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(54) 발명의 명칭 포어 및 HEL308 헬리카제를 사용하여 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 방법

(57) 요 약

본 발명은 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 새로운 방법에 관한 것이다.   이러한 방법은 포어(pore)  및

Hel308 헬리카제(helicase) 또는 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할 수 있는 분자 모터를

사용한다.  헬리카제 또는 분자 모터는 포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어한다.

대 표 도
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특허청구의 범위

청구항 1 

(a) 표적 폴리뉴클레오티드를 막횡단 포어(pore) 및 Hel308 헬리카제(helicase)와 접촉시켜, 헬리카제가 포어를

통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어하고 표적 뉴클레오티드 내의 뉴클레오티드들이 포어와 상호작용하게

하는 단계; 및

(b) 하나 이상의 상호작용 동안 표적 폴리뉴클레오티드의 하나 이상의 특성을 측정하고, 이에 의해 표적 폴리뉴

클레오티드를 특성화하는 단계

를 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 하나 이상의 특성이 (i) 표적 폴리뉴클레오티드의 길이, (ii) 표적 폴리뉴클레오티드의 신원

(identity), (iii) 표적 폴리뉴클레오티드의 서열, (iv) 표적 폴리뉴클레오티드의 2차 구조, 및 (v) 표적 폴리

뉴클레오티드가 변형되었는지 또는 그렇지 않은지 여부로부터 선택되는 것인 방법.

청구항 3 

제2항에 있어서, 표적 폴리뉴클레오티드가 메틸화에 의해, 산화에 의해, 손상에 의해, 하나 이상의 단백질로,

또는 하나 이상의 표지, 태그(tag) 또는 스페이서(spacer)로 변형되는 것인 방법.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 표적 폴리뉴클레오티드의 하나 이상의 특성이 전기 측정 및/또는 광

학 측정에 의해 측정되는 것인 방법.

청구항 5 

제4항에 있어서, 전기 측정이 전류 측정, 임피던스(impedance) 측정, 터널링(tunnelling) 측정, 또는 전계 효과

트랜지스터 (FET) 측정인 방법.

청구항 6 

제1항에 있어서,

(a) 표적 폴리뉴클레오티드를 막횡단 포어 및 Hel308 헬리카제와 접촉시켜, 헬리카제가 포어를 통한 표적 폴리

뉴클레오티드의 이동을 제어하고 표적 뉴클레오티드 내의 뉴클레오티드들이 포어와 상호작용하게 하는 단계; 및

(b) 하나 이상의 상호작용 동안 포어를 통과하는 전류를 측정하여 표적 폴리뉴클레오티드의 하나 이상의 특성을

측정하고, 이에 의해 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 단계

를 포함하는 방법.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 포어를 가로질러 전압을 인가하여 포어와 헬리카제 사이에 복합체를

형성시키는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 폴리뉴클레오티드의 적어도 일부분이 이중 가닥인 방법.

청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 포어가 막횡단 단백질 포어 또는 고체 상태 포어인 방법.

청구항 10 
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제9항에  있어서,  막횡단  단백질  포어가  용혈소,  류코시딘(leukocidin),  미코박테리움  스메그마티스

(Mycobacterium smegmatis) 포린(porin) A (MspA), 외막 포린 F (OmpF), 외막 포린 G (OmpG), 외막 포스포리파

제(phospholipase) A, 네이세리아(Neisseria) 오토트랜스포터(autotransporter) 지단백질 (NalP) 및 WZA로부터

선택되는 것인 방법.

청구항 11 

제10항에 있어서, 막횡단 단백질이 (a) 8개의 동일한, 서열 2에 제시된 바와 같은 서브유닛으로 형성되거나, 또

는 (b) 7개의 서브유닛 중 1개 이상이 전체 서열에 걸친 아미노산 동일성을 기초로 서열 2에 대해 50％ 이상의

상동성을 가지며 포어 활성을 보유하는 그의 변이체인 방법.

청구항 12 

제10항에 있어서, 막횡단 단백질이 (a) 7개의 동일한, 서열 4에 제시된 바와 같은 서브유닛으로 형성된 α-용혈

소, 또는 (b) 7개의 서브유닛 중 1개 이상이 전체 서열에 걸친 아미노산 동일성을 기초로 서열 4에 대해 50％

이상의 상동성을 가지며 포어 활성을 보유하는 그의 변이체인 방법.

청구항 13 

제1항 내지 제12항 중 어느 한 항에 있어서, Hel308 헬리카제가 아미노산 모티프 Q-X1-X2-G-R-A-G-R (서열 8)을

포함하며, 여기서 X1은 C, M 또는 L이고, X2는 임의의 아미노산 잔기인 방법.

청구항 14 

제13항에 있어서, X2가 A, F, M, C, V, L, I, S, T 또는 P인 방법.

청구항 15 

제1항 내지 제14항 중 어느 한 항에 있어서, Hel308 헬리카제가 표 4 또는 5에 제시된 헬리카제 중 하나 또는

그의 변이체인 방법. 

청구항 16 

제15항에 있어서, Hel308 헬리카제가 (a) 서열 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 29, 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40,

41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 및 58 중 어느 하나에 제시된 서열, 또는 (b)

전체 서열에 걸친 아미노산 동일성을 기초로 관련 서열에 대해 40％ 이상의 상동성을 가지며 헬리카제 활성을

보유하는 그의 변이체를 포함하는 것인 방법.

청구항 17 

제16항에 있어서, Hel308 헬리카제가 (a) 서열 10 또는 33에 제시된 서열, 또는 (b) 전체 서열에 걸친 아미노산

동일성을 기초로 서열 10 또는 33에 대해 40％ 이상의 상동성을 가지며 헬리카제 활성을 보유하는 그의 변이체

를 포함하는 것인 방법.

청구항 18 

제17항에 있어서, Hel308 헬리카제가 서열 10의 잔기 20 내지 211 또는 20 내지 727에 대해 아미노산 동일성을

기초로 70％ 이상의 상동성을 갖는 서열을 포함하는 것인 방법.

청구항 19 

제1항 내지 제18항 중 어느 한 항에 있어서, Hel308 헬리카제가 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티

드에 결합할 수 있는 것인 방법.

청구항 20 

제1항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서, 0.3 M 이상의 염 농도를 사용하여 수행되고, 염이 임의로 KCl인 방

법.
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청구항 21 

제20항에 있어서, 염 농도가 1.0 M 이상인 방법.

청구항 22 

포어와 Hel308 헬리카제 사이에 복합체를 형성시키고, 이에 의해 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 센

서를 형성시키는 것을 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 센서를 형성시키는 방법.

청구항 23 

제22항에 있어서, 복합체가 (a) 포어와 헬리카제를 표적 폴리뉴클레오티드의 존재 하에 접촉시키고 (a) 포어를

가로질러 전위를 인가함으로써 형성되는 것인 방법.

청구항 24 

제23항에 있어서, 전위가 전압 전위 또는 화학 전위인 방법.

청구항 25 

제22항에 있어서, 복합체가 포어를 헬리카제에 공유적으로 부착시킴으로써 형성되는 것인 방법.

청구항 26 

포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어하기 위한, Hel308 헬리카제의 용도.

청구항 27 

(a) 포어 및 (b) Hel308 헬리카제를 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 키트.

청구항 28 

다수의 포어 및 다수의 Hel308 헬리카제를 포함하는, 샘플 내의 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 분석

장치.

청구항 29 

제28항에 있어서,

다수의 포어를 지지할 수 있고, 포어 및 헬리카제를 사용하여 폴리뉴클레오티드 특성화를 수행하도록 작동할 수

있는 센서 기구;

특성화를 수행하기 위해 물질을 보유하기 위한 하나 이상의 저장소;

물질을 하나 이상의 저장소로부터 센서 기구로 제어가능하게 공급하도록 구성된 유체공학 시스템; 및 

각각의 샘플을 수용하기 위한 다수의 용기

를 포함하며, 유체공학 시스템은 샘플을 용기로부터 센서 기구로 선택적으로 공급하도록 구성된 것인, 분석 장

치.

청구항 30 

(a) 표적 폴리뉴클레오티드를 막횡단 포어, 및 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할 수 있

는 분자 모터와 접촉시켜, 분자 모터가 포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어하고 표적 뉴클레오티

드 내의 뉴클레오티드들이 포어와 상호작용하게 하는 단계; 및

(b) 하나 이상의 상호작용 동안 표적 폴리뉴클레오티드의 하나 이상의 특성을 측정하고, 이에 의해 표적 폴리뉴

클레오티드를 특성화하는 단계

를 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 방법.

청구항 31 
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제30항에 있어서, 분자 모터가 헬리카제 또는 Hel308 헬리카제인 방법.

청구항 32 

제30항 또는 제31항에 있어서, 제2항 내지 제21항 중 어느 한 항에 정의된 바와 같은 방법.

청구항 33 

제30항 내지 제32항 중 어느 한 항에 있어서, 표적 폴리뉴클레오티드가 5000개 이상의 뉴클레오티드를 포함하는

것인 방법.

청구항 34 

제30항 내지 제33항 중 어느 한 항에 있어서, 분자 모터가 (a) 서열 22, 33 또는 52에 제시된 서열, 또는 (b)

전체 서열에 걸친 아미노산 동일성을 기초로 서열 22, 33 또는 52에 대해 40％ 이상의 상동성을 가지며 헬리카

제 활성을 보유하는 그의 변이체를 포함하는 것인 방법.

청구항 35 

포어와, 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할 수 있는 분자 모터 사이에 복합체를 형성시

키고, 이에 의해 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 센서를 형성시키는 것을 포함하는, 표적 폴리뉴클레

오티드를 특성화하기 위한 센서를 형성시키는 방법.

청구항 36 

포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어하기 위한, 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드

에 결합할 수 있는 분자 모터의 용도.

청구항 37 

(a) 포어 및 (b) 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할 수 있는 분자 모터를 포함하는, 표

적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 키트.

청구항 38 

다수의 포어, 및 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할 수 있는 다수의 분자 모터를 포함하

는, 샘플 내의 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 분석 장치.

청구항 39 

(a) 표적 폴리뉴클레오티드를 막횡단 포어 및 0.3 M 이상의 염 농도를 견딜 수 있는 헬리카제와 접촉시켜, 헬리

카제가 포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어하고 표적 뉴클레오티드 내의 뉴클레오티드들이 포어

와 상호작용하게 하는 단계; 및

(b) 하나 이상의 상호작용 동안 표적 폴리뉴클레오티드의 하나 이상의 특성을 측정하고, 이에 의해 표적 폴리뉴

클레오티드를 특성화하는 단계

를 포함하며, 0.3 M 이상의 염 농도를 사용하여 수행되는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 방법.

청구항 40 

포어와 0.3 M 이상의 염 농도를 견딜 수 있는 헬리카제 사이에 복합체를 형성시키고, 이에 의해 표적 폴리뉴클

레오티드를 특성화하기 위한 센서를 형성시키는 것을 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 센서

를 형성시키는 방법.

청구항 41 

포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어하기 위한, 0.3 M 이상의 염 농도를 견딜 수 있는 헬리카제의

용도.

청구항 42 
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(a) 포어 및 (b) 0.3 M 이상의 염 농도를 견딜 수 있는 헬리카제를 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화

하기 위한 키트.

청구항 43 

다수의 포어, 및 0.3 M 이상의 염 농도를 견딜 수 있는 다수의 헬리카제를 포함하는, 샘플 내의 표적 폴리뉴클

레오티드를 특성화하기 위한 분석 장치.

명 세 서

기 술 분 야

발명의 분야[0001]

본 발명은 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 새로운 방법에 관한 것이다.   이러한 방법은 포어(pore)  및[0002]

Hel308 헬리카제(helicase) 또는 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할 수 있는 분자 모터

를 사용한다.  헬리카제 또는 분자 모터는 포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어한다.

배 경 기 술

발명의 배경[0003]

현재, 광범위한 용도에 걸쳐 신속하고 저렴한 폴리뉴클레오티드 (예를 들어 DNA 또는 RNA) 서열분석 및 확인 기[0004]

술이 요구된다.  기존의 기술은 느리고 고가인데, 이는 주로 이들이 다량의 폴리뉴클레오티드를 생산하기 위해

증폭 기술에 의존하고, 신호 검출을 위해 높은 품질의 전문 형광 화학물질을 필요로 하기 때문이다. 

막횡단 포어 (나노포어(nanopore))는 중합체 및 다양한 소형 분자에 대한 직접적인 전기 바이오센서로서의 잠재[0005]

력이 크다.  특히, 최근에는 잠재적인 DNA 서열분석 기술로서의 나노포어에 초점이 맞춰졌다.

나노포어를  가로질러  전위가  인가되면,  분석물,  예컨대  뉴클레오티드가  특정  기간  동안  일시적으로  배럴[0006]

(barrel) 내에 체류할 때 전류 흐름에 변화가 있다.  뉴클레오티드의 나노포어 검출은 공지된 서명 및 기간의

전류 변화를 제공한다.  "가닥 서열분석(Strand Sequencing)" 방법에서, 단일 폴리뉴클레오티드 가닥이 포어를

통과하고, 뉴클레오티드의 신원(identity)이 유래된다.  가닥 서열분석은 포어를 통한 폴리뉴클레오티드의 이동

을 제어하는 뉴클레오티드 취급 단백질의 사용을 수반할 수 있다.

발명의 내용

발명의 개요[0007]

본 발명자들은 Hel308 헬리카제가, 특히 전위, 예컨대 전압이 인가되는 경우에, 포어를 통한 폴리뉴클레오티드[0008]

의 이동을 제어할 수 있다는 것을 입증하였다.  헬리카제는 인가된 전압으로부터 초래되는 전기장에 대항하여

또는 이러한 전기장과 함께 표적 폴리뉴클레오티드를 제어 및 단계적 방식으로 이동시킬 수 있다.  놀랍게도,

이러한 헬리카제는 폴리뉴클레오티드를 특성화하는데, 특히 가닥 서열분석을 사용하여 이의 서열을 결정하는데

유리한 높은 염 농도에서 기능할 수 있다.  이는 하기에서 더욱 상세하게 논의된다.

따라서, 본 발명은 [0009]

(a) 표적 폴리뉴클레오티드를 막횡단 포어 및 Hel308 헬리카제와 접촉시켜, 헬리카제가 포어를 통한 표적 폴리[0010]

뉴클레오티드의 이동을 제어하고 표적 뉴클레오티드 내의 뉴클레오티드들이 포어와 상호작용하게 하는 단계; 및

(b) 하나 이상의 상호작용 동안 표적 폴리뉴클레오티드의 하나 이상의 특성을 측정하고, 이에 의해 표적 폴리뉴[0011]

클레오티드를 특성화하는 단계

를 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 방법을 제공한다.[0012]

본 발명은 하기를 또한 제공한다:[0013]

- 포어와 Hel308 헬리카제 사이에 복합체를 형성시키고, 이에 의해 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한[0014]

센서를 형성시키는 것을 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 센서를 형성시키는 방법;

- 포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어하기 위한, Hel308 헬리카제의 용도;[0015]
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- (a) 포어 및 (b) Hel308 헬리카제를 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 키트; 및[0016]

- 다수의 포어 및 다수의 Hel308 헬리카제를 포함하는, 샘플 내의 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 분[0017]

석 장치.

본 발명자들은 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할 수 있는 분자 모터가, 특히 전위, 예[0018]

컨대  전압이  인가되는  경우에,  포어를  통한  폴리뉴클레오티드의  이동을  제어할  수  있다는  것을  또한

입증하였다.  이러한 모터는 인가된 전압으로부터 초래되는 전기장에 대항하여 또는 이러한 전기장과 함께 표적

폴리뉴클레오티드를 제어 및 단계적 방식으로 이동시킬 수 있다.  놀랍게도, 이러한 모터가 본 발명의 방법에서

사용되는 경우에, 나노포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 전체 가닥의 이동을 제어하는 것이 가능하다.  이

는 폴리뉴클레오티드를 특성화하는데, 특히 가닥 서열분석을 사용하여 이의 서열을 결정하는데 유리하다.

따라서, 본 발명은 [0019]

(a) 표적 폴리뉴클레오티드를 막횡단 포어, 및 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할 수 있[0020]

는 분자 모터와 접촉시켜, 분자 모터가 포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어하고 표적 뉴클레오티

드 내의 뉴클레오티드들이 포어와 상호작용하게 하는 단계; 및

(b) 하나 이상의 상호작용 동안 표적 폴리뉴클레오티드의 하나 이상의 특성을 측정하고, 이에 의해 표적 폴리뉴[0021]

클레오티드를 특성화하는 단계

를 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 방법을 또한 제공한다.[0022]

도면의 간단한 설명

도면 설명[0023]

도 1.  a) 나노포어를 통한 DNA 이동을 제어하기 위한 헬리카제의 사용의 예시적인 개략도.  1) 콜레스테롤-태

그 (c)를 함유하는 프라이머 (b)가 어닐링(annealing)되어 있는 ssDNA 기질 (a)이 이중층 (d)의 시스(cis) 측

에 첨가된다.  콜레스테롤 태그가 이중층에 결합하여, 이중층 표면에서 기질을 강화시킨다.  2) 시스 구획에 첨

가된 헬리카제 (e)가 DNA에 결합한다.  2가 금속 이온 및 NTP 기질의 존재 하에, 헬리카제가 DNA를 따라 이동한

다.  3) 인가된 전압 하에, DNA 기질이 DNA 상의 리더(leader) 섹션을 통해 나노포어 (f)에 의해 포획된다.

DNA에 결합된 헬리카제가 포어의 상부와 접촉하여 추가의 제어되지 않은 DNA 전위를 방지할 때까지, 인가된 전

위의 힘 하에 DNA가 포어를 통해 잡아당겨 진다.  이러한 프로세스 동안, dsDNA 섹션 (예컨대 프라이머)이 제거

된다.   3' → 5' 방향으로 DNA를 따라 헬리카제가 이동하는 것은 꿰여 있는 DNA를 인가된 장에 대항하여 포어

밖으로 잡아당긴다.  4) 헬리카제가 DNA를 나노포어 밖으로 잡아당겨, 이를 시스 구획으로 되돌린다.  나노포어

를 통과하는 DNA의 마지막 섹션은 5'-리더이다.  5) 헬리카제가 DNA를 나노포어 밖으로 이동시킬 때, 이는 시스

구획으로 되돌려 놓쳐진다.  b) 실시예에서 사용된 DNA 기질 디자인 (a = 50T 리더 (b)가 있는 DNA의 400량체

가닥, c = 프라이머, d = 콜레스테롤-태그).

도 2.  헬리카제가 제어 방식으로 나노포어를 통해 DNA를 이동시킬 수 있어서, DNA가 나노포어를 통해 이동함에

따라 전류에서의 단계적 변화를 일으킨다.  예시적인 헬리카제-DNA 사례 (상부 섹션에서 소형 화살표로 지시됨)

(180 mV, 400 mM KCl, Hepes pH 8.0, 0.15 nM 400량체 DNA, 100 nM Hel308 Mbu, 1 mM DTT, 1 mM ATP, 1 mM

MgCl2).  상부) Hel308 400량체 DNA 사례의 전류 (y축, pA) 대 시간 (x축, s) 취득의 섹션.  개방-포어 전류는

~180 pA이다 (A로 표지됨).  인가된 전위 (+180 mV)의 힘 하에 DNA가 나노포어에 의해 포획된다.  효소가 부착

된 DNA는 긴 차단 (이러한 조건에서 ~60 pA)을 초래하고, 이는 효소가 포어를 통해 DNA를 이동시킴에 따라 전류

에서의 단계적 변화를 나타낸다.  중간) 중간 섹션은 DNA 사례들 (1) 중 하나의 확대도이고, DNA-효소 포획,

DNA가 포어를 통해 잡아당겨짐에 따른 단계적 전류 변화, 및 나노포어를 떠나기 전에 특징적인 긴 폴리T 수준으

로 끝나는 것을 나타낸다.  하부) DNA가 나노포어를 통해 이동함에 따른 전류에서의 단계적 변화의 확대도. 

도 3.  DNA가 나노포어를 통과함에 따른 일관적인 패턴의 전류 변이를 초래하는, 헬리카제-제어 DNA 이동 (도

3a 및 3b에 대해 y축 = 전류 (pA), x축 = 시간 (s)).  폴리T 수준으로 끝나는 4개의 전형적인 DNA 사례로부터의

마지막 ~80 전류 변이의 예.  4개의 예 (3a에서의 2개 및 3b에서의 2개)는 일관적인 패턴의 전류 변이가 관찰된

다는 것을 도해한다. 

도 4.  증가된 염 농도가 포어 전류를 증가시키고, 더 큰 DNA 구별 범위를 제공한다 (범위 = DNA 전류 변이에

걸친 최소 전류 대 최대 전류).  400 mM, 1 M, 및 2 M KCl에서의 예시적인 헬리카제-DNA 사례 (도 4a-c에 대해
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y축 = 전류 (pA), x축 = 시간 (s), 180 mV, Hepes pH 8.0, 0.15 nM 400량체 DNA 서열 59 및 60, 100 nM Hel308

Mbu, 1 mM DTT, 1 mM ATP, 1 mM MgCl2)가 도 4 및 4c에서 제시된다.  상부 트레이스(trace)는 폴리T 수준으로

끝나는 전체 사례를 나타내고 (I-개방이 A로 지시됨), 하부 트레이스는 각각의 사례의 마지막 10초의 줌(zoom)

섹션을 나타내며, 이때 일정한 y축 전류 척도는 150 pA이다.  염 농도를 400 mM KCl에서 2M KCl로 증가시키는

것은 개방-포어 전류에서의 ~350％ 증가 (~180  pA  → ~850  pA의 I-개방),  및 구별 범위에서의 ~200％ 증가

(~25 pA → ~75 pA)에 이른다.  도 4d는 염 농도의 함수로서의 DNA 구별 범위의 플롯이다 (y축 = 범위 (pA), x

축 = 염 (mM)).

도 5.  헬리카제 (a)가 2가지 이상의 작동 방식으로 DNA (b)의 이동을 제어할 수 있다.  헬리카제는 3'-5' 방향

으로 DNA를 따라서 이동하지만, 나노포어 (c) 내의 DNA의 배향 (DNA의 어느 쪽 끝부분이 포획되는지에 좌우됨)

은 효소가 인가된 장에 대항하여 DNA를 나노포어 밖으로 이동시키는데 (도 5b) 또는 인가된 장과 함께 DNA를 나

노포어 내로 이동시키는데 (도 5a) 사용될 수 있다는 것을 의미한다.  도 5b) DNA의 5' 끝부분이 포획된 경우,

헬리카제는 전압에 의해 인가된 장의 방향에 대항하여 작업하여, DNA가 시스 챔버(chamber)로 되돌려 사출될 때

까지 꿰인 DNA를 나노포어의 밖으로 잡아당긴다.  오른쪽은 인가된 장에 대항하여 5'을 아래로 하여 나아가는

Hel308로부터의 예시적인 DNA-헬리카제 사례가다 (y축 = 전류 (pA), x축 = 시간 (s)).  도 5a) DNA가 나노포어

에서 3'을 아래로 하여 포획된 경우, DNA가 포어를 통해 완전히 전위되어 이중층의 트랜스 측 상에서 떠날 때까

지 효소는 DNA를 장의 방향으로 나노포어 내로 이동시킨다.  오른쪽은 인가된 장과 함께 3'을 아래로 하여 나아

가는 Hel308로부터의 예시적인 DNA-헬리카제 사례가다 (y축 = 전류 (pA), x축 = 시간 (s)).  DNA의 5'을 아래

로 하는 배향과 3'을 아래로 하는 배향 간에 전류 트레이스가 다르다.

도 6.  효소 활성을 테스트하기 위한 형광 검정법.  a) 맞춤 형광 기질을 사용하여, 혼성화된 dsDNA를 전치시키

는 헬리카제 (a)의 능력을 검정하였다.  1) 형광 기질 가닥 (100 nM 최종)에 3' ssDNA 오버행(overhang), 및

혼성화된 dsDNA의 염기 40개의 섹션이 있다.  상부의 주 가닥 (b)은 5' 끝부분에 카르복시플루오레세인 염기

(c)가  있고,  혼성화된  상보물  (d)은  3'  끝부분에  블랙-홀  켄처(black-hole  quencher)  (BHQ-1)  염기  (e)가

있다.  혼성화되었을 때, 플루오레세인으로부터의 형광이 국소적인 BHQ-1에 의해 켄칭(quenching)되고, 기질이

본질적으로 비-형광성이다.  1 μM의 포획 가닥 (f) (형광 기질의 더 짧은 가닥 (d)에 상보성임)이 검정법에 포

함된다.  2) 제시된 바와 같이, ATP (1 mM) 및 MgCl2 (5 mM)의 존재 하에, 기질에 첨가된 헬리카제 (100 nM)가

형광 기질의 3' 꼬리에 결합하고, 주 가닥을 따라 이동하고, 상보적인 가닥을 전치시킨다.  3) BHQ-1이 있는 상

보적인 가닥이 완전히 전치되면, 주 가닥 상의 플루오레세인이 형광을 발한다.  4) 과량의 포획 가닥이 상보적

인 DNA에 우선적으로 어닐링하여, 초기 기질이 다시 어닐링되는 것 및 형광 상실을 방지한다.  b) 400 mM 내지

2 M의 상이한 농도의 KCl (x축, mM)을 함유하는 완충제 용액 (10 mM Hepes pH 8.0, 1 mM ATP, 5 mM MgCl2, 100

nM 형광 기질 DNA, 1 μM 포획 DNA)에서의 활성의 초기 비율의 그래프 (y축, 상대 활성). 

도 7은 상이한 Hel308 헬리카제들을 사용하는 헬리카제-제어 DNA 사례의 예를 나타낸다 (도 7a-c에 대해, y축 =

전류 (pA), x축 = 시간 (분), 180 mV, Hepes pH 8.0, 0.15 nM 400량체 DNA 서열 59 및 60, 100 nM Hel308, 1

mM DTT, 1 mM ATP, 1 mM MgCl2):  Hel308 Mhu (a), Hel308 Mok (b) 및 Hel308 Mma (c).  이들은 폴리T 수준으

로 끝난 MspA 나노포어를 통한 DNA 제어 이동의 전형적인 예를 나타낸다.

도 8.  헬리카제 내부 결합 활성을 테스트하기 위한 형광 검정법.  A) 맞춤 형광 기질을 사용하여, 천연 3' 끝

부분이 결여된 DNA에 결합하고, 이어서 혼성화된 dsDNA를 전치시키게 하는 헬리카제의 능력을 검정하였다.  형

광 기질 가닥 (50 nM 최종)에 3' ssDNA 오버행, 및 혼성화된 dsDNA의 염기 40개의 섹션이 있다.  상부의 주 가

닥 (a)이 3' 끝부분에서, 또는 내부에서 오버행과 dsDNA 사이의 접합부에서 (음성 대조군으로서), 4개의 연속적

인 비-DNA-유래 트리에틸렌 글리콜 스페이서 ("스페이서 9" 기로 지칭되고, b로 표지됨)로 변형된다.  또한, 상

부의 주 가닥은 5' 끝부분에 카르복시플루오레세인 염기 (c)가 있고, 혼성화된 상보물 (d)은 3' 끝부분에 블랙-

홀 켄처 (BHQ-1) 염기 (e)가 있다.  혼성화되었을 때, 플루오레세인으로부터의 형광이 국소적인 BHQ-1에 의해

켄칭되고, 기질이 본질적으로 비-형광성이다.  포획 가닥 (1 μM, f) (형광 기질의 더 짧은 가닥 (d)에 상보성

임)이 검정법에 포함된다.  B) ATP (1 mM) 및 MgCl2 (1 mM)의 존재 하에, 3'-말단 "스페이서 9" 기를 함유하는

기질에 첨가된 Hel308 헬리카제 상동체 (20 nM, g)가 형광 기질의 ssDNA 오버행에 결합할 수 있고, 주 가닥을

따라 이동할 수 있으며, 상보적 가닥을 전치시킬 수 있다.  C) BHQ-1이 있는 상보적인 가닥이 완전히 전치되면,

주 가닥 상의 플루오레세인이 형광을 발한다.  D) 과량의 포획 가닥이 상보적인 DNA에 우선적으로 어닐링하여,

초기 기질이 다시 어닐링되는 것 및 형광 상실을 방지한다. 

공개특허 10-2014-0090633

- 8 -



도 9는 400 mM NaCl, 10 mM Hepes, pH 8.0, 1 mM ATP, 1 mM MgCl2, 50 nM 형광 기질 DNA, 1 μM 포획 DNA에서

의 3'-미변형 DNA 및 3'-"스페이서 9" DNA를 비교하는 Hel308-매개 dsDNA 턴오버(turnover)의 상대적인 비율을

나타낸다 (y축 = 상대적인 "3'-Sp9" 활성 (％ wrt 천연 3'), x축 = a (Mbu), b (Csy), C (Tga), d (Mma), e

(Mhu), f (Min), g (Mig), h (Mmaz), i (Mac), j (Mok), k (Mth), l (Mba), m (Mzh)).

도 10.  실시예 5에서 사용된 나노포어를 통한 DNA 이동을 제어하기 위한 헬리카제의 사용의 개략도.   A) 콜레

스테롤-태그 (z로 표지됨)가 부착되어 있는 프라이머 (서열 69 (y로 표지됨))가 어닐링되어 있는 DNA 기질 (서

열 67 (w로 표지됨) 및 68 (x로 표지됨))이 이중층의 시스 측에 첨가된다.  콜레스테롤 태그가 이중층에 결합하

여, 이중층 표면에서 기질을 강화시킨다.  시스 구획에 첨가된 헬리카제 (1로 표지됨)가 서열 67의 4 bp 리더에

결합한다.  B) 인가된 전압 하에, DNA 기질이 DNA 상의 5' 리더 섹션을 통해 나노포어에 의해 포획되고, 이는

서열 69를 벗겨낸다.  C) 인가된 장의 힘 하에, 결합된 헬리카제 (1)가 포어의 상부와 접촉하여 추가의 제어되

지 않은 전위를 방지할 때까지, DNA가 포어 내로 잡아당겨 진다.  이러한 프로세스에서, 안티센스(antisense)

가닥인 서열 68이 이러한 DNA 가닥으로부터 벗겨진다.  D) 2가 금속 이온 및 NTP 기질의 존재 하에, 포어 상부

위의 헬리카제 (1)가 DNA를 따라 이동하고, 포어를 통한 DNA의 전위를 제어한다.  3' → 5' 방향으로 DNA를 따

라 헬리카제가 이동하는 것은 꿰여 있는 DNA를 인가된 장에 대항하여 포어 밖으로 잡아당긴다.  시스 측의 노출

된 단일 가닥 DNA (이러한 경우 3')는 추가적인 헬리카제들 (2-4)이 말단 뉴클레오티드에서 또는 내부 뉴클레오

티드에서 결합하는 것에 이용될 수 있다.  E) 포어에 있는 헬리카제 (1)가 DNA로부터 탈착되면, DNA 상의 다음

헬리카제 (2)가 포어에 도달할 때까지 DNA가 장에 의해 포어 내로 잡아당겨 진다.  포어에 있는 헬리카제가 DNA

를 나노포어 밖으로 잡아당겨, 이를 시스 구획으로 되돌린다.  나노포어를 통과하는 DNA의 마지막 섹션은 5'-리

더이다.  F) 헬리카제가 DNA를 나노포어 밖으로 이동시킬 때, 이는 시스 구획으로 되돌려 놓쳐진다.  화살표는

DNA 이동 방향을 가리킨다.

도 11은 각각의 헬리카제 사례 동안 Hel308 헬리카제 상동체 Mbu가 MspA 포어를 통한 DNA 가닥의 전위 (x축)를

제어함에 따라 어떻게 900량체의 나노포어 내의 DNA 영역의 위치 (y축)가 변하였는지를 가리키는 데이터 플롯이

다 (y축 = 900량체에서의 위치, x축 = 지수).  A-C는 대략적으로 가닥의 시작 부분부터 가닥의 끝부분까지의 전

체 DNA 가닥의 전형적인 전위 사례를 나타내는 반면 (폴리T 리더를 통해 벗어남), 사례 D는 불완전한 DNA 전위

의 예를 나타내고, 이때 효소 분리는 DNA가 가닥의 끝부분에 이르지 못한다는 것을 의미한다.  슬립(slip) (예

컨대 점선 원으로 강조된 대형 슬립)은 서열이 가닥 내의 이전의 지점으로 다시 떨어지는 것을 가리키고, 효소

분리의 결과이다.  효소가 분리된 경우, DNA는 또 다른 효소가 추가로 가닥을 따라 포어와 접촉할 때까지 장의

힘 하에 나노포어 내로 다시 잡아당겨질 것이고, 그 후 헬리카제 이동이 계속된다.

도 12는 Hel308 헬리카제 상동체 Tga가 MspA 포어를 통한 DNA 가닥의 전위를 제어함에 따라 어떻게 900량체의

위치가 변하였는지를 가리키는 데이터 플롯을 나타낸다 (y축 = 900량체에서의 위치, x축 = 지수).  사례 A-D는

전체 DNA 가닥의 전위를 나타낸다.

도 13은 Hel308 Mbu 헬리카제 (서열 10)의 효소 프로세스성(processivity)을 Hel 308 Mok 헬리카제 (서열 29)

의 것에 비교하는데 사용된 형광 검정법을 나타낸다.  맞춤 형광 기질을 사용하여, 혼성화된 dsDNA를 전치시키

는 헬리카제의 능력을 검정하였다.  형광 기질 (50 nM 최종)에 3' ssDNA 오버행, 및 혼성화된 dsDNA의 염기쌍

80개 (a1) 및 33개 (a2)의 섹션이 있다 (섹션 A, 서열 70).  하부의 주 "주형" 가닥 (1)이 이의 3' 오버행에

인접한 80 nt "차단제" 가닥 (2, 서열 71), 및 33 nt 형광 프로브 (3, 서열 72) (이의 5' 및 3' 끝부분에서 각

각 카르복시플루오레세인 (FAM) (4) 및 블랙-홀 켄처 (BHQ-1) (5) 염기로 표지됨)에 혼성화된다.  혼성화되었을

때, FAM이 BHQ-1에서 멀고, 기질이 본질적으로 형광성이다.  섹션 B에 제시된 바와 같이, ATP (1 mM) 및 MgCl2

(10 mM)의 존재 하에 (ATP 및 MgCl2의 첨가가 각각 7 및 8로 지시됨), 헬리카제 (6, 20 nM)가 기질의 3' 오버행

(서열 70)에 결합하고, 하부 가닥을 따라 이동하고, 80 nt 차단제 가닥 (서열 71)을 전치시키기 시작한다.  프

로세스성이면,  헬리카제가  형광  프로브  (섹션  C,  서열  72,  이의  5'  끝부분에서  카르복시플루오레세인

(FAM)으로, 이의 3' 끝부분에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-1)로 표지됨)도 전치시킨다.  형광 프로브는 이의 5' 및 3'

끝부분이 자가-상보적인 방식으로 디자인되고, 따라서 전치되면 동역학적으로 안정적인 헤어핀을 형성하여, 프

로브가 주형 가닥에 다시 어닐링하는 것을 방지한다 (섹션 D).  헤어핀 생성물의 형성 시, FAM이 BHQ-1에 인접

하게 되고, 이의 형광성이 켄칭된다.  80량체 "차단제" (서열 71) 및 형광 (서열 72, 이의 5' 끝부분에서 카르

복시플루오레세인 (FAM)으로, 이의 3' 끝부분에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-1)로 표지됨) 가닥을 전치시킬 수 있는 프

로세스성 효소는 따라서 경시적으로 형광 감소에 이를 것이다.  그러나, 효소의 프로세스성이 80 nt 미만이면,

이는 형광 가닥 (서열 72, 이의 5' 끝부분에서 카르복시플루오레세인 (FAM)으로, 이의 3' 끝부분에서 블랙-홀
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켄처 (BHQ-1)로 표지됨)을 전치시킬 수 없을 것이고, 따라서 "차단제" 가닥 (서열 71)이 하부의 주 가닥에 다시

어닐링할 것이다 (섹션 E).

도 14는 대조군 목적으로 또한 사용된 추가적인 맞춤 형광 기질을 나타낸다.  음성 대조군으로서 사용된 기질은

도 3에 기술된 것과 동일하지만 3'오버행이 결여된다 (섹션 A, (서열 71 (1로 표지됨), 72 (2로 표지됨) (이의

5' 끝부분에서 카르복시플루오레세인 (FAM) (3)으로, 이의 3' 끝부분에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-1) (4)로 표지됨)

및 73 (5로 표지됨, 80 bp 섹션 (a1) 및 33 bp 섹션 (a2)로 이루어짐))).  도 3에 기술된 것과 유사하지만 염

기쌍 80개의 섹션이 결여된 기질 (서열 72 (2로 표지됨) (이의 5' 끝부분에서 카르복시플루오레세인 (FAM) (3)

으로, 이의 3' 끝부분에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-1) (4)로 표지됨) 및 74 (6으로 표지됨, 28 bp 섹션 (a3)으로 이

루어짐))이 활성이지만 반드시 프로세스성이지는 않은 헬리카제에 대한 양성 대조군으로서 사용되었다 (섹션

B).

도 15는 완충 용액 (400 mM NaCl, 10 mM Hepes pH 8.0, 1 mM ATP, 10 mM MgCl2, 50 nM 형광 기질 DNA (서열

70, 71 및 72 (이의 5' 끝부분에서 카르복시플루오레세인 (FAM)으로, 이의 3' 끝부분에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-

1)로 표지됨)에서 도 13에 제시된 프로세스성 기질에 대해 Hel308 Mbu 헬리카제 (서열 10, 흰색 원) 및 Hel 308

Mok 헬리카제 (서열 29, 흑색 삼각형)를 테스트했을 때의 시간-의존적 형광 변화의 그래프 (y축 = 형광 (임의

단위), x축 = 시간 (분))를 나타낸다.  Hel308 Mok이 나타낸 형광 감소는 Hel308 Mbu (서열 10)에 비교했을 때

이러한 복합체의 증가된 프로세스성을 나타낸다.  

도 16은 완충 용액 (400 mM NaCl, 10 mM Hepes pH 8.0, 1 mM ATP, 10 mM MgCl2, 50 nM 형광 기질 DNA (서열 72

(이의 5' 끝부분에서 카르복시플루오레세인 (FAM)으로, 이의 3' 끝부분에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-1)로 표지됨) 및

74))에서 양성 대조군 프로세스성 기질 (도 14 섹션 B에서 제시됨, 서열 72 (이의 5' 끝부분에서 카르복시플루

오레세인 (FAM)으로, 이의 3' 끝부분에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-1)로 표지됨) 및 74)에 대해 Hel308 Mbu 헬리카제

(서열 10, 흰색 원) 및 Hel 308 Mok 헬리카제 (서열 29, 흑색 삼각형)를 테스트했을 때의 시간-의존적 형광 변

화의 그래프 (y축 = 형광 (임의 단위), x축 = 시간 (분))를 나타낸다.  이러한 양성 대조군은 양쪽 모두의 샘플

에 대한 형광 감소가 나타내는 바와 같이, 양쪽 헬리카제 모두가 실제로 활성이었음을 입증하였다.

서열 목록 설명

서열 1은 MS-B1 돌연변이체 MspA 단량체를 코딩하는 코돈-최적화 폴리뉴클레오티드 서열을 나타낸다.  이러한

돌연변이체는 신호 서열이 결여되고, 하기의 돌연변이를 포함한다: D90N, D91N, D93N, D118R, D134R 및 E139K.

서열 2는 MspA 단량체의 MS-B1 돌연변이체의 성숙 형태의 아미노산 서열을 나타낸다.  이러한 돌연변이체는 신

호 서열이 결여되고, 하기의 돌연변이를 포함한다: D90N, D91N, D93N, D118R, D134R 및 E139K. 

서열 3은 α-용혈소-E111N/K147N (α-HL-NN; 문헌 [Stoddart et al., PNAS, 2009; 106(19): 7702-7707])의 1개

의 서브유닛을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열을 나타낸다.

서열 4는 α-HL-NN의 1개의 서브유닛의 아미노산 서열을 나타낸다.

서열 5 내지 7은 MspB, C 및 D의 아미노산 서열을 나타낸다.

서열 8은 Hel308 모티프의 아미노산 서열을 나타낸다.

서열 9는 연장된 Hel308 모티프의 아미노산 서열을 나타낸다.

서열 10 내지 58은 표 5의 Hel308 헬리카제 및 모티프의 아미노산 서열을 나타낸다.

서열 59 내지 74는 실시예에서 사용된 서열을 나타낸다.

서열 75는 90면(공보 57면)부터의 정렬에서의 Hel308 Dth의 서열을 나타낸다.

서열 76은 90면(공보 57면)부터의 정렬에서의 Hel308 Mmar의 서열을 나타낸다.

서열 77은 90면(공보 57면)부터의 정렬에서의 Hel308 Nth의 서열을 나타낸다.

서열 78은 90면(공보 57면)부터의 정렬에서의 컨센서스(consensus) 서열을 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

발명의 상세한 설명[0024]
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개시된 생성물 및 방법의 여러 용도가 업계에서의 특정 요구에 맞춰질 수 있다는 것을 이해하여야 한다.  본원[0025]

에서 사용된 전문 용어는 단지 본 발명의 특정 실시양태를 기술하기 위한 것이고, 제한적인 것으로 의도되지 않

는다는 것을 또한 이해하여야 한다.  

또한, 본 명세서 및 첨부된 청구항에서 사용되는 경우에, 단수형 형태 "a", "an", 및 "the"는 문맥적으로 명확[0026]

하게 달리 지시되지 않는 한 복수의 지시 대상을 포함한다.  따라서, 예를 들어 "포어"에 대한 언급은 2개 이상

의 이같은 포어를 포함하고, "헬리카제"에 대한 언급은 2개 이상의 이같은 헬리카제를 포함하며, "폴리뉴클레오

티드"에 대한 언급은 2개 이상의 이같은 폴리뉴클레오티드를 포함하는 것 등이다.  

본원에서 인용된 모든 간행물, 특허 및 특허 출원은, 상기이든 하기이든, 본원에 전문이 참조로 포함된다.[0027]

본 발명의 Hel308 방법[0028]

본 발명은 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 방법을 제공한다.  이러한 방법은 표적 폴리뉴클레오티드를 막[0029]

횡단 포어 및 Hel308 헬리카제와 접촉시켜, 헬리카제가 포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어하고

표적 뉴클레오티드 내의 뉴클레오티드들이 포어와 상호작용하게 하는 단계를 포함한다.  그 후, 표적 폴리뉴클

레오티드의 하나 이상의 특성이 업계에 공지된 표준 방법을 사용하여 측정된다.  단계 (a) 및 (b)는 바람직하게

는 포어를 가로질러 전위가 인가되면서 수행된다.  하기에서 더욱 상세하게 논의되는 바와 같이, 인가된 전위는

전형적으로 포어와 헬리카제 사이의 복합체의 형성을 초래한다.  인가된 전위는 전압 전위일 수 있다.  대안적

으로, 인가된 전위는 화학 전위일 수 있다.  이의 예는 지질 막을 가로지르는 염 구배를 사용하는 것이다.  문

헌 [Holden et al., J Am Chem Soc. 2007 Jul 11;129(27):8650-5]에 염 구배가 개시되어 있다.

일부 예에서, 하나 이상의 상호작용 동안 포어를 통과하는 전류가 표적 폴리뉴클레오티드의 서열을 결정하는데[0030]

사용된다.  이것이 가닥 서열분석이다.

이러한 방법은 여러 장점이 있다.  첫째, 놀랍게도 본 발명자들은 Hel308 헬리카제의 염 내성이 놀랍게도 높고,[0031]

따라서 본 발명의 방법이 높은 염 농도에서 수행될 수 있다는 것을 나타냈다.  가닥 서열분석의 정황에서, 전하

운반체, 예컨대 염이 전압 오프셋(offset)을 인가하여 표적 폴리뉴클레오티드를 포획하고 전위시키기 위한 전도

성 용액을 생성시키는데, 그리고 폴리뉴클레오티드가 포어를 통과할 때 생성된 서열-의존적 전류 변화를 측정하

는데 필요하다.  측정 신호가 염의 농도에 의존적이기 때문에, 취득된 신호의 규모를 증가시키기 위해 높은 염

농도를 사용하는 것이 유리하다.  높은 염 농도는 높은 신호 대 노이즈(noise) 비를 제공하고, 정상적인 전류

변동의 배경값에 대비하여 뉴클레오티드의 존재를 지시하는 전류가 확인되게 한다.  가닥 서열분석을 위해, 100

mM을 초과하는 염 농도가 이상적이고, 1 M 이상의 염 농도가 바람직하다.  놀랍게도 본 발명자들은 Hel308 헬리

카제가 예를 들어 2 M만큼 높은 염 농도에서 효과적으로 기능할 것임을 나타냈다.

둘째, 전압이 인가될 때, 놀랍게도 Hel308 헬리카제가 표적 폴리뉴클레오티드를 2가지 방향으로, 즉 인가된 전[0032]

압으로부터 초래되는 장과 함께 또는 이에 대항하여 이동시킬 수 있다.  따라서, 본 발명의 방법이 2개의 바람

직한 양식 중 하나로 수행될 수 있다.  표적 폴리뉴클레오티드가 포어를 통해 이동하는 방향, 즉 장의 방향 또

는 장에 반대되는 방향에 의존적으로 상이한 신호가 수득된다.  이는 하기에서 더욱 상세하게 논의된다.

셋째, 전형적으로 Hel308 헬리카제는 표적 폴리뉴클레오티드를 한번에 1개의 뉴클레오티드로 포어를 통해 이동[0033]

시킨다.  따라서 Hel308 헬리카제는 단일-염기 래칫(ratchet)처럼 기능할 수 있다.  이는 표적 폴리뉴클레오티

드의 서열분석 시 당연히 유리한데, 표적 폴리뉴클레오티드 내의 전부는 아니더라도 실질적으로 모든 뉴클레오

티드가 포어를 사용하여 확인될 수 있기 때문이다.

넷째,  Hel308  헬리카제는  단일  가닥  폴리뉴클레오티드  및  이중  가닥  폴리뉴클레오티드의  이동을  제어할  수[0034]

있다.  이는 다양한 상이한 표적 폴리뉴클레오티드가 본 발명에 따라 특성화될 수 있다는 것을 의미한다.

다섯째, Hel308 헬리카제는 인가된 전압으로부터 초래되는 장에 대해 매우 저항성인 것으로 보인다.  본 발명자[0035]

들은 "언지핑(unzipping)" 조건 하에 폴리뉴클레오티드의 이동을 거의 보지 못했다.  이는 인가된 전압으로부터

초래되는 장에 대항하여 폴리뉴클레오티드를 이동시킬 때 원치않는 "역행" 이동으로부터의 복잡화가 없다는 것

을 의미하기 때문에, 이것이 중요하다.  

여섯째, Hel308 헬리카제는 생산이 용이하고, 취급이 용이하다.   따라서 이의 사용은 수월하고 덜 고가인 서열[0036]

분석 방법에 기여하였다.

본 발명의 방법은 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 것이다.  폴리뉴클레오티드, 예컨대 핵산은 2개 이[0037]

상의 뉴클레오티드를 포함하는 거대분자이다.  폴리뉴클레오티드 또는 핵산은 임의의 뉴클레오티드의 임의의 조
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합을 포함할 수 있다.  뉴클레오티드는 천연 발생이거나 또는 인공일 수 있다.  표적 폴리뉴클레오티드 내의 하

나 이상의 뉴클레오티드가 산화 또는 메틸화될 수 있다.  표적 폴리뉴클레오티드 내의 하나 이상의 뉴클레오티

드가 손상될 수 있다.  표적 폴리뉴클레오티드 내의 하나 이상의 뉴클레오티드가, 예를 들어 표지 또는 태그로,

변형될 수 있다.  표적 폴리뉴클레오티드는 하나 이상의 스페이서를 포함할 수 있다.

뉴클레오티드는 전형적으로 핵염기, 당 및 하나 이상의 포스페이트 기를 함유한다.  핵염기는 전형적으로 헤테[0038]

로시클릭이다.  핵염기에는 퓨린 및 피리미딘, 더욱 구체적으로는 아데닌, 구아닌, 티민, 우라실 및 시토신이

포함되지만, 이에 한정되지는 않는다.  당은 전형적으로 펜토스 당이다.  뉴클레오티드 당에는 리보스 및 데옥

시리보스가 포함되지만, 이에 한정되지는 않는다.  뉴클레오티드는 전형적으로 리보뉴클레오티드 또는 데옥시리

보뉴클레오티드이다.  뉴클레오티드는 전형적으로 모노포스페이트, 디포스페이트 또는 트리포스페이트를 함유한

다.  포스페이트는 뉴클레오티드의 5' 또는 3' 측면 상에 부착될 수 있다.

뉴클레오티드에는  아데노신  모노포스페이트  (AMP),  구아노신  모노포스페이트  (GMP),  티미딘  모노포스페이트[0039]

(TMP), 우리딘 모노포스페이트 (UMP), 시티딘 모노포스페이트 (CMP), 시클릭 아데노신 모노포스페이트 (cAMP),

시클릭 구아노신 모노포스페이트 (cGMP), 데옥시아데노신 모노포스페이트 (dAMP), 데옥시구아노신 모노포스페이

트 (dGMP), 데옥시티미딘 모노포스페이트 (dTMP), 데옥시우리딘 모노포스페이트 (dUMP) 및 데옥시시티딘 모노포

스페이트 (dCMP)가 포함되지만, 이에 한정되지는 않는다.  뉴클레오티드는 바람직하게는 AMP, TMP, GMP, CMP,

UMP, dAMP, dTMP, dGMP 또는 dCMP로부터 선택된다.

뉴클레오티드는 무염기성일 수 있다 (즉, 핵염기가 결여됨).[0040]

폴리뉴클레오티드는 단일 가닥 또는 이중 가닥일 수 있다.  바람직하게는, 폴리뉴클레오티드의 적어도 일부분이[0041]

이중 가닥이다.

폴리뉴클레오티드는 핵산, 예컨대 데옥시리보핵산 (DNA) 또는 리보핵산 (RNA)일 수 있다.  표적 폴리뉴클레오티[0042]

드는 1개의 DNA 가닥에 혼성화된 1개의 RNA 가닥을 포함할 수 있다.  폴리뉴클레오티드는 업계에 공지된 임의의

합성 핵산, 예컨대 펩티드 핵산 (PNA), 글리세롤 핵산 (GNA), 트레오스 핵산 (TNA), 잠금 핵산 (LNA), 또는 뉴

클레오티드 측쇄가 있는 기타 합성 중합체일 수 있다.

이러한 방법을 사용하여 표적 폴리뉴클레오티드 전체가 또는 이의 일부분만이 특성화될 수 있다.  표적 폴리뉴[0043]

클레오티드는 임의의 길이일 수 있다.  예를 들어, 폴리뉴클레오티드는 길이가 뉴클레오티드 쌍 10개 이상, 50

개 이상, 100개 이상, 150개 이상, 200개 이상, 250개 이상, 300개 이상, 400개 이상 또는 500개 이상일 수 있

다.  폴리뉴클레오티드는 길이가 뉴클레오티드 쌍 1000개 이상, 뉴클레오티드 쌍 5000개 이상, 또는 뉴클레오티

드 쌍 100000개 이상일 수 있다. 

임의의 적절한 샘플 내에 표적 폴리뉴클레오티드가 존재한다.  전형적으로 본 발명은 표적 폴리뉴클레오티드를[0044]

함유하는 것으로 공지되었거나 이를 함유하는 것으로 추정되는 샘플 상에서 수행된다.  대안적으로, 샘플 내의

존재가 공지되어 있거나 예상되는 하나 이상의 표적 폴리뉴클레오티드의 신원을 확증하기 위해 샘플 상에서 본

발명이 수행될 수 있다. 

샘플은 생물학적 샘플일 수 있다.  임의의 생물 또는 미생물로부터 수득되거나 추출된 샘플 상에서 시험관 내에[0045]

서 본 발명이 수행될 수 있다.  생물 또는 미생물은 전형적으로는 고세균, 원핵생물 또는 진핵생물이고, 전형적

으로는 5계 중 하나에 속한다: 식물계, 동물계, 균계, 원핵생물계 및 원생생물계.  임의의 바이러스로부터 수득

되거나 추출된 샘플 상에서 시험관 내에서 본 발명이 수행될 수 있다.  바람직하게는 샘플은 유체 샘플이다.

전형적으로 샘플은 환자의 체액을 포함한다.  샘플은 소변, 림프, 타액, 점액 또는 양수일 수 있지만, 바람직하

게는 혈액, 혈장 또는 혈청이다.  전형적으로, 샘플은 인간 기원이지만, 대안적으로 샘플이 또 다른 포유동물로

부터 예컨대 말, 소, 양 또는 돼지와 같이 상업적으로 사육되는 동물로부터의 것일 수 있거나 또는 대안적으로

고양이 또는 개와 같은 애완동물로부터의 것일 수 있다.  대안적으로, 상업 작물, 예컨대 곡물, 콩, 과일 또는

채소,  예를  들어  밀,  보리,  귀리,  캐놀라,  옥수수,  대두,  벼,  바나나,  사과,  토마토,  감자,  포도,  담배,

강낭콩, 렌즈콩, 사탕수수, 코코아, 면으로부터 식물 기원의 샘플이 전형적으로 수득된다.

샘플은 비-생물학적 샘플일 수 있다.  비-생물학적 샘플은 바람직하게는 유체 샘플이다.  비-생물학적 샘플의[0046]

예로는 수술용 유체, 물 예컨대 식수, 해수 또는 강물, 및 실험실 테스트용 시약이 포함된다. 

전형적으로는, 예를 들어 원심분리에 의해 또는 원치 않는 분자 또는 세포, 예컨대 적혈구를 여과해내는 막을[0047]

통과시키는 것에 의해, 검정되기 전에 샘플이 프로세싱된다.  취득 시 바로 샘플을 측정할 수 있다.  또한 전형
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적으로 샘플이 검정법 전에, 바람직하게는 -70℃ 미만에서, 보관될 수 있다.

막횡단 포어는 인가된 전위에 의해 구동된 수화 이온이 막의 한쪽 측면에서 막의 다른 쪽 측면으로 유동하게 하[0048]

는 구조이다.  

임의의 막이 본 발명에 따라 사용될 수 있다.  적절한 막이 업계에 주지되어 있다.  바람직하게는 막은 양친매[0049]

성 층이다.  양친매성 층은 친수성 및 친지성 성질 양쪽 모두를 지니는 양친매성 분자, 예컨대 인지질로부터 형

성된 층이다.  양친매성 층은 단층 또는 이중층일 수 있다.

막은 바람직하게는 지질 이중층이다.  지질 이중층은 세포막의 모델이고, 광범위한 실험 연구를 위한 우수한 플[0050]

랫폼으로서의 역할을 한다.  예를 들어, 지질 이중층이 단일 채널 기록에 의한 막 단백질의 시험관내 연구에 사

용될 수 있다.  대안적으로, 지질 이중층이 광범위한 물질의 존재를 검출하기 위한 바이오센서로서 사용될 수

있다.  지질 이중층은 임의의 지질 이중층일 수 있다.  적절한 지질 이중층에는 평면형 지질 이중층, 지지형 이

중층 또는 리포솜이 포함되지만, 이에 한정되지는 않는다.  지질 이중층은 바람직하게는 평면형 지질 이중층이

다.   적절한 지질 이중층이 국제 출원 번호 PCT/GB08/000563  (WO  2008/102121로  공개됨),  국제 출원 번호

PCT/GB08/004127  (WO  2009/077734로 공개됨) 및 국제 출원 번호 PCT/GB2006/001057  (WO  2006/100484로 공개

됨)에 개시되어 있다.

지질 이중층을 형성시키는 방법이 업계에 공지되어 있다.  적절한 방법이 실시예에서 개시된다.  지질 이중층은[0051]

지질 단층이 수성 용액/공기 계면에 대해 수직인 구멍의 어느 한쪽 측면을 지나 수성 용액/공기 계면 상에 보유

되는 문헌 [Montal and Mueller, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 1972; 69: 3561-3566]의 방법에 의해 통상적으

로 형성된다.

단백질 포어 삽입에 적절한 양호한 품질의 지질 이중층을 형성시키는 비용-효과적이고 비교적 수월한 방법이기[0052]

때문에 몬탈(Montal) & 뮐러(Mueller)의 방법은 대중적이다.  이중층을 형성시키는 다른 통상적인 방법에는 팁-

침지(tip-dipping), 이중층 페인팅, 및 리포솜 이중층의 패치-클램핑(patch-clamping)이 포함된다.

바람직한 실시양태에서, 국제 출원 번호 PCT/GB08/004127 (WO 2009/077734로 공개됨)에 기술된 바와 같이 지질[0053]

이중층이 형성된다.

또 다른 바람직한 실시양태에서, 막은 고체 상태 층이다.  고체 상태 층은 이의 기원이 생물학적이지 않다.  달[0054]

리 말하면, 고체 상태 층은 생물학적 환경 예컨대 생물 또는 세포로부터 유래 또는 단리되지 않거나, 또는 생물

학적으로 입수가능한 구조의 합성에 의해 제작된 버전이 아니다.  마이크로전자 물질, 절연 물질 예컨대 Si3N4,

Al2O3, 및 SiO, 유기 및 무기 중합체 예컨대 폴리아미드, 플라스틱 예컨대 테플론(Teflon)® 또는 엘라스토머

(elastomer) 예컨대 2-성분 부가-경화 실리콘 고무, 및 유리를 포함하지만 이에 한정되지 않는 유기 및 무기 물

질 양쪽으로부터 고체 상태 층이 형성될 수 있다.  1원자 층, 예컨대 그래핀, 또는 단지 원자 몇개 두께인 층으

로부터  고체  상태  층이  형성될  수  있다.   적절한  그래핀  층이  국제  출원  번호  PCT/US2008/010637  (WO

2009/035647로 공개됨)에 개시되어 있다.

전형적으로, (i) 포어를 포함하는 인공 이중층, (ii) 포어를 포함하는, 단리된 천연 발생 지질 이중층, 또는[0055]

(iii) 포어가 삽입되어 있는 세포를 사용하여 방법이 수행된다.  바람직하게는, 인공 지질 이중층을 사용하여

방법이 수행된다.  이중층은 포어에 더하여 다른 막횡단 및/또는 막내 단백질, 뿐만 아니라 다른 분자를 포함할

수 있다.  적절한 장치 및 조건이 하기에서 논의된다.  본 발명의 방법은 전형적으로 시험관 내에서 수행된다.

폴리뉴클레오티드가 막에 커플링될 수 있다.  이는 임의의 공지된 방법을 사용하여 행해질 수 있다.  막이 양친[0056]

매성 층, 예컨대 지질 이중층 (상기에서 상세하게 논의된 바와 같음)인 경우, 바람직하게는 폴리뉴클레오티드가

막 내에 존재하는 폴리펩티드 또는 막 내에 존재하는 소수성 앵커(anchor)를 통해 막에 커플링된다.  소수성 앵

커는 바람직하게는 지질, 지방산, 스테롤, 탄소 나노튜브(nanotube) 또는 아미노산이다.

폴리뉴클레오티드가 막에 직접적으로 커플링될 수 있다.  바람직하게는 링커를 통해 폴리뉴클레오티드가 막에[0057]

커플링된다.  바람직한 링커에는 중합체, 예컨대 폴리뉴클레오티드, 폴리에틸렌 글리콜 (PEG) 및 폴리펩티드가

포함되지만, 이에 한정되지는 않는다.  폴리뉴클레오티드가 막에 직접적으로 커플링되면, 막과 헬리카제 사이의

거리로 인해 특성화 실행이 폴리뉴클레오티드의 끝부분까지 계속될 수 없기 때문에 일부 데이터가 손실될 것이

다.  링커가 사용되면, 폴리뉴클레오티드가완전하게 프로세싱될 수 있다.  링커가 사용되면, 링커는 임의의 위

치에서 폴리뉴클레오티드에 부착될 수 있다.  바람직하게는, 링커가 꼬리 중합체에서 폴리뉴클레오티드에 부착

된다.
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커플링은 안정적이거나 또는 일시적일 수 있다.  특정 용도에 대해, 커플링의 일시적인 성질이 선호된다.  안정[0058]

적인 커플링 분자가 폴리뉴클레오티드의 5' 또는 3' 끝부분에 직접적으로 부착되면, 이중층과 헬리카제의 활성

부위 사이의 거리로 인해 특성화 실행이 폴리뉴클레오티드의 끝부분까지 계속될 수 없기 때문에 일부 데이터가

손실될 것이다.  커플링이 일시적이면, 커플링된 끝부분이 무작위로 이중층으로부터 자유롭게 되었을 때, 폴리

뉴클레오티드가 완전하게 프로세싱될 수 있다.  막과 안정적인 또는 일시적인 연결을 형성하는 화학 기가 하기

에서 더욱 상세하게 논의된다.  콜레스테롤 또는 지방 아실 쇄을 사용하여 양친매성 층 또는 지질 이중층에 폴

리뉴클레오티드가 일시적으로 커플링될 수 있다.  탄소 원자 6개 내지 30개 길이의 임의의 지방 아실 쇄, 예컨

대 헥사데칸산이 사용될 수 있다.

바람직한 실시양태에서, 폴리뉴클레오티드가 지질 이중층에 커플링된다.  폴리뉴클레오티드를 합성 지질 이중층[0059]

에 커플링하는 것이 기존에 다양한 상이한 테더링(tethering) 전략으로 수행되었다.  이들이 하기 표 1에서 요

약된다.

표 1

[0060]

반응성 기, 예컨대 티올, 콜레스테롤, 지질 및 비오틴 기의 부가에 대해서 쉽게 상용성인 변형된 포스포르아미[0061]

다이트를 사용하여 합성 반응에서 폴리뉴클레오티드가 관능화될 수 있다.  이러한 상이한 부착 화학물질들은 폴

리뉴클레오티드의 부착을 위한 한 벌의 선택권을 제공한다.  각각의 상이한 변형 기는 폴리뉴클레오티드를 약간

씩 상이한 방식으로 테더링시키고, 커플링이 항상 영구적이지는 않아서, 이중층에 대한 폴리뉴클레오티드의 상

이한 체류 시간을 제공한다.  일시적인 커플링의 장점이 상기에 논의되어 있다.

반응성 기가 표적 폴리뉴클레오티드에 부가될 수 있는 한, 폴리뉴클레오티드의 커플링이 다수의 다른 수단에 의[0062]

해 달성될 수도 있다.  반응성 기를 DNA의 한쪽 끝부분에 부가하는 것이 기존에 보고되었다.  폴리뉴클레오티드

키나제(kinase) 및 ATPγS를 사용하여 ssDNA의 5'에 티올 기가 부가될 수 있다 (문헌 [Grant, G. P. and P. Z.

Qin (2007). "A facile method for attaching nitroxide spin labels at the 5' terminus of nucleic acids."

Nucleic Acids Res 35(10): e77]).  변형된 올리고뉴클레오티드를 ssDNA의 3'에 혼입시키도록 말단 트랜스퍼라

제(transferase)를 사용하여 더욱 다양한 선택의 화학 기, 예컨대 비오틴, 티올 및 형광단이 부가될 수 있다

(문헌  [Kumar,  A.,  P.  Tchen,  et  al.  (1988).  "Nonradioactive  labeling  of  synthetic  oligonucleotide

probes with terminal deoxynucleotidyl transferase." Anal Biochem 169(2): 376-82]).  

대안적으로, 부착이 혼성화를 통해 달성될 수 있도록, 반응성 기가 이중층 내에 이미 커플링된 것에 대해 상보[0063]

적인 짧은 DNA 조각의 부가인 것으로 간주될 수 있다.  T4 RNA 리가제(ligase) I을 사용하여 짧은 ssDNA 조각의

라이게이션이 보고되어 있다 (문헌 [Troutt,  A.  B.,  M.  G.  McHeyzer-Williams,  et  al.  (1992).  "Ligation-

anchored PCR: a simple amplification technique with single-sided specificity." Proc Natl Acad Sci U S

A 89(20): 9823-5]).  대안적으로, ssDNA 또는 dsDNA가 천연 dsDNA에 라이게이션될 수 있고, 그 후 2개의 가닥

이 열 또는 화학 변성에 의해 분리될 수 있다.  천연 dsDNA에 대해, ssDNA 조각을 듀플렉스(duplex)의 한쪽 또

는 양쪽 끝부분에, 또는 dsDNA를 한쪽 또는 양쪽 끝부분에 부가하는 것이 가능하다.  그 후, 듀플렉스가 용융되

면, 각각의 단일 가닥에 ssDNA가 라이게이션에 사용되었으면 5' 또는 3' 변형이, dsDNA가 라이게이션에 사용되

었으면 5' 끝부분, 3' 끝부분 또는 양쪽 모두에서의 변형이 있을 것이다.  폴리뉴클레오티드가 합성 가닥이면,

폴리뉴클레오티드의 화학적 합성 동안에 커플링 화학이 혼입될 수 있다.  예를 들어, 반응성 기가 부착되어 있

는 프라이머를 사용하여 폴리뉴클레오티드를 합성할 수 있다. 
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게놈 DNA의 절편들의 증폭을 위한 통상적인 기술은 폴리머라제 연쇄 반응 (PCR)을 사용하는 것이다.  여기에서,[0064]

2개의 합성 올리고뉴클레오티드 프라이머를 사용하여, DNA의 동일한 절편의 다수의 카피가 생성될 수 있고, 이

때 각각의 카피에 대해 듀플렉스 내의 각각의 가닥의 5'이 합성 폴리뉴클레오티드일 것이다.  반응성 기, 예컨

대 콜레스테롤, 티올, 비오틴 또는 지질이 있는 안티센스 프라이머를 사용함으로써, 증폭된 표적 DNA의 각각의

카피는 커플링을 위한 반응성 기를 함유할 것이다.

막횡단 포어는 바람직하게는 막횡단 단백질 포어이다.  막횡단 단백질 포어는 수화 이온, 예컨대 분석물이 막의[0065]

한쪽 측면에서 막의 다른 쪽 측면으로 유동하게 하는 폴리펩티드 또는 폴리펩티드 수집이다.  본 발명에서, 막

횡단 단백질 포어는 인가된 전위에 의해 구동된 수화 이온이 막의 한쪽 측면에서 다른 쪽으로 유동하게 하는 포

어를 형성할 수 있다.  바람직하게는, 막횡단 단백질 포어는 분석물 예컨대 뉴클레오티드가 막, 예컨대 지질 이

중층의 한쪽 측면에서 다른 쪽으로 유동하게 한다.  막횡단 단백질 포어는 폴리뉴클레오티드, 예컨대 DNA 또는

RNA가 포어를 통해 이동하게 한다.

막횡단 단백질 포어는 단량체 또는 올리고머일 수 있다.  바람직하게는, 포어는 여러 개의 반복되는 서브유닛,[0066]

예컨대  6개,  7개  또는  8개의  서브유닛으로  이루어진다.   더욱  바람직하게는,  포어는  7량체  또는  8량체

포어이다.

전형적으로는 막횡단 단백질 포어는 이온이 이를 통과하여 유동할 수 있는 배럴 또는 채널을 포함한다.  포어의[0067]

서브유닛들은 전형적으로 중심 축을 둘러싸고, 가닥들을 막횡단 β 배럴 또는 채널 또는 막횡단 α-나선 다발

또는 채널에 제공한다.

전형적으로, 막횡단 단백질 포어의 배럴 또는 채널은 분석물, 예컨대 뉴클레오티드, 폴리뉴클레오티드 또는 핵[0068]

산과의 상호작용을 용이하게 하는 아미노산을 포함한다.  이러한 아미노산들은 바람직하게는 배럴 또는 채널의

협착부 근처에 위치한다.  전형적으로 막횡단 단백질 포어는 하나 이상의 양성으로 하전된 아미노산, 예컨대 아

르기닌, 리신 또는 히스티딘, 또는 방향족 아미노산, 예컨대 티로신 또는 트립토판을 포함한다.  전형적으로 이

러한 아미노산들은 포어와 뉴클레오티드, 폴리뉴클레오티드 또는 핵산 간의 상호작용을 용이하게 한다. 

본 발명에 따라 사용하기 위한 막횡단 단백질 포어는 β-배럴 포어 또는 α-나선 다발 포어로부터 유래될 수 있[0069]

다.  β-배럴 포어는 β-가닥으로부터 형성된 배럴 또는 채널을 포함한다.  적절한 β-배럴 포어에는 β-독소,

예컨대 α-용혈소, 탄저병 독소 및 류코시딘, 및 박테리아의 외막 단백질/포린(porin), 예컨대 마이코박테리움

스메그마티스(Mycobacterium  smegmatis)  포린  (Msp),  예를  들어  MspA,  외막  포린  F  (OmpF),  외막  포린  G

(OmpG), 외막 포스포리파제(phospholipase) A 및 네이세리아(Neisseria) 오토트랜스포터(autotransporter) 지

단백질 (NalP)이 포함되지만, 이에 한정되지는 않는다.  α-나선 다발 포어는 α-나선으로부터 형성된 배럴 또

는 채널을 포함한다.  적절한 α-나선 다발 포어에는 내막 단백질 및 α 외막 단백질, 예컨대 WZA 및 ClyA 독소

가 포함되지만, 이에 한정되지는 않는다.  막횡단 포어는 Msp로부터 또는 α-용혈소 (α-HL)로부터 유래될 수

있다.

바람직하게는 막횡단 단백질 포어는 Msp로부터, 바람직하게는 MspA로부터 유래된다.  이같은 포어는 올리고머일[0070]

수 있고, 전형적으로는 Msp로부터 유래된 7개, 8개, 9개 또는 10개의 단량체를 포함한다.  포어는 동일한 단량

체들을 포함하는 Msp로부터 유래된 동종-올리고머 포어일 수 있다.  대안적으로, 포어는 서로 상이한 하나 이상

의 단량체를 포함하는 Msp로부터 유래된 이종-올리고머 포어일 수 있다.  바람직하게는, 포어는 MspA 또는 이의

상동체 또는 파라로그(paralog)로부터 유래된다.

Msp로부터 유래된 단량체는 서열 2에 제시된 서열 또는 그의 변이체를 포함한다.  서열 2는 MspA 단량체의 MS-[0071]

(B1)8 돌연변이체이다.  이는 하기의 돌연변이를 포함한다: D90N, D91N, D93N, D118R, D134R 및 E139K.  서열

2의 변이체는 아미노산 서열이 서열 2의 것과 다르고 포어를 형성하는 능력을 보유하는 폴리펩티드이다.  변이

체가 포어를 형성하는 능력을 업계에 공지된 임의의 방법을 사용하여 검정할 수 있다.  예를 들어, 다른 적합한

서브유닛과 함께 변이체가 지질 이중층 내로 삽입될 수 있고, 올리고머화되어 포어를 형성하는 이의 능력을 결

정할 수 있다.   서브유닛을 막,  예컨대 지질 이중층 내로 삽입하는 방법들이 업계에 공지되어 있다.  예를

들어, 지질 이중층 내로 확산되고, 지질 이중층에 결합하고 기능성 상태로 조립되는 것에 의해 삽입되도록, 지

질 이중층을 함유하는 용액 내에 서브유닛들을 정제된 형태로 현탁시킬 수 있다.   대안적으로,  문헌 [M.A.

Holden,  H.  Bayley.  J.  Am.  Chem.  Soc.  2005,  127,  6502-6503]  및 국제 출원 번호 PCT/GB2006/001057  (WO

2006/100484로 공개됨)에 기술된 "픽 & 플레이스(pick and place)" 방법을 사용하여 서브유닛들을 막 내로 직접

적으로 삽입할 수 있다.
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서열 2의 아미노산 서열의 전체 길이에 걸쳐, 바람직하게는 변이체는 아미노산 서열 동일성을 기초로 이러한 서[0072]

열에 대해 적어도 50％ 상동성일 것이다.  더욱 바람직하게는, 변이체는 전체 서열에 걸쳐 서열 2의 아미노산

서열에 대해 아미노산 동일성을 기초로 적어도 55％, 적어도 60％, 적어도 65％, 적어도 70％, 적어도 75％, 적

어도 80％, 적어도 85％, 적어도 90％, 더욱 바람직하게는 적어도 95％, 97％ 또는 99％ 상동성일 수 있다.

100개 이상, 예를 들어 125개, 150개, 175개 또는 200개 또는 이를 초과하는 개수의 연속적인 아미노산의 신장

물에 걸쳐 아미노산 동일성이 적어도 80％, 예를 들어 적어도 85％, 90％ 또는 95％일 수 있다 ("강한 상동

성").

업계에서의 표준 방법을 사용하여 상동성을 결정할 수 있다.  예를 들어, UWGCG 패키지는 상동성을 계산하는데[0073]

사용될 수 있는 BESTFIT 프로그램을 제공하고, 예를 들어 이는 이의 디폴트 설정으로 사용된다 (문헌 [Devereux

et al (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395]).  예를 들어 문헌  [Altschul S. F. (1993) J Mol Evol

36:290-300]; [Altschul, S.F et al (1990) J Mol Biol 215:403-10]에 기술된 바와 같이, PILEUP 및 BLAST 알

고리즘을 사용하여 상동성을 계산하거나 또는 서열들을 정렬할 수 있다 (예컨대, 등가의 잔기들 또는 상응하는

서열들을 확인함 (전형적으로는 이들의 디폴트 설정을 기초로 함)).  BLAST 분석을 수행하기 위한 소프트웨어는

국립 생물공학 정보 센터(National Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)를

통해 공개적으로 입수가능하다.

서열 2는 MspA 단량체의 MS-(B1)8 돌연변이체이다.  이러한 변이체는 MspA와 비교하여 MspB, C 또는 D 단량체에[0074]

서의 돌연변이 중 임의의 것을 포함할 수 있다.  성숙 형태의 MspB, C 및 D가 서열 5 내지 7에서 제시된다.  특

히, 변이체는 MspB에 존재하는 하기의 치환을 포함할 수 있다: A138P.  변이체는 MspC에 존재하는 하기의 치환

중 하나 이상을 포함할 수 있다: A96G, N102E 및 A138P.  변이체는 MspD에 존재하는 하기의 돌연변이 중 하나

이상을 포함할 수 있다: G1 결실, L2V, E5Q, L8V, D13G, W21A, D22E, K47T, I49H, I68V, D91G, A96Q, N102D,

S103T, V104I, S136K 및 G141A.  변이체는 Msp B, C 및 D로부터의 돌연변이 및 치환 중 하나 이상의 조합을 포

함할 수 있다.  바람직하게는 변이체는 돌연변이 L88N을 포함한다.  서열 2의 변이체는 MS-B1의 모든 돌연변이

에 더하여 돌연변이 L88N이 있고, MS-B2로 칭해진다.  본 발명에서 사용된 포어는 바람직하게는 MS-(B2)8이다.

예를 들어 1개, 2개, 3개, 4개, 5개, 10개, 20개 또는 30개의 치환까지, 상기 논의된 것들에 더하여 아미노산[0075]

치환이 서열 2의 아미노산 서열에 이루어질 수 있다.  보존적 치환은 아미노산을 유사한 화학 구조, 유사한 화

학 성질 또는 유사한 측쇄 부피의 다른 아미노산으로 교체한다.  도입된 아미노산은 자신이 교체하는 아미노산

과 극성, 친수성, 소수성, 염기성, 산성, 중성, 또는 전하가 유사할 수 있다.  대안적으로, 보존적 치환은 방향

족 또는 지방족인 또 다른 아미노산을 기존의 방향족 또는 지방족 아미노산 대신에 도입할 수 있다.  보존적 아

미노산 변화는 업계에 주지되어 있고, 하기 표 2에 정의된 바와 같이 20개의 주요 아미노산의 성질에 따라 선택

될 수 있다.  아미노산들의 극성이 유사한 경우, 이는 표 3의 아미노산 측쇄에 대한 소수친수성(hydropathy) 규

모를 참고로 또한 결정될 수 있다.

표 2

[0076]
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표 3

[0077]

서열 2의 아미노산 서열의 하나 이상의 아미노산 잔기가 상기 기술된 폴리펩티드로부터 추가적으로 결실될 수[0078]

있다.  1개, 2개, 3개, 4개, 5개, 10개, 20개 또는 30개 또는 이를 초과하는 개수까지의 잔기가 결실될 수

있다.

변이체는 서열 2의 단편을 포함할 수 있다.  이같은 단편은 포어 형성 활성을 보유한다.  단편은 길이가 적어도[0079]

아미노산 50개, 100개, 150개 또는 200개일 수 있다.  이같은 단편이 포어를 생산하는데 사용될 수 있다.  바람

직하게는 단편은 서열 2의 포어 형성 도메인을 포함한다.  단편은 서열 2의 잔기 88, 90, 91, 105, 118 및 134

중  하나를  포함하여야  한다.   전형적으로,  단편은  서열  2의  잔기  88,  90,  91,  105,  118  및  134  모두를

포함한다.

하나 이상의 아미노산이 대안적으로 또는 추가적으로 상기 기술된 폴리펩티드에 부가될 수 있다.  연장은 서열[0080]

2 또는 이의 폴리펩티드 변이체 또는 단편의 아미노산 서열의 아미노 말단 또는 카르복시 말단에서 제공될 수

있다.  연장은 꽤 짧을 수 있고, 예를 들어 아미노산 1개 내지 10개의 길이이다.  대안적으로, 연장이 더 길 수

있고, 예를 들어 아미노산 50개 또는 100개까지일 수 있다.  캐리어(carrier) 단백질이 본 발명에 따른 아미노

산 서열에 융합될 수 있다.  기타 융합 단백질이 하기에서 더욱 상세하게 논의된다.

상기 논의된 바와 같이, 변이체는 서열 2의 것과 아미노산 서열이 다르고 이의 포어 형성 능력을 보유하는 폴리[0081]

펩티드이다.  전형적으로 변이체는 포어 형성을 담당하는 서열 2의 영역을 함유한다.  β-배럴을 함유하는 Msp

의 포어 형성 능력은 각각의 서브유닛 내의 β-시트에 의해 제공된다.  전형적으로 서열 2의 변이체는 β-시트

를 형성하는 서열 2 내의 영역을 포함한다.  생성된 변이체가 포어를 형성하는 능력을 보유하는 한, β-시트를

형성하는 서열 2의 영역에 하나 이상의 변형이 이루어질 수 있다.  바람직하게는 서열 2의 변이체는 이의 α-나

선 및/또는 루프 영역 내에 하나 이상의 변형, 예컨대 치환, 부가 또는 결실을 포함한다.

Msp로부터 유래된 단량체가 이의 확인 또는 정제를 보조하기 위해, 예를 들어 히스티딘 잔기 (hist 태그), 아스[0082]

파르트산 잔기 (asp 태그), 스트렙타비딘 태그 또는 플래그(flag) 태그의 부가에 의해, 또는 세포로부터의 이의

분비를 촉진하기 위한 신호 서열의 부가에 의해 (폴리펩티드가 이같은 서열을 천연적으로 함유하지 않는 경우),

변형될 수 있다.  유전학적 태그를 도입하는 것에 대한 대안은 태그를 포어 상의 천연 또는 조작 위치 상에서

화학적으로 반응시키는 것이다.  이의 예는 겔-시프트(shift) 시약을 포어의 외부 상에 조작된 시스테인에 반응

시키는 것일 것이다.  이는 용혈소 이종-올리고머들을 분리하기 위한 방법으로서 입증되었다 (문헌 [Chem Biol.

1997 Jul; 4(7):497-505]).

Msp로부터 유래된 단량체가 표식 표지로 표지될 수 있다.  표식 표지는 포어가 검출되게 하는 임의의 적절한 표[0083]
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지일 수 있다.  적절한 표지에는 형광 분자, 방사성 동위원소, 예를 들어 
125
I, 

35
S, 효소, 항체, 항원, 폴리뉴클

레오티드 및 리간드 예컨대 비오틴이 포함되지만, 이에 한정되지는 않는다.

D-아미노산을 사용하여 Msp로부터 유래된 단량체가 생산될 수도 있다.  예를 들어, Msp로부터 유래된 단량체가[0084]

L-아미노산 및 D-아미노산의 혼합물을 포함할 수 있다.  이는 이같은 단백질 또는 펩티드를 생산하기 위한 업계

에서 통상적이다.

Msp로부터 유래된 단량체는 뉴클레오티드 구별을 용이하게 하는 하나 이상의 특이적 변형을 함유한다.  Msp로부[0085]

터 유래된 단량체는 다른 비-특이적 변형을 함유할 수도 있고, 단 이들은 포어 형성을 방해하지 않는다.  다수

의 비-특이적 측쇄 변형이 업계에 공지되어 있고, Msp로부터 유래된 단량체의 측쇄에 이루어질 수 있다.  이같

은 변형에는, 예를 들어 알데히드와의 반응에 이어지는 NaBH4로의 환원에 의한 아미노산의 환원성 알킬화, 메틸

아세트이미데이트로의 아미딘화, 또는 아세트산 무수물로의 아실화가 포함된다.

업계에 공지된 표준 방법을 사용하여 Msp로부터 유래된 단량체가 생산될 수 있다.  합성에 의해 또는 재조합 수[0086]

단에 의해 Msp로부터 유래된 단량체가 제조될 수 있다.  예를 들어, 시험관내 번역 및 전사 (IVTT)에 의해 포어

가 합성될 수 있다.  포어를 생산하는 적절한 방법이 국제 출원 번호 PCT/GB09/001690 (WO 2010/004273으로 공

개됨), PCT/GB09/001679 (WO 2010/004265로 공개됨) 또는 PCT/GB10/000133 (WO 2010/086603으로 공개됨)에 논

의되어 있다.  포어를 막 내로 삽입하는 방법이 논의된다.

또한 바람직하게는, 막횡단 단백질 포어가 α-용혈소 (α-HL)로부터 유래된다.  야생형 α-HL 포어는 7개의 동[0087]

일한 단량체 또는 서브유닛으로 형성된다 (즉, 이는 7량체성이다).  α-용혈소-NN의 한 단량체 또는 서브유닛의

서열이 서열 4에서 제시된다.  바람직하게는 막횡단 단백질 포어는 7개의 단량체를 포함하고, 이들 각각은 서열

4에 제시된 서열 또는 그의 변이체를 포함한다.  서열 4의 아미노산 1, 7 내지 21, 31 내지 34, 45 내지 51, 63

내지 66, 72, 92 내지 97, 104 내지 111, 124 내지 136, 149 내지 153, 160 내지 164, 173 내지 206, 210 내지

213, 217, 218, 223 내지 228, 236 내지 242, 262 내지 265, 272 내지 274, 287 내지 290 및 294가 루프 영역

을 형성한다.  서열 4의 잔기 113 및 147은 α-HL의 배럴 또는 채널의 협착부의 일부분을 형성한다. 

이같은 실시양태에서, 각각 서열 4에 제시된 서열 또는 그의 변이체를 포함하는 7개의 단백질 또는 단량체를 포[0088]

함하는 포어가 본 발명의 방법에서 바람직하게 사용된다.  7개의 단백질은 동일할 수 있거나 (동종7량체), 또는

상이할 수 있다 (이종7량체). 

서열 4의 변이체는 서열 4의 것과 아미노산 서열이 다르고 이의 포어 형성 능력을 보유하는 단백질이다.  변이[0089]

체가 포어를 형성하는 능력을 업계에 공지된 임의의 방법을 사용하여 검정할 수 있다.  예를 들어, 다른 적합한

서브유닛과 함께 변이체가 지질 이중층 내로 삽입될 수 있고, 올리고머화되어 포어를 형성하는 이의 능력을 결

정할 수 있다.  서브유닛을 막, 예컨대 지질 이중층 내로 삽입하는 방법들이 업계에 공지되어 있다.  적절한 방

법이 상기에서 논의된다.

변이체는 헬리카제에 대한 공유 부착 또는 이와의 상호작용을 용이하게 하는 변형을 포함할 수 있다.  바람직하[0090]

게는 변이체는 헬리카제에 대한 부착을 용이하게 하는 하나 이상의 반응성 시스테인 잔기를 포함한다.  예를 들

어, 변이체는 서열 4의 위치 8, 9, 17, 18, 19, 44, 45, 50, 51, 237, 239 및 287 중 하나 이상 및/또는 아미

노 또는 카르복시 말단에 시스테인을 포함할 수 있다.  바람직한 변이체는 시스테인으로의 서열 4의 위치 8, 9,

17, 237, 239 및 287의 잔기의 치환 (A8C, T9C, N17C, K237C, S239C 또는 E287C)을 포함한다.  바람직하게는,

변이체는 국제 출원 번호 PCT/GB09/001690 (WO 2010/004273으로 공개됨), PCT/GB09/001679 (WO 2010/004265로

공개됨) 또는 PCT/GB10/000133 (WO 2010/086603으로 공개됨)에 기술된 변이체 중 어느 하나이다.  

변이체는 뉴클레오티드와의 임의의 상호작용을 용이하게 하는 변형을 또한 포함할 수 있다.[0091]

변이체는 생물, 예를 들어 스타필로쿠쿠스(Staphylococcus) 박테리아가 천연적으로 발현하는 천연 발생 변이체[0092]

일 수 있다.  대안적으로, 시험관 내에서 또는 재조합적으로 에스케리키아 콜라이(Escherichia coli)와 같은 박

테리아에 의해 변이체가 발현될 수 있다.  재조합 기술에 의해 생산된 비-천연 발생 변이체가 변이체에 또한 포

함된다.  서열 4의 아미노산 서열의 전체 길이에 걸쳐, 바람직하게는 변이체는 아미노산 동일성을 기초로 이러

한 서열에 대해 적어도 50％ 상동성일 것이다.  더욱 바람직하게는, 변이체 폴리펩티드는 전체 서열에 걸쳐 서

열 4의 아미노산 서열에 대해 아미노산 동일성을 기초로 적어도 55％, 적어도 60％, 적어도 65％, 적어도 70％,

적어도 75％, 적어도 80％, 적어도 85％, 적어도 90％, 더욱 바람직하게는 적어도 95％, 97％ 또는 99％ 상동성

일 수 있다.  200개 이상, 예를 들어 230개, 250개, 270개 또는 280개 또는 이를 초과하는 개수의 연속적인 아
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미노산의 신장물에 걸쳐 아미노산 동일성이 적어도 80％, 예를 들어 적어도 85％, 90％ 또는 95％일 수 있다

("강한 상동성").  상기 논의된 바와 같이 상동성을 결정할 수 있다.

예를 들어 1개, 2개, 3개, 4개, 5개, 10개, 20개 또는 30개의 치환까지, 상기 논의된 것들에 더하여 아미노산[0093]

치환이 서열 4의 아미노산 서열에 이루어질 수 있다.  보존적 치환이 상기 논의된 바와 같이 이루어질 수 있다.

서열 4의 아미노산 서열의 하나 이상의 아미노산 잔기가 상기 기술된 폴리펩티드로부터 추가적으로 결실될 수[0094]

있다.  1개, 2개, 3개, 4개, 5개, 10개, 20개 또는 30개 또는 이를 초과하는 개수까지의 잔기가 결실될 수

있다.

변이체는 서열 4의 단편일 수 있다.  이같은 단편은 포어 형성 활성을 보유한다.  단편은 길이가 적어도 아미노[0095]

산 50개, 100개, 150개 또는 200개일 수 있다.  바람직하게는 단편은 서열 4의 포어 형성 도메인을 포함한다.

전형적으로, 단편은 서열 4의 잔기 119, 121, 135. 113 및 139를 포함한다.

하나 이상의 아미노산이 대안적으로 또는 추가적으로 상기 기술된 폴리펩티드에 부가될 수 있다.  연장은 서열[0096]

4 또는 그의 변이체 또는 단편의 아미노산 서열의 아미노 말단 또는 카르복시 말단에서 제공될 수 있다.  연장

은 꽤 짧을 수 있고, 예를 들어 아미노산 1개 내지 10개의 길이이다.  대안적으로, 연장이 더 길 수 있고, 예를

들어 아미노산 50개 또는 100개까지일 수 있다.  캐리어 단백질이 포어 또는 변이체에 융합될 수 있다.  

상기 논의된 바와 같이, 서열 4의 변이체는 서열 4의 것과 아미노산 서열이 다르고 이의 포어 형성 능력을 보유[0097]

하는 서브유닛이다.  전형적으로 변이체는 포어 형성을 담당하는 서열 4의 영역을 함유한다.  β-배럴을 함유하

는 α-HL의 포어 형성 능력은 각각의 서브유닛 내의 β-가닥에 의해 제공된다.  전형적으로 서열 4의 변이체는

β-가닥을 형성하는 서열 4 내의 영역을 포함한다.  β-가닥을 형성하는 서열 4의 아미노산이 상기에서 논의된

다.  생성된 변이체가 포어를 형성하는 능력을 보유하는 한, β-가닥을 형성하는 서열 4의 영역에 하나 이상의

변형이 이루어질 수 있다.  서열 4의 β-가닥 영역에 이루어질 수 있는 구체적인 변형이 상기에서 논의된다.

바람직하게는 서열 4의 변이체는 이의 α-나선 및/또는 루프 영역 내에 하나 이상의 변형, 예컨대 치환, 부가[0098]

또는 결실을 포함한다.  α-나선 및 루프를 형성하는 아미노산이 상기에서 논의된다.

변이체는 상기 논의된 바와 같이 이의 확인 또는 정제를 보조하도록 변형될 수 있다.[0099]

Msp로부터 유래된 포어에 관하여 상기 논의된 바와 같이 α-HL로부터 유래된 포어를 제조할 수 있다.[0100]

일부 실시양태에서, 막횡단 단백질 포어가 화학적으로 변형된다.  임의의 방식으로 임의의 부위에서 포어가 화[0101]

학적으로 변형될 수 있다.  바람직하게는, 막횡단 단백질 포어가 하나 이상의 시스테인에 분자가 부착되는 것

(시스테인 연결), 하나 이상의 리신에 분자가 부착되는 것, 하나 이상의 비-천연 아미노산에 분자가 부착되는

것, 에피토프의 효소 변형, 또는 말단 변형에 의해 화학적으로 변형된다.  이같은 변형을 수행하는 적절한 방법

이 업계에 주지되어 있다.  임의의 분자의 부착에 의해 막횡단 단백질 포어가 화학적으로 변형될 수 있다.  예

를 들어, 염료 또는 형광단의 부착에 의해 포어가 화학적으로 변형될 수 있다.

포어 내의 임의 개수의 단량체가 화학적으로 변형될 수 있다.  바람직하게는 하나 이상, 예컨대 2개, 3개, 4개,[0102]

5개, 6개, 7개, 8개, 9개 또는 10개의 단량체가 상기 논의된 바와 같이 화학적으로 변형된다.

인접 잔기의 변형에 의해 시스테인 잔기의 반응성이 강화될 수 있다.  예를 들어, 측면에 있는 아르기닌, 히스[0103]

티딘 또는 리신 잔기의 염기성 기가 시스테인 티올 기의 pKa를 더욱 반응성인 S
-
 기의 것으로 변화시킬 것이다.

티올 보호기 예컨대 dTNB에 의해 시스테인 잔기의 반응성이 보호될 수 있다.  링커가 부착되기 전에 포어의 하

나 이상의 시스테인 잔기와 이를 반응시킬 수 있다.

분자 (이러한 분자로 포어가 화학적으로 변형됨)는 국제 출원 번호 PCT/GB09/001690 (WO 2010/004273으로 공개[0104]

됨), PCT/GB09/001679 (WO 2010/004265로 공개됨) 또는 PCT/GB10/000133 (WO 2010/086603으로 공개됨)에 개시

된 바와 같이 링커를 통해 부착될 수 있거나 또는 포어에 직접적으로 부착될 수 있다.

임의의 Hel308 헬리카제가 본 발명에 따라 사용될 수 있다.  Hel308 헬리카제는 ski2-유사 헬리카제로 또한 공[0105]

지되어 있고, 이러한 2가지 용어는 상호교환가능하게 사용될 수 있다.

Hel308 헬리카제는 전형적으로 아미노산 모티프 Q-X1-X2-G-R-A-G-R (이하 Hel308 모티프로 칭해짐; 서열 8)를[0106]

포함한다.  Hel308 모티프는 전형적으로 헬리카제 모티프 VI의 일부이다 (문헌 [Tuteja and Tuteja, Eur. J.

Biochem. 271, 1849?1863 (2004)]).  X1은 C, M 또는 L일 수 있다.  바람직하게는 X1은 C이다.  X2는 임의의

아미노산 잔기일 수 있다.  X2는 전형적으로 소수성 또는 중성 잔기이다.  X2는 A, F, M, C, V, L, I, S, T, P
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또는 R일 수 있다.  바람직하게는 X2는 A, F, M, C, V, L, I, S, T 또는 P이다.  더욱 바람직하게는 X2는 A, M

또는 L이다.  가장 바람직하게는 X2는 A 또는 M이다.

Hel308 헬리카제는 바람직하게는 모티프 Q-X1-X2-G-R-A-G-R-P (이하 연장된 Hel308 모티프로 칭해짐; 서열 9)[0107]

[식 중, X1 및 X2는 상기 기술된 바와 같다]를 포함한다.

가장 바람직한 Hel308 모티프 및 연장된 Hel308 모티프가 하기 표 5에서 제시된다.  Hel308 헬리카제는 이러한[0108]

바람직한 모티프들 중 임의의 것을 포함할 수 있다.

Hel308 헬리카제는 바람직하게는 하기 표 4에서 제시된 헬리카제 또는 그의 변이체 중 하나이다.[0109]

표 4

[0110]

[0111]
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[0115]
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[0121]

더욱 바람직하게는, Hel308 헬리카제는 하기 표 5에 제시된 헬리카제 또는 그의 변이체 중 하나이다.  더욱 바[0122]

람직하게는, Hel308 헬리카제는 표 5에 제시된 헬리카제 중 하나의 서열, 즉 서열 10, 13, 16, 19, 22, 25,

28, 29, 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 및 58

중 하나, 또는 그의 변이체를 포함한다.
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표 5

[0123]
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[0124]

더욱 바람직하게는, Hel308 헬리카제는 (a) Hel308 Mbu의 서열 (즉 서열 10) 또는 그의 변이체, (b) Hel308[0125]

Pfu의 서열 (즉 서열 13)  또는 그의 변이체, (c)  Hel308  Mok의 서열 (즉 서열 29)  또는 그의 변이체, (d)

Hel308 Mma의 서열 (즉 서열 45) 또는 그의 변이체, (e) Hel308 Fac의 서열 (즉 서열 48) 또는 그의 변이체,

또는 (f) Hel308 Mhu의 서열 (즉 서열 52) 또는 그의 변이체를 포함한다.  더욱 바람직하게는, Hel308 헬리카제

는 서열 10에 제시된 서열 또는 그의 변이체를 포함한다.

더욱 바람직하게는, Hel308 헬리카제는 (a) Hel308 Tga의 서열 (즉 서열 33) 또는 그의 변이체, (b) Hel308[0126]

Csy의 서열 (즉 서열 22) 또는 그의 변이체, 또는 (c) Hel308 Mhu의 서열 (즉 서열 52) 또는 그의 변이체를 포

함한다.  더욱 바람직하게는, Hel308 헬리카제는 서열 33에 제시된 서열 또는 그의 변이체를 포함한다.

Hel308 헬리카제의 변이체는 아미노산 서열이 야생형 헬리카제의 것과 다르고 폴리뉴클레오티드 결합 활성을 보[0127]

유하는 효소이다.  특히, 서열 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 29, 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,

44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 및 58 중 어느 하나의 변이체는 아미노산 서열이 서열 10,

13, 16, 19, 22, 25, 28, 29, 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51,

52, 53, 54, 55 및 58 중 어느 하나의 것과 다르고 폴리뉴클레오티드 결합 활성을 보유하는 효소이다.  서열 10

또는 33의 변이체는 아미노산 서열이 서열 10 또는 33의 것과 다르고 폴리뉴클레오티드 결합 활성을 보유하는

효소이다.  변이체는 헬리카제 활성을 보유한다.  변이체는 하기에서 논의되는 2가지 양식 중 하나 이상으로 작

동하여야 한다.  바람직하게는, 변이체는 양쪽 방식으로 작동한다.  변이체는 헬리카제를 코딩하는 폴리뉴클레

오티드의 취급을 용이하게 하고/하거나 높은 염 농도 및/또는 실온에서의 이의 활성을 용이하게 하는 변형을 포
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함할 수 있다.  전형적으로, 변이체는 상기 논의된 Hel308 모티프 또는 연장된 Hel308 모티프 외부의 영역에서

야생형 헬리카제와 상이하다.  그러나, 변이체는 이러한 모티프(들) 내부의 변형을 포함할 수 있다.

서열 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 29, 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,[0128]

50, 51, 52, 53, 54, 55 및 58 중 어느 하나, 예컨대 서열 10 또는 33의 아미노산 서열의 전체 길이에 걸쳐,

변이체는 바람직하게는 아미노산 동일성을 기초로 이러한 서열에 대해 적어도 30％ 상동성일 것이다.  더욱 바

람직하게는, 변이체 폴리펩티드는 전체 서열에 걸쳐 서열 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 29, 32, 33, 34, 37,

38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 및 58 중 어느 하나, 예컨대 서열

10 또는 33의 아미노산 서열에 대해 아미노산 동일성을 기초로 적어도 40％, 적어도 45％, 적어도 50％, 적어도

55％, 적어도 60％, 적어도 65％, 적어도 70％, 적어도 75％, 적어도 80％, 적어도 85％, 적어도 90％, 더욱 바

람직하게는 적어도 95％, 97％ 또는 99％ 상동성일 수 있다.  150개 이상, 예를 들어 200개, 300개, 400개, 500

개, 600개, 700개, 800개, 900개 또는 1000개 또는 이를 초과하는 개수의 연속적인 아미노산의 신장물에 걸쳐

아미노산 동일성이 적어도 70％, 예를 들어 적어도 80％, 적어도 85％, 적어도 90％, 또는 적어도 95％일 수 있

다 ("강한 상동성").  상기 기술된 바와 같이 상동성이 결정된다.  변이체는 서열 2 및 4와 관련하여 상기에서

논의된 것 중 중 임의의 방식으로 야생형 서열과 상이할 수 있다.

서열 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 29, 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,[0129]

50, 51, 52, 53, 54, 55 및 58 중 어느 하나의 변이체는 바람직하게는 관련된 야생형 서열의 Hel308 모티프 또

는 연장된 Hel308 모티프를 포함한다.  예를 들어, 서열 10의 변이체는 바람직하게는 서열 10의 Hel308 모티프

(QMAGRAGR; 서열 11) 또는 서열 10의 연장된 Hel308 모티프 (QMAGRAGRP; 서열 12)를 포함한다.  서열 10, 13,

16, 19, 22, 25, 28, 29, 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,

53, 54, 55 및 58 각각의 Hel308 모티프 및 연장된 Hel308 모티프가 표 5에서 제시된다.  그러나, 서열 10,

13, 16, 19, 22, 25, 28, 29, 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51,

52, 53, 54, 55 및 58 중 어느 하나의 변이체가 상이한 야생형 서열로부터의 Hel308 모티프 또는 연장된 Hel308

모티프를 포함할 수 있다.  예를 들어, 서열 10의 변이체가 서열 13의 Hel308 모티프 (QMLGRAGR; 서열 14) 또는

서열 13의 연장된 Hel308 모티프 (QMLGRAGRP; 서열 15)를 포함할 수 있다.  서열 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28,

29, 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 및 58 중 어

느 하나의 변이체는 표 5에 제시된 바람직한 모티프 중 어느 하나를 포함할 수 있다.  서열 10, 13, 16, 19,

22, 25, 28, 29, 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55

및 58 중 어느 하나의 변이체는 관련된 야생형 서열의 Hel308 모티프 또는 연장된 Hel308 모티프 내에 변형을

포함할 수도 있다.  X1 및 X2에서의 적절한 변형은 이러한 2개의 모티프를 정의할 때 상기에서 논의되어 있다.

서열 10의 변이체는 서열 10의 최초의 19개의 아미노산이 결여될 수 있고/있거나 서열 10의 마지막 33개의 아미[0130]

노산이 결여될 수 있다.  바람직하게는 서열 10의 변이체는 서열 10의 아미노산 20 내지 211 또는 20 내지 727

과 아미노산 동일성을 기초로 적어도 70％, 적어도 75％, 적어도 80％, 적어도 85％, 적어도 90％ 또는 더욱 바

람직하게는 적어도 95％, 적어도 97％ 또는 적어도 99％ 상동성인 서열을 포함한다.

헬리카제가  포어에  공유적으로  부착될  수  있다.   바람직하게는,  헬리카제는  포어에  공유적으로  부착되지[0131]

않는다.  전형적으로, 포어 및 헬리카제에 전압을 인가하면, 표적 폴리뉴클레오티드를 서열분석할 수 있는 센서

의 형성이 초래된다.  이는 하기에서 더욱 상세하게 논의된다.

본원에서 기술된 단백질 중 임의의 것, 즉 막횡단 단백질 포어 또는 Hel308 헬리카제는 이들의 확인 또는 정제[0132]

를 보조하도록, 예를 들어 히스티딘 잔기 (his 태그), 아스파르트산 잔기 (asp 태그), 스트렙타비딘 태그, 플래

그 태그, SUMO 태그, GST 태그 또는 MBP 태그의 부가에 의해, 또는 세포로부터 이들의 분비를 촉진하기 위한 신

호 서열의 부가에 의해 (폴리펩티드가 이같은 서열을 천연적으로 함유하지 않는 경우), 변형될 수 있다.  유전

학적 태그를 도입하는 것에 대한 대안은 태그를 포어 또는 헬리카제 상의 천연 또는 조작 위치 상에서 화학적으

로 반응시키는 것이다.  이의 예는 겔-시프트 시약을 포어의 외부 상에 조작된 시스테인에 반응시키는 것일 것

이다.   이는  용혈소  이종-올리고머들을  분리하기  위한  방법으로서  입증되었다  (문헌  [Chem  Biol.  1997

Jul;4(7):497-505]).

포어 및/또는 헬리카제가 표식 표지로 표지될 수 있다.  표식 표지는 포어가 검출되게 하는 임의의 적절한 표지[0133]

일 수 있다.  적절한 표지에는 형광 분자, 방사성 동위원소, 예를 들어 
125
I, 

35
S, 효소, 항체, 항원, 폴리뉴클레

오티드 및 리간드 예컨대 비오틴이 포함되지만, 이에 한정되지는 않는다.

합성에 의해 또는 재조합 수단에 의해 단백질이 제조될 수 있다.  예를 들어, 시험관내 번역 및 전사 (IVTT)에[0134]
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의해 포어 및/또는 헬리카제가 합성될 수 있다.  포어 및/또는 헬리카제의 아미노산 서열이 비-천연 발생 아미

노산을 포함하도록 또는 단백질의 안정성을 증가시키도록 변형될 수 있다.  단백질이 합성 수단에 의해 생산될

때, 생산 동안 이같은 아미노산들이 도입될 수 있다.  합성 또는 재조합 생산 후에 포어 및/또는 헬리카제가 변

경될 수도 있다.

D-아미노산을 사용하여 포어 및/또는 헬리카제가 생산될 수도 있다.  예를 들어, 포어 또는 헬리카제가 L-아미[0135]

노산 및 D-아미노산의 혼합물을 포함할 수 있다.  이는 이같은 단백질 또는 펩티드를 생산하기 위한 업계에서

통상적이다.

포어 및/또는 헬리카제는 다른 비-특이적 변형을 함유할 수도 있고, 단 이들은 포어 형성 또는 헬리카제 기능을[0136]

방해하지 않는다.  다수의 비-특이적 측쇄 변형이 업계에 공지되어 있고, 이러한 단백질(들)의 측쇄에 이루어질

수 있다.  이같은 변형에는, 예를 들어 알데히드와의 반응에 이어지는 NaBH4로의 환원에 의한 아미노산의 환원성

알킬화, 메틸아세트이미데이트로의 아미딘화, 또는 아세트산 무수물로의 아실화가 포함된다.

업계에 공지된 표준 방법을 사용하여 포어 및 헬리카제가 생산될 수 있다.  포어 또는 헬리카제를 코딩하는 폴[0137]

리뉴클레오티드 서열이 업계에서의 표준 방법을 사용하여 유도 및 복제될 수 있다.  포어 또는 헬리카제를 코딩

하는 폴리뉴클레오티드 서열이 업계에서의 표준 기술을 사용하여 박테리아 숙주 세포에서 발현될 수 있다.  포

어 및/또는 헬리카제가 재조합 발현 벡터로부터 폴리펩티드의 계내 발현에 의해 세포에서 생산될 수 있다.  임

의로 발현 벡터는 폴리펩티드의 발현을 제어하기 위한 유도성 프로모터를 보유한다.   이러한 방법들이 문헌

[Sambrook, J. and Russell, D. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Edition. Cold Spring

Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY]에 기술되어 있다.

단백질 생산 유기체로부터의 임의의 단백질 액체 크로마토그래피에 의한 정제 후에, 또는 재조합 발현 후에 대[0138]

규모로 포어 및/또는 헬리카제가 생산될 수 있다.   전형적인 단백질 액체 크로마토그래피 시스템에는 FPLC,

AKTA  시스템,  바이오-캐드(Bio-Cad)  시스템,  바이오-래드(Bio-Rad)의  바이올로직(BioLogic)  시스템  및  길슨

(Gilson)의 HPLC 시스템이 포함된다.

본 발명의 방법은 표적 폴리뉴클레오티드의 하나 이상의 특성을 측정하는 것을 수반한다.  이러한 방법은 표적[0139]

폴리뉴클레오티드의 2개, 3개, 4개 또는 5개 또는 이를 초과하는 개수의 특성을 측정하는 것을 수반할 수 있다.

하나 이상의 특성은 바람직하게는 (i)  표적 폴리뉴클레오티드의 길이,  (ii)  표적 폴리뉴클레오티드의 신원,

(iii) 표적 폴리뉴클레오티드의 서열, (iv) 표적 폴리뉴클레오티드의 2차 구조, 및 (v) 표적 폴리뉴클레오티드

가 변형되었는지 또는 그렇지 않은지 여부로부터 선택된다.  (i) 내지 (v)의 임의의 조합이 본 발명에 따라 측

정될 수 있다.

(i)의 경우, 표적 폴리뉴클레오티드와 포어 사이의 상호작용의 수를 사용하여 표적 폴리뉴클레오티드의 길이가[0140]

측정될 수 있다.

(ii)의 경우, 다수의 방식으로 폴리뉴클레오티드의 신원이 측정될 수 있다.  표적 폴리뉴클레오티드의 서열을[0141]

측정하면서 또는 표적 폴리뉴클레오티드의 서열을 측정하지 않으면서 폴리뉴클레오티드의 신원이 측정될 수 있

다.  전자는 직접적이다; 폴리뉴클레오티드가 서열분석되고, 이에 의해 확인된다.  후자는 여러 방식으로 행해

질 수 있다.  예를 들어, 폴리뉴클레오티드 내의 특정 모티프의 존재가 측정될 수 있다 (폴리뉴클레오티드의 나

머지 서열을 측정하지 않으면서).  대안적으로, 방법에서의 특정 전기 및/또는 광학 신호의 측정으로 표적 폴리

뉴클레오티드가 특정 공급원으로부터 유래되는 것으로서 확인될 수 있다.

(iii)의 경우, 폴리뉴클레오티드의 서열이 기존에 기술된 바와 같이 결정될 수 있다.  적절한 서열분석 방법,[0142]

특히  전기  측정을  사용하는  것이  문헌  [Stoddart  D  et  al.,  Proc  Natl  Acad  Sci,  12;106(19):7702-7],

[Lieberman KR et al, J Am Chem Soc. 2010;132(50):17961-72], 및 국제 출원 WO 2000/28312에 기술되어 있다.

(iv)의 경우, 2차 구조가 다양한 방식으로 측정될 수 있다.  예를 들어, 방법이 전기 측정을 수반하면, 체류 시[0143]

간에서의 변화 또는 포어를 통과하여 흐르는 전류의 변화를 사용하여 2차 구조가 측정될 수 있다.  이는 단일-

가닥 및 이중-가닥 폴리뉴클레오티드의 영역이 구별되도록 허용한다.

(v)의 경우, 임의의 변형의 존재 또는 부재가 측정될 수 있다.  바람직하게는, 방법은 표적 폴리뉴클레오티드가[0144]

메틸화에 의해, 산화에 의해, 손상에 의해, 하나 이상의 단백질로, 또는 하나 이상의 표지, 태그 또는 스페이서

로 변형되었는지 또는 그렇지 않은지 여부를 결정하는 것을 포함한다.  특정 변형은 포어와의 특정 상호작용을

초래할 것이고, 하기 기술된 방법을 사용하여 이를 측정할 수 있다.  예를 들어, 메틸시토신이 이의 각각의 뉴
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클레오티드와의 상호작용 동안 포어를 통해 흐르는 전류를 기초로 시토신과 구별될 수 있다. 

다양한 상이한 유형의 측정이 이루어질 수 있다.  이는 비제한적으로 전기 측정 및 광학 측정을 포함한다.  가[0145]

능한 전기 측정에는 전기 측정,  임피던스(impedance)  측정,  터널링(tunnelling)  측정 (문헌 [Ivanov  AP  et

al., Nano Lett. 2011 Jan 12;11(1):279-85]), 및 FET 측정 (국제 출원 WO 2005/124888)이 포함된다.  광학 측

정이 전기 측정과 조합될 수 있다 (문헌 [Soni GV et al., Rev Sci Instrum. 2010 Jan;81(1):014301]).  측정

은 막횡단 전류 측정 예컨대 포어를 통해 흐르는 이온 전류의 측정일 수 있다.

문헌 [Stoddart D et al., Proc Natl Acad Sci, 12;106(19):7702-7], [Lieberman KR et al, J Am Chem Soc.[0146]

2010;132(50):17961-72], 및 국제 출원 WO-2000/28312에 기술된 바와 같이 표준 단일 채널 기록 장치를 사용하

여  전기  측정이 이루어질 수  있다.   대안적으로,  예를  들어 국제 출원 WO-2009/077734  및  국제  출원 WO-

2011/067559에 기술된 바와 같이, 다중 채널 시스템을 사용하여 전기 측정이 이루어질 수 있다.

바람직한 실시양태에서, 방법은 하기를 포함한다:[0147]

(a) 표적 폴리뉴클레오티드를 막횡단 포어 및 Hel308 헬리카제와 접촉시켜, 헬리카제가 포어를 통한 표적 폴리[0148]

뉴클레오티드의 이동을 제어하고 표적 뉴클레오티드 내의 뉴클레오티드들이 포어와 상호작용하게 하는 단계; 및

(b) 하나 이상의 상호작용 동안 포어를 통과하는 전류를 측정하여 표적 폴리뉴클레오티드의 하나 이상의 특성을[0149]

측정하고, 이에 의해 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 단계.

포어가 막 내로 삽입되어 있는 막/포어 시스템을 연구하는데 적절한 임의의 장치를 사용하여 방법이 수행될 수[0150]

있다.  막횡단 포어 센싱에 적절한 임의의 장치를 사용하여 방법이 수행될 수 있다.  예를 들어, 장치는 수성

용액 및 챔버를 2개의 섹션으로 나누는 장벽을 포함하는 챔버를 포함한다.  장벽에는 포어를 함유하는 막이 형

성되는 개구부가 있다.  

국제 출원 번호 PCT/GB08/000562 (WO 2008/102120)에 기술된 장치를 사용하여 방법이 수행될 수 있다.[0151]

방법은 뉴클레오티드(들)과의 하나 이상의 상호작용 동안 포어를 통과하는 전류를 측정하는 것을 수반할 수 있[0152]

다.  따라서, 전위를 인가할 수 있고 막 및 포어를 가로지르는 전기 신호를 측정할 수 있는 전기 회로를 장치가

또한 포함할 수 있다.  패치 클램프 또는 전압 클램프를 사용하여 방법이 수행될 수 있다.  바람직하게는, 방법

은 전압 클램프의 사용을 수반한다.

본 발명의 방법은 뉴클레오티드와의 하나 이상의 상호작용 동안 포어를 통과하는 전류를 측정하는 것을 수반할[0153]

수 있다.  막횡단 단백질 포어를 통한 이온 전류를 측정하는데 적절한 조건이 업계에 공지되어 있고, 실시예에

서 개시된다.  전형적으로, 막 및 포어를 가로질러 인가되는 전압으로 방법이 수행된다.  사용 전압은 전형적으

로 +2 V 내지 -2 V, 전형적으로 -400 mV 내지 +400 mV이다.  바람직하게는 사용 전압은 하한이 -400 mV, -300

mV, -200 mV, -150 mV, -100 mV, -50 mV, -20mV 및 0 mV로부터 선택되고 상한이 독립적으로 +10 mV, + 20 mV,

+50 mV, +100 mV, +150 mV, +200 mV, +300 mV 및 +400 mV로부터 선택되는 범위 내이다.  더욱 바람직하게는 사

용 전압은 100 mV 내지 240 mV 범위이고, 가장 바람직하게는 120 mV 내지 220 mV의 범위이다.  증가된 인가 전

위를 사용함으로써 포어에 의한 상이한 뉴클레오티드들 간의 구별을 증가시킬 수 있다.

전형적으로, 임의의 전하 운반체, 예컨대 금속 염, 예를 들어 알칼리 금속 염, 할라이드 염, 예를 들어 클로라[0154]

이드 염, 예컨대 알칼리 금속 클로라이드 염의 존재 하에 방법이 수행된다.  전하 운반체는 이온성 액체 또는

유기 염, 예를 들어 테트라메틸 암모늄 클로라이드, 트리메틸페닐 암모늄 클로라이드, 페닐트리메틸 암모늄 클

로라이드, 또는 1-에틸-3-메틸 이미다졸륨 클로라이드를 포함할 수 있다.  상기 논의된 예시적인 장치에서, 염

은 챔버 내의 수성 용액 내에 존재한다.  염화칼륨 (KCl), 염화나트륨 (NaCl) 또는 염화세슘 (CsCl)이 전형적으

로 사용된다.  KCl이 바람직하다.  염 농도는 포화일 수 있다.  염 농도는 3M 이하일 수 있고, 전형적으로는

0.1 내지 2.5 M, 0.3 내지 1.9 M, 0.5 내지 1.8 M, 0.7 내지 1.7 M, 0.9 내지 1.6 M 또는 1 M 내지 1.4 M이다.

염 농도는 바람직하게는 150 mM 내지 1 M이다.  상기 논의된 바와 같이, Hel308 헬리카제는 놀랍게도 높은 염

농도에서 작동한다.  바람직하게는, 적어도 0.3 M, 예컨대 적어도 0.4 M, 적어도 0.5 M, 적어도 0.6 M, 적어도

0.8 M, 적어도 1.0 M, 적어도 1.5 M, 적어도 2.0 M, 적어도 2.5 M 또는 적어도 3.0 M의 염 농도를 사용하여 방

법이 수행된다.  높은 염 농도는 높은 신호 대 노이즈 비를 제공하고, 정상적인 전류 변동의 배경값에 대비하여

뉴클레오티드의 존재를 지시하는 전류가 확인되게 한다.  

전형적으로, 완충제의 존재 하에 방법이 수행된다.  상기 논의된 예시적인 장치에서, 완충제는 챔버 내의 수성[0155]

용액 내에 존재한다.  임의의 완충제가 본 발명의 방법에서 사용될 수 있다.  전형적으로, 완충제는 HEPES이다.
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또 다른 적절한 완충제는 트리스-HCl 완충제이다.  전형적으로, 4.0 내지 12.0, 4.5 내지 10.0, 5.0 내지 9.0,

5.5 내지 8.8, 6.0 내지 8.7 또는 7.0 내지 8.8 또는 7.5 내지 8.5의 pH에서 방법이 수행된다.  사용된 pH는

바람직하게는 약 7.5이다.

0℃ 내지 100℃, 15℃ 내지 95℃, 16℃ 내지 90℃, 17℃ 내지 85℃, 18℃ 내지 80℃, 19℃ 내지 70℃, 또는 20[0156]

℃ 내지 60℃에서 방법이 수행될 수 있다.  전형적으로는 실온에서 방법이 수행된다.  임의로는, 효소 기능을

지지하는 온도, 예컨대 약 37℃에서 방법이 수행된다. 

전형적으로, 유리 뉴클레오티드 또는 유리 뉴클레오티드 유사체 및 헬리카제의 작용을 용이하게 하는 효소 보조[0157]

인자의 존재 하에 방법이 수행된다.  유리 뉴클레오티드는 하나 이상의 임의의 상기 논의된 개별적인 뉴클레오

티드일 수 있다.  유리 뉴클레오티드는 아데노신 모노포스페이트 (AMP), 아데노신 디포스페이트 (ADP), 아데노

신 트리포스페이트 (ATP), 구아노신 모노포스페이트 (GMP), 구아노신 디포스페이트 (GDP), 구아노신 트리포스페

이트 (GTP), 티미딘 모노포스페이트 (TMP), 티미딘 디포스페이트 (TDP), 티미딘 트리포스페이트 (TTP), 우리딘

모노포스페이트  (UMP),  우리딘  디포스페이트  (UDP),  우리딘  트리포스페이트  (UTP),  시티딘  모노포스페이트

(CMP), 시티딘 디포스페이트 (CDP), 시티딘 트리포스페이트 (CTP), 시클릭 아데노신 모노포스페이트 (cAMP), 시

클릭 구아노신 모노포스페이트 (cGMP),  데옥시아데노신 모노포스페이트 (dAMP),  데옥시아데노신 디포스페이트

(dADP), 데옥시아데노신 트리포스페이트 (dATP), 데옥시구아노신 모노포스페이트 (dGMP), 데옥시구아노신 디포

스페이트 (dGDP), 데옥시구아노신 트리포스페이트 (dGTP), 데옥시티미딘 모노포스페이트 (dTMP), 데옥시티미딘

디포스페이트 (dTDP), 데옥시티미딘 트리포스페이트 (dTTP), 데옥시우리딘 모노포스페이트 (dUMP), 데옥시우리

딘 디포스페이트 (dUDP), 데옥시우리딘 트리포스페이트 (dUTP), 데옥시시티딘 모노포스페이트 (dCMP), 데옥시시

티딘 디포스페이트 (dCDP) 및 데옥시시티딘 트리포스페이트 (dCTP)를 포함하지만, 이에 한정되지는 않는다.  유

리 뉴클레오티드는 바람직하게는 AMP, TMP, GMP, CMP, UMP, dAMP, dTMP, dGMP 또는 dCMP로부터 선택된다.  유

리 뉴클레오티드는 바람직하게는 아데노신 트리포스페이트 (ATP)이다.  효소 보조인자는 헬리카제가 기능하게

하는 인자이다.  효소 보조인자는 바람직하게는 2가 금속 양이온이다.  2가 금속 양이온은 바람직하게는 Mg
2+
,

Mn
2+
, Ca

2+
 또는 Co

2+
이다.  효소 보조인자는 가장 바람직하게는 Mg

2+
이다.

표적 폴리뉴클레오티드는 임의의 순서로 Hel308 헬리카제 및 포어와 접촉될 수 있다.  표적 폴리뉴클레오티드가[0158]

Hel308 헬리카제 및 포어와 접촉될 때, 표적 폴리뉴클레오티드가 먼저 헬리카제와 복합체를 형성하는 것이 바람

직하다.  포어를 가로질러 전압이 인가되면, 표적 폴리뉴클레오티드/헬리카제 복합체가 포어와 복합체를 형성하

고, 포어를 통한 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어한다.  

상기 논의된 바와 같이, Hel308  헬리카제는 나노포어와 관련하여 2가지 방식으로 작동할 수 있다.  첫째로,[0159]

Hel308 헬리카제가 인가된 전압으로부터 초래되는 장과 함께 포어를 통해 표적 서열을 이동시키도록 Hel308 헬

리카제를 사용하여 방법이 바람직하게 수행된다.  이러한 방식에서, DNA의 3' 끝부분이 먼저 나노포어에 포획되

고, 최종적으로 표적 서열이 이중층의 트랜스 측면으로 전위될 때까지 장과 함께 표적 서열이 나노포어를 통과

하도록 효소가 DNA를 나노포어 내로 이동시킨다.  대안적으로, 효소가 인가된 전압으로부터 초래되는 장에 대항

하여 포어를 통해 표적 서열을 이동시키도록 방법이 바람직하게 수행된다.  이러한 방식에서, DNA의 5' 끝부분

이 먼저 나노포어에 포획되고, 최종적으로 이중층의 시스 측면으로 되돌려 사출될 때까지 표적 서열이 인가된

장에 대항하여 나노포어 밖으로 잡아당겨 지도록 효소가 DNA를 나노포어를 통해 이동시킨다.

가장 바람직하게는, 본 발명의 방법은 MspA로부터 유래된 포어 및 서열 8 또는 10에 제시된 서열 또는 그의 변[0160]

이체를 포함하는 헬리카제를 수반한다.  MspA 및 서열 8 및 10과 관련하여 상기 논의된 실시양태들 중 임의의

것이 조합되어 사용될 수 있다.

기타 방법[0161]

본 발명은 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 센서를 형성시키는 방법을 또한 제공한다.  이러한 방법은[0162]

포어와 Hel308 헬리카제 사이에 복합체를 형성시키는 단계를 포함한다.  포어와 헬리카제를 표적 폴리뉴클레오

티드의 존재 하에 접촉시키고, 그 후 포어를 가로질러 전위를 인가함으로써 복합체가 형성될 수 있다.  인가된

전위는 상기 기술된 바와 같이 화학 전위 또는 전압 전위일 수 있다.  대안적으로, 포어를 헬리카제에 공유적으

로 부착시킴으로써 복합체가 형성될 수 있다.  공유 부착을 위한 방법이 업계에 공지되어 있고, 예를 들어 국제

출원 번호 PCT/GB09/001679 (WO 2010/004265로 공개됨) 및 PCT/GB10/000133 (WO 2010/086603로 공개됨)에 개시

되어 있다.  복합체는 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 센서이다.  바람직하게는, 방법은 Msp로부터

유래된 포어와 Hel308 헬리카제 사이에 복합체를 형성시키는 단계를 포함한다.  본 발명의 방법과 관련하여 상
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기에서 논의된 실시양태 중 임의의 것이 이러한 방법에 동등하게 적용된다.

키트[0163]

본 발명은 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 키트를 또한 제공한다.  이러한 키트는 (a) 포어 및 (b)[0164]

Hel308 헬리카제를 포함한다.  본 발명의 방법과 관련하여 상기 논의된 실시양태 중 임의의 것이 이러한 키트에

동등하게 적용된다.

키트는 막의 성분, 예컨대 지질 이중층을 형성하는데 필요한 인지질을 추가로 포함할 수 있다.[0165]

본 발명의 키트는 상기 언급된 실시양태 중 임의의 것이 수행될 수 있게 하는 하나 이상의 다른 시약 또는 기기[0166]

를 추가적으로 포함할 수 있다.  이같은 시약 또는 기기에는 하기의 것 중 하나 이상이 포함된다: 적절한 완충

제(들) (수성 용액), 대상으로부터 샘플을 수득하는 수단 (예컨대 바늘을 포함하는 기기 또는 용기), 폴리뉴클

레오티드를 증폭 및/또는 발현시키는 수단, 상기 정의된 바와 같은 막, 또는 전압 또는 패치 클램프 장치.  유

체 샘플에 시약이 재현탁되도록, 시약이 건조 상태로 키트 내에 존재할 수 있다.  임의로, 키트는 본 발명의 방

법에서 키트가 사용될 수 있게 하는 설명서 또는 어떤 환자를 위해 방법이 사용될 수 있는지에 관한 상세사항을

또한 포함할 수 있다.  키트는 임의로 뉴클레오티드를 포함할 수 있다.

장치[0167]

본 발명은 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 장치를 또한 제공한다.  이러한 장치는 다수의 포어 및 다[0168]

수의 Hel308 헬리카제를 포함한다.  바람직하게는 장치는 본 발명의 방법을 수행하기 위한 설명서를 추가로 포

함한다.  장치는 폴리뉴클레오티드 분석을 위한 임의의 통상적인 장치, 예컨대 어레이 또는 칩일 수 있다.  본

발명의 방법과 관련하여 상기 논의된 실시양태 중 임의의 것이 본 발명의 장치에 동등하게 적용가능하다.

바람직하게는 장치는 본 발명의 방법을 수행하도록 설정된다.[0169]

바람직하게는 장치는[0170]

막 및 다수의 포어를 지지할 수 있고, 포어 및 헬리카제를 사용하여 폴리뉴클레오티드 특성화를 수행하도록 작[0171]

동할 수 있는 센서 기구;

특성화를 수행하기 위해 물질을 보유하기 위한 하나 이상의 저장소;[0172]

물질을 하나 이상의 저장소로부터 센서 기구로 제어가능하게 공급하도록 구성된 유체공학 시스템; 및 [0173]

각각의 샘플을 수용하기 위한 다수의 용기[0174]

를 포함하며, 유체공학 시스템은 샘플을 용기로부터 센서 기구로 선택적으로 공급하도록 구성된 것인, 분석 장[0175]

치를 포함한다.  장치는 국제 출원 번호 번호 PCT/GB08/004127 (WO 2009/077734로 공개됨), PCT/GB10/000789

(WO  2010/122293로  공개됨),  국제  출원  번호 PCT/GB10/002206  (아직  공개되지 않음)  또는  국제 출원 번호

PCT/US99/25679 (WO 00/28312로 공개됨)에 기술된 것들 중 임의의 것일 수 있다.

내부 결합 분자 모터[0176]

나노포어를 통한 중합체, 특히 폴리뉴클레오티드의 전위를 제어하기 위한 수단으로서 분자 모터가 통상적으로[0177]

사용된다.  놀랍게도, 본 발명자들은 분자 모터가 나노포어를 통한 폴리뉴클레오티드의 전위를 제어함에 따라

내부 뉴클레오티드, 즉 5' 또는 3' 말단 뉴클레오티드 이외의 위치에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할 수

있는 분자 모터가 폴리뉴클레오티드의 증가된 판독 길이를 제공할 수 있다는 것을 발견하였다.  분자 모터의 제

어 하에 나노포어를 통해 전체 폴리뉴클레오티드를 전위시키는 능력은 폴리뉴클레오티드의 특성, 예컨대 이의

서열이 공지된 방법에 비해 개선된 정확도 및 속도로 추정되게 한다.  이는 가닥 길이가 증가되고 분자 모터가

개선된 프로세스성과 함께 요구됨에 따라 더욱 중요해진다.  본 발명에서 사용되는 분자 모터는 뉴클레오티드

500개 이상, 예를 들어 뉴클레오티드 1000개, 5000개, 10000개 또는 20000개 또는 이를 초과하는 개수의 표적

폴리뉴클레오티드의 전위를 제어하는데 특히 효과적이다.

따라서 본 발명은 [0178]

(a) 표적 폴리뉴클레오티드를 막횡단 포어, 및 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할 수 있[0179]

는 분자 모터와 접촉시켜, 분자 모터가 포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어하고 표적 뉴클레오티

드 내의 뉴클레오티드들이 포어와 상호작용하게 하는 단계; 및

공개특허 10-2014-0090633

- 37 -



(b) 하나 이상의 상호작용 동안 표적 폴리뉴클레오티드의 하나 이상의 특성을 측정하고, 이에 의해 표적 폴리뉴[0180]

클레오티드를 특성화하는 단계

를 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하는 방법을 제공한다.[0181]

본 발명의 Hel308 방법과 관련하여 상기 논의된 실시양태 중 임의의 것이 본 발명의 이러한 방법에 동등하게 적[0182]

용된다.

폴리뉴클레오티드, 특히 뉴클레오티드 500개 이상의 폴리뉴클레오티드를 서열분석하는 것에서 발생하는 문제는[0183]

폴리뉴클레오티드의 전위를 제어하는 분자 모터가 폴리뉴클레오티드로부터 탈착될 수 있다는 것이다.  이는 폴

리뉴클레오티드가 인가된 장의 방향으로 포어를 통해 신속하게, 그리고 제어되지 않은 방식으로 잡아당겨 지도

록 한다.  본 발명에서 사용되는 분자 모터의 여러 사례는 폴리뉴클레오티드에 비교적 짧은 간격으로 결합하고,

따라서 추가적인 분자 모터가 포어와 결착되기 전에 포어를 통해 잡아당겨 질 수 있는 폴리뉴클레오티드의 길이

가 비교적 짧다.

내부 뉴클레오티드는 표적 폴리뉴클레오티드 내의 말단 뉴클레오티드가 아닌 뉴클레오티드이다.  예를 들어, 이[0184]

는 3' 말단 뉴클레오티드 또는 5' 말단 뉴클레오티드가 아니다.  원형 폴리뉴클레오티드 내의 모든 뉴클레오티

드는 내부 뉴클레오티드이다.

일반적으로,  내부  뉴클레오티드에서  결합할  수  있는  분자  모터는  말단  뉴클레오티드에서  또한  결합할  수[0185]

있지만, 일부 분자 모터는 내부 뉴클레오티드에서 결합하는 경향이 다른 것보다 클 것이다.  본 발명에서 사용

하기에 적절한 분자 모터에 대해, 전형적으로 폴리뉴클레오티드에 대한 그의 결합의 적어도 10％가 내부 뉴클레

오티드에서의 결합일 것이다.  전형적으로, 그의 결합의 적어도 20％, 적어도 30％, 적어도 40％ 또는 적어도

50％가 내부 뉴클레오티드에서의 결합일 것이다.  말단 뉴클레오티드에서의 결합은 말단 뉴클레오티드 및 인접

한 내부 뉴클레오티드 양쪽에 동시에 결합하는 것을 수반할 수 있다.  본 발명의 목적을 위해, 이는 내부 뉴클

레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합하는 것이 아니다.  달리 말하면, 본 발명에서 사용되는 분자 모

터는 하나 이상의 인접한 내부 뉴클레오티드와 조합하여 말단 뉴클레오티드에 결합할 수 있는 것만은 아니다.

분자 모터는 동시에 말단 뉴클레오티드에 결합하지 않으면서 내부 뉴클레오티드에 결합할 수 있어야 한다.

내부 뉴클레오티드에서 결합할 수 있는 분자 모터는 1개를 초과하는 내부 뉴클레오티드에 결합할 수 있다.  전[0186]

형적으로, 분자 모터는 적어도 2개의 내부 뉴클레오티드, 예를 들어 적어도 3개, 적어도 4개, 적어도 5개, 적어

도 10개 또는 적어도 15개의 내부 뉴클레오티드에 결합한다.  전형적으로, 분자 모터는 적어도 2개의 인접한 내

부 뉴클레오티드, 예를 들어 적어도 3개, 적어도 4개, 적어도 5개, 적어도 10개 또는 적어도 15개의 인접한 내

부 뉴클레오티드에 결합한다.  적어도 2개의 내부 뉴클레오티드는 인접할 수 있거나 또는 인접하지 않을 수 있

다.

내부 뉴클레오티드에서의 폴리뉴클레오티드에 결합하는 분자 모터의 능력을 비교 검정법을 수행함으로써 결정할[0187]

수 있다.  대조군 폴리뉴클레오티드 A에 결합하는 모터의 능력을, 동일하지만 말단 뉴클레오티드에 차단기가 부

착되어 있는 폴리뉴클레오티드 (폴리뉴클레오티드 B)에 결합하는 능력과 비교한다.  차단기는 가닥 B의 말단 뉴

클레오티드에서의 임의의 결합을 방지하고, 따라서 분자 모터의 내부 결합만 허용한다.  이러한 유형의 검정법

의 예가 실시예 4에서 개시된다.

적절한 분자 모터가 업계에 주지되어 있고, 전형적으로 단일 및 이중 가닥 트랜스로카제(translocase), 예컨대[0188]

폴리머라제, 헬리카제, 토포이소머라제(topoisomerase), 리가제 및 뉴클레아제(nuclease), 예컨대 엑소뉴클레아

제(exonuclease)를  포함하지만,  이에 한정되지는 않는다.   바람직하게는,  분자 모터는 헬리카제,  예를 들어

Hel308  헬리카제이다.  내부 뉴클레오티드에서 결합할 수 있는 Hel308  헬리카제의 예는 Hel308  Tga,  Hel308

Mhu 및 Hel308 Csy를 포함하지만, 이에 한정되지는 않는다.  따라서, 분자 모터는 바람직하게는 (a) Hel308 Tga

의 서열 (즉 서열 33) 또는 그의 변이체 또는 (b) Hel308 Csy의 서열 (즉 서열 22) 또는 그의 변이체 또는 (c)

Hel308 Mhu의 서열 (즉 서열 52) 또는 그의 변이체를 포함한다.  변이체는 전형적으로 전체 서열에 걸쳐 아미노

산 동일성을 기초로 서열 33, 22 또는 52에 대해 적어도 40％ 상동성이고, 헬리카제 활성을 보유한다.  추가적

인 가능한 변이체가 하기에서 논의된다.

본 발명에서 사용되는 분자 모터는 상기에서 논의된 방법 중 임의의 것에 의해 제조될 수 있고, 상기 논의된 바[0189]

와 같이 변형 또는 표지될 수 있다.  이러한 분자 모터는 본원에 기술된 방법에서 또는 본원에 기술된 장치의

일부분으로서 사용될 수 있다.  본 발명은 포어와, 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할

수 있는 분자 모터 사이에 복합체를 형성시키고, 이에 의해 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 센서를
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형성시키는 것을 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 센서를 형성시키는 방법을 추가로 제공한

다.  본 발명은 포어를 통한 표적 폴리뉴클레오티드의 이동을 제어하기 위한, 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴

리뉴클레오티드에 결합할 수 있는 분자 모터의 용도를 또한 제공한다.  본 발명은 (a) 포어 및 (b) 내부 뉴클레

오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드에 결합할 수 있는 분자 모터를 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화

하기 위한 키트를 또한 제공한다.  본 발명은 다수의 포어, 및 내부 뉴클레오티드에서의 표적 폴리뉴클레오티드

에 결합할 수 있는 다수의 분자 모터를 포함하는, 샘플 내의 표적 폴리뉴클레오티드를 특성화하기 위한 분석 장

치를 또한 제공한다.

하기의 실시예들은 본 발명을 예시한다.[0190]

실시예 1[0191]

본 실시예는 나노포어를 통한 무손상 DNA 가닥의 이동을 제어하기 위한 Hel308 헬리카제 (Hel308 MBu)의 사용을[0192]

예시한다.  본 실시예 전반에 걸쳐 사용된 일반적인 방법 및 기질이 도 1에서 제시되고, 도면 설명에서 기술된

다.

물질 및 방법[0193]

PhiX174의 ~400 bp 단편을 증폭시키도록 프라이머를 디자인하였다.  이러한 프라이머들의 5'-끝부분 각각은 동[0194]

종중합체성 신장물 또는 뉴클레오티드 10개의 동종중합체성 섹션의 반복 단위인 뉴클레오티드 50개의 비-상보성

영역을 포함하였다.  이들은 나노포어를 통한 가닥의 제어된 전위에 대한 식별자로서, 뿐만 아니라 전위의 방향

성을 결정하는 역할을 한다.  또한, 정방향 프라이머의 5'-끝부분이 "캡핑(capping)"되어 4개의 2'-O-메틸-우라

실 (mU) 뉴클레오티드를 포함하고, 역방향 프라이머의 5'-끝부분이 화학적으로 인산화되었다.  이러한 프라이머

변형은 람다 엑소뉴클레아제를 사용하여 안티센스 가닥만 우세하게 제어적으로 소화되게 한다.   mU 캡핑은 센

스 가닥을 뉴클레아제 소화로부터 보호하는 한편, 안티센스 가닥의 5'의 PO4는 이를 촉진한다.  따라서, 람다

엑소뉴클레아제와의 인큐베이션 후, 듀플렉스의 센스 가닥만 이제는 단일 가닥 DNA (ssDNA)로서 무손상으로 유

지된다.  그 후, 생성된 ssDNA를 기존에 기술된 바와 같이 PAGE 정제하였다.

본원에서 기술된 모든 실험에서 사용된 DNA 기질 디자인이 도 6에서 제시된다.  이러한 DNA 기질은 나노포어에[0195]

의한 포획을 보조하기 위한 50T 5'-리더가 있는, PhiX로부터의 ssDNA의 염기 400개의 섹션 (서열 59)로 이루어

진다.  이중층의 표면 상에서 DNA를 강화시키고 따라서 포획 효율을 개선시키기 위해 3' 콜레스테롤 태그를 함

유하는 프라이머 (서열 60)가 50T 리더 바로 뒤에서 이러한 가닥에 어닐링된다. 

완충 용액: 400 mM-2 M KCl, 10 mM Hepes pH 8.0, 1 mM ATP, 1 mM MgCl2, 1 mM DTT[0196]

나노포어: 이.콜라이(E.coli) MS(B2)8 MspA ONLP3271 MS-(L88N/D90N/D91N/D93N/ D118R/D134R/E139K)8 [0197]

효소: Hel308 Mbu (ONLP3302, ~7.7 μM) 12.5 ㎕ -> 100 nM 최종.[0198]

1,2-디피타노일-글리세로-3-포스포콜린 지질 (아반티 폴라 리피즈(Avanti Polar Lipids)) 이중층 내에 삽입된[0199]

단일 MspA 나노포어로부터 전기 측정을 취득하였다.  몬탈-뮐러 기술을 통해 (주문 제작된 델린(Delrin) 챔버에

서) 20 ㎛ 두께의 PTFE 필름에서 ~100 ㎛ 직경의 개구부에 걸쳐 이중층이 형성되어, 2개의 1 ㎖ 완충 용액이 분

리되었다.  모든 실험은 언급된 완충 용액에서 수행되었다.  1440A 디지타이저(digitizer)가 장착된 악소패치

(Axopatch) 200B 증폭기 (몰레큘러 디바이시스(Molecular Devices))에서 단일-채널 전류를 측정하였다.  시스

구획 (나노포어 및 효소/DNA가 첨가됨)이 악소패치 헤드스테이지(headstage)의 바닥에 연결되고, 트랜스 구획이

헤드스테이지의 활성 전극에 연결되도록, Ag/AgCl 전극을 완충 용액에 연결하였다.  이중층에서 단일 포어가 달

성된 후, DNA 폴리뉴클레오티드 및 헬리카제를 100 ㎕의 완충제에 첨가하고, 5분 동안 예비-인큐베이션하였다

(DNA = 1.5 nM, 효소 = 1 μM).  이러한 예비-인큐베이션 믹스를 전기생리학 챔버의 시스 구획 내의 900 ㎕의

완충제에 첨가하여, MspA 나노포어에서의 헬리카제-DNA 복합체의 포획을 개시시켰다 (DNA = 0.15 nM, 효소 =

0.1 μM의 최종 농도를 제공함).  필요하다면, 2가 금속 (1 mM MgCl2) 및 NTP (1 mM ATP)를 시스 구획에 첨가하

여 헬리카제 ATPase 활성을 개시시켰다.  +180 mV의 일정한 전위에서 실험을 수행하였다.  

결과 및 토의[0200]

도 1에 제시된 바와 같이 헬리카제-DNA 기질을 MspA 나노포어에 첨가하는 것은 도 2에 제시된 바와 같은 특징적[0201]

인 전류 차단을 일으킨다.  헬리카제가 결합되지 않은 DNA는 나노포어와 일시적으로 상호작용하여 전류의 단기

차단을 일으킨다 (<< 1 초).  헬리카제가 결합되고 활성인 (즉, ATPase 작용 하에 DNA 가닥을 따라 이동하는)
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DNA는 도 2에 제시된 바와 같이 전류가 단계적으로 변화되면서 긴 특징적인 차단 수준을 일으킨다.  나노포어

내의 상이한 DNA 모티프들은 독특한 전류 차단 수준을 일으킨다.

소정의 기질에 대해, 본 발명자들은 DNA 서열을 반영하는 전류 변이의 특징적인 패턴을 관찰하였다 (도 3에서의[0202]

예).

도 1에서 제시된 실행에서, 가닥을 따라 있는 무작위 위치에서 DNA가 헬리카제로 포획됨에 따라 무작위 출발점[0203]

으로부터 DNA 가닥이 서열분석된다.  그러나, 효소가 해리되지 않는 한, 가닥들은 모두 50T 리더에서 동일한 방

식으로 끝날 것이다 (도 1).  도 2가 나타내는 바와 같이, 본 발명자들은 대부분의 가닥에 대해 동일한 특징적

인 종결을 관찰하였고, 이때 긴 체류 시간 폴리T 수준으로 전류 변이가 종결된다 (도 3). 

염 허용성[0204]

이러한 유형의 나노포어 가닥 서열분석 실험은 이온성 염을 필요로 한다.  이온성 염은 전압 오프셋을 인가하여[0205]

DNA를 포획하고 전위시키기 위한 전도성 용액을 생성시키는데, 그리고 DNA가 나노포어를 통과할 때 생성된 서열

의존적 전류 변화를 측정하는데 필요하다.  측정 신호가 이온 농도에 의존적이기 때문에, 취득된 신호의 규모를

증가시키기 위해 높은 농도의 이온성 염을 사용하는 것이 유리하다.  나노포어 서열분석을 위해, 100 mM KCl을

초과하는 염 농도가 이상적이고, 1 M KCl 이상의 염 농도가 바람직하다.

그러나, 다수의 효소 (일부 헬리카제 및 DNA 모터 단백질 포함)는 높은 염 조건을 견디지 않는다.  높은 염 조[0206]

건 하에, 효소가 언폴딩(unfolding)되거나 또는 구조적 완전성을 상실하거나, 또는 적절하게 기능하지 못한다.

공지 및 연구된 헬리카제들에 대한 현재의 문헌들은 거의 대부분의 헬리카제가 약 100 mM KCl/NaCl 초과의 염

농도에서 기능하지 못한다는 것을 나타내고, 400 mM KCl 이상의 조건에서 정확한 활성을 나타내는 헬리카제가

보고되지 않았다.  내염성 종으로부터의 유사한 효소들의 잠재적으로 호염성인 변이체가 존재하지만, 표준 발현

시스템 (예를 들어, 이. 콜라이)에서의 발현 및 정제가 매우 어렵다. 

놀랍게도, 본 발명자들은 Mbu로부터의 Hel308이 매우 높은 KCl 수준까지 염 내성을 나타낸다는 것을 이러한 실[0207]

시예에서 나타낸다.  본 발명자들은 형광 실험에서 또는 나노포어 실험에서 이러한 효소가 400 mM KCl 내지 2 M

KCl의 염 농도에서 기능성을 유지한다는 것을 발견하였다 (도 4).  도 4는 도 1에 기술된 것과 동일한 시스템을

사용하여 수행된 400 mM KCl, 1 M KCl, 및 2 M KCl 염 조건에서의 Hel308 Mbu DNA 사례를 나타낸다.  본 발명

자들은 이러한 염 농도 범위에 걸쳐 유사한 이동을 관찰하였다.  염 농도가 증가됨에 따라, 본 발명자들은 고정

된 전압에서 나노포어 (I-개방)를 통한 전류의 증가를 관찰하였다.  이는 용액의 전도성의 증가 및 인가된 장

하에서 나노포어를 통해 유동하는 이온 개수의 증가를 반영한다.  또한, 본 발명자들은 DNA 사례의 전류 수준에

서의 구별의 최소 대 최대 범위의 증가도 관찰하였다 (도 4 확대도 및 하부 오른쪽 플롯 참조).  본 발명자들은

염 농도가 400 mM KCl에서 2M KCl로 증가됨에 따른 DNA 구별 범위에서의 ~200 ％ 증가를 관찰하였다 (하기 표

6).

표 6

[0208]

정방향 및 역방향 작동 방식[0209]

대부분의  헬리카제는  단방향  방식으로  단일-가닥  폴리뉴클레오티드  기질을  따라  이동하여,  턴오버된  각각의[0210]

NTPase에 대해 특정 개수의 염기를 이동시킨다.  도 1은 꿰인 DNA를 나노포어 밖으로 잡아당기기 위해 이러한

이동을 사용하는 것을 도해하지만, 헬리카제 이동은 DNA를 제어된 방식으로 나노포어를 통해 공급하는 다른 방

식으로 활용될 수 있다.  도 5는 기본적인 '정방향' 및 '역방향' 작동 방식을 도해한다.  정방향 양식에서, 인

가된 장의 힘 하에 이동하는 것과 동일한 방향으로 헬리카제에 의해 DNA가 포어 내로 공급된다.  3'-5' 헬리카

제인 Hel308 Mbu에 대해, 이는 헬리카제가 나노포어의 상부와 접촉할 때까지 나노포어 내의 DNA의 3' 끝부분을
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포획하는 것을 필요로 하고, 그 후 인가된 전위로부터의 장과 함께 헬리카제의 제어 하에 DNA가 나노포어 내로

공급되어, 최종적으로 이중층의 트랜스 측 상에서 빠져나간다.  역방향 방식은 DNA의 5' 끝부분을 포획하는 것

을 필요로 하고, 그 후 인가된 전위로부터의 장에 대항하여 꿰인 DNA를 나노포어 밖으로 되돌려 잡아당기도록

헬리카제가 진행되어, 최종적으로 이를 이중층의 시스 측으로 사출시킨다.  도 5는 Hel308 Mbu를 사용하는 이러

한 2가지 작동 방식, 및 전형적인 예시적인 DNA 사례를 나타낸다. 

실시예 2[0211]

본 실시예는 효소 활성을 테스트하기 위한 형광 검정법을 사용하여 Hel308 헬리카제 (Hel308 MBu)의 염 허용성[0212]

을 예시한다.

맞춤 형광 기질을 사용하여, 혼성화된 dsDNA를 전치시키는 헬리카제의 능력을 검정하였다 (도 6a).  도 6a의[0213]

1)에 제시된 바와 같이, 형광 기질 가닥 (100 nM 최종)에 3' ssDNA 오버행, 및 혼성화된 dsDNA의 염기 40개의

섹션이 있다.  상부의 주 가닥은 5' 끝부분에 카르복시플루오레세인 염기가 있고, 혼성화된 상보물은 3' 끝부분

에 블랙-홀 켄처 (BHQ-1) 염기가 있다.  혼성화되었을 때, 플루오레세인으로부터의 형광이 국소적인 BHQ-1에 의

해 켄칭되고, 기질이 본질적으로 비-형광성이다.  1 μM의 포획 가닥 (형광 기질의 더 짧은 가닥에 상보성임)이

검정법에 포함된다.  2)에 제시된 바와 같이, ATP (1 mM) 및 MgCl2 (5 mM)의 존재 하에, 기질에 첨가된 헬리카

제 (100 nM)가 형광 기질의 3' 꼬리에 결합하고, 주 가닥을 따라 이동하고, 제시된 바와 같이 상보적인 가닥을

전치시킨다.  3)에 제시된 바와 같이, BHQ-1이 있는 상보적인 가닥이 완전히 전치되면, 주 가닥 상의 플루오레

세인이 형광을 발한다.  4)에 제시된 바와 같이, 과량의 포획 가닥이 상보적인 DNA에 우선적으로 어닐링하여,

초기 기질이 다시 어닐링되는 것 및 형광 상실을 방지한다.

기질 DNA: 5'FAM-서열 61 및 서열 62-BHQ1-3'. FAM = 카르복시플루오레세인 및 BHQ1 = 블랙 홀 켄처-1[0214]

포획 DNA: 서열 62.[0215]

도 6의 그래프는 400 mM 내지 2 M의 상이한 농도의 KCl을 함유하는 완충제 용액 (10 mM Hepes pH 8.0, 1 mM[0216]

ATP, 5 mM MgCl2, 100 nM 형광 기질 DNA, 1 μM 포획 DNA)에서의 활성의 초기 비율을 나타낸다.  2 M에서 헬리

카제가 작동한다.

실시예 3[0217]

본 실시예에서, 3가지 상이한 Hel308 헬리카제, 즉 Hel308 Mhu (서열 52), Hel308 Mok (서열 29) 및 Hel308[0218]

Mma (서열 45)가 사용되었다.  모든 실험은 이전에 실시예 1에서 기술된 바와 같이 동일한 실험 조건 하에 수행

되었다 (포어 = MspA B2, DNA = 400량체 서열 59 및 60, 완충제 = 400 mM KCl, 10 mM Hepes pH 8.0, 1 mM dtt,

1mM ATP, 0.1 mM MgCl2).  결과가 도 7에서 제시된다.

실시예 4[0219]

본 실시예는 형광 검정법을 사용하여 다수의 Hel308 헬리카제의 내부 결합 능력을 측정한다. [0220]

맞춤 형광 기질을 사용하여, 천연 3' 끝부분이 결여된 DNA에서 시작하고, 이어서 혼성화된 dsDNA를 전치시키게[0221]

하는 헬리카제의 능력을 검정하였다 (도 8).  도 8의 섹션 A에 제시된 바와 같이, 형광 기질 가닥 (50 nM 최

종)에 3' ssDNA 오버행, 및 혼성화된 dsDNA의 염기 40개의 섹션이 있다.  상부의 주 가닥이 3' 끝부분에서, 또

는 내부에서 오버행과 dsDNA 사이의 접합부에서 (음성 대조군으로서), 4개의 연속적인 "스페이서 9" 기로 변형

된다.  또한, 상부의 주 가닥은 5' 끝부분에 카르복시플루오레세인 염기가 있고, 혼성화된 상보물은 3' 끝부분

에 블랙-홀 켄처 (BHQ-1) 염기가 있다.  혼성화되었을 때, 플루오레세인으로부터의 형광이 국소적인 BHQ-1에 의

해 켄칭되고, 기질이 본질적으로 비-형광성이다.  포획 가닥 (1 μM) (형광 기질의 더 짧은 가닥에 상보성임)이

검정법에 포함된다.  섹션 B에 제시된 바와 같이, ATP (1 mM) 및 MgCl2 (1 mM)의 존재 하에, 3'-말단 "스페이서

9" 기를 함유하는 기질에 첨가된 Hel308 헬리카제 상동체 (20 nM)가 형광 기질의 ssDNA 오버행에 결합할 수 있

고, 주 가닥을 따라 이동할 수 있으며, 상보적 가닥을 전치시킬 수 있다.  BHQ-1이 있는 상보적인 가닥이 완전

히 전치되면 (섹션 C), 주 가닥 상의 플루오레세인이 형광을 발한다.  과량의 포획 가닥이 상보적인 DNA에 우선

적으로 어닐링하여, 초기 기질이 다시 어닐링되는 것 및 형광 상실을 방지한다 (섹션 D). 

기질 DNA: 5' FAM이 있는 서열 63; 5' FAM 및 3' 스페이서 ((스페이서 9)4)가 있는 서열 63; 스페이서 ((스페이[0222]

서 9)4)로 분리된 서열 64 (5' FAM가 있음) 및 65; 및 3' BHQ1이 있는 서열 62.
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포획 DNA: 서열 66. [0223]

다수의 상이한 Hel308 헬리카제 상동체를 이들의 중간-결합 능력에 대해 연구하였고, Hel308 Mbu, Hel308 Csy,[0224]

Hel308  Tga,  Hel308  Mma,  Hel308  Mhu,  Hel308  Min,  Hel308  Mig,  Hel308  Mmaz,  Hel308  Mac,  Hel308  Mok,

Hel308 Mth, Hel308 Mba 및 Hel308 Mzh가 이에 포함된다.  도 9의 그래프는 400 mM NaCl, 10 mM Hepes, pH

8.0, 1 mM ATP, 1 mM MgCl2, 50 nM 형광 기질 DNA, 1 μM 포획 DNA에서의 3'-미변형 DNA 및 3'-"스페이서 9"

DNA를 비교하는 Hel308-매개 dsDNA  턴오버의 상대적인 비율을 나타낸다.   Hel308  Csy,  Hel308  Tga,  Hel308

Mma, Hel308 Mhu 및 Hel308 Min을 포함하는 여러 Hel308 상동체들이 상대 속도가 Hel308-매개 dsDNA 턴오버의

20％를 초과하는 것으로 관찰되었다.

실시예 5[0225]

본 실시예는 2개의 Hel308 헬리카제인 Hel308 MBu 및 Hel 308 Tga의 사용, 및 나노포어를 통한 긴 무손상 DNA[0226]

가닥 (900량체)의 이동을 제어하는 이들의 능력을 비교한다.  본 실시예 전반에 걸쳐 사용된 일반적인 방법 및

기질이 도 10에서 제시되고, 상기 도면 설명에서 기술된다.

물질 및 방법[0227]

50-폴리T 5' 리더를 PhiX dsDNA의 염기 ~900개의 단편에 라이게이션시킴으로써 DNA가 생성되었다.  리더는 DNA[0228]

가 이중층에 테더링되게 하도록 Chol-태그가 있는 서열 69가 혼성화되는 상보적인 섹션을 또한 함유한다.  마지

막으로, PhiX dsDNA의 3' 끝부분을 AatII 소화 효소로 소화시켜, ACGT의 4 nt 3'-오버행이 산출되었다.

사용된 서열: 서열 67 - 5' 리더 및 테더를 포함하는 900량체 센스 가닥; 서열 68 - 안티-센스 마이너스 4 염기[0229]

-쌍 리더 5'; 및 여러 스페이서 및 3' 끝부분의 Chol-태그가 있는 서열 69.

완충 용액: 400 mM-2 NaCl, 10 mM 페로시안화칼륨, 10 mM 페리시안화칼륨, 100 mM Hepes, pH 8.0, 1 mM ATP, 1[0230]

mM MgCl2, 

나노포어: MS-(B1- G75S-G77S-L88N-Q126R)8 (ONT Ref B2C)[0231]

효소: Hel308 Mbu 1000 nM 또는 Hel308 Tga 400 nM 최종.[0232]

지질 이중층 내로 삽입된 단일 포어를 달성하도록 실시예 1에 기술된 바와 같이 전기 실험을 설정하였다.  이중[0233]

층 내의 단일 포어를 달성한 후, ATP (1 mM) 및 MgCl2 (1 mM)를 챔버에 첨가하였다.  +140 mV에서의 대조군 기

록을 2분 동안 실행하였다.  그 후, DNA 폴리뉴클레오티드 서열 67, 68 및 69 (DNA = 0.15 nM)를 첨가하고,

DNA 사례를 관찰하였다.  마지막으로, Hel308 헬리카제 (Mbu 1000 nM 또는 Tga, 400 nM)를 전기생리학 챔버의

시스 구획에 첨가하여, MspA 나노포어에서의 헬리카제-DNA 복합체의 포획을 개시시켰다.  +140 mV의 일정한 전

위에서 실험을 수행하였다.

결과 및 토의[0234]

도 10에 제시된 바와 같이 헬리카제-DNA 기질을 MspA 나노포어에 첨가하는 것은 헬리카제가 포어를 통한 DNA의[0235]

전위를 제어함에 따라 특징적인 전류 차단을 일으킨다.  도 11은 Hel308 헬리카제 상동체 Mbu가 MspA 포어를 통

한 DNA 가닥의 전위를 제어함에 따라 어떻게 900량체의 위치가 변하였는지를 가리키는 예시적인 사례 트레이스

를 나타낸다.  이러한 헬리카제는 DNA 전위를 매개하는 것으로 확인되었지만, 헬리카제가 DNA로부터 분리되었을

때, 외부에서 인가된 전위가 발휘하는 힘으로 인해 가닥이 포어를 통해 되돌아 이동하는 것으로 관찰되었다.

Hel308 헬리카제 상동체 Mbu의 경우, 헬리카제가 탈착될 때마다 900량체 가닥에서 다수의 위치 (약 100-200개의

염기)가 다시 슬립되었다.  이러한 급속한 위치 변화가 도 11에서 점선 원으로 지시된다.  Hel308 헬리카제 상

동체 Mbu가 분자 모터로 사용된 이러한 실험에 대해, 검출된 모든 사례의 32％가 900량체 가닥 서열의 전체 길

이를 판독한 것으로 확인되었다.  도 12는 Hel308 헬리카제 상동체 Tga가 MspA 포어를 통한 DNA 가닥의 전위를

제어함에 따라 어떻게 900량체의 위치가 변하였는지를 가리키는 유사한 예시적인 사례 트레이스를 나타낸다.

이러한 효소는 Mbu 상동체보다 더 큰 내부 결합 경향을 나타냈는데, Tga 헬리카제가 탈착될 때 (도 12에서 흑색

에서 회색으로의 변화로 지시됨), DNA 가닥이 비교적 작은 거리 (<50개의 염기)만큼 포어를 통해 되돌아 이동하

였기 때문이다.  Hel308 헬리카제 상동체 Tga가 분자 모터로 사용된 이러한 실험에 대해, 검출된 모든 사례의

74％가 900량체 가닥 서열의 전체 길이를 판독한 것으로 확인되었다.  이는 Tga 헬리카제 상동체가 이의 증가된

내부 결합 경향으로 인해 Mbu 헬리카제 상동체와 비교하여 단일-가닥 DNA의 증가된 판독 길이를 제공할 수 있다

는 것을 의미한다.
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실시예 6 [0236]

본 실시예는 Hel308 헬리카제 상동체 Tga를 사용함으로써 5 kb DNA 가닥의 전위를 제어하는 것이 가능하다는 것[0237]

을 예시한다.

실시예 5에 기술된 것과 유사한 실험 절차를 따랐다.  Hel308  Tga를 사용함으로써 MS-(B1-  G75S-G77S-L88N-[0238]

Q126R)8을 통한 전체 5 kb DNA 가닥의 제어된 전위를 검출하는 것이 가능하였음이 관찰되었다.  Hel308 Mbu를

사용한 동일한 실험에서는, 전체 5 kB 가닥의 전위를 검출하는 것이 가능하지 않았다.

실시예 7[0239]

본 실시예는 형광 기반 검정법을 사용하여 Hel308 Mbu 헬리카제 (서열 10)와 Hel308 Mok (서열 29)의 효소 프로[0240]

세스성을 비교한다.

맞춤 형광 기질을 사용하여, 혼성화된 dsDNA를 전치시키는 헬리카제의 능력을 검정하였다 (도 3).  형광 기질[0241]

(50 nM 최종)에 3' ssDNA 오버행, 및 혼성화된 dsDNA의 염기쌍 80개 및 33개의 섹션이 있다 (도 13 섹션 A, 서

열 70).  하부의 주 "주형" 가닥이 이의 3' 오버행에 인접한 80 nt "차단제" 가닥 (서열 71), 및 33 nt 형광 프

로브 (이의 5' 및 3' 끝부분에서 각각 카르복시플루오레세인 (FAM) 및 블랙-홀 켄처 (BHQ-1) 염기로 표지됨)

(서열 72)에 혼성화된다.  혼성화되었을 때, FAM이 BHQ-1에서 멀고, 기질이 본질적으로 형광성이다.   도 13 섹

션 B에 제시된 바와 같이, ATP (1 mM) 및 MgCl2 (10 mM)의 존재 하에, 헬리카제 (20 nM)가 기질의 3' 오버행

(서열 70)에 결합하고, 하부 가닥을 따라 이동하고, 80 nt 차단제 가닥 (서열 71)을 전치시키기 시작한다.  프

로세스성이면, 헬리카제가 형광 프로브 (서열 72, 이의 5' 끝부분에서 카르복시플루오레세인 (FAM)으로, 이의

3' 끝부분에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-1)로 표지됨)도 전치시킨다 (도 13 섹션 C).  형광 프로브는 이의 5' 및 3'

끝부분이 자가-상보적인 방식으로 디자인되고, 따라서 전치되면 동역학적으로 안정적인 헤어핀을 형성하여, 프

로브가 주형 가닥에 다시 어닐링하는 것을 방지한다  (도 13 섹션 D).  헤어핀 생성물의 형성 시, FAM이 BHQ-

1에 인접하게 되고, 이의 형광성이 켄칭된다.  80량체 "차단제" (서열 71) 및 형광 (서열 72, 이의 5' 끝부분에

서 카르복시플루오레세인 (FAM)으로, 이의 3' 끝부분에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-1)로 표지됨) 가닥을 전치시킬 수

있는 프로세스성 효소는 따라서 경시적으로 형광 감소에 이를 것이다.  그러나, 효소의 프로세스성이 80 nt 미

만이면, 이는 형광 가닥 (서열 72, 이의 5' 끝부분에서 카르복시플루오레세인 (FAM)으로, 이의 3' 끝부분에서

블랙-홀 켄처 (BHQ-1)로 표지됨)을 전치시킬 수 없을 것이고, 따라서 "차단제" 가닥 (서열 71)이 하부의 주 가

닥 (서열 70)에 다시 어닐링할 것이다 (도 13 섹션 E). 

추가적인 맞춤 형광 기질이 대조군 목적으로 또한 사용되었다.  음성 대조군으로 사용된 기질은 도 13에 기술된[0242]

것과 동일하지만 3'오버행이 결여된다 (도 14 섹션 A, (서열 71, 72 (이의 5' 끝부분에서 카르복시플루오레세인

(FAM)으로, 이의 3' 끝부분에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-1)로 표지됨) 및 73)).  도 13에 기술된 것과 유사하지만 염

기쌍 80개의 섹션이 결여된 기질이 활성이지만 반드시 프로세스성이지는 않은 헬리카제에 대한 양성 대조군으로

서 사용되었다 (도 14 섹션 B, (서열 72 (이의 5' 끝부분에서 카르복시플루오레세인 (FAM)으로, 이의 3' 끝부분

에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-1)로 표지됨) 및 74)). 

도 15는 완충 용액 (400 mM NaCl, 10 mM Hepes pH 8.0, 1 mM ATP, 10 mM MgCl2, 50 nM 형광 기질 DNA (서열[0243]

70, 71 및 72 (이의 5' 끝부분에서 카르복시플루오레세인 (FAM)으로, 이의 3' 끝부분에서 블랙-홀 켄처 (BHQ-

1)로 표지됨)에서 도 13에 제시된 프로세스성 기질에 대해 Hel308 Mbu 헬리카제 (서열 10) 및 Hel 308 Mok 헬리

카제 (서열 29)를 테스트했을 때의 시간-의존적 형광 변화의 그래프를 나타낸다.  Hel308 Mok이 나타낸 형광 감

소는 Hel308 Mbu (서열 10)에 비교했을 때 이러한 복합체의 증가된 프로세스성을 나타낸다.  도 16은 모든 샘플

에 대한 형광 감소가 나타내는 바와 같이, 모든 헬리카제가 실제로 활성이었음을 입증하는 양성 대조군을 나타

낸다.
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<210>  1

<211>  558

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Mycobacterium smegmatis porin A mutant 

       (D90N/D91N/D93N/D118R/D134R/E139K)

<400>  1

atgggtctgg ataatgaact gagcctggtg gacggtcaag atcgtaccct gacggtgcaa       60

caatgggata cctttctgaa tggcgttttt ccgctggatc gtaatcgcct gacccgtgaa      120

tggtttcatt ccggtcgcgc aaaatatatc gtcgcaggcc cgggtgctga cgaattcgaa      180

ggcacgctgg aactgggtta tcagattggc tttccgtggt cactgggcgt tggtatcaac      240

ttctcgtaca ccacgccgaa tattctgatc aacaatggta acattaccgc accgccgttt      300

ggcctgaaca gcgtgattac gccgaacctg tttccgggtg ttagcatctc tgcccgtctg      360

ggcaatggtc cgggcattca agaagtggca acctttagtg tgcgcgtttc cggcgctaaa      420

ggcggtgtcg cggtgtctaa cgcccacggt accgttacgg gcgcggccgg cggtgtcctg      480

ctgcgtccgt tcgcgcgcct gattgcctct accggcgaca gcgttacgac ctatggcgaa      540

ccgtggaata tgaactaa                                                    558

<210>  2

<211>  184

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Mycobacterium smegmatis porin A mutant 

       (D90N/D91N/D93N/D118R/D134R/E139K)

<400>  2

Gly Leu Asp Asn Glu Leu Ser Leu Val Asp Gly Gln Asp Arg Thr Leu 

1               5                   10                  15      

Thr Val Gln Gln Trp Asp Thr Phe Leu Asn Gly Val Phe Pro Leu Asp 

            20                  25                  30          

Arg Asn Arg Leu Thr Arg Glu Trp Phe His Ser Gly Arg Ala Lys Tyr 

        35                  40                  45              

Ile Val Ala Gly Pro Gly Ala Asp Glu Phe Glu Gly Thr Leu Glu Leu 

    50                  55                  60                  
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Gly Tyr Gln Ile Gly Phe Pro Trp Ser Leu Gly Val Gly Ile Asn Phe 

65                  70                  75                  80  

Ser Tyr Thr Thr Pro Asn Ile Leu Ile Asn Asn Gly Asn Ile Thr Ala 

                85                  90                  95      

Pro Pro Phe Gly Leu Asn Ser Val Ile Thr Pro Asn Leu Phe Pro Gly 

            100                 105                 110         

Val Ser Ile Ser Ala Arg Leu Gly Asn Gly Pro Gly Ile Gln Glu Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Phe Ser Val Arg Val Ser Gly Ala Lys Gly Gly Val Ala Val 

    130                 135                 140                 

Ser Asn Ala His Gly Thr Val Thr Gly Ala Ala Gly Gly Val Leu Leu 

145                 150                 155                 160 

Arg Pro Phe Ala Arg Leu Ile Ala Ser Thr Gly Asp Ser Val Thr Thr 

                165                 170                 175     

Tyr Gly Glu Pro Trp Asn Met Asn 

            180                 

<210>  3

<211>  885

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  alpha-hemolysin mutant E111N/K147N

<400>  3

atggcagatt ctgatattaa tattaaaacc ggtactacag atattggaag caatactaca       60

gtaaaaacag gtgatttagt cacttatgat aaagaaaatg gcatgcacaa aaaagtattt      120

tatagtttta tcgatgataa aaatcacaat aaaaaactgc tagttattag aacaaaaggt      180

accattgctg gtcaatatag agtttatagc gaagaaggtg ctaacaaaag tggtttagcc      240

tggccttcag cctttaaggt acagttgcaa ctacctgata atgaagtagc tcaaatatct      300

gattactatc caagaaattc gattgataca aaaaactata tgagtacttt aacttatgga      360

ttcaacggta atgttactgg tgatgataca ggaaaaattg gcggccttat tggtgcaaat      420

gtttcgattg gtcatacact gaactatgtt caacctgatt tcaaaacaat tttagagagc      480

ccaactgata aaaaagtagg ctggaaagtg atatttaaca atatggtgaa tcaaaattgg      540
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ggaccatacg atcgagattc ttggaacccg gtatatggca atcaactttt catgaaaact      600

agaaatggtt ctatgaaagc agcagataac ttccttgatc ctaacaaagc aagttctcta      660

ttatcttcag ggttttcacc agacttcgct acagttatta ctatggatag aaaagcatcc      720

aaacaacaaa caaatataga tgtaatatac gaacgagttc gtgatgatta ccaattgcat      780

tggacttcaa caaattggaa aggtaccaat actaaagata aatggacaga tcgttcttca      840

gaaagatata aaatcgattg ggaaaaagaa gaaatgacaa attaa                      885

<210>  4

<211>  293

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  alpha-hemolysin mutant E111N/K147N

<400>  4

Ala Asp Ser Asp Ile Asn Ile Lys Thr Gly Thr Thr Asp Ile Gly Ser 

1               5                   10                  15      

Asn Thr Thr Val Lys Thr Gly Asp Leu Val Thr Tyr Asp Lys Glu Asn 

            20                  25                  30          

Gly Met His Lys Lys Val Phe Tyr Ser Phe Ile Asp Asp Lys Asn His 

        35                  40                  45              

Asn Lys Lys Leu Leu Val Ile Arg Thr Lys Gly Thr Ile Ala Gly Gln 

    50                  55                  60                  

Tyr Arg Val Tyr Ser Glu Glu Gly Ala Asn Lys Ser Gly Leu Ala Trp 

65                  70                  75                  80  

Pro Ser Ala Phe Lys Val Gln Leu Gln Leu Pro Asp Asn Glu Val Ala 

                85                  90                  95      

Gln Ile Ser Asp Tyr Tyr Pro Arg Asn Ser Ile Asp Thr Lys Asn Tyr 

            100                 105                 110         

Met Ser Thr Leu Thr Tyr Gly Phe Asn Gly Asn Val Thr Gly Asp Asp 

        115                 120                 125             

Thr Gly Lys Ile Gly Gly Leu Ile Gly Ala Asn Val Ser Ile Gly His 

    130                 135                 140                 

Thr Leu Asn Tyr Val Gln Pro Asp Phe Lys Thr Ile Leu Glu Ser Pro 

145                 150                 155                 160 
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Thr Asp Lys Lys Val Gly Trp Lys Val Ile Phe Asn Asn Met Val Asn 

                165                 170                 175     

Gln Asn Trp Gly Pro Tyr Asp Arg Asp Ser Trp Asn Pro Val Tyr Gly 

            180                 185                 190         

Asn Gln Leu Phe Met Lys Thr Arg Asn Gly Ser Met Lys Ala Ala Asp 

        195                 200                 205             

Asn Phe Leu Asp Pro Asn Lys Ala Ser Ser Leu Leu Ser Ser Gly Phe 

    210                 215                 220                 

Ser Pro Asp Phe Ala Thr Val Ile Thr Met Asp Arg Lys Ala Ser Lys 

225                 230                 235                 240 

Gln Gln Thr Asn Ile Asp Val Ile Tyr Glu Arg Val Arg Asp Asp Tyr 

                245                 250                 255     

Gln Leu His Trp Thr Ser Thr Asn Trp Lys Gly Thr Asn Thr Lys Asp 

            260                 265                 270         

Lys Trp Thr Asp Arg Ser Ser Glu Arg Tyr Lys Ile Asp Trp Glu Lys 

        275                 280                 285             

Glu Glu Met Thr Asn 

    290             

<210>  5

<211>  184

<212>  PRT

<213>  Mycobacterium smegmatis

<400>  5

Gly Leu Asp Asn Glu Leu Ser Leu Val Asp Gly Gln Asp Arg Thr Leu 

1               5                   10                  15      

Thr Val Gln Gln Trp Asp Thr Phe Leu Asn Gly Val Phe Pro Leu Asp 

            20                  25                  30          

Arg Asn Arg Leu Thr Arg Glu Trp Phe His Ser Gly Arg Ala Lys Tyr 

        35                  40                  45              

Ile Val Ala Gly Pro Gly Ala Asp Glu Phe Glu Gly Thr Leu Glu Leu 

    50                  55                  60                  

공개특허 10-2014-0090633

- 77 -



Gly Tyr Gln Ile Gly Phe Pro Trp Ser Leu Gly Val Gly Ile Asn Phe 

65                  70                  75                  80  

Ser Tyr Thr Thr Pro Asn Ile Leu Ile Asp Asp Gly Asp Ile Thr Ala 

                85                  90                  95      

Pro Pro Phe Gly Leu Asn Ser Val Ile Thr Pro Asn Leu Phe Pro Gly 

            100                 105                 110         

Val Ser Ile Ser Ala Asp Leu Gly Asn Gly Pro Gly Ile Gln Glu Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Phe Ser Val Asp Val Ser Gly Pro Ala Gly Gly Val Ala Val 

    130                 135                 140                 

Ser Asn Ala His Gly Thr Val Thr Gly Ala Ala Gly Gly Val Leu Leu 

145                 150                 155                 160 

Arg Pro Phe Ala Arg Leu Ile Ala Ser Thr Gly Asp Ser Val Thr Thr 

                165                 170                 175     

Tyr Gly Glu Pro Trp Asn Met Asn 

            180                 

<210>  6

<211>  184

<212>  PRT

<213>  Mycobacterium smegmatis

<400>  6

Gly Leu Asp Asn Glu Leu Ser Leu Val Asp Gly Gln Asp Arg Thr Leu 

1               5                   10                  15      

Thr Val Gln Gln Trp Asp Thr Phe Leu Asn Gly Val Phe Pro Leu Asp 

            20                  25                  30          

Arg Asn Arg Leu Thr Arg Glu Trp Phe His Ser Gly Arg Ala Lys Tyr 

        35                  40                  45              

Ile Val Ala Gly Pro Gly Ala Asp Glu Phe Glu Gly Thr Leu Glu Leu 

    50                  55                  60                  

Gly Tyr Gln Ile Gly Phe Pro Trp Ser Leu Gly Val Gly Ile Asn Phe 

65                  70                  75                  80  
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Ser Tyr Thr Thr Pro Asn Ile Leu Ile Asp Asp Gly Asp Ile Thr Gly 

                85                  90                  95      

Pro Pro Phe Gly Leu Glu Ser Val Ile Thr Pro Asn Leu Phe Pro Gly 

            100                 105                 110         

Val Ser Ile Ser Ala Asp Leu Gly Asn Gly Pro Gly Ile Gln Glu Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Phe Ser Val Asp Val Ser Gly Pro Ala Gly Gly Val Ala Val 

    130                 135                 140                 

Ser Asn Ala His Gly Thr Val Thr Gly Ala Ala Gly Gly Val Leu Leu 

145                 150                 155                 160 

Arg Pro Phe Ala Arg Leu Ile Ala Ser Thr Gly Asp Ser Val Thr Thr 

                165                 170                 175     

Tyr Gly Glu Pro Trp Asn Met Asn 

            180                 

<210>  7

<211>  183

<212>  PRT

<213>  Mycobacterium smegmatis

<400>  7

Val Asp Asn Gln Leu Ser Val Val Asp Gly Gln Gly Arg Thr Leu Thr 

1               5                   10                  15      

Val Gln Gln Ala Glu Thr Phe Leu Asn Gly Val Phe Pro Leu Asp Arg 

            20                  25                  30          

Asn Arg Leu Thr Arg Glu Trp Phe His Ser Gly Arg Ala Thr Tyr His 

        35                  40                  45              

Val Ala Gly Pro Gly Ala Asp Glu Phe Glu Gly Thr Leu Glu Leu Gly 

    50                  55                  60                  

Tyr Gln Val Gly Phe Pro Trp Ser Leu Gly Val Gly Ile Asn Phe Ser 

65                  70                  75                  80  

Tyr Thr Thr Pro Asn Ile Leu Ile Asp Gly Gly Asp Ile Thr Gln Pro 

                85                  90                  95      

Pro Phe Gly Leu Asp Thr Ile Ile Thr Pro Asn Leu Phe Pro Gly Val 
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            100                 105                 110         

Ser Ile Ser Ala Asp Leu Gly Asn Gly Pro Gly Ile Gln Glu Val Ala 

        115                 120                 125             

Thr Phe Ser Val Asp Val Lys Gly Ala Lys Gly Ala Val Ala Val Ser 

    130                 135                 140                 

Asn Ala His Gly Thr Val Thr Gly Ala Ala Gly Gly Val Leu Leu Arg 

145                 150                 155                 160 

Pro Phe Ala Arg Leu Ile Ala Ser Thr Gly Asp Ser Val Thr Thr Tyr 

                165                 170                 175     

Gly Glu Pro Trp Asn Met Asn 

            180             

<210>  8

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Amino acid sequence of the Hel308 motif

<220

><221>  MISC_FEATURE

<222>  (2)..(2)

<223>  Xaa = C, M or L

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (3)..(3)

<223>  Xaa = any amino acid

<400>  8

Gln Xaa Xaa Gly Arg Ala Gly Arg 

1               5               

<210>  9

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Amino acid sequence of the extended Hel308 motif

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (2)..(2)

<223>  Xaa = C, M or L
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<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (3)..(3)

<223>  Xaa = any amino acid

<400>  9

Gln Xaa Xaa Gly Arg Ala Gly Arg Pro 

1               5                   

<210>  10

<211>  760

<212>  PRT

<213>  Methanococcoides burtonii

<400>  10

Met Met Ile Arg Glu Leu Asp Ile Pro Arg Asp Ile Ile Gly Phe Tyr 

1               5                   10                  15      

Glu Asp Ser Gly Ile Lys Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala Ile 

            20                  25                  30          

Glu Met Gly Leu Leu Glu Lys Lys Asn Leu Leu Ala Ala Ile Pro Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Leu Ala Glu Leu Ala Met Ile Lys Ala Ile 

    50                  55                  60                  

Arg Glu Gly Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu Ala 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Lys Phe Glu Arg Phe Lys Glu Leu Ala Pro Phe Gly Ile Lys 

                85                  90                  95      

Val Gly Ile Ser Thr Gly Asp Leu Asp Ser Arg Ala Asp Trp Leu Gly 

            100                 105                 110         

Val Asn Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Thr Asp Ser Leu Leu 

        115                 120                 125             

Arg Asn Gly Thr Ser Trp Met Asp Glu Ile Thr Thr Val Val Val Asp 

    130                 135                 140                 

Glu Ile His Leu Leu Asp Ser Lys Asn Arg Gly Pro Thr Leu Glu Val 

145                 150                 155                 160 

Thr Ile Thr Lys Leu Met Arg Leu Asn Pro Asp Val Gln Val Val Ala 
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                165                 170                 175     

Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Arg Glu Met Ala Asp Trp Leu Gly 

            180                 185                 190         

Ala Ala Leu Val Leu Ser Glu Trp Arg Pro Thr Asp Leu His Glu Gly 

        195                 200                 205             

Val Leu Phe Gly Asp Ala Ile Asn Phe Pro Gly Ser Gln Lys Lys Ile 

    210                 215                 220                 

Asp Arg Leu Glu Lys Asp Asp Ala Val Asn Leu Val Leu Asp Thr Ile 

225                 230                 235                 240 

Lys Ala Glu Gly Gln Cys Leu Val Phe Glu Ser Ser Arg Arg Asn Cys 

                245                 250                 255     

Ala Gly Phe Ala Lys Thr Ala Ser Ser Lys Val Ala Lys Ile Leu Asp 

            260                 265                 270         

Asn Asp Ile Met Ile Lys Leu Ala Gly Ile Ala Glu Glu Val Glu Ser 

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

Gly Val Ala Phe His His Ala Gly Leu Asn Ser Asn His Arg Lys Leu 

305                 310                 315                 320 

Val Glu Asn Gly Phe Arg Gln Asn Leu Ile Lys Val Ile Ser Ser Thr 

                325                 330                 335     

Pro Thr Leu Ala Ala Gly Leu Asn Leu Pro Ala Arg Arg Val Ile Ile 

            340                 345                 350         

Arg Ser Tyr Arg Arg Phe Asp Ser Asn Phe Gly Met Gln Pro Ile Pro 

        355                 360                 365             

Val Leu Glu Tyr Lys Gln Met Ala Gly Arg Ala Gly Arg Pro His Leu 

    370                 375                 380                 

Asp Pro Tyr Gly Glu Ser Val Leu Leu Ala Lys Thr Tyr Asp Glu Phe 

385                 390                 395                 400 

Ala Gln Leu Met Glu Asn Tyr Val Glu Ala Asp Ala Glu Asp Ile Trp 

                405                 410                 415     
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Ser Lys Leu Gly Thr Glu Asn Ala Leu Arg Thr His Val Leu Ser Thr 

            420                 425                 430         

Ile Val Asn Gly Phe Ala Ser Thr Arg Gln Glu Leu Phe Asp Phe Phe 

        435                 440                 445             

Gly Ala Thr Phe Phe Ala Tyr Gln Gln Asp Lys Trp Met Leu Glu Glu 

    450                 455                 460                 

Val Ile Asn Asp Cys Leu Glu Phe Leu Ile Asp Lys Ala Met Val Ser 

465                 470                 475                 480 

Glu Thr Glu Asp Ile Glu Asp Ala Ser Lys Leu Phe Leu Arg Gly Thr 

                485                 490                 495     

Arg Leu Gly Ser Leu Val Ser Met Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Ser Gly 

            500                 505                 510         

Ser Lys Ile Val Asp Gly Phe Lys Asp Ile Gly Lys Ser Thr Gly Gly 

        515                 520                 525             

Asn Met Gly Ser Leu Glu Asp Asp Lys Gly Asp Asp Ile Thr Val Thr 

    530                 535                 540                 

Asp Met Thr Leu Leu His Leu Val Cys Ser Thr Pro Asp Met Arg Gln 

545                 550                 555                 560 

Leu Tyr Leu Arg Asn Thr Asp Tyr Thr Ile Val Asn Glu Tyr Ile Val 

                565                 570                 575     

Ala His Ser Asp Glu Phe His Glu Ile Pro Asp Lys Leu Lys Glu Thr 

            580                 585                 590         

Asp Tyr Glu Trp Phe Met Gly Glu Val Lys Thr Ala Met Leu Leu Glu 

        595                 600                 605             

Glu Trp Val Thr Glu Val Ser Ala Glu Asp Ile Thr Arg His Phe Asn 

    610                 615                 620                 

Val Gly Glu Gly Asp Ile His Ala Leu Ala Asp Thr Ser Glu Trp Leu 

625                 630                 635                 640 

Met His Ala Ala Ala Lys Leu Ala Glu Leu Leu Gly Val Glu Tyr Ser 

                645                 650                 655     

Ser His Ala Tyr Ser Leu Glu Lys Arg Ile Arg Tyr Gly Ser Gly Leu 
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            660                 665                 670         

Asp Leu Met Glu Leu Val Gly Ile Arg Gly Val Gly Arg Val Arg Ala 

        675                 680                 685             

Arg Lys Leu Tyr Asn Ala Gly Phe Val Ser Val Ala Lys Leu Lys Gly 

    690                 695                 700                 

Ala Asp Ile Ser Val Leu Ser Lys Leu Val Gly Pro Lys Val Ala Tyr 

705                 710                 715                 720 

Asn Ile Leu Ser Gly Ile Gly Val Arg Val Asn Asp Lys His Phe Asn 

                725                 730                 735     

Ser Ala Pro Ile Ser Ser Asn Thr Leu Asp Thr Leu Leu Asp Lys Asn 

            740                 745                 750         

Gln Lys Thr Phe Asn Asp Phe Gln 

        755                 760 

<210>  11

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary Hel308 motif

<400>  11

Gln Met Ala Gly Arg Ala Gly Arg 

1               5               

<210>  12

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary extended Hel308 motif

<400>  12

Gln Met Ala Gly Arg Ala Gly Arg Pro 

1               5                   

<210>  13

<211>  720

<212>  PRT
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<213>  Pyrococcus furiosus

<400>  13

Met Arg Val Asp Glu Leu Arg Val Asp Glu Arg Ile Lys Ser Thr Leu 

1               5                   10                  15      

Lys Glu Arg Gly Ile Glu Ser Phe Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala Leu 

            20                  25                  30          

Lys Ser Gly Ile Leu Glu Gly Lys Asn Ala Leu Ile Ser Ile Pro Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile Ala Glu Ile Ala Met Val His Arg Ile 

    50                  55                  60                  

Leu Thr Gln Gly Gly Lys Ala Val Tyr Ile Val Pro Leu Lys Ala Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Glu Lys Phe Gln Glu Phe Gln Asp Trp Glu Lys Ile Gly Leu 

                85                  90                  95      

Arg Val Ala Met Ala Thr Gly Asp Tyr Asp Ser Lys Asp Glu Trp Leu 

            100                 105                 110         

Gly Lys Tyr Asp Ile Ile Ile Ala Thr Ala Glu Lys Phe Asp Ser Leu 

        115                 120                 125             

Leu Arg His Gly Ser Ser Trp Ile Lys Asp Val Lys Ile Leu Val Ala 

    130                 135                 140                 

Asp Glu Ile His Leu Ile Gly Ser Arg Asp Arg Gly Ala Thr Leu Glu 

145                 150                 155                 160 

Val Ile Leu Ala His Met Leu Gly Lys Ala Gln Ile Ile Gly Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ala Thr Ile Gly Asn Pro Glu Glu Leu Ala Glu Trp Leu Asn Ala Glu 

            180                 185                 190         

Leu Ile Val Ser Asp Trp Arg Pro Val Lys Leu Arg Arg Gly Val Phe 

        195                 200                 205             

Tyr Gln Gly Phe Val Thr Trp Glu Asp Gly Ser Ile Asp Arg Phe Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Trp Glu Glu Leu Val Tyr Asp Ala Ile Arg Lys Lys Lys Gly Ala 
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225                 230                 235                 240 

Leu Ile Phe Val Asn Met Arg Arg Lys Ala Glu Arg Val Ala Leu Glu 

                245                 250                 255     

Leu Ser Lys Lys Val Lys Ser Leu Leu Thr Lys Pro Glu Ile Arg Ala 

            260                 265                 270         

Leu Asn Glu Leu Ala Asp Ser Leu Glu Glu Asn Pro Thr Asn Glu Lys 

        275                 280                 285             

Leu Ala Lys Ala Ile Arg Gly Gly Val Ala Phe His His Ala Gly Leu 

    290                 295                 300                 

Gly Arg Asp Glu Arg Val Leu Val Glu Glu Asn Phe Arg Lys Gly Ile 

305                 310                 315                 320 

Ile Lys Ala Val Val Ala Thr Pro Thr Leu Ser Ala Gly Ile Asn Thr 

                325                 330                 335     

Pro Ala Phe Arg Val Ile Ile Arg Asp Ile Trp Arg Tyr Ser Asp Phe 

            340                 345                 350         

Gly Met Glu Arg Ile Pro Ile Ile Glu Val His Gln Met Leu Gly Arg 

        355                 360                 365             

Ala Gly Arg Pro Lys Tyr Asp Glu Val Gly Glu Gly Ile Ile Val Ser 

    370                 375                 380                 

Thr Ser Asp Asp Pro Arg Glu Val Met Asn His Tyr Ile Phe Gly Lys 

385                 390                 395                 400 

Pro Glu Lys Leu Phe Ser Gln Leu Ser Asn Glu Ser Asn Leu Arg Ser 

                405                 410                 415     

Gln Val Leu Ala Leu Ile Ala Thr Phe Gly Tyr Ser Thr Val Glu Glu 

            420                 425                 430         

Ile Leu Lys Phe Ile Ser Asn Thr Phe Tyr Ala Tyr Gln Arg Lys Asp 

        435                 440                 445             

Thr Tyr Ser Leu Glu Glu Lys Ile Arg Asn Ile Leu Tyr Phe Leu Leu 

    450                 455                 460                 

Glu Asn Glu Phe Ile Glu Ile Ser Leu Glu Asp Lys Ile Arg Pro Leu 

465                 470                 475                 480 
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Ser Leu Gly Ile Arg Thr Ala Lys Leu Tyr Ile Asp Pro Tyr Thr Ala 

                485                 490                 495     

Lys Met Phe Lys Asp Lys Met Glu Glu Val Val Lys Asp Pro Asn Pro 

            500                 505                 510         

Ile Gly Ile Phe His Leu Ile Ser Leu Thr Pro Asp Ile Thr Pro Phe 

        515                 520                 525             

Asn Tyr Ser Lys Arg Glu Phe Glu Arg Leu Glu Glu Glu Tyr Tyr Glu 

    530                 535                 540                 

Phe Lys Asp Arg Leu Tyr Phe Asp Asp Pro Tyr Ile Ser Gly Tyr Asp 

545                 550                 555                 560 

Pro Tyr Leu Glu Arg Lys Phe Phe Arg Ala Phe Lys Thr Ala Leu Val 

                565                 570                 575     

Leu Leu Ala Trp Ile Asn Glu Val Pro Glu Gly Glu Ile Val Glu Lys 

            580                 585                 590         

Tyr Ser Val Glu Pro Gly Asp Ile Tyr Arg Ile Val Glu Thr Ala Glu 

        595                 600                 605             

Trp Leu Val Tyr Ser Leu Lys Glu Ile Ala Lys Val Leu Gly Ala Tyr 

    610                 615                 620                 

Glu Ile Val Asp Tyr Leu Glu Thr Leu Arg Val Arg Val Lys Tyr Gly 

625                 630                 635                 640 

Ile Arg Glu Glu Leu Ile Pro Leu Met Gln Leu Pro Leu Val Gly Arg 

                645                 650                 655     

Arg Arg Ala Arg Ala Leu Tyr Asn Ser Gly Phe Arg Ser Ile Glu Asp 

            660                 665                 670         

Ile Ser Gln Ala Arg Pro Glu Glu Leu Leu Lys Ile Glu Gly Ile Gly 

        675                 680                 685             

Val Lys Thr Val Glu Ala Ile Phe Lys Phe Leu Gly Lys Asn Val Lys 

    690                 695                 700                 

Ile Ser Glu Lys Pro Arg Lys Ser Thr Leu Asp Tyr Phe Leu Lys Ser 

705                 710                 715                 720 

<210>  14
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<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary Hel308 motif

<400>  14

Gln Met Leu Gly Arg Ala Gly Arg 

1               5               

<210>  15

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary extended Hel308 motif

<400>  15

Gln Met Leu Gly Arg Ala Gly Arg Pro 

1               5                   

<210>  16

<211>  829

<212>  PRT

<213>  Haloferax volcanii

<400>  16

Met Arg Thr Ala Asp Leu Thr Gly Leu Pro Thr Gly Ile Pro Glu Ala 

1               5                   10                  15      

Leu Arg Asp Glu Gly Ile Glu Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala 

            20                  25                  30          

Val Glu Ala Gly Leu Thr Asp Gly Glu Ser Leu Val Ala Ala Val Pro 

        35                  40                  45              

Thr Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile Ala Glu Leu Ala Met Leu Ser Ser 

    50                  55                  60                  

Val Ala Arg Gly Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Ser Glu Lys Lys Ala Glu Phe Glu Arg Trp Glu Glu Tyr Gly Ile 

                85                  90                  95      

Asp Val Gly Val Ser Thr Gly Asn Tyr Glu Ser Asp Gly Glu Trp Leu 
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            100                 105                 110         

Ser Ser Arg Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Val Asp Ser Leu 

        115                 120                 125             

Val Arg Asn Asn Ala Ala Trp Met Asp Gln Leu Thr Cys Val Val Ala 

    130                 135                 140                 

Asp Glu Val His Leu Val Asp Asp Arg His Arg Gly Pro Thr Leu Glu 

145                 150                 155                 160 

Val Thr Leu Ala Lys Leu Arg Arg Leu Asn Thr Asn Leu Gln Val Val 

                165                 170                 175     

Ala Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Gly Val Val Ser Asp Trp Leu 

            180                 185                 190         

Asp Ala Glu Leu Val Lys Ser Asp Trp Arg Pro Ile Asp Leu Lys Met 

        195                 200                 205             

Gly Val His Tyr Gly Asn Ala Val Ser Phe Ala Asp Gly Ser Gln Arg 

    210                 215                 220                 

Glu Val Pro Val Gly Arg Gly Glu Arg Gln Thr Pro Ala Leu Val Ala 

225                 230                 235                 240 

Asp Ala Leu Glu Gly Asp Gly Glu Gly Asp Gln Gly Ser Ser Leu Val 

                245                 250                 255     

Phe Val Asn Ser Arg Arg Asn Ala Glu Ser Ala Ala Arg Arg Met Ala 

            260                 265                 270         

Asp Val Thr Glu Arg Tyr Val Thr Gly Asp Glu Arg Ser Asp Leu Ala 

        275                 280                 285             

Glu Leu Ala Ala Glu Ile Arg Asp Val Ser Asp Thr Glu Thr Ser Asp 

    290                 295                 300                 

Asp Leu Ala Asn Ala Val Ala Lys Gly Ala Ala Phe His His Ala Gly 

305                 310                 315                 320 

Leu Ala Ala Glu His Arg Thr Leu Val Glu Asp Ala Phe Arg Asp Arg 

                325                 330                 335     

Leu Ile Lys Cys Ile Cys Ala Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Val Asn 

            340                 345                 350         

공개특허 10-2014-0090633

- 89 -



Thr Pro Ser Arg Arg Val Val Val Arg Asp Trp Gln Arg Tyr Asp Gly 

        355                 360                 365             

Asp Tyr Gly Gly Met Lys Pro Leu Asp Val Leu Glu Val His Gln Met 

    370                 375                 380                 

Met Gly Arg Ala Gly Arg Pro Gly Leu Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Leu Ala Lys Asp Ala Asp Ala Arg Asp Glu Leu Phe Glu Arg Tyr 

                405                 410                 415     

Ile Trp Ala Asp Ala Glu Asp Val Arg Ser Lys Leu Ala Ala Glu Pro 

            420                 425                 430         

Ala Leu Arg Thr His Leu Leu Ala Thr Val Ala Ser Gly Phe Ala His 

        435                 440                 445             

Thr Arg Glu Gly Leu Leu Glu Phe Leu Asp Gln Thr Leu Tyr Ala Thr 

    450                 455                 460                 

Gln Thr Asp Asp Pro Glu Arg Leu Gly Gln Val Thr Asp Arg Val Leu 

465                 470                 475                 480 

Asp Tyr Leu Glu Val Asn Gly Phe Val Glu Phe Glu Gly Glu Thr Ile 

                485                 490                 495     

Gln Ala Thr Pro Val Gly His Thr Val Ser Arg Leu Tyr Leu Asp Pro 

            500                 505                 510         

Met Ser Ala Ala Glu Ile Ile Asp Gly Leu Glu Trp Ala Ala Asp His 

        515                 520                 525             

Arg Thr Glu Lys Leu Arg Ala Leu Ala Gly Glu Thr Pro Glu Lys Pro 

    530                 535                 540                 

Thr Arg Asp Arg Ser Glu Ser Asp Glu Ser Gly Gly Phe Gln Arg Ala 

545                 550                 555                 560 

Ser Glu Met Val Ala Asp Asp Gly Asp Gly Gly Gly Gly Glu Asp Gly 

                565                 570                 575     

Val Gly Ala Asn Gly Asp Gly Asp Ser Asp Asp Ala Asp Gly Val Glu 

            580                 585                 590         

Thr Asp Arg Thr Tyr Pro Thr Pro Leu Gly Leu Tyr His Leu Val Cys 
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        595                 600                 605             

Arg Thr Pro Asp Met Tyr Gln Leu Tyr Leu Lys Ser Gly Asp Arg Glu 

    610                 615                 620                 

Thr Tyr Thr Glu Leu Cys Tyr Glu Arg Glu Pro Glu Phe Leu Gly Arg 

625                 630                 635                 640 

Val Pro Ser Glu Tyr Glu Asp Val Ala Phe Glu Asp Trp Leu Ser Ala 

                645                 650                 655     

Leu Lys Thr Ala Lys Leu Leu Glu Asp Trp Val Gly Glu Val Asp Glu 

            660                 665                 670         

Asp Arg Ile Thr Glu Arg Tyr Gly Val Gly Pro Gly Asp Ile Arg Gly 

        675                 680                 685             

Lys Val Glu Thr Ser Glu Trp Leu Leu Gly Ala Ala Glu Arg Leu Ala 

    690                 695                 700                 

Thr Glu Leu Asp Leu Asp Ser Val Tyr Ala Val Arg Glu Ala Lys Lys 

705                 710                 715                 720 

Arg Val Glu Tyr Gly Val Arg Glu Glu Leu Leu Asp Leu Ala Gly Val 

                725                 730                 735     

Arg Gly Val Gly Arg Lys Arg Ala Arg Arg Leu Phe Glu Ala Gly Val 

            740                 745                 750         

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

        755                 760                 765             

Ala Leu Arg Gly Arg Arg Lys Thr Ala Glu Asn Ile Leu Glu Ala Ala 

    770                 775                 780                 

Gly Arg Lys Asp Pro Ser Met Asp Ala Val Asp Glu Asp Asp Ala Pro 

785                 790                 795                 800 

Asp Asp Ala Val Pro Asp Asp Ala Gly Phe Glu Thr Ala Lys Glu Arg 

                805                 810                 815     

Ala Asp Gln Gln Ala Ser Leu Gly Asp Phe Glu Gly Ser 

            820                 825                 

<210>  17

<211>  8
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<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary Hel308 motif

<400>  17

Gln Met Met Gly Arg Ala Gly Arg 

1               5               

<210>  18

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary extended Hel308 motif

<400>  18

Gln Met Met Gly Arg Ala Gly Arg Pro 

1               5                   

<210>  19

<211>  824

<212>  PRT

<213>  Halorubrum lacusprofundi

<400

>  19

Met Gln Pro Ser Ser Leu Ser Gly Leu Pro Ala Gly Val Gly Glu Ala 

1               5                   10                  15      

Leu Glu Ala Glu Gly Val Ala Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Glu Ala Ala 

            20                  25                  30          

Val Glu Ala Gly Val Ala Asp Gly Glu Ser Leu Val Ala Ala Val Pro 

        35                  40                  45              

Thr Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile Ala Glu Leu Ala Met Leu Ser Ser 

    50                  55                  60                  

Ile Glu Arg Gly Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Ser Glu Lys Lys Thr Glu Phe Glu Arg Trp Glu Glu Phe Gly Val 

                85                  90                  95      

Thr Val Gly Val Ser Thr Gly Asn Tyr Glu Ser Asp Gly Glu Trp Leu 

            100                 105                 110         
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Ala Thr Arg Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Val Asp Ser Leu 

        115                 120                 125             

Ile Arg Asn Gly Ala Pro Trp Ile Asp Asp Leu Thr Cys Val Val Ser 

    130                 135                 140                 

Asp Glu Val His Leu Val Asp Asp Pro Asn Arg Gly Pro Thr Leu Glu 

145                 150                 155                 160 

Val Thr Leu Ala Lys Leu Arg Lys Val Asn Pro Gly Leu Gln Thr Val 

                165                 170                 175     

Ala Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Asp Val Ile Ala Glu Trp Leu 

            180                 185                 190         

Asp Ala Glu Leu Val Glu Ser Asp Trp Arg Pro Ile Asp Leu Arg Met 

        195                 200                 205             

Gly Val His Phe Gly Asn Ala Ile Asp Phe Ala Asp Gly Ser Lys Arg 

    210                 215                 220                 

Glu Val Pro Val Glu Arg Gly Glu Asp Gln Thr Ala Arg Leu Val Ala 

225                 230                 235                 240 

Asp Ala Leu Asp Thr Glu Glu Asp Gly Gln Gly Gly Ser Ser Leu Val 

                245                 250                 255     

Phe Val Asn Ser Arg Arg Asn Ala Glu Ser Ser Ala Arg Lys Leu Thr 

            260                 265                 270         

Asp Val Thr Gly Pro Arg Leu Thr Asp Asp Glu Arg Asp Gln Leu Arg 

        275                 280                 285             

Glu Leu Ala Asp Glu Ile Arg Ser Gly Ser Asp Thr Asp Thr Ala Ser 

    290                 295                 300                 

Asp Leu Ala Asp Ala Val Glu Gln Gly Ser Ala Phe His His Ala Gly 

305                 310                 315                 320 

Leu Arg Ser Glu Asp Arg Ala Arg Val Glu Asp Ala Phe Arg Asp Arg 

                325                 330                 335     

Leu Ile Lys Cys Ile Ser Ala Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Val Asn 

            340                 345                 350         

Thr Pro Ala Arg Arg Val Ile Val Arg Asp Trp Arg Arg Tyr Asp Gly 
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        355                 360                 365             

Glu Phe Gly Gly Met Lys Pro Leu Asp Val Leu Glu Val His Gln Met 

    370                 375                 380                 

Cys Gly Arg Ala Gly Arg Pro Gly Leu Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Leu Ala Asn Asp Ala Asp Thr Lys Glu Glu Leu Phe Glu Arg Tyr 

                405                 410                 415     

Leu Trp Ala Asp Pro Glu Pro Val Arg Ser Lys Leu Ala Ala Glu Pro 

            420                 425                 430         

Ala Leu Arg Thr His Val Leu Ala Thr Val Ala Ser Gly Phe Ala Ser 

        435                 440                 445             

Thr Arg Asp Gly Leu Leu Ser Phe Leu Asp Asn Thr Leu Tyr Ala Thr 

    450                 455                 460                 

Gln Thr Asp Asp Glu Gly Arg Leu Ala Ala Val Thr Asp Thr Val Leu 

465                 470                 475                 480 

Asp Tyr Leu Ala Val Asn Asp Phe Ile Glu Arg Asp Arg Asp Gly Gly 

                485                 490                 495     

Ser Glu Ser Leu Thr Ala Thr Gly Ile Gly His Thr Val Ser Arg Leu 

            500                 505                 510         

Tyr Leu Asp Pro Met Ser Ala Ala Glu Met Ile Asp Gly Leu Arg Ser 

        515                 520                 525             

Val Ala Arg Asp Ala Ala Asp Thr Gly Ala Ser Ala Glu Ala Asp Asn 

    530                 535                 540                 

Gly Glu Phe Val Arg Thr Gly Asp Ala Asp Asp Ala Ser Gly Gly Asp 

545                 550                 555                 560 

Glu Pro Gly Phe Gly Thr Tyr Thr Arg Ala Gly Asp Asp Glu Ser Gly 

                565                 570                 575     

Glu Arg Glu Thr Glu Asn Glu Glu Thr Asp Glu Glu Glu Thr Glu Ala 

            580                 585                 590         

Ser Glu Val Thr Pro Leu Gly Leu Tyr His Leu Ile Ser Arg Thr Pro 

        595                 600                 605             
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Asp Met Tyr Glu Leu Tyr Leu Lys Ser Gly Asp Arg Glu Thr Tyr Thr 

    610                 615                 620                 

Glu Leu Cys Tyr Glu Arg Glu Thr Glu Phe Leu Gly Asp Val Pro Ser 

625                 630                 635                 640 

Glu Tyr Glu Asp Val Arg Phe Glu Asp Trp Leu Ala Ser Leu Lys Thr 

                645                 650                 655     

Ala Arg Leu Leu Glu Asp Trp Val Asn Glu Val Asp Glu Asp Arg Ile 

            660                 665                 670         

Thr Glu Arg Tyr Gly Val Gly Pro Gly Asp Ile Arg Gly Lys Val Asp 

        675                 680                 685             

Thr Ala Glu Trp Leu Leu Arg Ala Ala Glu Thr Leu Ala Arg Asp Val 

    690                 695                 700                 

Glu Gly Val Asp Gly Asp Val Val Val Ala Val Arg Glu Ala Arg Lys 

705                 710                 715                 720 

Arg Ile Glu Tyr Gly Val Arg Glu Glu Leu Leu Asp Leu Ala Gly Val 

                725                 730                 735     

Arg Asn Val Gly Arg Lys Arg Ala Arg Arg Leu Phe Glu Ala Gly Ile 

            740                 745                 750         

Glu Thr Arg Ala Asp Leu Arg Glu Ala Asp Lys Ala Val Val Leu Gly 

        755                 760                 765             

Ala Leu Arg Gly Arg Glu Arg Thr Ala Glu Arg Ile Leu Glu His Ala 

    770                 775                 780                 

Gly Arg Glu Asp Pro Ser Met Asp Asp Val Arg Pro Asp Lys Ser Ala 

785                 790                 795                 800 

Ser Ala Ala Ala Thr Ala Gly Ser Ala Ser Asp Glu Asp Gly Glu Gly 

                805                 810                 815     

Gln Ala Ser Leu Gly Asp Phe Arg 

            820                 

<210>  20

<211>  8

<212>  PRT
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<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary Hel308 motif

<400>  20

Gln Met Cys Gly Arg Ala Gly Arg 

1               5               

<210>  21

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary extended Hel308 motif

<400>  21

Gln Met Cys Gly Arg Ala Gly Arg Pro 

1               5                   

<210>  22

<211>  707

<212>  PRT

<213>  Cenarchaeum symbiosum

<400>  22

Met Arg Ile Ser Glu Leu Asp Ile Pro Arg Pro Ala Ile Glu Phe Leu 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Glu Gly Tyr Lys Lys Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Ala Ala Ala 

            20                  25                  30          

Lys Ala Gly Leu Thr Asp Gly Lys Ser Val Leu Val Ser Ala Pro Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile Ala Ala Ile Ala Met Ile Ser His Leu 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Asn Arg Gly Lys Ala Val Tyr Leu Ser Pro Leu Arg Ala Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Ala Glu Lys Phe Ala Glu Phe Gly Lys Ile Gly Gly Ile Pro Leu 

                85                  90                  95      

Gly Arg Pro Val Arg Val Gly Val Ser Thr Gly Asp Phe Glu Lys Ala 

            100                 105                 110         
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Gly Arg Ser Leu Gly Asn Asn Asp Ile Leu Val Leu Thr Asn Glu Arg 

        115                 120                 125             

Met Asp Ser Leu Ile Arg Arg Arg Pro Asp Trp Met Asp Glu Val Gly 

    130                 135                 140                 

Leu Val Ile Ala Asp Glu Ile His Leu Ile Gly Asp Arg Ser Arg Gly 

145                 150                 155                 160 

Pro Thr Leu Glu Met Val Leu Thr Lys Leu Arg Gly Leu Arg Ser Ser 

                165                 170                 175     

Pro Gln Val Val Ala Leu Ser Ala Thr Ile Ser Asn Ala Asp Glu Ile 

            180                 185                 190         

Ala Gly Trp Leu Asp Cys Thr Leu Val His Ser Thr Trp Arg Pro Val 

        195                 200                 205             

Pro Leu Ser Glu Gly Val Tyr Gln Asp Gly Glu Val Ala Met Gly Asp 

    210                 215                 220                 

Gly Ser Arg His Glu Val Ala Ala Thr Gly Gly Gly Pro Ala Val Asp 

225                 230                 235                 240 

Leu Ala Ala Glu Ser Val Ala Glu Gly Gly Gln Ser Leu Ile Phe Ala 

                245                 250                 255     

Asp Thr Arg Ala Arg Ser Ala Ser Leu Ala Ala Lys Ala Ser Ala Val 

            260                 265                 270         

Ile Pro Glu Ala Lys Gly Ala Asp Ala Ala Lys Leu Ala Ala Ala Ala 

        275                 280                 285             

Lys Lys Ile Ile Ser Ser Gly Gly Glu Thr Lys Leu Ala Lys Thr Leu 

    290                 295                 300                 

Ala Glu Leu Val Glu Lys Gly Ala Ala Phe His His Ala Gly Leu Asn 

305                 310                 315                 320 

Gln Asp Cys Arg Ser Val Val Glu Glu Glu Phe Arg Ser Gly Arg Ile 

                325                 330                 335     

Arg Leu Leu Ala Ser Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Val Asn Leu Pro 

            340                 345                 350         

Ala Arg Arg Val Val Ile Ser Ser Val Met Arg Tyr Asn Ser Ser Ser 
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        355                 360                 365             

Gly Met Ser Glu Pro Ile Ser Ile Leu Glu Tyr Lys Gln Leu Cys Gly 

    370                 375                 380                 

Arg Ala Gly Arg Pro Gln Tyr Asp Lys Ser Gly Glu Ala Ile Val Val 

385                 390                 395                 400 

Gly Gly Val Asn Ala Asp Glu Ile Phe Asp Arg Tyr Ile Gly Gly Glu 

                405                 410                 415     

Pro Glu Pro Ile Arg Ser Ala Met Val Asp Asp Arg Ala Leu Arg Ile 

            420                 425                 430         

His Val Leu Ser Leu Val Thr Thr Ser Pro Gly Ile Lys Glu Asp Asp 

        435                 440                 445             

Val Thr Glu Phe Phe Leu Gly Thr Leu Gly Gly Gln Gln Ser Gly Glu 

    450                 455                 460                 

Ser Thr Val Lys Phe Ser Val Ala Val Ala Leu Arg Phe Leu Gln Glu 

465                 470                 475                 480 

Glu Gly Met Leu Gly Arg Arg Gly Gly Arg Leu Ala Ala Thr Lys Met 

                485                 490                 495     

Gly Arg Leu Val Ser Arg Leu Tyr Met Asp Pro Met Thr Ala Val Thr 

            500                 505                 510         

Leu Arg Asp Ala Val Gly Glu Ala Ser Pro Gly Arg Met His Thr Leu 

        515                 520                 525             

Gly Phe Leu His Leu Val Ser Glu Cys Ser Glu Phe Met Pro Arg Phe 

    530                 535                 540                 

Ala Leu Arg Gln Lys Asp His Glu Val Ala Glu Met Met Leu Glu Ala 

545                 550                 555                 560 

Gly Arg Gly Glu Leu Leu Arg Pro Val Tyr Ser Tyr Glu Cys Gly Arg 

                565                 570                 575     

Gly Leu Leu Ala Leu His Arg Trp Ile Gly Glu Ser Pro Glu Ala Lys 

            580                 585                 590         

Leu Ala Glu Asp Leu Lys Phe Glu Ser Gly Asp Val His Arg Met Val 

        595                 600                 605             
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Glu Ser Ser Gly Trp Leu Leu Arg Cys Ile Trp Glu Ile Ser Lys His 

    610                 615                 620                 

Gln Glu Arg Pro Asp Leu Leu Gly Glu Leu Asp Val Leu Arg Ser Arg 

625                 630                 635                 640 

Val Ala Tyr Gly Ile Lys Ala Glu Leu Val Pro Leu Val Ser Ile Lys 

                645                 650                 655     

Gly Ile Gly Arg Val Arg Ser Arg Arg Leu Phe Arg Gly Gly Ile Lys 

            660                 665                 670         

Gly Pro Gly Asp Leu Ala Ala Val Pro Val Glu Arg Leu Ser Arg Val 

        675                 680                 685             

Glu Gly Ile Gly Ala Thr Leu Ala Asn Asn Ile Lys Ser Gln Leu Arg 

    690                 695                 700                 

Lys Gly Gly 

705         

<210>  23

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary Hel308 motif

<400>  23

Gln Leu Cys Gly Arg Ala Gly Arg 

1               5               

<210>  24

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary extended Hel308 motif

<400>  24

Gln Leu Cys Gly Arg Ala Gly Arg Pro 

1               5                   

<210>  25

<211>  715

<212>  PRT
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<213>  Sulfolobus solfataricus

<400>  25

Met Ser Leu Glu Leu Glu Trp Met Pro Ile Glu Asp Leu Lys Leu Pro 

1               5                   10                  15      

Ser Asn Val Ile Glu Ile Ile Lys Lys Arg Gly Ile Lys Lys Leu Asn 

            20                  25                  30          

Pro Pro Gln Thr Glu Ala Val Lys Lys Gly Leu Leu Glu Gly Asn Arg 

        35                  40                  45              

Leu Leu Leu Thr Ser Pro Thr Gly Ser Gly Lys Thr Leu Ile Ala Glu 

    50                  55                  60                  

Met Gly Ile Ile Ser Phe Leu Leu Lys Asn Gly Gly Lys Ala Ile Tyr 

65                  70                  75                  80  

Val Thr Pro Leu Arg Ala Leu Thr Asn Glu Lys Tyr Leu Thr Phe Lys 

                85                  90                  95      

Asp Trp Glu Leu Ile Gly Phe Lys Val Ala Met Thr Ser Gly Asp Tyr 

            100                 105                 110         

Asp Thr Asp Asp Ala Trp Leu Lys Asn Tyr Asp Ile Ile Ile Thr Thr 

        115                 120                 125             

Tyr Glu Lys Leu Asp Ser Leu Trp Arg His Arg Pro Glu Trp Leu Asn 

    130                 135                 140                 

Glu Val Asn Tyr Phe Val Leu Asp Glu Leu His Tyr Leu Asn Asp Pro 

145                 150                 155                 160 

Glu Arg Gly Pro Val Val Glu Ser Val Thr Ile Arg Ala Lys Arg Arg 

                165                 170                 175     

Asn Leu Leu Ala Leu Ser Ala Thr Ile Ser Asn Tyr Lys Gln Ile Ala 

            180                 185                 190         

Lys Trp Leu Gly Ala Glu Pro Val Ala Thr Asn Trp Arg Pro Val Pro 

        195                 200                 205             

Leu Ile Glu Gly Val Ile Tyr Pro Glu Arg Lys Lys Lys Glu Tyr Asn 

    210                 215                 220                 

Val Ile Phe Lys Asp Asn Thr Thr Lys Lys Val His Gly Asp Asp Ala 
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225                 230                 235                 240 

Ile Ile Ala Tyr Thr Leu Asp Ser Leu Ser Lys Asn Gly Gln Val Leu 

                245                 250                 255     

Val Phe Arg Asn Ser Arg Lys Met Ala Glu Ser Thr Ala Leu Lys Ile 

            260                 265                 270         

Ala Asn Tyr Met Asn Phe Val Ser Leu Asp Glu Asn Ala Leu Ser Glu 

        275                 280                 285             

Ile Leu Lys Gln Leu Asp Asp Ile Glu Glu Gly Gly Ser Asp Glu Lys 

    290                 295                 300                 

Glu Leu Leu Lys Ser Leu Ile Ser Lys Gly Val Ala Tyr His His Ala 

305                 310                 315                 320 

Gly Leu Ser Lys Ala Leu Arg Asp Leu Ile Glu Glu Gly Phe Arg Gln 

                325                 330                 335     

Arg Lys Ile Lys Val Ile Val Ala Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Val 

            340                 345                 350         

Asn Leu Pro Ala Arg Thr Val Ile Ile Gly Asp Ile Tyr Arg Phe Asn 

        355                 360                 365             

Lys Lys Ile Ala Gly Tyr Tyr Asp Glu Ile Pro Ile Met Glu Tyr Lys 

    370                 375                 380                 

Gln Met Ser Gly Arg Ala Gly Arg Pro Gly Phe Asp Gln Ile Gly Glu 

385                 390                 395                 400 

Ser Ile Val Val Val Arg Asp Lys Glu Asp Val Asp Arg Val Phe Lys 

                405                 410                 415     

Lys Tyr Val Leu Ser Asp Val Glu Pro Ile Glu Ser Lys Leu Gly Ser 

            420                 425                 430         

Glu Arg Ala Phe Tyr Thr Phe Leu Leu Gly Ile Leu Ser Ala Glu Gly 

        435                 440                 445             

Asn Leu Ser Glu Lys Gln Leu Glu Asn Phe Ala Tyr Glu Ser Leu Leu 

    450                 455                 460                 

Ala Lys Gln Leu Val Asp Val Tyr Phe Asp Arg Ala Ile Arg Trp Leu 

465                 470                 475                 480 
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Leu Glu His Ser Phe Ile Lys Glu Glu Gly Asn Thr Phe Ala Leu Thr 

                485                 490                 495     

Asn Phe Gly Lys Arg Val Ala Asp Leu Tyr Ile Asn Pro Phe Thr Ala 

            500                 505                 510         

Asp Ile Ile Arg Lys Gly Leu Glu Gly His Lys Ala Ser Cys Glu Leu 

        515                 520                 525             

Ala Tyr Leu His Leu Leu Ala Phe Thr Pro Asp Gly Pro Leu Val Ser 

    530                 535                 540                 

Val Gly Arg Asn Glu Glu Glu Glu Leu Ile Glu Leu Leu Glu Asp Leu 

545                 550                 555                 560 

Asp Cys Glu Leu Leu Ile Glu Glu Pro Tyr Glu Glu Asp Glu Tyr Ser 

                565                 570                 575     

Leu Tyr Ile Asn Ala Leu Lys Val Ala Leu Ile Met Lys Asp Trp Met 

            580                 585                 590         

Asp Glu Val Asp Glu Asp Thr Ile Leu Ser Lys Tyr Asn Ile Gly Ser 

        595                 600                 605             

Gly Asp Leu Arg Asn Met Val Glu Thr Met Asp Trp Leu Thr Tyr Ser 

    610                 615                 620                 

Ala Tyr His Leu Ser Arg Glu Leu Lys Leu Asn Glu His Ala Asp Lys 

625                 630                 635                 640 

Leu Arg Ile Leu Asn Leu Arg Val Arg Asp Gly Ile Lys Glu Glu Leu 

                645                 650                 655     

Leu Glu Leu Val Gln Ile Ser Gly Val Gly Arg Lys Arg Ala Arg Leu 

            660                 665                 670         

Leu Tyr Asn Asn Gly Ile Lys Glu Leu Gly Asp Val Val Met Asn Pro 

        675                 680                 685             

Asp Lys Val Lys Asn Leu Leu Gly Gln Lys Leu Gly Glu Lys Val Val 

    690                 695                 700                 

Gln Glu Ala Ala Arg Leu Leu Asn Arg Phe His 

705                 710                 715 

<210>  26

<211>  8
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<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary Hel308 motif

<400>  26

Gln Met Ser Gly Arg Ala Gly Arg 

1               5               

<210>  27

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary extended Hel308 motif

<400>  27

Gln Met Ser Gly Arg Ala Gly Arg Pro 

1               5                   

<210>  28

<211>  685

<212>  PRT

<213>  Methanogenium frigidum

<400>  28

Met Asp Leu Ser Leu Pro Lys Ala Phe Ile Gln Tyr Tyr Lys Asp Lys 

1               5                   10                  15      

Gly Ile Glu Ser Leu Tyr Pro Pro Gln Ser Glu Cys Ile Glu Asn Gly 

            20                  25                  30          

Leu Leu Asp Gly Ala Asp Leu Leu Val Ala Ile Pro Thr Ala Ser Gly 

        35                  40                  45              

Lys Thr Leu Ile Ala Glu Met Ala Met His Ala Ala Ile Ala Arg Gly 

    50                  55                  60                  

Gly Met Cys Leu Tyr Ile Val Pro Leu Lys Ala Leu Ala Thr Glu Lys 

65                  70                  75                  80  

Ala Gln Glu Phe Lys Gly Lys Gly Ala Glu Ile Gly Val Ala Thr Gly 

                85                  90                  95      

Asp Tyr Asp Gln Lys Glu Lys Arg Leu Gly Ser Asn Asp Ile Val Ile 
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            100                 105                 110         

Ala Thr Ser Glu Lys Val Asp Ser Leu Leu Arg Asn Gly Val Pro Trp 

        115                 120                 125             

Leu Ser Gln Val Thr Cys Leu Val Val Asp Glu Val His Leu Ile Asp 

    130                 135                 140                 

Asp Glu Ser Arg Gly Pro Thr Leu Glu Met Val Ile Thr Lys Leu Arg 

145                 150                 155                 160 

His Ala Ser Pro Asp Met Gln Val Ile Gly Leu Ser Ala Thr Ile Gly 

                165                 170                 175     

Asn Pro Lys Glu Leu Ala Gly Trp Leu Gly Ala Asp Leu Ile Thr Ser 

            180                 185                 190         

Asp Trp Arg Pro Val Asp Leu Arg Glu Gly Ile Cys Tyr His Asn Thr 

        195                 200                 205             

Ile Tyr Phe Asp Asn Glu Asp Lys Glu Ile Pro Ala Pro Ala Lys Thr 

    210                 215                 220                 

Glu Asp Ile Asn Leu Leu Leu Asp Cys Val Ala Asp Gly Gly Gln Cys 

225                 230                 235                 240 

Leu Val Phe Val Ser Ser Arg Arg Asn Ala Glu Gly Tyr Ala Lys Arg 

                245                 250                 255     

Ala Ala Thr Ala Leu Lys Cys Ser His Ala Ala Leu Asp Ser Ile Ala 

            260                 265                 270         

Glu Lys Leu Glu Ala Ala Ala Glu Thr Asp Met Gly Arg Val Leu Ala 

        275                 280                 285             

Thr Cys Val Lys Lys Gly Ala Ala Phe His His Ala Gly Met Asn Arg 

    290                 295                 300                 

Met Gln Arg Thr Leu Val Glu Gly Gly Phe Arg Asp Gly Phe Ile Lys 

305                 310                 315                 320 

Ser Ile Ser Ser Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Leu Asn Leu Pro Ala 

                325                 330                 335     

Arg Arg Val Ile Ile Arg Asp Tyr Leu Arg Tyr Ser Gly Gly Glu Gly 

            340                 345                 350         
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Met Arg Pro Ile Pro Val Arg Glu Tyr Arg Gln Met Ala Gly Arg Ala 

        355                 360                 365             

Gly Arg Pro His Leu Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Ile Leu Ile Ala Lys 

    370                 375                 380                 

Thr Glu Tyr Ala Val Asn Asp Leu His Glu Glu Tyr Val Glu Ala Pro 

385                 390                 395                 400 

Asp Glu Asp Val Thr Ser Arg Cys Gly Glu Lys Gly Val Leu Thr Ala 

                405                 410                 415     

His Ile Leu Ser Leu Ile Ala Thr Gly Tyr Ala Arg Ser Tyr Asp Glu 

            420                 425                 430         

Leu Met Ala Phe Leu Glu Lys Thr Leu Tyr Ala Tyr Gln His Thr Gly 

        435                 440                 445             

Lys Lys Ala Leu Thr Arg Thr Leu Asp Asp Ala Leu Gly Phe Leu Thr 

    450                 455                 460                 

Glu Ala Glu Met Val Thr Asp Leu Ser Gly Met Leu His Ala Thr Glu 

465                 470                 475                 480 

Tyr Gly Asp Leu Thr Ser Arg Leu Tyr Ile Asp Pro His Ser Ala Glu 

                485                 490                 495     

Ile Ile Thr Thr Ala Leu Arg Glu Glu Gly Glu Leu Thr Asp Leu Ala 

            500                 505                 510         

Leu Leu Gln Leu Leu Cys Met Thr Pro Asp Met Phe Thr Leu Tyr Val 

        515                 520                 525             

Lys Lys Asn Asp Leu Gly Thr Leu Glu Lys Phe Phe Phe Glu His Glu 

    530                 535                 540                 

Glu Glu Phe Arg Thr Glu Phe Ser Tyr Asp Glu Met Glu Asp Phe Phe 

545                 550                 555                 560 

Arg Ser Leu Lys Thr Ala Met Leu Leu Ser Asp Trp Thr Asp Glu Ile 

                565                 570                 575     

Gly Asp Asp Thr Ile Cys Thr Arg Phe Gly Val Gly Pro Gly Asp Ile 

            580                 585                 590         

Phe Asn Ala Val Gln Gly Ile Ser Trp Leu Leu His Ala Ser Gly Arg 
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        595                 600                 605             

Leu Ala Arg Leu Val Ala Pro Glu His Arg Asp Ala Val Glu Glu Thr 

    610                 615                 620                 

Thr Leu Arg Val Arg His Gly Ile Arg Arg Glu Leu Ile Pro Leu Val 

625                 630                 635                 640 

Arg Val Lys Gly Ile Gly Arg Val Arg Ala Arg Arg Leu Phe Asn Asn 

                645                 650                 655     

Gly Ile Thr Gly Pro Glu Leu Leu Ala Ala Ala Asp Pro Ser Val Val 

            660                 665                 670         

Gly His Ile Val Gly Gly Lys Thr Ala Glu Ser Ile Ile 

        675                 680                 685 

<210>  29

<211>  775

<212>  PRT

<213>  Methanothermococcus okinawensis

<400>  29

Met Leu Met Leu Met Glu Val Leu Lys Glu Asn Gly Ile Ala Glu Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Pro Pro Gln Lys Lys Val Val Glu Gly Gly Leu Leu Asn Lys Asn 

            20                  25                  30          

Lys Asn Phe Leu Ile Cys Ile Pro Thr Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Met Ala Phe Ile Asn His Leu Leu Asp Asn Asn Lys Thr Pro 

    50                  55                  60                  

Thr Asn Lys Lys Gly Leu Phe Ile Val Pro Leu Lys Ala Leu Ala Asn 

65                  70                  75                  80  

Glu Lys Tyr Glu Glu Phe Lys Gly Lys Tyr Glu Lys Tyr Gly Leu Lys 

                85                  90                  95      

Ile Ala Leu Ser Ile Gly Asp Phe Asp Glu Lys Glu Asp Leu Lys Gly 

            100                 105                 110         

Tyr Asp Leu Ile Ile Thr Thr Ala Glu Lys Leu Asp Ser Leu Ile Arg 

        115                 120                 125             
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His Lys Val Glu Trp Ile Lys Asp Ile Ser Val Val Val Ile Asp Glu 

    130                 135                 140                 

Ile His Leu Ile Gly Asp Glu Ser Arg Gly Gly Thr Leu Glu Val Leu 

145                 150                 155                 160 

Leu Thr Lys Leu Lys Thr Lys Lys Thr Ile Gln Ile Ile Gly Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ala Thr Ile Gly Asn Pro Glu Glu Leu Ala Lys Trp Leu Asn Ala Glu 

            180                 185                 190         

Leu Ile Val Asp Glu Trp Arg Pro Val Lys Leu Lys Lys Gly Ile Gly 

        195                 200                 205             

Tyr Gly Asn Lys Ile Met Phe Ile Asp Asp Asn Gly Asn Thr Ile Asn 

    210                 215                 220                 

Glu Val Ile Val Asp Glu Ile Ser Lys Asn Asn Met Phe Asn Leu Val 

225                 230                 235                 240 

Val Asp Ser Ile Leu Lys Asp Gly Ser Cys Ile Ile Phe Cys Asn Ser 

                245                 250                 255     

Lys Arg Gly Ala Val Gly Glu Ala Lys Lys Leu Asn Leu Lys Lys Tyr 

            260                 265                 270         

Leu Ser Pro Asp Glu Ile Ser Glu Leu Arg His Leu Lys Glu Glu Val 

        275                 280                 285             

Leu Ser Val Leu Asp Asn Pro Thr Lys Thr Cys Lys Asp Leu Ala Glu 

    290                 295                 300                 

Cys Ile Glu Lys Gly Val Ala Phe His His Ala Gly Leu Thr Tyr Glu 

305                 310                 315                 320 

Gln Arg Lys Ile Val Glu Glu Gly Phe Arg Lys Lys Leu Ile Lys Ala 

                325                 330                 335     

Ile Cys Cys Thr Pro Thr Leu Ser Ala Gly Ile Asn Met Pro Cys Arg 

            340                 345                 350         

Arg Ala Ile Ile Arg Asp Leu Lys Arg Phe Ser Ser Arg Gly Tyr Ile 

        355                 360                 365             

Pro Ile Pro Lys Met Glu Ile His Gln Cys Ile Gly Arg Ala Gly Arg 
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    370                 375                 380                 

Pro Asn Leu Asp Pro Tyr Gly Glu Gly Ile Ile Tyr Ile Asn Asn Thr 

385                 390                 395                 400 

Glu Asn Pro Glu Leu Ile Glu Asn Ala Lys Asn Tyr Leu Ile Gly Asn 

                405                 410                 415     

Val Glu Glu Ile Tyr Ser Lys Leu Ser Asn Gln Lys Val Leu Arg Thr 

            420                 425                 430         

His Met Leu Gly Leu Ile Thr Thr Gly Asp Ile Lys Asn Lys Asn Asp 

        435                 440                 445             

Leu Glu Glu Phe Ile Lys Asn Thr Phe Tyr Ala Tyr Gln Tyr Gln Asn 

    450                 455                 460                 

Thr Lys Lys Ile Leu Glu Asn Ile Tyr Glu Ile Thr Asn Phe Leu Glu 

465                 470                 475                 480 

Lys Asn Gly Phe Ile Glu Leu Asn Tyr Arg Arg Asp Glu Asn Lys Asp 

                485                 490                 495     

Lys Ser Asn Asn Ser His Asn Asn Lys Lys Asn Ile Ser Asn Thr Asn 

            500                 505                 510         

Asn Ser Ile Lys Met Leu Val Leu Asp Asn Asn Asn Ser Leu Thr Ile 

        515                 520                 525             

Lys Ser Arg His Glu Glu Asp Val Tyr Tyr Asn Ile Thr Pro Leu Gly 

    530                 535                 540                 

Lys Lys Val Ser Glu Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Ser Ala Glu Tyr Ile 

545                 550                 555                 560 

Ile Asp Gly Leu Lys Asn Leu His Lys Lys Thr Leu Ser Asn Pro Lys 

                565                 570                 575     

Asn Met Glu Cys Tyr Ile Leu His Ile Leu Tyr Ile Ile Ser Lys Thr 

            580                 585                 590         

Thr Glu Met Gln Pro Val Leu Arg Val Arg Arg Lys Glu Glu Asn Asp 

        595                 600                 605             

Leu Ile Asn Asp Met Ile Lys Leu Asp Ile Asp Val Asp Asp Val Ile 

    610                 615                 620                 
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Tyr Gly Ile Ser Ser Glu Asn Leu Glu Tyr Phe Lys Asn Ala Lys Leu 

625                 630                 635                 640 

Phe Tyr Asp Trp Ile Asn Glu Ile Pro Glu Glu Glu Leu Leu Leu Gly 

                645                 650                 655     

Tyr Asn Ile Glu Pro Gly Ile Leu Arg Tyr Asn Val Glu Gln Ala Lys 

            660                 665                 670         

Trp Met Ile His Ser Ala Lys Glu Ile Phe Asn Leu Leu Asn Ile Asp 

        675                 680                 685             

Asn Lys Val Ile Lys Asp Cys Leu Asn Asp Leu Glu Ile Arg Met Glu 

    690                 695                 700                 

Tyr Gly Ala Lys Gln Asp Ile Ile Glu Leu Leu Lys Ile Lys His Ile 

705                 710                 715                 720 

Gly Arg Ala Arg Ala Arg Ile Leu Tyr Asn Ala Gly Ile Lys Asn Ala 

                725                 730                 735     

Asn Asp Ile Ile Asn Asn Gln Lys Asn Ile Ile Asn Leu Leu Gly Glu 

            740                 745                 750         

Lys Ile Ala Arg Lys Ile Leu Ser Glu Leu Gly Val Asp Thr Lys Phe 

        755                 760                 765             

Gly Gln Met Arg Leu Ser Ile 

    770                 775 

<210>  30

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary Hel308 motif

<400>  30

Gln Cys Ile Gly Arg Ala Gly Arg 

1               5               

<210

>  31

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence
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<220><223>  Exemplary extended Hel308 motif

<400>  31

Gln Cys Ile Gly Arg Ala Gly Arg Pro 

1               5                   

<210>  32

<211>  699

<212>  PRT

<213>  Methanotorris igneus

<400>  32

Met Gln Lys Tyr Ser His Val Phe Glu Val Leu Lys Glu Asn Gly Ile 

1               5                   10                  15      

Lys Glu Leu Arg Pro Pro Gln Lys Lys Val Ile Glu Lys Gly Leu Leu 

            20                  25                  30          

Asn Lys Glu Lys Asn Phe Leu Ile Cys Ile Pro Thr Ala Ser Gly Lys 

        35                  40                  45              

Thr Leu Ile Gly Glu Met Ala Leu Ile Asn His Leu Leu Asp Glu Asn 

    50                  55                  60                  

Lys Thr Pro Thr Asn Lys Lys Gly Leu Phe Ile Val Pro Leu Lys Ala 

65                  70                  75                  80  

Leu Ala Ser Glu Lys Tyr Glu Glu Phe Lys Arg Lys Tyr Glu Lys Tyr 

                85                  90                  95      

Gly Leu Lys Val Ala Leu Ser Ile Gly Asp Tyr Asp Glu Lys Glu Asp 

            100                 105                 110         

Leu Ser Ser Tyr Asn Ile Ile Ile Thr Thr Ala Glu Lys Leu Asp Ser 

        115                 120                 125             

Leu Met Arg His Glu Ile Asp Trp Leu Asn Tyr Val Ser Val Ala Ile 

    130                 135                 140                 

Val Asp Glu Ile His Met Ile Asn Asp Glu Lys Arg Gly Gly Thr Leu 

145                 150                 155                 160 

Glu Val Leu Leu Thr Lys Leu Lys Asn Leu Asp Val Gln Ile Ile Gly 

                165                 170                 175     

Leu Ser Ala Thr Ile Gly Asn Pro Glu Glu Leu Ala Glu Trp Leu Asn 
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            180                 185                 190         

Ala Glu Leu Ile Ile Asp Asn Trp Arg Pro Val Lys Leu Arg Lys Gly 

        195                 200                 205             

Ile Phe Phe Gln Asn Lys Ile Met Tyr Leu Asn Gly Ala Cys Lys Glu 

    210                 215                 220                 

Leu Pro Asn Phe Ser Asn Asn Pro Met Leu Asn Leu Val Leu Asp Cys 

225                 230                 235                 240 

Val Lys Glu Gly Gly Cys Cys Leu Val Phe Cys Asn Ser Lys Asn Gly 

                245                 250                 255     

Ala Val Ser Glu Ala Lys Lys Leu Asn Leu Lys Lys Tyr Leu Ser Asn 

            260                 265                 270         

Ser Glu Lys Tyr Glu Leu Gln Lys Leu Lys Glu Glu Ile Leu Ser Ile 

        275                 280                 285             

Leu Asp Pro Pro Thr Glu Thr Cys Lys Thr Leu Ala Glu Cys Leu Glu 

    290                 295                 300                 

Lys Gly Val Ala Phe His His Ala Gly Leu Thr Tyr Glu His Arg Lys 

305                 310                 315                 320 

Ile Val Glu Glu Gly Phe Arg Asn Lys Leu Ile Lys Val Ile Cys Cys 

                325                 330                 335     

Thr Pro Thr Leu Ser Ala Gly Ile Asn Ile Pro Cys Arg Arg Ala Ile 

            340                 345                 350         

Val Arg Asp Leu Met Arg Phe Ser Asn Gly Arg Met Lys Pro Ile Pro 

        355                 360                 365             

Ile Met Glu Ile His Gln Cys Ile Gly Arg Ala Gly Arg Pro Gly Leu 

    370                 375                 380                 

Asp Pro Tyr Gly Glu Gly Ile Ile Phe Val Lys Asn Glu Arg Asp Leu 

385                 390                 395                 400 

Glu Arg Ala Glu Gln Tyr Leu Glu Gly Lys Pro Glu Tyr Ile Tyr Ser 

                405                 410                 415     

Lys Leu Ser Asn Gln Ala Val Leu Arg Thr Gln Leu Leu Gly Met Ile 

            420                 425                 430         
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Ala Thr Arg Glu Ile Glu Asn Glu Phe Asp Leu Ile Ser Phe Ile Lys 

        435                 440                 445             

Asn Thr Phe Tyr Ala His Gln Tyr Gly Asn Leu Gly Gly Val Leu Arg 

    450                 455                 460                 

Asn Ile Lys Glu Val Ile Asn Phe Leu Glu Glu Asn Asp Phe Ile Ala 

465                 470                 475                 480 

Asp Tyr Phe Pro Thr Lys Leu Gly Lys Arg Val Ser Glu Leu Tyr Ile 

                485                 490                 495     

Asp Pro Leu Ser Ala Lys Ile Ile Ile Asp Gly Leu Lys Glu Met Gly 

            500                 505                 510         

Asn Val Asp Asn Glu Glu Leu Tyr Tyr Leu Tyr Leu Ile Ser Lys Thr 

        515                 520                 525             

Leu Glu Met Met Pro Leu Leu Arg Val Asn Ser Phe Glu Glu Leu Asp 

    530                 535                 540                 

Leu Ile Leu Glu Met Glu Glu Ala Gly Ile Tyr Asp Arg Thr Tyr Asp 

545                 550                 555                 560 

Asp Leu Ala Ala Phe Lys Asn Ala Lys Met Leu Tyr Asp Trp Ile Asn 

                565                 570                 575     

Glu Val Pro Glu Asp Glu Ile Leu Lys Lys Tyr Lys Ile Glu Pro Gly 

            580                 585                 590         

Ile Leu Arg Tyr Lys Val Glu Gln Ala Lys Trp Met Ile Tyr Ser Thr 

        595                 600                 605             

Lys Glu Ile Ala Lys Leu Leu Asn Arg Asn Ile Asp Thr Leu Ser Lys 

    610                 615                 620                 

Leu Glu Ile Arg Leu Glu Tyr Gly Ala Lys Glu Asp Ile Ile Glu Leu 

625                 630                 635                 640 

Leu Lys Ile Lys Tyr Val Gly Arg Ala Arg Ala Arg Lys Leu Tyr Asp 

                645                 650                 655     

Ala Gly Ile Arg Ser Val Glu Asp Ile Ile Asn Asn Pro Lys Lys Val 

            660                 665                 670         

Ala Ser Leu Leu Gly Glu Lys Ile Ala Lys Lys Ile Leu Gly Glu Leu 
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        675                 680                 685             

Gly Met Lys Phe Gly Gln Gln Thr Leu Gln Ile 

    690                 695                 

<210>  33

<211>  720

<212>  PRT

<213>  Thermococcus gammatolerans

<400>  33

Met Lys Val Asp Glu Leu Pro Val Asp Glu Arg Leu Lys Ala Val Leu 

1               5                   10                  15      

Lys Glu Arg Gly Ile Glu Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala Leu 

            20                  25                  30          

Lys Ser Gly Ala Leu Glu Gly Arg Asn Leu Val Leu Ala Ile Pro Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Val Ser Glu Ile Val Met Val Asn Lys Leu 

    50                  55                  60                  

Ile Gln Glu Gly Gly Lys Ala Val Tyr Leu Val Pro Leu Lys Ala Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Glu Lys Tyr Arg Glu Phe Lys Glu Trp Glu Lys Leu Gly Leu 

                85                  90                  95      

Lys Val Ala Ala Thr Thr Gly Asp Tyr Asp Ser Thr Asp Asp Trp Leu 

            100                 105                 110         

Gly Arg Tyr Asp Ile Ile Val Ala Thr Ala Glu Lys Phe Asp Ser Leu 

        115                 120                 125             

Leu Arg His Gly Ala Arg Trp Ile Asn Asp Val Lys Leu Val Val Ala 

    130                 135                 140                 

Asp Glu Val His Leu Ile Gly Ser Tyr Asp Arg Gly Ala Thr Leu Glu 

145                 150                 155                 160 

Met Ile Leu Thr His Met Leu Gly Arg Ala Gln Ile Leu Ala Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ala Thr Val Gly Asn Ala Glu Glu Leu Ala Glu Trp Leu Asp Ala Ser 

            180                 185                 190         
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Leu Val Val Ser Asp Trp Arg Pro Val Gln Leu Arg Arg Gly Val Phe 

        195                 200                 205             

His Leu Gly Thr Leu Ile Trp Glu Asp Gly Lys Val Glu Ser Tyr Pro 

    210                 215                 220                 

Glu Asn Trp Tyr Ser Leu Val Val Asp Ala Val Lys Arg Gly Lys Gly 

225                 230                 235                 240 

Ala Leu Val Phe Val Asn Thr Arg Arg Ser Ala Glu Lys Glu Ala Leu 

                245                 250                 255     

Ala Leu Ser Lys Leu Val Ser Ser His Leu Thr Lys Pro Glu Lys Arg 

            260                 265                 270         

Ala Leu Glu Ser Leu Ala Ser Gln Leu Glu Asp Asn Pro Thr Ser Glu 

        275                 280                 285             

Lys Leu Lys Arg Ala Leu Arg Gly Gly Val Ala Phe His His Ala Gly 

    290                 295                 300                 

Leu Ser Arg Val Glu Arg Thr Leu Ile Glu Asp Ala Phe Arg Glu Gly 

305                 310                 315                 320 

Leu Ile Lys Val Ile Thr Ala Thr Pro Thr Leu Ser Ala Gly Val Asn 

                325                 330                 335     

Leu Pro Ser Phe Arg Val Ile Ile Arg Asp Thr Lys Arg Tyr Ala Gly 

            340                 345                 350         

Phe Gly Trp Thr Asp Ile Pro Val Leu Glu Ile Gln Gln Met Met Gly 

        355                 360                 365             

Arg Ala Gly Arg Pro Arg Tyr Asp Lys Tyr Gly Glu Ala Ile Ile Val 

    370                 375                 380                 

Ala Arg Thr Asp Glu Pro Gly Lys Leu Met Glu Arg Tyr Ile Arg Gly 

385                 390                 395                 400 

Lys Pro Glu Lys Leu Phe Ser Met Leu Ala Asn Glu Gln Ala Phe Arg 

                405                 410                 415     

Ser Gln Val Leu Ala Leu Ile Thr Asn Phe Gly Ile Arg Ser Phe Pro 

            420                 425                 430         

Glu Leu Val Arg Phe Leu Glu Arg Thr Phe Tyr Ala His Gln Arg Lys 
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        435                 440                 445             

Asp Leu Ser Ser Leu Glu Tyr Lys Ala Lys Glu Val Val Tyr Phe Leu 

    450                 455                 460                 

Ile Glu Asn Glu Phe Ile Asp Leu Asp Leu Glu Asp Arg Phe Ile Pro 

465                 470                 475                 480 

Leu Pro Phe Gly Lys Arg Thr Ser Gln Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Thr 

                485                 490                 495     

Ala Lys Lys Phe Lys Asp Ala Phe Pro Ala Ile Glu Arg Asn Pro Asn 

            500                 505                 510         

Pro Phe Gly Ile Phe Gln Leu Ile Ala Ser Thr Pro Asp Met Ala Thr 

        515                 520                 525             

Leu Thr Ala Arg Arg Arg Glu Met Glu Asp Tyr Leu Asp Leu Ala Tyr 

    530                 535                 540                 

Glu Leu Glu Asp Lys Leu Tyr Ala Ser Ile Pro Tyr Tyr Glu Asp Ser 

545                 550                 555                 560 

Arg Phe Gln Gly Phe Leu Gly Gln Val Lys Thr Ala Lys Val Leu Leu 

                565                 570                 575     

Asp Trp Ile Asn Glu Val Pro Glu Ala Arg Ile Tyr Glu Thr Tyr Ser 

            580                 585                 590         

Ile Asp Pro Gly Asp Leu Tyr Arg Leu Leu Glu Leu Ala Asp Trp Leu 

        595                 600                 605             

Met Tyr Ser Leu Ile Glu Leu Tyr Lys Leu Phe Glu Pro Lys Glu Glu 

    610                 615                 620                 

Ile Leu Asn Tyr Leu Arg Asp Leu His Leu Arg Leu Arg His Gly Val 

625                 630                 635                 640 

Arg Glu Glu Leu Leu Glu Leu Val Arg Leu Pro Asn Ile Gly Arg Lys 

                645                 650                 655     

Arg Ala Arg Ala Leu Tyr Asn Ala Gly Phe Arg Ser Val Glu Ala Ile 

            660                 665                 670         

Ala Asn Ala Lys Pro Ala Glu Leu Leu Ala Val Glu Gly Ile Gly Ala 

        675                 680                 685             
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Lys Ile Leu Asp Gly Ile Tyr Arg His Leu Gly Ile Glu Lys Arg Val 

    690                 695                 700                 

Thr Glu Glu Lys Pro Lys Arg Lys Gly Thr Leu Glu Asp Phe Leu Arg 

705                 710                 715                 720 

<210>  34

<211>  755

<212>  PRT

<213>  Thermococcus barophilus

<400>  34

Met Leu Ser Thr Lys Pro Lys Ala Tyr Lys Arg Phe Ser Pro Ile Gly 

1               5                   10                  15      

Tyr Ala Met Gln Val Asp Glu Leu Ser Lys Phe Gly Val Asp Glu Arg 

            20                  25                  30          

Ile Ile Arg Lys Ile Lys Glu Arg Gly Ile Ser Glu Phe Tyr Pro Pro 

        35                  40                  45              

Gln Ala Glu Ala Leu Arg Ser Gly Val Leu Asn Gly Glu Asn Leu Leu 

    50                  55                  60                  

Leu Ala Ile Pro Thr Ala Ser Gly Lys Thr Leu Val Ala Glu Ile Val 

65                  70                  75                  80  

Met Leu His Lys Leu Phe Thr Gly Gly Gly Lys Ala Val Tyr Leu Val 

                85                  90                  95      

Pro Leu Lys Ala Leu Ala Glu Glu Lys Tyr Arg Glu Phe Lys Thr Trp 

            100                 105                 110         

Glu Asp Leu Gly Val Arg Val Ala Val Thr Thr Gly Asp Tyr Asp Ser 

        115                 120                 125             

Ser Glu Glu Trp Leu Gly Lys Tyr Asp Ile Ile Ile Ala Thr Ser Glu 

    130                 135                 140                 

Lys Phe Asp Ser Leu Leu Arg His Lys Ser Arg Trp Ile Arg Asp Val 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Ile Val Ala Asp Glu Ile His Leu Leu Gly Ser Tyr Asp Arg 

                165                 170                 175     

Gly Ala Thr Leu Glu Met Ile Leu Ser His Met Leu Gly Lys Ala Gln 
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            180                 185                 190         

Ile Leu Gly Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Glu Glu Leu Ala Glu 

        195                 200                 205             

Trp Leu Asn Ala Lys Leu Val Val Ser Asp Trp Arg Pro Val Lys Leu 

    210                 215                 220                 

Arg Lys Gly Val Phe Ala His Gly Gln Leu Ile Trp Glu Asp Gly Lys 

225                 230                 235                 240 

Val Asp Lys Phe Pro Pro Gln Trp Asp Ser Leu Val Ile Asp Ala Val 

                245                 250                 255     

Lys Lys Gly Lys Gln Ala Leu Val Phe Val Asn Thr Arg Arg Ser Ala 

            260                 265                 270         

Glu Lys Glu Ala Gly Met Leu Gly Lys Lys Val Arg Arg Leu Leu Thr 

        275                 280                 285             

Lys Pro Glu Ala Arg Arg Leu Lys Glu Leu Ala Glu Ser Leu Glu Ser 

    290                 295                 300                 

Asn Pro Thr Asn Asp Lys Leu Lys Glu Val Leu Val Asn Gly Ala Ala 

305                 310                 315                 320 

Phe His His Ala Gly Leu Gly Arg Ala Glu Arg Thr Leu Ile Glu Asp 

                325                 330                 335     

Ala Phe Arg Glu Gly Leu Ile Lys Val Leu Thr Ala Thr Pro Thr Leu 

            340                 345                 350         

Ala Met Gly Val Asn Leu Pro Ser Phe Arg Val Ile Ile Arg Asp Thr 

        355                 360                 365             

Lys Arg Tyr Ser Thr Phe Gly Trp Ser Asp Ile Pro Val Leu Glu Ile 

    370                 375                 380                 

Gln Gln Met Ile Gly Arg Ala Gly Arg Pro Lys Tyr Asp Lys Glu Gly 

385                 390                 395                 400 

Glu Ala Ile Ile Val Ala Lys Thr Glu Lys Pro Glu Glu Leu Met Glu 

                405                 410                 415     

Lys Tyr Ile Phe Gly Lys Pro Glu Lys Leu Phe Ser Met Leu Ser Asn 

            420                 425                 430         
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Asp Ala Ala Phe Arg Ser Gln Val Leu Ala Leu Ile Thr Asn Phe Gly 

        435                 440                 445             

Val Glu Ser Phe Arg Glu Leu Ile Gly Phe Leu Glu Lys Thr Phe Tyr 

    450                 455                 460                 

Tyr His Gln Arg Lys Asp Leu Glu Ile Leu Glu Gly Lys Ala Lys Ser 

465                 470                 475                 480 

Ile Val Tyr Phe Leu Leu Glu Asn Glu Phe Ile Asp Ile Asp Leu Asn 

                485                 490                 495     

Asp Ser Phe Ile Ala Leu Pro Phe Gly Ile Arg Thr Ser Gln Leu Tyr 

            500                 505                 510         

Leu Asp Pro Leu Thr Ala Lys Lys Phe Lys Asp Ala Leu Pro Gln Ile 

        515                 520                 525             

Glu Glu Asn Pro Asn Pro Leu Gly Ile Phe Gln Leu Leu Ala Ser Thr 

    530                 535                 540                 

Pro Asp Met Gly Thr Leu Ser Ile Lys Arg Lys Glu Gln Glu Ser Tyr 

545                 550                 555                 560 

Leu Asp Tyr Ala Tyr Glu Met Glu Asp Tyr Leu Tyr Arg Ser Ile Pro 

                565                 570                 575     

Tyr Trp Glu Asp Tyr Glu Phe Gln Lys Phe Leu Ser Glu Val Lys Thr 

            580                 585                 590         

Ala Lys Leu Leu Leu Asp Trp Ile Asn Glu Val Ser Glu Ala Lys Leu 

        595                 600                 605             

Ile Glu Ala Tyr Gly Ile Asp Thr Gly Asp Leu Tyr Arg Ile Ile Glu 

    610                 615                 620                 

Leu Ala Asp Trp Leu Met Tyr Ser Leu Ile Glu Leu Ala Lys Val Leu 

625                 630                 635                 640 

Asn Ala Gly Gly Glu Thr Ile Lys Tyr Leu Arg Arg Leu His Leu Arg 

                645                 650                 655     

Leu Lys His Gly Val Arg Glu Glu Leu Leu Glu Leu Val Glu Leu Pro 

            660                 665                 670         

Met Ile Gly Arg Arg Arg Ala Arg Ala Leu Tyr Asn Ala Gly Phe Lys 
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        675                 680                 685             

Asn Val Asn Asp Ile Val Lys Ala Lys Pro Ser Glu Leu Leu Ala Val 

    690                 695                 700                 

Glu Gly Ile Gly Val Lys Val Leu Glu Arg Ile Tyr Arg His Phe Gly 

705                 710                 715                 720 

Val Glu Leu Pro Leu Leu Lys Asn Ile Lys Asp Pro Asp Lys Pro Glu 

                725                 730                 735     

Asp Lys Pro Lys Glu Lys Pro Lys Pro Lys Lys Gly Thr Leu Asp Tyr 

            740                 745                 750         

Phe Leu Lys 

        755 

<210>  35

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary Hel308 motif

<400>  35

Gln Met Ile Gly Arg Ala Gly Arg 

1               5               

<210>  36

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary extended Hel308 motif

<400>  36

Gln Met Ile Gly Arg Ala Gly Arg Pro 

1               5                   

<210>  37

<211>  744

<212>  PRT

<213>  Thermococcus sibiricus

<400>  37

Met Lys Leu Asn Lys Leu Lys Ser Tyr Ile Asn Ala Phe Leu Leu Gly 
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1               5                   10                  15      

Met Val Met Ser Met Lys Val Asp Glu Leu Lys Ser Leu Gly Val Asp 

            20                  25                  30          

Glu Arg Ile Leu Arg Leu Leu Arg Glu Arg Gly Ile Glu Glu Leu Tyr 

        35                  40                  45              

Pro Pro Gln Ala Asp Ala Leu Lys Thr Glu Val Leu Lys Gly Lys Asn 

    50                  55                  60                  

Leu Val Leu Ala Ile Pro Thr Ala Ser Gly Lys Thr Leu Val Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Ile Val Met Ile Asn Lys Ile Leu Arg Glu Gly Gly Lys Thr Val Tyr 

                85                  90                  95      

Leu Val Pro Leu Lys Ala Leu Ala Glu Glu Lys Tyr Lys Glu Phe Lys 

            100                 105                 110         

Phe Trp Glu Lys Leu Gly Ile Arg Ile Ala Met Thr Thr Gly Asp Tyr 

        115                 120                 125             

Asp Ser Thr Glu Glu Trp Leu Gly Lys Tyr Asp Ile Ile Ile Ala Thr 

    130                 135                 140                 

Ser Glu Lys Phe Asp Ser Leu Leu Arg His Lys Ser Pro Trp Ile Lys 

145                 150                 155                 160 

Asp Ile Asn Leu Val Ile Ala Asp Glu Ile His Leu Leu Gly Ser Tyr 

                165                 170                 175     

Asp Arg Gly Ala Thr Leu Glu Met Ile Leu Ala His Leu Asp Asp Lys 

            180                 185                 190         

Ala Gln Ile Leu Gly Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Glu Glu Val 

        195                 200                 205             

Ala Glu Trp Leu Asn Ala Asp Leu Val Met Ser Glu Trp Arg Pro Val 

    210                 215                 220                 

Ala Leu Arg Lys Gly Val Phe Tyr His Gly Glu Leu Phe Trp Glu Asp 

225                 230                 235                 240 

Gly Ser Ile Glu Arg Phe Pro Thr Gln Trp Asp Ser Leu Val Ile Asp 

                245                 250                 255     
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Ala Leu Lys Lys Gly Lys Gln Ala Leu Val Phe Val Asn Thr Arg Arg 

            260                 265                 270         

Ser Ala Glu Lys Glu Ala Leu Leu Leu Ala Gly Lys Ile Gln Arg Phe 

        275                 280                 285             

Leu Thr Lys Pro Glu Glu Arg Lys Leu Lys Gln Leu Ala Asp Gly Leu 

    290                 295                 300                 

Asp Thr Thr Pro Thr Asn Gln Lys Leu Lys Glu Ala Leu Thr Lys Gly 

305                 310                 315                 320 

Val Ala Phe His His Ala Gly Leu Gly Arg Thr Glu Arg Ser Ile Ile 

                325                 330                 335     

Glu Asp Ala Phe Arg Glu Gly Leu Ile Lys Val Ile Thr Ala Thr Pro 

            340                 345                 350         

Thr Leu Ser Ala Gly Val Asn Leu Pro Ala Tyr Arg Val Ile Ile Arg 

        355                 360                 365             

Asp Thr Lys Arg Tyr Ser Asn Phe Gly Trp Val Asp Ile Pro Val Leu 

    370                 375                 380                 

Glu Ile Gln Gln Met Met Gly Arg Ala Gly Arg Pro Lys Tyr Asp Ile 

385                 390                 395                 400 

Glu Gly Gln Ala Ile Ile Ile Ala Lys Thr Glu Lys Pro Glu Asp Leu 

                405                 410                 415     

Met Lys Arg Tyr Val Leu Gly Lys Pro Glu Lys Leu Phe Ser Met Leu 

            420                 425                 430         

Ser Asn Glu Ala Ser Phe Arg Ser Gln Val Leu Ala Leu Ile Thr Asn 

        435                 440                 445             

Phe Gly Val Gly Asn Phe Lys Glu Leu Val Asn Phe Leu Glu Arg Thr 

    450                 455                 460                 

Phe Tyr Tyr His Gln Arg Lys Asn Leu Glu Ala Leu Glu Gly Lys Ala 

465                 470                 475                 480 

Lys Ser Ile Val Tyr Phe Leu Phe Glu Asn Glu Phe Ile Asp Ile Asp 

                485                 490                 495     

Leu Asn Asp Gln Phe Met Pro Leu Pro Leu Gly Ile Arg Thr Ser Gln 
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            500                 505                 510         

Leu Tyr Leu Asp Pro Val Thr Ala Lys Lys Phe Lys Asp Ala Phe Glu 

        515                 520                 525             

Lys Leu Glu Lys Asn Pro Asn Pro Leu Gly Ile Phe Gln Leu Leu Ala 

    530                 535                 540                 

Ser Thr Pro Asp Met Ser Ser Leu Arg Val Lys Arg Lys Glu Gln Glu 

545                 550                 555                 560 

Asp Leu Leu Asp Tyr Ala Tyr Glu Met Glu Glu Tyr Leu Tyr Gln Asn 

                565                 570                 575     

Ile Pro Tyr Trp Glu Asp Tyr Lys Phe Glu Lys Phe Leu Gly Glu Thr 

            580                 585                 590         

Lys Thr Ala Lys Leu Leu Leu Asp Trp Ile Asn Glu Val Asn Asp Val 

        595                 600                 605             

Lys Ile Leu Glu Thr Tyr Glu Ile Asp Thr Gly Asp Leu Tyr Arg Ile 

    610                 615                 620                 

Leu Glu Leu Val Asp Trp Leu Met Tyr Ser Leu Ile Glu Leu Tyr Lys 

625                 630                 635                 640 

Leu Phe Asp Pro Lys Pro Glu Val Leu Asp Phe Leu Lys Lys Leu His 

                645                 650                 655     

Ile Arg Val Lys His Gly Val Arg Glu Glu Leu Leu Glu Leu Ile Thr 

            660                 665                 670         

Leu Pro Met Ile Gly Arg Lys Arg Ala Arg Ala Leu Tyr Asn Ala Gly 

        675                 680                 685             

Phe Lys Gly Ile Asp Asp Ile Val Arg Ala Lys Ala Ser Glu Leu Leu 

    690                 695                 700                 

Lys Val Glu Gly Ile Gly Ile Gly Val Ile Glu Lys Ile Tyr Gln His 

705                 710                 715                 720 

Phe Gly Val Glu Leu Pro Thr Asn Glu Lys Lys Lys Lys Val Lys Lys 

                725                 730                 735     

Gly Thr Leu Asp Glu Phe Phe Lys 

            740                 
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<210>  38

<211>  729

<212>  PRT

<213>  Methanosarcina barkeri fusaro

<400>  38

Met Lys Ile Glu Ser Leu Asp Leu Pro Asp Glu Val Lys Gln Phe Tyr 

1               5                   10                  15      

Leu Asn Ser Gly Ile Met Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala Val 

            20                  25                  30          

Glu Lys Gly Leu Leu Glu Gly Arg Asn Leu Leu Ala Ala Ile Pro Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Leu Ala Glu Leu Ala Met Leu Lys Ser Ile 

    50                  55                  60                  

Leu Ala Gly Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu Ala 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Lys Phe Arg Arg Phe Arg Glu Phe Ser Glu Leu Gly Ile Arg 

                85                  90                  95      

Val Gly Ile Ser Thr Gly Asp Tyr Asp Leu Arg Asp Glu Gly Leu Gly 

            100                 105                 110         

Val Asn Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Thr Asp Ser Leu Leu 

        115                 120                 125             

Arg Asn Glu Thr Val Trp Met Gln Glu Ile Ser Val Val Val Ala Asp 

    130                 135                 140                 

Glu Val His Leu Ile Asp Ser Pro Asp Arg Gly Pro Thr Leu Glu Val 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Ala Lys Leu Arg Lys Met Asn Pro Ser Cys Gln Ile Leu Ala 

                165                 170                 175     

Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Asp Glu Leu Ala Val Trp Leu Glu 

            180                 185                 190         

Ala Glu Leu Val Val Ser Glu Trp Arg Pro Thr Glu Leu Leu Glu Gly 

        195                 200                 205             

Val Phe Phe Asn Gly Thr Phe Tyr Cys Lys Asp Arg Glu Lys Thr Val 
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    210                 215                 220                 

Glu Gln Ser Thr Lys Asp Glu Ala Val Asn Leu Ala Leu Asp Thr Leu 

225                 230                 235                 240 

Lys Lys Asp Gly Gln Cys Leu Val Phe Glu Ser Ser Arg Lys Asn Cys 

                245                 250                 255     

Met Ala Phe Ala Lys Lys Ala Ala Ser Thr Val Lys Lys Thr Leu Ser 

            260                 265                 270         

Ala Glu Asp Arg Asn Ala Leu Ala Gly Ile Ala Asp Glu Ile Leu Glu 

        275                 280                 285             

Asn Ser Glu Thr Asp Thr Ser Thr Asn Leu Ala Val Cys Ile Arg Ser 

    290                 295                 300                 

Gly Thr Ala Phe His His Ala Gly Leu Thr Thr Pro Leu Arg Glu Leu 

305                 310                 315                 320 

Val Glu Asp Gly Phe Arg Ala Gly Arg Ile Lys Leu Ile Ser Ser Thr 

                325                 330                 335     

Pro Thr Leu Ala Ala Gly Leu Asn Leu Pro Ala Arg Arg Val Ile Ile 

            340                 345                 350         

Arg Asn Tyr Arg Arg Tyr Ser Ser Glu Asp Gly Met Gln Pro Ile Pro 

        355                 360                 365             

Val Leu Glu Tyr Lys Gln Met Ala Gly Arg Ala Gly Arg Pro Arg Leu 

    370                 375                 380                 

Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Val Leu Val Ala Lys Ser Tyr Lys Glu Phe 

385                 390                 395                 400 

Val Phe Leu Phe Glu Asn Tyr Ile Glu Ala Asn Ala Glu Asp Ile Trp 

                405                 410                 415     

Ser Lys Leu Gly Thr Glu Asn Ala Leu Arg Thr His Val Leu Ser Thr 

            420                 425                 430         

Ile Ser Asn Gly Phe Ala Arg Thr Tyr Asp Glu Leu Met Asp Phe Leu 

        435                 440                 445             

Glu Ala Thr Phe Phe Ala Phe Gln Tyr Ser Asn Phe Gly Leu Ser Thr 

    450                 455                 460                 
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Val Val Asn Glu Cys Leu Asn Phe Leu Arg Gln Glu Gly Met Leu Glu 

465                 470                 475                 480 

Lys Asp Asp Ala Leu Ile Pro Thr Ser Phe Gly Lys Leu Val Ser Arg 

                485                 490                 495     

Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Ser Ala Ala Arg Ile Ala Lys Gly Leu Lys 

            500                 505                 510         

Gly Ala Lys Ser Leu Ser Glu Leu Thr Leu Leu His Leu Val Cys Ser 

        515                 520                 525             

Thr Pro Asp Met Arg Leu Leu Tyr Met Arg Ser His Asp Tyr Gln Asp 

    530                 535                 540                 

Ile Asn Asp Tyr Val Met Ala His Ala Ser Glu Phe Val Lys Val Pro 

545                 550                 555                 560 

Ser Pro Phe Asp Thr Thr Glu Tyr Glu Trp Phe Leu Gly Glu Val Lys 

                565                 570                 575     

Thr Ser Leu Leu Leu Leu Asp Trp Ile His Glu Lys Ser Glu Asn Glu 

            580                 585                 590         

Ile Cys Leu Lys Phe Gly Thr Gly Glu Gly Asp Ile His Ser Ile Ala 

        595                 600                 605             

Asp Ile Ala Glu Trp Ile Met His Val Thr Ser Gln Leu Ala Gly Leu 

    610                 615                 620                 

Leu Asp Leu Lys Gly Ala Arg Glu Ala Ala Glu Leu Glu Lys Arg Ile 

625                 630                 635                 640 

His Tyr Gly Ala Ala Pro Glu Leu Ile Asp Leu Leu Asn Ile Arg Gly 

                645                 650                 655     

Ile Gly Arg Val Arg Ala Arg Lys Leu Tyr Glu Ala Gly Phe Lys Ser 

            660                 665                 670         

Ser Ala Glu Leu Ala Glu Val Asp Pro Glu Lys Val Ala Ala Leu Leu 

        675                 680                 685             

Gly Pro Lys Ile Ala Asp Arg Ile Phe Lys Gln Ile Arg Gly Arg Gly 

    690                 695                 700                 

Thr Ser Ser Gly Ile Ile Ala Ser Glu Pro Pro Glu Lys Ser Pro Tyr 
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705                 710                 715                 720 

Ser Gly Gln Lys Thr Ile Ser Asp Tyr 

                725                 

<210>  39

<211>  730

<212>  PRT

<213>  Methanosarcina acetivorans

<400>  39

Met Lys Ile Glu Ser Leu Asp Leu Pro Asp Glu Val Lys Arg Phe Tyr 

1               5                   10                  15      

Glu Asn Ser Gly Ile Pro Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala Val 

            20                  25                  30          

Glu Lys Gly Leu Leu Glu Gly Lys Asn Leu Leu Ala Ala Ile Pro Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Leu Ala Glu Leu Ala Met Leu Lys Ser Val 

    50                  55                  60                  

Leu Ala Gly Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu Ala 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Lys Phe Arg Arg Phe Gln Asp Phe Ser Glu Leu Gly Ile Arg 

                85                  90                  95      

Val Gly Ile Ser Thr Gly Asp Tyr Asp Arg Arg Asp Glu Gly Leu Gly 

            100                 105                 110         

Ile Asn Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Thr Asp Ser Leu Leu 

        115                 120                 125             

Arg Asn Glu Thr Ala Trp Met Gln Glu Ile Ser Val Val Val Val Asp 

    130                 135                 140                 

Glu Val His Leu Ile Asp Ser Ala Asp Arg Gly Pro Thr Leu Glu Val 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Ala Lys Leu Arg Lys Met Asn Pro Phe Cys Gln Ile Leu Ala 

                165                 170                 175     

Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Asp Glu Leu Ala Ala Trp Leu Asp 

            180                 185                 190         
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Ala Glu Leu Val Leu Ser Glu Trp Arg Pro Thr Asp Leu Met Glu Gly 

        195                 200                 205             

Val Phe Phe Asp Gly Thr Phe Phe Cys Lys Asp Lys Glu Lys Leu Ile 

    210                 215                 220                 

Glu Gln Pro Thr Lys Asp Glu Ala Ile Asn Leu Val Leu Asp Thr Leu 

225                 230                 235                 240 

Arg Glu Gly Gly Gln Cys Leu Val Phe Glu Ser Ser Arg Lys Asn Cys 

                245                 250                 255     

Met Gly Phe Ala Lys Lys Ala Thr Ser Ala Val Lys Lys Thr Leu Ser 

            260                 265                 270         

Ala Glu Asp Lys Glu Lys Leu Ala Gly Ile Ala Asp Glu Ile Leu Glu 

        275                 280                 285             

Asn Ser Glu Thr Asp Thr Ala Ser Val Leu Ala Ser Cys Val Arg Ala 

    290                 295                 300                 

Gly Thr Ala Phe His His Ala Gly Leu Thr Ser Pro Leu Arg Glu Leu 

305                 310                 315                 320 

Val Glu Thr Gly Phe Arg Glu Gly Tyr Val Lys Leu Ile Ser Ser Thr 

                325                 330                 335     

Pro Thr Leu Ala Ala Gly Leu Asn Leu Pro Ala Arg Arg Val Ile Ile 

            340                 345                 350         

Arg Ser Tyr Arg Arg Tyr Ser Ser Asp Ser Gly Met Gln Pro Ile Pro 

        355                 360                 365             

Val Leu Glu Tyr Lys Gln Met Ala Gly Arg Ala Gly Arg Pro Arg Leu 

    370                 375                 380                 

Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Val Leu Leu Ala Lys Ser Tyr Glu Glu Leu 

385                 390                 395                 400 

Leu Phe Leu Phe Glu Lys Tyr Ile Glu Ala Gly Ala Glu Asp Ile Trp 

                405                 410                 415     

Ser Lys Leu Gly Thr Glu Asn Ala Leu Arg Thr His Val Leu Ser Thr 

            420                 425                 430         

Ile Ser Asn Gly Phe Ala Arg Thr Lys Glu Glu Leu Met Asp Phe Leu 

공개특허 10-2014-0090633

- 127 -



        435                 440                 445             

Glu Ala Thr Phe Phe Ala Tyr Gln Tyr Ser Asn Phe Gly Leu Ser Val 

    450                 455                 460                 

Val Val Asp Glu Cys Leu Asn Phe Leu Arg Gln Glu Gly Met Leu Glu 

465                 470                 475                 480 

Gln Asp Ser Asp Ala Leu Ile Ser Thr Met Phe Gly Lys Leu Val Ser 

                485                 490                 495     

Arg Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Ser Ala Ala Leu Ile Ala Lys Gly Leu 

            500                 505                 510         

Arg Glu Ala Gly Thr Leu Thr Glu Leu Thr Leu Leu His Leu Val Cys 

        515                 520                 525             

Ser Thr Pro Asp Met Arg Leu Met Tyr Met Arg Ser Gln Asp Tyr Gln 

    530                 535                 540                 

Asp Ile Asn Asp Phe Val Met Ala His Ala Glu Glu Phe Ser Lys Val 

545                 550                 555                 560 

Pro Ser Pro Phe Asn Ile Val Glu Tyr Glu Trp Phe Leu Ser Glu Val 

                565                 570                 575     

Lys Thr Ser Leu Leu Leu Met Asp Trp Ile His Glu Lys Pro Glu Asn 

            580                 585                 590         

Glu Ile Cys Leu Lys Phe Gly Thr Gly Glu Gly Asp Ile His Thr Thr 

        595                 600                 605             

Ala Asp Ile Ala Glu Trp Ile Met His Val Ala Thr Gln Leu Ala Arg 

    610                 615                 620                 

Leu Leu Asp Leu Lys Gly Ala Lys Glu Ala Ala Glu Leu Glu Lys Arg 

625                 630                 635                 640 

Ile His Tyr Gly Ala Gly Pro Glu Leu Met Asp Leu Leu Asp Ile Arg 

                645                 650                 655     

Gly Ile Gly Arg Val Arg Ala Arg Lys Leu Tyr Gly Ala Gly Phe Lys 

            660                 665                 670         

Ser Thr Ala Asp Leu Ala Gly Ala Thr Pro Glu Lys Val Ala Ala Leu 

        675                 680                 685             
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Val Gly Pro Lys Ile Ala Glu Arg Ile Phe Arg Gln Ile Gly Arg Arg 

    690                 695                 700                 

Glu Ala Val Ser Glu Ile Ser Asp Ser Glu Arg Leu Glu Lys Ser Ser 

705                 710                 715                 720 

Gln Asp Gly Gln Ser Thr Ile Ser Asp Phe 

                725                 730 

<210>  40

<211>  729

<212>  PRT

<213>  Methanohalophilus mahii

<400>  40

Met Lys Ile Glu Glu Leu Asp Leu Pro Ser Glu Ala Ile Glu Val Tyr 

1               5                   10                  15      

Leu Gln Ala Gly Ile Glu Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Asp Ala Val 

            20                  25                  30          

Glu Lys Gly Leu Leu Gln Gly Glu Asn Leu Leu Ala Ala Ile Pro Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Leu Ala Glu Met Ala Met Leu Lys Ala Ile 

    50                  55                  60                  

Lys Lys Gly Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu Ala 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Lys Phe Arg Asp Phe Lys Arg Phe Glu Ser Leu Gly Ile Lys 

                85                  90                  95      

Thr Ala Ile Ser Thr Gly Asp Phe Asp Ser Arg Asp Glu Trp Leu Gly 

            100                 105                 110         

Ser Asn Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Thr Asp Ser Leu Leu 

        115                 120                 125             

Arg Asn Ser Thr Pro Trp Met Lys Asp Ile Thr Ala Val Ile Val Asp 

    130                 135                 140                 

Glu Val His Leu Leu Asp Ser Ala Asn Arg Gly Pro Thr Leu Glu Val 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Ala Lys Leu Lys Arg Leu Asn Pro Gly Ala Gln Val Val Ala 
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                165                 170                 175     

Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Met Glu Ile Ala Gln Trp Leu Glu 

            180                 185                 190         

Ala Lys Leu Val Leu Ser Glu Trp Arg Pro Thr Tyr Leu His Glu Gly 

        195                 200                 205             

Ile Phe Tyr Gly Asp Ala Ile Asn Phe Asp Glu Asp Gln Thr Phe Ile 

    210                 215                 220                 

Glu Arg Arg His Lys Glu Asp Ser Val Asn Leu Val Ile Asp Thr Val 

225                 230                 235                 240 

Ile Gln Gly Gly Gln Cys Leu Val Phe Asp Ser Ser Arg Arg Asn Cys 

                245                 250                 255     

Val Gly Phe Ala Lys Lys Cys Ala Pro Ala Val Gly Glu Leu Leu Asp 

            260                 265                 270         

Arg Gln Asn Arg Asn Glu Leu Glu Glu Val Ala Lys Glu Val Leu Glu 

        275                 280                 285             

Asn Gly Glu Thr Lys Leu Thr Glu Thr Leu Ala Tyr Cys Ile Lys Lys 

    290                 295                 300                 

Gly Val Ala Phe His His Ala Gly Leu Asn Ser Ala His Arg Arg Ile 

305                 310                 315                 320 

Val Glu Asp Ala Phe Arg Asn Asn Leu Ile Lys Met Ile Cys Ser Thr 

                325                 330                 335     

Pro Thr Leu Ala Ala Gly Leu Asn Leu Pro Ala Arg Arg Val Ile Ile 

            340                 345                 350         

Arg Ser Tyr Lys Arg Tyr Asp Pro Asn Ala Gly Met Gln Pro Ile Pro 

        355                 360                 365             

Val Leu Asp Tyr Lys Gln Met Ala Gly Arg Ala Gly Arg Pro His Leu 

    370                 375                 380                 

Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Val Val Ile Val Lys Thr Tyr Glu Glu Phe 

385                 390                 395                 400 

Thr Asp Val Leu Glu Arg Tyr Ile Ser Ala Ser Ala Glu Asp Ile Trp 

                405                 410                 415     
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Ser Lys Leu Gly Thr Glu Asn Ala Leu Arg Thr His Ile Leu Ser Thr 

            420                 425                 430         

Ile Ala Ser Gly Phe Ala Asn Cys His Arg Glu Ile Leu Thr Phe Leu 

        435                 440                 445             

Gly Ser Thr Phe Phe Ala His Gln Gln Gln Ser Trp Asn Phe Glu Glu 

    450                 455                 460                 

Leu Leu Glu Asp Cys Leu Ile Phe Leu Lys Asn Glu Gly Met Leu Glu 

465                 470                 475                 480 

Gln Asp Asn Glu Thr Ile Arg Ala Thr Glu Leu Gly Lys Met Ile Ser 

                485                 490                 495     

Ser Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Ser Ala Ser Lys Ile Ile Arg Gly Leu 

            500                 505                 510         

Glu Lys Thr Thr His Val Thr Asp Met Thr Leu Leu Gln Leu Ile Cys 

        515                 520                 525             

Ser Thr Pro Asp Met Arg Leu Leu Tyr Leu Arg Asn Arg Asp Tyr Glu 

    530                 535                 540                 

Ile Ile Asn Asp Tyr Val Met Asn His Thr Glu Glu Phe Ile Glu Val 

545                 550                 555                 560 

Pro Ser Pro Phe Lys Gln Ile Glu Tyr Glu Trp Phe Leu Ser Glu Val 

                565                 570                 575     

Lys Thr Ala Leu Leu Leu Leu Glu Trp Ile Asn Glu Lys Ser Leu Glu 

            580                 585                 590         

Lys Ile Val Glu Asn Tyr Gln Val Gly Glu Gly Asp Ile Tyr Ala Ser 

        595                 600                 605             

Ser Asp Ile Ala Glu Trp Leu Met His Ala Thr Gln Arg Ile Ala Ser 

    610                 615                 620                 

Arg Ile Asn Pro Gln Leu Glu Thr Glu Cys Ala Lys Leu Glu Lys Arg 

625                 630                 635                 640 

Ile His Tyr Gly Ala Gly Ser Glu Leu Ile Glu Leu Val Glu Ile Pro 

                645                 650                 655     

Asn Val Gly Arg Ala Arg Ala Arg Lys Leu Phe Lys Lys Gly Tyr Arg 
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            660                 665                 670         

Ser Arg Gln Lys Leu Ala Thr Ala Asp Glu Lys Gln Leu Ala Gly Ile 

        675                 680                 685             

Val Gly Pro Lys Ile Ala Gln Lys Ile Leu Ser Tyr Leu Gly Arg Glu 

    690                 695                 700                 

Thr Asp Ser Asn Gly Tyr Val Glu Pro Glu Thr Leu Glu Asn Lys Lys 

705                 710                 715                 720 

Gln Gln Lys Thr Phe Gln Asp Phe Ile 

                725                 

<210>  41

<211>  730

<212>  PRT

<213>  Methanosarcina mazei

<400>  41

Met Lys Ile Glu Ser Leu Asp Leu Pro Asp Glu Ile Lys Arg Phe Tyr 

1               5                   10                  15      

Glu Asn Ser Gly Ile Leu Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala Val 

            20                  25                  30          

Glu Lys Gly Leu Leu Glu Gly Lys Asn Leu Leu Ala Ala Ile Pro Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Leu Ala Glu Leu Ala Met Leu Lys Ser Val 

    50                  55                  60                  

Leu Asn Gly Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu Ala 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Lys Phe Arg Arg Phe Gln Glu Phe Ser Val Leu Gly Met Arg 

                85                  90                  95      

Val Gly Ile Ser Thr Gly Asp Tyr Asp Arg Arg Asp Glu Gly Leu Gly 

            100                 105                 110         

Ile Asn Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Thr Asp Ser Leu Leu 

        115                 120                 125             

Arg Asn Glu Thr Ala Trp Met Gln Glu Ile Ser Val Val Val Ala Asp 
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    130                 135                 140                 

Glu Val His Leu Ile Asp Ser Pro Asp Arg Gly Pro Thr Leu Glu Ile 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Ser Lys Leu Arg Arg Met Asn Pro Ser Cys Gln Val Leu Ala 

                165                 170                 175     

Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Asp Glu Leu Ala Ala Trp Leu Asp 

            180                 185                 190         

Ala Glu Leu Val Leu Ser Glu Trp Arg Pro Thr Asp Leu Met Glu Gly 

        195                 200                 205             

Val Phe Tyr Asn Gly Ile Phe Tyr Cys Lys Asp Lys Glu Lys Pro Val 

    210                 215                 220                 

Gly Gln Pro Thr Lys Asp Glu Ala Val Asn Leu Val Leu Asp Thr Ile 

225                 230                 235                 240 

Lys Glu Gly Gly Gln Cys Leu Val Phe Glu Ser Ser Arg Lys Asn Cys 

                245                 250                 255     

Met Gly Phe Ala Lys Lys Ala Val Ser Ala Val Lys Lys Thr Leu Ser 

            260                 265                 270         

Asn Glu Asp Arg Glu Thr Leu Ala Gly Ile Ala Asp Glu Ile Ile Glu 

        275                 280                 285             

Asn Ser Glu Thr Asp Val Ser Ser Val Leu Ala Thr Cys Val Arg Ser 

    290                 295                 300                 

Gly Thr Ala Phe His His Ala Gly Leu Thr Thr Pro Leu Arg Glu Leu 

305                 310                 315                 320 

Val Glu Asn Gly Phe Arg Glu Gly Arg Ile Lys Ile Ile Ser Ser Thr 

                325                 330                 335     

Pro Thr Leu Ala Ala Gly Leu Asn Leu Pro Ala Arg Arg Val Ile Ile 

            340                 345                 350         

Arg Ser Tyr Arg Arg Tyr Ser Ser Asp Ser Gly Met Gln Pro Ile Pro 

        355                 360                 365             

Val Leu Glu Tyr Lys Gln Met Ala Gly Arg Ala Gly Arg Pro Arg Leu 

    370                 375                 380                 
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Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Val Leu Leu Ala Lys Ser Tyr Glu Glu Phe 

385                 390                 395                 400 

Val Phe Leu Phe Glu Lys Tyr Ile Glu Ala Gly Ala Glu Asp Ile Trp 

                405                 410                 415     

Ser Lys Leu Gly Thr Glu Asn Ala Leu Arg Thr His Ile Leu Ser Thr 

            420                 425                 430         

Ile Ser Asn Gly Phe Ala Arg Thr Arg Glu Glu Leu Met Asp Phe Leu 

        435                 440                 445             

Glu Ala Thr Phe Phe Ala Phe Gln Tyr Ser Asn Phe Gly Leu Ser Ala 

    450                 455                 460                 

Val Val Asp Glu Cys Leu Asp Phe Leu Arg Arg Glu Gly Met Leu Glu 

465                 470                 475                 480 

Lys Asp Pro Asp Ala Leu Val Ser Thr Val Phe Gly Lys Leu Val Ser 

                485                 490                 495     

Arg Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Ser Ala Ala Leu Ile Ala Lys Gly Leu 

            500                 505                 510         

Arg Glu Ala Gly Thr Leu Thr Glu Leu Thr Leu Leu His Leu Ile Cys 

        515                 520                 525             

Ser Thr Pro Asp Met Arg Leu Met Tyr Met Arg Ser Gln Asp Tyr Gln 

    530                 535                 540                 

Glu Val Asn Asp Tyr Val Met Ala His Ala Gly Glu Phe Ser Lys Val 

545                 550                 555                 560 

Pro Asn Pro Phe Asn Ile Ala Glu Tyr Glu Trp Phe Leu Gly Glu Val 

                565                 570                 575     

Lys Thr Ser Leu Leu Leu Met Asp Trp Ile His Glu Lys Pro Glu Asn 

            580                 585                 590         

Glu Ile Cys Leu Lys Phe Gly Ile Gly Glu Gly Asp Ile His Ala Thr 

        595                 600                 605             

Ala Asp Ile Ala Glu Trp Ile Met His Val Thr Ala Gln Leu Ala Gly 

    610                 615                 620                 

Leu Leu Asp Leu Lys Gly Ala Lys Glu Ala Ser Glu Leu Glu Lys Arg 
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625                 630                 635                 640 

Ile Arg Tyr Gly Ala Ala Pro Glu Leu Met Asp Leu Leu Asp Ile Arg 

                645                 650                 655     

Ser Val Gly Arg Val Arg Ala Arg Lys Leu Tyr Glu Ala Gly Phe Lys 

            660                 665                 670         

Ser Thr Ala Glu Leu Ala Ala Ala Ser Pro Glu His Ile Ala Val Leu 

        675                 680                 685             

Val Gly Pro Lys Ile Thr Glu Arg Ile Phe Lys Gln Ile Gly Arg Arg 

    690                 695                 700                 

Glu Ala Val Ser Glu Phe Ser Asp Ile Glu Pro Leu Glu Lys Gly Ser 

705                 710                 715                 720 

Ser Asp Gly Gln Arg Thr Ile Ser Asp Tyr 

                725                 730 

<210>  42

<211>  693

<212>  PRT

<213>  Methanosaeta thermophila

<400>  42

Met Leu Thr Ile Arg Asp Leu Ile Arg Trp Leu Pro Glu Ser Val Ile 

1               5                   10                  15      

Glu Leu Tyr Glu Ala Leu Gly Ile Asp Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala 

            20                  25                  30          

Glu Ala Ile Glu Arg Gly Leu Leu Asp Gly Arg Asn Met Ile Ile Ser 

        35                  40                  45              

Val Pro Thr Ala Ala Gly Lys Thr Leu Leu Ala Glu Leu Ala Met Leu 

    50                  55                  60                  

Arg Gly Ala Leu Ser Gly Lys Arg Ser Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg 

65                  70                  75                  80  

Ala Leu Ala Ser Glu Lys Phe Glu Ser Phe Ser Arg Phe Ser Lys Leu 

                85                  90                  95      

Gly Leu Arg Val Gly Ile Ser Thr Gly Asp Phe Glu Lys Arg Asp Glu 
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            100                 105                 110         

Arg Leu Gly Arg Asn Asp Ile Ile Ile Ala Thr Ser Glu Lys Ala Asp 

        115                 120                 125             

Ser Leu Ile Arg Asn Gly Ala Ser Trp Val Arg Arg Ile Gly Val Leu 

    130                 135                 140                 

Val Val Asp Glu Ile His Leu Leu Asp Ser Ala Asn Arg Gly Pro Thr 

145                 150                 155                 160 

Leu Glu Met Thr Met Thr Lys Leu Met His Leu Asn Pro Glu Met Gln 

                165                 170                 175     

Val Ile Gly Leu Ser Ala Thr Ile Ala Asn Gly Arg Glu Ile Ala Asp 

            180                 185                 190         

Trp Ile Lys Gly Glu Ile Val Ser Ser Asp Trp Arg Pro Val Arg Leu 

        195                 200                 205             

Arg Glu Gly Val Leu Leu Glu Asp Arg Leu Val Phe Pro Asp Gly Glu 

    210                 215                 220                 

Ile Gln Leu Glu Asn Arg Asn Arg Asp Pro Val Leu Asn Leu Val Leu 

225                 230                 235                 240 

Asp Thr Val Asp Gln Gly Gly Gln Met Leu Ile Phe Glu Ser Thr Arg 

                245                 250                 255     

Arg Asn Ala Glu Ser Met Ala Lys Lys Val Ser Gly Ala Leu Gln Glu 

            260                 265                 270         

Ser Gly Glu Thr Ile Glu Leu Ala Glu Arg Leu Ser Gly Glu Gly Lys 

        275                 280                 285             

Thr Ala Lys Lys Leu Ala Met Cys Leu Arg His Gly Ala Ala Phe His 

    290                 295                 300                 

His Ala Gly Leu Leu Pro Glu Gln Arg Arg Leu Ile Glu Leu Gly Phe 

305                 310                 315                 320 

Arg Gln Asn Val Val Lys Val Ile Ala Cys Thr Pro Thr Leu Ala Ala 

                325                 330                 335     

Gly Leu Asn Leu Pro Ala Arg Arg Val Leu Ile Arg Ser Tyr Lys Arg 

            340                 345                 350         
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Tyr Glu Ala Gly Leu Gly Thr Arg Pro Ile Pro Val Met Glu Tyr Arg 

        355                 360                 365             

Gln Met Ala Gly Arg Ala Gly Arg Pro Gly Leu Asp Pro Tyr Gly Glu 

    370                 375                 380                 

Ser Leu Ile Met Ala Arg Ser Glu Ser Glu Leu Gln Lys Leu Met Asp 

385                 390                 395                 400 

His Tyr Val Met Gly Glu Pro Glu Asp Ile Trp Ser Lys Leu Ala Ser 

                405                 410                 415     

Glu Arg Ala Leu Arg Thr His Val Leu Ala Thr Ile Ala Ser Arg Phe 

            420                 425                 430         

Ala Asp Ser Val Asp Ser Leu Ser Arg Leu Met Ala Ser Thr Phe Tyr 

        435                 440                 445             

Ala Arg Gln Gln Asp Pro Ser Tyr Leu Gly Glu Thr Ile Ala Ser Val 

    450                 455                 460                 

Leu Glu Phe Leu Val Arg Ser Asp Met Ile Asp Lys Asp Leu Thr Pro 

465                 470                 475                 480 

Thr Pro Leu Gly Ala Leu Val Ser Arg Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Ser 

                485                 490                 495     

Ala Met Val Met Ile Gln Glu Ile Arg Gly Ile Arg Arg Pro Thr Val 

            500                 505                 510         

Leu Thr Leu Leu His Val Ile Thr Met Thr Pro Asp Met Glu Leu Leu 

        515                 520                 525             

Phe Val Gln Gln Ser Asp Asn Trp Leu Glu Asp Phe Ile Ser Glu His 

    530                 535                 540                 

Ser Ser Glu Leu Gly Asn Glu Lys Asn Phe Asp Trp Leu Leu Arg Glu 

545                 550                 555                 560 

Val Lys Thr Ala Ser Met Leu Met Asp Trp Ile Asn Glu Val His Glu 

                565                 570                 575     

Asp Arg Ile Glu Asp Arg Tyr Ser Ile Ser Pro Gly Asp Leu Val Arg 

            580                 585                 590         

Ile Ala Glu Thr Ala Glu Trp Leu Met Ser Ala Leu His Arg Ile Ser 
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        595                 600                 605             

Lys His Met Asp Leu Gly Val Thr Tyr Leu Ala Glu Arg Leu Ala Leu 

    610                 615                 620                 

Arg Ile His Tyr Gly Ala Gly Asp Glu Leu Leu Gln Leu Leu Glu Leu 

625                 630                 635                 640 

Lys Gly Ile Gly Arg Val Arg Ala Arg Lys Leu Tyr Gln Ala Gly Tyr 

                645                 650                 655     

Arg Ser Leu Glu Asp Leu Lys Ala Ala Asp Lys Ser Thr Leu Ser Glu 

            660                 665                 670         

Ile Leu Gly Pro Lys Ile Ala Glu Gly Val Ile Ser Gln Leu Lys Glu 

        675                 680                 685             

Pro Gly Val Ser Ala 

    690             

<210>  43

<211>  739

<212>  PRT

<213>  Methanosalsum zhilinae

<400>  43

Met Asn Ile Asn Asn Leu Asn Leu Pro Glu Lys Val Lys Lys Tyr Tyr 

1               5                   10                  15      

Thr Asp Thr Gly Ile Val Asp Leu Tyr Pro Pro Gln Arg Glu Ala Val 

            20                  25                  30          

Asp Lys Gly Leu Leu Asp Gly Glu Asn Ile Val Ala Ala Ile Pro Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Leu Ala Glu Leu Cys Met Leu Lys Ser Ile 

    50                  55                  60                  

Gly Met Gly Gly Lys Cys Leu Tyr Ile Val Pro Leu Lys Ala Leu Ala 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Lys Tyr Ser Arg Phe Arg Glu Phe Glu Ser Leu Gly Ile Lys 

                85                  90                  95      

Val Gly Ile Ala Thr Gly Asp Leu Asp Ser Arg Glu Glu Trp Leu Gly 
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            100                 105                 110         

Lys Asn Asp Ile Ile Ile Ala Thr Ser Glu Lys Val Asp Ser Leu Leu 

        115                 120                 125             

Arg Asn Glu Ser Ser Trp Met Lys Glu Ile Asn Thr Val Val Ala Asp 

    130                 135                 140                 

Glu Val His Leu Leu Asn Ser Val Asn Arg Gly Pro Thr Leu Glu Ile 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Ala Lys Leu Ile His Leu Asn Pro Gly Ser Gln Ile Ile Ala 

                165                 170                 175     

Leu Ser Ala Thr Ile Gly Asn Pro Glu Asp Ile Ala Gly Trp Leu Gly 

            180                 185                 190         

Ala Arg Leu Val Val Ser Glu Trp Arg Pro Thr Asp Leu Tyr Glu Gly 

        195                 200                 205             

Ile Leu Leu Asp Gly Leu Leu His Ile Gly Asn Ile Lys Lys Asp Ile 

    210                 215                 220                 

Gln Asp Glu Ser Arg Asp Asp Ala Val Asn Leu Val Ile Asp Thr Val 

225                 230                 235                 240 

Lys Asp Lys Gly Gln Cys Leu Val Phe Glu Ser Ser Arg Arg Asn Cys 

                245                 250                 255     

Met Gly Phe Ala Lys Lys Ala Gly Lys Trp Val Ser Lys Ile Leu Asp 

            260                 265                 270         

Glu His Asp Thr Ile Gln Leu Lys Ser Leu Ser Gln Glu Ile Gly Glu 

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

Gly Val Ala Phe His His Ala Gly Leu Asn Ser Glu His Arg Arg Met 

305                 310                 315                 320 

Val Glu Glu Gly Phe Arg Lys Asn Leu Ile Lys Met Ile Ser Ser Thr 

                325                 330                 335     

Pro Thr Leu Ala Ala Gly Leu Asn Leu Pro Ala Arg Arg Val Ile Ile 

            340                 345                 350         
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Arg Ser Tyr Lys Arg Tyr Asp Pro Asn Phe Gly Met Lys Pro Ile Pro 

        355                 360                 365             

Val Leu Glu Tyr Lys Gln Met Ala Gly Arg Ala Gly Arg Pro His Leu 

    370                 375                 380                 

Asp Pro Tyr Gly Glu Ser Val Leu Ile Ala Arg Ser Tyr Asp Glu Phe 

385                 390                 395                 400 

Met Asp Ile Met Glu Asn Tyr Val Asn Ala Asp Pro Glu Asp Ile Trp 

                405                 410                 415     

Ser Lys Leu Gly Thr Glu Asn Ala Leu Arg Thr His Val Leu Ser Thr 

            420                 425                 430         

Ile Val Asn Gly Phe Ala Tyr Thr Tyr Arg Gly Leu Met Asp Phe Val 

        435                 440                 445             

Lys Met Thr Phe Phe Ala Tyr Gln Lys Glu Ala Ser Asp Leu His Asp 

    450                 455                 460                 

Val Ile Glu Glu Cys Val Arg Phe Leu Ile Asp Asn Glu Met Ile Ile 

465                 470                 475                 480 

Ser Asp Ser Asn Asp Ile Leu Pro Glu Ser Ala Phe Arg Ser Thr Ala 

                485                 490                 495     

Thr Gly Lys Leu Ile Ser Met Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Ser Gly Ser 

            500                 505                 510         

Leu Ile Met Asp Gly Ile Arg Lys Ala Asp Tyr Phe Glu Asp Ile Thr 

        515                 520                 525             

Met Met His Leu Ile Cys Ser Thr Pro Asp Met Lys Asn Leu Tyr Met 

    530                 535                 540                 

Arg Ser Ser Asp Tyr Glu Asn Val Asn Met Tyr Val Leu Gln Asn Lys 

545                 550                 555                 560 

Asp Lys Phe Ile Ser Met Pro Ser Pro Phe Lys Met Ile Glu Tyr Glu 

                565                 570                 575     

Trp Phe Leu Gly Glu Val Lys Thr Ala Leu Leu Leu Leu Asp Trp Ile 

            580                 585                 590         

Asn Glu Val Pro Ala Asp Asp Ile Cys Lys Lys Tyr Gly Ile Gly Glu 
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        595                 600                 605             

Gly Asp Ile Arg Met Phe Ser Glu Thr Ala Val Trp Leu Met His Ala 

    610                 615                 620                 

Thr Ser Arg Leu Ser Gly Leu Leu Lys Val Ser Glu Ala Ser Glu Lys 

625                 630                 635                 640 

Ser Lys Glu Leu Glu Lys Arg Leu Ser Tyr Gly Ile Asn Ser Glu Leu 

                645                 650                 655     

Val Asn Ile Val Ala Leu Lys Gly Ile Gly Arg Val Arg Ala Arg Lys 

            660                 665                 670         

Ile Tyr Glu Asn Gly Tyr Arg Ser Ile Asp Asp Leu Lys Lys Ala Asp 

        675                 680                 685             

Pro Leu Lys Leu Ser Lys Ile Val Gly Ser Lys Ile Ser Gln Lys Ile 

    690                 695                 700                 

Leu Lys Gln Leu Asp Ile Asp Val Asp Ile Ser Glu Ile Lys Glu Lys 

705                 710                 715                 720 

Asp Ser Asp Thr Val Pro Glu Pro Glu Ser Ser Gln Lys Thr Ile Ser 

                725                 730                 735     

Asp Phe Thr 

            

<210>  44

<211>  733

<212>  PRT

<213>  Methanohalobium evestigatum

<400>  44

Met Glu Thr Gly Lys Leu Glu Leu Pro Glu Tyr Val Ile Gln Phe Tyr 

1               5                   10                  15      

Leu Asp Thr Gly Ile Glu Lys Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala Val 

            20                  25                  30          

Glu Lys Gly Leu Leu Asp Asn Lys Asn Leu Leu Ala Ala Ile Pro Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile Ser Glu Leu Ala Met Leu Lys Ser Ile 
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    50                  55                  60                  

Ser Asn Gly Gly Lys Cys Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu Ala 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Lys Phe Glu Arg Phe Lys Gln Phe Ser Ser Ile Gly Val Asn 

                85                  90                  95      

Ile Gly Ile Ser Thr Gly Asp Phe Asp Ser Thr Asp Glu Trp Leu Gly 

            100                 105                 110         

Ser Asn Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Ala Asp Ser Leu Leu 

        115                 120                 125             

Arg Asn Glu Thr Ser Trp Met Lys Asp Ile Thr Thr Ile Val Val Asp 

    130                 135                 140                 

Glu Ile His Leu Leu Asp Ser Ala Asp Arg Gly Pro Thr Leu Glu Ile 

145                 150                 155                 160 

Thr Ile Ala Lys Leu Leu Arg Leu Asn Pro Asn Ser Gln Ile Ile Gly 

                165                 170                 175     

Leu Ser Ala Thr Ile Gly Asn Ala Glu Glu Ile Ala Gly Trp Leu Asp 

            180                 185                 190         

Ala Glu Leu Val Gln Ser Gln Trp Arg Pro Ile Glu Leu Tyr Glu Gly 

        195                 200                 205             

Val Phe Leu Glu Asp Asn Ile Asn Phe Lys Gln Ser Gln Lys Pro Ile 

    210                 215                 220                 

Lys Asn Ile Val Lys Asp Thr Ala Val Asn Leu Val Leu Asp Thr Ile 

225                 230                 235                 240 

Asp Glu Asn Gly Gln Cys Leu Val Phe Glu Ser Ser Arg Arg Asn Cys 

                245                 250                 255     

Ala Gly Phe Ala Lys Lys Ala Lys Ser Lys Val Gly Lys Ser Leu Asp 

            260                 265                 270         

Lys Gly Leu Leu Ala Glu Leu Asn Asn Ile Ala Glu Glu Val Leu Glu 

        275                 280                 285             

Thr Ser Asp Thr Glu Thr Thr Lys Glu Leu Ala Ser Cys Ile Lys Arg 

    290                 295                 300                 

공개특허 10-2014-0090633

- 142 -



Gly Thr Ala Phe His His Ala Gly Leu Asn Ser Ala Gln Arg Lys Ile 

305                 310                 315                 320 

Val Glu Asp Asn Phe Arg Asn Asn Lys Ile Lys Val Ile Ser Ser Thr 

                325                 330                 335     

Pro Thr Leu Ala Ala Gly Leu Asn Leu Pro Ala Arg Arg Val Ile Val 

            340                 345                 350         

Arg Asn Tyr Lys Arg Tyr Asp Pro Asn Phe Gly Met Gln Pro Ile Pro 

        355                 360                 365             

Val Leu Asp Tyr Lys Gln Met Ala Gly Arg Ala Gly Arg Pro Ser Leu 

    370                 375                 380                 

Asp Pro Tyr Gly Glu Ser Val Leu Ile Ser His Thr Tyr Asn Glu Phe 

385                 390                 395                 400 

Thr Asp Leu Leu Asp Arg Tyr Ile Asp Ala Glu Pro Glu Asp Ile Leu 

                405                 410                 415     

Ser Lys Leu Gly Thr Glu Asn Ala Leu Arg Thr His Val Leu Ser Thr 

            420                 425                 430         

Ile Val Asn Gly Phe Ala Thr Thr Arg Gln Gly Met Val Asp Phe Met 

        435                 440                 445             

Gly Ser Ser Phe Phe Ala Tyr Gln Gln Gln Lys Trp Ser Leu Ile Asp 

    450                 455                 460                 

Val Val Asp Asp Cys Ile Glu Phe Leu Gln Asp Asn Glu Met Ile Lys 

465                 470                 475                 480 

Asp Asp Gly Glu Arg Leu Tyr Ala Thr Arg Leu Gly Gln Val Ile Ser 

                485                 490                 495     

Thr Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Ser Gly Ala Ile Ile Ile Asp Lys Leu 

            500                 505                 510         

Lys Lys Ala Asp Lys Val Thr Asp Met Thr Met Leu His Ile Ile Cys 

        515                 520                 525             

Ser Thr Pro Asp Met Arg Gln Leu Tyr Leu Arg Ser Lys Glu Tyr Glu 

    530                 535                 540                 

Lys Ile Asn Glu Tyr Val Met Thr His Ser Asp Glu Phe Val Glu Val 
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545                 550                 555                 560 

Pro Asn Pro Phe Lys Ser Ile Glu Tyr Glu Trp Phe Leu Gly Glu Val 

                565                 570                 575     

Lys Thr Ala Leu Leu Ile Asn Glu Trp Ile Asp Glu Lys Thr Leu Asp 

            580                 585                 590         

Asp Ile Thr Ala Glu Phe Gly Val Gly Glu Gly Asp Ile Asn Ala Leu 

        595                 600                 605             

Ser Asp Ile Ser Glu Trp Leu Met His Ser Ala Val Asn Leu Ala Asn 

    610                 615                 620                 

Leu Thr Asp Leu Asp Ala Asp Lys Ala Gln Glu Leu Glu Lys Arg Ile 

625                 630                 635                 640 

His His Gly Val Asn Lys Asp Leu Ile Gln Leu Val Ser Ile Ser Asn 

                645                 650                 655     

Ile Gly Arg Val Arg Ala Arg Lys Leu Tyr Glu Ala Gly Ile Gln Ser 

            660                 665                 670         

Val Ser Asp Ile Lys Asn Thr Lys Leu His Ile Leu Ser Asn Tyr Leu 

        675                 680                 685             

Gly Arg Lys Thr Ala Tyr Lys Val Leu Glu Gln Leu Gly Val Glu Pro 

    690                 695                 700                 

Glu Asp Asn Gln Gln Ile Asp Glu Glu Pro Glu Ser Ile Lys Ser Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Gly Asn Asp Gln Gly Gln Lys Thr Phe Asn Asp Phe 

                725                 730             

<210>  45

<211>  747

<212>  PRT

<213>  Methanococcus maripaludis

<400>  45

Met His Val Leu Asp Leu Leu Lys Glu Asn Lys Ile Thr Glu Leu Arg 

1               5                   10                  15      

Pro Pro Gln Lys Lys Val Ile Asp Glu Gly Leu Phe Asp Lys Thr Lys 
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            20                  25                  30          

Asn Phe Leu Ile Cys Ile Pro Thr Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile Gly 

        35                  40                  45              

Glu Met Ala Leu Leu Asn His Ile Leu Asp Glu Asn Lys Asn Leu Thr 

    50                  55                  60                  

Gly Lys Lys Gly Leu Phe Ile Val Pro Leu Lys Ala Leu Ala Asn Glu 

65                  70                  75                  80  

Lys Phe Asp Glu Phe Arg Glu Lys Tyr Glu Lys Tyr Gly Ile Lys Val 

                85                  90                  95      

Gly Leu Ser Ile Gly Asp Phe Asp Thr Lys Glu Asn Leu Ser Lys Phe 

            100                 105                 110         

His Ile Ile Ile Thr Thr Ser Glu Lys Leu Asp Ser Leu Met Arg His 

        115                 120                 125             

Asn Val Glu Trp Ile Asn Asp Val Ser Leu Ala Val Ile Asp Glu Ile 

    130                 135                 140                 

His Leu Ile Gly Asp Asn Glu Arg Gly Gly Thr Leu Glu Val Ile Leu 

145                 150                 155                 160 

Thr Lys Leu Lys Asn Leu Asn Ala Gln Ile Val Gly Leu Ser Ala Thr 

                165                 170                 175     

Ile Gly Asn Pro Glu Glu Leu Ser Asn Trp Leu Asn Ala Lys Leu Ile 

            180                 185                 190         

Val Asp Gly Trp Arg Pro Val Glu Leu Lys Lys Gly Ile Tyr Phe Glu 

        195                 200                 205             

Asn Glu Leu Glu Phe Leu Lys Asn Pro Ala Lys Lys Ile Lys Gln Val 

    210                 215                 220                 

Ser Arg Asn Asn Leu Thr Asp Leu Ile Val Asp Ser Val Glu Glu Lys 

225                 230                 235                 240 

Gly Ser Cys Leu Ile Phe Cys Asn Ser Lys Arg Asn Ala Val Gly Glu 

                245                 250                 255     

Ala Lys Lys His Asn Leu Ala Lys Tyr Leu Thr Arg Thr Glu Gln His 

            260                 265                 270         
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Glu Leu Asn Lys Leu Ser Glu Glu Ile Leu Ser Ile Leu Asp Arg Pro 

        275                 280                 285             

Val Glu Thr Cys Lys Ala Leu Ser Lys Cys Ile Gln Asn Gly Val Ala 

    290                 295                 300                 

Phe His His Ala Gly Leu Thr Tyr Lys His Arg Lys Ile Val Glu Asp 

305                 310                 315                 320 

Gly Phe Arg Asn Arg Leu Ile Lys Val Ile Cys Cys Thr Pro Thr Leu 

                325                 330                 335     

Ser Ala Gly Leu Asn Leu Pro Cys Arg Arg Ala Ile Val Arg Asp Ile 

            340                 345                 350         

Lys Arg Tyr Ser Gln Asn Gly Leu Val Asp Ile Pro Arg Met Glu Ile 

        355                 360                 365             

Gln Gln Cys Ile Gly Arg Ala Gly Arg Pro Gly Leu Asp Pro Tyr Gly 

    370                 375                 380                 

Glu Gly Ile Ile Tyr Ile Lys Asn Glu Arg Asp Ala Glu Lys Ala Tyr 

385                 390                 395                 400 

Glu Ile Leu Thr Gly Ser Val Glu Asn Ile Tyr Ser Lys Leu Ala Asn 

                405                 410                 415     

Gln Lys Val Leu Arg Ile His Ile Leu Gly Leu Ile Ser Thr Gly Glu 

            420                 425                 430         

Ile Lys Asp Gly Gln Asn Leu Val Asn Phe Met Lys Asn Thr Phe Tyr 

        435                 440                 445             

Ala His Gln Phe Gly Asn Ile Gly Ala Val Leu Leu Asn Val Ser Glu 

    450                 455                 460                 

Val Val Glu Phe Leu Glu Lys Asn Lys Phe Leu Glu Thr Thr Ile His 

465                 470                 475                 480 

Lys Lys Thr Glu Asn Lys Val Arg Glu Leu Ser Phe Asp Ser Ser Asn 

                485                 490                 495     

Asn Leu Val Leu Asp Ser Lys Glu Thr Ser Phe Asp Leu Thr Asn Pro 

            500                 505                 510         

Asn Ser Asn Ile Glu Phe Arg Ser Thr Lys Leu Gly Lys Arg Ile Ser 
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        515                 520                 525             

Glu Leu Tyr Ile Asp Pro Met Ser Ser Glu Ile Ile Ile Glu Glu Leu 

    530                 535                 540                 

His Glu Leu Lys Lys Lys Cys Asp Gln Leu Asp Arg Ser Lys Ile Asp 

545                 550                 555                 560 

Gln Tyr Leu Phe Tyr Leu Ile Ser Lys Thr Asn Glu Met Arg Pro Leu 

                565                 570                 575     

Leu Arg Ile Arg Pro Asn Glu Glu Leu Asp Leu Ile Leu Glu Met Asp 

            580                 585                 590         

Lys Met Gly Leu Lys Asp Tyr Ser Ile Glu Asn Ile Glu Ala Phe Lys 

        595                 600                 605             

Asn Ser Lys Met Phe Cys Asp Trp Val Ser Glu Ile Pro Glu Glu Ile 

    610                 615                 620                 

Ile Leu Glu Lys Tyr Gly Val Glu Pro Gly Ile Leu Arg Tyr Lys Val 

625                 630                 635                 640 

Glu Gln Ala Lys Trp Met Ile Tyr Ser Thr Lys Glu Ile Ala Lys Leu 

                645                 650                 655     

Ile His Leu Asp Asn Ser Glu Ile Tyr Lys Ser Leu Leu Lys Met Glu 

            660                 665                 670         

Val Arg Ile Glu Tyr Gly Ala Lys Glu Glu Leu Ile Glu Leu Leu Asn 

        675                 680                 685             

Val Lys Asn Val Gly Arg Ile Arg Ser Arg Lys Leu Tyr Asp Ala Gly 

    690                 695                 700                 

Ile Arg Ser Lys Ile Glu Ile Asn Lys Asn Pro Glu Lys Ile Leu Glu 

705                 710                 715                 720 

Leu Phe Gly Glu Lys Ile Gly Lys Lys Ile Leu Gly Glu His Gly Met 

                725                 730                 735     

Lys Tyr Gly Gln Gln Thr Leu Leu Asn Phe Asn 

            740                 745         

<210>  46

<211>  799
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<212>  PRT

<213>  Natrialba magadii

<400>  46

Met Asn Val Glu Glu Leu Ser Gly Leu Pro Pro Gly Ala Arg Ser His 

1               5                   10                  15      

Phe Gln Glu Gln Gly Ile Glu Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala 

            20                  25                  30          

Val Glu Ala Gly Ala Thr Glu Gly Glu Asn Leu Val Ala Ala Val Pro 

        35                  40                  45              

Thr Ala Ser Gly Lys Thr Met Ile Ala Ala Leu Ser Met Leu Ser Ala 

    50                  55                  60                  

Val Gln Arg Gly Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Ser Glu Lys Lys Ala Glu Phe Asp Ala Tyr Glu Glu Phe Gly Val 

                85                  90                  95      

Thr Thr Gly Val Ala Thr Gly Asn Tyr Glu Ser Thr Ser Glu Trp Leu 

            100                 105                 110         

Ala Thr Lys Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Val Asp Ser Leu 

        115                 120                 125             

Val Arg Asn Gly Ala Asp Trp Leu Ser Asp Leu Thr Cys Val Val Ser 

    130                 135                 140                 

Asp Glu Val His Leu Ile Asp Asp Arg Asn Arg Gly Pro Thr Leu Glu 

145                 150                 155                 160 

Val Thr Leu Ala Lys Leu Arg Arg Leu Asn Pro Gln Leu Gln Val Val 

                165                 170                 175     

Ala Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Asp Glu Leu Ala Asp Trp Leu 

            180                 185                 190         

Asp Ala Glu Leu Val Asp Thr Asp Trp Arg Pro Ile Asp Leu Gln Met 

        195                 200                 205             

Gly Val His Tyr Gly Asn Ala Leu Asn Phe Asp Asp Gly Glu Thr Arg 

    210                 215                 220                 
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Glu Val Pro Val Glu Ala Gly Glu Lys Gln Glu Ala Ala Leu Val Arg 

225                 230                 235                 240 

Asp Ile Leu Gln Glu Gly Gly Ser Ser Leu Val Phe Val Asn Ser Arg 

                245                 250                 255     

Arg Asn Ala Glu Ala Ala Ala Arg Arg Leu Gly Gln Val Ser Ser Arg 

            260                 265                 270         

Glu Leu Thr Ala Gly Glu Gln Asn Asp Leu Ala Ala Leu Ala Thr Glu 

        275                 280                 285             

Ile Arg Glu Asp Ser Asp Thr Glu Thr Ser Gln Asp Leu Ala Asp Cys 

    290                 295                 300                 

Val Glu Arg Gly Ala Ala Phe His His Ala Gly Leu Ser Ser Thr Gln 

305                 310                 315                 320 

Arg Ser Leu Val Glu Asp Ala Phe Arg Asp Arg Leu Leu Lys Val Ile 

                325                 330                 335     

Ser Ala Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Val Asn Thr Pro Ala Arg Arg 

            340                 345                 350         

Val Ile Val Arg Asp Trp Arg Arg Phe Asp Pro Ser Ala Gly Gly Met 

        355                 360                 365             

Ala Pro Leu Asp Val Leu Glu Val His Gln Met Met Gly Arg Ala Gly 

    370                 375                 380                 

Arg Pro Gly Leu Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Val Leu Leu Ala Lys Ser 

385                 390                 395                 400 

His Asp Glu Ser Gln Glu Leu Phe Asp Arg Tyr Val Trp Ala Asp Pro 

                405                 410                 415     

Glu Pro Val Arg Ser Lys Leu Ala Ala Glu Pro Ala Leu Arg Thr His 

            420                 425                 430         

Val Leu Ala Thr Ile Ala Ser Gly Phe Ala Arg Thr Arg Glu Gly Leu 

        435                 440                 445             

Leu Glu Phe Leu Glu Ala Thr Leu Tyr Ala Ser Gln Ser Ser Glu Gly 

    450                 455                 460                 

Gly Arg Leu Glu Arg Val Thr Asp Asp Val Leu Ser Tyr Leu Glu Arg 
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465                 470                 475                 480 

Asn Asp Phe Ile Glu Arg Ser Gly Gly Pro Glu Asp Thr Leu Asn Ser 

                485                 490                 495     

Glu Ala Asp Ala Ala Ser Ala Phe Thr Ser Ala Ala Asp Leu Ala Asp 

            500                 505                 510         

Ser Asp Gly Gly Asp Ser Gly Gly Thr Thr Gly Gln Glu Glu Asp Leu 

        515                 520                 525             

Glu Ala Thr Ser Leu Gly His Thr Val Ser Arg Leu Tyr Leu Asp Pro 

    530                 535                 540                 

Met Ser Ala Ala Glu Ile Val His Gly Leu Glu Asp Ala Asp Glu Arg 

545                 550                 555                 560 

Pro Thr Ala Leu Gly Leu Tyr Gln Leu Val Ser Arg Thr Pro Asp Met 

                565                 570                 575     

Tyr Glu Leu Tyr Leu Arg Ser Gly Glu Asp Glu Lys Phe Gly Glu Leu 

            580                 585                 590         

Tyr Tyr Glu Arg Glu Arg Glu Leu Leu Gly Asp Ala Pro Ser Glu Phe 

        595                 600                 605             

Glu Glu Glu Arg Phe Glu Asp Trp Leu Ala Ala Leu Lys Thr Gly Lys 

    610                 615                 620                 

Leu Leu Glu Asp Trp Ala Thr Glu Asp Asp Glu Glu Gln Ile Thr Glu 

625                 630                 635                 640 

Arg Tyr Lys Ile Gly Pro Gly Asp Leu Arg Gly Lys Val Asp Thr Ala 

                645                 650                 655     

Glu Trp Leu Leu Gly Ala Ala Glu Ser Leu Ala Ser Glu Ile Asp Ser 

            660                 665                 670         

Glu Trp Ala Val Ala Val Arg Glu Ala Arg Ala Arg Val Glu His Gly 

        675                 680                 685             

Val Gly Glu Glu Leu Leu Glu Leu Val Ser Val Ser Gly Ile Gly Arg 

    690                 695                 700                 

Lys Arg Ala Arg Arg Leu Tyr Ala Ala Gly Ile Glu Glu Pro Ala Ala 

705                 710                 715                 720 
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Leu Arg Ser Ala Asp Lys Gly Val Ile Leu His Val Leu Lys Gly Glu 

                725                 730                 735     

Lys Thr Ala Glu Asn Ile Leu Glu Asn Ala Gly Arg Glu Glu Pro Ser 

            740                 745                 750         

Met Asp Gly Val Glu Pro Ile Pro Val Glu Gly Gly Ser Gly Ser Gly 

        755                 760                 765             

Ser Ser Asn Ser Ser Gly Ser Ser Glu Pro Asn Ala Asp Ala Asn Ala 

    770                 775                 780                 

Thr Glu Asp Asp Ala Asp Asp Asn Gln Ser Ser Leu Gly Asp Phe 

785                 790                 795                 

<210>  47

<211>  723

<212>  PRT

<213>  Methanoregula boonei

<400>  47

Met Gln Ile Gln Asp Leu Ala Ile Pro Glu Pro Leu Arg Gln Gln Tyr 

1               5                   10                  15      

Leu Gly Leu Gly Ile Arg Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Ala Cys Val 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile Ala Glu Met Ala Met His Arg His Ile 

    50                  55                  60                  

Ala Asn Gly Gly Lys Cys Leu Tyr Ile Val Pro Leu Lys Ala Leu Ala 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Lys Tyr Glu Glu Phe Gly Asn Lys Gly Val Lys Val Gly Leu 

                85                  90                  95      

Ser Thr Gly Asp Leu Asp Arg Arg Asp Asp Ala Leu Gly Lys Asn Asp 

            100                 105                 110         

Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Val Asp Ser Leu Leu Arg Asn Gly 

        115                 120                 125             
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Ala Arg Trp Ile Pro Asp Ile Thr Leu Val Val Ile Asp Glu Ile His 

    130                 135                 140                 

Leu Ile Asp Ser Pro Asp Arg Gly Pro Thr Leu Glu Met Val Ile Ala 

145                 150                 155                 160 

Lys Met Arg Ser Lys Asn Pro Gly Met Gln Leu Ile Gly Leu Ser Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ile Gly Asn Pro Lys Val Leu Ala Gly Trp Leu Asp Ala Glu Leu 

            180                 185                 190         

Val Thr Ser Ser Trp Arg Pro Val Asp Leu Arg Gln Gly Val Phe Tyr 

        195                 200                 205             

Asp Asn Arg Ile Gln Phe Ala Glu Arg Met Arg Pro Val Lys Gln Val 

    210                 215                 220                 

Ser Lys Asn Tyr Asp Asp Leu Asn Leu Cys Leu Asp Thr Ile Ala Glu 

225                 230                 235                 240 

Gly Gly Gln Cys Leu Val Phe Val Ser Ser Arg Arg Asn Ala Glu Ala 

                245                 250                 255     

Phe Ala Lys Arg Ala Ala Gly Ala Ile Lys Ser Glu Asp Ala Ala Leu 

            260                 265                 270         

Ala Ala Cys Ala Glu Arg Leu Leu Glu Gly Thr Pro Thr Glu Met Val 

        275                 280                 285             

Lys Thr Leu Ala Ala Cys Val Ala Lys Gly Ala Ala Phe His His Ala 

    290                 295                 300                 

Gly Leu Ser Arg Lys Glu Arg Ser Ile Val Glu Glu Ala Phe Arg Lys 

305                 310                 315                 320 

Asn Leu Leu Lys Cys Ile Ser Ser Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Leu 

                325                 330                 335     

Asn Leu Pro Ala Arg Arg Val Ile Ile Arg Asp Tyr Leu Arg Phe Ser 

            340                 345                 350         

Ala Gly Glu Gly Met Gln Pro Ile Pro Val Ser Glu Tyr Arg Gln Met 

        355                 360                 365             

Ala Gly Arg Ala Gly Arg Pro Arg Leu Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Val 
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    370                 375                 380                 

Leu Ile Ala Lys Glu Ala Glu Gln Val Pro Glu Leu Phe Glu Val Tyr 

385                 390                 395                 400 

Ile Glu Ala Glu Ala Glu Asp Val His Ser Arg Ile Ala Glu Pro Thr 

                405                 410                 415     

Ala Leu Tyr Thr His Val Leu Ser Leu Val Ala Ser Gly Phe Ala Gly 

            420                 425                 430         

Thr Arg Gly Glu Leu Thr Glu Phe Met Asn Arg Ser Phe Tyr Val His 

        435                 440                 445             

Glu His Lys Gln Gly Arg Leu Ile His Arg Ala Ile Asp Glu Ala Leu 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Ile Thr Ala Glu Met Val Val Glu Val Gly Glu His Ile 

465                 470                 475                 480 

Gly Ala Thr Glu Leu Gly Thr Leu Val Ser Arg Met Tyr Ile Asp Pro 

                485                 490                 495     

Arg Ser Ala Phe Ala Ile Val Thr Thr Leu Arg Glu Gln Glu Lys Tyr 

            500                 505                 510         

Ala Asp Leu Gly Leu Ile Gln Leu Ile Cys Thr Thr Pro Asp Met Pro 

        515                 520                 525             

Thr Leu Tyr Ala Lys Asn Ala Asp Leu Pro Ala Leu Ser Arg Met Leu 

    530                 535                 540                 

Glu Val Arg Gly Ala Asp Ile Trp Leu Pro Pro Pro Leu Asp Asp Asp 

545                 550                 555                 560 

Ala Ala Glu Thr Tyr Tyr Arg Ala Val Lys Thr Ala Met Leu Leu Ser 

                565                 570                 575     

Asp Trp Thr Asp Glu Leu Ser Glu Glu Lys Ile Cys Glu Arg Tyr Gly 

            580                 585                 590         

Val Gly Pro Gly Asp Val Phe Gly Met Val Glu Asn Ile Asn Trp Leu 

        595                 600                 605             

Leu His Ala Thr Ser Gln Leu Ala Arg Met Phe Val Pro Lys Phe Tyr 

    610                 615                 620                 
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Gly Gln Ile Ala Asp Cys Glu Ile Cys Met Lys Asn Gly Ile Arg Arg 

625                 630                 635                 640 

Glu Leu Leu Pro Leu Val Arg Leu Arg Gly Ile Gly Arg Val Arg Ala 

                645                 650                 655     

Arg Arg Leu Phe Asn Asn Gly Ile Thr Ser Pro Glu Glu Leu Ser Arg 

            660                 665                 670         

His Lys Lys Glu Asp Leu Val Lys Ile Leu Gly Ser Gly Ile Ala Glu 

        675                 680                 685             

Gln Val Leu Glu Gln Leu His Pro Ser Lys Asp Thr Gly Lys Lys Glu 

    690                 695                 700                 

Pro Pro Ser Gly Asp Lys Asn Thr Asn Pro Gly Gln Ser Thr Leu Phe 

705                 710                 715                 720 

His Phe Gly 

            

<210>  48

<211>  681

<212>  PRT

<213>  Ferroplasma acidarmanus

<400>  48

Met Lys Leu Ser Glu Ile Thr Pro Ser Glu Phe Leu Lys Val Thr Asp 

1               5                   10                  15      

Asn Asn Asp Phe Thr Leu Tyr Glu His Gln Glu Glu Ala Val Ala Lys 

            20                  25                  30          

Leu Arg Glu Asn Lys Asn Val Ile Val Ser Val Pro Thr Ala Ser Gly 

        35                  40                  45              

Lys Thr Leu Ile Gly Tyr Ile Ser Ile Tyr Asp Thr Tyr Leu Lys Gly 

    50                  55                  60                  

Lys Lys Ser Met Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ser Leu Ala Met Glu Lys 

65                  70                  75                  80  

Phe Ser Glu Leu Leu Ser Leu Arg Asn Leu Gly Val Lys Val Thr Met 

                85                  90                  95      
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Ser Ile Gly Asp Tyr Asp Val Pro Pro Ser Phe Val Lys Asn Tyr Asp 

            100                 105                 110         

Val Ile Ile Ala Thr Ser Glu Arg Ala Asp Ser Met Leu His Arg Asp 

        115                 120                 125             

Pro Asp Ile Leu Asn Tyr Phe Gly Leu Val Ile Ile Asp Glu Ile His 

    130                 135                 140                 

Met Ile Ser Asp Pro Ser Arg Gly Pro Arg Leu Glu Thr Val Ile Ser 

145                 150                 155                 160 

Ser Leu Leu Tyr Leu Asn Pro Glu Ile Leu Leu Leu Gly Leu Ser Ala 

                165                 170                 175     

Thr Val Ser Asn Ile Gln Glu Ile Ala Glu Trp Met Asn Ala Glu Thr 

            180                 185                 190         

Val Val Ser Asn Phe Arg Ala Val Pro Leu Glu Thr Gly Ile Ile Phe 

        195                 200                 205             

Lys Gly Asn Leu Ile Thr Asp Gly Glu Lys Lys His Leu Gly Arg Asp 

    210                 215                 220                 

Asp Glu Val Ser Leu Ile Lys Glu Ser Ile Glu Ser Gly Gly Gln Ala 

225                 230                 235                 240 

Leu Val Phe Arg Asn Ser Arg Arg Asn Ala Glu Lys Tyr Ala Gln Ser 

                245                 250                 255     

Met Val Asn Phe Phe Asp Phe Gln Asn Asp Phe Glu Lys Leu Glu Ile 

            260                 265                 270         

Pro Pro Asp Leu Phe Asn Glu Ala Gln Ala Asn Met Val Ala His Gly 

        275                 280                 285             

Val Met Phe His His Ala Gly Leu Ser Asn Asp Gln Arg Thr Met Ile 

    290                 295                 300                 

Glu Lys Leu Phe Lys Gln Gly Tyr Ile Lys Ile Leu Thr Ala Thr Pro 

305                 310                 315                 320 

Thr Leu Ala Ala Gly Val Asn Leu Pro Ala Arg Thr Val Ile Ile Arg 

                325                 330                 335     

Asp Ile Thr Arg Phe Ser Asp Gly Tyr Ser Lys Pro Ile Ser Gly Ile 
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            340                 345                 350         

Glu Ile Gln Gln Met Ile Gly Arg Ala Gly Arg Pro Lys Tyr Asp Lys 

        355                 360                 365             

Lys Gly Tyr Gly Tyr Ile Tyr Ala Ala Ser Pro Gly Met Leu Arg Val 

    370                 375                 380                 

Ala Glu Gly Tyr Leu Thr Gly Glu Leu Glu Pro Val Ile Ser Arg Met 

385                 390                 395                 400 

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

                405                 410                 415     

Gly Ile Ala Thr Asp Leu Lys Gly Ile Gln Asp Phe Tyr Gly Lys Thr 

            420                 425                 430         

Leu Leu Ala Ala Gln Asn Asp Ile Asp Gly Tyr Glu Leu Ala Phe Glu 

        435                 440                 445             

Ser Ala Leu Tyr Phe Leu Lys Asp Asn Asp Phe Ile Thr Glu Glu Asn 

    450                 455                 460                 

Asp Ile Tyr Ser Ala Thr Lys Phe Gly Arg Leu Thr Ser Asp Leu Tyr 

465                 470                 475                 480 

Ile Asp Pro Val Ser Ser Leu Ile Leu Lys Lys Cys Leu Asp Leu Glu 

                485                 490                 495     

Phe Ser Glu Glu Leu Tyr Leu Tyr Tyr Ile Ser Lys Thr Pro Asp Met 

            500                 505                 510         

Leu Thr Phe Asn Tyr Arg Ala Ser Asp Tyr Glu Tyr Leu Glu Glu Phe 

        515                 520                 525             

Leu Asp Arg His Asn Ile Ser Asp Phe Ser Glu Glu Ser Met Gly Ala 

    530                 535                 540                 

Ala Lys Thr Ala Ile Ile Leu Asn Glu Trp Ile Asn Glu Val Pro Ile 

545                 550                 555                 560 

Asn Thr Ile Ala Glu Thr Phe Gly Ile Gly Pro Gly Asp Ile Gln Ala 

                565                 570                 575     

Lys Ala Ser Ser Ala Asp Trp Ile Ser Tyr Ser Leu Tyr Arg Leu Gly 

            580                 585                 590         
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Ser Met Phe Asp Lys Glu Asn Glu Asn Asn Leu Leu His Leu Asn Ile 

        595                 600                 605             

Arg Ile Lys Glu Gly Val Lys Glu Glu Ile Ile Arg Ile Ile Glu Ile 

    610                 615                 620                 

Pro Gln Val Gly Arg Val Arg Gly Arg Arg Leu Tyr Asn Asn Gly Phe 

625                 630                 635                 640 

Lys Ser Ile Asp Asp Ile Ala Asn Ala Arg Val Glu Asp Ile Ser Arg 

                645                 650                 655     

Ile Phe Gly Phe Ser Thr Lys Leu Ala Lys Asp Ile Ile Glu Asn Ala 

            660                 665                 670         

Gly Lys Leu Asn Asn Arg Tyr Tyr Arg 

        675                 680     

<210>  49

<211>  696

<212>  PRT

<213>  Methanocaldococcus fervens

<400>  49

Met Pro Thr Asn Lys Ile Leu Glu Ile Leu Lys Asp Phe Gly Ile Glu 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Lys Asn Lys Asn Phe Leu Ile Ser Ile Pro Thr Ala Ser Gly Lys Thr 

        35                  40                  45              

Leu Ile Gly Glu Met Ala Leu Ile Asn His Leu Leu Asp Glu Asn Lys 

    50                  55                  60                  

Asn Pro Thr Asn Lys Lys Gly Ile Phe Ile Val Pro Leu Lys Ala Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Ser Glu Lys Tyr Glu Glu Phe Lys Asn Lys Tyr Glu Arg Tyr Gly 

                85                  90                  95      

Leu Arg Val Ala Leu Ser Ile Gly Asp Tyr Asp Glu Asp Glu Asp Leu 

            100                 105                 110         
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Ser Arg Tyr His Leu Ile Ile Thr Thr Ala Glu Lys Leu Asp Ser Leu 

        115                 120                 125             

Trp Arg His Lys Ile Asp Trp Ile Asp Asp Val Ser Val Val Val Val 

    130                 135                 140                 

Asp Glu Ile His Leu Ile Asn Asp Glu Ser Arg Gly Gly Thr Leu Glu 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Leu Thr Lys Leu Lys Lys Phe Asn Ile Gln Ile Ile Gly Leu 

                165                 170                 175     

Ser Ala Thr Ile Gly Asn Pro Glu Glu Leu Ala Asn Trp Leu Asn Ala 

            180                 185                 190         

Glu Leu Ile Val Asp Asp Trp Arg Pro Val Glu Leu Lys Lys Gly Ile 

        195                 200                 205             

Tyr Lys Asn Gly Ile Ile Glu Phe Ile Asn Gly Glu Asn Arg Glu Ile 

    210                 215                 220                 

Lys Ala Ile Asn Asn Asn Asp Ile Tyr Asn Leu Val Val Asp Cys Val 

225                 230                 235                 240 

Lys Asp Gly Gly Cys Cys Ile Val Phe Cys Asn Thr Lys Arg Gly Ala 

                245                 250                 255     

Val Asn Glu Ala Lys Lys Leu Asn Leu Lys Lys Phe Leu Thr Asn Glu 

            260                 265                 270         

Glu Lys Arg Lys Leu Lys Glu Val Ala Glu Glu Ile Leu Ser Ile Leu 

        275                 280                 285             

Glu Pro Pro Thr Glu Met Cys Lys Thr Leu Ala Glu Cys Ile Leu Asn 

    290                 295                 300                 

Gly Ser Ala Phe His His Ala Gly Leu Thr Tyr Gln His Arg Lys Ile 

305                 310                 315                 320 

Val Glu Asp Ala Phe Arg Asn Lys Leu Ile Lys Val Ile Cys Cys Thr 

                325                 330                 335     

Pro Thr Leu Ser Val Gly Leu Asn Leu Pro Cys Arg Arg Ala Ile Val 

            340                 345                 350         

Lys Asp Leu Thr Arg Tyr Thr Asn Arg Gly Met Arg Tyr Ile Pro Ile 
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        355                 360                 365             

Met Glu Ile Gln Gln Cys Ile Gly Arg Ala Gly Arg Leu Gly Leu Asp 

    370                 375                 380                 

Pro Tyr Gly Glu Gly Ile Ile Val Ala Lys Asn Asp Arg Asp Tyr Leu 

385                 390                 395                 400 

Arg Ser Tyr Gln Val Leu Thr Gln Lys Pro Glu Pro Ile Tyr Ser Lys 

                405                 410                 415     

Leu Ser Asn Gln Ala Val Leu Arg Thr Gln Leu Leu Gly Leu Ile Ala 

            420                 425                 430         

Thr Ile Glu Ile Arg Asp Glu Tyr Asp Leu Glu Trp Phe Ile Arg Asn 

        435                 440                 445             

Thr Phe Tyr Ala Tyr Gln Tyr Gly Asn Leu Arg Glu Val Ala Lys Asn 

    450                 455                 460                 

Ile Asn Glu Val Ile Arg Phe Leu Glu Glu Lys Glu Phe Met Ile Asp 

465                 470                 475                 480 

Phe Ile Pro Thr Glu Leu Gly Lys Arg Val Ala Glu Leu Tyr Ile Asp 

                485                 490                 495     

Pro Leu Ser Ala Lys Tyr Met Ile Asp Gly Leu Asn Glu Met Glu Asn 

            500                 505                 510         

Glu Asp Asp Ile Tyr Tyr Leu Tyr Leu Ile Ser Lys Thr Leu Glu Met 

        515                 520                 525             

Met Pro Asn Leu Arg Val Tyr Lys Ser Glu Glu Leu Asn Leu Ile Asp 

    530                 535                 540                 

Glu Met Glu Asn Leu Gly Ile Lys Ser Phe Glu Ile Glu Asp Leu Glu 

545                 550                 555                 560 

Ala Phe Lys Thr Ala Lys Met Leu Tyr Asp Trp Ile Ser Glu Val Pro 

                565                 570                 575     

Glu Asp Glu Ile Leu Lys Lys Tyr Lys Ile Glu Pro Gly Ile Leu Arg 

            580                 585                 590         

Tyr Lys Val Glu Asn Ala Val Trp Leu Met His Ala Leu Lys Glu Met 

        595                 600                 605             

공개특허 10-2014-0090633

- 159 -



Ala Lys Ile Ile Gly Lys Asn Ser Glu Ile Pro Glu Lys Leu Glu Ile 

    610                 615                 620                 

Arg Leu Glu Tyr Gly Ala Lys Glu Asp Ile Ile Glu Leu Leu Asn Val 

625                 630                 635                 640 

Lys Tyr Ile Gly Arg Val Arg Ala Arg Lys Leu Tyr Asn Ala Gly Ile 

                645                 650                 655     

Arg Asn Val Glu Asp Ile Ile Asn Asn Pro Ser Lys Val Ala Ser Ile 

            660                 665                 670         

Ile Gly Glu Lys Ile Thr Lys Lys Ile Leu Glu Asp Leu Gly Ile Lys 

        675                 680                 685             

Phe Gly Gln Gln Lys Leu Ile Phe 

    690                 695     

<210>  50

<211>  729

<212>  PRT

<213>  Methanocaldococcus jannaschii

<400>  50

Met Asp Lys Ile Leu Glu Ile Leu Lys Asp Phe Gly Ile Val Glu Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Pro Pro Gln Lys Lys Ala Leu Glu Arg Gly Leu Leu Asp Lys Asn 

            20                  25                  30          

Lys Asn Phe Leu Ile Ser Ile Pro Thr Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Met Ala Leu Ile Asn His Leu Leu Asp Gly Asn Lys Asn Pro 

    50                  55                  60                  

Thr Asn Lys Lys Gly Ile Phe Ile Val Pro Leu Lys Ala Leu Ala Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Lys Tyr Glu Glu Phe Lys Ser Lys Tyr Glu Arg Tyr Gly Leu Arg 

                85                  90                  95      

Ile Ala Leu Ser Ile Gly Asp Tyr Asp Glu Asp Glu Asp Leu Ser Lys 

            100                 105                 110         
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Tyr His Leu Ile Ile Thr Thr Ala Glu Lys Leu Asp Ser Leu Trp Arg 

        115                 120                 125             

His Lys Ile Asp Trp Ile Asn Asp Val Ser Val Val Val Val Asp Glu 

    130                 135                 140                 

Ile His Leu Ile Asn Asp Glu Thr Arg Gly Gly Thr Leu Glu Ile Leu 

145                 150                 155                 160 

Leu Thr Lys Leu Lys Glu Phe Asn Val Gln Ile Ile Gly Leu Ser Ala 

                165                 170                 175     

Thr Ile Gly Asn Pro Asp Glu Leu Ala Glu Trp Leu Asn Ala Glu Leu 

            180                 185                 190         

Ile Val Asp Asp Trp Arg Pro Val Glu Leu Lys Lys Gly Ile Tyr Lys 

        195                 200                 205             

Asn Glu Ala Ile Glu Phe Ile Asn Gly Glu Ile Arg Glu Ile Lys Ala 

    210                 215                 220                 

Val Asp Asn Asn Asp Ile Tyr Asn Leu Val Val Asp Cys Val Lys Glu 

225                 230                 235                 240 

Gly Gly Cys Cys Leu Val Phe Cys Asn Thr Lys Arg Asn Ala Val Asn 

                245                 250                 255     

Glu Ala Lys Lys Leu Asn Leu Lys Lys Phe Leu Thr Glu Glu Glu Lys 

            260                 265                 270         

Ile Arg Leu Lys Glu Ile Ala Glu Glu Ile Leu Ser Ile Leu Glu Pro 

        275                 280                 285             

Pro Thr Glu Met Cys Lys Thr Leu Ala Glu Cys Ile Leu Asn Gly Ser 

    290                 295                 300                 

Ala Phe His His Ala Gly Leu Thr Tyr Gln His Arg Lys Ile Val Glu 

305                 310                 315                 320 

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

                325                 330                 335     

Leu Ser Ala Gly Leu Asn Leu Pro Cys Arg Arg Ala Ile Val Lys Asp 

            340                 345                 350         

Leu Thr Arg Phe Thr Asn Lys Gly Met Arg Tyr Ile Pro Ile Met Glu 
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        355                 360                 365             

Ile Gln Gln Cys Ile Gly Arg Ala Gly Arg Pro Gly Leu Asp Pro Tyr 

    370                 375                 380                 

Gly Glu Gly Ile Ile Val Ala Lys Asn Asp Arg Asp Tyr Leu Arg Ala 

385                 390                 395                 400 

Tyr Gln Ala Leu Thr Gln Lys Pro Glu Pro Ile Tyr Ser Lys Leu Ser 

                405                 410                 415     

Asn Gln Ala Val Leu Arg Thr Gln Leu Leu Gly Leu Ile Ala Thr Gly 

            420                 425                 430         

Glu Ile Arg Asp Glu Tyr Asp Leu Glu Trp Phe Ile Arg Asn Thr Phe 

        435                 440                 445             

Tyr Ala His Gln Tyr Gly Asn Leu Arg Glu Val Ala Lys Asn Ile Asn 

    450                 455                 460                 

Glu Val Ile Arg Phe Leu Glu Glu Asn Glu Phe Ile Ile Asp Phe Met 

465                 470                 475                 480 

Pro Thr Glu Leu Gly Lys Arg Val Ser Glu Leu Tyr Ile Asp Pro Leu 

                485                 490                 495     

Ser Ala Lys Phe Ile Ile Asp Gly Leu Glu Glu Met Glu Asn Glu Glu 

            500                 505                 510         

Glu Ile Tyr Tyr Leu Tyr Leu Ile Ser Lys Thr Leu Glu Met Met Pro 

        515                 520                 525             

Asn Leu Arg Val Tyr Asn Ser Glu Glu Leu Asn Leu Ile Asp Glu Met 

    530                 535                 540                 

Asp Ser Leu Gly Ile Lys Ser Phe Glu Ile Glu Asp Leu Glu Ala Phe 

545                 550                 555                 560 

Lys Thr Ala Lys Met Leu Tyr Asp Trp Ile Asn Glu Val Pro Glu Asp 

                565                 570                 575     

Glu Ile Leu Lys Arg Tyr Lys Ile Glu Pro Gly Ile Leu Arg Tyr Lys 

            580                 585                 590         

Val Glu Asn Ala Val Trp Ile Met His Ala Leu Lys Glu Ile Ala Lys 

        595                 600                 605             
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Leu Ile Gly Lys Ser Ser Asp Ile Pro Glu Lys Leu Glu Ile Arg Leu 

    610                 615                 620                 

Glu Tyr Gly Ala Lys Glu Asp Ile Ile Glu Leu Leu Ser Ile Lys Tyr 

625                 630                 635                 640 

Ile Gly Arg Val Arg Ala Arg Lys Leu Tyr Asn Ala Gly Ile Arg Ser 

                645                 650                 655     

Ile Glu Asp Ile Ile Asn Asn Pro Ser Lys Val Ala Ser Ile Ile Gly 

            660                 665                 670         

Glu Lys Ile Ala Lys Lys Ile Leu Asp Glu Leu Gly Val Lys Phe Gly 

        675                 680                 685             

Gln Gln Lys Leu Ser Phe Ser Gly Gly Ser Ala Trp Ser His Pro Gln 

    690                 695                 700                 

Phe Glu Lys Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Ser Ala Trp 

705                 710                 715                 720 

Ser His Pro Gln Phe Glu Lys Lys Leu 

                725                 

<210>  51

<211>  670

<212>  PRT

<213>  Methanocaldococcus infernus

<400>  51

Met Asp Glu Ile Leu Lys Phe Leu Gly Ile Lys Glu Leu Arg Pro Pro 

1               5                   10                  15      

Gln Lys Lys Ala Leu Glu Leu Gly Ile Leu Asp Lys Lys Lys Asn Phe 

            20                  25                  30          

Leu Ile Ser Ile Pro Thr Gly Ala Gly Lys Thr Val Ile Ala Glu Met 

        35                  40                  45              

Ala Leu Ile Asn His Leu Leu Leu Asp Lys Gly Lys Lys Gly Val Tyr 

    50                  55                  60                  

Ile Val Pro Leu Lys Ala Leu Ala Ser Glu Lys Tyr Glu Glu Phe Lys 

65                  70                  75                  80  
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Lys Lys Tyr Glu Lys Phe Gly Val Arg Val Ala Leu Ser Ile Gly Asp 

                85                  90                  95      

Tyr Asp Glu Asp Glu Asp Leu Glu Asn Tyr Asp Leu Ile Ile Thr Thr 

            100                 105                 110         

Ala Glu Lys Phe Asp Ser Leu Trp Arg His Gly Ile Lys Leu Ser Asp 

        115                 120                 125             

Ile Ser Val Val Val Val Asp Glu Ile His Val Ile Gly Asp Ser Glu 

    130                 135                 140                 

Arg Gly Gly Thr Leu Glu Val Leu Leu Thr Lys Leu Lys Glu Leu Asp 

145                 150                 155                 160 

Val Gln Ile Ile Gly Leu Ser Ala Thr Ile Gly Asn Pro Glu Glu Leu 

                165                 170                 175     

Ser Glu Trp Leu Asn Ala Glu Leu Leu Leu Asp Asn Trp Arg Pro Val 

            180                 185                 190         

Glu Leu Arg Lys Gly Ile Tyr Arg Glu Gly Val Ile Glu Tyr Leu Asp 

        195                 200                 205             

Gly Glu Val Lys Glu Cys Gln Asp Ile Val Lys Glu Val Val Lys Asp 

    210                 215                 220                 

Asn Gly Ser Val Ile Ile Phe Cys Pro Thr Lys Lys Lys Ala Glu Asn 

225                 230                 235                 240 

Arg Ala Leu Ser Leu Asp Leu Ser Asp Leu Leu Lys Lys Ser Glu Lys 

                245                 250                 255     

Arg Lys Leu Glu Glu Ile Ser Glu Glu Leu Leu Ser Leu Phe Asp Pro 

            260                 265                 270         

Pro Thr Glu Leu Cys Lys Lys Leu Ala Ser Cys Val Arg Lys Gly Ile 

        275                 280                 285             

Ala Phe His His Ser Gly Leu Thr Tyr Glu His Arg Lys Ile Ile Glu 

    290                 295                 300                 

Lys Ala Phe Arg Glu Arg Ile Leu Lys Val Ile Cys Ser Thr Thr Thr 

305                 310                 315                 320 

Leu Ala Phe Gly Leu Asn Leu Pro Cys Arg Arg Val Ile Ile Ser Glu 
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                325                 330                 335     

Leu Lys Arg Tyr Thr Arg Arg Gly Leu Thr Tyr Ile Pro Ile Met Glu 

            340                 345                 350         

Val Gln Gln Cys Ile Gly Arg Ala Gly Arg Pro Gly Leu Asp Glu Tyr 

        355                 360                 365             

Gly Glu Gly Ile Leu Val Ala Lys Asp Glu Arg Asp Tyr Leu Arg Ala 

    370                 375                 380                 

Leu Gln Cys Leu Thr Gln Lys Pro Glu Pro Ile Tyr Ser Lys Leu Ser 

385                 390                 395                 400 

Asn Asp Ser Val Leu Arg Thr Gln Ile Leu Gly Leu Ile Ala Thr Arg 

                405                 410                 415     

Tyr Val Leu Asp Glu Tyr Asp Leu Glu Glu Phe Ile Lys Asn Thr Phe 

            420                 425                 430         

Tyr Ala Tyr Gln Tyr Lys Asn Leu Asp Glu Ile Lys Lys Lys Ile Lys 

        435                 440                 445             

Glu Ile Ile Glu Phe Leu Glu Asp Cys Asn Phe Ile Lys Asn Phe Glu 

    450                 455                 460                 

Val Thr Pro Leu Gly Lys Lys Val Ser Asn Leu Tyr Leu Asp Pro Leu 

465                 470                 475                 480 

Ser Ala Lys Ile Met Ile Asp Asn Ile Glu Val Lys Asp Asp Leu His 

                485                 490                 495     

Leu Leu Tyr Ile Leu Cys Lys Cys Ile Glu Met Lys Pro Leu Leu Arg 

            500                 505                 510         

Val Tyr Arg Lys Glu Glu Glu Glu Leu Ala Glu Glu Leu Leu Asn Tyr 

        515                 520                 525             

Glu Ile Phe Ile Ser Tyr Glu Asn Leu Glu Glu Phe Lys Thr Ala Lys 

    530                 535                 540                 

Met Leu Tyr Asp Trp Ile Asn Glu Val Pro Glu Asp Glu Ile Leu Lys 

545                 550                 555                 560 

Thr Tyr Lys Val Glu Pro Gly Ile Leu Arg Tyr Lys Val Glu Val Ala 

                565                 570                 575     
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Lys Trp Leu Ser Tyr Ser Leu Lys Glu Ile Ala Lys Ile Leu Asn Lys 

            580                 585                 590         

Glu Val Pro Asn Leu Glu Leu Arg Leu Glu Tyr Gly Ala Lys Glu Glu 

        595                 600                 605             

Leu Leu Glu Leu Leu Lys Ile Lys Tyr Ile Gly Arg Val Arg Ala Arg 

    610                 615                 620                 

Lys Leu Tyr Ser Ala Gly Ile Arg Asn Arg Glu Asp Ile Ile Lys Asn 

625                 630                 635                 640 

Pro Lys Lys Val Ala Asn Ile Leu Gly Glu Lys Ile Ser Lys Lys Ile 

                645                 650                 655     

Phe Glu Glu Leu Gly Val Arg Tyr Gly Gln Gln Arg Leu Ile 

            660                 665                 670 

<210>  52

<211>  799

<212>  PRT

<213>  Methanospirillum hungatei

<400>  52

Met Glu Ile Ala Ser Leu Pro Leu Pro Asp Ser Phe Ile Arg Ala Cys 

1               5                   10                  15      

His Ala Lys Gly Ile Arg Ser Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Cys Ile 

            20                  25                  30          

Glu Lys Gly Leu Leu Glu Gly Lys Asn Leu Leu Ile Ser Ile Pro Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Leu Ala Glu Met Ala Met Trp Ser Arg Ile 

    50                  55                  60                  

Ala Ala Gly Gly Lys Cys Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu Ala 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Lys Tyr Asp Glu Phe Ser Lys Lys Gly Val Ile Arg Val Gly 

                85                  90                  95      

Ile Ala Thr Gly Asp Leu Asp Arg Thr Asp Ala Tyr Leu Gly Glu Asn 

            100                 105                 110         
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Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Thr Asp Ser Leu Leu Arg Asn 

        115                 120                 125             

Arg Thr Pro Trp Leu Ser Gln Ile Thr Cys Ile Val Leu Asp Glu Val 

    130                 135                 140                 

His Leu Ile Gly Ser Glu Asn Arg Gly Ala Thr Leu Glu Met Val Ile 

145                 150                 155                 160 

Thr Lys Leu Arg Tyr Thr Asn Pro Val Met Gln Ile Ile Gly Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ala Thr Ile Gly Asn Pro Ala Gln Leu Ala Glu Trp Leu Asp Ala Thr 

            180                 185                 190         

Leu Ile Thr Ser Thr Trp Arg Pro Val Asp Leu Arg Gln Gly Val Tyr 

        195                 200                 205             

Tyr Asn Gly Lys Ile Arg Phe Ser Asp Ser Glu Arg Pro Ile Gln Gly 

    210                 215                 220                 

Lys Thr Lys His Asp Asp Leu Asn Leu Cys Leu Asp Thr Ile Glu Glu 

225                 230                 235                 240 

Gly Gly Gln Cys Leu Val Phe Val Ser Ser Arg Arg Asn Ala Glu Gly 

                245                 250                 255     

Phe Ala Lys Lys Ala Ala Gly Ala Leu Lys Ala Gly Ser Pro Asp Ser 

            260                 265                 270         

Lys Ala Leu Ala Gln Glu Leu Arg Arg Leu Arg Asp Arg Asp Glu Gly 

        275                 280                 285             

Asn Val Leu Ala Asp Cys Val Glu Arg Gly Ala Ala Phe His His Ala 

    290                 295                 300                 

Gly Leu Ile Arg Gln Glu Arg Thr Ile Ile Glu Glu Gly Phe Arg Asn 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Ile Glu Val Ile Ala Ala Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Leu 

                325                 330                 335     

Asn Leu Pro Ala Arg Arg Val Ile Ile Arg Asp Tyr Asn Arg Phe Ala 

            340                 345                 350         

Ser Gly Leu Gly Met Val Pro Ile Pro Val Gly Glu Tyr His Gln Met 
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        355                 360                 365             

Ala Gly Arg Ala Gly Arg Pro His Leu Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Val 

    370                 375                 380                 

Leu Leu Ala Lys Asp Ala Pro Ser Val Glu Arg Leu Phe Glu Thr Phe 

385                 390                 395                 400 

Ile Asp Ala Glu Ala Glu Arg Val Asp Ser Gln Cys Val Asp Asp Ala 

                405                 410                 415     

Ser Leu Cys Ala His Ile Leu Ser Leu Ile Ala Thr Gly Phe Ala His 

            420                 425                 430         

Asp Gln Glu Ala Leu Ser Ser Phe Met Glu Arg Thr Phe Tyr Phe Phe 

        435                 440                 445             

Gln His Pro Lys Thr Arg Ser Leu Pro Arg Leu Val Ala Asp Ala Ile 

    450                 455                 460                 

Arg Phe Leu Thr Thr Ala Gly Met Val Glu Glu Arg Glu Asn Thr Leu 

465                 470                 475                 480 

Ser Ala Thr Arg Leu Gly Ser Leu Val Ser Arg Leu Tyr Leu Asn Pro 

                485                 490                 495     

Cys Thr Ala Arg Leu Ile Leu Asp Ser Leu Lys Ser Cys Lys Thr Pro 

            500                 505                 510         

Thr Leu Ile Gly Leu Leu His Val Ile Cys Val Ser Pro Asp Met Gln 

        515                 520                 525             

Arg Leu Tyr Leu Lys Ala Ala Asp Thr Gln Leu Leu Arg Thr Phe Leu 

    530                 535                 540                 

Phe Lys His Lys Asp Asp Leu Ile Leu Pro Leu Pro Phe Glu Gln Glu 

545                 550                 555                 560 

Glu Glu Glu Leu Trp Leu Ser Gly Leu Lys Thr Ala Leu Val Leu Thr 

                565                 570                 575     

Asp Trp Ala Asp Glu Phe Ser Glu Gly Met Ile Glu Glu Arg Tyr Gly 

            580                 585                 590         

Ile Gly Ala Gly Asp Leu Tyr Asn Ile Val Asp Ser Gly Lys Trp Leu 

        595                 600                 605             
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Leu His Gly Thr Glu Arg Leu Val Ser Val Glu Met Pro Glu Met Ser 

    610                 615                 620                 

Gln Val Val Lys Thr Leu Ser Val Arg Val His His Gly Val Lys Ser 

625                 630                 635                 640 

Glu Leu Leu Pro Leu Val Ala Leu Arg Asn Ile Gly Arg Val Arg Ala 

                645                 650                 655     

Arg Thr Leu Tyr Asn Ala Gly Tyr Pro Asp Pro Glu Ala Val Ala Arg 

            660                 665                 670         

Ala Gly Leu Ser Thr Ile Ala Arg Ile Ile Gly Glu Gly Ile Ala Arg 

        675                 680                 685             

Gln Val Ile Asp Glu Ile Thr Gly Val Lys Arg Ser Gly Ile His Ser 

    690                 695                 700                 

Ser Asp Asp Asp Tyr Gln Gln Lys Thr Pro Glu Leu Leu Thr Asp Ile 

705                 710                 715                 720 

Pro Gly Ile Gly Lys Lys Met Ala Glu Lys Leu Gln Asn Ala Gly Ile 

                725                 730                 735     

Ile Thr Val Ser Asp Leu Leu Thr Ala Asp Glu Val Leu Leu Ser Asp 

            740                 745                 750         

Val Leu Gly Ala Ala Arg Ala Arg Lys Val Leu Ala Phe Leu Ser Asn 

        755                 760                 765             

Ser Glu Lys Glu Asn Ser Ser Ser Asp Lys Thr Glu Glu Ile Pro Asp 

    770                 775                 780                 

Thr Gln Lys Ile Arg Gly Gln Ser Ser Trp Glu Asp Phe Gly Cys 

785                 790                 795                 

<210>  53

<211>  702

<212>  PRT

<213>  Archaeoglobus fulgidus

<400>  53

Met Lys Val Glu Glu Leu Ala Glu Ser Ile Ser Ser Tyr Ala Val Gly 

1               5                   10                  15      
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Ile Leu Lys Glu Glu Gly Ile Glu Glu Leu Phe Pro Pro Gln Ala Glu 

            20                  25                  30          

Ala Val Glu Lys Val Phe Ser Gly Lys Asn Leu Leu Leu Ala Met Pro 

        35                  40                  45              

Thr Ala Ala Gly Lys Thr Leu Leu Ala Glu Met Ala Met Val Arg Glu 

    50                  55                  60                  

Ala Ile Lys Gly Gly Lys Ser Leu Tyr Val Val Pro Leu Arg Ala Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Gly Glu Lys Tyr Glu Ser Phe Lys Lys Trp Glu Lys Ile Gly Leu 

                85                  90                  95      

Arg Ile Gly Ile Ser Thr Gly Asp Tyr Glu Ser Arg Asp Glu His Leu 

            100                 105                 110         

Gly Asp Cys Asp Ile Ile Val Thr Thr Ser Glu Lys Ala Asp Ser Leu 

        115                 120                 125             

Ile Arg Asn Arg Ala Ser Trp Ile Lys Ala Val Ser Cys Leu Val Val 

    130                 135                 140                 

Asp Glu Ile His Leu Leu Asp Ser Glu Lys Arg Gly Ala Thr Leu Glu 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Val Thr Lys Met Arg Arg Met Asn Lys Ala Leu Arg Val Ile 

                165                 170                 175     

Gly Leu Ser Ala Thr Ala Pro Asn Val Thr Glu Ile Ala Glu Trp Leu 

            180                 185                 190         

Asp Ala Asp Tyr Tyr Val Ser Asp Trp Arg Pro Val Pro Leu Val Glu 

        195                 200                 205             

Gly Val Leu Cys Glu Gly Thr Leu Glu Leu Phe Asp Gly Ala Phe Ser 

    210                 215                 220                 

Thr Ser Arg Arg Val Lys Phe Glu Glu Leu Val Glu Glu Cys Val Ala 

225                 230                 235                 240 

Glu Asn Gly Gly Val Leu Val Phe Glu Ser Thr Arg Arg Gly Ala Glu 

                245                 250                 255     

Lys Thr Ala Val Lys Leu Ser Ala Ile Thr Ala Lys Tyr Val Glu Asn 
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            260                 265                 270         

Glu Gly Leu Glu Lys Ala Ile Leu Glu Glu Asn Glu Gly Glu Met Ser 

        275                 280                 285             

Arg Lys Leu Ala Glu Cys Val Arg Lys Gly Ala Ala Phe His His Ala 

    290                 295                 300                 

Gly Leu Leu Asn Gly Gln Arg Arg Val Val Glu Asp Ala Phe Arg Arg 

305                 310                 315                 320 

Gly Asn Ile Lys Val Val Val Ala Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Val 

                325                 330                 335     

Asn Leu Pro Ala Arg Arg Val Ile Val Arg Ser Leu Tyr Arg Phe Asp 

            340                 345                 350         

Gly Tyr Ser Lys Arg Ile Lys Val Ser Glu Tyr Lys Gln Met Ala Gly 

        355                 360                 365             

Arg Ala Gly Arg Pro Gly Met Asp Glu Arg Gly Glu Ala Ile Ile Ile 

    370                 375                 380                 

Val Gly Lys Arg Asp Arg Glu Ile Ala Val Lys Arg Tyr Ile Phe Gly 

385                 390                 395                 400 

Glu Pro Glu Arg Ile Thr Ser Lys Leu Gly Val Glu Thr His Leu Arg 

                405                 410                 415     

Phe His Ser Leu Ser Ile Ile Cys Asp Gly Tyr Ala Lys Thr Leu Glu 

            420                 425                 430         

Glu Leu Glu Asp Phe Phe Ala Asp Thr Phe Phe Phe Lys Gln Asn Glu 

        435                 440                 445             

Ile Ser Leu Ser Tyr Glu Leu Glu Arg Val Val Arg Gln Leu Glu Asn 

    450                 455                 460                 

Trp Gly Met Val Val Glu Asp His His Leu Ala Pro Thr Lys Leu Gly 

465                 470                 475                 480 

Ser Leu Val Ser Arg Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Thr Gly Phe Ile Phe 

                485                 490                 495     

His Asp Val Leu Ser Arg Met Glu Leu Ser Asp Ile Gly Ala Leu His 

            500                 505                 510         
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Leu Ile Cys Arg Thr Pro Asp Met Glu Arg Leu Thr Val Arg Lys Thr 

        515                 520                 525             

Asp Ser Trp Val Glu Glu Glu Ala Phe Arg Leu Arg Lys Glu Leu Ser 

    530                 535                 540                 

Tyr Tyr Pro Ser Asp Phe Ser Val Glu Tyr Asp Trp Phe Leu Ser Glu 

545                 550                 555                 560 

Val Lys Thr Ala Leu Cys Leu Lys Asp Trp Ile Glu Glu Lys Asp Glu 

                565                 570                 575     

Asp Glu Ile Cys Ala Lys Tyr Gly Ile Ala Pro Gly Asp Leu Arg Arg 

            580                 585                 590         

Ile Val Glu Thr Ala Glu Trp Leu Ser Asn Ala Met Asn Arg Ile Ala 

        595                 600                 605             

Glu Glu Val Gly Asn Thr Ser Val Ser Gly Leu Thr Glu Arg Ile Lys 

    610                 615                 620                 

His Gly Val Lys Glu Glu Leu Leu Glu Leu Val Arg Ile Arg His Ile 

625                 630                 635                 640 

Gly Arg Val Arg Ala Arg Lys Leu Tyr Asn Ala Gly Ile Arg Asn Ala 

                645                 650                 655     

Glu Asp Ile Val Arg His Arg Glu Lys Val Ala Ser Leu Ile Gly Arg 

            660                 665                 670         

Gly Ile Ala Glu Arg Val Val Glu Gly Ile Ser Val Lys Ser Leu Asn 

        675                 680                 685             

Pro Glu Ser Ala Ala Ala Leu Glu His His His His His His 

    690                 695                 700         

<210>  54

<211>  791

<212>  PRT

<213>  Haloterrigena turkmenica

<400>  54

Met Asn Leu Glu Glu Leu Thr Gly Leu Pro Pro Gly Ala Thr Asp His 

1               5                   10                  15      
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Phe Arg Gly Glu Gly Ile Glu Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Asp Ala 

            20                  25                  30          

Val Glu Ala Gly Ala Thr Asp Gly Glu Asn Leu Val Ala Ala Val Pro 

        35                  40                  45              

Thr Ala Ser Gly Lys Thr Met Ile Ala Ala Leu Ser Met Leu Ser Ala 

    50                  55                  60                  

Val Gln Arg Gly Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Ser Glu Lys Lys Glu Glu Phe Glu Ala Tyr Glu Glu Phe Gly Val 

                85                  90                  95      

Thr Thr Gly Val Thr Thr Gly Asn Tyr Glu Ser Thr Asp Asp Trp Leu 

            100                 105                 110         

Ala Thr Lys Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Val Asp Ser Leu 

        115                 120                 125             

Val Arg Asn Gly Ala Asp Trp Leu Ser Glu Leu Thr Cys Val Val Ser 

    130                 135                 140                 

Asp Glu Val His Leu Ile Asp Asp Arg Asn Arg Gly Pro Thr Leu Glu 

145                 150                 155                 160 

Val Thr Leu Ala Lys Leu Arg Arg Leu Asn Pro Gly Met Gln Val Val 

                165                 170                 175     

Ala Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Asp Glu Ile Ala Asp Trp Leu 

            180                 185                 190         

Asp Ala Ser Leu Val Asp Thr Asp Trp Arg Pro Ile Asp Leu Gln Met 

        195                 200                 205             

Gly Val His Tyr Gly Asn Ala Leu Asn Phe Asp Asp Gly Ser Thr Arg 

    210                 215                 220                 

Glu Val Pro Val Glu Gly Ser Glu Lys Gln Glu Ala Ala Leu Val Arg 

225                 230                 235                 240 

Asp Ile Leu Arg Glu Gly Gly Ser Ser Leu Val Phe Val Asn Ser Arg 

                245                 250                 255     

Arg Asn Ala Glu Gly Ala Ala Lys Arg Leu Gly Gln Val Ser Ser Arg 

공개특허 10-2014-0090633

- 173 -



            260                 265                 270         

Glu Ile Thr Glu Asp Glu Arg Ala Glu Leu Ala Glu Leu Ala Asp Asp 

        275                 280                 285             

Ile Arg Asp Asp Ser Asp Thr Glu Thr Ser Ala Asp Leu Ala Asp Cys 

    290                 295                 300                 

Val Glu Arg Gly Ala Ala Phe His His Ala Gly Leu Ser Ser Thr Gln 

305                 310                 315                 320 

Arg Ser Leu Val Glu Asp Ala Phe Arg Asp Arg Leu Leu Lys Val Ile 

                325                 330                 335     

Ser Ala Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Val Asn Thr Pro Ala Arg Arg 

            340                 345                 350         

Val Ile Val Arg Asp Trp Arg Arg Phe Asp Pro Ser Ala Gly Gly Met 

        355                 360                 365             

Ala Pro Leu Asp Val Leu Glu Val His Gln Met Met Gly Arg Ala Gly 

    370                 375                 380                 

Arg Pro Gly Leu Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Val Leu Leu Ala Lys Ser 

385                 390                 395                 400 

His Asp Glu Ser Glu Glu Leu Phe Asp Arg Tyr Ile Trp Ala Asp Pro 

                405                 410                 415     

Glu Pro Val Arg Ser Lys Leu Ala Ala Glu Pro Ala Leu Arg Thr His 

            420                 425                 430         

Val Leu Ala Thr Ile Ala Ser Gly Phe Ala Arg Thr Arg Gly Gly Leu 

        435                 440                 445             

Leu Glu Phe Leu Glu Ala Thr Leu Tyr Ala Ser Gln Ser Ser Glu Ala 

    450                 455                 460                 

Gly Arg Leu Glu Ser Val Thr Asp Asp Val Leu Asp Tyr Leu Glu Arg 

465                 470                 475                 480 

Asn Asp Phe Ile Glu Arg Ser Arg Asp Asp Glu Ala Glu Asp Ser Gly 

                485                 490                 495     

Glu Asp Asp Gly Pro Phe Thr Ser Ala Ala Asp Leu Ala Glu Gln Gln 

            500                 505                 510         

공개특허 10-2014-0090633

- 174 -



Ala Ala Lys Arg Glu Glu Thr Leu Glu Ala Thr Ser Leu Gly His Thr 

        515                 520                 525             

Val Ser Arg Leu Tyr Leu Asp Pro Met Ser Ala Ala Glu Ile Val His 

    530                 535                 540                 

Gly Leu Glu Arg Ala Asp Glu Arg Pro Thr Ala Leu Gly Leu Tyr Gln 

545                 550                 555                 560 

Leu Val Ser Arg Thr Pro Asp Met Tyr Glu Leu Tyr Leu Arg Ser Gly 

                565                 570                 575     

Glu Asp Glu Lys Phe Gly Glu Leu Phe Tyr Glu Arg Glu Thr Glu Leu 

            580                 585                 590         

Leu Gly Asp Ala Pro Ser Glu Tyr Glu Glu Asp Arg Phe Glu Asp Trp 

        595                 600                 605             

Leu Ala Ala Leu Lys Thr Gly Lys Leu Leu Glu Asp Trp Ala Asp Glu 

    610                 615                 620                 

Thr Asp Glu Glu Thr Ile Thr Asp Arg Tyr Lys Ile Gly Pro Gly Asp 

625                 630                 635                 640 

Leu Arg Gly Lys Val Asp Thr Ala Glu Trp Leu Leu Gly Ala Ala Glu 

                645                 650                 655     

Ser Leu Ala Ala Glu Ile Asp Ser Glu Trp Thr Val Ala Val Arg Glu 

            660                 665                 670         

Ala Arg Ala Arg Val Glu His Gly Val Gly Glu Glu Leu Leu Glu Leu 

        675                 680                 685             

Val Ser Val Gly Gly Val Gly Arg Lys Arg Ala Arg Arg Leu Tyr Asp 

    690                 695                 700                 

Ala Gly Ile Glu Glu Pro Ala Asp Leu Arg Ser Ala Asp Lys Gly Ile 

705                 710                 715                 720 

Val Leu Ser Val Leu Lys Gly Glu Lys Thr Ala Glu Asn Ile Leu Glu 

                725                 730                 735     

Asn Ala Gly Arg Glu Asp Pro Ser Met Asp Gly Val Glu Pro Ala Asp 

            740                 745                 750         

Gly Gly Pro Ala Val Gly Ala Ala Thr Asn Gly Ser Ser Gly Gly Ser 
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        755                 760                 765             

Glu Thr Asp Glu Thr Gly Arg Ala Asp Ala Ala Glu Ser Asp Asp Ser 

    770                 775                 780                 

Gln Ser Ser Leu Gly Asp Phe 

785                 790     

<210>  55

<211>  752

<212>  PRT

<213>  Haladaptatus paucihalophilus

<400>  55

Met Asn Val Ala Asp Leu Thr Gly Leu Pro Asp Gly Val Pro Glu His 

1               5                   10                  15      

Phe His Ala Gln Gly Ile Glu Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala 

            20                  25                  30          

Val Glu Ala Gly Ile Thr Glu Gly Glu Ser Val Val Ala Ser Ile Pro 

        35                  40                  45              

Thr Ala Ser Gly Lys Thr Phe Ile Ala Glu Leu Ala Met Leu Ser Ser 

    50                  55                  60                  

Val Ala Arg Gly Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Ser Glu Lys Lys Glu Glu Phe Glu Glu Phe Glu Gln Tyr Gly Val 

                85                  90                  95      

Ser Ile Gly Val Ser Thr Gly Asn Tyr Glu Ser Asp Gly Asp Trp Leu 

            100                 105                 110         

Ala Ser Arg Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys Val Asp Ser Leu 

        115                 120                 125             

Val Arg Asn Gly Ala Lys Trp Ile Asp Asp Leu Ser Cys Val Val Ala 

    130                 135                 140                 

Asp Glu Val His Leu Val Asn Asp Ala His Arg Gly Pro Thr Leu Glu 

145                 150                 155                 160 

Val Thr Leu Ala Lys Leu Arg Arg Val Asn Pro Asp Leu Gln Thr Val 
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                165                 170                 175     

Ala Leu Ser Ala Thr Val Gly Asn Ala Gly Glu Met Ala Asp Trp Leu 

            180                 185                 190         

Asp Ala Thr Leu Val Asp Ser Thr Trp Arg Pro Ile Asp Leu Arg Lys 

        195                 200                 205             

Gly Val Leu Tyr Gly Gln Ala Leu His Phe Asp Asp Gly Thr Gln Gln 

    210                 215                 220                 

Glu Leu Ala Arg Gly Asn Glu Lys Glu Thr Ala Ala Leu Val Arg Asp 

225                 230                 235                 240 

Thr Leu Glu Asp Gly Gly Ser Ser Leu Val Phe Val Asn Ser Arg Arg 

                245                 250                 255     

Asn Ala Glu Ala Ala Ala Lys Arg Leu Ala Asp Val Thr Lys Thr His 

            260                 265                 270         

Leu Thr Asp Asp Glu Arg Arg Asp Leu Leu Asp Ile Ala Asp Gln Ile 

        275                 280                 285             

Arg Asp Val Ser Asp Thr Glu Thr Ser Asp Asp Leu Ala Thr Ala Ile 

    290                 295                 300                 

Glu Lys Gly Ala Ala Phe His His Ala Gly Leu Ala Ser Asp His Arg 

305                 310                 315                 320 

Ser Leu Val Glu Asp Ala Phe Arg Asp Lys Leu Ile Lys Val Ile Ser 

                325                 330                 335     

Ala Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Val Asn Thr Pro Ser Arg Arg Val 

            340                 345                 350         

Ile Val Arg Asp Trp Arg Arg Tyr Asp Gly Asp Ile Gly Gly Met Gln 

        355                 360                 365             

Pro Leu Asp Val Leu Glu Val His Gln Met Phe Gly Arg Ala Gly Arg 

    370                 375                 380                 

Pro Gly Leu Asp Pro His Gly Glu Ala Val Leu Ile Ala Lys Ser His 

385                 390                 395                 400 

Asp Glu Leu Gln Glu Leu Phe Asp Gln Tyr Val Trp Ala Asp Pro Glu 

                405                 410                 415     
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Pro Val His Ser Lys Leu Ala Ala Glu Pro Ala Leu Arg Thr His Ile 

            420                 425                 430         

Leu Ala Thr Val Ala Ser Gly Phe Ala Gly Thr Glu Glu Glu Leu Leu 

        435                 440                 445             

Asp Phe Leu Glu Arg Thr Leu Tyr Ala Thr Gln Thr Asp Glu Thr Gly 

    450                 455                 460                 

Arg Leu Glu Thr Val Thr Gln His Val Leu Asp Tyr Leu Asp Arg Asn 

465                 470                 475                 480 

Gly Phe Leu Glu Arg Asp Asp Arg Leu Arg Ala Thr Gly Leu Gly His 

                485                 490                 495     

Arg Val Ser Gln Leu Tyr Leu Asp Pro Met Ser Ala Ala Glu Ile Ile 

            500                 505                 510         

Asp Gly Leu Arg Asp Ala Asp Gly Lys Pro Thr Ala Leu Gly Leu Tyr 

        515                 520                 525             

His Leu Val Ser Arg Thr Pro Asp Met Tyr Gln Leu Tyr Leu Arg Ser 

    530                 535                 540                 

Gly Asp Arg Glu Arg Tyr Thr Glu Ile Ala Tyr Glu Arg Glu Pro Glu 

545                 550                 555                 560 

Phe Leu Gly His Met Pro Ser Glu Phe Glu Asp Asn Ala Phe Glu Asp 

                565                 570                 575     

Trp Leu Ser Ala Leu Lys Thr Ala Arg Leu Leu Glu Asp Trp Ala Ser 

            580                 585                 590         

Glu Leu Asp Glu Asp Arg Ile Thr Glu Arg Tyr Ala Ile Gly Pro Gly 

        595                 600                 605             

Asp Ile Arg Gly Lys Val Glu Thr Ala Gln Trp Leu Leu Asn Ala Ala 

    610                 615                 620                 

Glu Arg Leu Ala Ala Glu Leu Gln Arg Asp Asp Ala Glu Gly Ile Pro 

625                 630                 635                 640 

Ser Ala Thr Thr Thr Ala Val Arg Glu Ala Arg Lys Arg Val Glu Tyr 

                645                 650                 655     

Gly Val Glu Glu Glu Leu Leu Asp Leu Ala Gly Val Arg Asn Val Gly 
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            660                 665                 670         

Arg Lys Arg Ala Arg Arg Leu Tyr Glu Ala Gly Ile Glu Ser Arg Ala 

        675                 680                 685             

Asp Leu Arg Glu Ala Asp Lys Ser Val Val Leu Gly Ala Leu Arg Gly 

    690                 695                 700                 

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

705                 710                 715                 720 

Pro Ser Leu Asp Asp Val Glu Ala Asp Ala Glu Thr Ala Ala Thr Ser 

                725                 730                 735     

Ala Arg Ala Thr Asn Asp Gly Gly Gln Gln Ser Leu Gly Asp Phe Glu 

            740                 745                 750         

<210>  56

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary Hel308 motif

<400>  56

Gln Met Phe Gly Arg Ala Gly Arg 

1               5               

<210>  57

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Exemplary extended Hel308 motif

<400>  57

Gln Met Phe Gly Arg Ala Gly Arg Pro 

1               5                   

<210>  58

<211>  783

<212>  PRT

<213>  Halobacterium sp. NRC-1

<400>  58
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Met Arg Val Ala Asp Val Pro Gly Leu Pro Gly Gly Val Ala Asp His 

1               5                   10                  15      

Phe Glu Gly Glu Gly Val Glu Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala 

            20                  25                  30          

Val Glu Arg Gly Val Thr Glu Gly Ala Asn Leu Val Ala Ser Val Pro 

        35                  40                  45              

Thr Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile Ala Gln Leu Ala Met Leu Ser Ala 

    50                  55                  60                  

Ile Ala Glu Gly Gly Asp Ser Pro Thr Phe Ser Gly Asp Gly Thr Ala 

65                  70                  75                  80  

Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu Ala Gly Glu Lys Ala Gln Glu 

                85                  90                  95      

Phe Glu Ala Phe Glu Arg Phe Gly Leu Ser Val Gly Val Ser Thr Gly 

            100                 105                 110         

Asn Tyr Glu Arg Asp Gly Ala Arg Leu Ala Asp Asn Asp Ile Val Val 

        115                 120                 125             

Ala Thr Ser Glu Lys Val Asp Ser Leu Val Arg Asn Gly Ala Gly Trp 

    130                 135                 140                 

Ile Asp Asp Leu Ser Cys Val Val Ala Asp Glu Val His Leu Val Asp 

145                 150                 155                 160 

Asp Asp His Arg Gly Pro Thr Leu Glu Val Thr Leu Ala Lys Leu Arg 

                165                 170                 175     

Gln Gln Val Ala Asp Leu Gln Val Val Ala Leu Ser Ala Thr Val Gly 

            180                 185                 190         

Asn Ala Gly Glu Leu Ala Ala Trp Leu Asp Ala Glu Leu Val Asp Ser 

        195                 200                 205             

Asp Trp Arg Pro Ile Glu Leu Arg Thr Gly Val His Tyr Gly Gln Ser 

    210                 215                 220                 

Leu His Tyr Asp Asp Gly Thr Gln Ala Glu Leu Ser Val Gly Ser Gly 

225                 230                 235                 240 

Ser Gln Thr Ala Ala Val Val Ala Asp Thr Leu Ala Asp Asp Gly Ser 
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                245                 250                 255     

Thr Leu Val Phe Val Asn Ser Arg Arg Asn Ala Glu Ala Ser Ala Arg 

            260                 265                 270         

Arg Leu Ala Asp Val Thr Gly Asn Ala Leu Ser Ser Ala Glu Arg Glu 

        275                 280                 285             

Arg Leu Ala Asp Ile Ala Ala Glu Ile Arg Gly Val Ser Asp Thr Glu 

    290                 295                 300                 

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

305                 310                 315                 320 

His Ala Gly Leu Ala Arg Glu His Arg Glu Leu Val Glu Glu Ala Phe 

                325                 330                 335     

Arg Asp Arg Leu Val Lys Ala Val Ser Ala Thr Pro Thr Leu Ala Ala 

            340                 345                 350         

Gly Val Asn Thr Pro Ala Arg Arg Val Val Val Arg Asp Trp Gln Arg 

        355                 360                 365             

Tyr Asp Gly Thr Ala Gly Gly Met Gln Pro Leu Asp Val Leu Glu Val 

    370                 375                 380                 

His Gln Met Phe Gly Arg Ala Gly Arg Pro Gly Leu Asp Pro Tyr Gly 

385                 390                 395                 400 

Glu Ala Val Leu Leu Ala Asn Ser His Asp Glu Leu Glu Glu Leu Phe 

                405                 410                 415     

Asp Arg Tyr Val Tyr Ala Asp Pro Glu Pro Val Arg Ser Lys Leu Ala 

            420                 425                 430         

Ala Glu Pro Ala Leu Arg Thr His Val Leu Ala Ala Ile Ala Thr Gly 

        435                 440                 445             

Phe Thr Thr Thr Glu Asp Gly Leu His Glu Phe Leu Gly Gly Thr Leu 

    450                 455                 460                 

Tyr Ala Thr Gln Thr Asp Asp Thr Gly Arg Leu Arg Ser Val Thr Gly 

465                 470                 475                 480 

Asp Val Leu Arg Tyr Leu Asp Arg Asn Gly Phe Val Glu Arg Asp Gly 

                485                 490                 495     
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Ala Ala Leu Arg Ala Thr Ala Thr Gly Gln Leu Val Ser Arg Leu Tyr 

            500                 505                 510         

Val Asp Pro Met Ser Ala Ala Thr Ile Ile Asp Gly Leu Arg Asp Ala 

        515                 520                 525             

Ala Arg Asp Ala Thr Glu Thr Asp Asp Glu Gly Ala Phe Arg Pro Ala 

    530                 535                 540                 

Ser Glu Leu Gly Asp Asp Ala Ala Leu Pro Ala Asp Ala Ser Val Glu 

545                 550                 555                 560 

Pro Thr Pro Leu Gly Leu Tyr His Leu Val Ser Arg Thr Pro Asp Met 

                565                 570                 575     

Tyr Glu Leu Tyr Leu Arg Ser Gly Asp Arg Glu Gln Tyr Thr Glu Val 

            580                 585                 590         

Ala Tyr Glu His Glu Asp Glu Leu Leu Gly Ala Thr Pro Arg Glu Glu 

        595                 600                 605             

Gln Ala Glu Phe Glu Asp Trp Leu Ser Ala Leu Lys Thr Ala Arg Leu 

    610                 615                 620                 

Met Ala Asp Trp Ala Ser Glu Leu Asp Glu Glu Arg Ile Ala Glu Arg 

625                 630                 635                 640 

Tyr Asp Val Gly Pro Gly Asp Ile Arg Gly Lys Val Glu Thr Ala Glu 

                645                 650                 655     

Trp Leu Leu Asn Ala Ala Glu Arg Leu Ala Gly Glu Leu Asp Val Glu 

            660                 665                 670         

Cys Gly Pro Ala Val Arg Glu Ala Arg Lys Arg Val Gln Tyr Gly Val 

        675                 680                 685             

Arg Glu Glu Leu Leu Gly Leu Ala Gly Val Arg Asn Val Gly Arg Lys 

    690                 695                 700                 

Arg Ala Arg Arg Leu Tyr Asn Ala Gly Val Glu Ser Arg Ala Asp Leu 

705                 710                 715                 720 

Arg Asn Ala Asp Lys Gly Val Val Leu Gly Ala Val Arg Gly Arg Ala 

                725                 730                 735     

Ala Thr Ala Glu Arg Ile Leu Glu Thr Val Gly His Pro Asp Pro Gly 
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            740                 745                 750         

Met Asp Gly Val Ala Ala Asp Thr Asp Ala Ala Pro Glu Ser Gly Gly 

        755                 760                 765             

Glu Ala Gly Gly Asp Glu Gly Gln Ala Ser Leu Gly Asp Phe Ser 

    770                 775                 780             

<210>  59

<211>  450

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  59

tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt ggttgtttct       60

gttggtgctg atattgcttt tgatgccgac cctaaatttt ttgcctgttt ggttcgcttt      120

gagtcttctt cggttccgac taccctcccg actgcctatg atgtttatcc tttgaatggt      180

cgccatgatg gtggttatta taccgtcaag gactgtgtga ctattgacgt ccttccccgt      240

acgccgggca ataacgttta tgttggtttc atggtttggt ctaactttac cgctactaaa      300

tgccgcggat tggtttcgct gaatcaggtt attaaagaga ttatttgtct ccagccactt      360

aagtgaggtg atttatgttt ggtgctattg ctggcggtat tgcttctgct cttgctggtg      420

gcgccatgtc taaattgttt ggaggcggtc                                       450

<210>  60

<211>  57

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  60

gcaatatcag caccaacaga aacaaccttt tttttttttt tttttttttt ttttttt          57

<210>  61

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  61
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ctattctgtt tatgtttctt gtttgttagc cctattctgt cccccccccc accccccccc       60

accccccccc accccccccc                                                   80

<210>  62

<211>  40

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  62

acagaatagg gctaacaaac aagaaacata aacagaatag                             40

<210>  63

<211>  60

<212>  DNA

<

213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  63

ctattctgtt tatgtttctt gtttgttagc cctattctgt cccccccccc accccccccc       60

<210>  64

<211>  40

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  64

ctattctgtt tatgtttctt gtttgttagc cctattctgt                             40

<210>  65

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  65

cccccccccc accccccccc                                                   20

<210>  66

<211>  40

<212>  DNA
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<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  66

ctattctgtt tatgtttctt gtttgttagc cctattctgt                             40

<210>  67

<211>  974

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  67

tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt tttttttttt ggttgtttct       60

gttggtgctg atattgctgt gttctatgtc ttattctgtg tatgtatctt gtctgttagc      120

cccgattgtt accggataat tcgagctcgg tacccacccc ggttgataat cagaaaagcc      180

ccaaaaacag gaagattgta taagcaaata tttaaattgt aaacgttaat attttgttaa      240

aattcgcgtt aaatttttgt taaatcagct cattttttaa ccaataggcc gaaatcggca      300

aaatccctta taaatcaaaa gaatagaccg agatagggtt gagtgttgtt ccagtttgga      360

acaagagtcc agtattaaag aacgtggact ccaacgtcaa agggcgaaaa accgtctatc      420

agggcgatgg cccactacgt gaaccatcac cctaatcaag ttttttgggg tcgaggtgcc      480

gtaaagcact aaatcggaac cctaaaggga tgccccgatt tagagcttga cggggaaagc      540

cggcgaacgt ggcgagaaag gaagggaaga aagcgaaagg agcgggcgct agggcgctgg      600

caagtgtagc ggtcacgctg cgcgtaacca ccacacccgc cgcgcttaat gcgccgctac      660

agggcgcgtg gggatcctct agagtcgacc tgcaggcatg caagctatcc cgcaagaggc      720

ccggcagtac cggcataacc aagcctatgc ctacagcatc cagggtgacg gtgccgagga      780

tgacgatgag cgcattgtta gatttcatac acggtgcctg actgcgttag caatttaact      840

gtgataaact accgcattaa agctagctta tcgatgataa gctgtcaaac atgagaattc      900

ttgaagacga aagggcctcg tgatacgcct atttttatag gttaatgtca tgataataat      960

ggtttcttag acgt                                                        974

<210>  68

<211>  893

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples
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<400>  68

ctaagaaacc attattatca tgacattaac ctataaaaat aggcgtatca cgaggccctt       60

tcgtcttcaa gaattctcat gtttgacagc ttatcatcga taagctagct ttaatgcggt      120

agtttatcac agttaaattg ctaacgcagt caggcaccgt gtatgaaatc taacaatgcg      180

ctcatcgtca tcctcggcac cgtcaccctg gatgctgtag gcataggctt ggttatgccg      240

gtactgccgg gcctcttgcg ggatagcttg catgcctgca ggtcgactct agaggatccc      300

cacgcgccct gtagcggcgc attaagcgcg gcgggtgtgg tggttacgcg cagcgtgacc      360

gctacacttg ccagcgccct agcgcccgct cctttcgctt tcttcccttc ctttctcgcc      420

acgttcgccg gctttccccg tcaagctcta aatcggggca tccctttagg gttccgattt      480

agtgctttac ggcacctcga ccccaaaaaa cttgattagg gtgatggttc acgtagtggg      540

ccatcgccct gatagacggt ttttcgccct ttgacgttgg agtccacgtt ctttaatact      600

ggactcttgt tccaaactgg aacaacactc aaccctatct cggtctattc ttttgattta      660

taagggattt tgccgatttc ggcctattgg ttaaaaaatg agctgattta acaaaaattt      720

aacgcgaatt ttaacaaaat attaacgttt acaatttaaa tatttgctta tacaatcttc      780

ctgtttttgg ggcttttctg attatcaacc ggggtgggta ccgagctcga attatccggt      840

aacaatcggg gctaacagac aagatacata cacagaataa gacatagaac aca             893

<210>  69

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  69

gcaatatcag caccaacaga aacaacct                                          28

<210>  70

<211>  117

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  70

tcgctgctcc acaggtctca gcttgagcag cgaaaataag aacattatga tcagtaggag       60

cactacgacc tttgttctgg tgctcgtccg ggcgcccaaa gtggagcgag tgccccc         117

<210>  71
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<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  71

gcactcgctc cactttgggc gcccggacga gcaccagaac aaaggtcgta gtgctcctac       60

tgatcataat gttcttattt                                                   80

<210>  72

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  72

tcgctgctca agctgagacc tgtggagcag cga                                    33

<210>  73

<211>  113

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  73

tcgctgctcc acaggtctca gcttgagcag cgaaaataag aacattatga tcagtaggag       60

cactacgacc tttgttctgg tgctcgtccg ggcgcccaaa gtggagcgag tgc             113

<210>  74

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Sequence used in the Examples

<400>  74

tcgctgctcc acaggtctca gcttcccc                                          28

<210>  75

<211>  966

<212>  PRT

<213>  Desulfonatronospira thiodismutans
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<400>  75

Met Pro Gly Val Asp Glu Leu Leu Gln Gln Met Gly Gln Gly Asp Leu 

1               5                   10                  15      

Gln Gly Leu Ser Thr Val Ala Val Lys Glu Ile Pro Ala Arg Glu Ala 

            20                  25                  30          

Glu Phe Ser Gly Ile Glu Gly Leu Pro Pro Pro Leu Lys Gln Ala Leu 

        35                  40                  45              

Thr Glu Ser Gly Ile Glu Asn Phe Tyr Thr His Gln Ala Arg Ala Val 

    50                  55                  60                  

Asn Leu Val Arg Lys Gly Arg Ser Val Val Thr Ala Thr Pro Thr Ala 

65                  70                  75                  80  

Ser Gly Lys Ser Leu Ile Tyr Asn Ile Pro Val Leu Glu Ser Ile Ile 

                85                  90                  95      

Asn Asp Pro Ala Ser Arg Ala Leu Tyr Leu Phe Pro Leu Lys Ala Leu 

            100                 105                 110         

Thr Arg Asp Gln Leu Thr Ser Leu Glu Glu Phe Ala Arg Leu Leu Ala 

        115                 120                 125             

Gly Lys Val His Val Asp Ser Ala Val Tyr Asp Gly Asp Thr Asp Pro 

    130                 135                 140                 

Gln Ala Arg Ala Arg Ile Arg Ser Lys Pro Pro Asn Ile Leu Leu Thr 

145                 150                 155                 160 

Asn Pro Asp Met Leu His Arg Ser Phe Leu Pro Tyr His Arg Ser Trp 

                165                 170                 175     

Gln Lys Phe Phe Ser Ala Leu Lys Tyr Ile Val Val Asp Glu Val His 

            180                 185                 190         

Thr Tyr Arg Gly Val Met Gly Ser Asn Met Ala Trp Val Phe Arg Arg 

        195                 200                 205             

Leu Arg Arg Ile Cys Ala Gln Tyr Gly Arg Glu Pro Val Phe Ile Phe 

    210                 215                 220                 

Ser Ser Ala Thr Ile Ala Asn Pro Gly Gln Leu Cys Ser Ala Leu Thr 

225                 230                 235                 240 
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Gly His Glu Pro Glu Val Ile Gln Lys Gly Gly Ala Pro Ala Gly Lys 

                245                 250                 255     

Lys His Phe Leu Leu Leu Asp Pro Glu Met Gln Gly Ala Ala Gln Ser 

            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

Val Tyr Thr Gln Ser Arg Lys Met Thr Glu Leu Ile Ala Met Trp Ala 

    290                 295                 300                 

Ser Gln Arg Ala Gly Arg Leu Lys Lys Tyr Ile Ser Ala Tyr Arg Ala 

305                 310                 315                 320 

Gly Phe Leu Pro Glu Gln Arg Arg Glu Ile Glu Gln Lys Leu Ala Ser 

                325                 330                 335     

Gly Glu Leu Leu Ala Val Val Ser Thr Ser Ala Leu Glu Leu Gly Ile 

            340                 345                 350         

Asp Ile Gly His Leu Asp Leu Cys Leu Leu Val Gly Tyr Pro Gly Ser 

        355                 360                 365             

Val Met Ala Thr Met Gln Arg Gly Gly Arg Val Gly Arg Ser Gly Arg 

    370                 375                 380                 

Asp Ser Ala Ile Met Leu Ile Gly His Glu Asp Ala Leu Asp Gln Tyr 

385                 390                 395                 400 

Leu Leu Arg Asn Pro Arg Glu Phe Phe Ser Leu Glu Pro Glu Ser Ala 

                405                 410                 415     

Val Ile Asn Pro Asp Asn Pro Ser Ile Met Arg Arg His Leu Val Cys 

            420                 425                 430         

Ala Ala Ala Glu Lys Pro Ile Ala Leu Gln Glu Met Met Leu Asp Asn 

        435                 440                 445             

Glu Ala Gly Lys Cys Ile Lys Ser Leu Glu Lys Asp Gly Glu Leu Leu 

    450                 455                 460                 

Ala Ser Arg Asp Arg Ser Phe Tyr Tyr Thr Arg Ala Arg Tyr Pro His 

465                 470                 475                 480 

Lys Asp Val Asp Leu Arg Gly Thr Gly Gln Thr Tyr Asn Ile Phe Glu 
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                485                 490                 495     

His Ser Thr Gly Glu Tyr Leu Gly Glu Val Asp Gly Val Arg Ala Phe 

            500                 505                 510         

Lys Glu Thr His Pro Gly Ala Val Tyr Leu His Met Gly Glu Thr Tyr 

        515                 520                 525             

Val Val Gln Asp Leu Asp Leu Glu Thr Phe Ala Val Tyr Ala Ala Lys 

    530                 535                 540                 

Ser Glu Ala Asn Tyr Tyr Thr Arg Pro Ile Thr Glu Lys Tyr Thr Glu 

545                 550                 555                 560 

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

                565                 570                 575     

Leu Gly Arg Leu Lys Val Thr Glu His Val Ser Ala Tyr Glu Lys Arg 

            580                 585                 590         

Leu Val Arg Gly Gln Ala Arg Ile Gly Leu Ile Pro Leu Asp Leu Pro 

        595                 600                 605             

Pro Leu Val Phe Glu Thr Gln Gly Met Trp Phe Thr Leu Asp Ser Gln 

    610                 615                 620                 

Val Arg Arg Asp Val Glu Asp Arg Arg Leu His Phe Met Gly Gly Leu 

625                 630                 635                 640 

His Ala Leu Glu His Gly Leu Ile Gly Cys Met Pro Leu Ile Ile Leu 

                645                 650                 655     

Thr Asp Arg Asn Asp Leu Gly Gly Ile Ala Ser Pro Val His Glu Gln 

            660                 665                 670         

Leu His Lys Gly Ala Val Phe Ile Tyr Asp Gly Thr Pro Gly Gly Ile 

        675                 680                 685             

Gly Leu Cys Arg Gln Ala Phe Glu Leu Gly Asp Arg Leu Val Ala Arg 

    690                 695                 700                 

Ala Met Gly Ile Leu Ser Ser Cys Thr Cys Glu Asn Gly Cys Pro Gly 

705                 710                 715                 720 

Cys Ile His Ser Pro Lys Cys Gly Ser Gly Asn Arg Pro Leu Asp Lys 

                725                 730                 735     
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Glu Ala Ala Met His Met Leu Ala Val Leu Ala Gly Glu Arg Cys Gly 

            740                 745                 750         

Glu Ala Lys Arg Lys Asp Val Ser Cys Arg Ile Glu Thr Asp Glu Gly 

        755                 760                 765             

Ser Met Glu Ile Asp Ser Gly Tyr Thr Lys Ser Asp Gln Ala Glu Leu 

    770                 775                 780                 

Pro Tyr Ala Val Leu Asp Ile Glu Thr Arg Tyr Ser Ala Gln Glu Val 

785                 790                 795                 800 

Gly Gly Trp Gly Asn Cys His Arg Met Gly Val Ser Phe Ala Val Val 

                805                 810                 815     

Phe Asp Ser Arg Asn Gln Glu Phe Val Thr Phe Asp Gln Glu Gln Ala 

            820                 825                 830         

Ala Asp Leu Gly Ser Phe Leu Glu Asp Phe Ser Leu Val Val Gly Phe 

        835                 840                 845             

Asn Leu Leu Lys Phe Asp Tyr Arg Val Leu Gln Gly Leu Ser Asp Tyr 

    850                 855                 860                 

Asp Phe Ser Ser Leu Pro Thr Leu Asp Met Leu Arg Glu Ile Glu Ala 

865                 870                 875                 880 

Arg Leu Gly His Arg Leu Ser Leu Asp His Leu Ala Arg His Thr Leu 

                885                 890                 895     

Gly Thr Asn Lys Ser Ala Asn Gly Leu Met Ala Leu Lys Trp Trp Lys 

            900                 905                 910         

Glu Gly Glu Leu Asp Lys Ile Val Glu Tyr Cys Arg Gln Asp Val Ser 

        915                 920                 925             

Val Thr Arg Asp Leu Tyr Leu Phe Gly Arg Asp Lys Gly Tyr Leu Leu 

    930                 935                 940                 

Phe Lys Asn Lys Ala Gly Lys Lys Val Arg Ile Pro Val Ser Trp Gln 

945                 950                 955                 960 

Asp Thr Ala Phe Gln Val 

                965     

<210>  76
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<211>  799

<212>  PRT

<213>  Haloarcula marismortui

<400>  76

Met Asp Val Ala Asp Leu Pro Gly Val Pro Glu Trp Leu Pro Asp His 

1               5                   10                  15      

Leu Arg Asp Asp Gly Ile Glu Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala 

            20                  25                  30          

Val Glu Ala Gly Val Thr Glu Gly Glu Asn Leu Val Ala Ser Ile Pro 

        35                  40                  45              

Thr Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile Ala Glu Leu Ala Met Leu Ser Ser 

    50                  55                  60                  

Val Ala Arg Gly Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Ser Glu Lys Gln Ala Asp Phe Glu Glu Phe Glu Gln Tyr Gly Leu 

                85                  90                  95      

Asp Ile Gly Val Ser Thr Gly Asn Tyr Glu Ser Glu Gly Gly Trp Leu 

            100                 105                 110         

Ala Asp Lys Asp Ile Val Val Ala Thr Ser Glu Lys Val Asp Ser Leu 

        115                 120                 125             

Val Arg Asn Asp Ala Pro Trp Ile Glu Asp Leu Thr Cys Val Val Thr 

    130                 135                 140                 

Asp Glu Val His Leu Val Asp Asp Gly Glu Arg Gly Pro Thr Leu Glu 

145                 150                 155                 160 

Val Thr Leu Ala Lys Leu Arg Arg Leu Asn Pro Asp Leu Gln Thr Val 

                165                 170                 175     

Ala Leu Ser Ala Thr Ile Gly Asn Ala Glu Ala Leu Ala Thr Trp Leu 

            180                 185                 190         

Asp Ala Gly Leu Val Asp Ser Asp Trp Arg Pro Ile Asp Leu Gln Lys 

        195                 200                 205             

Gly Val His Tyr Gly Gln Ala Leu His Leu Glu Asp Gly Ser Gln Gln 

    210                 215                 220                 

공개특허 10-2014-0090633

- 192 -



Arg Leu Ser Val Gln Asn Asn Glu Lys Gln Thr Ala Ala Ile Val Arg 

225                 230                 235                 240 

Asp Thr Leu Glu Asp Asp Gly Ser Thr Leu Val Phe Val Asn Ser Arg 

                245                 250                 255     

Arg Asn Ala Glu Ala Ala Ala Gly Arg Leu Ala Asn Thr Val Arg Pro 

            260                 265                 270         

His Leu Ser Thr Glu Glu Arg Asp Gln Leu Ala Asp Ile Ala Glu Glu 

        275                 280                 285             

Ile Arg Asp Val Ser Asp Thr Glu Thr Ser Asp Asp Leu Ala Asp Ala 

    290                 295                 300                 

Val Ala Asp Gly Ala Ala Phe His His Ala Gly Leu Ser Arg Gly His 

305                 310                 315                 320 

Arg Glu Leu Val Glu Asp Ala Phe Arg Asp Arg Leu Val Lys Val Val 

                325                 330                 335     

Cys Ala Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Val Asn Thr Pro Ser Arg Arg 

            340                 345                 350         

Val Val Val Arg Asp Trp Arg Arg Tyr Asp Gly Ser Ala Gly Gly Met 

        355                 360                 365             

Ala Pro Leu Ser Val Leu Glu Val His Gln Met Met Gly Arg Ala Gly 

    370                 375                 380                 

Arg Pro Gly Leu Asp Pro Tyr Gly Glu Ala Val Leu Ile Ala Ser Ser 

385                 390                 395                 400 

His Asp Glu Val Asp Glu Leu Phe Glu Arg Tyr Val Trp Ala Asp Pro 

                405                 410                 415     

Glu Pro Val Arg Ser Lys Leu Ala Ala Glu Pro Ala Leu Arg Thr His 

            420                 425                 430         

Ile Leu Ala Thr Val Ala Ser Gly Phe Ala Arg Ser Arg Lys Gly Leu 

        435                 440                 445             

Leu Glu Phe Leu Glu Gln Thr Leu Tyr Ala Ser Gln Thr Asp Asp Ser 

    450                 455                 460                 

Gly Gln Leu Glu Arg Val Val Asp Asp Val Leu Thr Tyr Leu Gln Arg 
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465                 470                 475                 480 

Asn Asp Phe Leu Glu Ile Glu Ala Gly Glu Leu Asp Ala Thr Ser Leu 

                485                 490                 495     

Gly His Thr Val Ser Arg Leu Tyr Leu Asp Pro Met Ser Ala Ala Glu 

            500                 505                 510         

Ile Val Asp Gly Leu Arg Asp Trp Glu Arg Gly Ala Ser Asp Ser Thr 

        515                 520                 525             

Ser Ala Ser Gly Ser Pro Ala Asp Ala Gln Ala Glu Pro Pro Ala Asn 

    530                 535                 540                 

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

545                 550                 555                 560 

Asp Ala Asp Arg Asp Pro Asp Asp Ile Ser Ala Leu Gly Leu Tyr His 

                565                 570                 575     

Leu Val Ser Arg Thr Pro Asp Met Tyr Gln Leu Tyr Leu Arg Ser Gly 

            580                 585                 590         

Asp Arg Glu Glu Tyr Glu Met Glu Leu Phe Glu Arg Glu Glu Glu Leu 

        595                 600                 605             

Leu Gly Pro Thr Pro Ser Glu Phe Glu Glu Gly Arg Phe Glu Asp Trp 

    610                 615                 620                 

Leu Ser Ala Leu Lys Thr Ala Arg Leu Leu Glu Asp Trp Ala Thr Glu 

625                 630                 635                 640 

Val Asp Glu Ala Thr Ile Thr Asp Arg Tyr Gly Val Gly Pro Gly Asp 

                645                 650                 655     

Ile Arg Gly Lys Val Glu Thr Ala Gln Trp Leu Leu Gly Ala Ala Glu 

            660                 665                 670         

Ser Leu Ala Ser Glu Val Asp Leu Asp Ala Ala Arg Ala Ile Ser Glu 

        675                 680                 685             

Ala Arg Ile Arg Val Glu His Gly Val Arg Glu Glu Leu Val Asp Leu 

    690                 695                 700                 

Ala Gly Val Arg Gly Val Gly Arg Lys Arg Ala Arg Arg Leu Phe Gln 

705                 710                 715                 720 
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Ala Gly Ile Thr Asp Arg Ala Gln Leu Arg Asp Ala Asp Lys Ala Val 

                725                 730                 735     

Val Leu Ala Ala Leu Arg Gly Arg Arg Lys Thr Ala Glu Asn Val Leu 

            740                 745                 750         

Glu Asn Ala Gly His Arg Asp Pro Ser Met Glu Gly Val Glu Pro Ala 

        755                 760                 765             

Pro Asp Val Ser Val Asp Leu Asn Asp Gly Ala Asp Gly Asp Ala Ser 

    770                 775                 780                 

Ala Glu Ser Thr Ala Asn Asp Asp Gln Ala Ser Leu Gly Asp Phe 

785                 790                 795                 

<210>  77

<211>  711

<212>  PRT

<213>  Natranaerobius thermophilus

<400>  77

Met Ser Glu Thr Phe Tyr Leu Leu Ser Glu Arg Met Gln Lys Lys Ile 

1               5                   10                  15      

Trp Glu Met Gly Trp Asp Glu Phe Thr Pro Val Gln Asp Lys Thr Ile 

            20                  25                  30          

Pro Ile Val Met Asn Thr Asn Lys Asp Val Val Val Ser Ser Gly Thr 

        35                  40                  45              

Ala Ser Gly Lys Thr Glu Ala Val Phe Leu Pro Ile Leu Ser Gln Ile 

    50                  55                  60                  

Glu Lys Asp Ala Thr Lys Asp Leu Lys Ile Leu Tyr Ile Ser Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Ala Leu Ile Asn Asp Gln Phe Glu Arg Ile Ile Lys Leu Cys Glu 

                85                  90                  95      

Lys Ser Tyr Ile Pro Ile His Arg Trp His Gly Asp Val Asn Gln Asn 

            100                 105                 110         

Lys Lys Lys Gln Leu Thr Lys Asn Pro Ala Gly Ile Leu Gln Ile Thr 

        115                 120                 125             
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Pro Glu Ser Ile Glu Ser Leu Phe Ile Asn Arg Thr Asn Glu Leu Asn 

    130                 135                 140                 

Tyr Ile Leu Ser Asp Ile Glu Phe Ile Ile Ile Asp Glu Leu His Ala 

145                 150                 155                 160 

Phe Leu Asp Asn Glu Arg Gly Val His Leu Arg Ser Leu Leu Ser Arg 

                165                 170                 175     

Leu Glu Asn Tyr Ile Lys Glu Lys Pro Arg Tyr Phe Ala Leu Ser Ala 

            180                 185                 190         

Thr Leu Asn Asn Phe Lys Leu Ile Lys Glu Trp Ile Asn Tyr Asn Asp 

        195                 200                 205             

Ile Lys Asn Val Glu Ile Ile Asp Ser Asn Glu Asp Asp Lys Asp Leu 

    210                 215                 220                 

Leu Leu Ser Leu Met His Phe Asp Lys Gly Lys Asp Tyr Lys Lys Pro 

225                 230                 235                 240 

Ile Asp Leu Tyr Gln Asp Leu Arg Glu Leu Thr Lys Asn Val His Ser 

                245                 250                 255     

Leu Ile Phe Cys Asn Ser Arg Ala Glu Val Glu Glu Thr Thr Leu Tyr 

            260                 265                 270         

Leu Asn Arg Leu Ala Asn Arg Glu Val Asn Thr Glu Leu Tyr Leu Ala 

        275                 280                 285             

His His Ser Ser Ile Asp Lys Lys Glu Arg Glu Tyr Val Glu Lys Thr 

    290                 295                 300                 

Met Ala Asn Ser Lys Ser Pro Lys Ser Val Val Thr Thr Ser Ser Leu 

305                 310                 315                 320 

Glu Leu Gly Ile Asp Ile Gly Ala Ile Asp Tyr Val Val Gln Ile Asp 

                325                 330                 335     

Asp Thr His Thr Val Ser Ser Leu Lys Gln Arg Leu Gly Arg Ser Gly 

            340                 345                 350         

Arg Lys Leu Gly Thr Asn Gln Val Leu Gln Val Tyr Ser Thr Thr Asn 

        355                 360                 365             

Asp Ser Leu Val Gln Ser Leu Ala Val Ile Asp Leu Leu Leu Glu Lys 
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    370                 375                 380                 

Trp Ile Glu Pro Ala Thr Glu Tyr Pro Leu Pro Leu Asp Ile Leu Phe 

385                 390                 395                 400 

His Gln Ile Ile Ser Ile Cys His Glu Ala Asn Gly Val Arg Leu Asp 

                405                 410                 415     

Pro Leu Ile Asp Asn Ile Lys Ala Asn Ala Ala Phe Tyr Lys Leu Lys 

            420                 425                 430         

Glu Glu Asp Ile Asn His Val Ile Asn Tyr Met Ile Glu Asn Asp Phe 

        435                 440                 445             

Leu Gln Leu Ile Arg Asn Ser Ala Glu Leu Ile Val Gly Leu Glu Gly 

    450                 455                 460                 

Glu Arg Leu Leu Arg Gly Lys Glu Phe Tyr Ala Val Phe Met Thr Gln 

465                 470                 475                 480 

Glu Glu Phe Glu Val Arg Glu Gly Ile Arg Lys Ile Gly Ser Ile Asp 

                485                 490                 495     

Lys Ser Leu Met Val Ser Glu Gly Asp Asn Ile Ile Leu Ala Gly Gln 

            500                 505                 510         

Leu Trp Thr Ile Lys Asn Ile Asp Ile Glu Arg Asp Ile Ile Tyr Val 

        515                 520                 525             

Ala Lys Ala Val Asp Gly Lys Pro Pro Lys Tyr Ser Gly Gly Gly Phe 

    530                 535                 540                 

Ile Leu Asn Pro Lys Ile Pro Glu Arg Met His Lys Ile Leu Cys Glu 

545                 550                 555                 560 

Arg Lys Asn Phe Glu Phe Ile Asp Asn Met Ala Gln Asn His Leu Glu 

                565                 570                 575     

Glu Gln Arg Lys Pro Phe Glu Leu Tyr Asn Ile Lys Pro Asn Glu Arg 

            580                 585                 590         

Val Ile Trp Asn Asn Gly Asp Glu Ile Leu Phe Glu Thr Tyr Thr Gly 

        595                 600                 605             

Thr Lys Ile Phe Gln Thr Leu Ala Trp Ile Leu Arg Ser Tyr Asn Val 

    610                 615                 620                 
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Asn Ile Lys Glu Ile Asp Gly Ile Gly Arg Ile Asn Ile Glu Gly Gly 

625                 630                 635                 640 

Ile Asp Leu Pro Gly Val Leu Gln Asp Ile Lys Glu Thr Asp Trp Arg 

                645                 650                 655     

Pro Glu Tyr Leu Leu Asp Phe Thr Leu Glu Gln Glu Lys Phe Lys Ser 

            660                 665                 670         

Lys Phe Ser Pro Tyr Leu Pro Lys Asp Leu Gln Asp Lys Met His Ile 

        675                 680                 685             

Ala His Leu Val Asp Ile Glu Gly Val Lys Thr Phe Leu Glu Asn Lys 

    690                 695                 700                 

Lys Ile Lys Glu Ile Lys Leu 

705                 710     

<210>  78

<211>  491

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Consensus sequence from alignment of Hel308 sequences

<400>  78

Leu Pro Val Leu Glu Gly Ile Glu Leu Tyr Pro Pro Gln Ala Glu Ala 

1               5                   10                  15      

Val Glu Gly Leu Leu Asp Gly Lys Asn Leu Leu Ile Ala Ile Pro Thr 

            20                  25                  30          

Ala Ser Gly Lys Thr Leu Ile Ala Glu Leu Ala Met Leu Ile Leu Gly 

        35                  40                  45              

Gly Lys Ala Leu Tyr Ile Val Pro Leu Arg Ala Leu Ala Ser Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Glu Phe Lys Phe Glu Gly Val Arg Val Gly Ile Ser Thr Gly Asp 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asp Asp Glu Trp Leu Gly Asp Ile Ile Val Ala Thr Ser Glu Lys 

                85                  90                  95      

Val Asp Ser Leu Leu Arg Asn Trp Ile Asp Ile Thr Val Val Val Val 
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            100                 105                 110         

Asp Glu Ile His Leu Ile Asp Arg Gly Pro Thr Leu Glu Val Leu Leu 

        115                 120                 125             

Ala Lys Leu Arg Leu Asn Pro Leu Gln Ile Ile Ala Leu Ser Ala Thr 

    130                 135                 140                 

Ile Gly Asn Ala Glu Glu Leu Ala Glu Trp Leu Ala Glu Leu Val Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Asp Trp Arg Pro Val Asp Leu Arg Gly Val Phe Tyr Leu Phe Asp 

                165                 170                 175     

Ile Leu Val Leu Asp Thr Val Glu Gly Gly Gln Leu Val Phe Asn Ser 

            180                 185                 190         

Arg Arg Asn Ala Glu Ala Lys Lys Leu Ala Val Lys Leu Thr Glu Leu 

        195                 200                 205             

Leu Ala Glu Glu Ile Glu Thr Glu Thr Ser Leu Ala Cys Val Lys Gly 

    210                 215                 220                 

Ala Phe His His Ala Gly Leu Arg Leu Val Glu Asp Ala Phe Arg Leu 

225                 230                 235                 240 

Ile Lys Val Ile Ala Thr Pro Thr Leu Ala Ala Gly Leu Asn Leu Pro 

                245                 250                 255     

Ala Arg Arg Val Ile Ile Arg Asp Tyr Lys Arg Tyr Gly Met Pro Ile 

            260                 265                 270         

Pro Val Leu Glu Ile Gln Met Gly Arg Ala Gly Arg Pro Leu Asp Pro 

        275                 280                 285             

Tyr Gly Glu Ala Val Leu Ile Ala Lys Ser Asp Glu Leu Glu Tyr Ile 

    290                 295                 300                 

Ala Asp Pro Glu Ile Trp Ser Lys Leu Ala Glu Ala Leu Arg Thr His 

305                 310                 315                 320 

Val Leu Ala Leu Ile Ala Ser Gly Phe Ala Thr Glu Leu Leu Asp Phe 

                325                 330                 335     

Leu Thr Phe Tyr Ala Tyr Gln Leu Ile Glu Val Leu Phe Leu Asn Ile 

            340                 345                 350         
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Leu Ala Thr Leu Gly Val Ser Leu Tyr Ile Asp Pro Leu Ser Ala Ile 

        355                 360                 365             

Ile Asp Gly Leu Leu Gly Leu Leu His Leu Ile Ser Thr Pro Asp Met 

    370                 375                 380                 

Leu Tyr Leu Arg Asp Glu Leu Glu Ile Glu Glu Phe Phe Glu Phe Leu 

385                 390                 395                 400 

Val Lys Thr Ala Leu Leu Asp Trp Ile Glu Val Glu Asp Ile Glu Arg 

                405                 410                 415     

Tyr Gly Ile Gly Pro Gly Asp Leu Val Glu Ala Glu Trp Leu Met His 

            420                 425                 430         

Ala Leu Ala Lys Leu Leu Leu Glu Leu Ile Arg Ile Tyr Gly Val Lys 

        435                 440                 445             

Glu Glu Leu Leu Glu Leu Val Ile Arg Ile Gly Arg Val Arg Ala Arg 

    450                 455                 460                 

Lys Leu Tyr Ala Gly Ile Arg Ser Asp Leu Ala Leu Ile Leu Gly Lys 

465                 470                 475                 480 

Ile Ala Glu Lys Ile Leu Leu Gly Thr Leu Phe 

                485                 490     
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