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요약

단백질이 세포질 도메인, 멤브레인-스패닝 도메인 및 세포외 도메인으로 구성되며, 여기서 세포외 도메인이 비오틴-
결합 활성으로 구성되는 비오틴화 분자에 결합할 수 있는 신규의 막투과 단백질.

명세서

    기술분야

본 발명은 비오틴-결합 활성을 갖는 멤브레인-스패닝 단백질(membrane-spanning proteins)에 관한 것이다.

    배경기술

비오틴(비타민 H)은 혈액 및 조직 중에서 저농도로 발견되는 쉽게 물에 용해되는 물질이다. 비오틴의 생리학적 역할은 
활성화된 CO2의 담체로서, 부가적 자유 에너지 없이도 수용체에 CO2의 전달을 허용한다. 활성화된 카르복시비오틴은 
보통 카르복시비오틴의 형성에 필요한 효소에 부착된다. 예를 들면, 비오틴은, 아세틸 CoA의 존재 하에, 카르복시비오
틴의 형성 및 피루베이트에 활성화된 카르복실기의 계속적인 전이를 촉매하여 옥살로아세테이트를 형성하는 피루베이
트 카르복실라제에 부착될 수 있다.

비오틴은 또한, 아비딘(달걀 흰자위로 부터의 63 kDa 당단백질) 및 스트렙타비딘(스트렙토미세스 아비디니(Strepto
myces avidinii) 세균속으로 부터의 비당화된 단백질)에 자연적으로 가장 유사한 것들 중 하나와 결합한다. 결합은 특
성(Ka 1015 mol-1 )에 있어서 거의 비가역적이다. 아비딘과 비오틴 사이의 친화력은 광위의 생물분석 응용에 매우 유
용한 것으로 증명되어 왔다. 예를 들면, 아비딘-비오틴 복합체는, 광위의 검출계에 성공적으로 사용되어 왔으며, 여기
서 목표 분자는 그의 카르복시 말단을 통해서 비오틴과 결합하여 비오틴화 분자를 형성하며, 이 비오틴화 분자는 용액
에서 쉽게 검출 또는 분리될 수 있다. 비오틴화는 각종 분자들의 생리학적 및 이화학적 특성들을 변화시키지 않고, 아비
딘에 비오틴 보결분자족의 결합능에 영향을 주지 않으면서 일어날 수 있다.

    발명의 상세한 설명
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본 발명들은 이제 아비딘 및 스트렙타비딘의 비오틴-결합 활성이 비오틴화된 분자들과 결합할 수 있는 막투과 단백질
(transmembrane proteins)의 생산에 이용할 수 있다는 것을 실현하게 되었다. 본 발명의 단백질은 세포질 도메인, 멤
브레인-스패닝 도메인 및 세포외 도메인으로 구성될 수 있으며, 여기서 세포외 도메인은 비오틴 결합 활성으로 구성될 
수 있다. 세포외 도메인은 아비딘 또는 스트렙타비딘의 기능 활성으로 구성될 수 있다.

본 발명의 단백질 또는 핵산 분자를 사용해서, 조직 중의 특정 부위에 비오틴화된 분자를 목표로 하는 것이 가능하다. 
이 방법 중의 목표화된 분자들은, 분자들이 세포내 또는 세포 표면에서 그들의 효과를 발휘하도록 허락하는, 엔도사이
토시스(endocytosis)에 의해 조직 또는 세포에 흡수될 수 있다.

    도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 융합 단백질의 도해도이고, 여기서 A는 아비딘을 나타내며, B는 엔도사이토시스 수용체의 멤브레인
-스패닝 도메인을 나타내고(및 C는 비오틴을 나타냄);

도 2는 셔틀 벡타를 사용한 클로닝 단계의 도해도이고,

도 3은 레트로바이러스 벡타를 사용한 클로닝 단계의 도해도이다.

    실시예

본 발명의 단백질은 종래의 재조합 DNA 기술을 사용하여 생산할 수 있다. 전형적으로, 아비딘, 스트렙타비딘 또는 관
련 단백질 등의 기능 도메인을 위한 DNA 서열 코딩(coding)은 멤브레인-스패닝 특성을 갖는 단백질의 DNA 서열 코
딩을 구성하는 유전적 구조물로 처리된다. 아비딘 및 스트렙타비딘-관련 단백질의 예로 AVR-1-AVR-5, AVR-X-
AVR-V, Stv1 및 Stv2가 포함된다.

융합 단백질의 개별 도메인은 폴리머라제 연쇄 반응에 의해 증폭되거나, 제한 효소 소화, 단리 및 정제(예를 들면, 전기
영동)시키고, 이어서 결찰(예를 들면, DNA 리가제(ligase)를 사용함)을 사용해서 모cDNA로 부터 단리시킬 수 있다. 
이어서, 융합 단백질 구조물은 적당한 숙주 세포로 형질감염시키고, 배양시키고, 표준 단백질 정제 기술을 사용하여 단
리시킬 수 있다.

상기 구조물은 또한 네이키드(naked) DNA 또는 플라스미드/리포솜, 플라스미드/폴리에틸렌이민, 플라스미드/덴드리
머 또는 플라스미드/펩티드 복합체로서 사용될 수 있다.

    
다른 방법으로, 구조물은 체내의 특정 위치에 구조물을 목표화하기 위해 사용될 수 있는 복제-결핍 바이러스에 도입될 
수 있다. 예를 들면, 구조물은 융합 단백질의 적당한 cDNA로 구성되는 레트로바이러스성 벡타일 수 있다. 이어서, 예
를 들면, 몰로니(Moloney) 쥐 레트로바이로스인 복제-결핍 레트로바이러스를 목표 세포 및 조직의 안정한 형질감염
을 위해 사용할 수 있다. 사용할 수 있는 기타의 바이러스는 복제-결핍 아데노바이러스, 아데노-관련 바이러스, 포진 
바이러스, 유두종 바이러스 및 시니비스(sinibis) 바이러스가 포함된다. 그외의 바이러스들은 당업자들에게 명확하게 
될 것이다.
    

    
아비딘, 스트렙타비딘 또는 관련 단백질의 기능 도메인 이외에, 융합 단백질은 전형적으로 엔도사이도시스 수용체의 멤
브레인-스패닝 도메인으로 구성된다. 이러한 수용체들의 사용은 목표 세포내로 비오틴화 분자를 섭취할 수 있게 한다. 
본 발명에 사용할 수 있는 적합한 수용체는 스캐벤저(scavenger) 수용체 클라스 A, 저밀도의 지단백질 수용체, 매우 
낮은 밀도의 지단백질 수용체, 트랜스페린 수용체 및 LOX-1 수용체를 포함한다. 융합 단백질은 또한 수용체 단백질과 
아비딘 펩티드 서열 사이의 링커(linker)로 구성될 수 있다. 링커는 길이를 가질 수 있으며, 단 융합 단백질의 다른 성
분들의 기능 활성은 보유된다.
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일반적으로, 아비딘 또는 스트렙타비딘 펩티드 서열 및 수용체 펩티드 서열 사이의 융합은 수용체 단백질의 세포외 도
메인과 아비딘 또는 스트렙타비딘의 비오틴-결합 부위의 특정 부위 바깥쪽 사이에 있다.

다음의 실시예로 본 발명을 설명한다.

실시예

DNA 구조물을 소 스캐벤저 수용체 클라스 A(ScR) (코다마(Kodama) 등. (1990) Nature343: 531~535)와 아비딘
(그린(Green). (1975) Adv. Prot. Chem.29: 85~133) 사이에서 생성했고, 이것은 ScR 세포질 도메인, 멤브레인-
스패닝 도메인 및 α-나선으로 감겨진 도메인을 가지며, 비오틴 결합 도메인에 결찰된 단백질을 코드한다. 융합 단백질
의 완전한 아미노산 서열은 서열번호 2에 나타냈으며, 여기서 아미노산 1~53은 세포질 도메인을 나타내고, 아미노산 
55~79는 막투과 도메인을 나타내고, 아미노산 81~111은 스페이서 도메인(spacer domian)을 나타내고, 아미노산 1
13~272은 α-나선형으로 감겨진 도메인을 나타낸다. 아미노산 273~400은 분비 신호가 결여된 아비딘 cDNA(고프
(Gope) 등. (1987) Nucleic Acid Res.15: 3595~3606)로 부터 유도된 성숙 아비딘 펩티드 서열을 나타낸다.

간략하면, ScR의 cDNA는 내부 라우스 육종 바이러스 프로모터(internal Rous Sarcoma Virus Promoter) 및HindI
II 제한 위치를 갖는 ScR cDNA를 함유하는 플라스미드(PLScRNL)로 미리 형질감염시킨 배양 세포로 부터 얻었다. 그 
다음, 단리된 cDNA를 레트로바이러스 벡타 pLS1ARNL의HindIII 위치에 삽입했다. 아비딘 cDNA를 폴리머라제 연쇄
반응에 의해 생산하고, 이어서 ScR cDNA 상의 Sty 1 제한 위치에서 레트로바이러스 벡타에 삽입했다. 본 발명을 구체
화하는 cDNA는 서열번호 1에 나타냈고, 여기서 뉴클레오티드 1~989는 Mo-MuSV로 부터의 긴 말단 반복을 나타내
고, 뉴클레오티드 1071~2270은 융합 단백질의 코딩 영역을 나타내고, 뉴클레오티드 2376~3101은 소 스캐벤저 수용
체 I cDNA로 부터의 비전사 영역을 나타내고, 뉴클레오티드 3107~3376은 RSV 프로모터 영역을 나타내고, 뉴클레오
티드 3727~4522는 신생 R 유전자를 나타내고, 뉴클레오티드 4540~5177은 Mo-MuLV로 부터의 긴 말단 반복을 나
타낸다.

도 2 및 3은 이 실시예에서 사용한 방법을 언급한다. 더욱 구체적으로, 도 2는 내부 RSV 프로모터를 갖는 ScR cDNA
를HindIII에 의해 플라스미드 pLScRNL로 부터 절단해서, 셔틀 벡타의HindIII 위치로 클로닝하는 방법을 나타낸 것이
다. 도 3은 ScR-아비딘-RSV cDNA를 레트로바이러스 벡타 pLRNLHindIII 위치로 클로닝하는 방법을 나타낸 것이
다.

벡타로 형질감염된 세포 중의 융합 단백질의 발현은 노던 블로팅 및 아비딘에 대해 증가된 항체를 사용한 면역세포화학
적 염색에 의해 확인할 수 있다.

    
실험한 결과, 완전한 mRNA 전사물은 55 kDa 단량체로 번역되는 것으로 나타났으며, 상기 단량체는 비환원 조건 하에
서 S-S 결합에 의해 부착된 110 kDa 이량체의 이차 구조를 형성할 수 있었다. 변성 조건을 사용해서, 대략 110 kDa 
이량체 및 55 kDa 단량체 펩티드를 검출했다. 이 결과는 단량체 융합 단백질, 45 kDa의 컴퓨터 계산치와 유사하다. 비
변성 조건(즉, 웨스턴 블로팅에 앞서 아세틸화를 사용함)에서, 가장 강한 신호는 대략 220 kDa이었으며, 이것은 사량
체 형성을 암시하는 대략 110 kDa 이량체 및 55 kDa 단량체로 변성되었다. 또한, 220 kDa 단백질의 존재는, 화학적 
가교제, 예를 들면, NHS-에스테르를 사용해 증명했다. 결과들은 아비딘이 용해된 채로 남고, 엔도사이토시스 수용체
의 멤브레인-스패닝 도메인에 부착되었을 때조차 사량체를 형성할 수 있는 것을 나타냈다.
    

융합 단백질은 동초점 현미경 및 원자력(atomic force) 현미경에 의한 분석시, FITC-비오틴과 결합할 수 있는 기능 
단백질로 나타났다. 형질도입되지 않은 세포 및LacZ유전자를 함유하는 레트로바이러스 벡타로 형질감염된 세포를 대조
군으로서 사용했다.LacZ-형질도입된 대조군 세포에 프로브(probe)한 비오틴의 비특정적 결합은 원자력 현미경에 의
해 검출되지 않았다. 예상한 바와 같이, 형질감염된 세포들은 비고정된 샘플 중에서 반복적으로 측정될 수 있는 특정적 
결합을 나타냈다. 측정된 결합력은 평균 149±19 pN (평균치±평균편차)의 배수이었고, 이것은 또한 예상했던대로, 
이전에 보고된 비오틴-스트렙다비딘 결합력, 160 pN의 범위내에 있다(플로린(Florin) 등. (1994), Science 264 : 
415~417).
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구조물의 기능성은 FACS 분석을 사용하여, 융합 단백질 구조물을 갖는 세포에 형광-표지된 비오틴 분자들의 결합을 
표시하여 또한 체내에서 확인될 수 있다.

체내에서의 융합 단백질의 기능 활성은 래트 악성 신경교종 모델 중에서 분석되었다. BT4C 야생-유형 신경교종 세포
들을 동계교배한 BDIX 암컷 래트 뇌 중의 2.5 mm의 깊이에서 우측 뇌량 중의 두개골내로 이식했다. 종양의 성장을 고
분해(high resolution) MRI(자기공명영상)로 빈번하게 모니터했다. 종양 세포 접종 3주 후, 각각 2 x 10 6 cfu/ml 및 
1.3 x 10 6 cofu/ml의 적정량 중의 융합 단백질 또는LacZ유전자의 cDNA를 운반하는 슈도타입(pseudotype) 레트로바
이러스는 처음에는 2.5 mm의 깊이에서, 이어서 1.5 mm의 깊이에서 10분의 간격으로 종양으로 이동되었다. 유전자 이
동은 성장 2일 후에 반복되었다. 동물들을 희생시키고, 최종 주사후 3일째, 4% PFA로 관류-고정시켰다. 뇌를 제거하
고, 주사 부위에서 2개의 관상 조각으로 나누고, 얼음 위에서 절편화하고, 항아비딘 항체에 대한 면역반응성을 사용해 
분석했다. 결과들은 융합 단백질이 체내의 래트 악성 신경교종 중에서 발현되는 것을 나타냈다. 단백질은 신경교종 및 
종양 혈관 중의 혈관 내피 세포를 닮은 고리와 같은 구조 중에서 검출되었다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

멤브레인-스패닝 도메인 및 세포외 도메인으로 구성되고, 세포외 도메인이 비오틴 결합 활성으로 구성되는 단백질.

청구항 2.

제 1항에 있어서, 추가로 세포질 도메인으로 구성되는 단백질.

청구항 3.

제 1항 또는 2항에 있어서, 세포외 도메인이 아비딘 또는 스트렙타비딘 기능 활성으로 구성되는 단백질.

청구항 4.

상기 항 중의 어느 하나의 항에 있어서, 스캐벤저 수용체 클라스 A로 부터의 아미노산 서열로 구성되는 단백질.

청구항 5.

제 1항 내지 3항 중의 어느 하나의 항에 있어서, 단백질이 서열번호 2로 정의된 아미노산 서열로 구성되는 단백질.

청구항 6.

상기 항 중의 어느 하나의 항에 따른 단백질을 암호화하는 핵산 분자.

청구항 7.

제 6항에 따른 핵산 분자로 구성되는 재조합 발현 벡타.

청구항 8.

세포주를 제 7항에 따른 재조합 발현 벡타로 형질감염 시키고, 형질감염된 세포 중에서 단백질을 발현하는 것으로 구성
되는, 제 1항 내지 5항 중 어느 하나의 항에 따른 단백질의 제조 방법.

청구항 9.
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분자를 목표물을 함유하는 용액에 첨가하는 단계로 이루어지고, 상기 분자가 비오틴화 되었고, 상기 목표물이 제 1항 
내지 5항 중 어느 하나의 항에 따른 단백질로 구성되며, 상기 분자를 시험관에서 목표물 부위에 전달하는 방법.

청구항 10.

핵산 분자에 의해 암호화된 단백질이 목표 부위에서 발현되는, 제 6항에 따른 핵산 분자를 사용하는, 목표 부위에 투여
되는 의약.

청구항 11.

목표 부위가 제 1항 내지 5항 중 어느 하나의 항에 따른 단백질로 구성되는, 비오틴화 분자를 사용하는, 목표 부위에 투
여되는 의약.

도면
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도면 1
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도면 2
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도면 3
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<110>    EUROGENE LIMITED

<120>    BIOTIN-BINDING RECEPTOR MOLECULES

<130>    20000822

<150>    GB9803757.5

<151>    1998-02-23

<150>    GB9813653.4

<151>    1998-06-24

<160>    2

<170>    KopatentIn 1.55

<210>    1

<211>    5177

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    A DNA  construct was created between the bovine scavenger recepto

         r class A (ScR) and avidin, which codes for a protein having a Sc

         R cytoplasmic domain, membrane-spanning domain and alpha-helical 

         coiled domain, ligated to a biotin-binding domain.

<220>

<221>    CDS

<222>    (1071)..(2270)

<400>    1

tttgaaagac cccacccgta ggtggcaagc tagcttaagt aacgccactt tgcaaggcat         60

ggaaaaatac ataactgaga atagaaaagt tcagatcaag gtcaggaaca aagaaacagc        120

tgaataccaa acaggatatc tgtggtaagc ggttcctgcc ccggctcagg gccaagaaca        180

gatgagacag ctgagtgatg ggccaaacag gatatctgtg gtaagcagtt cctgccccgg        240

ctcggggcca agaacagatg gtccccagat gcggtccagc cctcagcagt ttctagtgaa        300

tcatcagatg tttccagggt gccccaagga cctgaaaatg accctgtacc ttatttgaac        360

taaccaatca gttcgcttct cgcttctgtt cgcgcgcttc cgctctccga gctcaataaa        420

agagcccaca acccctcact cggcgcgcca gtcttccgat agactgcgtc gcccgggtac        480

ccgtattccc aataaagcct cttgctgttt gcatccgaat cgtggtctcg ctgttccttg        540

ggagggtctc ctctgagtga ttgactaccc acgacggggg tctttcattt gggggctcgt        600

ccgggatttg gagacccctg cccagggacc accgacccac caccgggagg taagctggcc        660

agcaacttat ctgtgtctgt ccgattgtct agtgtctatg tttgatgtta tgcgcctgcg        720

tctgtactag ttagctaact agctctgtat ctggcggacc cgtggtggaa ctgacgagtt        780

ctgaacaccc ggccgcaacc ctgggagacg tcccagggac tttgggggcc gtttttgtgg        840

cccgacctga ggaagggagt cgatgtggaa tccgaccccg tcaggatatg tggttctggt        900

aggagacgag aacctaaaac agttcccgcc tccgtctgaa tttttgcttt cggtttggaa        960

ccgaagccgc gcgtcttgtc tgctgcagcc aagcttgggc tgcaggtcga ctctagagga       1020

tcaattcggc acgagtaaat cggtgctgcc gtctttacca catatgaagt atg gca cag      1079

                                                       Met Ala Gln

                                                         1        

tgg gat gac ttt cct gat cag caa gag gac act gac agc tgt aca gag         1127

Trp Asp Asp Phe Pro Asp Gln Gln Glu Asp Thr Asp Ser Cys Thr Glu   

      5                  10                  15                   

tct gtg aag ttc gat gct cgc tca gtg aca gct ttg ctt cct ccc cat         1175

Ser Val Lys Phe Asp Ala Arg Ser Val Thr Ala Leu Leu Pro Pro His   

 20                  25                  30                  35   

cct aaa aat ggc cca act ctt caa gag agg atg aag tct tat aaa act         1223

Pro Lys Asn Gly Pro Thr Leu Gln Glu Arg Met Lys Ser Tyr Lys Thr   
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                 40                  45                  50       

gca ctg atc acc ctt tat ctc att gtg ttt gta gtt ctc gtg ccc atc         1271

Ala Leu Ile Thr Leu Tyr Leu Ile Val Phe Val Val Leu Val Pro Ile   

             55                  60                  65           

att ggc ata gtg gca gct cag ctc ctg aaa tgg gaa acg aag aat tgc         1319

Ile Gly Ile Val Ala Ala Gln Leu Leu Lys Trp Glu Thr Lys Asn Cys   

         70                  75                  80               

acg gtt ggc tca gtt aat gca gat ata tct cca agt ccg gaa ggc aaa         1367

Thr Val Gly Ser Val Asn Ala Asp Ile Ser Pro Ser Pro Glu Gly Lys   

     85                  90                  95                   

gga aat ggc agt gaa gat gaa atg aga ttt cga gaa gct gtg atg gaa         1415

Gly Asn Gly Ser Glu Asp Glu Met Arg Phe Arg Glu Ala Val Met Glu   

100                 105                 110                 115   

cgc atg agc aac atg gaa agc aga atc cag tat ctt tca gat aat gaa         1463

Arg Met Ser Asn Met Glu Ser Arg Ile Gln Tyr Leu Ser Asp Asn Glu   

                120                 125                 130       

gcc aat ctc cta gat gct aag aat ttc caa aat ttc agc ata aca act         1511

Ala Asn Leu Leu Asp Ala Lys Asn Phe Gln Asn Phe Ser Ile Thr Thr   

            135                 140                 145           

gat caa aga ttt aat gat gtt ctt ttc cag cta aat tcc tta ctt tcc         1559

Asp Gln Arg Phe Asn Asp Val Leu Phe Gln Leu Asn Ser Leu Leu Ser   

        150                 155                 160               

tcc atc cag gaa cat gag aat atc ata ggg gat atc tcc aag tca tta         1607

Ser Ile Gln Glu His Glu Asn Ile Ile Gly Asp Ile Ser Lys Ser Leu   

    165                 170                 175                   

gta ggt ctg aac acc aca gta ctt gat ttg cag ttc agt att gaa aca         1655

Val Gly Leu Asn Thr Thr Val Leu Asp Leu Gln Phe Ser Ile Glu Thr   

180                 185                 190                 195   

ctg aat ggc aga gtc caa gag aat gca ttt aaa caa caa gag gag atg         1703

Leu Asn Gly Arg Val Gln Glu Asn Ala Phe Lys Gln Gln Glu Glu Met   

                200                 205                 210       

cgt aaa tta gag gag cgt ata tac aat gca tca gca gaa att aag tct         1751

Arg Lys Leu Glu Glu Arg Ile Tyr Asn Ala Ser Ala Glu Ile Lys Ser   

            215                 220                 225           

cta gat gaa aaa caa gta tat ttg gaa cag gaa ata aaa ggg gaa atg         1799

Leu Asp Glu Lys Gln Val Tyr Leu Glu Gln Glu Ile Lys Gly Glu Met   

        230                 235                 240               

aaa ctg ttg aat aat atc act aat gat ctg agg ctg aag gat tgg gaa         1847

Lys Leu Leu Asn Asn Ile Thr Asn Asp Leu Arg Leu Lys Asp Trp Glu   

    245                 250                 255                   

cat tct cag aca ttg aaa aat atc act tta ctc caa ggt gcc aga aag         1895

His Ser Gln Thr Leu Lys Asn Ile Thr Leu Leu Gln Gly Ala Arg Lys   

260                 265                 270                 275   

tgc tcg ctg act ggg aaa tgg acc aac gat ctg ggc tcc aac atg acc         1943

Cys Ser Leu Thr Gly Lys Trp Thr Asn Asp Leu Gly Ser Asn Met Thr   

                280                 285                 290       

atc ggg gct gtg aac agc aga ggt gaa ttc aca ggc acc tac atc aca         1991

Ile Gly Ala Val Asn Ser Arg Gly Glu Phe Thr Gly Thr Tyr Ile Thr   

            295                 300                 305           

gcc gta aca gcc aca tca aat gag atc aaa gag tca cca ctg cat ggg         2039
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Ala Val Thr Ala Thr Ser Asn Glu Ile Lys Glu Ser Pro Leu His Gly   

        310                 315                 320               

aca caa aac acc atc aac aag agg acc cag ccc acc ttt ggc ttc acc         2087

Thr Gln Asn Thr Ile Asn Lys Arg Thr Gln Pro Thr Phe Gly Phe Thr   

    325                 330                 335                   

gtc aat tgg aag ttt tca gag tcc acc act gtg ttc acg ggc cag tgc         2135

Val Asn Trp Lys Phe Ser Glu Ser Thr Thr Val Phe Thr Gly Gln Cys   

340                 345                 350                 355   

ttc ata gac agg aat ggg aag gag gtc ctg aag acc atg tgg ctg ctg         2183

Phe Ile Asp Arg Asn Gly Lys Glu Val Leu Lys Thr Met Trp Leu Leu   

                360                 365                 370       

cgg tca agt gtt aat gac att ggt gat gac tgg aaa gct acc agg gtc         2231

Arg Ser Ser Val Asn Asp Ile Gly Asp Asp Trp Lys Ala Thr Arg Val   

            375                 380                 385           

ggc atc aac atc ttc act cgc ctg cgc aca cag aag gag    tgagtgagtg       2280

Gly Ile Asn Ile Phe Thr Arg Leu Arg Thr Gln Lys Glu               

        390                 395                 400               

accaaggtcc tcctggactc caggtgaaaa aggagataga ggccctcctg gacaaaatgg       2340

tataccaggc tttccaggtc taataggtac tccaggtctt aaaggtgatc ggggggatct       2400

ctggtttacc tggagttcga ggattcccag gaccaatggg gaagaccggg aagccaggac       2460

ttaatggaca aaaaggccag aagggagaaa aagggagtgg aagcatgcaa agacaatcta       2520

atacagtccg actggtgggt ggcagcggcc ctcacgaagg cagagtggag atttttcacg       2580

aaggccagtg gggtacggtg tgtgacgacc gctgggaact gcgtggagga ctggtcgtct       2640

gcaggagctt gggatacaaa ggtgttcaaa gtgtgcataa gcgagcttat tttggaaaag       2700

gtacgggtcc aatatggctg aatgaagtat tttgtttcgg gaaagagtca tccattgaag       2760

agtgcagaat tagacagtgg ggtgtgagag cctgttcgca cgacgaagat gctgggggtc       2820

actttgcacc tacataatgc atcatatttt cattcacatt ttttaaactg ttataaagtg       2880

atttttttcc tttgcttcac taaaatcagc ttaattaata tttaagaaac taagaatttt       2940

atccacagaa aaggaatatt taaaaatcac tggataaaca tataaaatag cttcatattt       3000

gcttcaaata ccagaaccat ttcaacttct ctaggttttt aagtggctcg tgccgaattg       3060

atcccctcag gatatagtag tttcgctttt gcatagggag ggggaaatgt agtcttatgc       3120

aatactcttg tagtcttgca acatggtaac gatgagttag caacatgcct tacaaggaga       3180

gaaaaagcac cgtgcatgcc gattggtgga agtaaggtgg tacgatcgtg ccttattagg       3240

aaggcaacag acgggtctga catggattgg acgaaccact gaattccgca ttgcagagat       3300

attgtattta agtgcctagc tcgatacagc aaacgccatt tgaccattca ccacattggt       3360

gtgcacctcc aagcttcacg ctgccgcaag cactcagggc gcaagggctg ctaaaggaag       3420

cggaacacgt agaaagccag tccgcagaaa cggtgctgac cccggatgaa tgtcagctac       3480

tgggctatct ggacaaggga aaacgcaagc gcaaagagaa agcaggtagc ttgcagtggg       3540

cttacatggc gatagctaga ctgggcggtt ttatggacag caagcgaacc ggaattgcca       3600

gctggggcgc cctctggtaa ggttgggaag ccctgcaaag taaactggat ggctttcttg       3660

ccgccaagga tctgatggcg caggggatca agatctgatc aagagacagg atgaggatcg       3720

tttcgcatga ttgaacaaga tggattgcac gcaggttctc cggccgcttg ggtggagagg       3780

ctattcggct atgactgggc acaacagaca atcggctgct ctgatgccgc cgtgttccgg       3840

ctgtcagcgc aggggcgccc ggttcttttt gtcaagaccg acctgtccgg tgccctgaat       3900

gaactgcagg acgaggcagc gcggctatcg tggctggcca cgacgggcgt tccttgcgca       3960

gctgtgctcg acgttgtcac tgaagcggga agggactggc tgctattggg cgaagtgccg       4020

gggcaggatc tcctgtcatc tcaccttgct cctgccgaga aagtatccat catggctgat       4080

gcaatgcggc ggctgcatac gcttgatccg gctacctgcc cattcgacca ccaagcgaaa       4140

catcgcatcg agcgagcacg tactcggatg gaagccggtc ttgtcgatca ggatgatctg       4200

gacgaagagc atcaggggct cgcgccagcc gaactgttcg ccaggctcaa ggcgcgcatg       4260
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cccgacggcg aggatctcgt cgtgacccat ggcgatgcct gcttgccgaa tatcatggtg       4320

gaaaatggcc gcttttctgg attcatcgac tgtggccggc tgggtgtggc ggaccgctat       4380

caggacatag cgttggctac ccgtgatatt gctgaagagc ttggcggcga atgggctgac       4440

cgcttcctcg tgctttacgg tatcgccgct cccgattcgc agcgcatcgc cttctatcgc       4500

cttcttgacg agttcttctg agcgggactc tggggttcga taaaataaaa gattttattt       4560

agtctccaga aaaagggggg aatgaaagac cccacctgta ggtttggcaa gctagcttaa       4620

gtaacgccat tttgcaaggc atggaaaaat acataactga gaatagagaa gttcagatca       4680

aggtcaggaa cagatggaac agctgaatat gggccaaaca ggatatctgt ggtaagcagt       4740

tcctgccccg gctcagggcc aagaacagat ggaacagctg aatatgggcc aaacaggata       4800

tctgtggtaa gcagttcctg ccccggctca gggccaagaa cagatggtcc ccagatgcgg       4860

tccagccctc agcagtttct agagaaccat cagatgtttc cagggtgccc caaggacctg       4920

aaatgaccct gtgccttatt tgaactaacc aatcagttcg cttctcgctt ctgttcgcgc       4980

gcttctgctc cccgagctca ataaaagagc ccacaacccc tcactcgggg cgccagtcct       5040

ccgattgact gagtcgcccg ggtacccgtg tatccaataa accctcttgc agttgcatcc       5100

gacttgtggt ctcgctgttc cttgggaggg tctcctctga gtgattgact acccgtcagc       5160

gggggtcttt catttgg                                                      5177

<210>  2

<211>  400

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<400>  2

Met Ala Gln Trp Asp Asp Phe Pro Asp Gln Gln Glu Asp Thr Asp Ser

  1               5                  10                  15 

Cys Thr Glu Ser Val Lys Phe Asp Ala Arg Ser Val Thr Ala Leu Leu

             20                  25                  30 

Pro Pro His Pro Lys Asn Gly Pro Thr Leu Gln Glu Arg Met Lys Ser

         35                  40                  45 

Tyr Lys Thr Ala Leu Ile Thr Leu Tyr Leu Ile Val Phe Val Val Leu

     50                  55                  60 

Val Pro Ile Ile Gly Ile Val Ala Ala Gln Leu Leu Lys Trp Glu Thr

 65                  70                  75                  80 

Lys Asn Cys Thr Val Gly Ser Val Asn Ala Asp Ile Ser Pro Ser Pro

                 85                  90                  95 

Glu Gly Lys Gly Asn Gly Ser Glu Asp Glu Met Arg Phe Arg Glu Ala

            100                 105                 110 

Val Met Glu Arg Met Ser Asn Met Glu Ser Arg Ile Gln Tyr Leu Ser

        115                 120                 125 

Asp Asn Glu Ala Asn Leu Leu Asp Ala Lys Asn Phe Gln Asn Phe Ser

    130                 135                 140 

Ile Thr Thr Asp Gln Arg Phe Asn Asp Val Leu Phe Gln Leu Asn Ser

145                 150                 155                 160 

Leu Leu Ser Ser Ile Gln Glu His Glu Asn Ile Ile Gly Asp Ile Ser

                165                 170                 175 

Lys Ser Leu Val Gly Leu Asn Thr Thr Val Leu Asp Leu Gln Phe Ser

            180                 185                 190 

Ile Glu Thr Leu Asn Gly Arg Val Gln Glu Asn Ala Phe Lys Gln Gln

        195                 200                 205 

Glu Glu Met Arg Lys Leu Glu Glu Arg Ile Tyr Asn Ala Ser Ala Glu

    210                 215                 220 

Ile Lys Ser Leu Asp Glu Lys Gln Val Tyr Leu Glu Gln Glu Ile Lys
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225                 230                 235                 240 

Gly Glu Met Lys Leu Leu Asn Asn Ile Thr Asn Asp Leu Arg Leu Lys

                245                 250                 255 

Asp Trp Glu His Ser Gln Thr Leu Lys Asn Ile Thr Leu Leu Gln Gly

            260                 265                 270 

Ala Arg Lys Cys Ser Leu Thr Gly Lys Trp Thr Asn Asp Leu Gly Ser

        275                 280                 285 

Asn Met Thr Ile Gly Ala Val Asn Ser Arg Gly Glu Phe Thr Gly Thr

    290                 295                 300 

Tyr Ile Thr Ala Val Thr Ala Thr Ser Asn Glu Ile Lys Glu Ser Pro

305                 310                 315                 320 

Leu His Gly Thr Gln Asn Thr Ile Asn Lys Arg Thr Gln Pro Thr Phe

                325                 330                 335 

Gly Phe Thr Val Asn Trp Lys Phe Ser Glu Ser Thr Thr Val Phe Thr

            340                 345                 350 

Gly Gln Cys Phe Ile Asp Arg Asn Gly Lys Glu Val Leu Lys Thr Met

        355                 360                 365 

Trp Leu Leu Arg Ser Ser Val Asn Asp Ile Gly Asp Asp Trp Lys Ala

    370                 375                 380 

Thr Arg Val Gly Ile Asn Ile Phe Thr Arg Leu Arg Thr Gln Lys Glu

385                 390                 395                 400
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