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특허청구의 범위

청구항 1 

집 먼지 진드기 유래의 자연발생적 흡입 알레르겐의 돌연변이체인 재조합 알레르겐으로, 상기 돌연변이체 알레

르겐은 상기 자연발생적 흡입 알레르겐의 IgE 결합 능력과 비교하여 돌연변이된 알레르겐의 특이적 IgE 결합 능

력을 감소시키는 돌연변이들을 포함하고, 여기서, 각 돌연변이는 하나의 표면-노출된 아미노산 잔기를 다른 잔

기로 치환한 것으로, 이는 상기 자연발생적 흡입 알레르겐이 기원하는 분류학적인 종 내의 어떠한 알려진 상동

성 단백질의 아미노산 서열의 동일한 위치에서도 발생하지 않고, 상기 돌연변이체는 서로 15Å 이상의 간격으로

떨어진 4개 이상의 돌연변이들을 포함하고, 그리고 800Å
2
의 면적을 갖는 하나 이상의 원형 표면 영역은 돌연변

이를 포함하지 않는 방식으로 상기 돌연변이들이 배열되는 것인 재조합 알레르겐.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 돌연변이들은 20Å, 바람직하기는 25Å 그리고 가장 바람직하기는 30Å의 간격으로 떨어

져 있는 것인 재조합 알레르겐.

청구항 3 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 각각이 상기 자연발생적인 흡입 알레르겐의 결합 능력과 비교하여 돌연변이된 알

레르겐의 특이적 IgE 결합 능력을 감소시키는 다수의 추가 돌연변이들을 포함하고, 여기서 각각의 추가 돌연변

이는 하나의 표면-노출된 아미노산 잔기를 다른 잔기로 치환한 것으로, 이는 상기 자연발생적인 흡입 알레르겐

이 기원하는 분류학적인 종 내의 어떠한 알려진 상동성 단백질의 아미노산 서열의 동일한 위치에서도 발생하지

않고, 상기 추가 돌연변이들은 상기 원형 표면 영역 외부에 배열되는 것인 재조합 알레르겐.

청구항 4 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 자연발생적인 흡입 알레르겐에서 치환되는 표면-노출된 아미노산들 중 하나

이상은 20%보다 큰 용매 접근성을 갖는 재조합 알레르겐.

청구항 5 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 자연발생적인 흡입 알레르겐에서 치환되는 표면-노출된 아미노산들 중 하나

이상은 상기 자연발생적인 흡입 알레르겐이 기원한 종 내의 모든 알려진 상동성 단백질에서 70%를 넘는 동일성

을 가지고 보존되는 재조합 알레르겐.

청구항 6 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 자연발생적 흡입 알레르겐과 본질적으로 동일한 α-탄소 골격의 삼차 구조

를 갖는 재조합 알레르겐.

청구항 7 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 돌연변이체 알레르겐으로 병합되는 각각의 아미노산 잔기는 상기 자연발생

적 흡입 알레르겐이 기원하는 분류학적인 속 내의 어떠한 알려진 상동성 단백질의 아미노산 서열의 같은 위치에

서도 발생하지 않는 것인 재조합 알레르겐.

청구항 8 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 돌연변이된 알레르겐에 대한 특이적 IgE 결합은 5% 이상 감소되는 것을 특

징으로 하는 재조합 알레르겐.

청구항 9 

제 6항에 있어서, 상기 돌연변이체와 상기 자연발생적 흡입 알레르겐 분자의 α-탄소 골격의 삼차 구조를 비교

할 때, 원자 좌표의 평균적 제곱근평균제곱 편차는 2Å 미만인 것을 특징으로 하는 재조합 알레르겐.

청구항 10 
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제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 원형 표면 영역은 15-25개의 아미노산 잔기들의 원자들을 포함하는 것을 특

징으로 하는 재조합 알레르겐.

청구항 11 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 표면-노출된 아미노산 잔기들은 용매 접근성에 대해서 평가되고, 더 큰 용

매 접근성을 갖는 아미노산 중 하나 이상의 아미노산이 치환되는 것을 특징으로 하는 재조합 알레르겐.

청구항 12 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 표면-노출된 아미노산 잔기들은 상기 자연발생적 흡입 알레르겐이 기원한

종 내의 모든 알려진 상동성 단백질들에서 보존 정도에 대하여 평가되고, 더 높은 보존 정도를 갖는 아미노산

중 하나 이상의 아미노산이 치환되는 것을 특징으로 하는 재조합 알레르겐.

청구항 13 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 돌연변이체 알레르겐은 비-자연발생적 흡입 알레르겐인 재조합 알레르겐.

청구항 14 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 5 내지 20개의 돌연변이를 포함하는 재조합 알레르겐.

청구항 15 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 돌연변이체 알레르겐은 서로 15Å 이상의 간격으로 떨어져 있는, 돌연변이

당 1개 내지 4개의 추가 돌연변이를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 알레르겐.

청구항 16 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 치환 중 하나 이상은 부위-특이적 돌연변이유발에 의하여 행하여지는 것을

특징으로 하는 재조합 알레르겐.

청구항 17 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 치환 중 하나 이상은 DNA 셔플링에 의하여 행하여지는 것을 특징으로 하는

재조합 알레르겐.

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 
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삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 재조합 알레르겐은 Dermatophagoides에서 기원한 진드기 알레르겐의 돌연변이체

인 것을 특징으로 하는 재조합 알레르겐.

청구항 27 

제 26항에 있어서, 재조합 알레르겐은 Der p 1 또는 Der p 2의 돌연변이체인 것을 특징으로 하는 재조합 알레르

겐.

청구항 28 

제 27항에 있어서, 재조합 알레르겐은 Der p 2의 돌연변이체이고, 그리고

R-128, D-129, H-11, H-30, S-1, K-77, Y-75, R-31, K-82, K-6, K-96, K-48, K-55, K-89, Q-85, W-92, I-97,

H-22, V-65, S-24, H-74, K-126, L-61, P-26, N-93, D-64, I-28, K-14, K-100, E-62, I-127, E-102, E-25, P-

66, D-114, L-17, G-60, P-95, E-53, V-81, K-51, N-103, Q-2, N-46, E-42, T-91, D-87, N-10, M-111, C-8,

H-124, I-68, P-79, K-109, K-15 및 K-6로부터 선택된 하나 이상의 돌연변이를 포함하는 것을 특징으로 하는 재

조합 알레르겐.

청구항 29 

제 28항에 있어서, 재조합 알레르겐은 다음의 돌연변이체로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 재조합 알레르겐:

돌연변이체 1: K15E, S24N, H30G, K48A, E62S, K77N, K82N, K100N;

돌연변이체 2: K15E, S24N, H30G, K48A, E62S, K77N, K82N, R128Q;

돌연변이체 3: K15E, S24N, H30G, K48A, K77N, K82N, K100N, R128Q;

돌연변이체 4: K15E, S24N, H30G, E62S, K77N, K82N, K100N, R128Q;

돌연변이체 5: K15E, H30G, K48A, E62S, K77N, K82N, K100N, R128Q;

돌연변이체 6: S24N, H30G, K48A, E62S, K77N, K82N, K100N, R128Q;

돌연변이체 7: K15E, S24N, R31S, K48A, E62S, H74N, K82N, K100N;

돌연변이체 8: K15E, S24N, R31S, K48A, E62S, H74N, K82N, R128Q;

돌연변이체 9: K15E, S24N, R31S, K48A, H74N, K82N, K100N, R128Q;

돌연변이체 10: K15E, S24N, R31S, E62S, H74N, K82N, K100N, R128Q;

돌연변이체 11: K15E, R31S, K48A, E62S, H74N, K82N, K100N, R128Q;

돌연변이체 12: S24N, R31S, K48A, E62S, H74N, K82N, K100N, R128Q; 및

돌연변이체 13: K6A, K15E, H30N, E62S, H74N, K82N.

청구항 30 

제 27항에 있어서, 재조합 알레르겐은 E13, P24, R20, Y50, S67, R78, R99, Q109, R128, R156, R161, P167 및

W192로부터 선택되는 하나 이상의 돌연변이체를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 알레르겐.

청구항 31 

제 30항에 있어서, 재조합 알레르겐은 다음의 돌연변이체로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 재조합 알레르겐:
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돌연변이체 1: P24T, Y50V, R78E, R99Q, R156Q, R161E, P167T;

돌연변이체 2: P24T, Y50V, R78Q, R99E, R156E, R161Q, P167T;

돌연변이체 3: R20E, Y50V, R78Q, R99Q, R156E, R161E, P167T;

돌연변이체 4: R20Q, Y50V, R78E, R99E, R156Q, R161Q, P167T;

돌연변이체 5: P24T, Y50V, S67N, R99E, R156Q, R161Q, P167T;

돌연변이체 6: R20E, Y50V, S67N, R99E, R156Q, R161E, P167T;

돌연변이체 7: R20Q, Y50V, S67N, R99Q, R156E, R161E, P167T;

돌연변이체 8: E13S, P24T, Y50V, R78E, R99Q, Q109D, R128E, R156Q, R161E, P167T;

돌연변이체 9: E13S, P24T, Y50V, R78Q, R99E, Q109D, R128Q, R156E, R161Q, P167T;

돌연변이체 10: E13S, P24T, Y50V, R78E, R99Q, Q109D, R128E, R156Q, R161E, P167T, W192F; 및

돌연변이체 11: E13S, P24T, Y50V, R78Q, R99E, Q109D, R128Q, R156E, R161Q, P167T, W192F.

청구항 32 

제 27항 내지 제 31항 중 어느 하나의 항에 따른 재조합 알레르겐을 코드하는 DNA 서열.

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 약제로서 사용하기 위한 재조합 알레르겐.

청구항 36 

알레르기의 예방 또는 치료를 위한, 제 1항 또는 제 2항에 따른 재조합 알레르겐을 포함하는 약제.

청구항 37 

제 1항 또는 제 2항에 따른 2 이상의 재조합 돌연변이체 알레르겐 변이체들을 포함하는 조성물로, 각각의 변이

체는 하나 이상의 나머지 변이체들에는 부재인 돌연변이를 하나 이상 갖는 것으로 정의되고, 각각의 변이체의

경우 각각의 부재인 돌연변이로부터 반경 15Å내에는 추가 돌연변이가 존재하지 않는 것인 조성물.

청구항 38 

제 37항에 있어서, 2개 내지 12개의 변이체를 포함하는 조성물.

청구항 39 

제 37항에 있어서, 알레르기의 예방 또는 치료를 위한 약제로서 사용하기 위한 조성물.

청구항 40 

알레르기의 예방 또는 치료를 위한 제 37항에 따른 조성물을 포함하는 약제.

청구항 41 

제 1항 또는 제 2항에 따른 재조합 알레르겐, 또는 제 37항에 따른 조성물과, 임의 성분인 약학적으로 허용가능

한 담체, 부형제, 보조제, 또는 이들의 혼합물을 포함하는 것을 특징으로 하는 알레르기의 예방 또는 치료를 위

한 약제학적 조성물.
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청구항 42 

제 41항에 있어서, 상기 약제학적인 조성물은 알레르기 환자에게서 자연발생적인 흡입 알레르겐에 의해 유발된

알레르기 반응에 대한 백신의 형태인 것을 특징으로 하는 약제학적 조성물.

청구항 43 

제 1항 또는 제 2항에 따른 재조합 알레르겐을 포함하는, 개체에서 면역 반응을 일으키기 위한 약제.

청구항 44 

제 1항 또는 제 2항에 따른 재조합 알레르겐을 포함하는, 개체의 백신화용 또는 치료용 약제.

청구항 45 

제 1항 또는 제 2항에 따른 재조합 알레르겐, 또는 제 37항에 따른 조성물과 약제학적으로 허용가능한 물질, 부

형제, 또는 이들의 혼합물을 혼합하는 단계를 포함하는 제 41항에 따른 약제학적 조성물의 제조방법.

청구항 46 

제 45항에 따른 방법에 의하여 얻을 수 있는 알레르기의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 47 

제 1항 또는 제 2항에 따른 재조합 알레르겐을 포함하는, 개체의 알레르기 반응을 치료, 예방 또는 경감하기 위

한 약제.

청구항 48 

제 1항 또는 제 2항에 따른 재조합 알레르겐의 제조방법으로,

a) 자연발생적 흡입 알레르겐에서, 20% 이상의 용매 접근성을 갖는 다수의 아미노산 잔기를 동정하고;  

b) 각각의 선택된 아미노산이 각각의 다른 선택된 아미노산으로부터 15Å 이상의 간격으로 떨어지고, 그리고 상

기 선택된 아미노산이 800Å
2
의 면적을 갖는 하나 이상의 원형 표면 영역이 선택된 아미노산을 포함하지 않도록

배열되는 식으로 상기 동정된 아미노산 잔기 중 4개 이상을 선택하고; 그리고

c) 상기 선택된 아미노산 각각에 상기 자연발생적인 흡입 알레르겐의 결합 능력과 비교하여 돌연변이된 알레르

겐의 특이적 IgE 결합 능력을 감소시키는 돌연변이를 일으키고, 여기에서 각각의 돌연변이는 선택된 아미노산

잔기를 다른 아미노산으로 치환한 것으로, 이 치환이 상기 자연발생적인 흡입 알레르겐이 기원한 분류학적인 종

내에서 어떠한 알려진 상동성 단백질의 아미노산 서열에서도 같은 위치에서는 발생하지 않는 것을 특징으로 하

는 제조방법.

청구항 49 

제 48항에 있어서, 상기 동정된 아미노산 잔기들을 용매 접근성에 대해서 평가하고, 더 큰 용매 접근성을 갖는

아미노산 중 하나 이상의 아미노산을 치환하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 50 

제 48항에 있어서, 상기 자연발생적 흡입 알레르겐이 기원한 종 내의 모든 알려진 상동성 단백질에서 70%보다

높은 동일성으로 보존되는, 동정된 아미노산 잔기들을 선택하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 51 

제 50항에 있어서, 상기 동정된 아미노산 잔기들을 상기 자연발생적인 흡입 알레르겐이 기원한 종 내의 모든 알

려진 상동성 단백질에서 보존성 정도에 따라 평가하고, 더 높은 보존성을 갖는 아미노산들 중의 하나 이상의 아

미노산을 치환하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 52 

- 7 -

등록특허 10-0919914



제 48항에 있어서, 상기 자연발생적인 흡입 알레르겐과 본질적으로 동일한 α-탄소 골격의 3차 구조를 갖는 돌

연변이체 알레르겐을 형성하기 위하여 동정된 아미노산들을 선택하는 것을 포함하는 방법.

청구항 53 

제 48항에 있어서, 상기 아미노산 잔기들의 치환은 부위-특이적 돌연변이유발에 의해 수행되는 것을 특징으로

하는 방법.

청구항 54 

제 1항 또는 제 2항에 따른 재조합 알레르겐의 제조방법으로, 상기 알레르겐은 상응하는 자연발생적인 흡입 알

레르겐을 코드화하는 DNA의 DNA 셔플링(분자 육종)에 의하여 얻어진 DNA 서열로부터 생산되는 것을 특징으로 하

는 방법.

청구항 55 

제 1항 또는 제 2항에 따른 재조합 알레르겐을 코드화하는 DNA 서열.

청구항 56 

삭제

청구항 57 

제 55항에 있어서, 서열번호 SEQ ID No: 3의 유도체 또는 SEQ ID No: 1의 유도체인 DNA 서열.

청구항 58 

제 55항에 있어서, 서열번호 SEQ ID No: 4의 유도체인 DNA 서열.

청구항 59 

삭제

청구항 60 

제 55항에 있어서, 상기 서열은 도 16에 도시된 서열의 유도체이고, 상기 DNA 서열은 

으로 이루어진 군으로부터 선택된 4개 이상의 돌연변이를 갖는 알레르겐을 코드화하도록 돌연변이된 것인 DNA

서열.

청구항 61 

제 55항에 따른 DNA를 포함하는 발현 벡터.
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청구항 62 

제 61항의 발현 벡터를 포함하는 숙주 세포.

청구항 63 

제 62항에 따른 숙주 세포를 배양하는 단계를 포함하는 재조합 돌연변이체 알레르겐의 제조방법.

청구항 64 

자연발생적인 흡입 알레르겐에 특이적인 T 세포 클론 또는 T 세포계를 자극할 수 있는 하나 이상의 T 세포 에피

토프를 포함하는, 제 1항 또는 제 2항에 따른 재조합 알레르겐 또는 제 55항에 따른 DNA 서열에 의하여 코드화

된 재조합 알레르겐.

청구항 65 

제 1항 또는 제 2항에 따른 재조합 돌연변이체 알레르겐, 또는 제 37항에 따른 조성물을 사용하여 개체의 치료

의 타당성, 안정성 또는 결과를 평가하기 위한 진단적 검사법으로, 개체의 IgE 함유 샘플을 상기 돌연변이체 또

는 상기 조성물과 혼합하고, 상기 샘플 중의 IgE와 상기 돌연변이체 사이의 반응 수준을 평가하는 것으로 이루

어지는 진단적 검사법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 자연발생적 알레르겐의 돌연변이체인 신규한 재조합 알레르겐에 관한 것이다. 또한 본 발명은 신규한<1>

재조합 돌연변이체 알레르겐들의 혼합물을 포함하는 조성물에 관한 것이다. 나아가, 본 발명은 백신을 포함한

재조합 돌연변이체 알레르겐을 포함하는 약학적 조성물 뿐만 아니라 그러한 재조합 돌연변이체 알레르겐을 제조

하는 방법에 관한 것이다. 추가적 구현예에서, 본 발명은 본 발명에 의한 조성물을 제조하는 공정, 뿐만 아니라

개체에 대하여 면역 반응을 일으키는 방법, 백신화 방법, 또는 개체에 대한 치료 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

유전적 소인을 가진 사람들은 각종 환경적 원인으로부터 유래하는 항원에 대하여, 개인들이 노출되는 알레르겐<2>

에 대하여 민감하게 감작한다(알레르기 반응을 일으킨다). 알레르기 반응은 이미 감작된(sensitised) 개인이 같

거나 또는 상동성 알레르겐에 재노출될 때 일어난다. 알레르기 반응의 범위는 예를 들어 꿀벌 또는 말벌 등의

침 또는 벌레물림에 대한 반응으로, 고초열(hay fever), 비도관염(rhinoconductivitis), 비염, 및 천식으로부터

전신과민증 및 사망에까지 이른다.  반응은 즉각적이며, 울혈, 나무, 잡초, 벌레, 음식, 약물, 화학약품, 및 향

수로부터 유래하는 화합물과 같은 각종 아토피성 알레르겐에 의하여 야기된다.

그러나, 그 반응은 개인이 처음으로 알레르겐에 노출되었을 때는 일어나지 않는다. 초기 적응 반응은 시간이 걸<3>

리며, 통상적으로 아무런 증상을 일으키지 않는다. 하지만 알레르겐과 반응할 수 있는 항체 및 T 세포가 생산되

었을 때, 그 후의 어떤 노출에 대해서도 증상을 일으킬 수 있다. 따라서 알레르기 반응은 면역 반응 그 자체가

생명을 위협할 수 있는 심각한 병적 상태를 일으킬 수 있다는 것을 보여준다.

아토피성 알레르겐에 관여하는 항체는 원래 IgE 종의 면역 글로블린에 속한다. IgE는 마스트 세포(mast cell)<4>

및 호염기성구(basophils)의 표면에 있는 특이적 수용체에 결합한다. 마스트 세포에 결합한 IgE와 특이적 알레

르겐의 복합체 형성에 이어서, 세포 표면 상에서의 수용체 교차결합(cross-linking)은 수용체를 통한 신호전달

및  대상  세포의  생리적  반응을  생성한다.  탈과립(degranulation)은  히스타민,  헤파린,  호산성  백혈구

(eosinophilic leukocyte)를 위한 주화성 인자, 류코트리엔(leucotriene) C4, D4, 및 E4 등이 방출되게 하며,

이는 기관지 평활근 세포의 연장된 수축을 일으킨다. 결과적 효과는 사실상 전신성 또는 국소성일 수 있다. 

항체-매개 과민감성 반응(antibody-mediated hypersensity reaction)은 4가지 유형, 즉 Ⅰ형, Ⅱ형, Ⅲ형 및<5>

Ⅳ형으로 나눌 수 있다. Ⅰ형 알레르기 반응은 항원 노출 후 수초 내지 수분 내에 일어나는 고전적인 즉각적 과

민감성 반응이다. 이들 증상은 알레르겐 특이적 IgE에 의하여 매개된다.

통상적으로 알레르기 반응은 꽃가루, 집 먼지 진드기, 동물의 털 및 비듬, 독, 및 식품 등에 존재하는 단백질<6>
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알레르겐에 대한 반응으로 관찰된다. 

알레르기 반응을 감소 또는 제거하기 위해서, 잘 조절되고 반복된 알레르기 백신의 투여가 통상 사용된다. 알레<7>

르기 백신화는 전통적으로 적당히 오랜 기간 동안 투여량을 늘리면서 비경구적, 비강내(intranasal), 또는 설하

(sublingual) 투여에 의하여 행하여져서, 개체의 탈감작(desensitisation)을 생성한다. 정확한 면역학적 기작은

알려지지 않았으나, 알레르겐 특이적 T 세포 표현형에서의 유도된 차이가 특히 중요하다고 생각된다.

알레르기 백신화<8>

백신화(vaccination)의 개념은 면역계의 2가지 기본적 특징, 즉 특이성 (specificity) 및 기억화(memory)에 기<9>

초한다. 백신화가 수용자의 면역 시스템을 준비시켜서, 비슷한 단백질에 반복적으로 노출될때 면역 시스템은 미

생물 감염 등의 도전에 더욱 격렬하게 반응할 수 있을 것이다. 백신은 수용자에서 이러한 방어적 면역 반응을

일으키기 위한 목적으로 백신화에 사용되도록 의도된 단백질들의 혼합물이다. 방어는 백신 및 상동적 항원에 존

재하는 성분들만을 포함할 것이다. 

다른 형태의 백신화와 비교하여, 알레르기 백신화는 알레르기 환자에게 진행중인 면역 반응이 존재하므로 복잡<10>

하다. 이 면역 반응은 알레르겐에 노출된 후, 알레르기 증상의 발현을 매개하는 알레르겐 특이적 IgE의 존재를

특징으로 한다. 따라서, 천연의 알레르겐을 사용하는 알레르기 백신화는 궁극적으로 환자의 생명을 위협하는 부

작용이라는 내재적 위험을 가진다. 

이 문제를 피하기 위한 접근은 세가지 카테고리로 나눌 수 있다. 실제로 1 이상의 카테고리로부터 나온 수단들<11>

이 종종 결합된다. 첫번째 카테고리의 수단은 실질적 축적량에 이르게 하기 위한, 장기간 동안 소량을 수회 투

여하는 것을 포함한다. 두번째 카테고리의 수단은 수산화알루미늄과 같은 겔 물질 속으로의 알레르겐의 병합에

의한 알레르겐의 물리적 변형을 포함한다. 수산화알루미늄 제제는 보조제 효과, 및 활성적 알레르겐 성분의 조

직내 농축을 감소하는 느린 알레르겐 방출의 축적질(depot) 효과를 가진다. 세번째 카테고리의 수단은 예를 들

면, IgE 결합과 같은, 알레르기유발(allergenicity)을 감소시키기 위한 알레르겐의 화학적 변형을 포함한다. 

성공적인 알레르기 백신화 이면의 구체적 기작은 아직 논쟁 중이다. 그러나, T 세포가 면역 반응의 전체적 조절<12>

에  중요한  역할을  한다는  것에는  의견이  일치한다.  최근의  의견  일치에  의하면,  두가지  극단적인  T  세포

표현형, Th1과 Th2 간의 관계가 개인의 알레르기 상태를 결정한다. 알레르겐에 의하여 자극된 후, Th1 세포는

인터페론-γ에 의하여 우세화된(dominated) 인터로킨을 방출하여 방어적 면역작용을 유도하며, 이때 개체는 건

강하다. 반면에 Th2 세포는 IgE 합성 및 호산성구를 유도하는 인터로킨 4 및 5를 우세하게 분비하며, 이때 개체

는 알레르기를 일으킨다. 생체외(in vitro) 연구는, 관련된 T 세포 에피토프들을 포함한 알레르겐 유래 펩티드

의 공격에 의하여, 알레르겐 특이적 T 세포의 반응이 변화할 가능성을 보여준다. 그러므로, 새로운 알레르기 백

신에 대한 최근의 연구는 크게는 T 세포의 어드레싱(addressing)에 기초를 두고 있으며, 이는 T 세포를 침묵화

하거나(아네르기 유도), 또는 Th2 표현형으로부터 Th1 표현형으로 반응을 변화시키는 것을 목적으로 한다. 

항체 결합 에피토프 (B 세포 에피토프)<13>

Fab-항원  복합체에  대한  X선  결정학적(crystallography)  분석은  항체-결합  에피토프(antibody  binding<14>

epitopes)에 대한 이해를 증가시킨다. 이런 형태의 분석에 의하면, 항체 결합 에피토프는 15-25개의 아미노산

잔기로부터의 원자들을 포함하는 항원 표면의 일부로 정의되며, 이는 항체의 원자로부터 직접적 상호작용을 가

능하게 하는 거리 내에 있다. 항원-항체 상호작용의 친화성은 반데르발스 결합, 수소 결합 또는 이온 결합 단독

에 의해 부여된 엔탈피로부터 예측할 수 없다. 계면으로부터의 거의 완전한 물 분자의 제거와 관련된 엔트로피

는 크기면에서 유사한 에너지 기여를 나타낸다. 이것은 상호작용을 하는 분자들의 윤곽 간의 완벽한 일치가 항

원-항체 고친화성 상호작용의 기초가 되는 중요한 인자라는 것을 의미한다. 

WO 97/30150(참고 1)에서, 단백질 분자가 모 단백질에 비하여 아미노산 서열에 특이적 돌연변이의 분포를 가진<15>

한 군의 단백질 분자가 청구보호되었다. 상세한 설명로부터, 본 발명은 모 단백질에 비하여 변형되었으나, 모

단백질(자연발생적 알레르겐)과 같은 방식으로 받아들여지고, 소화되며, T세포에 제시되는(presented) 유사체를

생산하는 것과 관계된다고 보인다. 그것에 의하여 변형된(modified) T 세포 반응이 얻어진다. 변형된 단백질들

의 라이브러리는 PM(Parsimonious mutagenesis)이라고 명명된 기술을 사용하여 제조되었다.

WO 92/02621(참고 2)에서, 재조합 DNA 분자를 기술하는데, 상기 분자는 Fagales 목(目) 계통의 나무 알레르겐의<16>

적어도 하나의 에피토프를 갖는 폴리펩티드를 코드화(encoding)하는 DNA를 포함하며, 상기 알레르겐은 Aln g 1,

Cor a 1, 및 Bet v 1으로부터 선택된다. 상기 발명에서 기술된 재조합 물질들 모두는, 자연 발생적 알레르겐의
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서열에 상응하는 아미노산 서열 또는 아미노산 서열의 일부를 가진다. 

WO 90/11293(참고 3)은 단리된 두드러기쑥(ragweed) 꽃가루의 알레르겐 펩티드 및, 변형된 두드러기쑥 꽃가루의<17>

펩티드에 관한 것이다. 상기 발명에서 밝혀진 폴리펩티드는 자연발생적 알레르겐 또는 자연발생적인 그의 아이

소폼(isoform)의 서열 중 하나에 상응하는 아미노산 서열을 갖는다.

알레르겐의 화학적 변형<18>

알레르겐의 화학적 변형을 위한 몇가지 접근이 시도되어왔다. 70년대 초반의 접근은 폴리머에 대한 알레르겐의<19>

화학적 결합(coupling), 및 포름 알데히드 등을 사용하여 소위 '알레르고이드(allergoids)'를 생성하는 알레르

겐들의 화학적 교차결합을 포함한다. 이들 접근의 이론적 근거는 화학적 리간드의 부착에 의하여 IgE-결합 에피

토프를 임의적으로 파괴하여 IgE-결합을 감소시키는 반면, 그 복합체의 증가된 분자량에 의하여 면역성은 보유

하는 것이다. '알레르고이드' 생산의 내재적 단점은 화학적 교차 결합 과정을 조절하는 어려움, 및 생성되는 고

분자량 복합체의 표준화 및 그 분석의 어려움과 관계된다. '알레르고이드'는 최근 임상적으로 사용되며, IgE-결

합 에피토프의 임의적 파괴 때문에 전통적인 백신과 비교하여 더 높은 투여량이 투여될 수 있으나, 안정성 및

효능의 매개변수는 전통적 백신의 사용에 비하여 개선되지 않았다. 

알레르겐의 화학적 변형에 대한 보다 최근의 연구는 본질적 치료 대상이 알레르겐 특이적 T세포라고 추정하고,<20>

알레르겐의 3차 구조를 전체적으로 붕괴시켜, IgE-결합을 제거하는 것을 목적으로 한다. 그러한 백신은 최소한

의 T세포 에피토프를 나타내는 알레르겐 서열 유래의 합성 펩티드, 연결된 T세포 에피토프를 나타내는 더 긴 펩

티드, 면역우위(immunodominant) T세포 에피토프의 영역을 나타내는 더 긴 알레르겐 유래의 합성 펩티드, 또는

재조합 기술에 의하여 두 개의 반쪽으로 잘리는 알레르겐 물질을 포함한다. 이 원리에 기초한 다른 접근은 '저

IgE 결합(low IgE binding)' 재조합 아이소폼의 사용을 제안하여 왔다. 최근 천연적 알레르겐은 이소알레르겐

(isoallergen) 및 그들의 아미노산이 대략 25%까지 치환된 변이체(variants)를 포함하는 이종체들인 것이 명백

해졌다. 일부 재조합 이소알레르겐은 아마도 비가역적 변성, 및 나아가 3차 구조의 전체적 붕괴 때문에 IgE 결

합에 덜 효율적이라는 것이 발견되었다. 

생체외 돌연변이유발 및 알레르기 백신화<21>

생체외 부위-특이적 돌연변이유발(site-directed mutagenesis)에 의하여 알레르기 발생을 감소하기 위한 시도들<22>

이, Der f 2(Takai et al, 참고 4), Der p 2(Smith et al, 참고 5), 39 kDa Dermatophagoides farinae 알레르

겐(Aki et al, 참고 6), 벌 독 포스포리파제 A2(Forster et al, 참고 7), Ara h 1(Burks et al, 참고 8), Ara

h 2(Stanley et al, 참고 9), Bet v 1(Ferreira et al, 참고 10 및 11), 자작나무 프로필린(Wiedemann et al,

참고 12) 및 Ory s 1(Alvarez et al, 참고 13)를 포함하는 각종의 알레르겐을 사용하여 실시되어 왔다. 

이들 접근의 이론적 근거는 재조합 돌연변이체 알레르겐의 3차 구조의 붕괴에 의한 IgE 결합의 감소 및 제거에<23>

의하여 IgE 매개 부작용의 위험을 줄이는 동시에, 알레르겐 특이적 T세포를 다시 어드레싱하는 것이다. 이들 접

근 이면의 이론적 근거는 우세한 IgE 결합 에피토프의 개념을 포함하지 않고, 또한 B 세포 및 항체 생산에 관여

하는 새로운 방어적 면역 반응이 개시된다는 개념도 포함하지 않는다. 

Ferreira  등(참고  11)에  의한  논문은  IgE  결합을  감소시키기  위한  부위-특이적  돌연변이유발의  사용을<24>

기술한다. Bet v 1의 3차원 구조가 논문에 언급되지만, 저자들은 돌연변이를 위해 용매에 노출된 아미노산 잔기

의 예측을 위하여 상기 구조를 사용하지 않고, 그들의 반은 낮은 정도의 용매 노출을 가진다. 저자들은 오히려

본 논문에서 설명된 보존된 표면 영역의 동정에 기초한 구조의 개념과는 다른, 단백질에서의 기능성 잔기의 예

측을 위하여 개발된 방법을 사용한다. 저자들이 α-탄소 골격 3차 구조의 보존에 대하여 논의하고 있기는 하지

만, 이 개념은 치료적 전략의 일부가 아니라, 단지 생체외 IgE 결합을 측정하기 위하여 포함된다. 나아가, 제시

된 증거들은 CD-스펙트럼의 정상화가 일부 샘플에서의 변성을 평가하는 것을 방해하므로 적당하지 않으며, 이것

은 통상적인 문제이다. 기술된 치료적 전략은 알레르겐 특이적 T 세포에 대한 내성을 유도하는 것을 목적으로

하며, 새로운 면역 반응의 개시는 언급되지 않는다. 

Wiedemann 등(참고 12)에 의한 논문은 모노클로날 항체 에피토프의 특성화를 위한 부위-특이적 돌연변이유발 및<25>

펩티드 합성의 용도를 기술한다. 저자들은 항원의 3차 구조에 대한 지식을 가지며, 그들은 돌연변이를 위해 표

면-노출된 아미노산을 선별하는데 이 지식을 사용하였다. 사용된 알고리즘은 상동의 서열들과 다른 아미노산들

이 선별되기 때문에, 본 발명자들에 의하여 명시된 것과 반대라고 말할 수 있다. 본 연구는 표면에 노출된 아미

노산의 치환이 모노클로날 항체의 결합 특성을 변형시킬 수 있는 능력을 가진다는 것을 입증하며, 이는 통상의

지식을 고려할 때 놀라운 일이 아니다. 명시된 실험들은 알레르기 개체의 혈청 IgE와 같은 폴리클로날 항체의
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결합에서 변화를 평가하도록 고안되지 않았다. 포함된 실험 중의 하나는 혈청 IgE를 사용하며, 이들 실험이 양

적 평가를 위하여 적합하지는 않지만 IgE 결합이 실행된 돌연변이에 의하여 영향을 받는 것 같지는 않다. 

Smith 등에 의한 논문(참고 5)은 모노클로날 항체 에피토프의 맵핑 (mapping) 및 IgE 결합의 감소를 위한 부위-<26>

특이적 돌연변이유발의 용도를 명시한다. 저자들은 3차 구조에 대한 지식이 없고, α-탄소 골격의 3차 구조의

보존을 평가하기 위한 시도를 하지 않았다. 사용된 알고리즘은 돌연변이를 위하여 선별된 아미노산이 실질적으

로 분자 표면에 노출되었는지를 확신시키지 못한다. 기술된 돌연변이체 중 오직 하나만이 IgE 결합에서의 실질

적인 감소를 유도한다. 이 돌연변이체는 테스트한 모든 항원에 대한 결합이 부족하며, 이는 3차 구조가 붕괴된

것을 나타낸다. 저자들은 치료적 전략에 한정하지 않고, 새로운 면역 반응의 개시를 언급하지 않았다.

 Colombo 등(참고 14)에 의한 논문은 부위-특이적 돌연변이유발 및 펩티드 합성을 사용한 IgE 결합 에피토프 연<27>

구에 대하여 기술한다. 저자들은 분자 표면상의 에피토프의 존재를 입증하기 위하여 상동적 단백질의 결정 구조

에 기초한 3차원 컴퓨터 모델 구조를 사용한다. 1차 구조의 상동성을 보이는 다른 알레르겐 상의 에피토프의 추

가적 존재는 에피토프를 나타내는 합성 펩티드를 사용하여 설명된다. 치료적 전략은 단량체 IgE 결합 에피토프

를 나타내는 이 합성 펩티드를 사용하는 치료에 기초한다. 새로운 방어적 면역 반응을 개시하는 치료적 개념 뿐

만 아니라 상동적 알레르겐 간의 보존된 표면 영역 또한 언급되지 않았다. 

Spangfort  등에 의한 논문(참고 15)은 다수의 자작나무 알레르겐의 3차원 구조 및 보존된 표면-노출된 패치<28>

(patch)에 대하여 기술한다. 논문은 주요한 IgE 결합 에피토프 또는 부위-특이적 돌연변이유발 중 어느 것에 대

해서도 언급하지 않았고, 이들 중 어느 것도 치료적 적용은 설명하지 않는다. 

상기의 어느 연구들에서도 IgE 결합은 α-탄소 골격의 3차 구조를 보존하면서 표면에 노출된 아미노산을 치환함<29>

에 의하여 감소하지 않는다. 상기 언급된 접근들의 근본적 원리는 우세한 IgE 결합 에피토프의 개념을 포함하지

않으며, 새로운 방어적 면역 반응을 개시하는 치료적 개념을 포함하지 않는다. 

WO 99/47680에서는 알레르겐의 α-탄소 골격 3차 구조를 유지하면서, 인공적인 아미노산 치환을 제한된 주요 위<30>

치로 도입하는 것을 공개하였다. 특히 WO 99/47680에서는 자연발생적 알레르겐으로부터 유래된 비자연발생적 돌

연변이체인 재조합 알레르겐을 공개하였고, 상기에서 B 세포 에피토프의 표면-노출되고 보존된 적어도 하나의

아미노산 잔기는 상기 자연발생적 알레르겐이 기원한 분류학적 목 내에서 공지된 어떤 상동성 단백질의 아미노

산 서열의 같은 위치에서도 발생하지 않는 다른 잔기로 치환되며, 상기 돌연변이체 알레르겐은 본질적으로 상기

자연발생적 알레르겐과 같은 α-탄소 골격의 3차 구조를 가지며, 상기 자연 발생적 알레르겐으로의 결합에 비하

여 돌연변이된 알레르겐에 대한 특이적 IgE 결합이 감소된다.

WO 99/47680에서 공개된 재조합 알레르겐은 a) 상기 자연발생적 알레르겐이 유래하는 분류학적 목 내의 모든 공<31>

지된 상동 단백질들에서 70% 이상의 동일성을 갖도록 보존된 자연 발생적 알레르겐에서의 아미노산 서열을 동정

하고, b) 적어도 20%의 용매 접근성을 갖는 것으로 정의하여, 알레르겐 분자의 3차원 표면의 적어도 400Å
2
에

걸쳐서 밀착하여(cohesively) 연결되어 있는 적어도 하나의 보존된 아미노산 잔기의 패치를 한정하며, 상기에서

적어도 하나의 패치는 적어도 하나의 B 세포 에피토프를 포함하며, c) 본질적으로 알레르겐 분자의 전체적 α-

탄소 골격의 3차 구조를 유지하면서, 상기 적어도 하나의 패치에 있는 적어도 하나의 아미노산 잔기를 특정 위

치에서 비보존적인 다른 아미노산으로 치환함으로써 얻을 수 있다. 

실 시 예

본 발명의 목적<74>

본 발명의 이론적 근거<75>

본 발명은 독특한 이론적 근거에 기초한다. 이 원리에 따르면, 성공적인 알레르기 백신화의 기작은 진행중인<76>

Th2-형 면역 반응의 변형이 아니라, 오히려 B 세포에 의한 3차 에피토프 인식 및 항체 형성을 포함한 새로운 면

역 반응의 병렬적 개시이다. 이 새로운 면역 반응은 부분적으로는 Th1-형 면역 반응이라고 믿어진다. 이 모델은

특이적 IgE의 수준이 성공적인 백신 치료에 의하여 영향을 받지 않으며, 성공적인 치료가 종종 알레르겐 특이적

IgG4의 상당한 상승과 동시에 이루어진다는 관찰에 의하여 뒷받침된다. 게다가, 코의 생체검사법(biopsy)의 연

구는 알레르겐 침입 전후에 Th2-유사 표현형을 가진 T 세포의 감소가 일어나지 않고, 오히려 Th1-유사 T세포의

증가를 나타낸다. 백신(또는 약학적 조성물)이 기도(airway) 이외의 다른 경로를 통하여 투여될 때, 진행 중인

Th2 반응으로부터 물리적으로 간격을 둔 위치에서 새로운 면역 반응이 전개되어, 2개의 반응이 병렬적으로 존재

할 수 있게 한다는 가설을 세운다. 
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면역 시스템의 다른 중요한 태양은 소위 우세한(dominant) IgE 결합 에피토프의 존재의 주장이다. 이들 우세한<77>

IgE 결합 에피토프는 항체 결합을 수용하기에 충분히 큰 3차 구조 의존적 응집성 표면 영역을 포함하며, 관련

종 유래의 상동성 알레르겐, 이소알레르겐(isoallergen), 및/또는 변이체 사이에서 보존되는 것으로 생각된다.

상동성 알레르겐에서 비슷한 에피토프와 결합할 수 있는 교차반응성 IgE의 존재는, 알레르기 개체들이 종종 밀

접하게 관련된 몇몇의 종들, 예를 들면, 오리나무(alnus), 자작나무(birth), 및 개암나무 (hazel), 다중 풀 종

류, 또는 집 먼지 진드기 속 Dermatophagoids에 반응을 일으킨다는 임상적 관찰에 의하여 뒷받침된다. 이것은

관련된 종류들로부터의 상동성 알레르겐 사이의 IgE 교차 반응성 및 상동성 알레르겐에 대한 IgE 결합을 저해할

수 있는 하나의 알레르겐의 능력을 증명하는 실험에 의하여 더욱 뒷받침된다(Ipsen et al. 1992, 참고 16). 노

출 및 면역 반응이 투여량 의존적 경향으로 관계된다는 것은 잘 알려져 있다. 이들 관찰의 종합에 기초하여, 보

존된 표면 영역들이 비보존적 표면 영역보다 더 높은 투여량으로 면역 시스템에 노출되어서 더 높은 친화성을

가진 IgE 항체를 생산한다는 가설을 세우고, 이것을 지금부터 "우세한 IgE 결합 에프토프"라고 부른다. 

이 원리에 의하면, 알레르겐이 천연적 알레르겐의 구조와 근본적으로 동일한 α-탄소 3차 구조를 가지며, 따라<78>

서 IgE 결합의 감소를 목적으로 하는 돌연변이유발의 대상에 해당하는 보존된 패치를 둘러싼 영역의 표면 위상

(topology)을 확실히 보존하게 하는 것이 필수적이다. 이들 기준(criteria)을 만족시킴으로써, 안정성이 손상되

지 않고도 방어적 면역 반응을 일으키는 능력을 개선하여, 비교적 높은 투여량으로 투여될 가능성을 갖는다. 

게다가 본 발명은 알레르기 증상이 고친화성 IgE 수용체, FceRⅠ을 통하여, 알레르겐과 마스트 세포 및 호염기<79>

성구 등의 작용기 세포(effector cell)에 결합한 2개의 특이적 IgE가 교차 결합함으로서 유도된다는 발견에 기

초한다. 예시를 위하여 본 발명자들은 도 15을 언급하며, 이는 IgE 결합 에피토프를 가진 알레르겐의 이론적 모

델을 묘사한다. 도 15A를 참고하면, 마스트 세포로부터 방출된 매개자(mediator)의 유도 및 그 후의 알레르기

증상은 마스트 세포의 표면에 결합한 IgE의 알레르겐-매개 교차 결합에 의하여 영향을 받는다. 도 15B에서 나타

난 상황에서, 2개의 에피토프는 그들의 IgE 결합 능력이 감소되도록 돌연변이화되고, 따라서 알레르겐-매개 교

차결합이 방지된다. 그에 더하여, 알레르겐이 통상 3개 이상의 B 세포 에피토프를 포함한다는 것을 주목해야 할

것이다. 그러나, 도 15에서 묘사된 이론적 상황으로부터, IgE 결합 능력을 제거 또는 감소하도록 돌연변이된 에

피토프들이 많을수록, 알레르겐-매개 교차결합 및 결과적인 알레르기 증상의 위험이 작아진다고 추측된다.

그러나, 돌연변이화된 알레르겐이 IgG 반응을 포함하는 새로운 면역 반응을 일으키게 하기 위하여, 알레르겐은<80>

적어도 하나의 손상되지 않은(intact) 에피토프를 포함하여야 한다. 상기 돌연변이화된 알레르겐은 백신화를 위

하여  사용될  때  개선된  방어를  제공할  것이므로,  손상되지  않은  에피토프가  우세한  에피토프인  것이

바람직하다. 

결론적으로, 본 발명의 진보적 아이디어는 다중 B 세포 에피토프에서 IgE 결합을 감소시키는 돌연변이 및 적어<81>

도 하나의 손상되지 않은 에피토프를 갖는 돌연변이화된 알레르겐이, 한편으로는 알레르겐-매개 교차결합을 감

소시키고, 다른 한편으로는 IgE 반응과 경쟁적인 결합능력을 갖는 IgG 반응을 일으킨다는 인식에 기초한다. 따

라서, 상기 돌연변이화된 알레르겐은 과민성 반응의 위험이 크게 감소될 것이라는 점에서 고도로 유리한 알레르

겐을 구성한다. 

또한, 본 발명은 이상적으로는 많은 또는 모든 에피토프가 손상되지 않다고 나타나는, 다양한 이와 같은 돌연변<82>

이화된 알레르겐의 혼합물을 포함하는 백신은 알레르기 증상에 대한 방어를 유도하는 능력에 있어서 그로부터

돌연변이화된 알레르겐이 유도되는 자연발생적 알레르겐과 균등하게 효율적일 것이라는 인식에 기초한다. 

본 발명의 요약<83>

본 발명은 각 돌연변이화된 에피토프의 특이적 IgE 결합 능력을 감소시킬 목적으로, 다수의 한정된 중요 위치,<84>

예를 들면 IgE 결합 에피토프에 인공적 아미노산 치환을 도입하는 것에 관한 것이다. 

본 발명은 자연발생적 알레르겐의 돌연변이체인 재조합 알레르겐을 제공하며, 상기에서 돌연변이 알레르겐 각각<85>

은 상기 자연발생적 알레르겐의 IgE 결합 능력에 비하여 돌연변이화된 알레르겐의 특이적 IgE 결합 능력을 감소

시키는 적어도 4개의 1차 돌연변이를 가지며, 상기에서 1차 돌연변이 각각은 표면-노출된 아미노산 잔기 1개를

다른 잔기로 치환하며 이는 상기 자연발생적 알레르겐이 기원한 분류학적인 종 내의 어느 기지의 상동적 단백질

의 아미노산에서의 같은 위치에서도 일어나지 않고, 여기서 각각의 1차 돌연변이는 각 1차 돌연변이들 사이에

적어도 15Å의 간격으로 떨어져 있고, 상기에서 1차 돌연변이들은 800Å
2
 면적을 갖는 적어도 하나의 원형 표면

영역이 돌연변이를 포함하지 않는 방식으로 위치되었다. 

이론에 구속됨 없이, B 세포 에피토프는 알레르겐의 거의 전체 표면에 걸쳐서 분포할 수 있다고 믿어진다. 나아<86>
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가, 적어도 일부의 에피토프들이 다수의 중첩적(overlapping) 에피토프들로 구성되는 에피토프의 클러스터의 일

부를 구성한다는 실험적 증거들이 있다. 따라서, 본 발명에 대한 이론적 기초는 어떤 표면-노출된 아미노산이

돌연변이를 위한 잠재적 부위(site)를 구성하며, 이는 특이적 IgE와 결합하는 능력의 감소로 나타날 수 있다는

것이다. 

따라서, 1차 돌연변이들은 그들이 별개의 클러스트의 에피토프에 있는 돌연변이라는 것을 확신하게 하는, 예를<87>

들어 그들이 간격을 두거나 하는 각각에 대한 그들의 위치에 의하여 정의된다. 

본 발명은 또한 2 이상의, 청구항 1에 따른 재조합 돌연변이체 알레르겐 변이체를 포함하는 조성물을 제공하며,<88>

상기에서 각 변이체는 적어도 하나의 다른 변이체에서는 존재하지 않는 적어도 하나의 근본적 돌연변이를 갖는

것으로서 정의되며, 상기에서 각각의 변이체에 대하여 각각의 부재적 1차 돌연변이로부터 반경 15Å의 내에는

어떤 2차 돌연변이도 존재하지 않는다. 바람직하기는 조성물은 2 ~ 12개, 더욱 바람직하기는 3 ~ 10개, 더욱 바

람직하기는 4 ~ 8개, 및 가장 바람직하기는 5 ~ 7개의 변이체를 포함한다. 

본 발명은 또한 다음의,<89>

a) 자연발생적 알레르겐에서 용매 접근성이 적어도 20%인 다수의 아미노산 잔기를 동정하고, <90>

b) 각각의 선택된 아미노산이 다른 선택된 아미노산으로부터 15Å 간격으로 떨어져 있고, 선택된 아미노산들이<91>

800Å
2
의 면적을 갖는 적어도 하나의 원형 표면 영역에 선택된 아미노산이 전혀 포함되지 않도록 위치하는 방식

으로, 적어도 4개의 동정된 아미노산 잔기를 선택하고,

c) 상기 선택된 아미노산 각각에 대해, 상기 자연발생적 알레르겐의 결합 능력과 비교할 때 돌연변이화된 알레<92>

르겐의 특이적 IgE 결합 능력을 감소시키는 1차 돌연변이를 일으키고, 여기서 각각의 1차 돌연변이는 선택된 아

미노산 잔기의 다른 아미노산으로의 치환체이고, 이는 상기 자연발생적 알레르겐이 기원한 분류학적 종 류의 어

느 알려진 상동성 단백질의 아미노산 서열에서 동일한 위치에서 일어나지 않는 1차 돌연변이인 것을 특징으로

하는, 청구항 1에 따른 재조합 알레르겐을 제조하는 방법을 제공한다. 

선택적인 면에서,  본  발명은 알레르겐이 상응하는 자연발생적 알레르겐을 코드화하는 DNA의  DNA  셔플링(DNA<93>

shuffling: 분자 육종)에 의하여 얻어지는 DNA 서열로부터 생산되는 것을 특징으로 하는, 본 발명에 따른 재조

합 알레르겐을 제조하는 방법에 관한 것이다.

나아가, 본 발명은 약학적 용도를 위한 청구항 1에 따른 재조합 알레르겐에 관한 것이다.<94>

또한 본 발명은 알레르기를 예방 및/또는 치료하기 위한 약제를 제조하기 위한, 청구항 1에 따른 재조합 알레르<95>

겐의 용도에 관한 것이다. 

나아가, 본 발명은 약제로의 용도를 위한 청구항 37에 따른 조성물에 관한 것이다. <96>

또한, 본 발명은 알레르기를 예방 및/또는 치료하기 위한 약제를 제조하기 위한 청구항 37에 따른 조성물의 용<97>

도에 관한 것이다. 

나아가, 본 발명은 선택적으로 약학적으로 허용되는 담체 및/또는 부형체, 및 선택적으로 보조제와 혼합되는 청<98>

구항 1에 따른 재조합 알레르겐, 또는 청구항 37에 따른 조성물을 포함하는 것을 특징으로 하는 약제학적 조성

물에 관한 것이다. 본 발명에 따른 약학적 조성물은 알레르기 환자에서 자연발생적 알레르겐에 의하여 유발된

알레르기 반응에 대한 백신의 형태일 수 있다. 

또한, 본 발명은 청구항 1에 따른 재조합 알레르겐, 청구항 37에 따른 조성물, 또는 청구항 41 내지 42, 또는<99>

46에 따른 약학적 조성물을 개체에 투여하는 것으로 이루어지는, 개체에 면역 반응을 일으키는 방법에 관한 것

이다.

나아가, 본 발명은 개체에 청구항 1에 따른 재조합 알레르겐, 청구항 37에 따른 조성물, 또는 청구항 41 내지<100>

42, 또는 46에 따른 약학적 조성물을 투여하는 것으로 이루어지는, 개체의 백신화 또는 치료에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 청구항 1에 따른 재조합 알레르겐 또는 청구항 37에 따른 조성물을 약학적으로 허용되는 기질<101>

및/또는 부형제와 혼합하는 것을 포함하는, 청구항 41 또는 42에 따른 약제학적 조성물을 제조하는 과정에 관한

것이다. 

나아가, 본 발명은 청구항 45에 따른 공정에 의하여 얻을 수 있는 약제학적 조성물에 관한 것이다. <102>
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또한, 본 발명은 개체에 청구항 1에 따른 재조합 알레르겐, 청구항 37에 따른 조성물, 또는 청구항 41 내지 42,<103>

또는 46에 따른 약제학적 조성물을 투여하는 것으로 이루어지는, 개체에 대한 알레르기 반응의 치료, 예방 또는

경감을 위한 방법에 관한 것이다. 

나아가, 본 발명은 본 발명에 따른 알레르겐을 코드화하는 DNA 서열, 그들의 유도체, 그들의 부분적 서열, 그들<104>

의 변성된(degenerated) 서열, 또는 스트린전트 조건하에서 그들과 혼성화하는 서열에 관한 것으로, 상기에서

상기 유도체, 부분적 서열, 변성된 서열 또는 혼성화하는 서열은 적어도 하나의 B 세포 에피토프를 갖는 펩티드

를 코드화한다.

또한, 본 발명은 본 발명에 따른 DNA를 포함하는 발현 벡터에 관한 것이다. <105>

나아가, 본 발명은 본 발명에 따른 발현 벡터를 포함하는 숙주 세포에 관한 것이다. <106>

부가적으로, 본 발명은 본 발명에 따른 숙주 세포를 배양하는 단계를 포함하는 재조합 돌연변이체 알레르겐을<107>

생산하는 방법에 관한 것이다 

마지막으로, 본 발명은 자연발생적인 알레르겐에 특이적인 T 세포 클론 또는 T 세포주를 자극할 수 있는 적어도<108>

하나의 T 세포 에피토프를 포함하는 본 발명에 따른 재조합 알레르겐, 또는 본 발명에 따른 DNA 서열에 의하여

코드화되는 재조합 알레르겐에 관한 것이다. 본 발명에 따른 돌연변이체는 바람직하기는 T 세포 자극지수에 의

하여 측정될 때 비슷한 방법/정도로 알레르겐 특이적 T 세포주를 자극할 수 있어야 할 것이다. 

발명의 상세한 설명<109>

본 발명의 바람직한 구현예에서, 1차 돌연변이들은 20Å, 바람직하기는 25Å,  및 가장 바람직하기는 30Å의 간<110>

격을 두고 있다. 

알레르겐은 특이적 IgE를 위한 다수의 잠재적 결합 영역을 포함하며, 각 영역은 약 800Å
2
의 크기를 가지며, 각<111>

표면 영역은 다수의 중첩적 에피토프를 포함하는 것으로 믿어진다. 따라서 알레르겐은 800Å
2
로 나누어진 표면

영역의 다수의 잠재적인 1차 돌연변이를 갖는다. 

바람직하기는, 본 발명에 따른 재조합 알레르겐은 5 내지 20개의, 바람직하기는 6 내지 15개의, 더욱 바람직하<112>

기는 7 내지 12개의, 가장 바람직하기는 8 내지 10개의 1차 돌연변이를 포함한다. 

본 발명의 바람직한 구현예에서, 돌연변이를 포함하지 않는 표면 영역은 700Å
2
, 바람직하기는 600Å

2
, 더욱 바<113>

람직하기는 500Å
2
, 가장 바람직하기는 400Å

2
의 면적을 갖는다. 

본 발명의 바람직한 구현예에서, 재조합 알레르겐은 상기 자연발생적 알레르겐의 결합 능력에 비하여 돌연변이<114>

화된 알레르겐의 특이적 IgE 결합 능력을 감소시키는 다수의 2차(추가) 돌연변이를 포함하며, 상기에서 각각의

2차 돌연변이는 표면-노출된 아미노산 잔기 1개를 다른 잔기로 치환하며, 이는 상기 자연발생적 알레르겐이 유

래하는 분류학적 종 내의 어느 기지의 상동적 단백질의 아미노산에서의 같은 위치에서 발생하지 않으며, 상기에

서 2차 돌연변이는 상기 원형 부위 외부에 위치한다. 

2차 돌연변이는 1차 돌연변이와 가깝게 위치할 수 있다. 예를 들면, 2차 돌연변이는 1차 돌연변이에 의하여 돌<115>

연변이화되는 같은 에피토프를 위한 부가적 돌연변이일 수 있다.

본 발명의 바람직한 구현예에서, 자연발생적 알레르겐에서 치환되는 적어도 하나의 표면-노출된 아미노산은 20%<116>

이상, 바람직하기는 30% 이상, 더욱 바람직하기는 40% 이상, 및 가장 바람직하기는 50% 이상의 용매 접근성을

갖는다.

본 발명의 다른 바람직한 구현예에서, 자연발생적 알레르겐에서 치환되는 적어도 하나의 표면-노출된 아미노산<117>

은 상기 자연발생적 알레르겐이 기원한 종 내의 모든 기지의 상동성 단백질과 70%  이상,  바람직하기는 80%

이상, 및 가장 바람직하기는 90% 이상의 동일성을 유지한다. 

바람직하기는, 본 발명에 따른 재조합 알레르겐은 본질적으로 상기 자연발생적 알레르겐과 같은 α-탄소 골격의<118>

3차 구조를 갖는다.

돌연변이와 자연발생적 알레르겐 물질의 α-탄소 골격의 3차 구조를 비교할때, 원자 좌표의 평균적 제곱근평균<119>

제곱 편차는 바람직하기는 2Å 이하이다.
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본 발명의 재조합 알레르겐의 바람직한 구현예에서, 돌연변이 알레르겐으로 병합된 각각의 아미노산 잔기는 상<120>

기  자연발생적  알레르겐이  기원한  분류학적  속(屬:  genus),  바람직하기는  아과(亞科),  더욱  바람직하기는

과(科),  더욱 바람직하기는 상과(上科),  더욱 바람직하기는 아강(亞綱: legion),  더욱 바람직하기는 아목(亞

目), 및 가장 바람직하기는 목(目) 내의 어느 기지의 상동적 단백질의 아미노산에서의 같은 위치에서는 발생하

지 않는다.

본 발명의 바람직한 구현예에서, 본 발명에 따른 재조합 돌연변이 알레르겐은 비-자연발생적 알레르겐이다. <121>

돌연변이화된 알레르겐에 대한 특이적 IgE의 결합은, 출처-특이적 IgE 반응 알레르기 개체 또는 그들의 울혈에<122>

서 나온 혈청으로 행한 면역 검사법에서, 자연발생적 이소알레르겐 또는 비슷한 재조합 단백질에 비하여 적어도

5%, 바람직하기는 적어도 10% 감소한다. 

감소된 IgE 결합 및 돌연변이의 교차결합을 매개하는 감소된 능력을 측정하는 다른 방법은 히스타민 방출(HR)을<123>

개시할 수 있는 돌연변이체의 능력이다. 히스타민의 방출은 몇몇 히스타민 방출 검사법으로 측정될 수 있다. 돌

연변이체의 감소된 히스타민 방출은 교차결합을 할 수 있게 하는 그들의 감소된 능력 뿐만 아니라 세포 표면에

결합된 특이적 IgE에 대한 감소된 친화성에서 유래한다. HR은 자연발생적 알레르겐에 비하여 본 발명의 돌연변

이에 대해서 바람직하기는 5-100%, 더욱 바람직하기는 25-100%, 더욱 바람직하기는 50-100%, 및 가장 바람직하

기는 75-100% 감소한다.

전형적으로, 돌연변이를 포함하지 않는 800Å
2
의 면적을 갖는 원형 표면 영역은 15-25개의 아미노산 잔기의 원<124>

자를 포함한다. 

본 발명의 바람직한 재조합 알레르겐은 표면-노출된 아미노산 잔기들이 용매 접근성에 대하여 평가되고, 좀더<125>

용매 접근가능한 것들 중에서 1 이상의 아미노산이 치환된 것을 특징으로 한다. 

본 발명에 따른 재조합 알레르겐의 더욱 바람직한 구현예에서, 표면-노출된 아미노산 잔기들이 자연 발생적 알<126>

레르겐이 기원한 종 내의 모든 기지의 상동성 알레르겐에서 보존 정도에 대하여 평가되고, 더욱 보존된 아미노

산 중에서 1 이상의 아미노산들이 치환된 것을 특징으로 한다.

바람직하기는, 본 발명에 따른 재조합 알레르겐은 1차 돌연변이당 1 내지 4의 2차 돌연변이를 포함한다.<127>

본 발명의 바람직한 구현예는 1 이상의 치환이 부위-특이적 돌연변이유발에 의하여 행하여지는 것을 특징으로<128>

한다. 

본 발명의 다른 바람직한 구현예는 1 이상의 치환이 무작위(random) 돌연변이유발에 의하여 행하여지는 것을 특<129>

징으로 한다.

본 발명의 더욱 바람직한 구현예는 1 이상의 치환이 DNA 셔플링에 의하여 행하여 지는 것을 특징으로 한다.<130>

본 발명에 따른 재조합 알레르겐은 적절하기는 나무, 풀, 약초(herb), 곰팡이, 집 먼지 진드기, 바퀴벌레, 및<131>

동물의 털 및 비듬 등으로부터 유래하는 흡입 알레르겐의 돌연변이체일 수 있다. 나무, 풀, 및 약초로부터의 중

요한 꽃가루 알레르겐은 자작나무(Betula), 오리나무(Alnus), 개암나무(Corylus), 서나무(Carpinus) 및 올리브

(Olea)  등을  포함하는  Fagales,  Oleales,  및  Pinales의  분류학적  목,  Lolium,  Phleum,  Poa,  Cynodon,

Dactylis, 및 Secale 속의 울혈 등을 포함하는 Poales 목, Ambrosia 및 Artemisia의 속의 약초 등을 포함하는

Asterales  및 Urticale  목으로부터 유래하는 것이다. 곰팡이로부터의 중요한 흡입 알레르겐은 Alternaria  및

Cladosporium 속 등으로부터 유래하는 것이다. 다른 중요한 흡입 알레르겐은 Dermatophagoides 속의 집 먼지 진

드기로부터 유래하는 것, 바퀴벌레로부터 유래하는 것, 및 고양이, 개, 및 말 등의 포유동물로부터 유래하는 것

이다.  나아가,  본  발명에  따른  재조합  돌연변이는  벌(Apidae  상과),  장수말벌(Vespides  상과),  및  개미

(Formicoidae 상과)를 포함하는 Hymenoptera의 분류학적 목의 벌레에 쏘이거나, 또는 물림으로써 유도되는 것을

포함하는 독 알레르겐의 돌연변이체일 수 있다. 

특이적 알레르겐 성분은 Fagales 목의 Bet v 1(B. verrucosa, 자작나무), Aln g 1(Alnus glutinosa, 오리나<132>

무), Cor a 1(Corylus avelana, 개암나무), 및 Car b 1(Carpinus betulus, 말벌) 등을 포함한다. 다른 것들은

Cry j 1(Pinales), Amb a 1 및 2, Art v 1(Asterales), Par j 1(Urticales), Ole e 1( Oleales), Ave e 1,

Cyn d 1, Dac g 1, Fes p 1, Hol l 1, Lol p 1 및 5, Pas n 1, Phl p 1 및 5, Poa p 1, 2 및 5, Sec c 1 및

5, 및 Sor h 1(각종 풀혈 꽃가루), Alt a 1 및 Cla h 1(곰팡이), Der f 1 및 2, Der p 1 및 2(집 먼지 진드기,

각각 D. farinae 및 D.pteronyssinus), Lep d 1 및 2(Lepidoglyphus 박멸자; 창고 진드기), Bla g 1 및 2, Per
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a 1(바퀴벌레, 각각 Blatella germanica 및 Periplaneta americana), Fel d 1(고양이), Can f 1(개), Equ c 1,

2, 및 3(말), Apis m 1 및 2(꿀벌), Ves v 1, 2, 및 5, Pol a 1, 2, 및 5(모든 장수말벌) 및 Sol i 1, 2, 3,

및 4(불개미) 등이다. 

한 구현예에서, 재조합 알레르겐은 Bet v 1의 돌연변이체이다. 잠재적으로 치환에 적합한 아미노산은 다음의 아<133>

미노산,

<134>

을 포함한다. 하나 이상의 1차 및 2차 치환은 다음의,<135>

<136>

으로 이루어지는 군으로부터 선택될 수 있다. 상기에서 +은 부가적인 아미노산이 병합된 것을 의미한다.<137>

본 발명에 따른 Bet v 1 돌연변이체의 예들은 다음과 같다 (괄호는, 사용될 때, 1차 및 2차 돌연변이를 가리킨<138>

다).

돌연변이체 A<139>

<140>

돌연변이체 B<141>

<142>

돌연변이체 2595 (실시예 2):<143>

<144>

돌연변이체 2628 (실시예 4):<145>

<146>

돌연변이체 2637 (실시예 4):<147>

<148>
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돌연변이체 2724:<149>

<150>

돌연변이체 2733 (실시예 4):<151>

<152>

돌연변이체 2744 :<153>

<154>

돌연변이체 2753 (실시예 4):<155>

<156>

돌연변이체 2744 + 2595 :<157>

<158>

돌연변이체 2744 + 2628 :<159>

<160>

돌연변이체 2744 + 2595 + 2628 :<161>

<162>

나아가, 상기의 모든 돌연변이체는 1 이상의 다음 치환을 포함한다 : V2F, V2L, V2I, V2M, T10A, K20N, Q36A<163>

또는 Q36K, D72H, D72Q, D72N, E87G, K129N, 및 S149R 또는 S149T.

다른 구현예에서, 재조합 알레르겐은 Vespidae, Apidae 및 Formicoidae의 분류학적 목으로부터 나온 독(venom)<164>

알레르겐으로부터 유래한다.
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추가적 구현예에서, 재조합 알레르겐은 Ves v 5로부터 유래한다. 잠재적으로 치환에 적합한 아미노산은 다음의, <165>

<166>

아미노산을 포함한다. 하나 이상의 1차 및 2차 치환은 K29A, T67A, K78A, V84S, Y102A, K112S, K144A, K202M<167>

및 N203G으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

추가적 구현예에서, 재조합 알레르겐은 Der p 2로부터 유래된다. 잠재적으로 치환에 적합한 아미노산은 다음의<168>

아미노산,

<169>

<170>

을 포함한다. 하나 이상의 1차 및 2차 치환은 K6A, N10S, K15E, S24N, H30N, K48A, E62S, H74N, K77N, K82N,<171>

K100N, 및 R128Q로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다.

본 발명에 따른 Bet v 1 돌연변이체의 예는 다음과 같다 :<172>

돌연변이체 A:<173>

<174>

돌연변이체 B:<175>

<176>

돌연변이체 C:<177>

<178>

백신<179>
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백신의 제조는 일반적으로 당업계에 잘 알려져 있다. 백신은 전형적으로 액체 용액 또는 현탁액 형태로 주사제<180>

로서 만들어진다.  그 백신은 또한 구강 및 설하 투여를 포함한 경구투여 뿐만 아니라 코를 통한 투여도 가능하

도록 에멀젼화되거나, 제제화될 수 있다. 본 면역적 성분(본 발명에서 재조합 알레르겐이라고 정의된)은 약제학

적으로 허용되고 나아가 활성 성분과 양립할 수 있는 부형제와 적절하게 혼합할 수 있다. 적합한 부형제의 예에

는 물, 식염수, 덱스트로스, 글리세롤, 에탄올 등 뿐만 아니라 그들의 혼합물이 있다. 백신은 부가적으로 백신

의 능력을 강화하는 침윤제, 유화제, 완충제, 또는 보조제과 같은 다른 기질을 포함할 수 있다. 

백신은 가장 빈번하게는 피하 또는 근육 주사에 의하여 비경구적으로 투여된다. 다른 경로에 의한 투여에 적합<181>

한 제형은 경구 제제 및 좌약을 포함한다. 경구 투여를 위한 백신은 약학적 등급의 만니톨, 락토스, 전분, 마그

네슘 스테아레이트, 소듐 사카린, 셀룰로스, 탄산 마그네슘 등의 이러한 제제화를 위하여 통상 사용되는 부형제

와 함께 적합하게 제조될 수 있다. 조성물은 용액, 현탁액, 에멀젼, 정제, 환제, 캡슐, 서방형 제제(sustained

release formulation), 에어로졸, 분말 또는 과립 등으로 제조될 수 있다.

백신은 투여 제제와 양립할 수 있는 경로로, 치료적으로 효과적이며 면역반응을 일으킬 수 있는 양으로 투여된<182>

다. 백신 내에 포함된 활성 성분의 양은 치료받는 대상, 즉 치료에 반응하는 개체의 면역 시스템의 능력, 투여

경로, 개체의 나이 및 체중에 의존한다. 적합한 투여량은 약 0.0001㎍ 내지 1000㎍의 범위 내에서 달라질 수 있

다. 

상기에서 언급하였듯이, 제제에 보조제를 첨가함으로서 향상된 효과를 얻을 수 있다. 그 보조제의 예에는 인산<183>

완충된 식염수에서 0.05 내지 0.1% 용액으로 존재하는 수산화알루미늄 및 인산(알루미늄) 또는 인산칼슘, 0.25%

용액으로 사용된 당의 합성 폴리머, 또는 폴리락티드 글리콜리드(PLG) 이다. C. parvum과 같은 세균 세포, 그램

음성 세균의 엔도톡신 또는 리포폴리사카라이드 성분, 만니드 모노알레아트(Artacel A)와 같은 생리적으로 허용

되는 기름 운반자(oil vehicle)에 담긴 에멀젼, 또는 차단 대용물(block substitute)로 사용된 20% 퍼플루오로

카본(예를 들면, Fluosol-DA)용액이 포함된 에멀젼과의 혼합물을 또한 사용할 수 있다. MF-59와 같은 기름 에멀

젼을 또한 사용할 수 있다. QuilA, Qs-21 및 ISCOM 및 RIBI과 같은 사포닌 뿐만 아니라 프로인트 완전 및 불완

전 보조제와 같은 다른 보조제가 또한 사용될 수 있다. 

가장 빈번하게는 백신의 다중 투여가 확실한 효과를 위해 필요할 것이다. 종종 백신이 최초 투여로서 투여된<184>

후, 연속 접종 또는 다른 투여가 이어진다. 백신화의 횟수는 전형적으로는 1 내지 50회의 범위일 것이며, 통상

35회의 백신접종을 초과하지 않을 것이다. 백신화는 통상적으로 3달 내지 5년의 기간 동안 2주마다 내지 2달마

다 행해질 것이다. 이것은 원하는 수준의 예방 또는 치료 효과를 제공하도록 고려된 것이다. 

재조합 알레르겐은 약학적 제제로서 사용될 수 있으며, 이는 증상(과민증)이 발현하는 수년간 알레르겐 반응에<185>

대한 특정한 방어를 제공하는데 적당하다. 통상적으로, 치료는 방어적 효과를 지속하기 위하여 매해 반복되어야

할 것이다. 비강, 경구 및 설하 적용을 위해 제조된 약제는 이 목적에 특히 적합하다. 

본 발명에 따른 재조합 알레르겐을 제조하는 방법<186>

상기 언급한 바와 같이, 본 발명은 또한 재조합 돌연변이 알레르겐을 제조하는 방법에 관한 것이다(참고: 청구<187>

항 제48항).

본 발명에 따른 치환에 적절한 표면-노출된 아미노산들은, 표면 노출의 정도를 표시하는, 용매(물) 접근성의 정<188>

보에 기초하여 동정될 수 있다.  본 발명의 방법의 바람직한 실시예는 용매 접근성과 관련된 상기 동정된 아미

노산 잔기의 순위 및 더욱 용매에 접근가능한 것들 중에서 1 이상의 아미노산을 치환하는 것을 특징으로 한다. 

본 발명에 따른 치환에 알맞는 표면-노출된 아미노산의 동정에 기여할 수 있는 두번째 매개변수는, 상기 자연발<189>

생적 알레르겐이 기원하는 종(species) 내의 모든 알려진 상동성 단백질들에 보존된 아미노산의 양이다. 선택적

으로, 상기 자연발생적 알레르겐이 기원한 분류학적인 속, 아과, 과, 상과, 아목 또는 목 내의 모든 알려진 상

동성 단백질들에서의 상기의 양이 이러한 두번째 매개변수로 이용된다. 

따라서, 본 발명의 방법의 바람직한 구현예는 상기 자연발생적 알레르겐이 기원하는 종 내에 모든 알려진 상동<190>

성 단백질들에서 70% 이상, 바람직하기는 80% 이상, 가장 바람직하기는 90% 이상 유지된, 동정된 아미노산 잔기

를 선택하는 것을 특징으로 한다.  

게다가, 본 발명의 방법의 특히 바람직한 구현예는 상기 자연 발생한 알레르겐이 기원한 종 내에서 모든 기지의<191>

상동성 단백질들에서의 보존의 정도와 관련된 상기 동정된 아미노산 잔기를 평가하고 및 더 잘 보존된 것들 중

에서 1 이상의 아미노산을 치환하는 것을 특징으로 한다. 

- 20 -

등록특허 10-0919914



본 발명의 방법의 더 바람직한 구현예는 상기 자연발생적 알레르겐과 본질적으로 동일한 α-탄소 골격의 3차 구<192>

조를 갖는 돌연변이 알레르겐을 형성하는, 동정된 아미노산을 선택하는 것으로 구성된다.  

본 발명의 방법의 다른 바람직한 구현예는 아미노산 잔기의 치환이 부위지정 돌연변이유발에 의하여 행하여지는<193>

것을 특징으로 한다.

본 발명의 방법의 선택적인 바람직한 실시예는 아미노산 잔기들의 치환이 DNA 셔플링에 의해 행하여지는 것을<194>

특징으로 한다. 

치환의 기준<195>

3차 구조가 결정된 분자들에 대해서(예를 들어 X-선 결정법, 또는 NMR 전자현미경에 의해), 치환된 아미노산을<196>

갖고 있는 돌연변이체는 바람직하기는 다음 기준들을 충족시켜야 한다 :

1. 분자의 전체적인 α-탄소 골격의 3차 구조는 바람직하기는 유지된다. 유지된다는 것은 2Å 미만의 구조들을<197>

비교한 원자 좌표의 평균적인 제곱근평균제곱 편차로 정의된다. 이는 두가지 이유에서 중요하다 즉: a) 천연 알

레르겐의 전체 표면은 잠재적인 항체-결합 에피토프의 중첩되는 연속체를 구성하는 것으로 예상된다.  분자 표

면의 대부분은 치환(들)에 의해 영향받지 않으므로 항체 결합을 유도하는 성질을 유지하는 데, 이는 천연 알레

르겐에도 존재하는 에피토프를 향한 새로운 방어 항체 특이성의 생성에 중요하다. b) 유효기간 및 체액에 대한

주입과 관련된 안정성. 

2. 치환된 아미노산은 바람직하기는 표면에 위치해 있어서 항체-결합에 접근가능하다.  3차원적인 구조에서 표<198>

면에 위치한 아미노산들은 대개 적어도 20%, 바람직하기는 20~80%, 더욱 바람직하기는 30~80%의 용매(물) 접근

성을 갖는다.  용매 접근성은 용매(물, r=1.4Å) 분자와 균등한 반지름을 갖는 구에 접근 가능한 분자의 면적으

로 정의된다. 

3. 각각의 치환된 아미노산은 바람직하기는 400Å
2
보다 큰 면적을 갖는 보존된 패치에 위치한다. 보존된 패치는<199>

표면 노출된 아미노산 잔기 및 골격의 밀착적으로 연결된 부분으로 정의된다. 보존된 아미노산 잔기들은 동일한

분류학적인 종, 속, 아과, 과, 상과, 속아목, 목 내의 상동적인 단백질들의 모든 기지의(추론된) 아미노산 서열

의 서열 정렬에 의해 정의된다. 서열의 70% 이상에서 동일한 아미노산 서열을 갖는 아미노산 위치는 보존된 것

으로 간주된다. 보존된 패치는 대부분 개체의 IgE가 목표하는 에피토프를 포함하는 것으로 예측된다. 

α-탄소 골격의 3차 구조의 보존은 돌연변이생성 전후의 X-선 결정법이나 NMR에 의해 동일한 구조를 얻음으로써<200>

가장 잘 결정된다.  돌연변이체를 기술하는 구조적 자료가 없는 경우, 구별불가능한 CD-스펙트럼 또는 항체 반

응성 같은 면역화학적 자료는, 구조적으로 결정된 분자의 분석에 의해 얻어진 자료와 비교된다면, α-탄소 골격

의 3차 구조의 보존이라고 볼 수 있을 것이다. 

4. 보존된 패치 내에서 돌연변이생성에 관한 아미노산들은 바람직하기는 보존된 패치의 중심 부근에 위치한 것<201>

에 접근할 수 있는 대부분의 용매(물) 중에서 우선적으로 선택되어진다.  

5. 우선적으로, 극성 아미노산 잔기는 다른 극성 잔기에 의해 치환되며, 비극성 아미노산 잔기는 다른 비극성<202>

잔기로 치환된다. 

알레르겐의 3차원적 구조를 본질적으로 보유하기 위한 목적으로, 통합되는 아미노산은, 예를 들어 단백질과 같<203>

은 알레르겐과 구조적 상동체이고, 알레르겐과 동일한 분류학적인 목에 속하고, 알레르겐과 어떠한 교차-반응성

도 갖지 않는 단백질의 비교를 근거로 선택될 것이다. 

본 발명에 따른 DNA<204>

바람직한 실시예에서, 본 발명의 DNA 서열은 자연발생적 알레르겐을 코드화하는 DNA 서열의 유도체이다. <205>

바람직하기는, DNA 유도체는 자연발생적 알레르겐을 코드화하는 DNA의 특정부위 또는 랜덤 돌연변이발생에 의해

얻어진다. 

첫번째 특히 바람직한 구현예에서, DNA 서열은 도3에 나타난 서열의 유도체이며, 그 DNA 서열은 <206>
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 <207>

으로 이루어진 군으로부터 선택된 적어도 4개의 돌연변이를 갖는 알레르겐을 코드화하도록 돌연변이화되었다.<208>

두번째 특히 바람직한 구현예에서, DNA 서열은 도13에 나타난 서열의 유도체이며, 그 DNA 서열은  <209>

<210>

으로 이루어진 군으로부터 선택된 적어도 4개의 돌연변이를 갖는 알레르겐을 코드화하도록 돌연변이화되었다.<211>

세번째 특히 바람직한 구현예에서, DNA 서열은 도16에 나타난 서열의 유도체이며, 그 DNA 서열은<212>

 <213>

으로  이루어지는  군으로  부터  선택된  적어도  4개의  돌연변이를  갖는  알레르겐을  아호화하도록<214>

돌연변이화되었다.

DNA 셔플링<215>

본 발명에 따른 재조합 돌연변이 알레르겐은 상응하는 천연 DNA의 DNA 셔플링 (분자 육종, molecular breedin<216>

g)에 의해 만들어질 것이다. DNA 셔플링은 본 참고문헌에 의해 모두 포함되어 있는 언급된 문헌에 기재된 절차

뿐만 아니라 Punnonen 등(참고문헌 25)에 의한 문헌에 기재된 절차에 의해 수행될 수 있다. 

진단적 검사법<217>

게다가, 본 발명에 따른 재조합 돌연변이 알레르겐은 진단적인 가능성 및 이점을 갖고 있다. 선행 기술에서 알<218>

레르기 백신은 자연발생적인 알레르겐 소스의 추출물에 기초하고, 따라서 매우 다양한 아이소폼(isoform)을 나

타낸다. 알레르기 체질의 개인은 처음에 감작되고 현존하는 1 이상의 아이소폼에 대한 IgE를 갖는다.  아이소폼

의 일부는 개인이 알레르기를 보이는 아이소폼과의 상동관계 및 그에 수반되는 교차-반응성 때문에 알레르기 체

- 22 -

등록특허 10-0919914



질의 개인의 알레르기 반응에 대하여 관계가 있는 반면, 다른 아이소폼들은 알레르기 체질의 개인이 갖고 있는

특이적 IgE에 대한 IgE 결합 에피토프를 갖고 있지 않기 때문에 무관할 것이다. IgE 집단의 특이성의 이 이종성

때문에, 몇몇 아이소폼들은 IgE를 통해 알레르기 반응을 보이지 않으므로 투여하기에 안전한 반면, 다른 아이소

폼들은 바람직하지 않은 부작용을 야기하므로 위험할 수 있다. 

따라서, 치료학적으로 투여될 예정인 본 발명의 돌연변이체 및 조성물은 상기 돌연변이체 또는 구성으로의 치료<219>

에 대한 타당성, 안전성 또는 결과를 모니터하는 생체 내 또는 생체 외 진단학적 분석에도 이용될 수 있다.  적

용되는 진단학적인 샘플은 혈청 같은 인체 샘플을 포함한다. 

따라서, 본 발명은 또한 본 발명에 따른 재조합 돌연변이 알레르겐이나 조성물을 이용한 개체의 치료의 타당성,<220>

안전성 또는  결과를 평가하는 진단학적인 분석과도 관련이 있는 데, IgE를 포함하는 개체의 샘플을 상기 돌연

변이체 또는 구성물과 혼합하고 상기 샘플 및 돌연변이체에서 IgE간의 반응성의 수준이 평가된다.  샘플 및 돌

연변이체에서의 IgE 사이에 반응성의 수준을 평가하는 것은 기지의 면역적분석법을 이용해 수행될 것이다. 

정의<221>

본 발명과 관련하여 "상기 자연발생적 알레르겐의 IgE 결합 능력과 비교해서 특이적 IgE 결합능력의 감소"라는<222>

표현은, 상기 감소가 자연발생적 알레르겐에 대한 알레르기를 갖는 개체로부터 얻어진 혈청을 이용하여 적어도

한 가지 이상의 면역학적 분석에서 통계학적으로 유의적인 방식으로(p<0.05)  측정가능하다는 것을 의미한다.

IgE 결합 능력은 바람직하기는 적어도 5%, 더 바람직하기는 적어도 10% 감소된다. 

"표면에 노출된 아미노산"이란 표현은 아미노산 잔기가, 알레르겐이 용액 중에서 적어도 아미노산 잔기 한 원자<223>

의 적어도 한 부분이 주위의 용매와 접촉에서 접근가능한 방식으로 3차원적인 구조의 표면에 위치하고 있는 것

을 의미한다.  바람직하기는, 3차원적인 구조에서 아미노산 잔기는 적어도 20%, 적절하게는 적어도 30%, 더 적

절하게는 적어도 40%, 가장 바람직하기는 적어도 50%의 의 용매(물)접근성을 갖는다. 

"용매 접근성"이란 표현은 한 개의 용매(물, r=1.4Å) 분자에 견줄만한 반지름을 갖는 구에 접근가능한 분자의<224>

면적으로 정의된다. 

"표면-노출된" 및 "용매-노출된"이란 표현은 호환성 있게 사용된다. <225>

"상기 자연 발생적인 알레르겐이 기원한 분류학적인 종"은 분류학적인 체계에서 종을 의미한다. <226>

나아가, "상기 자연 발생적 알레르겐과 본질적으로 동일한 α-탄소 골격의 3차 구조를 갖는 상기 돌연변이 알레<227>

르겐"은, 구조를 비교했을 때 원자 좌표의 평균 제곱평균제곱근 표준편차가 2Å미만인 것을 의미한다. 

본 발명과 관련하여 "치환"이란 표현은 자연발생적 알레르겐의 아미노산 서열과 비교하여 아미노산의 결실, 치<228>

환 또는 첨가를 의미한다. 

실시예<229>

본 발명은 하기 비제한적인 실시예에 의해 더 설명될 것이다. <230>

실시예 1<231>

실시예 1은 1개 및 3개의 1차 돌연변이를 갖는 재조합 돌연변이 알레르겐의 제조를 기술하고 있다. 본 발명에<232>

따른 재조합 돌연변이 알레르겐, 즉 적어도 4개의 1차 돌연변이를 포함하고 있는 알레르겐은 동일한 공정을 통

해 제조될 것이다. 

Fagales 꽃가루 알레르겐 내의 일반적인 에피토프의 동정<233>

대부분의 자작나무 꽃가루 알레르겐 Bet v 1은 분류학적으로 연관된 나무, 즉  Fagales (예를 들어 개암나무,<234>

서나무) 꽃가루의 주된 알레르겐과 약 90%의 아미노산 서열의 동일성을 보이며, 자작나무 꽃가루에 알레르기를

보이는 개체들은 종종 이들 Bet v 1과 상동적인 단백질에 대해 알레르기성 교차-반응성의 임상적 증상을 종종

보인다. 

Bet v 1은 또한 특정 과일 (예를 들어 사과 및 체리) 및 야채 (예를 들어 샐러리 및 당근)에 존재하는 알레르기<235>

성 단백질들과 약 50~60%의 서열 동일성을 보이며, Bet v 1과 이들 과일과 연관된 단백질들 사이에 알레르기성

교차-반응성에 대한 임상적인 증거가 있다. 

게다가, Bet v 1은 발병-연관 단백질(PR-10)로 불리는 식물 단백질 군과 상당한 서열 동일성 (20~40%)을 공유하<236>
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지만, 이들 PR-10 단백질에 대한 알레르기성 교차-반응성에 대한 보고는 없다. 

분자 모델링은  Fagales, 식품 알레르겐 및 PR-10 단백질의 구조가 Bet v 1 구조와 동일에 가깝하다는 것을 제<237>

시한다. 

알레르기성 Bet v 1 교차 반응성에 대한 구조적 기초는 (Gajhede et al 1993, 참고 17)에 Bet v 1 의 분자 표<238>

면에 있는 세 개의 패치가 알려진 주요 나무 꽃가루 알레르겐에 대해 공통적으로 동정될 수 있다고 보고되어 있

다.  따라서, Bet v 1의 이들 패치를 인식하는 어떤 IgE는 다른  Fagales  주요 꽃가루 알레르겐과 교차-반응

및 결합하여 알레르기 증상을 유발할 수 있다.  이들 공통된 패치의 동정은 참고문헌 17에서 보고된 α-탄소 골

격의 3차 구조에 의해 밝혀진 Bet v 1의 분자 표면의 분석과 함께, 주된 나무 꽃가루 알레르겐의 모든 기지의

아미노산 서열의 정렬 후에 행해졌다.  그 외에, 패치들은 항체 결합으로 덮이는 부분에 기초한 특정의 최소 크

기(>400Å)를 갖는 것으로 밝혀졌다. 

부위-특이적 돌연변이유발을 위한 아미노산 잔기의 선택<239>

부위-특이적 돌연변이유발을 위한 아미노산 잔기는, 이들의 변형이 임상적인 나무 꽃가루 알레르기성 교차-반응<240>

성을 보이는 대다수 개체들로부터의 혈청 IgE의 결합에 영향을 미치는 것으로 예상되기 때문에, Bet v 1 특이적

부분 및 공통적인 패치에 존재하는 잔기들 중에서 선택되었다.  

각각의 패치 내의 각 아미노산 잔기들의 용매-노출의 상대적인 방향성 및 백분율은 그들의 원자 좌표에 기초하<241>

여 계산하였다. 용매 노출의 정도가 낮은(<20%) 잔기들은 구조의 가능한 붕괴나 항체 상호작용의 결여 때문에

돌연변이와 연관이 없는 것으로 간주 되었다. 나머지 잔기들은 그들의 용매-노출의 정도에 따라 등급을 매겼다. 

서열 정렬<242>

본  서열(Bet  v  1  No.  2801,  알레르겐에  대한  WHO  IUIS  명명  분과위원회)에  상동적인  서열은  BLAST  조사<243>

(Altschul et al., ref. 18)에 의한 GenBank 및 EMBL 서열 데이타베이스로부터 얻어졌다.  0.1 이하의 가능성

이 보고된 BLAST를 갖는 모든 서열들이 고려되었고, 과다하지않은 상동성 서열의 목록을 함유하는 하나의 목록

이 작성되었다. 이들은 CLUSTAL W (Higgins et al., 참고 19)에 의해 정렬되었고, 동일성 백분율은 완전한 목록

또는 분류학적으로 관련된 종만을 고려한 서열에서 각 위치에 대해 계산되었다. 122 서열 모두는 57 서열들이

분류학적으로 관련된 종으로부터 기원한 Bet v 1 No. 2801과 상동적이다.  

Bet v 1을 코드화하는 유전자의 클로닝<244>

RNA는 페놀 추출 및 LiCl 침전에 의해 Betula verrucosa 꽃가루(Allergon, Sweden)로부터 만들어졌다.  올리고<245>

(dT)-셀룰로스 친화성 크로마토그래피가 에펜도르프 튜브에서 배치 양식으로(batch-wise) 시행되었고, 이중 가

닥 cDNA는 시판되는 키트(Amersham)를 이용하여 합성되었다.  요컨대, PCR은 주형으로서의 cDNA와, 각각 Bet v

1의 아미노 말단 및 3'-비번역 부분에 상응하는 위치에서 cDNA 서열과 매치되도록 고안된 프라이머를 사용하여

수행되었다. 프라이머들은 pKK233-2로의 특정적 클로닝을 위한 제한효소 부위(NcoI 및 HindIII)에 상응하도록

5'-말단에서 연장되었다. 

pMAL-c로의 서브클로닝<246>

Bet v 1을 코드화하는 유전자는 순차적으로 말토스 결합 단백질 융합 벡터 pMAL-c (New England Biolabs)로 서<247>

브클론 되었다. 유전자는 PCR에 의해서 증폭되고 malE가 있는 프레임으로 서브클론 되어서, MBP 및 Bet v 1이

참고문헌 15에 기재된 바와 같이 분열에 의해 Bet v 1의 진정한 아미노말단 서열을 복구하도록 위치된 팩터 Xa

프로테아제 분할부위에 의해 분리된 말토스 결합 단백질 (MBP)-Bet v 1단백질 융합 오페론을 생성하였다. 요컨

대, PCR은 주형으로서 삽입된 Bet v 1을 갖는 pKK233-3 및 각각, 단백질의 아미노- 및 카르복시 말단에 대응하

는 프라이머를 사용하여 수행되었다. 프로모터 인접 프라이머는 프라임 내 팩터 Xa 프로테아제 분열부위를 코드

화하는 4개의 코돈을 수용하기 위해 5'-말단에서 연장되었다. 두 프라이머는 클로닝을 위한 제한부위 (KpnI)를

수용하기 위해 5'-말단에서 더욱 연장되었다.  Bet v 1 코드화 유전자는 PCR 인공산물의 빈도를 감소시키기 위

해 PCR 20 사이클을 이용해 서브클로닝하였다. 

생체외 돌연변이유발<248>

생체외 돌연변이유발은 주형으로서 삽입된 Bet v 1을 갖는 재조합 pMAL-c를 이용한 PCR에 의해 행해졌다. 각 돌<249>

연변이 Bet v 1 유전자는 4개의  프라이머를 이용한 3회의 PCR 반응으로 생성되었다. 

두개의 돌연변이-특이적 올리고뉴클레오타이드 프라이머는 각 돌연변이, 즉 각각의 DNA 가닥에 하나의 돌연변이<250>

- 24 -

등록특허 10-0919914



를 수용하도록 합성되었다(참고:도 1 및 2).  출발점으로서 돌연변이된 뉴클레오티드(들)을 이용하여 두 프라이

머는 5'-말단에서는 7개 뉴클레오티드가, 3'-말단에서는 15개의 뉴클레오티드가 연장되었다. 연장된 핵산은 실

제 부위에서 Bet v 1 유전자에 대한 서열에서 동일하였다. 

두개의 일반적으로 적용가능한 프라이머 (도 2에서 "모두 센스" 및 "모두 넌센스"로 표시된)가 추가로 합성되었<251>

고 모든 돌연변이체에 사용되었다. 이들 프라이머들은 15 핵산 길이이며 Bet v 1로부터 상류 및 하류의 약 1 킬

로베이스의 pMAL-c 벡터의 부분의 서열과 상응한다. 상류 프라이머의 서열은 센스 가닥으로부터, 하류 프라이머

의 서열은 넌센스 가닥으로부터 유도되었다(도 2 참고).

두 독립적인 PCR 반응들이 PCR 인공산물의 빈발을 감소시키기 위해 단지 20 온도 사이클만 수행된 것을 제외하<252>

고는 본질적으로 표준 방법(Saiki et al 1988, 참고 20)에 따라 시행되었다. 각 PCR 반응은 주형으로서 삽입된

Bet v 1이 있는 pMAL-c 및 각각 하나의 돌연변이-특이한 및 일반적으로 적용가능한 프라이머를 이용하였다. 

삼중-패치 돌연변이체에서 4개의 아미노산 치환(Asn28Thr, Lys32Gln, Glu45Ser, Pro108Gly)의 도입은 단계적으<253>

로 상기와 같이 수행되었다. 첫번째 Glu45Ser  돌연변이, 그리고 나서 Pro108Gly  돌연변이 그리고 마지막으로

Asn28Thr, Lys32Gln 돌연변이가 주형으로 각각, Bet v 1 No. 2801, Bet v 1 (Glu45Ser), Bet v 1 (Glu45Ser,

Pro108Gly)가 삽입된 pMAL-C를 이용하여 도입되었다. 

PCR 산물은 아가로스 겔 전기영동 및 전기-용출로 정제하고 에탄올로 침전시켰다.  세번째 PCR 반응은 주형으로<254>

서 처음 두 PCR 반응으로부터의 결합 PCR 산물들과 및 일반적으로 적용가능한 프라이머를 사용하여 수행되었다.

즉, 표준 PCR 20 사이클이 이용되었다. PCR 산물은 아가로스 겔 전기영동 및 전기-용출로 정제된 뒤 에탄올로

침전시키고, 제한효소(BsiWI/EcoRI)로 절단하고, 동일한 효소로 제한된 삽입된 Bet v 1을 갖는 pMAL-c에 방향성

있게 연결되었다. 

도3은 다음과 같은 Thr10Pro, Asp25Gly, Asn28Thr + Lys32Gln, Glu45Ser, Asn47Ser, Lys55Asn, Glu60Ser(비-<255>

패치), Thr77Ala 및 Pro108Gly의 모두 9 Bet v 1 돌연변이의 개관을 보여준다.  또한 4개의 돌연변이를 갖는 추

가적인 돌연변이체 (Asn28Thr,  Lys32Gln,  Glu45Ser,  Pro108Gly)가 제조되었다. 이들 중, 5개의 돌연변이체가

다음 실험을 위해 선택되었다: Asn28Thr + Lys32Gln, Glu45Ser, Glu60Ser, Pro108Gly 및 삼중-패치 돌연변이

Asn28Thr, Lys32Gln, Glu45Ser, Pro108Gly.  

뉴클레오티드 서열화<256>

유전자를 코드화하는 Bet v 1의 핵산 서열의 결정은 서브클로닝 전후 및 생체외 돌연변이유발 후 각각 수행되었<257>

다. 

0.1g/ℓ 암피실린으로 보충된 LB 배지에서 하룻밤 포화되도록 배양한 세균 배양액 10ml로부터의 플라스미드 DNA<258>

의 것은 Qiagen-tip 20 컬럼으로 정제되고 공급자의 추천에 따른 Sequenase version 2.0 DNA 분석 키트(USB)를

이용하여 분석하였다. 

재조합 Bet v 1 및 돌연변이체의 발현 및 정제<259>

재조합 Bet v 1 (Bet v 1 No. 2801 및 돌연변이체)은 말토스-결합 단백에 융합된 Escherichia coli DH 5a에서<260>

과발현되었고, 참고문헌 15에 기술된 대로 정제되었다.  요컨대, 재조합 E. coli 세포는 37℃에서 436nm에서 흡

광도 1.0에 이를 때까지 배양되었고, 그 후에 Bet v 1 융합 단백질의 발현이 IPTG의 첨가로 유도되었다.  세포

를 유도 3시간 후 원심분리로 수확하여, 세포용해 완충액 중에서 재-부유시킨 후 초음파처리로 분쇄하였다.  초

음파 처리 및 부가적인 원심분리 후, 재조합 융합 단백질이 아밀로스 친화성 크로마토그래피에 의해 단리되었고

연이어 팩터 Xa와 배양하여 분할하였다.  F Xa 분열 후에, 재조합 Bet v 1은 겔 여과에 의해 단리되었고, 필요

하다고 여겨지면 미량의 말토스-결합 단백질을 제거하기 위해 한 번 더 아밀로스 친화성 크로마토그래피를 실시

했다. 

정제된 재조합 Bet v 1은 한외여과(ultrafiltration)에 의해 약 5mg/ml까지 농축하고 4℃에서 저장하였다.  정<261>

제된 재조합 Bet v 1 조제물의 최종 수율은 E. coli 세포 배양 1리터당 2~5mg 사이 였다. 

정제된 재조합 Bet v 1 조제물은 17.5 kDa의 겉보기 분자량을 갖는 은-착색된 SDS-폴리아크릴아미드 전기영동<262>

에서 단일 밴드로 나타났다.  N-말단 분석은 cDNA 핵산 서열에서 유래된 대로 예상된 서열을 보였고, 정량적인

아미노산 분석은 예상된 아미노산 조성을 보였다. 

본 발명자들은 앞서 재조합 Bet v 1 No. 2801이 자연 발생한 Bet v 1으로 부터 면역화학적으로 분간할 수 없음<263>
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을 살핀 바 있다(참고문헌 15). 

토끼 폴리클로날 항체를 이용한 면역전기영동법<264>

7개의 돌연변이 Bet v 1은 재조합 Bet v 1 단백질로 만들어졌고 상기 기술한 대로 정제된 후 자작나무 꽃가루에<265>

서 단리된 Bet v 1에 대해 만들어진 폴리클로날 토끼 항체에 대한 그들의 반응성이 시험되었다.  본래의 조건

하에서 면역전기영동법(로켓-라인 면역전기영동법)에 의해 분석하였을 때, 토끼 항체는 모든 돌연변이체를 침전

시킬 수 있었고, 이는 돌연변이체가 보존된 α-탄소 골격의 3차 구조를 갖고 있다는 것을 나타낸다. 

인간의  폴리클로날  IgE-반응에  대한  영향을  분석하기  위해,  돌연변이체  Glu45Ser,  Pro108Gly,<266>

Asn28Thr+Lys32Gln 및 Glu60Ser을 다음 분석을 위해 선택하였다. 

Bet v 1 Glu45Ser 돌연변이체<267>

위치 45의 글루탐산은 높은 정도의 용매-노출(40%)을 보이며 Fagales 알레르겐 (패치I)에 일반적인 분자 표면<268>

패치 내에 위치한다. 세린 잔기는, 글루탐산이 α-탄소 골격의 3차 구조의 변형 없이 세린에 의해 대체될 수 있

음을 주장하면서 Bet v 1 상동성 PR-10 단백질의 몇몇에서 위치 45를 차지하는 것으로 밝혀졌다.  게다가, 알려

진 Fagales 이소알레르겐(isoallergen) 서열의 어떤 것도 45 위치에 세린을 갖고 있지 않으므로, 글루탐산의 세

린으로의 치환은 비-자연발생적 Bet v 1 분자를 낳는다. 

재조합 Glu45Ser Bet v 1 돌연변이체를 이용한 T 세포 증식 검사법<269>

분석은 Spanfort et al 1996a에서 기술된 대로 수행되었다.  재조합 Bet v 1 Glu45Ser 돌연변이체는 재조합 및<270>

자연 발생한 것과 유사한 자극 지수를 갖는 3명의 다른 자작나무 꽃가루에 알레르기를 보이는 개체로부터의 T

세포주에서 증식을 야기할 수 있었다는 것이 발견되었다. 

재조합 Glu45Ser Bet v 1의 결정화 및 구조 결정<271>

재조합 Glu45Ser Bet v 1 결정은 25℃에서, 특히 Sangfort et al 1996b, 참고 21에서 기술된 대로 본질적으로<272>

증기 확산에 의해 성장되었다.  5mg/ml 농도에서 Glu45Ser Bet v 1은 pH 6.0에서 같은 부피의 2.0M 황산 암모

늄, 0.1M 시트르산 나트륨, 1%(v/v) 다이옥산과 혼합하고, pH 6.0에서 100배 부피의  2.0M 황산 암모늄, 0.1M

시트르산 나트륨, 1%(v/v) 다이옥산에 대해 평형을 이루었다.  평형 24시간 후 결정의 성장은, 씨드 원으로서

재조합 야생형 Bet v 1의 결정을 이용해, 참고문헌 21에 기술된 씨딩(seeding) 기술을 적용하여 유도되었다.  

약 2개월 후, 결정을 모아서 참고 21에 기술된 대로 Rigaku 회전 양극에서 발생한 X-선을 이용하여 분석하였고,<273>

그 구조는 분자 치환을 이용해 용해되었다. 

Bet v 1 Glu45Ser 돌연변이체의 구조<274>

돌연변이의 구조적 효과는 회전 양극으로부터 발생된 X-선에 의해 분석되었을 때 3.0Å 해상도로 회절된 3차원<275>

적인 Bet v 1 Glu45Ser 단백 결정의 성장에 의해 설명된다. 위치 45에서 글루탐산의 세린으로의 치환은 총 α-

탄소 골격의 3차 구조가 보존된 것을 또한 보여주는 Bet v 1 Glu45Ser 구조 전자 밀도 지도에 의해 증명되었다. 

Bet v 1 Glu45Ser 돌연변이체의 IgE 결합 성질<276>

Bet v 1 Glu45Ser 돌연변이의 IgE 결합 성질은 자작나무에 알레르기가 있는 개체로부터의 혈청 IgE 울혈을 이용<277>

한 액상 IgE 억제 분석에서 재조합 Bet v 1과 비교되었다.  

재조합 Bet v 1 no. 2801은 1:5의 몰비(Bet v 1 no. 2801 : 비오틴)로 비오틴화하였다.  저해 검사법은 다음과<278>

같이 수행되었다: 혈청 샘플(25㎕)을 고체상 항-IgE과 배양하고, 세척하고, 재-부유시킨 후 이어 비오틴화된

Bet v 1 no. 2801(3.4nM) 및 주어진 돌연변이체 (0~28.6 nM)의 혼합물과 배양하였다.  고형상에 결합한 비오틴

화된 Bet v 1 no. 2801의 양은 아크리디늄 에스테르 표지된 스트렙타비딘과 배양한 후 측정된 RLU로 부터 계산

되었다.  저해의 정도는 완충액과 저해제로서의 돌연변이체를 이용하여 얻어진 RLU 간의 비로 계산되었다. 

도 4는 비오틴화 되지 않은 Bet v 1 및 Bet v 1 Glu45Ser 돌연변이체에 알레르기를 보이는 개체들 울혈로부터의<279>

혈청 IgE에 대한 비오틴화된 재조합 Bet v 1의 결합의 저해를 나타낸다. 

혈청 울혈에 존재하는 혈청 IgE에 대한 결합의 50% 저해에 도달하는 데 필수적인 각각의 재조합 단백질의 양에<280>

서 명확한 차이가 있다.  재조합 Bet v 1은 약 6.5ng에서 50%의 저해에 달하는 반면 그에 상응하는 Bet v 1

Glu45Ser 돌연변이체의 농도는 약 12ng이었다. 이는 Bet v 1 Glu45Ser 돌연변이체에서 도입된 점 돌연변이가 약

2의 인자로 특이적인 혈청 IgE의 친화성을 감소시키는 것을 보여준다.  Bet v 1 Glu45Ser 돌연변이체에 의해 얻
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어진 저해의 최고 수준은 재조합 Bet v 1에 비하여 명확히 더 낮다. 이는 Glu45Ser 치환 후, 혈청 울혈에 존재

하는 특이한 IgE의 일부는 Bet v 1 Glu45Ser 돌연변이를 인식할 수 없다는 것을 알려주고 있다. 

Asn28Thr+Lys32Gln Bet v 1 돌연변이체<281>

28 및 32 위치에서의 아스파르트산 및 리신 각각은 높은 용매-노출 정도(각각 35% 및 50%)를 보이며 Fagales 알<282>

레르겐에서 일반적인 분자 표면 패치(패치 II)에 위치하고 있다.  구조에서, 아스파르트산 28 및 리신 32는 분

자 표면에서 서로 가깝게 위치하고 있으며 가장 유사하게는 수소결합을 통해 상호작용한다.  트레오닌과 글루탐

산 잔기는 각각 α-탄소 골격의 3차 구조의 변형 없이 아스파르트산과 리신이 트레오닌과 글루탐산으로 치환될

수 있다고 주장하는 Bet v 1에 상동적인 PR-10 단백질의 일부에서 각각 28 및 32 위치를 차지하고 있는 것이 밝

혀졌다.  더우기, 자연발생적 이소알레르겐(isoallergen) 서열은 각각 28 및 32 위치에 트레오닌과 글루탐산을

갖고 있지 않기 때문에, 치환은 비-자연적으로 발생한 Bet v 1 분자를 만든다. 

Bet v 1 돌연변이체 Asn28Thr+Lys32Gln의 IgE-결합 성질<283>

돌연변이체 Asn28Thr+Lys32Gln의 IgE-결합 성질은 상기 기술한 자작나무에 알레르기를 보이는 개체로부터 얻은<284>

혈청 IgE의 울혈을 이용한 액상 IgE-저해 검사법에서 재조합 Bet v 1과 비교되었다. 

도 5는 비오틴화되지 않은 Bet v 1과 Bet v 1 돌연변이체 Asn28Thr+Lys32Gln에 의해 알레르기 반응을 보이는 개<285>

체들의 울혈로부터의 혈청 IgE에 대한 비오틴화된 재조합 Bet v 1의 결합의 저해를 나타낸다.  

혈청 울혈에 존재하는 혈청 IgE에 대한 결합의 50% 저해에 도달하기 위해 필요한 각각의 재조합 단백질의 양에<286>

서 현저한 차이가 있다.   재조합 Bet  v  1은 약 6.5ng에서 50%의 저해에 달하는 반면 Bet  v  1  돌연변이체

Asn28Thr+Lys32Gln의 그에 상응하는 농도는 약 12ng이었다.  이는 Bet v 1 돌연변이체 Asn28Thr+Lys32Gln에서

도입된 점 돌연변이가 약 2배로 특이적인 혈청 IgE의 친화성을 감소시키는 것을 보여준다.  

Bet v 1 돌연변이체 Asn28Thr+Lys32Gln에 의해 얻어진 억제의 최고 수준은 재조합 Bet v 1에 비하여 명확히 더<287>

낮다.   이는 Asn28Thr+Lys32Gln  치환 후,  혈청 울혈에 존재하는 특이한 IgE의 몇몇은 Bet  v  1  돌연변이체

Asn28Thr+Lys32Gln를 인식할 수 없다는 것을 알려준다. 

Bet v 1 돌연변이체 Pro108Gly<288>

108 위치의 프롤린은 높은 용매-노출 정도 (60%)를 보이며 Fagales 알레르겐 에 대한 일반적인 분자 표면 패치<289>

(패치III) 내에 위치한다. 글리신 잔기는 α-탄소 골격의 3차 구조의 변형 없이 프롤린이 글리신에 의해 대체될

수 있다고 주장되는 Bet v 1 상동성 PR-10 단백질의 몇몇에서 위치 108을 차지하는 것으로 밝혀졌다. 게다가,

자연발생적인 너도밤나무 이소알레르겐 서열의 어떤 것도 위치 108에 글리신을 갖고 않기 때문에, 프롤린의 글

리신으로의 치환은 비-자연발생적 Bet v 1 분자를 낳는다.

Bet v 1 Pro108Gly 돌연변이체의 IgE 결합 성질<290>

Bet v 1 Pro108Gly 돌연변이체의 IgE 결합 성질은 상기의 자작나무에 알레르기가 있는 개체로부터의 혈청 IgE<291>

울혈을 이용한 액상 IgE 저해 검사법에서 재조합 Bet 1과 비교되었다.  

도 6은 비오틴화 되지 않은 Bet v 1 및 Bet v 1 Pro108Gly 돌연변이체에 의한 알레르기를 보이는 개체들 울혈로<292>

부터의 혈청 IgE에 대한 비오틴화된 재조합 Bet v 1의 결합의 저해를 나타낸다. 

혈청 울혈에 존재하는 혈청 IgE에 대한 결합의 50% 저해에 도달하는 데 필수적인 각각의 재조합 단백질의 양에<293>

서 명확한 차이가 있다.  재조합 Bet v 1은 약 6.5ng에서 50%의 저해에 달하는 반면, Bet v 1 Pro108Gly 돌연

변이체의 그에 상응하는 농도는 약 15ng이었다.  이는 Bet v 1 Pro108Gly 돌연변이체에서 도입된 하나의 점 돌

연변이가 약 2배로 특이적인 혈청 IgE의 친화성을 감소시키는 것을 보여준다.  

Bet v 1 Pro108Gly 돌연변이체에 의해 얻어진 저해의 최고 수준은 재조합 Bet v 1에 견주어 다소 더 낮다.  이<294>

는 Pro108Gly 치환 후, 혈청 울혈에 존재하는 특이한 IgE의 몇몇은 Bet v 1 Pro108Gly 돌연변이체를 인식할 수

없다는 것을 알려주고 있다. 

Bet v 1 돌연변이체 Glu60Ser (비-패치 돌연변이체)<295>

60위치의 글루탐산은 높은 용매-노출 정도 (60%)를 보이지만, Fagales 알레르겐에 대한 일반적인 분자 표면 패<296>

치 내에 위치하지 않는다.  세린 잔기는 α-탄소 골격의 3차 구조의 변형 없이 글루탐산이 세린에 의해 대체될

수 있다고 주장되는 Bet v 1 상동성 PR-10 단백질의 몇몇에서 위치 60를 차지하는 것으로 밝혀졌다.  게다가,
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자연발생하는 이소알레르겐 서열의 어떤 것도 위치 60에 세린을 갖고 않기 때문에, 글루탐산의 세린으로의 치환

은 비-자연적으로 발생한 Bet v 1 분자를 만든다.

Bet v 1 Glu60Ser 돌연변이체의 IgE 결합 성질<297>

Bet v 1 Glu60Ser 돌연변이체의 IgE 결합 성질은 상기의 자작나무에 알레르기가 있는 개체로부터의 혈청 IgE 울<298>

혈을 이용한 액상 IgE 저해 검사법에서 재조합 Bet 1과 비교되었다.  

도 7은 비오틴화 되지 않은 Bet v 1 및 Bet v 1 Glu60Ser 돌연변이체에 의해 알레르기를 보이는 개체들 울혈로<299>

부터의  혈청  IgE에  대한  비오틴화된  재조합  Bet  v  1의  결합의  억제를  나타낸다.  Glu45Ser,  Pro108Gly  및

Asn28Thr+Lys32Gln 돌연변이체와 대조적으로, 글루탐산 60의 세린으로의 치환은 그 IgE-결합 성질에 어떤 유의

성 있는 영향을 보이지 않았다.  이는, 보존된 알레르겐 분자 표면 영역이 우세한 IgE-결합 에피토프를 갖고 있

다는 생각을 지지하여, 정의된 Fagales 일반적인 패치의 외부에서 치환은 특이적인 혈청 IgE의 결합에 근소한

효과를 미칠 뿐이라는 것을 알려준다. 

Bet v 1 삼중-패치 돌연변이체<300>

삼중-패치  돌연변이체에서,  상기  세  다른  일반적인  Fagales  패치에  도입된  점  돌연변이  (Glu45Ser,<301>

Asn28Thr+Lys32Gln 및 Pro108Gly)는 네 아미노산 치환을 수행하는 인공 돌연변이체를 만드는 데 있어 동시에 도

입되었다. 

Bet v 1 삼중-패치 돌연변이체의 구조적 분석<302>

정제된 삼중-패치 돌연변이의 구조적 완전성(integrity)이 원형이색성(circular dichroism, CD) 분광분석법에<303>

의해 분석되었다.  도8은 동일 농도 부근에서 기록된 재조합 및 삼중-패치 돌연변이의 CD 스펙트럼을 보여준다.

두 재조합 단백질로부터의  CD 스펙트럼에서 진폭 및 위치에서의 중첩은 α-탄소 골격의 3차 구조는 도입된 아

미노산 치환에 영향받지 않는다는 것을 제시하여 두 조제물이 동일한 양의 2차 구조를 포함하고 있다는 것을 말

해준다. 

Bet v 1 삼중-패치 돌연변이체의 IgE-결합 성질<304>

Bet v 1 삼중-패치 돌연변이체의 IgE 결합 성질은 상기의 자작나무에 알레르기가 있는 개체로부터의 혈청 IgE<305>

울혈을 이용한 액상 IgE 저해분석법에서 재조합 Bet 1과 비교되었다.  

도 9는 비오틴화 되지 않은 Bet v 1 및 Bet v 1 삼중-패치 돌연변이체에 의해 알레르기를 보이는 개체들 울혈로<306>

부터의 혈청 IgE에 대한 비오틴화된 재조합 Bet v 1의 결합의 저해를 나타낸다. 상기 단일 돌연변이체와 대조적

으로, 삼중-패치 돌연변이체의 저해 곡선은 재조합체와 더 이상 평행적인 관계가 아니었다.  이는 삼중-패치 돌

연변이체에 도입된 치환이 재조합에 비교시 IgE-결합 성질 및 에피토프 프로필을 변화시켰다는 것을 보여준다.

평행성의 결여는 특이적인 혈청 IgE에 대한 삼중-패치 돌연변이 친화성 감소를 정량하는 것을 어렵게 만든다. 

재조합 Bet v 1은 약 6ng에서 50%의 억제에 달하는 반면 Bet v 1 삼중-패치 돌연변이의 그에 상응하는 농도는<307>

30ng, 즉 5배로 친화성이 감소하였다.  그러나, 80% 억제에 도달하기 위해 그에 상응하는 값은 각각 20ng 및

400 ng, 즉 20배의 감소이다. 

재조합 Bet v 1 삼중-패치 돌연변이체를 이용한 T 세포 증식 검사법<308>

분석은 참고문헌 15에 기술된 대로 수행되었다.  재조합 Bet v 1 삼중-패치 돌연변이체는 재조합 및 자연 발생<309>

한 것과 유사한 자극 지수를 갖는 세 다른 자작나무 꽃가루에 알레르기를 보이는 개체로부터의 T 세포주에서 증

식을 야기할 수 있었다는 것이 발견되었다.  이는 삼중-패치 돌연변이는 항체 생성에서 필수적인 세포적 면역

반응을 개시할 수 있다는 것을 암시한다. 

실시예 2<310>

실시예 2는 하나의 1차적인 돌연변이를 갖는 재조합 돌연변이 알레르겐의 제조를 기술한다.  본 발명에 따른 재<311>

조합 돌연변이 알레르겐, 즉 적어도 4개의 1차 돌연변이를 포함하는 알레르겐은 동일한 방법을 통해 만들어질

것이다. 

Vespula vulgaris 독의 주된 알레르겐 항원 5 내의 공통적인 에피토프의 동정<312>

항원 5는 3개의 말벌 독 단백질의 하나이며, 이들은 사람에게 알레르겐으로 알려져 있다.  말벌류는 호박벌, 옐<313>

로우-자켓(yellow-jacket), 장수말벌을 포함한다.  말벌 독의 다른 두개의 알려진 알레르겐은 포스포리파제 A1
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및 히알루로니다제이다.  Vespula vulgaris의 항원 5(Ves v 5)는 클론되고 효모 시스템(Monsalve et al. 1999,

참고 22)에서 재조합 단백질로 발현된다.  재조합 Ves v 5의 3차원적인 결정 구조는 (조제물에서) 1.8Å 해상도

에서 확인되었다.  구조의 주된 모습은 세 쌓인 층으로 정렬된 β-가닥 및  네 α-나선으로 구성되어 "α-β-α

샌드위치"로 된다.  다른 Vespula 종으로부터 항원 5 상동적인 알레르겐 사이의 서열 동일성은 약 90%로 보존된

분자 표면 영역 및 B 세포 에피토프의 존재를 제안한다. 

공통적인 패치들의 존재 및 동정은, 상기 나무 꽃가루 알레르겐에서와 같이, Ves v 5의 3차원적인 구조에 의해<314>

밝혀진 항원 5의 분자 표면의 분석과 함께 땅벌 항원 5 알레르겐의 모든 알려진 아미노산 서열들의 정열 후에

수행되었다.  도10은 개별적으로 정렬된 항원 5 잔기의 용매접근성과 Vespula 항원 5 서열 (왼쪽 패널)의 서열

정렬을 나타낸다.  도 10의 오른쪽 패널에서는 Vespula 항원 5 사이의 채삭된 보존부분을 갖는 항원 5의 분자

표면을 나타낸다.

부위-특이적 돌연변이 유발을 위한 아미노산의 선택<315>

부위-특이적 돌연변이유발을 위한 아미노산 잔기는 이들 변형이 임상적으로 땅벌에 알레르기성 교차반응을 보이<316>

는 대부분의 개체들로부터의 혈청 IgE의 결합에 영향을 미치는 것으로 예상되기 때문에 Vespula 에 일반직인 패

치에 존재하는 잔기들 가운데서 선택되었다.  

각각의 패치 내의 각 아미노산 잔기의 용매-노출의 상대적인 방향성 및 백분율은 그들의 원자 좌표에 기초하여<317>

계산되었다.  용매 노출의 정도가 낮은 잔기들은 구조의 변형 가능성 또는 항체 상호작용 결여 때문에 돌연변이

유발에 적절한 것으로 간주되지 않았다.  나머지 잔기들은 그들의 용매-노출의 정도에 따라 등급을 매겼다. 

Ves v 5를 코드화하는 유전자의 클로닝<318>

총 RNA를 (Fang et al. 1998, 참고. 23)에 기술된 대로 Vespula vulgaris 말벌의 독선으로부터 분리하였다. <319>

첫-가닥 cDNA합성, PCR 증폭 및 Ves v 5 유전자의 클로닝을 (Lu et al. 1993, 참고 24)에 기술된 대로 수행하<320>

였다. 

pPICZαA로의 서브클로닝<321>

Ves v 5를 코드화하는 유전자는 Pichia pastoris에서 Ves v 5의 분비된 발현을 위해 pPICZαA 벡터 (인비트로<322>

겐)로 순차적으로 서브클론되었다.  유전자는 PCR에 의해 증폭되고 Saccharomyces cerevisiae의 α-팩터 분비

신호에 대한 서열을 코드화하는 프레임에 서브클론되었다.  이 구조 내에서 α-팩터가 생체내에서, 단백질이 분

비되는 동안 Pichia pastoris Kex2 프로테아제 시스템에 의해 분할된다. 

간단히 PCR은 주형으로서의 Ves v 5 및 각 단백질의 아미노-및 카르복시 말단에 상응하는 프라이머를 이용해서<323>

수행되었다.  프라이머들은 클로닝에 대한 각각의 EcoRI 및 XbaI 제한 효소 자리를 수용하도록 5'-말단에 연장

되었다.  Kex2 분열부위를 코드화하는 뉴클레오티드가 구조 내에서 단백질의 아미노 말단 상류 18 핵산에 위치

하여, 아미노 말단에서 6개의 추가적인 아미노산, Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Phe를 가진 Ves v 5를 발현시키는 결과

를 가져온다.

pPICZαA-Ves v 5의 P. pastoris로의 삽입<324>

삽입된 Ves v 5 유전자를 가진 pPICZαA 벡터는 Sac I 제한으로 선형화되고 Pichia pastoris 게놈의 AOX1 위치<325>

에 삽입되었다. 삽입은 Invitrogen의 권고에 따라 Pichi pastoris KM71 세포들에 상동성 재조합에 의해 수행되

었다. 

생체외 돌연변이 유발<326>

생체외 돌연변이유발은 주형으로 삽입된 Ves v 5를 갖는 재조합 pPICZαA 를 이용한 PCR에 의해 수행되었다.<327>

각 돌연변이체 ves v 5 유전자는 4개의 프라이머를 이용한 3PCR 반응에 의해 만들어졌다.

두개의 돌연변이-특이적인 올리고뉴클레오타이드 프라이머는, 각 DNA 가닥에 대해 하나씩인, 각 돌연변이에 상<328>

응하게 합성되었다(도11 및 12 참고).  출발점으로서 돌연변이된 핵산(들)을 이용하여 두 프라이머는 5'-말단에

서는 6~7개 핵산이, 3'-말단에서는 12~13개의 핵산이 연장되었다.  연장된 핵산은 서열에서 실제 부위의 Ves v

5 유전자와 동일하였다. 

두개의  일반적으로  적용가능한  프라이머  (도12에서  "모두  센스"  및  "모두  넌센스"로  표시된)들이  더<329>

합성되었고, 모든 돌연변이체에 이용되었다.  진정한 아미노 말단을 갖는 Ves v 5 돌연변이체들의 발현을 확실
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히하기 위해, 단백질의 아미노 말단에 상응하는 하나의 프라이머가 Xho I 부위를 갖는 5'-말단에서 연장되었다.

pPICZαA 벡터로 Ves v 5 돌연변이체 유전자의 삽입시, Kex2 프로테아제 분열 부위는 Ves v 5 아미노 말단의 바

로 상류에 다시 만들어졌다.  두번째 프라이머는 Ves v 5 유전자로부터 하류방향으로 약 300bp에 위치하고 있는

pPICZαA 벡터 부위에 대한 서열에 상응한다.  Ves v 5의 아미노 말단에 상응하는 프라이머 서열은 센스 가닥으

로부터 유도되고 하류의 프라이머 서열은 넌센스 가닥으로 부터 유도되었다(도11 참고).

두개의 독립적인 PCR 반응들이 PCR 인공산물의 빈도를 감소시키기 위해 단지 20회 온도 사이클만 수행된 것을<330>

제외하고는 본질적으로 표준 방법(Saiki et al 1988)에 따라 시행되었다.  각 PCR 반응은 주형으로서 Ves v 5가

삽입된 pPICZαA 및 하나의 돌연변이 특이적인 프라이머 및 하나의 일반적으로 적용가능한 프라이머를 의미있게

조합하여 이용하였다. 

PCR 산물들은 "Concert, Rapid PCR Purification System" (Life Technologies)를 이용해 정제되었다.  세번째<331>

PCR 반응은 주형으로서의 처음 두 PCR 반응의 PCR 산물과 두 일반적으로 적용가능한 프라이머를 이용해 행해졌

다. 즉, 표준 PCR 20  사이클이 이용되었다.  PCR  산물은 "Concert,  Rapid  PCR  Purification  System"  (Life

Technologies)을 이용해 정제되고, 제한효소(XhoI/XbaI)로 절단된 후, 동일한 효소로 제한된 pPICZαA 벡터로

방향성있게 연결되었다.  도13은 모든 Ves v 5 돌연변이의 개관을 보여준다.  

P.pastoris로의 pPICZαA-Ves v 5 돌연변이체의 삽입<332>

Ves v 5 돌연변이체 유전자를 삽입한 pPICZαA 벡터를 Sac I 제한효소에 의해 선형화하고, Pichia pastorsis<333>

게놈상의 AOX1 좌위로 삽입하였다. 삽입은 Invitrogne의 권장사항에 따라 Pichia pastoris KM71 세포 상에서

상동적 재조합에 의해 수행하였다.

뉴클레오티드 서열화<334>

Ves v 5를 코드화하는 유전자의 뉴클레오티드 서열의 결정은 서브클로닝 전후 및  그 다음에 각각 생체외 돌연<335>

변이 유발을 행하였다.

0.1g/ℓ암피실린이 보충된 LB 배지에서 밤새 성장하여 포화된 10㎖의 박테리아성 배양균으로부터 나온 플라즈미<336>

드 DNA를 Qiagen-tip 20 칼럼 상에서 정제하고, 공급자의 권장에 따라 Sequenase 버젼 2.0 DNA 서열화 키트

(USB)를 사용하여 서열화 하였다.

재조합 Ves v 5의 발현 및 정제<337>

Pichia pastoris 균주 KM71의 재조합 효모 세포를, 효모 질소 염기, 비오틴, 글리세롤 및 히스티딘을 함유하는<338>

pH 6.0의 100㎖ 인산염 완충액을 담고 있는 500㎖ 병에서 4-6의 A600 nm가 될 때까지 30℃에서 225 rpm으로 진탕

배양하였다.  세포들을 원심분리로 수집하고, 글리세롤 대신 메탄올을 함유한 10㎖의 유사 완충 배지 내에서 재

현탁하였다.  매일 0.05㎖의 메탄올을 첨가하며 7일 동안 30℃에서 계속하여 배양하였다.

원심분리로 세포를 수집하고, 수집된 배양액을 한외여과로 농축하였다.  pH 4.6의 50mM 아세트산암모늄 완충용<339>

액에 대해 투석한 후, 동일한 완충액에서 평형을 이루고 있는 FPLC(Pharmacia) SE-53 양이온 교환 칼럼에 상기

샘플을 적용하였다. 상기 칼럼을 0 ~ 1.0 M NaCl, 50 mM 아세트산암모늄 선형 구배로 용출하였다.  약 0.4 M

NaCl에서 용출하는 재조합체 Ves v 5 피크를 수집하고, 0.02 N 아세트산에 대해 투석하였다. 약 10㎎/㎖로 농축

한 후, 정제된 Ves v 5를 4℃에서 보관하였다.

재조합 Ves v 5의 결정화<340>

Ves v 5의 결정을 증기 확산 기법으로 25℃에서 성장시켰다.  결정화를 위해, 5㎎/㎖ Ves v 5 5㎕를 18% PEG<341>

6000 5㎕와 pH 6.0의 0.1M 시트르산나트륨과 혼합하고, 18% PEG 6000 1㎖와 pH 6.0의 0.1M 시트르산나트륨에

대해 평형이 되도록 하였다.

X선 회절 데이타를 100K에서 천연 Ves v 5 결정, 및 중원자 유도체와 결합 후에 수집하고, Ves v 5의 3차원 구<342>

조를 해결하기 위해 사용하였다.  도 10(제조시 사본)을 참조하시오.

토끼 폴리클로날 항체를 사용한 면역전기영동<343>

재조합 Ves v 5 단 백질로서 두개의 Ves v 5 돌연변이체를 생성하고, 재조합 Ves v 5에 대하여 발생한 폴리클로<344>

날 토끼 항체에 대한 반응성을 시험하였다.  천연 조건하에 로켓(rocket) 면역전기영동으로 분석했을때, 토끼

항체는 재조합 Ves v 5뿐만 아니라 돌연변이체 둘 다를 침전시킬 수 있었고, 이것은 돌연변이체가 α-탄소 골격
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의 3차 구조를 유지한다는 것을 나타낸다.

특이적 혈청 IgE의 저해<345>

말벌 독 알레르기 개체로부터 유도된 혈청 IgE의 울혈을 사용한 유체-상 IgE-저해 검사법에서 Ves v 5 돌연변이<346>

체의 IgE-결합 특성을 재조합 Ves v 5와 비교하였다.

저해 검사법(inhibition assay)은 상기한 바와 같이 Bet v 1 대신에 비오틴화된 재조합 Ves v 5를 사용하여 수<347>

행하였다.

Ves v 5 Lys72Ala 돌연변이체<348>

72 위치에서 리신(lysin)은 고수준의 용매-노출(70%)를 나타내고, Vespula 항원 5에 공통적인 분자 표면 패치<349>

(patch)에 위치한다.  상대적인 배향 및 고수준의 용매 노출은 리신 72이 α-탄소 골격의 3차 구조의 변형없이

알라닌(alanine) 잔기에 의해 치환될 수 있다는 것을 나타낸다.  부가적으로, 자연 발생한 어떤 이소알레르겐

서열의 어떤 것도 72 위치에서 알라닌을 갖지 않기 때문에, 리신의 알라닌으로의 치환은 비-자연발생적 Ves v 5

분자를 발생시킨다.

Ves v 5 Lys72Ala 돌연변이체의 IgE-결합 성질<350>

상기한 자작나무 알레르기 개체로부터 유도된 혈청 IgE의 울혈을 사용한 유체상의 IgE-저해 검사법에서 Ves v 5<351>

Lys72Ala 돌연변이체의 IgE-결합 성질을 재조합 Ves v 5와 비교하였다.

도 14는 비-비오틴화된 Ves v 5 및 Ves v 5 Lys72Ala 돌연변이체에 의해 비오틴화된 재조합 Ves v 5의 알레르기<352>

개체의 울혈에서 유래한 혈청 IgE에 대한 결합 저해를 나타낸다.

혈청 울혈에 존재하는 혈청 IgE에 대한 50% 결합 저해에 도달하기 위해 필요한 각각의 재조합 단백질의 양에 명<353>

백한 차이가 존재한다.  재조합 Ves v 5는 약 6ng에서 50% 저해에 도달하는 반면, Ves v 5 Lys72Ala 돌연변이체

의 경우에 상응하는 농도는 40ng이다.  이것은 Ves v 5 Lys72Ala 돌연변이체 내에 도입된 하나의 점 돌연변이가

특이적 혈청 IgE에 대해 친화성을 약 6배 감소시킨다는 것을 나타낸다.  Ves v 5 Lys72Ala 돌연변이체에 의해

도달되는 저해의 최대 수준은 재조합 Ves v 5에 비해 현저하게 낮아진다.  이것은 Lys72Ala 치환 후, 혈청 울혈

내에 존재하는 일부 특이적 IgE는 Ves v 5 Lys72Ala 돌연변이체를 인지할 수 없다는 것을 나타낸다.

Ves v 5 Tyr96Ala 돌연변이체<354>

96 위치의 티로신은 고수준의 용매-노출(65%)을 나타내고, Vespula 항원 5에 공통적인 분자 표면 패치에 존재한<355>

다.  상대적인 배향 및 고수준의 용매 노출은 티로신 96이 3차원 구조의 변형없이 알라닌 잔기로 치환될 수 있

다는 것을 나타낸다.  부가적으로, 자연 발생한 어떤 이소알레르겐 서열의 어떤 것도 96 위치에서 알라닌을 갖

지 않기 때문에, 티로신의 알라닌으로의 치환은 비-자연 발생 Ves v 5 분자를 발생시킨다.

Ves v 5 Tyr96Ala 돌연변이체의 IgE-결합 성질<356>

상기한 자작나무 알레르기 개체로부터 유도된 혈청 IgE의 울혈을 사용하여 유체상의 IgE-저해 검사법에서 Ves v<357>

5 Tyr96Ala 돌연변이체의 IgE-결합 성질을 재조합 Ves v 5와 비교하였다.

도 14는 비-비오틴화된 Ves v 5 및 Ves v 5 Tyr96Ala 돌연변이체에 의한 비오틴화된 재조합 Ves v 5의 알레르기<358>

개체의 울혈에서 유래한 혈청 IgE에 대한 결합 저해를 나타낸다.

혈청 울혈에 존재하는 혈청 IgE와의 결합에 대하여 50% 저해에 도달하기 위해 필요한 각각의 재조합 단백질의<359>

양에 명백한 차이가 존재한다.  재조합 Ves v 5는 약 6ng에서 50% 저해에 도달하는 반면, Ves v 5 Tyr96Ala 돌

연변이체의 경우에 상응하는 농도는 40ng이다.  이것은 Ves v 5 Tyr96Ala 돌연변이체 내에 도입된 하나의 점 돌

연변이는 특이적 혈청 IgE에 대해 친화성을 약 6배 낮추는 것을 나타낸다. 

Ves v 5 Tyr96Ala 돌연변이체에 도입된 하나의 점 돌연변이가 특이적 혈청 IgE 에 대한 친화성을 6배 낮춘다.<360>

Ves v 5 Tyr96Ala 돌연변이체에 의해 도달되는 저해의 최대 수준은 재조합 Ves v 5에 비해 현저하게 낮아진다.<361>

이것은 Tyr96Ala 치환 후, 혈청 울혈 내에 존재하는 일부 특이적 IgE는 Ves v 5 Tyr96Ala 돌연변이체를 인지할

수 없다는 것을 나타낸다.

실시예 3<362>

치환을 위한 아미노산의 동정 및 선택<363>
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알레르겐 Bet v 1, Der p 2 및 Ves v 5를 치환하기에 적합한 표면-노출된 아미노산을 동정하고 선택하기 위해<364>

용매 접근성 및 보존 정도의 매개변수를 사용하였다.

용매 접근성<365>

버젼 97.0 InsightII (MSI) 소프트웨어 및 반경 1.4Å의 프로브(Connolly surface)를 사용하여 용매 접근성을<366>

계산하였다. 

소프트웨어 PASS(Putative  Active  Sites  with Spheres)를 사용하여 프로브를 충전함에 의해서 분석에서 내부<367>

공동을 제외하였다.  다음에 표면상의 프로브를 수동으로 제거하였다.

보존<368>

Bet v 1:<369>

3차원 구조는 수탁 번호 Z80104(1bv1.pdb)에 기초한 것이다.<370>

보존된 잔기의 분석에 포함된 38개의 다른 Bet v 1 서열은 다음의 접근 번호로 이루어진다:<371>

<372>

Der p 2:<373>

3차원 구조는 접근 번호 P49278(1a9v.pdb)에 기초한 것이다.<374>

보존된 잔기의 분석에 포함된 6개의 다른 Der p 2 서열은 다음의 치환체를 포함한다:<375>

<376>

Ves v 5:<377>

3차원 구조는 접근 번호 Q05110(pdb 좌표는 미공개)에 기초한 것이다.<378>

보존된 잔기의 분석에 있어 또 다른 Ves v 5 서열은 하나의 아미노산 치환체, M202K 를 포함한다.<379>

결과<380>

Bet v 1<381>

고도로 용매 노출된 59개의 아미노산:<382>

<383>
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고도로 용매 노출되고 보존된(>70%) 57개의 아미노산:<384>

<385>

실행된 23개의 돌연변이:<386>

<387>

표 1은 Bet v 1 아미노산의 용매 노출을 내림차순으로 나열한 것을 나타낸다. 1 열은 아미노-말단에서 시작하는<388>

아미노산 번호를 나열한 것이고, 2 열은 한글자로 약자로 아미노산을 나열한 것이고, 3열은 표준화한 용매 노출

지수를 나타낸 것이고, 그리고 4 열은 그 위치에서 관련된 아미노산을 갖는 주지된 서열의 퍼센트를 나열한 것

이다. 
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표 1<389>

<390>
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<391>
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<392>

<393>

Der p 2<394>
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고도로 용매 노출된 55개의 아미노산:<395>

<396>

고도로 용매 노출되고 보존된(>70%) 54개의 아미노산:<397>

<398>

실행된 6개의 돌연변이:<399>

<400>

표 2는 Der p 2 아미노산의 용매 노출을 내림차순으로 나열한 것을 나타낸다. 1열은 아미노-말단에서 시작하는<401>

아미노산 번호를 나열한 것이고, 2열은 한글자의 약자로 아미노산을 나열한 것이고, 3열은 표준화한 용매 노출

지수를 나타낸 것이고, 그리고 4열은 그 위치에서 관련된 아미노산을 갖는 주지된 서열의 퍼센트를 나열한 것이

다.

- 37 -

등록특허 10-0919914



표 2<402>

<403>
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<404>
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<405>

Ves v 5<406>

고도로 용매 노출된 89개의 아미노산:<407>

<408>

고도로 용매 노출되고 보존된(>70%) 88개의 아미노산:<409>

<410>

실행된 9개의 돌연변이:<411>

<412>

표 3은 Ves v 5 아미노산의 용매 노출을 내림차순으로 나열한 것을 나타낸다. 1열은 아미노-말단에서 시작하는<413>

아미노산 번호를 나열한 것이고, 2열은 한글자의 약자로 아미노산을 나열한 것이고, 3열은 표준화한 용매 노출
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지수를 나타낸 것이고, 그리고 4열은 그 위치에서 관련된 아미노산을 갖는 주지된 서열의 퍼센트를 나열한 것이

다.

표 3<414>

<415>
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<416>
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<417>
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<418>
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<419>

실시예 4<420>

본 실시예는 본 발명에 따른 재조합 돌연변이체 Bet v 1 알레르겐, 즉, 적어도 4개의 1차 돌연변이로 이루어지<421>

는 감소된 IgE-결합 친화성이 있는 알레르겐의 제조 및 특성화를 설명한다.

Bet v 1의 부위-특이적 돌연변이 유발을 위한 아미노산 잔기의 선택<422>

Bet v 1의 아미노산 잔기의 용매 접근성은 실시예 3의 표 1에 나타나 있다. 아미노산 보존율은, Bet V 1.2801<423>

야생형  아미노산  서열이  입력  서열로  사용되는  Blast  조사  상에서  ClustalW  알고리즘을  사용하여  ExPaSy

Molecular  Biology  Server(http://www.expasy.ch/)에서  수행된  서열  정렬에  기초한  것이다.   상기  정렬은

Fagales목(Bet v 1: Betula verrrucosa; car b 1: Carpinus betulus; Cor a 1: Corylus avellana; Aln g 1:

alnus glutinosa) 내의 종에서 유래된 67개의 알레르겐 서열(39개의 Bet b 1 서열, 11개의 Car b 1 서열, 6개

의 Cor a 1 서열 및 13개의 Aln g 1 서열)을 포함한다.  실시예에서 나타낸 돌연변이화된 재조합 Bet v 1 알레

르겐에 대하여, 치환을 위한 표적 잔기는 95% 이상의 아미노산 동일성에 기초하였다.
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실시예 1에 기재된 바와 같이, 관련된 종에서 유래된 꽃가루 알레르겐 사이에 고수준의 용매-노출 및 고수준의<424>

보존이 있는 아미노산 잔기를 부위-특이적 돌연변이 유발을 위해 선택하였다.  저수준의 용매 노출(<20%)을 갖

는 잔기는 3차 구조의 붕괴의 가능성 또는 항체 상호작용의 결핍 때문에 돌연변이 유발에 적합한 것으로 간주되

지 않았다.

도입된 잔기는 발병관련(PR-10) 단백질로 불리는 식물 단백질 군의 아이소폼 내에 상응하는 위치에 모두 존재하<425>

였다.  분자 모델링은 Fagales 알레르겐 및 PR-10 단백질의 3차 구조가 동일할 만큼 유사하다는 것을 나타낸다.

Bet v 1은 PR-10 단백질과 현저한 서열 동일성(20-40%)을 공유한다.  그러나, 상기 PR-10 단백질에 대한 알레르

기성의 교차-반응성에 대한 보고는 없다.  따라서, 고도로 보존되고 용매 노출된 Bet v 1에서 유래한 아미노산

과 PR-10 단백질 내의 상응하는 위치의 아미노산과의 교환은 변형되지 않은 α-탄소 골격의 3차 구조가 있지만

감소된 IgE-결합 친화성이 있는 돌연변이화된 Bet v 1 단백질을 생성하게 된다.

생체외 돌연변이 유발<426>

주형으로서 Bet v 1이 삽입된 재조합 pMAL-c를 사용하여 PCR에 의해 생체외 돌연변이 유발을 실행하였다.  5 내<427>

지 9의 1차 돌연변이로 이루어지는 재조합 돌연변이체 알레르겐의 제조는 단계 1 및 단계 2의 두 PCR 단계를 포

함한다. 우선, 도 17의 (I)에 개략적으로 나타낸 바와 같이, 상류 또는 하류 인접 돌연변이나 Bet v 1의 N-말단

/C-말단 중의 하나를 조정하는 센스 및 안티-센스 올리고뉴클레오티드 프라이머와 함께 각 돌연변이를 조정하는

센스 및 안티-센스 돌연변이-특이적 올리고뉴클레오티드 프라이머를 사용하여 Bet v 1.2801 또는 Bet v 1.2801

유도체의 연속적인 DNA 서열에 각각의 단일 돌연변이(또는, DNA 서열 중에 서로 근접하게 위치해 있다면 여러

돌연변이)를 삽입하였다.  그 다음에, PCR 반응(I)에서 유래된 PCR 생성물을 정제, 혼합하고, 도 17의 (II)에

개략적으로 나타낸 바와 같이 Bet v 1의 N-말단 및 C-말단을 조정하는 올리고뉴클레오티드 프라이머와 함께 추

가적인 PCR 반응(II)을 위한 주형으로 사용하였다.  상기 PCR 생성물을 아가로스 겔 전기영동법 및 PCR 겔 정제

(Life Technologies)에 의해 정제하고, 에탄올 침전하고, 제한 효소 (SacI/EcoRI) 또는 (SacI/XbaI)로 절단하

고, 그리고, 동일한 효소로 제한된 pMAL-c로 특정부위에 결찰하였다.

도 18은 합성된 올리고뉴클레오티드 프라이머 및 5 내지 9의 1차 돌연변이가 있는 Bet v 1 돌연변이체의 구축을<428>

위한 개략적인 예시를 나타낸다.  돌연변이화된 아미노산은 바람직하기는 실시예 3에 기재된 바와 같이, 고도로

용매 노출되고 보존되는 성질을 갖는 아미노산으로 이루어진 군에서 선택되었다.  상기 Bet v 1 돌연변이체는

다음과 같은 1차 돌연변이 및 괄호 내에 표현된 2차 돌연변이이다:

<429>

뉴클레오티드 서열화<430>

Bet v 1 코드화 유전자의 뉴클레오티드 서열의 결정은 서브클로닝 전후 및  다음의 생체외 돌연변이 유발에서<431>

각각 수행하였다.

0.1g/ℓ 암피실린이 보충된 LB 배지에서 밤새 성장하여 포화된 10㎖의 박테리아성 배양균으로부터 플라스미드<432>
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DNA를  Qiagen-tip  20  칼럼  상에서  정제하고,  Perkin  Elmer사의  Ready  reaction  dye  terminator  cycle

sequencing kit 및 Fluorescence Sequencer AB PRISM 377을 사용하여 공급자의 권장에 따라 서열화하였다.

재조합 Bet v 1 및 돌연변이체의 발현 및 정제<433>

참조 15에 기재된 바와 같이, 재조합 Bet v 1 (Bet v 1.2801 및 돌연변이체)을 말토스-결합 단백질과 융합된<434>

Escherichia coli DH 5α내에서 과잉-발현시키고, 정제하였다.  요약하면, 재조합 E.coli 세포를 37℃에서 광학

밀도가 600nm에서 0.8이 되도록 성장시키고, 여기에 Bet v 1 융합 단백질의 발현을 IPTG에 의해 유도하였다. 유

도 3시간 후, 원심분리에 의해 세포를 수확하고, 용해 완충액 내에 재현탁시키고, 초음파로 분쇄하였다.  초음

파 파괴 및 부가적인 원심분리 후, 재조합 융합 단백질을 아밀로스 친화성 크로마토그래피로 단리시키고, 그리

고 나서, Factor Xa (참조 15)로 배양하여 분할하였다.  F Xa 분할 후, 재조합 Bet v 1을 겔여과에 의해 단리시

키고, 미량의 말토스-결합 단백질을 제거하기 위해 또 다른 아밀로스 친화성 크로마토그래피를 하였다.

정제된 재조합 Bet v 1을 한외여과에 의해 약 5㎎/㎖로 농축하고, 4℃에서 보관하였다. 정제된 재조합 Bet v 1<435>

조합물의 최종 수율은 E.coli 세포 배양액 1 리터 당 2-5㎎ 사이 이었다.

상기 정제된 재조합 Bet v 1 조합물은 은-염색 SDS-폴리아크릴아미드 전기영동법 후에 17.5 kDa의 겉보기 분자<436>

량을 갖는 단일 띠로 보였다.

본 발명자들은 종전에 재조합 Bet v 1 No. 2801은 면역화학적으로 자연 발생 Bet v 1과 구별할 수 없다는 것을<437>

나타내었다(참조 15).

Bet v 1 (2628) 및 Bet v 1 (2637) 돌연변이체<438>

도 19는 Bet v 1 (2628) 및 Bet v 1 (2637)의 분자 표면에서 도입된 점 돌연변이를 나타낸다. 돌연변이체 Bet<439>

v 1 (2628)에서, 절반은 미변형으로 남겨두고 Bet v 1의 절반에 5개의 1차 돌연변이를 도입하였다.  돌연변이체

Bet v 1 (2637)에서, 첫번째 절반을 변화시키지 않고, 다른 절반에 5개의 1차 돌연변이 및 3개의 2차 돌연변이

를 도입하였다.  이런 방식으로, 돌연변이체 Bet v 1 (2628) 및 돌연변이체 Bet v 1 (2637) 내의 돌연변이는

Bet v 1 표면의 서로 다른 절반에 각각 영향을 미친다.

재조합 Bet v 1 (2628) 돌연변이체 단백질의 결정화 및 구조 결정<440>

재조합 Bet v 1 (2628)의 결정을, 기본적으로 (Spangfort et al 1996b, 참조 21)에 기재된 바와 같이, 증기 확<441>

산 기법으로 25℃에서 성장시켰다.  5㎎/㎖의 농도에서 Bet v 1 (2628)을 동일한 부피의 2.2M 황산암모늄, 0.1M

시트르산나트륨 및 pH 6.3의 1%(v/v) 다이옥산과 혼합하고, 100배 부피의 2.2M 황산암모늄, 0.1M 시트르산나트

륨 및 pH 6.3의 1%(v/v) 다이옥산에 대해 평형이 되도록 하였다.  평형 24시간 후, 시드(seed) 원으로서 재조합

야생형 Bet v 1의 결정을 사용하여, 참조 21에 기재된 씨딩(seeding) 기술을 적용시켜 결정 성장을 유도하였다.

약 4개월 후, 결정을 수확하고, 참조 21에 기재된 바와 같이 Rigaku 회전 양극에서 발생한 X선을 사용하여 분석<442>

하고, 분자 치환을 사용하여 구조를 해결하였다.

Bet v 1 (2628) 돌연변이체의 구조<443>

회전 양극에서 발생한 X선에 의해 분석할 때, 2.0Å 해상도로 회절시키면서 3차원 Bet v 1 (2628) 단백질 결정<444>

을 성장시킴으로써, 돌연변이의 구조적 효과를 설명하였다.  전체 α-탄소 골격 3차 구조가 보존되는 것을 나타

내면서, Bet v 1 (2628) 구조 전자 밀도 지도에 의해 Tyr5Val, Glu45Ser, Lys65Asn, Lys97Ser 및 Lys134Glu 치

환이 입증되었다.

Bet v 1 (2637) 돌연변이체의 구조적 분석<445>

정제된 Bet v 1 (2637) 돌연변이체의 구조적 완전성을 원형이색성(circular dichroism, CD) 분광법에 의해 분<446>

석하였다.  도 20은 재조합 Bet v 1.2801(야생형) 및 Bet v 1 (2637) 돌연변이체의 CD 스펙트럼을 나타내는 것

으로, 동일한 농도에 근접하여 기록되었다.  2개의 재조합 단백질에서 유래된 CD 스펙트럼에서 피크의 진폭 및

위치에 있어서 겹침은 두개의 조합물이 α-탄소 골격 3차 구조가 도입된 아미노산 치환체에 의해 영향을 받지

않는 것을 강력히 시사하면서, 동일한 양의 2차 구조를 포함한다는 것을 나타낸다.

Bet v 1 (2628) 및 Bet v 1 (2637) 돌연변이체의 IgE 결합 성질<447>

자작나무 알레르기 개체로부터 유도된 혈청 IgE의 울혈을 사용하여 유체상의 IgE-저해 방법에서 Bet v 1 (2628)<448>

및 Bet v 1 (2637) 돌연변이체의 1:1 혼합물뿐만 아니라, Bet v 1 (2628) 및 Bet v 1 (2637) 돌연변이체의 IgE
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결합 성질을 재조합 야생형 Bet v 1.2801과 비교하였다.

실시예 1에 기재된 바와 같이, 재조합 Bet v 1.2802을 1:5의 몰 비(Bet v 1 no.2801 : 비오틴)로 비오틴화하였<449>

다. 저해 검사법을 다음과 같이 실행하였다: 혈청 샘플(25㎕)을 고체상의 항 IgE와 함께 배양하고, 세척하고,

재현탁하고, 그리고 추가로 비오틴화된 Bet v 1.2801 및 주어진 돌연변이체의 혼합물 또는 2개의 돌연변이체의

1:1 혼합물과 함께 배양하였다.  아크리디늄 에스테르 표지된 스트렙타비딘으로 배양 후에 측정된 RLU로부터 고

체 상에 결합된 비오틴화된 Bet v 1.2801의 양을 추정하였다. 완충액을 사용하여 얻은 RLU와 저해제로서의 돌연

변이체의 비율로서 저해 정도를 계산하였다.

도 21은 비-비오틴화된 Bet v 1.2801에 의해서, 그리고 Bet v 1 (2628), Bet v 1 (2637) 및 Bet v 1 (2628)과<450>

Bet v 1 (2637)의 1:1 혼합물에 의한 알레르기 환자 울혈에서 얻은 혈청 IgE에 대한 비오틴화된 재조합 Bet v

1.2801의 결합 저해를 나타낸다.

혈청 울혈에 존재하는 혈청 IgE의 결합에 대하여 50% 저해에 도달하기 위해 필요한 각각의 재조합 단백질의 양<451>

에 명백한 차이가 존재한다. 재조합 Bet v 1.2801은 약 5ng에서 50% 저해에 도달하는 반면, Bet v 1 (2628) 돌

연변이체의 경우에 상응하는 농도는 15-20 ng이다. 이것은 Bet v 1 (2628) 돌연변이체 내에 도입된 단일 점 돌

연변이는 특이적 혈청 IgE에 대해 약 3-4배 친화성을 낮추는 것을 나타낸다.

Bet v 1 (2628) 돌연변이체 단백질에 의해 도달되는 최대 수준의 저해는 재조합 Bet v 1.2801과 비교하여 명확<452>

하게 낮다.  이것은 혈청 울혈에 존재하는 특이적 IgE의 일부가 도입된 점 돌연변이때문에 Bet v 1 (2628) 돌연

변이체 단백질을 인식할 수 없다는 것을 나타낸다.

Bet v 1 (2637) 돌연변이체에 도입된 점 돌연변이가 Bet v 1.2801과 비교하여 특이적 혈청 IgE에 대한 친화성을<453>

80 내지 100배 낮추는 것을 나타내는 약 400-500 ng에서 Bet v 1 (2637)은 50% 저해에 도달한다.  IgE-결합에

있어 큰 차이는 Bet v 1.2801에 대한 저해 곡선과 비교하여 Bet v 1 (2637) 돌연변이체 단백질로 얻은 저해 곡

선의 기울기의 명백한 차이에 의해 더욱 뒷받침된다.  상기 상이한 경향은 IgE-결합의 감소가 Bet v 1.2801과

비교하여 돌연변이체의 명확하게 상이한 에피토프(epitope) 패턴때문이라는 증거를 제공한다.

단일 변형 알레르겐으로 수행한 저해 검사법외에, Bet v 1 (2628) 또는 Bet v 1 (2637)이 있는 각각의 샘플과<454>

한 Bet v 1의 몰농도를 갖는 Bet v 1 (2628) 및 Bet v 1 (2637)의 1:1 혼합물을 시험하였고, 이들이 rBet v

1.2801에 대한 IgE-결합을 저해하는데 완전한(100%) 능력을 갖는다는 것을 나타내었다.  IgE-결합을 완전히 저

해하는 능력은 Bet v 1.2801 상에 존재하는 모든 반응성 에피토프가 1:1 알레르겐 혼합물에 존재했다는 명백한

지수이다.  Bet v 1.2801 및 알레르겐 혼합물에 대한 2개의 저해 곡선의 유사한 경향이 이를 추가적으로 뒷받침

한다.  IgE-결합의 50% 저해의 경우, Bet v 1.2801과 비교할 때, 혼합 알레르겐 샘플의 감소된 IgE-반응성은 알

레르겐 혼합물의 4배 고농도가 필요하다고 나타난다.

돌연변이화된 재조합 Bet v 1 알레르겐을 사용한 T 세포 증식 검사법<455>

참조 15에 기재된 바와 같이 분석을 수행하였다.  Bet v 1 (2628) 및 Bet v 1 (2637) 돌연변이체 단백질 둘 다<456>

재조합체 및 자연 발생체와 유사한 자극 지수를 갖는 자작나무 꽃가루 알레르기 개체로부터 유래된 T 세포주에

서 증식을 유도할 수 있었다.  이것은 Bet v 1 (2628) 및 Bet v 1 (2637) 돌연변이체 단백질 둘 다 항체 생성에

필요한 세포 면역 반응을 각각 개시할 수 있다는 것을 나타낸다.

인간 호염기성구를 사용한 히스타민 방출 검사법<457>

호염기성 백혈구로부터의 히스타민 방출을 다음과 같이 수행하였다. 헤파린 처리된 혈액(20㎖)을 각각의 자작나<458>

무 꽃가루 알레르기 개체로부터 채혈하고, 실온에서 보관하고, 그리고 24시간 이내에 사용하였다.  25㎕의 헤파

린처리된 전체 혈액을 유리 섬유 코팅된 미세역가 웰(덴마크, 코펜하겐, Reference Laboratory)에 적용하고, 25

㎕의 알레르겐 또는 항-IgE와 함께 37℃에서 1시간 동안 배양하였다. 그리고 나서, 플레이트를 헹구고 간섭 물

질을 제거하였다.  최종적으로, 미세섬유에 결합된 히스타민을 분광형광적으로(spectrophotofluometrically) 측

정하였다.

Bet v 1 (2628) 및 Bet v 1 (2637) 돌연변이체 단백질의 히스타민 방출 성질<459>

히스타민 방출 데이타를 도 22 및 도 23에 나타내었다. 2명의 자작나무 꽃가루 알레르기 개체로부터 유래된 인<460>

간 호염기성구에서 히스타민 방출을 유도하는 Bet v 1 (2628) 및 Bet v 1 (2637) 돌연변이체 단백질의 효능을

시험하였다.  양쪽 경우에서, 돌연변이화된 알레르겐이 히스타민 방출을 유도하는 방출 곡선은 Bet v 1.2801의

방출 곡선과 비교하여 명확하게 오른쪽으로 이동되어 있다.  상기 이동은 Bet v 1 (2628) 및 Bet v 1 (2637)의
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효능이 3 내지 10배 감소된 것을 나타낸다.

돌연변이체 Bet v 1 (2744) 및 돌연변이체 Bet v 1 (2753)<461>

Bet v 1 (2744) 및 Bet v 1 (2753)을 혼합 알레르겐 백신으로서 사용하기 위해 동일하게 제조하였다. 상기 돌연<462>

변이화된 알레르겐에서 점 돌연변이를 도 24 및 도 25에 나타낸 바와 같이 모든 표면에 정렬되는 방식으로 분포

시키고, 도 26에 나타낸 바와 같이, 두 분자에서 각각 상이한 표면 영역에 영향을 미치도록 다시 디자인하였다.

그러나, 상기 변형된 알레르겐은 단일 알레르겐 백신으로서도 역시 개별적으로 사용될 수 있다.

Bet v 1 (2744) 돌연변이체 단백질의 구조적 분석<463>

정제된 Bet v 1 (2744) 돌연변이체 단백질의 구조적 완전성을 원형이색성(CD) 분광법에 의해 분석하였다.  도<464>

27은 재조합 Bet v 1.2801(야생형) 및 Bet v 1 (2744) 돌연변이체의 CD 스펙트럼을 나타내는 것으로, 동일한 농

도에 근접하여 기록되었다.  2개의 재조합 단백질에서 유래된 CD 스펙트럼에서 피크의 진폭 및 위치에 있어서

겹침은 두개의 조합물이 α-탄소 골격 3차 구조가 도입된 아미노산 치환체에 의해 영향을 받지 않는 것을 강력

히 시사하면서, 동일한 양의 2차 구조를 포함한다는 것을 나타낸다.

Bet v 1 (2744)의 히스타민 방출 성질<465>

5명의 다른 자작나무 꽃가루 알레르기 개체로부터 유래된 호염기성 백혈구로 실행한 5개의 실험으로부터 얻은<466>

히스타민 방출 데이타를 도 28 및 도 29A-D에 나타내었다.  인간 호염기성구 내에 히스타민 방출을 유도하는

Bet  v  1  (2744)  돌연변이체 단백질의 효능을 시험하였다.   돌연변이화된 알레르겐의 방출 곡선은 Bet  v  1

(2744)의 히스타민 방출 효능이 3 내지 5배 감소되는 것을 나타내며, Bet v 1.2801의 방출 곡선과 비교하여 명

확하게 오른쪽으로 이동되어 있다. 

돌연변이체 Bet v 1 (2733)<467>

9개의 1차 돌연변이를 갖는 돌연변이체 Bet v 1 (2733)을 제조하고, 재조합적으로 발현시켰다.  Bet v 1 (2733)<468>

내에서 점 돌연변이의 분포는 400Å을 넘는 몇몇 표면영역이 변형되지 않게 남겨 둔다.   도 30은 Bet  v  1

(2733)의 분자 표면에서 도입된 점 돌연변이를 나타낸다.

실시예 5<469>

본 실시예는 Dermatophagoides pteronyssinus로부터 Der p 2를 코드화하는 유전자의 클로닝 및 감소된 IgE-결<470>

합 친화성을 갖는 돌연변이체의 제조에 대해 설명한다.

Dermatophagoides  pteronyssinus  총 RNA의 첫번째 가닥 cDNA  합성으로부터 유래되는 PCR  증폭 생성물을 Dr.<471>

Wendy-Anne Smith 및 Dr. Wayne Thomas (TVW Telethon Institute for Child Health Research, 100 Roberts

Rd, Subiaco, Western Australia 6008)로부터 얻었다.  첫번째 가닥 cDNA 라이브러리의 증폭 중에, Der p 2 특

이 프라이머를 사용하여 Der p 2를 선택적으로 증폭하였다.  그리고 나서, pUC19(New England BioLabs)의 Bam

HI  부위로 PCR  단편을 클로닝시켰다.  벡터 특이적 센스 (5'-GGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG-3')  및 안티-센스

(5'-GGAAACAGCTATGACCATGATTACGCC-3') 프라이머를 사용하여, Der p 2의 DNA 서열화를 실행하였다.

ALK-101, ALK-102, ALK-103, ALK-104, ALK-113, ALK-114 및 ALK-120으로 지정된 총 7개의 독자적인 Der p 2 아<472>

이소폼을 동정하였다.  데이타 베이스 접근 번호 1A9V인 Der p 2 NMR 구조와 높은 서열 동일성 때문에, 저-친화

성 IgE-돌연변이체의 발생을 위한 출발점으로서 ALK-114로 지정된 클론을 선택하였다.  ALK-114와 비교하여, 나

머지 6개의 자연 발생 아이소폼은 다음의 치환체로 이루어진다:

<473>

pGAPZα-A로 Der p 2의 삽입<474>

이어서, 효모 Pichia pastoris 내에서 Der p 2의 분비된 발현을 위해 유전자 코드화 Der p 2(ALK-114)를 코드<475>

화하는 유전자를 pGAPZα-A 벡터로 삽입하였다.  Der p 2 폴리펩티드의 아미노 및 카르복실 말단에 각각 해당하
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는 센스 프라이머 OB27 (5'-GGAATTCCTCGAGAAAAGAGATCAAGTCGATGTCAAAGATTGTGCC-3') 및 안티-센스 프라이머 OB28

(5'-CGTTCTAGACTATTAATCGCGGATTTTAGCATGAGTTGC-3')를 사용하여 상기 유전자를 증폭하였다. 제한 부위 Xho I 및

Xba I을 각각 조정하기 위해 프라이머를 5'-말단 내에 신장시켰다.  상기 Xho I 제한 부위는 pGAPZα-A의 KEX2

분할 부위(LYS-ARG)를 코드화하는 핵산 서열이 있는 프레임 내에 Der p 2의 첫번째 코돈을 융합한다. 단일 횟수

의  PCR  증폭을  100㎕  부피에서  실행하였다:  0.1㎎의  주형  ALK-114  DNA,  1  x  Expand  폴리머라제  완충액

(Boehringer Mannheim사), 0.2 mM의 각각의 4개의 dNTP, 0.3 μM의 각각의 센스 및 안티-센스 프라이머, 그리

고 2.5 유니트의 Expand 폴리머라제 (Boehringer Mannheim사). 95℃에서 15초, 45℃에서 30초, 72℃에서 1분의

25  사이클을 수행하고 나서, 72℃에서 7분의 1  사이클을 수행하여 DNA를 증폭시켰다.  생성되는 475  염기쌍

ALK-114 PCR 단편은 QIAquick 스핀 정제 방법(Qiagen사)을 사용하여 정제시켰다.  그리고 나서, 정제된 DNA 단

편을 Xho I 및 Xba I로 소화시키고, 겔 정제시키고, 그리고 유사하게 소화된 pGAPZα-A 내로 결찰하였다.  결찰

반응을 E.coli 균주 DH5α에 실행하여 플라즈미드 pCBo06을 생성하였다.

Der p 2의 뉴클레오티드 서열을 클로닝 전후 및 그 다음의 생체외 돌연변이 유발(하기 참조)에서 서열화에 의해<476>

확인하였다.

Der p 2 서열<477>

SEQ ID NO 1은 Der p 2 (ALK-114)의 핵산 서열에 상응한다:<478>

<479>

SEQ ID NO 2는 Der p 2 (ALK-114)의 추론된 아미노산에 상응한다:<480>

<481>

P. pastoris로의 pGAPZα-A-Der p 2의 삽입<482>

벡터, pCBo06을 AvrⅡ 제한 효소을 사용하여 선형화하였고, Invitrogen 설명서에서 개시한 바와 같이, 수용체<483>

P. pastoris 균주, X-33로 형질전환하였다. Zoecin의 밀리미터당 100 마이크로그램(㎍/㎖)에 저항력이 있는 재

조합 세포를 수집하였고, 콜로니를 Zeocin 100㎍/㎖을 함유하는 새로운 YPD 플레이트에서 정제하였다.

재조합 Der p 2 의 발현 및 정제<484>

Zeocin 100㎍/㎖를 함유하는 YPD 배지(1% 효모 추출물, 2% 펩톤, 2% 글루코스)의 250㎖을 Der p 2를 발현하는<485>

재조합 효모 세포의 하룻밤 배양액으로 접종하였다.  배양액을 30℃에서 72시간 동안 성장하게 하여 최상의 Der

p 2 발현을 얻었다.  세포를 원심분리로 모아서, 생성된 배양 상청액을 50% 황산암모늄으로 포화시켰다.  3000x

g로 30분 동안 원심분리한 후, 상청액을 80% 황산암모늄으로 포화시켰다. 원심분리한 후, 펠렛(pellet)을 150

밀리몰 농도(mM)의 NH4HCO3로 재부유시켰고, Superdex 75 겔 여과 칼럼으로 분획하였고, 동일한 완충용액으로 평

형화하였다.  Der p 2는 그것의 예상되는 분자량에 상응하는 주요한 피크로서 용출되었다. Der p 2의 용출액을

SDS 페이지 전기영동, 이어서 은 착색화 그리고 Der p 2 특이 폴리클로날 항체를 사용하여 임뮤노블로팅 분석법

으로 확인하였다.

부위-특이적 돌연변이유발을 위한 아미노산 잔기의 선택<486>

돌연변이유발을 위한 아미노산 잔기의 선택은 고도로 용매에 노출되고 집 먼지 진드기(Der p 2/f 2 및 Eur m 2)<487>

및 저장 진드기(Tyr p 2, Lep d 2, Gly d 2)로부터의 알레르겐 중에서 고도로 보존되는 잔기의 동정화에 기초하

였다.  아미노산 잔기에 노출된 고도의 용매는 Der p 2 NMR 구조의 분자 표면을 분석하여 시각적으로 동정화된
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다(#1.9,  1A9V.pdb).   12개의 아미노산 잔기를 돌연변이유발을 위하여 선택하였다: K6A,  N10S,  K15E,  S24N,

H30N, K48A, E62S, H74N, K77N, K82N, K100N 및 R128Q.

부위-특이적 돌연변이유발<488>

단일 일차 돌연변이 및 그것의 다중 조합을 갖는 재조합 돌연변이체의 구성은 하기에서 기재한 바와 같다.<489>

Der p 2 돌연변이체를 코드화하는 발현 플라스미드는 DNA 주형(template)으로서 pCBo06을 사용하여 제조하였다.<490>

PCR 반응은 특이화된 돌연변이에 병합하는된 센스 및 안티-센스 프라이머를 사용하여 수행하였다.  특이화된 돌

연변이를 생성하기 위한 PCR 반응에서 사용된 프라이머 쌍들을 도 31에서 기재하였다.  돌연변이는 볼드체로 나

타내고, 수반하는 클로닝 단계에서 사용되는 제한 부위는 도에서 밑줄로 나타내었다.  돌연변이체 K6A, K15E,

H30N, H74N 및 K82N의 구성에서는, PCR 반응은 본질적으로 "pGAPZα-A로의 Der p 2의 클로닝"부분에서 기재한

바와 같이 수행하였다.  정제된 PCR 단편을 지정 제한 효소 부위로 소화되게 하고(도 31 참조), 겔 정제화하고,

유사하게 소화된 pCBo06으로 결찰하고, E.coli DH5α로 형질전환하였다.

돌연변이 E62S는 실시예 1에서의 Bet v 1 돌연변이체의 생성에서 기재된 대체 가능한 PCR 돌연변이유발 방법을<491>

사용하여 생성한다.  두 개의 돌연변이 특이적 올리고뉴클레오티드 프라이머를 특이화된 돌연변이가 포함되도록

합성되었다(도  31에서  개시된,  OB47  및  OB48).   이차  증폭  단계에서 사용된 두  개의  추가적인 프라이머는

"pGAPZα-A로의 Der p 2의 삽입"부분에서 기재한 바와 같이 OB27 및 OB28이었다.

제조된 돌연변이체 알레르겐은 예를 들어, 원형이색성(CD) 분광학, 결정화, IgE 결합 성질의 측정, 히스타민-방<492>

출, T-세포 증식자극 능력 등의 실시예 4에서 기재한 바와 같은 방법을 사용하여 특성화하였다.

실시예 6<493>

특이적 알레르기 백신화를 위하여 향상된 안정성을 가진 돌연변이화된 재조합 진드기 알레르겐(Der p 2)<494>

이 실시예에서는, 집 먼지 진드기에의 본 발명의 원리의 적용은 하나의 알레르겐, Der p 2로 예증한다.  다른<495>

집 먼지 진드기 알레르겐의 조작은 동등한 절차로 수행될 것이다.

돌연변이화된 재조합 Der p 2 분자의 고안<496>

SEQ ID NO. 3은 야생형 아이소폼인, Der p 2-ALK0G 클론의 뉴클레오티드 및 추론된 아미노산 서열을 나타낸다.<497>

SEQ ID NO. 3: Der p 2-ALK-G의 뉴클레오티드 및 추론된 아미노산 서열.<498>

<499>

도 32는 입력 서열로서 SEQ ID NO. 3에서 나타내는 Der p 2-ALK-G 아미노산 서열을 사용하여 BLAST 조사에서<500>

ClustalW 알고리즘을 사용하는 ExPaSy Molecular Biology Server (http://www.expasy.ch/)에서 수행된 서열 정

렬을 나타낸다.  상기 정렬은 집 먼지 진드기종 즉, Der p 2, Der f 2 및 Eur m 2로부터의 서열을 포함한다.

도 32에서, Der p 2-ALK-G 단백질 서열의 같은 위치의 아미노산과 동일한 아미노산 잔기는 회색 바탕에 검은 글
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자를 사용하여 강조하였다.  비-동일한 아미노산은 흰색 바탕에 검은색으로 인쇄하였다.

표면 구조의 이미지<501>

집 먼지 진드기군 2 알레르겐을 표현하는 아미노산 서열은 85% 이상의 유사성을 가지고, 어느 정도의 분자 표면<502>

은 보존된다(회색표시 지역, 도 33를 참고).

도 33은 공개된 PDB:PDB 파일에 함유된 10개 중 구조 번호 1, 1A9V NMR 구조에 Der p 2-ALK-G 단백질 서열을<503>

포개놓는 경우에, 4개의 다른 각도에서 본 표면 윤곽을 나타낸다.

25-30Å의 범위의 거리 안에서 전체 표면에 걸쳐 공간적으로 분포된, 보존되고 고도로 용매에 노출된 아미노산<504>

은 돌연변이를 위하여 선택된다.  하기의 부분에서는 다음의 정보가 주어진다: 돌연변이에 적절한 것으로 고려

되는 아미노산의 목록(A), 고안된 돌연변이체의 목록(B) 및 고안된 돌연변이체에 해당하는 DNA 서열(C).  도 34

는 예로서 돌연변이체 1의 표면 윤곽을 보여준다. 회색은 보존된 아미노산 잔기를 표시한다.  검은색은 돌연변

이용으로 선택된 아미노산 잔기를 표시한다.

A. 돌연변이용으로 선택된 아미노산 목록<505>

K15, S24, H30, R31, K48, E62, H74, K77, K82, K100, R128<506>
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B. 고안된 돌연변이체 목록<507>

<508>
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C. 돌연변이체의 뉴클레오티드 서열<509>

<510>
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<511>
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<512>
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<513>

실시예 7<514>

특이적 알레르기 백신화를 위하여 향상된 안전성을 가진 돌연변이화된 재조합 진드기 알레르겐 (Der p 1)<515>

이 실시예에서는, 집 먼지 진드기 알레르겐에 대한 본 발명의 원리의 적용은 하나의 알레르겐, Der p 1으로 예<516>

증한다.  다른 집 먼지 진드기 알레르겐의 조작은 동등한 절차로 수행될 것이다.

돌연변이화된 재조합 Der p 1 분자의 고안<517>

SEQ ID NO. 4은 야생형 아이소폼인, Der p 2-ALK0G 클론의 뉴클레오티드 및 추론된 아미노산 서열을 나타낸다.<518>
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SEQ ID NO. 4: Der p 1-ALK의 뉴클레오티드 및 추론된 아미노산 서열.<519>

<520>

도 35는 입력 서열로서 SEQ ID NO. 4에서 나타내는 Der p 1-ALK 아미노산 서열을 사용하고 BLAST 조사에서의<521>

ClustalW 알고리즘을 사용하는 ExPaSy Molecular Biology Server (http://www.expasy.ch/)에서 수행된 서열 정

렬을 나타낸다.  상기 정렬은 집 먼지 진드기종 즉, Der p 1, Der f 1 및 Eur m 1로부터의 서열을 포함한다.

도 35에서, Der p 1-ALK 단백질 서열에서 같은 위치에서 아미노산과 동일한 아미노산 잔기는 회색 바탕에 검은

글자를 사용하여 강조하였다.  비-동일한 아미노산은 흰색 바탕에 검은색으로 인쇄하였다.

표면 구조의 이미지<522>

집 먼지 진드기군 1 알레르겐을 표현하는 아미노산 서열은 어느 정도의 유사성을 가지고, 어느 정도의 분자 표<523>

면은 보존된다(회색표시 지역, 도 36를 참조). 도 36은 Der p 1 분자 구조 모형에 Der p 1-ALK 단백질 서열을

포개놓는 경우에, 4개의 다른 각도에서 보여지는 표면 윤곽을 나타낸다.

25-30Å의 범위의 거리 안에서 전체 표면에 걸쳐 공간적으로 분포된, 보존되고 고도로 용매에 노출된 아미노산<524>

은 돌연변이를 위하여 선택된다.  하기의 부분에서는 다음의 정보가 주어진다: 돌연변이에 적절한 것으로 고려

되는 아미노산의 목록(A), 고안된 돌연변이체의 목록(B) 및 고안된 돌연변이체에 해당하는 DNA 서열(C). 도 37

은 예로서 돌연변이체 번호 11의 표면 윤곽을 보여준다.  회색은 보존된 아미노산 잔기를 표시한다.  검은색은

돌연변이용으로 선택된 아미노산 잔기를 표시한다.

A. 돌연변이용으로 선택된 아미노산 목록<525>

<526>
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B. 고안된 돌연변이체 목록<527>

<528>
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C. 돌연변이체의 뉴클레오티드 서열<529>

<530>
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<531>
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<532>
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<533>
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<534>
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<535>

실시예 8<536>

특이적 알레르기 백신화를 위하여 향상된 안전성을 가진 돌연변이화된 재조합 풀(grass) 알레르겐 (Phl p 5)<537>

본 실시예에서, 풀 꽃가루 알레르겐에 대한 본 발명의 개념의 적용은 하나의 알레르겐, Phl p 5에 의해 예증된<538>

다.  다른 풀 꽃가루 알레르겐의 조작은 동등한 절차로 수행될 것이다.

돌연변이화된 재조합 Phl p 5 분자의 고안<539>

SEQ ID NO. 5은 야생형 아이소폼인, Phl p 5.0103 클론의 뉴클레오티드 및 추론된 아미노산 서열을 나타낸다.<540>
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SEQ ID NO. 5: Phl p 5.0103의 뉴클레오티드 및 추론된 아미노산 서열.<541>

<542>

도 38는 입력 서열로서 SEQ  ID  NO.  5에서 나타내는 Phl  p  5.0103  아미노산 서열을 사용하여 BLAST  조사의<543>

ClustalW 알고리즘을 사용하는 ExPaSy Molecular Biology Server (http://www.expasy.ch/)에서 수행된 서열 정

렬을 나타낸다.  상기 정렬은 울혈종 즉, Phl p 5, Poa p 5, Lol p 5, Hol l 5, Pha a 5, Hor v 9 및 Hor v 9

로부터의 서열을 포함한다.  도 38에서, Phl p 5.0103 단백질 서열에서 같은 위치에서 아미노산과 동일한 아미

노산 잔기는 회색 바탕에 검은 글자를 사용하여 강조하였다.  비-동일한 아미노산은 흰색 바탕에 검은색으로 인

쇄하였다.

표면 구조의 이미지<544>

풀 꽃가루군 5 알레르겐을 표현하는 아미노산 서열은 어느 정도의 유사성을 가지고, 어느 정도의 분자 표면은<545>

보존된다(회색표시 지역, 도 39를 참조).  도 39은 Phl p 5 분자 구조 모형에 Phl p 5.0103 단백질 서열을 포개

놓는 경우에, 4개의 다른 각도에서 본 표면 윤곽을 나타낸다.  구조 모형은 두 개의 반쪽, 도 39A에서 나타내는

모형 A(아미노산 34-142), 및 도 39B에서 나타내는 모형 B(아미노산 149-259)에서 분자를 포함한다.

25-30Å의 범위의 거리 안에서 전체 표면에 걸쳐 공간적으로 분포된, 보존되고 고도로 용매에 노출된 아미노산<546>

은 돌연변이를 위하여 선택된다.  하기의 부분에서는 다음의 정보가 주어진다: 돌연변이에 적절한 것으로 고려

되는 아미노산의 목록(A), 고안된 돌연변이체의 목록(B) 및 고안된 돌연변이체에 해당하는 DNA 서열(C). 도 40A

및 B는 예로서, 각각 돌연변이체 번호 1 모형 A 및 모형 B의 표면 윤곽을 보여준다. 회색은 보존된 아미노산 잔

기를 표시한다.  검은색은 돌연변이용으로 선택된 아미노산 잔기를 표시한다.
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A. 돌연변이용으로 선택된 아미노산 목록<547>

<548>

B. 고안된 돌연변이체 목록<549>

<550>
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<551>

C. 돌연변이체의 뉴클레오티드 서열<552>

<553>
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<554>
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<555>

- 70 -

등록특허 10-0919914



<556>

- 71 -

등록특허 10-0919914



<557>

- 72 -

등록특허 10-0919914



<558>

실시예 9<559>

재조합 및 돌연변이체 Bet v 1의 T-세포 반응성<560>

목적:<561>

증식 및 시토킨 생산의 관점에서 돌연변이화된 알레르겐에 반응하는 생체외 T-세포를 조사하기 위함이다.<562>

방법:<563>

알레르기 개체로부터의 PBL(말초 혈액 임파구)을 다음의 조사에 사용하였다.<564>

8개의 bet v 1 특이적 T-세포주는 이전에 발행된 프로토콜에서 기재한 바와 같이, T-세포가 제시되는 bet v 1<565>

아이소폼의 다양성을 입증하기 위하여 자연적으로 정제된 bet v 1을 가지고 PBL로부터 구축되었다.

10개의 PBL 및 8개의 T-세포주를 자작나무 추출액(Bet v), 자연적으로 정제된 bet v 1(nBet v 1), 재조합 Bet<566>

v 1(rBet v 1 또는 wt; 27) 및 rBet v 1의 네 개의 다른 돌연변이화된 형태(다른 곳에서 기재된)을 가지고 자극

하였다: 2595, 2628, 2637, 2744, 2773. 2637 돌연변이체는 나중에 부분적으로 폴딩되지 않은 채 발견되었고,

논의되지는 않을 것이다.

요약 : 둥근-바닥의 96 웰 플레이트에 PBL를 웰당 2x10
5
 씩 첨가하였다. 다른 자작나무 샘플을 세 가지의 다른<567>

농도로 4번 첨가하고 6일 동안 성장하게 하였다.  6일째에 자작나무의 최고의 농도를 가진 각각의 웰에서 용량

(100㎕)의 세포 절반을 시토킨 생산을 위해 채취하였다.  방사선 표지화된 티미딘을 웰에 첨가하였다.  다음날

(7일)에 세포를 여과하여 채취하였다.  섬광 유체를 여과기에 첨가하고, 방사능을 섬광계측기로 측정하였다.

마찬가지로, 둥근-바닥의 96 웰 플레이트의 96 웰에 T-세포를 웰당 3x10
4
 씩 첨가하고, 조사된(irradiated) 동<568>

일 생물로부터 유래된 PBL(1x10
5
 세포/웰) 및 다른 자작나무 샘플의 3가지 다른 농도로 자극하였다. 1일 후에

최고 농도의 자작나무를 가진 각 웰로부터 세포를 시토킨 생산을 위해 채취하였다.  방사선 표지화된 티미딘을

웰에 첨가하였다.  2일째에 세포를 여과하여 채취하고 PBL을 위해 기재한 바와 같이 계측하였다.

4벌의 첨가물로부터 상청액을 모으고, 시토킨을 Becton Dickinson의 CBA(시토킨 비즈 평가) 키트를 사용하여 측<569>

정하였다.

결과<570>

10 개의 PBL 배양액은 자작나무에 특이적 자극을 나타낸다.  다른 자작나무 샘플에 대한 PBL의 일반적인 증식은<571>

변화가 관찰될 수 있었을 지라도 유사하다.  3 PBL에서는, nBet v 1은 rBet v 1 및 돌연변이체보다 더 좋은 증

식을 자극한다.  돌연변이체 자작나무 샘플은 rBet v 1과 거의 동일하게 PBL를 자극한다(도 41).  도 41은 상기

의 Bet v 1 제조물에 대한 자극지수을 나타낸다.  자극지수(SI)는 배지 비교대조군의 증식(cpm: 분당 계수)로

나누어진 자극된 샘플(최고 농도) 증식(cpm)으로 계산된다.  PPD는 무코박테리움 튜버큐로시스(mucobacterium
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tubercurosis)로부터의 정제된 단백질 유도체를 나타내고, 양성 비교대조군으로 제공된다.

시토킨 생산은 IFN-감마에 의해 지배되고, PBL 증식과 비례적으로 증가된다. Th1/Th2 변화의 어떠한 징후는 확<572>

실하지 않다(도 42-44).  도 42는 Th0 프로파일을 가진 개체를 나타내고, 도 43은 Th1 프로파일 그리고 도 44는

Th2  프로파일을  가진  개체를  나타낸다.  시토킨  생산은  pg/㎖에서  측정하여  막대(bar)로서  나타내고,  IL-

5/IFN-감마 사이의 비율은 아래쪽 점선(Y측의 오른쪽)이다.  증식은 cpm으로 측정된 실선으로 Y측의 오른쪽에서

보여진다.  배지 및 MBP(말토스 결합 단백질)은 배경 비교대조군으로서 포함되었다.

8개의 T-세포주는 nBet v 1에서 구축되었고, 하나를 제외한 모두는 모든 자작나무 샘플에 대하여 동등하게 잘<573>

증식되었다. 4 개의 T-세포주는 IL-5 및 IFN-감마 비율(Th2>5, 5>Th0>0.2, 0.2>Th1)에 기초한 Th0 유사 시토킨

을 분비하였다. 세 개의 T-세포주는 Th1 시토킨을 분비하고 하나의 T-세포주는 Th2 시토킨을 분비하였다. IL-

5/IFN-감마 비율은 다른 자작나무 샘플에 영향을 받지 않는다.

결론:<574>

nBet v 1에 대한 특이적 자극을 나타내는 모든 PBL 배양액 및 7/8의 T-세포주는 또한 rBet v 1 및 돌연변이체에<575>

대하여 반응한다.  이들 데이타는 T-세포 자극의 경우에 Bet v 1 또는 이들 4개의 돌연변이체의 단일 아이소폼

은 천연 알레르겐 제조물에서 발견된 개별적인 아이소폼의 혼합물로 대체될 수 있다.  그리하여, 재조합 알레르

겐 또는 이들 4개의 돌연변이체에 기초한 백신은 존재하는 Bet v 1 특이적 T-세포 개체군을 어드레싱할 것이다.

실시예 10<576>

재조합 및 돌연변이체 Bet v 1 단백질를 이용한 면역화 후 Bet v 1 특이적 IgG 항체 및 블로킹 항체의 유도 <577>

이 실시예에서, "블로킹 항체"는 사람 IgE 항체와 다르고, 항원에 결합할 수 있고 그 항원에 대하여 사람 IgE<578>

항체가 결합하는 것을 방해하는 항체로 정의한다.

Bet v 1 특이적 IgG 항체 및 블로킹 항체를 도입하기 위하여 재조합 Bet v1 2227 야생형 단백질(rBet v 1) 및<579>

Bet v 1 2595, 2628, 2744 및 2773 돌연변이체 단백질을 마우스의 면역화 실험으로 시험하였다.

BALB/cA 마우스(각 군당 8마리)는 재조합 Bet v1 2227 야생형 단백질 또는 네 개의 돌연변이체 단백질로 복강<580>

내 주사로 면역화하였다.  마우스는 14일 동안 1회 투여량으로 4번 면역화되었다.  다른 단백질은 1.25㎎/㎖의

Alhydrogel(알루미늄 히드록사이드 겔, 1.3% pH 8.0-8.4, Superfos Biosector)에 접합되었다.  마우스는 1㎍

단백질/1회 투여량 또는 10㎍ 단백질/1회 투여량 중 하나로 면역화하였다.  혈액 샘플은 0, 14, 35, 21, 49 및

63일째에 안와 채혈(orbital bleed)하는 것으로 얻었다.

특이적 IgG 항체 수준은 rBet v 1가 코팅된 미세역가플레이트 및 탐지 항체로서 비오틴화된 토끼 항 마우스 IgG<581>

항체(Jackson)을 사용하는 직접 ELISA로 분석하였다.  재조합 Bet v1 2227 야생형 단백질 또는 네 개의 돌연변

이체 단백질로의 면역화는 강한 r Bet v 1 특이적 IgG 반응을 유도한다. 이러한 발견은 네 개의 돌연변이화된

단백질은 Bet v 1 2227 야생형 단백질에 대하여 고도로 교차 반응적인 항체를 유도할 수 있다는 것을 예증한다.

블로킹 항체의 유도를 평가하기 위하여, 자작나무 꽃가루 알레르기 개체로부터의 혈청 샘플을 모노클로날 마우<582>

스 항-인간 IgE 항체로 코팅된 상자성 비드(bead)와 배양하였다.  배양 후, 비드를 세척하였고, 완충용액 또는

비면역화된 마우스(비교대조군)의 마우스 혈청 샘플 또는 상기와 같이 면역화된 마우스의 마우스 혈청의 샘플의

희석 샘플(1:100) 중에 현탁시켰다. 그리고 나서, 비오틴화된 r Bet v 1을 비드와 마우스 혈청 항체의 혼합물에

첨가하였다. 배양 후, 비드를 세척하였고, 결합된 비오틴화된 rBet v 1을 아크리디늄 표지화된 스트렙타비딘을

사용하여 검출하였다. 비면역화된 마우스의 혈청과의 비드의 배양은 비드에 대한 r Bet v 1의 결합에 변화를 가

져오지 않았다. 대조적으로, 재조합 Bet v1 2227 야생형 단백질 또는 네 개의 돌연변이체 단백질로 면역화된 마

우스의 혈청과 비드를 배양한 경우, 비드에 대한 r Bet v 1의 결합이 현저하게 감소하였고, 이것은 혈청 샘플에

서 Bet v 1 특이적 블로킹 항체의 존재를 예증한다. 그러므로, 제63일에서 모든 고투여량(10㎍/1회 투여량) 면

역화 군으로부터의 하나 이상의 혈청 샘플은 비드에 대한 r Bet v1의 결합을 80%를 넘게 감소시킬 수 있었다.

이러한 발견은 4개의 돌연변이화된 단백질은 Bet v 1 특이적 블로킹 항체로서 작용할 수 있는 항체를 유도할 수

있다는 것을 입증한다.
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<587>

도면의 간단한 설명

도 1은 Bet v 1 돌연변이체 1에 사용된 돌연변이체 특이적 올리고뉴클레오티드 프라이머를 보여준다. 밑줄은 돌<32>

연변이된 뉴클레오티드이다.

도 2는 두개의 일반적으로 응용가능한 프라이머("모두-센스, 및 "모두 넌센스"라고 명명된)이며, 이들은 합성되<33>

었고 모든 돌연변이체에 사용되었다. 

도 3은 자연 발생적인 알레르겐  Bet v 1 뿐만 아니라 다수의 Bet v 1  돌연변이들의 DNA 및 아미노산 서열을<34>

보여준다.

도 4는 비-비오틴화된 Bet v 1 및 Bet v 1 Glu45Ser 돌연변이체에 의한, 알레르기 개체의 울혈로부터의 혈청<35>

IgE에 대한 비오틴화된 재조합 Bet v 1의 결합 저해를 보여준다. 
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도 5는 비-비오틴화된 Bet v 1 및 Bet v 1 Asn28Thr+Lys32Gln 돌연변이체에 의한, 알레르기 개체의 울혈로부터<36>

의 혈청 IgE에 대한 비오틴화된 재조합 Bet v 1의 결합 저해를 보여준다. 

도 6은 비-비오틴화된 Bet v 1 및 Bet v 1 Pro108Gly 돌연변이체에 의한 알레르기 개체의 울혈로부터의 혈청<37>

IgE에 대한 비오틴화된 재조합 Bet v 1의 결합 저해를 보여준다. 

도 7은 비-비오틴화된 Bet v 1 및 Bet v 1 Glu60Ser 돌연변이체에 의한 알레르기 개체의 울혈로부터의 혈청 IgE<38>

에 대한 비오틴화된 재조합 Bet v 1의 결합 저해를 보여준다. 

도 8은 거의 같은 농도에서 기록된 재조합 및 삼중-패치 돌연변이체의 CD 스펙트럼을 보여준다.<39>

도 9는 비-비오틴화된 Bet v 1 및 Bet v 1 삼중-패치 돌연변이체에 의한 알레르기 개체의 울혈로부터의 혈청<40>

IgE에 대한 비오틴화된 재조합 Bet v 1의 결합 저해를 보여준다. 

도 10a 내지 도 10d는 개별적으로 정렬된 항원 5의 용매 접근성 및 Vespula 항원 5의 정렬을 보여준다(왼쪽 패<41>

널). 도 10의 오른쪽 패널은 Vespula 항원 5:s 간에 보존된 영역을 가진 항원 5의 분자 표면을 보여준다.

도 11은 센스 가닥으로부터 유래한 Ves v 5의 아미노 말단에 상응하는 프라이머 서열을 보여준다. 하류 프라이<42>

머의 서열은 넌센스 가닥으로부터 유래하였다. 

도 12는 두개의 일반적으로 응용가능한 프라이머("모두 센스" 및 "모두 넌센스"라고 명명된)를 나타내며, 이는<43>

합성되었고 모든 돌연변이체에 대하여 사용된다. 

도 13은 자연발생적인 알레르겐 Ves v 5 뿐만 아니라 2개의 Ves v 5 돌연변이들의 DNA 및 아미노산 서열을 보여<44>

준다.

도 14는 비-비오틴화된 Ves v 5 및 Ves V 5 Lys72Ala 돌연변이체에 의한, 알레르기 개체의 울혈로부터의 혈청<45>

IgE에 대한 비오틴화된 재조합 Ves v 5의 결합 저해를 보여준다.

도 15는 IgE 교차결합에 의한 알레르겐 및 마스터 세포 사이의 반응에 대한 이론적 모델을 보여준다. <46>

도 16은 자연발생적인 알레르겐 Der p2의 DNA 및 아미노산 서열을 보여준다.<47>

도 17은 돌연변이를 생성하기 위하여 사용된 프라이머를 도식적으로 보여준다. (Ⅰ)은 센스 및 안티센스 프라이<48>

머를 나타내며, (Ⅱ)는 지정된 위치에 돌연변이를 가지는 최종적 재조합 단백질을 나타낸다. 

도 18은 Bet v 5 돌연변이체의 구조 및 사용된 프라이머의 목록의 예시를 보여준다. 돌연변이체들은 5 내지 9개<49>

의 아미노산을 포함한다.

도 19는 Bet v 1(2628) 및 Bet v 1(2637)에 있는 도입된 점 돌연변이들을 나타낸다. Bet v 1(2628) 돌연변이체<50>

에서는, 5개의 1차 돌연변이가 Bet v 1의 절반에 도입되고, 나머지 절반은 변형되지 않았다. Bet v 1(2637)에서

는, 5개의 1차 및 3개의 2차 돌연변이가 나머지 절반에 도입되고, 처음 절반은 변화되지 않았다. 

 도 20은 재조합 Bet v 1.2801(야생형) 및 Bet v 1(2637) 돌연변이체의 원형 이색성(CD) 스펙트럼을 나타내며,<51>

이들은 거의 같은 농도에서 기록되었다. 

도 21은 비-비오틴화된 Bet v 1.2801, Bet v 1(2628), Bet v 1(2637), 및 Bet v 1(2628)과 Bet v 1(2637)의<52>

1:1 혼합에 의한, 알레르기 개체의 울혈로부터의 혈청 IgE에 대한 비오틴화 재조합 Bet v 1.2801(야생형)의 결

합 저해를 나타낸다.

도 22는 Bet v 1.2801(야생형), Bet v 1(2628), 및 Bet v 1(2637)의 인간 호염기구 세포(human basophil cel<53>

l)에서의 히스타민 방출을 나타낸다.

도 23은 Bet v 1.2801(야생형), Bet v 1(2628), 및 Bet v 1(2637)의 인간 호염기구 세포에서의 히스타민 방출<54>

을 나타낸다.

도 24는 Bet v 1(2744)의 표면에 있는 점 돌연변이를 나타낸다.<55>

도 25는 Bet v 1(2753)의 표면에 있는 점 돌연변이를 나타낸다.<56>

도 26은 Bet v 1(2744) 및 Bet v 1(2753)의 표면에 있는 점 돌연변이를 나타낸다.<57>

도 27은 Bet v 1.2801(야생형) 및 Bet v 1(2744)의 원형 이색성(CD) 스펙트럼을 나타내며, 이들은 거의 같은<58>
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농도에서 기록되었다. 

도 28은 Bet v 1.2801(야생형) 및 돌연변이체 Bet v 1(2744)의 인간 호염기구 세포에서의 히스타민 방출을 나타<59>

낸다. 

도 29A 내지 도 29D는 Bet v 1.2801(야생형) 및 돌연변이체 Bet v 1(2744)의 인간 호염기구 세포에서의 히스타<60>

민 방출을 나타낸다. 

도 30은 Bet v 1(2733)의 표면에 있는 점 돌연변이를 나타낸다.<61>

도 31은 Der p 2의 특정부위적 돌연변이화에 사용된 프라이머를 나타낸다. <62>

도 32a 내지 도 32c는 다른 그룹 2의 집 먼지 진드기 알레르겐들과 Der p 2의 서열 정렬을 보여준다.<63>

도 33은 4개의 다른 각도에서 본 Der p 2의 표면 윤곽을 나타낸다.<64>

도 34는 4개의 다른 각도에서 본 Der p 2 돌연변이체의 표면 윤곽을 나타낸다.<65>

도 35Aa 내지 도 35Ac, 및 35Ba 내지 도 35Bc는 Der p 1과 다른 그룹 1의 집 먼지 진드기 알레르겐의 서열 정렬<66>

을 보여준다.

도 36은 4개의 다른 각도에서 본 Der p 1의 표면 윤곽을 나타낸다.<67>

도 37은 4개의 다른 각도에서 본 Der p 1 돌연변이체의 표면 윤곽을 나타낸다.<68>

도 38Aa 내지 도 38Ac, 및 도 38Ba 내지 도 38Bc, 및 도 38Ca 내지 도 38Cc, 및 도 38Da 내지 도 38Dd는 다른<69>

그룹 5의 풀(grass) 알레르겐들과 Ph1 p 5의 서열 정렬을 나타낸다.

도 39A 및 39B는 각각 4개의 다른 각도에서 본 Ph1 p 5의 모델 A 및 모델 B의 표면 윤곽을 나타낸다. <70>

도 40A 및 40B는 각각 4개의 다른 각도에서 본 Ph1 p 5 돌연변이의 모델 A 및 B의 표면 윤곽을 나타낸다. <71>

도 41은 여러가지 Bet v 1 제조를 위한 자극 지수(SI)로 표현된 말초혈 임파구의 증식을 나타낸다. <72>

도 42 내지 44는 여러가지 Bet v 1 제조로 자극된 T 세포의 사이토카인 프로필을 나타낸다. 도 42는 Th0 프로필<73>

을, 도 43은 Th1 프로필을, 도 44는 Th2 프로필을 가진 개체를 보여준다. 
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서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING
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<120>  Novel mutant allergens
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<151>  2000-11-16

<150>  US 60/298,170
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<150>  US 60/249,361

<151>  2000-11-16

<160>  90    

<170>  PatentIn version 3.2

<210>  1

<211>  160

<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220><221>  mutation

<222>  (28)..(28)

- 146 -

등록특허 10-0919914



<220>

<221>  mutation

<222>  (32)..(32)

<220>

<221>  mutation

<222>  (78)..(78)

<220>

<221>  mutation

<222>  (103)..(103)

<220>

<221>  mutation

<222>  (145)..(145)

<220>

<221>  mutation

<222>  (156)..(156)

<220>

<221>  mutation

<222>  (160)..(160)

<400>  1

Gly Val Phe Asn Tyr Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Thr Leu Phe Pro Gln 

            20                  25                  30          

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Asn Ile Glu Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Lys Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 

                85                  90                  95      

Lys Ile Ser Asn Glu Ile Val Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Lys Gly Asp His Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 

Glu Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser His Ala Tyr Asn Asn 

145                 150                 155                 160 

<210>  2

<211>  159
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<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220>

<221>  mutation

<222>  (5)..(5)

<220>

<221>  mutation

<222>  (42)..(42)

<220>

<221>  mutation

<222>  (45)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (78)..(78)

<220>

<221>  mutation

<222>  (103)..(103)

<220>

<221>  mutation

<222>  (123)..(123)

<220>

<221>  mutation

<222>  (134)..(134)

<220>

<221>  mutation

<222>  (156)..(156)

<400>  2

Gly Val Phe Asn Val Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Asn Leu Phe Pro Lys 

            20                  25                  30          

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Ser Asn Ile Ser Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Lys Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 

                85                  90                  95      

Lys Ile Ser Asn Glu Ile Val Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         
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Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Ile Gly Asp His Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Glu Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser His Ala Tyr Asn 

145                 150                 155                 

<210>  3

<211>  159

<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220>

<221>  mutation

<222>  (28)..(28)

<220>

<221>  mutation

<222>  (32)..(32)

<220>

<221>  mutation

<222>  (45)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (108)..(108)

<400>  3

Gly Val Phe Asn Tyr Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Thr Leu Phe Pro Gln 

            20                  25                  30          

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Asn Ile Ser Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Asn Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 

                85                  90                  95      

Lys Ile Ser Asn Glu Ile Lys Ile Val Ala Thr Gly Asp Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Lys Gly Asp His Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 
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Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn 

145                 150                 155                 

<210>  4

<211>  159

<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220>

<221>  mutation

<222>  (5)..(5)

<220>

<221>  mutation

<222>  (45)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (65)..(65)

<220>

<221>  mutation

<222>  (97)..(97)

<220>

<221>  mutation

<222>  (134)..(134)

<400>  4

Gly Val Phe Asn Val Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Asn Leu Phe Pro Lys 

            20                  25                  30          

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Asn Ile Ser Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Asn Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Asn Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 

                85                  90                  95      

Ser Ile Ser Asn Glu Ile Lys Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Lys Gly Asp His Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Glu Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn 
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145                 150                 155                 

<210>  5

<211>  159

<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220>

<221>  mutation

<222>  (16)..(16)

<220>

<221>  mutation

<222>  (28)..(28)

<220>

<221>  mutation

<222>  (32)..(32)

<220>

<221>  mutation

<222>  (103)..(103)

<220>

<221>  mutation

<222>  (108)..(108)

<220>

<221>  mutation

<222>  (152)..(152)

<220>

<221>  mutation

<222>  (153)..(153)

<220>

<221>  mutation

<222>  (155)..(155)

<400>  5

Gly Val Phe Asn Tyr Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Pro 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Thr Leu Phe Pro Gln 

            20                  25                  30          

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Asn Ile Glu Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Asn Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 

                85                  90                  95      
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Lys Ile Ser Asn Glu Ile Val Ile Val Ala Thr Gly Asp Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Lys Gly Asp His Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Lys Gly His Pro Asp Ala Tyr Asn 

145                 150                 155                 

<210>  6

<211>  160

<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220>

<221>  mutation

<222>  (28)..(28)

<220>

<221>  mutation

<222>  (32)..(32)

<220>

<221>  mutation

<222>  (78)..(78)

<220>

<221>  mutation

<222>  (103)..(103)

<220>

<221>  mutation

<222>  (108)..(108)

<220>

<221>  mutation

<222>  (145)..(145)

<220>

<221>  mutation

<222>  (156)..(156)

<220>

<221>  mutation

<222>  (160)..(160)

<400>  6

Gly Val Phe Asn Tyr Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Thr Leu Phe Pro Gln 

            20                  25                  30          
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Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Asn Ile Glu Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Lys Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 

                85                  90                  95      

Lys Ile Ser Asn Glu Ile Val Ile Val Ala Thr Gly Asp Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Lys Gly Asp His Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 

Glu Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser His Ala Tyr Asn Asn 

145                 150                 155                 160 

<210>  7

<211>  160

<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220>

<221>  mutation

<222>  (5)..(5)

<220>

<221>  mutation

<222>  (28)..(28)

<220>

<221>  mutation

<222>  (32)..(32)

<220>

<221>  mutation

<222>  (45)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (65)..(65)

<220>

<221>  mutation

<222>  (78)..(78)

<220>

<221>  mutation

<222>  (97)..(97)
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<220>

<221>  mutation

<222>  (103)..(103)

<220>

<221>  mutation

<222>  (108)..(108)

<220>

<221>  mutation

<222>  (134)..(134)

<220>

<221>  mutation

<222>  (145)..(145)

<220>

<221>  mutation

<222>  (156)..(156)

<220>

<221>  mutation

<222>  (160)..(160)

<400>  7

Gly Val Phe Asn Val Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Thr Leu Phe Pro Gln 

            20                  25                  30          

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Asn Ile Ser Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Asn Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Lys Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 

                85                  90                  95      

Ser Ile Ser Asn Glu Ile Val Ile Val Ala Thr Gly Asp Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Lys Gly Asp His Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Glu Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 

Glu Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser His Ala Tyr Asn Asn 

145                 150                 155                 160 

<210>  8

<211>  160
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<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220>

<221>  mutation

<222>  (5)..(5)

<220>

<221>  mutation

<222>  (42)..(42)

<220>

<221>  mutation

<222>  (45)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (78)..(78)

<220>

<221>  mutation

<222>  (103)..(103)

<220>

<221>  mutation

<222>  (123)..(123)

<220>

<221>  mutation

<222>  (134)..(134)

<220>

<221>  mutation

<222>  (156)..(156)

<220>

<221>  mutation

<222>  (160)..(160)

<400>  8

Gly Val Phe Asn Val Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Asn Leu Phe Pro Lys 

            20                  25                  30          

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Ser Asn Ile Ser Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Lys Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 
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                85                  90                  95      

Lys Ile Ser Asn Glu Ile Val Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Ile Gly Asp His Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Glu Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser His Ala Tyr Asn Asn 

145                 150                 155                 160 

<210>  9

<211>  159

<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220>

<221>  mutation

<222>  (28)..(28)

<220>

<221>  mutation

<222>  (32)..(32)

<220>

<221>  mutation

<222>  (65)..(65)

<220>

<221>  mutation

<222>  (96)..(96)

<220>

<221>  mutation

<222>  (97)..(97)

<220>

<221>  mutation

<222>  (108)..(108)

<220>

<221>  mutation

<222>  (109)..(109)

<220>

<221>  mutation

<222>  (125)..(125)

<220>

<221>  mutation

<222>  (127)..(127)

<220>

<221>  mutation
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<222>  (145)..(145)

<400>  9

Gly Val Phe Asn Tyr Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Thr Leu Phe Pro Gln 

            20                  25                  30          

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Asn Ile Glu Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Asn Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Asn Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 

                85                  90                  95      

Ser Ile Ser Asn Glu Ile Lys Ile Val Ala Thr Gly Asn Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Lys Gly Tyr His Ser Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 

Glu Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn 

145                 150                 155                 

<210>  10

<211>  160

<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220>

<221>  mutation

<222>  (5)..(5)

<220>

<221>  mutation

<222>  (28)..(28)

<220>

<221>  mutation

<222>  (32)..(32)

<220>

<221>  mutation

<222>  (42)..(42)

<220>

<221>  mutation

<222>  (45)..(45)
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<220>

<221>  mutation

<222>  (78)..(78)

<220>

<221>  mutation

<222>  (103)..(103)

<220>

<221>  mutation

<222>  (108)..(108)

<220>

<221>  mutation

<222>  (123)..(123)

<220>

<221>  mutation

<222>  (134)..(134)

<220>

<221>  mutation

<222>  (156)..(156)

<220>

<221>  mutation

<222>  (160)..(160)

<400>  10

Gly Val Phe Asn Val Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Thr Leu Phe Pro Gln 

            20                  25                  30          

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Ser Asn Ile Ser Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Lys Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 

                85                  90                  95      

Lys Ile Ser Asn Glu Ile Val Ile Val Ala Thr Gly Asp Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Ile Gly Asp His Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Glu Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 
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Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser His Ala Tyr Asn Asn 

145                 150                 155                 160 

<210>  11

<211>  160

<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220>

<221>  mutation

<222>  (5)..(5)

<220>

<221>  mutation

<222>  (42)..(42)

<220>

<221>  mutation

<222>  (45)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (65)..(65)

<220>

<221>  mutation

<222>  (78)..(78)

<220>

<221>  mutation

<222>  (97)..(97)

<220>

<221>  mutation

<222>  (103)..(103)

<220>

<221>  mutation

<222>  (123)..(123)

<220>

<221>  mutation

<222>  (134)..(134)

<220>

<221>  mutation

<222>  (156)..(156)

<220>

<221>  mutation

<222>  (160)..(160)

<400>  11

Gly Val Phe Asn Val Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala 

1               5                   10                  15      
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Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Asn Leu Phe Pro Lys 

            20                  25                  30          

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Ser Asn Ile Ser Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Asn Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Lys Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 

                85                  90                  95      

Ser Ile Ser Asn Glu Ile Val Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Ile Gly Asp His Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Glu Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser His Ala Tyr Asn Asn 

145                 150                 155                 160 

<210>  12

<211>  160

<212>  PRT

<213>  Betula verrucosa

<220>

<221>  mutation

<222>  (5)..(5)

<220>

<221>  mutation

<222>  (28)..(28)

<220>

<221>  mutation

<222>  (32)..(32)

<220>

<221>  mutation

<222>  (42)..(42)

<220>

<221>  mutation

<222>  (45)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (65)..(65)

<220>
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<221>  mutation

<222>  (78)..(78)

<220>

<221>  mutation

<222>  (97)..(97)

<220>

<221>  mutation

<222>  (103)..(103)

<220>

<221>  mutation

<222>  (108)..(108)

<220>

<221>  mutation

<222>  (123)..(123)

<220>

<221>  mutation

<222>  (134)..(134)

<220>

<221>  mutation

<222>  (156)..(156)

<220>

<221>  mutation

<222>  (160)..(160)

<400>  12

Gly Val Phe Asn Val Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Thr Leu Phe Pro Gln 

            20                  25                  30          

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Ser Asn Ile Ser Gly Asn Gly 

        35                  40                  45              

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Leu Pro Phe 

    50                  55                  60                  

Asn Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Lys Phe Lys 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu 

                85                  90                  95      

Ser Ile Ser Asn Glu Ile Val Ile Val Ala Thr Gly Asp Gly Gly Ser 

            100                 105                 110         

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Ile Gly Asp His Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Ala Glu Gln Val Glu Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu 
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    130                 135                 140                 

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser His Ala Tyr Asn Asn 

145                 150                 155                 160 

<210>  13

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (148)..(150)

<220>

<221>  mutation

<222>  (232)..(234)

<220>

<221>  mutation

<222>  (295)..(297)

<220>

<221>  mutation

<222>  (466)..(468)

<220>

<221>  mutation

<222>  (481)..(483)

<220>

<221>  mutation

<222>  (508)..(510)

<400>  13

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct gaa atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu         

1               5                   10                  15              

cga caa atg cga act gtc act acc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg 

gct ttc tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct gtg cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct tcc caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca gaa ggt att      240

- 162 -

등록특허 10-0919914



Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Glu Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         

                85                  90                  95              

gtt gca cag gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca caa cgt ttc ggt      336

Val Ala Gln Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

        

            100                 105                 110                 

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att cgt      384

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc cag aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

gaa gat aat ggt tac caa acc aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Glu Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         

                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt tgg 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  14

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  14

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Glu Gly Ile 

65                  70                  75                  80  

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      
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Val Ala Gln Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg 

        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 

    130                 135                 140                 

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         

<210>  15

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (148)..(150)

<220>

<221>  mutation

<222>  (232)..(234)

<220>

<221>  mutation

<222>  (295)..(297)

<220>

<221>  mutation

<222>  (466)..(468)

<220>

<221>  mutation

<222>  (481)..(483)

<220>
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<221>  mutation

<222>  (499)..(501)

<400>  15

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct gaa atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu         

1               5                   10                  15              

cga caa atg cga act gtc act acc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg 

gct ttc tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct gtg cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct tcc caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca cag ggt att      240

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Gln Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         

                85                  90                  95              

gtt gca gaa gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca caa cgt ttc ggt      336

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

        

            100                 105                 110                 

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att cgt      384

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc gaa aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Glu Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

cag gat aat ggt tac caa acc aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         

                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt tgg 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  16

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  16
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Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Gln Gly Ile 

65                  70                  75                  80  

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg 

        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 

    130                 135                 140                 

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Glu Thr Ile Ile Gln 

145                 150                 155                 160 

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         

<210>  17

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (58)..(60)

<220>

<221>  mutation

<222>  (148)..(150)
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<220>

<221>  mutation

<222>  (232)..(234)

<220>

<221>  mutation

<222>  (295)..(297)

<220>

<221>  mutation

<222>  (466)..(468)

<220>

<221>  mutation

<222>  (481)..(483)

<220>

<221>  mutation

<222>  (499)..(501)

<400>  17

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct gaa atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu         

1               5                   10                  15              

cga caa atg gaa act gtc act ccc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Glu Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg 

gct ttc tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct gtg cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct tcc caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca cag ggt att      240

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Gln Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         

                85                  90                  95              

gtt gca cag gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca caa cgt ttc ggt      336

Val Ala Gln Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

        

            100                 105                 110                 

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att cgt      384

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc gaa aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Glu Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

cag gat aat ggt tac caa acc aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         
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                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt tgg 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  18

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  18

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Glu Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Gln Gly Ile 

65                  70                  75                  80  

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      

Val Ala Gln Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg 

        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 

    130                 135                 140                 

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Glu Thr Ile Ile Gln 

145                 150                 155                 160 

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         
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<210>  19

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (58)..(60)

<220>

<221>  mutation

<222>  (148)..(150)

<220>

<221>  mutation

<222>  (232)..(234)

<220>

<221>  mutation

<222>  (295)..(297)

<220>

<221>  mutation

<222>  (466)..(468)

<220>

<221>  mutation

<222>  (481)..(483)

<220>

<221>  mutation

<222>  (499)..(501)

<400>  19

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct gaa atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu         

1               5                   10                  15              

cga caa atg cag act gtc act ccc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Gln Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg 

gct ttc tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct gtg cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct tcc caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca gaa ggt att      240

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Glu Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         
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                85                  90                  95              

gtt gca gaa gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca caa cgt ttc ggt      336

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

        

            100                 105                 110                 

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att cgt      384

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc cag aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

cag gat aat ggt tac caa acc aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         

                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt tgg 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  20

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  20

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Gln Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Glu Gly Ile 

65                  70                  75                  80  

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg 
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        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 

    130                 135                 140                 

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln 

145                 150                 155                 160 

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         

<210>  21

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (148)..(150)

<220>

<221>  mutation

<222>  (199)..(201)

<220>

<221>  mutation

<222>  (295)..(297)

<220>

<221>  mutation

<222>  (466)..(468)

<220>

<221>  mutation

<222>  (481)..(483)

<220>

<221>  mutation

<222>  (499)..(501)

<400>  21

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct gaa atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu         
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1               5                   10                  15              

cga caa atg cga act gtc act acc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg 

gct ttc tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct gtg cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct aac caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca cgt ggt att      240

Cys Ala Asn Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         

                85                  90                  95              

gtt gca gaa gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca caa cgt ttc ggt      336

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

        

            100                 105                 110                 

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att cgt      384

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc cag aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

cag gat aat ggt tac caa acc aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         

                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt tgg 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  22

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  22

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          
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Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Asn Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile 

65                  70                  75                  80  

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg 

        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 

    130                 135                 140                 

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln 

145                 150                 155                 160 

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         

<210>  23

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (58)..(60)

<220>

<221>  mutation

<222>  (148)..(150)

<220>

<221>  mutation

<222>  (199)..(201)

<220>
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<221>  mutation

<222>  (295)..(297)

<220>

<221>  mutation

<222>  (466)..(468)

<220>

<221>  mutation

<222>  (481)..(483)

<220>

<221>  mutation

<222>  (499)..(501)

<400>  23

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct gaa atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu         

1               5                   10                  15              

cga caa atg gaa act gtc act ccc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Glu Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg 

gct ttc tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct gtg cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct aac caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca cgt ggt att      240

Cys Ala Asn Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         

                85                  90                  95              

gtt gca gaa gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca caa cgt ttc ggt      336

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

        

            100                 105                 110                 

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att cgt      384

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc cag aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

gaa gat aat ggt tac caa acc aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Glu Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         

                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt tgg 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624
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Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  24

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  24

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Glu Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Asn Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile 

65                  70                  75                  80  

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg 

        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 

    130                 135                 140                 

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         

<210>  25

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>
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<221>  CDS

<222>  (1)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (58)..(60)

<220>

<221>  mutation

<222>  (148)..(150)

<220>

<221>  mutation

<222>  (199)..(201)

<220>

<221>  mutation

<222>  (295)..(297)

<220>

<221>  mutation

<222>  (466)..(468)

<220>

<221>  mutation

<222>  (481)..(483)

<220>

<221>  mutation

<222>  (499)..(501)

<400>  25

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct gaa atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu         

1               5                   10                  15              

cga caa atg cag act gtc act ccc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Gln Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg 

gct ttc tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct gtg cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct aac caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca cgt ggt att      240

Cys Ala Asn Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         

                85                  90                  95              

gtt gca cag gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca caa cgt ttc ggt      336

Val Ala Gln Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

        

            100                 105                 110                 

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att cgt      384
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Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc gaa aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Glu Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

gaa gat aat ggt tac caa acc aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Glu Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         

                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt tgg 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  26

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  26

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Gln Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Asn Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile 

65                  70                  75                  80  

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      

Val Ala Gln Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg 

        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 

    130                 135                 140                 

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Glu Thr Ile Ile Gln 
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145                 150                 155                 160 

Glu Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         

<210>  27

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (37)..(39)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (148)..(150)

<220>

<221>  mutation

<222>  (232)..(234)

<220>

<221>  mutation

<222>  (295)..(297)

<220>

<221>  mutation

<222>  (325)..(327)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<220>

<221>  mutation

<222>  (466)..(468)

<220>

<221>  mutation

<222>  (481)..(483)
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<220>

<221>  mutation

<222>  (499)..(501)

<400>  27

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct agc atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Ser Ile Asp Leu         

1               5                   10                  15              

cga caa atg cga act gtc act acc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg 

gct ttc tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct gtg cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct tcc caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca gaa ggt att      240

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Glu Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         

                85                  90                  95              

gtt gca cag gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca gat cgt ttc ggt      336

Val Ala Gln Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Asp Arg Phe Gly 

        

            100                 105                 110                 

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att gaa      384

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Glu         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc cag aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

gaa gat aat ggt tac caa acc aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Glu Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         

                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt tgg 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  28

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus
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<400>  28

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Ser Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Glu Gly Ile 

65                  70                  75                  80  

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      

Val Ala Gln Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Asp Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Glu 

        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 

    130                 135                 140                 

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         

<210>  29

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (37)..(39)

<220>

<221>  mutation
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<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (148)..(150)

<220>

<221>  mutation

<222>  (232)..(234)

<220>

<221>  mutation

<222>  (295)..(297)

<220>

<221>  mutation

<222>  (325)..(327)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<220>

<221>  mutation

<222>  (466)..(468)

<220>

<221>  mutation

<222>  (481)..(483)

<220>

<221>  mutation

<222>  (499)..(501)

<400>  29

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct agc atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Ser Ile Asp Leu         

1               5                   10                  15              

cga caa atg cga act gtc act acc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg 

gct ttc tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct gtg cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct tcc caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca cag ggt att      240

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Gln Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         

                85                  90                  95              

gtt gca gaa gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca gat cgt ttc ggt      336

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Asp Arg Phe Gly 
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            100                 105                 110                 

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att cag      384

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc gaa aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Glu Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

cag gat aat ggt tac caa acc aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         

                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt tgg 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  30

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  30

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Ser Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Gln Gly Ile 

65                  70                  75                  80  

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Asp Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Gln 

        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 
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    130                 135                 140                 

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Glu Thr Ile Ile Gln 

145                 150                 155                 160 

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         

<210>  31

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (37)..(39)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (148)..(150)

<220>

<221>  mutation

<222>  (232)..(234)

<220>

<221>  mutation

<222>  (295)..(297)

<220>

<221>  mutation

<222>  (325)..(327)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<220>

<221>  mutation

<222>  (466)..(468)
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<220>

<221>  mutation

<222>  (481)..(483)

<220>

<221>  mutation

<222>  (499)..(501)

<220>

<221>  mutation

<222>  (574)..(576)

<400>  31

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct agc atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Ser Ile Asp Leu         

1               5                   10                  15              

cga caa atg cga act gtc act acc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg 

gct ttc tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct gtg cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct tcc caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca gaa ggt att      240

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Glu Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         

                85                  90                  95              

gtt gca cag gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca gat cgt ttc ggt      336

Val Ala Gln Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Asp Arg Phe Gly 

        

            100                 105                 110                 

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att gaa      384

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Glu         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc cag aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

gaa gat aat ggt tac caa acc aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Glu Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         

                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt ttt 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Phe         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     
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gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  32

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  32

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Ser Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Glu Gly Ile 

65                  70                  75                  80  

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      

Val Ala Gln Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Asp Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Glu 

        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 

    130                 135                 140                 

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Gln Thr Ile Ile Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Phe 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         

<210>  33

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(666)
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<220>

<221>  mutation

<222>  (37)..(39)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (148)..(150)

<220>

<221>  mutation

<222>  (232)..(234)

<220>

<221>  mutation

<222>  (295)..(297)

<220>

<221>  mutation

<222>  (325)..(327)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<220>

<221>  mutation

<222>  (466)..(468)

<220>

<221>  mutation

<222>  (481)..(483)

<220>

<221>  mutation

<222>  (499)..(501)

<220>

<221>  mutation

<222>  (574)..(576)

<400>  33

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct agc atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Ser Ile Asp Leu         

1               5                   10                  15              

cga caa atg cga act gtc act acc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg 

gct ttc tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct gtg cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192
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Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct tcc caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca cag ggt att      240

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Gln Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         

                85                  90                  95              

gtt gca gaa gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca gat cgt ttc ggt      336

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Asp Arg Phe Gly 

        

            100                 105                 110                 

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att cag      384

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc gaa aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Glu Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

cag gat aat ggt tac caa acc aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         

                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt ttt 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Phe         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  34

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  34

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Ser Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Thr Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Val Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Gln Gly Ile 

65                  70                  75                  80  
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Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      

Val Ala Glu Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Asp Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Gln 

        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 

    130                 135                 140                 

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Glu Thr Ile Ile Gln 

145                 150                 155                 160 

Gln Asp Asn Gly Tyr Gln Thr Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Phe 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         

<210>  35

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<220>

<221>  mutation

<222>  (43)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (88)..(90)

<220>

<221>  mutation

<222>  (142)..(144)

<220>

<221>  mutation

<222>  (184)..(186)

<220>

<221>  mutation
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<222>  (229)..(231)

<220>

<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (298)..(300)

<400>  35

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa gaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt aac gaa cca tgt atc att ggc cgt ggt       96

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile Gly Arg Gly         

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca gcg      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala         

        35                  40                  45                      

aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta agc gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc cat tat atg aac tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aac tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

        

            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cgc      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Arg         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  36

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  36

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val 

1               5                   10                  15      

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile Gly Arg Gly 

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp 

    50                  55                  60                  
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Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Arg 

        115                 120                 125             

Asp 

<210>  37

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<220>

<221>  mutation

<222>  (43)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (88)..(90)

<220>

<221>  mutation

<222>  (142)..(144)

<220>

<221>  mutation

<222>  (184)..(186)

<220>

<221>  mutation

<222>  (229)..(231)

<220>

<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<400>  37

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa gaa gtt       48
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Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt aac gaa cca tgt atc att ggc cgt ggt       96

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile Gly Arg Gly         

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca gcg      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala         

        35                  40                  45                      

aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta agc gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc cat tat atg aac tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aaa tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336

Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

        

            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cag      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  38

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  38

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val 

1               5                   10                  15      

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile Gly Arg Gly 

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln 
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        115                 120                 125             

Asp 

<210>  39

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<220>

<221>  mutation

<222>  (43)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (88)..(90)

<220>

<221>  mutation

<222>  (142)..(144)

<220>

<221>  mutation

<222>  (229)..(231)

<220>

<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (298)..(300)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<400>  39

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa gaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt aac gaa cca tgt atc att ggc cgt ggt       96

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile Gly Arg Gly         

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca gcg      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala         

        35                  40                  45                      

aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta gaa gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val Asp         
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    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc cat tat atg aac tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aac tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

        

            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cag      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  40

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  40

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val 

1               5                   10                  15      

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile Gly Arg Gly 

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln 

        115                 120                 125             

Asp 

<210>  41

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)
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<220>

<221>  mutation

<222>  (43)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (88)..(90)

<220>

<221>  mutation

<222>  (184)..(186)

<220>

<221>  mutation

<222>  (229)..(231)

<220>

<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (298)..(300)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<400>  41

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa gaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt aac gaa cca tgt atc att ggc cgt ggt       96

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile Gly Arg Gly         

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca aaa      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Lys         

        35                  40                  45                      

aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta agc gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc cat tat atg aac tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aac tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 
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            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cag      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  42

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  42

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val 

1               5                   10                  15      

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile Gly Arg Gly 

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Lys 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln 

        115                 120                 125             

Asp 

<210>  43

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<220>

<221>  mutation

<222>  (43)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (88)..(90)

<220>

<221>  mutation
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<222>  (142)..(144)

<220>

<221>  mutation

<222>  (184)..(186)

<220>

<221>  mutation

<222>  (229)..(231)

<220>

<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (298)..(300)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<400>  43

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa gaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt tca gaa cca tgt atc att ggc cgt ggt       96

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

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca gcg      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala         

        35                  40                  45                      

aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta agc gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc cat tat atg aac tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aac tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

        

            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cag      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  44

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  44
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Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln 

        115                 120                 125             

Asp 

<210>  45

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (88)..(90)

<220>

<221>  mutation

<222>  (142)..(144)

<220>

<221>  mutation

<222>  (184)..(186)

<220>

<221>  mutation

<222>  (229)..(231)

<220>
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<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (298)..(300)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<400>  45

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa aaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt aac gaa cca tgt atc att ggc cgt ggt       96

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile Gly Arg Gly         

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca gcg      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala         

        35                  40                  45                      

aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta agc gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc cat tat atg aac tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aac tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

        

            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cag      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  46

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  46

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val 

1               5                   10                  15      

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile Gly Arg Gly 

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp 
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    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Asn Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln 

        115                 120                 125             

Asp 

<210>  47

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<220>

<221>  mutation

<222>  (43)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (91)..(93)

<220>

<221>  mutation

<222>  (142)..(144)

<220>

<221>  mutation

<222>  (184)..(186)

<220>

<221>  mutation

<222>  (220)..(222)

<220>

<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (298)..(300)

<400>  47
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gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa gaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt aac gaa cca tgt atc att cat agc ggt       96

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly         

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca gcg      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala         

        35                  40                  45                      

aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta agc gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc aac tat atg aaa tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aac tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

        

            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cgc      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Arg         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  48

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val 

1               5                   10                  15      

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly 

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         
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Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Arg 

        115                 120                 125             

Asp 

<210>  49

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<220>

<221>  mutation

<222>  (43)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (91)..(93)

<220>

<221>  mutation

<222>  (142)..(144)

<220>

<221>  mutation

<222>  (184)..(186)

<220>

<221>  mutation

<222>  (220)..(220)

<220>

<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<400>  49

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa gaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt aac gaa cca tgt atc att cat agc ggt       96

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly         

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca gcg      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala         

        35                  40                  45                      
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aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta agc gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc aac tat atg aaa tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aaa tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336

Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

        

            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cag      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  50

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  50

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val 

1               5                   10                  15      

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly 

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln 

        115                 120                 125             

Asp 

<210>  51

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>
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<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<220>

<221>  mutation

<222>  (43)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (91)..(93)

<220>

<221>  mutation

<222>  (142)..(144)

<220>

<221>  mutation

<222>  (220)..(222)

<220>

<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (298)..(300)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<400>  51

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa gaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt aac gaa cca tgt atc att cat agc ggt       96

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly         

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca gcg      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala         

        35                  40                  45                      

aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta gaa gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc aac tat atg aaa tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aac tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336
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Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

        

            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cag      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  52

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  52

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val 

1               5                   10                  15      

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly 

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln 

        115                 120                 125             

Asp 

<210>  53

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<220>

<221>  mutation

<222>  (43)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)
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<220>

<221>  mutation

<222>  (91)..(93)

<220>

<221>  mutation

<222>  (184)..(186)

<220>

<221>  mutation

<222>  (220)..(222)

<220>

<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (298)..(300)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<400>  53

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa gaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt aac gaa cca tgt atc att cat agc ggt       96

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly         

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca gcg      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala         

        35                  40                  45                      

aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta gaa gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc aac tat atg aaa tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aac tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

        

            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cag      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  54

<211>  129

<212>  PRT
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<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  54

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val 

1               5                   10                  15      

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly 

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln 

        115                 120                 125             

Asp 

<210>  55

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<220>

<221>  mutation

<222>  (43)..(45)

<220>

<221>  mutation

<222>  (91)..(93)

<220>

<221>  mutation

<222>  (142)..(144)

<220>

<221>  mutation

<222>  (184)..(186)

<220>

<221>  mutation
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<222>  (220)..(222)

<220>

<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (298)..(300)

<220>

<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<400>  55

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa gaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt tca gaa cca tgt atc att cat agc ggt       96

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly         

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca gcg      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala         

        35                  40                  45                      

aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta agc gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc aac tat atg aaa tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aac tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

        

            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cag      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  56

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  56

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Glu Val 

1               5                   10                  15      

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly 

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala 
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        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln 

        115                 120                 125             

Asp 

<210>  57

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<220>

<221>  mutation

<222>  (70)..(72)

<220>

<221>  mutation

<222>  (91)..(91)

<220>

<221>  mutation

<222>  (142)..(144)

<220>

<221>  mutation

<222>  (184)..(186)

<220>

<221>  mutation

<222>  (220)..(222)

<220>

<221>  mutation

<222>  (244)..(246)

<220>

<221>  mutation

<222>  (298)..(300)

<220>
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<221>  mutation

<222>  (382)..(384)

<400>  57

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa aaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt aac gaa cca tgt atc att cat agc ggt       96

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly         

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc 

caa ttg gaa gct tta ttc gaa gcc aat caa aac tca gcg      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala         

        35                  40                  45                      

aca gct aaa att gaa atc aaa gct tca atc gat ggt tta agc gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc aac tat atg aaa tgt cca ttg      240

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aac gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt cca aaa      288

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aac tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt ttg ggt      336

Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

        

            100                 105                 110                 

gat aat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cag      384

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  58

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides 

pteronyssinus

<400>  58

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val 

1               5                   10                  15      

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Asn Glu Pro Cys Ile Ile His Ser Gly 

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Leu Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Ala 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Ser Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Asn Tyr Met Lys Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      
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Ile Ala Pro Asn Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Gln 

        115                 120                 125             

Asp 

<210>  59

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (133)..(135)

<220>

<221>  mutation

<222>  (397)..(399)

<220>

<221>  mutation

<222>  (562)..(564)

<220>

<221>  mutation

<222>  (664)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (728)..(730)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

<400>  59

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag aaa aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac agg acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         
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65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc agc gcg ctc cgc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac gac aag att acc gtc ttc gag 

     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aag ttc atc ccc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag aaa gcc tac      672

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Lys Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ccg gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  60

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  60

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

- 211 -

등록특허 10-0919914



Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly 

        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Lys Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  61

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (196)..(198)
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<220>

<221>  mutation

<222>  (397)..(399)

<220>

<221>  mutation

<222>  (562)..(564)

<220>

<221>  mutation

<222>  (664)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (727)..(729)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

<400>  61

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag atc aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac aac acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Asn Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc agc gcg ctc cgc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

- 213 -

등록특허 10-0919914



                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac gac aag att acc gtc ttc gag 

     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aag ttc atc ccc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag aaa gcc tac      672

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Lys Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ccg gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  62

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  62

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly 

        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Asn Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 
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    130                 135                 140                 

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Lys Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  63

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (133)..(135)

<220>

<221>  mutation

<222>  (406)..(408)

<220>

<221>  mutation

<222>  (562)..(564)

<220>

<221>  mutation

<222>  (664)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (726)..(728)

<220>

<221>  mutation
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<222>  (760)..(762)

<400>  63

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag aaa aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac agg acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc gag gcg ctc agc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Glu Ala Leu Ser Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac gac aag att acc gtc ttc gag 

     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aag ttc atc ccc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag aaa gcc tac      672

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Lys Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ccg gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             
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gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  64

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  64

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly 

        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Glu Ala Leu Ser Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Lys Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     
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Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  65

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (133)..(135)

<220>

<221>  mutation

<222>  (409)..(411)

<220>

<221>  mutation

<222>  (562)..(564)

<220>

<221>  mutation

<222>  (664)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (726)..(728)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

<400>  65

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag aaa aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac agg acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288
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Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc gag gcg ctc cgc aaa atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Glu Ala Leu Arg Lys Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac gac aag att acc gtc ttc gag 

     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aag ttc atc ccc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag aaa gcc tac      672

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Lys Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ccg gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  66

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  66

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly 
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        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Glu Ala Leu Arg Lys Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Lys Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  67

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (133)..(135)

<220>
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<221>  mutation

<222>  (397)..(399)

<220>

<221>  mutation

<222>  (559)..(561)

<220>

<221>  mutation

<222>  (664)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (726)..(728)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

<400>  67

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag aaa aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac agg acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc agc gcg ctc cgc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac cat aag ttc acc gtc ttc gag 
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     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn His Lys Phe Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aag ttc atc ccc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag aaa gcc tac      672

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Lys Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ccg gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  68

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  68

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly 

        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 
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His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn His Lys Phe Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Lys Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  69

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (133)..(135)

<220>

<221>  mutation

<222>  (397)..(399)

<220>

<221>  mutation

<222>  (664)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (694)..(696)

<220>

<221>  mutation

<222>  (726)..(728)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)
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<400>  69

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag aaa aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac agg acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc agc gcg ctc cgc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac gac aag ttc acc gtc ttc gag 

     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Phe Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aag ttc atc ccc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag aaa gcc tac      672

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Lys Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ggc gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Gly Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816
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Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  70

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  70

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly 

        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Phe Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Lys Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Gly Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     
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Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  71

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (133)..(135)

<220>

<221>  mutation

<222>  (397)..(399)

<220>

<221>  mutation

<222>  (562)..(564)

<220>

<221>  mutation

<222>  (640)..(642)

<220>

<221>  mutation

<222>  (726)..(728)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

<400>  71

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag aaa aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac agg acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288
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Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc agc gcg ctc cgc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac gac aag att acc gtc ttc gag 

     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aag ttc atc ggc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag cag gcc tac      672

Ser Tyr Lys Phe Ile Gly Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Gln Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ccg gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  72

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  72

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly 
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        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Lys Phe Ile Gly Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Gln Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  73

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (133)..(135)

<220>
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<221>  mutation

<222>  (397)..(399)

<220>

<221>  mutation

<222>  (562)..(564)

<220>

<221>  mutation

<222>  (631)..(633)

<220>

<221>  mutation

<222>  (730)..(732)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

<400>  73

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag aaa aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac agg acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc agc gcg ctc cgc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac gac aag att acc gtc ttc gag 
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     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aac ttc atc ccc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag cag gcc tac      672

Ser Tyr Asn Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Gln Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ccg gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  74

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  74

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly 

        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 
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His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Asn Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Gln Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  75

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (196)..(198)

<220>

<221>  mutation

<222>  (406)..(408)

<220>

<221>  mutation

<222>  (562)..(564)

<220>

<221>  mutation

<222>  (664)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (730)..(732)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

- 231 -

등록특허 10-0919914



<400>  75

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag atc aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac aac acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Asn Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc gag gcg ctc agc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Glu Ala Leu Ser Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac gac aag att acc gtc ttc gag 

     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aag ttc atc ccc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag aaa gcc tac      672

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Lys Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ccg gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816
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Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  76

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  76

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly 

        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Asn Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Glu Ala Leu Ser Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Lys Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     

- 233 -

등록특허 10-0919914



Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  77

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (196)..(198)

<220>

<221>  mutation

<222>  (409)..(411)

<220>

<221>  mutation

<222>  (562)..(564)

<220>

<221>  mutation

<222>  (664)..(666)

<220>

<221>  mutation

<222>  (730)..(732)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

<400>  77

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag atc aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac aac acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Asn Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288
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Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc gag gcg ctc cgc aaa atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Glu Ala Leu Arg Lys Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac gac aag att acc gtc ttc gag 

     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aag ttc atc ccc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag aaa gcc tac      672

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Lys Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ccg gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  78

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  78

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly 
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        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Asn Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Glu Ala Leu Arg Lys Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Ile Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Lys Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  79

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (133)..(135)

<220>
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<221>  mutation

<222>  (397)..(399)

<220>

<221>  mutation

<222>  (556)..(558)

<220>

<221>  mutation

<222>  (640)..(642)

<220>

<221>  mutation

<222>  (727)..(729)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

<400>  79

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag aaa aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac agg acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc agc gcg ctc cgc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac cat aag ttc acc gtc ttc gag 
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     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn His Lys Phe Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aag ttc atc ggc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag cag gcc tac      672

Ser Tyr Lys Phe Ile Gly Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Gln Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ccg gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  80

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  80

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly 

        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 
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His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn His Lys Phe Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Lys Phe Ile Gly Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Gln Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  81

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (133)..(135)

<220>

<221>  mutation

<222>  (397)..(399)

<220>

<221>  mutation

<222>  (556)..(558)

<220>

<221>  mutation

<222>  (631)..(633)

<220>

<221>  mutation

<222>  (727)..(729)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

- 239 -

등록특허 10-0919914



<400>  81

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag aaa aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac agg acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc agc gcg ctc cgc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac cat aag ttc acc gtc ttc gag 

     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn His Lys Phe Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aac ttc atc ccc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag cag gcc tac      672

Ser Tyr Asn Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Gln Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ccg gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816
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Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  82

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  82

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly 

        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn His Lys Phe Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Asn Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Gln Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     
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Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  83

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (133)..(135)

<220>

<221>  mutation

<222>  (397)..(399)

<220>

<221>  mutation

<222>  (640)..(642)

<220>

<221>  mutation

<222>  (694)..(696)

<220>

<221>  mutation

<222>  (727)..(729)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

<400>  83

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag aaa aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac agg acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288
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Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc agc gcg ctc cgc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac gac aag ttc acc gtc ttc gag 

     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Phe Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aag ttc atc ggc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag cag gcc tac      672

Ser Tyr Lys Phe Ile Gly Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Gln Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ggc gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Gly Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  84

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  84

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly 
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        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Phe Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Lys Phe Ile Gly Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Gln Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Gly Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  85

<211>  861

<212>  DNA

<213>  Phleum pratense

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(861)

<220>

<221>  mutation

<222>  (133)..(135)

<220>
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<221>  mutation

<222>  (397)..(399)

<220>

<221>  mutation

<222>  (631)..(633)

<220>

<221>  mutation

<222>  (694)..(696)

<220>

<221>  mutation

<222>  (727)..(729)

<220>

<221>  mutation

<222>  (760)..(762)

<400>  85

gcc gat ctc ggt tac ggc ccc gcc acc cca gct gcc ccg gcc gcc ggc       48

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly         

1               5                   10                  15              

tac acc ccc gcc acc ccc gcc gcc ccg gcc gga gcg gag cca gca ggt       96

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly         

            20                  25                  30                  

aag gcg acg 

acc gag gag cag aag ctg atc gag aag aaa aac gcc ggc      144

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly         

        35                  40                  45                      

ttc aag gcg gcc ttg gcc gct gcc gcc ggc gtc ccg cca gcg gac aag      192

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys         

    50                  55                  60                          

tac agg acg ttc gtc gca acc ttc ggc gcg gcc tcc aac aag gcc ttc      240

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe         

65                  70                  75                  80          

gcg gag ggc ctc tcg ggc gag ccc aag ggc gcc gcc gaa tcc agc tcc      288

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser         

                85                  90                  95              

aag gcc gcg ctc acc tcc aag ctc gac gcc gcc tac aag ctc gcc tac      336

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

        

            100                 105                 110                 

aag aca gcc gag ggc gcg acg cct gag gcc aag tac gac gcc tac gtc      384

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val         

        115                 120                 125                     

gcc acc gta agc agc gcg ctc cgc atc atc gcc ggc acc ctc gag gtc      432

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val         

    130                 135                 140                         

cac gcc gtc aag ccc gcg gcc gag gag gtc aag gtc atc ccc gcc ggc      480

His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly         

145                 150                 155                 160         

gag ctg cag gtc atc gag aag gtc gac gcc gcc ttc aag gtc gct gcc      528

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala         

                165                 170                 175             

acc gcc gcc aac gcc gcc ccc gcc aac gac aag ttc acc gtc ttc gag 
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     576

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Phe Thr Val Phe Glu         

            180                 185                 190                 

gcc gcc ttc aac gac gcc atc aag gcg agc acg ggc ggc gcc tac gag      624

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu         

        195                 200                 205                     

agc tac aac ttc atc ccc gcc ctg gag gcc gcc gtc aag cag gcc tac      672

Ser Tyr Asn Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys 

Gln Ala Tyr         

    210                 215                 220                         

gcc gcc acc gtc gcc acc gcg ggc gag gtc aag tac act gtc ttt gag      720

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Gly Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu         

225                 230                 235                 240         

acc gca gaa aaa aag gcc atc acc gcc atg tcc gaa gca aaa aag gct      768

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala         

                245                 250 

                255             

gcc aag ccc gcc gcc gct gcc acc gcc acc gca acc gcc gcc gtt ggc      816

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly         

            260                 265                 270                 

gcg gcc acc ggc gcc gcc acc gcc gct act ggt ggc tac aaa gtc          861

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val             

        275                 280                 285                     

<210>  86

<211>  287

<212

>  PRT

<213>  Phleum pratense

<400>  86

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly 

            20                  25                  30          

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Lys Asn Ala Gly 

        35                  40                  45              

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Val Ser Ser Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val 

    130                 135                 140                 
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His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly 

145                 150                 155                 160 

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Phe Thr Val Phe Glu 

            180                 185                 190         

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu 

        195                 200                 205             

Ser Tyr Asn Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Gln Ala Tyr 

    210                 215                 220                 

Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Gly Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu 

225                 230                 235                 240 

Thr Ala Glu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Lys Lys Ala 

                245                 250                 255     

Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly 

            260                 265                 270         

Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys Val 

        275                 280                 285         

<210>  87

<211>  666

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(666)

<400>  87

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gct gaa atc gat ttg       48

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu         

1               5                   10                  15              

cga caa atg cga act gtc act ccc att cgt atg caa gga ggc tgt ggt       96

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly         

            20                  25                  30                  

tca tgt tgg gct ttc 

tct ggt gtt gcc gca act gaa tca gct tat ttg      144

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu         

        35                  40                  45                      

gct tac cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat      192

Ala Tyr Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp         

    50                  55                  60                          

tgt gct tcc caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca cgt ggt att      240

Cys Ala 

Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile         

65                  70                  75                  80          

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac      288

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr         

                85                  90                  95              

gtt gca cga gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca caa cgt ttc ggt      336

Val Ala Arg Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly         

            100                 105                 110                 
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atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att cgt      384

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg         

        115                 120                 125                     

gaa gct ttg gct caa acc cac agc gct att gcc gtc att att ggc atc      432

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile         

    130                 135                 140                         

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc cga aca atc att caa      480

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile Gln         

145                 150                 155                 160         

cgc gat aat ggt tac caa cca aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt      528

Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly         

                165                 170                 175             

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt tgg 

     576

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp         

            180                 185                 190                 

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gcc aac atc      624

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile         

        195                 200                 205                     

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc              666

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile 

Leu                 

    210                 215                 220                         

<210>  88

<211>  222

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  88

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu 

        35                  40                  45              

Ala Tyr Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile 

65                  70                  75                  80  

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr 

                85                  90                  95      

Val Ala Arg Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly 

            100                 105                 110         

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg 

        115                 120                 125             

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile 

    130                 135                 140                 
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Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile Gln 

145                 150                 155                 160 

Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp 

            180                 185                 190         

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile 

        195                 200                 205             

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu 

    210                 215                 220         

<210>  89

<211>  387

<212>  DNA

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221>  CDS

<222>  (1)..(387)

<400>  89

gat caa gtc gat gtc aaa gat tgt gcc aat cat gaa atc aaa aaa gtt       48

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val         

1               5                   10                  15              

ttg gta cca gga tgc cat ggt tca gaa cca tgt atc att cat cgt ggt       96

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

            20                  25                  30                  

aaa cca ttc caa ttg 

gaa gcc gtt ttc gaa gcc aac caa aac aca aaa      144

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Val Phe Glu Ala Asn Gln Asn Thr Lys         

        35                  40                  45                      

acc gct aaa att gaa atc aaa gcc tca atc gat ggt tta gaa gtt gat      192

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val Asp         

    50                  55                  60                          

gtt ccc ggt atc gat cca aat gca tgc cat tac atg aaa tgc cca ttg      240

Val Pro 

Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Lys Cys Pro Leu         

65                  70                  75                  80          

gtt aaa gga caa caa tat gat att aaa tat aca tgg aat gtt ccg aaa      288

Val Lys Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys         

                85                  90                  95              

att gca cca aaa tct gaa aat gtt gtc gtc act gtt aaa gtt atg ggt      336

Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Met Gly         

            100                 105                 110                 

gat gat ggt gtt ttg gcc tgt gct att gct act cat gct aaa atc cgc      384

Asp Asp Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Arg         

        115                 120                 125                     

gat                                                                  387

Asp                                                                     

<210>  90

<211>  129

<212>  PRT

<213>  Dermatophagoides pteronyssinus

<400>  90
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Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Val Phe Glu Ala Asn Gln Asn Thr Lys 

        35                  40                  45              

Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Asp Gly Leu Glu Val Asp 

    50                  55                  60                  

Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Lys Cys Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Val Lys Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Met Gly 

            100                 105                 110         

Asp Asp Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Arg 

        115                 120                 125             

Asp 
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