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(57)摘要

本发明涉及用于治疗与CMV感染相关的疾病

的免疫毒素。本发明还涉及免疫毒素和包含免疫

毒素的药物组合物作为药物的用途，以及包含免

疫毒素的用于治疗或预防CMV感染的药盒。
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1.一种免疫毒素，包括：

i)靶向部分，包括选自以下的氨基酸序列：

a)SEQ  ID  NO:1，或

b)与SEQ  ID  NO:1具有至少80％序列同一性的氨基酸序列，和

ii)毒素，

其中第49位的氨基酸残基被丙氨酸(A)残基代替，在N末端第1‑6位的氨基酸残基被氨

基酸序列ILDNGVS代替。

2.根据权利要求1所述的免疫毒素，其中(b)的氨基酸序列与SEQ  ID  NO:1具有至少

90％的序列同一性，例如与SEQ  ID  NO:1有至少95％，例如至少96％，例如至少97％，例如至

少98％，例如至少99％的序列同一性。

3.根据权利要求1或2任一项所述的免疫毒素，其中所述靶向部分与US28受体结合。

4.根据权利要求3所述的免疫毒素，其中所述US28受体包括选自以下的氨基酸序列：

i)SEQ  ID  NO:3，或

ii)与SEQ  ID  NO:3具有至少80％序列同一性的氨基酸序列。

5.根据前述权利要求任一项所述的免疫毒素，其中与CX3CL1(SEQ  ID  NO:1)对CX3CR1

的亲和力相比，所述免疫毒素对人同源受体CX3CR1的亲和力降低，例如降低到至少1/100，

例如至少1/150，例如1/200，或例如至少1/250。

6.根据前述权利要求任一项所述的免疫毒素，其中与对CX3CR1的亲和力相比，所述免

疫毒素对US28的亲和力增加，例如亲和力增加到至少75倍，例如至少100倍，例如至少150

倍，例如200倍，或例如至少250倍。

7.根据权利要求5或6任一项所述的免疫毒素，其中所述CX3CR1受体包括SEQ  ID  NO:4

所示的氨基酸序列。

8.根据前述权利要求任一项所述的免疫毒素，其中所述毒素选自假单胞菌外毒素A、白

树毒素、布加宁、皂草素、蓖麻毒素、蓖麻毒素A链、异株泻根毒蛋白、白喉、局限曲霉素和白

喉毒素，及其片段或变体的一种或多种。

9.根据前述权利要求任一项所述的免疫毒素，其中所述毒素是假单胞菌外毒素A(SEQ 

ID  NO:5)或其片段。

10.根据前述权利要求任一项所述的免疫毒素，其中所述免疫毒素包括SEQ  ID  NO:10。

11.根据前述权利要求任一项所述的免疫毒素，其中与针对表达CX3CR1的细胞的效力

相比，所述免疫毒素针对表达US28的细胞具有增加的效力，例如效力增加到至少150倍，例

如175倍，或例如至少200倍，例如至少225倍，例如至少250倍。

12.一种药物组合物，包括根据前述权利要求任一项所述的免疫毒素或其药学上可接

受的盐。

13.根据权利要求1‑11任一项所述的免疫毒素或根据权利要求12所述的药物组合物用

作药物。

14.根据权利要求1‑11任一项所述的免疫毒素或根据权利要求12所述的药物组合物用

于治疗或预防CMV感染或CMV相关疾病。

15.一种药盒，包括：

i)根据权利要求1‑11中任一项所述的免疫毒素或根据权利要求12所述的药物组合物，
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ii)一种或多种额外的治疗剂，和

iii)可选地，使用说明，

其中i)和ii)用于同时、分开或顺序给药。
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用于治疗CMV感染相关疾病的融合毒素蛋白

技术领域

[0001] 本发明涉及用于治疗CMV感染相关疾病的免疫毒素。本发明还涉及所述免疫毒素

和包含所述免疫毒素的药物组合物作为药物的用途，以及包含所述免疫毒素的用于治疗或

预防CMV感染的试剂盒。

背景技术

[0002] 巨细胞病毒

[0003] 巨细胞病毒(CMV)是一种重要的人类病原体和主要的机会主义者，它会在免疫不

足的主体中引起疾病，例如艾滋病(AIDS)患者、新生儿和接受过免疫抑制药物(例如作为移

植方案的一部分)的个体。在这些个体中，CMV在重现的和/或急性的感染中的后果可能是极

其严重的，包括视网膜炎、脑炎和肺囊虫病及其他病理。此外，在有免疫能力的宿主中，CMV

建立了一种持续的终生感染，它通过这种感染与各种炎症状况相联系，包括心脏移植和斑

块旋切术后的冠状动脉闭塞和血管成型术后的再狭窄。CMV在宿主的急性感染期间以及在

终生潜伏期间与白细胞相互作用。因此，白细胞是CMV诱导的疾病的重要参与者，已经作为

病毒传播的载体参与感染的急性期并作为驻留位点参与终生潜伏期。

[0004] 目前尚无法治愈CMV感染。病毒抑制剂已被用于抑制CMV复制，但它们具有强烈的

副作用并且仅用于抑制感染。用于治疗移植患者和HIV/AIDS患者中的CMV感染的最常见药

物是仿制药更昔洛韦(Ganciclovir)和阿昔洛韦(Acyclovir)，它们最初是为单纯疱疹病毒

(HSV)开发的。更昔洛韦和阿昔洛韦对CMV和HSV具有抑制作用。膦甲酸钠(Foscavir)也被用

于抑制CMV感染，但已被证明会引起无法忍受的恶心。Prevymis，一种小分子终止酶抑制剂，

也能抑制病毒复制。莱特莫韦(Letermovir)抑制CMV  DNA终止酶复合物(pUL51、pUL56和

pUL89)，这是病毒DNA加工和包装所必需的。

[0005] 总之，现有的药物都不能根除感染，而只能阻止免疫不足或免疫抑制患者的CMV疾

病进展。因此，在功效和毒性水平上都有改进的余地。

[0006] 免疫毒素

[0007] 免疫毒素是与毒素结合的配体，可用于杀死表达该配体的受体的细胞。免疫毒素

治疗也称为配体靶向疗法。因此，免疫毒素包括用于递送的靶向部分(配体)和用于细胞毒

性的毒性部分。目前使用的配体是单克隆抗体、细胞因子/生长因子和可溶性受体。免疫毒

素相比传统化疗药物等的优势在于，细胞不需要分裂就可以被杀死。此外，如果免疫毒素被

有效且选择性地内化，则抗原阴性细胞中将不会出现副作用。

[0008] 然而，一般而言，免疫毒素并未显示出令人印象深刻的功效水平。一个常见的问题

是它们对患病细胞的特异性不够，而且往往不能有效地进入患病细胞以发挥其细胞毒作

用。免疫毒素还导致比其他疗法更高水平的全身毒性，可能是因为免疫毒素的非特异性摄

取。

[0009] 目前，正在探索免疫毒素的新方法，以克服抗原表达的毒性、免疫原性和异质性问

题。这些方法包括使用基因工程将毒素的易位和催化结构域与人单链抗体融合，并使用噬
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菌体展示来选择高亲和力、肿瘤选择性配体。二价构建体的使用还可以增加亲和力和效力。

其他方法主要围绕选择靶向肿瘤血管内皮的配体和靶向癌基因产物或分化抗原。尽管在过

去的三十年中一直在进行对免疫毒素的研究，但市场上还没有针对病毒相关疾病的免疫毒

素。

[0010] 免疫毒素内化

[0011] 大多数免疫毒素是针对已发生恶性转化并且作为这种转化的一部分因此过表达

某种抗原或某组抗原的细胞而开发的。尽管这些抗原在转化细胞上过度表达，但它们很少

对转化细胞具有特异性，而是通常也在正常细胞上表达。因此，只有少数细胞抗原在转化细

胞上过表达。因此，为了通过杀死表达靶抗原的正常细胞来避免不希望的毒性，药物开发人

员仅限于靶向极少数候选疾病抗原，因此药物开发人员传统上仅限于根据细胞类型分布来

选择靶抗原。因此，许多免疫毒素即使以高亲和力结合靶抗原，也无法有效进入靶细胞，导

致效力不足。

[0012] 用于治疗CMV感染相关疾病的免疫毒素

[0013] 之前使用免疫毒素策略治疗CMV感染相关疾病的尝试尚未成功。

[0014] 与多克隆和单克隆抗体相关的两种毒素均已用于靶向CMV感染的细胞。然而，针对

GPCR的抗体并不容易开发，它们通常无法识别出具有识别位点可变性的GPCR。因此，抗体结

合将对与受体功能无关的受体变异高度敏感，从而增加逃逸变异(产生抗性)的风险。因此，

基于抗体的策略没有产生令人信服的体内数据，可能是由于免疫毒素的(选择性)靶向和/

或内化不足。

[0015] 或者，免疫毒素的靶向部分可以是肽而不是抗体。在WO2008/003327中，使用包含

肽的免疫毒素靶向CMV感染的细胞，所述肽设计用于靶向组成型内化CMV编码的受体。选择

的受体之一是名为US28的CMV特异性受体，它是一种G蛋白偶联受体，由人类巨细胞病毒开

放阅读框US28编码。设计靶向US28受体的有效免疫毒素的一个挑战是存在名为CX3CR1的人

同源受体。因此，对US28的选择性优于CX3CR1是获得具有最小脱靶问题的安全免疫毒素的

关键特征。在WO2008/003327中，将趋化因子CX3CL1的突变版本(fractalkine)，即CX3CR1的

天然配体，用作靶向部分。使用此策略，实现了对US28的选择性优于CX3CR1。

[0016] 由于存在脱靶的人同源受体CX3CR1，开发对表达US28的细胞具有高亲和力和效力

的免疫毒素是不够的。相反，免疫毒素应该具有(i)高特异性，即在竞争性结合环境中，与表

达CX3CR1的细胞相比，对表达US28的细胞具有高亲和力，和(ii)高杀伤特异性，即与表达

CX3CR1的细胞相比，对表达US28的细胞具有高效力。为了将免疫毒素推向临床，重要的是提

高US28选择性和杀伤特异性，以限制不良副作用并降低生产成本。

[0017] 因此，改进的免疫毒素将是有益的，特别是与表达CX3CR1的细胞相比，对表达US28

的细胞具有高选择性和杀伤特异性的安全免疫毒素将是有益的。

发明内容

[0018] 通过设计对组成型内化CMV编码受体具有高亲和力的免疫毒素，免疫毒素被感染

细胞有效吸收，从而实现了感染细胞的死亡。由于免疫毒素的内化被认为是免疫毒素介导

的细胞毒性中的限速步骤，靶向组成型内化受体将解决基于免疫毒素的药物利用中的核心

问题。此外，本文提出的免疫毒素旨在区分健康细胞和感染细胞。
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[0019] 因此，本发明的一个目的涉及靶向组成型内化受体的免疫毒素，确保免疫毒素将

被转运到靶细胞中，在那里它可以发挥其功能，即杀死该细胞。此外，本发明的免疫毒素仅

以高准确度靶向CMV感染的细胞，并可用于治疗或预防CMV感染或CMV相关疾病。

[0020] 特别地，本发明的一个目的是提供一种具有改进的选择性和杀伤特异性的免疫毒

素，其可用作具有高效能的安全药物。

[0021] 因此，本发明的一个方面涉及一种免疫毒素，包括：

[0022] i)靶向部分，包括选自以下的氨基酸序列：

[0023] a)SEQ  ID  NO:1，或

[0024] b)与SEQ  ID  NO:1具有至少80％序列同一性的氨基酸序列，和

[0025] ii)毒素，

[0026] 其中第49位的氨基酸残基被丙氨酸(A)残基代替，在N末端第1‑6位的氨基酸残基

被氨基酸序列ILDNGVS代替。

[0027] 本发明的另一方面涉及一种包含本发明的免疫毒素或其药学上可接受的盐的药

物组合物。

[0028] 本发明的又一方面是提供本发明的免疫毒素或药物组合物作为药物使用。

[0029] 本发明的再一方面是提供本发明的免疫毒素或药物组合物，用于治疗或预防CMV

感染或CMV相关疾病。

[0030] 本发明的再一方面是提供一种药盒，包括：

[0031] i)本发明的免疫毒素或药物组合物，

[0032] ii)一种或多种额外的治疗剂，和

[0033] iii)可选地，使用说明，

[0034] 其中i)和ii)用于同时、分开或顺序给药。

[0035] 本发明的另一方面是提供一种核酸序列，其包含编码本发明的免疫毒素的序列。

[0036] 本发明的另一方面是提供一种重组表达载体，其包含本发明的核苷酸序列可操作

地连接一个或多个适于指导在适合的宿主中产生免疫毒素的控制序列。

[0037] 本发明的另一方面是提供一种包含本发明的表达载体的重组宿主细胞。

[0038] 本发明的另一方面涉及一种生产本发明的免疫毒素的方法，包括步骤：

[0039] a)提供本发明的宿主细胞，

[0040] b)在适于表达所述免疫毒素的条件下培养所述宿主细胞；和

[0041] c)分离所述免疫毒素。

[0042] 附图简要说明

[0043] 图1显示了在表达US28的HEK293细胞(圆圈)的稳定可诱导型克隆中，使用125I‑

CCL2作为放射性配体，比较SYN001(黑色符号)和SYN004(白色符号)的竞争结合实验。

[0044] 图2显示了在表达CX3CR1的HEK293细胞(正方形)的稳定可诱导型克隆中，使用
125I‑CX3CL1作为放射性配体，比较SYN001(黑色符号)和SYN004(白色符号)的竞争结合实

验。

[0045] 图3显示了在表达US28的HEK293细胞(圆圈)的稳定可诱导型克隆中使用125I‑CCL2

作为放射性配体，比较YN000(黑色符号)和SYN003(白色符号)的竞争结合实验。

[0046] 图4显示了在表达CX3CR1的HEK293细胞(正方形)的稳定可诱导型克隆中，使用

说　明　书 3/20 页

6

CN 114206944 A

6



125I‑CX3CL1作为放射性配体，比较SYN000(黑色符号)和SYN003(白色符号)的竞争结合实

验。

[0047] 图5显示了在表达US28的HEK293细胞(圆圈)和表达CX3CR1的HEK293细胞(正方形)

的稳定可诱导型克隆中，比较SYN001(黑色符号)和SYN004(白色符号)的杀伤实验。

[0048] 图6显示了在表达US28的HEK293细胞(圆圈)和表达CX3CR1的HEK293细胞(正方形)

的稳定可诱导型克隆中，比较SYN000(黑色符号)和SYN003(白色符号)的杀伤实验。

[0049] 图7为域结构的示意图；(i)人CX3CL1(SS＝信号序列，CX3CL1＝趋化因子域，茎区

域(Stalk)＝黏蛋白样茎区域，M＝跨膜部分，C＝胞质域)，以及(ii)铜绿假单胞菌

(Pseudomonas  aeruginosa)外毒素A(SS＝信号序列，域I＝受体结合域，域II＝易位域，Ib

＝功能未知的域Ib，以及域III＝酶活性域)。在每种蛋白质上方显示出前体蛋白质的氨基

酸编号。在每种蛋白质下方用方括号以及所涉及的氨基酸编号表示出二硫键。弗林蛋白酶

(Furin)在外毒素A的域II的氨基酸304和305之间断裂。

[0050] 图8显示了候选药物的示意图。所给定域中的突变是以所涉及的氨基酸的单字母

代码及其在免疫毒素所基于的天然蛋白质(即人CX3CL1或铜绿假单胞菌外毒素A)中对应的

氨基酸位置的编号来记录。例如，C312S表示第312位的半胱氨酸被丝氨酸代替。单字母代码

也用在构建体的N末端和C末端以及域之间。两个域之间的虚线表示氨基酸是相连的。

[0051] 下面将更详细地描述本发明。

具体实施方式

[0052] 定义

[0053] 在进一步详细讨论本发明之前，首先定义以下术语和约定：

[0054] 免疫毒素

[0055] 在本文中，术语“免疫毒素”指包含用于递送的靶向部分(配体)和用于细胞毒性的

毒性部分(毒素)的双功能分子。免疫毒素可用于杀死表达配体受体的细胞。

[0056] 免疫毒素也可称为融合毒素蛋白(FTP)。因此，在本文中，术语“免疫毒素”和“融合

毒素蛋白(FTP)”互换使用。

[0057] 配体或靶向部分(targeting  moiety)

[0058] 在本文中，术语“配体”指对(例如，源于病毒的)受体或抗原具有特异性结合亲和

力的任何氨基酸、肽、多肽或蛋白质。

[0059] 在本文中，配体用于将免疫毒素特异性靶向到所需位置。因此，配体也称为“靶向

部分”。因此，在本文中，术语“配体”和“靶向部分”互换使用。

[0060] 本文所述的免疫毒素的靶向部分优选地是肽或多肽的形式。

[0061] 肽或多肽

[0062] 在本文中，术语“肽”或“多肽”指由氨基酸残基、相关的天然存在的结构变体及其

合成的非天然存在的类似物通过肽键连接组成的聚合物。在本文中，术语“肽”和“多肽”互

换使用。

[0063] 多肽可以重组或合成产生。多肽的重组产生可以如本领域技术人员已知的那样，

通过在已知表达系统中引入包含编码目标多肽的核酸的表达载体来完成。合成的多肽可以

用例如自动多肽合成仪来合成。
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[0064] 本文使用常规符号来描述多肽序列：多肽序列的左手端是氨基末端(N‑末端)；多

肽序列的右手端是羧基末端(C‑末端)。

[0065] 毒素

[0066] 在本文中，术语“毒素”指任何物质，是蛋白质或非肽，其具有细胞毒性或细胞抑制

作用，或诱导细胞凋亡或坏死，或直接抑制病原体的复制、生长或传播，或使受感染的细胞

容易受到受感染宿主免疫反应的影响。

[0067] 毒素的实例包括但不限于外毒素、内毒素、酶毒素、成孔毒素、超抗原和核糖体灭

活蛋白(RIP)。

[0068] 酶毒素的实例包括但不限于假单胞菌外毒素A、霍乱毒素、白喉毒素、百日咳毒素、

志贺毒素、肉毒杆菌毒素、破伤风毒素、炭疽毒素和金黄色葡萄球菌剥脱毒素B。

[0069] 成孔毒素的实例包括但不限于溶血素、李斯特菌溶血素、炭疽EF、α毒素、肺炎球菌

溶血素、链球菌溶血素O、杀白细胞素和穿孔素溶血素O。

[0070] 核糖体灭活蛋白(RIP)的实例包括但不限于假单胞菌外毒素A、白树毒素、布加宁、

皂草素、蓖麻毒素、蓖麻毒素A链、异株泻根毒蛋白、白喉、局限曲霉素和白喉毒素。

[0071] CX3CL1和CX3CR1

[0072] 在本文中，术语“CX3CL1”指趋化因子，它是CX3C趋化因子家族的成员。趋化因子是

调节细胞迁移的低分子量蛋白质。许多趋化因子还具有诱导免疫系统的细胞成熟、活化、增

殖和分化的能力。CX3CL1也称为神经趋化因子(fractalkine)和神经趋化蛋白

(neurotactin)，因此，在本文中，术语“CX3CL1”、“神经趋化因子”和“神经趋化蛋白”互换使

用。

[0073] CX3CL1包含一个趋化因子域，负责与相应的趋化因子受体相互作用。趋化因子域

由作为SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列定义。该氨基酸序列对应UniProt数据库中条目

P78423下给出的天然人CX3CL1的第25位至第99位。

[0074] CX3CL1可根据本发明进行修饰(即通过删除、插入和/或替换、缀合等进行突变)。

[0075] CX3CL1通过与称为“CX3CR1”的相应受体相互作用来发挥其功能。因此，在本文中，

术语“CX3CR1”指神经趋化因子受体并具有SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸序列。该氨基酸序列

对应UniProt数据库中条目P49238下的天然人神经趋化因子受体。

[0076] 内化

[0077] 在本文中，术语“内化”指实体从细胞外环境转移到细胞的细胞内区室。因此，如本

文所述的免疫毒素的内化指免疫毒素进入靶细胞(例如，表达与免疫毒素靶向部分相互作

用的抗原的细胞)的细胞内区室。

[0078] 免疫毒素的内化可通过组成型内化受体(例如US28)来介导。组成型内化指在质膜

上表达的任何抗原，在没有事先刺激的情况下，从细胞质膜内化到细胞质或细胞内区室中。

抗原内化可由配体来调节，内化的抗原可再循环到质膜或者可在内化后降解。

[0079] US28

[0080] 在本文中，术语“US28”指由人巨细胞病毒开放阅读框US28编码的G蛋白偶联受体。

US28是一种组成型内化受体，因此结合US28的趋化因子或其他化合物被内化到表达该受体

的细胞中。在本文中，US28具有SEQ  ID  NO:3所示的氨基酸序列。该氨基酸序列对应UniProt

数据库中Q9IP69条目下的CX3CR1同源物。然而，US28存在于不同的变体中，并且如本文所述
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的免疫毒素的靶标不限于US28的一种特定变体，即氨基酸序列。

[0081] 亲和力

[0082] 在本文中，术语“亲和力”指结合亲和力，即免疫毒素与受体之间的结合相互作用

的强度。在异源结合实验中，亲和力被测量并报告为平衡解离常数(Ki)。Ki值越小，配体对其

靶标的结合亲和力越大。Ki值越大，靶标分子与配体之间的相互吸引和结合就越弱。

[0083] Ki可通过多种方法测量，包括但不限于等温滴定量热法(ITC)、ELISA、凝胶迁移实

验、拉下实验、平衡透析、分析超速离心、SPR和光谱实验、饱和结合实验以及同源和异源竞

争结合实验。

[0084] 选择性

[0085] 在本文中，术语“选择性”指免疫毒素对US28的亲和力对比(vs .)免疫毒素对

CX3CR1的亲和力。这可以由公式Ki(US28)/Ki(CX3CR1)表示。解离常数的标志表示为“i”，因

为这是异源结合的情况。

[0086] 效力

[0087] 在本文中，术语“效力”指在施用免疫毒素后细胞活力的降低。因此，效力被定义为

抑制效力，并通过IC50值量化。因此，针对表达US28的细胞的效力在本文中表示为IC50

(US28)，而针对表达CX3CR1的细胞的效力表示为IC50(CX3CR1)。通常，IC50值以nM来报告，

较低浓度的免疫毒素对应高效力，而较高浓度的免疫毒素对应低效力。

[0088] 杀伤特异性

[0089] 在本文中，术语“杀伤特异性”指免疫毒素特异性杀伤表达US28的细胞超过表达

CX3CR1的细胞的能力。杀伤特异性被量化为针对表达CX3CR1的细胞的(抑制)效力与针对表

达US28的细胞的(抑制)效力之间的比率。因此，杀伤特异性可以计算为IC50(CX3CR1)/IC50

(US28)，高数值表明对表达US28的细胞具有高杀伤特异性。

[0090] 在某些情况下，本文定义的杀伤特异性也称为选择性指数。因此，在本文中，术语

“杀伤特异性”和“选择性指数”互换使用。

[0091] 巨细胞病毒(CMV)

[0092] 在本文中，术语“巨细胞病毒”或“CMV”指疱疹病毒科家族的病毒。人CMV(HCMV)也

称为“人疱疹病毒5”或“HHV‑5”，指能够感染人类的CMV。

[0093] CMV感染和CMV相关疾病

[0094] 在本文中，术语“CMV感染”或“CMV相关疾病”指由患病个体中CMV的存在引起的、或

与之相关的、或从患病个体的血清学调查中明显看出的疾病、综合征、病症或死亡。

[0095] CMV引起急性和慢性疾病。急性疾病，其最常与高水平病毒复制相关并以影响多个

器官为特征，有单核细胞增多症样综合征、早产儿围产期感染、同种异体移植受者的CMV综

合征以及免疫不足患者(例如艾滋病患者)的播散性感染。慢性感染，其最常与低水平病毒

复制相关，有先天性感染、移植患者的血管疾病、正常宿主的血管疾病，以及炎症疾病，尤其

是胃肠道疾病。

[0096] 此外，通过分子或血清学方法确定，CMV的存在与移植受者的发病率和死亡率增加

有关。事实上，已显示预防CMV可降低移植后的全因死亡率。此外，CMV感染与实体器官移植

受者的器官排斥和造血干细胞受者的移植物抗宿主病有关。

[0097] 氨基酸序列
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[0098] 在本文中，术语“氨基酸序列”指一系列连续氨基酸，包括天然存在的氨基酸和/或

人工氨基酸类似物。氨基酸序列可以是氨基酸的聚合物，例如蛋白质、多肽、肽等。鉴于遗传

密码的简并性，编码特定多肽序列的一种或多种核酸或其互补核酸可以从该多肽序列确

定。

[0099] 变体

[0100] 在本文中，术语“变体”指包含某一序列的多肽，该序列在一个或多个氨基酸位置

与天然多肽序列不同(通过氨基酸的缺失、氨基酸的插入和/或氨基酸替换为不同的氨基

酸)。变体序列可以是非天然存在的序列，即在自然界中未发现的序列。优选地，“变体”保留

与天然多肽相同的功能。因此，“变体”产生与天然多肽具有相同或增强的亲和力、选择性、

效力或杀伤特异性的免疫毒素。

[0101] 片段

[0102] 在本文中，术语“片段”指包含某一序列的多肽，该序列是较大亲本多肽的一段。因

此，片段序列与亲本序列共享一段连续的氨基酸，但长度减少。优选地，“片段”保留与亲本

多肽相同的功能。因此，“片段”产生与天然多肽具有相同或增强的亲和力、选择性、效力或

杀伤特异性的免疫毒素。

[0103] 药物组合物

[0104] 在本文中，术语“药物组合物”指适合用于个体的药物用途的组合物。药物组合物

通常包含有效量的活性剂，例如免疫毒素；以及载体，包括但不限于药学上可接受的载体。

[0105] 有效量

[0106] 在本文中，术语“有效量”指足以产生所需效果的剂量或用量。期望的效果可包括

所述剂量或用量的受者的客观或主观改善，例如个体的预防性或治疗性处理。

[0107] 预防性/预防性治疗

[0108] 在本文中，术语“预防性治疗”指对不显示疾病、病理学或医学病症的体征或症状，

或仅显示疾病、病理学或病症的早期体征或症状的个体施用的治疗，施用这种治疗的目的

是减少、预防或降低所述疾病、病理学或医学病症发展的风险。预防性治疗的作用是针对疾

病或病症的预防性治疗，因此在本文中术语“预防性治疗(prophylactic  treatment)”和

“预防性治疗(preventive  treatment)”互换使用。

[0109] 治疗性治疗

[0110] 在本文中，术语“治疗性治疗”是指对表现出病理、疾病或病症的症状或体征的个

体施用的治疗，其中对个体施用治疗的目的是减少或消除病理、疾病或病症的那些体征或

症状。

[0111] 核苷酸序列

[0112] 在本文中，术语“核苷酸序列”(例如核酸、多核苷酸、寡核苷酸等)指核苷酸的聚合

物，所述核苷酸包括核苷酸A、C、T、U、G或其他天然存在的核苷酸或人造核苷酸类似物。给定

的核酸或互补的核酸可以由任意特定的多核苷酸序列确定。除非另有说明，具体的核酸序

列也隐含地包括其保守修饰的变体(例如简并密码子替换)和互补序列以及明确指出的序

列。具体而言，简并密码子替换可通过生成某些序列来实现，这些序列中一个或多个所选择

的(或所有)密码子的第三位置被混合碱基和/或脱氧肌苷残基替换。在本文中，术语“核酸”

与“基因”、“cDNA”和“基因编码的mRNA”互换使用。
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[0113] 源自基因的核酸

[0114] 在本文中，短语“源自基因的核酸”指那些从根本上将基因或其子序列作为模板用

于其合成的核酸。因此，mRNA、从mRNA逆转录的cDNA、从该cDNA转录的RNA、从cDNA扩增的

DNA、从扩增的DNA转录的RNA等，都是源自基因。

[0115] 在一些实施方式中，免疫毒素的蛋白质靶标可通过它们的遗传起源(即核酸序列)

而不是它们的氨基酸序列来描述。

[0116] 可操作地连接

[0117] 在本文中，术语“可操作地连接”指两个或多个核苷酸序列通过酶促连接或其他方

式以相对于彼此的构型共价连接，以便可以执行序列的正常功能。例如，如果编码前序列或

分泌性前导的核苷酸序列表达为参与多肽分泌的前蛋白，那么编码前序列或分泌性前导的

核苷酸序列可操作地连接至多肽的核苷酸序列；如果启动子或增强子影响编码序列的转

录，那么启动子或增强子可操作地连接至该编码序列；如果核糖体结合位点的位置被定位

为促进翻译，那么该核糖体结合位点可操作地连接至编码序列。通常，“可操作地连接”意味

着连接的核苷酸序列是邻接的，并且在分泌性前导的情况下是邻接的且处于阅读相

(reading  phase)中。连接可以通过在方便的限制性位点处的连接来实现。如果没有此类位

点，那么结合标准的重组DNA方法，使用合成的寡核苷酸衔接头或接头。

[0118] 控制序列

[0119] 在本文中，术语“控制序列”指包括对本发明多肽的表达必需的或有利的所有组分

的序列。对于编码多肽的核苷酸序列来说，每个控制序列可以是天然的或外来的。此类控制

序列包括但不限于前导、聚腺苷酸化序列、前肽序列、启动子、信号肽序列和转录终止子。通

常，控制序列包括至少一个启动子，以及转录和翻译终止信号。控制序列可设置有接头，目

的是引入特异性限制位点，促进控制序列与编码多肽的核苷酸序列的编码区相连接。

[0120] 表达载体

[0121] 在本文中，术语“表达载体”指线性或环状的DNA分子，其包含编码多肽的区段，与

设置用于其转录的附加区段可操作地连接。

[0122] 宿主细胞

[0123] 在本文中，术语“宿主细胞”指带有核酸构建体，对转化敏感的任何细胞类型。宿主

细胞可以是真核的或原核的。

[0124] 重组

[0125] 在本文中，术语“重组”指通过引入异源(或外来)核酸或改变天然核酸而修饰的细

胞、病毒、核苷酸或载体，或通过引入异源氨基酸而修饰的蛋白质或多肽，或通过对细胞进

行所述修饰而获得的细胞。重组细胞表达那些在细胞的天然(非重组)形式中不存在的核酸

序列(例如基因)，或表达那些异常表达、低表达或根本不表达的天然核酸序列(例如基因)。

[0126] 序列同一性

[0127] 在本文中，术语“序列同一性”在此定义为基因或蛋白质之间分别在核苷酸、碱基

或氨基酸水平上的序列同一性。具体而言，如果DNA序列的转录物可以转录为相同的RNA序

列，则认为DNA和RNA序列是相同的。

[0128] 因此，在本文中，“序列同一性”是氨基酸水平上蛋白质之间同一性的度量和核苷

酸水平上核酸之间同一性的度量。当序列比对时，可通过比较每个序列中给定位置的氨基
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酸序列来确定蛋白质序列同一性。类似地，当序列比对时，可通过比较每个序列中给定位置

的核苷酸序列来确定核酸序列同一性。

[0129] 为确定两个氨基酸序列或两个核酸的同一性百分比，将序列进行比对以达到最佳

比较目的(例如，可在第一个氨基酸序列或核酸序列中引入空位(gap)以与第二个氨基酸或

核酸序列进行最佳比对)。然后比较相应氨基酸位置或核苷酸位置处的氨基酸残基或核苷

酸。当第一个序列中的一个位置被与第二个序列中相应位置的相同氨基酸残基或核苷酸占

据时，则该位置的分子是相同的。两个序列之间的同一性百分比是这些序列共享的相同位

置数量的函数(即，％同一性＝#相同位置数/#总位置数(例如，重叠位置)×100)。在一种实

施方式中，两个序列的长度相同。

[0130] 在另一种实施方式中，两个序列具有不同的长度并且空位被视为不同的位置。人

们可以手动比对序列并计数相同氨基酸的数量。或者，比对两个序列以确定同一性百分比

可用数学算法来实现。这种算法被并入(Altschul等人，1990)的NBLAST和XBLAST程序中。

BLAST核苷酸搜索可用NBLAST程序进行，得分＝100，字长＝12，以获得与本发明的核酸分子

同源的核苷酸序列。BLAST蛋白质搜索可用XBLAST程序进行，得分＝50，字长＝3，以获得与

本发明的蛋白质分子同源的氨基酸序列。

[0131] 为了获得用于比较目的而引入空位的序列比对，可使用GappedBLAST。或者，可用

PSI‑Blast进行迭代搜索，以检测分子间的远近关系。当使用BLAST、XBLAST和GappedBLAST

程序时，可使用各程序的缺省参数。见http://www.ncbi.nlm.nih.gov。或者，可在序列比对

后，例如通过EMBL数据库中的BLAST程序比对后(www.ncbi.nlm.gov/cgi‑bin/BLAST)，计算

序列同一性。通常，可使用关于例如“评分矩阵”和“空位罚分”的默认设置来进行比对。在本

发明的上下文中，BLASTN和PSIBLAST缺省设置可能是有利的。

[0132] 两个序列之间的同一性百分比可使用与上述类似的技术来确定，允许或不允许有

空位。在计算同一性百分比时，只计数完全匹配处。因此，本发明的一种实施方式涉及具有

一定程度的序列变异的本发明的序列。

[0133] 基本同源/相同

[0134] 在本文中，在两个核酸或多肽部分的术语“基本同源”或“基本相同”一般指当使用

比较算法或目视检查进行测量，比较和比对以获得最大对应时，两个或更多个序列或子序

列具有至少40％、60％、80％、90％、95％、96％、97％、98％或99％的核苷酸或氨基酸残基同

一性。

[0135] 融合毒素蛋白

[0136] 巨细胞病毒(CMV)是一种临床上重要的机会性病毒病原体，存在于免疫功能不成

熟或不足的个体中。所有用于预防、抢先治疗(pre‑emptive)或治疗HCMV感染或疾病的针对

人CMV(HCMV)的已批准药物疗法均针对病毒复制机制。尽管这种策略在某些情况下是有效

的，但目前批准的核苷类似物药物在其他情况下，例如肺‑、心脏‑、肺‑、胰腺‑和同种异体造

血干细胞移植等，无法预防HCMV疾病。Prevymis是一种小分子终止酶抑制剂，也抑制病毒复

制。莱特莫韦(Letermovir)抑制CMV  DNA终止酶复合物(pUL51、pUL56和pUL89)，该复合物是

病毒DNA加工和包装所必需的。Prevymis预防疗法抑制造血干细胞受者的CMV感染和疾病。

重要的是，已批准的核苷类似药物具有治疗限制性副作用，包括严重的肾、神经和血液学毒

性，并且容易出现耐药菌株的频繁发展，单个突变通常会导致对该类别的多种药物的耐药
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性。虽然Prevymis通常被认为可以安全使用，但Prevymis预防疗法仍然与高频率(约30％)

的突破性再激活有关。总之，这些限制突显了更好策略的必要性，基于新作用机制来改善或

补充现有疗法，并治疗因耐药性而对DNA聚合酶抑制剂无效的疾病。

[0137] 本文提出了一种HCMV抗病毒策略，该策略的依据是通过HCMV感染的细胞对病毒编

码的七次跨膜(7TM)趋化因子受体US28的表达来靶向所述HCMV感染的细胞。HCMV抗病毒策

略受免疫毒素的影响，免疫毒素是包括毒素和靶向部分的嵌合分子。

[0138] 当细胞被CMV感染后，US28在被感染细胞的表面表达并变得能够对环境中的趋化

因子作出反应。US28受体结合多种人类、鼠和病毒编码的CC趋化因子。有趣的是，CX3C趋化

因子fractalkine(也称为CX3CL1)以非常高的亲和力与US28结合，但仅靶向一种额外的受

体，即其同类受体CX3CR1，从而降低了基于CX3CL1的免疫毒素策略产生不需要的脱靶效应

的可能性。

[0139] 此外，大多数US28受体位于远离细胞表面的核内体内。这种分布是快速的、组成型

的、不依赖配体的受体内化的结果。因此，结合US28的趋化因子或其他化合物被内化到表达

该受体的细胞中。不受理论束缚，预期本文所述的免疫毒素受益于该特征并且在与US28结

合后被转运到CMV感染的细胞中，在那里毒素可以发挥其细胞毒功能。

[0140] 由于存在脱靶人同源受体CX3CR1的情况，因此与表达CX3CR1的细胞相比，免疫毒

素对US28表达细胞具有高亲和力和效力是很重要的。本发明提供了免疫毒素，其中US28的

靶向部分是基于天然配体fractalkine的肽，但具有修饰和改进的氨基酸序列，从而产生用

于治疗或预防CMV感染或CMV相关疾病的强效免疫毒素。

[0141] 因此，本发明的一个方面涉及一种免疫毒素，包括：

[0142] i)靶向部分，包括选自以下的氨基酸序列：

[0143] a)SEQ  ID  NO:1，或

[0144] b)与SEQ  ID  NO:1具有至少80％序列同一性的氨基酸序列，和ii)毒素，

[0145] 其中第49位的氨基酸残基被丙氨酸(A)残基代替，并且在N末端第1‑6位的氨基酸

残基被氨基酸序列ILDNGVS代替。

[0146] US28的天然配体CX3CL1(fractalkine)，由趋化因子域、粘蛋白茎区域和将CX3CL1

固定到细胞膜上的跨膜域组成。CX3CL1的趋化因子域对US28具有高亲和力。本文中，趋化因

子域由SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列定义，对应于天然人CX3CL1的第25位至99位。SEQ  ID 

NO:1的核心突变产生了令人惊讶的强效免疫毒素。不受理论的束缚，认为苯丙氨酸替换为

丙氨酸以及靶向部分修饰的N‑末端(ILDNGVS，SEQ  ID  NO:13)产生如本文所述的改进的免

疫毒素。因此，通过改变靶向部分的非关键单个氨基酸或氨基酸的非关键区域，可以预期许

多不同的具有相似功能特征的免疫毒素。因此，本发明的一种实施方式涉及如本文所述的

免疫毒素，其中(b)的氨基酸序列与SEQ  ID  NO:1具有至少90％的序列同一性，例如与SEQ 

ID  NO:1有至少95％，例如至少96％，例如至少97％，例如至少98％，例如至少99％的序列同

一性。本发明的另一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中靶向部分的N‑末端序列

不是QHHGVT(SEQ  ID  NO:14)。

[0147] 在其他情况下，可优选的是，靶向部分与fractalkine的趋化因子域非常相似，仅

以核心突变进行修饰。因此，本发明的一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中靶向

部分是SEQ  ID  NO:1，其中第49位的氨基酸残基被丙氨酸(A)残基代替，在N末端第1‑6位的
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氨基酸残基被氨基酸序列ILDNGVS代替。该靶向部分包括两个核心突变，也能用SEQ  ID  NO:

2表示。因此，本发明的一种优选实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中靶向部分包括

SEQ  ID  NO:2。

[0148] 免疫毒素可通过重组或合成来产生。在重组产生的情况下，翻译从与起始tRNA结

合的蛋氨酸开始。因此，本发明的一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中所述靶向

部分的氨基酸进一步包括甲硫氨酸(M)残基作为从N末端开始的第一个氨基酸。包括具有起

始甲硫氨酸(M)的靶向部分的免疫毒素由SEQ  ID  NO:11表示。因此，本发明的一种实施方式

涉及如本文所述的免疫毒素，其中靶向部分包括SEQ  ID  NO:11。

[0149] 如本文所述的免疫毒素通过靶向US28受体，对HCMV感染的细胞特异性地发挥它们

的细胞毒作用。因此，本发明的一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中靶向部分与

US28受体结合。本发明的另一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中免疫毒素在结

合US28之后被内化。

[0150] US28受体是由人巨细胞病毒开放阅读框US28编码的G蛋白偶联受体。在本文中，

US28受体具有由SEQ  ID  NO:3表示的氨基酸序列。然而，US28存在于不同的变体中，并且本

文所述的免疫毒素的靶标不限于一种特定变体，而且还延伸至基本同源或基本相同的变

体。

[0151] 因此，本发明的一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中US28受体包括选

自以下的氨基酸序列：

[0152] i)SEQ  ID  NO:3，或

[0153] ii)与SEQ  ID  NO:3具有至少80％序列同一性的氨基酸序列。

[0154] 本发明的另一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中US28受体包括选自以

下的氨基酸序列：

[0155] i)SEQ  ID  NO:3，或

[0156] ii)与SEQ  ID  NO:3具有至少90％序列同一性的氨基酸序列，例如与SEQ  ID  NO:3

有至少95％，例如至少96％，例如至少97％，例如至少98％，例如至少99％的序列同一性。

[0157] US28受体也可以在基因水平上定义。因此，在本文中，US28受体由SEQ  ID  NO:12表

示的核酸序列编码。由于US28受体存在于不同的变体中，且遗传密码发生简并，因此其遗传

密码所定义的US28受体不限于单一核酸，而且还延伸至基本同源或基本相同的变体。

[0158] 因此，本发明的一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中US28受体由选自

以下的核酸序列编码：

[0159] i)SEQ  ID  NO:12，或

[0160] ii)与SEQ  ID  NO:12具有至少80％序列同一性的核酸序列。

[0161] 本发明的另一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中US28受体由选自以下

的核酸序列编码：

[0162] i)SEQ  ID  NO:12，或

[0163] ii)与SEQ  ID  NO:12具有至少90％序列同一性的核酸序列，例如与SEQ  ID  NO:12

有至少95％，例如至少96％，例如至少97％，例如至少98％，例如具有至少99％的序列同一

性。

[0164] 如本文所述的免疫毒素被设计用于以强亲和力(Ki)结合US28。因此，本发明的一
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种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中免疫毒素结合US28的Ki为10‑7M或更小，例如

10‑8M或更小，例如10‑9M或更小，例如10‑10M或更小，例如10‑11M或更小。在与125I‑CCL2或125I‑

CX3CL1作为放射性配体测定竞争条件下的结合亲和力。在实施例中进一步描述了确切的实

验。

[0165] 由于人同源受体CX3CR1代表着不希望的脱靶，如果免疫毒素对CX3CR1的亲和力相

对较低，则是有利的。这不仅增加了免疫毒素的功效，而且降低了副作用，因为健康细胞受

免疫毒素给药的影响较小。因此，本发明的一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中

与CX3CL1(SEQ  ID  NO:1)对CX3CR1的亲和力相比，免疫毒素对人同源受体CX3CR1的亲和力

降低，例如降低到至少1/100，例如至少1/150，例如1/200，或例如至少1/250。本发明的另一

种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中所述免疫毒素结合CX3CR1的Ki为10‑6或更高。

本发明的另一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中与对CX3CR1的亲和力相比，免

疫毒素对US28的亲和力增加，例如亲和力增加到至少75倍，例如至少100倍，例如至少150

倍，例如200倍，或例如至少250倍。

[0166] 不受理论束缚，认为主要是免疫毒素的靶向部分负责结合US28受体。因此，本发明

的一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中靶向部分结合US28的Ki为10‑7M或更小，

例如10‑8M或更小，例如10‑9M或更小，例如10‑10M或更小，例如10‑11M或更小。本发明的另一种

实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中与CX3CL1(SEQ  ID  NO:1)对CX3CR1的亲和力相

比，靶向部分对人同源受体CX3CR1的亲和力降低，例如降低到至少1/100，例如至少1/150，

例如1/200，或例如至少1/250。本发明的另一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中

靶向部分结合CX3CR1的Ki为10‑6或更高。本发明的另一种实施方式涉及如本文所述的免疫

毒素，其中与对CX3CR1的亲和力相比，靶向部分对US28的亲和力增加，例如亲和力增加到至

少75倍，例如至少100倍，例如至少150倍，例如200倍，或例如至少250倍。

[0167] 在本文中，人同源受体CX3CR1可由SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸序列表示。然而，如

本文所述的CX3CR1不限于一种特定变体，而且还延伸至基本同源或基本相同的变体。因此，

本发明的一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中CX3CR1受体包括SEQ  ID  NO:4所

示的氨基酸序列。

[0168] 本发明的另一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中CX3CR1受体包括选自

以下的氨基酸序列：

[0169] i)SEQ  ID  NO:4，或

[0170] ii)与SEQ  ID  NO:4具有至少80％序列同一性的氨基酸序列，例如与SEQ  ID  NO:3

有至少90％，例如至少95％，例如至少96％，例如至少97％，例如至少98％，例如至少99％的

序列同一性。

[0171] 不受理论束缚，免疫毒素中的毒素对免疫毒素结合并内化到CMV感染的细胞中不

具有贡献。因此，免疫毒素可功能性使用范围广泛的毒素。因此，本发明的一种实施方式涉

及如本文所述的免疫毒素，其中所述毒素选自外毒素、内毒素、酶毒素、成孔毒素、超抗原和

核糖体灭活蛋白(RIP)中的一种或多种。本发明的另一种实施方式涉及如本文所述的免疫

毒素，其中所述毒素是核糖体灭活蛋白(RIP)。本发明的另一种实施方式涉及如本文所述的

免疫毒素，其中所述毒素选自假单胞菌外毒素A、白树毒素、布加宁、皂草素、蓖麻毒素、蓖麻

毒素A链、异株泻根毒蛋白、白喉、局限曲霉素和白喉毒素，及其片段或变体的一种或多种。
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[0172] 假单胞菌外毒素A是一种非常有效的毒素，能够通过其二磷酸腺苷‑核糖基化域来

杀死细胞，该域修饰延伸因子2，从而阻止蛋白质合成并启动细胞凋亡。因此，本发明的一种

实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中该毒素是假单胞菌外毒素A(SEQ  ID  NO:5)或其

片段。

[0173] 假单胞菌外毒素A包括分别与易位(域II)和细胞毒性(域Ib和III)相关的结构域。

因此，本发明的一种实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中该毒素包含一个或多个片

段，其选自假单胞菌外毒素A的结合域(域II，SEQ  ID  NO:6)、中间域(域Ib、SEQ  ID  NO:7)和

ADP‑核糖基化域(域III，SEQ  ID  NO:8)。本发明的一种优选实施方式涉及如本文所述的免

疫毒素，其中所述毒素包含假单胞菌外毒素A的结合域(域II，SEQ  ID  NO:6)和ADP‑核糖基

化域(域III，SEQ  ID  NO:8)。

[0174] 在假单胞菌外毒素A的变体中，C末端被修饰以增加细胞毒性。因此，本发明的一种

实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中ADP‑核糖基化域的C‑末端氨基酸序列REDLK

(SEQ  ID  NO:15)被氨基酸序列KDEL(SEQ  ID  NO:16)代替。本发明的一种优选实施方式涉及

如本文所述的免疫毒素，其中所述毒素是PE38KDEL(SEQ  ID  NO:9)。

[0175] 本发明的另一种优选实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中所述免疫毒素包

括SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:2。一种免疫毒素，包括以下部分的组合：(i)靶向部分，为SEQ 

ID  NO:1，其中第49位的氨基酸残基被丙氨酸(A)残基代替，N‑末端第1‑6位的氨基酸残基被

氨基酸序列ILNDGVS代替，以及(ii)毒素，为PE38KDEL，如SEQ  ID  NO:10所示。因此，本发明

的另一种优选实施方式涉及如本文所述的免疫毒素，其中所述免疫毒素包括SEQ  ID  NO:

10。

[0176] 如本文实施例中所证明的，与表达CX3CR1的细胞相比，本文描述的免疫毒素对表

达US28的细胞显示出惊人的高效力。因此，本发明的一种实施方式涉及如本文所述的免疫

毒素，其中与针对表达CX3CR1的细胞的效力相比，免疫毒素针对表达US28的细胞具有增加

的效力，例如效力增加到至少150倍，例如175倍，或例如至少200倍，例如至少225倍，例如至

少250倍。

[0177] 本文所述的免疫毒素旨在用于医疗用途，因此可形成药物组合物的一部分。出于

医疗用途的目的，免疫毒素可配制成药学上可接受的盐。药物组合物可包含用于医疗用途

的标准成分且是本领域技术人员已知的成分。因此，本发明的一个方面涉及包含如本文所

述的免疫毒素或其药学上可接受的盐的药物组合物。本发明的另一种实施方式涉及如本文

所述的药物组合物，其中所述组合物包含药学上可接受的载体、稀释剂和/或赋形剂。

[0178] 本发明的一个方面涉及本文所述的免疫毒素或本文所述的药物组合物作为药物

使用。优选地，本文所述的免疫毒素用于治疗或预防CMV感染。免疫毒素以有效量施用于有

需要的个体。所述个体是指任何感染CMV的人或任何有感染CMV风险的人。

[0179] 因此，本发明的另一方面涉及本文所述的免疫毒素或本文所述的药物组合物用于

治疗或预防CMV感染或CMV相关疾病。本发明的一种实施方式涉及本文所述的免疫毒素的用

途，其中CMV感染或CMV相关疾病的治疗或预防是(i)在患者体内或(ii)在离体的细胞或器

官中。

[0180] 免疫毒素也可以是药物制剂中的成分。因此，本发明的一种实施方式涉及本文所

述的免疫毒素在制备用于治疗或预防CMV感染或CMV相关疾病的药物中的用途。
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[0181] CMV感染可能发生在身体内的各个部位，两个总体的分组是组织和体液。因此，本

发明的一种实施方式涉及如本文所述使用的免疫毒素或药物组合物，其中CMV感染存在于：

[0182] i)组织，选自视网膜、角膜、心脏、肝脏、肾脏、肺、胃肠组织、胸腺、脾脏、皮肤和肌

肉中的一种或多种，和/或

[0183] ii)体液，选自唾液、血液、尿液、精液和母乳中的一种或多种。

[0184] CMV是一种非常常见的大多数个体在一生中都感染过的病毒。因此，世界上的大多

数人口很可能已经产生了针对该病毒的抗体，并且在大多数情况下未出现初次感染后的症

状。然而，病毒在宿主体内处于休眠状态，一旦免疫系统减弱，病毒就有可能从潜伏期苏醒。

因此，CMV是一种对免疫系统较弱的个体构成巨大风险的病毒。因此，本发明的一种实施方

式涉及如本文所述使用的免疫毒素或药物组合物，其中CMV感染是免疫不足患者的感染。本

发明的另一种实施方式涉及如本文所述使用的免疫毒素或药物组合物，其中CMV感染是选

自以下免疫不足患者的感染：HIV患者、新生儿和免疫抑制患者、骨髓移植患者、实体器官移

植患者、免疫治疗患者、癌症患者、重症监护患者、创伤患者、干细胞患者、基因治疗患者、细

胞治疗患者、老年患者和多病患者。本发明的另一种实施方式涉及如本文所述使用的免疫

毒素或药物组合物，其中CMV感染是处于风险/或预计成为免疫不足的个体中的感染。本发

明的另一种实施方式涉及如本文所述使用的免疫毒素或药物组合物，其中CMV感染是患有

冠状动脉疾病和/或血管疾病的患者的感染。本发明的另一种实施方式涉及如本文所述使

用的免疫毒素或药物组合物，其中CMV感染是潜伏的CMV感染。

[0185] 免疫毒素可以通过任何常规途径给药。因此，本发明的一种实施方式涉及如本文

所述使用的免疫毒素或药物组合物，其中免疫毒素或药物组合物通过选自以下一种或多种

途径给药：口服、肠胃外、静脉内、皮内、皮下和局部给药。本发明的另一种实施方式涉及如

本文所述使用的免疫毒素或药物组合物，其中将免疫毒素或药物组合物施用于离体的细胞

或器官。

[0186] 免疫毒素可以是联合治疗的一部分，其中施用一种或多种额外的治疗剂。因此，本

发明的一种实施方式涉及如本文所述使用的免疫毒素或药物组合物，其中免疫毒素或药物

组合物用于与一种或多种额外的治疗剂同时、分开或顺序给药。本发明的另一种实施方式

涉及如本文所述使用的免疫毒素或药物组合物，其中所述治疗剂选自抗病毒剂、免疫抑制

剂和调节剂。

[0187] 免疫毒素可以与其他治疗剂包装在一起，以便于作为联合疗法给药。因此，本发明

的一个方面涉及一种药盒，包括：

[0188] i)如本文所述的免疫毒素或如本文所述的药物组合物，

[0189] ii)一种或多种额外的治疗剂，和

[0190] iii)可选地，使用说明，

[0191] 其中i)和ii)用于同时、分开或顺序给药。

[0192] 优选使用重组表达系统产生免疫毒素。适宜的重组表达系统是本领域技术人员已

知的。对于重组表达需要：编码目标肽序列的核酸、表达载体和表达系统(用于重组表达的

细胞系)。因此，本发明的一个方面涉及包含编码如本文所述的免疫毒素的序列的核酸序

列。本发明的一种实施方式涉及一种核酸，其中所述核酸序列选自：

[0193] i)SEQ  ID  NO:20，或
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[0194] ii)与SEQ  ID  NO:20具有至少90％序列同一性的核酸序列，例如与SEQ  ID  NO:20

有至少95％，例如至少96％，例如至少97％，例如至少98％，例如至少99％的序列同一性。

[0195] 将编码免疫毒素各个部分的核酸在表达载体中组装以引入到表达系统，即细胞

中。因此，本发明的另一方面涉及一种重组表达载体，其包含如本文所述的核苷酸序列，该

序列可操作地连接至一个或多个适于指导在适合的宿主中产生免疫毒素的控制序列。

[0196] 使用任何常规方法将表达载体引入宿主细胞，并调整条件以利于目标肽序列的重

组表达。因此，本发明的一个方面涉及一种包含如本文所述的表达载体的重组宿主细胞。本

发明的另一方面涉及产生如本文所述的免疫毒素的方法，包括步骤：

[0197] i)提供如本文所述的宿主细胞，

[0198] ii)在适宜表达所述免疫毒素的条件下培养所述宿主细胞；和

[0199] iii)分离所述免疫毒素。

[0200] 本发明的一种实施方式涉及如本文所述的方法，其中宿主细胞是真核的或原核

的。

[0201] 应当注意，在本发明的一个方面的上下文中描述的实施方式和特征也适用于本发

明的其他方面。本发明的实施例方式和特征在以下项目中也进行了概述。

[0202] 项目

[0203] 1、一种免疫毒素，包括：

[0204] i)靶向部分，包括选自以下的氨基酸序列：

[0205] a)SEQ  ID  NO:1，或

[0206] b)与SEQ  ID  NO:1具有至少80％序列同一性的氨基酸序列，和ii)毒素，

[0207] 其中第49位的氨基酸残基被丙氨酸(A)残基代替，在N末端第1‑6位的氨基酸残基

被氨基酸序列ILDNGVS代替。

[0208] 2、根据项目1所述的免疫毒素，其中(b)的氨基酸序列与SEQ  ID  NO:1具有至少

90％的序列同一性，例如与SEQ  ID  NO:1有至少95％，例如至少96％，例如至少97％，例如至

少98％，例如至少99％的序列同一性。

[0209] 3、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中靶向部分包括SEQ  ID  NO:2。

[0210] 4、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中所述靶向部分的氨基酸还包括甲硫氨

酸(M)残基作为从N末端开始的第一个氨基酸。

[0211] 5、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中所述靶向部分与US28受体结合。

[0212] 6、根据项目5所述的免疫毒素，其中所述US28受体包括选自以下的氨基酸序列：

[0213] i)SEQ  ID  NO:3，或

[0214] ii)与SEQ  ID  NO:3具有至少80％序列同一性的氨基酸序列。

[0215] 7、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中所述免疫毒素结合US28的Ki为10‑7M或

更小，例如10‑8M或更小，例如10‑9M或更小，例如10‑10M或更小，例如10‑11M或更小。

[0216] 8、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中与CX3CL1(SEQ  ID  NO:1)对CX3CR1的

亲和力相比，所述免疫毒素对人同源受体CX3CR1的亲和力降低，例如降低到至少1/100，例

如至少1/150，例如1/200，或例如至少1/250。

[0217] 9、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中所述免疫毒素结合CX3CR1的Ki为10‑6

或更高。
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[0218] 10、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中与对CX3CR1的亲和力相比，所述免疫

毒素对US28的亲和力增加，例如亲和力增加到至少75倍，例如至少100倍，例如至少150倍，

例如200倍，或例如至少250倍。

[0219] 11、根据前述项目8‑10任一项所述的免疫毒素，其中所述CX3CR1受体包括SEQ  ID 

NO:4所示的氨基酸序列。

[0220] 12、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中所述免疫毒素在结合US28之后被内

化。

[0221] 13、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中所述毒素选自假单胞菌外毒素A、白

树毒素、布加宁、皂草素、蓖麻毒素、蓖麻毒素A链、异株泻根毒蛋白、白喉、局限曲霉素和白

喉毒素，及其片段或变体的一种或多种。

[0222] 14、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中所述毒素是假单胞菌外毒素A(SEQ 

ID  NO:5)或其片段。

[0223] 15、根据项目14所述的免疫毒素，其中所述毒素包括选自假单胞菌外毒素A的结合

域(域II，SEQ  ID  NO:6)、中间域(域Ib，SEQ  ID  NO:7)和ADP‑核糖基化域(域III，SEQ  ID 

NO:8)的一个或多个片段。

[0224] 16、根据项目15所述的免疫毒素，其中所述ADP‑核糖基化域的C末端氨基酸序列

REDLK(SEQ  ID  NO:15)被氨基酸序列KDEL(SEQ  ID  NO:16)代替。

[0225] 17、根据项目16所述的免疫毒素，其中所述毒素是PE38KDEL(SEQ  ID  NO:9)。

[0226] 18、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中所述免疫毒素包括SEQ  ID  NO:9和

SEQ  ID  NO:2。

[0227] 19、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中所述免疫毒素包括SEQ  ID  NO:10。

[0228] 20、根据前述任一项目所述的免疫毒素，其中与针对表达CX3CR1的细胞的效力相

比，所述免疫毒素针对表达US28的细胞具有增加的效力，例如效力增加到至少150倍，例如

175倍，或例如至少200倍，例如至少225倍，例如至少250倍。

[0229] 21、一种药物组合物，包括前述任一项目所述的免疫毒素或其药学上可接受的盐。

[0230] 22、根据项目21所述的免疫毒素，其中所述组合物包括药学上可接受的载体、稀释

剂和/或赋形剂。

[0231] 23、根据项目1‑20任一项所述的免疫毒素或根据项目21或22任一项所述的药物组

合物用作药物。

[0232] 24、根据项目1‑20任一项所述的免疫毒素或根据项目21或22任一项所述的药物组

合物用于治疗或预防CMV感染或CMV相关疾病。

[0233] 25、根据项目24使用的免疫毒素或药物组合物，其中所述CMV感染存在于：

[0234] i)组织，选自视网膜、角膜、心脏、肝脏、肾脏、肺、胃肠组织、胸腺、脾脏、皮肤和肌

肉中的一种或多种，和/或

[0235] ii)体液，选自唾液、血液、尿液、精液和母乳中的一种或多种。

[0236] 26、根据项目24或25任一项使用的免疫毒素或药物组合物，其中所述CMV感染是免

疫不足患者的感染，其选自HIV患者、新生儿和免疫抑制患者、骨髓移植患者、实体器官移植

患者、免疫治疗患者、癌症患者、重症监护患者、创伤患者、干细胞患者、基因治疗患者、细胞

治疗患者、老年患者和多病患者。

说　明　书 16/20 页

19

CN 114206944 A

19



[0237] 27、根据项目24或25任一项使用的免疫毒素或药物组合物，其中所述CMV感染是患

有冠状动脉疾病和/或血管疾病的患者的感染。

[0238] 28、根据项目24‑27任一项使用的免疫毒素或药物组合物，其中所述CMV感染是潜

伏的CMV感染。

[0239] 29、根据项目23‑28任一项使用的免疫毒素或药物组合物，其中所述免疫毒素或药

物组合物通过选自口服、肠胃外、静脉内、皮内、皮下和局部给药的一种或多种途径给药。

[0240] 30、根据项目23‑29任一项使用的免疫毒素或药物组合物，其中所述免疫毒素或药

物组合物用于与一种或多种额外的治疗剂同时、分开或顺序给药。

[0241] 31、根据项目30使用的免疫毒素或药物组合物，其中所述治疗剂选自抗病毒剂、免

疫抑制剂和调节剂。

[0242] 32、一种药盒，包括：

[0243] i)根据项目1‑20任一项所述的免疫毒素或根据项目21或22所述的药物组合物，

[0244] ii)一种或多种额外的治疗剂，和

[0245] iii)可选地，使用说明，

[0246] 其中i)和ii)用于同时、分开或顺序给药。

[0247] 33、一种核酸序列，包括编码项目1‑20任一项所述的免疫毒素的序列。

[0248] 34、一种重组表达载体，包括项目33所述的核苷酸序列，该序列可操作地连接一个

或多个适于指导在适合的宿主中产生免疫毒素的控制序列。

[0249] 35、一种重组宿主细胞，包括项目34所述的表达载体。

[0250] 36、一种产生项目1‑20任一项所述的免疫毒素的方法，包括步骤：

[0251] i)提供项目35所述的宿主细胞，

[0252] ii)在适合表达所述免疫毒素的条件下培养所述宿主细胞；和

[0253] iii)分离所述免疫毒素。

[0254] 本申请中引用的所有专利和非专利参考文献均将其全部内容作为参考引入本文。

[0255] 现在将在以下非限制性实施例中更详细地描述本发明。

[0256] 实施例

[0257] 实施例1‑融合蛋白SYN000、SYN001、SYN003和SYN004的制备

[0258] 免疫毒素的结构

[0259] 本文公开了一系列旨在特异性靶向US28的免疫毒素。它们基于趋化因子CX3CL1

(fractalkine)和铜绿假单胞菌(Pseudomonas  aeruginosa)的外毒素A(二者均如图7所

示)。候选药物SYN000(SEQ  ID  NO:17)、SYN001(SEQ  ID  NO:18)、SYN003(SEQ  ID  NO:19)和

SYN004(SEQ  ID  NO:10)都是由大约400个氨基酸和域结构组成的单多肽链，如图8所示。

[0260] 免疫毒素的生产

[0261] 免疫毒素在大肠杆菌(E.coli)中以不溶性蛋白聚集体(包涵体，IB)的形式生产。

药物物质制造过程包括三个加工阶段：细胞培养和收获、回收和纯化。E.coli培养步骤是产

生含有高水平药物物质的IB。通过一系列洗涤和离心来回收IB。纯化过程包括IB溶解、通过

对含有氧化还原对的磷酸盐缓冲液进行透析来重折叠，然后进行AEX和GF色谱方法，以获得

纯的药物物质。

[0262] 实施例2‑SYN000、SYN001、SYN003和SYN004对US28和CX3CR1的亲和力(Ki值)

说　明　书 17/20 页

20

CN 114206944 A

20



[0263] 受体竞争结合

[0264] US28‑HEK293细胞和CX3CR1‑HEK293细胞的稳定可诱导型克隆在10％CO2和37℃的

加湿培养箱中，在含有10％胎牛血清和180单位/mL青霉素和45μg/mL链霉素的Dulbecco改

良的Eagle培养基(DMEM)GlutaMAX(GIBCOR)中生长。将细胞以每孔10,000个细胞接种在聚

D‑赖氨酸(Invitrogen)包被的96孔组织培养板(Nunc)中的100μL生长培养基中。接种一天

后，通过四环素(5ng/mL)诱导US28和CX3CR1表达，以获得5‑10％的特异性结合。诱导后1天，

一式两份进行竞争结合研究。简而言之，细胞在结合缓冲液中洗涤两次，该结合缓冲液由4‑

(2‑羟乙基)‑1‑哌嗪乙磺酸(HEPES)缓冲液(50mM  HEPES、5mM  MgCl2、1mM  CaCl2，pH7.2)和

0.5％牛血清白蛋白组成。然后将细胞在4℃与～25pM的125I‑CX3CL1(或125I‑CCL2)加5μL未

标记配体(即免疫毒素或同源趋化因子)在100μL结合缓冲液中孵育3小时。然后用补充有

0.5M  NaCl的4℃结合缓冲液洗涤细胞两次。作为最后一步，用180μL  200mM  NaOH和1％十二

烷基硫酸钠裂解缓冲液裂解细胞。使用伽马计数器(1470Wizard)收集数据。Ki值是使用

Cheng‑Prusoff方程，根据IC50(显示特异性结合的放射性配体50％置换的未标记配体的浓

度)、[L](放射性配体浓度)、Kd(放射性配体的解离常数)计算得出，公式(I)：

[0265] 公式(I)

[0266] 结果

[0267] 125I‑CCL2作为放射性配体：分别地，SYN000与US28结合的亲和力(Log  Ki)为‑

8.67，SYN001为‑7.96、SYN003为‑8.36、SYN004为‑7.36，如图1和图3以及表1所示。

[0268] 125I‑CX3CL1作为放射性配体：分别地，SYN000与CX3CR1的结合亲和力(Log  Ki)为‑

6.86、SYN001为‑5.00、SYN003为‑7.72、SYN004为‑5.22，如图2和图4以及表1所示。

[0269] 表1.受体竞争结合

[0270]

[0271] 引入的N末端氨基酸序列看起来适度降低了对US28的亲和力；SYN003(log  Ki‑
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8.36)与SYN000(log  Ki‑8.67)相比，降低到1/2；SYN004(log  Ki‑7.36)与SYN001(log  Ki‑

7.96)相比，降低到1/4。相比之下，N末端氨基酸序列适度增加了对CX3CR1的亲和力，SYN003

(log  Ki‑7.72)与SYN000(log  Ki‑6.86)相比，增加到7倍；SYN004(log  Ki‑5.22)与SYN001

(log  Ki‑5.00)相比，增加到1.7倍。

[0272] 结论

[0273] 总的来说，在免疫毒素中引入N末端氨基酸序列(F1突变)降低了对US28的亲和力

并增加了对CX3CR1的亲和力。因此，在偏好US28超过CX3CR1方面，SYN003和SYN004的选择性

低于SYN000和SYN001(倍数变化小于1，见表1)。

[0274] 实施例3‑SYN000、SYN001、SYN003和SYN004对诱导的US28  HEK293细胞和诱导的

CX3CR1  HEK293细胞的效力

[0275] 体外效力

[0276] US28‑HEK293细胞和CX3CR1‑HEK293细胞的稳定可诱导型克隆在10％CO2和37℃的

加湿培养箱中，在含有10％胎牛血清和180单位/mL青霉素和45μg/mL链霉素的Dulbecco改

良的Eagle培养基(DMEM)GlutaMAX(GIBCOR)中生长。将细胞以每孔11,000个细胞接种在聚

D‑赖氨酸(Invitrogen)包被的96孔组织培养板(Nunc)中的100μL生长培养基中。接种24h

后，用0.125μg/mL(US28)和0.5μg/mL(CX3CR1)诱导受体表达。受体诱导后1天，将不同浓度

的指定免疫毒素(0.01μM–0.1pM)和缓冲液(模拟处理)加入终体积为100μL的生长培养基

中，并在37℃孵育24小时。为了估计细胞活力，将AlamarBlue(Invitrogen)与生长培养基以

1:10混合用于孵育细胞，每孔100μL，在37℃孵育4小时。使用FlexStation3(Molecular 

Devices)读板器收集数据，其中通过在540nm波长激发并在585nm波长读取发射来测量荧

光。测定不同浓度的免疫毒素下的细胞活力，并在50％细胞活力时提取IC50值。相应的参考

值是在存在放线菌酮(0％细胞活力)和不存在免疫毒素或放线菌酮(100％细胞活力)的情

况下获得的。

[0277] 结果

[0278] 图5和6以及表2显示了SYN000、SYN001、SYN003和SYN004的效力。在US28上，效力相

似，SYN000、SYN003和SYN004在US28上的效力略高于SYN001。在CX3CR1上，效力差异很大，

SYN003和SYN000的效力高于SYN001和SYN004，而SYN004对CX3CR1的效力略低于SYN001。

[0279] 效力可用于计算每种免疫毒素的杀伤特异性，即免疫毒素特异性杀伤表达US28的

细胞超过表达CX3CR1的细胞的能力。杀伤特异性报告为表中的倍数变化，并且显示SYN000

为8.91倍变化、SYN003为7.08倍变化、SYN001为501倍变化和SYN004为1175倍变化。

[0280] 表2.免疫毒素的效力

[0281]
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[0282]

[0283] 结论

[0284] 结果表明，将F1序列加到SYN000(产生SYN003)不会增加杀伤特异性(比率小于1，

见表2)，而将F1序列加到SYN001(产生SYN004)会使杀伤特异性增加到2.35倍。因此，尽管具

有降低的选择性(参见实施例2)，但SYN004令人惊讶地代表了显著改进的免疫毒素，即具有

增加的杀伤特异性。

[0285] 参考文献：

[0286] WO2008/003327
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序列表

<110> 哥本哈根大学

丹麦技术大学

<120>  用于治疗CMV感染相关疾病的融合毒素蛋白

<130>  1689‑048.21P8

<160>  20

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  75

<212>  PRT

<213>  Homo  sapiens

<220>

<221>  CX3CL1

<222>  (1) ..(1)

<400>  1

Gln  His  His  Gly  Val  Thr  Lys  Cys  Asn  Ile  Thr  Cys  Ser  Lys  Met  Thr

1               5                   10                  15

Ser  Lys  Ile  Pro  Val  Ala  Leu  Leu  Ile  His  Tyr  Gln  Gln  Asn  Gln  Ala

            20                  25                  30

Ser  Cys  Gly  Lys  Arg  Ala  Ile  Ile  Leu  Glu  Thr  Arg  Gln  His  Arg  Leu

        35                  40                  45

Phe  Cys  Ala  Asp  Pro  Lys  Glu  Gln  Trp  Val  Lys  Asp  Ala  Met  Gln  His

    50                  55                  60

Leu  Asp  Arg  Gln  Ala  Ala  Ala  Leu  Thr  Arg  Asn

65                  70                  75

<210>  2

<211>  76

<212>  PRT

<213>  Homo  sapiens

<220>

<221> 带有F1+F49A的CX3CL1

<222>  (1) ..(1)

<400>  2

Ile  Leu  Asp  Asn  Gly  Val  Ser  Lys  Cys  Asn  Ile  Thr  Cys  Ser  Lys  Met

1               5                   10                  15

Thr  Ser  Lys  Ile  Pro  Val  Ala  Leu  Leu  Ile  His  Tyr  Gln  Gln  Asn  Gln

            20                  25                  30

Ala  Ser  Cys  Gly  Lys  Arg  Ala  Ile  Ile  Leu  Glu  Thr  Arg  Gln  His  Arg
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        35                  40                  45

Leu  Ala  Cys  Ala  Asp  Pro  Lys  Glu  Gln  Trp  Val  Lys  Asp  Ala  Met  Gln

    50                  55                  60

His  Leu  Asp  Arg  Gln  Ala  Ala  Ala  Leu  Thr  Arg  Asn

65                  70                  75

<210>  3

<211>  354

<212>  PRT

<213> 巨细胞病毒

<220>

<221>  US28

<222>  (1) ..(1)

<400>  3

Met  Thr  Pro  Thr  Thr  Thr  Thr  Ala  Glu  Leu  Thr  Thr  Glu  Phe  Asp  Tyr

1               5                   10                  15

Asp  Glu  Ala  Ala  Thr  Pro  Cys  Val  Phe  Thr  Asp  Val  Leu  Asn  Gln  Ser

            20                  25                  30

Lys  Pro  Val  Thr  Leu  Phe  Leu  Tyr  Gly  Val  Val  Phe  Leu  Phe  Gly  Ser

        35                  40                  45

Ile  Gly  Asn  Phe  Leu  Val  Ile  Phe  Thr  Ile  Thr  Trp  Arg  Arg  Arg  Ile

    50                  55                  60

Gln  Cys  Ser  Gly  Asp  Val  Tyr  Phe  Ile  Asn  Leu  Ala  Ala  Ala  Asp  Leu

65                  70                  75                  80

Leu  Phe  Val  Cys  Thr  Leu  Pro  Leu  Trp  Met  Gln  Tyr  Leu  Leu  Asp  His

                85                  90                  95

Asn  Ser  Leu  Ala  Ser  Val  Pro  Cys  Thr  Leu  Leu  Thr  Ala  Cys  Phe  Tyr

            100                 105                 110

Val  Ala  Met  Phe  Ala  Ser  Leu  Cys  Phe  Ile  Thr  Glu  Ile  Ala  Leu  Asp

        115                 120                 125

Arg  Tyr  Tyr  Ala  Ile  Val  Tyr  Met  Arg  Tyr  Arg  Pro  Val  Lys  Gln  Ala

    130                 135                 140

Cys  Leu  Phe  Ser  Ile  Phe  Trp  Trp  Ile  Phe  Ala  Val  Ile  Ile  Ala  Ile

145                 150                 155                 160

Pro  His  Phe  Met  Val  Val  Thr  Lys  Lys  Asp  Asn  Gln  Cys  Met  Thr  Asp

                165                 170                 175

Tyr  Asp  Tyr  Leu  Glu  Val  Ser  Tyr  Pro  Ile  Ile  Leu  Asn  Val  Glu  Leu

            180                 185                 190

Met  Leu  Gly  Ala  Phe  Val  Ile  Pro  Leu  Ser  Val  Ile  Ser  Tyr  Cys  Tyr

        195                 200                 205
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Tyr  Arg  Ile  Ser  Arg  Ile  Val  Ala  Val  Ser  Gln  Ser  Arg  His  Lys  Gly

    210                 215                 220

Arg  Ile  Val  Arg  Val  Leu  Ile  Ala  Val  Val  Leu  Val  Phe  Ile  Ile  Phe

225                 230                 235                 240

Trp  Leu  Pro  Tyr  His  Leu  Thr  Leu  Phe  Val  Asp  Thr  Leu  Lys  Leu  Leu

                245                 250                 255

Lys  Trp  Ile  Ser  Ser  Ser  Cys  Glu  Phe  Glu  Arg  Ser  Leu  Lys  Arg  Ala

            260                 265                 270

Leu  Ile  Leu  Thr  Glu  Ser  Leu  Ala  Phe  Cys  His  Cys  Cys  Leu  Asn  Pro

        275                 280                 285

Leu  Leu  Tyr  Val  Phe  Val  Gly  Thr  Lys  Phe  Arg  Gln  Glu  Leu  His  Cys

    290                 295                 300

Leu  Leu  Ala  Glu  Phe  Arg  Gln  Arg  Leu  Phe  Ser  Arg  Asp  Val  Ser  Trp

305                 310                 315                 320

Tyr  His  Ser  Met  Ser  Phe  Ser  Arg  Arg  Ser  Ser  Pro  Ser  Arg  Arg  Glu

                325                 330                 335

Thr  Ser  Ser  Asp  Thr  Leu  Ser  Asp  Glu  Val  Cys  Arg  Val  Ser  Gln  Ile

            340                 345                 350

Ile  Pro

<210>  4

<211>  355

<212>  PRT

<213>  Homo  sapiens

<220>

<221>  CX3CR1

<222>  (1) ..(1)

<400>  4

Met  Asp  Gln  Phe  Pro  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Asn  Phe  Glu  Tyr  Asp  Asp

1               5                   10                  15

Leu  Ala  Glu  Ala  Cys  Tyr  Ile  Gly  Asp  Ile  Val  Val  Phe  Gly  Thr  Val

            20                  25                  30

Phe  Leu  Ser  Ile  Phe  Tyr  Ser  Val  Ile  Phe  Ala  Ile  Gly  Leu  Val  Gly

        35                  40                  45

Asn  Leu  Leu  Val  Val  Phe  Ala  Leu  Thr  Asn  Ser  Lys  Lys  Pro  Lys  Ser

    50                  55                  60

Val  Thr  Asp  Ile  Tyr  Leu  Leu  Asn  Leu  Ala  Leu  Ser  Asp  Leu  Leu  Phe

65                  70                  75                  80

Val  Ala  Thr  Leu  Pro  Phe  Trp  Thr  His  Tyr  Leu  Ile  Asn  Glu  Lys  Gly

                85                  90                  95
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Leu  His  Asn  Ala  Met  Cys  Lys  Phe  Thr  Thr  Ala  Phe  Phe  Phe  Ile  Gly

            100                 105                 110

Phe  Phe  Gly  Ser  Ile  Phe  Phe  Ile  Thr  Val  Ile  Ser  Ile  Asp  Arg  Tyr

        115                 120                 125

Leu  Ala  Ile  Val  Leu  Ala  Ala  Asn  Ser  Met  Asn  Asn  Arg  Thr  Val  Gln

    130                 135                 140

His  Gly  Val  Thr  Ile  Ser  Leu  Gly  Val  Trp  Ala  Ala  Ala  Ile  Leu  Val

145                 150                 155                 160

Ala  Ala  Pro  Gln  Phe  Met  Phe  Thr  Lys  Gln  Lys  Glu  Asn  Glu  Cys  Leu

                165                 170                 175

Gly  Asp  Tyr  Pro  Glu  Val  Leu  Gln  Glu  Ile  Trp  Pro  Val  Leu  Arg  Asn

            180                 185                 190

Val  Glu  Thr  Asn  Phe  Leu  Gly  Phe  Leu  Leu  Pro  Leu  Leu  Ile  Met  Ser

        195                 200                 205

Tyr  Cys  Tyr  Phe  Arg  Ile  Ile  Gln  Thr  Leu  Phe  Ser  Cys  Lys  Asn  His

    210                 215                 220

Lys  Lys  Ala  Lys  Ala  Ile  Lys  Leu  Ile  Leu  Leu  Val  Val  Ile  Val  Phe

225                 230                 235                 240

Phe  Leu  Phe  Trp  Thr  Pro  Tyr  Asn  Val  Met  Ile  Phe  Leu  Glu  Thr  Leu

                245                 250                 255

Lys  Leu  Tyr  Asp  Phe  Phe  Pro  Ser  Cys  Asp  Met  Arg  Lys  Asp  Leu  Arg

            260                 265                 270

Leu  Ala  Leu  Ser  Val  Thr  Glu  Thr  Val  Ala  Phe  Ser  His  Cys  Cys  Leu

        275                 280                 285

Asn  Pro  Leu  Ile  Tyr  Ala  Phe  Ala  Gly  Glu  Lys  Phe  Arg  Arg  Tyr  Leu

    290                 295                 300

Tyr  His  Leu  Tyr  Gly  Lys  Cys  Leu  Ala  Val  Leu  Cys  Gly  Arg  Ser  Val

305                 310                 315                 320

His  Val  Asp  Phe  Ser  Ser  Ser  Glu  Ser  Gln  Arg  Ser  Arg  His  Gly  Ser

                325                 330                 335

Val  Leu  Ser  Ser  Asn  Phe  Thr  Tyr  His  Thr  Ser  Asp  Gly  Asp  Ala  Leu

            340                 345                 350

Leu  Leu  Leu

        355

<210>  5

<211>  638

<212>  PRT

<213>  Pseudomonas  aeruginosa

<220>
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<221>  全长假单胞菌外毒素A

<222>  (1) ..(1)

<400>  5

Met  His  Leu  Thr  Pro  His  Trp  Ile  Pro  Leu  Val  Ala  Ser  Leu  Gly  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Ala  Gly  Gly  Ser  Phe  Ala  Ser  Ala  Ala  Glu  Glu  Ala  Phe  Asp  Leu

            20                  25                  30

Trp  Asn  Glu  Cys  Ala  Lys  Ala  Cys  Val  Leu  Asp  Leu  Lys  Asp  Gly  Val

        35                  40                  45

Arg  Ser  Ser  Arg  Met  Ser  Val  Asp  Pro  Ala  Ile  Ala  Asp  Thr  Asn  Gly

    50                  55                  60

Gln  Gly  Val  Leu  His  Tyr  Ser  Met  Val  Leu  Glu  Gly  Gly  Asn  Asp  Ala

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Leu  Ala  Ile  Asp  Asn  Ala  Leu  Ser  Ile  Thr  Ser  Asp  Gly  Leu

                85                  90                  95

Thr  Ile  Arg  Leu  Glu  Gly  Gly  Val  Glu  Pro  Asn  Lys  Pro  Val  Arg  Tyr

            100                 105                 110

Ser  Tyr  Thr  Arg  Gln  Ala  Arg  Gly  Ser  Trp  Ser  Leu  Asn  Trp  Leu  Val

        115                 120                 125

Pro  Ile  Gly  His  Glu  Lys  Pro  Ser  Asn  Ile  Lys  Val  Phe  Ile  His  Glu

    130                 135                 140

Leu  Asn  Ala  Gly  Asn  Gln  Leu  Ser  His  Met  Ser  Pro  Ile  Tyr  Thr  Ile

145                 150                 155                 160

Glu  Met  Gly  Asp  Glu  Leu  Leu  Ala  Lys  Leu  Ala  Arg  Asp  Ala  Thr  Phe

                165                 170                 175

Phe  Val  Arg  Ala  His  Glu  Ser  Asn  Glu  Met  Gln  Pro  Thr  Leu  Ala  Ile

            180                 185                 190

Ser  His  Ala  Gly  Val  Ser  Val  Val  Met  Ala  Gln  Ala  Gln  Pro  Arg  Arg

        195                 200                 205

Glu  Lys  Arg  Trp  Ser  Glu  Trp  Ala  Ser  Gly  Lys  Val  Leu  Cys  Leu  Leu

    210                 215                 220

Asp  Pro  Leu  Asp  Gly  Val  Tyr  Asn  Tyr  Leu  Ala  Gln  Gln  Arg  Cys  Asn

225                 230                 235                 240

Leu  Asp  Asp  Thr  Trp  Glu  Gly  Lys  Ile  Tyr  Arg  Val  Leu  Ala  Gly  Asn

                245                 250                 255

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

            260                 265                 270

Leu  His  Phe  Pro  Glu  Gly  Gly  Ser  Leu  Ala  Ala  Leu  Thr  Ala  His  Gln

        275                 280                 285
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Ala  Cys  His  Leu  Pro  Leu  Glu  Thr  Phe  Thr  Arg  His  Arg  Gln  Pro  Arg

    290                 295                 300

Gly  Trp  Glu  Gln  Leu  Glu  Gln  Cys  Gly  Tyr  Pro  Val  Gln  Arg  Leu  Val

305                 310                 315                 320

Ala  Leu  Tyr  Leu  Ala  Ala  Arg  Leu  Ser  Trp  Asn  Gln  Val  Asp  Gln  Val

                325                 330                 335

Ile  Arg  Asn  Ala  Leu  Ala  Ser  Pro  Gly  Ser  Gly  Gly  Asp  Leu  Gly  Glu

            340                 345                 350

Ala  Ile  Arg  Glu  Gln  Pro  Glu  Gln  Ala  Arg  Leu  Ala  Leu  Thr  Leu  Ala

        355                 360                 365

Ala  Ala  Glu  Ser  Glu  Arg  Phe  Val  Arg  Gln  Gly  Thr  Gly  Asn  Asp  Glu

    370                 375                 380

Ala  Gly  Ala  Ala  Ser  Ala  Asp  Val  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Pro  Val  Ala

385                 390                 395                 400

Ala  Gly  Glu  Cys  Ala  Gly  Pro  Ala  Asp  Ser  Gly  Asp  Ala  Leu  Leu  Glu

                405                 410                 415

Arg  Asn  Tyr  Pro  Thr  Gly  Ala  Glu  Phe  Leu  Gly  Asp  Gly  Gly  Asp  Ile

            420                 425                 430

Ser  Phe  Ser  Thr  Arg  Gly  Thr  Gln  Asn  Trp  Thr  Val  Glu  Arg  Leu  Leu

        435                 440                 445

Gln  Ala  His  Arg  Gln  Leu  Glu  Glu  Arg  Gly  Tyr  Val  Phe  Val  Gly  Tyr

    450                 455                 460

His  Gly  Thr  Phe  Leu  Glu  Ala  Ala  Gln  Ser  Ile  Val  Phe  Gly  Gly  Val

465                 470                 475                 480

Arg  Ala  Arg  Ser  Gln  Asp  Leu  Asp  Ala  Ile  Trp  Arg  Gly  Phe  Tyr  Ile

                485                 490                 495

Ala  Gly  Asp  Pro  Ala  Leu  Ala  Tyr  Gly  Tyr  Ala  Gln  Asp  Gln  Glu  Pro

            500                 505                 510

Asp  Ala  Arg  Gly  Arg  Ile  Arg  Asn  Gly  Ala  Leu  Leu  Arg  Val  Tyr  Val

        515                 520                 525

Pro  Arg  Ser  Ser  Leu  Pro  Gly  Phe  Tyr  Arg  Thr  Gly  Leu  Thr  Leu  Ala

    530                 535                 540

Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Glu  Val  Glu  Arg  Leu  Ile  Gly  His  Pro  Leu

545                 550                 555                 560

Pro  Leu  Arg  Leu  Asp  Ala  Ile  Thr  Gly  Pro  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Arg

                565                 570                 575

Leu  Glu  Thr  Ile  Leu  Gly  Trp  Pro  Leu  Ala  Glu  Arg  Thr  Val  Val  Ile

            580                 585                 590

Pro  Ser  Ala  Ile  Pro  Thr  Asp  Pro  Arg  Asn  Val  Gly  Gly  Asp  Leu  Asp
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        595                 600                 605

Pro  Ser  Ser  Ile  Pro  Asp  Lys  Glu  Gln  Ala  Ile  Ser  Ala  Leu  Pro  Asp

    610                 615                 620

Tyr  Ala  Ser  Gln  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Arg  Glu  Asp  Leu  Lys

625                 630                 635

<210>  6

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Pseudomonas  aeruginosa

<220>

<221> 假单胞菌外毒素A 域II

<222>  (1) ..(1)

<400>  6

Gly  Gly  Ser  Leu  Ala  Ala  Leu  Thr  Ala  His  Gln  Ala  Cys  His  Leu  Pro

1               5                   10                  15

Leu  Glu  Thr  Phe  Thr  Arg  His  Arg  Gln  Pro  Arg  Gly  Trp  Glu  Gln  Leu

            20                  25                  30

Glu  Gln  Cys  Gly  Tyr  Pro  Val  Gln  Arg  Leu  Val  Ala  Leu  Tyr  Leu  Ala

        35                  40                  45

Ala  Arg  Leu  Ser  Trp  Asn  Gln  Val  Asp  Gln  Val  Ile  Arg  Asn  Ala  Leu

    50                  55                  60

Ala  Ser  Pro  Gly  Ser  Gly  Gly  Asp  Leu  Gly  Glu  Ala  Ile  Arg  Glu  Gln

65                  70                  75                  80

Pro  Glu  Gln  Ala  Arg  Leu  Ala  Leu  Thr  Leu  Ala  Ala  Ala  Glu  Ser  Glu

                85                  90                  95

Arg  Phe  Val  Arg  Gln  Gly  Thr  Gly  Asn  Asp  Glu  Ala  Gly  Ala  Ala  Ser

            100                 105                 110

<210>  7

<211>  40

<212>  PRT

<213>  Pseudomonas  aeruginosa

<220>

<221> 假单胞菌外毒素A 域Ib

<222>  (1) ..(1)

<400>  7

Ala  Asp  Val  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Pro  Val  Ala  Ala  Gly  Glu  Cys  Ala

1               5                   10                  15

Gly  Pro  Ala  Asp  Ser  Gly  Asp  Ala  Leu  Leu  Glu  Arg  Asn  Tyr  Pro  Thr

            20                  25                  30
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Gly  Ala  Glu  Phe  Leu  Gly  Asp  Gly

        35                  40

<210>  8

<211>  209

<212>  PRT

<213>  Pseudomonas  aeruginosa

<220>

<221> 假单胞菌外毒素A 域III

<222>  (1) ..(1)

<400>  8

Gly  Asp  Ile  Ser  Phe  Ser  Thr  Arg  Gly  Thr  Gln  Asn  Trp  Thr  Val  Glu

1               5                   10                  15

Arg  Leu  Leu  Gln  Ala  His  Arg  Gln  Leu  Glu  Glu  Arg  Gly  Tyr  Val  Phe

            20                  25                  30

Val  Gly  Tyr  His  Gly  Thr  Phe  Leu  Glu  Ala  Ala  Gln  Ser  Ile  Val  Phe

        35                  40                  45

Gly  Gly  Val  Arg  Ala  Arg  Ser  Gln  Asp  Leu  Asp  Ala  Ile  Trp  Arg  Gly

    50                  55                  60

Phe  Tyr  Ile  Ala  Gly  Asp  Pro  Ala  Leu  Ala  Tyr  Gly  Tyr  Ala  Gln  Asp

65                  70                  75                  80

Gln  Glu  Pro  Asp  Ala  Arg  Gly  Arg  Ile  Arg  Asn  Gly  Ala  Leu  Leu  Arg

                85                  90                  95

Val  Tyr  Val  Pro  Arg  Ser  Ser  Leu  Pro  Gly  Phe  Tyr  Arg  Thr  Gly  Leu

            100                 105                 110

Thr  Leu  Ala  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Glu  Val  Glu  Arg  Leu  Ile  Gly

        115                 120                 125

His  Pro  Leu  Pro  Leu  Arg  Leu  Asp  Ala  Ile  Thr  Gly  Pro  Glu  Glu  Glu

    130                 135                 140

Gly  Gly  Arg  Leu  Glu  Thr  Ile  Leu  Gly  Trp  Pro  Leu  Ala  Glu  Arg  Thr

145                 150                 155                 160

Val  Val  Ile  Pro  Ser  Ala  Ile  Pro  Thr  Asp  Pro  Arg  Asn  Val  Gly  Gly

                165                 170                 175

Asp  Leu  Asp  Pro  Ser  Ser  Ile  Pro  Asp  Lys  Glu  Gln  Ala  Ile  Ser  Ala

            180                 185                 190

Leu  Pro  Asp  Tyr  Ala  Ser  Gln  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Arg  Glu  Asp  Leu

        195                 200                 205

Lys

<210>  9

<211>  344
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<212>  PRT

<213>  Pseudomonas  aeruginosa

<220>

<221>  PE38KDEL

<222>  (1) ..(1)

<400>  9

Gly  Gly  Ser  Leu  Ala  Ala  Leu  Thr  Ala  His  Gln  Ala  Cys  His  Leu  Pro

1               5                   10                  15

Leu  Glu  Thr  Phe  Thr  Arg  His  Arg  Gln  Pro  Arg  Gly  Trp  Glu  Gln  Leu

            20                  25                  30

Glu  Gln  Cys  Gly  Tyr  Pro  Val  Gln  Arg  Leu  Val  Ala  Leu  Tyr  Leu  Ala

        35                  40                  45

Ala  Arg  Leu  Ser  Trp  Asn  Gln  Val  Asp  Gln  Val  Ile  Arg  Asn  Ala  Leu

    50                  55                  60

Ala  Ser  Pro  Gly  Ser  Gly  Gly  Asp  Leu  Gly  Glu  Ala  Ile  Arg  Glu  Gln

65                  70                  75                  80

Pro  Glu  Gln  Ala  Arg  Leu  Ala  Leu  Thr  Leu  Ala  Ala  Ala  Glu  Ser  Glu

                85                  90                  95

Arg  Phe  Val  Arg  Gln  Gly  Thr  Gly  Asn  Asp  Glu  Ala  Gly  Ala  Ala  Ser

            100                 105                 110

Gly  Pro  Ala  Asp  Ser  Gly  Asp  Ala  Leu  Leu  Glu  Arg  Asn  Tyr  Pro  Thr

        115                 120                 125

Gly  Ala  Glu  Phe  Leu  Gly  Asp  Gly  Gly  Asp  Ile  Ser  Phe  Ser  Thr  Arg

    130                 135                 140

Gly  Thr  Gln  Asn  Trp  Thr  Val  Glu  Arg  Leu  Leu  Gln  Ala  His  Arg  Gln

145                 150                 155                 160

Leu  Glu  Glu  Arg  Gly  Tyr  Val  Phe  Val  Gly  Tyr  His  Gly  Thr  Phe  Leu

                165                 170                 175

Glu  Ala  Ala  Gln  Ser  Ile  Val  Phe  Gly  Gly  Val  Arg  Ala  Arg  Ser  Gln

            180                 185                 190

Asp  Leu  Asp  Ala  Ile  Trp  Arg  Gly  Phe  Tyr  Ile  Ala  Gly  Asp  Pro  Ala

        195                 200                 205

Leu  Ala  Tyr  Gly  Tyr  Ala  Gln  Asp  Gln  Glu  Pro  Asp  Ala  Arg  Gly  Arg

    210                 215                 220

Ile  Arg  Asn  Gly  Ala  Leu  Leu  Arg  Val  Tyr  Val  Pro  Arg  Ser  Ser  Leu

225                 230                 235                 240

Pro  Gly  Phe  Tyr  Arg  Thr  Gly  Leu  Thr  Leu  Ala  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala

                245                 250                 255

Gly  Glu  Val  Glu  Arg  Leu  Ile  Gly  His  Pro  Leu  Pro  Leu  Arg  Leu  Asp
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            260                 265                 270

Ala  Ile  Thr  Gly  Pro  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Arg  Leu  Glu  Thr  Ile  Leu

        275                 280                 285

Gly  Trp  Pro  Leu  Ala  Glu  Arg  Thr  Val  Val  Ile  Pro  Ser  Ala  Ile  Pro

    290                 295                 300

Thr  Asp  Pro  Arg  Asn  Val  Gly  Gly  Asp  Leu  Asp  Pro  Ser  Ser  Ile  Pro

305                 310                 315                 320

Asp  Lys  Glu  Gln  Ala  Ile  Ser  Ala  Leu  Pro  Asp  Tyr  Ala  Ser  Gln  Pro

                325                 330                 335

Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Asp  Glu  Leu

            340

<210>  10

<211>  398

<212>  PRT

<213>  Artificial  sequence

<220>

<223> 免疫毒素SYN004

<220>

<221>  SYN004

<222>  (1) ..(1)

<400>  10

Met  Ile  Leu  Asp  Asn  Gly  Val  Ser  Lys  Cys  Asn  Ile  Thr  Cys  Ser  Lys

1               5                   10                  15

Met  Thr  Ser  Lys  Ile  Pro  Val  Ala  Leu  Leu  Ile  His  Tyr  Gln  Gln  Asn

            20                  25                  30

Gln  Ala  Ser  Cys  Gly  Lys  Arg  Ala  Ile  Ile  Leu  Glu  Thr  Arg  Gln  His

        35                  40                  45

Arg  Leu  Ala  Cys  Ala  Asp  Pro  Lys  Glu  Gln  Trp  Val  Lys  Asp  Ala  Met

    50                  55                  60

Gln  His  Leu  Asp  Arg  Gln  Ala  Ala  Ala  Leu  Thr  Arg  Asn  Arg  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Arg  Gly  Trp  Glu  Gln  Leu  Glu  Gln  Ser  Gly  Tyr  Pro  Val  Gln  Arg  Leu

                85                  90                  95

Val  Ala  Leu  Tyr  Leu  Ala  Ala  Arg  Leu  Ser  Trp  Asn  Gln  Val  Asp  Gln

            100                 105                 110

Val  Ile  Arg  Asn  Ala  Leu  Ala  Ser  Pro  Gly  Ser  Gly  Gly  Asp  Leu  Gly

        115                 120                 125

Glu  Ala  Ile  Arg  Glu  Gln  Pro  Glu  Gln  Ala  Arg  Leu  Ala  Leu  Thr  Leu

    130                 135                 140
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Ala  Ala  Ala  Glu  Ser  Glu  Arg  Phe  Val  Arg  Gln  Gly  Thr  Gly  Asn  Asp

145                 150                 155                 160

Glu  Ala  Gly  Ala  Ala  Ser  Gly  Pro  Ala  Asp  Ser  Gly  Asp  Ala  Leu  Leu

                165                 170                 175

Glu  Arg  Asn  Tyr  Pro  Thr  Gly  Ala  Glu  Phe  Leu  Gly  Asp  Gly  Gly  Asp

            180                 185                 190

Ile  Ser  Phe  Ser  Thr  Arg  Gly  Thr  Gln  Asn  Trp  Thr  Val  Glu  Arg  Leu

        195                 200                 205

Leu  Gln  Ala  His  Arg  Gln  Leu  Glu  Glu  Arg  Gly  Tyr  Val  Phe  Val  Gly

    210                 215                 220

Tyr  His  Gly  Thr  Phe  Leu  Glu  Ala  Ala  Gln  Ser  Ile  Val  Phe  Gly  Gly

225                 230                 235                 240

Val  Arg  Ala  Arg  Ser  Gln  Asp  Leu  Asp  Ala  Ile  Trp  Arg  Gly  Phe  Tyr

                245                 250                 255

Ile  Ala  Gly  Asp  Pro  Ala  Leu  Ala  Tyr  Gly  Tyr  Ala  Gln  Asp  Gln  Glu

            260                 265                 270

Pro  Asp  Ala  Arg  Gly  Arg  Ile  Arg  Asn  Gly  Ala  Leu  Leu  Arg  Val  Tyr

        275                 280                 285

Val  Pro  Arg  Ser  Ser  Leu  Pro  Gly  Phe  Tyr  Arg  Thr  Gly  Leu  Thr  Leu

    290                 295                 300

Ala  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Glu  Val  Glu  Arg  Leu  Ile  Gly  His  Pro

305                 310                 315                 320

Leu  Pro  Leu  Arg  Leu  Asp  Ala  Ile  Thr  Gly  Pro  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly

                325                 330                 335

Arg  Leu  Glu  Thr  Ile  Leu  Gly  Trp  Pro  Leu  Ala  Glu  Arg  Thr  Val  Val

            340                 345                 350

Ile  Pro  Ser  Ala  Ile  Pro  Thr  Asp  Pro  Arg  Asn  Val  Gly  Gly  Asp  Leu

        355                 360                 365

Asp  Pro  Ser  Ser  Ile  Pro  Asp  Lys  Glu  Gln  Ala  Ile  Ser  Ala  Leu  Pro

    370                 375                 380

Asp  Tyr  Ala  Ser  Gln  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Asp  Glu  Leu

385                 390                 395

<210>  11

<211>  77

<212>  PRT

<213>  Homo  sapiens

<220>

<221> 带有F1+F49A和N末端M的CX3CL1

<222>  (1) ..(1)
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<400>  11

Met  Ile  Leu  Asp  Asn  Gly  Val  Ser  Lys  Cys  Asn  Ile  Thr  Cys  Ser  Lys

1               5                   10                  15

Met  Thr  Ser  Lys  Ile  Pro  Val  Ala  Leu  Leu  Ile  His  Tyr  Gln  Gln  Asn

            20                  25                  30

Gln  Ala  Ser  Cys  Gly  Lys  Arg  Ala  Ile  Ile  Leu  Glu  Thr  Arg  Gln  His

        35                  40                  45

Arg  Leu  Ala  Cys  Ala  Asp  Pro  Lys  Glu  Gln  Trp  Val  Lys  Asp  Ala  Met

    50                  55                  60

Gln  His  Leu  Asp  Arg  Gln  Ala  Ala  Ala  Leu  Thr  Arg  Asn

65                  70                  75

<210>  12

<211>  1065

<212>  DNA

<213>  Cytomegalovirus

<220>

<221>  US28基因序列

<222>  (1) ..(1)

<400>  12

atgacgccga  cgacgacgac  cgcggaactc  acgacggagt  ttgactacga  tgaagccgcg  60

actccttgtg  ttttcaccga  cgtgcttaat  caatcaaagc  cggttacgtt  gtttctgtac  120

ggcgttgtct  ttctgttcgg  ttccatcggc  aacttcttgg  tgatcttcac  catcacctgg  180

cgacgtcgga  ttcaatgctc  cggcgatgtt  tactttatca  acctcgcggc  cgccgatttg  240

cttttcgttt  gtacactacc  tctgtggatg  caatacctcc  tagatcacaa  ctccctagcc  300

agcgtgccgt  gtacgttact  cactgcctgt  ttctacgtgg  ctatgtttgc  cagtttgtgt  360

tttatcacgg  agattgcact  cgatcgctac  tacgctattg  tttacatgag  atatcggcct  420

gtaaaacagg  cctgcctttt  cagtattttt  tggtggatct  ttgccgtgat  catcgccatt  480

ccacacttta  tggtggtgac  caaaaaaaac  aatcaatgta  tgaccgacta  cgactactta  540

gaggtcagtt  acccgatcat  cctcaacgta  gaactcatgc  tcggtgcttt  cgtgatcccg  600

ctcagtgtta  tcagctactg  ctactaccgc  atttccagaa  tcgttgcggt  gtctcagtcg  660

cgccacaaag  gtcgcattgt  acgggtactt  atagcggtcg  tgcttgtctt  tatcatcttt  720

tggctgccgt  accacctaac  gctgtttgtg  gacacgttaa  aactcctcaa  atggatctcc  780

agcagctgcg  agttcgaaag  atcgctcaaa  cgtgcgctca  tcttgaccga  gtcgctcgcc  840

ttttgtcact  gttgtctcaa  tccgctgctg  tacgtcttcg  tgggcaccaa  gtttcggcaa  900

gaactgcact  gtctgctggc  cgagtttcgc  cagcgactct  tttcccgcga  tgtatcctgg  960

taccacagca  tgagcttttc  gcgtcggagc  tcgccgagcc  gaagagagac  atcttccgac  1020

acgctgtccg  acgaggtgtg  tcgcgtctca  caaattatac  cgtaa  1065

<210>  13

<211>  7
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<212>  PRT

<213>  Artificial  sequence

<220>

<223> 带有F1的靶向部分的N末端

<400>  13

Ile  Leu  Asp  Asn  Gly  Val  Ser

1               5

<210>  14

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial  sequence

<220>

<223> 不带有F1的靶向部分的N末端

<400>  14

Gln  His  His  Gly  Val  Thr

1               5

<210>  15

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial  sequence

<220>

<223>  PE的ADP核糖基化域的C末端

<400>  15

Arg  Glu  Asp  Leu  Lys

1               5

<210>  16

<211>  4

<212>  PRT

<213>  Artificial  sequence

<220>

<223>  PE的ADP核糖基化域的修饰C末端

<400>  16

Lys  Asp  Glu  Leu

1

<210>  17

<211>  397

<212>  PRT

<213>  Artificial  sequence

<220>
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<223> 免疫毒素SYN000

<220>

<221>  SYN000

<222>  (1) ..(1)

<400>  17

Met  Gln  His  His  Gly  Val  Thr  Lys  Cys  Asn  Ile  Thr  Cys  Ser  Lys  Met

1               5                   10                  15

Thr  Ser  Lys  Ile  Pro  Val  Ala  Leu  Leu  Ile  His  Tyr  Gln  Gln  Asn  Gln

            20                  25                  30

Ala  Ser  Cys  Gly  Lys  Arg  Ala  Ile  Ile  Leu  Glu  Thr  Arg  Gln  His  Arg

        35                  40                  45

Leu  Phe  Cys  Ala  Asp  Pro  Lys  Glu  Gln  Trp  Val  Lys  Asp  Ala  Met  Gln

    50                  55                  60

His  Leu  Asp  Arg  Gln  Ala  Ala  Ala  Leu  Thr  Arg  Asn  Arg  Gln  Pro  Arg

65                  70                  75                  80

Gly  Trp  Glu  Gln  Leu  Glu  Gln  Ser  Gly  Tyr  Pro  Val  Gln  Arg  Leu  Val

                85                  90                  95

Ala  Leu  Tyr  Leu  Ala  Ala  Arg  Leu  Ser  Trp  Asn  Gln  Val  Asp  Gln  Val

            100                 105                 110

Ile  Arg  Asn  Ala  Leu  Ala  Ser  Pro  Gly  Ser  Gly  Gly  Asp  Leu  Gly  Glu

        115                 120                 125

Ala  Ile  Arg  Glu  Gln  Pro  Glu  Gln  Ala  Arg  Leu  Ala  Leu  Thr  Leu  Ala

    130                 135                 140

Ala  Ala  Glu  Ser  Glu  Arg  Phe  Val  Arg  Gln  Gly  Thr  Gly  Asn  Asp  Glu

145                 150                 155                 160

Ala  Gly  Ala  Ala  Ser  Gly  Pro  Ala  Asp  Ser  Gly  Asp  Ala  Leu  Leu  Glu

                165                 170                 175

Arg  Asn  Tyr  Pro  Thr  Gly  Ala  Glu  Phe  Leu  Gly  Asp  Gly  Gly  Asp  Ile

            180                 185                 190

Ser  Phe  Ser  Thr  Arg  Gly  Thr  Gln  Asn  Trp  Thr  Val  Glu  Arg  Leu  Leu

        195                 200                 205

Gln  Ala  His  Arg  Gln  Leu  Glu  Glu  Arg  Gly  Tyr  Val  Phe  Val  Gly  Tyr

    210                 215                 220

His  Gly  Thr  Phe  Leu  Glu  Ala  Ala  Gln  Ser  Ile  Val  Phe  Gly  Gly  Val

225                 230                 235                 240

Arg  Ala  Arg  Ser  Gln  Asp  Leu  Asp  Ala  Ile  Trp  Arg  Gly  Phe  Tyr  Ile

                245                 250                 255

Ala  Gly  Asp  Pro  Ala  Leu  Ala  Tyr  Gly  Tyr  Ala  Gln  Asp  Gln  Glu  Pro

            260                 265                 270
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Asp  Ala  Arg  Gly  Arg  Ile  Arg  Asn  Gly  Ala  Leu  Leu  Arg  Val  Tyr  Val

        275                 280                 285

Pro  Arg  Ser  Ser  Leu  Pro  Gly  Phe  Tyr  Arg  Thr  Gly  Leu  Thr  Leu  Ala

    290                 295                 300

Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Glu  Val  Glu  Arg  Leu  Ile  Gly  His  Pro  Leu

305                 310                 315                 320

Pro  Leu  Arg  Leu  Asp  Ala  Ile  Thr  Gly  Pro  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Arg

                325                 330                 335

Leu  Glu  Thr  Ile  Leu  Gly  Trp  Pro  Leu  Ala  Glu  Arg  Thr  Val  Val  Ile

            340                 345                 350

Pro  Ser  Ala  Ile  Pro  Thr  Asp  Pro  Arg  Asn  Val  Gly  Gly  Asp  Leu  Asp

        355                 360                 365

Pro  Ser  Ser  Ile  Pro  Asp  Lys  Glu  Gln  Ala  Ile  Ser  Ala  Leu  Pro  Asp

    370                 375                 380

Tyr  Ala  Ser  Gln  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Asp  Glu  Leu

385                 390                 395

<210>  18

<211>  397

<212>  PRT

<213>  Artificial  sequence

<220>

<223> 免疫毒素SYN001

<220>

<221>  SYN001

<222>  (1) ..(1)

<400>  18

Met  Gln  His  His  Gly  Val  Thr  Lys  Cys  Asn  Ile  Thr  Cys  Ser  Lys  Met

1               5                   10                  15

Thr  Ser  Lys  Ile  Pro  Val  Ala  Leu  Leu  Ile  His  Tyr  Gln  Gln  Asn  Gln

            20                  25                  30

Ala  Ser  Cys  Gly  Lys  Arg  Ala  Ile  Ile  Leu  Glu  Thr  Arg  Gln  His  Arg

        35                  40                  45

Leu  Ala  Cys  Ala  Asp  Pro  Lys  Glu  Gln  Trp  Val  Lys  Asp  Ala  Met  Gln

    50                  55                  60

His  Leu  Asp  Arg  Gln  Ala  Ala  Ala  Leu  Thr  Arg  Asn  Arg  Gln  Pro  Arg

65                  70                  75                  80

Gly  Trp  Glu  Gln  Leu  Glu  Gln  Ser  Gly  Tyr  Pro  Val  Gln  Arg  Leu  Val

                85                  90                  95

Ala  Leu  Tyr  Leu  Ala  Ala  Arg  Leu  Ser  Trp  Asn  Gln  Val  Asp  Gln  Val
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            100                 105                 110

Ile  Arg  Asn  Ala  Leu  Ala  Ser  Pro  Gly  Ser  Gly  Gly  Asp  Leu  Gly  Glu

        115                 120                 125

Ala  Ile  Arg  Glu  Gln  Pro  Glu  Gln  Ala  Arg  Leu  Ala  Leu  Thr  Leu  Ala

    130                 135                 140

Ala  Ala  Glu  Ser  Glu  Arg  Phe  Val  Arg  Gln  Gly  Thr  Gly  Asn  Asp  Glu

145                 150                 155                 160

Ala  Gly  Ala  Ala  Ser  Gly  Pro  Ala  Asp  Ser  Gly  Asp  Ala  Leu  Leu  Glu

                165                 170                 175

Arg  Asn  Tyr  Pro  Thr  Gly  Ala  Glu  Phe  Leu  Gly  Asp  Gly  Gly  Asp  Ile

            180                 185                 190

Ser  Phe  Ser  Thr  Arg  Gly  Thr  Gln  Asn  Trp  Thr  Val  Glu  Arg  Leu  Leu

        195                 200                 205

Gln  Ala  His  Arg  Gln  Leu  Glu  Glu  Arg  Gly  Tyr  Val  Phe  Val  Gly  Tyr

    210                 215                 220

His  Gly  Thr  Phe  Leu  Glu  Ala  Ala  Gln  Ser  Ile  Val  Phe  Gly  Gly  Val

225                 230                 235                 240

Arg  Ala  Arg  Ser  Gln  Asp  Leu  Asp  Ala  Ile  Trp  Arg  Gly  Phe  Tyr  Ile

                245                 250                 255

Ala  Gly  Asp  Pro  Ala  Leu  Ala  Tyr  Gly  Tyr  Ala  Gln  Asp  Gln  Glu  Pro

            260                 265                 270

Asp  Ala  Arg  Gly  Arg  Ile  Arg  Asn  Gly  Ala  Leu  Leu  Arg  Val  Tyr  Val

        275                 280                 285

Pro  Arg  Ser  Ser  Leu  Pro  Gly  Phe  Tyr  Arg  Thr  Gly  Leu  Thr  Leu  Ala

    290                 295                 300

Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Glu  Val  Glu  Arg  Leu  Ile  Gly  His  Pro  Leu

305                 310                 315                 320

Pro  Leu  Arg  Leu  Asp  Ala  Ile  Thr  Gly  Pro  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Arg

                325                 330                 335

Leu  Glu  Thr  Ile  Leu  Gly  Trp  Pro  Leu  Ala  Glu  Arg  Thr  Val  Val  Ile

            340                 345                 350

Pro  Ser  Ala  Ile  Pro  Thr  Asp  Pro  Arg  Asn  Val  Gly  Gly  Asp  Leu  Asp

        355                 360                 365

Pro  Ser  Ser  Ile  Pro  Asp  Lys  Glu  Gln  Ala  Ile  Ser  Ala  Leu  Pro  Asp

    370                 375                 380

Tyr  Ala  Ser  Gln  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Asp  Glu  Leu

385                 390                 395

<210>  19

<211>  398
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<212>  PRT

<213>  Artificial  sequence

<220>

<223> 免疫毒素SYN003

<220>

<221>  SYN003

<222>  (1) ..(1)

<400>  19

Met  Ile  Leu  Asp  Asn  Gly  Val  Ser  Lys  Cys  Asn  Ile  Thr  Cys  Ser  Lys

1               5                   10                  15

Met  Thr  Ser  Lys  Ile  Pro  Val  Ala  Leu  Leu  Ile  His  Tyr  Gln  Gln  Asn

            20                  25                  30

Gln  Ala  Ser  Cys  Gly  Lys  Arg  Ala  Ile  Ile  Leu  Glu  Thr  Arg  Gln  His

        35                  40                  45

Arg  Leu  Phe  Cys  Ala  Asp  Pro  Lys  Glu  Gln  Trp  Val  Lys  Asp  Ala  Met

    50                  55                  60

Gln  His  Leu  Asp  Arg  Gln  Ala  Ala  Ala  Leu  Thr  Arg  Asn  Arg  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Arg  Gly  Trp  Glu  Gln  Leu  Glu  Gln  Ser  Gly  Tyr  Pro  Val  Gln  Arg  Leu

                85                  90                  95

Val  Ala  Leu  Tyr  Leu  Ala  Ala  Arg  Leu  Ser  Trp  Asn  Gln  Val  Asp  Gln

            100                 105                 110

Val  Ile  Arg  Asn  Ala  Leu  Ala  Ser  Pro  Gly  Ser  Gly  Gly  Asp  Leu  Gly

        115                 120                 125

Glu  Ala  Ile  Arg  Glu  Gln  Pro  Glu  Gln  Ala  Arg  Leu  Ala  Leu  Thr  Leu

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ala  Glu  Ser  Glu  Arg  Phe  Val  Arg  Gln  Gly  Thr  Gly  Asn  Asp

145                 150                 155                 160

Glu  Ala  Gly  Ala  Ala  Ser  Gly  Pro  Ala  Asp  Ser  Gly  Asp  Ala  Leu  Leu

                165                 170                 175

Glu  Arg  Asn  Tyr  Pro  Thr  Gly  Ala  Glu  Phe  Leu  Gly  Asp  Gly  Gly  Asp

            180                 185                 190

Ile  Ser  Phe  Ser  Thr  Arg  Gly  Thr  Gln  Asn  Trp  Thr  Val  Glu  Arg  Leu

        195                 200                 205

Leu  Gln  Ala  His  Arg  Gln  Leu  Glu  Glu  Arg  Gly  Tyr  Val  Phe  Val  Gly

    210                 215                 220

Tyr  His  Gly  Thr  Phe  Leu  Glu  Ala  Ala  Gln  Ser  Ile  Val  Phe  Gly  Gly

225                 230                 235                 240

Val  Arg  Ala  Arg  Ser  Gln  Asp  Leu  Asp  Ala  Ile  Trp  Arg  Gly  Phe  Tyr
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                245                 250                 255

Ile  Ala  Gly  Asp  Pro  Ala  Leu  Ala  Tyr  Gly  Tyr  Ala  Gln  Asp  Gln  Glu

            260                 265                 270

Pro  Asp  Ala  Arg  Gly  Arg  Ile  Arg  Asn  Gly  Ala  Leu  Leu  Arg  Val  Tyr

        275                 280                 285

Val  Pro  Arg  Ser  Ser  Leu  Pro  Gly  Phe  Tyr  Arg  Thr  Gly  Leu  Thr  Leu

    290                 295                 300

Ala  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Glu  Val  Glu  Arg  Leu  Ile  Gly  His  Pro

305                 310                 315                 320

Leu  Pro  Leu  Arg  Leu  Asp  Ala  Ile  Thr  Gly  Pro  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly

                325                 330                 335

Arg  Leu  Glu  Thr  Ile  Leu  Gly  Trp  Pro  Leu  Ala  Glu  Arg  Thr  Val  Val

            340                 345                 350

Ile  Pro  Ser  Ala  Ile  Pro  Thr  Asp  Pro  Arg  Asn  Val  Gly  Gly  Asp  Leu

        355                 360                 365

Asp  Pro  Ser  Ser  Ile  Pro  Asp  Lys  Glu  Gln  Ala  Ile  Ser  Ala  Leu  Pro

    370                 375                 380

Asp  Tyr  Ala  Ser  Gln  Pro  Gly  Lys  Pro  Pro  Lys  Asp  Glu  Leu

385                 390                 395

<210>  20

<211>  1194

<212>  DNA

<213>  Artificial  sequence

<220>

<223>  SYN004的核酸序列

<400>  20

atgatcctgg  acaacggtgt  gagcaagtgc  aacattacct  gcagcaagat  gaccagcaaa  60

atcccggttg  cgctgctgat  tcactaccag  caaaaccagg  cgagctgcgg  caaacgtgcg  120

atcattctgg  aaacccgtca  gcaccgtctg  gcgtgcgcgg  atccgaagga  gcaatgggtg  180

aaagacgcga  tgcagcatct  ggatcgtcaa  gcggcggcgc  tgacccgtaa  ccgtcagccg  240

cgtggttggg  aacagctgga  gcaaagcggc  tacccggtgc  aacgtctggt  tgcgctgtat  300

ctggcggcgc  gtctgagctg  gaaccaggtg  gaccaagtta  tccgtaacgc  gctggcgagc  360

ccgggtagcg  gtggcgatct  gggtgaagcg  attcgtgaac  agccggagca  agcgcgtctg  420

gcgctgaccc  tggcggcggc  ggaaagcgag  cgttttgttc  gtcagggtac  cggtaacgat  480

gaggcgggtg  cggcgagcgg  tccggcggac  agcggtgatg  cgctgctgga  acgtaactat  540

ccgaccggtg  cggagttcct  gggtgacggt  ggcgatatca  gctttagcac  ccgtggtacc  600

cagaactgga  ccgttgaacg  tctgctgcag  gcgcaccgtc  aactggagga  acgtggctac  660

gtgttcgttg  gttatcacgg  cacctttctg  gaggcggcgc  agagcattgt  gttcggtggc  720

gttcgtgcgc  gtagccaaga  cctggatgcg  atctggcgtg  gtttttatat  tgcgggcgat  780
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ccggcgctgg  cgtacggtta  tgcgcaggac  caagaaccgg  atgcgcgtgg  tcgtatccgt  840

aacggtgcgc  tgctgcgtgt  gtatgttccg  cgtagcagcc  tgccgggttt  ttatcgtacc  900

ggcctgaccc  tggcggcgcc  ggaggcggcg  ggtgaagtgg  aacgtctgat  tggtcacccg  960

ctgccgctgc  gtctggacgc  gattaccggt  ccggaggaag  agggtggccg  tctggaaacc  1020

attctgggtt  ggccgctggc  ggagcgtacc  gtggttatcc  cgagcgcgat  tccgaccgat  1080

ccgcgtaacg  ttggtggcga  cctggatccg  agcagcatcc  cggacaagga  acaggcgatt  1140

agcgcgctgc  cggattatgc  gagccaaccg  ggcaagccgc  cgaaagacga  gctg  1194
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