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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質を有効成分として含有する、神経
突起の成長又は神経細胞の移動の抑制剤。
【請求項２】
配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
有効成分として含有する、神経突起の成長又は神経細胞の移動の抑制剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、神経細胞の軸索成長又は移動の制御剤に関する。さらに詳細には、本発明は
、神経細胞の軸索成長又は移動に関与するタンパク質及びその遺伝子を用いた神経細胞の
成長又は移動の制御剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　脳は、多数の（ヒト脳では１００-１５０億個）多様な神経細胞集団が極めて複雑なネ
ットワークを形成して機能しているが、発生過程を見れば、個々の神経細胞やグリア細胞
が細胞間相互作用を積み重ねることにより形成され、維持される。個々の神経細胞が結合
してシナプスを形成する相手の神経細胞集団は、神経細胞が誕生した時点では既に運命付
けられているので、個々の神経細胞は正しい結合相手に向かって能動的に軸索を伸展する
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。また、神経細胞の細胞体も所定の解剖学的部位に移動する。この選択的な軸索の成長を
可能にするのが軸索ガイダンス分子であり、軸索ガイダンス分子は神経細胞の移動にも関
与する。
【０００３】
　神経軸索を制御する分子には、その成長を誘引する分子と成長を阻害し反発させる分子
の二つのグループが有り、それぞれに分泌型のタンパクと膜に結合して機能するタンパク
が有るので、軸索ガイダンス分子は４種に分類される(非特許文献１)。神経細胞によって
反応性が異なるので、多数のガイダンス分子が存在し、代表的なnetrin, semaphorin, sl
it, ephrinの他に、L1やカドヘリンのような細胞接着分子、sonic hedgehog, BMPなどの
これまで形態形成に関与することが明らかにされてきた分子もガイダンス分子として機能
する。これらのガイダンス分子の一部は、神経細胞ばかりではなく、血管を形成する細胞
の移動なども制御する (非特許文献２から４)。
【０００４】
【非特許文献１】Tessier-Lavigne M, Goodman CS. The molecular biology of axon gui
dance. Science. 1996, 274:1123-33.
【非特許文献２】Lu X, Le Noble F, Yuan L, Jiang Q,  De Lafarge B, Sugiyama D, Br
eant C, Claes F, De Smet F, Thomas JL, Autiero M, Carmeliet P, Tessier-Lavigne M
, Eichmann A. The netrin receptor UNC5B mediates guidance events controlling mor
phogenesis of the vascular system. Nature. 2004, 432:179-86.
【非特許文献３】Gitler AD, Lu MM, Epstein JA.  PlexinD1 and semaphorin signaling
 are required in endothelial cells for cardiovascular development. Dev Cell. 200
4, 7:107-16.
【非特許文献４】Hinck L. The versatile roles of "axon guidance" cues in tissue m
orphogenesis. Dev Cell. 2004, 7:783-93.
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　発生過程と成熟後の可塑的なダイナミックな神経回路網の形成と維持機構を理解し、将
来的にそれを制御し、介入して治療するためには物質的な基盤の解明が必須である。近年
神経系に関わる多数の分子の機能が解明されつつあるが、中枢神経系には未だ発見されて
いない重要な機能分子が多数存在する。この観点から、本発明は、一連の細胞間相互作用
を担う分子機構を明らかにするため機能未知な新規分泌型タンパク分子を同定することを
解決すべき課題とした。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは上記課題を解決するために鋭意検討した結果、発生過程のニワトリ胚脊髄
から運動神経細胞分画を材料としてシグナルシークエンストラップ法とin situ hybridiz
ation法を用いて探索し、抑制性の神経軸索ガイダンス分子Draxin (Dorsal repulsive ax
on guidance protein)を見出した。
【０００７】
　Draxinと名付けた分子のマウスとヒトcDNAは既にクローニングされており、分子量約50
 KD（349アミノ酸）の分泌型タンパクである。Draxinは培養下でニワトリ胚脊髄背側組織
片(DSC)からのnetrin依存性の神経突起成長を阻害するが、後根神経節(DRG)からのBDNFと
NT-3依存性の軸索成長には影響しない。さらに、異所的に発現されたDraxinはニワトリ胚
脊髄においても、DSCからの交連線維の成長を阻害する。マウスDraxinタンパクは種を越
えてトリ神経に対する活性も持っていた。シェーマ（図２）で示してある脊髄交連神経は
、脊髄腹側細胞が分泌するnetrinとsonic hedgehog(shh)に誘引され、背側の細胞が発現
するBMP7とGDF7に反発され腹側に成長するが、BMP7/GDF7のダブル遺伝子欠損マウスでも
背側細胞により反発されるため、別の反発分子(X)が想定されている。DraxinはこのX分子
の候補である。
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【０００８】
　Draxin mRNAは発生初期にはroof plate（蓋板）に限局するが、発生と共に脊髄背側内
部に発現領域が広がり、この時期には脊髄の介在神経細胞が背腹軸に沿って移動する。Dr
axinを過剰発現させたところ、背側脊髄介在神経 (dorsal spinal cord interneuron:  d
I, dI1-dI6の６種に分けられる) のdI3神経細胞の腹側への移動が抑制されていることが
、マーカーである転写因子Islet1の免疫組織化学で明らかになった。即ち、Draxinは一部
の神経細胞の軸索成長も神経細胞の移動にも阻害的に作用する。
【０００９】
　本発明は、これらの知見に基づいて完成したものである。即ち、本発明によれば、
（１）　配列番号２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列
からなるタンパク質又はその部分ペプチドを有効成分として含有する、神経細胞の成長又
は移動の制御剤。
（２）　配列番号２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列
からなるタンパク質又はその部分ペプチドをコードするポリヌクレオチドを有効成分とし
て含有する、神経細胞の成長又は移動の制御剤。
（３）　配列番号２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列
からなるタンパク質の活性又は発現を増大又は抑制する物質を有効成分として含有する、
神経細胞の成長又は移動の制御剤。
【００１０】
（４）　神経疾患の予防及び／又は治療のために使用する、（１）から（３）の何れかに
記載の制御剤。
（５）　活性が、脊髄背側組織片(DSC)からのnetrin依存性の神経突起成長を阻害する活
性、脊髄交連神経の脊髄内での軸索成長を阻害する活性、網膜組織片からの神経突起成長
を阻害する活性、又は背側脊髄介在神経のdI3神経細胞の腹側への移動を抑制する活性で
ある、（３）に記載の制御剤。
【００１１】
（６）　配列番号２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列
からなるタンパク質又はその部分ペプチドを用いることを特徴とする、該タンパク質の活
性又は発現を増大又は抑制する物質をスクリーニングする方法。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、新規な神経細胞の成長又は移動の制御剤、並びに上記制御剤として有
用な物質のスクリーニング方法が提供されることになった。本発明の神経細胞の成長又は
移動の制御剤は、神経疾患の予防及び／又は治療のために使用することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　以下、本発明の実施の形態についてさらに詳細に説明する。
（Ａ）神経細胞の成長又は移動の制御剤
　本発明の神経細胞の成長又は移動の制御剤は、以下の何れかを有効成分として含有する
ものである。
（１）配列番号２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列か
らなるタンパク質又はその部分ペプチド；
（２）配列番号２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列か
らなるタンパク質又はその部分ペプチドをコードするポリヌクレオチド；又は
（３）配列番号２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列か
らなるタンパク質の活性又は発現を増大又は抑制する物質：
【００１４】
　配列番号２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有
するタンパク質（以下、本発明のタンパク質とも称する）は、ヒトを含む哺乳動物（例え
ば、ヒト、ニワトリ、モルモット、ラット、マウス、ウサギ、ブタ、ヒツジ、ウシ、サル
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など）の神経細胞（例えば、脊髄の細胞など）に由来するタンパク質であってもよいし、
合成タンパク質でもよい。
【００１５】
　配列番号２で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、配列番号
２で表わされるアミノ酸配列と約６０％以上、好ましくは約７０％以上、より好ましくは
約８０％以上、特に好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有
するアミノ酸配列を挙げることができる。ここで言うアミノ酸配列の相同性は、例えば、
ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ（National Center for Biotechnology Information Basic LocalAl
ignment Search Tool）を用いて計算することができる。このような本発明のタンパク質
としては、例えば、配列番号２で表されるアミノ酸配列において１又は数個（例えば、１
～２０個程度、好ましくは１～１０個程度、さらに好ましくは１～５個程度）のアミノ酸
が欠失、置換、付加及び／又は挿入されているアミノ酸配列からなるタンパク質を挙げる
ことができる。
【００１６】
　また、配列番号２で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列からなるタン
パク質は、配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質と実質的に同質の活性
を有するタンパク質であることが好ましい。実質的に同質の活性としては、例えば、脊髄
背側組織片(DSC)からのnetrin依存性の神経突起成長を阻害する活性、脊髄交連神経の脊
髄内での軸索成長を阻害する活性、網膜組織片からの神経突起成長を阻害する活性、又は
背側脊髄介在神経のdI3神経細胞の腹側への移動を抑制する活性などを挙げることができ
る。実質的に同質とは、それらの性質が生理学的に同質であることを示し、活性が同等（
例えば、約０．０１～１００倍、好ましくは約０．１～１０倍、より好ましくは０．５～
２倍）であることが好ましいが、これらの活性の程度は異なっていてもよい。
【００１７】
　本発明のタンパク質の部分ペプチドとしては、上記した本発明のタンパク質の部分ペプ
チドであって、好ましくは、上記した本発明のタンパク質と同様の性質を有する部分ペプ
チドを挙げることができる。部分ペプチドとしては、本発明のタンパク質を構成するアミ
ノ酸配列のうち少なくとも２０個以上、好ましくは５０個以上、さらに好ましくは７０個
以上、より好ましくは１００個以上、最も好ましくは２００個以上のアミノ酸配列を有す
るペプチドを用いることができる。
【００１８】
　また、本発明のタンパク質または部分ペプチドは塩として使用することもできる。塩と
しては、生理学的に許容される酸（無機酸又は有機酸など）や塩基（アルカリ金属塩など
）との塩を用いることができる。特に、生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。酸付
加塩の具体例としては、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、及
び有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石
酸、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）と
の塩を挙げることができる。
【００１９】
　本発明のタンパク質又はその部分ペプチドは、ヒトを哺乳動物の細胞または組織から通
常のタンパク質の精製方法によって精製してもよいし、当該タンパク質又はその部分ペプ
チドをコードするＤＮＡを含有する形質転換体を培養することによって組み換えタンパク
質として製造してもよいし、あるいはペプチド合成法によって製造してもよい。
【００２０】
　ヒトや哺乳動物の組織または細胞から精製する場合、ヒトや哺乳動物の組織または細胞
をホモジナイズした後、酸などで抽出を行ない、該抽出液を逆相クロマトグラフィー、イ
オン交換クロマトグラフィーなどのクロマトグラフィーを組み合わせることにより精製単
離することができる。
【００２１】
ペプチドの化学合成は、Fmoc法(フルオレニルメチルオキシカルボニル法)、tBoc法(t－ブ
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チルオキシカルボニル法)等の、当業者に公知の方法によって行うことができる。また、
桑和貿易(米国Advanced Chem Tech社製)、パーキンェルマージャバン(米国Perkin Elmer
社製)、アマシャムファルマシアバイオテク(Amersham Pharmacia Biotech社製)、アロカ(
米国Protein Technology Instrument社製)、クラボウ(米国Synthecell-Vega社製)、日本
パーセプティブ・リミテッド(米国PerSeptive社製)、島津製作所等のペプチド合成機を利
用して化学合成することもできる。
【００２２】
　本発明のタンパク質又はその部分ペプチドをコードするポリヌクレオチドとしては、上
記した本発明のタンパク質又はその部分ペプチドをコードする塩基配列を含有するもので
あれば、任意のポリヌクレオチドを使用することができる。ポリヌクレオチドは、好まし
くは、ＤＮＡである。ＤＮＡとしては、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、又は合成ＤＮＡのいず
れでもよい。本発明のタンパク質をコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号１で表
される塩基配列からなるＤＮＡ、または配列番号１で表される塩基配列とストリンジェン
トな条件下でハイブリダイズする塩基配列からなり、配列番号２で表されるアミノ酸配列
からなるタンパク質と実質的に同質の性質を有するタンパク質をコードするＤＮＡを挙げ
ることができる。
【００２３】
　配列番号１で表される塩基配列とストリンジェントな条件下でハイブリダイズできるＤ
ＮＡとしては、例えば、配列番号１で表される塩基配列と約６０％以上、好ましくは約７
０％以上、さらに好ましくは約８０％以上、特に好ましくは約９０％以上、最も好ましく
は約９５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
【００２４】
　本明細書において「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズできるＤＮＡ」とは、
ＤＮＡをプローブとして使用し、コロニーハイブリダイゼーション法、プラークハイブリ
ダイゼーション法、あるいはサザンブロットハイブリダイゼーション法等を用いることに
より得られるＤＮＡの塩基配列を意味し、例えば、コロニーあるいはプラーク由来のＤＮ
Ａまたは該ＤＮＡの断片を固定化したフィルターを用いて、０．７～１．０ＭのＮａＣｌ
存在下６５℃でハイブリダイゼーションを行った後、０．１～２×ＳＳＣ溶液（１×ＳＳ
Ｃの組成は、１５０ｍＭ塩化ナトリウム、１５ｍＭクエン酸ナトリウム）を用い、６５℃
条件下でフィルターを洗浄することにより同定できるＤＮＡ等を挙げることができる。ハ
イブリダイゼーションは、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　２ｎｄＥｄｔ．，　Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９８９）
等に記載されている方法に準じて行うことができる。
【００２５】
　本発明のタンパク質又はその部分ペプチドをコードするＤＮＡのクローニング法として
は、本発明のタンパク質をコードする塩基配列の一部分を有する合成ＤＮＡプライマーを
用いてＰＣＲ法によって増幅するか、または適当なベクターに組み込んだＤＮＡを本発明
のタンパク質の一部あるいは全領域をコードするＤＮＡ断片もしくは合成ＤＮＡを用いて
標識したものとのハイブリダイゼーションによって選別することができる。
【００２６】
　本発明のＤＮＡは適当なベクター中に挿入して使用することができる。本発明で用いる
ベクターの種類は特に限定されず、例えば、自立的に複製するベクター（例えばプラスミ
ド等）でもよいし、あるいは、宿主細胞に導入された際に宿主細胞のゲノムに組み込まれ
、組み込まれた染色体と共に複製されるものであってもよい。
【００２７】
　組み換えタンパク質を製造する場合には、発現ベクターを用いる。発現ベクターにおい
て本発明のポリヌクレオチドは、転写に必要な要素（例えば、プロモーター等）が機能的
に連結されている。プロモータは宿主細胞において転写活性を示すＤＮＡ配列であり、宿
主の種類に応じて適宜することができる。
【００２８】
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　細菌細胞で作動可能なプロモータとしては、バチルス・ステアロテルモフィルス・マル
トジェニック・アミラーゼ遺伝子(Bacillusstearothermophilus maltogenic amylase gen
e)、バチルス・リケニホルミスαアミラーゼ遺伝子(Bacillus licheniformis alpha-amyl
ase gene)、バチルス・アミロリケファチエンス・BANアミラーゼ遺伝子(Bacillus amylol
iquefaciens BAN amylase gene)、バチルス・サブチリス・アルカリプロテアーゼ遺伝子(
Bacillus Ｓubtilis alkaline protease gene)もしくはバチルス・プミルス・キシロシダ
ーゼ遺伝子(Bacillus pumilus xylosldase gene)のプロモータ、またはファージ・ラムダ
のＰR若しくはＰLプロモータ、大腸菌の lac、trp若しくはtacプロモータなどが挙げられ
る。
【００２９】
　哺乳動物細胞で作動可能なプロモータの例としては、ＳＶ４０プロモータ、ＭＴ－１（
メタロチオネイン遺伝子）プロモータ、またはアデノウイルス２主後期プロモータなどが
ある。昆虫細胞で作動可能なプロモータの例としては、ポリヘドリンプロモータ、Ｐ１０
プロモータ、オートグラファ・カリホルニカ・ポリヘドロシス塩基性タンパクプロモータ
、バキュウロウイルス即時型初期遺伝子１プロモータ、またはバキュウロウイルス３９Ｋ
遅延型初期遺伝子プロモータ等がある。酵母宿主細胞で作動可能なプロモータの例として
は、酵母解糖系遺伝子由来のプロモータ、アルコールデヒドロゲナーゼ遺伝子プロモータ
、ＴＰＩ１プロモータ、ＡＤＨ2-4cプロモータなどが挙げられる。
【００３０】
　糸状菌細胞で作動可能なプロモータの例としては、ＡＤＨ３プロモータまたはｔｐｉＡ
プロモータなどがある。
【００３１】
　また、本発明のポリヌクレオチドは必要に応じて、例えばヒト成長ホルモンターミネー
タまたは真菌宿主についてはＴＰＩ１ターミネータ若しくはＡＤＨ３ターミネータのよう
な適切なターミネータに機能的に結合されてもよい。組み換えベクターは更に、ポリアデ
ニレーションシグナル(例えばＳＶ４０またはアデノウイルス５Ｅ１ｂ領域由来のもの)、
転写エンハンサ配列（例えばＳＶ４０エンハンサ）および翻訳エンハンサ配列（例えばア
デノウイルス ＶＡ ＲＮＡ をコードするもの）のような要素を有していてもよい。
【００３２】
　組み換えベクターは更に、該ベクターが宿主細胞内で複製することを可能にするＤＮＡ
配列を具備してもよく、その一例としてはＳＶ４０複製起点（宿主細胞が哺乳類細胞のと
き）が挙げられる。組み換えベクターはさらに選択マーカーを含有してもよい。選択マー
カーとしては、例えば、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）またはシゾサッカロマイ
セス・ポンベＴＰＩ遺伝子等のようなその補体が宿主細胞に欠けている遺伝子、または例
えばアンピシリン、カナマイシン、テトラサイクリン、クロラムフェニコール、ネオマイ
シン若しくはヒグロマイシンのような薬剤耐性遺伝子を挙げることができる。
【００３３】
　本発明のポリヌクレオチド又は組み換えベクターは、適当な宿主に導入することによっ
て形質転換体を作製することができる。
【００３４】
　本発明のポリヌクレオチドまたは組み換えベクターを導入される宿主細胞は、本発明の
ＤＮＡ構築物を発現できれば任意の細胞でよく、細菌、酵母、真菌および高等真核細胞等
が挙げられる。
　細菌細胞の例としては、バチルスまたはストレプトマイセス等のグラム陽性菌又は大腸
菌等のグラム陰性菌が挙げられる。これら細菌の形質転換は、プロトプラスト法、または
公知の方法でコンピテント細胞を用いることにより行なえばよい。
【００３５】
　哺乳類細胞の例としては、ＨＥＫ２９３細胞、ＨｅＬａ細胞、ＣＯＳ細胞、ＢＨＫ細胞
、ＣＨＬ細胞またはＣＨＯ細胞等が挙げられる。哺乳類細胞を形質転換し、該細胞に導入
されたＤＮＡ配列を発現させる方法も公知であり、例えば、エレクトロポレーション法、
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リン酸カルシウム法、リポフェクション法等を用いることができる。
　酵母細胞の例としては、サッカロマイセスまたはシゾサッカロマイセスに属する細胞が
挙げられ、例えば、サッカロマイセス・セレビシエ(Saccharomyces cerevisiae)またはサ
ッカロマイセス・クルイベリ(Ｓaccharomyces kluyveri)等が挙げられる。酵母宿主への
組み換えベクターの導入方法としては、例えば、エレクトロポレーション法、スフェロブ
ラスト法、酢酸リチウム法等を挙げることができる。
【００３６】
　他の真菌細胞の例は、糸状菌、例えばアスペルギルス、ニューロスポラ、フザリウム、
またはトリコデルマに属する細胞である。宿主細胞として糸状菌を用いる場合、ＤＮＡ構
築物を宿主染色体に組み込んで組換え宿主細胞を得ることにより形質転換を行うことがで
きる。ＤＮＡ構築物の宿主染色体への組み込みは、公知の方法に従い、例えば相同組換え
または異種組換えにより行うことができる。
【００３７】
　昆虫細胞を宿主として用いる場合には、組換え遺伝子導入ベクターおよびバキュロウイ
ルスを昆虫細胞に共導入して昆虫細胞培養上清中に組換えウイルスを得た後、さらに組換
えウイルスを昆虫細胞に感染させ、蛋白質を発現させることができる（例えば、Baculovi
rus Expression Vectors, A Laboratory Manua1；及びカレント・プロトコールズ・イン
・モレキュラー・バイオロジー、Bio/Technology, 6, 47(1988)等に記載）。
　バキュロウイルスとしては、例えば、ヨトウガ科昆虫に感染するウイルスであるアウト
グラファ・カリフォルニカ・ヌクレアー・ポリヘドロシス・ウイルス(Autographa califo
rnica nuclear polyhedrosis virus)等を用いることができる。
【００３８】
　昆虫細胞としては、Spodoptera frugiperdaの卵巣細胞であるＳｆ９、Ｓｆ２１〔バキ
ュロウイルス・エクスプレッション・ベクターズ、ア・ラボラトリー・マニュアル、ダブ
リュー・エイチ・フリーマン・アンド・カンパニー(W. H. Freeman and Company)、ニュ
ーヨーク(New York)、(1992)〕、Trichoplusia niの卵巣細胞であるＨｉＦｉｖｅ(インビ
トロジェン社製)等を用いることができる。
　組換えウイルスを調製するための、昆虫細胞への組換え遺伝子導入ベクターと上記バキ
ュロウイルスの共導入方法としては、例えば、リン酸カルシウム法又はリポフェクション
法等を挙げることができる。
【００３９】
　上記の形質転換体は、導入されたＤＮＡ構築物の発現を可能にする条件下で適切な栄養
培地中で培養する。形質転換体の培養物から、本発明の蛍光融合蛋白質を単離精製するに
は、通常の蛋白質の単離、精製法を用いればよい。
　例えば、本発明のタンパク質が、細胞内に溶解状態で発現した場合には、培養終了後、
細胞を遠心分離により回収し水系緩衝液に懸濁後、超音波破砕機等により細胞を破砕し、
無細胞抽出液を得る。該無細胞抽出液を遠心分離することにより得られた上清から、通常
の蛋白質の単離精製法、即ち、溶媒抽出法、硫安等による塩析法、脱塩法、有機溶媒によ
る沈殿法、ジエチルアミノエチル(DEAE)セファロース等のレジンを用いた陰イオン交換ク
ロマトグラフィー法、S-Sepharose FF(ファルマシア社製)等のレジンを用いた陽イオン交
換クロマトグラフィー法、ブチルセファロース、フェニルセファロース等のレジンを用い
た疎水性クロマトグラフィー法、分子篩を用いたゲルろ過法、アフィニティークロマトグ
ラフィ一法、クロマトフォーカシング法、等電点電気泳動等の電気泳動法等の手法を単独
あるいは組み合わせて用い、精製標品を得ることができる。
【００４０】
　本発明で用いることができる配列番号２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的
に同一のアミノ酸配列からなるタンパク質の活性又は発現を増大又は抑制する物質の具体
例としては、抗体、アンチセンスポリヌクレオチド、又は低分子化合物などのその他の物
質を挙げることができる。
【００４１】
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　本発明のタンパク質に対する抗体は、ポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体の何
れでもよい。本発明のタンパク質に対する抗体は、本発明のタンパク質又はその部分ペプ
チドを抗原として用い、当業者に公知の常法に従って製造することができる。
【００４２】
　本発明のタンパク質に対する抗体は、例えば、本発明のタンパク質又はその部分ペプチ
ドを抗原として哺乳動物を免疫感作し、該哺乳動物から血液を採取し、採取した血液から
抗体を分離・精製することにより得ることができる。本発明では、例えば、マウス、ハム
スター、モルモット、ニワトリ、ラット、ウサギ、イヌ、ヤギ、ヒツジ、ウシ等の哺乳動
物を免疫することができる。免疫感作の方法としては、当業者に公知の通常の免疫感作の
方法を用いて、例えば抗原を１回以上投与することにより行うことができる。
【００４３】
　抗原投与は、例えば、７から３０日、特に１２から１６日間隔で２または３回投与する
ことができる。投与量は１回につき、例えば抗原約０．０５から２ｍｇ程度を目安とする
ことができる。投与経路も特に限定されず、皮下投与、皮内投与、腹膜腔内投与、静脈内
投与、筋肉内投与等を適宜選択することができるが、静脈内、腹膜腔内もしくは皮下に注
射することにより投与することが好ましい。また、抗原は適当な緩衝液、例えば完全フロ
イントアジュバント、ＲＡＳ〔MPL(Monophosphoryl Lipid A)+TDM(Synthetic Trehalose 
Dicorynomycolate)+CWS(Cell Wall Skeleton) アジュバントシステム〕 、水酸化アルミ
ニウム等の通常用いられるアジュバントを含有する適当な緩衝液に溶解して用いることが
できるが、投与経路や条件等によっては、上記したアジュバントは使用しない場合もある
。ここでアジュバントとは抗原とともに投与したとき、非特異的にその抗原に対する免疫
反応を増強する物質を意味する。
【００４４】
　免疫感作した哺乳動物を０．５から４ケ月間飼育した後、該哺乳動物の血清を耳静脈等
から少量サンプリングし、抗体価を測定することができる。抗体価が上昇してきたら、状
況に応じて抗原の投与を適当回数実施する。例えば１０μｇ～１０００μｇの抗原を用い
て追加免疫を行なうことができる。最後の投与から１～２ケ月後に免疫感作した哺乳動物
から通常の方法により血液を採取して、該血液を、例えば遠心分離、硫酸アンモニウムま
たはポリエチレングリコールを用いた沈澱、ゲルろ過クロマトグラフィー、イオン交換ク
ロマトグラフィー、アフィニティクロマトグラフィー等のクロマトグラフィー等の通常の
方法によって分離・精製することにより、ポリクローナル抗血清として、本発明のポリク
ローナル抗体を得ることができる。なお血清は、たとえば、５６℃で３０分間処理するこ
とによって補体系を不活性化してもよい。
【００４５】
　また、本発明の抗体がモノクローナル抗体の場合、該モノクローナル抗体のグロブリン
タイプは特に限定されず、例えばＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤ等が挙げられ
る。また、本発明のモノクローナル抗体は、ヒト化抗体又はヒト抗体でもよい。
【００４６】
　モノクローナル抗体の作製は、当業者に既知の方法により行うことができ、例えば、ハ
イブリドーマを用いた方法により行うことができる。本発明のモノクローナル抗体を産生
する細胞株は特に制限されないが、例えば、抗体産生細胞とミエローマ細胞株との細胞融
合によりハイブリドーマとして得ることができる。本発明のモノクローナル抗体を産生す
るハイブリドーマは、以下のような細胞融合法によって得ることができる。
【００４７】
　抗体産生細胞としては、免疫された動物からの脾細胞、リンパ節細胞、Ｂリンパ球等を
使用する。免疫される動物としてはマウス、ラット等が使用され、これらの動物への抗原
の投与は常法に従って行う。例えば完全フロインドアジュバント、不完全フロインドアジ
ュバントなどのアジュバントと抗原との懸濁液もしくは乳化液を調製し、これを動物の静
脈、皮下、皮内、腹腔内等に数回投与することによって動物を免疫化する。免疫化した動
物から抗体産生細胞として例えば脾細胞を取得し、これとミエローマ細胞とをそれ自体公
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知の方法（G.Kohler et al .,Nature,256 495(1975)）により融合することにより、ハイ
ブリドーマを作製することができる。
【００４８】
　細胞融合に使用するミエローマ細胞株としては、例えばマウスではＰ３Ｘ６３Ａｇ８、
Ｐ３Ｕ１株、Ｓｐ２／０株などが挙げられる。細胞融合を行なうに際しては、ポリエチレ
ングリコール、センダイウイルスなどの融合促進剤を用い、細胞融合後のハイブリドーマ
の選抜にはヒポキサンチン・アミノプテリン・チミジン（ＨＡＴ）培地を常法に従って使
用することができる。細胞融合により得られたハイブリドーマは限界希釈法等によりクロ
ーニングすることができる。更に、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）等によりスクリーニン
グを行なうことにより、本発明のタンパク質を特異的に認識するモノクローナル抗体を産
生する細胞株を得ることができる。
【００４９】
　このようにして得られたハイブリドーマから目的とするモノクローナル抗体を製造する
には、通常の細胞培養法や腹水形成法により該ハイブリドーマを培養し、培養上清あるい
は腹水から該モノクローナル抗体を精製すればよい。培養上清もしくは腹水からのモノク
ローナル抗体の精製は、常法により行なうことができる。例えば、硫安分画、ゲルろ過、
イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィーなどを適宜組み合わ
せて使用できる。
【００５０】
　また、上記したような各種抗体の断片も本発明の範囲内である。抗体の断片としては、
Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆａｂ’フラグメント等が挙げられる。
【００５１】
　アンチセンスポリヌクレオチドとしては、本発明のポリヌクレオチドの塩基配列に相補
的または実質的に相補的な塩基配列またはその一部を有し、本発明のポリヌクレオチドの
発現を抑制することができるものであれば、任意のアンチセンスポリヌクレオチドを使用
することができる。
【００５２】
　本発明のポリヌクレオチドに実質的に相補的な塩基配列とは、例えば、本発明のポリヌ
クレオチドに相補的な塩基配列の全塩基配列と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、
より好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有する塩基配列な
どを挙げることができる。翻訳阻害を指向したアンチセンスポリヌクレオチドの場合は、
本発明のタンパク質のＮ末端部位をコードする部分の塩基配列（例えば、開始コドン付近
の塩基配列など）の相補鎖と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約
９０％以上、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有するアンチセンスポリヌクレオチ
ドを使用することが好ましい。また、ＲＮａｓｅＨによるＲＮＡ分解を指向するアンチセ
ンスポリヌクレオチドの場合は、イントロンを含む本発明のＤＮＡの全塩基配列の相補鎖
と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、最も好ましく
は約９５％以上の相同性を有するアンチセンスポリヌクレオチドが好ましい。
【００５３】
　アンチセンスポリヌクレオチドの長さは、一般的には１０～５０塩基、好ましくは１０
～４０塩基、さらに好ましくは１５～３０塩基である。本発明で用いることができるアン
チセンスポリヌクレオチドは、通常のＤＮＡ合成装置を用いて製造することができる。
【００５４】
　上記したアンチセンスポリヌクレオチドと同様に、本発明のタンパク質をコードするＲ
ＮＡの一部を含有するリボザイム、本発明のタンパク質が結合するＤＮＡ配列に対するデ
コイオリゴヌクレオチドなども、本発明のポリヌクレオチドの発現を抑制することができ
、生体内における本発明のタンパク質の機能を抑制することができる。
【００５５】
　リボザイムは、公知の方法に準じて、本発明のポリヌクレオチドの配列を基に設計して
製造することができる。例えば、本発明のタンパク質をコードするＲＮＡの一部に公知の
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リボザイムを連結することによって製造することができる。本発明のタンパク質をコード
するＲＮＡの一部としては、公知のリボザイムによって切断され得る本発明のＲＮＡ上の
切断部位に近接した部分（ＲＮＡ断片）が挙げられる。
【００５６】
　デコイオリゴヌクレオチドは、公知の方法に準じて、本発明のタンパク質が結合するＤ
ＮＡの配列を基に設計して製造することができる。具体的には、該デコイオリゴヌクレオ
チドとしては、本発明のタンパク質が結合するＤＮＡの配列とハイストリンジェントな条
件下でハイブリダイズする塩基配列を有し、本発明のタンパク質が結合し得るものであれ
ば何れのものでもよい。本発明のタンパク質が結合するＤＮＡの配列とハイブリダイズで
きる塩基配列としては、例えば、本発明のタンパク質が結合するＤＮＡの配列と約７０％
以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９５％
以上の相同性を有する塩基配列などが用いられる。
【００５７】
　さらに本発明では、ＲＮＡｉを引き起こすことができるｓｉＲＮＡ又はｓｈＲＮＡなど
を、配列番号２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列から
なるタンパク質の活性又は発現を抑制する物質として使用することもできる。ｓｉＲＮＡ
 は、約２０塩基（例えば、約２１～２３塩基）またはそれ未満の長さの二本鎖ＲＮＡで
ある。このようなｓｉＲＮＡ は、細胞に発現させることにより遺伝子発現を抑制し、そ
のｓｉＲＮＡ の標的となる遺伝子の発現を抑制することができる。
【００５８】
　ｓｉＲＮＡ は、ＲＮＡｉを引き起こすことができる限り、どのような形態のものでも
よい。ここで、「ｓｉＲＮＡ 」とは、ｓｈｏｒｔ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡの略
称であり、人工的に化学合成されるかまたは生化学的に合成されたものか、あるいは生物
体内で合成されたものか、あるいは約４０塩基以上の二本鎖ＲＮＡが体内で分解されてで
きた１０塩基対以上の短鎖二本鎖ＲＮＡをいい、通常、５'－リン酸、３'－ＯＨの構造を
有しており、３'末端は約２塩基突出している。このｓｉＲＮＡ に特異的なタンパク質が
結合して、ＲＩＳＣ（ＲＮＡ－ｉｎｄｕｃｅｄ－ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ－ｃｏｍｐｌｅｘ）
が形成される。この複合体は、ｓｉＲＮＡ と同じ配列を有するｍＲＮＡを認識して結合
し、ＲＮａｓｅＩＩＩ様の酵素活性によってｓｉＲＮＡ の中央部でｍＲＮＡを切断する
。
【００５９】
　ｓｉＲＮＡ の配列と、標的として切断するｍＲＮＡの配列とは１００％一致すること
が好ましい。しかし、ｓｉＲＮＡ の中央から外れた位置の塩基が一致していない場合に
ついては、ＲＮＡｉによる切断活性は部分的には残存することが多いので、必ずしも１０
０％一致していなくてもよい。
【００６０】
　本発明では、ｓｉＲＮＡをＲＮＡｉを引き起こす因子として用いることができるし、ｓ
ｉＲＮＡ を生成するような因子（例えば、約４０塩基以上のｄｓＲＮＡ）をそのような
因子として用いることができる。例えば、本発明のタンパク質をコードする遺伝子の塩基
配列の一部に対して少なくとも約７０％、好ましくは７５％以上、より好ましくは８０％
以上、より好ましくは８５％以上、さらに好ましくは９０％以上、特に好ましくは９５％
以上、最も好ましくは１００％の相同性を有する配列を含む、二本鎖部分を含むＲＮＡま
たはその改変体を使用することができる。相同性を有する配列部分は、通常は、少なくと
も約１５ヌクレオチド以上であり、好ましくは少なくとも約１９ヌクレオチドであり、よ
り好ましくは少なくとも約２０ヌクレオチド長であり、さらに好ましくは少なくとも約２
１ヌクレオチド長である。
【００６１】
　本発明においては、ＲＮＡｉを引き起こす因子として、３'末端に突出部を有する短い
ヘアピン構造から成るｓｈＲＮＡ（ｓｈｏｒｔ　ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ）を使用するこ
とができる。ｓｈＲＮＡとは、一本鎖ＲＮＡで部分的に回文状の塩基配列を含むことによ
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り、分子内で二本鎖構造をとり、ヘアピンのような構造となる約２０塩基対以上の分子の
ことを言う。そのようなｓｈＲＮＡは、細胞内に導入された後、細胞内で約２０塩基（代
表的には例えば、２１塩基、２２塩基、２３塩基）の長さに分解され、ｓｉＲＮＡ と同
様にＲＮＡｉを引き起こすことができる。上記の通りｓｈＲＮＡは、ｓｉＲＮＡ と同様
にＲＮＡｉを引き起こすことから、本発明において有効に用いることができる。
【００６２】
　ｓｈＲＮＡは好ましくは、３'突出末端を有している。二本鎖部分の長さは特に限定さ
れないが、好ましくは約１０ヌクレオチド以上であり、より好ましくは約２０ヌクレオチ
ド以上である。ここで、３'突出末端は、好ましくはＤＮＡであり、より好ましくは少な
くとも２ヌクレオチド以上のＤＮＡであり、さらに好ましくは２～４ヌクレオチドのＤＮ
Ａである。
【００６３】
　本発明のタンパク質をコードする遺伝子のアンチセンスポリヌクレオチド、本発明のタ
ンパク質の活性または発現を阻害する化合物、または本発明のタンパク質に対する抗体を
含有する医薬は、神経疾患の治療及び／又は予防のために使用することができる。さらに
、本発明のタンパク質をコードする遺伝子、本発明のタンパク質をコードする遺伝子 の
アンチセンスポリヌクレオチドまたは本発明のタンパク質に対する抗体は、神経疾患（例
えば、アルツハイマー病、パーキンソン症候群、脊髄損傷、てんかん、精神分裂病、うつ
病など）などの診断薬として使用することができる。
【００６４】
　本発明のタンパク質は、脊髄背側組織片(DSC)からのnetrin依存性の神経突起成長を阻
害する活性、脊髄交連神経の脊髄内での軸索成長を阻害する活性、網膜組織片からの神経
突起成長を阻害する活性、又は背側脊髄介在神経のdI3神経細胞の腹側への移動を抑制す
る活性を有し、神経組織において発現が見られる。従って、本発明のタンパク質は、神経
細胞の成長又は移動の制御剤として使用することができる。さらに、本発明のタンパク質
の活性や発現量を制御することにより、神経疾患（例えば、アルツハイマー病、パーキン
ソン症候群、脊髄損傷、てんかん、精神分裂病、うつ病など）を予防又は治療できる可能
性がある。
【００６５】
　本発明の神経細胞の成長又は移動の制御剤を作製する場合、本発明のタンパク質は、錠
剤、カプセル剤、エリキシル剤、マイクロカプセル剤などとして経口的に、あるいは無菌
性溶液または懸濁液剤などの注射剤の形態で非経口的に投与することができる。
【００６６】
　錠剤及びカプセル剤用の添加剤としては、例えば、ゼラチン、コーンスターチ、トラガ
ント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースのような賦形剤、コーンスターチ
、ゼラチン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグネシウムのような潤滑剤
、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味剤、ペパーミント、アカモノ油またはチェ
リーのような香味剤を使用することができる。
【００６７】
　注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖等を含む等張液（例えば、Ｄ
－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウムなど）を挙げることができる。また
緩衝剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム緩衝液など）、無痛化剤（例えば、塩
化ベンザルコニウム、塩酸プロカインなど）、安定剤（例えば、ヒト血清アルブミン、ポ
リエチレングリコールなど）、保存剤（例えば、ベンジルアルコール、フェノールなど）
、酸化防止剤などを適宜配合してもよい。
【００６８】
　本発明の薬剤は、例えば、哺乳動物（例えば、ヒト、ラット、マウス、モルモット、ウ
サギ、トリ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネコ、イヌ、サル、チンパンジーなど）に対し
て投与することができる。
【００６９】
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本発明のタンパク質の投与量は、対象疾患、投与対象、投与経路に応じて適宜設定するこ
とができるが、例えば、成人（体重６０ｋｇとして）においては、一日につき該タンパク
質を約０．０１～１００ｍｇ、好ましくは約０．１～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０
～２０ｍｇ投与することができる。
【００７０】
　本発明のタンパク質の活性を中和する作用を有する中和抗体、アンチセンスポリヌクレ
オチドなどの配列番号２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列からなるタンパク質の活性又は発現を増大又は抑制する物質も、脊髄背側組織片(DSC
)からのnetrin依存性の神経突起成長を阻害又は促進する活性、脊髄交連神経の脊髄内で
の軸索成長を阻害する活性、網膜組織片からの神経突起成長を阻害する活性、及び背側脊
髄介在神経のdI3神経細胞の腹側への移動を抑制又は促進する活性を有するため、神経細
胞の成長又は移動の制御剤として使用することができ、例えば、神経疾患（例えば、アル
ツハイマー病、パーキンソン症候群、脊髄損傷、てんかん、精神分裂病、うつ病など）の
予防又は治療のために使用することができる。
【００７１】
　抗体は、適当な医薬組成物として投与することができる。抗体を含む医薬組成物として
は、上記抗体と薬理学的に許容され得る担体、希釈剤もしくは賦形剤を含む医薬組成物を
挙げることができる。このような医薬組成物は、経口または非経口投与（例えば、関節内
投与）に適する剤形として提供することができ、吸入剤として投与することもできる。
【００７２】
　アンチセンスポリヌクレオチドを本発明の制御剤として使用する場合は、公知の方法に
したがって製剤化し、投与することができる。例えば、アンチセンスポリヌクレオチドを
用いる場合、該アンチセンスポリヌクレオチドを単独あるいはレトロウイルスベクター、
アデノウイルスベクター、アデノウイルスアソシエイテッドウイルスベクターなどの適当
なベクターに挿入した後、常法に従って、ヒトまたは哺乳動物（例えば、ラット、ウサギ
、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して経口的または非経口的に投与す
ることができる。該アンチセンスポリヌクレオチドはそのままで、あるいは補助剤などの
生理学的に認められる担体とともに製剤化し、遺伝子銃やハイドロゲルカテーテルのよう
なカテーテルによって投与できる。あるいは、エアロゾル化して吸入剤として気管内に局
所投与することもできる。さらに、体内動態の改良、半減期の長期化、細胞内取り込み効
率の改善を目的に、前記のアンチセンスポリヌクレオチドを単独またはリポゾームなどの
担体とともに製剤（注射剤）化し、静脈、皮下等に投与してもよい。さらに、アンチセン
スポリヌクレオチドは、組織や細胞における本発明のＤＮＡの存在やその発現状況を調べ
るための診断用オリゴヌクレオチドプローブとして使用することもできる。
【００７３】
（Ｂ）本発明のタンパク質の活性を増大又は抑制する化合物をスクリーニングする方法
　本発明のタンパク質は、脊髄背側組織片(DSC)からのnetrin依存性の神経突起成長を阻
害する活性、脊髄交連神経の脊髄内での軸索成長を阻害する活性、網膜組織片からの神経
突起成長を阻害する活性、又は背側脊髄介在神経のdI3神経細胞の腹側への移動を抑制す
る活性を有するため、本発明のタンパク質の活性又は発現を増大又は抑制する物質は、神
経疾患（例えば、アルツハイマー病、パーキンソン症候群、脊髄損傷、てんかん、精神分
裂病、うつ病など）などの治療・予防剤として使用することができる。
【００７４】
　従って、本発明のタンパク質は、本発明のタンパク質の活性又は発現を増大又は抑制す
る物質をスクリーニングするための試薬として有用である。すなわち本発明によれば、本
発明のタンパク質又はその部分ペプチドを用いることを特徴とする、該タンパク質の活性
又は発現を増大又は抑制する物質をスクリーニングする方法が提供される。
【００７５】
　具体的には、上記スクリーニング方法においては、例えば、試験化合物の存在下と非存
在下において、本発明のタンパク質の発現量を測定して、比較することができる。
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【００７６】
　試験化合物としては、例えば、ペプチド、タンパク質、生体由来非ペプチド性化合物（
糖質、脂質など）、合成化合物、微生物培養物、細胞抽出液などが挙げられ、これら化合
物は新規化合物であってもよいし、公知の化合物であってもよい。上記のスクリーニング
の際には、本発明のタンパク質を産生する能力を有する細胞をスクリーニングに適した培
地を用いて培養することによってスクリーニングを行うことができる。
【００７７】
　本発明のタンパク質を産生する能力を有する細胞としては、本発明のタンパク質をコー
ドするＤＮＡを含有するベクターで宿主を形質転換して得られる形質転換体を使用するこ
とができる。宿主としては、例えば、ＣＯＳ７細胞、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ２９３細胞など
の動物細胞を用いることができる。
【００７８】
　本発明のタンパク質の発現量は、タンパク質又はｍＲＮＡの量を測定することによって
調べることができる。タンパク質量の測定は、公知の方法、例えば、本発明のタンパク質
を認識する抗体を用いて、細胞抽出液中などに存在するタンパク質を、ウェスタンブロッ
ト、ＥＬＩＳＡ法などの方法により測定することができる。ｍＲＮＡ量の測定は、例えば
、ノーザンブロッティングやＲＴ－ＰＣＲなどの方法により測定することができる。
【００７９】
　例えば、本発明のタンパク質の発現量を、約２０％以上、好ましくは３０％以上、より
好ましくは約５０％以上増大又は抑制する試験化合物を本発明のタンパク質の活性を増大
又は抑制する物質として選択することができる。
【００８０】
　さらに本発明のスクリーニング方法により得られる物質を、本発明の神経細胞の成長又
は移動の制御剤として使用する場合は、常法に従って製剤化することができる。
【００８１】
　例えば、経口投与のための組成物としては、固体または液体の剤形、具体的には錠剤、
顆粒剤、散剤、カプセル剤、シロップ剤、乳剤、懸濁剤などが挙げられる。上記組成物は
、通常の担体、希釈剤もしくは賦形剤などを用いて、公知の方法により製造することがで
きる。非経口投与のための組成物としては、例えば、注射剤、坐剤などが用いられ、注射
剤は静脈注射剤、皮下注射剤、皮内注射剤、筋肉注射剤、点滴注射剤、関節内注射剤など
が挙げられる。
【００８２】
　上記した組成物は、例えば、ヒトまたは哺乳動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、
ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、トリ、ネコ、イヌ、サル、チンパンジーなど）に対して経口
的にまたは非経口的に投与することができる。該化合物の投与量は、対象疾患、投与対象
、投与経路に応じて適宜選択することができるが、一般的には、成人（体重６０ｋｇとし
て）においては、一日につき該化合物またはその塩を約０．０１～１００ｍｇ、好ましく
は約０．１～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与することができる。
【００８３】
　以下の実施例により本発明を具体的に説明するが、本発明は実施例によって限定される
ものではない。
【実施例】
【００８４】
実施例１：ａｎｔｉ-ＳＣ１抗体を用いたイムノパンニング
（１）パンニング皿の作成
　細胞接着力が低い無菌プラスチック皿（細胞培養用でないもの）に精製された抗マウス
 Ig G  10μg  in  10ml  Tris  buffer（ 0.5M、pH 9.5）を入れ、4℃にて 12 時間以上
置く。３回 10ml  の PBS で洗った後、MAb SC1（運動神経細胞を認識するモノクローナ
ル抗体；Tanaka, H. and Obata, K. : Developmental changes in unique cell surface 
antigens of  chick embryo spinal motoneurons and ganglion cells.  Dev. Biol. 106
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, 26, 1984）のハイブリドーマ培養上清　2ml （抗体として約 20μg）と 8ml PBSを 入
れた後、室温にて１時間静置する。10ml  の PBS で２回 洗った後、培養液（Ham F12-DM
EM、10% horse serum、5% chick embryo extract）10ml  を入れパンニング皿を作成する
。
【００８５】
（２）組織から目的の細胞を単離
　ニワトリ 5 日目胚（ 3 ～ 5 匹）から脊髄全体を取り出し、Ca++ -Mg++ -free  Hanks
  で 3 回洗う。取り出した脊髄全体を0.05%  trypsin in Ca++ -Mg++ -free  Hanks、37
℃で１５分間 処理し、培溶液で洗う。一次抗体が認識する 細胞表面抗原を損なわないよ
うに、酵素濃度は低くしている。培養液 1ml を入れピペットマンのブルーチップで 8 回
ピペッテイングし、細胞塊が沈むまで数分間静置する。細胞塊を吸わないよう上清中の単
離した細胞のみを得る。残った細胞塊に再び培養液 1ml を入れ同様にピペッティングし
、細胞を集める。
【００８６】
（３）細胞回収
　パンニング皿に単離した細胞を入れ、室温で１時間静置する。接着しなかった細胞を除
くため培養液を吸引し、 3ml の PBS を入れパンニング皿を旋回させ PBS を吸引する。P
BS は皿壁から入れ、皿底に直接当てない。この操作を 8 回 繰り返し、浮遊する細胞が
ほとんど無くなっていることを顕微鏡下にて確認し、培養液を入れる。細胞を回収する際
は、培養液で機械的に細胞を剥離し細胞数を計測して遠心機にかける。培養液で目的の細
胞密度にして、細胞培養実験に用いる。
【００８７】
（４）結果
　精製したニワトリ胚運動神経細胞の神経突起成長例を図１に示す。
【００８８】
実施例２：ＤｒａｘｉｎｃＤＮＡのクローニング
　実施例１で調製した濃縮したE5-5.5ニワトリ脊髄運動ニューロンのポリA＋RNAから、cD
NAライブラリーを構築し、レトロウイルスベクターpMX-SST（Kojima, T., Kitamura, T.,
 1999. A signal sequence trap based on a constitutively active cytokine receptor
. Nat. Biotech. 17, 487-490）に挿入した。cDNAライブラリーを、Kojima, T., Kitamur
a, T., 1999. A signal sequence trap based on a constitutively active cytokine re
ceptor. Nat. Biotech. 17, 487-490に記載されたシグナル配列トラップ法（SST-REX）に
よりスクリーニングした。得られたcDNAの配列を決定し、新規cDNAクローンを同定するた
めにNCBIでサーチした。次いで、新規又は機能未知のcDNAのmRNA発現をin situハイブリ
ダイゼーションにより調べた。
【００８９】
　クローン12D3は、脊髄ではroof plate（蓋板）に、脳では背側領域で発現しており、そ
の全長cDNAは、E14ニワトリ脳のcDNAライブラリーをスクリーニングすることによって得
た。クローン12D3を、フルオロセイン-11-dUTPで標識し、これを用いて、ECL Random-Pri
me Labeling and Detection Systemにより、ニワトリE14脳のλZAPII（Stratagene）cDNA
ライブラリー（１０6プラーク）をスクリーニングした。クローン12D3 は、Draxin (Dors
al repulsive axon guidance protein；)と命名した。Draxinは分子量約50 KD（349アミ
ノ酸）の分泌型タンパクである。この分子は既にAK075558（ヒト）、D930012M21（マウス
）としてcDNAはクローニングされていた。Draxin（クローン12D3）の塩基配列を配列表の
配列番号１に記載し、アミノ酸配列を配列表の配列番号２に示す。
【００９０】
実施例３：ニワトリ胚でのIn situハイブリダイゼーション
（方法）
　胚を冷ジエチルピロカーボネート（DEPC）処理リン酸生理緩衝液（PBS、pH7.0）で切断
し、４％パラホルムアルデヒドを含むPBS中で4℃で一晩固定した。鋳型は、5'-UTR (276b
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p) Draxin cDNAのORF (969bp)の一部である。
【００９１】
　切片に対するIn situハイブリダイゼーションは、Schaeren-Wiemers, N., Gerfin-Mose
r, A., 1993.  A single protocol to detect transcripts of various types and expre
ssion levels in neural tissue and cultured cells: in situ hybridization using di
goxigenin-labelled cRNA probes. Histochemistry 100, 431-440に記載の通り行った。
即ち、固定後、胚を３０％ショ糖を含むPBS中に浸し、Tissue-Tek OCT 化合物(Sakura Fi
ne Technical Co., Ltd., Tokyo, Japan)中に包埋した。切片を、低温装置上で１４～２
０μｍに切断した。切片を10μg/mlプロテナーゼK、1％Triton X-100で処理し、プレハイ
ブリダイゼーション溶液（50％ホルムアミド、5×クエン酸ナトリウム食塩水[SSC]、5×D
enhardt's溶液、250μg/ml酵母tRNA、500μg/mlニシン精子DNA）中で室温で２時間インキ
ュベートした。ハイブリダイゼーションは、0.4μg/ml のプローブを含むプレハイブリダ
イゼーション溶液を用いて72℃で一晩行った。試料を、ハイブリダイゼーション温度で0.
2×SSC中で洗浄し、ブロックした。次いで、1％熱不活化ヒツジ血清(HISS)及び緩衝液B1 
(0.1 M Tris-HCl [pH 7.5], 0.15 M NaCl)で１：５０００に希釈したアルカリホスファタ
ーゼ（AP）結合抗DIG  Fａｂフラグメント（Roche）を用いて、4℃で一晩免疫化学検出を
行った。試料を洗浄し、シグナルは、337.5 μg/mlの p-ニトロブルーテトラゾリウム(NB
T)及び175μg/ml 5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリルホスフェート(BCIP)を含むNTMT溶液(0
.1 M Tris-HCl [pH 9.5], 0.1 M NaCl, 50 mM MgCl2, 0.24 mg/mlレバミソール)を用いて
室温で６～７２時間検出した。スライドを一晩乾燥し、エタノール及びキシレンを用いて
段階的に脱水し、マウントした。
【００９２】
　全マウントin situハイブリダイゼーションは、Schaeren-Wiemers, N., Gerfin-Moser,
 A., 1993.  A single protocol to detect transcripts of various types and express
ion levels in neural tissue and cultured cells: in situ hybridization using digo
xigenin-labelled cRNA probes. Histochemistry 100, 431-440に記載の通り行った。即
ち、固定後、胚を、段階的濃度のメタノールを含むPBT（0.1％のTween 20を含むPBS）で
処理し、－２０℃で保管した。胚を、段階的濃度のメタノールを含むPBT中で脱水し、20
μg/mlプロテナーゼKで１０～２０分間処理し、再固定した。試料をプレハイブリダイゼ
ーション溶液中で70℃で1時間前処理し、0.1μg/ml のプローブを含むプレハイブリダイ
ゼーション溶液を用いて70℃で一晩ハイブリダイゼーションを行った。胚を洗浄し、ブロ
ッキングを行い、20％HISS を含む TBST (137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 25 mM Tris-HCl [
pH 7.5], 1% Tween-20)で１：２０００に希釈した抗DIG－AP Fabフラグメント（Roche）
と、４℃で一晩免疫化学的に反応させた。試料を洗浄し、337.5μg/mlのNBTと175μg/ml 
BCIP を含む溶液（0.1 M Tris-HCl (pH 9.5), 0.1 M NaCl, 50 mM MgCl2, 1% Tween-20, 
0.48 mg/ml レバミソール）中でシグナルを検出した。
【００９３】
（結果）
　結果を図３に示す。in situハイブリダイゼーションによりその３日目ニワトリ胚での
分布を調べたところ、脳から脊髄にかけて背側に発現され、皮筋板の背側にも発現が見ら
れた。脊髄での発現は発生と共に腹側に発現部位が移動した。
【００９４】
実施例４：ＣＯＳ細胞での発現、精製、免疫によるモノクローナル抗体の作成
（１）Draxinタンパク質に対するモノクローナル抗体の作成
　Draxinに対するモノクローナル抗体を作成するために、pEF-Fcベクターを用いてDraxin
とヒトIgGのFc部分からなるキメラタンパク質を作成した（Suda, T., Takahashi, T., Go
lstein, P., Nagata, S., 1993. Molecular cloning and expression of the Fas ligand
, a novel member of the tumor necrosis factor family. Cell 75, 1169-1178）。免疫
及び細胞融合は、Ohta, K., Nakamura, M., Hirokawa, K., Tanaka, S., Iwama, A., Sud
a, T., Ando, M., Tanaka, H., 1996. The receptor tyrosine kinase, Cek8, is transi
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ently expressed on subtypes of motoneurons in the spinal cord during development
. Mech. Dev. 54, 59-69に記載の通り行った。Draxin-Fc融合タンパク質は、COS細胞で一
時的に産生させ、プロテインG-セファロースカラムを用いて約１Ｌの培養上清から精製し
た。BALB/c雌マウスをキメラタンパク質（100μｇずつ）で２週間間隔で免疫した。細胞
融合は、Kohler and Milstein (1975)の標準法で行った。
【００９５】
（２）Draxin-myc/Hisの精製
　Draxin-Fc融合タンパク質は、精製工程中に不活化した。そこで、FreeStyle 293 Expre
ssion System (Invitrogen)を用いてmyc/HisのタグがついたDraxinを一過性に発現する29
3細胞株を作成し、Draxinを、293－Draxin-Hisの約1-200 mLの培養上清からProBondTM Pu
rificataion System (Invitrogen)を用いて精製した。
【００９６】
実施例５：免疫組織化学
（１）免疫組織化学
（方法）
　ニワトリ胚を４％PFA／PBSで４℃で２時間固定し、３０％ショ糖／PBSに４℃で浸し、O
.C.T.化合物で包埋し、－８０℃で凍結した。14μｍ厚の切片を低温装置上で切断し、ゼ
ラチン被覆したガラススライド上にマウントした。５％熱不活化ヤギ血清／ＰＢＳで室温
で1時間ブロッキングした後、切片を抗Draxin溶液（ブロッキング溶液中10μg/ml）、抗
ニワトリTAG-1又はIslet-1ハイブリドーマ上清（DSHB:Developmental studies hybridoma
 bankから入手）と一緒に室温で１時間インキュベートし、PBSで洗浄し、抗マウスIgG-Cy
3（ブロッキング溶液中に１：５００、Jackson IR）と一緒に室温で１時間インキュベー
トした。
【００９７】
（結果）
　結果を図４に示す。図４に示す通り、免疫組織化学で組織内の分布を調べると、脊髄全
体が薄く、背側の基底膜が強く染色され、分泌されたDraxinは拡散しやすいタンパクであ
ることが分かった。
【００９８】
（２）ウエスタンブロッティング
（方法）
　COS-7細胞の培養上清をトランスフェクションの48時間後に回収し、4倍に濃縮した。等
量の2×ドデシル硫酸ナトリウム(SDS)－ポリアクリルアミドゲル電気泳動(PAGE)試料緩衝
液[20％ グリセロール, 250 mM Tris (pH 6.8), 4% SDS, 10% 2-メルカプトエタノール]
を上清と混合した。SDS-PAGE用の試料を10分間煮沸した後にゲルのレーンに載せた。電気
泳動後、試料を２５０ｍＡで30分間PVDF膜（Millipore）に電気泳動により転写した。得
られたタンパク質ブロットを２％スキムミルクを含むPBSでブロッキングし、抗ｍｙｃモ
ノクローナル抗体(9E10; DSHB)で室温で１時間インキュベートした。ブロットを洗浄し、
フィルター上に残っている免疫複合体を、ウサギ抗マウスIgG西洋ワサビペルオキシダー
ゼ（HRP）結合抗体(1:2000に希釈; Southern Biotechnology Associates Inc.)を用い、
さらにECLとウエスタンブロッティング検出試薬（Amersham）で処理することにより可視
化した。
【００９９】
（結果）
　結果を図５に示す。図５に示すイムノブロットからDraxinタンパクは培養液中に分泌さ
れることが判明した。
【０１００】
実施例６：Dｒａｘｉｎ発現ＣＯＳ細胞と、脊髄組織片との共培養実験
（方法）
 Draxin cDNAをpMES-IRES-GFPベクター(Clontech)に挿入した。COS-7細胞を１０％ウシ胎
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児血清（FCS)と５０μg/mlゲンタマイシン（ともにSigma）を補充したDulbecco改変Eagle
培地で維持した。細胞は、トランスフェクションの１２～１６時間前に、６穴プレート中
に２×１０5細胞／ウエルの密度でプレーティングした。トランスフェクションは、Lipof
ectamine 2000 試薬(Invitrogen)を用いて行い、取扱説明書に記載の通り3μgのプラスミ
ドDNAを各ウエルについて使用した。DNAと一緒に24時間インキュベーションした後、トラ
ンスフェクション培地を、５０μg/mlゲンタマイシンを補充した無血清Opti培地(Invitro
gen)に交換した。細胞培養物をさらに２４時間インキュベートし、２ｍｌの培地を回収し
、神経突起伸長分析に使用した。または、トランスフェクションしたCOS細胞を解離、洗
浄し、50μlの培地に懸濁した。これを２ｍｌの培地を含む３５ｍｍペトリ皿の蓋の反対
側の上に４滴に分離し、一晩培養し、Draxinを発現するＣＯＳ細胞凝集物を形成させた。
【０１０１】
　胸の高さの脊髄を１８－１９期のニワトリ胚から摘出し（Hamburger, V., Hamilton, H
. L., 1951. A series of normal stages in the development of the chick embryo. J.
 Morphol. 88, 49-92）、そのroof plate（蓋板）及び腹側半分を切り出した。背側半脊
髄（DSC)を、40 mMのグルコース、2 mMのGlutamax (Gibco)、及び脊髄の背側半分に位置
する交連ニューロン由来の軸索成長を増強する300 ng/mlのニワトリnetrin-1 (R & D sys
tem)を補充したコラーゲンゲル中において、Draxin-COS 又はコントロール用COS凝集物と
一緒に共培養した。
【０１０２】
（結果）
　結果を図６に示す。図６の結果から分かるように、DraxinをCOS細胞に一過性に発現さ
せ、このCOS細胞凝集塊と脊髄背側の組織片と共培養すると、神経成長促進因子netrinに
よって促進される軸索成長が阻害され、反発される。一方、後根神経節のNT-3, BDNF依存
性の成長は影響されない。また、精製したDraxinタンパクは0.5-10 ng/mlの濃度で同様な
軸索成長阻害活性を示す。
【０１０３】
実施例７：（dI3脊髄介在神経細胞の移動の抑制）
（方法）
　１３-１４期ニワトリ胚脊髄胸部神経管の管空にDraxin cDNA-pMES-IRES-GFPを注入し、
電気穿孔法でcDNAを片側半の神経管に導入し、２日後に胚を摘出固定し、凍結切片を作製
し、マーカーであるIslet-1/2に対する抗体で染色する。または脊髄を摘出し、ホールマ
ウント染色をする。
【０１０４】
（結果）
　結果を図７に示す。ニワトリ胚齢３日目（E3）ではこの細胞集団は未発達であり、E4に
一斉に出現し、E5のコントロール側ではIsle-1(+)の細胞が次々と腹側に移動するが、Dra
xin過剰発現側ではその移動が阻害された（図７A）。隣接する切片を脊髄交連神経のマー
カーである抗TAG-1抗体で染色した。TAG-1陽性の脊髄交連神経軸索の成長がDraxin過剰発
現側（右側、太い矢印）で阻害された（図７B）。
【０１０５】
実施例８：（網膜組織片からの神経突起成長の抑制）
（方法）
　ニワトリ胚齢５-６日目（E5-E6）の網膜を取り出し、小さく切断した網膜組織片をラミ
ニンをコートした培養皿で４８時間培養し、Draxin添加の有無による差異を調べた。
【０１０６】
（結果）
　結果を図８に示す。ラミニンは網膜組織片からの神経突起成長を著しく促進したが（図
８A）、Draxinはこの成長を阻害した（図８B）。
【図面の簡単な説明】
【０１０７】



(18) JP 4904486 B2 2012.3.28

10

20

30

40

50

【図１】図１は、精製したニワトリ胚運動神経細胞の神経突起成長例を示す。
【図２】図２は、脊髄交連神経成長のシェーマを示す。
【図３】図３は、Draxinについての異なる発生段階のニワトリ胚でのIn situハイブリダ
イゼーションの結果を示す。
【図４】図４は、Draxinタンパクの免疫組織化学の結果を示す。
【図５】図５は、Draxinタンパクのウエスタンブロットの結果を示す。
【図６】図６は、Draxin発現ＣＯＳ細胞または非発現コントロールＣＯＳ細胞と脊髄背側
組織片との共培養実験を示す。
【図７】図７Aは、Islet-1陽性のdI3脊髄介在神経細胞の正常発生（左側、細い矢印）とD
raxin過剰発現側（右側、太い矢印）での背側から腹側への移動阻害の結果を示す。図７B
は、TAG-1陽性の脊髄交連神経軸索の正常発生（左側、細い矢印）とDraxin過剰発現側（
右側、太い矢印）での成長阻害の結果を示す。
【図８】図８Aは、網膜組織片からのコントロールの神経突起成長、図８BはDraxinによっ
て神経突起成長が阻害されていることを示す。
【配列表フリーテキスト】
【０１０８】
SEQUENCE LISTING
<110> Kumamoto University
<120> An agent for control of growth or movement of nerve cells
<130> A61023A
<160>  2
<210>  1
<211>  1923
<212>  DNA
<213>  chicken
<220>
<221>  CDS
<222>  (97)..(1146)
<223> 
<400>  1
tcctcctccg cggtccgcac gcccgcaccc cggcacagcc ctgccctgct ctgcccaccg     60
gcagccgcgc acaggtgacg cagaggcccc aggatt atg gca gct tct tcc acc      114
                                        Met Ala Ala Ser Ser Thr 
                                        1               5 
ttc ttc tct ccg tct ctt ttc ctg tgt gtg ctg gtt ctt att gac atc      162
Phe Phe Ser Pro Ser Leu Phe Leu Cys Val Leu Val Leu Ile Asp Ile 
            10                  15                  20
acc ctt gcc gtc tcc ctg gac act gac atg aag ctc aaa agt gag aac      210
Thr Leu Ala Val Ser Leu Asp Thr Asp Met Lys Leu Lys Ser Glu Asn 
        25                  30                  35
aac aac cac ctt caa aac caa gag acg tgg cct cag cag ccc agg agt      258
Asn Asn His Leu Gln Asn Gln Glu Thr Trp Pro Gln Gln Pro Arg Ser 
    40                  45                  50
ggg cac cac cac aag cat ggc ttg gcc aag aaa ggg agg gtc ctt gcc      306
Gly His His His Lys His Gly Leu Ala Lys Lys Gly Arg Val Leu Ala 
55                  60                  65                  70
ctg cct gtt aga ggg cag cca gct ggg gaa gag gcc ctc cga gtg ggc      354
Leu Pro Val Arg Gly Gln Pro Ala Gly Glu Glu Ala Leu Arg Val Gly 
                75                  80                  85
agt gga gct cca gcc atg gaa gag ctg gtg cca ctt ggc cag cca gca      402
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Ser Gly Ala Pro Ala Met Glu Glu Leu Val Pro Leu Gly Gln Pro Ala 
            90                  95                  100 
gcg ctg aaa cag gat aag gat aag gat gtg ttc ctg ggc ttt gag ctc      450
Ala Leu Lys Gln Asp Lys Asp Lys Asp Val Phe Leu Gly Phe Glu Leu 
        105                 110                 115 
cca cac gct gag cgg gag aat cag tcc cct ggg tct gag agg gga aag      498
Pro His Ala Glu Arg Glu Asn Gln Ser Pro Gly Ser Glu Arg Gly Lys 
    120                 125                 130 
aag cag aac cga gag cag cga cgg cac agc cgc aga gac agg ctg aaa      546
Lys Gln Asn Arg Glu Gln Arg Arg His Ser Arg Arg Asp Arg Leu Lys 
135                 140                 145                 150 
cac cac aga ggg aag act gcc gtt ggg cca agc tcc ctg tat aag aaa      594
His His Arg Gly Lys Thr Ala Val Gly Pro Ser Ser Leu Tyr Lys Lys 
                155                 160                 165 
cct gaa agc ttc gag caa cag ttt caa aac ctc cag gca gag gaa gca      642
Pro Glu Ser Phe Glu Gln Gln Phe Gln Asn Leu Gln Ala Glu Glu Ala 
            170                 175                 180 
acc agc ccg acc ccc acc gtg ctt ccc ttc act gca ttg gat ctg gtc      690
Thr Ser Pro Thr Pro Thr Val Leu Pro Phe Thr Ala Leu Asp Leu Val 
        185                 190                 195 
gtt tcc aca gaa gag cct cct gtt ctt cca gcc acg tcg ccg cgg tca      738
Val Ser Thr Glu Glu Pro Pro Val Leu Pro Ala Thr Ser Pro Arg Ser 
    200                 205                 210 
cag gcc cgc ctc agg caa gat ggg gat gtg atg ccc acc cta gat atg      786
Gln Ala Arg Leu Arg Gln Asp Gly Asp Val Met Pro Thr Leu Asp Met 
215                 220                 225                 230 
gca ctc ttt gac tgg aca gat tat gag gac ctc aaa cca gaa atg tgg      834
Ala Leu Phe Asp Trp Thr Asp Tyr Glu Asp Leu Lys Pro Glu Met Trp 
                235                 240                 245 
ccg tca gct aaa aag aaa gag aaa cgc cgc agt aag agc tcc aat ggt      882
Pro Ser Ala Lys Lys Lys Glu Lys Arg Arg Ser Lys Ser Ser Asn Gly 
            250                 255                 260 
gga aat gaa acc tca tcg gca gaa gga gag ccg tgt gac cac cac ctt      930
Gly Asn Glu Thr Ser Ser Ala Glu Gly Glu Pro Cys Asp His His Leu 
        265                 270                 275 
gac tgc ctc cca ggc tct tgc tgt gac ttg cgt gag cac ctc tgc aaa      978
Asp Cys Leu Pro Gly Ser Cys Cys Asp Leu Arg Glu His Leu Cys Lys 
    280                 285                 290 
cca cac aat cga ggc ctt aac aac aaa tgc tac gat gac tgt atg tgc     1026
Pro His Asn Arg Gly Leu Asn Asn Lys Cys Tyr Asp Asp Cys Met Cys 
295                 300                 305                 310 
aca gaa ggg cta cgc tgt tat gcc aaa ttc cac cgg aac cga aga gtg     1074
Thr Glu Gly Leu Arg Cys Tyr Ala Lys Phe His Arg Asn Arg Arg Val 
                315                 320                 325 
acc cga agg aaa ggg cgc tgt gtg gag cct gag tcg gcc aat gga gag     1122
Thr Arg Arg Lys Gly Arg Cys Val Glu Pro Glu Ser Ala Asn Gly Glu 
            330                 335                 340 
cag gga tca ttc att aat gtt tag gagggtggga ctttatctcc tgcctggatg    1176
Gln Gly Ser Phe Ile Asn Val 
        345 
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gtcagtagct ggagtcaaac cacctacacc tagcagtgag gattagagaa gaagtcaagc   1236
aaatgattga agctgcaggc caggctccaa caaaactgag gctggtgtta actctacagt   1296
ggtctcagcc ttttccatac caggactgtg ttcctcctcc cttccctcag cacgttcctg   1356
tccttgatct gggtccccct ctcccagtta gttggagatg attgtgattg ccagtctggt   1416
ggcaagatat gaaagatcct tcaggtcaag agggatagga gcttaagctt gtggggagac   1476
aaaggaggga ggcaaagatg atagcaggaa gctgcctggg tgaggaggga ccctctgaca   1536
gagctctcct tctccccttt gctcactgct acagactgat attccccagc agttacacac   1596
taccacttcc tacctgtctt ctttgagagt attcactccc actccttccc ttctctcttg   1656
ctcccataga atgacctggt ttctgcaagg atgtggcaag gcatccctgc ctgcagctct   1716
ctcgttagtt atcctgccaa gtctgttatt tttaatgatt atttttagga gctttcaggg   1776
gaagtgatag ttttcctagt gagccaaaaa caaggttttt ggtaacagga gataggggga   1836
caggctgttc cactgtagtg aatcctgtga catgttgcat gtgtgtttcc acaatgtgta   1896
aataaagcta tgatagataa aaaaaaa                                       1923
<210>  2
<211>  349
<212>  PRT
<213>  chicken
<400>  2
Met Ala Ala Ser Ser Thr Phe Phe Ser Pro Ser Leu Phe Leu Cys Val 
1               5                   10                  15
Leu Val Leu Ile Asp Ile Thr Leu Ala Val Ser Leu Asp Thr Asp Met 
            20                  25                  30
Lys Leu Lys Ser Glu Asn Asn Asn His Leu Gln Asn Gln Glu Thr Trp 
        35                  40                  45
Pro Gln Gln Pro Arg Ser Gly His His His Lys His Gly Leu Ala Lys 
    50                  55                  60
Lys Gly Arg Val Leu Ala Leu Pro Val Arg Gly Gln Pro Ala Gly Glu 
65                  70                  75                  80
Glu Ala Leu Arg Val Gly Ser Gly Ala Pro Ala Met Glu Glu Leu Val 
                85                  90                  95
Pro Leu Gly Gln Pro Ala Ala Leu Lys Gln Asp Lys Asp Lys Asp Val 
            100                 105                 110 
Phe Leu Gly Phe Glu Leu Pro His Ala Glu Arg Glu Asn Gln Ser Pro 
        115                 120                 125 
Gly Ser Glu Arg Gly Lys Lys Gln Asn Arg Glu Gln Arg Arg His Ser 
    130                 135                 140 
Arg Arg Asp Arg Leu Lys His His Arg Gly Lys Thr Ala Val Gly Pro 
145                 150                 155                 160 
Ser Ser Leu Tyr Lys Lys Pro Glu Ser Phe Glu Gln Gln Phe Gln Asn 
                165                 170                 175 
Leu Gln Ala Glu Glu Ala Thr Ser Pro Thr Pro Thr Val Leu Pro Phe 
            180                 185                 190 
Thr Ala Leu Asp Leu Val Val Ser Thr Glu Glu Pro Pro Val Leu Pro 
        195                 200                 205 
Ala Thr Ser Pro Arg Ser Gln Ala Arg Leu Arg Gln Asp Gly Asp Val 
    210                 215                 220 
Met Pro Thr Leu Asp Met Ala Leu Phe Asp Trp Thr Asp Tyr Glu Asp 
225                 230                 235                 240 
Leu Lys Pro Glu Met Trp Pro Ser Ala Lys Lys Lys Glu Lys Arg Arg 
                245                 250                 255 
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Ser Lys Ser Ser Asn Gly Gly Asn Glu Thr Ser Ser Ala Glu Gly Glu 
            260                 265                 270 
Pro Cys Asp His His Leu Asp Cys Leu Pro Gly Ser Cys Cys Asp Leu 
        275                 280                 285 
Arg Glu His Leu Cys Lys Pro His Asn Arg Gly Leu Asn Asn Lys Cys 
    290                 295                 300 
Tyr Asp Asp Cys Met Cys Thr Glu Gly Leu Arg Cys Tyr Ala Lys Phe 
305                 310                 315                 320 
His Arg Asn Arg Arg Val Thr Arg Arg Lys Gly Arg Cys Val Glu Pro 
                325                 330                 335 
Glu Ser Ala Asn Gly Glu Gln Gly Ser Phe Ile Asn Val 
            340                 345 
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