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第一章 緒論 

本論文は、ニワトリ卵白より発見されたスカベンジャー受容体システインリ

ッチドメインスーパーファミリーに属する新規タンパク質に関する内容である。

本章では、ニワトリの卵白タンパク質と SRCR ドメインスーパーファミリーにつ

いて概説し、次に本研究の背景、目的、概要を述べる。 

 

1.1  ニワトリの卵の構造 

 

ニワトリの卵は Fig.1-1 に示すように、卵殻部、卵白部、卵黄部に大別され

る。卵殻部はクチクラ、卵殻、卵殻膜から、卵白部は外水様卵白(outer thin 

albumen)、濃厚卵白(thick albumen)、内水様卵白(inner thin albumen)、カラ

ザ(chalazae)、カラザ層から、卵黄部は卵黄膜、胚、卵黄からそれぞれ構成さ

れる。胚が存在する卵黄部は内水様卵白に包まれ、これを濃厚卵白と外水様卵

白が包むことにより外部の衝撃から守られている。また、卵黄部を感染から守

るため卵白中にはさまざまな抗菌性物質が含まれている。(中村 良. 2001)。 

 

1.2  ニワトリ卵白タンパク質 

 

卵白は約 75%の水、12%のタンパク質、脂質と糖質、ミネラルとビタミンのよ

うな微量物質から構成されている(Kovacs-Nolan et al. 2005)。主要な卵白タ

ンパク質はオボアルブミン(54%),オボトランスフェリン(12%)、オボムコイド

(11%)、オボムチン(3.5%)、リゾチ－ム(3.4%)が挙げられる (Mine et al. 1995)。

卵白タンパク質の主要な機能は 病原体の侵入に対して卵黄を守ることである
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(Mine. 2007)。以下に、主なニワトリ卵白タンパク質の特徴を記す（Table.1）。 

 

オボアルブミン 

オボアルブミンは卵白の主要タンパク質であり、分子量 44.5 KDa のリン酸化

糖タンパク質である (Doi et al. 1997)。機能については不明である。 

 

オボトランスフェリン 

オボトランスフェリンは分子量77.7 KDaの糖タンパク質である(Mine et al. 

1995)。オボトランスフェリンはトランスフェリンとして知られる鉄結合タン、

パク質群のメンバーである。オボトランスフェリンは、成長に不可欠である鉄

を吸収することによってグラム陰性菌の増殖を抑制する(Lock and Board. 1992)。  

 

オボムコイド 

オボムコイドは分子量が28 KDaの糖タンパク質であり、糖の比率は約25%と高

い。トリプシンインヒビタ－としての機能を持つ(Mine et al. 1995)。 

 

オボムチン 

オボムチンは分子量5.5-8.8 × 103 KDaの粘性糖タンパク質である(Mine et al. 

1995)。オボムチンは塩の存在下またはpH>9の条件では水に可溶であるが、その

以外の条件では、水に不溶である(Nakamura et al. 2000)。卵白中には均一な

形では存在しておらず、濃厚卵白のゲル状部分から得られる不溶性オボムチン

と、濃厚卵白のゾル状部分と水様卵白から得られる可溶性オボムチンに分けら

れる。オボムチンは糖含量約15％のα-オボムチンと糖含量約50％のβ-オボムチ

ンで構成される。不溶性オボムチンではα-オボムチンとβ-オボムチンの比率が
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84:20であり, 可溶性オボムチンは40:3である(Nakamura et al. 2000)。卵白中

のシアル酸のほとんどがオボムチンの構成糖鎖に含まれており、オボムチンの

生理活性がそのシアル酸に由来している場合が多い。オボムチンは特定のウイ

ルス（牛ロタウイルスおよび家禽のニューカッスル病ウイルス,ヒトインフルエ

ンザウイルス）に対して赤血球凝集インヒビタ－として機能する(Tsuge et  al. 

1996)。 

 

リゾチ－ム 

リゾチ－ムは分子量 14.3 KDaの塩基性タンパク質である。その塩基性のため、

リゾチームは卵白中のオボアルブミン,オボムチン、オボトランスフェリンと結

合する（Ibrahim et al,2002）。リゾチ－ムは細菌の細胞壁の構造成分である

ペプチドグリカンの N-アセチルムラミン酸と N-アセチルグルコサミンの間の

β-1-4 結合を加水分解し、溶菌作用を示す(Volcadlo et al. 2001)。グラム陰

性菌よりも外膜のないグラム陽性に対して高い抗菌活性がある。自然食品防腐

剤(Johnson,1994)や、細菌、ウイルス、炎症性疾患に対する医薬品（Lacono et 

al. 1980）として幅広く使用されている。 

 

オボインヒビタ- 

オボインヒビタ-は分子量 49 KDa で、オボムコイドと同様にトリプシンイン

ヒビター活性を持ち、トリプシン、キモトリプシンなど多種類のタンパク質分

解酵素に対して阻害活性を示す (Sugino et al. 1997)。 

 

オボフラボプロテイン 

オボフラボプロテインは分子量 32-36 KDa で酸性糖タンパク質である。卵白
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中のほとんどのリボフラビン(Vitamin B2)はオボフラボプロテインと結合して

いる。微生物からリボフラビンを奪うことにより抗菌性を示す (Ibrahim et al. 

1997)。 

 

オボマクログロブリン 

オボマクログロブリンは分子量 760-900 KDa の糖タンパク質である。オボム

チンのように、ウイルスによる赤血球凝集を阻害する(Sugino et al. 1997)。 

 

アビジン 

アビジンは分子量が 68.3 KDaであり、同一のサブユニットからなる四量体の

糖タンパク質である。アビジンの各サブユニットはビタミンの一つであるビオ

チンと特異的に結合する。 ビオチンに対するアビジンの高親和性は分子生物学、

アフィニティークロマトグラフィー、酵素結合免疫吸着測定法（ELISA）、組織

化学および細胞化学における生化学的ツールとして広く利用されている(Green. 

1975)。  

 

シスタチン 

シスタチンは分子量が 12.7 KDa で、チオールプロテイナ－ゼインヒビタ-と

して抗菌および抗ウイルス活性(Ebina et al. 1991)がある。 
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Fig.1-1. Cross Section of egg 

(http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%95%E3%82%A1%E3%82%A4%E3%83%AB:Egg

_cross_section.png)の改変 

http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%95%E3%82%A1%E3%82%A4%E3%83%AB:Egg_cross_section.png
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%95%E3%82%A1%E3%82%A4%E3%83%AB:Egg_cross_section.png
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Table.1. Major proteins presenting in egg white 

 

Name 
Amount 

(%) 
M.W.(KDa) Residues Characteristics 

Ovalbumin 54 44.5 385 Phosphoglycoprotein 

Ovotransferrin 12 77.7 683 

Binds iron ion 

Inhibit the growth of 

bacteria 

Ovomucoid 11 28 185 Inhibit trypsin 

Ovomucin 3.5 5500-8800 - 

Sialoprotein, viscous 

Hemagglutination 

inhibitor(influenza etc) 

Lysozyme 3.4 14.3 129 Lyse bacteria 

Ovoinhibitor 1.5 49 449 
Inhibit  serine 

protease  

Ovoflavoprotein 0.8 32-36 219 Binds ribofravin 

Ovomacroglobulin 0.5 760-900 1437 
Hemagglutination 

inhibitor  

Avidin 0.05 68.3 128x4 
Binds biotin 

Antibacterial 

Cystatin 0.05 12.7 116 

Inhibit thiolprotease 

Antibacterial 

Antiviral 

 

http://www2.ktokai-u.ac.jp/~nougaku/Bio/araki/egg.htm の表

（東海大学農学部バイオサイエンス学科タンパク質化学研究室

作成）改変 

 

 

 

http://www2.ktokai-u.ac.jp/~nougaku/Bio/araki/lyso.htm
http://www2.ktokai-u.ac.jp/~nougaku/Bio/araki/egg.htm
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1.3  SRCRドメインスーパーファミリー 

 

スカベンジャー受容体は、酸化、アセチル化などで変性した低濃度リポタン

パク質(low density lipoprotein；LDL)のようなポリアニオン分子の認識及び

エンドサイトーシスに係わる膜結合または可溶性の糖タンパク質である

(Sarrias et al. 2004)。スカベンジャー受容体システインリッチ(scavenger 

receptor cysteine-rich；SRCR)ドメインはよく保存された 100-110 アミノ酸残

基から構成されている。SRCR ドメインスーパーファミリーはグループ A とグル

ープ B に分類される。一般的に、グル－プＡに属する分子は SRCR ドメインに 6

個のシステイン残基を持ち、ドメインは２個以上のエクソンでコードされてい

る。一方、グル－プＢに属する分子は SRCR ドメインに 8個のシステイン残基を

持ち、ドメインは１個のエクソンでコードされている。SRCRドメインのシステ 

インの相対的な位置とジスルフィド結合パターンはよく保存されている。グ

ル－プＢドメインのシステイン 1－８においてジスルフィド結合パターンは

C1-C4,C2-C7,C3-C8,C5-C6 である(Resnick et al. 1996)。一方、グル－プＡに

属する分子は通常コラーゲン様ドメインのような他の機能ドメインを含むマル

チドメインモザイクタンパク質として存在する(Fig.1-2)。一方、グル－プＢに

属する分子は一般的に SRCR ドメインの反復配列(tandem repeat)で構成されて

いるが、2Clr/Cls UegfBamp 1 (CUB)ドメインや ,zona pellucida(ZP) ドメイ

ンを持つこともある(Fig.1-3)。 
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Fig.1-2. Schematic representation of several group A SRCR members 

 

SRCR A; group A scavenger receptor cysteine-rich domain 

BTB/POZ;D. melanogaster kelch protein dimerization domain, CUB; C1r/C1s 

Uegf Bmp1 domainFIMAC, factor I membrane attack complex, IVR; intervening 

region from D. melanogaster kelch protein, LOX;lysil oxidase, LDL-R; low 

density lipoprotein receptor, MAM; domain homologous to members of a family 

defined by motifs in the mammalian metalloprotease meprin, the X. laevis 

neuronal protein A5, and the protein tyrosine phosphataseμ, SEA; domain 

found in sea urchin sperm protein, enterokinase, and agrin, SCR; short 

consensus repeat. Proteins described in mammals (especially human), unless 

indicated. (Sarrias et al. 2004; Martínez et al. 2011を改変) 

 

 

 

 

 

Secreted 

 

Membrane-bound 
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Fig. 1-3. Schematic representation of several group B SRCR members 

 

SRCR B; group B scavenger receptor cysteine-rich domain 

PST; proline-, serine-, and threonine-rich sequence, CUB; C1r/C1s Uegf Bmp1 

domain; SCR, short consensus repeat, ECG;epidermal growth factor, ZP; zona 

pellucida domain, LCCL; Limulus factor C,Coch-5b2 and Lgl1 domain, 

PLAT; policistin-1,lipoxigenase and alfa toxin. Proteins described in 

mammals, unless indicated.(Sarrias et al. 2004; Martínez et al. 2011を改

変) 

Secreted 

 

Membrane-bound 
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1.4  本研究の背景、目的、概要 

 

1.2で述べたように、ニワトリの卵白中には多くのタンパク質が存在し、主に

生体防御に働いている。最近のプロテオーム解析により、ニワトリ卵白中には

150種類以上のタンパク質が存在することが報告されている (Mann. 2011)。 

生体防御に関わる動物血清中のレクチンの研究が主要なテーマの松下研究室

では、生体防御タンパク質が重要な役割を担っているニワトリ卵白に注目し、

この中からCa2+依存的にN-アセチルグルコサミン(GlcNAc)に結合するタンパク

質の探索を目指す先行研究が以下のように行われた。ニワトリ卵白の希釈液を

10％のポリエチレングリコールで分画し、得られた沈殿をCa2+を含む緩衝液に溶

かし、これをGlcNAc-agaroseカラムに添加後、EDTAにより溶出を行った。その

結果、溶出液には還元下135 kDaの分子量のタンパク質(EW135)が含まれていた。

しかし、この方法は、再現性が乏しく、また操作の過程でカラムが詰まるなど

の問題点があり、EW135の単離法の確立と構造・機能の解析には至っていなかっ

た。 

 そこで、本研究はEW135の精製法を確立し、その構造と機能の解析を目的とし

た。本研究の概要は以下の通りである。EW135の精製法を確立し、抗体を用いた

解析を行った（第二章）。単離されたEW135の部分アミノ酸配列を決定し、それ

を基にcDNAクローニングを行った。その結果、EW135はグループBのSRCRドメイ

ンを複数持つ新規タンパク質であることを明らかにした（第三章）。さらにEW135

の機能解析を行い、黄色ブドウ球菌とその構成成分のプロテインAにCa2+依存的

に結合することを明らかにした（第四章）。 
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第二章  EW135 の精製法 

 

要約 

 ポリエチレングリコール沈殿とイオン交換クロマトグラフィーを用いて、ニ

ワトリの卵白より、還元下 135 kDa、非還元下 100 kDaの糖タンパク質 EW135を

単離した。また、抗 EW135-Sepharose を用いる方法によっても直接希釈卵白液

から EW135を単離した。前者の精製過程において、EW135は卵白中の成分と Ca2+

依存的に複合体を形成しており、EW135 が EDTA により遊離した。後者の精製や

その他の解析から、EW135は卵白中では単量体で存在しているが、前者の精製過

程で EW135同士が Ca2+依存的に複合体を形成するものと推定された。 

 EW135の N末端アミノ酸配列を決定したところ、ニワトリのゲノム解析をもと

にデータベースに登録されている SRCRドメインを複数持つタンパク質のアミノ

酸配列の一部と一致した。EW135の単離の報告はなく、EW135はニワトリの新規

卵白タンパク質である。 

 

2.1  序論 

 第一章で述べたように、ニワトリの卵白にはオボアルブミン、オボムチン、

リゾチームなどの多くのタンパク質が存在している。単離解析されたこれらの

卵白タンパク質に加えて、プロテオーム解析から、多くのニワトリの新規卵白

タンパク質が特定された。Guerin-Dubiard ら(2006)は二種類の新規タンパク質

である Tenp と VMO-1 を発見した。Mann(2007)は新しく同定された 54 種類を含

む計 78種類のタンパク質を報告している。さらに、Mann(2011)は dual pressure 

linear ion trap Orbitrap instrument(LTQ Orbitrap Velos)を用いてニワトリ
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卵白中の 158種類のタンパク質を同定し,報告している。 

 上述のように、プロテオーム研究により数多くのニワトリ卵白タンパク質が

同定されているが、卵白より新規タンパク質を単離して研究することは近年な

されていない。本研究では、ポリエチレングリコール沈殿とイオン交換クロマ

トグラフィーを用いてニワトリ卵白より新規タンパク質の単離を行った。 

 

2.2  材料と方法 

 

2.2.1  試薬  

ニワトリ（シェーバーホワイト種）の卵は地元業者より購入した。以下に挙げ

る試薬類は括弧内のメーカーのものを使用した。 

Tris aminothane (Sigma Aldrich), Q Sepharose（GE Healthcare）,  

PierceTM Glycoprotein Staining Kit(Thermo science), Protein A-agarose（GE 

Healthcare Life Science）, Starting blockTM(Thermo Fisher Scientific), 

Avidin-biotin-peroxidase キット(Vector Laboratories), ABTS; 

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (Invitrogen) , 

CNBr-activated Sepharose(GE Healthcare Life Science), horseradish 

peroxidase(HRP)標識抗ウサギ IgG(Jackson Immuno Research Laboratories), 

TMB; 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (Promega), 

Block Ace(雪印乳業株式会社)、一般試薬は和光純薬工業のものを使用した。 

 

2.2.2  EW135 の精製法 

EW135の精製は以下の 4つのステップで行った。 

1) ニワトリ卵白を 3 倍量の水で希釈し、その希釈液を 30 分間、攪拌した後、
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遠心分離した（4℃、15,000×ｇ、20分間）。 

2) 得られた上清にポリエチレングリコール(PEG)4000 を 10% (w/v)になるよう

に添加し、室温で 1 時間撹拌した。その後、遠心分離（4℃、15,000×ｇ、20分

間）して、得られた沈殿を TBS-Ca 溶液(50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl2,  

pH7.8)に溶解した。この溶液を 4℃で一晩放置した後、遠心分離した（4℃、15,000

×ｇ、20分間）。得られた沈殿物を TBS-Ca で洗浄した。 

3) その後、得られた沈殿物に TBS-EDTA (50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 10 mM 

EDTA,  pH 7.8)を添加し、試験管を 4℃、30 分間ローテーターで回転させた。遠

心（4℃、1,400×ｇ、20分間）後、回収した上清をビーカーに移し、それに 1N 

HClを添加して pH 5.0に調整した。その後、遠心（4℃、1,400×ｇ、20分間）

して得られた上清を 20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl溶液(pH 8.0)に対して透析し

た。 

4) 最終的に、透析内液を TBS-Caで平衡化した Q Sepharose カラムに添加した。

カラムを TBS-Ca を十分に洗浄後、溶出は NaCl の 0.2 M から 0.6 M まで直線濃

度勾配的に行った。その結果、EW135 を含んでいる画分を回収し、Amicon 

Ultra(Millipore)で濃縮した。 

 

2.2.3  SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)法 

SDS-PAGEは Laemmli の方法 (1970)を用い、試料の還元には 2-メルカプトエタ

ノールを、タンパク質の染色には CBBを用いた。 

 

2.2.4  糖タンパク質の染色法 

EW135、Horseradish Peroxidase(糖タンパク質染色のポジティブコントロー

ル)、Soybean Trypsin Inhibitor(糖タンパク質染色のネガティブコントロール)
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の SDS-PAGE (12%分離ゲル、還元下)の後、過ヨウ素酸シッフ (Periodic acid 

schiff;PAS)染色法を基本とした PierceTM Glycoprotein Staining Kit を用いて

以下の通りに糖タンパク質の染色を行った。すなわち、電気泳動後のゲルを固

定するために 50% メタノールに 30 分間浸した後、3% 酢酸で洗浄、Oxidizing 

solution にゲルを移し 15 分間攪拌した。次に、3% 酢酸でゲルを洗浄した後、

Glycoprotein Staining Reagent にゲルを移し、15分間攪拌した。次に、Reducing 

Solution にゲルを移し 15分間攪拌した後、3%酢酸、続いて水で洗浄した。 

 

2.2.5  EW135 の N 末側アミノ酸配列の決定法 

2-メルカプトエタノールによる還元下、EW135 の SDS-PAGE (10% gel)を行い、

その後、PVDF膜(Immobilon P, Merk Milipore, Billerica, MA)へ転写した。CBB

を用いて染色後、バンドを切り出してアミノ酸配列を Protein sequencer 

(Shimazu PPSQ-21, Shimadzu, Kyoto)で解析した。 

 

2.2.6  EW135 に対する抗血清の作製法と抗体の精製法 

 

EW135に対する抗血清の作製法 

精製した EW135をウサギに免疫(毎回 150㎍の EW135を 2週間の間隔で５回) す

ることにより EW135 に対するポリクローナル抗体を作製した。抗血清は最後に

追加免疫してから 2 週後に採取した。 

 

抗 EW135抗体（IgG 画分）の精製法 

9 mlの抗血清に 9 ml の PBSと 18 mlの飽和硫安液(pH 7.0)を添加し、4℃で 1

時間撹拌した後、遠心した（4℃、15,000×ｇ、20分間）。得られた沈殿物を 10 
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mlの PBSに溶解して、これを 20 mM リン酸緩衝液( pH 7.0)に対して 4℃で一晩 

透析した。その後、透析内液をリン酸緩衝液で平衡化した Protein A-agarose

カラム（GE Healthcare Life Science）に添加した。カラムをリン酸緩衝液で

十分に洗浄後、抗 EW135 抗体の溶出は 40 ml の 0.1 M クエン酸緩衝液(pH 3.0)

で行った。溶出の際、フラクションコレクターの試験管 40個に予め各 1 mlの 1 

M Tris-HCl(pH 9.0)を添加しておき溶出液を中和した。 

 

ビオチン標識抗 EW135 抗体の調製法 

60 μlの N-hydroxysuccinimido-biotin（Sigma Aldrich） (1 mg/ml in Dimethyl 

sulfoxide)を抗 EW135 抗体(1 mg/ml in PBS)1 ml に加えて室温で 4 時間反応さ

せた。その後、反応液を PBS に透析して得られた透析内液を-80℃で保存した。 

 

2.2.7  ELISA による EW135 の定量法 

10 個の鶏卵の卵白をそれぞれ、水で希釈し、４℃で 30 分間攪拌した後、遠心

（4℃、15,000×ｇ、20分間）して上清を回収した。それを試料として ELISAを

行った。0.1M 炭酸緩衝液(pH 9.6)で希釈した抗 EW135抗体(IgG画分、80μg/ml)

をマイクロプレート(IWAKI)に４℃で一晩コ－トした。反応後、コ－ト液を捨て

Starting block 300μlを添加し、37℃で 2 時間ブロッキングを行った。その後, 

0.1% Tween 20を含む PBS (PBS-T)で洗浄した。標準曲線作成用に PBS-Tで段階

的に希釈した EW135(2 ng/ml〜500 ng/ml)と、試料 100μl をウェルに添加し、

37℃で１時間保温した。PBS-Tでウェルを洗浄した後、PBS-Tで 100 倍希釈した

ビオチン標識 抗 EW135 抗体を 100μl を添加し、37℃で１時間保温した。ウェ

ルを洗浄した後、PBS-Tで 100倍希釈した 100μlの Avidin-biotin-peroxidase

複合体を添加し、37℃で１時間保温した。ウェルを PBS-T と PBS で順次洗浄し
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た後、0.1 M クエン酸緩衝液(pH 4.3)に ABTSと過酸化水素を混合した液を添加

し、発色させた。マイクロプレ－トリ－ダ－(BIO RAD)を用いて 415 nm におけ

る吸光度を測定した。 

 

2.2.8  抗 EW135 抗体-Sepharose の作製法 

0.1 M 炭酸緩衝液(0.5 M NaCl を含む, pH 8.3)に溶解した抗 EW135 抗体(IgG

画分)と CNBr-activated Sepharose の懸濁液をローテーターを用いてコニカル

テューブ内で混合し、室温で 2 時間反応させた。抗体を反応させたゲルをグラ

スフィルタ－を用いて 0.1 M Tris-HCl(pH 8.0)で洗浄後にコニカルチュ－ブに

移し、室温で 2時間反応させた（ブロッキング）。その後、0.1 M 酢酸緩衝液(0.5 

M NaClを含む, pH 4.0)で洗浄し、続けて 0.1 M Tris-HCl (0.5 M NaCl を含む、

pH 8.0)で洗浄し、これらの洗浄操作を 3回繰り返した。最後に PBS で洗浄した。

なお、抗 EW135 抗体なしで上記の操作を行い調製したゲルをコントロール用の

Sepharoseとした。 

 

2.2.9  高濃度塩による EW135 の可溶化法とイムノブロッティング法 

EW135 を含む沈殿物の調製の過程は、2.2.2 精製のステップ１や２と同様であ

る。その後、50 mM Tris-HCl(0.3 M〜1 Mの NaClを含む, pH 7.8)をステップ 2

で得られた沈殿に添加し、4℃で一晩静置した。遠心（4℃、1,400×ｇ、20分間）

後、上清を可溶化画分として回収した。還元下、SDS-PAGE (10%ゲル)を行った。

その後、PVDF (polyvinylidene difluoride) 膜 (Millipore)へ転写を行った。

転写後、Block Aceを用いて 4℃で一晩ブロッキングを行った。PBS-T(0.1% Tween 

20)で洗浄し、１次抗体として抗 EW135抗体を室温で１時間反応させた。その後、

２次抗体として HRP標識抗ウサギ IgG抗体を室温で１時間反応させた。反応後、
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PBS-Tと PBSで洗浄し、TMBを用いて発色を行った。 

 

2.2.10  ELISA による EW135 複合体の解析法 

2.2.9 において 50 mM Tris-HCl(0.5 M NaCl を含む,pH 7.8)により可溶化して

得られたEW135を含む画分をマイクロプレート (IWAKI)に4℃で一晩コ－トした。

Block Aceを用いて 37℃で 2時間ブロッキングを行った。その後、TBS-Ca-T(50 

mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0.1% Tween 20, pH 7.8)または TBS-EDTA-T 

(50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1 % Tween 20,  pH 7.8)で洗浄

した。ウェルに TBS-Ca-Tまたは TBS-EDTA–Tを添加し、37℃で 30分間保温した。

それぞれの緩衝液でウェルを洗浄した後、それぞれの緩衝液で希釈した抗 EW135

抗体を添加し、37℃で１時間保温した。ウェルを洗浄した後、HRP 標識抗ウサギ

IgG を添加し、37℃で１時間保温した。その後、TMB を添加し発色させた。HCl

を添加し反応を停止後、マイクロプレ－トリ－ダ－(BIO RAD)を用いて 450 nm

における吸光度を測定した。 

 

2.2.11  抗 EW135 抗体-Sepharose を用いた EW135 結合タンパク質の探索法 

2.2.9 において 50 mM Tris-HCl(0.5 M NaCl を含む, pH 7.8)により可溶化し

て得られた EW135を含む画分を TBS-Caで平衡化したカラムに添加した。カラム

を TBS-Caで十分に洗浄後、溶出を TBS-EDTA と 0.1 M Gly-HCl(pH 2.2)で順次行

った。0.1 M Gly-HCl による溶出では、溶出液に等量の 1 M Tris-HCl(pH 8.3)

を加えて混合した。 

 

2.2.12  抗 EW135 抗体-Sepharose を用いた EW135 の精製と複合体の解析法 

Guerin-Dubiardら(2005) を参考にして、ムチンフリーの卵白溶液を次のよう
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に作製した。卵白 (約 180 ml)を約 540 ml の水で 4 倍希釈後、1 M HCl を添加

して pH 6.0に調整し、これを一晩攪拌した。その後、遠心分離(4℃、15,000 x

ｇ、20 分間)して得られた上清に同量の 2 x TBS-Ca (100 mM Tris-HCl,300 mM 

NaCl,4 mM CaCl2, pH 7.5)を添加し 30分間攪拌した。その後、遠心分離（４℃、

15,000 xｇ、20分）した上清をガーゼに通して濾過した。濾過液を２つに分け、

予め TBS-Ca で平衡化した抗 EW135 抗体-Sepharose カラムとコントロール用の

Sepharose カラムにそれぞれ添加した。カラムを TBS-Ca で十分に洗浄後、溶出

は TBS-EDTAと 0.1 M Gly-HCl(pH 2.2)で順次行った。0.1M Gly-HCl による溶出

では、溶出液に等量の 1 M Tris-HCl(pH 8.3)を加えて混合した。 

 

 



 19 

 

2.3  結果 

 

2.3.1  EW135 の精製 

水で希釈した卵白を静置すると不溶性のオボムチンが沈殿した。これを遠心操

作で除いた後、上清を PEG4000 で分画して得られた沈殿物をカルシウムイオン

入り緩衝液に溶解し、反応した。その結果、新たに沈殿が生じた。SDS-PAGE の

結果、この沈殿物には卵白(Fig.2-1A, lane 1)では検出されない EW135 を含ん

でいることが判明した (Fig.2-1A, lane 5)。沈殿物に TBS-EDTA を添加して反

応した結果、緩衝液中にこのタンパク質が回収された (Fig.2-1A, lane 6)。次

に、EW135を含む画分を Q Sepharose を用いたイオン交換クロマトグラフィーに

より分画した結果(Fig.2-1C)、高純度の EW135が単離された (Fig.2-1A, lane 7, 

Fig.2-1B, lane 1)。一方、非還元下での EW135 の分子量は約 100 KDaであった

(Fig.2-1B, lane 2)。 
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 Fig. 2-1. Isolation of EW135 from chicken egg white 

 

(A)SDS-PAGE profiles of proteins during the purification process. Samples at each step 

were subjected to SDS-PAGE(10% gel) under reducing conditions followed by staining with 

Coomassie Brilliant Blue R-250. These consisted of lane 1: egg white, lane 2: the 

supernatant obtained after adding water to egg white, lane 3: the solubilized PEG 

precipitates, lane 4: the supernatant generated by leaving the solubilized PEG 

precipitates at 4℃ overnight, lane 5: the precipitates generated after the solubilized 

PEG precipitates were left at 4℃ overnight, lane 6: the supernatant obtained after 

treatment of the precipitates with TBS-EDTA, lane 7: the EW135 fraction collected using 

a Q Sepharose column.  (B) SDS-PAGE profile of EW135.  After chromatography on Q Sepharose, 

the purified EW135 was subjected to SDS-PAGE (10% gel) under reducing (lane 1) and 

non-reducing (lane 2) (C) SDS-PAGE profile of EW135 on Q Sepharose. Elution was performed 

by applying a linear NaCl gradient to 0.6 M. EW135 eluted at a concentration between 0.35 

M and 0.45 M NaCl. (Yoo et al. 2013a)  
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2.3.2  糖タンパク質の検討 

EW135 が糖タンパク質である可能性を探るため、PAS 染色のキットを用いて検

討した。Horseradish Peroxidase をポジティブコントロール, Soybean Trypsin 

Inhibitor をネガティブコントロールとして EW135 の SDS-PAGE を行い、CBB 染

色と PAS (Periodic acid–Schiff)染色でバンドを検出した。その結果、Fig.2-2

に示すように、CBB 染色ではポジティブコントロール, ネガティブコントロール、

EW135 のバンドが観察された。一方、PAS 染色では、EW135 とポジティブコント

ロールのバンドのみが観察された。このことから、EW135が糖タンパク質である

ことが判明した。 
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Fig. 2-2.  Staining of EW135  

 

EW135, Horseradish Peroxidase (positive control, PC)and Soybean Trypsin 

Inhibitor（negative control, NC）were subjected to SDS-PAGE(12% gel) under 

reducing conditions followed by staining with CBB (A) and PAS staining (B). 

M: Molecular weight marker 
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2.3.3  N 末側アミノ酸配列 

Ｎ末端アミノ酸配列をプロテインシークエンサーで解析したところ、アミノ酸

のシグナルが検出されなかった。このことから、EW135の N末端アミノ酸は修飾

（ブロック）されていると推定された。タンパク質の多くは N 末端のアミノ酸

のアミノ基はホルミル化されており、HClによりホルミル基を外すことができる。

そこで、SDS-PAGE後に切り出した EW135のバンドを 0.6 M HCl 溶液に浸し、25℃

で 24 時間反応させ、その後、アミノ酸配列を解析した。その結果、N 末端アミ

ノ 酸 の 10 残 基 （ APIRLVDGPN ） が 判 明 し た 。 Blast 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)で、この配列のホモロジー検索を

したところ、XP_424435 の部分配列と高い類似性を持つことが明らかになった。

XP_424435はニワトリのゲノム塩基配列（NW_003764339）をもとに推定されたタ

ンパク質のアミノ酸配列であり、600個のアミノ酸残基から成る。この配列の中

で類似性を示すアミノ酸配列は、387番〜396 番の APIRLVNGPNであり、393番目

のアミノ酸残基が N (EW135 では D である)以外は EW135 の N 末側アミノ酸配列

と一致した。 XP_424435は5つのグループB SRCRドメインの構造を持っている。

Blastで、配列の類似性検索の結果、EW135 と一致するタンパク質の単離の報告

は無いことから、EW135 はニワトリの新規卵白タンパク質と考えられた。 
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2.3.4  ニワトリ卵白中の EW135 の定量 

2.2.7 にて得た上清を試料として、また精製 EW135 を標準物質として EW135 の

ELISAを行った。 

10個の卵について EW135を定量したところ、1個の卵中の EW135の量は 485±20

μgであった。 

 

2.3.5  高濃度塩による EW135 の可溶化 

2.3.1 で述べたように、EW135 の精製の過程で PEG4000 の沈殿物を溶解後イン

キュベートすると、新たに生成した沈殿物に EW135 が含まれていた。一般的に

タンパク質は高濃度塩により沈殿するが、オボムチンのように可溶化すること

もある(Nakamura et al. 2000)。そこで次に、沈殿物を高濃度塩で処理するこ

とにより EW135が可溶化するか検討した。 

PEG4000 の沈殿物を溶解、インキュベート後に新たに生成した沈殿物を 0.2 M

から 1 M までの濃度の NaCl を含む Tris-HCl 緩衝液にて反応させた。遠心後、

上清中の EW135の有無を抗 EW135抗体を用いたイムノブロット法により調べた。

その結果、Fig.2-4 に示すように、0.2 M NaCl を含む緩衝液では EW135 は検出

されなかったが、0.3 M以上の濃度の NaCl では検出された。75 kDa付近に薄い

バンドも検出されたが、精製過程で分解した EW135 のフラグメントが抗 EW135

抗体と反応した可能性が考えられた。 
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Fig.2-4. Solubilization of EW135 from the precipitates using high 

concentrations of NaCl.  

 

The precipitates generated from the solubilized PEG precipitates were 

incubated with Tris buffer containing NaCl at concentrations ranging from 

0.2 M to 1 M. After centrifugation, the supernatant was examined for the 

presence of EW135 by immunoblotting using anti-EW135 as a probe. The arrow 

indicates molecular weight corresponding to EW135.(Yoo et al. 2013a) 
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2.3.6  ELISA による EW135 複合体の解析 

2.3.1で述べたように、EW135は卵白液の PEG 4000の沈殿物を溶解し、反応後

に生成する沈殿物を EDTA 処理することで得られた。これは、EW135 が Ca2+依存

的に沈殿物中の成分と複合体を形成しており、EDTA 処理によってこの物質から

解離したことを示唆している。そこで、これを検証する ELISAを行った。まず、

沈殿物と 0.5 M NaCl を含む Tris 緩衝液を反応して得られた EW135 を含む画分

をマイクロプレートウェルにコ－トし、Ca2+または EDTAを含む Tris-HCl 緩衝液

とインキュベートした。その後、抗 EW135 抗体を用いてウェル上の EW135 のレ

ベルを測定した。 Fig.2-5に示すように、、Ca2+存在下の EW135のレベルが EDTA

存在下の EW135のレベルより 1.8倍高かった。この結果は、ELISA に用いた検体

中で EW135が卵白の成分と Ca2+依存的に複合体を形成しており、EW135 がウェル

に結合している場合は、EW135 は EDTA 存在下でもそのままの結合状態を保ち、

一方、EW135 の結合相手の成分がウェルに結合している場合は、EW135 が EDTA

によりこの成分より解離したことを示している。 
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Fig.2-5. Ca2+-dependent binding of EW135 to a substance(s) in chicken egg 

white  

 

The EW135 preparation obtained by treatment ofthe precipitates with 0.5M 

NaCl Containing buffer was coated on the microplate wells and incubated 

with buffer containing either Ca2+ or EDTA. After incubation, EW135 levels 

in the wells were measured  using anti-EW135. ** P＜0.01 (n＝3).(Yoo et 

al. 2013a) 
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2.3.7  抗 EW135 抗体-Sepharose を用いた EW135 結合タンパク質の探索 

2.2.9 の方法に従い、0.5 M NaCl を含む Tris-HCl(pH 7.8)により可溶化して

得られた EW135 を含む画分を抗 EW135 抗体-Sepharose カラムに添加した。溶出

は、2.2.11の方法に従った。その結果、Fig.2-6 に示すように、SDS-PAGEにお

いて TBS-EDTA溶出画分と Gly-HCl溶出画分の両方に EW135が検出された。この 

結果は、EW135同士が Ca2+依存的に複合体を形成していることを示している。 

 

 

 

 



 29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-6. Elution profile of proteins on anti-EW135 antibody-Sepharose 

  

EW135 solubilized with Tris-HCl pH7.8 containing 0.5M NaCl was applied to 

an anti-EW135 antibody-Sepharose column. Elution was performed with 

TBS-EDTA followed by Gly-HCl. Eluted fractions were subjected to SDS-PAGE 

under reducing conditions and proteins were stained with CBB. 

M: Molecular weight marker   P: EW135 (Positive control) 

A: Applied solution 

 

 

M P A 1  2  3  4  5  6  7  8  9  1 0  1 1 
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100 
75 

50 
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EDTA Gly-HCl Elution buffer : 
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2.3.8  抗 EW135 抗体-Sepharose を用いた EW135 の精製と複合体の解析 

EW135は 2.2.2に述べた PEG沈殿等の操作を行い単離されたタンパク質である。

ここでは、本単離方法の代わりに、抗 EW135 抗体-Sepharose を用いたアフィニ

ティークロマトグラフィーにより、PEG沈殿等の操作を経ずに卵白の希釈液から

精製できるか検討した。また、同時に EW135 と Ca2+ 依存的に複合体を形成して

いる成分を探索した。水で希釈した卵白に 1 M HCl を加え、生じた沈殿を遠心

分離で除いた。次に、得られた上清に TBS-Ca  pH 7.5 を添加して生じた沈殿を

遠心分離で除いた。上清をろ過後、ろ液を EW135 抗体-Sepharose カラムと対照

の Sepharoseカラムにアプライした。溶出は  TBS-EDTA pH 7.8と 0.1 M Gly-HCl 

pH 2.2 の順で行った。EW135 の検出は、SDS-PAGE のタンパク質染色と ELISA を

用いた。Fig. 2-7に示すように、SDS-PAGEの結果から、抗 EW135抗体-Sepharose

カラムの EDTA 溶出画分には EW135 のバンドは検出されず、Gly-HCl 画分には検

出された。一方、対照の Sepharose カラムでは、EDTA 溶出画分と Gly-HCl 溶出

画分のいずれも EW135 のバンドが検出されなかった。抗 EW135 抗体-Sepharose

と対照 Sepharose の TBS-EDTA 溶出液のフラクション１から 5 を, Gly-HCl 溶出

液はフラクション１から 5 をそれぞれプールした。それらを検体として 2.2.6

の方法で ELISA を行った。 抗 EW135 抗体-Sepharose における EW135 量は、 

TBS-EDTA溶出液では 5.7μg、Gly-HCl溶出液では 201.5μgであった。一方、対

照 Sepharoseにおける EW135量は,TBS-EDTA溶出液では 2.5μg, Gly-HCl溶出液

では 19.4μgであった。 
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Fig.2-7. Elution profile of proteins on anti-EW135 antibody-Sepharose 

 

Egg white, which had been diluted with water and filtered was applied to 

an anti-EW135 antibody-Sepharose column(A)or a control Sepharose column(B). 

Elution was performed with TBS-EDTA followed by Gly-HCl. Eluted fractions 

were subjected to SDS-PAGE under reducing conditions and proteins were 

stained with CBB. 

M: Molecular weight marker   P: EW135 (Positive control) 

A: Applied solution       PT: pass-through fractions 
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2.4  考察 

 本研究では、ニワトリ卵白からタンパク質の EW135を 2つの方法で精製した。

第 1 の方法は以下の通りである。不溶性オボムチンを除いたニワトリ卵白の希

釈水溶液を PEG 沈殿で分画し、得られた沈殿物を Ca2+入りの緩衝液に溶解しイ

ンキュベーションした。その結果生じた沈殿に TBS-EDTAを添加してインキュベ

ーションした後、上清に回収されたタンパク質を Q Sepharose により分画して

EW135 を得た。第 2 の方法では、ニワトリ卵白の希釈水溶液を抗 EW135 抗体

-Sepharoseに添加し、Gly-HCl緩衝液による溶出で EW135を得た。 

第 1の精製方法では、EW135は PEG 沈殿の溶解液を静置して生じた沈殿中に存在

し、EDTA処理により沈殿から遊離した。従って、EW135は Ca2+を介して卵白中の

成分と結合していることが推定された。PEG 沈殿の溶解液を静置して生じた沈殿

の一部は高濃度の NaCl 水溶液で溶け、その中に EW135が含まれていることが分

かったが、この画分をマイクロプレートにコート後に EDTA処理すると固相上の

EW135量が減少した。これは、上記の推定を支持する結果である。 

 EW135 が結合している卵白成分を同定する目的で、Ca2+存在下、上記の NaCl

水溶液を抗 EW135-Sepharose に添加後、EDTA により EW135が溶出した。その後、

Gly-HCl により EW135 が溶出した。このことは、NaCl 水溶液画分中で EW135 同

士が Ca2+を介して会合している可能性を示している。一方、ニワトリ卵白の希釈

水溶液と抗 EW135-Sepharose を用いる第 2 の精製方法において、Gly-HClによる

溶出操作の前に EDTA で溶出操作を行ったところ、EW135 はほとんど溶出されな

かった。これらの事実は、EW135は卵白中では EW135同士が Ca2+依存的に複合体

を形成して存在しているのではなく、第 1の精製方法の PEG沈殿の過程で EW135

同士が Ca2+を介して会合した可能性を示唆している。 
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 卵白の主要タンパク質のオボムチンは、その粘性の為に EW135 の精製過程で

カラムが詰まる原因となり、これを除く必要があった。卵白中のオボムチンは

水での希釈や HCl 処理により沈殿することから、その除去を試みたが完全に除

去することができず上清に残った。EW135の第 1の精製方法において、この上清

の PEG沈殿物を溶解した液を静置して生じる沈殿を 0.5 M NaClで溶かすと、そ

の溶液は粘性があることから、溶液中にオボムチンが含まれていると推定され

た。オボムチンは高濃度の塩で可溶化することが知られており、沈殿に含まれ

るオボムチンが 0.5M NaCl で可溶化したものと考えられた。グループ B SRCRド

メインの構造をもつ gp340 は Ca2+依存的にムチンと結合することが報告されて

いることから(Madsen et al. 2008)、0.5M NaCl で可溶化した溶液中でオボムチ

ンと EW135が Ca2+依存的に結合している可能性が推定された。しかし、抗 EW135

抗体-Sepharoseを用いた実験より、EW135が Ca2+依存的に複合体を形成している

相手の成分は EW135 であることが分かった。 

 松下研究室では先行研究において、GlcNAc-agaroseカラムから EDTA 依存的に

溶出する卵白タンパク質として EW135 を見いだした。この精製方法では、卵白

の 10% PEG 沈殿を Ca2+を含む緩衝液に溶解し、GlcNAc-agarose カラムによる分

画を行っている。しかし、緒論の 1.4 で述べたように、再現性やカラムが詰ま

るなどの問題点があった。本研究の第 1 の精製方法では、GlcNAc-agarose を用

いた方法と同様に、まず卵白の希釈水溶液の 10% PEG沈殿を Ca2+を含む緩衝液に

溶解した。しかし、GlcNAc-agarose を用いた方法と異なり、第 1 の精製方法で

は、溶解したPEG沈殿をインキュベートする。この過程で生成する沈殿中にEW135

が含まれており、これから EDTAにより EW135 が分画された。従って、両者の精

製方法を比較して考察すると、GlcNAc-agarose の方法では、添加した PEG 沈殿

の溶解液中の EW135 同士がカラム操作の過程で Ca2+存在下会合し、不溶性となっ
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てカラムに詰まり、EDTAで可溶化、溶出したものと推定される。 

 本研究では、ELISA による定量を行い、卵 1 個あたり約 480μg の EW135 が卵

白中に含まれることを明らかにした。卵白タンパク質に占める EW135 の割合は

不明であるが、SDS-PAGE（Fig. 2-1）において、精製の出発材料の卵白の希釈

水溶液には EW135 のバンドが検出されないことから、量的には卵白中の主要な

タンパク質ではないと推定される。 
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第三章  EW135 の構造解析 

 

要約  

精製 EW135 の部分アミノ酸配列の解析から、EW135 にはグループ B SRCR ド

メインに特徴的な配列が存在することが明らかになった。得られた EW135 の部

分アミノ酸配列をもとに設計したプライマーを用いてニワトリ輸卵管 cDNAを鋳

型にした PCRを行い、EW135cDNAの一部に相当する PCR産物を得た。これの cDNA

クローニングを行い、さらには、3’RACE 法と 5’側の解析により EW135の完全

長の塩基配列を決定した。また、その塩基配列よりアミノ酸配列を推定した。

その結果、EW135は 970個のアミノ酸残基で構成され、7アミノ酸から成るペプ

チドによってつながった 9 つのグループ B の SRCR ドメインのタンデムな繰り

返しのみで構成されていることが判明した。また、EW135 遺伝子は 11 個の エ

クソンで構成されており、各々の SRCR ドメインは単一のエクソンでコードされ

ていた。RT-PCRの結果、解析した 11種類の組織の輸卵管のみにメッセージの発

現が見られた。 

 

3.1  序論  

第二章で述べたように、ニワトリ卵白から糖タンパク質の EW135を単離した。

N末端アミノ酸配列から判断した場合、EW135 はこれまでに単離が報告されてい

ない新規タンパク質であると考えられた。そこで、EW135の全アミノ酸配列を明

らかにする目的で実験を行った。一般的に、タンパク質のアミノ酸配列決定法

として N 末端から決定するエドマン法（ Edman et al. 1950）が知られてい

る。現在ではプロテインシークエンサーを用いて解析するが、目的のタンパク
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質をそのまま解析しても EW135 のように N 末端から数十アミノ酸残基程度しか

決定できず、しかも内部のアミノ酸配列は解析できない。そこで、タンパク質

をトリプシン消化し、得られた複数のペプチド断片をカラムで分離後、それぞ

れのペプチドのアミノ酸配列を決定する方法が用いられている。一方、タンパ

ク質のアミノ酸配列を遺伝子工学で明らかにする方法もある。すなわち上記の

ようにして得られたタンパク質の部分アミノ酸配列をもとに設計したオリゴヌ

クレオチドプライマーを用いてタンパク質の産生臓器の cDNA を鋳型にして PCR

を行う。その後、得られた cDNAをクローニングベクターに組み換え、それを大

腸菌に軽質転換するサブクローニングを行い、最終的に cDNAの塩基配列を決定

し、アミノ酸配列を推定するものである。 

 本研究では、部分アミノ酸配列決定法やクローニング法により、EW135 の全

アミノ酸配列を推定した。その結果、EW135 はグループ B の SRCR ドメインスー

パーファミリーに属する新規タンパク質であることが明らかとなった。 

 

3.2  材料と方法 

 

3.2.１ 試薬 

以下に挙げる試薬類は括弧内のメーカーのものを使用した。 

SYBR Green (Lonza)、MinElute Gel Extraction (Qiagen)、pGEM-T Easy Vector 

(Promega)、E.coli JM109 competents cell（Takara）、bacto trytone, bacto yeast 

extrat, bacto agar, ampicillin, SMARTer RACE cDNA Amplication Kit(Clontech 

Laboratories), nucleotrap of SMARTer RACE cDNA Amplication Kit(Clontech 

Laboratories), ニワトリ組織；肝臓、睾丸、心臓、肺、脾臓、腎臓、盲腸、脳、

小腸、筋肉のトータル RNA (Zyagen), PrimeScript RTase (Takara), 一般試薬
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は和光純薬工業のものを使用した。 

 

3.2.2  部分アミノ酸配列決定法 

EW135の部分アミノ酸配列の解析を以下の通り行った（東海大学農学部との共

同研究）。 

3.2.2.1  EW135 のカルボキシルメチル化 

Crestfield ら(2006)の方法に従い、以下のようにしてカルボキシルメチル化

EW135を調製した。すなわち 0.2 mgの EW135 を 100 μl の 1.4 M Tris-HCl 緩

衝液,(pH8.6)に溶解した後、0.12 g の尿素、10ml の 5% EDTA と 3.3 μl の 2-

メルカプトエタノールを添加し、N2存在下で 37℃、60分間反応させた。その後、

この反応液に 60 μl の 1.0 M 水酸化ナトリウム溶液に溶解した 17.8 mg のモ

ノヨード酢酸を添加し、暗所で室温、60分間反応させた。その後、反応液を 0.2 

M の水酸化アンモニウムで平衡化した Sephadex G-50 カラムに通して脱塩を行

った。このようにして得られたカルボキシルメチル化 EW135 は最終的に凍結乾

燥して保存した。 

 

3.2.2.2  EW135 のトリプシン消化とペプチドの分離 

カルボキシメチル化 EW135 (0.1 mg)を 50 μl の 100 mM Tris-HCl 緩衝液

(pH8.0)に溶解し、これにトリプシン (1/50,w/w, TR-TPCK, Cooper Biomedical 

Co.)を添加後、37℃、4時間処理した。その後、トリプシン処理で得られた EW135

のペプチド断片は逆相 HPLC カラム(YMC ODS 120A S-5; 4.6×250mm, Yamamura 

Chemical Co.)に添加した。0.1% トリフルオロ酢酸 (solvent A) と 60% アセ

トニトリル in solvent A (solvent B)を用い、solvent A から 60% の solvent B

まで５時間の直線的な勾配により溶出を行った。ペプチドの溶出は 220 nm 
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(Thammasirirak et al. 2002)の吸収で検出した。ペプチドのアミノ配列はプロ

テインシークエンサー(Model PPSQ21A, Shimadzu Co.)にて決定した。 

 

3.2.3  cDNA クローニング法 

 

3.2.3.1 全 RNA の分離と cDNA の合成 

一般的にニワトリの卵白タンパク質は輸卵管で作られる。そこで輸卵管からな

る cDNAの合成を次のように行った。 

ニワトリの輸卵管は国立感染症研究所の淺沼秀樹博士により供与された。本動

物実験は the National Institute of Infectious Disease(NIID)の動物実験ガ

イドラインに従って行われ、the Animal Care and Use Committee of NIID 

(approval No.110117)により承認されている。イソフルラン麻酔下、心臓より

脱血したホワイトレグホンのメス (Line-M, 6 ヶ月, 日生研)より輸卵管を摘出

し、これを RNA later (Qiagen, Valencia, CA)にて保存した。輸卵管からの全

RNA の抽出は Trizol reagent (Life Technologies, Carisbad, CA)を用いて行

い、その後の一本鎖 cDNA の合成は SuperScript 111 First-Strand Synthesis 

System(Invitrogen )を用いた。 

 

3.2.3.2  EW135 cDNA の内部塩基配列決定のためのクローニング 

EW135 のトリプシン消化ペプチド断片のアミノ酸配列の解析から、配列の一部

はタンパク質データベース Uniparc の UPI0000611E45 と UPI000044AB0Dに見い

だされた。また、これらの配列はタンパク質データベース RefSeq の XP_424435

にも含まれていた。EW135 の cDNA クローニングの最初のステップとして、PCR

のためのプライマーを設計した。EW135のトリプシン消化で得られた２種類のペ



 39 

プチド断片のアミノ酸配列、LVDGST と ESALSEC を選び、XP_424435 に対応する

核酸配列データベースの XM_424435 の塩基配列をもとに、前者のアミノ酸配列

に対応して F1-1 プライマー、一方後者のアミノ酸配列に対応して R1-1 プライ

マーを設計した(Table3-4)。これらのプライマーを用いてニワトリ輸卵管 cDNA

を鋳型にし、以下の組成と条件(Table.3-1, Table.3-2)で PCRを行った。 

 

Table.3-1. The reagents for the first PCR of EW135 

Reagent Volume(μｌ) 

water 36 

10 x cDNA PCR reaction buffer 5 

2.5 mM dNTP mixture 4 

10μM Forward primer 1 

10μM Reverse primer 1 

Advantage cDNA polymerase mix 1 

Chicken oviduct cDNA 2 

Total volume                                          50 

 

 

Table.3-2. The cycling protocol for PCR 

condition Temperature Time Number of cycles 

Prior denaturation 94 ℃ 2min 1 cycle 

Denaturation 94 ℃ 1min 

30 cycles Annealing 53 ℃ 30sec 

Extention 68 ℃ 2min 15sec 
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この PCR 産物の 1.5%アガロースゲル電気泳動を行い、SYBR Green (Lonza)で染

色した。染色されたバンドを切り出し、MinElute Gel Extraction (Qiagen) を

用いて精製した。得られた PCR 産物を pGEM-T Easy Vector (Promega)にライゲ

ーション反応を行った。反応の組成液は次表の通りである(Table3-3)。反応は

16℃で 1時間行った。 

 

Table.3-3. The composition of the reaction solution for Ligation 

Reagent Volume(μl) 

2 x Rapid Ligation buffer, T4 DNA Ligase 5 

pGEM-T Easy Vector 1 

PCR product 1 

T4 DNA Ligase (3 Weiss units/μl) 1 

Final volume by adding water 10 

 

その後、PCR 産物が挿入された pGEM-T Easy Vector を大腸菌（JM109）に形質

転換を行った。組み換え体を寒天培地（bacto trytone, bacto yeast extrat, Nacl, 

bacto agar,NaOH,100mg/ml ampicillin）に播種し、37℃で一晩培養した。翌日、

寒 天 培 地 上 に 形 成さ れ た コ ロ ニ ー を選 択 し 、 M13 primers(forward; 

5’-TAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC-3’, reverse; 5’-TCATAGCTGTTTCCTGTGTGA 

-3’)を用いてコロニー PCRを以下の条件で行った。すなわち 94℃の前熱変性,5

分間の後、94℃の熱変性を 1分間、 50℃のア二ーリングを 1分間、68℃の伸長

反応を 3分間を１サイクルとし、これを 35 回繰り返した。コロニーPCR 産物を

1.5%アガロースゲル電気泳動後、約 2460 bp のバンドを切りだし MinElute Gel 
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Extraction(Qiagen)を用いて精製した。DNA 塩基配列解析は Applied Biosystems 

3100 (Applied Biosystems)を用いて行った(Fig.3-1)。cDNA の塩基配列を解析

した結果、PCR産物の全塩基配列の決定には至らなかった。そこで、さらに異な

る位置にシークエンシングプライマーを設計して塩基配列解析を行い、全塩基

配列を決定した。 

 

Table.3-4. Primers for cDNA cloning of EW135 

The base pair numbering for EW135 is based on Fig.3-10 

 Primer  

name. 

Primer sequence (5’–3’) Base pair 

numbering 

Primers for cDNA cloing of internal regions 

Forward primer F1-1 CACTCCGATTAGTGGATGGATCAACC 704-729 

 F1-2 ATTTGCTGAGCTTCTTCCAGTCCGG 1,011-1,035 

 F1-3 CAGACATACCAAGAGCTGTTCC 1,655-1,676 

Reverse primer R1-1 GAATCAGCCCTCTCCGAGTGTGCA 2,869-2,892 

 R1-2 CAGACGCCAATGTTGTG 2,423-2,439 

Primers for 3’ RACE 

Forward primer 3F GCAAACACGGAGAAGATGCTGGTGTGG 2,594-2,620 

Nested primer 3FN CAGTGGGGAACAGTGTGCGAT 2,710-2,730 

Primers for cDNA cloing of 5’-terminal  regions 

Forward primer 5F CTCTACATTGCCCATCCAGACCTGC -134 to -110 

Reverse primer 5R GGATCAACCCACTGCTCTGGGAGAAT 721-746 



 42 

 

Chicken oviduct total RNA  

↓ 

Reverse Transcription 

↓ 

oviduct cDNA 

↓ 

PCR 

(primer F1-1,primerR1-1) 

↓ 

PCR product 

1.5% agarose gel electrophoresis 

purification 

↓ 

Ligation 

Into cloning vector(pGEM-T Easy Vector) 
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Transformation 

Into E.coli(JM109) 

↓ 

Culture 

On agar plate 

↓ 

Colony PCR 

(M13 primers) 

↓ 

Colony PCR product 

1.5% agarose gel electrophoresis 

purification 

↓ 

DNA sequencing 

 

 

Fig.3-1. Flow chart of cDNA cloning of internal regions of EW135 
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3.2.3.3  3’RACE 法による EW135 cDNA の 3’末端側塩基配列の解析  

EW135 cDNA の 3’末端側の塩基配列を決定するために、SMARTer RACE cDNA 

Amplication Kit(Clontech Laboratories) を 用 い て 3’ RACE (Rapid 

Amplification of cDNA Ends)を行った。まず、ニワトリ輸卵管 全 RNA を

SMARTscribe Reverse Transcriptaseを用いて完全長 cDNAに逆転写した。次に、

合成された cDNA を鋳型として、3.2.5.2 で決定された EW135 cDNA の内部塩基

配列の一部を重ねる 3Fプライマー (Table.3-4)に、Kitの 3’RACE アウタープ

ライマーをリバースプライマーに使用して 3’RACE-PCR を行った。この PCR の

条件は次の通りである。すなわち 94℃の 30 秒間、72℃の 3分間を１サイクルと

し、これを 5回繰り返し後 94℃の 30秒間、70℃の 30秒間, 72℃の 3分間を１ 

サイクルとし, これを 5回繰り返した。その後、 94℃の熱変性を 30秒間、59℃

のア二ーリングの 30 秒間, 72℃の伸長反応を 3 分間を１ サイクルとし, これ

を 25 回繰り返した。次に、得られた PCR 産物を鋳型として、3FN プライマー

(Table.3-4)と 3’RACE インナープライマーを用いて、以下の条件によりネステ

ッド PCRを行った。すなわち、94℃の前熱変性 3分間の後, 94℃の 熱変性を 30

秒間, 53℃のア二ーリングを 30 秒間、72℃の伸長反応を 3分間、これを１サイ

クルとし、40 サイクル繰り返した。得られた 3’RACE PCR 産物 を 1.5%アガロ

ースゲル電気泳動後、SYBR Green 染色した。その後、バンドを切り出し、抽出

後 nucleotrap of SMARTer RACE cDNA Amplication Kit を用いて精製した。精

製 PCR産物を pGEM-T Easy Vectorにサブクローニングし、塩基配列を前項のよ

うに決定した。  

 

3.2.3.4  EW135 cDNA の 5’末端側塩基配列の解析 

3’RACE により決定された EW135 の翻訳領域と 3’非翻訳領域の塩基配列をゲ
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ノムデータベースで検索したところ、RefSeq の NC_008466に含まれていること

が判明した。そこで、EW135 cDNA の 5’末端側をクローニングするために、

NC_008466の塩基配列において EW135の 5’非翻訳領域を推定し、5F プライマー

(Table.3-4)を設計した。また、5R プライマー(Table.3-4)は、3.2.5.2 で決定

された EW135 cDNA の内部配列の一部をもとに設計した。これらのプライマーを

用いて、ニワトリ輸卵管 cDNA を鋳型に以下の条件で PCR を行った。すなわち、

94℃の前熱変性 2分間の後, 94℃の 熱変性を 1分間, 58℃のア二ーリングを 30

秒間、68℃の伸長反応を 1 分間、これを１サイクルとし、30 回繰り返した。そ

の後、得られた PCR 産物を pGEM-T Easy Vector にサブクローニングし、最終的

に塩基配列を決定した。 

 

3.2.3.5  シグナルペプチドの推定 

EW135 のシグナルペプチドは SignalIP(http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

SignalP/)で予測した。 

 

3.2.4 RT-PCR 法 

 

RT–PCRには輸卵管及び市販の 10種類のニワトリ組織（肝臓、睾丸、心臓、肺、

脾臓、腎臓、盲腸、脳、小腸、筋肉）のトータル RNAを使用した。計 11種類の

各組織の全 RNA と oligo dT プライマーを 70℃で 5 分間加熱し,その後、

PrimeScript RTase (Takara)による逆転写反応で cDNA を合成した。EW135 は９

つの SRCR ドメインで構成されているが、その塩基配列は互いに相同である。複

数の RT PCR products を避けるために比較的に９つの SRCR ドメインの間で低い

相同性を示す塩基配列を RT-F プライマーとして選択した。RT-F プライマー
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(5’-CATGCAGAACCAGAACTTGGGGGGA-3’, 塩基番号 293-317 in Fig.3-10) と 5’

末端 cDNAクローニングのための 5Rプライマー(Table.3-4)が使用された。その

PCR のための条件は次のとおりであった。すなわち、94℃の 熱変性を 30 秒間, 

54℃のア二ーリングを 30秒間、72℃の伸長反応を 1分間。これを１サイクルと

し、30 回繰り返した。RT-PCR の内部標準として β-actin 遺伝子を検討した。

Actin-F プライマー:5’-AATGAGAGGTTCAGGTGTCC-3’と Actin-R プライマー: 

5’-AACACCCACACCCCTGTGAT -3’を用いて以下の条件で PCRを行った。すなわち、

94℃の熱変性を 30 秒間, 50℃のア二ーリングを 30 秒間、72℃の伸長反応を 1

分間。これを 1サイクルとし、30回繰り返した。 
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3.3  結果 

 

3.3.1 EW135 の部分アミノ酸配列 

 

EW135 をトリプシンで消化して生成したペプチドをカラムで分離し、各ペプ

チドのアミノ酸配列を決定した。

BLAST(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)によるホモロジー検索から、

EW135のトリプシン消化で得られたペプチドのアミノ酸配列には group B SRCR

ドメインに共通の配列が見いだされた。Mannはプロテオーム解析により多くの

新規の卵白タンパク質を同定した。Mannは卵白タンパク質をSDS-PAGEで分離後、

タンパク質のバンドをゲルから切り出し、トリプシン消化して得られたペプチ

ドを質量分析した。その結果、卵白タンパク質の一つは分子量約 116 kDaであ

り、そのペプチドのアミノ酸配列はタンパク質のデータベース(UniParc)におい

て、アクセッション番号 が UPI0000611E45(以前は IPI00595253) と 

UPI000044AB0D(以前は IPI00584163) (Fig.3-2)に含まれていた。Mann はこれら

の二つのエントリーがオーバーラップしており、8個の SRCR ドメインを持つ一

つのタンパク質のアミノ酸配列であると推測している(Mann. 2007)。EW135 の

トリプシン消化で得られたペプチドのアミノ酸配列もまたこれらの二つのエン

トリーにあり、異なる SRCRドメインに分布していることが判明した。 
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Fig. 3-2. Amino acid sequences of UPI0000611E45 and UPI000044AB0D 

 

UPI0000611E45  (A)  and  UPI000044AB0D  (B)  are composed of seven SRCR domains, one 

of which is incomplete, and three SRCR domains, respectively. The sequences spanning 

amino acids 541 to 686 of  UPI00003AF023 and amino acid 1 to 146 of UPI0000611E45 overlap. 

The peptides identified in EW135 are underlined. The peptide identified by Mann (2007) 

are in bold.(Yoo et al. 2013a) 
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3.3.2 cDNA クローニング 

 

ニワトリ輸卵管 cDNA を鋳型にして、EW135 タンパク質 のトリプシン消化で得

られたペプチドのアミノ酸配列とデータベース上の同一配列を持つシークエン

スの情報に基づいて設計したプライマー (F1-1, R1-1) を用いて PCR を行った。

その結果、約 2200 bpの PCR 産物 (Fig. 3-3)を得た。得られた PCR 産物の cDNA

の塩基配列を解析した結果、PCR 産物の両末端側の 1326 bpの塩基配列が決定さ

れたが、PCR産物の全塩基配列の決定には至らなかった。そこで、一回目の解析

で決された塩基配列と重なるプライマー（F1-2, R1-2, Table.3-4)を用いて二

回目の塩基配列解析を行った。一回目と二回目の塩基配列解析により合計 2169 

bp の塩基配列が決定された。約 2200 bp の PCR 産物の残りの塩基配列を決定す

るために、さらに F1-3(Table.3-4)を用いて塩基配列解析を行った。その結果、

PCR 産物  2189 bp の全塩基配列を決定した。全塩基配列と推定アミノ酸配列

(http://web.expasy.org/translate)は Fig.3-4.のに示した。 

アミノ酸配列には、五つの完全な SRCR ドメインと一つの不完全な SRCR ドメイ

ンを含んでいることが Blast検索から分かった。 

http://web.expasy.org/translate)は次のFig.3-4.の
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Fig.3-3. Agarose gel electrophoresis of the PCR products of EW135 cDNA 

covering internal region of EW135 

 

The first PCR products were subjected to 1.5% agarose gel electrophoresis 

follewed by staining with SYBR green.  
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a 

 

5’CACTCCGATTAGTGGATGGATCAACCCACTGCTCTGGGAGAATCGAGGTGTTCTATGGCCAGCGCTGGGGAACT

GTGTGTGACGACGGCTGGGACTTGGCCGATGCAGAAGTTGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGAAGGCCTTGTCAGC

TCCCCATGGGGCTCACTTTGGGCAAGGATCTGACCCCATCTGGCTTGATGATGTCAGCTGCACAGGGACTGAAGCTG

GCCTCTCCACATGCAAAGCCAGTGCTTGGGGAAGCCATAACTGTGGGCATGGAGAAGATGCAGGCGTGGTGTGTGCA

GGATTTGCTGAGCTTCTTCCAGTCCGGCTGGTGAATGGTTCCAATTTCTGCTCTGGAAGAGTCGAGGTGTTTCATGA

GCAGCAATGGGGGACCGTCTGTGATGACAGCTGGGATTTAACAGATGCTCAAGTGGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTG

GGAAAGCAATCTCAACCCCTGGCTCTGCTCGGTTTGGACAAGGAACTGGAACAATTTGGTTGGATGACATGAATTGT

GCAGGATCTGAAACTGCCCTCACTGAGTGCCCAGCCAAGCCTTGGGGAGACCACAACTGCAACCATGGAGAGGATGC

TGGTGTGGTGTGCTCAGGTGCTGCTGAACCAGCTCCCATCCGGCTTGTGAATAGTCCGAGCCATTGTGCTGGGAGAG

TCGAGGTGTTTCATGATCGTCAGTGGGGAACCGTATGTGATGACAACTGGGATAAAGCAGAAGCCAATGTTGTGTGC

AGGCAGCTGGGCTGTGGGGCAGCGCTATCAGCCCCTGGCTCAGCTCGCTTTGGACAAGGGTCTGACCCCATCTGGCT

GGATGATGTCAATTGTGTAGGGACAGAGGCTGCCCTCTCCCAGTGCCGGTTCCCAGGCTGGGGATCCCATAACTGCA

AACACGGAGAAGATGCTGGTGTGGTGTGCTCAGACATACCAAGAGCTGTTCCACTGCGGTTAACAAATGGGCCGAGT

CGCTGCAGTGGGAGAGTTGAAGTTTTTTACGGCCATCAGTGGGGAACCGTGTGTGATGACAACTGGGACATAAGTGA

TGCTGAAGTTGTTTGCCAGCAGCTGGGCTGTGGGAGGGCTCTATCCACTGCAACTTCGGCTTCTTTTGGAGAAGGGT

CTGGCCCAATCTGGCTGGATGACGTGAATTGCACAGGAGCTGAAACTAGCCTTTCCAAATGTGAGACCAGTCTGTGG

GGAGCCCATAACTGTAATCATGGAGAAGATGCCGGTGTTGTGTGCTTGGGTGTTCCAGAACCAGCCCCAGTCCGGCT

GGTGAATGGTTCCAATTTCTGCTCTGGAAGAGTCGAGGTGTTTCATGAGCAGCAATGGGGGACCGTCTGTGATGACA

GCTGGGATTTAACAGATGCTCAAGTGGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGGAAGCAATCTCAACCCCTGGCTCTGCT

CGGTTTGGACAAGGAACTGGAAAAATTTGGTTGGATGACGTGAACTGTGCAGGATCTGAAACTGCCCTCACTGAGTG

CCAAGTCAGGCCTTGGGGAGAACACAACTGTAACCATGGAGAGGATGCTGGTGTGGTGTGCTCAGGTATTACAGAAC

CAGCTCCCATCCGGCTAGTGAACGGCCCAAATCTCTGCACTGGGAGAGTTGAGGTGTTTCATGACCATCAGTGGGGA

ACTGTGTGTGATGACAACTGGGATAAAGCAGACGCCAATGTTGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGGCAGCGCTATC

AGCCCCTGGCTCAGCTCACTTTGGACAAGGGTCGGACCCCATCTGGATGGATGATGTCAGTTGTATAGGGACAGAGG

CTGCCCTCTCCCAGTGCCGGTTCCGGGGCTGGGGATCCCATAACTGCAAACACGGAGAAGATGCTGGTGTGGTGTGT

TCAGGCACTGCAGAAGCGGCTCCTCTCCGGCTGGTGAATGGCCCTAGTCGCTGTGCTGGGAGAGTCGAGGTGCTTCA

CAGCCAGCAGTGGGGAACAGTGTGCGATGACAGCTGGGACCTGAGCGATGCTGCAGTTGTGTGCCAGCAGCTGGGCT

GTGGGACAGCCATGTCAGCCCCAGGATCTGCTTATTTTGGGCAGGGCTACGGCCGTATCTGGCTGGATGATGTGAAA

TGCTCCAGCAGGGAATCAGCCCTCTCCGAGTGTGCA 3’ 

1 
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845 
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613 

690 

767 
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998 
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b  

 

L R L V D G S T H C S G R I E V F Y G Q R W G T V C D D G W D L A D A E V V C R 

Q L G C G K A L S A P H G A H F G Q G S D P I W L D D V S C T G T E A G L S T C 

K A S A W G S H N C G H G E D A G V V C A G F A E L L P V R L V N G S N F C S G 

R V E V F H E Q Q W G T V C D D S W D L T D A Q V V C R Q L G C G K A I S T P G 

S A R F G Q G T G T I W L D D M N C A G S E T A L T E C P A K P W G D H N C N H 

G E D A G V V C S G A A E P A P I R L V N S P S H C A G R V E V F H D R Q W G T 

V C D D N W D K A E A N V V C R Q L G C G A A L S A P G S A R F G Q G S D P I W 

L D D V N C V G T E A A L S Q C R F P G W G S H N C K H G E D A G V V C S D I P 

R A V P L R L T N G P S R C S G R V E V F Y G H Q W G T V C D D N W D I S D A E 

V V C Q Q L G C G R A L S T A T S A S F G E G S G P I W L D D V N C T G A E T S 

L S K C E T S L W G A H N C N H G E D A G V V C L G V P E P A P V R L V N G S N 

F C S G R V E V F H E Q Q W G T V C D D S W D L T D A Q V V C R Q L G C G E A I 

S T P G S A R F G Q G T G K I W L D D V N C A G S E T A L T E C Q V R P W G E H 

N C N H G E D A G V V C S G I T E P A P I R L V N G P N L C T G R V E V F H D H 

Q W G T V C D D N W D K A D A N V V C R Q L G C G A A L S A P G S A H F G Q G S 

D P I W M D D V S C I G T E A A L S Q C R F R G W G S H N C K H G E D A G V V C 

S G T A E A A P L R L V N G P S R C A G R V E V L H S Q Q W G T V C D D S W D L 

S D A A V V C Q Q L G C G T A M S A P G S A Y F G Q G Y G R I W L D D V K C S S 

R E S A L S E C A 

 

 

Fig.3-4. Nucleotide sequence of the 2189 bp-PCR product and its deduced 

amino acid sequence 

 

Complete nucleotide sequence of the 2189bp-PCR product (a) and its deduced 

amino acid sequence (b). SRCR domains are shaded and colored in (b) Seven 

amino acids between each domain are boxed. 
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 決定された EW135cDNA の 2189 bpの内部塩基配列に基づいて、約 200 bpの重

なる領域を持つように 2種類のフォワードプライマー（3Fと 3FN, Table.3-4）

を設計し、まず、3F とキット（SMARTer RACE cDNA Amplication Kit）に含まれ

る 3’ RACE アウタープライマーを用いて 3’RACE -PCR を行った（Fig.3-5A）。

次に、得られた PCR 産物を鋳型として、3FN と 3’RACE インナープライマーを

用いてネステッド PCRを行った（Fig.3-5B）。得られた約 900 bpの 3’RACE PCR 

産物を用いて cDNA サブクローニングを行った。コロニーPCRと配列解析の結果、

3’RACE PCR 産物の 5’側の 713 bpの塩基配列を決定した。一方、3’側につい

ては、終始コドン（TAA）は確認されたが、poly A配列が確認されなかったので、

3’UTR に新たにプライマー (5’-CAAAGCTGGTGTACCCAAATCAGGAG-3’)を設計し

て、3’RACE cDNA PCR 産物を用いて塩基配列解析を行った。その結果、3’RACE 

PCR 産物の合計 868 bp の塩基配列が決定され、poly A配列が確認された。しか

し典型的な poly A signal の塩基配列(AATAAA)は確認されなかった。以上の結

果、決定した 3’RACE PCR 産物の塩基配列と推定アミノ酸配列を Fig.3-6 に示

した。 

 3’RACE の結果、決定された塩基配列は、3.2.5.4の方法に述べたようにニワ

トリのゲノムデータベースの NC_008466の一部に認められた。そこで、NC_008466

の解析により EW135 の 5’UTR の配列を推定し、これをもとに 5F プライマーを

設計した。また、決定された 2189 bpの内部配列に基づいて、SRCR ドメイン の

類似性が低い配列であり、5’末端側に重なる領域を持つように 5R プライマー

(Table.3-4)を設計し,PCR を行った (Fig.3-7)。得られた約 900 bp の PCR 産物

の cDNAサブクローニングを行った。塩基配列解析の結果, 5’末端領域の 919 bp

の塩基配列を決定した。その塩基配列と推定アミノ酸配列を Fig.3-8に示した。 
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Fig.3-5. Agarose gel electrophoresis of 3’RACE PCR products of EW135 cDNA 

 

(A) 3’RACE PCR was performed with primer(3F)and 3’RACE outer primer in 

SMARTer RACE cDNA Amplication Kit. The 3’RACE PCR products were subjected 

to 1.5% agarose gel electrophoresis follewed by staining with SYBR 

green.(B)With primer(3FN)and 3’RACE inner primer, 3’RACE nested PCR was 

performed using the 3’RACE PCR products as template. The 3’RACE nested 

PCR products were then subjected to 1.5% agarose gel electrophoresis 

follewed by staining with SYBR green. 
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a 

 

5’GTTGTGTGCCAGCAGCTGGGCTGTGGGACAGCCATGTCAGCCCCAGGATCTGCTTATTTTGGGCAGGGCTACGG

CCGTATCTGGCTGGATGATGTGAAATGCTCCAGCAGGGAATCAGCCCTCTCCGAGTGTGCAGCAAGGCCTTGGGGAG

TCCATAACTGCAACCATGGAGAAGATGCAGGCGTCATATGCTCTGGTGGGATCTAAACATTGCAGACGTTCCAGAGT

GAAGAAGAGAGAGGACAGTGCTGGCAAACATGTGTATGACATTTTCTCAACCCAAACAAAAGTCATCTTTGAAGGCC

TGAGTGCCCCCAGTACAGAAGCCAATCACGACACTCAGATCTATGTCACTGAATTATAAGCACAAAGCTGGTGTACC

CAAATCAGGAGTGCAATGGTCCCCTTCAGCTAATGAAGAGAGACAGGTTTTTGCACAGGAGATGTCCTGTGAGCATT

TTAATGTCCTCTTTCCCTCCAGATCCTTACCCAACTTCATAGCCAACCTTTAGGCTTTCTCTAATAATTTTAAAACC

TTATATCACAGAGCCTAAAACAGCACAAACACTGCTCGAGGTGAGGCTGCACCTCCAAGATTGGGGCATCCACAACT

TCTCTGGACAGCTTCATCATCCTCTGAGTAAGGAATTTCCTCCTAATATCTGACCAAAATCTCCCTTATTTTACTTA

AAATCTCCCATTCCCCTTTGCCCTAGACAAACAGACCTCCAGGTCCCTTTCAGTCTTAAACCTTCTGTAACTCTGTA

ATCTCAAACACTGCAGCAAAAAGCATGGTGGGATCTTATGGAGTCTCCATTTTCTTGTGTAAACAAGCCCTGAGGAA

CCATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA  3’ 

 

 

b 

 

V V C Q Q L G C G T A M S A P G S A Y F G Q G Y G R I W L D D V K C S S R E S A 

L S E C A A R P W G V H N C N H G E D A G V I C S G G I * 

 

 

Fig.3-6.  Nucleotide sequence of 3’-terminal regions of the EW135 cDNA 

and deduced amino acid sequence 

 

Nucleotide sequence of 3’-terminal regions of the EW135 cDNA analyzed by 

3’ RACE (a) and its reduced amino acid sequence (b). The sequence TAA in 

color in (a) indicates a terminal codon. Poly A sequence is marked in gray 

shaded in (a) 
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Fig.3-7.  Agarose gel electrophoresis of the PCR products of EW135 cDNA 

covering 5’terminal regions 

 

After PCR was performed with primers 5F and 5R, the PCR products were 

subjected to 1.5% agarose gel electrophoresis follewed by staining with 

SYBR green. 
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a 

 

5’ATCATACAAAGTCTCTTCTACTGCCATGGGACCACCAGAAAATCTTTTCCCATCTAGGCATGCCTATATCAGCA

GTCTGTCTGCCTTTGCTGGAACCAGAATGGAAACTGTGCTTTTCCTCCTGGTATGGCTTTGTGGAGTTGCCAACTCA

GCTCCCATTAGACTCGTGGATGGCCCCAACCACTGCGCGGGGCGTCTTGAGGTGCTTTGGAAACAGCAGTGGGGAAC

AGTGTGCGATGATAGCTGGGACATATCTGATGCCACGGTTGTATGCAGGCAGCTGGACTGTGGGAAACCACTGTCTG

CTCCTGGTTCCGCTCATTTTGGTCAAGGAACTGGTCCTATCTGGCTGGATGACATGAAATGCAATGGTACAGAAGTT

GACCTTTCTGCATGCAGAACCAGAACTTGGGGGGAGCATAACTGCAACCATGGAGAAGATGCAAGCGTTGTGTGCTC

AGGAAATAATAAAACAGTTCAACTGCGATTAGTGAATGGTACAGATCACTGCTCTGGGAGAGTGGAGGTGCTTTATG

GCCAGCAATGGGGAACGGTCTGTGATGACAACTGGGATCTAATAGATGCTGAAGTTGTGTGCCGTCAGCTGGGCTGT

GGGACAGCCCTATCTGCTGCTTCCTCAGCTTATTTTGGAAGAGGATCTGATCCCATTTGGCTTGATGATGTTATGTG

TAAAGGAACTGAAACTGCCCTGTCTGAATGCACTGCAAAACCTTGGGGAAAACATGACTGTGGGCATGGAGAAGACG

CTGGTGTTGTATGCTCAGGTTTTGCAAAACCAGCCCCACTCCGATTAGTGGATGGATCAACCCACTGCTCTGGGAGA

ATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCT 

3’ 

 

b 

 

SYKVSSTAMGPPENLFPSRHAYISSLSAFAGTRMETVLFLLVWLCGVANSAPIRLVDGPNHCAGRLEVLWKQQWGTV

CDDSWDISDATVVCRQLDCGKPLSAPGSAHFGQGTGPIWLDDMKCNGTEVDLSACRTRTWGEHNCNHGEDASVVCSG

NNKTVQLRLVNGTDHCSGRVEVLYGQQWGTVCDDNWDLIDAEVVCRQLGCGTALSAASSAYFGRGSDPIWLDDVMCK

GTETALSECTAKPWGKHDCGHGEDAGVVCSGFAKPAPLRLVDGSTHCSGRIITSEFAAACRSTIWESSQRVGCIA 

 

 

Fig.3-8.  Nucleotide sequences of 5’-terminal regions of the EW135 cDNA 

and deduced amino acid sequence 

 

Nucleotide sequence of 5’-terminal regions of the EW135 cDNA (a) and 

deduced amino acid sequence (b). 
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3.3.3 全アミノ酸配列 

 

内部配列、3’RACE, 5’末端の cDNAクローニングの結果、EW135 cDNA の 2,961 

bp の全塩基配列を決定した。第二章で述べたように、EW135 タンパク質の分析

により、N 末端側の 10 残基のアミノ酸配列は APIRLVDGPN である。また、

SignalIP(http://www.cbs.dtu.dk/services/ SignalP/)を用いた解析により、

上記 10 アミノ酸残基に先立つペプチドがシグナルペプチドと推定された

（Fig.3-9.）。以上のことから、EW135 は 17 アミノ酸残基のシグナルペプチドを

持つ 970アミノ酸で構成されることが明らかとなった。EW135は 7 アミノ酸残基

から成るペプチドが間に入った 9個のグループ B SRCR ドメインのみで構成され

ている。各 SRCR ドメインは Ile、Leu または Val で始まり、2 番目は Arg であ

る。また、ドメインの最後のアミノ酸は Ser、Alaまたは Leuである。決定され

た EW135 の全アミノ酸配列に基づいて計算される EW135 の分子量は 102,459 で

ある。この値は、SDS-PAGEで推定した精製EW135の分子量(135kD)よりも小さい。

EW135 タンパク質は過ヨウ素酸-シッフ法で染色されることから、糖タンパク質

である。このことから、EW135cDNA と精製 EW135 タンパク質の間の分子量の違い

は EW135 の糖鎖付加に起因していると思われる。EW135のアミノ酸配列には、3

カ所の可能な N-グリコシル化部位がある(Fig.3-10)。 
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Fig.3-9. Prediction of the signal peptide of EW135 

 

   Putative signal peptide of EW135 was determined by using SignalIP 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ SignalP/) 
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Fig.3-10. Nucleotide and deduced amino acid sequences of EW135 cDNA 

  

The putative signal peptide is underlined. The N-terminal amino sequence determined by protein 
sequencing is double underlined. Potential N-glycosylation sites are boxed and pink colored.Nine SRCR 
domains are numbered such as D1 to D9 and red colored.Tree pairs of primer for EW135 PCR indicated 
in three color.nucleotid:pair of primer for internal region of EW135, nucleotid:pair of primer for 

5’terminal region of EW135, nucleotide: primers for 3’terminal region of EW135. Seven deduced amino 

acids sequence between domains shaded(Yoo et al. 2013b). 
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3.3.4 EW135 の SRCR ドメイン間の比較 

 

EW135 の 9 個 の SRCR ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を clustal W

（www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/  ）でアライメントすると互いに高い

類似性がある。EW135の SRCR ドメインを構成している 101アミノ酸残基のうち、

８つのシステイン残基を含む48 アミノ酸残基が9個のドメインで完全に保存さ

れている (Fig.3-11 , upper asterisk)。18-Bはグループ B SRCR スーパーファ

ミリーに属するニワトリ血清タンパク質で、4個のグループ B SRCR ドメインの

みで構成される。EW135 と 18-Bの SRCRドメインを比較すると、高い類似性を示

すが、EW135 の SRCR ドメイン間の類似性よりは低い (Fig.3-11, lower 

asterisk)。いずれの SRCR ドメインも８個のシステイン残基を持ち、そのドメ

イ ン 内 での 分 布パタ ー ン はグ ル ープ B SRCR の 共通 な パ ター ン

(X9-C1-X15-C2-X12-C3-X4-C4-X25-C5-X9-C6-X9-C7-X9-C8-X) (Fig.3-11)に完

全に一致している。 

EW135 と 18-B の各 SRCR ドメインのアミノ酸配列を基に clustal X 

(http://lbm.ab.a.u-tokyo.ac.jp/~omori/phylogeny/windows/)を用いて分子系

統樹の解析を行った結果(Fig.3-12)、EW135 の 9 つの SRCR ドメインは 18-B の

SRCRドメインとは別に 1つのグループを形成することが判明した。また、EW135

の SRCRドメインについて分岐パターンから推定すると、ドメイン 4とドメイン

7、ドメイン５とドメイン 8をコードする遺伝子は、それぞれが進化上比較的新

しい段階で共通遺伝子の重複の結果生まれた可能性を示唆している。 
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D1   IRLVDGPNHCAGRLEVLWKQQWGTVCDDSWDISDATVVCRQLDCGKPLSAPGSAHFGQGT 60 

D2   LRLVNGTDHCSGRVEVLYGQQWGTVCDDNWDLIDAEVVCRQLGCGTALSAASSAYFGRGS 60 

D3   LRLVDGSTHCSGRIEVFYGQRWGTVCDDGWDLADAEVVCRQLGCGKALSAPHGAHFGQGS 60 

D4   VRLVNGSNFCSGRVEVFHEQQWGTVCDDSWDLTDAQVVCRQLGCGKAISTPGSARFGQGT 60 

EW135   D5   IRLVNSPSHCAGRVEVFHDRQWGTVCDDNWDKAEANVVCRQLGCGAALSAPGSARFGQGS 60 

D6   LRLTNGPSRCSGRVEVFYGHQWGTVCDDNWDISDAEVVCQQLGCGRALSTATSASFGEGS 60 

D7   VRLVNGSNFCSGRVEVFHEQQWGTVCDDSWDLTDAQVVCRQLGCGEAISTPGSARFGQGT 60 

D8   IRLVNGPNLCTGRVEVFHDHQWGTVCDDNWDKADANVVCRQLGCGAALSAPGSAHFGQGS 60 

D9   LRLVNGPSRCAGRVEVLHSQQWGTVCDDSWDLSDAAVVCQQLGCGTAMSAPGSAYFGQGY 60 

D1   VRLVDGPNRCSGRVEVLHNDVWGTVCDEGWDLREARVVCRQLGCGTALSSPKKSKYGEGK 60 

18-B    D2   LRLVGGPNRCAGRVEVLHEEQWGSVCHDEWDINDAQVVCKQLGCGDAVLAPIAAKFGRGT 60 

D3   VRLVGGPNRCSGRVEVLHNNVWGTVCDDNWDLREAKVVCKQLGCGTALSALPESKYGEGK 60 

D4   VRLVDGPNQCAGRVEVFHENRWGSVCDDNWDMKDAKVVCKQVGCGSPLSALGSARYGRGP 60 

                **      * ** **     ******* **   * *** ** **   *   *  ** * 

**      * ** **     ** **   **   * *** *  **           * *  

D1      GPIWLDDMKCNGTEVDLSACRTRTWGEHNCNHGEDASVVCS 101 

D2      DPIWLDDVMCKGTETALSECTAKPWGKHDCGHGEDAGVVCS 101 

D3      DPIWLDDVSCTGTEAGLSTCKASAWGSHNCGHGEDAGVVCA 101 

D4      GTIWLDDMNCAGSETALTECPAKPWGDHNCNHGEDAGVVCS 101 

EW135    D5      DPIWLDDVNCVGTEAALSQCRFPGWGSHNCKHGEDAGVVCS 101 

D6      GPIWLDDVNCTGAETSLSKCETSLWGAHNCNHGEDAGVVCL 101 

D7      GKIWLDDVNCAGSETALTECXVRPWGEHNCNHGEDAGVVCS 101 

D8      DPIWMDDVSCIGTEAALSQCRFRGWGSHNCKHGEDAGVVCS 101 

D9      GRIWLDDVKCSSRESALSECAARPWGVHNCNHGEDAGVICS 101 

D1      GQIWLSDLDCKGTEGSLSNCKSKPWGENICNHVEDASVECS 101 

18-B     D2      DTIWLDDVNCTGSEASLSECQARPWGDHNCYHGEDASAICS 101 

D3      GQIWLSDLNCTGTEGSLTECEAKPWGENVCNHVEDASVECS 101 

D4      DVIWLDDVNCEGTEESIFDCKARPWGEHNCYHGEDASVFCT 101 

                    ** **  *   *  *  *   ** *  * ***** * * 

                    **  *  *   *     *   **    * * ***   *  

 

Fig.3-11. Comparison of the SRCR domains structure of EW135 and 18-B 
Nine SRCR domains of EW135 and four domains of 18-B were aligned by ClustalW. 

Identical amino acids are indicated by asterisks. Upper asterisks,identical amino 
acids among all nine SRCR domains of EW135;lower asterisks, identical amino acids 
among all 13 SRCR domains of EW135 and 18-B. Cysteine residues are marked in 

gray.(Yoo et al. 2013b) 
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Fig.3-12. Phylogenetic tree of SRCR domains of EW135 and 18-B. 

 

The number at each branch point represents percentage of bootstrap value. 
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3.3.5 EW135 遺伝子のエクソン・イントロン構造 

 

ニワトリゲノムデータベースのエントリーNC_008466はEW135の塩基配列を含

んでいる。NC_008466 はショットガン法により解読された約 800kbp をカバーす

るニワトリ染色体 LGE 64 の塩基配列である。NC_008466 は EW135 のほとんどの

エクソンとイントロンを含むが、6 番目の SRCR ドメインの一部に相当する塩基

配列は未解読であった (Fig. 3-13)。しかし、別のゲノム配列 (GenBank 

AADN03012381)では、この NC_008466 の領域が解読されていることが判明した 

(Fig. 3-14)。そこで、NC_008466, AADN03012381 および cDNAクローニングによ

って決定された EW135 の塩基配列とアミノ酸配列をもとに EW135 遺伝子のエク

ソン・イントロン構造を解析した。その結果、EW135 遺伝子は約 14kb であり、

11 個のエクソンで構成されていることが判明した (Fig. 3-15)。エクソンとイ

ントロンの境界のアミノ酸は、エクソンⅥとエクソンⅦにおいては GAC により

コードされるアスパラギン酸であるが、それ以外は全てグリシンであった。エ

クソンⅠは 5’UTR とシグナルペプチドの一部をコードしている。エクソンⅡは

シグナルペプチドの残りと、N末側の 2 つのアミノ酸残基 (Alaと Pro) とそれ

に続く第 1 の SRCR ドメインをコードしている。エクソンⅢ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ、

Ⅷ、ⅨとⅩは第 2、第 3、第 4、第 5、第 6、第 7、第 8、第 9のそれぞれの SRCR 

ドメイン、および各ドメインの前の 7 アミノ酸をコードしている。エクソンⅪ

は C末側の 3つのアミノ酸残基 (Gly-Gly-Ile)と 3’UTRをコードしている。 
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AAAGTGGTGAGACACAGGAGCAGAATGCCAAGAGAAACTGCAGATGCCCCATCCCTGAAGGCACTCAAGT 

CCAGGTTGCATGTGGCCCTCAACAGCCTGATGTAGTGGATGGCAACCAGTCAATGGCAGGAAGGTTGGAA 

CTGAGTGGGCTTTAAGGTCCCTTCTAGGTCTTCCCTGGGCACTGCCTGTTCTCAAGGAAGCCCTGCAAGT 

AGAGTGATGGTTTCAGAGAAATGAAAGAAACAATTTGATTTTTGCTAAAACACTGACTGGACAAAAGATT 

GGGTTCTTTCTAGCGTGGTTTATTTTTCCTCAATATGTTGACAAATTGAAGAGAACGGGAGGAGAGTAGC 

AGTATGAGGAGCTGCAAGGAAGCAGAGGTGGTTAGTGCTCTGACCGGTGAAAAGAGAGAGGCCAATTAAG 

GGGAGGAGTCAGAGCAAGGAATATTTGTCATTTACCTCCGTCTTTGTCCCTGCTGTATTTTCTCCTGCCA 

ACCCAGCCAGTCACCAACTCTAAGTTCTTTATCTCTCCTCCAAGGACATTTCTGCTCTACATTGCCCATC 

CAGACCTGCAGGAATCAGATCATACAAAGTCTCTTCTACTGCCATGGGACCACCAGAAAATCTTTTCCCA 

TCTAGGCATGCCTATATCAGCAGTCTGTCTGCCTTTGCTGGAACCAGAATGGAAACTGTGCTTTTCCTCC Exon I 

TGGTATGGCTTTGTGGTAAGTTTTCTCCTTTGTTCCTGTAGAATGGAGTTCCAGATATGGTCTGATAAAT 

GGTGCCCATGATGGATTGACCCCTCTCATATTCTCATTGGTGTCTTTTAGTCTGGAGAAGACAAGGATCT 

GGGGAGAATTTGTTGTCACCTTTCAATACTTAGAGGAGTCTTATAAGATGAGGAGAGACTTTTCACAAGG 

ACATGTAGTGGTAGGACAAAAGGTAGTAGTTCTAAATCAAAAGAGAAAAGATTTACGTTAGACATATAGA 

AGAAACTCTTCACTAAAAGGGTCATGAGGCACTGGAACAGGCTGCTTAGAGAAGTTGAGTGTGCTCCATT 

CCCAGAGGTGTTCAAGGTCAGGTTGGATGAGGTTTTGAGTAATGTGTTCTTGTGGGAGGTGTCCTTGCCC 

AATGGCAGGGGGTTGGGAGGAGATGGTCTTTGAGGTTCTTTCCAAGCCAAGCCATTCTATGATTAATTAA 

ATTTCTGGTGCAGGAAAACAGCATGACCTTTCTGAGGCAAGAAAAGACAGCATTAGTCATCATCATCTGG 

CTTCCAAAGATCACCTAGAGATTTAGAGGCATTATGAATGCAAACATTCATATACAAACCCTGAGAATAC 

ATCAATGCATGCATAAGGACAGAGCTTCCTTTGGTAGATTTCTGTAATCCAGAATGTAATCCTGTTTTCT 

TTGCCTCTCTTCTACACTCATAGACTGGACTTGAGCCAGGACCTAAGAACAAATAAGAATAGCATGCCTC 

TCTGTCACTGTCAGTGCTTAACGCAGCTGCATTTATATCCTGTAAACCTGCACAGTCAAATCCTTAAACA 

AAAAGTAGTAAAATAATTGGATAAGGATTATCTGGAGACATTGGCATTGTAGTTTTTTTGACAAAGCCTG 

ACACAAGTTAAGACTGCTTCACAGACTAGGATGAAGGGTGGAGTCAGAATTGTAAATGATTAAGGAACAT 

AATTTGGCAGCTTAAAGCTTGTAAGGAAAATATCTATGCTCCCAGTAATGTAGAAGAGTGGACCTGGCAA 

GCCCTGATATAGCAGTCCTTGTCATAAACCCTATGGTGTAAGTATATAATGCTATGTGAAGCAGCACCAA 

TGACCACAATTTAAGCACCAAAAAATATCTTTCTGAACAAGGGGGGAACTTTGGCATCCTCTGCCAGGCT 

TGGGTCCCCATGGTAGTCTGGAGTTTTCTTGCACTCATGAAGACTGTTTAGGACAGTTCTGCCAAGTGTT 

TTTGTCAGAAATCTTAAATCTCTTTCATTTAATGTTGAAATCCTACCTTGTACTCCAAGACGTGAACTAA 

AAGCTTCCTTCCATAACTTGCACAATGCAAGGACTGATGTAACTCAACAGGAGCATTCATGGTCTTGTGC 
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ATGGAGCACCCTGCTGCACAAAGATGGTGAACAGGGATGATGCCACAATAGTTCAGGTTACAGGGACACA 

CTGTGACCTCCATCTCCTTAGGGACCATATCCAGAGATTTTCCTCTCATGGTAAATAATACAGCCTACAG 

TTTCTATGAAGTGGAGCTGTCACATCACATCAGATGGTGTATTGGGACTGTTCCATAGCTGGAAAATTAT 

CTGAGAAGGGCAAGTTACTAGGAACCCCATGATCAGGACTGTCCTGGGTGACGAGAAGAGCTTGCAGCTT 

CTTGTAGATAAGCAAAGATTCATTACATGCCCCAGCAACATCTGTGTAAGACATTTGCACCACAAATTAG 

CCAGCAATCATTTCTTTCTATGTTCCTGCTGGAAGCACCAATGGTTAGCATGTCAGCAGTCCTTCCCCAG 

CCAAATCTGAAATGGCATCATTCCTACAAGAGCAACATGTTACATTCTCCACTATCAGCCAAAACCTGTT 

TTGTGTTCATTTTCTACCTCGACTTTTTTTCCAATTCAGGAGTTGCCAACTCAGCTCCCATCAGACTCGT 

GGATGGCCCCAACCACTGCGCGGGGCGTCTTGAGGTGCTTTGGAAACAGCAGTGGGGAACAGTGTGTGAT   

GATAGCTGGGACATATCTGATGCCACGGTTGTATGCAGGCAGCTGGACTGTGGGAAACCACTGTCTGCTC Exon II 

CTGGTTCAGCTCATTTTGGTCAAGGAACTGGTCCTATCTGGCTGGATGACATGAAATGCAATGGTACAGA 

AGTTGACCTTTCTGCATGCAGAACCAGAACTTGGGGGGAGCATAACTGCAACCATGGAGAAGATGCAAGC 

GTTGTGTGCTCAGGTAACTCATGTTTCCACCACTCCCTGTAAAGTGCTAAGTAGAAAGAGGCTTTTAAGC 

CTGTTTGCAAAATTTTATTTTTCAGTGCCACTCTTAGGATTCAGACTATATATAGATGGCTGTTTTAAAA 

CTGACCTGAGCCATGCTAAAGACAGTGTTATCCATCTCAGTTAAATTGAGTGTCAGTGGTACTGCTGTTC 

TGTTCCTGCTGTGCTCTGCTCTGGTTCTTATTCCATAACCATAGAGTAAATGAAGAAAGAAACTGAAATG 

AACCTCATCTGGTTGCACAAGTTTTCCATGGGTATATTTTATGGCTAACATAAGTCATGGGAGTGGAGCA 

TTTGAGACTTCTTTCCATTTGTATTTTGGGACAGTACTACCAGTGGGTACATTTATTCTCCAAAATGGCA 

CTGAGATAAGAAATTCAGCTGTGGGCCATTTGTCCTTGTGTCAGGTCTGACCTGGATGTGACAGCATGGT 

GTTGATGAATGCTGAGTAACAGAAACTGGATGGGGAAGGTTTGATGGCTAACATAATGGTTAATTTGGAA 

ATAAAGCATGATCAAGTGGCACACAGGTTGCAGGAGGTTGAGAGGTGATTTGGAGGTGGATGGGCTGCCC 

ATTGCCCTCTTTCATGACATTGTGTCACAAAGTGTCTGCTCCATTCAGTGAACAGCGAACCAGGTTTCCA 

AATGCGCATTTTCTGATTGGTCTAAAATGGGATTCAACTTCATATTGTTCATATTAAGACTTAGACACAC 

CTGTGGAATTGCCACTGCTGCTGATGACCAGTGTGGGCAACTGAATCAAACCAAATGAGACACCAACAAC 

TAACTAGAGAGCACCAGTGTAGATGACCCACTGTTTCACAGCTGCTAAGATGGCATCACCGCTGAAGCAC 

ACCACTCATCACCTCACTGTGCTCACATCCACTGTTTGGTCTTTGGTTCAGCAATGATGAATGCCAATGG 

GTGCAATTTTTTCCACATGGAAGAATTCATATGCTCCACTTTGCTTCATATGCACTTCTATGACTGATGC 

CTTTTTGTCAGATTGACCCTCTGCACTCATAAGGCAACAAAACATAATGCAATATTGGTGGGAAGGTCCA 

ACTTCTACTTCCATACTACCAATATCGGCCTCTGATGATAGAATCATAGAATTGCTCAGGTTGGAAAAGA 

CCTTCAAGGTCATCTAGTCCAACCACAAAACGATGTTGCAGGTCAACATAATAAAACAGGAGGCATTACT 

TTCGGAGCAAACATCATAAAATATCAGCACCCATCTCTCAAGGAGAAACAAAGAAGTGTGTGAGACATGG 
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GTGTCTTGATCTGCTGGCAGTTGCCACCCTTGGTGTAACATCACAGCACTGGTTTTGGTCCTGCACTATA 

AAGCATTCCAATCTATTAATCTCTCTGATTGGGAAGTCTGAAGCCACAGAGAAAAATTCAGAATGTGTTC 

CTCATCAGTCTTTTCAAGTTCTGCACAATAATAGTGAAGAATTTTTCTCTCCTTCGTTCCCTATGGGCTC 

CTTCCTTGTGCAAACCCTGATCCCGTTTTTTGTTGGTGGTGGGTGATTGATTTTTTTCTCTTGTTGTTTG 

ATACTTTCTAATGCAGGAAATAATAAAACAGTTCAACTGCGATTAGTGAATGGTACAGATCACTGCTCTG 

GGAGAGTGGAGGTGCTTTATGGCCAGCAATGGGGAACGGTCTGTGATGACAGCTGGGATCTAATAGATGC 

TGAAGTTGTGTGCCGTCAGCTGGGCTGTGGGACAGCCCTATCTGCTGCTTCCTCAGCTTATTTTGGAAGA Exon III 

GGATCTGATCCCATTTGGCTTGATGATATTATGTGTAAAGGAACTGAAGCTGCCCTGTCTGAATGCACTG 

CAAAACCTTGGGGAAAACATGACTGTGGGCATGGAGAAGACGCTGGTGTTGTATGCTCAGGTAACTCTCA 

TCCTACATAACACAAGTGAGTTTAGGGTAATGCTGTAGATGCTGTAGGGAGCTCTGTTCCCTTTGGAGCA 

AAGAAAACCCCAGTGCTCAAGAGAACCAAAAGGTAAAATATGGTTTGTACTAAAATGACCTTGCATCTTC 

TTGGCAATAAAAAAATTTTCTACTGCATGAGCCACTGGTAGAGCAGTGTTCGTGCAGGAATTATTAATAC 

ACTCTTACGGTATAGCACATTGGCAGTGATGCTTTGGTAGAGAATATTCTCTCACTGCCTTCAGCAGTCC 

CATCATCTCACTGTTCTATCAGTGGATTTAGTTTCTTCCTAAGTACCCCCTAAACTGTTGCATCAGGCAA 

GGAGCTACCATGGCACATGCTGACACTCCAAGTGTGTTAGTATCAAGTCCTCGAAGACAACCATAAACCC 

AAGGTCCATAAATCCTGCATCCAGATCATTAACGAAAGCACTTAAGAGAACTGACCCCAAAATGCAACCT 

TTGGGAGCCTGAATAGTGATGCTGCTGAACATCTCCAACTGTGATGATGGAAAAAGTGCTTGTGCTGCTC 

CCATGTGCAGTATTTTACCATGTCATAATGGCACAGAATGAAAAACAGAAGTGAAACTCACTGTGTTCAT 

TGACAAATGGAGAAAAGACAAGTCAGATTCTGCATGACATTCTTCCCTGGCCTTTATTTTTTTTTCCTTC 

CTTTAGGTTTTGCAAAACCAGCCCCACTCCGATTAGTGGATGGATCAACCCACTGCTCTGGGAGAATCGA 

GGTGTTCTATGGCCAGCACTGGGGAACTGTGTGTGACGACGGCTGGGACTTGGCCGATGCAGAAGTCGTG 

TGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGAAGGCCTTGTCAGCTCCCCATGGGGCTCACTTTGGGCAAGGATCTGACC Exon IV 

CCATCTGGCTTGATGATGTCAGCTGCACAGGGACTGAAGCTGGCCTCTCCACATGCAAAGCCAGTGCTTG 

GGGAAGCCATAACTGTGGGCATGGAGAAGATGCAGGCGTGGTGTGTGCAGGTACCCTTAAAGCAATGAGC 

ATTAAAGAATATACTATCTTGGGTCACGCTGGGGCCCAGGTCCTTCAGCACTAATAGGTGCTTGCAAAGA 

AAGCAGCACAGAGGGCTTCAAAATGATGTGGCTATATCCATAGACAATTACAACTTGTCTTTCCTTAAGT 

AGGTCTTTGTAATGGGGTGCTTCCAGGGGTCAGTTTGCTACCACAGATAGTGGTACACAGAGGGAACACA 

TTTCACTGTGAGGTGTATTCTCATATCAGTTACTCTACAACCCAATAACAGGGTTTATCTTCTTATTGTG 

TAAAGAGAAGAGCATGTGAAGTACAAGGAGTATTACTGCATAAGTCAGCCACAGCCCCAAGTGACCAAGT 

TCTCAAGTTCGATCATTCTTCTTTCTCCTGTTTGTCTTCCTTCACACATTCCCAAAAACATTTCTGTTAA 

GGATGGCTGTAGGTCTCCCAGTCCACTGCTCTGACAGTCCTGAGCAGATCCCATCAATGGCTGCTTGGTT 
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TGAGGAAGAGGAATTTATCTTTCAAACATCAGACACACAAAAAAATTGTAGAATCAGAGAACCATAGAGT 

GGCTTGGGTTGAAAAGGTCCCCAAAGTTCATCTAGTTTCAACCGCCCTGTTGGGCAGGGTTGCCAACCAC 

TAGACCAGGCTGCCCAGAGCCACATCCAGCCTTGCCTTAAATGCTTCCAGCGGTGGGGCATCCACCACCT 

TTCTGGCAGCAATATGAAGATTCTGAATTAAAAACGTGGGTTGGCTTCACATCTGTGAAGGAAATAAAAA 

CTTCTGGTGAAATTAGTCCGTCTTGTGTCACAGCTGTCCCAAGAGAGATGCTGCTGAGCATTTAAACGTG 

TATAATAGGCCACACCAATTCTGTCCTTGAATCTTATCGCTGTTCAAGGAATATTAATCAACTCTCAATA 

TTAATTGCAGAACTTCACCTGAGCAAGGACCCCTGCTCCAAATACTTGTCGCTCACCATCAGCAGAGCTT 

TACAACTTCAACAAATGTTATTGGCAGCTATGGGTAATTGTGTCATACAGAAATTGCTGATCCCAACTGC 

TAAGAGTCCTTAACACAGCCTTAATGTAGGCATGCCAGGGCTCCTACGGCAATGTTATTTCACTGGTTCC 

TTCTATGCTCAGCTCAGCAGCCCACATGACTCCCTCTAGTCTGTTTCAGCACAATAACAGGCTGCAGGCA 

TAAGTGTCATCTTCTGAGAAAATAAAGGTTCAAACAGCTGACTGATTTTTAGGTGAGACTAGCCAATGAG 

AGCGGTAACCAGAGACCACTATTCTATGGGACAAAAGCTGTTGCGAGGATCTATTGGTCTGTTACGGAAA 

AAAATGAGCAGTGCCCTTGCCACACCACTGCTGTCCAGACATCATCAGCACAGACTAAAGTATGAAGGAA 

AGCAGAGAAAACTGATGTCTTCACTATATCTCAATTACAGGACTTGCTGAGCTTCTTCCAGTCCGGCTGG 

TGAATGGTTCCAATTTCTGCTCTGGAAGAGTCGAGGTGTTTCATGAGCAGCAATGGGGGACTGTCTGTGA 

TGACAGCTGGGATTTAACAGATGCTCAAGTGGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGGAAGCCACCTCAGCC Exon V 

ACTGGCTCTGCTCGGTTTGGACAAGGAACTGGAACAATTTGGTTGGATGACGTGAACTGTGCAGGATCTG 

AAACTGCCCTCACTGAGTGCCCAGCCAAGCCTTGGGGAGACCACAACTGTAACCATGGAGAGGATGCTGG 

TGTGGTGTGCTCAGGTACTGTCAATGAATGCCATTGTCTGTGGGGTATGATGCAGCCAATGTGTTTGTGG 

GAGGGTGCTGGTAGATCTGGAGTCTCCTCAGAGTAAGGAGAATGAGTGCTCGTCATGCGATTGTAGGCTG 

AGATAAAAGGAGAGTGGTATGTTGATGGTAAGGCTGTATTCCACCTGGACATCATAGCTCAAGATGATAC 

CGAAGGGATGCGATTCATGCAGAAGGTCGGTGTTATCCCCTTGTGTCCAGGACAGTTATGGAGCCATGCT 

CCAGGGAGCAGCTTGAGCACTCATAGGGACTAAAATGCTGTGGACTGGATATTGAGTCTTGATGGTTGGG 

TATGTCAAGGCTCACGAGTTATGACTCAGTACTCCCAACATTCAGGTCCCACACCCATTTCTGTGCCCTG 

CTGTTGAGGAAGAAACCTGCTGTTTGCTACCAGACCCCTGTGAGGATTTTCTGGCTCCTCCACAGCACTC 

TGAGACATATAATGATCCTGAACATTTTGCAATTGCATTTGATGCAGGTGCTGCTGAACCAGCTCCCATC 

CGGCTTGTGAATGGTCCGAGCCATTGTGCTGGGAGAGTCGAGGTGTTTCATGATCGTCAGTGGGGAACCG 

TATGTGATGACAACTGGGATAAAGCAGAAGCCAATGTTGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGGCAGCGCT Exon VI 

ATCAGCCCCTGGCTCAGCTCGCTTTGGACAAGGGTCTGACCCCATCTGGCTGGATGATGTCAATTGTGTA 

GGGACAGAGGCTGCCCTCTCCCAGTGCCGGTTCCCAGGCTGGGGATCCCATAACTGCAAACATGGAGAAG 

ATGCTGGTGTGGTGTGTTCAGGTAACTCCTGCCTATGCTTCTGTGTTACAGAGGAGGATTTCTTTTTCCA 
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TGAGGATTATTTGTATGCCAGCATAGCTGCAAACTCTGTCTTGATGACAATGCAGGTCTGAATTTTGGAA 

TATGCTGTGAGCTCTCTGTCATCATATGGGATATTTCTTTGAAATTCTCCTTTTCTGGAAAATGTGTAAC 

TGTTCCTGTACTCAGAAGTTGTCCTTGCTTTAGAAAGAGAATGCAATGCATTGCAGTGCAAAGGGATGGA 

ATAGAATGGGATTAAATGGAGTGGAACACAACAGAACAGAACAGAACAGAACAGAATAGAATAGAATAGA 

ATGGAATGGAATAGAACAGAACAGAACAGAACAGAACAGAACATTTGAGTAGGAAGGAGGTCACATCTTG 

GTCTCCTCTTCTCCAAACTATATACTCCTGTGTCCCCATCCACTTCTTGCGTGCCTTCCAGGCTTCTTAA 

GAGTTTTATTGCCCAACCTGGTATGCATTCAGTACCCTAACCTTCTCTTTATATTGTAGAGCCCAGAACT 

GTACACCATACTGTGAGGATGCACAAACACTAAATACAGCAGGAATGGCACTTCTTTTGTCTGGCTGGCT 

ATGCTCTGGGTATTACACCCCAGAACGTGGTTGGTAGGGCACACTGCTGCCTTCCATTGAGCCTGCTTTC 

ACCAGGGCCCCCACATCCCTTCCTGCTGGGCTGCTCTCCAGCCACTCACCTCACAGGCTGTGAATGAATG 

CAGCATTGCTCCACCCCAGGTACAGCACCCAGCATTTACCCTTGCCAGTGTTCACTCTGTTGCCAAATGC 

CCAGTGCTCCAATGGATCTAGAACGCTCTGTAAGGCCTTGCATCCCTCTGGAGAGTAAACAGCACCTCCC 

TGGTTAGTGTCAGCAGCAAACTTGCTGAGGATACCTTTAATGACTACATCGAGGTCATTGGTAAAAATGT 

TGACTGGGACTGGCCTGTAGGATTGAGTGGTGGGGAACACTGGTGGCGTCTTTCAGATGTAGCGCCAGTC 

ACTACAACCCTTTGAACTCTACCACTGAGGCAGTTTATCACCCGGCATAGTAGGAATCTGTTTACCTCAC 

AGCTGGACAATTAGTTCAGAAGGATGCTGTGAGGGATGGCAGTGAAGGCCTTACTAAAATCCAGAAGGAT 

CACATCTGCTGCATTCTGTTCATCCACCAAGCAGGTGACCTTATCATAGAAGGACACCTAATTACTAAGG 

CAGGACCTTACCGTTCATTAACCCATGTGACCTATGCTTTAAAATGCCTTTCAGTAGCACCCAGGAATAG 

CTTTTCCATAACTTTTCCAGGGACTGAGGTTAGACTGACAGGTCAGTCGTTTCCTGGGTCATCTCTCATC 

CCTTCCTCTCCTTGATGATGGGCATAACATTGCCTGGTTTCCAGTCATCTGGGACCTCCCAAGACTCCCA 

GACCTCTGATAAATTATACTAGCTTATACTGTATTTCCTCTTACTTACATTCAGCAGAATATGGTACACT 

GTCTGTGTTCATAGTTTTGAACTGGCAAAGACATCCCAACATCAGGCAAAAGAATAAGTGCATCCTGGAT 

GTCACTAGACCCTCACTGGCATTATGCACTTGACCTTACTTTTAATCAGGCCAGCGGCAACTCCGTAACA 

CATATCCCTGCCCTCTCTGTTTTCTTCAGACATACCAAGAGCTGTTCCACTGCGGTTAATAAATGGGACG 

AGTCGCTGCAGTGGGAGAGTTGAAGTTTTTTACGGCCAAAAGGGGGGAACCGTGTGTGATGACAACTGGG 

ACATAAGTGATGCTGAAGTTGTTTGCCAGCAGCTGGGCTGTGGGAGGGCTCTATCCACTGCAACTTCAGC Exon VII 

TTCTTTTGGAGAAGGGTCTGGCCCAATCTGGCTGGATGACGTGAATTGCACAGGAGCTGAAACAAGCCTT 

TCCAAATGTGAGACCAGTCTGTGGGGAGCCCATAACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
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NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNCTTGGGTTGTCAGGAACCTCAAGGATCAACAAGTTTCAACTGCCCTGTCACAGGCAG 

ATTTGCCAGTCACTAGATCAAATACTTGATCAGATAGCCTAGGGCCCCATTTAACTTGGTCTTTAACACC 

TCCAGGGATGGGGCATCGACAGCCTCTCTGGGCAACCTGGTCCAGCACCTCACCACTTTTAGCTAAAAAC 

TTCCCCCTGACATTTTATCTAAATCTCCCTCCTCCGCTTTAAAGCCACTTTTTCTCTTCCTATCACTGTT 

TACCTGTGTAAAAAGTTGATTTCCTTCATGTTTTTAAATTCCCTTGAAATACTGGAAAGCCACAGTGATA 

TCTCCATGCCGTCTTCTCTTTTCCAGGCAGAATAAGCCCAGTTCCTTCAGCTTGTCTTCATAGGAGAAAT 

GCTCCAGCCCTCTAATCATCTTTGTGGCCCTCCTCTGGACCCTCTCCAAAAGCTCCACATCTTTCCTGTG 

TTGGAGGCCTCAGACCAGGTCGCAGTACTCTTGCTGGGGACTCAGGAGGGCATAATAGAGGGGGCCGGTT 

ACCTCCTTCGCCCTCCTGGCCACCCCTCTTCTGATGGTGCACAGGATATCATTGGCTTTCCAGGATGCAA 

GCGCACCCTGCTGGCTCATGTTAACTTTTTCACCTACCAGGACCCCTAAGTCCTTCTCAGCAGGGCTACT 

CACAAATTCTCCCAGTTTACATACATAACTGGGATTACCTCAACCGAAATGCAAAACCTTGCACTTTTGT 

TTGTTGAACCTCACTATCTTCACAGGGGCCCACCTTTTGTGTTGATCAAGGTCCCCCTGGATGGCATCCT 

CTCCTTCTGCTACATCAACCGCACCAATCAGCTTGGTGTCATCAGCAAACTTGCTGAAGGTGCACTCAAT 

CCCATCATCTATGTCACTGATCAAGATGTTAAAGAGTACTGGACTCAAGACAGACCCCTGGGGACACCAC 

TAGTTACCAGAATTCATCTGGACATAAAGCCATTGATCACAACCCTCTGACTGTAACCATCCAACCAATT 

CCTTATCCACCAAATAGTCCACCCGTCAAATCCACATTTCTGCAATTTAGTGACATGGATGTGGTGGGGG 

ACCATATCTAAAGCCTCGCAAAAATCCAGGCAGATTACATCAGTTGCCTTCCCTTTGTCCACAAATAACA 

CAGAGACATCCTGTGACGTCCCATTCTATCTCTAATTGCAGATATGGAAGAGTGCCCCCCTCCCAGGATC 

CTATGTCAAGTCTGCCAGGCTCATTGGATGTCTGGGATGCACCAGGCATCTCAAATGGCAATAGGTACCA 

ATGCACAGGAAAGTAAATGAGCCACTGAAAGCTGAAGTCTGGTTGAGGACAATTGTACCCCAGTTTTCTA 

TCCACATTCCTGGCTAGTGCCTTTTTCCTTGGGCAGTGGAGTTACCTGCATTCGCTGCCTGGGCACCACT 

ATCTTCCTGGTAAAAGGAAGAGAGAAGAAGGCTTCAATCACCTCATGTTTGGGAGTGAAAGCCAACAGTA 

TATCTATTTTCCTTAGTTTGGACCAGCATTACTTGTTGACCCTTGGGTCATGTGTGAGGAAAAGCAATAG 

GATTGAACCTTCTTCTTGATGCTTGTCCCTGGATGTCATTACTAAACTAACCAGTGCACACAATGTTTCT 
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TGACGTGCCTAGAAGGAATGTCTTTGCCAAAATAACTTGCCTGCTCATTCCTTTGTGCTTCAGGTGTTCC 

AGAACCAGCCCCAGTCCGGCTGGTGAATGGTTCCAATTTCTGCTCTGGAAGAGTCGAGGTGTTTCATGAG 

CAGCAATGGGGGACCGTCTGTGATGACAGCTGGGATTTAACAGATGCTCAAGTGGTGTGCAGGCAGCTGG 

GCTGTGGGGAAGCAATCTCAACCCCTGGCTCTGCTCGGTTTGGACAAGGAACTGGAACAATTTGGTTGGA Exon VIII 

TGACGTGAACTGTGCGGGATCTGAAACTGCCCTCATTGAGTGCCAAGTCAGGCCTTGGGGAGAACACAAC 

TGTAACCATGGAGAGGATGCTGGTGTGGTGTGCTCAGGTACGGTTAATTCACATAATCACAGACGTCCAG 

AGGGTGGAAGGGACCTCTGGAGATTCCCCTGCTAGTGTTTTCCCACAGTAGATTGCACAGGAAAGCATCC 

AGGAAGGTTTTGAATATCTCCAGAGAAGGAGACTCCACAACCCTTCTAGGCAGCTTGTTCCAGCGCTCGG 

TCATGCTCACACTAAAGAAGTTCTATCACATGTTCCGATGGAACTGACTGGGTTCCAGTTGGTGCCCATT 

GCCCCTTTTCCTGTTGCTAGGCACGACCTAAAAGAGCCTGGTCCCAACCACTGAAACCTGTTCATTAGAT 

ATTTAGAAGTGTTGATAAGAATCCCCCTCAGCCTTCTCCACGCCATGCTGAACAAGCCCAACTCCCTCAG 

TCTGTCTCCATAGGAGAGGTGCTCCAGCTCTATGAGCAGCTTCATGTCCTCCTGGAAATGCTCCAAAAGC 

TCCACATCCTTCTTGTGTTGAGGGACCCAGGCCTGGAAGCAGTACTGCAGACGGAGGGGGGCCAATCCCT 

TGTTAAGCTCTTCACCCAGCAGAACCCCCAAGTCCTTCTCTGCAGCCCTGTTCTCAATGAGTTTTTCTCC 

CAGTCTGTATGCATATCAGGGATTACTCCAACCCAAGTACAACACCCTGCACTTGGCCTAGGTGATCCTA 

ATTTGGTTCCTGTAGCTTGTCCATGTCCCTGGGATTTCTTGTGTTTTGTGGATTTCTCCTTGTGTTTGTG 

TGATTGCGATCTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCCTTTGCCAGGTATTGCAAAACCAGCTCCCATCCGGCTT 

GTGAACGGTCCAAATCTCTGCACTGGGAGAGTTGAGGTGTTTCATGACCATCAGTGGGGAACTGTGTGTG 

ATGACAACTGGGATAAAGCAGAAGCCAATGTTGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGGCAGCGCTATCAGC Exon IX 

CCCTGGCTCAGCTCACTTTGGACAAGGGTCGGACCCCATCTGGATGGATGATGTCAGTTGTGTAGGGACA 

GAGGCTGCCCTCTCCCAGTGCCGGTTCCGGGGCTGGGGATCCCATAACTGCAAACACGGAGAAGATGCTG 

GTGTGGTGTGTTCAGGTAATTCCTGCCTATTTCTCAGTCTCAAAAGTGTTGGGAAACACGGAAAAATGAT 

TTTCAGCCTCAGTAGAAGGTCTTCCGTGAGCTCAGGCTGCTCCAAATGTCTGCTGTCAGTCACTGTGGTC 

TATTCAGCAGAGTTTAGGGTTCTGATGCAGGGTATTTATGTGTGCATTTCTCATTTTATCTTGCTTCATG 

TGCAGGCACTGCAGAAGCAGCTCCTCTCCGGCTGGTGAACGGCCCTAGTCACTGTGCTGGGAGAGTCGAG 

GTGCTTCACAGCCAGCAGTGGGGAACAGTGTGCGATGACAGCTGGGACCTGAGCGATGCTGCAGTTGTGT 

GCCAGCAGCTGGGCTGTGGGACAGCCATGTCAGCCCCAGGATCTGCTTATTTTGGGCAGGGCTACGGCCG Exon X 

TATCTGGCTGGATGATGTGAAATGTTCCAGCAGGGAATCAGCCCTCGCCGAGTGTGCAGCAAGGCCTTGG 

GGAGTCCATAACTGCAACCATGGAGAAGATGCAGGAGTCATATGCTCTGGTAACCTTCATGCATGACCTG 

CCCTGCAAGGCATTTGTAGCAACTAAGCCTCTAATCTGGGTTTTGGGGCTGGTGGCTCTTCATCCTTTCC 

CAGTCACAGAATCATAGAATCGTTTGAGTTGGAATGGGTATTTAATGTTCATCTTGTCCAACGCCCCTGC 
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AACGAACAGGAACACCTACAGTTAGATGAGGTTGCTCAGATTACGGTCCAACCTTCAAATGCCTCCAAGG 

ACAGGGCATCCACCACCTCTCTGGGCTATCTGTGCTGCTGTTTCTCTGCCTTCAGCAGAAAAAAGCTGTT 

TCTAATATCCAACCTATGTCTCCCCTATTGCACTTTGTTCAGTCCAACCTCTTTCTCAGAGATGTGTCAT 

GGGATGATGGCAGAGGTGTGAAGTTGGAGCTTGGCATTTTGAGGGATCATTCCCATCTCTCCACATGGCT 

TCTTATTCTTCCTTTTTGTGCTTTTGAACTATCTCTAGAATATTACATGCTCATATTGCACAAAGAATCT 

ATGTATGTCCCATCCCTGCAGATGTTGAAGGCCAGACTGGACGGGGTGCAGGGCAATCTGATCTGATGGG 

TGGCAACCCTACCTACGGAAGAGGGCTGGAAATGGATGGGTCCCTTCCAACCCAAGCCATTCTGTGATTC 

TATGATTCTACCATTCTATGATTATACAATGCCACAATCCTATTTTTCTACGATTGATTCCCCGATCTTC 

ATAGTCCCTTCCAACTCATGCTGTCCTATGATTCTATGAACTTTTTGGTGCCTTCCAAGCCAAGCCACTC 

TGGGATTCTAAGATTTGATGATTCAGTGATTCTTTTACATGATTATGTGCATACTACTAACTTTAAGTGG 

CCGTGCAGGGTAAAGCAAGCTAGTTTTACAGGTCTGGATTGCATGCATTTCTTTCCAGGTGGGATCTAAA 

CATTGCAGACGTTCCAGAGTGAAGAAGAGAGAGGACAGTGCTGGCAAACATGTGTATGACATTTTTTCAA 

CCCAAACAAAAGTCATCTTTGAAGGCCTGAGTGCCCTCAGTACAGAAGCCAATCACGACACTCAGATCTA 

TGTCACTGAATTGTAAGCACAAAGCTGGTGTACCCAAATCAGGAGTGCAATGGTCCCCTTCAGCTAATGA 

AGAGAGACAGGTTTTTGCACAGGAGATGTCCTGTGAGCATTTTAATGTCCTCTTTCCCTCCAGATCCTTA 

CCCAACTTCATAGCCAACCTTTAGGCTTTCTCTAATAATTTTAAAACCTTATATCACAGAGCCTAAAACA Exon XI 

GCACAAACACTGCTCGAGGTGAGGCTGCACCTCCAAGATTGGGGCATCCACAACTTCTCTGGACAGCTTC 

ATCATCCTCTGAGTAAGGAATTTCCTCCTAATATCTGACCAAAATCTCCCTTATTTTACTTAAAATCTCC 

CATTCCCCTTTGCCCTAGACAAACAGACCTCCAGGTCCCTTTCAGTCTTAAACCTTCTGTAACTCTGTAA 

TCTCAAACACTGCAGCAAAAAGCATGGTGGGATCTTATGGAGTCTCCATTTTCTTGTGTAAACAAGCCCT 

GAGGAACCAGAGCATTTGTCAAGCCCTGAGTTTTTCTTTCTATTTTTCTGCAAGATATTCACAACAAGGC 

TGCATTACTTTCCATTAGCACCAGCCCAGGCCATGAATTCCTCTTCCTCCATTCTACTTCCCTATACTCA 

CTGCAGCTTTTGTGGACCCTCTTCACCTGCCAGCACTCCATGTACAGCTCTTTTTTTCTGCTCTCAAATT 

CATGTCCTTGCTTCAGGGATCTCCTCAAGATAAGGTCTGGTGGCTACCATACAGACCTGGGGTTGCGGAT 

GGTCACACCTGTCTTGTTGGTGATCTCAATTCCCATGCTCCAGGATTGGGGTGTGCTGAGCAGGATCTGC  

 

Fig.3-13.Exon-intron structure of the EW135 gene in NC_008466 

 

Nucleotides of exon-intron boundaries (AG and GT) are underlined. Eleven 

exons are in blue. Nucleotide sequences found in the EW135 cDNA are marked 

in Exons I and XI. Nucleotides coding for preceeding seven-amino acid 

peptide of SRCR domain are marked in gray. Initial codon (ATG) in Exon I 

and stop codon (TAA) in Exon XI are double underlined. 
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CAAGGAACTGGAACAATTTGGTTGGATGACGTGAACTGTGCAGGATCTGAAACTGCCCTC 

     ACTGAGTGCCCAGCCAAGCCTTGGGGAGACCACAACTGTAACCATGGAGAGGATGCTGGT 

     GTGGTGTGCTCAGGTGCTGCTGAACCAGCTCCCATCCGGCTTGTGAATGGTCCGAGCCAT 

     TGTGCTGGGAGAGTCGAGGTGTTTCATGATCGTCAGTGGGGAACCGTATGTGATGACAAC                                                   

     TGGGATAAAGCAGAAGCCAATGTTGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGGCAGCGCTATCA                                                

     GCCCCTGGCTCAGCTCGCTTTGGACAAGGGTCTGACCCCATCTGGCTGGATGATGTCAAT  

     TGTGTAGGGACAGAGGCTGCCCTCTCCCAGTGCCGGTTCCCAGGCTGGGGATCCCATAAC 

     TGCAAACATGGAGAAGATGCTGGTGTGGTGTGTTCAGACATACCAAGAGCTGCTCCACTG                                         

     CAGTTAACAAATGGGCCGAGTCGCTGCAGTGGGGAGAGTTGAAGTTTTTTACGGCCATCA                                                                

GTGGGGAACCGTGTGTGATGACAACTGGGACATAAGTGATGCTGAAGTTGTTTGCCAGCA                                                    

     GCTGGGCTGTGGGAGGGCTCTATCCACTGCAACTTCAGCTTCTTTTGGAGAAGGGTCTGG                 

CCCAATCTGGCTGGATGACGTGAATTGCACAGGAGCTGAAACTAGCCTTTCCCAAATGTG                            

AGACCAGTCTGTGGGGAGCCCATAACTGTAATCATGGAGAAGATGCCGGTGTTGTGTGCT              

TGGGTAAGTCTCATTTATGCTACTTTCTGACTGAGGTTTAAGGTATGTGGAGGAATGCTT                 

GAAACGCCACTGGGTGCCCTTTCCCCATCTTACGACTCTAAAACCAGAGTACCGAACGGA                           

     AAAAATGCTGCTGGTCGGATGTGTGTGAATCCAGTGGTGTTCCCCTTTCCTCCCCCTGCC                   

     AAAACTCTCCACAGTATTGTGGTGCTGCAGTCCAGAGCTTGCTGTGCTGAAGAATTCAAT                                 

     TCTGGGACACTTTCCCATGAATTTAAACCTGAGACTCTTTCCTGTGTGGGCTACAGATAA            

     ATCTGATAGCGCTGCAGGACTGCTGTGATTCACCCTGTTATTGAGAACAGCGCACAACCA                       

     CTTAGGTCTCTCTCTTGTTTTGCTCTCAAAAGATCATGACATGCTCTGCATTTGTTGACC               

     TTCCTCTTCAGGACAGTAATATCAAAAGGTCTTGCAGTTACTCTACTTGCCTTTCCCCCC                      

     TCCTTAGTAAAACCATCTTCAGGAGATCTCTTTTCCCAGAATTTTTCCAATGTCTTCTCT                 

     GAAACCTCAGCAGGTGAGGCAGTTTCCTCAAAACTGTGCTTAGTTGCCACTAGAAGGAAA                   

     CCCTGACCTGACTATTGATTTTAGAATTTACAGTCTCTTGTTTCTTTGTTGTGTGCATTG         

     CTACTTACTCTTTGCAACTACCTTTTGGTAAGAGTGTTATATCGCTTCTCGCCCCTTTCA                                                         

TATCTCCTTCTTGAGAAATGTTTTCAAGCCTCTTCTTATCTCCCTCCTTCTTCCTGGTTT                     

     TCTCCTTGGCTGCTGGGCATATTTCTTCTAATCTTTAACTGAGCTGAGGCTTTGGCTGTG                              

     TTGATTCATTCTGAAGGTTTGGTTTGGATATTTTGTAGACAGCACTCCCTTTTATACTAA                                        

     ACCATGTCTTTCTTGGAACAACATGACACTTAAAAGTGTCACTCTCAGTCCTTTCTCTAG                          
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     CTTTGTGAAGAACTGTCATTTAACTAACTGTTCTTCATCCTATGTTCTATCATTTTCTCT                              

     CCCCAGAATGGGACACTTTTGAATTGCTCTCACTGGAGATAGCCTGTTTCTCTAAATTAC 

     TTATCCACACCTTGAATACCTTGTGGATTTGCTGTCTAAGCACAAGTGCCTCTCTATGAA                            

     TTCATCATTGTCTTTTTGCAGCCAGTGAAGACTTTGCACACTCCATAGCAGAATCTTCTC                                   

     CATCCTGATGACATTCTCTAAGCAAATTAAAGAAAGGGCAACCCAGTAATGTTTATTTCC                         

     TTTCTATGACTACAGAAGGAAATGAGGATATTCAATGGAGTAGTTAAGGGGGGTTCCTTG                                

     CCAAAACAACTTGTTTTGTGTTGTCTAAGTTCACAGAATCATAGAACAGCTTGGGTTGGC                                 

     AGGAACCTCAAGGATCAACAAGTTTCAACTGCCCTGTCACAGGCAGATTTGCCAGTCACT                                   

     AGATCAAATACTTGATCAGATAGCCTAGGGCCCCATTTAACTTGGTCTTTAACACCTCCA                              

     GGGATGGGGCATCGACAGCCTCTCTGGGCAACCTGGTCCAGCACCTCACCACTTTTAGCT                                                  

     AAAAACTTCCCCCTGACATTTTATCTAAATCTCCCTCCTCCGCTTTAAAGCCACTTTTTC 

     TCTTCCTATCAC  

 

 

Fig.3-14. Exon VII of the EW135 gene found in AADN03012381 

 

Nucleotides of exon-intron boundaries (AG and GT) are underlined. Exon VII 

is in blue. Nucleotides coding for preceeding seven-amino acid peptide of 

SRCR domain are marked in gray.  
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Fig. 3-15. Relationship between the genome structure and protein domain 

structure of EW135 

 

A:Exon-intron structure of the EW135 gene. Exons are numbered using Roman 

numerals. B:Schematic representation of the SRCR domain structure of EW135 

with the nucleotide and amino acid sequences of exon-intron boundaries. 

The relationship between the genome structure and protein domain structure 

of EW135 is indicated with dotted line. (Yoo et al. 2013b)  
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3.3.6  EW135 メッセージの組織分布 

 

輸卵管を含む 11 種類の組織における EW135のメッセージの発現を RT-PCR 方

法により検討した(Fig.3-16)。4 通りのプライマーの組み合わせ(C1, C2, C3, 

C4)(Table.3-5)により RT-PCR を行ったところ、C1 では予想サイズ (454bp) の

バンドが輸卵管のみで検出された。しかし、C2, C3, C4 の組み合わせでは、輸

卵管の他の組織でもバンドが見られた。特に、肝臓では C2, C3, C4 の全てにお

いて、輸卵管と同じサイズのバンドが検出された。なお、内部標準のβ actin

は検討した 11 種類のすべての組織で 409bp のバンドが確認された。 

 

Table.3-5. The pairs of primer of EW135 for RT-PCR 

 

 
Primer 

pair 

Primer 

name 
Sequence(5’-3’) 

Base pair 

numbering 

A C1 
RT-F 

5R 

CATGCAGAACCAGAACTTGGGGGGA 

GGATCAACCCACTGCTCTGGGAGAAT 

293-318 

721-746 

B C2 
F1-2 

R1-2 

ATTTGCTGAGCTTCTTCCAGTCCGG 

CAGACGCCAATGTTGTG 

1011–1035 

2423-2439 

C C3 
F1-1 

RT-R 

CACTCCGATTAGTGGATGGATCAACC 

GAAAGCAATCTCAACCCCTGGCTCTG 

704–729 

1164-1189 

D C4 
F1-1 

R1-1 

CACTCCGATTAGTGGATGGATCAACC 

GAATCAGCCCTCTCCGAGTGTGCA 

704-729 

2869-2892 

The base pair numbering for EW135 is based on Fig.3-10 
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A 

 

B  

 

C 

 

D 

 

 

 

Fig.3-16. Tissue expression of EW135 message 

 

Eleven types of tissue including oviduct were examined for the presence of the 

EW135 message by RT-PCR. β-Actin message was used as a positive control for  

RT-PCR in A. Four types combinations of primers were examined. Combinations of 

primers used in A, B, C, D are C1, C2, C3 and C4, respectively. 

Lane 1;oviduct, 2;liver, 3;testis, 4;heart, 5;lung, 6;spleen, 7;kidney, 8;cecum, 

9;brain, 10;intestine, 11;muscles. (Yoo et al. 2013b) 

 

1353 

1078 

872 

603 

310 

bp 

LM 1    2    3    4    5    6    7    8   9   10   11 

1353 
1078 

872 

603 

310 

bp 

LM 1    2    3    4    5    6    7    8   9    10   11 

2322 
2027 

bp 

HM 1    2    3    4    5    6    7    8   9    10   11 
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3.4  考察  

トリプシン消化ペプチドのアミノ酸配列解析と cDNA クローニングの結果、

EW135 はグループ B SRCR ドメインスーパーファミリーのタンパク質に見られる

コンセンサス配列の特徴がよく保存されており、このスーパーファミリーに属

する新規タンパク質であることが分かった。SRCR スーパーファミリーは

100-110 アミノ酸 SRCR ドメインによって定義され、SRCR ドメインのそれぞれ

のタイプに従ってグループ A とグループ B の二つのグループに分類される

(Sarrias et al. 2004; Martinez et al. 2011)。グループ Aに属するタンパク

質の SRCRドメインは６つのシステイン残基を持ち、二つ以上のエクソンによっ

てコードされている。一方、グループ Bの SRCRドメインは普通 8 つのシステイ

ン 残 基 を 持 ち 単 一 の エ ク ソ ン に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。

DMBT1(gp-340,SAG),M130(CD163),S4D- SRCRBなどの 13以上のタンパク質がグル

ープ B SRCR スーパーファミリーに属している。グループ B SRCR スーパーフ

ァミリーは膜結合型または分泌型のいずれかである。グループ B SRCR スーパ

ーファミリーに属するタンパク質のほとんどは SRCR ドメインのタンデムな繰

り返しで構成されているが、幾つかのメンバーは SRCRドメインに加えてほかの

ドメインも持つ。例えば、S4D- SRCRB は 4 つの SRCR ドメインのみで構成され

るタンパク質である(Padilla et al. 2002)。一方、DMBT1は 14個の SRCR ドメ

イン,2Clr/Cls UegfBamp 1 (CUB) ドメイン ,a zona pellucida(ZP) ドメイン

を持つマルチドメインである(Holmskov et al. 1997; Mollenhauer et al. 1997)。 

 EW135 は 9 個の SRCR ドメインがタンデムに並んだ構造をしており、各ドメイ

ン間は 7 つのアミノ酸残基から成るペプチドで繋がっている。グループ B SRCR

ドメインスーパーファミリーに属するニワトリタンパク質として 18-Bがあるが、

これは 4個の SRCR ドメインのみで構成され、各ドメインは 9つのアミノ酸残基
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から成るペプチドによって繋がっている。ハプトグロビンを持たないニワトリ

において、血清中に存在する 18-Bは主要なヘモグロビン結合タンパク質であり、

強力な抗酸化物質として働いている。ニワトリのグループ B SRCR ドメインスー

パーファミリーのタンパク質には、18-B の他に WC1 と CD５が報告されている。

WC1 は T 細胞に発現しているタンパク質であり、T 細胞受容体の補助受容体

（co-receptor）として機能する。WC1は M130 と CD163B (M160)を含む CD163 フ

ァミリーのメンバーである。GeneBank のデータベースには WC1 をコードする遺

伝子が 18個 登録されている。それらの WC1 の細胞外領域の SRCR の数は 1から

9である (Herzig et al. 2010). ニワトリ CD5 は、3個の SRCRドメインから成

る細胞外領域、疎水的な膜貫通ドメインと細胞質側末端（cytoplasmic tail）

で構成されている (Koskinen et al. 1998)。ニワトリ CD5 は T 細胞と B 細胞

の細胞表面に発現しており、リンパ球の発達と機能に働いていると考えられて

いる。グループ B SRCR ドメインスーパーファミリーのタンパク質において、SRCR 

ドメインの数は１から 14まで様々である (Martinez et al. 2011)。EW135と同

様に、M130も９個の SRCR ドメインのタンデムな繰り返し構造をしている (Law 

et al. 1993)。M130 は EW135 と異なり可溶性タンパク質でなく、多くの種にお

いてマクロファージの細胞表面に発現している膜結合型タンパク質である。従

って、M130は細胞外の SRCRドメイン、膜貫通ドメインおよび細胞内領域から成

る。ヒト M130 はハプトグロビン-ヘモグロビン複合体の受容体として機能する 

(Madsen et al. 2004)。本研究以前には、SRCR ドメインのみから構成される可

溶性タンパク質として 18-B, AIM (Spα) 、S4D-SRCRBなど多くが報告されてい

た。これらの SRCR ドメインの数は１から５であり、9 個の SRCR ドメインで構

成される EW135のドメインの数は最も多い。 

 本研究では、cDNA クローニングとニワトリゲノムのデータベースをもとに
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EW135 遺伝子のエクソン-イントロン構造も解明した。その結果、EW135 遺伝子

は 11 個のエクソンで構成されていることが判明した。グループ B の SRCR ドメ

インスーパーファミリーでは、一般的に一つの SRCRドメインは一つのエクソン

でコードされる (Sarrias et al. 2004)。EW135 遺伝子もまた、9 個の SRCR ド

メインはそれぞれが別々の、9つのエクソンでコードされている。また、各ドメ

インを繋ぐ7つのアミノ酸から構成されるペプチドは、ペプチドの後に続くSRCR

ドメインと同じエクソンでコードされていることがわかった。ニワトリゲノム

のデータベース(NC_008466.2)をもとに 18-B遺伝子のエクソン-イントロン構造

を検討したところ、18-Bの 4個の SRCRドメインは EW135遺伝子と同様にそれぞ

れが別々の 4つのエクソンでコードされていた (Fig.3-17)。また、各ドメイン

を繋ぐ 9つのアミノ酸から構成されるペプチドは、ペプチドの後に続く SRCRド

メインと同じエクソンでコードされていることがわかった。 

 EW135 の cDNA クローニングでは、EW135 のトリプシン消化で得られた二つの

ペプチド断片のアミノ酸配列とデータベースの XM_424435 の塩基配列をもとに

プライマーを設計したが、EW135 と XM_424435 の塩基配列、EW135 と XP_424435

のアミノ酸配列をそれぞれアライメントすると、プライマーの配列は EW135 の

塩基配列に含まれることが確認された (Fig. 3-18b)。しかし、塩基配列、アミ

ノ酸配列ともに類似性の高い領域はあるものの、EW135 の内部の一部の配列が

XP_424435 と XM_424435 には無いことが判明した (Fig. 3-18a)。また、EW135

のタンパク質から決定した 10残基の N末端アミノ酸配列(APIRLVDGPN)について

は 2.3.3 で述べたように、1 つのアミノ酸が異なる配列（APIRLVNGPN）が

XP_424435 の 387 番〜396 番に存在し、この配列は EW135 の 8 番目の SRCR ドメ

インに認められた。以上のことから、XP_424435 は EW135と一部高い類似性はあ

るものの、異なるタンパク質の配列であることが分かった。 
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 本研究の RT-PCR の結果、調べた 11種類の組織で見る限り、EW135 は輸卵管の

みで産生されていることが明らかになった。しかし、RT-PCR に用いたプライマ

ーの組み合わせによっては、輸卵管と同じサイズの PCR 産物が肝臓でも検出さ

れた。このことは、EW135と非常に類似したタンパク質が肝臓で作られている可

能性を示している。また、XP_424435 は EW135 とは類似しているものの異なるタ

ンパク質の配列をしていることがわかった。そこで、データベースより EW135

の類似タンパク質を探索する目的で EW135cDNAの SRCRドメインの塩基配列をも

とに BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) で類似検索を行った。

その結果、ニワトリのデータベース のゲノム配列 NC_008466.2 において、EW135

遺伝子の下流に逆方向で EW135の 2、3、7、8、9番目の SRCRドメインをコード

するエクソンと一致また酷似の塩基配列を持つエクソンが存在することがわか

った (Fig. 3-19, Fig. 3-20)。これら 5個のエクソンの塩基配列を繋ぎ合わせ

て翻訳したところ、そのアミノ酸配列は XP_424435 のアミノ酸配列と一致した

(Fig. 3-21)。エクソンとエクソンの間には、塩基配列が未決定の領域があるこ

とから、仮に 5 つのエクソンが一つの遺伝子の一部であったとしても、未決定

の領域に更に複数の SRCRドメインをコードするエクソンが存在する可能性があ

る。いずれにしても、XP_424435は EW135のアミノ酸配列ではなく、肝臓で産生

されるタンパク質のアミノ酸配列の一部と考えられる。 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Fig. 3-17. Relationship between the genome structure and protein domain 

structure of B-18 

  

A:Exon-intron structure of the B-18 gene. Exons are numbered using Roman 

numerals. B:Schematic representation of the SRCR domain structure of B-18 

with the nucleotide and amino acid sequences of exon-intron boundaries. 

The relationship between the genome structure and protein domain structure 

of B-18 is indicated with dotted line   

 

GGA GAA GGG GAT GAG GTT 

Ala Glu Gly Asp Glu Val 
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a 
 

 

EW135              1 APIRLVDGPNHCAGRLEVLWKQQWGTVCDDSWDISDATVVCRQLDCGKPL     50 

                                   .||                                  

XP424435           1 --------------MLE---------------------------------      3 

 

EW135             51 SAPGSAHFGQGTGPIWLDDMKCNGTEVDLSACRTRTWGEHNCNHGEDASV    100 

                         :.|:|..      |..:..|.:|.:.  |.::.|..|          

XP424435           4 ----ADHYGDS------DSYQNIGNKVQME--RLKSNGRTN---------     32 

 

EW135            101 VCSGNNKTVQLRLVNGTDHCSGRVEVLYGQQWGTVCDDNWDLIDAEVVCR    150 

                        .|||.|||||||||:|||||||||||||||||||||||||||||||| 

XP424435          33 ---QNNKIVQLRLVNGTNHCSGRVEVLYGQQWGTVCDDNWDLIDAEVVCR     79 

 

EW135            151 QLGCGTALSAASSAYFGRGSDPIWLDDVMCKGTETALSECTAKPWGKHDC    200 

                     |||||||||||.||||||||||||||||||||||.||||||||||||||| 

XP424435          80 QLGCGTALSAAFSAYFGRGSDPIWLDDVMCKGTEAALSECTAKPWGKHDC    129 

 

EW135            201 GHGEDAGVVCSGFAKPAPLRLVDGSTHCSGRIEVFYGQRWGTVCDDGWDL    250 

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||||| 

XP424435         130 GHGEDAGVVCSGFAKPAPLRLVDGSTHCSGRIEVFYGQHWGTVCDDGWDL    179 

 

EW135            251 ADAEVVCRQLGCGKALSAPHGAHFGQGSDPIWLDDVSCTGTEAGLSTCKA    300 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XP424435         180 ADAEVVCRQLGCGKALSAPHGAHFGQGSDPIWLDDVSCTGTEAGLSTCKA    229 

 

EW135            301 SAWGSHNCGHGEDAGVVCAGFAELLPVRLVNGSNFCSGRVEVFHEQQWGT    350 

                     ||||||||||||||||||||                               

XP424435         230 SAWGSHNCGHGEDAGVVCAG------------------------------    249 

 

EW135            351 VCDDSWDLTDAQVVCRQLGCGKAISTPGSARFGQGTGTIWLDDMNCAGSE    400 

                                                                        

XP424435         250 --------------------------------------------------    249 

 

EW135            401 TALTECPAKPWGDHNCNHGEDAGVVCSGAAEPAPIRLVNSPSHCAGRVEV    450 

                                                                        

XP424435         250 --------------------------------------------------    249 

 

EW135            451 FHDRQWGTVCDDNWDKAEANVVCRQLGCGAALSAPGSARFGQGSDPIWLD    500 

                                                                        

XP424435         250 --------------------------------------------------    249 

 

EW135            501 DVNCVGTEAALSQCRFPGWGSHNCKHGEDAGVVCSDIPRAVPLRLTNGPS    550 

                                                                        

XP424435         250 --------------------------------------------------    249 

 

EW135            551 RCSGRVEVFYGHQWGTVCDDNWDISDAEVVCQQLGCGRALSTATSASFGE    600 

                                                                        

XP424435         250 --------------------------------------------------    249 

 

EW135            601 GSGPIWLDDVNCTGAETSLSKCETSLWGAHNCNHGEDAGVVCLGVPEPAP    650 

                                                                 |||||| 

XP424435         250 --------------------------------------------VPEPAP    255 

 

EW135            651 VRLVNGSNFCSGRVEVFHEQQWGTVCDDSWDLTDAQVVCRQLGCGEAIST    700 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XP424435         256 VRLVNGSNFCSGRVEVFHEQQWGTVCDDSWDLTDAQVVCRQLGCGEAIST    305 

 

EW135            701 PGSARFGQGTGKIWLDDVNCAGSETALTECQVRPWGEHNCNHGEDAGVVC    750 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XP424435         306 PGSARFGQGTGKIWLDDVNCAGSETALTECQVRPWGEHNCNHGEDAGVVC    355 

 

EW135            751 SGITEPAPIRLVNGPNLCTGRVEVFHDHQWGTVCDDNWDKADANVVCRQL    800 

                     ||||:||||||||||||||||||||||||||||||||||||..||||||| 

XP424435         356 SGITKPAPIRLVNGPNLCTGRVEVFHDHQWGTVCDDNWDKAKPNVVCRQL    405 

 

EW135            801 GCGAALSAPGSAHFGQGSDPIWMDDVSCIGTEAALSQCRFRGWGSHNCKH    850 

                     ||||||||||||.|||||||||||||||:||:||||||:||||||||||| 

XP424435         406 GCGAALSAPGSARFGQGSDPIWMDDVSCVGTKAALSQCQFRGWGSHNCKH    455 
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EW135            851 GEDAGVVCSGTAEAAPLRLVNGPSRCAGRVEVLHSQQWGTVCDDSWDLSD    900 

                     ||:||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XP424435         456 GENAGVVCSGTAEAAPLRLVNGPSRCAGRVEVLHSQQWGTVCDDSWDLSD    505 

 

EW135            901 AAVVCQQLGCGTAMSAPGSAYFGQGYGRIWLDDVKCSSRESALSECAARP    950 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XP424435         506 AAVVCQQLGCGTAMSAPGSAYFGQGYGRIWLDDVKCSSRESALSECAARP    555 

 

EW135            951 WGVHNCNHGEDAGVICSGGI    970 

                     |||||||||||||||||||| 

XP424435         556 WGVHNCNHGEDAGVICSGGI    575 

 

 

 

 

ｂ 
 

 

 

EW135Nu            1 ATGGAAACTGTGCTTTTCCTCCTGGTATGGCTTTGTGGAGTTGCCAACTC     50 

                     |||.                            |||.||         ||. 

XM424435           1 ATGC----------------------------TTGAGG---------CTG     13 

 

EW135Nu           51 AGCTCCCATTAGACTCGTGGATGGCCCCAACCACTGCGCGGGGCGTCTTG    100 

                     |    ||||||                                        

XM424435          14 A----CCATTA---------------------------------------     20 

 

EW135Nu          101 AGGTGCTTTGGAAACAGCAGTGGGGAACAGTGTGCGATGATAGCTGGGAC    150 

                             ||||.|||||                    ||.||||      

XM424435          21 --------TGGAGACAGC--------------------GACAGCT-----     37 

 

EW135Nu          151 ATATCTGATGCCACGGTTGTATGCAGGCAGCTGGACTGTGGGAAACCACT    200 

                       |||.||                          ||. |.||||||     

XM424435          38 --ATCAGA--------------------------ACA-TAGGAAAC----     54 

 

EW135Nu          201 GTCTGCTCCTGGTTCCGCTCATTTTGGTCAAGGAACTGGTCCTATCTGGC    250 

                                                  ||||.||.|             

XM424435          55 -----------------------------AAGGTACAG------------     63 

 

EW135Nu          251 TGGATGACATGAAATGCAATGGTACAGAAGTTGACCTTTCTGCATGCAGA    300 

                                       ||||   |||.|||.|..|.|          | 

XM424435          64 ------------------ATGG---AGAGGTTAAAGTCT----------A     82 

 

EW135Nu          301 ACCAGAACTTGGGGGGAGCATAACTGCAACCATGGAGAAGATGCAAGCGT    350 

                     |        |||..||| ||       |||||                   

XM424435          83 A--------TGGAAGGA-CA-------AACCA------------------     98 

 

EW135Nu          351 TGTGTGCTCAGGAAATAATAAAACAGTTCAACTGCGATTAGTGAATGGTA    400 

                                 |||||||||||.|||||||||||||||||||||||||| 

XM424435          99 ------------AAATAATAAAATAGTTCAACTGCGATTAGTGAATGGTA    136 

 

EW135Nu          401 CAGATCACTGCTCTGGGAGAGTGGAGGTGCTTTATGGCCAGCAATGGGGA    450 

                     ||.||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         137 CAAATCACTGCTCTGGGAGAGTGGAGGTGCTTTATGGCCAGCAATGGGGA    186 

 

EW135Nu          451 ACGGTCTGTGATGACAACTGGGATCTAATAGATGCTGAAGTTGTGTGCCG    500 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         187 ACGGTCTGTGATGACAACTGGGATCTAATAGATGCTGAAGTTGTGTGCCG    236 

 

EW135Nu          501 TCAGCTGGGCTGTGGGACAGCCCTATCTGCTGCTTCCTCAGCTTATTTTG    550 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||.|||.|||||||||| 

XM424435         237 TCAGCTGGGCTGTGGGACAGCCCTATCTGCTGCTTTCTCGGCTTATTTTG    286 

 

EW135Nu          551 GAAGAGGATCTGATCCCATTTGGCTTGATGATGTTATGTGTAAAGGAACT    600 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         287 GAAGAGGATCTGATCCCATTTGGCTTGATGATGTTATGTGTAAAGGAACT    336 

 

EW135Nu          601 GAAACTGCCCTGTCTGAATGCACTGCAAAACCTTGGGGAAAACATGACTG    650 

                     |||.|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         337 GAAGCTGCCCTGTCTGAATGCACTGCAAAACCTTGGGGAAAACATGACTG    386 
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EW135Nu          651 TGGGCATGGAGAAGACGCTGGTGTTGTATGCTCAGGTTTTGCAAAACCAG    700 

                     ||||||||||||||||||.||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         387 TGGGCATGGAGAAGACGCCGGTGTTGTATGCTCAGGTTTTGCAAAACCAG    436 

 

EW135Nu          701 CCCCACTCCGATTAGTGGATGGATCAACCCACTGCTCTGGGAGAATCGAG    750 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         437 CCCCACTCCGATTAGTGGATGGATCAACCCACTGCTCTGGGAGAATCGAG    486 

 

EW135Nu          751 GTGTTCTATGGCCAGCGCTGGGGAACTGTGTGTGACGACGGCTGGGACTT    800 

                     ||||||||||||||||.||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         487 GTGTTCTATGGCCAGCACTGGGGAACTGTGTGTGACGACGGCTGGGACTT    536 

 

EW135Nu          801 GGCCGATGCAGAAGTTGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGAAGGCCTTGT    850 

                     |||||||||||||||.|||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         537 GGCCGATGCAGAAGTCGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGAAGGCCTTGT    586 

 

EW135Nu          851 CAGCTCCCCATGGGGCTCACTTTGGGCAAGGATCTGACCCCATCTGGCTT    900 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         587 CAGCTCCCCATGGGGCTCACTTTGGGCAAGGATCTGACCCCATCTGGCTT    636 

 

EW135Nu          901 GATGATGTCAGCTGCACAGGGACTGAAGCTGGCCTCTCCACATGCAAAGC    950 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         637 GATGATGTCAGCTGCACAGGGACTGAAGCTGGCCTCTCCACATGCAAAGC    686 

 

EW135Nu          951 CAGTGCTTGGGGAAGCCATAACTGTGGGCATGGAGAAGATGCAGGCGTGG   1000 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         687 CAGTGCTTGGGGAAGCCATAACTGTGGGCATGGAGAAGATGCAGGCGTGG    736 

 

EW135Nu         1001 TGTGTGCAGGATTTGCTGAGCTTCTTCCAGTCCGGCTGGTGAATGGTTCC   1050 

                     ||||||||||                                         

XM424435         737 TGTGTGCAGG----------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1051 AATTTCTGCTCTGGAAGAGTCGAGGTGTTTCATGAGCAGCAATGGGGGAC   1100 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1101 CGTCTGTGATGACAGCTGGGATTTAACAGATGCTCAAGTGGTGTGCAGGC   1150 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1151 AGCTGGGCTGTGGGAAAGCAATCTCAACCCCTGGCTCTGCTCGGTTTGGA   1200 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1201 CAAGGAACTGGAACAATTTGGTTGGATGACATGAATTGTGCAGGATCTGA   1250 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1251 AACTGCCCTCACTGAGTGCCCAGCCAAGCCTTGGGGAGACCACAACTGCA   1300 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1301 ACCATGGAGAGGATGCTGGTGTGGTGTGCTCAGGTGCTGCTGAACCAGCT   1350 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1351 CCCATCCGGCTTGTGAATAGTCCGAGCCATTGTGCTGGGAGAGTCGAGGT   1400 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1401 GTTTCATGATCGTCAGTGGGGAACCGTATGTGATGACAACTGGGATAAAG   1450 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1451 CAGAAGCCAATGTTGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGGCAGCGCTATCA   1500 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1501 GCCCCTGGCTCAGCTCGCTTTGGACAAGGGTCTGACCCCATCTGGCTGGA   1550 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 
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EW135Nu         1551 TGATGTCAATTGTGTAGGGACAGAGGCTGCCCTCTCCCAGTGCCGGTTCC   1600 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1601 CAGGCTGGGGATCCCATAACTGCAAACACGGAGAAGATGCTGGTGTGGTG   1650 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1651 TGCTCAGACATACCAAGAGCTGTTCCACTGCGGTTAACAAATGGGCCGAG   1700 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1701 TCGCTGCAGTGGGAGAGTTGAAGTTTTTTACGGCCATCAGTGGGGAACCG   1750 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1751 TGTGTGATGACAACTGGGACATAAGTGATGCTGAAGTTGTTTGCCAGCAG   1800 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1801 CTGGGCTGTGGGAGGGCTCTATCCACTGCAACTTCGGCTTCTTTTGGAGA   1850 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1851 AGGGTCTGGCCCAATCTGGCTGGATGACGTGAATTGCACAGGAGCTGAAA   1900 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1901 CTAGCCTTTCCAAATGTGAGACCAGTCTGTGGGGAGCCCATAACTGTAAT   1950 

                                                                        

XM424435         747 --------------------------------------------------    746 

 

EW135Nu         1951 CATGGAGAAGATGCCGGTGTTGTGTGCTTGGGTGTTCCAGAACCAGCCCC   2000 

                                                     |||||||||||||||||| 

XM424435         747 --------------------------------TGTTCCAGAACCAGCCCC    764 

 

EW135Nu         2001 AGTCCGGCTGGTGAATGGTTCCAATTTCTGCTCTGGAAGAGTCGAGGTGT   2050 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         765 AGTCCGGCTGGTGAATGGTTCCAATTTCTGCTCTGGAAGAGTCGAGGTGT    814 

 

EW135Nu         2051 TTCATGAGCAGCAATGGGGGACCGTCTGTGATGACAGCTGGGATTTAACA   2100 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         815 TTCATGAGCAGCAATGGGGGACCGTCTGTGATGACAGCTGGGATTTAACA    864 

 

EW135Nu         2101 GATGCTCAAGTGGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGGAAGCAATCTCAAC   2150 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         865 GATGCTCAAGTGGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGGAAGCAATCTCAAC    914 

 

EW135Nu         2151 CCCTGGCTCTGCTCGGTTTGGACAAGGAACTGGAAAAATTTGGTTGGATG   2200 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         915 CCCTGGCTCTGCTCGGTTTGGACAAGGAACTGGAAAAATTTGGTTGGATG    964 

 

EW135Nu         2201 ACGTGAACTGTGCAGGATCTGAAACTGCCCTCACTGAGTGCCAAGTCAGG   2250 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435         965 ACGTGAACTGTGCAGGATCTGAAACTGCCCTCACTGAGTGCCAAGTCAGG   1014 

 

EW135Nu         2251 CCTTGGGGAGAACACAACTGTAACCATGGAGAGGATGCTGGTGTGGTGTG   2300 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435        1015 CCTTGGGGAGAACACAACTGTAACCATGGAGAGGATGCTGGTGTGGTGTG   1064 

 

EW135Nu         2301 CTCAGGTATTACAGAACCAGCTCCCATCCGGCTAGTGAACGGCCCAAATC   2350 

                     |||||||||||||.|||||||||||||||||||.|||||||||||||||| 

XM424435        1065 CTCAGGTATTACAAAACCAGCTCCCATCCGGCTTGTGAACGGCCCAAATC   1114 

 

EW135Nu         2351 TCTGCACTGGGAGAGTTGAGGTGTTTCATGACCATCAGTGGGGAACTGTG   2400 

                     ||||||||||||||||.||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435        1115 TCTGCACTGGGAGAGTCGAGGTGTTTCATGACCATCAGTGGGGAACTGTG   1164 

 

EW135Nu         2401 TGTGATGACAACTGGGATAAAGCAGACGCCAATGTTGTGTGCAGGCAGCT   2450 

                     ||||||||||||||||||||||||.|..|||||||||||||||||||||| 

XM424435        1165 TGTGATGACAACTGGGATAAAGCAAAACCCAATGTTGTGTGCAGGCAGCT   1214 
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EW135Nu         2451 GGGCTGTGGGGCAGCGCTATCAGCCCCTGGCTCAGCTCACTTTGGACAAG   2500 

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||||| 

XM424435        1215 GGGCTGTGGGGCAGCGCTATCAGCCCCTGGCTCAGCTCGCTTTGGACAAG   1264 

 

EW135Nu         2501 GGTCGGACCCCATCTGGATGGATGATGTCAGTTGTATAGGGACAGAGGCT   2550 

                     ||||.||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||.||||| 

XM424435        1265 GGTCTGACCCCATCTGGATGGATGATGTCAGTTGTGTAGGGACAAAGGCT   1314 

 

EW135Nu         2551 GCCCTCTCCCAGTGCCGGTTCCGGGGCTGGGGATCCCATAACTGCAAACA   2600 

                     ||||||||||||||||.||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435        1315 GCCCTCTCCCAGTGCCAGTTCCGGGGCTGGGGATCCCATAACTGCAAACA   1364 

 

EW135Nu         2601 CGGAGAAGATGCTGGTGTGGTGTGTTCAGGCACTGCAGAAGCGGCTCCTC   2650 

                     |||||||.|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435        1365 CGGAGAAAATGCTGGTGTGGTGTGTTCAGGCACTGCAGAAGCGGCTCCTC   1414 

 

EW135Nu         2651 TCCGGCTGGTGAATGGCCCTAGTCGCTGTGCTGGGAGAGTCGAGGTGCTT   2700 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435        1415 TCCGGCTGGTGAATGGCCCTAGTCGCTGTGCTGGGAGAGTCGAGGTGCTT   1464 

 

EW135Nu         2701 CACAGCCAGCAGTGGGGAACAGTGTGCGATGACAGCTGGGACCTGAGCGA   2750 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435        1465 CACAGCCAGCAGTGGGGAACAGTGTGCGATGACAGCTGGGACCTGAGCGA   1514 

 

EW135Nu         2751 TGCTGCAGTTGTGTGCCAGCAGCTGGGCTGTGGGACAGCCATGTCAGCCC   2800 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435        1515 TGCTGCAGTTGTGTGCCAGCAGCTGGGCTGTGGGACAGCCATGTCAGCCC   1564 

 

EW135Nu         2801 CAGGATCTGCTTATTTTGGGCAGGGCTACGGCCGTATCTGGCTGGATGAT   2850 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435        1565 CAGGATCTGCTTATTTTGGGCAGGGCTACGGCCGTATCTGGCTGGATGAT   1614 

 

EW135Nu         2851 GTGAAATGCTCCAGCAGGGAATCAGCCCTCTCCGAGTGTGCAGCAAGGCC   2900 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

XM424435        1615 GTGAAATGCTCCAGCAGGGAATCAGCCCTCTCCGAGTGTGCAGCAAGGCC   1664 

 

EW135Nu         2901 TTGGGGAGTCCATAACTGCAACCATGGAGAAGATGCAGGCGTCATATGCT   2950 

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||.|||||||||| 

XM424435        1665 TTGGGGAGTCCATAACTGCAACCATGGAGAAGATGCAGGAGTCATATGCT   1714 

 

EW135Nu         2951 CTGGTGGGATC---   2961 

                     |||||||||||    

XM424435        1715 CTGGTGGGATCTAA   1728 

 

 

 

Fig.3-18.Alignment of sequences of EW135 and XP_424435(XM_424435) 

 

a; alignment of amino acid sequences of EW135 and XP_424435 

b; alignment of nucleotide sequences of EW135 and XM_424435 

amino acid;amino acid of primer designed for internal region of EW135 

nucleotide;nucleotide of primer designed for internal region of EW135 

APIRLVNGPN; amino acid sequence of XP_424435 searched by N-terminal amino 

acid sequence of EW135 

APIRLVDGPN; N-terminal amino acid sequence of EW135 

This alignment was excuted by EMBOSS stretcher 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_stretcher/) 

 

 

 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_stretcher/
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Fig.3-19. Location of the EW135 gene and the EW135-related gene in 

NC_008466.2 

 

EW135 gene 

gggeg
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TGATCCTGTTTTTTGTTGGTGGTGGGTGATTGATTTTTTTCTCTTGTTGTTTGTTACTTTTTAATGCAGAAAATAAT

AAAATAGTTCAACTGCGATTAGTGAATGGTACAAATCACTGCTCTGGGAGAGTGGAGGTGCTTTATGGCCAGCAATG

GGGAACGGTCTGTGATGACAACTGGGATCTAATAGATGCTGAAGTTGTGTGCCGTCAGCTGGGCTGTGGGACAGCCC 

TATCTGCTGCTTTCTCGGCTTATTTTGGAAGAGGATCTGATCCCATTTGGCTTGATGATGTTATGTGTAAAGGAACT

GAAGCTGCCCTGTCTGAATGCACTGCAAAACCTTGGGGAAAACATGACTGTGGGCATGGAGAAGACGCCGGTGTTGT

ATGCTCAGGTAACTCTCATCCTACATAACACAAGTGAGTTTAGGGTAATGCTGTAGATGCTGTAGGGAGCTCTGTTC

CCTTTGGAGACAAGAAAACCCCAACACTCAAGAGAACCACAAGGTAAATGTGGTTTGTACTGCCATGGTCTTTTCTC

TATATTCTATATTAGTATTTTCTCTGTACTAAAAATTTTCCACTGCATAAGCCACTGGTAGAGCACTGCTGGTGCAG

GAATTATTTTTAGACTCCCAGGTCCTTGAAGACAACCAAAAGCCCAGTGTTCTCCCTACATGATTTATAAAGTCAAA

GAGTCATAGAATCACCAAGGTTAAAAAAGACCTACAACATCATCCAGTCCAACCATACACCTACCATCAATATTTCC

CAGAAAACCATATCCCTCAGTACAACATCTAAATGTTTCTGAAACATCTCCAGGGATGGTGATTCCACCACCTCCCT

GGGAAGCCTGTTCTAGCACCTAACCAGTCTTTCAAAAAATAAATTTTTCCTAATATCTGATCTGAACCTCCGCTAGC

ACAGCTTGAGGCCATTCCCTCTTTCCCTATCCTCACCACAACCTCGTTTCAGGGTGTTGTAGAGAGCGGTAAGGTCT

CCCCTGAACCTCCTCTTCTCCAGACTAAACACAGTTCTCTCAACCGCTTCCCATAACGTTTGTCCTCCAGACCCCTC

ACAGCTTCATTGCCCTTCTCTGGACATGCTCTGGGGCCTCAGTGTCTTTCTTGTAGTGAGGAGCCCAACACTGAACA

CAATACTCGAGGTGCAGCCTCACCAGGGCTGAGTACAGAGGGATGATCACGTCCCTGCTCCTTCTGGCAGTGCTATT

TCTGATGCAAGCCAGGATTCCGTTGGCTTTCTTGGCCACCTGGACATACTGCTGGCTCATGTTCAGCTAAGTGTTGA

CCAACACTACTAGGTCCATTTCCTCTACACAGTCTTCCATCCACTCTGCCCCAAGCCTGTAGCGTTGTCTAGGGTTG

TTGTGGCCAAAGTGCCAGACCCAGAACTTGGTCTTGTTGAACTTCATCCCACAGACCTCAACTCAACTATGCAGCCT

GTCTAGATCACTCTGTAGGACCTTCCTACCCAGATCCTCCTAGAAGCTACATTAAGGCACATACGAGATAAAGAGGT

GATCCGAAACAGCCAGCATGGCTGAAGGAAGACCTCCTTGAGAGCAGCCCTGTGGAGAAGGACTTGGGGGTCCTAGT

AGATGAGAAGCTGGACATGAGCCAGCAGCATGCACTGGCAGCCTGGAAGGTGAACTATGTTCTGGGCTCATTAAAAG

AGGAGTGGCCAGCAAGGAGAGGGAGGTGATTGTCCCCCTCTACTCAGCTCTTGTGAGGCCTCATCTGGAGTACTGTG

TCCAGGCCTGGGACCCCCAGTACAGGAAGGACGTGGAGCTCTTGGAGCGGGTCCAGAGGAGGGCCACTAAGATAATC

AGAGGCCTGGAGCACCTCTCCTATGAGGAAAGGTTGAGGGAACTGGGCTTGTTTAGTTTGAAGAAGAGAAGGCTCCG

GGGAGACCTCACTGTGGCCTTCCTGTACTTGAAGGGAGTGTATAAACAGGAAGGCAAGCGGCTGTTTACAAGGGTGG

ATAGTGATAGGAGAAGGGGGAATGGTTTTAAGCTGGGACAGGAGAGGATTAGGTTGGATATTAGGAAGAAGTTTTTC

ACACAGAGGGGGGTAACCCACTGGAACAGGTTGCCCAAGGAGGTTGTGGATGTCCCATCCCTGGACGCATTCAAAGG

CAAGCTGGATGTGGCTCTGGGCAGGCAGCCTGATCTAGTGGTTGGCAACCCTGCACATGGCAGGGGGATTTAAACTT

GATAATCATTATGGTCCTTTCCAACCCAGGCCGTTCTATGATGATTCTATGATACCCTCAGATATATTGGCACTTCC

CCCCAGCTTGGTGTCATTTGCAAACTTACTGAGAGCGTGCTCAATCGCCTCCTCCAGGTCACCAATAAAGATATTAA

ACAGGGCCAACCCCAATAGCAACCCATACCATCAGGGCCTGGTCCCCCAGTTGTCTCACTCAAGGTGATCTGTTCCA

TAAACTTTCCTGTCACTGAGGTCAGGCTTACAGGCCTGTAGTTCCCCAGATCCTCCTTACAATTCTTCTTGTAGATG

GGATTCATACTGGCAAGCCTCCAGTCCTCTGGGACCTCTCTGACTGACCAGGAATGGTGGTACGTAGTGGAGAGCAG

CTTGGGTCTCCAACATCTCCTTCAGCAGCCTGAGGTGGATCCCATCTGGTCCCATTGACTTGTGACAGTCCAGATGG

EW135D2 
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AGGGACAGCCCAGGAGAGAGATCTCTCCCACTTGAGATTCCCAATACTCCATCTGTCTGGCCAAGCAGAGGCTGCAT

ATTAACATAACCTGTTAGCAATTTGCAGGTGGGTCAGTGATTACCAATATGATGATTGCTTGGATGTCACCGTAGGG

AGAGGAGTGTATTACCCACTGCCTTTCCAGTAAAGAGGCACTAATAGGAGTATCAACTTCGTAGCCACATACAGAGG

ATCTCCAACCTCCCATCCCCCAGTCTTTGCATATGTCCAAGATTGCCCCATCCTAGCTGCCCAGTCAGACACTTGAT

CTTGTCCTTCATGCAGTTGGTGGTTGCTCTCTAATTTTACAGGACCTGTCTGTTAAGATTTCTGTGAGTCAACATGT

CCTCTTAGTTTAGTACCATCTGCAAACTCGGTGTGCATTCGAATCCTGCATCCAGATCATTAATGAAAGCACTTAAG

AGAACTGACCCCAAAATGCAACCTTTGGGAGCCTGAATAGTGATGCTGCTGAACATCTCCAACTGTGATGATGGAAA

AAGTGCTTGTGCTGCTCCCATGTGCAGTATTTTACCATGTCATAAAGGCACAGAATGAAAAACAGAAGTGAAACTCA

CTGTGTTCATTGACAAATGGAGAAAAGACAAGTCAGATTCTGCATGACATTCTTCCCTGGCCTTTATTTTTTTTTCC

TTCCTTTAGGTTTTGCAAAACCAGCCCCACTCCGATTAGTGGATGGATCAACCCACTGCTCTGGGAGAATCGAGGTG

TTCTATGGCCAGCACTGGGGAACTGTGTGTGACGACGGCTGGGACTTGGCCGATGCAGAAGTCGTGTGCAGGCAGCT

GGGCTGTGGGAAGGCCTTGTCAGCTCCCCATGGGGCTCACTTTGGGCAAGGATCTGACCCCATCTGGCTTGATGATG

TCAGCTGCACAGGGACTGAAGCTGGCCTCTCCACATGCAAAGCCAGTGCTTGGGGAAGCCATAACTGTGGGCATGGA

GAAGATGCAGGCGTGGTGTGTGCAGGTACCCTTAAAGCAATGAGCATTAAAGAATATACTATCTTGGGTCACGCTGG

GGCCCAGGTCCTTCAGCACTAATAGGTGCTTACAAAGAAAGCAGCACAGAGGGCTTCAAAATGATGNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

EW135D3 
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NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTAAGCACAAGTGCCTCTCTATGAATTCATCATTGTC

TTTTTGCAGCCAGTGAAGACTTTGCACACTCCATAGCAGAATCTTCTCCATCCTGATGACATTCTCTAAGCAGATTA

AAGAAAGGGCAACCCAGTAATGTTTATTTCCTTTCTATGACTACAGAAGGAAATGAGGATATTCAGTGGAGTAGTTA

AGGGGGGTTCCTTGCCAAAACAACTTGTTTTGTGTTGTCTAAGTTCTCAGAATCATAGAACAGCTTGGGTTGTCAGG
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AACCTCAAGGATCAACAAGTTTCAACTGCCCTGTCACAGGCAGATTTGTCAGTCACTAGATCAAATACTTGATCAGA

TAGCCTAGGGCCCCATTTAACCTGGTCTTTAACACATCCAGGGATGGGGCATCGACAAAAGCTCTGGGCAACCTGGT

CCAGCACCTCACCACTTTTAGCTAAAAACTTCCCCCTGACATTTTATCTAAATCTCCCTCCTCCGCTTTAAAGCCAC

TTTTTCTCTTCCTATCACTGTTTACCTGTGTAAAAAGTTGATTTCCTTCATGTTTTTAAATTCCCTTGAAATACTGG

AAAGCCACAGTGATATCTCCATGCCGTCTTCTCTTTTCCAGGCAGAATAAGCCCAGTTCCTTCAGCTTGTCTTCATA

GGAGAAATGCTCCAGCCCTCTAATCATCTTTGTGGCCCTCCTCTGGACCCTCTCCAAAAGCTCCACATCTTTCCTGT

GTTGGAGGCCTCAGACCAGGTCGCAGTACTCTTGCTGGGGACTCAGGAGGGCATAATAGAGGGGGCCGGTTACCTCC

TTCGCCCTCCTGGCCACCCCTCTTCTGATGGTGCACAGGATATCATTGGCTTTCCAGGATGCAAGCGCACCCTGCTG

GCTCATGTTAACTTTTTCACCTACCAGGACCCCTAAGTCCTTCTCAGCAGGGCTACTCACAAATTCTCCCAGTTTAC

ATACATAACTGGGATTACCTCAACCGAAATGCAAAACCTTGCACTTTTGTTTGTTGAACCTCACTATCTTCACAGGG

GCCCACCTTTTGTGTTGATCAAGGTCCCCCTGGATGGCATCCTCTCCTTCTGCTACATCAACCGCACCAATCAGCTT

GGTGTCATCAGCAAACTTGCTGAAGGTGCACTCAATCCCATCATCTATGTCACTGATCAAGATGTTAAAGAGTACTG

GACTCAAGACAGACCCCTGGGGACACCACTAGTTACCAGAATTCATCTGGACATAAAGCCATTGATCACAACCCTCT

GACTGTAACCATCCAACCAATTCCTTATCCACCAAATAGTCCACCCGTCAAATCCACATTTCTGCAATTTAGTGACA

TGGATGTGGTGGGGGACCATATCAAAAGCCTCGCAGAAATCCAGGCAGATTACATCAGTTGCCTTCCCTTTGTCCAC

AAATAACACAGAGACATCCTGTGACGTCCCATTCTATCTCTAATTGCAGATATGGAAGAGTGCCCCCCTCCCAGGAT

CCTATGTCAAGTCTGCCAGGCTCATTGGATGTCTGGGATGCACCAGGCATCTCAAATGGCAATAGGTACCAATGCAC

AGGAAAGTAAATGAGCCACTGAAAGCTGAAGTCTGGTTGAGGACAATTGTACCCCAGTTTTCTATCCACATTCCTGG

CTAGTGCCTTTTTCCTTGGGCAGTGGAGTTACCTGCATTCGCTGCCTGGGCACCACTATCTTCCTGGTAAAAGGAAG

AGAGAAGAAGGCTTCAATCACCTCATGTTTGGGAGTGAAAGCCAACAGTATATCTATTTTCCTTAGTTTGGACCAGC

ATTACTTGTTGACCCTTGGGTCATGTGTGAGGAAAAGCAATAGGATTGAACCTTCTTCTTGATGCTTGTCCCTGGAT

GTCATTACTAAACTAACCAGTGCACACAATGTTTCTTGACGTGCCTAGAAGGAATGTCTTTGCTAAAATAACTTGCC

TGCTCATTCCTTTGTGCTTCAGGTGTTCCAGAACCAGCCCCAGTCCGGCTGGTGAATGGTTCCAATTTCTGCTCTGG

AAGAGTCGAGGTGTTTCATGAGCAGCAATGGGGGACCGTCTGTGATGACAGCTGGGATTTAACAGATGCTCAAGTGG

TGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGGAAGCAATCTCAACCCCTGGCTCTGCTCGGTTTGGACAAGGAACTGGAAAAATT

TGGTTGGATGACGTGAACTGTGCAGGATCTGAAACTGCCCTCACTGAGTGCCAAGTCAGGCCTTGGGGAGAACACAA

CTGTAACCATGGAGAGGATGCTGGTGTGGTGTGCTCAGGTACGGTTAATTCACATAATCACAGACGTCCAGAGGGTG

GAAGGGACCTCTGGAGATTCCCCTGCTAGTGTTTTCCCACAGTAGATTGCACAGGAAAGCATCCAGGAAGGTTTTGA

ATATCTCCAGAGAAGGAGACTCCACAACCCTTCTAGGCAGCTTGTTCCAGCGCTCGGTCATGCTCACACTAAAGAAG

TTCTATCACATGTTCCGATGGAACTGACTGGGTTCCAGTTGGTGCCCATTGCCCCTTTTTCTGTTGCTAGGCACGAC

CTAAAAGAGCCTGGTCCCAACCACTGAAACCTGTTCATTAGATATTTAGAAGTGTTGATAAGAATCCCCCTCAGCCT

TCTCCACGCCATGCTGAACAAGCCCAACTCCCTCAGTCTGTCTCCATAGGAGAGGTGCTCCAGCTCTATGAGCAGCT

TCATGTCCTCCTGGAAATGCTCCAAAAGCTCCACATCCTTCTTGTGTTGAGGGACCCAGGCCTGGAAGCAGTACTGC

AGACGGAGGGGGGCCAATCCCTTGTTAAGCTATTCACCCAGCAGAACCCCCAAGTCCTTCTCTGCAGCCCTGTTCTC

AATGAGTTTTTCTCCCAGTCTGTATGCATATCAGGGATTACTCCAACCCAAGTACAACACCCTGCACTTGGCCTAGG

TGATCCTAATTTGGTTCCTGTAGCTTGTCCATGTCCCTGGGATTTCTTGTGTTTTGTGGATTTCTCCTTGTGTTTGT

EW135D7 
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GTAATTGCGATCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCTGCCAGGTATTACAAAACCAGCTCCCATCCGGCT

TGTGAACGGCCCAAATCTCTGCACTGGGAGAGTCGAGGTGTTTCATGACCATCAGTGGGGAACTGTGTGTGATGACA

ACTGGGATAAAGCAAAACCCAATGTTGTGTGCAGGCAGCTGGGCTGTGGGGCAGCGCTATCAGCCCCTGGCTCAGCT

CGCTTTGGACAAGGGTCTGACCCCATCTGGATGGATGATGTCAGTTGTGTAGGGACAAAGGCTGCCCTCTCCCAGTG

CCAGTTCCGGGGCTGGGGATCCCATAACTGCAAACACGGAGAAAATGCTGGTGTGGTGTGTTCAGGTAACTCCTGCC

TATTTCTCGGTCTCAGAAGTGTTGGGAAACACGGAAAAATGATTTTCAGCCTCAGTAGAAGGTCTTCCGTGAGCTCA

GGCTGCTCCAAATGTCTGCTGTCAGTCACTGTGGTCTATTCAGCAGAGTTTAGGGTTCTGATGCAGGGCATTTATGT

GTGCATTTCTCATTTTATCTTGCTTCATGTGCAGGCACTGCAGAAGCGGCTCCTCTCCGGCTGGTGAATGGCCCTAG

TCGCTGTGCTGGGAGAGTCGAGGTGCTTCACAGCCAGCAGTGGGGAACAGTGTGCGATGACAGCTGGGACCTGAGCG

ATGCTGCAGTTGTGTGCCAGCAGCTGGGCTGTGGGACAGCCATGTCAGCCCCAGGATCTGCTTATTTTGGGCAGGGC

TACGGCCGTATCTGGCTGGATGATGTGAAATGCTCCAGCAGGGAATCAGCCCTCTCCGAGTGTGCAGCAAGGCCTTG

GGGAGTCCATAACTGCAACCATGGAGAAGATGCAGGAGTCATATGCTCTGGTAACCTTCATGCATGACCTGCCCTGC

AAGGCATTTGTAGCAACTAAGCCTCTAATCTGGGTTTTGGGGCTGGTGGCTCTTCATCCTTTCCCA 
 

 

 

 

Fig.3-20. EW135-related gene in NC_008466.2 

 

Putative exon-intron structure of EW135-related gene in NC_008466.2. 

Nucleotides of exon-intron boundaries (AG and GT) are underlined. Putative 

exons are in blue. EW135D2, EW135D3, EW135D7, EW135D8, EW135D9 represent 

that the base sequences of the corresponding putative exon are very similar 

or identical to the base sequences coding for second,third, seventh, eighth 

and nineth SRCR domain of EW135, respectively.  
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EW135R           ----------------------------------------------------------NN 

XP_424435        MEGGFQIEGRSQGCGDFSNTMPLGCMSCFLPAVFSVTNMRFILLPCLWASLAGVLLAENN 

** 

 

EW135R          KIVQLRLVNGTNHCSGRVEVLYGQQWGTVCDDNWDLIDAEVVCRQLGCGTALSAAFSAYF 

XP_424435        KIVQLRLVNGTNHCSGRVEVLYGQQWGTVCDDNWDLIDAEVVCRQLGCGTALSAAFSAYF 

************************************************************ 

 

EW135R           GRGSDPIWLDDVMCKGTEAALSECTAKPWGKHDCGHGEDAGVVCSGFAKPAPLRLVDGST 

XP_424435        GRGSDPIWLDDVMCKGTEAALSECTAKPWGKHDCGHGEDAGVVCSGFAKPAPLRLVDGST 

************************************************************ 

 

EW135R           HCSGRIEVFYGQHWGTVCDDGWDLADAEVVCRQLGCGKALSAPHGAHFGQGSDPIWLDDV 

XP_424435        HCSGRIEVFYGQHWGTVCDDGWDLADAEVVCRQLGCGKALSAPHGAHFGQGSDPIWLDDV 

************************************************************ 

 

EW135R           SCTGTEAGLSTCKASAWGSHNCGHGEDAGVVCAGVPEPAPVRLVNGSNFCSGRVEVFHEQ 

XP_424435        SCTGTEAGLSTCKASAWGSHNCGHGEDAGVVCAGVPEPAPVRLVNGSNFCSGRVEVFHEQ 

************************************************************ 

 

EW135R           QWGTVCDDSWDLTDAQVVCRQLGCGEAISTPGSARFGQGTGKIWLDDVNCAGSETALTEC 

XP_424435        QWGTVCDDSWDLTDAQVVCRQLGCGEAISTPGSARFGQGTGKIWLDDVNCAGSETALTEC 

************************************************************ 

 

EW135R           QVRPWGEHNCNHGEDAGVVCSGITKPAPIRLVNGPNLCTGRVEVFHDHQWGTVCDDNWDK 

XP_424435        QVRPWGEHNCNHGEDAGVVCSGITKPAPIRLVNGPNLCTGRVEVFHDHQWGTVCDDNWDK 

************************************************************ 

 

EW135R           AKPNVVCRQLGCGAALSAPGSARFGQGSDPIWMDDVSCVGTKAALSQCQFRGWGSHNCKH 

XP_424435        AKPNVVCRQLGCGAALSAPGSARFGQGSDPIWMDDVSCVGTKAALSQCQFRGWGSHNCKH 

************************************************************ 

 

EW135R           GENAGVVCSGTAEAAPLRLVNGPSRCAGRVEVLHSQQWGTVCDDSWDLSDAAVVCQQLGC 

XP_424435        GENAGVVCSGTAEAAPLRLVNGPSRCAGRVEVLHSQQWGTVCDDSWDLSDAAVVCQQLGC 

************************************************************ 

 

    EW135R           GTAMSAPGSAYFGQGYGRIWLDDVKCSSRESALSECAARPWGVHNCNHGEDAGVICS-- 

   XP_424435        GTAMSAPGSAYFGQGYGRIWLDDVKCSSRESALSECAARPWGVHNCNHGEDAGVICSGG                                              

                      ********************************************************* 

 

 

Fig.3-21.Alignment of the amino acid sequence of XP_424435 and reduced 
amino acid sequence of joined five exons of EW135-related gene (EW135R)   
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第四章  EW135 の機能 

 

要約 

バッチ法で検討したところ、EW135はプロテイン A-Sepharoseに結合した。更

に、ELISA 法で検討したところ、EW135 は Ca2+存在下、黄色ブドウ球菌とその構

成成分であるプロテイン A に結合性を示した。一方、EDTA 存在下、EW135 はい

ずれにも結合しなかった。グループ B SRCR ドメインスーパーファミリーのメン

バーには DMBT1/gp340/SAG のように、Ca2+依存的に細菌に結合するタンパク質が

あり、パターン認識分子として自然免疫に働いている。従って、EW135 も同様に

パターン認識分子として卵の生体防御に働いている可能性が推定される。 

 

4.1  序論 

第二章で述べたように、EW135は卵白中では単量体として存在するが、条件に

よっては、Ca2+依存的に EW135 同士が Ca2+依存的に複合体を形成する可能性が推

定された。また、第三章で述べたように、EW135 は 9 個の SRCR ドメインがタン

デムに並んだ構造をしているグループ B SRCR ドメインスーパーファミリーに属

する新規タンパク質であることが分かった。このスーパーファミリーのメンバ

－のタンパク質は一般的に SRCR ドメインのタンデムリピートが特徴であるが、

SRCRドメインの他に、Clr/Cls UegfBamp 1 (CUB)ドメイン ,a zona pellucida(ZP)

ドメインなどを持つタンパク質もある。SRCR ドメインを持つタンパク質の機能

は 多 様 で あ り 、 CD6 、 ALCAM (Bowen et al. 1996) 、 CD163 、 

hemoglobin-haptoglobin complex (Kristiansen et al. 2001)はタンパク質 - タ

ンパク質相互作用を媒介することができる。また CD5,CD6, SPα/AIM、CD163な

どは病原体関連分子パターン（PAMPs）を認識するパターン認識分子である 
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(Sarrias et al. 2005, 2007; Fabriek et al. 2009; Vera et al. 2009)。SRCR-SF

は膜結合型と分泌型が存在し、自然免疫と獲得免疫の両方の免疫の調節に関与

している。本研究では、 黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)およびその

構成成分であるプロテイン Aに対する EW135 の結合性について検討した。 

 

4.2  材料と方法 

  

4.2.1  試薬 

黄色ブドウ球菌(11SN020)は女子栄養大学の高橋信二教授より供与された。 

以下に挙げる試薬類は括弧内のメーカーのものを使用した。 

プロテイン A-Sepharose（GE Healthcare Life Science）、Tris aminomethane 

(Sigma Aldrich),  TMB; 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (Promega),  

HRP 標識プロテイン A; horseradish peroxidase conjugated-recombinant 

protein A (Thermo Scientific), Starting blockTM(Thermo Fisher Scientific),  

Avidin-biotin-peroxidase 複 合 体 (Vector Laboratories), ABTS; 

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)(Invitrogen), 

HRP標識抗ウサギ IgG (Jackson Immuno Research Laboratories),  

一般試薬は和光純薬工業のものを使用した。 

 

4.2.2  EW135 とプロテイン A Sepharose の結合性の検討 

TBS-Ca (50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl2, pH 7.8)で希釈した EW135

とプロテイン A-Sepharose をコニカルチューブ内で混合し、ローテーターを用

いて 4℃で 1時間反応させた。遠心（4℃、1,400×ｇ、5分間）後、上清を回収

した。沈殿物には SDS-PAGE用のサンプル緩衝液（2-メルカプトエタノ-ル含有）
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を添加、遠心（4℃、1,400×ｇ、5分間）後、上清を回収した。上清と沈殿につ

いて SDS-PAGEを行った。 

 

4.2.3  ELISA による EW135 とプロテイン A の Ca2+依存的結合性の検討 

EW135を TBS-Ca (50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl2, pH 7.8)で希釈

してマイクロプレートに 4℃で一晩コ－トした。Starting block 300 μl を添

加し 37℃で 2時間ブロッキングを行った。その後、0.1% Tween 20を含む TBS-Ca-T

または TBS-EDTA-T (50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl,10 mM EDTA, 0.1 % Tween 20, 

pH 7.8)で洗浄した。ウェルの洗浄後、それぞれの緩衝液で希釈した HRP標識プ

ロテイン Aを添加し、37℃で１時間インキュベートした。その後、TMBを添加し

発色させた。HCl を添加し反応を停止後、マイクロプレ－トリ－ダ－(BIO RAD)

を用いて 450 nmにおける吸光度を測定した。 

 

4.2.4  黄色ブドウ球菌のホルマリン処理法 

4 mlの LB培地入り L字管に黄色ブドウ球菌を加え、37℃で一晩培養した。 

600 nm における培養液の吸光度を測定後、新たなコニカルチューブに培養後の

２ mlの黄色ブドウ球菌を加え、さらに 4 ml の PBSを加えた。遠心（4℃、1,400

×ｇ、10 分間）して得られた沈殿に 4 ml の PBS を添加、遠心して黄色ブドウ

球菌を洗浄した。その後、沈殿に 4 mlの 0.5% ホルマリン(in PBS)を添加した。

室温で 1 時間インキュベーション後、遠心（4℃、1,400×ｇ、10 分間）して沈

殿に 4 ml の PBS を添加、遠心操作により 3 回洗浄後、沈殿に 4 ml の PBS を加

え、吸光度を測定した。 

 

4.2.5  ELISA による EW135 と黄色ブドウ球菌の結合性検討 
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PBS で５倍 希釈したホルマリン処理の黄色ブドウ球菌をマイクロプレート

に 4℃で一晩コ－トした。反応後、コ－ト液を捨て 300μl の VBSG（0.1% 

gelatin,0.02% NaN3, 10mM barbital,145mM NaCl, pH7.4）を添加し、37℃で 2

時間ブロッキングを行った。その後, TBS-Ca-T(50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 

２mM CaCl2, 0.1% Tween 20, pH 7.5)または TBS-EDTA-T(50mM Tris-HCl, 150mM 

NaCl, 10mM EDTA,0.1% Tween 20, pH 7.5)でウェルを洗浄した。それぞれの緩

衝液で希釈した EW135(1μg/ml)を添加し、37℃で１時間インキュベートした。

それぞれの緩衝液でウェルを洗浄した後、それぞれの緩衝液で 100 倍希釈した

100 μl のビオチン標識 抗 EW135 抗体を添加し、37℃で１時間インキュベート

した。ウェルを洗浄した後、それぞれの緩衝液で 100 倍希釈した 100 μl の

Avidin-biotin-peroxidase 複合体を添加し、37℃で１時間インキュベートした。

ウェルをそれぞれの緩衝液と TBS-Ca または TBS-EDTAで順次洗浄した後、0.1 M 

クエン酸緩衝液(pH 4.3) に ABTS と過酸化水素を混合した液を添加し、発色さ

せた。マイクロプレ－トリ－ダ－(BIO RAD)を用いて 415 nm における吸光度を

測定した。 
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4.3  結果 

 

4.3.1  EW135 とプロテイン A-Sepharose の結合性 

カルシウム入り緩衝液で希釈した EW135 とプロテイン A-Sepharose のゲルを

バッチ法での反応後、上清と沈殿を SDS-PAGE で解析した結果、上清には EW135

が検出されず、沈殿に EW135 が検出された。これは EW135 とプロテイン

A-Sepharoseが結合したことを示している（Fig.4-1）。 

 

4.3.2  EW135 とプロテイン Aの結合性 

マイクロプレートウェルにコートした EW135 に TBS-Ca または TBS-EDTA で希

釈した HRP 標識プロテイン A を添加してインキュベート後、その結合量を測定

した。 Fig.4-2 に示すように、Tris-Ca 希釈の HRP 標識プロテイン A は EW135

に結合したが、Tris-EDTA希釈の HRP標識プロテイン Aは EW135に結合しなかっ

た。これにより、EW135は Ca2+依存的にプロテイン Aに結合することが分かった。 

 

4.3.3  EW135 と黄色ブドウ球菌の結合性 

マイクロプレートにコートしたホルマリン処理の黄色ブドウ球菌に Ca2+また

は EDTA を含む Tris-HCl 緩衝液で希釈した EW135 を反応させ、黄色ブドウ球菌

に結合した EW135量をビオチン標識 抗 EW135 抗体を用いて測定した。 Fig.4-3

に示すように、Tris-Caで希釈した EW135が高い値を示し、その値は EW135の濃

度依存的であった。この結果、EW135は黄色ブドウ球菌と Ca2+依存的に結合する

ことが分かった。 
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Fig.4-1 Binding of EW135 and protein A-Sepharose 

 

EW135 diluted with buffer containing Ca2+ was incubated with protein A- 

Sepharose gels. After centrifugation, the supernatant and precipitates 

were subjected to SDS-PAGE (10% gel) under reducing conditions followed 

by staining with Coomassie Brilliant Blue. 

 

M: Molecular weight marker   P: EW135  

1: supernatant                  2: precipitates 
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Fig.4-2  Binding of EW135 and protein A  

 

EW135 coated on the microplate wells was incubated with horseradish 

peroxidase conjugated-protein A (HRP-protein A) diluted with either TBS-Ca 

or TBS-EDTA. After incubation, the binding levels of HRP-protein A to EW135 

were determined. * P＜0.05 (n＝3). 
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Fig.4-3. Binding of EW135 and S.aureus 

 

EW135 in Tris-HCl buffer containing either Ca2+ or EDTA was incubated with 

formalin-treated S.aureus. After incubation, the binding levels of EW135 

to S.aureus were measured using biotin-labeled anti-EW135 and the 

avidin-biotin-peroxidase complex. * P＜0.05 (n＝3). 
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4.4 考察 

 

EW135は Ca2+依存的に黄色ブドウ球菌と結合し、黄色ブドウ球菌細胞壁プロテ

インであるプロテイン Aとも結合することが明らかになった。この結果は、EW135

は黄色ブドウ球菌表面の成分の中で、少なくともプロテイン A に結合すること

を示している。グループ B SRCR ドメインスーパーファミリーに属する

CD5,CD6,SPα/AIM、CD163、DMBT1/gp340/SAG などは病原体の持つ PAMPs に結合

するパターン認識分子であり、自然免疫に働いている。EW135が黄色ブドウ球菌

とその成分のプロテイン A に結合することから EW135 もパターン認識分子とし

て卵の生体防御に働いている可能性が高い。 

 EW135は黄色ブドウ球菌やプロテイン Aとの結合に Ca2+を必要とする。２章で

述べたように、EW135 同士の結合も Ca2+依存的である。グループ B SRCR ドメイ

ンスーパーファミリーで Ca2+依存的に細菌などに結合性を示すタンパク質には

CD163 と DMBT1/gp340/SAGがある。 

 CD163 はパターン認識受容体としてグラム陽性菌およびグラム陰性菌に結合

する (Fabriek et al. 2009)。結合部位は第二の SRCR ドメインの ペプチド

GRIEIKFQGRW にマッピングされている。CD163 は hemoglobin-haptoglobin 

complexにも Ca2+依存的に結合する(Madsen et al. 2004)。  

 DMBT1/gp340/SAG は Streptococcus mutants(Ericson and Rundegren. 1983 ) 

E.coli,Lactobacilluscasei,Helicobacterpylori,S.aureus,S.pneumoniae,Hae

mophilus,influenza(Prakobphol et al. 2000;Bikker et al. 2002;Madsen et al. 

2003)などを含む多数のグラム陽性菌およびグラム陰性菌に Ca2+依存的に結合す

る。DMBT1/gp340/SAG の SRCRドメインに存在する 11アミノ酸から成るペプチド
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（GRVEVLYRGSW）が細菌との Ca2+依存的な結合部位であることが報告されている

(Bikker et al. 2002)。このペプチドは 8つの SRCRドメインに存在し、複数の

結合部位で細菌を凝集できる。DMBT1/gp340/SAG は Human immunodeficiency 

virus typeⅠ(HIV-Ⅰ)のエンベロープの gp120 と Ca2+依存的に結合し、HIV-Ⅰ感

染を阻害する(Wu et al. 2003)。また、DMBT1/gp340/SAG は SP-D,SP-A と Ca2+

依存的に結合し、肺の粘膜の防御に関わる(Ligtenberg et al. 2001; Hartshorn 

et al. 2003)。 EW135 にも CD163 と DMBT1/gp340/SAG が持つ GRxExxxxxxW の

モチーフが全ての SRCR ドメインに存在する。EW135 と黄色ブドウ球菌やプロテ

イン Aとの結合にもこのモチーフが重要と推定される。 

 第二章で示したように、EW135 同士が Ca2+依存的に結合する。この論文では示

していないが、2.2.9 の方法に従い、0.5 M NaClを含む Tris-HCl(pH 7.8)によ

り可溶化して得られた EW135は Ca2+存在下プロテイン Aに結合しなかった。従っ

て、EW135上の EW135 同士の結合部位はプロテイン Aとの結合部位と同じである

可能性が考えられる。第二章において、EW135 の第 1の精製方法では、精製の過

程で PEG沈殿を行うが、EW135はもともと卵白内では Ca2+依存的な EW135同士の

複合体は存在しておらず、この操作により EW135 同士が複合体を結合したもの

と考えられる。 

 EW135 は黄色ブドウ球菌以外の細菌にも結合することが他研究機関の研究で

明らかにされている（未発表）。EW135 が細菌に結合することは、EW135 が静菌

的な抗菌活性により卵の生体防御に働いている可能性を示唆している。今後、

抗菌活性を含め、EW135 のより詳細な機能の解明が期待される。 
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第五章  総括 

 

本研究では、ニワトリ卵白中の新規タンパク質 EW135 の構造と機能を明らかに

した。 

 第二章では、EW135の精製を行った。希釈卵白液を出発材料にして、PEG沈殿

とイオン交換クロマトグラフィーにより EW135 を単離した。この精製の途中で

PEG 沈殿を溶かした液を静置すると、新たに沈殿が生じ、これに EDTA を添加す

ると上清に EW135が回収された。このことから、EW135は沈殿物中で卵白成分と

結合しており、EDTA により遊離したと考えられた。このことは、沈殿を高濃度

の NaCl水溶液により溶解して得られた上清を用いた ELISAによりに確かめられ

た。EW135を含む当該の上清を Ca2+存在下 ELISA プレートにコート後、EDTA処理

すると EW135が一部遊離した。EW135が Ca2+依存的に結合している成分が何であ

るかは、抗 EW135 抗体-Sepharose カラムを用いた実験により明らかになった。

上記の上清を Ca2+存在下、このカラムに添加し、その後 EDTA を含む緩衝液を流

すと EW135が溶出したことから、EW135同士が Ca2+依存的に複合体を形成してい

ることが分かった。更に、希釈卵白液を Ca2+存在下、抗 EW135 抗体-Sepharose

カラムに添加後、EDTA を含む緩衝液を流しても EW135 の溶出が確認されなかっ

たことから、EW135 は卵白中では EW135同士が Ca2+依存的に複合体を形成して存

在しているのではなく、上述の精製過程の PEG 処理やその後の静置の段階で

EW135同士が会合したものと推定された。 

 第三章では、EW135 の構造解析を行った。精製 EW135の部分アミノ酸配列の解

析により、EW135 がグループ B SRCR ドメインスーパーファミリーに属するタン

パク質である可能性が高いことが分かったが、cDNA クローニングを行い、全ア
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ミノ酸配列を推定した結果、そのことを実証した。EW135 はグループ B SRCR ド

メインのみが 9回タンデムリピートしたユニークな構造を持つことが分かった。

EW135遺伝子のエクソン-イントロン構造の解析によって、グループ B SRCRドメ

インスーパーファミリーに一般的に見られるように、1 つのエクソンが 1 つの

SRCRドメインをコードしていることも明らかになった。RT-PCRの結果から、調

べた 11 種類の組織の中では、EW135 は輸卵管のみで発現することが分かった

(Fig.3-16A)。また、RT-PCRの結果からは、EW135に類似構造のタンパク質が肝

臓で発現する可能性も分かった(Fig.3-16B,C,D)。 

 第四章では、EW135 の機能について検討した。その結果、EW135 は黄色ブドウ

球菌とその構成成分であるプロテイン A に Ca2+依存的に結合することが明らか

になった。 

オボアルブミンやリゾチームなどのニワトリ卵白タンパク質が単離され構造

と機能が研究されていたが、本研究により、単離・同定されたニワトリ卵白タ

ンパク質として新たに EW135 が加わることになる。網羅的なプロテオーム解析

により新たなニワトリ卵白タンパク質の存在が報告されてきたが、実際に卵白

から新規タンパク質を単離・同定した例は最近では無い。従って、ニワトリの

卵白研究における本研究の意義は大きいと考える。また、EW135がグループ Bの

SRCR ドメインスーパーファミリーに属する新規タンパク質であることを明らか

にしたことも科学的に重要なことと考える。従来、ニワトリにおいて、このス

ーパーファミリーに属するタンパク質として報告されているのは血清中の 18-B

のみであった。従って、 EW135は 2番目の報告になる。グループ B の SRCRドメ

インスーパーファミリーのタンパク質は主に生体防御に働いているが、EW135に

も黄色ブドウ球菌に対する結合性があることから、卵の中でパターン認識分子

として生体防御に関与した機能が推定される。18-B はニワトリ血清中でヘモグ
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ロビン結合タンパク質として働いている。18-B に生体防御の機能があるかは不

明である。本研究から、EW135に構造類似のタンパク質が肝臓で作られている可

能性が分かったが、もしそうであるならば、このタンパク質は血清中に分泌さ

れるであろう。その機能は生体防御の可能性が推定される。今後、この可能性

を検討することにより、ニワトリにおけるグループ Bの SRCRドメインスーパー

ファミリータンパク質の研究が進展することが期待される。以上のように、本

研究は免疫や SRCRドメインスーパーファミリーの研究において新たな展開をも

たらすと考える。EW135 が生体防御の機能を有しているならば、医薬品としての

応用が期待できる。黄色ブドウ球菌は膿瘍等の様々な表皮感染症や食中毒、肺

炎、髄膜炎、敗血症等の起因菌でもある。プロテイン A は黄色ブドウ球菌の細

胞壁に存在するタンパク質であり、抗体（免疫グロブリン）の Fc 領域に結合す

る性質を持ち、これにより抗体の持つ生物活性を抑制することで菌が免疫系に

よって排除されることを防ぐ働きがある。この研究により、EW135 はプロテイン

A と黄色ブドウ球菌との結合性が明らかとなった。EW135が黄色ブドウ球菌に対

して殺菌作用を持っているのかは不明であるが、少なくとも、プロテイン A と

結合してプロテイン A が持つ抗体の生物活性を阻害する可能性は考えられる。

また黄色ブドウ球菌と結合してその働きを静菌的に阻害する可能性も考えられ

る。このように、本研究は EW135 の実用的な応用につながることも期待される。 
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