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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
 配列番号１のロイシンジッパータンパク質のＮ末端の断片をコードする遺伝子の発現阻
害剤を有効成分として含み、
前記発現阻害剤は、配列番号１のアミノ酸配列からなる断片をコードする遺伝子に対する
アンチセンスオリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ、またはｓｈＲＮＡである、脂肪肝の予防
または治療用薬学的組成物。
【請求項２】
 配列番号１のロイシンジッパータンパク質のＮ末端の断片の活性阻害剤を有効成分とし
て含み、
前記活性阻害剤は、配列番号１のアミノ酸配列からなる断片と特異的に結合する抗体；配
列番号１のアミノ酸配列からなる断片をコードする遺伝子に対するアンチセンスオリゴヌ
クレオチド、ｓｉＲＮＡ、またはｓｈＲＮＡ；およびＰｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓ
ｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ（ＰＩ３Ｋ）／Ａｋｔ阻害剤よりなる群から選ばれるいずれ
か一つであり、
前記Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ（ＰＩ３Ｋ）／Ａｋ
ｔ阻害剤は、ＬＹ２９４００２またはＡｋｔ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ＩＶである、脂肪肝
の予防または治療用薬学的組成物。
【請求項３】
 前記組成物は、Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ４の発現を抑制することを特徴とす
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る、請求項１または２に記載の脂肪肝の予防または治療用薬学的組成物。
【請求項４】
 配列番号１のロイシンジッパータンパク質のＮ末端の断片をコードする遺伝子の発現ま
たは配列番号１のロイシンジッパータンパク質のＮ末端の断片の活性を測定するためのプ
ローブを含む、脂肪肝診断用組成物。
【請求項５】
 前記プローブは、配列番号１のロイシンジッパータンパク質のＮ末端の断片と特異的に
結合する抗体；またはロイシンジッパータンパク質のＮ末端の断片をコードする遺伝子と
特異的に結合する核酸プローブまたはプライマーである、請求項４に記載の脂肪肝診断用
組成物。
【請求項６】
 インビトロで、配列番号１のロイシンジッパータンパク質のＮ末端の断片をコードする
遺伝子を発現する細胞と候補物質を共に培養し、前記細胞の配列番号１のロイシンジッパ
ータンパク質のＮ末端の断片をコードする遺伝子の発現を測定する段階を含み、前記候補
物質が配列番号１のロイシンジッパータンパク質のＮ末端の断片をコードする遺伝子の発
現を下方制御するとき、脂肪肝の予防または治療用医薬として判別する、脂肪肝の予防ま
たは治療用医薬のスクリーニング方法。
【請求項７】
 インビトロで、ロイシンジッパータンパク質を発現する細胞と候補物質を共に培養し、
前記細胞のロイシンジッパータンパク質の活性を測定する段階を含み、前記候補物質が配
列番号１のアミノ酸配列からなる断片の発現を下方制御するとき、脂肪肝の予防または治
療用医薬として判別する、脂肪肝の予防または治療用医薬のスクリーニング方法。
【請求項８】
 インビトロで、ロイシンジッパータンパク質を発現する細胞と候補物質を培養し、前記
細胞のロイシンジッパータンパク質の活性を測定する段階を含み、
前記候補物質が配列番号１のアミノ酸配列からなる断片とＡｋｔとの複合体の形成を減少
させるとき、脂肪肝の予防または治療用医薬として判別する、脂肪肝の予防または治療用
医薬のスクリーニング方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、脂肪肝の診断または治療のためのロイシンジッパータンパク質の用途に関する
。本発明は、韓国未来創造科学部の支援下において課題番号ＨＩ１５Ｃ１９０６０１００
１５により行われたものであって、上記課題の研究管理専門機関は、「韓国研究財団」、
研究事業名は、「疾患克服技術事業」、研究課題名は、「［１／３］糖尿病と糖尿病性血
管疾患連携機序研究による代謝性疾患調節物質開発事業」、研究期間は、「２０１５．１
１．１２．－２０１６．１０．３１」である。
【０００２】
本特許出願は、２０１６年１２月０７日に韓国特許庁に提出された韓国特許出願第１０－
２０１６－０１６５９０１号に対して優先権を主張し、上記特許出願の開示事項は、本明
細書に参照として組み込まれる。
【背景技術】
【０００３】
脂肪肝は、肝細胞の中に脂肪が蓄積された状態であって、医学的に脂肪が肝全体の重さの
５％を超過する病的状態を意味する。上記脂肪肝を含む肝疾患は、先進国における４０～
５０代の成人人口の死亡原因において、癌に続いて深刻な疾患であると報告されている。
先進国を含む主要国家の人口のうち３０％は脂肪肝症状を示し、これらのうち２０％は肝
硬変に進行し、肝硬変患者の約半数は診断後１０年以内に肝疾患で死亡する。
【０００４】
脂肪肝は、大きく、飲みすぎによるアルコール性脂肪肝疾患（ａｌｃｏｈｏｌｉｃ　ｆａ
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ｔｔｙ　ｌｉｖｅｒ　ｄｉｓｅａｓｅ）と肥満、糖尿病、高脂血症、薬物などによる非ア
ルコール性脂肪肝疾患（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ　ｆａｔｔｙ　ｌｉｖｅｒ　ｄｉｓｅ
ａｓｅ、ＮＡＦＬＤ）に分けられる。
【０００５】
非アルコール性脂肪肝疾患は、過度のアルコールを摂取しない患者において炎症反応を伴
わない単純脂肪肝、およびこれが進行することによる肝細胞の炎症反応、肝線維化および
肝硬変を含む広い範囲の疾患を意味する。非アルコール性脂肪肝疾患は、原因によって原
発性と続発性に分けられ、原発性は、代謝症候群の特徴である高脂血症、糖尿病、または
肥満などにより発生し、続発性は、栄養的原因（急激な体重減少、飢餓、腸バイパス術）
、様々な薬物、毒性物質（毒きのこ、細菌毒素）、代謝性原因およびその他要因によって
発生することが知られている。原発性要因である代謝症候群の重要な特徴である糖尿病お
よび肥満に関連した非アルコール性脂肪肝疾患は、糖尿病患者の約５０％、肥満患者の約
７６％、肥満を伴う糖尿病患者では大概発生すると知られている。また、アラニンアミノ
トランスフェラーゼ（Ａｌａｎｉｎｅ　ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ、ＡＬＴ）の
レベルが増加した糖尿病および肥満患者において生検を実施した結果、脂肪肝炎の発生率
は、１８～３６％であった。
【０００６】
一方、いくつかの糖尿病または肥満の治療薬剤の投与による脂肪肝疾患の治療効果が知ら
れており、この中でも経口用肥満治療薬として使用されているオルリスタット（Ｏｒｌｉ
ｓｔａｔ）の場合、脂肪肝炎患者において肝組織の回復を向上させたという報告がある。
また、メトホルミン（Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ）は、糖尿病を伴わない非アルコール性脂肪肝
患者において血中肝酵素数値、肝臓の壊死性炎症および線維化を減少させたという報告が
あり、ＰＰＡＲ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－ａｃｔｉｖａｔｅ
ｄ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ）の作用物質（ａｇｏｎｉｓｔ）であるチアゾリジンジオン（Ｔｈ
ｉａｚｏｌｉｄｉｎｅｄｉｏｎｅ、ＴＺＤ）系の薬物は、肝臓と筋肉での脂肪の蓄積を抑
制し、非アルコール性脂肪肝疾患の動物モデルで肝臓に対して直接的な抗線維化作用を示
すという報告がある。しかし、このような治療薬物の開発にもかかわらず（韓国特許１０
－２０１３－０１０３１９０号公報）、脂肪肝疾患の治療のための有用な薬剤は不十分な
状況であり、脂肪肝疾患に対する確立された治療法がないため、適当な運動と食事療法だ
けが推奨されているのが現状である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】韓国特許第１０－２０１３－０１０３１９０号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
本発明は、上記のような問題点を解決するために案出されたものであって、本発明者らは
、肝臓での脂肪の合成を誘導する物質を導き出すために鋭意研究した結果、ロイシンジッ
パータンパク質、特にそのＮ末端部位に存在する特定断片がＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ａ４の発現を向上させて、肝組織内脂肪の蓄積を促進させることを確認し、これに基
づいて本発明を完成した。
【０００９】
これより、本発明の目的は、脂肪肝の予防または治療のためのロイシンジッパータンパク
質の用途を提供することにある。
【００１０】
これより、本発明の目的は、脂肪肝の診断のためのロイシンジッパータンパク質の用途を
提供することにある。
【００１１】
本発明の目的は、脂肪肝の予防または治療用医薬の開発のためのロイシンジッパータンパ
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ク質の用途を提供することにある。
【００１２】
しかしながら、本発明が解決しようとする技術的課題は、以上で言及した課題に制限され
ず、言及されていない他の課題は、下記の記載から当業者に明確に理解され得る。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
前述したような本発明の目的を達成するために、本発明は、ロイシンジッパータンパク質
の発現または活性の阻害剤を有効成分として含む、脂肪肝の予防または治療用薬学的組成
物を提供する。
【００１４】
本発明の一実施形態として、前記ロイシンジッパータンパク質の発現阻害剤は、ロイシン
ジッパータンパク質をコードする遺伝子に対するアンチセンスオリゴヌクレオチド、ｓｉ
ＲＮＡ、またはｓｈＲＮＡであってもよい。
【００１５】
本発明の他の実施形態として、前記ロイシンジッパータンパク質の活性阻害剤は、ロイシ
ンジッパータンパク質と特異的に結合する抗体；配列番号１のアミノ酸配列からなる断片
をコードする遺伝子に対するアンチセンスオリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ、またはｓｈ
ＲＮＡ；およびＰｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ（ＰＩ３
Ｋ）／Ａｋｔ阻害剤であってもよい。
【００１６】
本発明のさらに他の実施形態として、前記組成物は、Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ
４の発現を抑制するものであってもよい。
【００１７】
また、本発明は、ロイシンジッパータンパク質の発現または活性を測定するためのプロー
ブを含む、脂肪肝診断用組成物を提供する。
【００１８】
本発明の一実施形態として、前記ロイシンジッパータンパク質の発現を測定するためのプ
ローブは、ロイシンジッパータンパク質と特異的に結合する抗体；またはロイシンジッパ
ータンパク質をコードする遺伝子と特異的に結合する核酸プローブまたはプライマーであ
ってもよい。
【００１９】
本発明の他の実施形態として、前記ロイシンジッパータンパク質の活性を測定するための
プローブは、配列番号１のアミノ酸配列からなる断片と特異的に結合する抗体；または前
記断片をコードする遺伝子と特異的に結合する核酸プローブまたはプライマーであっても
よい。
【００２０】
また、本発明は、インビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で、ロイシンジッパータンパク質を発
現する細胞と候補物質を共に培養し、前記細胞のロイシンジッパータンパク質の発現を測
定する段階を含み、前記候補物質がロイシンジッパータンパク質の発現を下方制御すると
き、脂肪肝の予防または治療用医薬として判別する、脂肪肝の予防または治療用医薬のス
クリーニング方法を提供する。
【００２１】
また、本発明は、インビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で、ロイシンジッパータンパク質を発
現する細胞と候補物質を共に培養し、前記細胞のロイシンジッパータンパク質の活性を測
定する段階を含み、前記候補物質が配列番号１のアミノ酸配列からなる断片の発現を下方
制御するとき、脂肪肝の予防または治療用医薬として判別する、脂肪肝の予防または治療
用医薬のスクリーニング方法を提供する。
【００２２】
また、インビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で、ロイシンジッパータンパク質を発現する細胞
と候補物質を共に培養し、前記細胞のロイシンジッパータンパク質の活性を測定する段階
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を含み、前記候補物質が配列番号１のアミノ酸配列からなる断片とＡｋｔとの複合体の形
成を減少させるとき、脂肪肝の予防または治療用医薬として判別する、脂肪肝の予防また
は治療用医薬のスクリーニング方法を提供する。
【発明の効果】
【００２３】
本発明によれば、ロイシンジッパータンパク質（Ｌｅｕｃｉｎｅ－ｚｉｐｐｅｒ　ｐｒｏ
ｔｅｉｎ）、特にそのＮ末端部位に存在する特定断片がＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ　
Ａ４の転写活性を調節することによって、肝組織内脂肪代謝に重要な役割をすることを確
認することができたことから、上記本発明のタンパク質またはその断片は、脂肪肝の診断
、予防または治療のための標的として活用され得る。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】図１は、ＬＺＩＰの処理濃度（０、０．２５、０．５、および１μｇ）によるＡ
ｐｏＡ４プロモーターの活性を測定した結果である。
【図２】図２ａは、Ｆｌａｇ－ＬＺＩＰの処理濃度（０、１、２μｇ）によるＡｐｏＡ４
　ｍＲＮＡの発現量の変化を確認した結果であり；および図２ｂは、ＬＺＩＰ　ｓｉＲＮ
Ａの処理濃度（０、５、１０ｐｍｏｌ／μｌ）によるＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡの発現量の変
化を確認した結果である。
【図３】図３ａは、Ａｄ－ＬＺＩＰの処理濃度（０、５、１０、２０ＭＯＩ）によるＡｐ
ｏＡ４タンパク質の発現量の変化を確認した結果であり；および図３ｂは、ＬＺＩＰ　ｓ
ｉＲＮＡの処理濃度（０、５、１０、２０ｐｍｏｌ／μｌ）によるＡｐｏＡ４タンパク質
の発現量の変化を確認した結果である。
【図４】図４は、Ｂｒｅｆｅｌｄｉｎ　Ａ（ＢＦＡ）、Ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ（ＴＭ）
、またはＴｈａｓｉｇａｒｇｉｎ（ＴＧ）処理によるＡｐｏＡ４の発現変化を確認した結
果である。
【図５】図５ａは、ＢＦＡの処理濃度（０、５、１０、５０、１００ｎｇ／ｍｌ）による
ＡｐｏＡ４プロモーターの活性を測定した結果であり；図５ｂは、ＢＦＡの処理濃度（０
、１、５、１０、５０、１００ｎｇ／ｍｌ）によるＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡの発現量の変化
を確認した結果であり；図５ｃは、ＢＦＡの処理時間（０、１、３、６、１０、１４ｈ）
によるＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡの発現量の変化を確認した結果であり；および図５ｄは、Ｂ
ＦＡの処理濃度（０、１、５、１０、５０、１００ｎｇ／ｍｌ）によるＡｐｏＡ４タンパ
ク質の発現量の変化を確認した結果である。
【図６】図６は、ＢＦＡおよびＬＺＩＰの併用投与によるＡｐｏＡ４プロモーターの活性
を測定した結果である。
【図７】図７ａは、ＢＦＡおよびＬＺＩＰ　ｓｉＲＮＡの併用投与によるＡｐｏＡ４　ｍ
ＲＮＡの発現量の変化を確認した結果であり；および図７ｂは、ＢＦＡおよびＬＺＩＰ　
ｓｉＲＮＡの併用投与によるＡｐｏＡ４タンパク質の発現量の変化を確認した結果である
。
【図８】図８ａは、ＢＦＡ処理によるＬＺＩＰタンパク質の細胞内移動様相を核／細胞質
分画法で確認した結果であり；および図８ｂは、ＢＦＡ処理によるＬＺＩＰタンパク質の
細胞内移動様相を蛍光顕微鏡で観察した結果である。
【図９】図９ａは、ＬＺＩＰ　Ｎ末端の処理濃度（０、０．０５、０．１、０．５μｇ）
によるＡｐｏＡ４プロモーターの活性を測定した結果であり；９ｂは、Ｆｌａｇ－ＬＺＩ
Ｐ　Ｎ末端の処理濃度（０、０．２５、０．５、１μｇ）によるＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡの
発現量の変化を確認した結果であり；および図９ｃは、Ａｄ－ＬＺＩＰ　Ｎ末端処理濃度
（０、５、１０、２０ＭＯＩ）によるＡｐｏＡ４タンパク質の発現量の変化を確認した結
果である。
【図１０】図１０ａは、ＢＦＡ処理濃度（５０、１００、２５０、５００ｎｇ／ｍｌ）に
よるＬＺＩＰ　Ｎ末端タンパク質の分離／生成を確認した結果であり；図１０ｂは、Ａｄ
－ＬＺＩＰ　Ｎ末端処理濃度（０、５、１０ＭＯＩ）によるＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡの発現
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量の変化を確認した結果であり；および図１０ｃは、Ａｄ－ＬＺＩＰ　Ｎ末端処理濃度（
０、５、１０ＭＯＩ）によるＡｐｏＡ４タンパク質の発現量の変化を確認した結果である
。
【図１１】図１１ａは、ＬＺＩＰ　Ｎ末端とＡｋｔとの結合有無をインビトロ　キナーゼ
　アッセイ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｋｉｎａｓｅ　ａｓｓａｙ）で確認した結果であり；お
よび図１１ｂは、ＬＺＩＰ　Ｎ末端とＡｋｔとの結合有無をＧＳＴ　プルダウンアッセイ
（ＧＳＴ－ｐｕｌｌ　ｄｏｗｎ　ａｓｓａｙ）で確認した結果である。
【図１２】図１２ａは、Ａｋｔ阻害剤で処理することによるＡｐｏＡ４タンパク質の発現
変化を確認した結果であり；図１２ｂは、Ａｋｔ阻害剤で処理することによるＬＺＩＰ　
Ｎ末端の分離を確認した結果であり；および図１２ｃは、Ａｋｔ阻害剤で処理することに
よるＬＺＩＰ　Ｎ末端の安定性変化を確認した結果である。
【図１３】図１３ａは、ヒト肝細胞株であるＨｅｐＧ２でオレイン酸とＬＺＩＰ　Ｎ末端
を併用することによる肝細胞内の脂肪の蓄積量を確認した結果であり；および図１３ｂは
、マウス初代肝細胞でオレイン酸とＬＺＩＰ　Ｎ末端を併用することによる肝細胞内の脂
肪の蓄積量を確認した結果である。
【図１４】図１４は、マウス動物モデルを利用してＬＺＩＰ　Ｎ末端で処理することによ
る肝組織内ＡｐｏＡ４の発現量の変化を確認した結果である。
【図１５】図１５ａは、マウス動物モデルを利用してＬＺＩＰ　Ｎ末端で処理することに
よる肝組織または血しょう内中性脂肪の量の変化を確認した結果であり；および図１５ｂ
は、マウス動物モデルを利用してＬＺＩＰ　Ｎ末端で処理することによる肝組織内中性脂
肪をオイルレッドＯ染色（Ｏｉｌ　Ｒｅｄ　Ｏ染色）で確認した結果である。
【図１６】図１６は、正常肝組織と肥満による脂肪肝組織とでＬＺＩＰまたはＡｐｏＡ４
の発現を比較した結果である。
【図１７】図１７は、正常肝組織とアルコール性脂肪肝組織とでＬＺＩＰまたはＡｐｏＡ
４の発現を比較した結果である。
【図１８】図１８は、正常肝組織と非アルコール性脂肪肝組織とでＬＺＩＰまたはＡｐｏ
Ａ４の発現を比較した結果である。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
以下、本発明を詳細に説明する。
【００２６】
本発明は、脂肪肝の予防または治療のためのロイシンジッパータンパク質の用途を提供す
る。
【００２７】
より具体的に、本発明は、ロイシンジッパータンパク質の発現または活性の阻害剤を有効
成分として含む、脂肪肝の予防または治療用薬学的組成物；上記疾患の予防または治療の
ためのロイシンジッパータンパク質の発現または活性の阻害剤の用途；および治療上有効
量のロイシンジッパータンパク質の発現または活性の阻害剤を個体に投与する段階を含む
、上記疾患の予防または治療方法を提供する。
【００２８】
本発明で使用される用語「予防」とは、本発明による薬学的組成物の投与により脂肪肝疾
患を抑制したり発病を遅延させるすべての行為を意味する。
【００２９】
本発明で使用される用語「治療」とは、本発明による薬学的組成物の投与により脂肪肝疾
患に対する症状が好転したり有利に変更されるすべての行為を意味する。
【００３０】
本発明の組成物による予防または治療対象疾患である「脂肪肝（ｆａｔｔｙ　ｌｉｖｅｒ
）」は、正常肝で脂肪が占める比率（５％）より多い量の脂肪が肝臓に蓄積された症状を
意味する。上記脂肪肝は、飲みすぎによるアルコール性脂肪肝と、肥満、糖尿病、高脂血
症または薬物などによる非アルコール性脂肪肝に、大きく分類され得る。アルコール性脂
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肪肝は、アルコールを多量摂取する場合、肝臓で脂肪合成が促進され、正常なエネルギー
代謝が行われないため発生し、非アルコール性脂肪肝は、アルコール以外の原因によって
発生し、上記非アルコール性脂肪肝は、脂肪代謝の異常を招く成人病に伴う場合が多いこ
とが知られている。前述したような症状を有する脂肪肝疾患の治療のために、本発明は、
ロイシンジッパータンパク質またはこれをコードする遺伝子、より具体的に、ロイシンジ
ッパータンパク質内特定断片またはこれをコードする遺伝子を標的とするという点に技術
的特徴がある。
【００３１】
本発明でロイシンジッパータンパク質（ＬＺＩＰ）は、ｂＺＩＰファミリーの構成員であ
って、ＣＲＥＢ／ＡＴＦ遺伝子ファミリーに属する。ロイシンジッパータンパク質は、塩
基性ＤＮＡ－結合ドメイン（ｂａｓｉｃ　ＤＮＡ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ）とロ
イシンジッパードメインを有しており、ｃＡＭＰ応答配列（ｃＡＭＰ－ｒｅｓｐｏｎｓｉ
ｖｅ　ｅｌｅｍｅｎｔ（ＣＲＥ））とＡＰ－１配列（ＡＰ－１　ｅｌｅｍｅｎｔ）に結合
する。また、ＨＣＦ－１結合タンパク質であることが明らかにされ、細胞増殖と細胞性形
質転換を促進し、２個のＬｘｘＬＬ－転写補助因子結合モチーフを含んでいる。また、ロ
イシンジッパータンパク質は、ＣＲＥＢ３（ＬＺＩＰ、Ｌｕｍａｎ）、ＣＲＥＢ３Ｌ１（
ＯＡＳＩＳ）、ＣＲＥＢ３Ｌ２（ＢＢＦ２Ｈ７）、ＣＲＥＢ３Ｌ３（ＣＲＥＢ－Ｈ）、Ｃ
ＲＥＢ３Ｌ４（ＡＩｂＺＩＰ）の５個の構成員からなり、これらは相同性を有しているが
、転写因子それぞれの機能は異なる。報告されているロイシンジッパータンパク質の機能
としては、ＣＣＲ１に結合してＬｋｎ－１依存性細胞内移動を調節し、ＣＣＲ２プロモー
ターに結合してＣＣＲ２の発現を調節することなどがあるが、本発明で開示しているよう
に、Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ４の発現および肝組織内脂肪代謝調節については
、明らかではないのが現状である。
【００３２】
本発明で発現阻害剤は、ロイシンジッパータンパク質をコードする遺伝子に対するアンチ
センスオリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、またはこれを含むベ
クターであってもよく、最も好ましくは、配列番号５からなるｓｉＲＮＡがあるが、これ
と同等または類似の効果を示すことができるものであればこれらに制限されるものではな
い。このようなアンチセンスオリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ
またはこれらを含むベクターは、当業界に公知の方法を利用して作製することができる。
本発明において、上記「ベクター」は、ポリペプチドを暗号化するゲノム内に挿入された
外部ＤＮＡを含む遺伝子構築物をいう。本発明に関連したベクターは、上記遺伝子を阻害
する核酸配列がゲノム内に挿入されたベクターであって、これらのベクターは、ＤＮＡベ
クター、プラスミドベクター、コスミドベクター、バクテリオファージベクター、酵母ベ
クター、またはウイルスベクターを例示することができる。
【００３３】
また、本発明で活性阻害剤は、ロイシンジッパータンパク質の機能低下、好ましくは上記
タンパク質機能の検出が不可能になるか無意味なレベルで存在するようにする物質を意味
する。より具体的に、上記活性阻害剤は、ロイシンジッパータンパク質と特異的に結合す
る抗体；ロイシンジッパータンパク質内特定断片をコードする遺伝子に対するアンチセン
スオリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、またはこれを含むベクタ
ー；ロイシンジッパータンパク質内特定断片の活性を抑制するものであって、ＡＥＢＳＦ
などを含むゴルジ体ストレスによるＬＺＩＰ　Ｎ末端の切断を阻害する物質、またはＬＹ
２９４００２、Ａｋｔ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ＩＶなどを含むＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ阻害剤で
あってもよいが、これらに制限されるものではない。
【００３４】
上記ロイシンジッパータンパク質内特定断片は、ロイシンジッパータンパク質のＮ末端に
位置し、配列番号１で表されるアミノ酸配列からなり得、上記配列番号１で表されるアミ
ノ酸配列と、７０％以上、好ましくは８０％以上、より好ましくは９０％以上、最も好ま
しくは９５％以上の配列相同性を有するアミノ酸配列を含むことができる。
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【００３５】
また、ロイシンジッパータンパク質内特定断片をコードする遺伝子は、好ましくは、配列
番号１で表されるアミノ酸をコーディングできるすべての種類の塩基配列を含むことがで
き、最も好ましくは、配列番号２で表される塩基配列からなり得、上記配列番号２で表さ
れる塩基配列と７０％以上、好ましく８０％以上、より好ましくは９０％以上、最も好ま
しくは９５％以上の配列相同性を有する塩基配列を含むことができる。
【００３６】
本発明の薬学的組成物は、有効成分以外に薬剤学的に適合し、生理学的に許容される添加
剤を使用して製造することができ、上記添加剤としては、賦形剤、崩解剤、甘味剤、結合
剤、被覆剤、膨張剤、潤滑剤、滑沢剤または香味剤などの可溶化剤を使用することができ
る。
【００３７】
本発明の薬学的組成物は、投与のために有効成分以外にさらに薬剤学的に許容可能な担体
を１種以上含んで薬学的組成物に好適に製剤化することができる。液状溶液に製剤化され
る組成物において許容可能な薬剤学的担体としては、滅菌および生体に適合したものであ
って、食塩水、滅菌水、リンガー液、緩衝食塩水、アルブミン注射溶液、デキストロース
溶液、マルトデキストリン溶液、グリセロール、エタノールおよびこれら成分のうち１成
分以上を混合して使用することができ、必要に応じて抗酸化剤、緩衝液、静菌剤など他の
通常の添加剤を添加することができる。また、希釈剤、分散剤、界面活性剤、結合剤およ
び潤滑剤を付加的に添加して、水溶液、懸濁液、乳濁液などのような注射用剤形、丸薬、
カプセル、顆粒または錠剤に製剤化することができる。ひいては、当該分野の適切な方法
としてＲｅｍｉｎｇｔｏｎ'ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｍａ
ｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｅａｓｔｏｎ　ＰＡに開示されている方
法を利用して各疾患によってまたは成分によって好適に製剤化することができる。
【００３８】
本発明の薬学的組成物の薬剤の製剤形態は、顆粒剤、散剤、被覆錠剤、錠剤、カプセル剤
、坐剤、シロップ、汁、懸濁剤、乳剤、点滴剤または注射可能な液剤および活性化合物の
徐放性製剤などが挙げられる。
【００３９】
本発明の薬学的組成物は、静脈内、動脈内、腹腔内、筋肉内、腹腔内、胸骨内、経皮、鼻
内、吸入、外用、直腸、経口、眼球内または皮内経路を通じて通常の方式で投与すること
ができる。
【００４０】
本発明の薬学的組成物の有効成分の有効量は、疾患の予防または治療、または骨成長誘導
効果を成すのに要求される量を意味する。したがって、疾患の種類、疾患の重症度、組成
物に含有された有効成分および他の成分の種類および含有量、剤形の種類および患者の年
齢、体重、一般健康状態、性別および食事、投与時間、投与経路および組成物の比率、治
療期間、同時使用される薬物をはじめとする多様な因子によって調節され得る。これらに
制限されるものではないが、例えば、成人の場合、１日１回～数回投与時、本発明の阻害
剤は、１日１回～数回投与時、化合物の場合、０．１ｎｇ／ｋｇ～１０ｇ／ｋｇ、ポリペ
プチド、タンパク質または抗体の場合、０．１ｎｇ／ｋｇ～１０ｇ／ｋｇ、アンチセンス
オリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡｉ、ｍｉＲＮＡの場合、０．０１ｎｇ／ｋ
ｇ～１０ｇ／ｋｇの用量で投与することができる。
【００４１】
本発明において、「個体」は、ヒト、オランウータン、チンパンジー、マウス、ラット、
犬、牛、鶏、豚、ヤギ、羊などを含むか、これらの例に限定されるのではない。
【００４２】
また、本発明の他の様態として、脂肪肝の診断のためのロイシンジッパータンパク質の用
途を提供する。
【００４３】
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より具体的に、本発明は、ロイシンジッパータンパク質の発現または活性を測定するため
のプローブを含む、脂肪肝診断用組成物；上記疾患の診断のためのロイシンジッパータン
パク質の発現または活性を測定するためのプローブの用途；および有効量のロイシンジッ
パータンパク質の発現または活性を測定するためのプローブを個体に投与する段階を含む
、上記疾患の診断のための情報提供方法を提供する。
【００４４】
本発明の診断用組成物などは、やはり、前述したロイシンジッパータンパク質を利用する
ので、これら両者に共通した内容は、本明細書の過度な複雑性を避けるために、その記載
を省略する。
【００４５】
本発明で使用される用語「診断」とは、本発明による組成物の投与により病理状態、すな
わち脂肪肝の存在または特徴を確認する行為である。本発明の目的上、生体組織内ロイシ
ンジッパータンパク質または上記ロイシンジッパータンパク質内特定断片の発現または活
性が増進された場合、脂肪肝と判断することを意味する。
【００４６】
本発明で、上記ロイシンジッパータンパク質の発現を測定するためのプローブは、ロイシ
ンジッパータンパク質と特異的に結合する抗体、または上記タンパク質をコードする遺伝
子と特異的に結合する核酸プローブまたはプライマーであってもよく、上記ロイシンジッ
パータンパク質の活性を測定するためのプローブは、ロイシンジッパータンパク質内特定
断片と特異的に結合する抗体、または上記断片をコードする遺伝子と特異的に結合する核
酸プローブまたはプライマーであってもよいが、ロイシンジッパータンパク質の発現また
は活性を測定できる物質であれば、制限されることなく含まれ得る。
【００４７】
上記抗体は、ポリクロナール抗体、モノクロナール抗体、ヒト抗体およびヒト化抗体、ま
たはこれらの断片を使用することができる。また、上記抗体断片は、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、
Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖ断片；ディアボディ（ｄｉａｂｏｄｙ）；線形抗体；一本鎖抗
体分子；および抗体断片から形成された多重特異性抗体などを含むことができる。
【００４８】
上記核酸プローブは、自然のまたは変形したモノマーまたは連鎖（ｌｉｎｋａｇｅｓ）の
線形オリゴマーを意味し、デオキシリボヌクレオチドおよびリボヌクレオチドを含み、タ
ーゲットヌクレオチド配列に特異的にハイブリダイゼーションすることができ、自然に存
在していたりまたは人為的に合成されたものをいう。本発明によるプローブは、単一鎖で
あってもよく、好ましくはオリゴデオキシリボヌクレオチドであってもよい。本発明のプ
ローブは、天然ｄＮＭＰ（すなわち、ｄＡＭＰ、ｄＧＭＰ、ｄＣＭＰおよびｄＴＭＰ）、
ヌクレオチド類似体または誘導体を含むことができる。また、本発明のプローブは、リボ
ヌクレオチドも含むことができる。例えば、本発明のプローブは、骨格変形したヌクレオ
チド、例えば、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、ホスホロチオエートＤＮＡ、ホスホロジチオエ
ートＤＮＡ、ホスホロジアミダートＤＮＡ、アミド－結合されたＤＮＡ、ＭＭＩ－結合さ
れたＤＮＡ、２’－Ｏ－メチルＲＮＡ、アルファ－ＤＮＡおよびメチルホスホナートＤＮ
Ａ、糖変形したヌクレオチド、例えば、２'－Ｏ－メチルＲＮＡ、２'－フルオロＲＮＡ
、２’－アミノＲＮＡ、２'－Ｏ－アルキルＤＮＡ、２'－Ｏ－アリルＤＮＡ、２'－Ｏ
－アルキニルＤＮＡ、ヘキソースＤＮＡ、ピラノシルＲＮＡおよびアンヒドロヘキシトー
ルＤＮＡ、および塩基変形を有するヌクレオチド、例えば、Ｃ－５置換されたピリミジン
（置換基は、フルオロ－、ブロモ－、クロロ－、ヨード－、メチル－、エチル－、ビニル
－、ホルミル－、エチニル－、プロピニル－、アルキニル－、チアゾリル－、イミダゾリ
ル－、ピリジル－を含む）、Ｃ－７置換基を有する７－デアザプリン（置換基は、フルオ
ロ－、ブロモ－、クロロ－、ヨード－、メチル－、エチル－、ビニル－、ホルミル－、ア
ルキニル－、アルケニル－、チアゾリル－、イミダゾリル－、ピリジル－）、イノシンお
よびジアミノプリンを含むことができる。
【００４９】
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上記プライマーは、適切な温度および適切な緩衝液内において適切な条件（すなわち、４
種の異なるヌクレオシドトリホスフェートおよび重合反応酵素）下で鋳型－依存的なＤＮ
Ａ合成の開始点に作用できる一本鎖オリゴヌクレオチドを意味する。プライマーの適切な
長さは、多様な要素、例えば、温度とプライマーの用途によって変化がありえる。また、
プライマーの配列は、鋳型の一部配列と完全に相補的な配列を有する必要はなく、鋳型と
ハイブリダイゼーションされてプライマー固有の作用をすることできる範囲内での十分な
相補性を有すれば十分である。したがって、本発明でのプライマーは、鋳型である遺伝子
のヌクレオチド配列に完全に相補的な配列を有する必要はなく、この遺伝子配列にハイブ
リダイゼーションされてプライマーとして作用することができる範囲内で十分な相補性を
有すれば十分である。また、本発明によるプライマーは、遺伝子増幅反応に用いられるも
のが好ましい。上記増幅反応は、核酸分子を増幅する反応を言い、このような遺伝子の増
幅反応については、当業界に良く知られており、例えば、重合酵素連鎖反応（ＰＣＲ）、
逆転写重合酵素連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、転写媒介増幅
（ＴＭＡ）、核酸配列ベース増幅（ＮＡＳＢＡ）等が含まれ得る。
                                                                                
【００５０】
本発明の非アルコール性脂肪肝診断用組成物は、キットの形態で含まれ得る。
【００５１】
上記キットは、ロイシンジッパータンパク質またはロイシンジッパータンパク質内特定断
片の発現または活性を測定できる抗体、プローブまたはプライマーなどを含むことができ
、これらの定義は、上述した通りである。
【００５２】
上記キットがＰＣＲ増幅過程に適用される場合、選択的に、ＰＣＲ増幅に必要な試薬、例
えば、緩衝液、ＤＮＡ重合酵素（例するに、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ（Ｔａ
ｑ）、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ（Ｔｔｈ）、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｉｌ
ｉｆｏｒｍｉｓ、Ｔｈｅｒｍｉｓ　ｆｌａｖｕｓ、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｔｅ
ｒａｌｉｓまたはＰｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕｒｉｏｓｕｓ（Ｐｆｕ）から収得した熱安
定性ＤＮＡ重合酵素、ＤＮＡ重合酵素補助因子およびｄＮＴＰｓを含むことができ、上記
キットが免疫分析に適用される場合、本発明のキットは、選択的に、二次抗体および標識
の基質を含むことができる。ひいては、本発明によるキットは、上記した試薬成分を含む
多数の別途パッケージングまたはコンパートメントで作製され得る。
【００５３】
また、本発明の非アルコール性脂肪肝診断用組成物は、マイクロアレイの形態で含まれ得
る。
【００５４】
本発明のマイクロアレイにおいて、上記ロイシンジッパータンパク質またはロイシンジッ
パータンパク質内特定断片の発現または活性を測定できる抗体、プローブまたはプライマ
ーなどは、ハイブリダイゼーションアレイ要素（ｈｙｂｒｉｄｉｚａｂｌｅ　ａｒｒａｙ
　ｅｌｅｍｅｎｔ）として用いられ、基質（ｓｕｂｓｔｒａｔｅ）上に固定化される。好
ましい基質は、適切な堅固性または半－堅固性支持体であって、例えば、膜、フィルター
、チップ、スライド、ウェハー、ファイバー、磁性ビーズまたは非磁性ビーズ、ゲル、チ
ュービング、プレート、高分子、微小粒子および毛細管を含むことができる。上記ハイブ
リダイゼーションアレイ要素は、上記基質上に配列され固定化され、このような固定化は
、化学的結合方法またはＵＶのような共有結合的方法により行われ得る。例えば、上記ハ
イブリダイゼーションアレイ要素は、エポキシ化合物またはアルデヒド基を含むように変
形したガラスの表面に結合されてもよく、また、ポリリジンコーティングの表面でＵＶに
より結合され得る。また、上記ハイブリダイゼーションアレイ要素は、リンカー（例えば
、エチレングリコールオリゴマーおよびジアミン）を介して基質に結合され得る。
【００５５】
一方、本発明のマイクロアレイに適用される試料が核酸の場合には、標識され得、マイク
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ロアレイ上のアレイ要素とハイブリダイゼーションされ得る。ハイブリダイゼーション条
件は、多様であり、ハイブリダイゼーション程度の検出および分析は、標識物質によって
多様に実施され得る。
【００５６】
本発明のさらに他の様態として、本発明は、脂肪肝の予防または治療用医薬の開発のため
のロイシンジッパータンパク質の用途を提供する。
【００５７】
本発明のスクリーニング方法などは、やはり、上述したロイシンジッパータンパク質を利
用するので、これらの両者に共通した内容は、本明細書の過度な複雑性を避けるために、
その記載を省略する。
【００５８】
一実施形態として、本発明は、インビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で、ロイシンジッパータ
ンパク質を発現する細胞と候補物質を共に培養し、上記細胞のロイシンジッパータンパク
質の発現を測定することを含み、上記候補物質がロイシンジッパータンパク質の発現を下
方制御するとき、脂肪肝の予防または治療用医薬として判別する、脂肪肝の予防または治
療用医薬のスクリーニング方法を提供する。
【００５９】
他の実施形態として、本発明は、インビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で、ロイシンジッパー
タンパク質を発現する細胞と候補物質を共に培養し、上記細胞のロイシンジッパータンパ
ク質の活性を測定することを含み、上記候補物質がロイシンジッパータンパク質内特定断
片の発現を下方制御するとき、脂肪肝の予防または治療用医薬として判別する、脂肪肝の
予防または治療用医薬のスクリーニング方法を提供する。
【００６０】
さらに他の実施形態として、本発明は、インビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で、ロイシンジ
ッパータンパク質を発現する細胞と候補物質を共に培養し、上記細胞のロイシンジッパー
タンパク質の活性を測定することを含み、上記候補物質が上記ロイシンジッパータンパク
質内特定断片とＡｋｔとの複合体の形成を減少させるとき、脂肪肝の予防または治療用医
薬として判別する、脂肪肝の予防または治療用医薬のスクリーニング方法を提供する。
【００６１】
上記候補物質は、通常の選定方式によってロイシンジッパータンパク質またはその特定断
片への転写、翻訳を抑制する物質、またはロイシンジッパータンパク質またはその特定断
片の機能または活性を抑制する医薬としての可能性を有するものと推定され、または無作
為に選ばれた個別の核酸、タンパク質、ペプチド、その他抽出物または天然物、化合物な
どが挙げられる。
【００６２】
その後、候補物質で処理された細胞において、上記遺伝子の発現量、タンパク質の量また
はタンパク質の活性を測定することができ、測定の結果、上記遺伝子の発現量、タンパク
質の量またはタンパク質の活性が減少することが測定されると、上記候補物質は、脂肪肝
を予防または治療できる物質と判断することができる。
【００６３】
上記の遺伝子の発現量、タンパク質の量またはタンパク質の活性を測定する方法は、当業
界に公知の多様な方法を通じて行われてもよく、例えば、これらに制限されないが、逆転
写重合酵素連鎖反応（ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ－ｐｏｌｙｍｅｒａ
ｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、リアルタイム重合酵素連鎖反応（ｒｅａｌ　ｔ
ｉｍｅ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、ウェスタンブロット
、ノーザンブロット、ＥＬＩＳＡ（ｅｎｚｙｍｅ　ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂ
ｅｎｔ　ａｓｓａｙ）、放射線免疫分析（ＲＩＡ：ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）
、放射免疫拡散法（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｄｉｆｆｕｓｉｏｎ）および免疫沈降分析法
（ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ）等を利用して行うことができ
る。
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【００６４】
本発明のスクリーニング方法を通じて得た、ロイシンジッパータンパク質またはその特定
断片の発現を阻害したりタンパク質の機能を阻害する活性を示す候補物質が脂肪肝の予防
または治療用医薬の候補物質になり得る。
【００６５】
このような脂肪肝の予防または治療用医薬の候補物質は、以後の脂肪肝治療剤の開発過程
でリード化合物（ｌｅａｄｉｎｇ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ）として作用するようになり、リー
ド化合物がロイシンジッパータンパク質またはその特定断片の機能に対する抑制効果を示
すことができるようにその構造を変形させ、最適化することによって、新しい脂肪肝治療
剤を開発することができる。
【実施例】
【００６６】
以下、本発明の理解を助けるために望ましい実施例を提示する。しかしながら、下記の実
施例は、本発明をより容易に理解するために提供されるものに過ぎず、下記実施例によっ
て本発明の内容が限定されるものではない。
【００６７】
実施例１．Ｌｅｕｃｉｎｅ　ｚｉｐｐｅｒ　ｐｒｏｔｅｉｎによるＡｐｏＡ４の発現調節
肝細胞レベルでの脂肪の蓄積および放出に対する調節は、実際の脂肪肝の形成において非
常に重要であり、従来の報告によれば、高脂肪食だけでなく、小胞体ストレスによっても
組織内脂肪が蓄積され得ることが知られている。このような点に着目して、本発明者らは
、小胞体またはゴルジ体ストレス（ＥＲ／Ｇｏｌｇｉ　ｓｔｒｅｓｓ）により活性化する
転写因子の一つであるＬｅｕｃｉｎｅ　ｚｉｐｐｅｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ（以下、ＬＺＩＰ
と命名する。）と脂肪肝発病との相関関係の確認を試みた。これに先立って、本実施例で
は、ＬＺＩＰ処理によるｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎの発現変化を確認し、これと関連したＬ
ＺＩＰ活性化のための条件および具体的な活性化部位を導き出すことを試みた。
【００６８】
１－１．肝細胞株でのＬＺＩＰによるＡｐｏＡ４の発現変化
肝細胞株ＨｅｐＧ２で、ＬＺＩＰの処理濃度によるＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ４
（以下、ＡｐｏＡ４と命名する）のプロモーター活性を測定し、その結果に基づいて、肝
細胞株ＨｅｐＧ２およびＨｕｈ－７を対象としてＬＺＩＰの処理または抑制によるＡｐｏ
Ａ４　ｍＲＮＡおよびタンパク質の発現量の変化の確認を試みた。以下の実施例で、上記
ＬＺＩＰの処理または発現のために、Ｆｌａｇ－ＬＺＩＰ（Ｎ－末端にＦｌａｇ　ｅｐｉ
ｔｏｐｅ（ＤＹＫＤＤＤＤＫ）がｔａｇｇｉｎｇされたＬＺＩＰ配列をクローニングした
ｐＣＭＶ－３　Ｔａｇ－１　ｖｅｃｔｏｒ）、またはＡｄ－ＬＺＩＰ（Ｃ－末端にＨＡ　
ｅｐｉｔｏｐｅがｔａｇｇｉｎｇされたＬＺＩＰ配列をクローニングしたｐＳｈｕｔｔｌ
ｅ－ＩＲＥＳ－ｈｒＧＦＰ－２　ｖｅｃｔｏｒ）を利用し、上記ＬＺＩＰの抑制のために
は、ＬＺＩＰ　ｓｉＲＮＡ（配列番号５）を利用した。
【００６９】
その結果、図１に示すように、ＬＺＩＰの処理濃度（０、０．２５、０．５、および１μ
ｇ）に依存的にＡｐｏＡ４プロモーターの活性が増加することを確認することができ、図
２および図３に示すように、ｍＲＮＡおよびタンパク質レベルがいずれも、ＬＺＩＰ処理
によるＡｐｏＡ４発現増加およびＬＺＩＰ抑制によるＡｐｏＡ４発現減少を観察すること
ができた。一方、ＡｐｏＡ４は、動脈硬化の緩和および脂肪の単純輸送に関連していると
知られているが、肝組織内の役割については報告されたことがないのが現状である。この
ようなＬＺＩＰによる肝細胞でのＡｐｏＡ４発現変化は、肝組織内脂肪の蓄積およびこれ
に伴う脂肪肝発病の可能性を提示するものである。
【００７０】
１－２．ＧｏｌｇｉストレスによるＬＺＩＰの活性化によるＡｐｏＡ４の発現変化
前述したように、ＬＺＩＰは、小胞体またはゴルジ体ストレス（ＥＲ／Ｇｏｌｇｉ　ｓｔ
ｒｅｓｓ）により活性化する転写因子であって、小胞体の表面に付着しているタンパク質
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の一つである。本実施例では、より具体的に、ゴルジ体分裂物質であるＢｒｅｆｅｌｄｉ
ｎ　Ａ（ＢＦＡ）、小胞体内の糖化プロセスを抑制するＴｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ（ＴＭ）
、小胞体内カルシウムを欠乏させるＴｈａｓｉｇａｒｇｉｎ（ＴＧ）でそれぞれ肝細胞を
処理して、ＬＺＩＰを活性化させた後、これに伴うＡｐｏＡ４の発現変化の確認を試みた
。一方、対照群（Ｃｏｎ）としては、１μｌの１００％メタノールで処理した群を利用し
た。
【００７１】
また、上記実験で有意的な結果を示したＢＦＡ処理をした場合、再度ＡｐｏＡ４プロモー
ター活性、ＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡおよびタンパク質発現変化などを確認して、その結果を
検証し、ＬＺＩＰタンパク質の構造変化および細胞内移動様相を核／細胞質分画法および
蛍光顕微鏡を用いて観察することによって、ＬＺＩＰのＡｐｏＡ４発現調節のための核心
メカニズムを明らかにすることを試みた。上記蛍光顕微鏡の分析では、ＢＦＡ処理（ＢＦ
Ａ）によるＬＺＩＰタンパク質の細胞内移動様相を観察し、このようなＢＦＡ処理による
移動様相とＬＺＩＰの一部の分離断片であるＬＺＩＰ　Ｎ末端（ＧＦＰ　ｔａｇｇｉｎｇ
）で処理した場合（ＬＺＩＰ－Ｎ　１－２２０）と比較して、ＢＦＡ処理によるＬＺＩＰ
　Ｎ末端の分離（分解）の有無の確認を試みた。一方、対照群（Ｃｏｎ）としてＧＦＰが
ｔａｇｇｉｎｇされたＬＺＩＰだけで処理した群を利用した。
【００７２】
その結果、図４に示すように、ＴＭまたはＴＧ処理をした場合、ＡｐｏＡ４の発現は、対
照群と大きな差異を示さないが、ＢＦＡによりＬＺＩＰが活性化した場合、ＡｐｏＡ４の
発現は顕著に増加することを確認することができた。また、図５に示すように、ＢＦＡに
より活性化したＬＺＩＰは、処理したＢＦＡの濃度（５、１０、５０、１００ｎｇ／ｍｌ
）または時間（１、３、６、１０、１４ｈ）に依存的に、ＡｐｏＡ４プロモーター活性、
ＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡおよびタンパク質の発現を増加させることが分かった。
【００７３】
特に、図６および図７に示すように、ＢＦＡ処理によるＡｐｏＡ４発現増加は、ＬＺＩＰ
を併用処理するときに顕著であるが、ＬＺＩＰの発現を抑制した場合には、肝細胞Ｈｅｐ
Ｇ２およびＨｕｈ－７の両方でＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡおよびタンパク質の量が減少し、Ｌ
ＺＩＰの活性化産物、すなわちＬＺＩＰ　Ｎ末端も減少したことから、ＡｐｏＡ４発現調
節において、ゴルジ体ストレスによるＬＺＩＰの活性化が非常に重要な役割を行うことが
分かった。一方、上記ＢＦＡによるＬＺＩＰ　Ｎ末端の移動様相を分析した結果、図８に
示すように、ＬＺＩＰ　Ｎ末端がＢＦＡによりＬＺＩＰから分離し、細胞質から核に移動
することが分かり（図８ａ参照）、ＧＦＰを利用した蛍光顕微鏡の分析でも、ＢＦＡ処理
した場合、細胞質に比べて、核で多くの量のＬＺＩＰが発現し、ＧＦＰ－ＬＺＩＰのＮ末
端も、上記と同様に、核で多くの量のＬＺＩＰ　Ｎ末端が検出されることを確認すること
ができた（図８ｂ参照）。このような上記結果は、ＢＦＡによるゴルジ体ストレスがＬＺ
ＩＰ　Ｎ末端を分離して活性化させ、活性化したＬＺＩＰ　Ｎ末端は、核に移動してＡｐ
ｏＡ４プロモーターと結合することによって、その発現を調節することを示すものである
。
【００７４】
１－３．ＬＺＩＰ　Ｎ末端によるＡｐｏＡ４の発現変化
ＬＺＩＰ　Ｎ末端のＡｐｏＡ４発現調節効果を直接的に確認するために、ＬＺＩＰ　Ｎ末
端をクローニングして、これを肝細胞株に発現させた後、これに伴うＡｐｏＡ４プロモー
ター活性、ＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡおよびタンパク質発現の変化を確認した。また、マウス
の初代肝細胞を利用して、ＢＦＡ処理によるＬＺＩＰ　Ｎ末端の分離の有無およびこれに
伴うＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡおよびタンパク質発現変化を再度検証した。以下の実施例で、
上記ＬＺＩＰ　Ｎ末端処理または発現のために、Ｆｌａｇ－ＬＺＩＰ－Ｎ（Ｎ－末端にＦ
ｌａｇ　ｅｐｉｔｏｐｅ（ＤＹＫＤＤＤＤＫ）がｔａｇｇｉｎｇされたＬＺＩＰ　Ｎ末端
配列をクローニングしたｐＣＭＶ－３　Ｔａｇ－１　ｖｅｃｔｏｒ）、またはＡｄ－ＬＺ
ＩＰ－Ｎ（Ｃ－末端にＨＡ　ｅｐｉｔｏｐｅがタグされたＬＺＩＰ　Ｎ末端配列をクロー
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ニングしたｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＩＲＥＳ－ｈｒＧＦＰ－２　ｖｅｃｔｏｒ）を利用した。
【００７５】
その結果、図９に示すように、肝細胞株にＬＺＩＰ　Ｎ末端を発現させた場合、濃度依存
的にＡｐｏＡ４プロモーター活性、ＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡおよびタンパク質の発現が増加
し、このような効果は、全長ＬＺＩＰで処理した場合（実施例１－１、図１、２参考）よ
りも顕著に増加した結果であった。また、図１０に示すように、マウスの初代肝細胞でも
上記結果と同様に、ＢＦＡ処理による分離したＬＺＩＰ　Ｎ末端の増加とこのような増加
によるＡｐｏＡ４　ｍＲＮＡおよびタンパク質の発現増加を確認することができたことか
ら、肝細胞または組織内ＡｐｏＡ４の発現は、ＬＺＩＰの活性化産物、その中でもＬＺＩ
Ｐ　Ｎ末端により調節されることを再度確認することができた。
【００７６】
実施例２．Ａｋｔシグナル機序によるＬＺＩＰ　Ｎ末端の安定化
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔシグナル伝達系とこれらの抑制物質であるＰＴＥＮシグナル伝達系は、
脂肪肝の形成において非常に重要な役割をすると知られている。このため本実施例では、
インビトロ　キナーゼ　アッセイ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｋｉｎａｓｅ　ａｓｓａｙ）およ
びＧＳＴ　プルダウンアッセイ（ＧＳＴ－ｐｕｌｌ　ｄｏｗｎ　ａｓｓａｙ）を通じて、
本発明のＬＺＩＰ　Ｎ末端とＡｋｔとの結合の有無を確認した。また、このような結果に
基づいて、Ａｋｔ阻害剤で処理することによるＬＺＩＰ　Ｎ末端タンパク質の量およびこ
れに伴うＡｐｏＡ４タンパク質の発現変化を確認した。
【００７７】
その結果、図１１に示すように、活性化したＡｋｔとＬＺＩＰ　Ｎ末端との結合をそれぞ
れの実験で観察することができた。これだけでなく、図１２に示すように、Ａｋｔ阻害剤
（Ａｋｔ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ＩＶ）で処理した場合、ＬＺＩＰ　Ｎ末端はもちろん、
ＡｐｏＡ４も顕著に減少した（図１２ａおよび図１２ｂ）。また、実験過程で合成される
新しいタンパク質の発現抑制のためにＣｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅで処理しつつ、Ａｋｔ
阻害剤で処理／非処理することがＬＺＩＰ－Ｎの安定性に及ぼす影響を確認した結果、Ａ
ｋｔ阻害剤で処理した場合、ＬＺＩＰ－Ｎの安定性が早期に減少することを確認すること
ができた（図１２ｃ）。したがって、上記の発現変化は、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔシグナル伝達
系と分離したＬＺＩＰ　Ｎ末端との相互作用により調節されることが分かった。
【００７８】
実施例３．ＬＺＩＰ　Ｎ末端と肝細胞または組織内脂肪の蓄積との関連性
本実施例では、上記実施例１および２の結果に基づいて、肝組織内脂肪の蓄積、すなわち
、脂肪肝の発病とＬＺＩＰ　Ｎ末端処理によるＡｐｏＡ４の発現変化との関連性を確認す
ることを試みた。具体的には、ヒト肝細胞株であるＨｅｐＧ２またはマウス初代肝細胞に
脂肪の蓄積を引き起こすオレイン酸（ｏｌｅｉｃ　ａｃｉｄ；ＯＡ）と併用してＬＺＩＰ
　Ｎ末端で処理した後、これらの肝細胞内脂肪の蓄積量をオレイン酸単独処理の場合と比
較した。また、マウス動物モデルを対象としてＬＺＩＰ　Ｎ末端処理による肝組織内Ａｐ
ｏＡ４発現量および脂肪の蓄積量の変化をｉｎ　ｖｉｖｏで確認した。具体的には、ＬＺ
ＩＰ　Ｎ末端を含むウイルスを静脈注射を通じてマウスに投与し、その３日後、上記マウ
スから肝組織を摘出して、対照群（Ａｄ－ＧＦＰ）とＡｐｏＡ４の発現量、中性脂肪の比
率などを比較分析した。
【００７９】
その結果、図１３に示すように、オレイン酸と併用してＬＺＩＰ　Ｎ末端処理をした場合
、オレイン酸単独処理群に比べて肝組織内脂肪の蓄積量が増加することが分かった。この
ような傾向は、ＬＺＩＰ　Ｎ末端の処理濃度に依存し、特にマウス初代肝細胞に２０　Ｍ
ＯＩのＬＺＩＰ　Ｎ末端処理をした場合、上記脂肪の蓄積量がオレイン酸単独処理群に比
べて約２．５倍まで増加することが分かった。また、ＬＺＩＰ　Ｎ末端を投与したマウス
の肝組織は、図１４および図１５に示すように、対照群に比べてＡｐｏＡ４発現量が顕著
に増加し、肝組織内中性脂肪の比率は増加した反面、血清内中性脂肪の比率は減少するこ
とを確認し、オイルレッドＯ染色（Ｏｉｌ　Ｒｅｄ　Ｏ染色）を通じてこれに伴う病理組
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織学的所見である肝組織内脂肪の蓄積を観察することができた。上記結果からＬＺＩＰ　
Ｎ末端による肝組織内ＡｐｏＡ４の増加は、脂肪の蓄積を引き起こし、これは、脂肪肝発
病の主要な機序であることが分かった。
【００８０】
実施例４．多様なヒト脂肪肝組織でのＬＩＺＰおよびＡｐｏＡ４の発現
上記実施例３では、マウスの肝細胞またはマウスを対象として肝組織内脂肪の蓄積効果を
確認することができた反面、本実施例では、ヒトでもこのような効果が観察されることが
できるか否かを確認しようと試みた。具体的には、肥満による脂肪肝、アルコール性脂肪
肝、または非アルコール性脂肪肝組織を対象として正常肝組織とＬＺＩＰおよびＡｐｏＡ
４発現量を比較した。
【００８１】
その結果、図１６～図１８に示すように、肥満による脂肪肝、アルコール性脂肪肝、およ
び非アルコール性脂肪肝のいずれもが、正常肝組織に比べてＬＺＩＰおよびＡｐｏＡ４の
発現量が高いことを確認することができた。
【００８２】
上記の結果を総合してみると、ＬＺＩＰ、特にＬＺＩＰ　Ｎ末端は、ｌｉｐｏｐｒｏｔｅ
ｉｎの輸送に関連したＡｐｏＡ４タンパク質の肝組織内発現を調節し、これに伴い、肝臓
での脂肪の蓄積に重要な役割を行うことが分かることから、上記ＬＺＩＰ　Ｎ末端は、脂
肪肝の診断および治療のための核心的な標的因子として活用され得る。
【００８３】
前述した本発明の説明は、例示のためのものであり、本発明の属する技術分野における通
常の知識を有する者は、本発明の技術的思想や必須の特徴を変更することなく、他の具体
的な形態に容易に変形が可能であることを理解することができる。したがって、以上で記
述した実施例は、すべての面において例示的なものであり、限定的でないものと理解しな
ければならない。
【図１】 【図２】
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