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(57)摘要

本发明阐述了与前蛋白转化酶枯草杆菌蛋

白酶kexin  9型(PCSK9)相互作用的抗原结合蛋

白。阐述了通过给予药物有效量的针对PCSK9的

抗原结合蛋白治疗高胆固醇血症及其它疾病的

方法。阐述了用针对PCSK9的抗原结合蛋白检测

样品中PCSK9的量的方法。
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1.分离的单克隆抗体，所述抗体能够中和PCSK9与LDLR的结合，所述分离的单克隆抗体

包含：

重链可变区(VH)，其包含：

包含下列在SEQ  ID  NO:67的指定位置中的氨基酸残基的CDRH1：T28、S30、S31和Y32；包

含下列在SEQ  ID  NO:67的指定位置中的氨基酸残基的CDRH2：SEQ  NO:67的S54、S55、S56、

Y57、I58、S59和Y60；和

包含下列在SEQ  ID  NO:67的指定位置中的氨基酸残基的CDRH3：SEQ  NO:67的Y100、

F102、W103、S104、A105、Y106、Y107、D108、A109和D111；和

轻链可变区(VL)，其包含：

包含至少一个选自以下的在SEQ  ID  NO:12的指定位置中的氨基酸残基的CDRL1：A31、

G32、Y33、D34和H36；

包含至少一个选自以下的在SEQ  ID  NO:12的指定位置中的氨基酸残基的CDRL2：G52、

N55、R56、P57和S58；和

包含至少一个选自以下的在SEQ  ID  NO:12的指定位置中的氨基酸残基的CDRL3：Y93、

D94、S95、S96、L97、S98、G99和S100。

2.权利要求1的分离的单克隆抗体，其中所述CDR根据Kabat编号系统编号。

3.权利要求1的分离的单克隆抗体，其中所列的氨基酸残基是所述分离的单克隆抗体

的抗原互补位。

4.权利要求1的分离的单克隆抗体，其中所述VH是VH3-21  D3-3  JH3A种系的。

5.权利要求4的分离的单克隆抗体，其中所述VL是V1-13  JL2种系的。

6.权利要求4的分离的单克隆抗体，其中所述VL是λ轻链的。

7.权利要求1的分离的单克隆抗体，其中所述抗体是包含SEQ  ID  NO:156的λ轻链恒定

区和SEQ  ID  NO:154的重链恒定区的IgG2抗体，或包含SEQ  ID  NO:156的λ轻链恒定区和SEQ 

ID  NO:155的重链恒定区的IgG4抗体。

8.权利要求1的分离的单克隆抗体，其中所述抗体为包含λ轻链的IgG2抗体。

9.权利要求8的分离的单克隆抗体，其中所述λ轻链包含SEQ  ID  NO:156的λ轻链恒定

区。

10.权利要求1-9中任一项的分离的单克隆抗体，其中所述分离的单克隆抗体为人抗

体。

11.权利要求1-9中任一项的分离的单克隆抗体，其中所述分离的单克隆抗体为人源化

抗体。

12.药物组合物，其包含权利要求1-11中任一项的分离的单克隆抗体。
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针对前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶KEXIN  9型(PCSK9)的抗原

结合蛋白

[0001] 本申请是申请日为2008年8月22日、发明名称为“针对前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白

酶KEXIN  9型(PCSK9)的抗原结合蛋白”的中国发明专利申请号201410218704.6的分案申

请。其中，该申请号为201410218704.6的中国发明专利申请是申请日为2008年8月22日、申

请号为200880113475.4(PCT/US2008/074097)，发明名称为“针对前蛋白转化酶枯草杆菌蛋

白酶kexin  9型(PCSK9)的抗原结合蛋白”的分案申请。

[0002] 相关申请

[0003] 本申请要求享有于2007年8月23日提交的美国临时申请顺序号60/957 ,668、于

2007年12月21日提交的美国临时申请顺序号61/008,965及于2008年1月9日提交的美国临

时申请顺序号61/010,630的优先权，它们以其整体在此引作参考。

发明领域

[0004] 本发明涉及结合前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶kexin  9型(Proprotein 

convertase  subtilisin  kexin  type  9，PCSK9)的抗原结合蛋白及使用和制备所述抗原结

合蛋白的方法。本申请连同电子格式的序列表一起提交。所提供的序列表文件名为APMOL-

003A .txt，于2008年8月12日创建，且大小为296 ,639字节，其被更新为文件名为APMOL-

003A_Substitute.TXT的文件，该文件于2010年10月11日星期二创建且大小为297,239字

节。该电子格式的序列表中的信息以其全部内容通过引用结合到本文中。

[0005] 各种实施方案背景

[0006] 前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶kexin  9型(PCSK9)是丝氨酸蛋白酶，其参与调节低

密度脂蛋白受体(LDLR)蛋白的水平(Horton等，2007；Seidah和Prat，2007)。体外实验显示

将PCSK9加到HepG2细胞能降低细胞表面LDLR水平(Benjannet等，2004；Lagace等，2006；

Maxwell等，2005；Park等，2004)。对小鼠的实验显示，提高PCSK9蛋白水平能降低肝脏LDLR

蛋白水平(Benjannet等，2004；Lagace等，2006；Maxwell等，2005；Park等，2004)，同时PCSK9

敲除小鼠提高肝脏中LDLR水平(Rashid等，2005)。另外，业已鉴定了提高或降低血浆LDL水

平的各种人PCSK9突变(Kotowski等，2006；Zhao等，2006)。业已显示PCSK9直接与LDLR蛋白

作用，与LDLR一起被吞噬，在整个内体途径中与LDLR共发生免疫荧光(Lagace等，2006)。尚

未观察到PCSK9降解LDLR，且未确定其降低胞外LDLR蛋白水平的机制。

[0007] PCSK9是丝氨酸蛋白酶的枯草杆菌蛋白酶(S8)家族中的激素原-前蛋白转化酶

(Seidah等，2003)。人类有9种激素原-前蛋白转化酶，可将其分为S8A和S8B亚家族

(Rawlings等，2006)。弗林蛋白酶、PCI/PC3、PC2、PACE4、PC4、PC5/PC6和PC7/PC8/LPC/SPC7

被分在亚家族S8B中。来自鼠弗林蛋白酶和PC1的不同结构域的晶体结构及NMR结构显示了

枯草杆菌蛋白酶样前域(pro-domain)及催化结构域，并且P结构域(P  domain)直接位于催

化结构域的C-末端(Henrich等，2003；Tangrea等，2002)。基于该亚家族内的氨基酸序列的

相似性，预测所有7个成员都具有相似的结构(Henrich等，2005)。SKI-1/S1P和PCSK9被分在

亚家族S8A中。这些蛋白之间的序列比较也提示存在枯草杆菌蛋白酶样前域及催化结构域
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(Sakai等，1998；Seidah等，2003；Seidah等，1999)。在这些蛋白中，位于催化结构域的C-末

端的氨基酸序列更易变，且未提示存在P结构域。

[0008] 激素原-前蛋白转化酶作为酶原表达，它们经过多个步骤加工成熟。在该加工中前

域的功能是双重的。前域首先起分子伴侣作用，为催化结构域的适当折叠所需(Ikemura等，

1987)。当催化结构域折叠后，在前域和催化结构域之间发生自身催化。在该初次裂解反应

后，前域仍然与催化结构域结合，然后其起着催化活性抑制物的作用(Fu等，2000)。当条件

恰当时，在前域内的位点处因第二次自身催化事件继续成熟(Anderson等，1997)。在该第二

次裂解事件发生后，前域和催化结构域分离，成为活性蛋白酶。

[0009] PCSK9酶原的自身催化发生在Gln152和Ser153(VFAQ|SIP)之间(Naureckiene等，

2003)，业已显示为其从细胞分泌所需(Seidah等，2003)。尚未观察到在PCSK9前域内位点处

的第二自身催化事件。纯化的PCSK9由两部分构成，它们可通过非还原性SDS-PAGE分开；为

17Kd的前域和为65Kd的催化结构域加上C-末端结构域。尚未分离到没有其抑制性前域的

PCSK9，PCSK9的催化活性的测量值一直是不定的(Naureckiene等，2003；Seidah等，2003)。

[0010] 各种实施方案概述

[0011] 在某些实施方案中，本发明包括针对PCSK9的抗原结合蛋白。

[0012] 在某些方面，本发明包括结合PCSK9的分离的抗原结合蛋白，其包含：A)选自以下

的一个或多个重链互补决定区(CDRH)：(i)来自选自以下的序列中的CDRH1的CDRH1：SEQ  ID 

NO：74、85、71、72、67、87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、

76、77、78、83、69、81和60；(ii)来自选自以下的序列中的CDRH2的CDRH2：SEQ  ID  NO：74、85、

71、72、67、87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、77、78、

83、69、81和60；(iii)来自选自以下的序列中的CDRH3的CDRH3：SEQ  ID  NO：74、85、71、72、

67、87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、77、78、83、69、81

和60；和(iv)含有一处或多处不超过4个氨基酸的氨基酸取代、缺失或插入的(i)、(ii)和

(iii)的CDRH；B)选自以下的一个或多个轻链互补决定区(CDRL)：(i)来自选自以下的序列

中的CDRL1的CDRL1：SEQ  ID  NO：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、

28、30、31、32、33、35、36、37、38、39、40、42、44和46；(ii)来自选自以下的序列中的CDRL2的

CDRL2：SEQ  ID  NO：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、

33、35、36、37、38、39、40、42、44和46；(iii)来自选自以下的序列中的CDRL3的CDRL3：SEQ  ID 

NO：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、37、

38、39、40、42、44和46；和(iv)含有一处或多处不超过4个氨基酸的氨基酸取代、缺失或插入

的(i)、(ii)和(iii)的CDRL；或C)一个或多个A)的重链CDRH和一个或多个B)的轻链CDRL。在

某些实施方案中，分离的抗原结合蛋白包含至少一个A)的CDRH和至少一个B)的CDRL。在某

些实施方案中，分离的抗原结合蛋白包含至少两个A)的CDRH和至少两个B)的CDRL。在某些

实施方案中，分离的抗原结合蛋白包含所述CDRH1、CDRH2、CDRH3、CDRL1、CDRL2和CDRL3。在

某些实施方案中，A)的CDRH选自以下至少一种：(i)选自选自SEQ  ID  NO：67、79、89和49的序

列中的CDRH1的CDRH1氨基酸序列；(ii)选自选自SEQ  ID  NO：67、79、89和49的序列中的

CDRH2的CDRH2氨基酸序列；(iii)选自选自SEQ  ID  NO：67、79、89和49的序列中的CDRH3的

CDRH3氨基酸序列；和(iv)含有一处或多处不超过2个氨基酸的氨基酸取代、缺失或插入的

(i)、(ii)和(iii)的CDRH。另外，B)的CDRL选自以下至少一种：(i)选自选自SEQ  ID  NO：12、
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35、32和23的序列中的CDRL1的CDRL1氨基酸序列；(ii)选自选自SEQ  ID  NO：12、35、32和23

的序列中的CDRL2的CDRL2氨基酸序列；(iii)选自选自SEQ  ID  NO：12、35、32和23的序列中

的CDRL3的CDRL3氨基酸序列；和(iv)含有一处或多处不超过2个氨基酸的氨基酸取代、缺失

或插入的(i)、(ii)和(iii)的CDRL；或C)一个或多个A)的重链CDRH和一个或多个B)的轻链

CDRL。在某些实施方案中，A)的CDRH选自以下至少一种：(i)SEQ  ID  NO：67中的CDRH1氨基酸

序列的CDRH1氨基酸序列；(ii)SEQ  ID  NO：67中的CDRH2氨基酸序列的CDRH2氨基酸序列；

(iii)SEQ  ID  NO：67中的CDRH3氨基酸序列的CDRH3氨基酸序列；和(iv)含有一处或多处不

超过2个氨基酸的氨基酸取代、缺失或插入的(i)、(ii)和(iii)的CDRH；所述B)的CDRL选自

以下至少一种：(i)SEQ  ID  NO：12中的CDRLl氨基酸序列的CDRL1氨基酸序列；(ii)SEQ  ID 

NO：12中的CDRL2氨基酸序列的CDRL2氨基酸序列；(iii)SEQ  ID  NO：12中的CDRL3氨基酸序

列的CDRL3氨基酸序列；和(iv)含有一处或多处不超过2个氨基酸的氨基酸取代、缺失或插

入的(i)、(ii)和(iii)的CDRL；或C)一个或多个A)的重链CDRH和一个或多个B)的轻链CDRL。

在某些实施方案中，所述抗原结合蛋白包含：A)SEQ  ID  NO：67中的CDRH1序列的CDRH1、SEQ 

ID  NO：67中的CDRH2序列的CDRH2和SEQ  ID  NO：67中的CDRH3序列的CDRH3；和B)SEQ  ID  NO：

12中的CDRL1序列的CDRL1、SEQ  ID  NO：12中的CDRL2序列的CDRL2和SEQ  ID  NO：12中的

CDRL3序列的CDRL3。在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含：具有与选自以下的氨基酸序列

至少80％序列同一性的重链可变区(VH)：SEQ  ID  NO：74、85、71、72、67、87、58、52、51、53、

48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、77、78、83、69、81和60；和/或具有与选

自以下的氨基酸序列至少80％序列同一性的轻链可变区(VL)：SEQ  ID  NO：5、7、9、10、12、

13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、37、38、39、40、42、44和

46。在某些实施方案中，VH与选自以下的氨基酸序列具有至少90％序列同一性：SEQ  ID  NO：

74、85、71、72、67、87、58、52、51、53、47、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、

77、78、83、69、81和60；和/或VL与选自以下的氨基酸序列具有至少90％序列同一性：SEQ  ID 

NO：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、37、

38、39、40、42、44和46。在某些实施方案中，VH选自SEQ  ID  NO：74、85、71、72、67、87、58、52、

51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、77、78、83、69、81和60；和/或VL

选自SEQ  ID  NO：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、

35、36、37、38、39、40、42、44和46。

[0013] 在某些方面，本发明包括分离的抗原结合蛋白，其特异性结合被本文公开的任何

ABP结合的表位。

[0014] 在某些方面，本发明包括结合PCSK9的分离的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋

白包含：A)一个或多个选自以下至少一种的重链CDR(CDRH)：(i)具有与选自以下的序列之

一中的CDRH1至少80％序列同一性的CDRH1：SEQ  ID  NO：74、85、71、72、67、87、58、52、51、53、

48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、77、78、83、69、81和60；(ii)具有与选

自以下的序列之一中的CDRH2至少80％序列同一性的CDRH2：SEQ  ID  NO：74、85、71、72、67、

87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、77、78、83、69、81和

60；和(iii)具有与选自以下的序列之一中的CDRH3至少80％序列同一性的CDRH3：SEQ  ID 

NO：74、85、71、72、67、87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、

76、77、78、83、69、81和60；B)一个或多个选自以下至少一种的轻链CDR(CDRL)：(i)具有与选
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自以下的序列之一中的CDRL1至少80％序列同一性的CDRL1：SEQ  ID  NO：5、7、9、10、12、13、

15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、37、38、39、40、42、44和46；

(ii)具有与选自以下的序列之一中的CDRL2至少80％序列同一性的CDRL2：SEQ  ID  NO：5、7、

9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、37、38、39、40、

42、44和46；和(iii)具有与选自以下的序列之一中的CDRL3至少80％序列同一性的CDRL3：

SEQ  ID  NO：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、

36、37、38、39、40、42、44和46；或C)一个或多个A)的重链CDRH和一个或多个B)的轻链CDRL。

在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含：A)一个或多个选自以下至少一种的CDRH：(i)具有

与选自以下的序列之一中的CDRH1至少90％序列同一性的CDRH1：SEQ  ID  NO：74、85、71、72、

67、87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、77、78、83、69、81

和60；(ii)具有与选自以下的序列之一中的CDRH2至少90％序列同一性的CDRH2：SEQ  ID 

NO：74、85、71、72、67、87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、

76、77、78、83、69、81和60；和(iii)具有与选自以下的序列之一中的CDRH3至少90％序列同

一性的CDRH3：SEQ  ID  NO：74、85、71、72、67、87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、

64、62、89、65、79、80、76、77、78、83、69、81和60；B)一个或多个选自以下至少一种的CDRL：

(i)具有与选自以下的序列之一中的CDRL1至少90％序列同一性的CDRL1：SEQ  ID  NO：5、7、

9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、37、38、39、40、

42、44和46；(ii)具有与选自以下的序列之一中的CDRL2至少90％序列同一性的CDRL2：SEQ 

ID  NO：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、

37、38、39、40、42、44和46；和(iii)具有与选自以下的序列之一中的CDRL3至少90％序列同

一性的CDRL3：SEQ  ID  NO：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、

31、32、33、35、36、37、38、39、40、42、44和46；或C)一个或多个A)的重链CDRH和一个或多个B)

的轻链CDRL。

[0015] 在某些方面，本发明包括结合PCSK9的分离的抗原结合蛋白，所述抗原结合蛋白包

含：A)选自以下至少一种的重链互补决定区(CDRH)：(i)选自以下序列内的CDRH3的CDRH3：

SEQ  ID  NO：67、79和49；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRH3差别在于不超过2个氨基酸的氨

基酸添加、缺失或取代的CDRH3；和(iii)X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10X11X12X13X14(SEQ  ID  NO：404)，

其中X1选自D、A、R和非氨基酸；X2选自Y、I、G和非氨基酸；X3选自D、A、G和非氨基酸；X4选自F、

A、L和非氨基酸；X5选自W、L、A和非氨基酸；X6选自S、Y、A和非氨基酸；X7选自A、Y、R和非氨基

酸；X8选自Y、P和非氨基酸；X9选自Y、G和非氨基酸；X10选自D、G和非氨基酸；X11选自A、M和非

氨基酸；X12选自F、D和非氨基酸；X13选自D、V和非氨基酸；X14选自V和非氨基酸；B)选自以下

至少一种的轻链互补决定区(CDRL)：(i)选自选自以下序列内的CDRL3的CDRL3：SEQ  ID  NO：

12、35和23；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRL3差别在于不超过2个氨基酸的氨基酸添加、

缺失或取代的CDRL3；和(iii)选自X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10X11(SEQ  ID  NO：405)的CDRL3氨基酸

序列，其中X1选自Q和G；X2选自S、T、A和非氨基酸；X3选自Y、非氨基酸和W；X4选自D和非氨基

酸；X5选自S和非氨基酸；X6选自S和非氨基酸；X7选自L、T和非氨基酸；X8选自非氨基酸、A和

S；X9选自非氨基酸、G、A和V；X10选自非氨基酸、S、Y和V；X11选自非氨基酸和V。

[0016] 在某些方面，本发明包括分离的抗原结合蛋白，所述分离的抗原结合蛋白包含具

有选自以下的氨基酸序列的轻链：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、
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28、30、31、32、33、35、36、37、38、39、40、42、44、46及其某些组合。

[0017] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白特异性结合被本文公开的抗原结合蛋白中的至

少一种结合的表位。在某些实施方案中，分离的抗原结合蛋白进一步包含具有选自以下的

氨基酸序列的重链：74、85、71、72、67、87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、

89、65、79、80、76、77、78、83、69、81、60及其某些组合。在某些实施方案中，ABP的氨基酸序列

选自SEQ  ID  NO：12、35、23及其某些组合。在某些实施方案中，ABP的重链包含SEQ  ID  NO：67

的CDRH3、SEQ  ID  NO：67的CDRH2和SEQ  ID  NO：67的CDRH1，所述轻链包含SEQ  ID  NO：12的

CDRL3、SEQ  ID  NO：12的CDRL2和SEQ  ID  NO：12的CDRL1。在某些实施方案中，分离的抗原结

合蛋白为单克隆抗体、多克隆抗体、重组抗体、人抗体、人源化抗体、嵌合抗体、多特异性抗

体或其抗体片段。在某些实施方案中，分离的抗原结合蛋白为Fab片段、Fab′片段、F(ab′)2

片段、Fv片段、双抗体或单链抗体分子。在某些实施方案中，分离的抗原结合蛋白为人抗体。

在某些实施方案中，分离的抗原结合蛋白为单克隆抗体。在某些实施方案中，分离的抗原结

合蛋白为IgG1型、IgG2型、IgG3型或IgG4型。在某些实施方案中，分离的抗原结合蛋白为

IgG4型或IgG2型。在某些实施方案中，分离的抗原结合蛋白与标记基团偶联。在某些实施方

案中，分离的抗原结合蛋白与本文所述抗原结合蛋白竞争结合PCSK9。在某些实施方案中，

分离的抗原结合蛋白为单克隆抗体、多克隆抗体、重组抗体、人抗体、人源化抗体、嵌合抗

体、多特异性抗体或其抗体片段。在某些实施方案中，分离的抗原结合蛋白为Fab片段、Fab′

片段、F(ab′)2片段、Fv片段、双抗体或单链抗体分子。在某些实施方案中，分离的抗原结合

蛋白与标记基团偶联。在某些实施方案中，分离的抗原结合蛋白降低PCSK9与LDLR的结合。

在某些实施方案中，当将分离的抗原结合蛋白给予受治疗者时，其降低受治疗者中存在的

LDL的量。在某些实施方案中，当将分离的抗原结合蛋白给予受治疗者时，其降低受治疗者

中存在的血清胆固醇的量。在某些实施方案中，当将分离的抗原结合蛋白给予受治疗者时，

其降低受治疗者中存在的LDLR的量。

[0018] 在某些方面，本发明包括载体，所述载体包含本文所述核酸分子。在某些实施方案

中，本发明包括宿主细胞，所述宿主细胞包含本文所述核酸分子。

[0019] 在某些方面，本发明包括与本文公开的抗原结合蛋白竞争结合PCSK9的分离的抗

原结合蛋白。

[0020] 在某些方面，本发明包括编码本文公开的抗原结合蛋白的核酸分子。

[0021] 在某些方面，本发明包括药物组合物，所述药物组合物包含至少一种本文所述的

抗原结合蛋白。

[0022] 在某些方面，本发明包括用于治疗或预防患者中的与高血清胆固醇水平有关的病

症的方法，所述方法包括给予有需要的患者有效量的至少一种本文公开的分离的抗原结合

蛋白。

[0023] 在某些方面，本发明包括在受治疗者中抑制PCSK9与LDLR结合的方法，所述方法包

括给予有效量的至少一种本文公开的抗原结合蛋白。

[0024] 在某些方面，本发明包括选择性结合PCSK9的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋

白以小于100pM的Kd结合PCSK9。

[0025] 在某些方面，本发明包括用于治疗或预防受治疗者中的与高血清胆固醇水平有关

的病症的方法，所述方法包括同时或序贯地将有效量的至少一种本文公开的分离的抗原结

说　明　书 5/432 页

7

CN 112390889 A

7



合蛋白与提高LDLR蛋白的利用率的药剂给予有需要的受治疗者。

[0026] 在某些方面，本发明包括降低受治疗者中的血清胆固醇水平的方法，所述方法包

括给予受治疗者有效量的至少一种本文公开的分离的抗原结合蛋白。

[0027] 在某些方面，本发明包括降低受治疗者中的血清胆固醇水平的方法，所述方法包

括同时或序贯地将有效量的至少一种本文公开的分离的抗原结合蛋白与提高LDLR蛋白的

利用率的药剂给予受治疗者。

[0028] 在某些方面，本发明包括提高受治疗者中的LDLR蛋白水平的方法，所述方法包括

给予受治疗者有效量的至少一种本文公开的分离的抗原结合蛋白。

[0029] 在某些方面，本发明包括提高受治疗者中的LDLR蛋白水平的方法，所述方法包括

同时或序贯地将有效量的至少一种本文公开的分离的抗原结合蛋白与提高LDLR蛋白的利

用率的药剂给予受治疗者。

[0030] 在某些方面，本发明包括药物组合物，所述药物组合物包含本文公开的ABP和提高

LDLR蛋白水平的利用率的药剂。在某些实施方案中，提高LDLR蛋白的利用率的药剂包括他

汀(statin)。在某些实施方案中，他汀选自阿托伐他汀(atorvastatin)、西立伐他汀

(cerivastatin)、氟伐他汀(fluvastatin)、洛伐他汀(lovastatin)、美伐他汀

(mevastatin)、匹伐他汀(pitavastatin)、罗苏伐他汀(rosuvastatin)、辛伐他汀

(simvastatin)和其某些组合。

[0031] 在某些方面，本发明包括制备本文所述抗原结合蛋白的方法，所述方法包括从分

泌所述抗原结合蛋白的宿主细胞制备所述抗原结合蛋白的步骤。

[0032] 在某些方面，本发明包括药物组合物，所述药物组合物包含至少一种本文所述抗

原结合蛋白和药用赋形剂。在某些实施方案中，所述药物组合物进一步包含另外的活性剂。

在某些实施方案中，所述另外的活性剂选自放射性同位素、放射性核素、毒素或治疗药物及

化疗药物。

[0033] 在某些方面，本发明包括用于治疗或预防患者中的与高血清胆固醇水平有关的病

症的方法。所述方法包括给予有需要的患者有效量的至少一种本文公开的分离的抗原结合

蛋白。在某些实施方案中，所述病症为高胆固醇血症。

[0034] 在某些方面，本发明包括在患者中抑制PCSK9与LDLR结合的方法，所述方法给予有

效量的至少一种本文所述抗原结合蛋白。

[0035] 在某些方面，本发明包括以小于100pM的Kd结合PCSK9的抗原结合蛋白。在某些实

施方案中，所述抗原结合蛋白以小于10pM的Kd结合。在某些实施方案中，所述抗原结合蛋白

以小于5pM的Kd结合。

[0036] 在某些方面，本发明包括用于治疗或预防受治疗者中的与高血清胆固醇水平有关

的病症的方法，所述方法包括同时或序贯地将有效量的至少一种本文所述的分离的抗原结

合蛋白与提高LDLR蛋白的利用率的药剂给予有需要的受治疗者。在某些实施方案中，所述

提高LDLR蛋白的利用率的药剂包括他汀。在某些实施方案中，他汀选自阿托伐他汀、西立伐

他汀、氟伐他汀、洛伐他汀、美伐他汀、匹伐他汀、罗苏伐他汀、辛伐他汀及其某些组合。

[0037] 在某些方面，本发明包括降低受治疗者中的血清胆固醇水平的方法。所述方法包

括给予受治疗者有效量的至少一种本文所述的分离的抗原结合蛋白。

[0038] 在某些方面，本发明包括在受治疗者中降低血清胆固醇水平的方法，所述方法包
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括同时或序贯将有效量的至少一种本文所述的分离的抗原结合蛋白与提高LDLR蛋白的利

用率的药剂给予受治疗者。在某些实施方案中，所述提高LDLR蛋白的利用率的药剂包括他

汀。在某些实施方案中，他汀选自阿托伐他汀、西立伐他汀、氟伐他汀、洛伐他汀、美伐他汀、

匹伐他汀、罗苏伐他汀、辛伐他汀及其某些组合。

[0039] 在某些方面，本发明包括通过给予受治疗者有效量的至少一种本文所提供的分离

的抗原结合蛋白来提高受治疗者中的LDLR蛋白水平的方法。

[0040] 在某些方面，本发明包括提高受治疗者中的LDLR蛋白水平的方法，所述方法通过

同时或序贯地给予受治疗者有效量的至少一种本文所述的分离的抗原结合蛋白与提高

LDLR蛋白的利用率的药剂来实现。在某些实施方案中，所述提高LDLR蛋白水平的利用率的

药剂包括他汀。在某些实施方案中，他汀选自阿托伐他汀、西立伐他汀、氟伐他汀、洛伐他

汀、美伐他汀、匹伐他汀、罗苏伐他汀、辛伐他汀和其某些组合。

[0041] 在某些方面，本发明包括中和抗体，所述中和抗体结合PCSK9并减少低密度脂蛋白

受体(LDLR)，由此降低PCSK9对LDLR的作用。在某些实施方案中，所述抗体特异性结合

PCSK9。在某些实施方案中，所述抗体结合PCSK9的催化结构域。在某些实施方案中，所述抗

体结合SEQ  ID  NO：3的31-447位残基内的表位。在某些实施方案中，所述抗体结合具有与

SEQ  ID  NO：3至少90％同一性的氨基酸序列的PCSK9。

[0042] 在某些方面，本发明包括结合PCSK9的中和抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白

在SEQ  ID  NO：3的31-447位残基内的位点结合PCSK9。在某些实施方案中，当所述抗原结合

蛋白与PCSK9结合时，所述抗体位于与PCSK9的以下残基中的至少一个相距8埃或更近处：

S153、I154、P155、R194、D238、A239、I369、S372、D374、C375、T377、C378、F379、V380、S381、

W156、N157、L158、E159、H193、E195、H229、R237、G240、K243、D367、I368、G370、A371、S373、

S376、Q382、W72、F150、A151、Q152、T214、R215、F216、H217、A220、S221、K222、S225、H226、

C255、Q256、G257、K258、N317、F318、T347、L348、G349、T350、L351、E366、D367、D374、V380、

S381、Q382、S383、G384、K69、D70、P71、S148、V149、D186、T187、E211、D212、G213、R218、Q219、

C223、D224、G227、H229、L253、N254、G259、P288、A290、G291、G316、R319、Y325、V346、G352、

T353、G365、I368、I369、S372、S373、C378、F379、T385、S386、Q387、S153、S188、I189、Q190、

S191、D192、R194、E197、G198、R199、V200、D224、R237、D238、K243、S373、D374、S376、T377、

F379、I154、T187、H193、E195、I196、M201、V202、C223、T228、S235、G236、A239、G244、M247、

I369、S372、C375或C378。在某些实施方案中，抗体位于与PCSK9的以下残基中的至少一个相

距8埃或更近处：S153、I154、P155、R194、D238、A239、I369、S372、D374、C375、T377、C378、

F379、V380、S381、W156、N157、L158、E159、H193、E195、H229、R237、G240、K243、D367、I368、

G370、A371、S373、S376或Q382。在某些实施方案中，抗体位于与PCSK9的以下残基中的至少

一个相距5埃或更近处：S153、I154、P155、R194、D238、A239、I369、S372、D374、C375、T377、

C378、F379、V380或S381。在某些实施方案中，抗体位于与PCSK9的以下残基中的至少两个相

距5埃或更近处：S153、I154、P155、R194、D238、A239、I369、S372、D374、C375、T377、C378、

F379、V380或S381。在某些实施方案中，抗体位于与PCSK9的以下残基中的至少4个相距5埃

或更近处：S153、I154、P155、R194、D238、A239、I369、S372、D374、C375、T377、C378、F379、

V380或S381。在某些实施方案中，抗体位于与PCSK9的以下残基中的至少一个相距8埃或更

近处：W72、F150、A151、Q152、T214、R215、F216、H217、A220、S221、K222、S225、H226、C255、
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Q256、G257、K258、N317、F318、T347、L348、G349、T350、L351、E366、D367、D374、V380、S381、

Q382、S383、G384、K69、D70、P71、S148、V149、D186、T187、E211、D212、G213、R218、Q219、C223、

D224、G227、H229、L253、N254、G259、P288、A290、G291、G316、R319、Y325、V346、G352、T353、

G365、I368、I369、S372、S373、C378、F379、T385、S386或Q387。在某些实施方案中，抗体位于

与PCSK9的以下残基中的至少一个相距5埃或更近处：W72、F150、A151、Q152、T214、R215、

F216、H217、A220、S221、K222、S225、H226、C255、Q256、G257、K258、N317、F318、T347、L348、

G349、T350、L351、E366、D367、D374、V380、S381、Q382、S383或G384。在某些实施方案中，抗体

位于与PCSK9的以下残基中的至少两个相距5埃或更近处：W72、F150、A151、Q152、T214、

R215、F216、H217、A220、S221、K222、S225、H226、C255、Q256、G257、K258、N317、F318、T347、

L348、G349、T350、L351、E366、D367、D374、V380、S381、Q382、S383或G384。在某些实施方案

中，抗体位于与PCSK9的以下残基中的至少4个相距5埃或更近处：W72、F150、A151、Q152、

T214、R215、F216、H217、A220、S221、K222、S225、H226、C255、Q256、G257、K258、N317、F318、

T347、L348、G349、T350、L351、E366、D367、D374、V380、S381、Q382、S383或G384。在某些实施

方案中，抗体位于与PCSK9的以下残基中的至少一个相距8埃或更近处：S153、S188、I189、

Q190、S191、D192、R194、E197、G198、R199、V200、D224、R237、D238、K243、S373、D374、S376、

T377、F379、I154、T187、H193、E195、I196、M201、V202、C223、T228、S235、G236、A239、G244、

M247、I369、S372、C375或C378。在某些实施方案中，抗体位于与PCSK9的以下残基中的至少

一个相距5埃或更近处：S153、S188、I189、Q190、S191、D192、R194、E197、G198、R199、V200、

D224、R237、D238、K243、S373、D374、S376、T377或F379。在某些实施方案中，抗体位于与

PCSK9的以下残基中的至少两个相距5埃或更近处：S153、S188、I189、Q190、S191、D192、

R194、E197、G198、R199、V200、D224、R237、D238、K243、S373、D374、S376、T377或F379。在某些

实施方案中，抗体位于与PCSK9的以下残基中的至少四个相距5埃或更近处：S153、S188、

I189、Q190、S191、D192、R194、E197、G198、R199、V200、D224、R237、D238、K243、S373、D374、

S376、T377或F379。

[0043] 在某些方面，本发明包括结合PCSK9的中和抗体，其中所述抗体结合PCSK9并降低

PCSK9结合LDLR的可能性。

[0044] 在某些实施方案中，涵盖结合PCSK9的抗体或抗原结合分子。所述抗体在SEQ  ID 

NO：3的31-447位残基内的位点结合PCSK9。在某些实施方案中，当抗体或抗原结合分子结合

PCSK9时，其位于与PCSK9的以下残基中的至少一个相距8埃或更近处：S153、I154、P155、

R194、D238、A239、I369、S372、D374、C375、T377、C378、F379、V380、S381、W156、N157、L158、

E159、H193、E195、H229、R237、G240、K243、D367、I368、G370、A371、S373、S376、Q382、W72、

F150、A151、Q152、T214、R215、F216、H217、A220、S221、K222、S225、H226、C255、Q256、G257、

K258、N317、F318、T347、L348、G349、T350、L351、E366、D367、D374、V380、S381、Q382、S383、

G384、K69、D70、P71、S148、V149、D186、T187、E211、D212、G213、R218、Q219、C223、D224、G227、

H229、L253、N254、G259、P288、A290、G291、G316、R319、Y325、V346、G352、T353、G365、I368、

I369、S372、S373、C378、F379、T385、S386、Q387、S153、S188、I189、Q190、S191、D192、R194、

E197、G198、R199、V200、D224、R237、D238、K243、S373、D374、S376、T377、F379、I154、T187、

H193、E195、I196、M201、V202、C223、T228、S235、G236、A239、G244、M247、I369、S372、C375或

C378。
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[0045] 在某些实施方案中，提供封阻抗体与PCSK9在PCSK9残基的8埃内结合的分离的抗

体或抗原结合分子。在某些实施方案中，所述PCSK9残基选自以下PCSK9残基中的至少一个：

S153、I154、P155、R194、D238、A239、I369、S372、D374、C375、T377、C378、F379、V380、S381、

W156、N157、L158、E159、H193、E195、H229、R237、G240、K243、D367、I368、G370、A371、S373、

S376、Q382、W72、F150、A151、Q152、T214、R215、F216、H217、A220、S221、K222、S225、H226、

C255、Q256、G257、K258、N317、F318、T347、L348、G349、T350、L351、E366、D367、D374、V380、

S381、Q382、S383、G384、K69、D70、P71、S148、V149、D186、T187、E211、D212、G213、R218、Q219、

C223、D224、G227、H229、L253、N254、G259、P288、A290、G291、G316、R319、Y325、V346、G352、

T353、G365、I368、I369、S372、S373、C378、F379、T385、S386、Q387、S153、S188、I189、Q190、

S191、D192、R194、E197、G198、R199、V200、D224、R237、D238、K243、S373、D374、S376、T377、

F379、I154、T187、H193、E195、I196、M201、V202、C223、T228、S235、G236、A239、G244、M247、

I369、S372、C375或C378。

[0046] 在某些实施方案中，提供在以下位点结合PCSK9的分离的抗体或抗原结合分子：所

述位点与LDLR结合PCSK9的位点重叠。在某些实施方案中，LDLR结合PCSK9的位点包括至少

一个选自以下的氨基酸残基：S153、I154、P155、R194、D238、A239、I369、S372、D374、C375、

T377、C378、F379、V380和S381。

[0047] 在某些实施方案中，提供结合PCSK9的分离的抗体或抗原结合分子。在某些实施方

案中，所述抗体或抗原结合分子降低EGFa在PCSK9的以下残基中的至少一个的8埃内结合

PCSK9的可能性：S153、I154、P155、R194、D238、A239、I369、S372、D374、C375、T377、C378、

F379、V380、S381、W156、N157、L158、E159、H193、E195、H229、R237、G240、K243、D367、I368、

G370、A371、S373、S376或Q382。

[0048] 在某些实施方案中，提供与PCSK9的表面结合的抗体、抗原结合蛋白或抗原结合分

子，所述表面与EGFa结合、Ab  21B12结合和/或31H4结合的表面重叠。在某些实施方案中，提

供以与在附图中所述的相似的方式结合PCSK9的抗体、抗原结合蛋白或抗原结合分子。

[0049] 在某些实施方案中，以上实施方案为中和抗体或抗原结合蛋白。在某些实施方案

中，所述抗原结合蛋白不是LDLR或其片段(例如EGFa)。

[0050] 在某些方面，本发明包括分离的中和抗体，其中当所述抗体与PCSK9结合时，抗体

位于与PCSK9的以下残基中的至少一个相距8埃或更近处：SEQ  ID  NO：3的T468、R469、M470、

A471、T472、R496、R499、E501、A502、Q503、R510、H512、F515、P540、P541、A542、E543、H565、

W566、E567、V568、E569、R592、E593、S465、G466、P467、A473、I474、R476、G497、E498、M500、

G504、K506、L507、V508、A511、N513、A514、G516、V536、T538、A539、A544、T548、D570、L571、

H591、A594、S595和H597。在某些实施方案中，抗体位于与PCSK9的以下残基中的至少一个相

距5埃或更近处：SEQ  ID  NO：3的T468、R469、M470、A471、T472、R496、R499、E501、A502、Q503、

R510、H512、F515、P540、P541、A542、E543、H565、W566、E567、V568、E569、R592和E593。

[0051] 在某些方面，本发明包括分离的抗原结合蛋白。所述抗原结合蛋白包含：A)SEQ  ID 

NO：89中的CDRH1序列的CDRH1、SEQ  ID  NO：89中的CDRH2序列的CDRH2和SEQ  ID  NO：89中的

CDRH3序列的CDRH3；和B)SEQ  ID  NO：32中的CDRL1序列的CDRL1、SEQ  ID  NO：32中的CDRL2序

列的CDRL2和SEQ  ID  NO：32中的CDRL3序列的CDRL3。

[0052] 在某些方面，本发明包括结合SEQ  ID  NO：1的PCSK9蛋白的分离的抗原结合蛋白，
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其中所述分离的抗原结合蛋白与变体PCSK9蛋白之间的结合为分离的抗原结合蛋白与SEQ 

ID  NO：1和/或SEQ  ID  NO：303的PCSK9蛋白之间的结合的50％。在某些实施方案中，所述变

体PCSK9蛋白在选自以下位点处包含至少一个残基突变：如SEQ  ID  NO：1所示的207、208、

185、181、439、513、538、539、132、351、390、413、582、162、164、167、123、129、311、313、337、

519、521和554。在某些实施方案中，所述至少一个突变选自R207E、D208R、E181R、R185E、

R439E、E513R、V538R、E539R、T132R、S351R、A390R、A413R和E582R。在某些实施方案中，所述

至少一个突变选自D162R、R164E、E167R、S123R、E129R、A311R、D313R、D337R、R519E、H521R和

Q554R。

[0053] 在某些方面，本发明包括抗原结合蛋白，所述抗原结合蛋白以第一种方式结合SEQ 

ID  NO：303的PCSK-9蛋白并以第二种方式结合PCSK9变体。所述PCSK9变体在选自以下的位

点处具有至少一个点突变：SEQ  ID  NO：303和/或SEQ  ID  NO：1的207、208、185、181、439、

513、538、539、132、351、390、413、582、162、164、167、123、129、311、313、337、519、521和554。

在某些实施方案中，所述第一种方式包括第一EC50、第一Bmax或第一EC50及第一Bmax。在某

些实施方案中，所述第二种方式包括第二EC50、第二Bmax或第二EC50及第二Bmax。第一种方

式的值不同于第二种方式的值。在某些实施方案中，所述第一种方式包括第一EC50，其中所

述第二种方式涉及第二EC50，其中所述点突变选自：R207E、D208R、E181R、R185E、R439E、

E513R、V538R、E539R、T132R、S351R、A390R、A413R和E582R。在某些实施方案中，所述第一

EC50与第二EC50相差至少20％。在某些实施方案中，所述第一EC50与第二EC50相差至少

50％。在某些实施方案中，所述第二EC50比第一EC50的数值更大。在某些实施方案中，第一

EC50由多珠粒结合测定法(multiplex  bead  binding  assay)来测定。在某些实施方案中，

第二EC50大于1um。在某些实施方案中，所述抗原结合蛋白为中和抗原结合蛋白。在某些实

施方案中，所述中和抗原结合蛋白为竞争性中和抗原结合蛋白。在某些实施方案中，所述中

和抗原结合蛋白为非竞争性中和抗原结合蛋白。在某些实施方案中，所述第一种方式包括

第一Bmax，所述第二种方式包括不同于第一Bmax的第二Bmax。所述PCSK9变体具有选自以下

的至少一个点突变：D162R、R164E、E167R、S123R、E129R、A311R、D313R、D337R、R519E、H521R

和Q554R。在某些实施方案中，所述第二Bmax为所述第一Bmax的约10％。在某些实施方案中，

所述第一Bmax与所述第二Bmax至少相差20％。在某些实施方案中，所述第一Bmax与所述第

二Bmax相差至少50％。

[0054] 在某些方面，本发明包括结合SEQ  ID  NO：3的PCSK9蛋白的分离的抗原结合蛋白，

其中所述抗原结合蛋白的表位包括以下氨基酸中的至少一个：SEQ  ID  NO：1中的207、208、

181、185、439、513、538、539、132、351、390、413、582、162、164、167、123、129、311、313、337、

519、521和554。

[0055] 在某些方面，本发明包括结合包含SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列的PCSK9蛋白的分离

的中和抗原结合蛋白，其中所述中和抗原结合蛋白降低LDLR，由此降低PCSK9对LDLR的作

用。在某些实施方案中，抗原结合蛋白为LDLR非竞争性中和抗原结合蛋白。在某些实施方案

中，抗原结合蛋白为LDLR竞争性中和抗原结合蛋白。

[0056] 在某些方面，本发明包括分离的抗原结合蛋白，其中所述抗原结合蛋白包含：A)

SEQ  ID  NO：49中的CDRH1序列的CDRH1、SEQ  ID  NO：49中的CDRH2序列的CDRH2和SEQ  ID  NO：

49中的CDRH3序列的CDRH3；和B)SEQ  ID  NO：23中的CDRL1序列的CDRL1、SEQ  ID  NO：23中的
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CDRL2序列的CDRL2和SEQ  ID  NO：23中的CDRL3序列的CDRL3。

[0057] 在某些方面，本发明包括组合物，所述组合物包含结晶的PCSK9蛋白和结合PCSK9

的抗原结合蛋白。所述组合物包含结晶的PCSK9蛋白，以至于PCSK9蛋白的三维结构可测定

为约2.2埃或更好的分辨率。在某些实施方案中，所述抗原结合蛋白为抗体或其片段。

[0058] 在某些方面，本发明包括结晶的PCSK9蛋白及至少LDLR蛋白的EGFa部分，其中所述

LDLR蛋白的EGFa部分被PCSK9蛋白结合，其中所述结晶的PCSK9蛋白如下：PCSK9蛋白的三维

结构可测定为约2.2埃或更好的分辨率。在某些实施方案中，分子模型在计算机可读介质

上。

[0059] 在某些方面，本发明包括本文所述抗原结合蛋白在制备用于降低血清胆固醇药物

中的用途。

[0060] 在某些方面，本发明包括本文所述的抗原结合蛋白在制备用于治疗或预防受治疗

者中的与高血清胆固醇水平有关的病症的药物中的用途。

[0061] 在某些方面，本发明包括结合PCSK9的分离的抗原结合蛋白，所述抗原结合蛋白包

含：A)选自以下至少一种的重链互补决定区(CDRH)：(i)选自选自SEQ  ID  NO：67、79、89和49

的序列内的CDRH1的CDRH1；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRH1差别在于不超过2个氨基酸

的氨基酸添加、缺失或取代的CDRH1；和(iii)选自X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10(SEQ  ID  NO：406)的

CDRH1氨基酸序列，其中X1选自G；X2选自Y、F和G；X3选自T和S；X4选自L和F；X5选自T、S和N；X6

选自S和A；X7选自Y和F；X8选自G、S和Y；X9选自I、M和W；X10选自S、N和H；B)选自以下至少一种

的轻链互补决定区(CDRL)：(i)选自选自SEQ  ID  NO：12、32、35和23的序列内的CDRL1的

CDRL1；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRL3差别在于不超过2个氨基酸的氨基酸添加、缺失

或取代的CDRL1；和(iii)选自X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10X11X12X13X14(SEQ  ID  NO：407)的CDRL1氨

基酸序列，其中X1选自T和非氨基酸；X2选自G和S；X3选自S、T和G；X4选自S；X5选自S；X6选自N、

D和S；X7选自I、V和N；X8选自G和I；X9选自A和G；X10选自G、Y、S和N；X11选自Y和N；X12选自D、S、T

和F；X13选自V；X14选自S、N和H。本领域技术人员将了解，单个ABP或抗体可满足以上一个或

多个选择，并落在该实施方案的所述发明范围内。

[0062] 在某些方面，本发明包括结合PCSK9的分离的抗原结合蛋白，所述抗原结合蛋白包

含：A)选自以下至少一种的重链互补决定区(CDRH)：(i)选自选自SEQ  ID  NO：67、79、89和49

的序列内的CDRH2的CDRH2；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRH2差别在于不超过2个氨基酸

的氨基酸添加、缺失或取代的CDRH2；和(iii)选自X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10X11X12X13X14X15X16X17

(SEQ  ID  NO：408)的CDRH2氨基酸序列，其中X1选自W、S、L和非氨基酸；X2选自V、I和E；X3选自

S、W和I；X4选自F、S和N；X5选自Y、S、D和H；X6选自N、S和G；X7选自S和G；X8选自N、Y、D和R；X9选

自T、I和E；X10选自N、S、Y和D；X11选自Y；X12选自A和N；X13选自Q、D和P；X14选自K和S；X15选自L

和V；X16选自Q和K；X17选自G和S；B)选自以下至少一种的轻链互补决定区(CDRL)：(i)选自选

自SEQ  ID  NO：12、32、35和23的序列内的CDRL3的CDRL2；(ii)在的氨基酸序列上与(i)的

CDRL3相差不超过2个氨基酸的氨基酸添加、缺失或取代的CDRL2；和(iii)选自

X1X2X3X4X5X6X7(SEQ  ID  NO：409)的CDRL2氨基酸序列，其中X1选自G、E、S和D；X2选自N、V和Y；

X3选自S和N；X4选自N、Q和K；X5选自R；X6选自P；X7选自S。

[0063] 在某些方面，本发明包括结合PCSK9的分离的抗原结合蛋白，所述抗原结合蛋白包

含：A)选自以下至少一种的重链互补决定区(CDRH)：(i)选自选自SEQ  ID  NO：67、79、89和49
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的序列内的CDRH3的CDRH3；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRH3差别在于不超过2个氨基酸

的氨基酸添加、缺失或取代的CDRH3；和(iii)选自X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10X11X12X13X14(SEQ  ID 

NO：410)的CDRH3氨基酸序列，其中X1选自D和非氨基酸；X2选自Y、A和非氨基酸；X3选自D、I和

非氨基酸；X4选自F、A和非氨基酸；X5选自W、A和非氨基酸；X6选自S、L和非氨基酸；X7选自A、

Y、G和非氨基酸；X8选自Y、Q和非氨基酸；X9选自G、Y和L；X10选自Y、D和V；X11选自G、A和P；X12选

自M和F；X13选自D；X14选自V和Y；和B)选自以下至少一种的轻链互补决定区(CDRL)：(i)选自

选自SEQ  ID  NO：12、32、35和23的序列内的CDRL3的CDRL3；(ii)在氨基酸序列上与(i)的

CDRL3差别在于不超过2个氨基酸的氨基酸添加、缺失或取代的CDRL3；和(iii)选自

X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10X11(SEQ  ID  NO：411)的CDRL3氨基酸序列，其中X1选自Q、A、G和非氨基

酸；X2选自S、V、T和非氨基酸；X3选自Y、N和W；X4选自S和D；X5选自S、Y和D；X6选自S和T；X7选自

L和S；X8选自S、T和N；X9选自G、S和A；X10选自S、M、W和Y；和X11选自V。在某些实施方案中，任何

上述氨基酸可被保守氨基酸取代所置换。

[0064] 在某些方面，本发明包括结合PCSK9的分离的抗原结合蛋白，所述抗原结合蛋白包

含：A)选自以下至少一种的重链互补决定区(CDRH)：(i)选自选自SEQ  ID  NO：47、48、49、50、

51、52、53、54、55、56、57和58的序列中的CDRH1的CDRH1；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRH1

差别在于不超过2个氨基酸的氨基酸添加、缺失或取代的CDR H 1；和(ii i)选自

X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10(SEQ  ID  NO：412)的CDRH1氨基酸序列，其中X1选自G、P和A；X2选自Y、W、

F、T和S；X3选自T、P、S和A、C、V、L和I；X4选自L、F、I、V、M、A和Y；X5选自T、P、S和A；X6选自S、T、A

和C；X7选自Y、W、F、T和S；X8选自G、P和A；X9选自I、L、V、M、A和F；X10选自S、T、A和C；B)选自以下

至少一种的轻链互补决定区(CDRL)：(i)选自选自SEQ  ID  NO：14、15、16、17、18、19、20、21、

22、23和24的序列中的CDRL1的CDRL1；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRL3差别在于不超过2

个氨基酸的氨基酸添加、缺失或取代的CDRL1；和(iii)选自X1X2X3X4X5X6X7X8X9X10X11X12X13X14

(SEQ  ID  NO：413)的CDRL1氨基酸序列，其中X1选自T和S；X2选自G、P和A；X3选自T和S；X4选自

S、N、T、A、C和Q；X5选自S、T、A和C；X6选自D和E；X7选自V、I、M、L、F和A；X8选自G、P和A；X9选自G、

A、R、P、V、L、I、K、Q和N；X10选自Y、W、F、T和S；X11选自N和Q；X12选自Y、S、W、F、T、A和C；X13选自V、

I、M、L、F和A；X14选自S、T、A和C。

[0065] 在某些方面，本发明包括结合PCSK9的分离的抗原结合蛋白，所述抗原结合蛋白包

含：A)选自以下至少一种的重链互补决定区(CDRH)：(i)选自选自SEQ  ID  NO：47、48、49、50、

51、52、53、54、55、56、57和58的序列中的CDRH2的CDRH2；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRH2

差别在于不超过2个氨基酸的氨基酸添加、缺失或取代的CDRH2；和(iii)选自X1X2X3X4X5X6X

7X8X9X10X11X12X13X14X15X16X17、(SEQ  ID  NO：414)的CDRH2氨基酸序列，其中X1选自W、Y和F；X2选

自V、I、M、L、F和A；X3选自S、T、A和C；X4选自A、F、V、L、I、Y和M；X5选自Y、W、F、T和S；X6选自N和

Q；X7选自G、P和A；X8选自N和Q；X9选自T和S；X10选自N和Q；X11选自Y、W、F、T和S；X12选自A、V、L

和I；X13选自Q、E、N和D；X14选自K、R、Q和N；X15选自L、F、V、I、M、A和Y；X16选自Q和N；X17选自G、P

和A；B)选自以下至少一种的轻链互补决定区(CDRL)：(i)选自选自SEQ  ID  NO：14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23和24的序列中的CDRL3的CDRL2；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRL3

差别在于不超过2个氨基酸的氨基酸添加、缺失或取代的CDRL2；和(iii)选自X1X2X3X4X5X6X7

(SEQ  ID  NO：415)的CDRL2氨基酸序列，其中X1选自E和D；X2选自V、I、M、L、F和A；X3选自S、T、A

和C；X4选自N和Q；X5选自R、K、Q和N；X6选自P和A；X7选自S、T、A和C。
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[0066] 在某些方面，本发明包括结合PCSK9的分离的抗原结合蛋白，所述抗原结合蛋白包

含：A)选自以下至少一种的重链互补决定区(CDRH)：(i)选自选自SEQ  ID  NO：47、48、49、50、

51、52、53、54、55、56、57和58的序列中的CDRH3的CDRH3；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRH3

差别在于不超过2个氨基酸的氨基酸添加、缺失或取代的CDRH3；和(iii)选自X1X2X3X4X5X6

(SEQ  ID  NO：416)的CDRH3氨基酸序列，其中X1选自G、P、A和非氨基酸；X2选自Y、W、F、T和S；X3

选自G、V、P、A、I、M、L和F；X4选自M、L、F和I；X5选自D和E；X6选自V、I、M、L、F和A；B)选自以下至

少一种的轻链互补决定区(CDRL)：(i)选自选自SEQ  ID  NO：14、15、16、17、18、19、20、21、22、

23和24的序列中的CDRL3的CDRL3；(ii)在氨基酸序列上与(i)的CDRL3差别在于不超过2个

氨基酸的氨基酸添加、缺失或取代的CDRL3；和(iii)选自X1X2X3X4X5X6X7X8X9(SEQ  ID  NO：

417)的CDRL3氨基酸序列，其中X1选自S、N、T、A、C和Q；X2选自S、T、A和C；X3选自Y、W、F、T和S；

X4选自T和S；X5选自S、T、A和C；X6选自S、T、A和C；X7选自N、S、Q、T、A和C；X8选自M、V、L、F、I和A；

X9选自V、I、M、L、F和A。

[0067] 附图简述

[0068] 图1A描述具有前域(下划线)的PCSK9成熟形式的氨基酸序列。

[0069] 图1B1-1B4描述具有前域(下划线)及信号序列(粗体)的PCSK9的氨基酸和核酸序

列。

[0070] 图2A-2D为各种抗原结合蛋白的各种轻链的序列比较表。图2C延续了在图2A中开

始的序列。图2D延续了在图2B中开始的序列。

[0071] 图3A-3D为各种抗原结合蛋白的各种重链的序列比较表。图3C延续了在图3A中开

始的序列。图3D延续了在图3B中开始的序列。

[0072] 图3E-3JJ描述抗原结合蛋白某些实施方案的可变结构域的氨基酸和核酸序列。

[0073] 图3KK描述各种恒定结构域的氨基酸序列。

[0074] 图3LL-3BBB描述抗原结合蛋白某些实施方案的可变结构域的氨基酸和核酸序列。

[0075] 图3CCC-3JJJ为抗原结合蛋白某些实施方案的各种重链和轻链序列比较表。

[0076] 图4A为抗原结合蛋白与人PCSK9的结合曲线。

[0077] 图4B为抗原结合蛋白与人PCSK9的结合曲线。

[0078] 图4C为抗原结合蛋白与猕猴PCSK9的结合曲线。

[0079] 图4D为抗原结合蛋白与猕猴PCSK9的结合曲线。

[0080] 图4E为抗原结合蛋白与小鼠PCSK9的结合曲线。

[0081] 图4F为抗原结合蛋白与小鼠PCSK9的结合曲线。

[0082] 图5A描述涉及PCSK9及各种抗原结合蛋白的SDS  PAGE实验的结果，其证明蛋白的

相对纯度和浓度。

[0083] 图5B和5C描述来自对21B12的biacore溶液平衡测定的图表。

[0084] 图5D描述来自biacore捕获测定的动力学图表。

[0085] 图5E描述了描绘三种ABP的分库(binning)结果的条形图。

[0086] 图6A为在体外PCSK9:LDLR结合测定中的针对PCSK9的抗原结合蛋白31H4  IgG2的

抑制曲线。

[0087] 图6B为在体外PCSK9:LDLR结合测定中的针对PCSK9的抗原结合蛋白31H4  IgG4的

抑制曲线。
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[0088] 图6C为在体外PCSK9:LDLR结合测定中的针对PCSK9的抗原结合蛋白21B12  IgG2的

抑制曲线。

[0089] 图6D为在体外PCSK9:LDLR结合测定中的针对PCSK9的抗原结合蛋白21B12  IgG4的

抑制曲线。

[0090] 图7A为在细胞LDL吸收测定中的抗原结合蛋白31H4  IgG2的抑制曲线，所述细胞

LDL吸收测定显示ABP降低LDL吸收的作用，该作用封阻了PCSK9的作用。

[0091] 图7B为在细胞LDL吸收测定中的抗原结合蛋白31H4  IgG4的抑制曲线，所述细胞

LDL吸收测定显示ABP降低LDL吸收的作用，该作用封阻了PCSK9的作用。

[0092] 图7C为在细胞LDL吸收测定中的抗原结合蛋白21B12  IgG2的抑制曲线，所述细胞

LDL吸收测定显示ABP降低LDL吸收的作用，该作用封阻了PCSK9的作用。

[0093] 图7D为在细胞LDL吸收测定中的抗原结合蛋白21B12  IgG4抑制曲线，所述细胞LDL

吸收测定显示ABP降低LDL吸收的作用，该作用封阻了PCSK9的作用。

[0094] 图8A为描述在ABP  31H4小鼠中降低血清胆固醇的能力的图表，相对于IgG对照处

理的小鼠该能力有变化(*p＜0.01)。

[0095] 图8B为描述在ABP  31H4小鼠中降低血清胆固醇的能力的图表，相对于时间＝零小

时该能力有变化(#p，0.05)。

[0096] 图8C为描述在C57B1/6小鼠中ABP  31H4对HDL胆固醇水平的影响的图表(*p＜

0.01)。

[0097] 图8D为描述在C57B1/6小鼠中ABP  31H4对HDL胆固醇水平的影响的图表(#p＜

0.05)。

[0098] 图9描述ABP  31H4在各个时间点后提高所存在的肝脏LDLR蛋白量的能力的蛋白印

迹分析

[0099] 图10A为描述抗原结合蛋白31H4在野生型小鼠中相对降低总血清胆固醇的能力的

图表。

[0100] 图10B为描述抗原结合蛋白31H4在野生型小鼠中降低HDL的能力的图表。

[0101] 图10C为描述不同的抗原结合蛋白31H4和16F12降低血清胆固醇能力的图表。

[0102] 图11A描述用于测试抗原结合蛋白降低血清胆固醇的持续时间及能力的注射方

案。

[0103] 图11B为描述图11A中的方案的结果的图表。

[0104] 图12A描述HepG2细胞中响应他汀与ABP  21B12的组合的LDLR水平。

[0105] 图12B描述HepG2细胞中响应他汀与ABP  31H4的组合的LDLR水平。

[0106] 图12C描述HepG2细胞中响应他汀与ABP  25A7.1(非中和抗体，与“25A7”中和抗体

形成对照)的组合的LDLR水平。

[0107] 图12D描述在过量表达PCSK9的HepG2细胞中响应他汀与ABP  21B12的组合的LDLR

水平。

[0108] 图12E描述在过量表达PCSK9的HepG2细胞中响应他汀与ABP  31H4的组合的LDLR水

平。

[0109] 图12F描述在过量表达PCSK9的HepG2细胞中响应他汀与ABP  25A7.1(非中和抗体，

与“25A7”中和抗体形成对照)的组合的LDLR水平。
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[0110] 图13A描述各种针对PCSK9的ABP的不同轻链氨基酸序列。点(.)表示为没有氨基

酸。

[0111] 图13B描述各种针对PCSK9的ABP的轻链进化树。

[0112] 图13C描述各种针对PCSK9的ABP的不同重链氨基酸序列。点(.)表示为没有氨基

酸。

[0113] 图13D描述各种针对PCSK9的ABP的重链系统树图。

[0114] 图13E描述轻链和重链CDR的比较，并指定了从其中得到共有序列的组。

[0115] 图13F描述第1组和第2组的共有序列。

[0116] 图13G描述第3组和第4组的共有序列。

[0117] 图13H描述第1组和第2组的共有序列。点(.)表示同一残基。

[0118] 图13I描述第2组的共有序列。点(.)表示同一残基。

[0119] 图13J描述第3组和第4组的共有序列。点(.)表示同一残基。

[0120] 图14A为描述各种ABP(以10mg/kg)在体内降低LDL的能力的图表。

[0121] 图14B为描述各种ABP(以30mg/kg)在体内降低LDL的能力的图表。

[0122] 图15A和图15B为抗原结合蛋白的各种实施方案的各种轻链的序列比较表。图15B

延续了在图15A中开始的序列。

[0123] 图15C和图15D为抗原结合蛋白的各种实施方案的各种轻链的序列比较表。图15D

延续了在图15C中开始的序列。

[0124] 图16A为用于测试Ab  21B12结合PCSK9的ProCat或VD部分的能力的凝胶的描述。

[0125] 图16B为用于测试Ab  31H4结合PCSK9的ProCat或VD部分的能力的凝胶的描述。

[0126] 图17描述PCSK9及LDLR的EGFa部分的结构。

[0127] 图18A描述PCSK9及31H4  Ab的结构。

[0128] 图18B描述PCSK9及31H4  Ab的结构。

[0129] 图19A描述PCSK9、31H4  Ab及21B12  Ab的结构。

[0130] 图19B描述PCSK9及21B12  Ab的结构。

[0131] 图20A描述PCSK9及来自LDLR的EGFa的结构，所述结构与已结合PCSK9的抗体31H4

和21B12的结构重叠。

[0132] 图20B描述PCSK9和LDLR的结构模型。

[0133] 图20C描述另一角度的PCSK9和LDLR的结构模型。

[0134] 图20D描述包括31H4和21B12的结构表现形式的PCSK9和LDLR的结构模型。

[0135] 图20E描述图20D中的结构模型围绕所标注的轴旋转90度。

[0136] 图20F描述图20D中的结构模型围绕所标注的轴旋转180度。

[0137] 图21A描述PCSK9和31A4的结构。

[0138] 图21B描述PCSK9和31A4的结构。

[0139] 图21C描述PCSK9和31A4的结构。

[0140] 图21D描述全长PCSK9和31A4的结构模型。

[0141] 图22为一套确定人ABP序列与在大肠杆菌(E.coli)中产生并用于晶体结构的ABP

序列之间的各种差异的ABP序列。

[0142] 图23为各种分库结果的表。
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[0143] 图23A为描述各种分库结果的表的第一部分。

[0144] 图23B为描述各种分库结果的表的第二部分。

[0145] 图23C为描述各种分库结果的表的第三部分。

[0146] 图23D为描述各种分库结果的表的第四部分。

[0147] 图24A描述在非还原条件下的蛋白印迹。

[0148] 图24B描述在还原条件下的蛋白印迹。

[0149] 图25A描述PCSK9的表面覆盖。

[0150] 图25B描述PCSK9的表面覆盖。

[0151] 图25C描述PCSK9的表面覆盖。

[0152] 图25D描述PCSK9的表面覆盖。

[0153] 图25E描述PCSK9的表面覆盖。

[0154] 图25F描述PCSK9的表面覆盖。

[0155] 图26为PCSK9的氨基酸序列与PCSK9变体中突变的所有残基的序列比较，以调查不

同抗体表位。

[0156] 图27A描述21B12表位击中(epitope  hit)，其根据用21B12作图到PCSK9的晶体结

构上。

[0157] 图27B描述31H4表位击中，其根据用31H4和21B1作图到PCSK9的晶体结构上。

[0158] 图27C描述31A4表位击中，其根据用31A4和21B1作图到PCSK9的晶体结构上。

[0159] 图27D描述12H11表位击中，其根据用31H4和21B12作图到PCSK9的晶体结构上。

[0160] 图27E描述3C4表位击中，其根据用31H4和21B12作图到PCSK9的晶体结构上。

[0161] 图28A为证明各种ABP与PCSK9的不同部分的结合能力的图表。

[0162] 图28B为证明各种ABP与PCSK9的不同部分的结合能力的图表。

[0163] 图28C为比较两种ABP的LDLR结合能力的图表。

[0164] 图28D为比较两种ABP的细胞LDL吸收活性的图表。

[0165] 某些例示性实施方案详述

[0166] 本文公开了结合PCSK9的抗原结合蛋白(例如抗体及其功能结合片段)。在某些实

施方案中，所述抗原结合蛋白结合PCSK9并以各种方式防止PCSK9起作用。在某些实施方案

中，所述抗原结合蛋白封阻或降低PCSK9与其它物质相互作用的能力。例如，在某些实施方

案中，所述抗原结合蛋白以防止或降低PCSK9结合LDLR的可能性的方式结合PCSK9。在其它

实施方案中，抗原结合蛋白结合PCSK9但不封阻PCSK9与LDLR相互作用的能力。在某些实施

方案中，抗原结合蛋白为人单克隆抗体。

[0167] 如本领域技术人员所了解，根据本发明的公开内容，改变PCSK9和LDLR之间的相互

作用可在受治疗者中增加可用于结合LDL的LDLR量，进而降低血清LDL的量，导致受治疗者

的血清胆固醇水平降低。因此，针对PCSK9的抗原结合蛋白可用于各种方法和组合物中，所

述方法和组合物用于治疗高血清胆固醇水平的受治疗者、处于高血清胆固醇水平风险中的

受治疗者或能从降低其血清胆固醇水平获益的受治疗者。因此，本文还阐述用于降低血清

胆固醇、保持血清胆固醇或预防血清胆固醇增加的各种方法和技术。在某些实施方案中，抗

原结合蛋白允许PCSK9和LDLR之间结合，但该抗原结合蛋白防止或降低PCSK9对LDLR的有害

活性。在某些实施方案中，抗原结合蛋白防止或降低PCSK9与LDLR结合。
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[0168] 为方便起见，以下章节大体上概述本文所用术语的各种含义。在讨论了这些之后，

论述了关于抗原结合蛋白的大体方面，接着是证明抗原结合蛋白的各种实施方案的性质及

如何使用它们的具体实施例。

[0169] 定义和实施方案

[0170] 应该理解，前述一般说明及以下详述仅为例示性和解释性，并非限制所要求保护

的本发明。在本申请中，除非另外明确说明，否则单数的使用包括复数。在本申请中，除非另

外说明，否则“或”的使用意指“和/或”。此外，术语“包括”以及其它形式例如“包含”的使用

并非限制性的。此外，除非另外明确说明，否则术语例如“元件”或“组分”既包括包含一个单

元的元件及组分又包括包含超过一个亚单元的元件及组分。此外，术语“部分”的使用可包

括部分的一部分或整个部分。

[0171] 本文所用章节标题仅用于组织目的，不能理解为限制所述的主题。为任何目的，本

申请中所引用的所有文献或文献的部分(包括但不限于专利、专利申请、文章、书籍及论文)

都在此以其整体引作参考。除非另外指出，否则如本发明所使用，以下术语应理解为具有以

下含义：

[0172] 术语“前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶kexin  9型”或“PCSK9”是指SEQ  ID  NO：1和/

或3或其片段所述的多肽以及相关多肽，它们包括但不限于等位基因变体、剪接变体、衍生

变体、取代变体、缺失变体和/或插入变体(包括添加N-末端甲硫氨酸)、融合多肽和种间同

源物。在某些实施方案中，PCSK9多肽包括末端残基，例如但不限于前导序列残基、靶向残

基、氨基末端甲硫氨酸残基、赖氨酸残基、标签(tag)残基和/或融合蛋白残基。“PCSK9”也被

称为FH3、NARC1、HCHOLA3、前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶/kexin  9型和神经细胞凋亡调节

转化酶1(neural  apoptosis  regulated  convertase  1)。PCSK9基因编码前蛋白转化酶蛋

白，所述前蛋白转化酶蛋白属于分泌性枯草杆菌酶家族(secretory  subtilase  family)的

蛋白酶K亚家族。术语“PCSK9”表示前蛋白和前蛋白自身催化后产生的产物两者。当仅提及

自身催化的产物(例如对于选择性结合裂解的PCSK9的抗原结合蛋白)时，该蛋白可称为“成

熟”、“裂解的”、“经加工的”或“有活性的”PCSK9。当只提及其无活性的形式时，该蛋白可称

为“无活性的”、“前形式的”或“未加工的”形式的PCSK9。本文所用术语PCSK9还包括天然存

在的等位基因，例如突变体D374Y、S127R和F216L。术语PCSK9还包括结合了PCSK9氨基酸序

列翻译后修饰的PCSK9分子，例如业已被糖基化、PEG化的PCSK9序列、其信号序列业已被裂

解的PCSK9序列、其前域业已从催化结构域中裂解但尚未与所述催化结构域分离的PCSK9序

列(例如图1A和1B)。

[0173] 术语“PCSK9活性”包括PCSK9的任何生物学作用。在某些实施方案中，PCSK9活性包

括PCSK9与底物或受体相互作用或结合的能力。在某些实施方案中，PCSK9活性由PCSK9结合

LDL受体(LDLR)的能力来表示。在某些实施方案中，PCSK9结合LDLR并催化涉及LDLR的反应。

在某些实施方案中，PCSK9活性包括PCSK9改变(例如降低)LDLR利用率的能力。在某些实施

方案中，PCSK9活性包括PCSK9增加受治疗者中的LDL量的能力。在某些实施方案中，PCSK9活

性包括PCSK9降低可用于结合LDL的LDLR的量的能力。在某些实施方案中，“PCSK9活性”包括

因PCSK9信号转导而产生的任何生物学活性。例示性活性包括但不限于：PCSK9结合LDLR；裂

解LDLR或其它蛋白的PCSK9酶活性；PCSK9结合除LDLR外的促进PCSK9作用的蛋白；PCSK9改

变APOB分泌(Sun  X-M等，“Evidence  for  effect  of  mutant  PCSK9  on  apoliprotein  B 
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secretion  as  the  cause  of  unusually  severe  dominant  hypercholesterolemia(突变

的PCSK9对载脂蛋白B分泌的影响是非比寻常的严重的显性高胆固醇血症的原因的证明)，

Human  Molecular  Genetics14：1161-1169，2005和Ouguerram  K等，“Apolipoprotein  B100 

metabolism  in  autosomal-dominant  hypercholesterolemia  related  to  mutations  in 

PCSK9(在与PCSK9突变有关的常染色体显性高胆固醇血症中载脂蛋白B100的代谢)，

Arterioscler  thromb  Vasc  Biol.24：1448-1453，2004)；PCSK9在肝脏再生和神经细胞分

化中的作用(Seidah  NG等，“The  secretory  proprotein  convertase  neural  apoptosis-

regulated  convertase  1 (NARC-1)：Liver  regeneration  and  neuronal 

differentiation(调节分泌性前蛋白转化酶神经细胞凋亡的转化酶1(NARC-1)：肝脏再生

和神经元分化”PNAS  100：928-933，2003)；和PCSK9在肝葡萄糖代谢中的作用(Costet等，

“Hepatic  PCSK9  expression  is  regulated  by  nutritional  status  via  insulin  and 

sterol  regulatory  element-binding  protein  1c(经由胰岛素和固醇调节性元件结合蛋

白1c通过营养状态调节肝PCSK9表达)”J.Biol.Chem.281(10)：6211-18，2006)。

[0174] 本文所用术语“高胆固醇血症”是指胆固醇水平提高到所需水平以上的病症。在某

些实施方案中，其是指血清胆固醇水平提高。在某些实施方案中，所需水平考虑了本领域技

术人员已知的各种“风险因子”(并由本文阐述或提及)。

[0175] 术语“多核苷酸”或“核酸”包括单链和双链核苷酸聚合体二者。包含多核苷酸的核

苷酸可为核糖核苷酸或脱氧核糖核苷酸或经修饰形式的任一种类型核苷酸。所述修饰包

括：碱基修饰，例如溴尿苷和肌苷衍生物；核糖修饰，例如2’，3’-二脱氧核糖；和核苷酸间连

接修饰，例如硫代磷酸酯、二硫代磷酸酯、硒代磷酸酯(phosphoroselenoate)、二硒代磷酸

酯(phosphorodiselenoate)、phosphoroanilothioate、phoshoraniladate和氨基磷酸酯

(phosphoroamidate)。

[0176] 术语“寡核苷酸”意指包含200个或更少核苷酸的多核苷酸。在某些实施方案中，寡

核苷酸长10-60个碱基。在其它实施方案中，寡核苷酸长度为12、13、14、15、16、17、18、19或

20-40个核苷酸。寡核苷酸可为单链或双链，例如用于构建突变基因的单链或双链。寡核苷

酸可为有义或反义寡核苷酸。寡核苷酸可包括用于检测测定的标记，包括放射性标记、荧光

标记、半抗原或抗原标记。寡核苷酸可用作例如PCR引物、克隆引物或杂交探针。

[0177] “分离的核酸分子”意指基因组DNA或RNA、mRNA、cDNA或其合成来源(synthetic 

origin)或某些组合，它们不与所述分离的多核苷酸天然存在于其中的多核苷酸的全部或

部分缔合，或它们被连接到在自然状态下不与其连接的多核苷酸。应该理解，为本发明目

的，“包含”特定核苷酸序列的“核酸分子”并不包括整个染色体。“包含”特定核酸序列的分

离的核酸分子除了包含所述特定序列外，还包含编码至多10个或甚至至多20个其它蛋白或

其部分的序列，或可包含可操作地连接的调控所述核酸序列的编码区表达的调控序列，和/

或可包含载体序列。

[0178] 除非另外明确说明，否则本文所述的任何单链多核苷酸序列的左手端为5’端；双

链多核苷酸序列的左手方向称为5’方向。将5’到3’添加新生RNA转录物的方向称为转录方

向；将具有与RNA转录物相同的序列且其5’为RNA转录物的5’端的DNA链上的序列区称为“上

游序列”；将具有与RNA转录物相同的序列且其3’为RNA转录物的3’端的DNA链上的序列区称

为“下游序列”。
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[0179] 术语“调控序列”是指可影响与其连接的编码序列的表达及加工的多核苷酸序列。

所述调控序列的性质可视宿主生物体而定。在特定实施方案中，用于原核生物的调控序列

可包括启动子、核糖体结合位点和转录终止序列。例如，用于真核生物的调控序列可包括包

含一个或多个转录因子识别位点的启动子、转录增强子序列和转录终止序列。“调控序列”

可包括前导序列和/或融合伴侣序列。

[0180] 术语“载体”意指用于将蛋白编码信息转移到宿主细胞的任何分子或实体(例如核

酸、质粒、噬菌体或病毒)。

[0181] 术语“表达载体”或“表达构建体”是指适于转化宿主细胞并含有指导和/或调控

(结合宿主细胞)一个或多个可操作地与其连接的异源编码区的表达的核酸序列的载体。表

达构建体可包括但不限于：影响或调控转录、翻译的序列；和若存在内含子，则影响可操作

地与其连接的编码区的RNA剪接的序列。

[0182] 本文所用“可操作地连接”意指使用该术语的组分处于允许所述组分在合适的条

件下实行其固有的功能的关系中。例如，让“可操作地连接”到蛋白编码序列的载体中的调

控序列与蛋白编码序列连接，以便在与调控序列的转录活性兼容的条件下完成所述蛋白编

码序列的表达。

[0183] 术语“宿主细胞”意指业已被或能够被核酸序列转化并藉此表达目的基因的细胞。

不管后代在形态上或在遗传构成上与原始母细胞是否相同，只要后代存在目的基因，该术

语就包括所述母细胞的后代。

[0184] 术语“转染”意指细胞吸收外来或外源DNA，当将所述外源DNA引入到细胞膜内时所

述细胞就被“转染”了。多种转染技术在本领域众所周知并公开于本文中。参见例如Graham

等，1973，Virology  52：456；Sambrook等，2001，Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual

(分子克隆：实验室手册)，见上述；Davis等，1986，Basic  Methods  in  Molecular  Biology

(分子生物学基本方法)，Elsevier；Chu等，1981，Gene  13：197。所述技术可用于将一种或多

种外源DNA部分引入到合适的宿主细胞中。

[0185] 术语“转化”是指细胞中遗传特性的改变，当细胞被修饰成含有新DNA或RNA时，所

述细胞就被转化了。例如，当通过经由转染、转导或其它技术引入新遗传物质来对细胞天然

状态进行遗传修饰时，细胞被转化了。转染或转导后，转化的DNA可通过在物理上整合到细

胞染色体而与细胞DNA重组，或可作为染色体外元件不被复制而短暂保留，或可作为质粒独

立复制。当转化的DNA随着细胞分裂复制时，认为细胞已经被“稳定地转化”了。

[0186] 术语“多肽”或“蛋白”意指如下大分子：具有天然蛋白的氨基酸序列的大分子，所

述天然蛋白即由天然存在且为非重组的细胞产生的蛋白；或所述大分子由遗传工程改造的

或重组的细胞产生，所述术语包括具有天然蛋白的氨基酸序列的分子，或具有所述天然序

列的一个或多个氨基酸的缺失、添加和/或取代的分子。该术语还包括氨基酸聚合体，其中

一个或多个氨基酸为相应的天然存在的氨基酸的化学类似物及聚合体。术语“多肽”和“蛋

白”特别涵盖PCSK9抗原结合蛋白、抗体或序列，其具有抗原结合蛋白的一个或多个氨基酸

的缺失、添加和/或取代。术语“多肽片段”是指与全长天然蛋白相比具有氨基末端缺失、羧

基末端缺失和/或中间缺失的多肽。所述片段还可含有与天然蛋白相比经修饰的氨基酸。在

某些实施方案中，片段长度为约5-500个氨基酸。例如，片段长度可为至少5、6、8、10、14、20、

50、70、100、110、150、200、250、300、350、400或450个氨基酸。有用的多肽片段包括抗体的免
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疫学功能片段，包括结合结构域。在PCSK9结合抗体情况下，有用的片段包括但不限于CDR

区、重链和/或轻链的可变结构域、抗体链的部分或仅其含两个CDR的可变区等。

[0187] 提及的术语“分离的蛋白”意指如下主题蛋白：(1)脱离通常与其一起存在的至少

某些其它蛋白的蛋白；(2)基本上脱离同一来源(例如来自同样的物种)的其它蛋白的蛋白；

(3)由来自不同物种的细胞表达的蛋白；(4)已经与和其天然结合的多核苷酸、脂类、糖类或

其它物质的至少约50％分开的蛋白；(5)与和其并不天然结合的多肽可操作地结合(通过共

价或非共价作用)的蛋白；或(6)非天然存在的蛋白。通常“分离的蛋白”构成既定样品的至

少约5％、至少约10％、至少约25％或至少约50％。基因组DNA、cDNA、mRNA或合成来源或其任

何组合的其它RNA可编码所述分离的蛋白。优选地，分离的蛋白基本上脱离在其天然环境中

存在的干扰其治疗、诊断、预防、研究或其它用途的蛋白或多肽或其它污染物。

[0188] 术语“氨基酸”包括其在本领域中的一般含义。

[0189] 多肽(例如抗原结合蛋白或抗体)的“变体”包含相对于另一多肽序列在氨基酸序

列中插入、缺失和/或取代一个或多个氨基酸残基的氨基酸序列。变体包括融合蛋白。

[0190] 术语“同一性”是指通过比对和比较序列而确定的两个或多个多肽分子或两个或

多个核酸分子序列之间的关系。“同一性百分率”意指被比较的分子内的氨基酸或核苷酸之

间相同残基的百分比，其基于被比较的大小最小的分子计算。对于这些计算，优选通过特定

的数学模型或计算机程序(即“算法”)来解决比对中的空位(如果存在的话)。可用于计算比

对的核酸或多肽同一性的方法包括如下文献中所述的方法：Computational  Molecular 

Biology(计算机化的分子生物学)，(Lesk，A.M.编辑)，1988，New  York：Oxford  University 

Press；Biocomputing  Informatics  and  Genome  Projects(生物计算信息学和基因组计

划)，(Smith，D .W .编辑)，1993，New  York：Academic  Press；Computer  Analysis  of 

Sequence  Data，Part  I(序列数据的计算机分析，第I部分)，(Griffin，A.M.和Griffin，

H.G.编辑)，1994，New  Jersey：Humana  Press；von  Heinje，G.，1987，Sequence  Analysis 

in  Molecular  Biology(分子生物学序列分析)，New  York：Academic  Press；Sequence 

Analysis  Primer(序列分析引物)，(Gribskov，M.和Devereux，J.编辑)，1991，New  York：

M.Stockton  Press；和Carillo等，1988，SIAM  J.Applied  Math.48：1073。

[0191] 在计算同一性百分率时，通常以得到序列之间的最大匹配的方式来比对待比较的

序列。可用于测定同一性百分率的计算机程序的一个实例为GCG程序包，其包括GAP

(Devereux等，1984，Nucl.Acid  Res.12：387；Genetics  Computer  Group，University  of 

Wisconsin，Madison，WI)。将计算机算法GAP用于比对待测定序列同一性百分比的两个多肽

或多核苷酸。根据其各自的氨基酸或核苷酸的最佳匹配对序列进行比对(由算法来确定“匹

配跨度(matched  span)”)。结合所述方法使用空位开放罚分(计算为3x平均对角线

(average  diagonal)，其中所述“平均对角线”为所用比较矩阵的对角线的平均值；所述“对

角线”为通过特定比较矩阵分配给每一完美的氨基酸匹配的分值或数值)和空位延伸罚分

(其通常为空位开放罚分的1/10倍)以及比较矩阵例如PAM  250或BLOSUM  62。在某些实施方

案中，所述算法也使用标准比较矩阵(对于PAM  250比较矩阵，参见Dayhoff等，1978，Atlas 

of  Protein  Sequence  and  Structure(蛋白序列和结构图集)，5：345-352；对于BLOSUM  62

比较矩阵，参见Henikoff等，1992，Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.89：10915-10919)。

[0192] 在用GAP程序测定多肽或核苷酸序列的同一性百分率中可采用的参数实例以下：
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[0193] ·算法：Needleman等，1970，J.Mol.Biol.48：443-453

[0194] ·比较矩阵：来自Henikoff等，1992，上述的BLOSUM  62

[0195] ·空位罚分：12(但对末端空位不罚分)

[0196] ·空位长度罚分：4

[0197] ·相似性阀值：0

[0198] 用于比对两个氨基酸序列的某些比对设计(alignment  scheme)可导致仅两个序

列的短区域匹配，即使在两个全长序列间没有显著的关系，这种小比对区也可具有极高的

序列同一性。因此，如果需要产生跨越靶标多肽的至少50个或其它数目的邻接氨基酸的比

对，则可调整所选择的比对方法(GAP程序)。

[0199] 本文所用的20种常规(例如天然存在的)氨基酸及其缩写遵循常规用法。参见

Immunology--A  Synthesis(免疫学-合成)(第2版，E.S.Golub和D.R.Gren，编辑，Sinauer 

Associates，Sunderland，Mass.(1991))，为任何目的其在此引作参考。20种常规氨基酸的

立体异构体(例如D-氨基酸)、非天然氨基酸例如α-，α-二取代的氨基酸、N-烷基氨基酸、乳

酸和其它非常规氨基酸也可为本发明多肽的合适组分。非常规氨基酸实例包括：4-羟基脯

氨酸、γ-羧基谷氨酸、g-N，N，N-三甲基赖氨酸、ε-N-乙酰基赖氨酸、O-磷酸丝氨酸、N-乙酰

基丝氨酸、N-甲酰基甲硫氨酸、3-甲基组氨酸、5-羟基赖氨酸、σ-N-甲基精氨酸和其它相似

的氨基酸和亚氨基酸(例如4-羟基脯氨酸)。在本文所用的多肽记号中，左手方向为氨基末

端方向，右手方向为羧基末端方向，与标准用法和习惯一致。

[0200] 同样地，除非另外说明，否则单链多核苷酸序列的左手端为5’端；双链多核苷酸序

列的左手方向被称为5’方向。将5’到3’方向添加新生RNA转录物称为转录方向；将具有与

RNA转录物相同序列且其5’为RNA转录物的5’端的DNA链上的序列区称为“上游序列”；将具

有与RNA转录物相同序列且其3’为RNA转录物的3’端的DNA链上的序列区称为“下游序列”。

[0201] 保守氨基酸取代可涵盖非天然存在的氨基酸残基，其通常通过化学肽合成而不是

通过生物系统合成而引入。它们包括肽模拟物和其它逆向或反向形式的氨基酸部分。

[0202] 可基于常规侧链性质将天然存在的残基分类：

[0203] 1)疏水：正亮氨酸、Met、Ala、Val、Leu、Ile；

[0204] 2)中性亲水：Cys、Ser、Thr、Asn、Gln；

[0205] 3)酸性：Asp、Glu；

[0206] 4)碱性：His、Lys、Arg；

[0207] 5)影响链方向的残基：Gly、Pro；和

[0208] 6)芳香族：Trp、Tyr、Phe。

[0209] 例如，非保守取代可涉及将这些类别之一的成员交换为另一类别的成员。所述被

取代的残基可例如引入到与非人抗体同源的人抗体的区域内，或引入到所述分子的非同源

区域内。

[0210] 根据某些实施方案，在改变抗原结合蛋白或PCSK9蛋白时，可考虑氨基酸的亲水性

指数(hydropathic  index)。基于每种氨基酸的疏水性及电荷性质指定其亲水性指数。它们

是：异亮氨酸(+4.5)；缬氨酸(+4.2)；亮氨酸(+3.8)；苯丙氨酸(+2.8)；半胱氨酸/胱氨酸(+

2.5)；甲硫氨酸(+1.9)；丙氨酸(+1.8)；甘氨酸(-0.4)；苏氨酸(-0.7)；丝氨酸(-0.8)；色氨

酸(-0.9)；酪氨酸(-1.3)；脯氨酸(-1.6)；组氨酸(-3.2)；谷氨酸(-3.5)；谷氨酰胺(-3.5)；
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天冬氨酸(-3.5)；天冬酰胺(-3.5)；赖氨酸(-3.9)；和精氨酸(-4.5)。

[0211] 氨基酸亲水性指数在赋予蛋白相互作用生物学功能中的重要性为本领域所了解。

Kyte等，J.Mol.Biol.，157：105-131(1982)。已知某些氨基酸可取代具有相似亲水性指数或

分值的其它氨基酸而仍保留相似的生物学活性。在某些实施方案中，在基于亲水性指数进

行改变时，包括亲水性指数在±2内的氨基酸的取代。在某些实施方案中，包括在±1内的氨

基酸的取代，在某些实施方案中，包括±0.5内的氨基酸的取代。

[0212] 本领域还了解，可基于亲水性进行相似氨基酸的有效取代，尤其是当藉此形成的

生物学功能蛋白或肽意欲用于如本例子一样的免疫学实施方案时。在某些实施方案中，由

其邻接的氨基酸的亲水性所决定的蛋白的最大局部平均亲水性与其免疫原性和抗原性(即

蛋白的生物学特性)相关。

[0213] 以下为给这些氨基酸残基分配的亲水性值：精氨酸(+3.0)；赖氨酸(+3.0)；天冬氨

酸(+3.0±1)；谷氨酸(+3.0±1)；丝氨酸(+0.3)；天冬酰胺(+0.2)；谷氨酰胺(+0.2)；甘氨酸

(0)；苏氨酸(-0.4)；脯氨酸(-0.5±1)；丙氨酸(-0.5)；组氨酸(-0.5)；半胱氨酸(-1.0)；甲

硫氨酸(-1.3)；缬氨酸(-1.5)；亮氨酸(-1.8)；异亮氨酸(-1.8)；酪氨酸(-2.3)；苯丙氨酸(-

2.5)和色氨酸(-3.4)。在某些实施方案中，在基于相似的亲水值进行改变时，包括亲水值在

±2内的氨基酸的取代，在某些实施方案中，包括在±1内的氨基酸的取代，而在某些实施方

案中，包括在±0.5内的氨基酸的取代。人们还可基于亲水性由一级氨基酸序列确定表位。

这些区域也被称为″表位核心区″。

[0214] 例示性氨基酸取代示于表1中

[0215] 表1

[0216] 氨基酸取代
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[0217]

[0218] 术语“衍生物”是指包括除氨基酸(或核酸)的插入、缺失或取代外的化学修饰的分

子。在某些实施方案中，衍生物包括共价修饰，其包括但不限于与聚合物、脂类或其它有机

或无机部分化学键合。在某些实施方案中，化学修饰的抗原结合蛋白可比未进行化学修饰

的抗原结合蛋白具有更长的循环半衰期。在某些实施方案中，化学修饰的抗原结合蛋白可

改进靶向所期需细胞、组织和/或器官的能力。在某些实施方案中，对衍生的抗原结合蛋白

进行共价修饰以使其包含一种或多种水溶性聚合连接物，其包括但不限于聚乙二醇、聚氧

乙二醇或聚丙二醇。参见例如美国专利第4,640,835号、第4,496,689号、第4,301,144号、第

4,670,417号、第4,791,192号和第4,179,337号。在某些实施方案中，衍生的抗原结合蛋白

包含一种或多种聚合物，其包括但不限于单甲氧基-聚乙二醇、葡聚糖、纤维素或基于其它

基于糖类的聚合物、聚-(N-乙烯吡咯烷酮)-聚乙二醇、丙二醇同聚物、环氧丙烷/环氧乙烷

共聚物、聚氧乙基化的多元醇(例如乙二醇)和聚乙烯醇以及所述聚合物的混合物。

[0219] 在某些实施方案中，用聚乙二醇(PEG)亚单位共价修饰衍生物。在某些实施方案

中，在一个或多个特定位置(例如在衍生物的氨基末端)键合一种或多种水溶性聚合物体。
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在某些实施方案中，将一种或多种水溶性聚合物随机连接到衍生物的一个或多个侧链上。

在某些实施方案中，将PEG用于改进抗原结合蛋白的治疗能力。在某些实施方案中，将PEG用

于改进人源化抗体的治疗能力。某些所述方法于例如美国专利第6,133,426号中论述，其为

任何目的在此引作参考。

[0220] 肽类似物通常在制药工业中用作与模板肽具有类似性质的非肽药物。这些类型的

非肽化合物称为“肽模拟物(peptide  mimetics或peptidomimetics)”。Fauchere，J .，

Adv .Drug  Res .，15：29(1986)；Veber&Freidinger，TINS，第392页(1985)；和Evans等，

J.Med.Chem.，30：1229(1987)，它们为任何目的在此引作参考。通常借助计算机分子建模开

发所述化合物。可将在结构上与治疗有用的肽相似的肽模拟物用于产生相似的治疗或预防

作用。肽模拟物在结构上通常与范例多肽(即具有生化性质或药理学活性的多肽)例如人抗

体相似，但有一个或多个肽键由本领域众所周知的方法任选被选自以下的连接(linkage)

取代：--CH2NH--、--CH2S--、--CH2-CH2--、--CH＝CH-(顺式及反式)、--COCH2--、--CH(OH)

CH 2--和--CH 2SO--。在某些实施方案中，可使用以同一类型的D-氨基酸系统取代

(systematic  substitution)共有序列的一个或多个氨基酸(例如D-赖氨酸取代L-赖氨酸)

以产生更稳定的肽。另外，可通过本领域已知方法产生包含共有序列或基本上同一的共有

序列变体的限制肽(Rizo和Gierasch，Ann.Rev.Biochem.，61：387(1992)，为任何目的其在

此引作参考)；例如，通过加入能够形成使肽环化的分子内二硫桥的内部半胱氨酸残基。

[0221] 在整篇本说明书中与生物学物质例如多肽、核酸、宿主细胞等联合使用的术语“天

然存在的”是指在自然界存在的物质或在自然界存在的物质的形式。

[0222] 本文所用“抗原结合蛋白”(“ABP”)意指结合特定靶标抗原的任何蛋白。在本申请

中，所述特定靶标抗原为PCSK9蛋白或其片段。“抗原结合蛋白”包括但不限于抗体及其结合

部分，例如免疫学功能片段。肽体(peptibody)为抗原结合蛋白的另一实例。本文所用术语

抗体或免疫球蛋白链(重链或轻链)抗原结合蛋白的“免疫学功能片段”(或简写成“片段”)，

是一类包含以下抗体部分(不管该部分是如何获得或合成的)的抗原结合蛋白：所述抗体部

分缺乏在全长链中存在的至少某些氨基酸但仍能够特异性结合抗原。所述片段在其结合靶

抗原方面具有生物学活性，并可与其它抗原结合蛋白(包括完整抗体)竞争结合既定的表

位。在某些实施方案中，所述片段为中和片段。在某些实施方案中，所述片段可封阻或降低

LDLR和PCSK9之间相互作用的可能性。在一个方面，所述片段将保留在全长轻链或重链中存

在的至少一个CDR，而在某些实施方案中，将包含单个重链和/或轻链或其部分。可通过重组

DNA技术产生这些生物学活性片段，或可通过酶学或化学裂解抗原结合蛋白(包括完整抗

体)来产生。具有免疫学功能的免疫球蛋白片段包括但不限于Fab、双抗体(重链可变结构域

与轻链可变结构域在同一多肽上，它们经由短得不允许同一链上的两个结构域之间配对的

短肽接头连接)、Fab’、F(ab’)2、Fv、结构域抗体和单链抗体，它们可来源于任何哺乳动物来

源，所述哺乳动物包括但不限于人、小鼠、大鼠、骆驼或兔。进一步涵盖的是，本文公开的抗

原结合蛋白的功能部分(例如一个或多个CDR)可共价连接第二蛋白或小分子，以形成针对

身体内特定靶标的治疗药物，所述治疗药物拥有双功能治疗特性或具有延长的血清半衰

期。如本领域技术人员所了解，抗原结合蛋白可包括非蛋白组分。在本发明某些章节中，本

文以“数字/字母/数字”(例如25A7)来阐述ABP实例。在这些情况下，确切名称表示特定的抗

体。也就是说，名为25A7的ABP不一定与名为25A7.1的抗体相同(除非在说明书中明确教导
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两者是一样的，例如25A7和25A7.3)。如本领域技术人员所了解，在某些实施方案中，LDLR不

是抗原结合蛋白。在某些实施方案中，LDLR的结合亚组(subsection)不是抗原结合蛋白，例

如EGFa。在某些实施方案中，其它分子不是抗原结合蛋白，在体内PCSK9通过所述其它分子

转导信号。所述实施方案将明确地被如此确定。

[0223] 某些本文所述的抗原结合蛋白为抗体或来源于抗体。在某些实施方案中，抗原结

合蛋白的多肽结构基于抗体，所述抗体分别包括但不限于单克隆抗体、双特异性抗体、微抗

体、结构域抗体、合成抗体(本文有时称为“抗体模拟物”)、嵌合抗体、人源化抗体、人抗体、

抗体融合体(本文有时称为“抗体缀合物”)及其片段。在某些实施方案中，ABP包含或由

avimer(紧密结合的肽)组成。这些不同的抗原结合蛋白在本文中进一步阐述。

[0224] “Fc”区包含两个含抗体CH1和CH2结构域的重链片段。所述两个重链片段通过两个

或多个二硫键并通过CH3结构域的疏水作用保持在一起。

[0225] “Fab片段”包含一条轻链和一条重链的CH1及可变区。Fab分子的重链不能与另一

重链分子形成二硫键。

[0226] “Fab’片段”包含一条轻链和含有VH结构域及CH1结构域还有CH1和CH2结构域之间

的区域的一条重链的部分，因此在两个Fab’片段的两条重链间可形成链间二硫键以形成F

(ab’)2分子。

[0227] “F(ab’)2片段”含有两条轻链和含有CH1和CH2结构域之间的恒定区的部分的两条

重链，由此在两条重链之间形成链间二硫键。因此F(ab’)2片段由通过两条重链之间的二硫

键保持在一起的两个Fab’片段组成。

[0228] “Fv区”包含来自重链和轻链二者的可变区，但缺乏恒定区。

[0229] “单链抗体”为Fv分子，其中重链和轻链可变区由弹性接头连接在一起以形成单多

肽链，从而形成抗原结合区。单链抗体详述于国际专利申请公开号WO  88/01649和美国专利

第4,946,778号及第5,260,203号中，它们的内容在此引作参考。

[0230] “结构域抗体”为只含有重链可变区或轻链可变区的具免疫学功能的免疫球蛋白

片段。在某些情况下，两个或多个VH区与肽接头共价连接以形成二价结构域抗体。二价结构

域抗体的这两个VH区可靶向相同或不同的抗原。

[0231] “二价抗原结合蛋白”或“二价抗体”包含两个抗原结合位点。在某些情况下，这两

个结合位点具有相同的抗原特异性。二价抗原结合蛋白及二价抗体可为双特异性，参见下

文。在某些实施方案中，与“多特异性”或“多功能”抗体不同，二价抗体通常意味着其各个结

合位点是相同的。

[0232] “多特异性抗原结合蛋白”或“多特异性抗体”为靶向不止一种抗原或表位的抗体。

[0233] “双特异性”、“双重特异性”或“双功能”抗原结合蛋白或抗体分别为具有两个不同

的抗原结合位点的杂合的抗原结合蛋白或抗体。双特异性抗原结合蛋白及抗体是一类多特

异性抗原结合蛋白抗体，其可通过多种方法制备，所述方法包括但不限于杂交瘤融合或

Fab’片段连接。参见例如Songsivilai和Lachmann，1990，Clin.Exp.Immunol.79：315-321；

Kostelny等，1992，J.Immunol.148：1547-1553。双特异性抗原结合蛋白或抗体的两个结合

位点将结合两种不同的表位，所述表位可位于相同或不同的蛋白靶标上。

[0234] 当解离常数(Kd)为≤10-7M时，认为抗原结合蛋白“特异性结合”其靶抗原。当Kd为

≤5x10-9M时，ABP以“高亲和力”特异性结合抗原，当Kd为≤5x10-10M时，以“极高亲和力”特异
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性结合抗原。在一个实施方案中，ABP具有≤10-9M的Kd。在一个实施方案中，解离速率为＜

1x10-5。在其它实施方案中，ABP将以约10-9M-10-13M的Kd结合人PCSK9，在又一实施方案中，

ABP将以≤5x10-10的Kd结合。如本领域技术人员所了解，在某些实施方案中，任何或所有抗

原结合片段可特异性结合PCSK9。

[0235] 当抗原结合蛋白结合一个靶标比其结合第二个靶标更紧密时，其为“选择性”抗原

结合蛋白。

[0236] “抗原结合区”意指特异性结合特定抗原的蛋白或蛋白部分(例如抗原互补位)。例

如，将含有与抗原作用的氨基酸残基并赋予抗原结合蛋白对该抗原的特异性及亲和力的抗

原结合蛋白部分称为“抗原结合区”。抗原结合区通常包括一个或多个“互补结合区”

(“CDR”)。某些抗原结合区也包括一个或多个“构架”区。“CDR”为提供抗原结合特异性和亲

和力的氨基酸序列。“构架(framework)”区可有助于维持CDR的合适构象以促进抗原结合区

和抗原之间的结合。构架区在结构上可位于抗体中的CDR之间。构架区和CDR区的实例示于

图2A-3D、3CCC-3JJJ和15A-15D中。在某些实施方案中，抗体3B6轻链的CDR序列如下：CDR1 

TLSSGYSSYEVD(SEQ  ID  NO：279)；CDR2  VDTGGIVGSKGE(SEQ  ID  NO：280)；CDR3 

GADHGSGTNFVVV(SEQ  ID  NO：281)，而FR如下：FR1  QPVLTQPLFASASLGASVTLTC(SEQ  ID  NO：

282)；FR2  WYQQRPGKGPRFVMR(SEQ  ID  NO：283)；FR3  GIPDRFSVLGSGLNRYLTIKNIQEEDESDYHC 

(SEQ  ID  NO：284)；和FR4  FGGGTKLTVL(SEQ  ID  NO：285)。

[0237] 在某些方面，提供结合PCSK9(例如人PCSK9)的重组抗原结合蛋白。在该情况下，

“重组抗原结合蛋白”为用重组技术(即通过本文所述重组核酸表达)制备的蛋白。用于制备

重组蛋白的方法和技术在本领域众所周知。

[0238] 术语“抗体”是指任何同种型的完整免疫球蛋白或其可与完整抗体竞争特异性结

合靶抗原的片段，并且包括例如嵌合抗体、人源化抗体、人全抗体和双特异性抗体。“抗体”

是一类抗原结合蛋白。完整抗体通常将包含至少两条全长重链和两条全长轻链，但在某些

情况下可包括较少的链，例如骆驼中天然存在的抗体可仅包含重链。抗体可仅来源于单一

来源，或可为“嵌合”的，也即抗体的不同部分可来源于两种不同的抗体，其在下文作进一步

阐述。可在杂交瘤中；通过重组DNA技术或通过酶学或化学裂解完整抗体，来产生抗原结合

蛋白、抗体或结合片段。除非另外指出，否则术语“抗体”除包括包含两条全长重链和两条全

长轻链的抗体外，还包括其衍生物、变体、片段和突变蛋白(mutein)，其实例如下所述。此

外，除非明确将其排除在外，否则抗体分别包括单克隆抗体、双特异性抗体、微抗体、结构域

抗体、合成抗体(本文有时称为“抗体模拟物”)、嵌合抗体、人源化抗体、人抗体、抗体融合体

(本文有时称为“抗体缀合物”)及其片段。在某些实施方案中，本术语还包括肽体。

[0239] 天然存在的抗体结构单元通常包含四聚体。每一四聚体通常由两个同样的多肽链

对组成，每一对具有一条全长“轻链”(在某些实施方案中，约25kDa)和一条全长“重链”(在

某些实施方案中，约50-70kDa)。每条链的氨基末端部分通常包含约100-110个或更多个氨

基酸的可变区，所述可变区通常负责抗原识别。每条链的羧基末端部分通常定义为可负责

效应功能的恒定区。人轻链通常分为κ和λ轻链。重链通常分为μ、δ、γ、α或ε链，并且抗体的

同种型分别定义为IgM、IgD、IgG、IgA和IgE。IgG有若干亚类，包括但不限于IgG1、IgG2、IgG3

和IgG4。IgM具有亚类，包括但不限于IgM1和IgM2。IgA同样被再分为亚类，包括但不限于

IgA1和IgA2。在全长轻链和重链内，通常可变区和恒定区由约12个或更多个氨基酸的“J”区
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连接，且重链还包括约10个以上氨基酸的“D”区。参见例如Fundamental  Immunology，Ch.7

(Paul，W.编辑，第二版，Raven  Press，N.Y .(1989))(其为所有目的以其整体在此引作参

考)。每一轻链/重链对的可变区通常形成抗原结合位点。

[0240] 可变区通常表现出由三个高变区连接的相对保守的构架区(FR)的相同的一般结

构，所述高变区也被称为互补决定区或CDR。通常通过构架区定位(align)来自每对的两条

链的CDR，所述CDR使得可结合特异性表位。两条轻链和重链可变区从N-末端到C-末端通常

包含结构域FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3和FR4。向每一结构域的氨基酸分配通常与如下

定义一致：Kabat  Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest(具有免疫学意义

的Kabat蛋白序列)(National  Institutes  of  Health，Bethesda，Md .(1987和1991))或

Chothia&Lesk，J .Mol .Biol .，196：901-917(1987)；Chothia等，Nature，342：878-883

(1989)。

[0241] 在某些实施方案中，在没有抗体轻链情况下，抗体重链结合抗原。在某些实施方案

中，在没有抗体重链情况下，抗体轻链结合抗原。在某些实施方案中，在没有抗体轻链情况

下，抗体结合区结合抗原。在某些实施方案中，抗体结合区在没有抗体重链情况下结合抗

原。在某些实施方案中，在没有其它可变区情况下，单独的可变区特异性结合抗原。

[0242] 在某些实施方案中，通过解决抗体结构和/或解决抗体-配体复合体结构，来完成

CDR的明确描述及包含抗体结合位点的残基的确定。在某些实施方案中，这可以通过本领域

技术人员已知的多种技术中的任何一种(例如X射线晶体学)来完成。在某些实施方案中，可

采用不同的分析来确定或粗略估计CDR区。所述方法实例包括但不限于Kabat定义、Chothia

定义、AbM定义和接触定义(contact  definition)。

[0243] Kabat定义为用于在抗体中为残基编号的标准，通常用于确定CDR区。参见例如

Johnson&Wu，Nucleic  Acids  Res .，28：214-8(2000)。Chothia定义与Kabat定义类似，但

Chothia定义考虑某些结构环区的位置。参见例如Chothia等，J.Mol .Biol .，196：901-17

(1986)；Chothia等，Nature，342：877-83(1989)。AbM定义使用由Oxford  Molecular  Group

制作的模仿抗体结构的整合的计算机程序组。参见例如Martin等，Proc  Natl  Acad  Sci

(USA)，86：9268-9272(1989)；“AbMTM，A  Computer  Program  for  Modeling  Variable 

Regions  of  Antibodies(AbMTM，用于为抗体可变区建模的计算机程序”Oxford，UK；Oxford 

Molecular，Ltd。AbM定义用已知数据库和从头开始法(ab  initio  method)由一级序列建立

抗体三级结构的模型，所述方法例如为在以下文献中所述的方法：Samudrala等，“Ab 

Initio  Protein  Structure  Prediction  Using  a  Combined  Hierarchical  Approach(用

联合的分级方法从头开始预测蛋白结构)”PROTEINS，Structure，Function  and  Genetics 

Suppl .，3：194-198(1999)。接触定义基于对有效的复合体晶体结构的分析。参见例如

MacCallum等，J.Mol.Biol.，5：732-45(1996)。

[0244] 按惯例，重链中的CDR区通常被称为H1、H2和H3，并且从氨基末端到羧基末端的方

向按顺序编号。轻链中的CDR区通常被称为L1、L2和L3，并且从氨基末端到羧基末端的方向

按顺序编号。

[0245] 术语“轻链”包括全长轻链及其具有足以赋予结合特异性的可变区序列的片段。全

长轻链包含可变区结构域VL和恒定区结构域CL。轻链的可变区结构域位于多肽的氨基末端。

轻链包括κ链和λ链。
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[0246] 术语“重链”包括全长重链及其具有足以赋予结合特异性的可变区序列的片段。全

长重链包含可变区结构域VH和三个恒定区结构域CH1、CH2和CH3。VH结构域位于多肽的氨基末

端，而CH结构域位于羧基末端，且CH3最接近多肽的羧基末端。重链可为任何同种型，包括IgG

(包括IgG1、IgG2、IgG3和IgG4亚型)、IgA(包括IgA1和IgA2亚型)、IgM和IgE。

[0247] 双特异性或双功能抗体通常为人工杂合抗体，其具有两个不同的重链/轻链对和

两个不同的结合位点。可通过多种方法(包括但不限于融合杂交瘤或连接Fab’片段)来制备

双特异性抗体，。参见例如Songsivilai等，Clin .Exp .Immunol .，79：315-321(1990)；

Kostelny等，J.Immunol.，148：1547-1553(1992)。

[0248] 某些哺乳动物种类还产生仅具有单一重链的抗体。

[0249] 每个单独的免疫球蛋白链通常由若干个“免疫球蛋白结构域”组成，每个免疫球蛋

白结构域由大约90-110个氨基酸组成并具有特有的折叠方式。这些结构域为组成抗体多肽

的基本单元。在人中，IgA和IgD同种型含有四条重链和四条轻链；IgG和IgE同种型含有两条

重链和两条轻链；而IgM同种型含有五条重链和五条轻链。重链C区通常包含一个或多个可

负责效应功能的结构域。重链恒定区结构域的数目将视同种型而定。例如，IgG重链含有三

个称为CH1、CH2和CH3的C区结构域。提供的抗体可具有任何这些同种型和亚型。在本发明某

些实施方案中，抗PCSK9抗体为IgG2或IgG4亚型。

[0250] 术语“可变区”或“可变结构域”是指抗体的轻链和/或重链的部分，通常包含重链

的大约120-130个氨基酸的氨基末端和轻链的约100-110个氨基酸的氨基末端。在某些实施

方案中，即使是在同一物种的抗体之间，不同的抗体可变区在氨基酸序列上广泛变化。抗体

可变区通常决定特定抗体针对其靶标的特异性。

[0251] 术语“中和抗原结合蛋白”或“中和抗体”分别指结合配体并防止或降低配体的生

物学作用的抗原结合蛋白或抗体。这可例如通过直接封阻配体上的结合位点或通过结合配

体并通过间接方式(例如配体的结构或能量改变)改变配体的结合能力来实现。在某些实施

方案中，该术语也可表示以下抗原结合蛋白：所述抗原结合蛋白防止与其结合的蛋白执行

生物学功能。在评估抗原结合蛋白(例如抗体或其免疫学功能片段)的结合情况和/或特异

性中，当过量的抗体降低结合到配体的结合配偶体的量至少约1-20、20-30％、30-40％、40-

50％、50-60％、60-70％、70-80％、80-85％、85-90％、90-95％、95-97％、97-98％、98-99％

或更多(根据体外竞争性结合测定所测量)时，抗体或片段可基本上抑制配体与其结合配偶

体的结合。在某些实施方案中，在PCSK9抗原结合蛋白情况下，所述中和分子可降低PCSK9结

合LDLR的能力。在某些实施方案中，经由竞争测定来表征和/或描述中和能力。在某些实施

方案中，中和能力以IC50或EC50值来描述。在某些实施方案中，ABP27B2、13H1、13B5和3C4为

非中和ABP，3B6、9C9和31A4为弱中和物(neutralizer)，表2中的其余的ABP为强中和物。在

某些实施方案中，通过结合PCSK9并防止PCSK9结合LDLR(或降低PCSK9结合LDLR的能力)来

实现抗体或抗原结合蛋白的中和作用。在某些实施方案中，通过结合PCSK9并同时仍使

PCSK9结合LDLR来实现抗体或ABP的中和作用，从而防止或降低PCSK9介导的LDLR的降解。因

此，在某些实施方案中，中和ABP或抗体可以仍然允许PCSK9/LDLR结合，但将防止(或降低)

随后的涉及PCSK9的LDLR降解。

[0252] 术语“靶标”是指能够被抗原结合蛋白结合的分子或分子部分。在某些实施方案

中，靶标可具有一个或多个表位。在某些实施方案中，靶标为抗原。在短语“抗原结合蛋白”
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中“抗原”的使用仅表示包含可被抗体结合的抗原的蛋白序列。在该情况下，所述蛋白不一

定是外源的或不一定能够诱导免疫反应。

[0253] 当术语“竞争”用于竞争相同表位的抗原结合蛋白(例如中和抗原结合蛋白或中和

抗体)的情况中时，意指在抗原结合蛋白之间竞争，其通过以下测定法来测定：在所述测定

法中，待检测的抗原结合蛋白(例如抗体或其免疫学功能片段)防止或抑制(例如降低)参考

抗原结合蛋白(例如配体或参考抗体)与共同抗原(例如PCSK9或其片段)的特异性结合。众

多类型的竞争性结合测定可用于确定一种抗原结合蛋白是否与另一种竞争，这些测定例

如：固相直接或间接放射免疫测定(RIA)、固相直接或间接酶免疫测定(EIA)、夹心竞争测定

(参见例如Stahli等，1983，Methods  in  Enzymology  9：242-253)；固相直接生物素-亲和素

EIA(参见例如Kirkland等，1986，J.Immunol.137：3614-3619)、固相直接标记测定、固相直

接标记夹心测定(参见例如Harlow和Lane，1988，Antibodies，A  Laboratory  Manual(抗体，

实验室手册)，Cold  Spring  Harbor  Press)；用I-125标记物的固相直接标记RIA(参见例如

Morel等，1988，Molec.Immunol.25：7-15)；固相直接生物素-亲和素EIA(参见例如Cheung，

等，1990，Virology  176：546-552)；和直接标记的RIA(Moldenhauer等，1990，

Scand .J.Immunol.32：77-82)。通常所述测定法涉及使用结合荷有未标记的检测抗原结合

蛋白及标记的参考抗原结合蛋白任一种的固态表面或细胞的纯化的抗原。通过测量在所测

抗原结合蛋白存在下结合固态表面或细胞的标记的量来测量竞争性抑制。通常所测抗原结

合蛋白过量存在。由竞争性测定(竞争抗原结合蛋白)鉴定的抗原结合蛋白包括：结合与参

考抗原结合蛋白同一表位的抗原结合蛋白；和结合充分接近参考抗原结合蛋白的结合表位

的邻近表位的抗原结合蛋白，所述两个表位在空间上互相妨碍发生结合。在本文实施例中

提供关于用于测定竞争性结合的方法的其它详细资料。通常当竞争的抗原结合蛋白过量存

在时，其将抑制(例如降低)至少40-45％、45-50％、50-55％、55-60％、60-65％、65-70％、

70-75％或75％或更多参考抗原结合蛋白与共同抗原的特异性结合。在某些情况下，结合被

抑制至少80-85％、85-90％、90-95％、95-97％或97％或更多。

[0254] 术语“抗原”是指能够被选择性结合剂例如抗原结合蛋白(包括例如抗体或其免疫

学功能片段)结合的分子或分子的部分。在某些实施方案中，能够将抗原用于动物以产生能

够结合该抗原的抗体。抗原可拥有能够与不同的抗原结合蛋白(例如抗体)作用的一个或多

个表位。

[0255] 术语“表位”包括能够被抗原结合蛋白(例如抗体或T-细胞受体)结合的任何决定

簇。表位为抗原区域，其被靶向该抗原的抗原结合蛋白结合，当抗原为蛋白时，其包含直接

与抗原结合蛋白接触的特定氨基酸。大部分情况下，表位位于蛋白上，但在某些情况下，可

位于其它种类的分子上，例如核酸。表位决定簇可包括分子的化学活性表面簇(grouping)，

例如氨基酸、糖侧链、磷酰基或磺酰基，并可具有特定的三维结构特点和/或特定的电荷特

点。通常对特定靶抗原具有特异性的抗体将优先识别蛋白和/或大分子复合混合物中的靶

抗原上的表位。

[0256] 本文所用“基本上纯”意指所述分子物质为所存在的占优的物质，也就是说，基于

摩尔计算，它比同一混合物中的任何其它单独物质都要丰富。在某些实施方案中，基本上纯

的分子为组合物，其中目标物质包含所有存在的大分子物质的至少50％(基于摩尔计算)。

在其它实施方案中，基本上纯的组合物将包含组合物中存在的所有大分子物质的至少
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80％、85％、90％、95％或99％。在其它实施方案中，将目标物质纯化到基本上同质，其中组

合物中的污染物质不能由常规检测方法检测到，因此组合物由单一的可检测的大分子物质

组成。

[0257] 本文所用术语“药剂”表示化学化合物、化学化合物的混合物、生物学大分子或由

生物学材料制备的提取物。

[0258] 本文所用术语“标记”或“标记的”是指例如通过掺入放射性标记的氨基酸，或连接

可通过标记的亲和素(例如含有可通过光学或比色方法检测的荧光标记或酶学活性的链霉

亲和素)检测的生物素部分的多肽，来掺入可检测的标记。在某些实施方案中，标记物或标

记也可为治疗剂。本领域已知并可使用各种标记多肽和糖蛋白的方法。用于多肽的标记物

实例包括但不限于以下：放射性同位素或放射性核素(例如3H、14C、15N、35S、90Y、99Tc、111In、
125I、131I)、荧光标记(例如FITC、罗丹明、lanthanide  phosphors)、酶标记物(例如辣根过氧

化物酶、β-半乳糖苷酶、荧光素酶、碱性磷酸酶)、化学发光体、生物素基团、由第二报告物

(例如亮氨酸拉链对序列、第二抗体结合位点、金属结合结构域、表位标签)识别的预定的多

肽表位。在某些实施方案中，由不同长度的间隔臂来连接标记物以减少潜在的空间障碍。

[0259] 本文所用术语“生物学样品”包括但不限于来自活体生物或原来是活体生物的任

何量的物质。所述活体生物包括但不限于人、小鼠、猴、大鼠、兔和其它动物。所述物质包括

但不限于血液、血清、尿液、细胞、器官、组织、骨、骨髓、淋巴结及皮肤。

[0260] 本文所用术语“药用物质组合物”(或药剂或药物)是指当将其适当地给予患者时

能够诱导所期需的治疗效果的化学化合物、组合物、药剂或药物。其不一定需要超过一种类

型的成分。

[0261] 术语“治疗有效量”是指确定在哺乳动物中产生治疗反应的PCSK9抗原结合蛋白的

量。所述治疗有效量易于由本领域一般技术人员确定。

[0262] 本文所用术语“调节物”为改变或更改分子活性或功能的化合物。例如，调节物可

引起分子的某些活性或功能的大小与在没有调节物时所观察到的活性或功能的大小相比

增加或降低。在某些实施方案中，调节物为抑制物，其降低分子的至少一种活性或功能的大

小。所述分子的某些例示性活性和功能包括但不限于结合亲和力、酶学活性和信号转导。某

些例示性抑制物包括但不限于蛋白、肽、抗体、肽体、糖类或小有机分子。肽体阐述于例如美

国专利第6,660,843号(对应于PCT申请第WO  01/83525号)。

[0263] 术语“患者”和“受治疗者”可互换使用，包括人和非人动物受治疗者以及患有正式

确诊的疾病的对象、患未被正式确定的疾病的对象、接受医学治疗的对象、有发展疾病风险

的对象等。

[0264] 术语“治疗(treat及treatment)”包括治疗性治疗、预防性治疗及在降低受治疗者

发展疾病的风险或其它风险因素中的应用。治疗不需要完全治愈疾病，而是包括在其中减

轻症状或减轻潜在风险因素的实施方案。

[0265] 术语“预防”不需要100％消除事件的可能性。更准确地说，它表示在所述化合物或

方法存在下事件发生的可能性降低了。

[0266] 可将标准技术用于重组DNA、寡核苷酸合成和组织培养及转化(例如电穿孔、脂质

转染)。可按照厂商说明书来实施酶学反应及纯化技术，或根据本领域通用的方法来完成或

如本文所述进行。通常可按照本领域众所周知的常规方法，以及阐述于在本说明书中各处
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引用并讨论的各种一般性及更特定的参考文献，来实施前述技术和方法。参见例如

Sambrook等，Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual(分子克隆：实验室手册)(第2版，

Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，Cold  Spring  Harbor，N.Y.(1989))，其为任何目

的在此引作参考。除非提供明确定义，否则所使用的与本文所述的分析化学、合成有机化学

及医药和制药化学相关的术语及实验方法和技术为本领域众所周知并在本领域常常使用。

可将标准技术用于化学合成、化学分析、药物制备、配制及递送和治疗患者。

[0267] 针对PCSK9的抗原结合蛋白

[0268] 前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶kexin  9型(PCSK9)是丝氨酸蛋白酶，其参与调节低

密度脂蛋白受体(LDLR)蛋白的水平(Horton等，2007；Seidah和Prat，2007)。PCSK9是丝氨酸

蛋白酶的枯草杆菌蛋白酶(S8)家族中的激素原-前蛋白转化酶(Seidah等，2003)。例示性的

人PCSK9氨基酸序列示于图1A(以下划线来描述蛋白的“前”结构域)和图1B(以粗体来描述

信号序列，以下划线来描述前域)中的SEQ  ID  NO：1和3。例示性人PCSK9编码序列如SEQ  ID 

NO：2(图1B)所示。如本文所述，PCSK9蛋白还可包括全长PCSK9蛋白片段。最近由两个小组

(Cunningham等，Nature  Structural&Molecular  Biology，2007，和Piper等，Structure，

15：1-8，2007)解析了PCSK9蛋白的结构，两篇文章的整体内容都在此引作参考。PCSK9包括

信号序列、N-末端前域、枯草杆菌蛋白酶样催化结构域和C-末端结构域。

[0269] 本文提供结合PCSK9(包括人PCSK9)的抗原结合蛋白(ABP)。在某些实施方案中，提

供的抗原结合蛋白为本文所述包含一个或多个互补决定区(CDR)的多肽。在某些抗原结合

蛋白中，CDR被包埋在“构架”区内，所述构架区定位CDR以便获得适当的CDR抗原结合特性。

在某些实施方案中，本文提供的抗原结合蛋白可干扰、封阻、降低或调整PCSK9和LDLR之间

的相互作用。可将所述抗原结合蛋白表示为“中和”。在某些实施方案中，即使抗原结合蛋白

是中和蛋白并结合PCSK9，PCSK9和LDLR之间的结合仍可发生。例如，在某些实施方案中，ABP

防止或降低PCSK9对LDLR的不良影响而不封阻PCSK9上的LDLR结合位点。因此，在某些实施

方案中，ABP调节或改变了PCSK9导致LDLR降解的能力，而不防止PCSK9和LDLR之间的结合作

用。所述ABP可被明确地阐述为“非竞争性中和”ABP。在某些实施方案中，中和性ABP以防止

PCSK9与LDLR结合的位置和/或方式结合PCSK9。所述ABP可被明确地阐述为“竞争性中和”

ABP。以上两种中和物都可导致在受治疗者中存在更大量的游离LDLR，其导致更多的LDLR结

合LDL(藉此降低受治疗者中LDL的量)。进而导致受治疗者中血清胆固醇量降低。

[0270] 在某些实施方案中，本文提供的抗原结合蛋白能够抑制PCSK9介导的活性(包括结

合)。在某些实施方案中，结合这些表位的抗原结合蛋白抑制(还有其它作用)PCSK9和LDLR

之间的相互作用及由PCSK9介导的其它生理作用。在某些实施方案中，抗原结合蛋白为针对

PCSK9的人(例如全人)抗体。

[0271] 在某些实施方案中，ABP结合PCSK9的催化结构域。在某些实施方案中，ABP结合

PCSK9的成熟形式。在某些实施方案中，ABP结合PCSK9的前域。在某些实施方案中，ABP选择

性结合PCSK9的成熟形式。在某些实施方案中，ABP以使PCSK9不能结合或不能有效结合LDLR

的方式结合催化结构域。在某些实施方案中，抗原结合蛋白不结合催化结构域的c-末端。在

某些实施方案中，抗原结合蛋白不结合催化结构域的n-末端。在某些实施方案中，ABP不结

合PCSK9蛋白的n-或c-末端。在某些实施方案中，ABP结合被本文所述抗体结合的任何一种

表位。在某些实施方案中，这可通过本文公开抗体和其它抗体之间的竞争性测定来确定。在
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某些实施方案中，ABP结合由表2所述抗体之一结合的表位。在某些实施方案中，抗原结合蛋

白结合PCSK9的特定构象状态以便防止PCSK9与LDLR作用。在某些实施方案中，ABP结合

PCSK9的V结构域。在某些实施方案中，ABP结合PCSK9的V结构域并防止(或减少)PCSK9与

LDLR结合。在某些实施方案中，ABP结合PCSK9的V结构域，同时不防止(或减少)PCSK9与LDLR

结合，ABP防止或降低通过PCSK9介导的对LDLR的有害活性。

[0272] 本文公开的抗原结合蛋白具有多种用途。例如，某些抗原结合蛋白可用于：特异性

结合测定；PCSK9(尤其是人PCSK9或其配体)的亲和纯化；和用于鉴定PCSK9活性的其它拮抗

剂的筛选测定。某些抗原结合蛋白可用于抑制PCSK9与LDLR的结合或抑制PCSK9介导的活

性。

[0273] 如本文所述，抗原结合蛋白可用于多种治疗应用。例如，在某些实施方案中，PCSK9

抗原结合蛋白可用于治疗与PCSK9相关联的病症，例如胆固醇相关疾病(或“血清胆固醇相

关疾病”)，例如高胆固醇血症，其如本文进一步所述。抗原结合蛋白的其它用途包括例如：

PCSK9相关联的疾病或病症的诊断及筛选测定以确定是否存在PCSK9。本文所述的某些抗原

结合蛋白用于治疗与PCSK9活性有关联的后果、症状和/或病理。

[0274] 在某些实施方案中，所提供的抗原结合蛋白包含一个或多个CDR(例如1、2、3、4、5

或6个CDR)。在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含(a)多肽结构和(b)被插入和/或连接到

多肽结构的一个或多个CDR。多肽结构可采取多种不同的形式。例如，它可以是或包含天然

存在的抗体或其片段或变体的构架，或可在性质上为完全合成的。各种多肽结构实例在下

文作进一步阐述。

[0275] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白的多肽结构为抗体，或来源于抗体，它们分别包

括但不限于单克隆抗体、双特异性抗体、微抗体、结构域抗体、合成抗体(本文有时称为“抗

体模拟物”)、嵌合抗体、人源化抗体、抗体融合体(有时被称为“抗体缀合物”)和每一种的部

分或片段。在某些情况下，抗原结合蛋白为抗体的免疫片段(例如Fab、Fab’、F(ab’)2或

scFv)。在本文中进一步阐述并定义各种结构。

[0276] 本文提供的某些抗原结合蛋白特异性和/或选择性结合人PCSK9。在某些实施方案

中，抗原结合蛋白特异性和/或选择性结合具有SEQ  ID  NO：3的153-692位残基和/或由其组

成的人PCSK9蛋白。在某些实施方案中，ABP特异性和/或选择性结合具有SEQ  ID  NO：3的31-

152位残基和/或由其组成的人PCSK9蛋白。在某些实施方案中，ABP选择性结合在图1A(SEQ 

ID  NO：1)中描述的人PCSK9蛋白。在某些实施方案中，抗原结合蛋白特异性结合含或不含信

号序列的PCSK9蛋白的至少片段和/或全长PCSK9蛋白。

[0277] 在其中抗原结合蛋白用于治疗性应用的实施方案中，抗原结合蛋白可抑制、干扰

或调节PCSK9的一种或多种生物学活性。在一个实施方案中，抗原结合蛋白特异性结合人

PCSK9，和/或基本上抑制人PCSK9与LDLR结合的至少约20％-40％、40-60％、60-80％、80-

85％或更多(例如，通过测定体外竞争性结合测定中的结合情况)。本文提供的某些抗原结

合蛋白为抗体。在某些实施方案中，ABP具有小于10-7、10-8、10-9、10-10、10-11、10-12、10-13M的

Kd(结合更紧密)。在某些实施方案中，ABP具有用于封阻LDLR与PCSK9(D374Y，高亲和力变

体)结合的以下的IC50：小于1uM、1000nM-100nM、100nM-10nM、10nM-1nM、1000pM-500pM、

500pM-200pM、小于200pM、200pM-150pM、200pM-100pM、100pM-10pM、10pM-1pM。

[0278] 本发明抗PCSK9抗体的IgG2重链恒定结构域的一个实例具有SEQ  ID  NO：154所示
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的氨基酸序列(图3KK)。

[0279] 本发明抗PCSK9抗体的IgG4重链恒定结构域的一个实例具有SEQ  ID  NO：155所示

的氨基酸序列(图3KK)。

[0280] 抗PCSK9抗体的κ轻链恒定结构域的一个实例具有SEQ  ID  NO：157所示的氨基酸序

列(图3KK)。

[0281] 抗PCSK9抗体的λ轻链恒定结构域的一个实例具有SEQ  ID  NO：156所示的氨基酸序

列(图3KK)。

[0282] 免疫球蛋白链的可变区通常表现出相同的总体结构，包含由三个高变区连接的相

对保守的构架区(FR)，其更通常被称为“互补决定区”或CDR。来自上述每一对重链/轻链的

两条链的CDR通常由构架区定位，以形成与靶标蛋白(例如PCSK9)上的特定表位特异性结合

的结构。天然存在的轻链和重链可变区二者都通常从N-末端到C-末端符合以下这些元件的

次序：FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3和FR4。设计编号系统用于给占有各个所述结构域中的

位置的氨基酸分配编号。该编号系统在以下文献中定义：Kabat  Sequences  of  Proteins 

of  Immunological  Interest(具有免疫学意义的Kabat蛋白序列)(1987和1991，NIH，

Besda，MD)或Chothia&Lesk，1987，J.Mol .Biol .196：901-917；Chothia等，1989，Nature 

342：878-883。

[0283] 本文提供各种重链和轻链可变区，并阐述于图2A-3JJ和3LL-3BBB中。在某些实施

方案中，可将这些可变区每一个连接到上述重链和轻链恒定区以分别形成完整的抗体重链

和轻链。另外，可联合每一个由此产生的重链和轻链序列以形成完整的抗体结构。

[0284] 所提供的抗体的轻链和重链可变区中的某些特定实例及其相应的氨基酸序列概

述于表2中。

[0285] 表2

[0286] 例示性重链和轻链可变区
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[0287]

[0288] 同样，可让表2所列的每一个例示性可变重链与表2所示的任何例示性可变轻链联

合，以形成抗体。表2出示了在本文公开的若干抗体中存在的例示性轻链和重链配对。在某

些情况下，抗体包含来自表2所列的至少一个可变重链和一个可变轻链。在其它情况下，抗

体含有两条同样的轻链和两条同样的重链。举例而言，抗体或抗原结合蛋白可包含一条重

链和一条轻链、两条重链或两条轻链。在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含(和/或由其组

成)来自表2所列序列的至少一种中的1、2和/或3条重链和/或轻链的CDR(序列的CDR概述于

图2A-3D中，其它实施方案概述于图3CCC-3JJJ和15A-15D中)。在某些实施方案中，所有6个

CDR(来自轻链的CDR1-3(CDRL1、CDRL2、CDRL3)和来自重链的CDR1-3(CDRH1、CDRH2和

CDRH3))都为ABP的部分。在某些实施方案中，ABP中包含1、2、3、4、5或更多个CDR。在某些实

施方案中，在ABP中包含来自表2的序列中的CDR的一个重链CDR和一个轻链CDR(表2的序列

中的CDR概述于图2A-3D)。在某些实施方案中，ABP中也包含另外部分(例如在图2A-2D、3A-
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3D中所述，其它实施方案在3CCC-3JJJ和15A-15D中所述)。表2中所述重链和轻链的CDR和FR

实例概述于图2A-3D中(其它实施方案概述于图3CCC-3JJJ和15A-15D中)。任选轻链可变序

列(包括CDR1、CDR2、CDR3、FR1、FR2、FR3和FR4)可选自以下：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、37、38、39、40、42、44和46。任选重链可变

序列(包括CDR1、CDR2、CDR3、FR1、FR2、FR3和FR4)可选自以下：74、85、71、72、67、87、58、52、

51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、77、78、83、69、81和60。在图2A-

3D的某些条目中，确定了CDR和FR的序列变化或备选的边界。这些备选序列在ABP名称后加

v1以供识别。因为这些备选序列大部分实际上很小，所以在表中仅展示了有差异的部分。应

该理解，所述轻链或重链的其余部分与在其它组中所示的基本ABP相同。因此，例如图2C中

的19H9v1具有与图2A中的19H9相同的FR1、CDR1和FR2，唯一的差别在图2C中指出。对于三个

核酸序列(ABP  26E10、30B9和31B12)而言，图中提供另外的备选核酸序列。如本领域技术人

员所了解，只有一个所述序列确实需要用于产生抗体或ABP。实际上，在某些实施方案中，特

定的重链或轻链核酸中仅需要一条存在，或两条都不必存在。

[0289] 在某些实施方案中，由可编码表2中的任何蛋白序列的核酸序列编码ABP。

[0290] 在某些实施方案中，ABP选择性结合结合LDLR的PCSK9形式(例如分子的自我催化

形式)。在某些实施方案中，抗原结合蛋白不结合催化结构域的c-末端(例如c-末端的5、5-

10、10-15、15-20、20-25、25-30、最多30-40个氨基酸)。在某些实施方案中，抗原结合蛋白不

结合催化结构域的n-末端(例如n-末端的5、5-10、10-15、15-20、20-25、25-30、最多30-40个

氨基酸)。在某些实施方案中，ABP结合PCSK9成熟形式的1-100位氨基酸内的氨基酸。在某些

实施方案中，ABP结合31-100、100-200、31-152、153-692、200-300、300-400、452-683、400-

500、500-600、31-692、31-449和/或600-692位氨基酸内(和/或由所述氨基酸序列组成)的

氨基酸。在某些实施方案中，ABP结合催化结构域。在某些实施方案中，中和ABP和/或非中和

ABP结合前域。在某些实施方案中，ABP既结合催化结构域又结合前域。在某些实施方案中，

ABP结合催化结构域以使与前域相互作用的催化结构域上的区域阻塞。在某些实施方案中，

ABP在Piper等所述(Structure  15：1-8(2007)，其整体在此引作参考，包括其中的结构描

述)的与前域作用的位置或表面结合催化结构域。在某些实施方案中，ABP结合催化结构域

并限制前域的移动。在某些实施方案中，ABP结合催化结构域而不结合前域。在某些实施方

案中，ABP结合催化结构域，不结合前域，同时防止前域重新定位而使PCSK9与LDLR结合。在

某些实施方案中，ABP结合与Piper等中的前域的149-152位残基周围的表位相同的表位。在

某些实施方案中，ABP结合V结构域上的沟槽(如Piper等所述)。在某些实施方案中，ABP结合

最接近V结构域上的沟槽的富组氨酸段。在某些实施方案中，所述抗体(结合V结构域)不是

中和抗体。在某些实施方案中，结合V结构域的抗体是中和抗体。在某些实施方案中，中和

ABP防止PCSK9与LDLR结合。在某些实施方案中，中和ABP虽然防止PCSK9降解LDLR但不防止

PCSK9与LDLR结合(例如，ABP  31A4)。在某些实施方案中，ABP结合或封阻至少一个Piper等

论文中的图4所述组氨酸。在某些实施方案中，ABP封阻PCSK9中的催化三联体。

[0291] 在某些实施方案中，相对于野生型PCSK9，抗体选择性结合变体PCSK9蛋白例如

D374Y。在某些实施方案中，这些抗体结合变体的强度是结合野生型的强度的至少2倍，并优

选结合突变体的强度是结合野生型的强度的2-5、5-10、10-100、100-1000、1000-10,000倍

或更多倍(如经由Kd所测量)。在某些实施方案中，相对于野生型PCSK9与LDLR作用的能力，
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抗体选择性抑制变体D374Y  PCSK9与LDLR的相互作用。在某些实施方案中，这些抗体封阻变

体结合LDLR的能力比封阻野生型结合LDLR的能力更强，例如前者是后者的2倍，并优选前者

是后者的2-5、5-10、10-100、100-1000倍或更多(如经由IC50所测量)。在某些实施方案中，抗

体以相似水平结合并中和野生型PCSK9和变体形式的PCSK9(例如D374Y)二者。在某些实施

方案中，抗体结合PCSK9以防止LDLR变体与PCSK9结合。在某些实施方案中，LDLR变体与人

LDLR具有至少50％同一性。应该指出，LDLR变体为本领域技术人员已知(例如Brown  MS等，

“Calcium  cages，acid  bahs  and  recycling  receptors(钙笼、酸浴和再循环受体)”

Nature  388：629-630，1997)。在某些实施方案中，ABP可提高异质杂合家族性高胆固醇血症

(heterozygote  familial  hypercholesterolemia)(其中存在失去功能的LDLR变体)中有

效LDLR的水平。

[0292] 在某些实施方案中，ABP结合(但不封阻)具有与图1A和/或图1B所述的PCSK9形式

至少50％、50-60、60-70、70-80、80-90、90-95、95-99或更大同一性百分率的PCSK9变体。在

某些实施方案中，ABP结合(但不封阻)具有与图1A和/或图1B所述的PCSK9成熟形式至少

50％、50-60、60-70、70-80、80-90、90-95、95-99或更大同一性百分率的PCSK9变体。在某些

实施方案中，ABP结合并防止具有与图1A和/或图1B所述的PCSK9形式至少50％、50-60、60-

70、70-80、80-90、90-95、95-99或更大同一性百分率的PCSK9变体与LDLR作用。在某些实施

方案中，ABP结合并防止具有与图1B所述的PCSK9的成熟形式至少50、50-60、60-70、70-80、

80-90、90-95、95-99或更大同一性百分率的PCSK9变体与LDLR作用。在某些实施方案中，

PCSK9变体为人变体，例如在474、E620G和/或E670G位置的变体。在某些实施方案中，474位

的氨基酸为缬氨酸(如在另外的人中)或苏氨酸(如在猕猴和小鼠中)。根据本文提供的交叉

反应数据，认为本发明抗体将易于结合以上变体。

[0293] 在某些实施方案中，ABP结合被表2中所述抗体之一结合的表位。在某些实施方案

中，抗原结合蛋白结合PCSK9的特定构象状态，以防止PCSK9与LDLR作用。

[0294] 人源化抗原结合蛋白(例如抗体)

[0295] 如本文所述，针对PCSK9的抗原结合蛋白可包含人源化抗体和/或其部分。所述策

略的重要实际应用为小鼠体液免疫系统的“人源化”。

[0296] 在某些实施方案中，人源化抗体在人中基本上无免疫原性。在某些实施方案中，人

源化抗体与其所来源于的另一物种的抗体基本上有同样的对靶标的亲和力。参见例如美国

专利5,530,101、美国专利5,693,761、美国专利5,693,762、美国专利5,585,089。

[0297] 在某些实施方案中，鉴定了可被修饰但不降低抗原结合结构域的天然亲和力同时

降低其免疫原性的抗体可变结构域的氨基酸。参见例如美国专利5,766,886和5,869,619。

[0298] 在某些实施方案中，通常设计通过本领域已知方法对抗体的修饰，来实现增加对

靶标的结合亲和力和/或降低抗体在受治疗者中的免疫原性。在某些实施方案中，为了提高

抗体对其相关抗原的亲和力，修饰人源化抗体以消除糖基化位点。参见例如Co等，

Mol.Immunol.，30：1361-1367(1993)。在某些实施方案中，将诸如“重构(reshaping)”、“嵌

合(hyperchimerization)”或“覆盖(veneering)/再表面化(resurfacing)”等技术用于制

备人源化抗体。参见例如Vaswami等，Annals  of  Allergy，Asthma，&Immunol .81：105

(1998)；Roguska等，Prot.Engineer.，9：895-904(1996)；和美国专利第6,072,035号。在某

些所述实施方案中，所述技术通常通过减少外源残基数目来降低抗体免疫原性，但不防止
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在重复给予所述抗体后的抗独特性反应和抗异型反应。用于降低免疫原性的某些其它方法

阐述于例如Gilliland等，J.Immunol.，62(6)：3663-71(1999)中。

[0299] 在某些情况下，人源化抗体导致抗原结合能力丢失。在某些实施方案中，人源化抗

体为“回复突变”。在某些所述实施方案中，让人源化抗体突变，使其包含在供体抗体中存在

的一个或多个氨基酸残基。参见例如Saldanha等，Mol  Immunol  36：709-19(1999)。

[0300] 在某些实施方案中，可将针对PCSK9的抗体的轻链和重链可变区的互补决定区

(CDR)移植到来自相同或另外物种的构架区(FR)。在某些实施方案中，可将针对PCSK9的抗

体的轻链和重链可变区的CDR移植到人共有FR。在某些实施方案中，为了产生人共有FR，将

来自若干人重链或轻链氨基酸序列的FR进行比对，以确定共有区氨基酸序列。在某些实施

方案中，针对PCSK9的抗体的轻链和重链FR被来自不同的重链或轻链的FR置换。在某些实施

方案中，针对PCSK9的抗体的重链和轻链FR中的稀有氨基酸可不被置换，而其余的FR氨基酸

被置换。稀有氨基酸为位于其在FR中通常不存在的位置的特殊氨基酸。在某些实施方案中，

来自针对PCSK9的抗体的移植可变区可与不同于针对PCSK9的抗体的恒定区的恒定区一起

使用。在某些实施方案中，移植的可变区为单链Fv抗体的部分。CDR移植阐述于例如如下文

献中：美国专利第6,180,370号、第6,054,297号、第5,693,762号、第5,859,205号、第5,693,

761号、第5,565,332号、第5,585,089号和第5,530,101号；和Jones等，Nature，321：522-525

(1986)；Riechmann等，Nature，332：323-327(1988)；Verhoeyen等，Science，239：1534-1536

(1988)，Winter，FEBS  Letts.，430：92-94(1998)，它们为任何目的在此引作参考。

[0301] 人抗原结合蛋白(例如抗体)

[0302] 如本文所述，结合PCSK9的抗原结合蛋白可包括人(即全人)抗体和/或其部分。在

某些实施方案中，提供编码重链和轻链免疫球蛋白分子的核苷酸序列及包含所述蛋白分子

的氨基酸序列(特别是对应于可变区的序列)。在某些实施方案中，提供对应于互补决定区

(CDR)(具体而言为CDR1到CDR3)的序列。根据某些实施方案，提供表达所述免疫球蛋白分子

的杂交瘤细胞系。根据某些实施方案，提供表达所述单克隆抗体的杂交瘤细胞系。在某些实

施方案中，杂交瘤细胞系选自表2所述的至少一种细胞系，例如21B12、16F12和31H4。在某些

实施方案中，提供针对人PCSK9的纯化的人单克隆抗体。

[0303] 人们可用人Ig基因座大片段对不能产生小鼠抗体的小鼠品系进行遗传改造，预测

所述小鼠在缺乏小鼠抗体的情况下是否将会产生人抗体。大的人Ig片段可保留大的可变基

因多样性以及对抗体产生及表达的适当调节。通过利用所述小鼠作为抗体多样化和选择及

缺乏对人蛋白的免疫耐受性的工具(machinery)，在这些小鼠品系中重新产生的人抗体库

可产生针对任何目的抗原(包括人抗原)的高亲和力的人全抗体。可用杂交瘤技术产生并挑

选具有所期需的特异性的抗原特异性人Mab。某些例示性方法阐述于WO  98/24893、美国专

利第5,545,807号、EP  546073和EP  546073中。

[0304] 在某些实施方案中，人们可使用来自于不同于人的物种的恒定区以及人可变区。

[0305] 在酵母菌人工染色体(YAC)中克隆并重建巨碱基大小的人基因座(megabase 

sized  human  loci)并将其引入小鼠种系的能力，提供了阐明极大型或粗略作图的基因座

的功能性组分的方法，以及产生有用的人类疾病模型方法。此外，将所述技术用于用人基因

座取代小鼠基因座，使得可了解发育期间人基因产物的表达及调控、其与其它系统之间的

联系及其参与疾病诱导和进展。
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[0306] 人抗体避免了与具有鼠或大鼠可变区和/或恒定区的抗体有关的问题。所述来源

于鼠或大鼠的蛋白的存在可导致快速清除抗体，或可导致患者产生针对抗体的免疫应答。

为了避免利用来源于鼠或大鼠的抗体，可通过将功能性人抗体基因座引入到啮齿动物、其

它哺乳动物或动物以使所述啮齿动物、其它哺乳动物或动物产生人全抗体来制备人全抗

体。

[0307] 人源化抗体为虽然从含有不属于人的抗体氨基酸序列开始但有至少若干这些非

人抗体氨基酸序列被人抗体序列置换的抗体。这与人抗体形成对照，所述人抗体人的基因

编码(或能够由其编码)。

[0308] 抗原结合蛋白变体

[0309] 提供的其它抗体为由表2所示的可变重链及可变轻链组合或亚部分形成的上文列

举ABP变体，其包含各自与表2序列(全序列或序列亚部分，例如一个或多个CDR)的氨基酸序

列具有以下同一性的可变轻链和/或可变重链：至少50％、50-60、60-70、70-80％、80-85％、

85-90％、90-95％、95-97％、97-99％或超过99％。在某些情况下，所述抗体包括至少一条重

链和一条轻链，然而在其它情况下，变体形式含有两条同样的轻链和两条同样的重链(或其

亚部分)。在某些实施方案中，为了通过观察影响结合的变化和似乎不影响结合的变化来确

定可被修饰的抗体部分，可使用图2A-3D(及13A-13J和其它实施方案中的15A-15D)中的序

列比较。例如，通过比较相似的序列，人们可确定那些可被修饰的部分(例如特定氨基酸)及

确定如何修饰它们使其仍保留(或改进)ABP功能。在某些实施方案中，ABP变体包括那些共

有簇(consensus  group)及在图13A、13C、13F、13G、13H、13I和/或13J中描述的序列，在图中

被确定为可变的位置处允许变化。基于以下方法的混合组合来确定图13A、13C、13F和13G所

示的CDR：Chothia法(基于结构环区位置，参见例如“Standard  conformations  for  the 

canonical  structures  of  immunoglobulins(免疫球蛋白的公认结构的标准构象)，”

Bissan  Al-Lazikani，Arthur  M.Lesk和Cyrus  Chothia，Journal  of  Molecular  Biology，

273(4)：927-948，11月7日(1997))和Kabat法(基于序列变化性，参见例如，Sequences  of 

Proteins  of  Immunological  Interest(具有免疫学意义的蛋白序列)，第5版。NIH 

Publication  No.91-3242，Kabat等，(1991))。由任一种方法所测定的每一残基都包括在

CDR残基的最后列表中(示于图13A、13C、13F和13G中)。图13H、13I和13J中的CDR仅通过

Kabat法得到。除非另外说明，否则图13H-13J中确定的共有序列、CDR和FR将界定并决定图

13中的所引用ABP的标示CDR和FR。

[0310] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含含可变区的重链，所述可变区包含具有与

选自以下的序列中的至少一种的氨基酸序列至少90％同一性的氨基酸序列：SEQ  ID  NO：

74、85、71、72、67、87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、

77、78、83、69、81和60。在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含含可变区的重链，所述可变区

包含具有与选自以下的序列中的至少一种的氨基酸序列至少95％同一性的氨基酸序列：

SEQ  ID  NO：74、85、71、72、67、87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、

79、80、76、77、78、83、69、81和60。在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含包含可变区的重

链，所述可变区包含具有与选自以下的序列中的至少一种的氨基酸序列至少99％同一性的

氨基酸序列：SEQ  ID  NO：74、85、71、72、67、87、58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、

64、62、89、65、79、80、76、77、78、83、69、81和60。
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[0311] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含与一个或多个来自以下至少一种序列中的

CDR的CDR至少90％、90-95％和/或95-99％同一的序列：SEQ  ID  NO：74、85、71、72、67、87、

58、52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、77、78、83、69、81和60。

在某些实施方案中，存在1、2、3、4、5或6个CDR(每一个具有与上述序列至少90％、90-95％

和/或95-99％的同一性)。

[0312] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含与一个或多个来自以下至少一种序列中的

FR的FR至少90％、90-95％和/或95-99％同一的序列：SEQ  ID  NO：74、85、71、72、67、87、58、

52、51、53、48、54、55、56、49、57、50、91、64、62、89、65、79、80、76、77、78、83、69、81和60。在某

些实施方案中，存在1、2、3或4个FR(每一个具有与上述序列至少90％、90-95％和/或95-

99％的同一性)。

[0313] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含含可变区的轻链，所述可变区包含具有与

选自以下的序列中的至少一种的氨基酸序列至少90％同一性的氨基酸序列：SEQ  ID  NO：5、

7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、37、38、39、

40、42、44和46。在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含含可变区的轻链，所述可变区包含具

有与选自以下的序列中的至少一种的氨基酸序列至少95％同一性的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、37、

38、39、40、42、44和46。在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含含可变区的轻链，所述可变区

包含具有与选自以下的序列中的至少一种的氨基酸序列至少99％同一性的氨基酸序列：

SEQ  ID  NO：5、7、9、10、12、13、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、

36、37、38、39、40、42、44和46。

[0314] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含与一个或多个来自以下至少一种序列中的

CDR的CDR至少90％、90-95％和/或95-99％同一的序列：SEQ  ID  NO：5、7、9、10、12、13、15、

16、17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、37、38、39、40、42、44和46。在某

些实施方案中，存在1、2、3、4、5或6个CDR(每一个具有与上述序列至少90％、90-95％和/或

95-99％的同一性)。

[0315] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含与一个或多个来自以下至少一种序列中的

FR的FR至少90％、90-95％和/或95-99％同一的序列：SEQ  ID  NO：5、7、9、10、12、13、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24、26、28、30、31、32、33、35、36、37、38、39、40、42、44和46。在某些

实施方案中，存在1、2、3或4个FR(每一个具有与上述序列至少90％、90-95％和/或95-99％

的同一性)。

[0316] 根据本发明，技术人员能用众所周知的技术测定本文所提出的合适的ABP变体。在

某些实施方案中，本领域技术人员可确定合适的分子区域，所述区域可改变但不破坏活性，

这通过靶向被认为对活性不重要的部位来实现。在某些实施方案中，人们可确定在相似多

肽中保守的残基及分子部分。在某些实施方案中，甚至还可对对于生物学活性或对于结构

可能重要的区域进行保守氨基酸取代而不破坏生物学活性或不负面影响多肽的结构。

[0317] 另外，本领域技术人员可查阅关于确定对于活性或结构重要的相似多肽中的残基

的结构-功能的研究。鉴于所述比较，人们可预测蛋白中的氨基酸残基的重要性，所述氨基

酸残基对应于相似蛋白中对活性或结构重要的氨基酸残基。本领域技术人员可选择化学上

相似的氨基酸来取代所述预测为重要的氨基酸残基。
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[0318] 本领域技术人员还可分析与相似ABP的结构有关的三维结构和氨基酸序列。鉴于

这些信息，本领域技术人员可预测关于其三维结构的抗体氨基酸残基的排布。在某些实施

方案中，本领域技术人员可选择不对预测位于蛋白表面的氨基酸残基作彻底改变，因为所

述残基可涉及与其它分子的重要相互作用。此外，本领域技术人员可产生在每一个所需的

氨基酸残基处含有单个氨基酸取代的试验变体。然后可用本领域技术人员已知的活性测定

筛选变体。可将所述变体用于采集关于合适变体的信息。例如，如果人们发现对特定氨基酸

残基的改变导致活性受破坏、不必要地降低或有不合适的活性产生，则可避免具有所述变

化的变体。换言之，基于从所述常规实验收集的信息，本领域技术人员可易于测定应该避免

单独或与其它突变组合的其它取代的氨基酸。

[0319] 很多科学出版物专述二级结构的预测。参见Moult  J .，Curr.Op.in  Biotech.，7

(4)：422-427(1996)，Chou等，Biochemistry，13(2)：222-245(1974)；Chou等，

Biochemistry，113(2)：211-222(1974)；Chou等，Adv.Enzymol.Relat.Areas  Mol.Biol.，

47：45-148(1978)；Chou等，Ann.Rev.Biochem.，47：251-276和Chou等，Biophys.J.，26：367-

384(1979)。此外，计算机程序目前可用于辅助预测二级结构。预测二级结构的一种方法是

基于同源性建模。例如，具有大于30％序列同一性或大于40％相似性的两个多肽或蛋白通

常具有相似的拓扑结构。最近蛋白结构数据库(PDB)的扩大提供了增强的预测二级结构的

能力，包括在多肽或蛋白结构内潜在的折叠数量。参见Holm等，Nucl .Acid .Res .，27(1)：

244-247(1999)。据表明(Brenner等，Curr.Op.Struct.Biol.，7(3)：369-376(1997))，在既

定多肽或蛋白中折叠数量有限，一旦解析了关键的结构数量，结构预测将显著地更准确。

[0320] 预测二级结构的另外的方法包括“穿引法(th rea d i ng)”(J o n e s，D .，

Curr.Opin.Struct.Biol.，7(3)：377-87(1997)；Sippl等，Structure，4(1)：15-19(1996))、

“概况分析(profile  analysis)”(Bowie等，Science，253：164-170(1991)；Gribskov等，

Meth.Enzym.，183：146-159(1990)；Gribskov等，Proc.Nat.Acad .Sci.USA，84(13)：4355-

4358(1987))和“进化联系(evolutionary  linkage)”(参见Holm，见上述(1999)和Brenner，

见上述(1997))。

[0321] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白变体包括糖基化变体，其中与母体多肽的氨基

酸序列相比，糖基化位点的数目和/或类型已被改变。在某些实施方案中，蛋白变体比天然

蛋白包含更多或更少的N联糖基化位点数目。N联糖基化位点特征在于Asn-X-Ser或Asn-X-

Thr序列，其中指定为X的氨基酸残基可为除脯氨酸外的任何氨基酸残基。通过取代氨基酸

残基来产生该序列，为N联糖链提供潜在的新位点。或者，消除该序列的取代将去掉已有的N

联糖链。还提供的是N联糖链的重排，其中消除一个或多个N联糖基化位点(通常为天然存在

的糖基化位点)，同时产生一个或多个新的N联位点。另外优选的抗体变体包括半胱氨酸变

体，其中与母体氨基酸序列相比，有一个或多个半胱氨酸残基缺失，或被另一个氨基酸(例

如丝氨酸)取代。当抗体必须重折叠为有生物学活性的构象(例如在分离不溶性的包涵体

后)时，半胱氨酸变体可能有用。半胱氨酸变体通常比天然蛋白具有更少的半胱氨酸残基，

其数目通常为偶数以使未配对的半胱氨酸所造成的相互作用最小化。

[0322] 根据某些实施方案，氨基酸取代为实现如下效果的氨基酸取代：(1)降低对蛋白水

解的易感性；(2)降低对氧化的易感性；(3)改变关于形成蛋白复合体的结合亲和力；(4)改

变结合亲和力和/或(4)对所述多肽赋予或更改其它物理化学或功能特性。根据某些实施方
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案，在天然存在的序列中(在某些实施方案中，在形成分子间联系的一个或多个结构域外部

的多肽部分中)可进行单个或多个氨基酸取代(在某些实施方案中，为保守氨基酸取代)。在

某些实施方案中，保守氨基酸取代通常不能基本改变母体序列的结构特点(例如氨基酸的

置换应该不倾向于裂解在母体序列中存在的螺旋，或不应该倾向于破坏表征母体序列的其

它类型的二级结构)。本领域公认的多肽二级结构和三级结构实例阐述于如下文献中：

Proteins，Structures  and  Molecular  Principles(蛋白、结构和分子原理)(Creighton编

辑，W.H.Freeman和Company，New  York(1984))；Introduction  to  Protein  Structure(蛋

白结构介绍)(C.Branden&J.Tooze编辑，Garland  Publishing，New  York，N.Y.(1991))；和

Thornton等，Nature，354：105(1991)，它们各自在此用作参考。

[0323] 在某些实施方案中，变体为本文公开的ABP的核酸序列的变体。本领域技术人员应

了解，上面的论述内容可用于鉴定、评估并制备ABP蛋白变体，并也用于鉴定、评估并制备可

编码这些蛋白变体的核酸序列。因此，涵盖编码那些蛋白变体的核酸序列(以及编码表2中

的ABP但不同于本文所明确公开的那些的核酸序列)。例如，ABP变体可具有与下述至少一种

核酸序列至少80、80-85、85-90、90-95、95-97、97-99或更高的同一性：SEQ  ID  NO：152、153、

92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、

113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、

132、133、134、135、136、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150、

151，或至少1-6个由如下核酸序列编码的CDR(及其各种组合)：SEQ  ID  NO：152、153、92、93、

94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、

114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、

133、134、135、136、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150和151。

[0324] 在某些实施方案中，如果编码特定ABP(或核酸序列本身)的核酸序列可在严格条

件下选择性地与编码表2中的蛋白的任何核酸序列(例如但不限于SEQ  ID  NO：152、153、92、

93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、

114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、

133、134、135、136、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150和151)

杂交，则抗体(或其编码核酸序列)为变体。在一个实施方案中，合适的中等严格条件包括：

在5XSSC溶液中预洗涤；0.5％SDS、1.0mM  EDTA(pH  8:0)；在50℃-65℃下5xSSC中过夜杂交，

或在跨物种同源性事件中用0.5xSSC在45℃下杂交；接着在65℃下洗涤20分钟两次，每次用

含有0.1％SDS的2x、0.5x和0.2xSSC。所述杂交DNA序列也在本发明范围内，其如由于密码简

并编码由杂交DNA序列编码的抗体多肽和由这些核酸序列编码的氨基酸序列的核苷酸序

列。在某些实施方案中，CDR变体包括由与上述的序列中的一个或多个CDR(各别的CDR可易

于根据图2A-3D和图3CCC-3JJJ和15A-15D的其它实施方案来确定)杂交的那些序列编码的

核酸序列和氨基酸序列。在上下文中提及的短语″选择性杂交″意指可检测地及选择性地结

合。在使与非特异性核酸可检测地结合的可估计量最小化的杂交和洗涤条件下，本发明多

核苷酸、寡核苷酸及其片段与核酸链选择性杂交。可将高严格性条件用于实现选择性杂交

条件，其为本领域所知并为本文所述。通常本发明多核苷酸、寡核苷酸和片段及目的核酸序

列之间的核酸序列同源性至少为80％，更通常优选增加同源性到至少85％、90％、95％、

99％和100％。如果两个氨基酸序列之间有部分或完全同一性，则它们同源。例如，85％同源
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性意指当两个序列以最大匹配进行比对时有85％的氨基酸相同。在最大匹配中允许空位

(在两个被匹配的序列的任一个中)；优选空位长度为5或更小，更优选为2或更小。作为选择

并优选地，如果通过使用含突变数据矩阵和6或更大的空位罚分的ALIGN程序，两个蛋白序

列(或来源于所述蛋白序列的长度为至少30个氨基酸的多肽序列)具有大于5(标准差单位)

的比对分值，则它们同源，如同该术语在本文中所用。参见Dayhoff，M .O .，Atlas  of 

Protein  Sequence  and  Structure(蛋白序列和结构图集)，第101-110页(第5卷，National 

Biomedical  Research  Foundation(1972))及对该卷的增补本2，第1-10页。更优选的是，当

用ALIGN程序进行最佳比对时，如果两个序列或其部分的氨基酸大于或等于50％同一，则它

们同源。本文所用术语″对应于″意指多核苷酸序列与参考多核苷酸序列的全部或部分同源

(即同一，并不是严格的进化亲缘)，或多肽序列与参考多肽序列同一。与此不同的是，本文

所用术语″互补″意指互补序列与参考多核苷酸序列的全部或部分同源。为说明这点，核苷

酸序列″TATAC″对应于参考序列″TATAC″，而与参考序列″GTATA″互补。

[0325] 抗原结合蛋白(例如抗体)的制备

[0326] 在某些实施方案中，通过用抗原(例如PCSK9)免疫接种来制备抗原结合蛋白(例如

抗体)。在某些实施方案中，可通过用如下物质免疫接种来制备抗体：全长PCSK9、PCSK9的可

溶性形式、单独的催化结构域、图1A中所示的PCSK9的成熟形式、PCSK9的剪接变体形式或其

片段。在某些实施方案中，本发明抗体可为多克隆或单克隆抗体，和/或可为重组抗体。在某

些实施方案中，本发明抗体为例如通过免疫接种能够产生人抗体的转基因动物制备的人抗

体(参见例如PCT公开申请号W0  93/12227)。

[0327] 在某些实施方案中，可采用某些策略以操控抗体的固有特性，例如抗体对其靶标

的亲和力。所述策略包括但不限于使用编码抗体的多核苷酸分子的位点特异性突变或随机

突变以产生抗体变体。在某些实施方案中，在产生抗体变体之后，接着筛选表现出所期需变

化(例如增加或减少亲和力)的抗体变体。

[0328] 在某些实施方案中，在诱导突变策略中针对的氨基酸残基为CDR中的氨基酸残基。

在某些实施方案中，可针对的是可变结构域构架区中的氨基酸。在某些实施方案中，业已显

示构架区为某些抗体提供靶标结合特性。参见例如Hudson，Curr.Opin.Biotech.，9：395-

402(1999)及其中参考文献。

[0329] 在某些实施方案中，通过将随机或定点诱变限制在CDR中的超突变位点来产生更

小更有效的抗体变体筛选文库，所述超突变位点是对应于在体细胞亲和力成熟过程期间易

于突变的区域的位点。参见例如Chowdhury&Pastan，Nature  Biotech.，17：568-572(1999)

及其中的参考文献。在某些实施方案中，可使用某些DNA元件类型来确定超突变位点，其包

括但不限于某些直接和反向重复、某些共有序列、某些二级结构和某些回文结构。例如，可

用于确定超突变位点的所述DNA元件包括但不限于四碱基(tetrabase)序列，其包含嘌呤(A

或G)接着鸟苷(G)接着嘧啶(C或T)接着腺苷或胸苷(A或T)(即A/G-G-C/T-A/T)。可用于确定

超突变位点的DNA元件的另一实例为丝氨酸密码子A-G-C/T。

[0330] 全人ABP(例如抗体)的制备

[0331] 在某些实施方案中，噬菌体展示技术用于制备单克隆抗体。在某些实施方案中，所

述技术产生全人单克隆抗体。在某些实施方案中，编码单个Fab或Fv抗体片段的多核苷酸在

噬菌体颗粒表面表达。参见例如Hoogenboom等，J.Mol.Biol.，227：381(1991)；Marks等，J 
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Mol  Biol  222：581(1991)；美国专利第5,885,793号。在某些实施方案中，“筛选”噬菌体以

确定对靶标具有亲和力的抗体片段。因此，某些所述过程通过在丝状噬菌体表面上展示抗

体片段库并随后通过其与靶标结合选择噬菌体来模拟免疫选择。在某些所述程序中，分离

到高亲和力的功能性中和抗体片段。在某些所述实施方案(在下文中更详尽地论述)中，通

过克隆来自外周血液淋巴细胞的天然重排人V基因产生完整的人抗体基因库。参见例如

Mullinax等，Proc  Natl  Acad  Sci(USA)，87：8095-8099(1990)。

[0332] 根据某些实施方案，通过利用转基因小鼠来制备本发明抗体，所述转基因小鼠具

有插入的产生人抗体的基因组的基本部分，但不能产生内源性鼠抗体。因此，所述小鼠能够

产生人免疫球蛋白分子和抗体，而在产生鼠免疫球蛋白分子和抗体方面是缺陷的。用于实

现该结果的技术公开于本文说明书公开的专利、申请及参考文献中。在某些实施方案中，人

们可采用例如以下文献中公开的方法：PCT公开申请号WO  98/24893或Mendez等，Nature 

Genetics，15：146-156(1997)，其为任何目的在此引作参考。

[0333] 通常可如下产生特异性针对PCSK9的全人单克隆ABP(例如抗体)。用目的抗原例如

PCSK9免疫接种含有人免疫球蛋白基因的转基因小鼠，获得来自表达抗体的小鼠的淋巴细

胞(例如B-细胞)。将所述回收的细胞与骨髓型细胞系融合，以制备永生化杂交瘤细胞系，筛

选并选择所述杂交瘤细胞系以鉴定产生特异性针对目的抗原的抗体的杂交瘤细胞系。在某

些实施方案中，提供产生特异性针对PCSK9的抗体的杂交瘤细胞系。

[0334] 在某些实施方案中，通过让人脾细胞(B或T细胞)与抗原体外接触产生人全抗体，

然后在无免疫应答的小鼠(例如SCID或nod/SCID)中再造所接触的细胞。参见例如Brams等，

J.Immunol.160：2051-2058(1998)；Carballido等，Nat.Med .，6：103-106(2000)。在某些所

述方法中，将人胎儿组织移植到SCID小鼠(SCID-hu)中导致长期造血作用和人T细胞发育。

参见例如McCune等，Science，241：1532-1639(1988)；Ifversen等，Sem.Immunol.，8：243-

248(1996)。在某些情况下，在所述嵌合小鼠中的体液免疫应答依赖动物中的人T细胞的共

同发育。参见例如Martensson等，Immunol.，83：1271-179(1994)。在某些方法中，将人外周

血液淋巴细胞移植到SCID小鼠。参见例如Mosier等，Nature，335：256-259(1988)。在某些所

述实施方案中，当用初次免疫剂(priming  agent)(例如葡萄球菌肠毒素A(SEA))或用抗人

CD40单克隆抗体处理所述移植的细胞时，检测到较高水平的B细胞产生。参见例如

Martensson等，Immunol.，84：224-230(1995)；Murphy等，Blood，86：1946-1953(1995)。

[0335] 因此，在某些实施方案中，可通过在宿主细胞中表达重组DNA或通过在杂交瘤细胞

中表达，来产生人全抗体。在其它实施方案中，可用本文所述噬菌体展示技术产生抗体。

[0336] 通过利用本文所述的 技术来制备本文所述抗体。于是，小鼠能够产

生人免疫球蛋白分子和抗体，而不能产生鼠免疫球蛋白分子和抗体。用于实现同样结果的

技术公开于本文背景部分公开的专利、申请及参考文献中。然而，具体而言，转基因生产小

鼠及由此产生的抗体的优选实施方案公开于如下文献中：1996年12月3日提交的美国专利

申请顺序号08/759,620和1998年6月11日公布的国际专利申请号WO  98/24893和2000年12

月21日公布的WO  00/76310，它们的公开内容在此引作参考。也参见Mendez等，Nature 

Genetics，15：146-156(1997)，其公开内容在此引作参考。

[0337] 通过使用所述技术，业已产生了针对多种抗原的人全单克隆抗体。基本上，用目的
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抗原(例如PCSK9)免疫接种小鼠 品系；从高度免疫小鼠回收淋巴细胞(例如B

细胞)；将回收的细胞与骨髓型的细胞系融合以制备永生化杂交瘤细胞系。筛选并选择这些

杂交瘤细胞系以鉴定产生特异性针对目的抗原的抗体的杂交瘤细胞系。本文提供产生特异

性针对PCSK9的抗体的多种杂交瘤细胞系的制备方法。此外，本文进一步提供对所述细胞系

产生的抗体的表征，包括对所述抗体的重链和轻链的核苷酸和氨基酸序列分析。

[0338] 在以下文献中进一步讨论并阐述小鼠 品种的产生：1990年1月12日

提交的美国专利申请顺序号07/466,008、1990年11月8日提交的07/610,515、1992年7月24

日提交的07/919,297、1992年7月30日提交的07/922,649、1993年3月15日提交的08/031 ,

801、1993年8月27日提交的08/112,848、1994年4月28日提交的08/234,145、1995年1月20日

提交的08/376,279、1995年4月28日提交的08/430,938、1995年6月5日提交的08/464,584、

1995年6月5日提交的08/464,582、1995年6月5日提交的08/463,191、1995年6月5日提交的

08/462,837、1995年6月5日提交的08/486,853、1995年6月5日提交的08/486,857、1995年6

月5日提交的08/486,859、1995年6月5日提交的08/462,513、1996年10月2日提交的08/724,

752、1996年12月3日提交的08/759,620、2001年11月30日提交的美国公开号2003/0093820

和美国专利第6,162,963号、第6,150,584号、第6,114,597号、第6,075,181号和第5,939,

598号和日本专利第3  068  180  B2号、第3  068  506  B2号和第3  068  507  B2号。也参见1996

年6月12日授权公布的欧洲专利第EP  0  463  151  B1号、1994年2月3日公布的国际专利申请

号WO  94/02602、1996年10月31日公布的国际专利申请号WO  96/34096、1997年6月11日公布

的WO  98/24893、2000年12月21日公布的WO  00/76310。以上列举的每一专利、申请及参考文

献的公开内容以其整体在此引作参考。

[0339] 在备选方法中，包括GenPharm  International，Inc.在内的其他人使用“小基因座

(minilocus)”法。在小基因座法中，通过包含来自Ig基因座的片段(单独的基因)来模拟外

源Ig基因座。因此，使一个或多个VH基因、一个或多个DH基因、一个或多个JH基因、μ恒定区和

通常的第二恒定区(优选γ恒定区)形成构建体用于插入到动物中。该方法阐述于如下文献

中：Surani等的美国专利第5,545,807号；和Lonberg&Kay的美国专利第5,545,806号、第5,

625,825号、第5,625,126号、第5,633,425号、第5,661,016号、第5,770,429号、第5,789,650

号、第5,814,318号、第5,877,397号、第5,874,299号和第6,255,458号；Krimpenfort&Berns

的美国专利第5,591 ,669号和第6,023 .010号；Berns等的美国专利第5,612,205号、第5,

721,367号和第5,789,215；和Choi&Dunn的美国专利第5,643,763号；和于1990年8月29日提

交的GenPharm  International美国专利申请顺序号07/574,748、1990年8月31日提交的07/

575,962、1991年12月17日提交的07/810,279、1992年3月18日提交的07/853,408、1992年6

月23日提交的07/904,068、1992年12月16日提交的07/990,860、1993年4月26日提交的08/

053,131、1993年7月22日提交的08/096,762、1993年11月18日提交的08/155,301、1993年12

月3日提交的08/161 ,739、1993年12月10日提交的08/165 ,699、1994年3月9日提交的08/

209,741；它们的公开内容在此引作参考。也参见欧洲专利号0  546  073  B1、国际专利申请

号WO  92/03918、WO  92/22645、WO  92/22647、WO  92/22670、WO  93/12227、WO  94/00569、WO 

94/25585、WO  96/14436、WO  97/13852和WO  98/24884和美国专利第5,981,175号，它们的内

容以其整体在此引作参考。参见furr  Taylor等，1992，Chen等，1993，Tuaillon等，1993，
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Choi等，1993，Lonberg等，(1994)，Taylor等，(1994)和Tuaillon等，(1995)，Fishwild等，

(1996)，它们的公开内容以其整体在此引作参考。

[0340] Kirin还证明了从小鼠产生人抗体，其中通过微细胞融合引入大片段染色体或整

个染色体。参见欧洲专利申请号773  288和843  961，其公开内容在此引作参考。另外，产生

了KMTM小鼠，其为Kirin的Tc小鼠与Medarex的小基因座(Humab)小鼠杂交育种的结果。这些

小鼠具有Kirin小鼠的人IgH转基因染色体(transchromosome)和Genpharm小鼠的κ链转基

因(Ishida等，Cloning  Stem  Cells，(2002)4：91-102)。

[0341] 也可通过体外方法获得人抗体。合适的实例包括但不限于噬菌体展示(CAT，

Morphosys，Dyax，Biosite/Medarex，Xoma，Symphogen，Alexion(以前为Proliferon)，

Affimed)、核糖体展示(CAT)、酵母菌展示等等。

[0342] 在某些实施方案中，本文所述抗体具有人IgG4重链以及IgG2重链。抗体也可为其

它人同种型，包括IgG1。抗体具有高亲和力，当通过各种技术测量时，通常具有从约10-6到约

10-13M或更低的Kd。

[0343] 如人们所了解，抗体可在除杂交瘤细胞系外的细胞系中表达。可使用编码特定抗

体的序列转化合适的哺乳动物宿主细胞。可通过任何已知方法转化，将多核苷酸引入到宿

主细胞内，包括例如将多核苷酸包装入病毒(或病毒载体)中并用所述病毒(或载体)或通过

本领域已知的转染程序转导宿主细胞，如美国专利第4,399,216号、第4,912,040号、第4,

740,461号和第4,959,455号(这些专利在此引作参考)所例述。所用的转化程序取决于待转

化的宿主。用于将异源多核苷酸引入哺乳动物细胞的方法在本领域众所周知，包括葡聚糖

介导的转染、磷酸钙沉淀、1，5-二甲基-1，5-二氮十一亚甲基聚甲溴化物(polybrene)介导

的转染、原生质体融合、电穿孔、多核苷酸封装在脂质体中和直接将DNA微注射到细胞核中。

[0344] 可用作表达宿主的哺乳动物细胞系在本领域众所周知，包括很多可从美国典型培

养物保藏中心(ATCC)获得的永生化细胞系，所述永生化细胞系包括但不限于：中国仓鼠卵

巢(CHO)细胞、海拉细胞、幼仓鼠肾(BHK)细胞、猴肾细胞(COS)、人肝细胞癌细胞(例如Hep 

G2)、人肾上皮(human  epithelial  kidney)293细胞和多种其它细胞系。通过测定哪一种细

胞系具有高表达水平并产生具有组成型PCSK9结合特性的抗体，来挑选特定偏好的细胞系。

[0345] 在某些实施方案中，由以下杂交瘤中的至少一种产生抗体和/或ABP：21B12、31H4、

16F12、表2所列举的或实施例中公开的任何其它杂交瘤。在某些实施方案中，抗原结合蛋白

以以下解离常数(KD)结合PCSK9：小于大约1nM，例如1000pM-100pM、100pM-10pM、10pM-1pM

和/或1pM-0.1pM或更低。

[0346] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白包括IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、Ig  E、IgA、IgD和

IgM同种型中的至少一种免疫球蛋白分子。在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含人κ轻链

和/或人重链。在某些实施方案中，重链为IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgE、IgA、IgD或IgM同种

型。在某些实施方案中，已对抗原结合蛋白进行克隆使其在哺乳动物细胞中表达。在某些实

施方案中，抗原结合蛋白包含不同于IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgE、IgA、IgD和IgM同种型的任

何恒定区的恒定区。

[0347] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含人λ轻链和人IgG2重链。在某些实施方案

中，抗原结合蛋白包含人λ轻链和人IgG4重链。在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含人λ轻

链和人IgG1、IgG3、IgE、IgA、IgD或IgM重链。在其它实施方案中，抗原结合蛋白包含人κ轻链

说　明　书 45/432 页

47

CN 112390889 A

47



和人IgG2重链。在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含人κ轻链和人IgG4重链。在某些实施

方案中，抗原结合蛋白包含人κ轻链和人IgG1、IgG3、IgE、IgA、IgD或IgM重链。在某些实施方

案中，抗原结合蛋白包含与恒定区连接的抗体可变区，所述恒定区既不是IgG2同种型的恒

定区也不是IgG4同种型的恒定区。在某些实施方案中，对抗原结合蛋白进行克隆使其在哺

乳动物细胞中表达。

[0348] 在某些实施方案中，对来自杂交瘤细胞系21B12、31H4和16F12中至少一种的抗体

的重链和轻链的保守修饰(并相应地修饰编码核苷酸)，将产生针对PCSK9的抗体，所述抗体

具有与来自杂交瘤细胞系21B12、31H4和16F12的抗体相似的功能和化学特性。与此相反，在

某些实施方案中，可通过选择重链和轻链的氨基酸序列的取代来完成对针对PCSK9的抗体

在功能和/或化学特性上的重要修饰，所述取代在维持以下方面的作用上显著不同：(a)在

取代区域中的分子骨架的结构，例如作为折叠或螺旋构象；(b)分子在靶标位点的电荷或疏

水性；或(c)侧链的体积。

[0349] 例如，“保守氨基酸取代”可涉及用非天然残基取代天然氨基酸残基，以使对该位

置处的氨基酸残基的极性或电荷几乎没有或没有影响。此外，多肽中的任何天然残基也可

被丙氨酸取代，其正如先前对“丙氨酸扫描诱变”所述。

[0350] 在需要所述取代时，可由本领域技术人员确定所需的氨基酸取代(不管是保守还

是非保守)。在某些实施方案中，氨基酸取代可用于鉴定针对PCSK9的抗体的重要残基，或如

本文所述用于提高或降低抗体与PCSK9的亲和力。

[0351] 在某些实施方案中，本发明抗体可在除杂交瘤细胞系外的细胞系中表达。在某些

实施方案中，可用编码特定抗体的序列转化合适的哺乳动物宿主细胞。根据某些实施方案，

可通过任何已知方法转化将多核苷酸引入到宿主细胞内，包括例如将多核苷酸包装入病毒

(或病毒载体)中并用所述病毒(或载体)或通过本领域已知的转染程序来转导宿主细胞，如

美国专利第4,399,216号、第4,912,040号、第4,740,461号和第4,959,455号(这些专利为任

何目的在此引作参考)所例述。在某些实施方案中，所用的转化程序可取决于待转化的宿

主。用于将异源多核苷酸引入哺乳动物细胞的方法在本领域众所周知，包括但不限于：葡聚

糖介导的转染、磷酸钙沉淀、1，5-二甲基-1，5-二氮十一亚甲基聚甲溴化物介导的转染、原

生质体融合、电穿孔、多核苷酸封装在脂质体中和直接将DNA微注射到细胞核中。

[0352] 可用作表达宿主的哺乳动物细胞系在本领域众所周知，包括但不限于很多可从美

国典型培养物保藏中心(ATCC)获得的永生化细胞系，所述永生化细胞系包括但不限于：中

国仓鼠卵巢(CHO)细胞、海拉细胞、幼仓鼠肾(BHK)细胞、猴肾细胞(COS)、人肝细胞癌细胞

(例如Hep  G2)和多种其它细胞系。在某些实施方案中，可通过测定哪一种细胞系具有高表

达水平并产生具有组成型HGF结合特性的抗体，来挑选细胞系。用于哺乳动物宿主细胞的合

适的表达载体众所周知。

[0353] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白包含一种或多种多肽。在某些实施方案中，可利

用多种表达载体/宿主系统中的任何一种来表达编码包含一个或多个ABP组分或ABP本身的

多肽的多核苷酸分子。所述系统包括但不限于：微生物，例如用重组噬菌体、质粒或粘粒DNA

表达载体转化的细菌；用酵母菌表达载体转化的酵母菌；用病毒表达载体(例如杆状病毒)

感染的昆虫细胞系统；用病毒表达载体(例如花椰菜花叶病毒CaMV、烟草花叶病毒TMV)转染

的或用细菌表达载体(例如Ti或pBR322质粒)转化的植物细胞系统；或动物细胞系统。
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[0354] 在某些实施方案中，在酵母菌中重组表达包含一个或多个ABP组分或ABP本身的多

肽。某些所述实施方案按照厂商说明书使用市购表达系统，例如毕赤酵母(Pichia)表达系

统(Invitrogen，San  Diego，CA)。在某些实施方案中，所述系统依靠前α序列原(pre-pro-

alpha)指导分泌。在某些实施方案中，插入物的转录由乙醇氧化酶(AOX1)启动子在甲醇的

诱导下驱动。

[0355] 在某些实施方案中，从酵母菌生长培养基中纯化包含一个或多个ABP组分或ABP本

身的分泌的多肽。在某些实施方案中，用于从酵母菌生长培养基中纯化多肽的方法与用于

从细菌和哺乳动物细胞上清液中纯化多肽的方法相同。

[0356] 在某些实施方案中，将编码包含一个或多个ABP组分或ABP本身的多肽的核酸克隆

到杆状病毒表达载体例如pVL1393(PharMingen，San  Diego，CA)中。在某些实施方案中，可

按照厂商指导(PharMingen)用所述载体在无sF9蛋白培养基中感染草地贪夜蛾

(Spodoptera  frugiperda)细胞，并产生重组多肽。在某些实施方案中，用肝素琼脂糖柱

(Pharmacia)从所述培养基纯化并浓缩多肽。

[0357] 在某些实施方案中，在昆虫系统中表达包含一个或多个ABP组分或ABP本身的多

肽。某些用于多肽表达的昆虫系统为本领域技术人员所熟知。在一个这样的系统中，用苜蓿

银纹夜蛾(Autographa  californica)核型多角体病毒(AcNPV)作为载体在草地贪夜蛾细胞

或在粉纹夜蛾幼虫(Trichoplusia  larvae)中表达外源基因。在某些实施方案中，可将编码

多肽的核酸分子插入到病毒的非必需基因中，例如在多角体蛋白基因内，并置于调控该基

因的启动子控制下。在某些实施方案中，核酸分子的成功插入将使非必需基因钝化。在某些

实施方案中，所述钝化导致可检测的特性。例如，多角体蛋白基因的钝化导致产生缺乏衣壳

蛋白的病毒。

[0358] 在某些实施方案中，可将重组病毒用于感染草地贪夜蛾细胞或粉纹夜蛾幼虫。参

见例如Smith等，J.Virol.，46：584(1983)；Engelhard等，Proc.Nat.Acad .Sci.(USA)，91：

3224-7(1994)。

[0359] 在某些实施方案中，在细菌细胞内制备的包含一个或多个ABP组分或ABP本身的多

肽在细菌内作为不溶性包涵体产生。在某些实施方案中，通过离心收集包含所述包涵体的

宿主细胞；在0.15M  NaCl、10mM  Tris、pH  8、1mM  EDTA中洗涤；用0.1mg/ml溶菌酶(Sigma，

St.Louis，MO)在室温下理15分钟。在某些实施方案中，由超声波清除裂解物，通过12,000Xg

离心10分钟来沉淀细胞碎片。在某些实施方案中，将含有多肽的沉淀重新悬浮于50mM 

Tris，pH  8和10mM  EDTA中；在50％甘油中分层；以6000Xg离心30分钟。在某些实施方案中，

可让所述沉淀重新悬浮于无Mg++和Ca++的标准磷酸盐缓冲的盐溶液(PBS)中。在某些实施方

案中，通过在变性SDS聚丙烯酰胺凝胶中使重新悬浮的沉淀分级分离来进一步纯化多肽(参

见例如Sambrook等，见上述)。在某些实施方案中，可让所述凝胶浸泡在0.4M  KCl中来显现

蛋白，可切下蛋白并在缺乏SDS的凝胶泳动缓冲液中电洗脱。根据某些实施方案，在细菌中

产生的谷胱甘肽-S-转移酶(GST)融合蛋白作为可溶性蛋白。在某些实施方案中，用GST纯化

组件(Pharmacia)纯化所述GST融合蛋白。

[0360] 在某些实施方案中，期需“重折叠”某些多肽，例如包含一个或多个ABP组分或ABP

本身的多肽。在某些实施方案中，用本文所述的某些重组系统产生所述多肽。在某些实施方

案中，多肽被“重折叠”和/或氧化以形成所期需的三级结构和/或产生二硫键。在某些实施
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方案中，所述结构和/或键与多肽的某些生物学活性有关。在某些实施方案中，用多种本领

域已知的程序中的任何一种完成重折叠。例示性方法包括但不限于在离液剂存在下让已溶

解的多肽物质暴露在通常高于7的pH。例示性离液剂为胍。在某些实施方案中，重折叠/氧化

的溶液还含有还原剂和该还原剂的氧化形式。在某些实施方案中，还原剂及其氧化形式以

将产生使得二硫键缓慢形成的特定的氧化还原电位的比率存在。在某些实施方案中，所述

缓慢形成使得可形成半胱氨酸桥。例示性氧化还原对包括但不限于半胱氨酸/胱胺、谷胱甘

肽/二硫基双GSH(dithiobisGSH)、氯化铜、二硫苏糖醇DTT/二噻烷DTT和2-巯基乙醇(bME)/

二硫基-bME。在某些实施方案中，共溶剂用于提高重折叠效率。例示性共溶剂包括但不限于

甘油、各种分子量的聚乙二醇和精氨酸。

[0361] 在某些实施方案中，人们基本上纯化包含一个或多个ABP组分或ABP本身的多肽。

某些蛋白纯化技术为本领域技术人员所知。在某些实施方案中，蛋白纯化涉及多肽分离物

与非多肽部分的初级分离。在某些实施方案中，用色谱和/或电泳技术纯化多肽。例示性纯

化方法包括但不限于：用硫酸铵沉淀；用PEG沉淀；免疫沉淀；热变性接着离心；色谱法，包括

但不限于亲和色谱法(例如蛋白-A-琼脂糖)、离子交换色谱法、排阻色谱法和反相色谱法；

凝胶过滤；羟磷灰石色谱法；等电聚焦；聚丙烯酰胺凝胶电泳；和以上方法及其它技术组合。

在某些实施方案中，通过快速蛋白液相色谱法或通过高压液相色谱(HPLC)纯化多肽。在某

些实施方案中，可改变纯化步骤，或可省略某些步骤而仍可产生用于制备基本上纯化的多

肽的合适的方法。

[0362] 在某些实施方案中，人们定量测定多肽制品的纯化程度。某些用于定量纯化程度

的方法为本领域技术人员所知。某些例示性方法包括但不限于测定制品的特异性结合活

性，并通过SDS/PAGE分析评估制品内多肽的量。用于评估多肽制品的纯化量的某些例示性

方法包括计算制品的结合活性，并将其与原始提取物的结合活性比较。在某些实施方案中，

所述计算结果表示为“纯化倍数(fold  purification)”。用于表示结合活性量的单位取决

于所实施的具体测定。

[0363] 在某些实施方案中，部分地纯化包含一个或多个ABP组分或ABP本身的多肽。在某

些实施方案中，可通过使用较少的纯化步骤或通过利用同样的总纯化方案的不同的形式来

实现部分纯化。例如，在某些实施方案中，利用HPLC设备实施阳离子交换柱色谱法通常将比

利用低压色谱系统的同样的技术产生更大的“纯化倍数”。在某些实施方案中，产生较低纯

化程度的方法可能在多肽的总回收率或在保持多肽结合活性方面有优势。

[0364] 在某些情况下，多肽的电泳迁移有时可随不同的SDS/PAGE条件而显著变化。参见

例如Capaldi等，Biochem.Biophys.Res.Comm.，76：425(1977)。应该了解，在不同的电泳条

件下，纯化的或部分纯化的多肽的表观分子量可不同。

[0365] 例示性表位

[0366] 提供抗PCSK9抗体所结合的表位。在某些实施方案中，由本发明所公开的抗体结合

的表位尤其有用。在某些实施方案中，结合被本文所述抗体结合的任何表位的抗原结合蛋

白是有用的。在某些实施方案中，被表2和图2及3中所列任何抗体结合的表位尤其有用。在

某些实施方案中，表位位于催化结构域PCSK9。

[0367] 在某些实施方案中，可利用PCSK9表位来防止(例如降低)抗PCSK9抗体或抗原结合

蛋白与PCSK9的结合。在某些实施方案中，可利用PCSK9表位来降低抗PCSK9抗体或抗原结合
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蛋白与PCSK9的结合。在某些实施方案中，可利用PCSK9表位来基本上抑制抗PCSK9抗体或抗

原结合蛋白与PCSK9的结合。

[0368] 在某些实施方案中，可利用PCSK9表位来分离结合PCSK9的抗体或抗原结合蛋白。

在某些实施方案中，可利用PCSK9表位来产生结合PCSK9的抗体或抗原结合蛋白。在某些实

施方案中，可将PCSK9表位或包含PCSK9表位的序列用作免疫原来产生结合PCSK9的抗体或

抗原结合蛋白。在某些实施方案中，可将PCSK9表位给予动物，随后可从所述动物获得结合

PCSK9的抗体。在某些实施方案中，可利用PCSK9表位或包含PCSK9表位的序列来干扰正常

PCSK9-介导的活性，例如干扰PCSK9与LDLR的缔合。

[0369] 在某些实施方案中，本文公开的抗原结合蛋白特异性结合N-末端前域、枯草杆菌

蛋白酶样催化结构域和/或C-末端结构域。在某些实施方案中，抗原结合蛋白结合PCSK-9的

底物-结合沟槽(在Cunningham等中所述，其整体在此引作参考)。

[0370] 在某些实施方案中，可通过让PCSK9(例如野生型抗原)中的特定残基突变并测定

抗原结合蛋白是否可与突变的或变体PCSK9蛋白结合，来鉴定含有与抗体接触或被抗体包

埋的残基的一个或多个结构域/区。通过制造多个单独的突变，可鉴定在结合中起直接作用

的残基或充分接近抗体而使突变可影响抗原结合蛋白与抗原之间的结合的残基。根据对这

些氨基酸的认识，可阐明含有与抗原结合蛋白接触的残基或被抗体覆盖的残基的一个或多

个抗原结构域或区。所述结构域可包括抗原结合蛋白结合表位。这种一般方法的一个特殊

实例利用精氨酸/谷氨酸扫描方案(参见例如Nanevicz，T.，等，1995，J.Biol.Chem .，270：

37，21619-21625和Zupnick，A.，等，2006，J.Biol.Chem.，281：29，20464-20473)。一般而言，

精氨酸和谷氨酸用于取代(通常单独地)野生型多肽中的氨基酸，因为这些氨基酸带有电荷

并且体积较大，因此在引入突变的抗原区具有破坏抗原结合蛋白与抗原之间的结合的潜

力。存在于野生型抗原中的精氨酸被谷氨酸取代。获得多种所述单独的突变体，分析所采集

的结合结果以测定那些残基影响结合。

[0371] 实施例39阐述了一例所述的针对本文提供的PCSK9抗原结合蛋白的PCSK9精氨酸/

谷氨酸扫描。制造了一系列突变的PCSK9抗原，且每一突变抗原具有单个突变。测量每一突

变PCSK9抗原与不同PCSK9  ABP的结合情况，并将其与所挑选的ABP与野生型PCSK9(SEQ  ID 

NO：303)结合的能力进行比较。

[0372] 本文所用的抗原结合蛋白与变体PCSK9之间结合的变化(例如减低或提高)，意指

结合亲和力变化(例如通过诸如Biacore检测或以下实施例中所述基于珠粒的测定等已知

方法所测量)、EC50变化，和/或抗原结合蛋白总结合能力(例如如在抗原结合蛋白浓度对抗

原浓度作图中Bmax的降低所显示)有变化(例如降低)。结合的显著变化表明，当与结合抗原

的蛋白结合时，突变的残基直接参与抗原结合蛋白的结合，或紧密接近所述结合蛋白。

[0373] 在某些实施方案中，结合显著降低意指：相对于所述抗原结合蛋白与野生型PCSK9

(例如示于SEQ  ID  NO：1和/或SEQ  ID  NO：303)之间的结合，抗原结合蛋白与突变PCSK9抗原

之间的结合亲和力、EC50和/或能力降低大于10％、大于20％、大于40％、大于50％、大于

55％、大于60％、大于65％、大于70％、大于75％、大于80％、大于85％、大于90％或大于

95％。在某些实施方案中，结合降低至低于可检测限。在某些实施方案中，当抗原结合蛋白

与变体PCSK9蛋白的结合小于所述抗原结合蛋白与野生型PCSK9蛋白(例如，SEQ  ID  NO：1

和/或SEQ  ID  NO：303的蛋白)之间所观察到的结合的50％(例如小于40％、35％、30％、
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25％、20％、15％或10％)时，表明结合显著降低。可用本领域已知的多种结合测定来进行所

述结合情况的测量。一个所述测定的特别的实例阐述于实施例39中。

[0374] 在某些实施方案中，提供对变体PCSK9蛋白表现出显著更低的结合的抗原结合蛋

白，其中野生型PCSK9蛋白(例如SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303)的残基被精氨酸或谷氨酸

取代。在某些实施方案中，与野生型PCSK9蛋白(例如SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303)相比，

抗原结合蛋白对于具有以下突变中的任何一个或多个(例如1、2、3、4、5、6、7、8、9、10或244

个)的变体PCSK9蛋白的结合显著降低或增加：R207E、D208R、R185E、R439E、E513R、V538R、

E539R、T132R、S351R、A390R、A413R、E582R、D162R、R164E、E167R、S123R、E129R、A311R、

D313R、D337R、R519E、H521R和Q554R。在本文所用的简化符号中，格式为：野生型残基：在多

肽中的位置：突变残基，且残基编号如SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303中所示。

[0375] 在某些实施方案中，与野生型PCSK9蛋白(例如SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303)相

比，抗原结合蛋白对于具有在SEQ  ID  NO：1中所示的以下位置的一个或多个(例如1、2、3、4、

5或更多)突变的突变体PCSK9蛋白的结合显著降低或增加：207、208、185、181、439、513、

538、539、132、351、390、413、582、162、164、167、123、129、311、313、337、519、521和554。在某

些实施方案中，与野生型PCSK9蛋白(例如SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303)相比，抗原结合蛋

白对于具有在SEQ  ID  NO：1中所示的以下位置的一个或多个(例如1、2、3、4、5或更多)突变

的突变体PCSK9蛋白的结合降低或增加：207、208、185、181、439、513、538、539、132、351、

390、413、582、162、164、167、123、129、311、313、337、519、521和554。在某些实施方案中，与

野生型PCSK9蛋白(例如SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303)相比，抗原结合蛋白对于具有在SEQ 

ID  NO：1内的以下位置的一个或多个(例如1、2、3、4、5或更多)突变的突变体PCSK9蛋白的结

合基本上降低或增加：207、208、185、181、439、513、538、539、132、351、390、413、582、162、

164、167、123、129、311、313、337、519、521和554。

[0376] 在某些实施方案中，与野生型PCSK9蛋白(例如SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303)相

比，ABP对于具有在SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303内的以下突变中的一个或多个(例如1、2、

3、4、5个等等)的突变体PCSK9蛋白的结合显著降低或增加：R207E、D208R、R185E、R439E、

E513R、V538R、E539R、T132R、S351R、A390R、A413R、E582R、D162R、R164E、E167R、S123R、

E129R、A311R、D313R、D337R、R519E、H521R和Q554R。

[0377] 在某些实施方案中，与野生型PCSK9蛋白(例如SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303)相

比，ABP对于具有SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303内的以下突变中的一个或多个(例如1、2、3、

4、5等)的突变体PCSK9蛋白的结合显著降低或增加：R207E、D208R、R185E、R439E、E513R、

V538R、E539R、T132R、S351R、A390R、A413R和E582R。在某些实施方案中，结合降低。在某些实

施方案中，结合降低评述为EC50变化。在某些实施方案中，EC50变化是EC50在数值上增加

(因此结合降低)。

[0378] 在某些实施方案中，与野生型PCSK9蛋白(例如SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303)相

比，抗原结合蛋白对于具有在SEQ  ID  NO：1内的以下突变中的一个或多个(例如1、2、3、4、5

个等)的突变体PCSK9蛋白的结合显著降低或增加：D162R、R164E、E167R、S123R、E129R、

A311R、D313R、D337R、R519E、H521R和Q554R。在某些实施方案中，结合降低了。在某些实施方

案中，结合降低评述为Bmax变化。在某些实施方案中，Bmax变化是由ABP产生的最大信号降

低。在某些实施方案中，对于作为表位的一部分的氨基酸，Bmax降低至少10％，例如，在某些
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实施方案中，降低至少以下量中的任何一个表明残基为表位的一部分：20、30、40、50、60、

70、80、90、95、98、99或100％。

[0379] 尽管以上所列的变体形式是参考关于SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303中所示的野

生型序列，但应该了解，在PCSK9的等位基因变体中，所指位置的氨基酸可不同。也涵盖对所

述PCSK9的等位基因形式表现出显著低的结合的抗原结合蛋白。因此，在某些实施方案中，

任何上述实施方案都可与等位基因序列比较，而不仅是示于图1A中的野生型序列。

[0380] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白对于变体PCSK9蛋白的结合显著降低，所述

PCSK9蛋白变体中野生型PCSK9蛋白中的所选位置处的残基突变为任何其它残基。在某些实

施方案中，将本文所述的精氨酸/谷氨酸置换用于确定位置。在某些实施方案中，丙氨酸用

于确定位置。

[0381] 如上所述，从扫描结果可确定直接参与结合或被抗原结合蛋白覆盖的残基。因此

这些残基可提供SEQ  ID  NO：1(或SEQ  ID  NO：303或SEQ  ID  NO：3)的以下结构域或区的标

示：所述结构域或区含有抗原结合蛋白所结合的结合区。如在实施例39所概述的结果中所

观察到的，在某些实施方案中，抗原结合蛋白结合含有至少以下一个氨基酸的结构域：SEQ 

ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303中的207、208、185、181、439、513、538、539、132、351、390、413、

582、162、164、167、123、129、311、313、337、519、521和554。在某些实施方案中，抗原结合蛋

白结合含有至少以下一个氨基酸的区域：SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303的207、208、185、

181、439、513、538、539、132、351、390、413、582、162、164、167、123、129、311、313、337、519、

521和554。

[0382] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白结合含有至少以下一个氨基酸的区域：SEQ  ID 

NO：1或SEQ  ID  NO：303的162、164、167、207和/或208。在某些实施方案中，不止一个(例如2、

3、4或5个)被确定的残基为由ABP结合的区域的一部分。在某些实施方案中，ABP与ABP 

21B12竞争。

[0383] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白结合含有SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303的至少

一个第185位氨基酸的区域。在某些实施方案中，ABP与ABP  31H4克争。

[0384] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白结合含有至少以下一个氨基酸的区域：SEQ  ID 

NO：1或SEQ  ID  NO：303的439、513、538和/或539位氨基酸。在某些实施方案中，不止一个(例

如2、3或4个)被确定的残基为由ABP结合的区域的一部分。在某些实施方案中，ABP与ABP 

31A4竞争。

[0385] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白结合含有至少以下一个氨基酸的区域：SEQ  ID 

NO：1或SEQ  ID  NO：303的123、129、311、313、337、132、351、390、和/或413位氨基酸。在某些

实施方案中，不止一个(例如2、3、4、5、6、7、8或9个)被确定的残基为由ABP结合的区域的一

部分。在某些实施方案中，ABP与ABP  12H11竞争。

[0386] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白结合含有至少以下一个氨基酸的结构域：SEQ 

ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303的582、519、521和/或554位氨基酸。在某些实施方案中，不止一个

(例如2、3或4个)被确定的残基为由ABP结合的区域的一部分。在某些实施方案中，ABP与ABP 

3C4克争。

[0387] 在某些实施方案中，抗原结合蛋白结合在SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303片段或全

长序列内的前述区域。在其它实施方案中，抗原结合蛋白结合由这些区组成的多肽。提及
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“SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：303”意指这些的序列中的一个或两个都可被采用或有关。该短

语不指仅应该采用一个。

[0388] 如上所述，上述说明提及关于SEQ  ID  NO：1的特定氨基酸位置。然而，在整篇本说

明书中，通常提及在SEQ  ID  NO：3中提供的第31位开始的Pro/Cat结构域。如下所述，SEQ  ID 

NO：1和SEQ  ID  NO：303缺乏PCSK9的信号序列。因此，这些不同内容之间的任何比较都应该

考虑到这种编号上的差异。具体而言，SEQ  ID  NO：1中的任何氨基酸位置将对应于SEQ  ID 

NO：3中的蛋白的30个氨基酸后的氨基酸位置。例如，SEQ  ID  NO：1的207位对应于SEQ  ID 

NO：3的237位(全长序列，在本说明书中通常所用的编号系统)。表39.6概述了关于SEQ  ID 

NO：1(和/或SEQ  ID  NO：303)的上述位置怎样对应于SEQ  ID  NO：3(其包括信号序列)。因此，

关于SEQ  ID  NO：1(和/或SEQ  ID  NO：303)所述的任何上述实施方案都通过标注的对应位置

得到关于SEQ  ID  NO：3的阐述。

[0389] 在某些实施方案中，ABP  21B12结合包含162-167位残基(例如SEQ  ID  NO：1的残基

D162-E167)的表位。在某些实施方案中，ABP  12H11结合包含123-132位残基(例如SEQ  ID 

NO：1的S123-T132)的表位。在某些实施方案中，ABP  12H11结合包含311-313位残基(例如

SEQ  ID  NO：1的A311-D313)的表位。在某些实施方案中，ABP可结合包含这些序列链中的任

何一个的表位。

[0390] 竞争性抗原结合蛋白

[0391] 在另一方面，提供以下抗原结合蛋白，所述抗原结合蛋白与结合本文所述表位的

例述的抗体或功能片段之一竞争特异性结合PCSK9。所述抗原结合蛋白也可结合与本文例

述的抗原结合蛋白之一相同的表位或重叠表位。预期与例述的抗原结合蛋白的相同表位竞

争或结合的抗原结合蛋白及片段显示相似的功能特性。例述的抗原结合蛋白及片段包括上

述那些，它们包括含重链和轻链、可变区结构域和表2和/或图2-3和15中包括的CDR的那些

抗原结合蛋白及片段。因此，作为特别的实例，提供的抗原结合蛋白包括与具有以下部分的

抗体或抗原结合蛋白竞争的那些抗原结合蛋白：

[0392] (a)关于图2-3和15中所列举的抗体所列举的所有6个CDR；

[0393] (b)关于表2中所举列抗体的所列举的VH和VL；或

[0394] (c)如表2中所列举的抗体的规定的两条轻链和两条重链。

[0395] 某些治疗用途及药物组合物

[0396] 在某些情况下，PCSK9活性与多种人疾病状态相关。例如，在某些情况下，太高或太

低的PCSK9活性都与某些病症(例如高胆固醇血症)相关。因此，在某些情况下，调节PCSK9活

性可对治疗有用。在某些实施方案中，用针对PCSK9的中和抗原结合蛋白来调节至少一种

PCSK9活性(例如结合LDLR)。所述方法可治疗和/或预防和/或降低与高血清胆固醇水平有

关的疾病或其中高胆固醇水平有关的疾病的风险。

[0397] 如本领域技术人员所了解，根据本发明，通过抗原结合蛋白的各种实施方案可解

决涉及不同胆固醇、LDL或LDLR水平或与它们有关或可受它们影响的疾病。在某些实施方案

中，“胆固醇相关疾病”(其包括“血清胆固醇相关疾病”)包括以下的任何一种或多种：高胆

固醇血症、心脏病、代谢综合征、糖尿病、冠心病、中风、心血管病、阿尔茨海默氏病和一般的

血脂障碍，它们可由例如高的总血清胆固醇、高LDL、高甘油三酯、高VLDL和/或低HDL来表

明。可用ABP单独或与一种或多种其它药物联合治疗的原发性及继发性血脂障碍的某些非
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限制性实例包括：代谢综合征；糖尿病；家族性混合型高脂血症；家族性高甘油三酯血症；家

族性高胆固醇血症，包括杂合高胆固醇血症、纯合高胆固醇血症；家族性载脂蛋白B-100缺

陷症；多基因性高胆固醇血症；残粒移去障碍病(remnant  removal  disease)；肝脂酶缺乏

症；继发于任何以下事物的血脂障碍：乱食(dietary  indiscretion)、甲状腺功能减退症、

包括雌激素和孕酮治疗、β-受体阻滞药和噻嗪类利尿药等药物；肾病综合征、慢性肾衰竭、

库欣综合征(Cushing’s  syndrome)、原发性胆汁性肝硬化、糖原贮积病、肝细胞瘤、胆汁郁

积、肢端肥大症、胰岛瘤、单纯性生长激素缺乏症和酒精诱导的高甘油三酯血症。也可将ABP

用于预防或治疗动脉粥样硬化病，例如冠心病、冠状动脉病、外周动脉病、中风(缺血性和出

血性中风)、心绞痛或脑血管病和急性冠状动脉综合征、心肌梗塞。在某些实施方案中，ABP

用于降低以下风险：非致命心脏病发作、致命和非致命性中风、某些类型的心脏手术、心力

衰竭住院治疗、心脏病患者胸痛和/或已确诊的心脏病(例如心脏病发作前、心脏手术前)引

起的心血管事件和/或有动脉阻塞证据的胸痛。在某些实施方案中，所述ABP和方法可用于

降低心血管事件复发的风险。

[0398] 如本领域技术人员所了解，通常可通过使用他汀(statin)类解决(治疗或预防)的

疾病或病况也可从本发明抗原结合蛋白的应用中获益。另外，在某些实施方案中，可从防止

胆固醇合成或提高LDLR表达中获益的病况或疾病也可通过抗原结合蛋白的各种实施方案

来治疗。另外，如本领域技术人员所了解，使用抗PCSK9抗体在治疗糖尿病方面可能尤其有

用。不仅仅因糖尿病是冠心病的风险因子，而且胰岛素增加PCSK9的表达。也就是说，患有糖

尿病的人具有高血浆脂类水平(其可与高PCSK9水平有关)，并可从降低这些水平中获益。这

一点概括性地在Costet等(“Hepatic  PCSK9  Expression  is  Regulated  by  Nutirtional 

Status  via  Insulin  and  Sterol  Regulatiory  Element-binding  Protein  1C(通过营养

状态经由胰岛素及固醇调节元件结合蛋白1C来调节肝脏PCSK9表达)”，J.Biol.Chem.，281：

6211-6218，2006)中详细阐述，其整体在此引作参考。

[0399] 在某些实施方案中，为了将其血清胆固醇水平降低到较为安全的范围内，将抗原

结合蛋白给予患有如下疾病的患者：糖尿病、腹主动脉瘤、动脉粥样硬化和/或外周血管病。

在某些实施方案中，将抗原结合蛋白给予处于发展任何本文所述疾病风险中的患者。在某

些实施方案中，将ABP给予吸烟、患有高血压或有早期心脏病发作家族史性的对象。

[0400] 在某些实施方案中，如果受治疗者按照2004NCEP治疗目标处于中等风险或中高风

险中，则给予其ABP。在某些实施方案中，如果受治疗者的LDL胆固醇水平大于160mg/dl，则

给予其ABP。在某些实施方案中，如果受治疗者的LDL胆固醇水平大于130(并按照2004NCEP

治疗目标处于中等风险或较高风险中)，则给予其ABP。在某些实施方案中，如果受治疗者的

LDL胆固醇水平大于100(并按照2004  NCEP治疗目标处于高风险或极高风险中)，则给予其

ABP。

[0401] 医生将能根据对具体患者的个体概况来选择合适的治疗适应症和目标脂类水平。

用于指导治疗高血脂的一个公认的标准是美国国家胆固醇教育计划(NCEP)专家组第三次

报告关于检测、评估和治疗成人高血液胆固醇(成人治疗第III组)的最后报告，National 

Institutes  of  Health，NIH  Publication  No.02-5215(2002)，印刷发行的出版物以其整

体在此引作参考。

[0402] 在某些实施方案中，针对PCSK9的抗原结合蛋白用于使PCSK9活性的量从异常高水
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平或甚至正常水平降低。在某些实施方案中，将针对PCSK9的抗原结合蛋白用于治疗或预防

高胆固醇血症，和/或由此用于制备药物，和/或用于其它胆固醇相关疾病(例如本文所述疾

病)。在某些实施方案中，将针对PCSK9的抗原结合蛋白用于治疗或预防其中PCSK9活性正常

的诸如高胆固醇血症等病症。在所述病症中，例如将PCSK9活性降低到正常以下可提供治疗

效果。

[0403] 在某些实施方案中，将不止一种针对PCSK9的抗原结合蛋白用于调节PCSK9活性。

[0404] 在某些实施方案中，提供治疗胆固醇相关疾病(例如高胆固醇血症)的方法，所述

方法包括给予治疗有效量的一种或多种针对PCSK9的抗原结合蛋白和另外的治疗药物。

[0405] 在某些实施方案中，单独给予针对PCSK9的抗原结合蛋白。在某些实施方案中，在

给予至少一种其它治疗药物之前给予针对PCSK9的抗原结合蛋白。在某些实施方案中，与给

予至少一种其它治疗药物并行给予针对PCSK9的抗原结合蛋白。在某些实施方案中，给予至

少一种其它治疗药物随后给予针对PCSK9的抗原结合蛋白。在其它实施方案中，在给予至少

一种其它治疗药物之前给予针对PCSK9的抗原结合蛋白。治疗药物(除抗原结合蛋白以外的

治疗药物)包括但不限于至少一种降低胆固醇(血清和/或总身体胆固醇)的其它药物或药

物。在某些实施方案中，业已观察到的是，提高LDLR表达的所述药物能提高血清HDL水平、降

低LDL水平或降低甘油三酯水平。例示性药物包括但不限于他汀类(阿托伐他汀、西立伐他

汀、氟伐他汀、洛伐他汀、美伐他汀、匹伐他汀、普伐他丁、罗苏伐他汀、辛伐他汀)、烟酸

(Niacin)(NIACOR，NIASPAN(缓慢释放的烟酸)、SLO-NIACIN(缓慢释放的烟酸))、纤维酸

(LOPID(吉非贝齐(gemfibrozil))、TRICOR(非诺贝特(fenofibrate))、胆汁酸螯合剂

(QUESTRAN(消胆胺(cholestyramine))、考来维仑(colesevelam)(WELCHOL)、COLESTID(考

来替泊(colestipol))、胆固醇吸收抑制剂(ZETIA(衣泽麦布(ezetimibe)))、烟酸与他汀组

合(ADVICOR(洛伐他汀和NIASPAN)、他汀与吸收抑制剂组合(VYTORIN(ZOCOR和ZETIA)和/或

脂质改性剂。在某些实施方案中，ABP与以下药物组合：PPARγ激动剂、PPAR α/γ激动剂、角

鲨烯合酶抑制剂、CETP抑制剂、抗高血压药物、抗糖尿病药物(例如磺酰脲类、胰岛素、GLP-1

类似物、DDPIV抑制剂)、ApoB调节剂、MTP抑制剂和/或闭塞性动脉硬化症治疗。在某些实施

方案中，ABP与提高受治疗者中LDLR蛋白水平的药物联合，所述药物例如他汀类、诸如制瘤

素M等某些细胞因子、雌激素和/或某些诸如黄连素(berberine)等草药成分。在某些实施方

案中，ABP与提高受治疗者血清胆固醇水平的药物(例如某些抗精神病药、某些HIV蛋白酶抑

制剂、饮食因素例如高果糖、蔗糖、胆固醇或某些脂肪酸和某些核受体激动剂和RXR、RAR、

LXR、FXR的拮抗剂)组合。在某些实施方案中，ABP与提高受治疗者PCSK9水平的药物组合，所

述药物例如他汀和/或胰岛素。两种药物组合可使得不需要的其它药物的副作用得到ABP的

减缓。如本领域技术人员所了解，在某些实施方案中，ABP与其它药物/化合物组合。在某些

实施方案中，ABP与其它药物并行给予。在某些实施方案中，ABP和其它药物不同时给予，且

在给予所述药物之前或之后给予ABP。在某些实施方案中，受治疗者在同一预防时期、和/或

疾病发生、治疗时期接受ABP和其它药物(提高LDLR水平)二者。

[0406] 本发明药物组合物可在联合疗法(即与其它药物组合)中给予。在某些实施方案

中，联合疗法包含能够结合PCSK9的抗原结合蛋白与至少一种抗胆固醇药物的组合。所述药

物包括但不限于在体外合成制备的化学组合物、抗体、抗原结合区及其组合和缀合物。在某

些实施方案中，药物可作为激动剂、拮抗剂、别构调节剂或毒素起作用。在某些实施方案中，
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药物可发挥抑制或刺激其靶标作用(例如受体或酶激活或抑制)，并因此促使LDLR表达提高

或降低血清胆固醇水平。

[0407] 在某些实施方案中，可在用降低胆固醇(血清胆固醇和/或总胆固醇)的药物治疗

之前、同时及随后给予针对PCSK9的抗原结合蛋白。在某些实施方案中，可预防性给予针对

PCSK9的抗原结合蛋白以防止或减轻高胆固醇血症、心脏病、糖尿病和/或任何胆固醇相关

疾病的发作。在某些实施方案中，可给予针对PCSK9的抗原结合蛋白来治疗已有的高胆固醇

血症病症。在某些实施方案中，ABP延迟与所述疾病有关的病况和/或症状的发作。在某些实

施方案中，将ABP提供给缺乏胆固醇相关疾病的任何一种或其子集的任何症状的受治疗者。

[0408] 在某些实施方案中，与特定治疗药物一起使用的针对PCSK9的抗原结合蛋白以治

疗各种胆固醇相关疾病(例如高胆固醇血症)。在某些实施方案中，鉴于病症及所期需的治

疗水平可给予两种、三种或多种药物。在某些实施方案中，可通过包含在同一制剂中一起给

予所述药物。在某些实施方案中，可通过包含在同一制剂中一起给予所述一种或多种药物

及针对PCSK9的抗原结合蛋白。在某些实施方案中，可分开调配所述药物，并通过包含在治

疗药盒中一起提供。在某些实施方案中，可分开调配所述药物和针对PCSK9的抗原结合蛋

白，并通过包含在治疗药盒中一起提供。在某些实施方案中，可分开提供所述药物。在某些

实施方案中，当通过基因疗法给予时，编码蛋白药物和/或针对PCSK9的抗原结合蛋白的基

因可包含在同一载体中。在某些实施方案中，编码蛋白药物和/或针对PCSK9的抗原结合蛋

白的基因可在同一启动子区的调控下。在某些实施方案中，编码蛋白药物和/或针对PCSK9

的抗原结合蛋白的基因可在分开的载体中。

[0409] 在某些实施方案中，本发明提供包含针对PCSK9的抗原结合蛋白连同可药用稀释

剂、载体、增溶剂、乳化剂、防腐剂和/或助剂的药物组合物。

[0410] 在某些实施方案中，本发明提供药物组合物，所述药物组合物包含针对PCSK9的抗

原结合蛋白和治疗有效量的至少一种另外的治疗药物连同可药用稀释剂、载体、增溶剂、乳

化剂、防腐剂和/或助剂。

[0411] 在某些实施方案中，可一起使用针对PCSK9的抗原结合蛋白与至少一种用于炎症

的治疗药物。在某些实施方案中，可一起使用针对PCSK9的抗原结合蛋白和至少一种用于免

疫病的治疗药物。用于炎症和免疫病的例示性治疗药物包括但不限于：38kDa的促分裂原活

化蛋白激酶(p38-MAPK)的环加氧酶1型(COX-1)和环加氧酶2型(COX-2)抑制剂小分子调节

剂；参与炎症途径的细胞内分子的小分子调节剂，其中所述胞内分子包括但不限于jnk、

IKK、NF-κB、ZAP70和lck。用于炎症的某些例示性治疗药物阐述于例如C.A .Dinarello&

L.L.Moldawer  Proinflammatory  and  Anti-Inflammatory  Cytokines  in  Rheumatoid 

Arthritis：A  Primer  for  Clinicians(风湿性关节炎中的前炎性及抗炎性细胞因子：临床

医生入门)，第三版(2001)Amgen  Inc.Thousand  Oaks.CA中。

[0412] 在某些实施方案中，药物组合物将包含不止一种不同的针对PCSK9的抗原结合蛋

白。在某些实施方案中，药物组合物将包含不止一种针对PCSK9的抗原结合蛋白，其中所述

针对PCSK9的抗原结合蛋白结合不止一个表位。在某些实施方案中，各种抗原结合蛋白彼此

将不竞争结合PCSK9。在某些实施方案中，表2和图2和/或3中所述的任何抗原结合蛋白可在

药物组合物中联合。

[0413] 在某些实施方案中，可接受的制剂材料优选在所用剂量和浓度下对接受者无毒。
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在某些实施方案中，一种或多种制剂材料用于皮下和/或静脉内给药。在某些实施方案中，

药物组合物可含有用于改性、维持或保存组合物的以下性质的制剂材料：例如pH、渗透压、

粘度、清澈度、颜色、等渗性、气味、无菌性、稳定性、分解或释放速率、吸收或渗透。在某些实

施方案中，合适的制剂材料包括但不限于：氨基酸(例如甘氨酸、谷氨酰胺、天冬酰胺、精氨

酸或赖氨酸)；抗菌剂；抗氧化剂(例如抗坏血酸、亚硫酸钠或亚硫酸氢钠)；缓冲剂(例如硼

酸盐、碳酸氢盐、Tris-HCl、柠檬酸盐、磷酸盐或其它有机酸)；膨胀剂(例如甘露醇或甘氨

酸)；螯合剂(例如乙二胺四乙酸(EDTA))；络合剂(例如咖啡因、聚乙烯吡咯烷酮、β-环糊精

或羟基丙基-β-环糊精)；填充剂；单糖；双糖；和其它糖类(例如葡萄糖、甘露糖或糊精)；蛋

白(例如血清白蛋白、白明胶或免疫球蛋白)；着色剂、矫味剂和稀释剂；乳化剂；亲水聚合物

(例如聚乙烯吡咯烷酮)；低分子量多肽；盐形成反离子(例如钠)；防腐剂(例如苯扎氯铵、苯

甲酸、水杨酸、硫柳汞、苯乙醇、羟苯甲酸甲酯、羟苯甲酸丙酯、双氯苯双胍己烷、山梨酸或过

氧化氢)；溶剂(例如甘油、丙二醇或聚乙二醇)；糖醇(例如甘露醇或山梨醇)；助悬剂；表面

活性剂或湿润剂(例如聚氧丙烯(pluronics)、PEG、脱水山梨糖醇酯、诸如聚山梨醇酯20、聚

山梨醇酯80等聚山梨醇酯、曲通(triton)、氨基丁三醇、卵磷脂、胆固醇、泰洛沙泊

(tyloxapal))；稳定性增强剂(例如蔗糖或山梨醇)；渗透压增强剂(例如碱金属卤化物，优

选氯化钠或氯化钾、甘露醇、山梨醇)；递送溶媒；稀释剂；赋形剂和/或药物助剂。

(Remington′s  Pharmaceutical  Sciences(雷明顿药物科学)，第18版，A.R.Gennaro编辑，

Mack  Publishing  Company(1995))。在某些实施方案中，制剂包含PBS；20mM  NaOAC、pH 

5.2、50mM  NaCl；和/或10mM  NAOAC、pH  5.2、9％蔗糖。

[0414] 在某些实施方案中，针对PCSK9的抗原结合蛋白和/或治疗分子与本领域已知的半

衰期延长溶媒连接。所述溶媒包括但不限于聚乙二醇、糖原(例如糖基化的ABP)和葡聚糖。

所述溶媒阐述于例如美国申请顺序号09/428,082(现在为美国专利第6,660,843号)和公布

的PCT申请号WO  99/25044中，它们为任何目的在此引作参考。

[0415] 在某些实施方案中，最佳药物组合物将由本领域技术人员根据例如预定的给药途

径、递送方式和所需剂量来确定。参见例如Remington′s  Pharmaceutical  Sciences(雷明

顿药物科学)，见上述。在某些实施方案中，所述组合物可影响本发明抗体的物理状态、稳定

性、体内释放速率和体内清除速率。

[0416] 在某些实施方案中，药物组合物中的主要溶媒或载体可以在性质上为水性或非水

性。例如，在某些实施方案中，合适的溶媒或载体可为注射用水、生理盐水溶液或人造脑脊

髓液，其可能补充在用于胃肠外给药的组合物中常见的其它物质。在某些实施方案中，盐水

包含等渗磷酸盐缓冲的盐水。在某些实施方案中，中性缓冲的盐水或与血清白蛋白混合的

盐水是另外的例示性溶媒。在某些实施方案中，药物组合物包含约pH  7.0-8.5的Tris缓冲

液或约pH  4.0-5.5的乙酸盐缓冲液，它们可进一步包括山梨醇或为此合适的替代品。在某

些实施方案中，可通过让具有所需纯度的所选择的组合物与任选制剂物质(Remington′s 

Pharmaceutical  Sciences(雷明顿药物科学)，见上述)混合，来制备用于贮存的呈冻干饼

或水溶液形式的包含针对PCSK9的抗原结合蛋白及含或不含至少一种另外的治疗药物的组

合物。此外，在某些实施方案中，可用合适的赋形剂例如蔗糖，将包含针对PCSK9的抗原结合

蛋白及含或不含至少一种另外的治疗药物的组合物调配成冻干剂。

[0417] 在某些实施方案中，可选择药物组合物用于胃肠外递送。在某些实施方案中，可选
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择组合物用于吸入或用于通过消化道例如经口递送。所述可药用组合物的制备在本领域技

术人员能力范围内。

[0418] 在某些实施方案中，制剂组分以给药位点可接受的浓度存在。在某些实施方案中，

用缓冲液来维持组合物的生理pH或稍低的pH，通常在约5-约8的pH范围内。

[0419] 在某些实施方案中，当涵盖胃肠外给药时，治疗组合物可呈无热原、胃肠外可接受

的水溶液形式，并且在可药用溶媒中包含所期需的针对PCSK9的抗原结合蛋白，含或不含另

外的治疗药物。在某些实施方案中，用于胃肠外注射的溶媒为无菌蒸馏水，其中将针对

PCSK9的抗原结合蛋白连同或不含至少一种另外的治疗药物调配为无菌等渗适当防腐的溶

液。在某些实施方案中，制备可涉及用试剂调配所需的分子，所述试剂为例如可注射微球

体、可生物侵蚀的粒子、聚合化合物(例如聚乳酸或聚乙醇酸)、珠粒或脂质体，它们可提供

控释或缓释产品，由此可经由长效注射剂给予。在某些实施方案中，还可使用透明质酸，透

明质酸可具有延长循环持续时间的作用。在某些实施方案中，可使用可植入药物递送装置

来导入所需分子。

[0420] 在某些实施方案中，可调配药物组合物用于吸入。在某些实施方案中，可将针对

PCSK9的抗原结合蛋白连同或不含至少一种另外的治疗药物调配为干粉用于吸入。在某些

实施方案中，可用抛射剂调配包含针对PCSK9的抗原结合蛋白连同或不含至少一种另外的

治疗药物的吸入溶液用于气雾剂给药。在某些实施方案中，可使溶液雾化。肺部给药进一步

阐述于PCT申请号PCT/US94/001875中，该文献阐述化学修饰的蛋白的肺部给药。

[0421] 在某些实施方案中，涵盖经口给予制剂。在某些实施方案中，以该方式给予的针对

PCSK9的抗原结合蛋白连同或不含至少一种另外的治疗药物，可与或不与在混合固态剂型

(例如片剂及胶囊剂)中常规使用的载体一起调配。在某些实施方案中，可将胶囊设计为在

胃肠道的某处释放制剂的活性部分，此时其生物利用度最大而系统降解之前的降解最小。

在某些实施方案中，可包括至少一种另外的药剂以促进针对PCSK9的抗原结合蛋白和/或任

何另外的治疗药物的吸收。在某些实施方案中，还可采用稀释剂、矫味剂、低熔点蜡、植物

油、润滑剂、悬浮剂、片剂崩解剂和粘合剂。

[0422] 在某些实施方案中，药物组合物可包含与适于制备片剂的无毒赋形剂混合的有效

量的针对PCSK9的抗原结合蛋白连同或不含至少一种另外的治疗药物。在某些实施方案中，

可通过将药片溶解在无菌水或另一合适的溶媒中，来制备单位剂量形式的溶液。在某些实

施方案中，合适的赋形剂包括但不限于：惰性稀释剂，例如碳酸钙、碳酸钠或碳酸氢钠、乳糖

或磷酸钙；或粘合剂，例如淀粉、白明胶或阿拉伯树胶；或润滑剂，例如硬脂酸镁、硬脂酸或

滑石。

[0423] 另外的药物组合物对本领域技术人员将显而易见，包括包含针对PCSK9的抗原结

合蛋白、含或不含至少一种另外的治疗药物的制剂，它们为缓释制剂或控释制剂。在某些实

施方案中，用于调配多种其它缓释或控释手段的技术也为本领域技术人员所知，所述缓释

或控释手段有例如脂质体载体、生物可侵蚀微粒或多孔性珠粒和长效注射剂。参见例如PCT

申请号PCT/US93/00829，其阐述用于递送药物组合物的控释多孔性聚合微粒。在某些实施

方案中，缓释制剂可包括呈诸如膜或微胶囊等有形物品形式的半透性的聚合物基质。缓释

基质可包括聚酯、水凝胶、聚丙交酯(U.S.3,773,919和EP  058,481)、L-谷氨酸/L-谷氨酸γ

乙酯共聚物(Sidman等，Biopolymers，22：547-556(1983))、聚(甲基丙烯酸2-羟乙酯)
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(Langer等，J.Biomed .Mater.Res.，15：167-277(1981)和Langer，Chem.Tech.，12：98-105

(1982))、乙烯-乙酸乙烯酯(Langer等，上述)或聚-D(-)-3-羟基丁酸(EP  133,988)。在某些

实施方案中，缓释组合物还可包括脂质体，所述脂质体可通过本领域已知的几种方法中的

任何一种来制备。参见例如Eppstein等，Proc.Natl.Acad .Sci.USA，82：3688-3692(1985)；

EP  036,676；EP  088,046和EP  143,949。

[0424] 可用于在体内给药的药物组合物通常是无菌的。在某些实施方案中，这可通过无

菌过滤膜过滤来完成。在某些实施方案中，当组合物为冻干组合物时，可在冻干前或冻干后

及复溶时用该方法除菌。在某些实施方案中，用于胃肠外给予的组合物可以以冻干形式或

在溶液中贮存。在某些实施方案中，通常将胃肠外组合物置于具有无菌进口的容器(例如置

于静脉内溶液袋)中或具有可由皮下注射针刺入的瓶塞的小瓶中。

[0425] 在某些实施方案中，当调配药物组合物后，其可以作为溶液、混悬液、凝胶、乳液、

固体或作为脱水或冻干粉贮存在无菌小瓶中。在某些实施方案中，所述制剂可以以随时可

用的形式或在给药前复溶的形式(例如冻干)贮存。

[0426] 在某些实施方案中，提供用于形成单剂量给药单元的药盒。在某些实施方案中，药

盒可含有具有干蛋白的第一容器及具有水制剂的第二容器二者。在某些实施方案中，包括

含有单室和多室预装填注射器(例如液体注射器和液溶胶注射器(lyosyringes))的药盒。

[0427] 在某些实施方案中，待治疗使用的包含针对PCSK9的抗原结合蛋白、含或不含至少

一种另外治疗药物的有效量的药物组合物，将视例如治疗背景及目标而定。因此，本领域技

术人员应了解，根据某些实施方案，用于治疗的合适的剂量水平将部分视以下情况而变化：

被递送的分子、针对PCSK9的抗原结合蛋白及含或不含至少一种另外的治疗药物所用于的

适应症、给药途径和患者的大小(体重、体表面或器官大小)和/或身体状况(年龄及一般健

康状况)。在某些实施方案中，临床医生可滴定(titer)剂量并修改给药途径以获得最佳治

疗效果。在某些实施方案中，典型剂量可介于约0.1μg/kg-至多约100mg/kg或更多的范围

内，视上述因素而定。在某些实施方案中，剂量可介于0.1μg/kg-至多约100mg/kg；或1μg/

kg-至多约100mg/kg；或5μg/kg-至多约100mg/kg的范围内。

[0428] 在某些实施方案中，给药频率将考虑制剂中所用的针对PCSK9的抗原结合蛋白和/

或任何另外的治疗药物的药代动力学参数。在某些实施方案中，临床医生将给予组合物直

到剂量达到实现所需效果的剂量。因此，在某些实施方案中，组合物可作为单次剂量或两次

或多次剂量(其可含有或可不含有同样量的所需分子)随时间给予，或经由植入装置或导管

连续输注。合适剂量的进一步细化由本领域一般技术人员常规地进行，并且属于他们的日

常工作范围。在某些实施方案中，可通过使用合适的剂量-反应数据来确定合适的剂量。在

某些实施方案中，给药量和频率可考虑要获得的所需胆固醇水平(血清胆固醇水平和/或总

胆固醇水平)及受治疗者中存在的胆固醇水平、LDL水平和/或LDLR水平，它们都可由本领域

技术人员所熟知的方法来获得。

[0429] 在某些实施方案中，药物组合物的给药途径与已知方法一致，例如：经口；通过静

脉内、腹膜内、大脑内(内部实质)、脑室内、肌内、皮下、眼内、动脉内、门静脉内或病灶内途

径注射；通过缓释系统或通过植入装置。在某些实施方案中，可通过静脉推注或通过连续输

注或通过植入装置给予组合物。

[0430] 在某些实施方案中，经由将需要被吸收或封装的分子植入到膜、海绵或另外合适

说　明　书 58/432 页

60

CN 112390889 A

60



材料来经口给予组合物。在某些实施方案中，当使用植入装置时，可将该装置植入到任何合

适的组织或器官，并可经由扩散、定时释放药丸或连续给药来递送所需的分子。

[0431] 在某些实施方案中，可能需要以离体方式使用包含针对PCSK9的抗原结合蛋白及

含或不含至少一种另外的治疗药物的药物组合物。在所述情况下，让从患者移出的细胞、组

织和/或器官与包含针对PCSK9的抗原结合蛋白及含或不含至少一种另外的治疗药物的药

物组合物接触，此后接着将所述细胞、组织和/或器官移植回患者中。

[0432] 在某些实施方案中，可通过移植某些细胞来递送针对PCSK9的抗原结合蛋白和/或

任何另外的治疗药物，所述细胞业已用诸如本文所述方法经过遗传工程改造以表达和分泌

所述多肽。在某些实施方案中，所述细胞可为动物或人细胞，并可为自体同源、异源或异种。

在某些实施方案中，细胞可为永生化细胞。在某些实施方案中，为了降低免疫应答发生的可

能性，可包封细胞以避免渗透到周围组织。在某些实施方案中，包封材料通常为可生物相

容、半渗透的聚合封装物或膜，以使蛋白产物释放但防止由患者的免疫系统或由来自周围

组织的其它有害因素破坏细胞。

[0433] 基于ABP显著中和PCSK9活性的能力(如以下实施例所证明)，这些ABP将在治疗和

预防因PCSK9-介导的活性引起的症状和病症(例如高胆固醇血症)中有治疗效果。

[0434] 诊断应用

[0435] 在某些实施方案中，ABP用作诊断工具。ABP可用于测定在样品和/或受治疗者中存

在的PCSK9的量。如本领域技术人员所了解，所述ABP不必中和ABP。在某些实施方案中，诊断

性ABP不是中和ABP。在某些实施方案中，诊断性ABP结合不同于中和ABP所结合的表位。在某

些实施方案中，两种ABP彼此不竞争。

[0436] 在某些实施方案中，为了筛选/诊断与PCSK9水平变化有关的疾病或病况，在用于

检测哺乳动物组织或细胞的PCSK9的检测药盒和/或方法中使用或提供本文公开的ABP。所

述药盒包含结合PCSK9的ABP和用于指示ABP与PCSK9结合情况(如果存在的话)及任选的

PCSK9蛋白水平的工具。可使用用于指示ABP存在情况的各种工具。例如，可将荧光团、其它

分子探针或酶连接到ABP，并且可以以多种方式观察ABP的存在情况。用于筛选所述疾病的

方法可涉及药盒的使用，或仅使用所公开的ABP之一，并涉及测定样品中ABP与PCSK9是否结

合。如本领域技术人员所了解，高或提高的PCSK9水平将导致较大量的ABP与样品中的PCSK9

结合。因此，可将ABP结合程度用于测定样品中有多少PCSK9。具有大于预定量(例如没有

PCSK9相关疾病的人应具有的量或范围)的PCSK9量的受治疗者或样品可表征为具有PCSK9

介导的疾病。在某些实施方案中，为了测定他汀是否提高受治疗者PCSK9的量，将ABP给予服

用他汀的受治疗者。

[0437] 在某些实施方案中，ABP为非中和的ABP，并用于测定接受ABP和/或他汀治疗的受

治疗者的PCSK9量。

实施例

[0438] 提供以下实施例(包括所进行的实验和所获得的结果)仅用于阐明目的，不能理解

为限制本发明。

[0439] 实施例1

[0440] 免疫和滴定
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[0441] 抗PCSK9抗体和杂交瘤的产生

[0442] 在 小鼠(Abgenix，Fremont，CA)中诱导PCSK9成熟形式的抗体(如图

1A中的序列所述，且下划线为前域)， 小鼠为含有人免疫球蛋白基因的小鼠。

用第1组和第2组两组 小鼠产生针对PCSK9的抗体。第1组包括

品系XMG2-KL小鼠，其产生全人IgG2κ及IgG2λ抗体。用人PCSK9免疫接种第1组小鼠。用标准

重组技术用GenBank序列作为参考(NM_174936)制备PCSK9。第2组涉及 品系

XMG4-KL小鼠，其产生全人IgG4κ及IgG4λ抗体。第2组小鼠也用人PCSK9免疫接种。

[0443] 两组小鼠都按照表3的时间表用抗原注射11次。在初次免疫中，每只小鼠注射总共

10μg的抗原，经腹膜内递送到腹部。随后的加强免疫接种为5ug剂量，注射方法为在腹膜内

注射至腹部与皮下注射到尾底部之间交错。对于腹膜内注射，用 Gold(Sigma，

Cat#T2684)将抗原制备为乳剂；对于皮下注射，抗原与明矾(磷酸铝)和CpG寡聚物混合。在

第2次到第8次及第10次注射时，每只小鼠注射总量5μg的存于明矾凝胶佐剂中的抗原。每只

小鼠最后注射的5μg抗原在磷酸盐缓冲的盐水中递送，递送到2个位点，50％经腹膜内(IP)

递送到腹部，50％皮下(SQ)注射到尾底部。免疫程序概述于以下所示表3中。

[0444] 表3

[0445]
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[0446]

[0447] 用于滴定XenoMouse动物的方案如下：用中性链亲和素(neutravadin)@8ug/ml

(50ul/孔)包被Costar  3368中结合力板，并在1XPBS/0.05％叠氮化物中于4℃下过夜孵育。

用TiterTek以反渗透纯水对其进行3轮洗涤。用250ul的1XPBS/1％牛奶封闭所述板，并在室

温下孵育至少30分钟。用TiterTek以反渗透纯水进行3轮洗涤洗掉封闭液。然后在50ul/孔

的1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+(测定稀释液)中捕获2ug/ml  b-人PCSK9@，并在室温孵育1小

时。然后用TiterTek以反渗透纯水进行3轮洗涤。对于第一抗体，血清从1∶100以一式二份1：

3滴定。这在50ul/孔测定稀释液中进行，并在室温下孵育1小时。然后用TiterTek以反渗透

纯水进行3轮洗涤。第二抗体为50ul/孔测定稀释液中的400ng/ml羊抗人IgG  Fc  HRP@。让其

在室温下孵育1小时。然后用TiterTek以反渗透纯水进行3轮洗涤，用纸巾拍干。对于底物，

使用一步TMB溶液(Neogen，Lexington，Kentucky)(50ul/孔)，并让其在室温显色30分钟。
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[0448] 接着在ELISA测定中的方案如下：对于包含b-PCSK9且无V5His标签的样品采用以

下方案：采用Costar  3368中结合板(Corning  Life  Sciences)。用含8μg/ml中性链亲和素

的1XPBS/0.05％叠氮化物包被板(50μl/孔)。让板在4℃过夜孵育。然后用TiterTekM384板

洗涤器(Titertek，Huntsville，AL)洗涤板。进行3轮洗涤。用250μl的1XPBS/1％牛奶封闭

板，并在室温下孵育大约30分钟。然后用M384板洗涤器洗涤板。进行3轮洗涤。捕获物为b-hu 

PCSK9，不含V5标签，以2μg/ml加入到1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+(40μl/孔)中。然后让板在室

温下孵育1小时。进行3轮洗涤。血清从1∶100以一式二份1∶3滴定，H排为血清空白。在测定稀

释液中以50μl/孔的体积进行滴定。让板在室温下孵育1小时。接下来进行3轮洗涤。将

1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+中的羊抗人IgG  Fc  HRP以100ng/ml(1∶4000)加入板中(50μl/

孔)，并在室温下孵育1小时。用3轮洗涤再次洗涤板。然后用纸巾拍干板。最后，向板中加入1

步TMB(Neogen，Lexington，Kentucky)(50μl/孔)，并在室温下30分钟后用1N盐酸(50μl/孔)

淬灭。立即用TiterTek板读数器在450nm处读取OD。

[0449] 检测结合PCSK9的板的阳性对照为可溶性LDL受体(R&D  Systems，货号2148LD/CF)

和多克隆兔抗PCSK9抗体(Caymen  Chemical#10007185)，其在测定稀释液中从3μg/ml以一

式二份1∶3滴定。用羊抗LDLR(R&D  Systems，货号AF2148)和兔抗羊IgGFc  HRP以400ng/ml的

浓度检测LDLR；用羊抗兔IgG  Fc以在测定稀释液中400ng/ml的浓度检测兔多克隆抗体。阴

性对照为天然XMG2-KL和XMG4-KL血清，其在测定稀释液中从1∶100以一式二份1∶3滴定。

[0450] 对于包含具有V5His标签的b-PCSK9的样品采用以下方案：采用Costar  3368中结

合板(Corning  Life  Sciences)。用含8μg/ml中性链亲和素的1XPBS/0.05％叠氮化物(50μ

l/孔)包被板。让板在4℃过夜孵育。然后用TiterTekM384板洗涤器(Titertek，Huntsville，

AL)洗涤板。进行3轮洗涤。用250μl的1XPBS/1％牛奶封闭板，并在室温下孵育大约30分钟。

然后用M384板洗涤器洗涤板。进行3轮洗涤。捕获物为b-hu  PCSK9，含V5标签，以2μg/ml加入

到1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+(40μl/孔)中。然后让板在室温下孵育1小时。进行3轮洗涤。血

清从1∶100以一式二份1：3滴定，H排为血清空白。在测定稀释液中以50μl/孔的体积进行滴

定。让板在室温下孵育1小时。接下来用M384板洗涤器洗涤板进行3轮洗涤。将1XPBS/1％牛

奶/10mM  Ca2+中的羊抗人IgG  Fc  HRP以400ng/ml加入板中(50μl/孔)，并在室温下孵育1小

时。用3轮洗涤再次洗涤板。然后用纸巾拍干板。最后，向板中加入1步TMB(Neogen，

Lexington，Kentucky)(50μl/孔)，并在室温下30分钟后用1N盐酸(50μl/孔)淬灭所述板。立

即用TiterTek板读数器在450nm处读取OD。

[0451] 阳性对照为LDLR、兔抗PCSK9，其在测定稀释液中从3μg/ml以一式二份1∶3滴定。用

羊抗LDLR(R&D  Systems，货号AF2148)和兔抗羊IgG  Fc  HRP以400ng/ml的浓度检测LDLR；用

羊抗兔IgG  Fc在测定稀释液中以400ng/ml的浓度检测兔多克隆抗体。在测定稀释液中从1μ

g/ml以一式二份1∶3滴定人抗His  1.2，3和抗V5  1.7.1；二者都用羊抗人IgG  Fc  HRP在测定

稀释液中以400ng/ml的浓度检测。阴性对照为天然XMG2-KL和XMG4-KL血清，其在测定稀释

液中从1∶100以一式二份1∶3滴定。

[0452] 通过ELISA测定对用所述的可溶性抗原免疫接种的小鼠检测针对人PCSK9的抗体

的滴度。表4概述了ELISA数据，并表明有某些小鼠似乎对PCSK9具有特异性。参见例如表4。

因此，在免疫程序结束时，选择10只小鼠(表4中的粗体)用于收获，分别如本文所述从脾脏

和淋巴结分离脾细胞和淋巴细胞。
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[0453] 表4

[0454] ELISA结果概述

[0455]

[0456] 实施例2

[0457] 淋巴细胞回收、B细胞分离、杂交瘤的融合及产生

[0458] 本实施例概述如何回收免疫细胞及如何产生杂交瘤。通过颈脱位法处死所挑选的

经免疫接种的小鼠，收获引流的淋巴结并由各组合并淋巴结。通过在DMEM中磨碎以从组织

释放细胞来从淋巴组织分离B细胞，将细胞悬浮于DMEM中。计数细胞，以每1亿淋巴细胞加入

0.9ml  DMEM到细胞团中让细胞缓慢但完全悬浮。

[0459] 让淋巴细胞与购自ATCC(货号CRL  1580)的非分泌性骨髓瘤P3X63Ag8 .653细胞

(Kearney等，(1979)J.Immunol.123、1548-1550)以1：4比例混合。通过以400xg离心4分钟让

细胞混合物缓慢沉淀。滗出上清液后，用1ml移液枪轻轻混合细胞。经1分钟轻轻搅拌缓慢加

入来自Sigma(货号P7306)的预热的PEG/DMSO溶液(每百万B细胞1ml)，接着混合1分钟。然后

经2分钟加入预热的IDMEM(每百万B细胞2ml)(DMEM不含谷氨酰胺、L-谷氨酰胺、青霉素/链

霉素(pen/strep)、MEM非必需氨基酸(皆来自Invitrogen)，且轻轻搅拌。最后，经3分钟加入

预热的IDMEM(每106B细胞8ml)。
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[0460] 经6分钟以400xg让融合细胞旋转沉降，以每百万B细胞重新悬浮于20ml选择培养

基(DMEM(Invitrogen)、15％FBS(Hyclone)中，所述培养基补充L-谷氨酰胺、青霉素/链霉

素、MEM非必需氨基酸、丙酮酸钠、2-巯基乙醇(皆来自Invitrogen)、HA-重氮丝氨酸次黄嘌

呤和OPI(草酰乙酸盐、丙酮酸盐、牛胰岛素)(二者皆来自Sigma)和IL-6(Boehringer 

Mannheim))。让细胞在37℃下孵育20-30分钟，然后重新悬浮于200ml选择培养基，在铺到96

孔板之前于T175培养瓶中培养3-4天。因此，产生了生产针对PCSK9的抗原结合蛋白的杂交

瘤。

[0461] 实施例3

[0462] PCSK9抗体的选择

[0463] 本实施例概述了如何表征并选择各种PCSK9抗原结合蛋白。评估了分泌的抗体(由

在实施例1和2中产生的杂交瘤中产生)与PCSK9的结合情况。抗体选择基于结合数据和

PCSK9与LDLR结合的抑制及亲和力。如下所述通过ELISA分析与可溶性PCSK9的结合情况。用

(表面等离子共振技术)定量测定结合亲和力。

[0464] 初步筛选

[0465] 进行了结合野生型PCSK9的抗体的初步筛选。在两种收获物中进行初步筛选。初步

筛选包含ELISA测定，用以下方案进行：

[0466] 采用Costar  3702中结合384孔板(Corning  Life  Sciences)。用含4μg/ml浓度的

中性链亲和素的1XPBS/0.05％叠氮化物以40μl/孔的体积包被板。让板在4℃过夜孵育。然

后用TiterTek板洗涤器(Titertek，Huntsville，AL)洗涤板。进行3轮洗涤。用90μl的1XPBS/

1％牛奶封闭板，并在室温下孵育大约30分钟。然后洗涤所述板。再次进行3轮洗涤。捕获样

品为生物素化-PCSK9，不含V5标签，将其以0.9μg/ml加入到体积为40μl/孔的1XPBS/1％牛

奶/10mM  Ca2+。然后让板在室温下孵育1小时。接下来用TiterTek板洗涤器对板进行3轮洗

涤。将10μl上清液转移到40μl的1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+中，并在室温下孵育1.5小时。再

用TiterTek板洗涤器对板进行3轮洗涤。将40μl/孔含100ng/ml(1∶4000)的浓度的羊抗人

IgG  Fc  POD的1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+加入板中，并在室温下孵育1小时。对板再次进行3

轮洗涤。最后，向板中加入40μl/孔的一步TMB(Neogen，Lexington，Kentucky)，在室温30分

钟后用40μl/孔的1N盐酸进行淬灭。立即用TiterTek板读数器在450nm处读取OD。

[0467] 初步筛选导致从两种收获物中鉴定出总共3104个抗原特异性杂交瘤。基于最高

ELISA  OD值，对每种收获物进一步选出1500个杂交瘤，总共3000个阳性。

[0468] 确认筛选

[0469] 然后根据对野生型PCSK9的结合情况重新筛选这3000个阳性，以确认建立了稳定

的杂交瘤。筛选如下进行：采用Costar  3702中结合384孔板(Corning  Life  Sciences)。用

体积为40μl/孔的含3μg/ml中性链亲和素的1XPBS/0.05％叠氮化物包被板。让板在4℃过夜

孵育。然后用TiterTek板洗涤器(Titertek，Huntsville，AL)洗涤板。进行3轮洗涤。用90μl

的1XPBS/1％牛奶封闭板，并在室温下孵育大约30分钟。然后用M384板洗涤器洗涤板。进行3

轮洗涤。捕获样品为b-PCSK9，不含V5标签，以0.9μg/ml将其加入到体积为40μl/孔的1XPBS/

1％牛奶/10mM  Ca2+中。然后让板在室温下孵育1小时。接下来对板进行3轮洗涤。将10μl上清

液转移到40μl的1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+中，并在室温下孵育1.5小时。再用TiterTek板洗

涤器对板进行3轮洗涤。将40μl/孔含100ng/ml(1∶4000)浓度的羊抗人IgG  Fc  POD的1XPBS/
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1％牛奶/10mM  Ca2+加入板中，并在室温下孵育所述板1小时。再次用TiterTek板洗涤器对板

进行3轮洗涤。最后，向板中加入40μl/孔的一步TMB(Neogen，Lexington，Kentucky)，并在室

温下30分钟后用40μl/孔的1N盐酸淬灭。立即用TiterTek板读数器在450nm处读取OD。在第

二次筛选中总共有2441个阳性重复。然后将这些抗体用于随后的筛选。

[0470] 小鼠交叉反应性筛选

[0471] 然后根据与小鼠PCSK9的交叉反应性对全体杂交瘤进行筛选，以确定抗体能结合

人和小鼠PCSK9二者。在交叉反应性筛选中采用以下方案：采用Costar  3702中结合384孔板

(Corning  Life  Sciences)。用40μl/孔体积的含3μg/ml中性链亲和素的1XPBS/0.05％叠氮

化物包被板。让板在4℃下过夜孵育。然后用TiterTek板洗涤器(Titertek，Huntsville，AL)

洗涤板。进行3轮洗涤。用90μl的1XPBS/1％牛奶封闭板，并在室温下孵育大约30分钟。然后

用TiterTek板洗涤器洗涤板。进行3轮洗涤。捕获样品为生物素化-小鼠PCSK9，将其以1μg/

ml加入到体积为40μl/孔的1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+中。然后让板在室温下孵育1小时。接

下来用TiterTek板洗涤器对板进行3轮洗涤。将50μl上清液转移到板中，并在室温下孵育1

小时。再对板进行3轮洗涤。将40μl/孔的含100ng/ml(1∶4000)浓度的羊抗人IgG  Fc  POD的

1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+加入板中，并在室温下孵育所述板1小时。再次对所述板进行3轮

洗涤。最后，向板中加入40μl/孔的一步TMB(Neogen，Lexington，Kentucky)，在室温30分钟

后用40μl/孔的1N盐酸淬灭板。立即用TiterTek板读数器在450nm处读取OD。观察到579个抗

体与小鼠PCSK9起交叉反应。然后将这些抗体用于随后的筛选。

[0472] D374Y突变体结合筛选

[0473] 业已证明了在人群中存在PCSK9的D374Y突变(例如Timms  KM等，“A  mutation  in 

PCSK9  causing  autosomal-dominant  hypercholesterolemia  in  a  Utah  pedigree

(PCSK9突变引起犹他州家系中常染色体显性高胆固醇血症)”，Hum.Genet.114：349-353，

2004)。为了确定抗体是仅特异性针对野生型或还与PCSK9的D374Y形式结合，随后根据与包

含D374Y突变的PCSK9突变体序列的结合情况筛选样品。筛选方案如下：在筛选中采用

Costar  3702中结合384孔板(Corning  Life  Sciences)。用40μl/孔体积的含4μg/ml中性链

亲和素的1XPBS/0.05％叠氮化物包被板。让板在4℃过夜孵育。然后用TiterTek板洗涤器

(Titertek，Huntsville，AL)洗涤板。进行3轮洗涤。用90μl的1XPBS/1％牛奶封闭板，并在室

温下孵育大约30分钟。然后用TiterTek板洗涤器洗涤板。进行3轮洗涤。用含1μg/ml浓度的

生物素化人PCSK9  D374Y的1XPBS/1％牛奶/10mMCa2+包被板，在室温下孵育1小时。然后用

TiterTek板洗涤器洗涤板。进行3轮洗涤。用PBS/牛奶/Ca2+以1∶5稀释(10ml加40ml)晚期营

养耗尽的杂交瘤培养物上清液，并在室温下孵育1小时。接下来，将40μl/孔的含1ug/ml兔抗

人PCSK9(Cayman  Chemical)和人抗His  1.2.3(1∶2)的1XPBS/1％牛奶/10mMCa2+滴定到板

上，然后在室温下孵育1小时。然后用TiterTek板洗涤器洗涤板。进行3轮洗涤。将40μl/孔的

含100ng/ml(1∶4000)浓度的羊抗人IgG  Fc  POD的1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+加入板中，并在

室温下孵育所述板1小时。然后用TiterTek板洗涤器洗涤板。进行3轮洗涤。最后，向板中加

入40μl/孔的一步TMB(Neogen，Lexington，Kentucky)，在室温30分钟后用40μl/孔的1N盐酸

淬灭板。立即用TiterTek板读数器在450nm处读取OD。超过96％对野生型PCSK9呈阳性的抗

体也结合突变体PCSK9。

[0474] 大规模受体配体封阻筛选
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[0475] 为了筛选封阻PCSK9与LDLR结合的抗体，开发了使用D374Y  PCSK9突变体的测定。

将突变体用于该测定是因为其对LDLR具有较高的结合亲和力，这使得待开发的受体配体封

阻测定更加灵敏。在受体配体封阻筛选中采用以下方案：在筛选中采用Costar  3702中结合

384孔板(Corning  Life  Sciences)。用40μl/孔体积的含2μg/ml羊抗LDLR(R&D货号AF2148)

的1XPBS/0 .05％叠氮化物包被板。让板在4℃过夜孵育。然后用TiterTek板洗涤器

(Titertek，Huntsville，AL)洗涤板。进行3轮洗涤。用90μl的1XPBS/1％牛奶封闭板，并在室

温下孵育大约30分钟。然后用TiterTek板洗涤器洗涤板。进行3轮洗涤。捕获样品为LDLR(R&

D，货号2148LD/CF)，将其以0.4μg/ml加入到体积为40μl/孔的1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+。然

后让板在室温下孵育1小时10分钟。同时，让20ng/ml的生物素化的人D374Y  PCSK9与15微升

营养耗尽的杂交瘤上清液在Nunc聚丙烯板中孵育，以1∶5稀释营养耗尽的上清液浓度。然后

让板在室温预孵育约1小时30分钟。接下来，用TiterTek板洗涤器对板进行3轮洗涤。将50μ

l/孔预孵育的混合物转移到LDLR包被的ELISA板上，并在室温下孵育1小时。为了检测结合

LDLR的b-PCSK9，将40μl/孔的含500ng/ml链霉抗生物素蛋白HRP的测定稀释液加到板中。让

板在室温下孵育1小时。再用TiterTek板洗涤器洗涤板。进行3轮洗涤。最后，向板中加入40μ

l/孔的一步TMB(Neogen，Lexington，Kentucky)，在室温30分钟后用40μl/孔的1N盐酸淬灭

所述板。立即用TiterTek板读数器在450nm处读取OD。该筛选鉴定了384个充分封阻PCSK9与

LDLR之间相互作用的抗体，100个强烈封阻(OD＜0.3)所述相互作用的抗体。这些抗体抑制

PCSK9与LDLR之间的结合作用大于90％(大于90％抑制)。

[0476] 对封阻物子集(Blocker  Subset)的受体配体结合测定

[0477] 然后用突变酶对在第一次大规模受体配体抑制测定中鉴定的384个中和物的子集

成员重复进行受体配体测定。在筛选384个封阻物子集成员测定中采用的方案与在大规模

受体配体封阻筛选中所用的一样。这种重复筛选确证了初步筛选数据。

[0478] 这种对384个子集成员的筛选鉴定了85个封闭PCSK9突变酶和LDLR之间相互作用

大于90％的抗体。

[0479] 结合野生型PCSK9但不结合D374Y突变体的封阻物的受体配体结合测定

[0480] 在上述3000个初始组中有86个抗体显示对野生型PCSK9的特异性结合而不结合

huPCSK9(D374Y)突变体。测试了上述这86个抗体封阻野生型PCSK9结合LDLR受体的能力。采

用以下方案：在筛选中采用Costar  3702中结合384孔板(Corning  Life  Sciences)。用40μ

l/孔的体积的含10μg/ml抗His  1.2.3的1XPBS/0.05％叠氮化物包被板。让板在4℃过夜孵

育。然后用TiterTek板洗涤器(Titertek，Huntsville，AL)洗涤板。进行3轮洗涤。用90μl的

1XPBS/1％牛奶封闭板，并在室温下孵育大约30分钟。然后用TiterTek板洗涤器洗涤板。进

行3轮洗涤。将LDLR(R&D，#2148LD/CF或R&D  Systems，#2148LD)以5μg/ml加入到体积为40μ

l/孔的1XPBS/1％牛奶/10mM  Ca2+中。然后让板在室温下孵育1小时。接下来，用TiterTek板

洗涤器对所述板进行3轮洗涤。同时，让生物素化的人野生型PCSK9与营养耗尽的杂交瘤上

清液在Nunc聚丙烯板中预孵育。将22μl杂交瘤上清液转移到33ul含583ng/ml浓度的b-

PCSK9的1XPBS/1％牛奶/10mMCa2+中，得到最终b-PCSK9浓度＝350ng/ml，营养耗尽上清液

最终稀释度为1∶2.5。让板在室温预孵育大约1小时30分钟。将50μl/孔预孵育的混合物转移

到捕获LDLR的ELISA板，并在室温下孵育1小时。然后用TiterTek板洗涤器洗涤板。进行3轮

洗涤。将40μl/孔的含500ng/ml链霉抗生物素蛋白HRP的测定稀释液加到板中。让板在室温
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下孵育1小时。然后用TiterTek板洗涤器洗涤板。进行3轮洗涤。最后，向板中加入40μl/孔的

一步TMB(Neogen，Lexington，Kentucky)，在室温30分钟后用40μl/孔的1N盐酸淬灭板。立即

用TiterTek板读数器在450nm处读取OD。

[0481] 筛选结果

[0482] 基于所述测定结果，将几个杂交瘤细胞系鉴定为产生具有所期需的与PCSK9相互

作用的抗体。用有限稀释来从各细胞系分离易处理数量的克隆。克隆由杂交瘤细胞系编号

(例如21B12)和克隆编号(例如21B12.1)来命名。一般而言，通过本文所述功能测定未检测

到特定细胞系的不同的克隆之间有差异。在少数情况下，鉴定了在功能测定中行为有差异

的特定细胞系的克隆，例如发现25A7.1不封阻PCSK9/LDLR但25A7.3(本文称为25A7)能起中

和作用。让分离的克隆各自在50-100ml杂交瘤培养基中增殖，并使其生长到营养耗尽，(即

小于约10％细胞存活)。通过ELISA并通过本文所述体外功能测试测定那些培养物上清液中

的针对PCSK9的抗体的浓度和效能。作为本文所述筛选结果，鉴定了具有最高的针对PCSK9

的抗体滴度的杂交瘤。所挑选的杂交瘤示于图2A-3D和表2中。

[0483] 实施例4.1

[0484] 由杂交瘤制备人31H4  IgG4抗体

[0485] 本实施例概述如何由杂交瘤细胞系制备抗原结合蛋白之一。所述制备使用50ml营

养耗尽的上清液产生物(generation)，后接蛋白A纯化。Integra制备用于放大规模，在稍后

进行。让杂交瘤细胞系31H4在T75培养瓶中于20ml培养基(Integra培养基，表5)中生长。当

杂交瘤在T75培养瓶中几乎汇合时，将其转移到Integra培养瓶(Integra  Biosciences，

Integra  CL1000，货号90005)。

[0486] Integra瓶为由膜分为两个室(小室和大室)的细胞培养瓶。将来自31H4杂交瘤细

胞系的最小细胞密度为1x106个细胞/ml的20-30ml体积的杂交瘤细胞置于含Integra培养

基(参见表5关于Integra培养基的组份)的Integra培养瓶的小室中。将Integra培养基单独

(1L)置于Integra培养瓶的大室中。分开两室的膜可让小分子量的营养物质渗透，但杂交瘤

细胞及由这些细胞产生的抗体不能渗透。因此，杂交瘤细胞及由这些杂交瘤细胞产生的抗

体保留在小室中。

[0487] 1周后，从Integra培养瓶的两个室移走培养基，用新鲜Integra培养基置换。从小

室收集的培养基单独保留。在生长第2周后，再次从小室收集培养基。让第1周从杂交瘤细胞

系收集的培养基与第2周从杂交瘤细胞系收集的培养基合并。离心从杂交瘤细胞系收集得

到的培养基样品以除去细胞和碎片(3000rpm，15分钟)，过滤得到的上清液(0.22um)。将澄

清的条件培养基装载到蛋白A-琼脂糖凝胶柱。任选地可先将培养基浓缩然后装载到蛋白A

琼脂糖凝胶柱。通过大量PBS洗涤除去非特异性结合。通过从蛋白A柱的标准酸性抗体洗脱

(例如50mM柠檬酸盐，pH  3.0)回收蛋白A柱上结合的抗体蛋白。通过大小排阻色谱法或在阴

离子交换剂树脂(例如Q琼脂糖凝胶树脂)上的结合离子交换色谱法，除去蛋白A琼脂糖凝胶

合并物中聚集的抗体蛋白。对于31H4蛋白的特异性IEX条件是在pH  7.8-8.0的Q-琼脂糖凝

胶HP。用10mM-500mM的NaCl梯度以25个柱体积洗脱抗体。

[0488] 表5

[0489] 培养基组成
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[0490]

[0491]

[0492] 实施例4.2

[0493] 从转染的细胞制备重组31H4人IgG2抗体

[0494] 本实施例概述了如何由转染的细胞制备31H4  IgG2抗体。用编码31H4重链和轻链

的质粒转染用于瞬时表达的293细胞和用于稳定表达的CHO细胞。通过除去细胞和细胞碎片

从转染的细胞回收条件培养基。将澄清的条件培养基装载到蛋白A-琼脂糖凝胶柱。任选地

可先将培养基浓缩然后装载到蛋白A琼脂糖凝胶柱。通过充分的PBS洗涤除去非特异性结合

物。通过从蛋白A柱的标准酸性抗体洗脱(例如50mM柠檬酸盐，pH  3.0)回收蛋白A柱上结合

的抗体蛋白。通过大小排阻色谱法或在阴离子交换剂树脂(例如Q琼脂糖凝胶树脂)上的结

合离子交换色谱法除去蛋白A琼脂糖凝胶合并物中聚集的抗体蛋白。对于31H4蛋白的特异

性IEX条件是在pH  7.8-8.0的Q-琼脂糖凝胶HP。用10mM-500mM的NaCl梯度以25个柱体积洗

脱抗体。

[0495] 实施例5

[0496] 由杂交瘤制备人21B12  IgG4抗体

[0497] 本实施例概述了如何由杂交瘤制备21B12  IgG4抗体。让杂交瘤细胞系21B12在T75

培养瓶中于培养基(Integra培养基，表5)中生长。当杂交瘤在T75培养瓶中几乎汇合时，将

其转移到Integra培养瓶(Integra  Biosciences，Integra  CL1000，货号90  005)中。

[0498] Integra培养瓶瓶为由膜分为两个室(小室和大室)的细胞培养瓶。将来自31H4杂

交瘤细胞系的最小细胞密度为1x106个细胞/ml的20-30ml体积的杂交瘤细胞置于含

Integra培养基(参见表5关于Integra培养基的组份)的Integra培养瓶的小室中。将

Integra培养基(1L)单独置于Integra培养瓶的大室中。分开两室的膜可让小分子量的营养

物质渗透，但杂交瘤细胞及由这些细胞产生的抗体不能渗透。因此，杂交瘤细胞及由这些杂

交瘤细胞产生的抗体保留在小室中。

[0499] 1周后，从Integra培养瓶的两个室移走培养基，用新鲜Integra培养基置换。从小

室收集的培养基单独保留。在生长第2周后，再次从小室收集培养基。让第1周从杂交瘤细胞

系收集的培养基与第2周从杂交瘤细胞系收集的培养基合并。离心从杂交瘤细胞系收集得

到的培养基样品以除去细胞和碎片(3000rpm，15分钟)，过滤得到的上清液(0.22um)。将澄

清的条件培养基装载到蛋白A-琼脂糖凝胶柱。任选地可先将培养基浓缩然后装载到蛋白A

琼脂糖凝胶柱。通过充分的PBS洗涤除去非特异性结合物。通过从蛋白A柱的标准酸性抗体
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洗脱(例如50mM柠檬酸盐，pH  3.0)回收蛋白A柱上结合的抗体蛋白。通过大小排阻色谱法或

在阴离子交换剂树脂(例如Q琼脂糖凝胶树脂)上的结合离子交换色谱法除去蛋白A琼脂糖

凝胶合并物中聚集的抗体蛋白。对于21B12蛋白的特异性IEX条件是在pH  7.8-8.0的Q-琼脂

糖凝胶HP。用10mM-500mM的NaCl梯度以25个柱体积洗脱抗体。

[0500] 实施例6

[0501] 由转染的细胞制备人21B12  IgG2抗体

[0502] 本实施例概述了如何由转染的细胞制备21B12  IgG2抗体。用编码21B12重链和轻

链的质粒转染细胞(用于瞬时表达的293细胞和用于稳定表达的CHO细胞)。通过除去细胞和

细胞碎片从杂交瘤细胞回收条件培养基。将澄清的条件培养基装载到蛋白A-琼脂糖凝胶

柱。任选地可先将培养基浓缩然后装载到蛋白A琼脂糖凝胶柱。通过充分PBS洗涤除去非特

异性结合。通过从蛋白A柱的标准酸性抗体洗脱(50mM柠檬酸盐，pH  3.0)回收蛋白A柱上结

合的抗体蛋白。通过大小排阻色谱法或在阴离子交换剂树脂(例如SP-琼脂糖凝胶树脂)上

的结合离子交换色谱法除去蛋白A琼脂糖凝胶合并物中聚集的抗体蛋白。对于21B12蛋白的

特异性IEX条件是在pH  5.2的SP-琼脂糖凝胶HP。用含20mM乙酸钠缓冲液中的10mM-500mM的

NaCl梯度的25个柱体积的缓冲液洗脱抗体。

[0503] 实施例7

[0504] 由杂交瘤制备人16F12  IgG4抗体

[0505] 本实施例概述了如何由杂交瘤制备16F12  IgG4抗体。让杂交瘤细胞系16F12在T75

培养瓶中于培养基(参见表5)中生长。当杂交瘤在T75培养瓶中几乎汇合时，将其转移到

Integra培养瓶(Integra  Biosciences，Integra  CL1000，货号90  005)。

[0506] Integra瓶为由膜分为两个室(小室和大室)的细胞培养瓶。将来自31H4杂交瘤细

胞系的最小细胞密度为1x106个细胞/ml的20-30ml体积的杂交瘤细胞置于含Integra培养

基(参见表5关于Integra培养基的组份)的Integra培养瓶的小室中。将Integra培养基(1L)

单独置于Integra培养瓶的大室中。分开两室的膜可让小分子量的营养物质渗透，但杂交瘤

细胞及由这些细胞产生的抗体不能渗透。因此，杂交瘤细胞及由这些杂交瘤细胞产生的抗

体保留在小室中。

[0507] 1周后，从Integra培养瓶的两个室移走培养基，用新鲜Integra培养基置换。从小

室收集的培养基单独保留。在生长第2周后，再次从小室收集培养基。让第1周从杂交瘤细胞

系收集的培养基与第2周从杂交瘤细胞系收集的培养基合并。离心由杂交瘤细胞系收集得

到培养基样品以除去细胞和碎片(3000rpm，15分钟)，过滤得到的上清液(0.22um)。将澄清

的条件培养基装载到蛋白A-琼脂糖凝胶柱。任选地可先将培养基浓缩，然后装载到蛋白A琼

脂糖凝胶柱。通过充分的PBS洗涤除去非特异性结合物。通过从蛋白A柱的标准酸性抗体洗

脱(50mM柠檬酸盐，pH  3.0)回收蛋白A柱上结合的抗体蛋白。通过大小排阻色谱法或在阴离

子交换剂树脂(例如Q琼脂糖凝胶树脂)上的结合离子交换色谱法除去蛋白A琼脂糖凝胶合

并物中聚集的抗体蛋白。对于16F12蛋白的特异性IEX条件是在pH  7.8-8.0的Q-琼脂糖凝胶

HP。用10mM-500mM的NaCl梯度以25个柱体积洗脱抗体。

[0508] 实施例8

[0509] 由转染的细胞制备人16F12  IgG2抗体

[0510] 本实施例概述了如何由转染的细胞制备16F12  IgG2抗体。用编码16F12重链和轻
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链的质粒转染细胞(用于瞬时表达的293细胞和用于稳定表达的CHO细胞)。通过除去细胞和

细胞碎片从杂交瘤细胞回收条件培养基。将澄清的条件培养基装载到蛋白A-琼脂糖凝胶

柱。任选地可先将培养基浓缩，然后装载到蛋白A琼脂糖凝胶柱。通过充分PBS洗涤除去非特

异性结合。通过从蛋白A柱的标准酸性抗体洗脱(50mM柠檬酸盐，pH  3.0)回收蛋白A柱上结

合的抗体蛋白。通过大小排阻色谱法或在阴离子交换剂树脂(例如SP琼脂糖凝胶树脂)上的

结合离子交换色谱法除去蛋白A琼脂糖凝胶合并物中聚集的抗体蛋白。对于16F12蛋白的特

异性IEX条件是在pH  5.2的SP-琼脂糖凝胶HP。用含有20mM乙酸钠缓冲液中的10mM-500mM的

NaCl梯度的以25个柱体积的缓冲液洗脱抗体。

[0511] 实施例9

[0512] 抗体重链和轻链序列分析

[0513] 然后通过Sanger(双脱氧法)核苷酸测序法测定以上抗体轻链和重链的核酸及氨

基酸序列。然后可从核酸序列推断出氨基酸序列。可变结构域的核酸序列描述于图3E-3JJ

中。

[0514] 测定了31H4、21B12和16F12的λ轻链可变区的cDNA序列并分别示于SEQ  ID  NO：

153、95和105中。

[0515] 测定了31H4、21B12和16F12重链可变区的cDNA序列，并分别示于SEQ  ID  NO：152、

94和104中。

[0516] λ轻链恒定区(SEQ  ID  NO：156)和IgG2和IgG4重链恒定区(SEQ  ID  NO：154和155)

示于图3KK中。

[0517] 测定了从这些cDNA序列中每一个所预测的多肽序列。预测了31H4、21B12和16F12

的λ轻链可变区的预测的多肽序列，并分别示于SEQ  ID  NO：12、23和35中，预测了31H4、

21B12和16F12的λ轻链恒定区(SEQ  ID  NO：156)、重链可变区，并分别示于SEQ.ID  NO.67、49

和79中。IgG2和IgG4重链恒定区(SEQ  ID  NO：154和155)。

[0518] FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR4分组示于图2A-3D中。

[0519] 基于序列数据，测定了各重链或轻链可变区所来源的种系基因。在图2A-3D中紧邻

相应杂交瘤细胞系的位置指示了种系基因的身份，每一个都由唯一的SEQ  ID  NO来表示。图

2A-3D还描述了关于被表征的另外抗体的所测定的氨基酸序列。

[0520] 实施例8

[0521] 三种抗体的等电点测定

[0522] 测定的基于氨基酸序列的抗体理论pI如下：对于16F12为7.36；对于21B12为8.47；

而对于31H4为6.84。

[0523] 实施例9

[0524] 抗体与PCSK9结合的表征

[0525] 业已鉴定了多种与PCSK9结合的抗体，采用几种方法来定量测定并进一步表征结

合特性。在研究的一方面，实施了Biacore亲和力分析。在研究的另一方面，实施了

亲和力分析。在这些研究中采用的样品和缓冲液示于下表6中。

[0526] 表6
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[0527]

[0528]

[0529] 亲和力测量

[0530] 按照厂商说明书对本实施例所述的针对PCSK9的21B12抗体进行 (表面

等离子共振技术装置，Biacore，Inc.，Piscataway，NJ)亲和力分析。

[0531] 简言之，用Biacore  2000光生物传感器(Biacore，GE  Healthcare，Piscataway，

NJ)实施表面等离子共振技术实验。通过胺偶联以提供不超过200个共振单位(RU)的最大分

析物结合反应(Rmax)的程度将每种单独的抗PCSK9抗体固定到研究级的CM5生物传感芯片。

PCSK9蛋白浓度以2倍间隔变化(被分析物)，并且被注射到固定化的抗体表面(以100μl/分

钟的流速经1.5分钟)。将补充0.01％BSA的新鲜HBS-P缓冲液(pH  7.4、0.01M  Hepes、0.15M 

NaCl、0.005％表面活性剂P-20，Biacore)用作结合缓冲液。在单独的实验中测量针对人、小

鼠和猕猴PCSK9蛋白中的每一种的每种抗PCSK9抗体在pH  7 .4下(所用浓度为100、50、25、

12.5、6.25、3.125和0nM)的结合亲和力。

[0532] 另外，也在pH  6.0下以补充有0.01％BSA的pH  6.0  HBS-P缓冲液(pH  6.0、0.01M 

Hepes、0.15M  NaCl、0.005％表面活性剂P-20，Biacore)测量针对人PCSK9抗体的结合亲和

力。所获得的结合信号与溶液中的游离PCSK9成比例。用双曲线单边同类结合模型(dual-

curve  one-site  homogeneous  binding  model)( 软件，Sapidyne  Instruments 

Inc.，Boise，ID)(对于6.0  pH测定n＝1)从竞争曲线的非线性回归分析获得解离平衡常数

(KD)。有趣的是，在较低pH下抗体似乎表现出更紧密的结合亲和力(此时对于31H4、21B12和

16F12，Kd分别为12.5、7.3和29pM)。

[0533] 用BIA评估3.1计算机程序(BIAcore，Inc.Piscataway，NJ)来测定包括ka(结合速

率常数)、kd(解离速率常数)和KD(解离平衡常数)在内的抗体结合动力学参数。较低的解离

平衡常数表明抗体对PCSK9的亲和力较大。由 亲和力分析测定的KD值出示于如下

所示的表7.1中。

[0534] 表7.1

[0535] 抗体 hPCSK9 猕猴PCSK9 mPCSK9
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31H4 210pM 190pM 6nM

21B12 190pM 360pM 460nM

16F12 470pM 870pM 6.4nM

[0536] 表7.2描述kon和koff速率。

[0537] 表7.2

[0538]   Kon(M-1  s-I) Koff(s-1) KD

31H4.1、pH  7.4 2.45  e+5 5.348  e-5 210pM

31H4.1、pH  6 5.536  e+6 6.936  e-5 12.5pM

21B12.1、pH  7.4 3.4918  e+4 6.634  e-6 190pM

21B12.1、pH  6 2.291  e+6 1.676  e-5 7.3pM

16F12.1、pH  7.4 1.064  e+5 4.983  e-5 470pM

16F12.1、pH  6 2.392  e+6 7.007  e-5 29pM

[0539] 亲和力测量

[0540] 按照厂商说明书对16F12和31H4进行 (Sapidyne  Instruments，Inc.，

Boise，ID)亲和力分析。简言之，用人、V5-标记的猕猴或His-标记的小鼠的PCSK9蛋白预包

被Reacti-GelTM(6x)(Pierce)，并用BSA封闭。然后在室温下，以不同的PCSK9蛋白浓度

(0.1pM-25nM)，让10或100pM的抗体16F12或抗体31H4任一种与PCSK9蛋白之一孵育8小时，

随后使其通过PCSK9包被的珠粒。通过荧光(Cy5)标记的羊抗人IgG(H+L)抗体(Jackson 

Immuno  Research)定量测定结合珠粒的16F12或31H4的量。结合信号与结合平衡时的游离

16F12或31H4浓度成比例。用单边同类结合模型(one-site  homogeneous)从两套竞争曲线

非线性回归获得平衡解离常数(KD)。在分析中采用 Pro软件。在本分析中产生的

结合曲线示于图4A-4F中。

[0541] 16F12和31H4抗体二者对人和猕猴PCSK9都显示出相似亲和力，但与小鼠PCSK9的

亲和力大约低10-250倍。在用 系统所测的两种抗体中，抗体31H4对人和猕猴

PCSK9分别以3和2pM的KD显示较高的亲和力。16F12显示稍弱的亲和力，对人PCSK9为15pM 

KD，而对猕猴PCSK9为16pM  KD。

[0542] 亲和力分析结果概述于如下所示的表8.1中。

[0543] 表8.1

[0544]

[0545] 另外，进行了SDS  PAGE以检查样品的品质和量，并示于图5A中。在凝胶上显示

cPCSK9减少大约50％，从 测定计算的活性结合浓度亦如此。因此，将针对cPCSK9

的mAb的KD调整为目前活性cPCSK9的50％。

[0546] 用BIAcore溶液平衡结合测定来测量ABP  21B12的Kd值。用KinExA测定21B12.1几

乎不显示信号，因此，采用biacore溶液平衡测定。因为在抗体与固定化的PCSK9表面结合方
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面未观察到显著结合，所以用胺偶联以大约7000RU密度在CM5芯片的流式细胞(flow  cell)

4上固定21B12抗体。将流式细胞3用作背景对照。在PBS加0.1mg/ml  BSA、0.005％P20中让

0.3、1和3nM的人PCSK9或猕猴PCSK9与系列稀释的21B12.1抗体样品(介于0.001～25nM范

围)混合。通过在21B12.1抗体表面注射来测量混合溶液中游离的PCSK9的结合情况。在溶液

中缺乏mAb情况下测定21B12.1表面的100％PCSK9结合信号。随着mAb浓度增加而PCSK9结合

反应降低表明溶液中PCSK9结合mAb，这封阻了PCSK9与固定化的肽体表面结合。PCSK9结合

信号对mAb浓度作图，在KinExA  ProTM软件中用单边同类结合模型从3组曲线(0.3、1和3nM固

定的PCSK9浓度)计算KD。尽管从KinExA测定和SDS-凝胶中观察到cPCSK9具有较低的蛋白浓

度，但在此处不调整其浓度，因为cPCSK9浓度不用于计算KD。结果示于下表8.2和图5B-5D

中。图5B描述了在三种不同的hPCSK9浓度下对于hPCSK9的溶液平衡测定结果。图5C描述了

对于mPCSK9的相似的一组结果。图5D描述来自上述biacore捕获测定的结果。

[0547] 表8.2

[0548]

[0549] 实施例10

[0550] 表位分库(binning)

[0551] 将竞争ELISA用于抗PCSK9抗体分库。简言之，为了测定两种抗体是否属于同一表

位库(epitope  bin)，首先将抗体之一(mAb1)以2μg/ml过夜孵育包被到ELISA板(NUNC)上。

然后洗涤板，用3％BSA封闭。同时，让30ng/ml的生物素化hPCSK9与所述第二种抗体(mAb2)

在室温下孵育2小时。将该混合物用于包被mAb1，并在室温下孵育1小时。然后洗涤ELISA板，

并与中性链亲和素(Neutravidin)-HRP(Pierce)以1∶5000稀释度孵育1小时。在再次洗涤

后，让板与TMB底物孵育，用TiterTek板读数器在650nm处检测信号。将具有相同结合概况的

抗体分组为同一个表位库。将抗体分库研究的结果示于表8.3中。

[0552] 表8.3
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[0553]

[0554]

[0555] 用BIAcore实施另外的表位分库检查。将三种mAb(16F12、21B12和31H4)以大约

8000RU的密度固定到流式细胞2、3和4上。将来自人、小鼠和猕猴的5nM  PCSK9注射到mAb表

面上以达到大约100-500RU。然后将10nM  mAb注射到PCSK9表面。然后记录三种mAb与三种

mAb上的三种不同的PCSK9蛋白的结合情况。
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[0556] 如果两种mAb在抗原上具有相似的表位，则mAb1将不显示与已经结合mAb2的抗原

结合。如果两种mAb具有抗原上的不同表位，则mAb1将显示与已结合mAb2的抗原结合。图5E

以图表形式描述三种mAb对人PCSk9的这些表位分库结果。对于mPCSK9和cPCSK9观察到相似

的模式。如图表所示，16F12和31H4似乎具有相似表位，而21B12似乎具有不同的表位。

[0557] 实施例11

[0558] 用于封阻D374Y  PCSK9/LDLR结合的31H4和21B12的效能

[0559] 本实施例提供两种抗体在封阻PCSK9  D374Y结合LDLR能力上的IC50值。用在缓冲

液A(100mM卡可基酸钠、pH  7.4)中稀释的2微克/ml羊抗LDL受体抗体(R&D  Systems)包被透

明的384孔板(Costar)。用缓冲液A彻底洗涤板，然后用缓冲液B(缓冲液A中1％牛奶)封闭2

小时。洗涤后让板与在缓冲液C(补充10mM  CaCl2的缓冲液B)中稀释的0.4微克/ml的LDL受

体(R&D  Systems)孵育1.5小时。在进行该孵育的同时，让20ng/ml的生物素化D374Y  PCSK9

与各种浓度的31H4  IgG2、31H4  IgG4、21B12  IgG2或21B12  IgG4抗体(它们用缓冲液A稀释)

或单独的缓冲液A(对照)孵育。洗涤含有LDL受体的板，将生物素化D374Y  PCSK9/抗体混合

物转移到其中并在室温下孵育1小时。通过与含500ng/ml链霉抗生物素蛋白-HRP

(Biosource)的缓冲液C孵育，接着与TMB底物(KPL)孵育，来检测生物素化D374Y与LDL受体

的结合情况。用1N  HCl猝灭信号，在450nm处读吸光率。

[0560] 本结合研究的结果示于图6A-6D中。概括地说，测定了各抗体的IC50值，发现对于

31H4  IgG2为199pM(图6A)、对于31H4  IgG4为156pM(图6B)、对于21B12  IgG2为170pM(图6C)

和对于21B12  IgG4为169pM(图6D)。

[0561] 在本测定中抗体还阻封野生型PCSK9与LDLR的结合。

[0562] 实施例12

[0563] 细胞LDL吸收测定

[0564] 本实施例证明抗原结合蛋白降低细胞吸收LDL的能力。将人HepG2细胞以每孔

5x105个细胞的浓度铺在黑色透明的96-孔板(Costar)中的补充有10％FBS的DMEM培养基

(Mediatech，Inc)中，并于37℃(5％CO2)过夜孵育。为了形成PCSK9和抗体复合体，让2μg/ml

的D374Y人PCSK9与用吸收缓冲液(含1％FBS的DMEM)稀释的各种浓度的抗体或单用缓冲液

(对照)在室温下孵育1小时。在用PBS洗涤细胞后，将D374Y  PCSK9/抗体混合物转移到细胞

中，接着加入以6μg/ml最终浓度稀释在吸收缓冲液中的LDL-BODIPY(Invitrogen)。在37℃

(5％CO2)孵育3小时后，用PBS彻底洗涤细胞，通过SafireTM(TECAN)在480-520nm(激发)和

520-600nm(发射)处检测细胞荧光信号。

[0565] 细胞吸收测定结果示于图7A-7D中。概括地说，测定了各抗体的IC50值，发现对于

31H4  IgG2为16.7nM(图7A)、对于31H4  IgG4为13.3nM(图7B)、对于21B12  IgG2为13.3nM(图

7C)和对于21B12  IgG4为18nM(图7D)。这些结果证明施用的抗原结合蛋白可降低PCSK9

(D374Y)的作用以阻断细胞吸收LDL。在本测定中抗体还阻封野生型PCSK9的作用。

[0566] 实施例13

[0567] 在6天研究中31H4抗体降低血清胆固醇的作用

[0568] 为了评估接受针对PCSK9蛋白的抗体疗法的野生型(WT)小鼠总血清胆固醇(TC)的

降低情况，实施以下程序。

[0569] 在整个实验期间给获自Jackson实验室(Bar  Harbor，ME)的雄性WT小鼠(C57BL/6
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品系，9-10周龄，17-27g)饲喂正常食物(Harland-Teklad，Diet  2918)。在T＝0时通过小鼠

尾静脉以10mg/kg量给予小鼠抗PCSK9抗体31H4(PBS中2mg/ml)或对照IgG(PBS中2mg/ml)。

将未经治疗的小鼠放在一旁作为未治疗对照组。给药组和处死时间示于表9中。

[0570] 表9

[0571] 组别 治疗 给药后时间点 数量

1 IgG 8小时 7

2 31H4 8小时 7

3 IgG 24小时 7

4 31H4 24小时 7

5 IgG 72小时 7

6 31H4 72小时 7

7 IgG 144小时 7

8 31H4 144小时 7

9 未治疗 不适用 7

[0572] 在表9中所示的预测定时间点时用CO2窒息处死小鼠。经由腔静脉将血液收集到

eppendorf管，并让其在室温凝结30分钟。然后在台式离心机中以12,000xg离心样品10分钟

以分离血清。用Hitachi  912临床分析仪和Roche/Hitachi  TC和HDL-C试剂盒测量血清总胆

固醇和HDL-C。

[0573] 将实验结果示于图8A-8D中。概括地说，给予抗体31H4的小鼠显示在实验过程中血

清胆固醇水平降低(图8A和图8B)。另外，应该注意到所述小鼠的HDL水平也显示降低(图8C

和图8D)。对于图8A和图8C，在相同时间点处，变化百分率与对照IgG相关(*P＜0.01，#P＜

0.05)。对于图8B和图8D，在t＝0小时时，变化百分率与在未处理动物中所测量的总血清胆

固醇和HDL水平相关(*P＜0.01，#P＜0.05)。

[0574] 关于降低的HDL水平，本领域技术人员显然将了解，小鼠中HDL降低不表明在人中

HDL将降低，而仅另外反映该生物体中血清胆固醇水平降低。应注意的是，小鼠在高密度脂

蛋白(HDL)微粒中运送大部分血清胆固醇，其不同于在LDL微粒上运送大部分血清胆固醇的

人类。在小鼠中，总血清胆固醇的测量结果与血清HDL-C水平极为接近。小鼠HDL含有载脂蛋

白E(apoE)，其为LDL受体(LDLR)的配体，使得其可被LDLR清除。因此，对于本发明实施例而

言，在小鼠中检查HDL是合适的指示物(应理解，对于人而言不期望HDL降低)。例如，与此相

反，人HDL不含apoE，因而不是LDLR的配体。因为PCSK9抗体增加了小鼠中LDLR的表达，所以

肝脏可清除更多的HDL并因此降低血清HDL-C水平。

[0575] 实施例14

[0576] 在6天研究中抗体31H4对LDLR水平的作用

[0577] 本发明实施例证明抗原结合蛋白如预期般随时间改变受治疗者LDLR水平。为了确

定抗体31H4对LDLR水平的作用，实施蛋白印迹分析。在0 .3ml含有完全蛋白酶抑制剂

(Roche)的RIPA缓冲液(Santa  Cruz  Biotechnology  Inc.)中，将如实施例13所述从处死的

小鼠获得的50-100mg肝脏组织匀浆化。让所述匀浆在冰上孵育30分钟，离心以沉淀细胞碎

片。用BioRad蛋白测定试剂(BioRad  laboratories)测量上清液中的蛋白浓度。让100μg蛋

白在70℃下变性10分钟，在4-12％Bis-Tris  SDS梯度凝胶(Invitrogen)上分离。将蛋白转

说　明　书 76/432 页

78

CN 112390889 A

78



移到0.45μm  PVDF膜(Invitrogen)，在含有5％脱脂牛奶的洗涤缓冲液(50mM  Tris  PH7.5、

150mM  NaCL、2mM  CaCl2和0.05％Tween  20)中在室温封闭1小时。然后用羊抗小鼠LDLR抗体

(R&D  system)以1∶2000或抗β肌动蛋白(sigma)以1∶2000在室温下探测印迹，为期1小时。短

暂洗涤印迹，与牛抗羊IgG-HRP(Santa  Cruz  Biotechnology  Inc.)以1∶2000或羊抗小鼠

IgG-HRP(Upstate)以1∶2000孵育。在室温下孵育1小时后，彻底洗涤印迹，用ECL加试剂盒

(Amersham  biosciences)检测免疫反应带。蛋白印迹显示在抗体31H4存在下LDLR蛋白水平

提高，其如图9所示。

[0578] 实施例15

[0579] 在13天研究中抗体31H4降低血清胆固醇的作用

[0580] 为了评估在13天研究中接受针对PCSK9蛋白的抗体疗法的野生型(WT)小鼠总血清

胆固醇(TC)的降低情况，实施以下程序。

[0581] 在整个实验期间给获自Jackson实验室(Bar  Harbor，ME)的雄性WT小鼠(C57BL/6

品系，年龄9-10周，17-27g)饲喂正常食物(Harland-Teklad，Diet  2918)。在T＝0时通过小

鼠尾静脉以10mg/kg量给予小鼠抗PCSK9抗体31H4(PBS中2mg/ml)或对照IgG(PBS中2mg/

ml)。将未经治疗的小鼠放在一旁作为未治疗对照组。

[0582] 给药组和处死时间示于表10中。处死动物，提取肝脏，如实施例13制备。

[0583] 表10

[0584]
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[0585]

[0586] 当将6天实验延长到13天研究时，在6天研究中观察到的降低血清胆固醇的作用同

样也在13天研究中观察到。更明确地说，研究证明，给药量为10mg/kg的动物在第3天血清胆

固醇降低31％，到第13天逐渐回到给药前水平。图10A描述了本实验的结果。图10C描述用

10mg/kg剂量的31H4及用也是10mg/kg的另一抗体16F12重复上述程序的结果。给药组及处

死时间示于表11中。

[0587] 表11

[0588]
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[0589]

[0590] 如图10C中所示，16F12和31H4二者都仅在单次给药后就导致总血清胆固醇显著而

可观的降低，并经1周(10天或更长)产生益处。重复的13天研究结果与第一个13天研究结果

一致，且在第3天观察到血清胆固醇水平降低26％。对于图10A和图10B，在相同时间点处，变

化百分率与对照IgG相关(*P＜0.01)。对于图10C，相同时间点处，变化百分率与对照IgG相

关(*P＜0.05)。

[0591] 实施例16

[0592] 在13天研究中抗体31H4对HDL水平的作用

[0593] 在实施例15中还调查了动物的HDL水平。在小鼠中HDL水平降低。更具体地说，结果

表明，给药量为10mg/kg的动物在第3天HDL水平降低33％，到第13天逐渐回到给药前水平。

图10B描述了本实验结果。在第3天HDL水平降低34％。图10B描述重复的13天实验的结果。

[0594] 如本领域技术人员所了解，尽管抗体将降低小鼠HDL，但这不能预期在人中发生，

因为人和其它生物(例如小鼠)的HDL有差异。因此，小鼠HDL的降低不表明人HDL降低。

[0595] 实施例17

[0596] 重复给予抗体导致抗原结合肽的连续益处

[0597] 为了验证以上实施例所获得的结果可扩展至用附加剂量可获得进一步的益处，用

图11A所述的给药表重复实施例15和16的实验。结果展示在图11B中。如图11B的图表中所

见，在两组小鼠都因为所有小鼠接受31H4抗原结合蛋白初始注射而展示出总血清胆固醇显

著降低的同时，接受31H4  ABP附加注射的小鼠表现出总血清胆固醇继续降低，而仅接受对

照注射的小鼠最终表现出其总血清胆固醇升高。对于图11，在t＝0小时时，变化百分率与未

治疗动物相关(*P＜0.01，**P＜0.001)。

[0598] 来自本实施例的结果证明，不象其它胆固醇治疗方法(在那些方法中因为受治疗
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者的生物学调节而导致重复施用效力降低)，本方法似乎不会随检查时间延长而遭受该问

题。此外，这表明在先前实施例中所观察到的总血清胆固醇或HDL胆固醇水平回复到基线，

不应归因于受治疗者发展了对治疗的一定抗性，而应是由于在受治疗者中耗尽了抗体的可

利用性。

[0599] 实施例18

[0600] 对人抗PCSK9抗体表位的作图

[0601] 本实施例概述了用于测定PCSK9中哪些残基参与形成本文公开的针对PCSK9的抗

原结合蛋白的表位或作为其部分的方法。

[0602] 为了确定本发明某些ABP所结合的表位，可用来源于特异性PCSK9肽序列的合成肽

绘制ABP表位图谱。

[0603] 可将SPOT肽阵列(Sigma  Genosys)用于研究人抗PCSK9抗体与其肽表位之间的分

子作用。SPOT技术基于肽的固相合成，所述肽的形式适用于对抗体表位的系统分析。常规阵

列化寡肽的合成可购自Sigma-Genosys。可获得来源于PCSK9肽氨基酸序列的重叠寡肽的肽

阵列。所述阵列可包含作为聚丙烯膜层上的点的一系列12聚体的肽。肽阵列可涵盖全长的

PCSK9成熟序列。每一个连续的肽可被来自前一个肽的1个残基补偿，这产生巢式、重叠的阵

列寡肽文库。携带肽的膜可与不同的抗PCSK9抗体(1微克/ml)反应。可通过酶联免疫吸附测

定用缀合HRP的第二抗体接着是增强的化学发光(ECL)来评估mAb与已结合膜的肽的结合情

况。

[0604] 另外，可通过组合丙氨酸扫描来对功能表位作图。在该过程中，可用组合丙氨酸扫

描策略鉴定与抗PCSK9  ABP作用所必需的PCSK9蛋白中的氨基酸。为了完成这一点，可使用

第二套SPOT阵列用于丙氨酸扫描。可如上扫描每12个残基中含有丙氨酸取代的变体肽组。

这将使得可对关于针对人PCSK9的ABP的表位进行作图和鉴定。

[0605] 在备选方案中，考虑到表位是构象表位的可能性，可采用丙氨酸扫描和/或精氨酸

扫描、抗体FAB/PCSK9共结晶和有限的蛋白水解/LC-MS(液相色谱质谱)组合来确定表位。

[0606] 实施例19

[0607] PCSK9抗体用于治疗胆固醇相关疾病的用途

[0608] 将治疗有效量的PCSK9抗体31H4(或例如21B12或16F12)给予表现胆固醇相关疾病

(其中胆固醇(例如血清胆固醇)降低可能有益)的人患者。在治疗周期内，监测患者以确定

所述疾病的症状是否减弱。治疗后，发现与未治疗的患者相比，接受PCSK9抗体治疗的患者

的血清胆固醇水平降低。

[0609] 实施例20

[0610] PCSK9抗体用于治疗高胆固醇血症的用途

[0611] 将治疗有效量的PCSK9抗体例如31H4(或例如21B12或16F12)给予表现高胆固醇血

症症状的人患者。在治疗周期内，监测患者以确定血清胆固醇水平是否下降。治疗后，发现

与未接受治疗的关节炎患者相比，接受PCSK9抗体治疗的患者的血清胆固醇水平降低。

[0612] 实施例21

[0613] PCSK9抗体用于预防冠心病和/或复发性心血管事件的应用

[0614] 确定有发展冠心病风险的人患者。将治疗有效量的PCSK9抗体例如31H4(或例如

21B12或16F12)单独或与他汀(例如辛伐他汀)并行或序贯给予所述患者。在治疗周期内，监
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测所述人患者以确定其总血清胆固醇水平是否变化。通过预防性治疗，发现与未接受治疗

的患者相比，接受PCSK9抗体治疗的患者血清胆固醇降低，从而其冠心病或复发性心血管事

件的风险降低。

[0615] 实施例22

[0616] PCSK9抗体作为诊断剂的应用

[0617] 可使用用于检测样品中PCSK9抗原的酶联免疫吸附测定(ELISA)来诊断表现产生

高PCSK9水平的患者。在测定中，用针对PCSK9的第一全人单克隆抗体使微滴板(例如96孔微

滴板或384孔微滴板)的孔吸附若干小时。该固定化的抗体用作测试样品中可能存在的任何

PCSK9的捕获抗体。冲洗各孔，用封闭剂(例如牛奶蛋白或白蛋白)处理以防止被分析物的非

特异性吸附。

[0618] 随后用怀疑含有PCSK9的试样或用含有标准抗原量的溶液处理各孔。所述样品可

为例如来自怀疑具有被认作病理诊断的循环抗原水平的受治疗者的血清样品。

[0619] 在洗去测试样品或标准品后，用通过生物素缀合标记的第二全人单克隆PCSK9抗

体处理各孔。还可使用小鼠或其它物种来源的单克隆抗体。标记的PCSK9抗体用作检测抗

体。在冲洗掉过量的第二抗体后，用抗生物素蛋白缀合的辣根过氧化物酶(HRP)和合适的发

色底物处理各孔。通过与由标准样品制作的标准曲线比较，确定测试样品中的抗原浓度。

[0620] 本ELISA测定提供高度特异性并极为灵敏的测定用于检测测试样品中的PCSK9抗

原。

[0621] 受治疗者中PCSK9蛋白浓度的测定

[0622] 夹心ELISA可定量测定人血清中的PCSK9水平。来自夹心ELISA的两个全人单克隆

PCSK9抗体识别PCSK9分子上的不同的表位。或者，可使用小鼠或其它物种来源的单克隆抗

体。ELISA如下进行：用50μL含2μg/mL浓度的捕获PCSK9抗体的包被缓冲液(0.1M  NaHCO3、pH 

9.6)包被ELISA板(Fisher)。在4℃过夜孵育后，用200μL的封闭缓冲液(PBS中的0.5％BSA、

0.1％Tween  20、0.01％硫柳汞)于25℃下处理板1小时。用含0.05％Tween  20的PBS(洗涤缓

冲液，WB)洗涤板(3x)。用含有50％人血清的封闭缓冲液稀释正常或患者血清(Clinomics，

Bioreclaimation)。让板与血清样品在4℃过夜孵育，用WB洗涤，然后与100μL/孔的生物素

化检测PCSK9抗体在25℃下孵育1小时。洗涤板后，让板与HRP-链霉抗生物素蛋白孵育15分

钟，如前所述洗涤，然后用100μL/孔的邻苯二胺/H2O2(Sigma显色溶液)处理用于产生颜色。

用50μL/孔的H2SO4(2M)终止反应，用ELISA板读数器在492nm处分析。通过用四参数曲线拟合

程序与纯化的PCSK9抗原稀释液比较来计算血清样品中PCSK9抗原的浓度。

[0623] 受治疗者中PCSK9变体蛋白浓度的测定

[0624] 可用本文所述的既结合野生型PCSK9又结合变体PCSK9(D374Y)的抗体实施上述步

骤。接下来，可使用结合野生型但不结合突变体的抗体(再次用与上述相似的方案)，来确定

受治疗者中存在的PCSK9是野生型还是D374Y变体。如本领域技术人员所了解，两轮都是阳

性的结果应是野生型，而那些第一轮为阳性但第二轮不是的抗体应包括D374Y突变体。已知

在群体中会存在高频突变，这可能尤其得益于诸如本文公开的ABP的药剂。

[0625] 实施例23

[0626] PCSK9抗原结合蛋白用于预防高胆固醇血症的应用经由家族史分析和/或生活方

式和/或目前胆固醇水平来确定表现出发展高胆固醇血症风险的人患者。将治疗有效量的
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PCSK9抗体31H4(或例如21B12或16F12)定期(例如每周1次)给予所述对象。在治疗周期内，

监测患者以测定血清胆固醇水平是否下降。治疗后，发现与未接受治疗的对象相比，接受

PCSK9抗体预防性治疗的对象血清胆固醇水平降低。

[0627] 实施例24

[0628] 在他汀存在下PCSK9  ABP进一步下调LDLR

[0629] 本实施例证明，当在他汀存在下使用时，针对产生的PCSK9的ABP进一步降低LDLR

利用率，这表明通过联合使用这两种物质可获得进一步的益处。

[0630] 将HepG2细胞接种在含10％胎牛血清(FBS)的DMEM中，并使其生长到约90％汇合。

用在含3％FBS的DMEM中的指定量的美维诺林(mevinolin)(一种他汀，Sigma)和PCSK9  ABP

(图12A-12C)处理细胞48小时。制备总细胞裂解物。通过凝胶电泳分离50mg的总蛋白并转移

到PVDF膜。用兔抗人LDL受体抗体(Fitzgerald)或兔抗人b-肌动蛋白抗体进行免疫印迹。在

图12A-12C的上图显示增强的化学发光结果。通过ImageJ软件定量测量带的强度并由b-肌

动蛋白标准化。在图12A-12C的下图显示LDLR的相对水平。ABP  21B12和31H4为PCSK9中和抗

体，而25A7.1为非中和抗体。

[0631] 还产生了HepG2-PCSK9细胞。它们是用人PCSK9转染的稳定的HepG2细胞系。将细胞

接种在含10％胎牛血清(FBS)的DMEM中，并生长到约90％汇合。用在含3％FBS的DMEM中的指

定量的美维诺林(Sigma)和PCSK9  ABP(图12D-12F)处理细胞48小时。制备总细胞裂解物。通

过凝胶电泳分离50mg的总蛋白并转移到PVDF膜。用兔抗人LDL受体抗体(Fitzgerald)或兔

抗人b-肌动蛋白抗体进行免疫印迹。在上图显示增强的化学发光结果。通过ImageJ软件定

量测定条带的强度并由b-肌动蛋白标准化。

[0632] 如图12A-12F所示结果中所见，增加中和抗体的量及增加他汀的量一般导致LDLR

水平提高。这种提高ABP水平的功效的增加在图12D-12F中尤其明显，其中也用PCSK9转染细

胞，使得ABP可以让其功效显示到更大程度。

[0633] 令人感兴趣的是，如比较图12D-12F与12A-12C的结果所显示，当由所述细胞产生

PCSK9时，ABP浓度对LDLR水平的影响急剧增加。另外，很明显中和的ABP(21B12和31H4)比

25A7.1ABP(非中和剂)(甚至是在他汀存在下)导致LDLR水平更大提高，这证明使用他汀和

针对PCSK9的ABP二者可获得另外的益处。

[0634] 实施例25

[0635] 共有序列

[0636] 用对应于抗PCSK9  ABP的VH和VL的CDR的标准系统发生分析来确定共有序列。通过

使CDR在对应于VH或VL的相同序列内邻接来测定共有序列。简言之，将对应于VH或VL完整可

变结构域的氨基酸序列转换为FASTA格式，以方便进行比较性比对及推测系统发生。接下

来，用人工接头序列(“bbbbbbbbbb”占位符，非特异性核酸结构(construct))置换这些序列

的构架区，以使得可进行单独的CDR检查，而无需由于同时发生的事件引入任何氨基酸位置

权偏误(weighting  bias)(例如偶然共有共同种系构架遗传性的无关抗体)，同时仍能使

CDR在对应于VH或VL的相同序列内邻接。然后用采用标准ClutalW类似算法的程序(参见

Thompson等，1994，Nucleic  Acids  Res.22：4673-4680)对该格式的VH或VL序列进行序列相

似性比对询问。使用8.0的空位创建罚分以及2.0的空位延长罚分。该程序同样基于用UPGMA

(用算术平均数的非加权配对组法)或Neighbor-Joining方法(参见Saitou和Nei，1987，
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Molecular  Biology  and  Evolution  4：406-425)的序列相似性比对产生系统发生图(系统

发生树图解)，以经由分枝长度比较及分组来构建并阐明序列组的相似性和差异。这两种方

法都产生相似的结果，但来源于UPGMA的系统发生树最终作为使用较简单及更保守的一套

假定的方法来使用。产生了来源于UPGMA的系统发生树(其中在相似序列组定义为组内的各

别的序列之中少于15个取代/100个残基(参见系统发生树图解的比例说明))，并将所述系

统发生树用于界定共有序列群集。比较结果示于图13A-13J中。在图13E中，选择组别以使分

枝的轻链中的序列也是重链中的分枝，并具有少于15个取代。

[0637] 如本领域技术人员所了解，图13A-13J中所示的结果提供了关于特定氨基酸(例如

保守的氨基酸)重要性的大量指导，所述氨基酸位置可能被改变(例如对于不同的ABP具有

不同的氨基酸的位置)。

[0638] 实施例26

[0639] 关于PCSK9和ABP体内降低LDL能力的小鼠模型

[0640] 为了产生过量表达人PCSK9的小鼠，经由尾静脉注射给予3周龄的WT  C57Bl/6小鼠

各种浓度的腺伴随病毒(AAV)，以测定提供可测量的在小鼠中LDL-胆固醇增加的正确滴度，

所述腺伴随病毒经过重组修饰以表达人PCSK9。通过使用这种表达人PCSK9的特定病毒，确

定4.5x10E12  pfu的病毒将导致循环血液中LDL-胆固醇水平为大约40mg/dL(WT小鼠的正常

LDL水平为大约10mg/dL)。发现这些动物中人PCSK9水平大约为13ug/mL。用该注射标准产生

小鼠的集落(colony  of  mouse)。

[0641] 注射1周后，评估小鼠的LDL-胆固醇水平，并随机分为不同的治疗组。然后经由尾

静脉注射给予动物单次推注的10mg/kg或30mg/kg的16F12、21B12或31H4抗原结合蛋白。在

分开的动物组中作为给药对照给予IgG2  ABP。然后在给予ABP  24小时和48小时后麻醉处死

亚组动物(n＝6-7)。在给予任一种剂量的IgG2后，对LDL-胆固醇水平没有影响。与IgG2对照

相比，31H4和21B12二者都显示显著的LDL-胆固醇降低，直到且包括给药后48小时(两种不

同的剂量示于图14A和14B中)。16F12显示一般性的LDL-胆固醇降低应答，且在48小时时间

点处水平回复到大约40mg/dL的基线。该数据与体外结合数据一致(Biacore和Kinexa)，其

显示，对人PCSK9而言，31H4和21B12之间的结合亲和力接近相同，而16F12亲和力较小。

[0642] 如结果中所可观察到的，在模型中由PCSK9  ABP降低了总胆固醇和HDL-胆固醇(由

于PCSK9过量表达，总胆固醇和HDL-C二者都高于WT小鼠)。尽管在该模型中似乎胆固醇降低

仅出现了相当短的时间，但认为这是由于所存在的人PCSK9水平在该模型中高于生理学水

平。另外，既然由AAV控制表达，那么无法调控PCSK9表达。在这些图中，(*)表示P＜0.05，

(**)表示P＜0.005，它们是与在同一时间点注射IgG2对照的动物中观察到的LDL-胆固醇水

平的比较。小鼠中13微克/ml的血清人PCSK9水平对应于内源性小鼠PCSK9水平(约25ng/ml)

的大约520倍增加，以及平均人血清水平(约175ng/ml)的大约75倍增加。因此，抗原结合蛋

白应该对人甚至更加有效。

[0643] 如本领域技术人员所了解，上述结果证明小鼠模型用于测试抗原结合蛋白改变受

治疗者血清胆固醇能力的适宜性。本领域技术人员还将认识到的是，虽然可用于监测小鼠

血清胆固醇水平，但是应用小鼠HDL来监测小鼠血清胆固醇水平并不表明ABP对人的人HDL

有影响。例如，Cohen等(“Sequence  variations  in  PCSK9，low  LDL，and  protection 

against  coronary  heart  disease(PCSK9的序列变化、低LDL和对冠心病的保护”，N  Engl 
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J  Med，354：1264-1272，2006)证明PCSK9失去功能的突变对人HDL水平无任何影响(其整体

在此引作参考)。因此，本领域技术人员应明白，ABP降低小鼠HDL(其缺乏LDL)的能力不表示

ABP降低人HDL的能力。实际上，如Cohen所示，对于中和人抗体而言，这是不可能发生的。

[0644] 实施例27

[0645] 31H4和21B12结合PCSK9的ProCat区

[0646] 本发明实施例阐述了用于测定各种抗体在何处结合PCSK9的方法。

[0647] PCSK9蛋白的ProCat(SEQ  ID  NO：3的31-449位)或V结构域(SEQ  ID  NO：3的450-

692位)与抗体31H4或21B12结合。通过天然PAGE分析样品中复合体的形成情况。如可在图

16A和图16B中所见，在ProCat/31H4和ProCat/21B12样品中存在凝胶移动，这证明抗体结合

ProCat结构域。

[0648] 实施例28

[0649] LDLR的EGFa结构域结合PCSK9的催化结构域

[0650] 本发明实施例提供与LDLR的EGFa结构域(293-334位)结合的PCSK9  ProCat(SEQ 

ID  NO：3的31-454位)的以 分辨率分辨的晶体结构(所用条件阐述于以下实施例中)。

[0651] 结合EGFa的代表性PCSK9结构示于图17中。晶体结构(且其描述于图17中)显示

LDLR的EGFa结构域结合PCSK9的催化结构域。另外，PCSK9和EGFa的相互作用似乎发生在图

17所示结构中的残基D374和S153之间的整个PCSK9表面。

[0652] 与LDLR  EGFa结构域相互作用的界面的特定核心PCSK9氨基酸残基确定为EGFa结

构域 内的PCSK9残基。所述核心残基如下：S153、I154、P155、R194、D238、A239、I369、

S372、D374、C375、T377、C378、F379、V380和S381。

[0653] 与LDLR  EGFa结构域相互作用的界面的边界PCSK9氨基酸残基确定为离EGFa结构

域 的PCSK9残基。所述边界残基如下：W156、N157、L158、E159、H193、E195、H229、R237、

G240、K243、D367、I368、G370、A371、S373、S376和Q382。几乎或完全包埋在PCSK9内的残基为

下划线的残基。

[0654] 如本领域技术人员所了解，本实施例的结果表明了PCSK9和EGFa相互作用之处。因

此，与任何这些残基起作用或封闭它们的抗体可用作抑制PCSK9和LDLR的EGFa结构域(和/

或通常LDLR)之间相互作用的抗体。在某些实施方案中，为了提供对PCSK9结合LDLR的有用

抑制，涵盖以下抗体：当所述抗体与PCSK9结合时，其与以上任何残基作用或封闭它们或位

于以上残基15-8、8、8-5或5埃内。

[0655] 实施例29

[0656] 31H4与来自PCSK9的前域和催化结构域二者的氨基酸残基起作用

[0657] 本发明实施例提供与31H4的Fab片段结合的全长PCSK9(SEQ  ID  NO：3的N533A突变

体)的晶体结构，其以 分辨率测定(所用条件阐述于以下实施例中)。在图18A和18B中

所述的该结构显示，31H4在催化位点区结合PCSK9并使与来自前域和催化结构域的氨基酸

残基接触。

[0658] 所述结构还使人们可确定关于31H4与PCSK9相互作用界面的特定核心PCSK9氨基

酸残基。其确定为在31H4蛋白 内的残基。所述核心残基如下：W72、F150、A151、Q152、
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T214、R215、F216、H217、A220、S221、K222、S225、H226、C255、Q256、G257、K258、N317、F318、

T347、L348、G349、T350、L351、E366、D367、D374、V380、S381、Q382、S383和G384。

[0659] 所述结构还用于确定关于与31H4相互作用的界面的边界PCSK9氨基酸残基。这些

残基为与31H4蛋白相距 的PCSK9残基。所述边界残基如下：K69、D70、P71、S148、V149、

D186、T187、E211、D212、G213、R218、Q219、C223、D224、G227、H229、L253、N254、G259、P288、

A290、G291、G316、R319、Y325、V346、G352、T353、G365、I368、I369、S372、S373、C378、F379、

T385、S386和Q387。在完全包埋在PCSK9蛋白中的氨基酸残基下面划线。

[0660] 如本领域技术人员所了解，图18B描述抗原结合蛋白上的CDR与PCSK9之间的相互

作用。因此，所述模型使得本领域技术人员可鉴定对抗原互补位尤其重要的残基和/或CDR，

以及对抗原互补位较不重要的残基。如可在图18B中所见，重链CDR1、CDR2和CDR3大部分直

接参与抗原结合蛋白与表位的结合，且来自轻链的CDR离表位相对较远。因此，以下情况是

可能的：在轻链CDR中可能有较大的变化，但并不过分干扰抗原结合蛋白与PCSK9的结合。在

某些实施方案中，保留所述结构中直接起作用的残基(或作为选择地进行保守取代)，而可

对那些并不彼此直接起作用的残基进行较大程度的改变。因此，根据本发明教导，本领域技

术人员可预测能被改变但不过分干扰抗原结合蛋白与PCSK9结合的能力的抗原结合蛋白的

残基及区域。例如，当抗原结合蛋白与PCSK9结合时，位置最靠近PCSK9的那些残基是可能在

抗原结合蛋白与PCSK9结合中起更重要作用的残基。根据上述内容，可将这些残基分为位于

PCSK95埃内的残基和位于在5-8埃之间的残基。与PCSK9相互作用界面的特定核心31H4氨基

酸残基确定为在PCSK9蛋白 内的31H4残基。对于重链而言，在5埃内的残基包括以下：

T28、S30、S31、Y32、S54、S55、S56、Y57、I58、S59、Y60、N74、A75、R98、Y100、F102、W103、S104、

A105、Y106、Y107、D108、A109和D111。对于轻链而言，在5埃内的那些残基包括以下：L48、

S51、Y93和S98。对于重链而言，离PCSK9蛋白 的那些残基包括以下：G26、F27、F29、

W47、S50、I51、S52、S53、K65、F68、T69、I70、S71、R72、D73、K76、N77、D99、D101、F110和V112。

对于轻链而言，在PCSK95-8埃内的那些残基包括：A31、G32、Y33、D34、H36、Y38、I50、G52、

N55、R56、P57、S58、D94、S95、S96、L97、G99和S100。

[0661] 如本领域技术人员所了解，实施例29的结果表明在哪些残基上针对PCSK9的抗体

可作用于PCSK9并且还阻封PCSK9与EGFa(并由此LDLR)的作用。因此，与任何这些PCSK9残基

起作用或封闭任何这些残基(例如封阻这些残基与结合这些残基的其它抗原结合蛋白)的

抗原结合蛋白可用作抑制PCSK9和EGFa(并因此LDLR)相互作用的抗体。因此，在某些实施方

案中，为了对PCSK9结合LDLR提供有用的抑制，涵盖与任何以上残基作用或与位于以上残基

内的残基作用的抗原结合蛋白。同样，封闭任何以上残基(其可例如经由竞争测定来测

定)的抗原结合蛋白也可用于抑制PCSK9/LDLR的互相作用。

[0662] 实施例30

[0663] 结合PCSK9的催化结构域的21B12具有不同于31H4的结合位点并可与31H4同时结

合PCSK9

[0664] 本发明实施例提供与31H4和21B12的Fab片段结合的PCSK9  ProCat(SEQ  ID  NO：3

的31-449位)的以 分辨率测定的晶体结构(所用条件阐述于以下实施例中)。图19A和
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图19B中所示的该晶体结构显示31H4和21B12具有针对PCSK9的独特结合位点，且这两种抗

原结合蛋白都可同时结合PCSK9。所述结构显示21B12与来自PCSK9催化结构域的氨基酸残

基起作用。在该结构中，PCSK9和31H4之间的相互作用与以上所观察的相似。

[0665] 与21B12相互作用的界面的特定核心PCSK9氨基酸残基确定为位于21B12蛋白

内的PCSK9残基。所述核心残基如下：S153、S188、I189、Q190、S191、D192、R194、E197、G198、

R199、V200、D224、R237、D238、K243、S373、D374、S376、T377和F379。

[0666] 与21B12相互作用的界面的边界PCSK9氨基酸残基确定为与21B12蛋白相距

的PCSK9残基。所述边界残基如下：I154、T187、H193、E195、I196、M201、V202、C223、T228、

S235、G236、A239、G244、M247、I369、S372、C375和C378。几乎或完全包埋在PCSK9蛋白中的氨

基酸残基为下划线的残基。

[0667] 如本领域技术人员所了解，图19B描述抗原结合蛋白上的CDR与PCSK9之间的相互

作用。因此，所述模型使得本领域技术人员可确定对抗原互补位尤其重要的残基和/或CDR

以及对抗原互补位较不重要的残基。如可在所述结构中所见，重链CDR2和轻链CDR1似乎与

表位密切作用。其次，重链CDR1、重链CDR3和轻链CDR3似乎靠近表位，但接近程度不如第一

组CDR。最后，轻链CDR2似乎与表位相距一定距离。因此，以下情况是可能的：在较远的CDR中

可能有较大的变化，但不过分干扰抗原结合蛋白与PCSK9的结合。在某些实施方案中，保留

所述结构中直接起作用的残基(或作为选择地进行保守取代)，而可对那些并不彼此直接起

作用的残基进行较大程度的改变。因此，根据本发明教导，本领域技术人员可预测能被改变

但不过分干扰抗原结合蛋白与PCSK9结合的能力的抗原结合蛋白的残基及区域。例如，当抗

原结合蛋白与PCSK9结合时，位置最靠近PCSK9的那些残基是可能在抗原结合蛋白与PCSK9

结合中起更重要作用的残基。根据上述内容，可将这些残基分为位于PCSK9的5埃内的残基

和位于在5-8埃之间的残基。与PCSK9相互作用的界面的特定核心21B12氨基酸残基确定为

位于PCSK9蛋白 内的21B12残基。对于重链而言，在5埃内的残基包括以下：T30、S31、

Y32、G33、W50、S52、F53、Y54、N55、N57、N59、R98、G99、Y100和G101。对于轻链而言，在5埃内的

那些残基包括以下：G30、G31、Y32、N33、S34、E52、Y93、T94、S95、T96和S97。对于重链而言，与

PCSK9蛋白相距 的那些残基包括以下：T28、L29、I34、S35、W47、V51、G56、T58、Y60、

T72、M102和D103。对于轻链而言，位于PCSK95-8埃内的那些残基包括以下：S26、V29、V35、

Y51、N55、S92、M98和V99。

[0668] 如本领域技术人员所了解，实施例30的结果表明在哪些残基上针对PCSK9的抗原

结合蛋白可作用于PCSK9并且还阻封PCSK9与EGFa(并由此LDLR)作用。因此，与任何这些

PCSK9残基起作用或封闭任何这些残基的抗原结合蛋白可用作抑制PCSK9和EGFa(并因此

LDLR)相互作用的抗体。因此，在某些实施方案中，为了对PCSK9结合LDLR提供有用的抑制，

涵盖与任何以上残基作用或与位于以上残基 内的残基作用的抗体。同样，封闭任何以

上残基(其可例如经由竞争测定来测定)的抗原结合蛋白也可用于抑制PCSK9/LDLR的互相

作用。

[0669] 实施例31

[0670] EGFa、PCSK9与抗体之间的相互作用
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[0671] 来自以上实施例的三元复合体(PCSK9/31H4/21B12)的结构在PCSK9/EGFa结构(如

实施例28所述测定)上重叠，该组合的结果描述于图20A中。该图表明了PCSK9上的可用于被

靶向以抑制PCSK9与EGFa的互相作用的区域。该图显示31H4和21B12二者部分地与LDLR的

EGFa结构域位置重叠，并在空间上干扰其与PCSK9结合。另外，如结构中所见到的，21B12与

特异性参与LDLR  EGFa结构域结合的氨基酸残基子集直接作用。

[0672] 如上所述，鉴定特定氨基酸的晶体结构分析涉及PCSK9和伴侣蛋白(在PCSK9表面

上的界面的核心和边界区)之间的相互作用及这些伴侣蛋白与PCSK9作用的空间需要。所述

结构提示抑制PCSK9和LDLR之间的相互作用的方式。首先，如上所述，使药物与PCSK9在

PCSK9与LDLR的EGFa结构域的结合位点共有的共享残基处结合，这将抑制PCSK9与LDLR之间

的相互作用。其次，在共有残基外结合的药物可在空间上干扰LDLR的EGFa结构域或EGFa结

构域的N-或C-末端区，以防止PCSK9和LDLR之间的相互作用。

[0673] 在某些实施方案中，既参与EGFa结合又靠近上述抗原结合蛋白结合的区域的残基

在操控PCSK9与LDLR结合中尤其有用。例如，用于不同的结合配偶体的来自核心区和边界区

二者共同界面的氨基酸残基示于下表12中。在完全包埋在PCSK9蛋白中的氨基酸残基为下

划线残基。

[0674] 表12

[0675]

[0676] 如本领域技术人员所了解，在某些实施方案中，抗原结合蛋白结合和/或封闭至少

一种上述残基。

[0677] 实施例32

[0678] LDLR和PCSK9之间的结构相互作用

[0679] 用PCSK9  ProCat(SEQ  ID  NO：3的31-454位)/EGFa复合体结构制作已结合全长

LDLR表现形式的全长PCSK9模型。全长PCSK91结构(Piper，D.E.等。The  crystal  structure 

of  PCSK9：a  regulator  of  plasma  LDL-cholesterol(PCSK9晶体结构：血浆LDL-胆固醇调
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节剂).Structure  15，545-52(2007))在来自复合体的PCSK9  ProCat  31-454位上被覆盖，

在其低pH构象中的LDLR结构(Rudenko，G .等。Structure  of  the  LDL  receptor 

extracellular  domain  at  endosomal  pH(在内体pH时的LDL受体细胞外结构域的结构)

.Science  298，2353-8(2002))在来自所述复合体的EGFa结构域上被覆盖。模型描述示于图

20B和20C中。EGFa结构域由图中方框指出。所述图显示位于接近PCSK9的直接EGFa结合结构

域外的LDLR区。图20D-20F显示以上互相作用以及来自三个不同角度的抗体31H4和21B12网

格表面表现形式。从描述中清楚看出，不仅抗体可在实际结合位点与PCSK9起作用和/或干

扰LDLR与PCSK9的互相作用，而且似乎也发生其它空间互相作用。

[0680] 根据以上结果，很明显结合PCSK9的抗原结合蛋白还可通过与LDLR的不同区(不仅

仅是LDLR与PCSK9相互作用位点)的抵触作用(clash)抑制PCSK9与LDLR之间的相互作用。例

如，其可与重复7(R7)、EGFb结构域和/或β-螺旋结构域起抵触作用。

[0681] 结合或阻封EGFa与PCSK9互相作用的抗原结合分子的实施方案

[0682] 如本领域技术人员所了解，实施例28-32及其附图提供如下详细说明：EGFa与

PCSK9如何及在何处作用，以及两种代表性中和抗原结合蛋白21B12和31H4与PCSK9如何起

作用并产生其中和作用。因此，本领域技术人员将通过确定在或靠近PCSK9上的相同位置中

的至少一个处结合的其它抗原结合分子，能够容易地确定可类似地降低EGFa(包括LDLR)和

PCSK9之间的结合的抗原结合分子。尽管在附图和本说明书中确定了PCSK9上的相关位点

(或表位)，但将这些位点描述为位于已被确定为接近EGFa结合位点的残基设定距离内也可

能是有利的。在某些实施方案中，抗原结合分子将结合以下残基(根据SEQ  ID  NO：3的编号)

中的一个或多个或位于其30埃内：S153、I154、P155、R194、D238、A239、I369、S372、D374、

C375、T377、C378、F379、V380、S381、W156、N157、L158、E159、H193、E195、H229、R237、G240、

K243、D367、I368、G370、A371、S373、S376、Q382、W72、F150、A151、Q152、T214、R215、F216、

H217、A220、S221、K222、S225、H226、C255、Q256、G257、K258、N317、F318、T347、L348、G349、

T350、L351、E366、D367、D374、V380、S381、Q382、S383、G384、K69、D70、P71、S148、V149、D186、

T187、E211、D212、G213、R218、Q219、C223、D224、G227、H229、L253、N254、G259、P288、A290、

G291、G316、R319、Y325、V346、G352、T353、G365、I368、I369、S372、S373、C378、F379、T385、

S386、Q387、S153、S188、I189、Q190、S191、D192、R194、E197、G198、R199、V200、D224、R237、

D238、K243、S373、D374、S376、T377、F379、I154、T187、H193、E195、I196、M201、V202、C223、

T228、S235、G236、A239、G244、M247、I369、S372、C375或C378。在某些实施方案中，抗原结合

分子在以下残基(根据SEQ  ID  NO：3的编号)中的一个或多个的30埃内结合：S153、I154、

P155、R194、D238、A239、I369、S372、D374、C375、T377、C378、F379、V380、S381、W156、N157、

L158、E159、H193、E195、H229、R237、G240、K243、D367、I368、G370、A371、S373、S376或Q382。

在某些实施方案中，抗原结合分子在以下残基(根据SEQ  ID  NO：3的编号)中的一个或多个

的30埃内结合：W72、F150、A151、Q152、T214、R215、F216、H217、A220、S221、K222、S225、H226、

C255、Q256、G257、K258、N317、F318、T347、L348、G349、T350、L351、E366、D367、D374、V380、

S381、Q382、S383、G384、K69、D70、P71、S148、V149、D186、T187、E211、D212、G213、R218、Q219、

C223、D224、G227、H229、L253、N254、G259、P288、A290、G291、G316、R319、Y325、V346、G352、

T353、G365、I368、I369、S372、S373、C378、F379、T385、S386或Q387。在某些实施方案中，抗原

结合分子在以下残基(关于SEQ  ID  NO：3的编号)中的一个或多个或的30埃内结合：S153、
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S188、I189、Q190、S191、D192、R194、E197、G198、R199、V200、D224、R237、D238、K243、S373、

D374、S376、T377、F379、I154、T187、H193、E195、I196、M201、V202、C223、T228、S235、G236、

A239、G244、M247、I369、S372、C375或C378。

[0683] 在某些实施方案中，抗原结合分子在离以上一个或多个残基30、30-25、25-20、20-

15、15-8、8、8-5、5、5-4、4或更小埃内结合。在某些实施方案中，当抗原结合分子结合PCSK9

时，对于不止一种上述残基而言，所述抗原结合分子位于至少上述距离之一内处。例如，在

某些实施方案中，对于以下残基而言抗原结合分子位于所记载的距离(例如30、30-25、25-

20、20-15、15-8、8、8-5、5、5-4、4或更近)之一内：至少2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19、20、20-25、25-30、30-35、35-40、40-45、45-50、50-55、55-60、60-65、65-

70、70-75或更多个上述残基。在某些实施方案中，对于以下残基而言抗原结合分子位于所

记载的距离之一内：至少1-10、10-20、20-30、30-40、40-50、50-60、60-70、70-80、80-90、90-

95、95-99、99-100％的在其亚组的每一组中确定的残基(例如仅在组中的那些表面残基)。

除非另外特别说明，否则抗原结合分子与PCSK9之间的距离是PCSK9上共价键合的原子与作

为PCSK9与抗原结合分子最接近的原子的抗原结合分子上共价键合的原子之间的最短距

离。同样，除非另外特别说明，否则残基(在抗原结合分子或PCSK9上的残基)与另一蛋白(分

别为PCSK9或抗原结合分子)之间的距离，是从经确定的残基上最近的点到另一蛋白的最近

的共价键合部分的距离。在某些实施方案中，所述距离可由氨基酸链的主链测量。在某些实

施方案中，所述距离可在抗原互补位边缘到表位边缘(彼此最接近处)之间测量。在某些实

施方案中，所述距离可在抗原互补位表面中心和表位表面中心之间测量。如本领域技术人

员所了解，本发明说明可适用于本文所列各组残基中的每一组。例如，上述范围概括并具体

地涵盖实施例28-32中所列的8埃残基和实施例28-32中所列的5埃残基。

[0684] 在某些实施方案中，抗原结合分子结合已被EGFa、21B12或31H4中的至少一种结合

的PCSK9的表面。在某些实施方案中，抗原结合分子在与PCSK9跟EFGa、Ab  31H4和/或Ab 

21B12之间的作用位点(如以上实施例和图中所述)重叠的位点处结合PCSK9。在某些实施方

案中，抗原结合分子在进一步远离上述残基之一的位置结合PCSK9。在某些实施方案中，所

述抗原结合分子可仍为有效的中和抗原结合分子。

[0685] 在某些实施方案中，PCSK9催化结构域的结构可阐述为大体上三角形(如图19A所

示)。所述三角形的第一边显示为被31H4结合。三角形的第二边显示为被21B12结合，三角形

的第三边位于朝向页面底部紧挨“图19A”标示的上面。在某些实施方案中，结合PCSK9催化

结构域的第一边和/或第二边的抗原结合分子可用作中和抗体，因为其可直接或在空间上

干扰EGFa与PCSK9的结合。如本领域技术人员所了解，当抗原结合分子足够大(例如全抗体)

时，为了干扰EGFa与PCSK9结合，抗原结合分子不必直接结合EGFa结合位点。

[0686] 如本领域技术人员所了解，尽管LDLR的EGFa结构域已用于很多实施例中，但所述

模型和结构仍适用于确定全长LDLR蛋白怎样与PCSK9作用。实际上，全长LDLR蛋白上存在的

另外的结构提供了可进一步被抗原结合分子之一封闭的另外的蛋白空间。因此，如果抗原

结合分子封闭或抑制EGFa与PCSK9的结合，那么其对于全长LDLR蛋白很可能同样有效(即使

不是更有效)。同样，在设定距离内的抗原结合分子或封闭各种与抑制EGFa结合有关的残基

的抗原结合分子对于全长LDLR很可能同样有效(即使不是更有效)。

[0687] 如本领域技术人员所了解，封闭或结合上述PCSK9残基(或在所述距离内)的任何
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分子，或抑制以上实施例和图中所示的一种或多种作用的任何分子，可用于抑制EGFa(或通

常LDLR)与PCSK9的相互作用。因此，不必将所述分子限定为抗原结合“蛋白”，因为任何抗原

结合分子亦可实现所需要目的。抗原结合分子实例包括契合适配体(aptamer)，所述适配体

可为寡核酸或肽分子。抗原结合分子的其它实例包括avimer、肽体、小分子和聚合物及EGFa

的修改后形式，所述EGFa的修改后形式可提高其对PCSK9的亲和力和/或延长半衰期，所述

修改形式例如有氨基酸突变、糖基化、聚乙二醇化、Fc融合和avimer融合。如本领域技术人

员所了解，在某些实施方案中，LDLR不是抗原结合分子。在某些实施方案中，LDLR的结合分

部不是抗原结合分子，例如EGFa。在某些实施方案中，其它分子(PCSK9通过所述其它分子进

行体内信号转导)不是抗原结合分子。所述实施方案将明确地如此确定。

[0688] 实施例33

[0689] 蛋白样品的表达和纯化

[0690] 本发明实施例阐述关于制备和纯化PCSK9蛋白/变体(包括LDLR  EGFa结构域)的各

种实施方案的某些实施方案。使具有N-末端蜜蜂蜂毒素信号肽后接His6标签的PCSK9蛋白/

变体(例如PSCK9  31-692  N533A、PCSK9  449TEV和PCSK9  ProCat  31-454)在杆状病毒感染

的Hi-5昆虫细胞中表达。通过镍亲和色谱法、离子交换色谱法和大小排阻色谱法纯化PCSK9

蛋白。纯化期间通过用TEV蛋白酶裂解除去蜂毒肽-His6标签。将PCSK9  449TEV构建体用于

产生PCSK9  ProCat(31-449位)和V结构域(450-692位)样品。该构建体具有插入到PCSK9的

449和450位残基之间的TEV蛋白酶裂解位点。对于用于结晶(crystallography)的全长

N555A变体、PCSK9  31-454片段和用于结晶的PCSK9  449TEV变体，后rTEV蛋白产物也包括初

始GAMG序列。因此，在rTEV裂解后，这些蛋白是GAMG-PCSK9。此外，PCSK9  449TEV蛋白包括插

入到SEQ  ID  NO：3的H449和G450位置之间的序列“ENLYFQ”(SEQ  ID  NO：403)。在用rTEV裂解

后，从该构建体产生的PCSK9  ProCat蛋白为GAMG-PCSK9(31-449)-ENLYFQ，从该构建体产生

的V结构域为SEQ  ID  NO：3的PCSK9(450-692)。

[0691] 使21B12和31H4  Fab片段在大肠杆菌中表达。通过镍亲和色谱法、大小排阻色谱法

和离子交换色谱法纯化这些蛋白。

[0692] 使LDLR  EGFa结构域(293-334)在大肠杆菌中作为GST融合蛋白表达。通过离子交

换色谱法、谷胱甘肽琼脂糖凝胶亲和色谱法和大小排阻色谱法纯化EGFa结构域。在纯化期

间通过用PreScission蛋白酶裂解除去GST蛋白。

[0693] 实施例34

[0694] 复合体形成和结晶

[0695] 本发明实施例阐述如何制备用于以上结构检查实施例中的复合体和晶体。

[0696] 通过让1.5摩尔过量的31H4  Fab与PCSK9混合来制备PCSK9  31-692  N533A/31H4复

合体。通过大小排阻色谱法纯化复合体以除去过量的31H4  Fab。在0.1M  Tris  pH  8.3、0.2M

乙酸钠、15％PEG  4000、6％葡聚糖硫酸钠盐(Mr  5000)中使PCSK9  31-692  N533A/31H4复合

体结晶。

[0697] 通过首先让1.5摩尔过量的31H4  Fab与PCSK9  31-449混合来制备PCSK9  ProCat 

31-449/31H4/21B12复合体。通过在大小排阻色谱柱上纯化从过量31H4中分离复合体。然后

将1.5摩尔过量的21B12  Fab加入到PCSK9  31-449/31H4复合体中。通过在大小排阻色谱柱

上纯化以从过量21B12中分离该三元复合体。在0.1M  Tris  pH  8.5、0.2M磷酸二氢铵、50％
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MPD中让PCSK9  ProCat  31-449/31H4/21B12复合体结晶。

[0698] 通过让1.2摩尔过量EGFa结构域与PCSK9  31-454混合来制备PCSK9  ProCat  31-

454/EGFa复合体。在0.2M甲酸钾、20％PEG  3350中让PCSK9  ProCat  31-454/EGFa结构域复

合体结晶。

[0699] 实施例35

[0700] 数据收集和结构测定

[0701] 本发明实施例阐述如何收集数据集及如何测定用于以上结构检查实施例中的结

构。

[0702] 在Rigaku  FR-E  X射线源中收集PCSK9  31-692  N533A/31H4和PCSK9  ProCat  31-

449/31H4/21B12晶体的初始数据集。在Berkeley  Advanced  Light  Source  beamline 

5 .0 .2中收集PCSK9  ProCat  31-454/EGFa数据集和PCSK9  31-692  N533A/31H4和PCSK9 

ProCat  31-449/31H4/21B12晶体的较高分辨率的数据集。所有数据集都用denzo/

scalepack或HKL2000处理(Otwinowski，Z .，Borek，D .，Majewski，W .&Minor，

W.Multiparametric  scaling  of  diffraction  intensities(衍射强度多参数缩放).Acta 

Crystallogr  A  59、228-34(2003))。

[0703] PCSK9/31H4晶体以晶胞参数为a＝264.9、b＝137.4、 β＝102.8°的C2

空间群生长，并以 的分辨率衍射。通过用程序MOLREP(The  CCP4  suite：programs 

for  protein  crystallography(CCP4套件：用于蛋白晶体学的程序).Acta  Crystallogr  D 

Biol  Crystallogr  50，760-3(1994))的分子置换用PCSK9结构(Piper，D .E .等，The 

crystal  structure  of  PCSK9：a  regulator  of  plasma  LDL-cholesterol(PCSK9的晶体

结构：血浆LDL-胆固醇调节剂) .Structure  15，545-52(2007))作为开始搜索模型解析的

PCSK9/31H4结构。保持PCSK9  31-692溶液稳定，将抗体可变结构域用作搜索模型。保持

PCSK9  31-692/抗体可变结构域溶液稳定，将抗体恒定结构域用作搜索模型。用以量子构建

并以cnx改进的多轮模型来改善完整结构。(Brunger，A .T .等，Crystallography&NMR 

system：A  new  software  suite  for  macromolecular  structure  determination(结晶学

和NMR系统：用于大分子结构测定的新软件套组).Acta  Crystallogr  D  Biol  Crystallogr 

54，905-21(1998))。

[0704] PCSK9/31H4/21B12晶体以晶胞参数为a＝138.7、b＝246.2、 的P21212空

间群生长，并以 的分辨率衍射。通过用程序MOLREP的分子置换用PCSK9  ProCat/

31H4可变结构域作为开始搜索模型解析PCSK9/31H4/21B12的结构。保持PCSK9  ProCat/

31H4可变结构域稳定，对抗体恒定结构域进行搜索。保持PCSK9  ProCat/31H4/21B12恒定结

构域稳定，将抗体可变结构域用作搜索模型。用以量子构建并以cnx改进的多轮模型来改善

完整结构。

[0705] PCSK9/EGFa结构域晶体以晶胞参数为a＝b＝70.6、 的空间群P6522生

长，并以 的分辨率衍射。通过用程序MOLREP的分子置换用PCSK9  ProCat作为开始搜

索模型解析PCSK9/EGFa结构域结构。电子密度图谱分析显示EGFa结构域的清晰电子密度。

手动拟合LDLR  EGFa结构域，用以量子构建并以cnx改进的多轮模型来改善模型。
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[0706] 将核心作用界面氨基酸确定为所有具有至少一个与PCSK9伴侣蛋白相距小于或等

于 的原子的氨基酸残基。选择 作为核心区截断值距离，以便允许在范德华力半径

加上可能的水介导氢键内的原子。将边界作用界面氨基酸确定为所有具有至少一个与

PCSK9伴侣蛋白相距小于或等于 的原子的氨基酸残基，但排除核心作用名单。选择小于

或等于 作为边界区截断值距离，以便允许延长的精氨酸氨基酸长度。用程序PyMO  L计

算满足这些距离标准的氨基酸。(DeLano，W.L.The  PyMOL  Molecular  Graphics  System.

(Palo  Alto，2002))。

[0707] 实施例36

[0708] PCSK9和31A4的晶体结构

[0709] 测定了31A4/PCSK9复合体的晶体结构。

[0710] 蛋白样品的表达和纯化

[0711] 使具有N-末端蜜蜂蜂毒素信号肽后接His6标签的PCSK9  449TEV(具有插入到按

SEQ  ID  NO：3编号为449和450位的残基之间的TEV蛋白酶裂解位点的PCSK9构建体)在杆状

病毒感染的Hi-5昆虫细胞中表达。首先通过镍亲和色谱法纯化PCSK9蛋白。用TEV蛋白酶除

去蜂毒肽-His6标签，并在催化结构域和V结构域之间裂解PCSK9蛋白。通过离子交换色谱法

和大小排阻色谱法进一步纯化V结构域。在大肠杆菌中表达31A4  Fab片段。通过镍亲和色谱

法、大小排阻色谱法和离子交换色谱法纯化该蛋白。

[0712] 复合体形成和结晶

[0713] 通过让1.5摩尔过量的PCSK9  V结构域与31A4  Fab混合来制备PCSK9  V结构域/

31A4复合体。通过在大小排阻色谱柱上纯化从过量PCSK9  V结构域分离复合体。在1.1M琥珀

酸pH  7、2％PEG  MME2000中让PCSK9  V结构域/31A4复合体结晶。

[0714] 数据收集和结构测定

[0715] 在Rigaku  FR-E  X射线源中收集PCSK9  V结构域/31A4晶体的数据集，并用denzo/

scalepack(Otwinowski，Z.，Borek，D.，Majewski，W.&Minor，W.Multiparametric  scaling 

of  diffraction  intensities(衍射强度多参数缩放).Acta  Crystallogr  A  59、228-34

(2003))处理。

[0716] PCSK9  V结构域/31A4晶体以晶胞参数为a＝74.6、b＝131.1、 的两个复

合体分子/不对称单元的P212121空间群生长，并以 的分辨率衍射。通过用程序MOLREP 

(CCP4.The  CCP4  suite：programs  for  protein  crystallography(CCP4套件：用于蛋白晶

体学的程序).Acta  Crystallogr  D  Biol  Crystallogr  50，760-3(1994))的分子置换用

PCSK9结构的V结构域(Piper，D.E.等，The  crystal  structure  of  PCSK9：a  regulator  of 

plasma  LDL-cholesterol(PCSK9的晶体结构：血浆LDL-胆固醇调节剂) .Structure  15，

545-52(2007))作为开始搜索模型解析PCSK9  V结构域/31A4结构。保持PCSK9  450-692溶液

稳定，将抗体可变结构域用作搜索模型。在初始改进后，通过手动拟合抗体恒定结构域。用

以量子构建并以cnx改进的多轮模型来改善完整结构(Brunger，A.T.等，Crystallography&

NMR  system：A  new  software  suite  for  macromolecular  structure  determination(结

晶学和NMR系统：用于大分子结构测定的新软件套组) .Acta  Crystallogr  D  Biol 
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Crystallogr  54，905-21(1998))。

[0717] 将核心作用界面氨基酸确定为所有具有至少一个与PCSK9伴侣蛋白相距小于或等

于 的原子的氨基酸残基。选择 为核心区截断值距离，以便允许在范德华力半径加

上可能的水介导氢键内的原子。将边界作用界面氨基酸确定为所有具有至少一个与PCSK9

伴侣蛋白小于或等于相距 的原子的氨基酸残基，但排除核心作用名单。选择小于或等

于 作为边界区截断值距离，以允许延长的精氨酸氨基酸长度。用程序PyMOL计算满足这

些距离标准的氨基酸(DeLano，W.L.The  PyMOL  Molecular  Graphics  System.(Palo  Alto，

2002))。用V结构域″A″和31A4″L1、H1″复合体计算距离。

[0718] 以 的分辨率测定已结合31A4  Fab片段的PCSK9  V结构域的晶体结构。在图

21A-21D中提供晶体结构的描述。图21A-21C显示31A4  Fab结合亚结构域1和2的区域中的

PCSK9  V结构域。

[0719] 制备了已结合31A4  Fab的全长PCSK9模型。全长PCSK9结构在来自复合体的PCSK9 

V结构域上被覆盖。该模型图示于图21D中。突出显示LDLR的EGFa结构域与PCSK9之间的相互

作用位点。

[0720] 结构分析显示了该抗体与PCSK9相互作用的位点，并证明不结合PCSK9的LDLR结合

表面的抗体仍可抑制由PCSK9介导的LDLR降解(结果可从以下实施例40和41的组合中观察

到)。另外，晶体结构分析使得可鉴定参与PCSK9和31A4抗体之间的相互作用的特定氨基酸。

此外，还确定了PCSK9表面上的界面的核心和边界区。将与31A4相互作用的界面的特定核心

PCSK9氨基酸残基确定为在31A4蛋白 内的PCSK9残基。核心残基为T468、R469、M470、

A471、T472、R496、R499、E501、A502、Q503、R510、H512、F515、P540、P541、A542、E543、H565、

W566、E567、V568、E569、R592和E593。将与31A4相互作用的界面的边界PCSK9氨基酸残基确

定为与31A4蛋白相距 的PCSK9残基。边界残基如下：S465、G466、P467、A473、I474、

R476、G497、E498、M500、G504、K506、L507、V508、A511、N513、A514、G516、V536、T538、A539、

A544、T548、D570、L571、H591、A594、S595和H597。几乎或完全包埋在PCSK9蛋白内的氨基酸

残基通过下划线来突出显示。如本文所述，编号引用SEQ  ID  NO：3的氨基酸位置(如本文所

述作调整)。

[0721] 与PCSK9相互作用的界面的特定核心31A4氨基酸残基确定为位于PCSK9蛋白

内的31A4残基。31A4抗体的核心残基如下：重链：G27、S28、F29、S30、A31、Y32、Y33、E50、N52、

H53、R56、D58、K76、G98、Q99、L100和V101；轻链：S31、N32、T33、Y50、S51、N52、N53、Q54、W92和

D94。与PCSK9相互作用的界面的边界31A4氨基酸残基确定为与PCSK9蛋白相距 的

31A4残基。31A4的边界残基如下：重链：V2、G26、W34、N35、W47、I51、S54、T57、Y59、A96、R97、

P102、F103和D104；轻链：S26、S27、N28、G30、V34、N35、R55、P56、K67、V91、D93、S95、N97、G98

和W99。

[0722] 晶体结构也显示了该ABP在其与PCSK9相互作用中的空间要求。如该结构所示，出

人意料的是，结合PCSK9但不直接防止PCSK9与LDLR互相作用的抗体仍可抑制PCSK9的功能。

[0723] 在某些实施方案中，可采用结合、遮盖或防止31A4与以上任何残基相互作用的任

何抗原结合蛋白来结合或中和PCSK9。在某些实施方案中，ABP结合以下PCSK9(SEQ  ID  NO：
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3)残基中的至少一个或与其起作用：T468、R469、M470、A471、T472、R496、R499、E501、A502、

Q503、R510、H512、F515、P540、P541、A542、E543、H565、W566、E567、V568、E569、R592和E593。

在某些实施方案中，ABP位于以上残基中的一个或多个的5埃内。在某些实施方案中，ABP结

合以下PCSK9(SEQ  ID  NO：3)残基中的至少一个或与其起作用：S465、G466、P467、A473、

I474、R476、G497、E498、M500、G504、K506、L507、V508、A511、N513、A514、G516、V536、T538、

A539、A544、T548、D570、L571、H591、A594、S595和H597。在某些实施方案中，ABP与以上残基

中的一个或多个相距5-8埃。在某些实施方案中，ABP与1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、

14、15、20、25、30、35、40、45或50个上述残基起作用、封闭它们或位于其8埃内。

[0724] 以上实施例所论述的晶体结构的坐标在表35 .1(全长PCSK9和31H4)、表35 .2

(PCSK9和EGFa)、表35.3(PCSK9、31H4和21B12)和表35.4(PCSK9和31A4)中提供。还涵盖以下

抗原结合蛋白及分子：所述抗原结合蛋白及分子与图中描述的PCSK9结构的相关区域或残

基(包括与EGFa或抗体与PCSK9起作用的位点相距15、15-8、8、8-5、5或更小埃的区域或残

基)和/或它们的来自所述坐标的结构上的对应位置起作用。

[0725] 在所述坐标中描述的抗体是在大肠杆菌中产生的，因此具有与人全抗体的某些少

数氨基酸差异。对于21B12的重链和轻链以及对于31H4的轻链而言，可变区中的第一个残基

是谷氨酸而非谷氨酰胺。除可变区序列差异外，在由坐标所述抗体的恒定区中也存在某些

差异同样是因为抗体是在大肠杆菌中产生的事实)。当与SEQ  ID  NO：156和155比较时，图22

突出显示(经由下划线阴影或粗体)21B12、31H4和31A4  Fab(在大肠杆菌中产生)的恒定区

之间的差异。对于21B12  31H4和31A4而言，轻链恒定序列与人λ(SEQ  ID  NO：156)相似。下划

线甘氨酸残基为21B12和31H4可变序列终止与λ序列起始的位置之间的插入。

[0726] 对于21B12和31H4二者而言，重链恒定区与人IgG4(SEQ  ID  NO：155)相似。图22中

突出显示的差异示于表36.1中：

[0727] 表36.1

[0728]

[0729] 关于31A4，尽管其也具有上述同样的特征，但有三个另外的差异。如图22所示，在

起始处存在两个另外的氨基酸，它们来自大肠杆菌表达的信号肽的不完全加工。另外，当与

SEQ  ID  NO：155比较时，在31A4重链恒定区存在一个另外的取代，即将L(在SEQ  ID  NO：155

中)调整为H。最后，31A4具有谷氨酰胺作为Fab的起始氨基酸，而不是上述关于21B12和31H4
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的调整为谷氨酸。

[0730] 对于所有3种抗体，重链的末端(灰色方框)也不同，但未在结构中指定(order)这

些氨基酸，因而它们没有在坐标中出现。如本领域技术人员所了解，his标签不是ABP的必须

部分并且不应该理解为ABP序列的一部分，除非通过提及包含组氨酸标签的特定SEQ  ID  NO

及说明ABP序列“包含组氨酸标签”来明确表示。

[0731] 实施例37

[0732] 表位作图-分库

[0733] 除实施例10中的实验组外，还进行了另一组分库实验。如实施例10，可将彼此竞争

的ABP理解成结合靶标上的相同位点，通常的用语是“库集”在一起。

[0734] 使用改良的Jia等(J.Immunological  Methods，288(2004)91-98)所述多重分库法

(Multiplexed  Binning  method)。让包被链霉抗生物素蛋白的Luminex珠粒的各别的编号

珠粒(bead  codes)在100ul  0 .5ug/ml生物素化的单价小鼠-抗人IgG捕获抗体(BD 

Pharmingen，#555785)中于室温在暗处孵育1小时，然后用PBSA、磷酸盐缓冲盐水(PBS)加

1％牛血清白蛋白(BSA)洗涤3次。各编号珠粒与100ul的2ug/ml抗PCSK9抗体(包被抗体

(Coating  Antibody))分开孵育1小时，然后用PBSA洗涤3次。然后将珠粒合并，并分配到96

孔过滤板(Millipore，#MSBVN1250)中。将100ul的2ug/ml纯化的PCSK9蛋白加到一半的孔

中。另一半加入缓冲液作为对照。让反应物孵育1小时，然后洗涤。将100ul的2ug/ml抗PCSK9

抗体(检测Ab(Detection  Ab))加入到所有孔中，孵育1小时，然后洗涤。用无关的人-IgG

(Jackson，#009-000-003)作为另一对照。将20ul  PE缀合的单价小鼠-抗人IgG(BD 

Pharmingen，#555787)加入到各孔中，孵育1小时，然后洗涤。将珠粒重新悬浮于100ul的

PBSA中，在BioPlex仪器(BioRad)中收集最少的100个事件/编号珠粒。

[0735] 从含有PCSK9的相应反应信号中减去无PCSK9的抗体对的中位数荧光强度(MFI)。

对于被认为同时结合因此在不同库中的抗体对而言，减去后的信号必须大于与自身竞争的

抗体信号的3倍并且是与无关抗体竞争的抗体信号的3倍。

[0736] 以上数据描述于图23A-23D中。ABP分成5个库。阴影方框表示可同时结合PCSK9的

ABP。非阴影方框表示彼此竞争结合的ABP。结果概述示于表37.1中。

[0737] 表37.1.
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[0738]

[0739] 库1(与ABP  21B12竞争)和3(与31H4竞争)彼此相斥；库2与库1和3竞争；库4不与库

1和3竞争。本实施例中的库5表示为“杂类(catch  all)”库以阐述不适合其它库的ABP。因

此，在每种结合中的上述ABP代表PCSK9上的不同类型的表位位置，它们某些彼此重叠。

[0740] 如本领域技术人员所了解，如果参考ABP防止探针ABP结合，那么认为所述抗体在

同一个库中。其中所采用的ABP次序并不重要重要。如果采用ABP  A作为参考ABP并封闭ABP 

B的结合，那么反过来并不总是正确的：ABP  B用作参考ABP将不一定封闭ABP  A。有很多因素

在其中起作用：ABP的结合可引起靶标构象变化，这会防止所述第二种ABP结合；或者重叠但

并不完全彼此阻塞的表位可使得所述第二种ABP与所述靶标仍有足够高的互相作用亲和

力，因而允许结合。具有更高亲和力的ABP可具有较大的撞开封阻ABP的能力。一般而言，如

果无论以哪一种次序都观察到竞争，那么认为ABP库集在一起，如果两种ABP都能彼此封闭，

那么很可能表位更完全地重叠。

[0741] 实施例38

[0742] 表位作图-蛋白印迹

[0743] 本发明实施例证明所检查的ABP的表位到底是线性还是立体构象。进行变性还原

和变性非还原性蛋白印迹以测定哪些抗体具有构象表位。结合变性还原蛋白印迹的抗体具

有线性表位并为非构象的。结果示于图24A和图24B中。对于印迹，在4-12％NuPAGE  Bis-

Tris凝胶及MES  SDS泳动缓冲液中进行0.5ug/道纯化的全长人PCSK9电泳。将1ug/ml抗

PCSK9抗体(不包含0.5ug/ml  31G11)用于探测印迹。用1∶5000驴-抗人-IR700第二抗体，在

LiCOR仪器上读数。抗体13H1结合PCSK9前域上的线性表位。所有其它抗体表现出符合构象

表位的结果。这些凝胶将前域与蛋白的其余部分分开，前域泳动到约15kDa处。另外，3C4和

31A4似乎结合由二硫键维持的构象表位，因为这些抗体在保留二硫键的变性条件下结合

PCSK-9(左边)但在还原样品(右边)条件下结合消除。
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[0744] 实施例39

[0745] 表位作图-精氨酸/谷氨酸扫描

[0746] 选择来自每一库的代表性ABP(来自实施例37)用于进一步表位分析。进行精氨酸/

谷氨酸扫描策略以对结合PCSK9的ABP作图。根据背景，本方法测定了残基是否为结构表位

的部分，即与抗体接触或被抗体包埋的那些抗原残基。即使突变的残基不直接参与抗体结

合，但精氨酸和谷氨酸侧链带有电荷并体积庞大，因此可破坏抗体结合。

[0747] 残基选择

[0748] 用PCSK9晶体结构来选择待突变用于表位作图的残基。用于选择残基以进行突变

的方法涉及计算机制及相互作用结构分析二者。PCSK9结构含有失去残基的空位，其在N-端

失去30个氨基酸(即信号序列)并在C-端失去10个氨基酸。将在内部失去的残基建模

(model)到结构上，但N-和C-末端失去的残基则不如此处理。计算每一残基的溶剂暴露比例

(solvent  exposure  ratio)：蛋白中的每一残基的表面积(SA1)除以具有保守主链结构的

含侧翼甘氨酸的三聚体中的残基表面积(SA2)。选择溶剂暴露比例大于10％(R10)的残基以

及40个失去的末端残基。从这些残基中排除具有正Φ角的脯氨酸和甘氨酸以降低错误折叠

的可能性。通过用37％的溶剂暴露比例以及视觉检查整个蛋白来降低V结构域中待突变的

残基数，以使突变总数为285。具有这些不同类标识的PCSK9表面的各种方位示于图25A-25F

中。在这些图中，最淡的灰色表示未被选择或被放弃的区域，深一些的灰色表示所选择的残

基。

[0749] 克隆和表达

[0750] 确定了待改变的残基后，改变各种残基。将人PCSK9克隆到含C-末端Flag-His标签

的pTT5载体中。用Stratagene的QuikChange  II试剂盒通过定点诱变由该初始构建体制备

突变体。用Amgen的MutaGenie软件设计用于突变的有义和反义寡核苷酸。在24-孔板中使所

有的PCSK9构建体在瞬时转染的293-6E细胞中表达，并重新注入(rerack)到3块96孔板中，

在每块板中用非突变的PCSK9(野生型，WT)作为对照。通过蛋白印迹检查条件培养基中的表

达水平和重组蛋白的完整性。在最初选定的285个突变体中，有41个克隆失败或表达失败。

将244个突变体用于表位作图。PCSK9母本序列和代表性的具244个突变残基的PCSK9序列的

比对示于图26中。制备含有单一突变的单独的构建体。为基于本发明的涉及结合变化的表

位序列和表位的目的，提供关于SEQ  ID  NO：1和/或SEQ  ID  NO：303的序列。图26的序列是用

于本发明结合表位研究的序列。本领域技术人员应了解，本研究的结果也可应用于本文公

开的其它PCSK9变体(例如SEQ  ID  NO：1和3以及其它等位基因变体)。

[0751] 选择代表每个库的5种抗体用于精细表位作图。它们是21B12、31H4、12H11、31A4、

3C4。所有都是构象表位抗体。21B12、31H4和31A4这三种如上所述还与PCSK9结晶。

[0752] 结构和功能表位

[0753] 可将表位进一步确定为结构性或功能性表位。功能表位通常是结构表位的子集，

具有直接有助于相互作用(例如氢键、离子互相作用)亲和力的残基。可认为结构表位是由

抗体遮盖的靶标片区。

[0754] 采用的扫描诱变是精氨酸和谷氨酸扫描。选择这两种侧链是由于其空间体积大及

其电荷，这使得在结构表位中发生的突变对抗体结合具有更大的影响。除了当WT残基为精

氨酸时外，通常采用精氨酸，当WT残基为精氨酸时，让所述残基突变为谷氨酸来转换电荷。
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[0755] 为了表位作图的目的，使用基于珠粒的多元测定来测量同时结合PCSK9和PCSK9突

变体的抗体。然后在同一孔中比较所述抗体结合突变体的情况与抗体结合野生型的情况。

将变体分为3组：第1组：81个变体+2个wt对照+1个阴性对照+1个其它PCSK9上清液；第2组：

81个变体+2个wt对照+2个阴性对照；和第3组：82个变体+2个wt对照+1个阴性对照。

[0756] 测定如下进行：让85组经颜色编号的包被链霉亲和素的LumAvidin珠粒(Luminex)

与生物素化的抗五His抗体(Qiagen，#1019225)在室温(RT)结合1小时，然后在PBS、1％BSA、

O.1％Tween20中洗涤3次。然后让每一种经颜色编号的珠粒组与PCSK9突变体、野生型或阴

性对照在150ul上清液中于4℃下结合过夜。

[0757] 洗涤并合并每一与特定蛋白缔合的经颜色编码的珠粒组。此时有3份85种珠粒组

的集合(pool)，每一份集合对应每组突变体及对照。将来自每份集合的珠粒等份分到96孔

过滤板(Millipore，#MSBVN1250)的24孔(3列)中。将100ul的抗PCSK9抗体以4倍稀释度加入

到9列中作为三个重复，在室温下孵育1小时并洗涤。将100ul的1∶200稀释的藻红蛋白(PE)

缀合的抗人IgG  Fc(Jackson  Immunoresearch，#109-116-170)加入到各孔中，并在室温下

孵育1小时和洗涤。

[0758] 让珠粒重新悬浮于1％BSA/PBS中，振荡10分钟并在BioPlex仪器(Bio-Rad)上读

数。仪器通过珠粒颜色代码识别各种珠粒，藉此识别与颜色代码相关的特定蛋白。同时，通

过PE染料的荧光强度测量已结合珠粒的抗体的量。然后可在同一份集合中直接比较抗体结

合每种突变体的情况抗体与结合结合野生型的情况。将IL-17R嵌合体E用作阴性对照。所有

检查的突变体概述示于表39.1(根据在图1A和26中使用的序列编号)中。

[0759] 表39.1

[0760]
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[0761] 珠粒变化性研究

[0762] 在进行表位作图结合测定之前，进行了验证实验来评估“珠粒区”到“珠粒区”(B-

B)的变化性。在验证实验中，所有珠粒都与相同野生型对照蛋白缀合。因此，珠粒区之间的

差异完全是由于B-B差异，不会与野生型和突变体蛋白之间的差异混淆。在不同孔中用12个

重复进行了抗体滴定。

[0763] 该统计学分析的目标是评估估计的结合曲线EC50的B-B变化性。然后在曲线比较

实验期间用估计的B-B标准差(SD)来构建野生型和突变体蛋白之间的EC50置信区间。

[0764] 让四参数逻辑模型拟合关于每一珠粒区的结合数据。将含有曲线质量控制(QC)结

果及对曲线顶端(最大)、底端(最小)、斜坡(斜率)和EC50自然对数(xmid)的参数估值的结

果记录用作分析的原始数据。然后通过拟合混合效应模型用SAS  PROC  MIXED程序来评估关

于每个参数的B-B变化性。只有具有“好”QC程度的曲线被包括在分析中。最终混合效应模型

仅包括作为随机效应的残差(residual)(即单独的珠粒区)。还通过混合效应模型来评估各

参数的最小二乘方均值(LS均值)。通过采用B-B差异的平方根计算B-B  SD。还计算了最小二

乘方均值+2SD和最小二乘方均值-2SD之间的倍数变化，其代表总体的大约百分之97.5上

下。结果示于表39.2中。

[0765] 表39.2最小二乘方均值和珠粒到珠粒的偏差估测

[0766]

[0767] *xmid是EC50的自然对数。将xmid的倍数变化转回为原始标度。

[0768] 鉴定结构表位残基

[0769] 当让残基突变为精氨酸或谷氨酸改变抗体结合时，认为该残基为结构表位的一部

分(“击中(hit)”)。这可视为在与抗体结合野生型相比下EC50变化或最大信号降低。用对野

生型和突变体的抗体结合曲线的统计学分析来确定统计学显著的EC50变化。该分析考虑到

测定中的差异和曲线拟合。

[0770] 基于EC50比较的击中的确定

[0771] 从用带有VarPower软件的S-PLUS(Insightful  Corporation，Seattle  WA)拟合结

合数据的加权的4-参数逻辑模型产生EC50和Bmax值。比较突变体结合曲线和野生型结合曲

线的EC50。将统计学显著差异确定为用于进一步考虑的击中。具有“不适合(nofit)”或“适

合不良(badfit)”标示的曲线排除在该分析之外。

[0772] EC50估测值的差异

[0773] 在比较EC50估测值时考虑两个差异来源：来自曲线拟合的差异和珠粒之间的差

异。将野生型和突变体与不同的珠粒连接，因此它们之间的差异与珠粒之间的差异混淆(上
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述)。由log  EC50估测值的标准误差来评估曲线拟合变化。用其中将野生型对照连接到每一

种珠粒之一(上述)的实验实验性测定珠粒间的差异。用来自本实验的野生型结合曲线的

EC50估测值中的珠粒差异来评估在实际表位作图实验中来评估珠粒间的差异。

[0774] 测试突变体和野生型之间的EC50变化

[0775] 用学生t-检验进行两种EC50(对数标度)的比较。t-统计计算为δ(EC50估测值之间

的绝对差别)和δ标准差之比。通过3个分量之和、非线性回归曲线中突变体和野生型的EC50

差异估测值和来自独立实验的2倍珠粒间差异估测值来评估δ差异。珠粒间差异的两倍归因

于突变体和野生型珠粒二者具有同样差异的假定。用Satterthwaite(1946)近似值计算δ标

准差的自由度。基于每一比较的学生t分布获得各别的p-值和置信区间(95％和99％)。在多

个野生型对照情况下，通过挑选与突变体最相似的野生型对照(即挑选具有最大p-值者)采

取保守方法。

[0776] 在同时进行大量测试时，为控制假阳性进行多次调整很重要。为该分析实施两种

形式的多次调整：家族模样差别率(FEW，family  wise  error)控制和错误发现率(FDR，

false  discovery  rate)控制。FEW法控制一个或多个击中不真实的可能性；FDR法控制在所

选择的击中之间的假阳性的预计比例。前一方法比后一方法更保守且效果更差。对于两种

方法都有多种方法可用，对于本分析，对于FWE分析挑选Hochberg(1988)的方法，对于FDR分

析挑选Benjamini-Hochberg(1995)FDR法。计算了关于两种方法的经调整的p-值。

[0777] 结果

[0778] EC50变化

[0779] 考虑如下突变为结构表位的一部分：其EC50与野生型显著不同，例如具有为0.01

或更小的整个试验的经错误发现率调整的p-值。除了具有经FEW调整的p-值/抗体为0.0109

的抗体31H4的残基R185E外，所有击中还具有小于0.01的关于每种抗体的经家族模样I型误

差率(Familywise  type  I  error  rate)调整的p-值。通过EC50变化测定的各种抗体的结构

表位中的残基示于表39.3(点突变是根据SEQ  ID  NO：1和303)中。

[0780] 表39.3

[0781]

[0782] 最大信号减少

[0783] 用来自曲线拟合(BmaxPerWT)和原始数据点(RawMaxPerWT)的最大信号计算百分

率最大信号。考虑以下突变为击中和表位的一部分：与野生型信号相比，抗体结合最大信号
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降低≥70％的突变；或当所有其它抗体为野生型的至少40％时，与其它抗体相比一种抗体

信号降低＞50％的突变。表39.4显示通过最大信号的降低测定的在结构表位中的残基(斜

体)。

[0784] 表39.4

[0785]

[0786] (点突变参考SEQ  ID  NO：1和图26)。

[0787] 表39.5显示关于各种抗体的所有击中的概述。

[0788] 表39.5

[0789]

[0790] 为了进一步调查这些残基是如何形成有关表位的一部分或全部，将上述位置作图

到各种晶体结构模型中，结果示于图27A到27E中。图27A描述21B12表位击中，其根据用
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21B12抗体作图到PCSK9晶体结构上。结构确定PCSK9残基如下：淡灰色表示没有突变的残基

(除那些在结构上明确指出的残基外)，深灰色表示那些突变的残基(少量不能表现出来)。

测试了明确指出的残基(无论在图中是否用阴影表示)，所述残基导致EC50和/或Bmax显著

变化。表位击中基于Bmax变化。在本图中，31H4在21B12后面。

[0791] 图27B描述31H4表位击中，其根据用31H4和21B12抗体作图到PCSK9晶体结构上。结

构确定PCSK9残基如下：淡灰色表示没有突变的残基(除那些在结构上明确指出的残基外)，

深灰色表示那些突变的残基(少量不能表现出来)。测试了明确指出的残基(无论在图中是

否用阴影表示)，所述残基导致EC50和/或Bmax显著变化。表位击中基于EC50变化。

[0792] 图27C描述31A4表位击中，其根据用31H4和21B12抗体作图到PCSK9晶体结构上。结

构确定PCSK9残基如下：淡灰色表示没有突变的残基(除那些在结构上明确指出的残基外)，

深灰色表示那些突变的残基(少量不能表现出来)。测试了明确指出的残基(无论在图中是

否用阴影表示)，所述残基导致EC50和/或Bmax显著变化。表位击中基于EC50变化。已知31A4

抗体结合PCSK9的V-结构域，其表现出与图27C所示结果一致。

[0793] 图27D描述12H11表位击中，其根据用31H4和21B12抗体作图到PCSK9晶体结构。结

构确定PCSK9残基如下：淡灰色表示没有突变的残基(除那些在结构上明确指出的残基外)，

深灰色表示那些突变的残基(少量不能表现出来)。测试了明确指出的残基(无论在图中是

否用阴影表示)，所述残基导致EC50和/或Bmax显著变化。在上述分库测定中12H11与21B12

和31H4竞争。

[0794] 图27E描述3C4表位击中，其根据用31H4和21B12抗体作图到PCSK9晶体结构上。结

构确定PCSK9残基如下：淡灰色表示没有突变的残基(除那些在结构上明确指出的残基外)，

深灰色表示那些突变的残基(少量不能表现出来)。测试了明确指出的残基(无论在图中是

否用阴影表示)，所述残基导致EC50和/或Bmax显著变化。

[0795] 在分库测定中3C4不与21B12和31H4竞争。在结构域结合测定中3C4结合V-结构域

(参见实施例40、图28A和28B的结果)。

[0796] 尽管大约有十二个突变体被预期可对结合有影响(基于晶体结构)，但本实验出人

意外地证明它们并非如此。如本领域技术人员所了解，以上提供的结果与晶体结构及这些

抗体与PCSK-9的结合有良好的一致性。这证明所提供的结构和相应的功能数据注意确定中

和ABP和PCSK9互相作用的关键残基及区域。因此，由本说明书适当地提供了具有结合上述

区域能力的ABP变体。

[0797] 如本领域技术人员所了解，尽管可认为B-max下降和EC50变化的击中是同一现象

的表现，但严格地说，单独的B-max下降本身不能反映亲和力丧失，而是破坏某些百分比的

抗体表位。尽管由B-max和EC50测定的击中没有重叠，但对结合有强烈影响的突变使得不能

产生有用的结合曲线，因此对于这样的变体不能测定EC50。

[0798] 如本领域技术人员所了解，同一个库(除如上所述的库5外，其为一般的杂类库)中

的ABP很可能结合靶标蛋白上的重叠位点。因此，通常可将以上表位和相关残基扩展至同一

个库中的所有这样的ABP。

[0799] 为了进一步调查以上关于ABP  31H4的结果，还改变E181R位置(E181R)，依照以上

晶体结构预测所述E181R位置与R185作用形成与ABP作用的表面的一部分。尽管对其自身而

言结果统计学不显著，但当与晶体结构联合时，结果表明31H4与E181R相互作用(数据未列
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出)。因此，位置181似乎也形成31H4  ABP表位的一部分。

[0800] 如上所述，以上结合数据和表位表征引用了不包含PCSK9的前面30个氨基酸的

PCSK9序列(SEQ  ID  NO：1)。因此，与使用全长PCSK9编号系统(例如在上述晶体研究数据中

所用的编号系统)的数据和实验相比，该蛋白片段和提及该片段的SEQ  ID  NO：的编号系统

有30个氨基酸的变化。因此，与这些结果比较，应该将额外的30个氨基酸加到每一个以上表

位作图结果的位置中。例如，SEQ  ID  NO：1(或SEQ  ID  NO：303)的位置207与SEQ  ID  NO：3(全

长序列和在本说明书其余部分各处所用的编号系统)位置237相关。表39.6概述了关于SEQ 

ID  NO：1(和/或SEQ  ID  NO：303)的上述位置如何与SEQ  ID  NO：3(包含信号序列)关联。

[0801] 表39.6

[0802]
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[0803]                          

[0804] 因此，本文所述关于SEQ  ID  NO：1的那些实施方案也可通过它们关于SEQ  ID  NO：3

的上述对应位置来阐述。

[0805] 实施例40

[0806] PCSK9结构域结合测定

[0807] 本发明实施例调查了各种ABP在PCSK9上的何处结合。

[0808] 用2ug/ml在PBS中稀释的各种抗PCSK9抗体对透明的96孔maxisorp板(Nunc)进行

过夜包被。用PBS/.05％Tween-20彻底洗涤板，然后用3％BSA/PBS封闭板2小时。洗涤后，让

板与在通用测定稀释液(Immunochemistry  Technologies，LLC)中稀释的全长PCSK9(SEQ 

ID  NO：3中的31-692位氨基酸)、procat  PCSK9(SEQ  ID  NO：3中的31-449位氨基酸)或v-结

构域PCSK9(SEQ  ID  NO：3中的450-692位氨基酸)孵育2小时。洗涤板，以1ug/ml(在1％BSA/

PBS中)加入识别procat和v-结构域以及全长PCSK9的兔多克隆生物素化抗PCSK9抗体

(D8774)。通过与200ng/ml(在1％BSA/PBS中)的中性链亲和素-HRP(Thermo  Scientific)接

着是TMB底物(KPL)孵育来检测结合的全长、procat或v-结构域PCSK9，在650nm处测量吸光

度。图28A和28B中提供的结果证明各种ABS结合PCSK9的各个部分的能力。如图28B所示，ABP 

31A4结合PCSK9的V结构域。

[0809] 实施例41

[0810] 中和性的非竞争性抗原结合蛋白

[0811] 本发明实施例证明如何鉴定和表征以下抗原结合蛋白：所述抗原结合蛋白对于与

PCSK9结合而言为与LDLR非竞争性，但仍能中和PCSK9活性。换言之，所述抗原结合蛋白将不

封闭PCSK9与LDLR结合，但将防止或降低PCSK9介导的LDLR降解。

[0812] 用在缓冲液A(100mM卡可基酸钠，pH  7.4)中稀释的2ug/ml的羊抗LDL受体抗体(R&

D  Systems)包被透明的384孔板(Costar)。用缓冲液A充分洗涤板，然后用缓冲液B(缓冲液A

中的1％牛奶)封闭2小时。洗涤后，让板与在缓冲液C(补充10mM  CaCl2的缓冲液B)中稀释的

0.4ug/ml的LDL受体(R&D  Systems)孵育1.5小时。在该孵育的同时，让20ng/ml的生物素化

D374Y  PCSK9与在缓冲液A中稀释的100ng/ml的抗体或单独的缓冲液A(对照)孵育。洗涤含

有LDL受体的板，将生物素化D374Y  PCSK9/抗体混合物转移到其中，并在室温下孵育1小时。

通过与缓冲液C中的500ng/ml的链霉抗生物素蛋白-HRP(Biosource)接着是TMB底物(KPL)

孵育来检测生物素化D374Y与LDL受体的结合情况。用1N  HCl猝灭信号，在450nm处读取吸光

度。结果在图28C中提供，其显示尽管ABP  31H4抑制LDLR结合，但ABP  31A4不抑制LDLR与

PCSK9的结合。与来自实施例40并示于图28A和28B中的结果联合起来看，很明显31A4  ABP结

合PCSK9的V结构域，并且不封闭PCSK9与LDLR的相互作用。

[0813] 接下来，经由细胞LDL吸收测定(如以上实施例所述)进一步确认ABP  31A4用作中
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和ABP的能力。本LDL吸收测定的结果在图28D中提供。如图28D所示，ABP  31A4表现出显著的

PCSK9中和能力。因此，根据实施例40及现在的结果，很明显ABP可结合PCSK9而不阻封PCSK9

和LDLR结合的相互作用，因此其仍能用作中和PCSK9的ABP。

[0814] 通过参考引用

[0815] 本文引用的所有参考文献，包括专利、专利申请、论文、教科书等以及其中引用的

参考文献(对所述参考文献的引用程度高于它们已经被引用的程度)在此以其整体引作参

考。引用程度为当通过引用并入的参考文献中提供的任何定义或术语和本文提供的术语及

论述不同时，以本文的术语和定义为准。

[0816] 等同内容

[0817] 前述说明书被认为足以能够使本领域技术人员实施本发明。前述说明书和实施例

详述了本发明某些优选实施方案，并阐述了本发明人涵盖的最佳方式。然而，应该了解，不

管前述内容在本文中可以多么详尽，本发明可以以很多方式来实施，本发明应该按照所附

权利要求及其任何等同内容来理解。

[0818] 表35.1
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[0819]
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[0820]
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[0821]
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[0822]
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[0823]
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序  列  表

<110> 安姆根有限公司

S.  M.  杰克逊

N.  P.  C. 沃克

D.  E. 皮佩尔

单倍

沈文彦

J.  C.  Y. 陈

C.  T. 金

R.  R. 克彻姆

C. 梅林

T.  A. 卡拉贝奥

曹琼

<120>  针对前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶kexin  9型  (PCSK9)的抗原结合蛋白

<130>  APMOL.003A

<140>  12/197,093

<141>  2008-08-22

<150>  US  61/086,133

<151>  2008-08-04

<150>  US  61/010,630

<151>  2008-01-09

<150>  US  61/008,965

<151>  2007-12-21

<150>  US  60/957,668

<151>  2007-08-23

<160>  499

<170>  FastSEQ  for  Windows  Version  4.0

<210>  1

<211>  662

<212>  PRT

<213> 人(Homo  sapiens)

<400>  1

Gln  Glu  Asp  Glu  Asp  Gly  Asp  Tyr  Glu  Glu  Leu  Val  Leu  Ala  Leu  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Glu  Glu  Asp  Gly  Leu  Ala  Glu  Ala  Pro  Glu  His  Gly  Thr  Thr  Ala

            20                  25                  30

Thr  Phe  His  Arg  Cys  Ala  Lys  Asp  Pro  Trp  Arg  Leu  Pro  Gly  Thr  Tyr

        35                  40                  45
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Val  Val  Val  Leu  Lys  Glu  Glu  Thr  His  Leu  Ser  Gln  Ser  Glu  Arg  Thr

    50                  55                  60

Ala  Arg  Arg  Leu  Gln  Ala  Gln  Ala  Ala  Arg  Arg  Gly  Tyr  Leu  Thr  Lys

65                  70                  75                  80

Ile  Leu  His  Val  Phe  His  Gly  Leu  Leu  Pro  Gly  Phe  Leu  Val  Lys  Met

                85                  90                  95

Ser  Gly  Asp  Leu  Leu  Glu  Leu  Ala  Leu  Lys  Leu  Pro  His  Val  Asp  Tyr

            100                 105                 110

Ile  Glu  Glu  Asp  Ser  Ser  Val  Phe  Ala  Gln  Ser  Ile  Pro  Trp  Asn  Leu

        115                 120                 125

Glu  Arg  Ile  Thr  Pro  Pro  Arg  Tyr  Arg  Ala  Asp  Glu  Tyr  Gln  Pro  Pro

    130                 135                 140

Asp  Gly  Gly  Ser  Leu  Val  Glu  Val  Tyr  Leu  Leu  Asp  Thr  Ser  Ile  Gln

145                 150                 155                 160

Ser  Asp  His  Arg  Glu  Ile  Glu  Gly  Arg  Val  Met  Val  Thr  Asp  Phe  Glu

                165                 170                 175

Asn  Val  Pro  Glu  Glu  Asp  Gly  Thr  Arg  Phe  His  Arg  Gln  Ala  Ser  Lys

            180                 185                 190

Cys  Asp  Ser  His  Gly  Thr  His  Leu  Ala  Gly  Val  Val  Ser  Gly  Arg  Asp

        195                 200                 205

Ala  Gly  Val  Ala  Lys  Gly  Ala  Ser  Met  Arg  Ser  Leu  Arg  Val  Leu  Asn

    210                 215                 220

Cys  Gln  Gly  Lys  Gly  Thr  Val  Ser  Gly  Thr  Leu  Ile  Gly  Leu  Glu  Phe

225                 230                 235                 240

Ile  Arg  Lys  Ser  Gln  Leu  Val  Gln  Pro  Val  Gly  Pro  Leu  Val  Val  Leu

                245                 250                 255

Leu  Pro  Leu  Ala  Gly  Gly  Tyr  Ser  Arg  Val  Leu  Asn  Ala  Ala  Cys  Gln

            260                 265                 270

Arg  Leu  Ala  Arg  Ala  Gly  Val  Val  Leu  Val  Thr  Ala  Ala  Gly  Asn  Phe

        275                 280                 285

Arg  Asp  Asp  Ala  Cys  Leu  Tyr  Ser  Pro  Ala  Ser  Ala  Pro  Glu  Val  Ile

    290                 295                 300

Thr  Val  Gly  Ala  Thr  Asn  Ala  Gln  Asp  Gln  Pro  Val  Thr  Leu  Gly  Thr

305                 310                 315                 320

Leu  Gly  Thr  Asn  Phe  Gly  Arg  Cys  Val  Asp  Leu  Phe  Ala  Pro  Gly  Glu

                325                 330                 335

Asp  Ile  Ile  Gly  Ala  Ser  Ser  Asp  Cys  Ser  Thr  Cys  Phe  Val  Ser  Gln

            340                 345                 350

Ser  Gly  Thr  Ser  Gln  Ala  Ala  Ala  His  Val  Ala  Gly  Ile  Ala  Ala  Met
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        355                 360                 365

Met  Leu  Ser  Ala  Glu  Pro  Glu  Leu  Thr  Leu  Ala  Glu  Leu  Arg  Gln  Arg

    370                 375                 380

Leu  Ile  His  Phe  Ser  Ala  Lys  Asp  Val  Ile  Asn  Glu  Ala  Trp  Phe  Pro

385                 390                 395                 400

Glu  Asp  Gln  Arg  Val  Leu  Thr  Pro  Asn  Leu  Val  Ala  Ala  Leu  Pro  Pro

                405                 410                 415

Ser  Thr  His  Gly  Ala  Gly  Trp  Gln  Leu  Phe  Cys  Arg  Thr  Val  Trp  Ser

            420                 425                 430

Ala  His  Ser  Gly  Pro  Thr  Arg  Met  Ala  Thr  Ala  Ile  Ala  Arg  Cys  Ala

        435                 440                 445

Pro  Asp  Glu  Glu  Leu  Leu  Ser  Cys  Ser  Ser  Phe  Ser  Arg  Ser  Gly  Lys

    450                 455                 460

Arg  Arg  Gly  Glu  Arg  Met  Glu  Ala  Gln  Gly  Gly  Lys  Leu  Val  Cys  Arg

465                 470                 475                 480

Ala  His  Asn  Ala  Phe  Gly  Gly  Glu  Gly  Val  Tyr  Ala  Ile  Ala  Arg  Cys

                485                 490                 495

Cys  Leu  Leu  Pro  Gln  Ala  Asn  Cys  Ser  Val  His  Thr  Ala  Pro  Pro  Ala

            500                 505                 510

Glu  Ala  Ser  Met  Gly  Thr  Arg  Val  His  Cys  His  Gln  Gln  Gly  His  Val

        515                 520                 525

Leu  Thr  Gly  Cys  Ser  Ser  His  Trp  Glu  Val  Glu  Asp  Leu  Gly  Thr  His

    530                 535                 540

Lys  Pro  Pro  Val  Leu  Arg  Pro  Arg  Gly  Gln  Pro  Asn  Gln  Cys  Val  Gly

545                 550                 555                 560

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

                565                 570                 575

Glu  Cys  Lys  Val  Lys  Glu  His  Gly  Ile  Pro  Ala  Pro  Gln  Gly  Gln  Val

            580                 585                 590

Thr  Val  Ala  Cys  Glu  Glu  Gly  Trp  Thr  Leu  Thr  Gly  Cys  Ser  Ala  Leu

        595                 600                 605

Pro  Gly  Thr  Ser  His  Val  Leu  Gly  Ala  Tyr  Ala  Val  Asp  Asn  Thr  Cys

    610                 615                 620

Val  Val  Arg  Ser  Arg  Asp  Val  Ser  Thr  Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Glu  Glu

625                 630                 635                 640

Ala  Val  Thr  Ala  Val  Ala  Ile  Cys  Cys  Arg  Ser  Arg  His  Leu  Ala  Gln

                645                 650                 655

Ala  Ser  Gln  Glu  Leu  Gln

            660
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<210>  2

<211>  2076

<212>  DNA

<213> 人

<400>  2

atgggcaccg  tcagctccag  gcggtcctgg  tggccgctgc  cactgctgct  gctgctgctg  60

ctgctcctgg  gtcccgcggg  cgcccgtgcg  caggaggacg  aggacggcga  ctacgaggag  120

ctggtgctag  ccttgcgctc  cgaggaggac  ggcctggccg  aagcacccga  gcacggaacc  180

acagccacct  tccaccgctg  cgccaaggat  ccgtggaggt  tgcctggcac  ctacgtggtg  240

gtgctgaagg  aggagaccca  cctctcgcag  tcagagcgca  ctgcccgccg  cctgcaggcc  300

caggctgccc  gccggggata  cctcaccaag  atcctgcatg  tcttccatgg  ccttcttcct  360

ggcttcctgg  tgaagatgag  tggcgacctg  ctggagctgg  ccttgaagtt  gccccatgtc  420

gactacatcg  aggaggactc  ctctgtcttt  gcccagagca  tcccgtggaa  cctggagcgg  480

attacccctc  cgcggtaccg  ggcggatgaa  taccagcccc  ccgacggagg  cagcctggtg  540

gaggtgtatc  tcctagacac  cagcatacag  agtgaccacc  gggaaatcga  gggcagggtc  600

atggtcaccg  acttcgagaa  tgtgcccgag  gaggacggga  cccgcttcca  cagacaggcc  660

agcaagtgtg  acagtcatgg  cacccacctg  gcaggggtgg  tcagcggccg  ggatgccggc  720

gtggccaagg  gtgccagcat  gcgcagcctg  cgcgtgctca  actgccaagg  gaagggcacg  780

gttagcggca  ccctcatagg  cctggagttt  attcggaaaa  gccagctggt  ccagcctgtg  840

gggccactgg  tggtgctgct  gcccctggcg  ggtgggtaca  gccgcgtcct  caacgccgcc  900

tgccagcgcc  tggcgagggc  tggggtcgtg  ctggtcaccg  ctgccggcaa  cttccgggac  960

gatgcctgcc  tctactcccc  agcctcagct  cccgaggtca  tcacagttgg  ggccaccaat  1020

gcccaggacc  agccggtgac  cctggggact  ttggggacca  actttggccg  ctgtgtggac  1080

ctctttgccc  caggggagga  catcattggt  gcctccagcg  actgcagcac  ctgctttgtg  1140

tcacagagtg  ggacatcaca  ggctgctgcc  cacgtggctg  gcattgcagc  catgatgctg  1200

tctgccgagc  cggagctcac  cctggccgag  ttgaggcaga  gactgatcca  cttctctgcc  1260

aaagatgtca  tcaatgaggc  ctggttccct  gaggaccagc  gggtactgac  ccccaacctg  1320

gtggccgccc  tgccccccag  cacccatggg  gcaggttggc  agctgttttg  caggactgtg  1380

tggtcagcac  actcggggcc  tacacggatg  gccacagcca  tcgcccgctg  cgccccagat  1440

gaggagctgc  tgagctgctc  cagtttctcc  aggagtggga  agcggcgggg  cgagcgcatg  1500

gaggcccaag  ggggcaagct  ggtctgccgg  gcccacaacg  cttttggggg  tgagggtgtc  1560

tacgccattg  ccaggtgctg  cctgctaccc  caggccaact  gcagcgtcca  cacagctcca  1620

ccagctgagg  ccagcatggg  gacccgtgtc  cactgccacc  aacagggcca  cgtcctcaca  1680

ggctgcagct  cccactggga  ggtggaggac  cttggcaccc  acaagccgcc  tgtgctgagg  1740

ccacgaggtc  agcccaacca  gtgcgtgggc  cacagggagg  ccagcatcca  cgcttcctgc  1800

tgccatgccc  caggtctgga  atgcaaagtc  aaggagcatg  gaatcccggc  ccctcagggg  1860

caggtgaccg  tggcctgcga  ggagggctgg  accctgactg  gctgcagcgc  cctccctggg  1920

acctcccacg  tcctgggggc  ctacgccgta  gacaacacgt  gtgtagtcag  gagccgggac  1980

gtcagcacta  caggcagcac  cagcgaagag  gccgtgacag  ccgttgccat  ctgctgccgg  2040
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agccggcacc  tggcgcaggc  ctcccaggag  ctccag  2076

<210>  3

<211>  692

<212>  PRT

<213> 人

<400>  3

Met  Gly  Thr  Val  Ser  Ser  Arg  Arg  Ser  Trp  Trp  Pro  Leu  Pro  Leu  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Gly  Pro  Ala  Gly  Ala  Arg  Ala  Gln  Glu

            20                  25                  30

Asp  Glu  Asp  Gly  Asp  Tyr  Glu  Glu  Leu  Val  Leu  Ala  Leu  Arg  Ser  Glu

        35                  40                  45

Glu  Asp  Gly  Leu  Ala  Glu  Ala  Pro  Glu  His  Gly  Thr  Thr  Ala  Thr  Phe

    50                  55                  60

His  Arg  Cys  Ala  Lys  Asp  Pro  Trp  Arg  Leu  Pro  Gly  Thr  Tyr  Val  Val

65                  70                  75                  80

Val  Leu  Lys  Glu  Glu  Thr  His  Leu  Ser  Gln  Ser  Glu  Arg  Thr  Ala  Arg

                85                  90                  95

Arg  Leu  Gln  Ala  Gln  Ala  Ala  Arg  Arg  Gly  Tyr  Leu  Thr  Lys  Ile  Leu

            100                 105                 110

His  Val  Phe  His  Gly  Leu  Leu  Pro  Gly  Phe  Leu  Val  Lys  Met  Ser  Gly

        115                 120                 125

Asp  Leu  Leu  Glu  Leu  Ala  Leu  Lys  Leu  Pro  His  Val  Asp  Tyr  Ile  Glu

    130                 135                 140

Glu  Asp  Ser  Ser  Val  Phe  Ala  Gln  Ser  Ile  Pro  Trp  Asn  Leu  Glu  Arg

145                 150                 155                 160

Ile  Thr  Pro  Pro  Arg  Tyr  Arg  Ala  Asp  Glu  Tyr  Gln  Pro  Pro  Asp  Gly

                165                 170                 175

Gly  Ser  Leu  Val  Glu  Val  Tyr  Leu  Leu  Asp  Thr  Ser  Ile  Gln  Ser  Asp

            180                 185                 190

His  Arg  Glu  Ile  Glu  Gly  Arg  Val  Met  Val  Thr  Asp  Phe  Glu  Asn  Val

        195                 200                 205

Pro  Glu  Glu  Asp  Gly  Thr  Arg  Phe  His  Arg  Gln  Ala  Ser  Lys  Cys  Asp

    210                 215                 220

Ser  His  Gly  Thr  His  Leu  Ala  Gly  Val  Val  Ser  Gly  Arg  Asp  Ala  Gly

225                 230                 235                 240

Val  Ala  Lys  Gly  Ala  Ser  Met  Arg  Ser  Leu  Arg  Val  Leu  Asn  Cys  Gln

                245                 250                 255

Gly  Lys  Gly  Thr  Val  Ser  Gly  Thr  Leu  Ile  Gly  Leu  Glu  Phe  Ile  Arg
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            260                 265                 270

Lys  Ser  Gln  Leu  Val  Gln  Pro  Val  Gly  Pro  Leu  Val  Val  Leu  Leu  Pro

        275                 280                 285

Leu  Ala  Gly  Gly  Tyr  Ser  Arg  Val  Leu  Asn  Ala  Ala  Cys  Gln  Arg  Leu

    290                 295                 300

Ala  Arg  Ala  Gly  Val  Val  Leu  Val  Thr  Ala  Ala  Gly  Asn  Phe  Arg  Asp

305                 310                 315                 320

Asp  Ala  Cys  Leu  Tyr  Ser  Pro  Ala  Ser  Ala  Pro  Glu  Val  Ile  Thr  Val

                325                 330                 335

Gly  Ala  Thr  Asn  Ala  Gln  Asp  Gln  Pro  Val  Thr  Leu  Gly  Thr  Leu  Gly

            340                 345                 350

Thr  Asn  Phe  Gly  Arg  Cys  Val  Asp  Leu  Phe  Ala  Pro  Gly  Glu  Asp  Ile

        355                 360                 365

Ile  Gly  Ala  Ser  Ser  Asp  Cys  Ser  Thr  Cys  Phe  Val  Ser  Gln  Ser  Gly

    370                 375                 380

Thr  Ser  Gln  Ala  Ala  Ala  His  Val  Ala  Gly  Ile  Ala  Ala  Met  Met  Leu

385                 390                 395                 400

Ser  Ala  Glu  Pro  Glu  Leu  Thr  Leu  Ala  Glu  Leu  Arg  Gln  Arg  Leu  Ile

                405                 410                 415

His  Phe  Ser  Ala  Lys  Asp  Val  Ile  Asn  Glu  Ala  Trp  Phe  Pro  Glu  Asp

            420                 425                 430

Gln  Arg  Val  Leu  Thr  Pro  Asn  Leu  Val  Ala  Ala  Leu  Pro  Pro  Ser  Thr

        435                 440                 445

His  Gly  Ala  Gly  Trp  Gln  Leu  Phe  Cys  Arg  Thr  Val  Trp  Ser  Ala  His

    450                 455                 460

Ser  Gly  Pro  Thr  Arg  Met  Ala  Thr  Ala  Ile  Ala  Arg  Cys  Ala  Pro  Asp

465                 470                 475                 480

Glu  Glu  Leu  Leu  Ser  Cys  Ser  Ser  Phe  Ser  Arg  Ser  Gly  Lys  Arg  Arg

                485                 490                 495

Gly  Glu  Arg  Met  Glu  Ala  Gln  Gly  Gly  Lys  Leu  Val  Cys  Arg  Ala  His

            500                 505                 510

Asn  Ala  Phe  Gly  Gly  Glu  Gly  Val  Tyr  Ala  Ile  Ala  Arg  Cys  Cys  Leu

        515                 520                 525

Leu  Pro  Gln  Ala  Asn  Cys  Ser  Val  His  Thr  Ala  Pro  Pro  Ala  Glu  Ala

    530                 535                 540

Ser  Met  Gly  Thr  Arg  Val  His  Cys  His  Gln  Gln  Gly  His  Val  Leu  Thr

545                 550                 555                 560

Gly  Cys  Ser  Ser  His  Trp  Glu  Val  Glu  Asp  Leu  Gly  Thr  His  Lys  Pro

                565                 570                 575
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Pro  Val  Leu  Arg  Pro  Arg  Gly  Gln  Pro  Asn  Gln  Cys  Val  Gly  His  Arg

            580                 585                 590

Glu  Ala  Ser  Ile  His  Ala  Ser  Cys  Cys  His  Ala  Pro  Gly  Leu  Glu  Cys

        595                 600                 605

Lys  Val  Lys  Glu  His  Gly  Ile  Pro  Ala  Pro  Gln  Gly  Gln  Val  Thr  Val

    610                 615                 620

Ala  Cys  Glu  Glu  Gly  Trp  Thr  Leu  Thr  Gly  Cys  Ser  Ala  Leu  Pro  Gly

625                 630                 635                 640

Thr  Ser  His  Val  Leu  Gly  Ala  Tyr  Ala  Val  Asp  Asn  Thr  Cys  Val  Val

                645                 650                 655

Arg  Ser  Arg  Asp  Val  Ser  Thr  Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Glu  Glu  Ala  Val

            660                 665                 670

Thr  Ala  Val  Ala  Ile  Cys  Cys  Arg  Ser  Arg  His  Leu  Ala  Gln  Ala  Ser

        675                 680                 685

Gln  Glu  Leu  Gln

    690

<210>  4

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人

<400>  4

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Thr  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Pro  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Leu  His  Ser

            20                  25                  30

Asn  Gly  Tyr  Asn  Tyr  Leu  Asp  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

        35                  40                  45

Pro  Gln  Leu  Leu  Ile  Tyr  Leu  Gly  Ser  Asn  Arg  Ala  Ser  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile

65                  70                  75                  80

Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Val  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Met  Gln  Ala

                85                  90                  95

Leu  Gln  Thr  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Pro  Gly  Thr  Lys  Val  Asp  Ile  Lys

            100                 105                 110

<210>  5

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  5

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Leu  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Pro  Pro  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Leu  His  Ser

            20                  25                  30

Asn  Gly  Tyr  Asn  Phe  Leu  Asn  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

        35                  40                  45

Pro  Gln  Leu  Leu  Ile  Tyr  Leu  Gly  Ser  His  Arg  Ala  Ser  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Glu  Ile

65                  70                  75                  80

Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Val  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Met  Gln  Val

                85                  90                  95

Leu  Gln  Thr  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Pro  Gly  Thr  Lys  Val  Asp  Ile  Lys

            100                 105                 110

<210>  6

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人

<400>  6

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Leu  Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Thr  Pro  Leu

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  7

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人

<400>  7
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Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Arg  Ile  Ser  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Ser  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Ile  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Leu  Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Ser

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Thr  Pro  Leu

                85                  90                  95

Ile  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  8

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人

<400>  8

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Leu  Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Thr  Pro  Ile

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Arg  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  9

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人

<400>  9

Asp  Ile  Leu  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly
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1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Val  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Leu  Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Asn  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Ser  Pro  Ile

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Arg  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  10

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人

<400>  10

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Ile  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Tyr  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ala  Ala  Ala  Ser  Leu  Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Ala  Pro  Ile

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Arg  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  11

<211>  111

<212>  PRT

<213> 人

<400>  11

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15
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Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Leu  Ile  Tyr  Gly  Asn  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Ser  Ser

                85                  90                  95

Leu  Ser  Gly  Ser  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  12

<211>  111

<212>  PRT

<213> 人

<400>  12

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Leu  Ile  Ser  Gly  Asn  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Ser  Ser

                85                  90                  95

Leu  Ser  Gly  Ser  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  13

<211>  111

<212>  PRT

<213> 人

<400>  13

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  His
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            20                  25                  30

Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Leu  Ile  Tyr  Gly  Asn  Thr  Tyr  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Asn  Ser

                85                  90                  95

Leu  Ser  Gly  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  14

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  14

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Tyr  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Ser

                85                  90                  95

Ser  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  15

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  15

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Arg  Tyr

            20                  25                  30
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Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  His  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Val

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Thr  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Ser

                85                  90                  95

Ser  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  16

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  16

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Ile  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  17

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  17

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Leu
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        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Ile  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  18

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  18

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Ala  Val  Leu

            100                 105

<210>  19

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  19

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Tyr  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45
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Lys  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  20

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  20

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  21

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  21

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe
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    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  22

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  22

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Asn  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  23

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  23

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60
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Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Asn  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  24

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  24

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Ala  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Arg

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Asn  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  25

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  25

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Tyr  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu
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65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Ser

                85                  90                  95

Ser  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  26

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  26

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Asn  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  27

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  27

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Leu  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Gly  Ser  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80
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Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Cys  Ser  Tyr  Ala  Gly  Ser

                85                  90                  95

Ser  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  28

<211>  110

<212>  PRT

<213> 人

<400>  28

Leu  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Leu  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Tyr  Ser  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Cys  Ser  Tyr  Ala  Gly  Ser

                85                  90                  95

Ser  Thr  Leu  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  29

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  29

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Asn

            20                  25                  30

Thr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Ser  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu
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                85                  90                  95

Asn  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  30

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  30

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Lys

            20                  25                  30

Thr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Val  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Arg  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Leu  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu

                85                  90                  95

Asn  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  31

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  31

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Pro  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Asn

            20                  25                  30

Thr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Ser  Asn  Asn  Arg  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu

                85                  90                  95
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Asn  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  32

<211>  110

<212>  PRT

<213> 人

<400>  32

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Asn

            20                  25                  30

Thr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Ser  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Val  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu

                85                  90                  95

Asn  Gly  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  33

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  33

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Lys

            20                  25                  30

Thr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Phe  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Ser  Asn  Asn  Arg  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu

                85                  90                  95

Asn  Trp  Val  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu
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            100                 105

<210>  34

<211>  110

<212>  PRT

<213> 人

<400>  34

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Ala  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Lys  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn

            20                  25                  30

Tyr  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Asp  Asn  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Thr  Leu  Gly  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Thr  Gly  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu

                85                  90                  95

Ser  Ala  Tyr  Val  Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Lys  Val  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  35

<211>  110

<212>  PRT

<213> 人

<400>  35

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Ala  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Lys  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn

            20                  25                  30

Phe  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Asp  Tyr  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Thr  Leu  Gly  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Thr  Gly  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu

                85                  90                  95

Ser  Ala  Tyr  Val  Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Arg  Val  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110
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<210>  36

<211>  110

<212>  PRT

<213> 人

<400>  36

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Ala  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Lys  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn

            20                  25                  30

Phe  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Asp  Tyr  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Thr  Leu  Gly  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Thr  Gly  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu

                85                  90                  95

Ser  Gly  Tyr  Val  Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Arg  Val  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  37

<211>  110

<212>  PRT

<213> 人

<400>  37

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Ala  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Lys  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn

            20                  25                  30

Phe  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Phe  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Asp  Tyr  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Thr  Leu  Gly  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Thr  Gly  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu

                85                  90                  95

Ser  Ser  Tyr  Val  Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Arg  Val  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  38
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<211>  110

<212>  PRT

<213> 人

<400>  38

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Ala  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Lys  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn

            20                  25                  30

Phe  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Asp  Tyr  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Thr  Leu  Gly  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Thr  Gly  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu

                85                  90                  95

Ser  Gly  Tyr  Val  Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Arg  Val  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  39

<211>  110

<212>  PRT

<213> 人

<400>  39

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Thr  Val  Ser  Ala  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Lys  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn

            20                  25                  30

Phe  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Asp  Tyr  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Thr  Leu  Gly  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Thr  Gly  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu

                85                  90                  95

Ser  Gly  Tyr  Val  Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Arg  Val  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  40

<211>  110
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<212>  PRT

<213> 人

<400>  40

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Ala  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Lys  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn

            20                  25                  30

Phe  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Asp  Ser  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Thr  Leu  Asp  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Thr  Gly  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu

                85                  90                  95

Ser  Ala  Tyr  Val  Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Lys  Val  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  41

<211>  110

<212>  PRT

<213> 人

<400>  41

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Ala  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Lys  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn

            20                  25                  30

Tyr  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Asp  Asn  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Thr  Leu  Gly  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Thr  Gly  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu

                85                  90                  95

Ser  Ala  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  42

<211>  110

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  42

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Ala  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Lys  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Asn  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn

            20                  25                  30

Tyr  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Asp  Asn  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Asn  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Thr  Leu  Gly  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Thr  Gly  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu

                85                  90                  95

Ser  Ala  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

<210>  43

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人

<400>  43

Ser  Tyr  Glu  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Val  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Ala  Ser  Ile  Thr  Cys  Ser  Gly  Asp  Lys  Leu  Gly  Asp  Lys  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Cys  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gln  Asp  Ser  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Glu  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Asn  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Thr  Gln  Ala  Met

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ala  Trp  Asp  Ser  Ser  Thr  Ala  Val

                85                  90                  95

Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  44

<211>  106

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  44

Ser  Tyr  Glu  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Val  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Ala  Arg  Ile  Thr  Cys  Ser  Gly  Asp  Lys  Leu  Gly  Asp  Lys  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Cys  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gln  Asn  Thr  Lys  Trp  Pro  Leu  Gly  Ile  Pro  Glu  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Val  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Thr  Gln  Ala  Met

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ala  Trp  Asp  Ser  Ser  Thr  Val  Val

                85                  90                  95

Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  45

<211>  116

<212>  PRT

<213> 人

<400>  45

Gln  Pro  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Thr  Leu  Thr  Cys  Thr  Leu  Ser  Ser  Gly  Tyr  Ser  Asn  Tyr  Lys

            20                  25                  30

Val  Asp  Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly  Lys  Gly  Pro  Arg  Phe  Val  Met

        35                  40                  45

Arg  Val  Gly  Thr  Gly  Gly  Ile  Val  Gly  Ser  Lys  Gly  Asp  Gly  Ile  Pro

    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Val  Leu  Gly  Ser  Gly  Leu  Asn  Arg  Tyr  Leu  Thr  Ile

65                  70                  75                  80

Lys  Asn  Ile  Gln  Glu  Glu  Asp  Glu  Ser  Asp  Tyr  His  Cys  Gly  Ala  Asp

                85                  90                  95

His  Gly  Ser  Gly  Ser  Asn  Phe  Val  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys

            100                 105                 110

Leu  Thr  Val  Leu

        115

<210>  46

<211>  116

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  46

Gln  Pro  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Leu  Phe  Ala  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Thr  Leu  Thr  Cys  Thr  Leu  Ser  Ser  Gly  Tyr  Ser  Ser  Tyr  Glu

            20                  25                  30

Val  Asp  Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly  Lys  Gly  Pro  Arg  Phe  Val  Met

        35                  40                  45

Arg  Val  Asp  Thr  Gly  Gly  Ile  Val  Gly  Ser  Lys  Gly  Glu  Gly  Ile  Pro

    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Val  Leu  Gly  Ser  Gly  Leu  Asn  Arg  Tyr  Leu  Thr  Ile

65                  70                  75                  80

Lys  Asn  Ile  Gln  Glu  Glu  Asp  Glu  Ser  Asp  Tyr  His  Cys  Gly  Ala  Asp

                85                  90                  95

His  Gly  Ser  Gly  Thr  Asn  Phe  Val  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys

            100                 105                 110

Leu  Thr  Val  Leu

        115

<210>  47

<211>  114

<212>  PRT

<213> 人

<400>  47

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Leu

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val

            100                 105                 110

Ser  Ser

<210>  48
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<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  48

Gln  Ile  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Pro  Leu  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val

    50                  55                  60

Gln  Gly  Ser  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Val  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  49

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  49

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Val  Ser  Phe  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Leu

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Gly  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Pro  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110
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Val  Ser  Ser

        115

<210>  50

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  50

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Val  Ser  Phe  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Leu

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Gly  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Pro  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  51

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  51

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Ser  Phe  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Val  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys
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                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  52

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  52

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Arg  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Ser  Val  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Val  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Ser  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  53

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  53

Gln  Ile  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Ser  Phe  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val

    50                  55                  60
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Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Val  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  54

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  54

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Val  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Val  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  55

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  55

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Pro  Leu  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met
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        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Val  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  56

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  56

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ala  Leu  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Val  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  57

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  57

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15
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Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ser  Phe  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Val  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Phe

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Val  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  58

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  58

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Pro  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Glu  Lys  Leu

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Val  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Phe  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Val  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  59

<211>  113

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  59

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Leu

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

            100                 105                 110

Ser

<210>  60

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  60

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Ser  Thr  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Thr  Arg  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  61

<211>  116

序　列　表 35/186 页

469

CN 112390889 A

469



<212>  PRT

<213> 人

<400>  61

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Asn  Trp  Gly  Ala  Phe  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Met  Val

            100                 105                 110

Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  62

<211>  119

<212>  PRT

<213> 人

<400>  62

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Arg  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Asn  Ile  Lys  His  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Val  Trp  Gly  His  Gly

            100                 105                 110

Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser
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        115

<210>  63

<211>  116

<212>  PRT

<213> 人

<400>  63

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Asn  Trp  Gly  Ala  Phe  Asp  Ile  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Met  Val

            100                 105                 110

Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  64

<211>  119

<212>  PRT

<213> 人

<400>  64

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Val  Val  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95
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Ala  Arg  Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Ile  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  65

<211>  119

<212>  PRT

<213> 人

<400>  65

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Leu  Thr  Phe  Ser  Asn  Phe

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Ser  Cys

                85                  90                  95

Thr  Arg  Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Ile  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  66

<211>  123

<212>  PRT

<213> 人

<400>  66

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Ser  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Ser  Ile  Ser  Ser  Ser  Ser  Ser  Tyr  Ile  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr
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65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Asp  Tyr  Asp  Phe  Trp  Ser  Gly  Tyr  Tyr  Thr  Ala  Phe  Asp  Val

            100                 105                 110

Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  67

<211>  123

<212>  PRT

<213> 人

<400>  67

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Ser  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Ser  Ile  Ser  Ser  Ser  Ser  Ser  Tyr  Ile  Ser  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Asp  Tyr  Asp  Phe  Trp  Ser  Ala  Tyr  Tyr  Asp  Ala  Phe  Asp  Val

            100                 105                 110

Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  68

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人

<400>  68

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Ala  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45
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Ser  Ala  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Lys  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

            100                 105                 110

<210>  69

<211>  117

<212>  PRT

<213> 人

<400>  69

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Ala  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Thr  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Arg  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Lys  Glu  Val  Gly  Ser  Pro  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu

            100                 105                 110

Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  70

<211>  117

<212>  PRT

<213> 人

<400>  70

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Ala  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val
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        35                  40                  45

Ser  Ala  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Lys  Val  Leu  Met  Val  Tyr  Ala  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu

            100                 105                 110

Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  71

<211>  121

<212>  PRT

<213> 人

<400>  71

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Ala  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Thr  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Asp  Asn  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Lys  Lys  Phe  Val  Leu  Met  Val  Tyr  Ala  Met  Leu  Asp  Tyr  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  72

<211>  121

<212>  PRT

<213> 人

<400>  72

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15
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Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Ala  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Thr  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Asn  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Lys  Lys  Phe  Val  Leu  Met  Val  Tyr  Ala  Met  Leu  Asp  Tyr  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  73

<211>  116

<212>  PRT

<213> 人

<400>  73

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val

            100                 105                 110

Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  74

<211>  123

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  74

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asp  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Glu  Thr  Gly  Pro  Leu  Lys  Leu  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val

            100                 105                 110

Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  75

<211>  116

<212>  PRT

<213> 人

<400>  75

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ile  Ala  Ala  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val

            100                 105                 110

Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  76
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<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  76

Gln  Val  His  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Asn  Ser  Phe

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Leu  Ile  Trp  Ser  Asp  Gly  Ser  Asp  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  77

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  77

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Phe

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Leu  Ile  Trp  Asn  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110
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Gly  His  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  78

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  78

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Phe

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Leu  Ile  Trp  Asn  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  79

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  79

Gln  Val  His  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Asn  Ser  Phe

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Leu  Ile  Trp  Ser  Asp  Gly  Ser  Asp  Glu  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys
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                85                  90                  95

Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  80

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  80

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Phe

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Leu  Ile  Trp  Asn  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  81

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  81

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Ile  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60
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Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Arg  Gly  Gly  Leu  Ala  Ala  Arg  Pro  Gly  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  82

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  82

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Ile  Ala  Val  Ala  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  83

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  83

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Arg  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val
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        35                  40                  45

Ala  Leu  Ile  Trp  His  Asp  Gly  Ser  Asn  Thr  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Ile  Ala  Val  Ala  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  84

<211>  117

<212>  PRT

<213> 人

<400>  84

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Ser  Ser  Gly

            20                  25                  30

Gly  Tyr  Tyr  Trp  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu

        35                  40                  45

Trp  Ile  Gly  Tyr  Ile  Tyr  Tyr  Ser  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Pro  Ser

    50                  55                  60

Leu  Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Val  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe

65                  70                  75                  80

Ser  Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr

                85                  90                  95

Cys  Ala  Arg  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr

            100                 105                 110

Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  85

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  85

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15
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Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Ser  Ser  Ser

            20                  25                  30

Asp  Tyr  Tyr  Trp  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu

        35                  40                  45

Trp  Ile  Gly  Tyr  Ile  Tyr  Tyr  Ser  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Pro  Ser

    50                  55                  60

Leu  Lys  Ser  Arg  Ile  Thr  Ile  Ser  Val  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Leu  Phe

65                  70                  75                  80

Ser  Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr

                85                  90                  95

Cys  Ala  Arg  Gly  Gly  Val  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  86

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人

<400>  86

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Ser  Ser  Gly

            20                  25                  30

Gly  Tyr  Tyr  Trp  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu

        35                  40                  45

Trp  Ile  Gly  Tyr  Ile  Tyr  Tyr  Ser  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Pro  Ser

    50                  55                  60

Leu  Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Val  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe

65                  70                  75                  80

Ser  Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr

                85                  90                  95

Cys  Ala  Arg  Glu  Asp  Thr  Ala  Met  Val  Tyr  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  87

<211>  121

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  87

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Ser  Ser  Gly

            20                  25                  30

Gly  Tyr  Tyr  Trp  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu

        35                  40                  45

Trp  Ile  Gly  Tyr  Ile  Tyr  Asn  Ser  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Pro  Ser

    50                  55                  60

Leu  Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Val  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe

65                  70                  75                  80

Ser  Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr

                85                  90                  95

Cys  Ala  Arg  Glu  Asp  Thr  Ala  Met  Val  Pro  Tyr  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  88

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  88

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Trp  Gly  Ala  Gly  Leu  Leu  Lys  Pro  Ser  Glu

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Ala  Val  Tyr  Gly  Gly  Ser  Phe  Ser  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Tyr  Trp  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Glu  Ile  Asn  His  Ser  Gly  Ser  Thr  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys

    50                  55                  60

Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Val  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser  Leu

65                  70                  75                  80

Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Gly  Gln  Leu  Val  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser

        115

<210>  89
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<211>  116

<212>  PRT

<213> 人

<400>  89

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Trp  Gly  Ala  Gly  Leu  Leu  Lys  Pro  Ser  Glu

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Ala  Val  Tyr  Gly  Gly  Ser  Phe  Ser  Ala  Tyr

            20                  25                  30

Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Glu  Ile  Asn  His  Ser  Gly  Arg  Thr  Asp  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys

    50                  55                  60

Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Val  Asp  Thr  Ser  Lys  Lys  Gln  Phe  Ser  Leu

65                  70                  75                  80

Lys  Leu  Asn  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Gly  Gln  Leu  Val  Pro  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val

            100                 105                 110

Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  90

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  90

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Ala  Ile  Ser  Gly  Asp  Ser  Val  Ser  Ser  Asn

            20                  25                  30

Ser  Ala  Ala  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  Ser  Pro  Ser  Arg  Gly  Leu  Glu

        35                  40                  45

Trp  Leu  Gly  Arg  Thr  Tyr  Tyr  Arg  Ser  Lys  Trp  Tyr  Asn  Asp  Tyr  Ala

    50                  55                  60

Val  Ser  Val  Lys  Ser  Arg  Ile  Thr  Ile  Asn  Pro  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn

65                  70                  75                  80

Gln  Phe  Ser  Leu  Gln  Leu  Asn  Ser  Val  Thr  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val

                85                  90                  95

Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr

            100                 105                 110

序　列　表 51/186 页

485

CN 112390889 A

485



Val  Ser  Ser

        115

<210>  91

<211>  121

<212>  PRT

<213> 人

<400>  91

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Ala  Ile  Ser  Gly  Asp  Ser  Val  Ser  Ser  Asn

            20                  25                  30

Ser  Ala  Ala  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  Ser  Pro  Ser  Arg  Gly  Leu  Glu

        35                  40                  45

Trp  Leu  Gly  Arg  Thr  Tyr  Tyr  Arg  Ser  Lys  Trp  Tyr  Lys  Asn  Tyr  Ser

    50                  55                  60

Val  Ser  Val  Lys  Ser  Arg  Ile  Thr  Ile  Asn  Pro  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn

65                  70                  75                  80

Gln  Phe  Ser  Leu  Gln  Leu  Asn  Ser  Val  Thr  Pro  Gly  Asp  Thr  Ala  Val

                85                  90                  95

Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Gly  Gly  Pro  Thr  Ala  Ala  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  92

<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  92

cagattcagc  tggtgcagtc  tggagctgag  gtgaagaagc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60

tcctgcaagg  cttctggtta  ccccttgacc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  atcagcgctt  acaatggtaa  cacaaactat  180

gcacagaagg  tccagggcag  cgtcaccatg  accacagaca  catccacgag  cacagtctac  240

atggagctga  ggagcctgag  atctgacgac  acggccgtgt  attactgtgc  gagaggctac  300

ggtatggacg  tctggggcca  agggaccacg  gtcaccgtct  cctct  345

<210>  93

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  93
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cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

tacccaggca  aaccccccaa  actcaagatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttatttctgc  agctcatata  caagcaccag  catggtcttc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  94

<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  94

caggttcagc  tggtgcagtc  tggagctgag  gtgaagaagc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60

tcctgcaagg  cttctggtta  caccttaacc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  gtcagttttt  ataatggtaa  cacaaactat  180

gcacagaagc  tccagggcag  aggcaccatg  accacagacc  catccacgag  cacagcctac  240

atggagctga  ggagcctgag  atctgacgac  acggccgtgt  attactgtgc  gagaggctac  300

ggtatggacg  tctggggcca  agggaccacg  gtcaccgtct  cctct  345

<210>  95

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  95

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aagcccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttattactgc  aattcatata  caagcaccag  catggtattc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  96

<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  96

caggttcagc  tggtgcagtc  tggagctgaa  gtgaagaagc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60

tcctgcaagg  cttctggtta  caccttgacc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  atcagctttt  acaatggtaa  cacaaactat  180

gcacagaagg  tccagggcag  agtcaccatg  accacagaca  catccacgag  cacagtctac  240

atggagctga  ggagcctgag  atctgacgac  acggccgtgt  attactgtgc  gagaggctac  300

ggtatggacg  tctggggcca  agggaccacg  gtcaccgtct  cctct  345
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<210>  97

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  97

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aaccccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctattcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttatttctgc  agctcatata  caagcaccag  catggtcttc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  98

<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  98

cagattcagc  tggtgcagtc  tggagctgag  gtgaagaagc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60

tcctgcaagg  cttctggtta  caccttgacc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  atcagctttt  acaatggtaa  cacaaactat  180

gcacagaagg  tccagggcag  agtcaccatg  accacagaca  catccacgag  cacagtctac  240

atggagctga  ggagcctgag  atctgacgac  acggccgtgt  atttctgtgc  gagaggttac  300

ggtatggacg  tctggggcca  agggaccacg  gtcaccgtct  cctca  345

<210>  99

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  99

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcgtg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aaccccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttatttctgc  agctcatata  caagcaccag  catggtcttc  300

ggcggaggga  ccaagctggc  cgtccta  327

<210>  100

<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  100

caggttcagc  tggtgcagtc  tggagctgag  gtgaagaagc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60
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tcctgcaagg  cttctggtta  caccttaacc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  gtcagttttt  ataatggtaa  cacaaactat  180

gcacagaagc  tccagggcag  aggcaccatg  accacagacc  catccacgag  cacagcctac  240

atggagctga  ggagcctgag  atctgacgac  acggccgtgt  attactgtgc  gagaggctac  300

ggtatggacg  tctggggcca  agggaccacg  gtcaccgtct  cctca  345

<210>  101

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  101

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aagcccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  ctaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttattactgc  aactcatata  caagcaccag  catggtgttc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  102

<211>  363

<212>  DNA

<213> 人

<400>  102

caggtgcagc  tgcaggagtc  gggcccagga  ctggtgaagc  cttcacagac  cctgtccctc  60

acctgcactg  tctctggtgg  ctccatcagc  agtggtggtt  actactggag  ctggatccgc  120

cagcacccag  ggaagggcct  ggagtggatt  gggtacatat  ataacagtgg  gagcacctac  180

tacaacccgt  ccctcaagag  tcgagttacc  atatcagtag  acacgtctaa  gaaccagttc  240

tccctgaagc  tgagctctgt  gactgccgcg  gacacggccg  tgtattactg  tgcgagagag  300

gatacagcta  tggttcctta  ctttgactac  tggggccagg  gaaccctggt  caccgtctcc  360

tca  363

<210>  103

<211>  333

<212>  DNA

<213> 人

<400>  103

cagtctgtac  tgacgcagcc  gccctcagtg  tctggggccc  cagggcagag  ggtcaccatc  60

tcctgcactg  ggagcagctc  caacatcggg  gcacattatg  atgtgcactg  gtaccagcag  120

gttccaggaa  cagcccccaa  actcctcatc  tatggtaaca  cctatcggcc  ctcaggggtc  180

cctgaccgat  tctctggctc  caagtctggc  acctcagcct  ccctggccat  cactgggctc  240

caggctgagg  atgaggctga  ttattactgc  cagtcctatg  acaacagcct  gagtggtgtg  300

gtattcggcg  gagggaccaa  gctgaccgtc  cta  333
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<210>  104

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  104

caggtgcacc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcaac  agctttggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcactt  atctggtctg  atggaagtga  tgaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagccata  300

gcagccctct  actactacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  105

<211>  330

<212>  DNA

<213> 人

<400>  105

cagtctgtgt  tgacgcagcc  gccctcagtg  tctgcggccc  caggacagaa  ggtcaccatc  60

tcctgctctg  gaagcagctc  caacattggg  aataattttg  tatcctggta  ccagcagctc  120

ccaggaacag  cccccaaact  cctcatttat  gactataata  agcgaccctc  agggattcct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacg  tcagccaccc  tgggcatcac  cggactccag  240

actggggacg  aggccgatta  ttactgcgga  acatgggata  gcagcctgag  tgcttatgtc  300

ttcggaactg  ggaccagggt  caccgtccta  330

<210>  106

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  106

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagc  agctttggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcactt  atatggaatg  atggaagtaa  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagccata  300

gcagccctct  actactacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  107

<211>  330

<212>  DNA

<213> 人
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<400>  107

cagtctgtgt  tgacgcagcc  gccctcagtg  tctgcggccc  caggacagaa  ggtcaccatc  60

tcctgctctg  gaagcagctc  caacattggg  aataattttg  tatcctggta  ccagcagctc  120

ccaggaacag  cccccaaact  cctcatttat  gactataata  agcgaccctc  agggattcct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacg  tcagccaccc  tgggcatcac  cggactccag  240

actggggacg  aggccgatta  ttactgcgga  acatgggata  gcagtctgag  tggttatgtc  300

ttcggaactg  ggaccagggt  caccgtccta  330

<210>  108

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  108

caggtgcacc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcaac  agctttggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcactt  atatggtctg  atggaagtga  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagccata  300

gcagccctct  actactacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  109

<211>  330

<212>  DNA

<213> 人

<400>  109

cagtctgtgt  tgacgcagcc  gccctcagtg  tctgcggccc  caggacagaa  ggtcaccatc  60

tcctgctctg  gaagcagttc  caacattggg  aataattttg  tatcctggta  ccagcagttc  120

ccaggaacag  cccccaaact  cctcatttat  gactataata  agcgaccctc  agggattcct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacg  tcagccaccc  tgggcatcac  cggactccag  240

actggggacg  aggccgatta  ttactgcgga  acatgggata  gcagcctgag  ttcttatgtc  300

ttcggaactg  ggaccagggt  caccgtccta  330

<210>  110

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  110

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagc  agctttggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcactt  atatggaatg  atggaagtaa  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240
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ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagccata  300

gcagccctct  actactacta  cggtatggac  gtctggggcc  acgggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  111

<211>  330

<212>  DNA

<213> 人

<400>  111

cagtctgtgt  tgacgcagcc  gccctcagtg  tctgcggccc  caggacagaa  ggtcaccatc  60

tcctgctctg  gaagcagctc  caacattggg  aataattttg  tatcctggta  ccagcagctc  120

ccaggaacag  cccccaaact  cctcatttat  gactataata  agcgaccctc  agggattcct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacg  tcagccaccc  tgggcatcac  cggactccag  240

actggggacg  aggccgatta  ttactgcgga  acatgggata  gcagcctgag  tggttatgtc  300

ttcggaactg  ggaccagggt  caccgtccta  330

<210>  112

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  112

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagc  agctttggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcactt  atatggaatg  atggaagtaa  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagccata  300

gcagccctct  actactacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  113

<211>  330

<212>  DNA

<213> 人

<400>  113

cagtctgtgt  tgacgcagcc  gcccacagtg  tctgcggccc  caggacagaa  ggtcaccatc  60

tcctgctctg  gaagcagctc  caacattggg  aataattttg  tatcctggta  ccagcagctc  120

ccaggaacag  cccccaaact  cctcatttat  gactataata  agcgaccctc  agggattcct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacg  tcagccaccc  tgggcatcac  cggactccag  240

actggggacg  aggccgatta  ctactgcgga  acatgggata  gcagcctgag  tggttatgtc  300

ttcggaactg  ggaccagggt  caccgtccta  330

<210>  114

<211>  366
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<212>  DNA

<213> 人

<400>  114

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagg  agctatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcactt  atatggcatg  atggaagtaa  tacatactat  180

gtagactccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagaggtata  300

gcagtggctt  actactacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  115

<211>  330

<212>  DNA

<213> 人

<400>  115

cagtctgtgt  tgacgcagcc  gccctcagtg  tctgcggccc  caggacagaa  ggtcaccatc  60

tcctgctctg  gaagcagctc  caacattggg  aataattttg  tatcctggta  ccagcagctc  120

ccaggaacag  cccccaaact  cctcatttat  gacagtaata  agcgaccctc  agggattcct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacg  tcagccaccc  tggacatcac  cggactccag  240

actggggacg  aggccgatta  ttactgcgga  acatgggata  gcagcctgag  tgcttatgtt  300

ttcggaactg  ggaccaaggt  caccgtccta  330

<210>  116

<211>  363

<212>  DNA

<213> 人

<400>  116

gaggtgcagc  tgttggagtc  tgggggaggc  ttggtacagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctctggatt  cacctttagc  agctatgcca  tgaactgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtctcaact  attagtggta  gtggtgataa  cacatactac  180

gcagactccg  tgaagggccg  gttcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggccgtat  attactgtgc  gaaaaagttt  300

gtactaatgg  tgtatgctat  gcttgactac  tggggccagg  gaaccctggt  caccgtctcc  360

tca  363

<210>  117

<211>  321

<212>  DNA

<213> 人

<400>  117

gacatcctga  tgacccagtc  tccatcctcc  ctgtctgcat  ctgttggaga  cagagtcacc  60
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atcacttgcc  gggcaagtca  gagcattagc  agttatttaa  attggtatca  gcagaaacca  120

gggaaagccc  ctaaggtcct  gatctatgct  gcctccagtt  tgcaaagtgg  ggtcccatca  180

aggttcagtg  gcagtggatc  tgggacagat  ttcactctca  ccatcaacag  tctgcaacct  240

gaagattttg  caacttacta  ctgtcaacag  agttacagtt  cccccatcac  cttcggccaa  300

gggacacgac  tggagattaa  a  321

<210>  118

<211>  363

<212>  DNA

<213> 人

<400>  118

gaggtgcagc  tgttggagtc  tgggggaggc  ttggtacagc  cgggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctctggatt  cacctttagc  agctatgcca  tgaactgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtctcaact  attagtggta  gtggtggtaa  cacatactac  180

gcagactccg  tgaagggccg  gttcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggccgtat  attactgtgc  gaaaaagttt  300

gtactaatgg  tgtatgctat  gcttgactac  tggggccagg  gaaccctggt  caccgtctcc  360

tca  363

<210>  119

<211>  321

<212>  DNA

<213> 人

<400>  119

gacatccaga  tgacccagtc  tccatcctcc  ctatctgcat  ctgtaggaga  cagagtcacc  60

atcacttgcc  gggcaagtca  gagcattagc  atctatttaa  attggtatca  gcagaagcca  120

gggaaagccc  cttacctcct  gatctatgct  gcagccagtt  tgcaaagtgg  ggtcccatca  180

aggttcagtg  gcagtggatc  tgggacagat  ttcactctca  ccatcagcag  tctgcaacct  240

gaagattttg  caacttacta  ctgtcaacag  agttacagtg  cccccatcac  cttcggccaa  300

gggacacgac  tggagattaa  a  321

<210>  120

<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  120

caggttcagc  tggtgcagtc  tggagctgag  gtgaagaagc  ctggggcctc  actgaaggtc  60

tcctgcaagg  cttctggtta  cagtttgacc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  atcagcgctt  acaatggtaa  cacaaactat  180

gcacagaagg  tccagggcag  agtcaccatg  accacagaca  catccacgag  cacagtctac  240

atggaggtga  ggagtctgag  atctgacgac  acggccgtgt  attactgtgc  gagaggctac  300

ggtatggacg  tctggggcca  agggaccacg  gtcaccgtct  cctca  345

序　列　表 60/186 页

494

CN 112390889 A

494



<210>  121

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  121

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aaccccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aatacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttatttctgc  agctcatata  caagcaccag  catggtcttc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  122

<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  122

caggttcagc  tggtgcagtc  tggagctgag  gtgaagaggc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60

tcctgcaagg  cttctggtta  caccttgacc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  atcagcgttt  acaatggtaa  cacaaactat  180

gcacagaagg  tccagggcag  agtcaccatg  accacagaca  catccacgag  cacagtctac  240

atggagctga  ggagcctgag  ctctgacgac  acggccgtgt  attactgtgc  gagaggctac  300

ggtatggacg  tctggggcca  agggaccacg  gtcaccgtct  cctca  345

<210>  123

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  123

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aaccccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctattcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttatttctgc  agctcatata  caagcaccag  catggtcttc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  124

<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  124

caggttcagc  tggtgcagtc  tggagctgag  gtgaagaagc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60
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tcctgcaagg  cttctggtta  ccccttgacc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  atcagcgctt  acaatggtaa  cacaaactat  180

gcacagaagg  tccagggcag  agtcaccatg  accacagaca  catccacgag  cacagtctac  240

atggagttga  ggagcctgag  atctgacgac  acggccgtgt  attactgtgc  gagaggctac  300

ggtatggacg  tctggggcca  agggaccacg  gtcaccgtct  cctca  345

<210>  125

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  125

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aaccccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aatacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttatttctgc  agctcatata  caagcaccag  catggtcttc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  126

<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  126

caggttcagt  tggtgcagtc  tggagctgag  gtgaagaagc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60

tcctgcaagg  cttctggtta  cgccttgacc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  atcagcgctt  acaatggtaa  cacaaactat  180

gcacagaagg  tccagggcag  agtcaccatg  accacagaca  catccacgag  cacagtctac  240

atggagctga  ggagcctgag  atctgacgac  acggccgtgt  attactgtgc  gagaggctac  300

ggtatggacg  tctggggcca  agggaccacg  gtcaccgtct  cctca  345

<210>  127

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  127

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccaacag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aaccccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcagggatt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttatttctgc  agctcatata  caagcaccag  catggtcttc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  128
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<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  128

caggttcagc  tggtgcagtc  tggagctgag  gtgaagaagc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60

tcctgcaagg  cttctggtta  cagctttacc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  gtcagcgctt  acaatggtaa  cacaaactat  180

gcacagaagt  tccagggcag  agtcaccatg  accacagaca  catccacgag  cacagcctac  240

atggaactga  ggagcctgag  atctgacgac  acggccgtgt  attactgtgc  gagaggctac  300

gttatggacg  tctggggcca  agggaccacg  gtcaccgtct  cctca  345

<210>  129

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  129

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtt  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  gcttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aagcccccaa  acgcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttattactgc  agctcatata  caagcaccaa  catggtattc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  130

<211>  363

<212>  DNA

<213> 人

<400>  130

caggtacagt  tgcagcagtc  aggtccagga  ctggtgaagc  cctcgcagac  cctctcactc  60

acctgtgcca  tctccgggga  cagtgtctct  agcaacagtg  ctgcttggaa  ctggatcagg  120

cagtccccat  cgagaggcct  tgagtggctg  ggaaggacat  actacaggtc  caagtggtat  180

aaaaattatt  cagtatctgt  gaaaagtcga  ataaccatca  acccagacac  atccaagaac  240

cagttctctc  tgcaactgaa  ctctgtgact  cccggggaca  cggctgtgta  ttactgtgca  300

agaggggggc  caactgctgc  ttttgactac  tggggccagg  gaaccctggt  caccgtctcc  360

tca  363

<210>  131

<211>  330

<212>  DNA

<213> 人

<400>  131

ctttctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60
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tcctgcactg  gaaccagcag  tgatgttggg  aattataacc  ttgtctcctg  gtaccaacag  120

tattcaggca  aagcccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaagcggcc  ctcaggggtt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgacaat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttattactgc  tgctcatatg  caggtagtag  cactttggtt  300

ttcggcggag  ggaccaagct  gaccgtccta  330

<210>  132

<211>  357

<212>  DNA

<213> 人

<400>  132

gaggtgcagt  tggtggagtc  tgggggaggc  ttggtccagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgtag  tctctggatt  cacctttagt  agctattgga  tgagctgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtggccaac  ataaagcaag  atggaagtga  gaaatactat  180

gtggactctg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  acgccaagaa  ctcactgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtat  attactgtgc  gagagagtca  300

aactggggat  ttgcttttga  tatctggggc  caagggacaa  tggtcaccgt  ctcttca  357

<210>  133

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  133

cagtctgtgc  tgactcagcc  accctcagcg  tctgggaccc  ccgggcagag  ggtcaccatc  60

tcttgttctg  gaagcagctc  caacatcgga  agtaagactg  taaactggta  ccaacaggtc  120

ccaggaacgg  cccccaaact  cctcatctat  aggaataatc  agcggccctt  aggggtccct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacc  tcagcctccc  tggccatcag  tgggctccag  240

tctgaggatg  aggctgatta  ttattgtgca  gcatgggatg  acagcctgaa  ttgggtgttc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  134

<211>  357

<212>  DNA

<213> 人

<400>  134

gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  ttggtccagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctctggatt  cacctttagt  cgctattgga  tgagctgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtggccaac  ataaagcatg  atggaagtga  gaaatactat  180

gtggactctg  tgaagggccg  attcaccatt  tccagagaca  acgccaagaa  ctcactgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagagtca  300

aactggggat  ttgcttttga  tgtctggggc  cacgggacaa  tggtcaccgt  ctcttca  357

<210>  135
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<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  135

cagtctgtgc  tgactcagcc  accctcagcg  tctgggcccc  ccggacagag  ggtcaccatc  60

tcttgttctg  gaagcagctc  caacatcgga  agtaatactg  taaactggta  ccagcagctc  120

ccaggaacgg  cccccaaact  cctcatctat  agtaataatc  ggcggccctc  aggggtccct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacc  tcagcctccc  tggccatcag  tgggctccag  240

tctgaggatg  aggctgatta  ttactgtgca  gcatgggatg  acagcctgaa  ttgggtgttc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  136

<211>  351

<212>  DNA

<213> 人

<400>  136

gaggtgcagc  tgttggagtc  tgggggaggc  ttggtacagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctctggatt  cacctttagc  agctatgcca  tgagctgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtctcaact  attagtggta  gtggtggtag  gacatattac  180

gcagactccg  tgaagggccg  gttcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggccgtat  attactgtgc  gaaagaagtt  300

ggcagtccct  ttgactactg  gggccaggga  accctggtca  ccgtctcctc  a  351

<210>  137

<211>  330

<212>  DNA

<213> 人

<400>  137

cagtctgtgt  tgacgcagcc  gccctcagtg  tctgcggccc  caggacagaa  ggtcaccatc  60

tcctgctctg  gaagcaactc  caacattggg  aataattatg  tatcctggta  ccagcagctc  120

ccaggaacag  cccccaaact  cctcatttat  gacaataata  agcgaccctc  agggattcct  180

gaccgattct  ctggctccaa  ctctggcacg  tcagccaccc  tgggcatcac  cggactccag  240

actggggacg  aggccgatta  ttactgcgga  acatgggata  gcagcctgag  tgctgtggta  300

ttcggcggag  ggaccaagct  gaccgtccta  330

<210>  138

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  138

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagt  agctatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120
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ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcaatt  atatggtatg  atggaagtaa  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacactgtat  240

cttcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gaggaggggg  300

ggtctggcag  ctcgtccggg  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  139

<211>  318

<212>  DNA

<213> 人

<400>  139

tcctatgagc  tgactcagcc  accctcagtg  tctgtgtccc  caggacagac  agccagaatc  60

acctgctctg  gagataaatt  gggggataaa  tatgcttgct  ggtatcagca  gaaaccaggc  120

cagtcccctg  tgctggtcat  ctatcaaaat  accaagtggc  ccttagggat  ccctgagcga  180

ttctctggct  ccaagtctgg  gaacacagtc  actctgacca  tcagcgggac  ccaggctatg  240

gatgaggctg  actattactg  tcaggcgtgg  gacagcagca  ctgtggtatt  cggcggaggg  300

accaagctga  ccgtccta  318

<210>  140

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  140

caggtgcagc  tgcaggagtc  gggcccagga  ctggtgaagc  cttcacagac  cctgtccctc  60

acctgcactg  tctctggtgg  ctccatcagc  agtagtgatt  actactggag  ctggatccgc  120

cagcacccag  ggaagggcct  ggagtggatt  gggtacatct  attacagtgg  gagcacctac  180

tacaacccgt  ccctcaagag  tcgaattacc  atatcagtag  acacgtctaa  gaacctgttc  240

tccctgaagt  tgagctctgt  gactgccgcg  gacacggccg  tgtattactg  tgcgagaggg  300

ggggtgacta  cgtactacta  cgctatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  141

<211>  321

<212>  DNA

<213> 人

<400>  141

gacatacaga  tgacccagtc  tccatcctcc  ctgtctgcat  ctgtaggaga  cagagtcacc  60

atcacttgcc  gggcaagtca  gcgcattagc  aactatttaa  gttggtatct  gcagaaacca  120

gggattgccc  ctaagctcct  gatctatgct  gcatccagtt  tgcagagtgg  ggtcccatca  180

aggttcagtg  gcagtggatc  tgggacagat  ttcactctca  ccatcagcag  tctgcaatct  240

gaagattttg  caacttacta  ctgtcaacag  agttacagta  ccccgctcat  tttcggcgga  300

gggaccaagg  tggagatcaa  a  321
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<210>  142

<211>  369

<212>  DNA

<213> 人

<400>  142

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagt  agctatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atatggtatg  atggaagtga  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagagact  300

ggtcccttga  aactctacta  ctacggtatg  gacgtctggg  gccaagggac  cacggtcacc  360

gtctcctca  369

<210>  143

<211>  336

<212>  DNA

<213> 人

<400>  143

gatattgtga  tgactcagtc  tccactctcc  ctgtccgtca  cccctggaga  gccgccctcc  60

atctcctgca  ggtctagtca  gagcctcctg  catagtaatg  gatacaactt  tttgaattgg  120

tacctgcaga  agccagggca  gtctccacaa  ctcctgatct  atttgggttc  tcatcgggcc  180

tccggggtcc  ctgacaggtt  cagtggcagt  ggatcaggca  cagattttac  actggaaatc  240

agcagagtgg  aggctgagga  tgttggggtt  tattactgca  tgcaagttct  acaaactcca  300

ttcactttcg  gccctgggac  caaagtggat  atcaaa  336

<210>  144

<211>  357

<212>  DNA

<213> 人

<400>  144

gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  ttggtccagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctctggact  cacctttagt  aacttttgga  tgagctgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtggccaac  ataaagcaag  atggaagtga  gaaatactat  180

gtggactctg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  acgccaagaa  ttcactgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attcctgtac  gagagagtca  300

aactggggat  ttgcttttga  tatctggggc  caagggacaa  tggtcaccgt  ctcttca  357

<210>  145

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  145
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cagtctgtgc  tgactcagcc  accctcagcg  tctgggaccc  ccgggcagag  ggtcaccatc  60

tcttgttctg  gaagcagctc  caacatcgga  agtaaaactg  taaactggta  ccagcagttc  120

ccaggaacgg  cccccaaact  cctcatctat  agtaataatc  ggcggccctc  aggggtccct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacc  tcagcctccc  tggccatcag  tgggctccag  240

tctgaggatg  aggctgatta  ttactgtgca  gcatgggatg  acagcctgaa  ttgggtgttc  300

ggcgcaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  146

<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  146

caggttcagc  tggtgcagtc  tggagctgag  gtgaagaagc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60

tcctgcaagg  cttctggtta  cacctttacc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  atcagcactt  acaatggtaa  cacaaactat  180

gcacagaagg  tccagggcag  agtcaccatg  accacagaca  catccacgag  cacagcctac  240

atggagctga  ggagcctgag  atctgacgac  acggccgttt  attactgtgc  gagagggtat  300

actcgggact  actggggcca  gggaaccctg  gtcaccgtct  cctca  345

<210>  147

<211>  348

<212>  DNA

<213> 人

<400>  147

cagcctgtgc  tgactcagcc  actttttgca  tcagcctccc  tgggagcctc  ggtcacactc  60

acctgcaccc  tgagcagcgg  ctacagtagt  tatgaagtgg  actggtatca  gcagagacca  120

gggaagggcc  cccggtttgt  catgcgagtg  gacactggtg  ggattgtggg  atccaagggg  180

gaaggcatcc  ctgatcgctt  ctcagttttg  ggctcaggcc  tgaatcggta  tctgaccatc  240

aagaacatcc  aggaagagga  tgagagtgac  taccactgtg  gggcagacca  tggcagtggg  300

accaacttcg  tggtggtatt  cggcggaggg  accaagctga  ccgtccta  348

<210>  148

<211>  348

<212>  DNA

<213> 人

<400>  148

caggtgcagc  tacagcagtg  gggcgcagga  ctgttgaagc  cttcggagac  cctgtccctc  60

acctgcgctg  tctatggtgg  gtccttcagt  gcgtactact  ggaactggat  ccgccagccc  120

ccagggaagg  ggctggagtg  gattggggaa  atcaatcata  gtggaagaac  cgactacaac  180

ccgtccctca  agagtcgagt  caccatatca  gtagacacgt  ccaagaagca  gttctccctg  240

aagctgaact  ctgtgaccgc  cgcggacacg  gctgtgtatt  actgtgcgag  agggcagctc  300

gtcccctttg  actactgggg  ccagggaacc  ctggtcaccg  tctcttca  348
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<210>  149

<211>  330

<212>  DNA

<213> 人

<400>  149

cagtctgtgc  tgactcagcc  accctcagcg  tctgggaccc  ccgggcagag  ggtcaccatc  60

tcttgttctg  gaagcagctc  caacatcgga  agtaatactg  taaattggta  tcagcaactc  120

ccaggaacgg  cccccaaact  cctcatctat  agtaataatc  agcggccctc  aggggtccct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacc  tcagcctccc  tggccatcag  tgggctccag  240

tctgaggatg  aggctgatta  ttactgtgca  gtatgggatg  acagcctgaa  tggttgggtg  300

ttcggcggag  ggaccaagct  gaccgtccta  330

<210>  150

<211>  345

<212>  DNA

<213> 人

<400>  150

caggttcagc  tggtgcagtc  tggagctgag  gtgaagaagc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60

tcctgcaagg  cttctggtta  cacctttccc  agctatggta  tcagctgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  atcagcgctt  acaatggtaa  cacaaactat  180

gcagagaagc  tccagggcag  agtcaccatg  accacagaca  catccacgag  cacagcctac  240

atggaggtga  ggagcctgag  atctgacgac  acggccgtgt  tttactgtgc  gagaggctac  300

gttatggacg  tctggggcca  agggaccacg  gtcaccgtct  cctct  345

<210>  151

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  151

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  cgttataatt  ctgtctcctg  gtaccaacac  120

cacccaggca  aagcccccaa  agtcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctactcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttattactgc  agctcatata  caagcagcag  cgttgtattc  300

ggcggaggga  ccaaactgac  cgtccta  327

<210>  152

<211>  369

<212>  DNA

<213> 人

<400>  152

gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  ctggtcaagc  ctggggggtc  cctgagactc  60
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tcctgtgcag  cctctggatt  caccttcagt  agctatagca  tgaactgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtctcatcc  attagtagta  gtagtagtta  catttcctac  180

gcagactcag  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  acgccaagaa  ctcactgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  atttctgtgc  gagagattac  300

gatttttgga  gtgcttacta  tgatgctttt  gatgtctggg  gccaagggac  aatggtcacc  360

gtctcttca  369

<210>  153

<211>  333

<212>  DNA

<213> 人

<400>  153

cagtctgtgc  tgacgcagcc  gccctcagtg  tctggggccc  cagggcagag  ggtcaccatc  60

tcctgcactg  ggagcagctc  caacatcggg  gcaggttatg  atgtacactg  gtaccagcag  120

cttccaggaa  cagcccccaa  actcctcatc  tctggtaaca  gcaatcggcc  ctcaggggtc  180

cctgaccgat  tctctggctc  caagtctggc  acctcagcct  ccctggccat  cactgggctc  240

caggctgagg  atgaggctga  ttattactgc  cagtcctatg  acagcagcct  gagtggttcg  300

gtattcggcg  gagggaccaa  gctgaccgtc  cta  333

<210>  154

<211>  326

<212>  PRT

<213> 人

<400>  154

Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Cys  Ser  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Thr  Ser  Glu  Ser  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr

            20                  25                  30

Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser

        35                  40                  45

Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser

    50                  55                  60

Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Asn  Phe  Gly  Thr  Gln  Thr

65                  70                  75                  80

Tyr  Thr  Cys  Asn  Val  Asp  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys

                85                  90                  95

Thr  Val  Glu  Arg  Lys  Cys  Cys  Val  Glu  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro

            100                 105                 110

Pro  Val  Ala  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp

        115                 120                 125

Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp

序　列　表 70/186 页

504

CN 112390889 A

504



    130                 135                 140

Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly

145                 150                 155                 160

Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn

                165                 170                 175

Ser  Thr  Phe  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Val  His  Gln  Asp  Trp

            180                 185                 190

Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro

        195                 200                 205

Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Thr  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu

    210                 215                 220

Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn

225                 230                 235                 240

Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile

                245                 250                 255

Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr

            260                 265                 270

Thr  Pro  Pro  Met  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys

        275                 280                 285

Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys

    290                 295                 300

Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu

305                 310                 315                 320

Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

                325

<210>  155

<211>  327

<212>  PRT

<213> 人

<400>  155

Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Cys  Ser  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Thr  Ser  Glu  Ser  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr

            20                  25                  30

Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser

        35                  40                  45

Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser

    50                  55                  60

Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Lys  Thr
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65                  70                  75                  80

Tyr  Thr  Cys  Asn  Val  Asp  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys

                85                  90                  95

Arg  Val  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Ser  Cys  Pro  Ala  Pro

            100                 105                 110

Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys

        115                 120                 125

Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val

    130                 135                 140

Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp

145                 150                 155                 160

Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe

                165                 170                 175

Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp

            180                 185                 190

Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu

        195                 200                 205

Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg

    210                 215                 220

Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys

225                 230                 235                 240

Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp

                245                 250                 255

Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys

            260                 265                 270

Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser

        275                 280                 285

Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser

    290                 295                 300

Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser

305                 310                 315                 320

Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

                325

<210>  156

<211>  105

<212>  PRT

<213> 人

<400>  156

Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu
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1               5                   10                  15

Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe

            20                  25                  30

Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val

        35                  40                  45

Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys

    50                  55                  60

Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser

65                  70                  75                  80

His  Arg  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu

                85                  90                  95

Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

            100                 105

<210>  157

<211>  106

<212>  PRT

<213> 人

<400>  157

Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln

1               5                   10                  15

Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr

            20                  25                  30

Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser

        35                  40                  45

Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr

    50                  55                  60

Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys

65                  70                  75                  80

His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser  Pro

                85                  90                  95

Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

            100                 105

<210>  158

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  158

Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr  Asn  Ser  Val  Ser

1               5                   10
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<210>  159

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  159

Thr  Gly  Thr  Asn  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr  Asn  Ser  Val  Ser

1               5                   10

<210>  160

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  160

Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Ala  Tyr  Asn  Ser  Val  Ser

1               5                   10

<210>  161

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  161

Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Arg  Tyr  Asn  Ser  Val  Ser

1               5                   10

<210>  162

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  162

Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  163

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  163

Glu  Val  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  164

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  164

Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr  Ser  Met  Val

1               5

<210>  165

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  165

Asn  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr  Ser  Met  Val

1               5

<210>  166

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  166

Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr  Asn  Met  Val

1               5

<210>  167

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  167

Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Ser  Ser  Val  Val

1               5

<210>  168

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  168

Gly  Tyr  Pro  Leu  Thr  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  169

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  169

Gly  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  170
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<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  170

Gly  Tyr  Ala  Leu  Thr  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  171

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  171

Gly  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  172

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  172

Gly  Tyr  Ser  Phe  Thr  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  173

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  173

Gly  Tyr  Thr  Phe  Pro  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  174

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  174

Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  175

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

序　列　表 76/186 页

510

CN 112390889 A

510



<400>  175

Trp  Val  Ser  Phe  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Leu  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  176

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  176

Trp  Ile  Ser  Phe  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  177

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  177

Trp  Ile  Ser  Val  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  178

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  178

Trp  Val  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Phe  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  179

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  179

Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Glu  Lys  Leu  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  180

<211>  6

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  180

Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val

1               5

<210>  181

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人

<400>  181

Gly  Tyr  Val  Met  Asp  Val

1               5

<210>  182

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  182

Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn  Phe  Val  Ser

1               5                   10

<210>  183

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  183

Asp  Tyr  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  184

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  184

Asp  Ser  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  185

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  185

Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu  Ser  Gly  Tyr  Val

1               5                   10
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<210>  186

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  186

Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Tyr  Val

1               5                   10

<210>  187

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  187

Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu  Ser  Ser  Tyr  Val

1               5                   10

<210>  188

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  188

Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Phe  Gly  Met  His

1               5                   10

<210>  189

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  189

Gly  Phe  Thr  Phe  Asn  Ser  Phe  Gly  Met  His

1               5                   10

<210>  190

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  190

Gly  Phe  Thr  Phe  Arg  Ser  Tyr  Gly  Met  His

1               5                   10

<210>  191

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  191

Leu  Ile  Trp  Asn  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  192

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  192

Leu  Ile  Trp  Ser  Asp  Gly  Ser  Asp  Glu  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  193

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  193

Leu  Ile  Trp  Ser  Asp  Gly  Ser  Asp  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  194

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  194

Leu  Ile  Trp  His  Asp  Gly  Ser  Asn  Thr  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  195

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  195

Ala  Ile  Ala  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val

1               5                   10

<210>  196

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  196

Gly  Ile  Ala  Val  Ala  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val

1               5                   10

<210>  197

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  197

Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Asn  Thr  Val  Asn

1               5                   10

<210>  198

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  198

Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Lys  Thr  Val  Asn

1               5                   10

<210>  199

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  199

Ser  Asn  Asn  Arg  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  200

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  200

Arg  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Leu

1               5

<210>  201

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  201

Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Trp  Val

1               5                   10

<210>  202
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<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  202

Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Arg  Tyr  Trp  Met  Ser

1               5                   10

<210>  203

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  203

Gly  Leu  Thr  Phe  Ser  Asn  Phe  Trp  Met  Ser

1               5                   10

<210>  204

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  204

Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr  Trp  Met  Ser

1               5                   10

<210>  205

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  205

Asn  Ile  Lys  His  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  206

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  206

Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  207

<211>  10

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  207

Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Val

1               5                   10

<210>  208

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  208

Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Ile

1               5                   10

<210>  209

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  209

Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Ser  Tyr  Leu  Asn

1               5                   10

<210>  210

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  210

Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Ile  Tyr  Leu  Asn

1               5                   10

<210>  211

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  211

Ala  Ala  Ser  Ser  Leu  Gln  Ser

1               5

<210>  212

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  212

Ala  Ala  Ala  Ser  Leu  Gln  Ser

1               5
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<210>  213

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  213

Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Ser  Pro  Ile  Thr

1               5

<210>  214

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  214

Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Ala  Pro  Ile  Thr

1               5

<210>  215

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  215

Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr  Ala  Met  Asn

1               5                   10

<210>  216

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  216

Thr  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Asp  Asn  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  217

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  217

Thr  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Asn  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  218

<211>  12
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<212>  PRT

<213> 人

<400>  218

Lys  Phe  Val  Leu  Met  Val  Tyr  Ala  Met  Leu  Asp  Tyr

1               5                   10

<210>  219

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  219

Arg  Ala  Ser  Gln  Arg  Ile  Ser  Asn  Tyr  Leu  Ser

1               5                   10

<210>  220

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  220

Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Leu  His  Ser  Asn  Gly  Tyr  Asn  Phe  Leu  Asn

1               5                   10                  15

<210>  221

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  221

Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Asn  Tyr  Asn  Leu  Val  Ser

1               5                   10

<210>  222

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  222

Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly  Tyr  Asp  Val  His

1               5                   10

<210>  223

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  223

Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  His  Tyr  Asp  Val  His
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1               5                   10

<210>  224

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  224

Ser  Gly  Ser  Asn  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn  Tyr  Val  Ser

1               5                   10

<210>  225

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  225

Ser  Gly  Asp  Lys  Leu  Gly  Asp  Lys  Tyr  Ala  Cys

1               5                   10

<210>  226

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人

<400>  226

Thr  Leu  Ser  Ser  Gly  Tyr  Ser  Ser  Tyr  Glu  Val  Asp

1               5                   10

<210>  227

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  227

Leu  Gly  Ser  His  Arg  Ala  Ser

1               5

<210>  228

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  228

Glu  Val  Ser  Lys  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  229

<211>  7

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  229

Gly  Asn  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  230

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  230

Gly  Asn  Thr  Tyr  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  231

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  231

Ser  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  232

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  232

Asp  Asn  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  233

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  233

Gln  Asn  Thr  Lys  Trp  Pro  Leu

1               5

<210>  234

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  234

Val  Asp  Thr  Gly  Gly  Ile  Val

1               5
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<210>  235

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  235

Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Thr  Pro  Leu  Ile

1               5

<210>  236

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  236

Met  Gln  Val  Leu  Gln  Thr  Pro  Phe  Thr

1               5

<210>  237

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  237

Cys  Ser  Tyr  Ala  Gly  Ser  Ser  Thr  Leu  Val

1               5                   10

<210>  238

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  238

Gln  Ser  Tyr  Asp  Ser  Ser  Leu  Ser  Gly  Ser  Val

1               5                   10

<210>  239

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  239

Gln  Ser  Tyr  Asp  Asn  Ser  Leu  Ser  Gly  Val  Val

1               5                   10

<210>  240

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  240

Ala  Val  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Trp  Val

1               5                   10

<210>  241

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  241

Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Val  Val

1               5                   10

<210>  242

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  242

Gln  Ala  Trp  Asp  Ser  Ser  Thr  Val  Val

1               5

<210>  243

<211>  18

<212>  PRT

<213> 人

<400>  243

Ser  Asp  Tyr  His  Cys  Gly  Ala  Asp  His  Gly  Ser  Gly  Thr  Asn  Phe  Val

1               5                   10                  15

Val  Val

<210>  244

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  244

Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  245

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  245

Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr  Ala  Met  Ser

1               5                   10
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<210>  246

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  246

Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr  Gly  Met  His

1               5                   10

<210>  247

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  247

Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr  Ser  Met  Asn

1               5                   10

<210>  248

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人

<400>  248

Gly  Gly  Ser  Ile  Ser  Ser  Gly  Gly  Tyr  Tyr  Trp  Ser

1               5                   10

<210>  249

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人

<400>  249

Gly  Gly  Ser  Ile  Ser  Ser  Ser  Asp  Tyr  Tyr  Trp  Ser

1               5                   10

<210>  250

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  250

Gly  Gly  Ser  Phe  Ser  Ala  Tyr  Tyr  Trp  Asn

1               5                   10

<210>  251

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  251

Gly  Asp  Ser  Val  Ser  Ser  Asn  Ser  Ala  Ala  Trp  Asn

1               5                   10

<210>  252

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  252

Trp  Ile  Ser  Thr  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  253

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  253

Thr  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Arg  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  254

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  254

Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asp  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  255

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  255

Ile  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  256

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  256

Ser  Ile  Ser  Ser  Ser  Ser  Ser  Tyr  Ile  Ser  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  257

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  257

Tyr  Ile  Tyr  Asn  Ser  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys  Ser

1               5                   10                  15

<210>  258

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  258

Tyr  Ile  Tyr  Tyr  Ser  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys  Ser

1               5                   10                  15

<210>  259

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  259

Glu  Ile  Asn  His  Ser  Gly  Arg  Thr  Asp  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys  Ser

1               5                   10                  15

<210>  260

<211>  18

<212>  PRT

<213> 人

<400>  260

Arg  Thr  Tyr  Tyr  Arg  Ser  Lys  Trp  Tyr  Lys  Asn  Tyr  Ser  Val  Ser  Val

1               5                   10                  15

Lys  Ser

<210>  261

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人

<400>  261

Gly  Tyr  Thr  Arg  Asp  Tyr
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1               5

<210>  262

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人

<400>  262

Glu  Val  Gly  Ser  Pro  Phe  Asp  Tyr

1               5

<210>  263

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  263

Glu  Thr  Gly  Pro  Leu  Lys  Leu  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val

1               5                   10

<210>  264

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  264

Arg  Gly  Gly  Leu  Ala  Ala  Arg  Pro  Gly  Gly  Met  Asp  Val

1               5                   10

<210>  265

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  265

Asp  Tyr  Asp  Phe  Trp  Ser  Ala  Tyr  Tyr  Asp  Ala  Phe  Asp  Val

1               5                   10

<210>  266

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  266

Glu  Asp  Thr  Ala  Met  Val  Pro  Tyr  Phe  Asp  Tyr

1               5                   10

<210>  267

<211>  12

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  267

Gly  Gly  Val  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp  Val

1               5                   10

<210>  268

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人

<400>  268

Gly  Gln  Leu  Val  Pro  Phe  Asp  Tyr

1               5

<210>  269

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  269

Gly  Gly  Pro  Thr  Ala  Ala  Phe  Asp  Tyr

1               5

<210>  270

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  270

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Phe  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Asn  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  271

<211>  109
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<212>  PRT

<213> 人

<400>  271

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Phe  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Ala  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Arg

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Asn  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  272

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  272

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Pro  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Asn

            20                  25                  30

Thr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Ser  Asn  Asn  Arg  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu

                85                  90                  95

Asn  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  273

<211>  109

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  273

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Pro  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Phe  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Asn

            20                  25                  30

Thr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Ser  Asn  Asn  Arg  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu

                85                  90                  95

Asn  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  274

<211>  106

<212>  PRT

<213> 人

<400>  274

Ser  Tyr  Glu  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Val  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Ala  Ser  Ile  Thr  Cys  Ser  Gly  Asp  Lys  Leu  Gly  Asp  Lys  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Cys  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gln  Asp  Ser  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Glu  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Asn  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Thr  Gln  Ala  Met

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ala  Trp  Asp  Ser  Ser  Thr  Val  Val

                85                  90                  95

Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  275

<211>  106

<212>  PRT

<213> 人

序　列　表 96/186 页

530

CN 112390889 A

530



<400>  275

Ser  Tyr  Glu  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Val  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Ala  Arg  Ile  Thr  Cys  Ser  Gly  Asp  Lys  Leu  Gly  Asp  Lys  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Cys  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gln  Asn  Thr  Lys  Trp  Pro  Leu  Gly  Ile  Pro  Glu  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Val  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Thr  Gln  Ala  Met

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ala  Trp  Asp  Ser  Ser  Thr  Val  Val

                85                  90                  95

Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  276

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人

<400>  276

Ser  Tyr  Glu  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Val  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Ala  Ser  Ile  Thr  Cys  Ser  Gly  Asp  Lys  Leu  Gly  Asp  Lys  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Cys  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gln  Asp  Ser  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Glu  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Asn  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Thr  Gln  Ala  Met

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ala  Trp  Asp  Ser  Ser  Thr  Ala  Val

                85                  90                  95

Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  277

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人

<400>  277
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Ser  Tyr  Glu  Leu  Ile  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Val  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Ala  Ser  Ile  Thr  Cys  Ser  Gly  Asp  Lys  Leu  Gly  Asp  Lys  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Cys  Trp  Tyr  Gln  Arg  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Ile  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gln  Asp  Thr  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Glu  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Asn  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Thr  Gln  Ala  Met

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ala  Trp  Asp  Ser  Ser  Thr  Ala  Val

                85                  90                  95

Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  278

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人

<400>  278

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Glu

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Ser  Thr  Tyr

            20                  25                  30

Tyr  Trp  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Tyr  Ile  Tyr  Tyr  Ser  Gly  Ser  Thr  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys

    50                  55                  60

Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Val  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser  Leu

65                  70                  75                  80

Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Gly  Ser  Tyr  Ser  Ser  Gly  Trp  Phe  Glu  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  279

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人

序　列　表 98/186 页

532

CN 112390889 A

532



<400>  279

Thr  Leu  Ser  Ser  Gly  Tyr  Ser  Ser  Tyr  Glu  Val  Asp

1               5                   10

<210>  280

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人

<400>  280

Val  Asp  Thr  Gly  Gly  Ile  Val  Gly  Ser  Lys  Gly  Glu

1               5                   10

<210>  281

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  281

Gly  Ala  Asp  His  Gly  Ser  Gly  Thr  Asn  Phe  Val  Val  Val

1               5                   10

<210>  282

<211>  22

<212>  PRT

<213> 人

<400>  282

Gln  Pro  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Leu  Phe  Ala  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Thr  Leu  Thr  Cys

            20

<210>  283

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人

<400>  283

Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly  Lys  Gly  Pro  Arg  Phe  Val  Met  Arg

1               5                   10                  15

<210>  284

<211>  32

<212>  PRT

<213> 人

<400>  284

Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Val  Leu  Gly  Ser  Gly  Leu  Asn  Arg  Tyr

序　列　表 99/186 页

533

CN 112390889 A

533



1               5                   10                  15

Leu  Thr  Ile  Lys  Asn  Ile  Gln  Glu  Glu  Asp  Glu  Ser  Asp  Tyr  His  Cys

            20                  25                  30

<210>  285

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  285

Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

1               5                   10

<210>  286

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  286

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Arg  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  His  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Val

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Thr  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Ser

                85                  90                  95

Ser  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val

            100                 105

<210>  287

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  287

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Leu
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        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Ile  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val

            100                 105

<210>  288

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  288

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Asn  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val

            100                 105

<210>  289

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  289

Gln  Val  His  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Phe

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45
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Ala  Leu  Ile  Trp  Asn  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  His  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  290

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  290

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Cys  Val

        35                  40                  45

Ala  Ile  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Arg  Gly  Gly  Leu  Ala  Ala  Arg  Pro  Gly  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  291

<211>  121

<212>  PRT

<213> 人

<400>  291

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Phe
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            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Leu  Ile  Trp  Asn  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser

        115                 120

<210>  292

<211>  119

<212>  PRT

<213> 人

<400>  292

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Ile  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Arg  Gly  Gly  Leu  Pro  Gly  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  293

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  293
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cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aagcccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttattactgc  aactcatata  caagcaccag  catggtattc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  294

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  294

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aaccccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttatttctgc  agctcatata  caagcaccag  catggtcttc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  295

<211>  318

<212>  DNA

<213> 人

<400>  295

tcctatgagc  tgactcagcc  accctcagtg  tccgtgtccc  caggacagac  agccagaatc  60

acctgctctg  gagataaatt  gggggataaa  tatgcttgct  ggtatcagca  gaagccaggc  120

cagtcccctg  tgctggtcat  ctatcaaaat  accaagtggc  ccttagggat  ccctgagcga  180

ttctctggct  ccaagtctgg  gaacacagtc  actctgacca  tcagcgggac  ccaggctatg  240

gatgaggctg  actattactg  tcaggcgtgg  gacagcagca  ctgtggtatt  cggcggaggg  300

accaagctga  ccgtccta  318

<210>  296

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  296

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aagcccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcaggggtt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttattactgc  aattcatata  caagcaccag  catggtattc  300

ggcggaggga  ccaagctgac  cgtccta  327
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<210>  297

<211>  215

<212>  PRT

<213> 人

<400>  297

Glu  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Asn  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Gln  Pro

            100                 105                 110

Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu  Glu  Leu

        115                 120                 125

Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe  Tyr  Pro

    130                 135                 140

Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val  Lys  Ala

145                 150                 155                 160

Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys  Tyr  Ala

                165                 170                 175

Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser  His  Arg

            180                 185                 190

Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu  Lys  Thr

        195                 200                 205

Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

    210                 215

<210>  298

<211>  230

<212>  PRT

<213> 人

<400>  298

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala
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1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Val  Ser  Phe  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Leu

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Gly  Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Pro  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro

        115                 120                 125

Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val

    130                 135                 140

Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala

145                 150                 155                 160

Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly

                165                 170                 175

Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly

            180                 185                 190

Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys

        195                 200                 205

Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Ala  Ala  Asp  Glu  Val  Asp

    210                 215                 220

His  His  His  His  His  His

225                 230

<210>  299

<211>  217

<212>  PRT

<213> 人

<400>  299

Glu  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu
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        35                  40                  45

Leu  Ile  Ser  Gly  Asn  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Ser  Ser

                85                  90                  95

Leu  Ser  Gly  Ser  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly

            100                 105                 110

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

        115                 120                 125

Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe

    130                 135                 140

Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val

145                 150                 155                 160

Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys

                165                 170                 175

Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser

            180                 185                 190

His  Arg  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu

        195                 200                 205

Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

    210                 215

<210>  300

<211>  238

<212>  PRT

<213> 人

<400>  300

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Ser  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Ser  Ile  Ser  Ser  Ser  Ser  Ser  Tyr  Ile  Ser  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys
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                85                  90                  95

Ala  Arg  Asp  Tyr  Asp  Phe  Trp  Ser  Ala  Tyr  Tyr  Asp  Ala  Phe  Asp  Val

            100                 105                 110

Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly

        115                 120                 125

Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly

    130                 135                 140

Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val

145                 150                 155                 160

Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe

                165                 170                 175

Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val

            180                 185                 190

Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val

        195                 200                 205

Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys

    210                 215                 220

Ser  Cys  Ala  Ala  Asp  Glu  Val  Asp  His  His  His  His  His  His

225                 230                 235

<210>  301

<211>  218

<212>  PRT

<213> 人

<400>  301

Ala  Leu  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro

1               5                   10                  15

Gly  Gln  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly

            20                  25                  30

Ser  Asn  Thr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys

        35                  40                  45

Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg

    50                  55                  60

Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Val  Trp  Asp  Asp

                85                  90                  95

Ser  Leu  Asn  Gly  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105                 110

Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser
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        115                 120                 125

Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp

    130                 135                 140

Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro

145                 150                 155                 160

Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn

                165                 170                 175

Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys

            180                 185                 190

Ser  His  Arg  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val

        195                 200                 205

Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

    210                 215

<210>  302

<211>  231

<212>  PRT

<213> 人

<400>  302

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Trp  Gly  Ala  Gly  Leu  Leu  Lys  Pro  Ser  Glu

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Ala  Val  Tyr  Gly  Gly  Ser  Phe  Ser  Ala  Tyr

            20                  25                  30

Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Glu  Ile  Asn  His  Ser  Gly  Arg  Thr  Asp  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys

    50                  55                  60

Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Val  Asp  Thr  Ser  Lys  Lys  Gln  Phe  Ser  Leu

65                  70                  75                  80

Lys  Leu  Asn  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Gly  Gln  Leu  Val  Pro  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val

            100                 105                 110

Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala

        115                 120                 125

Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu

    130                 135                 140

Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly

145                 150                 155                 160

Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser

序　列　表 109/186 页

543

CN 112390889 A

543



                165                 170                 175

Gly  Leu  Tyr  Ser  His  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu

            180                 185                 190

Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr

        195                 200                 205

Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Ala  Ala  Asp  Glu  Val

    210                 215                 220

Asp  His  His  His  His  His  His

225                 230

<210>  303

<211>  680

<212>  PRT

<213> 人

<400>  303

Gln  Glu  Asp  Glu  Asp  Gly  Asp  Tyr  Glu  Glu  Leu  Val  Leu  Ala  Leu  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Glu  Glu  Asp  Gly  Leu  Ala  Glu  Ala  Pro  Glu  His  Gly  Thr  Thr  Ala

            20                  25                  30

Thr  Phe  His  Arg  Cys  Ala  Lys  Asp  Pro  Trp  Arg  Leu  Pro  Gly  Thr  Tyr

        35                  40                  45

Val  Val  Val  Leu  Lys  Glu  Glu  Thr  His  Leu  Ser  Gln  Ser  Glu  Arg  Thr

    50                  55                  60

Ala  Arg  Arg  Leu  Gln  Ala  Gln  Ala  Ala  Arg  Arg  Gly  Tyr  Leu  Thr  Lys

65                  70                  75                  80

Ile  Leu  His  Val  Phe  His  Gly  Leu  Leu  Pro  Gly  Phe  Leu  Val  Lys  Met

                85                  90                  95

Ser  Gly  Asp  Leu  Leu  Glu  Leu  Ala  Leu  Lys  Leu  Pro  His  Val  Asp  Tyr

            100                 105                 110

Ile  Glu  Glu  Asp  Ser  Ser  Val  Phe  Ala  Gln  Ser  Ile  Pro  Trp  Asn  Leu

        115                 120                 125

Glu  Arg  Ile  Thr  Pro  Pro  Arg  Tyr  Arg  Ala  Asp  Glu  Tyr  Gln  Pro  Pro

    130                 135                 140

Asp  Gly  Gly  Ser  Leu  Val  Glu  Val  Tyr  Leu  Leu  Asp  Thr  Ser  Ile  Gln

145                 150                 155                 160

Ser  Asp  His  Arg  Glu  Ile  Glu  Gly  Arg  Val  Met  Val  Thr  Asp  Phe  Glu

                165                 170                 175

Asn  Val  Pro  Glu  Glu  Asp  Gly  Thr  Arg  Phe  His  Arg  Gln  Ala  Ser  Lys

            180                 185                 190

Cys  Asp  Ser  His  Gly  Thr  His  Leu  Ala  Gly  Val  Val  Ser  Gly  Arg  Asp
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        195                 200                 205

Ala  Gly  Val  Ala  Lys  Gly  Ala  Ser  Met  Arg  Ser  Leu  Arg  Val  Leu  Asn

    210                 215                 220

Cys  Gln  Gly  Lys  Gly  Thr  Val  Ser  Gly  Thr  Leu  Ile  Gly  Leu  Glu  Phe

225                 230                 235                 240

Ile  Arg  Lys  Ser  Gln  Leu  Val  Gln  Pro  Val  Gly  Pro  Leu  Val  Val  Leu

                245                 250                 255

Leu  Pro  Leu  Ala  Gly  Gly  Tyr  Ser  Arg  Val  Leu  Asn  Ala  Ala  Cys  Gln

            260                 265                 270

Arg  Leu  Ala  Arg  Ala  Gly  Val  Val  Leu  Val  Thr  Ala  Ala  Gly  Asn  Phe

        275                 280                 285

Arg  Asp  Asp  Ala  Cys  Leu  Tyr  Ser  Pro  Ala  Ser  Ala  Pro  Glu  Val  Ile

    290                 295                 300

Thr  Val  Gly  Ala  Thr  Asn  Ala  Gln  Asp  Gln  Pro  Val  Thr  Leu  Gly  Thr

305                 310                 315                 320

Leu  Gly  Thr  Asn  Phe  Gly  Arg  Cys  Val  Asp  Leu  Phe  Ala  Pro  Gly  Glu

                325                 330                 335

Asp  Ile  Ile  Gly  Ala  Ser  Ser  Asp  Cys  Ser  Thr  Cys  Phe  Val  Ser  Gln

            340                 345                 350

Ser  Gly  Thr  Ser  Gln  Ala  Ala  Ala  His  Val  Ala  Gly  Ile  Ala  Ala  Met

        355                 360                 365

Met  Leu  Ser  Ala  Glu  Pro  Glu  Leu  Thr  Leu  Ala  Glu  Leu  Arg  Gln  Arg

    370                 375                 380

Leu  Ile  His  Phe  Ser  Ala  Lys  Asp  Val  Ile  Asn  Glu  Ala  Trp  Phe  Pro

385                 390                 395                 400

Glu  Asp  Gln  Arg  Val  Leu  Thr  Pro  Asn  Leu  Val  Ala  Ala  Leu  Pro  Pro

                405                 410                 415

Ser  Thr  His  Gly  Ala  Gly  Trp  Gln  Leu  Phe  Cys  Arg  Thr  Val  Trp  Ser

            420                 425                 430

Ala  His  Ser  Gly  Pro  Thr  Arg  Met  Ala  Thr  Ala  Ile  Ala  Arg  Cys  Ala

        435                 440                 445

Pro  Asp  Glu  Glu  Leu  Leu  Ser  Cys  Ser  Ser  Phe  Ser  Arg  Ser  Gly  Lys

    450                 455                 460

Arg  Arg  Gly  Glu  Arg  Met  Glu  Ala  Gln  Gly  Gly  Lys  Leu  Val  Cys  Arg

465                 470                 475                 480

Ala  His  Asn  Ala  Phe  Gly  Gly  Glu  Gly  Val  Tyr  Ala  Ile  Ala  Arg  Cys

                485                 490                 495

Cys  Leu  Leu  Pro  Gln  Ala  Asn  Cys  Ser  Val  His  Thr  Ala  Pro  Pro  Ala

            500                 505                 510
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Glu  Ala  Ser  Met  Gly  Thr  Arg  Val  His  Cys  His  Gln  Gln  Gly  His  Val

        515                 520                 525

Leu  Thr  Gly  Cys  Ser  Ser  His  Trp  Glu  Val  Glu  Asp  Leu  Gly  Thr  His

    530                 535                 540

Lys  Pro  Pro  Val  Leu  Arg  Pro  Arg  Gly  Gln  Pro  Asn  Gln  Cys  Val  Gly

545                 550                 555                 560

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

                565                 570                 575

Glu  Cys  Lys  Val  Lys  Glu  His  Gly  Ile  Pro  Ala  Pro  Gln  Glu  Gln  Val

            580                 585                 590

Thr  Val  Ala  Cys  Glu  Glu  Gly  Trp  Thr  Leu  Thr  Gly  Cys  Ser  Ala  Leu

        595                 600                 605

Pro  Gly  Thr  Ser  His  Val  Leu  Gly  Ala  Tyr  Ala  Val  Asp  Asn  Thr  Cys

    610                 615                 620

Val  Val  Arg  Ser  Arg  Asp  Val  Ser  Thr  Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Glu  Glu

625                 630                 635                 640

Ala  Val  Thr  Ala  Val  Ala  Ile  Cys  Cys  Arg  Ser  Arg  His  Leu  Ala  Gln

                645                 650                 655

Ala  Ser  Gln  Glu  Leu  Gln  Gly  Ser  Ser  Asp  Tyr  Lys  Asp  Asp  Asp  Lys

            660                 665                 670

His  His  His  His  His  His  His  His

        675                 680

<210>  304

<211>  680

<212>  PRT

<213> 人

<400>  304

Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Leu  Arg  Arg  Arg

1               5                   10                  15

Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  His  Arg  Arg  Arg  Arg

            20                  25                  30

Arg  Phe  Arg  Arg  Cys  Arg  Arg  Arg  Pro  Trp  Arg  Arg  Pro  Gly  Arg  Tyr

        35                  40                  45

Val  Val  Val  Leu  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Ser  Arg  Ser  Arg  Glu  Thr

    50                  55                  60

Ala  Glu  Glu  Leu  Gln  Arg  Arg  Ala  Arg  Glu  Glu  Gly  Arg  Arg  Thr  Lys

65                  70                  75                  80

Ile  Arg  Arg  Arg  Phe  Arg  Gly  Leu  Leu  Pro  Gly  Phe  Leu  Val  Arg  Met

                85                  90                  95
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Arg  Arg  Arg  Leu  Arg  Arg  Leu  Ala  Arg  Arg  Leu  Pro  Arg  Val  Arg  Tyr

            100                 105                 110

Ile  Glu  Glu  Asp  Ser  Ser  Val  Phe  Arg  Gln  Arg  Ile  Pro  Arg  Asn  Arg

        115                 120                 125

Arg  Glu  Ile  Arg  Pro  Pro  Arg  Tyr  Arg  Ala  Arg  Arg  Arg  Arg  Pro  Pro

    130                 135                 140

Arg  Gly  Gly  Arg  Arg  Val  Glu  Val  Tyr  Leu  Leu  Asp  Thr  Arg  Ile  Arg

145                 150                 155                 160

Arg  Arg  His  Glu  Glu  Ile  Arg  Gly  Arg  Val  Arg  Arg  Arg  Arg  Phe  Arg

                165                 170                 175

Arg  Arg  Pro  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Glu  Arg  Glu  Glu  Arg  Arg  Arg  Arg

            180                 185                 190

Cys  Asp  Arg  Arg  Gly  Thr  His  Leu  Ala  Gly  Val  Val  Ser  Gly  Glu  Arg

        195                 200                 205

Ala  Gly  Val  Ala  Arg  Arg  Ala  Arg  Met  Arg  Ser  Leu  Glu  Val  Leu  Asn

    210                 215                 220

Cys  Arg  Gly  Arg  Gly  Arg  Val  Ser  Gly  Thr  Leu  Ile  Gly  Leu  Glu  Arg

225                 230                 235                 240

Ile  Glu  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Pro  Arg  Arg  Pro  Leu  Val  Val  Leu

                245                 250                 255

Leu  Pro  Leu  Ala  Gly  Arg  Tyr  Ser  Glu  Val  Leu  Asn  Arg  Ala  Cys  Arg

            260                 265                 270

Arg  Leu  Ala  Glu  Arg  Gly  Val  Val  Leu  Val  Thr  Ala  Ala  Gly  Asn  Phe

        275                 280                 285

Glu  Asp  Asp  Ala  Cys  Arg  Tyr  Ser  Pro  Ala  Arg  Ala  Pro  Glu  Val  Ile

    290                 295                 300

Thr  Val  Gly  Ala  Thr  Asn  Arg  Arg  Arg  Arg  Pro  Val  Arg  Arg  Gly  Arg

305                 310                 315                 320

Arg  Gly  Thr  Asn  Phe  Gly  Arg  Cys  Val  Asp  Leu  Phe  Ala  Pro  Gly  Arg

                325                 330                 335

Arg  Ile  Ile  Gly  Ala  Ser  Ser  Arg  Cys  Ser  Arg  Cys  Arg  Arg  Arg  Arg

            340                 345                 350

Ser  Gly  Thr  Ser  Gln  Ala  Ala  Ala  His  Val  Ala  Gly  Ile  Ala  Ala  Arg

        355                 360                 365

Met  Leu  Arg  Arg  Arg  Pro  Arg  Leu  Arg  Arg  Ala  Arg  Leu  Arg  Gln  Glu

    370                 375                 380

Leu  Arg  Arg  Arg  Ser  Arg  Arg  Arg  Arg  Ile  Arg  Arg  Arg  Arg  Phe  Pro

385                 390                 395                 400

Arg  Arg  Arg  Glu  Arg  Leu  Thr  Pro  Arg  Leu  Val  Ala  Arg  Leu  Pro  Pro
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                405                 410                 415

Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Gly  Arg  Arg  Leu  Phe  Cys  Arg  Thr  Val  Trp  Ser

            420                 425                 430

Arg  Arg  Ser  Gly  Pro  Arg  Glu  Arg  Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Glu  Cys  Ala

        435                 440                 445

Pro  Arg  Glu  Glu  Leu  Leu  Ser  Cys  Ser  Ser  Phe  Ser  Arg  Ser  Gly  Lys

    450                 455                 460

Arg  Arg  Gly  Glu  Arg  Met  Glu  Arg  Gln  Gly  Gly  Lys  Leu  Val  Cys  Arg

465                 470                 475                 480

Ala  His  Asn  Ala  Arg  Arg  Gly  Arg  Gly  Val  Tyr  Ala  Ile  Ala  Arg  Cys

                485                 490                 495

Cys  Leu  Leu  Pro  Gln  Ala  Arg  Cys  Ser  Val  His  Arg  Ala  Pro  Pro  Ala

            500                 505                 510

Arg  Arg  Arg  Arg  Gly  Thr  Glu  Val  Arg  Cys  Arg  Arg  Arg  Gly  His  Val

        515                 520                 525

Leu  Thr  Gly  Cys  Ser  Ser  His  Trp  Arg  Arg  Arg  Asp  Arg  Gly  Thr  Arg

    530                 535                 540

Lys  Pro  Pro  Arg  Leu  Arg  Pro  Glu  Gly  Arg  Pro  Arg  Gln  Cys  Val  Gly

545                 550                 555                 560

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

                565                 570                 575

Glu  Cys  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Ile  Pro  Ala  Pro  Arg  Glu  Arg  Val

            580                 585                 590

Thr  Val  Arg  Cys  Arg  Arg  Gly  Trp  Thr  Leu  Thr  Gly  Cys  Ser  Ala  Leu

        595                 600                 605

Pro  Gly  Thr  Ser  His  Val  Leu  Gly  Ala  Tyr  Ala  Arg  Asp  Asn  Thr  Cys

    610                 615                 620

Val  Val  Arg  Ser  Glu  Asp  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Arg  Glu

625                 630                 635                 640

Arg  Val  Thr  Ala  Val  Ala  Ile  Cys  Cys  Glu  Ser  Glu  His  Leu  Ala  Gln

                645                 650                 655

Ala  Ser  Gln  Glu  Leu  Gln  Gly  Ser  Ser  Asp  Tyr  Lys  Asp  Asp  Asp  Lys

            660                 665                 670

His  His  His  His  His  His  His  His

        675                 680

<210>  305

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  305

Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr  Asn  Ser  Val  Ser

1               5                   10

<210>  306

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  306

Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  307

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  307

Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr  Ser  Met  Val

1               5

<210>  308

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人

<400>  308

Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5

<210>  309

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  309

Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  310

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人

<400>  310

Gly  Tyr  Gly  Met  Asp  Val

1               5
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<210>  311

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  311

Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Arg  Tyr  Asn  Ser  Val  Ser

1               5                   10

<210>  312

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  312

Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  313

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  313

Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Ser  Ser  Val  Val

1               5

<210>  314

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  314

Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Glu  Lys  Leu  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  315

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人

<400>  315

Gly  Tyr  Val  Met  Asp  Val

1               5

<210>  316

<211>  14

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  316

Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Ala  Tyr  Asn  Ser  Val  Ser

1               5                   10

<210>  317

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  317

Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr  Asn  Met  Val

1               5

<210>  318

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  318

Trp  Val  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Phe  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  319

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  319

Asn  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr  Ser  Met  Val

1               5

<210>  320

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  320

Trp  Val  Ser  Phe  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Leu  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  321

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  321
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Glu  Val  Thr  Asn  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  322

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  322

Thr  Gly  Thr  Asn  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr  Asn  Ser  Val  Ser

1               5                   10

<210>  323

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  323

Trp  Ile  Ser  Val  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  324

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  324

Trp  Ile  Ser  Phe  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Val  Gln

1               5                   10                  15

Gly

<210>  325

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  325

Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Asn  Asn  Phe  Val  Ser

1               5                   10

<210>  326

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  326

Asp  Tyr  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser

1               5
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<210>  327

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  327

Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu  Ser  Gly  Tyr  Val

1               5                   10

<210>  328

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人

<400>  328

Ser  Phe  Gly  Met  His

1               5

<210>  329

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  329

Leu  Ile  Trp  Asn  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  330

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  330

Ala  Ile  Ala  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val

1               5                   10

<210>  331

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  331

Asp  Ser  Asn  Lys  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  332

<211>  11

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  332

Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Tyr  Val

1               5                   10

<210>  333

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人

<400>  333

Ser  Tyr  Gly  Met  His

1               5

<210>  334

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  334

Leu  Ile  Trp  His  Asp  Gly  Ser  Asn  Thr  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  335

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  335

Gly  Ile  Ala  Val  Ala  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val

1               5                   10

<210>  336

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  336

Leu  Ile  Trp  Ser  Asp  Gly  Ser  Asp  Glu  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  337

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  337
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Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu  Ser  Ser  Tyr  Val

1               5                   10

<210>  338

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  338

Leu  Ile  Trp  Ser  Asp  Gly  Ser  Asp  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  339

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  339

Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Lys  Thr  Val  Asn

1               5                   10

<210>  340

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  340

Ser  Asn  Asn  Arg  Arg  Pro  Ser

1               5

<210>  341

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  341

Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Trp  Val

1               5                   10

<210>  342

<211>  4

<212>  PRT

<213> 人

<400>  342

Tyr  Trp  Met  Ser

1

<210>  343
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<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  343

Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  344

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  344

Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Ile

1               5                   10

<210>  345

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  345

Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Asn  Thr  Val  Asn

1               5                   10

<210>  346

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人

<400>  346

Arg  Tyr  Trp  Met  Ser

1               5

<210>  347

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  347

Asn  Ile  Lys  His  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  348

<211>  10

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  348

Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Val

1               5                   10

<210>  349

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  349

Arg  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Leu

1               5

<210>  350

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人

<400>  350

Ser  Tyr  Trp  Met  Ser

1               5

<210>  351

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人

<400>  351

Asn  Phe  Trp  Met  Ser

1               5

<210>  352

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  352

Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Tyr  Leu  Asn

1               5                   10

<210>  353

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人

<400>  353

Ala  Ala  Ser  Leu  Gln  Ser

1               5
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<210>  354

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人

<400>  354

Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Pro  Ile  Thr

1               5

<210>  355

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  355

Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Ile  Tyr  Leu  Asn

1               5                   10

<210>  356

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  356

Ala  Ala  Ala  Ser  Leu  Gln  Ser

1               5

<210>  357

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  357

Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Ala  Pro  Ile  Thr

1               5

<210>  358

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  358

Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Ser  Tyr  Leu  Asn

1               5                   10

<210>  359

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  359

Ala  Ala  Ser  Ser  Leu  Gln  Ser

1               5

<210>  360

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  360

Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Ser  Pro  Ile  Thr

1               5

<210>  361

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人

<400>  361

Ser  Tyr  Ala  Met  Asn

1               5

<210>  362

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  362

Thr  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Asn  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly

1               5                   10                  15

<210>  363

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人

<400>  363

Lys  Phe  Val  Leu  Met  Val  Tyr  Ala  Met  Leu  Asp  Tyr

1               5                   10

<210>  364

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  364

Thr  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Asn  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly
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<210>  365

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<400>  365

Thr  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Asp  Asn  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  366

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  366

Gly  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  367

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  367

Gly  Tyr  Ala  Leu  Thr  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  368

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  368

Gly  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  369

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  369

Gly  Tyr  Ser  Phe  Thr  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  370

<211>  10

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  370

Gly  Tyr  Thr  Phe  Pro  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser

1               5                   10

<210>  371

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  371

Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr  Trp  Met  Ser

1               5                   10

<210>  372

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  372

Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Arg  Tyr  Trp  Met  Ser

1               5                   10

<210>  373

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  373

Gly  Leu  Thr  Phe  Ser  Asn  Phe  Trp  Met  Ser

1               5                   10

<210>  374

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  374

Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr  Ala  Met  Asn

1               5                   10

<210>  375

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  375

Gly  Phe  Thr  Phe  Asn  Ser  Phe  Gly  Met  His

1               5                   10
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<210>  376

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  376

Gly  Phe  Thr  Phe  Arg  Ser  Tyr  Gly  Met  His

1               5                   10

<210>  377

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  377

Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Val  Asp  Ser  Val  Lys  Gly

1               5                   10                  15

<210>  378

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  378

Asn  Ile  Lys  His  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Val  Asp  Ser  Val  Lys  Gly

1               5                   10                  15

<210>  379

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  379

Thr  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Asp  Asn  Thr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly

1               5                   10                  15

<210>  380

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  380

Thr  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Asn  Thr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly

1               5                   10                  15

<210>  381

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  381

Leu  Ile  Trp  Asn  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly

1               5                   10                  15

<210>  382

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  382

Leu  Ile  Trp  Ser  Asp  Gly  Ser  Asp  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly

1               5                   10                  15

<210>  383

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  383

Leu  Ile  Trp  Ser  Asp  Gly  Ser  Asp  Lys  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly

1               5                   10                  15

<210>  384

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人

<400>  384

Leu  Ile  Trp  His  Asp  Gly  Ser  Asn  Thr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val  Lys  Gly

1               5                   10                  15

<210>  385

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  385

Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Ile

1               5                   10

<210>  386

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  386

Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Val

1               5                   10

<210>  387
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<211>  6

<212>  PRT

<213> 人

<400>  387

Gly  Tyr  Val  Met  Asp  Val

1               5

<210>  388

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  388

Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Ile  Tyr  Leu  Asn

1               5                   10

<210>  389

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  389

Thr  Gly  Thr  Asn  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr  Asn  Ser  Val  Ser

1               5                   10

<210>  390

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  390

Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Ala  Tyr  Asn  Ser  Val  Ser

1               5                   10

<210>  391

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<400>  391

Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Arg  Tyr  Asn  Ser  Val  Ser

1               5                   10

<210>  392

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  392

序　列　表 130/186 页

564

CN 112390889 A

564



Arg  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Leu

1               5

<210>  393

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<400>  393

Ala  Ala  Ala  Ser  Leu  Gln  Ser

1               5

<210>  394

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  394

Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Ala  Pro  Ile  Thr

1               5

<210>  395

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  395

Asn  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr  Ser  Met  Val

1               5

<210>  396

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<400>  396

Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Ser  Ser  Val  Val

1               5

<210>  397

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<400>  397

Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Trp  Val

1               5                   10

<210>  398

<211>  11
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<212>  PRT

<213> 人

<400>  398

Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu  Ser  Ser  Tyr  Val

1               5                   10

<210>  399

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<400>  399

Gly  Thr  Trp  Asp  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Tyr  Val

1               5                   10

<210>  400

<211>  116

<212>  PRT

<213> 人

<400>  400

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Glu

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Tyr  Trp  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Tyr  Ile  Tyr  Tyr  Ser  Gly  Ser  Thr  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys

    50                  55                  60

Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Val  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser  Leu

65                  70                  75                  80

Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Tyr  Ser  Ser  Gly  Trp  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val

            100                 105                 110

Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  401

<211>  118

<212>  PRT

<213> 人

<400>  401

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly
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1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Val  Val  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Ile  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser

        115

<210>  402

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人

<400>  402

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Asn  Trp  Gly  Ala  Phe  Asp  Ile  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Met  Val

            100                 105                 110

Thr  Val  Ser

        115

<210>  403

<211>  6

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  403

Glu  Asn  Leu  Tyr  Phe  Gln

1               5

<210>  404

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=  D、A、R或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=Y、I、G或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=D、A、G或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=F、A、L或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=W、L、A或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=S、Y、A或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=A、Y、R或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (8) ...(8)
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<223>  Xaa=Y、  P或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (9) ...(9)

<223>  Xaa=Y、G或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (10) ...(10)

<223>  Xaa=D、G或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (11) ...(11)

<223>  Xaa=A、M或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (12) ...(12)

<223>  Xaa=F,D 或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (13) ...(13)

<223>  Xaa=D、V或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (14) ...(14)

<223>  Xaa=V或没有氨基酸

<400>  404

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5                   10

<210>  405

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=Q或G

<220>

<221>  变体

<222>  2
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<223>  Xaa=S、T、A或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=Y、W或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=D或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=S或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=S或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=L、T或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (8) ...(8)

<223>  Xaa=A、S或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (9) ...(9)

<223>  Xaa=G、A、V或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (10) ...(10)

<223>  Xaa=S、Y、V或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (11) ...(11)

<223>  Xaa=V或没有氨基酸

<400>  405

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa
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1               5                   10

<210>  406

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=G

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=Y、F或G

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=T或S

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=L或F

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=T、S或N

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=S或A

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=Y或F

<220>

<221>  变体

<222>  (8) ...(8)

<223>  Xaa=G、S或Y

<220>

<221>  变体
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<222>  (9) ...(9)

<223>  Xaa=I、M或W

<220>

<221>  变体

<222>  (10) ...(10)

<223>  Xaa=S、N或H

<400>  406

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5                   10

<210>  407

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=T或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=G或S

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=S、T或G

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=S

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=S

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=N、D或S

<220>

<221>  变体
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<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=I、V或N

<220>

<221>  变体

<222>  (8) ...(8)

<223>  Xaa=G或I

<220>

<221>  变体

<222>  (9) ...(9)

<223>  Xaa=A或G

<220>

<221>  变体

<222>  (10) ...(10)

<223>  Xaa=G、Y、S或N

<220>

<221>  变体

<222>  (11) ...(11)

<223>  Xaa=Y或N

<220>

<221>  变体

<222>  (12) ...(12)

<223>  Xaa=D、S、T或F

<220>

<221>  变体

<222>  (13) ...(13)

<223>  Xaa=V

<220>

<221>  变体

<222>  (14) ...(14)

<223>  Xaa=S、N或H

<400>  407

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5                   10

<210>  408

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体
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<222>  1

<223>  Xaa=W、S、L或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=V、I或E

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=S、W或I

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=F、S或N

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=Y、S、D或H

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=N、S或G

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=S或G

<220>

<221>  变体

<222>  (8) ...(8)

<223>  Xaa=N、Y、D或R

<220>

<221>  变体

<222>  (9) ...(9)

<223>  Xaa=T、I或E

<220>

<221>  变体

<222>  (10) ...(10)

<223>  Xaa=N、S、Y或D

<220>
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<221>  变体

<222>  (11) ...(11)

<223>  Xaa=Y

<220>

<221>  变体

<222>  (12) ...(12)

<223>  Xaa=A  and  N

<220>

<221>  变体

<222>  (13) ...(13)

<223>  Xaa=Q、D或P

<220>

<221>  变体

<222>  (14) ...(14)

<223>  Xaa=K或S

<220>

<221>  变体

<222>  (15) ...(15)

<223>  Xaa=L或V

<220>

<221>  变体

<222>  (16) ...(16)

<223>  Xaa=Q或K

<220>

<221>  变体

<222>  (17) ...(17)

<223>  Xaa=G或S

<400>  408

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5                   10                  15

Xaa

<210>  409

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=G、E、S或D
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<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=N、V或Y

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=S或N

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=N、Q或K

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=R

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=P

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=S

<400>  409

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5

<210>  410

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=D或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=Y、A或没有氨基酸
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<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=D、I或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=F、A或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=W、A或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=S、L或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=A、Y、G或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (8) ...(8)

<223>  Xaa=Y、Q或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  (9) ...(9)

<223>  Xaa=G、Y或L

<220>

<221>  变体

<222>  (10) ...(10)

<223>  Xaa=Y、D或V

<220>

<221>  变体

<222>  (11) ...(11)

<223>  Xaa=G、A或P

<220>

<221>  变体

<222>  (12) ...(12)
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<223>  Xaa=M或F

<220>

<221>  变体

<222>  (13) ...(13)

<223>  Xaa=D

<220>

<221>  变体

<222>  (14) ...(14)

<223>  Xaa=V或Y

<400>  410

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5                   10

<210>  411

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=Q、A、G或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=S、V、T或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=Y、N或W

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=S或D

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=S、Y或D

<220>

<221>  变体

<222>  6
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<223>  Xaa=S或T

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=L或S

<220>

<221>  变体

<222>  (8) ...(8)

<223>  Xaa=S、T或N

<220>

<221>  变体

<222>  (9) ...(9)

<223>  Xaa=G、S或A

<220>

<221>  变体

<222>  (10) ...(10)

<223>  Xaa=S、M、W或Y

<220>

<221>  变体

<222>  (11) ...(11)

<223>  Xaa=V

<400>  411

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5                   10

<210>  412

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=G、P或A

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=Y、W、F、T或S

<220>

<221>  变体

<222>  3

序　列　表 145/186 页

579

CN 112390889 A

579



<223>  Xaa=T、P、S、A、C、V、L或I

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=L、F、I、V、M、A或Y

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=T、P、S或A

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=S、T、A或C

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=Y、W、F、T或S

<220>

<221>  变体

<222>  (8) ...(8)

<223>  Xaa=G、P或A

<220>

<221>  变体

<222>  (9) ...(9)

<223>  Xaa=I、L、V、M、A或F

<220>

<221>  变体

<222>  (10) ...(10)

<223>  Xaa=S、T、A或C

<400>  412

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5                   10

<210>  413

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1
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<223>  Xaa=T或S

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=G、P或A

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=T或S

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=S、N、T、A、C或Q

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=S、T、A或C

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=D或E

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=V、I、M、L、F或A

<220>

<221>  变体

<222>  (8) ...(8)

<223>  Xaa=G、P或A

<220>

<221>  变体

<222>  (9) ...(9)

<223>  Xaa=G、A、R、P、V、L、I、K、Q或N

<220>

<221>  变体

<222>  (10) ...(10)

<223>  Xaa=Y、W、F、T或S

<220>

<221>  变体
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<222>  (11) ...(11)

<223>  Xaa=N或Q

<220>

<221>  变体

<222>  (12) ...(12)

<223>  Xaa=Y、S、W、F、T、S、T、A或C

<220>

<221>  变体

<222>  (13) ...(13)

<223>  Xaa=V、I、M、L、F、or  A

<220>

<221>  变体

<222>  (14) ...(14)

<223>  Xaa=S、T、A或C

<400>  413

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5                   10

<210>  414

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=W、Y或F

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=V、I、M、L、F或A

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=S、T、A或C

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=A、F、V、L、I、Y或M

<220>

<221>  变体

序　列　表 148/186 页

582

CN 112390889 A

582



<222>  5

<223>  Xaa=Y、W、F、T或S

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=N或Q

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=G、P或A

<220>

<221>  变体

<222>  (8) ...(8)

<223>  Xaa=N或Q

<220>

<221>  变体

<222>  (9) ...(9)

<223>  Xaa=T或S

<220>

<221>  变体

<222>  (10) ...(10)

<223>  Xaa=N或Q

<220>

<221>  变体

<222>  (11) ...(11)

<223>  Xaa=Y、W、F、T或S

<220>

<221>  变体

<222>  (12) ...(12)

<223>  Xaa=A、V、L或I

<220>

<221>  变体

<222>  (13) ...(13)

<223>  Xaa=Q、E、N或D

<220>

<221>  变体

<222>  (14) ...(14)

<223>  Xaa=K、R、Q或N

<220>
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<221>  变体

<222>  (15) ...(15)

<223>  Xaa=L、F、V、I、M、A或Y

<220>

<221>  变体

<222>  (16) ...(16)

<223>  Xaa=Q或N

<220>

<221>  变体

<222>  (17) ...(17)

<223>  Xaa=G、P或A

<400>  414

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5                   10                  15

Xaa

<210>  415

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=E或D

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=V、I、M、L、F或A

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=S、T、A或C

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=N或Q

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=R、K、Q或N
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<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=P或A

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=S、T、A或C

<400>  415

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5

<210>  416

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=G、P、A或没有氨基酸

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=Y、W、F、T或S

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=G、V、P、A、I、M、L或F

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=M、L、F或I

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=D或E

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=V、I、M、L、F或A
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<400>  416

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5

<210>  417

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人

<220>

<221>  变体

<222>  1

<223>  Xaa=S、N、T、A、C或Q

<220>

<221>  变体

<222>  2

<223>  Xaa=S、T、A或C

<220>

<221>  变体

<222>  3

<223>  Xaa=Y、W、F、T或S

<220>

<221>  变体

<222>  4

<223>  Xaa=T或S

<220>

<221>  变体

<222>  5

<223>  Xaa=S、T、A或C

<220>

<221>  变体

<222>  6

<223>  Xaa=S、T、A或C

<220>

<221>  变体

<222>  (7) ...(7)

<223>  Xaa=N、S、Q、T、A或C

<220>

<221>  变体

<222>  (8) ...(8)

<223>  Xaa=M、V、L、F、I或A
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<220>

<221>  变体

<222>  (9) ...(9)

<223>  Xaa=V、I、M、L、F或A

<400>  417

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa

1               5

<210>  418

<211>  363

<212>  DNA

<213> 人

<400>  418

caggtgcagg  tggtgcagtc  tggggctgag  gtgaagaagc  ctggggcctc  agtgaaggtc  60

tcctgcaagg  cttctggata  caccttcacc  ggctactata  tacactgggt  gcgacaggcc  120

cctggacaag  ggcttgagtg  gatgggatgg  atcaaccctc  acagtggtgg  cgcaaactat  180

gcacagaagt  ttcagggcag  ggtcaccatg  accagggaca  cgtccatcag  cacagcctac  240

atggagctga  gcaggctgag  atctgacgac  acggccgtgt  attactgtgc  gagaggcaac  300

tggaactacg  actactacgg  tatggacgtc  tggggccaag  ggaccacggt  caccgtctcc  360

tca  363

<210>  419

<211>  121

<212>  PRT

<213> 人

<400>  419

Gln  Val  Gln  Val  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Asn  Pro  His  Ser  Gly  Gly  Ala  Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Phe

    50                  55                  60

Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Arg  Asp  Thr  Ser  Ile  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Ser  Arg  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Asn  Trp  Asn  Tyr  Asp  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser
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        115                 120

<210>  420

<211>  321

<212>  DNA

<213> 人

<400>  420

gacatccaga  tgacccagtc  tccatcctcc  ctgtctgcat  ctgtaggaga  cagagtcacc  60

atcacttgcc  gggcgagtca  ggacattagc  aattatttag  cctggtatca  gcagaaacca  120

gggaaagttc  ctaagctcct  gatctatgct  gcatccactt  tgcaatcagg  ggtcccatct  180

cggttcagtg  gcagtggatc  tgggacagat  ttcactctca  ccatcagcag  cctacagcct  240

gaagatgttg  caacttattt  ctgtcaaagg  tatcagattg  ccccattcac  tttcggccct  300

gggaccaagg  tggatatcaa  a  321

<210>  421

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人

<400>  421

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Ser  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Val  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ala  Ala  Ser  Thr  Leu  Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Val  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Arg  Tyr  Gln  Ile  Ala  Pro  Phe

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Pro  Gly  Thr  Lys  Val  Asp  Ile  Lys

            100                 105

<210>  422

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  422

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagt  agctatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atctggtatg  atggaagtac  taaatactat  180
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gcagactccg  tgaagggccg  atccaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gaggtcagtg  300

gctggttacc  actactacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  423

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  423

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Thr  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Ser  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ser  Val  Ala  Gly  Tyr  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  424

<211>  324

<212>  DNA

<213> 人

<400>  424

tcttctgagc  tgactcagga  ccctgctgtg  tctgtggcct  tgggacagac  agtcaggatc  60

acatgccaag  gagacagcct  cagaggctat  tatgcaacct  ggtaccagca  gaagccaaga  120

caggcccctg  tacttgtcat  ctatggtaaa  aactaccggc  cctcagggat  cccagaccga  180

ttctctggct  ccacctcagg  aaacacagct  tccttgacca  tcactggggc  tcaggcggaa  240

gatgaggctg  actattactg  taactcccgg  gacagcattg  gtaaccatct  ggtgttcggc  300

ggagggacca  agctgaccgt  ccta  324

<210>  425

<211>  108

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  425

Ser  Ser  Glu  Leu  Thr  Gln  Asp  Pro  Ala  Val  Ser  Val  Ala  Leu  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Val  Arg  Ile  Thr  Cys  Gln  Gly  Asp  Ser  Leu  Arg  Gly  Tyr  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Thr  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Arg  Gln  Ala  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gly  Lys  Asn  Tyr  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Thr  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Thr  Gly  Ala  Gln  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Asn  Ser  Arg  Asp  Ser  Ile  Gly  Asn  His

                85                  90                  95

Leu  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  426

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  426

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagt  agctatggct  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atatggttag  atggaagtaa  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  atccaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gaggtcagtg  300

gctggttacc  actactacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  427

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  427

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Leu  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45
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Ala  Val  Ile  Trp  Leu  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Ser  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ser  Val  Ala  Gly  Tyr  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  428

<211>  324

<212>  DNA

<213> 人

<400>  428

tcttctgagc  tgactcagga  ccctgctgtg  tctgtggcct  tgggacagac  agtcaggatc  60

acatgccaag  gagacagcct  cagaagttat  tatggaagct  ggtaccagca  gaagccaaga  120

caggcccctg  tacttgtcat  ctttggtaaa  aacaaccggc  cctcagggat  cccagaccga  180

ttctctggct  ccacctcagg  aaacacagct  tccttgacca  tcactggggc  tcaggcggaa  240

gatgaggctg  actattactg  taactcacgg  gacatcattg  gtgaccatct  gctgttcggc  300

ggagggacca  agctgaccgt  ccta  324

<210>  429

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  429

Ser  Ser  Glu  Leu  Thr  Gln  Asp  Pro  Ala  Val  Ser  Val  Ala  Leu  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Val  Arg  Ile  Thr  Cys  Gln  Gly  Asp  Ser  Leu  Arg  Ser  Tyr  Tyr  Gly

            20                  25                  30

Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Arg  Gln  Ala  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Phe

        35                  40                  45

Gly  Lys  Asn  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Thr  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Thr  Gly  Ala  Gln  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Asn  Ser  Arg  Asp  Ile  Ile  Gly  Asp  His

                85                  90                  95

Leu  Leu  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu
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            100                 105

<210>  430

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  430

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagt  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagg  aactatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atatggtttg  atggaagtaa  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  atccaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgctaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gaggtcagtg  300

gctggttacc  actactacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  431

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  431

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Ser  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Arg  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Phe  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Ser  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Leu  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ser  Val  Ala  Gly  Tyr  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  432

<211>  324

<212>  DNA

<213> 人

<400>  432
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tcttctgagc  tgactcagga  ccctgctgtg  tctgtggcct  tgggacagac  agtcaggatc  60

acatgccagg  gagacagcct  cagaagctat  tatgcaagct  ggtaccagca  gaagccaaga  120

caggcccctg  tacttgtcat  ctatggtaaa  aacaaccggc  cctcagggat  cccagaccga  180

atctctggct  ccacctcagg  aaacacagct  tccttgacca  tcactggggc  tcaggcggaa  240

gatgaggctg  actattactg  taaatcccgg  gacatcattg  gtgaccatct  ggtgttcggc  300

ggagggacca  aactgaccgt  ccta  324

<210>  433

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  433

Ser  Ser  Glu  Leu  Thr  Gln  Asp  Pro  Ala  Val  Ser  Val  Ala  Leu  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Val  Arg  Ile  Thr  Cys  Gln  Gly  Asp  Ser  Leu  Arg  Ser  Tyr  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Arg  Gln  Ala  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gly  Lys  Asn  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Ile  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Thr  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Thr  Gly  Ala  Gln  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Lys  Ser  Arg  Asp  Ile  Ile  Gly  Asp  His

                85                  90                  95

Leu  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  434

<211>  342

<212>  DNA

<213> 人

<400>  434

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagt  agctatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atatggtatg  atggaagtaa  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgt  gagagatcgg  300

ggactggact  ggggccaggg  aaccctggtc  accgtctcct  ca  342

<210>  435

<211>  114

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  435

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Val  Arg  Asp  Arg  Gly  Leu  Asp  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

            100                 105                 110

Ser  Ser

<210>  436

<211>  324

<212>  DNA

<213> 人

<400>  436

tcttctgagc  tgactcagga  ccctgctgtg  tctgtggcct  tgggacagac  agtcaggatc  60

acatgccaag  gagacagcct  cagaggctat  tatgcaagct  ggtaccagca  gaagccaaga  120

caggcccctg  tacttgtcat  ctatggtaaa  aacaaccggc  cctcagggat  cccagaccga  180

ttctctggct  ccacctcagg  aaacacagct  tccttgacca  tcactggggc  tcaggcggaa  240

gatgaggctg  actattactg  taagtcccgg  gacagcagtg  gtgaccatct  ggtgttcggc  300

ggagggacca  agctgaccgt  ccta  324

<210>  437

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  437

Ser  Ser  Glu  Leu  Thr  Gln  Asp  Pro  Ala  Val  Ser  Val  Ala  Leu  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Val  Arg  Ile  Thr  Cys  Gln  Gly  Asp  Ser  Leu  Arg  Gly  Tyr  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Arg  Gln  Ala  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45
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Gly  Lys  Asn  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Thr  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Thr  Gly  Ala  Gln  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Lys  Ser  Arg  Asp  Ser  Ser  Gly  Asp  His

                85                  90                  95

Leu  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  438

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  438

caggtgcagg  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagt  aactatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atttggtatg  atggaagtag  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  atccaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacggtgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gaggtcagtg  300

gctggttacc  actactacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  439

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  439

Gln  Val  Gln  Val  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Ser  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Ser  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Val  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ser  Val  Ala  Gly  Tyr  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110
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Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  440

<211>  324

<212>  DNA

<213> 人

<400>  440

tcttctgagc  tgactcagga  ccctgctgtg  tctgtggcct  tgggacagac  agtcaggatc  60

acatgccaag  gagacagcct  cagaggctat  tatgcaagct  ggtaccagca  gaagccaaga  120

caggcccctg  tacttgtcat  ctatggtaaa  aacaaccggc  cctcagggat  cccagaccga  180

ttctctggct  ccacctcagg  aaacacagct  tccttgacca  tcactggggc  tcaggcggaa  240

gatgaggctg  actattactg  taagtcccgg  gacagcagtg  gtgaccatct  ggtgttcggc  300

ggagggacca  agctgaccgt  ccta  324

<210>  441

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  441

Ser  Ser  Glu  Leu  Thr  Gln  Asp  Pro  Ala  Val  Ser  Val  Ala  Leu  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Val  Arg  Ile  Thr  Cys  Gln  Gly  Asp  Ser  Leu  Arg  Gly  Tyr  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Arg  Gln  Ala  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gly  Lys  Asn  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Thr  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Thr  Gly  Ala  Gln  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Lys  Ser  Arg  Asp  Ser  Ser  Gly  Asp  His

                85                  90                  95

Leu  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  442

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  442

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagtctc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagt  agctatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120
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ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atatggtatg  atggaagtta  taaagactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  atccaccatc  tccagagaca  actccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attattgtgc  gaggtcagtg  300

gctggttacc  actactacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

tcctca  366

<210>  443

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  443

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Tyr  Lys  Asp  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Ser  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ser  Val  Ala  Gly  Tyr  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  444

<211>  324

<212>  DNA

<213> 人

<400>  444

tcttctgagc  tgactcagga  ccctgctgtg  tctgtggcct  tgggacagac  agtcaggatc  60

acatgccaag  gagacagcct  cagaacctat  tatgcaagct  ggtaccagca  gaagccaaga  120

caggccccta  ttcttgtcat  ctatggtaaa  aacaaccggc  cctcagggat  cccagaccga  180

ttctctggct  ccacctcagg  aatcacagct  tccttgacca  tcactggggc  tcaggcggaa  240

gatgaggctg  actattactg  taaatcccgg  gacatcattg  gtaaccatct  gctgttcggc  300

ggagggacta  agctgaccgt  ccta  324

<210>  445

<211>  108
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<212>  PRT

<213> 人

<400>  445

Ser  Ser  Glu  Leu  Thr  Gln  Asp  Pro  Ala  Val  Ser  Val  Ala  Leu  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Val  Arg  Ile  Thr  Cys  Gln  Gly  Asp  Ser  Leu  Arg  Thr  Tyr  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Arg  Gln  Ala  Pro  Ile  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gly  Lys  Asn  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Thr  Ser  Gly  Ile  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Thr  Gly  Ala  Gln  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Lys  Ser  Arg  Asp  Ile  Ile  Gly  Asn  His

                85                  90                  95

Leu  Leu  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  446

<211>  375

<212>  DNA

<213> 人

<400>  446

caggtgcagc  tggtggcgtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccctcagt  agctatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggccagg  ggctggagtg  ggtggcagtc  atatggtatg  atggaagtaa  caaatactat  180

gcagcctccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagtctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagggggt  300

ggttcgggga  gtcatcgcta  ctactactac  ggtatggacg  tctggggcca  agggaccacg  360

gtcaccgtct  cctca  375

<210>  447

<211>  125

<212>  PRT

<213> 人

<400>  447

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Ala  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Leu  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Val
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        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Ala  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Ser  His  Arg  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met

            100                 105                 110

Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120                 125

<210>  448

<211>  324

<212>  DNA

<213> 人

<400>  448

tcttctgagc  tgactcagga  ccctgctgtg  tctgtggcct  tgggacagac  agtcaggatc  60

acatgccaag  gagacagcct  cagaacctat  tatgcaagct  ggtaccagca  gaagccaaga  120

caggccccta  ttcttgtcat  ctatggtaaa  aacaaccggc  cctcagggat  cccagaccga  180

ttctctggct  ccacctcagg  aatcacagct  tccttgacca  tcactggggc  tcaggcggaa  240

gatgaggctg  actattactg  taaatcccgg  gacatcattg  gtaaccatct  gctgttcggc  300

ggagggacta  agctgaccgt  ccta  324

<210>  449

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  449

Ser  Ser  Glu  Leu  Thr  Gln  Asp  Pro  Ala  Val  Ser  Val  Ala  Leu  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Val  Arg  Ile  Thr  Cys  Gln  Gly  Asp  Ser  Leu  Arg  Thr  Tyr  Tyr  Ala

            20                  25                  30

Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Arg  Gln  Ala  Pro  Ile  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gly  Lys  Asn  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Thr  Ser  Gly  Ile  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Thr  Gly  Ala  Gln  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Lys  Ser  Arg  Asp  Ile  Ile  Gly  Asn  His

                85                  90                  95
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Leu  Leu  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  450

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  450

caggtgcaag  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagt  aactatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atatggtatg  atggaggtaa  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  atccatcatc  tccagagaca  attccaagag  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgttt  attattgtgc  gaggtcagtg  300

gctggttacc  attattacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

gcctca  366

<210>  451

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  451

Gln  Val  Gln  Val  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Gly  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Ser  Ile  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ser  Val  Ala  Gly  Tyr  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ala  Ser

        115                 120

<210>  452

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人
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<400>  452

cagtctgccc  tgactcagcc  tgcctccgtg  tctgggtctc  ctggacagtc  gatcaccatc  60

tcctgcactg  gaaccagcag  tgacgttggt  ggttataact  ctgtctcctg  gtaccaacag  120

cacccaggca  aaccccccaa  actcatgatt  tatgaggtca  gtaatcggcc  ctcagggatt  180

tctaatcgct  tctctggctc  caagtctggc  aacacggcct  ccctgaccat  ctctgggctc  240

caggctgagg  acgaggctga  ttatttctgc  agctcatata  caagcaccag  catggtcttc  300

ggcggaggga  ccaagctggc  cgtccta  327

<210>  453

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  453

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ser  Met  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Ala  Val  Leu

            100                 105

<210>  454

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  454

caggtgcaag  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggtccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagt  aactatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atatggtatg  atggaggtaa  taaatactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  atccatcatc  tccagagaca  attccaagag  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgttt  attattgtgc  gaggtcagtg  300

gctggttacc  attattacta  cggtatggac  gtctggggcc  aagggaccac  ggtcaccgtc  360

gcctca  366

<210>  455
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<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  455

Gln  Val  Gln  Val  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Gly  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Ser  Ile  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Ser  Val  Ala  Gly  Tyr  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Met  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ala  Ser

        115                 120

<210>  456

<211>  324

<212>  DNA

<213> 人

<400>  456

tcttctgagc  tgactcagga  ccctgctgtg  tctgtggcct  tgggacagac  agtcaggatc  60

acatgccaag  gagacagcct  cagaggctat  tatgcaagct  ggtaccagca  gaagccaaga  120

caggcccctg  tacttgtcat  ctatggtaaa  aacaaccggc  cctcagggat  cccagaccga  180

ttctctggct  ccacgtcagg  aaacacagct  tccttgacca  tcactggggc  tcaggcggaa  240

gatgaggctg  actattactg  taactcccgg  gacaacattg  gtgaccatct  ggtgttcggc  300

ggagggacca  agctgaccgt  ccta  324

<210>  457

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  457

Ser  Ser  Glu  Leu  Thr  Gln  Asp  Pro  Ala  Val  Ser  Val  Ala  Leu  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Val  Arg  Ile  Thr  Cys  Gln  Gly  Asp  Ser  Leu  Arg  Gly  Tyr  Tyr  Ala
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            20                  25                  30

Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Arg  Gln  Ala  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gly  Lys  Asn  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Thr  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Thr  Gly  Ala  Gln  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Asn  Ser  Arg  Asp  Asn  Ile  Gly  Asp  His

                85                  90                  95

Leu  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  458

<211>  381

<212>  DNA

<213> 人

<400>  458

gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  ttggtccagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctccggatt  cacctttagt  agctattgga  tgagctgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtggccagc  ataaaacaag  atggaagtga  gaaatactat  180

gtggactctg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  acgccaggaa  ctcactgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagatctt  300

gtattaatgg  tgtatgatat  agactactac  tactacggta  tggacgtctg  gggccaaggg  360

accacggtca  ccgtctcctc  a  381

<210>  459

<211>  127

<212>  PRT

<213> 人

<400>  459

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Ser  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Arg  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys
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                85                  90                  95

Ala  Arg  Asp  Leu  Val  Leu  Met  Val  Tyr  Asp  Ile  Asp  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr

            100                 105                 110

Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120                 125

<210>  460

<211>  336

<212>  DNA

<213> 人

<400>  460

gatattgtga  tgactcagtc  tccactctcc  ctgcccgtca  cccctggaga  gccggcctcc  60

atctcctgca  ggtctagtca  gagcctcctg  catagtaatg  gatacaacta  tttggattgg  120

tacctgcaga  agccagggca  gtctccacag  ctcctgatct  atttgggttc  taatcgggcc  180

tccggggtcc  ctgacaggtt  cagtggcagt  ggatcaggca  cagattttac  actgaaaatc  240

agcagagtgg  aggctgagga  tgttggggtt  tattactgca  tgcaagctct  acaaactccg  300

ctcactttcg  gcggagggac  caaggtagag  atcaaa  336

<210>  461

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人

<400>  461

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Thr  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Pro  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Leu  His  Ser

            20                  25                  30

Asn  Gly  Tyr  Asn  Tyr  Leu  Asp  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

        35                  40                  45

Pro  Gln  Leu  Leu  Ile  Tyr  Leu  Gly  Ser  Asn  Arg  Ala  Ser  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile

65                  70                  75                  80

Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Val  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Met  Gln  Ala

                85                  90                  95

Leu  Gln  Thr  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105                 110

<210>  462

<211>  381

<212>  DNA

<213> 人
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<400>  462

gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  ttggtccagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctccggatt  cacctttagt  aactattgga  tgagctgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtggccagc  ataaaacaag  atggaagtga  gaaatactat  180

gtggactctg  tgaagggccg  attcgccatc  tccagagaca  acgccaagaa  ctcactgttt  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagatctt  300

gtactaatgg  tgtatgatat  agactactac  tactacggta  tggacgtctg  gggccaaggg  360

accacggtca  ccgtctcctc  a  381

<210>  463

<211>  127

<212>  PRT

<213> 人

<400>  463

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Ser  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Ala  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Phe

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Asp  Leu  Val  Leu  Met  Val  Tyr  Asp  Ile  Asp  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr

            100                 105                 110

Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120                 125

<210>  464

<211>  336

<212>  DNA

<213> 人

<400>  464

gatattgtga  tgactcagtc  tccactctcc  ctgcctgtca  cccctggaga  gccggcctcc  60

atctcttgca  ggtctagtca  gagcctcctg  catagtaatg  ggtacaacta  tttggattgg  120

tacctgcaga  agccagggca  gtctccacag  ctcctgatct  atttgggttc  taatcgggcc  180

tccggggtcc  ctgacaggtt  cagtggcagt  ggatcaggca  cacatcttac  actgaaaatc  240

agcagagtgg  aggctgagga  tgttggagtt  tattactgca  tgcaaactct  acaaactccg  300
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ctcactttcg  gcggagggac  caaggtggag  atcaaa  336

<210>  465

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人

<400>  465

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Thr  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Pro  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Leu  His  Ser

            20                  25                  30

Asn  Gly  Tyr  Asn  Tyr  Leu  Asp  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

        35                  40                  45

Pro  Gln  Leu  Leu  Ile  Tyr  Leu  Gly  Ser  Asn  Arg  Ala  Ser  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  His  Leu  Thr  Leu  Lys  Ile

65                  70                  75                  80

Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Val  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Met  Gln  Thr

                85                  90                  95

Leu  Gln  Thr  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105                 110

<210>  466

<211>  342

<212>  DNA

<213> 人

<400>  466

caggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  gtggcccagc  ctgggaggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cgtctggatt  caccttcagt  agctatggca  tgcactgggt  ccgccaggct  120

ccaggcaagg  ggctggagtg  ggtggcagtt  atatactatg  atggaattaa  taaacactat  180

gcagactccg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagatcgg  300

ggactggact  ggggccaggg  aaccctggtc  accgtctcct  ca  342

<210>  467

<211>  114

<212>  PRT

<213> 人

<400>  467

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Ala  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr
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            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Tyr  Tyr  Asp  Gly  Ile  Asn  Lys  His  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Asp  Arg  Gly  Leu  Asp  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

            100                 105                 110

Ser  Ser

<210>  468

<211>  339

<212>  DNA

<213> 人

<400>  468

gacatcgtga  tgacccagtc  tccagactcc  ctggctgtgt  ctctgggcga  gagggccacc  60

atcaactgca  agtccagcca  gagtgtttta  tacagctcca  acagtaagaa  ctacttagtt  120

tggtaccagc  agaaaccagg  acagcctcct  aagctgctca  tttactgggc  ctctacccgg  180

gaatccgggg  tccctgaccg  attcagtggc  agcgggtctg  ggacagattt  cactctcacc  240

atcagcagcc  tgcaggctga  agatgtggca  gtttattact  gtcaacaata  ttatagtact  300

ccgtggacgt  tcggccaagg  gaccaaggtg  gaaatcaaa  339

<210>  469

<211>  113

<212>  PRT

<213> 人

<400>  469

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Asp  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Ala  Thr  Ile  Asn  Cys  Lys  Ser  Ser  Gln  Ser  Val  Leu  Tyr  Ser

            20                  25                  30

Ser  Asn  Ser  Lys  Asn  Tyr  Leu  Val  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln

        35                  40                  45

Pro  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Trp  Ala  Ser  Thr  Arg  Glu  Ser  Gly  Val

    50                  55                  60

Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

65                  70                  75                  80

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Val  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

序　列　表 173/186 页

607

CN 112390889 A

607



                85                  90                  95

Tyr  Tyr  Ser  Thr  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

            100                 105                 110

Lys

<210>  470

<211>  357

<212>  DNA

<213> 人

<400>  470

gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  ttggtccagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctctggact  cacctttagt  aacttttgga  tgagctgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtggccaac  ataaagcaag  atggaaatga  taaatactat  180

gtggactctg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  acgccaagaa  ttcactgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagagtca  300

aactggggat  ttgcttttga  tatctggggc  caagggacaa  tggtcaccgt  ctcttca  357

<210>  471

<211>  119

<212>  PRT

<213> 人

<400>  471

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Leu  Thr  Phe  Ser  Asn  Phe

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Asn  Asp  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Ile  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  472

<211>  327

<212>  DNA
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<213> 人

<400>  472

cagtctgtgc  tgactcagcc  accctcagcg  tctgggaccc  ccgggcagag  ggtcaccatc  60

tcttgttctg  gaagcagctc  caacatcgga  agtaaaactg  taaactggta  ccagcagttc  120

ccaggaacgg  cccccaaact  cctcatctat  agtaataatc  ggcggccctc  aggggtccct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacc  tcagcctccc  tggccatcag  tgggctccag  240

tctgaggatg  aggctgatta  ttactgtgca  gcatgggatg  acagcctgaa  ttgggtgttc  300

ggcgcaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  473

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  473

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Lys

            20                  25                  30

Thr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Phe  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Ser  Asn  Asn  Arg  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu

                85                  90                  95

Asn  Trp  Val  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  474

<211>  357

<212>  DNA

<213> 人

<400>  474

gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggt  ttggtccagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctctggact  cacctttagt  aacttttgga  tgagctgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtggccaac  ataaagcaag  atggaagtga  gaaatactat  180

gtggactctg  tgaagggccg  attcaccatc  tccagagaca  acgccaagaa  ttcactgtat  240

ctgcaaatga  acagcctgag  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagagagtca  300

aactggggat  ttgcttttga  tatctggggc  caagggacaa  tggtcaccgt  ctcttca  357

<210>  475
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<211>  119

<212>  PRT

<213> 人

<400>  475

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Leu  Thr  Phe  Ser  Asn  Phe

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Glu  Ser  Asn  Trp  Gly  Phe  Ala  Phe  Asp  Ile  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  476

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人

<400>  476

cagtctgtgc  tgactcagcc  accctcagcg  tctgggaccc  ccgggcagag  ggtcaccatc  60

tcttgttctg  gaagcagctc  caacatcgga  agtaaaactg  taaactggta  ccagcagttc  120

ccaggaacgg  cccccaaact  cctcatctat  agtaataatc  ggcggccctc  aggggtccct  180

gaccgattct  ctggctccaa  gtctggcacc  tcagcctccc  tggccatcag  tgggctccag  240

tctgaggatg  aggctgatta  ttactgtgca  acatgggatg  acagactgaa  ttgggtgttc  300

ggcgcaggga  ccaagctgac  cgtccta  327

<210>  477

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人

<400>  477

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Lys
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            20                  25                  30

Thr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Phe  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Ser  Asn  Asn  Arg  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Trp  Asp  Asp  Arg  Leu

                85                  90                  95

Asn  Trp  Val  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  478

<211>  366

<212>  DNA

<213> 人

<400>  478

caggtcacct  tgaaggagtc  tggtcctgtg  ctggtgaaac  ccacagagac  cctcacgctg  60

acctgcaccg  tctctgggtt  ctcactcagc  aatgttagaa  tgggtgtgag  ctggatccgt  120

cagcccccag  ggaaggccct  ggagtggctt  gcacacattt  tttcgaatga  cgaaaattcc  180

tacagaacat  ctctgaagag  caggctcacc  atctccaagg  acacctccaa  aagccaggtg  240

gtccttacca  tgaccaacat  ggaccctgtg  gacacagcca  catattactg  tgcacggata  300

gtgggagcta  caacggatga  tgcttttgat  atctggggcc  aagggacaat  ggtcaccgtc  360

tcttca  366

<210>  479

<211>  122

<212>  PRT

<213> 人

<400>  479

Gln  Val  Thr  Leu  Lys  Glu  Ser  Gly  Pro  Val  Leu  Val  Lys  Pro  Thr  Glu

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Thr  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Phe  Ser  Leu  Ser  Asn  Val

            20                  25                  30

Arg  Met  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Gly  Lys  Ala  Leu  Glu

        35                  40                  45

Trp  Leu  Ala  His  Ile  Phe  Ser  Asn  Asp  Glu  Asn  Ser  Tyr  Arg  Thr  Ser

    50                  55                  60

Leu  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ser  Lys  Asp  Thr  Ser  Lys  Ser  Gln  Val

65                  70                  75                  80

Val  Leu  Thr  Met  Thr  Asn  Met  Asp  Pro  Val  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr  Tyr
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                85                  90                  95

Cys  Ala  Arg  Ile  Val  Gly  Ala  Thr  Thr  Asp  Asp  Ala  Phe  Asp  Ile  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  480

<211>  324

<212>  DNA

<213> 人

<400>  480

tcctatgtgc  tgactcagcc  accctcggtg  tcagtggccc  caggacagac  ggccaggatt  60

acctgtgggg  gaaacaacat  tggaagtaaa  agtgtgcact  ggtaccagca  gaagccaggc  120

caggcccctg  tgctggtcgt  ctatgatgat  agcgaccggc  cctcagggat  ccctgagcga  180

ttctctggct  ccaactctgg  gaacacggcc  accctgacca  tcagcagggt  cgaagccggg  240

gatgaggccg  acttttactg  tcaggtgtgg  gatagtagta  gtgatcctgt  ggtattcggc  300

ggagggacca  agctgaccgt  ccta  324

<210>  481

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人

<400>  481

Ser  Tyr  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Val  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Ala  Arg  Ile  Thr  Cys  Gly  Gly  Asn  Asn  Ile  Gly  Ser  Lys  Ser  Val

            20                  25                  30

His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Val  Leu  Val  Val  Tyr

        35                  40                  45

Asp  Asp  Ser  Asp  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Glu  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Asn  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Gly

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Phe  Tyr  Cys  Gln  Val  Trp  Asp  Ser  Ser  Ser  Asp  Pro

                85                  90                  95

Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  482

<211>  381

<212>  DNA

<213> 人
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<400>  482

gaggtgcagc  tggtggagtc  tgggggaggc  ttggtccagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctctggatt  cacctttagt  aactattgga  tgacctgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtggccagc  ataaagcaag  atggaagtga  gagatactat  180

gtggactctg  tgaagggccg  attcaccatc  tcccgagaca  ccgccaagaa  ctctctgtat  240

ctccaaatga  acagcctgcg  agccgaggac  acggctgtgt  attactgtgc  gagacctctt  300

gtactaatgg  tgtatgctct  acactactac  tactacggta  tggacgtctg  gggccacggg  360

accacggtca  ccgtctcctc  a  381

<210>  483

<211>  127

<212>  PRT

<213> 人

<400>  483

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Thr  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Ser  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Arg  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Thr  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Pro  Leu  Val  Leu  Met  Val  Tyr  Ala  Leu  His  Tyr  Tyr  Tyr  Tyr

            100                 105                 110

Gly  Met  Asp  Val  Trp  Gly  His  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120                 125

<210>  484

<211>  336

<212>  DNA

<213> 人

<400>  484

gatattgtga  tgactcagtc  tccactctcc  ctgcccgtca  cccctggaga  gccggcctcc  60

atctcctgca  ggtctagtca  gagcctcctg  catagtaatg  gatacaacta  tttggattgg  120

tacctgcaga  agccagggca  gtctccacag  ctcctgatct  atttgggttc  taatcgggcc  180

tccggggtcc  ctgacaggtt  cagtggcagt  ggatcaggca  cagattttac  actgaaaatc  240

agcagagtgg  aggctgagga  tgttggggtt  tattactgca  tgcaagctct  acaaactccg  300

序　列　表 179/186 页

613

CN 112390889 A

613



ctcactttcg  gcggagggac  caaggtggag  atcaaa  336

<210>  485

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人

<400>  485

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Thr  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Pro  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Leu  His  Ser

            20                  25                  30

Asn  Gly  Tyr  Asn  Tyr  Leu  Asp  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

        35                  40                  45

Pro  Gln  Leu  Leu  Ile  Tyr  Leu  Gly  Ser  Asn  Arg  Ala  Ser  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile

65                  70                  75                  80

Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Val  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Met  Gln  Ala

                85                  90                  95

Leu  Gln  Thr  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105                 110

<210>  486

<211>  100

<212>  PRT

<213> 人

<400>  486

Gln  Val  Thr  Leu  Lys  Glu  Ser  Gly  Pro  Val  Leu  Val  Lys  Pro  Thr  Glu

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Thr  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Phe  Ser  Leu  Ser  Asn  Ala

            20                  25                  30

Arg  Met  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Gly  Lys  Ala  Leu  Glu

        35                  40                  45

Trp  Leu  Ala  His  Ile  Phe  Ser  Asn  Asp  Glu  Lys  Ser  Tyr  Ser  Thr  Ser

    50                  55                  60

Leu  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ser  Lys  Asp  Thr  Ser  Lys  Ser  Gln  Val

65                  70                  75                  80

Val  Leu  Thr  Met  Thr  Asn  Met  Asp  Pro  Val  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr  Tyr

                85                  90                  95

Cys  Ala  Arg  Ile

            100
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<210>  487

<211>  98

<212>  PRT

<213> 人

<400>  487

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Asn  Ile  Lys  Gln  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  Tyr  Val  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Ser  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg

<210>  488

<211>  98

<212>  PRT

<213> 人

<400>  488

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg

<210>  489

<211>  93

<212>  PRT
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<213> 人

<400>  489

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Thr  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Pro  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Leu  His  Ser

            20                  25                  30

Asn  Gly  Tyr  Asn  Tyr  Leu  Asp  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

        35                  40                  45

Pro  Gln  Leu  Leu  Ile  Tyr  Leu  Gly  Ser  Asn  Arg  Ala  Ser  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile

65                  70                  75                  80

Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Val  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90

<210>  490

<211>  94

<212>  PRT

<213> 人

<400>  490

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Asp  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Ala  Thr  Ile  Asn  Cys  Lys  Ser  Ser  Gln  Ser  Val  Leu  Tyr  Ser

            20                  25                  30

Ser  Asn  Asn  Lys  Asn  Tyr  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln

        35                  40                  45

Pro  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Trp  Ala  Ser  Thr  Arg  Glu  Ser  Gly  Val

    50                  55                  60

Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

65                  70                  75                  80

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Val  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90

<210>  491

<211>  89

<212>  PRT

<213> 人

<400>  491

Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Asn
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            20                  25                  30

Thr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Ser  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln

65                  70                  75                  80

Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys

                85

<210>  492

<211>  87

<212>  PRT

<213> 人

<400>  492

Ser  Tyr  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Val  Ala  Pro  Gly  Lys

1               5                   10                  15

Thr  Ala  Arg  Ile  Thr  Cys  Gly  Gly  Asn  Asn  Ile  Gly  Ser  Lys  Ser  Val

            20                  25                  30

His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Tyr  Asp  Ser  Asp  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Glu  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Asn  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Gly

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys

                85

<210>  493

<211>  49

<212>  PRT

<213> 人

<400>  493

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Tyr  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly

<210>  494
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<211>  98

<212>  PRT

<213> 人

<400>  494

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg

<210>  495

<211>  98

<212>  PRT

<213> 人

<400>  495

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Val  Ile  Trp  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg

<210>  496

<211>  88

<212>  PRT

<213> 人
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<400>  496

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Gly  Ile  Ser  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Val  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ala  Ala  Ser  Thr  Leu  Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Val  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys

                85

<210>  497

<211>  90

<212>  PRT

<213> 人

<400>  497

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

            20                  25                  30

Asn  Tyr  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45

Met  Ile  Tyr  Glu  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90

<210>  498

<211>  87

<212>  PRT

<213> 人

<400>  498

Ser  Ser  Glu  Leu  Thr  Gln  Asp  Pro  Ala  Val  Ser  Val  Ala  Leu  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Val  Arg  Ile  Thr  Cys  Gln  Gly  Asp  Ser  Leu  Arg  Ser  Tyr  Tyr  Ala

            20                  25                  30
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Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Val  Leu  Val  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Gly  Lys  Asn  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Ser  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Thr  Gly  Ala  Gln  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys

                85

<210>  499

<211>  13

<212>  PRT

<213> 人

<400>  499

Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Lys  Thr  Val  Asn

1               5                   10
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