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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf (1) ein Peptid, dadurch gekennzeichnet, das es dieselbe
oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID
NR. 20 oder SEQ ID NR. 21 dargestellt ist, oder ein Salz davon.

STAND DER TECHNIK

[0002] Wichtige biologische Funktionen, einschlief3lich Aufrechterhaltung der Homdostasie in dem lebenden
Koérper, Reproduktion, Entwicklung von Individuen, Metabolismus, Wachstum, Kontrolle des Nerven-, Zirkula-
tions-, Immun-, Verdauungs- und Stoffwechselsystems, sensorische Anpassung usw., werden durch Zellen re-
guliert, die endogene Faktoren empfangen, wie verschiedene Hormone und Neurotransmitter, oder Sinnessti-
mulation, wie Licht oder Geruch, Uber spezifische Rezeptoren, die auf Zellmembranen vorliegen, die fir diese
Faktoren oder Stimulation reserviert sind und mit ihnen interagieren. Viele von diesen Rezeptoren fir Hormone
oder Neurotransmitter werden durch diese funktionelle Regulierung an Guanin-Nucleotid-bindende Proteine
gekoppelt (hierin nachstehend manchmal nur als G-Proteine bezeichnet), und sind durch Entwickeln einer Viel-
zahl von Funktionen durch intrazellulare Signaltransduktion Gber die Aktivierung der G-Proteine gekennzeich-
net. AulRerdem verfiigen diese Rezeptorproteine Uber sieben gemeinsame Transmembrandomanen. Aus den
obigen Griinden werden diese Rezeptoren daher gemeinsam als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren oder sie-
ben-Transmembranrezeptoren bezeichnet. Wie oben angegeben, ist es bekannt, da verschiedene Hormone
oder Neurotransmitter und ihre Rezeptorproteine vorliegen und miteinander interagieren, um wichtige Rollen
bei der Regulierung der biologischen Funktionen zu spielen. Jedoch ist es noch schlecht verstanden, ob ir-
gendwelche anderen unbekannten Substanzen (Hormone, Neurotransmitter usw.) und Rezeptoren fiir diese
Substanzen vorliegen.

[0003] In jingsten Jahren ist das menschliche Gen bei einem zunehmenden Tempo durch gesammelte Se-
quenzinformationen durch Sequenzieren der menschlichen genomischen DNA oder verschiedener menschli-
cher Gewebe-abgeleiteter cDNA bei zufalligem und schnellem Fortschritt in der Genanalysetechnologie auf-
geklart worden. Basierend auf dem Vorhergehenden wird manifestiert, dal® es viele Gene gibt, von denen an-
genommen wird, dal} sie Proteine mit unbekannten Funktionen kodieren. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
haben nicht nur sieben Transmembrandomanen, sondern viele gemeinsame Sequenzen liegen in ihren Nuk-
leinsauren oder Aminosauren vor, und kdnnen daher klar als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren in diesen Pro-
teinen identifiziert werden. Andererseits werden diese G-Protein-gekoppelten Rezeptorgene durch Polymera-
se-Kettenreaktion (hierin nachstehend als PCR abgekiirzt) unter Verwendung einer solchen Ahnlichkeit in der
Struktur erhalten (Nature Cell Biology, 2, 703-708 (2000)). Bei diesen bis jetzt so erhaltenen G-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren kdnnen Liganden flr einige Rezeptoren, die Subtypen mit hoher Homologie in der Struktur
fur bekannte Rezeptoren sind, ohne weiteres vorhersehbar sein, aber in den meisten Fallen sind ihre endoge-
nen Liganden unvorhersehbar, so daf} keine Liganden, die diesen Rezeptoren entsprechen, gefunden werden.
Aus diesem Grund werden diese Rezeptoren Orphan-Rezeptoren genannt. Es ist wahrscheinlich, daf® nicht
identifizierte endogene Liganden fiir diese Orphan-Rezeptoren an dem schlecht analysierten biologischen
Phanomen beteiligt sein wiirden, da die Liganden unbekannt waren. Und wenn diese Liganden mit wichtigen
physiologischen Wirkungen oder pathologischen Zustanden in Verbindung gebracht werden, wird erwartet,
daf} die Entwicklung dieser Rezeptoragonisten und -antagonisten zum Durchbruch von neuen Arzneimitteln
fihren wird (Stadel, J. et al., TiPS, 18, 430-437, 1997; Marchese, A. et al., TiPS, 20, 370-375, 1999; Civelli,
O. et al.,, Brain Res., 848, 63-65, 1999). Bis jetzt gibt es jedoch wenige Beispiele, um Liganden fir Or-
phan-G-Protein-gekoppelte Rezeptoren tatsachlich zu identifizieren.

[0004] Kirzlich versuchten einige Gruppen, Liganden fiir diese Orphan-Rezeptoren zu identifizieren, und be-
richteten Uber die Isolation von Liganden, die neue physiologisch wirksame Peptide sind, und die Bestimmung
ihrer Strukturen. Reinsheid et al. und Meunier et al. fihrten unabhangig voneinander cDNA, die Orphan-G-Pro-
tein-gekoppelten Rezeptor LC132 oder ORL1 codiert, in Tierzellen ein, um einen Rezeptor zu exprimieren, iso-
lierten ein neues Peptid aus Schweinehirn- und Rattenhirnextrakt unter Verwendung der Antwort des Rezep-
tors als ein Indikator, der in bezug auf seine Antwort Orphanin FQ oder Nociceptin genannt wird, und bestimm-
ten seine Sequenz (Reinsheid, R. K. et al., Science, 270, 792-794, 1995; Meunier, J.-C. et al., Nature, 377,
532-535, 1995). Es wurde berichtet, dall dieses Peptid mit einem Schmerzgefiihl verbunden ist. Weitere Un-
tersuchungen an dem Rezeptor in der Knockout-Maus offenbarten, dal® das Peptid im Gedachtnis involviert
war (Manabe, T. et al., Nature, 394, 577-581, 1998).
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[0005] Folglich wurden neue Peptide, einschliellich PrRP (Prolactin-releasing Peptid), Orexin, Apelin, Ghre-
lin und GALP (Galanin-artiges Peptid) usw. als Liganden flir Orphan-G-Protein-gekoppelte Rezeptoren isoliert
(Hinuma, S. et al., Nature, 393, 272-276, 1998; Sakurai, T. et al., Cell, 92, 573-585, 1998; Tatemoto, K. et al.,
Bichem. Biophys. Res. Commun., 251, 471-476, 1998; Kojima, M. et al., Nature, 402, 656-660, 1999; Ohtaki,
T. et al.,, J. Biol. Chem., 274, 37041-37045, 1999).

[0006] Andererseits werden einige Rezeptoren fur physiologisch aktive Peptide, die bisher unbekannt sind,
durch ahnliche Verfahren aufgedeckt. Es wurde aufgedeckt, dalk ein Rezeptor fir Motilin, der mit der Kontrak-
tion der Darmtrakte verbunden ist, GPR38 war (Feighner, S. D. et al., Science, 284, 2184-2188, 1999). Auler-
dem wurde SLC-1 als ein Rezeptor fur das Melanin-konzentrierende Hormon (MCH) identifiziert (Chambers,
J. et al., Nature, 400, 261-265, 1999; Saito, Y. et al., Nature, 400, 265-269, 1999; Shimomura, Y. et al., Bio-
chem. Biophys. Res. Commun., 261, 622-626, 1999; Lembo, P. M. C. et al., Nature Cell Biol., 1, 267-271,
1999; Bachner, D. et al., FEBS Lett., 457, 522-524, 1999). Ebenso wurde berichtet, dalk GPR14 (SENR) ein
Rezeptor fur Urotensin Il ist (Ames, R. S. et al., Nature, 401, 282-286, 1999; Mori, M. et al., Biochem. Biophys.
Res. Commun., 265, 123—-129, 1999; Nothakker, H.-P. et al., Nature Cell Biol., 1, 383-385, 1999; Liu, Q. et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 266, 174-178, 1999). Es wurde gezeigt, dal MCH an Fettleibigkeit beteiligt
ist, da ihre Knockout-Mause einen hypophagischen und mageren Phanotyp zeigten (Shimada, M. et al., Na-
ture, 396, 670-674, 1998), und da ihr Rezeptor aufgedeckt wurde, wurde es mdglich, einen Rezeptorantago-
nisten zu untersuchen, der wahrscheinlich als ein Antifettsuchtmittel nitzlich sein sollte. Es wurde auf3erdem
berichtet, dal® Urotensin Il eine starke Wirkung auf das Herz-Kreislauf System zeigt, da es Herzischamie durch
intravendse Injektion an einen Affen induziert (Ames, R. S. et al., Nature, 401, 282-286, 1999).

[0007] Wie oben beschrieben, sind Orphan-Rezeptoren und Liganden daflir oftmals an einer neuen physio-
logischen Aktivitat beteiligt, deren Erforschung zur Entwicklung von neuen Arzneimitteln fihren wird. Jedoch
sind die Untersuchungen der Liganden fur Orphan-Rezeptoren von vielen Schwierigkeiten begleitet. Wahrend
die Gegenwart von vielen Orphan-Rezeptoren bisher aufgedeckt wurde, wurden nur wenige Liganden fur diese
Rezeptoren entdeckt.

[0008] Die betreffenden Erfinder fanden einen neuen Rezeptor ZAQ, ebenso offenbart in WO 0034334 und
WO 9846620, der ein Orphan-G-Protein-gekoppelter Rezeptor ist (ein Protein, enthaltend dieselbe oder im we-
sentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz, die durch SEQ ID NR. 1 der Beschrei-
bung dargestellt ist: hierin nachstehend manchmal einfach als ZAQ in der Beschreibung bezeichnet). Jedoch
war es bis jetzt unbekannt, was der Ligand war.

[0009] Es ist das Problem gewesen, einen Liganden fir das Orphan-Rezeptorprotein ZAQ zu finden und ein
Verfahren zum Screenen einer Verbindung zu etablieren, gekennzeichnet durch die Verwendung von ZAQ und
einem Liganden dafir.

OFFENBARUNG DER ERFINDUNG

[0010] Die betreffenden Erfinder fanden eine Substanz mit einer Ligandenaktivitat, die fir ZAQ spezifisch ist,
die in einem Milchextrakt vorlag, isolierten die Substanz und bestimmten ihre Struktur. Die Erfinder fanden
ebenso ein Gen, das ein humanes Peptid von dieser aktiven Komponente kodiert, versuchten, das Gen in Tier-
zellen zu exprimieren, und bestatigten, dal eine peptidahnliche Substanz, die die ZAQ-exprimierten Zellen ak-
tivieren kann, in dem Kulturliberstand sekretiert wurde.

[0011] Basierend auf diesen Ergebnissen fanden die betreffenden Erfinder heraus, dall Arzneimittel fir die
Behandlung von Krankheiten, die durch ZAQ vermittelt werden (ZAQ-Antagonisten oder -agonisten usw., spe-
ziell Mittel zur Vorbeugung/Behandlung von Verdauungskrankheiten usw.) durch das Screeningsystem unter
Verwendung von ZAQ und einem ZAQ-Ligandenpeptid gescreent werden kdénnen.

[0012] Das heifdt, die vorliegende Erfindung bezieht sich auf folgende Merkmale:
(1) Peptid, bestehend aus der Aminosauresequenz, die in SEQ ID NR. 20 oder SEQ ID NR. 21 dargestellt
ist, oder ein Salz davon;
(2) Peptid oder ein Salz gemaf (1), das aus der in SEQ ID NR. 20 dargestellten Aminosauresequenz be-
steht;
(3) Peptid oder ein Salz gemaR (), das aus der in SEQ ID NR. 21 dargestellten Aminosauresequenz be-
steht;
(4) Polynukleotid, bestehend aus einem Polynukleotid, das fur das Peptid gemaf (1) kodiert;
(5) Polynukleotid gemaf (4), das eine DNA ist;
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(6) DNA geman (5), enthaltend die Basensequenz, die in SEQ ID NR. 26 oder SEQ ID NR. 27 dargestellt ist;
(7) Rekombinanter Vektor, enthaltend das Polynukleotid gemaf (4);

(8) Transformant, transformiert mit dem rekombinanten Vektor geman (7);

(9) Verfahren zur Herstellung des Peptids oder seines Salzes gemal (1), das umfal3t, dal® man den Trans-
formanten von (8) kultiviert und das Peptid gemaf (1) produziert/akkumuliert.

(10) Antikorper gegen das Peptid oder sein Salz gemaf (1).

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0013] Fig. 1 zeigt die Basensequenz der DNA, die das menschliche Gehirn-abgeleitete Protein der Erfin-
dung kodiert, erhalten in BEISPIEL 1 (ZAQC), und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz (fortgesetzt auf

Fig. 2).

[0014] Fig. 2 zeigt die Basensequenz der DNA, die das menschliche Gehirn-abgeleitete Protein der Erfin-
dung kodiert, erhalten in BEISPIEL 1 (ZAQC), und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz (fortgesetzt von
Fig. 2 bis Fig. 3).

[0015] Fig. 3 zeigt die Basensequenz der DNA, die das menschliche Gehirn-abgeleitete Protein der Erfin-
dung kodiert, erhalten in BEISPIEL 1 (ZAQC), und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz (fortgesetzt von

Fig. 2).

[0016] Fig. 4 zeigt die Basensequenz der DNA, die das menschliche Gehirn-abgeleitete Protein der Erfin-
dung kodiert, erhalten in BEISPIEL 1 (ZAQT), und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz (fortgesetzt auf

Fig. 5).

[0017] FEig.5 zeigt die Basensequenz der DNA, die das menschliche Gehirn-abgeleitete Protein der Erfin-
dung kodiert, erhalten in BEISPIEL 1 (ZAQT), und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz (fortgesetzt von

Fig. 4 bis Fig. 6).

[0018] Fig. 6 zeigt die Basensequenz der DNA, die das menschliche Gehirn-abgeleitete Protein der Erfin-
dung kodiert, erhalten in BEISPIEL 1 (ZAQT), und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz (fortgesetzt von

Fig. 5).

[0019] Fig. 7 zeigt ein Diagramm der Hydrophobie flir das menschliche Gehirn-abgeleitete Protein der Erfin-
dung.

[0020] Fig. 8 zeigt die Ergebnisse der Expressions-Verteilungsanalyse von ZAQ, die in BEISPIEL 2 durchge-
fuhrt wurde.

[0021] Fig. 9 zeigt die Aminosauresequenzen von MIT1, menschentypischem ZAQ-Liganden-Prakursorpep-
tid (A-Typ) und menschentypischem ZAQ-Liganden-Prakursorpeptid (G-Typ), wobei ,MIT1," ,Mensch (A-Typ)"
und ,Mensch (G-Typ)" die Aminosauresequenzen von MIT1, menschentypischem reifem ZAQ-Ligandenpeptid
(A-Typ) bzw. menschentypischem reifem ZAQ-Ligandenpeptid (G-Typ) angibt.

[0022] Fig. 10 zeigt die Ergebnisse der Analyse fir die ZAQ-aktivierende Wirkung durch das ZAQ-Liganden-
peptid, gereinigt in BEISPIEL 6 (6-3).

[0023] Fig. 11 zeigt eine Restriktionsenzymkarte von Plasmid pCAN618, verwendet in BEISPIEL 5 (5-11).
[0024] Fig. 12 zeigt die Ergebnisse der Messung fiir die ZAQ-Rezeptor-aktivierenden Wirkungen durch men-
schentypisches ZAQ-Ligandenpeptid und MIT1, analysiert in BEISPIEL 8 (8-3), wobei -0- und -»- menschenty-
pisches ZAQ-Ligandenpeptid bzw. MIT1 darstellen.

[0025] Fig. 13 zeigt die Ergebnisse der Messung fir I5E-Rezeptor-aktivierende Wirkungen durch menschen-
typisches ZAQ-Ligandenpeptid und MIT1, analysiert in BEISPIEL 8 (8-3), wobei -0- und --- menschentypisches
ZAQ-Ligandenpeptid bzw. MIT1 darstellen.

[0026] Fig. 14 zeigt die Ergebnisse der Messung fiir die kontraktile Aktivitat, analysiert in BEISPIEL 11, wobei
-1- und -+- menschentypisches ZAQ-Ligandenpeptid bzw. MIT1 darstellen.
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[0027] Fig. 15 zeigt die Ergebnisse der Messung fur den Bindungsassay, durchgefihrt in BEISPIEL 12 unter
Verwendung der Membranfraktion von ZAQ, wobei -a- die '®I-MIT1-spezifische Bindungsmenge darstellt,
wenn menschentypisches ZAQ-Ligandenpeptid in variablen Konzentrationen (wie auf der x-Achse angege-
ben) als eine Testverbindung zugegeben wurde, und -+- die '%I-MIT1-spezifische Bindungsmenge angibt, wenn
MIT1 ebenso als eine Testverbindung zugegeben wurde.

[0028] Fig. 16 zeigt die Ergebnisse der Messung fir den Bindungsassay, durchgefiihrt in BEISPIEL 12 unter
Verwendung der Membranfraktion von I5E, wobei -0- die '°I-MIT 1-spezifische Bindungsmenge darstellt, wenn
menschentypisches ZAQ-Ligandenpeptid in variablen Konzentrationen (wie auf der x-Achse angegeben) als
eine Testverbindung zugegeben wurde, und -o- die °-MIT1-spezifische Bindungsmenge darstellt, wenn MIT1
in variablen Konzentrationen (wie auf der x-Achse angegeben) als eine Testverbindung zugegeben wurde.

BESTE WEISE ZUR DURCHFUHRUNG DER ERFINDUNG

[0029] Das erfindungsgemale Peptid oder sein Salz ist ein Peptid oder sein Salz, das an ein Protein, das
dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalt, die durch
SEQ ID NR. 1 dargestellt ist, oder ein Salz davon binden kann (hierin nachstehend manchmal einfach als das
gegenwartige Protein bezeichnet), und ist ein Peptid mit der Fahigkeit zum Binden an das gegenwartige Pro-
tein, um selbiges zu aktivieren, oder ein Salz davon.

[0030] Auferdem ist das erfindungsgemafie Peptid oder sein Salz ein Peptid oder sein Salz, das an ein Pro-
tein, das dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalt, die
durch SEQ ID NR. 36, 40, 47, 48 oder 49 dargestellt ist, oder ein Salz davon binden kann, und ist ein Peptid
mit der Fahigkeit zum Binden an das Protein der Erfindung, um selbiges zu aktivieren, oder ein Salz davon.

[0031] Das erfindungsgemalie Peptid oder sein Salz ist ein Peptid, bestehend aus der durch SEQ ID NR. 20
oder SEQ ID NR. 21 dargestellten Aminosauresequenz, und mit der Fahigkeit zum Binden an das gegenwar-
tige Protein der Erfindung, um selbiges zu aktivieren, oder ein Salz davon.

[0032] Die Fahigkeit des erfindungsgemalen Peptids oder seines Salzes, an das Protein der Erfindung zu
binden und das Protein der Erfindung zu aktivieren, kann durch das spater beschriebene V erfahren analysiert
werden.

[0033] Hierin nachstehend wird das Peptid oder sein Salz der Erfindung manchmal nur als das erfindungsge-
male Peptid bezeichnet.

[0034] Das gegenwartige Protein (G-Protein-gekoppeltes Rezeptorprotein) ist ein Rezeptorprotein, enthal-
tend dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz (die Aminosau-
resequenz in Fig. 1 bis Fig. 3 oder Fig. 4 bis Fig. 6), die durch SEQ ID NR. 1 dargestellt ist.

[0035] Das erfindungsgemale Peptid und das gegenwartige Protein der Erfindung kann irgendein Peptid
oder Protein sein, das von jeglichen Zellen von Menschen oder anderen Saugern abgeleitet wird (beispiels-
weise Meerschweinchen, Ratte, Maus, Kaninchen, Schwein, Schaf Rind, Affe usw.) (beispielsweise Milzzelle,
Nervenzelle, Gliazelle, p-Zelle der Bauchspeicheldrise, Knochenmarkszelle, Mesangiumzelle, Langer-
hans-Zelle, Epidermiszelle, Epithelzelle, Endothelzelle, Fibroblast, Fibrozyt, Myozyt, Fettzelle, Immunzelle
(beispielsweise Makrophage, T-Zelle, B-Zelle, natirliche Killerzelle, Mastzelle, Neutrophile, Basophile, Eosino-
phile, Monozyt), Megakaryozyt, Synoviazelle, Knorpelzelle, Knochenzelle, Osteoblast, Osteoklast, Brustdri-
senzelle, Hepatozyt, Interstitialzelle usw., die entsprechenden Prakursorzellen, Stammzellen, Krebszellen
usw.) und Hamozytzellen (beispielsweise MEL, M1, CTLL-2, HT-2, WEHI-3, HL-60, JOSK-1, K562, ML-1,
MOLT-3, MOLT-4, MOLT-10, CCRF-CEM, TALL-1, Jurkat, CCRT-HSB-2, KE-37, SKW-3, HUT-78, HUT-102,
H9, U937, THP-1, HEL, JK-1, CMK, KO-812, MEG-01 usw.); oder jegliche Gewebe, in denen diese Zellen vor-
liegen, wie Gehirn oder jegliche Gehirnregionen (beispielsweise Riechkolben, Mandelkern, zerebraler Basal-
bulbus, Hippocampus, Thalamus, Hypothalamus, Nucleus subthalamicus, Hirnrinde, Medulla oblongata, Klein-
hirn, Hinterhauptpol, Stirnlappen, Schlafenlappen, Putamen, Nucleus caudatus, Corpus callosum, Substantia
nigra), Rickenmark, Hypophyse, Magen, Bauchspeicheldriise, Niere, Leber, Geschlechtsdrise, Schilddrise,
Gallenblase, Knochenmark, Nebenniere, Haut, Muskel, Lunge, Magen-Darm-Trakt (beispielsweise Dickdarm
und Dunndarm), Blutgefal3, Herz, Thymusdruse, Milz, Glandula submandibularis, peripheres Blut, pheripherer
Hamozyt, Prostata, Testikel, Hoden, Eierstock, Plazenta, Uterus, Knochen, Gelenk, Skelettmuskel usw. (spe-
ziell Gehirn und Gehirnregion) usw.; das Peptid oder Protein kann ebenso ein synthetisches Peptid oder ein
synthetisches Protein sein.
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[0036] Das Peptid der Erfindung umfal3t Peptide, die bevorzugt vom Menschen oder anderen Saugern abge-
leitet sind, starker bevorzug vom Menschen abgeleitet sind.

[0037] Beispiele der Aminosauresequenz, die im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Amino-
sauresequenz aufweist, die durch SEQ ID NR. 1 dargestellt ist, umfassen eine Aminosauresequenz mit min-
destens etwa 90 % Homologie, bevorzugt mindestens etwa 95 % Homologie, und starker bevorzugt mindes-
tens etwa 98 % Homologie, zu der Aminosauresequenz, die durch SEQ ID NR. 1 dargestellt ist.

[0038] Bevorzugte Beispiele der Proteine mit im wesentlichen derselben Aminosauresequenz wie die Amino-
sauresequenz, die durch SEQ ID NR. 1 dargestellt ist, sind Proteine mit im wesentlichen derselben Aminosau-
resequenz wie die Aminosauresequenz, die durch SEQ ID NR. 1 dargestellt ist, und mit einer Eigenschaft, die
im wesentlichen aquivalent zu der der Aminosauresequenz ist, die durch SEQ ID NR. 1 dargestellt ist, usw.

[0039] Bevorzugte Beispiele des gegenwartigen Proteins der Erfindung, das dieselbe oder im wesentlichen
dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 1 dargestellt ist, sind
Proteine, die dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthal-
ten, die durch SEQ ID NR. 1 dargestellt ist, und mit einer Aktivitat, die im wesentlichen zu der der Aminosau-
resequenz aquivalent ist, die durch SEQ ID NR. 1 dargestellt ist, usw.

[0040] Die im wesentlichen aquivalente Aktivitat bezieht sich auf beispielsweise eine Ligandenbindungsakti-
vitat, eine Signaltransduktionsaktivitat usw. Der Ausdruck im wesentlichen aquivalent wird in der Bedeutung
verwendet, dald die Natur dieser Aktivitaten aquivalent ist. Deshalb ist es bevorzugt, daR diese Aktivitaten, wie
eine Ligandenbindungsaktivitat, eine Signaltransduktionsaktivitat usw., in der Wirksamkeit aquivalent sind (bei-
spielsweise etwa das 0,5-bis etwa 2fache), und es ist zulassig, dafl sogar Unterschiede in den Eigenschaften,
wie die Starke dieser Aktivitadten und Molekulargewicht des Proteins, vorliegen.

[0041] Diese Aktivitaten, wie eine Ligandenbindungsaktivitat, eine Signaltransduktionsaktivitat usw., kdnnen
gemal den offentlich bekannten Verfahren analysiert werden, und kénnen ebenso beispielsweise durch die
Assayverfahren oder die Screening-Verfahren, die spater beschrieben werden, analysiert werden.

[0042] Hierin nachstehend wird das Protein, das die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 1
dargestellt ist, manchmal als ZAQ bezeichnet.

[0043] Das gegenwartige Protein, das eingesetzt werden kann, umfalit Proteine, umfassend (i) eine Amino-
sauresequenz, dargestellt durch SEQ ID NR. 1, von der 1 oder 2 mehr (bevorzugt ungefahr 1 bis 30, starker
bevorzugt ungefahr 1 bis 20 und am starksten bevorzugt mehrere (1 oder 2)) Aminosauren geléscht werden;
(i) eine Aminosauresequenz, dargestellt durch SEQ ID NR. 20 oder SEQ ID NR. 21, zu der 1 oder 2 mehr (be-
vorzugt ungefahr 1 bis 30, starker bevorzugt ungefahr 1 bis 20 und am starksten bevorzugt mehrere (1 oder
2)) Aminosauren hinzugefiigt werden; (iii) eine Aminosauresequenz, dargestellt durch NR. 20 oder SEQ ID NR.
21, in der 1 oder 2 mehr (bevorzugt ungefahr 1 bis 30, starker bevorzugt ungefahr 1 bis 20 und am starksten
bevorzugt mehrere (1 oder 2)) Aminosauren durch andere Aminosauren ersetzt werden; und (iv) eine Kombi-
nation der obigen Aminosauresequenzen, usw.

[0044] Beispiele der Aminosauresequenz, die im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Amino-
sauresequenz aufeist, die durch SEQ ID NR. 36 dargestellt ist, umfassen eine Aminosauresequenz mit min-
destens etwa 90 % Homologie, bevorzugt mindestens etwa 95 % Homologie, und starker bevorzugt mindes-
tens etwa 98 % Homologie, zu der Aminosauresequenz, die durch SEQ ID NR. 36 dargestellt ist.

[0045] Bevorzugte Beispiele von Proteinen, die im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Ami-
nosauresequenz enthalten, die durch. SEQ ID NR. 36 dargestellt ist, umfassen Proteine mit im wesentlichen
derselben Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz, die durch SEQ ID NR. 36 dargestellt ist, und mit
einer Eigenschaft, die im wesentlichen zu der der Aminosauresequenz aquivalent ist, die durch SEQ ID NR.
36 dargestellt ist, usw.

[0046] Bevorzugte Beispiele des Proteins, das dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz
wie die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 36 dargestellt ist, umfassen Proteine, die dieselbe
oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID
NR. 36 dargestellt ist, und eine Aktivitat aufweisen, die im wesentlichen zu der der Aminosauresequenz aqui-
valent ist, die durch SEQ ID NR. 36 dargestellt ist, usw., insbesondere Proteine, die in WO 98/46620 beschrie-
ben sind, usw.

6/128



DE 601 28 916 T2 2007.09.20

[0047] Beispiele der Aminosauresequenz, die im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Amino-
sauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 40 dargestellt ist, umfassen eine Aminosauresequenz mit min-
destens etwa 97 % Homologie, bevorzugt mindestens etwa 98 % Homologie, starker bevorzugt mindestens
etwa 99 % Homologie, und am starksten bevorzugt mindestens etwa 99,5 % Homologie, zu der Aminosaure-
sequenz, die durch SEQ ID NR. 40 dargestellt ist, usw.

[0048] Bevorzugte Beispiele der Proteine, die im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Amino-
sauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR. 40 dargestellt ist, sind Proteine, die im wesentlichen dieselbe
Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR. 40 dargestellt ist, und eine
Eigenschaft aufweisen, die im wesentlichen zu der der Aminosauresequenz aquivalent ist, die durch SEQ ID
NR. 40 dargestellt ist, usw.

[0049] Bevorzugte Beispiele des Proteins, das dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz
wie die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 40 dargestellt ist, umfassen Proteine, die dieselbe
oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID
NR. 40 dargestellt ist, und eine Aktivitat aufweisen, die im wesentlichen zu der der Aminosauresequenz aqui-
valent ist, die durch SEQ ID NR. 40 dargestellt ist, usw.

[0050] Beispiele der Aminosauresequenz, die im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Amino-
sauresequenz aufweist, die durch SEQ ID NR. 47 dargestellt ist, umfassen eine Aminosauresequenz mit min-
destens etwa 95 % Homologie, bevorzugt mindestens etwa 96 % Homologie, und starker bevorzugt mindes-
tens etwa 97 % Homologie, und am starksten bevorzugt mindestens etwa 98 % Homologie, zu der Aminosau-
resequenz, die durch SEQ ID NR. 47 dargestellt ist, usw.

[0051] Bevorzugte Beispiele der Proteine, die im wesentlichen dieselben Aminosauresequenz wie die Ami-
nosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR. 47 dargestellt ist, sind Proteine, die im wesentlichen diesel-
be Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR. 47 dargestellt ist, und
eine Eigenschaft aufweisen, die im wesentlichen zu der der Aminosauresequenz aquivalent ist, die durch SEQ
ID NR. 47 dargestellt ist, usw.

[0052] Bevorzugte Beispiele des Proteins, das dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz
wie die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 47 dargestellt ist, sind Proteine, die dieselbe oder
im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR.
47 dargestellt ist, und eine Aktivitat aufweisen, die im wesentlichen zu der der Aminosauresequenz aquivalent
ist, die durch SEQ ID NR. 47 dargestellt ist, usw.

[0053] Beispiele der Aminosauresequenz, die im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Amino-
sauresequenz aufweist, die durch SEQ ID NR. 48 dargestellt ist, umfassen eine Aminosauresequenz mit min-
destens etwa 95 % Homologie, bevorzugt mindestens etwa 96 % Homologie, und starker bevorzugt mindes-
tens etwa 97 % Homologie, und am starksten bevorzugt mindestens etwa 98 % Homologie, zu der Aminosau-
resequenz, die durch SEQ ID NR. 48 dargestellt ist, usw.

[0054] Bevorzugte Beispiele der Proteine, die im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Amino-
sauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR. 48 dargestellt ist, sind Proteine, die im wesentlichen dieselbe
Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR. 48 dargestellt ist, und eine
Eigenschaft aufweisen, die im wesentlichen zu der der Aminsauresequenz aquivalent ist, die durch SEQ ID
NR. 48 dargestellt ist, usw.

[0055] Bevorzugte Beispiele des Proteins, das dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz
wie die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 48 dargestellt ist, sind Proteine, die dieselbe oder
im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR.
48 dargestellt ist, und eine Aktivitat aufweisen, die im wesentlichen zu der der Aminsauresequenz aquivalent
ist, die durch SEQ ID NR. 48 dargestellt ist, usw.; besonders bevorzugt sind Proteine, die in Biochem. Biophys.
Acta, 1491, 369-375, 2000 beschrieben sind, usw.

[0056] Beispiele der Aminosauresequenz, die im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Amino-
sauresequenz aufweist, die durch SEQ ID NR. 49 dargestellt ist, umfassen eine Aminosauresequenz mit min-
destens etwa 95 % Homologie, bevorzugt mindestens etwa 96 Homologie, und starker bevorzugt mindestens
etwa 97 % Homologie, und am starksten bevorzugt mindestens etwa 98 % Homologie, zu der Aminosaurese-
quenz, die durch SEQ ID NR. 49 dargestellt ist.
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[0057] Bevorzugte Beispiele der Proteine, die im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Amino-
sauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR. 49 dargestellt ist, sind Proteine, die im wesentlichen dieselbe
Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR. 49 dargestellt ist, und eine
Eigenschaft aufweisen, die im wesentlichen zu der der Aminsauresequenz aquivalent ist, die durch SEQ ID
NR. 49 dargestellt ist, usw.

[0058] Bevorzugte Beispiele des Proteins, das dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz
wie die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 49 dargestellt ist, sind Proteine, die dieselbe oder
im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR.
49 dargestellt ist, und eine Aktivitat aufweisen, die im wesentlichen zu der der Aminsauresequenz aquivalent
ist, die durch SEQ ID NR. 49 dargestellt ist, usw.; besonders bevorzugt sind Proteine, die in WO 98/46620 be-
schrieben sind, usw.

[0059] Die im wesentlichen aquivalente Aktivitat bezieht sich beispielsweise auf eine Ligandenbindungsakti-
vitat, eine Signaltransduktionsaktivitat usw. Der Ausdruck im wesentlichen aquivalent wird in der Bedeutung
verwendet, dal® die Natur dieser Aktivitaten aquivalent ist. Deshalb ist es bevorzugt, daR diese Aktivitaten, wie
eine Ligandenbindungsaktivitat, eine Signaltransduktionsaktivitat usw. in der Wirksamkeit aquivalent sind (bei-
spielsweise etwa das 0,5-bis etwa 2fache), und es ist zulassig, dafd sogar Unterschiede in den Eigenschaften,
wie die Starke dieser Aktivitadten und Molekulargewicht des Proteins, vorliegen.

[0060] Die Aktivitdten, wie eine Ligandenbindungsaktivitat, eine Signaltransduktionsaktivitat, usw. kann ge-
mal den 6ffentlich bekannten Verfahren analysiert werden.

[0061] Beispiele der Aminosauresequenz, die im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Amino-
sauresequenz aufweist, die durch SEQ ID NR. 34 dargestellt ist, umfassen eine Aminosauresequenz mit min-
destens etwa 60 % Homologie, bevorzugt mindestens etwa 70 % Homologie, starker bevorzugt mindestens
etwa 80 % Homologie, und am starksten bevorzugt mindestens etwa 90 % Homologie, zu der Aminosaurese-
quenz, die durch SEQ ID NR. 34 dargestellt ist, usw.

[0062] Bevorzugte Beispiele des Peptids, das dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz
wie die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 34 dargestellt ist, sind ein Peptid, das dieselbe oder
im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 34
dargestellt ist, und eine Aktivitat aufweist, die im wesentlichen zu der der Aminosauresequenz aquivalent ist
(beispielsweise eine kontraktile Aktivitdt im Krummdarm, eine kontraktile Aktivitat im distalen Dickdarm, eine
Relaxationsaktivitat im proximalen Dickdarm usw.), die durch SEQ ID NR. 34 dargestellt ist, usw.; insbesonde-
re MIT1, das spater beschrieben wird, und so weiter.

[0063] In der gesamten vorliegende Beschreibung werden die Peptide und Proteine gemaR der konventionel-
len Weise zum Beschreiben von Peptiden dargestellt, das heift, der N-Terminus (Aminoterminus) auf der lin-
ken und der C-Terminus (Carboxylterminus) auf der rechten Seite. In den gegenwartigen Proteinen, einschlief3-
lich den Proteinen, die die durch SEQ ID NR. 1 gezeigte Aminosauresequenz enthalten, kann der C-Terminus
eine Carboxylgruppe (-COOH), ein Carboxylat (-COO"), ein Amid (-CONH,) oder ein Ester (-COOR) sein.

[0064] Hierin umfassen Beispiele der Estergruppe, die durch R gezeigt wird, eine C, s-Alkylgruppe, wie Me-
thyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl usw.; eine C, ,-Cycloalkylgruppe, wie Cyclopentyl, Cyclohexyl usw.;
eine Cg_,,-Arylgruppe, wie Phenyl, a-Naphthyl usw.; eine C,_,,-Aralkylgruppe, wie eine Phenyl-C, ,-alkylgruppe,
z.B., Benzyl, Phenethyl usw.; eine a-Naphthyl-C, ,-alkylgruppe, wie a-Naphthylmethyl usw.; und dergleichen.
AuRerdem kann Pivaloyloxymethyl oder dergleichen, das weitgehend als ein Ester zur oralen Verabreichung
verwendet wird, ebenso verwendet werden.

[0065] Wo das Peptid der Erfindung Carboxylgruppe (oder ein Carboxylat) an einer anderen Stelle als den
C-Terminus enthalt, kann es amidiert oder verestert werden, und ein solches Amid oder solcher Ester wird
ebenso in das Peptid/Protein der Erfindung einbezogen. Die Estergruppe kann dieselbe Gruppe sein, wie die,
die in bezug auf den obigen C-terminalen Ester beschrieben wird.

[0066] Auflerdem umfassen Beispiele des Peptids der Erfindung Varianten des obigen Peptids/Proteins, wo-
bei die Aminogruppe an dem N-Terminus (z.B. Methioninrest) des Peptids mit einer Schutzgruppe geschutzt
wird (z.B. eine C, 4-Acylgruppe, wie eine C, .-Alkanoylgruppe, z.B. Formylgruppe, Acetylgruppe usw.); die, wo-
bei die N-terminale Region in vivo gespalten wird und die so gebildete Glutamylgruppe pyroglutaminiert wird;
die, wobei ein Substituent (z.B. -OH, -SH, Aminogruppe, Imidazolgruppe, Indolgruppe, Guanidinogruppe usw.)
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an der Seitenkette einer Aminosaure in dem Molekul mit einer geeigneten Schutzgruppe geschutzt wird (z.B.
eine C, ;-Acylgruppe, wie eine C, ,-Alkanoylgruppe, z.B. Formylgruppe, Acetylgruppe usw.), oder konjugierte
Peptide/konjugierte Proteine, wie Glycopeptide/Glycoproteine mit Zuckerketten.

[0067] Spezielle Beispiele des Peptids der Erfindung umfassen vom Menschen abgeleitete (starker bevorzugt
vom menschlichen Gehirn abgeleitete) Peptide, bestehend aus der Aminosauresequenz, die durch SEQ ID
NR. 20 dargestellt ist, vom Menschen abgeleitete (starker bevorzugt vom menschlichen Gehirn abgeleitete)
Peptide, bestehend aus der Aminosauresequenz, die durch SEQ ID NR. 21 dargestellt ist, usw. Starker bevor-
zugt sind es vom Menschen abgeleitete Peptide, bestehend aus der Aminosauresequenz, die durch SEQ ID
NR. 21 dargestellt ist.

[0068] Spezielle Beispiele des gegenwartigen Proteins umfassen vom Menschen abgeleitete (bevorzugt vom
menschlichen Gehirn abgeleitete) Proteine, die die Aminosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR. 1
dargestellt ist, usw.

[0069] Jedes Teilpeptid, das fir das gegenwartige Protein beschrieben ist, kann als das Teilpeptid des gegen-
wartigen Proteins verwendet werden (hierin nachstehend manchmal nur als gegenwartiges Teilpeptid bezeich-
net). Beispielsweise kann ein Teil des gegenwartigen Proteinmolekiils, der auf der AuRenseite einer Zellmem-
bran oder dergleichen exponiert wird, verwendet werden, so lange wie er eine im wesentlichen aquivalente Re-
zeptorbindungsaktivitat aufweist.

[0070] Speziell ist das Teilpeptid des Proteins, das die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 1
dargestellt ist, ein Peptid, das die Teile enthalt, die als extrazellulare Domanen (hydrophile Domanen) in der
hydrophoben Auswertungsanalyse, wie in Fig. 7 gezeigt, analysiert worden sind. Ein Peptid, das einen hydro-
phoben Domanenteil enthalt, kann ebenso verwendet werden. Auflerdem kann das Peptid, das jede Doméane
separat enthalt, verwendet werden, aber das Peptid kann mehrere Domanen zusammen enthalten.

[0071] Die Anzahl an Aminosauren in dem gegenwartigen Teilpeptid betragt mindestens 20, bevorzugt min-
destens 50 und stérker bevorzugt mindestens 100 Aminosauren in der Aminosauresequenz, die das gegen-
wartige oben beschriebene Protein bildet, und Peptide mit der Aminosauresequenz mit solchen Anzahlen an
Aminosauren usw. sind bevorzugt.

[0072] Die im wesentlichen selbe Aminosauresequenz umfafit eine Aminosauresequenz mit mindestens etwa
50 % Homologie, bevorzugt mindestens etwa 70 % Homologie, starker bevorzugt mindestens etwa 80 % Ho-
mologie, am starksten bevorzugt mindestens etwa 90 % Homologie und am starksten bevorzugt mindestens
etwa 95 % Homologie, zu diesen Aminosauresequenzen.

[0073] Hierin wird der Ausdruck ,im wesentlichen dquivalente Ligandenbindungsaktivitat" in derselben Be-
deutung, wie oben definiert, verwendet. Die ,im wesentlichen &quivalente Ligandenbindungsaktivitat" kam
durch eine Modifikation von 6ffentlich bekannten Verfahren analysiert werden.

[0074] Das Teilpeptid des Proteins, das dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die
Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 36; SEQ ID NR. 40; SEQ ID NR. 47; SEQ ID NR. 48 oder
SEQ ID NR. 49 dargestellt ist, kann jedes Teilpeptid sein, so lange wie es das zuvor genannte Teilpeptid des
Proteins ist, das dieselbe oder im wesentlichen dieselbe Aminosauresequenz wie die Aminosauresequenz ent-
halt, die durch SEQ ID NR. 36; SEQ ID NR. 40, SEQ ID NR; 47, SEQ ID NR. 48 oder SEQ ID NR. 49 dargestellt
ist, und in den Proteinmolekilen werden beispielsweise die mit einer Seite, die sich auRerhalb der Zellmemb-
ran erstreckt und im wesentlichen aquivalente Ligandenbindungsaktivitat aufweist, eingesetzt. Die Anzahl an
Aminosauren in dem Teilpeptid betragt mindestens 20, bevorzugt mindestens 50 und starker bevorzugt min-
destens 100 Aminosauren in der Aminosauresequenz, die das oben beschriebene Protein bildet, und Peptide
mit der Aminosauresequenz von solchen Anzahlen von Aminosauren usw. sind bevorzugt. Die im wesentlichen
selbe Aminosauresequenz umfallt eine Aminosauresequenz mit mindestens etwa 50 % Homologie, bevorzugt
mindestens etwa 70 % Homologie, starker bevorzugt mindestens etwa 80 % Homologie, am starksten bevor-
zugt mindestens etwa 90 % Homologie und am starksten bevorzugt mindestens etwa 95 % Homologie, zu die-
sen Aminosauresequenzen.

[0075] Als die Salze des Peptids der Erfindung und des gegenwartigen Proteins oder seines Teilpeptids usw.
sind physiologisch akzeptable Saureadditionssalze besonders bevorzugt. Beispiele von solchen Salzen sind
Salze mit anorganischen Sauren (z.B. Salzsaure, Phosphorsaure, Bromwasserstoffsdure und Schwefelsaure),
Salze mit organischen Sauren (z.B. Essigsdure, Ameisensdure, Propionsaure, Fumarsaure, Maleinsaure,
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Bernsteinsaure, Weinsaure, Zitronensaure, Apfelsiure, Oxalséure, Benzoesaure, Methansulfonsaure, Benzol-
sulfonsaure) und dergleichen.

[0076] Das erfindungsgemale Peptid oder gegenwartige Protein oder Salze davon sowie die Proteine, die
die Aminosauresequenz enthalten, die durch SEQ ID NR. 36, SEQ ID NR. 40, SEQ ID NR. 47 dargestellt ist,
oder Salze davon kénnen durch ein 6ffentlich bekanntes Verfahren hergestellt werden, das verwendet wird,
um ein Peptid/Protein aus oben beschriebenen menschlichen oder anderen Saugerzellen oder -geweben zu
reinigen. Alternativ kénnen sie ebenso durch Kultivieren einer Transformante hergestellt werden, die eine DNA
tragt, die das erfindungsgemalRe Peptid, das erfindungsgeméafie Protein oder das Protein, das die Aminosau-
resequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 36, SEQ ID NR. 40, SEQ ID NR. 47 dargestellt ist, kodiert, wie spater
beschrieben wird. Sie kdnnen ebenso durch die spater beschriebene Peptid/Protein-Synthese oder durch eine
Modifikation davon hergestellt werden. Au3erdem kann das Protein, das die Aminosauresequenz enthalt, die
durch SEQ ID NR. 48 dargestellt ist, oder Salze davon durch eine Modifikation des Verfahrens, das in Biochem.
Biophys. Acta, 1491, 369 — 375, 2000 beschrieben ist, hergestellt werden. Das Protein, das die Aminosaure-
sequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 49 dargestellt ist, oder Salze davon kann durch eine Modifikation des
Verfahrens, das in WO 98/46620 beschrieben ist, hergestellt werden.

[0077] Wenn die Peptide/Proteine oder Salze davon aus menschlichem oder Saugergewebe oder -zellen her-
gestellt werden, werden die menschlichen oder Saugergewebe oder -zellen homogenisiert und mit einer Saure
oder dergleichen extrahiert, und das Extrakt wird isoliert und durch eine Kombination von chromatographi-
schen Techniken, wie Umkehrphasenchromatographie, lonenaustauschchromatographie und dergleichen, ge-
reinigt.

[0078] Um das Peptid der Erfindung, das gegenwartige Protein, sein Teilpeptid oder seine Amide, oder Salze
davon zu synthetisieren, kbnnen kommerziell erhaltliche Harze, die fir die Peptid/Protein-Synthese genutzt
werden, verwendet werden. Beispiele von solchen Harzen umfassen Chlormethylharz, Hydroxymethylharz,
Benzhydrylaminharz, = Aminomethylharz, 4-Benzyloxybenzylalkoholharz, 4-Methylbenzhydrylaminharz,
PAM-Harz, 4-Hydroxymethylmethylphenylacetamidomethylharz, Polyacrylamidharz, 4-(2',4'-Dimethoxyphe-
nylhydroxymethyl)phenoxyharz, 4-(2',4'-Dimethoxyphenyl-Fmoc-aminoethyl)phenoxyharz usw. Unter Verwen-
dung dieser Harze werden Aminosauren, worin a-Aminogruppen und funktionelle Gruppen an den Seitenket-
ten entsprechend geschitzt werden, auf dem Harz in der Reihenfolge der Sequenz des Ziel-Peptids/Proteins
gemal den verschiedenen Kondensationsverfahren, die in der Technik 6ffentlich bekannt sind, kondensiert.
Am Ende der Reaktion wird das Peptid/Protein aus dem Harz entfernt und gleichzeitig werden die Schutzgrup-
pen entfernt. Darnn wird die intramolekulare Disulfid-Bindungsbildungs-Reaktion in einer stark verdiinnten L&-
sung durchgefiihrt, um das Ziel-Peptid/Protein oder Amide davon zu erhalten.

[0079] Zur Kondensation der geschutzten oben beschriebenen Aminosauren kann eine Vielzahl von Aktivie-
rungsreagenzien fur die Peptid/Protein-Synthese verwendet werden, aber Carbodiimide werden besonders
bevorzugt eingesetzt. Beispiele von solchen Carbodiimiden umfassen DCC, N,N'-Diisopropylcarbodiimid,
N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid usw. Zur Aktivierung durch diese Reagenzien werden die ge-
schitzten Aminosauren in Kombination mit einem Racemisierungsinhibitor (z.B. HOBt, HOOBt) direkt zu dem
Harz zugegeben, oder die geschitzten Aminosauren werden zuvor in Form von symmetrischen Saureanhyd-
riden, HOBt-Estern oder HOOBt-Estern aktiviert, gefolgt von der Zugabe der so aktivierten geschitzten Ami-
nosauren zu dem Harz.

[0080] Losungsmittel, die zur Verwendung geeignet sind, um die geschiitzten Aminosauren zu aktivieren oder
mit dem Harz zu kondensieren, kdnnen aus den Losungsmitteln ausgewahlt werden, die dafiir bekannt sind,
daR sie fir die Peptid/Protein-Kondensationsreaktionen nutzlich sind. Beispiele von solchen Lésungsmitteln
sind Saureamide, wie N,N-Dimethylformamid, N,N-Dimethylacetamid, N-Methylpyrrolidon usw.; halogenierte
Kohlenwasserstoffe, wie Methylenchlorid, Chloroform usw.; Alkohole, wie Trifluorethanol usw.; Sulfoxide, wie
Dimethylsulfoxid usw.; Ether, wie Pyridin, Dioxan, Tetrahydrofuran usw.; Nitrile, wie Acetonitril, Propionitril usw.;
Ester, wie Methylacetat, Ethylacetat usw.; und geeignete Gemische aus diesen Lésungsmitteln. Die Reaktions-
temperatur wird geeigneterweise aus dem Bereich ausgewabhlt, der dafiir bekannt ist, dal3 er auf die Protein-
bindungsreaktionen anwendbar ist, und wird normalerweise in dem Bereich von ungefahr-20 °C bis 50 °C aus-
gewahlt. Die aktivierten Aminoséurederivate werden im allgemeinen in einem UberschuR vom 1,5- bis 4fachen
verwendet. Die Kondensation wird unter Verwendung der Ninhydrinreaktion kontrolliert; wenn die Kondensati-
on unzureichend ist, kann die Kondensation durch Wiederholten der Kondensationsreaktion ohne die Entfer-
nung der Schutzgruppen vollendet werden. Wenn die Kondensation nach dem Wiederholen der Reaktion noch
unzureichend ist, werden nicht-umgesetzte Aminosauren mit Essigsdureanhydrid oder Acetylimidazol acety-
liert.
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[0081] Beispiele der Schutzgruppen, die verwendet werden, um die Ausgangsaminogruppen zu schutzen,
umfassen Z, Boc, t-Pentyloxycarbonyl, Isobornyloxycarbonyl, 4-Methoxybenzyloxycarbonyl, CI-Z, Br-Z, Ada-
mantyloxycarbonyl, Trifluoracetyl, Phthaloyl, Formyl, 2-Nitrophenylsulfenyl, Diphenylphosphinothioyl, Fmoc
usw.

[0082] Eine Carboxylgruppe kann durch beispielsweise Alkylveresterung (in der Form von linearen, verzweig-
ten oder cyclischen Alkylestern der Alkyleinheit, wie Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, t-Butyl, Cyclopentyl, Cyclohe-
xyl, Cycloheptyl, Cyclooctyl, 2-Adamantyl usw.), Aralkylveresterung (beispielsweise Veresterung in Form von
Benzylester, 4-Nitrobenzylester, 4-Methoxybenzylester, 4-Chlorbenzylester, Benzhydrylester usw.), Phenacyl-
veresterung, Benzyloxycarbonylhydrazidierung, t-Butoxycarbonylhydrazidierung, Tritylhydrazidierung oder
dergleichen geschiitzt werden.

[0083] Die Hydroxylgruppe von Serin kann beispielsweise durch ihre Veresterung oder Veretherung ge-
schitzt werden. Beispiele von Gruppen, die geeigneterweise flir die Veresterung verwendet werden, umfassen
eine Niederalkanoylgruppe, wie Acetylgruppe, eine Aroylgruppe, wie Benzoylgruppe, und eine Gruppe, die von
Kohlensaure abgeleitet ist, wie Benzyloxycarbonylgruppe und Ethoxycarbonylgruppe. Beispiele einer Gruppe,
die geeigneterweise fir die Veretherung verwendet wird, umfassen Benzylgruppe, Tetrahydropyranylgruppe,
t-Butylgruppe usw.

[0084] Beispiele von Gruppen zum Schutz der phenolischen Hydroxylgruppe von Tyrosin umfassen Bzl,
Cl,-Bzl, 2-Nitrobenzyl, Br-Z, t-Butyl usw.

[0085] Beispiele von Gruppen, die verwendet werden, um die Imidazoleinheit von Histidin zu schitzen, um-
fassen Tos, 4-Methoxy-2,3,6-trimethylbenzolsulfonyl, DNP, Benzyloxymethyl, Bum, Boc, Trt, Fmoc usw.

[0086] Beispiele der aktivierten Carboxylgruppen in den Ausgangsaminosauren umfassen die entsprechen-
den Saureanhydride, Azide, aktivierten Ester (Ester mit Alkoholen (z.B. Pentachlorphenol, 2,4,5-Trichlorphe-
nol, 2,4-Dinitrophenol, Cyanomethylalkohol, p-Nitrophenol, HONB, N-Hydroxysuccimid; N-Hydroxyphthalimid,
HOBL)). Als die aktivierten Aminosauren, worin die Aminogruppen in dem Ausgangsmaterial aktiviert werden,
werden die entsprechenden Phosphoramide eingesetzt.

[0087] Um die Schutzgruppen zu beseitigen (abzuspalten), werden katalytische Reduktion unter Wasserstoff-
gasstrom in Gegenwart eines Katalysators, wie Pd-Ruf oder Pd-Kohlenstoff eine Sdurebehandlung mit was-
serfreiem Fluorwasserstoff, Methansulfonsaure, Trifluormethansulfonsdure oder Trifluoracetat, oder eine Ge-
mischlésung aus diesen Sauren; eine Behandlung mit einer Base, wie Diisopropylethylamin, Triethylamin, Pi-
peridin oder Piperazin; und Reduktion mit Natrium in flissigem Ammoniak verwendet. Die Beseitigung durch
die oben beschriebene Saurebehandlung wird im allgemeinen bei einer Temperatur von ungefahr —20 °C bis
40 °C durchgefiihrt. Bei der Saurebehandlung ist es effizient, einen Kationenfanger, wie Anisol, Phenol, Thio-
anisol, m-Cresol, p-Cresol, Dimethylsulfid, 1,4-Butandithiol oder 1,2-Ethandithiol zuzugeben. Auf3erdem wird
die 2,4-Dinitrophenylgruppe, die als die Schutzgruppe fiir das Imidazol von Histidin verwendet wird, durch eine
Behandlung mit Thiophenol entfernt. Die Formylgruppe, die als die Schutzgruppe des Indols von Tryptophan
verwendet wird, wird durch die zuvor genannte Saurebehandlung in Gegenwart von 1,2-Ethandithiol oder
1,4-Butandithiol sowie durch eine Behandlung mit einem Alkali, wie einer verdiinnten Natriumhydroxidlésung,
verdiinntem Ammoniak usw., beseitigt.

[0088] Der Schutz von funktionellen Gruppen, die nicht an der Reaktion der Ausgangsmaterialien beteiligt
sein sollten, die Beseitigung der Schutzgruppen und die Aktivierung der funktionellen Gruppen, die an der Re-
aktion beteiligt sind, kdnnen entsprechend aus den 6ffentlich bekannten Gruppen und 6ffentlich bekannten Mit-
teln ausgewahlt werden.

[0089] Bei einem anderen Verfahren zur Erhaltung der Amide des Peptids/Proteins wird beispielsweise die
a-Carboxylgruppe der Carboxyl-terminalen Aminosaure zunachst durch Amidierung geschiitzt; die Peptidkette
wird dann von der Aminogruppenseite auf eine gewlinschte Lange verlangert. Danach werden ein Peptid/Pro-
tein, bei dem nur die Schutzgruppe der N-terminalen a-Aminogruppe aus der Peptidkette beseitigt worden ist,
und ein Peptid/Protein, bei dem nur die Schutzgruppe aus der C-terminalen Carboxylgruppe beseitigt worden
ist, hergestellt. Die zwei Peptide/zwei Proteine werden in einem Gemisch aus den oben beschriebenen L6-
sungsmitteln kondensiert. Die Einzelheiten der Kondensationsreaktion sind dieselben, wie oben beschrieben.
Nach dem das geschutzte Peptid/geschutzte Protein, das durch Kondensation erhalten wurde, gereinigt wur-
de, wurden alle Schutzgruppen durch das oben beschriebene Verfahren beseitigt, um das gewilinschte rohe
Peptid/rohe Protein zu erhalten. Das rohe Peptid/rohe Protein wird durch verschiedene Reinigungsmittel ge-
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reinigt. Lyophilisierung der Hauptfraktion ergibt das Amid des gewlinschten Peptids/Proteins.

[0090] Um das veresterte Peptid/Protein herzustellen, wird beispielsweise die a-Carboxylgruppe der Carbo-
xyl-terminalen Aminosaure mit dem gewilinschten Alkohol kondensiert, um den Aminosaureester herzustellen,
worauf die Verfahrensweise folgt, die der Herstellung des amidierten Proteins oben ahnelt, wodurch das ge-
wiinschte veresterte Peptid/Protein erhalten wurde.

[0091] Das Peptid der Erfindung kann gemaR der 6ffentlich bekannten Peptidsynthese hergestellt werden.

[0092] Das Teilpeptid des gegenwartigen Proteins der Erfindung oder Salze davon kann durch 6ffentlich be-
kannte Verfahren zur Peptidsynthese oder durch Spalten des gegenwartigen Proteins mit einer geeigneten
Peptidase hergestellt werden.

[0093] Fur die Verfahren zur Peptidsynthese kann beispielsweise entweder Festphasensynthese oder Fliis-
sigphasensynthese verwendet werden. Das heil3t, das Teilpeptid oder die Aminosauren, die das Peptid der Er-
findung oder das Protein der Erfindung bilden, werden mit dem verbliebenen Teil kondensiert. Wo das Produkt
Schutzgruppen umfalfit, werden diese Schutzgruppen entfernt, wodurch das gewtiinschte Peptid erhalten wur-
de. Offentlich bekannte Verfahren zur Kondensation und Beseitigung der Schutzgruppen werden in (1) bis (5)
nachstehend beschrieben.

(1) M. Bodanszky & M. A. Ondetti: Peptide Synthesis, Interscience Publishers, New York (1966)

(2) Schroeder & Luebke: The Peptide, Academic Press, New York (1965)

(3) Nobuo Izumiya, et al.: Peptide Gosei-no-Kiso to Jikken (Basics and experiments of peptide synthesis), ver-
offentlich von Maruzen Co. (1975)

(4) Haruaki Yajima & Shunpei Sakakibara: Seikagaku Jikken Koza (Biochemical Experiment) 1, Tanpakushitsu
no Kagaku (Chemistry of Proteins) IV, 205 (1977)

(5) Haruaki Yajima Hrsg.: Zoku lyakuhin no Kaihatsu (A sequel to Development of Pharmaceuticals), Bd. 14,
Peptide Synthesis, veréffentlicht von Hirokawa Shoten

[0094] Nach der Beendigung der Reaktion kann das Produkt durch eine Kombination von konventionellen
Reinigungsverfahren, wie Losungsmittelextraktion, Destillation, Sdulenchromatographie, Flissigchromatogra-
phie und Umkristallisierung gereinigt und isoliert werden, wodurch das Peptid oder das Teilpeptid der Erfindung
erhalten wird. Wenn das Peptid oder das Teilpeptid, das durch die obigen Verfahren erhalten wurde, in einer
freien Form vorliegt, kann das Peptid in ein entsprechendes Salz durch ein 6ffentlich bekanntes Verfahren um-
gewandelt werden; wenn das Protein in einer Salzform erhalten wird, kann es in eine freie Form durch ein 6f-
fentlich bekanntes Verfahren umgewandelt werden.

[0095] Die DNA, die das Peptid/Protein der Erfindung kodiert, kann jede DNA sein, so lange wie siei die Ba-
sensequenz umfaldt, die das oben beschriebene Peptid/Protein der Erfindung kodiert. Eine solche DNA kann
ebenso irgendeine der genomischen DNA, genomischen DNA-Bibliothek, cDNA, abgeleitet von den oben be-
schriebenen Zellen oder Geweben, cDNA-Bibliothek, abgeleitet von den oben beschriebenen Zellen oder Ge-
weben, und synthetische DNA sein. Der Vektor, der fur die Bibliothek verwendet werden soll, kann eine Bak-
teriophage, Plasmid, Cosmid, Phagemid und dergleichen sein. Auferdem kann die DNA durch Umkehrtraus-
kriptase-Polymerase-Kettenreaktion (hierin nachstehend RT-PCR abgekirzt) mit gesamter RNA- oder
mRNA-Fraktion, hergestellt aus den oben beschriebenen Zellen oder Geweben, amplifiziert werden.

[0096] Speziell kann die DNA, die das Peptid der Erfindung kodiert, irgendeine von beispielsweise der DNA
sein, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 26 oder SEQ ID NR. 27 dargestellt ist.

[0097] Beispiele der DNA, die zu der DNA, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 26 darge-
stelltist, unter hochstringenten Bedingungen hybridisierbar ist, umfassen DNAs mit mindestens etwa 60 % Ho-
mologie, bevorzugt mindestens etwa 70 % Homologie und starker bevorzugt mindestens etwa 80 % Homolo-
gie, zu der DNA, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 26 dargestellt ist, usw.

[0098] Beispiele der DNA, die zu der DNA, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 27 darge-
stelltist, unter hochstringenten Bedingungen hybridisierbar ist, umfassen DNAs mit mindestens etwa 60 % Ho-
mologie, bevorzugt mindestens etwa 70 % Homologie und starker bevorzugt mindestens etwa 80 % Homolo-
gie, zu der DNA, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 27 dargestellt ist, usw.

[0099] Ebenso kann die DNA, die das gegenwartige Protein der Erfindung kodiert, irgendeine von beispiels-
weise einer DNA, die eine Basensequenz umfalit, die durch SEQ ID NR. 2 oder SEQ ID NR. 3 dargestellt ist,
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und einer DNA sein, die DNA enthalt, die zu einer DNA, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR.
2 oder SEQ ID NR. 3 dargestellt ist, unter hochstringenten Bedingungen hybridisierbar ist, und ein Protein ko-
diert, das eine Aktivitat aufweist (z.B. eine Ligandenbindungsaktivitat, eine Signaltransduktionsaktivitat usw.),
die im wesentlichen zu der des Proteins der Erfindung aquivalent ist.

[0100] Beispiele der DNA, die zu einer DNA, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 2 oder SEQ
ID NR. 3 dargestellt ist, unter hochstringenten Bedingungen hybridisierbar ist, umfassen DNAs mit mindestens
etwa 90 % Homologie, bevorzugt mindestens etwa 95 % Homologie und starker bevorzugt mindestens etwa
98 % Homologie, zu der Basensequenz, die durch SEQ ID NR. 2 oder SEQ ID NR. 3 dargestellt ist, usw.

[0101] Die Hybridisierung kann durch o6ffentlich bekannte Verfahren oder durch Modifikationen davon bei-
spielsweise gemall dem Verfahren, das in Molecular Cloning, 2nd. (J. Sambrook et al., Cold Spring Harbor
Lab. Press, 1989) beschrieben ist, durchgeflihrt werden usw. Eine kommerziell erhaltliche Bibliothek kann
ebenso gemal den Instruktionen des beiliegenden Herstellerprotokolls verwendet werden. Die Hybridisierung
kann bevorzugt unter hochstringenten Bedingungen durchgefiihrt werden.

[0102] Die hochstringenten Bedingungen, die hierin verwendet werden, sind beispielsweise eine Natriumkon-
zentration von ungefahr 19 bis 40 mM, bevorzugt ungefahr 19 bis 20 mM bei einer Temperatur von ungefahr
50 bis 70 °C, bevorzugt ungefahr 60 bis 65 °C. Insbesondere sind Hybridisierungsbedingungen bei einer Nat-
riumkonzentration von etwa 19 mM bei einer Temperatur von etwa 65 °C am starksten bevorzugt.

[0103] Spezieller gibt es fiir die DNA, die das Peptid kodiert, das die Aminosauresequenz enthalt, die durch
SEQ ID NR. 20 dargestellt ist, eine DNA, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 26 dargestellt
ist; gibt es fir die DNA, die das Peptid kodiert, das die Aminosauresequenz enthalt, das durch SEQ ID NR. 21
dargestellt ist, eine DNA, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 27 dargestellt ist; gibt es fir die
DNA, die das Peptid kodiert, die die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 22 dargestellt ist, eine
DNA, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 28 dargestellt ist; und gibt es fiir die DNA, die das
Peptid kodiert, das die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 23 dargestellt ist, eine DNA, die die
Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 29 dargestellt ist.

[0104] Furdie DNA, die das Protein kodiert, die die Aminosauresequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 1 dar-
gestellt ist, gibt es eine DNA, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 2 oder SEQ ID NR. 3 dar-
gestellt ist.

[0105] Die Nukleotide (Oligonukleotid), die die Basensequenz oder einen Teil der Basensequenz umfassen,
die komplementar zu der DNA ist, die das Peptid der Erfindung kodiert, werden in der Bedeutung verwendet,
daf’ nicht nur die DNA, die das Peptid der Erfindung kodiert, sondern auch RNA einbezogen ist.

[0106] Antisense(oligo)nukleotide (Nukleinsdure), die die Replikation oder Expression des Gens fir das Pep-
tid der Erfindung inhibieren kénnen, kénnen konstruiert und synthetisiert sein, basierend auf der geklonten
oder bestimmten Basensequenzinformation der DNA, die das Peptid kodiert. Ein solches (Oligo)nukleotid (Nu-
kleinsaure) ist zur RNA des Gens flr das Peptid der Erfindung hybridisierbar, wodurch die Synthese oder Funk-
tion der RNA inhibiert wird, oder kann die Genexpression des Peptids der Erfindung Uber Interaktion mit RNA,
die mit dem Peptid der Erfindung verbunden ist, modulieren oder kontrollieren. (Oligo)nukleotide, die zu den
ausgewahlten Sequenzen von RNA, die mit dem Peptid der Erfindung verbunden ist, komplementar sind, und
(Oligo)nukleotide, die speziell mit der RNA, die mit dem Peptid der Erfindung verbunden sind, hybridisierbar
sind, sind beim Modulieren oder Kontrollieren der Genexpression des Peptids der Erfindung in vivo und in vitro
nutzlich und zur Behandlung oder Diagnose von Krankheiten usw. nitzlich.

[0107] Der Ausdruck ,entsprechend" wird in der Bedeutung verwendet, die homolog zu oder komplementar
zu einer speziellen Sequenz des Nukleotids oder Basensequenz oder Nukleinsaure, einschlieRlich Gen, ist.
Der Ausdruck ,entsprechend" zwischen Nukleotiden, Basensequenzen oder Nukleinsduren und Peptiden be-
zieht sich normalerweise auf Aminosauren eines Peptids unter Instruktionen, die aus der Sequenz von Nukle-
otiden (Nukleinsauren) oder ihren Komplements abgeleitet sind. Die 5'-Enden-Haarnadelschleife, die 5'-En-
den-6-Basenpaar-Wiederholungen, die 5'-Enden-untranslatierte Region, das Polypeptid-Translationsinitiati-
onscodon, die Protein-kodierende Region, das ORF-Translationsinitiationscodon, die 3'-untranslatierte Regi-
on, die 3'-Enden-Palindromregion und die 3'-Enden-Haarnadelschleife kdnnen als bevorzugte Targetregionen
ausgewahlt werden, obwohl jede andere Region ebenso als ein Target in Genen des Peptids der Erfindung
ausgewahlt werden kann.
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[0108] Die Beziehung zwischen den targetierten Nukleinsduren und den (Oligo)nukleotiden, die komplemen-
tar zu mindestens einem Teil des Targets sind, speziell die Beziehung zwischen dem Target und den (Oligo)nu-
kleotiden, die zu dem Target hybridisierbar sind, kann als ,Antisense" bezeichnet werden. Beispiele von Anti-
sense(oligo)nukleotiden umfassen Polydeoxynukleotide, die 2-Deoxy-D-ribose tragen, Polydeoxynukleotide,
die D-Ribose tragen, jeder andere Typ von Polynukleotiden, die N-Glycoside einer Purin- oder Pyrimidinbase
sind, oder andere Polymere, die Nicht-Nukleotidhautpketten umfassen (z.B. Proteinnukleinsduren und kom-
merziell erhaltliche synthetische sequenzspezifische Nukleinsaurepolymere) oder andere Polymere, die Nicht-
standardverknipfungen umfassen (vorausgesetzt, dafl3 die Polymere Nukleotide mit einer solchen Konfigura-
tion enthalten, die die Basenpaarung oder Basenstapelung erlauben, wie sie in DNA oder RNA gefunden wer-
den kdnnen) usw. Die Antisense-Polynukleotide kdnnen doppelstrangige DNA, einstrangige DNA, doppel-
strangige RNA, einstrangige RNA oder ein DNA : RNA-Hybrid sein, und kénnen aulRerdem nicht-modifizierte
Polynukleotide oder nicht-modifizierte Oligonukleotide umfassen, die mit 6ffentlich bekannten Modifikationsty-
pen, beispielsweise die mit Markierungen, die in der Technik bekannt sind, die mit caps-methylierten Polynuk-
leotiden, die mit Substitution von einem oder mehreren natirlich vorkommenden Nukleotiden durch ihre Ana-
loga, die mit intramolekularen Modifikationen von Nukleotiden, wie die mit ungeladenen Verknlpfungen (z.B.
Methylphosphonate, Phosphotriester, Phosphoramidate, Carbamate usw.) und die mit geladenen Verknipfun-
gen oder Schwefel-umfassenden Verknipfungen (z.B. Phosphorthioate, Phosphordithioate usw.), die mit Sei-
tenkettengruppen, wie Proteine (Nukleasen, Nukleaseinhibitoren, Toxine, Antikdrper, Signalpeptide, Poly-L-ly-
sin usw.), Saccharide (z.B. Monosaccharide usw.), die mit Intercalatoren (z.B. Acridin, Psoralen usw.), die, um-
fassend Chelatoren (z.B. Metalle, radioaktive Metalle, Bor, oxidative Metalle usw.), die, umfassend Alkylie-
rungsmittel, die mit modifizierten Verknipfungen (z.B. a-anomere Nukleinsauren usw.), und dergleichen. Hierin
sind unter den Ausdriicken ,Nukleosid", ,Nukleotid" und ,Nukleinsdure" Einheiten zu verstehen, die nicht nur
die Purin- und Pyrimidinbasen enthalten, sondern ebenso andere heterocyclische Basen, die modifiziert wor-
den sind. Diese Modifikationen kdnnen methylierte Purine und Pyrimidine, acylierte Purine und Pyrimidine und
andere heterocyclische Ringe umfassen. Modifizierte Nukleotide und modifizierte Nukleotide umfassen eben-
so Modifikationen auf der Zuckereinheit, wobei beispielsweise eine oder mehrere Hydroxylgruppen gegebe-
nenfalls mit einem Halogenatom(en), einer aliphatischen Gruppe(n) usw. substituiert sein kann, oder zu den
entsprechenden funktionellen Gruppen, wie Ethern, Aminen oder dergleichen, umgewandelt werden
kann/kénnen.

[0109] Die Antisense-Nukleinsaure ist RNA, DNA oder eine modifizierte Nukleinsaure. Spezielle Beispiele der
modifizierten Nukleinsaure sind Schwefel- und Thiophosphatderivate von Nukleinsduren und die, die gegen
den Abbau von Polynukleosidamiden oder Oligonukleosidamiden resistent sind, sind aber nicht darauf be-
schrankt. Die Antisense-Nukleinsauren der vorliegenden Erfindung kénnen bevorzugt modifiziert werden, ba-
sierend auf der folgenden Gestaltung, das heift, durch Erhéhen der intrazellularen Stabilitat der Antisense-Nu-
kleinsaure, Erhéhen der zelluldren Durchlassigkeit der Antisense-Nukleinsdure, Erhdhen der Affinitat der Nu-
kleinsaure fir den targetierten codierenden Strang auf ein hoheres Niveau, oder Minimieren der Toxizitat, wenn
vorhanden, von der Antisense-Nukleinsaure.

[0110] Viele dieser Modifikationen sind in der Technik bekannt, wie in J. Kawakami, et al., Pharm. Tech. Ja-
pan, Bd. 8, S. 247, 1992; Bd. 8, S. 395, 1992; S. T. Crooke, et al. Hrsg., Antisense Research and Applications,
CRC Press, 1993; usw. offenbart.

[0111] Die Antisense-Nukleinsdure kann veranderte oder modifizierte Zucker, Basen oder Verknupfungen
umfassen. Die Antisense-Nukleinsdure kann ebenso in einer spezialisierten Form bereitgestellt werden, wie
Liposomen, Mikrokugelchen, oder kann auf die Gentherapie angewandt werden, oder kann in Kombination mit
angelagerten Einheiten bereitgestellt werden. Diese angelagerten Einheiten umfassen Polykationen, wie Po-
lylysin, die als Ladungsneutralisatoren der Phosphathauptkette fungieren, oder hydrophobe Einheiten, wie Li-
pide (z.B. Phospholipide, Cholesterole usw.), die die Interaktion mit Zellmembranen verbessern oder die Auf-
nahme von Nukleinsaure erhéhen. Bevorzugte Beispiele der Lipide, die angelagert werden sollen, sind Cho-
lesterole oder Derivate davon (z.B. Cholesterylchlorameisensaureester, Cholsaure usw.). Diese Einheiten kon-
nen mit der Nukleinsdure an den 3'- oder 5'-Enden davon zugefiihrt werden und kénnen ebenso daran durch
eine Base, einen Zucker oder intramolekulare Nukleosidverknipfung angelagert sein. Andere Einheiten kon-
nen Capping-Gruppen sein, die speziell an den 3'- oder 5'-Enden der Nukleinsaure plaziert sind, um den Abbau
durch Nukleasen, wie Exonuklease, RNase, usw. zu verhindern. Diese Capping-Gruppen umfassen Hydroxyl-
schutzgruppen, die in der Technik bekannt sind, einschlieBlich Glykolen wie Polyethylenglykol, Tetraethyleng-
lykol und dergleichen, sind aber nicht darauf beschrankt.

[0112] Die inhibierende Wirkung der Antisense-Nukleinsaure kann unter Verwendung der Transformante der
vorliegenden Erfindung, des Genexpressionssystems der vorliegenden Erfindung in vivo und in vitro oder des
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Translationssystems des Proteins in vivo und in vitro untersucht werden. Die Nukleinsaure kann auf die Zellen
durch eine Vielzahl von o6ffentlich bekannten Verfahren angewendet werden.

[0113] Die DNA, die das gegenwartige Teilpeptid kodiert, kann jede DNA sein, so lange wie sie die Basense-
quenz enthalt, die das oben beschriebene gegenwartige Teilpeptid kodiert. Die DNA kann ebenso irgendeine
von genomischer DNA, genomischer DNA-Bibliothek, cDNA, abgeleitet aus den oben beschriebenen Zellen
und Geweben, cDNA-Bibliothek, abgeleitet aus den oben beschriebenen Zellen und Geweben, und syntheti-
scher DNA sein. Der Vektor, der fir die Bibliothek verwendet werden soll, kann ein Bakteriophage, Plasmid,
Cosmid und Phagemid sein. Die DNA kann ebenso direkt durch Umkehrtranskriptase-Polymerase-Kettenre-
aktion (hierin nachstehend als RT-PCR abgekiirzt) unter Verwendung der mRNA-Fraktion, hergestellt aus den
oben beschriebenen Zellen und Geweben, amplifiziert werden.

[0114] Speziell kann die DNA, die das gegenwartige Teilpeptid kodiert, irgendeine von beispielsweise einer
DNA, die eine Teilbasensequenz der DNA mit der Basensequenz, die durch SEQ ID NR. 2 oder SEQ ID NR.
3 dargestellt ist, enthalt, oder (2) einer DNA sein, die eine Teilbasensequenz der DNA mit einer Basensequenz
enthalt, die zu der Basensequenz, die durch SEQ ID NR. 2 oder SEQ ID NR. 3 dargestellt ist, unter hochstrin-
genten Bedingungen hybridisierbar ist, und ein Protein kodiert, das eine Aktivitat aufweist (z.B. eine Liganden-
bindungsaktivitat, eine Signaltransduktionsaktivitat usw.), die im wesentlichen zu der des gegenwartigen Pro-
teins aquivalent ist.

[0115] Beispiele der DNA, die zu einer DNA, die die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 2 oder SEQ
ID NR. 3 dargestellt ist, unter hochstringenten Bedingungen hybridisierbar ist, umfassen DNAs, die eine Ba-
sensequenz mit mindestens etwa 90 % Homologie, bevorzugt mindestens etwa 95 % Homologie und starker
bevorzugt mindestens etwa 98 % Homologie, zu der Basensequenz, die durch SEQ ID NR. 2 oder SEQ ID NR.
3 dargestellt ist, enthalten, usw.

[0116] Zum Klonen der DNA, die das Peptid der Erfindung vollstéandig kodiert, kann die DNA durch PCR unter
Verwendung von synthetischen DNA-Primern, die einen Teil der Basensequenz einer DNA enthalten, die das
Peptid der Erfindung kodiert, amplifiziert werden, oder die DNA, die in einen geeigneten Vektor eingefiihrt wird,
kann durch Hybridisierung mit einem markierten DNA-Fragment oder synthetischer DNA, die einen Teil oder
die vollstandige Region des Peptids der Erfindung kodierieren, ausgewahlt werden. Die Hybridisierung kann
beispielsweise gemal dem Verfahren durchgefiihrt werden, daf in Molecular Cloning, 2nd, (J. Sambrook et
al., Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989) beschrieben ist. Die Hybridisierung kann ebenso unter Verwendung
einer kommerziell erhaltlichen Bibliothek gemal dem Protokoll, das in den beiliegenden Instruktionen be-
schrieben ist, durchgefihrt werden.

[0117] Das Klonen der DNA, die das gegenwartige Protein oder sein. Teilpeptid vollstandig kodiert (hierin
nachstehend nur als das gegenwartige Protein bezeichnet), kann in einer Weise durchgefiihrt werden, die dem
Klonen der DNA, die das Peptid der Erfindung vollstandig kodiert, ahnlich ist.

[0118] Die Umwandlung der Basensequenz der DNA kann durch 6ffentlich bekannte Verfahren, wie ODA-LA
PCR, das Gapped Duplex-Verfahren oder das Kunkel-Verfahren usw., oder Modifikationen davon, durch PCR
oder unter Verwendung von 6ffentlich bekannten Kits, erhaltlich als Mutan™-supper Express Km (hergestellt
von Takara Shuzo Co., Ltd.), Mutan™-K (hergestellt von Takara Shuzo Co., Ltd.) oder dergleichen bewirkt wer-
den.

[0119] Die geklonte DNA, die das Peptid/Protein kodiert, kann als solches in Abhangigkeit des Zwecks oder,
wenn gewlnscht, nach der Digestion mit einem Restriktionsenzym oder nach der Addition eines Linkers dazu
verwendet werden. Die DNA kann ATG als ein Translationsinitiationscodon an dem 5'-Ende davon tragen und
kann auflerdem TAA, TGA oder TAG als ein Translationsterminationscodon an dem 3'-Ende davon tragen. Die-
se Translationsinitiations- und -terminationscodone kénnen ebenso unter Verwendung eines geeigneten syn-
thetischen DNA-Adapters zugefligt werden.

[0120] Der Expressionsvektor fiur das Peptid/Protein kann hergestellt werden, beispielsweise durch (a) Exzi-
dieren des gewlinschten DNA-Fragments aus der DNA, die das Peptid/Protein der Erfindung kodiert, und dann
(b) Ligieren des DNA-Fragments mit einem geeigneten Expressionsvektor stromabwarts eines Promotors in
dem Vektor.

[0121] Beispiele des Vektors umfassen Plasmide, abgeleitet von E. Coli (z.B. pBR322, pBR325, pUC12,
pUC13), Plasmide, abgeleitet von Bacillus subitilis (z.B. pUB110, pTP5, pC194), Plasmide, abgeleitet von Hefe
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(z.B. pSH19, pSH15), Bakteriophagen, wie APhage usw., Tierviren, wie Retrovirus, Vacciniavirus, Baculovirus
usw. sowie pA1-11, pXT1, pRc/CMV, pRc/RSV, pcDNAI/Neo, pcDNA3.1, pRc/CMV2, pRc/RSV (Invitrogen),
usw.

[0122] Der Promotor, der in der vorliegenden Erfindung verwendet wird, kann jeder Promotor sein, wenn er
mit einem Wirt, der fiir die Genexpression verwendet werden soll, gut zusammenpalit. Bei der Verwendung
von Tierzellen als Wirt umfassen die Beispiele des Promotors SRa-Promotor, SV40-Promotor, HIV-LTR-Pro-
motor, CMV-Promotor, HSV-TK-Promotor usw.

[0123] Unter diesen wird der CMV-Promotor oder SRa-Promotor bevorzugt verwendet. Wenn der Wirt Bakte-
rien der Gattung Escherichia ist, umfassen bevorzugte Beispiele des Promotors trp-Promotor, lac-Promotor,
recA-Promotor, AP -Promotor, Ipp-Promotor usw. Bei der Verwendung von Bakterien der Gattung Bacillus als
Wirt sind bevorzugte Beispiele des Promotors SPO1-Promotor, SPO2-Promotor und penP-Promotor. Wenn
Hefe als Wirt verwendet wird, sind bevorzugte Beispiele des Promotors PHO5-Promotor, PGK-Promotor,
GAP-Promotor und ADH-Promotor. Wenn Insektenzellen als Wirt verwendet werden, umfassen bevorzugte
Beispiele des Promotors Polyhedrin-Promoter und P10-Promotor.

[0124] Zusatzlich zu den vorhergehenden Beispielen kann der Expressionsvektor aulierdem gegebenenfalls
einen Enhancer, ein Splicing-Signal, ein Poly-A-Additionssignal, einen Selektionsmarker, SV40-Replikations-
startpunkt (hierin nachstehend manchmal als SV40ori abgekiirzt) usw. umfassen. Beispiele des Selektions-
markers umfassen Dihydrofolatreduktase- (hierin nachstehend manchmal als dhfr abgekirzt) -Gen [Methotre-
xat-Resistenz (MTX-Resistenz)], Ampicillin-Resistenzgen (hierin manchmal als Amp’ abgekurzt), Neomy-
cin-Resistenzgen (hierin nachstehend manchmal als Neo" abgekirzt, G418-Resistenz) usw. Insbesondere
kann, wenn dhfr-Gen als der Selektionsmarker in CHO-(dhfr)-Zellen verwendet wird, die Selektion ebenso auf
Thymidin-freien Medien durchgefuhrt werden.

[0125] Wenn notwendig, wird eine Signalsequenz, die mit einem Wirt zusammenpaldt, zu dem N-Terminus
des Proteins der Erfindung zugefligt. Beispiele der Signalsequenz, die verwendet werden kann, sind Pho-A-Si-
gnalsequenz, OmpA-Signalsequenz usw. bei der Verwendung von Bakterien der Gattung Escherichia als Wirt;
a-Amylase-Signalsequenz, Subtilisin-Signalsequenz, usw. bei der Verwendung von Bakterien der Gattung Ba-
cillus als Wirt; MFa-Signalsequenz, SUC2-Signalsequenz usw. bei der Verwendung von Hefe als Wirt; bzw. In-
sulin-Signalsequenz, a-Interferon-Signalsequenz, Antikérpermolekil-Signalsequenz usw. bei der Verwendung
von Tierzellen als Wirt.

[0126] Unter Verwendung des Vektors, der die DNA umfal}t, die das so konstruierte Peptid/Protein der Erfin-
dung kodiert, kénnen Transformanten hergestellt werden.

[0127] Beispiele des Wirts, der eingesetzt werden kann, sind Bakterien, die zu der Gattung Escherichia ge-
hoéren, Bakterien, die zu der Gattung Bacillus gehéren, Hefeinsektenzellen, Insekten und Tierzellen usw.

[0128] Spezielle Beispiele der Bakterien, die zu der Gattung Escherichia gehdren, umfassen Escherichia coli
K12 DH1 [Prpc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 60, 160 (1968)], JM103 [Nucleic Acids Research, 9, 309 (1981)],
JA221 [Journal of Molecular Biology, 120, 517 (1978)], HB101 [Journal of Molecular Biology, 41, 459 (1969)),
C600 (Genetics, 39, 440 (1954)], usw.

[0129] Beispiele der Bakterien, die zu der Gattung Bacillus gehdéren, umfassen Bacillus subtilis MI114 [Gene,
24, 255 (1983)), 207-21 (Journal of Biochemistry, 95, 87 (1984)], usw.

[0130] Beispiele von Hefe umfassen Saccharomyces cerevisiae AH22, AH22R-, NA87-11A, DKD-SD,
20B-12, Schizosaccharomyces pombe NCYC1913, NCYC2036, Pichia pastoris, usw.

[0131] Beispiele von Insektenzellen umfassen fir den Virus AcNPV Spodoptera-frugiperda-Zellen (Sf-Zellen),
MG1-Zellen, abgeleitet vom Mitteldarm von Trichoplusia ni, High Five™-Zellen, abgeleitet vom Ei von Tricho-
plusia ni, Zellen, abgeleitet von Mamestra brassicae, Zellen, abgeleitet von Estigmena acrea, usw.; und fir den
Virus BmNPV werden Bombyx-mori-N-Zellen (BmN-Zellen), usw. verwendet. Beispiele der Sf-Zelle, die ver-
wendet werden kann, sind Sf9-Zellen (ATCC CRL1711) und Sf21-Zellen (beide Zellen werden in Vaughn, J. L.
et al., In Vivo, 13, 213-2I7 (1977), usw. beschrieben).

[0132] Als das Insekt kann beispielsweise eine Larve von Bombyx mori usw. verwendet werden [Maeda, et
al., Nature, 315, 592 (1985)].
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[0133] Beispiele von Tierzellen umfassen Affenzellen COS-7, Vero, Zellen vom Chinesischen Hamster CHO
(hierin nachstehend als CHO-Zellen bezeichnet), dhfr-Gen-defiziente Zellen vom Chinesischen Hamster CHO
(hierin nachstehend einfach als CHO(dhfr)-Zelle bezeichnet), Maus-L-Zellen, Maus-AtT-20, Maus-Myelomzel-
len, Ratten-GH3, Menschen-FL-Zellen, usw.

[0134] Bakterien, die zu der Gattung Escherichia gehéren, kdnnen beispielsweise durch das Verfahren trans-
formiert werden, das in Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 69, 2110 (1972) oder Gen, 17, 107 (1982), usw. beschrie-
ben ist.

[0135] Bakterien, die zu der Gattung Bacillus gehdren, kdnnen beispielsweise durch das Verfahren transfor-
miert werden, das in Molecular & General Genetics, 168, 111 (1979), usw. beschrieben ist.

[0136] Hefe kann beispielsweise durch das Verfahren transformiert werden, das in Enzymology, 194,
182-187 (1991), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 75, 1929 (1978), usw. beschrieben ist.

[0137] Insektenzellen oder Insekten kdnnen beispielsweise gemal dem Verfahren transformiert werden, das
in Bio/Technology, 6, 47-55 (1988), usw. beschrieben ist.

[0138] Tierzellen kdnnen beispielsweise gemal dem Verfahren transformiert werden, das in Saibo Kogaku
(Cell Engineering), Extraausgabe 8, Shin Saibo Kogaku Jikken Protocol (New Cell Engineering Experimental
Protocol), 263-267 (1995), (verdffentlicht von Shujunsha), oder Virology, 52, 456 (1973) beschrieben ist.

[0139] Daher kann die Transformante, transformiert mit dem Expressionsvektor, der die DNA umfalit, die das
G-Protein-gekoppelte Rezeptorprotein kodiert, erhalten werden.

[0140] Wenn der Wirt Bakterien sind, die zu der Gattung Escherichia oder der Gattung Bacillus gehdren, kann
die Transformante geeigneterweise in einem flissigen Medium inkubiert werden, welches Materialien umfaf3t,
die fir das Wachstum der Transformante erforderlich sind, wie Kohlenstoffquellen, Stickstoffquellen, anorga-
nische Materialien und so weiter. Beispiele der Kohlenstoffquellen umfassen Glukose, Dextrin, I8sliche Starke,
Saccharose usw. Beispiele der Stickstoffquellen umfassen anorganische oder organische Materialien, wie Am-
moniumsalze, Nitratsalze, Maisquellwasser, Pepton, Casein, Fleischextrakt, Sojabohnenkuchen, Kartoffelex-
trakt usw. Beispiele der anorganischen Materialien sind Calciumchlorid, Natriumdihydrogenphosphat, Magne-
siumchlorid usw. AuRerdem kénnen Hefe, Vitamine, Wachstumsbeschleunigungsfaktoren usw. ebenso zu dem
Medium zugegeben werden. Bevorzugt wird der pH des Mediums auf etwa 5 bis etwa 8 eingestellt.

[0141] Ein bevorzugtes Beispiel des Mediums zur Inkubation der Bakterien, die zu der Gattung Escherichia
gehoren, ist M9-Medium, erganzt mit Glukose und Casaminosauren [Miller, Journal of Experiments in Molecu-
lar Genetics, 431433, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1972]. Wenn notwendig, kam eine Chemi-
kalie wie 3B-Indolylacrylsdure zu dem Medium zugegeben werden, wodurch der Promotor effizient aktiviert
wird.

[0142] Wenn die Bakterien, die zu der Gattung Escherichia gehéren, als der Wirt verwendet werden, wird die
Transformante normalerweise bei etwa 15 °C bis etwa 43 °C fir etwa 3 Stunden bis etwa 24 Stunden kultiviert.
Wenn notwendig, kann die Kultur bellftet oder gerihrt werden.

[0143] Wenn die Bakterien, die zu der Gattung Bacillus gehdren, als der Wirt verwendet werden, wird die
Transformante im allgemeinen bei etwa 30 °C bis etwa 40 °C flur etwa 6 Stunden bis etwa 24 Stunden kultiviert.
Wenn notwendig, kann die Kultur bellftet oder gerihrt werden.

[0144] Wenn Hefe als Wirt verwendet wird, wird die Transformante beispielsweise in Burkholder-Minimal-
medium [Bostian, K. L. et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,) 77, 4505 (1980)] oder in SD-Medium, erganzt mit
0,5 % Casaminosauren, kultiviert [Bitter, G. A. et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,) 81, 5330 (1984)]. Bevor-
zugt wird der pH des Mediums auf etwa 5 bis etwa 8 eingestellt. Im allgemeinen wird die Transformante bei
etwa 20 °C bis etwa 35 °C flr etwa 24 Stunden bis etwa 72 Stunden kultiviert. Wenn notwendig, kann die Kultur
bellftet oder gertihrt werden.

[0145] Wenn Insektenzellen oder Insekten als Wirt verwendet werden, wird die Transformante in Grace-In-
sektenmedium kultiviert (Grace, T. C. C., Nature, 195, 788 (1962)), zu dem ein geeignetes Additiv, wie immo-
bilisiertes 10%iges Rinderserum, zugegeben wird. Bevorzugt wird der pH des Mediums auf etwa 6,2 bis etwa
6,4 eingestellt. Normalerweise wird die Transformante bei etwa 27 °C fur etwa 3 Tage bis etwa 5 Tage kultiviert,
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und wenn notwendig, kann die Kultur beluftet oder gerthrt werden.

[0146] Wenn Tierzellen als Wirt eingesetzt werden, wird die Transformante in beispielsweise MEM-Medium,
umfassend etwa 5 % bis etwa 20 % fetales Rinderserum, [Science, 122, 501 (1952)], DMEM-Medium [Virology,
8, 396 (1959)], RPMI-1640-Medium [The Journal of the American Medical Association, 199, 519 (1967)],
199-Medium [Proceeding of the Society for the Biological Medicine, 73, 1 (1950)], usw. kultiviert. Bevorzugt
wird der pH des Mediums auf etwa 6 bis etwa 8 eingestellt. Die Transformante wird normalerweise bei etwa 30
°C bis etwa 40 °C flur etwa 15 Stunden bis etwa 60 Stunden kultiviert, und wenn notwendig, kann die Kultur
bellftet oder gertihrt werden.

[0147] Wie oben beschrieben, kann das Peptid/Protein in der Zelle, Zellmembran oder der AulRenseite der
Transformante usw. hergestellt werden.

[0148] Das Peptid/Protein kann von der oben beschriebenen Kultur durch die folgenden Verfahren abgetrennt
und gereinigt werden.

[0149] Wenn das Peptid/Protein aus der Kultur oder Zellen extrahiert wird, werden nach der Kultivierung die
Transformanten oder Zellen durch ein 6ffentlich bekanntes Verfahren gesammelt und in einem geeigneten Puf-
fer suspendiert. Die Transformaten oder Zellen werden dann durch 6ffentlich bekannte Verfahren, wie Ultra-
schallbehandlung, eine Behandlung mit Lysozym und/oder Gefrier-Tau-Kreislauf, gefolgt von Zentrifugation,
Filtration usw. gespalten. So kann das rohe Extrakt des Proteins erhalten werden. Der Puffer, der fur die Ver-
fahrensweisen verwendet wird, kann einen Proteinmodifikator, wie Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid, oder
ein oberflachenaktives Mittel, wie Triton X-100™, usw. umfassen. Wenn das Peptid/Protein in der Kultur sekre-
tiert wird, kann nach der Beendigung der Kultivierung der Uberstand von den Transformanten oder Zellen ab-
getrennt werden, um den Uberstand durch ein éffentlich bekanntes Verfahren zu sammeln.

[0150] Das Peptid/Protein, das in dem so erhaltenen Kulturiiberstand oder Extrakt enthalten ist, kann durch
geeignetes Kombinieren der Offentlich bekannten Verfahren zur Trennung und Reinigung gereinigt werden.
Diese o6ffentlich bekannten Verfahren zur Trennung und Reinigung umfassen ein Verfahren, das den Unter-
schied in der Léslichkeit nutzt, wie Aussalzen, Losungsmittelausfallung usw.; ein Verfahren, das hauptsachlich
den Unterschied im Molekulargewicht nutzt, wie Dialyse, Ultrafiltration, Gelfiltration, SDS-Polyacrylamidgele-
lektrophorese usw.; ein Verfahren, das den Unterschied in der elektrischen Ladung nutzt, wie lonenaustausch-
chromatographie usw.; ein Verfahren, das den Unterschied in der spezifischen Affinitat nutzt, wie Affinitatschro-
matographie usw.; ein Verfahren, das den Unterschied in der Hydrophobie nutzt, wie Umkehrphasen-Hochleis-
tungsflissigchromatographie usw.; ein Verfahren, das den Unterschied im isoelektrischen Punkt nutzt, wie iso-
elektrische Fokussierungselektrophorese; und dergleichen.

[0151] Wenn das so erhaltene Peptid/Protein in freier Form vorliegt, kann es in das Salz durch 6ffentlich be-
kannte Verfahren oder Modifikationen davon umgewandelt werden. Wenn andererseits das Protein in Form ei-
nes Salzes erhalten wird, kann es in die freie Form oder in die Form eines anderen Salzes durch 6ffentlich be-
kannte Verfahren oder Modifikationen davon umgewandelt werden.

[0152] Das Peptid/Protein, das durch die Rekombinate hergestellt wird, kann vor oder nach der Reinigung mit
einem geeigneten Protein-modifizierenden Enzym behandelt werden, so dal das Protein geeignet modifiziert
oder teilweise entfernt werden kann. Beispiele des Proteinmodifizierenden Enzyms umfassen Trypsin, Chymo-
trypsin, Arginylendopeptidase, Proteinkinase, Glykosidase oder dergleichen.

[0153] Die Aktivitat des so hergestellten Peptids der Erfindung kann durch einen Bindungstest an eine mar-
kierte Form des Peptids der Erfindung und des gegenwartigen Proteins, durch einen Enzymimmunoassay un-
ter Verwendung eines speziellen Antikérpers oder dergleichen bestimmt werden.

[0154] Die Aktivitat des hergestellten gegenwartigen Proteins der Erfindung kann durch den Bindungstest an
eine markierte Form des Peptids der Erfindung, durch einen Enzymimmunoassay unter Verwendung eines
speziellen Antikdrpers oder dergleichen bestimmt werden.

[0155] Die Antikorper flr das Peptid der Erfindung, das gegenwartige Protein der Erfindung, seine Teilpeptide
oder Salze davon kdnnen irgendwelche polyklonalen Antikérper und monoklonalen Antikdrper sein, so lange
wie sie das Peptid der Erfindung, das gegenwartige Protein der Erfindung, seine Teilpeptide oder Salze davon
erkennen kénnen.
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[0156] Die Antikorper fur das Peptid der Erfindung, das gegenwartige Protein der Erfindung, seine Teilpeptide
oder Salze davon (hierin nachstehend manchmal nur als das Peptid/Protein usw. der Erfindung bezeichnet)
kénnen durch 6ffentlich bekannte Verfahren zur Herstellung von Antikérpern oder Antisera unter Verwendung
des Peptids/Proteins usw. der Erfindung als Antigene hergestellt werden.

[Herstellung des monoklonalen Antikorpers]
(a) Herstellung von Zellen, die den monoklonalen Antikérper produzieren

[0157] Das Peptid/Protein usw. wird den Saugern entweder allein oder zusammen mit Tragern oder Verdin-
nungsmitteln an der Stelle, wo die Produktion des Antikérpers durch die Verabreichung moglich ist, verabreicht.
Um die Antikdrperproduktivitat bei der Verabreichung zu verstarken, kénnen komplettes Freund-Adjuvans oder
inkomplettes Freund-Adjuvans verabreicht werden. Die Verabreichung wird normalerweise einmal aller zwei
bis sechs Wochen und zwei- bis zehnmal insgesamt durchgefiihrt. Beispiele der verwendbaren Sauger sind
Affen, Kaninchen, Hunde, Meerschweinchen, Mause, Ratten, Schafe und Ziegen, wobei die Verwendung von
Mausen und Ratten bevorzugt ist.

[0158] Bei der Herstellung von Zellen, die den monoklonalen Antikdrper produzieren, wird ein Warmbluttier,
beispielsweise Mause, die mit einem Antigen immunisiert sind, wobei auf den Antikérpertiter geachtet wird,
ausgewahlt, dann wird die Milz oder der Lymphknoten nach zwei bis flinf Tagen nach der letzten Immunisierung
gesammelt und die darin enthaltenden Antikdrper-produzierenden Zellen werden mit Myelomzellen fusioniert,
wodurch Hybridome, die den monoklonalen Antikdrper produzieren, erhalten wurden. Die Messung des Anti-
korpertiters in Antisera kann beispielsweise durch Umsetzen eines markierten Peptids/Proteins, das spater be-
schrieben wird, mit dem Antiserum, gefolgt von Analysieren der Bindungsaktivitat des Markierungsmittels, das
an den Antikdrper bindet, durchgefuhrt werden. Die Fusionierung kann beispielsweise durch das bekannte Ver-
fahren von Koehler und Milstein [Nature, 256, 495, (1975)] durchgeflihrt werden. Beispiele des Fusionsbe-
schleunigers sind Polyethylenglykol (PEG), Sendai-Virus usw., wobei PEG bevorzugt eingesetzt wird.

[0159] Beispiele der Myelomzellen sind gesammeltes NS-1, P3U1, SP2/0 usw. Insbesondere wird P3U1 be-
vorzugt eingesetzt. Ein bevorzugtes Verhaltnis der Zahl der verwendeten Antikorperproduzierenden Zellen
(Milzzellen) zu der Zahl der Myelomzellen liegt innerhalb eines Bereiches von ungeféhr 1 : 1 bis 20 : 1. Wenn
PEG (bevorzugt PEG 1000 bis PEG 6000) in einer Konzentration von ungefahr 10 bis 80 % zugegeben wird,
gefolgt von Inkubieren bei etwa 20 bis 40 °C, bevorzugt bei 30 bis 37 °C fir etwa 1 bis 10 Minuten, kann eine
effiziente Zellfusion durchgefiihrt werden.

[0160] Verschiedene Verfahren kbnnen zum Screenen eines Hybridoms, das den monoklonalen Antikérper
produziert, verwendet werden. Beispiele von solchen Verfahren umfassen ein Verfahren, umfassend das Zu-
geben des Uberstandes von Hybridom zu einer festen Phase (beispielsweise Mikroplatte), an der das Pep-
tid/Protein usw. der Erfindung als ein Antigen direkt oder zusammen mit einem Trager adsorbiert ist, Zugeben
eines Anti-lmmunoglobulin-Antikérpers (wenn Mauszellen fiir die Zellfusion verwendet werden, wird An-
ti-Maus-Immunoglobulin-Antikdrper verwendet), markiert mit einer radioaktiven Substanz oder einem Enzym
oder Protein A, und Detektieren des monoklonalen Antikdrpers, der an die feste Phase gebunden ist, und ein
Verfahren, umfassend das Zugeben des Uberstandes von Hybridom zu einer festen Phase, an der ein Anti-Im-
munoglobulin-Antikdrper oder Protein A adsorbiert ist, Zugeben des Peptids/Proteins usw., markiert mit einer
radioaktiven Substanz oder einem Enzym, und Detektieren des monoklonalen Antikdrpers, der an die feste
Phase gebunden ist.

[0161] Der monoklonale Antikérper kann gemaf offentlich bekannten Verfahren oder ihren Modifikationen
ausgewahlt werden. Im allgemeinen kann die Selektion in einem Medium fur Tierzellen, erganzt mit HAT (Hy-
poxanthin, Aminopterin und Thymidin), bewirkt werden. Jedes Selektions- und Wachstumsmedium kann ein-
gesetzt werden, insofern das Hybridom dort wachsen kann. Beispielsweise kann RPMI-1640-Medium, umfas-
send 1 % bis 20 %, bevorzugt 10 % bis 20 % fetales Rinderserum, GIT-Medium (Wako Pure Chemical Indus-
tries, Ltd.), umfassend 1 % bis 10 % fetales Rinderserum, ein serumfreies Medium zur Kultivierung eines Hy-
bridoms (SFM-101, Nissui Seiyaku Co., Ltd.) und dergleichen fir das Selektions- und Wachstumsmedium ver-
wendet werden. Die Kultivierung wird im allgemeinen bei 20 °C bis 40 °C, bevorzugt bei 37 °C, fur etwa 5 Tage
bis etwa 3 Wochen, bevorzugt 1 bis 2 Wochen, normalerweise in 5 % CO, durchgefiihrt. Der Antikdrpertiter
des KulturGiberstandes eines Hybridoms kann wie in dem oben beschriebenen Assay fir den Antikdrpertiter in
Antisera bestimmt werden.
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(b) Reinigung des monoklonalen Antikdrpers

[0162] Trennung und Reinigung eines monoklonalen Antikérpers kann durch konventionelle Verfahren durch-
gefuhrt werden, wie Trennungs- und Reinigungsverfahren des polyklonalen Antikérpers, wie Trennung und
Reinigung von Immunoglobulinen [beispielsweise Aussalzen, Alkoholausfallung, isoelektrische Punktausfal-
lung, Elektrophorese, Adsorption und Desorption mit lonenaustauschern (z.B. DEAE), Ultrazentrifugation, Gel-
filtration oder ein spezifisches Reinigungsverfahren, welches nur das Sammeln eines Antikdrpers mit einem
aktivierten Adsorptionsmittel, wie eine Antigen-Bindungsfestphase, Protein A oder Protein G, und Dissoziieren
der Bindung, um den Antikdrper zu erhalten, umfaft].

[Herstellung des polyklonalen Antikorpers]

[0163] Der polyklonale Antikdrper der vorliegenden Erfindung kann durch 6ffentlich bekannte Verfahren oder
Modifikationen davon hergestellt werden. Beispielsweise wird ein Sauger mit einem Immunogen (das Pep-
tid/Protein usw. der Erfindung als ein Antigen) per se immunisiert, oder ein Komplex aus Immunogen und ei-
nem Tragerprotein wird gebildet und ein Warmbluttier wird mit dem Komplex in einer dhnlichen Weist zu dem
oben beschriebenen Verfahren flir die Herstellung von monoklonalen Antikdrpern immunisiert. Das Produkt,
das den Antikdrper fir das Peptid/Protein usw. der Erfindung umfafdt, wird aus dem immunisierten Tier gesam-
melt, gefolgt von Trennung und Reinigung des Antikorpers.

[0164] In dem Komplex aus Immunogen und Tragerprotein, der verwendet wird, um einen Sauger zu immu-
nisieren, kann der Typ des Tragerproteins und das Mischverhaltnis von Trager zu Hapten jeder Typ und jedes
Verhaltnis sein, so lange wie der Antikorper effizient fir das Hapten, das durch Vernetzen mit dem Trager im-
munisiert wird, produziert wird. Beispielsweise wird Rinderserumalbumin, Rinderthyroglobulin oder Schlissel-
lochlimpethemocyanin usw. mit dem Hapten in einem Trager-zu-Hapten-Gewichtsverhaltnis von ungefahr 0,1
bis 20, bevorzugt etwa 1 bis etwa 5 verknupft.

[0165] Eine Vielzahl von Kondensationsmitteln kann zum Verknipfen von Trager mit Hapten verwendet wer-
den. Glutaraldehyd-, Carbodiimid-, Maleimid-aktivierter Ester und aktivierte Esterreagenzien, umfassend eine
Thiolgruppe oder Dithiopyridylgruppe, werden zum Verknupfen verwendet.

[0166] Das Kondensationsprodukt wird den Warmbluttieren entweder allein oder zusammen mit Tragern oder
Verdunnungsmitteln an der Stelle, die den Antikérper durch Verabreichung produzieren kann, verabreicht. Um
die Antikorperproduktivitat bei der Verabreichung zu verstarken, kann komplettes Freund-Adjuvans oder in-
komplettes Freund-Adjuvans verabreicht werden. Die Verabreichung wird normalerweise aller 2 bis 6 Wochen
und 3 bis 10 Mal insgesamt durchgefihrt.

[0167] Der polyklonale Antikérper kann aus Blut, Aszites usw., bevorzugt aus dem Blut des Saugers, der
durch das oben beschriebene Verfahren immunisiert wird, gesammelt werden.

[0168] Der Titer des polyklonalen Antikérpers in Antiserum kann durch dieselbe Verfahrensweise wie die zur
Bestimmung des oben beschriebenen Serumantikérpertiters analysiert werden. Die Trennung und Reinigung
des polyklonalen Antikérpers kann durchgefiihrt werden, indem dem Verfahren zur Trennung und Reinigung
von Immunoglobulinen, das wie bei der Trennung und Reinigung von hierin zuvor beschriebenen monoklona-
len Antikdrpern durchgefuhrt wird, gefolgt wird.

[0169] Das Peptid der Erfindung, die DNA, die das Peptid der Erfindung kodiert (hierin nachstehend manch-
mal nur als die erfindungsgemafie DNA bezeichnet), und der Antikorper fir das Peptid der Erfindung (hierin
nachstehend manchmal nur als der erfindungsgemale Antikérper bezeichnet) sind nitzlich zum Implementie-
ren (1) von Mitteln fir die Vorbeugung/Behandlung von verschiedenen Krankheiten, die mit dem Protein der
Erfindung verbunden sind; (2) Screenen einer Verbindung oder ihres Salzes, die die Bindungseigenschaft des
Peptids der Erfindung an das Protein der Erfindung verandert; (3) Quantifikation des Peptids der Erfindung
oder seines Salzes; (4) Gendiagnose; (5) Arzneimittel, umfassend die Antisense-DNA; (6) Arzneimittel, umfas-
send den Antikérper der Erfindung; (7) Praparieren nicht-menschlicher Tiere, die die erfindungsgemafie DNA
tragen; (8) Arzneimitteldesign, basierend auf dem Vergleich zwischen Liganden und Rezeptoren, die strukturell
analog sind, usw.

[0170] Das Peptid der Erfindung, die erfindungsgemafle DNA und der erfindungsgemafie Antikdrper werden
speziell in bezug auf ihre Anwendungen nachstehend beschrieben.
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(1) Therapeutika/Praventivmittel fur Krankheiten, mit denen das Peptid der Erfindung verbunden ist

[0171] Wie hierin nachstehend beschrieben wird, ist klar geworden, daf} das Peptid der Erfindung ein Ligand
fur das Protein der Erfindung ist (G-Protein-gekoppelter Rezeptor), da das Peptid der Erfindung als ein humo-
raler Faktor in vivo vorliegt und das Protein der Erfindung aktiviert, um die intrazellulare Ca®*-lonenkonzentra-
tion in der Zelle zu erhéhen, in der das Protein der Erfindung exprimiert worden ist.

[0172] Ebenso wird erkannt, da® das Peptid der Erfindung etwa 56 % Homologie zu Schlangengift Mamba
Intestinal Toxin 1 (manchmal als MIT1 abgekurzt; SEQ ID NR. 34; Toxicon, 28, 847-856, 1990; FEBS Letters,
461, 183-188, 1999) auf einem Aminosaureniveau aufweist.

[0173] Es wurde berichtet, dafs MIT1 die Kontraktion im Krummdarm oder distalen Dickdarm oder Relaxation
im proximalen Dickdarm induziert, und sein Grad war so wirksam wie vergleichbar mit 40 mM Kaliumchlorid
(FEBS Letters, 461, 183-188, 1999). Jedoch wurde die Stelle oder der Mechanismus seiner Wirkung nicht ge-
I6st. Die betreffenden Erfinder klarten, daf’ die Wirkung von MIT1 ebenso durch das Protein der Erfindung ver-
mittelt wurde.

[0174] Im Hinblick auf das Vorhergehende weist das Peptid der Erfindung eine Aktivitat zum Induzieren der
Kontraktion oder Relaxation der gesamten Darmtrakte auf, um die Darmtraktmotilitat (Verdauungsaktivitat)
usw. zu kontrollieren (z.B. spater beschriebenes BEISPIEL 11). Wenn daher die DNA usw. der Erfindung fehlt
oder wenn ihr Expressionsniveau abnormal verringert wird, entwickeln sich verschiedene Krankheiten, wie
Verdauungsstérungen (z.B. Enteritis, Verstopfung, Malabsorptionssyndrom usw.).

[0175] Folglich kann das Peptid der Erfindung oder die DNA der Erfindung als Arzneimittel fiir die Behandlung
oder Vorbeugung usw. von verschiedenen Krankheiten verwendet werden, einschlieRlich Verdauungsstoérun-
gen (z.B. Enteritis, Verstopfung, Malabsorptionssyndrome usw.) oder dergleichen.

[0176] Wenn ein Patient ein verringertes Niveau an dem Peptid der Erfindung in seinem Kérper aufweist oder
es ihm daran dort mangelt, so daf die Signaltransduktion nicht vollstdndig oder normal in den Zellen, in denen
das Protein der Erfindung exprimiert wird, ausgelbt wird, kann das Peptid der Erfindung seine Rolle ausrei-
chend oder geeignet fir den Patient bereitstellen, (a) durch Verabreichen der erfindungsgemaflen DNA an den
Patienten, um das Peptid der Erfindung in dem Kérper zu exprimieren, (b) durch. Einfihren der erfindungsge-
maRen DNA in eine Zelle, die das Peptid der Erfindung exprimiert, und dann Transplantieren der Zellen in den
Patienten, oder (c) durch Verabreichen des Peptids der Erfindung an den Patienten, oder dergleichen.

[0177] Wenn die erfindungsgemale DNA als die oben beschriebenen Praventivmittel/Therapeutika verwen-
det werden, wird die DNA selbst an den Menschen oder ein anderes Warmbluttier verabreicht; oder die DNA
wird in einen geeigneten Vektor, wie Retrovirusvektor, Adenovirusvektor, Adenovirus-assoziierter Virusvektor
usw., eingefiihrt und dann an den Menschen oder ein anderes Warmbluttier in einer konventionellen Weise ver-
abreicht. Die erfindungsgemafle DNA kann ebenso als eine intakte DNA verabreicht werden; oder die DNA
kann zu einer pharmazeutische Zusammensetzung mit physiologisch akzeptablen Tragern, wie Hilfsmitteln
usw., hergestellt werden, um ihre Aufnahme zu beschleunigen, und die Zusammensetzung kann durch Gen-
kanone oder durch einen Katheter, wie einen Katheter mit einem Hydrogel, verabreicht werden.

[0178] Wenn das Peptid der Erfindung als die zuvor genannten Therapeutika/Praventivmittel verwendet wird,
wird das Peptid vorteilhafterweise auf einem Reinheitsniveau von mindestens 90 %, bevorzugt mindestens 95
%, starker bevorzugt mindestens 98 % und am starksten bevorzugt mindestens 99 % verwendet.

[0179] Das Peptid der Erfindung kann oral, beispielsweise in Form von Tabletten, die nach Bedarf zuckeru-
berzogen sein kdnnen, Kapseln, Elixieren, Mikrokapseln usw., oder parenteral in Form von. Injektionsprapara-
ten, wie einer sterilen Losung und einer Suspension in Wasser oder mit einer anderen pharmazeutisch akzep-
tablen Flussigkeit, verwendet werden. Diese Praparate kdnnen durch Mischen des Peptids der Erfindung mit
einem physiologisch akzeptablen bekannten Trager, einem Aromastoff einem Tragerstoff, einem Vehikel, ei-
nem Antiseptikum, einem Stabilisator, einem Bindemittel usw. in einer Einheitsdosierungsform hergestellt wer-
den, die in einer allgemein akzeptierten Weise erforderlich ist, die auf die Herstellung von pharmazeutischen
Praparaten angewendet wird. Der Wirkstoff in dem Praparat wird in einer solchen Dosis kontrolliert, da® eine
geeignete Dosis innerhalb des angegebenen spezifizierten Bereiches erhalten wird.

[0180] Additive, die mit Tabletten, Kapseln usw. mischbar sind, umfassen ein Bindmittel, wie Gelatine, Mais-
starke, Tragant und Gummiarabikum, einen Tragerstoff, wie kristalline Cellulose, ein Quellungsmittel, wie Mais-
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starke, Gelatine, Alginsaure usw., ein Schmiermittel, wie Magnesiumstearat, ein StiBungsstoff, wie Saccharo-
se, Lactose und Saccharin, und einen Geschmacksstoff, wie Pfefferminze, Akamonodl oder Kirsche usw.
Wenn die Einheitsdosierungen in der Form von Kapseln vorliegen, kénnen fliissige Trager wie Ole und Fette
aulerdem zusammen mit den oben beschriebenen Additiven verwendet werden. Eine sterile Zusammenset-
zung zur Injektion kann gemaR einer konventionellen Weise formuliert werden, die verwendet wird, um phar-
mazeutische Zusammensetzungen herzustellen, beispielsweise durch Lésen oder Suspendieren der Wirkstof-
fe in einem Vehikel, wie Wasser zur Injektion mit einem naturlich vorkommenden Pflanzendl, wie Sesamél und
Kokosnuf3él usw., um die pharmazeutische Zusammensetzung herzustellen.

[0181] Beispiele eines wasserigen Mediums zur Injektion umfassen physiologische Kochsalzlésung und eine
isotonische Lésung, die Glukose und andere Hilfsmittel enthalt (z.B. D-Sorbitol, D-Mannitol, Natriumchlorid
usw.), und kann in Kombination mit einem geeigneten Auflésungshilfsmittel, wie einem Alkohol (z.B. Ethanol
oder dergleichen), einem Polyalkohol (z.B. Propylenglykol und Polyethylenglykol), einem nicht-ionischen ober-
flachenaktiven Mittel (z.B. Polysorbate 80™, HCO-50 usw.) oder dergleichen verwendet werden. Beispiele des
Oligen Mediums umfassen Sesamél und Sojabohnendl, das ebenso in Kombination mit einem Auflésungshilfs-
mittel wie Benzylbenzoat und Benzylalkohol verwendet werden kann. Sie kénnen aulRerdem mit einem Puffer
(z.B. Phosphatpuffer, Natriumacetatpuffer usw.), einem Desinfektionsmittel (z.B. Benzalkoniumchlorid, Proka-
inhydrochlorid usw.), einem Stabilisator (z.B. menschliches Serumalbumin, Polyethylenglykol usw.), einem
Konservierungsmittel (z.B. Benzylalkohol, Phenol usw.), einem Antioxidationsmittel usw. formuliert werden. Die
so hergestellte Flussigkeit zur Injektion wird normalerweise in eine geeignete Ampulle gefiillt.

[0182] Der Vektor, in den die erfindungsgemafe DNA eingefiihrt wird, kann ebenso zu pharmazeutischen
Praparaten in einer Weise hergestellt werden, die den obigen Verfahrensweisen ahnlich ist. Diese Praparate
werden im allgemeinen parenteral verwendet.

[0183] Da das so erhaltene pharmazeutische Praparat sicher und gering toxisch ist, kann das Praparat an
den Sauger verabreicht werden (z.B. Mensch, Ratte, Maus, Meerschweinchen, Kaninchen, Schaf, Schwein,
Rind, Pferd, Katze, Hund, Affe usw.).

[0184] Die Dosis des Peptids der Erfindung variiert in Abhangigkeit der Zielkrankheit, des Patienten, an den
sie verabreicht werden soll, der Verabreichungsweise usw.; beispielsweise betragt bei der oralen Verabrei-
chung des Peptids der Erfindung fur die Behandlung einer Verdauungsstérung die Dosis normalerweise etwa
1 mg bis etwa 1000 mg, bevorzugt etwa 10 bis etwa 500 mg, und starker bevorzugt etwa 10 bis etwa 200 mg
pro Tag fiir Erwachsene (bei 60 kg Kérpergewicht). Bei der parenteralen Verabreichung variiert die Einzeldosis
in Abhangigkeit des Patienten, an den sie verabreicht werden soll, der Zielkrankheit usw., aber es ist fur die
Behandlung einer Verdauungsstérung vorteilhaft, den Wirkstoff intravends bei einer taglichen Dosis von etwa
1 bis etwa 1000 mg, bevorzugt etwa 1 bis etwa 200 mg, und starker bevorzugt etwa 10 bis etwa 100 mg fur
Erwachsene (bei 60 kg Koérpergewicht) zu verabreichen. Fur andere Tierspezies kann die entsprechende Do-
sis, auf 60 kg Kérpergewicht umgerechnet, verabreicht werden.

(2) Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend den erfindungsgemaflen Antikdrper

[0185] Der Antikorper der Erfindung mit der Wirkung, das Peptid der Erfindung zu neutralisieren, kann als Pra-
ventivmittel/Therapeutika fiir Krankheiten verwendet werden, die mit der Uberexprimierung des Peptids der Er-
findung verbunden sind (beispielsweise Verdauungsstérungen (z.B. Enteritis, Durchfall, Verstopfung, Malab-
sorptionssyndrom usw.)).

[0186] Das Therapeutika/Praventivmittel fir die oben beschriebenen Krankheiten, umfassend den Antikérper
der Erfindung, kénnen an den Menschen oder ein anderes Warmbluttier (z.B. Ratte, Kaninchen, Schaf,
Schwein, Rind, Katze, Hund, Affe usw.) direkt als ein flissiges Praparat oder als eine pharmazeutische Zusam-
mensetzung in einer geeigneten Praparatform oral oder parenteral verabreicht werden. Die Dosis variiert in Ab-
hangigkeit des Patienten, an den sie verabreicht werden soll, der Zielkrankheit, den Zustanden, der Verabrei-
chungsweise usw.; wenn sie fir die Behandlung/Vorbeugung des erwachsenen Patienten mit beispielsweise
Verdauungsstérung verwendet wird, wird der Antikérper der Erfindung vorteilhaft an den Patienten durch intra-
venose Injektion verabreicht, normalerweise in einer Einzeldosis von ungefahr 0,01 bis 20 mg/kg Koérperge-
wicht, bevorzugt etwa 0,1 bis etwa 10 mg/kg Kérpergewicht, und starker bevorzugt etwa 0,1 bis etwa 5 mg/kg
Korpergewicht, ungefahr ein- bis finfmal, bevorzugt ungefah ein- bis dreimal pro Tag. Fur die andere parente-
rale Verabreichung und orale Verabreichung kann die entsprechende Dosis verabreicht werden. Wenn die Zu-
stéande sehr ernst sind, kann die Dosis in Abhangigkeit der Zustadnde erhéht werden.
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[0187] Der Antikorper der Erfindung kann direkt als solcher oder in Form einer geeigneten pharmazeutischen
Zusammensetzung verabreicht werden. Die pharmazeutische Zusammensetzung, die fir die oben beschrie-
bene Verabreichung verwendet wird, enthalt einen pharmakologisch akzeptablen Trager mit den zuvor ge-
nannten Verbindungen oder Salzen davon, ein Verdinnungsmittel oder Tragerstoff. Eine solche Zusammen-
setzung wird in dem Praparat, das zur oralen oder parenteralen Verabreichung geeignet ist, bereitgestellt.

[0188] Das heildt, Beispiele der Zusammensetzung zur oralen Verabreichung umfassen feste oder flissige
Praparate, speziell Tabletten (einschlieRlich Dragees und Tabletten in Filmhillenform), Pillen, Granulate, pul-
verformige Praparate, Kapseln (einschliellich weiche Kapseln), Sirup, Emulsionen, Suspensionen usw. Eine
solche Zusammensetzung wird durch 6ffentlich bekannte Verfahren hergestellt und enthalt ein Vehikel, ein Ver-
dinnungsmittel oder einen Tragerstoff der konventionell in dem Bereich der pharmazeutischen Praparate ver-
wendet wird. Beispiele des Vehikels oder Tragerstoffes fur Tabletten sind Lactose, Starke, Saccharose, Mag-
nesiumstearat usw.

[0189] Beispiele der Zusammensetzung zur parenteralen Verabreichung, die verwendet werden kann, sind
Injektionen, Zapfchen usw., und die Injektionen umfassen die Form von intravendsen, subkutanen, transkuta-
nen, intramuskularen und Tropfinjektionen usw. Diese Injektionen werden durch 6ffentlich bekannte Verfahren
hergestellt, beispielsweise durch Lésen, Suspendieren oder Emulgieren des zuvor genannten Antikdrpers oder
seiner Salze in einem sterilen wasserigen oder dligen flissigen Medium. Fur das wasserige Medium zur Injek-
tion werden beispielsweise physiologische Kochsalzlésung und isotonische Losungen, die Glukose und ande-
res Hilfsmittel enthalten., usw. verwendet. Geeignete Auflosungshilfsmittel, beispielsweise Alkohol (z.B. Etha-
nol), Polyalkohol (z.B. Propylenglykol oder Polyethylenglykol), nicht-ionische oberflachenaktive Mittel [z.B. Po-
lysorbat 80, HCO-50 (Polyoxyethylenaddukt (50 mol) von hydriertem Rizinusdl)] kénnen in Kombination ver-
wendet werden. Fir die 6lige Lé6sung werden beispielsweise Sesamol, Sojabohnendl und dergleichen verwen-
det, und Aufldsungshilfsmittel, wie Benzylbenzoat, Benzylalkohol usw. kénnen in Kombination verwendet wer-
den. Die so hergestellte Flissigkeit zur Injektion wird normalerweise in eine geeignete Ampulle gefiillt. Das
Zapfchen, das zur rektalen Verabreichung verwendet wird, wird durch Mischen des zuvor genannten Antikor-
pers oder seiner Salze mit konventionellen Zapfchengrundlagen hergestellt.

[0190] Die oben beschriebene orale oder parenterale pharmazeutische Zusammensetzung wird vorteilhaft in
einer Einheitsdosierungsform hergestellt, die fiir die Dosis des Wirkstoffes geeignet ist. Beispiele einer solchen
Einheitsdosierungsform umfassen Tabletten, Pillen, Kapseln, Injektionen (Ampullen), Zapfchen usw. Es ist be-
vorzugt, dafd der oben beschriebene Antikérper im allgemeinen in einer Dosis von 5 bis 500 mg pro Einheits-
dosierungsform, 5 bis 100 mg speziell fur Injektionen und 10 bis 250 mg fiir andere Praparate enthalten ist.

[0191] Jede oben beschriebene Zusammensetzung kann au3erdem andere aktive Komponenten enthalten,
wenn die Formulierung mit dem Antikrper keine nachteilige Interaktion hervorruft.

(3) Praparieren von nicht-menschlichen Tieren, die die erfindungsgemaflie DNA tragen.

[0192] Unter Verwendung der erfindungsgemafen DNA kdnnen nicht-menschliche transgene Tiere, die das
Protein usw. der Erfindung exprimieren, prapariert werden. Beispiele der nicht-menschlichen Tiere umfassen
Sauger (beispielsweise Ratten, Mause, Kaninchen, Schafe, Schweine, Rinder, Katzen, Hunde, Affen usw.)
(hierein nachstehend nur als Tiere bezeichnet), wobei Mause und Kaninchen besonders geeignet sind.

[0193] Um die erfindungsgemafle DNA auf das Zieltier zu Ubertragen, ist es im allgemeinen vorteilhaft, die
DNA in einem Genkonstrukt zu verwenden, das stromabwarts eines Promotors ligiert wird, der die DNA in Tier-
zellen exprimieren kann. Wenn beispielsweise die erfindungsgemafe DNA, die von Kaninchen abgeleitet ist,
Ubertragen wird, wird beispielsweise das Genkonstrukt, in dem die DNA stromabwarts eines Promotors ligiert
wird, der die erfindungsgemalle DNA, abgeleitet von Tieren, exprimieren kann, umfassend die erfindungsge-
maRe DNA, die stark zu der Kaninchen-abgeleiteten DNA homolog ist, in befruchtete Kanincheneizellen mi-
kroinjiziert; daher kann das DNA-Ubertragene Tier, das ein hohes Niveau des Proteins usw. der Erfindung pro-
duzieren kann, hergestellt werden. Beispiele der Promotoren, die nutzbar sind, umfassen Virus-abgeleitete
Promotoren und ubiquitéare Expressionspromotoren, wie ein Metallothioneinpromotor, aber Promotoren von
NGF-Gen und Enolase, die speziell in dem Gehirn exprimiert werden, werden bevorzugt verwendet.

[0194] Die Ubertragung der erfindungsgemafien DNA im Stadium der befruchteten Eizelle sichert die Gegen-
wart der DNA in allen Keim- und Somazellen in dem produzierten Tier. Die Gegenwart des Proteins usw. der
Erfindung in den Keimzellen in dem DNA-Ubertragenen Tier bedeutet, dal alle Keim- und Somazellen das Pro-
tein usw. der Erfindung in allen Nachkommen des Tiers umfassen. Die Nachkommen des Tieres, die das Gen
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Ubernehmen, umfassen das Protein usw. der Erfindung in allen Keim- und Somazellen.

[0195] Die DNA-Ubertragenen Tiere der vorliegenden Erfindung kénnen in der konventionellen Umgebung
gehalten und als Tiere, die die DNA nach dem Bestatigen der stabilen Retention des Gens in den Tieren durch
Paarung tragen, fortgepflanzt werden. Au3erdem fiihrt die Paarung von mannlichen und weiblichen Tieren, die
die Ziel-DNA umfassen, zum Erhalt homozygoter Tiere mit dem Ubertragenen Gen auf beiden homologen
Chromosomen. Durch Paarung der mannlichen und weiblichen Homozygoten kann die Fortpflanzung so
durchgefiihrt werden, dald alle Nachkommen die DNA umfassen.

[0196] Da das Protein usw. der Erfindung stark in den Tieren exprimiert wird, bei denen die erfindungsgemafe
DNA Ubertragen worden ist, sind die Tiere zum Screenen von Agonisten oder Antagonisten zu dem Protein
usw. der Erfindung natzlich.

[0197] Die Tiere, bei denen die erfindungsgemalie DNA Ubertragen worden ist, kbnnen ebenso als Zellquel-
len fur Gewebekultur verwendet werden. Das Protein usw. der Erfindung kann durch beispielsweise direktes
Analysieren der DNA oder RNA in Geweben aus der Maus, in die die erfindungsgemafe DNA Ubertragen wor-
den ist, oder durch Analysieren von Geweben, die das Protein umfassen, welches aus dem Gen exprimiert
wird, analysiert werden. Zellen aus den Geweben, die das Protein usw. der Erfindung umfassen, werden durch
die Standardgewebekulturtechnik kultiviert. Unter Verwendung dieser Zellen kann beispielsweise die Funktion
von Gewebezellen, wie Zellen, die aus dem Gehirn oder pheripheren Geweben abgeleitet sind, die im allge-
meinen schwer zu kultivieren sind, untersucht werden. Unter Verwendung dieser Zellen ist es beispielsweise
moglich, Pharmazeutika auszuwahlen, die verschiedene Gewebefunktionen erhdhen. Wenn eine stark expri-
mierende Zellinie erhaltlich ist, kann das Protein usw. der Erfindung aus der Zellinie isoliert und gereinigt wer-
den.

[0198] In der Beschreibung und den Zeichnungen werden die Codes von Basen und Aminosauren durch Ab-
klirzungen gezeigt, und in diesem Fall werden sie geman der IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomen-
clature oder durch (bliche Codes in der Technik angegeben, Beispiele von denen werden nachstehend ge-
zeigt. Bei Aminosauren, die ein optisches Isomer aufweisen kdnnen, liegt die L-Form vor, wenn nicht anders
angegeben.

DNA: Deoxyribonukleinsaure

cDNA: komplementare Deoxyribonukleinsdure
A: Adenin

T Thymin

G: Guanin

C: Cytosin

Y: Thymin oder Cytosin

N: Thymin, Cytosin, Adenin oder Guanin
R: Adenin oder Guanin

M: Cytosin oder Adenin

W: Thymin oder Adenin

S: Cytosin oder Guanin

RNA: Ribonukleinsaure

mRNA: Messenger-Ribonukleinsaure

dATP: Deoxyadenosintriphosphat

dTTP: Deoxythymidintriphosphat

dGTP: Deoxyguanosintriphosphat

dCTP: Deoxycytidintriphosphat

ATP: Adenosintriphosphat

Gly oder G: Glycin
Ala oder A: Alanin
Val oder V: Valin

Leu oder L: Leucin
lle oder I: Isoleucin
Ser oder S: Serin

Throder T: Threonin

Cys oder C: Cystein

Met oder M: Methionin

Glu oder E: Glutaminsaure
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Asp oder D: Asparaginsaure
Lys oder K: Lysin

Arg oder R: Arginin

His oder H: Histidin

Phe oder F: Phenylalanin
Tyr oder Y: Tyrosin

Trp oder W: Tryptophan

Pro oder P: Prolin

Asn oder N: Asparagin

GIn oder Q: Glutamin

pGlu: Pyroglutaminsaure

Xaa: nicht identifizierter Aminosaurerest

[0199] Ebenso werden die Substituenten, Schutzgruppen, Reagenzien usw., die haufig in der Beschreibung
benutzt werden, durch die folgenden Symbole dargestellt.

Me: Methylgruppe

Et: Ethylgruppe

Bu: Butylgruppe

Ph: Phenylgruppe

TC: Thiazolidin-4(R)-Carboxamidgruppe

Bom: Benzyloxymethyl

Bzl: Benzyl

Z: Benzyloxycarbonyl

Br-Z: 2-Brombenzyloxycarbonyl

Cl-z: 2-Chlorbenzyloxycarbonyl

Cl,Bzl: 2,6-Dichlorbenzyl

Boc: t-Butyloxycarbonyl

HOBt: 1-Hydroxybenztriazol

HOOBt: 3,4-Dihydro-3-hydroxy-4-oxo-1,2,3-benzotriazin
PAM: Phenylacetamidomethyl

Tos: p-Toluolsulfonyl

Fmoc: N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl

DNP: Dinitrophenyl

Bum: tert-Butoxymethyl

Trt: Trityl

Bom: Benzyloxymethyl

Z: Benzyloxycarbonyl

MeBzI: 4-Methylbenzyl

DCC: N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid

HONB: 1-Hydroxy-5-norbornen-2,3-dicarboxyimid
NMP: N-Methylpyrrolidon

HONB: N-Hydroxy-5-norbornen-2,3-dicarboxyimid
NMP: N-Methylpyrrolidon

TFA: Trifluoressigsaure

CHAPS: 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
PMSF: Phenylmethylsulfonylfluorid

GDP: Guanosin-5'-diphosphat

Fura-2AM: Pentacetoxymethyl-1-[6-amino-2-(5-carboxy-2-oxazolyl)-5-benzofuranyloxy]-2-(2-amino-5-met
hylphenoxyl)-ethan-N,N,N',N'-tetraacetat

Fluo-3AM: Pentacetoxymethyl-1-[2-amino-5-(2,7-dichlor-6-hydroxy-3-oxy-9-xanthenyl)phenoxy]-2-(2-ami
no-5-methylphenoxy)-ethan-N,N,N',N'-tetraacetat

HEPES: 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonsaure
EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure

SDS: Natriumdodecylsulfat

BSA: Rinderserumalbumin

HBSS: Hanks-Mineralsalzmedium

EIA: Enzymimmunoassay

[0200] Die Sequenzidentifikationsnummern in dem Sequenzprotokoll der Beschreibung geben die folgenden
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Sequenzen an.
[SEQ ID NR. 1]

[0201] Diese zeigt die Aminosauresequenz des Proteins der Erfindung, abgeleitet von menschlichem Gehirn.
[SEQ ID NR. 2]

[0202] Diese zeigt die Basensequenz der DNA, die das Protein der Erfindung kodiert, abgeleitet von mensch-
lichem Gehirn, enthaltend die Aminosauresequenz, die durch SEQ ID NR. 1 dargestellt ist (ZAQC).

[SEQ ID NR. 3]

[0203] Diese zeigt die Basensequenz der DNA, die das Protein der Erfindung kodiert, abgeleitet von mensch-
lichem Gehirn, enthaltend die Aminosauresequenz, die durch SEQ ID NR. 1 dargestellt ist (ZAQT).

[SEQ ID NR. 4]

[0204] Diese zeigt die Basensequenz des Primers 1, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 1.
[SEQ ID NR. 5]

[0205] Diese zeigt die Basensequenz des Primers 2, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 1.
[SEQ ID NR. 6]

[0206] Diese zeigt die Basensequenz des Primers 3, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 2.
[SEQ ID NR. 7]

[0207] Diese zeigt die Basensequenz des Primers 4, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 2.
[SEQ ID NR. 8]

[0208] Diese zeigt die Basensequenz der ZAQ-Sonde, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 2.
[SEQ ID NR. 9]

[0209] Diese zeigt die Basensequenz des Primers ZAQC Sal, verwendet in dem spater beschriebenen BEI-
SPIEL 2.

[SEQ ID NR. 10]

[0210] Diese zeigt die Basensequenz des Primers ZAQC Spe, verwendet in dem spater beschriebenen BEI-
SPIEL 2.

[SEQ ID NR. 11]

[0211] Diese zeigt die N-terminale Aminosauresequenz von ZAQ-aktiviertem Peptid, gereinigt in dem spater
beschriebenen BEISPIEL 3 (3-8).

[SEQ ID NR. 12]
[0212] Diese zeigt die Basensequenz des Primers ZF1, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 4.
[SEQ ID NR. 13]

[0213] Diese zeigt die Basensequenz des Primers ZF2, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 4.
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[SEQ ID NR. 14]

[0214] Diese zeigt die Basensequenz des Primers ZF 3, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 4.
[SEQ ID NR. 15]

[0215] Diese zeigt die 3'-terminate Basensequenz der DNA, die das menschentypische ZAQ-Ligandenpeptid
kodiert, das in dem spater beschriebenen BEISPIEL 4 erworben wurde.

[SEQ ID NR. 16]

[0216] Diese zeigt die Basensequenz des Primers ZAQL-CF, verwendet in dem spater beschriebenen BEI-
SPIEL 4.

[SEQ ID NR. 17]

[0217] Diese zeigt die Basensequenz des Primers ZAQAL-XR1, verwendet in dem spater beschriebenen
BEISPIEL 4.

[SEQ ID NR. 18]

[0218] Diese zeigt die Basensequenz des DNA-Fragmentes, erhalten in dem spater beschriebenen BEI-
SPIEL 4.

[SEQ ID NR. 19]

[0219] Diese zeigt die Basensequenz des DNA-Fragmentes, erhalten in dem spater beschriebenen BEI-
SPIEL 4.

[SEQ ID NR. 20]

[0220] Diese zeigt die Aminosauresequenz des menschentypischen reifen ZAQ-Ligandenpeptids.
[SEQ ID NR. 21]

[0221] Diese zeigt die Aminosauresequenz des menschentypischen reifen ZAQ-Ligandenpeptids.
[SEQ ID NR. 22]

[0222] Diese zeigt die Aminosauresequenz des menschentypischen ZAQ-Ligandenprakursorpeptids.
[SEQ ID NR. 23]

[0223] Diese zeigt die Aminosauresequenz des menschentypischen ZAQ-Ligandenprakursorpeptids.
[SEQ ID NR. 24]

[0224] Diese zeigt die Basensequenz der DNA, die die DNA enthalt, die das menschentypische ZAQ-Ligan-
denprakursorpeptid kodiert, das durch SEQ ID NR. 28 dargestellt ist.

[SEQ ID NR. 25]

[0225] Diese zeigt die Basensequenz der DNA, die die DNA enthalt, die das menschentypische ZAQ-Ligan-
denprakursorpeptid kodiert, das durch SEQ ID NR. 29 dargestellt ist.

[SEQ ID NR. 26]

[0226] Diese zeigt die Basensequenz der DNA, die das menschentypische reife ZAQ-Ligandenpeptid kodiert,
das durch SEQ ID NR. 20 dargestellt ist.
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[SEQ ID NR. 27]

[0227] Diese zeigt die Basensequenz der DNA, die das menschentypische reife ZAQ-Ligandenpeptid kodiert,
das durch SEQ ID NR. 21 dargestellt ist.

[SEQ ID NR. 28]

[0228] Diese zeigt die Basensequenz der DNA, die das menschentypische ZAQ-Ligandenprakursorpeptid ko-
diert, das durch SEQ ID NR. 22 dargestellt ist.

[SEQ ID NR. 29]

[0229] Diese zeigt die Basensequenz der DNA, die das menschentypische ZAQ-Ligandenprakursorpeptid ko-
diert, das durch SEQ ID NR. 23 dargestellt ist.

[SEQ ID NR. 30]

[0230] Diese zeigt die Basensequenz des DNA-Fragmentes, erhalten in dem spater beschriebenen BEI-
SPIEL 5 (5-1).

[SEQ ID NR. 31]

[0231] Diese zeigt die N-terminale Aminosauresequenz von menschentypischem ZAQ-Ligandenpeptid, ana-
lysiert in dem spéater beschriebenen BEISPIEL 6 (6-2).

[SEQ ID NR. 32]

[0232] Diese zeigt die Basensequenz des Primers, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 7.
[SEQ ID NR. 33]

[0233] Diese zeigt die Basensequenz des Primers, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 7.
[SEQ ID NR. 34]

[0234] Diese zeigt die Aminosauresequenz vom Schlangengift MIT1, gereinigt in dem spater beschriebenen
BEISPIEL 8.

[SEQ ID NR. 35]

[0235] Diese zeigt die Basensequenz der cDNA, die das menschentypische I5E-Rezeptorprotein kodiert.
[SEQ ID NR. 36]

[0236] Diese zeigt die Aminosauresequenz des menschentypischen ISE-Rezeptorproteins.
[SEQ ID NR. 37]

[0237] Diese zeigt die Basensequenz des Primers, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 9.
[SEQ ID NR. 38]

[0238] Diese zeigt die Basensequenz des Primers, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 9.
[SEQ ID NR. 39]

[0239] Diese zeigt die Basensequenz der cDNA, die das neue G-Protein-gekoppelte Rezeptorprotein
(rZAQ1) kodiert.
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[SEQ ID NR. 40]

[0240] Diese zeigt die Aminosauresequenz des neuen G-Protein-gekoppelten Rezeptorproteins (rZAQ1).
[SEQ ID NR. 41]

[0241] Diese zeigt die Basensequenz des Primers, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 10.
[SEQ ID NR. 42]

[0242] Diese zeigt die Basensequenz des Primers, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 10.
[SEQ ID NR. 43]

[0243] Diese zeigt die Basensequenz des Primers, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 10.
[SEQ ID NR. 44]

[0244] Diese zeigt die Basensequenz des Primers, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 10.
[SEQ ID NR. 45]

[0245] Diese zeigt die Basensequenz des Primers, verwendet in dem spater beschriebenen BEISPIEL 10.
[SEQ ID NR. 46]

[0246] Diese zeigt die Basensequenz der cDNA, die das neue G-Protein-gekoppelte Rezeptorprotein
(rZAQ2) kodiert.

[SEQ ID NR. 47]
[0247] Diese zeigt die Aminosduresequenz des neuen G-Protein-gekoppelten Rezeptorproteins (rZAQ2)
[SEQ ID NR. 48]

[0248] Diese zeigt die Aminosauresequenz des Maus-abgeleiteten G-Protein-gekoppelten Rezeptorproteins
(GPR73).

[SEQ ID NR. 49]

[0249] Diese zeigt die Aminosauresequenz des Maus-abgeleiteten G-Protein-gekoppelten Rezeptorproteins
(mI5E).

[SEQ ID NR. 50]

[0250] Diese zeigt die Basensequenz der cDNA, die das Maus-abgeleitete G-Protein-gekoppelte Rezeptor-
protein (GPR73) kodiert.

[SEQ ID NR. 51]

[0251] Diese zeigt die Basensequenz der cDNA, die das Maus-abgeleitete G-Protein-gekoppelte Rezeptor-
protein (mI5E) kodiert.

[SEQ ID NR. 52]
[0252] Diese zeigt die Basensequenz des DNA-Fragmentes #1, verwendet in REFERENZBEISPIEL 1.
[SEQ ID NR. 53]

[0253] Diese zeigt die Basensequenz des DNA-Fragmentes #2, verwendet in REFERENZBEISPIEL 1.
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[SEQ ID NR. 54]

[0254] Diese zeigt die Basensequenz des DNA-Fragmentes #3, verwendet. in REFERENZBEISPIEL 1.
[SEQ ID NR. 55]

[0255] Diese zeigt die Basensequenz des DNA-Fragmentes #4, verwendet in REFERENZBEISPIEL 1.
[SEQ ID NR. 56]

[0256] Diese zeigt die Basensequenz des DNA-Fragmentes #5, verwendet in REFERENZBEISPIEL 1.
[SEQ ID NR. 57]

[0257] Diese zeigt die Basensequenz des DNA-Fragmentes #6, verwendet in REFERENZBEISPIEL 1.
[SEQ ID NR. 58]

[0258] Diese zeigt die Basensequenz der synthetischen DNA, die den menschentypischen ZAQ-Liganden ko-
diert, der durch SEQ ID NR. 21 dargestellt ist.

[0259] Die Transformante Escherichia coli DH5a/pCR2.1-ZAQC, erhalten in dem spater beschriebenen BEI-
SPIEL 1, ist im National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, International Patent Orga-
nism Depositary (jetzt Gberholt Ministry of International Trade and Industry, Agency of Industrial Science and
Technology, National Institute of Bioscience and Human Technology (NIBH)), mit Sitz im Central 6, 1-1-1 Hi-
gashi, Tsukuba, Ibaraki, Japan, unter der Zugangsnummer FERM BP-6855 seit 23. August 1999 und im Insti-
tute for Fermentation, Osaka (IFO), mit Sitz in 2-17-85, Juso-honmachi, Yodogawa-ku, Osaka-shi, Osaka, Ja-
pan, unter der Zugangsnummer IFO 16301 seit 4. August 1999 hinterlegt.

[0260] Die Transformante Escherichia coli DH5a/pCR2.1-ZAQT, erhalten in dem spater beschriebenen BEI-
SPIEL 1, ist im National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, International Patent Orga-
nism Depositary (jetzt Gberholt Ministry of International Trade and Industry, Agency of Industrial Science and
Technology, National Institute of Bioscience und Human Technology (NIBH)) unter der Zugangsnummer FERM
BP-6856 seit 23. August 1999 und im Institute for Fermentation, Osaka (IFO) unter der Zugangsnummer IFO
16302 seit 4. August 1999 hinterlegt.

[0261] Die Transformante Escherichia coli TOP10/pHMITA, erhalten in dem spater beschriebenen BEISPIEL
4, ist im National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, International Patent Organism De-
positary (jetzt Uberholt Ministry of International Trade and Industry, Agency of Industrial Science and Techno-
logy, National Institute of Bioscience and Human Technology (NIBH)) unter der Zugangsnummer FERM
BP-7219 seit 13. Juli 2000 und im Institute for Fermentation, Osaka (IFO) unter der Zugangsnummer IFO
16440 seit 26. Mai 2000 hinterlegt.

[0262] Die Transformante Escherichia coli TOP10/pHMITG, erhalten in dem spater beschriebenen BEISPIEL
4, ist im National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, International Patent Organism De-
positary (jetzt Uberholt Ministry of International Trade and Industry, Agency of Industrial Science and Techno-
logy, National Institute of Bioscience and Human Technology (NIBH)) unter der Zugangsnummer FERM
BP-7220 seit 13. Juli 2000 und im Institute for Fermentation, Osaka (IFO) unter der Zugangsnummer IFO
16441 seit 26. Mai 2000 hinterlegt.

[0263] Die Transformante Escherichia coli DH5a/pCR2.1-rZAQ1, erhalten in dem spater beschriebenen BEI-
SPIEL 9, ist im National Institute of Advanced Industrial Science und Technology, International Patent Orga-
nism Depositary (jetzt Gberholt Ministry of International Trade and Industry, Agency of Industrial Science and
Technology, National Institute of Bioscience and Human Technology (NIBH)) unter der Zugangsnummer FERM
BP-7275 seit 21. August 2000 und im Institute for Fermentation, Osaka (IFO) unter der Zugangsnummer IFO
16459 seit 1. August 2000 hinterlegt.

[0264] Die Transformante Escherichia coli DH10B/pCMV-rZAQ2, erhalten in dem spater beschriebenen BEI-

SPIEL 10, ist im National Institute of Advanced Industrial Science und Technology, International Patent Orga-
nism Depositary (jetzt Gberholt Ministry of International Trade and Industry, Agency of Industrial Science and
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Technology, National Institute of Bioscience und Human Technology (NIBH)) unter der Zugangsnummer FERM
BP-7276 seit 21. August 2000 und im Institute for Fermentation, Osaka (IFO) unter der Zugangsnummer IFO
16460 seit 1. August 2000 hinterlegt.

[0265] Die Transformante Escherichia coli MM294 (DE3)/pTCh1ZAQ, erhalten in dem spater beschriebenen
REFERENZBEISPIEL 1, ist im National Institute of Advanced Industrial Science und Technology, International
Patent Organism Depositary unter der Zugangsnummer FERM BP-7571 seit 27. April 2001 und im Institute for
Fermentation, Osaka (IFO) unter der Zugangsnummer IFO 16527 seit 16. Januar 2001 hinterlegt.

BEISPIELE

[0266] Hierin nachstehend wird die vorliegende Erfindung ausfihrlich in bezug auf die BEISPIELE und RE-
FERENZBEISPIELE beschrieben, aber soll den Umfang der vorliegenden Erfindung nicht darauf beschranken.
Die Genmanipulationsverfahren unter Verwendung von Escherichia coli wurden gemaf den Verfahren durch-
geflhrt, die in der Molekularen Klonierung beschrieben sind.

BEISPIEL 1

Klonen der cDNA die das G-Protein-gekoppelte Rezeptorprotein ZAQ kodiert, und Bestimmung der Basense-
quenz

[0267] Unter Verwendung der menschlichen hypophysaren cDNA (CLONTECH Laboratories, Inc.) als eine
Matrize und zwei Primern, namlich Primer 1

(5'-GTC GAC ATG GAG ACC ACC ATG GGG TTC ATG G-3'; SEQ ID NR:4)

und Primer 2

(5'-ACT AGT TTATTT TAG TCT GAT GCA GTC CAC CTC TTC-3'; SEQ ID NR:5) wurde PCR durchgefihrt.
Die Reaktionslésung in der obigen Reaktion bestand aus 1/10 Volumen der oben beschriebenen cDNA, 1/50
Volumen von Advantage 2 Polymerase Mix (CLONTECH Laboratories, Inc.), 0,2 yM Primer 1, 0,2 yM Primer
2, 200 pyM dNTPs und einem Puffer, zugefiihrt mit dem Enzym, um das Endvolumen von 25 ul herzustellen.
Bei der PCR wurde, nachdem die Reaktionslosung bei 94 °C fur 2 Minuten erhitzt wurde, eine Zyklusgruppe
bei 94 °C fur 20 Sekunden, gefolgt von 72 °C fir 100 Sekunden dreimal wiederholt, wurde eine Zyklusgruppe
bei 94 °C flir 20 Sekunden und bei 68 °C fir 100 Sekunden dreimal wiederholt, wurde eine Zyklusgruppe bei
94 °C flr 20 Sekunden, bei 64 °C fur 20 Sekunden und bei 68 °C fir 100 Sekunden 38 Mal wiederholt, und
schliellich wurde eine Extensionsreaktion bei 68 °C fir 7 Minuten durchgefiihrt. Nach Beendigung der PCR
wurde das Reaktionsprodukt zu dem Plasmidvektor pCR2.1 (Invitrogen, Inc.) gemaf den Instruktionen, die
dem TA-Klonierungskit beigefiigt sind (Invitrogen, Inc.), subkloniert. Dann wurde es in Escherichia coli DH5a
eingefihrt, und die Klone, die die cDNA trugen, wurden in LB-Agarmedium, das Ampicillin enthalt, selektiert.
Die Sequenz von jedem Klon wurde analysiert, wodurch zwei cDNA-Sequenzen erhalten wurden, die das neue
G-Protein-gekoppelte Rezeptorprotein kodierten, d. h., ZAQC (SEQ ID NR. 2) und ZAQT (SEQ ID NR. 3). Die
Proteine mit der Aminosauresequenz, die aus dieser cDNA abgeleitet wurde, wurde als ZAQ bezeichnet, da
sie alle dieselbe Basensequenz haben (SEQ ID NR. 1). Die Transformante, die die DNA tragt, die durch SEQ
ID NR. 2 dargestellt ist, wurde Escherichia coli DH5a/pCR2.1-ZAQC genannt, und die Transformante, die die
DNA tragt, die durch SEQ ID NR. 3 dargestellt ist, wurde Escherichia coli DH5a/pCR2.1-ZAQT genannt.

BEISPIEL 2
Analyse der Expressionsverteilun von ZAQ durch Tagman PCR

[0268] Die Primer und eine Sonde, die in Tagman PCR verwendet werden sollte, wurden unter Verwendung
von Primer Express Ver. 1.0 (PE Biosystems Japan) untersucht, und Primer 3
(5'-TCATGTTGCTCCACTGGAAGG-3' (SEQ ID (NR: 6)),

Primer 4

(5'-CCAATTGTCTTGAGGTCCAGG-3' (SEQ ID NR: 7))

und ZAQ-Sonde

(5'-TTCTTACAATGGCGGTAAGTCCAGTGCAG-3' (SEQ ID NR: 8)) wurden selektiert. FAM (6-Carboxyfluore-
scein) wurde als ein Reporterfarbstoff fur die Sonde zugegeben.

[0269] Das PCR-Fragment, das unter Verwendung von pAK-ZAQC als eine Matrize, und Primer ZAQC Sal

(5'-GTCGACATGGAGACCACCATGGGGTTCATGG-3'(SEQ ID NR: 9)) und Primer ZAQC Spe (5'-ACTAGTT-
TATTTTAGTCTGATGCAGTCCACCTCTTC-3' (SEQ ID NR:10)) amplifiziert wurde, wurde mit CHROMA
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SPIN200 gereinigt (CLONTECH Laboratories, Inc. (CA,USA)), und dann auf eine Konzentration von 10°-10°
Kopien/ul zur Verwendung als eine Standard-DNA eingestellt. Menschliche Multiple Tissue cDNA Panel | und
Panel Il (CLONTECH Laboratories, Inc.) wurden als die cDNA-Quelle fir jedes Gewebe verwendet. Zu den
Primern, der Sonde und Matrize wurde Tagman Universal PCR Master Mix (PE Biosystems Japan) in der Men-
ge zugegeben, die durch die beiliegenden Instruktionen angegeben werden, und dann wurden PCR und Ana-
lyse mit ABlI PRISM 7700 Sequenz Detection System (PE Biosystems Japan) durchgefiihrt.

[0270] Die Ergebnisse werden in Fig. 8 und Tabelle 1 gezeigt. Die Expression von ZAQ wurde hauptséachlich
in den Hoden gefunden, und als nachstes an den Stellen, wie Lunge, Gehirn und andere.

Tabelle 1
Gewebe ZAQ (Kopien pl)
Gehirn 6,1
Herz 2,9
Niere 2,8
Leber 2,6
Lunge 7,0
Bauchspeicheldriise 2,1
Plazenta 3,2
Skelettmuskel 2,6
Dickdarm 1,8
Eierstock 34
Leukozyt 0,0
Prostata 0,7
Diinndarm 2,2
Milz 2,1
Hoden 28,0
Thymusdriise 1,1
BEISPIEL 3

Isolation von ZAQ-aktivierendem Peptid
(3-1) Herstellung von Milchextraktlésung

[0271] Unter Verwendung von kommerziell erhaltlicher Milch, die bei einer niedrigen Temperatur pasteurisiert
wurde, wurden die folgenden. Verfahrensweisen durchgefihrt, um eine Extraktldsung herzustellen. Zwei Liter
Milch wurden bei 10.000 U/min fir 15 Minuten bei 4 °C mit einer Hochgeschwindigkeitszentrifuge zentrifugiert
(CR26H, R10A Rotor: Hitachi, Ltd.). Der erhaltene Uberstand wurde durch Gaze filtriert, wodurch Lipide ent-
fernt wurden. Essigséure wurde zu dem Uberstand zugegeben, um die Konzentration auf die Endkonzentration
von 1 M einzustellen, und das Gemisch wurde fur 30 Minuten bei 4 °C geruhrt. Dann wurde das Gemisch bei
10.000 U/min fur 15 Minuten mit einer Hochgeschwindigkeitszentrifuge zentrifugiert (CR26H R10A Rotor: Hi-
tachi System Engineering Co., Ltd.). Der erhaltene Uberstand wurde filtriert, wodurch unlésliche Stoffe entfernt
wurden. Wahrend des Riihrens wurde Aceton doppelt so viel wie das Volumen des Uberstandes dazugege-
ben. Das Ruhren wurde bei 4 °C fur 3 Stunden fortgesetzt. Dann wurde das Gemisch bei 10.000 U/min fur 15
Minuten mit einer Hochgeschwindigkeitszentrifuge zentrifugiert (CR26H R10A Rotor: Hitachi, Ltd.). Der erhal-
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tene Uberstand wurde filtriert, wodurch die unléslichen Stoffe entfernt wurden. Der erhaltene Uberstand wurde
einem Rotationsverdampfer zugeflihrt, wodurch Aceton entfernt wurde, und auf 1350 ml Endvolumen konzen-
triert. Dann wurden jeweils 675 ml des resultierenden Konzentrats mit 338 ml Diethylether gemischt, und das
Gemisch wurde in einem Trenntrichter kraftig geschittelt, wodurch es in zwei Phasen getrennt wurde, um die
wasserige Phase zu sammeln. Dieselbe Verfahrensweise wurde einmal in bezug auf die erhaltene wasserige
Phase wiederholt, wodurch eine klare wasserige Loésung erhalten wurde. Die erhaltene wasserige Lésung wur-
de auf 800 ml unter Verwendung eines Rotationsverdampfers konzentriert, wodurch ein Endextrakt erhalten
wurde.

(3-2) Grobfraktionierung der Milchextraktlésung unter Verwendung von C18-Umkehrphasenchromatographie

[0272] Methanol wurde zu 10 g einer Sep-Pak C18-Saule (Waters), gepackt mit Octadecylgruppefixiertem
Kieselgel, zugegeben, wodurch das Gel quoll. Die Saule wurde dann mit 1 M Essigsaure aquilibriert. Die Ex-
traktlésung, hergestellt in (3-1) (die Extraktlésung aus 2 Liter Milch), wurde auf die Saule geladen. Dann wur-
den 100 ml 1 M Essigsaure durch die Saule gefiihrt, wodurch das Gel gewaschen wurde. Dann wurde die Sau-
le mit 200 ml von 60 % Acetonitril/0,1 % Trifluoressigsaure eluiert, wodurch die gewlinschte rohe Peptidkom-
ponente eluiert wurde. Nachdem das erhaltene Eluat unter Verwendung eines Rotationsverdampfers konzen-
triert wurde, wurde das Konzentrat mit einem Gefriertrockner lyophilisiert (12EL; VirTis).

(3-3) Grobfraktionierung der Milchextraktlésung durch Sulfopropyl-lonenaustauschchromatographie

[0273] SP Sephadex C-25 (Amersham Pharmacia Biotech), das in 100 mM HCI quoll, wurde auf eine Saule
aus Polypropylen in einem Volumen von 2 ml geladen. Die Sdule wurde mit destilliertem Wasser und Ammo-
niumformiat (pH 4,0) gewaschen und mit Elutionsmittel | &quilibriert (2 M Ammoniumformiat : Acetonitril : Was-
ser =1:25:74). Das lyophilisierte Produkt, das in (3-2) erhalten wurde, wurde in 20 ml Elutionsmittel | geldst.
Die resultierende Lésung wurde auf 2 ml SP Sephadex C-25 geladen. Nachdem die Saule mit 10 ml Elutions-
mittel | gewaschen wurde, wurde das Peptid mit jeweils 10 ml Elutionsmittel Il (2 M Ammoniumformiat : Aceto-
nitril : Wasser = 1 : 2,5 : 6,5), Elutionsnittel Ill (2 M Ammoniumformiat : Acetonitril : Wasser =1 : 1 : 2) und
Elutionsmittel IV (2 M Ammoniumformiat : Acetonitril : Wasser=1:0,5:0,5) in dieser Reihenfolge gewaschen.
Jedes der Eluate | bis IV wurde mit einem Gefriertrockner lyophilisiert (12EL; VirTis).

(3-4) Fraktionierung des Milchextraktes durch TSKgel-ODS80Ts-Umkehrphasen-Hochleistungsflissigchroma-
tographie

[0274] Mittels FUhren von 91,7 Vol.-% Elutionsmittel A (0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertes Wasser) und 8,3
Vol.-% Elutionsmittel B (0,1 % Trifluoressigsaure/60 % Acetonitril) durch eine Saule fir TSKgel-ODS80Ts-Um-
kehrphasen-Hochleistungsflissigchromatographie (Toso Co., Ltd., 4,6 mm x 25 cm) bei einer FlieRgeschwin-
digkeit von 1 ml/min bei 40 °C wurde die Saule aquilibriert. Die lyophilisierten Produkte der Eluate | bis IV, er-
halten in (3-3), wurden in 4 ml 1 M Essigsaure geldst, und dann der Chromatographiebehandlung unterzogen.
Das heil’t, 4 ml der Lésung des lyophilisierten Produktes wurden auf die Saule geladen, und die Konzentration
des Elutionsmittels B wurde auf 67 Vol.-% Elutionsmittel A/33 Vol.-% Elutionsmittel B Gber 1 Minute erhéht und
dann mit einem linearen Gradienten von 67 Vol.-% Elutionsmittel A/33 Vol.-% Elutionsmittel B auf 0 Vol.-% Elu-
tionsmittel A/100 Vol.-% Elutionsmittel B Uber die nachsten 40 Minuten bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1
ml/min erhéht.

[0275] Jeweils 1 ml Eluat wurde entnommen, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen wurde,
und 2 pl von jeder Fraktion wurden mit 150 pl von 0,2 % Rinderserumalbumin (BSA)/destilliertem Wasser ge-
mischt, gefolgt von Lyophilisierung. Das lyophilisierte Produkt wurde als eine Assayprobe zum Messen der die
intrazelluldre Ca®"-lonenkonzentration erhdhenden Aktivitat verwendet, die spéater in (3-5) beschrieben wurde.

(3-5) Messung der die intrazelluldre Ca?*-lonenkonzentration erhéhenden Aktivitat unter Verwendung von FLI-
PR

[0276] Die Zellinie, die ZAQ stabil exprimieren kann, wurde folgendermalen hergestellt. Das heif3t, ein Klon
von DH5a/pCR2.1-ZAQC, erhalten in BEISPIEL 1, wurde in LB-Medium, das mit Ampicillin erganzt wurde,
wahrend kraftigen Schuttelns inkubiert, wodurch Plasmid pCR2.1-ZAQC erhalten wurde. Das Plasmid wurde
mit Restriktionsenzymen Sal | und Spe | digeriert, um den Insert-Teil, der ZAQC kodiert, zu exzidieren. Dann
wurde pAKKO-1.11H (Biochemica et Biophysica Acta, 1219 (1994) 251-259), das ebenso mit Restriktionsen-
zymen Sal | und Spe | digeriert wurde, mit dem Insert-Teil unter Verwendung von Ligation Express Kit ligiert
(CLONTECH Laboratories, Inc. (CA, USA)), was zu E. coli DH10B durch das Elektroporationsverfahren trans-
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fektiert wurde. Die Struktur des Plasmids, das in dem erhaltenen Klon enthalten ist, wurde durch Restriktions-
enzymbehandlung und Sequenzanalyse analysiert. Das korrekt konstruierte Plasmid wurde als Plasmid
pAK-ZAQC zur CHO-Zellexpression verwendet.

[0277] Dieses Plasmid pAK-ZAQC wurde zu einer CHO/dhfr-Zelle (American Type Culture Collection) unter
Verwendung von CellPhect Transfection Kit (Amersham Pharmacia Biotech) transfektiert. Zunachst wurden
120 pl Puffer A (CellPhect Transfection Kit) zu einer LOsung aus 4 pg Plasmid-DNA in 120 pl destilliertem Was-
ser zugegeben, und das Gemisch wurde geriihrt. Nach dem Stehenlassen fiir 10 Minuten wurden 240 pl Puffer
B (CellPhect Transfection Kit) zu dem Gemisch zugegeben. Das Gemisch wurde kraftig gerthrt, wodurch der
DNA-Calciumphosphatkomplex gebildet wurde, der die DNA enthielt. 5 x 10° CHO/dhfr-Zellen wurden auf ei-
ner 60-mm-Petrischale inokuliert. Nach der Inkubation in Ham-F-12-Medium (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.),
erganzt mit 10 % fetalem Rinderserum (BIO WHITTAKER, Inc.), wurden bei 37 °C unter 5 % CO, fiir einen Tag
480 pl einer Suspension aus dem DNA-Calciumphosphatkomplex tropfenweise zu den Zellen auf der Petri-
schale zugegeben. Nach der Inkubation bei 37 °C unter 5 % CO, fiir 6 Stunden wurden die Zellen zweimal mit
serumfreien Ham-F-12-Medium gewaschen, und 1,2 ml Puffer (140 mM NaCl, 25 mM HEPES, 1,4 mM
Na,HPO,, pH 7,1), ergénzt mit 15 % Glycerol, wurden zu den Zellen auf der Schale zugegeben, um die Zellen
fur 2 Minuten zu behandeln. Die Zellen wurden erneut zweimal mit serumfreien Ham-F-12-Medium gewa-
schen, gefolgt von der Inkubation in Ham-F-12-Medium, enthaltend 10 % fetales Rinderserum, bei 37 °C unter
5 % CO, uber Nacht. Die Zellen wurden mit Trypsin zur Dispersion behandelt, aus der Schale riickgewonnen,
und jeweils 2 x 10* wurden in einer 6-Lochplatte inokuliert. Die Inkubation wurde in Dulbecco's Modifiziertem
Eagle-Medium (DMEM), erganzt mit 10 % dialysiertem fetalem Rinderserum (JRH BIOSCIENCES), 1 mM
MEM nicht-essentieller Aminosaurelésung (Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.), 100 Einheiten/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomyzin, bei 37 °C unter 5 % CO, initiiert. Die transformierten CHO-Zellen, in die das Plas-
mid eingefuhrt wurde, konnten in dem Medium Uberleben, aber nicht-transfektierte Zellen starben allmahlich
ab. Daher wurde das Medium ausgetauscht, wodurch die toten Zellen alle 2 Tage nach der Initiierung der In-
kubation entfernt wurden. Etwa 21 Kolonien. der transformierten CHO-Zellen, die nach 8 bis 10 Tagen der In-
kubation wuchsen, wurden ausgewahlt. RNA wurde aus jeder der ausgewahlten Zellen unter Verwendung ei-
nes kommerziell erhaltlichen RNA-Isolationskits gewonnen, gefolgt von dem offentlich bekannten
RT-PCR-Verfahren, um den ZAQ-Expressions-CHO-Zellen-B-1-Klon auszuwahlen (hierin nachstehend nur als
ZAQC-B1-Zelle bezeichnet), der hohe Expression von ZAQ zeigt.

[0278] Zur Kontrolle wurde ETA-(Endothelin-A-Rezeptor)-exprimierender CHO-Zellen-Klon Nr. 24 (hierin
nachstehend nur als ETA24-Zelle bezeichnet; siehe Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics,
279, 675-685, 1996) verwendet.

[0279] Die die intrazellulare Ca®*-lonenkonzentration erhchende Aktivitdt von ZAQC-B1-Zellen oder
ETA24-Zellen wurde fir die in (3-4) oben erhaltenen Proben unter Verwendung des FLIPR analysiert (Molecu-
lar Devices, Inc.). Die ZAQC-B1-Zellen und ETA24-Zellen, die beide in DMEM-Medium, erganzt mit 10 % dia-
lysiertem fetalem Rinderserum (hierin nachstehend als dFBS bezeichnet), subkultiviert wurden, wurden ver-
wendet. Die ZAQC-B1-Zellen und ETA24-Zellen wurden jeweils in dem Medium (10 % dFBS-DMEM) suspen-
diert, um die Konzentration auf 15 x 10* Zellen/ml einzustellen. Ein aliquoter Teil von 200 pl von jeder Zellsus-
pension wurde auf jedem Loch (3,0 x 10* Zellen/200 pl/Loch) in einer 96-Lochplatte fiir FLIPR inokuliert (Black
Plate Clear Bottom, Coster), die in einem Inkubator bei 37 °C unter 5 % CO, tber Nacht inkubiert wurde, und
die so erhaltenen Zellen wurden verwendet (hierin nachstehend als die Zellplatte bezeichnet). Zwanzig Milliliter
von H/HBS (9,8 g Nissui Hanks 2 (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), 0,35 g Natriumhydrogencarbonat, 4,77 g
HEPES, eingestellt auf pH 7,4 mit einer Natriumhydroxidlésung, gefolgt von Sterilisation durch einen Sterilisa-
tionsfilter), 200 ul von 250 mM Probenecid und 200 pl fetales Rinderserum (FBS) wurden gemischt. Ebenso
wurden 2 Phiolen (50 pg) Fluo 3-AM (Dojin Chemical Research Institute) in 40 ul Dimethylsulfoxid und 40 pli
von 20%iger Pluronsaure (Molecular Probes, Inc.) geldst, und die resultierende Lésung wurde zu dem obigen
H/HBSS-Probenecid-FBS-Gemisch zugegeben. Nach dem Mischen wurde das Medium von der Zellplatte ent-
fernt, und jeweils 100 ul des Gemisches wurden in jedem Loch der Zellplatte unter Verwendung einer 8-Ka-
nal-Pipette dispensiert. Die Zellplatte wurde dann bei 37 °C unter 5 % CO, fir eine Stunde (Farbstoffladung)
inkubiert. Fur die Assayproben, erhalten in dem oben beschriebenen BEISPIEL (3-4), wurden 150 yl H/HBSS,
enthaltend 2,5 mM Probenecid und 0,1 % CHAPS, zu jeder Fraktion zur Verdinnung zugegeben. Die verdinn-
te Losung wurde auf eine 96-Lochplatte fur FLIPR Gbertragen (V-Bottom Plate, Coster, hierin nachstehend als
die Probenplatte bezeichnet). Nach Beendigung der Farbstoffladung auf die Zellplatte wurde die Zellplatte vier-
mal mit dem Waschpuffer, bestehend aus H/HBSS, erganzt mit 2,5 mM Probenedid, unter Verwendung eines
Plattenwaschers gewaschen (Molecular Devices, Inc.). Nach dem Waschen wurden 100 pl des Waschpuffers
fur weitere Verfahren sichergestellt. Diese Zellplatte und die Probenplatte wurden auf FLIPR gegeben, um ei-
nen Assay durchzufihren (durch FLIPR wurden 50 ul der Probe aus der Probenplatte zu der Zellplatte Gber-
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tragen).

[0280] Infolgedessen wurde die die intrazellulare Ca®*-lonenkonzentration erhohende Aktivitat, die fur
ZAQC-B1-Zellen spezifisch ist, in Fraktion Nr. 53 gefunden, die durch Anwenden von oben beschriebenen Elu-
tionsmittel 1V (3-3) auf die Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie in (3-4) oben fraktioniert wur-
de.

(3-6) Reinigung unter Verwendung von TSKgel-Super-Phenyl-Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromato-
graphie

[0281] (1) Mittels Flhren von 91,7 Vol.-% Elutionsmittel A (0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertes Wasser)/8,3
Vol.-% Elutionsmittel B (0,1 % Trifluoressigsaure/60 % Acetonitril) durch eine Saule zur TSKgel-Super-Phe-
nyl-Umkehrphasen-Hochleistungsflissigchromatographie (Toso Co., Ltd., 0,46 cm x 10 cm) bei einer Fliel3ge-
schwindigkeit von 1 ml/min bei 40 °C wurde die Saule aquilibriert. Die Fraktion Nr. 53, erhalten in oben be-
schriebenen (3-4), wurde der Chromatographie unterzogen. Das heift, 1 ml der Fraktion Nr. 53 wurde auf die
Saule geladen, und die Konzentration an Elutionsmittel B wurde auf 75 Vol.-% Elutionsmittel A/25 Vol.-% Elu-
tionsmittel B Gber 1 Minute erhdht und dann mit einem linearen Gradienten auf 67 Vol.-% Elutionsmittel A/33
Vol.-% Elutionsmittel B Gber 75 Minuten bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min erhéht.

[0282] Jeweils 500 ul Eluat wurde entnommen, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen wurde,
und 25 pl jeder fraktionierten Fraktion wurden mit 150 pl 0,2 % BSA gemischt, gefolgt durch Lyophilisierung mit
einem Gefriertrockner (12EL; VirTis). Das lyophilisierte Produkt wurde mit 150 yl H/HBSS, enthaltend 2,5 mM
Probenecid und 0,1 % CHAPS, zugegeben, wodurch das lyophilisierte Produkt geldst wurde. Unter Verwen-
dung von 50 pl der resultierenden Losung wurde die die intrazellulare Ca?*-lonenkonzentration erhéhende Ak-
tivitat durch das in (3-5) oben beschriebene Verfahren gemessen, wodurch die Wirkung der Aktivierung des
Rezeptors zu den ZAQC-B1-Zellen analysiert wurde. Das Ergebnis offenbart, daf3 die Komponente mit der Wir-
kung zum Aktivieren des Rezeptors fir die Ziel-ZAQC-B1-Zellen, d. h., die ZAQ-aktivierende Komponente,
hauptsachlich in Fraktion Nr. 103-105 eluiert wurde.

(3-7) Reinigung unter Verwendung von yRPC C2/C18 ST4.6/100 Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchro-
matographie

[0283] Mittels Fihren von 95 Vol.-% Elutionsmittel A (Heptafluorbuttersaure/destilliertes Wasser)/5 Vol.-%
Elutionsmittel B (0,1 % Heptafluorbuttersaure/100 % Acetonitril) durch eine Saule zur yuRPC C2/C18 ST4.6/100
Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie (Amersham Pharmacia Biotech, 0,46 cm x 10 cm) bei
einer Flie3geschwindigkeit von 1 ml/min bei 40 °C wurde die Saule aquilibriert.

[0284] Nachdem die Fraktionen Nr. 103-105, ausgewahlt aus den Fraktionen, die in (3-6) oben durch
TSKgel-Super-Phenyl-Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie erhalten wurden, direkt auf die
MRPC C2/C18 ST4.6/100-Umkehrphasensaule geladen wurden, wurde die Elution durch schnelles Erhéhen
von 95 Vol.-% Elutionsmittel A (0,1 % Heptafluorbuttersaure/destilliertes Wasser)/5 Vol.-% Elutionsmittel B (0,1
% Heptafluorbuttersaure/100 % Acetonitril) auf 65 Vol.-% Elutionsmittel A/35 Vol.-% Elutionsmittel B bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min Gber 1 Minute und dann durch Erhéhen mit einem linearen Gradienten auf
50 Vol.-% Elutionsmittel A/50 Vol.-% Elutionsmittel B tber die ndchsten 60 Minuten durchgefiuhrt, wodurch das
Eluat gewonnen wurde. Das Eluat wurde als ein einzelner Peak bei 210 nm durch UV-Absorption detektiert.

[0285] Jeweils 500 ul Eluat wurden entnommen, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen wurde,
und jeweils 25 pl aus den erhaltenen Fraktionen wurden mit 150 pl 0,2 % BSA gemischt, gefolgt von Lyophili-
sierung mit einem Gefriertrockner (12EL; VirTis). Das lyophilisierte Produkt wurde mit 150 pl H/HBSS, enthal-
tend 2,5 mM Probenecid und 0,1 % CHAPS, zugegeben, wodurch das lyophilisierte Produkt geldst wurde. Un-
ter Verwendung von 50 ul der Lésung wurde die Rezeptoraktivierungsaktivitat auf die ZAQ-C-B1-Zellen durch
das in (3-5) oben beschriebene Testverfahren analysiert. Das Ergebnis offenbarte, dal} die Komponente mit
der Rezeptoraktivierungsaktivitat auf die jeweiligen ZAQ-C-B1-Zellen, namlich die ZAQ-aktivierende Kompo-
nente, hauptsachlich in Fraktionen Nr. 82 bis 84 eluiert wurde. Dieser Aktivierungspeak stimmte vollstadndig mit
dem UV-Absorptionspeak bei 210 nm Uberein, was zu der Schluffolgerung flihrt, da® das Produkt genug ge-
reinigt wurde, um das einzelne Peptid zu erhalten.

(3-8) Analyse der Struktur von gereinigtem ZAQ-aktivierendem Peptid

[0286] Das folgende Verfahren wurde verwendet, um die Struktur der ZAQ-aktivierenden Komponente zu be-
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stimmen, die in dem oben beschriebenen BEISPIEL (3-7) erhalten wurde. Die gereinigte ZAQ-aktivierende
Komponente wurde lyophilisiert, und das lyophilisierte Produkt wurde in Lésungsmittel DMSO (Dimethylsulfo-
xid) gel6st. Ein aliquoter Teil der Lésung wurde fir das N-terminale Aminosauresequenzieren unter Verwen-
dung eines Proteinsequenzers bereitgestellt (Perkin-Elmer, Inc., PE Biosystems Procise 491cLC). Infolgedes-
sen konnten 14 Reste von den Aminosaureresten von dem N-Terminus bis zu dem 16. Aminosaurerest iden-
tifiziert werden (Ala Val lle Thr Gly Ala Xaa Glu Arg Asp Val GIn Xaa Arg Ala Gly (SEQ ID NR. 11; Xaa ist ein
nicht-identifizierter Rest)).

BEISPIEL 4
Klonen der cDNA fir menschentypisches ZAQ-Ligandenpeptid

[0287] Eine Blast-Suche wurde in einer Datenbank unter Verwendung der N-terminalen Aminosauresequenz
(SEQ ID NR. 11) des gereinigten ZAQ-aktivierenden Peptids, das aus Milch in BEISPIEL 3 extrahiert wurde,
als Abfrage durchgefiihrt. So wurde menschliches EST (X40467) entdeckt, das dieselbe Basensequenz wie
die der DNA aufweist, die das Peptid mit der Aminosauresequenz kodiert, die durch. SEQ ID NR. 11 dargestellt
ist. Da diese Sequenz kein vollstandiges offenes Leseraster aufweist, wurde die nicht-identifizierte Sequenz
durch das RACE-Verfahren identifiziert, und folglich wurde der cDNA-Klon mit dem vollstandigen offenen Le-
seraster erhalten.

[0288] Basierend auf den Informationen aus EST (X40467) wurden Primer ZF1 (SEQ ID NR. 12), ZF2 (SEQ
ID NR. 13) und ZF3 (SEQ ID NR. 14) konstruiert, und das 3'-RACE-Experiment wurde unter Verwendung von
menschlicher Testis-Marathon-Ready-cDNA (CLONTECH Laboratories, Inc.) als eine Matrize durchgefuhrt.
ZF1: 5'-GGTGCCACGCGAGTCTCAATCATGCTCC-3' (SEQ ID Nr.: 12)

ZF2: 5'-GGGGCCTGTGAGCGGGATGTCCAGTGTG-3' (SEQ ID Nr.: 13)

ZF3: 5'-CTTCTTCAGGAAACGCAAGCACCACACC-3' (SEQ ID Nr.: 14)

[0289] Eine PCR-Reaktionslésung fur 3'-RACE wurde durch Mischen von 1 pl 50 x Advantage 2 Polymerase
Mix (CLONTECH Laboratories, Inc.), 5 yl 10 x Advantage 2 PCR-Puffer angelagert (400 mM Tricine-KOH, 150
mM KOAc, 35 mM Mg(OAc),, 37,5 pg/ml BSA, 0,05 % Tween-20, 0,05 % Nonidet-P40), 4 pl dNTP-Gemisch
(jeweils 2,5 mM, TaKaRa Shuzo Co., Ltd.), 1 pl 10 pM Primer ZF1, 1 pl 10 uM Primer AP1 (Primer AP1 wurde
mit menschlichem Testis-Marathon-Ready-cDNA-Kit von CLONTECH Laboratories, Inc. zugefihrt), 5 pl Matri-
zen-cDNA (CLONTECH Laboratories, Inc., menschliche Testis-Marathon-Ready-cDNA) und 33 pl destilliertes
Wasser hergestellt. Die Reaktion wurde unter den Bedingungen durchgefiihrt: nach der primaren Denaturie-
rung bei 94 °C fir 60 Sekunden wurde ein Zyklusgruppe bei 94 °C fir 30 Sekunden und dann bei 72 °C fir 4
Minuten finfmal wiederholt, wurde eine Zyklusgruppe bei 94 °C fir 30 Sekunden und dann bei 70 °C fiir 4 Mi-
nuten finfmal wiederholt, und wurde eine Zyklusgruppe bei 94 °C fiir 30 Sekunden und dann bei 68 °C fiir 44
Minuten 25 Mal wiederholt.

[0290] Dann wurde Nested-PCR unter Verwendung des Reaktionsgemischs aus dem PCR als eine Matrize
durchgefihrt. Die Reaktionslésung wurde durch Mischen von 1 pl 50 x Advantage 2 Polymerase Mix (CLON-
TECH), 5 ul 10 x Advantage 2 PCR Puffer angelagert (400 mM Tricine-KOH, 150 mM KOAc, 35 mM Mg(OAc),,
37,5 pug/ml BSA, 0,05 % Tween-20, 0,05 % Nonidet-P40), 4 ul ANTP-Gemisch (jeweils 2,5 mM, TaKaRa Shuzo
Co., Ltd.), 1 pl 10 uyM Primer ZF2, 1 pl 10 yM Primer AP2 (Primer AP2 wurde mit menschlichem Testis-Mara-
thon-Ready-cDNA-Kit von CLONTECH Laboratories, Inc. zugeflhrt), 5 pl Matrizen-DNA (50fache Verdiinnung
des PCR-Reaktionsgemisches) und 33 pl destilliertes Wasser hergestellt. Die Reaktion wurde unter den Be-
dingungen durchgeflhrt: nach der primaren Denaturierung bei 94 °C fir 60 Sekunden wurde eine Zyklusgrup-
pe bei 94 °C fur 30 Sekunden und dann bei 72 °C fur 4 Minuten finfmal wiederholt, wurde eine Zyklusgruppe
bei 94 °C fur 30 Sekunden und dann bei 70 °C fur 4 Minuten finfmal wiederholt, und eine Zyklusgruppe bei 94
°C fur 30 Sekunden und dann bei 68 °C fur 44 Minuten 25 Mal wiederholt.

[0291] Auferdem wurde zweites Nested-PCR unter Verwendung der Reaktionslésung des PCR als eine Ma-
trize durchgefihrt. Die Reaktionslésung wurde durch Mischen von 1 pl 50 x Advantage 2 Polymerase Mix
(CLONTECH Laboratories, Inc.), 5 pyl 10 x Advantage 2 PCR Puffer angelagert (400 mM Tricine-KOH, 150 mM
KOAc, 35 mM Mg(OAc),, 37,5 pg/ml BSA, 0,05 % Tween-20, 0,05 % Nonidet-P40), 4 yl dNTP-Gemisch (je-
weils 2,5 mM, TaKaRa Shuzo Co., Ltd.), 1 pyl 10 uM Primer ZF3, 1 pl 10 pl Primer AP2 (Primer AP2 wurde mit
menschlichem Testis-Marathon-Ready-DNA-Kit von CLONTECH Laboratories, Inc. zugefihrt), 5 yl Matri-
zen-cDNA (50fache Verdiinnung des PCR-Reaktionsgemisches) und 33 pul destilliertes Wasser hergestellt. Die
Reaktion wurde unter den Bedingungen durchgefiihrt: nach der primaren Denaturierung bei 94 °C fir 60 Se-
kunden wurde eine Zyklusgruppe bei 94 °C fiir 30 Sekunden und dann bei 72 °C fur 4 Minuten finfmal wieder-
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holt, wurde eine Zyklusgruppe bei 94 °C fiir 30 Sekunden und dann bei 70 °C fiir 4 Minuten funfmal wiederholt,
und wurde eine Zyklusgruppe bei 94 °C fiir 30 Sekunden und dann bei 68 °C fir 44 Minuten 25 Mal wiederholt.
Das erhaltene DNA-Fragment wurde unter Verwendung von TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Inc.) gemaf
dem Protokoll, das in dem beiliegenden Handbuch beschrieben ist, geklont. Die Basensequenz der geklonten
DNA wurde unter Verwendung eines ABI377DNA-Sequenzer dekodiert, um die 3'-Ende-Sequenz (SEQ ID NR.
15) zu identifizieren.

[0292] Basierend auf der Basensequenz, die durch SEQ ID NR. 15 dargestellt ist, und der Informationen aus
EST (X40467) wurden Primer ZAQL-CF (SEQ ID NR. 16) und Primer ZAQL-XR1 (SEQ ID NR. 17) hergestellt.
Unter Verwendung von menschlicher Testis-Marathon-Ready-cDNA (CLONTECH Laboratories, Inc.) als Ma-
trize wurde PCR unter Verwendung von Primern ZAQL-CF und ZQAL-XR1 durchgefiihrt.

ZAQL-CF: 5'-CCACCATGAGAGGTGCCACG-3' (SEQ ID Nr.: 16)

ZAQL-XR1: 5'-CTCGAGCTCAGGAAAAGGATGGTG-3' (SEQ ID Nr.: 17)

[0293] Die Reaktionslésung wurde durch Mischen von 1 pl PfuTurbo-DNA-Polymerase (Stratagene, Inc.), 5
pl 10 x PCR Puffer angelagert, 4 pyl 2,5 mM dNTP-Gemisch, jeweils 2,5 pyl 10 yM Primer ZAQL-CF und
ZAQL-XR1, 5 pyl Matrizen-DNA und 30 pl destilliertem Wasser hergestellt. Die Reaktion wurde unter den Be-
dingungen durchgefiihrt: nach der primaren Denaturierung bei 95 °C fir 1 Minute wurde eine Zyklusgruppe bei
95 °C fir 1 Minute und dann bei 72 °C fir 1 Minute 40 Mal wiederholt, und eine Endextensionsreaktion wurde
bei 72 °C fir 10 Minuten durchgefiihrt. Das erhaltene DNA-Fragment wurde unter Verwendung von TOPO TA
Cloning Kit (Invitrogen) gemaf dem Protokoll, das in dem beiliegenden Handbuch beschrieben ist, geklont. In-
folge der Dekodierung der Basensequenzen der geklonten DNA-Fragmente unter Verwendung des
ABI377DNA-Sequenzers wurde herausgefunden, dall die Fragmente Sequenzen mit 371 Basenpaaren auf-
wiesen, die durch SEQ ID NR. 18 bzw. SEQ ID NR. 19 dargestellt sind. Das Plasmid, das das DNA-Fragment
tragt, das die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 18 dargestellt ist, wurde pHMITA genannt, und das
Plasmid, das das DNA-Fragment tragt, das die Basensequenz enthalt, die durch SEQ ID NR. 19 dargestellt
ist, wurde pHMITG genannt.

[0294] Escherichia coli wurde unter Verwendung der Plasmide pHMITA und pHMITG transfektiert, und die er-
haltenen Transformanten wurden Escherichia coli TOP10/pHMITA bzw. Escherichia coli TOP 10/pHMITG ge-
nannt.

[0295] Die Analyse der Basensequenzen der DNA-Fragmente offenbarten, dafl das DNA-Fragment, das
durch SEQ ID NR. 18 dargestellt ist, die DNA aufwies (SEQ ID NR. 28), die das menschentypische ZAQ-Li-
gandenprakursorpeptid kodiert (Typ A, 105 Aminosaurereste), dargestellt durch SEQ ID NR. 22, und dal3 das
DNA-Fragment, das durch SEQ ID NR. 19 dargestellt ist, die DNA aufwies (SEQ ID NR. 29), die das men-
schentypische ZAQ-Ligandenprakursorpeptid kodiert (Typ G, 105 Aminosaurerest), dargestellt durch SEQ ID
NR. 23.

[0296] Es wurde auRerdem herausgefunden, daf} die Basensequenzen, die durch SEQ ID NR. 28 dargestellt
sind und durch SEQ ID NR. 29 dargestellt sind, eine typische Signalsequenz aufwiesen; die DNA mit der Ba-
sensequenz, die durch SEQ ID NR. 28 dargestellt ist, die DNA aufwies (SEQ ID NR. 26), die aus 258 Basen-
paaren besteht und die das menschentypische reife ZAQ-Ligandenpeptid kodiert (Typ A, 86 Aminosaurereste),
dargestellt durch SEQ ID NR. 20; die DNA mit der Basensequenz, die durch SEQ ID NR. 29 dargestellt ist, die
DNA aufwies (SEQ ID NR. 27), die aus 258 Basenpaaren besteht und die das menschentypische reife ZAQ-Li-
gandenpeptid kodiert (Typ G, 86 Aminosaurereste), dargestellt durch SEQ ID NR. 21.

BEISPIEL 5
Produktion von menschentypischem ZAQ-Ligandenpeptid in Sdugerzellen (1)

(5-1) Konstruktion des Saugerexpressionsvektors flir menschentypisches ZAQ-Ligandenprakursorpeptid
[0297] Das Plasmid pHMITG, erhalten in BEISPIEL 4, wurde mit Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol dige-
riert, wodurch das DNA-Fragment 382 Basenpaaren (SEQ ID NR. 30), enthaltend cDNA, die das menschen-
typische ZAQ-Ligandenprakursorpeptid kodiert, exzidiert wurde.

[0298] Das heildt, Plasmid pHMITG wurde mit EcoRI und Xhol digeriert, und das erhaltene DNA-Fragment

wurde auf 1,5 % Agarosegel der Elektrophorese unterworfen. Das Gelsegment der Bande mit 382 Basenpaa-
ren, eingefarbt mit Cybergreen, wurde mit einer Rasierklinge herausgeschnitten. Aus dem obigen Gelsegment
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wurde das DNA-Fragment unter Verwendung von Gene Clean Spin DNA Extraction Kit (BIO 101, Inc.) gewon-
nen. Gemal dem Standardverfahren wurde das erhaltene DNA-Fragment in den Saugerzellenexpressions-
vektor pCAN618 (Fig. 11), der CMV-IE-Enhancer und Huhn-beta-Actin-Promotor als Expressionspromotor an
der Spaltungsstelle tragt, durch Restriktionsenzyme EcoRI und Xhol geklont. Die Basensequenz des geklon-
ten DNA-Fragmentes wurde durch das obige Verfahren dekodiert. Daher wurde das DNA-Fragment identifi-
ziert und wies die Basensequenz auf, die durch SEQ ID NR. 30 dargestellt ist. Dieser Saugerzellenexpressi-
onsvektor mit der DNA, die das menschentypische ZAQ-Ligandenprakursorpeptid kodiert, wurde
pCANZAQLg2 genannt.

(5-2) Einfihrung von Expressionsvektor in COS7-Zellen

[0299] COS7-Zellen wurden von ATCC bezogen, und die Zellen, die durch DMEM-Medium (erganzt mit 10 %
FBS) in Subkultur angelegt wurden, wurden verwendet. Unter Verwendung des DMEM-Mediums wurden die
COS7-Zellen bei einer Population von 1,5 x 10° Zellen/Schale auf einer 10-cm-Petrischale inokuliert, gefolgt
von Inkubation bei 37 °C unter 5 % CO, Uber Nacht. Zu 2 pg des Expressionsplasmids von menschentypi-
schem ZAQ-Ligandenprakursorpeptid (geldst in 2 pyl TE-Puffer) (p)CANZAQLg2) wurden 298 pl Puffer EC(Ef-
fectene-Transfektionsreagens, QIAGEN) zugegeben, und 16 pl Enhancer wurden auflerdem zu dem Gemisch
zugegeben. Nach dem Mischen fur eine Sekunde wurde das Gemisch bei Raumtemperatur fiir 3 Minuten ste-
hengelassen. Dann wurden 60 pl Effectene-Transfektionsreagens weiterhin zu dem Gemisch zugegeben.
Nach dem Mischen fiir 10 Sekunden wurde das Gemisch bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten stehengelassen.
Nachdem der Uberstand aus den Zellen, die am Tag zuvor inokuliert wurden, entfernt wurde, wurden die Zellen
einmal mit 10 ml DMEM-Medium gewaschen, und 9 ml DMEM-Medium wurden zugegeben. Ein Milliliter des
DMEM-Mediums wurde zu der Plasmidlésung zugegeben, und nach dem Mischen wurde das Gemisch trop-
fenweise zu den Zellen zugegeben. Nach dem Mischen des gesamten Gemisches wurden die Zellen bei 37
°C unter 5 % CO, Uber Nacht kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit 10 ml DMEM-Medium gewaschen, und
10 ml des DMEM-Mediums wurden zugegeben. Die Zellen wurden in einem Inkubator bei 37 °C unter 5 % CO,
Uber Nacht kultiviert. Nach 2 Tagen wurde der Kulturiiberstand gewonnen.

(5-3) Teilreinigung von menschentypischem ZAQ-Ligandenprakursorpeptid aus dem Kulturiiberstand von Ex-
pressions-COS7-Zellen

(5-3-1) Herstellung des Kulturiiberstandes von menschentypisches ZAQ-Ligandenprakursorpeptid-exprimie-
renden COS7-Zellen

[0300] Der Kulturiberstand von menschentypisches ZAQ-Ligandenprakursorpeptid-exprimierenden
COS7-Zellen wurde gewonnen, und das Extrakt wurde durch die folgende Verfahrensweise hergestellt. Zu-
nachst wurden 1,1 ml Essigsaure tropfenweise zu dem Zellkulturiiberstand (etwa 18,5 ml) zugegeben, wo-
durch die Endkonzentration auf 1 M eingestellt wurde, und das Gemisch wurde fiir eine Stunde geruhrt. Aceton
wurde in 2fachem Volumen des Gemisches zugegeben, welches dann fiir 30 Minuten bei 4 °C gerihrt wurde.
Als nachstes wurde das Gemisch bei 15.000 U/min fir 30 Minuten unter Verwendung einer Hochgeschwindig-
keitszentrifuge zentrifugiert (CR26H, Model 23 Rotor: Hitachi, Ltd), wodurch der Uberstand erhalten wurde.
Der erhaltene Uberstand wurde in einem Verdampfer gegeben, um Aceton zu entfernen, und dann mit einem
Gefriertrockner lyophilisiert (12EL; VirTis).

(5-3-2) Sephadex-G50-Gelchromatographie und SepPak-Saulenchromatographie des Kulturiiberstandes von
menschentypisches ZAQ-Ligandenprakursorpeptid-exprimierenden COS7-Zellen

[0301] Die lyophilisierten Pulver, erhalten in (5-3-1) oben, wurden in 2 ml 1 M Essigsaure gel6st, und die Lo6-
sung wurde auf Sephadex-G15-Saule (3 cm x 35 ml, Pharmacia Biotech) adsorbiert, die mit 1 M Essigsaure
aquilibriert wurde. Dann wurden 1 M Essigsaure durch die Saule gefihrt, und jeweils 5 ml des Eluats wurden
entnommen, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen wurde. Jede Fraktion wurde mit einem Ge-
friertrockner lyophilisiert (12EL; VirTis).

[0302] Eine SepPak-C18-Sg-Saule (10 ml) wurde mit Methanol gequollen und mit 0,1 % Trifluoressigsau-
re/destilliertem Wasser aquilibriert. Die lyophilisierten Produkte von Fraktion Nr. 1 bis 16, entnommen aus den
Fraktionen, erhalten durch Sephadex-G50-Gelchromatographie, wurden zusammengefal3t und in 3 ml Trifluo-
ressigsaure/destilliertem Wasser geldst, und die Losung wurde auf die SepPak-C18-5g-Saule geladen. Nach
dem Waschen mit 24 ml 0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertem Wasser wurde die Sdule gewaschen und mit 20
ml 0,1 % Trifluoressigsaure/60 % Acetonitril eluiert. Das erhaltene Eluat wurde auf Savant aufgebracht.
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(5-3-3) Reinigung von Super ODS Umkehphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie

[0303] Elutionsmittel A (0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertes Wasser) wurde durch die Saule zur TSKgel Su-
per ODS Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie (Toso, 0,46 cm x 10 cm) bei einer Fliel3ge-
schwindigkeit von 1 ml/min bei 40 °C gefuhrt, um die Saule zu aquilibrieren. Nachdem die SepP-
ak-C18-5g-Saulenfraktion, erhalten in (5-3-2), auf Savant aufgebracht wurde, wurde die Fraktion auf Su-
per-ODS-Umkehrphasen-Hochleistungsflissigchromatographie geladen. Dann wurde die Elution durch Erho-
hen mit einem linearen Gradienten von 100 Vol.-% Elutionsmittel A (0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertes Was-
ser)/0 Vol.-% Elutionsmittel B (0,1 % Trifluoressigsaure/100 % Acetonitril) auf 0 Vol.-% Elutionsmittel A/100
Vol.-% Elutionsmittel B bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min Uber 60 Minuten durchgefiihrt, wodurch
das Eluat gewonnen wurde.

[0304] Das Eluat wurde mit jeweils 1 ml fraktioniert, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliechen
wurde. Die Gesamtmenge der fraktionierten Fraktionen wurde mit einem Gefriertrockner lyophilisiert (12EL;
VirTis). Die lyophilisierten Produkte wurden in 150 pl H/HBSS, erganzt mit 2,5 mM Probenecid und 0,2 % BSA,
gelost. Unter Verwendung dieser Lésung wurde die Wirkung des Aktivierens des Rezeptors fiur ZAQC-B1-Zel-
len durch das nachstehend beschriebene Verfahren (5-3-4) analysiert.

(5-3-4) Messung der die intrazellulare Ca?*-lonenkonzentration erhéhenden Aktivitat durch FLIPR

[0305] Unter Verwendung von FLIPR wurden die Proben, die oben in (5-3-4) erhalten wurden, hinsichtlich der
die intrazelluldre Ca?*-lonenkonzentration erhéhenden Aktivitat in ZAQ-Expressionszellen (ZAQC-B1), erhal-
ten in BEISPIEL 3 (3-5), analysiert. Zur Kontrolle wurden hOT7T175-Expressionszellen (hOT7T175-16; be-
schrieben in WO 00/24890) verwendet.

[0306] Die ZAQC-B1-Zellen und hOT7T175-Zellen wurden in DMEM, ergénzt mit 10 % dialysiertem fetalem
Rinderserum (hierin nachstehend als dFBS bezeichnet), in Subkultur angelegt und zur Verwendung bereitge-
stellt. Die ZAQC-B1-Zellen und hOT7T175-Zellen wurden jeweils in dem Medium (10 % dFBS-DMEM) suspen-
diert, wodurch ihre Konzentration auf 15 x 10* Zellen/ml eingestellt wurde. Unter Verwendung einer Dispen-
sierpipette wurden jeweils 200 pl der Zellsuspension (3,0 x 10* Zellen/200 pl/Loch) in jedem Loch inokuliert
(Black Plate Clear Bottom, Coster). Nach der Inkubation bei 37 °C unter 5 % CO, fur einen Tag wurden die
Zellen verwendet (hierin nachstehend als die Zellplatte bezeichnet). Einundzwanzig Milliliter von H/HBSS (9,8
g HANKS', 0,35 g Natriumhydrogencarbonat und 4,77 g HEPES; eingestellt auf pH 7,4 mit Natriumhydroxid,
gefolgt von Sterilisation durch einen Sterilisationsfilter), 210 ul 250 mM Probenecid und 210 pl fetales Rinder-
serum (FBS) wurden gemischt. Ebenso wurden 2 Phiolen (50 pg) Fluo 3-AM in 42 pl Dimethylsulfoxid und 42
pl 20%ige Pluronsaure geldst, und die resultierende Loésung wurde zu dem obigen H/HBSS-Probene-
cid-FBS-Gemisch zugegeben. Nach dem Mischen wurde das Medium von der Zellplatte entfernt, und jeweils
100 pl des Gemisches wurden in jedes Loch der Zellplatte unter Verwendung einer 8-Kanalpipette dispensiert.
Die Zellplatte wurde dann bei 37 °C unter 5 % CO, fiir eine Stunde inkubiert (Farbstoffladung). Fir die Assay-
proben, erhalten in dem oben beschriebenen BEISPIEL (5-3-3), wurden 150 ul H/HBSS, enthaltend 2,5 mM
Probenecid und 0,2 % FBS, zu jeder Fraktion zur Aufldésung zugegeben. Die Losung wurde dann zu einer
96-Lochplatte (V-Bottom Plate, Coster) fiir FLIPR Ubertragen (hierin nachstehend als Probenplatte bezeich-
net). Nach Beendigung der Farbstoffladung wurde die Zellplatte viermal mit dem Waschpuffer oder H/HBSS,
erganzt mit 2,5 mM Probenecid, unter Verwendung eines Plattenwaschers (Molecular Devices) gewaschen.
Nach dem Waschen wurden 100 ul des Waschpuffers gesichert. Diese Zellplatte und die Probenplatte wurden
auf FLIPR geladen, um den Assay durchzufiihren (0,05 ml der Probe wurden von der Probenplatte zu der Zell-
platte durch FLIPR Ubertragen). Die die intrazellulare Ca*-lonenkonzentration erhdhende Aktivitat, die fur
ZAQ-B1-Zellen spezifisch ist, wurde in Fraktion Nr. 48 bis 68 beobachtet. Daraus wurde herausgefunden, daf}
die Zielkomponente mit der Funktion zum Aktivieren des Rezeptors fir ZAQC-B1-Zellen, d. h., die ZAQ-akti-
vierende Komponente, in Fraktion Nr. 48 bis 68 eluiert wurde.

BEISPIEL 6
Produktion von menschentypischem ZAQ-Ligandenpeptid in Sadugerzellen (2)
(6-1) Herstellung des Kulturiiberstandes
[0307] Wiein BEISPIEL 5 beschrieben, wurde das Expressionsplasmid von menschentypischem ZAQ-Ligan-

denprakursorpeptid (p)CANZAQLg2) in COS7-Zellen eingefiihrt. Das heilt, COS7-Zellen wurden bei einer Po-
pulation von 3,0 x 10° Zellen/Schale auf einer 15-cm-Petrischale inokuliert, gefolgt von Inkubation bei 37 °C
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unter 5 % CO, Gber Nacht. Nachdem 600 pl Puffer EC (Effectene-Transfektionsreagens, QIAGEN) zu 4 pg des
menschentypischen ZAQ-Ligandenprakursorpeptid-Expressionsplasmids (pCANZAQLg2) (gelést in 4 pl
TE-Puffer) zugegeben wurde, wurden 32 pl Enhancer weiter zugegeben. Nach dem Mischen fur eine Sekunde
wurde das Gemisch fir 3 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Aufierdem wurden 120 pl Effecte-
ne-Transfektionsreagens zu dem Gemisch zugegeben. Nach dem Mischen fiir 10 Sekunden wurde das Ge-
misch fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Der Uberstand wurde aus den Zellen, die am Tag
zuvor inokuliert wurden, entfernt, und die Zellen wurden einmal mit 10 ml DMEM gewaschen, und 30 ml DMEM
wurden zugegeben. Zu der Plasmidldsung wurde 1 ml DMEM zugegeben, und nach dem Mischen wurde das
Gemisch tropfenweise zu den Zellen zugegeben. Nach dem Mischen des gesamten Gemisches wurden die
Zellen bei 37 °C unter 5 % CO, uber Nacht kultiviert. Die Zellen wurden einmal mit 10 ml DMEM gewaschen,
und 20 ml DMEM wurden zugegeben. Die Zellen wurden in einem Inkubator bei 37 °C unter 5 % CO, Uber
Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde der Kulturliberstand gesammelt, und 20 ml DMEM wurden zu dem
System zugegeben. Das Gemisch wurde in einem Inkubator bei 37 °C unter 5 % CO, uber Nacht kultiviert,
wodurch der Kulturiiberstand gewonnen wurde.

(6-2) Reinigung von menschentypischem ZAQ-Ligandenpeptid aus dem Kulturtiberstand

[0308] Unter Verwendung der in (6-1) oben beschriebenen Verfahrensweise wurde das Kulturmedium aus 80
Petrischalen von 15 cm gewonnen. Essigsaure wurde zu dem Medium zugegeben, wodurch die Endkonzent-
ration 1 M betrug. Nach 1 Stunde Ruhren wurde Aceton in einem zweifachen Volumen der L6sung zugegeben,
wodurch Proteine ausfielen. Die Lésung wurde fur 30 Minuten bei 4 °C gerlhrt. Dann wurde die Lésung bei
10.000 U/min fur 30 Minuten mit einer Hochgeschwindigkeitszentrifuge zentrifugiert (CR26H RR10A-Typ Ro-
tor: Hitachi System Engineering Co., Ltd.), wodurch ein Uberstand erhalten wurde. Der erhaltene Uberstand
wurde auf einen Verdampfer aufgebracht, um Aceton zu entfernen, und durch eine Umkehrphasenséaule (Wa-
ters C18, 100 g) gefiihrt, die zuvor mit 0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertes Wasser aquilibriert wurde. Nach
dem die Saule mit 1.000 ml 0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertem Wasser und dann mit 1.000 ml 0,1 % Triflu-
oressigsaure/20 % Acetonitril gewaschen wurde, wurde das Peptid mit 1.000 ml 0,1 % Trifluoressigsaure/60
% Acetonitril eluiert. Das erhaltene Eluat wurde auf einen Verdampfer aufgebracht, und mit einem Gefriertrock-
ner lyophilisiert (12EL; VirTis).

[0309] Elutionsmittel A (0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertes Wasser) wurde durch die Saule zur
TSKgel-ODS80TM-Umkehrphasen-Hochleistungsflissigchromatographie (Toso, 21,5 min x 30 cm) bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 4 ml/min bei 40 °C gefilihrt, wodurch die Saule aquilibriert wurde. Nachdem die er-
haltenen lyophilisierten Pulver in Elutionsmittel A geldst wurden, wurde die Lésung auf die ODS80TM-Saule
geladen, wurde das Peptid durch Erhéhen mit einem linearen Gradienten von 60 Vol.-% Elutionsmittel A (0,1
% Trifluoressigsaure/destilliertes Wasser)/40 Vol.-% Elutionsmittel B (0,1 % Trifluoressigsaure/60 % Acetonit-
ril) auf 0 Vol.-% Elutionsmittel A/100 Vol.-% Elutionsmittel B bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min tber
120 Minuten eluiert.

[0310] Das Eluat wurde mit jeweils 8 ml fraktioniert, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliechen
wurde. Aus den erhaltenen Fraktionen wurden jeweils 50 pyl entnommen und mit einem Gefriertrockner lyophi-
lisiert (12EL; VirTis). Die lyophilisierten Produkte wurden in 200 ul H/HBSS, erganzt mit 2,5 mM Probenecid
und 0,2 % BSA, geldst. Unter Verwendung dieser Losung wurde die Wirkung zum Aktivieren des Rezeptors
fur ZAQC-B1-Zellen durch das nachstehend beschriebene Testverfahren (5-3-4) analysiert. Die Ergebnisse of-
fenbarten, daf} die Zielkomponente mit der Wirkung zum Aktivieren des Rezeptors fur ZAQC-B1-Zellen, d. h.,
die ZAQ-aktivierende Komponente, in Fraktion Nr. 32 eluiert wurde.

[0311] Elutionsmittel A (10 mM Ammoniumformiat/10 % Acetonitril) wurde durch die Saule zur
TSKgel-CM-2SW-lonenaustausch-Hochleistungsflissigchromatographie (Toso, 4,6 mm x 25 cm) bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min bei 25 °C gefuhrt, wodurch die Saule aquilibriert wurde. Die oben beschrie-
bene Fraktion Nr. 32 wurde auf die CM-2SW-Saule geladen, und das Peptid wurde mit einem linearen Gradi-
enten durch Erhéhen von 100 Vol.-% Elutionsmittel A (10 mM Ammoniumformiat/10 % Acetonitril)/0 Vol.-% Elu-
tionsmittel B (1000 mM Ammoniumformiat/10 % Acetonitril) auf 0 Vol.-% Elutionsmittel A/100 Vol.-% Elutions-
mittel B bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min Gber 60 Minuten eluiert.

[0312] Das Eluat wurde mit jeweils 1 ml fraktioniert, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen
wurde. Aus den erhaltenen Fraktionen wurden 1,5 pl enthommen und mit 200 pyl H/HBSS, erganzt mit 2,5 mM
Probenecid und 0,2 % BSA, verdiinnt. Diese Losung wurde verwendet, um die Funktion zum Aktivieren des
Rezeptors fur ZAQC-B1-Zellen durch das oben beschriebene Testverfahren (5-3-4) zu analysieren. Die Ergeb-
nisse offenbarten, dal} die Zielkomponente mit der Funktion zum Aktivieren des Rezeptors fir ZAQC-B1-Zel-
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len, d. h., die ZAQ-aktivierende Komponente, in Fraktion Nr. 56 und 57 eluiert wurde.

[0313] Elutionsmittel A (0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertes Wasser) wurde durch die Saule zur TSKgel-Su-
per-Phenyl-Umkehrphasen-Hochleistungsflissigchromatographie (Toso, 4,6 mm x 10 cm) bei einer Fliel3ge-
schwindigkeit von 1 ml/min bei 40 °C gefiihrt, um die Saule zu aquilibrieren. Die obigen Fraktionen Nr. 56 und
57 wurden auf die Super-Phenyl-Saule geladen, und das Peptid wurde durch Erhéhen mit einem linearen Gra-
dienten von 70 Vol.-% Elutionsmittel A (0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertem Wasser)/30 Vol.-% Elutionsmittel
B (0,1 % Trifluoressigsaure/60 % Acetonitril) auf 50 Vol.-% Elutionsmittel A/50 Vol.-% Elutionsmittel B Uber 60
Minuten bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min eluiert.

[0314] Das Eluat wurde mit jeweils 1 ml fraktioniert, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen
wurde, und 1,5 pl des Eluats wurden aus den erhaltenen Fraktionen entnommen.

[0315] Das Eluat wurde mit 200 pl H/HBSS, erganzt mit 2,5 mM Probenecid und 0,2 % BSA, verdiinnt. Diese
Lésung wurde verwendet, um die Funktion zum Aktivieren des Rezeptors fir ZAQC-B1-Zellen durch das oben
beschriebene Testverfahren (5-3-4) zu analysieren. Die Ergebnisse offenbarten, dal} die Zielkomponenten mit
Funktion zum Aktivieren des Rezeptors fir ZAQC-B1-Zellen, namlich die ZAQ-aktivierende Komponente, in
Fraktion Nr. 54, 55 und 56 eluiert wurde. Die Aktivitat stimmte mit dem einzelnen UV-Absorptionspeak Uberein,
was so interpretiert wurde, daf} die aktivierende Komponente genug zur Homogenitat gereinigt wurde.

[0316] Die gereinigte ZAQ-aktivierende Komponente wurde lyophilisiert, und das lyophilisierte Produkt wurde
in Lésungsmittel DMSO (Dimethylsulfoxid) geldst. Ein aliquoter Teil der Lésung wurde fiir das N-terminale Ami-
nosauresequenzieren unter Verwendung eines Proteinsequenzers bereitgestellt (Perkin-Elmer, Inc., PE Bio-
systems Procise 491cLC). Infolgedessen konnten 9 Reste von den Aminosaureresten von dem N-Terminus bis
zu dem 10. Aminosdaurerest identifiziert werden (Ala Val lle Thr Gly Ala Xaa Glu Arg Asp (SEQ ID NR. 31; Xaa
ist ein nicht-identifizierter Rest)). Die erhaltene Aminosauresequenz stimmte mit der N-terminalen Aminosau-
resequenz des vorhergesehenen menschentypischen reifen ZAQ-Ligandenpeptids Gberein. Ebenso wurde die
Massenspektrometrie fir die gereinigte Probe der ZAQ-aktivierenden Komponente unter Verwendung einer
Finnigan LCQ LC/MC-Vorrichtung (Thermoquest, San Jose, CA) gemalt dem Elektrosprayionisationsverfah-
ren durchgefiihrt, wobei das Molekulargewicht 9657,6 betrug. Dieses Ergebnis stimmte mit dem berechneten
Wert von 9657,3 flir menschentypisches reifes ZAQ-Ligandenpeptid mit 86 Resten liberein, bei denen alle 10
Cysteinreste Disulfidbindungen bildeten. Es wurde bestatigt, das die gereinigte Probe der ZAQ-aktivierenden
Komponente reifes menschentypisches ZAQ-Ligandenpeptid mit der Aminosauresequenz, die durch SEQ ID
NR. 21 dargestellt, aufwies.

(6-3) Assay fur die ZAQ-aktivierende Funktion von gereinigtem menschentypischen ZAQ-Ligandenpeptid

[0317] Die Funktion zum Aktivieren des Rezeptors fir ZAQC-B1-Zellen durch das menschentypische reife
ZAQ-Ligandenpeptid, gereinigt in (6-2) oben, wurde durch das oben in (5-3-4) beschriebene Testverfahren
analysiert. Die Ergebnisse offenbarten, dal das menschentypische reife ZAQ-Ligandenpeptid eine Erhéhung
der intrazellularen Calciumionenkonzentration in den ZAQ-exprimierten CHO-Zellen (ZAQC-B1-Zellen) kon-
zentrationsabhangig induzierte. Der EC.,-Wert betrug 96 pM, und es wurde entdeckt, dal® menschentypisches
reifes ZAQ-Ligandenpeptid eine sehr wirksame Agonistenaktivitat zeigte. Die Ergebnisse werden in Fig. 10 ge-
zeigt.

BEISPIEL 7
Produktion von menschentypischen ZAQ-Ligandenpeptid in Saugerzellen (3)
(7-1) Herstellung einer CHO-Zellinie, die das menschentypische ZAQ-Ligandenpeptid stabil exprimieren kann

[0318] Unter Verwendung von Plasmid pHMITG als eine Matrize, beschrieben in BEISPIEL 4, wurde men-
schentypische ZAQ-Liganden-cDNA durch PCR unter Verwendung der folgenden Primer amplifiziert:

5' GTCGACCACCATGAGAGGTGCCACGC 3' (SEQ ID Nr.: 32)

5' ACTAGTCGCAGAACTGGTAGGTATGG 3' (SEQ ID Nr.: 33)

und zu pCR-Blunt-II-Vektor (Invitrogen, Inc.) geklont. Die Insert-cDNA wurde aus dem erhaltenen Klon mit ei-
ner korrekten Sequenz unter Verwendung von Restriktionsenzymen Sall und Spel exzidiert, und in
pAKKO1.1H-Expressionsvektor eingefiihrt. Das Plasmid wurde zu CHO/dhFr-Zellen (American Type Culture
Collection) durch die in (3-5) oben beschriebene Verfahrensweise unter Verwendung von CellPhect Transfec-
tion Kit transfektiert (Amersham Pharmacia Biotech). Der Kulturiiberstand wurde aus mehreren Klonen des
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transfektierten Stamms gewonnen, und die ZAQ-Ligandenaktivitat, die die intrazellulare Ca**-lonenkonzentra-
tion in den ZAQC-B1-Zellen erhéhen kann, wurde durch das in (3-5) beschriebene Testverfahren analysiert.
Daher wurde ZAQL-exprimierter CHO-Zellenklon Nr. 4, der den ZAQ-Liganden stark exprimieren kann, ge-
screent.

(7-2) Herstellung von serumfreiem Kulturiiberstand von menschentypischem ZAQ-Ligand ZAOL-1

[0319] In Dulbecco's Modifizierten Eagle-Medium (DMEM) (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), erganzt mit 10
% dialysiertem fetalem Rinderserum (JRH BIOSCIENCES), 1 mM MEM nicht-essentieller Aminosaurelésung,
100 Einheiten/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomyzin, wurde ZAQL-1-exprimierter CHO-Zellenklon Nr. 4 kul-
tiviert, um unter Verwendung von 4 Single Trays (Nunc) konfluierend zu werden, und mit Trypsin zur Dispersion
behandelt. Die Dispersion wurde zentrifugiert, wodurch der Klon gewonnen wurde. Die Zellen, die einer der
obigen Single Trays entsprechen, wurden in 1,5 | des Mediums suspendiert, und in Cell Factories 10 (Nunc)
inokuliert, gefolgt von Inkubieren von 4 Cell Factories 10 bei 37 °C fir 3 Tage unter 5 % CO,. Nach dem der
Kulturiiberstand entfernt wurde, wurden die Zellen in einer der Cell Factories 10 mit 1 | oben beschriebenem
H/HBSS gewaschen. Nachdem H/HBSS entfernt wurde, wurde serumfreies Medium (Dulbecco's Modifiziertes
Eagle-Medium, erganzt mit 1 mM nicht-essentieller Aminosaurelésung, 100 Einheiten/ml Penicillin und 100
pg/ml Streptomyzin) in 2 | pro Cell Factory 10 zugegeben, gefolgt von Inkubation fir weitere 2 Tage. Der ge-
wonnene Kulturiiberstand wurde bei 1.000 U/min fir 10 Minuten unter Verwendung einer Hitachi-Hochge-
schwindigkeitszentrifuge zentrifugiert und durch Gaze filtriert, wodurch ein klarer Uberstand erhalten wurde.
Essigsaure wurde zu dem Uberstand in einer Endkonzentration von 1 M zugegeben.

(7-3) Grobfraktionierung von ZAQL-1-Expressions-CHO-Zellen-Serum-freiem Kulturtiberstand durch Wako-
sil-1l 5C 18HG Prep Umkehrphasen-Hochleistungsflissigchromatographie

[0320] PrepC18 (Waters), gepackt mit Octadecyl-fixiertem Kieselgel, quoll in Methanol und wurde in eine
Saule aus Glas gepackt (50 mm x 100 mm). Dann wurde das Extrakt, hergestellt in (6-2), auf eine Saule gela-
den, die mit 1 M Essigsaure aquilibriert wurde. Dann wurde die Saule mit 800 ml von 1 M Essigsaure gewa-
schen. Dann wurden 1000 ml von 60 % Acetonitril/0,1 % Trifluoressigsaure durch die Saule gefiihrt, um die
rohe Zielpeptidkomponente zu eluieren. Das erhaltene Eluat wurde unter Verwendung eines Verdampfers kon-
zentriert und mit einem Gefriertrockner lyophilisiert (12EL; VirTis).

(7-4) Trennung durch Wakosil-Il 5C18HG Prep Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie

[0321] Mittels Fihren von 91,7 Vol.-% Elutionsmittel A (0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertes Wasser)/8,3
Vol.-% Elutionsmittel B (0,1 % Trifluoressigsaure/60 % Acetonitril) durch eine Saule zur Wakosil-1l 5C18HG
Prep Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie (Wako Pure Chemical Industries, 20 mm x 250
mm) bei 40 °C bei einer FlieRgeschwindigkeit von 5 ml/min wurde die Saule aquilibriert. Das oben in (7-3) er-
haltene lyophilisierte Produkt wurde dem Chromatographieverfahren unterzogen. Das heif3t, 36 ml von 1 M Es-
sigsaure wurden zugegeben, wodurch das lyophilisierte Produkt gelést wurde. Nachdem die Lésung zentrifu-
giert wurde, wurde ein aliquoter Teil von einem Drittel auf die Saule geladen, und die Konzentration an Eluti-
onsmittel B wurde auf 66,7 Vol.-% Elutionsmittel A/33,3 Vol.-% Elutionsmittel B iber eine Minute erh6ht und
dann mit einem linearen Gradienten auf 16,7 Vol.-% Elutionsmittel A/83,3 Vol.-% Elutionsmittel B Uber die
nachsten 120 Minuten bei einer FlieRgeschwindigkeit von 5 ml/min erhéht. Das Eluat wurde mit jeweils 5 ml
fraktioniert, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen wurde, und jeweils 3 pl aus den erhaltenen
Fraktionen wurden mit 150 pl von 0,2 % BSA gemischt, gefolgt von Lyophilisierung mit einem Gefriertrockner
(12EL; VirTis). Das lyophilisierte Produkt wurde mit 150 pl Assaypuffer zugegeben [H/HBSS (9,8 g Nissui
HANKS 2 (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), 0,35 g Natriumhydrogencarbonat und 4,77 g HEPES; eingestellt
auf pH 7,4 mit Natriumhydroxid, gefolgt von Sterilisation durch einen Sterilisationsfilter), erganzt mit 2,5 mM
Probenecid und 0,1 % CHAPS], wodurch das lyophilisierte Produkt gelést wurde. Unter Verwendung von 50 pl
der Lésung wurde die ZAQ-B1-Rezeptor-aktivierende Funktion durch das in (3-5) oben beschriebene Testver-
fahren analysiert. Die Ergebnisse offenbarten, dal die Komponente mit der jeweiligen ZAQ-B1-Rezeptor-akti-
vierenden Funktion hauptsachlich in den Fraktionen Nr. 73 bis 75 eluiert wurde.

(7-5) Trennung durch TSKgel-CM-2SW-lonenaustausch-Hochleistungsflussigchromatographie
[0322] Mittels Fihren von 100 Vol.-% Elutionsmittel A (4 M Ammoniumformiat : destilliertem Wasser : Aceto-
nitril = 1 : 299 : 100) und 0 Vol.-% Elutionsmittel B (4 M Ammoniumformiat : destilliertem Wasser : Acetonitril =

1:2: 1) durch eine Saule zur TSKgel-CM-2SW-lonenaustausch-Hochleistungsflissigchromatographie (Toso,
7,8 mm x 300 mm) bei einer FlieRgeschwindigkeit von 2 ml/min bei 25 °C wurde die Saule aquilibriert. In den
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Fraktionen, erhalten in (7-4) durch Wakosil-1l 5C18HG Prep Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatogra-
phie, wurden die Fraktionen Nr. 73 bis 75 lyophilisiert, und das lyophilisierte Produkt wurde in 4 ml Elutionsmit-
tel A geldst. Nachdem die Losung auf die TSKgel-CM-2SW-lonenaustauschsaule geladen wurde, wurde das
Eluat durch Erhéhen mit einem linearen Gradienten auf 25 Vol.-% Elutionsmittel A/75 Vol.-% Elutionsmittel B
Uber 120 Minuten bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min gewonnen. Das Eluat wurde mit jeweils 2 ml
fraktioniert, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen wurde, und jeweils 10 pl aus den erhaltenen
Fraktionen wurden mit 100 pl von 0,2 % BSA gemischt, gefolgt von Lyophilisierung mit einem Gefriertrockner
(12EL; VirTis). Das lyophilisierte Produkt wurde mit 100 pl des oben beschriebenen Assaypuffers zum Losen
zugegeben.

[0323] Nachdem die L6sung auf das 100fache mit demselben Puffer verdiinnt wurde, wurde die ZAQ-Rezep-
tor-aktivierende Funktion durch das in (3-5) oben beschriebene Testverfahren analysiert. Die Ergebnisse of-
fenbarten, dal} die Komponente mit der Ziel-ZAQ-Rezeptoraktivierenden Funktion hauptsachlich in den Frak-
tionen Nr. 95 bis 100 eluiert wurde.

(7-6) Reinigung durch TSKgel-ODS-80Ts-Umkehrphasen-Hochleistungsflissigchromatographie

[0324] Mittels FUhren von 91,7 Vol.-% Elutionsmittel A (0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertes Wasser) und 8,3
Vol.-% Elutionsmittel B (0,1 % Trifluoressigsaure/60 % Acetonitril) durch die Saule zur TSKgel-ODS-80Ts-Um-
kelrphasen-Hochleistungsflissigchromatographie (Toso Co., Ltd., 4,6 mm x 25 cm) bei einer FlieRgeschwin-
digkeit von 1 ml/min bei 40 °C wurde die Saule aquilibriert. Die lyophilisierten Produkte der Fraktion Nr. 95 bis
100, erhalten in (7-5) oben, wurden der Chromatographiebehandlung unterzogen. Das heildt, die lyophilisierten
Produkte wurden in 4 ml von 1 M Essigsaure geldst, und die Lésung wurde auf die Saule geladen. Die Kon-
zentration an Elutionsmittel B wurde auf 75 Vol.-% Elutionsmittel A/25 Vol.-% Elutionsmittel B Gber 1 Minute
erhdht und dann mit einem linearen Gradienten auf 25 Vol.-% Elutionsmittel A/75 Vol.-% Elutionsmittel B Uber
die nachsten 60 Minuten bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min erhéht, wodurch das Eluat gewonnen
wurde. Das Eluat wurde mit jeweils 1 ml fraktioniert, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen wur-
de. Die ZAQ-Ligandenaktivitadt wurde gemaR dem in (3-5) beschriebenen Testverfahren analysiert, und es wur-
de bestatigt, dal die Aktivitat in der Fraktion eluiert wurde, die mit dem einzelnen UV-Absorptionspeak ber-
einstimmt. Daraus wurde geschluRfolgert, da der ZAQ-Ligand genug zur Homogenitat gereinigt wurde.

(7-7) Analyse der Struktur von gereinigtem ZAQ-Ligandenpeptid

[0325] Die folgende Verfahrensweise wurde verwendet, um die Struktur des ZAQ-Ligandenpeptids, das in
dem oben beschriebenen (7-6) erhalten wurde, zu bestimmen. Die gereinigte hauptsachliche ZAQ-aktivieren-
de Komponente wurde mit einem Gefriertrockner lyophilisiert (12EL; VirTis). Das lyophilisierte Produkt wurde
in Losungsmittel DMSO (Dimethylsulfoxid) geldst. Ein aliquoter Teil der Lésung wurde fur das N-terminale Ami-
nosauresequenzieren unter Verwendung eines Proteinsequenzers bereitgestellt (Perkin-Elmer, Inc., PE Bio-
systems Procise 491cLC). Infolgedessen wurde die N-terminale Aminosauresequenz, die mit der vorhergese-
henen menschentypischen reifen ZAQ-Ligandenpeptidform (SEQ ID NR. 21) Gbereinstimmt, erhalten. Ebenso
wurde die Massenspektrometrie gemal dem Elektronensprihionisationsverfahren unter Verwendung einer
Finnigan LCQ LC/MC-Vorrichtung durchgefiihrt, und das Molekulargewicht betrug 9658,0. Dieser gefundene
Wert stimmte gut mit dem berechneten Wert von 9657,3 fiir menschentypisches reifes ZAQ-Ligandenpeptid
(SEQ ID NR. 21) Uberein. Es wurde daher bestatigt, dal3 das Zielpeptid mit der Aminosauresequenz, die durch
SEQ ID NR. 21 dargestellt ist, erhalten wurde.

BEISPIEL 8
Reaktivitat von Schlangengift MIT1 und menschentypischen ZAQ-Ligand mit ZAQ und I5E
(8-1) Isolation von Schlangengift MIT1
(8-1-1) Trennung durch Wakosil-1l 5C18HG Prep Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie
[0326] Mittels FUhren von 91,7 Vol.-% Elutionsmittel A (0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertes Wasser)/8,3
Vol.-% Elutionsmittel B (0,1 % Trifluoressigsaure/60 % Acetonitril) durch eine Saule zur Wakosil-1l 5C18HG
Prep Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie (Wako Pure Chemical Industries, 20 mm x 250
mm) bei 40 °C bei einer FlieRgeschwindigkeit von 5 ml/min wurde die Saule aquilibriert. Zu 50 mg des lyophi-

lisierten Produktes vom Gift der Schwarzen Mamba (Sigma) wurden 4 ml von 1 M Essigsaure zugegeben, wo-
durch das lyophilisierte Produkt gelést wurde. Die Lésung wurde bei 15.000 U/min fiir 10 Minuten zentrifugiert,
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und der Uberstand wurde der Chromatographie unterzogen. Nachdem die Probe auf die Saule geladen wurde,
wurde die Konzentration an Elutionsmittel B auf 91,7 Vol.-% Elutionsmittel A/8,3 Vol.-% Elutionsmittel B tGber
1 Minute erhéht und dann mit einem linearen Gradienten auf 33,4 Vol.-% Elutionsmittel A und 66,6 Vol.-% Elu-
tionsmittel B Giber 120 Minuten bei einer FlieRgeschwindigkeit von 5 ml/min erhéht. Das Eluat wurde mit jeweils
10 ml 20 Minuten spater fraktioniert, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen wurde. Aus jeder
Fraktion wurde 1 pyl enthommen, und nach dem Verdinnen auf das 10.000fache mit dem oben beschriebenen
Assaypuffer wurde die ZAQ-B1-Rezeptor-aktivierende Funktion gemaf dem in (3-5) oben beschriebenen Test-
verfahren analysiert. Die Ergebnisse offenbaren, dalk die Komponente mit der ZAQ-B1-Rezeptor-aktivierenden
Zielfunktion hauptséachlich in den Fraktionen Nr. 21 bis 23 eluiert wurde.

(8-1-2) Trennung durch TSKgel-CM-2SW-lonenaustausch-Hochleistungsflissigchromatographie

[0327] Mittels Fihren von 100 Vol.-% Elutionsmittel A (4 M Ammoniumformiat : destilliertem Wasser : Aceto-
nitril = 1 : 299 : 100) und 0 Vol.-% Elutionsmittel B (4 M Ammoniumformiat : destilliertem Wasser : Acetonitril =
1:2: 1) durch eine Saule zur TSKgel-CM-2SW-lonenaustausch-Hochleistungsflissigchromatographie (Toso,
4,6 mm x 250 mm) bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min bei 25 °C wurde die Saule aquilibriert. Von den
durch Wakosil-Il 5C18HG Prep Umkehrphasen-Hochleistungsflissigchromatographie in (7-1) erhaltenen Fak-
tionen wurden die Fraktionen Nr. 21 bis 23 lyophilisiert, und die lyophilisierten Produkte wurden in 4 ml Eluti-
onsmittel A gelost. Nachdem die Lésung auf die TSKgel-CM-2SW-lonenaustauschsaule geladen wurde, wur-
de das Eluat durch Erhéhen mit einem linearen Gradienten auf 0 Vol.-% Elutionsmittel A/100 Vol.-% Elutions-
mittel B Gber 90 Minuten bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min gewonnen. Das Eluat wurde mit jeweils
1 ml fraktioniert, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen wurde. Aus jeder Fraktion wurde 1 pl
entnommen, und nach dem Verdiinnen auf das 10.000fache mit dem oben beschrieben Assaypuffer wurde die
ZAQ-B1-Rezeptor-aktivierende Funktion gemal dem in (3-5) oben beschriebenen Testverfahren analysiert.
Die Ergebnisse offenbarten, dal die Komponente mit der ZAQ-B1-Rezeptor-aktivierenden Zielfunktion haupt-
sachlich in den Fraktionen Nr. 50 bis 51 eluiert wurde.

(8-1-3) Trennung durch Vydac238TP3410-lonenaustausch-Hochleistungsflissigchromatographie

[0328] Mittels Fihren von 91,7 Vol.-% Elutionsmittel A (0,1 % Trifluoressigsaure/destilliertes Wasser)/8,3
Vol.-% Elutionsmittel B (0,1 % Trifluoressigsaure/60 % Acetonitril) durch eine Saule zur Vydac238TP3410-lo-
nenaustausch-Hochleistungsflissigchromatographie (Toso, 4,6 mm x 100 mm) bei einer FlieRgeschwindigkeit
von 1 ml/min bei 40 °C wurde die Saule aquilibriert. Von den Fraktionen, erhalten in (8-1-2) durch
TSKgel-CM-2SW-lonenaustausch-Hochleistungsflissigchromatographie, wurden die Fraktionen Nr. 50 bis 51
direkt auf die Saule geladen, die Konzentration an Elutionsmittel B wurde auf 75 Vol.-% Elutionsmittel A/25
Vol.-% Elutionsmittel B Gber 1 Minute erhéht und dann mit einem linearen Gradienten auf 41,7 Vol.-% Elutions-
mittel A und 58,3 Vol.-% Elutionsmittel B Gber 75 Minuten bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min erhoht.
Das Eluat wurde mit jeweils 0,5 ml fraktionert, wobei jeder Fraktion eine Fraktionsnummer verliehen wurde.
Aus jeder Fraktion wurde 1 pl entnommen, und nach dem Verdinnen auf das 10.000fache mit dem oben be-
schriebenen Assaypuffer wurde die ZAQ-B1-Rezeptor-aktivierende Funktion gemafl dem in (3-5) oben be-
schriebenen Testverfahren analysiert. Die Ergebnisse offenbarten, dal® die Komponente mit der ZAQ-B1-Re-
zeptor-aktivierenden Zielfunktion hauptsachlich in den Fraktionen Nr. 108 bis 115 eluiert wurde.

(8-1-4) Analyse der Struktur von gereinigtem Schlangengift MIT1

[0329] Die folgende Verfahrensweise wurde verwendet, um die Struktur vom Schlangengift MIT1, erhalten in
dem oben beschriebenen (8-1-3), zu bestimmen. Das gereinigte Haupt-MIT1 wurde mit einem Gefriertrockner
(12EL; VirTis) lyophilisiert. Das lyophilisierte Produkt wurde in Lé6sungsmittel DMSO (Dimethylsulfoxid) gelost.
Ein aliquoter Teil der Lésung wurde fiir das N-terminale Aminosauresequenzieren unter Verwendung eines
Proteinsequenzers bereitgestellt (Perkin-Elmer, Inc., PE Biosystems Procise 491cLC). Infolgedessen wurde
die N-terminale Aminosauresequenz, die mit dem vorhergesehenen Schlangengift MIT1 (SEQ ID NR. 34)
Ubereinstimmt, erhalten. Ebenso wurde Massenspektrometrie gemaf dem Elektronensprihionisationsverfah-
ren unter Verwendung der Finnigan LCQ LC/MC-Vorrichtung durchgefiihrt, und das Molekulargewicht betrug
8506,8. Dieser gefundene Wert stimmte gut mit dem berechneten Wert von 8506,4 fur Schlangengift MIT1
Uberein. Es wurde daher bestatigt, dalt das Zielpeptid mit der Aminosauresequenz, die durch SEQ ID NR. 34
dargestellt ist, erhalten wurde.

(8-2) Herstellung der Zellinie, die I5E stabil exprimieren kann

[0330] Menschentypische I5E-Rezeptor-cDNA (SEQ ID NR. 35) wurde durch bekanntes PCR geklont, und in
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pAKKO1.1H-Expressionsvektor eingefiuhrt. Der Expressionsvektor wurde zu CHO/dhFr-Zellen (American
Type Culture Collection) durch das in (3-5) oben beschriebenen Verfahren transfektiert. Etwa 20 Kolonien der
Transformanten-CHO-Zellen, die 10 bis 14 Tage nach der Initiierung der Inkubation wuchsen, wurden ausge-
wahlt. Die ausgewahlten Transformanten wurden in eine 96-Lochplatte mit 3 x 10* Zellen/Loch inokuliert, und
die Reaktivitat mit MIT1 wurde gemaR dem in (3-5) beschriebenen Testverfahren untersucht. Der I5E-expri-
mierte CHO-Zellen-Klon Nr. 4 (bezeichnet als I5E-4-Zelle) mit einer guten Reaktivitat wurden gescreent. Die
Aminosauresequenz, die durch die Basensequenz kodiert wird, die durch SEQ ID NR. 35 dargestellt ist, wird
durch SEQ ID NR. 36 gezeigt.

(8-3) Assay fur die den ZAQ-Rezeptor und den I5E-Rezeptor aktivierende Funktion von menschentypischen
ZAQ-Ligandenpeptid und MIT1

[0331] Das menschentypische ZAQ-Ligandenpeptid, gereinigt durch das in BEISPIEL 7 beschriebene Verfah-
ren, und das Schlangengift MIT1, gereinigt durch das in (8-1) oben beschriebene Verfahren, wurden hinsicht-
lich der ZAQ-Rezeptor-aktivierenden Funktion und der I5E-Rezeptor-aktivierenden Funktion durch die in (3-5)
beschriebenen Testverfahren analysiert. Die Ergebnisse werden in Fig. 12 und Fig. 13 gezeigt.

[0332] Infolgedessen induzierten das menschentypische ZAQ-Ligandenpeptid und Schlangengift MIT1 kon-
zentrationsabhangig eine Erhéhung der intrazellularen Calciumionenkonzentration. Die ZAQ-Rezeptor-aktivie-
rende Funktion von Schlangengift MIT1 war zehnmal wirksamer als die von menschentypischem ZAQ-Ligan-
denpeptid. Ebenso war die menschentypische I5E-Rezeptor-aktivierende Funktion von Schlangengift MIT1
etwa 100 Mal wirksamer als die von menschentypischem ZAQ-Ligandenpeptid.

BEISPIEL 9

Klonen der cDNA die das Rattengehirn-abgeleitete neue G-Protein-gekoppelten Rezeptorprotein (rZAQ1) ko-
diert, und Bestimmung der Basensequenz

[0333] Unter Verwendung der gesamten Rattengehirn-cDNA-Bibliothek (CLONTECH Laboratories, Inc.) als
eine Matrize und zwei Primern (SEQ ID NR. 37 und SEQ ID NR. 38) wurde PCR durchgeflihrt. Die Reaktions-
I6sung in der obigen Reaktion bestand aus der obigen cDNA, verwendet als eine 1/10 Volumen Matrize, 1/50
Volumen von Advantage 2 cDNA Polymerase Mix (CLONTECH Laboratories, Inc.), jeweils 0,2 uM der jeweili-
gen Primer, 200 pM dNTPs und einen Puffer, zugefihrt mit dem Enzym, um das Endvolumen von 25 pl zu er-
reichen. Bei der PCR wurde (1) nach dem Umsetzen bei 94 °C fir 2 Minuten (2) eine Zyklusgruppe bei 94 °C
fur 20 Sekunden, gefolgt von 72 °C fir 1 Minute und 30 Sekunden dreimal wiederholt, wurde (3) eine Zyklus-
gruppe bei 94 °C fur 20 Sekunden und bei 68 °C fur 1 Minute und 30 Sekunden dreimal wiederholt, wurde (4)
eine Zyklusgruppe bei 94 °C fir 20 Sekunden, bei 62 °C fir 20 Sekunden und bei 68 °C fur 1 Minute 36 Mal
wiederholt, und schliel8lich wurde eine Extensionsreaktion bei 68 °C fur 7 Minuten durchgefiihrt. Nach der Be-
endigung der PCR wurde das Reaktionsprodukt zu dem Plasmidvektor pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Inc.) gemaf
den Instruktionen, die dem TA-Klonierungskit beiliegen (Invitrogen, Inc.), subkloniert, der dann in Escherichia
coli DH5a eingefuhrt wurde, und die Klone, die die cDNA trugen, wurden in LB-Agarmedium, das Ampicillin
enthielt, selektiert. Die Sequenz von jedem Klon wurde analysiert, wodurch cDNA erhalten wurde, die das neue
G-Protein-gekoppelte Rezeptorprotein (SEQ ID NR. 39) kodiert. In der Aminosauresequenz, abgeleitet von der
Basensequenz dieser cDNA, wurde eine Homologie von 83,7 % zu der Aminosauresequenz, die durch SEQ
ID NR. 1 dargestellt ist, beobachtet. Das neue G-Proteingekoppelte Rezeptorprotein, enthaltend diese Amino-
sauresequenz, wurde rZAQ1 genannt. Die Transformante (E. coli), die die DNA tragt, die die Basensequenz
enthalt, welche durch SEQ ID NR. 39 dargestellt ist, wurde Escherichia coli DH5a/pCR2.I-rZAQ1 genannt.

BEISPIEL 10

Klonen der cDNA, die Rattengehirn-abgeleitetes neues G-Protein-gekoppeltes Rezeptorprotein (rZAQ2) ko-
diert, und Bestimmung der Basensequenz

[0334] Der Klon, der rZAQ2 kodiert, wurde durch das Gen-Trapper-Verfahren erhalten. Das heif3t, Sonden
(SEQ ID NR. 41 und SEQ ID NR. 42) wurden biotiniert, und zur einstrangigen Gesamt-Rattenhirn-cDNA-Bibli-
othek (GIBCO-BRL) hybridisiert. Das erhaltene einstrangige Gen wurde zum Doppelstrang wiederhergestellt.
Dieses Gen wurde zu Escherichia coli DH10B elektroporiert, und Transformanten wurden unter Verwendung
von Ampicillinresistenz als ein Indikator erhalten. GemaR dem Kolonie-PCR unter Verwendung einer Sonde
(SEQ ID NR. 41) und einem Primer (SEQ ID NR. 45) wurde ein Klon, der die Zielbasensequenz kodiert, selek-
tiert. Die Aminosauresequenz (SEQ ID NR. 47), abgeleitet von der Basensequenz (SEQ ID NR. 46) von ORF
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(offenes Leseraster), vorhergesehen aus der Basensequenz dieses Klons, wies eine Homologie von 80,6 %
zu rZAQ1 auf. Das neue G-Proteingekoppelte Rezeptorprotein, enthaltend diese Aminosauresequenz, wurde
rZAQ2 genannt. Die Transformante (E. coli), die durch das Gen-Trapper-V erfahren erhalten wurde, wurde
Escherichia coli DH10B/pCMV-rZAQ2 genannt.

BEISPIEL 11

Kontraktionstest unter Verwendung eines Probenpraparats des Krummdarms, extrahiert aus dem Meer-
schweinchen

[0335] Meerschweinchen (Std: Hartley, 7-8 Wochen alt, mannlich, wiegen etwa 450 g) verbluteten mittels
Durchschneiden der Halsschlagader mit Scheren, und der Bauch wurde geéffnet, um den Krummdarm zu ent-
fernen. Der Krummdarm wurde in eine Glaspetrischale gelegt, mit Tyrode-Lésung versetzt (Zusammenset-
zung: 138 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,8 mM CacCl,, 0,5 mM MgCl,, 1,1 mM NaH,PO,, 11,9 mM NaHCO,, 5,6 mM
Glukose), und Fettgewebe und Bindegewebe, die am Krummdarm hafteten, wurden mit chirurgischen Scheren
und Pinzetten beschnitten. Der Krummdarm wurde dann in Stiicke mit etwa 1,5 cm Lange geschnitten und als
ein Probenpraparat bereitgestellt. Dieses Praparat wurde in einem Organbad (20 ml) suspendiert, das mit der
Tyrode-LOsung, erwarmt auf 37 °C, gefillt war, und eine Last von 0,5 g wurde zur Stabilisierung tber 30 Minu-
ten oder mehr aufgebracht.

[0336] Eine Kontraktionsreaktion des Krummdarmpraparats wurde unter Verwendung von AMPLIFIER CASE
7747, hergestellt von NEC San-Ei Co., Ltd., gemessen.

[0337] Nachdem 1 pM Acetylcholin zugegeben wurde, um die maximale Kontraktionsreaktion zu bestimmen,
wurde das menschentypische ZAQ-Ligandenpeptid (ZAQL-1), erhalten gemaR der Verfahrensweise von RE-
FERENZBEISPIEL 1, oder Schlangengift MIT1, erhalten in (8-1-3) oben, kumulativ verabreicht, um die Kon-
traktionsreaktion zu analysieren. Zur Verdinnung von ZAQL-1 und MIT1 wurde physiologische Kochsalzl6-
sung, die 0,05 % Rinderserumalbumin enthalt, verwendet.

[0338] Die Ergebnisse werden in Fig. 14 gezeigt. Die Kontraktionsreaktion, induziert durch ZAQL-1 und
MIT1, wird in Prozent dargestellt, wenn die Kontraktionsreaktion, induziert durch 1 uM Acetylcholin, 100 % aus-
machte.

[0339] Im Ergebnis induzierten ZAQL-1 und MIT1 eine wirksame dosisabhangige Kontraktionsreaktion. Die
EC,,-Werte von ZAQL-1 und MIT1, berechnet aus der Dosis-Wirkungs-Kurve, betrugen 1,79 nM bzw. 0,40 nM.

BEISPIEL 12
Bindingsassay unter Verwendung der ZAQ- und I5E-exprimierten CHO-Zellmembran-Fraktionen
(12-1) Herstellung von "?°I-MIT1

[0340] Benzol, enthaltend in ['*[]-Bolton-Hunter Reagent (monoiodiert, 37 MBq, NEN Co., NEX 120), wurde
durch Stickstoffgas entfernt, 20 yl DMSO wurden zugegeben, und die eingedampften Stoffe wurden durch Pi-
pettieren geldst. Zu der Losung wurden 80 pul der Lésung, enthaltend 4 nmol MIT1, verdiinnt mit Boratpuffer
(Zusammensetzung: 100 mM H,BO,, pH 8,5), zugegeben, und direkt danach wurden sie gemischt, gefolgt von
Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden. Danach wurden 200 pl 10 % Acetonitril-0,1 % Trifluoressigsaure
zugegeben und das Gemisch wurde als eine Probe fir die HPLC-Fraktionierung bereitgestellt. Die Probe wur-
de auf eine Saule (Toso, Co., Ltd., 0,46 cm x 10 cm) zur TSKgel-Super-ODS-Umkehrphasen-Hochleistungs-
flissigchromatographie geladen, die mittels Fihren von 100 Vol.-% Elutionsmittel A (10 % Acetonitril/0,1 %
Trifluoressigsaure)/0 Vol.-% Elutionsmittel B (0,1 % Trifluoressigsaure/40 % Acetonitril) bei Raumtemperatur
bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min aquilibriert wurde. Danach wurde die Konzentration an Elutions-
mittel B auf 60 Vol.-% Elutionsmittel A/40 Vol.-% Elutionsmittel B Gber 1 Minute erhdht und dann mit einem li-
nearen Gradienten auf 40 Vol.-% Elutionsmittel A/60 Vol.-% Elutionsmittel B Gber 60 Minuten bei einer FlieR3-
geschwindigkeit von 1 ml/min erhéht. Das eluierte ['%1]-Bolton-Hunter Reagent-eingefiihrte MIT1 wurde manu-
ell fraktioniert und mit einem Puffer verdiinnt (Zusammensetzung: 20 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,2 % BSA, 0,1 %
CHAPS, 0,03 % NaNj,, pH 7,4). Die Verdlinnung wurde dispensiert und bei —-80 °C gelagert.
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(12-2) Herstellung von Zellmembranfraktionen

[0341] Zellmembranfraktionen wurden gemafl dem Verfahren, das in Journal of Pharmacology and Experi-
mental Therapeutics, 279, 675-685, 1996 beschrieben ist, hergestellt. In Dulbecco's Modifiziertem Eagle-Me-
dium (DMEM) (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), erganzt mit 10 % dialysiertem fetalem Rinderserum (JRH BI-
OSCIENCES), 1 mM MEM nichtessentieller Aminosaurel6sung, 100 Einheiten/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomyzin, wurden die Rezeptor-exprimierten CHO-Zellen, nadmlich ZAQC-B1-Zellen oder I5E-4-Zellen, in
Single Trays (Nunc) kultiviert. Wenn die Zellen eine Zelldichte von 80-90 % erreichten, wurde der Kulturtber-
stand verworfen, und 30 ml PBS (TaKaRa Shuzo Co., Ltd.), enthaltend 1 g/l EDTA, wurden zu der Schale
(,Tray") zugegeben, um die Zellen zu waschen. Dann wurde der Kulturiiberstand verworfen, und 30 ml des
oben beschriebenen PBS-EDTA wurden zugegeben, wobei er bei Raumtemperatur stehengelassen wurde.
Die Schale wurde geschuttelt, um die Zellen abzulésen, und die Zellsuspension wurde gewonnen. Erneut wur-
den 10 ml des oben beschriebenen PBS-EDTA zu der Schale zum Waschen zugugegeben und die Zellen, die
auf der Schale verblieben, wurden abgelést und mit den Zellen in der zuvor gewonnen Zellsuspension ge-
mischt. Die gemischte Zellsuspension wurde bei 1.000 U/min fur 5 Minuten unter Verwendung einer Hochge-
schwindigkeitszentrifuge (TOMY RL601) zentrifugiert. Der Kulturiberstand wurde verworfen, und die ausge-
fallten Zellen wurden bei —80 °C gelagert. Nachdem 4 ml eines Homogenatpuffers (Zusammensetzung: 10 mM
NaHCO,, 5 mM EDTA, 0,5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), 10 pug/ml Pepstatin-A, 20 ug/ml Leupeptin,
10 pg/ml E-64) zu den Niederschlagen zugegeben wurden (entsprechend einer Single Tray), wurden die Nie-
derschlage durch Pipettieren suspendiert und die Suspension wurde unter Bedingungen bei Bewertungspunkt
4 fir 20 Sekunden unter Verwendung von Polytron (Schaufeltyp PTA7) homogenisiert, was dreimal wiederholt
wurde. Dann wurde das Homogenat bei 2.500 U/min fur 10 Minuten unter Verwendung von Nr. 26 Rotor von
Hitachi Hochgeschwindigkeitskiihizentrifuge CR26H zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde bei 35.000
U/min fur eine Stunde unter Verwendung von SRP70AT Rotor der Ultrazentrifuge (Hitachi Koki, SCP70H) zen-
trifugiert. Zu den erhaltenen Niederschlagen wurden 5 ml eines Bindungsassaypuffers zugegeben (Zusam-
mensetzung: 20 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 10 pyg/ml Pepstatin-A, 40 pg/ml Leupeptin, 10 pg/ml
E-64, 0,03 % NaN,, pH 7,4), um sie zu suspendieren. Die Suspension wurde durch Cell Strainer (FALCON
2350) filtriert, wodurch die ZAQC-B1-Zellmembranfraktion (d. h. die ZAQ-Membranfraktion) oder I5E-4-Zell-
membranfraktion (d. h. die ISE-Membranfraktion) erhalten wurde. Jede der Membranfraktionen wurde hinsicht-
lich ihres Proteinniveaus unter Verwendung von Coomassie-Proteinassayreagens (PIERCE) analysiert, und
jeweils 100 pl wurden dispensiert und bei —80 °C gelagert.

(12-3) Bindungsassay

[0342] Die ZAQ-Membranfraktion und die ISE-Membranfraktion wurden mit 0,1 % BSA-enthaltendem Bin-
dungsassaypuffer, der in (12-2) oben beschrieben wurde, auf 10 ug/ml bzw. 20 pg/l verdiinnt, und jeweils 200
pl wurden in Réhrchen dispensiert (FALCON 2053). Zu jeder Verdiinnung der Membranfraktionen wurden 2 pl
einer Testverbindung bzw. 2 ul 10 nM '®I-MIT1 zugegeben, gefolgt von Inkubation bei 25 °C fiir eine Stunde.
Als die Testverbindung wurde menschentypisches ZAQ-Ligandenpeptid (ZAQL-1), erhalten gemaf der Verfah-
rensweise von REFERENZBEISPIEL 1, oder Schlangengift MIT1 (nicht-markiertes MIT1), erhalten in (8-1-3)
oben, verwendet.

[0343] Dann wurden 1,5 ml eines filtrierenden Puffers (Zusammensetzung: 20 mM Tris, EDTA, 0,1 % BSA,
0,05 % CHAPS, 0,03 % NaN,, pH 7,4) zur der Reaktionsldésung zugegeben. Das Gemisch wurde direkt durch
ein Glasfaserfilterpapier GF/F (Whatman) filtriert, der zuvor mit einem Puffer behandelt wurde (Zusammenset-
zung: 20 mM Tris, 0,3 % Polyethylenimin, pH 7,4), 1,5 ml des filtrierenden Puffers wurden erneut zu den Re-
aktionsréhrchen zugegeben, und das Gemisch wurde ebenso filtriert. Die Radioaktivitat auf dem Glasfaserfil-
terpapier wurde unter Verwendung eines y-Zahlers gemessen (COBRA, Packard), wodurch die Bindungsmen-
ge von "°-MIT1 bestimmt wurde. Die '®I-MIT1-Bindungsmenge, wenn nicht-markiertes MIT1 (Endkonzentra-
tion von 1 uM) als eine Testverbindung verwendet wurde, wurde als nicht-spezifische Bindungsmenge (NSB)
verwendet, die '°I-MIT1-Bindungsmenge, wenn keine Testverbindung verwendet wurde, wurde als Gesamt-
bindungsmenge (TB) verwendet, und die maximale Bindungsmenge (TB — NSB) wurde berechnet. Ebenso
wurde in bezug auf die Bindungsmenge (B), die erhalten wurde, wenn eine Testverbindung zugegeben wurde,
die Bindungsmenge in Gegenwart einer Testverbindung durch den Prozentsatz einer spezifischen Bindungs-
menge (B — NSB), berechnet auf die gesamte spezifische Bindung {%SPB = (B — NSB)/(TB — NSB) x 100},
ausgedrickt.

[0344] Die Ergebnisse, die unter Verwendung der ZAQ-Membranfraktion und der ISE-Membranfraktion erhal-
ten wurden, werden in Eig. 15 bzw. Fig. 16 gezeigt.
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[0345] Die IC.,-Werte des nicht-markierten MIT1, berechnet durch dieses Bindungsassaysystem, betrugen
38 pM (ZAQ-Membranfraktion) und 32 pM (I5E-Membranfraktion). Die IC,,-Werte von ZAQL-1 betrugen 35 pM
(ZAQ-Membranfraktion) und 93 pM (I5E-Membranfraktion).

REFERENZBEISPIEL 1
Herstellung von menschentypischem ZAQ-Ligand (SEQ ID NR. 21) in Escherichia coli
(REFERENZBEISPIEL 1-1)
Konstruktion von menschentypischem ZAQ-Ligand-exprimierenden Plasmid in Escherichia coli

(a) Unter Verwendung der folgenden sechs DNA-Fragmente #1 bis #6 wurde die Struktur-DNA des ZAQ-Li-
ganden hergestellt.

#1:
5-TATGGCGGTGATTACCGGTGCGTGCCAACGTGATGTGCAGTGCGGTGCG

GGTACCTGCTGCGCGATTAGCCTGTGGCTGCGTGGTCTG-3' (SEQID Nr.: 52)
#2:

5-CGTATGTGCACCCCGCTGGGTCGTGAAGGTGAAGAATGCCATCCGGGTA
GCCATAAAGTGCCGTTCTTCCGTAAACGTAAACATCATACCTG-3' (SEQ IDNr.: 53)
#3:
5-CCCGTGCCTGCCGAACCTGCTGTGCAGCCGTTTCCCGGATGGTCGTTAT
CGT’TGCAGCATGGATCTGAAAAACATTAACTFTTA(BG-3‘ (SEQ ID Nr.: 54)
#4:
5.CACATACGCAGACCACGCAGCCACAGGCTAATCGCGCAGCAGCTACC
CGCACCGCACTGCACATCACGTTCGCACGCACCGGTAATCACCGCCA-3
(SEQ ID Nr.: 55)
#5:
5-AGGCACGGGCAGGTATGATGTTTACGTTTACGGAAGAACGGCACTTTAT
GGCTACCCGGATGGCATTCTTCACCTTCACGACCCAGCGGGGTG-3' (SEQ
D Nr.: 56)
#6:
S-GATCCCTAAAAGTTAATGTTTTTCAGATCCATGCTGCAACGATAACGACC
ATCCGGGAAACGGCTGCACAGCAGGTTCGGC-3' (SEQ ID Nr.: 57)

(b) Phosphorylierung von DNA-Oligomer

[0346] Jeder der vier DNA-Oligomere (#2 bis #5), aulder #1 und #6, die das 5'-Ende bilden sollten, wurde bei
37 °C fur eine Stunde in 25 pl Reaktionslésung zur Phosphorylierung umgesetzt [10 uyg DNA-Oligomer, 50 mM
Tris-HCI, pH 7,6, 10 mM MgCl,, 1 mM Sperimidin, 10 mM Dithiothreitol (hierin nachstehend als DTT abgekurzt),
0,1 mg/ml Rinderserumalbumin (hierin nachstehend als BSA abgekurzt), 1 mM ATP, 10 Einheiten von T4-Po-
lynukleotidkinase (TaKaRa Shuzo Co., Ltd.)], um das 5'-Ende von jedem Oligomer zu phosphorylieren. Nach
der Phenolbehandlung, gefolgt von der Zugabe vom 2fachen Volumen an Ethanol wurde das Gemisch auf -70
°C abgekuhlt und zentrifugiert, wodurch DNA ausfiel.

(c) Ligation des DNA-Fragments
[0347] Das oben in (b) erhaltene DNA-Fragment wurde mit #1 und #6 oben kombiniert, um das Volumen von
120 pl zu erhalten. Das Gemisch wurde zum Annealing bei 90 °C fur 10 Minuten gehalten und allm&hlich auf

Raumtemperatur abgekuhlt. Unter Verwendung von TaKaRa DNA Ligation Kit ver. 2 (TaKaRa Shuzo Co., Ltd.)
wurde die Ligation durchgefiihrt. Nachdem 30 pl der Lésung Il, zugefuhrt mit dem Kit, zu 30 pl der Annea-
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ling-Lésung zugegeben wurden, um es grundlich zu mischen, wurden 60 pl der L6sung |, zugefihrt mit dem
Kit, zu dem Gemisch zugegeben, und das Gemisch wurde bei 37 °C fir eine Stunde zur Ligation umgesetzt,
gefolgt von Phenolbehandlung. Die wasserige Phase wurde gewonnen und 2 Volumen an Ethanol wurden da-
zugegeben. Das Gemisch wurde auf —70 °C abgekuhlt und dann zentrifugiert, wodurch die DNA ausfiel. Das
so erhaltene DNA-Fragment wurde unter Verwendung von T4-Polynukleotidkinase phosphoryliert (TaKaRa
Shuzo Co., Ltd.), und dann fir den folgenden Schritt (d) bereitgestellt.

(d) Konstruktion des ZAQ-Ligandenexpressionsvektors

[0348] Nachdem pTCIl (beschrieben in der japanischen offengelegten Patentanmeldung Nr. 2000-178297)
mit Ndel und BamHI (TaKaRa Shuzo Co., Ltd.) bei 37 °C fiir 2 Stunden digeriert wurde, wurde das DNA-Frag-
ment von 4,3 kb, das durch 1 % Agarosegelelektrophorese getrennt wurde, unter Verwendung von QIAquick
Gel Extraction Kit (QIAGEN) extrahiert und in 25 pl TE-Puffer gelést. Die Ndel- und BamHI-Fraktionen von die-
sem pTCIl wurden mit dem Strukturgen (SEQ ID NR. 58) vom oben hergestellten ZAQ-Liganden unter Verwen-
dung von TaKaRa DNA Ligation Kit ver. 2 (TaKaRa Shuzo Co., Ltd.) ligiert, wodurch der Expressionsvektor her-
gestellt wurde. Unter Verwendung von 10 pl der Reaktionslésung wurden E. coli JM109 kompetente Zellen
(TOYOBO) transformiert und auf LB-Agarmedium, enthaltend 10 pg/ml Tetracyclin, inokuliert, gefolgt von In-
kubation bei 37 °C Uber Nacht. Die gebildete Tetracyclin-resistente Kolonie wurde ausgewahlt. Die Transfor-
mante wurde in LB-Medium Uber Nacht inkubiert, und Plasmid pTCh1ZAQ wurde unter Verwendung von
QlAprep8 Miniprep Kit (QIAGEN) hergestellt. Die Basensequenz von dieser ZAQ-Liganden-DNA wurde unter
Verwendung von Model 377 DNA Sequenzer von Applied Biosystems, Inc. identifiziert. Plasmid pTCh1ZAQ
wurde zu Escherichia coli MM294 (DE3) transfektiert, um den ZAQ-Ligandexpressionstamm, Escherichia coli
MM294 (DE3)/pTCh1ZAQ, zu erhalten.

(REFERENZBEISPIEL 1-2)
Herstellung des ZAQ-Liganden

[0349] In einem 2-Liter-Kolben wurde oben beschriebenes Escherichia coli MM294 (DE3)/pTCh1ZAQ unter
Schitteln in 1 Liter des LB-Mediums (1 % Pepton, 0,5 % Hefeextrakt und 0,5 % Natriumchlorid), ergénzt mit
5,0 mg/l Tetracyclin, bei 37 °C fur 8 Stunden kultiviert. Das erhaltene kultivierte Medium wurde zu einem Fer-
mentationsbehalter mit 50 | Volumen Ubertragen, der mit 19 | Hauptfermentationsmedium beschickt ist (1,68 %
Natriummonohydrogenphosphat, 0,3 % Kaliumdihydrogenphosphat, 0,1 % Ammoniumchlorid, 0,05 % Natri-
umchlorid, 0,05 % Magnesiumsulfat, 0,02 % Antischaummittel, 0,00025 % Eisen(ll)-sulfat, 0,0005 % Thiamin-
hydrochlorid, 1,5 % Glukose, 1,5 % Hy-Case Amino), und das Rihren an der Luft wurde bei 30 °C initiiert.
Wenn die Tribheit des kultivierten Mediums 500 Klett erreichte, wurde Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid in
einer Endkonzentration von 12 mg/l zugegeben, und die Inkubation wurde fir weitere 4 Stunden fortgesetzt.
Nach der Beendigung der Kultur wurde das Kulturmedium zentrifugiert, wodurch etwa 200 g nasse Zellen er-
halten wurden. Die Zellen wurden bei -80 °C gelagert.

[0350] Diese Transformante Escherichia coli MM294 (DE3)/pTCh1ZAQ ist im Institute for Fermentation, Osa-
ka (IFO) unter der Zugangsnummer IFO 16527 hinterlegt.

(REFERENZBEISPIEL 1-3)
Aktivierung des ZAQ-Liganden

[0351] Mittels Zugeben von 400 ml eines Gemisches aus 200 mM Tris/HCI und 7 M Guanidinhydrochlorid (pH
8,0) zu 200 g der in REFERENZBEISPIEL (1-2) erhaltenen Zellen wurden die Zellen darin geldst, und die L6-
sung wurde zentrifugiert (10.000 U/min, 1 Stunde). Zu dem Uberstand wurden 10 | eines Gemisches aus 0,4
M Arginin, 50 mM Tris/HCI, 0,2 mM GSSG und 1 mM GSH (pH 8,0) zugegeben, und das Gemisch wurde bei
4 °C uber Nacht zur Aktivierung gehalten.

(REFERENZBEISPIEL 1-4)
Reinigung des ZAQ-Liganden
[0352] Die regenerierende Losung nach der Aktivierung in REFERENZBEISPIEL (1-3) wurde auf pH 6,0 ein-

gestellt und auf einer SP-Sepharose-Saule (11,3 cm x 15 cm), aquilibriert mit 50 mM Phosphatpuffer (pH 6,0),
adsorbiert. Die Saule wurde mit 600 mM NaCl/50 mM Phosphatpuffer (pH 6,0) eluiert, und die Fraktionen, ent-
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haltend den ZAQ-Liganden, wurden zusammengefal3t. Die Fraktion wurde durch CM-5PW (21,5 mm x 150 mm
Lange), aquilibriert mit 50 mM Phosphatpuffer (pH 6,0), gefihrt und darauf adsorbiert. Nach dem Waschen
wurde die Elution mit einem schrittweisen Gradienten (60 Minuten) von 0 bis 100 % B (B = 50 mM Phosphat-
puffer + 1 M NaCl, pH 6,05) durchgeflihrt, wodurch die ZAQ-Ligandenfraktion (Elutionszeit: ca. 40 Minuten)
erhalten wurde. Diese Fraktion wurde weiter durch C4P-50 (21,5 mm Innendurchmesser x 300 mm Lange,
Showa Denko), aquilibriert mit 0,1 % Trifluoressigsaure, gefuhrt und darauf adsorbiert. Nach dem Waschen
wurde die Elution mit einem schrittweisen Gradienten (60 Minuten) von 25 bis 50 % B (B = 80 % Acetonitril/0,1
% Trifluoressigsaure) durchgefiihrt. Die ZAQ-Ligandenfraktionen (Elutionszeit: ca. 40 Minuten) wurden zusam-
mengefal’t und lyophilisiert, wodurch 80 mg des lyophiliserten ZAQ-Ligandenpulvers erhalten wurden.

(REFERENZBEISPIEL 1-5)
Charakterisierung des ZAQ-Liganden
(a) Analyse unter Verwendung von SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

[0353] Der ZAQ-Ligand, erhalten in dem REFERENZBEISPIEL (1-4), wurde in Probenpuffer [Laemmli, Na-
ture, 227, 680 (1979)], erganzt mit 100 mM DTT, suspendiert. Die Suspension wurde bei 95 °C fir 1 Minute
erhitzt, gefolgt von Elektrophorese auf Multigel 15/25 (Daiichi Kagaku Yakuhin). Nach der Elektrophorese wur-
de das Gel mit Coomassie-Brilliantblau eingefarbt, und eine einzelne Proteinbande wurde an derselben Stelle
als die des COS7-Zellenabgeleiteten rekombinanten ZAQ-Ligandenpraparats, erhalten in BEISPIEL 5, nach-
gewiesen. Basierend darauf wurde offenbart, dal® das E. coli-abgeleitete rekombinante ZAQ-Ligandenprapa-
rat, erhalten in REFERENZBEISPIEL (1-4), eine sehr hohe Reinheit aufwies und dasselbe Molekulargewicht
wie das des rekombinanten ZAQ-Liganden, hergestellt aus COS7-Zellen, aufwies.

(b) Analyse der Aminosaurezusammensetzung

[0354] Die Aminosaurezusammensetzung wurde unter Verwendung eines Aminosaureanalysators bestimmt
(Hitachi L-8500A Amino Acid Analyzer). Die Ergebnisse offenbaren, da® die Aminosdurezusammensetzung
mit der Aminosaurezusammensetzung ubereinstimmte, die aus der Basensequenz der DNA von ZAQ-Ligand
abgeleitet wurde (Peptid, umfassend die Aminosauresequenz, die durch SEQ ID NR. 21 dargestellt ist) (Tabel-
le 2).
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TABELLE 2

Aminosdure  Anzahl an Resten pro mol Anzahl an Resten pro mol, vorhergese-

hen aus der Basensequenz von ZAQ-

Ligand
Asx 5,7 6
Thr" 3,3 4
Ser" 3,4 4
Glx 5,0 5
Pro 5,6 6
Gly 7,7 8
Ala 3, 4
Cys” N.D 10
Val 2,9 3
Met 1,9 2
Ile 2,6 3
Leu 8 8
Tyr 1,0 1
Phe 3,7 4
His 3,8 4
Lys 3,8 4
Arg 8.5 9
Trp 0,9 1

Saurehydrolyse (Mittelwert in Hydrolyse mit 6N HCI-1 % Phenol bei 110 °C flr 24 und 48 Stunden)
YWert, extrapoliert bei 0 Stunden
Inicht nachgewiesen

(c) Analyse der N-terminalen Aminosauresequenz
[0355] Die N-terminale Aminosauresequenz wurde unter Verwendung eines Gasphasen-Proteinsequenzers
bestimmt (PE Applied Biosystems, Model 492). Im Ergebnis stimmte die Aminosauresequenz mit der N-termi-

nalen Aminosauresequenz des ZAQ-Liganden liberein, der von der Basensequenz der erhaltenen ZAQ-Ligan-
den-DNA abgeleitet wurde (Tabelle 3).
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TABELLE 3
Rest Nr. nachgewiesene PTH- Aminosdure, vorhergesehen aus der Basense-
Aminosaure’’ (pmol) quenz von ZAQ-Ligand
1 Ala (99) Ala
2 Val (100) Val
3 Ile (91) Ile
4 Thr (57) Thr
5 Gly (70) Gly
6 Ala (89) Ala
7 N.D. Cys
8 Glu (60) Glu
9 Arg (49) Arg
10 Asp (54) Asp
11 Val (79) Val
12 Gln (67) Gln
13 N.D. Cys
14 Gly (54) Gly
15 Ala (65) Ala
16 Gly (47) Gly
17 Thr (32) Thr
18 N.D. Cys
19 N.D. Cys
20 Ala (36) Ala

YAnalyse wurde unter Verwendung von 150 pmol Phenylthiohydantoin durchgefiihrt. N.D. nicht nachgewiesen
(d) Analyse der C-terminalen Aminosaure

[0356] Die C-terminale Aminosauresequenz wurde unter Verwendung einer Aminosaure bestimmt (Hitachi

L-8500A Amino Acid Analyzer). Der erhaltene ZAQ-Ligand stimmte mit der C-terminalen Aminosauresequenz

Uberein, die aus der Basensequenz von DNA abgeleitet ist (Tabelle 4).

TABELLE 4

C-terminale Aminosiure Rickgewinnungsrate (%)

Phe 49,8

Gasphasenhydrazinolyseverfahren (100 °C, 3,5 Stunden)
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(e) Massenspektrometrie

[0357] Massenspektrometrie wurde unter Verwendung von LCQ-lon-Trap-Massenspektrometer (hergestellt
von ThermoQuest, Inc.), ausgestattet mit Nano-ESI-lonenquellen, durchgefiihrt. Im Ergebnis wurde das Mole-
kulargewicht von 9657,55 + 0,89 gefunden und stimmte gut mit dem berechneten Molekulargewicht (9657,3)
des ZAQ-Liganden, der durch SEQ ID NR. 21 dargestellt ist, Gberein, worin 10 Cys-Reste, die in SEQ ID NR.
21 enthalten sind, 5 Paare von Disulfidbindungen bildeten.

(REFERENZBEISPIEL 1-6)

Assay fir ZAQ-Liganden (Assay fur die die intrazellulare Ca-lonenkonzentration erhdhende Aktivitat unter Ver-
wendung von FLIPR)

[0358] Das gereinigte rekombinante ZAQ-Ligandenpraparat, abgeleitet von Escherichia coli, das in REFE-
RENZBEISPIEL (1-4) hergestellt wurde, wurde hinsichtlich der Aktivitat (Assay fur die die intrazellulare Ca-lo-
nenkonzentration erhdhende Aktivitat unter Verwendung von FLIPR) durch das Verfahren in BEISPIEL 5 ana-
lysiert. Im Ergebnis wies es eine Aktivitat auf, aquivalent zu der des COS7-abgeleiteten rekombinanten Prapa-
rats (gereinigter ZAQ-Ligand), erhalten in BEISPIEL 5.

INDUSTRIELLE ANWENDBARKEIT

[0359] Das Peptid der Erfindung, die DNA, die das Peptid der Erfindung kodiert (hierin nachstehend manch-
mal nur als die erfindungsgemafie DNA bezeichnet), und der Antikérper zu dem Peptid der Erfindung (hierin
nachstehend manchmal nur als der erfindungsgemafRe Antikdrper bezeichnet) sind zum Implementieren (1)
von Mitteln zur Vorbeugung/Behandlung von verschiedenen Krankheiten, die mit dem Peptid der Erfindung
verbunden sind; (2) Screenen einer Verbindung oder seines Salzes, die die Bindungseigenschaft zwischen
dem Peptid der Erfindung und dem Protein der Erfindung verandert; (3) Quantifikation des Peptids der Erfin-
dung oder seines Salzes; (4) ein Mittel zur Gendiagnose; (5) Arzneimittel, die die Antisense-DNA umfassen;
(6) Arzneimittel, die den erfindungsgemafRen Antikdrper umfassen; (7) Praparieren von nicht-menschlichen
Tieren, die die erfindungsgemale DNA tragen; (8) Arzneimitteldesign, basierend auf dem Vergleich zwischen
Liganden und Rezeptoren, die strukturell analog sind, usw. nitzlich
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[SEQUENZPROTOKOLL]

110> Takeda Chemical Industries, Ltd.
<120> Novel Phisiological Active Peptide and Its Use
130> P2001-174PCT

<150> JP 2000-217442
<151> 2000-07-18
<150> JP 2001-26779
<151> 2001-02-02

<160> 58

I0> 1
Q> 393
<212> PRT
<{213> Mensch

<400> 1
Met Glu Thr Thr Met Gly Phe Met Asp Asp Asm Ala Thr Asn Thr Ser
5 10 15
Thr Ser Phe Leu Ser Val Leu Asn Pro His Gly Ala His Ala Thr Ser
' 20 25 30
Phe Pro Phe Asn Phe Ser Tyr Ser Asp Tyr Asp Met Pro Leu Asp Glu
35 40 45
Asp Glu Asp Val Thr Asn Ser Arg Thr Phe Phe Ala Ala Lys Ile Val
50 85 60
Ile Gly Met Ala Leu Val Gly lle Met Leu Val Cys Gly Ile Gly Asn
65 70 15 80
Phe Ile Phe Ile Ala Ala Leu Val Arg Tyr Lys Lys Leu Arg Asn Leu
, 85 90 95
Thr Asn Leu Leu Ile Ala Asn Leu Ala Ile Ser Asp Phe Leu Val Ala
100 105 110
Ile Val Cys Cys Pro Phe Glu Met Asp Tyr Tyr Val Val Arg Gln Leu
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115 120 , 125
Ser Trp Glu His Gly His Val Leu Cys Thr Ser Val Asn Tyr Leu Arg
130 135 140
Thr Val Ser Leu Tyr Val Ser Thr Asn Ala Leu Leu Ala Ile Ala Ile
145 150 155 160
Asp Arg Tyr Leu Ala Ile Val His Pro Leu Arg Pro Arg Met Lys Cys
_ 165 _ 170 175
Gin Thr Ala Thr Gly Leu lle Ala Leu Val Trp Thr Val Ser Ile Leu
180 185 | 190
Ile Ala Ile Pro Ser Ala Tyr Phe Thr Thr Glu Thr Val Leu Val Ile
195 200 205
Val Lys Ser Gln Glu Lys Ile Phe Cys Gly GIn Ile Trp Pro Val Asp
210 215 220
Gln Gln Leu Tyr Tyr Lys Ser Tyr Phe Leu Phe Ile Phe Gly Ile Glu
225 230 235 240
Phe Val Gly Pro Val Val Thr Met Thr Leu Cys Tyr Ala Arg Ile Ser
245 250 255
Arg Glu Leu Trp Phe Lys Ala Val Pro Gly Phe GIn Thr Glu Gln Ile
260 265 270
Arg Lys Arg Leu Arg Cys Arg Arg Lys Thr Val Leu Val Leu Met Cys
275 280 285
[le Leu Thr Ala Tyr Val Leu Cys Trp Ala Pro Phe Tyr Gly Phe Thr
290 295 300
Ile Val Arg Asp Phe Phe Pro Thr Val Phe Val Lys Glu Lys His Tyr
305 310 315 320
Leu Thr Ala Phe Tyr Ile Val Glu Cys Ile Ala Met Ser Asn Ser Met
325 330 335
Ile Asn Thr Leu Cys Phe Val Thr Val Lys Asn Asp Thr Val Lys Tyr
340 345 350
Phe Lys Lys Ile Met Leu Leu His Trp Lys Ala Ser Tyr Asn Gly Gly
355 360 365
Lys Ser Ser Ala Asp Leu Asp Leu Lys Thr Ile Gly Met Pro Ala Thr
370 375 380
Glu Glu Val Asp Cys lle Arg Leu Lys
385 390
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Q10> 2
CHD 1179
<212> DNA

<213> Mensch

<400> 2

atggagacca
tctgtgctca
gactatgata
gccaagattg
ttcatcttta
atcgccaace
gactactatg
aactacctgc
gacaggtatc
ggectgattg
accaccgaga
tggccigteg
ttcgtgggcce
ttcaaggceg
aagacggtcc
tacggcttica
ctcactgect
tgcttcgtga
tggaaggctt
atgecetgeca

210> 3
QI 1179
<212> DNA

ccatggggtt
accctcatgg
tgeectttgga
tcattgggat
tcgetgeect
tggccatctce
tggtgegecea
geactgictc
tggctattgt
cctiggtgtg
cggtectegt
accagcasgct
ccgtggtcac
tccetggatt
tggtgctcat
ccatcgtgcg
tctacatcgt
ccgtcaagaa
cttacaatgg
ccgaagaggt

{213> Mensch

<400> 3
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catggatgac
ageccatgcec
tgaagatgag
ggceetggtg
ggtcegetac
tgacttcctg
gctcteetge
tctctatgtce
ccatccectg
gacggtgtce
cattgtcaag
ctactacaag
catgaccctg
ccagacagag
gtgcatccte
cgacttctte
cgagtgcatc
cgacaccgtc
cggtaagtcc
ggactgcatc

aatgccacca
acttccttee
gatgtgacca
ggcatcatgc
aagaaactgc
gtggccattg
gagcacggce
tccaccaatg
agaccacgga
atcctgatcg
agccaggaaa
fcctacttee
tgctatgcca
cagatccgea
accgeetacg
cecaccgtgt
gcecatgagea
aagtacttca
agtgcagacc
agactaaaa

acacttecac
cattcaactt
attccaggac
tggtctgcgsg
gcaacctcac
tctgetgece
acgtcctgtg
ceetgetgge
tgaagtgcca
ccateccttce
agatcttctg
tctitatcly
ggatctcccg
agaggctecg
tgctatgetg
tcgtgaagga
acagcatgat
aaaagatcat
tggacctcaa

cagctteett
cagctacagc
gttettiget
cattggaaac
caacctgetce
ctttgagatg
cacctctgte
catcgecatt
aacagccact
cgectactte
cggccagatce
tggcatagaa
ggagctictgg
ctgeegeagse
ggegeeette
gaagcactac
caacactctg
gttgctecac
gacaattggg

atggagacca ccatggggtt catggatgac aatgccacca acacttccac cagettectt
tclgtgeteca accclcatgg ageccatgee acttecttee cattecaactt cagelacage
gactatgata tgcctitgga tgaagatgag gatgtgacca attccaggac gttetttget
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60
120
180
240
300
360
420
480
040
600
660
120
780
340
900
960

1020
1080
1140
179

60
120
180
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gccaagattg tcattgggal ggccctggtg ggcatcatge
ttcatcttta tegetgeect ggtecgetac aagaaactgc
atcgccaacc tggecatcte tgacttcctg giggecattg
gactactatg tggtgcgeca getetectgg gageacgece
aactacctgc gcactgictc tctctatgtt tccaccaatg
gacaggtatc tggctattgt ccatccgetg agaccacgga
ggcetgattg cettggtgtg gacggtgtee atcectgateg
accaccgaga cggtcctegt cattgtcaag agccaggaaa
tggcctglgg accagcagel ctactacaag tcctactice
ttcgtgggee ccgtggtcac catgaccectg tgctatgeca
ttcaaggcgg tccctggalt ccagacagag cagatccgcea
aagacggtcc tggtgctcat gtgecatectc accgectacg
tacggcttca ccatcgtgcg cgacttctic cccaccgtgt
ctcactgeet tctacatcgt cgagtgcatc gecatgagea
tgcttcglga ccgtcaagaa cgacaccgic aagtacttca
tggaaggett cttacaatgg cggtaaglcc agtgcagacc
atgcectgeca ccgaagaggt ggactgeatc agactaaaa

210> 4

QI 31

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

220>
223>

<400> 4
gtcgacatgg agaccaccat ggggticatg g

210> 5

Q11 36

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<2
Q23

tgglctgcgg
gcaacctcac
tctgctgece
acgtectgtsg
ccetgetgge
tgaagtgcea
ccateectte
agatctictg
tetttatett
ggatctceeg
agaggctgeg
tgetatgetg
ttgtgaagea
acagcatgat
aaaagatcat
tggacctcaa

31
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cattggaaac
caacctgctce
ctttgagalg
cacctctgte
catcgecatt
aacagccact
cgectacttc
cggecagatce
tggcatagaa
ggagclctes
ctgeegeagg
ggegecectic
gaagcactac
caacactctg
gitgctecac
gacaattggs

240
300
360
420
480
040
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1179
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<400 5
actagtttat tttagtctga tgcagtccac ctctte 36

210> 6
QL 2l

<212> DNA
{213> kiinstliche Sequenz

<2205
Q2B

400> 6
tcatgttgct ccactggaag g 21

QI 7

QI 21

<Z12> DNA

<213> kinstliche Sequenz

Q20>
Q223>

400> 7
ccaattgtet tgaggtccaglg 21

210> 8

Q11> 39

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220
22

400> 8
ttcttacaat ggcggtaagt ccagtgcag 39
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210> 9

QI 31

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

220>
223

<400> 9
gtcgacatgg agaccaccat ggggttcatg g 31

<210> 10
Q11> 36

<212> DNA
(213> kinstliche Sequenz

Q20>
223

<400> 10
actagtttat tttagtctga tgcagtccac ctcttc 36

210> 11
QL 16
<212> PRT
213> Rind

<400> 11
Ala Val Ile Thr Gly Ala Xaa Glu Arg Asp Val Gln Xaa Arg Ala Gly
5 10 15

Q10> 12

QL1 28

<L12> DNA

<213)> kinstliche Sequenz
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Q20>
223

<400> 12
ggtgccacge gagtctcaat catgetee 928

Q1> 13
QL 28
<212> DNA
{213 kiinstliche Sequenz

220>
QI

400> 13
ggegcctgtg agegggatgt ccagtgts 28

<210> 14
QL 28

<212> DNA
{213> kinstliche Sequenz

220>
<223>

400> 14
cttcttcagg aaacgcaagc accacacc 28

210> 15
2L 409
<212> DNA
{213> Mensch

<400> 15
cttcttcagg aaacgcaagc accacacctg tccttgettg cccaacctge tgtgctecag 60
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gttcceggac ggcaggtace getgetecal ggactigaag aacatcaatt tttaggeget 120
tgectgglct caggalacce accatccttt tcctgageac agectggatt tttatttctg 180
ccalgaaacc cagctcccat gactctceeca gtecctacac tgactacect gatctotett 240
glctagtacg cacatatgca cacaggcaga catacctcce atcatgacat ggtccccagg 300
ctggcectgag gatgtcacag cttgaggctg tggtgtgaaa ggtggecage ctggttetet 360
tcectgetca gectgecaga gaggtggtaa atggcagaaa ggacattec 409

Q10> 16

Q11> 20

212> DNA

213> kiinstliche Sequenz

<2207
Q223

<400> 16
ccaccalgag aggtgccacg 20

Q10> 17

QI 24

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
223>

400> 17
ctcgagetca ggaaaaggalt ggtg 24

<210> 18
QI 371

<212> DNA
<213> Mensch

<400> 18
Ccaccalgag aggtgccacg cgagtctcaa tcatgctcct cctagtaact gtgtctgact 60
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gtgctgtgat cacagggscc
ccatcageet gtggetticga
agtgccacce cggeagecac
cttgcttgee caacctgetg
acttgaagaa catcaatttt
ctgagctcga g

<210> 19
211> 371
<212> DNA
<213> Mensch

<400> 19

ccaccatgag aggtgccacg
gtgctgtgat cacaggggce
ccatcagect gtggettcga
agtgccaccc cggeageeac
cttgcttgee caacctgetg
acttgaagaa catcaatttt
ctgagctcga g

<210> 20
Q1> 86
<212> PRT
<213> Mensch

<400> 20
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tgtgagegeg atglccagtg
gggctgegga tgtgeacece
aagatcccct tcttcaggaa
tgctccaggt tecccggacgs
taggcgcttg cctggictca

cgagtctcaa tcatgctect
tgtgagcggg atglccagtg
gggctgegga tgtgcaceee
aaggtccecct tcttcaggaa
tgctccaggt teccggacgg
taggegcttg cctggtctca

tggggcagge acctgetgtg 120
gctggggceg gaaggcgagg 180
acgcaagcac cacacctgte 240
caggtaccge tgctccatgg 300
ggatacccac catccttttc 360

371

cctagtaact gtgtctgact 60
tggggcagec acctgctgtg 120
gctgeggegs gaaggcegage 180
acgcaagcac cacacctgtc 240
caggtaccge tgctccatgg 300
ggatacccac catectttte 360

371

Ala Val Ile Thr Gly Ala Cys Glu Arg Asp Val Gln Cys Gly Ala Gly

9

10

15

Thr Cys Cys Ala Ile Ser Leu Trp Leu Arg Gly Leu Arg Met Cys Thr

20

25

30

Pro Leu Gly Arg Glu Gly Glu Glu Cys His Pro Gly Ser His Lys Ile

35

40

45

Pro Phe Phe Arg Lys Arg Lys His His Thr Cys Pro Cys Leu Pro Asn

50

99

60

Leu Leu Cys Ser Arg Phe Pro Asp Gly Arg Tyr Arg Cys Ser et Asp
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65
Leu Lys Asn Ile Asn
85

<210> 21
LD 86
<212> PRT
(213> Mensch

<400 21
Ala Val Ile Thr Gly
5
Thr Cys Cys Ala Ile
20
Pro Leu Gly Arg Glu
35
Pro Phe Phe Arg Lys
50
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70 75 80
Phe

Ala Cys Glu Arg Asp Val Gln Cys Gly Ala Gly
10 15
Ser Leu Trp Leu Arg Gly Leu Arg Met Cys Thr
25 30
Gly Glu Glu Cys His Pro Gly Ser His Lys Val
40 435
Arg Lys His His Thr Cys Pro Cys Leu Pro Asn
99 60

Leu Leu Cys Ser Arg Phe Pro Asp Gly Arg Tyr Arg Cys Ser Met Asp

65
Leu Lys Asn Ile Asn
85

<210> 22
Q11> 105

<212> PRT
213> Mensch

<400 22
Met Arg Gly Ala Thr
5
Ser Asp Cys Ala Val
20
Gly Ala Gly Thr Cys
35
Met Cys Thr Pro Leu

70 75 80
Phe

Arg Yal Ser [le Met Leu Leu Leu Val Thr Val
10 15
[le Thr Gly Ala cys Glu Arg Asp Val GIn Cys
25 30
Cys Ala Ile Ser Leu Trp Leu Arg Gly Leu Arg
40 45
Gly Arg Glu Gly Glu Glu Cys His Pro Gly Ser
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50 99 60
HHis Lys Ile Pro Phe Phe Arg Lys Arg Lys His His Thr Cys Pro Cys
65 70 75 80
Leu Pro Asn Leu Leu Cys Ser Arg Phe Pro Asp Gly Arg Tyr Arg Cys
85 90 95
Ser Met Asp Leu Lys Asn Ile Asn Phe
100 105
210> 23
Q1D 105
<212> PRT

213> Mensch

<400> 23 '
Met Arg Gly Ala Thr Arg Val Ser Ile Met Leu Leu Leu Val Thr Val
5 10 15
Ser Asp Cys Ala Val Ile Thr Gly Ala cys Glu Arg Asp Val Gln Cys
20 29 30
Gly Ala Gly Thr Cys Cys Ala Ile Ser Leu Trp Leu Arg Gly Leu Arg
35 40 45
Met Cys Thr Pro Leu Gly Arg Glu Gly Glu Glu Cys His Pro Gly Ser
50 55 60
His Lys Val Pro Phe Phe Arg Lys Arg Lys His His Thr Cys Pro Cys
65 70 75 80
Leu Pro Asn Leu Leu Cys Ser Arg Phe Pro Asp Gly Arg Tvr Arg Cys
85 90 95
Ser Met Asp Leu Lys Asn Ile Asn Phe
100 105

<210> 24
11D 678
<212> DNA
(213> Mensch

<400> 24
aaggctgagc gggaggaage gagaggcatc taagcaggea gtgtttigee ttcaccccaa 60
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gtgacc: tga
tgtgcty tga
gecatci gee
gagtgccace
cettgeltge
gacttgeaga
cctgagcaca
tcectacact
atacctc:ca

gaggtgccac
tcacagggsc
tgtggctice
ccggeageca
ccaacctgct
acatcaattt
gcclegattt
gactaccctg
tcatgacatg

gglgtgalag gtggccagee

tggcagalag

210> 25
211> 678
212> DIA

gacattce

<213> Nensch

<400> 2

aaggctgi gc
gtgacca ga
tgtgctgiga
gccatcagcc
gagtgccecc
ccttgettge
gacttgaaga
cctgagea:a
tccetacast
atacctcc:a

gggaggaagc
gaggtgcceac
tcacaggggc
tgtgecticg
ccggeageca
ccaacctgct
acatcaattt
geetggattt
gactaccclg
tcatgacatg
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gcgagtctca
ctgtgagcgg
agggctgceg
caagatcccce
glgctccagg
ttaggcgctt
ttatttctge
atctctctig
gtccecagge
tggttetett

gagaggcatc
gcgagtctca
ctgtgagegg
agggctgessg
caaggtccee
gtgctccagg
ttaggegett
ttatttetge
atctctcttg
gtceccagge

ggtgtgaaig gtggccagee tggttetett

lggcagaaig

210> 26
QI 25
<212> DN

gacattce

<213> Mensch

<400> 26

atcatgctce
gatgtccagt
atgtgcacce
ttcttcagga
ttccecggacg
geectggtcte
catgaaaccc
tctagtacgc
tggcctgagg
ceetgeteag

taagcaggca
atcatgctcce
gatgtccagt
atgtgcacce
ttcttcagga
ttcceggacg
geetggtetce
catgaaacce
tctagtacge
tegcctgagg
ccctgctcag

tcctagtaac
gtggeggcagg
cgctgggecs
aacgcaagca
gcaggtaccg
aggataccca
agcteccatg
acatatgcac
atgtcacagc
gctgecagag

gtgttttgce
tcctagtaac
glggggcage
cgctgeggcesg
aacgcaagca
gcaggtaccg
aggataccca
agctcccatg
acatatgcac
atgtcacagc
gctgecagag

65/128

tgtgtctgac 120
cacctgctgt 180
ggaaggcgag 240
ccacacctgt 300
ctgcteccatg 360
ccatcetttt 420
actctcccag 480
acaggcagac 540
ttgaggctgt 600
aggtggtaaa 660

678

ttcaccccaa 60
tgtgtetgac 120
cacctgetgt 180
ggaaggcgag 240
ccacacctgt 300
ctgctecatg 360
ccatcctttt 420
actctcccag 480
acaggcagac 540
ttgaggctgt 600
aggtggtaaa 660

678
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gctgtgatca caggggeelg tgagegggat
atcagcelgt ggcttcgagg getgeggate
tgccaccecg geagecacaa gatecectte
tgcttgeeca acctgetgtg ctecaggttc
ttgaagaaca tcaatttt

210> 27
Q21D 258
<212> DNA
<213> Mensch

<400> 27

gcigtgatca caggggcctg tgagegggat
atcagcctgt ggcttcgagg getgeggatg
tgccaccecg geagecacaa ggteeectte
tgcttgeeca acctgetgtg ctecaggttc
t{gaagaaca tcaatttt

<210> 28
211 315
<212> DNA
<{213> Mensch

<400> 28

atgagaggtg ccacgcgagt ctcaatcatg
gtgatcacag gggcctgtga gegggatgtc
agectgtgge ttcgaggect geggatgtec
caccccggea gecacaagat ccecttette
ftgeccaace tgetgtgete caggtteecg
aagaacatca atttt

210> 29
Q11 315
<212> DNA
<213> Mensch

gtccagtglg gggcaggeac ctgetgtgee 60
tgcacccege tggggcegga aggegaggag 120
ttcaggaaac gcaagcacca cacctgtcct 180
ccggacggca ggtaccgetg ctecatggac 240

258

gtccagtgtg gggcaggcac ctgetgtgee 60
tgcacccege tggeecgsga aggegaggag 120
ttcaggaaac gcaagcacca cacctgtcct 180
ccggacggca ggtaccgetg ctccatggac 240

258

ciccteectag taactgtgte tgactgtget 60
cagtgtgggg caggcacctg ctgtgecate 120
accccgetgg gecgggaagg cgaggagtge 180
aggaaacgca agcaccacac ctgtcettge 240
gacggcaggt accgctgete catggacttg 300

315
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<400 29

algagaggtg ccacgcgagt
gtgatcacag gggectgtga
ageectgtgge ticgagggct
caccccggca geecacaaggt
ttgcccaace tgetgtgcte
aagaacatca atttt

<210> 30
Q11 382
<212> DNA
<{213> Mensch

<400> 30

gaattcgece ttccaccatg
ctgtgtctga ctgtgctgte
gcacctgetg tgccatcage
gggaaggcga ggagtgecac
accacacctg tecttgettg
getgetecat ggacttgaag
accatccttt cctgageteg

210> 31
Iy 10
<212> PRT
<213> Mensch

<400> 31
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ctcaatcatg ctcctcectag taactgtgte tgactgtget 60
gcgggatgtc cagtgteggs caggeacctg ctgtgccate 120
gcggalgtge acccegetes ggegegaagg cgaggagtge 180
ccecttcttc aggaaacgca agcaccacac ctgtecttge 240

caggltcccg gacggeaggt accgetgetc catggacttg 300
- 315

agagglgcca cgegagtetc aatcatgete ctectagtaa 60
atcacagggg cctgtgageg ggatgtccag tgtggsgcag 120
ctgtggcttc gagggctgceg gatgtgeace cegelgggge 180
cccggcagee acaaggtece cttcttcagg aaacgcaage 240
cccaacclge tgtgctccag gttcccggac ggeaggtace 300
aacalcaatt tttaggeget tgectggtct caggatacce 360
ag 382

Ala Val Ile Thr Gly Ala Xaa Glu Arg Asp

9

210> 32
Q11> 26
<212> DNA

10

<213 kiinstliche Sequenz
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220>
223>

<400> 32
gtcgaccacc atgagaggtg ccacgc 26

210> 33

I 26

212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

220>
QL3

<400> 33
actagtcgca gaactggtag gtatgg 26

210> 34
211> 80
<212> PRT
<213> Dendroaspis polylepis

<400> 34

2007.09.20

Ala Val Ile Thr Gly Ala Cys Glu Arg Asp Leu Gln Cys Gly Lys Gly

9 10

15

Thr Cys Cys Ala Val Ser Leu Trp lle Lys Ser Val Arg Val Cys Thr

20 . 25

30

Pro Val Gly Thr Ser Gly Glu Asp Cys His Pro Ala Ser His Lys Ile

35 40

45

Pro Phe Ser Gly Glo Arg Met His His Thr Cys Pro Cys Ala Pro Asn

20 95 60

Leu Ala Cys Val Gln Thr Ser Pro Lys Lys Phe Lys Cys Leu Ser Lys

65 70 75

210> 3%
QLY 1182

80
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<212> DNA

{213> Mensch

<400> 35
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atggcagecc agaatggaaa caccagttic
gectecteee tetectttaa cttcagttat

gaggacatga
gcaggeatca
tataagaagt
ctggtggcca
tgggagcatg
gtctccacca
ttgaaaccac
tccattctca
aagagccagsg
aagtcctact
ctgtgctatg
gagcagattc
ctcacggect
ttccccactg
atcgccatga
atgaagtact
tccagtgctg
atcaggctga

210> 36
Q1> 384
<212> PRT

ccaagacccg
tgctgetctg
tgecgeaaccet
tcatctgctg
gccacgtgcet
atgecttget
ggatgaatta
ttgecateee
agaagatctt
tcctettcat
ccaggatctce
gcaagegget
atgtgctgtg
tgttcgtgaa

gaccttcttc
cggcatcggt
caccaatctg
ceecttegag
ctgtgectcee
ggccattgee
tcaaacggce
atcggcttac
ctgtggecag
ctttggtgte
ccgggagcete
gcgetgeege
ctgggcacce
ggaaaagcac

gcaacagcat gatcaacacc
tcaagaagatl gatgctgctg
accttgacct cagaaccaac

acacccaact
ggtgattatg
gcagccaaga
aactttgtet
ctcattgeea
atggactact
gtcaactacc
attgacagat
tccttectga
tttgcaacag
atctggectg
gagttcgtgg
tggttcaagg
aggaagacgyg
tictacggtt
tacctcactg
gtgtecttcg
cactggegtc

ttaatccacc ccaagaccat
acctccctat ggatgaggat
tcgtcattgg cattgecactg
ttatcgctec cctcaccege
acctggecat ctecgactte
acgtggtacg gcagctctce
tgcgeacegt cteectetac
atctcgecat cgttcaccce
tcgecttggt ctggatggte

aaaccgtect
tggatcagca
gceetgtget
cagtcccteg
tcctggtget
tcaccatcgt
ccttctacgt

ctttattgte
gctctactac
caccatgacc
gttccagacg
catgtgeatt
tcgtgacttc
ggtcgagtgc

tgacggtcaa
ccteeccageg

gaacaacacc
ggggagcraag

ggggtgeeca ccacagaaga

agtggactgt

ag

<213> Mensch

<400> 36

Met Ala Ala GIn Asn Gly Asn Thr Ser Phe Thr Pro Asn Phe Asn Pro

0

10

15

Pro GIn Asp His Ala Ser Ser Leu Ser Phe Asn Phe Ser Tyr Gly Asp

20

25

30

Tyr Asp Leu Pro Met Asp Glu Asp Glu Asp Met Thr Lys Thr Arg Thar
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35 40 45
Phe Phe Ala Ala Lys Ile Val Ile Gly Ile Ala Leu Ala Gly Ile Met
50 95 60
Leu Val Cys Gly Ile Gly Asn Phe Val Phe Ile Ala Ala Leu Thr Arg
65 70 79 80
Tyr Lys Lys Leu Arg Asn Leu Thr Asn Leu Leu Ile Ala Asn Leu Ala
85 90 95
Ile Ser Asp Phe Leu Val Ala tle lle Cys Cys Pro Phe Glu Met Asp
{40 105 1y
Tyr Tyr Val Val Arg Gln Leu Ser Trp Glu His Gly His Val Leu Cys
115 120 125
Ala Ser Val Asn Tyr Leu Arg Thr Val Ser Leu Tyr Val Ser Thr Asn
130 . 135 140
Ala Leu Leu Ala Ile Ala Ile Asp Arg Tyr Leu Ala Ile Val His Pro
145 150 155 160
Leu Lys Pro Arg Met Asn Tyr Gln Thr Ala Ser Phe Leu lle Ala Leu
165 170 175
Val Trp Met Val Ser Ile Leu Tle Ala lle Pro Ser Ala Tyr Phe Ala
180 185 190
Thr Glu Thr Val Leu Phe Ile Val Lys Ser Gln Glu Lys Ile Phe Cys
195 200 205
Gly Gln Ile Trp Pro Val Asp Gln Gln Leu Tyr Tyr Lys Ser Tyr Phe
210 215 220
Leu Phe Ile Phe Gly Val Glu Phe Val Gly Pro Val Val Thr Met Thr
225 230 235 240
Leu Cys Tyr Ala Arg Ile Ser Arg Glu Leu Trp Phe Lys Ala Val Pro
245 250 255
Gly Phe GIn Thr Glu Gln Ile Arg Lys Arg Leu Arg Cys Arg Arg Lys
_ 260 265 2170
Thr Val Leu Val Leu Met Cys Ile Leu Thr Ala Tyr Val Leu Cys Trp
275 280 285
Ala Pro Phe Tyr Gly Phe Thr Ile Val Arg Asp Phe Phe Pro Thr Val
290 295 300
Phe Val Lys Glu Lys His Tyr Leu Thr Ala Phe Tyr Val Val Glu Cys
305 3190 319 320
Ile Ala Met Ser Asn Ser Met Ile Asn Thr Val Cys Phe Val Thr Val
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325

330 335

Lys Asn Asn Thr Met Lys Tyr Phe Lys Lys Met Met Leu Leu His Trp

340

350

Arg Pro Ser GIn Arg Gly Ser Lys Ser Ser Ala Asp Leu Asp Leu Arg

355 360

365

Thr Asn Gly Val Pro Thr Thr Glu Glu Val Asp Cys Ile Arg Leu Lys

370 375

<210> 37
211> 30

<212> DNA
<213 kinstliche Sequenz

220>
Q23

<400> 37
glcgacalgg agaccactgt ggggacectg

<210> 38
211> 30
<212> DNA
<213> kiinstliche Sequenz

<220
Q2

<400> 38
actagtttat ttcagtcgga tgcagtccac

<210> 39
Q> 11719
<212> DNA
<213 Ratte

<400> 39

380 384

30

30

71/128



atggagacca
tctgcacgtg
gactatgaca
gccaagattg
ttcatcttca
atcgccaace
gactactatg
aactacttge
gacaggtatc
ggcctgatct
accactgaga
tggccggtgg
ttcgtggstc

clgtggggac
atggcagtgs
tgeeectegga
tcattggcat
tcactgegct
tggccattte
tggtacgcca
gcaccgtclce
tggccattgt
tcctggtglsg
cggtgttggt
atcagcagtt
ctgtaatcge

DE 601 28 916 T2 2007.09.20

cctgggcegag aataccacaa
agccgaaacc tcccecttge
tgaagaggag gatgtgacca
ggctttggtg ggcatcatsc
ggeecegetac aaaaageltc
ggacttcctg gtagccatcg
gctctectgg gageacggee

ttcaaggegg tgcceggett
cggacggtac tggggctegt
tatggcttca ccatcgtgcg
ctcaccgeet tttatgtgst
tgcttigtga ctglcaggaa
tggagggecet ctectagegg
attcctgcca cggaggaggt

210> 40
QI 393
212> PRT
(213> Ratte

<400> 40

cctctacgtg
geaccegetg
gtctgtgtcee
catcgtggaa
ctactacagg
catgaccctg
ccagacagag
gtgcgteett
tgacttcttce
ggagtgcatc
taacaccagt
gagcaaggcc
ggactgcatc

tccactaacg
agaccgcgga
atcctcatcg
agccaggaga
tcctatttce
tgctatgeca
cagatccgcc
tccgectatg
cccteegtgt
gccatgagea
aagtaccica
agcgetgacc
cgactgaaa

acaclticac cgacttettt
cattcacttt cagctatggt
actctcggac tttctttget
tggtgtgtgg catcggeaac
gcaacctcac caacctgett
tgtgctgeee ctitgagatg
atgtectgtg cgeeteegte
ccctactgge cattgecatt

tgaagtgtca
ccatcccage
agatcttctg
ttttggtett
gegtgteeeg
ggagscigeg
tgctgtgetg
ttgtgaaaga
acagtatgat
agaggatcect
tcgacctcag

aacggctgea
cgcctacttce
cggccagatce
cggectcgag
agagctctge
ctgtegeega
ggcteeettc
gaagcactac
caatacgetg
gcggeiccag
gaccacgges

Met Glu Thr Thr Val Gly Thr Leu Gly Glu Asn Thr Thr Asn Thr Phe
5 10 15
Thr Asp Phe Phe Ser Ala Arg Asp Gly Ser Gly Ala Glu Thr Ser Pro
20 25 30
Leu Pro Phe Thr Phe Ser Tyr Gly Asp Tyr Asp Met Pro Ser Asp Glu
35 40 45
Glu Glu Asp Yal Thr Asn Ser Arg Thr Phe Phe Ala Ala Lys Ile Val
50 55 60
[le Gly Met Ala Leu Val Gly ile Met Leu Val Cys Gly Ile Gly Asn
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65
Phe

Thr
Ile
Ser
Thr
145
Asp
Gln
[le
Val
Gin
225
Phe
Arg
Arg
Val
Ile

305
Leu

Leu

DE 601 28 916 T2 2007.09.20

70 75 80
[le Phe Ile Thr Ala Leu Ala Arg Tyr Lys Lys Leu Arg Asn Leu
85 90 95
Asn Leu Leu Ile Ala Asn Leu Ala Ile Ser Asp Phe Leu Val Ala
100 105 110
Val Cys Cys Pro Phe Glu Met Asp Tyr Tyr Val Val Arg Gln Leu
115 120 125
Trp Glu His Gly His Val Leu Cys Ala Ser Val Asm Tyr Leu Arg
130 135 140
Val Ser Leu Tyr Val Ser Thr Asn Ala Leu Leu Ala Ile Ala Ile
150 15 160
Arg Tyr Leu Ala Ile Val His Pro Leu Arg Pro Arg Met Lys Cys
165 170 175
Thr Ala Ala Gly Leu Ile Phe Leu Val Trp Ser Val Ser Ile Leu
180 185 190
Ala Tle Pro Ala Ala Tyr Phe Thr Thr Glu Thr Val Leu Val Ile
195 200 205
Glu Ser Gin Glu Lys Ile Phe Cys Gly Gin Ile Trp Pro Val Asp
210 215 | 220
Glo Phe Tyr Tyr Arg Ser Tyr Phe Leu Leu Val Phe Gly Leu Glu
230 235 240
Yal Gly Pro Val lle Ala Met Thr Leu Cys Tyr Ala Arg Val Ser
245 250 255
Glu Leu Trp Phe Lys Ala Val Pro Gly Phe Glo Thr Glu Gin Ile
260 265 270
Arg Arg Leu Arg Cys Arg Arg Arg Thr Val Leu Gly Leu Val Cys
275 280 285
Leu Ser Ala Tyr Val Leu Cys Trp Ala Pro Phe Tyr Gly Phe Thr
290 295 300
Yal Arg Asp Phe Phe Pro Ser Val Phe Val Lys Glu Lys His Tyr
310 315 320
Thr Ala Phe Tyr Val Val Glu Cys Ile Ala Met Ser Asn Ser Met
325 ) 330 335
Asn Thr Leu Cys Phe Val Thr Val Arg Asn Asa Thr Ser Lys Tyr
340 345 350
Lys Arg Ile Leu Arg Leu Gln Trp Arg Ala Ser Pro Ser Gly Ser
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395 36D 369
Lys Ala Ser Ala Asp Leu Asp Leu Arg Thr Thr Gly Ile Pro Ala Thr
370 375 380
Glu Glu Val Asp Cys Ile Arg Leu Lys
385 390
210> 41
QD 3l
<212> DNA

<213) kiinstliche Sequenz

220>
2D

<400> 41
cctcaccaay ctgetyatyg ccaacctgge ¢ 31

Q0> 42
Q1> 26

<212> DNA
{213 kiinstliche Sequenz

<220>
223>

400> 42
gtggtregse agctctectg ggageca 26

210> 43
Q> 23

<212> DNA
<213> kinstliche Sequenz

220>
ARy,
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<400 43
tcccgggage tctggttcaa gge 23

210> 44

QLD 2T

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

220>
22

<400 44
gagtgcatcg ccatgagcaa cagcatg 27

210> 45

211> 23

<212> DNA

(213> kinstliche Sequenz

Q20>
Q2

<400> 45
ggcttgaacc agagctcccg gga 23

210> 46
2L 1266
<212> DNA
{213 Ratte

<400> 46

atggtatcag ttctgtccaa cagggacctc cacacactgg ccccagetga agtgctgaac
tccacgtggg cctatctlcee tgacacatac cagectacct gecacatcat caacatggga
gaccagaacg gaaacacaag ctttgcacca gacttgaacc caccccaaga ccacgtctee
ttgeteeeet taaactacag ttatggagat tatgacatcc ccctggatga cgatgaggat
gtgaccaaga cacagacctt ctttgcagce aaaatcgtca ttggcgtage cctggcagsce
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tggcaacttt
cctectceate
tgagatggac
ctecgtcaac
cgctattgac
cteettectg
cttcaccaca
gatctggecee
tgagttcgleg
ctggttcaag
ccgaaagaca
tttctatgsc
ctacctcace

atcatgctag tctgeggcest
aagctgegea accttaccaa
gcgatcgtet getgeeectt
catggtcacg tgetttgtge
accaatgete tgetggecat
cggatgaatt accagaccsgc
atcgccatce catctgecta
gaaaagctct tctgtggtca
ttcctcttcg tetteggget
gcecaggatct cccaggagcet
cgcaagcgac tgcgetgeeg
tacgtgctgt gctgggegee
ctggltgtga aggagaagca
agcaacagca tgatcaatac
ttcaagaaga tgctgctget
gacctcgacc tcaaaaccag
aagtag

gctaaccigg
tactacgtag
taccttcgta
agatatctceg
atcgctttgg
gaaaccatce
gtggaccagc
ggtceegtgg
gctgtacctsg
gtgctattge
tttaccatag
gecttctatg
tatatgcttc gtgacggtca
gcactggeegg cecteteact
tggggttcet gecaccgaag

210> 47
Q1D 421
212> PRT
213> Ratte

<400> 47
Met Val Ser Val Leu Ser Asn Arg Asp Leu His
5 ., 10
Glu Val Leu Asn Ser Thr Trp Ala Tyr Leu Pro
20 25
Thr Cys His Ile Ile Asn Met Gly Asp Gln Asn
35 40
Ala Pro Asp Leu Asn Pro Pro Gln Asp His Val
50 55
Asn Tyr Ser Tyr Gly Asp Tyr Asp Ile Pro Leu
65 70 75
Val Thr Lys Thr GIn Thr Phe Phe Ala Ala Lys
85 90

ccatctetga
tacgtcagct
cagtcteect
ctattgtcca
tctggatgst
ttgttatcgt
agctctacta
tcactatgac
gtitccagac
tcatgggtat
tgcgagact!
tcgtcgagtsg
agaacaacac
acgggagtaa
aggtggactg

Thr Leu Ala

Asp Thr Tyr
30

gtcttcattg ctgcectege cegetacaag

cttectggtg
ttcctgggag
gtacgtictce
ccccttaaaa
ctcecatecte
caagaatcag
caaatcctac
cctgtgctat
ggagcagatc
cctcacagec
cttceccacg
catcgccatg
catgaaatac
gtccagegeg
tatcaggcta

Pro Ala
15
Gln Pro

Gly Asn Thr Ser Phe

45
Ser Leu Leu
60
Asp Asp Asp

Ile Val Ile

76/128
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Glu Asp

80
Gly val
95
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Ala Leu Ala Gly Ile Met Leu Val Cys Gly Val Gly Asn Phe Val Phe
100 105 110
[le Ala Ala Leu Ala Arg Tyr Lys Lys Leu Arg Asn Leu Thr Asn Leu
115 120 129
Leu Ile Ala Asn Leu Ala Ile Ser Asp Phe Leu Val Ala Ile Val Cys
130 135 140
Cys Pro Phe Glu Met Asp Tyr Tyr Val Val Arg Gln Leu Ser Trp Glu
145 150 165 160
His Gly His Val Leu Cys Ala Ser Val Asn Tyr Lev Arg Thr Val Ser
165 170 175
Leu Tyr Val Ser Thr Asn Ala Leu Leu Ala Ile Ala Ile Asp Arg Tyr
180 : 185 190
Leu Ala Ile Val His Pro Leu Lys Arg Met Asn Tyr Gln Thr Ala Ser
195 200 205
Phe Leu Ile Ala Leu Val Trp Met Val Ser Ile Leu lle Ala Ile Pro
210 215 220
Ser Ala Tyr Phe Thr Thr Glu Thr Ile Leu Val Ile Val Lys Asn Gln
225 230 235 240
Glu Lys Leu Phe Cys Gly Gln Ile Trp Pro Val Asp Gin Gin Leu Tyr
245 250 255
Tyr Lys Ser Tyr Phe Leu Phe Val Phe Gly Leu Glu Phe Val Gly Pro
260 265 270
Val Val Thr Met Thr Leu Cys Tyr Ala Arg Ile Ser Gln Glu Leu Trp
275 280 285
Phe Lys Ala Val Pro Gly Phe Gln Thr Glu Gln Ile Arg Lys Arg Leu
290 295 300
Arg Cys Arg Arg Lys Thr Val Leu Leu Leu Met Gly Ile Leu Thr Ala
305 310 315 320
Tyr Val Leu Cys Trp Ala Pro Phe Tyr Gly Phe Thr Ile Val Arg Asp
4 325 330 335
Phe Phe Pro Thr Leu Val Val Lys Glu Lys His Tyr Leu Thr Ala Phe
340 345 350
Tyr Val Val Glu Cys lle Ala Met Ser Asn Ser Met Ite Asn Thr I[le
355 360 365
Cys Phe Val Thr Val Lys Asn Asn Thr Met Lys Tyr Phe Lys Lvs Met
370 375 380
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Leu Leu Leu His Trp Arg Pro Ser His Tyr Gly Ser Lys Ser Ser Ala

385 390 395 400

Asp Leu Asp Leu Lys Thr Ser Gly Val Pro Ala Thr Glu Glu Val Asp
405 410 419

Cys Ile Arg Leu Lys
420

<210> 48
QL 393
212> PRT
<213> Maus

<400> 48
Met Glu Thr Thr Val Gly Ala Leu Gly Glu Asn Thr Thr Asp Thr Phe

| 5 ) 10 15

Thr Asp Phe Phe Ser Ala Leu Asp Gly His Glu Ala Gin Thr Gly Ser

20 25 30
Leu Pro Phe Thr Phe Ser Tyr Gly Asp Tyr Asp Met Pro Leu Asp Glu
35 40 45
Glu Glu Asp Val Thr Asn Ser Arg Thr Phe Phe Ala Ala Lys Ile Val
50 55 60

Ile Gly Met Ala Leu Val Gly Ile Met Leu Val Cys Gly Ile Gly Asn

65 70 75 80

Phe 1le Phe Ile Thr Ala Leu Ala Arg Tyr Lys Lys Leu Arg Asn Leu
85 90 95

Thr Asn Leu Leu Ile Ala Asn Leu Ala Ile Ser Asp Phe Leu Val Ala

100 105 110
[le Val Cys Cys Pro Phe Glu Met Asp Tyr Tyr Val Val Arg Gln Leu
115 120 125
Ser Trp Glu His Gly His Val Leu Cys Ala Ser Val Asn Tyr Leu Arg
130 135 140

Thr Val Ser Leu Tyr Val Ser Thr Asn Ala Leu Leu Ala Ile Ala Ile

145 150 155 160

Asp Arg Tyr Leu Ala Ile Val His Pro Leu Arg Pro Arg Met Lys Cys
165 170 175

Gin Thr Ala Ala Gly Leu Ile Phe Leu Val Trp Ser Val Ser lle Leu
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180 185 190
Ile Ala Ile Pro Ala Ala Tyr Phe Thr Thr Glu Thr Val Leu Val lle
195 200 205
Val Glu Arg GIn Glu Lys Ile Phe Cys Gly GIn Ile Trp Pro Val Asp
210 215 220
Glo Gln Phe Tyr Tyr Arg Ser Tyr Phe Leu Leu Val Phe Gly Leu Glu
225 230 235 240
Phe Val Gly Pro Val Val Ala Met Thr Leu Cys Tyr Ala Arg Val Ser
245 250 255
Arg Glu Leu Trp Phe Lys Ala Val Pro Gly Phe Glo Thr Glu Gln Ile
260 265 270
Arg Arg Thr Val Arg Cys Arg Arg Arg Thr Val Leu Gly Leu Val Cys
275 280 285
Val Leu Ser Ala Tyr Val Leu Cys Trp Ala Pro Phe Tyr Gly Phe Thr
290 295 300
[te Val Arg Asp Phe Phe Pro Ser Val Phe Val Lys Glu Lys His Tyr
305 310 315 320
Leu Thr Ala Phe Tyr Val Val Glu Cys Ile Ala Met Ser Asn Ser Met
325 ’ 330 335
Ile Asn Thr Leu Cys Phe Val Thr Val Arg Asn Asn Thr Ser Lys Tyr
340 345 350
Leu Lys Arg Ile Leu Arg Leu Gln Trp Arg Ala Ser Pro Ser Gly Ser
359 360 365
Lys Ala Ser Ala Asp Leu Asp Leu Arg Thr Thr Gly Ile Pro Ala Thr
370 375 380
Glu Glu Val Asp Cys Ile Arg Leu Lys
385 390 393

<2i0> 49
<211y 381
<212> PRT
<213> Maus

<400> 49
Met Gly Pro Gin Asn Arg Asn Thr Ser Phe Ala Pro Asp Leu Asn Pro
] 5 ) 10 15
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Pro Gin Asp His Val Ser Leu Asn Tyr Ser Tyr Gly Asp Tyr Asp Leu
20 25 30
Pro Leu Gly Glu Asp Glu Asp Val Thr Lys Thr Gln Thr Phe Phe Ala
35 40 45
Ala Lys Ile Val Ile Gly Val Ala Leu Ala Gly Ile Met Leu Val Cys
50 55 60
Gly IHe Gly Asn Phe Val Phe Ile Ala Ala Leu Ala Arg Tyr Lys Lys
65 70 75 80
Leu Arg Asn Leu Thr Asn Leu Leu Ile Ala Asn Leu Ala Ile Ser Asp
85 90 95
Phe Leu Val Ala Ile Val Cys Cys Pro Phe Glu Met Asp Tyr Tyr Val
100 105 110
Val Arg GlIn Leu Ser Trp Ala His Gly His Val Leu Cys Ala Ser Val
115 120 125
Asn Tyr Leu Arg Thr Val Ser Leu Tyr Val Ser Thr Asn Ala Leu Leu
130 135 140
Ala Ile Ala Ile Asp Arg Tyr Leu Ala Ile Val His Pro Leu Lys Pro
145 150 155 160
Arg Met Asn Tyr Gin Thr Ala Ser Phe Leu Ile Ala Leu Val Trp Met
165 170 175
Val Ser Ile Leu Ile Ala Val Pro Ser Ala Tyr Phe Thr Thr Glu Thr
180 ; 185 190
Iie Leu Val Ile Val Lys Asn Gln Glu Lys Ile Phe Cys Gly Gln Ile
- 195 200 205
Trp Ser Val Asp Gln Gln Leu Tyr Tyr Lys Ser Tyr Phe Leu Phe Val
210 215 220
Phe Gly Leu Glu Phe Val Gly Pro Val Val Thr Met Thr Leu Cys Tyr
225 230 235 240
Ala Arg Ile Ser Gln Glu Leu Trp Phe Lys Ala Val Pro Gly Phe Gln
245 250 255
Thr Glu Gln Ile Arg Lys Arg Leu Arg Cys Arg Arg Lys Thr Val Leu
260 265 270
Leu Leu Met Gly 1le Leu Thr Ala Tyr Val Leu Cys Trp Ala Pro Phe
275 280 285
Tyr Gly Phe Thr Ile Val Arg Asp Phe Phe Pro Thr Val Val Val Lys
290 295 : 300
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Glu Lys His Tyr Leu Thr Ala Phe Tyr Val Val Glu Cys Ile Ala Met
310
Ser Asn Ser Met Ile Asn Thr Ile Cys Phe Val Thr Val Lys Asn Asn

305

329

315

330

320

335

Thr Met Lys Tyr Phe Lys Lys Met Leu Arg Leu His Trp Arg Pro Ser
345
His Tyr Gly Ser Lys Ser Ser Ala Asp Leu Asp Leu Lys Thr Ser Gly

355

340

360

350

365

Val Pro Ala Thr Glu Glu Val Asp Cys Ile Arg Leu Lys

370

210> 50
QL 1179
<212> DNA
<213> Maus

<400> 50

atggagacca
tctgeactcg
gactatgaca
gccaagattg
ttcatcttta
atcgccaacc
gactactatg
aactacttgc
gacaggtatc
ggcetgatcet
accactgaga
tggeeggtgg

ctgtcgggsc
atggccatga
tgceectgga
tcattggecat
tcactgeect
tggccatttce
tggtgegeca
gtaccgtcte
tggccattgt
tcctggtgtg
ccgtgetggt
atcagcagtt

375

380

tctgggtgag aataccacag acaccttcac

agcccaaace
tgaagaggaa
ggctttgglg
ggceegetac
agacttcctc
gctctectgg
cctectacgte
gcacécgctg
gtcagtatcc
catcgtggag
ctactacagg

ggctegttac
gatgtgacca
ggtatcatgc
aaaaagctce
gtggccatcg
gagcatgsgtc
tccactaacg
agaccgcgga
atcctcatcg
agacaggaga
tcctatttee

cattcacttt
attctcggac
tagtgtgtgg
gcaacctcac
tgtgctgeee
atgtectgtg
ceetactgge
tgaagtgtca
ccattccage
agatcttctg
ttetggtttt

cgacttcftt
cagctacggt
tttctttget
catcggcaac
caacctgctt
ctttgagatg
cgeetetgte
cattgeccatt
aacagcegcee
tgectacttc
tegtcagalc
cggcctcgag

ttcgtgegee ccgtagtcge
ttcaaggcgg tgccaggctt
aggacggtgc tggggctegt
tatggcttca ctatcgtgeg
ctcaccgect tctatgtggt
tgctttgtga ctgtcaggaa
tggagggect cteeccagegg

catgaccttg tgctatgeca

ccagacagag
gtgegtccte
tgacttcttc
ggagtgcatc

cagatccgce
tctgectatg
cecteegtgt
gccatgagcea

gggtgtceeg ggagetctgs
ggacggtgeg ctgeegeege
tectgtegctg ggcteectte
ttgtgaagga gaagcactac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

acagcatgal caatacgecte 1020
taacaccagt aagtacctca agaggatcct geggcttcag 1080
gagcaaggcec agcgctgace tcgacctcag gaccacggga 1140
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atacctgeca ccgaggaggl ggactgecatc cgactgaaa

<210> 51
I 1143
<212> DNA
<213> Maus

<4007 51
atgggaccce
gictecttaa
accaagacac
atgctggtcet
ctgcgeaace
atcgtetget
ggtcacglgc
aacgctctgc
cggatgaatt
atcgetgtec
gaaaaaatct
ttcctettcg
gccaggatcet
cgcaagcgsc
tacgtgctgt
gtagttgtga
agcaacagca
ttcaagaaga
gacctcgacc
aag

<210> 52
QI 88
<212> DNA

agaacagaaa
actacagtta
agaccttctt
gcggeattgg
ttaccaacct
geeectttga
tttgtgectc
tggeccatcge
atcagaccgc
catctgecta
tctgtggtca
tcttcggget
cccaagagcet
tgegttegceg
gctgggegee
aggagaagcea
tgatcaatac
tgctgegget
tcaaaaccag

cactagcttt
tggtgattat
tgcagccaaa
caactttgtc
cctcattget
gatggactat
cgtcaactac
tattgacaga
ttccttectg
cttcaccaca
gatctggtcg
tgagttcgtg
ctggttcaag
ccgcaagaca
gttctatggc
ctacctcacc
tatatgcttc
ccactggegg
cggggtgect

{213> kunstliche Sequenz

220>
223> Prime

r

gcaccagact

gacctceece tgggtgagga

attgtcattg

ttcattgetg cecctegeeeg

aacctggcecea
tatgtagtac
cttegtacgsg
tacctcgcta
atcgcttteg
gaaaccatcc
gtggaccagc
ggtceegtigg
getgtacctg
gtgctactge
tttaccatag
geettctacg
gtgacggtca
cceteteact

tgaatccace

gecgtggeact

tctctgactt
ggcagctttc
tcteectgta
ttgtccacee
tctggatggt
tcgttategt
agctctacta
tcactatgac
gcttccagac
tcatgggcat
tgcgagactt
tcgtggagtg

ccaagaccat
tgaggategtsg
ggcaggceatc
ctacaagaag
cctggtggcg
ctgggcgeat
cgtctecace
tttgaaacca
ctccatectce
caagaatcaa
caaatcctac
cctgtgctat
ggagcaaalc
ccteacagee
cticceccacg
cattgccatg

1179

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

agaacaacac catgaaatac 1020
acgggagtaa gtccageget 1080
gccactgaag aggtggattlg tatcagacta 1140
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<400> 52
tatggcggtyg attaccggty cgtgcgaacg tgatgtgcag tgcggtgegg gtacctgetg 60

cgcgattage ctgtggctee gtggtetg 88

210> 53
QI 9
<212> DNA
<213> kiinstliche Sequenz

20>
{223 Primer

<400> 53
cgtatgtgca ccecegetgge tcgtgaaggt gaagaatgec atcegggtag ccataaagtg 60

cegttcttee gtaaacgtaa acatcatace tg 92

2100 H4
211> 86
<212> DNA
<213> kiinstliche Sequenz

<220
<223 Primer

<400> 54
ccegtgectg ccgaacctge tgtgecageeg titcceggat ggtegttate gttgecageat 60
ggatctgaaa aacaltaact tttagg 86

<210> 55
211> 94
<212> DNA
<213> kiinstliche Sequenz

QW
<223> Primer
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<400> 55
Cacalacgca gaccacgcag ccacaggcta atcgegeage aggtaccege accgeactge 60

acalcacgtt cgcacgecacc ggtaatcacc gcca 94

<2107 56

Q11> 93

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<2207
<223> Primer

400> 56
aggcacggse aggtatgatg tttacgttta cggaagaacg gcactttatg gctaccegga 60
tggecattctt caccttcacg acccageggg gtg 93

210> 57

211 81

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

Q220>
223> Primer

<400> 57 :
gatccctaaa agttaatgtt tttcagatcc atgctgcaac gataacgacc atccgggaaa 60

cggctgcaca geagglicgg ¢ 81

<210> 58

> 258

<212> DNA

{213 kinstliche Sequenz

220>
223

<4005 58

gcgglgatta ccggtgcgtlg cgaacgtgat gtgcagtgeg gtgegggtac cigetgegeg 60
attagectgt ggctgegtgg tctgegtalg tgecacccege tgggtecgtga aggtgaagaa 120
tgccatccgg gtagecataa agtgecgitc ttccgtaaac gtaaacatca tacctgeecg 180
tgcctgeega acctgetgtg cageegtttc ccggatggte gitatcgttg cagecatggat 240
ctgaaaaaca ttaacttt 258
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[SEQUENZPROTOKOLL]

<110> Takeda Chemical Industries, Ltd.
<120> Novel Physiological Active Peptide and Its Use
<130> P2001-174PCT

<150> JP 2000-217442
<151> 2000-07-18
<150> Jp 2001-26779
<151> 2001-02-02

<160> 58

<210> 1
<211> 393
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Met Glu Thr Thr Met Gly Phe Met AsSp Asp Asn Ala Thr Asn Thr Ser

Thr Ser Phe Leu Ser Val Leu Asn Pro His Gly Ala His Ala Thr Ser
20 25 30
Phe Pro Phe Asn Phe Ser Tyr Ser Asp Tyr Asp Met Pro Leu Asp Glu
35 40 45
Asp Glu Asp Val Thr Asn Ser Arg Thr Phe Phe Ala Ala Lys Ile Val
S0 5S 60
Ile Gly Met Ala Leu Val Gly Ile Met Leu Val Cys Gly Ile Gly Asn
65 70 75 80
Phe Ile Phe Ile Ala Ala Leu Val Arg Tyr Lys Lys Leu Arg Asn Leu
85 90 95
Thr Asn Leu Leu Ile Ala Asn Leu Ala Ile Ser Asp Phe Leu Val Ala
100 105 110
Ile val Cys Cys Pro Phe Glu Met Asp Tyr Tyr Val Val Arg Gln Leu
_ 115 120 125
Ser Trp Glu His Gly His Val Leu Cys Thr Ser val Asn Tyr Leu Arg
130 135 140
Thr Val Ser Leu Tyr Val Ser Thr Asn Ala Leu Leu Ala Ile Ala Ile
145 150 155 160
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Asp Arg Tyr

Gln Thr Ala

Ile Ala Ile

195

val Lys Ser
210
Gln Gln Leu

225

Phe Val Gly

Arg Glu Leu

Arg Lys Arg

275

Ile Leu Thr
290
Ile Val Arg

305

Leu Thr Ala

Ile Asn Thr

Phe Lys Lys

355

Lys Ser Ser
370
Glu Glu val

385

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

atggagacca

2
1179
DNA

Homo

2

tctgtgctca

gactatgata

gccaagattg

Leu
Thr
180

Pro

Gln

Pro

Trp

260

Leu

Ala

Asp

Phe

Leu

340

Ile

Ala

Asp

Ala
165
Gly

Ser

Glu

val

245

Phe

Arg

Tyr

Phe

325

Cys

Met

Asp

Cys

sapiens

Ile

Leu

Ala

Lys

Lys

230

val

Lys

Cys

val

Phe

310

Ile

Phe

Leu

Leu

Ile
330
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val His Pro

Ile

Tyr

Ile

215

Ser

Thr

Ala

Arg

Leu

295

Pro

val

val

Leu

Asp

375
Arg

Ala

Phe

200
Phe

Tyr

Met

Val

Arg

280

Cys

Thr

Glu

Thr

His

360

Leu

Leu

Leu
185
Thr

Phe

Thr

Pro

265

Lys

Trp

Val

Cys

val

345

Trp

Lys

Lys

Leu Arg Pro Arg Met Lys Cys

170
val

Thr

Gly

Leu

Leu

250

Gly

Thr

Ala

Phe

Ile

330

Lys

Lys

Thr

Trp

Glu

Gln

Phe

235

Cys

Phe

val

Pro

Val

315

Ala

Asn

Ala

Ile

ccatggggtt catggatgac aatgccacca
accctcatgg agcccatgcc acttccttcece
tgcctttgga tgaagatgag gatgtgacca
tcattgggat ggccctggtyg ggcatcatge

175
Thr Val Ser Ile Leu
150
Thr Val Leu Val Ile
205
Ile Trp Pro Val Asp
220
Ile Phe Gly Ile Glu
240
Tyr Ala Arg Ile Ser
255
Gln Thr Glu Gln Ile
270
Leu Val Leu Met Cys
285
Phe Tyr Gly Phe Thr
300
Lys Glu Lys His Tyr
320
Met Ser Asn Ser Met
335
Asp Thr Val Lys Tyr
350
Ser Tyr Asn Gly Gly
365
Gly Met Pro Ala Thr
380

acacttccac cagcttcctt
cattcaactt cagctacagc
attccaggac gttctttgcet
tggtctgecgg cattggaaac
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60
120
180
240



ttcatcttta
atcgccaacc
gactactatg
aactacctgc
gacaggtatc
ggcctgattg
accaccgaga
tggcctgtgg
ttecgtgggece
ttcaaggcgg
aagacggtcc
tacggcttca
ctcactgcect
tgcttegtga
tggaaggctt

atgcctgceca

<210> 3

<211> 1179
<212> DNA
<213> Homo
<400> 3

atggagacca
tctgtgctca
gactatgata
gccaagattg
ttcatcttta
atcgccaacce
gactactatyg
aactacctgce
gacaggtatc
ggcctgattg
accaccgaga
tggcctgtgg
‘ttcgtgggee
ttcaaggcgg
aagacggtcce
tacggcttca
ctcactgect
tgcttcgtga

tcgctgeccet
tggccatctce
tggtgegeca
gcactgtctce
tggctattgt
ccttggtgtg
cggtcectegt
accagcagct
ccgtggtecac
tccctggatt
tggtgctcat
ccatcgtgceg
tctacatcgt
ccgtcaagaa
cttacaatgg
ccgaagaggt

sapiens

ccatggggtt
accctcatgg
tgcctttgga
tcattgggat
tcgectgceect
tggccatctc
tggtgegceca
gcactgtctce
tggctattgt
ccttggtgtyg
cggtcctegt
accagcagcet
ccgtggtcac
tccctggatt
tggtgectcat
ccatcgtgeg
tctacatcgt

ccgtcaagaa
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ggtccgctac
tgacttcctg
gctectectgg
tctetatgtce
ccatccgetg
gacggtgtce
cattgtcaag
ctactacaag
catgaccctg
ccagacagag
gtgcatcctce
cgacttctte
cgagtgcatc
cgacaccgtc
cggtaagtcce
ggactgcatc

catggatgac
agcccatgcec
tgaagatgag
ggccctggtg
ggtccgetac
tgacttcctg
gctctectgg
tctctatgte
ccatccgetg
gacggtgtcc
cattgtcaag
ctactacaag
catgaccctyg
ccagacagag
gtgcatccte
cgacttcttce
cgagtgcatc

cgacaccgtce

aagaaactgce
gtggccattg
gagcacggcc
tccaccaatg
agaccacgga
atcctgatcg
agccaggaaa
tcctacttcec
tgctatgcca
cagatccgca
accgcctacg
ccecaccgtgt
gccatgagca
aagtacttca
agtgcagacc

agactaaaa

aatgccacca
acctcettece
gatgtgacca
ggcatcatgce
aagaaactgc
gtggccattg
gagcacggcce
tccaccaatg
agaccacgga
atcctgatcg
agccaggaaa
tcctacttcee
tgctatgcca
cagatccgca
accgectacg
cccaccgtgt
gccatgagca

aagtacttca

gcaacctcac
tctgectgecec
acgtcctgtg
ccctgetgge
tgaagtgcca
ccatcccttce
agatcttctg
tctttatctt
ggatctceceg
agaggctgcg
tgctatgctg
tcgtgaagga
acagcatgat
aaaagatcat

tggacctcaa

acacttccac
cattcaactt
attccaggac
tggtctgcgg
gcaacctcac
tctgctgeee
acgtectgtg
ccetgetgge
tgaagtgcca
ccatcccttc
agatcttctg
tctttatctt
ggatctcceg
agaggctgcg
tgctatgcectyg
ttgtgaagga
acagcatgat

aaaagatcat
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caacctgcetce
ctttgagatg
cacctctgtc
catcgccatt
aacagccact
cgcctactte
cggccagatce
tggcatagaa
ggagctctgg
ctgecgeagyg
ggcgecectte
gaagcactac
caacactctg
gttgctccac
gacaattggg

cagcttectt
cagctacagce
gttctttget
cattggaaac
Caacctgctc
ctttgagatg
cacctctgtc
catcgccatt
aacagccact
cgcctacetce
cggccagatc
tggcatagaa
ggagctctgg
ctgeccgcagg
ggcgececrre
gaagcactac
caacactctg

gttgctccac

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1179

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
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tggaaggctt cttacaatgg cggtaagtcc agtgcagacc tggacctcaa gacaattggg 1140

atgcctgecca ccgaagaggt ggactgcatc agactaaaa 1178

<210> ¢4

<211> 31

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>

<223> Primer

<400> 4
gtcgacatgg agaccaccat ggggttcatg g 31

<210> 5§

<211> 36

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>

<223> Primer

<400> 5
actagtttat tttagtctga tgcagtccac ctcttc 36

<210> 6

<211> 21

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>

<223> Primer

<400> 6
tcatgttgct ccactggaag g 21

<210> 7

<211> 21

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz
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<220>

<223> Primer

<400> 7
ccaattgtct tgaggtccag g 21

<210> 8

<211> 39

<212> DNA

<213> kiunstliche Sequenz

<220>
<223> ZAQ-Sonde

<400> 8
ttcttacaat ggcggtaagt ccagtgcag 39

<210> 9

<211> 31

<212> DNA

<213> kiunstliche Sequenz

<220>

<223> Primer

<400> 9
gtcgacatgg agaccaccat ggggttcatg g 31

<210> 10

<211> 36

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>

<223> Primer

<400> 10
actagtttat tttagtctga tgcagtccac ctctte 36

<210> 11
<211> 16
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<212> PRT

<213> Bos taurus

<400> 11

Ala val Ile Thr Gly Ala Xaa Glu Arg Asp Val Gln Xaa Arg Ala Gly
5 10 15

<210> 12

<211> 28

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>

<223> Primer

<400> 12
ggtgccacgc gagtctcaat catgctcc 28

<210> 13

<211> 28

<212> DNA

<213> kiunstliche Sequenz

<220>

<223> Primer

<400> 13
ggggcetgtg agcgggatgt ccagtgtg 28

<210> 14

<211> 28

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>

<223> Primer

<400> 14

cttcttcagg aaacgcaagc accacace 28

<210> 15
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<211> 409
<212> DNA

<213> Homo

<400> 15

cttcttcagg
gttcccggac
tgcctggtcet
ccatgaaacc
gtctagtacg
ctggecctgag

tcecctgetea

16
20
DNA

<210>
<211>
<212>

sapiens

aaacgcaagce
ggcaggtacc
caggataccc
cagctcccat
cacatatgca
gatgtcacag
ggctgccaga
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accacacctg
gctgetecat
accatccttt
gactctccca
cacaggcaga
cttgaggctg
gaggtggtaa

<213> kiunstliche Sequenz

<220>
<223>
<400> 16

ccaccatgag

<210> 17
<211> 24
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 17

Primer

aggtgccacg

Primer

kinstliche Sequenz

ctcgagctca ggaaaaggat ggtg

<210> 18

<211> 371
<212> DNA
<213> Homo

<400> 18

sapiens

tcctegettg
ggacttgaag
tcctgagcac
gtccctacac
catacctccce
tggtgtgaaa

atggcagaaa

cccaacctge
aacatcaatt
agcctggatt
tgactaccct
atcatgacat
ggtggccage
ggacattcc

20
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tgtgctccag
tttaggcget
tttatttctg
gatctctctt
ggtccccagg
ctggttctct

24

60
120
180
240
300
360
409



ccaccatgag
gtgctgtgat
ccatcagcect
agtgccaccce
cttgcttgcece
acttgaagaa

ctgagctcga

19
371
DNA

<210>
<211>
<212>
<213> Homo
<400> 19

ccaccatgag
gtgctgtgat
ccatcagcct
agtgccaccc
cttgcttgcc
acttgaagaa

ctgagctega

<210> 20
<211> 86
<212> PRT
<213> Homo
<400> 20
Ala val Ile
Thr Cys Cys
Leu Gly
35
Pro Phe Phe
50
Leu Leu Cys
65
Leu Lys Asn

Pro

aggtgccacg
cacaggggcc
gtggcttcga
cggcagccac
caacctgctg

catcaatttt

g

sapiens

aggtgccacg
cacaggggcc
gtggcttcga
cggcagccac
caacctgctg
catcaatttt

g

sapiens

Thr
5

Ala
20
Arg

Arg

Ser

Ile
85

Gly Ala

Ile Ser

Glu Gly Glu

Lys Arg

Arg Phe
70
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cgagtctcaa
tgtgageggyg
gggctgcgga
aagazcccct
tgctccaggt
taggcgcettg

cgagtctcaa
tgtgagcggg
gggctgcegga
aaggtcccct
tgctccaggt
taggcgcttg

Cys

Leu

40
Lys
55

Pro

Asn Phe

tcatgctcct
atgtccagtg
tgtgcacccce
tcttcaggaa
tcccggacgg
cctggtctca

tcatgctect
atgtccagtg
tgtgcacccece
tcttcaggaa
tccecggacgg
cctggtctca

Glu Arg Asp Val

10

Trp Leu Arg Gly

25

Glu Cys His Pro

His His Thr Cys

Asp Gly Arg Tyr

75

cctagtaact
tggggcaggce
gctggggegg
acgcaagcac
caggtaccgc

ggatacccac

cctagtaact
tggggcagge
gctggggegg
acgcaagcac
caggtaccge

ggatacccac

Gln Cys

Leu

Gly Ser
45

Pro
60
Arg

Cys

Cys
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Arg Met
30
His

Leu

Ser

gtgtctgact
acctgctgtg
gaaggcgagg
cacacctgtce
tgctccatgg
catccttttce

gtgtctgact
acctgctgtg
gaaggcgagg
cacacctgte
tgcteccatgg
catcctttte

Gly Ala Gly

15
Cys Thr

Lys Ile

Pro Asn

Met Asp
80

60
120
180
240
300
360
371

60
120
180
240
300
360
371



<210> 21
<211> 86
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
Ala val Ile Thr

Thr Cys Cys Ala

20
Pro Leu Gly Arg

35
Pro Phe Phe Arg
50
Leu Leu Cys Ser
65

Leu Lys Asn Ile

<210> 22
<211> 105
<212> PRT

Gly

Ile

Glu

Lys

Arg

AsSn

85

<213> Homo sapiens

<400> 22
Met Arg Gly Ala

Ser Asp Cys Ala

20
Gly Ala Gly Thr

35
Met Cys Thr Pro
50
His Lys Ile Pro
65

Leu Pro Asn Leu

Ser Met Asp Leu
100

<210> 23

Thr

Val

Cys

Leu

Phe

Leu
85
Lys

Ala

Ser

Gly

Arg’

Phe
70
Phe

Arg
Ile
Cys
Gly
Phe

70

Cys

Asn
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Cys

Leu

Glu

Lys

55

Pro

Val

Thr

Ala

Arg
55
Arg

Ser

Ile

Glu

Trp

Glu

40

His

Asp

Ser

Gly

Ile

40

Glu

Lys

Asn

Leu
25
Cys

His

Gly

Ile
Ala

25

Ser

Gly

Arg

Phe

Phe
105

Asp

10

Arg

His

Thr

Arg

Met

10

cys

Leu

Glu

Lys

Pro
S0

Val

Gly

Pro

Cys

Tyr
75

Leu

Glu

Trp

Glu

His

75
Asp

Gln

Leu

Gly

Pro

60
Arg

Leu

Arg

Leu

Cys
60

His

Gly

Cys

Arg

Ser

45

Cys

Cys

Leu

Asp

Arg

45

His

Thr

Arg

93/128

Gly

Met

30

His

Leu

Ser

Val

Val

30

Gly

Pro

Cys

Tyr

Ala

15

Cys

Lys

Pro

Met

Thr

15

Gln

Leu

Gly

Pro

Arg
95

Gly

Thr

val

Asn

Asp
80

val

Cys

Arg

Ser

Cys

80
Cys



<211> 105
<212> PRT

<213> Homo sapiens

DE 601 28 916 T2

Leu

Arg

Leu

Cys

2007.09.20

Leu

Asp

Arg

45

His

val
val
30

Gly

Pro

<400> 23
Met Arg Gly Ala Thr Arg Val Ser Ile Met Leu
S 10
Ser Asp Cys Ala Val Ile Thr Gly Ala cys Glu
20 25
Gly Ala Gly Thr Cys Cys Ala Ile Ser Leu Trp
35 40
Met Cys Thr Pro Leu Gly Arg Glu Gly Glu Glu
S0 55
His Lys val Pro Phe Phe Arg Lys Arg Lys His
65 70 75
Leu Pro Asn Leu Leu Cys Ser Arg Phe Pro Asp
85 30
Ser Met Asp Leu Lys Asn Ile Asn Phe
100 105
<210> 24
<211> 678
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 24
aaggctgagc gggaggaagc gagaggcatc taagcaggca
gtgaccatga gaggtgccac gcgagtctca atcatgctec
tgtgctgtga tcacagggygc ctgtgagcgyg gatgtcecagt
gccatcagec tgtggettcg agggetgegg atgtgcaccec
gagtgccacc ccggcagcca caagatcccce ttcttcagga
ccttgettge ccaacctgct gtgcteccagg ttceccggacyg
gacttgaaga acatcaattt ttaggcgctt gectggtcte
cctgagcaca gcctggattt ttatttctgc catgaaaccce
tccctacact gactaccctg atctctecttg tctagtacge
atacctccca tcatgacatg gtccccaggc tggectgagg
ggtgtgaaag gtggccagcc tggttctctt ccctgctcag
tggcagaaag gacattcc
<210> 25
<211> 678

60

His Thr Cys

Gly Arg Tyr

gtgttttgce
tcctagtaac
gtggggcagg
cgctggageg
aacgcaagca
gcaggtaccyg
aggataccca
agctcccatg
acatatgcac
atgtcacagc

gctgccagag

94/128

Thr val
15
Gln Cys

Leu Arg

Gly Ser
Pro Cys

80
Arg Cys
95

ttcaccccaa
tgtgrctgac
cacctgctgt
ggaaggcgag
ccacacctgt
ctgctccatg
Ccatcctttt
actctcccag
acaggcagac
ttgaggctgt
aggtggtaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
678



<212> DNA

<213> Homo

<400> 25

aaggctgagc
gtgaccatga
tgtgctgtga
gccatcagec
gagtgccacc
ccttgcttgc
gacttgaaga
cctgagcaca
tcccracact
atacctccca
ggtgtgaaag
tggcagaaag

26
258
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 26

Homo

gctgtgatca
atcagcctgt
tgccaccccg
tgcttgcecca

ttgaagaaca

<210> 27
<211> 258
<212> DNA

<213> Homo

<400> 27

gctgtgatca
atcagcctgt
tgcecaccéceg
tgcrtgeeca

ttgaagaaca

<210> 28

sapiens

gggaggaagc
gaggtgccac
tcacaggggce
tgtggcttcg
ccggcageca
ccaacctgct
acatcaattt
gcctggattt
gactaccctg
tcatgacatg
gtggccagcec

gacattcc

sapiens

caggggcctg
ggcttcgagg
gcagccacaa
acctgetgtg

tcaatttt

sapiens

caggggcctg
ggcttcgagg
gcagccacaa
accrgctgtg

tcaatttt

DE 601 28 916 T2 2007.09.20

gagaggcatc
gcgagtctca
ctgtgagcgg
agggctgegg
caaggtccece
gtgctccagg
ttaggcgctt
ttatttctgce
atctctcttg
gtccccaggc

tggttctctt

tgagcgggat
gctgcggatg
gatcecctte

ctccaggttce

tgagcgggat
gctgcggatg
ggtccccttc

ctccaggttc

taagcaggca
atcatgctce
gatgtccagt
atgtgcaccc
ttcttcagga
ttcceggacg
gcctggtcectc
catgaaaccc
tctagtacgc
tggcctgagg

ccctgetcag

gtcecagrgtg
tgcacccege
ttcaggaaac

ccggacggea

gtccagtgtg
tgcacececge
ttcaggaaac

ccggacggea

gtgttttgcc
tcctagtaac
gtgagggcagg
cgetggggceg
aacgcaagca
gcaggtaccg
aggataccca
agctcccatg
acatatgcac
atgtcacagc

gctgccagag

gggcaggcac

tggggcggga
gcaagcacca

ggtaccgetg

gggcaggeac
tggggcggga
gcaagcacca

ggtaccgcetg
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ttcaccccaa
tgtgtctgac
cacctgetgt
ggaaggcgag
ccacacctgt
ctgctccatg
ccatcctttt
actctcccag
acaggcagac
ttgaggctgt
aggtggtaaa

ctgctgtgce
aggcgaggag
cacctgtcect

ctccatggac

ctgctgtgcecg
aggcgaggag
cacctgtcect

ctccatggac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
678

60
120
180
240
258

60
120
180
240
258



<211> 315
<212> DNA

<213> Homo

<400> 28

atgagaggtg
gtgatcacag
agectgtgge
caccceggcea
ttgcccaacce

aagaacatca

29
315
DNA

<210>
<211>
<212>
<213> Homo
<400> 29

atgagaggtg
gtgatcacag
agcctgtggc
cacccecggcea
ttgcccaacce

aagaacatca

<210> 30
<211> 382
<212> DNA
<213> Homo
<400> 30

gaattcgccee
ctgtgtctga
gcacctgctg
gggaaggcga
accacacctg
gctgctcecat

accatccttt

<210> 31
<211> 10

sapiens

ccacgcgagt
gggcctgtga
ttcgagggct
gccacaagat
tgctgtgetc
attte

sapiens

ccacgcgagt
gggcctgtga
ttcgagggcet
gccacaaggt
tgctgtgctc
atttt

sapiens

ttccaccatg
ctgtgctgtg
tgccatcagce
ggagtgccac
tccttgettg
ggacttgaag
cctgageteg
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ctcaatcatg
gcgggatgtce
gcggatgtge
ceceettette

caggttcceg

ctcaatcatg
gcgggatgtce
gcggatgtge
ccecttctee

caggttcccg

agaggtgcca
atcacagggg
ctgtggcttce
cccggecagece
cccaacctge

aacatcaatt

ag

ctcctectag
cagtgtgggg
accccgcetgg
aggaaacgca

gacggcaggt

ctectcecctag
cagtgtgggg
accccgetgg
aggaaacgca

gacggcaggt

cgcgagtcte
cctgtgageg
gagggctgeg
acaaggtccc
tgtgctccag
tttaggcget

taactgtgtce
caggcacctg
ggcgggaagg
agcaccacac

accgcectgcetce

taactgtgtc
caggcacctyg
ggcgggaagg
agcaccacac

accgctgetce

aatcatgctc
ggatgtccag
gatgtgcacc
cttcttcagg
gttceccggac
tgectggtet

96/128

tgactgtgct
ctgtgccatce
cgaggagtgce
ctgtccttgce

catggacttg

tgactgtgct
ctgtgccatc
cgaggagtge
ctgtcecttge
catggacttg

ctcctagtaa
tgtggggcag
ccgetgggge
aaacgcaagc
ggcaggtacc

caggataccc

60
120
180
240
300
315

60
120
180
240
300
315

60
120
180
240
300
360
382
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Ala vVal Ile Thr Gly Ala Xaa Glu Arg Asp
5 10

<210> 32

<211> 26

<212> DNA

<213> kiunstliche Sequenz

<220>

<223> Primer

<400> 32
gtcgaccacc atgagaggtg ccacgc 26

<210> 33

<211> 26

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>

<223> Primer

<400> 33
actagtcgca gaactggtag gtatgg 26

<210> 34

<211> 80

<212> PRT

<213> Dendroaspis polylepis

<400> 34
Ala val Ile Thr Gly Ala Cys Glu Arg Asp Leu Gln Cys Gly Lys Gly
5 10 15
Thr Cys Cys Ala Val Ser Leu Trp Ile Lys Ser Val Arg Val Cys Thr
20 25 30
Pro Val Gly Thr Ser Gly Glu Asp Cys His Pro Ala Ser His Lys Ile
35 40 45

97/128
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Pro Phe Ser Gly Gln Arg Met His His Thr Cys Pro Cys Ala Pro Asn

50

S5

€0

Leu Ala Cys Val Gln Thr Ser Pro Lys Lys Phe Lys Cys Leu Ser Lys

65

<210>
<211>
<212>
<213>

35
1152
DNA

Homo

<400> 35

atggcagccc
gcctectecce
gaggacatga
gcaggcatca
tataagaagt
ctggtggcca
tgggagcatg
gtctccacca
ttgaaaccac
tccattctca
aagagccagg
aagtcctact
ctgtgctatg
gagcagattc
ctcacggcect
ttccecactyg
atcgccatga
atgaagtact
tccagtgctg
atcaggctga

<210> 36
<211> 384
<212> PRT
<213> Homo

<400> 36

sapiens

agaatggaaa
tctcctttaa
ccaagacccg
tgctggtectg
tgcgcaacct
tcatctgetg
gccacgtget
atgccttgct
ggatgaatta
ttgccatccce
agaagatctt
tcectettcat
ccaggatctc
gcaagcggct
atgtgctgtg
tgttecgtgaa
gcaacagcat
tcaagaagat

accttgacct

ag

sapiens

70

caccagtttc
cttcagttat
gaccttecttc
cggcatcggt
caccaatctg
cceccttegag
ctgtgcctec
ggccattgcec
tcaaacggcc
atcggcttac
ctgtggccag
ctttggtgtc
ccgggagetc
gcgctgeccge
ctgggcaccc
ggaaaagcac
gatcaacacc
gatgctgctg

cagaaccaac

75

acacccaact
ggtgattatg
gcagccaaga
aactttgtct
ctcattgcca
atggactaét
gtcaactacc
attgacagat
tcecttectga
tttgcaacag
atctggectg
gagttcgtgg
tggttcaagg
aggaagacgg
ttctacggtt
tacctcactg
gtgtgctteg
cactggcgtc
ggggtgccca

ttaatccacc
acctccctat
tcgtcattgg
ttatcgctge
acctggccat
acgtggtacg
tgcgcaccgt
atctcgccat
tcgecttggt
aaaccgtcct
tggatcagca
gcecctgtggt
cagtccctgg
tcctggtgcet
tcaccatcgt
ccttctacgt
tgacggtcaa
cctcececageg

ccacagaaga

80

ccaagaccat
ggatgaggat
cattgcactg
cctcacccge
ctccgacttce
gcagctetcec
ctccctctac
cgttcacccc
ctggatggtg
ctttattgtce
gctctactac
caccatgacc
gttccagacg
catgtgcatt
tcgtgacttc
ggtcgagtgce
gaacaacacc
ggggagcaag
agtggactgt

Met Ala Ala Gln Asn Gly Asn Thr Ser Phe Thr Pro Asn Phe Asn Pro

5

10

15

Pro Gln Asp His Ala Ser Ser Leu Ser Phe Asn Phe Ser Tyr Gly Asp

98/128

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9560

1020
1080
1140
1152
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20 25 30
Tyr Asp Leu Pro Met Asp Glu Asp Glu Asp Met Thr Lys Thr Arg Thr
35 40 45
Phe Phe-Ala Ala Lys Ile val Ile Gly Ile Ala Leu Ala Gly Ile Met
50 55 60
Leu Val Cys Gly Ile Gly Asn Phe Val Phe Ile Ala Ala Leu Thr Arg
65 70 75 80
Tyr Lys Lys Leu Arg Asn Leu Thr Asn Leu Leu Ile Ala Asn Leu Ala
85 90 95
Ile Ser Asp Phe Leu Val Ala Ile Ile Cys Cys Pro Phe Glu Met Asp
100 105 110
Tyr Tyr Val Val Arg Gln Leu Ser Trp Glu His Gly His Val Leu Cys
115 120 125
Ala Ser Val Asn Tyr Leu Arg Thr Val Ser Leu Tyr Val Ser Thr Asn
130 135 140
Ala Leu Leu Ala Ile Ala Ile Asp Arg Tyr Leu Ala Ile Val His Pro
145 150 155 160
Leu Lys Pro Arg Met Asn Tyr Gln Thr Ala Ser Phe Leu Ile Ala Leu
165 170 175
Val Trp Met Val Ser Ile Leu Ile Ala Ile Pro Ser Ala Tyr Phe Ala
180 185 190
Thr Glu Thr Val Leu Phe Ile Val Lys Ser Gln Glu Lys Ile Phe Cys
195 200 205
Gly Gln Ile Trp Pro Val Asp Gln Gln Leu Tyr Tyr Lys Ser Tyr Phe
210 215 220
Leu Phe Ile Phe Gly Val Glu Phe Val Gly Pro Val Val Thr Met Thr
225 230 235 240
Leu Cys Tyr Ala Arg Ile Ser Arg Glu Leu Trp Phe Lys Ala Val Pro
245 250 255
Gly Phe Gln Thr Glu Gln Ile Arg Lys Arg Leu Arg Cys Arg Arg Lys
260 265 270
Thr Val Leu Val Leu Met Cys Ile Leu Thr Ala Tyr Val Leu Cys Trp
275 280 285
Ala Pro Phe Tyr Gly Phe Thr Ile Val Arg Asp Phe Phe Pro Thr Val
290 295 300
Phe val Lys Glu Lys His Tyr Leu Thr Ala Phe Tyx Val Val Glu Cys
305 310 315 320
Ile Ala Met Ser Asn Ser Met Ile Asn Thr Val Cys Phe Val Thr val
325 330 335
Lys Asn Asn Thr Met Lys Tyr Phe Lys Lys Met Met Leu Leu His Trp
340 345 350

99/128



DE 601 28 916 T2 2007.09.20

Arg Pro Ser Gln Arg Gly Ser Lys Ser Ser Ala Asp Leu Asp Leu Arg

355 360 365
Thr Asn Gly Val Pro Thr Thr Glu Glu Val Asp Cys Ile Arg Leu Lys
370 375 380 384
<210> 37
<211> 30
<212> DNA
<213> kiunstliche Sequenz
<220>
<223> Primer
<400> 37
gtcgacatgg agaccactgt ggggaccctg 30
<210> 38
<211> 30
<212> DNA
<213> kinstliche Sequenz
<220>
<223> Primer
<400> 38
actagtttat ttcagtcgga tgcagtccac 30
<210> 39
<211> 1179
<212> DNA
<213> Rattus sp.
<400> 39
atggagacca ctgtggggac cctgggcgag aataccacaa acactttcac cgacttcttt
tctgcacgtg atggcagtgg agccgaaacc tcccccttge cattcacttt cagctatggt
gactatgaca tgccctcgga tgaagaggag gatgtgacca actctcggac tttctttget
gccaagattg tcattggcat ggectttggtg ggcatcatgc tggtgtgtgg catcggcaac
ttcatcttca tcactgegct ggecccgetac aaaaagcttc gcaacctcac caacctgett
atcgccaacc tggccatttc ggacttcctg gtagccateg tgtgctgece ctttgagatg
gactactatg tggtacgcca gctctcetgg gagcacggce atgtectgtg cgcctecgte
aactacttgc gcaccgtctc cctctacgtg tccactaacg ccctactgge cattgccatt

100/128

60
120
180
240
300
360
420
480



gacaggtatc
ggcctgatet
accactgaga
tggccggtgg
ttcgtgggec
ttcaaggcgg
cggacggtac
tatggcttca
ctcaccgect
tgctttgtga
tggagggcct
attcctgcca

tggccattgt
tcctggtgtyg
cggtgttggt
atcagcagtt
ctgtaatcge
tgcceggcett
tggggctegt
ccatcgtgeg
tttatgtggt
ctgtcaggaa
ctcctagegg
cggaggaggt

<210> 40
<211> 393
<212> PRT
<213> Rattus sp.
<400> 490

Met Glu Thr Thr val

Phe Ser
20
Thr

Thr Asp Phe

Phe Phe

35

Leu Pro

Glu val Thr
50

Gly

Glu Asp

Ile Ala Leu
65

Phe

Met

Ile Phe Ile

85
Leu Ile

100

Thr Asn Leu

val Pro

Ile Cys

115

Ser Trp Glu His Gly

130

Val Leu

Thr Ser Tyr
145
Ala

165

Asp Arg Leu

Gly

Ala

Ser

Asn

val

70

Ala

Ala

Phe

His

val

150
Ile
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gcacccgcetg
gtctgtgtcce
catcgtggaa
ctactacagg
catgaccctg
ccagacagag
gtgcgtectt
tgacttcttc
ggagtgcatc
taacaccagt
gagcaaggcce
ggactgcatc

Thr Leu

Arg Asp
Gly

40
Arg

TYTr

Ser
55
Gly Ile

Leu Ala

Asn Leu

Glu Met
120
val Leu
135
Ser Thr

val His

agaccgcgga
atcctcatcg
agccaggaga
tcctatttce
tgctatgcca
cagatccgcee
tccgectatg
cccteegtgt
gccatgagca
aagtacctca
agcgctgace

cgactgaaa

Glu Asn
10

Ser

Gly
Gly Gly
25

Asp

Asp Tyx

Thr Phe Phe
val

75

Met Leu

Tyr Lys
90
Ile

Arg
Ala Ser
105
AsSp Tyr

Cys Ala Ser
Leu

155

Asn Ala

Pro Leu

170

Arg

tgaagtgtca
ccatccecage
agatcttctg
trtttggtere
gggtgtcccg
ggaggctgceg
tgetgtgctg
ttgtgaaaga
acagtatgat
agaggatcct

tcgacctcag

Thr Thr Asn

Ala Glu Thr
30
Met Pro Ser
45
Ala Ala

60

Cys

Lys

Gly Ile

Lys Leu Arg

Phe Leu
110
Arg

Asp
val Val
125
Val Asn

140

Tyr

Leu Ala Ile

Pro Arg Met

101/128

aacggctgca
cgcctactece
cggccagatc
cggcctcgag
agagctctgg
ctgtcgeega
ggctcecette
gaagcactac
caatacgctg
gcggctccag
gaccacgggg

Thr Phe
15
Ser Pro

Asp Glu

Ile val

Asn

80

Gly
Asn Leu

95
Val Ala

Gln Leu

Leu Arg
Ile
160

Cys

Ala

Lys
175

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1179



DE 601 28 916 T2 2007.09.20

Gln Thr Ala Ala Gly Leu Ile Phe Leu Val Trp Ser Val Ser Ile Leu
180 185 190
Ile Ala Ile Pro Ala Ala Tyr Phe Thr Thr Glu Thr Val Leu Val Ile
195 200 205
Val Glu Ser Gln Glu Lys Ile Phe Cys Gly Gln Ile Trp Pro Val Asp
210 215 220
Gln Gln Phe Tyr Tyr Arg Ser Tyr Phe Leu Leu Val Phe Gly Leu Glu
225 230 235 240
Phe Val Gly Pro Val Ile Ala Met Thr Leu Cys Tyr Ala Arg Val Ser
245 250 255
Arg Glu Leu Trp Phe Lys Ala Val Pro Gly Phe Gln Thr Glu Gln Ile
260 265 270
Arg Arg Arg Leu Arg Cys Arg Arg Arg Thr Val Leu Gly Leu Val Cys
275 280 285
Val Leu Ser Ala Tyr Val Leu Cys Trp Ala Pro Phe Tyr Gly Phe Thr
290 295 300
Ile Val Arg Asp Phe Phe Pro Ser Val Phe val Lys Glu Lys His Tyr
305 310 315 320
Leu Thr Ala Phe Tyr Val Val Glu Cys Ile Ala Met Ser Asn Ser Met
325 330 335
Ile Asn Thr Leu Cys Phe Val Thr Val Arg Asn Asn Thr Ser Lys Tyr
340 345 350
Leu Lys Arg Ile Leu Arg Leu Gln Trp Arg Ala Ser Pro Ser Gly Ser
355 360 365
Lys Ala Ser Ala Asp Leu Asp Leu Arg Thr Thr Gly Ile Pro Ala Thr
370 375 380
Glu Glu val Asp Cys Ile Arg Leu Lys
385 390

<210> 41
<211> 31
<212> DNA

<213> kiunstliche Sequenz

<220>

<223> Primer

<400> 41

cctcaccaay ctgctyatyg ccaacctgge c 31

<210> 42

102/128



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

DE 601 28 916 T2

26

DNA
kinstliche Sequenz

Primer

42

gtggtrcgsc agctctcctg ggagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tccegggage tctggttcaa gge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<224>

<400>

43
23
DNA
kinstliche Sequenz

Primer

43

44

27

DNA

kiinstliche Sequenz

Primex

44

gagtgcatcg ccatgagcaa cagcatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

45
23
DNA
kunstliche Sequenz

Primer

45

23

26

27

103/128
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ggcttgaacc agagctcccg gga

<210> 46
<211> 1266
<212> DNA

<213> Rattus sp.

<400> 46

atggtatcag
tccacgtggg
gaccagaacg
ttgcteccect
gtgaccaaga
atcatgctag
aagctgcgcea
gcgatcgtct
catggtcacg
accaatgctc
cggatgaatt
atcgecatcc
gaaaagctct
ttcectetteg
gccaggatct
cgcaagcgac
tacgtgctgt
ctggttgtga
agcaacagca
ttcaagaaga
gacctcecgacce

aagtag

<210> 47
<211> 421
<212> PRT

ttctgtccaa
cctatctecce
gaaacacaag
taaactacag
cacagacctt
tctgeggegt
accttaccaa
gctgececcectt
tgctttgtge
tgctggccat
accagaccge
catctgecta
tctgtggtca
tcttecgggcet
cccaggagcet
tgcgctgecg
gctgggegece
aggagaagca
tgatcaatac
tgctgctgcet

tcaaaaccag

<213> Rattus sp.

<400> 47
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23

cagggacctc
tgacacatac
ctttgcacca
ttatggagat
ctttgcagec
tggcaacttt
ccteceteate
tgagatggac
ctccgtcaac
cgctattgac
ctccttectg
cttcaccaca
gatctggccc
tgagttcgtg
ctggttcaag
ccgaaagaca
tttctatggce
ctacctcacc
tatatgcttce
gcactggegg
tggggttcct

cacacactgg
cagcctacct
gacttgaacc
tatgacatcc
aaaatcgtca
gtcttcattg
gctaacctgg
tactacgtag
taccttcgta
agatatctcg
atcgetttgg
gaaaccatcc
gtggaccagc
ggtccegtgg
gctgtacctg
gtgctattge
tttaccatag
gccttctatg
gtgacggtca
ccctetecact

gcecaccgaag

ccccagetga
gccacatcat
caccccaaga
ccctggatga
ttggcgtagce
ctgecectege
ccatctctga
tacgtcagct
cagtctcect
ctattgtcca
tctggatggt
ttgttatcgt
agctctacta
tcactatgac
gtttccagac
tcatgggtat
tgcgagactt
tcgtegagtg
agaacaacac
acgggagtaa
aggtggactg

agtgctgaac
caacatggga
ccacgtctce
cgatgaggat
cctggceaggc
ccgctacaag
cttcctggtg
ttcctgggag
gtacgtctcc
ccccecttaaaa
ctccatccte
caagaatcag
caaatcctac
cctgtgetat
ggagcagatc
cctcacagcc
cttccccacg
catcgccatg
catgaaatac
gtccagcgeg
tatcaggceta

Met Val Ser Val Leu Ser Asn Arg Asp Leu His Thr Leu Ala Pro Ala

5

10

15

Glu Val Leu Asn Ser Thr Trp Ala Tyr Leu Pro Asp Thr Tyr Gln Pro

20

25

30

104/128

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1266



Thr

Ala

Asn

65

Val

Ala

Ile

Leu

145

His

Leu

Leu

Phe

Ser

225
Glu

val

Phe

Phe

Tyr

Cys

Pro
50

Tyr

Thr

Leu

Ala

Ile

130

Pro

Gly

Tyx

Ala

Leu

210

Ala

Lys

Lys

Val

Lys

290

Cys

val

Phe

val

His

35

Asp

Ser

Lys

Ala

Ala

115

Ala

Phe

His

val

Ile

195

Ile

Tyr

Leu

Ser

Thr

275

Ala

Arg

Leu

Pro

val

Ile

Leu

Thr

Gly

100

Leu

Asn

Glu

Val

Ser

180

Val

Ala

Phe

Phe

Tyr

260

Met

val

Arg

Cys

Thr

340
Glu

Ile

Asn

Gly

Gln

85

Ile

Ala

Leu

Met

Leu

165

Thr

His

Leu

Thr

Cys

245

Phe

Thr

Pro

Lys

Trp

325

Leu

Cys

Asn

Pro

Asp

70

Thr

Met

Arg

Ala

Asp

150

Asn

Pro

val

Thr

230

Gly

Leu

Leu

Gly

Thr

310

Ala

val

Ile
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Met Gly Asp Gln Asn

Pro
55

Tyr

Phe

Leu

Tyr

Ile
135

Tyr

Ala

Ala

Leu

Trp

215

Glu

Gln

Phe

Phe

295

val

Pro

val

Ala

40
Gln

Asp

Phe

val

Lys

120

Ser

Tyr

Ser

Leu

Lys

200

Met

Thr

Ile

val

Tyr

280

Gln

Leu

Phe

Lys

Met

Asp

Ile

Ala

Cys

105

Lys

Asp

val

val

Leu

1B8S

Arg

val

Ile

Trp

Phe

265

Ala

Thr

Leu

Glu
345

Ser

His

Pro

Ala

90

Gly

Leu

Phe

val

Asn

170

Ala

Met

Ser

Leu

Pro

250

Gly

Arg

Glu

Leu

Gly

330

Lys

Asn

val
Leu

75
Lys
Val
Arg
Leu
Arg
155
Ile
Asn
Ile
val
235
val
Leu
Ile
Gln
Met
315
Phe
His

Ser

Gly

Ser

60

Asp

Ile

Gly

Asn

val

140

Gln

Leu

Ala

Tyx

Leu

220

Ile

Asp

Glu

Ser

Ile

300

Gly

Thr

Tyr

Met

Asn

45

Leu

Asp

Val

Asn

Leu

125

Ala

Leu

Arg

Ile

Gln

205

Ile

vVal

Gln

Phe

Gln

285

Arg

Ile

Ile

Leu

Ile

105/128

Thr

Leu

Asp

Ile

Phe

110

Thr

Ile

Ser

Thr

Asp

190

Thr

Ala

Lys

Gln

val

270

Glu

Lys

Leu

val

Thr

350

Asn

Ser

Pro

Glu

Gly

95

Val

Asn

val

Trp

Val

175

Ala

Ile

Asn

Leu

255

Gly

Leu

Arg

Thr

Arg

335

Ala

Thr

Phe

Leu

Asp

80

Val

Phe

Leu

Cys

Glu

160

Ser

Ser

Pro

Gln

240

Pro

Trp

Leu

Ala

320

Asp

Phe

Ile
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355 360 365
Cys Phe Val Thr Val Lys Asn Asn Thr Met Lys Tyr Phe Lys Lys Met
370 375 380
Leu Leu Leu His Trp Arg Pro Ser His Tyr Gly Ser Lys Ser Ser Ala
385 390 395 400
Asp Leu Asp Leu Lys Thr Ser Gly Val Pro Ala Thr Glu Glu Val Asp
405 410 415
Cys Ile Arg Leu Lys
420

<210> 48
<211> 393
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 48
Met Glu Thr Thr Val Gly ARla Leu Gly Glu Asn Thr Thr Asp Thr Phe
1 S 10 . 1s
Thr Asp Phe Phe Ser Ala Leu Asp Gly His Glu Ala Gln Thr Gly Ser
20 25 30
Leu Pro Phe Thr Phe Ser Tyr Gly Asp Tyr Asp Met Pro Leu Asp Glu
35 40 45
Glu Glu Asp Val Thr Asn Ser Arg Thr Phe Phe Ala Ala Lys Ile val
50 55 60
Ile Gly Met Ala Leu Val Gly Ile Met Leu Val Cys Gly Ile Gly Asn
65 70 75 80
Phe Ile Phe Ile Thr Ala Leu Ala Arg Tyr Lys Lys Leu Arg Asn Leu
85 90 95
Thr Asn Leu Leu Ile Ala Asn Leu Ala Ile Ser Asp Phe Leu val Ala
100 105 110
Ile Val Cys Cys Pro Phe Glu Met Asp Tyr Tyr Val Val Arg Gln Leu
115 120 125
Ser Trp Glu His Gly His Val Leu Cys Ala Ser Val Asn Tyr Leu Arg
130 135 140
Thr Val Ser Leu Tyr Val Ser Thr Asn Ala Leu Leu Ala Ile Ala Ile
145 150 155 160
Asp Arg Tyr Leu Ala Ile Val His Pro Leu Arg Pro Arg Met Lys Cys
165 170 175
Gln Thr Ala Ala Gly Leu Ile Phe Leu Val Trp Ser Val Ser Ile Leu
180 185 190
Ile Ala Ile Pro Ala Ala Tyr Phe Thr Thr Glu Thr val Leu Val Ile

106/128
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195 200 205
val Glu Arg Gln Glu Lys Ile Phe Cys Gly Gln Ile Trp Pro Val Asp
210 215 220
Gln Gln Phe Tyr Tyr Arg Ser Tyr Phe Leu Leu Val Phe Gly Leu Glu
225 230 235 240
Phe Val Gly Pro val Val Ala Met Thr Leu Cys Tyr Ala Arg Val Ser
| 245 250 255
Arg Glu Leu Trp Phe Lys Ala Val Pro Gly Phe Gln Thr Glu Gln Ile
260 265 270
Arg Arg Thr Val Arg Cys Arg Arg Arg Thr Val Leu Gly Leu val Cys
275 280 285
Val Leu Ser Ala Tyr Val Leu Cys Trp Ala Pro Phe Tyr Gly Phe Thr
290 295 300
Ile val Arg Asp Phe Phe Pro Ser Val Phe Val Lys Glu Lys His Tyr
305 310 315 320
Leu Thr Ala Phe Tyr Val Val Glu Cys Ile Ala Met Ser Asn Ser Met
325 330 335
Ile Asn Thr Leu Cys Phe Val Thr Val Arg Asn Asn Thr Ser Lys Tyrx
340 345 350
Leu Lys Arg Ile Leu Arg Leu Gln Trp Arg Ala Ser Pro Ser Gly Ser
355 360 365
Lys Ala Ser Ala Asp Leu Asp Leu Arg Thr Thr Gly Ile Pro Ala Thr
370 375 380
Glu Glu val Asp Cys Ile Arg Leu Lys
385 390 393

<210> 49
<211> 381
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 49
Met Gly Pro Gln Asn Arg Asn Thr Ser Phe Ala Pro Asp Leu Asn Pro
1 5 10 15
Pro Gln Asp His Val Sex Leu Asn Tyr Ser Tyr Gly Asp Tyr Asp Leu
20 25 30
Pro Leu Gly Glu Asp Glu Asp Val Thr Lys Thr Gln Thr Phe Phe Ala
35 40 45
Ala Lys Ile Val Ile Gly Val Ala Leu Ala Gly Ile Met Leu Val Cys
50 55 60

Gly Ile Gly Asn Phe Val Phe Ile Ala Ala Leu Ala Arg Tyr Lys Lys
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65 70 75 80
Leu Arg Asn Leu Thr Asn Leu Leu Ile Ala Asn Leu Ala Ile Ser Asp
85 90 9s
Phe Leu Val Ala Ile Val Cys Cys Pro Phe Glu Met Asp Tyr Tyr val
100 105 110
val Arg Gln Leu Ser Trp Ala His Gly His Val Leu Cys Ala Ser val
115 120 125
Asn Tyr Leu Arg Thr Val Ser Leu Tyr Val Ser Thr Asn Ala Leu Leu
130 135 140
Ala Ile Ala Ile Asp Arg Tyr Leu Ala Ile Vval His Pro Leu Lys Pro
145 150 155 160
Arg Met Asn Tyr Gln Thr Ala Ser Phe Leu Ile Ala Leu Val Trp Met
165 170 175
val Ser Ile Leu Ile Ala vVal Pro Ser Ala Tyr Phe Thr Thr Glu Thr
180 185 190
Ile Leu Val Ile Val Lys Asn Gln Glu Lys Ile Phe Cys Gly Gln Ile
185 200 205
Trp Ser Val Asp Gln Gln Leu Tyr Tyr Lys Ser Tyr Phe Leu Phe val
210 215 220
Phe Gly Leu Glu Phe Val Gly Pro Val Val Thr Met Thr Leu Cys Tyr
225 230 235 240
Ala Arg Ile Ser Gln Glu Leu Trp Phe Lys Ala Val Pro Gly Phe Gln
245 250 255
Thr Glu Gln Ile Arg Lys Arg Leu Arg Cys Arg Arg Lys Thr Val Leu
260 265 270
Leu Leu Met Gly Ile Leu Thr Ala Tyr Val Leu Cys Trp Ala Pro Phe
275 280 285
Tyr Gly Phe Thr Ile Val Arg Asp Phe Phe Pro Thr Val Val val Lys
250 295 300
Glu Lys His Tyr Leu Thr Ala Phe Tyr val Val Glu Cys Ile Ala Met
305 310 315 320
Ser Asn Ser Met Ile Asn Thr Ile Cys Phe Val Thr Val Lys Asn Asn
325 330 335
Thr Met Lys Tyr Phe Lys Lys Met Leu Arg Leu His Trp Arxrg Pro Ser
340 345 350
His Tyr Gly Ser Lys Ser Ser Ala Asp Leu Asp Leu Lys Thr Ser Gly
355 360 365
val Pro Ala Thr Glu Glu val Asp Cys Ile Arg Leu Lys
370 375 380

<210> 50
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<211>
<212>
<213>

1179
DNA

<400> 50

atggagacca
tctgcactcg
gactatgaca
gccaagattg
ttcatcttta
atcgccaacc
gactactatg
aactacttgce
gacaggtatc
ggcctgatct
accactgaga
tggceggtgg
ttcgtggacce
ttcaaggcegg
aggacggtgce
tatggcttca
ctcaccgect
tgctttgtga
tggagggect
atacctgcca

<210> 51
<211> 1143
<212> DNA

Mus sp.

ctgtcggggce
atggccatga
tgccectgga
tcattggcat
tcactgecect
tggccattte
tggtgcgcca
gtaccgtcte
tggccattgt
tectggtgtg
cecgtgetggt
atcagcagtt
ccgtagtege
tgccaggett
tggggctcgt
ctatcgtgeg
tctatgtggt
ctgtcaggaa
ctcccagegg

ccgaggaggt

<213> Mus sp.

<400> 51

atgggacccc
gtctccttaa
accaagacac
atgctggtcet
ctgcgcaacce
atcgtctget
ggtcacgtgce
aacgctctge

cggatgaatt

agaacagaaa
actacagtta
agaccttctt
gcggcattgg
ttaccaacct
gcccctttga
tttgtgcctce
tggccatcgce

atcagaccgc
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tcegggtgag
agcccaaacc
tgaagaggaa
ggctttggtg
ggccegetac
agacttcctc
gctctecectgg
cctctacgtce
gcacccegetg
gtcagtatcc
catcgtggag
ctactacagg
catgaccttg
ccagacagag
gtgcgtectce
tgacttcttc
ggagtgcatc
taacaccagt
gagcaaggcc

ggactgcatc

cactagcttt
tggtgattat
tgcagccaaa
caactttgtc
cctcattgcet
gatggactat
cgtcaactac
tattgacaga
ttccttectg

aataccacag
ggctegttac
gatgtgacca
ggtatcatgc
aaaaagctcce
gtggccatcg
gagcatggtc
tccactaacg
agaccgcgga
atcctcatcg
agacaggaga
tcctatttece
tgctatgcca
cagatccgece
tctgcectatg
cccteegtgt
gccatgagca
aagtacctca
agcgctgacce

cgactgaaa

gcaccagact
gacctceccce
attgtcattg
ttcattgctg
aacctggcca
tatgtagtac
cttcgtacgg
tacctcgceta

atcgetttgg

acaccttcac
cattcacttt
attctcggac
tagtgtgtgg
gcaacctcac
tgtgctgcecce
atgtcctatyg
ccctactgge
tgaagtgtca
ccattccagc
agatcttctg
ttctggttte
gggtgtceceg
ggacggtgcg
tgctgtgctg
ttgtgaagga
acagcatgat
agaggatcct

tcgacctcag

tgaatccacc
tgggtgagga
gcgtggeact
ccectegeecg
tctctgactt
ggcagctttc
tctcectgta
ttgteccaccce

tctggatggt
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cgacttctte
cagctacggt
tttctttgct
catcggcaac
caacctgctt
ctttgagatg
cgcectetgte
cattgecatt
aacagccgcce
tgcctactte
tggtcagatc
cggcctcgag
ggagctcetgg
ctgececgeege
ggctecctte
gaagcactac
caatacgctc
gcggcttcag

gaccacggga

ccaagaccat
tgaggatgtg
ggcaggcatc
ctacaagaag
cctggtggeg
ctgggcgceat
cgtctcecace
tttgaaacca

ctccatecte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1179

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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atcgctgtcc catctgecta cttcaccaca gaaaccatcc tcgttatcgt caagaatcaa 600
gaaaaaatct tctgtggtca gatctggtcg gtggaccagc agctctacta caaatcctac 660
ttcctctteg tetteggget tgagttcgtg ggtccocgtgg tcactatgac cctgtgetat 720
gccaggatct cccaagagct ctggttcaag gctgtacctg gecttccagac ggagcaaatc 780
cgcaagcggce tgcgttgccg ccgcaagaca gtgctactge tcatgggcat cctcacagec 840
tacgtgctgt gctgggcgce gttctatgge tttaccatag tgecgagactt cttccccacg 900
gtagttgtga aggagaagca ctacctcacc gccttctacg tecgtggagtg cattgccatg 960
agcaacagca tgatcaatac tatatgcttc gtgacggtca agaacaacac catgaaatac 1020
ttcaagaaga tgctgecggct ccactggegg ccctcetcact acgggagtaa gtccageget 1080
gacctcgacc tcaaaaccag cggggtgcct gccactgaag aggtggattg tatcagacta 1140
aag 1143

<210> 52

<211> 88

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Fragment #1, verwendet in Referenzbeispiel 1

<400> 52
tatggecggtg attaccggtg cgtgcgaacg tgatgtgcag tgeggtgcgg gtacctgetg 60
cgcgattage ctgtggetge gtggtcetg 88

<210> 53

<211> 92

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Fragment #2, verwendet in Referenzbeispiel 1

<400> 53
cgtatgtgca ccccgetggg tcgﬁgaaggt gaagaatgcc atccegggtag ccataaagtg 60

ccgttettce gtaaacgtaa acatcatacc tg 92

<210> 54

<211> 86

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz
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<220>

<223> Fragment #3, verwendet in Referenzbeispiel 1

<400> 54
cccgtgcctg ccgaacctge tgtgcagccg tttcccggat ggtcgttatc gttgcageat 60

ggatctgaaa aacattaact tttagg 86

<210> 55

<211> 94

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>

<223> Fragment #4 , verwendet in Referenzbeispiel 1

<400> 55

cacatacgca gaccacgcag ccacaggcta atcgcgcagc aggtacccge accgcactgc 60

acatcacgtt cgcacgcacc ggtaatcacc gcca 94

<210> 56

<211> 93

<212> DNA

<213> kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Fragment #5, verwendet in Referenzbeispiel 1

<400> 56
aggcacgggce aggtatgatg tttacgttta cggaagaacg gcactttatg gctaccegga 60

tggcattctt caccttcacg acccagcggg gtg 93

<210> 57

<211> 81

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Fragment #6, verwendet in Referenzbeispiel 1

<400> $7
gatccctaaa agttaatgtt tttcagatcc atgctgcaac gataacgacc atccgggaaa 60
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cggctgcaca gcaggttegg © 81

<210> S8

<211> 258

<212> DNA

<213> kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Synthetische DNA, die menschentypischen ZAQ-Liganden kodiert

<400> 58

gcggtgatta ccggtgegtg cgaacgtgat gtgcagtgcg gtgcgggtac ctgctgcgeg 60
attagcctgt ggctgegtgg totgegtatg tgcacccege tgggtcgtga aggtgaagaa 120
tgccatccgg gtagccataa agtgccgtte ttccgtaaac gtaaacatca tacctgcccg 180
tgcctgecga acctgetgtg cagccgtttc ccggatggte gttatcgttg cagcatggat 240
ctgaaaaaca ttaacttt 258

Patentanspriiche

1. Peptid bestehend aus der Aminosauresequenz, die in SEQ ID NO: 20 oder SEQ ID NO: 21 dargestellt
ist, oder ein Salz davon.

2. Peptid oder sein Salz nach Anspruch 1, das aus der in SEQ ID NO: 20 dargestellten Aminosaurese-
quenz besteht.

3. Peptid oder sein Salz nach Anspruch 1, das aus der in SEQ ID NO: 21 dargestellten Aminosaurese-
quenz besteht.

4. Polynukleotid bestehend aus einem Polynukleotid, das fiir das Peptid nach Anspruch 1 kodiert.
5. Polynukleotid nach Anspruch 4, das eine DNA ist.

6. DNA nach Anspruch 5, enthaltend die Basensequenz, die in SEQ ID NO: 26 oder SEQ ID NO: 27 dar-
gestellt ist.

7. Rekombinanter Vektor enthaltend das Polynukleotid nach Anspruch 4.
8. Transformant, transformiert mit dem rekombinanten Vektor nach Anspruch 7.

9. Verfahren zur Herstellung des Peptids oder seines Salzes nach Anspruch 1, das umfasst, dass man den
Transformanten von Anspruch 8 kultiviert und das Peptid nach Anspruch 1 produziert/akkumuliert.

10. Antikorper gegen das Peptid oder sein Salz nach Anspruch 1.
11. Arzneimittel umfassend das Peptid oder sein Salz nach Anspruch 1.

12. Arzneimittel nach Anspruch 11, das ein Mittel zur Vorbeugung/Behandlung einer Verdauungserkran-
kung ist.

Es folgen 16 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig.1

10 20 30 40 50 60
ATGGAGACCACCATGGGGTTCATGGATGACAATGCCACCAACACTTCCACCAGCTTCCTY
M ET T W G F MWDDNATNT ST S F L

70 80 90 100 10 120
TCTGTGCTCAACCCTCATGGAGCCCATGCCACTTCCTTCCCATTCAACTTCAGCTACAGE
S VLNGPHGAHATSTETPERNTEFESVY S

130 140 150 160 170 180
GACTATGATATGCCTTTGGATGAAGATGAGGATGTGACCAATTCCAGGACGTTCTTTGLT
DY D MP L DETDETDV I NS RTF F A

130 200 210 220 230 240
GCCAAGATTGTCATTGGGATGGCCCTGGTGGGCATCATGCTGGTCTGCGGCATTGGAAAL
ALK 1V I G MW ALV G I MWLV CG I 6N

250 260 270 280 290 300
TTCATCTTTATCGCTGCCCTGGTCCGCTACAAGAAACTGCGCAACCTCACCAACCTGLTE
FiroF VA AL YV R Y K KL RNLTNLL

310 320 330 340 350 360

ATCGCCAACCTGGCCATCYCTGACTTCCTGGTGGCCATTGTCTGCTGCCCCTITGAGATG
I AN L A I SDFLV A I V CCPFEM

370 380 390 400 410 420

GACTACTATGTGGTGCGCCAGCTCTCCTGGGAGCACGELCACCTCCTGTGCACCTCTGTC
DY Y V VR QL SWEWHTG GHVYLCTS SV
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Fig.2

430 449 450 460 470 480
AACTACCTGCGCACTGTCTCTCTCTATGTCTCCACCAATGCCCTGCTGGCCATCGCCATT
N Y LR TV S LYV S TNALLAIA

490 500 510 520 530 540
GACAGGTATCTGGCTATTGTCCATCCGCTGAGACCACGGATGAAGTGCCAAACAGCCACT
D RY L A T VHPLERPRMKCCQT AT

550 560 570 580 590 600
GGCCTGATTGCCTTGGTGTGBACGGTGTCCATCCTGATCGCCATCCCTTCCGCCTACTTC
LI At VTV S P L I AL P S AYTF

610 620 630 640 650 660

ACCACCGAGACGGTCCTCGTCATTGTCAAGAGCCAGGAAAAGATCTTCTCCGGCCAGATC
T T E T VL VIV KSQEKX I FCGQ

670 680 690 700 70 720
TGGCCTGTGGACCAGCAGCTCTACTACAAGTCCTACTTCCTCTTTATCTTTGGCATAGAA
¥ PV DQQ LY Y K SYFLF I F G I E

730 740 750 760 770 780
TTCGTGGGCCCCGTGGTCACCATGACCCTGTGCTATGCCAGGATCTCCCGGGAGCTCTGE
FVGeGePp v v I mwT L LY AR §$RE L W

790 800 810 820 830 840
TTCAAGGCGGTCCCTGGATTCCAGACAGAGCAGATCCGCAAGAGGCTGEGCTGCCGCAGE
F K AV P GF QTEZ QL) R KRLZRTCECRR

850 860 870 880 830 500
AAGACGGTCCTGGTGCTCATGTGCATCCTCACCGCCTACGTGCTATGLTGEGCGCCCTIC
K T v L v L ®mC ! LT AY VL CWAPTF
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Fig.3

910 920 930 840 950 960
TACGGCTTCACCATCGTGCGCGACTTCTTCCCCACCGTGTTCGYGAAGGAGAAGCACTAC
Yy 6 F 1T+ VvVRDFFPTVFV KTEIKHY

970 980 980 1000 1010 1020
CTCACTGCCTTCTACATCGTCGAGTGCATCGCCATGAGCAACAGCATGATCAACACTCTG
L T A F Y L VECIT AMSNTSHNINTIL

1030 1040 1050 1060 1070 1080
TGCTTCGTGACCGTCAAGAACGACACCGTCAAGTACTTCAAAAAGATCATGTTGCTCCAC
C F VYV TV KNTDTV K Y F KK t ML L H
1090 1100 1110 1120 1130 1140

TGGAAGGCTTCTTACAATGGCGETAAGTCCAGTGCAGACCTGGACCTCAAGACAATTGGG
W K A S YNGGK S S ADLDULKT I G

1150 1160 170 1180 1190

ATGCCTGCCACCGAAGAGGTGGACTGCATCAGACTAAAATAA
M P AT EE V DC | R L K 3
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Fig.4

10 20 30 49 50 60
ATGGAGACCACCATGGGGTTCATGGATGACAATGCCACCAACACTTCCACCAGCTTCCTT
M ET T MGF MDDNATNTSTSFL

10 80 90 100 110 120
TCTGTGCTCAACCCTCATGGAGCCCATGCCACTTCCTTCCCATTCAACTTCAGCTACAGE
S VL NPHGAHATSFPFNTFSYS

130 140 150 160 170 180
CACTATGATATGCCTTTGGATGAAGATGAGGATGTGACCAATTCCAGGACGTTCTTTLLY
b Yy obmwe® L DETDETDY T NS R TF F A

190 200 210 220 230 240
GCCAAGATTGTCATTGGGATGGCCCTGGTGGGCATCATGCTGGTCTGCGOCATTGEARAC
ALK # v I G M ALV G MLV CG I GN

250 260 270 280 280 300
TTCATCTTTATCGCTGCCCTGGTCCGCTACAAGAAACTGCGCAACCTCACCAACCTGLTC
Fv F 1 A AL Y R Y K K L RN L T N L L

10 320 330 340 350 360

ATCGCCAACCTGGCCATCTCTGACTTCCTGGTGGCCATTGTCTGCTGCCCCTTTCAGATG
b A N L A1 S DF L VY A L YV CCPF E M

370 380 390 400 410 420

GACTACTATGTGGTGCGCCAGCTCTCCTGGGAGCACGGCCACCTCETGTCCACCTCTGTC
DY YV VR QL S WEUHKGHYVY LTSV
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Fig.5

430 440 450 460 470 480
AACTACCTGCGCACTGTCTCTCTCTATGTCTCCACCAATGCCCTGCTGGCCATCGLCATT
NY LR TV S LYV ST NALLA L A

490 500 510 520 530 540
GACAGGTATCTGGCTATIGTCCATCCGCTGAGACCACGGATGAAGTGCCAAACAGCCACT
D RY L A I VHPLRPRMEKT CIQTAaAT

550 © 560 570 580 590 600
GGCCTGATTGCCTTGGTGTGGACGGTGTCCATCCTGATCGCCATCCLTICCGLLTACTTC
G L VL AL VYTV S+ L L AT P § AY F-
610 620 630 640 650 660

ACCACCGAGACGGTCCTCGTCATTGTCAAGAGCCAGGAAAAGATCTTCTGCGGCCAGATC
T T €ET1T VLY I VK S QEK I F CG @

670 680 690 100 o 120
TGGCCTGTGGACCAGCAGCTCTACTACAAGTCCTACTTCCTCTTTATCTTTGGCATAGAA
W P voD ¢ QLY Y K S YF L F I F G I E
730 740 - 750 760 770 780

TTCGTGEGCCCCGTGGTCACCATGACCCTGTGCTATGCCAGGATCTCCCGGGAGCTCTEG
FV 6PV VI MWTITLCYARTI SRETLUW

790 800 810 820 830 840
TTCAAGGCGGTCCCTCBATTCCAGACAGAGCAGATCCGCAAGAGGCTGCGCTGCCCCAGE
F K A vV P GFQTEOQ I R KRLURTCRHR

850 860 870 880 890 500

AAGACGGTCCTGGTGCTCATGTGCATCCTCACCECCTACGTGCTATGLTGEGLGLCCTTC
K 17 v v L MwcC ) LT AY VL CHWAPTF
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Fig.6

910 920 930 940 950 960
TACGGCTTCACCATCGTGCGCGACTTCTTCCCCACCGTGTTTGTGAAGGAGAAGCACTAC
Y ¢ F T I vVRDFFPTVFVKTETZKHY

870 980 990 1000 1010 1020

CTCACTGCCTTCTACATCOTCGAGTGCATCGCCATGAGCAACAGCATGATCAACACTCTG
L T A F Y IV E C I AMNMSNSNINTL

1030 1040 1050 1060 1070 1080
TGCTTCGTGACCGTCAAGAACGACACCGTCAAGTACTTCAAAAAGATCATGTTGCTCCAC
CcC FV T VKNDTV KYF KK I ¥ L L H
1090 1100 1110 1120 1130 1140

TGGAAGGCTICTTACAATGGCGCTAAGTCCAGTGCAGACCTGGACCTCARGACAATTGEE
W K A S Y NG G K S § AD LD L KT I G

1150 1160 1170 1180 1180

ATGCCTGCCACCGAAGAGGTGGACTGCATCAGACTAAAATAA
M P A TEEV D C I R L K #
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Fig.7
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Fig.8
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Fig.9

KITY AV|TGACERD LQCGKGTCCA VSLWIKSYRV CTPVGTSGED CHPASHK IPF
Mensch (A-Typ) AVITGACERD VQCGAGTCCA ISLWLRGLRM CTPLGREGEE CHPGSHKIPF
Mensch (G-Typ) AVITGACERD VQCGAGTCCA ISLWLRGLRM CTPLGREGEE CHPGSHKVPF

mn SGQRMEHTCP CAPNLACVQT SPKKFKCLSK
Mensch (A-Typ) FRKRKHHTCP CLPNLLCSRF PDGRYRCSMD LKNINF
Mensch (G-Typ) FRKRKHHTCP CLPNLLCSRF PDGRYRCSMD LKNINF
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128
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Fig.11
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Fig.12
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Fig.13
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Fig.14
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Fig.15
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Fig.16
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