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(57)摘要

在一些方面，本发明提供了嵌合转铁蛋白受

体(TfR)多核苷酸和多肽。在其他方面，本发明提

供了嵌合TfR转基因动物模型和使用所述动物模

型鉴定可以穿过血脑屏障的治疗剂的方法。
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1.产生能表达嵌合转铁蛋白受体多肽的转基因小鼠单细胞胚胎的方法，所述方法包括

用由SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列组成的顶端结构域取代所述胚胎中的内源性转铁蛋白受体

的顶端结构域。

2.如权利要求1所述的方法，其中通过同源重组进行顶端结构域的取代。

3.如权利要求1所述的方法，其中所述方法包括接触Cas9蛋白、至少一种sgRNA和包含

编码所述顶端结构域的核酸序列的供体DNA，其中所述顶端结构域侧翼为左同源臂和右同

源臂，使得所述顶端结构域的编码序列取代所述胚胎的基因组中的内源性转铁蛋白受体的

顶端结构域。

4.如权利要求3所述的方法，其中所述供体DNA位于内源性小鼠转铁蛋白受体基因的第

四外显子之后。

5.产生转基因小鼠的方法，其包括：

(a)将可通过权利要求1所述的方法获得的胚胎转移至假孕雌性小鼠，和

(b)从所述雌性小鼠产生的后代中选择转基因小鼠，其中所述转基因小鼠表达所述嵌

合转铁蛋白受体多肽。

6.产生能表达嵌合转铁蛋白受体多肽的转基因小鼠的方法，所述方法包括：

(a)将编码由SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列组成的顶端结构域的多核苷酸引入小鼠的胚

胎细胞中，其中所述多核苷酸靶向内源性转铁蛋白受体基因的编码内源性转铁蛋白受体顶

端结构域的区域，其中所述多核苷酸取代内源性转铁蛋白受体基因的编码内源性转铁蛋白

受体顶端结构域的区域；和

(b)使所述细胞或其子代发育成所述转基因小鼠。

7.如权利要求6所述的方法，其中所述小鼠胚胎细胞是小鼠胚胎干细胞。

8.如权利要求6所述的方法，其中所述嵌合转铁蛋白受体多肽由SEQ  ID  NO:3的氨基酸

序列组成。

9.如权利要求6所述的方法，其中编码所述顶端结构域的多核苷酸由SEQ  ID  NO:2的核

酸序列组成。

10.如权利要求6所述的方法，其中所述转基因小鼠对于编码所述嵌合转铁蛋白受体多

肽的核酸是纯合的。

11.如权利要求6所述的方法，其中所述转基因小鼠对于编码所述嵌合转铁蛋白受体多

肽的核酸是杂合的。

12.如权利要求6所述的方法，其中编码所述嵌合转铁蛋白受体多肽的核酸在所述转基

因小鼠的肝脏、肾脏或肺的一个或多个细胞中表达。

13.筛选能穿过血脑屏障的顶端结构域结合多肽的非诊断和非治疗性方法，所述方法

包括：

(a)向通过权利要求5所述的方法产生的转基因小鼠施用顶端结构域结合多肽；和

(b)测量所述转基因小鼠的脑中顶端结构域结合多肽的存在或活性。

14.如权利要求13所述的方法，其中所述顶端结构域结合多肽与效应分子连接，其中所

述效应分子是RNA、DNA或多肽。

15.如权利要求14所述的方法，其中所述多肽是抗体或其抗原结合片段。

16.如权利要求14所述的方法，其中所述测量步骤包括使所述转基因小鼠的脑或脑组
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织与能结合所述效应分子的试剂接触，并确定所述脑中存在的所述效应分子的水平。

17.如权利要求14所述的方法，其中所述测量步骤包括测量所述效应分子的药效动力

学效应。

18.筛选能穿过血脑屏障的顶端结构域结合多肽的非诊断和非治疗性方法，所述方法

包括：

(a)向通过权利要求6所述的方法产生的转基因小鼠施用顶端结构域结合多肽；和

(b)测量所述转基因小鼠的脑中顶端结构域结合多肽的存在或活性。

19.如权利要求18所述的方法，其中所述顶端结构域结合多肽与效应分子连接，其中所

述效应分子是RNA、DNA或多肽。

20.如权利要求19所述的方法，其中所述多肽是抗体或其抗原结合片段。

21.如权利要求19所述的方法，其中所述测量步骤包括使所述转基因小鼠的脑或脑组

织与能结合所述效应分子的试剂接触，并确定所述脑中存在的所述效应分子的水平。

22.如权利要求19所述的方法，其中所述测量步骤包括测量所述效应分子的药效动力

学效应。
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转铁蛋白受体转基因模型

[0001] 发明背景

[0002] 血脑屏障(BBB)阻止大多数大分子从外周进入脑，并因此限制了需要脑暴露的大

分子治疗剂的使用。转铁蛋白受体(TfR)在BBB处高度表达，并且可以用于经由受体介导的

转胞吞作用将此类治疗剂穿过BBB转运。先前已经开发了小鼠模型，其中小鼠TfR被全长人

TfR  cDNA取代，目的是评估潜在治疗剂穿过BBB的能力。然而，这些转基因小鼠是不健康的

并且表现出异常高的TfR表达，低红血细胞计数和高血清铁浓度。Yu等人，Science 

Trans.Med .,6(261):261ra154(2014)。结果，这些现有的小鼠模型不适合用作评估能够穿

过BBB治疗脑疾病的治疗剂的工具；需要更能代表内源性TfR表达和表型的模型。

[0003] 发明概述

[0004] 在一个方面，本公开提供了包含编码嵌合转铁蛋白受体(TfR)多肽的核酸序列的

多核苷酸，所述嵌合转铁蛋白受体(TfR)多肽包含非人哺乳动物转铁蛋白结合位点和具有

与SEQ  ID  NO:1至少80％相同的氨基酸序列的异源性顶端结构域。在一些实施方案中，异源

性顶端结构域包含SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列。在一些实施方案中，异源性顶端结构域包含

SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:8或SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列。

[0005] 在一些实施方案中，非人哺乳动物转铁蛋白结合位点是天然的(例如，来自与TfR

的跨膜和/或细胞内结构域相同的物种)转铁蛋白结合位点，例如天然小鼠转铁蛋白结合位

点。在一些实施方案中，嵌合TfR多肽与SEQ  ID  NO:3具有至少80％的氨基酸序列同一性、或

至少85％、90％或95％的同一性。在一些实施方案中，嵌合TfR多肽包含SEQ  ID  NO:3的氨基

酸序列。在一些实施方案中，编码嵌合TfR多肽的异源性顶端结构域的核酸序列的区域与

SEQ  ID  NO:2具有至少70％的核苷酸序列同一性。在一些实施方案中，编码嵌合TfR多肽的

异源性顶端结构域的核酸序列的区域包含SEQ  ID  NO:2的核苷酸序列。在一些实施方案中，

编码嵌合TfR的多核苷酸包含小鼠转铁蛋白受体基因的外显子和内含子，并且编码异源性

顶端结构域的核酸序列位于小鼠转铁蛋白受体基因的第四外显子之后，以取代小鼠转铁蛋

白受体基因的顶端结合结构域。

[0006] 另一方面，本文提供了嵌合TfR多肽，其包含非人哺乳动物转铁蛋白结合位点和具

有与SEQ  ID  NO:1至少80％相同的氨基酸序列的异源性顶端结构域。在一些实施方案中，嵌

合TfR多肽包含天然TfR多肽，其中仅天然顶端结构域被异源性顶端结构域取代。在一些实

施方案中，嵌合TfR多肽包含天然TfR结合位点和与天然TfR结合位点是异源的顶端结合结

构域，例如，其中除顶端结构域之外，还有至少一个结构域或其区域包含非天然氨基酸序

列。在一些实施方案中，异源性顶端结构域包含SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列。在一些实施方

案中，异源性顶端结构域包含SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:8或SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列。在

一些实施方案中，嵌合TfR与SEQ  ID  NO:3具有至少80％、90％、95％或98％的氨基酸序列同

一性。在一些实施方案中，嵌合TfR多肽包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列。

[0007] 在另一方面，本文提供了表达如上所述的嵌合转铁蛋白受体的宿主细胞。在一些

实施方案中，宿主细胞包含编码嵌合转铁蛋白受体多肽的多核苷酸。在一些实施方案中，宿

主细胞是小鼠细胞。在一些实施方案中，宿主细胞表达的嵌合TfR多肽包含(a)取代TfR多肽
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的内源性顶端结构域的异源性顶端结构域和(b)内源性转铁蛋白结合位点。在一些实施方

案中，异源性顶端结构域具有与SEQ  ID  NO:1至少80％相同的氨基酸序列。在一些实施方案

中，宿主细胞表达嵌合TfR，其中仅内源性TfR的顶端结构域被异源性顶端结构域取代。在一

些实施方案中，宿主细胞表达包含内源性TfR结合位点和异源性顶端结构域的嵌合TfR，例

如，其中除顶端结构域之外，还有至少一个结构域或其区域包含非天然氨基酸序列。在一些

实施方案中，异源性顶端结构域包含SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列。在一些实施方案中，编码

细胞中异源性顶端结构域的核酸序列包含SEQ  ID  NO:2的核苷酸序列。在一些实施方案中，

宿主细胞是小鼠细胞。在一些实施方案中，编码细胞中顶端结构域的核酸序列位于小鼠转

铁蛋白受体基因的第四外显子之后。在一些实施方案中，宿主细胞是离体的。在一些实施方

案中，宿主细胞是胚胎干细胞。在一些实施方案中，宿主细胞的基因组包含天然TfR的顶端

结构域的缺失。

[0008] 在另一方面，本公开提供了表达嵌合TfR多肽的非人转基因动物，其中嵌合TfR多

肽包含异源性顶端结构域，其取代非人转基因动物内源性TfR多肽的顶端结构域。在一些实

施方案中，非人转基因动物的基因组包含转铁蛋白受体基因，其编码取代非人转基因动物

的内源性TfR的顶端结构域的异源性顶端结构域。在一些实施方案中，非人转基因动物表达

嵌合TfR，其包含取代非人转基因动物的TfR的天然结构域的异源性顶端结构域和天然转铁

蛋白结合位点。在一些实施方案中，非人转基因动物表达嵌合转铁蛋白受体，其中仅内源性

转铁蛋白受体的顶端结构域被异源性顶端结构域取代。在一些实施方案中，非人转基因动

物表达嵌合TfR多肽，其包含内源性TfR结合位点和与内源性TfR结合位点异源的顶端结合

结构域，例如，其中除顶端结构域之外，还有至少一个结构域或其区域包含非天然氨基酸序

列。在一些实施方案中，非人转基因动物包含如上所述的宿主细胞。在一些实施方案中，转

基因动物是啮齿动物。在一些实施方案中，转基因动物是小鼠或大鼠。在一些实施方案中，

转基因动物是嵌合TfR纯合的。在一些实施方案中，转基因动物是嵌合TfR杂合的。

[0009] 在另一个方面，本文提供了筛选能与嵌合TfR结合的顶端结构域结合多肽(ADBP)

的方法，该方法包括使候选ADBP与如上所述的嵌合TfR多肽接触；并确定与嵌合TfR多肽结

合的候选ADBP的量。在一些实施方案中，使候选ADBP与嵌合TfR多肽接触的步骤包括使ADBP

与表达嵌合TfR多肽的宿主细胞接触。在一些实施方案中，使候选ADBP与嵌合TfR多肽接触

的步骤包括使ADBP与表达嵌合TfR多肽的内皮细胞接触。在一些实施方案中，内皮细胞是血

脑屏障内皮细胞。在一些实施方案中，通过免疫测定法确定结合嵌合TfR多肽的候选ADBP的

量。在一些实施方案中，通过表面等离子体共振法确定结合嵌合TfR多肽的候选ADBP的量。

在一些实施方案中，其中在体内进行接触步骤。在一些实施方案中，候选ADBP与效应分子连

接。在一些实施方案中，效应分子是小分子、RNA、DNA或多肽。在一些实施方案中，效应分子

是多肽。在一些实施方案中，多肽是抗体或其抗原结合片段。

[0010] 在另一个方面，本文提供了测量与嵌合TfR多肽结合的ADBP的量的方法，该方法包

括使ADBP与上文公开的嵌合TfR多肽接触；并通过免疫测定法或表面等离子体共振法确定

与嵌合TfR多肽结合的ADBP的量。

[0011] 在另一个方面，本文提供了筛选能穿过血脑屏障的ADBP的方法，该方法包括：(a)

向如本文所公开的非人转基因动物施用能结合顶端结构域的ADBP，所述顶端结构域与SEQ 

ID  NO:1具有至少80％的氨基酸序列同一性；和(b)测量非人转基因动物的脑中ADBP的存在
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或活性。在一些实施方案中，ADBP与效应分子连接。在一些实施方案中，效应分子是小分子、

RNA、DNA或多肽。在一些实施方案中，多肽是抗体或其抗原结合片段。在一些实施方案中，确

定步骤包括进行定量免疫测定法。在一些实施方案中，测量步骤包括使动物的脑或脑组织

与能结合效应分子的试剂接触，以确定脑中效应分子的水平。在一些实施方案中，测量步骤

包括测量效应分子的药效动力学(PD)效应。在一些实施方案中，效应分子是抗BACE1抗体或

其抗原结合片段，并且测量步骤包括测量脑中可溶性Aβ40的水平。在一些实施方案中，效应

分子是能结合脑中的靶标的抗体或其抗原结合片段。

[0012] 在另一个方面，本文提供了监测能穿过血脑屏障的ADBP的方法，该方法包括：(a)

向如本文所公开的非人转基因动物施用能结合顶端结构域的ADBP，所述顶端结构域与SEQ 

ID  NO:1具有至少80％的氨基酸序列同一性；和(b)测量非人转基因动物的脑中ADBP的存在

或活性。在一些实施方案中，ADBP与效应分子连接。在一些实施方案中，效应分子是小分子、

RNA、DNA或多肽。在一些实施方案中，多肽是抗体或其抗原结合片段。在一些实施方案中，确

定步骤包括进行定量免疫测定法。在一些实施方案中，确定步骤包括使效应分子与能结合

效应分子的试剂接触，并确定脑中存在的效应分子的水平。在一些实施方案中，效应分子是

能结合脑中的靶标的抗体或其抗原结合片段。在一些实施方案中，测量步骤包括测量与靶

标的结合的效应分子的PD效应。在一些实施方案中，效应分子是抗BACE1抗体或其抗原结合

片段，并且测量步骤包括测量脑中可溶性Aβ40的水平。

[0013] 在另一个方面，本文提供了产生能表达嵌合转铁蛋白受体(TfR)多肽的转基因非

人单细胞胚胎的方法，该方法包括用与SEQ  ID  NO:1具有至少80％同一性的异源性顶端结

构域取代非人单细胞胚胎中内源性TfR的顶端结构域。在一些实施方案中，通过同源重组进

行顶端结构域的取代。在一些实施方案中，该方法包括接触Cas9蛋白、至少一种单向导RNA

(sgRNA)和包含编码异源性顶端结构域的核酸序列的供体DNA，其中异源性顶端结构域的侧

翼为左同源臂和右同源臂，使得异源性顶端结构域的编码序列取代非人单细胞胚胎的基因

组中内源性TfR的顶端结构域。在一些实施方案中，异源性顶端结构域是为在非人单细胞胚

胎中表达而密码子优化的。在一些实施方案中，非人单细胞胚胎是小鼠胚胎。在一些实施方

案中，供体DNA位于小鼠转铁蛋白受体基因的第四外显子之后。

[0014] 在另一方面，本文提供了产生非人转基因动物的方法，其包括(a)将上文所公开的

转基因非人单细胞胚转移至与非人单细胞相同动物物种的假孕雌性动物，和(b)从雌性动

物产生的后代中选择非人转基因动物，其中非人转基因动物包含嵌合转铁蛋白受体(TfR)

多肽，其中内源性TfR的顶端结构域已被具有与SEQ  ID  NO:1至少80％同一的氨基酸序列的

异源性顶端替换结构域取代。

[0015] 在另一个方面，本文提供了产生能表达嵌合转铁蛋白受体(TfR)多肽的非人转基

因动物的方法，该方法包括：(a)将编码与SEQ  ID  NO:1具有至少80％同一性的顶端结构域

的多核苷酸引入动物的胚胎细胞中，其中多核苷酸靶向内源性TfR基因的编码内源性TfR顶

端结构域的区域，并且其中编码与SEQ  ID  NO:1具有至少80％同一性的顶端结构域的多核

苷酸取代内源性TfR基因的编码内源性顶端结构域的区域，和(b)使所述细胞或其子代发育

成非人转基因动物。

[0016] 前面的一般性描述和以下的详细描述是示例性和说明性的，并且旨在提供对所要

求保护的本发明的进一步说明。从以下对本发明的详细描述，本领域技术人员将容易明白
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其他目的、优点和新特征。

[0017] 附图简述

[0018] 图1A‑1C显示了野生型、huTfR顶端的+/‑和huTfR顶端的+/+小鼠的全血细胞计数分析的结

果。在总的红血细胞、血红蛋白或血细胞比容中未观察到基因型特异性差异。附图中的图表

示平均值±SD，每组n＝3。

[0019] 图2A‑2B显示全身施用的抗TfR在huTfR顶端的+/‑小鼠中的脑血管定位。将5mg/kg人顶

端特异性抗TfR静脉内施用于C57B16野生型或嵌合huTfR顶端的+/‑杂合小鼠中。一小时后，用

PBS灌注小鼠，并对脑进行抗体分布染色。代表性图像显示在huTfR顶端的+/‑杂合小鼠，而不是

野生型小鼠中全身注射的抗TfR(顶端结构域特异性的)的显著的血管定位。这表明嵌合

huTfR蛋白在BBB处被表达。

[0020] 图3A‑3B显示了全身施用的抗TfR/BACE1在huTfR顶端的+/+小鼠中的脑实质分布。来自

huTfR小鼠的脑皮质切片的代表性图像显示静脉内注射的抗TfR/BACE1(50mg/kg，给药后

24hrs)的广泛实质分布。相反，在来自注射抗BACE1的huTfR顶端的+/+huTfR小鼠的脑切片中未

观察到明显的染色。

[0021] 图4A‑4D显示了在huTfR顶端的+/+小鼠中施用抗‑TfR/BACE1双特异性抗体后，该双特

异性抗体的脑摄取和A‑β的减少。图4A显示给小鼠施用50mg/kg抗TfR/BACE1或抗BACE1后24

小时，huTfR顶端的+/+小鼠中的血浆huIgG1浓度。结果显示，相对于抗BACE1的清除，TfR介导的

抗TfR/BACE1的清除增强。图4B显示全身给予抗体后抗TfR/BACE1的平均脑摄取。结果显示，

与小鼠脑中的抗BACE1的积聚相比，抗TfR/BACE1的积聚增加约28倍。图4C显示与用抗BACE1

处理的小鼠相比，用抗TfR/BACE1处理的小鼠中脑中的A‑β减少了49％。图4D显示与未处理

的野生型小鼠相比，已经用抗BACE1或抗TfR/BACE1处理的huTfR顶端的+/+小鼠中血浆A‑β水平

降低。所有图代表平均值±SD，每组n＝8(对于未处理的野生型小鼠，n＝2)。

[0022] 图5A‑5D显示与野生型小鼠相比，huTfR顶端的+/+小鼠的各种组织中TfR的表达；没有

观察到脑(图5A)、肝脏(图5B)、肾脏(图5C)和肺(图5D)中总TfR表达的显著差异。所有图代

表平均值±SD，每组n＝4‑8。

[0023] 发明详述

[0024] 我们已经开发了嵌合形式的转铁蛋白受体，其包括非人(例如小鼠)哺乳动物转铁

蛋白结合位点和与含有转铁蛋白结合位点的结构域异源的顶端结构域。这些嵌合受体可以

在转基因动物中被表达，特别是在转铁蛋白结合位点来源于转基因动物物种并且顶端结构

域来源于灵长类动物(例如人或猴)的情况下。因此，本发明提供了编码嵌合转铁蛋白受体

的多核苷酸，该嵌合转铁蛋白受体包含非人哺乳动物转铁蛋白结合位点和具有与SEQ  ID 

NO:1至少80％相同的氨基酸序列的顶端结构域。本发明还提供了表达此类嵌合TfR的非人

(例如非灵长类动物)转基因动物，以及非人转基因动物在体内筛选可通过与人转铁蛋白受

体(huTfR)结合而穿过BBB的多肽中的用途。在一些实施方案中，非人转基因动物含有天然

转铁蛋白受体(诸如小鼠转铁蛋白受体(mTfR))，其中顶端结构域被具有与SEQ  ID  NO:1至

少80％相同的氨基酸序列的直系同源顶端结构域取代，从而使得天然转铁蛋白结合位点和

编码转铁蛋白受体的序列的大部分(例如至少70％或至少75％)完整。因此，这种非人转基

因动物最大程度地保留了非人动物的内源性转铁蛋白受体的转铁蛋白结合功能，包括维持

适当的铁内稳态以及结合和转运转铁蛋白的能力。结果，转基因动物是健康的并且适合用
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于治疗脑疾病的治疗剂的发现和开发。

[0025] 术语

[0026] 如本文所用，单数形式“一个/一种(a/an)”和“所述(the)”包括复数指示物，除非

内容另有明确说明。因此，例如，提及“抗体”任选地包括两种或更多种此类分子的组合等。

[0027] 如本文所用，当用于修饰数值或范围中指定的量时，术语“约”和“大约”表示数值

以及本领域技术人员已知的与所述值的合理偏差，例如，±20％，±10％或±5％在所述值

的预期含义内。

[0028] 如本文所用的“转铁蛋白受体”是指转铁蛋白受体蛋白1。人转铁蛋白受体1多肽序

列如SEQ  ID  NO:6所示。来自其他物种的转铁蛋白受体蛋白1序列也是已知的(例如，黑猩

猩，登录号XP_003310238 .1；猕猴，NP_001244232 .1；狗，NP_001003111 .1；牛，NP_

001193506.1；小鼠，NP_035768.1；大鼠，NP_073203.1；和鸡，NP_990587.1)。术语“转铁蛋白

受体”还包括示例性参考序列例如人序列的等位基因变体，其由转铁蛋白受体蛋白1染色体

基因座处的基因编码。全长运铁蛋白受体蛋白包括短的N‑末端细胞内区、跨膜区和大的细

胞外结构域。细胞外结构域的特征在于三个结构域：蛋白酶样结构域、螺旋结构域和顶端结

构域。

[0029] 如本文所用的术语“嵌合TfR”是指转铁蛋白受体蛋白，其具有顶端结构域的被来

自异源性转铁蛋白受体的相应顶端结构域区取代的全部或亚区。

[0030] 如本文所用的“转铁蛋白结合位点”是指TfR蛋白的螺旋和蛋白酶样结构域中的区

域，其介导转铁蛋白(例如铁结合的转铁蛋白)与受体的结合。转铁蛋白结合位点位于顶端

结构域的远端。

[0031] 如本文所用的“非人哺乳动物转铁蛋白结合位点”是指来自非人哺乳动物的天然

转铁蛋白受体的转铁蛋白结合位点的序列，或其能够与天然非人哺乳动物转铁蛋白结合的

功能衍生物。在一些实施方案中，非人哺乳动物转铁蛋白结合位点包含与非人类哺乳动物

的天然转铁蛋白受体的转铁蛋白结合位点至少80％、至少90％、至少95％或至少98％相同

的氨基酸序列。非人哺乳动物的实例包括小鼠、大鼠、兔、牛、羊、犬、猫、马、猪、非人灵长类

动物等。

[0032] 如本文所用，“huTfR顶端的+/+小鼠”是指转基因小鼠，其中小鼠转铁蛋白受体的顶端

结构域已经被人转铁蛋白受体的顶端结构域取代，并且转基因小鼠是转基因纯合的。

[0033] 如本文所用，“huTfR顶端的+/‑小鼠”是指转基因小鼠，其中小鼠转铁蛋白受体的顶端

结构域已被人转铁蛋白受体的顶端结构域取代；并且转基因小鼠是转基因杂合的。

[0034] 如本文所用，关于转铁蛋白受体或其结构域的术语“野生型”、“天然的”和“天然存

在的”是指具有在自然界存在的序列的转铁蛋白受体或其结构域。

[0035] 如本文所用的“内源性”转铁蛋白受体或其结构域是指在细胞或非人动物中天然

存在的转铁蛋白受体，即，在不对细胞或动物进行遗传修饰的情况下。

[0036] 如本文所用，关于转铁蛋白受体的结构域(例如顶端结构域)的术语“异源性”是指

在其天然背景之外表达的转铁蛋白受体的结构域，例如，从它通常在自然界中接近的转铁

蛋白受体序列分离，或与它通常不接近的转铁蛋白受体序列邻近(或连续)。

[0037] 术语“氨基酸”是指天然存在的和合成的氨基酸，以及以与天然存在的氨基酸类似

的方式起作用的氨基酸类似物和氨基酸模拟物。
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[0038] 天然存在的氨基酸是由遗传密码编码的那些氨基酸，以及后来被修饰的那些氨基

酸，例如羟脯氨酸，γ‑羧基谷氨酸和O‑磷酸丝氨酸。天然存在的α‑氨基酸包括但不限于丙

氨酸(Ala)、半胱氨酸(Cys)、天冬氨酸(Asp)、谷氨酸(Glu)、苯丙氨酸(Phe)、甘氨酸(Gly)、

组氨酸(His)、异亮氨酸(Ile)、精氨酸(Arg)、赖氨酸(Lys)、亮氨酸(Leu)、甲硫氨酸(Met)、

天冬酰胺(Asn)、脯氨酸(Pro)、谷氨酰胺(Gln)、丝氨酸(Ser)、苏氨酸(Thr)、缬氨酸(Val)、

色氨酸(Trp)，酪氨酸(Tyr)及它们的组合。天然存在的α‑氨基酸的立体异构体包括但不限

于D‑丙氨酸(D‑Ala)、D‑半胱氨酸(D‑Cys)、D‑天冬氨酸(D‑Asp)、D‑谷氨酸(D‑Glu)、D‑苯丙

氨酸(D‑Phe)、D‑组氨酸(D‑His)、D‑异亮氨酸(D‑Ile)、D‑精氨酸(D‑Arg)、D‑赖氨酸(D‑

Lys)、D‑亮氨酸(D‑Leu)、D‑甲硫氨酸(D‑Met)、D‑天冬酰胺(D‑Asn)、D‑脯氨酸(D‑Pro)、D‑谷

氨酰胺(D‑Gln)、D‑丝氨酸(D‑Ser)、D‑苏氨酸(D‑Thr)、D‑缬氨酸(D‑Val)、D‑色氨酸(D‑

Trp)、D‑酪氨酸(D‑Tyr)及它们的组合。

[0039] 氨基酸在本文中可以通过它们通常已知的三字母符号或由IUPAC‑IUB生物化学命

名委员会推荐的单字母符号表示。

[0040] 术语“多肽”、“肽”和“蛋白质”在本文中可互换使用，指氨基酸残基的聚合物。该术

语适用于其中一个或多个氨基酸残基是相应天然存在的氨基酸的人工化学模拟物的氨基

酸聚合物，以及天然存在的氨基酸聚合物和非天然存在的氨基酸聚合物。氨基酸聚合物可

以包含全部是L‑氨基酸、全部是D‑氨基酸，或L和D氨基酸的混合物。

[0041] “保守修饰的变体”是指导致用可归类为具有相似特征的另一种氨基酸取代氨基

酸的改变。以这种方式限定的保守氨基酸组的类别的实例可包括：“带电荷/极性组”，包括

Glu(谷氨酸或E)、Asp(天冬氨酸或D)、Asn(天冬酰胺或N)、Gln(谷氨酰胺或Q)、Lys(赖氨酸

或K)、Arg(精氨酸或R)和His(组氨酸或H)；“芳香族组”，包括Phe(苯丙氨酸或F)、Tyr(酪氨

酸或Y)、Trp(色氨酸或W)和(组氨酸或H)；和“脂肪族组”，包括Gly(甘氨酸或G)、Ala(丙氨酸

或A)、Val(缬氨酸或V)、Leu(亮氨酸或L)、Ile(异亮氨酸或I)、Met(甲硫氨酸或M)、Ser(丝氨

酸或S)、Thr(苏氨酸或T)和Cys(半胱氨酸或C)。在每一组中，也可以鉴定亚组。例如，可以将

带电荷或极性氨基酸组细分为亚组，其包括：包含Lys、Arg和His的“带正电荷的亚组”；含有

Glu和Asp的“带负电荷的亚组”；以及包含Asn和Gln的“极性亚组”。在另一个实例中，可以将

芳香族或环状组细分为亚组，其包括：包含Pro、His和Trp的“氮环亚组”；以及包含Phe和Tyr

的“苯基亚组”。在另一个实例中，可以将脂肪族组细分为亚组，例如包含Val、Leu、Gly和Ala

的“脂肪族非极性亚组”；和包含Met、Ser、Thr和Cys的“脂肪族轻微极性亚组”。保守突变的

类别的实例包括上述亚组内的氨基酸的氨基酸取代，诸如但不限于：Lys取代Arg，或反之亦

然，使得可以维持正电荷；Glu取代Asp，或反之亦然，使得可以维持负电荷；Ser取代Thr，或

反之亦然，使得可以维持游离的‑OH；以及Gln取代Asn，或反之亦然，使得可以维持游离的‑

NH2。在一些实施方案中，例如在活性位点疏水性氨基酸取代天然存在的疏水性氨基酸以保

持疏水性。

[0042] 在两条或更多条多肽序列的上下文中，术语“相同的”或“同一性”百分比是指，在

比较窗上进行最大对应比较和比对时的指定区域内，或者如使用序列比较算法或通过手动

比对和视觉检查所测量的指定区域内是相同的，相同或具有指定百分比(例如，至少60％同

一性、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％或至少95％或更大)的

氨基酸残基的两条或更多条序列或子序列。
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[0043] 对于多肽的序列比较，通常一条氨基酸序列充当参考序列，候选序列与其进行比

较。可以使用本领域技术人员可获得的各种方法(例如视觉比对)，或使用公众可获得的软

件，使用已知算法进行比对以实现最大比对。这些程序包括BLAST程序、ALIGN、ALIGN‑2

(Genentech，南旧金山，Calif.)或Megalign(DNASTAR)。用于实现最大比对的比对所用的参

数可以由本领域技术人员确定。为了本申请的目的，对于多肽序列的序列比较，使用用于比

对两条蛋白质序列的具有缺省参数的BLASTP算法标准蛋白BLAST。

[0044] 术语“包含”旨在意指组合物和方法包括所列举的要素，但不排除其他要素。当用

于限定组合物和方法时，“基本上由......组成”是指特定的材料或步骤以及不会实质上影

响所要求保护的本发明的基本的和新的特性的那些材料或步骤。“由......组成”意指排除

多于痕量的其他成分和所列举的实质方法步骤。由这些过渡术语中的每一个限定的实施方

案都在本发明的范围内。

[0045] 术语“多核苷酸”、“核酸”和“寡核苷酸”可互换使用，并且是指任何长度的聚合形

式的核苷酸(脱氧核糖核苷酸或核糖核苷酸或它们的类似物)。多核苷酸可以具有任何三维

结构，并且可以执行已知或未知的任何功能。以下是多核苷酸的非限制性实例：基因或基因

片段(例如，探针、引物、EST或SAGE标签)、外显子、内含子、信使RNA(mRNA)、转运RNA、核糖体

RNA、核酶、cDNA、重组多核苷酸、分支多核苷酸、质粒、载体、任何序列的分离的DNA、任何序

列的分离的RNA、核酸探针和引物。多核苷酸可包含修饰的核苷酸，诸如甲基化的核苷酸和

核苷酸类似物。如果存在，可以在多核苷酸组装之前或之后赋予对核苷酸结构的修饰。核苷

酸序列可被非核苷酸组分中断。聚合后可以进一步修饰多核苷酸，诸如通过与标记组分缀

合。该术语还指双链和单链分子。除非另有说明或要求，否则作为多核苷酸的本发明的任何

实施方案包括双链形式和已知或预测构成双链形式的两种互补单链形式中的每一种。

[0046] 多核苷酸由四种核苷酸碱基的特定序列组成：腺嘌呤(A)；胞嘧啶(C)；鸟嘌呤(G)；

胸腺嘧啶(T)；以及当多核苷酸是RNA时，尿嘧啶(U)取代胸腺嘧啶。因此，术语“多核苷酸序

列”是多核苷酸分子的字母表示。

[0047] 术语“敲入”是指预定遗传基因座中的DNA序列信息的一对一替换或插入在该基因

座内未发现的序列信息。本领域技术人员将容易理解如何使用各种遗传方法(例如CRISPR/

Cas9系统、ZFN、TALEN、转座子介导的插入)在基因组的特定基因座中敲入的靶多核苷酸序

列。

[0048] 术语“血脑屏障”或“BBB”是指高度选择性的半透膜屏障，其将循环血液与中枢神

经系统(CNS)中的脑细胞外液分开。血脑屏障由通过紧密连接而连接的脑内皮细胞形成。

[0049] 转铁蛋白受体

[0050] 转铁蛋白受体经由受体介导的配体占据的转铁蛋白受体的内吞作用介导铁的细

胞摄取。TfR存在于人和非人物种中，例如非人灵长类动物和啮齿动物。天然人TfR(huTfR)

(Uniprot  P02786，SEQ  ID  NO:6)是同型二聚体II型跨膜蛋白；它具有细胞质结构域、跨膜

区和细胞外结构域，其包含顶端结构域和转铁蛋白结合结构域。huTfR的每个单体具有三个

结构上不同的结构域：靠近膜的蛋白酶样结构域，负责所有二聚体接触的螺旋结构域和膜

远端的顶端结构域(Lawrence等人，Science，286(1999)，第779‑782页)。HuTfR二聚体的分

子量约为190,000道尔顿。具有SEQ  ID  NO:1的序列(由SEQ  ID  NO:2编码)的huTfR的顶端结

构域不参与转铁蛋白和TfR之间的相互作用。据推测，该结构域可为其他蛋白质提供接触表
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面以结合TfR。天然食蟹猴TfR、天然猕猴TfR和天然黑猩猩TfR也是已知的，例如分别通过登

录号XP_005545315、NP_001244232.1和XP_003310238.1表示。天然食蟹猴TfR、天然猕猴TfR

和天然黑猩猩TfR的顶端结构域分别与SEQ  ID  NO:1的天然人TfR的顶端结构域共有约

96％、95％和98％的序列同一性。

[0051] 天然小鼠TfR(mTfR)(Uniprot  Q62351，SEQ  ID  NO:5)与huTfR具有约77％的氨基

酸序列同一性。天然mTfR的顶端结构域与天然huTfR的顶端结构域约74％同一。mTfR包含与

人类对应物相似的三个结构上不同的结构域。具有注释外显子和内含子的小鼠TfR的完整

基因序列可以从NCBI数据库(基因ID:22042)中找到。在染色体16上发现小鼠TfR(NCBI参考

序列NC_000082.6)。

[0052] 一方面包括嵌合TfR多肽。在一些实施方案中，嵌合TfR包含非人哺乳动物转铁蛋

白结合位点和与huTfR的顶端结构域(SEQ  ID  NO:1)共有例如，至少75％、至少77％、至少

80％、至少85％、至少90％或至少95％的氨基酸序列同一性的异源性顶端结构域。在一些实

施方案中，异源性顶端结构域具有SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:8或SEQ  ID  NO:9

的序列。

[0053] 嵌合TfR的非人哺乳动物转铁蛋白结合位点允许非哺乳动物转铁蛋白与嵌合TfR

的特异性结合。在一些实施方案中，非人哺乳动物转铁蛋白结合位点是天然转铁蛋白结合

位点，例如小鼠转铁蛋白受体结合位点。

[0054] 在一些实施方案中，嵌合TfR多肽包含天然TfR多肽，其中仅天然顶端结构域被异

源性顶端结构域取代。在一些实施方案中，嵌合TfR多肽包含天然TfR结合位点和与天然TfR

结合位点异源的顶端结合结构域，例如，其中除顶端结构域之外，还有至少一个结构域或其

区域具有非天然氨基酸序列。

[0055] 在一些实施方案中，嵌合TfR多肽与SEQ  ID  NO:3具有至少80％、至少85％、至少

85％、至少92％、至少95％或至少98％的氨基酸序列同一性。在一个实施方案中，编码嵌合

TfR多肽的多核苷酸包含小鼠运铁蛋白受体基因的外显子和内含子以及编码huTfR顶端结

构域的核酸序列。在一个实施方案中，非人哺乳动物TfR顶端结构域被huTfR顶端结构域的

编码序列取代，例如通过用huTfR顶端结构域序列取代非人哺乳动物TfR基因中的相应外显

子。在示例性实施方案中，非人哺乳动物TfR基因是小鼠TfR基因。在一个实施方案中，mTfR

顶端结构域被huTfR顶端结构域的编码序列取代，所述huTfR顶端结构域的编码序列位于例

如小鼠运铁蛋白受体基因的第四外显子之后以产生嵌合TfR。

[0056] 在一些方面，本发明提供了分离的核酸，其包含编码包含本文所述的嵌合TfR多肽

的任何多肽的核酸序列。在一些实施方案中，编码嵌合TfR多肽中的异源性顶端结构域的核

酸序列的区域与天然huTfR的顶端结构域的编码序列(SEQ  ID  NO:2)共有至少75％、至少

77％、至少80％、至少85％、至少90％或至少95％的核酸序列同一性。

[0057] 在另一个方面，提供了多核苷酸，其包含编码本文所述的嵌合转铁蛋白受体的核

苷酸序列。多核苷酸可以是单链或双链的。在一些实施方案中，多核苷酸是DNA。在具体的实

施方案中，多核苷酸是cDNA。在一些实施方案中，多核苷酸是RNA。

[0058] 密码子优化

[0059] 在一些实施方案中，嵌合TfR的编码序列(尤其是编码huTfR顶端结构域的序列)经

过密码子优化，以改善嵌合TfR在小鼠中的表达。用于密码子优化的方法是容易获得的，例
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如，在http://genomes.urv.es/OPTIMIZER可获得的优化程序和来自DNA2.0(Newark，加利

福尼亚)的 表达优化技术。在优选的实施方案中，使用来自GenScript(皮斯卡

塔韦，新泽西州)的OptimumGeneTM算法对编码序列进行密码子优化以在小鼠中表达。

[0060] 用所期望的顶端结构域取代非人哺乳动物转铁蛋白受体的顶端结构域的方法

[0061] 可以使用多种方法(例如锌指核酸酶(ZFN)、Tale效应结构域核酸酶(TALEN)、转座

子介导的系统和以及CRIPSR/Cas9系统)产生包含如本文所公开的异源性顶端结构域的敲

入的非人转基因动物。这些方法通常包括向细胞施用一种或多种编码一种或多种核酸酶的

多核苷酸，使得核酸酶通过剪切DNA以在DNA链中产生5'和3'切割末端来介导内源性基因的

修饰。在存在供体序列(其侧翼为与从5'末端延伸5'的序列和从3'末端延伸3'的序列基本

同源的左同源臂和右同源臂)的情况下，所述供体被整合到经由同源定向修复(HDR)由核酸

酶靶向的内源性基因。在一些实施方案中，使用CRISPR/Cas9系统进行敲入。例如，将编码异

源性顶端结构域的核酸序列引入内源性TfR基因以产生嵌合TfR，这导致编码顶端结构域的

天然存在的序列被取代，但基因的整体结构得以维持。

[0062] CRISPR

[0063] 在一些实施方案中，使用CRIPSR/Cas9系统进行与SEQ  ID  NO:1至少80％相同的顶

端结构域的敲入。CRISPR/Cas9系统包括Cas9蛋白和至少一至两种核糖核酸，其能够将Cas9

蛋白导向至待取代的转铁蛋白受体的顶端结构域中的靶基序并与之杂交。这些核糖核酸通

常被称为“单向导RNA”或“sgRNA”。然后Cas9蛋白切割靶基序，这导致双链断裂或单链断裂。

在包含侧翼为两个同源臂的huTfR顶端结构域编码序列的供体DNA存在下，供体DNA被插入

靶转铁蛋白受体DNA中，取代顶端结构域。

[0064] 用于本发明的Cas9蛋白可以是天然存在的Cas9蛋白或其功能衍生物。天然序列多

肽的“功能衍生物”是与天然序列多肽具有共同的定性生物学性质的化合物。“功能衍生物”

包括但不限于天然序列的片段和天然序列多肽的衍生物及其片段，条件是它们与相应的天

然序列多肽具有共有的生物学活性。本文考虑的生物学活性是Cas9的功能衍生物将DNA底

物水解成片段的能力。Cas9多肽或其片段的合适功能衍生物包括但不限于突变体、融合物、

Cas9蛋白的共价修饰或其片段。

[0065] 在一些实施方案中，Cas9蛋白来自酿脓链球菌(Streptococcus  pyogenes)。Cas9

含有2个核酸内切酶结构域，包括剪切与sgRNA非互补的靶DNA的RuvC样结构域，以及剪切与

sgRNA互补的靶DNA的HNH核酸酶结构域。Cas9的双链核酸内切酶活性还需要被称为前间隔

相关基序(PAM)的短的保守序列(2‑5个核苷酸)，其紧跟靶序列中靶基序的3'。在一些实施

方案中，PAM基序是NGG基序。在一个示例性实施方案中，通过使用Cas9蛋白取代小鼠中的顶

端结构域，所述Cas9蛋白由sgRNA导向至小鼠基因的外显子4和9之间的区域。将供体DNA引

入反应中。供体DNA包含人顶端结构域编码序列，其位于与外显子4上游起始的小鼠TfR序列

同源的左同源臂和与外显子9内起始的小鼠TfR序列同源的右同源臂之间。在某些实施方案

中，左同源臂与外显子4上游起始的小鼠TfR序列重叠817个核苷酸，并且右同源臂与外显子

9内起始的小鼠TfR序列重叠807个核苷酸。结果，可以在第四小鼠外显子后插入编码所期望

的顶端结构域(诸如具有与SEQ  ID  NO:1至少80％相同的氨基酸序列的顶端结构域)的核苷

酸序列，并且插入的核苷酸序列在3'末端的侧翼为恰当跟随的小鼠外显子。在一些实施方

案中，插入小鼠TfR基因的人顶端结构域编码序列是为小鼠表达而密码子优化的。
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[0066] 可以根据所用的特定CRISPR/Cas9系统和靶多核苷酸的序列选择sgRNA。在一些实

施方案中，设计一至两种核糖核酸以与紧邻Cas9蛋白识别的脱氧核糖核酸基序的靶基序杂

交。在一些实施方案中，设计一至两种核糖核酸中的每一种以与紧邻Cas9蛋白识别的脱氧

核糖核酸基序的靶基序杂交，其中靶基序位于待取代的基因组序列的侧翼。可以使用例如，

在http://crispr.mit.edu容易获得的软件设计向导RNA。可用于产生嵌合TfR转基因小鼠

的示例性sgRNA包括SEQ  ID  NO:10‑11。

[0067] 如本文所公开的供体DNA包含编码与SEQ  ID  NO:1至少75％相同的氨基酸序列的

核苷酸序列。在一些实施方案中，供体DNA包含编码SEQ  ID  NO:1或编码与SEQ  ID  NO:1共有

至少75％、至少77％、至少80％、至少85％、至少90％或至少95％的氨基酸序列同一性的序

列的序列。在一些实施方案中，供体DNA包含SEQ  ID  NO:2的核苷酸序列或与SEQ  ID  NO:2共

有至少60％、至少70％、至少77％、至少80％、至少85％、至少90％的序列或至少95％的序列

同一性的序列。如本文所公开的供体DNA还包含左同源臂和右同源臂，其位于顶端结构域编

码序列的侧翼，并被设计为与相对于Cas9蛋白的剪切位点与5'和3'外显子序列重叠。同源

臂可以延伸超出5'和3'外显子序列，并且每个同源臂的长度可以是至少20、30、40、50、100

或150个核苷酸。本领域技术人员可以容易地确定实验所需的同源臂的最佳长度。在一个示

例性实施方案中，供体DNA的左同源臂跨越SEQ  ID  NO:4的第1‑817位核苷酸，并且右同源臂

跨越SEQ  ID  NO:4的第1523‑2329位核苷酸。在一些实施方案中，左同源臂与SEQ  ID  NO:4的

第1‑817位核苷酸共有至少85％、至少90％、至少95％或至少98％的序列同一性。在一些实

施方案中，右同源臂与SEQ  ID  NO:4的第1523‑2329位核苷酸共有至少85％、至少90％、至少

95％或至少98％的序列同一性。

[0068] 在一些实施方案中，还可以选择sgRNA以最小化与除靶多核苷酸序列之外的核酸

序列的杂交。在一些实施方案中，设计一至两种核糖核酸以与靶基序杂交来最小化CRISPR/

Cas9系统的脱靶效应，所述靶基序当与细胞中的所有其他基因组核苷酸序列相比时含有至

少两个错配。本领域技术人员将理解，可以使用多种技术来选择合适的靶基序以最小化脱

靶效应(例如，生物信息学分析)。使用CRISPR/Cas9系统来降低基因表达的方法被描述于各

种出版物中，例如美国专利公开第2014/0170753号和第2016/0257974号，其公开内容通过

引用整体并入本文。

[0069] 锌指核酸酶(ZFN)

[0070] 在一些实施方案中，通过使用ZFN敲入huTfR顶端结构域来产生嵌合TfR。ZFN是融

合蛋白，其包含FokI内切核酸酶的非特异性剪切结构域(N)和锌指蛋白(ZFP)。涉及一对ZNF

以识别靶基因中的特定基因座：一个识别待修饰位点的上游序列，并且另一个识别待修饰

位点的下游序列。ZFN的核酸酶部分在特定基因座处切割。然后可以将如上所述的供体DNA

插入特定基因座。使用ZFN以降低基因表达的方法是众所周知的，例如，如美国专利第9,

045 ,763号以及Durai等人，“Zinc  Finger  Nucleases:Custom‑Designed  Molecular 

Scissors  for  Genome  Engineering  of  Plant  and  Mammalian  cells，”Nucleic  Acid 

Research，33(18):5978‑5990(2005)中所公开的，它们的公开内容通过引用整体并入。

[0071] 转录激活因子样效应物核酸酶(TALEN)

[0072] 在一些实施方案中，通过用TALEN敲入huTfR顶端结构域来产生嵌合TfR。TALEN类

似于ZFN，因为它们在基因组位点周围成对结合并引导相同的非特异性核酸酶FokI在特定
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位点剪切基因组，但不是识别DNA三联体，而是每个结构域识别单个核苷酸。使用ZFN以降低

基因表达的方法也是众所周知的，例如，如美国专利第9,005,973号以及Christian等人，

“Targeting  DNA  Double‑Strand  Breaks  with  TAL  Effector  Nucleases，”Genetics，186

(2):757‑761(2010)中所公开的，它们的公开内容通过引用整体并入。

[0073] 表达嵌合TFR的宿主细胞/转基因动物

[0074] 在一些实施方案中，本发明提供了表达嵌合TfR的宿主细胞，例如，其包含编码上

述嵌合转铁蛋白受体的核酸序列。在一些实施方案中，宿主细胞是非人哺乳动物细胞。上述

任何敲入方法(即CRISPR、TALEN、锌指核酸酶)可被用于用具有与SEQ  ID  NO:1至少80％相

同的氨基酸序列的异源性顶端结构域取代宿主细胞中天然转铁蛋白受体的顶端结构域。在

一些实施方案中，宿主细胞是与SEQ  ID  NO:1至少80％相同的真核细胞，例如小鼠细胞。在

一些情况下，使宿主细胞与sgRNA和Cas9、包含编码异源性顶端结构域的核酸序列的供体

DNA接触，所述核酸序列侧翼为左同源臂和右同源臂。sgRNA和同源臂具有这样的序列，使得

异源性顶端结构域编码序列插入基因组中的位置以取代宿主细胞中天然转铁蛋白受体的

顶端结构域的编码序列。在一些实施方案中，宿主细胞是来自非灵长类哺乳动物(诸如小

鼠、大鼠、兔、牛、羊、犬、猫、马、猪等)的细胞。

[0075] 在一些实施方案中，在胚胎干(ES)细胞中进行敲入的方法以产生表达嵌合转铁蛋

白受体多肽的ES细胞。然后胚胎干细胞可以发育成子代细胞或非人转基因动物，其基因组

包含编码嵌合转铁蛋白受体多肽的核酸。在一些实施方案中，将ES细胞引入囊胚中并转移

到假孕雌性动物中。在一些情况下，可以选择携带转基因的建群雄性动物并与野生型雌性

动物交配以产生F1杂合小鼠。随后可以通过F1代杂合非人动物的交配产生纯合的非人动

物。用于培养ES细胞和引入核苷酸序列以靶向ES细胞的基因组来产生转基因动物的方法是

众所周知的，例如，如Ramirez‑Solis等人，“Gene  targeting  in  mouse  embryonic  stem 

cells，”Methods  Enzymol.，225:855‑878(1993)；和美国专利公开第2013/0318643号中所

描述的，它们的公开内容通过引用整体并入。在一些实施方案中，来自具有本发明的嵌合

TfR的转基因动物的胚胎干细胞可被用作提供转基因动物后代的来源。

[0076] 在一些实施方案中，敲入的方法在单细胞非人动物中进行。在一个示例性实施方

案中，经由原核显微注射将sgRNA、Cas9和包含与SEQ  ID  NO:1至少80％相同的顶端结构域

编码序列的供体多核苷酸引入单细胞胚胎中，其中编码序列侧翼为左同源臂和右同源臂。

然后将受体胚胎转移到假孕雌性动物中。sgRNA与Cas9蛋白形成复合物，然后其靶向非人动

物胚胎中转铁蛋白受体的顶端结构域的编码序列。结果，非人动物转铁蛋白受体顶端结构

域被剪切并被来自供体多核苷酸的转铁蛋白受体顶端结构域编码序列取代。在一些情况

下，可以选择携带转基因的建群雄性动物并与野生型雌性动物交配以产生F1杂合小鼠。随

后可以通过F1代杂合非人动物的交配产生纯合的非人动物。本文公开的转基因动物可以是

啮齿动物，例如小鼠或大鼠。

[0077] 在一个示例性实施方案中，部分由于非人转基因动物(例如非灵长类哺乳动物)保

留天然TfR的内含子和转铁蛋白结合结构域的事实，通过敲入具有与SEQ  ID  NO:1至少80％

相同的氨基酸序列的顶端结构域产生的转基因动物通常是健康的，并且表现出与相同物种

的野生型小鼠的那些生理状态相似的生理状态。在一个实施方案中，保留TfR的顶端结构域

外的所有内含子。例如，TfR表达水平类似于同一物种的野生型动物；转基因小鼠的表达水
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平小于野生型小鼠的表达水平的不超过10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％或

90％，或大于野生型小鼠的表达水平的不超过10％、20％、30％、40％、50％、75％、100％、

150％、200％、300％或500％。红血细胞计数、血红蛋白水平和/或血细胞比容水平也与相同

物种的野生型动物相似；差值不大于50％，例如，不大于40％、不大于30％、不大于20％或不

大于10％。在典型的实施方案中，根据本发明的转基因动物保留选择性BBB转运(其能够输

入营养物和蛋白质)并保留保护CNS免受毒素的能力；转基因的存在不会干扰转铁蛋白结合

或FcRn结合能与顶端结构域结合的抗体，如下所述。通常，转基因动物中的TfR介导的细胞

运输也与那些野生型动物相似。与完全缺乏人TfR的野生型小鼠或表达整个huTfR细胞外结

构域(例如，表达整个huTfR蛋白质)的转基因动物模型相比，根据本发明的转基因动物作为

人BBB穿透药物的药代动力学或药效动力学研究的模型更相关。

[0078] 尽管如实施例中所示在小鼠中说明了本发明，但本领域普通技术人员将理解其他

非人哺乳动物，例如啮齿动物、兔、牛、羊、犬、猫、马、猪、骆驼科动物、非人灵长类动物和其

他哺乳动物也可以被工程化以类似方式表达嵌合TfR，并且这些转基因动物也可以用于本

文公开的应用。

[0079] 顶端结构域结合多肽

[0080] 如本文所用的“顶端结构域结合多肽”或“ADBP”是指能与具有与SEQ  ID  NO:1至少

80％相同的氨基酸序列的顶端结构域结合的多肽。ADBP可以是能够与嵌合TfR的huTfR的顶

端结构域结合的抗体或任何多肽。在一些实施方案中，ADBP是将穿过血脑屏障递送的试剂。

在一些实施方案中，ADBP还包含例如通过共价连接与其连接的效应分子。效应分子可以是

治疗剂、标记试剂或诊断试剂。在某些实施方案中，效应分子是多肽，诸如治疗或诊断抗体，

或对酶或信号转导分子具有酶活性或抑制活性的多肽。在某些实施方案中，效应分子包括

小分子、RNA、DNA或蛋白质。

[0081] 在一些实施方案中，ADBP是双特异性抗体，其中顶端结构域结合区是识别顶端结

构域的抗体，并且效应分子是识别不同抗原(例如酶或信号转导分子)的抗体，并且效应部

分的结合激活或抑制酶或信号转导分子。

[0082] 筛选能结合嵌合TFR的ADBP

[0083] 本文所公开的嵌合TfR可被用于筛选能够结合TfR的ADBP。筛选方法包括使候选

ADBP与上文所公开的嵌合TfR接触并确定与嵌合TfR结合的候选ADBP的量。在一些实施方案

中，使候选ADBP与嵌合TfR接触的步骤包括使ADBP与表达嵌合TfR的宿主细胞接触。在一些

情况下，使候选ADBP与嵌合TfR接触的步骤包括使ADBP与表达嵌合TfR的内皮细胞接触。在

一些实施方案中，内皮细胞是BBB内皮细胞。

[0084] 可以使用本领域熟知的方法(例如免疫测定法或SPR)测量候选ADBP和TfR之间的

相互作用。在一些实施方案中，通过ELISA、BiacoreTM系统或共免疫沉淀法测量候选ADBP与

嵌合TfR的结合。

[0085] 筛选可以穿过BBB的ADBP

[0086] 如上所述的表达嵌合TfR的非人转基因动物可被用于表征ADBP结合嵌合TfR的顶

端结构域的能力以及最终穿过BBB的能力。

[0087] 通常，为了评估ADBP穿过BBB的能力，向携带本文所公开的嵌合TfR的转基因动物

施用ADBP，优选地通过静脉内注射。在一段时间(例如，至少10min、至少20min、至少30min、
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至少60min、至少90min、至少120min、至少180min或至少240min)后，处死转基因动物并分析

脑组织以确定ADBP的存在。可以通过测定ADBP和/或与其连接的效应分子的存在来确定

ADBP的存在。在一些实施方案中，用盐水(例如PBS)灌注脑组织，并在检测前固定。可以使用

标准成像方法(例如，免疫组织化学或免疫荧光方法)检测切片中效应分子的存在。脑组织

中效应分子的阳性检测表明效应分子可以穿过BBB。在一些情况下，确定脑中ADBP的存在包

括进行定量免疫测定法。使用嵌合TfR转基因小鼠测量穿过BBB的转运的测定是稳健的并且

可以测量ADBP摄取中大于10倍、20倍、30倍、40倍或50倍的提高。

[0088] 在一些实施方案中，除了使用成像方法或免疫测定法来检测脑中ADBP的存在之

外，检测效应分子的底物变化的方法也可被用于评估效应分子的脑摄取。在一个示例性实

施方案中，ADBP包含能够抑制脑中酶的酶活性的效应分子。在一些实施方案中，可以通过评

估由ADBP或与其连接的效应分子调节的酶的酶活性来测量ADBP的脑摄取(即反映其BBB转

运的能力)。

[0089] 在一些实施方案中，测量脑中候选ADBP的脑摄取。还可以监测血浆并评估药代动

力学简况。在施用候选效应分子后，与非BBB穿透分子相比，脑‑血浆比率的增加表明候选

ADBP可以穿过BBB。

[0090] 在一些情况下，包含编码嵌合TfR的多核苷酸的非人转基因动物可以与经过工程

化以显示某种疾病表型的非人转基因动物杂交。在一些情况下，非人转基因动物是可以与

各种小鼠模型杂交的转基因小鼠，例如，诸如美国专利第8,476,485号中所描述的ALS小鼠

模型；诸如美国专利第5,898,094和美国专利第6,175,057号中所描述的AD小鼠模型；诸如

美国专利公开第2016/0050895号中所描述的TSPO小鼠模型；诸如美国专利公开第2014/

0041062号中所描述的自闭症谱系障碍(ASD)小鼠模型。这些上述专利和专利申请的全部内

容在此通过引用并入。在某些情况下，通过此类杂交产生的杂交小鼠可被用于评估包含效

应分子的ADBP在脑中的分布以及ADBP或效应分子在治疗脑疾病中的功效。

[0091] 试剂盒

[0092] 在一些实施方案中，提供了包含如本文所述的嵌合转铁蛋白受体多核苷酸或多

肽，或表达此类多肽的细胞的试剂盒。在一些实施方案中，试剂盒用于筛选如上所述的

ADBP。

[0093] 在一些实施方案中，试剂盒还包含可被用于测定法中的缓冲液和容器，以检测嵌

合TfR多肽和候选ADBP之间的结合。在一些实施方案中，试剂盒还包含含有用于实施本文所

述方法的指导(即方案)的说明材料(例如，使用所述试剂盒跨越血脑屏障施用组合物的说

明书)。虽然说明材料通常包括书面或印刷材料，但它们不限于此。本发明考虑了能够存储

此类说明书并将它们传递给最终用户的任何介质。此类介质包括但不限于电子存储介质

(例如，磁盘、磁带、卡匣(cartridge)、芯片)、光学介质(例如CD‑ROM)等。此类介质可以包括

提供此类说明材料的因特网站点的地址。

实施例

[0094] 以下实施例仅用于说明目的，不应解释为对所要求保护的发明的限制。存在多种

本领域技术人员可以使用的替代技术和程序，它们类似地允许本领域技术人员成功进行预

期的发明。
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[0095] 实施例1：HUTFR小鼠的产生和表征

[0096] 用于产生敲入/敲除小鼠的方法已经公开在文献中并且是本领域技术人员众所周

知的。简而言之，C57B16小鼠被用于经由原核显微注射到单细胞胚胎中，然后将胚胎转移到

假孕雌性动物，来产生人顶端TfR小鼠系的敲入。具体地，将Cas9、SEQ  ID  NO:10‑11的sgRNA

和SEQ  ID  NO:4的供体DNA引入胚胎中。供体DNA包含已为在小鼠中表达而密码子优化的人

顶端结构域编码序列SEQ  ID  NO:2。顶端结构域编码序列侧翼为左同源臂(SEQ  ID  NO:4的

第1‑817位核苷酸)和右同源臂(SEQ  ID  NO:4的第1523‑2329位核苷酸)。以这种方式设计供

体序列，使得在第四小鼠外显子后插入顶端结构域，并且就在其3'末端侧翼为第九小鼠外

显子。将来自接受胚胎的雌性动物的后代的建群雄性动物与野生型雌性动物交配以产生F1

杂合的小鼠。随后从F1代杂合的小鼠的交配中产生纯合的小鼠。

[0097] 实施例2：用于监测抗体脑摄取的工具抗体的产生

[0098] 通过用含有编码重链和轻链的DNA的表达质粒转化Expi293或ExpiCHO细胞并使用

本领域技术人员熟悉的方案产生靶向人TfR或人/小鼠BACE1的工具抗体。使用“杵臼

(knobs‑into‑holes)”技术产生双特异性抗体；分别表达杵和臼半抗体，然后使用公开的方

法连接。首先用蛋白A纯化抗体，然后通过尺寸排阻色谱纯化。为这些研究产生的抗体如下:

[0099] 抗TfR:能与人TfR顶端结构域结合的人IgG1抗体。

[0100] 抗BACE1:人IgG1抗体，其能与人BACE1结合并与小鼠BACE1交叉反应。该抗体抑制

BACE1的酶活性。

[0101] 抗TfR/BACE1:人IgG1杵臼双特异性抗体，其能与人TfR顶端结构域以及人和小鼠

BACE1结合。杵半抗体具有来自抗BACE1抗体的可变结构域；臼半抗体具有来自抗TfR抗体的

可变结构域。

[0102] 实施例3：HUTFR顶端的+/‑和HUTFR顶端的+/+小鼠的血液分析

[0103] 从野生型C57B16、huTfR顶端的+/‑和huTfR顶端的+/+小鼠(n＝3/组)收集血液并进行标准

全血细胞计数(CBC)分析。在任何红血细胞参数(包括总红细胞、血红蛋白和血细胞比容水

平)中均未观察到基因型特异性差异(图1)。

[0104] 实施例4：TFR靶向抗体在HUTFR顶端的+/‑和HUTFR顶端的+/+小鼠中的脑定位

[0105] 在该实施例中，产生抗TfR抗体以评估TfR靶向治疗剂在huTfR顶端的+/‑小鼠中的脑摄

取。用5mg/kg抗TfR抗体静脉内注射huTfR顶端的+/‑小鼠或野生型C57B16。1小时后，处死小鼠并

用PBS灌注。将半脑在4％PFA中微量固定过夜，然后30％蔗糖保存。使用切片机切割矢状脑

切片(35μm)，在5％BSA+0.3％Triton  X‑100中封闭，然后用Alexa488抗huIgG1(1:500)进行

荧光次级染色。使用具有20x物镜的Zeiss宽场显微镜拍摄脑图像。在huTfR顶端的+/‑小鼠中观

察到显著的血管染色，表明人顶端特异性抗TfR与BBB处TfR高度表达的脑内皮细胞的强烈

结合(图2)。相反，在野生型小鼠中观察到非常少的染色。

[0106] 为了证实TfR特异性BBB转运，使用如上所述的类似方法测试抗BACE1抗体和抗

TfR/BACE1双特异性抗体。用50mg/kg的任一抗体静脉内注射huTfR顶端的+/+小鼠。24小时后，用

PBS灌注小鼠，并如上所述对huTfR顶端的+/‑小鼠处理半脑并染色。观察到抗TfR/BACE1广泛的

脑实质染色，而未观察到抗BACE1的染色，表明在这些小鼠中BBB转胞吞作用需要TfR顶端结

构域结合多肽(图3)。

[0107] 实施例5：抗体在HUTFR顶端的+/+小鼠中的脑和血浆PK/PD
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[0108] 在该实施例中，用50mg/kg的抗BACE1抗体或抗TfR/BACE1双特异性抗体静脉内注

射huTfR顶端的+/+小鼠。24小时后，经由心脏穿刺收集血液，并用PBS灌注小鼠。将脑组织在10×

组织重量的裂解缓冲液(含有1％NP‑40的PBS)中匀浆。在EDTA管中收集血液以防止凝结并

以14000rpm旋转7分钟以分离血浆。按照制造商的说明书，使用通用人IgG测定法(MSD人IgG

试剂盒#K150JLD)定量小鼠血浆和脑裂解物中的抗体浓度。简而言之，用MSD阻断剂A将预包

被的板封闭30min。使用Hamilton  Nimbus液体处理器以1:10,000稀释血浆样品，并一式两

份加入到封闭的板中。将脑样品在1％NP40裂解缓冲液中匀浆，并将裂解物1:10稀释以用于

PK分析。还在同一板上分析给药溶液以确认正确的剂量。使用四参数逻辑回归拟合0.78‑

200ng/mL  IgG的标准曲线。

[0109] 24小时后，抗TfR/BACE1的血浆水平低于抗BACE1的水平，可能是由于该抗体经由

与外周表达的huTfR顶端的结合而清除(图4A)。在脑中，观察到与抗BACE1相比，抗TfR/BACE1的

浓度的约28倍的增加(图4B)。抗TfR/BACE1的显著积聚是由于BBB处的TfR介导的转胞吞作

用，该结果验证了huTfR顶端的+/+小鼠作为测量人TfR顶端结构域结合多肽的BBB摄取的工具。

[0110] 使用淀粉样蛋白前体蛋白(APP)剪切的BACE1抑制作为血浆和脑中抗体活性的药

效动力学读数。将脑组织在10×组织重量的5M盐酸胍中匀浆，然后在含0.25％酪蛋白缓冲

液的PBS中以1:10稀释。使用夹心ELISA测量血浆和脑裂解物中的小鼠Aβ40水平。将384孔

MaxiSorp板用特异性针对Aβ40肽的C末端的多克隆捕获抗体(Millipore#ABN240)包被过

夜。将酪蛋白稀释的胍脑裂解物在ELISA板上进一步1:2稀释，并与检测抗体，即生物素化的

M3.2同时加入。以1:5稀释度分析血浆。在加入链霉抗生物素蛋白‑HRP，随后加入TMB底物之

前将样品在4℃孵育过夜。使用四参数逻辑回归拟合0.78‑50pg/mL  msAβ40的标准曲线。

[0111] 与抗BACE1相比，抗TfR/BACE1处理导致huTfR顶端的+/+小鼠中A‑β的减少增加，表明用

抗TfR/BACE1实现了脑中的BACE1靶标参与(图4C)。与未处理的野生型小鼠相比，抗TfR/

BACE1和抗BACE1的血浆A‑β降低至相似程度(图4D)。这些数据支持huTfR顶端的+/+小鼠在需要

人TfR介导的脑摄取的靶标参与研究中，特别是用于评估人TfR顶端结构域结合多肽的用

途。

[0112] 实施例6：TFR在HUTFR顶端的+/+小鼠中的表达

[0113] 从野生型和huTfR顶端的+/+小鼠中分离脑和各种外周组织，以确定huTfR顶端的+/+小鼠中

的TfR表达水平是否改变。在用PBS灌注后从小鼠中取出脑、肝脏、肺和肾脏。将组织在10×

组织重量的裂解缓冲液(含有1％NP‑40的PBS)中匀浆。样品在蛋白质印迹上运行，并且使用

识别TfR的细胞内部分并因此与野生型和huTfRa顶端的+/+均交叉反应的TfR抗体(1:2000；

Thermofisher#13‑6800)确定TfR表达水平。TfR表达的定量表示为与肌动蛋白(1:5000；

Abcam  8227)的比率。图5A‑5D显示在脑(图5A)、肝脏(图5B)、肾脏(图5C)和肺(图5D)中，

huTfR顶端的+/+小鼠中的TfR表达与野生型小鼠非常相似。

[0114] 应理解，本文描述的实施例和实施方案仅用于说明目的，并且鉴于其的各种修改

或改变均将推荐给本领域技术人员，并且被包括在本申请的精神和范围以及所附权利要求

的范围内。出于所有目的，本文引用的所有出版物、序列登录号、专利和专利申请均通过引

用整体并入本文。

[0115] 示例性序列表

[0116] SEQ  ID  NO:1：人顶端结构域插入物的蛋白质序列
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[0117] AQNSVIIVDKNGRLVYLVENPGGYVAYSKAATVTGKLVHANFGTKKDFEDLYTPVNGSIVIVRAGKITF

AEKVANAESLNAIGVLIYMDQTKFPIVNAELSFFGHAHLGTGDPYTPGFPSFNHTQFPPSRSSGLPNIPVQTISRAA

AEKLFGNMEGDCPSDWKTDSTCRMVTSESKNVKLTVSN

[0118] SEQ  ID  NO:2：人顶端结构域插入物的DNA序列

[0119] GCTCAGAACTCCGTGATCATCGTGGATAAGAACGGCCGGCTGGTGTACCTGGTGGAGAACCCTGGCGGA

TACGTGGCTTACTCTAAGGCCGCTACCGTGACAGGCAAGCTGGTGCACGCCAACTTCGGAACCAAGAAGGACTTTGA

GGATCTGTACACACCAGTGAACGGCTCTATCGTGATCGTGCGCGCTGGAAAGATCACCTTCGCCGAGAAGGTGGCTA

ACGCCGAGAGCCTGAACGCCATCGGCGTGCTGATCTACATGGATCAGACAAAGTTTCCCATCGTGAACGCTGAGCTG

TCTTTCTTTGGACACGCTCACCTGGGCACCGGAGACCCATACACACCCGGATTCCCTAGCTTTAACCACACCCAGTT

CCCCCCTTCCAGGTCTAGCGGACTGCCAAACATCCCCGTGCAGACAATCAGCAGAGCCGCTGCCGAGAAGCTGTTTG

GCAACATGGAGGGAGACTGCCCCTCCGATTGGAAGACCGACTCTACATGTAGGATGGTGACCTCCGAGTCAAAAAAT

GTCAAACTCACCGTGTCCAAT

[0120] SEQ  ID  NO:3：在转基因小鼠中表达的嵌合TfR序列(斜体部分代表细胞质结构域，

粗体部分代表跨膜结构域，灰色部分代表细胞外结构域，以及粗体和下划线部分代表顶端

结构域)

[0121]

[0122] SEQ  ID  NO：4：完整供体DNA的序列(左同源臂：1‑817；右同源臂：1523‑2329；人

Apical结构域：941‑1492；密码子优化序列：821‑1522)

[0123] CTATACAGATATATAAGGATGGGGCTTTTTTTTTTTAATTTTTAAAAAAGATTTGTTTATTATTATATG

TAAGTACACTGTAGCTGTCTTCAGACACTCCAGAAGAGGGCATCAGATCTCATTACAGATGGTTGTGAGCTACCATG

TGGTCACTGGGATTTGAACTCAGGACCTTCAGAAGAGCAGTCAGTGCTCTTAACTGATAAGTTAATAATAAGTTAAC

TGATAAGGTAATAAAGGTCCCCTATGAAAAGGGTTCAGACCCAAAGAGTCAGAGATCCACAGGTTGAGAACCTCCTG

CCCTAAATCTTGTTGCTCTCCTTATTCAAGACCACTCCTGTTGCAGTTGCTCTTAAGCATGAGTATGCTCCCTTCTG

AAAGTCTCCATAGCAGCCATCTCTCCAGCCCCAGAGTGAGGCTTTTAAAGGAATCTTCATGATAAATAGAATTTTTA

AAAAAGTAACTGAAGTTACTTAAGGTGTTAAGGTACATTTTATTCCCTCAGTAACTGGTTAATCTAGCAGTTTTGAG
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TCATACTTCATTTATCTTGACTTTGAAGAGTAAGATATTAAAACAATTTGCTTGATCCTTGAAGTAAGTATTTAAAT

AGACATTTTAATGCAGACTTTTTTTAGTTGACTGGTGGTGTTGCACGTGGTCAATCCAAGTACTCATGGGAGGCAGA

GGCAGGAGGATCTCTCTCTAGACCAGCCTGGTCTATAGAGCAAGTTCCAGGACAGCCAGGGCTACACAGAAACCTTG

TTTCAAACAAGACTTTTATCCTTCCAGGCAGCTGAGCCAGAATACATACACTCCTAGGGAAGCTGGTTCACAGAAGG

ACGAATCCCTGGCATACTACATCGAGAATCAGTTTCACGAGTTCAAGTTTAGCAAAGTCTGGAGAGATGAGCACTAC

GTGAAGATCCAGGTGAAGAGCTCCGCTCAGAACTCCGTGATCATCGTGGATAAGAACGGCCGGCTGGTGTACCTGGT

GGAGAACCCTGGCGGATACGTGGCTTACTCTAAGGCCGCTACCGTGACAGGCAAGCTGGTGCACGCCAACTTCGGAA

CCAAGAAGGACTTTGAGGATCTGTACACACCAGTGAACGGCTCTATCGTGATCGTGCGCGCTGGAAAGATCACCTTC

GCCGAGAAGGTGGCTAACGCCGAGAGCCTGAACGCCATCGGCGTGCTGATCTACATGGATCAGACAAAGTTTCCCAT

CGTGAACGCTGAGCTGTCTTTCTTTGGACACGCTCACCTGGGCACCGGAGACCCATACACACCCGGATTCCCTAGCT

TTAACCACACCCAGTTCCCCCCTTCCAGGTCTAGCGGACTGCCAAACATCCCCGTGCAGACAATCAGCAGAGCCGCT

GCCGAGAAGCTGTTTGGCAACATGGAGGGAGACTGCCCCTCCGATTGGAAGACCGACTCTACATGTAGGATGGTGAC

CTCCGAGTCAAAAAATGTCAAACTCACCGTGTCCAATGTGCTGAAAGAACGACGCATCCTGAATATCTTTGGAGTTA

TTAAAGGTTATGAGGAACCAGGTAAAGACCTGCTTTGTACTTTTTCACTTTACTGTTTTGCTTACTGTAGATAGGTC

TAGTGCAGGAAGGAGAAGGATGCTAGCTTGGCATGAACTGCTATATCTTGTTTGTCCTAATGTGAACTTTGTAATAT

ATGTGTATATAACACATAATATGGCCATGTAAGTGTATGGAGAGGCCAGAGTTAAGTATTAAATATCTTTCTGTAAT

CATTTAAAATTTTACATATGAAGGTCAGTGAACAGATTGAAGGAGTTTTGTCCAGGTGGGACTTGGATCTAAATTTT

TTACAATGCCTGGCAGCAAACACCTTTTTAATCAACTGAGCTGTCTCCCCAAATAAAGTGAATGTGATATCAGCTTG

TGGATAATTTTTTTTTGTTGCTTTGATAAGTGGTTTTCTTACAGGATCACATACCAGTTCTGTCCATAGCATTAAAC

AAACATAACTGTCATGCAGTAGATTAATGTGCAGGGCACATCCAACAGTCACATTTATTAATAGGACAAAAAGTTGG

ACCTTATATGTAGCACACCTATAATTCCAGTGCTAGGAAGATCCGGGTAGGAGATCCTTAGTTCGGTGCTACTTAGT

GAGGGTTTGTTTCAAAAAACAAAAGCTATGATGGTGTGTTGCCTTTTTTCTTTTAGACCGTTATGTTGTAGTAGGAG

CCCAGAGAGACGCTTTGGGTGCTGGTGTTGCGGCGAAGTCCAGTGTGGGAACAGGTCTTCTGTTGAAACTTGCCCAA

GTATTCTCAGATATGATTTCAAAAGGT

[0124] SEQ  ID  NO：5：小鼠TfR蛋白质序列(Uniprot  Q62351)(斜体部分代表细胞质结构

域，粗体部分代表跨膜结构域，灰色部分代表细胞外结构域，以及粗体和下划线部分代表顶

端结构域)

[0125]

[0126] SEQ  ID  NO：6：人TfR蛋白质序列(Uniprot  P02786)(斜体部分代表细胞质结构域，

粗体部分代表跨膜结构域，灰色部分代表细胞外结构域，以及粗体和下划线部分代表顶端

结构域)
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[0127]

[0128] SEQ  ID  NO：7：恒河猴(猕猴)TfR的顶端结构域(NCBI参考序列NP_001244232.1)；

它与天然人TfR的顶端结构域具有95％的同一性

[0129] AQNSVIIVDKNGGLVYLVENPGGYVAYSKAATVTGKLVHANFGTKKDFEDLDSPVNSFNHTQFPPSQSS

GLPNIPVQTISRAAAEKLFGNMEGDCPSDWKTDSTCKMVTSENKSVKLTVSN

[0130] SEQ  ID  NO：8：黑猩猩TfR的顶端结构域(NCBI参考序列XP_003310238.1)；它与天

然人TfR的顶端结构域具有98％的同一性

[0131] AQNSVIIVDKNGSLVYLVENPGGYVAYSKAATVTGKLVHANFGTKKDFEDLHTPVNGSIVIVRAGKIT

FAEKVANAESLNAIGVLIYMDQTK1FPIVNAELSFFGH1AHLGTGDPYTPG1FPSFNHTQFPPSR1SSGL 

PDSTCRMVTSESKNVKLTVSN

[0132] SEQ  ID  NO：9：食蟹猴(macaca  fascicularis)(食蟹猴(cynomolgous  monkey))

TfR的顶端结构域(NCBI参考序列XP_005545315)；它与天然人TfR的顶端结构域具有96％的

同一性

[0133] AQNSVIIVDKNGGLVYLVENPGGYVAYSKAATVTGKLVHANFGTKKDFEDLDSPVNGSIVIVRAGKITF

AEKVANAESLNAIGVLIYMDQTKFPIVKADLSFFGHAHLGTGDPYTPGFPSFNHTQFPPSQSSGLPNIPVQTISRAA

AEKLFGNMEGDCPSDWKTDSTCKMVTSENKSVKLTVSN

[0134] SEQ  ID  NO:10

[0135] GAATACATACACTCCTCGTGAGG

[0136] SEQ  ID  NO:11

[0137] AGAAGAATACTTAACATCTTTGG
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[0001] 序列表

[0002] <110> 戴纳立制药公司(Denali  Therapeutics  Inc.)

[0003] 马克·S·丹尼斯(Dennis,  Mark  S.)

[0004] 亚当·P·西尔弗曼(Silverman,  Adam  P.)

[0005] 乔伊·余·祖切罗(Zuchero,  Joy  Yu)

[0006] <120>  转铁蛋白受体转基因模型

[0007] <130>  1076191

[0008] <150>  US  62/460,692

[0009] <151>  2017‑02‑17

[0010] <150>  US  62/543,559

[0011] <151>  2017‑08‑10

[0012] <150>  US  62/543,658

[0013] <151>  2017‑08‑10

[0014] <150>  US  62/583,314

[0015] <151>  2017‑11‑08

[0016] <160>  11

[0017] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0018] <210>  1

[0019] <211>  184

[0020] <212>  PRT

[0021] <213>  智人(Homo  sapiens)

[0022] <400>  1

[0023] Ala  Gln  Asn  Ser  Val  Ile  Ile  Val  Asp  Lys  Asn  Gly  Arg  Leu  Val  Tyr

[0024] 1               5                   10                  15

[0025] Leu  Val  Glu  Asn  Pro  Gly  Gly  Tyr  Val  Ala  Tyr  Ser  Lys  Ala  Ala  Thr

[0026]             20                  25                  30

[0027] Val  Thr  Gly  Lys  Leu  Val  His  Ala  Asn  Phe  Gly  Thr  Lys  Lys  Asp  Phe

[0028]         35                  40                  45

[0029] Glu  Asp  Leu  Tyr  Thr  Pro  Val  Asn  Gly  Ser  Ile  Val  Ile  Val  Arg  Ala

[0030]     50                  55                  60

[0031] Gly  Lys  Ile  Thr  Phe  Ala  Glu  Lys  Val  Ala  Asn  Ala  Glu  Ser  Leu  Asn

[0032] 65                  70                  75                  80

[0033] Ala  Ile  Gly  Val  Leu  Ile  Tyr  Met  Asp  Gln  Thr  Lys  Phe  Pro  Ile  Val

[0034]                 85                  90                  95

[0035] Asn  Ala  Glu  Leu  Ser  Phe  Phe  Gly  His  Ala  His  Leu  Gly  Thr  Gly  Asp

[0036]             100                 105                 110

[0037] Pro  Tyr  Thr  Pro  Gly  Phe  Pro  Ser  Phe  Asn  His  Thr  Gln  Phe  Pro  Pro

[0038]         115                 120                 125

[0039] Ser  Arg  Ser  Ser  Gly  Leu  Pro  Asn  Ile  Pro  Val  Gln  Thr  Ile  Ser  Arg

[0040]     130                 135                 140

[0041] Ala  Ala  Ala  Glu  Lys  Leu  Phe  Gly  Asn  Met  Glu  Gly  Asp  Cys  Pro  Ser
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[0042] 145                 150                 155                 160

[0043] Asp  Trp  Lys  Thr  Asp  Ser  Thr  Cys  Arg  Met  Val  Thr  Ser  Glu  Ser  Lys

[0044]                 165                 170                 175

[0045] Asn  Val  Lys  Leu  Thr  Val  Ser  Asn

[0046]             180

[0047] <210>  2

[0048] <211>  552

[0049] <212>  DNA

[0050] <213>  智人(Homo  sapiens)

[0051] <400>  2

[0052] gctcagaact  ccgtgatcat  cgtggataag  aacggccggc  tggtgtacct  ggtggagaac  60

[0053] cctggcggat  acgtggctta  ctctaaggcc  gctaccgtga  caggcaagct  ggtgcacgcc  120

[0054] aacttcggaa  ccaagaagga  ctttgaggat  ctgtacacac  cagtgaacgg  ctctatcgtg  180

[0055] atcgtgcgcg  ctggaaagat  caccttcgcc  gagaaggtgg  ctaacgccga  gagcctgaac  240

[0056] gccatcggcg  tgctgatcta  catggatcag  acaaagtttc  ccatcgtgaa  cgctgagctg  300

[0057] tctttctttg  gacacgctca  cctgggcacc  ggagacccat  acacacccgg  attccctagc  360

[0058] tttaaccaca  cccagttccc  cccttccagg  tctagcggac  tgccaaacat  ccccgtgcag  420

[0059] acaatcagca  gagccgctgc  cgagaagctg  tttggcaaca  tggagggaga  ctgcccctcc  480

[0060] gattggaaga  ccgactctac  atgtaggatg  gtgacctccg  agtcaaaaaa  tgtcaaactc  540

[0061] accgtgtcca  at                                                     552

[0062] <210>  3

[0063] <211>  763

[0064] <212>  PRT

[0065] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0066] <220>

[0067] <223>  合成的嵌合转铁蛋白受体（TfR）多肽序列

[0068] <220>

[0069] <221>  DOMAIN

[0070] <222>  (1) ..(67)

[0071] <223>  细胞质结构域

[0072] <220>

[0073] <221>  DOMAIN

[0074] <222>  (68) ..(88)

[0075] <223>  跨膜结构域

[0076] <220>

[0077] <221>  DOMAIN

[0078] <222>  (89) ..(763)

[0079] <223>  细胞外结构域

[0080] <220>

[0081] <221>  DOMAIN

[0082] <222>  (198) ..(381)

[0083] <223>  顶端结构域
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[0084] <400>  3

[0085] Met  Met  Asp  Gln  Ala  Arg  Ser  Ala  Phe  Ser  Asn  Leu  Phe  Gly  Gly  Glu

[0086] 1               5                   10                  15

[0087] Pro  Leu  Ser  Tyr  Thr  Arg  Phe  Ser  Leu  Ala  Arg  Gln  Val  Asp  Gly  Asp

[0088]             20                  25                  30

[0089] Asn  Ser  His  Val  Glu  Met  Lys  Leu  Ala  Ala  Asp  Glu  Glu  Glu  Asn  Ala

[0090]         35                  40                  45

[0091] Asp  Asn  Asn  Met  Lys  Ala  Ser  Val  Arg  Lys  Pro  Lys  Arg  Phe  Asn  Gly

[0092]     50                  55                  60

[0093] Arg  Leu  Cys  Phe  Ala  Ala  Ile  Ala  Leu  Val  Ile  Phe  Phe  Leu  Ile  Gly

[0094] 65                  70                  75                  80

[0095] Phe  Met  Ser  Gly  Tyr  Leu  Gly  Tyr  Cys  Lys  Arg  Val  Glu  Gln  Lys  Glu

[0096]                 85                  90                  95

[0097] Glu  Cys  Val  Lys  Leu  Ala  Glu  Thr  Glu  Glu  Thr  Asp  Lys  Ser  Glu  Thr

[0098]             100                 105                 110

[0099] Met  Glu  Thr  Glu  Asp  Val  Pro  Thr  Ser  Ser  Arg  Leu  Tyr  Trp  Ala  Asp

[0100]         115                 120                 125

[0101] Leu  Lys  Thr  Leu  Leu  Ser  Glu  Lys  Leu  Asn  Ser  Ile  Glu  Phe  Ala  Asp

[0102]     130                 135                 140

[0103] Thr  Ile  Lys  Gln  Leu  Ser  Gln  Asn  Thr  Tyr  Thr  Pro  Arg  Glu  Ala  Gly

[0104] 145                 150                 155                 160

[0105] Ser  Gln  Lys  Asp  Glu  Ser  Leu  Ala  Tyr  Tyr  Ile  Glu  Asn  Gln  Phe  His

[0106]                 165                 170                 175

[0107] Glu  Phe  Lys  Phe  Ser  Lys  Val  Trp  Arg  Asp  Glu  His  Tyr  Val  Lys  Ile

[0108]             180                 185                 190

[0109] Gln  Val  Lys  Ser  Ser  Ala  Gln  Asn  Ser  Val  Ile  Ile  Val  Asp  Lys  Asn

[0110]         195                 200                 205

[0111] Gly  Arg  Leu  Val  Tyr  Leu  Val  Glu  Asn  Pro  Gly  Gly  Tyr  Val  Ala  Tyr

[0112]     210                 215                 220

[0113] Ser  Lys  Ala  Ala  Thr  Val  Thr  Gly  Lys  Leu  Val  His  Ala  Asn  Phe  Gly

[0114] 225                 230                 235                 240

[0115] Thr  Lys  Lys  Asp  Phe  Glu  Asp  Leu  Tyr  Thr  Pro  Val  Asn  Gly  Ser  Ile

[0116]                 245                 250                 255

[0117] Val  Ile  Val  Arg  Ala  Gly  Lys  Ile  Thr  Phe  Ala  Glu  Lys  Val  Ala  Asn

[0118]             260                 265                 270

[0119] Ala  Glu  Ser  Leu  Asn  Ala  Ile  Gly  Val  Leu  Ile  Tyr  Met  Asp  Gln  Thr

[0120]         275                 280                 285

[0121] Lys  Phe  Pro  Ile  Val  Asn  Ala  Glu  Leu  Ser  Phe  Phe  Gly  His  Ala  His

[0122]     290                 295                 300

[0123] Leu  Gly  Thr  Gly  Asp  Pro  Tyr  Thr  Pro  Gly  Phe  Pro  Ser  Phe  Asn  His

[0124] 305                 310                 315                 320

[0125] Thr  Gln  Phe  Pro  Pro  Ser  Arg  Ser  Ser  Gly  Leu  Pro  Asn  Ile  Pro  Val
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[0126]                 325                 330                 335

[0127] Gln  Thr  Ile  Ser  Arg  Ala  Ala  Ala  Glu  Lys  Leu  Phe  Gly  Asn  Met  Glu

[0128]             340                 345                 350

[0129] Gly  Asp  Cys  Pro  Ser  Asp  Trp  Lys  Thr  Asp  Ser  Thr  Cys  Arg  Met  Val

[0130]         355                 360                 365

[0131] Thr  Ser  Glu  Ser  Lys  Asn  Val  Lys  Leu  Thr  Val  Ser  Asn  Val  Leu  Lys

[0132]     370                 375                 380

[0133] Glu  Arg  Arg  Ile  Leu  Asn  Ile  Phe  Gly  Val  Ile  Lys  Gly  Tyr  Glu  Glu

[0134] 385                 390                 395                 400

[0135] Pro  Asp  Arg  Tyr  Val  Val  Val  Gly  Ala  Gln  Arg  Asp  Ala  Leu  Gly  Ala

[0136]                 405                 410                 415

[0137] Gly  Val  Ala  Ala  Lys  Ser  Ser  Val  Gly  Thr  Gly  Leu  Leu  Leu  Lys  Leu

[0138]             420                 425                 430

[0139] Ala  Gln  Val  Phe  Ser  Asp  Met  Ile  Ser  Lys  Asp  Gly  Phe  Arg  Pro  Ser

[0140]         435                 440                 445

[0141] Arg  Ser  Ile  Ile  Phe  Ala  Ser  Trp  Thr  Ala  Gly  Asp  Phe  Gly  Ala  Val

[0142]     450                 455                 460

[0143] Gly  Ala  Thr  Glu  Trp  Leu  Glu  Gly  Tyr  Leu  Ser  Ser  Leu  His  Leu  Lys

[0144] 465                 470                 475                 480

[0145] Ala  Phe  Thr  Tyr  Ile  Asn  Leu  Asp  Lys  Val  Val  Leu  Gly  Thr  Ser  Asn

[0146]                 485                 490                 495

[0147] Phe  Lys  Val  Ser  Ala  Ser  Pro  Leu  Leu  Tyr  Thr  Leu  Met  Gly  Lys  Ile

[0148]             500                 505                 510

[0149] Met  Gln  Asp  Val  Lys  His  Pro  Val  Asp  Gly  Lys  Ser  Leu  Tyr  Arg  Asp

[0150]         515                 520                 525

[0151] Ser  Asn  Trp  Ile  Ser  Lys  Val  Glu  Lys  Leu  Ser  Phe  Asp  Asn  Ala  Ala

[0152]     530                 535                 540

[0153] Tyr  Pro  Phe  Leu  Ala  Tyr  Ser  Gly  Ile  Pro  Ala  Val  Ser  Phe  Cys  Phe

[0154] 545                 550                 555                 560

[0155] Cys  Glu  Asp  Ala  Asp  Tyr  Pro  Tyr  Leu  Gly  Thr  Arg  Leu  Asp  Thr  Tyr

[0156]                 565                 570                 575

[0157] Glu  Ala  Leu  Thr  Gln  Lys  Val  Pro  Gln  Leu  Asn  Gln  Met  Val  Arg  Thr

[0158]             580                 585                 590

[0159] Ala  Ala  Glu  Val  Ala  Gly  Gln  Leu  Ile  Ile  Lys  Leu  Thr  His  Asp  Val

[0160]         595                 600                 605

[0161] Glu  Leu  Asn  Leu  Asp  Tyr  Glu  Met  Tyr  Asn  Ser  Lys  Leu  Leu  Ser  Phe

[0162]     610                 615                 620

[0163] Met  Lys  Asp  Leu  Asn  Gln  Phe  Lys  Thr  Asp  Ile  Arg  Asp  Met  Gly  Leu

[0164] 625                 630                 635                 640

[0165] Ser  Leu  Gln  Trp  Leu  Tyr  Ser  Ala  Arg  Gly  Asp  Tyr  Phe  Arg  Ala  Thr

[0166]                 645                 650                 655

[0167] Ser  Arg  Leu  Thr  Thr  Asp  Phe  His  Asn  Ala  Glu  Lys  Thr  Asn  Arg  Phe
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[0168]             660                 665                 670

[0169] Val  Met  Arg  Glu  Ile  Asn  Asp  Arg  Ile  Met  Lys  Val  Glu  Tyr  His  Phe

[0170]         675                 680                 685

[0171] Leu  Ser  Pro  Tyr  Val  Ser  Pro  Arg  Glu  Ser  Pro  Phe  Arg  His  Ile  Phe

[0172]     690                 695                 700

[0173] Trp  Gly  Ser  Gly  Ser  His  Thr  Leu  Ser  Ala  Leu  Val  Glu  Asn  Leu  Lys

[0174] 705                 710                 715                 720

[0175] Leu  Arg  Gln  Lys  Asn  Ile  Thr  Ala  Phe  Asn  Glu  Thr  Leu  Phe  Arg  Asn

[0176]                 725                 730                 735

[0177] Gln  Leu  Ala  Leu  Ala  Thr  Trp  Thr  Ile  Gln  Gly  Val  Ala  Asn  Ala  Leu

[0178]             740                 745                 750

[0179] Ser  Gly  Asp  Ile  Trp  Asn  Ile  Asp  Asn  Glu  Phe

[0180]         755                 760

[0181] <210>  4

[0182] <211>  2329

[0183] <212>  DNA

[0184] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0185] <220>

[0186] <223>  合成的供体DNA序列

[0187] <220>

[0188] <221>  misc_feature

[0189] <222>  (1) ..(817)

[0190] <223>  左同源臂

[0191] <220>

[0192] <221>  misc_feature

[0193] <222>  (821) ..(1522)

[0194] <223>  密码子优化的序列

[0195] <220>

[0196] <221>  misc_feature

[0197] <222>  (941) ..(1492)

[0198] <223> 人顶端结构域

[0199] <220>

[0200] <221>  misc_feature

[0201] <222>  (1523) ..(2329)

[0202] <223>  右同源臂

[0203] <400>  4

[0204] ctatacagat  atataaggat  ggggcttttt  ttttttaatt  tttaaaaaag  atttgtttat  60

[0205] tattatatgt  aagtacactg  tagctgtctt  cagacactcc  agaagagggc  atcagatctc  120

[0206] attacagatg  gttgtgagct  accatgtggt  cactgggatt  tgaactcagg  accttcagaa  180

[0207] gagcagtcag  tgctcttaac  tgataagtta  ataataagtt  aactgataag  gtaataaagg  240

[0208] tcccctatga  aaagggttca  gacccaaaga  gtcagagatc  cacaggttga  gaacctcctg  300

[0209] ccctaaatct  tgttgctctc  cttattcaag  accactcctg  ttgcagttgc  tcttaagcat  360
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[0210] gagtatgctc  ccttctgaaa  gtctccatag  cagccatctc  tccagcccca  gagtgaggct  420

[0211] tttaaaggaa  tcttcatgat  aaatagaatt  tttaaaaaag  taactgaagt  tacttaaggt  480

[0212] gttaaggtac  attttattcc  ctcagtaact  ggttaatcta  gcagttttga  gtcatacttc  540

[0213] atttatcttg  actttgaaga  gtaagatatt  aaaacaattt  gcttgatcct  tgaagtaagt  600

[0214] atttaaatag  acattttaat  gcagactttt  tttagttgac  tggtggtgtt  gcacgtggtc  660

[0215] aatccaagta  ctcatgggag  gcagaggcag  gaggatctct  ctctagacca  gcctggtcta  720

[0216] tagagcaagt  tccaggacag  ccagggctac  acagaaacct  tgtttcaaac  aagactttta  780

[0217] tccttccagg  cagctgagcc  agaatacata  cactcctagg  gaagctggtt  cacagaagga  840

[0218] cgaatccctg  gcatactaca  tcgagaatca  gtttcacgag  ttcaagttta  gcaaagtctg  900

[0219] gagagatgag  cactacgtga  agatccaggt  gaagagctcc  gctcagaact  ccgtgatcat  960

[0220] cgtggataag  aacggccggc  tggtgtacct  ggtggagaac  cctggcggat  acgtggctta  1020

[0221] ctctaaggcc  gctaccgtga  caggcaagct  ggtgcacgcc  aacttcggaa  ccaagaagga  1080

[0222] ctttgaggat  ctgtacacac  cagtgaacgg  ctctatcgtg  atcgtgcgcg  ctggaaagat  1140

[0223] caccttcgcc  gagaaggtgg  ctaacgccga  gagcctgaac  gccatcggcg  tgctgatcta  1200

[0224] catggatcag  acaaagtttc  ccatcgtgaa  cgctgagctg  tctttctttg  gacacgctca  1260

[0225] cctgggcacc  ggagacccat  acacacccgg  attccctagc  tttaaccaca  cccagttccc  1320

[0226] cccttccagg  tctagcggac  tgccaaacat  ccccgtgcag  acaatcagca  gagccgctgc  1380

[0227] cgagaagctg  tttggcaaca  tggagggaga  ctgcccctcc  gattggaaga  ccgactctac  1440

[0228] atgtaggatg  gtgacctccg  agtcaaaaaa  tgtcaaactc  accgtgtcca  atgtgctgaa  1500

[0229] agaacgacgc  atcctgaata  tctttggagt  tattaaaggt  tatgaggaac  caggtaaaga  1560

[0230] cctgctttgt  actttttcac  tttactgttt  tgcttactgt  agataggtct  agtgcaggaa  1620

[0231] ggagaaggat  gctagcttgg  catgaactgc  tatatcttgt  ttgtcctaat  gtgaactttg  1680

[0232] taatatatgt  gtatataaca  cataatatgg  ccatgtaagt  gtatggagag  gccagagtta  1740

[0233] agtattaaat  atctttctgt  aatcatttaa  aattttacat  atgaaggtca  gtgaacagat  1800

[0234] tgaaggagtt  ttgtccaggt  gggacttgga  tctaaatttt  ttacaatgcc  tggcagcaaa  1860

[0235] caccttttta  atcaactgag  ctgtctcccc  aaataaagtg  aatgtgatat  cagcttgtgg  1920

[0236] ataatttttt  tttgttgctt  tgataagtgg  ttttcttaca  ggatcacata  ccagttctgt  1980

[0237] ccatagcatt  aaacaaacat  aactgtcatg  cagtagatta  atgtgcaggg  cacatccaac  2040

[0238] agtcacattt  attaatagga  caaaaagttg  gaccttatat  gtagcacacc  tataattcca  2100

[0239] gtgctaggaa  gatccgggta  ggagatcctt  agttcggtgc  tacttagtga  gggtttgttt  2160

[0240] caaaaaacaa  aagctatgat  ggtgtgttgc  cttttttctt  ttagaccgtt  atgttgtagt  2220

[0241] aggagcccag  agagacgctt  tgggtgctgg  tgttgcggcg  aagtccagtg  tgggaacagg  2280

[0242] tcttctgttg  aaacttgccc  aagtattctc  agatatgatt  tcaaaaggt              2329

[0243] <210>  5

[0244] <211>  763

[0245] <212>  PRT

[0246] <213>  小家鼠(Mus  musculus)

[0247] <220>

[0248] <221>  DOMAIN

[0249] <222>  (1) ..(67)

[0250] <223>  细胞质结构域

[0251] <220>
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[0252] <221>  DOMAIN

[0253] <222>  (68) ..(88)

[0254] <223>  跨膜结构域

[0255] <220>

[0256] <221>  DOMAIN

[0257] <222>  (89) ..(763)

[0258] <223>  细胞外结构域

[0259] <220>

[0260] <221>  DOMAIN

[0261] <222>  (199) ..(381)

[0262] <223>  顶端结构域

[0263] <400>  5

[0264] Met  Met  Asp  Gln  Ala  Arg  Ser  Ala  Phe  Ser  Asn  Leu  Phe  Gly  Gly  Glu

[0265] 1               5                   10                  15

[0266] Pro  Leu  Ser  Tyr  Thr  Arg  Phe  Ser  Leu  Ala  Arg  Gln  Val  Asp  Gly  Asp

[0267]             20                  25                  30

[0268] Asn  Ser  His  Val  Glu  Met  Lys  Leu  Ala  Ala  Asp  Glu  Glu  Glu  Asn  Ala

[0269]         35                  40                  45

[0270] Asp  Asn  Asn  Met  Lys  Ala  Ser  Val  Arg  Lys  Pro  Lys  Arg  Phe  Asn  Gly

[0271]     50                  55                  60

[0272] Arg  Leu  Cys  Phe  Ala  Ala  Ile  Ala  Leu  Val  Ile  Phe  Phe  Leu  Ile  Gly

[0273] 65                  70                  75                  80

[0274] Phe  Met  Ser  Gly  Tyr  Leu  Gly  Tyr  Cys  Lys  Arg  Val  Glu  Gln  Lys  Glu

[0275]                 85                  90                  95

[0276] Glu  Cys  Val  Lys  Leu  Ala  Glu  Thr  Glu  Glu  Thr  Asp  Lys  Ser  Glu  Thr

[0277]             100                 105                 110

[0278] Met  Glu  Thr  Glu  Asp  Val  Pro  Thr  Ser  Ser  Arg  Leu  Tyr  Trp  Ala  Asp

[0279]         115                 120                 125

[0280] Leu  Lys  Thr  Leu  Leu  Ser  Glu  Lys  Leu  Asn  Ser  Ile  Glu  Phe  Ala  Asp

[0281]     130                 135                 140

[0282] Thr  Ile  Lys  Gln  Leu  Ser  Gln  Asn  Thr  Tyr  Thr  Pro  Arg  Glu  Ala  Gly

[0283] 145                 150                 155                 160

[0284] Ser  Gln  Lys  Asp  Glu  Ser  Leu  Ala  Tyr  Tyr  Ile  Glu  Asn  Gln  Phe  His

[0285]                 165                 170                 175

[0286] Glu  Phe  Lys  Phe  Ser  Lys  Val  Trp  Arg  Asp  Glu  His  Tyr  Val  Lys  Ile

[0287]             180                 185                 190

[0288] Gln  Val  Lys  Ser  Ser  Ile  Gly  Gln  Asn  Met  Val  Thr  Ile  Val  Gln  Ser

[0289]         195                 200                 205

[0290] Asn  Gly  Asn  Leu  Asp  Pro  Val  Glu  Ser  Pro  Glu  Gly  Tyr  Val  Ala  Phe

[0291]     210                 215                 220

[0292] Ser  Lys  Pro  Thr  Glu  Val  Ser  Gly  Lys  Leu  Val  His  Ala  Asn  Phe  Gly

[0293] 225                 230                 235                 240
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[0294] Thr  Lys  Lys  Asp  Phe  Glu  Glu  Leu  Ser  Tyr  Ser  Val  Asn  Gly  Ser  Leu

[0295]                 245                 250                 255

[0296] Val  Ile  Val  Arg  Ala  Gly  Glu  Ile  Thr  Phe  Ala  Glu  Lys  Val  Ala  Asn

[0297]             260                 265                 270

[0298] Ala  Gln  Ser  Phe  Asn  Ala  Ile  Gly  Val  Leu  Ile  Tyr  Met  Asp  Lys  Asn

[0299]         275                 280                 285

[0300] Lys  Phe  Pro  Val  Val  Glu  Ala  Asp  Leu  Ala  Leu  Phe  Gly  His  Ala  His

[0301]     290                 295                 300

[0302] Leu  Gly  Thr  Gly  Asp  Pro  Tyr  Thr  Pro  Gly  Phe  Pro  Ser  Phe  Asn  His

[0303] 305                 310                 315                 320

[0304] Thr  Gln  Phe  Pro  Pro  Ser  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Pro  Asn  Ile  Pro  Val

[0305]                 325                 330                 335

[0306] Gln  Thr  Ile  Ser  Arg  Ala  Ala  Ala  Glu  Lys  Leu  Phe  Gly  Lys  Met  Glu

[0307]             340                 345                 350

[0308] Gly  Ser  Cys  Pro  Ala  Arg  Trp  Asn  Ile  Asp  Ser  Ser  Cys  Lys  Leu  Glu

[0309]         355                 360                 365

[0310] Leu  Ser  Gln  Asn  Gln  Asn  Val  Lys  Leu  Ile  Val  Lys  Asn  Val  Leu  Lys

[0311]     370                 375                 380

[0312] Glu  Arg  Arg  Ile  Leu  Asn  Ile  Phe  Gly  Val  Ile  Lys  Gly  Tyr  Glu  Glu

[0313] 385                 390                 395                 400

[0314] Pro  Asp  Arg  Tyr  Val  Val  Val  Gly  Ala  Gln  Arg  Asp  Ala  Leu  Gly  Ala

[0315]                 405                 410                 415

[0316] Gly  Val  Ala  Ala  Lys  Ser  Ser  Val  Gly  Thr  Gly  Leu  Leu  Leu  Lys  Leu

[0317]             420                 425                 430

[0318] Ala  Gln  Val  Phe  Ser  Asp  Met  Ile  Ser  Lys  Asp  Gly  Phe  Arg  Pro  Ser

[0319]         435                 440                 445

[0320] Arg  Ser  Ile  Ile  Phe  Ala  Ser  Trp  Thr  Ala  Gly  Asp  Phe  Gly  Ala  Val

[0321]     450                 455                 460

[0322] Gly  Ala  Thr  Glu  Trp  Leu  Glu  Gly  Tyr  Leu  Ser  Ser  Leu  His  Leu  Lys

[0323] 465                 470                 475                 480

[0324] Ala  Phe  Thr  Tyr  Ile  Asn  Leu  Asp  Lys  Val  Val  Leu  Gly  Thr  Ser  Asn

[0325]                 485                 490                 495

[0326] Phe  Lys  Val  Ser  Ala  Ser  Pro  Leu  Leu  Tyr  Thr  Leu  Met  Gly  Lys  Ile

[0327]             500                 505                 510

[0328] Met  Gln  Asp  Val  Lys  His  Pro  Val  Asp  Gly  Lys  Ser  Leu  Tyr  Arg  Asp

[0329]         515                 520                 525

[0330] Ser  Asn  Trp  Ile  Ser  Lys  Val  Glu  Lys  Leu  Ser  Phe  Asp  Asn  Ala  Ala

[0331]     530                 535                 540

[0332] Tyr  Pro  Phe  Leu  Ala  Tyr  Ser  Gly  Ile  Pro  Ala  Val  Ser  Phe  Cys  Phe

[0333] 545                 550                 555                 560

[0334] Cys  Glu  Asp  Ala  Asp  Tyr  Pro  Tyr  Leu  Gly  Thr  Arg  Leu  Asp  Thr  Tyr

[0335]                 565                 570                 575
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[0336] Glu  Ala  Leu  Thr  Gln  Lys  Val  Pro  Gln  Leu  Asn  Gln  Met  Val  Arg  Thr

[0337]             580                 585                 590

[0338] Ala  Ala  Glu  Val  Ala  Gly  Gln  Leu  Ile  Ile  Lys  Leu  Thr  His  Asp  Val

[0339]         595                 600                 605

[0340] Glu  Leu  Asn  Leu  Asp  Tyr  Glu  Met  Tyr  Asn  Ser  Lys  Leu  Leu  Ser  Phe

[0341]     610                 615                 620

[0342] Met  Lys  Asp  Leu  Asn  Gln  Phe  Lys  Thr  Asp  Ile  Arg  Asp  Met  Gly  Leu

[0343] 625                 630                 635                 640

[0344] Ser  Leu  Gln  Trp  Leu  Tyr  Ser  Ala  Arg  Gly  Asp  Tyr  Phe  Arg  Ala  Thr

[0345]                 645                 650                 655

[0346] Ser  Arg  Leu  Thr  Thr  Asp  Phe  His  Asn  Ala  Glu  Lys  Thr  Asn  Arg  Phe

[0347]             660                 665                 670

[0348] Val  Met  Arg  Glu  Ile  Asn  Asp  Arg  Ile  Met  Lys  Val  Glu  Tyr  His  Phe

[0349]         675                 680                 685

[0350] Leu  Ser  Pro  Tyr  Val  Ser  Pro  Arg  Glu  Ser  Pro  Phe  Arg  His  Ile  Phe

[0351]     690                 695                 700

[0352] Trp  Gly  Ser  Gly  Ser  His  Thr  Leu  Ser  Ala  Leu  Val  Glu  Asn  Leu  Lys

[0353] 705                 710                 715                 720

[0354] Leu  Arg  Gln  Lys  Asn  Ile  Thr  Ala  Phe  Asn  Glu  Thr  Leu  Phe  Arg  Asn

[0355]                 725                 730                 735

[0356] Gln  Leu  Ala  Leu  Ala  Thr  Trp  Thr  Ile  Gln  Gly  Val  Ala  Asn  Ala  Leu

[0357]             740                 745                 750

[0358] Ser  Gly  Asp  Ile  Trp  Asn  Ile  Asp  Asn  Glu  Phe

[0359]         755                 760

[0360] <210>  6

[0361] <211>  760

[0362] <212>  PRT

[0363] <213>  智人(Homo  sapiens)

[0364] <220>

[0365] <221>  DOMAIN

[0366] <222>  (1) ..(67)

[0367] <223>  细胞质结构域

[0368] <220>

[0369] <221>  DOMAIN

[0370] <222>  (68) ..(89)

[0371] <223>  跨膜结构域

[0372] <220>

[0373] <221>  DOMAIN

[0374] <222>  (90) ..(760)

[0375] <223>  细胞外结构域

[0376] <220>

[0377] <221>  DOMAIN
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[0378] <222>  (196) ..(379)

[0379] <223>  顶端结构域

[0380] <400>  6

[0381] Met  Met  Asp  Gln  Ala  Arg  Ser  Ala  Phe  Ser  Asn  Leu  Phe  Gly  Gly  Glu

[0382] 1               5                   10                  15

[0383] Pro  Leu  Ser  Tyr  Thr  Arg  Phe  Ser  Leu  Ala  Arg  Gln  Val  Asp  Gly  Asp

[0384]             20                  25                  30

[0385] Asn  Ser  His  Val  Glu  Met  Lys  Leu  Ala  Val  Asp  Glu  Glu  Glu  Asn  Ala

[0386]         35                  40                  45

[0387] Asp  Asn  Asn  Thr  Lys  Ala  Asn  Val  Thr  Lys  Pro  Lys  Arg  Cys  Ser  Gly

[0388]     50                  55                  60

[0389] Ser  Ile  Cys  Tyr  Gly  Thr  Ile  Ala  Val  Ile  Val  Phe  Phe  Leu  Ile  Gly

[0390] 65                  70                  75                  80

[0391] Phe  Met  Ile  Gly  Tyr  Leu  Gly  Tyr  Cys  Lys  Gly  Val  Glu  Pro  Lys  Thr

[0392]                 85                  90                  95

[0393] Glu  Cys  Glu  Arg  Leu  Ala  Gly  Thr  Glu  Ser  Pro  Val  Arg  Glu  Glu  Pro

[0394]             100                 105                 110

[0395] Gly  Glu  Asp  Phe  Pro  Ala  Ala  Arg  Arg  Leu  Tyr  Trp  Asp  Asp  Leu  Lys

[0396]         115                 120                 125

[0397] Arg  Lys  Leu  Ser  Glu  Lys  Leu  Asp  Ser  Thr  Asp  Phe  Thr  Gly  Thr  Ile

[0398]     130                 135                 140

[0399] Lys  Leu  Leu  Asn  Glu  Asn  Ser  Tyr  Val  Pro  Arg  Glu  Ala  Gly  Ser  Gln

[0400] 145                 150                 155                 160

[0401] Lys  Asp  Glu  Asn  Leu  Ala  Leu  Tyr  Val  Glu  Asn  Gln  Phe  Arg  Glu  Phe

[0402]                 165                 170                 175

[0403] Lys  Leu  Ser  Lys  Val  Trp  Arg  Asp  Gln  His  Phe  Val  Lys  Ile  Gln  Val

[0404]             180                 185                 190

[0405] Lys  Asp  Ser  Ala  Gln  Asn  Ser  Val  Ile  Ile  Val  Asp  Lys  Asn  Gly  Arg

[0406]         195                 200                 205

[0407] Leu  Val  Tyr  Leu  Val  Glu  Asn  Pro  Gly  Gly  Tyr  Val  Ala  Tyr  Ser  Lys

[0408]     210                 215                 220

[0409] Ala  Ala  Thr  Val  Thr  Gly  Lys  Leu  Val  His  Ala  Asn  Phe  Gly  Thr  Lys

[0410] 225                 230                 235                 240

[0411] Lys  Asp  Phe  Glu  Asp  Leu  Tyr  Thr  Pro  Val  Asn  Gly  Ser  Ile  Val  Ile

[0412]                 245                 250                 255

[0413] Val  Arg  Ala  Gly  Lys  Ile  Thr  Phe  Ala  Glu  Lys  Val  Ala  Asn  Ala  Glu

[0414]             260                 265                 270

[0415] Ser  Leu  Asn  Ala  Ile  Gly  Val  Leu  Ile  Tyr  Met  Asp  Gln  Thr  Lys  Phe

[0416]         275                 280                 285

[0417] Pro  Ile  Val  Asn  Ala  Glu  Leu  Ser  Phe  Phe  Gly  His  Ala  His  Leu  Gly

[0418]     290                 295                 300

[0419] Thr  Gly  Asp  Pro  Tyr  Thr  Pro  Gly  Phe  Pro  Ser  Phe  Asn  His  Thr  Gln
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[0420] 305                 310                 315                 320

[0421] Phe  Pro  Pro  Ser  Arg  Ser  Ser  Gly  Leu  Pro  Asn  Ile  Pro  Val  Gln  Thr

[0422]                 325                 330                 335

[0423] Ile  Ser  Arg  Ala  Ala  Ala  Glu  Lys  Leu  Phe  Gly  Asn  Met  Glu  Gly  Asp

[0424]             340                 345                 350

[0425] Cys  Pro  Ser  Asp  Trp  Lys  Thr  Asp  Ser  Thr  Cys  Arg  Met  Val  Thr  Ser

[0426]         355                 360                 365

[0427] Glu  Ser  Lys  Asn  Val  Lys  Leu  Thr  Val  Ser  Asn  Val  Leu  Lys  Glu  Ile

[0428]     370                 375                 380

[0429] Lys  Ile  Leu  Asn  Ile  Phe  Gly  Val  Ile  Lys  Gly  Phe  Val  Glu  Pro  Asp

[0430] 385                 390                 395                 400

[0431] His  Tyr  Val  Val  Val  Gly  Ala  Gln  Arg  Asp  Ala  Trp  Gly  Pro  Gly  Ala

[0432]                 405                 410                 415

[0433] Ala  Lys  Ser  Gly  Val  Gly  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Lys  Leu  Ala  Gln  Met

[0434]             420                 425                 430

[0435] Phe  Ser  Asp  Met  Val  Leu  Lys  Asp  Gly  Phe  Gln  Pro  Ser  Arg  Ser  Ile

[0436]         435                 440                 445

[0437] Ile  Phe  Ala  Ser  Trp  Ser  Ala  Gly  Asp  Phe  Gly  Ser  Val  Gly  Ala  Thr

[0438]     450                 455                 460

[0439] Glu  Trp  Leu  Glu  Gly  Tyr  Leu  Ser  Ser  Leu  His  Leu  Lys  Ala  Phe  Thr

[0440] 465                 470                 475                 480

[0441] Tyr  Ile  Asn  Leu  Asp  Lys  Ala  Val  Leu  Gly  Thr  Ser  Asn  Phe  Lys  Val

[0442]                 485                 490                 495

[0443] Ser  Ala  Ser  Pro  Leu  Leu  Tyr  Thr  Leu  Ile  Glu  Lys  Thr  Met  Gln  Asn

[0444]             500                 505                 510

[0445] Val  Lys  His  Pro  Val  Thr  Gly  Gln  Phe  Leu  Tyr  Gln  Asp  Ser  Asn  Trp

[0446]         515                 520                 525

[0447] Ala  Ser  Lys  Val  Glu  Lys  Leu  Thr  Leu  Asp  Asn  Ala  Ala  Phe  Pro  Phe

[0448]     530                 535                 540

[0449] Leu  Ala  Tyr  Ser  Gly  Ile  Pro  Ala  Val  Ser  Phe  Cys  Phe  Cys  Glu  Asp

[0450] 545                 550                 555                 560

[0451] Thr  Asp  Tyr  Pro  Tyr  Leu  Gly  Thr  Thr  Met  Asp  Thr  Tyr  Lys  Glu  Leu

[0452]                 565                 570                 575

[0453] Ile  Glu  Arg  Ile  Pro  Glu  Leu  Asn  Lys  Val  Ala  Arg  Ala  Ala  Ala  Glu

[0454]             580                 585                 590

[0455] Val  Ala  Gly  Gln  Phe  Val  Ile  Lys  Leu  Thr  His  Asp  Val  Glu  Leu  Asn

[0456]         595                 600                 605

[0457] Leu  Asp  Tyr  Glu  Arg  Tyr  Asn  Ser  Gln  Leu  Leu  Ser  Phe  Val  Arg  Asp

[0458]     610                 615                 620

[0459] Leu  Asn  Gln  Tyr  Arg  Ala  Asp  Ile  Lys  Glu  Met  Gly  Leu  Ser  Leu  Gln

[0460] 625                 630                 635                 640

[0461] Trp  Leu  Tyr  Ser  Ala  Arg  Gly  Asp  Phe  Phe  Arg  Ala  Thr  Ser  Arg  Leu
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[0462]                 645                 650                 655

[0463] Thr  Thr  Asp  Phe  Gly  Asn  Ala  Glu  Lys  Thr  Asp  Arg  Phe  Val  Met  Lys

[0464]             660                 665                 670

[0465] Lys  Leu  Asn  Asp  Arg  Val  Met  Arg  Val  Glu  Tyr  His  Phe  Leu  Ser  Pro

[0466]         675                 680                 685

[0467] Tyr  Val  Ser  Pro  Lys  Glu  Ser  Pro  Phe  Arg  His  Val  Phe  Trp  Gly  Ser

[0468]     690                 695                 700

[0469] Gly  Ser  His  Thr  Leu  Pro  Ala  Leu  Leu  Glu  Asn  Leu  Lys  Leu  Arg  Lys

[0470] 705                 710                 715                 720

[0471] Gln  Asn  Asn  Gly  Ala  Phe  Asn  Glu  Thr  Leu  Phe  Arg  Asn  Gln  Leu  Ala

[0472]                 725                 730                 735

[0473] Leu  Ala  Thr  Trp  Thr  Ile  Gln  Gly  Ala  Ala  Asn  Ala  Leu  Ser  Gly  Asp

[0474]             740                 745                 750

[0475] Val  Trp  Asp  Ile  Asp  Asn  Glu  Phe

[0476]         755                 760

[0477] <210>  7

[0478] <211>  184

[0479] <212>  PRT

[0480] <213>  恒河猴(Macaca  mulatta)

[0481] <400>  7

[0482] Ala  Gln  Asn  Ser  Val  Ile  Ile  Val  Asp  Lys  Asn  Gly  Gly  Leu  Val  Tyr

[0483] 1               5                   10                  15

[0484] Leu  Val  Glu  Asn  Pro  Gly  Gly  Tyr  Val  Ala  Tyr  Ser  Lys  Ala  Ala  Thr

[0485]             20                  25                  30

[0486] Val  Thr  Gly  Lys  Leu  Val  His  Ala  Asn  Phe  Gly  Thr  Lys  Lys  Asp  Phe

[0487]         35                  40                  45

[0488] Glu  Asp  Leu  Asp  Ser  Pro  Val  Asn  Gly  Ser  Ile  Val  Ile  Val  Arg  Ala

[0489]     50                  55                  60

[0490] Gly  Lys  Ile  Thr  Phe  Ala  Glu  Lys  Val  Ala  Asn  Ala  Glu  Ser  Leu  Asn

[0491] 65                  70                  75                  80

[0492] Ala  Ile  Gly  Val  Leu  Ile  Tyr  Met  Asp  Gln  Thr  Lys  Phe  Pro  Ile  Val

[0493]                 85                  90                  95

[0494] Lys  Ala  Asp  Leu  Ser  Phe  Phe  Gly  His  Ala  His  Leu  Gly  Thr  Gly  Asp

[0495]             100                 105                 110

[0496] Pro  Tyr  Thr  Pro  Gly  Phe  Pro  Ser  Phe  Asn  His  Thr  Gln  Phe  Pro  Pro

[0497]         115                 120                 125

[0498] Ser  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Pro  Asn  Ile  Pro  Val  Gln  Thr  Ile  Ser  Arg

[0499]     130                 135                 140

[0500] Ala  Ala  Ala  Glu  Lys  Leu  Phe  Gly  Asn  Met  Glu  Gly  Asp  Cys  Pro  Ser

[0501] 145                 150                 155                 160

[0502] Asp  Trp  Lys  Thr  Asp  Ser  Thr  Cys  Lys  Met  Val  Thr  Ser  Glu  Asn  Lys

[0503]                 165                 170                 175
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[0504] Ser  Val  Lys  Leu  Thr  Val  Ser  Asn

[0505]             180

[0506] <210>  8

[0507] <211>  184

[0508] <212>  PRT

[0509] <213>  黑猩猩(Pan  troglodytes)

[0510] <400>  8

[0511] Ala  Gln  Asn  Ser  Val  Ile  Ile  Val  Asp  Lys  Asn  Gly  Ser  Leu  Val  Tyr

[0512] 1               5                   10                  15

[0513] Leu  Val  Glu  Asn  Pro  Gly  Gly  Tyr  Val  Ala  Tyr  Ser  Lys  Ala  Ala  Thr

[0514]             20                  25                  30

[0515] Val  Thr  Gly  Lys  Leu  Val  His  Ala  Asn  Phe  Gly  Thr  Lys  Lys  Asp  Phe

[0516]         35                  40                  45

[0517] Glu  Asp  Leu  His  Thr  Pro  Val  Asn  Gly  Ser  Ile  Val  Ile  Val  Arg  Ala

[0518]     50                  55                  60

[0519] Gly  Lys  Ile  Thr  Phe  Ala  Glu  Lys  Val  Ala  Asn  Ala  Glu  Ser  Leu  Asn

[0520] 65                  70                  75                  80

[0521] Ala  Ile  Gly  Val  Leu  Ile  Tyr  Met  Asp  Gln  Thr  Lys  Phe  Pro  Ile  Val

[0522]                 85                  90                  95

[0523] Asn  Ala  Glu  Leu  Ser  Phe  Phe  Gly  His  Ala  His  Leu  Gly  Thr  Gly  Asp

[0524]             100                 105                 110

[0525] Pro  Tyr  Thr  Pro  Gly  Phe  Pro  Ser  Phe  Asn  His  Thr  Gln  Phe  Pro  Pro

[0526]         115                 120                 125

[0527] Ser  Arg  Ser  Ser  Gly  Leu  Pro  Asn  Ile  Pro  Val  Gln  Thr  Val  Ser  Arg

[0528]     130                 135                 140

[0529] Ala  Ala  Ala  Glu  Lys  Leu  Phe  Gly  Asn  Met  Glu  Gly  Asp  Cys  Pro  Ser

[0530] 145                 150                 155                 160

[0531] Asp  Trp  Lys  Thr  Asp  Ser  Thr  Cys  Arg  Met  Val  Thr  Ser  Glu  Ser  Lys

[0532]                 165                 170                 175

[0533] Asn  Val  Lys  Leu  Thr  Val  Ser  Asn

[0534]             180

[0535] <210>  9

[0536] <211>  184

[0537] <212>  PRT

[0538] <213>  食蟹猴(Macaca  fascicularis)

[0539] <400>  9

[0540] Ala  Gln  Asn  Ser  Val  Ile  Ile  Val  Asp  Lys  Asn  Gly  Gly  Leu  Val  Tyr

[0541] 1               5                   10                  15

[0542] Leu  Val  Glu  Asn  Pro  Gly  Gly  Tyr  Val  Ala  Tyr  Ser  Lys  Ala  Ala  Thr

[0543]             20                  25                  30

[0544] Val  Thr  Gly  Lys  Leu  Val  His  Ala  Asn  Phe  Gly  Thr  Lys  Lys  Asp  Phe

[0545]         35                  40                  45
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[0546] Glu  Asp  Leu  Asp  Ser  Pro  Val  Asn  Gly  Ser  Ile  Val  Ile  Val  Arg  Ala

[0547]     50                  55                  60

[0548] Gly  Lys  Ile  Thr  Phe  Ala  Glu  Lys  Val  Ala  Asn  Ala  Glu  Ser  Leu  Asn

[0549] 65                  70                  75                  80

[0550] Ala  Ile  Gly  Val  Leu  Ile  Tyr  Met  Asp  Gln  Thr  Lys  Phe  Pro  Ile  Val

[0551]                 85                  90                  95

[0552] Lys  Ala  Asp  Leu  Ser  Phe  Phe  Gly  His  Ala  His  Leu  Gly  Thr  Gly  Asp

[0553]             100                 105                 110

[0554] Pro  Tyr  Thr  Pro  Gly  Phe  Pro  Ser  Phe  Asn  His  Thr  Gln  Phe  Pro  Pro

[0555]         115                 120                 125

[0556] Ser  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Pro  Asn  Ile  Pro  Val  Gln  Thr  Ile  Ser  Arg

[0557]     130                 135                 140

[0558] Ala  Ala  Ala  Glu  Lys  Leu  Phe  Gly  Asn  Met  Glu  Gly  Asp  Cys  Pro  Ser

[0559] 145                 150                 155                 160

[0560] Asp  Trp  Lys  Thr  Asp  Ser  Thr  Cys  Lys  Met  Val  Thr  Ser  Glu  Asn  Lys

[0561]                 165                 170                 175

[0562] Ser  Val  Lys  Leu  Thr  Val  Ser  Asn

[0563]             180

[0564] <210>  10

[0565] <211>  23

[0566] <212>  DNA

[0567] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0568] <220>

[0569] <223>  合成的sgRNA序列

[0570] <400>  10

[0571] gaatacatac  actcctcgtg  agg  23

[0572] <210>  11

[0573] <211>  23

[0574] <212>  DNA

[0575] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0576] <220>

[0577] <223>  合成的sgRNA序列

[0578] <400>  11

[0579] agaagaatac  ttaacatctt  tgg  23
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