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(54)【発明の名称】 新規なポリペプチドＥＳＤＮ、その製造方法、ＥＳＤＮをコードするｃＤＮＡ、そのｃＤＮＡか

らなるベクター、そのベクターで形質転換された宿主細胞、ＥＳＤＮの抗体、ＥＳＤＮまたは抗体を含有する薬学的組成物、ＥＳＤＮを用いたスクリーニング方法、および抗ＥＳＤＮ抗体を用いたＥＳＤＮの免疫化学測定法

(57)【要約】
【構成】  新規なポリペプチドＥＳＤＮ、その製造方
法、ＥＳＤＮをコードするｃＤＮＡ、そのｃＤＮＡから
なるベクター、そのベクターで形質転換された宿主細
胞、ＥＳＤＮの抗体、ＥＳＤＮまたは抗体を含有する薬
学的組成物、ＥＳＤＮを測定する方法、ＥＳＤＮを測定
する試薬およびＥＳＤＮを用いたスクリーニング方法。
【効果】  本発明のＥＳＤＮ蛋白は、冠動脈細胞ならび
に平滑筋細胞で発現され、またバルーン傷害した動脈の
血管平滑筋や総頸動脈の中膜で発現されることから、循
環器領域におけるＰＴＣＡ後の再狭窄や動脈硬化の治療
に有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  実質的に純粋な形である配列番号２、５
または８で示されるアミノ酸配列からなるポリペプチ
ド、またはそのホモローグ、そのフラグメントまたはそ
のフラグメントのホモローグからなるポリペプチド。
【請求項２】  配列番号２、５または８で示されるアミ
ノ酸配列からなる請求項１記載のポリペプチド。
【請求項３】  請求項１または２に記載されたポリペプ
チドをコードするｃＤＮＡ。
【請求項４】  配列番号３、６または９で示される塩基
配列を有する請求項３記載のｃＤＮＡ、またはその配列
に選択的にハイブリダイズするフラグメントからなるｃ
ＤＮＡ。
【請求項５】  請求項３または４に記載のｃＤＮＡから
なる複製または発現ベクター。
【請求項６】  請求項５記載の複製または発現ベクター
で形質転換された宿主細胞。
【請求項７】  請求項１または２に記載されたポリペプ
チドを発現させるための条件下で請求項６記載の宿主細
胞を培養することを特徴とする請求項１または２に記載
のポリペプチドの製造方法。
【請求項８】  請求項１または２に記載されたポリペプ
チドのポリクローナルまたはモノクローナル抗体。
【請求項９】  請求項１または２に記載されたポリペプ
チドまたは請求項８記載の抗体および薬学的に許容され
る賦形剤および／または担体を含有することを特徴とす
る薬学的組成物。
【請求項１０】  請求項１または２に記載されたポリペ
プチドまたは請求項８記載の抗体および薬学的に許容さ
れる賦形剤および／または担体を含有することを特徴と
するＰＴＣＡ後の再狭窄の治療に有効な薬学的組成物。
【請求項１１】  請求項１または２に記載されたポリペ
プチドまたは請求項８記載の抗体および薬学的に許容さ
れる賦形剤および／または担体を含有することを特徴と
する請求項１０記載の動脈硬化の治療に有効な薬学的組
成物。
【請求項１２】  請求項１または２に記載されたポリペ
プチドの測定方法。
【請求項１３】  請求項８記載の抗体を用いることを特
徴とする請求項１または２に記載されたポリペプチドの
免疫化学的測定方法。
【請求項１４】  請求項１２または請求項１３記載の方
法を用いることを特徴とする請求項１または２に記載の
ポリペプチドを検出する試薬。
【請求項１５】  請求項１２または請求項１３記載の方
法を用いることを特徴とするＰＴＣＡ後の再狭窄を検査
する試薬。
【請求項１６】  請求項１２または請求項１３記載の方
法を用いることを特徴とするた動脈硬化を検査する試
薬。
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【請求項１７】  請求項１または２に記載されたポリペ
プチドを用いることを特徴とする該ポリペプチドに対す
るアンタゴニストまたはアゴニストとしての活性を有す
る化合物をスクリーニングする方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、新規なポリペプチ
ドである血管内皮細胞・平滑筋細胞由来ニューロピリン
様分子（Endothelial and Smooth muscle cell-Derived
 Neuropilin-likemolecule 、以下、ＥＳＤＮと省略す
る。）、その製造方法、ＥＳＤＮをコードするｃＤＮ
Ａ、そのｃＤＮＡからなるベクター、そのベクターで形
質転換された宿主細胞、ＥＳＤＮの抗体、ＥＳＤＮまた
は抗体を含有する薬学的組成物、ＥＳＤＮを測定する方
法、ＥＳＤＮを測定する試薬およびＥＳＤＮを用いたス
クリーニング方法に関する。
【０００２】
【発明の背景】血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）のクロー
ニング以来、血管形成を支配する複雑な細胞外シグナル
伝達ネットワークの解明が画期的になされてきた。この
リガンドやＦｌｋ－１／ＶＥＧＦＲ２やＦｌｔ－１／Ｖ
ＥＧＦＲ１といったチロシンキナーゼのノックアウトマ
ウスの研究が、血管形成、発生の第一ステップに関する
最初の重要点であった。ＶＥＧＦ受容体－２（ＶＥＧＦ
Ｒ２）は、内皮細胞形成において必要であり、またこの
遺伝子の欠損は、血液細胞群あるいは組織化された血管
の不足を招き発生9.5日目に胎生死につながる。しかし
ながら、ＲＴ－ＰＣＲを用いた初期マーカーの解析によ
り初期の造血や内皮の前駆細胞が実際にＶＥＧＦＲ２非
存在下において造られるという報告から、ＶＥＧＦＲ２
は血球芽細胞の形成においては必要不可欠ではないが、
系統のその後の増加には必要であることを示唆してい
る。ＶＥＧＦ受容体－１（ＶＥＧＦＲ１）ノックアウト
マウスもまた発生9.5日目に死ぬが、それらの内皮細胞
の分化は直接影響を受けていない。その代わりに、主に
間充識の血球芽細胞の移行が不足していると考えられ、
過密になった内皮前駆細胞が、脈管系の重篤な組織破壊
を導く。ＶＥＧＦノックアウトマウスもまた発生9.5日
目に著しい減少を伴って死ぬが、内皮細胞の分化を欠い
ていない。つまり、本質的にはＶＥＧＦＲ１ノックアウ
トマウスと同様であるが、より軽度なフェノタイプを示
す。この遺伝子における目立った特長は、ヘテロ接合体
の遺伝子欠失でも発生11.5日目に胎生致死になることで
ある。このことは胎生期においてＶＥＧＦに対する著し
く厳格な容量依存性が存在することを示している。その
他のレセプターチロシンキナーゼもまた、Ｔｉｅ－２や
そのリガンドangiopoietin－１といったように血管内皮
細胞に特異的に発現をしていて、血管形成における後
期、血管新生のステップに関与している。これら遺伝子
の破壊は、脈管形成には影響を及ぼさないが、血管のリ
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3
モデリングに障害を与え、発生10.5日目に胎生死につな
がる。それらは、内皮細胞とそれを取り巻く血管平滑筋
細胞（ＶＳＭＣ）あるいは間充識細胞間の相互作用にお
いて役割を担っている。これらの脈管特有のシステムに
付け加えて、ＰＤＧＦ－ＢＢあるいはＴＧＦ－βそして
それらのレセプターもまた内皮細胞とそれを取り巻く細
胞間で同様な役割を担っている。脈管システムに対する
ニューロピリン－１（ＮＰ－１；neuropilin-1）の関係
の同定は、この分野の新局面を紹介した。ＮＰ－１は初
め発達した神経系を特異的に認識するモノクローナル抗
体によって認識される抗原としてクローニングされた。
そして、セマフォリン３Ａ（semaphorin 3A ；sema 3
A）のレセプターとしての同定は、軸索形成において一
躍注目を浴びるようになった。またその他のＶＥＧＦレ
セプターの探索がＶＥＧＦＲ２のレセプターでもあるＮ
Ｐ－１の発見につながった。そしてそれは、一つのＶＥ
ＧＦアイソフォーム（isoform）への結合の増加だけで
なく、内皮細胞の遊走やおそらくマイトシス（mitosi
s）も同様に促進する。このことが同定される前は、Ｎ
Ｐ－１を強制発現させたキメラマウスは、肥大した脈管
を形成することが示された。ＮＰ－１ノックアウトマウ
スは、中枢神経系においては低い血管質を呈し、また大
きな脈管の異形をも示した。一方sema 3Aノックアウト
マウスでは血管の異常性の存在や非存在は報告されてい
ないが、そのフェノタイプがＮＰ－１強制発現マウスに
おいても観察された薄い心筋層を呈することは興味深
い。Ｅｐｈ／ｅｐｈｒｉｎシステムは、別の例であり、
初めに神経科学において有名になった。しかし、後に現
在までには唯一の動脈と静脈を識別する表面マーカーと
して同定されている。それらもまた内皮細胞との接点で
ある周囲の間充識細胞に発現を示している。これらの役
割を持った分子以外にも、我々は更に多くの細胞外シグ
ナル伝達分子が血管の分野においては存在すると想定し
た。そしてこの事の解明が、この複雑なシステムのさら
なる理解に貢献できるであろうと考えた。
【０００３】従来、ある特定のポリペプチドまたはそれ
をコードするｃＤＮＡを得ようとする場合、組織や細胞
培養液中に目的とする生物活性を確認し、次いでポリペ
プチドの単離精製を経て、遺伝子をクローニングすると
いう方法、あるいはその生物活性を指標として遺伝子を
発現クローニングする方法が一般的に用いられてきた。
しかし、生体内生理活性ポリペプチドは、多様な生物活
性を有している場合が多いので、あるひとつの活性を指
標にして遺伝子をクローニングした結果、それが既知の
ポリペプチドと同一であることが後になって判明すると
いう事例が増えている。また、微量しか産生されなかっ
たり、特別な生理条件でのみ発現する因子も多く、その
ことが単離、精製および生物活性の確認を困難なものと
している。
【０００４】
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【課題を解決するための手段】本発明者らは、これまで
造血系や免疫系で働く増殖分化因子の遺伝子のクローニ
ングを研究してきた。そして、増殖分化因子（例えば、
各種サイトカイン等）のような分泌蛋白質やそのレセプ
ターのような膜蛋白質（以下、これらをまとめて分泌蛋
白質等と呼ぶ。）の大部分がそのＮ末端にシグナルペプ
チドと呼ばれる配列を有していることに着目して、シグ
ナルペプチドをコードする遺伝子を効率的かつ選択的に
クローニングする方法を鋭意検討した。その結果、動物
細胞を用いて、シグナルペプチドの有無を簡単に検索で
きる方法（シグナルシークエンストラップ（ＳＳＴ）
法）を見出した（特許第3,229,590号参照）。さらに同
じ概念のもとに、酵母を用いてさらに大量かつ簡便にシ
グナルペプチドをコードする遺伝子を単離する方法（酵
母ＳＳＴ法）も開発された（米国特許No.5,536,637）。
【０００５】
【発明の開示】本発明者らは，循環器領域におけるＰＴ
ＣＡ後の再狭窄や動脈硬化での病的血管平滑筋で重要な
役割を果たしている有益な新規因子（ポリペプチド）、
特に分泌シグナルを有する分泌蛋白質および膜蛋白質に
着目してそれを見出すべく、鋭意検討を行なった。本発
明者らは、血管細胞に対して新たに修正したＳＳＴスク
リーニングを行ない、新規トランスメンブラン（transm
embrane）タンパクのクローニングに成功した。本発明
の蛋白ＥＳＤＮは、新規のＩ型transmembraneタンパク
質であり、ニューロピリン（neuropilin）様の特徴的ド
メインを持つものである。
【０００６】本発明のＥＳＤＮ蛋白は、後に詳述される
ように、冠動脈細胞ならびに平滑筋細胞で発現され、ま
たバルーン傷害した動脈の血管平滑筋や総頸動脈の中膜
で発現されることから、循環器領域におけるＰＴＣＡ後
の再狭窄や動脈硬化の治療に有用であると考えられる。
【０００７】本発明が提供するｃＤＮＡ配列は、配列番
号２で示されるヒトＥＳＤＮクローンとして同定され、
冠動脈初代培養内皮細胞および平滑筋細胞から作製した
ｃＤＮＡライブラリーより、酵母ＳＳＴ法を使用して得
た情報をもとに単離された。配列番号３で示されるヒト
ＥＳＤＮクローンは分泌蛋白質（ここではヒトＥＳＤＮ
蛋白として表される。）をコードする完全なｃＤＮＡ配
列を含む全長鎖ｃＤＮＡである。
【０００８】本発明が提供するｃＤＮＡ配列は、配列番
号６で示されるマウスＥＳＤＮクローンとして同定さ
れ、酵母ＳＳＴ法を使用して得た情報をもとに、マウス
ｃＤＮＡライブラリーより単離された。配列番号５で示
されるマウスＥＳＤＮクローンは分泌蛋白質（ここでは
マウスＥＳＤＮ蛋白として表される）をコードする完全
なｃＤＮＡ配列を含む全長鎖ｃＤＮＡである。
【０００９】本発明が提供する配列番号９で示されるｃ
ＤＮＡ配列は、ラットＥＳＤＮクローンとして同定さ
れ、酵母ＳＳＴ法を使用して得た情報をもとに、ラット
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ｃＤＮＡライブラリーより単離された。配列番号８で示
されるマウスＥＳＤＮクローンは分泌蛋白質（ここでは
マウスＥＳＤＮ蛋白として表される）をコードする完全
なｃＤＮＡ配列を含む全長鎖ｃＤＮＡである。
【００１０】核酸配列データベースに登録されている既
知の核酸配列に対してジンバンク（GenBank）およびＮ
ＣＢＩを用いたＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡおよびＵＮＩ
ＧＥＮＥなどにより、またアミノ酸配列データベースに
登録されている既知のポリペプチドのアミノ酸配列に対
してＢＬＡＳＴＰ、Ｆｌｙ  Ｄａｔａｂａｓｅ、Ｓｗｉ
ｓｓＰｒｏｔ  などにより検索をした結果、本発明ポリ
ペプチドであるラットＥＳＤＮおよびそれらをコードす
る核酸配列と一致する配列はなかった。このことから、
本発明のポリペプチドは新規な分泌蛋白質であることが
判明した。
【００１１】
【発明の構成】本発明は、
１．実質的に純粋な形である配列番号２、５または８で
示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド、またはそ
のホモローグ、そのフラグメントまたはそのフラグメン
トのホモローグからなるポリペプチド。
２．配列番号２、５または８で示されるアミノ酸配列か
らなる前項１記載のポリペプチド、
３．前項１または２に記載されたポリペプチドをコード
するｃＤＮＡ、
４．配列番号３、６または９で示される塩基配列を有す
る前項３記載のｃＤＮＡ、またはその配列に選択的にハ
イブリダイズするフラグメントからなるｃＤＮＡ。
５．前項３または４に記載のｃＤＮＡからなる複製また
は発現ベクター、
６．前項５記載の複製または発現ベクターで形質転換さ
れた宿主細胞、
７．前項１または２に記載されたポリペプチドを発現さ
せるための条件下、前項６記載の宿主細胞を培養するこ
とを特徴とするからなる前項１または２に記載のポリペ
プチドの製造方法、
８．前項１または２に記載されたポリペプチドのポリク
ローナルまたはモノクローナル抗体、
９．前項１または２に記載されたポリペプチドまたは前
項８記載の抗体および薬学的に許容される賦形剤および
／または担体を含有することを特徴とする薬学的組成
物、
１０．前項１または２に記載されたポリペプチドまたは
前項８記載の抗体および薬学的に許容される賦形剤およ
び／または担体を含有することを特徴とするＰＴＣＡ後
の再狭窄の治療に有効な薬学的組成物、
１１．前項１または２に記載されたポリペプチドまたは
前項８記載の抗体および薬学的に許容される賦形剤およ
び／または担体を含有することを特徴とする前項１０記
載の動脈硬化の治療に有効な薬学的組成物、
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１２．前項１または２に記載されたポリペプチドの測定
方法、
１３．前項８記載の抗体を用いることを特徴とする前項
１または２に記載されたポリペプチドの免疫化学的測定
方法、
１４．前項１２または１３記載の方法を用いることを特
徴とする前項１または２に記載されたポリペプチドを検
出する試薬、
１５．前項１２または１３記載の方法を用いることを特
徴とするＰＴＣＡ後の再狭窄を検査する試薬、
１６．前項１２または１３記載の方法を用いることを特
徴とする動脈硬化を検査する試薬、および
１７．前項１または２に記載されたポリペプチドを用い
ることを特徴とする、該ポリペプチドに対するアンタゴ
ニストまたはアゴニストとしての活性を有する化合物を
スクリーニングする方法
【００１２】ハイブリダイズするｃＤＮＡには、上記配
列の相補配列も含まれる。ハイブリダイズは、ストリン
ジェントな条件で行なうことが好ましい。
【００１３】実質的に純粋な形である配列番号２、５ま
たは８で示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドと
は、一般に、生産時のポリペプチドの９０％以上、例え
ば、９５、９８または９９％が配列番号２、５または８
で示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドであるこ
とを意味する。
【００１４】配列番号２、５または８で示されるアミノ
酸配列からなるポリペプチドのホモローグとは、一般に
少なくとも２０個、好ましくは少なくとも３０個、例え
ば４０、６０、８０または１００個の連続したアミノ酸
領域で、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０
または９０％、より好ましくは９５％以上相同性である
ものであり、そのようなホモローグは、以後本発明のポ
リペプチドとして記載される。
【００１５】さらに、配列番号２、５または８で示され
るアミノ酸配列からなるポリペプチドのフラグメント、
またはそれらのホモローグのフラグメントとは、少なく
とも１０アミノ酸、好ましくは少なくとも１５アミノ
酸、例えば２０、２５、３０、４０、５０または６０ア
ミノ酸部分を意味する。
【００１６】配列番号３、６または９で示される塩基配
列からなるｃＤＮＡに選択的にハイブリダイズするｃＤ
ＮＡとは、一般に、少なくとも２０個、好ましくは少な
くとも３０個、例えば４０、６０、８０または１００個
の連続した塩基配列領域で、少なくとも７０％、好まし
くは少なくとも８０または９０％、より好ましくは９５
％以上相同性であるものであり、そのようなｃＤＮＡ
は、以後本発明のｃＤＮＡとして記載される。
【００１７】配列番号３、６または９で示される塩基配
列からなるｃＤＮＡのフラグメントとは、少なくとも１
０塩基、好ましくは少なくとも１５塩基、例えば２０、
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7
２５、３０または４０塩基部分を意味し、そのようなフ
ラグメントも本発明のｃＤＮＡに含まれる。
【００１８】さらに、本発明には、本発明のｃＤＮＡか
らなる複製または発現ベクターが含まれる。ベクターと
しては、例えば、ｏｒｉ領域と、必要により上記ｃＤＮ
Ａの発現のためのプロモーター、プロモーターの制御因
子などからなるプラスミド、ウィルスまたはファージベ
クターが挙げられる。ベクターはひとつまたはそれ以上
の選択的マーカー遺伝子、例えばアンピシリン耐性遺伝
子を含んでいてもよい。ベクターは、イン・ビトロ（in
 vitro）において、例えばｃＤＮＡに対応するＲＮＡの
製造、宿主細胞の形質転換に用いることができる。
【００１９】さらに、本発明には、配列番号３、６また
９で示される塩基配列、またはそれらのオープンリーデ
ィングフレームからなるｃＤＮＡを含む本発明のｃＤＮ
Ａを複製または発現させるためのベクターで形質転換さ
れた宿主細胞も含まれる。細胞としては、例えば細菌、
酵母、昆虫細胞または哺乳動物細胞が挙げられる。
【００２０】さらに、本発明には、本発明のポリペプチ
ドを発現させるための条件下で、本発明の宿主細胞を培
養することからなる本発明のポリペプチドの製造方法も
含まれる。培養は、本発明のポリペプチドが発現し、宿
主細胞より製造される条件下で行なわれることが好まし
い。
【００２１】本発明のｃＤＮＡは、上記のようなベクタ
ーのアンチセンス領域に挿入することでアンチセンスＲ
ＮＡを製造することもできる。このようなアンチセンス
ＲＮＡは、細胞中の本発明のポリペプチドのレベルを制
御することに用いることもできる。
【００２２】本発明は、本発明におけるポリペプチドの
モノクローナルまたはポリクローナル抗体も含む。さら
に本発明におけるポリペプチドのモノクローナルまたは
ポリクローナル抗体の製造方法も含む。モノクローナル
抗体は、本発明のペプチドまたは、その断片を抗原とし
て用い、通常のハイブリドーマの技術により製造するこ
とができる。ポリクローナル抗体は、宿主動物（例え
ば、ラットやウサギ等）に本発明のポリペプチドを接種
し、免疫血清を回収する、通常の方法により製造するこ
とができる。
【００２３】本発明には、本発明のポリペプチド、その
抗体と薬学的に許容される賦形剤および／または担体を
含有する薬学的組成物も含まれる。
【００２４】本発明のポリペプチドとしては、配列番号
２、５または８で示されたアミノ酸配列からなるもの以
外に、その一部が欠損したもの（例えば、配列番号２
中、生物活性の発現に必須な部分だけからなる成熟ポリ
ペプチド等）、その一部が他のアミノ酸と置換したもの
（例えば、物性の類似したアミノ酸に置換したもの）、
および上記本発明のポリペプチドに他のアミノ酸が付加
または挿入されたものも含まれる。
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【００２５】よく知られているように、ひとつのアミノ
酸をコードするコドンは１～６種類（例えば、Ｍｅｔは
１種類、Ｌｅｕは６種類）知られている。従って、ポリ
ペプチドのアミノ酸配列を変えることなくｃＤＮＡの塩
基配列を変えることができる。
【００２６】本発明のｃＤＮＡには、配列番号２、５ま
たは８で示されるポリペプチドをコードするすべての塩
基配列群が含まれる。塩基配列を変えることによって、
ポリペプチドの生産性が向上することがある。
【００２７】配列番号３、６または９で特定されるｃＤ
ＮＡは、配列番号２、５または８で示されるポリペプチ
ドをコードする塩基配列群の一態様であり、天然型配列
を表わす。
【００２８】配列番号３、６または９で示される塩基配
列からなるｃＤＮＡの作製は、以下の方法に従って行な
われる。
【００２９】はじめに酵母ＳＳＴ法（米国特許No.5,53
6,637に記載）の概要について説明する。サッカロマイ
セス・セロヴィシエ（Saccharomyces cerevisiae）など
の酵母がショ糖またはラフィノースをエネルギー源や炭
素源として利用するためにはインベルターゼを培地中に
分泌しなければならない（インベルターゼはラフィノー
スをショ糖とメリビオースに、ショ糖をフルクトースと
グルコースに分解する酵素である。）。また数多くの既
知の哺乳類のシグナルペプチドは酵母のインベルターゼ
を分泌させうることが知られている。
【００３０】これらの知見から、酵母のインベルターゼ
の分泌を可能にする新規のシグナルペプチドを哺乳類の
ｃＤＮＡライブラリーからラフィノース培地上での酵母
の生育を指標にスクリーニングする方法として本方法は
開発された。
【００３１】翻訳開始点ＡＴＧを削除した非分泌型のイ
ンベルターゼ遺伝子ＳＵＣ２(GENBANK accession No.V0
1311) を酵母の発現ベクターに組み込んで酵母ＳＳＴ用
ベクターｐＳＵＣ２を作製した。発現ベクターには、Ａ
ＡＨ５プラスミド（Gammerer, Methods in Enzymol. 10
1,192-201,1983）由来の発現用プロモーター（ＡＤＨプ
ロモーター）およびターミネーター（ＡＤＨターミネー
ター）が組み込まれ、酵母複製起点としては２μｏｒ
ｉ、酵母選択マーカーにはＴＲＰ１、大腸菌複製起点と
してはＣｏｌＥ１  ｏｒｉ、大腸菌薬剤耐性マーカーに
はアンピシリン耐性遺伝子がそれぞれ組み込まれてい
る。そのＳＵＣ２遺伝子の上流に哺乳類のｃＤＮＡを組
み込んで、酵母ＳＳＴｃＤＮＡライブラリーを調製し
た。このライブラリーを分泌型インベルターゼを欠損し
ている酵母に形質転換した。
【００３２】組み込まれた哺乳類ｃＤＮＡがシグナルペ
プチドをコードしている場合、酵母で発現されたインベ
ルターゼに対しても分泌作用を持つと考えられ、その結
果ラフィノース培地上での生育が可能となる。そこで出
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9
現したコロニーから酵母を培養してプラスミドを調製
し、インサートｃＤＮＡの塩基配列を決定することによ
って、新規シグナルペプチドの検索を迅速かつ容易にし
た。
【００３３】酵母ＳＳＴｃＤＮＡライブラリーの作製
は、（１）対象となる細胞よりｍＲＮＡを単離し、特定
の制限酵素（酵素Ｉ）サイトを連結したランダムプライ
マーを用いて二本鎖ｃＤＮＡを合成し、（２）酵素Ｉと
は異なる特定の制限酵素（酵素ＩＩ）サイトを含むアダ
プターを連結して、酵素Ｉで消化した後、適当なサイズ
で分画し、（３）酵母発現ベクター内のシグナルペプチ
ドを削除したインベルターゼ遺伝子の上流に得られたｃ
ＤＮＡ断片を連結し、形質転換する工程よりなる。
【００３４】各工程を詳しく説明すると、工程（１）で
は、対象となる哺乳類の臓器や細胞株などより、必要に
より適当な刺激剤で刺激した後、公知の方法（以下、公
知の方法は特に記載がなければMolecular Cloning（Sam
brook, J., Fritsch, E. F.および Maniatis, T. 著、C
old Spring Harbor Laboratory Press より1989年に発
刊）またはCurrent Protocol in Molecular Biology 
(F.M.Ausubelら編、JohnWiley & Sons, Inc. より発刊)
 に記載の方法に従って行なわれる。）に従ってｍＲＮ
Ａの単離が行なわれる。
【００３５】対象となる組織としては、マウス胎児心臓
が挙げられる。ランダムプライマーを用いる二本鎖ｃＤ
ＮＡの合成は公知の方法により行なわれる。
【００３６】アダプターに連結される制限酵素（酵素
Ｉ）サイトと次の工程（２）で用いられる制限酵素（酵
素ＩＩ）サイトは、互いに異なるものであれば何を用い
てもよい。好ましくは、酵素ＩとしてＸｈｏＩ、酵素Ｉ
ＩとしてはＥｃｏＲＩが用いられる。
【００３７】工程（２）ではＴ４ＤＮＡポリメラーゼで
末端を平滑化し、酵素ＩＩアダプターを連結した後、酵
素Ｉで消化し、アガロース電気泳動（ＡＧＥ）により３
００～８００ｂｐのｃＤＮＡを分画する。酵素ＩＩは、
前記したように酵素Ｉと異なるものなら何でもよい。
【００３８】工程（３）は、酵母発現用プラスミドベク
ターに連結されたシグナルペプチドを削除したインベル
ターゼの遺伝子の上流に（２）で得られたｃＤＮＡ断片
を組み込んで大腸菌に形質転換する工程である。ここで
酵母発現用プラスミドベクターとしては、種々のものが
知られているが、例えば、大腸菌内でも機能するＹＥｐ
２４などが用いられるが、好適には前述したプラスミド
ｐＳＵＣ２が用いられる。
【００３９】形質転換のための宿主大腸菌株はすでに多
くのものが知られており、好ましくはＤＨ１０Ｂのコン
ピテントセルである。また形質転換方法は公知の方法の
いずれを用いてもよいが、好ましくはエレクトロポレー
ション法により行なわれる。形質転換体は公知の方法に
より培養され、酵母ＳＳＴ用のｃＤＮＡライブラリーが

10
得られる。
【００４０】このｃＤＮＡライブラリーでは、すべての
クローンｃＤＮＡ断片が導入されているわけではない
し、またすべてが未知の（新規の）シグナルペプチドを
コードする遺伝子断片とは限らない。そこで、次に該ラ
イブラリーから未知のシグナルペプチドをコードする遺
伝子断片をスクリーニングする必要がある。
【００４１】遺伝子をもたない酵母、サッカロマイセス
・セロヴィシエ（Saccharomycs cerevisiae）（例え
ば、ＹＴ４５５株など）またはインベルターゼ遺伝子を
人為的に欠損させた株（公知の方法に従い作製可能）
に、該ｃＤＮＡライブラリーを導入し、シグナルペプチ
ドをコードする配列を有する断片のスクリーニングを行
なう。酵母の形質転換は公知の方法、例えば酢酸リチウ
ム法によって行なわれる。形質転換体を選択培地で生育
後、ラフィノースを炭素源とする培地に移し、生育可能
なコロニーを選択し、プラスミドを回収する。ラフィノ
ースを炭素源として酵母が生育したということは、ライ
ブラリー中に何らかの分泌蛋白質のシグナルペプチドが
組み込まれていたことを示している。
【００４２】次に、単離した陽性クローンについて、塩
基配列を決定し、未知の蛋白質をコードすることが明ら
かになったｃＤＮＡについては、それをプローブとして
全長クローンを単離し、全長の塩基配列を決定すること
ができる。これらの操作は、当業者にとってすべて公知
の方法で行なわれる。
【００４３】配列番号３、６または９で示される塩基配
列が、一部、好ましくは全てが確定されると哺乳類に存
在する本発明の蛋白質をコードするｃＤＮＡもしくは本
発明蛋白質のホモローグおよびサブセットをコードする
ｃＤＮＡを得ることができる。適当な塩基配列を有する
オリゴヌクレオチドを合成し、それを用いて哺乳類由来
のｃＤＮＡライブラリーあるいはｍＲＮＡからＰＣＲ法
により、あるいは適当な塩基配列の断片をプローブとし
てハイブリダイズさせることにより、他の哺乳類ｃＤＮ
Ａライブラリーあるいは該ゲノムライブラリーから、他
の哺乳類型の当該蛋白質をコードするｃＤＮＡを得るこ
とができる。
【００４４】このようにして得られたｃＤＮＡが、ＳＳ
Ｔで得られたｃＤＮＡ断片の塩基配列（またはその相同
配列）を含んでいるならばシグナルペプチドをコードし
ていることになるので、該ｃＤＮＡが全長、またはほぼ
全長であることは明らかである（シグナルペプチドは例
外なく蛋白質のＮ末端に存在することから、ｃＤＮＡの
オープンリーディングフレームの5'末端にコードされて
いる。）。さらに公知の方法に従い、該ｃＤＮＡをプロ
ーブとしてノザン(Northern)解析によって全長の確認を
してもよい。ハイブリダイズしたバンドから得られるｍ
ＲＮＡのサイズと該ｃＤＮＡのサイズを比較し、ほぼ同
じであれば該ｃＤＮＡはほぼ全長であると考えられる。
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【００４５】本発明は、開示されたタンパクの全長型並
びに成熟型の両方を提供する。それらのタンパクの全長
型は、配列番号２、５または８で示される塩基配列の翻
訳されるアミノ酸配列で同定される。それらの成熟タン
パクは、適当な哺乳類の細胞あるいはその他の宿主細胞
で開示された配列番号３、６または９で示される全長Ｄ
ＮＡを適当な哺乳類の細胞あるいはその他の宿主細胞で
発現させることによって得られる。成熟型のタンパクの
配列は、全長型のアミノ酸配列より予測可能である（図
１参照）。
【００４６】配列番号３、６または９で示される塩基配
列が一旦確定されると、その後は、化学合成によって、
あるいは該塩基配列の断片を化学合成し、これをプロー
ブとしてハイブリダイズさせることにより、本発明のｃ
ＤＮＡを得ることができる。さらに、本ｃＤＮＡを含有
するベクターｃＤＮＡを適当な宿主に導入し、これを増
殖させることによって、目的とするｃＤＮＡを必要量得
ることができる。
【００４７】本発明のポリペプチドを取得する方法とし
ては、（１）生体または培養細胞から精製単離する方
法、（２）ペプチド合成する方法、または（３）遺伝子
組み換え技術を用いて生産する方法、などが挙げられる
が、工業的には（３）に記載した方法が好ましい。
【００４８】遺伝子組み換え技術を用いてポリペプチド
を生産するための発現系（宿主－ベクター系）として
は、例えば、細菌、酵母、昆虫細胞および哺乳動物細胞
の発現系が挙げられる。
【００４９】例えば、大腸菌で発現させる場合には、成
熟蛋白部分をコードするｃＤＮＡの５´末端に開始コド
ン（ＡＴＧ）を付加し、得られたｃＤＮＡを、適当なプ
ロモーター（例えば、ｔｒｐプロモーター、ｌａｃプロ
モーター、λＰＬプロモーター、Ｔ７プロモーター等）
の下流に接続し、大腸菌内で機能するベクター（例え
ば、ｐＢＲ３２２、ｐＵＣ１８、ｐＵＣ１９等）に挿入
して発現ベクターを作製する。
【００５０】次に、この発現ベクターで形質転換した大
腸菌（例えば、E. Coli ＤＨ１、E.Coli ＪＭ１０９、
E. Coli ＨＢ１０１株等）を適当な培地で培養して、そ
の菌体より目的とするポリペプチドを得ることができ
る。また、バクテリアのシグナルペプチド（例えば、ｐ
ｅｌＢのシグナルペプチド）を利用すれば、ペリプラズ
ム中に目的とするポリペプチドを分泌することもでき
る。さらに、他のポリペプチドとのフュージョン・プロ
テイン（fusion protein）を生産することもできる。
【００５１】また、哺乳動物細胞で発現させる場合に
は、例えば、配列番号３、６または９で示される塩基配
列を適当なベクター（例えば、レトロウイルスベクタ
ー、パピローマウイルスベクター、ワクシニアウイルス
ベクター、ＳＶ４０系ベクター等）中の適当なプロモー
ター（例えば、ＳＶ４０プロモーター、ＬＴＲプロモー
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ター、メタロチオネインプロモーター等）の下流に挿入
して発現ベクターを作製する。次に、得られた発現ベク
ターで適当な哺乳動物細胞（例えば，サルＣＯＳ－１細
胞、ＣＯＳ－７細胞、チャイニーズハムスターＣＨＯ細
胞、マウスＬ細胞等）を形質転換し、形質転換体を適当
な培地で培養することによって、分泌蛋白である本発明
の蛋白は、その細胞上清中に目的とするポリペプチドと
して発現される。さらに、その他のポリペプチド、例え
ば抗体の定常領域(Fc portion）をコードするｃＤＮＡ
断片と連結することによって、フュージョン・プロテイ
ン（fusion protein）を生産することもできる。以上の
ようにして得られたポリペプチドは、一般的な生化学的
方法によって単離精製することができる。
【００５２】
【発明の効果】本発明者らは、該ポリペプチドが血管平
滑筋の収縮形質よりも合成形質において発現が亢進する
ことを確認した。そのため、該ポリペプチドを用いて循
環器領域におけるPTCA後の再狭窄や動脈硬化の治療に有
用であると考えられる。また、本発明のポリペプチド
は、実験に於いて、細胞増殖抑制作用を示したこと、Ｖ
ＥＧＦと構造が類似であることから、以下の作用を有す
ることが考えられる。
「サイトカイン活性および細胞増殖／分化活性」本発明
の蛋白は、強制発現系において細胞増殖を抑制したこと
から、サイトカイン活性および細胞増殖（誘導あるいは
阻害）／分化活性（誘導あるいは阻害）を示す可能性、
あるいはある細胞集団に他のサイトカインの産生を誘導
あるいは抑制すると考えられる。
「免疫刺激／抑制活性」本発明の蛋白は、免疫刺激活性
および免疫抑制活性も示すと考えられる。例えば、Ｔリ
ンパ球およびＢリンパ球あるいはどちらか一方の成長お
よび増殖を制御（刺激あるいは抑制）することや、同様
にＮＫ細胞や他の集団の細胞傷害性活性に影響を与える
ことによって、様々な免疫不全および疾患の治療に効果
を示すと考えられる。特に腫瘍血管新生によって引き起
こされるリンパ行性癌転移の抑制において効果を示すと
考えられる。
「虚血性血管新生抑制活性」本発明の蛋白は、糖尿病の
合併症である網膜症を抑制すると考えられる。ＶＥＧＦ
は虚血誘導によって強力な血管新生作用を持つことが知
られている。糖尿病網膜症の血管新生も網膜無血管領域
が形成された後に起こる虚血性血管新生である。本発明
の蛋白は、ニューロピリン（neuropilin）との構造の類
似性から新規のＶＥＧＦ受容体として血管増殖を抑制す
るように働いている可能性が考えられる。このことから
糖尿病網膜症において効果を示すと考えられる。
【００５３】本発明の蛋白に関して記述される効果ある
いは生物活性は、その蛋白の投与あるいは使用により、
あるいは、その蛋白をコードするｃＤＮＡの投与あるい
は使用（例えば、遺伝子療法（再生医療を含む。）やｃ
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ＤＮＡ導入に適したベクター）により、提供される。
【００５４】また、該ポリペプチドのポリクローナル抗
体またはモノクローナル抗体を用いて、生体における該
ポリペプチドの定量が行なえ、これによって該ポリペプ
チドと疾患との関係の研究あるいは疾患の診断等に利用
することができる。ポリクローナル抗体およびモノクロ
ーナル抗体は該ポリペプチドあるいはその断片を抗原と
して用いて公知の方法により作製することができる。
【００５５】また該ポリペプチドを用いることにより、
例えばアフィニティーカラムを作製して、本ポリペプチ
ドと結合する既知または未知の蛋白（リガンド）の同
定、精製あるいはその遺伝子クローニングを行なうこと
ができる。
【００５６】また該ポリペプチドを用いて、例えばウエ
スト－ウエスタン法により、または該ｃＤＮＡ（好まし
くは該ポリペプチドをコードするｃＤＮＡ）を用いて、
例えば酵母２－ハイブリッド法により該ポリペプチドと
相互作用する分子の同定、遺伝子クローニングを行なう
こともできる。
【００５７】さらに本ポリペプチドを用いることによっ
て、本ポリペプチドレセプターアゴニスト、アンタゴニ
ストおよび受容体－シグナル伝達分子間の阻害剤等のス
クリーニングを行なうこともできる。
【００５８】スクリーニングは、例えば、以下の方法に
より行なうことが出来る。すなわち、ａ）本発明のポリ
ペプチド、スクリーニングすべき化合物、及び細胞を含
む反応混合物を、細胞が該ペプチドにより正常に刺激さ
れる条件下に一緒にし（該反応混合物は細胞が増殖する
に従い細胞中に導入される標識および該ペプチドの機能
を効果的に観察させるための該ペプチド以外のペプチド
を含む）；ついでｂ）細胞の増殖の程度を測定して、該
化合物が有効なアンタゴニストまたはアゴニストである
かどうかを決定する。
【００５９】本発明のｃＤＮＡは、多大な有用性が期待
される本発明のポリペプチドを生産する際の重要かつ必
須の鋳型となるだけでなく、遺伝病の診断や治療（遺伝
子欠損症の治療またはアンチセンスＤＮＡ（ＲＮＡ）に
よって、ポリペプチドの発現を停止させることによる治
療等）に利用できる。また、本発明のｃＤＮＡをプロー
ブとしてゲノミック（genomic）ＤＮＡを分離できる。
【００６０】
【医薬品への適用】前記の疾患に適応するために、本発
明のポリペプチド、あるいは本発明のポリペプチドに対
する抗体は通常、全身的又は局所的に、一般的には経口
または非経口の形で投与される。好ましくは、経口投
与、静脈内投与および脳室内投与である。
【００６１】投与量は、年齢、体重、症状、治療効果、
投与方法、処理時間等により異なるが、通常、成人一人
あたり、一回につき、１００μｇから１００ｍｇの範囲
で、一日一回から数回経口投与されるかまたは、成人一
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人あたり、一回につき、１０μｇから１００ｍｇの範囲
で、一日一回から数回非経口投与される。
【００６２】もちろん前記したように、投与量は、種々
の条件により変動するので、上記投与量より少ない量で
十分な場合もあるし、また範囲を越えて必要な場合もあ
る。
【００６３】本発明化合物を投与する際には、経口投与
のための固体組成物、液体組成物およびその他の組成
物、非経口投与のための注射剤、外用剤、坐剤等として
用いられる。
【００６４】経口投与のための固体組成物には、錠剤、
丸剤、カプセル剤、散剤、顆粒剤等が含まれる。カプセ
ルには、ソフトカプセルおよびハードカプセルが含まれ
る。
【００６５】このような固体組成物においては、一つま
たはそれ以上の活性物質が、少なくとも一つの不活性な
希釈剤（例えば、ラクトース、マンニトール、グルコー
ス、ヒドロキシプロピルセルロース、微結晶セルロー
ス、デンプン、ポリビニルピロリドン、メタケイ酸アル
ミン酸マグネシウム等）と混合される。組成物は、常法
に従って、不活性な希釈剤以外の添加物、例えば、潤滑
剤（ステアリン酸マグネシウム等）、崩壊剤（繊維素グ
リコール酸カルシウム等）、安定化剤（ヒト血清アルブ
ミン、ラクトース等）、溶解補助剤（アルギニン、アス
パラギン酸等）を含有していてもよい。
【００６６】錠剤または丸剤は、必要により白糖、ゼラ
チン、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロ
ピルメチルセルロースフタレート等の胃溶性あるいは腸
溶性のフィルムで被膜してもよいし、また２以上の層で
被膜してもよい。さらにゼラチンのような吸収されうる
物質のカプセルも包含される。
【００６７】経口投与のための液体組成物は、薬学的に
許容される乳濁剤、溶液剤、懸濁剤、シロップ剤、エリ
キシル剤等を含み、一般に用いられる不活性な希釈剤
（例えば、精製水、エタノール等）を含んでいてもよ
い。この様な組成物は、不活性な希釈剤以外に湿潤剤、
懸濁剤のような補助剤、甘味剤、風味剤、芳香剤、防腐
剤を含有していてもよい。
【００６８】経口投与のためのその他の組成物として
は、ひとつまたはそれ以上の活性物質を含み、それ自体
公知の方法により処方されるスプレー剤が含まれる。こ
の組成物は不活性な希釈剤以外に亜硫酸水素ナトリウム
のような安定剤と等張性を与えるような安定化剤、塩化
ナトリウム、クエン酸ナトリウムあるいはクエン酸のよ
うな等張剤を含有していてもよい。スプレー剤の製造方
法は、例えば米国特許第2,868,691号および同第3,095,3
55号明細書に詳しく記載されている。
【００６９】本発明による非経口投与のための注射剤と
しては、無菌の水性または非水性の溶液剤、懸濁剤、乳
濁剤を包含する。水性または非水性の溶液剤、懸濁剤と
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しては、一つまたはそれ以上の活性物質が、少なくとも
一つの不活性な希釈剤と混合される。水性の希釈剤とし
ては、例えば注射用蒸留水および生理食塩水が挙げられ
る。非水性の希釈剤としては、例えばプロピレングリコ
ール、ポリエチレングリコール、オリーブ油のような植
物油、エタノールのようなアルコール類、ポリソルベー
ト８０（登録商標）等が挙げられる。
【００７０】このような組成物は、さらに防腐剤、湿潤
剤、乳化剤、分散剤、安定化剤（例えば、ヒト血清アル
ブミン、ラクトース等）、溶解補助剤（例えば、アルギ
ニン、アスパラギン酸等）のような補助剤を含んでいて
もよい。
【００７１】
【実施例】以下に本発明のクローンＥＳＤＮに関する実
施例を挙げて本発明をより具体的に説明するが、これら
は本発明の範囲を制限するものではない。
【００７２】実施例１：ＳＳＴによるスクリーニング
ヒト冠動脈初代培養内皮細胞（ｈＣＡＥＣ）および平滑
筋細胞（ｈＣＡＳＭＣ）(Clontech)、そしてそれらの共
培養（同じ細胞数のｈＣＡＥＣとｈＣＡＳＭＣを混ぜ、
ＥＧＭ－２－ＭＶ（商品名、BioWhittakerより購入）を
用いて２日間培養）をソースとしてｃＤＮＡライブラリ
ーを構築した（特願平10-119731号参照）。次に酵母Ｓ
ＳＴ法（米国特許No.5,536,637を参照）によりスクリー
ニングを行なった結果、共培養をソースとしたｃＤＮＡ
ライブラリーからＣＵＢドメインを有するＥＳＤＮを得
た。
【００７３】実施例２：ヒト、マウス、ラットの全長ｃ
ＤＮＡクローニング
全長ｃＤＮＡを得るためにマラソン・ｃＤＮＡ・アンプ
リフィケーション・キット（Marathon cDNA amplificat
ion kit）（商品名、CLONTECH社より購入）による５’
－、３’－ＲＡＣＥ（Rapid Amplification of cDNA En
d）法を用いて５’－、３’－末端ｃＤＮＡのクローニ
ングを行なった。同時にヒトの塩基配列情報に基づきプ
ライマーを設計し、ＲＴ－ＰＣＲによりラット、マウス
のＥＳＤＮの単離も行なった。
マウスプライマー
５’－ＣＴＧＣＴＣＣＡＡＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＣ
－３’（配列番号１０）
５’－ＣＴＧＣＴＴＣＡＴＴＣＣＴＴＴＣＣＡＣＣＡＡ
ＣＣＴＧ－３’（配列番号１１）
ラットプライマー
５’－ＴＧＴＧＣＴＧＧＴＣＡＴＧＧＴＣＣＴＣＡＣＴ
ＡＣＴＣＴＣ－３’（配列番号１２）
５’－ＴＧＴＧＣＴＴＴＡＡＡＡＣＧＡＴＧＣＴＴＴＧ
－３’（配列番号１３）
その結果、ＥＳＤＮは、ヒト、マウス、ラット間におい
て高い相同性を有していることが明らかとなったが、何
れの種においても翻訳開始点ＡＴＧを含む５’末端配列
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を見出すことができなかった。この原因としてＥＳＤＮ
の５’末端領域の高いＧＣ含量が考えられる。そこでマ
ウスphage genomic ライブラリー（Lambda FIXII libra
ry( 商品名、Strategene社より購入) ）を用いたスクリ
ーニングを行なった。その結果、翻訳開始点（Ｍｅｔ）
を含む２個の陽性クローンを得た。そこでこのＭｅｔを
含む５’－側のプライマーを作成し、下流のエクソンを
含む(genomic cloneには含まれていない）アンチセンス
プライマー
Sense primer :５’－ＧＣＡＣＴＡＴＧＣＧＧＧＣＧＧ
ＡＴＴＧＣ－３’（配列番号１４）
antisense primer :５’－ＧＧＡＴＧＴＡＡＧＧＧＴＴ
ＣＣＡＣＴＣＴＣＡＧＧ－３’（配列番号１５）
と共にＲＴ－ＰＣＲを行なったところ、ヒト、ラットの
カウンターパートを得た。得られたアミノ酸シークエン
スよりヒトとげっ歯類は８４～５％の相同性、マウスと
ラットでは９２％の相同性を表した。ヒト、ラットおよ
びマウスのＥＳＤＮのアライメントを図１に示す。モチ
ーフ検索の結果から、ＥＳＤＮは、細胞外に１個のＣＵ
Ｂドメインと１個のファクター（factor）V/VIII相同ド
メインを有するタイプ（type）Ｉ膜貫通型タンパク質で
あることが判明した。また、この構造上の特徴からneur
opilin（２個のＣＵＢ、２個のFV/VIIIドメイン、１個
のＭＡＭドメインを有する）との構造の類似性を指摘す
ることができる。またその他の領域では、カブトガニの
ファクター（Factor）Ｃ、及びヒトにおける難聴の原因
遺伝子の一つであるＣｏｃｈと４個のシステインが保存
された相同性の高い領域がある。この領域はＣｏｃｈに
おいては、ＤＦＮＡ９という遺伝性難聴においてこれま
で発見されている４つの変異全てが局在している部分
で、カブトガニのような進化系統樹で離れた生物にも見
出されることから新しいドメイン構造と考えられる。図
２および図３に示す。
【００７４】実施例３：哺乳動物細胞を用いたヒトＥＳ
ＤＮ蛋白の発現と抗ペプチド抗体による同定
ヒト全長ｃＤＮＡを哺乳動物細胞用発現ベクターのオリ
ジナルＶ５エピトープをファッグ・タグ（FLAG tag）に
交換し、ｐＥＦ６Ｖ５－Ｈｉｓ（商品名、Invitrogen社
より購入）にサブクローニングした。これらの発現ベク
ターは、２９３Ｔ細胞やＣＯＳ７細胞にセルフェクト
（Cellphect）（商品名、Amersham Life Science社より
購入）やリポフェクトアミン（Lipofectamine）（商品
名、Life Technologies、社より購入）により細胞に導
入した。なお目的の発現蛋白質の確認は、細胞のライセ
イト（lysate）を作成した後、各種抗体によるウエスタ
ンブロッティングにより検出した。
anti-FLAG M2 monoclonal antibody( 商品名、Sigma社
より購入)
ＧｌｙＧｌｕＡｒｇＩｌｅＡｒｇＩｌｅＬｙｓＰｈｅＧ
ｌｙＡｓｐＧｌｙＡｓｐＩｌｅＧｌｕＡｓｐＳｅｒＡｓ
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ｐ（配列番号１６）を用いて作成したウサギ抗ＣＵＢポ
リクローナル抗体
ＧｌｎＡｓｐＬｙｓＩｌｅＰｈｅＧｌｎＧｌｙＡｓｎＬ
ｙｓＡｓｐＴｙｒＨｉｓＬｙｓＡｓｐＶａｌＡｒｇＡｓ
ｎＡｓｎ（配列番号１７）を用いて作成した抗FV/VIII 
ポリクローナル抗体
は、それぞれＫＬＨに連結させたポリペプチドをウサギ
に免疫することによって得た(Sawady Technology) 。ウ
エスタンブロッティングは、ＥＣＬ（商品名、Amersham
 Life Science社より購入）ルネッサンス（Renaissanc
e）(NEN Life Science)のプロトコールに従った。その
結果、発現ベクターのみを導入した細胞ライセイト（ly
sate）には認められないバンドが、１２７、１０６、９
３ｋＤａ付近に検出された（図６に示す。）。
【００７５】実施例４：シグナル配列の解析
得られたアミノ酸配列の疎水性プロット（図４に示
す。）から、ＥＳＤＮのシグナル配列は、通常の配列よ
りも長く異型性であることが判明した。そこでヒト全長
ｃＤＮＡを導入したＣＯＳ７細胞を４％パラホルムアル
デヒドにより固定した後、一次抗体により３０分間室温
で反応させた。次に３０分間二次抗体、テキサス・レッ
ド・アンチマウスＩｇＧ（Texas red anti-mouse IgG）
（商品名、Vector Laboratories社より購入）やＦＩＴ
ＣアンチラビットＩｇＧ（FITC-anti-rabbit IgG）（商
品名、Jackson Laboratories社より購入）で反応させた
後、バイオ・ラッド・コンフォーカル・レーザー・スキ
ャニング・マイクロスコープ（Bio-Rad confocal laser
 scanning microscope）（商品名、model MRC-1024）に
より解析した。その結果、同タンパク質は、細胞表面上
に発現していることが判った（図７に示す。）。次にシ
グナル配列の切断部位の確認を試みた。マウスＥＳＤＮ
の細胞外領域のＣ端にＨｉｓ－ｔａｇを付けたｍＥＳＤ
Ｎ－Ｅｘ（Ｅｄｎｓ）やヒトＣＤ５のシグナル配列：Ｍ
ｅｔＰｒｏＭｅｔＧｌｙＳｅｒＬｅｕＧｌｎＰｒｏＬｅ
ｕＡｌａＴｈｒＬｅｕＴｙｒＬｅｕＬｅｕＧｌｙＭｅｔ
ＬｅｕＶａｌＡｌａＳｅｒＶａｌＬｅｕＡｌａ（配列番
号１８）に置換したｍＥＳＤＮ－Ｅｘ（ＣＤ５）をｐＣ
ＡＧＧＳ(Ｓcience 261, 600-603 (1993)）にサブクロ
ーニングした。２９３Ｔ細胞に導入後、培養上清に分泌
された目的タンパク質を「His-probe H-15 polyclonal 
antibody」（商品名、Santa Cruz社より購入）によるウ
エスタンブロッティングにより検出した。その結果、ｍ
ＥＳＤＮ－Ｅｘ（Ｅｄｎｓ）とｍＥＳＤＮ－Ｅｘ（ＣＤ
５）の両コンストラクト（図５に示す。）より同じサイ
ズのタンパク質が確認された。ヒトＣＤ５とマウスＥＳ
ＤＮのシグナル配列は、３９アミノ酸（約４ｋＤａ）ヒ
トＣＤ５の方が小さいが、得られたタンパク質のサイズ
が同じことから、同じ切断部位であることが予想された
（図８に示す。）。
【００７６】実施例５：ＥＳＤＮ蛋白のサザーン・ズー
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ブロット（southern zooblot）解析
［32Ｐ］ｄＣＴＰ－ラベルしたヒトＥＳＤＮをプローブ
として、哺乳類（マウス、ラット、ウサギ、ウシ、ヒ
ト）、アフリカツメガエル（Xenopus）、ハエ（fly）、
酵母（yeast）の種におけるサザーン・ズーブロット（s
outhern zooblot）解析を行なった（３７℃、１×ＳＳ
Ｃにより洗浄）。その結果、哺乳類においては強いバン
ドが確認され、ＥＳＤＮが、哺乳類において高度に保存
されていることが明らかとなった。一方、アフリカツメ
ガエル（Xenopus）では弱いバンドが確認された。な
お、ショウジョウバエ（fly）、酵母（yeast）において
は、バンドは確認されなかった（図９Ａに示す。）。
【００７７】実施例６：ヒトＥＳＤＮの遺伝子座
ヒトにおいては、２個(stSG29921、sts-D29024) の独立
したＳＴＳ（sequence-tagged site）の情報からラジエ
ーション・ハイブリッド・マップ（radiationhybrid ma
p）のD3S1603-D3S1271、D3S1552-D3S1603近傍（cytogen
etic mapではchromosome 3q11.2に相当すると思われる
部位）に遺伝子座があることが明らかとなった。このデ
ータベースにより得られた結果を確認するために、マウ
スライン（Cell line）であるＡ９（Ｎｅｏ３）、Ａ９
（Ｎｅｏ１２）（JCRB Cell Bank）を用いてゲノミック
・サザン（genomic southern）ハイブリダイゼーション
を行なった。その結果、ヒトＥＳＤＮプローブは、マウ
スＥＳＤＮも認識できるためＡ９（Ｎｅｏ３）、Ａ９
（Ｎｅｏ１２）の両方においてマウスＥＳＤＮが確認さ
れた。一方、ヒトＥＳＤＮは、Ａ９（Ｎｅｏ３）のみに
おいて検出された。このことからヒトＥＳＤＮは、クロ
モソーム（chromosome）3q11.2 に相当すると思われる
部位に遺伝子座があることが明らかとなった（図９Ｂに
示す。）。
【００７８】実施例７：ＥＳＤＮ  ｍＲＮＡの発現部位
の解析
培養ヒト細胞のノザン（Northern）解析は、ｈＣＡＥ
Ｃ、ｈＣＡＳＭＣそしてそれらの共培養からトータル
（total）ＲＮＡをＴＲＩｚｏｌ（商品名、Life Techno
logies社より購入）により抽出した。ラット組織・細胞
のノザン（Northern）解析は、トータル（total）ＲＮ
ＡをＴＲＩｚｏｌ  ＬＳ（全血に対して）、ＴＲＩｚｏ
ｌ（その他の組織や培養細胞に対して）により抽出し
た。次にｐｏｌｙ（Ａ）ＲＮＡは、「OligotexTM-dT30 
Super」（商品名、Roche Molecular Biochemicals社よ
り購入）により精製した。次に［32Ｐ］ｄＣＴＰ－ラベ
ルしたヒト、ラットＥＳＤＮやＧＡＰＤＨ  ｃＤＮＡを
プローブとして用い、ノザン・ブロット（Northern blo
t）解析（６５℃、0.2 ×ＳＳＣにより洗浄）を行なっ
た。その結果、ｈＣＡＳＭＣ細胞において強い発現が認
められた（6.4 、３ｋｂ）。一方ｈＣＡＥＣ細胞におい
ては、ｈＣＡＳＭＣに比べて弱い発現が認められた。な
お、共培養することによる、ＥＳＤＮ  ｍＲＮＡの発現
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の変化は認められなかった（図１０Ａに示す。）。ラッ
ト組織・細胞のノザン（Northern）解析の結果、全血細
胞からＥＳＤＮｍＲＮＡは確認されず、肝臓においても
発現がかなり低いことが判った（図１０Ｂに示す。）。
【００７９】実施例８：ヒト冠動脈平滑筋細胞を用いた
ESDN蛋白の発現
ｈＣＡＳＭＣを血清（serum）飢餓の状態のＤＭＥＭ／
２ｍＭグルタミン（glutamine）で４８時間培養した。
次に指定濃度のＰＤＧＦ－ＢＢ、ＡＴ－ＩＩ、ＦＣＳ
（商品名、Sigma 、Life Technologies社より購入）を
含む培地に置換し、刺激を行なった。トータル（tota
l）ＲＮＡはＴｒｉｚｏｌ（商品名、Life Technologies
社より購入）により調製し、ｃＤＮＡ合成はスーパース
クリプト・プレアンプリケーション・システム（SuperS
cript Preamplification System）（商品名、First Str
and cDNA Synthesis ：Life Technologies 社より購
入）を用いて行なった。なおｍＲＮＡは、リアルタイム
定量ＲＴ－ＰＣＲ（real-time quantitative RT-PCR;PE
 Applied Biosystems Prism Model 7700 Sequence Dete
ction System）により測定した。フォワード（Forwar
d）リバース（Reverse）プライマーの配列は以下の通り
である。
ESDN forward: ５’－ＣＣＣＡＧＣＡＡＧＧＴＧＡＴＧ
ＧＡＴＧ－３’（配列番号１９）
ESDN reverse: ５’－ＣＡＡＧＡＡＴＣＡＧＡＡＴＣＴ
ＴＣＡＡＴＧＴＣＡＡＡＧ－３’（配列番号２０）
ESDN probe: ５’－（６－ＦＡＭ）－ＣＣＴＧＡＧＡＧ
ＴＧＧＡＡＣＣＣＴＴＡＣＡＴＣＣＡＴＡＡＡＣ－（Ｔ
ＡＭＲＡ）－３’（配列番号２１）
これらの配列はヒトを基準にしているが、げっ歯動物に
も適応できることを確認した。ヒトＧＡＰＤＨのシーク
エンスは以下の通りである。
human GAPDH forward:  ５’－ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧ
ＴＣＧＧＡＧＴＣ－３’（配列番号２２）
human GAPDH reverse:  ５’－ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡ
ＴＧＧＧＡＴＴＴＣ－３’（配列番号２３）
human GAPDH probe:  ５’－（ＶＩＣ）－ＣＡＡＧＣＴ
ＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣ－（ＴＡＭＲＡ）－３’
（配列番号２４）
「TaqMan Rodent GAPDH Control Reagents」(PE biosys
tems)をラット（rat）ＧＡＰＤＨの定量に用いた。ＥＳ
ＤＮとＧＡＰＤＨのｍＲＮＡレベルはコピー数を意味し
ている。そこで先方の発現レベルをＧＡＰＤＨにより標
準化した。このことは、スタンダードの連続希釈から作
成した標準曲線によって成し遂げられた。なおスタンダ
ードにはＥＳＤＮあるいはＧＡＰＤＨをpBlueScript Ｓ
Ｋ（－）（商品名、Stratagene社より購入）にサブクロ
ーニングした既知量のプラスミドを準備した。結果、Ｅ
ＳＤＮはＰＤＧＦ－ＢＢ刺激において濃度依存的に発現
が増加するが、ＡＴ－ＩＩ刺激においては発現の増加が
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認められなかった。またＦＣＳ刺激においてもＥＳＤＮ
の発現増加が濃度依存的に認められたが、ＰＤＧＦ－Ｂ
Ｂ刺激に比べてより少ない量であった（図１１に示
す。）。
【００８０】実施例９：ラットの総頸動脈におけるＥＳ
ＤＮ蛋白の発現
バルーン障害後（ｎ＝５，day ０，５，ｎ＝４，day １
４）、０、５、１４日後に頸動脈を採取した。トータル
（total）ＲＮＡはＴｒｉｚｏｌ（商品名、Life Techno
logies 社より購入）により調製し、ｃＤＮＡ合成は「S
uperScript Preamplification System 」（商品名、Fir
st Strand cDNA Synthesis ：Life Technologies 社よ
り購入）を用いて行なった。ラットＥＳＤＮやＧＡＰＤ
ＨのｍＲＮＡは「real-time quantitative RT-PCR 」
（PE Applied Biosystems Prism Model 7700 Sequence 
Detection System）により測定した。その結果、５日目
にＥＳＤＮの増加の傾向が認められ、１４日目には３０
％もの有意な増加が認められた。次に、このＥＳＤＮの
発現を免疫組織学的に解析した（図１２に示す。）処置
あるいは未処置ラットを麻酔下にして、予め４℃に冷や
した生理食塩水で組織を灌流した。そして局所灌流部分
を４％パラホルムアルデヒドにより固定した。頸動脈を
丁寧に採取し、ドライアイス－エタノール・バス上に置
いた「Tissue-Tek O.C.T. Compound」（商品名、Sakura
 Finetechnical社より購入）により包埋した。組織を４
μｍの厚さにスライスし、「avidin-biotin-alkaline p
hosphatase complex」（商品名、Vector Laboratories 
社より購入) 法により免疫組織解析を行なった。アルカ
リンホスファターゼ（Alkaline phosphatase）は「Vect
or Red」（商品名、Vector Laboratories 社より購入）
により発色させた。切片はメチルグリーンにより対比染
色を行なった。ウサギ抗ペプチドポリクローナル抗体
（一次抗体）は、５～１０μｇ／ｍｌの濃度で用いた。
ネガティブコントロールには、正常ウサギＩｇＧ（ＤＡ
ＫＯ）を同濃度で用いた。その結果、血管平滑筋の存在
する大動脈や総頸動脈の中膜が染まるものの、むしろ脳
・脊髄といった中枢神経系の一部（矢印）や迷走神経
（アローヘッド）などの末梢神経が強く染色された（図
１３に示す。）。Ａ、Ｂ、ＥおよびＦは抗ＣＵＢ抗体で
染色した。Ｃ、Ｄ、ＧおよびＨは、同じ濃度のウサギの
抗ＩｇＧ抗体を一次抗体として染色した（コントロー
ル）。ＥおよびＦ中のＭおよびＮは、それぞれ血管中膜
および血管内膜を示す。
【００８１】実施例１０：２９３Ｔ細胞を用いたＢｒｄ
Ｕの取りこみ測定
全長ＥＳＤＮ、およびそのディレーション・ミュータン
ト（deletion mutants）（ｈＥＳＤＮ－ΔＥＣ、ｈＥＳ
ＤＮ－ΔＣｙ）を発現ベクター「QIAfilter Plasmid Mi
di Kit」（商品名、QIAGEN社より購入）により調整し
た。そしてさらに精製するためフェノール（phenol）／



(12) 特開２００３－１８９８７２

10

20

21
ＣＩＡＡにより２回抽出し、ＣＩＡＡ抽出を１回行なっ
た。セルフェクト（CellPhect）（商品名、Amersham Li
fe Science社より購入）を用いて２９３Ｔ細胞にトラン
スフェクトした。１２時間後、メディウムを新鮮なＤＭ
ＥＭ／１０％ＦＣＳに交換し、２時間インキュベーショ
ンした。次にトリプシンにより細胞を一旦回収した後、
９６穴プレート２枚に播き直した。一方のプレートは、
２時間のＢｒｄＵの取り込みを２４時間の培養後に行な
った。ＢｒｄＵの取り込みは、「Cell Proliferation E
LISA、BrdU」(colorimetric)（商品名、Roche Diagnost
ics社より購入）により測定した。もう一方のプレート
は、播きこみ後2 時間細胞数を「Premix WST-1 assay k
it」（商品名、TaKaRa Biomedicals社より購入）により
測定した。その結果、全長ＥＳＤＮを発現させた細胞に
おいて、ＢｒｄＵの取りこみが有意に抑制されることが
明らかとなった。一方細胞外ドメインを欠いたもので
は、この効果が弱められた。また細胞内ドメインを欠い
たものでは全くこの効果が無くなることが確認された
（図１４に示す。）。
【図面の簡単な説明】
【図１】  ヒト、マウスおよびラットＥＳＤＮのアライ
メントを表わす（非常に見にくい。「Ａ」の意味につい
て本文との整合を要確認）。
【図２】  ＥＳＤＮ、ニューロピリンおよびＣｏｃｈに
おけるドメイン構造を表わす。
【図３】  ヒト、マウス、ラットＥＳＤＮ、リムラスフ
ァクターＣ、ラットＬｇｌ－１、ヒトＣｏｃｈ、マウス
ＣｏｃｈおよびラットＣｏｃｈのＬＣＣＬ部分のアライ
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メントを表わす。
【図４】  ヒトおよびマウスＥＳＤＮのハイドロフォビ
シティーを表わす。
【図５】  発現ベクターの構成を表わす。
【図６】  ヒト全長ＥＳＤＮのウエスタンブロッティン
グ解析を表わす。
【図７】  細胞膜表面でＥＳＤＮが発現されている様子
を表わす。
【図８】  開裂したシグナル配列のウエスタンブロッテ
ィング解析を表わす。
【図９】  ＡはヒトＥＳＤＮのｃＤＮＡを用いたサザン
ズーブロッティングを表わす。ＢはヒトＥＳＤＮがクロ
モソーム３にあることを示す。
【図１０】  ＡおよびＢは、ヒト頸動脈細胞のＲＮＡお
よびラット各臓器のＲＮＡを用いたＥＳＤＮのｃＤＮＡ
とのノザンブロッティング解析を示す。
【図１１】  ヒト平滑筋細胞において、ＰＤＧＦまたは
ＦＣＳ刺激によりＥＳＤＮのｍＲＮＡが誘導される様子
を示す。
【図１２】  ラット頸動脈をバルーンで傷害することに
より、ＥＳＤＮのｍＲＮＡの発現が増加することを示
す。
【図１３】  ラット頸動脈をバルーンで傷害することに
より、ＥＳＤＮの発現が増加することを示す。
【図１４】  ＥＳＤＮ過発現細胞においてＢｒｄＵ取り
込みが抑制されていることを示す。
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
                 
      
<110> Ono Pharmaceutical Co., L
TD.
      Tasuku, Honjo
<120> Novel Polypeptide ESDN, P
roduction Method Thereof, cDNA encodi
ng E
SDN, Vector Comprising said cDNA, Host
 Cell Transformed by said Vector, 
Antibody against ESDN, Pharmaceutical
 composition Containing ESDN or Ant
ibody, Screening method using ESDN and
 Immunochemical measuring method f
or ESDN using antibody against ESDN.
<130> ONP3979
<160> 24                             
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 2328
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> 
<221> sig_peptide
<222> (1)..(198)
<220> 
<221> mat_peptide
<222> (199)..(2328)
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<220> 
<221> CDS
<222> (1)..(2328)
<400> 1
atg gcg agc cgg gcg gtg gtg aga gcc agg 
cgc tgc ccg cag tgt ccc   48    
Met Ala Ser Arg Ala Val Val Arg Ala Arg 
Arg Cys Pro Gln Cys Pro

23

    -65                 -60                 -55              
  
caa gtc cgg gcc gcg gcc gcc gcc ccc gcc 
tgg gcc gcg ctc ccc ctc   96    
Gln Val Arg Ala Ala Ala Ala Ala Pro Ala 
Trp Ala Ala Leu Pro Leu
-50                 -45                 -40                 -
35
tcc cgc tcc ctc cct ccc tgc tcc aac tcc 
tcc tcc ttc tcc atg cct   144   
Ser Arg Ser Leu Pro Pro Cys Ser Asn Ser 
Ser Ser Phe Ser Met Pro
                -30                 -25                 -20  
  
ctg ttc ctc ctg ctc tta ctt gtc ctg ctc 
ctg ctg ctc gag gac gct   192   
Leu Phe Leu Leu Leu Leu Leu Val Leu Leu 
Leu Leu Leu Glu Asp Ala
            -15                 -10                  -5       
 
gga gcc cag caa ggt gat gga tgt gga cac 
act gta cta ggc cct gag   240   
Gly Ala Gln Gln Gly Asp Gly Cys Gly His 
Thr Val Leu Gly Pro Glu
     -1   1               5                  10                
agt gga acc ctt aca tcc ata aac tac cca 
cag acc tat ccc aac agc   288   
Ser Gly Thr Leu Thr Ser Ile Asn Tyr Pro 
Gln Thr Tyr Pro Asn Ser
 15                  20                  25                  30

act gtt tgt gaa tgg gag atc cgt gta aag 
atg gga gag aga gtt cgc   336   
Thr Val Cys Glu Trp Glu Ile Arg Val Lys 
Met Gly Glu Arg Val Arg
                 35                  40                  45    
atc aaa ttt ggt gac ttt gac att gaa gat 
tct gat tct tgt cac ttt   384   
Ile Lys Phe Gly Asp Phe Asp Ile Glu Asp 
Ser Asp Ser Cys His Phe
             50                  55                  60        
aat tac ttg aga att tat aat gga att gga 
gtc agc aga act gaa ata   432   
Asn Tyr Leu Arg Ile Tyr Asn Gly Ile Gly 
Val Ser Arg Thr Glu Ile
         65                  70                  75            
ggc aaa tac tgt ggt ctg ggg ttg caa atg 
aac cat tca att gaa tca   480   
Gly Lys Tyr Cys Gly Leu Gly Leu Gln Met 
Asn His Ser Ile Glu Ser
     80                  85                  90                
aaa ggc aat gaa atc aca ttg ctg ttc atg 
agt gga atc cat gtt tct   528   

Lys Gly Asn Glu Ile Thr Leu Leu Phe Met 
Ser Gly Ile His Val Ser
 95                 100                 105                 1
10
gga cgc gga ttt ttg gcc tca tac tct gtt 
ata gat aaa caa gat cta   576   
Gly Arg Gly Phe Leu Ala Ser Tyr Ser Val 
Ile Asp Lys Gln Asp Leu
                115                 120                 125  
  
att act tgt ttg gac act gca tcc aat ttt 
ttg gaa cct gag ttc agt   624   
Ile Thr Cys Leu Asp Thr Ala Ser Asn Phe 
Leu Glu Pro Glu Phe Ser
            130                 135                 140      
  
aag tac tgc cca gct ggt tgt ctg ctt cct 
ttt gct gag ata tct gga   672   
Lys Tyr Cys Pro Ala Gly Cys Leu Leu Pro 
Phe Ala Glu Ile Ser Gly
        145                 150                 155          
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aca att cct cat gga tat aga gat tcc tcg 
cca ttg tgc atg gct ggt   720   
Thr Ile Pro His Gly Tyr Arg Asp Ser Ser 
Pro Leu Cys Met Ala Gly
    160                 165                 170              
  
gtg cat gca gga gta gtg tca aac acg ttg 
ggc ggc caa atc agt gtt   768   
Val His Ala Gly Val Val Ser Asn Thr Leu 
Gly Gly Gln Ile Ser Val
175                 180                 185                 1
90
gta att agt aaa ggt att ccc tat tat gaa 
agt tct ttg gct aac aac   816   
Val Ile Ser Lys Gly Ile Pro Tyr Tyr Glu 
Ser Ser Leu Ala Asn Asn
                195                 200                 205  
  
gtc aca tct gtg gtg gga cac tta tct aca 
agt ctt ttt aca ttt aag   864   
Val Thr Ser Val Val Gly His Leu Ser Thr 
Ser Leu Phe Thr Phe Lys
            210                 215                 220      
  
aca agt gga tgt tat gga aca ctg ggg atg 
gag tct ggt gtg atc gcg   912   
Thr Ser Gly Cys Tyr Gly Thr Leu Gly Met 
Glu Ser Gly Val Ile Ala
        225                 230                 235          
  
gat cct caa ata aca gca tca tct gtg ctg 
gag tgg act gac cac aca   960   
Asp Pro Gln Ile Thr Ala Ser Ser Val Leu 
Glu Trp Thr Asp His Thr
    240                 245                 250              
  

24

ggg caa gag aac agt tgg aaa ccc aaa aaa 
gcc agg ctg aaa aaa cct   1008  
Gly Gln Glu Asn Ser Trp Lys Pro Lys Lys 
Ala Arg Leu Lys Lys Pro
255                 260                 265                 2
70
gga ccg cct tgg gct gct ttt gcc act gat 
gaa tac cag tgg tta caa   1056  
Gly Pro Pro Trp Ala Ala Phe Ala Thr Asp 
Glu Tyr Gln Trp Leu Gln
                275                 280                 285  
  
ata gat ttg aat aag gaa aag aaa ata aca 
ggc att ata acc act gga   1104  
Ile Asp Leu Asn Lys Glu Lys Lys Ile Thr 
Gly Ile Ile Thr Thr Gly
            290                 295                 300      
  
tcc acc atg gtg gag cac aat tac tat gtg 
tct gcc tac aga atc ctg   1152  
Ser Thr Met Val Glu His Asn Tyr Tyr Val 
Ser Ala Tyr Arg Ile Leu
        305                 310                 315          
  
tac agt gat gat ggg cag aaa tgg act gtg 
tac aga gag cct ggt gtg   1200  
Tyr Ser Asp Asp Gly Gln Lys Trp Thr Val 
Tyr Arg Glu Pro Gly Val
    320                 325                 330              
  
gag caa gat aag ata ttt caa gga aac aaa 
gat tat cac cag gat gtg   1248  
Glu Gln Asp Lys Ile Phe Gln Gly Asn Lys 
Asp Tyr His Gln Asp Val
335                 340                 345                 3
50
cgt aat aac ttt ttg cca cca att att gca 
cgt ttt att aga gtg aat   1296  
Arg Asn Asn Phe Leu Pro Pro Ile Ile Ala 
Arg Phe Ile Arg Val Asn
                355                 360                 365  
  
cct acc caa tgg cag cag aaa att gcc atg 
aaa atg gag ctg ctc gga   1344  
Pro Thr Gln Trp Gln Gln Lys Ile Ala Met 
Lys Met Glu Leu Leu Gly
            370                 375                 380      
  
tgt cag ttt att cct aaa ggt cgt cct cca 
aaa ctt act caa cct cca   1392  
Cys Gln Phe Ile Pro Lys Gly Arg Pro Pro 
Lys Leu Thr Gln Pro Pro
        385                 390                 395          
  
cct cct cgg aac agc aat gac ctc aaa aac 
act aca gcc cct cca aaa   1440  
Pro Pro Arg Asn Ser Asn Asp Leu Lys Asn 
Thr Thr Ala Pro Pro Lys



(15) 特開２００３－１８９８７２
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    400                 405                 410              
  
ata gcc aaa ggt cgt gcc cca aaa ttt acg 
caa cca cta caa cct cgc   1488  
Ile Ala Lys Gly Arg Ala Pro Lys Phe Thr 
Gln Pro Leu Gln Pro Arg
415                 420                 425                 4
30
agt agc aat gaa ttt cct gca cag aca gaa 
caa aca act gcc agt cct   1536  
Ser Ser Asn Glu Phe Pro Ala Gln Thr Glu 
Gln Thr Thr Ala Ser Pro
                435                 440                 445  
  
gat atc aga aat act acc gta act cca aat 
gta acc aaa gat gta gcg   1584  
Asp Ile Arg Asn Thr Thr Val Thr Pro Asn 
Val Thr Lys Asp Val Ala
            450                 455                 460      
  
ctg gct gca gtt ctt gtc cct gtg ctg gtc 
atg gtc ctc act act ctc   1632  
Leu Ala Ala Val Leu Val Pro Val Leu Val 
Met Val Leu Thr Thr Leu
        465                 470                 475          
  
att ctc ata tta gtg tgt gct tgg cac tgg 
aga aac aga aag aaa aaa   1680  
Ile Leu Ile Leu Val Cys Ala Trp His Trp 
Arg Asn Arg Lys Lys Lys
    480                 485                 490              
  
act gaa ggc acc tat gac tta cct tac tgg 
gac cgg gca ggt tgg tgg   1728  
Thr Glu Gly Thr Tyr Asp Leu Pro Tyr Trp 
Asp Arg Ala Gly Trp Trp
495                 500                 505                 5
10
aaa gga atg aag cag ttt ctt cct gca aaa 
gca gtg gac cat gag gaa   1776  
Lys Gly Met Lys Gln Phe Leu Pro Ala Lys 
Ala Val Asp His Glu Glu
                515                 520                 525  
  
acc cca gtt cgc tat agc agc agc gaa gtt 
aat cac ctg agt cca aga   1824  
Thr Pro Val Arg Tyr Ser Ser Ser Glu Val 
Asn His Leu Ser Pro Arg
            530                 535                 540      
  
gaa gtc acc aca gtg ctg cag gct gac tct 
gca gag tat gct cag cca   1872  
Glu Val Thr Thr Val Leu Gln Ala Asp Ser 
Ala Glu Tyr Ala Gln Pro
        545                 550                 555          
  
ctg gta gga gga att gtt ggt aca ctt cat 
caa aga tct acc ttt aaa   1920  

Leu Val Gly Gly Ile Val Gly Thr Leu His 
Gln Arg Ser Thr Phe Lys
    560                 565                 570              
  
cca gaa gaa gga aaa gaa gca ggc tat gca 
gac cta gat cct tac aac   1968  
Pro Glu Glu Gly Lys Glu Ala Gly Tyr Ala 
Asp Leu Asp Pro Tyr Asn
575                 580                 585                 5
90
tca cca ggg cag gaa gtt tat cat gcc tat 
gct gaa cca ctc cca att   2016  
Ser Pro Gly Gln Glu Val Tyr His Ala Tyr 
Ala Glu Pro Leu Pro Ile
                595                 600                 605  
  
acg ggg cct gag tat gca acc cca atc atc 
atg gac atg tca ggg cac   2064  
Thr Gly Pro Glu Tyr Ala Thr Pro Ile Ile 
Met Asp Met Ser Gly His
            610                 615                 620      
  
ccc aca act tca gtt ggt cag ccc tcc aca 
tcc act ttc aag gct acg   2112  
Pro Thr Thr Ser Val Gly Gln Pro Ser Thr 
Ser Thr Phe Lys Ala Thr
        625                 630                 635          
  
ggg aac caa cct ccc cca cta gtg gga act 
tac aat aca ctt ctc tcc   2160  
Gly Asn Gln Pro Pro Pro Leu Val Gly Thr 
Tyr Asn Thr Leu Leu Ser
    640                 645                 650              
  
agg act gac agc tgc tcc tca gcc cag gcc 
cag tat gat acc ccg aaa   2208  
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Arg Thr Asp Ser Cys Ser Ser Ala Gln Ala 
Gln Tyr Asp Thr Pro Lys
655                 660                 665                 6
70
gct ggg aag cca ggt cta cct gcc cca gac 
gaa ttg gtg tac cag gtg   2256  
Ala Gly Lys Pro Gly Leu Pro Ala Pro Asp 
Glu Leu Val Tyr Gln Val
                675                 680                 685  
  
cca cag agc aca caa gaa gta tca gga gca 
gga agg gat ggg gaa tgt   2304  
Pro Gln Ser Thr Gln Glu Val Ser Gly Ala 
Gly Arg Asp Gly Glu Cys
            690                 695                 700      
  
gat gtt ttt aaa gaa atc ctt tga               
                    2328  
Asp Val Phe Lys Glu Ile Leu    
        705                 710

26

<210> 2
<211> 775        
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Met Ala Ser Arg Ala Val Val Arg Ala Arg 
Arg Cys Pro Gln Cys Pro  
  1               5                  10                  15     
 
Gln Val Arg Ala Ala Ala Ala Ala Pro Ala 
Trp Ala Ala Leu Pro Leu  
             20                  25                  30         
 
Ser Arg Ser Leu Pro Pro Cys Ser Asn Ser 
Ser Ser Phe Ser Met Pro  
         35                  40                  45             
 
Leu Phe Leu Leu Leu Leu Leu Val Leu Leu 
Leu Leu Leu Glu Asp Ala  
     50                  55                  60                 
 
Gly Ala Gln Gln Gly Asp Gly Cys Gly His 
Thr Val Leu Gly Pro Glu  
 65                  70                  75                  80
  
Ser Gly Thr Leu Thr Ser Ile Asn Tyr Pro 
Gln Thr Tyr Pro Asn Ser  
                 85                  90                  95     
 
Thr Val Cys Glu Trp Glu Ile Arg Val Lys 
Met Gly Glu Arg Val Arg  
            100                 105                 110      
    
Ile Lys Phe Gly Asp Phe Asp Ile Glu Asp 
Ser Asp Ser Cys His Phe  
        115                 120                 125          
    
Asn Tyr Leu Arg Ile Tyr Asn Gly Ile Gly 
Val Ser Arg Thr Glu Ile  
    130                 135                 140              
    
Gly Lys Tyr Cys Gly Leu Gly Leu Gln Met 
Asn His Ser Ile Glu Ser  
145                 150                 155                 1
60  
Lys Gly Asn Glu Ile Thr Leu Leu Phe Met 
Ser Gly Ile His Val Ser  
                165                 170                 175  
    
Gly Arg Gly Phe Leu Ala Ser Tyr Ser Val 
Ile Asp Lys Gln Asp Leu  

            180                 185                 190      
    
Ile Thr Cys Leu Asp Thr Ala Ser Asn Phe 
Leu Glu Pro Glu Phe Ser  
        195                 200                 205          
    
Lys Tyr Cys Pro Ala Gly Cys Leu Leu Pro 
Phe Ala Glu Ile Ser Gly  
    210                 215                 220              
    
Thr Ile Pro His Gly Tyr Arg Asp Ser Ser 
Pro Leu Cys Met Ala Gly  
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225                 230                 235                 2
40  
Val His Ala Gly Val Val Ser Asn Thr Leu 
Gly Gly Gln Ile Ser Val  
                245                 250                 255  
    
Val Ile Ser Lys Gly Ile Pro Tyr Tyr Glu 
Ser Ser Leu Ala Asn Asn  
            260                 265                 270      
    
Val Thr Ser Val Val Gly His Leu Ser Thr 
Ser Leu Phe Thr Phe Lys  
        275                 280                 285          
    
Thr Ser Gly Cys Tyr Gly Thr Leu Gly Met 
Glu Ser Gly Val Ile Ala  
    290                 295                 300              
    
Asp Pro Gln Ile Thr Ala Ser Ser Val Leu 
Glu Trp Thr Asp His Thr  
305                 310                 315                 3
20  
Gly Gln Glu Asn Ser Trp Lys Pro Lys Lys 
Ala Arg Leu Lys Lys Pro  
                325                 330                 335  
    
Gly Pro Pro Trp Ala Ala Phe Ala Thr Asp 
Glu Tyr Gln Trp Leu Gln  
            340                 345                 350      
    
Ile Asp Leu Asn Lys Glu Lys Lys Ile Thr 
Gly Ile Ile Thr Thr Gly  
        355                 360                 365          
    
Ser Thr Met Val Glu His Asn Tyr Tyr Val 
Ser Ala Tyr Arg Ile Leu  
    370                 375                 380              
    
Tyr Ser Asp Asp Gly Gln Lys Trp Thr Val 
Tyr Arg Glu Pro Gly Val  
385                 390                 395                 4
00  
Glu Gln Asp Lys Ile Phe Gln Gly Asn Lys 
Asp Tyr His Gln Asp Val  
                405                 410                 415  
    

27

Arg Asn Asn Phe Leu Pro Pro Ile Ile Ala 
Arg Phe Ile Arg Val Asn  
            420                 425                 430      
    
Pro Thr Gln Trp Gln Gln Lys Ile Ala Met 
Lys Met Glu Leu Leu Gly  
        435                 440                 445          
    
Cys Gln Phe Ile Pro Lys Gly Arg Pro Pro 
Lys Leu Thr Gln Pro Pro  
    450                 455                 460              
    
Pro Pro Arg Asn Ser Asn Asp Leu Lys Asn 
Thr Thr Ala Pro Pro Lys  
465                 470                 475                 4
80  
Ile Ala Lys Gly Arg Ala Pro Lys Phe Thr 
Gln Pro Leu Gln Pro Arg  
                485                 490                 495  
    
Ser Ser Asn Glu Phe Pro Ala Gln Thr Glu 
Gln Thr Thr Ala Ser Pro  
            500                 505                 510      
    
Asp Ile Arg Asn Thr Thr Val Thr Pro Asn 
Val Thr Lys Asp Val Ala  
        515                 520                 525          
    
Leu Ala Ala Val Leu Val Pro Val Leu Val 
Met Val Leu Thr Thr Leu  
    530                 535                 540              
    
Ile Leu Ile Leu Val Cys Ala Trp His Trp 
Arg Asn Arg Lys Lys Lys  
545                 550                 555                 5
60  
Thr Glu Gly Thr Tyr Asp Leu Pro Tyr Trp 
Asp Arg Ala Gly Trp Trp  
                565                 570                 575  
    
Lys Gly Met Lys Gln Phe Leu Pro Ala Lys 
Ala Val Asp His Glu Glu  
            580                 585                 590      
    
Thr Pro Val Arg Tyr Ser Ser Ser Glu Val 
Asn His Leu Ser Pro Arg  
        595                 600                 605          
    
Glu Val Thr Thr Val Leu Gln Ala Asp Ser 
Ala Glu Tyr Ala Gln Pro  
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    610                 615                 620              
    
Leu Val Gly Gly Ile Val Gly Thr Leu His 
Gln Arg Ser Thr Phe Lys  
625                 630                 635                 6
40  
Pro Glu Glu Gly Lys Glu Ala Gly Tyr Ala 
Asp Leu Asp Pro Tyr Asn  

28

                645                 650                 655  
    
Ser Pro Gly Gln Glu Val Tyr His Ala Tyr 
Ala Glu Pro Leu Pro Ile  
            660                 665                 670      
    
Thr Gly Pro Glu Tyr Ala Thr Pro Ile Ile 
Met Asp Met Ser Gly His  
        675                 680                 685          
    
Pro Thr Thr Ser Val Gly Gln Pro Ser Thr 
Ser Thr Phe Lys Ala Thr  
    690                 695                 700              
    
Gly Asn Gln Pro Pro Pro Leu Val Gly Thr 
Tyr Asn Thr Leu Leu Ser  
705                 710                 715                 7
20  
Arg Thr Asp Ser Cys Ser Ser Ala Gln Ala 
Gln Tyr Asp Thr Pro Lys  
                725                 730                 735  
    
Ala Gly Lys Pro Gly Leu Pro Ala Pro Asp 
Glu Leu Val Tyr Gln Val  
            740                 745                 750      
    
Pro Gln Ser Thr Gln Glu Val Ser Gly Ala 
Gly Arg Asp Gly Glu Cys  
        755                 760                 765          
    
Asp Val Phe Lys Glu Ile Leu                      
                
    770                 775                                     
 
<210> 3
<211> 2328
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 3
atggcgagcc gggcggtggt gagagccagg cgct
gcccgc agtgtcccca agtccgggcc 60    
gcggccgccg cccccgcctg ggccgcgctc cccc
tctccc gctccctccc tccctgctcc 120   
aactcctcct ccttctccat gcctctgttc ctcc
tgctct tacttgtcct gctcctgctg 180   
ctcgaggacg ctggagccca gcaaggtgat ggat
gtggac acactgtact aggccctgag 240   
agtggaaccc ttacatccat aaactaccca caga
cctatc ccaacagcac tgtttgtgaa 300   
tgggagatcc gtgtaaagat gggagagaga gttc
gcatca aatttggtga ctttgacatt 360   

gaagattctg attcttgtca ctttaattac ttga
gaattt ataatggaat tggagtcagc 420   
agaactgaaa taggcaaata ctgtggtctg gggt
tgcaaa tgaaccattc aattgaatca 480   
aaaggcaatg aaatcacatt gctgttcatg agtg
gaatcc atgtttctgg acgcggattt 540   
ttggcctcat actctgttat agataaacaa gatc
taatta cttgtttgga cactgcatcc 600   
aattttttgg aacctgagtt cagtaagtac tgcc
cagctg gttgtctgct tccttttgct 660   
gagatatctg gaacaattcc tcatggatat agag
attcct cgccattgtg catggctggt 720   
gtgcatgcag gagtagtgtc aaacacgttg ggcg
gccaaa tcagtgttgt aattagtaaa 780   
ggtattccct attatgaaag ttctttggct aaca
acgtca catctgtggt gggacactta 840   
tctacaagtc tttttacatt taagacaagt ggat
gttatg gaacactggg gatggagtct 900   
ggtgtgatcg cggatcctca aataacagca tcat
ctgtgc tggagtggac tgaccacaca 960   
gggcaagaga acagttggaa acccaaaaaa gcca
ggctga aaaaacctgg accgccttgg 1020  
gctgcttttg ccactgatga ataccagtgg ttac
aaatag atttgaataa ggaaaagaaa 1080  
ataacaggca ttataaccac tggatccacc atgg
tggagc acaattacta tgtgtctgcc 1140  
tacagaatcc tgtacagtga tgatgggcag aaat
ggactg tgtacagaga gcctggtgtg 1200  
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gagcaagata agatatttca aggaaacaaa gatt
atcacc aggatgtgcg taataacttt 1260  
ttgccaccaa ttattgcacg ttttattaga gtga
atccta cccaatggca gcagaaaatt 1320  
gccatgaaaa tggagctgct cggatgtcag ttta
ttccta aaggtcgtcc tccaaaactt 1380  
actcaacctc cacctcctcg gaacagcaat gacc
tcaaaa acactacagc ccctccaaaa 1440  
atagccaaag gtcgtgcccc aaaatttacg caac
cactac aacctcgcag tagcaatgaa 1500  
tttcctgcac agacagaaca aacaactgcc agtc
ctgata tcagaaatac taccgtaact 1560  
ccaaatgtaa ccaaagatgt agcgctggct gcag
ttcttg tccctgtgct ggtcatggtc 1620  
ctcactactc tcattctcat attagtgtgt gctt
ggcact ggagaaacag aaagaaaaaa 1680  
actgaaggca cctatgactt accttactgg gacc
gggcag gttggtggaa aggaatgaag 1740  
cagtttcttc ctgcaaaagc agtggaccat gagg
aaaccc cagttcgcta tagcagcagc 1800  
gaagttaatc acctgagtcc aagagaagtc acca
cagtgc tgcaggctga ctctgcagag 1860  
tatgctcagc cactggtagg aggaattgtt ggta
cacttc atcaaagatc tacctttaaa 1920  
ccagaagaag gaaaagaagc aggctatgca gacc
tagatc cttacaactc accagggcag 1980  
gaagtttatc atgcctatgc tgaaccactc ccaa
ttacgg ggcctgagta tgcaacccca 2040  
atcatcatgg acatgtcagg gcaccccaca actt
cagttg gtcagccctc cacatccact 2100  

29

ttcaaggcta cggggaacca acctccccca ctag
tgggaa cttacaatac acttctctcc 2160  
aggactgaca gctgctcctc agcccaggcc cagt
atgata ccccgaaagc tgggaagcca 2220  
ggtctacctg ccccagacga attggtgtac cagg
tgccac agagcacaca agaagtatca 2280  
ggagcaggaa gggatgggga atgtgatgtt ttta
aagaaa tcctttga              2328  
<210> 4
<211> 2310
<212> DNA
<213> Mus musculus
<220> 
<221> sig_peptide
<222> (1)..(198)
<220> 
<221> mat_peptide
<222> (199)..(2310)
<220> 
<221> CDS
<222> (1)..(2310)
<400> 4
atg gcg agc cgg gcg ccg ctg aga gcc gcg 
cgc agc ccc cag ggt ccc   48    
Met Ala Ser Arg Ala Pro Leu Arg Ala Ala 
Arg Ser Pro Gln Gly Pro
    -65                 -60                 -55              
  
gga ggc ccg gcc gcg ccc gcc gcc acc ggc 
cgg gcc gcg ctg ccc agc   96    
Gly Gly Pro Ala Ala Pro Ala Ala Thr Gly 
Arg Ala Ala Leu Pro Ser
-50                 -45                 -40                 -
35
gcc ggc tgc tgt ccc ctc cct cct ggc cgc 
aac tcc tcc tcc agg cct   144   
Ala Gly Cys Cys Pro Leu Pro Pro Gly Arg 
Asn Ser Ser Ser Arg Pro
                -30                 -25                 -20  
  
cga ctg ctc ctt ctg ctg ctc cta ctg ctc 
cag gac gct gga ggc cag   192   

Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu 
Gln Asp Ala Gly Gly Gln
            -15                 -10                  -5       
 
caa ggt gat gga tgt gga cac act gta cta 
ggc cct gag agt gga acc   240   



(20) 特開２００３－１８９８７２

Gln Gly Asp Gly Cys Gly His Thr Val Leu 
Gly Pro Glu Ser Gly Thr
     -1   1               5                  10                
ctt aca tcc atc aac tac cca cat acc tat 
cct aac agc act gtg tgt   288   
Leu Thr Ser Ile Asn Tyr Pro His Thr Tyr 
Pro Asn Ser Thr Val Cys
 15                  20                  25                  30

gaa tgg gag att cga gtc agg acg gga gaa 
agg att cgc atc aaa ttc   336   
Glu Trp Glu Ile Arg Val Arg Thr Gly Glu 
Arg Ile Arg Ile Lys Phe
                 35                  40                  45    
ggt gac ttt gac att gaa gat tct gat tat 
tgt cac ctt aat tac ctg   384   
Gly Asp Phe Asp Ile Glu Asp Ser Asp Tyr 
Cys His Leu Asn Tyr Leu
             50                  55                  60        
aaa atc ttt aat gga att gga gtc agc aga 
acg gaa ata ggc aaa tac   432   
Lys Ile Phe Asn Gly Ile Gly Val Ser Arg 
Thr Glu Ile Gly Lys Tyr
         65                  70                  75            
tgt ggt ctg ggt tta caa atg aat cag tca 
att gag tcc aaa ggc agt   480   
Cys Gly Leu Gly Leu Gln Met Asn Gln Ser 
Ile Glu Ser Lys Gly Ser
     80                  85                  90                
gaa gtc aca gtg ctg ttc atg agt gga acc 
cat gct gct ggg cga gga   528   
Glu Val Thr Val Leu Phe Met Ser Gly Thr 
His Ala Ala Gly Arg Gly
 95                 100                 105                 1
10
ttt ttg gct tca tac tca gtt ata gat aaa 
gaa gat tta atc act tgt   576   
Phe Leu Ala Ser Tyr Ser Val Ile Asp Lys 
Glu Asp Leu Ile Thr Cys
                115                 120                 125  
  
ttg gat act gta tct aat ttt ttg gaa cca 
gag ttc agt aag tac tgc   624   
Leu Asp Thr Val Ser Asn Phe Leu Glu Pro 
Glu Phe Ser Lys Tyr Cys
            130                 135                 140      
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cca gct ggc tgt ctt ttg cct ttt gct gaa 
ata tct gga aca att cct   672   
Pro Ala Gly Cys Leu Leu Pro Phe Ala Glu 
Ile Ser Gly Thr Ile Pro
        145                 150                 155          
  
cat gga tac aga gat tct tca cca ttg tgt 
atg gct gga atc cat gca   720   
His Gly Tyr Arg Asp Ser Ser Pro Leu Cys 
Met Ala Gly Ile His Ala
    160                 165                 170              
  
gga gta gtg tca aac gtg ctg ggt ggc caa 
atc agc att gtg att agc   768   
Gly Val Val Ser Asn Val Leu Gly Gly Gln 
Ile Ser Ile Val Ile Ser
175                 180                 185                 1
90
aaa ggg acc cca tat tat gaa agc tct ttg 
gcc aac aat gtc act tcc   816   
Lys Gly Thr Pro Tyr Tyr Glu Ser Ser Leu 
Ala Asn Asn Val Thr Ser
                195                 200                 205  
  
acg gtg gga tac tta tct gca agt ctg ttt 
aca ttt aag aca agt ggt   864   
Thr Val Gly Tyr Leu Ser Ala Ser Leu Phe 
Thr Phe Lys Thr Ser Gly
            210                 215                 220      
  
tgc tat ggg act ctg ggg atg gag tct ggt 
gtg att gcc gat ccc cag   912   
Cys Tyr Gly Thr Leu Gly Met Glu Ser Gly 
Val Ile Ala Asp Pro Gln
        225                 230                 235          
  
ata aca gca tcg tct gca ctg gag tgg act 
gac cac atg ggg cag gag   960   
Ile Thr Ala Ser Ser Ala Leu Glu Trp Thr 
Asp His Met Gly Gln Glu
    240                 245                 250              
  
aac agc tgg aca gcg gag aag gcc agg ctg 
aga aaa ccc ggg cct ccc   1008  
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Asn Ser Trp Thr Ala Glu Lys Ala Arg Leu 
Arg Lys Pro Gly Pro Pro
255                 260                 265                 2
70
tgg gct gct ttt gcc act gat gag cat cag 
tgg ctg cag ata gac ctt   1056  
Trp Ala Ala Phe Ala Thr Asp Glu His Gln 
Trp Leu Gln Ile Asp Leu
                275                 280                 285  
  
aac aag gag aag aag ata aca ggt atc gta 
acc act ggg tct acc atg   1104  
Asn Lys Glu Lys Lys Ile Thr Gly Ile Val 
Thr Thr Gly Ser Thr Met
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            290                 295                 300      
  
ata gaa cac agt tac tat gtg tct gcc tac 
aga gtc ctg tac agt gac   1152  
Ile Glu His Ser Tyr Tyr Val Ser Ala Tyr 
Arg Val Leu Tyr Ser Asp
        305                 310                 315          
  
gat ggg cag aga tgg act gtg tac aga gaa 
cct ggt gtg gac cag gac   1200  
Asp Gly Gln Arg Trp Thr Val Tyr Arg Glu 
Pro Gly Val Asp Gln Asp
    320                 325                 330              
  
aag ata ttt caa gga aac aaa gat tat cac 
aag gat gtt cgt aat aac   1248  
Lys Ile Phe Gln Gly Asn Lys Asp Tyr His 
Lys Asp Val Arg Asn Asn
335                 340                 345                 3
50
ttt ttg cca cca att att gca cgt ttc att 
aga gtg aac cct gtc cag   1296  
Phe Leu Pro Pro Ile Ile Ala Arg Phe Ile 
Arg Val Asn Pro Val Gln
                355                 360                 365  
  
tgg caa cag aaa att gcc atg aaa gtg gaa 
ctg ctc gga tgt cag ttt   1344  
Trp Gln Gln Lys Ile Ala Met Lys Val Glu 
Leu Leu Gly Cys Gln Phe
            370                 375                 380      
  
act ctc aaa ggt cgc ctt cca aag ctt act 
cca cct cct cgg aac ggc   1392  
Thr Leu Lys Gly Arg Leu Pro Lys Leu Thr 
Pro Pro Pro Arg Asn Gly
        385                 390                 395          
  
aat aac ctc aga aat act aca gct cgt ccc 
aaa cta ggt aaa ggt cgt   1440  
Asn Asn Leu Arg Asn Thr Thr Ala Arg Pro 
Lys Leu Gly Lys Gly Arg
    400                 405                 410              
  
gcc cct aaa ttt act caa gtg ctc caa cct 
cga agt agg aat gaa ctt   1488  
Ala Pro Lys Phe Thr Gln Val Leu Gln Pro 
Arg Ser Arg Asn Glu Leu
415                 420                 425                 4
30
cct gtg cag ccg gcg gag aca act acc act 
cct gat ata aaa aac acg   1536  
Pro Val Gln Pro Ala Glu Thr Thr Thr Thr 
Pro Asp Ile Lys Asn Thr
                435                 440                 445  
  
act gta act ccc agt gta acc aaa gat gtc 
gca ctg gct gcc gtt ctg   1584  

Thr Val Thr Pro Ser Val Thr Lys Asp Val 
Ala Leu Ala Ala Val Leu
            450                 455                 460      
  
gtc cct gtg ctg gtc atg gcc ctc acc aca 
ctc atc ctc att cta gtg   1632  
Val Pro Val Leu Val Met Ala Leu Thr Thr 
Leu Ile Leu Ile Leu Val
        465                 470                 475          
  
tgt gct tgg cac tgg aga aac agg aag aag 
aaa act gaa ggc gcc tat   1680  
Cys Ala Trp His Trp Arg Asn Arg Lys Lys 
Lys Thr Glu Gly Ala Tyr
    480                 485                 490              
  
gat tta ccc cac tgg gat cgg gca ggt tgg 
tgg aaa gga atg aag cag   1728  
Asp Leu Pro His Trp Asp Arg Ala Gly Trp 
Trp Lys Gly Met Lys Gln
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495                 500                 505                 5
10
ctt ctc cct gcc aag tcg gtg gac cac gag 
gag acg cca gtg cgc tac   1776  
Leu Leu Pro Ala Lys Ser Val Asp His Glu 
Glu Thr Pro Val Arg Tyr
                515                 520                 525  
  
agc act agt gaa gtc agt cac ctg agt gcc 
agg gaa gtc acc aca gtg   1824  
Ser Thr Ser Glu Val Ser His Leu Ser Ala 
Arg Glu Val Thr Thr Val
            530                 535                 540      
  
ctg cag gcc gac tct gca gaa tat gca cag 
ccc ctc gtg gga gga att   1872  
Leu Gln Ala Asp Ser Ala Glu Tyr Ala Gln 
Pro Leu Val Gly Gly Ile
        545                 550                 555          
  
gtt ggc aca ctc cat cag aga tcc acc ttt 
aaa cct gag gaa ggg aag   1920  
Val Gly Thr Leu His Gln Arg Ser Thr Phe 
Lys Pro Glu Glu Gly Lys
    560                 565                 570              
  
gaa gca ggc tat gca gac ctc gat cct tac 
aac tct cca atg cag gaa   1968  
Glu Ala Gly Tyr Ala Asp Leu Asp Pro Tyr 
Asn Ser Pro Met Gln Glu
575                 580                 585                 5
90
gtg tac cac gcc tat gct gaa cca ctg ccc 
gta acg ggg cct gag tac   2016  
Val Tyr His Ala Tyr Ala Glu Pro Leu Pro 
Val Thr Gly Pro Glu Tyr
                595                 600                 605  
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gca acc ccg atc gtc atg gac atg tca ggg 
cac ccc aca gcc tca gtt   2064  
Ala Thr Pro Ile Val Met Asp Met Ser Gly 
His Pro Thr Ala Ser Val
            610                 615                 620      
  
ggt ctg ccc tcc aca tcc acc ttc aaa act 
gca ggg acc cag cct cac   2112  
Gly Leu Pro Ser Thr Ser Thr Phe Lys Thr 
Ala Gly Thr Gln Pro His
        625                 630                 635          
  
gct tta gtg gga act tac aac act ctt ctc 
tcc agg act gac agc tgt   2160  
Ala Leu Val Gly Thr Tyr Asn Thr Leu Leu 
Ser Arg Thr Asp Ser Cys
    640                 645                 650              
  
tcc tca ggc cag gct cag tat gac acc cca 
aaa ggt ggg aag tca gct   2208  
Ser Ser Gly Gln Ala Gln Tyr Asp Thr Pro 
Lys Gly Gly Lys Ser Ala
655                 660                 665                 6
70
gct acc cca gag gaa ctg gta tac cag gtg 
ccc cag agc acc cag gag   2256  
Ala Thr Pro Glu Glu Leu Val Tyr Gln Val 
Pro Gln Ser Thr Gln Glu
                675                 680                 685  
  
cta tca gga gca gga agg gat gag aag ttt 
gat gct ttt aaa gaa atc   2304  
Leu Ser Gly Ala Gly Arg Asp Glu Lys Phe 
Asp Ala Phe Lys Glu Ile
            690                 695                 700      
  
ctt tga                                                         
  2310  
Leu    
<210> 5
<211> 769        
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 5
Met Ala Ser Arg Ala Pro Leu Arg Ala Ala 
Arg Ser Pro Gln Gly Pro  
  1               5                  10                  15     
 
Gly Gly Pro Ala Ala Pro Ala Ala Thr Gly 
Arg Ala Ala Leu Pro Ser  
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             20                  25                  30         
 
Ala Gly Cys Cys Pro Leu Pro Pro Gly Arg 
Asn Ser Ser Ser Arg Pro  
         35                  40                  45             
 
Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu 
Gln Asp Ala Gly Gly Gln  
     50                  55                  60                 
 
Gln Gly Asp Gly Cys Gly His Thr Val Leu 
Gly Pro Glu Ser Gly Thr  
 65                  70                  75                  80
  
Leu Thr Ser Ile Asn Tyr Pro His Thr Tyr 
Pro Asn Ser Thr Val Cys  
                 85                  90                  95     
 
Glu Trp Glu Ile Arg Val Arg Thr Gly Glu 
Arg Ile Arg Ile Lys Phe  
            100                 105                 110      
    
Gly Asp Phe Asp Ile Glu Asp Ser Asp Tyr 
Cys His Leu Asn Tyr Leu  
        115                 120                 125          
    
Lys Ile Phe Asn Gly Ile Gly Val Ser Arg 
Thr Glu Ile Gly Lys Tyr  
    130                 135                 140              
    
Cys Gly Leu Gly Leu Gln Met Asn Gln Ser 
Ile Glu Ser Lys Gly Ser  
145                 150                 155                 1
60  
Glu Val Thr Val Leu Phe Met Ser Gly Thr 
His Ala Ala Gly Arg Gly  
                165                 170                 175  
    
Phe Leu Ala Ser Tyr Ser Val Ile Asp Lys 
Glu Asp Leu Ile Thr Cys  
            180                 185                 190      
    
Leu Asp Thr Val Ser Asn Phe Leu Glu Pro 
Glu Phe Ser Lys Tyr Cys  
        195                 200                 205          
    
Pro Ala Gly Cys Leu Leu Pro Phe Ala Glu 
Ile Ser Gly Thr Ile Pro  
    210                 215                 220              
    
His Gly Tyr Arg Asp Ser Ser Pro Leu Cys 
Met Ala Gly Ile His Ala  
225                 230                 235                 2
40  
Gly Val Val Ser Asn Val Leu Gly Gly Gln 
Ile Ser Ile Val Ile Ser  
                245                 250                 255  
    

Lys Gly Thr Pro Tyr Tyr Glu Ser Ser Leu 
Ala Asn Asn Val Thr Ser  
            260                 265                 270      
    
Thr Val Gly Tyr Leu Ser Ala Ser Leu Phe 
Thr Phe Lys Thr Ser Gly  
        275                 280                 285          
    
Cys Tyr Gly Thr Leu Gly Met Glu Ser Gly 
Val Ile Ala Asp Pro Gln  
    290                 295                 300              
    
Ile Thr Ala Ser Ser Ala Leu Glu Trp Thr 
Asp His Met Gly Gln Glu  
305                 310                 315                 3
20  
Asn Ser Trp Thr Ala Glu Lys Ala Arg Leu 
Arg Lys Pro Gly Pro Pro  
                325                 330                 335  
    
Trp Ala Ala Phe Ala Thr Asp Glu His Gln 
Trp Leu Gln Ile Asp Leu  
            340                 345                 350      
    
Asn Lys Glu Lys Lys Ile Thr Gly Ile Val 
Thr Thr Gly Ser Thr Met  
        355                 360                 365          
    
Ile Glu His Ser Tyr Tyr Val Ser Ala Tyr 
Arg Val Leu Tyr Ser Asp  
    370                 375                 380              
    
Asp Gly Gln Arg Trp Thr Val Tyr Arg Glu 
Pro Gly Val Asp Gln Asp  
385                 390                 395                 4
00  
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Lys Ile Phe Gln Gly Asn Lys Asp Tyr His 
Lys Asp Val Arg Asn Asn  
                405                 410                 415  
    
Phe Leu Pro Pro Ile Ile Ala Arg Phe Ile 
Arg Val Asn Pro Val Gln  
            420                 425                 430      
    
Trp Gln Gln Lys Ile Ala Met Lys Val Glu 
Leu Leu Gly Cys Gln Phe  
        435                 440                 445          
    
Thr Leu Lys Gly Arg Leu Pro Lys Leu Thr 
Pro Pro Pro Arg Asn Gly  
    450                 455                 460              
    
Asn Asn Leu Arg Asn Thr Thr Ala Arg Pro 
Lys Leu Gly Lys Gly Arg  
465                 470                 475                 4
80  
Ala Pro Lys Phe Thr Gln Val Leu Gln Pro 
Arg Ser Arg Asn Glu Leu  
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                485                 490                 495  
    
Pro Val Gln Pro Ala Glu Thr Thr Thr Thr 
Pro Asp Ile Lys Asn Thr  
            500                 505                 510      
    
Thr Val Thr Pro Ser Val Thr Lys Asp Val 
Ala Leu Ala Ala Val Leu  
        515                 520                 525          
    
Val Pro Val Leu Val Met Ala Leu Thr Thr 
Leu Ile Leu Ile Leu Val  
    530                 535                 540              
    
Cys Ala Trp His Trp Arg Asn Arg Lys Lys 
Lys Thr Glu Gly Ala Tyr  
545                 550                 555                 5
60  
Asp Leu Pro His Trp Asp Arg Ala Gly Trp 
Trp Lys Gly Met Lys Gln  
                565                 570                 575  
    
Leu Leu Pro Ala Lys Ser Val Asp His Glu 
Glu Thr Pro Val Arg Tyr  
            580                 585                 590      
    
Ser Thr Ser Glu Val Ser His Leu Ser Ala 
Arg Glu Val Thr Thr Val  
        595                 600                 605          
    
Leu Gln Ala Asp Ser Ala Glu Tyr Ala Gln 
Pro Leu Val Gly Gly Ile  
    610                 615                 620              
    
Val Gly Thr Leu His Gln Arg Ser Thr Phe 
Lys Pro Glu Glu Gly Lys  
625                 630                 635                 6
40  
Glu Ala Gly Tyr Ala Asp Leu Asp Pro Tyr 
Asn Ser Pro Met Gln Glu  
                645                 650                 655  
    
Val Tyr His Ala Tyr Ala Glu Pro Leu Pro 
Val Thr Gly Pro Glu Tyr  
            660                 665                 670      
    
Ala Thr Pro Ile Val Met Asp Met Ser Gly 
His Pro Thr Ala Ser Val  
        675                 680                 685          
    
Gly Leu Pro Ser Thr Ser Thr Phe Lys Thr 
Ala Gly Thr Gln Pro His  
    690                 695                 700              
    
Ala Leu Val Gly Thr Tyr Asn Thr Leu Leu 
Ser Arg Thr Asp Ser Cys  
705                 710                 715                 7
20  

Ser Ser Gly Gln Ala Gln Tyr Asp Thr Pro 
Lys Gly Gly Lys Ser Ala  
                725                 730                 735  
    
Ala Thr Pro Glu Glu Leu Val Tyr Gln Val 
Pro Gln Ser Thr Gln Glu  
            740                 745                 750      
    
Leu Ser Gly Ala Gly Arg Asp Glu Lys Phe 
Asp Ala Phe Lys Glu Ile  
        755                 760                 765          
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Leu                                                              
<210> 6
<211> 2310
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 6
atggcgagcc gggcgccgct gagagccgcg cgca
gccccc agggtcccgg aggcccggcc 60    
gcgcccgccg ccaccggccg ggccgcgctg ccca
gcgccg gctgctgtcc cctccctcct 120   
ggccgcaact cctcctccag gcctcgactg ctcc
ttctgc tgctcctact gctccaggac 180   
gctggaggcc agcaaggtga tggatgtgga caca
ctgtac taggccctga gagtggaacc 240   
cttacatcca tcaactaccc acatacctat ccta
acagca ctgtgtgtga atgggagatt 300   
cgagtcagga cgggagaaag gattcgcatc aaat
tcggtg actttgacat tgaagattct 360   
gattattgtc accttaatta cctgaaaatc ttta
atggaa ttggagtcag cagaacggaa 420   
ataggcaaat actgtggtct gggtttacaa atga
atcagt caattgagtc caaaggcagt 480   
gaagtcacag tgctgttcat gagtggaacc catg
ctgctg ggcgaggatt tttggcttca 540   
tactcagtta tagataaaga agatttaatc actt
gtttgg atactgtatc taattttttg 600   
gaaccagagt tcagtaagta ctgcccagct ggct
gtcttt tgccttttgc tgaaatatct 660   
ggaacaattc ctcatggata cagagattct tcac
cattgt gtatggctgg aatccatgca 720   
ggagtagtgt caaacgtgct gggtggccaa atca
gcattg tgattagcaa agggacccca 780   
tattatgaaa gctctttggc caacaatgtc actt
ccacgg tgggatactt atctgcaagt 840   
ctgtttacat ttaagacaag tggttgctat ggga
ctctgg ggatggagtc tggtgtgatt 900   
gccgatcccc agataacagc atcgtctgca ctgg
agtgga ctgaccacat ggggcaggag 960   
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aacagctgga cagcggagaa ggccaggctg agaa
aacccg ggcctccctg ggctgctttt 1020  
gccactgatg agcatcagtg gctgcagata gacc
ttaaca aggagaagaa gataacaggt 1080  
atcgtaacca ctgggtctac catgatagaa caca
gttact atgtgtctgc ctacagagtc 1140  
ctgtacagtg acgatgggca gagatggact gtgt
acagag aacctggtgt ggaccaggac 1200  
aagatatttc aaggaaacaa agattatcac aagg
atgttc gtaataactt tttgccacca 1260  
attattgcac gtttcattag agtgaaccct gtcc
agtggc aacagaaaat tgccatgaaa 1320  
gtggaactgc tcggatgtca gtttactctc aaag
gtcgcc ttccaaagct tactccacct 1380  
cctcggaacg gcaataacct cagaaatact acag
ctcgtc ccaaactagg taaaggtcgt 1440  
gcccctaaat ttactcaagt gctccaacct cgaa
gtagga atgaacttcc tgtgcagccg 1500  
gcggagacaa ctaccactcc tgatataaaa aaca
cgactg taactcccag tgtaaccaaa 1560  
gatgtcgcac tggctgccgt tctggtccct gtgc
tggtca tggccctcac cacactcatc 1620  
ctcattctag tgtgtgcttg gcactggaga aaca
ggaaga agaaaactga aggcgcctat 1680  
gatttacccc actgggatcg ggcaggttgg tgga
aaggaa tgaagcagct tctccctgcc 1740  
aagtcggtgg accacgagga gacgccagtg cgct
acagca ctagtgaagt cagtcacctg 1800  
agtgccaggg aagtcaccac agtgctgcag gccg
actctg cagaatatgc acagcccctc 1860  
gtgggaggaa ttgttggcac actccatcag agat
ccacct ttaaacctga ggaagggaag 1920  
gaagcaggct atgcagacct cgatccttac aact
ctccaa tgcaggaagt gtaccacgcc 1980  
tatgctgaac cactgcccgt aacggggcct gagt
acgcaa ccccgatcgt catggacatg 2040  
tcagggcacc ccacagcctc agttggtctg ccct
ccacat ccaccttcaa aactgcaggg 2100  
acccagcctc acgctttagt gggaacttac aaca
ctcttc tctccaggac tgacagctgt 2160  
tcctcaggcc aggctcagta tgacacccca aaag
gtggga agtcagctgc taccccagag 2220  
gaactggtat accaggtgcc ccagagcacc cagg
agctat caggagcagg aagggatgag 2280  
aagtttgatg cttttaaaga aatcctttga        
                          2310  
<210> 7
<211> 2310
<212> DNA
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<213> Rattus rattus
<220> 

36

<221> sig_peptide
<222> (1)..(198)
<220> 
<221> mat_peptide
<222> (199)..(2310)
<220> 
<221> CDS
<222> (1)..(2310)
<400> 7
atg gcg agc cgg gcg ccg ctg aga gcc gcg 
cgc agc ccg cag gat ccc   48    
Met Ala Ser Arg Ala Pro Leu Arg Ala Ala 
Arg Ser Pro Gln Asp Pro
    -65                 -60                 -55              
  
gga ggc cgg gcc gcg ccc gcc gcc acc ggc 
cgg gcc ccg ctg ccc agc   96    
Gly Gly Arg Ala Ala Pro Ala Ala Thr Gly 
Arg Ala Pro Leu Pro Ser
-50                 -45                 -40                 -
35
gcc ggc tgg tgt ccc ctc cct cct ggc cgc 
aac tcc tcc tcc agg cct   144   
Ala Gly Trp Cys Pro Leu Pro Pro Gly Arg 
Asn Ser Ser Ser Arg Pro
                -30                 -25                 -20  
  
cgg ctg ctc ctt cta ctg ctc cta ctg ctc 
ccg gac gct gga gcc cag   192   
Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu 
Pro Asp Ala Gly Ala Gln
            -15                 -10                  -5       
 
aaa ggt gat gga tgt gga cac act gta cta 
ggc cct gag agt gga acc   240   
Lys Gly Asp Gly Cys Gly His Thr Val Leu 
Gly Pro Glu Ser Gly Thr
     -1   1               5                  10                
ctt aca tcc atc aac tac cca cat acc tat 
cct aac agt act gtg tgt   288   
Leu Thr Ser Ile Asn Tyr Pro His Thr Tyr 
Pro Asn Ser Thr Val Cys
 15                  20                  25                  30

aaa tgg gag att cga gta aag acg gga gaa 
aga att cgc atc aag ttc   336   
Lys Trp Glu Ile Arg Val Lys Thr Gly Glu 
Arg Ile Arg Ile Lys Phe

                 35                  40                  45    
ggt gac ttt gac att gaa gat tct gat tat 
tgt cac ctt aat tac ctg   384   
Gly Asp Phe Asp Ile Glu Asp Ser Asp Tyr 
Cys His Leu Asn Tyr Leu
             50                  55                  60        
aaa atc ttt aat gga att gga gtc agc aga 
acg gaa ata ggc aag tac   432   
Lys Ile Phe Asn Gly Ile Gly Val Ser Arg 
Thr Glu Ile Gly Lys Tyr
         65                  70                  75            
tgt ggt ctg ggt tta caa atg aat cag tca 
att gag tcc aaa ggc agt   480   
Cys Gly Leu Gly Leu Gln Met Asn Gln Ser 
Ile Glu Ser Lys Gly Ser
     80                  85                  90                
gaa atc aca gtg ctg ttc atg agt gga atc 
cat gct tct ggt cga gga   528   
Glu Ile Thr Val Leu Phe Met Ser Gly Ile 
His Ala Ser Gly Arg Gly
 95                 100                 105                 1
10
ttt ttg gct tct tac tca gtt ata gat aaa 
caa gat tta atc act tgt   576   
Phe Leu Ala Ser Tyr Ser Val Ile Asp Lys 
Gln Asp Leu Ile Thr Cys
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                115                 120                 125    
ttg gat act gta tct aat ttt ttg gaa cct gag ttc agt aag tac tgc   624   
Leu Asp Thr Val Ser Asn Phe Leu Glu Pro Glu Phe Ser Lys Tyr Cys
            130                 135                 140        
cca gct ggc tgt ctg ctg cct ttt gct gaa ata tct gga acg att cct   672   
Pro Ala Gly Cys Leu Leu Pro Phe Ala Glu Ile Ser Gly Thr Ile Pro
        145                 150                 155            
cat gga tat aga gat tct tca ccg ctg tgt atg gct gga atc cat gca   720   
His Gly Tyr Arg Asp Ser Ser Pro Leu Cys Met Ala Gly Ile His Ala
    160                 165                 170                
gga gta gtg tca gat gtg ctg ggt ggc caa atc agc gtt gtg att agc   768   
Gly Val Val Ser Asp Val Leu Gly Gly Gln Ile Ser Val Val Ile Seｒ
１７５                                  １８０                          
        １８５                                  １９０
ａａａ  ｇｇｃ  ａｃｃ  ｃｃａ  ｔａｔ  ｔａｃ  ｇａａ  ａｇｔ  ｔｃｔ  
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                                １９５                                  
２００                                  ２０５        
ａｔｇ  ｇｔｇ  ｇｇａ  ｔａｃ  ｔｔａ  ｔｃｔ  ａｃｇ  ａｇｔ  ｃｔｇ  
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Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ｇｌｙ  Ｔｙｒ  Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ｓｅｒ  Ｌｅｕ  
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Ｔｈｒ  Ａｓｐ  Ｈｉｓ  Ｍｅｔ  Ｇｌｙ  Ｇｌｎ  Ｇｌｕ
        ２４０                                  ２４５                  
                ２５０                                
ａａｃ  ａｇｃ  ｔｇｇ  ａａａ  ｃｃｃ  ｇａｇ  ａａｇ  ｇｃｃ  ａｇｇ  
ｃｔｇ  ａｇａ  ａａａ  ｃｃｇ  ｇｇｇ  ｃｃｔ  ｃｃｃ      １００８    
Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ｔｒｐ  Ｌｙｓ  Ｐｒｏ  Ｇｌｕ  Ｌｙｓ  Ａｌａ  Ａｒｇ  
Ｌｅｕ  Ａｒｇ  Ｌｙｓ  Ｐｒｏ  Ｇｌｙ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ
２５５                                  ２６０                          
        ２６５                                  ２７０
ｔｇｇ  ｇｃｔ  ｇｃｔ  ｔｔｔ  ｇｃｃ  ａｃｔ  ｇａｔ  ｇａｇ  ｃａｔ  
ｃａｇ  ｔｇｇ  ｃｔｇ  ｃａａ  ａｔｔ  ｇａｃ  ｃｔｔ      １０５６    
Ｔｒｐ  Ａｌａ  Ａｌａ  Ｐｈｅ  Ａｌａ  Ｔｈｒ  Ａｓｐ  Ｇｌｕ  Ｈｉｓ  
Ｇｌｎ  Ｔｒｐ  Ｌｅｕ  Ｇｌｎ  Ｉｌｅ  Ａｓｐ  Ｌｅｕ
                                ２７５                                  
２８０                                  ２８５        
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ａａｔ  ａａｇ  ｇａｇ  ａａｇ  ａａｇ  ａｔａ  ａｃａ  ｇｇｃ  ａｔｃ  
ｇｔａ  ａｃｃ  ａｃｔ  ｇｇａ  ｔｃｔ  ａｃｃ  ｃｔｇ      １１０４    
Ａｓｎ  Ｌｙｓ  Ｇｌｕ  Ｌｙｓ  Ｌｙｓ  Ｉｌｅ  Ｔｈｒ  Ｇｌｙ  Ｉｌｅ  
Ｖａｌ  Ｔｈｒ  Ｔｈｒ  Ｇｌｙ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ｌｅｕ
                        ２９０                                  ２９５  
                                ３００                
ａｔａ  ｇａｇ  ｃａｃ  ａａｔ  ｔａｃ  ｔａｔ  ｇｔｇ  ｔｃｔ  ｇｃｃ  
ｔａｃ  ａｇａ  ｇｔｔ  ｃｔｇ  ｔａｃ  ａｇｔ  ｇａｃ      １１５２    
Ｉｌｅ  Ｇｌｕ  Ｈｉｓ  Ａｓｎ  Ｔｙｒ  Ｔｙｒ  Ｖａｌ  Ｓｅｒ  Ａｌａ  
Ｔｙｒ  Ａｒｇ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｔｙｒ  Ｓｅｒ  Ａｓｐ
                ３０５                                  ３１０          
                        ３１５                        
ｇａｔ  ｇｇｇ  ｃａｇ  ａａａ  ｔｇｇ  ａｃｔ  ｇｔｇ  ｔａｃ  ａｇａ  
ｇａｇ  ｃｃｔ  ｇｇｔ  ｇｃｇ  ｇｃｔ  ｃａｇ  ｇａｃ      １２００    
Ａｓｐ  Ｇｌｙ  Ｇｌｎ  Ｌｙｓ  Ｔｒｐ  Ｔｈｒ  Ｖａｌ  Ｔｙｒ  Ａｒｇ  
Ｇｌｕ  Ｐｒｏ  Ｇｌｙ  Ａｌａ  Ａｌａ  Ｇｌｎ  Ａｓｐ
        ３２０                                  ３２５                  
                ３３０                                
ａａｇ  ａｔａ  ｔｔｔ  ｃａａ  ｇｇａ  ａａｃ  ａａａ  ｇａｔ  ｔａｔ  
ｃａｃ  ａａｇ  ｇａｔ  ｇｔｔ  ｃｇｔ  ａａｔ  ａａｃ      １２４８    
Ｌｙｓ  Ｉｌｅ  Ｐｈｅ  Ｇｌｎ  Ｇｌｙ  Ａｓｎ  Ｌｙｓ  Ａｓｐ  Ｔｙｒ  
Ｈｉｓ  Ｌｙｓ  Ａｓｐ  Ｖａｌ  Ａｒｇ  Ａｓｎ  Ａｓｎ
３３５                                  ３４０                          
        ３４５                                  ３５０
ｔｔｔ  ｔｔｇ  ｃｃａ  ｃｃａ  ａｔｔ  ａｔｔ  ｇｃａ  ｃｇｔ  ｔｔｃ  
ａｔｔ  ａｇａ  ｇｔｇ  ａａｃ  ｃｃｔ  ｇｔｃ  ｃａｇ      １２９６    
Ｐｈｅ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｌａ  Ａｒｇ  Ｐｈｅ  
Ｉｌｅ  Ａｒｇ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｇｌｎ
                                ３５５                                  
３６０                                  ３６５        
ｔｇｇ  ｃａａ  ｃａｇ  ａａａ  ａｔｔ  ｇｃｃ  ａｔｇ  ａａａ  ｇｔｇ  
ｇａａ  ｔｔｇ  ｃｔｇ  ｇｇａ  ｔｇｔ  ｃａｇ  ｔｔｃ      １３４４    
Ｔｒｐ  Ｇｌｎ  Ｇｌｎ  Ｌｙｓ  Ｉｌｅ  Ａｌａ  Ｍｅｔ  Ｌｙｓ  Ｖａｌ  
Ｇｌｕ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｇｌｙ  Ｃｙｓ  Ｇｌｎ  Ｐｈｅ
                        ３７０                                  ３７５  
                                ３８０                
ａｃｔ  ｃｔｇ  ａａａ  ｇｇｔ  ｃｇｃ  ｃｔｔ  ｃｃａ  ａａｇ  ｃｔｔ  
ａｃｔ  ｃａａ  ｃｃｔ  ｃｃｃ  ｃｃａ  ｃｃｔ  ｃｇｇ      １３９２    
Ｔｈｒ  Ｌｅｕ  Ｌｙｓ  Ｇｌｙ  Ａｒｇ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｌｙｓ  Ｌｅｕ  
Ｔｈｒ  Ｇｌｎ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ  Ａｒｇ
                ３８５                                  ３９０          
                        ３９５                        
ａａｃ  ａｇｃ  ａａｔ  ａａｃ  ｃｔｃ  ａａａ  ａａｃ  ａｃｔ  ａｃａ  
ｇｔｔ  ｃａｔ  ｃｃｃ  ａａａ  ｃｔａ  ｇｇｔ  ｃｇｔ      １４４０    
Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ａｓｎ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｌｙｓ  Ａｓｎ  Ｔｈｒ  Ｔｈｒ  
Ｖａｌ  Ｈｉｓ  Ｐｒｏ  Ｌｙｓ  Ｌｅｕ  Ｇｌｙ  Ａｒｇ
        ４００                                  ４０５                  
                ４１０                                
ｇｃｃ  ｃｃｔ  ａａａ  ｔｔｔ  ａｃｔ  ｃａａ  ｇｃａ  ｃｔｃ  ｃａａ  
ｃｃａ  ｃｇａ  ａｇｔ  ａｇｇ  ａａｔ  ｇａｃ  ｃｔｔ      １４８８    
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Ａｌａ  Ｐｒｏ  Ｌｙｓ  Ｐｈｅ  Ｔｈｒ  Ｇｌｎ  Ａｌａ  Ｌｅｕ  Ｇｌｎ  
Ｐｒｏ  Ａｒｇ  Ｓｅｒ  Ａｒｇ  Ａｓｎ  Ａｓｐ  Ｌｅｕ
４１５                                  ４２０                          
        ４２５                                  ４３０
ｃｃｔ  ｃｔｇ  ｃｔｇ  ｃｃｇ  ｇｃｃ  ｃａｇ  ａｃａ  ａｃｔ  ｇｃｃ  
ａｃｔ  ｃｃｔ  ｇａｔ  ｇｔｃ  ａａａ  ａａｃ  ａｃｇ      １５３６    
Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ａｌａ  Ｇｌｎ  Ｔｈｒ  Ｔｈｒ  Ａｌａ  
Ｔｈｒ  Ｐｒｏ  Ａｓｐ  Ｖａｌ  Ｌｙｓ  Ａｓｎ  Ｔｈｒ
                                ４３５                                  
４４０                                  ４４５        
ａｃｔ  ｇｔｇ  ａｃｔ  ｃｃｃ  ａｇｔ  ｇｔｇ  ａｃｃ  ａａａ  ｇａｔ  
ｇｔｔ  ｇｃａ  ｃｔｇ  ｇｃｃ  ｇｃｃ  ｇｔｔ  ｃｔｇ      １５８４    
Ｔｈｒ  Ｖａｌ  Ｔｈｒ  Ｐｒｏ  Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｔｈｒ  Ｌｙｓ  Ａｓｐ  
Ｖａｌ  Ａｌａ  Ｌｅｕ  Ａｌａ  Ａｌａ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ
                        ４５０                                  ４５５  
                                ４６０                
ｇｔｔ  ｃｃｔ  ｇｔｇ  ｃｔｇ  ｇｔｃ  ａｔｇ  ｇｃｃ  ｃｔｃ  ａｃｃ  
ａｃａ  ｃｔｃ  ａｔｃ  ｃｔｃ  ａｔｔ  ｃｔａ  ｇｔｇ      １６３２    
Ｖａｌ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｖａｌ  Ｍｅｔ  Ａｌａ  Ｌｅｕ  Ｔｈｒ  
Ｔｈｒ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｖａｌ
                ４６５                                  ４７０          
                        ４７５                        
ｔｇｔ  ｇｃｔ  ｔｇｇ  ｃａｔ  ｔｇｇ  ａｇａ  ａａｃ  ａｇａ  ａａｇ  
ａａａ  ａａａ  ｇｃｃ  ｇａａ  ｇｇｃ  ａｃｃ  ｔａｔ      １６８０    
Ｃｙｓ  Ａｌａ  Ｔｒｐ  Ｈｉｓ  Ｔｒｐ  Ａｒｇ  Ａｓｎ  Ａｒｇ  Ｌｙｓ  
Ｌｙｓ  Ｌｙｓ  Ａｌａ  Ｇｌｕ  Ｇｌｙ  Ｔｈｒ  Ｔｙｒ
        ４８０                                  ４８５                  
                ４９０                                
ｇａｔ  ｔｔａ  ｃｃｃ  ｃａｃ  ｔｇｇ  ｇａｔ  ｃｇｇ  ｇｃａ  ｇｇｃ  
ｔｇｇ  ｔｇｇ  ａａａ  ｇｇａ  ｇｔｇ  ａａｇ  ｃａｇ      １７２８    
Ａｓｐ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｈｉｓ  Ｔｒｐ  Ａｓｐ  Ａｒｇ  Ａｌａ  Ｇｌｙ  
Ｔｒｐ  Ｔｒｐ  Ｌｙｓ  Ｇｌｙ  Ｖａｌ  Ｌｙｓ  Ｇｌｎ
４９５                                  ５００                          
        ５０５                                  ５１０
ｃｔｔ  ｃｔｃ  ｃｃｔ  ｇｃｃ  ａａａ  ｔｃｇ  ｇｔｇ  ｇａａ  ｃａｃ  
ｇａｇ  ｇａｇ  ａｃｇ  ｃｃａ  ｇｔｇ  ｃｇｃ  ｔａｃ      １７７６    
Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ａｌａ  Ｌｙｓ  Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｇｌｕ  Ｈｉｓ  
Ｇｌｕ  Ｇｌｕ  Ｔｈｒ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ａｒｇ  Ｔｙｒ
                                ５１５                                  
５２０                                  ５２５        
ａｇｃ  ａａｃ  ａｇｔ  ｇａａ  ｇｔｔ  ａｇｔ  ｃａｃ  ｃｔｇ  ａｇｃ  
ｃｃｇ  ａｇｇ  ｇａａ  ｇｔｃ  ａｃｇ  ａｃａ  ｇｔｇ      １８２４    
Ｓｅｒ  Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ｇｌｕ  Ｖａｌ  Ｓｅｒ  Ｈｉｓ  Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  
Ｐｒｏ  Ａｒｇ  Ｇｌｕ  Ｖａｌ  Ｔｈｒ  Ｔｈｒ  Ｖａｌ
                        ５３０                                  ５３５  
                                ５４０                
ｃｔｇ  ｃａａ  ｇｃｔ  ｇａｔ  ｔｃｔ  ｇｃａ  ｇａａ  ｔａｃ  ｇｃａ  
ｃａｇ  ｃｃｃ  ｃｔｃ  ｇｔｇ  ｇｇａ  ｇｇａ  ａｔｔ      １８７２    
Ｌｅｕ  Ｇｌｎ  Ａｌａ  Ａｓｐ  Ｓｅｒ  Ａｌａ  Ｇｌｕ  Ｔｙｒ  Ａｌａ  
Ｇｌｎ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  Ｖａｌ  Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ｉｌｅ
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                ５４５                                  ５５０          
                        ５５５                        
ｇｔｔ  ｇｇｃ  ａｃａ  ｃｔｃ  ｃａｔ  ｃａｇ  ａｇａ  ｔｃｔ  ａｃｃ  
ｔｔｔ  ａａａ  ｃｃｔ  ｇａａ  ｇａａ  ｇｇａ  ａａａ      １９２０    
Ｖａｌ  Ｇｌｙ  Ｔｈｒ  Ｌｅｕ  Ｈｉｓ  Ｇｌｎ  Ａｒｇ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  
Ｐｈｅ  Ｌｙｓ  Ｐｒｏ  Ｇｌｕ  Ｇｌｕ  Ｇｌｙ  Ｌｙｓ
        ５６０                                  ５６５                  
                ５７０                                
ｇａａ  ｇｃｇ  ａｇｃ  ｔａｃ  ｇｃａ  ｇａｔ  ｃｔａ  ｇａｃ  ｃｃｃ  
ｔａｃ  ａａｃ  ｇｃｔ  ｃｃａ  ｇｔａ  ｃａｇ  ｇａａ      １９６８    
Ｇｌｕ  Ａｌａ  Ｓｅｒ  Ｔｙｒ  Ａｌａ  Ａｓｐ  Ｌｅｕ  Ａｓｐ  Ｐｒｏ  
Ｔｙｒ  Ａｓｎ  Ａｌａ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｇｌｎ  Ｇｌｕ
５７５                                  ５８０                          
        ５８５                                  ５９０
ｇｔｇ  ｔａｔ  ｃａｔ  ｇｃｃ  ｔａｃ  ｇｃｔ  ｇａｇ  ｃｃｇ  ｃｔｇ  
ｃｃｇ  ｇｔａ  ａｃｇ  ｇｇｇ  ｃｃｔ  ｇａｇ  ｔａｃ      ２０１６    
Ｖａｌ  Ｔｙｒ  Ｈｉｓ  Ａｌａ  Ｔｙｒ  Ａｌａ  Ｇｌｕ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  
Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｔｈｒ  Ｇｌｙ  Ｐｒｏ  Ｇｌｕ  Ｔｙｒ
                                ５９５                                  
６００                                  ６０５        
ｇｃａ  ａｃｃ  ｃｃａ  ａｔｃ  ｇｔｃ  ａｔｇ  ｇａｃ  ａｔｇ  ｔｃａ  
ｇｇｇ  ｃａｃ  ｔｃｃ  ａｃａ  ｇｃｃ  ｔｃａ  ｇｔｔ      ２０６４    
Ａｌａ  Ｔｈｒ  Ｐｒｏ  Ｉｌｅ  Ｖａｌ  Ｍｅｔ  Ａｓｐ  Ｍｅｔ  Ｓｅｒ  
Ｇｌｙ  Ｈｉｓ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ａｌａ  Ｓｅｒ  Ｖａｌ
                        ６１０                                  ６１５  
                                ６２０                
ｇｇｔ  ｃｔｇ  ｃｃｃ  ｔｃｃ  ａｃａ  ｔｃｃ  ａｃｔ  ｔｔｃ  ａｇａ  
ａｃｔ  ｇｃａ  ｇｇｇ  ａａｃ  ｃａｇ  ｃｃｔ  ｃｃｃ      ２１１２    
Ｇｌｙ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ｐｈｅ  Ａｒｇ  
Ｔｈｒ  Ａｌａ  Ｇｌｙ  Ａｓｎ  Ｇｌｎ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ
                ６２５                                  ６３０          
                        ６３５                        
ｇｃａ  ｔｔａ  ｇｔｇ  ｇｇａ  ａｃｔ  ｔａｃ  ａａｃ  ａｃｔ  ｃｔｔ  
ｃｔｃ  ｔｃｃ  ａｇｇ  ａｃｔ  ｇａｃ  ａｇｃ  ｔｇｔ      ２１６０    
Ａｌａ  Ｌｅｕ  Ｖａｌ  Ｇｌｙ  Ｔｈｒ  Ｔｙｒ  Ａｓｎ  Ｔｈｒ  Ｌｅｕ  
Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  Ａｒｇ  Ｔｈｒ  Ａｓｐ  Ｓｅｒ  Ｃｙｓ
        ６４０                                  ６４５                  
                ６５０                                
ｔｃｃ  ｔｃｇ  ｇｇｃ  ｃａｇ  ｇｃｔ  ｃａｇ  ｔａｃ  ｇａｃ  ａｃｃ  
ｃｃａ  ａａａ  ｇｇｔ  ｇｇｇ  ａａｇ  ｃｃａ  ｇｃａ      ２２０８    
Ｓｅｒ  Ｓｅｒ  Ｇｌｙ  Ｇｌｎ  Ａｌａ  Ｇｌｎ  Ｔｙｒ  Ａｓｐ  Ｔｈｒ  
Ｐｒｏ  Ｌｙｓ  Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ｌｙｓ  Ｐｒｏ  Ａｌａ
６５５                                  ６６０                          
        ６６５                                  ６７０
ｇｃｔ  ｇｃｃ  ｃｃａ  ｇａｇ  ｇａａ  ｃｔｇ  ｇｔｇ  ｔａｃ  ｃａｇ  
ｇｔｇ  ｃｃｇ  ｃａｇ  ａｇｃ  ａｃｃ  ｃａｇ  ｇａａ      ２２５６    
Ａｌａ  Ａｌａ  Ｐｒｏ  Ｇｌｕ  Ｇｌｕ  Ｌｅｕ  Ｖａｌ  Ｔｙｒ  Ｇｌｎ  
Ｖａｌ  Ｐｒｏ  Ｇｌｎ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ｇｌｎ  Ｇｌｕ
                                ６７５                                  
６８０                                  ６８５        
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ｇｃａ  ｔｃａ  ｇｇａ  ｇｃａ  ｇｇａ  ａｇｇ  ｇａｔ  ｇａｇ  ａａａ  
ｔｔｔ  ｇａｔ  ｇｃｔ  ｔｔｔ  ａａａ  ｇａａ  ａｃｃ      ２３０４    
Ａｌａ  Ｓｅｒ  Ｇｌｙ  Ａｌａ  Ｇｌｙ  Ａｒｇ  Ａｓｐ  Ｇｌｕ  Ｌｙｓ  
Ｐｈｅ  Ａｓｐ  Ａｌａ  Ｐｈｅ  Ｌｙｓ  Ｇｌｕ  Ｔｈｒ
                        ６９０                                  ６９５  
                                ７００                
ｃｔｔ  ｔｇａ                                                          
                                                            ２３１０    
Ｌｅｕ        
＜２１０＞  ８
＜２１１＞  ７６９                
＜２１２＞  ＰＲＴ
＜２１３＞  Ｒａｔｔｕｓ  ｒａｔｔｕｓ
＜４００＞  ８
Ｍｅｔ  Ａｌａ  Ｓｅｒ  Ａｒｇ  Ａｌａ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  Ａｒｇ  Ａｌａ  
Ａｌａ  Ａｒｇ  Ｓｅｒ  Ｐｒｏ  Ｇｌｎ  Ａｓｐ  Ｐｒｏ    
    １                              ５                                  
  １０                                    １５            
Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ａｒｇ  Ａｌａ  Ａｌａ  Ｐｒｏ  Ａｌａ  Ａｌａ  Ｔｈｒ  
Ｇｌｙ  Ａｒｇ  Ａｌａ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｓｅｒ    
                          ２０                                    ２５  
                                  ３０                    
Ａｌａ  Ｇｌｙ  Ｔｒｐ  Ｃｙｓ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ  Ｇｌｙ  
Ａｒｇ  Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ｓｅｒ  Ｓｅｒ  Ａｒｇ  Ｐｒｏ    
                  ３５                                    ４０          
                          ４５                            
Ａｒｇ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  
Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ａｓｐ  Ａｌａ  Ｇｌｙ  Ａｌａ  Ｇｌｎ    
          ５０                                    ５５                  
                  ６０                                    
Ｌｙｓ  Ｇｌｙ  Ａｓｐ  Ｇｌｙ  Ｃｙｓ  Ｇｌｙ  Ｈｉｓ  Ｔｈｒ  Ｖａｌ  
Ｌｅｕ  Ｇｌｙ  Ｐｒｏ  Ｇｌｕ  Ｓｅｒ  Ｇｌｙ  Ｔｈｒ    
  ６５                                    ７０                          
          ７５                                    ８０    
Ｌｅｕ  Ｔｈｒ  Ｓｅｒ  Ｉｌｅ  Ａｓｎ  Ｔｙｒ  Ｐｒｏ  Ｈｉｓ  Ｔｈｒ  
Ｔｙｒ  Ｐｒｏ  Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ｖａｌ  Ｃｙｓ    
                                  ８５                                  
  ９０                                    ９５            
Ｌｙｓ  Ｔｒｐ  Ｇｌｕ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ  Ｖａｌ  Ｌｙｓ  Ｔｈｒ  Ｇｌｙ  
Ｇｌｕ  Ａｒｇ  Ｉｌｅ  Ａｒｇ  Ｉｌｅ  Ｌｙｓ  Ｐｈｅ    
                        １００                                  １０５  
                                １１０                    
Ｇｌｙ  Ａｓｐ  Ｐｈｅ  Ａｓｐ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ  Ａｓｐ  Ｓｅｒ  Ａｓｐ  
Ｔｙｒ  Ｃｙｓ  Ｈｉｓ  Ｌｅｕ  Ａｓｎ  Ｔｙｒ  Ｌｅｕ    
                １１５                                  １２０          
                        １２５                            
Ｌｙｓ  Ｉｌｅ  Ｐｈｅ  Ａｓｎ  Ｇｌｙ  Ｉｌｅ  Ｇｌｙ  Ｖａｌ  Ｓｅｒ  
Ａｒｇ  Ｔｈｒ  Ｇｌｕ  Ｉｌｅ  Ｇｌｙ  Ｌｙｓ  Ｔｙｒ    
        １３０                                  １３５                  
                １４０                                    
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Ｃｙｓ  Ｇｌｙ  Ｌｅｕ  Ｇｌｙ  Ｌｅｕ  Ｇｌｎ  Ｍｅｔ  Ａｓｎ  Ｇｌｎ  
Ｓｅｒ  Ｉｌｅ  Ｇｌｕ  Ｓｅｒ  Ｌｙｓ  Ｇｌｙ  Ｓｅｒ    
１４５                                  １５０                          
        １５５                                  １６０    
Ｇｌｕ  Ｉｌｅ  Ｔｈｒ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｐｈｅ  Ｍｅｔ  Ｓｅｒ  Ｇｌｙ  
Ｉｌｅ  Ｈｉｓ  Ａｌａ  Ｓｅｒ  Ｇｌｙ  Ａｒｇ  Ｇｌｙ    
                                １６５                                  
１７０                                  １７５            
Ｐｈｅ  Ｌｅｕ  Ａｌａ  Ｓｅｒ  Ｔｙｒ  Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ａｓｐ  
Ｌｙｓ  Ｇｌｎ  Ａｓｐ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｔｈｒ  Ｃｙｓ    
                        １８０                                  １８５  
                                １９０                    
Ｌｅｕ  Ａｓｐ  Ｔｈｒ  Ｖａｌ  Ｓｅｒ  Ａｓｎ  Ｐｈｅ  Ｌｅｕ  Ｇｌｕ  
Ｐｒｏ  Ｇｌｕ  Ｐｈｅ  Ｓｅｒ  Ｌｙｓ  Ｔｙｒ  Ｃｙｓ    
                １９５                                  ２００          
                        ２０５                            
Ｐｒｏ  Ａｌａ  Ｇｌｙ  Ｃｙｓ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｐｈｅ  Ａｌａ  
Ｇｌｕ  Ｉｌｅ  Ｓｅｒ  Ｇｌｙ  Ｔｈｒ  Ｉｌｅ  Ｐｒｏ    
        ２１０                                  ２１５                  
                ２２０                                    
Ｈｉｓ  Ｇｌｙ  Ｔｙｒ  Ａｒｇ  Ａｓｐ  Ｓｅｒ  Ｓｅｒ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  
Ｃｙｓ  Ｍｅｔ  Ａｌａ  Ｇｌｙ  Ｉｌｅ  Ｈｉｓ  Ａｌａ    
２２５                                  ２３０                          
        ２３５                                  ２４０    
Ｇｌｙ  Ｖａｌ  Ｖａｌ  Ｓｅｒ  Ａｓｐ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  
Ｇｌｎ  Ｉｌｅ  Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ｓｅｒ    
                                ２４５                                  
２５０                                  ２５５            
Ｌｙｓ  Ｇｌｙ  Ｔｈｒ  Ｐｒｏ  Ｔｙｒ  Ｔｙｒ  Ｇｌｕ  Ｓｅｒ  Ｓｅｒ  
Ｌｅｕ  Ａｌａ  Ａｓｎ  Ａｓｎ  Ｖａｌ  Ｔｈｒ  Ｓｅｒ    
                        ２６０                                  ２６５  
                                ２７０                    
Ｍｅｔ  Ｖａｌ  Ｇｌｙ  Ｔｙｒ  Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ｓｅｒ  Ｌｅｕ  
Ｐｈｅ  Ｔｈｒ  Ｐｈｅ  Ｌｙｓ  Ｔｈｒ  Ｓｅｒ  Ｇｌｙ    
                ２７５                                  ２８０          
                        ２８５                            
Ｃｙｓ  Ｔｙｒ  Ｇｌｙ  Ｔｈｒ  Ｌｅｕ  Ｇｌｙ  Ｍｅｔ  Ｇｌｕ  Ｓｅｒ  
Ｇｌｙ  Ｖａｌ  Ｉｌｅ  Ａｌａ  Ａｓｐ  Ｐｒｏ  Ｇｌｎ    
        ２９０                                  ２９５                  
                ３００                                    
Ｉｌｅ  Ｔｈｒ  Ａｌａ  Ｓｅｒ  Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｇｌｕ  Ｔｒｐ  
Ｔｈｒ  Ａｓｐ  Ｈｉｓ  Ｍｅｔ  Ｇｌｙ  Ｇｌｎ  Ｇｌｕ    
３０５                                  ３１０                          
        ３１５                                  ３２０    
Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ｔｒｐ  Ｌｙｓ  Ｐｒｏ  Ｇｌｕ  Ｌｙｓ  Ａｌａ  Ａｒｇ  
Ｌｅｕ  Ａｒｇ  Ｌｙｓ  Ｐｒｏ  Ｇｌｙ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ    
                                ３２５                                  
３３０                                  ３３５            
Ｔｒｐ  Ａｌａ  Ａｌａ  Ｐｈｅ  Ａｌａ  Ｔｈｒ  Ａｓｐ  Ｇｌｕ  Ｈｉｓ  
Ｇｌｎ  Ｔｒｐ  Ｌｅｕ  Ｇｌｎ  Ｉｌｅ  Ａｓｐ  Ｌｅｕ    
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                        ３４０                                  ３４５  
                                ３５０                    
Ａｓｎ  Ｌｙｓ  Ｇｌｕ  Ｌｙｓ  Ｌｙｓ  Ｉｌｅ  Ｔｈｒ  Ｇｌｙ  Ｉｌｅ  
Ｖａｌ  Ｔｈｒ  Ｔｈｒ  Ｇｌｙ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ｌｅｕ    
                ３５５                                  ３６０          
                        ３６５                            
Ｉｌｅ  Ｇｌｕ  Ｈｉｓ  Ａｓｎ  Ｔｙｒ  Ｔｙｒ  Ｖａｌ  Ｓｅｒ  Ａｌａ  
Ｔｙｒ  Ａｒｇ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｔｙｒ  Ｓｅｒ  Ａｓｐ    
        ３７０                                  ３７５                  
                ３８０                                    
Ａｓｐ  Ｇｌｙ  Ｇｌｎ  Ｌｙｓ  Ｔｒｐ  Ｔｈｒ  Ｖａｌ  Ｔｙｒ  Ａｒｇ  
Ｇｌｕ  Ｐｒｏ  Ｇｌｙ  Ａｌａ  Ａｌａ  Ｇｌｎ  Ａｓｐ    
３８５                                  ３９０                          
        ３９５                                  ４００    
Ｌｙｓ  Ｉｌｅ  Ｐｈｅ  Ｇｌｎ  Ｇｌｙ  Ａｓｎ  Ｌｙｓ  Ａｓｐ  Ｔｙｒ  
Ｈｉｓ  Ｌｙｓ  Ａｓｐ  Ｖａｌ  Ａｒｇ  Ａｓｎ  Ａｓｎ    
                                ４０５                                  
４１０                                  ４１５            
Ｐｈｅ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ  Ｉｌｅ  Ｉｌｅ  Ａｌａ  Ａｒｇ  Ｐｈｅ  
Ｉｌｅ  Ａｒｇ  Ｖａｌ  Ａｓｎ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｇｌｎ    
                        ４２０                                  ４２５  
                                ４３０                    
Ｔｒｐ  Ｇｌｎ  Ｇｌｎ  Ｌｙｓ  Ｉｌｅ  Ａｌａ  Ｍｅｔ  Ｌｙｓ  Ｖａｌ  
Ｇｌｕ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｇｌｙ  Ｃｙｓ  Ｇｌｎ  Ｐｈｅ    
                ４３５                                  ４４０          
                        ４４５                            
Ｔｈｒ  Ｌｅｕ  Ｌｙｓ  Ｇｌｙ  Ａｒｇ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｌｙｓ  Ｌｅｕ  
Ｔｈｒ  Ｇｌｎ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ  Ａｒｇ    
        ４５０                                  ４５５                  
                ４６０                                    
Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ａｓｎ  Ａｓｎ  Ｌｅｕ  Ｌｙｓ  Ａｓｎ  Ｔｈｒ  Ｔｈｒ  
Ｖａｌ  Ｈｉｓ  Ｐｒｏ  Ｌｙｓ  Ｌｅｕ  Ｇｌｙ  Ａｒｇ    
４６５                                  ４７０                          
        ４７５                                  ４８０    
Ａｌａ  Ｐｒｏ  Ｌｙｓ  Ｐｈｅ  Ｔｈｒ  Ｇｌｎ  Ａｌａ  Ｌｅｕ  Ｇｌｎ  
Ｐｒｏ  Ａｒｇ  Ｓｅｒ  Ａｒｇ  Ａｓｎ  Ａｓｐ  Ｌｅｕ    
                                ４８５                                  
４９０                                  ４９５            
Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ａｌａ  Ｇｌｎ  Ｔｈｒ  Ｔｈｒ  Ａｌａ  
Ｔｈｒ  Ｐｒｏ  Ａｓｐ  Ｖａｌ  Ｌｙｓ  Ａｓｎ  Ｔｈｒ    
                        ５００                                  ５０５  
                                ５１０                    
Ｔｈｒ  Ｖａｌ  Ｔｈｒ  Ｐｒｏ  Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｔｈｒ  Ｌｙｓ  Ａｓｐ  
Ｖａｌ  Ａｌａ  Ｌｅｕ  Ａｌａ  Ａｌａ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ    
                ５１５                                  ５２０          
                        ５２５                            
Ｖａｌ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｌｅｕ  Ｖａｌ  Ｍｅｔ  Ａｌａ  Ｌｅｕ  Ｔｈｒ  
Ｔｈｒ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｉｌｅ  Ｌｅｕ  Ｖａｌ    
        ５３０                                  ５３５                  
                ５４０                                    
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Ｃｙｓ  Ａｌａ  Ｔｒｐ  Ｈｉｓ  Ｔｒｐ  Ａｒｇ  Ａｓｎ  Ａｒｇ  Ｌｙｓ  
Ｌｙｓ  Ｌｙｓ  Ａｌａ  Ｇｌｕ  Ｇｌｙ  Ｔｈｒ  Ｔｙｒ    
５４５                                  ５５０                          
        ５５５                                  ５６０    
Ａｓｐ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｈｉｓ  Ｔｒｐ  Ａｓｐ  Ａｒｇ  Ａｌａ  Ｇｌｙ  
Ｔｒｐ  Ｔｒｐ  Ｌｙｓ  Ｇｌｙ  Ｖａｌ  Ｌｙｓ  Ｇｌｎ    
                                ５６５                                  
５７０                                  ５７５            
Ｌｅｕ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ａｌａ  Ｌｙｓ  Ｓｅｒ  Ｖａｌ  Ｇｌｕ  Ｈｉｓ  
Ｇｌｕ  Ｇｌｕ  Ｔｈｒ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ａｒｇ  Ｔｙｒ    
                        ５８０                                  ５８５  
                                ５９０                    
Ｓｅｒ  Ａｓｎ  Ｓｅｒ  Ｇｌｕ  Ｖａｌ  Ｓｅｒ  Ｈｉｓ  Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  
Ｐｒｏ  Ａｒｇ  Ｇｌｕ  Ｖａｌ  Ｔｈｒ  Ｔｈｒ  Ｖａｌ    
                ５９５                                  ６００          
                        ６０５                            
Ｌｅｕ  Ｇｌｎ  Ａｌａ  Ａｓｐ  Ｓｅｒ  Ａｌａ  Ｇｌｕ  Ｔｙｒ  Ａｌａ  
Ｇｌｎ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  Ｖａｌ  Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ｉｌｅ    
        ６１０                                  ６１５                  
                ６２０                                    
Ｖａｌ  Ｇｌｙ  Ｔｈｒ  Ｌｅｕ  Ｈｉｓ  Ｇｌｎ  Ａｒｇ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  
Ｐｈｅ  Ｌｙｓ  Ｐｒｏ  Ｇｌｕ  Ｇｌｕ  Ｇｌｙ  Ｌｙｓ    
６２５                                  ６３０                          
        ６３５                                  ６４０    
Ｇｌｕ  Ａｌａ  Ｓｅｒ  Ｔｙｒ  Ａｌａ  Ａｓｐ  Ｌｅｕ  Ａｓｐ  Ｐｒｏ  
Ｔｙｒ  Ａｓｎ  Ａｌａ  Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｇｌｎ  Ｇｌｕ    
                                ６４５                                  
６５０                                  ６５５            
Ｖａｌ  Ｔｙｒ  Ｈｉｓ  Ａｌａ  Ｔｙｒ  Ａｌａ  Ｇｌｕ  Ｐｒｏ  Ｌｅｕ  
Ｐｒｏ  Ｖａｌ  Ｔｈｒ  Ｇｌｙ  Ｐｒｏ  Ｇｌｕ  Ｔｙｒ    
                        ６６０                                  ６６５  
                                ６７０                    
Ａｌａ  Ｔｈｒ  Ｐｒｏ  Ｉｌｅ  Ｖａｌ  Ｍｅｔ  Ａｓｐ  Ｍｅｔ  Ｓｅｒ  
Ｇｌｙ  Ｈｉｓ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ａｌａ  Ｓｅｒ  Ｖａｌ    
                ６７５                                  ６８０          
                        ６８５                            
Ｇｌｙ  Ｌｅｕ  Ｐｒｏ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ｐｈｅ  Ａｒｇ  
Ｔｈｒ  Ａｌａ  Ｇｌｙ  Ａｓｎ  Ｇｌｎ  Ｐｒｏ  Ｐｒｏ    
        ６９０                                  ６９５                  
                ７００                                    
Ａｌａ  Ｌｅｕ  Ｖａｌ  Ｇｌｙ  Ｔｈｒ  Ｔｙｒ  Ａｓｎ  Ｔｈｒ  Ｌｅｕ  
Ｌｅｕ  Ｓｅｒ  Ａｒｇ  Ｔｈｒ  Ａｓｐ  Ｓｅｒ  Ｃｙｓ    
７０５                                  ７１０                          
        ７１５                                  ７２０    
Ｓｅｒ  Ｓｅｒ  Ｇｌｙ  Ｇｌｎ  Ａｌａ  Ｇｌｎ  Ｔｙｒ  Ａｓｐ  Ｔｈｒ  
Ｐｒｏ  Ｌｙｓ  Ｇｌｙ  Ｇｌｙ  Ｌｙｓ  Ｐｒｏ  Ａｌａ    
                                ７２５                                  
７３０                                  ７３５            
Ａｌａ  Ａｌａ  Ｐｒｏ  Ｇｌｕ  Ｇｌｕ  Ｌｅｕ  Ｖａｌ  Ｔｙｒ  Ｇｌｎ  
Ｖａｌ  Ｐｒｏ  Ｇｌｎ  Ｓｅｒ  Ｔｈｒ  Ｇｌｎ  Ｇｌｕ    
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                        ７４０                                  ７４５  
                                ７５０                    
Ａｌａ  Ｓｅｒ  Ｇｌｙ  Ａｌａ  Ｇｌｙ  Ａｒｇ  Ａｓｐ  Ｇｌｕ  Ｌｙｓ  
Ｐｈｅ  Ａｓｐ  Ａｌａ  Ｐｈｅ  Ｌｙｓ  Ｇｌｕ  Ｔｈｒ    
                ７５５                                  ７６０          
                        ７６５                            
Ｌｅｕ                                                                  
                                                          
＜２１０＞  ９
＜２１１＞  ２３１０
＜２１２＞  ＤＮＡ
＜２１３＞  Ｒａｔｔｕｓ  ｒａｔｔｕｓ
＜４００＞  ９
ａｔｇｇｃｇａｇｃｃ  ｇｇｇｃｇｃｃｇｃｔ  ｇａｇａｇｃｃｇｃｇ  ｃｇｃ
ａｇｃｃｃｇｃ  ａｇｇａｔｃｃｃｇｇ  ａｇｇｃｃｇｇｇｃｃ  ６０        
ｇｃｇｃｃｃｇｃｃｇ  ｃｃａｃｃｇｇｃｃｇ  ｇｇｃｃｃｃｇｃｔｇ  ｃｃｃ
ａｇｃｇｃｃｇ  ｇｃｔｇｇｔｇｔｃｃ  ｃｃｔｃｃｃｔｃｃｔ  １２０      
ｇｇｃｃｇｃａａｃｔ  ｃｃｔｃｃｔｃｃａｇ  ｇｃｃｔｃｇｇｃｔｇ  ｃｔｃ
ｃｔｔｃｔａｃ  ｔｇｃｔｃｃｔａｃｔ  ｇｃｔｃｃｃｇｇａｃ  １８０      
ｇｃｔｇｇａｇｃｃｃ  ａｇａａａｇｇｔｇａ  ｔｇｇａｔｇｔｇｇａ  ｃａｃ
ａｃｔｇｔａｃ  ｔａｇｇｃｃｃｔｇａ  ｇａｇｔｇｇａａｃｃ  ２４０      
ｃｔｔａｃａｔｃｃａ  ｔｃａａｃｔａｃｃｃ  ａｃａｔａｃｃｔａｔ  ｃｃｔ
ａａｃａｇｔａ  ｃｔｇｔｇｔｇｔａａ  ａｔｇｇｇａｇａｔｔ  ３００      
ｃｇａｇｔａａａｇａ  ｃｇｇｇａｇａａａｇ  ａａｔｔｃｇｃａｔｃ  ａａｇ
ｔｔｃｇｇｔｇ  ａｃｔｔｔｇａｃａｔ  ｔｇａａｇａｔｔｃｔ  ３６０      
ｇａｔｔａｔｔｇｔｃ  ａｃｃｔｔａａｔｔａ  ｃｃｔｇａａａａｔｃ  ｔｔｔ
ａａｔｇｇａａ  ｔｔｇｇａｇｔｃａｇ  ｃａｇａａｃｇｇａａ  ４２０      
ａｔａｇｇｃａａｇｔ  ａｃｔｇｔｇｇｔｃｔ  ｇｇｇｔｔｔａｃａａ  ａｔｇ
ａａｔｃａｇｔ  ｃａａｔｔｇａｇｔｃ  ｃａａａｇｇｃａｇｔ  ４８０      
ｇａａａｔｃａｃａｇ  ｔｇｃｔｇｔｔｃａｔ  ｇａｇｔｇｇａａｔｃ  ｃａｔ
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【図１３】

  
─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ａ６１Ｐ   9/10         １０１                        Ｃ０７Ｋ  14/47                     ４Ｃ０８５
             43/00         １０５                                  16/18                     ４Ｈ０４５
   Ｃ０７Ｋ  14/47                                       Ｃ１２Ｎ   1/15                       
             16/18                                                  1/19                       
   Ｃ１２Ｎ   1/15                                                  1/21                       
              1/19                                       Ｃ１２Ｐ  21/02                 Ｃ    
              1/21                                       Ｇ０１Ｎ  33/15                 Ｚ    
              5/10                                                 33/50                 Ｚ    
   Ｃ１２Ｐ  21/02                                                 33/53                 Ｄ    
   Ｇ０１Ｎ  33/15                                       Ｃ１２Ｐ  21/08                       
             33/50                                       Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ    
             33/53                                                  5/00                 Ａ    
// Ｃ１２Ｐ  21/08                                       Ａ６１Ｋ  37/02                       
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(72)発明者  小夫家  和宏
            京都府京都市左京区一乗寺松田町76 *

*Ｆターム(参考） 2G045 AA34 AA35 BB50 CB01 DA13
                      DA36 FB02 FB03 FB08 
                4B024 AA01 AA11 BA80 CA04 CA07
                      CA09 CA12 CA20 DA02 DA03
                      EA04 FA18 GA13 HA11 HA13
                      HA14 
                4B064 AG01 AG27 CA10 CA19 CA20
                      CC01 CC24 DA01 DA13 
                4B065 AA01X AA58X AA72X AA90X
                      AA91Y AA93X AA93Y AB01
                      AC14 BA02 BA05 CA24 CA43
                      CA44 CA46 
                4C084 AA02 AA03 AA06 AA07 BA01
                      BA08 BA22 BA23 CA18 MA13
                      MA17 MA22 MA23 MA35 MA37
                      MA41 MA43 MA52 MA66 MA70
                      NA14 ZA392 ZA452 ZB212
                4C085 AA13 AA14 BB11 CC02 CC05
                      CC22 CC23 GG02 GG08 GG10
                4H045 AA10 AA11 AA20 AA30 BA10
                      BA41 CA40 DA75 DA76 EA20
                      EA50 FA71 FA72 FA74 

  
(54)【発明の名称】  新規なポリペプチドＥＳＤＮ、その製造方法、ＥＳＤＮをコードするｃＤＮＡ、そのｃＤＮＡか
                    らなるベクター、そのベクターで形質転換された宿主細胞、ＥＳＤＮの抗体、ＥＳＤＮまたは抗
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[结构]新型多肽ESDN，其制备方法，编码ESDN的cDNA，包含该cDNA
的载体，用该载体转化的宿主细胞，ESDN的抗体，含有ESDN的药物组
合物或抗体， 测量ESDN的方法，测量ESDN的试剂以及使用ESDN的筛
选方法。 [效果]由于本发明的ESDN蛋白在冠状动脉细胞和平滑肌细胞中
表达，并且还在球囊损伤动脉的血管平滑肌和颈总动脉的介质中表达， 
它可用于治疗再狭窄和动脉硬化。


