
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号２で示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドの発現増加を測定する方法を
用いることを特徴とするＰＴＣＡ後の再狭窄の検査方法。
【請求項２】
　配列番号２で示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドの発現増加を測定する方法が
、配列番号２で示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドのポリクローナルまたはモノ
クローナル抗体を用いることを特徴とする免疫化学的測定方法である請求項１記載の検査
方法。
【請求項３】
　配列番号２で示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドをコードするｃＤＮＡの発現
増加を測定する方法を用いることを特徴とするＰＴＣＡ後の再狭窄の検査方法。
【請求項４】
　配列番号２で示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドをコードするｃＤＮＡの発現
増加を測定する方法が、ＲＴ－ＰＣＲを用いることを特徴とする請求項３記載の検査方法
。
【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
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子（ Endothelial and Smooth muscle cell-Derived Neuropilin-like molecule 、以下、
ＥＳＤＮと省略する。）、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／Ｖ
ＥＧＦＲ２やＦｌｔ－１／ＶＥＧＦＲ１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（ＶＥＧＦＲ２）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、ＶＥ
ＧＦＲ２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； neuropil
in-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 3A）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ＮＰ－１の発見につながった。そしてそれは、一
つのＶＥＧＦ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（ mitosis）も同様に促進する。このことが同定される前は、ＮＰ－
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
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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】
【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ＰＴＣＡ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（ transmembrane）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Ｅ
ＳＤＮ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】
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本発明が提供する配列番号９で示されるｃＤＮＡ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ＮＣＢＩを用いたＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡおよびＵＮＩＧＥＮＥ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、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ　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、
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
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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９
９％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ｃＤＮＡ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４
０、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１０塩基、好ましくは少なくとも１５塩基、例えば２０、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ｃＤＮＡ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ｃＤＮＡ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
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センスＲＮＡ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。
【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ｃＤＮＡ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.5,536,637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 accessi
on No.V01311) 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、ＡＡＨ５プラスミド（ Gammerer, Methods in Enzymol. 101,
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２μｏｒｉ、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
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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ｃＤＮＡ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（ Sambrook, J., Fritsch, E. F.および  Maniatis, T. 著、 Col
d Spring Harbor Laboratory Press より 1989年に発刊）または Current Protocol in Mol
ecular Biology (F.M.Ausubelら編、 John Wiley & 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ｍＲＮＡ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ｃＤＮＡ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ＩＩ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３００～８００ｂｐのｃＤ
ＮＡ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ＹＥｐ２４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ＤＨ１０
Ｂ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
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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ｍ
ＲＮＡ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ｃＤＮＡ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、ＳＳＴ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ｍＲＮＡのサイズと該ｃ
ＤＮＡ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。
【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ＤＮＡ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ｃＤＮＡ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、
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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、ｔ
ｒｐ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、ｐＵ
Ｃ１９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 ＪＭ
１０９、 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、ｐｅｌ
Ｂ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 p
rotein）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ＣＨ
Ｏ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 prote
in）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、ＶＥＧ
Ｆ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
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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ｃＤＮＡ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、成人一人あたり、一回につき、１０μｇから１００ｍｇの範囲で
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、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 3,095,355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。
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【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） (Clontec
h)、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ＳＳＴ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ｃＤＮＡ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（ Mara
thon cDNA amplification kit）（商品名、 CLONTECH社より購入）による５’－、３’－
ＲＡＣＥ（ Rapid Amplification of cDNA End）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、Ｒ
Ｔ－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’－ＣＴＧＣＴＴＣＡＴＴＣＣＴＴＴＣＣＡＣＣＡＡＣＣＴＧ－３’（配列番号１１）
ラットプライマー
５’－ＴＧＴＧＣＴＧＧＴＣＡＴＧＧＴＣＣＴＣＡＣＴＡＣＴＣＴＣ－３’（配列番号１
２）
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 library( 商品名、 Stratege
ne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’－ＧＣＡＣＴＡＴＧＣＧＧＧＣＧＧＡＴＴＧＣ－３’（配列番号１４
）
antisense primer :５’－ＧＧＡＴＧＴＡＡＧＧＧＴＴＣＣＡＣＴＣＴＣＡＧＧ－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ＣＵＢ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 neuropilin（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ＥＳＤＮ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
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・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 )
ＧｌｙＧｌｕＡｒｇＩｌｅＡｒｇＩｌｅＬｙｓＰｈｅＧｌｙＡｓｐＧｌｙＡｓｐＩｌｅＧ
ｌｕＡｓｐＳｅｒＡｓｐ（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
ＧｌｎＡｓｐＬｙｓＩｌｅＰｈｅＧｌｎＧｌｙＡｓｎＬｙｓＡｓｐＴｙｒＨｉｓＬｙｓＡ
ｓｐＶａｌＡｒｇＡｓｎＡｓｎ（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 (Saw
ady 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（ Renaissance） (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（ lysate）には認められないバンドが、１２７
、１０６、９３ｋＤａ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ＦＩＴＣ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-10
24）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ｍＥＳＤＮ－Ｅｘ（Ｅｄｎ
ｓ）やヒトＣＤ５のシグナル配列：ＭｅｔＰｒｏＭｅｔＧｌｙＳｅｒＬｅｕＧｌｎＰｒｏ
ＬｅｕＡｌａＴｈｒＬｅｕＴｙｒＬｅｕＬｅｕＧｌｙＭｅｔＬｅｕＶａｌＡｌａＳｅｒＶ
ａｌＬｅｕＡｌａ（配列番号１８）に置換したｍＥＳＤＮ－Ｅｘ（ＣＤ５）をｐＣＡＧＧ
Ｓ (Ｓ cience 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
、ｍＥＳＤＮ－Ｅｘ（Ｅｄｎｓ）とｍＥＳＤＮ－Ｅｘ（ＣＤ５）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ＥＳＤＮ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・ズーブロット（ southern zooblot）解析
［ 3 2Ｐ］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（ southern zooblot）解析を行なった（３７℃、
１×ＳＳＣ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
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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 si
te）の情報からラジエーション・ハイブリッド・マップ（ radiation hybrid map）の D3S1
603-D3S1271、 D3S1552-D3S1603近傍（ cytogenetic 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、ｈＣＡＥＣ、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 Technologies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
）ＲＮＡをＴＲＩｚｏｌ　ＬＳ（全血に対して）、ＴＲＩｚｏｌ（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［ 3 2Ｐ］
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 blot）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ＥＳＤＮ　ｍＲＮＡ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、 Sigm
a 、 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（ t
otal）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（ SuperScript 
Preamplification System）（商品名、 First Strand cDNA Synthesis ： Life Technologi
es 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（ r
eal-time quantitative RT-PCR;PE Applied Biosystems Prism Model 7700 Sequence Det
ection System）により測定した。フォワード（ Forward）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’－ＣＣＣＡＧＣＡＡＧＧＴＧＡＴＧＧＡＴＧ－３’（配列番号１９）
ESDN reverse: ５’－ＣＡＡＧＡＡＴＣＡＧＡＡＴＣＴＴＣＡＡＴＧＴＣＡＡＡＧ－３’
（配列番号２０）
ESDN probe: ５’－（６－ＦＡＭ）－ＣＣＴＧＡＧＡＧＴＧＧＡＡＣＣＣＴＴＡＣＡＴＣ
ＣＡＴＡＡＡＣ－（ＴＡＭＲＡ）－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。
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ヒトＧＡＰＤＨのシークエンスは以下の通りである。
human GAPDH forward:　５’－ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ－３’（配列番
号２２）
human GAPDH reverse:　５’－ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ－３’（配列
番号２３）
human GAPDH probe:　５’－（ＶＩＣ）－ＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣ－
（ＴＡＭＲＡ）－３’（配列番号２４）
「 TaqMan Rodent GAPDH Control Reagents」 (PE biosystems)をラット（ rat）ＧＡＰＤＨ
の定量に用いた。ＥＳＤＮ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 ＳＫ（－）（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、ＥＳＤＮはＰＤＧＦ－ＢＢ刺激において濃度依存的に発現が増加するが、ＡＴ－Ｉ
Ｉ刺激においては発現の増加が認められなかった。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－ＢＢ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ＥＳＤＮ蛋白の発現
バルーン障害後（ｎ＝５， day ０，５，ｎ＝４， day １４）、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 Technologies 社
より購入）により調製し、ｃＤＮＡ合成は「 SuperScript Preamplification System 」（
商品名、 First Strand cDNA Synthesis ： Life Technologies 社より購入）を用いて行な
った。ラットＥＳＤＮやＧＡＰＤＨ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４μｍの厚さにスラ
イスし、「 avidin-biotin-alkaline phosphatase complex」（商品名、 Vector Laborator
ies 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（ Alkali
ne phosphatase）は「 Vector 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（ＤＡＫＯ）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ＢｒｄＵ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）（ｈＥＳ
ＤＮ－ΔＥＣ、ｈＥＳＤＮ－ΔＣｙ）を発現ベクター「 QIAfilter Plasmid Midi 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（ ph
enol）／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（ Cell
Phect）（商品名、 Amersham Life Science社より購入）を用いて２９３Ｔ細胞にトランス
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フェクトした。１２時間後、メディウムを新鮮なＤＭＥＭ／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 ELISA、 BrdU」 (colorimet
ric)（商品名、 Roche Diagnostics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 kit」（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、Ｂｒ
ｄＵ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。
【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ｍＲ
ＮＡ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】
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要解决的问题：提供新的ESDN（内皮细胞和平滑肌细胞衍生的神经毡蛋
白样分子）蛋白（多肽ESDN），其在冠状细胞和平滑肌细胞以及气球受
损动脉的血管平滑肌中表达。或者是颈总动脉的中膜，因此可用于治疗
PTCA后在循环器官区域或动脉硬化中的再狭窄。解决方案：新的多肽
ESDN，其制备方法，编码其的cDNA，包含该cDNA的载体，用该载体
转化的宿主细胞，ESDN抗体，含有该ESDN或该抗体的药物组合物，方
法为了测定ESDN，分别提供了用于测定ESDN的试剂和使用ESDN进行
筛选的方法。 Ž


