鋳型
となるＤＮＡをサブクローニングしたベクター中のＳＰ
６プロモーターやＴ７プロモーターを利用したイン・ビ
トロ転写法により標識ＲＮＡプローブを調製する。これ
らプローブの検出はＸ線フィルムまたはイメージングプ
レートを用いたオートラジオグラフィーにより行うこと
ができ、さらにＸ線フィルムの場合はデンシトメトリー
（例えば、ＧＳ－７００イメージイングデンシトメータ
ー（バイオラッド社製）を使用）を、イメージングプレ
ートの場合はＢＡＳ２０００ＩＩ（富士フィルム製）シ
ステムをそれぞれ用いた定量も可能である。
【００３２】ｉｉ）酵素標識
ＤＮＡあるいはＲＮＡ断片を直接酵素標識する。標識に
用いられる酵素は例えば、アルカリフォスファターゼ
（AlkPhos Direct system for chemiluminescence（ア
マシャム・ファルマシア社製）等を使用）、西洋ワサビ
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ペルオキシダーゼ（Horseradish Peroxidase）（ＥＣＬ
ダイレクト・ヌクレイック・アッシド・ラベリング・ア
ンド・ディテクション・システム（アマシャム・ファル
マシア社製）等を使用）を挙げることができる。プロー
ブの検出は、標識した酵素の触媒反応が検出可能になる
ような基質、例えば該触媒反応により発色物質を生成し
たり、発光するような基質を含む酵素反応緩衝液にメン
ブレンを浸すことにより行う。発色基質を用いた場合は
目視により検出することができ、発光基質を用いた場合
は放射性同位元素標識の場合と同様にＸ線フィルムまた
はイメージングプレートを用いたオートラジオグラフィ
ーやインスタントカメラを用いた写真撮影により検出す
ることができる。さらに、発光基質を用いた場合は、デ
ンシトメトリーやＢＡＳ２０００ＩＩシステムを利用し
た定量も可能である。
【００３３】ｉｉｉ）その他分子による標識
フルオレセイン標識：  ＤＮＡ断片にニックトランスレ
ーション法、ランダムプライム法、または３’末端標識
法（アマシャム・ファルマシア社より市販されているＥ
ＣＬ  ３’－オリゴラベリングシステムなど）で標識す
る。あるいはＳＰ６、Ｔ７プロモーターによるイン・ビ
トロ転写によりＲＮＡに標識する；ビオチン標識：  Ｄ
ＮＡの５’末端を標識（アマシャム・ファルマシア社よ
り市販されているオリゴヌクレオチド・ビオチン・ラベ
リングキットなど使用）したり、ＤＮＡ断片にニックト
ランスレーション法、ランダムプライム法などで標識す
る；ジゴキシゲニン修飾ｄＵＴＰ標識：  ＤＮＡ断片に
ニックトランスレーション法、ランダムプライム法など
で標識する。
【００３４】これら標識分子の検出は、いずれの場合
も、標識された分子に特異的に結合する分子を放射性同
位元素や酵素で標識したものをプローブに結合させる操
作を含む。特異的に結合する分子とは、例えばフルオレ
セインやジゴキシゲニンの場合は抗フルオレセイン抗体
や抗ジゴキシゲニン抗体であり、ビオチンの場合はアビ
ジンまたはストレプトアビジンである。これらをプロー
ブに結合させた以降は、その標識された放射性同位元素
や酵素により上記ｉ）またはｉｉ）記載と同様の方法に
したがって検出を行うことができる。
【００３５】８）ハイブリダイゼーション
ハイブリダイゼーションは、本発明が属する技術分野に
おいて周知の方法で行われ得る。本発明におけるハイブ
リダイゼーション溶液または洗浄液の組成と、ハイブリ
ダイゼーション温度または洗浄温度の関係については、
例えば文献（バイオ実験イラストレイテッド４、ｐ１４
８、秀潤社刊）の記載に従うことができるが、好ましい
条件は以下の通りである：
ハイブリダイゼーション溶液：  ExpressHyb Hybridiza
tion Solution（クローンテック社製）；
プローブの終濃度（放射標識プローブの場合）：  １乃
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至２×１０6ｃｐｍ／ｍｌ（好ましくは、２×１０6ｃｐ
ｍ／ｍｌ）；
ハイブリダイゼーション温度および時間：  ６８℃、１
乃至２４時間。
【００３６】メンブレンの洗浄条件：
ｉ）  ０．１乃至５×ＳＳＣ（最も好ましくは２×ＳＳ
Ｃ）、０．０５乃至０．１％  ＳＤＳ（最も好ましくは
０．０５％）ドデシル硫酸ナトリウム（以下「ＳＤＳ」
という）中、室温乃至４２℃（最も好ましくは室温）で
２０乃至６０分間（最も好ましくは２０分間）振盪する
操作を、洗浄液を交換して２乃至６回（最も好適には３
回）行う；
ｉｉ）  上記ｉ）の後、０．１×ＳＳＣ、０．１％  Ｓ
ＤＳ中、５０乃至６５℃で、２０乃至６０分間振盪する
操作を、洗浄液を交換して２乃至６回行う。または、
０．２乃至０．５×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中、６２
乃至６５℃で、２０乃至６０分間振盪する操作を、洗浄
液を交換して２乃至６回行う。最も好適には、０．１×
ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中、５０℃で、２０分間振盪
する操作を、洗浄液を交換して３回行う。
【００３７】洗浄終了後、上記７）に記載したように、
プローブの標識法に合わせた検出・定量を行う。また、
細胞あたりの発現量が安定していることが知られている
遺伝子（例えば、２３ｋＤａ高塩基性タンパク質、α－
チューブリン、グリセルアルデヒド－３－デヒドロゲナ
ーゼ、ヒポキサンチン・グアニン・ホスホリボシルトラ
ンスフェラーゼ、ホスホリパーゼＡ２、リボゾーマルタ
ンパク質Ｓ９、ユビキチン等の遺伝子発現を検出するた
めのプローブが市販されている）の各試料における発現
量を、各試料間のＲＮＡ量の差等に起因するばらつきを
補正する目的で同時に測定しておき、この安定的発現遺
伝子の発現量を基準とした、検出対象遺伝子発現量の相
対値を、被検物質を投与した細胞群と投与しなかった細
胞群との間で比較することにより、より精密な評価を行
うことができる。
【００３８】その結果、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一
つに記載のヌクレオチド配列を有する遺伝子の発現量を
低下させる被検物質は、高脂血症の治療または予防剤と
なり得る。
【００３９】９）ＲＴ－ＰＣＲ反応
ＲＴ－ＰＣＲによって核酸の検出を行う態様における、
各反応の条件は以下に記載する通りである。なお、ＲＴ
－ＰＣＲによる検出のための試料は、通常ポリ（Ａ）+

ＲＮＡにまで精製されている必要はない。
【００４０】ｉ）逆転写酵素反応
反応液組成の例（全量２０μｌ）：
全ＲＮＡ  適宜；
塩化マグネシウム  ２．５乃至５ｍＭ（好ましくは５ｍ
Ｍ）；
１×ＲＮＡ  ＰＣＲ緩衝液（１０ｍＭ  トリス－塩酸
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（２５℃におけるｐＨ８．３乃至９．０（好ましくは
８．３））、５０ｍＭ  塩化カリウム）；
ｄＮＴＰｓ  ０．５乃至１ｍＭ（好ましくは１ｍＭ）；
アンチセンスプライマー  １μＭ  （アンチセンスプラ
イマーの代用として、市販のランダムプライマーやオリ
ゴ（ｄＴ）プライマー（１２－２０ヌクレオチド）を
２．５μＭ添加することもできる）；
逆転写酵素  ０．２５乃至１単位／μｌ（好ましくは
０．２５単位／μｌ）；
滅菌水で２０μｌに調整する。
【００４１】反応温度条件：３０℃で１０分間保温（ラ
ンダムプライマー使用時のみ）した後、４２乃至６０℃
（好ましくは４２℃）で１５乃至３０分間（好ましくは
３０分間）保温し、さらに９９℃で５分間加熱して酵素
を失活させてから、４乃至５℃（好ましくは５℃）で５
分間冷却する。
【００４２】ｉｉ）ＰＣＲ
反応液組成の例：
塩化マグネシウム  ２乃至２．５ｍＭ（好ましくは２．
５ｍＭ）；
１×ＰＣＲ緩衝液（１０ｍＭ  トリス－塩酸（２５℃に
おけるｐＨ８．３乃至９．０（好ましくは８．３））、
５０ｍＭ  塩化カリウム；
ｄＮＴＰｓ  ０．２乃至０．２５ｍＭ（好ましくは０．
２５ｍＭ）；
アンチセンスプライマーおよびセンスプライマー  ０．
２乃至０．５μＭ（好ましくは０．２μＭ）；
Ｔａｑポリメラーゼ  １乃至２．５単位（好ましくは
２．５単位）；
滅菌水を加えて全量を８０μｌに調整し、その全量を、
逆転写反応を終了した反応液全量に加えてからＰＣＲを
開始する。
【００４３】反応温度条件：  まず９４℃で２分間加熱
した後、９０乃至９５℃（好ましくは９４℃）で３０秒
間、４０乃至６０℃（好ましくは、プライマーの特性か
ら算出される解離温度（Ｔｍ）からそれより２０度低い
温度までの範囲内で３０秒間、７０乃至７５℃（好まし
くは７２℃）で１．５分間の温度サイクルを２８乃至５
０サイクル（好ましくは２８サイクル）繰り返してか
ら、４℃に冷却する。
【００４４】ＰＣＲ終了後、反応液を電気泳動し、目的
の大きさのバンドが増幅されているか否かを検出する。
定量的検出を行うためには、予め段階希釈したｃＤＮＡ
クローンを標準の鋳型ＤＮＡとして同条件でＰＣＲを実
施し、定量的検出が可能な温度サイクル数を定めておく
か、または、例えば５サイクル毎に一部反応液をサンプ
リングしてそれぞれ電気泳動を行う。また例えばＰＣＲ
反応時に放射標識ｄＣＴＰを用いることにより、バンド
中に取り込まれた放射能の量を指標に定量を行うことも
できる。
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【００４５】被検物質存在下で培養した細胞由来の試料
と、被検物質非存在下で培養した細胞由来の試料との間
で検出結果を比較し、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つ
に記載のヌクレオチド配列を有する遺伝子の発現量を低
下させた被検物質は高脂血症の治療または予防剤となり
得る。
【００４６】１０）その他の方法
上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド
配列を有する遺伝子の発現量を測定する他の方法として
は、以下に記載するものを挙げることができる。
【００４７】ｉ）リボヌクレアーゼ保護アッセイ（RNas
e protection assay）：  ＲＮＡ試料中の、上記ａ）乃
至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有す
るｍＲＮＡ（ただし配列中のtはuに読み替える）のみに
標識プローブをハイブリダイズさせ、二本鎖ポリヌクレ
オチドを形成させておいてから、試料にリボヌクレアー
ゼを添加してインキュベーションすると、プローブがハ
イブリダイズしたｍＲＮＡは二本鎖を形成していること
によってリボヌクレアーゼによる消化を免れ、それ以外
のＲＮＡは消化されるので、該二本鎖ポリヌクレオチド
のみが残る（検出されるｍＲＮＡよりプローブが短けれ
ば、プローブの鎖長に相当する二本鎖ポリヌクレオチド
が残る）。この二本鎖ポリヌクレオチドを定量すること
により、目的の遺伝子の発現量を測定する。具体的に
は、例えば以下に記載する方法に従う。
【００４８】二本鎖を形成せずに余った標識プローブを
二本鎖ポリヌクレオチドと確実に分離して定量を容易に
するために、余った標識プローブはリボヌクレアーゼに
消化されることが好ましいが、リボヌクレアーゼとして
一本鎖ＤＮＡも消化できるようなものを使用すれば、標
識プローブはＤＮＡでもＲＮＡでもよい。標識プローブ
の調製方法は上記１）および７）の記載に準ずるが、こ
の方法において用いられるプローブの長さは５０乃至５
００ヌクレオチド程度が好ましい。また、二本鎖ＤＮＡ
を直接標識して熱変性したのみのプローブ等、相補鎖が
混在するようなプローブは本法には好適ではない。
【００４９】ＲＮＡプローブは、例えば下記の方法に従
って調製される。まず鋳型ＤＮＡをバクテリオファージ
のプロモーター（Ｔ７、ＳＰ６、Ｔ３プロモーター等）
を有するプラスミドベクター（例えばｐＧＥＭ－Ｔ（プ
ロメガ社製）など）に挿入する。次にこの組換えプラス
ミドベクターを、制限酵素で、挿入断片のすぐ下流で一
ヶ所だけ切断されるように消化する。得られた直鎖ＤＮ
Ａを鋳型として、放射能標識されたリボヌクレオチド存
在下で、インビトロ転写反応を行う。この反応には、ベ
クター中のプロモーターに合わせてＴ７、ＳＰ６、また
はＴ３ポリメラーゼ等の酵素を用いる。以上の操作は例
えばリボプローブシステム－Ｔ７、同－ＳＰ６または同
－Ｔ３（いずれもプロメガ社製）を用いて行うことがで
きる。
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【００５０】ＲＮＡ試料を調製するまでの工程は上記
３）乃至５）記載の通りである。調製された全ＲＮＡ試
料１０乃至２０μｇ相当分と、５×１０5ｃｐｍ相当の
過剰量の標識プローブとを用いてリボヌクレアーゼ保護
アッセイを行う。この操作は市販のキット（HybSpeed R
PA Kit、アンビオン社製）を用いて行うことができる。
得られたリボヌクレアーゼ消化後の試料を、８Ｍ  尿素
を含む４乃至１２％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動
した後、ゲルを乾燥させ、Ｘ線フィルムでオートラジオ
グラフィーを行う。以上の操作により、リボヌクレアー
ゼ消化を免れた二本鎖ポリヌクレオチドのバンドを検出
することができ、またその定量は上記７）のｉ）記載の
方法に従って実施することができる。さらに、ノーザン
ブロット解析の場合と同様、各試料間のＲＮＡ量の差等
に起因するばらつきを補正する目的で、β－アクチン遺
伝子の発現量を同時に測定しておけば、より精密な評価
を行うことができる。
【００５１】このようにして、被検物質存在下で培養し
た細胞由来の試料と、被検物質非存在下で培養した細胞
由来の試料との間で検出結果を比較し、上記ａ）乃至
ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有する
遺伝子の発現量を低下させた被検物質は高脂血症の治療
または予防剤となり得る。
【００５２】ｉｉ）ランオン・アッセイ（Run-on assa
y、Greenberg, M. E. and Ziff, E.B. (1984) Nature 3
11, 433-438,およびGroudine, M. et al. (1981) Mol. 
CellBiol. 1, 281-288参照）：  本方法は、細胞から核
を単離して目的の遺伝子の転写活性を測定する方法であ
り、これまでに述べたような細胞内のｍＲＮＡを検出す
る方法ではないが、本発明においては「遺伝子の発現量
を検出する方法」に包含される。単離された細胞核を用
いて、試験管内で転写反応を行わせると、核を単離する
前に既に転写が開始されｍＲＮＡ鎖が生成されている途
中のものが伸長していく反応のみが進行する。この反応
時に放射標識したリボヌクレオチドを添加して、伸長し
ていくｍＲＮＡを標識しておき、その中に含まれる、非
標識プローブにハイブリダイズするｍＲＮＡを検出する
ことにより、核を単離した時点における目的の遺伝子の
転写活性を測定することができる。被検物質の影響が最
も顕著に現れる時間のデータを判定に用いるため、培養
細胞に被検物質を添加してから核を単離するまでの時間
について、例えば添加３０分後、１時間後、２時間後、
４時間後、８時間後および２４時間後の細胞から核を単
離してそれぞれアッセイを行うなどの方法をとることが
できる。なお具体的操作方法は、プローブを上記１）の
記載に準じて標識しないものを調製する他は、上記参照
文献の記載に準ずる。このようにして、被検物質存在下
で培養した細胞由来の試料と、被検物質非存在下で培養
した細胞由来の試料との間で検出結果を比較し、上記
ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列
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を有する遺伝子の転写活性を低下させた被検物質は高脂
血症の治療または予防剤となり得る。
【００５３】ｉｉｉ）ＤＮＡチップ解析、ＤＮＡマイク
ロアレイ解析
［１］プローブ取得用試料の調製
まず、被検物質存在下で培養した細胞由来の試料と、被
検物質非存在下で培養した細胞由来の試料のｍＲＮＡを
抽出精製する。ＲＮＡ試料を調製するまでの工程は上記
３）乃至５）記載の通りである。
【００５４】［２］プローブの標識
ＤＮＡチップ解析またはＤＮＡマイクロアレイ解析用の
プローブを作製するための出発材料としては、精製して
いない全ＲＮＡを用いることもできるが、上記５）に記
載された方法で精製されたポリ（Ａ）+ＲＮＡであるこ
とがより好ましい。
【００５５】核酸ハイブリダイゼーションによる検出を
行うにあたり、プローブの標識方法と検出方法について
以下に述べる。
【００５６】アフィメトリクス社製ＤＮＡチップを用い
る解析のためのプローブ：  アフィメトリクス社製ＤＮ
Ａチップに添付されたプロトコールに従い、ビオチン標
識したｃＲＮＡプローブを用いる。
【００５７】ＤＮＡマイクロアレイを用いる解析用のた
めのプローブ：  逆転写酵素反応でポリ（Ａ）+ＲＮＡ
からｃＤＮＡを作製する際に、蛍光色素（例えばＣｙ
３、Ｃｙ５など）で標識されたｄ－ＵＴＰなどを加えて
おくことによりｃＤＮＡを蛍光標識する。このとき、被
検物質存在下で培養した細胞由来の試料と、被検物質非
存在下で培養した細胞由来の試料をそれぞれ異なる色素
で標識しておけば、後のハイブリダイゼーション時には
両者を混合して用いることができる。メンブレンフィル
ターを用いる解析のためのプローブ：  逆転写酵素反応
でポリ（Ａ）+ＲＮＡからｃＤＮＡを作製する際に、放
射性同位元素（例えば32Ｐ、33Ｐ）で標識されたｄ－Ｃ
ＴＰなどを加えておくことによりプローブを標識する。
【００５８】［３］固相化試料
上記工程［２］で得られた標識プローブとハイブリダイ
ズさせるための固相化試料としては、以下のようなもの
を挙げることができる。
【００５９】データベース上のＥＳＴ（expressed sequ
ence tag）配列またはｍＲＮＡ配列をもとに合成したア
ンチセンスオリゴヌクレオチドが固相化された遺伝子チ
ップ（アフィメトリクス社製）（Lipshutz, R. J. et a
l. (1999) Nature genet. 21, suppliment、20-24）：
上記ＥＳＴ配列またはｍＲＮＡ配列は、プローブの調製
に用いた細胞と同種の動物由来のものであることが最も
好ましいが、それに限定されず、例えば近縁種の動物由
来のものも使用可能である。ただし、前述ａ）乃至ｅ）
のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有する遺伝
子、Ｇｅｎｂａｎｋデータベース上に「アンジオポエチ
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ン関連タンパク質３」をコードするヌクレオチド配列と
して公開されている遺伝子、またはそれらのいずれか一
つの部分配列を含む配列が固相化されているものを用い
る。
【００６０】プローブ調製に用いた細胞と同種乃至近縁
の動物の臓器組織（好ましくは肝臓）、もしくは該臓器
組織から単離または株化された細胞から得られたｍＲＮ
Ａより作製されたｃＤＮＡ乃至ＲＴ－ＰＣＲ産物が固相
化されたＤＮＡマイクロアレイまたはメンブレンフィル
ター：これらｃＤＮＡまたはＲＴ－ＰＣＲ産物は、例え
ばｍＲＮＡの材料とした動物のＥＳＴデータベース等の
配列情報をもとに作製されたプライマーで逆転写酵素反
応やＰＣＲを実施することによりクローン化されたもの
である。試料調製のための材料としては、前述ａ）乃至
ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有する
遺伝子、Ｇｅｎｂａｎｋデータベース上に「アンジオポ
エチン関連タンパク質３」をコードするヌクレオチド配
列として公開されている遺伝子を発現している細胞（好
ましくは肝臓由来）を用いる。このｃＤＮＡやＲＴ－Ｐ
ＣＲ産物としては、予め発現量の異なるｍＲＮＡを、サ
ブトラクション法（Diatchenko,L. et al. (1996) Pro
c. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93, 6025-6030）、ディフ
ァレンシャルディスプレイ法（Kato, K. (1995) Nuclei
c Acids Res. 23, 3685-3690）等を利用して選択しなが
ら作製されたものも含む。また、ＤＮＡマイクロアレイ
やフィルターは、検出対象となる遺伝子、すなわちＧｅ
ｎｂａｎｋデータベース上に「アンジオポエチン関連タ
ンパク質３」をコードするヌクレオチド配列として公開
されている遺伝子を含む市販品を利用してもよいし、ス
ポッターを用いて前述ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記
載のヌクレオチド配列を有する遺伝子を固相化したＤＮ
Ａマイクロアレイまたはフィルターを作製することもで
きる（例えば、宝酒造（株）社製、ＧＭＳ４１７アレイ
ヤー等）。
【００６１】この固相化試料に、上記［２］で調製され
たプローブを用いて、同じ条件で別個に、あるいは混合
して同時にハイブリダイズさせる（Brown, P. O. et a
l. (1999) Nature genet. 21, suppliment、33-37）。
【００６２】［４］解析
アフィメトリクス社製ＤＮＡチップを用いる解析の場
合：  アフィメトリクス社製ＤＮＡチップに添付のプロ
トコールに従って、ハイブリダイゼーションおよび解析
を行う。
【００６３】ＤＮＡマイクロアレイを用いる解析の場
合：  例えば、宝酒造（株）社の市販ＤＮＡマイクロア
レイを用いる場合、同社のプロトコールに従いハイブリ
ダイゼーションおよび洗浄を行って、蛍光シグナル検出
機（例えばＧＭＳ４１８アレイスキャナー（宝酒造
（株）社製）等）で蛍光シグナルを検出後、解析を行
う。
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【００６４】フィルターを用いる解析の場合：  ハイブ
リダイゼーションは、本発明が属する技術分野において
周知の方法で行われ得る。例えば、ハイブリダイゼーシ
ョンおよび洗浄を行った後、解析装置（例えば、アトラ
スイメージ（クローンテック社製））を用いて解析を行
う。
【００６５】上記いずれの場合も、同一ロットの固相化
試料に被検物質存在下で培養した細胞由来の試料由来の
プローブと、被検物質非存在下で培養した細胞由来の試
料由来のプローブをそれぞれハイブリダイズさせる。こ
のとき、使用するプローブ以外のハイブリダイゼーショ
ンの条件は同じとする。上記［２］に記載したように、
それぞれのプローブを異なる蛍光色素で標識した場合
は、一つの固相化試料に両プローブの混合物をハイブリ
ダイズさせることもできる（Brown, P. O. et al. (199
9) Nature genet. 21, suppliment、33-37）。
【００６６】解析の結果、被検物質存在下で培養した細
胞由来の試料由来のプローブと、被検物質非存在下で培
養した細胞由来の試料由来のプローブとの間で、固相化
試料の標的遺伝子、すなわち前述ａ）乃至ｅ）のいずれ
か一つに記載のヌクレオチド配列を有する遺伝子または
アンジオポエチン関連タンパク質３をコードするヌクレ
オチド配列を有する遺伝子にハイブリダイズしたプロー
ブ量を測定する。その結果、標的遺伝子にハイブリダイ
ズしたプローブ量を比較して、被検物質存在下で培養し
た細胞由来の試料由来のプローブの方が被検物質非存在
下で培養した細胞由来の試料由来のプローブよりも少な
かった場合、該被検物質は、前述ａ）乃至ｅ）のいずれ
か一つに記載のヌクレオチド配列を有する遺伝子の発現
を抑制する物質であるので、高脂血症の治療または予防
剤となり得る。
【００６７】ｉｖ）その他
上記以外に、被検物質存在下で培養した細胞由来の試料
で、被検物質非存在下で培養した細胞由来の試料に比べ
て前述ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチ
ド配列を有する遺伝子の発現量を低下させる被検物質の
特定を検出する方法として、以下の方法を挙げることが
できる。
【００６８】すなわち、単一の反応において、ＰＣＲを
ハイブリダイゼーションプロービング（以下「プロービ
ング」という）と組み合わせた「Taqman」として知られ
る技術（Holland, P. M. et al. (1991) Proc．Natl．A
cad．Sci．USA 88, 7276-7280）や、単一の反応におい
てＰＣＲをプロービングと組み合わせた方法（Higuchie
t al. Biotechnology，10, 413-417（1992））を利用す
ることもできる。後者の方法では、紫外線で励起される
ことにより蛍光を発する核酸検出試薬である臭化エチジ
ウムをＰＣＲ反応液に添加する。２本鎖ＤＮＡの存在下
で臭化エチジウムの蛍光は増加するので、励起光を照射
したときに検出される蛍光の増加は２本鎖ＰＣＲ産物の
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蓄積に相関し得る。
【００６９】さらに、ＰＣＲによる増幅とプロービング
とを組み合わせた別の方法として、欧州特許出願公開第
０６０１８８９号公報記載の方法を利用することもでき
る。さらに、ライトサイクラーシステム（ロシュ・ダイ
アグノスティクス社製、日本特許公開２０００－３１２
６００号公報参照）を用いてｍＲＮＡ量を定量すること
も可能である。
【００７０】（Ｂ）ポリペプチドの検出
次に、本発明の方法の別の実施態様としては、上記した
遺伝子発現を検出する実施態様において検出対象となっ
た遺伝子がコードするポリペプチドを検出する方法があ
る。この実施態様においては、試料中のポリペプチドを
９６穴プレートのウエル内底面やメンブレン等に固相化
しておいてから、標的のポリペプチドを特異的に認識す
る抗体を用いた検出が行われる。このうち、９６穴プレ
ートを用いるのは一般に固相酵素免疫定量法（ＥＬＩＳ
Ａ法）や放射性同位元素免疫定量法（ＲＩＡ法）と呼ば
れる方法である。一方、メンブレンに固相化する方法と
しては、試料のポリアクリルアミド電気泳動を経てメン
ブレンにポリペプチドを転写する方法（ウエスタンブロ
ット法）か、または直接メンブレンに試料またはその希
釈液を染み込ませる、いわゆるドットブロット法やスロ
ットブロット法が挙げられる。
【００７１】１）試料の調製
上記のようなポリペプチドを検出する実施態様において
用いられる培養細胞の種類に関する条件は、上記した遺
伝子発現を検出する実施態様の場合と同様である。ま
た、哺乳動物個体に被検物質を投与して、その後該動物
個体から採取された血清等を試料として用いる方法も採
用し得る。この場合の好ましい哺乳動物種はヒト、マウ
ス、ラットまたはハムスターが好ましく、ヒトまたはマ
ウスがより好ましい。例えばマウスとしては高脂血症マ
ウスであるＫＫマウスが好ましく用いられるが、本発明
はこれに限定されない。培養細胞の培養条件、被検物質
の投与方法についても、遺伝子発現を検出する実施態様
の場合と同様である。また、高脂血症の治療または予防
剤としての活性を調べようとする被検物質としては、化
合物、微生物の代謝産物、植物や動物組織の抽出物、そ
れらの誘導体またはそれらの混合物等を挙げることがで
きる。
【００７２】本実施態様のための試料を調製するための
材料としては、被検物質存在下または非存在下で培養し
た細胞培養の培養上清または細胞質画分が用いられ得る
が、培養上清が好適である。培養上清は、培養終了後回
収し、必要によりフィルターろ過滅菌処理を経て、ＥＬ
ＩＳＡ／ＲＩＡ用試料やウエスタンブロット用試料の調
製工程に供される。
【００７３】ＥＬＩＳＡ／ＲＩＡ用試料としては、例え
ば回収した培養上清をそのまま使用するか、緩衝液で適
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宜希釈したものを用いる。
【００７４】ウエスタンブロット用（電気泳動用）試料
の調製方法は以下の通りである。まず、例えば培養上清
をトリクロロ酢酸処理して蛋白質を沈殿させ、遠心分離
により沈殿を得る。この沈殿を氷冷したアセトンで洗浄
し、風乾後、ＳＤＳ－ポリアクリルアミド電気泳動用の
２－メルカトルエタノールを含むサンプル緩衝液（バイ
オラッド社製等）に溶解する。
【００７５】ドット／スロットブロットの場合は、例え
ば回収した培養上清そのもの、または緩衝液で適宜希釈
したものを、ブロッティング装置を使用するなどして、
直接メンブレンへ吸着させる。
【００７６】２）試料の固相化
上記のようにして得られた試料中のポリペプチドを特異
的に検出するため、該試料を固相化する。ウエスタンブ
ロット法、ドットブロット法またはスロットブロット法
に用いられるメンブレンとしては、ニトロセルロースメ
ンブレン（例えば、バイオラッド社製等）、ナイロンメ
ンブレン（例えば、ハイボンド－ＥＣＬ（アマシャム・
ファルマシア社製）等）、コットンメンブレン（例え
ば、ブロットアブソーベントフィルター（バイオラッド
社製）等）またはポリビニリデン・ジフルオリド（ＰＶ
ＤＦ）メンブレン（例えば、バイオラッド社製等）等が
挙げられる。
【００７７】電気泳動後のゲルからメンブレンにポリペ
プチドを移す、いわゆるブロッティング方法としては、
ウエット式ブロッティング法（CURRENT PROTOCOLS IN I
MMUNOLOGY volume2 ed by J. E. Coligan, A. M. Kruis
beek, D. H. Margulies, E.M. Shevach, W. Strobe
r）、セミドライ式ブロッティング法（上記CURRENT PRO
TOCOLS IN IMMUNOLOGY volume2 参照）等を挙げること
ができる。ドットブロット法やスロットブロット法のた
めの器材も市販されている（例えば、バイオドット（バ
イオラッド）等）。
【００７８】一方、ＥＬＩＳＡ法／ＲＩＡ法で検出・定
量を行うためには、専用の９６穴プレート（例えば、イ
ムノプレート・マキシソープ（ヌンク社製）等）に試料
またはその希釈液（例えば０．０５％  アジ化ナトリウ
ムを含むリン酸緩衝生理食塩水（以下「ＰＢＳ」とい
う）で希釈したもの）を入れて４℃乃至室温で一晩、ま
たは３７℃で１乃至３時間静置することにより、ウエル
内底面にポリペプチドを吸着させて固相化する。
【００７９】３）抗体
本実施態様に用いられる抗体は、上記（Ａ）のａ）から
ｅ）記載のヌクレオチド配列を含む遺伝子が動物細胞で
発現することにより産生されるポリペプチド、好ましく
は、配列表の配列番号２のアミノ酸番号１７－４５５
（より好ましくは同１９－４５５）に示されるアミノ酸
配列からなるポリペプチドまたはその一部、もしくは配
列番号４のアミノ酸番号１７－４６０に示されるアミノ
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酸配列からなるポリペプチドまたはその一部を特異的に
認識するものである。このような抗体として好適なもの
は例えば、配列表の配列番号２のアミノ酸番号１７－４
５５（より好ましくは、同１９－４５５）に示されるア
ミノ酸配列からなるポリペプチドおよび配列番号４のア
ミノ酸番号１７－４６０に示されるアミノ酸配列からな
るポリペプチドのいずれにも結合するが、他のいかなる
マウスまたはヒト由来のタンパク質とも結合しないよう
な抗体を挙げることができる。
【００８０】本実施態様のための抗体は、常法を用いて
（例えば、新生化学実験講座１、タンパク質１、p.389-
397、1992）、抗原となる蛋白質、あるいはそのアミノ
酸配列から選択される任意のポリペプチドを動物に免疫
し、生体内に産生される抗体を採取、精製することによ
って得ることができる。また、公知の方法（例えば、Ko
hler and Milstein, Nature 256, 495-497, 1975、Kenn
et, R. ed., Monoclonal Antibody p.365-367, 1980, P
renum Press, N.Y.）に従って、本発明の蛋白質に対す
る抗体を産生する抗体産生細胞とミエローマ細胞とを融
合させることによりハイブリドーマを樹立し、モノクロ
ーナル抗体を得ることもできる。
【００８１】本実施態様に用いられる抗体を作製するた
めの抗原としては、配列表の配列番号２のアミノ酸番号
１７－４５５（好ましくは、同１９－４５５）に示され
るアミノ酸配列からなるポリペプチドまたはその少なく
とも６個の連続した部分アミノ酸配列からなるポリペプ
チド、もしくは配列番号４のアミノ酸番号１７－４６０
に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドまたはそ
の少なくとも６個の連続した部分アミノ酸配列からなる
ポリペプチド、あるいはそれらポリペプチドに任意のア
ミノ酸配列や担体が付加された形の誘導体を挙げること
ができるが、好ましくは配列表の配列番号９のアミノ酸
番号１－１４からなるポリペプチドのＣ末端または配列
番号１０のアミノ酸番号１－１４に示されるアミノ酸配
列からなるポリペプチドのＮ末端に、キーホールリンペ
ットヘモシアニンを担体として結合させたものである。
【００８２】配列表の配列番号２のアミノ酸番号１７－
４５５（好ましくは、同１９－４５５）に示されるアミ
ノ酸配列からなるポリペプチドまたは配列番号４のアミ
ノ酸番号１７－４６０に示されるアミノ酸配列からなる
ポリペプチドは、例えば、配列表の配列番号１のヌクレ
オチド番号４７－１４１１に示されるヌクレオチド配列
または配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８－１
４５７に示されるヌクレオチド配列にコードされるポリ
ペプチドを遺伝子操作により宿主細胞に産生させること
によって得ることができる。具体的には、上記ヌクレオ
チド配列を有するＤＮＡを適当なベクターＤＮＡに組み
込むことにより、他の原核生物、または真核生物の宿主
細胞を形質転換させることができる。さらにこれらのベ
クターに適当なプロモーター、および形質発現に関わる
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配列を導入することにより、それぞれの宿主において遺
伝子を発現させることが可能である。
【００８３】原核細胞の宿主としては、例えば、大腸菌
（Escherichia coli）や枯草菌（Bacillus subtilis）
などが挙げられる。目的の遺伝子をこれらの宿主細胞内
で形質転換させるには、宿主と適合し得る種由来のレプ
リコンすなわち複製起点と、調節配列を含んでいるプラ
スミドベクターで宿主細胞を形質転換させる。また、ベ
クターとしては、形質転換細胞に表現形質（表現型）の
選択性を付与することができる配列を有するものが好ま
しい。
【００８４】例えば、大腸菌としてはＫ１２株などがよ
く用いられ、ベクターとしては、一般にｐＢＲ３２２や
ｐＵＣ系のプラスミドが用いられるが、これらに限定さ
れず、公知の各種菌株、およびベクターがいずれも使用
できる。
【００８５】プロモーターとしては、大腸菌において
は、トリプトファン（trp）プロモーター、ラクトース
（lac）プロモーター、トリプトファン・ラクトース（t
ac）プロモーター、リポプロテイン（lpp）プロモータ
ー、ポリペプチド鎖伸張因子Tu（tufB）プロモーター等
が挙げられ、どのプロモーターも目的のポリペプチドの
産生に使用することができる。
【００８６】枯草菌としては、例えば２０７－２５株が
好ましく、ベクターとしてはｐＴＵＢ２２８（Ohmura, 
K. et al. (1984) J. Biochem. 95, 87-93）などが用い
られるが、これに限定されるものではない。枯草菌のα
－アミラーゼのシグナルペプチド配列をコードするＤＮ
Ａ配列を連結することにより、菌体外での分泌発現も可
能となる。
【００８７】真核細胞の宿主細胞には、脊椎動物、昆
虫、酵母などの細胞が含まれ、脊椎動物細胞としては、
例えば、サルの細胞であるＣＯＳ細胞（Gluzman, Y. (1
981) Cell 23, 175-182、ＡＴＣＣ  ＣＲＬ－１６５
０）やチャイニーズ・ハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ細
胞、ＡＴＣＣ  ＣＣＬ－６１）のジヒドロ葉酸還元酵素
欠損株（Urlaub, G. and Chasin, L. A. (1980) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 77, 4126-4220）等がよく用いら
れているが、これらに限定されない。
【００８８】脊椎動物細胞の発現プロモーターとして
は、通常発現しようとする遺伝子の上流に位置するプロ
モーター、ＲＮＡのスプライス部位、ポリアデニル化部
位、および転写終結配列等を有するものを使用でき、さ
らにこれは必要により複製起点を有してもよい。該発現
ベクターの例としては、ＳＶ４０の初期プロモーターを
有するｐＳＶ２ｄｈｆｒ（Subramani, S. et al. (198
1) Mol. Cell. Biol. 1,854-864）等が挙げられるが、
これに限定されない。
【００８９】宿主細胞として、ＣＯＳ細胞を用いる場合
を例に挙げると、発現ベクターとしては、ＳＶ４０複製
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起点を有し、ＣＯＳ細胞において自立増殖が可能であ
り、さらに、転写プロモーター、転写終結シグナル、お
よびＲＮＡスプライス部位を具えたものを用いることが
できる。該発現ベクターは、ジエチルアミノエチル（Ｄ
ＥＡＥ）－デキストラン法（Luthman, H. and Magnusso
n, G. (1983) Nucleic Acids Res, 11, 1295-1308)、リ
ン酸カルシウム－ＤＮＡ共沈殿法（Graham, F. L. and 
van der Eb, A. J. (1973) Virology 52, 456-457）、
および電気パルス穿孔法（Neumann, E. et al. (1982) 
EMBO J. 1, 841-845）などによりＣＯＳ細胞に取り込ま
せることができ、かくして所望の形質転換細胞を得るこ
とができる。また、宿主細胞としてＣＨＯ細胞を用いる
場合には、発現ベクターと共に、抗生物質Ｇ４１８耐性
マーカーとして機能するｎｅｏ遺伝子を発現し得るベク
ター、例えばｐＲＳＶｎｅｏ（Sambrook, J. et al. (1
989) : "Molecular CloningA Laboratory Manual" Cold
 Spring Harbor Laboratory, NY）やｐＳＶ２－ｎｅｏ
（Southern, P. J. and Berg, P. (1982) J. Mol. App
l. Genet. 1, 327-341）などをコ・トランスフェクト
し、Ｇ４１８耐性のコロニーを選択することにより、目
的のポリペプチドを安定に産生する形質転換細胞を得る
ことができる。
【００９０】昆虫細胞を宿主細胞として用いる場合に
は、鱗翅類ヤガ科のSpodoptera frugiperdaの卵巣細胞
由来株化細胞（Ｓｆ－９またはＳｆ－２１）やTrichopl
usia niの卵細胞由来High Five細胞（Wickham, T. J. e
t al, (1992) Biotechnol. Prog. I: 391-396）などが
宿主細胞としてよく用いられ、バキュロウイルストラン
スファーベクターとしてはオートグラファ核多角体ウイ
ルス（ＡｃＮＰＶ）のポリヘドリン蛋白質のプロモータ
ーを利用したｐＶＬ１３９２／１３９３がよく用いられ
る（Kidd, I. M. and V.C. Emery (1993) The use of b
aculoviruses as expression vectors. Applied Bioche
mistry and Biotechnology 42, 137-159)。この他に
も、バキュロウイルスのＰ１０や同塩基性蛋白質のプロ
モーターを利用したベクターも使用できる。さらに、Ａ
ｃＮＰＶのエンベロープ表面蛋白質ＧＰ６７の分泌シグ
ナル配列を目的蛋白質のＮ末端側に繋げることにより、
組換え蛋白質を分泌蛋白質として発現させることも可能
である（Zhe-mei Wang, et al. (1998) Biol. Chem., 3
79, 167-174)。
【００９１】真核微生物を宿主細胞とした発現系として
は、酵母が一般によく知られており、その中でもサッカ
ロミセス属酵母、例えばパン酵母Saccharomyces cerevi
siaeや石油酵母Pichia pastorisが好ましい。該酵母な
どの真核微生物の発現ベクターとしては、例えば、アル
コール脱水素酵素遺伝子のプロモーター（Bennetzen,J.
 L. and Hall, B. D. (1982) J. Biol. Chem. 257, 301
8-3025）や酸性フォスファターゼ遺伝子のプロモーター
（Miyanohara, A. et al. (1983) Proc. Natl. Acad. S
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ci. USA 80, 1-5）などを好ましく利用できる。また、
分泌型蛋白質として発現させる場合には、分泌シグナル
配列と宿主細胞の持つ内在性プロテアーゼあるいは既知
のプロテアーゼの切断部位をＮ末端側に持つ組換え体と
して発現することも可能である。例えば、トリプシン型
セリンプロテアーゼのヒトマスト細胞トリプターゼを石
油酵母で発現させた系では、Ｎ末端側に酵母のαファク
ターの分泌シグナル配列と石油酵母の持つＫＥＸ２プロ
テアーゼの切断部位をつなぎ発現させることにより、活
性型トリプターゼが培地中に分泌されることが知られて
いる（Andrew, L. Niles,et al. (1998) Biotechnol.Ap
pl. Biochem. 28,125-131)。
【００９２】上記のようにして得られる形質転換体は、
常法に従い培養することができ、該培養により細胞内、
または細胞外に目的のポリペプチドが産生される。該培
養に用いられる培地としては、採用した宿主細胞に応じ
て慣用される各種のものを適宜選択でき、例えば、上記
ＣＯＳ細胞であれば、ＲＰＭＩ１６４０培地やダルベッ
コ改変イーグル培地（以下「ＤＭＥＭ」という）などの
培地に、必要に応じウシ胎児血清などの血清成分を添加
したものを使用できる。
【００９３】上記培養により、形質転換体の細胞内また
は細胞外に産生される組換え蛋白質は、該蛋白質の物理
的性質や化学的性質などを利用した各種の公知の分離操
作法により分離・精製することができる。該方法として
は、具体的には例えば、通常の蛋白沈殿剤による処理、
限外濾過、分子ふるいクロマトグラフィー（ゲル濾
過）、吸着クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグ
ラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、高速液
体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）などの各種液体クロ
マトグラフィー、透析法、これらの組合せなどを例示で
きる。また、発現させる組換え蛋白質に６残基からなる
ヒスチジンを繋げることにより、ニッケルアフィニティ
ーカラムで効率的に精製することができる。上記方法を
組み合わせることにより容易に高収率、高純度で本発明
のポリペプチドを大量に製造できる。
【００９４】上記のようにして得られる抗体は、ＲＩＡ
法、ＥＬＩＳＡ法、蛍光抗体法、受身血球凝集反応法な
どの各種免疫学的測定法や免疫組織染色などに用いるこ
とができる。
【００９５】４）検出
上記３）記載の方法で得られる抗体は、それを直接標識
するか、または該抗体を一次抗体とし、該抗体を特異的
に認識する（抗体を作製した動物由来の抗体を認識す
る）標識二次抗体と協同で検出に用いられる。
【００９６】標識の種類として好ましいものは酵素（ア
ルカリホスファターゼまたは西洋ワサビペルオキシダー
ゼ）またはビオチン（ただし二次抗体のビオチンにさら
に酵素標識ストレプトアビジンを結合させる操作が加わ
る）であるが、これらに限定されない。標識二次抗体
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（または標識ストレプトアビジン）を使用する方法のた
めの、予め標識された抗体（またはストレプトアビジ
ン）は種々のものが市販されている。ＲＩＡの場合はＩ
125等の放射性同位元素で標識された抗体を用い、測定
は液体シンチレーションカウンター等を用いて行う。
【００９７】これら標識された酵素の活性を検出するこ
とにより、抗原であるポリペプチドの量が測定される。
アルカリホスファターゼまたは西洋ワサビペルオキシダ
ーゼの場合、それら酵素の触媒により発色する基質や発
光する基質が市販されている。
【００９８】発色する基質を用いた場合、ウエスタンブ
ロット法やドット／スロットブロット法においては目視
で検出できる。ＥＬＩＳＡ法においては、好ましくは市
販のマイクロプレートリーダーを用いて各ウエルの吸光
度（測定波長は基質により異なる）を測定することによ
り定量する。また好ましくは上記３）において抗体作製
のために使用した抗原の希釈系列を調製し、これを標準
抗原試料として他の試料と同時に検出操作を行って、標
準抗原濃度と測定値をプロットした標準曲線を作成する
ことにより、他の試料中の抗原濃度を定量することが可
能である。
【００９９】一方、発光する基質を使用した場合は、ウ
エスタンブロット法やドット／スロットブロット法にお
いてはＸ線フィルムまたはイメージングプレートを用い
たオートラジオグラフィーや、インスタントカメラを用
いた写真撮影により検出することができ、デンシトメト
リーやＢＡＳ２０００ＩＩシステムを利用した定量も可
能である。また、ＥＬＩＳＡ法で発光基質を用いる場合
は、発光マイクロプレートリーダー（例えば、バイオラ
ッド社製等）を用いて酵素活性を測定する。
【０１００】５）測定操作
ｉ）ウエスタンブロット、ドットブロットまたはスロッ
トブロットの場合
まず、抗体の非特異的吸着を阻止するため、予めメンブ
レンをそのような非特異的吸着を阻害する物質（スキム
ミルク、ウシ血清アルブミン、ゼラチン、ポリビニルピ
ロリドン等）を含む緩衝液中に一定時間浸しておく操作
（ブロッキング）を行う。ブロッキング溶液の組成は、
例えば５％  スキムミルク、０．０５乃至０．１％  ツ
イーン２０を含むリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）また
はトリス緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）が用いられる。スキ
ムミルクの代わりに、１乃至１０％のウシ血清アルブミ
ン、０．５乃至３％のゼラチンまたは１％のポリビニル
ピロリドン等を用いてもよい。ブロッキングの時間は、
４℃で１６乃至２４時間、または室温で１乃至３時間で
ある。
【０１０１】次に、メンブレンを０．０５乃至０．１％
  ツイーン２０を含むＰＢＳまたはＴＢＳ（以下「洗浄
液」という）で洗浄して余分なブロッキング溶液を除去
した後、上記３）記載の方法で作製された抗体を洗浄液
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で適宜希釈した溶液中に一定時間浸して、抗体をメンブ
レン上の抗原に結合させる。このときの抗体の希釈倍率
は、例えば上記３）記載の組換え抗原を段階希釈したも
のを試料とした予備のウエスタンブロッティング実験を
行って決定することができる。この抗体反応操作は、好
ましくは室温で１時間行う。抗体反応操作終了後、メン
ブレンを洗浄液で洗浄する。ここで、用いた抗体が標識
されたものである場合は、ただちに検出操作を行うこと
ができる。未標識の抗体を用いた場合には、引き続いて
二次抗体反応を行う。標識二次抗体は、例えば市販のも
のを使用する場合は洗浄液で２０００乃至２００００倍
に希釈して用いる（添付の指示書に好適な希釈倍率が記
載されている場合は、その記載に従う）。一次抗体を洗
浄除去した後のメンブレンを二次抗体溶液に室温で１乃
至３時間浸し、洗浄液で洗浄してから、標識方法に合わ
せた検出操作を行う。洗浄操作は、例えばまずメンブレ
ンを洗浄液中で１５分間振盪してから、洗浄液を新しい
ものに交換して５分間振盪した後、再度洗浄液を交換し
て５分間振盪することにより行う。必要に応じてさらに
洗浄液を交換して洗浄してもよい。
【０１０２】ｉｉ）ＥＬＩＳＡ／ＲＩＡ
まず、上記２）の方法で試料を固相化させたプレートの
ウェル内底面への抗体の非特異的吸着を阻止するため、
ウエスタンブロットの場合と同様、予めブロッキングを
行っておく。ブロッキングの条件については、ウエスタ
ンブロットの項に記載した通りである。
【０１０３】次に、ウェル内を０．０５乃至０．１％  
ツイーン２０を含むＰＢＳまたはＴＢＳ（以下「洗浄
液」という）で洗浄して余分なブロッキング溶液を除去
した後、上記３）記載の方法で作製された抗体を洗浄液
で適宜希釈した溶液を分注して一定時間インキュベーシ
ョンし、抗体を抗原に結合させる。このときの抗体の希
釈倍率は、例えば上記３）記載の組換え抗原を段階希釈
したものを試料とした予備のＥＬＩＳＡ実験を行って決
定することができる。この抗体反応操作は、好ましくは
室温で１時間程度行う。抗体反応操作終了後、ウェル内
を洗浄液で洗浄する。ここで、用いた抗体が標識された
ものである場合は、ただちに検出操作を行うことができ
る。未標識の抗体を用いた場合には、引き続いて二次抗
体反応を行う。標識二次抗体は、例えば市販のものを使
用する場合は洗浄液で２０００乃至２００００倍に希釈
して用いる（添付の指示書に好適な希釈倍率が記載され
ている場合は、その記載に従う）。一次抗体を洗浄除去
した後のウェルに二次抗体溶液を分注して室温で１乃至
３時間インキュベーションし、洗浄液で洗浄してから、
標識方法に合わせた検出操作を行う。洗浄操作は、例え
ばまずウェル内に洗浄液を分注して５分間振盪してか
ら、洗浄液を新しいものに交換して５分間振盪した後、
再度洗浄液を交換して５分間振盪することにより行う。
必要に応じてさらに洗浄液を交換して洗浄してもよい。
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【０１０４】また本発明において、いわゆるサンドイッ
チ法のＥＬＩＳＡは例えば以下に記載する方法により実
施することができる。まず、配列表の配列番号２のアミ
ノ酸番号１７－４５５（好ましくは、同１９－４５５）
に示されるアミノ酸配列および配列番号４のアミノ酸番
号１７－４６０に示されるアミノ酸配列のいずれか一つ
において、親水性に富む領域を２箇所選んで、それぞれ
の領域中のアミノ酸６残基以上からなる部分ペプチドを
合成し、該部分ペプチドを抗原とした２種類の抗体を取
得する。このうち一方の抗体を上記４）記載のように標
識しておく。標識しなかった方の抗体は、上記２）記載
の方法に準じて９６穴ＥＬＩＳＡ用プレートのウェル内
底面に固相化する。ブロッキングの後、試料液をウェル
内に入れて常温で１時間インキュベーションする。ウェ
ル内を洗浄後、標識した方の抗体希釈液を各ウェルに分
注してインキュベーションする。再びウェル内を洗浄
後、標識方法に合わせた検出操作を行う。
【０１０５】６）  評価
以上に記載した方法で、被検物質存在下で培養した細胞
由来の試料と、被検物質非存在下で培養した細胞由来の
試料との間で検出結果を比較し、その結果上記３）記載
の方法で作製された抗体が特異的に結合するポリペプチ
ドの産生量を低下させた被検物質は、高脂血症の治療ま
たは予防剤となり得る。また、上記３）記載の方法で作
製された抗体、およびその他上記の一連の方法に用いら
れる試薬をまとめることにより、高脂血症の治療または
予防剤を試験するためのキットが提供される。
【０１０６】本発明の方法において検出の対象となるポ
リペプチドは、上記の抗体作製用の抗原を得る方法の記
載に従って得られる他、配列表の配列番号１のヌクレオ
チド番号４７－１４１１に示されるヌクレオチド配列ま
たは配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７８－１４
５７に示されるヌクレオチド配列を有するＤＮＡを組み
込んだアデノウイルスベクターを利用して動物細胞に産
生させることもできる。そのような組換えアデノウイル
スベクターを構築する方法として、市販のキット（例え
ば、アデノウイルス・エクスプレッション・ベクター・
キット、宝酒造（株）社製）を用いる方法を例示でき
る。本発明の方法において検出対象となる遺伝子が哺乳
動物の血中中性脂肪濃度と密接に相関していることは、
例えば上記のようにして得られる組換えアデノウイルス
ベクターを有する組換えアデノウイルスを哺乳動物、例
えばマウスに感染させて、該組換えアデノウイルスベク
ターが保持する遺伝子を発現させると、血中中性脂肪濃
度の上昇が観察されること、および先天性低脂血症マウ
スにおいて配列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７
－１４１１に示されるヌクレオチド配列を有する遺伝子
の発現量が高脂血症マウスよりも少ないことから証拠付
けられる。
【０１０７】また、遺伝子操作によって得られる、上記
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ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列
を含む外来遺伝子が、該遺伝子を高発現することができ
るように導入されている非ヒト動物を用いた高脂血症の
治療または予防剤の試験方法も本発明に包含される。こ
の方法で用いられる動物は、例えば、上記組換えアデノ
ウイルスを感染させたＫＫ／Ｓａｎマウスや、配列表の
配列番号１のヌクレオチド番号４７－１４１１に示され
るヌクレオチド配列または配列表の配列番号３のヌクレ
オチド番号７８－１４５７に示されるヌクレオチド配列
を有するＤＮＡをマウスに導入したトランスジェニック
マウス等であるが、これらに限定されない。
【０１０８】トランスジェニック動物は、動物から受精
卵を取得し、遺伝子導入の後、偽妊娠動物に移植し発生
させることにより得ることができ、その手順について
は、既に確立されている方法に従うことができる［発生
工学実験マニュアル（野村達次監修、勝木元也  編、19
87年刊）、マウス胚の操作マニュアル（"Manipulating 
the Mouse Embryo, A Laboratory Manual" B. Hogan, 
F. Costantini and E.Lacy著、山内一也、豊田裕、森庸
厚、岩倉洋一郎  訳、1989年刊）、特公平５－４８０９
３号公報等参照］。具体的には、例えばマウスの場合、
まず雌マウス（血中中性脂肪濃度が通常より低いマウス
であることが好ましく、例えばＫＫ／Ｓａｎマウスが好
ましいがそれに限定されない）に排卵誘起剤を投与後、
同系統の雄と交配し、翌日雌マウスの卵管より前核受精
卵を採取する。次いで、導入するＤＮＡ断片溶液を微小
ガラス管を用いて受精卵の前核に注入する。なお、導入
する遺伝子を動物細胞内で発現させるための、プロモー
ターやエンハンサー等の調節遺伝子としては、導入され
た動物の細胞内で機能するものであればいずれも使用す
ることができる。ＤＮＡを注入した受精卵は、偽妊娠仮
親雌マウス（Ｓｌｃ：ＩＣＲ等）の卵管に移植し、約２
０日後に自然分娩又は帝王切開により出生させる。この
ようにして得られた動物が導入した遺伝子を保持してい
ることを確認する方法としては、該動物の尾等からＤＮ
Ａを抽出し、該ＤＮＡを鋳型として導入遺伝子に特異的
なセンスおよびアンチセンスプライマーを用いたＰＣＲ
を行う方法、該ＤＮＡを数種の制限酵素で消化後ゲル電
気泳動し、ゲル中のＤＮＡをニトロセルロース膜やナイ
ロン膜等にブロッティングしたものについて導入遺伝子
の全部または一部を標識したものをプローブとしたサザ
ンブロット解析を行なう方法等を挙げることができる。
また、導入された遺伝子が実際に動物体内で発現してい
るか否かは、末梢血中の中性脂肪濃度を測定することに
より確認することができる。導入された遺伝子が実際に
動物体内で発現している場合は、遺伝子を導入しない動
物よりも血中中性脂肪濃度が高くなる。
【０１０９】そのようにして得られた遺伝子導入動物に
被検物質を投与して、血中中性脂肪濃度を低下させる物
質を選択する（好ましくは、遺伝子導入しない動物にも
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被検物質を投与して結果を比較し、遺伝子導入した動物
で顕著に血中中性脂肪濃度を低下させる物質を選択す
る）。この方法では、導入された遺伝子の発現を抑制ま
たは阻害する物質のみならず、該遺伝子にコードされる
ポリペプチド自体の機能や、該ポリペプチドと相互作用
して該ポリペプチドの機能発現に寄与する因子（例え
ば、レセプター）等、該ポリペプチドの作用による血中
中性脂肪濃度の上昇に関わる生体反応のいずれかを阻害
する物質を見出すことができる。そのような物質も高脂
血症の治療または予防剤となり得る。
【０１１０】本発明はまた、本発明の方法において検出
対象とするポリペプチド（以下、単に「検出対象ポリペ
プチド」という）に特異的に結合する、抗体以外のポリ
ペプチド、すなわち検出対象ポリペプチドのレセプター
に関する。該レセプターが細胞膜に存在する蛋白質であ
る場合は、該レセプターは例えば以下に記載する方法に
従ってクローニングすることができる。まず、配列表の
配列番号１のヌクレオチド番号４７から１４１１に示さ
れるヌクレオチド配列または配列表の配列番号３のヌク
レオチド番号７８から１４５７に示されるヌクレオチド
配列からなるＤＮＡを哺乳動物細胞で発現可能な組換え
ベクターを構築し、ＣＯＳ－１に導入してその培養上清
を回収し、検出対象ポリペプチドの組換えポリペプチド
を精製する。得られた組換えポリペプチドはフルオレセ
イン・イソチオシアネート（以下「ＦＩＴＣ」という）
で標識しておく。次に、種々の哺乳動物組織由来の培養
細胞に標識組換えポリペプチドを添加して、標識組換え
ポリペプチドが細胞膜上に特異的に結合する細胞、すな
わちレセプターを発現する細胞を同定する。同定された
細胞由来のｃＤＮＡライブラリーを哺乳動物細胞で発現
可能なベクター中に組み込み、レセプターを発現しない
細胞（好ましくはＣＯＳ－１またはＣＨＯ細胞、より好
ましくはＣＨＯ細胞）で発現させる。このｃＤＮＡライ
ブラリーを発現させた細胞に上記のＦＩＴＣ標識した組
換えポリペプチドを添加し、一定時間培養後、細胞を回
収して、セルソーターでＦＩＴＣ標識された組換えポリ
ペプチドが結合した細胞を選別する。得られた細胞から
導入されたｃＤＮＡをＰＣＲ等によりクローニングす
る。必要に応じ、以上の操作を繰り返して、最終的にＦ
ＩＴＣ標識組換えポリペプチドに特異的に結合するレセ
プターをコードするｃＤＮＡをクローニングする。また
レセプター自体は、このようにしてクローン化された細
胞から回収することができる。
【０１１１】このようにして、検出対象ポリペプチドの
レセプターをコードするｃＤＮＡが得られれば、そのｃ
ＤＮＡライブラリーの材料となった細胞を利用して、さ
らに検出対象ポリペプチドと該レセプターとの相互作用
を阻害する物質や、該レセプターに結合することによっ
て検出対象ポリペプチドと同様の機能を発揮する物質、
あるいは検出対象ポリペプチドと該レセプターとの相互
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作用によって開始されるシグナル伝達を阻害する物質の
スクリーニングに利用することができる。具体的には、
例えばマウスゲノムＤＮＡを制限酵素消化等により適宜
断片化して、それらの一端に緑色蛍光タンパク質（gree
n-fluorescent protein：レポーターアッセイ用のベク
ターとしてｐＥＧＦＰ－１（クロンテック社製）が市販
されている）をコードするＤＮＡが連結されたベクター
を、上記ｃＤＮＡライブラリーの材料となった細胞に導
入する。この細胞の培養中に、検出対象ポリペプチドの
組換えポリペプチド（標識しないもの）を添加して、緑
色蛍光タンパク質を産生する細胞をセルソーターで選別
する。選別された細胞は該組換えポリペプチドの存在下
で緑色蛍光タンパク質を産生する。この細胞を９６穴培
養プレートに１ウェルあたりの細胞数がほぼ同じになる
ように培養し、被検物質のみを添加するか、あるいは該
組換えポリペプチドと被検物質を同時添加して一定時間
培養した後、蛍光プレートリーダー等を用いて緑色蛍光
タンパク質の産生量を測定する。被検物質単独で培養し
たときに緑色蛍光タンパク質の産生を引き起こす場合、
該物質は検出対象ポリペプチドのアゴニストと考えられ
る。一方、該組換えポリペプチドと被検物質を同時添加
したウェルにおける緑色蛍光タンパク質の産生量が、該
組換えポリペプチド単独添加のウェルよりも少ない場
合、該物質は検出対象ポリペプチドのアンタゴニストま
たは該ポリペプチドのシグナル伝達阻害剤であり、高脂
血症の治療または予防剤として有用であると考えられ
る。
【０１１２】このようにして得られたアンタゴニストが
タンパク質またはペプチドである場合、該タンパク質ま
たはペプチドをコードするヌクレオチド配列を有するポ
リヌクレオチドは、高脂血症の遺伝子治療に用いること
ができる。そのようなポリヌクレオチドは、例えば同定
されたアンタゴニストタンパク質またはポリペプチドの
アミノ酸配列を解析し、該アミノ酸配列をコードするヌ
クレオチド配列からなるオリゴヌクレオチドプローブを
合成して種々のｃＤＮＡライブラリーやゲノムライブラ
リーのスクリーニングを行うことにより取得できる。ま
た、アンタゴニスト活性を有するぺプチドが、ランダム
に合成された人工ペプチドライブラリー由来である場合
は、該ペプチドのアミノ酸配列をコードするヌクレオチ
ド配列からなるＤＮＡを化学合成する。遺伝子治療にお
いては、そのようにして得られたアンタゴニストをコー
ドするポリヌクレオチドを、例えばウイルスベクターに
組み込んで、該組換えウイルスベクターを有するウイル
ス（無毒化されたもの）を患者に感染させる。患者体内
ではアンタゴニストが産生され、配列表の配列番号４に
示すアミノ酸配列からなるポリペプチドの機能を阻害す
るので、血中の中性脂肪濃度を低減することができる。
【０１１３】遺伝子治療剤を細胞内に導入する方法とし
ては、ウイルスベクターを利用した遺伝子導入方法、あ
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るいは非ウイルス性の遺伝子導入方法（日経サイエン
ス,1994年4月号,20-45頁、実験医学増刊,12(15)(199
4)、実験医学別冊「遺伝子治療の基礎技術」,羊土社（1
996））のいずれの方法も適用することができる。
【０１１４】ウイルスベクターによる遺伝子導入方法と
しては、例えばレトロウイルス、アデノウイルス、アデ
ノ関連ウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイル
ス、ポックスウイルス、ポリオウイルス、シンビスウイ
ルス等のＤＮＡウイルスまたはＲＮＡウイルスに、ＴＲ
４あるいは変異ＴＲ４をコードするＤＮＡを組み込んで
導入する方法が挙げられる。このうち、レトロウイル
ス、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、ワクシニア
ウイルスを用いた方法が、特に好ましい。非ウイルス性
の遺伝子導入方法としては、発現プラスミドを直接筋肉
内に投与する方法（ＤＮＡワクチン法）、リポソーム
法、リポフェクチン法、マイクロインジェクション法、
リン酸カルシウム法、エレクトロポレーション法等が挙
げられ、特にＤＮＡワクチン法、リポソーム法が好まし
い。
【０１１５】また遺伝子治療剤を実際に医薬として作用
させるには、ＤＮＡを直接体内に導入するインビボ（in
 vivo）法およびヒトからある種の細胞を取り出し体外
でＤＮＡを該細胞に導入し、その細胞を体内に戻すエク
スビボ（ex vivo）法がある（日経サイエンス,1994年4
月号,20-45頁、月刊薬事,36(1),23-48（1994）、実験医
学増刊, 12 (15)(1994)）。
【０１１６】例えば、該遺伝子治療剤がインビボ法によ
り投与される場合は、疾患、症状等に応じ、静脈、動
脈、皮下、皮内、筋肉内等、適当な投与経路により投与
される。またインビボ法により投与する場合は、該遺伝
子治療剤は一般的には注射剤等とされるが、必要に応じ
て慣用の担体を加えてもよい。また、リポソームまたは
膜融合リポソーム（センダイウイルス－リポソーム等）
の形態にした場合は、懸濁剤、凍結剤、遠心分離濃縮凍
結剤等のリポソーム製剤とすることができる。
【０１１７】配列表の配列番号３のヌクレオチド番号７
８－１４５７に示されるヌクレオチド配列の部分配列に
相補的なヌクレオチド配列は、いわゆるアンチセンス治
療に用いることができる。アンチセンス分子は、配列表
の配列番号３のヌクレオチド番号７８－１４５７に示さ
れるヌクレオチド配列の一部に相補的な、通常１５乃至
３０ｍｅｒからなるＤＮＡ、もしくはそのホスホロチオ
エート、メチルホスホネートまたはモルフォリノ誘導体
などの安定なＤＮＡ誘導体、２’－Ｏ－アルキルＲＮＡ
などの安定なＲＮＡ誘導体として用いられ得る。そのよ
うなアンチセンス分子を、微量注入、リポソームカプセ
ル化により、あるいはアンチセンス配列を有するベクタ
ーを利用して発現させるなど、本発明の技術分野におい
て周知の方法で、細胞に導入することができる。このよ
うなアンチセンス療法は、配列表の配列番号３のヌクレ
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オチド番号７８－１４５７に示されるヌクレオチド配列
がコードするタンパク質の活性を減少させることが有用
な病気、特に、高脂血症の治療に有用である。
【０１１８】上記アンチセンスオリゴヌクレオチドを含
む医薬として有用な組成物は、医薬として許容できる担
体の混合などの公知の方法によって製造され得る。この
ような担体と製造方法の例は、レミントンのPharmaceut
ical Sciencesに記載されている。そして、配列番号３
のヌクレオチド番号７８－１４５７に示されるヌクレオ
チド配列を含む遺伝子の発現やその遺伝子産物の活性に
異常の認められる高脂血症の治療に十分な量を各人に投
与される。その有効量は、各人の状態、体重、性別、及
び年齢などの種々の因子や、皮下、局所、経口、及び筋
肉内といった投与方法の違いによって変化し得る。例え
ば、静脈注射する場合には、０．０２乃至０．２ｍｇ／
ｋｇ／時間で２時間、また、皮下投与の場合には、１乃
至２００ｍｇ／ｍ2／日のように変化し得る。
【０１１９】
【実施例】  以下、実施例をもって本発明をさらに詳し
く説明するが、本発明はこれらに限定されるものではな
い。なお、下記実施例において、遺伝子操作に関する各
操作は特に明示がない限り、「モレキュラークローニン
グ（MolecularCloning）」［Sambrook, J.,Fritsch, E.
F.およびManiatis, T. 著、Cold Spring Harbor Labora
tory Pressより1989年に発刊］に記載の方法により行う
か、または、市販の試薬やキットを用いる場合には市販
品の指示書に従って使用した。
【０１２０】参考例１．  ｃＤＮＡのクローニング
マウス肝臓を材料として、下記の方法に従って配列表の
配列番号１に示されるヌクレオチド配列を有するｃＤＮ
Ａを取得した。
【０１２１】ａ）マウス肝臓からのｍＲＮＡの抽出
９週齢のＫＫマウス（雄、浜松医科大学付属動物実験施
設より入手）２匹より解剖して肝臓を摘出後、速やかに
液体窒素中に入れて急速凍結させた。この重量を測定
し、３．１ｇを乳鉢上で液体窒素存在下で粉砕した。
５．５Ｍ  グアニジンチオシアネート（以下ＧＴ）緩衝
液（５．５Ｍ  グアニジンチオシアネート、２５ｍＭ  
クエン酸ナトリウム（ｐＨ７．０）、０．５％  サルコ
シル、０．２Ｍ  β－メルカプトエタノール）（３０ｍ
ｌ）を加え、乳棒で破砕し、新たにＧＴ緩衝液（１０ｍ
ｌ）を加え、乳棒で破砕後、溶解液を回収した。また、
ＧＴ緩衝液（２０ｍｌ）で乳鉢を洗浄しこの溶液も回収
した。３６ｍｌの回収液を３０００ｒｐｍ、１０℃で１
０分間遠心後、上清を新しいチューブに移し、各々１８
ゲージの注射針で２０回吸引排出を繰り返した。次にセ
シウム・トリフルオロ酢酸（ＣｓＴＦＡ）を用いた密度
勾配遠心による全ＲＮＡの分離を行った。ＣｓＴＦＡ原
液（１９ｍｌ）をリボヌクレアーゼ不含再蒸留水（１
８．９２４ｍｌ）で希釈し、この希釈液（６．１８ｍ
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ｌ）を６本の１３ＰＡ（ベックマン製）チューブに入
れ、先に回収したサンプル（１チューブあたり５．２ｍ
ｌ）を重層した。このものをスイングローター（日立工
機（株）社製Ｐ４０ＳＴ）を用い超遠心機（日立ＳＣＰ
７０Ｈ型）で３００００ｒｐｍ（約１２５０００ｇ）、
２０℃で２０．５時間遠心した後、上清を除去して得ら
れたペレットをｍＲＮＡ精製キット（アマシャム・ファ
ルマシア社製クイックプレップｍＲＮＡ精製キット）添
付の抽出緩衝液  ３．３ｍｌに懸濁した。ｍＲＮＡの精
製は該精製キットを添付プロトコールに従って用いるこ
とにより行った。このようにして得られた５μｇのｍＲ
ＮＡを鋳型とし、ｃＤＮＡライブラリー作製キット（ス
トラタジーン社製ＺＡＰエクスプレス・ｃＤＮＡ・ギガ
パックＩＩＩゴールド・クローニングキット）をその添
付プロトコールに従って用いることにより、λファージ
ｃＤＮＡライブラリーを作製した。
【０１２２】ｂ）ｃＤＮＡライブラリーの１次スクリー
ニング
上記ａ）記載の方法で得られたλファージｃＤＮＡライ
ブラリーを感染させた大腸菌を、直径９ｃｍの培養シャ
ーレに作成した寒天培地プレート（ＮＺＹ培地：０．５
％  塩化ナトリウム、０．２％  硫酸マグネシウム７水
和物、０．５％イーストエキストラクト、１％  カゼイ
ン加水分解物、１．５％  寒天）に、プレート１枚あた
り１．８×１０5個のプラークが形成されるように分散
させ、３７℃で８時間培養した。このプラーク形成され
た寒天培地の１４ヶ所について、２５０μｌ用の広径ピ
ペットチップ（ＲＡＩＮＩＮ社製）の底部を用いて寒天
培地をプラークごと抜き取り、それら寒天培地片をそれ
ぞれ１００μｌのＳＭ緩衝液（０．１Ｍ  塩化ナトリウ
ム、８ｍＭ  硫酸マグネシウム、５０ｍＭ  トリス－塩
酸（ｐＨ７．５）、０．０１％  ゼラチン）の入ったプ
ラスチック遠心管に入れ、ボルテックスミキサーを用い
て激しく混濁させてから４℃で１～２時間放置した後、
１２０００×ｇで５分間遠心分離して上清を回収し、フ
ァージ懸濁液とした。
【０１２３】一方、ＰＣＲに用いるプライマーとして、
下記のヌクレオチド配列：
プライマー１：5'- gactgatcaa atatgttgag ctt -3'
（配列表の配列番号５）；
およびプライマー２：5'- tgcatccaga gtggatccag a -
3'（配列表の配列番号６）
を有するオリゴヌクレオチドを、自動ＤＮＡ合成機（モ
デル３９４：（株）パーキンエルマージャパン・アプラ
イドバイオシステムズ事業部製）を用い、ホスホアミダ
イト法（Matteucci, M. D., and Caruthers, M. H. (19
81) J. Am. Chem.Soc. 103, 3185-3191）に従って合成
した。
【０１２４】上記のようにして得られたファージ懸濁液
５μｌを、２．５μｌの１０×ＰＣＲ用緩衝液（宝酒造
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（株）社製のＴａｑポリメラーゼに添付）、４μｌのｄ
ＮＴＰ混液（各２．５ｍＭ、宝酒造（株）社製のＴａｑ
ポリメラーゼに添付）、各１μｌの各７．５μＭに調整
した上記プライマー１および２、０．２５μｌのＴａｑ
ポリメラーゼ（宝酒造（株）社製）、１１．２５μｌの
滅菌水と混和し、まず９４℃で５分加熱した後、引き続
き９４℃で３０秒、５５℃で３０秒、７２℃で３０秒の
温度サイクルを３０回繰り返し、最後に７２℃で７分間
保温してから、４℃に保存した。反応物は４％のアガロ
ースゲル（ＮｕＳｉｅｖｅ  ３：１アガロース（ＦＭＣ
バイオプロダクツ社製）で調製した）で電気泳動して、
特異的断片の増幅を解析した。このようにして１４のフ
ァージ懸濁液をスクリーニングした結果、目的のｃＤＮ
Ａの断片が特異的に増幅される２つの陽性サンプルを得
た。
【０１２５】ｃ）２次スクリーニング
マウスゲノムＤＮＡ（クローンテック社製）１００ｎｇ
を鋳型にして上記ｂ）に記載した条件でＰＣＲを行い、
アガロース電気泳動を行って増幅されたＤＮＡ断片を回
収した。このＤＮＡ断片を鋳型として、マルチプライム
ＤＮＡラベリングシステム（アマシャム・ファルマシア
社）を用いて32Ｐで標識されたＤＮＡ断片を生成する反
応を行った後、反応液をニックカラム（アマシャム・フ
ァルマシア社製）に注入した。このカラムに４００μｌ
のＴＥ（１０ｍＭ  トリス－塩酸（ｐＨ７．５）、１ｍ
Ｍ  ＥＤＴＡ）を流して一回洗浄し、さらに４００μｌ
のＴＥを流して溶出液を回収した。この溶出画分全量を
以下の２次スクリーニングに標識プローブとして用い
た。
【０１２６】一方、上記ｂ）で陽性と判定されたファー
ジ懸濁液をＳＭ緩衝液で１００倍希釈し、そのうち２μ
ｌ分のファージを感染させた大腸菌を、直径９ｃｍの培
養シャーレに作成した寒天培地プレートに分散させ、３
７℃で８時間培養した。このプラーク形成された寒天培
地上に、シャーレ内径に合わせた円形のナイロンメンブ
レン（アマシャム・ファルマシア社製、ハイボンドＮ
＋）をのせて、４℃にて５分間放置することによりプラ
ークを移しとった。１８Ｇの注射針を用いてメンブレン
の３ヶ所を寒天培地まで貫通することにより位置合わせ
用の目印をつけた後、メンブレンを剥がしてアルカリ溶
液（１．５Ｍ  塩化ナトリウム、０．５Ｍ水酸化ナトリ
ウム）に２分間、次いで中和溶液（１．５Ｍ  塩化ナト
リウム、０．５Ｍ  トリス－塩酸（ｐＨ８．０））に５
分間、さらに２×ＳＳＣ、０．２Ｍ  トリス－塩酸（ｐ
Ｈ７．５）を含む溶液に３０秒間浸した後、室温で完全
に風乾させた。
【０１２７】このメンブレンを２０ｍｌのハイブリダイ
ゼーション溶液（ExpressHyb Hybridization Solutio
n、クローンテック社製）中で６８℃、１時間インキュ
ベーション（プレハイブリダイゼーション）した後、標
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識プローブを含む８ｍｌのハイブリダイゼーション溶液
に交換して６８℃、６時間インキュベーションした。次
いで、このメンブレンを２×ＳＳＣ、０．０５％  ＳＤ
Ｓを含む溶液で、室温下、１５分間緩やかに振盪しなが
ら洗浄する操作を３回繰り返した後、さらに０．１×Ｓ
ＳＣ、０．１％  ＳＤＳを含む溶液で５０℃、３０分間
洗浄する操作を３回繰り返した。
【０１２８】洗浄後のメンブレンについてオートラジオ
グラフィーを行い、陽性と認められた位置の元のプラー
クを寒天培地から回収して、そのファージ懸濁液につい
て上記ｂ）に記載した条件でＰＣＲを実施した結果、陽
性プラーク試料１０個中６個においてＤＮＡ断片の特異
的増幅が認められた。
【０１２９】このうちもっとも強く増幅が認められた試
料のファージ懸濁液について、ＺＡＰエクスプレス・ｃ
ＤＮＡ・ギガパックＩＩＩゴールド・クローニングキッ
ト（ストラタジーン社製）に添付されたヘルパーファー
ジおよび宿主菌を用いて、該キットに添付のプロトコー
ルに従ってインビボ切り出し（In Vivo Excision）を行
い、寒天培地上にファージミドを含む大腸菌コロニーを
形成させた。これらのコロニーを単離してそれぞれファ
ージミドを抽出し、上記ｂ）に記載の方法でＰＣＲを実
施した結果、ＤＮＡ断片の特異的増幅が見られたコロニ
ーを選択、培養し、１．６ｋｂｐのｃＤＮＡインサート
を有するファージミド＃５５－１を保持する形質転換大
腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１  ＳＡＮＫ  ７
２１９９を単離した。
【０１３０】得られたファージミド＃５５－１に挿入さ
れているｃＤＮＡの全ヌクレオチド配列を（株）パーキ
ンエルマージャパン・アプライドバイオシステムズ事業
部製ＡＢＩプリズム３７７ＤＮＡシークエンサー、ある
いは３７００ＤＮＡシークエンサーを用いて解析した結
果、配列表の配列番号１に示される配列であることが判
明した（ただし配列表の配列番号１のヌクレオチド番号
１－８はベクター由来のアダプター配列である）。この
配列はＧｅｎＢａｎｋデータベースにマウス・アンジオ
ポエチン関連タンパク質３として登録されている配列
（登録番号：AF162224）と同一であった。なお、このフ
ァージミド＃５５－１を保持する形質転換大腸菌Ｅ．ｃ
ｏｌｉ  ｐＢＫ／ｍ５５－１  ＳＡＮＫ  ７２１９９
は、１９９９（平成１１）年１１月１９日付で工業技術
院生命工学工業技術研究所に国際寄託され、受託番号Ｆ
ＥＲＭ  ＢＰ－６９４０が付された。
【０１３１】実施例１．  ノーザンブロット解析
ａ）マウス臓器からの全ＲＮＡの抽出
参考例１で得られたｃＤＮＡの発現している組織を調べ
る目的でノーザンブロット解析を実施した。まず、ＫＫ
マウス（高脂血症マウス）およびＫＫ／Ｓａｎマウス
（低脂血症変異マウス。白木ら、第７回糖尿病動物研究
会（１９９３年））の精巣（testis）、脾臓（splee
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n）、腎臓（kidney）、小腸（small intestine）、肝臓
（liver）および脳（brain）から全ＲＮＡの抽出を行っ
た。１８週齢のＫＫマウスおよびＫＫ／Ｓａｎマウスを
解剖してそれぞれ各臓器を摘出後、速やかに液体窒素内
に入れ急凍した後－８０℃に保存した。臓器０．５ｇに
対し約１５ｍｌのＴＲＩｚｏｌ試薬（ギブコ・ビーアー
ルエル社製）を加え、超高速ホモジナイザーポリトロン
（キネマティカ社製）を用いて氷上でホモジナイズを行
った（目盛６で２分間）。これを室温で５分間静置した
後、３ｍｌのクロロホルムを加え、手で１５秒間激しく
転倒混和した。再び室温で３分間静置してから、１２０
００×ｇ、４℃で１５分間遠心分離した。遠心後、上層
を回収し、０．８容量のリボヌクレアーゼ不含イソプロ
ピルアルコールを加えて混和した。これを室温で１０分
間静置後、１２０００×ｇ、４℃で１０分間遠心分離し
た後、上清を除去してリボヌクレアーゼ不含７０％エタ
ノールを加えた。これを１２０００×ｇ、４℃で１０分
間遠心分離し、上清を除去して、沈殿を乾燥させてか
ら、－８０℃に保存した。
【０１３２】ｂ）全ＲＮＡの電気泳動およびブロッティ
ング
回収した各臓器の全ＲＮＡをリボヌクレアーゼ不含再蒸
留水で４μｇ／μｌに調整した後、このＲＮＡ液５μｌ
とＲＮＡ試料緩衝液（１．１５×ＭＯＰＳ緩衝液（１×
ＭＯＰＳ緩衝液は２０ｍＭ  ＭＯＰＳ、５ｍＭ  酢酸ナ
トリウム、１ｍＭ  エチレンジアミン四酢酸（以下「Ｅ
ＤＴＡ」という）を含む）、２．４Ｍホルムアルデヒ
ド、５７％  ホルムアミド、７％  グリセロール、１８
μｇ／ｍｌ  ブロモフェノールブルー、１８μｇ／ｍｌ
  キシレンシアノール、０．１８ｍＭ  ＥＤＴＡ）１６
μｌを混合し、６５℃で１０分間保温した後、氷上で５
分間放置した。この試料液全量を、１．１７％ホルマリ
ンを含む電気泳動用アガロースゲル（１×ＭＯＰＳ緩衝
液、１．１７％  アガロース（高強度、分析用、バイオ
ラッド社製）、０．６６Ｍ  ホルムアルデヒド）の１つ
のウェルへ注入し電気泳動した。電気泳動は、５００ｎ
ｇ／ｍｌ  臭化エチジウムの入った１×ＭＯＰＳ緩衝液
の入ったサブマリン電気泳動槽中、５０Ｖで約１時間通
電した後、さらに１００Ｖで約１．５時間通電すること
により行った。電気泳動終了後、アガロースゲル中のＲ
ＮＡをキャピラリートランスファー法（Maniatis, T. e
t al.(1982) in "Molecular Cloning A Laboratory Man
ual" Cold Spring Harbor Laboratory, NY）に従ってナ
イロンメンブレン（ハイボンドＮ＋、アマシャム・ファ
ルマシア社製）に一晩かけて転写した（転写用溶液は２
０×ＳＳＣを使用した）。このメンブレンを２×ＳＳＣ
で５分間洗浄し、風乾させ、クロスリンク用紫外線照射
装置（スペクトロリンカーＸＬ－１０００、トミー精工
（株）社製）で紫外線を照射（１２００Ｊ／ｃｍ2）し
てＲＮＡを固定した。
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【０１３３】ｃ）プローブの調製
参考例１のｂ）で合成したプライマーを用い、サーマル
サイクラー（ジーンアンプＰＣＲシステム９６００、
（株）パーキンエルマージャパン・アプライドバイオシ
ステムズ事業部製）を使用して以下の条件でＰＣＲを行
った。まずプライマー（終濃度各０．５μＭ）とツイー
ン２０（シグマ社製、終濃度０．１％）に滅菌水を加え
て７．５μｌとした後、２×ＰＣＲソルーション・プレ
ミックスＴａｑ（宝酒造（株）社製：０．０５単位／μ
ｌ  Ｔａｑポリメラーゼ、０．４ｍＭ  ｄＮＴＰｓ、２
０ｍＭ  トリス－塩酸（ｐＨ８．３）、１００ｍＭ  塩
化カリウム、３ｍＭ  塩化マグネシウムを含む）を７．
５μｌ添加した。さらにマウスゲノムＤＮＡ（クローン
テック社製）を１μｌ（１００ｎｇ相当）加え、反応液
を調製した。この反応液を、まず９４℃で３分間加熱し
た後、９４℃で３０秒、５５℃で１分、７２℃で４５秒
の温度サイクルを３５回繰り返してから、４℃で保温し
た。
【０１３４】このＰＣＲ後の反応液１μｌをとり、ＴＡ
クローニングキット（デュアルプロモーターバージョン
Ａ、インビトロジェン社製）を添付のプロトコールに従
って用いて、増幅されたＤＮＡ断片をプラスミドベクタ
ーにクローニングした。この組換えプラスミドベクター
でコンピテント大腸菌を形質転換し、５０μｇ／ｍｌの
アンピシリンを含むＬＢ寒天培地上で培養した。その結
果アンピシリン耐性を示して生育してきた大腸菌コロニ
ーを選択して、４ｍｌの５０μｇ／ｍｌのアンピシリン
を含む液体ＬＢ培地で３７℃で一晩培養した。このうち
３．５ｍｌの培養液からプラスミド自動抽出装置（ＰＩ
－５０、クラボウ社製）を使用してプラスミドＤＮＡを
回収した。得られたプラスミドＤＮＡについてヌクレオ
チド配列解析を行い、目的のＰＣＲ産物が挿入されてい
たプラスミドを以下の操作に用いた。
【０１３５】選択されたプラスミドＤＮＡ  ８μｇを、
制限酵素ＥｃｏＲＩで消化した後、フェノール／クロロ
ホルム抽出、エタノール沈殿を行い、得られた沈殿を滅
菌水１０μｌに溶解した。この溶液に色素液（０．２５
％  ブロモフェノールブルー、０．２５％  キシレンシ
アノール、１５％  フィコール（タイプ４００））を２
μｌ加えて、全量をポリアクリルアミドゲル電気泳動
（ゲル濃度８％、１００Ｖ、室温、３時間）した。電気
泳動後のゲルを臭化エチジウムで染色した後、紫外線照
射下で目的のＤＮＡに相当するバンド（約２００ｂｐ、
配列表の配列番号１１）部分のゲル片を剃刀刃で切り取
り、微量遠心チューブに移して粉砕した。このものに３
００μｌの溶出緩衝液（０．５Ｍ  酢酸アンモニウム、
１０ｍＭＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）、０．１％  ＳＤＳ）
を加え、３７℃で一晩保温した後、フェノール／クロロ
ホルム抽出を２回、エタノール沈殿を１回行って、沈殿
を滅菌水２０μｌに溶解した。
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【０１３６】得られたＤＮＡ溶液５μｌについて、参考
例１のｃ）記載の方法で、32Ｐで標識されたプローブ
（４００μｌ）を調製した。
【０１３７】ｄ）ハイブリダイゼーション
上記ｂ）で作成したメンブレンを２０ｍｌのハイブリダ
イゼーション溶液（ExpressHyb Hybridization Solutio
n、クローンテック社製）中に入れて６８℃で１時間イ
ンキュベーション（プレハイブリダイゼーション）した
後、32Ｐ標識プローブを含む２０ｍｌのハイブリダイゼ
ーション溶液中で、６８℃で一晩インキュベーションし
た。その後、メンブレンを２×ＳＳＣ、０．０５％ＳＤ
Ｓを含む溶液中、室温で２０分間、３回洗浄し、さらに
０．１×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳを含む溶液中、５０
℃で２０分間、３回洗浄してから、オートラジオグラフ
ィーを行った。
【０１３８】その結果、検出した遺伝子の発現は肝臓の
みでみられ、またその発現量はＫＫマウス（高脂血症マ
ウス）よりもＫＫ／Ｓａｎマウス（低脂血症マウス）で
著しく低下していることが明らかとなった（図１）。
【０１３９】上記実験系において、例えば被検物質存在
下または非存在下で培養したＫＫマウス初代培養肝細胞
からＲＮＡ試料を調製し、以下同様の操作を行うことに
より、被検物質の高脂血症の治療または予防剤としての
効果を調べることができる。この実験において検出され
る遺伝子の発現量を低下させるような被検物質は高脂血
症の治療または予防剤となり得る。多検体処理を行う場
合には、電気泳動を省略してドットブロットやスロット
ブロットを行うこともできる。
【０１４０】参考例２．ヒトｃＤＮＡのクローニング
１）プローブの調製
配列表の配列番号１に示されるマウスｃＤＮＡに対応す
るヒトｃＤＮＡを取得するため、下記のヌクレオチド配
列：
5'- tcctctagtt atttcctcca g -3'（配列表の配列番号
７）；および
5'- tggtttgcca gcgatagatc -3'（配列表の配列番号
８）
を有するオリゴヌクレオチドプライマーを合成した。
【０１４１】次に、ヒトゲノムＤＮＡ（ベーリンガーマ
ンハイム社製、２００ｍｇ／ｍｌ）１μｌ、Ｔａｑポリ
メラーゼ（ｒＴａｑ、宝酒造（株）社製、５単位／μ
ｌ）１μｌ、１０×ＰＣＲ用緩衝液（宝酒造（株）社
製）１０μｌ、ｄＮＴＰ混合液（各２．５ｍＭ）１６μ
ｌ、２０μＭのプライマー各２μｌ、および滅菌水６８
μｌを混合した。この反応液を、９４℃で５分間加熱し
た後、引き続き９４℃で３０秒、５５℃で３０秒、７２
℃で３０秒の温度サイクルを３０回繰り返し、最後に７
２℃で１０分間保温してから、４℃に保存した。この反
応液を２％  アガロースゲルにて電気泳動した後、増幅
されたＤＮＡバンド部分のゲルを切り出して精製した。
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このようにして得られたＤＮＡをＤＮＡ標識キット（Bc
aBestラベリングキット、宝酒造（株）社製）を用いて
32Ｐで標識したものを下記２）においてプローブとして
用いた。
【０１４２】２）ｃＤＮＡライブラリーの１次スクリー
ニング
市販のヒト肝臓由来ｃＤＮＡライブラリー（Human Live
r 5'-STRETCH cDNA Library、クローンテック社製）の
うち、１×１０6プラークのＤＮＡをナイロンメンブレ
ンに固定した。すなわち、ｃＤＮＡライブラリーを感染
させた大腸菌を直径９ｃｍの培養シャーレに作成した寒
天培地プレート２０枚に、１枚あたり５×１０4個のプ
ラークが形成されるように分散させ、３７℃で８時間培
養した。このプラーク形成された寒天培地上に、シャー
レ内径に合わせた円形のナイロンメンブレン（アマシャ
ム・ファルマシア社製、ハイボンドＮ＋）をのせて、４
℃にて５分間放置することによりプラークを移しとっ
た。１８Ｇの注射針を用いてメンブレンの３ヶ所を寒天
培地まで貫通することにより位置合わせ用の目印をつけ
た後、メンブレンを剥がしてアルカリ溶液（１．５Ｍ  
塩化ナトリウム、０．５Ｍ  水酸化ナトリウム）に２分
間、次いで中和溶液（１．５Ｍ  塩化ナトリウム、０．
５Ｍ  トリス－塩酸（ｐＨ８．０））に５分間、さらに
２×ＳＳＣ、０．２Ｍ  トリス－塩酸（ｐＨ７．５）を
含む溶液に３０秒間浸した後、室温で完全に風乾させ
た。次いで、クロスリンク用紫外線照射装置（スペクト
ロリンカーＸＬ－１０００、トミー精工（株）社製）で
紫外線を照射（１２００Ｊ／ｃｍ2）してＤＮＡを固定
した。
【０１４３】このようにして調製されたメンブレンを、
上記１）で得られた標識プローブを含むハイブリダイゼ
ーション溶液（ExpressHyb solution、クローンテック
社製）中で６５℃で一晩インキュベーションした。その
後、メンブレンを２×ＳＳＣ、０．０５％  ＳＤＳを含
む溶液で１５分ずつ３回、室温で洗浄してから、さらに
０．１×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳを含む溶液で３０分
ずつ３回、５０℃で洗浄した後、オートラジオグラフィ
ーを行った。
【０１４４】その結果判明した陽性のシグナルの位置に
あったプラークを、上記寒天培地プレートから培地ごと
採取し、それぞれ１００μｌのＳＭ緩衝液（０．１Ｍ  
塩化ナトリウム、８ｍＭ  硫酸マグネシウム、５０ｍＭ
  トリス－塩酸（ｐＨ７．５）、０．０１％  ゼラチ
ン）中に入れてよく懸濁してから４℃で２時間放置した
後、１２０００×ｇで５分間遠心分離して上清を回収し
た。
【０１４５】このようにして得られた１次陽性ファージ
液を再び大腸菌に感染させたものを、直径９ｃｍの培養
用シャーレに作製した寒天培地上に、シャーレ１枚あた
り５００個のプラークが形成されるように培養し、上記
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の手法を繰り返すことにより２次スクリーニングを行っ
た。得られた２次陽性クローンファージを大腸菌株ＢＭ
２５．８（クローンテック社製）に感染させたものを寒
天培地上で３７℃で培養して、ファージミドを含む大腸
菌コロニーを形成させた。コロニーを単離し、液体培地
で少量培養してファージミドを抽出し、制限酵素消化に
よる挿入断片の解析を行った結果、１．６ｋｂｐの挿入
断片を有する、クローン＃ｈ５－１を有する大腸菌Ｅ．
ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５－１  ＳＡＮＫ  ７２２
９９を単離した。このクローンの挿入断片のヌクレオチ
ド配列を解析した結果、ＧｅｎＢａｎｋにヒト・アンジ
オポエチン関連タンパク質３として登録されているのｃ
ＤＮＡ配列（登録番号：AF152562）と一致した（配列表
の配列番号３。ただし、配列表の配列番号３のヌクレオ
チド番号１－１４はベクター由来のアダプター配列であ
る）。なお、このファージミド＃ｈ５－１を保持する形
質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＴｒｉｐ／ｈ５５－１  
ＳＡＮＫ  ７２２９９は、１９９９年１１月１９日付で
工業技術院生命工学工業技術研究所に国際寄託され、受
託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－６９４１が付された。
【０１４６】実施例２．  ポリクローナル抗体の作製
配列表の配列番号１および配列番号３に示されるヌクレ
オチド配列にコードされるアミノ酸配列、すなわち配列
表の配列番号２および配列表の配列番号４に示されるア
ミノ酸配列を有するポリペプチドをいずれも認識する抗
体を作製する目的で、抗原として、それらマウスおよび
ヒトのポリペプチドの間で保存されている領域から選ば
れた２種類のアミノ酸配列：
Glu-Pro-Lys-Ser-Arg-Phe-Ala-Met-Leu-Asp-Asp-Val-Ly
s-Cys（５５－１－Ｎ１、配列表の配列番号９）；およ
び
Cys-Gly-Glu-Asn-Asn-Leu-Asn-Gly-Lys-Tyr-Asn-Lys-Pr
o-Arg（５５－１－Ｃ１、配列表の配列番号１０）
を有するペプチドを化学合成法で合成した（使用機器：
パーキンエルマージャパン社製モデル４３３）。ただ
し、５５－１－Ｎ１のアミノ酸配列は、後に担体として
キーホールリンペットヘモシアニン（以下「ＫＬＨ」と
いう）を結合させるため、本来のアミノ酸配列のＣ末端
にシステイン残基が付加されたものである。一方、５５
－１－Ｃ１でＫＬＨが結合されるＮ末端のシステインは
本来のアミノ酸配列由来のものである。
【０１４７】次に、合成ペプチド５５－１－Ｎ１  １
１．１ｍｇおよびＫＬＨ  ２１．５ｍｇ、または５５－
１－Ｃ１  １０．２ｍｇとＫＬＨ  ２１．２ｍｇを、そ
れぞれＮ－（６－マレイミドカプロイロキシ）スクシニ
ミド（ＥＭＣＳ、同仁化学研究所（株）社製）試薬を用
いて縮合させた（縮合反応溶媒として８Ｍ  尿素および
０．９％  塩化ナトリウムを含む０．０２Ｍ  リン酸緩
衝液（ｐＨ７．５）を用い、室温で１５時間保温し
た）。この反応液を８Ｍ尿素溶液中に入れた後、流水に
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対して透析し、さらに純水に対して透析を行ってから凍
結乾燥し、ＫＬＨが結合したペプチド抗原を得た。これ
らのペプチド抗原約１０ｍｇに１ｍｌの生理食塩水を加
え、超音波発振機（ソニケーター）、ボルテックスミキ
サー、ガラス棒等を用いて細かい懸濁液にした。その
後、生理的食塩水で全量を各７．５ｍｌとし、さらに１
ｍｌずつバイアルに小分けして凍結保存した。
【０１４８】免疫の際には、上記バイアル１本分の抗原
溶液を融解し、同量のアジュバンドと混合してそれぞれ
ウサギ２羽の背中に皮下、または皮内に注射した。アジ
ュバンドはフロインド完全アジュバンドを用いて行い、
２回目以降の免疫ではフロイントの不完全アジュバンド
を用いた。免疫は２週間おきに４回行い、２回めの免疫
以降、試験採血を行い血清中の抗体価を固層法による酵
素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）で調べた。９６穴のＥＬＩ
ＳＡ用プレート（住友ベークライト（株）社製、９６穴
Ｈタイプ）におのおのの抗原ペプチドをコーティング
し、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ウサギＩｇＧ抗
体を二次抗体として使用した。４回目の免疫から１３日
後に全採血を行った。
【０１４９】採血後、抗体をアフィニティーカラムを用
いて精製した。すなわち、Ｎ－（６－マレイミドカプロ
イロキシ）スクシニミド（ＥＭＣＳ、同仁化学研究所
（株）社製）とアミノアルキルアガロース（バイオラッ
ド社製、アフィゲル１０２）とを反応させて活性化した
担体ＥＭＣ－アガロース（約５ｍｌ）にペプチド（５５
－１－Ｎ１：７．８２ｍｇ、５５－１－Ｃ１：８．０７
ｍｇ）を結合させた。未反応のＥＭＣ基は０．１Ｍ  塩
酸メルカプトエチルアミン（５ｍＭ  ＥＤＴＡを含む）
で処理することにより不活化させた。抗血清８５ｍｌを
ＰＢＳ（０．０２Ｍ  リン酸緩衝液（ｐＨ７．０）、
０．９％  塩化ナトリウム含有）で２倍希釈し、硫安沈
殿（終濃度４０％）法により沈殿物を得、この沈殿物を
ＰＢＳに溶解し、脱塩後ＰＢＳで透析し、この透析内液
を粗ＩｇＧ画分とした。アフィニティーカラムへは３回
に分けてクロマト操作をした。すなわち、アフィニティ
ーカラムへ粗ＩｇＧ画分１／３量をチャージし、素通り
画分をカラムに再注入する操作を３回繰り返した。素通
り部分および洗液を合わせた４０ｍｌを非吸着フラクシ
ョンとして集めた。非特異的にカラムに結合したものを
除去するために、１Ｍ塩化ナトリウム含有ＰＢＳで十分
洗浄した後、４Ｍ  塩化マグネシウム溶液、３．５Ｍ  
チオシアン酸カリウム溶液および０．１Ｍ  グリシン－
塩酸緩衝液（ｐＨ２．３）を順次カラムに流して、カラ
ム担体上に結合しているペプチドに特異的に結合してい
た抗体をアフィニティー精製抗体として溶出した。４Ｍ
  塩化マグネシウム溶液および３．５Ｍ  チオシアン酸
カリウム溶液の溶出液中に目的の抗体が含まれていたの
で、それぞれの溶出液をＰＢＳに対して透析したもの
を、以下の操作で抗体として使用した。
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【０１５０】実施例３．  ＣＯＳ－１細胞での発現およ
びウエスタンブロット解析
参考例２で得られた＃ｈ５－１ファージミドＤＮＡを制
限酵素ＥｃｏＲＩとＸｂａＩで消化し、８％ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動を行って、実施例１のｃ）に記載
した方法で、ｃＤＮＡを含む約１．６ｋｂの断片を単
離、精製した。一方、高発現ベクターｐＭＥ１８Ｓ（Ha
ra, T. et al.(1992) EMBO.J. 11, 1875-、横田崇、新
井賢一編集、バイオマニュアルシリーズ３、遺伝子クロ
ーニング実験法、羊土社、p18-20）を同様にＥｃｏＲＩ
とＸｂａＩで消化し、末端を脱リン酸化した後、上記ｃ
ＤＮＡ断片とＤＮＡライゲーションキット（バージョン
２、宝酒造（株）社製）を用いて連結した。このＤＮＡ
で大腸菌を形質転換し、得られた形質転換株についてそ
れが保有するプラスミドＤＮＡの制限酵素による解析を
行い、１．６ｋｂのＤＮＡ断片を有する株を選択してｐ
ＭＥｈ５５－１と命名した。
【０１５１】次に、ｐＭＥｈ５５－１を保有する形質転
換大腸菌を５０μｇ／ｍｌのアンピシリンを含む１００
ｍｌの液体ＬＢ培地中で、３７℃で一晩培養した。この
培養液から、プラスミド精製キット（ウィザード・ピュ
アフェクション・プラスミドＤＮＡ精製システム、プロ
メガ社製）を用いてｐＭＥｈ５５－１  ＤＮＡを回収
し、塩化セシウム法で精製した。
【０１５２】このようにして得られたプラスミドｐＭＥ
ｈ５５－１でＣＯＳ－１細胞をトランスフェクションし
た。ＣＯＳ－１細胞へのトランスフェクションは（株）
島津製作所製の遺伝子導入装置ＧＴＥ－１を用いて電機
穿孔法により行った。すなわち、まずＣＯＳ－１細胞を
セミコンフルエントになるまで増殖させたフラスコよ
り、トリプシン－ＥＤＴＡ処理により細胞を回収し、Ｐ
ＢＳ（－）緩衝液（宝酒造（株）社製）で洗浄した。次
にその細胞をＰＢＳ（－）緩衝液で６×１０7細胞／ｍ
ｌに懸濁した。上記方法にて回収したプラスミドＤＮＡ
（ｐＭＥｈ５５－１）をＰＢＳ（－）緩衝液で２００μ
ｇ／ｍｌに調製した。細胞懸濁液とＤＮＡ溶液を２０μ
ｌづつ混合し、これを電極間隔２ｍｍのチャンバーに入
れ、６００Ｖ－３０μｓｅｃのパルスを１秒間隔で２回
与えた。そのチャンバーを４℃で５分間冷却した後、中
の細胞－ＤＮＡ混合液を１０％  ウシ胎児血清を含むＤ
ＭＥＭ  １０ｍｌに加え、シャーレに移して３７℃、５
％  ＣＯ

2
下で一晩培養した。その後、培養上清を除

き、無血清培地（ＤＭＥＭ）で細胞を洗浄し、ＤＭＥＭ
１０ｍｌを加えて３日間培養した。
【０１５３】このようにして得られた細胞培養物より培
養上清を回収した。ｃＤＮＡを含まないネガティブコン
トロールプラスミドｐＭＥ１８ＳまたはｐＭＥｈ５５－
１でトランスフェクトして得たＣＯＳ－１細胞の無血清
培養上清０．３ｍｌをそれぞれトリクロロ酢酸（以下
「ＴＣＡ」という）処理してタンパク質を沈殿させ、遠
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心分離により沈殿を得た。この沈殿を氷冷したアセトン
で洗浄し、風乾後、ＳＤＳ－ポリアクリルアミド電気泳
動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）用の２－メルカプトエタノール
を含むサンプル緩衝液（バイオラッド社製）に溶解し、
４－２０％  ポリアクリルアミド密度勾配ゲル（マルチ
ゲル４／２０、第一化学薬品（株）社製）を用いて、還
元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥを行った。
【０１５４】電気泳動後、ポリアクリルアミドゲルから
バンドを転写緩衝液（１９２ｍＭグリシン、２０％  メ
タノール、２５ｍＭ  トリス）中でゲルメンブレン転写
装置（マリソル社製、ＮＰ７５１３）を用いて４℃、９
０分、２００ｍＡの条件でニトロセルロースメンブレン
（バイオラッド社製）に転写した。
【０１５５】転写後のニトロセルロースメンブレンにつ
いて、実施例２で得られた抗体（以下「５５－１－Ｎ１
抗体」または「５５－１－Ｃ１抗体」という）を用いた
ウエスタンブロット解析を行った。すなわち、まずニト
ロセルロースメンブレンを０．０５％のツイーン２０を
含むＰＢＳ（以下「０．０５％  Ｔｗｅｅｎ２０－ＰＢ
Ｓ」という）で洗浄した（室温で１５分間を１回、次い
で５分間を２回）後、プラスチックバッグ（商品名ハイ
ブリバック、コスモバイオ（株）社製）に入れ、５％  
スキムミルク（雪印乳業（株）社製）を含む０．０５％
  Ｔｗｅｅｎ２０－ＰＢＳを２０ｍｌ加え、室温で１時
間振とうした。１時間後、メンブレンを取り出し、０．
０５％  Ｔｗｅｅｎ２０－ＰＢＳ中で、１５分間×１
回、次いで５分間×２回洗浄した。洗浄後、メンブレン
を新しいプラスチックバッグに移し、５５－１－Ｎ１抗
体または５５－１－Ｃ１抗体（１００倍希釈）、１％  
ウシ血清アルブミン（以下「ＢＳＡ」という。シグマ社
製）を含む０．０５％  Ｔｗｅｅｎ２０－ＰＢＳを２０
ｍｌ添加して室温で１時間振とうした。１時間後、メン
ブレンを取り出し０．０５％  Ｔｗｅｅｎ２０－ＰＢＳ
溶液で１５分間×１回、５分間×２回洗浄した。その
後、メンブレンを新しいプラスチックバッグに移し、西
洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ウサギＩｇＧ抗体（ア
マシャム・ファルマシア社製）を１％  ＢＳＡを含む
０．０５％  Ｔｗｅｅｎ２０－ＰＢＳで２０００倍に希
釈した溶液２０ｍｌを入れ、を室温で１時間振とうし
た。１時間後、メンブレンを取り出し、０．０５％  Ｔ
ｗｅｅｎ２０－ＰＢＳで１５分間×１回、次いで５分間
×４回洗浄した。洗浄後、メンブレンをラップフィルム
上に置き、ＥＣＬウエスタンブロッティング検出溶液
（アマシャム・ファルマシア社製）を用いて、５５－１
－Ｎ１抗体または５５－１－Ｃ１抗体が結合するバンド
の検出を行った（メンブレンをラップフィルム上に置
き、ＥＣＬウエスタンブロッティング検出溶液に１分間
浸した後、１時間室温で放置してバックグラウンドを減
衰させてから、Ｘ線フィルムを感光させた（３秒
間））。その結果、両方の抗体により、ｐＭＥｈ５５－
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１プラスミドＤＮＡを導入して得られたＣＯＳ－１培養
上清中に特異的なバンドが検出された（図２）。
【０１５６】同様の実験は、参考例１で得られたマウス
ｃＤＮＡを発現させたＣＯＳ－１細胞培養上清について
も実施できる。すなわち、参考例１で得られたファージ
ミド＃５５－１  ＤＮＡを制限酵素ＥｃｏＲＩとＸｂａ
Ｉで消化して得られる、約１．６ｋｂの挿入ＤＮＡ断片
をｐＭＥ１８Ｓに組み込んで得られたクローン（ｐＭＥ
５５－１）を構築し、上記と同様の方法でＣＯＳ－１細
胞に導入し、培養上清を回収する。この培養上清から調
製した試料について、５５－１－Ｎ１抗体および５５－
１－Ｃ１抗体を用いたウエスタンブロット解析を行う
と、いずれの抗体で検出した場合もｐＭＥ５５－１プラ
スミドＤＮＡを導入して得られたＣＯＳ－１培養上清中
に特異的なバンドが検出される。
【０１５７】上記実験系において、例えば被検物質存在
下または非存在下で培養したＫＫマウス初代培養肝細胞
の培養上清から試料を調製し、以下同様の操作を行うこ
とにより、被検物質の高脂血症の治療または予防剤とし
ての効果を調べることができる。この実験において検出
される抗原量を低下させるような被検物質は、高脂血症
の治療または予防剤となり得る。多検体処理を行う場合
には、電気泳動を省略してドットブロットやスロットブ
ロットを行うこともできる。
【０１５８】実施例４．  組換えアデノウイルスの作製
および培養細胞における発現
参考例１で得られたマウス由来のｃＤＮＡを強制発現さ
せるため組換えアデノウイルスは、市販のキット（アデ
ノウイルス・エクスプレッション・ベクター・キット、
宝酒造（株）社製）を用いて作製した。すなわち、参考
例１で得られたファージミドクローン＃５５－１を、制
限酵素ＥｃｏＲＩおよびＮｏｔＩで消化し、得られた約
１．７ｋｂのＤＮＡ断片の末端をを平滑化したものを挿
入ＤＮＡ断片として以下の操作に用いた。
【０１５９】また、サイトメガロウイルスエンハンサー
とニワトリβ－アクチンプロモーターにより発現される
ように設計されているコスミドベクターｐＡｘＣＡｗｔ
（アデノウイルス・エクスプレッション・ベクター・キ
ットに添付）の制限酵素ＳｗａＩ認識部位にインサート
ＤＮＡ断片を挿入したコスミドｐＡｘＣＡ／ｍＡＰ５を
作製した。ｐＡｘＣＡ／ｍＡＰ５  ＤＮＡおよび末端タ
ンパク質結合ウイルスＤＮＡ（ＤＮＡ－ＴＰＣ、アデノ
ウイルス・エクスプレッション・ベクター・キットに添
付）をリン酸カルシウムトランスフェクションシステム
（ライフテック社製）を用いて２９３細胞（ＡＴＣＣ  
ＣＲＬ１５７３）にコ・トランスフェクションして、組
換えアデノウイルスＡｄ／ｍＡＰ－５を単離し、さらに
２９３細胞中で増幅させた。また、コントロールコスミ
ドｐＡｘＣＡｉＬａｃＺから切り出したＬａｃＺ遺伝子
が組み込まれた組換えアデノウイルスベクターを有する
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アデノウイルスＡｄ／ＬａｃＺを同様に作製し２９３細
胞で増幅させた。増幅させたウイルスの２９３細胞から
の回収は、まずウイルス感染２９３細胞に３０秒×４回
の超音波処理（ブランソン社製Ｂ－１２００を使用）を
行い、次いで塩化セシウム密度勾配遠心による精製を２
回繰り返すことによって行った。得られたウイルス液
を、１０％  グリセロールを添加したＰＢＳに対して４
℃で透析した後、使用するまで－７０℃以下で凍結保存
した。
【０１６０】このようにして得られた組換えアデノウイ
ルスを、ＨｅＬａ細胞（ＡＴＣＣＣＣＬ２）に約５ｍ．
ｏ．ｉ．（multiplicity of infection：多重感染度）
で感染させ、無血清培地（ダルベッコ修正イーグル培地
（ＤＭＥＭ））で３～４日培養した後の培養上清を回収
した。この上清１ｍｌを１．５ｍｌ容エッペンドルフチ
ューブに入れ、１００μｌのトリクロロ酢酸を添加して
室温で３分放置した後、卓上遠心機にて１５０００ｒｐ
ｍで５分間遠心した。上清を除去し、氷冷したアセトン
を０．５ｍｌ加えて良く攪拌し、再度卓上遠心機にて１
５０００ｒｐｍで２分間遠心した。上清を除去し、再び
氷冷したアセトンを０．５ｍｌ加えて良く攪拌し、卓上
遠心機にて１５０００ｒｐｍで２分間遠心して、上清を
除いた後、沈殿物を真空乾燥させた。この沈殿物を１０
μｌの蒸留水に溶解させ、２－メルカプトエタノールを
含むＳＤＳ－ＰＡＧＥ試料緩衝液（バイオラッド社製）
と混合した後、９９℃で５分間加熱して、電気泳動用試
料を調製した。試料を中でゲル濃度４－２０％のポリア
クリルアミド密度勾配ゲルにて電気泳動した（電気泳動
用緩衝液：２５ｍＭ  トリス、１９２ｍＭ  グリシン、
０．１％  ＳＤＳ）後、転写緩衝液中で４℃、１時間、
２００ｍＡの条件でニトロセルロースメンブレンに転写
した。転写したメンブレンは０．５％  スキムミルクを
添加したＰＢＳ液で４℃で一晩ブロッキングし、洗浄液
（０．０５％  Ｔｗｅｅｎ２０－ＰＢＳ）で３回洗浄し
た。次いで、メンブレンを、５５－１－Ｎ１抗体の精製
前の抗血清と５５－１－Ｃ１抗体の精製前の抗血清を混
合したものを５％  ウシ胎児血清を含む０．０５％  Ｔ
ｗｅｅｎ２０－ＰＢＳで１００００倍希釈した反応液中
に入れて室温で１時間インキュベーションした後、洗浄
液で３回洗浄した。さらに、メンブレンを西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（バ
イオラッド社製）を５％  ウシ胎児血清を含む０．０５
％  Ｔｗｅｅｎ２０－ＰＢＳで１００００倍希釈した反
応液中で室温で１時間インキュベーションした後、洗浄
液で５回洗浄した。このメンブレンをラップフィルム上
に置き、ＥＣＬウエスタンブロッティング検出溶液に１
分間浸した後、１時間室温で放置してバックグラウンド
を減衰させてから、Ｘ線フィルムを感光させた（３秒
間）。その結果、組換えアデノウイルスＡｄ／ｍＡＰ－
５を感染させたＨｅＬａ細胞培養上清由来のサンプルの
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レーン中に特異的なバンドが検出された（図３）。
【０１６１】一方、ファージミドクローン＃ｈ５－１が
保持するｃＤＮＡがアデノウイルスベクターに組み込ま
れたものを有する組換えアデノウイルス（Ａｄ／ｈＡＰ
５）を調製して同様の実験を行い、ＨｅＬａ細胞に発現
させた培養上清のウエスタンブロット解析を行った結
果、同様に特異的なバンドが検出された（図３）。
【０１６２】実施例５．  組換えアデノウイルスを用い
たインビボでの発現
上記のようにして精製された組換えアデノウイルスＡｄ
／ｍＡＰ－５またはＡｄ／ＬａｃＺを、１０％グリセロ
ールを含むＰＢＳで２×１０10ｐｆｕ（plaqueforming 
unit）／ｍｌに希釈し、それぞれ３匹（Ａｄ／ｍＡＰ－
５）または２匹（Ａｄ／ＬａｃＺ）の１３－１４週齢の
雄ＫＫ／Ｓａｎマウスに１００μｌ（２×１０9ｐｆ
ｕ）ずつ尾静脈注射により接種した。接種１日後に各マ
ウスの眼底よりヘマトクリット管で採血して、卓上遠心
機で５２００ｒｐｍで１５分遠心して血漿を分離し、中
性脂肪測定用キット（トリグリセリドＥ－テストワコ
ー、和光製薬（株）社製）を用いて中性脂肪濃度を測定
した。Ａｄ／ＬａｃＺ接種マウス群では血中の中性脂肪
濃度に有意な差が認められなかったのに対し、Ａｄ／ｍ
ＡＰ－５接種マウス群と他の２群の間には血中の中性脂
肪濃度に有意な差が認められた（図４）。
【０１６３】一方、ファージミドクローン＃ｈ５－１が
保持するｃＤＮＡがアデノウイルスベクターに組み込ま
れたものを有する組換えアデノウイルス（Ａｄ／ｈＡＰ
５）で同様の実験を行い、雄ＫＫ／Ｓａｎマウスに発現
させた結果、血中の中性脂肪濃度の有意な上昇がみら
れ、ヒト型分子がマウス体内でも機能することが判明し
た（図４）。
【０１６４】また、これら血中の中性脂肪濃度に有意差
が認められたアデノウイルス感染マウス群の肝臓から全
ＲＮＡを回収し、実施例１記載の方法でノーザンブロッ
ト解析を行ったところ、導入した遺伝子が実際に高発現
していることが確認された（図５）。アデノウイルス感
染ＫＫ／Ｓａｎマウス群で検出されるバンドは、遺伝子
操作を行っていないＫＫマウスで検出されるバンドより
も大きいが、これは組換えアデノウイルスベクター中で
有効な転写開始点またはポリ（Ａ）付加シグナルが本来
の遺伝子上のものとは異なることに起因すると考えられ
る。いずれにせよ、組換えアデノウイルスベクターに組
み込まれたｃＤＮＡ中の最初の翻訳開始コドンのすぐ
５’末端側には、該翻訳開始コドンと同一読み枠上に終
始コドンが存在するため、このｍＲＮＡの大きさの違い
は翻訳されるアミノ酸配列には影響しない。
【０１６５】実施例６．  組換えタンパク質の精製およ
びＮ末端アミノ酸配列の決定
以下に記載する方法に従って、実施例３で作成された、
配列表の配列番号３に示されるヌクレオチド配列を有す
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るヒトｃＤＮＡが挿入された発現ベクターｐＭＥｈ５５
－１で動物細胞を形質転換し、該形質転換細胞の培養上
清中に分泌される組換えタンパク質を精製して、そのＮ
末端アミノ酸配列を決定した。
【０１６６】（１）形質転換体の取得および培養上清の
調製
１０％ＦＣＳ（ギブコ・ビーアールエル社製）、１０単
位／ｍｌペニシリンおよび１０μｇ／ｍｌ  ストレプト
マイシン（ギブコ・ビーアールエル社製）を含むαＭＥ
Ｍ（ギブコ・ビーアールエル社製）培地でジヒドロ葉酸
還元酵素欠損ＣＨＯ細胞（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ－９０９
６）を増殖させた後、トランスフェクション試薬（Ｆｕ
ＧＥＮＥ６：ロシュ・ダイアグノスティクス社製）を使
用し、ｐＭＥｈ５５－１プラスミドを１μｇ／１０6細
胞の割合でトランスフェクトした。具体的には、細胞は
２００枚の細胞培養用シャーレ（１５０ｍｍφ、コーニ
ング社製）に１．５×１０7細胞／シャーレで培養し、
トランスフェクションにはシャーレ１枚あたり１５μｇ
のｐＭＥｈ５５－１プラスミドを使用した。トランスフ
ェクション操作後の細胞を上記のＦＣＳを含む培地中で
２４時間培養後、培地を無血清αＭＥＭ培地（３０ｍｌ
／シャーレ）に交換してから、さらに３日間培養し、無
血清培養上清６リットルを回収した。
【０１６７】（２）組換えタンパク質の精製
１）  カラム（ストリームラインＣ－１００：アマシャ
ム・ファルマシア・バイオテク社製）に充填したセファ
デックスＧ２５（アマシャム・ファルマシア・バイオテ
ク社製）１．６リットル分のゲルに、上記（１）で得ら
れた培養上清を６００ｍｌ注入した（流速：２０ｍｌ／
分）。次いで、溶離緩衝液（２０ｍＭトリス－塩酸（ｐ
Ｈ７．５）、０．０１％  アジ化ナトリウム（シグマ社
製）、０．０５％  プロテアーゼインヒビター混合液
（シグマ社製）、０．０５％  Ｔｗｅｅｎ２０（シグマ
社製）。以下「Ａ液」という）を流速５０ｍｌ／分でカ
ラムに流し、初めの１５００ｍｌ分の溶出液を回収し
た。この操作を１０回実施して、上記（１）で得られた
６リットルの培養上清の脱塩および低分子除去を行っ
た。
【０１６８】２）  次に、上記１）で得られた溶出液を
ＦＰＬＣ装置（バイオパイロットシステム、アマシャム
・ファルマシア・バイオテク社製）を用い、以下に記載
する条件によりイオン交換クロマトグラフィーを行って
分画した。カラム：  Ｑセファロース・ファストフロー
（アマシャム・ファルマシア・バイオテク社製）１００
ｍｌをＸＫ５０／１００カラム（アマシャム・ファルマ
シア・バイオテク社製）に充填した。
溶離緩衝液組成：
［Ａ液］  上記参照
［Ｂ液］２０ｍＭ  トリス－塩酸、１Ｍ  塩化ナトリウ
ム（ｐＨ７．５）、０．０１％  アジ化ナトリウム、
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０．０５％  プロテアーゼインヒビター混合液、０．０
５％  Ｔｗｅｅｎ２０
流速：  １０ｍｌ／分
分画：  各１０ｍｌ／チューブ
温度：  ４℃
溶出条件：  １００％  Ａ液から１００％  Ｂ液への直
線濃度勾配（６０分間）塩化ナトリウム濃度  ０．３～
０．４Ｍで溶出された画分を回収した。
【０１６９】３）  さらに、上記２）のイオン交換クロ
マトグラフィーで回収された画分について、ＦＰＬＣ装
置を用いて、以下に記載する条件の群特異的アフィニテ
ィークロマトグラフィーを実施した。
カラム：  アフィゲル  ブルー（バイオラッド社製）１
０ｍｌをＸＫ１６／４０カラム（アマシャム・ファルマ
シア・バイオテク社製）に充填した。
溶離緩衝液組成：
［Ｃ液］２０ｍＭ  トリス－塩酸、０．５Ｍ  塩化ナト
リウム（ｐＨ７．５）、０．０１％  アジ化ナトリウ
ム、０．０５％  プロテアーゼインヒビター混合液、
０．０５％  Ｔｗｅｅｎ２０
［Ｄ液］２０ｍＭ  トリス－塩酸、１Ｍ  塩化ナトリウ
ム（ｐＨ７．５）、０．０１％  アジ化ナトリウム、
０．０５％  プロテアーゼインヒビター混合液、０．０
５％  Ｔｗｅｅｎ２０
流速：  １．５ｍｌ／分
温度：  ４℃
上記２）で回収された画分をカラムに通した後、Ｃ液を
６０ｍｌ流して洗浄してから、Ｄ液を１００ｍｌ流し
て、Ｄ液による溶出液を回収した。
【０１７０】４）  上記３）で得られた溶出液に等量
（１００ｍｌ）のＡ液を加えた。このものについて、Ｆ
ＰＬＣ装置を用いて、以下に記載する条件の群特異的ア
フィニティークロマトグラフィーを実施した。
カラム：  レンチル・レクチン・セファロース４Ｂ（ア
マシャム・ファルマシア・バイオテク社製）１０ｍｌを
ＸＫ１６／４０カラムに充填した。
溶離緩衝液組成：
［Ｃ液］  上記参照
［Ｆ液］２０ｍＭ  トリス－塩酸、０．５Ｍ  塩化ナト
リウム、０．３Ｍ  メチルマンノピラノシド（ｐＨ７．
５）、０．０１％  アジ化ナトリウム、０．０５％  プ
ロテアーゼインヒビター混合液、０．０５％  Ｔｗｅｅ
ｎ２０
流速：  １ｍｌ／分
温度：  ４℃
サンプルをカラムに通した後、Ｃ液を５０ｍｌ流して洗
浄してから、Ｆ液を５０ｍｌ流して、Ｆ液による溶出液
を回収した。
【０１７１】この溶出液を透析チューブ（排除限界分子
量１０ＫＤａ：ギブコ・ビーアールエル社製）に移し、
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０．０１％  アジ化ナトリウムおよび０．１％  プロテ
アーゼインヒビター混合液を含むダルベッコＰＢＳ
（－）（日水製薬（株）社製）２リットルに対して、４
℃で一晩透析した。その後、透析チューブ内の溶液を回
収して、そのうち４ｍｌに、４ｍｇ／ｍｌ  デオキシコ
ール酸ナトリウムを含むＴＣＡを１／１０容量（０．４
ｍｌ）加え、得られた沈殿を回収し、続いてアセトンを
加えて得られた沈殿を回収し、５０μｌの滅菌超純水に
溶解した。
【０１７２】（３）Ｎ末端アミノ酸配列の決定
上記（２）で精製された試料にＰＮＧａｓｅＦ（ニュー
イングランド・バイオラブ社製）を加え、Ｎ結合型糖鎖
を切断した。具体的には、まず５０μｌの試料に６μｌ
の１０×変性バッファー（ＰＮＧａｓｅＦ試薬に添付）
を添加して攪拌し、１０分間煮沸水浴中で加熱した。こ
れを室温に戻した後、６μｌの１０％ノニデットＰ－４
０および６μｌの１０×Ｇ７バッファー（以上ＰＮＧａ
ｓｅＦ試薬に添付）を順に加えて攪拌した。このものに
ＰＮＧａｓｅＦを３μｌ添加し、攪拌してから３７℃の
水浴で２時間以上保温した。
【０１７３】このＮ結合型糖鎖切断反応後の反応液につ
いて、４～２０％濃度勾配アクリルアミドゲル（マルチ
ゲル４／２０、第一化学薬品（株）社製）およびミニス
ラブ式電気泳動装置（日本エイドー（株）社製）を用い
た還元条件下のＳＤＳ－ＰＡＧＥを実施した。電気泳動
後、ゲルメンブラン転写装置（マリソル社製）を用い、
ゲル内で分離されたタンパク質を０．２μｍ孔径のポリ
ビニリデン・ジフルオリド（ＰＶＤＦ）膜（バイオラッ
ド社製）に転写した（２ｍＡ／ｃｍ2、４℃で２時
間）。転写後の膜を１００％  メタノール（和光純薬
（株）社製）で１０秒間濡らした後、超純水で２分間洗
浄してから、クーマシー染色液（バイオラッド社製）で
５分間染色し、さらに膜をメタノールに浸して２分間脱
色した結果、約５０ＫＤａに相当するバンドがみられ
た。このバンド部分の膜を切り出し、プロテインシーク
エンサー（ＰＰＳＱ－１０：島津製作所（株）社製）に
てＮ末端配列の解析を実施した。
【０１７４】その結果、上記約５０ＫＤａのバンドのＮ
末端アミノ酸配列は
Ser-Arg-Ile-Asp-Gln-Asp-Asn-Ser-Ser-Phe-Asp  （配 *

56
*列表の配列番号４のアミノ酸番号１７から２７）
であった。このことから、配列表の配列番号３のヌクレ
オチド番号７８から１４５７に示されるヌクレオチド配
列にコードされるタンパク質は、哺乳動物細胞では、Ｎ
末端の１６個のペプチド（配列表の配列番号４のアミノ
酸番号１から１６）が切り落とされて、その直後に続く
セリン残基（配列表の配列番号４のアミノ酸番号１７）
をＮ末端とする成熟体として分泌されることが明らかと
なった。
【０１７５】
【発明の効果】  以上述べたように、本発明により、配
列表の配列番号１のヌクレオチド番号４７から１４１１
に示されるヌクレオチド配列または配列表の配列番号３
のヌクレオチド番号７８から１４５７に示されるヌクレ
オチド配列からなる遺伝子が、血中の中性脂肪濃度を上
昇させる遺伝的素因の一つであり、したがって該遺伝子
の発現量を抑制する物質が高脂血症の治療または予防剤
となり得ることが確かめられた。すなわち、本発明の方
法、該方法のうち核酸の検出を行う態様においてプロー
ブまたはプライマーとして使用されるポリヌクレオチド
および同じくポリペプチドの検出を行う態様において使
用される抗体は、高脂血症の治療または予防剤の探索に
有用である。
【図面の簡単な説明】
【図１】  ＫＫマウス臓器由来の試料についてのノーザ
ンブロット解析の結果を表す図。
【図２】  遺伝子導入ＣＯＳ－１細胞培養上清を試料と
したウエスタンブロット解析の結果を表す図。
【図３】  遺伝子導入ＨｅＬａ細胞培養上清を試料とし
たウエスタンブロット解析の結果を表す図。
【図４】  組換えアデノウイルスを感染させたＫＫ／Ｓ
ａｎマウスの末梢血中の中性脂肪濃度測定結果を表す
図。
【図５】  ＫＫマウスおよび組換えアデノウイルスを感
染させたＫＫ／Ｓａｎマウスの肝臓由来の試料について
のノーザンブロット解析の結果を表す図。
【配列表フリーテキスト】配列番号９：  ポリクローナ
ル抗体を取得するための抗原として使用された合成オリ
ゴペプチド
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
                 
<110> Sankyo Company, Limited
<120> Method of Testing Anti-hy
perlipidemia Substances
<130> 2000178SS
<140>
<141>
<150> JP H11-349976
<151> 1999-12-09
<160> 11
<170> PatentIn Ver. 2.0
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<210> 1
<211> 1604
<212> DNA
<213> Mus musculus
<220> 
<221> CDS
<222> (47)..(1411)
<400> 1
ggcacgaggt tccaaattgc ttaaaattga ataa
ttgaga caaaaa atg cac aca    55    
                                                   Met His Thr

                                                     1
att aaa tta ttc ctt ttt gtt gtt cct tta 
gta att gca tcc aga gtg   103   
Ile Lys Leu Phe Leu Phe Val Val Pro Leu 
Val Ile Ala Ser Arg Val
      5                  10                  15 
gat cca gac ctt tca tca ttt gat tct gca 
cct tca gag cca aaa tca   151   
Asp Pro Asp Leu Ser Ser Phe Asp Ser Ala 
Pro Ser Glu Pro Lys Ser
 20                  25                  30                  35

aga ttt gct atg ttg gat gat gtc aaa att 
tta gcg aat ggc ctc ctg   199   
Arg Phe Ala Met Leu Asp Asp Val Lys Ile 
Leu Ala Asn Gly Leu Leu
                 40                  45                  50 
cag ctg ggt cat gga ctt aaa gat ttt gtc 
cat aag act aag gga caa   247   
Gln Leu Gly His Gly Leu Lys Asp Phe Val 
His Lys Thr Lys Gly Gln
             55                  60                  65 
att aac gac ata ttt cag aag ctc aac ata 
ttt gat cag tct ttt tat   295   
Ile Asn Asp Ile Phe Gln Lys Leu Asn Ile 
Phe Asp Gln Ser Phe Tyr
         70                  75                  80 
gac cta tca ctt cga acc aat gaa atc aaa 
gaa gag gaa aag gag cta   343   
Asp Leu Ser Leu Arg Thr Asn Glu Ile Lys 
Glu Glu Glu Lys Glu Leu
     85                  90                  95 
aga aga act aca tct aca cta caa gtt aaa 
aac gag gag gtg aag aac   391   
Arg Arg Thr Thr Ser Thr Leu Gln Val Lys 
Asn Glu Glu Val Lys Asn
100                 105                 110                 1
15
atg tca gta gaa ctg aac tca aag ctt gag 
agt ctg ctg gaa gag aag   439   
Met Ser Val Glu Leu Asn Ser Lys Leu Glu 
Ser Leu Leu Glu Glu Lys
                120                 125                 130 
aca gcc ctt caa cac aag gtc agg gct ttg 
gag gag cag cta acc aac   487   
Thr Ala Leu Gln His Lys Val Arg Ala Leu 
Glu Glu Gln Leu Thr Asn
            135                 140                 145 
tta att cta agc cca gct ggg gct cag gag 
cac cca gaa gta aca tca   535   
Leu Ile Leu Ser Pro Ala Gly Ala Gln Glu 
His Pro Glu Val Thr Ser
        150                 155                 160 
ctc aaa agt ttt gta gaa cag caa gac aac 
agc ata aga gaa ctc ctc   583   
Leu Lys Ser Phe Val Glu Gln Gln Asp Asn 
Ser Ile Arg Glu Leu Leu
    165                 170                 175 
cag agt gtg gaa gaa cag tat aaa caa tta 
agt caa cag cac atg cag   631   
Gln Ser Val Glu Glu Gln Tyr Lys Gln Leu 
Ser Gln Gln His Met Gln
180                 185                 190                 1
95
ata aaa gaa ata gaa aag cag ctc aga aag 
act ggt att caa gaa ccc   679   
Ile Lys Glu Ile Glu Lys Gln Leu Arg Lys 
Thr Gly Ile Gln Glu Pro
                200                 205                 210 
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tca gaa aat tct ctt tct tct aaa tca aga 
gca cca aga act act ccc   727   
Ser Glu Asn Ser Leu Ser Ser Lys Ser Arg 
Ala Pro Arg Thr Thr Pro
            215                 220                 225 
cct ctt caa ctg aac gaa aca gaa aat aca 
gaa caa gat gac ctt cct   775   
Pro Leu Gln Leu Asn Glu Thr Glu Asn Thr 
Glu Gln Asp Asp Leu Pro
        230                 235                 240 
gcc gac tgc tct gcc gtt tat aac aga ggc 
gaa cat aca agt ggc gtg   823   
Ala Asp Cys Ser Ala Val Tyr Asn Arg Gly 
Glu His Thr Ser Gly Val
    245                 250                 255 
tac act att aaa cca aga aac tcc caa ggg 
ttt aat gtc tac tgt gat   871   
Tyr Thr Ile Lys Pro Arg Asn Ser Gln Gly 
Phe Asn Val Tyr Cys Asp
260                 265                 270                 2
75
acc caa tca ggc agt cca tgg aca tta att 
caa cac cgg aaa gat ggc   919   
Thr Gln Ser Gly Ser Pro Trp Thr Leu Ile 
Gln His Arg Lys Asp Gly
                280                 285                 290 
tca cag gac ttc aac gaa aca tgg gaa aac 
tac gaa aag ggc ttt ggg   967   
Ser Gln Asp Phe Asn Glu Thr Trp Glu Asn 
Tyr Glu Lys Gly Phe Gly
            295                 300                 305 
agg ctc gat gga gaa ttt tgg ttg ggc cta 
gag aag atc tat gct ata   1015  
Arg Leu Asp Gly Glu Phe Trp Leu Gly Leu 
Glu Lys Ile Tyr Ala Ile
        310                 315                 320 
gtc caa cag tct aac tac att tta cga ctc 
gag cta caa gac tgg aaa   1063  
Val Gln Gln Ser Asn Tyr Ile Leu Arg Leu 
Glu Leu Gln Asp Trp Lys
    325                 330                 335 

gac agc aag cac tac gtt gaa tac tcc ttt 
cac ctg ggc agt cac gaa   1111  
Asp Ser Lys His Tyr Val Glu Tyr Ser Phe 
His Leu Gly Ser His Glu
340                 345                 350                 3
55
acc aac tac acg cta cat gtg gct gag att 
gct ggc aat atc cct ggg   1159  
Thr Asn Tyr Thr Leu His Val Ala Glu Ile 
Ala Gly Asn Ile Pro Gly
                360                 365                 370 
gcc ctc cca gag cac aca gac ctg atg ttt 
tct aca tgg aat cac aga   1207  
Ala Leu Pro Glu His Thr Asp Leu Met Phe 
Ser Thr Trp Asn His Arg
            375                 380                 385 
gca aag gga cag ctc tac tgt cca gaa agt 
tac tca ggt ggc tgg tgg   1255  
Ala Lys Gly Gln Leu Tyr Cys Pro Glu Ser 
Tyr Ser Gly Gly Trp Trp
        390                 395                 400 
tgg aat gac ata tgt gga gaa aac aac cta 
aat gga aaa tac aac aaa   1303  
Trp Asn Asp Ile Cys Gly Glu Asn Asn Leu 
Asn Gly Lys Tyr Asn Lys
    405                 410                 415 
ccc aga acc aaa tcc aga cca gag aga aga 
aga ggg atc tac tgg aga   1351  
Pro Arg Thr Lys Ser Arg Pro Glu Arg Arg 
Arg Gly Ile Tyr Trp Arg
420                 425                 430                 4
35
cct cag agc aga aag ctc tat gct atc aaa 
tca tcc aaa atg atg ctc   1399  
Pro Gln Ser Arg Lys Leu Tyr Ala Ile Lys 
Ser Ser Lys Met Met Leu
                440                 445                 450 

cag ccc acc acc taagaagctt caactgaact 
gagacaaaat aaaagatcaa       1451  
Gln Pro Thr Thr 
            455 
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taaattaaat attaaagtcc tcccgatcac tgta
gtaatc tggtattaaa attttaatgg 1511  
aaagcttgag aattgaattt caattaggtt taaa
ctcatt gttaagatca gatatcaccg 1571  
aatcaacgta aacaaaattt atctttttca atc 
                             1604  
<210> 2
<211> 455
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 2
Met His Thr Ile Lys Leu Phe Leu Phe Val 
Val Pro Leu Val Ile Ala 
  1               5                  10                  15 
Ser Arg Val Asp Pro Asp Leu Ser Ser Phe 
Asp Ser Ala Pro Ser Glu 
             20                  25                  30 
Pro Lys Ser Arg Phe Ala Met Leu Asp Asp 
Val Lys Ile Leu Ala Asn 
         35                  40                  45 
Gly Leu Leu Gln Leu Gly His Gly Leu Lys 
Asp Phe Val His Lys Thr 
     50                  55                  60 

Lys Gly Gln Ile Asn Asp Ile Phe Gln Lys 
Leu Asn Ile Phe Asp Gln 
 65                  70                  75                  80
 
Ser Phe Tyr Asp Leu Ser Leu Arg Thr Asn 
Glu Ile Lys Glu Glu Glu 
                 85                  90                  95 
Lys Glu Leu Arg Arg Thr Thr Ser Thr Leu 
Gln Val Lys Asn Glu Glu 
            100                 105                 110 
Val Lys Asn Met Ser Val Glu Leu Asn Ser 
Lys Leu Glu Ser Leu Leu 
        115                 120                 125 
Glu Glu Lys Thr Ala Leu Gln His Lys Val 
Arg Ala Leu Glu Glu Gln 
    130                 135                 140 
Leu Thr Asn Leu Ile Leu Ser Pro Ala Gly 
Ala Gln Glu His Pro Glu 
145                 150                 155                 1
60 
Val Thr Ser Leu Lys Ser Phe Val Glu Gln 
Gln Asp Asn Ser Ile Arg 
                165                 170                 175 
Glu Leu Leu Gln Ser Val Glu Glu Gln Tyr 
Lys Gln Leu Ser Gln Gln 
            180                 185                 190 
His Met Gln Ile Lys Glu Ile Glu Lys Gln 
Leu Arg Lys Thr Gly Ile 
        195                 200                 205 
Gln Glu Pro Ser Glu Asn Ser Leu Ser Ser 
Lys Ser Arg Ala Pro Arg 
    210                 215                 220 

Thr Thr Pro Pro Leu Gln Leu Asn Glu Thr 
Glu Asn Thr Glu Gln Asp 
225                 230                 235                 2
40 
Asp Leu Pro Ala Asp Cys Ser Ala Val Tyr 
Asn Arg Gly Glu His Thr 
                245                 250                 255 
Ser Gly Val Tyr Thr Ile Lys Pro Arg Asn 
Ser Gln Gly Phe Asn Val 
            260                 265                 270 
Tyr Cys Asp Thr Gln Ser Gly Ser Pro Trp 
Thr Leu Ile Gln His Arg 
        275                 280                 285 
Lys Asp Gly Ser Gln Asp Phe Asn Glu Thr 
Trp Glu Asn Tyr Glu Lys 
    290                 295                 300 
Gly Phe Gly Arg Leu Asp Gly Glu Phe Trp 
Leu Gly Leu Glu Lys Ile 
305                 310                 315                 3
20 



(33) 特開２００１－２２４３８５

Tyr Ala Ile Val Gln Gln Ser Asn Tyr Ile 
Leu Arg Leu Glu Leu Gln 
                325                 330                 335 
Asp Trp Lys Asp Ser Lys His Tyr Val Glu 
Tyr Ser Phe His Leu Gly 
            340                 345                 350 
Ser His Glu Thr Asn Tyr Thr Leu His Val 
Ala Glu Ile Ala Gly Asn 
        355                 360                 365 
Ile Pro Gly Ala Leu Pro Glu His Thr Asp 
Leu Met Phe Ser Thr Trp 
    370                 375                 380 
Asn His Arg Ala Lys Gly Gln Leu Tyr Cys 
Pro Glu Ser Tyr Ser Gly 
385                 390                 395                 4
00 
Gly Trp Trp Trp Asn Asp Ile Cys Gly Glu 
Asn Asn Leu Asn Gly Lys 
                405                 410                 415 
Tyr Asn Lys Pro Arg Thr Lys Ser Arg Pro 
Glu Arg Arg Arg Gly Ile 
            420                 425                 430 
Tyr Trp Arg Pro Gln Ser Arg Lys Leu Tyr 
Ala Ile Lys Ser Ser Lys 
        435                 440                 445 
Met Met Leu Gln Pro Thr Thr 
    450                 455 
<210> 3
<211> 1716
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> 
<221> CDS
<222> (78)..(1457)
<400> 3
gcggccgcgt cgacgtctag gtctgcttcc agaa
gaaaac agttccacgt tgcttgaaat 60    

tgaaaatcaa gataaaa atg ttc aca att aag
 ctc ctt ctt ttt att gtt    110   
                   Met Phe Thr Ile Lys Leu Leu L
eu Phe Ile Val
                     1               5                  10
cct cta gtt att tcc tcc aga att gat caa 
gac aat tca tca ttt gat   158   
Pro Leu Val Ile Ser Ser Arg Ile Asp Gln 
Asp Asn Ser Ser Phe Asp
             15                  20                  25 
tct cta tct cca gag cca aaa tca aga ttt 
gct atg tta gac gat gta   206   
Ser Leu Ser Pro Glu Pro Lys Ser Arg Phe 
Ala Met Leu Asp Asp Val
         30                  35                  40 
aaa att tta gcc aat ggc ctc ctt cag ttg 
gga cat ggt ctt aaa gac   254   
Lys Ile Leu Ala Asn Gly Leu Leu Gln Leu 
Gly His Gly Leu Lys Asp
     45                  50                  55 
ttt gtc cat aag acg aag ggc caa att aat 
gac ata ttt caa aaa ctc   302   
Phe Val His Lys Thr Lys Gly Gln Ile Asn 
Asp Ile Phe Gln Lys Leu
 60                  65                  70                  75

aac ata ttt gat cag tct ttt tat gat cta 
tcg ctg caa acc agt gaa   350   
Asn Ile Phe Asp Gln Ser Phe Tyr Asp Leu 
Ser Leu Gln Thr Ser Glu
                 80                  85                  90 
atc aaa gaa gaa gaa aag gaa ctg aga aga 
act aca tat aaa cta caa   398   
Ile Lys Glu Glu Glu Lys Glu Leu Arg Arg 
Thr Thr Tyr Lys Leu Gln
             95                 100                 105 
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gtc aaa aat gaa gag gta aag aat atg tca 
ctt gaa ctc aac tca aaa   446   
Val Lys Asn Glu Glu Val Lys Asn Met Ser 
Leu Glu Leu Asn Ser Lys
        110                 115                 120 
ctt gaa agc ctc cta gaa gaa aaa att cta 
ctt caa caa aaa gtg aaa   494   
Leu Glu Ser Leu Leu Glu Glu Lys Ile Leu 
Leu Gln Gln Lys Val Lys
    125                 130                 135 
tat tta gaa gag caa cta act aac tta att 
caa aat caa cct gaa act   542   
Tyr Leu Glu Glu Gln Leu Thr Asn Leu Ile 
Gln Asn Gln Pro Glu Thr
140                 145                 150                 1
55
cca gaa cac cca gaa gta act tca ctt aaa 
act ttt gta gaa aaa caa   590   
Pro Glu His Pro Glu Val Thr Ser Leu Lys 
Thr Phe Val Glu Lys Gln
                160                 165                 170 
gat aat agc atc aaa gac ctt ctc cag acc 
gtg gaa gac caa tat aaa   638   
Asp Asn Ser Ile Lys Asp Leu Leu Gln Thr 
Val Glu Asp Gln Tyr Lys
            175                 180                 185 
caa tta aac caa cag cat agt caa ata aaa 
gaa ata gaa aat cag ctc   686   
Gln Leu Asn Gln Gln His Ser Gln Ile Lys 
Glu Ile Glu Asn Gln Leu
        190                 195                 200 
aga agg act agt att caa gaa ccc aca gaa 
att tct cta tct tcc aag   734   
Arg Arg Thr Ser Ile Gln Glu Pro Thr Glu 
Ile Ser Leu Ser Ser Lys
    205                 210                 215 
cca aga gca cca aga act act ccc ttt ctt 
cag ttg aat gaa ata aga   782   
Pro Arg Ala Pro Arg Thr Thr Pro Phe Leu 
Gln Leu Asn Glu Ile Arg
220                 225                 230                 2
35
aat gta aaa cat gat ggc att cct gct gaa 
tgt acc acc att tat aac   830   
Asn Val Lys His Asp Gly Ile Pro Ala Glu 
Cys Thr Thr Ile Tyr Asn
                240                 245                 250 
aga ggt gaa cat aca agt ggc atg tat gcc 
atc aga ccc agc aac tct   878   
Arg Gly Glu His Thr Ser Gly Met Tyr Ala 
Ile Arg Pro Ser Asn Ser
            255                 260                 265 
caa gtt ttt cat gtc tac tgt gat gtt ata 
tca ggt agt cca tgg aca   926   
Gln Val Phe His Val Tyr Cys Asp Val Ile 
Ser Gly Ser Pro Trp Thr
        270                 275                 280 
tta att caa cat cga ata gat gga tca caa 
aac ttc aat gaa acg tgg   974   
Leu Ile Gln His Arg Ile Asp Gly Ser Gln 
Asn Phe Asn Glu Thr Trp
    285                 290                 295 
gag aac tac aaa tat ggt ttt ggg agg ctt 
gat gga gaa ttt tgg ttg   1022  
Glu Asn Tyr Lys Tyr Gly Phe Gly Arg Leu 
Asp Gly Glu Phe Trp Leu
300                 305                 310                 3
15
ggc cta gag aag ata tac tcc ata gtg aag 
caa tct aat tat gtt tta   1070  
Gly Leu Glu Lys Ile Tyr Ser Ile Val Lys 
Gln Ser Asn Tyr Val Leu
                320                 325                 330 
cga att gag ttg gaa gac tgg aaa gac aac 
aaa cat tat att gaa tat   1118  
Arg Ile Glu Leu Glu Asp Trp Lys Asp Asn 
Lys His Tyr Ile Glu Tyr
            335                 340                 345 
tct ttt tac ttg gga aat cac gaa acc aac 
tat acg cta cat cta gtt   1166  
Ser Phe Tyr Leu Gly Asn His Glu Thr Asn 
Tyr Thr Leu His Leu Val
        350                 355                 360 
gcg att act ggc aat gtc ccc aat gca atc 
ccg gaa aac aaa gat ttg   1214  
Ala Ile Thr Gly Asn Val Pro Asn Ala Ile 
Pro Glu Asn Lys Asp Leu
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    365                 370                 375 
gtg ttt tct act tgg gat cac aaa gca aaa 
gga cac ttc aac tgt cca   1262  
Val Phe Ser Thr Trp Asp His Lys Ala Lys 
Gly His Phe Asn Cys Pro
380                 385                 390                 3
95
gag ggt tat tca gga ggc tgg tgg tgg cat 
gat gag tgt gga gaa aac   1310  
Glu Gly Tyr Ser Gly Gly Trp Trp Trp His 
Asp Glu Cys Gly Glu Asn
                400                 405                 410 
aac cta aat ggt aaa tat aac aaa cca aga 
gca aaa tct aag cca gag   1358  
Asn Leu Asn Gly Lys Tyr Asn Lys Pro Arg 
Ala Lys Ser Lys Pro Glu
            415                 420                 425 
agg aga aga gga tta tct tgg aag tct caa 
aat gga agg tta tac tct   1406  
Arg Arg Arg Gly Leu Ser Trp Lys Ser Gln 
Asn Gly Arg Leu Tyr Ser
        430                 435                 440 
ata aaa tca acc aaa atg ttg atc cat cca 
aca gat tca gaa agc ttt   1454  
Ile Lys Ser Thr Lys Met Leu Ile His Pro 
Thr Asp Ser Glu Ser Phe
    445                 450                 455 

gaa tgaactgagg caaatttaaa aggcaataat 
ttaaacatta acctcattcc        1507  
Glu 
460 
aagttaatgt ggtctaataa tctggtatta aatc
cttaag agaaagcttg agaaatagat 1567  
tttttttatc ttaaagtcac tgtctattta agat
taaaca tacaatcaca taaccttaaa 1627  
gaataccgtt tacatttctc aatcaaaatt ctta
taatac tatttgtttt aaattttgtg 1687  
atgtgggaat caattttaga tggtcacaa          
                         1716  
<210> 4
<211> 460
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Met Phe Thr Ile Lys Leu Leu Leu Phe Ile 
Val Pro Leu Val Ile Ser 
  1               5                  10                  15 
Ser Arg Ile Asp Gln Asp Asn Ser Ser Phe 
Asp Ser Leu Ser Pro Glu 
             20                  25                  30 
Pro Lys Ser Arg Phe Ala Met Leu Asp Asp 
Val Lys Ile Leu Ala Asn 
         35                  40                  45 

Gly Leu Leu Gln Leu Gly His Gly Leu Lys 
Asp Phe Val His Lys Thr 
     50                  55                  60 
Lys Gly Gln Ile Asn Asp Ile Phe Gln Lys 
Leu Asn Ile Phe Asp Gln 
 65                  70                  75                  80
 
Ser Phe Tyr Asp Leu Ser Leu Gln Thr Ser 
Glu Ile Lys Glu Glu Glu 
                 85                  90                  95 
Lys Glu Leu Arg Arg Thr Thr Tyr Lys Leu 
Gln Val Lys Asn Glu Glu 
            100                 105                 110 
Val Lys Asn Met Ser Leu Glu Leu Asn Ser 
Lys Leu Glu Ser Leu Leu 
        115                 120                 125 
Glu Glu Lys Ile Leu Leu Gln Gln Lys Val 
Lys Tyr Leu Glu Glu Gln 
    130                 135                 140 
Leu Thr Asn Leu Ile Gln Asn Gln Pro Glu 
Thr Pro Glu His Pro Glu 
145                 150                 155                 1
60 



(36) 特開２００１－２２４３８５

Val Thr Ser Leu Lys Thr Phe Val Glu Lys 
Gln Asp Asn Ser Ile Lys 
                165                 170                 175 
Asp Leu Leu Gln Thr Val Glu Asp Gln Tyr 
Lys Gln Leu Asn Gln Gln 
            180                 185                 190 
His Ser Gln Ile Lys Glu Ile Glu Asn Gln 
Leu Arg Arg Thr Ser Ile 
        195                 200                 205 

Gln Glu Pro Thr Glu Ile Ser Leu Ser Ser 
Lys Pro Arg Ala Pro Arg 
    210                 215                 220 
Thr Thr Pro Phe Leu Gln Leu Asn Glu Ile 
Arg Asn Val Lys His Asp 
225                 230                 235                 2
40 
Gly Ile Pro Ala Glu Cys Thr Thr Ile Tyr 
Asn Arg Gly Glu His Thr 
                245                 250                 255 
Ser Gly Met Tyr Ala Ile Arg Pro Ser Asn 
Ser Gln Val Phe His Val 
            260                 265                 270 
Tyr Cys Asp Val Ile Ser Gly Ser Pro Trp 
Thr Leu Ile Gln His Arg 
        275                 280                 285 
Ile Asp Gly Ser Gln Asn Phe Asn Glu Thr 
Trp Glu Asn Tyr Lys Tyr 
    290                 295                 300 
Gly Phe Gly Arg Leu Asp Gly Glu Phe Trp 
Leu Gly Leu Glu Lys Ile 
305                 310                 315                 3
20 
Tyr Ser Ile Val Lys Gln Ser Asn Tyr Val 
Leu Arg Ile Glu Leu Glu 
                325                 330                 335 
Asp Trp Lys Asp Asn Lys His Tyr Ile Glu 
Tyr Ser Phe Tyr Leu Gly 
            340                 345                 350 
Asn His Glu Thr Asn Tyr Thr Leu His Leu 
Val Ala Ile Thr Gly Asn 
        355                 360                 365 
Val Pro Asn Ala Ile Pro Glu Asn Lys Asp 
Leu Val Phe Ser Thr Trp 
    370                 375                 380 
Asp His Lys Ala Lys Gly His Phe Asn Cys 
Pro Glu Gly Tyr Ser Gly 
385                 390                 395                 4
00 
Gly Trp Trp Trp His Asp Glu Cys Gly Glu 
Asn Asn Leu Asn Gly Lys 
                405                 410                 415 
Tyr Asn Lys Pro Arg Ala Lys Ser Lys Pro 
Glu Arg Arg Arg Gly Leu 
            420                 425                 430 
Ser Trp Lys Ser Gln Asn Gly Arg Leu Tyr 
Ser Ile Lys Ser Thr Lys 
        435                 440                 445 
Met Leu Ile His Pro Thr Asp Ser Glu Ser 
Phe Glu 
    450                 455                 460 
<210> 5
<211> 23
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 5
gactgatcaa atatgttgag ctt                      
                   23    
<210> 6
<211> 21
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 6
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tgcatccaga gtggatccag a                          
                 21    
<210> 7
<211> 21
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 7
tcctctagtt atttcctcca g                          
                 21    
<210> 8
<211> 20
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 8
tggtttgcca gcgatagatc                             
                20    
<210> 9
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: Synthetic
      oligopeptide which is used as an an
tigen to obtain
      polyclonal antibody
<400> 9
Glu Pro Lys Ser Arg Phe Ala Met Leu Asp 
Asp Val Lys Cys 
  1               5                  10 
<210> 10
<211> 14
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 10
Cys Gly Glu Asn Asn Leu Asn Gly Lys Tyr 
Asn Lys Pro Arg 
  1               5                  10 
<210> 11
<211> 199
<212> DNA
<213> Mus musculus

<400> 11
ttgcatccag agtggatcca gacctttcat catt
tgattc tgcaccttca gagccaaaat 60    
caagatttgc tatgttggat gatgtcaaaa tttt
agcgaa tggcctcctg cagctgggtc 120   
atggacttaa agattttgtc cataagacta aggg
acaaat taacgacata tttcagaagc 180   
tcaacatatt tgatcagtc                               
               199
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摘要(译)

解决的问题：提供一种测试作为高脂血症的治疗剂或预防剂的效果的新
颖方法，以及用于该方法的多核苷酸和抗体。 SOLUTION：这在序列表
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获得的细胞中显示。 检测具有核苷酸序列的mRNA的表达水平（但是，
该序列中的t读作u），并且在存在测试物质的情况下培养的细胞而不是
在没有测试物质的情况下培养的细胞中检测到mRNA的表达水平。 一种
选择测试物质的方法，该方法可降低表达的mRNA的表达水平。
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