
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
Xaa1が Arg－ Thr－ Leuであ Gly－ Cys－ Cys－ Cys－ Asn－ Pro－ Ala－ Cys－ Gly
－ Pro－ Asn－ Tyr－ Gly－ Cys－ Gly－ Thr－ Ser－ Cys－ Ser－ Xaa1（配列番号 :10）で Ａ
－血統のコノトキシン　ペプチド。
【請求項２】
ly－ Cys－ Cys－ Ser－ Asp－ Pro－ Arg－ Cys－ Ala－ Trp－ Arg－ Cys（配列番号 :12）と、

Xaa1が Pro又は望ましくはヒドロキシ－ Proである Arg－ Asp－ Xaa1－ Cys－ Cys－ Tyr－ His－
Pro－ Thr－ Cys－ Asn－ Met－ Ser－ Asn－ Pro－ Gln－ Ile－ Cys（配列番号 :13）と、
Xaa1又は Xaa2が Pro又はヒドロキシ－ Proであり Xaa3が Asp又はβ－カルボキシアルパラギ
ン ある Gly－ Cys－ Cys－ Ser－ His－ Xaa1－ Ala－ Cys－ Ser－ Val－ Asn－ Asn－ Xaa2－ Xaa

3－ Ile－ Cys（配列番号 :14）と、
Xaa1又は Xaa2が Pro又はヒドロキシ－ Proである Glu－ Cys－ Cys－ Thr－ His－ Xaa1－ Ala－ Cy
s－ His－ Val－ Ser－ His－ Xaa2－ Glu－ Leu－ Cys（配列番号 :15）と、
Asp－ Tyr－ Cys－ Cys－ His－ Arg－ Gly－ Pro－ Cys－ Met－ Val－ Trp－ Cys（配列番号 :16）と
、
Xaa1が Ser又は Asnである Gln－ Asn－ Cys－ Cys－ Ser－ Ile－ Pro－ Ser－ Cys－ Trp－ Glu－ Lys
－ Tyr－ Lyr－ Cys－ Xaa1（配列番号 :17）と、
Gly－ Cys－ Cys－ Ala－ Ile－ Arg－ Glu－ Cys－ Arg－ Leu－ Gln－ Asn－ Ala－ Ala－ Tyr－ Cys－
Gly－ Gly－ Ile－ Tyr（配列番号 :18）と、
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Xaa1が Pro又はヒドロキシ－ Proである Gly－ Cys－ Cys－ Ser－ Asn－ Xaa1－ Val－ Cys－ His－
Leu－ Glu－ His－ Ser－ Asn－ Leu－ Cys（配列番号 :19）と、
Xaa1又は Xaa2が Pro又はヒドロキシ－ Proであり Xaa3が Glu又はγ－カルボキシグルタミン

ある Gly－ Gly－ Cys－ Cys－ Ser－ Phe－ Xaa1－ Ala－ Cys－ Arg－ Lys－ Tyr－ Arg－ Xaa2－
Xaa3－ Met－ Cys－ Gly（配列番号 :20）と、
Xaa1又は Xaa2が Pro又はヒドロキシ－ Proであり Xaa3が Glu又はγ－カルボキシグルタミン

ある Ala－ Cys－ Cys－ Ser－ Tyr－ Xaa1－ Pro－ Cys－ Asn－ Val－ Asn－ Tyr－ Xaa2－ Xaa3
－ Ile－ Cys－ Gly－ Gly－ Arg（配列番号 :21）と、
Asn－ Gly－ Cys－ Cys－ Arg－ Asn－ Pro－ Ala－ Cys－ Glu－ Ser－ His－ Arg－ Cys－ Gly（配列
番号 :22）と、
Asn－ Val－ Val－ Val－ Thr－ Ser－ Phe－ Glu－ Pro－ Thr－ Thr－ Leu－ Ala－ Pro－ Val－ Pro－
Ser－ Asp－ Cys－ Cys－ Gln－ Val－ Ser－ Ser－ Cys－ Trp－ Asn－ Leu－ Tyr－ Gly－ Leu－ Glu－
Cys－ Thr－ Gly－ Ile－ Thr－ Arg－ Arg－ Arg－ Thr－ Leu（配列番号 :23）と、
Asn－ Val－ Ala－ Ile－ Thr－ Ser－ Phe－ Glu－ Pro－ Thr－ Thr－ Leu－ Ala－ Pro－ Val－ Pro－
Ser－ Asp－ Cys－ Cys－ Gln－ Val－ Ser－ Ser－ Cys－ Trp－ Asn－ Leu－ Tyr－ Gly－ Pro－ Glu－
Cys－ Thr－ Gly－ Ile－ Thr－ Arg－ Arg－ Arg－ Thr－ Leu（配列番号 :24）と、
Xaa1が Pro又はヒドロキシ－ Proである Arg－ Asp－ Xaa1－ Cys－ Cys－ Tyr－ His－ Pro－ Thr－
Cys－ Asn－ Met－ Ser－ Asn－ Pro－ Gln－ Ile－ Cys（配列番号 :31）と、
Xaa1が Pro又はヒドロキシ－ Proである Arg－ Asp－ Xaa1－ Cys－ Cys－ Ser－ Asn－ Pro－ Ala－
Cys－ Asn－ Val－ Asn－ Asn－ Pro－ Gln－ Ile－ Cys（配列番号 :32）とで構成されるグループ
から選択され －血統のコノトキシン　ペプチド。
【請求項３】
配列 Gly－ Cys－ Cys－ Ser－ Asp－ Pro－ Arg－ Cys－ Ala－ Trp－ Arg－ Cys（配列番号 :12）を
有する請求項２に記載し －血統のコノトキシン　ペプチド。
【請求項４】
Xaa1が Pro又はヒドロキシ－ Proである配列 Gly－ Cys－ Cys－ Ser－ Asn－ Xaa1－ Val－ Cys－ H
is－ Leu－ Glu－ His－ Ser－ Asn－ Leu－ Cys（配列番号 :19）を有する請求項２に記載し
－血統のコノトキシン　ペプチド。
【請求項５】
Xaa1が des－ Xaa1又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ Asp（配列番号 :26）である Gln－ Lys－ Glu－ Le
u－ Val－ Pro－ Ser－ Val－ Ile－ Thr－ Thr－ Cys－ Cys－ Gly－ Tyr－ Asp－ Pro－ Gly－ Thr－ Me
t－ Cys－ Pro－ Pro－ Cys－ Arg－ Cys－ Thr－ Asn－ Ser－ Cys－ Pro－ Thr－ Lys－ Pro－ Lys－ Ly
s－ Pro－ Xaa1（配列番号 :25）と、 Xaa1が Glu又はγ－カルボキシグルタミン あり Xaa2
が des－ Xaa1又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ Asp（配列番号 :26）である Ala－ Pro－ Xaa1－ Leu－
Val－ Val－ Thr－ Ala－ Thr－ Thr－ Asn－ Cys－ Cys－ Gly－ Tyr－ Asn－ Pro－ Met－ Thr－ Ile－
Cys－ Pro－ Pro－ Cys－ Met－ Cys－ Thr－ Tyr－ Ser－ Cys－ Pro－ Pro－ Lys－ Arg－ Lys－ Pro－
Xaa2（配列番号 :27）と、
Xaa1が des－ Xaa1又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ Asp（配列番号 26）である Glx－ Thr－ Trp－ Leu
－ Val－ Pro－ Ser－ Thr－ Ile－ Thr－ Thr－ Cys－ Cys－ Gly－ Tyr－ Asp－ Pro－ Gly－ Thr－ Met
－ Cys－ Pro－ Thr－ Cys－ Met－ Cys－ Asp－ Asn－ Thr－ Cys－ Lys－ Pro－ Lys－ Pro－ Lys－ Lys
－ Ser－ Xaa1（配列番号 :28）と、
Xaa1が des－ Xaa1又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ His（配列番号 :30）である Ala－ Pro－ Trp－ Le
u－ Val－ Pro－ Ser－ Thr－ Ile－ Thr－ Thr－ Cys－ Cys－ Gly－ Tyr－ Asp－ Pro－ Gly－ Ser－ Me
t－ Cys－ Pro－ Pro－ Cys－ Met－ Cys－ Asn－ Asn－ Thr－ Cys－ Lys－ Pro－ Lys－ Pro－ Lys－ Ly
s－ Ser－ Xaa1（配列番号 :29）と、
Xaa1 ,Xaa ,Xaa3 ,Xaa4 ,及び Xaa5が Pro又はヒドロキシ－ Proである Gly－ Cys－ Cys－ Gly－ P
ro－ Tyr－ Xaa1－ Asn－ Ala－ Ala－ Cys－ His－ Xaa2－ Cys－ Gly－ Cys－ Lys－ Val－ Gly－ Arg
－ Xaa3－ Xaa4－ Tyr－ Cys－ Asp－ Arg－ Xaa5－ Ser－ Gly－ Gly（配列番号 :33）とで構成され
るグループから選択され －血統のコノトキシン　ペプチド。
【請求項６】
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Xaa1が des－ Xaa1又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ Asp（配列番号 :26）である配列 Gln－ Lys－ Glu
－ Leu－ Val－ Pro－ Ser－ Val－ Ile－ Thr－ Thr－ Cys－ Cys－ Gly－ Tyr－ Asp－ Pro－ Gly－ Thr
－ Met－ Cys－ Pro－ Pro－ Cys－ Arg－ Cys－ Thr－ Asn－ Ser－ Cys－ Pro－ Thr－ Lys－ Pro－ Lys
－ Lys－ Pro－ Xaa1（配列番号 :25）を有する請求項５に記載し －血統のコノトキシン
　ペプチド。
【請求項７】
Xaa1が Glu又はκ－カルボキシグルタミン あり Xaa2が des－ Xaa1又は Gly－ Arg－ Arg－ A
sn－ Asp（配列番号 :26）である配列 Ala－ Pro－ Xaa1－ Leu－ Val－ Val－ Thr－ Ala－ Thr－ Th
r－ Asn－ Cys－ Cys－ Gly－ Tyr－ Asn－ Pro－ Met－ Cys－ Thr－ Tyr－ Ser－ Cys－ Pro－ Pro－ Ly
s－ Arg－ Lys－ Pro－ Xaa2（配列番号 :27）を有する請求項５に記載し －血統のコノト
キシン　ペプチド。
【請求項８】
Xaa1が des－ Xaa1又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ Asp（配列番号 :26）である配列 Glx－ Thr－ Trp
－ Leu－ Val－ Pro－ Ser－ Thr－ Ile－ Thr－ Thr－ Cys－ Cys－ Gly－ Tyr－ Asp－ Pro－ Gly－ Thr
－ Met－ Cys－ Pro－ Thr－ Cys－ Met－ Cys－ Asp－ Asn－ Thr－ Cys－ Lys－ Pro－ Lys－ Pro－ Lys
－ Lys－ Ser－ Xaa1－（配列番号 :28）を有する請求項５に記載し －血統のコノトキシ
ン　ペプチド。
【請求項９】
Xaa1が des－ Xaa1又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ His（配列番号 :30）である配列 Ala－ Pro－ Trp
－ Leu－ Val－ Pro－ Ser－ Thr－ Ile－ Thr－ Thr－ Cys－ Cys－ Gly－ Tyr－ Asp－ Pro－ Gly－ Ser
－ Met－ Cys－ Pro－ Pro－ Cys－ Met－ Cys－ Asn－ Asn－ Thr－ Cys－ Lys－ Pro－ Lys－ Pro－ Lys
－ Lys－ Ser－ Xaa1（配列番号 :29）を有する請求項５に記載し －血統のコノトキシン
　ペプチド。
【請求項１０】
１以上の Pro残分がヒドロキシ－ Proであることを特徴とする請求項１乃至９のいずれか１
項に記載したＡ－血統のコノトキシン　ペプチド。
【請求項１１】
Glu残分がγ－カルボキシグルタミン あることを特徴とする請求項

に記載したＡ－血統のコノトキシン　ペプチド。
【請求項１２】
プライマー 5'－ TCTGCGAATGGGCATGCGGATGATGTT－ 3'（配列番号 :52）及び 5'－ TGCTCCAACGTC
GTGGTTCAGAGGGTC－ 3'（配列番号 :53）を使用してコヌスの核酸を増幅し、約 240塩基対の
増幅した核酸を分離し、増幅した核酸を配列決定し、Ａ－血統のコノトキシン　ペプチド
を暗号化している核酸を識別することによりＡ－血統のコノトキシン　ペプチドを識別す
ることを包含する、Ａ－血統のコノトキシン　ペプチドを識別するための 。
【請求項１３】
配列 5'－ TCTGCGAATGGGCATGCGGATGATGTT－ 3'（配列番号 :52）を有するオリゴヌクレオチド
。
【請求項１４】
配列 5'－ TGCTCCAACGTCGTGGTTCAGAGGGTC－ 3'）（配列番号 :53）を有するオリゴヌクレオチ
ド。
【発明の詳細な説明】
本発明は、メリーランド州ベセスダにある国立保健研究所（  Institutes of Hea
lth）から交付された研究助成番号 GM－ 22737の下に政府の援助を受けてなされたものであ
る。米国政府はこの発明に対する権利を保有する。

本発明は比較的短いペプチドに係り、特に長さで約 10個の残分から約 45個の残分の間のペ
プチドに関する。このペプチドは、自然界ではイモガイの毒液の中で少量利用可能なもの
であるか或いは自然界で利用可能なペプチドの類似品であり、２乃至３個の環化ジスルフ
ィド結合を備えている。ここに開示するペプチドは、１つの血縁家族、“Ａ－血統”のコ
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ノトキシン（ conotoxin）ペプチドに属している。
本発明の背景を明らかにするためにここに使用される出版物及びその他の材料は、特に実
践に関しての詳細の追加的な記述の提供の場合には、引用することによって関連付けを採
り、便宜上以下のテキスト中に及び付録の文献目録の中にそれぞれにグループ分けしてあ
る参照番号によって引用する。

（ ）属の軟体類は強い毒性の毒液を作り出し、この毒液がこれらのユニーク
な食肉性ライフスタイルの実践を可能にしている。餌食は、高度に特化された毒液装置、
即ち自由に使用できる中空の歯を使って注入する毒液のために動けなくされるが、この中
空の歯は組織切取器及び皮下針の両方の使用法に対して機能する。
生体間のいくつかの相互作用には、毒液分泌動物と被毒物注入犠牲者との間の相互作用よ
りももっと驚くべきものがある。毒液は、餌食を捕捉するための主要な武器として或いは
防御機構として使用され得る。これらの毒液は被毒液注入動物内の不可欠器官を崩壊させ
るが、これらの毒液の多くは神経筋システムのレセプタ及びイオン　チャネルに向かって
行く分子を包含する。
食肉性イモガイ（ ）はユニークな生物学的な戦略を発展させた。彼らの毒液は比較
的小さなペプチドを含み、このペプチドは種々の神経筋レセプタを標的に定めており、植
物アルカロイド又は微生物の２次代謝産物に匹敵するような薬理学的多様性を秘め得るも
のとなっている。これらのペプチドの多くは、定義されたコンフォメーションを有する最
小核酸暗号化翻訳の製品の中にあり、従って何処か普通のものと異なっている。このサイ
ズ範囲のペプチドは通常多くのコンフォメーションの中で平衡している。固定されたコン
フォメーションを有する蛋白は一般には遥かに大きい。
一般にコノトキシン又はコノトキシン　ペプチドと云われるこれらの有毒ペプチドを生産
するイモガイは、約 500の種を持つ大きな有毒腹足類属である。全てのイモガイ種は、餌
食を捕捉するために毒液を注入する捕食動物であり、又属が全体として毒物注入を行い得
る動物のスペクトルは幅が広い。使用される狩猟戦略は、幅が広く多様性に富む。しかし
ながらそれぞれの 種は基本的には同一ベースの毒物注入パターンを使用する。
これらの魚狩猟用のイモガイ毒液の中の主な麻酔性ペプチドは識別され特性を空かされた
最初のものであった。 （ ． ）毒液中には、３つのクラス
のジスルフィド潤沢ペプチドが発見された。即ち（ニコチンアセチルコリン　レセプタを
標的と定めてブロックする）α－コノトキシン　ペプチドと、（骨格筋 Na+チャネルを標
的と定めてブロックする）μ－コノトキシン　ペプチドと、（シナプス前部のニューロン
の Ca2 +チャネルを標的と定めてブロックする）ω－コノトキシン　ペプチドとである。し
かしながら、各トキシンのクラスには多重相同体が存在し、例えば、 　

毒液の中だけでも少なくとも５つの違ったω－コノトキシン　ペプチドが存在する。
の中では可成りの変動のあることが明らかであり、異種のω－コノトキシン　ペプチド

が最初に比べられた時には、ジスルフィド結合の中に含まれるシステイン残分と１個
のグリシン残分とのみが変化しないことが発見された。 　 毒液の中に
発見されるコノトキシンの他のクラスには、若いマウスには眠りを誘い、年よりのマウス
には機能亢進をもたらすコナントキン（ conantokins）と呼ばれるコノトキシンがあり、 N
MDAレセプタに標的が設定されている。各イモガイの毒液は、異なるコノトキシン の
独自の特色のあるグループ又は使用法を持つように見える。
これらのペプチドの多くは、今では神経科学における可成り標準的な研究用具になってい
る。μ－コノトキシン　ペプチドは、軸索 Na+チャネルではなく筋を差別的にブロックす
る能力を有するが故に、軸索又はシナプスの状態に影響を与えることなく骨格筋を非可動
化するためには便利な道具である。ω－コノトキシン　ペプチドは、電圧感応性 Ca2 +チャ
ネル研究用の標準的薬理学的試薬になっており、シナプス前部 及び神経伝達物質解除
をブロックするのに使用される。
これらの一般性を有する追加のコノトキシン　ペプチドの探索が継続される。

本発明はＡ－血統のコノトキシン　ペプチドに向けられている。Ａ－血統のコノトキシン

10

20

30

40

50

(4) JP 3668880 B2 2005.7.6

コヌス Conus

コヌス

コヌス

コヌスゲオグラフス Ｃ Geographus

コヌス ゲオグラフ
ス 配
列
配列

コヌス ゲオグラフス

配列

末端

発明の概要



　ペプチドは、信号 及びα－コノトキシン　ペプチドの中の に対する遺伝子コー
ド化の３′－非翻訳領域における強い相同性を有するコノトキシン　ペプチドである。Ａ
－血統のコノトキシン　ペプチドは、信号 及び３′－非翻訳領域に基礎を置くプライ
マーを使用しての毒液管の mRNAの逆転写で用意される CDNAライブラリー又は CDNAの
ポリメラーゼ配列反応（ PCR）増幅を実行することによって識別され得る。Ａ－血統のコ
ノトキシン　ペプチドは、α－コノトキシン　ペプチド、α－コノトキシン様ペプチド、
及び更に後述するκ－コノトキシン　ペプチドを包含する。
α－コノトキシン　ペプチドは一般は“核” モチーフを共有する。この核 はα 3/
5核と名付けられ、 Cys－ Cys－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys（

番号 :1）で表わされる。この核 は、更にアミノ酸の初期グループが Xaa1－ Pro－ Ala
であると定義され得る。ここに Xaa1は Asn又は Hisである。
α－コノトキシン様ペプチドは一般にはα 4/7核と名付けられた核 を共有し、 Cys－ Cy
s－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys（ 番号 :2）
で表わされる。κ－コノトキシン　ペプチドは一般にκ－ 7/2/1/3核と名付けられた核

を共有し、 Cys－ Cys－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys－ Xaa－ Xaa－ Cys－ Xaa
－ Cys－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys（ 番号 :3）で表わされる。これらは共通核 であるに
も拘らず、更に下記するように、各グループのいくつかのメンバーには或る変動が起こり
得る。例えば、 U002はα 4/3の核 を持ち得る。
Ａ－血統のコノトキシン　ペプチドの中のペプチド　グループは異なった薬理学的活性を
有する。α－コノトキシン　ペプチドは、神経筋連結でのシナプス伝達の効力のある抑制
因子である。これらのペプチドは、一般にはニコチン　アセチルコリン　レセプタ遮断薬
である。κ－コノトキシン　ペプチドは電圧感応性のカリウム　チャネル又はナトリウム
チャネルに対して活性を有する。

魚を狩猟するイモガイはその餌食への毒物注入用に多種多用な麻痺性ペプチドを使用する
。最初に分離され特性を明らかにされた 　ペプチドは 　 の毒液
、α－コノトキシン GIは、脊椎動物の神経筋連結にあるニコチン　アセチルコリン　レセ
プタを抑制する。α－コノトキシンは、餌食の神経筋連結をブロックするために多くの魚
狩猟 で使用される。３種類の異なる魚狩猟 からの６個のα－コノトキシ
ンが生化学的特徴を明らかにされた。
今 までに 毒液から精製された全てのα－コノトキシン（テーブルＩに示す）がい
くつかの共通の構造的特徴を有する。即ち、高親和性α－コノトキシンに対する最小機能
ユニットを定義する 12の“核”アミノ酸の存在と、テーブルに示す６個の異なったα－コ
ノトキシンからの一致 とである。最も例外的なα－コノトキシンは、 　

からのα－コノトキシン SIIである。このα－コノトキシン SIIの中には追加ジス
ルフィド結合が１個存在する。しかしながら全てのα－コノトキシンの核 の中には２
個のジスルフィド結合と多数の他のアミノ酸とが高度に保存されている。
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　 からのα－コノトキシンに対する予測前駆体構造は、最近、 CDNAク
ローンを暗号化するα－コノトキシン GI及びその相同性の 分析から決定された。 GIの
前駆体は 64個のアミノ酸のプレプロペプチド（ prepropeptide）である。一般には
　ペプチドに対して信号 及びオープン　リーディング　フレームに隣接する３′非翻
訳領域が高度に保存されている。 PCRプライマーは、他の からの追加のα－コ
ノトキシン相同体 を引き出す目的で、これらのα－コノトキシン GI を使用して作
る。この戦略は、特別の 毒液管からのメッセンジャー RNAか cDNAライブラリーかの
い れかからスタートし、α－コノトキシンに関係する を選択的に増幅することにあ
る。
PCR戦略の結果は以下に更に詳述される。後で説明するように、ペプチドの顕著な多様性
がα－コノトキシンに非常に近い血族関係を有することを明らかにする。α－コノトキシ
ン GIに非常に近い関係を有するペプチドの小さなセットのみが識別されるものと期待され
た。しかしながら（特別にＡ－血統のコノトキシン　ペプチド） 　ペプチド血統と
名付けられた大きな進化のグルーピングは現われることがなかった。α－コノトキシン　
ペプチドを含む血統は 　ペプチドの潤沢な構造的薬理学的多様性を備えている。更
には、この血統は 進化の初期に充分に確立されたものであり、この血統に所属する
ペプチドは全ての 種の毒液中によく発見され得るものであることが明らかとなる。
しかしながら、殆どのこれらのペプチドは、テーブルＩのα－コノトキシン　ペプチドに
対して引き出される一致 からは、多かれ少なかれ、有意な差異を生じている。
本発明はＡ－血統のコノトキシン　ペプチドに向けられている。Ａ－血統のコノトキシン
　ペプチドは、信号 及びα－コノトキシン　ペプチドの中の に対する遺伝子コー
ド化の３′－非翻訳領域における強い相同性を有するコノトキシン　ペプチドである。Ａ
－血統のコノトキシン　ペプチドは、信号 及び３′－非翻訳領域に基礎を置くプライ
マーを使用しての毒液管の mRNAの逆転写で用意される cDNAライブラリー又は cDNAポ
リメラーゼ配列反応（ PCR）増幅を実行することによって識別され得る。Ａ－血統のコノ
トキシン　ペプチドは、α－コノトキシン　ペプチド、α－コノトキシン様ペプチド、及
び更に後述するκ－コノトキシン　ペプチドを包含する。
α－コノトキシン－ペプチドは一般は“核” モチーフを共有する。この核 はα 3/
5核と名付けられ、 Cys－ Cys－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys（

番号 :1）で表わされる。この核 は、更にアミノ酸の初期グループが Xaa－ Pro－ Ala
であると定義され得る。ここに Xaaは Asn又は Hisである。α－コノトキシン様ペプチドは
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一般にはα 4/7核と名付けられた核 を共有し、 Cys－ Cys－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys－
Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys（ 番号 :2）で表わされる。κ－コノトキシ
ン　ペプチドは一般にκ－ 7/2/1/3核と名付けられた核 を共有し、 Cys－ Cys－ Xaa－ Xa
a－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys－ Xaa－ Xaa－ Cys－ Xaa－ Cys－ Xaa－ Xaa－ Xaa－ Cys（

番号 :3）で表わされる。これらは共通核 であるにも拘らず、更に下記するように、
各グループのいくつかのメンバーには或る変動が起こり得る。例えば、 U002はα 4/3の核

を持ち得る。
Ａ－血統のコノトキシン　ペプチドの中のペプチド　グループは、異なった薬理学的活性
を有する。α－コノトキシン　ペプチドは、神経筋連結でのシナプス伝達の効力のある抑
制因子である。これらのペプチドは、一般にはニコチン　アセチルコリン　レセプタ遮断
薬である。κ－コノトキシン　ペプチドは電圧感応性のカリウム　チャネル又はナトリウ
ム　チャネルに対して活性を有する。
更に特記すれば、本発明は以下のＡ－血統のコノトキシン　ペプチドに向けられている。
即ち、
SII:Gly－ Cys－ Cys－ Cys－ Asn－ Pro－ Ala－ Cys－ Gly－ Pro－ Asn－ Tyr－ Gly－ Cys－ Gly－ T
hr－ Ser－ Cys－ Ser－ Xaa1（ 番号 :10）。 Xaa1 － Thr－ Leuであり得る。
U002:Gly－ Cys－ Cys－ Ser－ Asp－ Pro－ Arg－ Cys－ Ala－ Trp－ Arg－ Cys（ 番号 :12）。
Ｃ－ は望ましくはアミノ化されて欲しい。
CE－ 1:Arg－ Asp－ Xaa1－ Cys－ Cys－ Tyr－ His－ Pro－ Thr－ Cys－ Asn－ Met－ Ser－ Asn－ Pro
－ Gln－ Ile－ Cys（ 番号 :13）。 Xaa1は Pro又は望ましくはヒドロキシ－ Proであり得る
し、Ｃ－ は望ましくはアミノ化されて欲しい。
BN－ 1:Gly－ Cys－ Cys－ Ser－ His－ Xaa1－ Ala－ Cys－ Ser－ Val－ Asn－ Asn－ Xaa2－ Xaa3－ I
le－ Cys（ 番号 :14）。 Xaa1又は Xaa2は Pro又はヒドロキシ－ Proであり得るし、 Xaa3は
Asp又はβ－カルボキシ　アスパラギン酸であり得る。Ｃ－ は望ましくはアミノ化さ
れて欲しい。
BN－ 2:Glu－ Cys－ Cys－ Thr－ His－ Xaa1－ Ala－ Cys－ His－ Val－ Ser－ His－ Xaa2－ Glu－ Le
u－ Cys（ 番号 :15）。 Xaa1又は Xaa2は Pro又はヒドロキシ－ Proであり得る。Ｃ－
は望ましくはアミノ化されて欲しい。
BN－ 3:Asp－ Tyr－ Cys－ Cys－ His－ Arg－ Gly－ Pro－ Cys－ Met－ Val－ Trp－ Cys（ 番号 :
16）。Ｃ－ は望ましくはアミノ化されて欲しい。
CR－ 1:Gln－ Asn－ Cys－ Cys－ Ser－ Ile－ Pro－ Ser－ Cys－ Trp－ Glu－ Lys－ Tyr－ Lys－ Cys
－ Xaa1（ 番号 :17）。 Xaa1は Ser又は Asnであり得る。
CR－ 2:Gly－ Cys－ Cys－ Ala－ Ile－ Arg－ Glu－ Cys－ Arg－ Leu－ Gln－ Asn－ Ala－ Ala－ Tyr
－ Cys－ Gly－ Gly－ Ile－ Tyr（ 番号 :18）。
MG－ 1:Gly－ Cys－ Cys－ Ser－ Asn－ Xaa1－ Vla－ Cys－ His－ Leu－ Glu－ His－ Ser－ Asn－ Leu
－ Cys（ 番号 :19）。 Xaa1は Pro又は望ましくはヒドロキシ－ Proであり得る。Ｃ－
は望ましくはアミノ化されて欲しい。
SL－ 1:Gly－ Gly－ Cys－ Cys－ Ser－ Phe－ Xaa1－ Ala－ Cys－ Arg－ Lys－ Tyr－ Arg－ Xaa2－ Xa
a3－ Met－ Cys－ Gly（ 番号 :20）。 Xaa1又は Xaa2は Pro又はヒドロキシ－ Proであり得る
し、 Xaa3は Glu又はγ－カルボキシグルタミン酸であり得る。Ｃ－ は望ましくはアミ
ノ化されて欲しい。
SL－ 2:Ala－ Cys－ Cys－ Ser－ Tyr－ Xaa1－ Pro－ Cys－ Asn－ Val－ Asn－ Tyr－ Xaa2－ Ile－ Cy
s－ Gly－ Gly－ Arg（ 番号 :21）。 Xaa1又は Xaa2は Pro又はヒドロキシ－ Proであり得る
し、 Xaa3は Glu又はγ－カルボキシグルタミン酸であり得る。Ｃ－ は望ましくはアミ
ノ化されて欲しい。
ST－ 1:Asn－ Gly－ Cys－ Cys－ Arg－ Asn－ Pro－ Ala－ Cys－ Glu－ Ser－ His－ Arg－ Cys－ Gly
（ 番号 :22）。
OC－ 1:Asn－ Val－ Val－ Val－ Thr－ Ser－ Phe－ Glu－ Pro－ Thr－ Thr－ Leu－ Ala－ Pro－ Val
－ Pro－ Ser－ Asp－ Cys－ Cys－ Gln－ Val－ Ser－ Ser－ Cys－ Trp－ Asn－ Leu－ Tyr－ Gly－ Leu
－ Glu－ Cys－ Thr－ Gly－ Ile－ Thr－ Arg－ Arg－ Arg－ Thr－ Leu（ 番号 :23）。
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OC－ 2:Asn－ Val－ Ala－ Ile－ Thr－ Ser－ Phe－ Glu－ Pro－ Thr－ Thr－ Leu－ Ala－ Pro－ Val
－ Pro－ Ser－ Asp－ Cys－ Cys－ Gln－ Val－ Ser－ Ser－ Cys－ Trp－ Asn－ Leu－ Tyr－ Gly－ Pro
－ Glu－ Cys－ Thr－ Gly－ Ile－ Thr－ Arg－ Arg－ Arg－ Thr－ Leu（ 番号 :24）。
SVIII A:Gln－ Lys－ Glu－ Leu－ Val－ Pro－ Ser－ Val－ Ile－ Thr－ Thr－ Cys－ Cys－ Gly－ Ty
r－ Asp－ Pro－ Gly－ Thr－ Met－ Cys－ Pro－ Pro－ Cys－ Arg－ Cys－ Thr－ Asn－ Ser－ Cys－ Pr
o－ Thr－ Lys－ Pro－ Lys－ Lys－ Pro－ Xaa1（ 番号 :25）。 Xaa1は des－ Xaa1又は Gly－ Ar
g－ Arg－ Asn－ Asp（ 番号 :26）である。 Xaa1が des－ Xaa1のときＣ－ は望ましくは
アミノ化されて欲しい。
MVIII:Ala－ Pro－ Xaa1－ Leu－ Val－ Val－ Thr－ Ala－ Thr－ Thr－ Asn－ Cys－ Cys－ Gly－ Tyr
－ Asn－ Pro－ Met－ Thr－ Ile－ Cys－ Pro－ Pro－ Cys－ Met－ Cys－ Thr－ Tyr－ Ser－ Cys－ Pro
－ Pro－ Lys－ Arg－ Lys－ Pro－ Xaa2（ 番号 :27）。 Xaa1は Glu又はγ－カルボキシグル
タミン酸であり、 Xaa2は des－ Xaa2又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ Asp（ 番号 :26）である
。 Xaa2が des－ Xaa2のときＣ－ は望ましくはアミノ化されて欲しい。
SM－ 1:Glx－ Thr－ Trp－ Leu－ Val－ Pro－ Ser－ Thr－ Ile－ Thr－ Thr－ Cys－ Cys－ Gly－ Tyr
－ Asp－ Pro－ Gly－ Thr－ Met－ Cys－ Pro－ Thr－ Cys－ Met－ Cys－ Asp－ Asn－ Thr－ Cys－ Lys
－ Pro－ Lys－ Pro－ Lys－ Lys－ Ser－ Xaa1（ 番号 :28）。 Xaa1は des－ Xaa1又は Gly－ Arg
－ Arg－ Asn－ Asp（ 番号 :26）である。 Xaa1が des－ Xaa1のときＣ－ は望ましくは
アミノ化されて欲しい。
SM－ 2:Ala－ Pro－ Trp－ Leu－ Val－ Pro－ Ser－ Thr－ Ile－ Thr－ Thr－ Cys－ Cys－ Gly－ Tyr
－ Asp－ Pro－ Gly－ Ser－ Met－ Cys－ Pro－ Pro－ Cys－ Met－ Cys－ Asn－ Asn－ Thr－ Cys－ Lys
－ Pro－ Lys－ Pro－ Lys－ Lys－ Ser－ Xaa1（ 番号 :29）。 Xaa1は des－ Xaa1又は Gly－ Arg
－ Arg－ Asn－ His（ 番号 :30）である。 Xaa1が des－ Xaa1のときＣ－ は望ましくは
アミノ化されて欲しい。
U007:Arg－ Asp－ Xaa1－ Cys－ Cys－ Tyr－ His－ Pro－ Thr－ Cys－ Asn－ Met－ Ser－ Asn－ Pro
－ Gln－ Ile－ Cys（ 番号 :31）。 Xaa1は Pro又は望ましくはヒドロキシ－ Proであり得る
。Ｃ－ は望ましくはアミノ化されて欲しい。
U008:Arg－ Asp－ Xaa1－ Cys－ Cys－ Ser－ Asn－ Pro－ Ala－ Cys－ Asn－ Val－ Asn－ Asn－ Pro
－ Gln－ Ile－ Cys（ 番号 :32）。 Xaa1は Pro又は望ましくはヒドロキシ－ Proであり得る
。Ｃ－ は望ましくはアミノ化されて欲しい。
U011:Gly－ Cys－ Cys－ Gly－ Pro－ Tyr－ Xaa1－ Asn－ Ala－ Ala－ Cys－ His－ Xaa2－ Cys－ Gly
－ Cys－ Lys－ Val－ Gly－ Arg－ Xaa3－ Xaa4－ Tyr－ Cys－ Asp－ Arg－ Xaa5－ Ser－ Gly－ Gly（

番号 :33）。 Xaa1、 Xaa2、 Xaa3、 Xaa4及び Xaa5は Pro又は望ましくはヒドロキシ－ Pro
である。

種から精製されたコノトキシン　ペプチドは、一般には多くのプロリル残分の処に
Proの代りにヒドロキシ－ Proを包含する。 Pro又はヒドロキシ－ Proは、この中で識別され
るペプチドのどのプロリル残分又はヒドロキシ－プロリル残分の処にでも使用され得るし
、これらは同等の働きをするものと考えられる。かくて、例えば、 SVIII A.MVIII.Sm－１
又は Sm－２のようなκ－コノトキシン　ペプチドは望ましくは全てヒドロキシ－ Pro残分
を含んでいて欲しい。プロリル残分をヒドロキシ－ Proに改変するためのコノトキシン　
ペプチドの翻訳後の処理に加え、他の残分も又イモガイの中で翻訳後の改変を受ける。こ
れらの残分は、それぞれγ－カルボキシグルタミン酸又はβ－カルボキシアスパラギン酸
に改変され得る Glx又は Asxを包含する。このような改変は、残分がコノトキシン　ペプチ
ドのＮ－ にある時に見られる。この改変の１例は、位置３にある Xaa1が望ましくはγ
－カルボキシグルタミン酸になっている MVIIIの中に見出される。付加的な翻訳後の改変
は、特に成熟ペプチドの位置７及び／又は８にあるκ－コノトキシン　ペプチドにおいて
、 Ser及び／又は Thr残分の糖化を包含し得る。従ってこれらの改変を行ったコノトキシン
　ペプチドは上記で特定した の等価物と考えられる。
２つの 　 のα－コノトキシン　ペプチドのプレプロペプチド構造の明
示は、他のペプチドのメッセンジャー RNA における重要な相同性識別の機会を提供し
た。信号 の相同性とα－コノトキシン　ペプチドに対する３′非翻訳領域における相
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同性との両者を条件とする PCRのアプローチが、明らかに非常に近い進化の血族関係を共
有するが構造的にも薬理学的にも多様性を有するペプチドグループを露にした。このグル
ープは、当初から解明されているα－コノトキシン　ペプチドのきっちりと定義された家
族を包含するばかりでなく、全体として構造的にも薬理学的にもα－コノトキシン　ペプ
チドに関係なさそうに見える成熟ペプチドをも包含する。上述のように、その前駆体及び
メッセンジャー RNA における強力な相同性を有するコノトキシン　ペプチドのグルー
プ全体は、 　ペプチドの幾つかの構造クラスと薬理学的家族とを包含して（α－コ
ノトキシン　ペプチドの後ではこの血統の中に発見された最初のペプチド家族である）“
Ａ－血統”と命名された。
α－コノトキシン　ペプチドに関係する 　ペプチドの識別に使われる PCRプライマ
ーは、 　 毒液からの cDNAクローンを暗号化するα－コノトキシン　ペ
プチド GI に基礎を置くものである。テーブルＩに示すごとく、α－コノトキシン　ペ
プチドは、又、 　 及び 　 （ ）から分離された
。プライマーが他の 種からの α－コノトキシン　ペプチドのクローンである
のを識別することを確かめるために、上述の PCR増幅技術は、充分に特性が明らかにされ
ているα－コノトキシン　ペプチドと共にこれらの２つの魚狩猟種に対して めて適用さ
れた。これらの分析から引き出された成熟ペプチドの は、テーブル IIの中に示されて
いる。従来型の生化学的アプローチで特徴づけられているα－コノトキシン　ペプチドの
cDNAクローンは、期待通りに 　 からの cDNAライブラリーの PCR増幅
で識別された。α－コノトキシン　ペプチド SI及び SIIの予測された前駆体 は、前駆
体のプレプロ（ prepro）領域の最初の 42個のアミノ酸においてα－コノトキシン　ペプチ
ド GIの前駆体の対応する と事実上一致している（ 93％）。等価 がテーブル IIIの
中で比較されている。
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しかしながら、 　 毒液の PCR増幅は、ゲル電気泳動によって容易に
分離可能な明白に２つに分解されたバンドを生み出す。迅速移動バンドからは、 12個のク
ローンの全部が２回の独立した PCR増幅によって された。即ちこれらの中の８個はα
－コノトキシン　ペプチド SIIに対する前駆体であり、４個は暗号化されたα－コノトキ
シン　ペプチド SIであることが証明された。 cDNAクローンによって予測された成熟トキシ
ンは、α－コノトキシン　ペプチド SIのＮ－ に余分のグルタミン酸残分を有している
ものの、それ以外は が一致する。成熟形態へ向けて mRNAの中に暗号化されているペプ
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チドの更なる予想外の処理が存在するかさもなくばクローン がα－コノトキシン　ペ
プチド SIの多形性異変体であるかのい れかである。
より大きな分子量の PCR増幅製品も又クローン増殖されて３つの独立のクローンが分析さ
れた。これらの全てがペプチド標識を付けたκ－コノトキシン　ペプチド SVIII Aに暗号
化されたが、このκ－コノトキシン　ペプチド SVIII Aはα－コノトキシン　ペプチド SI
又は SIIの予測成熟ペプチド よりも可成り長いものである。更には、 SVII Aは、

　 毒液から最近特性を明らかにされたペプチド、κ－コノトキシン　ペ
プチド SVIIIと において殆ど一致しており、この SVIIIは、 　 毒
物注入時に観察される非可動化初期の段階での重要な刺激性トキシンである。しかしなが
ら、多くの小さな 上の差異が存在した。即ち、κ－コノトキシン　ペプチド SVIIIの
中の Ser－３は SVIII Aの中の Gluで置換されている。もっと驚くべきことは、κ－コノト
キシン　ペプチド SVIIIのＣ－ κ－コノトキシン　ペプチド SVIII Aの中で更
に 12個のアミノ酸で延ばされていることである。
これらの差異を消散する意図の下に 　 毒液管からの mRNAの直接増幅
が行われた。原型の cDNAライブラリーがハワイからもたらされた 　
種を使って作られる一方で、毒液管の mRNAの PCR増幅が（κ－コノトキシン　ペプチド SVI
IIが精製された毒液源でもある）フィリピンからの種を使って行われた。 mRNAからの迅速
移動 PCR増幅バンドからの６個のクローンが分析された。即ち、４個はα－コノトキシン
　ペプチド SIIで、１個は暗号化α－コノトキシン　ペプチド SIであった。しかしながら
、第６番目のクローンは新しいペプチド ST－１を暗号化しており、 ST－１の予測 がテ
ーブル IIに示されている。
緩速移動 PCRバンドは、κ－コノトキシン　ペプチド SVIIIに厳密に対応する予測されたプ
レプロペプチドを暗号化するクローンを生み出した。
かくてα－コノトキシン　ペプチド を使って行われた PCR増幅から作られたクローン
を分析することにより、 　 のみから５つの異なった 　ペプチ
ドが得られた。これらの中の２つ、α－コノトキシン　ペプチド SI及び SIIのみは回収が
予測された。又、全般的はα－コノトキシン　ペプチドと構造上の類似性を有するが、以
前には決して特性を明らかにされることのなかったペプチド MG－１が発見され、それにま
ったく関係のない家族、κ－コノトキシン　ペプチドに属する２つの既知のペプチド
も見付かった。結果は又、ハワイ形とフィリピン形との間のκ－コノトキシン　ペプチド

における多形現象の存在を示唆している。即ち、１個のアミノ酸置換があり、又ハワ
イ種には長いＣ－ が存在するのに対してフィリピン種には存在しない。かくて

　 内で PCRによって採取されたα－コノトキシン　ペプチド一家に関し
てはペプチドの多様性が期待以上に複雑であることが証明された。
又、 　 からの PCR製品のより限定的な分析が行われた。 11個のクローンが２
つの独立した増幅で され、全てのクローンは２つのクラスの中の１つに組入れられた
。最も多い方のクラス（ 11クローン中の９つ）は、テーブル IIに示したκ－コノトキシン
　ペプチド MVIIIに本質的に一致している予測された を生み出した。加えて、構造的
にα－コノトキシン　ペプチドにより近い関係にあるペプチドも又回収された。 　

毒液からのα－コノトキシン　ペプチド、α－コノトキシン　ペプチド MIを暗号化
したクローンは回収されなかった。
cDNA と精製κ－コノトキシン　ペプチド MVIIIの実際の との比較で出て来た１つ
の複雑現象は、最後の５個のアミノ酸がアミノ化されたＣ－ を付与するために切除さ
れていることの発見であった。Ｃ－ は通常は蛋白分解性開裂の対象になることを
予測されていないことに注目すべきである。κ－コノトキシン　ペプチド MVIII及び MVIII
 Aの尤もらしい真のＣ－ がテーブル IIに矢印で示されている。

　 及び 　 の両方の毒液は、α－コノトキシン前駆体
を使って得られる全てのクローンの重要な部分としてのκ－コノトキシン　ペプチド前

駆体を有することを証明した。κ－コノトキシン　ペプチドは、飲み込む前に餌食にもり
を打ち込んで魚を狩猟するイモガイ（“もり打ち”）にとって重要な構成要素であると信
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じられるので、魚を狩猟するものと信じられているがしかし未だ餌食にもりを打ち込むの
を観察されていない他の 種を試験することが望まれた。魚を食するものと信じられ
ているあまり知られていない２つの 種は 　 （ ．

）及び 　 （ ． ）である。 PCR増幅が 　
（ ． ）の mRNA及び 　 の cDNAライブラリーから行

われた。
結果をテーブル IVに示す。 　 からの 19個のクローン及び 　

からの９個のクローンが２つの独立の増幅によって された。 　
の中では同一 （ SL－１）が 18/19クローンに対して明らかになり、近い関

係にある１つのペプチド（ SL－２）が識別された唯一の他のクローンであった。対照的に
、 　 のクローンは、相当に長くてお互いに相同性を有する２つのペ
プチド（ OC－１及び OC－２）を暗号化した。
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　 及び 　 からの予測成熟トキシンは長さが非
常に違う（ 　 のは 19～ 20個のアミノ酸であり、 　

のは 42アミノ酸である）けれども、それにも拘らずペプチドは核 においては同一の
占有空間を示している。最初の Cys残分から最後に至る迄ペプチドの全てが核モチーフ CC4
C7Cを有する。この同一モチーフは、又、テーブル IIに示す 　 からのα－コ
ノトキシン様ペプチド、 MG－１の中にも見付かった。 　 　ペプチ
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ドは、 　 　ペプチドや 　 　ペプチドに比べて延ばされた
Ｎ－ 及びＣ－ を有することを主な原因として遥かに長くなっている。これら
の種の中にはκ－コノトキシン　ペプチドが露にされなかったことに注目すべきである。
もり打ちとして知られる第３の魚狩猟 も又分析された。 　

（ ． ）はα－コノトキシン　ペプチドの分離がなされていない種
である。７個のクローンの全体が された。即ち、２つの予測された が明らかにさ
れた。相同性により、これらがκ－コノトキシン　ペプチド SmVIII及びκ－コノトキシン
　ペプチド SmVIII Aと名付けられたκ－コノトキシン　ペプチドであることは事実上確か
であるように思える。かくて、 　 及び 　 のようなもり
打ちである 　 の中でκ－コノトキシン　ペプチドが、使用さ
れた PCR増幅プロトコルによって識別される。
上述の結果は、進化論的にα－コノトキシン　ペプチドに近い関係にある筈のペプチドが
、試験される全ての魚狩猟種の毒液管の中で見出されることを示唆する。このペプチドグ
ループが非魚狩猟種の中にも見出され得るか否かの調査がなされた。 500 種の殆ど
が非魚狩猟種であるが、腹足類軟体類や多毛類動物虫を獲る２つの他の大きなグループが
存在する。それ故軟体類捕食 種、 　 （ ． ）及び食虫種
、 　 （ ． ）からの PCR増幅が実施され、こ
れらの増幅からのクローンの分析結果はテーブルＶに示されている。
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　 からの 22個のクローンが分析された。これらの中で 19個の単一ペプチ
ド（ BN－１）を暗号化し、１個は近い関係の （ BN－２）を暗号化することが判明した
。これらのペプチドは又、上述の特性α 4/7（ CC4C7C）の核モチーフを示した。第３のペ
プチド （ BN－３）は他の２つに関係がなく、α 4/3核 を示した。
７個のクローンが 　 から され、２つの別々の予測された
成熟ペプチドを暗号化することが判明した。３個のクローンはα 4/7ペプチド（ CRは１）
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を暗号化し、一方７個の中の４個は、α 4/5核 モチーフを持ったα－コノトキシン様
ペプチド（ CR－２）を暗号化した。κ－コノトキシン　ペプチド様 が 　

及び 　 のいずれの PCR適用クローンからも検出されなか
ったことに注目すべきである。
Ａ－血統のメンバーとして見出される最も驚異的なトキシンは、成熟ペプチドのアミノ酸

において、α－コノトキシン　ペプチドに対する明白な相同性を有せず、 Cys残分
すら全く異にするκ－コノトキシン　ペプチドであった。更には、κ－コノトキシン　

ペプチドはアセチルコリン　レセプタには作用せず、電圧感応のカリウム　チャネル又は
ナトリウム　チャネルのい れかを標的に定める。かくてα－コノトキシン　ペプチドと
κ－コノトキシン　ペプチドとの間には信号 と３′非翻訳領域との両方において検出
される激強な相同性の発見を期待することは出来ない。
α－コノトキシン　ペプチド及びκ－コノトキシン　ペプチドのアミノ酸 の全ての比
較をテーブル VIに示す。これらの は、同一性が最大になるように整列した。κ－コノ
トキシン　ペプチドを採取するα－コノトキシン　ペプチド　プライマーの能力は、２つ
の信号 の事実上の同一性で説明される。
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前駆体の Pro領域において可成りの相同性（全体的同一性に非ず）が存在するが、プレプ
ロペプチドの成熟トキシン領域における有意な同一性は存在しない。信号 とペプチド
と成熟トキシンとの間の推定される縁が示される。成熟トキシンは構造的にも薬理学的に
も相互間の関係がないけれども、α－コノトキシン　ペプチド及びκ－コノトキシン　ペ
プチドの前駆体家族には進化論的血統によって事実上は極めて近い関係が存在する。
κ－コノトキシン　ペプチドに加え、α－コノトキシン　ペプチドに対してより近い関係
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にある追加のペプチドの変種 同一の PCRプライマーを使って識別された。これらの幾
つかは、α－コノトキシン様ペプチドの結合力のある家族の中に整列され得るものであり
、このα－コノトキシン様ペプチドはジスルフィド結合の間に異なる長さのループを持つ
ことで規範的なα－コノトキシン　ペプチドとは違うものになっている。かくて、テーブ
ルＩのα－コノトキシン　ペプチドの全てが（上述の）典型的なα 3/5核を有する一方、 P
CRによって識別された追加のペプチドの大部分はα 4/7核を有する。更には、α 4/7モチー
フを伴うペプチドを整列させると、多くは、 　 （ ． ）及び

　 （ ． ）の毒液から予め識別されたペプチドと驚く程の相同性を
有する。これらの はテーブル VIIに示されている。 　 ペプチド及
び 　 ペプチドには、翻訳後に改変されるアミノ酸、γ－カルボキシグルタ
ミン酸が第２ループの中に存在する。 PCR法によって予測されたα 4/7ペプチドは、これら
のペプチドとの大いなる相同性を示し、天然ペプチドは実際はグルタミン酸ではなくγ－
カルボキシグルタミン酸を相同位置に有すると云うのが らしく見える。 　

からのペプチドの１つはその位置にアスパラギン酸の置換を有するので、この
残分も又翻訳後に改変され得るのではないと云う、気になる示唆が存在する。
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最後に、互いに密着したクラスに属していないＡ－血統所属の他のペプチド　グループが
存在する。これらは、 　 、 　 及び 　

からのα－コノトキシン様ペプチド、 ST－１、 BN－３及び CR－１を包含し
、このα－コノトキシン様ペプチドはα 3/5及びα 4/7以外の核モチーフを有する。かくて
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Ａ－血統は又、全く多用で、殆ど確実に少なくとも２つの構造クラスと幾つかの薬理学的
家族とを囲い込んでいる。更に、Ａ－血統は、 毒液中に明らかに広く分布している
。その理由は、この研究において最初のα－コノトキシン　ペプチドが分離された魚狩猟
種に加えて、巻貝狩猟 及び蠕虫狩猟 の両方からもＡ－血統ペプチドが識別さ
れたからである。
例えば精製と 分析、 PCR増幅、組み換え DNA技術その他によってコノトキシン　ペプチ
ドのアミノ酸 を識別した後に、成熟コノトキシン　ペプチドは更に以下に述べるよう
な従来の技術を使って合成され得る。
一般にＡ－血統のコノトキシン　ペプチドと呼ばれるこれらのペプチドは、化学合成され
るべく、充分に小さいものである。前述のＡ－血統のコノトキシン　ペプチドを準備する
ための一般的化学合成方法が、Ａ－血統のコノトキシン　ペプチドの１つの特殊化学合成
に沿って、又、その化学合成製品の生物学的活性を指示することによって以下に記述され
る。これらのＡ－血統のコノトキシン　ペプチドの種々なものは、米国特許番号第 4,447,
356（ 11）又はオリベラ他（２）の中に 載された技術を使って特別なコヌス種から精製
分離され得る。これらの文献の開示内容は引用することによって、本文中に結合されるも
のとする。例えばペプチド U007,U008及び U011は 　 （ 　
）の精製により入手された。
Ａ－血統のコノトキシン　ペプチドは列挙されたイモガイからの精製によって入手可能で
あるけれども、個々のイモガイから入手可能なＡ－血統のコノトキシン　ペプチドの量は
余りにも少ないので、望みの実質的に純粋なＡ－血統のコノトキシン　ペプチドを、実際
に市場価値のある量で入手するためには化学合成による が一番よい。例えば単一のイモ
ガイからのＡ－血統のコノトキシン　ペプチドの生産量は約 10μｇ以下かも知れない。“
実質的に純粋な”は、同一タイプの他の生物学的分子が実質的に存在しない処にペプチド
が存在することを意味する。即ち、ペプチドは、望ましくは少なくとも約 85重量％の量で
存在し、望ましくは少なくとも同一タイプのこのような存在する生物学的分子（即ち、水
、緩衝剤及び 小分子が存在し得る）が少なくとも 95％の量で存在していて欲しい。
生物学的に活性なＡ－血統のコノトキシン　ペプチドの化学合成は、勿論アミノ酸 を
正しく決定することに依存する。
Ａ－血統のコノトキシン　ペプチドは、又、当業界では良く知られている組換え DNA技術
によっても生産され得る。このような技術は、サンブルック他（３）によ て記述されて
いる。この方法により生産されたペプチドは分離され、必要なら整復され、正しいジスル
フィド結合形成のために酸化される。
本発明のＡ－血統のコノトキシン　ペプチドの中にジスルフィド結合を形成する１方法は
、冷室温で長期間にわたって線状ペプチドを空気酸化させることである。この手順は、相
当量の生物学的に活性なジスルフィド結合のペプチドの生成をもたらす結果となる。酸化
ペプチドは、別の結合 を有するペプチド分離のために逆相高速液体クロマトグラフィ
（ HPLC）その他を用いて分別される。その後に、これらのペプチドの分画を天然材料の溶
離と比較することによるか、或いは単純分析法の利用によるかのいずれかによって、最大
の生物学的効力を発揮するための正しい結合を有する特別の分画を有する酸化製品は、線
状ペプチド又は１分画より多い分画を有する酸化製品は、生体内で起こる交差結合及び／
又は 変更が生物学的に効力のあるコノトキシン分子を生成することを承知しているの
で、時には、生体内投薬に使用され得る。しかしながら、生物学的効力のより少ない他の
分画の存在によってもたらされる希釈のせいで、いくらかより高い投薬判定量が要求され
得る。
本発明のＡ－血統のコノトキシン　ペプチドの中にジスルフィド結合を形成する第２の方
法は、Ａ－血統のコノトキシン　ペプチド合成中に第２及び第５システイン上での保護作
用物質としてアセトアミドメチル（ Acm）を使用することを包含する。これら２つの残分
上での Acmの使用は、他のＡ－血統のコノトキシン　ペプチドの中でのジスルフィド架橋
との類似性に根 を置いている。 Acmに保護されたシステインを伴うペプチドは、室温で
夜通し酸化される。 ペプチドは、 HPLCによって 離され、望みの異性体が分離さ
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れる。最終的なジスルフィド架橋はヨウ素によって実施される。望ましくない異性体は、
線状ペプチドへの整復によって効率的に再循環される。望みの異性体は局部減圧分析（４
）によって決定される。この分析において、 前駆体のサンプルは、線状ペプチド
と一重架橋中間体とを生み出すべくトリス－〔２－カルボキシエチル〕ホスフィンで処理
される。後者のペプチドはヨードアセトアミドと反応し、アルキル化システイン残分の部
位は 分析によって確立される。
ペプチドは、例えば専占的固相技術、部分的固相技術、断片縮合、又は古典的な溶液結合
等の適切な方法によって合成される。近年開発された組換え DNA技術の使役は、これらの
ペプチド、特に翻訳後の処理ステップを必要としない天然のアミノ酸残分のみを含むより
長いペプチドの準備に利用され得る。
従来型の液相ペプチド合成では、ペプチド　チェーンは、構成要素を構成するアミノ酸を
望みの で成長ペプチド　チェーンに加える一連の結合反応によって準備し得る。種々
なＮ－保護グループ、例えばジシクロヘキシルカルボジイミド又はカルボニルジイミダゾ
ールと、種々な活性エステル、例えばＮ－オキシフタルイミド又はＮ－オキシ－サクシン
イミドと、溶液中の反応 中間生成物を分離、精製させるための種々の開裂試薬との使用
が、よく知られた古典的なペプチド精製法である。古典的な溶液合成法は論文“（ホウベ
ン－ボイルの）有機化学的方法：ペプチド合成”（５）の中に詳述されている。専占的固
相合成技術は、テキスト“固相ペプチド合成”（６）に述べられており、米国特許番号第
４、 105,603号（７）の開示の中に例示されている。断片縮合合成法は、米国特許番号第 3
,972,859号（８）の中に例示されている。他の利用可能な合成法は、米国特許番号第 3,84
2,067号（９）及び第 3,862,925号（ 10）の中に例示されている。最終的に取り除かれる迄
存在部位で化学反応が起こるのを阻止する適切な保護グループによって種々なアミノ酸成
分の不安定側鎖グループを保護することはこのような化学反応に共通である。実体がカル
ボキシグループと反応する間、及びそれに続いてその場所での反応が行われるべくα－ア
ミノ保護グループが選択的に除去される迄の間中のアミノ酸又は断片上のα－アミノ　グ
ループの保護も、又、通常共通している。従って、不安定な側鎖を有する種々な残分の側
鎖と結合させた適切な側鎖保護グループと一緒にペプチド　チェーンの望みの の中に
配置されているそれぞれのアミノ酸残分を含んだ中間生成化合物がこのような合成におけ
るステップ毎に生成されることも共通している。
側鎖アミノ保護グループの選択に関しては、合成中におけるα－アミノ　グループの保護
解除期間に取除かれることのない１つが一般には選択される。しかしながら、或るアミノ
酸、例えば Hisに対しては一般に保護は必要ない。ペプチド合成に使用される特別な側鎖
保護グループの選択には、次の一般ルールが適用される。即ち、（ａ）保護グループは、
望ましくは保護特性を保護し、結合条件下では割除されることはない。（ｂ）保護グルー
プは、各合成ステップにおけるα－アミノ保護グループ除去のために選択された反応条件
の下で安定でなければならない。（ｃ）側鎖保護グループは、ペプチド　チェーンの望ま
しくない変更をすることのない反応条件の下での望みのアミノ酸 を含む合成処理完成
時には除去し得るものでなければならない。
これらのペプチドの多くは、或いは全てさえもが、組換え DNA技術を使って準備すること
が可能であるべきである。しかしながら、ペプチドをそのようにして準備できないときは
、ペプチドはメリフィールドの固相合成法を使って準備するのが望ましいけれども、前述
したような当業界に知られているその他の同等の化学的合成法も又使用することが可能で
ある。固相合成法は、適切な樹脂に保護されたα－アミノ酸の結合によってＣ－ から
開始される。このような開始材料は、クロルメチル化樹脂又はオキシメチル樹脂へのエス
テル結合、或いはベンズヒドリルアミン（ BHA）樹脂又はパラメチウベンズヒドリルアミ
ン（ MBHA）樹脂へのアミドボンドによりα－アミノに保護されたアミノ酸を添加すること
によって準備される。オキシメチル樹脂の準備法はボタンスキ他（ 11）によって記述され
ている。クロルメチル化樹脂は 　ラド　ラボラトリーズ（ Bio　 Rad　 Laboratories
）（カルフォルニア州リッチモンド）から及びラボラトリ　システムズ　インコーポレイ
テッド）（ Lab.Systems,inc.）からの市販品を利用できる。このような樹脂の準備法はス
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ュワート他（６）によって記述されている。 BHA樹脂サポート及び MBHA樹脂サポートは
、市販品の利用が可能であり、一般には合成された望みのポリペプチドがＣ－ に非置
換アミドを有する場合に利用される。このようにして、固体樹脂サポートは、式－Ｏ－ CH

2－樹脂サポート、－ NH－ BHA樹脂サポート、又は－ NH－ MBHA樹脂サポートを有するものの
ような当業界に知られているもののどれかであり得る。非置換アミドが欲しい場合には、
開裂が直接的にアミドに生ずるので BHA樹脂又は MBHA樹脂の使用が望ましい。Ｎ－メチル
アミドが欲しい場合には、Ｎ－メチル BHA樹脂から作ることが可能である。その他の置換
アミドが要望される場合には、米国特許番号第 4,569,967号（ 12）の教訓が使用可能であ
り、或いは、遊離酸以外の他のグループが尚Ｃ－ に所望される場合には望ましくはホ
ウベン－ボイルのテキスト（５）に記述されているような古典的な方法を使ってペプチド
合成することが可能であって欲しい。
Ｃ－ に遊離酸を有するペプチドを合成する時には、 K.堀木他（ 13）の文献中に記述さ
れた手順に従い、約 60℃で 24時間、攪拌している DMFの中に入れた KFを使って、もし適切
なら Boc及び側鎖保護グループにより保護されているＣ－ アミノ酸を最初にクロルメ
チル化樹脂に結合させることが可能である。 BOC－保護付アミノ酸を樹脂サポートに結合
した後、塩化メチレン中のトリフルオル酢酸（ TFK）又は単独の TFAを利用する方法のよう
にしてα－アミノグループは除去される。保護介助は約０℃と室温との間の温度で実施さ
れる。例えばジオキサンなかの HC1のような他の標準的開裂試薬及び特別のα－アミノ保
護グループの除去条件は、シュローダー及びルプケの文献（ 14）の中に記述されたような
ものが使用され得る。
このα－アミノ保護グループを除去した後、残りのα－アミノ保護付及び側鎖保護付のア
ミノ酸は、前記で定義した中間生成化合物を得るために望みの順序で一段一段結合が行な
われ、或いは合成中に別々に各アミノ酸を添加する代りとして、これらのアミノ酸のいく
つかは固相反応装置の中で添加される前に相互に結合され得る。適切な結合試薬の洗濯は
技術者の腕にかかっている。 N,N'－ジシクロヘキシルカルボジイミド（ DCC）は結合試薬
として特に適している。
ペプチドの固相合成で使用される活性化試薬はペプチド技術ではよく知られている。適切
は活性化試薬の例は、例えば、 N,N'－ジイソプロピルカルボジイミドやＮ－エチル－ N'－
（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドのようなカルボジイミドである。他の活
性化試薬及びペプチド結合に使用される方法は、シュローダー及びルプケ（ 14）及びカプ
ール（ 15）によって記述されている。
各々の保護されたアミノ酸又はアミノ酸 は、約２倍以上余計に固相反応装置の中に導
入され、ジメチルホルムアミド（ DMF） :CH2 Cl2（ 1:1）の溶媒の中で、或いは DMF又は CH2 C
l2単独の溶媒の中で結合が実行され得る。中間的な結合が発生する場合には、次のアミノ
酸結合に先立つα－アミノ保護グループ除去以前に結合手順が繰り返される。手作業の場
合には、できればカイザー他（ 16）によって記述されているようなニンヒドリン反応によ
って合成の各段階での結合反応の成功を監視して欲しい。結合反応は、リビエル他の文献
（ 17）に報告されたようなプログラムを使って、ベックマン（ Beckman） 990自動合成装置
上でのように自動的に行なわせることが可能である。
望みのアミノ酸 が完成された後、遊離酸形態のペプチドを得るためにペプチドを樹脂
から開裂するばかりでなく、もし事前に除去されていないなら全ての残留側鎖保護グルー
プやＮ－ のα－アミノ保護グループをも開裂する液体弗化水素のような試薬で処理す
ることによって中間生成ペプチドは樹脂サポートから除去され得る。もし Metが 中に
存在するな HFによるペプチドの樹脂からの開裂に先立ち、潜在的なＳ－アルキル化を
排除するためにトリフルオル酢酸（ TFA）／エタンジチオールを用いて Boc保護グループを
最初に除去して欲しい。開裂用弗化水素の使用時には、アニソール、クレゾール、硫化ジ
メチル、及び硫化メチルエチルのような１以上のスカベンジャーが反応塔内に含まれる。
Cys残分間の結合形成のためには、ペプチド樹脂の一部になっている間のペプチドの環化
を妨害するようにして線状ペプチドの環化が行なわれて欲しい。このようなジスルフィド
環化結合を効果あるものにするためには、後で適切に環化され保護解除をされる全面保護
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されたアミド中間生成物を生み出すため、当業界ではよく知られているように、アンモノ
リシスによってオキシメチル化樹脂サポート又は塩化メチル化樹脂サポートから全面保護
付のペプチドを開裂することが可能である。代替案としては、ペプチドの保護解除と共に
上記の樹脂又はベンズヒドリルアミン（ BHA）樹脂或いはメチルベンズヒドリルアミン（ M
BHA）からのペプチドの開裂を弗化水素酸（ HF）と一緒に０℃で行なうことが可能であり
、続いて上述のように酸化が行なわれ得る。
以下の実施例は SIIの化学合成を記述する。ここに開示されるコノトキシン　ペプチドは
上述の従来形技術を使って、同じ様に合成される。

本発明は異化の実施例を引用して記述する。以下の実施例は、説明手法により提供するも
のであって、どのようなものであれ発明を制約する意図を持つものではない。当業界で良
く知られている標準的技術又は以下に記述する特殊技術が利用された。

毒液からのペプチド精製は、前に記述（ 18）したように、セファ
デックス（ Sephadex）Ｇ－ 25の上でのクロマトグラフィによる最初の構成要素のサイズ分
割を包含し、それに引き続いて半準備的な逆相 C1 8カラム上の高速液体クロマトグルフィ
（ HPLC）を実施した（ウルトロパック（ Ultropac） TSK　 ODS－ 120T,7.8× 300mm,10μ m:又
は VYDACC1 8 ,10× 250mm,5μ m;0.1％トリフルオル酢酸（ TFA）中のアセトニトリル が使
われた）。選択した からのペプチド分離は、普通、分析逆相 C1 8カラム上での１乃
至２回余計の運転が必要であった。 0.1％ TFA中のアセトニトリル はペプチドを溶 す
るのに使用された。

ペプチド SVIIが されてカルボキシメチル化され、それから前述（ 19）の如きスピニン
グ－カップ　シーケンサー内の分析がなされた。

α－コノトキシン　ペプチド SI及び SIAの精製中に、魚の中での麻痺を引き起こす追加の
分画が識別された。これらの活動の１つは、 SI及び SIAにぴったりくっついて溶離するこ
とである。この麻痺性分画は＞ 90％同質に精製され、そのアミノ酸組成が決定された。ア
ミノ酸 の展開は、テーブルＩに示す を持つ 19個のアミノ酸ペプチドと一致する結
果をもたらした。テーブルＩの中の 指定が、決定されたアミノ酸組成に適合した。更
に 指定の確認が高速原子衝撃（ FAB）質量分析法によってなされた。 FAB質量分析法の
決定は、予測される遊離カルボキシ を伴う 19個のアミノ酸ペプチドに一致する MW（ MH
+ 1790・ 56）を付与した。このペプチドは、特性を明確化された限りのどの他のα－コノ
トキシン　ペプチドよりも大きいけれども、α－コノトキシン　ペプチド SIと驚くべき程
の相同性を有している。このペプチドは、それ故、α－コノトキシン　ペプチド SIIと名
付けられた。天然ペプチド を確認するため、又、更なる特性明確化用に、より余計の
ペプチドを使えるようにするべく、α－コノトキシン　ペプチド SIIが合成された。
α－コノトキシン　ペプチド SIIは、一般には 　 の中にα－コノト
キシン SI、又は主要な －コノトキシン SVIAより少ないレベルで見出される。しかしなが
ら、１つの毒液サンプルから別の毒液サンプルに移るに従ってトキシン　レベルの変動が
相当にある。 SIと SIIのレベルが１つの毒液サンプルの中でほぼ同等であることが見出さ
れたとしても、より典型的にはα－コノトキシン　ペプチド SIIはα－コノトキシン　ペ
プチド SIの約 20％、 －コノトキシン　ペプチド SVIAの約 10％であることが見出される。

合成がメリフィールド（ 20）の固相手順により、続いてグレイ他（ 21）の一般プロトコル
によって実施された。２グラムのｔ－ Boc－Ｌ－セリン樹脂（ベガ　バイオテクノロジー
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ズ　インコーポレイテッド（ Vega　 Biotechnologies　 Inc.） ;0.60mモル置換 /g）が開始
サポートとして使用され、 Bocアミノ酸がバッケム（ Bachem）から購入された。 Boc－ Gly
を除く全ての Bocアミノ酸はＬ－ のものであった。側鎖は Cys（ Mob） ,Ser（ Bzl） ,Thr
（ Bzl）として保護された。１つの例外があるが、結合は溶剤としてのジクロルメタンと
結合剤としてジイソプロピルカルボジイミドとを使用して実行された。溶剤としてのジメ
チルホルムアミドを使用してアスパラギンが側鎖保護なしに結合され、側鎖反応を最小化
するために２当量のオキシベンゾトリアゾールが加えられた。 Pro残分が、ニンヒドリン
試験（ 16）を反応完成に対する信頼性の乏しいガイドにしてしまう時には、結合が何回も
繰り返された。
ペプチドは、保護を解除され、 SerのＣ－ としてタム他（ 22）の低－高 HF手順を使っ
て（ 2.0gのペプチド－樹脂の）樹脂から除去された。

HFとスカベンジャーの大部分とを完全に蒸留除去した後に、混合剤が～ 200mlのエーテル /
1％のβ－メルカプトエタノール（β ME）で抽出された。ペプチドが～ 200mlの５％の HOAc
/1％のβ MEで抽出され、それから形成された沈殿物除去のために 0.5μｍのミリポ （ Mil
lipore）膜フィルターを通してろ過された。
ろ液は、凍結乾燥によって～ 40mlに迄濃縮され、溶 緩衝剤としての 0.1％のトリフルオ
ル酢酸（ TFA）の中に入れた 30％のアセトニトリルを使ってフロー　レート 2.5ml/minで HL
－ 20カラム上に搭載された。全部で 80のチューブに対して３分毎に分画が収集され、ニン
ヒドリン試験で陽性を示すこれらの分画は、溜められて凍結乾燥された。

凍結乾燥されたペプチド（ 0.611g）が pH9.0の 10mlの６モルのグァニジン塩化水素 /10mモ
ルの DTTで処理され、 55℃で１時間培養された。冷却後の透明な黄色の溶液は、それから
滴下により pH8.08の（予め N2で 1.5時間泡立てられた 41の 0.05モルの NH4 CO3に加えられた
。反応フラスコは紙の薄織物でやんわりと覆われ、混合剤は、チオールに対するエルマン
試験（ Ellmans　 Test）の陰性になる迄室温で（磁気攪拌をされながら）空気酸化される
のに任された。
酸化された混合剤は、氷酢酸で pH5.5になる迄調整され、それから（ワットマン（ Whatman
）番号１のろ紙 のブッフナー（ Buchner）のファンネル上でろ過された。ろ過物は C1 8の
RPウォータース　カストム（ Waters　 Custom） Prep　 Pak　 HPLCカラム（デルタ（ Delta）
PacC1 8、細孔サイズ 300－Ａ゜ ,15μｍ）を使って色層分析され、 pH6.0の TEAシステムの直
線 （ 23）を使ってフロー　レート 40ml/minで 50分間溶離された。 280nmで監視された
分画は 30秒毎に手で収集された。正しく折りたたまれたペプチドは、尖頭からの 10～ 20μ
Ｌの各分画を使った TFA/アセトニトリル中での溶離時間の天然 SIIペプチドに対する比較
分析の HPLCにより識別された。更には、ペプチド精製が半準備カラム及び TFA/アセトニト
リル緩衝液のシステムを使って行われた。
ペプチドは上記で詳述した標準的方法により合成された。ペプチドは、 2gの Boc－ Ser樹脂
から始められて、メリフィールドの手順によって手で合成され、 HFを使って樹脂から開放
され、約 0.6gの復製されたペプチドが取得された。ペプチドは大きな量（ 4L）での４℃に
おけるゆっくりした空気酸化によって酸化された。５日後酸化ペプチドは HPLCによって精
製された。
合成及び天然ペプチドは HPLC上で一挙動をなし、これからのペプチドは魚に対して同じ様
な効果を示した。同じような麻痺及び到死時間が３種類の投与量（一匹当り 0.5,1.0及び 5
.0Nモル）試験によって観察された。かくて全ての規範を使っても、 指定の直接的な
確認に対しても、生来のペプチドと合成ペプチドとは相互に一致する。ペプチドは、魚に
対しては効力のある麻痺性トキシンではあるけれども、年令２週間のマウスでは一匹当り
20Nモルの投与ですら明白な影響が観られないことは注目に値する。
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実　施　例　３
α－コノトキシン SIIの生物学的活性
生物学的分析



魚及びマウスの注射が既述（ 18）のように行われた。
前述（ 24）されているようにして、シナプス反応が （ Rana　 pipiens）か
らの胸の皮膚神経筋プレパラートを使って細胞外で記録された。端的に云えば、外側の第
３筋が切り取られて四角のシルガード（ Sylgard）溝にピン止めされた。シプナス反応は
、端板ポテンシャルを活動ポテンシャルの発生に必要なしきい値より下のレベルでブロッ
クするために、 0.2μモルのα－バンガロトキシン（ bungarotoxin）で処理したプレパラ
ートからの白金線電極を使って記録された。コノトキシン　ペプチドには、溶液をトキシ
ン含有溶液で置換した浴が適用された。α－コノトキシン SIIは、かえるの神経筋連結プ
レパラートにおいて電気的に換気されたシナプス後部反応を可逆的にブロックした。
SIIがアセチルコリン　レセプラに影響を及ぼすか否かを試験するために、自然発生の小
型端板ポテンシャル（ mepps）上のトキシン効果が測定された。自然発生の小型端板ポテ
ンシヤル（ mepps）は、シルガード－コートを施されたガラスのカバー　スリップ上にピ
ン止めされた胸の皮膚筋から細胞内での記録がなされ、それから蛍光顕微鏡の載物台に固
定されている部屋の中に置かれた。トキシンが焦点を結ぶ位置で（５μモルの）テトラメ
チルロータミン－リゾチーム共役を含む溶液の中へ供給された。この溶液の蛍光が、吹出
しピペットから放出されるトキシンと端板領域との接触を確実ならしめ ための溶液位置
の監視を可能ならしめる。吹出しピペットの撤回に続く浴のまき散らしによってトキシン
は端板から洗い流される。吹出しピペットから供給された SII（ 20μモル）は meppの振幅
の 45％を減じたが、この 45％の減少は（ｎ＞ 20の）トキシン洗い出しに従って回復された
。この結果は、アセチルコリン　レセプタがトキシンによって可逆的にブロックされた事
を示している。
電気生理学的データは、ナショナル　インスツルーメンツ（ Lab　 NB）又は GWインスツル
ーメンツ（ Mac－ ADIOS　 adio）いずれかからの A/D変換器ハードウェアに適したマッキン
トッシュのコンピュータ上の仮想計器ソフトウェアで入手できる。

かえるの神経筋連結での結果、即ち、上記の小型端板ポテンシャル（ mepps）の遮断と共
にα－コノトキシン　ペプチド SIIの 分析によって明らかになった相同性は、このペ
プチドの脊椎動物の神経筋連結にあるアセチルコリンレセプタへの結合を強力に示唆する
（が結論的な証拠ではない）。このレセプタの課題を確認するために、α－コノトキシン
　ペプチド SIIのラジオアイソトープ標識を付けたα－バンガロトキシンに対する部位争
奪競争能力を評価し、これによってα－コノトキシン　ペプチド SIIがニコチン　アセチ
ルコリン　レセプタのリガンド結合部位に結合するかどうかを調査した。
結合実験は 　 （ 　 ）の電函から分離したシ
ナプス後部膜分画のろ過分析を用いてなされた。（ 2,000Ci/mモルの） 1 2 5 I－バンガロト
キシンは、１分析当り約 105 cpmで使用された。使用条件下での 100％結合は 20,000cpmであ
る。標識を付けない１μモルのα－バンガロトキシンでの事前培養で決定された非特定結
合は差し引かれた。この実験の結果は、α－コノトキシン　ペプチド SIIが、 1 2 5 I－α－
バンガロトキシンの結合を、トルペドの電気器官から見出された充分特性の明らかになっ
ているニコチン　アセチルコリン　レセプタで完全に置換するであろうことを証明した。
使用の結合条件の下では、α－コノトキシン　ペプチド SIIに対する見掛けの IC5 0は８μ
モルであった。事前に特性を明らかにされたα－コノトキシン　ペプチド SIに対する同様
な分析は、これらの条件の下で１μモルの IC5 0値を生み出した。それ故、これらのデータ
は、α－コノトキシン　ペプチド SIIがリガンド結合部位でニコチン　アセチルコリン　
レセプタと相互作用を持つことを直接的に証明するものである。かくてこの生理学的デー
タと結合データとの両方は、神経筋連結にあるアセチルコリン　レセプタと結合するアセ
チルコリンを抑制するα－コノトキシンのクラスに属しているα－コノトキシン　ペプチ
ド SIIのそれと一致する。

種々な からのＡ－血統のコノトキシン　ペプチドの緊急な見付け方は、このクラ
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スのペプチドを暗号化する cDNAの中に高度に保存されている核酸の存在を使うことによっ
て可能になった。特に、Ａ－血統のプレプロペプチドの信号 、 Pro領域、５′非翻訳
領域及び３′非翻訳領域を暗号化する は、種々な分子技術を使ってのこれらのペプチ
ドのアクセス手段の提供に充分な程に、よく保存されていることが発見された。α－コノ
トキシン　ペプチド GI　 cDNAの保存部分に相同性を有する PCRプライマーを使ってのＡ－
血統のプレプロペプチド の PCR増幅に基礎を置くＡ－血統のコノトキシン　ペプチド
の発見に対する高度な効率的な戦略は、テーブル II乃至 VIIの中で既述したペプチドの識
別の活用であった。この戦略においては、１つの PCRプライマーが GIプレプロペプチドの
信号 部分を暗号化する保存核酸を含み、第２の PCRプライマーが GI　 cDNAの３′非翻
訳領域からの保存核酸を含んでいる。それ故、これらの対をなす２つのプライマーは保存
核酸 を目標に定めており、この核酸 が、Ａ－血統のコノトキシン　ペプチドのク
ラスを暗号化する cDNA に側面を接して 毒液管の cDNAのいずれかの適切なテンプ
レートからの を暗号化するＡ－血統のプレプロペプチドの PCR増幅を支援する。
PCR増幅はテーブル SVIIIの中に識別されている 種上で行なわれる。従来型の PCR技
術（ 25,26）は、オリゴヌクレオチド DHOG506及び DHOG507を目標に定める血統に対してテ
ーブル II乃至 VIIに記載のペプチドを識別するために利用された。オリゴヌクレオチド DHO
B506（ 5'－ TCTGCGAATGGGCATGCGGATGATGTT－ 3'）（ 番号 :52）は、 PCR製品を適切な DNA
ベクトルにサブクローン化することを容易にする７－塩 の 5'延長部分と共に（ボール
ド体で示された）α－コノトキシン　ペプチド GIの信号 を暗号化する最初の 20塩基対
をも包含している。オリゴヌクレオチド DHOB507（ 5'－ TGCTCCAACGTCGTGGTTCAGAGGGTC－ 3'
）（ 番号 :53）は、サブクローン化することを容易にする７－塩基－対の 5'延長部分
と共に（ボールド体で示された）α－コノトキシン　ペプチド GI　 cDNAクローンの 3'非翻
訳領域からの 20塩基対をも包含する。コヌス　バンダヌス毒液管 cDNAの存在の中での PCR
プライマー対としてのオリゴヌクレオチド DHOG506及び DHOG507の使用が、アガロース　ゲ
ルの中に見掛けサイズ約 240塩基対を有する増幅製品を生じさせた。この増幅された材料
のサブクローン化及び は、Ａ－血統のプレプロペプチドを暗号化する数個の
cDNAの存在を表したものである。これらの cDNAの１つは、次の を持つ 60アミノ酸プ

レプロペプチドを暗号化するクローンであった。即ち は MGRMMST－ MFLLVVATVVSFASDAS
DGRNAAKDK－ ASDLVALTVKGCCSHPACSVNNPDICG（ 番号 :45）である。このプレプロペプチ
ドのＣ－ 領域は、 CC4C7CのパターンでＡ－血統のコノトキシンを明白に形成するアミ
ノ酸を包含する。成熟コノトキシンのＮ－ アミノ酸の識別は、二重シスチン残分に対
する基本アミノ酸残分（リシン）の２個のアミノ酸のＮ－ の存在によって行なう。そ
れ故に、この 　 の cDNAから明白に予測された成熟トキシンの は、

　 BN－１コノトキシン　ペプチドと呼ばれる GCCSHPACSVNNPDIC＊（ 番
号 :14;＊＝Ｃ－ アミノ化）である。
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コノトキシン　ペプチド U002の生物学的活性は、かえるの胸の皮膚筋の自然発生的 mepps
への効果測定と、実施例３に上述したようなα－バンガロトキシンとの競争能力の測定と
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実　施　例　５
U002の生物学的活性



によって決定された。（ 205mモルの） U002は、トキシンの洗い流しによって回復される me
pp振幅の 30％整復されて吹き出しパイプから供給された。 U002は 50μモルで結合するα－
バンガロトキシンの 70％をブロックすることが判明した。

生物学的な分析がκ－コノトキシン　ペプチドの電気生理学的活性決定のために使用され
た。この分析で新たに解剖されたかえるの（胸の皮膚筋の）神経筋連結のプレパラートが
（約 30μｌ）の小さな記録室の中に置かれ、規定のかえるリンゲル液で浴された。神経の
電気刺激は、かえるの筋から細胞外で記録された単一作用のポテンシャルを生む結果とな
る。（約 100nモル乃至は１μモルの）トキシンが、神経筋のプレパラートに供給された。
トキシン供給は、神経への単一電気刺激に反応する繰り返し作用の ンシャルを生む結
果となる。その結果として筋は自然発生的にけいれんし始めるが、（自然発生的な）作用
非喚起ポテンシャルが記録され得る。（繰り返し作用のポテンシャルの）トキシン効果は
、非可逆的であると思われる（効果は 24時間の神経筋プレパラート洗滌後も尚存在する）
。浴に対するクラーレの追加は、繰り返し作用のポテンシャルを誘起したκ－トキシンを
ブロックし、（全部でないとしても）大部分のトキシン効果が神経的に仲介されることを
示している。これらの効果は、カリウム　チャネル遮断又はナトリウム　チャネル活性化
のいずれかと殆ど一致する。
κ－コノトキシン　ペプチドは、又、 毒液 HPLC分画をふるい分けるための上述の電
気生理学的分析を使って分離することが可能である。活性分画は更に均一製品が得られる
迄精製される。
本発明の方法と組成とは、種々な実施例の形に結合され得るが、その中の少数のみがここ
に開示されていることを理解されたい。他に複数の実施例が存在し、それが本発明の精神
を離れるものではないことは、技術者には明らかであろう。かくて、記載の実施例は説明
的なものであって制約的に解釈するべきものではない。
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（Ｂ）登録識別番号 :28,957
（Ｃ）整理番号 :24260－ 107763
（ ix）電話連絡先情報：
（Ａ）電話番号 :202－ 962－ 4810
（Ｂ）ファクシミリ番号 :202－ 962－ 8300
（２） 番号 :1:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :12　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :YES

10

20

30

40

50

(30) JP 3668880 B2 2005.7.6

生化学　 27
生化学欧州学会誌　１

米国化学協会誌　 85
生物化学学会誌　 258

クロマトグラフィ　学会誌　 288

ニューヨーク　アカデミー協会年報　 560
PCR工学

PCRプロトコル

配列の一覧

配列

配列
配列



（ iv）アンチセンス :NO
（ｖ）断片タイプ：内部
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス
（ xi） 記述： 番号 :1:
　
　
　
（２） 番号 :2:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :15　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :YES
（ iv）アンチセンス :NO
（ｖ）断片タイプ：内部
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス
（ xi） 記述： 番号 :2:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :3:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :12　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :YES
（ iv）アンチセンス :NO
（ｖ）断片タイプ：内部
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス
（ xi） 記述： 番号 :3:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :4:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :13　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
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（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ゲオグラフス
（ xi） 記述： 番号 :4:
　
　
　
（２） 番号 :5:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :15　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ゲオグラフス
（ xi） 記述： 番号 :5:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :6:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :13　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ゲオグラフス
（ xi） 記述： 番号 :6:
　
　
　
（２） 番号 :7:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :14　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　マグス
（ xi） 記述： 番号 :7:
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（２） 番号 :8:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :13　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ xi） 記述： 番号 :8:
　
　
（２） 番号 :9:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :13　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ xi） 記述： 番号 :9:
　
　
（２） 番号 :10:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :20　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ ix）特徴
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :19..20
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaa － Thr－
（ xi） 記述： 番号 :10:
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（２） 番号 :11:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :12　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :YES
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :3..10
（Ｄ）その他情報 :/注記＝ Xaa（３）は His又は Asn;Xaa（ 10）は Tyr又は Phe"
（ xi） 記述： 番号 :11:
　
　
　
（２） 番号 :12:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :12　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　インペリアリス（ imperialis）
（ xi） 記述： 番号 :12:
　
　
（２） 番号 :13:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :18　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　エルミネウス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :3..4
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaaは Pro又はヒドロキシ－ Pro"
（ xi） 記述： 番号 :13:
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（２） 番号 :14:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :16　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　パンダヌス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :6..14
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaa（６）は Pro又はヒドロキシ－ Pro;Xaa（ 13）は Pro又はヒ
ドロキシ－ Pro;Xaa（ 14）は Asp又はベーターカルボキシアスパラギン酸”
（ xi） 記述： 番号 :14:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :15:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :16　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　バンダヌス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :6..20
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaa（６）は Pro又はヒドロキシ－ Pro;Xaa（ 13）は Pro又はヒ
ドロキシ－ Pro"
（ xi） 記述： 番号 :15:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :16:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :13　アミノ酸
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（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　パンダヌス
（ xi） 記述： 番号 :16:
　
　
　
（２） 番号 :17:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :16　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　カラクテリスティクス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :15..16
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaaは Ser又は Asn"
（ xi） 記述： 番号 :17:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :18:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :20　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　カラクテリスティクス
（ xi） 記述： 番号 :18:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :19:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :16　アミノ酸
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（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　マグス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :6..7
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaaは Pro又はヒドロキシ－ Pro"
（ xi） 記述： 番号 :19:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :20:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :18　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　スルカトゥス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :7..15
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaa（７）は Pro又はヒドロキシ－ Pro;Xaa（ 14）は Pro又はヒ
ドロキシ－ Pro;Xaa（ 15）は Glu又はガンマーカルボキシグルタミン酸”
（ xi） 記述： 番号 :20:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :21:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :19　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　スルカトゥス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
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（Ｂ）位置 :6..14
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaa（６）は Pro又はヒドロキシ－ Pro;Xaa（ 13）は Pro又はヒ
ドロキシ－ Pro;Xaa（ 14）は Glu又はガンマ－カルボキシグルタミン酸”
（ xi） 記述： 番号 :21:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :22:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :15　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ xi） 記述： 番号 :22:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :23:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :42　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　オルクロレウクス
（ xi） 記述： 番号 :23:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :24:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :42　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
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（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　オルクロレウクス
（ xi） 記述： 番号 :24:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :25:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :38　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :37..38
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaaは des－ Xaa又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ Asp"
（ xi） 記述： 番号 :25:
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :26:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :5　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ｖ）断片タイプ :C－終点
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
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（ xi） 記述： 番号 :26:
　
　
（２） 番号 :27:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :37　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　マグス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :2..3
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaaは Glu又はガンマ－カルボキシグルタミン酸”
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :36..37
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaaは des－ Xaa又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ Asp"
（ xi） 記述： 番号 :27:
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :28:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :38　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ステルクスムスカルム
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :37..38
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaaは des－ Xaa又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ Asp"
（ xi） 記述： 番号 :28:
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（２） 番号 :29:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :38　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ステルクスムスカルム
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :37..38
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaaは des－ Xaa又は Gly－ Arg－ Arg－ Asn－ His"
（ xi） 記述： 番号 :29:
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :30:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :5　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ｖ）断片タイプ :C－終点
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ステルクスムスカルム
（ xi） 記述： 番号 :30:
　
　
　
（２） 番号 :31:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :18　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
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（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :3..4
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaaは Pro又はヒドロキシ－ Pro"
（ xi） 記述： 番号 :31:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :32:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :18　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　エルミネウス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :3..4
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaaは Pro又はヒドロキシ－ Pro"
（ xi） 記述： 番号 :32:
　
　
　
　
　
（２） 番号 :33:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :30　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　エルミネウス
（ ix）特徴：
（Ａ）名称／キー：改変部位
（Ｂ）位置 :7..27
（Ｄ）その他情報 :/注記＝“ Xaaは Pro又はヒドロキシ－ Pro"
（ xi） 記述： 番号 :33:
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（２） 番号 :34:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :14　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ xi） 記述： 番号 :34:
　
　
　
　
（２） 番号 :35:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :30　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ xi） 記述： 番号 :35:
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :36:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :64　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
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（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ゲオグラフス
（ xi） 記述： 番号 :36:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :37:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :64　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ xi） 記述： 番号 :37:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :38:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :72　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ xi） 記述： 番号 :38:
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（２） 番号 :39:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :64　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ xi） 記述： 番号 :39:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :40:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :69　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ xi） 記述： 番号 :40:
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（２） 番号 :41:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :80　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ストリアトゥス
（ xi） 記述： 番号 :41:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :42:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :79　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
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（Ａ）生体：コヌス　マグス
（ xi） 記述： 番号 :42:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :43:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :80　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ステルクスムスカルム
（ xi） 記述： 番号 :43:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :44:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :80　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
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（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ステルクスムスカルム
（ xi） 記述： 番号 :44:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :45:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :64　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ゲオグラフス
（ xi） 記述： 番号 :45:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :46:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :65　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
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（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　バンダヌス
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :47:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :68　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　カラクテリスティクス
（ xi） 記述： 番号 :47:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :48:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :68　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
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（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　マグス
（ xi） 記述： 番号 :48:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :49:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :70　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　スルカトゥス
（ xi） 既述： 番号 :49:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :50:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :62　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
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（Ａ）生体：コヌス　カラクテリスティクス
（ xi） 記述： 番号 :50:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :51:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :62　アミノ酸
（Ｂ）タイプ：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ：ペプチド
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　バンダヌス
（ xi） 記述： 番号 :51:
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２） 番号 :52:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :27　塩基対（ base pairs）
（Ｂ）タイプ：核酸
（Ｃ）撚り状態：単独
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ :DNA（ゲノムの）
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ゲオグラフス
（ xi） 記述： 番号 :52:
TCTGCGAATGGGCATGCGGATGATGTT
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（２） 番号 :53:に関する情報：
（ｉ） 特性：
（Ａ）長さ :27　塩基対（ base pairs）
（Ｂ）タイプ：核酸
（Ｃ）撚り状態：単独
（Ｄ）トポロジー：線状
（ ii）分子タイプ :DNA（ゲノムの）
（ iii）仮説基準 :NO
（ iv）アンチセンス :NO
（ vi）発生源：
（Ａ）生体：コヌス　ゲオグラフス
（ xi） 記述： 番号 :53:
TGCTCCAACGTCGTGGTTCAGAGGGTC
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