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(54)【発明の名称】ＨＡＰＬＮ１を含む血管疾患の予防または治療用組成物

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＨＡＰＬＮ１を有効成分として含有する、血管疾患の予防または治療用薬学組成物であっ
て、
前記血管疾患は、動脈硬化症、高血圧、動脈瘤、出血、血管壁障害による脳梗塞、脳出血
、虚血性心疾患、心筋梗塞（ただし、炎症性の心筋梗塞を除く）、及び末梢血管疾患から
なる群から選択される１つ以上である、薬学組成物。
【請求項２】
前記ＨＡＰＬＮ１は、タンパク質断片であり、
配列番号１で表されるアミノ酸配列からなることを特徴とする、請求項１に記載の薬学組
成物。
【請求項３】
前記組成物は、
血管壁のエラスチン線維層の損傷を抑制し、改善させることを特徴とする、請求項１に記
載の薬学組成物。
【請求項４】
前記組成物は、
トランスゲリンの損失を改善させることを特徴とする、請求項１に記載の薬学組成物。
【請求項５】
前記組成物は、

10

20



(2) JP　7691785　B2　2025.6.12

血管平滑筋細胞（ＶＳＭＣ）でＮＦ－κＢまたはＦＡＫのリン酸化を抑制することを特徴
とする、請求項１に記載の薬学組成物。
【請求項６】
ＨＡＰＬＮ１を有効成分として含有する、血管疾患の予防または改善用健康機能食品組成
物であって、
前記血管疾患は、動脈硬化症、高血圧、動脈瘤、出血、血管壁障害による脳梗塞、脳出血
、虚血性心疾患、心筋梗塞（ただし、炎症性の心筋梗塞を除く）、及び末梢血管疾患から
なる群から選択される１つ以上である、健康機能食品組成物。
【請求項７】
前記ＨＡＰＬＮ１は、タンパク質断片であり、
配列番号１で表されるアミノ酸配列からなることを特徴とする、請求項６に記載の健康機
能食品組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、ＨＡＰＬＮ１（ｈｙａｌｕｒｏｎａｎ  ａｎｄ  ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ
ｌｉｎｋ  ｐｒｏｔｅｉｎ  １）を有効成分として含む血管退行化、損傷血管の修復及び
血管疾患の予防または治療用組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
血管（ｂｌｏｏｄ  ｖｅｓｓｅｌ）は、動物の体内に存在する大小の管であって、酸素と
栄養分とを積んだ血液を体の隅々に流し、末梢細胞と組織とが排泄する二酸化炭素と老廃
物とを受け入れる役割を果たす。血管は、構造と機能とによって、動脈、静脈及び毛細血
管に分けられる。動脈は、酸素や栄養を含有した血液を心臓から全身に送る管であって、
次第に細くなって毛細血管に移行する。毛細血管と組織との間で物質交換が行われる。毛
細血管は、再び集まって静脈になって心臓に戻る。ヒトの血管の全長は、１２０，０００
ｋｍに至る。
【０００３】
全世界的に高齢化が加速化されながら、健康長寿（Ｈｅａｌｔｈｙ  ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ
）に対する関心が高まっている中、老化関連老人性及び慢性疾患の予防と治療需要とが増
大している。大韓民国の死亡者１０人のうち、８人の主要死亡原因は、癌と心／脳血管疾
患、糖尿病、慢性呼吸器疾患などの慢性疾患であると表われ、その中、血管疾患は、大韓
民国の死亡原因２位であり、全世界の死亡原因１位である。このような血管疾患は、人口
高齢化によってさらに増加するが、５０歳以後に急に増加して、韓国人の平均寿命に該当
する７５～７９歳に最大になった後、８５歳まで比較的高いレベルに保持されている。「
ヒトは血管と共に老いる」、「老いた血管は心／脳血管疾患の種を育てる沃土である」と
する程度に血管疾患は、老化と密接な関連がある。
【０００４】
血管疾患は、血管が詰まるか、破れながら、組織に血液供給の障害を誘発する疾患であっ
て、動脈硬化症、動脈瘤、高血圧／出血、虚血及び血管壁障害を起こして脳梗塞、脳出血
、虚血性心疾患、心筋梗塞、高血圧など多様な疾病を誘発する。代表的な血管疾患として
動脈硬化症と高血圧とが挙げられるが、動脈硬化症は、古い水道管に異物が積もって詰ま
るように、血管内側にコレステロールが積もって狭くなるか、詰まってしまう疾患であっ
て、狭心症や心筋梗塞を招いて激しい場合、突然死を起こしたりする慢性炎症性心血管疾
患である。
【０００５】
米国国立保健院（ＮＩＨ）によって１９５８年設立された「ボルチモア老化縦断研究」（
ＢＬＳＡ；Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ  Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ  Ｓｔｕｄｙ  ｏｆ  Ａｇｉ
ｎｇ）によれば、年を取るにつれて表われる血管の主な変化を「血管エイジング」または
「血管老化（ｖａｓｃｕｌａｒ  ａｇｉｎｇ）」と呼び、その主な特徴は、血管壁の肥厚
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、弾力性の低下、血管内皮細胞機能異常などであり、このような構造及び機能的変化を動
脈硬化と高血圧との究極的な主な要因として提示している。２００３年サイエンス誌でワ
シントン大学のＭａｒｔｉｎ博士は、このような血管疾患を老化（ａｇｉｎｇ）と関連付
けながら、それを克服するためには、治療よりも予防の重要性と共に老化遅延（Ａｇｉｎ
ｇ  ｄｅｌａｙ）を強調した。したがって、血管疾患を克服するためには、血管老化を遅
延または予防することができる技術や薬物を開発する研究が非常に重要である。また、２
０１６年Ｐｅｔｅｒなどは、心血管疾患に対する予防の必要性を強調し、その核心概念と
して早期血管老化（Ｅａｒｌｙ  ｖａｓｃｕｌａｒ  ａｇｉｎｇ）を提唱した。
【０００６】
血管老化の主要な変化である血管中膜肥厚化（ｖａｓｃｕｌａｒ  ｍｅｄｉａ  ｔｈｉｃ
ｋｎｅｓｓ）と弾力性消失（ｅｌａｓｔｉｃｉｔｙ  ｌｏｓｓ）とを予防するか、逆転さ
せることができる薬物の発見と開発は、血管関連疾患を克服する核心鍵として知られてい
るが、現在のところ、このような薬物の出現は行われていない。このような病理学的変化
の中心的役割を行う細胞が、まさに血管平滑筋細胞（ｖａｓｃｕｌａｒ  ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ  ｃｅｌｌｓ、ＶＳＭＣ）である。ＶＳＭＣは、正常血管壁内、特に、中膜
（ｍｅｄｉａ）に最も多く存在し、血管の収縮（ｃｏｎｔｒａｃｔｉｌｉｔｙ）と膨張（
ｄｉｓｔｅｎｓｉｂｉｌｉｔｙ）作用において中心役割を担当する一種の筋肉細胞であっ
て、血管病変の生成に主導的に関与する。
【０００７】
正常血管でＶＳＭＣは、収縮及び膨張に必要な主要タンパク質であるエラスチン（ｅｌａ
ｓｔｉｎ）の重合体であるエラスチン線維（ｅｌａｓｔｉｎ  ｆｉｂｅｒ）を作り、元気
な正常細胞のバイオマーカーであるトランスゲリン（ｔｒａｎｓｇｅｌｉｎ、ＳＭ２２α
、ＴＡＧＬＮ）が豊かな細胞に分化（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ）しながら同時に
増殖を止める。このような形態の細胞を収縮型平滑筋細胞（ｃｏｎｔｒａｃｔｉｌｅ  ｐ
ｈｅｎｏｔｙｐｅ  ｏｆ  ＶＳＭＣ）と呼ぶ。しかし、老化や退行化で血管機能に慢性的
異常が生じて脱分化（ｄｅ－ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ）状態に変わって分化以前
段階に戻れば、細胞は、増殖型平滑筋細胞（ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ  ｏｒ  ｐｒｏｌｉｆｅ
ｒａｔｉｖｅ  ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ  ｏｆ  ＶＳＭＣ）に転換（ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ）さ
れて増殖（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ）と移動（ｍｉｇｒａｔｏｎ）とを再開すること
により、動脈硬化に発展する始発点となり、このような病理学的変化は、トランスゲリン
の損失が主な原因としてよく知られており、特に、重要な指標（ｋｅｙ  ｂｉｏｍａｒｋ
ｅｒ）になる。このような生化学的な変化の結果、病変部位の血管壁が厚くなり、硬くな
り、同時に多様な単核細胞（ｍｏｎｏｃｙｔｅ）など炎症細胞を動員し、活性化し、この
ような一連の過程を経た結果、動脈硬化症（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ）と高血圧
、静脈瘤（ａｎｅｕｒｙｓｍ）、血管再狭窄（ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓ）など多様な血管疾
患を起こす。
【０００８】
本ＨＡＰＬＮ１タンパク質と関連した従来技術を説明すれば、前記タンパク質のレベルを
測定することにより、バイオマーカーとしての用途と役割とを提案しているか、血管疾患
を抑制するよりはむしろ疾病を誘発する可能性がある物質として報告されている。したが
って、このようにＨＡＰＬＮ１が高血圧、動脈硬化症のような血管疾患を抑制することに
より、関連疾患を治療または予防することができる医薬品としての可能性を提示した報告
はまだない実情である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
本発明の目的は、血管老化及び損傷抑制の効果を有したタンパク質を利用した血管疾患治
療組成物を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
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前記目的を果たすために、本発明は、ＨＡＰＬＮ１を有効成分として含有する血管疾患の
予防または治療用薬学組成物を提供する。
【００１１】
また、本発明は、ＨＡＰＬＮ１を有効成分として含有する血管疾患の予防または改善用健
康機能食品組成物を提供する。
【発明の効果】
【００１２】
本発明によるＨＡＰＬＮ１は、血管壁のエラスチン線維症の損傷とトランスゲリンの損失
とを抑制し、改善させ、血管平滑筋細胞（ＶＳＭＣ）でＮＦ－κＢまたはＦＡＫ（Ｆｏｃ
ａｌ  Ａｄｈｅｓｉｏｎ  Ｋｉｎａｓｅ）のリン酸化を効果的に抑制するので、老化や高
脂肪食餌による血管損傷及び多様な血管疾患の予防または治療のための薬学組成物または
健康機能食品組成物として活用されうる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】本発明の一実験例による高脂肪食餌マウスのヒト組換えＨＡＰＬＮ１（ｒｈＨＡ
ＰＬＮ１）投与有無による胸部動脈壁の変化を示した図面である。
【図２】高脂肪食餌マウスのｒｈＨＡＰＬＮ１投与によるエラスチン線維の含量変化を観
察するために、定量的レベル測定が可能なＥＶＧ（Ｅｌａｓｔｉｃ  ｔｉｓｓｕｅ  ｆｉ
ｂｅｒｓ－Ｖｅｒｈｏｅｆｆ’ｓ  Ｖａｎ  Ｇｉｅｓｏｎ）染色を行った結果である。
【図３】統計的な有意性を評価するために、Ｖｉｃｔｏｒｉａ－ｂｌｕｅ  ｖａｎ  Ｇｉ
ｅｓｏｎ染色及びエラスチン分解段階を用いて高脂肪食餌マウスの胸部大動脈でエラスチ
ン線維の回復効果を確認した結果である。
【図４】エラスチン分解段階に対して評価基準によるエラスチン回復効果を確認した結果
である（＊＊Ｐ＜０．０１）。
【図５】動脈硬化性動脈血管壁の重要指標であるトランスゲリンの定量的変化を観察する
ために、蛍光物質が結合された赤色のトランスゲリン抗体（ａｎｔｉ－ｔｒａｎｓｇｅｌ
ｉｎ  ａｎｔｉｂｏｄｙ  ｌａｂｅｌｅｄ  ｗｉｔｈ  Ａｌｅｘａ  Ｆｌｕｏｒ）を用い
て染色した結果である。
【図６】前記図５におけるトランスゲリン領域の赤色面積（Ｔｒａｎｓｇｅｌｉｎ＋Ａｒ
ｅａ）をＩｍａｇｅ  Ｊ  ｓｏｆｔｗａｒｅを用いて測定した結果である。
【図７】血管老化誘導物質として知られたインターロイキン－１β（ＩＬ－１β）処理さ
れたヒト大動脈平滑筋細胞（Ｈｕｍａｎ  ａｏｒｔｉｃ  ｓｍｏｏｔｈ  ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ、ＨＡＳＭＣ）でｒｈＨＡＰＬＮ１投与によるリン酸化型ＮＦ－κＢ（ｐ－Ｎ
Ｆ－κＢ）の変化を確認した結果であって、互いに独立した実験５回を進行し、毎回類似
している結果を導出し、代表的な結果を提示した。
【図８】図７のようにＩＬ－１β処理されたＨＡＳＭＣでｒｈＨＡＰＬＮ１投与によるリ
ン酸化型ＦＡＫ（ｐ－Ｆｏｃａｌ  ａｄｈｅｓｉｏｎ  ｋｉｎａｓｅ、ｐ－ＦＡＫ）の変
化を確認した結果であって、互いに独立した実験５回以上を進行し、毎回類似している結
果を導出し、代表的な結果を提示した。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
以下、本発明を詳細に説明する。
【００１５】
本発明者は、ＨＡＰＬＮ１タンパク質が多様な機転によって血管疾患を治療することがで
きるということを確認することにより、本発明を完成した。
【００１６】
本発明は、ＨＡＰＬＮ１を有効成分として含有する血管疾患の予防または治療用薬学組成
物を提供する。
【００１７】
本明細書において、「ＨＡＰＬＮ１」は、ヒアルロン酸をプロテオグリカンに連結してヒ
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アルロン酸を安定化するタンパク質であって、脊椎動物の関節で最初に見つけられた細胞
外基質内の構成タンパク質である。
【００１８】
望ましくは、前記ＨＡＰＬＮ１は、配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク
質断片であり、組換えヒトＨＡＰＬＮ１（ｒｈＨＡＰＬＮ１）である。
【００１９】
配列番号１：
【００２０】
ＤＨＬＳＤＮＹＴＬＤＨＤＲＡＩＨＩＱＡＥＮＧＰＨＬＬＶＥＡＥＱＡＫＶＦＳＨＲＧＧ
ＮＶＴＬＰＣＫＦＹＲＤＰＴＡＦＧＳＧＩＨＫＩＲＩＫＷＴＫＬＴＳＤＹＬＫＥＶＤＶＦ
ＶＳＭＧＹＨＫＫＴＹＧＧＹＱＧＲＶＦＬＫＧＧＳＤＳＤＡＳＬＶＩＴＤＬＴＬＥＤＹＧ
ＲＹＫＣＥＶＩＥＧＬＥＤＤＴＶＶＶＡＬＤＬＱＧＶＶＦＰＹＦＰＲＬＧＲＹＮＬＮＦＨ
ＥＡＱＱＡＣＬＤＱＤＡＶＩＡＳＦＤＱＬＹＤＡＷＲＧＧＬＤＷＣＮＡＧＷＬＳＤＧＳＶ
ＱＹＰＩＴＫＰＲＥＰＣＧＧＱＮＴＶＰＧＶＲＮＹＧＦＷＤＫＤＫＳＲＹＤＶＦＣＦＴＳ
ＮＦＮＧＲＦＹＹＬＩＨＰＴＫＬＴＹＤＥＡＶＱＡＣＬＮＤＧＡＱＩＡＫＶＧＱＩＦＡＡ
ＷＫＩＬＧＹＤＲＣＤＡＧＷＬＡＤＧＳＶＲＹＰＩＳＲＰＲＲＲＣＳＰＴＥＡＡＶＲＦＶ
ＧＦＰＤＫＫＨＫＬＹＧＶＹＣＦＲＡＹＮ
【００２１】
本発明において、前記組成物は、老化または高脂肪食餌などの原因による血管損傷または
多様な血管疾患を予防または治療することができる。
【００２２】
本明細書において、「予防」とは、本発明による薬学組成物または健康機能食品組成物の
投与によって血管疾患、または、前記疾患の少なくとも１つ以上の症状の発生を抑制させ
るか、発病を遅延させるあらゆる行為を意味する。また、再発を予防または防止するため
に、前記疾病に快方に向かう対象の治療を含む。
【００２３】
本明細書において、「治療」とは、本発明による薬学組成物の投与によって血管疾患、ま
たは、前記疾患の少なくとも１つ以上の症状を緩和、減少、または消滅させるなど、その
症状を好転させるか、有利に変更するあらゆる行為を意味する。
【００２４】
より詳細には、前記組成物は、血管壁のエラスチン線維層の損傷を抑制し、改善させるこ
とができ、トランスゲリンの損失を抑制し、改善させることができる。また、前記組成物
は、血管平滑筋細胞（ＶＳＭＣ）でＮＦ－κＢまたはＦＡＫのリン酸化を抑制することが
できる。
【００２５】
本発明の一実施例によれば、高脂肪食餌によって損傷したマウスの動脈血管壁が、前記Ｈ
ＡＰＬＮ１投与によって正常食餌マウスの動脈血管壁とほぼ類似した形状に回復され、減
少したトランスゲリン面積が増加し、血管平滑筋細胞の一種であるヒト大動脈平滑筋細胞
でＮＦ－κＢ及びＦＡＫのリン酸化が抑制されるということを確認することができる。
【００２６】
このような効果を有した前記組成物は、老化または高脂肪食餌などの原因による血管損傷
を含む、血管疾患の予防または治療用途として使われ、例えば、前記血管疾患は、動脈硬
化症、高血圧、動脈瘤、出血、血管壁障害による脳梗塞、脳出血、虚血性心疾患、心筋梗
塞、及び末梢血管疾患からなる群から選択される１つ以上であるが、これに制限されるも
のではない。
【００２７】
本発明による薬学組成物は、薬学的分野の通常の方法によって製造可能である。前記薬学
組成物は、前記有効成分以外に、剤型によって薬学的に許容可能な適切な担体と配合され
る、必要に応じて、賦形剤、希釈剤、分散剤、乳化剤、緩衝剤、安定剤、結合剤、崩壊剤
、溶剤などをさらに含んで製造可能である。前記適切な担体などは、本発明によるＨＡＰ
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ＬＮ１の活性及び特性を阻害しないものであって、投与形態及び剤型によって異なるよう
に選択されうる。
【００２８】
前記薬学組成物は、如何なる剤型でも適用可能であり、より詳細には、通常の方法によっ
て経口型剤型、外用剤、坐剤及び滅菌注射溶液の非経口型剤型で剤形化して使われる。
【００２９】
前記経口型剤型のうち、固型剤型は、錠剤、丸剤、散剤、顆粒剤、カプセル剤などの形態
であって、少なくとも１つ以上の賦形剤、例えば、澱粉、炭酸カルシウム、スクロース、
ラクトース、ソルビトール、マンニトール、セルロース、ゼラチンなどを混ぜて調剤する
ことができ、単純な賦形剤以外に、ステアリン酸マグネシウム、タルクのような潤滑剤も
含まれうる。また、カプセル剤型の場合、前記言及した物質以外にも、脂肪油のような液
体担体をさらに含みうる。
【００３０】
前記経口型剤型のうち、液状剤型は、懸濁剤、内用液剤、乳剤、シロップ剤などが該当す
るが、よく使われる単純希釈剤である水、流動パラフィン以外に、さまざまな賦形剤、例
えば、湿潤剤、甘味剤、芳香剤、保存剤などが含まれうる。
【００３１】
前記非経口剤型は、滅菌された水溶液、非水性溶剤、懸濁剤、乳剤、凍結乾燥製剤、坐剤
が含まれうる。非水性溶剤、懸濁剤としては、プロピレングリコール、ポリエチレングリ
コール、オリーブオイルのような植物性油、オレイン酸エチルのような注射可能なエステ
ルなどが使われる。坐剤の基剤としては、ウイテプゾール（ｗｉｔｅｐｓｏｌ）、マクロ
ゴール、トゥイーン６１、カカオ脂、ラウリン脂、グリセロゼラチンなどが使われる。こ
れに制限されず、当該技術分野に知られた適した製剤をいずれも使用可能である。
【００３２】
また、本発明による薬学組成物は、治療効能の増進のためにカルシウムやビタミンＤ３な
どをさらに添加することができる。
【００３３】
本発明による薬学組成物は、薬学的に有効な量で投与される。
【００３４】
本明細書において、「薬学的に有効な量」とは、医学的治療に適用可能な合理的な恵み／
危険の比率で疾患の治療に十分であり、副作用を起こさない程度の量を意味する。
【００３５】
前記薬学組成物の有効容量レベルは、使用目的、患者の年齢、性別、体重及び健康状態、
疾患の種類、重症度、薬物の活性、薬物に対する敏感度、投与方法、投与時間、投与経路
及び排出比率、治療期間、配合または同時使われる薬物を含む要素及びその他の医学分野
によく知られた要素によって異なるように決定される。例えば、一定ではないが、一般的
に０．００１～１００ｍｇ／ｋｇであって、望ましくは、０．０１～１０ｍｇ／ｋｇを一
日１回ないし数回投与される。前記投与量は、如何なる面でも本発明の範囲を限定するも
のではない。
【００３６】
前記薬学組成物は、血管疾患が発生する任意の動物に投与することができ、前記動物は、
例えば、ヒト及び霊長類だけではなく、牛、豚、馬、犬などの家畜などを含みうる。
【００３７】
前記薬学組成物は、製剤形態による適当な投与経路で投与され、目的組織に到達すること
ができる限り、経口または非経口の多様な経路を通じて投与される。投与方法は、特に限
定する必要なしに、例えば、経口、直腸または静脈、筋肉、皮膚塗布、皮下、呼吸器内吸
入、子宮内膜または脳血管内（ｉｎｔｒａｃｅｒｅ－ｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ）注
射などの通常の方法で投与される。
【００３８】
前記薬学組成物は、血管疾患の予防または治療のために、単独で使われ、手術または他の
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薬物治療などと併用して使われる。
【００３９】
また、本発明は、ＨＡＰＬＮ１を有効成分として含有する血管疾患の予防または改善用健
康機能食品組成物を提供する。
【００４０】
望ましくは、前記ＨＡＰＬＮ１は、配列番号１で表されるアミノ酸配列からなるタンパク
質断片であり、組換えヒトＨＡＰＬＮ１（ｒｈＨＡＰＬＮ１）である。
【００４１】
前記組成物は、血管壁のエラスチン線維層の損傷を抑制し、改善させることができ、トラ
ンスゲリンの損失を抑制し、改善させることができる。また、前記組成物は、血管平滑筋
細胞（ＶＳＭＣ）でＮＦ－κＢまたはＦＡＫのリン酸化を抑制することができて、老化ま
たは高脂肪食餌などの原因による血管損傷または多様な血管疾患を予防または改善しうる
。
【００４２】
本明細書において、「改善」とは、本発明による健康機能食品組成物の摂取によって血管
疾患、または、前記疾患の少なくとも１つ以上の症状が緩和、減少、または消滅させるな
ど、その症状を好転させるか、有利に変更するあらゆる行為を意味する。
【００４３】
前記血管疾患は、動脈硬化症、高血圧、動脈瘤、出血、血管壁障害による脳梗塞、脳出血
、虚血性心疾患、心筋梗塞、及び末梢血管疾患からなる群から選択される１つ以上である
が、これに制限されるものではない。
【００４４】
本発明による健康機能食品組成物において、前記健康機能食品は、血管疾患の予防または
改善の目的であって、粉末、顆粒、錠剤、カプセル、シロップまたは飲料などで製造可能
であり、前記食品が取ることができる形態には制限がなく、通常の意味の食品をいずれも
含みうる。例えば、飲料及び各種のドリンク、果実及びその加工食品（フルーツ缶詰、ジ
ャムなど）、魚類、肉類及びその加工食品（ハム、ベーコンなど）、パン類及び麺類、ク
ッキー及びスナック類、乳製品（バター、チーズなど）などが可能であり、通常の意味で
の機能性食品をいずれも含みうる。また、動物のための飼料として用いられる食品も含み
うる。
【００４５】
前記健康機能食品組成物は、当業者に通常使われる食品学的に許容可能な食品添加剤（食
品添加物）及び適切なその他の補助成分をさらに含んで製造可能である。
【００４６】
前記食品添加物としての適否は、他の規定がない限り、食品医薬品安全処に承認された食
品添加物公典の総則及び一般試験法などによって当該品目に関する規格及び基準によって
判定することができる。前記「食品添加物公典」に収載された品目としては、例えば、ケ
トン類、グリシン、クエン酸カルシウム、ニコチン酸、ケイ皮酸などの化学的合成物；紺
色素、甘草抽出物、結晶セルロース、コウリャン色素、グアーガムなどの天然添加物；Ｌ
－グルタミン酸ナトリウム製剤、麺類添加アルカリ剤、保存料製剤、タール色素製剤など
の混合製剤類などが挙げられる。
【００４７】
前記その他の補助成分は、例えば、香味剤、天然炭水化物、甘味剤、ビタミン、電解質、
着色剤、ペクチン酸、アルギン酸、有機酸、保護性コロイド増粘剤、ｐＨ調節剤、安定化
剤、防腐剤、グリセリン、アルコール、炭酸化剤などをさらに含有することができる。特
に、前記天然炭水化物としては、ブドウ糖、果糖のようなモノサッカライド、マルトース
、スクロースのようなジサッカライド、及びデキストリン、シクロデキストリンのような
ポリサッカライド、キシリトール、ソルビトール、エリスリトールなどの糖アルコールを
使用することができ、甘味剤としては、タウマチン、ステビア抽出物のような天然甘味剤
やサッカリン、アスパルテームのような合成甘味剤などを使用することができる。
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【００４８】
本発明による健康機能食品に含有されたＨＡＰＬＮ１の有効容量は、血管疾患の予防また
は改善など、その使用目的によって適切に調節される。前記組成物は、食品を原料として
一般薬品の長期服用時に発生する副作用などがない長所があり、携帯性に優れて、血管疾
患の予防または改善のための補助剤として摂取される。
【００４９】
以下、本発明の理解を助けるために、実施例を挙げて詳細に説明する。但し、下記の実施
例は、本発明の内容を例示するものであり、本発明の範囲が、下記の実施例に限定される
ものではない。本発明の実施例は、当業者に本発明をより完全に説明するために提供され
るものである。
【００５０】
＜実施例１＞組換えヒトＨＡＰＬＮ１タンパク質（ｒｈＨＡＰＬＮ１）の生産
【００５１】
１－１．組換えヒトＨＡＰＬＮ１タンパク質のアミノ酸配列
【００５２】
組換えＨＡＰＬＮ１タンパク質を構成するアミノ酸配列は、次の通りである。
【００５３】
ＤＨＬＳＤＮＹＴＬＤＨＤＲＡＩＨＩＱＡＥＮＧＰＨＬＬＶＥＡＥＱＡＫＶＦＳＨＲＧＧ
ＮＶＴＬＰＣＫＦＹＲＤＰＴＡＦＧＳＧＩＨＫＩＲＩＫＷＴＫＬＴＳＤＹＬＫＥＶＤＶＦ
ＶＳＭＧＹＨＫＫＴＹＧＧＹＱＧＲＶＦＬＫＧＧＳＤＳＤＡＳＬＶＩＴＤＬＴＬＥＤＹＧ
ＲＹＫＣＥＶＩＥＧＬＥＤＤＴＶＶＶＡＬＤＬＱＧＶＶＦＰＹＦＰＲＬＧＲＹＮＬＮＦＨ
ＥＡＱＱＡＣＬＤＱＤＡＶＩＡＳＦＤＱＬＹＤＡＷＲＧＧＬＤＷＣＮＡＧＷＬＳＤＧＳＶ
ＱＹＰＩＴＫＰＲＥＰＣＧＧＱＮＴＶＰＧＶＲＮＹＧＦＷＤＫＤＫＳＲＹＤＶＦＣＦＴＳ
ＮＦＮＧＲＦＹＹＬＩＨＰＴＫＬＴＹＤＥＡＶＱＡＣＬＮＤＧＡＱＩＡＫＶＧＱＩＦＡＡ
ＷＫＩＬＧＹＤＲＣＤＡＧＷＬＡＤＧＳＶＲＹＰＩＳＲＰＲＲＲＣＳＰＴＥＡＡＶＲＦＶ
ＧＦＰＤＫＫＨＫＬＹＧＶＹＣＦＲＡＹＮ（配列番号１）
【００５４】
１－２．組換えヒトＨＡＰＬＮ１タンパク質（ｒｈＨＡＰＬＮ１）の発現、精製及び保管
【００５５】
組換えヒトＨＡＰＬＮ１（ｒｈＨＡＰＬＮ１；ｇｅｎｅ  ｎｕｍｂｅｒ  ２６７８７３６
）の製造のために、組換えヒトＨＡＰＬＮ１アミノ酸配列が符号化されたＤＮＡベクター
（ｖｅｃｔｏｒ）を宿主細胞としてＥｘｐｉＴＭ２９３細胞（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ  Ｃｏ．，Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ，ＵＳＡ）を使用した。精製の
ために、アミノ末端に分泌シグナルペプチド（ｓｉｇｎａｌ  ｐｅｐｔｉｄｅ）及び１０
個のヒスチジン（Ｈ、Ｈｉｓ、ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ）、そして、ＴＥＶタンパク質分解酵
素（ＴＥＶ  ｐｒｏｔｅａｓｅ）－認知配列（ＴＥＶ  ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ  ｓｉｔ
ｅ）を挿入した状態で発現させた。ベクター感染３日後、培養液を収集してＨｉｓＴｒａ
ｐ  ｃｏｌｕｍｎ（ＧＥ  Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，ＩＬ，ＵＳＡ）を通じて精製した後、
ＴＥＶ  ｐｒｏｔｅａｓｅでＴＥＶ  ｐｒｏｔｅａｓｅ－認知配列を切断し、ヒスチジン
を含む分子をＤｙｎａＢｅａｄｓ（Ｔｈｅｒｍｏ  Ｆｉｓｈｅｒ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
）を使用して除去した。このように得た溶液を４０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１Ｍ  Ｎａ
Ｃｌ、ｐＨ８．０に対して１６時間透析を行った。最終精製品のタンパク質濃度は、０．
１１ｍｇ／ｍｌであって、溶媒は、２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、０．５Ｍ  ＮａＣｌ、
ｐＨ８．０、５０％グリセロール（ｇｌｙｃｅｒｏｌ）として１回投与量として小分け後
、－２０℃冷蔵庫に保管して使用した。
【００５６】
＜実施例２＞組換えヒトＨＡＰＬＮ１タンパク質（ｒｈＨＡＰＬＮ１）の繰り返し腹腔投
与による高脂肪食餌マウスの動脈血管構造の改善効果の確認
【００５７】
２－１．実験動物の準備及び飼育
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【００５８】
実験動物は、９週齢の雌Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ（韓国基礎科学研究院（ＫＢＳＩ）、大田市、
大韓民国）マウスを対照群（ＰＢＳ）と投与群（ｒｈＨＡＰＬＮ１）として設定した。水
は、二日に一回ずつ交換し、自在に食べるようにし、マウスは、４匹ずつ１ケージに置き
、高脂肪飼料は、毎日２２ｇずつ給与し、飼育室内の温度は、２１～２４℃、湿度は、４
０％～６０％に保持し、昼と夜との周期は、それぞれ１２時間とした。対照群と投与群は
、それぞれ８匹ずつ割り当てた。投与群（ｒｈＨＡＰＬＮ１）は、リン酸緩衝食塩水（ｐ
ｈｏｓｐｈａｔｅ  ｂｕｆｆｅｒｅｄ  ｓａｌｉｎｅ；ＰＢＳ）に希釈した組換えｒｈＨ
ＡＰＬＮ１を１回１００μｌの容量で０．１ｍｇ／ｋｇの投与量として腹腔内注射（ｉｎ
ｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ  ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ＩＰ  ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）し、３
日ごとに１回、総３０日間１０回投与で進められた。残りの２つの対照群は、同量のＰＢ
Ｓを同じ方法で投与した。
【００５９】
２－２．高脂肪食餌摂取マウス動脈壁Ｈ＆Ｅ染色法によるヒト組換えＨＡＰＬＮ１の血管
構造の改善効果の確認
【００６０】
高脂肪食餌マウスは、１６週間ａｔｈｅｒｏｇｅｎｉｃ  Ｐａｉｇｅｎ  ｄｉｅｔ（ＰＤ
；１５．８％脂肪：ココアバター約半分、コレステロール１．２５％及びコレステロール
０．５％）飼料を食べさせた（製品番号ＴＤ８８０５１）。前記高脂肪食餌マウスにＰＢ
ＳまたはｒｈＨＡＰＬＮ１を腹腔内注射した後、各群のマウスを麻酔後、腹腔を切開して
マウス胸部動脈血管を採取して動脈壁を観察した。
【００６１】
その結果、図１に示されたように、正常食餌（Ｎｏｒｍａｌ  ｄｉｅｔ）マウスの胸部動
脈壁と高脂肪食餌投与群マウス（ｒｈＨＡＰＬＮ１）の胸部動脈壁とに比べて、真ん中の
図面の高脂肪食餌ＰＢＳ群の胸部動脈壁で典型的な動脈硬化病変が鮮明に表われるという
ことを確認することができる。特に、中膜と内膜とのエラスチン線維層が分解されるか、
破壊されているということを確認することができる。一方、ヒト組換えＨＡＰＬＮ１タン
パク質を投与した群の同じ部位の胸部動脈壁は、正常食餌マウスの動脈壁とほぼ類似した
形状に著しく回復されているということを確認した。
【００６２】
２－３．ｒｈＨＡＰＬＮ１による高脂肪食餌摂取マウス動脈壁エラスチン線維の改善効果
の確認
【００６３】
動脈壁の老化と疾患とがある時、エラスチン線維は、漸次的に分解され、壊れる（Ｃａｒ
ｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｖｏｌｕｍｅ  １１０，Ｉｓｓｕｅ  ３，
１  Ｊｕｎｅ  ２０１６，Ｐａｇｅｓ  ２９８－３０８）。
【００６４】
これにより、前記２－２のように製造された高脂肪食マウスの胸部大動脈（Ｔｈｏｒａｃ
ｉｃ  ａｏｒｔａ）サンプルにＶｅｒｈｏｅｆｆ’ｓ  Ｖａｎ  Ｇｉｅｓｏｎ／ＥＶＧ（
ａｂ１５０６６７、ＵＳＡ）染色法を用いてエラスチン線維層の変化を確認した。前記大
動脈サンプルスライドは、脱パラフィン化と再水和過程とを経た後、エラスチン線維染色
試薬及び差別化試薬を使用した。チオ硫酸ナトリウム溶液とＶａｎ  Ｇｉｅｓｏｎ溶液と
で染色した後、最後にアルコール中に脱水した。最終的にカナダバルサム（Ｃａｎａｄａ
ｂａｌｓａｍ、Ｃ１７９５、Ｓｉｇｍａ）を用いて固定した。
【００６５】
測定の正確性を保持するために、動脈染色部分に同じ領域を選択し、測定した。エラスチ
ン線維層（ｅｌａｓｔｉｃ  ｌａｍｉｎａ）は、大動脈壁の断面によって変わりうるとい
うことを考慮して上から下に約４０％地点の同じ断面を選択し、４００倍の倍率を使用し
てエラスチン線維層の分解及び回復を評価した。一般飼料を食べさせたマウスを陰性対照
群として、高脂肪食を食べさせたマウスをエラスチン線維層は、陽性対照群として使用し
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た。
【００６６】
また、エラスチン分解段階に対して評価基準は、下記のように４段階で施行した：
【００６７】
１段階：エラスチン分解がなく、組織にエラスチン層が完全に存在する。
【００６８】
２段階：薄片（ｌａｍｉｎａ）エラスチンの軽微な分解または破裂現象がある。
【００６９】
３段階：薄片エラスチンの中等度分解またはいくつかの破裂現象が出る。
【００７０】
４段階：エラスチンが激しく分解、損失されるか、大動脈壁が破裂する。
【００７１】
前記図３から観察されたエラスチン線維の黒色面積（ｅｌａｓｔｉｎ＋Ａｒｅａ）をＩｍ
ａｇｅ  Ｊ  ｓｏｆｔｗａｒｅを用いてエラスチン線維の回復効果を判断した。データは
、平均±ＳＤで表示された（＊＊Ｐ＜０．０１）。
【００７２】
その結果、図２ないし図４に示されたように、ｒｈＨＡＰＬＮ１処理群は、対照群（ｃｏ
ｎｔｒｏｌ）に比べて高脂肪食餌によって分解されたエラスチン線維層を統計的に有意に
抑制するということを確認した。
【００７３】
２－４．マウス動脈壁トランスゲリン（ＳＭ２２α）染色及び定量
【００７４】
動脈硬化性動脈血管壁の重要指標（ｋｅｙ  ｂｉｏｍａｒｋｅｒ）であるトランスゲリン
（ＳＭ２２α）の定量的変化を観察した。４ヶ月間高脂肪食餌を摂取させたマウス群（ｎ
＝８）別のｒｈＨＡＰＬＮ１腹腔投与群のトランスゲリンレベル変化を観察するために、
蛍光物質が結合された赤色のトランスゲリン抗体（ａｎｔｉ－ｔｒａｎｓｇｅｌｉｎ  ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ  ｌａｂｅｌｅｄ  ｗｉｔｈ  Ａｌｅｘａ  Ｆｌｕｏｒ）を用いて染色し
た。また、赤色のトランスゲリン領域の赤色面積（Ｔｒａｎｓｇｅｌｉｎ＋Ａｒｅａ）を
Ｉｍａｇｅ  Ｊ  ｓｏｆｔｗａｒｅを用いて測定した。
【００７５】
その結果、図５及び図６に示されたように、ｒｈＨＡＰＬＮ１処理群でトランスゲリンの
面積が増加するということを確認した。
【００７６】
＜実施例３＞組換えヒトＨＡＰＬＮ１タンパク質（ｒｈＨＡＰＬＮ１）の血管平滑筋細胞
（ＶＳＭＣ）への投与による信号伝達経路の変化効果の確認
【００７７】
３－１．ヒト大動脈平滑筋細胞（ＨＡＳＭＣ；ＶＳＭＣの一種）の細胞培養
【００７８】
ヒト大動脈平滑筋細胞（３０４－０５ａ、Ｃｅｌｌ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、ＵＳＡ
）をＨＡＳＭＣ成長培地（＃３１１－５００）に培養し、Ｔ７５フラスコを用いて培養し
た。細胞は、３７℃で５％  ＣＯ２がある加湿インキュベーターに培養した。ＨＡＳＭＣ
細胞が約８０～９０％育つ時、継代培養された。パッセージ回数４－８の細胞を実験に使
用した。
【００７９】
３－２．ＨＡＳＭＣでのＮＦ－ｋＢリン酸化の抑制効果の確認
【００８０】
ＨＡＳＭＣの炎症及び過多増殖は、再狭窄、アテローム性動脈硬化症及び高血圧を含む多
様な血管疾患で核心的な役割を果たす。培養されたＨＡＳＭＣで炎症性及び細胞増殖性サ
イトカインＩＬ－１βは、ＶＳＭＣ抗動脈硬化性マーカー遺伝子の発現を抑制し、炎症遺
伝子の発現を誘導する。ＮＦ－κＢが活性化すれば、ＨＡＳＭＣの増殖を促進させ、ＨＡ
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ＳＭＣの移動を誘導することができ、細胞外基質（ＥＣＭ）の損傷及びプラーク破裂を起
こすその他の基質金属タンパク分解酵素（Ｍａｔｒｉｘ  Ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅ、ＭＭＰ）が上向き調節される。したがって、ＮＦ－κＢの発現を抑制することは
、動脈硬化症の調節に重要な意味を有する。
【００８１】
血管老化誘導物質として知られたインターロイキン－１β（ＩＬ－１β）を培養されたＨ
ＡＳＭＣ細胞に処理してＮＦ－κＢの活性化とリン酸化の変化とを確認した結果、図７に
示されたように、ＩＬ－１βによって増加したリン酸化型ＮＦ－κＢ（ｐ－ＮＦ－κＢ）
が組換えヒトＨＡＰＬＮ１タンパク質（ｒｈＨＡＰＬＮ１）によって抑制されることを確
認した。これは、ＮＦ－κＢが炎症因子と関連があるだけではなく、ＶＳＭＣ細胞の増殖
に影響を与えることができるということを意味する。
【００８２】
３－３．ヒト大動脈平滑筋細胞（ＨＡＳＭＣ）でのＦＡＫリン酸化の抑制効果の確認
【００８３】
ＨＡＳＭＣの過度な増殖及び移動は、動脈硬化症のような閉鎖性心血管疾患に寄与する。
成熟した血管のＨＡＳＭＣは、増殖及び移動活動が抑制されるが、血管損傷後、炎症刺激
は、成長因子の分泌と基質合成とを増加させてＨＡＳＭＣの増殖と血管内膜への移動とを
促進して動脈狭窄などで動脈硬化症を誘発する。
【００８４】
ＦＡＫ（核焦点付着キナーゼ）は、ＧＡＴＡ４媒介Ｃｙｃｌｉｎ  Ｄ１転写を通じて血管
平滑筋細胞（ＶＳＭＣ）の増殖と新たな内膜（ｎｅｏｉｎｔｉｍａ）の増殖とを調節する
。ＦＡＫは、細胞増殖及び移動と関連したインテグリン（ｉｎｔｅｇｒｉｎ）及び成長因
子信号伝達経路を媒介するタンパク質チロシンキナーゼの一種であって、ＨＡＳＭＣの移
動、増殖及び炎症反応に関与する。したがって、リン酸化を通じたＦＡＫの活性化を抑制
することは、動脈硬化症の発病を抑制することができるということを意味する。
【００８５】
血管老化誘導物質として知られたインターロイキン－１β（ＩＬ－１β）を培養されたＨ
ＡＳＭＣ細胞に処理してＦＡＫの活性化とリン酸化の変化とを確認した結果、図８に示さ
れたように、ＩＬ－１βによって増加したリン酸化型ＦＡＫ（ｐ－ＦＡＫ）が組換えヒト
ＨＡＰＬＮ１タンパク質（ｒｈＨＡＰＬＮ１）によって抑制されることを確認した。
【００８６】
以上、本発明の内容の特定の部分を詳しく記述したところ、当業者にとって、このような
具体的な記述は、単に望ましい実施形態に過ぎず、これにより、本発明の範囲が制限され
るものではないという点は明白である。すなわち、本発明の実質的な範囲は、特許請求の
範囲とそれらの等価物とによって定義される。
【図１】
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【図２】

【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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