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(54)名稱

植物中生產類病毒顆粒(VLP)的方法及以該方法生產之VLP
METHOD OF PRODUCING VIRUS-LIKE PARTICLES (VLPS) IN PLANTS AND VLP PRODUCED 
BY SUCH METHOD
(57)摘要

提供一種在植物中生產一類病毒顆粒(VLP)的方法以及包含VLP的組成物。該方法涉及將包含 

在植物中具活性且操作性地連結至連續地編碼來自病毒三聚表面蛋白質(trimeric surface protein)或 

其片段而融合至流感穿膜區域以及胞質尾之膜外區域的調控區域的一嵌合核昔酸序列之核酸引至植 

物或植物的部分，胞外區域係來自非流感病毒三聚表面蛋白質並且相關於流感穿膜區域以及胞質尾 

為異源性的。將植物或植物的部分於允許核酸表現的條件下培養，從而生產VLP。亦提供由此方 

法生產的一 VLP °

A method of producing a virus like particle (VLP) in a plant, and compositions comprising VLPs, are 
provided. The method involves introducing a nucleic acid comprising a regulatory region active in the plant 
and operatively linked to a chimeric nucleotide sequence encoding, in series, an ectodomain from a virus 
trimeric surface protein or fragment thereof, fused to an influenza transmembrane domain and cytoplasmic 
tail, into the plant, or portion of the plant, the ectodomain is from a non-influenza virus trimeric surface 
protein and heterologous with respect to the influenza transmembrane domain, and the cytoplasmic tail. The
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plant or portion of the plant are incubated under conditions that permit the expression of the nuclei acid, 
thereby producing the VLP. A LP produced by this method are also provided.

指定代表圖：

第 1A圖 ' SEQ ID NO ： 1 : HTVConS
acfi的共同核酸序列(原生信號am粗體.原生穿膜以及胞質區域下加底線)，

ATGC^CGTGCGCGGCAirCAGCGCAACTGCCAGCACCTGTGGCSCTGGGGCACCCTGATOTGGGCATGCTG  
ATGATCTGCTCCGCXGCCGAGAACCTGTGGGTGACCGTGTACTACGGCGTGCrCGTGTGGAAGGAGGCCAAC 
ACCACCCTGTTCTGCGCCTCCGACGCCAAGGCCTACGACACXGAGGTGCACAACGTGrGGGCGACCCACGCCT 
GCGTGCCXACCGACCCCAACCCOAGGAGATCGTGCTGGAGAACGTGACCGAGAACTrCAACATGTGGAAGA  

ACAACATGGTGGAGCAGATGCACGAGGACATCATCrCCCTSTGGGACCAGTCiXrGAAGCX：CTGCGTGAAGCT 
GACCTCCCTGTGCGTGACCCTGAACTGCACCAACGTGAACGTGAirAACACCACCAACAAGACCGAGGAGAAG 
GSCGAG/^C^GMCTGCTCCrrCAACATCACCACrGAGATCCGKSACAAGAAGCAGAAGGTGTACGCCCTGT 
TCTACCGCCTGGACGTGGTGCCCATCGACGACAACAACAACAACTCCTCCAACTACCGCCTGATCAAaGCAAC 
ACCTCCGCGATCACCCAGGra-GCCCCAAGGTGrCCrrCGAGCCCATCCiXATCCAaACrGCGCrCCCGCCGG 
CTTCGCCATCCFGAAGTGCAACGACAAGAAGrTCAACGGCACCGGCrCCTGCAAGAACGTGTCCACCGTGCAG 
TGGACCCACGGCATCAAGCCCGTGGTGTCCACCCAGCrGCTGCTGAACGGCTCCCTGGCCGAGGAGGAGATCA  
TCMCC^aCCGAGAACAKACCAACAACGCCAAGACCMOTOTGCAGCTGAACGAGTCCGTGGAGMCAA 
CTGCACCCGarCCAACAACAAO^CGSCAAGTCCMCCGCATCGGCCCCGGCGAGGCCTTCTACGCCACCGGC 
-GACATCXrCGGCSACATCCGCCAGGCCCACTGCAACATCTCCGGCACaUKGTGGAACAAGACCCTGCAGCAGG 

TGGCCAAGAAGCTGCGCGAGCACTTCAACAACAAGACCATCATCTTGAAGCCCTCCTCI ：GGCGGCGACCrGGA 
GATCACCACC»CTCOTCAACrGCCGCGGaSAGTraTCTACTGCAACACCTCaSGCCTGnCAACTCrACCrG 
GATCGGCMCGGCACrAAGAACAACAACAACACCAACGACACCATCACCGTGCCCTGCCGCATCAAGCAGATC 
ATCAACATGTGGCAGGGCGTGGGCCAGGCCATGTACGCCCCCCCrATCGAGGGCAAGATCACCTGCAAGTCC 

AACATCAiXGGCCTgGCreiAaXGCS 心 GaSGCAACAACAACACCAAgGACOS 柘陌 CTTCCGCXCXG 
GCGGCGGCGAOTGCGCGACWCTGGCGCTCCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGATCGAGCCOTGG 
GaSTGGCCCCCACCAAGGCCAAGCTGACCGTGCAGGCCCGCGAGCTGCTGTCCGGCATCGTGCAGCAGCAGT
CCAACrTGCTGCGOSCCATCGAGGCCCAGCAGCACCTGCTGCAGCTGACCGTGTGGGGCKTCAAGCAGCraC 
AGGCCCGCGTGCTGGCCGTGGAGCGCTACCrGAAGGACCAGCAGCrGCTGGAGATCrGGGACAACATGACCT 
GGATGGAGTGGGAGCGraAGATCAACAACTACACCGAOTCATCTACrCCCFGMCGAGGAGTCCCAGAACC

-AGCAGGAGAAGAACGAGCAGGAGCTGQGGCCCrGGACAAGTGGGCCTCCCrSTGGAACTGGTrCGACMCA  
tTA 貞 CTGGbGTGGTACATC^AGATCrTOTCATGATCCTGG成GGCCreATCGGCCTG莫CATCGTGTTOCC 

GHSCrGTCCATtGTGAAB成GTGO3C：CAGGgACTCCXCX：CTGTCCTra：AGAC：EGATa：CXAAa：C：CrS 
O3G(XCrGAC£GCCra3gGCATC：GAGG贏 A&ggAGCAgCCGCGACCGCTCCATCCGCCTGG 

TGAA 海 CTTCCTGGaXTGGE&G 做 GMCTGCGCrCEGTGCXTGTTCnxragCrGCrrGCGaSAC 
TTCATgGmGCTGCCCGCA(XGTOSAGCTGCTGGGgCAAaGGEcT<3CGCXGcGGaWAGGarn3 

AAGTACCTGTGGAACCrGCT&CAGTACTGGGECCASgGCrGAAGAAGCBCCATCTCXCnSCrGGACAg  
(TWCCATaSCXGTGGCCgAGGGCAgACCGCGTGATCGAGGrGGTgGCGgCTGCXGCGCCATCCTGA 

厶 CATCCCCCGgCXimSCXAGGGCCTGGAGCGCGCCCrGCTGTM

符號簡單說明：

HIN ·・・人類免疫 

缺陷病毒
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.六、發明說明二

發明所鹰之技術領域】

本發明係相關於在植牧中生產嵌合病毒蛋白(chimeiic 

virus protein)。更具體地”本發明亦相關於在植物中生產包 

含嵌合糖毒蛋白的類病毒顆粒(virus-like particle, VLP)。

先前技術】

:疫昔接種經由引發個體在感染前發動防禦以提供對啓 

類似嫖介物引起之疾病的保護。傳統地·，此經由活的減弱 

(live:attenuated)或完全丢活化(wholeinactivated)形式之 

感染物的使用作為免疫原(immunogen)而達成。為了避免 

使用全病毒(例如殺死的或減弱·.的病毒)作為疫苗的危險” 

已將重組病毒蛋白例如次單元(subunit)實行為疫苗。肽與 

次單元:疫苗兩者皆受到一些潛在钠限制。由於不正確的折 

疊、不良抗原呈現(antigen presentation )或碳水化合物與脂 

質組成的差異-，次單元疫苗可能表現不良致抗原性 

(immunogenicity ) °主要問題為在其自然環境中確保工程蛋 

白的構型仿似抗原的構型之困難度。必須使用適合的佐劑以 

及在胜肽的例子中之載體蛋白以加強免疫反應。此外這些疫 

苗主要引起體液免疫(humoral response )，並因此可能無法 

引起有效的免疫。次單元疫苗對於可證實以全去活化病毒提 

供保護的疾病經常是無效的。

類病毒顆粒(VLPs)為包含在致抗原組成物的潛在候 

選。VLPs酷似成熟的病毒粒子·，但它們不包含病毒的遺傳 
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物質。因此，VLPs性質上為不可複製的，其使得將它們作 

為疫苗投予是安全的。此外，可將VLPs設計為在VLP的表 

面上表現病毒醺蛋白，其為它們最原生之生理構形。此外， 

因為VLPs類似完整的病毒粒子並且為多價粒子結構，VLPs 

在引發對醺蛋白的中和抗體比起可溶的套膜蛋白抗原可能 

是更有效的。

為了疫苗的目的·，在昆蟲與哺乳動物系統中已產生超過 

二十個不同病毒的 VLPs (Noad, R. and Roy, P., 2003, Trends 
Microbiol 11: 438-44)°許多研究證實在細胞培養中使用哺乳 

動物表現質體或桿狀病毒載體之重組流感蛋白自組裝至 

VLPs (例如，Gomez-Puertas et al., 1999, J. Gen. Virol, 80, 

1635-1645 ·； Neumann et al., 2000, J. Virol., 74, 547-551 ； 

Latham and Galarza, 2001, J.. Virol., 75, 6154-6165 )。

Gomez-Puertas et al. (1999, J. Gen. Virol., 80,1635-1645 ) 

證實流感VLPs的有效形成視病毒蛋白質的表現程度而定。 

Neumann et al. (2000, J. Virol., 74,547-551 )建立以哺乳動物 

表現質體為基礎的系統，以完全由選殖的cDNAs產生傳染 

性流感類病毒顆粒。Latham 與 Galarza (2001, J. Virol., 75, 
61546165)報導在以共同表現HA、NA、Ml與M2基因之 

重組桿狀病毒感染的昆蟲細胞中的流感VLP之形成。此研 

究證實在真核細胞中流感病毒粒子蛋白於共同表現後自組 

裝並且需要Ml基質蛋白用於VLP生產。

在許多表現系統中，包括桿狀病毒、牛痘病毒、果蠅
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(DS-2)細胞、Vero細胞以及酵母球形質體，來自人類免 

疫缺陷病毒(HIV )的Pi55gag之表現造成類病毒顆粒(VLPs ) 

的組裝與釋出，其與未成熟的HIV病毒粒子之形態相似(由 

Demi et.al.., 2005, Molecular Immuiiology 42: 259-277 回顧)。

可將HTV套膜蛋白:gp!60併入Gag・衍生的VLPs。然 

而·，儘管Pr55gag的高度表現僅併入有限數量的套膜蛋白。 

Wang ：et al.展示HIV套膜蛋白的穿膜區域(transmembrane 

domain )與胞質尾區域( cytosolic tail domain ) ( TM/CT)被 

另一病毒套膜蛋白的那些區域之取代,，其包括造成套膜蛋白 

併入至P『5gag衍生的VLPs增加之流感血球凝集素(.Journal 

of Virology, 2007, 81:10869-10878)° 當使用桿狀病毒表現系 

統在昆矗細胞中共同表現時”包含HA TM/CT的嵌合HTV 

套膜蛋白亦顯示被併入流感Ml衍生的VLPs 

(W02008/005777)。

流感病毒滲入細胞係取決於HA依賴性受體媒介之胞飲 

作用。流感病毒感染週期係由病毒粒子表面HA蛋白附著於 

含有唾液:酸的細胞受體(醺蛋白與醺脂質)而開始。神經 

胺:酸酶(NA)蛋白媒介唾液酸受體的處理。在內化之含有 

流感病毒粒子的內體之酸性範圍中，HA蛋白歷經構形變 

化，其導致病毒與細胞膜的融合、病毒脫殼(uncoating)以 

及以M2為媒介的Ml蛋白質由核鞘相關的核糖核蛋白 

(nucleocapsid-associated ribonucleoproteins, RNPs) 釋出， 

其遷移至細胞核以進行病毒RNA合成。Latham與Galarza

6
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(200, J. Virol. 75,6154- 6165 )報導在以共同表現 HA、ΝΑ、 

Ml與M2基因之重組桿狀病毒感染之昆蟲細胞中流感VLPs 

的生成。此外，Gomez-Puertas et al. (2000, J Virol. 74, 

11538-11547)教導除了血球凝集素(HA)，流感病毒的基質 

蛋白(Ml )對於VLP由昆蟲細胞出芽(budding)為關鍵的。 

然而 > Chen et al. (2007, J. Virol. 81,7111-7123)教導 Ml 對 

VLP生成可能是不需要的。

大部分具特徵的出芽機制使用宿主路徑的液泡蛋白質 

. 分類路徑(vacuolar protein sorting pathway, VPS )(見 Chen

and Lamb, Virology 372,2008 )。許多具套膜的病毒已顯示與 

VPS路徑的蛋白質交互作用，其需要運輸所需的內體分類複 

合體(ESCRT)蛋白質複合體的作用(見Chen與Lamb2008 

的表格I)。發現與VPS路徑之蛋白質交互作用的晚期蛋白 

區域位於病毒的核心以及基質蛋白，因而VPS依賴性·出芽 

需要基質或核心蛋白質的存在。流感HA之胞質尾的棕櫚醯 

化為出芽所需但此機制還不清楚並且可能涉及其他表面蛋 

• 白區域的參與。出芽的最低需求仍然未知並且不能排除在此

過程中的胞外區域之參與。此外，植物中的VPS路徑所知 

甚少(見 Schellmann S., and Pimpl P., Current Op Plant Biol 

12:670-676, 200)。

已知流感的出芽是與VPS路徑獨立的。流感病毒的出 

芽涉及 Rabll 路徑(Bruce et al., J. Virol 84:58485859, 

2010) o Rab蛋白質為定位於細胞內之運輸囊泡表面的

7
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GTPase錨點·，並且它們涉及從供給者間隔、運輸、對接以 

及融合至接受者間隔的囊泡生成(VazqnezMartinez與 

Malagon Frontiers in Endocrinology 2 :1-9,2011 )。已確 定在植 

导勿中Raibll路徑的組成物。然而"植物的運輸組成物進化導 

致植物內膜系·統的數個特定特徵 ，5包括例如大且特化的液 

泡、高基堆疊的快速移動與內體·間隔的獨特組織'以及擴充 

數目的 Rab GTPase (Rojo E., and Deneke J., Plant Phys 

147:14931503, 2008)。流感顆粒或病毒出芽係依賴於Rabll 

(Bruce et. al, J. Virol 84:5848-5859, 2010)但仍未確定與 

Rabll或Rabll相關蛋白質交互作用的蛋白質或蛋白質區 

域。然而·，出芽過程以及VLP生產可能需要的最小區域或 

HA區域為未知的。

在植物中，若不設計於葉綠體中累積，HIVPr55gag以極 

低量累積(Meyers et al., 2008, BMC Biotechnology 8:53 ·'； 

Scotti et al., 2010, Planta 229.: 1109-1122 )。然而·，在葉綠體中 

的累積與正確折疊的HIV套膜蛋白之併入為不相容的，因 

為後者的成熟與折疊需要特定分泌路徑的轉譯後修飾 

(post-translational modification )。Rybicki et al. (2010, Plant 

Biotechnology Journal 8: 620-637 )提到「似乎沒有人在植物 

中以合理產量成功表現全HTVEnvgpl60蛋白質或甚至大部 

分:的蛋白質」。

狂犬病病毒(RV)為桿狀病毒科(Rhabdoviridae)的成 

員。類似此科的大部分成員，RV為不分段的、負股RNA病

8
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毒，其基因組編碼五個病毒蛋白質：RNA-依賴性RNA聚 

合酶（L） ；核蛋白（N）,；磷酸化蛋白（P）；位於病毒蛋白 

套膜內側的基質蛋白（M） ；以及外表面的醺蛋白（G）。 

Dietzschold B et al. （1991）, Crit. Rev. Immunol. 10: 427-439。

以細胞培養為基礎的狂犬病疫苗限制在於細胞培養中 

使去活化的病毒品系生長。這些疫苗包含生長於細胞培養的 

病毒。現今的生物技術方法旨在表現狂犬病病毒的鞘蛋白 

（coat protein ）基因以發展出可配置為具活性疫苗的安全重

• 組蛋白。已顯示在中國倉鼠卵巢細胞中狂犬病病毒醺蛋白的 

穩定表現（Burger et al., 1991）。獲得與從受病毒感染的細胞 

分離的G蛋白共同遷移之全長的、醺化的67K蛋白質。

W0/1993/001833教導在含有RNA基因組，其包括一 

3'區域以及由狂犬.病Μ蛋白之鞘以及狂犬病Ml蛋白環繞的 

填充區域（filler domain）之桿狀病毒表現系統中的類病毒顆 

粒（VLPs）生產。此VLP亦包括狂犬病G蛋白的脂質套膜。

水痘帶狀疱疹病毒（Varicella Zoster virus, VZV），亦稱

• 為人類疱疹病毒3（HHV3），為疱疹病毒科（Herpesviridae） 

病毒之a-疱疹病毒（alphaherpesvirus）亞科的一員。表現醺 

蛋白或外被蛋白的VLPs先前已從不同的疱疹病毒科成員產 

生。由套膜外被蛋白組成的輕粒子（L-顆粒），已由受單純 

疱疹病毒第1型（HSV-1）、馬疱疹病毒第1型（EHV-1）或 

偽狂犬病病毒感染的細胞獲得（McLauchlan andRixon（1992） 

J. Gen. Virol. 73: 269-276 ； U.S. Pat. No. 5,384,122）。不同類

9
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型的VLP：，稱為前病毒ΕΝΑ複製套膜顆粒（PREPs）-，可在 

.病毒DNA複製抑制劑·的存在下由受HSV1感染的細胞產 

生。PREPs在結構上與L-顆粒相似·，但包含不同的蛋白質 

組成（Dargan et.al. （1995）.1. Virol· 69:4924-4932：；IL'S. Pat. No. 

5,994,116） °已經由使用酵母菌Ty反轉錄轉位子編碼的pl 

蛋白質技術生產來·自VZV的：gE蛋白質之雜交VLPs表現片 

段（Garcia-Valcarcel et al. ；（1997） Vaccine 15：: 709-719 :; Welsh 

et al. （1999） J.. Med. Virol. 59: 78-83 :;美國專利號 

6,060,064）。US 2011/0008838 描述包含至少一 VZV 蛋白質 

但不包含酵母菌Ty蛋白質:的嵌合VLPs °嵌合VLPs包含病 

毒核心蛋白質例如流感Ml或新城病蛋白質Μ以及至少一 

水痘帶狀疱疹病毒（VZV）蛋白質。

於2003年·，新進化的冠狀病毒（CoV）傳播造戒嚴重 

急性呼吸道症候群（SAKS ）流行病的全球性威脅（Kuiken, T. 

et al., 2003, Lancet 362: 263-270 ）。如同其他冠狀.病毒， 

SARS-CoV具有套膜顆粒伴隨典型的周圍突起:的形態“該突 

起環繞病毒核心表面”稱為「冠狀」或「突棘」（Ksiazek,T. 

G. et al., 2003 , N Engl J Med 3^: 1953-1966 ·； Lin, Y et al., 

2004, Antivir Ther 9: 287-289 ） °在冠狀病毒顆粒核心外是脂 

質套膜層，其主要包含三個膜蛋白，最充足的Μ （膜）蛋白 

質、小Ε （套膜）蛋白質以及S （棘）蛋白質。S蛋白質的 

同源三聚體集合形成上述的冠狀物，其涉及冠狀病毒的病毒 

結合至宿主受體、病毒進入的膜融合、細胞至細胞傳播以及 
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組織驅性。

已使用桿狀病毒表現系統生產SARS VLPs( Ho, Y. et al., 

2004, Biochem Biophys Res Commun 318: 833-838 ； Mortola, E 

and Roy, K, 2004, FEBSLett516:174-178 ) ° 然而，由於昆蟲 

細胞與哺乳動物細胞本身的差異，於昆蟲(SF9)細胞中組 

裝的VLP展現了 110 nm的半徑尺寸，其較真實的 

SARS-CoV病毒粒子的 78 nm 大許多(Lin, Y. et al., 2004, 

supra, and Ho, Y. et al., 2004, supra)。此外，仍未調查以昆蟲 

. 細胞為基礎的SARS-VLP之致抗原性。其他研究者亦試著

使用哺乳動物表現系統以生產SARS VLP (Huang, Y et al, 

2004, J Virol 78: 125.57-65 ) °然而，VLP的胞外釋出效率不 

高，並且VLP的產量不能令人滿意。例如WO/2005/035556 

描述製作SARS-CoV-類病毒顆粒(SARS-CoV-VLPs )的系 

統'其包含在哺乳動物細胞中表現SARS-CoV E蛋白質、 

SARS-CoV Μ蛋白質以及SARS-CoV S蛋白質的一或更多 

重組載體。

• 在任何系統的VLP生成對於蛋白質的結構樹立相當高

的要求----改變蛋白質序列延伸可能對多肽本身的表現沒

有效果，然而結構的研究缺乏證明此類改變對VLP生成的 

效果。蛋白質的各種區域與結構的合作已隨著病毒一起演 

進'並且在不喪失VLP生成下對類似的改變可能是不容修 

正的。

為了改良VLPs為疫苗候選，需要探索昆蟲與哺乳細胞 
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之外的其他表現系統。因此有需要評估植物表現系統的能 

力·，以生產嵌合蛋白VLP。特别地,，有需要識別將組裝進 

VLP的病毒蛋白質最小數目並且評估那些VLP的形態與致 

抗原性。.

/發明内容】

本發明係相關於在植物中生產嵌合病毒蛋白。更具體 

地，本發明亦相關於在植物中生產包含嵌合病毒蛋白的類病 

毒顆粒。

本發明提供在植物中生產類病毒顆粒（VLP）的方法” 

其包含”

a） 將包含在植物中具:活性.:的調節區域並旦連續地操作 

性連.結至編碼來自病毒三聚表面蛋白質或其片段的膜外區 

域·、融合至流感穿膜區域以及胞質尾之嵌合核昔酸序列的核 

酸引入植物或植物的部分，膜外區域係來自非流感病靠三聚 

表面蛋白質並旦相關於流感穿膜區域以及胞質尾為異源性 

的，以及

b） 於允許核酸表現的條件下培養植物或植物的部分，從 

而生產VLP °

如上所述的方法可進一步包含步驟（c）將植物收穫並純 

化VLP。此外，VLP可不包含病毒基質或核心蛋白質。

本發明提供上述方法，其中來自病毒三聚表面蛋白質或 

其片段之膜外區域可衍生自反轉錄病毒、桿菌病毒、疱疹病 
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毒、冠狀·病毒、副黏液病毒、痘病毒或絲狀病毒科的病毒。 

來自病毒三聚表面蛋白賢的膜外區域可衍生自例如來自慢 

病毒、狂犬病病毒、水痘病毒、冠狀病毒或伊波拉病毒屬。 

來自病毒三聚表面蛋白質的膜外區域可衍生自例如但不限 

於HIV、狂犬病病毒、VZV、RSV、SARS病毒、伊波拉病 

毒、麻疹、腮腺炎、水痘、巨細胞病毒、伊波拉/絲狀病毒、 

疱疹病毒、艾巴氏病毒或天花。在其原生形式的病毒三聚.表 

面蛋白質可包含膜外區域以及穿膜區域/胞質尾，舉例來說

• 但不限於F蛋白質（RSV、麻疹、腮腺炎、新城病）、S蛋 

白質（SARS）、env蛋白質（HIV）、G蛋白質（狂犬病）、 

包括E、B、C、I、Η的套膜醺蛋白（VZV、巨細胞病毒、 

疱疹病毒、艾巴氏病毒）、GP醺蛋白（伊波拉、馬堡）、血 

球凝集素（天花病毒、牛痘病毒）。

本發明亦提供如上所述的方法，其中在引入的步驟中 

（步驟a），該核酸在植物中為暫時地表現。替代地，在引入 

的步驟中（步驟a），該核酸可在植物中穩定地表現。

• 本發明亦包括如同上述的方法，其中在引入的步驟中 

（步驟a），將選自編碼一或多於一的帶位子蛋白質、質子通

道蛋白質、蛋白酶抑制劑或其結合物的核酸序列之群組的一 

或多於一個額外核酸引入植物中。

本發明提供以上述方法生產的VLP。該VLP之嵌合病 

毒三聚表面蛋白可包含植物特定的N-聚糖或經修飾的N-聚 

糖。該VLP亦可包含一或多於一衍生自植物的脂質。
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本發明包括含有有效劑量的如土所述用於引起免疫反 

應之VLP ＞以及藥學上可接受之載體的組成物。

本發明係相.關於在植物中生產來.自反轉錄病毒、桿狀病 

毒、疱疹病毒、冠狀病毒或絲狀病毒科之病毒:的嵌合痛毒三 

聚表而蛋白質以及生產含有這些嵌合病毒三聚表面蛋白質 

的類病毒類粒。：^

此外·，本發明係相關於在植物中生產人類免疫缺陷病毒 

（HIV）、狂犬病毒、水痘帶狀疱疹病毒（VZV）、嚴重急性 

呼吸道症候群（SARS）病毒或伊波拉病毒嵌合三聚表面蛋 

:白質。本發明相'關於在植物中生產HTV'狂犬病、VZV ySARS 

以及伊波拉嵌合類病毒顆粒。

根據本發明·，有提供在植物中生產嵌合HIV·、狂犬病、 

VZV、SARS或伊波拉VLP .的方法，其包含將操作性地連結 

至在植物中具活性的調節區域之編碼嵌合HIV、狂犬病、 

VZV、SARS或伊波拉病毒蛋白質:的核酸引入植物或植物的 

部分”並且於允許核酸表.現的條件下培養植物或植物的部 

分r從而生產嵌合HIV、狂犬病、VZV、SARS或伊波拉 

VLP。

本發明進一步提供含有嵌合HIV、狂犬病' VZV、SARS 

或伊波拉蛋白質的VLP。該VLP可經由如同本發明提供的 

方法生產。亦可在植物內生產HIV、狂犬病、VZV、SARS 

或伊波拉VLP。

根據本發明之嵌合VLPs或由HIV、狂犬病、VZV'SARS
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或伊波拉衍生的蛋白質生產之VLPs不包含Ml蛋白質。已 

知Ml蛋白質結合RNA，其可視為VLP製備的汙染。當獲 

得抗原（VLP）產物之管理批准時，RNA的存在是不希望 

的·，因此缺少RNA的嵌合VLP製備可能是有利的。

雖然原生的HIVEnv蛋白質不善累積於植物中，融合至 

來自流感HA之穿膜（TM）以及胞質尾（CT）區域的嵌合 

HIV Env蛋白質在植物中以高程度累積並且在無核心或基 

質蛋白下出芽至HIVVLP。

此發明之摘要不一定描述本發明的所有特徵。

【實施方式】

下列描述為一較佳之具體實施例。

本發明係相關於類病毒顆粒（VLPs）。更具體地，本 

發明係針對包含嵌合病毒蛋白質之VLPs，以及在植物中生 

產嵌合VLP的方法。VLPs包含融合（嵌合）蛋白，其連續 

地包含來自病毒三聚表面蛋白質（病毒的三聚表面蛋白質） 

或其片段之膜外區域，其與穿膜區域以及胞質尾區域 

（TM/CT）融合。來自病毒三聚表面蛋白質的膜外區域相關 

於TM/CT為異源的。TM/CT為來自流感血球凝集素（HA） 

之 TM/CT。

病毒三聚表面蛋白質（亦稱為病毒三聚表面蛋白質）為 

於具套膜病毒的表面發現之蛋白質，其以三聚體的形式（通 

常為同源三體）並且位於每個單體的C端末端包含穿膜區域 
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以及胞質尾區域(TM/CT)。病毒三聚表面蛋白質可以是醇 

蛋白或套膜蛋白。三聚體為經由三個通常為非共價性鍵結的 

蛋白質形成·的巨分子複合體。在不希望受理論約束的情況 

下·，蛋白質·的三聚區域對此類三聚體的形成可以是重要的。 

因此.病毒三聚表面蛋白質或其片段.的單體可包含三聚區 

域。病毒三聚表面蛋白質或其片段進一步包含膜外區域。三 

聚表面蛋白質的膜外區域係暴露於外部環境並且不包括穿 

膜區域以及胞質尾區域。如同本文所描述的”來包病毒三聚 

表面蛋白質的膜外區域不是衍生自流感病毒。

根據本發明:的各種具體實施例之嵌合VLP包含穿膜區 

城以及胞質尾區域(TM/.CT)由流感HA獲得之TM/CT取 

代的病毒三聚表面蛋白質。該病毒三聚表面蛋白質相關於 

TM/CT為異源性的。病毒三聚表面蛋白質可沒有限制地衍 

生自反轉錄病毒科、桿狀病毒科、疱疹病毒科、冠狀病毒科、 

副黏液病毒科、痘病毒科或絲狀病毒科的病毒。此病毒三聚 

表面蛋白質可衍生自例如慢/病毒屬、狂犬病病毒屬、水痘病 

毒屬、冠狀病毒屬或伊波拉病毒屬。病毒三聚表面蛋白質可 

衍生自例如但不限於HIV'狂犬病病毒、VZV、KSV、SARS 

病毒、伊波拉病毒、麻疹、腮腺炎、水痘、巨細胞病毒、伊 

波拉/絲狀病毒、疱疹病毒、EpsteinBarr病毒或夭花。病毒 

三聚表面蛋白質可以是例如三聚表面蛋白質並且在其原生 

形式可包含穿膜區域/胞質尾，其例如但不限於：

a. F蛋白質(副黏液病毒科：RSV、麻疹、腮腺炎、
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新城病）：；

b. S蛋白質（冠狀病毒科：:SARS）；

c. env蛋白質（反轉錄病毒科:HTV）；

d. G蛋白質（桿狀病毒科：：狂犬病）'；

e. 套膜醺蛋白例如Ε、B、C、I、Η （疱疹病毒科：: 

VZV、巨細胞病毒、疱疹病毒、艾巴氏病毒）；

f. GP醺蛋白（絲狀.病毒科:伊波拉、馬堡）;

g·血球凝集素（痘病毒科·天花病毒、牛痘病毒）°

可根據本發明使用之數種病毒三聚表面蛋白質的非限 

制性範例係更詳細描述於下。

HIV

本發明提供包含嵌合人類免疫缺陷病毒（HIV）蛋白質 

的VLP，以及生產嵌合HIVVLP的方法，此嵌合mv蛋白 

質包含帶有例如HIV Env蛋白質以及一部份流感血球凝集 

素（HA）（例如穿膜區域以及胞質尾區域（TM/CT））之融合 

蛋白質。

本發明提供包含操作性地連結至在植物中具活性的調 

節區域之編碼嵌合HIV蛋白質之核普酸序列的核酸。

此外，本發明提供在植物中生產嵌合HWVLP的方法。 

該方法涉及將操作性地連結至在植物中具活性的調節區域 

之編碼嵌合HIV蛋白質之核酸引入至植物或植物的部分 ， 

並且將植物或植物的部分於容許核酸表現的條件下培養，從 

而生產嵌合HIVVLP。

本發明進一步提供包含嵌合HIV蛋白的VLP ο可經由
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女同本發明所提供之方法生產此VLP。

狂犬病病毒

本發明亦提供包含嵌合狂犬病病毒蛋白質的VLP，以及 

生產嵌合狂犬病WLP .的方法·，此嵌合狂犬病病毒蛋白質包 

含帶有例如狂犬病G蛋白質以及一部份的流感血球凝集素 

（ΉΑ）（例如穿膜區域以及胞質尾區域（TM/CT））之融合蛋 

白質。

本發明提供包含操作性地連結至在植物中具活性的調 

節區域之編碼嵌合狂犬病病毒蛋白質之核昔酸序列的核酸。

此外·，本發明提供在植物中生產嵌合狂犬病病毒VLP 

的方法。該方法涉及將操作性地連結至在植物中具活性的調 

:節區域之編碼嵌合狂犬病病毒蛋白質之核酸引入至植物或 

植物的部分 '並且將植物或植物的部分於容許核酸表現的條 

件下培養，從而生產嵌合狂犬病病毒VLP °

本發明進一步提供包含嵌合狂犬病病毒蛋白質·的 

VLP。可經由如同本發明所.提供之方法生產此VLP。

VZV

本發明亦針對包含嵌合水痘帶狀疱疹病毒（VZV）蛋白 

質的VLP ·，以及生產嵌合VZV VLP的方法，此嵌合VZV 

蛋白質包含帶有例如VZV .醺蛋白E以及一部份的流感血球 

凝集素（HA）（例如穿膜區域以及胞質尾區域（TM/CT）） 

之融合蛋白質。

本發明提供包含操作性地連結至在植物中具活性的調 
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節區域之編碼嵌合VZV蛋白質之核昔酸序列的核酸。

此外，本發明提供在植物中生產嵌合VZV VLP的方 

法。該方法涉及將操作性地連結至在植物中具活性的調節區 

域之編碼嵌合VZV蛋白質之核酸引入至植物或植物的部 

分，並且將植物或植物的部分於容許核酸表現的條件下培 

養，從而生產嵌合VZVVLP。

本發明進一步提供包含嵌合VZV蛋白質.的VLP。可經 

由如同本發明所提供之方法生產此VLP。

. SARS

本發明亦針對包含嵌合嚴重急性呼吸道症候群（SARS ） 

病毒蛋白質的VLP，以及生產嵌合SARS VLP的方法，此 

嵌合SARS蛋白質包含帶有例如SARS醺蛋白S以及一部分 

的流感血球凝集素（HA）（例如穿膜區域以及胞質尾區域 

（TM/CT））之融合蛋白質。

本發明提供包含操作性地連結至在植物中具活性的調 

節區域之編碼嵌合SARS蛋白質之核普酸序列的核酸。

• 此外，本發明提供在植物中生產嵌合SARS VLP的方

法。該方法涉及將操作性地連結至在植物中具活性的調節區 

域之編碼嵌合SARS病毒蛋白質之核酸引入至植物或植物 

的部分，並且將植物或植物的部分於容許核酸表現的條件下 

培養，從而生產嵌合SARS VLP。

本發明進一步提供包含嵌合SARS病毒蛋白質的 

VLP。可經由如同本發明所提供之方法生產此VLP。
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伊波拉

本發明亦針對包含嵌合伊波拉病毒蛋白質的VLP，以及 

生產嵌合伊波拉VLP ·的方.法·，此嵌合伊波拉病毒蛋白質包 

含帶有例如伊，波拉病毒套膜醺蛋·白以及一部分:的流感血球 

凝集素（HA）（例如穿膜區域以及胞質尾區域（TM/CT）） 

之融合蛋白質°

本發明提供包含操作性地連結至在植物中具.活性的調 

節區域之編碼嵌合伊.波拉病毒蛋白質之核普酸序列的核酸。

此外，本發明提供在植物中生產嵌合伊波拉VLP的方 

法。該方法涉及將操作性地運結至在植物中具活性的調節區 

域之編碼嵌合伊波拉病毒蛋:白質之核酸引入至植物或植物 

.的部分,，並且將植物或植物的部分於容許核.酸表現的條件下 

培養‘‘從而生產嵌合伊波拉VLP。

本發明進一步提供包含嵌合伊波拉病毒蛋白質的 

VLP。可經由如同本發明所提供之方法生產此VLP。

嵌合作用與VLP生成

水泡性口炎病毒（類桿狀病毒之狂犬病）以及單純疱疹 

病毒（類疱疹病毒之水痘帶狀疱疹病毒）兩者以VSP-4依賴 

性方式出芽（Taylor et al. J. Virol 81:13631-13639, 2007 ； 

Crump et al., J. Virol 81:7380-7387,2007）。由於 VSP4 與基質 

蛋.白質的後期功能區交互作用，此意味需要基質蛋白質用於 

出芽，以及作為一個必然結果，用於VLP生產。然而，如 

同本文中所描述的，當將TM/CT區域以流感HA的那些者 
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取代時，海犬病以及VZV VLP可在沒有基質蛋白質下生 

產。在不希望受理論約束的情況下，此意味嵌合作用可消除 

對狂犬病與VZV之VLP生成之基質蛋白質共同表現的依 

賴。

將如同上述的病毒三聚表面蛋白質之膜外區域融合至 

穿膜區域以及胞質尾區域（TM/CT，從而使病毒三聚表面 

蛋白質相關於TM/CT為異源的。此TM/CT可以是來自流感 

血球凝集素（HA）的TM/CT，例如來自H5或H3的

• TM/CT •，例如但不限於 厶/印尼/5/05亞型（H5N1 ：；

rH5/Indoj：； GenBank 登錄號 ABW06108.1）、H5 A/越南 

/1194/2004 （A-越南:;GenBank 登錄號 ACR48874.1）、H5 A/ 

安徽/1/2005 （A・安徽:;GenBank 登錄號 ABD28180.1）'； 

H3 A/布利斯斑/10/2007 ；GenBank 登錄號

ACI26318.1 ）、H3A/威斯康辛/67/2005（A-WCN；GenBank 登 

錄號ABO37599.1）。數個H3與H5序列邊界之TM/CT係於 

WO 2010/148511中描述（將其以引用的方式併入本文）。舉

• 例來說，不將其視為限制TM/CT之胺基酸序列，可包括

H5 （ A/印尼/05/2005 ） TM/CT （ SEQ ID NO : 41）：

QILSIYSTVASSLALAIMMAGLSLWMCSNGSLQCRIC 
I

H3 （A/布利斯班/10/2007） TM/CT （SEQ ED NO ： 42）： 

DWILWISFMSCFLLCVALLGFIMWACQKGNIRCNICI 

以及編碼SEQIDNO ： 41或42之胺基酸序列的任何核 
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昔酸序列：。

在本發明中提到的特定核酸序列，可以是「大體上同源 

的」或「大體土相似」於與一或多於一如同本文所定義的核 

昔酸序列在嚴格的雜交條件下雜交之序列或互補序列。當至 

少大約70%或更佳地75%之核昔酸與定義長度之核昔酸序 

列相配時，序列為「大體上同源」或「天·體上相似」·，規定 

此類同源序列表現此序列的一或多於一之特性或女同本文 

所描述之編碼產物。舉例來說、來包病毒三聚表面蛋白質之 

大體上同源的膜外區域·，其與由H3或H5獲得的穿膜區.域 

以及胞質尾區域融合、與H3或H5之TM/CT大體王同源的 

穿膜區域以及胞質尾並且·融合至來自病毒三聚表而蛋白質 

之膜外區域，或來自病毒三聚表面蛋白質之大體上同源:的 

TM/CT與大體上同源的膜外區域兩者，以形成VLP。嵌合 

蛋白質的正確折疊對於蛋白質的穩定性、集合體（multimer） 

的形成、VLP的形成與功能可能是重要的。蛋白質的折疊可 

被一或更多因素影響·，其包括但不限於·，蛋白質的序列、蛋 

白質的相對豐度、細胞內的擁擠程度、可結合或暫時結合於 

折疊的、部分折疊的或未折疊的蛋白質之輔助因子的可得 

性。

這種序列相似性可使用核昔酸序列比對程序測定'，例如 

在DNASIS中提供者（使用例如但不限於下列參數：GAP 

懲罰5、頂對角線5#、固定GAP懲罰10, k-元組2、浮動差 

距10以及視窗尺寸5）。然而，序列對齊比對的其他方法為
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本領域熟知的，例如Smith & Waterman演算法(1981, Adv. 

Appl. Math. 2:482)、Needleman & Wunsch (J. Mol. Biol. 

48:443., 1970 )'Pearson & Lipman( 1988, Proc. Nat'l. Acad. Sci. 

USA 85:2444)以及經由這些演算法之計算實施(GAP、 

BESTFIT、FASTA以及BLAST，其經由NIH提供)，或經 

由手動對齊以及目視檢查(見例如Current Protocols in 

Molecular Biology, Ausubel et al., eds. 1995 supplement)0 或於 

嚴格的條件下使用南方或北方雜交(見 Maniatis et al., in 

. Molecular Cloning (A Laboratoiy Manual), Cold Spring Harbor

Laboratory, 1982) °較佳地，大體上同源.的序列表現出對於 

所定義長度分子至少約80%以及最佳地至少約90%之序列 

相似性。

此類嚴格雜交條件.的一個範例可為於65°C下在4 X 

SSC中雜交隔夜(約16-20小時)，接著於65C下在0.1XSSC 

中清洗1小時，或於65C下在0.1 X SSC中清洗2次，每次 

20或30分鐘。替代地範例性嚴格雜交條件可為於42°C下在 

• 50%甲醯胺'4XSSC中隔夜(16-20小時)，接著於65C下

在0.1 X SSC中清洗1小時，或於65°C T在0.1XSSC中清 

洗2次，每次20或30分鐘，或於65°C下在Church磷酸鹽 

緩衝水溶液(7% SDS ； 0.5MNaPO4 緩衝液pH7.2 ； 10mM 

EDTA)中隔夜(16-20小時)的雜交，針對獨特的序列區域 

伴隨於50CT在0.1 X SSC、0.1% SDS的兩次清洗，每次 

20或30分鐘'或者於65C下在2 X SSC、0.1% SDS的兩 
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次清洗，每次20或30分鐘。

編碼嵌合多肽、嵌合蛋白質、融合蛋白質、嵌合病毒蛋 

白質或嵌合病毒三聚表面蛋·白質:的核酸可描述為「嵌合核 

酸」或「嵌合核昔酸序列」。舉例來說·，其不認為是限制” 

可將包含嵌合HIV蛋白質、嵌合狂犬病病毒蛋白質、嵌合 

VZV蛋白質、嵌合SARS或嵌合伊波拉病毒蛋白質的類病 

毒顆粒描述為「嵌合VLP」。

由「嵌合蛋白質」或「嵌合多肽J，亦稱為融合蛋白質“ 

它意指為包含來自兩個或多於兩個來源的胺基酸序列之蛋 

白質或多肽-，其例如但不限於來·自病毒三聚表面蛋白質或其 

片段的膜外區域"舉例來說F蛋白質（例如RSV、麻疹、 

腮腺炎、新城病）、S蛋白質（例如SARS ）、血ν蛋白質（HIV）、 

G蛋白質（狂犬病）、套膜醺蛋白例如E'B ' C Ί'Ή（VZV '、 

巨細胞病毒、疱疹病毒、艾巴氏·病毒）、GP醺蛋白（例如伊 

波拉、馬堡）、血球凝集素（例如天花病毒、牛痘■病毒）-以 

及例如HA的TM/CT，其以單一多肽融合。.此嵌合蛋白質 

或多肽可包括與多肽或蛋白質的剩餘部分相同或同源的信 

號肽。

該用語「信號肽」為本領域熟知.的並且一般意指胺基酸 

的短（大約5-30胺基酸）序列·，一般發現於引導新轉譯的 

多肽轉位至特定胞器或協助多肽鏈的特定區域相對於其他 

者的定位之多肽的N端。作為非限制性的範例，.此信號肽 

可能以蛋白質的轉位至內質網為目標及/或協助相對於新生 
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多肽之膜錨定區域之N端近端區域的定位，以協助成熟蛋 

白質（不視為限制之例如成熟HA蛋白質）的切割與折疊。

信號肽（SP）對蛋白質或病毒蛋白質可為原生的，或是 

信號肽相關於蛋白質或表現的癌毒蛋白質之一級序列可為 

異源的。蛋白質或病毒蛋白質可包含來自第一型流感、亞型 

或病毒株的信號肽，伴隨來自一或多於一不同型流感、亞型 

或病毒株之HA的平衡。舉例來說可使用HA的B、H1、 

H2、H3、H5、H6、H7、H9亞型或流感B型的原生信號肽

• 以在植物系統中表現嵌合病毒蛋白質。·在本發明的一些具體 

實施例中，SP可能是流感B型、H1、H3或H5 ；或是Hl/Bri' 

H1/NC、H5/hido、H3/Bri或B/Flo亞型。在一些具體實施例 

中，SP可能是HIVEnv蛋白質、狂犬病G蛋白質、VZV醇 

蛋白E、SAKS醺蛋白S或伊波拉病毒套膜醺蛋白。

信號肽亦可能是非原生的，舉例來說·，來自蛋白質、病 

毒蛋白質、病毒三聚表面蛋白質或病毒三聚表面蛋白質以外 

的病毒血球凝集素，或來自植物、動物或細菌的多肽。可使

• 用的信號肽的一個非限制性範例為苜蓿草（alfalfa）蛋白質 

雙硫鍵異構酶（PDI SP ；登錄號Z11499之核昔酸32-103 ）。

因此本發明提供包含原生的或非原生之信號肽的嵌合 

病毒蛋白質，以及編碼此類嵌合病毒蛋白質之核酸。

在其他特性中，表現之嵌合病毒蛋白質的正確折疊對蛋 

白質的穩定性、單體集合體的生成、VLP的生成、嵌合病毒 

蛋白質的功能與嵌合病毒蛋白質被抗體辨認可能是重要 

25



1526539

的。蛋白質的折疊與累積可被一或更多因素影響”其包括但 

不限於,，蛋白質的序列、蛋白質的相對豐度、細胞內的擁擠 

程度 '、於細胞隔間內的pH、可結合或暫時結合於折疊的、 

部分折疊的或未折疊的蛋白質之輔助·因子的可得性、一或更 

多帶位子蛋白質的存在■，或諸如此類者。

熱休克蛋白(Hsp)或壓力蛋白(stressprotein)為帶位 

子蛋白質的範例”其可參與於各種細胞程序包括蛋白質合 

成、細胞內運輸、錯誤折疊的預防、蛋白質聚集的預防、蛋 

白質複合體的.組裝與分解、蛋白質折疊以及蛋白質解聚炸 

用·°此類帶位子蛋白質的範例包括但不限於Hsp60 ' Hsp65、 

Hsp 70、Hsp90、HsplOO、Hsp20-30、HsplO、Hspl00-200、 

HsplOO、Hsp90、Lon、TF55、FKBPs、環菲林、ClpP “GrpE、 

泛蛋白、鈣聯蛋白以及蛋白質雙硫鍵異構酶(見例如Macario, 

A.J.L., Cold Spring Harbor Laboratory Res. 25:59-70. 1995 :; 

Parsell, D.A. & Lindquist, S. Ann. Rev. Genet. 27:437-496 

(1993):;美國專利號5,232,833) °如同本文所描述。可使用 

帶位子蛋白質例如但不限於Hsp40與Hsp70以確保嵌合病 

毒蛋白質的折疊。

Hsp70的範例包括來自哺乳動物細胞的Hsp72以及 

Hsc73、來自細菌的DnaK，特別地為分枝桿菌例如麻瘋分枝 

桿菌(Mycobacterium leprae )、結核分枝桿菌(Mycobacterium 

tuberculosis)以及牛分枝桿菌(Mycobacterium bovis)(例如 

Bacille-Calmette Guerin :此處提及為Hsp71)。來自大腸桿菌
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{Escherichia coll)、酵母菌以及其他原核生物的DnaK，以 

及來自真核生物例如阿拉伯芥(Λ. thaliana) ^] BiP與Grp78 

(Lin et al. 2001 Cell Stress and Chaperones 6:201-208)。 

Hsp70的特定範例為阿拉伯芥Hsp70 (由Genbank ref : 

AY120747.1編碼)。Hsp70能專一地結合ATP以及未折疊的 

多肽與肽，從而參與蛋白質折疊與展開以及在蛋白質複合體 

之組裝與分解。

Hsp40的範例包括來自原核生物例如E. “方與分枝桿菌

• 的DnaJ以及來自真核生物例如苜蓿草(alfalfa)之HSJ1、 

HDJ1 與 Hsp40 (Frugis et al, 1999. Plant Molecular Biology 

40:397-408 ) ° Hsp40 的特定範例為 M. sativa Ms JI ( Genbank 

ref ： AJ000995.1 )。Hsp40扮演於其他細胞活動中之蛋白質 

折疊、耐熱性與DNA複製中的分子帶位子角.色。

在Hsps中，Hsp70以及其共同帶位子Hsp40涉及在合 

成完成之前轉譯與新合戒之多肽的穩定。在不希望受理論約 

束的情況下，Hsp40結合至未折疊(新生或新轉移)的多肽

• 之疏水區(hydrophobic patches )，因而促進 Hsp70-ATP 複合 

體與多肽的交互作用。ΑΓΡ水解導致多肽、Hsp70與ADP 

間穩定複合體的生成以及Hsp40的釋出。Hsp70-ADP複合 

體與多肽疏水區的結合防止它們與其他疏水區的交互作 

用，防止不正確折疊以及與其他蛋白質之遊集體的形成(於 

Hartl, FU. 1996. Nature 381:571-579 中回顧)。

原生帶位子蛋白質可能促進低表現量的重組蛋白質之 
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正確折疊。但隨著表現量的增加十原生帶位子的豐度可能變 

為限制因素。在農桿菌轉殖之葉的嵌合病毒蛋白質之高表現 

量可能導致嵌合病毒蛋白質在細胞溶質中·的累積”並且一或 

多於一的帶位子蛋白質例如Hsp70、Hsp40或Hsp70與Hsp40 

兩者的共同表現可能降低錯誤折疊或聚集.的蛋白質量·，並且 

增加表現容許類·病毒頫粒生成的三級與四·級結構特徵之蛋 

白質數量。

因此·，本發明亦提供在植物中生產嵌合:病毒蛋白質VLP 

的方法-，其中編碼嵌合病毒蛋白質·的第一核酸係與編碼帶位 

子的第二核酸共同表現。可將第一與第二核:酸於同一步驟引 

至植物中’或可相繼地引至植物中。

根據本發明之由病毒衍生蛋白質生產的嵌合WLP不包 

含病毒基質或核心蛋白質。病毒基質蛋白質為組織與維持病 

毒顆粒結構的蛋白質。病毒基質蛋白質通常與細胞膜直接交 

互作用並且可涉及出芽程序。病毒核心蛋白質為構成核鞘的 

部分以及典型.地直接關聯於病毒核酸的蛋白質。病毒基質或 

核心蛋白質的範例為流感Ml、RSVM以及反轉錄病毒:gag 

蛋白質。已知 Ml蛋白質結合RNA (Wakefield L., and 

Brownlee G.G., Nucl Acids res 11:85698580,1989 )，其為 VLP 

製備的汙染。當獲得嵌合VLP產物之管理批准時” RNA ：的 

存在是不希望的·，因此缺少RNA的嵌合VLP製備可能是有 

利的。

本申請書中的用語「調節區域」、「調節元素」或「啟動 
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子」之使用係意圖典型地反映核酸之部分，但非總是基因的 

蛋白質編碼區域上游·，該編碼區域可由DNA或RNA或者 

DNA與RNA兩者組成。當調節區域為具活性的，並且與興 

趣基因於操作的結合或操作地連結時·，此可造成興趣基因的 

表現。調節元素可能媒介器官專一性或控制進展的或時序的 

基因活化。「調節區域」可包括啟動子元素、表現基礎啟動 

子活性之核心啟動子元素、對回應外部刺激為可誘導之元 

素、媒介啟動子活性之元素例如負調控元素或轉錄增強子。 

如同本文使用的，「調節區域」亦可包括轉錄之後具活性的 

元素,，舉例來說:，調節基因表現的調節元素例如轉譯與轉錄 

增強子、轉譯與轉錄抑制子、上游活化序列以及mRNA不 

穩定性決定因素。這些後者因素中的幾個可位於編碼區域近 

端。

在此揭露內容之上下文中，該用語「調節元素」或「調 

節區域」典型地意指通常但非總是於結構基因的編碼序列上 

游（5‘）之DNA序列·，其經由提供RNA聚合酶及/或轉錄 

需要的其他因子之辨識而於特定位點開始以控制編碼區域 

的表現。然而，要了解位於內含子內的其他核音酸序列或序 

列的3'亦可有助於興趣編碼區域表現之調節。提供RNA聚 

合酶或其他轉錄元素辨識以確保於特定位點起始之調節元 

素的範例為啟動子元素。大部分但非全部地，真核生物的啟 

動子元素包含ΤΑΙΆ盒、由腺昔酸與胸腺普酸鹼基對組成之 

保留核酸序列，其通常位於轉錄起始位點上游大約25鹼基 
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對。啟動子元素包含負責轉錄的起始之基礎啟動子元素r以 

及修飾基因表現的其他調節元素(如上所列者)。

.有幾種類型的調節區域·，包括那些發展性調節,可誘導 

的(inducible )或誹誘導的(constitutive )。被發展性調節的 

或在其控制之下控制基因的分化表現的調節區域”係於那器 

官或組織發育期間的特定時間於某些器官或器官之組織內 

活化。然而·，發展性調節的一些調節區域可於特定器宫或組 

織內於特定發育階段較佳地活化·，它們也可以發展性調節:的 

方式具有活性，或同樣地在植物中:的其他器官或·組織位在基 

本量。組織特異的調節區域之範例”例如-see-specific調節 

區域，其包括napm啟動子“以及cruciferin啟動子(Rask et 

al., 1998, J.. Plant Physiol. 152: 595-599 :; Bilodeau et al., 1994, 

Plant CeU 14: 125-130 )。葉特異性啟動子 的範例包括 

plastocyanin啟動子(見US 7.,125,978，將其以引用:的方式 

併入本文)。

可誘導的調節區域是能夠對誘導子反應而直接或間接 

活化一或更多DNA序列或基因之轉錄者。在缺少誘導子 

下·，DNA序列或基因將不會被轉錄。典型地特異性地結合 

至可誘導調節區域以活化轉錄作用之蛋白質因子可以未活 

化形式存在，其再被誘導子直接或間接轉變為活化形式。然 

而，蛋白質因子亦可不存在。誘導子可以是化學劑例如蛋白 

質、代謝產物、生長調節劑、除草劑或酚類化合物或由熱、 

冷、鹽、有毒元素直接施加或經由病原體或疾病之劑(例如 
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病毒）之作用間接施加的生理壓力。可將包含可誘導調節區 

域之植物細胞經由外部應用誘導子至細胞或植物（例如經由 

噴灑、澆灌、加熱或類似的方法）而暴露於誘導子。可誘導 

一的調節元素可衍生自植物或非植物基因（例如Gatz, C. and 

Lenk, LR.P., 1998, Trends Plant Sci. 3,352-358 ；將其以引用的 

方式併入）。潛在的可誘導啟動子之範例包括但不限於可由 

四環黴素誘導之啟動子（Gatz, C.,1997, Ann. Rev. Plant 

Physiol. Plant Mol. Biol. 48,89-108 ；將其以引用的方式併 

入）、可由類固醇誘導之啟動子（Aoyama. T. and Chua, 

N.H.,1997, Plant 1. 2, 397-404 ；將其以引用的方式併入）以 

及可由乙醇誘導之啟動子（Salter, M.G., et al, 1998, Plant 

lOumal 16,127-132 j Caddick, M.X., et al,1998, Nature Biotech.. 

16,177-180,將其以引用的方式併入）、可由細胞分裂素誘導 

之 IB6 與 CKI 1 基因（Brandstatter, I. and K.ieber, 1.1.,1998, 

Plant Cell 10, 1009-1019 ； Kakimoto, T., 1996, Science 

274,982-985:;將其以引用的方式併入）以及可由生長素誘導 

之元素 DR5 （ Ulmasov, T., et al., 1997, Plant Cell 9, 

1963-1971 ；將其以引用的方式併入）。

結構性調節區域於整個植物的各部分以及持續地於整 

個植物發育中導引基因表現。已知的結構性調節元素包括關 

聯於 CaMV 35S 轉錄物之啟動子（Odell et al., 1985, Nature, 

313: 810-812）'稻肌動蛋白 1 （Zhang et al, 1991, Plant Cell, 3: 

1155-1165 ）、肌動蛋白 2 （An ei al., 1996, Plant J., 10:
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107-121)或tms 2 (U.S.. 5,428,147,將其以引用的方式併入 

本文)以及磷酸三碳醺異構酶(triosephosphate isomerase 1 ) 

基因( Xu et. al., 1994, Plant Physiol. 106: 459-467 )、玉米泛 

蛋曲 1 基:因(Cornejo .et ai, 1993., Plant Mol. Biol. 29; 

637-646 )、阿拉伯芥泛蛋白1與6基因(Holtorf et al, 1995, 

Plant Mol. Biol. 29: 637646 )以及菸草轉譯起始因子4A基因

(Mandel eteal, 1995, Plant Mol. Biol. 29: 995-1004 )。

該用語「結構性」( constitutive )如同本文中所使用”不 

一定指基因在非誘導調節區域的控制下於所有細胞類型中 

以相同量表現”而是卷·即使常常觀察到豐度的變化 ·，基因在 

廣泛的細胞類型中表現。非誘導的調節元素可與其他序列耦 

合以進一步增強它們操作性結合的核昔酸序列之轉錄及/或 

轉譯。舉例來說·，CPMV-ΉΤ系統係衍生自丑豆嵌紋病毒 

(CPMV)的未轉譯區域並且展現相關編碼序列之增強轉 

譯。所謂「原生」意指核酸或胺基酸序列為天然地發生”或 

「野生型」。所謂「操作性地連結」意指使特定序列例如調 

節元素以及興趣編碼區域直接或間接交互作用以進行所欲 

功能，例如基因表現之嫖介或調節。操作性地連結序列之交 

互作用可例如經由與操作·性地連結序列交互作用的蛋白質 

媒介。

嵌合蛋白質或多肽可在包含以病毒為基礎的、DNA或 

RNA表現系統之表現系統中表現，例如但不限於豆豆嵌紋 

病毒屬(comovirus )為基礎的表現卡匣以及雙生病毒
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（geminivinis ）為基礎·的擴增元素。

如同本文所描述之表現系統可包含以雙向（bipartite） 

病毒或帶有兩條環狀單股基因組的病毒為基礎之表現卡 

匣。舉例來說，兩條環狀單股病毒可能是旬1豆嵌紋病毒科 

（Comoviridae）。豆豆嵌紋病毒科之屬包括吏豆嵌紋病毒 

屬、線蟲核多角體病毒屬（Nepovirus ）、豆科病毒屬 

（Fabavirus）、櫻桃銓葉病毒屬（Cheravirus）以及溫州蜜柑 

矮縮病毒屬（ Sadwavirus）。立豆嵌紋病毒屬包括旬ι豆嵌紋病

• 毒（CPMV）、立豆嚴重嵌紋病毒（CPSMV）、胡瓜嵌紋病 

毒（SqMV）、紅三葉草斑駁病毒（RCMV）、扁豆斑駁病毒

（BPMV）、蕪菁環斑病毒（TuRSV）、蠶豆真嵌紋病毒 

（BBtMV）、蠶豆染色病毒（BBSV）、蘿蔔嵌紋病毒 

（RaMV）。包含對本發明的各方面有用的增強子元素之近 

豆嵌紋病毒RNA-2序列的範例包括但不限於：：CPMV 

RNA-2 （ GenBank 登錄號 NC_003550 ）、RCMV RNA-2 

（GenBank 登錄號 NC 003738）、BPMV RNA-2 （GenBank
• 登錄號 NC 003495 ）、CPSMV RNA2 （GenBank 登錄號 

NC 003544 ）、SqMV RNA-2 （ GenBank 登錄號 NC 003800 ）、 

TuRSV RNA-2 （GenBank 登錄號 NC_013219.1 ）、BBtMV 

RNA-2 （GenBank 登錄號 GU810904 ）、BBSV RNA2

（GenBank 登錄號 FJ028650）、RaMV （GenBank 登錄號 

NC 003800）。

兩條環狀單股病毒豆豆嵌紋病毒RNA基因組的片段意

c η
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.指RNA-1與RNA-2°RNA-1編碼涉及複製:的蛋向質而RNA- 

2編碼細胞-細胞移動所需的蛋白質以及兩蛋白衣蛋白質。可 

使用任何合適的以旬:豆嵌紋病毒為基礎之卡匣包括 

CPMV ' CPSMV、SqMV、RCMV 或 BPMV ·，舉例來說，表 

現卡匣可以CPMV為基礎。

「表現卡匣j意莊包含在宿主細胞中在適合:的啟動子或 

興趣核酸轉錄的其他調節元素的控制之下、並且操作性地連 

結於此之興趣核酸的核昔酸序列°

表現系統亦可包含來自雙生病毒的擴增元素”舉例來 

說·，來.自豆類黃矮病毒(BeYDV)之擴增元素。BeYDV屬 

於適應於雙子葉植物,的Mastreviruses屬。BeYDY為具有單 

股環狀DNA基因組的單體(monopartite)並丑可經由旋轉 

環狀機制複製至誹常高的拷貝教。·已使用BeYDV衍生之 

DNA複製子載體系統在植物中,的快速高產量蛋白質生產°

如同本文中所使用的，該術語「擴增元素」意莊包含雙 

生病毒基因組一或更多長間隔區(long intergemc Tegion, 

LIR)的至少部分之核酸片段。如同本文中所使用的，「長間 

隔區」意指包含能夠經由雙生病毒Rep蛋白質媒介切除及複 

製之iep結合位點的長間隔區的區域。在一些方面”包含一 

或更多LIR的核酸片段可進一步包含雙生病毒基因組的短 

間隔區(SIR)。如同本文中所使用的，「短間隔區」意指互 

補之股(Mastrevirus之短IR (SIR))。任何合適的雙生病毒 

衍生之擴增元素可用於本文。見舉例來說W02000/20557 :;
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WO2010/025285 :; Zhang X. et al. （2005, Biotechnology and 

Bioengineering, Vol. 93, 271-279）、Huang Z. et al. （2009, 

Biotechnology and Bioengineering, Vbl. 103, 706-714 ）、Huang 

Z. et al （2009., Biotechnology and Bioengineering, Vbl. 106, 

9-17）；將其以引用的方式併入本文。

可將嵌合蛋白質或嵌合多肽生產為來自嵌合核昔酸序 

列的轉錄物·，與在合成後切割的嵌合蛋白質或嵌合多肽，並 

根據需要連結以形成單體聚合體蛋白質。因此，嵌合蛋白質 

或嵌合多肽亦包括含有經由雙硫橋（disulphide bridge ）連結 

,的次單元之蛋白質或多肽（即單體聚合體蛋白質）。舉例來 

說”可將含有來自二或多於二來源之胺基酸序列的嵌合多肽 

處理成次單元以及由雙硫橋連結的次單元，以生產嵌合蛋白 

質或嵌合多肽。

根據本發明各種具體實施例之嵌合病毒蛋白質包含來 

自流感HA之穿膜區域與胞質尾（TM/CT）。TM/CT可以是 

來自流感病毒的任何型、亞型的原生HATM/CT，其包括， 

舉例來說，B、Hl、H2、H3、H4、H5、H6、H7、H8、H9、 

H10、H11 Ή12、H13、H14、H15 以及 H16 型或亞型。HI、 

H3、H5或B型或亞型的非限制性範例包括A/新喀里多尼亞 

/20/99 亞型（H1N1）、H1 A/加州/04/09 亞型（H1N1）、A/ 

印尼/5/05 亞型（H5N1 ）、A/布利斯班/59/2007、B/佛州/4/2006 

以及 H3 A/布利斯班/10/2007 （見例如 W02009/009876 ； WO 

2009/076778 ； WO 2010/003225 ； WO 2010/003235，將其以 
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引用的方式併入本文）。進一歩地,，ΤΜ/CT可以是那些HA 

TM/CT中之任一者-，其中·已刪除1、2、3、4或5胺基酸·， 

或已將1、2、3、4或5胺基酸之任何種類的間隔子或連結 

子序列加於其土。

較佳地，TM/CT係來自H5或H3 “其例如但不限於A/ 

印尼/5/05亞型 （H5N1 ·；'迁血时':；GenBank登錄號 

ABW06108.1 ） - H5 A/越南/1194/2004 （A-越南·； GenBank 

登錄號 ACR48874.1 ）、H5 A/安徽/1/2005 （ A-安徽:;GenBank 

登錄號 ABD28T80..1）:; H3 A/布利斯班/10/2007 （「Ή3/Βιϊ」:； 

GenBank 登錄號 ACI26318..1 ）、H3 A/威斯康辛 /67/200.5 

（A-WCN ：； GenBank 登錄號 ABO37599..1）。幾個 H3 與 H5 

序列邊界的TM/CT描述於WO 2010/148511 （將其經由引用 

的方式併入本文）。TM/CT胺基酸序列之非限制性範例包括 

SEQ ID NO .： 41 與 42。以及編碼 SEQ ID NO ：： 41 與 42 之 

胺基酸序列的任何核昔酸序列。

在流感病毒的血球凝集素中容許胺基酸變化。此類變化 

提供不斷被識別的新病毒株。新病毒株間的感染性可能改 

變。然而·，維持隨後形成VLP ：的血球凝集素三聚體的形成。 

因此，本發明提供包含血球凝集素胺基酸序列的嵌合病毒蛋 

白質”或編碼包含血球凝集素胺基序列的嵌合病毒蛋白質 

之核酸，其在植物中生成VLP 5並且包括已知序列以及可能 

發展出的變異型HA序列。

該用語「類病毒顆粒」（VLP ）或「類病毒顆粒」或「VLP」
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意指自組裝並且包含結構蛋白質例如嵌合病毒蛋白質之結 

構。VLP與嵌合VLP 一般地在形態上與抗原性為類似於感 

染中產生的病毒粒子，但缺乏足以複製的遺傳資訊因而為非 

感染性的。VLP與嵌合VLP可在合適的宿主細胞包括植物 

宿主細胞中生產。在於合適條件下由宿主細胞萃取並且分離 

與進一步純化之後，VLP與嵌合VLP可純化為完整結構。

本發明之嵌合VLP可在以缺乏將蛋白質唾液酸化的能 

力為特徵之宿主細胞中生產，舉例來說植物細胞、昆蟲細

• 胞、真菌以及其他包括海綿、腔腸動物門、環節動物門、節 

肢動物門、軟體動物門、線蟲動物門、輪形動物門、扁形動 

物門、毛顎動物門、有觸手綱、披衣菌屬、螺旋體門、革蘭 

氏陽性菌、藍綠藻、古細菌以及諸如此類的生物體。見例如 

Gupta et al., 1999. Nucleic Acids Research 27:370-372 ； 

Toukach et al., 2007. Nucleic Acids Research 35:D280-D286 ； 

Nakahara et al., 2008. Nucleic Acids Research 36:D368-D371 °

本發明亦提供由表現嵌合VLP之細胞質膜獲得脂質套

• 膜之嵌合VLP。舉例來說，若於植物為基礎的系統表現嵌合 

病毒，造成的嵌合VLP可由植物細胞的質膜獲得脂質套膜。

一般而言，該用語「脂質」意指脂溶性（親油的）、自 

然發生的分子。根據本發明的一些方面在植物中生產的嵌合 

VLP可與植物衍生的脂質複合。植物衍生的脂質可能是以脂 

雙層的形式，並且可進一步包含圍繞VLP的套膜。植物衍 

生的脂質可能包含生產VLP植物之質膜的脂質組成物，其 
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包括磷箱質、三-、二-以及單甘油酩·，以及脂溶性·固醇或包 

含固醇的代謝產物。範例包括磷脂.醯膽·鹼（.PC）,、磷脂醯乙 

醇胺（PE）、磷脂號肌醇、磷脂醯絲胺酸、鞘髓磷脂、植物 

周醇或其結.合物。植物衍生的:脂質可替代的稱為「植物脂j。 

植物固醇的範例包括油菜籽固醇、豆固醇、麥角固醇、菜子 

固醇> d-7-豆固醇、d-7-燕麥固轉、胡蘿蔔固醇、麥固醇、、 

24甲基膽:固醇、膽固醇 <:B-麥·固醇-見例如Mongrand et、ai., 

2004。如同本領域之技術入員將了解:的”細跑質膜的脂質組 

成可隨著獲得細胞之細胞或生物體或物種的培養或生長條 

件而變化。一般而言·，麥固醇為最,豐富·的植物固醇。

細胞膜一殺包含脂雙層以及各種功能之蛋白質。特定脂 

質的局部濃度可發現於·脂雙層”稱為「脂筏」（lipidTafts）。 

這些脂筏微區域可富含神.經脂質與.固醇。在不希望受理論約 

束的情況下“在胞飲與胞吐作用、病毒或其他感染性之劑的 

進入或外出、細胞間訊息傳遞、與細胞或個體.的其他結構組 

成分例如細胞內與細胞外間質之交互作用中，脂筏可能具有 

重要角色。

在植物內生產之VLP可誘導包含植物特異N-聚醺之嵌 

合病毒蛋白質。因此·，此發明亦提供包含具有植物特異N- 

聚醺之嵌合病毒蛋白質的VLP。

此外”已知植物中N-聚醺的修飾作用（見例如U.S. 

60/944,344 ；將其以引用的方式併入本文）並且可生產具有 

修飾N-聚醵之嵌合病毒蛋白質。含有修飾的醺基化模式之
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嵌合病毒蛋白質，舉例來說具有降低的海藻糖昔化、木糖普 

化或海藻糖昔化與木糖昔化兩者，可獲得N-聚醺，或可獲 

得具有修飾的醺基化模式之嵌合病毒蛋白質，其中蛋白質缺 

乏海藻糖昔化(fiicosylation )、木糖吾化(xylosylation)或 

兩者，以及含有增加的醺基化。此外，轉譯後修飾之調節， 

舉例來說，當相較於表現嵌合病毒蛋白質之野生型植物·，尾 

端半乳糖的添加可造成表現之嵌合.病毒蛋白質海藻糖普化 

與木糖昔化的降低。

舉例來說，不將其視為限制，具有經修飾的醺基化模式 

之嵌合病毒蛋白質的合成可經由共同表現嵌合病毒蛋白質 

與編碼B-1.4-半乳糖基轉移酶(GalT)的核昔酸序列而達成·， 

其例如但不限於哺乳動物GalT或人類GalT，然而亦可使用 

來自另一來源的GalT。亦可將GalT的催化區域融合至N- 

乙醯葡萄醇胺移轉酶(N-acetylglucosamioyl transferase, 

GNT1)的CTS區域(即，胞質尾、穿膜區域、幹區域)以 

生產GNTl-GalT混合酶，並可將混合酶與嵌合病毒蛋白質 

共同表現。嵌合病毒蛋白質亦可與編碼N-乙醯葡萄醺胺移 

轉酶 ΙΠ (N-acetylglucosaminyltrasnferase HI, CrnT^TTT)的核 

昔酸序列，其例如但不限於哺乳動物Gnl^m 或人類 

GnT-ΙΠ，亦可使用來自其他來源的GnT-ΠΙ共同表現。此外， 

亦可使用包含融合至GnT-ΠΙ的GNT1 CTS之GNTl-GnFUI 

混合酶。

因此本發明亦提供包含具有經修飾之N-聚醺的嵌合病
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毒蛋白質之VLP °

在不希望受理論約束的情況下'在嵌合病毒蛋白質之植 

物N聚醺：的存在可經由促進由抗原呈現細胞對嵌合病毒蛋 

白質之結合而刺，激免疫反應。使用植物N聚醺的免疲反應 

刺激已由 Saint-Jore-Dupas et al. （2007）提出。此外，VLP 的 

結構對於抗原呈現以及當與植物衍生之脂質層複合時增強 

VLP的佐劑效果可能是有利的。

VLP可經/例如血凝試驗、電子顯微鏡或經由尺寸排阻 

色層分析法評估結構與尺寸。

對於尺寸排阻色層分析法,，可將總可·溶性蛋白質從植物 

組織·中經由將冷·凍粉碎的植物材料樣本在萃取緩衝液中均 

質化（Folytron）而萃取·，以及經由離心移除不可溶材料。 

以冰冷丙酮或PEG沉澱亦可以是有利的。將可:溶性蛋白質 

量化“並且將萃取物通過Sephaciyl™ 管柱舉例來說 

Sephaciyl™ S500 管柱。可使用 Blue Dextran 2000 作為校正 

標準品。在色層分析後,，可將餾分經由免疫墨點法進一步分 

析以測定餾分的蛋白質補體。

分離的餾分可以是例如上清液（若經離心、沉積或沉澱） 

或過濾液（若經過濾）"且富含蛋白質或外殼構造蛋白質' 

例如舉例來說類簇生結構或較高階層、較高分子量的顆粒例 

如VLP。分離的餾分可經由例如額外的離心步驟、沉澱、層 

析步驛（例如，尺寸排阻、離子交換、親和力層析）、切向 

流過濾或其結合而進一步處理以分離、純化、濃縮或其結合 
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蛋白質或外殼構造蛋白質。可經由使用合適的偵測抗體、毛 

細管電泳、電子顯微鏡或對本領域的技術人員將是顯著的任 

何其他方法例如原生或SDS-PAGE'西方墨點分析確認純化 

蛋白質或外殼構造蛋白質的存在。

溶析概況可視所使用的溶析條件而變化。第7、8Ο以 

及11Β圖顯示包含嵌合VLP的植物萃取物之尺寸排阻色層 

分析法溶析概況之範例。在這個情況下，包含嵌合HIV、嵌 

合狂犬病G以及嵌合VZV病毒三聚表面蛋白質的VLP於管

• 柱之排除液量(voidvolume)溶析出，簇生物與高分子量結 

構由大約餾分13至14溶析·，以及低分子量或嵌合病毒三聚 

表面蛋白質的可:溶性形式由餾分約15至約17溶析。

可將VLP使用任何合適的方法例如化學或生化萃取以 

純化或萃取。VLP對乾燥、熱、pH、表面活性劑與清潔劑 

相對地敏感。因此使用最大化產量、最小化帶有細胞蛋白質 

之VLP餾分的汙染、維持蛋白質或VLP以及當需要時·，相 

關脂質套膜或膜的完整性的方法、放鬆細胞壁以釋出蛋白質

• 或VLP的方法可能是有用的。舉例來說，可使用生產原生 

質體及/或原生質球的方法(見舉例來說WO 2011/035422， 

將其以引用的方式併入本文)以獲得如同本文所描述之 

VLP。將清潔劑或表面活性劑例如SDS或TritonX-1O0的使 

用最小化或消除對於改善VLP萃取產量可能是有利的。可 

再將VLP經由例如電子顯微鏡或經由如上所述之尺寸排阻 

色層分析法評估結構與尺寸。
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本發明的一或多於一或更多的嵌合遺傳基因構築體可 

於被本發明之核昔酸序列或基因構築體或載體轉化的任何 

適合的植物宿主中表現。適谷的宿主範例包括但不限於包括 

苜蓿草、:油菜籽·、甘藍屬、玉米、菸草屬、苜希草'、馬鈴薯、 

人參、豌豆、燕麥 '、水稲、大豆、小麥、小麥、向曰葵、棉 

花以及諸如此類的農柞物-。

本發明的一或更多嵌合遺傳基因構築體可進一步包含 

3,不轉譯區域。3,不轉譯區域意址旨含有包括聚腺吾酸化訊號 

以及能夠造成mRNA處理或基因表現的任何其他調節訊號 

之DNA片段的基因部分。聚腺普酸化訊號通'常以造成'追蹤 

mRNA：先驅物之3'端的聚腺昔酸的添加為特徵。彝然變化並 

不少見”聚腺昔酸化訊號通常由對標準形式5' .AATAAA-3' 

同源性.的存在而確認。合過的3,區域之非限制性範例為包含 

農桿菌屬（4gmbacterium）腫瘤誘導（Ti）質體基因例如胭 

脂胺酸合成酶（nopalme synthase, NOS ）基因、植物基因例 

如大豆貯藏蛋白質基.因、1,5-二磷酸核酮糖酶基.因的小次單 

元（ ssRUBISCO ·； US 4,962,028 :;將其以引用的方式併入本 

文）、用於調節質體藍素表現的啟動子”其描述於US 

7,125,978 （將其以引用的方式併入本文）的聚腺昔酸化訊號 

之3'已轉錄非轉譯區域。

本發明的一或更多嵌合遺傳基因構築體亦可能需要包 

括進一步的增強子·，轉譯或轉錄增強子。增強子可位於要轉 

錄的序列之5'或3'。增強子區域為本領域之技術人員所熟知
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的r並且可包括ATG起始密碼子、相鄰序列或諸如此類。 

起始密碼子如果存在，可與編碼序列之讀取框架同相(「對 

準框架」)以提供已轉錄序列之正確轉譯。

本發明之基因構築體可使用Ti質體、Ri質體、植物 

病毒載體、直接DNA轉化作用、顯微注射、電穿孔等引入 

植物細胞。此類技術的回顧見例如Weissbach and Weissbach, 

Methods for Plant Molecular Biology, Academy Press, New 

Yoik VIH, pp. 421-463 (1988) ； Geierson and Corey, Plant

• Molecular Biology, 2d Ed. (1988) ■；以及 Miki and Iyer, 

Fundamentals of Gene Transfer in Plants. In Plant Metabolism, 

2d Ed. DT. Dennis, DH Turpin, DD Lefebrve, DB Layzell (eds), 

Addison Wesly, Langmans Ltd. London, pp. 561-579 (1997)° 其 

他方法包括直接DNA攝取、脂質體的使用、電穿孔·，例如 

使用原生質體、顯微注射、重金屬微粒子或晶鬚以及真空 

滲透。見例如 Bilang, et al.(Gene 100: 247-250, 1991 )、Scheid 

et al. (Mol. Gen. Genet. 228: 104-112, 1991 ) ' Guerche et al.
• (Plant Science 52: 111-116, 1987)、Neuhause et al. (Theor. 

Appl Genet. 75: 30-36, 1987)、Klein et al., Nature 327: 70-73

(1987) ； Howell et al. ( Science 208: 1265, 1980 )、Horsch et 

al. (Science 227: 1229-1231, 1985) ' DeBlock et al. (Plant 

Physiology 91: 694-701, 1989)、Methods for Plant Molecular 

Biology ( Weissbach and Weissbach, eds., Academic Press Inc., 

1988 ) ' Methods in Plant Molecular Biology ( Schuler and
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Zielinski, ：eds., Academic Press Inc., 1989 ）、Liu -and 

Lomonossoff （ J Virol Meth, 105:343-348,2002 ）、美國專利號 

4,945,050 :; 5,036,006 :;以及.5,100,792、於 May 10, 1995 提 

出之美-國專利申請輯編號08/438,666，以及於Sep. 25, 1992 

提出之07/951,715 （將其所有以引用的方式併入此）。

如下描述的'，可使用短暫表現的方法以表現本發明之基 

因構築'體（見 liu and Lomonossoff, 2002, Journal of 

Virological Methods, 105:343-348 :;將其以引用的方式併入本 

文）。替代地”可使用以真空為基礎的短暫表現方法·，如同 

由Kapila et ：al·, 1997所描述的（將其以引用的方式併入本 

文）。這些方法可能包括·，舉例來說但不限於·，裹桿菌接種 

（.Agrdinoculation ）或農桿菌滲透（Agro-i0句Nation ）、注射 

器滲透（syringe infiltration）的方法·，然而,，如上所提亦可 

使用其他短暫方.法。伴隨農桿菌接種、農桿菌滲透或注射器 

滲透-，包含想要的核一酸之農桿菌混合物進入組織的細胞間 

隙，舉例來說“葉、植物的空中部分（包括莖、葉以及花）、 

植物的其他部分（莖、葉、花）或整株植物。在穿越表皮後” 

農桿菌感染並轉移t-DNA複本至細胞。附加體地轉錄t-DNA 

並且轉譯 mRNA，導致在感染細胞中之興趣蛋白質的生 

產然而"細胞核內·的t-DNA通過為暫時性的°

為協助轉化的植物細胞之鑑定，可進一步操作本發明的 

基因構築體以包括植物可選擇標記。有用的可選擇標記包括 

提供對化學物質具抗性之酵素例如抗生素，舉例來說，健他 

44



1526539

黴素(gentamycin )、潮黴素(hygromycin )、康黴素 

(kanamycin )或除草劑例如 phosphinothrycin、草甘麟 

(glyphosate) ' chlorosulfuron以及諸如此類。類似地，可使 

用提供可經由顏色改變識別的化合物生產之酵素例如GUS 

(B-葡萄醺醛酸酶,beta-glucuronidase)或螢光例如螢光素酶 

(luciferase)或 GFP。

亦考量本發明部分為基因轉殖植物、包含本發明之嵌合 

基因構築體的植物細胞或種子。從植物細胞再生整個植物的

• 方法亦為本領域所熟知。一般而言，將轉化的植物細胞於合 

適的培養基中培養，其可包含選擇性之劑例如抗生素·，其使 

用選擇性標記以促進轉化的植物細胞之鑑定。一旦癒傷組織 

形成·，根據已知的方法採用合適的植物荷爾蒙可促進發芽， 

並將芽轉移至發根培養基以供植物再生。可再使用植物建立 

重複之子代，其由種子或使用無性繁殖技術。亦可不使用組 

織培養產生基因轉殖植物。

本發明包括核普酸序列：

• 表格1.序列識別編號列表。

序列識 
別編 
號：

描述 表格/圖示

1 HIV ConS ACFI共同核酸序列(原生信號肽以粗 
體、原生穿膜以及胞質區域下加底線)

第1 A圖

2 IF-Apal-SpPDLc 第1B圖

3 SpPDI-HIV gpl45.r 第1C圖
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4 EF-SpPDI--gpl45.c 第ID圖

5 WidTm-gpl45..T 第TE圖

6 表現卡匣編號995，從PacI （啟動子上游）至Asci 
（緊接NOS終止子的下·游）。消除的Sbft限制位 
點以粗體。PDISP-HIV ConS ACFIT加底線。

第1F圖

7 ' PDISP-HIV ConS △CFI的胺基酸序列 第1G圖

8 EF-H3dTm+gpl45.r 第2A圖

9 Gpl45+H3dTm.c 第2B圖

10 H3dTm.r 第2C圖

11 表現卡厘編號997 ·，從PacI （啟動子上游）至Asc] 
（緊接NOS終止子的下:游）。消除的Sbf!限制位 
點是制體。PDISP-HIV Con S ACFI-A/布利斯班 
/10/2007 H3 TM+CT下加底線。

第2D圖

12 PDTSP-HIV ConSACFLA/吊利斯班/10/2007 H3 
TM+CT的胺基酸序列

第2E圖

13 IF-H5dTin+gpl45 .r 第3 A圖

14 Gpl45+H5dTm.c 第3B圖

15 IF-H5dTm.r 第3C圖

16 表現卡匣編號999 從Pad （啟動子上游）至Asci 
（緊接NOS終止子的下,游）。消除的Sbf!限制位 
點 是粗體。PDISP-HIV ConS ACFI-A/ 印 尼 
/5/2005 H5 TM+CT下加底線。

第3D圖

17 PDISP-HIV ConS ACFI-A/ 印尼 /5/2005 H5 
TM+CT的胺基酸序列

第3E圖

18 表現卡匣編號Γ72 ,，從Xmal （啟動子質體藍素之 
上游）至EcoRI（緊接質體藍素終止子的下.游）。 
TBSVP19核酸序列下加底線。

第4A圖

19 TBSVP19沉默抑制子的胺基酸序列。 第4B圖

20 IF-wtSp-VZVgE.c 第10A圖

21 IF-H5dTm+VZVgE.r 第10B圖

22 合成的VZV Ge基因（與來自Genebank登錄號 
AY013752.1 的 Η 3477-5348對應）

第10C圖

23 VZVgE+H5dTm.c 第10D圖
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24 表現卡匣編號946，由Pad （啟動子之上游）至 
Asci （緊接NOS终止子的下游）。VZVgE-A/印 
尼/5/2005 H5 TM+CT下加底線。

第10E圖

25 VZV gE- A/印尼/5/2005 H5的胺基酸序列

TM+CT
第10F圖

26 IF-wtSp-SARSgS.c 第 12B®
27 IF-H5dTm+SARSgS.T 第12C圖

28 合成的SARS ：gS基因（與來自Genebank登錄號 
AY278741.1 的nt 21492-25259相對應）（原生信 
號肽以粗體、原生穿膜以及胞質區域下加底線）。

第12D圖

29 SARSgS+H5dTm.c 第12E圖

30 表現卡.匣編號916，由PacI （啟動子之上游）至 
Asci （緊接NO.S終止子的下游），SARS gS-A/ 
印尼/5/2005 H5 TM+CT下加底線。

第12F圖

31 SARS gS- A/印尼/5/2005 H5之胺基酸序列

TM+CT
第12G圖

32 IF-RabG-S2+4.c 第8B圖

33 RabG+H5dTm.r 第8C圖

34 合成的Rab G基因（與來自Genebank登錄號 
EF206707的nt 3317-4891對應）（原生信號肽以 
粗體、原生穿膜以及胞質區域下加底線）。
from Genebank accession number EF206707） 
（Native

第8D圖

35 EF-H5dTm.c 第8E圖

36 由左而右之基因構築體141 t-DNA（下加底線）。 
2X35S-CPMV-HT-PDISP-NOS 表現系 '統具有質 
體藍素P19-質體藍素沉默抑制劑表現卡匣

第8F圖

37 由2X35S啟動子至NOS終止子的表現卡匣編號 
1074。PDISP-Rab G -A/印尼/5/2005 H5 TM+CT 
下加底線。

第8H圖
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本發明將進一步以下列範例說明°

38 .]PDISP-Rab G- A/印尼/5/2005 H5 TM+CT之胺基

酸序列 _________________________________

第81圖

39 由左而右之基因構築體144t-DNA（下加底線）。 
具有質體藍素P19項體藍素沉默抑制劑表現卡 
匣之2X35SCPMV-HT-PDTSP-NOS 至 BeYDV+複 

製酶表現糸統

第8J圖

40 由右至左之表現卡匣編號1094 ·，BeYDV 
LIR.PDISP-Rab G -A/印尼/5/2005 H5 TM+CT下 

加.底線________________ :___________

第8L圖

41 H5 （A/印尼/05/2005） TM/CT :
QILSIYSTVASSLALAMMAGLSLWMCSNGS 
LQCRICI

42 H3 （A/布利斯班/10/2007） TM/CT :
DWILWISFAISCFLBCVALLGFIMWACQKGNI
RCNICI__________________________________

43 IF-Opt EboGP-s2+4c Μ13 A 圖

44 H5iTMCT+Opt_EboGP.r 第T3B圖

45 優化合成之GP基因 第;13C圖

46 Opt EboGP+H5iTMCT.c 第13D圖

47 基因構築體1192 第13F圖

48 表現卡匣編號1366 第13G圖

49 來自A/印尼/5/2005之薩伊95伊波拉病毒-H5 
TM+CT的PDISP-GP之胺基酸序列

，第13H圖
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實施例1 ::具有HIV蛋白質的表現卡匣之組裝

2X35S-CPMV HT -PDISP-HIV ConS ACFI-NOS （基因 

構築·體編號995）

將融合至HIV ConS ACFI具有原生的穿膜區域以及胞 

.質尾之編碼苜蓿草PDI信號肽的序列轉殖至如下的2X35S- 

CPMV-HT表現系統。首先，將HIV ConS ACFI基因的核酸 

序列，其包含原生信號肽與穿膜區域以及胞質尾區域經由 

GeneArtAG （Regensburg, Germany）根據於 Liao et al （2006,
• Virology 353:: 268-282 ）中揭露的序列合成。HtV ConS ACFI 

的核酸序列展示於第1A圖（ SEQ ID NO : 1）。將苜蓿草蛋 

白質雙硫異構酶（PDISP）（核昔酸32-103 ；登錄號Z11499） 

的信號肽經由 Darveau et al. （Methods in Neuroscience 26: 

77-85 （1995））呈現的以PCR為基礎之接合方法連結至HIV 

ConS ACFI。在PCR的第一回合，將包含PDISP的片段使 

用引子 IF-ApaI-SpPDI.c （第 IB 圖，SEQ ID NO ： 2）及 

SpPDI-HIV gpl45.r （第 1C 圖，SEQ ID NO ： 3）擴增，並且

• 以基因構築體編號540 （對於基因構築體編號540的序列見 

WO 2010/003225 之第 52 圖，SEQ ID NO ： 61，將其以引用 

的方式併入本文）作為模板。將包含ConS ACFI而不帶原生 

信號肽的第二片段使用引子IF-SpPDI-gpl45.c （第ID圖， 

SEQEDNO：4）以及 WtdTm-gpl45.r（第 1E 圖，SEQIDNO： 

5 ）擴增，其使用合成的ConS ACFI片段（第1A圖，SEQ ID 

NO : 1 ）作為模板。在PCR的第二回合，使用引子 
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IF-ApaI-SpPDI.c（第 IB 圖，:SEQ ID NO二 2 ）與 WidTm-£pl45.T 

（第IE圖，SEQ ID NO : 5） •隨著來自PCR之第一回合的 

PCR產物兩者作為模板，。將生成的PCR產物以Apal限制酶 

:消化並轉殖至以ApaTStuI消化之經修飾的972基因構築體。 

將經修飾的972受體質·體（對於基.因構築體編號972 •的原始 

序列見 WO 2010/003225 之第 94 圖「SEQ IDNO ：： 134 •，將 

其以引用的方式併入本文）處理以消除2X35S啟動子上游 

的Sbf!限制位點。Sbfl位.點經由以Sbfl '消化質體972而:消 

除·，以T4DNA聚合酶處理生成的質體以移除3·'外懸並再接 

合經處理的質體·，造成不帶Sbfl位點之經修飾的972質體。 

給予生成的基因構築體編號995（第1F圖＜SEQIDNO：： 6）o 

PDISP-HIV ConS △CFI的胺基酸序列孫展示於第1G圖（SEQ 

ID NO ：： 7）。質體995示意係展示於第圖。此基因構築 

體不編碼Ml蛋白質。

2X35S-CPMV HT-PDISP-HIV ConS ACFR Ή3 厶/布利 

斯班/10/2007 （ TmD + Cyto tail）-NOS （基因構築體編號 997 ）

將融合至HIV ConS ACFI以及H3 A/布利斯班/10/2007 

之穿膜以及胞質尾區域之編碼苜蓿草PDI信號肽的序列使 

用由 Darveau et al. （Methods in Neuroscience 26: 77-85 

（1995））呈現的以PCR為基礎之接合方法轉殖至如下的 

2X3.5S-CPMV^HT表現系統。在PCR的第一回合，將包含 

PDISP-HIV ConS ACFI而不帶原生穿膜以及胞質尾區域的 

片段使用引子 IF-ApaISpPDI.c （第 IB 圖，SEQ ID NO ： 2 ） 
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以及 IF-H3dTm+gpl45.r （第 2A 圖，SEQ ID NO : 8）擴增， 

使用基因構築體995 （第1F圖，SEQ ED NO ： 6 ）作為模板。 

將包含H3 A/布利斯班/10/2007之穿膜以及胞質尾區域的第 

二片段使用引子 Gpl45+H3dTm.c （第 2B 圖，SEQ ID NO : 

9 ）以及 H3dTm.r （第 2C 圖，SEQ ID NO : 10）擴增，使用 

基因構築體編號776 （對於基因構築體編號776序列見WO 

2010/003225之第60圖，SEQ ID NO : 69，將其以引用的方 

式併入本文）作為模板。再將來自兩擴增之PCR產物混合

• 並且使用作為第二回合的擴增之模板，使用IF-Apal-SpPDI.c

（第 1B 圖，SEQ ID NO ： 2 ）以及 H3dTm.r （第 2C 圖，SEQ 

ID NO ·： 10）作為引子。再將第二回合PCR的產物以Apal 

消化並轉殖至以Apal以及Stul限制酶消化之基因構築體編 

號 995 （第 1F 圖-SEQ ID NO ： 6） （Figure IF, SEQ ID NO : 

6）。給予生成的基因構築體編號997 （第2D圖，SEQ ID 

NO : 11）。PDISP-HEV ConS △CFI-A/布利斯班/10/2007 H3 

TM+CT的胺基酸序列係展示於第2E圖（SEQ ID NO ： 12）°
• 質體997示意係展示於第2F圖。此基因構築體不編碼Ml 

蛋白質。

2X35S-CPMV HT-PDISP-HIV ConS △CFI-H5 A/印尼 

/5/2005 （TmD + Cyto tail） -NOS （基因構築體編號 999）

將融合至HIV ConS ACFI以及H5 A/印尼/5/2005之穿膜 

以及胞質尾區域之編碼苜蓿草PDI信號肽的序列使用由 

Darveau et al. （ Methods in Neuroscience 26: 77-85 （1995））呈 
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現的以PCR為基礎之接合方法轉殖至如下的 

2X35S-CPMV-HT表現系統。在PCR的第一回合“將包含 

PDISP-HIV ConS ACFI而不帶原生的穿膜以及胞質尾區域 

的片段使用引子 IF-ApaISpPDLc （第 1B 圖：，SEQ ID NO ：： 2 ） 

以及 IF-H5dTni+gpl45..r （第 3 A .圖，SEQ ID NO -13 ）擴增” 

使用基因構築·體995 （第1F圖rSEQIDNO ： 6）作為模板。 

將包含H5 A/印尼/5/2005之穿膜以及胞質尾區域的.第二片 

段使用引子 Gpl45+H5dTm.c （第 3B 圖 ” SEQIDNO ■: 15 ） 

以及 IF-H5dTm.T （第 3C 圖·，SEQIDNO 二 15）擴.增·，使用 

基因構築體編號：972 （對於基因構築體編號972序列見WO 

2010/003225 之第 94 圖·，SEQ ID NO ：： 134，將其以引用的 

方式併入本文）作為模板。再將來自而擴增之FCR產物混 

合並且使用作為第二回合的擴增之模板”使用 

IF-ApaI-SpPDI.c （第 IB 圖·，SEQ ID NO ： 2 ）以及 ZFH5dTin.T

（第3C圖，SEQ ID NO ：： 15 ）作為引子。再將第二回合PCR 

的產物以ApaL消化並轉殖至以&pal以及:Stul限制酶消化之 

基因構築體編號995 （第1FH，.SEQ ID NO： 6）。給予生成 

的基因構築體編號999 （第3D圖，SEQ ID NO ：： 16）° 

PDISP-HTV ConS ACFI- A/印尼/5/2005 H5 TM+CT. TM+CT 

的胺基酸序列係展示於第3E圖（SEQ ID NO：： 17）。質體 

999示意係展示於第3F圖。此基因構築體不編碼Ml蛋白質。

質體藍素-P19-質體藍素（基因構築體編號172）

如下所述將編碼來自番茄叢矮病毒（Tomato Bushy Stunt
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Virus,IBSV）的Pl9沉默抑制子的序列轉殖至苜蓿草質體藍 

素啟動子以及3PTR與終止子之間。將基因構築體編號 

R472 （對於組裝見W0 2010/003225 A1 ·，將其以引用的方式 

併入本文，以及對於R472質體之示意見WO 2010/003225 A1 

之第86圖）以限制酶Dram （起始ATG上游84鹼基對）以 

及Sad （?終止碼下游9鹼基對）消化以移除包含84 bp來自 

苜蓿草質體藍素啟動子以及編碼TBSV P19沉默抑制子的序 

列之片段。將生成的片段轉殖至先前以DraHI與SacI消化 

• 的基因構築體540 （對於組裝見WO 2010/003225，將其以引

用的方式併入本文，以及對於540質體之示意·，見相同專利 

的第6圖）。給予生成的基因構築體編號172 （ SEQIDNO：： 

4A，第18圖）° TBSVP19蛋白質:的胺基酸序列係展示於第 

4B圖（SEQIDNO：： 19）。質體172示意係展示於第4C圖。 

植物生質之製備、接種與農桿菌滲透

該用語「生質」以及「植物物質」如同本文中所使用地 

係意指反映衍生自植物的任何材料。生質或植物物質可包含 

■ 整個植物、組織、細胞或其任何部分。進一步地，生質或植

物物質可包含細胞內植物組成物、細胞外植物組成物、植物 

的液體或固體萃取物或其結合物。進一步地，生質或植物物 

質可包含來自植物的葉、莖、果實、根或其結合物的植物、 

植物細胞、組織、液體萃取物或其結合物，其。植物的部分 

可包含植物物質或生質。

圓葉菸草（Nicotiana benthamiana）植物係從充滿商業 
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的泥炭聲基質之平地中的種子生長。容許植物生長於16/8 

光照週期以及25°C a/20C夜之溫度制度下的溫室。在播種 

後三星期“將個别的植株成&選出來'移植於盆中並使其在相 

同環境條件下於溫室生長額外的三星期。

將以每個基困構築體轉染之農桿菌於以10mM2-(N-嗎 

嘛)乙磺酸(MES) ' 2Ο.μΜ乙醯丁香酮、50 ^g/ml康黴素以 

及25卩g/ml卡本西林pH5..6補充的YEB培養基生長直到它 

們達到OD600介於0.6與1.6之間。將農桿菌懸浮液在使用 

前離心並重新懸浮於滲透培養基(10 mM MgCk以及10mM 

MESpH5.6)並且於4°C儲存隔夜。在滲透之曰「將培養批 

次以2.5培養體積稀釋並在使用前使其回溫。將:圓葉菸草整 

株植物在20-40 Ton真空下倒置於在一氣密的不銹鋼罐中之 

細菌懸浮液2分鐘。將植物返回溫室2・6日的培養期間直到 

收穫。'除非另夕卜扌旨出，所有滲透係以菌株AGL1/172以1 .· 1 

比率共同滲透而操作。

如同本文所描述地。包含各種基因構築體之農桿菌(％· 

tumefaciens )菌株經由使用字首「AGL1」稱呼。舉例來說” 

包含基因構築體編號995之農桿菌(見第1H圖)稱為 

「AGL1/995」。

葉收穫以及總蛋白質萃取

在培養之後，收穫植物的空中部分，於-80°C下冷凍並 

粉碎成片狀。經由在三倍體積的冷50 mM Tris pH 8.0、0.15 

MNaCl' 0.1% TritonX-100以及1 mM苯基甲磺醯氟中將每 
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個冷凍粉碎的植物材料樣品均質化(Polytron)以萃取總可 

溶性蛋白質。在均質化作用之後，將泥漿狀物於4°C以10,000 

g離心10分鐘 並且將這些澄清的粗萃取物(上清液)保存 

用於分析。

蛋白質分析與免疫墨點法

澄清的粗萃取物之總蛋白質含量係經由Bradford試驗 

(Bio-Rad, Hercules, CA)測定，使用胎牛血清白蛋白作為 

參考標準品。經由SDS-PAGE分離蛋白質並且電轉移至用於 

• 免·疫偵測之聚■二氟乙烯(PVDF)膜(Roche Diagnostics

Corporation, Indianapolis, IN)。在免疫墨點法之前，將膜以 

5%脫脂牛奶以及在 Tris 緩衝液( Tris-buffered saline, TBS-T) 

中之0.1% Tween-20於4°C遮蔽16-18小時。

經由在TBS-Tween 20 0.1%ψ之2%脫脂牛奶中以2 

卩g/ml、1:2500稀釋之山羊多株抗gpl20 一級抗體(Abeam, 

ab21T79)培養以操作免疫墨點法。化學發光偵測係於在 

TBS-Tween 20 0.1 %之2%脫脂牛奶中以1:10000稀釋之與過 

. 氧化酶共輙的驢抗-山羊二級抗體( JIR 705-035-147 )培養之

後進行。免疫反應複合體係由使用發光胺(luminol)作為基 

質(Roche Diagnostics Corporation )之化學發光而偵測。

範例2 ：植物中之原生與嵌合HIV套膜蛋白質表現

HIV ConS ACFI為帶有縮短的可變環、切割位點的刪 

除、融合區域以及於gp41的免疫優勢區域之共同HIV群組
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Μ套膜蛋白，。已顯示在天竺鼠中.激發類似或此野生型套膜蛋 

白更大廣度與力價的交叉亞型中和抗體。(Liao et al., 

Virology (2006) 353:: 268-282 )。

笫5圖展示使用於此研究的基因構築體。在基因構築體 

編號995中·，將成熟HIV ConS ACFI (其後以Env簡稱):的 

編碼區域”其包含原生的TM/CT，置於CPMV-HT表現系 

統之控制之下。在基因構築體編號997與999中·，將HIV Env 

之TM/CT區域分別以來自3布利斯班/10/2007 (H3N2)以 

及A/王卩尼/05/2005 (H5N1)的流感血球.·凝集素(HA) ••的 

TM/CT區域取代:。在所有例子中·，將植物來源:的信號肽-來 

自苜蓿草蛋白質雙硫異構酶(FDI)蛋白質-取代原生HLV 

Env蛋白質信號肽。

於農桿菌滲透之圓葉菸草植物中 ；比較來:自基因構築·體 

995、997以及999的HIV Env生產。將來自以AGL1/995、 

GAL1/997以及AGL1/999滲透的植物之蛋白質萃取物經由 

西方墨點法分析一‘並且將,結果顯不於第6圖”其中第1至4 

道為包含各種量之重組HIV1 gpl60 (ab68T71)的陽性控制 

組；第5道，陰性控制組，第6至8道，由AGL1/995-滲透 

之葉萃取之蛋白質:；第9與10道「由AGL1/997-滲透之葉 

萃取之蛋白質；第11與12道，由AGL1/999-滲透之葉萃取 

之蛋白質。

如同第6圖所顯示的，原生HIVEnv之表現在用於偵測 

的條件下無法被偵測，確認先前報導植物中HIV Env蛋白質 
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的極低累積量（Rybicki et al., 2010, Plant Biotechnology 

Journal 8: 620-637）。Env的嵌合形式，其中將TM/CT區域 

以流感H3 （基因構築體#997）或H5 （基因構築體#999）之 

TM/CT區域取代其累積較原生形式高得多之量。如上所 

提，基因構築體#997以及#999基因構築體不編碼Ml蛋白 

質。

範例3嵌合HTVEnvM裝至類病毒顆粒

亦評估植物中嵌合HIV Env在缺乏核心或基質蛋白質 

下組裝至VLP的能力。將來自AGL1/997 （EnvZH3）與 

AGL1/999 （EnvZH5）:的蛋白質萃取物施以凝膠過濾層析法 

接著使用山羊抗:gpl20抗體分析Env含量洗滌餾分。在第 

7A圖中表示的西方墨點法顯示在來自經AGL1/999滲透之 

植物的萃取物中，洗滌餾分中的嵌合Env/H5含量波峰在餾 

分7至10，表示它們以大於2百萬道爾頓（dalton）之極高 

分子量結構組裝。餾分7至18的相對蛋白質含量的測試清 

楚顯示絕大多數的宿主蛋白質於餾分11至18洗滌出（第 

7B圖）。這些結果顯示Env/H5組裝至高分子量結構大小超 

過同源三聚體所期望的之分子量大小。在AGL1/997滲透之 

植物中的Εην/Η3獲得類似結果。合併這些結果證實嵌合 

HIV Env/H5以高量累積於農桿菌滲透的植物並在缺乏核心 

或基質蛋白質時組裝至類病毒顆粒。這些結果亦證實流感 

HA TM/CT區域融合至非流感抗原是足以組裝並釋出呈現
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非流感抗原的VLP。

範例4二具有狂犬病蛋白賢的表現卡匣之組裝

■C-2X35S-CPMV HTEDISP-狂犬病醵蛋白 G （RabG） 

+H5 A/印尼/5/2005穿膜區域以及胞質尾（TM+CT）-NOS（基 

因構築體編號1074 :;第8A、8H圖）

將融合至H5 A/E卩尼/5/2005之穿膜以及胞質區域之編 

碼狂犬病醺蛋白G （RabG）膜外區域的序列使用由Darveau 

，et：al. （Methods in Neuroscience 26: 77-.85 （1995））呈現的以 

PCR為基礎之接合方·法轉殖至如下在包含質體藍素・P19」質 

體藍素質體中之2X35S-CPMV-HT-PDISP-NOS表現系統。 

在PCR ：的第一回合，將包含Rab G膜外區域而不帶原生信 

號肽、穿膜以及胞質區域:的片段使用引子IF-RabG-'S2+4.c 

（第 8B 圖，SEQ ID NO ：： 32 ）以及 RabG+H5dTm.T （第 8C 

圖，SEQ ID NO ：： 33）擴增，使用合成的Rab G基因（與來 

自 Genebank 登錄號 EF206707 之 nt3317-4891 相對應）（第 

8D圖vSEQ ID NO ： 34 ）作為模板。將包含H5厶/印尼/5/2005 

之穿膜以及胞質區域的第二片段使用引子IFH5dTm.c（第8E 

圖，SEQ ID NO ：： 35 ）以及 IF-H5dTm.T （第 3C 圖，SEQ ID 

NO ： 15）擴增，使用基因構築體編號972 （對於基因構築體 

編號 972 序列見 WO 2010/003225 之第 94 圖·，SEQ ID NO : 

134，將其以引用的方式併入本文）作為模板。然後將來自 

兩次擴增之PCR產物混合並且使用作為第二回合的擴增之 
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模板，使用 IF-R2LbG-S2+4.c （第 8B 圖，SEQ Π） NO ： 32） 

以及 IT-H5dTm.r （第 3C 圖，SEQIDNO ： 15）作為引子。 

將生成的片段與苜蓿草PDI信號肽對準框架使用來自 

Clontech （ Mountain View, CA ）之 In-Fusion 轉殖系統而轉殖 

於2X35S-CPMVHTNOS表現系統。將基困構築體141 （第 

8F、8G圖）以Sbfl與Stul限制酶消化並用於In-Fusion組 

裝反應。基因構築體編號141為用於在CPMVHT為基礎之 

表現卡匣中的興趣基因之「In Fusion」轉殖之受體質體。它

• 也併入於苜蓿草質體藍素基因啟動子與終止子下的TBSV 

P19沉默抑制子共同表現的基因構築體。此載體為以 

pCAMBIA為基礎之質體以及由左至右t-DNA邊界的序列係 

於第8F圖呈現（SEQIDNO ：： 36）。載體141的示意圖係於 

第8G圖中呈現。給予生成的基因構築體編號1074 （第8H 

圖，SEQ ID NO ： 37）。PDISP - Rab G - A/印尼/5/2005 H5 

TM+CT的胺基酸序列係展示於第81圖（SEQ ID NO : 38）= 

質體1074示意係展示於第8A圖。此基因構築體不編碼Ml
• 蛋白質。

D-2X35S-PDISP-狂犬病醺蛋白 G （RabG） +H5 A/印尼 

/5/2005 穿膜區域以及胞質尾（TM+CT） -NOS intoBeYDV + 

複製酶擴增系統（基因構築體編號1094 ；第8L、8M圖）

將融合至H5 A/印尼/5/2005之穿膜以及胞質區域之編 

碼狂■犬病醺蛋白G （RabG）膜外區域的序列使用由Darveau 

et al. （Methods in Neuroscience 26: 77-85 （1995））呈現的以 
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PCR為基礎之接合方法轉殖至如下在包含質體藍素-P19-質 

體藍素表現卡匣中之2X35S-CPMV-HT-PDISP-NOS之 

BeYDV+複製酶表現系統。在PCR的第一回合，將包含Rab 

G膜外區域而不帶原生信號肽'、穿膜以及胞質區域的片段使 

用引子 IF-RabG-:S2+4.c （第 8B 圖-SEQ ID NO 二 32）以及 

RabGH丑5dTm.T （第 8C 圖 -，SEQ ID NO ：： 33 ）擴增”使用合 

成的Rab G基因（與來自Genebank登錄號EF206707之 

iit3317-4891 相對應）（第 8D 圖·，SEQ ID NO ： 34）作為模 

板。將包含H5厶/£卩尼/5/2005之穿膜以及胞質區域的第二片 

段使用引子IFH5dTm.c （第8E圖-，SEQ ID NO ： 35）以及 

IF-H5dTin.T （第 3C 圖，SEQ ID NO •: 15 ）擴增，使用基因 

構築體編號972 （對於基因構築體編號972序列見WO 

2010/003225 之第 94 圖·，SEQ ID NO ■■: 134 ”將其以引用的 

方式併入本文）作為模板©然後將來.自兩次擴增之PCR產 

物混合並且使用作為第二回合的擴增之模板·，使用 

IF-RabG-S2+4.c（第 8B 圖 ‘，SEQ ID NO ： 32 ）以及 IF-H5dTm.r 

（第3C圖，SEQ ID NO：： 15）作為引子。將生成的片段與 

2X35S-CPMV HTNOS表現卡匣中之苜蓿草PDI信號肽對 

準框架·，使用來自 ClontechC Mountain View, CA）之 In-Fusion 

轉殖系統而轉殖於BeYDV+複製酶擴增系統。將基困構築體 

144以Sbft與Stul限制酶消化並用於In-Fusion組裝反應。 

基因構築體編號144為用於在CPMV HT為基礎之表現卡匣 

中的興趣基因之「In Fusionj轉殖至BeYDV擴增系統之受 
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體質體。它也併入於苜蓿草質體藍素基因啟動子與終止子下 

的IBSVP19沉默抑制子共同表現的基因構築體。此載體為 

以pCAMBIA為基礎之質體以及由左至右t-DNA邊界的序 

列係於第8J圖呈現（SEQEDNO：： 39）。載體144的示意圖 

係於第8K圖中呈現。給予生成的基因構築體編號1094 （第 

8L 圖，SEQ ID NO ： 40 ）。PDISP - Rab G- A/印尼/5/2005 H5 

TM+CT的胺基酸序列係展示於第81圖（ SEQ ID NO ： 38 ）。 

質體1094示意係展示於第8M圖。此基因構築體不編碼Ml
• 蛋白質。

範例5 ：：植物中摄合狂犬病蛋白質的表現

G蛋白質係與PDI Sp （基因構築體1071）融合而表現。 

基因構築體1074為狂犬病G蛋白質與PDI Sp以及H5A/ 

Indo TM+CT區域之融合。基因構築體1094為狂犬病G蛋 

白質與 BeYDV 4- rep, PDI Sp 以及 H5A/ Indo TM+CT 區域 

的融合。基因構築體1091為狂犬病G蛋白質與PDI Sp以及

• BeYDV + rep 的融合。

圓葉菸草（Nicotiana benthamiana）植物係從充滿商業 

的泥炭薛基質之平地中的種子生長。容許植物生長於16/8 
光照週期以及25°C a /20°C夜之溫度制度的溫室。在播種後 

三星期，將個別的植株挑選出來，移植於盆中並使其在相同 

環境條件下於溫室生長額外的三星期。

將以每個基困構築體（基因構築體1071、1071、1074、
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1091以及1094）轉染之農桿菌於以10 mM 嗎嚇）乙磺 

酸（MES）、20 ：μΜ乙醯丁香酮、50 ^g/ml康黴素以及25 

口g/ml卡本西林pH5.6補充的YEB培養基生長”直到它們 

達到OD60o介於0.6與1.6之間。將農桿菌懸浮.液在使用前 

離心並重新懸浮於滲透培養基（10 mM MgCk以及10 mM 

MES pH 5.6）並且於4。（3儲存隔夜。在滲透之曰·，將培養批 

次以2.5倍培養體積稀釋並在使用前使其回溫。將圓葉菸草 

整株植物在20-40 Torr真空下倒置於在一氣密的不銹鋼罐中 

之細菌懸浮液2分鐘。將植物返回溫室2-6日的培養期間直 

到收穫。除非另外指出”所有滲透係以·菌株AGL1/172以1 ■： 

1比率共同滲透而操作。

在培養之後“收穫植物的空中部分”於-80：C下冷凍並 

粉碎成片狀。經由在三倍體積的冷50mM TrispH 8.0 > 0.15 

MNaCl、0.1% Triton X-100以及1 mM苯基·甲磺醯氟中將每 

個冷凍粉碎的植物材料樣品均質化（Polytron）以萃取總可 

溶性蛋白質。在均質化作用之後”將泥漿狀物於4°C以10,000 

g離心10分.鐘並且將這些澄清的粗萃取物（上清液）保存 

用於分析。

澄清的粗萃取物之總蛋白質含量係經由Bradford試驗 

（Bio-Rad, Hercules, CA）測定，使用胎牛血清白蛋白作為 

參考標準品。經由SDS-PAGE分離蛋白質並且電轉移至用於 

免疫偵測之聚二氟乙烯（PVDF）膜（Roche Diagnostics 

Corporation, Indianapolis, IN）。在免疫墨點法之前，將膜以 
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5%脫脂牛奶以及在 Tris 緩衝液（Tris-buffered saline, IBS-T ） 

中之0.1% Tween-20於4°C遮蔽16-18小時。

經由在TBS-Tween 20 0.1%中之2%脫脂牛奶中的 

0.5ug/ul之Santa Cruz SE-57995 —級抗體培養以操作免疫墨 

點法。化學發光偵測係於培養之後以在TBS-Tween 20 0.1% 

之2%脫脂牛奶中以1 : 10,000稀釋之與過氧化酶共輛的山 

羊抗-老鼠JIR » 115-035-146二級抗體進行。免疫反應複合 

體係由使用發光胺（luminol）作為基質（Roche Diagnostics

• Corporation ）之化學發光而偵測。

如同第8N圖中顯示的，狂犬病G蛋白質係以與PDI Sp 

（基因構築體1071）、BeYDV + rep （基因構築體1094或 

1091）、H5A/ Mo TM+CT區域（基因構築體1074）或其 

組合融合而表現。

範例6 ：：嵌合狂犬病G蛋白質組裝至類病毒顆粒

亦評估植物中嵌合狂犬病G蛋白質在缺乏核心或基質

• 蛋白質下組裝至VLP的能力。將來自使用基因構築體1074 

或基因構築體1094轉化之植物的蛋白質萃取物澄清並且施 

以凝膠過濾層析法接著使用Santa Cruz SE-57995 一級抗體 

進行狂犬病G含量洗滌餾分之分析。在第80圖中表示的西 

方墨點法顯示在來自經滲透之植物的萃取物中，對使用基因 

構築體1074生產之蛋白質，洗滌餾分中嵌合狂犬病G含量 

的波峰位於餾分8至14，以及使用基因構築體1094製備之 
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蛋白質萃取物物大部分蛋白質於餾分8至12洗滌出之餾 

分”表示它們以大於2百萬道爾頼(dalton)之極高分子量 

結構組裝。這些結果顯示狂犬病G組裝至高分子量結構大 

小超過同源三聚體所期望的之分子量大小。

第9A圖顯示由基因構築體1074表現之:純化狂犬病G 

蛋白質之免疫.墨點分析。第9B圖顯示衍生.自基因構築體 

1074的表現之純化狂犬病G蛋白質VLP的穿透式電子·顯微 

鏡圖片r其顯示VU＞形態。

因此r狂犬病G委農桿菌滲透之植物中以高量累積並 

且在缺乏核心或基質蛋白質下組裝至類病毒顆粒。這些結果 

亦證實流感HA之TM/CT區域至非流感抗原例如狂犬病G 

蛋白質的融合足以組裝並釋出呈現非流感抗原之Μ况。

範例7 ：：表現卡匣與SARS之組裝

B-2X35S-CPMV Η「嚴重急性呼吸道症候群病毒醺蛋 

白S (SARS Gs) +Η5 A/印尼/5/2005穿膜區域以及胞質尾 

(TM+CT) -NOS (基因構築體編號916 :;第12A、12F圖) 

將融合至H5 A/印尼/5/2005之穿膜以及胞質區域之編 

碼SARS醺蛋白S (SARS gS)膜外區域的序列使用由 

Darveau et al. (Methods in Neuroscience 26: 77-85 (1995))呈 

現的以PCR為基礎之接合方法轉殖至如下的 

2X35S-CPMV-HT表現系'統。在PCR的第一回合，將包含 

SARS gS膜外區域而不帶原生穿膜以及胞質區域的片段使 
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用引子 IFwtSp-SARSgS.c （第 12B 圖"SEQ ID NO：： 26）以 

及 IF出5dTm+SARSgS.r （第 12C 圖，SEQ ID NO : 27） # 

增5使用合成的SARS gS基因（與來自Genebank登錄號 

AY278741.1 之 nt2149225259 相對應：第 12D 圖·，SEQ ID 

NO : 28）作為模板。將包含H5 A/E卩尼/5/2005之穿膜以及 

胞質區域的第二片段使用引子SARSgS+H5dTm.c （第12E 

圖，SEQ ID NO : 29 ）以及 IF-H5dTm.r （第 3C 圖，SEQ ID 

NO：： 15）擴增，使用基因構築體編號972 （對於基因構築體

• 編號 972 序列見 W02010/003225 之第 94 圖，SEQ ED NO : 

134 ·，將其以引用的方式併入本文）作為模板。然後將來自 

兩次擴增之PCR產物混合並且使用作為第二回合的擴增之 

模板，使用 IF-wtSp-SARSgS.c （第 12B 圖，SEQ ID NO ：： 26） 

以及 IF-H5dTm.r （第 3C 圖，SEQ ID NO : 15）作為引子。 

再將第二次PCR的產物以Apal與Stul消化並轉殖至以Apal 

以及Stul限制酶消化之基因構築體編號995（第1F圖，SEQ 

ID NO : 6）。給予生成的基因構築體編號916 （第12F圖，

• SEQ ID NO : 30） ° SARS gS - A/印尼/5/2005 H5 TM+CT 的

胺基酸序列係展示於第12G圖（SEQIDNO：31）。質體916 

示意係展示於第12A圖。此基因構築體不編碼Ml蛋白質。

範例8 ：在植物中嵌合SARS具有與不具有生產增強因 

子之表現實驗

使用包含SARS gS基因具有野生型信號肽以及H5A/
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Wo穿膜以及胞·質尾區域之基.因構築-體轲6表現SARS蛋白 

質。

圓葉菸草(Nicatiana benthamiana )植物係從充滿商業 

的泥炭韓基質之平地中的種子生長。容許植物生長於16/8 

光照週期以及25°C S/20C夜之溫度制度的溫室。在播種後 

三星期“將個別的植株挑選出來·，移植於盆中並使其在相同 

環境條件下於溫室生長額外的三星期。

將以每個基困構築·體(基因構築體916)轉染之農桿菌 

於以10mM2-(N-嗎嚇)乙磺酸(MES)、2O卩Μ 乙醯丁香酮、 

50 :瞄/ml康黴素以及25卩g/ml卡本西林.pH5..6補充的YEB 

•培養基生長直到它們達到QD6oo介於0.6與1-6之間-。將農 

桿菌.懸浮:液在使用前離心並重新懸浮於滲透培養基(10 mM 

MgCl2以及10 mM MBS pH 5:6 )並JL於4°C儲存隔夜。在 

滲透之曰·，將培養批次以2.5倍培養體積稀釋並在使用前使 

其回溫。將圓葉菸草整株植物在20-40Torr真空下倒置於在 

一氣密的不銹鋼罐中之細菌一懸浮液2分鐘。將植物返回溫 

室2-6日:的培養期間直到收穫。除非另外指出-，所有滲透係 

以菌株AGL1/172以1 ：： 1比率之共同滲透而操作。

在培養之後，收穫植物的空中部分，於・80°C下冷凍並 

粉碎成片狀0經由在三倍體積的冷50 mM Tris pH 8.0、0.15 

M NaCl、0.1 % Triton X-l 00以及1 mM苯基甲磺醯氟中將每 

個冷凍粉碎的植物材料樣品均質化(Polytron)以萃取總可 

溶性蛋白質。在均質化作用之後，將泥漿狀物於4°C以10,000 
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g離心io分鐘 並且將這些澄清的粗萃取物(上清液)保存 

用於分析。

澄清的粗萃取物之總蛋白質含量係經由Bradford試驗 

(Bio-Rad, Hercules, CA)測定，使用胎牛血清白蛋白作為 

參考標準品。經由SDS-PAGE分離蛋白質並且電轉移至用於 

免疫偵測之聚二氟乙烯(PVDF )膜(Roche Diagnostics 

Corporation, Indianapolis, IN)。在免疫墨點法之前，將膜以 

5%脫脂牛奶以及在 Tris 緩衝液(Tris-buffered saline, TBS-T ) 

中之0.1% Tween-20於4C遮蔽16-18小時。

經由在TBS-Tween 20 0.1%中之2%脫脂牛奶中以2 

ug/ul之hngenex. IMG-690 一級抗體操作免疫墨點法。化學 

發光偵測係於培養之後以在 TOS-Tween 20 0.1%之2%脫脂 

牛奶中以1:10,000稀釋之與過氧化酶共瓠的老鼠抗-兔 

IgG，JIR，115-035-144二級抗體進行。免疫反應複合體係 

由使用發光胺(luminol )作為基質(Roche Diagnostics 

Corporation)之化學發光而偵測。

第12H圖顯示在煙草中的嚴重急性呼吸道症候群 

(SARS)病毒蛋白質S表現之免疫墨點分析。觀察基因構 

築體916 (帶有野生型信號肽以及H5A/ Ind。穿膜以及胞質 

尾區域之SARS gS基因)的表現。

範例9 :表現卡匣與VZV蛋白質之組裝

A-2X35S-CPMV HT-水痘帶狀疱疹病毒醵蛋白E

71



1526539

（VZVgE ） +H5 A/印尼/5/2005穿膜區域以及胞質尾 

（TM+CT ） -NOS （基因構築體編號946 ）

將融合至H5 A/印尼/5/2005之穿膜以及胞質區域之編 

碼VZV糖蛋白E（VZV.gE）膜外區域的序列使用由Darveau 

et:al. （ Methods in Neuroscience 26: 77-85 （1995））呈現的以 

PCR為基礎之接合方法轉殖至如下的2X35.S-CPMV-HT表 

現系統。在PCR的第一回合·，將包含VZV gE膜外區域而 

不帶原生穿膜以及胞質區域的片段使用引子IF- 

wtSp-VZV.gE.c （第 10A 圖，SEQ ID NQ ：： 20 ）以及 

IF-H5dTm+VZVgE.r （第 10B 圖，SEQ ID NO ：： 21）擴增， 

使用合成的VZV gE基因（與來言-Genebank登錄號 

ΑΥΌ13752.1 之nt3477・5348 相對應:;第 10C 圖，、SEQIDNO： 

22）作為模板。將包含H5 A/壬卩尼/5/2005之穿膜以及胞質區 

域的第二片段使用引子VZNgE+H5dTm.c （第10D圖，SEQ 

ID NO ： 23 ）以及 IF-H5dTin.T （第 3C 圖，SEQ ID NO： 15） 

擴增·，使用基因構築體編號972 （對於基因構築體編號972 

序列見 WO 2010/003225 之第 94 圖，SEQ Π） ΝΌ ：： 134，將 

其以引用的方式併入本文）作為模板。然後將來自兩次擴增 

之PCR產物混合並且使用作為第二回合的擴增之模板，使 

用 ff-wtSp-VZVgE.c （第 10A 圖，SEQ ID NO ： 20）以及 

IF-H5dTm.r （第 3C 圖，SEQ ID NO ：： 15 ）作為引子。再將 

第二次PCR的產物以Apal與Stul消化並轉殖至以Apal以 

及Stul限制酶消化之基因構築體編號995（第1F圖，SEQID
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NO '： 6）0給予生成的基因構築體編號946 （第A5圖，SEQ 

.ID NO : A5 ）。VZV gE- A/印尼/5/2005 H5 TM+CT 的胺基酸 

序列係展示於第10F圖（SEQIDNO： 25）。質體946示意 

係展不於第10G圖。此基因構築體不編碼Ml蛋白質。

範例10 :植物中之嵌合VZV蛋白質表現

使用基因構築體946展示水痘帶狀疱疹病毒（VZV） E 

蛋白質的表現，其包含帶有野生型信號肽以及H5A/ Indo
• TM+CT區域之VZV gE基因。

圓葉菸草（Nicotiana benthamiana）植物係從充滿商業 

的泥炭薛基質之平地中的種子生長。容許植物生長於16/8 
光照週期以及25°C a /20°C夜之溫度制度的溫室。在播種後 

三星期，將個別的植株挑選出來，移植於盆中並使其在相同 

環條件下於溫室生長額外的三星期。

將以每個基困構築體（基因構築體946）轉染之農桿菌 

於以10mM2-（N-嗎嚇）乙磺酸（MES）'2O μΜ乙醯丁香酮、

• 50 gg/ml康黴素以及25 μg/ml卡本西林pH5.6補充的YEB 

培養基生長，直到它們達到OD6oo介於0.6與1.6之間。將 

農桿菌懸浮液在使用前離心並重新懸浮於滲透培養基（10 

mMMgCh以及lOmMMES pH 5.6）並且於4°C儲存隔夜。 

在滲透之日，將培養批次以2.5倍培養體積稀釋並在使用前 

使其回溫。將圓葉菸草整株植物在20-40 Torr真空下倒置於 

在一氣密的不銹鋼罐中之細菌懸浮液2分鐘。將植物返回
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温室)6日的培養期間直到收穫。除非另外捲出”所有滲透 

係以菌株AGL1/172以1： 1比率之共同滲透而操作。

在培養之後，·收穫植物的空中部分”於-80°C下冷凍並 

粉碎戒片狀。經也在三倍體積的冷50 mM Tris pH 8.0 - 0.15 

MNaCl、0.1% TritonX-l00以及1 mM苯基甲磺醯氟中將每 

個冷凍粉碎的植物材料樣品均質化(Polytron)以萃取總可 

溶性蛋白質。在均質化作用之後·，將泥漿狀物於4°C以10,000 

£離心10分鐘並且將這些澄清的粗萃取物(上清液)保存 

用於分析。

澄清的粗萃取物之總蛋白質含量係經由Bradford試驗 

(Bio-Rad, Hercules, CA).測定”使用胎牛血:清白蛋白作為 

參考標準品。經由SDS-PAGE分離蛋白質並且電轉移至用於 

免疫偵測之聚二氟乙烯(PVDF)膜(Roche Diagnostics 

Corporation, Indianapolis, IN) °在免疫墨點法之前"將膜以 

5%脫脂牛奶以及在 Tris 緩衝液( Tris-buffered saline, TBS-T ) 

中之0.1% Tween-20於4°C遮蔽16-18小時°

經由在TBS-Tween 20 0.1%中之2%脫脂牛奶中以1 

ug/ul 之老鼠mAb 抗-VZVgE 蛋白質(abeam, ab52549)作 

為一級抗體以操作免疫墨點法。化學發光偵測係於培養之後 

以TBS-Tween 20 0..1%之2%脫脂牛奶中以1:10,000稀釋 

之與過氧化酶共甄的山羊抗-老鼠，JIR” 115-035-146作為二 

級抗體進行。免疫反應複合體係由使用發光胺(luminol)作 

為基質(Roche Diagnostics Corporation )之化學發光而偵測。
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第11A圖於第7・9道顯示來自基因構築體946之水痘帶 

狀疱疹病毒(VZV) Ε蛋白質表現之免疫墨點分析(分別為 

20、10以及2卩g萃取物)。第1至5道，陽性控制組-重組 

VZV gE “分別為500、100、50、10以及5 ng :;第6道為陰 

性控制組。

亦評估植物中嵌合VZV E蛋白質在缺乏核心或基質蛋 

白質下組裝至VLP的能力。將來自使用基因構築體946轉 

化之植物的蛋白質萃取物澄清並且施以凝膠過濾層析法接 

. 著使用老鼠mAb抗VZVgE蛋白質(abeam, ab52549) —級

抗體進行VZV E蛋白質洗滌餾分之分析。在第11B圖中表 

示的西方墨點法顯示在來自經滲透之植物的萃取物中，嵌合 

VZVE蛋白質洗滌餾分的波峰位於餾分10至13 ,表示VZV 

E蛋白質以大於2百萬道爾頓(dalton)之極高分子量結構 

組裝。這些結果顯示VZV E蛋白質組裝至高分子量結構大 

小超過同源三聚體所期望的之分子量大小。.

因此ΎΖν Ε蛋白質以高量累積於農桿菌滲透之植物並 

• 且於缺乏核心或基質蛋白質下組裝至類病毒顆粒。這些結果

亦顯不將流感ΗΑ之TM/CT區域融合至非流感抗原例如 

VZVE蛋白質足以組裝並釋出呈現非流感抗原的VLP。

範例11.表現卡匣與嵌合伊波拉病毒醺蛋白(GP)之 

組裝

A-2X35S-CPMV HT-PDISP-薩伊伊波拉病毒 GP
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（EboGP ） +Ή5 A/邱尼/5/2005穿膜區域以及胞質尾 

（TM+CT） -NOS （基因構築體編號1366）

將融合至H5 A/印尼/5/2005之穿膜以及胞質區域之編 

碼來自病毒株薩伊1995之伊波非病毒.醺蛋白（GP）膜外區 

域:的序列使用由 Darveau et al. （ Methods in Neuroscience 26.: 

77-85 （1995））呈現的以PCR為基礎之接合方法轉殖至如下 

在包含質體藍＜-P19-質體藍素表現卡匣中之2X3 5 S-CPMV 

HT-PDISP-NOS表現系.統。伊波拉GP基因是由野生型基因 

序列對密碼子使用以及對GC含量最佳化（與來:自Genebank 

登錄號AY354458之nt 6039-8069相對應）。再將隱蔽剪接 

位點、ShineDelgamo序列、RNA去穩定序列以及原核生物 

核糖體進入位點由最佳化序列移除以避免不想要的結構或 

序列。在PCR的第一回合。將包含編碼膜外區域（不帶信 

號肽、穿膜以及胞質區域）序列之最佳化GP基因的片段使 

用引子 IF-Opt_EboGP.s2+4c （第 13A 圖 ” SEQ ID NO ：： 43） 

以及 H5iTMCT4-Opt_EboGP.r （第 13B 圖 ” SEQ ID NO ：： 44 ） 

擴增,，以合成的GP基因（第13C圖，SEQ ED NO ：： 45 ）作 

為模板。將包含來自流感A/印尼/5/2005之H5之穿膜以及 

胞質區域的第二片段使用引子Opt_EboGP+H5iTMCT.c （第 

13D 圖，SEQ ID NO ： 46）以及 IF-H5dTm.T （第 3C 圖，SEQ 

ID NO： 15）擴增，使用基因構築體編號972 （對於基因構 

築體編號972序列見WO 2010/003225之第94圖，SEQ ED 

NO ： 134,將其以引用的方式併入本文）作為模板。然後將 
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來自兩次擴增之PCR產物混合並且使用作為第二回合的擴 

增之模板，使用 IF-Opt_EboGP. s2+4c （第 13A 圖，SEQ ID 

NO ： 43 ）以及 IF-H5dTm.T （第 3C 圖，SEQ ID NO ■： 15 ）作 

為引子。使用來自 Clontech（ Mountain View, CA ）之 In-Fusion 

轉殖系統，將生成的PCR產物與卡匣中苜蓿草PDI信號肽 

對準框架而轉殖至2X35SCPMVHT-NOS表現系統。將基困 

構築體Π92 （第13E圖）以SacII與Stul限制酶消化並用於 

In-Fusion組裝反應。基因構築體編號1192為用於在CPMV

• HT為基礎之表現卡匣中與苜蓿草PDI信號肽對準框架之興 

趣基因的「In Fusion」轉殖至BeYDV擴增系統之受體質體。 

它也併入於苜蓿草質體藍素基因啟動子與終止子下的TBSV 

P19沉默抑制子共同表現的基因構築體。此載體為以 

pCAMBIA為基礎之質體以及由左至右t-DNA邊界的序列係 

於第13F圖呈現（SEQ ID NO ： 47）。給予生成的基因構築 

體編號1366 （第13G圖，SEQ ID NO 48）。來自薩伊95 

之 PDISP-GP 伊波拉 virus-H5 TM+來自 A/印尼/5/2005CT 的
• 胺基酸序列係展示於第13H圖（SEQIDNO：49）。質體1366 

示意係展示於第131圖。

範例12.植物中之嵌合伊波拉病毒GP的表現

使用包含帶有野生型信號肽以及H5A/ Indo TM+CT區 

域之EV GP基因的基因構築體1366示例伊波拉病毒（EV） 

醺蛋白（GP）之表現。
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圓葉菸草（Niconana benthamiana）植物係從充滿商業 

的泥炭薛基質之平地中的種子生長。容許植物生長於16/8 

光照週期以及25C 0 /20°C夜之溫度制度的溫室。在擔種後 

三星期“將個別:的植株挑選出來”移植於盆中並使其在相同 

環境條件下於溫室生長額外的三星期。

將以每個基困構築體（基因構築體946）轉染之農桿菌 

於以10mM2-（N-嗎嗽）乙磺酸（MES）、20卩Μ乙醯丁香酮、 

50卩g/ml康黴素以及25共g/ml卡本西林pH5.6補充的YEB 

培養基生長直到它們達到OD60o介於0-6與1.6之間。.將 

農桿菌懸浮液在德用前離心並重新懸:浮於滲透培養基（1。 

mM MgCl2以及10 mM MES pH 5.6 ）並且於4°C儲存隔夜° 

在滲透之日,，.將培養批次以2.5倍培養體積稀釋並在使用前 

使其回溫。將圓葉菸草整株植物在20-40 Torr真空下倒置於 

在一氣密的不銹鋼罐中之細菌懸浮液2分鐘。將植物返回 

温室2-6 9 .的培養期間直到收穫。除非另外指出「所有滲透 

係以菌株AGL1/172以「： 1比率共同滲透而操作。

在培養之後，收穫植物的空中部分'於-80°C下冷凍並 

粉碎成片狀。經由在三倍體積的冷50mMTrispH8.0 Ό.15 

M NaCl Ό.1% Triton X-l00以及1 mM苯基甲磺醯氟中將每 

個冷凍粉碎的植物材料樣品均質化（Polytron）以萃取總可 

溶性蛋白質。在均質化作用之後，將泥漿狀物於4°C以10,000 

g離心10分鐘並且將這些澄清的粗萃取物（上清液）保存 

用於分析。
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澄清的粗萃取物之總蛋白質含量係經由Bradford試驗 

(Bio-Rad, Hercules, CA)測定，使用胎牛血清白蛋白作為 

參考標準品。經由SDS-PAGE分離蛋白質並且電轉移至用於 

免疫偵測之聚二氟乙烯(PVDF )膜(Roche Diagnostics 

Corporation, Indianapolis, IN)。在免疫墨點法之前，將膜以 

5%脫脂牛奶以及在Tris緩衝液(Tris-buffered saline, TBS-T ) 

中之0.1% Tween-20於4°C遮蔽16-18小時。

經由在TBS-Tween 20 0.1%中之2%脫脂牛奶中以150
• ng/ml之親和力純化之兔抗-伊波拉GP薩伊(IBT Bioservices, 

0301-012)作為一級抗體操作免疫墨點法。化學發光偵測係 

於培養之後以與過氧化酶共甄的山羊抗兔二級抗體(JIR 

11-035-144) » 將其在 TBS-Tween 20 0.1%之 2%脫脂牛奶中 

以1 ：： 7500稀釋而進行。免疫反應複合體係由使用發光胺

(luminol)作為基質(Roche Diagnostics Corporation)之化 

學發光而偵測。第13J圖顯示在來自以基因構築體編號1366 

轉形的植物之蛋白質萃取物中的嵌合伊波拉病毒GP表現的

• 免疫墨點分析。獲得的結果顯示嵌合伊波拉GP係暫時性地 

表現。

將所有引用以此方式併入以作為參考。

本發明已關於一或更多具體實施例而描述。然而對 

於本領域之技術人員而言，在不悖離如同申請專利範圍中所 

定義之本發明範圍下可作出數個改變與修飾將是明顯的。
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【圖式簡章說明J

本發明的這些與其他特徵從下列對所附圖示作出參照 

的描述中將變得更顯著，其中：

第1:圖顯示數個核昔酸以及胺基酸序列，以及才艮據本發 

明的各個具體實施例的表現卡匣。

第1A圖顯示HIV ConSACFI ^共同核酸序列（原生信 

號肽以粗體、原生穿膜以及胞質區域以底線）。第1B圖顯示 

寡核昔酸IF-知aLSpPDLc的核昔酸序列。:第1C圖:顯示寡 

核普酸SpPDI-HIV gpl45.r的核昔酸序列。第ID圖顯示寡 

核昔酸IF-'SpPDI-gp 145.c的核昔酸序列"。；第1Έ遛-顯不寡核 

普酸WtdTm-gpl45.r 核昔酸序列。'第呻圖顯示表現卡匣 

編號995，從Pad （啟動子上游）至Asci （緊接NOS .終止 

子的下游）。消除的Sbfl限制位點為粗體。PDISP-HIV ConS 

ACFI下加底線。第1G圖顯示PDISP-HIV ConS ACFI 胺 

基酸序列。第圖顯示基因構築體編號995 ：的示意圖。

第2圖顯示數個核昔酸以及胺基酸序列·，以及根據本發 

明的各個具體實施例的表現卡匣。第2A :圖顯示寡核昔.酸 

IF-H3 dTm+gp 145.T的核昔酸序列。第2Β圖顯示寡核昔酸 

Gpl45+H3dTm.c的核昔酸序列。第2C圖顯示寡核昔酸 

H3dTm.r的核音酸序列。第2D圖顯示表現卡匣編號997 ·， 

從Pad （啟動子上游）至Asci （緊接NOS終止子的下游）。 

消除的Sbf［限制位點是粗體。PDISP-HIV Con S ACFI-A/布 

利斯班/10/2007 H3 TM+CT下加底線。第2E圖顯示
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PDISP-HIV ConS Μ「Ι-Α/布利斯班/10/2007 Η3 TM+CT 的 

胺基酸序列。第2F圖顯示基因構築體編號997的示意圖。

第3圖顯示數個核昔酸以及胺基酸序列·，以及根據本發 

明的各個具體實施例的表現卡匣。第3A圖顧示寡核普酸 

IF-H5dTm+gpl45.r的核昔酸序列。第3B圖顯示寡核普酸 

Gpl45+H5dTm.c的核昔酸序列。第3C圖顯示寡核昔酸 

IF-H5dTm.T的核昔酸序列°第3D圖顯示表現卡匣編號999, 

從PacI （啟動子上游）至Asci （緊接NOS終止子的下游）。 

消除的Sbfl限制位點是粗體。PDISP-HEV ConS △CFLA/印 

尼/5/2005 H5 TM+CT下加底線。第3E圖顯示PDISP-HIV 

ConS △CFLA/印尼/5/2005 H5 TM+CT的胺基酸序列。第3F 

圖顯示基因構築體編號999.的示意圖。

第4圖顯示根據本發明的各個具體實施例的胺基酸序 

列以及數個表現卡匣。第4A圖顯示表現卡匣編號172 ·，從 

Xmal （質體藍素啟動子之上游）至EcoRI （緊接質體藍素終 

止子的下游）° IBSVP19核酸序列下加底線。第4B圖顯示 

TBSV P19沉默抑制子的胺基酸序列。第4C圖顯示基因構 

築體編號172的示意圖。

第5圖顯示如同本文描述表現之嵌合HIV Env基因的示 

意圖。

第6圖顯示在以農桿菌轉殖之菸草（Nicotiana 
benthamiana'）葉中的HIVEnv蛋白質表現之西方墨點分析。 

第 1 至 4 道，重組 HIV-1 gpl60 （ab68171 ），分別為 100、
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50、10與5 ug，於由模擬滲透植物萃取之20 μg葉蛋白質 

（陽性控制組）中。第5道，來自模擬滲透植物之20瞄蛋 

白質（陰性控制組）。第6至8道，從AGL1/995-.滲透的葉 

中萃取的蛋白質（分別為20 pg、10昭與2 pg -，由模擬滲 

透植物萃取之葉蛋白質完成至20昭）。第9與10道,，從 

AGL1/997-滲透的葉中萃取的蛋白質（分别為20催 與10 

峥，由模擬滲透植物萃取之葉蛋白質完成至20卩£）。第11 

與12道，從AGL1/999-滲透的葉中萃取的蛋白質（分別為 

20 ：瞄與10 ：瞄，由模擬滲透植物萃取之葉蛋白質完成至20 

:曜）。

第7圖顯示經由尺寸排阻色層分析法（size Exclusion 

chromatography ）之HIV Con'S ACFI-衍生.結構之特徵。將生 

產Env/H5嵌合蛋白質、從以AGL1/999滲透的葉萃取之蛋 

白質經由凝膠過濾法於經校正之S-500高解析管柱分離。（Α） 

經由使用抗gpl20抗體之免疫偵測發現洗滌餾分的HIV Env 

蛋白質含量。第1至4道，重.組物HIV1 gpl60 （*68171），， 

分別為100、50、10與5 ng ·，於模擬滲透植物萃取之20瞄 

葉蛋白質（陽性控制組）中。第5道，從模擬滲透植物萃取 

之20卩g蛋白質（陰性控制組）。第6道，從AGL1/999-滲透的 

葉中萃取的蛋白質20卩g。第7至18道，來自凝膠過濾層析 

法的洗滌餾分7至18°（B）來自凝膠過濾層析法的洗滌餾分 

7至18之相對蛋白質含量。

第8A圖顯示基因構築體編號1074的示意圖。（於包含
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質體藍素Pl9-質體藍素沉默·抑制劑之載.體的C-2X35S-狂犬 

病醺蛋白G （RabG） +H5 A/印尼/5/2005穿膜區域與胞質尾 

（TM+CT ） -NOS ）。第 8B 遛顯示引子 IF-RabG-S2+4.c （ SEQ 

ID NO ： 32 ）。第 3C 圖顯示引子 RabG+H5dTm.T（ SEQ IDNO: 

33 ）。第8D圖顯不合成的Rab G基因（與來自Genebank登 

錄號EF206707的nt 3317-4891對應；原生信號肽以題體、 

原生穿膜以及胞質區域下加底線:；SEQ ID NO ·： 34 ）。第8E 

圖顯示引子IFH5dTm.c （ SEQ IDNO ： 35 ）。第8#圖由左而 

右癩不基因構築,體141 t-DNA （下加底線）。具有質體藍 

素F19-質體藍素.沉默抑制劑表現卡匣的 

2X35S-CPMV-HT-PDISP-NOS 表現系統（SEQ ID NO ： 36 ）。 

第8G·圖顯示基因構築體編號141的示意圖。用於質體線性 

化的Sbfl與Stul限制酵素位點註明於圖示。第8H圖顯示表 

現卡厘編號1074由2X35.S啟動子至NOS終止子的序列。 

PDISP-Rab G -A/印尼/5/2005 H5 TM+CT 下加底線。（SEQ ID 

NO ： 37）。第 «I 圖顯示 PDISPRab G- A/印尼/5/2005 H5 

TM+CT的胺基酸序列（SEQ ID NO ： 38）。第8J圖由左而 

右顯示基因構築體144 t-DNA核昔酸序列（下加底線）。具 

有質體藍素P19-質體藍素沉默抑制劑表現卡匣之2X35S- 

CPMV-HI^PDISP-NOS 至 BeYDV + 複製酶表現系統（SEQ 

ID NO ： 39）。第8K圖顯示基因構築體144的示意圖。用於 

質體線性化的Sbfl > Stul限制酵素位點註明於圖示。第8L 

圖顯示表現卡匣編號1094的核普酸序列由右至左BeYDV
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L1R.PDISP-Rab (G-Α/ίρ ^/5/2005 H5 ΊΜ+'CTT 加底線(SEQ 

IDNS40)。第棚L圖顯示基因構築體編號1094却示意圖。 

第個顯示楂物中狂犬病<G蛋白質表現之免疫墨點分析。 

狂犬病G蛋白質滌與PBI Sp (基因構築體1071 )-BeYDV + 

rep、H5A/ Indo TM+CT區域或其組合融佥而表現。更具體 

地，基因構築體1074為狂犬病G蛋白質與PDI Sp以及H5A/ 

Indo ΊΜ+CT區域之融合。基因構築體1094 .為狂犬濾G蛋 

白質與 BeYDV + τ£ρ、PDI Sp 以及 H5A/ Indo ΊΜ+CT 區域 

之融合。基因構築龍1Ό91為狂犬璃焰蛋白質與PDISp以及 

BeYDV +瑯 之融合。第80圖顯示由基因構築體1074與基 

因構築體1094表現之蛋白質的濃縮舆澄清萃取物的尺寸却 

阻色層分析法免疫墨點分析9

第9A圖顯示由基因構築體1074表現的純化狂犬病G 

蛋白質之免疫墨點分析。第.9B圖顯示衍生自基因構築體 

1074表現的純化VLP之穿透式電子顯微鏡圖片。

第10圖顯示製備A-2X35S-水痘帶狀疱疹病毒醺蛋白E 

(VZVgE) +H5 A/印尼/5/2005穿膜區域以及胞質尾 

(TM+CT) ・NOS (基因構築體編號946)的順序。第10A 

圖顯示引子 IF-wtSp-VZVgE. c ( SEQ ID NO 20)；第 1 OB 圖 

顯示引子 IF-H5dTm+VZVgE.r (SEQ IDNO< 21)。第 10C 

圖顯示合成的VZV Ge基因(SEQ ID NO ： 22 ；與來自 

Genebank 登錄號 AY013752.1 的 nt 3477-5348 對應)(原生 

信號肽以粗體、原生穿膜以及胞質區域下加底線)。第iod 
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圖顯示 VZMgE·田SdTmc 的引子（SEQ ID NO ： 23 ）。第 10E 

圖顯示表現卡匣編號946 （ SEQ ID NO ： 24 ），由PacI （啟動 

子之上游）至Asci （緊接NOS終止子的下游）ο VZV gE-A/ 

印尼/5/2005斑5 TM+CT下加底線。第10F圖顯示VZV gE- 

A/印尼/5/2005 H5 TM+CT .的胺基酸序列（SEQ ID NO ： 25 ）。 

第10G圖顯示基因構築體編號946之示意圖。

第UA圖顯示水痘帶狀疱疹病毒（VZV）E蛋白質表現 

之免疫墨一點分析。第1至5道·，童組VZV gE “分别為500、 

100'50-10與5理（陽性控制紐）。第6道由模擬滲透葉 

片之萃取物（陰性控制組）。第7-9道來自基因構築體946 

之重組蛋白”分別為20、10與2 .瞄萃取物。基因構築體946 

包含具有野生型信號肽與H5A/ Indo TM+CT區域之VZV gE 
基因。第Μ圖顯示粗萃取物（基因構築體946）尺寸排阻 

色層分析法之表現的免疫墨點分析。

第12Α圖顯示基因構築體編號916的示意圖（B-2X35S- 

嚴重急性呼吸道症候群病毒醺蛋白S （SARS gS） +H5 A/ 

壬卩尼/5/2005穿膜區域以及胞質尾（TM+CT） -NOS） °第 

12B 圖顯示引子 IF-wtSp-SARSgS.c （SEQ ID NO -： 26）。第 

12C 圖顯示引子 IF-H5dTm+SARSgS.T （ SEQ ID NO ： 27 ）。 

第12D圖顯示合成的SAKS gS基因（SEQ ED NO : 28 ；與 

來自 Genebank 登錄號 AY278741.1 的 nt 21492-25259 才目對 

應；原生信號肽以粗體、原生穿膜以及胞質區域下加底線）。 

第 12E 圖顯示引子 SARSgS-FH5dTm.c SEQ ID NO ： 29 ）。第
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12F瑯顯示表現卡匣編號916 （SEQ1DNG：3O）由Pad （敵 

動子之上游）至AsE （'緊接NQ.S終止子却下:游）之核昔酸 

序列 TARS gS-A/ip 尼/5/2005 H5 TM+CT 下加底線。第 J2G 

圖額示SARS gSA/ίρ^/5/2005 1H5 TM+CT的胺基酸序列 

（ SEQ IDNO ： 31）：。慕121H竭顯示嚴重急性呼吸道症候群 

（SAKS）病毒蛋白質S表現之免疫墨點分析:。基因構築體 

91-6包含具有野生型信號肽以及丑5 A/Indo穿膜以及胞質尾 

區域的书ARS Gs基因。.第T道來自模擬滲透的擅物萃取物 

（陰性控制組）。■弟2至4道”來自基珥構築體916的重組 

蛋白質（20、10以及5卩£之萃取绷）。

第 13A 圖顯示引子 IF-QpyEboGP.s244£ （SEQ ID NO 二 

43 ）的核昔酸序列：。穽 13B圖顯示引子 

H5iTMCT+Opt_EboGP.T （SEQIDNO ·： 44）由勺核昔酸序列。 

第13C圖顯示優化的合成GP基因之核音酸序列（對於野生 

型基因序列與來自Genbank登錄號 AY354458之nt 

6039-8069相對應。基因係針對密碼子使用以及GC含量、 

隱蔽剪接位點之刪.除、ShineDelgamo序列、RNA去穩定序 

列以及原核生物核糖麗進入位點優化）（原生信號肽以粗 

體、原生穿膜以及胞質區域下加底線）（SEQIDNO二45）。 

第 13D 圖顯示引子 opf EboGP+H5iTMCT-c （ SEQ ID NO : 

46）的核昔酸序列。第13E圖顯示基因構築體編號1192的 

示意圖。將用於質體線性化的SacU與Stul限制酵素位點註 

明於圖示。第13F圖顯示基因構築體編號1192從左至右核
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昔酸序列t-DNA遴界（下加底線）。具有質體藍素P19-質體 

藍素沉默抑制劑表現卡匣的2X35S/ CPMV -HT/PDISP/NOS 

（SEQ ID NO. 47）。第13G圖顯示表現卡匣編號1366從 

2X35S啟動子至NOS終止子之核昔酸序列。來自A/印尼 

/5/2005之薩伊95伊波牡病毒田5 TM+CT的PDISP-GP序列 

下加底線（SEQ ID NO：： 48）。第13H圖顯示來自A/印尼 

/5/2005之薩伊95伊波拉病毒-H5 TM+CT的PDISP-GP之胺 

基酸序列（SEQID NO..49）。第131圖顯示基因構築體編號 

1366的示意圖。第13J圖顯示伊波拉病毒醺蛋白（GP）蛋 

白質表現之免疫.墨點分析。將五百毫微克撓入由模擬滲透的 

植物萃取之20瞄蛋白質圧裝載作為陽性控制組（c+）。將 

由模擬滲透·的植物中萃取之二十微克蛋白質裝載作為陰性 

控制組（C-）。基因構築體編號1366包含帶有野生型信號肽 

以及H5A/IndoTM+CT區域之伊波拉病毒GP基因。括號中 

的教字表示使用於滲透接種物製備的起始細菌培養量。 

（200）表示將200 ml培養物以2,3 L滲透緩衝液混合，以 

及（400）表示將400ml培養物以2,1 L滲透緩衝液混合。

【主要元件符號說明］

HIV ：人類免疫缺陷病毒

Pad ：啟動子上游

Asci ：緊接NOS終止子的下游

NOS :胭脂胺酸合成酶
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PDISP二苜蓊草蛋白質雙硫異構酶

CT'胞·質尾.

TM :穿膜

Xmal二敵動子質麗藍素啟動子之上游

EcoRI:緊接質體薑素終止子的下游

IBSV：番茄叢矮璃毒

'SP "信號肽

PD卩編碼苜蓋草

Buy：戒BiEWConS &CFI

H3代:流感

RabG -狂犬病醺蛋白G

CPMV : 51豆叢紋病毒

BeYDV :豆類黃噱病毒

VZV二水痘帶狀疱疹病毒

VZVgE :水痘帶狀疱疹病毒醺蛋白E

SAR/S Gs :嚴重急性呼吸道症候群病毒醺蛋白'.S

SARS :最重急性呼吸道症候群

M：膜

EboGP :薩伊伊波拉病毒GP
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序列列表

<110> Medicago Inc.
D'Aoust, Marc-Andre 
Couture, Manon
Lavoie, Pierre-Olivier
Vezina, Louis-Philippe

<120>植物中類病毒顆粒生產

<130> V83777WO

<150> US 61/426,401
<151> 2010-12-22

<150> US 61/496,371
<151 > 2011-06-13

<160> 49 

<170> Patentin version 3 .5

<210> 1
<211> 2376
<212> DNA
<213> 人工序列

•
<220>
<223> HIV ConS ( delta ) CFI 之共同核·酸序列

<400> 1

atgcgcgtgc gcggcatcca gcgcaactgc cagcacctgt ggcgctgggg caccctgatc 60

ctgggcatgc tgatgatctg ctccgccgcc gagaacctgt gggtgaccgt gtactacggc 120

gtgcccgtgt ggaaggaggc caacaccacc ctgttctgcg cctccgacgc caaggcctac 180

gacaccgagg tgcacaacgt gtgggccacc cacgcctgcg tgcccaccga ccccaacccc 240

caggagatcg tgctggagaa cgtgaccgag aacttcaaca tgtggaagaa caacatggte 300
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gagcagatgc acgaggacat catctccctg Igggaccagt ccctga^cc Otgcgtgaag 360

ctgacccccc igtgcgtgac cctgaactgc accaacgtgaacgtgaccaa caccaccaac 420

aacaccgagg agaagggcga gatcaagaac Igctccttca acatcaccac cgagatccgc 480

gacaagaagc agaaggtgta cgccctgttc taccgcctgg acgtggtgcc catcgacgac 540

aacaacaaca actcctccaa ctaccgcctg atcaactgca acacctccgc catcacccag 600

咎ctgcccca aggtgtcctt cgagcccatc cccatccact:actgcgcccc cgccggcttc 660

gccatcctga agtgcaacga caagaagttc aacggcaccg jgcccctgcaa gaacgtgtcc 720 

accgtgcagt gcacccacgg catcaagccc gtggtgtcca cccagctgctjgctgaacggc 780 

tccctggccg aggaggagat catcatccgc tccgagaaca tcaccaacaa £gccaagacc 840 

atcatcgtgc agctgaacga gtccgtggag atcaactgca-cccgccccaa caacaacacc 900

cgcaagtcca tccgcatcgg ccccggccag gccttctacg ccaccggcga catcatcggc -960

gacatccgcc aggcccactg caacatctcc ggcaccaagt ggaacaagac cctgcagcag 1020 

gtggccaaga agctgcgcga gcacttcaac aacaagacca tcatcttcaa gccctcctcc 1080

ggcggcgacc tggagatcac cacccactcc ttcaactgcc .gcggcgagtt cttctactgc 1140

aacacctccg gcctgttcaa ctccacctgg atcggcaacg .gcaccaagaa caacaacaac 1200

accaacgaca ccatcaccct gccctgccgc atcaagcaga tcatcaacat gtggcagggc 1260

gtgggccagg ccatgtacgc cccccccatc gagggcaaga tcacctgcaa gtccaacatc 1320

accggcctgc tgctgaccc^ cgacggcggc aacaacaaca ccaacgagac cgagatcttc 1380 

cgccccggcg gcggcgacat gcgcgacaac tggcgctccg agctgtacaa gtacaaggtg 1440 

gtgaagatcg agcccctggg cgtggccccc accaaggcca agctgaccgt gcaggcccgc 1500 

cagctgctgt ccggcatcgt gcagcagcag tccaacctgc tgcgcgccat cgaggcccag 1560
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cagcacctgc tgcagctgac cgtgtggggc atcaagcagc tgcaggcccg cgtgctggcc 1620

gtggagcgct acctgaagga ccagcagctg ctggagatct gggacaacat gacctggatg 1680

gagtgggagc gcgagatcaa c2Hct3.ca.cc gacatcatct actccctgat ggaggagtcc 1740

cagaaccagc aggagaagaa cgagcaggag ctgctggccc tggacaagtg ggcctccctg 1800

tggaactggt tcgacatcac caactggctg tggtacatca agatcttcat catgatcgtg ] 860

ggcggcctga tcggcctgcg catcgtgttc gccgtgctgt ccatcgtgaa ccgcgtgcgc 1920

cagggctact cccccctgtc cttccagacc ctgatcccca -acccccgcgg ccccgaccgc ] 980

cccgagggca tcgaggagga gggcggcgag caggaccgcg accgctccat ccgcctggtg 2040

aacggcttcctggccctggc ctgggacgac ctgcgctccctgtgcctgtt ctcctaccac 2100

cgcctgcgcg acttcatcct gatcgccgcc cgcaccgtgg 耳gctgctggg ccgcaagggc 2160

ctgcgccgcg gctgggaggc cctgaagtac ctgtggaacc tgctgcagta ctggggccag 2220

.gagctgaaga actccgccat ctccctgctg gacaccaccg .ccatcgccgt ggccgagggc 2280

accgaccgcg tgatcgaggt ggtgcagcgc gcctgccgcg ccatcctgaa catcccccgc 2340

cgcatccgcc agggcctgga gcgcgccctg ctgtaa 2376

<210>
<211>
<212>
<213>

2
50
DNA
人工序列

<220>
<223> LF-Apal-SpPDI.c

2<400> 
tgcccaaatt tgtcgggccc atggcgaaaa acgttgcgat tttcggctta 50
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<210> 3
<211> 49
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> SpPDI-HIVgpMT

<400> 3
cacaggttct cggcggcgaa gatctgagaa ggaaccaaca caagaagag 49

<210> 4
<211> 45
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223> IF-SpPDyMc

<400> 4
tctcagatct tcgccgccga gaacctgtgg gtgaccgtgt actac 45

<210> 5
<211> 38
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223> WtTM-gpl45.T

<400> 5
cctttacagc agggcgcgct ccaggccctg gcggatgc 38

<210> 6
<211> 4155
<212> DNA
<213> 人工序列·

92



1526539

<220>
<223>表現卡匣編號995

<400> 6

ttaattaagtOgacaagctt gcatgccggt caacatggtg ^agcacgaca cacttgtcta 60

ctccaaaaat atcaaagata cagtctcaga agaccaaagg gcaattgaga cttttcaaca 120

aagggtaata tccggaaacc tcctcggatt ccattgccca gctatctgtc actttattgt 180

gaagatagtg .gaaaaggaag gtggctccta caaatgccat cattgcgata aaggaaaggc 240

catcgttgaa gatgcctctg ccgacagtgg tcccaaagat ggacccccac ccacgaggag 300

catc^tggaa aaagaagac  ̂ttccaaccac gtcttcaaag caagtggatt gatgtgataa 360

catggtggag CHcgacBcuc "ttgtctactc C33333tntc aaagatacag tctcagaaga 420

ccHHHgggca attgagactt ttc3HC333g _ggtaatatcc ggaaacctcc tcggattcca 480

ttgcccagct ^.tctgtcact ttattgtgaa gatagtggaa aaggaaggtg gctcctacaa 540

atgccatcat tgcgataaag gaaaggccat cgttgaagat gcctctgccg acagtggtcc 600

caaagatgga cccccaccca cgaggagcat cgtggaaaaa gaagacgttc caaccacgtc 660

ttcaaagcaa gtggattgat gtgatatctc cactgacgta agggatgacg cacaatccca 720

ctatccttcg caagaccctt cctctatata aggaagttca tttcatttgg agaggtatta 780

aaatcttaat aggttttgat aaaagcgaac gtggggaaac ccgaaccaaa ccttcttcta 840

3Hctctctct cHtctctctt H3Hgc33act tctctcttgt ctttcttgcg tgagcgatct 900

tcsacgttgt cagatcgtgc ttcggcacca gtacaacgtt ttctttcact gaagcgaaat 960

1020

cttgtcggtg tggtcttggg aaaagaaagc ttgctggagg ctgctgttca gccccataca 1Q80
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itacttgtta .cgattctgct gactttcggc gggtgcaata Ictctacttc tgcttgacga 1140

£gtattgttg cctgtacttc tttcttcttc ttcttgctga ttggttctat aagaaatcta 1200 

gtattttctt tgaaacagag ttttcccgtg gttttcgaac ttggagaaag attgttaagc 1260

itctgtatat tctgcccaaa tttgtcgggc ccatggcgaa aaacgttgcg attttcggct 1320

1380tattgttttc icttcttgtg ttggttcctt ctcagatctt cgccgccgag aacctgtggg

tgacc^tgtaOtac^gcgtg cccgtgtgga aggaggccaa caccaccctg ttctgcgcct 1440

ccgac^ccaa ggcctacgac accgaggtgc acaacgtgtg ^gccacccac ^cctgcgtgc 1500

ccaccgaccc caacccccag gagatcgtgc iggagaacgt tgaccgagaac Itcaacatgt 1560

ggaagaacaa catggtggag 礎a^gcacg aggacatcat ctccctgtgg gaccagtccc 1620

tgaagccct^ cgtgaagctg acccccctgt gcgtgaccct gaactgcacc aacgtgaacg 1680

tgaccaacac caccaacaac accgaggaga agggcgagat qa^gaactgc tccttcaaca 1740

tcaccaccga ^atccgcgac aagaagcaga aggtgtac^c .cctgttctac cgcctggacg 1800

tggtgcccat cgacgacaac aacaacaact cctccaacta ccgcctgatc aactgcaaca 1860

cctccgccat cacccaggcc igccccaagg tgtccttcga gcccatcccc atccactact 1920

gcgcccccgc cggcttcgcc atcctgaagt gcaacgacaa gaagttcaac ggcaccggcc 1980

cctgcaagaa cgtgtccacc gtgcagtgca cccacggcat caagcccgtg gtgtccaccc 2040

agctgctgct gaacggctcc ctggccgagg aggagatcat catccgctcc gagaacatca 2100

ccaacaacgc caagaccatc atcgtgcagc tgaacgagtc cgtggagatc aactgcaccc 2160

gccccaacaa caacacccgc aagtccatcc gcatcggccc cggccaggcc ttctacgcca 2220

ccggcgacat catcggcgac atccgccagg cccactgcaa catctccggc accaagtgga 2280

acaagaccct gcagcaggtg gccaagaagc tgcgcgagca cttcaacaac aagaccatca 2340
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tcttcaagcc ctcctccggc ggcgacctgg agatcaccac ccactccttc aactgccgcg 2400

gcgagttctt ctactgcaac acctccggcc tgttcaactc cacctggatc ggcaacggca 2460

ccctgatcga ggagtcccag aaccagcagg agaagaacga gcaggagctg ctggccctgg

ccaagaacaa caacaacacc aacgacacca tcaccctgcc ctgccgcatc aagcagatca 2520

tcaacatgtg gcagggcgtg ggccaggcca tgtacgcccc ccccatcgag ggcaagatca 2580

cctgcaagtc caacatcacc ggcctgctgc tgacccgcga cggcggcaac aacaacacca 2640

acgagaccga gatcttccgc cccggcggcg gcgacatgcg cgacaactgg cgctccgagc 2700

tgtacaagta caaggtggtg aagatcgagc ccctgggcgt ggcccccacc aaggccaagc 2760

tgaccgtgca ggcccgccag ctgctgtccg gcatcgtgca gcagcagtcc aacctgctgc 2820

gcgccatcga ggcccagcag cacctgctgc agctgaccgt gtggggcatc aagcagctgc 2880

aggcccgcgt gctggccgtg gagcgctacc tgaaggacca gcagctgctg gagatctggg 2940

acaacatgac ctggatggag tgggagcgcg agatcaacaa ctacaccgac atcatctact 3000

3060

acaagtgggc ctccctgtgg aactggttcg acatcaccaa ctggctgtgg tacatcaaga 3120

tcttcatcat gatcgtgggc ggcctgatcg gcctgcgcat cgtgttcgcc gtgctgtcca 3180 

tcgtgaaccg cgtgcgccag ggctactccc ccctgtcctt ccagaccctg atccccaacc 3240 

cccgcggccc cgaccgcccc gagggcatcg aggaggaggg cggcgagcag gaccgcgacc 3300

3360

gcctgttctc ctaccaccgc ctgcgcgact tcatcctgat cgccgcccgc accgtggagc 3420

tgctgggccg caagggcctg cgccgcggct gggaggccct gaagtacctg tggaacctgc 3480

3540
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itcgccgtggc:cgagggcacc gaccgcgtgalcgaggtggt 咎迎 cgcgcclgccgcgcca 3600

tcctgaacat cccccgccgc atccgccagg gcctggagcg cgccctgctg taaaggccta 3660 

ttttctttag tttgaattta ctgttattcg gtgtgcattt ctatgtttgg tgagcggttt 3720

Ictgtgctca gagtgtgttt attttatgta atttaatttc tttgtgagct cctgtttagc 3780

aggtc^tccc itcagcaagg acacaaaaag attttaattt tattaaaaaa aaaaaaaaaa 3 840

aagaccgggaattcgatatc aagcttatcg acctgcagat cgttcaaaca-tttggcaata 3900

aagittctta-agatt^aatc ctgttgccgg tcttgcgatg attatcatat aatttctgtt 3 960

gaattacgtt aagcatgtaa laattaacat gtaatgcatg acgttattta tgagatgggt 4020

ttttatgatt agagtcccgc aattatacat itaatacgcg atagaaaaca aaatatagcg 4080

rgcaaactag gataaattat cgcgcgcggt gtcatctatg ttactagatc tctagagtct 4140

caagcttggcgcgcc 4155

<210> 7
<211> 772
<212> PRT
<213> 人工序列

<220>
<223> PDISP-HIV ConS (delta) CFI之胺基酸序列

<400> 7

Met Ala Lys Asn Val Ala He Phe Gly Leu Leu Phe Ser Leu Leu Val 
1 5 10 15

Leu Val Pro Ser Gin De Phe Ala Ala Glu Asn Leu Tip Val Thr Val 
20 25 30
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Tyr Gly Val Pro Val Trp Lys Glu Ala AsnThr Thr Leu Phe Cys
35 40 45

Ala Ser Asp Ala Lys Ala Tyr Asp Thr Glu Val His Asn Val Tip Ala
50 55 60

Thr His Ala Cys Val Pro Thr Asp Pro Asn Pro Gin Glu He Val Leu
65 70 75 80

Glu Asn Val Thr Glu Asn Phe Asn Met Tip Lys Asn Asn Met Val Glu
85 90 95

Gin Met His Glu Asp He He Ser Leu Trp Asp Glu Ser Leu Lys Pro

I。。 105 no

Cys Val Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Asn Cys Thr Asn Val
115 120 125

Asn Val Thr Asn Thr Thr Asn Asn Thr Glu Glu Lys Gly Glu He Lys
130 135 mo

Asn Cys Ser Phe Asn He Thr Thr Glu He Arg Asp Lys Lys Gin Lys
145 150 155

Val Tyr Ala Leu Phe Tyr Arg Leu Asp Val Val Pro De Asp Asp Asn
165 170 175

160

Asn Asn Asn Ser Ser Asn Tyr Arg Leu He Asn Cys Asn Thr Ser Ala
180 185 190

He Thr Gin Ala Cys Pro Lys Val Ser Phe Glu Pro He Pro De His
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195 2Θ0 205

Tyr Cys Ala Pro Ala Gly Phe Ala He Leu lys Cys Asn Asp Lys Lys
210 215 220

Phe Asn Gly Thr Gly Pro Cys Lys Asn Vai Ser Thr Wai Gin Cys Thr
225 230 235 240 

ffis Gly lie Lys Pro Vai Vai Ser Thr Glu Leu Leu Leu Asn Gly Ser
245 250 255

Leu Ala Glu Glu Ghi He He He Arg .Ser GluAsn lie Thr. Asn Asn 
260 265 270

Ala Lys Thr lie He Vai Glu Leu Asn Glu Ser "Vai Glu Tie Asn Cys
275 280 285

Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Lys 'Ser lie Arg He Gly Tro Gly
290 295 300

Glu Ala Phe Tyr Ala Thr Gly Asp He Be Gly Asp Le Arg Gin Ala
305 310 315 320

His Cys Asn Le Ser Gly Thr lys Trp Asn lys ΊΈτ Leu Gin Gin Vai
325 330 335

Ala Lys Lys Leu Arg Glu His Phe Asn Asn Lys Thr Be Be Phe Lys
340 345 350

Pro Ser Ser Gly Gly Asp Leu Glu Be Thr Thr His Ser Phe Asn Cys
355 360 365
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Arg Gly Glu Phe Phe Tyr Cys Asn Thr Ser Gly Leu Phe Asn Ser Thr
370 375 380

Trp He Gly Asn Gly Thr Lys Asn Asn Asn Asn Thr Asn Asp Thr De
385 390 395 400

Thr Leu Pro Cys Arg He Lys Gin He He Asn Met Tip Gin Gly Vai
405 410 415

Gly Gin Ala Met lyr Ala Pro Pro He Glu Gly Lys He Thr Cys Lys
420 425 430

Ser Asn He Thr Gly Leu Leu Leu Thr Arg Asp Gly Gly Asn Asn Asn
435 -440 445

Thr Asn Glu Thr Glu He Phe Arg Pro Gly Gly Gly Asp Met Arg Asp
450 455 460

Asn Tip Arg Ser Glu Leu Tyr Lys Tyr Lys Vai Vai Lys De Glu Pro 
465 470 475 480

Leu Gly Vai Ala Pro Thr Lys Ala Lys Leu Thr Vai Glu Ala Arg Gin 
485 490 495

Leu Leu Ser Gly De Vai Gin Gin Gin Ser Asn Leu Leu Arg Ala He
500 505 510

Ghi Ala Gin Gin His Leu Leu Gin Leu Thr Vai Trp Gly De Lys Gin
515 520 525
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Leu Gin Ala Ai^ Val Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Glu Ghi
530 535 540

Leu Leu Glu He Trp Asp Asn Met Thr Trp Met Glu Trp Glu Arg Glu
545 550 555 560

De Asn Asn lyr Thr Asp He He lyr Ser Leu lie Glu Glu Ser Glu
565 570 575

Asn Gin Ghi Glu Lys Asn Glu Gin Glu Leu Leu Ala Leu Asp Bys Ίιρ
580 585 590

AlaSer Leu TrpAsn Trp Phe Asp lie Thr Asn Trp Leu Trp Tyr He
595 600 -605 

lys Le Phe Le:Met lie Val Gly Gly Leu He Gly Leu Arg lie Val
610 6.15 -620

Phe Ala Val Leu Ser Ile^Val Asn Arg^Vial Arg Glu Gly Tyr Ser Pro
625 630 635 640

Leu Ser Phe Gin Thr Leu Le Pro Asn Pro Arg Gly Pro Asp Arg Pro
645 650 655

Glu Gly He Glu Glu Glu Gly Gly Glu Gin Asp Arg Asp Arg Ser He
660 665 670

Arg Leu Val Asn Gly Phe Leu Ala Leu Ala Trp Asp Asp Leu Arg Ser
675 680 685
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Leu Cys Leu Phe Ser Ί> His Arg Leu Arg Asp Phe De Leu He Ala
690 695 700

Ala Arg Thr Val Glu Leu Leu Gly Arg Lys Gly Leu Arg Arg Gly Tip
705 710 715 720

Glu Ala Leu Lys Tyr Leu Trp Asn Leu Leu Gin Tyr Trp Gly Glu Glu
725 730 735

Leu Lys Asn Ser Ala He Ser Leu Leu Asp Thr Thr Ala He Ala Val 
740 745 750

Ala Glu Gly Thr Asp Arg Val He Glu Val Val Gin Arg Ala Cys Arg
755 760 765

Ala He Leu Asn
770

<210> 8
<211> 46
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> IF-H3 dTm+gp 145 .r

<400> 8
ccatagtatc caatcgatgt accacagcca gttggtgatg tcgaac 46

<210> 9
<211> 49
<212> DNA
<213> 人工序列
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<220>
<223> Gpl45<H3TM.c

<400> 9
iggctgtggt acatcgattg gatactatgg atttcctttg ccatatcat 49

<210> 10
<211 > 35
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> HBdTMn-

<400> 10
ccttcaaatg .caaatgttgc acctaatgtt .gcctt 35

<210> 11
<211> 3735
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223>表現卡匣編號997

<400> 11
ttaattaagt cgacaagctt gcatgccggt caacatggtg gagcacgaca cacttgtcta 60 

ctccaaaaat atcaaagata cagtctcaga agaccaaagg gcaattgaga cttttcaaca 120

aagggtaata tccggaaacc toctcggatt ccattgccca gctatctgtc actttattgt 180

gaagatagtg gaaaaggaag gtggctccta caaatgccat cattgcgata aaggaaaggc 240 

catcgttgaa gatgcctctg ccgacagtgg tcccaaagat ggacccccac ccacgaggag 300 

catcgtggaa aaagaagacg ttccaaccac gtcttcaaag caagtggatt gatgtgataa 360 

catggtggag cacgacacac ttgtctactc caaaaatatc aaagatacag tctcagaaga 420
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Ocaaagggca attgagactt ttcaacaaag ^gtaatatcc ggaaacctcc tcggattcca 480

ttgcccagct atctgtcact ttattgtgaa gatagtggaa aaggaaggtg gctcctacaa 540

atgccatcattgcgataaaggaaaggccatcgttgaagat.gcctctgccgacagtggtcc 600

caaagatgga cccccaccca cgaggagcat cgtggaaaaa gaagacgttc-caaccacgtc 660

ttcaaagcaa gtggattgat gtgatatctc.cactgacgtaagggatgacg cacaatccca 720

ctatccttcg caagaccctt cctctatata aggaagttca tttcatttgg agaggtatta 780

•aaatcttaat aggttttgat aaaagcgaac gtggggaaac ccgaaccaaa ccttcttcta 840

3Hctctctct catctctctt aaagcaaactlctctcttgt ctttcttgcg tgagcgatct 900

Ltcaacgttgt cagatcgtgc ttcggcacca gtacaacgtt ttctttcact gaagcgaaat 960

caaagatctc tttgtggaca .cgtagtgcgg cgccattaaa laacgtgtac ttgtcctatt 1020

cttgtcggtg tggtcttggg aaaagaaagcttgctggagg ctgctgttca gccccataca 1080

ttacttgtta cgattctgct gactttcggc gggtgcaatalctctacttc tgcttgacga 1140

.ggtattgttg cctgtacttc tttcttcttc "ttcttgctga Itggttctat aagaaatcta. 1200

gtattttctttgaaacagag ttttcccgtg gttttcgaacttggagaaag attgttaagc 1260

ttctgtatat tctgcccaaatttgtcgggc ccatggcgaa aaacgttgcg attttcggct 1320

tattgttttc tcttcttgtg ttggttcctt ctcagatctt cgccgccgag aacctgtggg 1380

tgaccgtgta ctacggcgtg cccgtgtgga aggaggccaa caccaccctg ttctgcgcct 1440

ccgacgccaa ggcctacgac accgaggtgc acaacgtgtg ggccacccac gcctgcgtgc 1500

ccaccgaccc caacccccag gagatcgtgc tggagaacgt gaccgagaac ttcaacatst 1560

ggaagaacaa catggtggag cagatgcacg aggacatcat ctccctgtgg gaccagtccc 1620
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tgaagccctg cgtgaagctg acccccctgt gcgtgaccct jgaactgcacc aacgtgaacg 1680

tgaccaacac caccaacaac accgaggaga agggcgagat caagaactgc tccttcaaca 1740

tcaccaccga ^atccgcgac aagaagcagaaggtgtacgc cctgttctac cgcctggacg 1800

iggtgcccat cgacgacaae aacaacaact cctccaacta ccgcctgatc aactgcaaca I860

cctccgccat cacccaggcc tgccccaagg tgtccttcga gcccatcccc atccactact 1920

gcgcccccgc cggcttcgcc atcctgaagt gcaacgacaa gaagttcaac ggcaccggcc 1980

cctgcaagaa cglgtccacc ^tgcagtgca cccacggcat caagcccgtg gtgtccaccc 2040

agctgctgct ^aac^gctcc ctggccgagg aggagatcat x;atccgctcc gagaacatca 2100

ccaacaacgc caagaccatc atcgtgcagc tgaacgagtc cgtggagatc aactgcaccc 2160

gccccaacaa caacacccgc aagtccatcc gcatcggccc cggccaggccltctacgcca 2220 

ccggcgacat catcggcgac atccgccagg cccactgcaa catctccggc accaagtgga 2280 

acaagaccct gcagcaggtg gccaagaagc tgcgcgagca ：cttcaacaac：aagaccatca 2340

tcttcaagcc ctcctccggc ggcgacctgg agatcaccac ccactccttc aactgccgcg 2400

gcgagttctt ctactgcaac acctccggcc tgttcaactc cacctggatc ggcaacggca 2460

ccaagaacaa caacaacacc aacgacacca tcaccctgcc ctgccgcatc aagcagatca 2520

tcaacatgtg gcagggcgtg ggccaggcca tgtacgcccc ccccatcgag ggcaagatca 2580 

cctgcaagtc caacatcacc ggcctgctgc tgacccgcga cggcggcaac aacaacacca 2640 

acgagaccga gatcttccgc cccggcggcg gcgacatgcg cgacaactgg cgctccgagc 2700 

tgtacaagta caaggtggtg aagatcgagc ccctgggcgt ggcccccacc aaggccaagc 2760 

tgaccgtgca ggcccgccag ctgctgtccg gcatcgtgca gcagcagtcc aacctgctgc 2820 

gcgccatcga ggcccagcag cacctgctgc agctgaccgt gtggggcatc aagcagctgc 2880
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aggcccgcgt gctggccgtg gagcgctacc tgaaggacca gcagctgctg gagatctggg 2940

-acaacatgac ct^gatggag tgggagcgcg agatcaacaa ctacaccgac atcatctact 3000

ccctgatcga ggagtcccag aaccagcagg agaagaacga ^caggagctg ctggccctgg 3060

acaagtgggc ctccctgtgg aactggttcg acatcaccaa ctggctgtgg tacatcgatt 3120

ggatactatg gatttccttt gccatatcat gttttttgct ttgtgttgct ttgttggggt 3180

tcatcatgtg ggcctgccaa aaaggcaaca ttaggtgcaa catttgcatt tgaaggccta 3240

ttttctttag tttgaattta ctgttattcg gtgtgcattt ctatgtttgg tgagcggttt 3300

tctgtgctca gagtgtgtttattttatgta atttaatttc tttgtgagct cctgtttagc 3360

ttcagcaagg acacaaaaag attttaattt tattaaaaaa aaggaag 3420

aagaccggga attcgatatc.aagcttatcg acctgcagat cgttcaaaca tttggcaata 3480

aagtttctta agattgaatc ctgttgccgg tcttgcgatg attatcatat aatttctgtt 3540

gaattacgtt aagcatgtaa taattaacat gtaatgcatg acgttattta tgagatgggt 3600

LLLLatgatt agagtcccgc aattatacat ttaatacgcg atagaaaaca aaatatagcg 3660

cgcaaactag gataaattat cgcgcgcggt gtcatctatg ttactagatc tctagagtct 3720

caagcttggc gcgcc
3735

<210> 12
<211> 646
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223> PDISP-HIVConS (delta) CFI-A/布利斯班/10/2007 H3 TM+CY 之胺基酸序列

<400> 12
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Met Ala Lys Asn "Val Ala Le Phe Gly Leu Leu Phe Ser Leu Leu A/al 
1 5 10 15

Leu "Val Pro Ser Gin lie The Ala Ala Glu Asn Leu Trp Wai'Thr Val
20 25 30

Tyr Tyr Gly Val Pro Aial Trp Lys Glu Ala Asn Thr Thr Leu Phe Cys
35 40 45

Ala Ser Asp Ala Lys Ala Tyr Asp Thr Glu Ύειΐ His Asn Val Tip Ala
50 55 60

Thr His Ala Cys Val Pro Thr Asp Pro Asn Pro Gin Glu He Val Leu
65 70 75 80

Glu Asn "Val Thr Glu Asn PheAsn Met Trp Lys Asn Asn Met'Val Glu 
85 90 95

Glu Met His Glu Asp He He Ser Leu Trp Asp Gin Ser Leu Lys Pro
100 105 no

Cys Val lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Asn Cys Thr Asn Val
115 120 125

Asn Val Thr Asn Thr Thr Asn Asn Thr Glu Glu Lys Gly Glu He Lys
130 T35 140

Asn Cys Ser Phe Asn He Thr Thr Glu lie Arg Asp Lys Lys GLn Lys
145 150 155 160
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Val Tyr Ala Leu Phe Ί> Arg Leu Asp Val Val Pro De Asp Asp Asn
165 Ί70 175

Asn Asn Asn Ser Ser Asn lyr Arg Leu De Asn Cys Asn Thr Ser Ala
180 185 190

De Thr Gin Ala Cys Pro Lys Val Ser Phe Glu Pro He Pro He His
195 200 205

Tyr Cys Ala Pro Ala Gly Phe Ala He Leu Lys Cys Asn Asp Lys Lys
210 215 220

Phe Asn Gly Thr Gly Pro Cys Lys Asn Val Ser Thr Val Gin Cys Thr
225 230 235

His Gly He Lys Pro Val Val Ser Thr Gin Leu Leu Leu Asn Gly Ser
245 250 255

Leu Ala Glu Glu Glu He De He Arg Ser Glu Asn He Thr Asn Asn
260 265 270

Ala Lys Thr He He Val Gin Leu Asn Glu Ser Val Glu He Asn Cys
275 280 285

Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Lys Ser De Arg He Gly Pro Gly
290 295 300

Ghn Ala Phe Tyr Ala Thr Gly Asp De lie Gly Asp De Arg Gin Ala
305 310 315

240

320

His Cys Asn He Ser Gly Thr Lys Tip Asn Lys Thr Leu Gin Gin Val
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325 330 335

Ala Lys Lys Leu Arg Glu His Phe Asn Asn Lys Thr He He Phe Lys
340 345 350

Pro Ser Ser Gly Gly Asp Leu Glu He Thr Thr His Ser Phe Asn Cys
355 360 365

Arg Gly Glu Phe Phe Tyr Cys Asn Thr Ser Gly Leu Phe Asn.Ser Thr
370 375 380

Trp lie Gly Asn Gly Thr lys Asn Asn Asn Asn Thr Asn Asp Thr He
385 390 395

Thr Leu Pro Cys Arg He Lys Gin De He Asn Met Tip Glu Gly 'Val
405 410 415

Gly Gin Ala Met Tyr Ala Pro Pro He Glu Gly Lys He Thr Cys Lys
420 425 430

Ser Asn He Thr Gly Leu Leu Leu Thr Arg Asp Gly Gly Asn Asn Asn
435 440 445

Thr Asn Glu Thr Glu He Phe Arg Pro Gly Gly Gly Asp Met Arg Asp
450 455 460

Asn Trp Arg Ser Glu Leu Tyr Lys Tyr Lys Val Val Lys He Glu Pro
465 470 475

400

480

Leu Gly Val Ala Pro Thr Lys Ala Lys Leu Thr Val Gin Ala Arg Gin
485 490 495
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Leu Leu Ser Gly De "Val Gin Gin Gin Ser Asn Leu Leu Arg Ala He
500 505 510

Glu Ala Gin Gin His Leu Leu Gin Leu Thr Val Trp Gly He Lys Gin
515 520 525

Leu Gin Ala Arg Val Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gin Gin
530 535 540

Leu Leu Glu De Trp Asp Asn Met Thr Trp Met Glu Trp Glu Arg Glu 
545 550 555 560 

.He Asn Asn Tyr Thr Asp De He Tyr Ser Leu Be Glu Glu Ser Gin
565 570 575

Asn Gin Gin Glu Lys Asn Glu Gin Glu Leu Leu Ala Leu Asp Lys Trp 
'580 585 590

Ala Ser Leu Trp Asn Trp Phe Asp He Thr Asn Tip Leu TiplyrDe
595 600 605

Asp Trp He Leu Tip He Ser Phe Ala De Ser Cys Phe Leu Leu Cys
610 615 620

Val Ala Leu Leu Gly Phe De Met Trp Ala Cys Gin Lys Gly Asn Be
625 630 635 640

Arg Cys Asn De Cys He
645
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<210> 13
<211> 46
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223> IF-H5TM+gpl45-T

<400> 13
aattgacagt atttggatgt accacagcca gttggtgatg tcgaac 46

<210> 14
<2I1> 45
■<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
■<223> Gpl454B5TM.c

<400> 14
ctggctgtgg lacatccaaa tactgtcaat ttattcaaca gtggc 45

<210> 15
<211> 35
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> IF-H5TM.T

<400> 15
cctttaaatg caaattctgc attgtaacga tccat 3 5

<210> 16 
<211> 3735
<212> DNA
<213> 人工序列
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<220>
<223>表現卡匣編號999

<400> 16

ttaattaagt cgacaagctt gcatgccggt caacatggtg gagcacgaca cacttgtcta 60

ctccaaaaat atcaaagata cagtctcaga agaccaaagg gcaattgaga cttttcaaca 120

aagggtaata tccggaaacc tcctcggatt ccattgccca gctatctgtc actttattgt 180

gaagatagtg gaaaaggaag gtggctccta caaatgccat cattgcgata aaggaaaggc 240

catcgttgaa gatgcctctg ccgacagtgg tcccaaagat ggacccccac ccacgaggag 300

catcgtggaa aaagaagacg ttccaaccac gtcttcaaag caagtggatt gatgtgataa 360

catggtggag cacgacacac ttgtctactc caaaautatc ^aagatacag tctcagaaga 420

ccaaagggca attgagactt ttcaacaaag ggtaatatcc _ggaaacctcc tcggattcca 480

ttgcccagct atctgtcact ttattgtgaa gatagtggaa aaggaaggtg gctcctacaa 540

atgccatcat tgcgataaag gaaaggccat cgttgaagat gcctctgccg acagtggtcc 600

caaagatgga cccccaccca cgaggagcat cgtggaaaaa gaagacgttc caaccacgtc 660

ttcaaagcaa gtggattgat gtgatatctc cactgacgta agggatgacg cacaatccca 720

ctatccttcg caagaccctt cctctatata aggaagttca tttcatttgg agaggtatta 780

aaatcttaat aggttttgat aaaagcgaac gtggggaaac ccgaaccaaa ccttcttcta 840

aactctctct catctctctt aaagcaaact tctctcttgt ctttcttgcg tgagcgatct 900

tcaacgttgt cagatcgtgc ttcggcacca gtacaacgtt ttctttcact gaagcgaaat 960

caaagatctc tttgtggaca cgtagtgcgg cgccattaaa taacgtgtac ttgtcctatt 1020

cttgtcggtg tggtcttggg aaaagaaagc ttgctggagg ctgctgttca gccccataca 1080
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ttacttgtta cgattctgct gactttcggc gggtgcaatalctctacttc tgcttgacga 1140

ggtattgttg cctgtacttc fttcttcttc ttcttgctga ttggttctat aagaaatcta 1200 

itattttctt tgaaacagag itttcccgtg gttttcgaac itggagaaag attgttaagc 1260

ttctgtatat tctgcccaaa tttgtcgggc ccatggcgaa aaacgttgcg attttcggct 1320

lattgttttctcttcttgtg ttggttcctt ctcagatctt .cgccgccgag aacctgtggg 1380

tgaccgtgta ctacggcgtg cccgtgtgga aggaggccaa caccaccctg ttctgcgcct 1440 

.ccgacgccaa:ggcctacgac accgaggtgc acaacgtgtg ggccacccac gcctgcgtgc 1500

ccaccgaccc-caacccccag gagatcgtgc iggagaac^t gaccgagaac ttcaacatgt 1560 

;ggaagaacaa catggtggag cagatgcacg aggacatcat ctccctgtgg gaccagtccc 1620 

tgaagccctg cgtgaagctg acccccctgt gcgtgaccct gaactgcacc aacgtgaacg 1680 

tgaccaacac caccaacaac accgagga^a agggcgagat caagaactgc tccttcaaca 1740

tcaccaccga gatccgcgac aagaagcaga:aggtgtacgc cctgttctac cgcctggacg 1800

iggtgcccat cgacgacaac aacaacaact cctccaacta ccgcctgatc:aactgcaaca I860

.cctccgccat cacccaggcc Igccccaagg tgtccttcga gcccatcccc atccactact 1920 

gcgcccccgc cggcttcgcc atcctgaagt gcaacgacaa gaagttcaac ggcaccggcc 1980 

cctgcaagaa cgtgtccacc gtgcagtgca cccacggcat caagcccgtg gtgtccaccc 2040

agctgctgct gaacggctcc ctggccgagg aggagatcat catccgctcc gagaacatca 2100

ccaacaacgc caagaccatc atcgtgcagc tgaacgagtc cgtggagatc aactgcaccc 2160

gccccaacaa caacacccgc aagtccatcc gcatcggccc cggccaggcc ttctacgcca 2220

ccggcgacat catcggcgac atccgccagg cccactgcaa catctccggc accaagtgga 2280

acaagaccct gcagcaggtg gccaagaagc tgcgcgagca cttcaacaac aagaccatca 2340
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tcttcaagcc ■ctcctccggc ggcgacctgg agatcaccac ccactccttc aactgccgcg 2400

2460gcgagttctt ctactgcaac acctccggcc tgttcaactc cacctggatc ggcaacggca

ccaagaacaa caacaacacc aacgacacca tcaccctgcc ctgccgcaic aagcagatca 2520

tcaacatgtg gcagggcgtg ggccaggcca tgtacgcccc ccccatcgag ggcaagatca 2580

cctgcaagtc caacatcacc ggcctgctgc tgacccgcga cggcggcaac aacaacacca 2640

acgagaccga gatcttccgc cccggcggcg gcgacatgcg cgacaactgg cgctccgagc 2700

tgtacaagta caaggt^gtg aagatc^agc ccctgggcgt ggcccccacc aaggccaagc 2760

理accgtgca ggcccgccag ct5ctgtccg gcatcgtgca 5cagcagtcc.aacctgctgc 2820

gcgccatcga ggcccagcag cacctgctgc agctgaccgt gtggggcatc aagcagctgc 2880

aggcccgcgt gctggccgtg gagcgctacc tgaaggacca gcagctgctg gagatctggg 2940

acaacatgac ctggatggag tgggagcgcg agatcaacaa ctacaccgac atcatctact 3000

ccctgatcga ggagtcccag aaccagcagg agaagaacga gcaggagctg ctggccctgg 3060

acaagtgggc ctccctgtgg -aactggttcg acatcaccaa ctggctgtgg tacatccaaa 3120 

tactgtcaat ttattcaaca gtggcgagtt ccctagcact ggcaatcatg atggctggtc 3180

tatctttatg gatgtgctcc aatggatcgt tacaatgcag aatttgcatt taaaggccta 3240 

ttttctttag tttgaattta ctgttattcg gtgtgcattt ctatgtttgg tgagcggttt 3300 

tctgtgctca gagtgtgttt attttatgta atttaatttc tttgtgagct cctgtttagc 3360

aggtcgtccc ttcagcaagg acacaaaaag attttaattttattaaaaaa 初奨只潮羽？ 3420 

aagaccggga attcgatatc aagcttatcg acctgcagat cgttcaaaca tttggcaata 3480 

aagtttctta agattgaatc ctgttgccgg tcttgcgatg attatcatat aatttctgtt 3540
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gaattacgtt -aagcatgtaalaattaacat gtaatgcatg acgttattta Igagatgggt 3600

ttttatgatt agagtcccgc aattatacat ttaatacgcg atagaaaaca aaatatagcg 3660

cgcaaactag gataaattat Ogcgc^cggt gtcatctatg ttactagatc tctagagtct 3720

caagcttggc gcgcc 3735

<210> 17
<211> 646
<212> PRT
<213> 人工序列

<220>
<223> TDISP-HIV ConS

(delta) CFI-A/E卩尼/5/2005 Ή5 TM+CY 之胺基嵌序列

<400> 17

Met Ala Lys Asn Vai Ala He Phe Gly Leu Leu Phe Ser Leu Leu "Vai
1 5 10 15

Leu Vial Pro Ser Gin He Phe Ala Ala Glu Asn Leu Trp Vai Thr Vai
20 25 30

Tyr Tyr Gly Vai Pro Vai Trp Lys Glu Ala Asn Thr Thr Leu Phe Cys
35 40 45

Ala Ser Asp Ala Lys Ala Tyr Asp Thr Glu Vai His Asn Vai Tip Ala
50 55 60

Thr His Ala Cys Vai Pro Thr Asp Pro Asn Pro Gin Glu He Vai Leu 
65 70 75 80

Glu Asn Vai Thr Glu Asn Phe Asn Met Trp Lys Asn Asn Met Vai Glu
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85 90 95

Gin Met His Glu Asp He He Ser Leu Trp Asp Glu Ser Leu Lys Pro 
10° 105 no

Cys VaJ Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Thr Leu Asn Cys Thr Asn Val
115 120 125

Asn Val Thr Asn Thr Thr Asn Asn Thr Glu Glu Lys Gly Glu He Lys
130 135 mo

.Asn Cys Ser.Phe Asn lie Tbr Thr Glu He Arg Asp Lys Lys Gin Lys
145 150 155 160

Val Ty- Ala Leu Phe Tyr Arg Leu Asp Val Val Pro He Asp Asp Asn
165 170 175

Asn Asn Asn Ser Ser Asn Tyr Arg Leu lie Asn Cys Asn ΊΈτ Ser Ala
180 185 190

He Thr Gin Ala Cys Pro Lys Val Ser Phe Glu Pro He Pro He His
195 200 205

Tyr Cys Ala Pro Ala Gly Phe Ala He Leu Lys Cys Asn Asp Lys Lys
210 215 220

Phe Asn Gly Thr Gly Pro Cys Lys Asn Val Ser Thr Val Gin Cys Thr
225 230 235 240

His Gly He Lys Pro Val Val Ser Thr Gin Leu Leu Leu Asn Gly Ser
245 250 255
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Leu Ala Glu Glu Glu He lle lie Arg Ser Glu Asn lie Thr Asn Asn 
260 265 270

Ala Lys Thr He He "Val Gin Leu Asn Glu Ser 询 Glu He Asn Cys
275 280 285

Thr Pro Asn Asn Asn Thr Arg Lys Ser lie Arg He Gly Pro Gly
290 295 300

Gin Ala Phe Tyr Ala Thr Gly Asp He He Gly Asp lie Arg GlnAla
305 310 315 320

His Cys Asn He Ser Gly Thr Lys Trp Asn Lys Thr Leu Gin Gin Val
325 330 335

Ala Lys Lys Leu Arg Glu His Phe Asn Asn Lys Thr Le Le The Lys
340 345 350

Pro Ser Ser Gly Gly Asp Leu Glu He Thr Thr His Ser Phe Asn Cys
355 360 365

Arg Gly Glu Phe Phe Tyr Cys Asn Thr Ser Gly Leu Phe Asn SerThr
370 375 380

Tip He Gly Asn Gly Thr Lys Asn Asn Asn AsnThr Asn Asp Thr He 
385 3 90 3 95 400

Thr Leu Pro Cys Arg He Lys Gin He He Asn Met Tip Gin Gly Val
405 410 415

116



15.26539

Gly Gin Ala Met Tyr Ala Pro Pro He Glu Gly Lys He Thr Cys Lys

420 425 430

Ser Asn He Thr Gly Leu Leu Leu Thr Arg Asp Gly Gly Asn Asn Asn
435 440 445

Thr Asn Glu Thr Glu He Phe Arg Pro Gly Gly Gly Asp Met Arg Asp
450 455 460

Asn Trp Arg Ser Glu Leu Tyr Lys Tyr Lys Val Val Lys De Glu Pro
465 470 475 480

Leu Gly Val Ala Pro Thr Lys Ala Lys Leu Thr Val Gin Ala Arg Gin 
485 490 495

Leu Leu Ser Gly De Val Gin Gin Gin Ser Asn Leu Leu Arg Ala He
500 505 5io

Glu Na Gin Gin His Leu Leu Gin Leu Thr Val Trp Gly Be Lys Gin
515 520 525

Leu Gin Ala Arg Val Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gin Gin
530 535 540

Leu Leu Glu He Trp Asp Asn Met Thr Trp Met Glu Trp Glu Ar° Glu 
545 550 555 ° 560

He Asn Asn Tyr Thr Asp He He Tyr Ser Leu lie Glu Glu Ser Gin

565 570 575
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Asn Gin Gin -Glu Lys Asn Glu -GJd Glu Leu Leu Ala Leu Asp Lys Trp
580 585 590

Ala Ser Leu Trp Asn Ίτρ Phe Asp He Thr Asn Trp Leu Trp Tyr lie
595 600 -605

Gin He Leu Ser Helyr Ser Thr "Val Ala Ser:Ser Leu Ala Leu Ala
610 615 620

He Met Met Ala Gly Leu S er Leu Tip Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu 
625 630 -635 -640

Gin Cys Arg He Cys Le
■645

<210> 18
<211 > 1967
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> 表現卡匣編號172

<400> 18
cccgggctgg tatatttata tgttgtcaaa taactcaaaa accataaaag tttaagttag 60

caagtgtgta catttttact tgaacaaaaa tattcaccta ctactgttat aaatcattat 120

taaacattag agtaaagaaa tatggatgat aagaacaaga .gtagtgatat tttgacaaca 180

attttgttgc aacatttgag aaaattttgt tgttctctct tttcattggt caaaaacaat 240 

agagagagaa aaaggaagag ggagaataaa aacataatgt gagtatgaga gagaaagttg 300

tacaaaagtt gtaccaaaat agttgtacaa atatcattga ggaatttgac aaaagctaca 360
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caaataaggg ttaattgctg laaataaata aggatgacgc attagagaga tgtaccatta 420

gagaattttt ggcaagtcat taaaaagaaa gaataaatta tttttaaaat taaaagttga 480

gtcatttgat taaacatgtg attatttaat gaattgatga aagagttgga ttaaagttgt 540

attagtaatt agaatttggt gtcaaattta atttgacatt tgatcttttc ctatatattg 600

ccccatagagtcagttaact catttttatalttcatagat caaataagag aaataacggt 660

atattaatcc ctccaaaaaa aaaaaacggt atatttacta aaaaatctaa gccacgtagg 720

aggataacag gatccccgta ggaggataac atccaatcca ^ccaatcaca acaatcctga 780

tgagataacc cactttaagc ccacgcatct gtggcacatc tacattatct aaatcacaca 840

■ttcttccaca catctgagcc acacaaaaac caatccacat ctttatcacc cattctataa 900

aaaatcacactttgtgagtc tacactttga ttcccttcaa acacatacaa agagaagaga 

ctaattaatt aattaatcat cttgagagaa aatggaacga gctatacaag gaaacgacgc

960

1020

tagggaacaa gctaacagtg aacgttggga tggaggatca ggaggtacca cttctccctt 1080

caaacttcct gacgaaagtc cgagttggac tgagtggcgg ctacataacg atgagacgaa 1140

ttcgaatcaa gataatcccc ttggtttcaa ggaaagctgg ggtttcggga aagttgtatt 1200

taagagatat ctcagatacg acaggacgga agcttcactg cacagagtcc ttggatcttg 1260

gacgggagat tcggttaact atgcagcatc tcgatttttc ggtttcgacc agatcggatg 1320

tacctatagt attcggtttc gaggagttag tatcaccgtt tctggagggt cgcgaactct 1380

tcagcatctc tgtgagatgg caattcggtc taagcaagaa ctgctacagc ttgccccaat 1440

cgaagtggaa agtaatgtat caagaggatg ccctgaaggt actcaaacct tcgaaaaaga 1500

aagcgagtaa gtcgagggcg agctctaagt taaaatgctt cttcgtctcc tatttataat 1560

1620
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aaatactatt Igtatgagat gaactggtgt aatgtaattc atttacataa ^tggagtcag 1680

aatcagaatg tttcctccat aactaactag acatgaagac ctgccgcgta caattgtctt 1740 

atatttgaac aactaaaatt gaacatcttt tgccacaact ttataagtgg ttaatatagc 1800

tcaaatatat ggtcaagttc aatagattaa taatggaaat atcagttatc gaaattcatt I860 

aacaatcaac ttaacgttat taactactaa ttttatatca tcccctttga taaatgatag 1920

tacaccaatt aggaaggagc atgctcgagg cctggctggc c^aattc 1967

<210> 19
<211 > .172
<212> PRT
<213> 人工序列

<220>
<223> TBSVF19沉默抑制子之胺基嵌序列

<400> 19

Met Glu Arg Ala lie Glu Gly Asn Asp Ala Arg Glu Gin Ala Asn Ser
1 5 10 15

Ghi Aig Trp Asp Gly Gly Ser Gly Gly Thr Thr Ser Pro Phe Lys Leu
20 25 30

Pro Asp Glu Ser Pro Ser Trp Thr Glu Irp Arg Leu His Asn Asp Glu
35 40 45

Thr Asn Ser Asn Gin Asp Asn Pro Leu Gly Phe Lys Glu Ser Trp Gly
50 55 60

Phe Gly Lys Val Val Phe Lys Arg Tyr Leu Arg Tyr Asp Arg Thr Glu
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65 70 75 80

Ala Ser Leu His Arg Va] Leu Gly Ser Trp Thr Gly Asp Ser Val Asn
85 90 95

Tyr Ala Ala Ser Arg Phe Phe Gly Phe Asp Gin He Gly Cys Thr Tyr
100 105 no

Ser Ile Arg Phe Arg Gly Val Ser He Thr Val Ser Gly Gly Ser Arg
115 120 125

Thr Leu Gin His Leu Cys Glu Met Ala He Arg Ser Lys Gin Glu Leu
130 135 ho

Leu Gin Leu Ala Pro He Glu Val Glu Ser Asn"Val Ser Arg Gly Cys
145 150 155 160

Pro Glu Gly Thr Gin Thr Phe Glu Lys Glu Ser Glu
165 170

<210>
<211>
<212>
<213>

20
47 
DNA 
人工序列

<220>
<223> IF-wtSp-VZVgE.c

20<400> 

tgcccaaatt tgtcgggccc atggggacag ttaataaacc tgtggtg 47

<210> 21
<211> 46
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<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> IF-H5TM+VZVgEj

<400> 21
aattgacagt atttgtcgta gaagtggtga cgttccgggg tttacg 46

<210> 22
<211> 1872
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> 合成 VZV:gE 基因（與來自 Genebank 登錄號 AY013752.1 之 nt 3477-5348 相 

對應）

<400> 22
atggggacag Itaataaacc tgtggtgggg:gtattgatgg ggttcggaat tatcacggga 60

racgttgc^ta laacgaatcc ggtcagagca tccgtcttgc ;gatacgatga Itttcacacc 120

gatgaagaca aactggatac^aactccgta tatgagcctt actaccattc agatcatgcg 180

gagtcttcat gggtaaatcg gggagagtct icgcgaaaag cgtacgatca taactcacct 240 

iatatatggc cacgtaatga ttatgatgga tttttagaga acgcacacga acaccatggg 300

gtgtataatc agggccgtggtatcgatagc ggggaacggt taatgcaacc cacacaaatg 360 

tctgcacagg aggatcttgg ggacgatacg ggcatccacg ttatccctac gttaaacggc 420 

gatgacagac ataaaattgt aaatgtggac caacgtcaat acggtgacgt gtttaaagga 480 

gatcttaatc caaaacccca aggccaaaga ctcattgagg tgtcagtgga agaaaatcac 540 

ccgtttactt tacgcgcacc gattcagcgg atttatggag tccggtacac cgagacttgg 600

agctttttgc cgtcattaac ctgtacggga gacgcagcgc ccgccatcca gcatatatgt 660 ·
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ttaaaacata caacatgctt tcaagacgtg gtggtggatg tggattgcgc ggaaaaiact 720

aaagaggaic agttggccga aatcagttac cgttttcaag gtaagaagga agcggaccaa 780

ccgtggattgttgtaaacac gagcacactg tttgatgaac tcgaattaga cccccccgag 840

attgaaccgg gtgtcttgaa agtacttcgg acagaaaaac aatacttggg tgtgtacatt 900

tggaacatgc gcggctccga tggtacgtct acctacgcca cgtttttggt cacctggaaa 960

ggggatgaaa aaacaagaaa ccctacgccc gcagtaactc ctcaaccaag aggggctgag 1020

tttcatatgt ggaattacca ctcgcatgtattttcagttg gtgatacgtttagcttggca 1080

atgcatcttc agtataagat acatgaagcg ccatttgatttgctgttaga gtggttgtat 1140

gtccccatcg atcctacatg tcaaccaatg cggttatatt ctacgtgttt gtatcatccc 1200

aacgcacccc aatgcctctc tcatatgaat tccggttgta catttacctc gccacattta 1260

.gcccagcgtg ttgcaagcac agtgtatcaa aattgtgaac atgcagataa ctacaccgca 1320

tattgtctgg gaatatctca tatggagcct agctttggtc taatcttaca cgacgggggc 1380

accacgttaa agtttgtaga tacacccgag agtttgtcgg gattatacgt ttttgtggtg 1440

tattttaacg ggcatgttga agccgtagca tacactgttg tatccacagt agatcatttt 1500

.gtaaacgcaa ttgaagagcg tggatttccg ccaacggccg gtcagccacc ggcgactact 1560

aaacccaagg aaattacccc cgtaaacccc ggaacgtcac cacttctacg atatgccgca 1620

tggaccggag ggcttgcagc agtagtactt ttatgtctcg taatattttt aatctgtacg 1680

gctaaacgaa tgagggttaa agcctatagg gtagacaagt ccccgtataa ccaaagcatg ] 740

tattacgctg gccttccagt ggacgatttc gaggactcgg aatctacgga tacggaagaa ] 800

gagtttgata acgcgattgg agggagtcac gggggttcga gttacacggt gtatatagat 1860

123



1526539

aagacccggt^a 1872

<210> 23
<211 > 46
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> VZVgB£H5TM.c

<400> 23
gccactgttgaataaattga cagtatttgt cgtagaagtg gtgacg 46

<210> 24
<2U> 3522
v212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223>表現卡匣編號946 

<400> 24
ttaattaagt cgacaagctt gcatgccggt caacatggtg gagcacgaca cacttgtcta 60 

ctccaaaaat atcaaagata cagtctcaga agaccaaagg gcaattgaga cttttcaaca 120

aagggtaata tccggaaacctcctcggatt ccattgccca gctatctgtc actttattgt 180 

gaagatagtg gaaaaggaag gtggctccta caaatgccat cattgcgata aaggaaaggc 240 

catcgttgaa gatgcctctg ccgacagtgg tcccaaagat ggacccccac ccacgaggag 300 

catcgtggaa aaagaagacg ttccaaccac gtcttcaaag caagtggatt gatgtgataa 360 

catggtggag cacgacacac ttgtctactc caaaaatatc aaagatacag tctcagaaga 420 

ccaaagggca attgagactt ttcaacaaag ggtaatatcc ggaaacctcc tcggattcca 480

ttgcccagct atctgtcact ttattgtgaa gatagtggaa aaggaaggtg gctcctacaa 540
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atgccatcat tgcgataaag gaaaggccat cgttgaagat gcctctgccg acagtggtcc 600

caaagatgga cccccaccca cgaggagcat cgtggaaaaa gaagacgttc caaccacgtc 660

ttcaaagcaa gtggattgat gtgatatctc cactgacgta agggatgacg cacaatccca 720

ctatccttcg caagaccctt cctctatata aggaagttca tttcatttgg agaggtatta 780

aaatcttaat aggttttgat aaaagcgaac gtggggaaac ccgaaccaaa ccttcttcta 840

HHCtctctct cstctctctt aaagcaaact tctctcttgt ctttcttgcg tgagcgatct 900

tcaacgttgt cagatcgtgc ttcggcacca gtacaacgtt ttctttcact gaagcgaaat 960

caaagatctc tttgtggaca cgtagtgcgg cgccattaaa laacgtgtac ttgtcctatt 1020

cttgtcggtglggtcttggg aaaagaaagc ttgctggagg ctgctgttca gccccataca 1080

ttacttgtta cgattctgct gactttcggc gggtgcaata tctctacttc tgcttgacga 1140

ggtattgttg cctgtacttc tttcttcttc ttcttgctga ttggttctat ^agaaatcta 1200

gtattttctt tgaaacagag ttttcccgtg gttttcgaac ttggagaaag attgttaagc 1260

ttctgtatat tctgcccaaa tttgtcgggc ccatggggac agttaataaa cctgtggtgg 1320

gggtattgat ggggttcgga attatcacgg gaacgttgcg tataacgaat ccggtcagag 1380

catccgtctt gcgatacgat gattttcaca ccgatgaaga caaactggat acaaactccg 1440

tatatgagcc ttactaccat tcagatcatg cggagtcttc atgggtaaat cggggagagt 1500

cttcgcgaaa agcgtacgat cataactcac cttatatatg gccacgtaat gattatgatg 1560

gatttttaga gaacgcacac gaacaccatg gggtgtataa tcagggccgt ggtatcgata 1620

gcggggaacg gttaatgcaa cccacacaaa tgtctgcaca ggaggatctt gggeaceata 1680

cgggcatcca cgttatccct acgttaaacg gcgatgacag acataaaatt staaatgtgg 1740
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accaacgtca atacgglgac gtgtttaaag gagatcttaalccaaaacccOaaggccaaa 1800

.gactcattga ggtgtcagtg gaagaaaatc acccgtttac tttacgcgca ccgattcagc 1860

ggatttatgg agtccggtac accgagactt ggagcttttt gccgtcattaacctgtacgg 1920

gagacgcagc gcccgccatc cagcatatat gtttaaaaca tacaacatgc tttcaagacg 1980

iggtggtgga tgtggattgc gcggaaaata ctaaagagga tcagttggcc gaaatcagtt 2040

accgttttca aggtaagaag 公aagqggacc aaccgtggat tgttgtaaac acgagcacac 2100

tgtttgatgaactcgaatta.gacccccccg agattgaacc gggtgtcttg aaagtacttc 2160 

ggacagaaaa acaatacttg ggtgtgtacatttggaacat gcgcggctcc gatggtacgt 2220

Otacctacgc Oacgtttttg gtcacctgga aaggggatga aaaaacaagaaaccctacgc 2280

ccgcagtaaclcctcaacca agaggggctg agtttcatat gtggaattac cactcgcatg 2340 

tattttcagt 甚陞gatacg tttagcttgg caatgcatct Icagtataag atacatgaag 2400

.cgccatttga tttgctgtta gagtggttgt atgtccccat cgatcctaca tgtcaaccaa 2460 

Igcggttata ttctacgtgt ttgtatcatc ccaacgcacc ccaatgcctc tctcatatga 2520 

attccggttg tacatttacc Icgccacatt l^cccagcg tgttgcaagc acagtgtatc 2580 

aaaattgtga acatgcagat aactacaccg catattgtct gggaatatct catatggagc 2640

ctagctttgg tctaatctta cacgacgggg gcaccacgtt aaagtttgta gatacacccg 2700 

agagtttgtc gggattatac gtttttgtgg tgtattttaa cgggcatgtt gaagccgtag 2760 

catacactgttgtatccaca gtagatcatt ttgtaaacgc aattgaagag cgtggatttc 2820

cgccaacggc cggtcagcca ccggcgacta ctaaacccaa ggaaattacc cccgtaaacc 2880

ccggaacgtc accacttcta cgacaaatac tgtcaattta ttcaacagtg gcgagttccc 2940

tagcactggc aatcatgatg gctggtctat ctttatggat gtgctccaat ggatcgttac 3000

126



15.26539

aatgcagaat ttgcatttaa aggcctattt tctttagttt gaatttactg ttattcggtg 3060

tgcatttcta tgtttggtga gcggttttct gtgctcagag tgtgtttatt ttatgtaatt 3120

taatttcttt gtgagctcct gtttagcagg tcgtcccttc agcaaggaca caaaaagatt 3180

3240

tgcagatcgt tcaaacattt ggcaataaag tttcttaaga ttgaatcctg ttgccggtct 3300

tgcgatgatt atcatHtnst ttctgttgaa Hacgtiaag catgtaataa ttsacatgta 3360

atgcatgacg ttatttatga gatgggtttt tatgattaga gtcccgcaat tatacattta 3420

atacgcgata gaaaacaaaa iatagcgcgc aaactaggat aaattatcgc gcgcggtgtc 3480

atctatgtta ctagatctct agagtctcaa gcttggcgcg cc 3522

<210>
<211>
<212>
<213>

25
575
PRT
人工序列

<220>
<223> VZV gE- A/印尼/5/2005 H5 TM+CY之胺基酸序列

<400> 25

Met Gly Thr Val Asn Lys Pro Val Val Gly Val Leu Met Gly Phe Gly 
1 5 10 15

He He Thr Gly Thr Leu Arg He Thr Asn Pro Val Arg Ala Ser Val
20 25 30

Leu Arg Tyr Asp Asp Phe His Thr Asp Glu Asp Lys Leu Asp Thr Asn
35 -40 45
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Ser*al n^r Glu Pro T^r Tyr His Ser Asp Bis Ala Glu Ser Ser Trp
50 55 60

"Val Asn Arg Glu Ser Ser Arg lys Ala Tyr Asp His Asn Ser Pro
65 70 75 80

Tyr He Ίιρ Pro Arg Asn Asp Ί> Asp Gly Phe Leu Glu Asn Ala His 
85 90 95

Glu His His Gly Val Tyr Asn Gin Gly Arg Gly Ίΐε Asp Ser Gty Glu
100 105 110

Arg Leu Met GhiZPro Thr Gin Met .Ser Ala Gln Glu Asp Leu Gly Asp
115 120 125

Asp Thr Gly 'He His "Val He Pro Thr Leu Asn Gly Asp Asp Arg His
130 135 140 

lys He Val Asn Val Asp Gin Arg Gin Tyr Gly Asp Val Phe Lys Gly
145 150 155 160

Asp Leu Asn Pro Lys Pro Gin Gly Gin Arg Leu He Glu Val Ser Val
165 170 175

Glu Glu Asn His Pro Phe Thr Leu Arg Ala Pro Be Gin Arg Be Tyr
180 185 190

Gly Val Arg Tyr Thr Glu Thr Trp Ser Phe Leu Pro Ser Leu Thr Cys
195 200 205
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Thr Gly Asp Ala Ala Pro Ala He Gin His He Cys Leu Lys His Thr
210 215 220

Thr Cys Phe Gin Asp Val Val Val Asp Val Asp Cys Ala Glu Asn Thr
225 230 235 240

Lys Glu Asp Gin Leu Ala Glu lie Ser Tyr Arg Phe Gin Gly Lys Lys 
245 250 255

Glu Ala Asp Gin Pro Trp De Val Val Asn Thr Ser Thr Leu Phe Asp
260 265 270

Glu Leu Glu Leu Asp Pro Pro Glu De Glu Pro Gly Val Leu Lys Val
275 280 285

Leu Arg Thr Glu Lys Gin lyr Leu Gly Val Tyr He Trp Asn Met Arg
290 295 300

Gly Ser Asp Gly Thr Ser Thr Tyr Ala Thr Phe Leu Val Thr Trp Lys
305 310 315 320

Gly Asp Glu Lys Thr Arg Asn Pro Thr Pro Ala Val Thr Pro Gin Pro
325 330 335

Arg Gly Ala Glu Phe His Met Trp Asn Tyr His Ser His Val Phe Ser
340 345 350

Val Gly Asp Thr Phe Ser Leu Ala Met His Leu Gin Tyr Lys De His
355 360 365

Ghi Ala Pro Phe Asp Leu Leu Leu Glu Tip Leu Tyr Val Pro He Asp
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370 375 380

Pro Thr Cys Gin Pro Met Arg Leu Tyr Ser Thr Cys Leu Tyr His Pro
385 390 395

Asn Ala Pro Gin Cys Leu Ser His Met Asn Ser Gly Cys Thr Phe Thr
405 410 415

Ser Pro His Leu Ala Gin Arg "Vai Ala Ser Thr"Vai Tyr Gln Asn Cys
420 425 430

Glu His Ala Asp Asn Tyr Thr Ala Tyr Cys Leu Gly lie Ser His Met
435 440 445

Glu Pro Ser Phe Gly Leu He Leu His Asp Gly Gly Thr Thr .Leu Lys
450 455 460

PheVal Asp Thr Pro Glu Ser Leu Ser Gly Leu Tyr Vai Phe Vai Vai
465 470 475

400

480

Tyr Phe Asn Gly His Vai Glu Ala Vai Ala lyr Thr Vai Vai Ser Thr 
485 490 495

Vai Asp His Phe Vai Asn Ala lie Glu Glu Arg Gly Phe Pro Pro Thr
500 505 510

Ala Gly Gin Pro Pro Ala Thr Thr Lys Pro Lys Glu He Thr Pro Vai
515 520 525

Asn Pro Gly Thr Ser Pro Leu Leu Arg Gin He Leu Ser He Tyr Ser
530 535 540
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Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala Leu Ala He Met Met Ala Gly Leu Ser
545 550 555 560

Leu Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gin Cys Arg He Cys He 
565 570 575

<210> 26
<211> 50
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> IF-wtSp-SARSgS.c

<400> 26
tgcccaaatttgtcgggccc atgtttattt tcttattatt tcttactctc 50

<210> 27
<211> 45
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> IF-H5TM+SARSgS.T

<400> 27

aattgacagt atttgaggcc atttaatata ttgctcatat tttcc 45

<210> 28
<211> 3768
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> 各成 SARS gS 基因（與來自 Genebank 登錄號 AY278741.1 之 nt 21492-25259 
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相對應）

<400> 28
atgtttattt icttattatt tcttactctc actagtggta gtgaccttga ccggtgcacc 60 

acttttgatg atgttcaagc tcctaattac actcaacata cttcatctat -gaggggggtt 120

lactatcctg atgaaatttt tagatcagac actctttatt iaactcagga tttatttctt 180

ccattttatt ctaatgttac agggtttcat actattaatc atacgtttgg caaccctgtc 240 

ataccttttaaggatggtat ttattttgct gccacagaga aatcaaatgt tgtccgtggt 300 

Igggtttttg gttctaccat gaacaacaag icacagtcgg 通 attattatlaacaattct 360

actaatgttg.ttatacgagc atgtaacttt gaattgtg  ̂acaacccttt Otttgctgtt 420

tctaaacccatgggtacaca^acacatactatgatattcg ataatgcattlaattgcact 480 

ttcgagtaca tatctgatgc ^ttttcgctt ^atgtttcag aaaagtcagg iaattttaaa 540

cacttacgag agtttgtgtt taaaaataaa ^atgggtttc tctatgtttalaagggctat 600

caacctatag atgtagttcg tgatctacct tctggtttta acactttgaa acctattttt 660 

aagttgcctc ttggtattaa cattacaaat tttagagcca ttcttacagc cttttcacct 720

gctcaagaca tttggggcac gtcagctgca gcctattttg ttggctattt aaagccaact 780

acatttatgc tcaagtatga tgaaaatggt acaatcacag atgctgttga ttgttctcaa 840

aatccacttg ctgaactcaa atgctctgtt aagagctttg agattgacaa aggaatttac 900

cagacctcta atttcagggt tgttccctca ggagatgttg tgagattccc taatattaca 960 

aacttgtgtc cttttggaga ggtttttaat gctactaaat tcccttctgt ctatgcatgg 1020 

gagagaaaaa aaatttctaa ttgtgttgct gattactctg tgctctacaa ctcaacattt 1080 

ttttcaacct ttaagtgcta tggcgtttct gccactaagt tgaatgatct ttgcttctcc 1140
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aatgtctatg cagattcttt tgtagtcaag ggagatgatg taagacaaat agcgccagga 1200

caaactggtg ttattgctga ttataattat aaattgccag atgatttcat gggttgtgtc 1260

cttgcttgga alactaggaa cattgatgct acttcaactg gtaattataa 彻成対対 1320

aggtatctta gacatggcaa gcttaggccctttgagagag acatatctaa tgtgcctttc 1380

tcccctgatg gcaaaccttg caccccacct gctcttaatt gttattggcc attaaatgat 1440

tatggttttt acaccactac tggcattggc taccaacctt acagagttgt agtactttct 1500

tttgaacttt taaatgcacc^gccacggtt tgtggaccaa aattatccac tgaccttatt 1560

•aagaaccagt gtgtcaattt laattttaat ggactcactg ^gtactggtgt gttaactcct 1620

tcttcaaaga gatttcaacc atttcaacaatttggccgtg atgtttctga tttcactgat 1680

Iccgttcgag atcctaaaac atctgaaata ttagacattt caccttgctc ttttgggggt 1740

gtaagtgtaattacacctgg aacaaatgct tcatctgaag ttgctgttct 血伯脆胪f 1800

gttanctgca ctgatgtttc tacagcaatt catgcagatc 33.ctcz.cacc agcttggcgc 1860

atatattcta ctggaaacaatgtattccag actcaagcag gctgtcttat aggagctgag 1920

catgtcgaca cttcttatga gtgcgacatt cctattggag ctggcatttg tgctagttac 1980

catacagttt ctttattacg lagtactagc caaaaatcta ttgtggctta tactatgtct 2040

atRgttcsat tgcttactct aataacacca ttgctatacc tactaacttt 2100

tcaattagca ttactacaga agtaatgcct gtttctatgg ctaaaacctc cgtagattgt 2160

aatatgtaca tctgcggaga ttctactgaa tgtgctaatt tgcttctcca atatggtagc 2220

ttttgcacac aactaaatcg tgcactctca ggtattgctg ctgaacagga tcgcaacaca 2280

cgtgaagtgt tcgctcaagt caaacaaatg tacaaaaccc caactttgaa atattttget 2340

ggttttaatt tttcacaaat attacctgac cctctaaagc caactaagag gtcttttatt - 2400
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^aggacttgc tctttaataa ggtgacactc gctgatgctg gcttcatgaa gcaatatggc 2460 

:gaatgcctag gtgatattaa t^ctagagat ctcatttgtg cgcagaagtt x;aatggactt 2520

acagtgttgc xjacctctgct cactgatgat atgattgctg cctacactgc Igctctagtt 2580

agtggtactg ccactgctgg atggacattt ggtgctggcg ctgctcttca aatacctttt 2640 

gctatgcaaa tggcatatag gttcaatggc attggagtta cccaaaatgt tctctatgag 2700

aaccaaaaac aaatcgccaa ccaatttaac aaggcgatta gtcaaattcaagaatcactt 2760

acaacaacat caactgcatt gggcaagctg caagacgttg itaaccagaa Igctcaagca 2820

ttaaacacac ttgttaaaca acttagctct aattttggtg caatttcaag tgtgctaaat 2880

.gatatccttt cgcgacttgataaagtcgag igcggaggtac ^aattgacag gttaattaca 2940 

iggcagacttc aaagccttca aacctatgta acacaacaac iaatcagggc tgctgaaatc 3000

agggcttctg ctaatcttgc tgctactaaaatgtctgagt gtgttcttgg:acaatcaaaa 3060

agagttgact tttgtggaaa gggctaccac cttatgtcct tcccacaagc.agccccgcat 3120

ggtgttgtct tcctacatgt cacgtatgtg ccatcccagg agaggaactt caccacagcg 3180 

ccagcaattt gtcatgaagg caaagcatac ttccctcgtg aaggtgtttt tgtgtttaat 3240 

ggcacttctt ggtttattac acagaggaac ttcttttctc cacaaataat tactacagac 3300 

aatacatttg tctcaggaaa ttgtgatgtc gttattggcatcattaacaa cacagtttat 3360 

gatcctctgc aacctgagct cgactcattc aaagaagagc Iggacaagta cttcaaaaat 3420

catacatcac cagatgttga tcttggcgac atttcaggca ttaacgcttc tgtcgtcaac 3480

attcaaaaag aaattgaccg cctcaatgag gtcgctaaaa atttaaatga atcactcatt 3 540

gaccttcaag aattgggaaa atatgagcaa tatattaaat ggccttggta tgtttggctc 3600
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.ggcttcattg dggactaat Igccatcgtc^tggttacaa tcttgctttg ttgcatgact 3660

agttgttgca gttgcctcaa gggtgcatgc tcttgtggtt cttgct^caa gtttgatgag 3720

£atgactctg agccagttct caagggtgtc aaattacatt acacataa 3768

<210> 
<211> 
<212> 
<213>

29
43 
DNA 
人工序列

<220>
<223> SARSgS+H5TM.c

<400>

atatattaaa tggcctcaaatactgtcaat ttattcaaca gtg

29

43

<210> 
<211 > 
<212> 
<213>

30
5496
DNA 
人工序列

<220>
<223> 表現卡匣編號916

<400>

ttaattaagt cgacaagctt gcatgccggt caacatggtg gagcacgaca cacttgtcta
30

60

ctccaaaaat atcaaagata cagtctcaga agaccaaagg gcaattgaga cttttcaaca 120

aagggtaata tccggaaacc tcctcggatt ccattgccca gctatctgtc actttattgt 180

gaagatagtg gaaaaggaag gtggctccta caaatgccat cattgcgata aaggaaaggc 240

catcgttgaa gatgcctctg ccgacagtgg tcccaaagat ggacccccac ccacgaggag 300

catcgtggaa aaagaagacg ttccaaccac gtcttcaaag caagtggatt gatgtaataa 360

catggtggag cacgacacac ttgtctactc caaaaatatc aaagatacag tctcagaasa 420
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ccaaagggca attgagactt itcaacaaag ggtaatatcc:ggaaacctcc tcggattcca 480

Itgcccagct atctgtcact ttattgtgaa gatagtggaaaaggaaggtg gctcctacaa 540

atgccatcat tgcgataaag ^aaaggccat cgttgaagat gcctctgccg acagtggtcc 600

caaagatgga cccccaccca cgaggagcat cgtggaaaaa gaagacgttc caaccacgtc 660

ttcaaagcaa gtggattgat gtgatatctc cactgacgta agggatgac^ cacaatccca 720

ctatccttcg caagaccctt cctctatataaggaagttcalttcatttgg.agaggtatta 780 

:aaatcttaat aggttttgat aaaagcgaac gtggggaaacxcgaaccaaa ccttcttcta 840

aactctctct catctctctt aaagcaaact tctctcttgt ctttcttgcg Igagcgatct 900

tcaacgttgt cagatcgtgc itcggcacca gtacaacgtt ttctttcact £aagcgaaat -960

caaagatctc ittgtggaca cgtagtgcgg cgccattaaa laacgtgtacttgtcctatt 1020

cttgtcggtgtggtcttggg aaaagaaagcttgctggagg ctgctgttca gccccataca 1080

ttacttgtta cgattctgct gactttcggc gggtgcaata tctctacttc tgcttgacga 1140

ggtattgttg cctgtacttc Ittcttcttc ttcttgctga ttggttctat aagaaatcta 1200 

gtattttctt tgaaacagag ttttccc^tg gttttcgaac ttggagaaag attgttaagc 1260

ttctgtatattctgcccaaa tttgtcgggc ccatgtttat tttcttatta tttcttactc 1320

tcactagtgg tagtgacctt gaccggtgca ccacttttga tgatgttcaa gctcctaatt 1380

acactcaaca tacttcatct atgagggggg tttactatcc tgatgaaatt tttagatcag 1440

acactcttta tttaactcag gatttatttc ttccatttta ttctaatgtt acagggtttc 1500 

atactattaa tcatacgttt ggcaaccctg tcataccttt taaggatggt atttattttg 1560 

ctgccacaga gaaatcaaat gttgtccgtg gttgggtttt tggttctacc atgaacaaca 1620

136



1526539

agtcacagtc ggtgattatt attaacaatt ctactaatgt tgttatacga gcatgtaact

«ga^ttgtg tgacaaccct ttctttgctg tttctaaacc catgggtaca cagacacata

ctatgatatt cgataatgca tttaattgca ctttcgagta catatctgat ^gccttttcgc

ttgatgtttc agaaaagtca ggtaatttta aacacttacg agagtttgtg tttaaaaata

aagatgggtt tctctatgtt tataagggct atcaacctat agatgtagtt cgtgatctac

cttctggttt taacactttg aaacctattt ttaagttgcc tcttggtatt aacattacaa

cattcttaca gccttttcac ctgctcaaga catttggggc acgtcagctg

cagcctattt tgttggctat ttaaagccaa ctacatttat gctcaagtat gatgaaaatg

gtacaatcac agatgctgtt gattgttctc:aaaatccact tgctgaactc aaatgctctg

ttaagagctt tgagattgac .aaaggaattt accagacctc taatttcagg gttgttccct

caggagatgt tgtgagattc cctaatatta caaacttgtg tccttttgga gaggttttta

atgctactaa attcccttct gtctatgcat gggagagaaa aaaaatttct aattgtgttg

ctgattactc tgtgctctac ouctcaucHt ttttttcaac ctttaagtgc tatggcgttt

ctgccactaa gttgaatgat ctttgcttct ccaatgtcta tgcagattct tttgtagtca

agggagatga tgtaagacaa atagcgccag gacaaactgg tgttattgct gattataatt

ataaattgcc agatgatttc atgggttgtg tccttgcttg gaatactagg aacattgatg

ctacttcaac tggtaattat aattataaat ataggtatct tagacatggc aagcttaggc

cctttgagag agacatatct aatgtgcctt tctcccctga tggcaaacct tgcaccccac

ctgctcttaa ttgttattgg ccattaaatg attatggttt ttacaccact actgacattg

gctaccaacc ttacagagtt gtagtacttt cttttgaact tttaaatgca ccggccacgg

tttgtggacc.aaaattatcc actgacctta ttaagaacca gtgtgtcaat tttaatttta

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880
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aiggactcac tggtactggt 陞gttaactc cttcttcaaa gagatttcaa .ccatttcaac 2940

aatttggccg Igatgtttct gatttcactg attccgttcg agatcctaaa acatctgaaa 3000

lattagacat itcaccttgc tcttttgggg ^tgtaagtgt aattacacct ^gaacaaatg 3060

cttcatctga .agttgctgtt ctatatcaag atgttaactg cactgatgtt tctacagcaa 3120

ttcatgcaga Icaactcaca ccagcttggc gcatatattc lactggaaac aatgtattcc 3180

agactcaagc aggctgtctt ataggagctgagcatgtcgacacttcttatjgagtgcgaca 3240

Itcctattggagctggcattlgtgctagttaccatacagt ttctttatta cgtagtacta 3300

茗 ccaaaaatc lattgtggct latactatgt:ctttaggtgc tgatagttca:attgcttact 3360

Otaataacac .cattgctata cctactaact tttcaattag cattactaca gaagtaa鬼 c 3420

ctgtttctat ggctaaaacclccgtagatt _gtaatatgta catctgcgga ^attctactg 3480

aatgtgctaa tttgcttctc caatatggta gcttttgcac acaactaaat cgtgcactct 3540

caggtattgc tgctgaacag gatcgcaaca cacgtgaagt ^ttcgctcaa gtcaaacaaa 3600

tgtacaaaac cccaactttg aaaiattttg gtggttttaa tttttcacaa atattacctg 3660

accctctaaa gccaactaag aggtctttta Itgaggactt gctctttaat aaggtgacac 3720 

Icgctgatgctggcttcatg aagcaatatg gcgaatgcct:aggtgatatt aatgctagag 3780

atctcatttg tgcgcagaag ttcaatggac ttacagtgtt gccacctctg ctcactgatg 3 840

atatgattgc tgcctacact gctgctctag ttagtggtac tgccactgct ggatggacat 3900 

ttggtgctgg cgctgctctt caaatacctt ttgctatgca aatggcatat aggttcaatg 3 960

gcattggagt tacccaaaat gttctctatg agaaccaaaa acaaatcgcc aaccaattta 4020

acaaggcgat tagtcaaatt caagaatcac ttacaacaac atcaactgca ttgggcaagc 4080
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tgcaagacgt tgttaaccag aatgctcaag cattaaacac acttgttaaa caacttagct 4140

.ctaattttgg tgcaatttca agtgtgctaa atgatatcct ttcgcgactt gataaagtcg 4200

aggcggaggt acaaattgac aggttaatta caggcagact tcaaagcctt caaacctatg 4260

taacacaaca actaatcagg gctgctgaaa tcagggcttc tgctaatctt gctgctacta 4320

aaatgtctga ^tgtgttctt ggacaatcaa aaagagttga cttttgtgga aagggctacc 4380

accttatgtc cttcccacaa gcagccccgc atggtgttgt cttcctacat gtcacgtatg 4440

tgccatccca ggagaggaac ttcaccacag cgccagcaat ttgtcatgaa ggcaaagcat 4500

acttccctcg tgaaggtgtt tttgtgttta atggcacttc ttggtttatt acacagagga 4560

acttcttttc tccacaaata attactacag acaatacatt tgtctcagga aattgtgatg 4620

tcgttattgg catcattaac aacacagttt atgatcctct gcaacctgag ctcgactcat 4680

tcaaagaaga gctggacaag tacttcaaaa atcatacatc accagatgtt gatcttggcg 4740

acatttcagg cattaacgct tctgtcgtca acattcaaaa agaaattgac cgcctcaatg 4800

aggtcgctaa aaatttaaat gaatcactca ttgaccttca agaattggga aaatatgagc 4860

aatatattaa atggcctcaa atactgtcaa tttattcaac agtggcgagt tccctagcac 4920

tggcaatcat gatggctggt ctatctttat ggatgtgctc caatggatcg ttacaatgca 4980

gaatttgcat ttaaaggcct attttcttta gtttgaattt actgttattc ggtgtgcatt 5040

tctatgtttg gtgagcggtt ttctgtgctc agagtgtgtt tattttatgt aatttaattt 5100

ctttgtgagc tcctgtttag caggtcgtcc cttcagcaag gacacaaaaa gattttaatt 5 ] 60

ttattaaaaa aaaaaaaaaa aaagaccggg aattcgatat caagcttatc gacctgcaga 5220

tcgttcaaac atttggcaat aaagtttctt aagattgaat cctgttgccg gtcttgcgat 5280

gattatcata taatttctgt tgaattacgt taagcatgta ataattaaca tgtaatgcat 5340
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gacgttattt atgagatggg tttttatgat lagagtcccg caattatacatttaatacgc 5400

:gatagaaaac aaaatatagc gcgcaaacta ggataaatta tcgcgcgcgg tgtcatctat 5460

gttactagat ctctagagtc tcaagcttgg pgcgcc 5496

<210> 31
<211 > 1233
<212> PRT
<213>人工序列

<220>
<223> :SARS gS- A/：印尼/5Z2005 Ή5 TM+CY 之胺基酸序列

<400> 31

Met Phe lie.Phe Leu Leu Phe Leu ΊΈτΈετι Thr Ser Gly .Ser Asp Leu
1 5 10 15

Asp Arg Cys Thr Thr Phe Asp Asp WaQ Gin Ala Pro Asn Tyr Thr Gin
20 25 30

His Thr Ser Ser Met Arg Gly Val Tyr Tyr Pro Asp Glu Be Phe Arg
35 40 45

Ser Asp Thr Leu Tyr Leu Thr Gin Asp Leu Phe Leu Pro Phe Tyr Ser
50 55 60

Asn Val Thr Gly Phe His Thr He Asn His Thr Phe Gly Asn Pro Val
65 70 75 80

De Pro Phe Lys Asp Gly De Tyr Phe Ala Ala Thr Glu Lys Ser Asn
85 90 95
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Val Val Arg Gly Trp Val Phe Gly Ser Thr Met Asn Asn Lys Ser Gin
100 105 no

Ser Val Be lie lie Asn Asn Ser Thr Asn "Val "Val lie Arg Ala Cys
115 120 ' ns

Asn Phe Glu Leu Cys Asp Asn Pro Phe Phe Ala Val Ser Lys Pro Met
130 135 140

Gly Thr Gin Thr His Thr Met Be Phe Asp Asn Ala Phe Asn Cys Thr 
145 150 155 160

Phe Glu Tyr He Ser Asp Ala Phe Ser Leu Asp Val Ser Glu Lys Ser
165 170 175

Gly Asn Phe Lys His Leu Arg Glu Phe Val Phe Lys Asn Lys Asp Gly
180 185 190

Phe Leu Tyr Val Tyr Lys Gly Tyr Gin Pro He Asp Val Val Arg Asp
195 200 205

Leu Pr。Ser Gly Phe Asn Thr Leu lys Pro He Phe Lys Leu Pro Leu
210 215 220

Gly He Asn Re Thr Asn Phe Arg Ala De Leu Thr Ala Phe Ser Pro
225 230 235 240

Ala Gin Asp De Trp Gly Thr Ser Ala Ala Ala Tyr Phe Val Gly Tyr
245 250 255
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Leu Lys iro Thr Thr Phe Met Leu Lys 呼 Asp Glu Asn Gly Ίϊιτ He
260 265 270

Thr Asp Ala Val Asp Cys Ser Gin Asn Tro Leu Ala Glu Leu I^s Cys
275 280 285

Ser御 lys Ser Phe Glu lie Asp lys Gly lie Tyr Gin Thr Ser Asn
290 295 300

Phe ArgAZal W Pro Ser Gly Asp Val WArg Phe Pro Asn Be Thr
305 310 315 320

Asn Leu Cys Pro Phe Gly Glu Wai Phe Asn Ala Thr lys Phe Pro Ser
325 330 335

■Val Tyr Ala Tip Glu Arg lys Bys He Ser Asn Cys "Val Ala Asp Tyr
340 345 350

.Ser Val Leu Tyr Asn Ser Thr Phe Phe Ser Thr Phe Lys Cys lyr Gly
355 360 365

Val .Ser Ala Thr Lys Leu Asn Asp Leu Cys Phe Ser Asn Val Tyr.Ala
370 375 380

Asp Ser Phe Val Val Lys Gly Asp Asp Val Arg Gin He Ala Pro Gly
385 390 395 400

Glu Thr Gly Val He Ala Asp Tyr Asn Tyr Lys Leu Pro Asp Asp Phe
405 410 415

Met Gly Cys Val Leu Ala Trp Asn Thr Arg Asn He Asp Ala Thr Ser
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420 425 430

Thr Gly Asn Tyr Asn Tyr Lys Tyr Arg lyr Leu Arg His Gly Lys Leu
435 440 445

Arg Pro Phe Glu Arg Asp De Ser Asn Vai Pro Phe Ser Pro Asp Gly
450 ' 455 460

Lys Pro Cys Thr Pro Pro Ala Leu Asn Cys Tyr Trp Pro Leu Asn Asp
465 470 475 480

Tyr Gly Phe Tyr Thr Thr Thr Gly De Gly Tyr Glu Pro Tyr Arg Wl
485 490 495

Vai Vai Leu Ser Phe Glu Leu Leu Asn Ala Pro Ala Thr Vai Cys Gly
500 505 510

Pro Lys Leu Ser Thr Asp Leu lie Lys Asn Gin Cys Vai Asn Phe Asn
515 520 525

Phe Asn Gly Leu Thr Gly Thr Gly Vai Leu Thr Pro Ser Ser Lys Arg 
53° 535 540

Phe Gin Pro Phe Gin Gin Phe Gly Arg Asp Vai Ser Asp Phe Thr Asp 
545 550 555 560

Ser Vai Arg Asp Pro Lys Thr Ser Glu He Leu Asp He Ser Pro Cys
565 570 575

Ser Phe Gly Gly Vai Ser Vai He Thr Pro Gly Thr Asn Ala Ser Ser 
580 585 590 
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Glu Val Ala^Val Leu Tyr Gin Asp Val Asn Cys Thr Asp "Val Ser Thr
595 600 605

Ala De His Ala Asp Gin Leu Thr Pro Ala Trp Ai^ He Tyr Ser Thr
610 -615 620

Gly Asn Asn MQ Phe Glu Thr Gin Ala Gly Cys Leu He Gly Ala Glu 
•625 630 635 -640

HisAZal Asp Thr Ser lyr Glu Cys Asp He Pro lie Gly Ala Gly Έε
•645 650 655

Cys Ala Ser Tyr His Thr 询 S er Leu Leu Arg Ser ΊΈτ:Ser GLd Lys
-660 665 670

.Ser He Val Ala Tyr Thr Met .Ser Leu Gly Ala Asp Ser Ser lie Ala
■675 680 685

Tyr Ser Asn Asn Thr He Ala He Pro Thr Asn Phe Ser lie Ser He
690 695 700

Thr Thr Glu Val Met Pro Val Ser Met Ala Lys Thr Ser Val Asp Cys
705 710 715 720

Asn Met Tyr De Cys Gly Asp Ser Thr Glu Cys Ala Asn Leu Leu Leu 
725 730 735

Gin Tyr Gly Ser Phe Cys Thr Gin Leu Asn Arg Ala Leu Ser Gly He
740 745 750
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Ala Ala Glu Gin Asp Arg Asn Thr Arg Glu Vai Phe Ala Gin Vai Lys
755 760 765

Gin Met Tyr I^s ThrTro Thr Leu Lys Phe Gly Gly Phe Asn The
770 775 780

Ser Gin He Leu Pro Asp Pro Leu Lys Pro Thr Lys Arg Ser Phe .He
785 790 795 800

Glu Asp Leu Leu Phe Asn Lys Vai Thr Leu Ala Asp Ala Gly Phe Met 
805 810 815

Lys Gin Ί> Gly Glu Cys Leu Gly Asp He Asn Ala Arg Asp Leu lie
820 825 830

Cys Ala Gin Lys Phe Asn Gly Leu Thr Vai Leu Tro Pro Leu Leu Thr
835 840 g45

Asp Asp Met Be Ala Ala Tyr Thr Ala Ala Leu Vai Ser Gly Thr Ala
850 855 860

Thr Ala Gly Tip Thr Phe Gly Ala Gly Ala Ala Leu Gin He Pro Phe
865 870 875 880

Ala Met Gin Met Ala Tyr Arg Phe Asn Gly He Gly Vai Thr Gin Asn 
885 890 895

Vai Leu Tyr Glu Asn Gin Lys Gin He Ala Asn Gin Phe Asn Lys Ala
900 905 9io

145



1526539

lie Ser Ghi He Glu Glu Ser Leu Thr Thr Thr Ser Thr Ala Leu Gly

915 920 925

Lys Leu Gin Asp Nal Vai Asn Gin Asn Ala Gin Ala Leu Asn Thr Leu
930 935 940

Vai Lys Gin Leu Ser Ser Asn Phe Gly Ala He:Ser Ser Vai Leu Asn
945 -950 955 960

Asp He Leu Ser Arg Leu Asp Lys "Vial Glu Ala Glu "Vai Gin Le Asp
965 ·970 975

Arg Leu He Thr Gly Arg Leu Gin Ser Leu Gin Thr Tyr 'Vai Thr Gin
990980 985

Gin Leu Le Arg Ala Ala Glu Be Arg Ala Ser. Ala Asn
995 1000

Leu . Ala Ala
1005

Thr Lys Met Ser Glu Cys Vai Leu Gly Gin Ser Lys
1010 1015 1020

Phe Cys Gly Lys Gly Tyr His Leu Met S er Phe Pro
Ί025 1030

Gin Ala Ala 
1035

Pro His Gly Vai Vai Phe Leu His Vai Thr Tyr Vai Pro Ser Gin
1040 1045 1050

Glu Arg Asn Phe Thr Thr Ala Pro Ala He Cys His
1055 1060

Glu Gly Lys
1065

Ala Tyr Phe Pro Arg Glu Gly Vai Phe Vai Phe Asn Gly Thr Ser
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1070 1075 1080

Trp Phe De Thr Gin Arg Asn Phe Phe Ser Pro Gin Be De Thr
1085 1090 1095

Thr Asp Asn Thr Phe Val Ser Gly Asn Cys Asp Val Val He Gly
1100 1105 1110

He Be Asn Asn Thr Λ/al Tyr Asp Pro Leu Gin Pro
1115 1120

Glu Leu Asp 
1125

SerPhe Lys Glu Glu Leu Asp Lys Tyr Phe Lys Asn His Thr Ser
1130 1135 1140

Pro Asp AZalAspLeu Gly Asp He Ser Gly He Asn
1145 1150

Ala Ser Val
1155

Val Asn De Gin Lys Glu lie Asp Arg Leu Asn Glu
1160 1165

Val Ala Lys
1170

Asn Leu Asn Glu Ser Leu De Asp Leu Gin Glu Leu Gly Lys Tyr 
1175 1180 1185

Glu Gin Tyr He Lys Trp Pro Gin De Leu Ser De Tyr Ser Thr
1190 1195 1200

Wl Ala Ser Ser Leu Ala Leu Ala He Met Met Ala
1205 1210

Gly Leu Ser
1215

Leu Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gin Cys Arg He Cys De
1220 1225 1230
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<210> 32
<211 > 42
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> IF-RabG-S2+4.c

<400> 32
tctcagatct tcgccaaatt ccctatttac acgataccag ac 42

<210> 33
<211 > 48
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223> RabG+H5TM.T

<400> 33
ctgttgaata aattgacagt atttgatact tcccccagtt cgggagac 48

<210> 34
<211> 1575
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223>合成Rab G基因（與來自Genebank登錄號EF206707之nt 3317-4891相對應）

<400> 34
atggttcctc aggctctcct gtttgtaccc cttctggttt ttccattgtg ttttgggaaa 60

ttccctattt acacgatacc agacaagctt ggtccctgga gcccgattga catacatcac 120

ctcagctgcc caaacaattt ggtagtggag gacgaaggat gcaccaacct gtcagggttc 180
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tcctaca^gg aacttaaagt tggatacatc ttagccataa aaatgaacgg ^ttcacttgc 240

邳 aggcgttg tgacggaggc tgaaacctac nctoacttcg ttggttatgt cacaaccacg 300

ttcaaaagaa agcatttccg cccaacacca gatgcatgta gagccgcgta caactggaag 360

atggccggtg accccagata tgaagagtct ctacacaatc cgtaccctga ctaccgctgg 420

cttcgaactgtaaaaaccac caaggagtct ctcgttatca tatctccaag tgtggcagat 480

ttggacccat atgacagatc ccttcactcg agggtcttcc ctagcgggaa gtgctcagga 540

gt^gcggtgt cttctaccta ctgctccact snccncgatt scaccatttg gatgcccgag 600

33tcpgagac i^gggatgtc Itgtgacatt Ittaccaata -gtagagggaa gagagcatcc 660

aaagggagtg agacttgcgg ctttgtagat gaaagaggcc tatataagtc tttaaaagga 720

gcatgcaaac tcaagttatg tggagttcta ggacttagac ttatggatgg aacatgggtc 780

gcgatgcaaa catcaaatga aaccaaatgg tgccctcccgatcagttggt gaacctgcac 840

gactttcgct cagacgaaat tgagcacctt gttgtagagg agttggtcag gaagagagag 900

gagtgtctgg atgcactaga .gtccatcatg acaaccaagt cagtgagttt cagacgtctc 960

agtcatttaa gaaaacttgt ccctgggttt ggaaaagcat ataccatatt caacaagacc 1020

ttgatggaag ccgatgctca ctacaagtca gtcagaactt ggaatgagat cctcccttca 1080

aaagggtgtt taagagttgg ggggaggtgt catcctcatg tgaacggggt gtttttcaat 1140

ggtataatat taggacctga cggcaatgtc ttaatcccag agatgcaatc atccctcctc 1200

cagcaacata tggagttgtt ggaatcctcg gttatccccc ttgtgcaccc cctggcagac 1260

ccgtctaccg ttttcaagga cggtgacgag gctgaggatt ttgttgaagt tcaccttccc 1320

gatgtgcaca atcaggtctc aggagttgac ttgggtctcc cgaactgggg gaagtatgta 1380

ttactgagtg caggggccct gactgccttg atgttgataa ttttcctgat gacatgttgt 1440
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agaagagtca atcgatcaga acctacgcaa cacaatctca gagggacagg gagggaggtg 1500

tcagtcactc cccaaagcgg gaagatcatalcttcatggg aatcacacaa^agtgggggt 1560

gagaccagac tgtga 1575

<210> 
<211 > 
<212> 
<213>

35
29
DNA
人工序列

<220>
<223> IF-H5TM.C

35<400>
-caaatactgt caatttattc aacagtggc 29

<210> 
<211> 
<212> 
<213>

36
4899
DNA
人工序列

<220>
<223> 基因構築體141

<400> 
tggcaggata tattgtggtg taaacaaatt gacgcttaga caacttaata acacattgcg

36

60

gacgttttta atgtactgaa ttaacgccga atcccgggct ggtatattta tatgttgtca 120

aataactcaa aaaccataaa agtttaagtt agcaagtgtg tacattttta cttgaacaaa 180

aatattcacc tactactgtt ataaatcatt attaaacatt agagtaaaga aatatggatg 240

ataagaacaa gagtagtgat attttgacaa caattttgtt gcaacatttg agaaaatttt 300

gttgttctct cttttcattg gtcaaaaaca atagagagag aaaaaggaag agggagaata 360
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aaaacaiaat gtgagtatga gagagaaagt tgtacaaaag ttgtaccaaa atagttgtac 420

aaatatcatt gaggaatttg acaaaagcta cacaaataag ^gttaattgc tgtaaataaa 480

taaggatgac ^cattagaga gatgtaccat tagagaaitt ttggcaagtc attaaaaaga .540

aagaataaat tatttttaaa attaaaagtt gagtcatttg attaaacatg tgattattta 600

atgaattgat gaaagagttg gattaaagtt gtattagtaa ttagaatttg gtgtcaaatt 660

taatttgaca tttgatcttt tcctatatat tgccccatag agtcagttaa ctcattttta 720

780

,gtatatttac taaaaaatct aagccacgta ggaggataac aggatccccg taggaggata 840

acatccaatc caaccaatca caacaatcct gatgagataa cccactttaa gcccacgcat 900

ctgtggcaca tctacattat ctaaatcaca cattcttcca cacatctgag ccacacaaaa 960

1020

gattcccttc aaacacatac aaagagaaga gactaattaa ttaattaatc atcttgagag 1080

aaaatggaac gagctataca aggaaacgac gctagggaac aagctaacag tgaacgttgg 1140

gatggaggat caggaggtac cacttctccc ttcaaacttc ctgacgaaag tccgagttgg 1200

actgagtggc ggctacataa cgatgagacg aattcgaatc aagataatcx ccttggtttc 1260

aaggaaagct ggggtttcgg gaaagttgta tttaagagat atctcagata cgacaggacg 1320

gaagcttcac tgcacagagt ccttggatct tggacgggag attcggttaa ctatgcagca 1380

tctcgatttt tcggtttcga ccagatcgga tgtacctata gtattcggtt tcgaggagtt 1440

agtatcaccg tttctggagg gtcgcgaact cttcagcatc tctgtgagat ggcaattcgg 1500

tctaagcaag aactgctaca gcttgcccca atcgaagtgg aaagtaatgt atcaagagga 1560

tgccctgaag gtactcaaac cttcgaaaaa gaaagcgagt aagttaaaat gcttcttcet 1620
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ctcctatttataatatggttlgttattgtt aattttgttc-ttgtagaaga 至cttaattaa 1680

tcgttgttgtlatgaaatac iatttgtatg agatgaactg 陞gtaatgta attcatttac 1740

ataagtggag tcagaatcag aatgtttcct ccataactaa ctagacatga agacctgccg 1800

cgtacaattgtcttatattt gaacaactaa aattgaacat cttttgccac aactttataa I860 

gtggttaatalagctcaaatatatggtcaagttcaatagattaataatgg ：aaatatcagt 1920 

tatcgaaatt cattaacaat caacttaacg ttattaacta ctaattttat atcatcccct 1980

Itgataaatgaiagtacacc aattaggaag gagcatgctc gcctaggagattgtcgtttc 2040

ccgccttcag tttgcaagct gctctagccglgtagccaat acgcaaaccg .cctctccccg 2100

cgcgttggga attactagcg cgtgtcgaca agctigcatg:ccggtcaacai^gtggagca 2160

cgacacactt:gtctactcca.aaaatatcaa agatacagtc tcagaagacc aaagggcaat 2220

tgagactttt caacaaaggg taatatccgg aaacctcctc:ggattccatt gcccagctat 2280

ctgtcacttt attgtgaaga tagtggaaaa ggaaggtggc tcctacaaat^ccatcattg 2340

cgataaagga aaggccatcg ttgaagatgc:ctctgccgac agtggtccca .aagatggacc 2400

cccacccacg aggagcatcg ^gaaaaaga agacgttcca accacgtctt caaagcaagt 2460 

ggattgatgt gaiaacatgg tggagcacga cacacttgtc tactccaaaa atatcaaaga 2520 

tacagtctcagaagaccaaa gggcaattga gacttttcaa caaagggtaatatccggaaa 2580 

cctcctcgga ttccattgcc cagctatctg tcactttatt gtgaagatag tggaaaagga 2640

2700 

2760 

2820

tgccgacagt ggtcccaaag atggaccccc acccacgagg agcatcgtgg aaaaagaaga

cgttccaacc acgtcttcaa agcaagtgga ttgatgtgat atctccactg acgtaaggga
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tgacgcacaa tcccactatc cttcgcaaga cccttcctct atataaggaa gttcatttca 2880

"®ggagagg tattaaaatc ttaataggtt ttgataaaa^ cgaacgtggg gaaacccgaa 2940

ccaaaccttc ttctaaactc tctctcatct ctcttaaagc aaacttctct cttgtctttc 3000

ttgcgtgagc gatcttcaac gttgtcagat cgtgcttcgg caccagtacaacgttttctt 3060

tcactgaagc gaaatcaaag atctctttgt ggacacgtag tgcggcgcca ttaaataacg 3120

tgtacttgtc ctattcttgt cggtgtggtc ttgggaaaag aaagcttgct ggaggctgct 3180

gttcagcccc；atacattact tgttacgatt ctgctgactt tcggcgggtg caatatctct 3240

acttctgctt gacgaggtatlgttgcctgt acttctttct tcttcttctt gctgattggt 3300

tctataagaa atctagtatt ttctttgaaa cagagttttc ccgtggtttt cgaacttgga 3360

gaaagattgt taagcttctg tatattctgc ccaaatttgt cgggcccatg gcgaaaaacg 3420

ttgcgatttt cggcttattg ttttctcttc ttgtgttggt tccttctcag atcttcgcct 3480

gcaggctcct cagccaaaac gacaccccca tctgtctatc cactggcccc tggatctgct 3540

.gcccaaacta actccatggt gaccctggga tgcctggtca agggctattt ccctgagcca 3600

gtgacagtga cctggaactc tggatccctg tccagcggtg tgcacacctt cccagctgtc 3660

ctgcagtctg acctctacac tctgagcagc tcagtgactg tcccctccag cacctggccc 3720

agcgagaccg tcacctgcaa cgttgcccac ccggccagca gcaccaaggt ggacaagaaa 3780

attgtgccca gggattgtgg ttgtaagcct tgcataigta cagtcccaga agtatcatct 3840

gtcttcatct tccccccaaa gcccaaggat gtgctcacca ttactctgac tcctaaggtc 3900

acgtgtgttg tggtagacat cagcaaggat gatcccgagg tccagttcag ctggtttgta 3960

gatgatgtgg aggtgcacac agctcagacg caaccccggg ageagcagtt caacascact 4020

ttccgctcag tcagtgaact tcccatcatg caccaggact ggctcaatgg caageagcga 4080
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tcgctcaccatcaccatcac catcaccatc accattaaag ^cctattttc tttagtttga 4140

atttactgtt attcggtgtg^atttctatgtttggtgagc ggttttctgt gctcagagtg 4200

Igtttatttt aigtaattta atttctttgt gagctcctgt ttagcaggtc 陞cccttcag 4260

caaggacaca aaaagatttt:aattttatta aaaaaaaaaa aaaaaaagac cgggaattcg -4320

atatcaagct latcgacctg Oagatcgttc aaacatttgg caataaagtt Icttaagatt 4380

gaatcctgtt gccggtcttg cgatgattat catataattt .ctgttgaatt acgttaagca 4440

Igtaataatt aacatgtaat -gcatgacgtt atttatgagaigggtttttatgattagagt 4500

:cccgcaatta tacattteiat^cgcgataga^aacaaaata iagcgcgcaa actaggataa 4560

attatcgcgc ^gcggtgtcat ^tatgttact agatctctag agtctcaagc ttggcgcgcc 4620

cacgt^acta gtggcactgg .ccgtcgtttt acaacgtcgt gactgggaaa accctggcgt 4680

tacccaactt:aatcgcc^g .cagcacatcc ccctttcgcc agctggcgta atagcgaaga 4740

ggcccgcacc gatcgccctt cccaacagtt:gcgcagcctg aatggcgaat gctagagcag 4800

cttgagcttg gatcagattg tcgtttcccg ccttcagttt:aaactatcag tgtttgacag 4860

gatatattgg cgggtaaacc taagagaaaa gagcgttta 4899

<210> 37
<211> 3249
-<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> 表現卡匣編號1074

<400> 37
gtcaacatgg tggagcacga cacacttgtc tactccaaaa atatcaaaga tacagtctca 60
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gaagaccaaa gggcaattga gacttttcaa caaagggtaa tatccggaaa cctcctcgga 120

ttccattgcc cagctatctg tcactttatt gtgaagatag tggaaaagga aggtggctcc 180

tacaaatgcc atcattgcga taaaggaaag gccatc^ttg aagatgcctc tgccgacagt 240

ggtcccaaag atggaccccc acccacgagg agcatcgtgg aaaaagaaga cgttccaacc 300

acgtcttcaa agcaagtggattgatgt5at aacatggtgg agcacgacac acttgtctac 360

tccaaaaata tcaaagatac agtctcagaa gaccaaaggg caattgagac ttttcaacaa 420

agggtaatat ccggaaacct cctcggattc cattgcccag ctatctgtca ctttattgtg 480

aagatagtgg aaaaggaagg tggctcctac aaatgccatc attgcgataa aggaaaggcc 540

atcgttgaag atgcctctgc cgacagtggt cccaaagatg gacccccacc cacgaggagc 600

atcgtggaaa aagaagacgt tccaaccacg tcttcaaagc aagtggattg atgtgatatc 660

tccactgacg taagggatga cgcacaatcc cactatcctt cgcaagaccc ttcctctata 720

taaggaagtt catttcattt ggagaggtat taaaatctta ataggttttg ataaaagcga 780

acgtggggaa acccgaacca aaccttcttc taaactctct ctcatctctc ttaaagcaaa 840

cttctctctt gtctttcttg cgtgagcgat cttcaacgtt gtcagatcgt gcttcggcac 900

cagtacaacg ttttctttca ctgaagcgaa atcaaagatc tctttgtgga cacgtagtgc 960

ggcgccatta aataacgtgt acttgtccta ttcttgtcgg tgtggtcttg ggaaaagaaa 1020

gcttgctgga ggctgctgtt cagccccata cattacttgt tacgattctg ctgactttcg 1080

gcgggtgcaa tatctctact tctgcttgac gaggtattgt tgcctgtact tctttcttct 1140

tcttcttgct gattggttct ataagaaatc tagtattttc tttgaaacag agttttcccg 1200

tggttttcga acttggagaa agattgttaa gcttctgtat attctgccca aatttgtcgg 1260

gcccatggcg aaaaacgttg cgattttcgg cttattgttt tctcttcttg tgttggttcc 1320
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ttctcagatcItcgccaaattccctattta cacgataccagacaagcttg gtccctggag 1380

cccgattgac atacatcacc Icagctgccc aaacaatttg gtagtggagg acgaaggatg ]440

caccaacctgtcagggttct cctacatgga acttaaagtt ggatacatct iagccataaa 1500

:aatgaacggg ttcacttgca caggcgttgt gacggaggct gaaacctaca -ctaacttcgt 1560

tggttatgtc acaaccacgt tcaaaagaaa ^catttccgc ccaacaccag atgcatgtag 1620

agccgcgtac aactggaaga tggccggtga ccccagatat gaagagtctc iacacaatcc 1680 

;gtaccctgac taccgctggc ttcgaactgt aaaaaccacc aaggagtctc tcgttatcat 1740

atctccaagt gtggcagatt ^gacccatatgacagatcc cttcactcga.gggtcttccc 1800

tagcgggaag igctcaggag tagcggtgtc ttctacctac Igctccacta accacgatta 1860

caccatttgg atgcccgaga atccgagact agggatgtct tgtgacattt ttaccaatag 1920

lagagggaag agagcatcca Bagggagtga _gacttgcggc tttgtagatg aaagaggcct 1980

:atataagtct ttaaaaggag catgcaaact caagttatgt ggagttctag gacttagact 2040 

tatggatgga acatgggtcg cgatgcaaac atcaaatgaa accaaatggt gccctcccga 2100

tcagttggtgaacctgcacg actttcgctc agacgaaatt gagcaccttg ttgtagagga 2160 

gttggtcagg aagagagagg agtgtctgga tgcactagag tccatcatga caaccaagtc 2220

agtgagtttc agacgtctca gtcatttaag aaaacttgtc cctgggtttg gaaaagcata 2280 

taccatattc aacaagacct tgatggaagc cgatgctcac tacaagtcag tcagaacttg 2340

gaatgagatc ctcccttcaa aagggtgttt aagagttggg gggaggtgtc atcctcatgt 2400 

gaacggggtg tttttcaatg gtataatatt aggacctgac ggcaatgtct taatcccaga 2460 

gatgcaatca tccctcctcc agcaacatat ggagttgttg gaatcctcgg ttatccccct 2520
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tgt^cacccc ctggcagacx cgtctaccgt tttcaaggac -ggtgacgagg ct^aggattt 2580

tgttgaagtt caccttcccg atgtgcacaa tcaggtctca ggagttgact tgggtctccc 2640

gaactggggg aagtatcaaa tactgtcaat ttattcaaca gtggcgagtt ccctagcact 2700

ggcaatcatg atggctggtc tatctttatg gatgtgctcc aatggatcgt tacaatgcag 2760

aatttgcatt taaaggccta ttttctttag tttgaattta ctgttattcg gtgtgcattt 2820

ctatgtttgg tgagcggttt tctgtgctca gagtgtgttt attttatgta atttaatttc 2880

tttgtgagct cctgtttagc aggtcgtccc ttcagcaagg acacaaaaag attttaattt 2940

cgttcaaaca tttggcaata aagtttctta agattgaatc ctgttgccgg tcttgcgatg 3060

attatcatat aatttctgtt gaattacgtt aagcatgtaataattaacat gtaatgcatg 3120

acgttattta tgagatgggt ttttatgatt agagtcccgc aattatacat ttaatacgcg 3180

atagaaaaca aaatatagcg cgcaaactag gataaattat cgcgcgcggt gtcatctatg 3240

ttactagat 3249

<210> 
<211> 
<212> 
<213>

38
502
PRT
人工序列

<220>
<223> PDISP-Rab G- A/印尼/5/2005 H5 TM+CY 之胺基酸序列

<400> 38

Met Ala Lys Asn Vai Ala He Phe Gly Leu Leu Phe Ser Leu Leu Vai
1 5 10 15
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Leu "Vai Pro Ser Gin lie Phe Ala lys Phe iro Ile Tyr Thr He Pro 
20 25 30

Asp Lys Leu Gly.Pxo Trp Ser Pro LeAsp lie His His Leu ,Ser Cys
35 40 45

Pro Asn Asn Leu Vial Vai Glu Asp Glu Gly Cys Thr Asn Leu Ser Gly
50 55 60

Fhe Ser Tyr Met Glu Leu Lys "Va] Gly Tyr He Leu Ala De Lys Met 
'65 70 75 80

Asn Gly Phe Thr Cys Thr Gly Vai Vial Thr Glu Ala Glu Thr Ijt Thr 
：85 90 -95

Asn Phe "Vai Gly Tyr Vai Ίϊιγ Tbr Thr Phe Lys Arg lys His Phe Arg 
100 105 HO

Pro Thr Pro Asp Ala Cys Arg Ala Ala Tyr Asn Trp Lys Met Ala Gly
115 120 125

Asp Pro Arg Tyr Glu Glu Ser Leu His Asn Pro Tyr Pro Asp Tyr Arg
130 135 140

Trp Leu Arg Thr Vai Lys Thr Thr Lys Glu Ser Leu Vai De He Ser
145 150 155 160

Pro Ser Vai Ala Asp Leu Asp Pro Tyr Asp Arg Ser Leu His Ser Arg
165 170 175

Vai Phe Pro Ser Gly Lys Cys Ser Gly Vai Ala Vai Ser Ser Thr Tyr
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180 185 190

Qys Ser Thr Asn His Asp Ί> Thr lie Tip Met Pro Glu Asn Pro Arg
195 200 205

Leu Gly Met Ser Cys Asp He Phe Thr Asn Ser Arg Gly Lys Arg Ala
210 215 220

Ser Lys Gly Ser Glu Thr Cys Gly Phe Val Asp Glu Arg Gly Leu Tyr 
225 230 235 240 

lys Ser Leu Lys Gly Ala Cys Lys Leu Lys Leu Cys Gly Val Leu Gly

245 250 255

Leu Arg Leu Met Asp Gly Thr Tip Val Ala Met Gin Thr Ser Asn Glu
260 265 270

Thr Lys Trp Cys Pro Pro Asp Gin Leu Val Asn Leu His Asp Phe Arg
275 280 285

Ser Asp Glu He Glu His Leu Val Val Glu Glu Leu Val Arg Lys Arg
290 295 300

Glu Glu Cys Leu Asp Ala Leu Glu Ser He Met Thr Thr Lys Ser Val
305 310 315 320

Ser Phe Arg Arg Leu Ser His Leu Arg Lys Leu Val Pro Gly Phe Gly 
325 330 335

Lys Ala Tyr Thr He Phe Asn Lys Thr Leu Met Glu Ala Asp Ala His
340 345 350
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Tyr lys Serial Arg Thr Tip Asn Glu He Leu Pro Ser lys Gly Cys
355 360 365

Leu Arg Val Gly Gly Arg Cys Bis Pro His Val Asn Gly Val Phe Phe
370 375 380

Asn Gly lie He Leu Gly Pro Asp Gly Asn VaQ Leu He Pro Glu Met
385 390 395 400

Gin Ser Ser Leu Leu Gin Gin His Met Glu Leu Leu GluSerSer"V^l
405 -410 415

He Pro Leu Val His Pro 丄 eu Ala Asp Pro Ser Thr Val Phe Lys Asp
420 425 430

Gly Asp Glu Ala Glu Asp Phe Val Glu 询 His Leu Pro Asp "Val His
435 440 445

Asn Gin Val Ser Gly Val Asp Leu Gly Leu Pro Asn Trp Gly Lys Tyr
450 455 460

Gin He Leu Ser He Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala Leu Ala
465 470 475 480

He Met Met Ala Gly Leu Ser Leu Tip Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu 
485 490 495

Gin Cys Arg He Cys He
500
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<210> 
<211> 
<212> 
<213>

39 
6863 
DNA 
人工序列

<220>
<223> 基因構築體144

<400> 

tggcaggatatattgtggtg taaacaaatt gacgcttaga caacttaata acacattgcg
39

60

gacgttttta atgtactgaa ttaacgccga atcccgggct ggtatattta tatgttgtca 120

aataactcaa aaaccataaa agtttaagtt agcaagtgtg tacattttta cttgaacaaa 180

aata.ttca.cc tactactgtt ataaatcatt attaaacatt agagtaaaga aatatggatg 240

ataagaacaa gagtagtgatattttgacaa caattttgtt gcaacatttg agaaaatttt 300

gttgttctct cttttcattg gtcaaaaaca atagagagag aaaaaggaag agggagaata 360

aaaacataat gtgagtatga gagagaaagt tgtacaaaag ttgtaccaaa.atagttgtac 420

aaatatcatt gaggaatttg acaaaagcta cacaaataag ggttaattgc tgtaaataaa 480

taaggatgac gcattagaga gatgtaccat tagagaattt ttggcaagtc attaaaaaga 540

aagaataaat tatttttaaa aitaaaagtt gagtcatttg attaaacatg tgattattta 600

atgaattgat gaaagagttg gattaaagtt gtattagtaa ttagaatttg gtgtcaaatt 660

taatttgaca tttgatcttt tcctatatat tgccccatag agtcagttaa ctcattttta 720

tatttcatag atcaaataag agaaataacg gtatattaat ccctccaaaa aaaaaaaacg 780

gtatatttac taaaaaatct aagccacgta ggaggataac aggatccccg taggaggata 840

acatccaatc caaccaatca caacaatcct gatgagataa cccactttaa gcccacecat 900

ctgtggcaca tctacattat ctaaatcaca cattcttcca cacatctgag ccacacaaaa 960
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accaatccac atctttatca cccattctat aaaaaatcac actttgtgaglctacacttt 1020

gattcccttc aaacacatac aaagagaaga gactaattaa Itaattaatc atcttgagag 1080

aaaatggaac gagctataca aggaaacgac gctagggaac aagctaacag Igaacgttgg 1140

-gatggaggat caggaggtac cacttctccc itcaaacttc .ctgacgaaag tccgagttgg 1200 

actgagtggc ggctacataa c^atgagacg aattcgaatc aagataatcc ccttggtttc 1260 

aaggaa^ct ggggtttc^g gaaagttgta tttaagagat atctcagatacgacaggacg 1320

gaagcttcac tgcacagagt Octtggatct tggacgggag attcggttaa ctatgcagca 1380

ictcgatttt icggtttcga .ccagatcgga tgtacctata gtattcggtt tcgaggagtt 1440

agtatcaccg tttctggagg gtcgcgaact cttcagcatc ictgtgagat^gcaattcgg 1500

Ictaagcaag aactgctaca jgcttgcccca atcgaagtgg aaagtaatgt atcaagagga 1560

tgccctgaag gtactcaaac cttcgaaaaa gaaagcgagt aagttaaaat gcttcttcgt 1620

ctcctattta taatatggtt tgttattgtt aattttgttc ttgtagaaga gcttaattaa 1680

tcgttgttgt tatgaaatac latttgtatg agatgaactg ^tgtaatgta attcatttac 1740 

ataagtggagtcagaatcag aatgtttcct ccataactaa ctagacatgaagacctgccg 1800

cgtacaattg tcttatattt gaacaactaa aattgaacat cttttgccac aactttataa 1860 

gtggttaata tagctcaaat atatggtcaa gttcaataga ttaataatgg aaatatcagt 1920

tatcgaaatt cattaacaat caacttaacg ttattaacta ctaattttat atcatcccct 1980

ttgataaatg atagtacacc aattaggaag gagcatgctc gcctaggaga ttgtcgtttc 2040 

ccgccttcag tttgcaagct gctctagccg tgtagccaat acgcaaaccg cctctccccg 2100 

cgcgttggga attactagcg cgtgtcgaca cgcgtggcgc gccctagcag aaggcatgtt 2160
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.gttgtgactc cgaggggttg Octcaaactc tatcttataa ccggcgtgga ggcatggagg 2220

•caagggcatt ttggtaattt aagtagttag tggaaaatga cgtcatttac ttaaagacga 2280

agtcttgcga caaggggggc ccacgccgaa ttttaatatt accggcgtgg ccccacctta 2340

"tcgcgagtgctttagcacga gcggtccaga tttaaagtag aaaagttccc gcccactagg 2400

.gttaaaggtg ttcacactat aaaagcatat acgatgtgat ^gtatttgat aaagcgtata 2460

ttgtatcagg tatttccgtc ggatacgaat iattcgtaca agcttcttaa gccggtcaac 2520

atggtggagc.acgacacactXgtctactcc aaaaatatca 'aa.gataca.gt ctcagsagac 2580

caaagggcaattgagacttt tcaacaaagg _gtaatatccg gaaacctcct cggattccat 2640

tgcccagcta tctgtcactt tattgtgaag atagtggaaa aggaaggtgg ctcctacaaa 2700

tgccatcatt gcgataaagg aaaggccatc gttgaagatg cctctgccga cagtggtccc 2760

■aaagatggac ccccacccac ^aggagcatc gtggaaaaag aagacgttccaaccacgtct 2820

tcaaagcaag tggattgatg tgataacatg gtggagcacg acacacttgt ctactccaaa 2880

aatatcaaag atacagtctc agaagaccaa agggcaattg agacttttca acaaagggta 2940

atatccggaa acctcctcgg ^ttccattgc ccagctatct gtcactttat tgtgaagata 3000

gtggaaaagg aaggtggctc ctacaaatgc catcattgcg ataaaggaaa ggccatcgtt 3060

gaagatgcct ctgccgacag tggtcccaaa gatggacccc cacccacgag gagcatcgtg 3120

gaaaaagaag acgttccaac cacgtcttca aagcaagtgg attgatgtga tatctccact 3180

gacgtaaggg atgacgcaca atcccactat ccttcgcaag acccttcctc tatataagga 3240

agttcatttc atttggagag gtattsaaat cttaaiaggt tttgataaaa gcsaacgtgg 3300

ggaaacccga accaaacctt cttctaaact ctctctcatc tctcttaaag caaacttctc 3360

tcttgtcttt cttgcgtgag cgatcttcaa cgttgtcaga tcgtgcttcg gcaccagtac 3420
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aacgttttct ttcactgaag cgaaatcaaa gatctctttgtggacacgta gtgcggc^cc 3480

attaaataac gt陞acttgt Octattcttg Icggtgtggt cttgggaaaa ^aaagcttgc 3540

iggaggctgc tgttcagccc catacattac ttgttacgat Ictgctgact ttcggcgggt 3600

:gcaatatctc lacttctgct tgacgaggta ttgttgcctg iacttctttc ttcttcttct 3660

tgcigattgg ttctataaga aatctagtat Ittctttgaa acagagtttt Occgtggttt 3720

tcgaacttgg agaa^attg ttaagcttct gtatattctg cccaaatttg legggcccat 3780

ggcgaaaaac gttgcgatttlcggcttatt gttttctctt cttgtgttgg itccttctca 3840

gatcttcgcc Igcaggctcc tcagccaaaa cgacaccccc atctgtctat .ccactggccc 3900 

ctggatctgc tgcccaaact aactccatgg tgaccctggg atgcctggtc aagggctatt 3960

tccctgagcc agtgacagtg acctggaact:ctggatccct:gtccagcggt gtgcacacct 4020

tcccagctgt cctgcagtct ^acctctaca ctctgagcag ctcagtgact gtcccctcca 4080 

gcacctggcc cagcgagacc gtcacctgca acgttgccca cccggccagc ggcaccaagg 4140

tggacaagaa aattgtgccc agggattgtg gttgtaagcc ttgcatatgt acagtcccag 4200

-aagtatcatc tgtcttcatc ttccccccaa agcccaagga tgtgctcacc attactctga 4260

ctcctaaggt cacgtgtgtt ^tggtagaca tcagcaagga tgatcccgag gtccagttca 4320

gctggtttgt agatgatgtg gaggtgcaca cagctcagac gcaaccccgg gaggagcagt 4380

tcaacagcac tttccgctca gtcagtgaac ttcccatcat gcaccaggac tggctcaatg 4440 

gcaaggaagg cctattttct ttagtttgaa tttactgtta ttcggtgtgc atttctatgt 4500

ttggtgagcg gttttctgtg ctcagagtgt gtttatttta tgtaatttaa tttctttgtg 4560

agctcctgtt tagcaggtcg tcccttcagc aaggacacaa aaagatttta attttattaa 4620
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aaaaaaaaaa aaaaaagacc ；gggaattcga tatcaagctt atcgacctgc agaicgttca 4680

aacatttggc aataaagttt cttaagattg aatcctgttg ccggtcttgc ：gatgattatc 4740

atataatttc tgttgaatta cgttaagcat gtaataatta acatgtaatg catgacgtta 4800

tttatgagat gggtttttat gattagagtc ccgcaattat acatttaata cgcgatagaa 4860

•aacaaaatat agcgcgcaaa ctaggataaa ttatcgcgcg cggtgtcatc tatgttacta 4920

gatctctaga gtctcaagct tggcgcgggg taccgagctc gaattccgag tgtacttcaa 4980

gtcagttgga aatcaataaa atgattattt tatgaatata tttcattgtg caagtagata 5040

.g&QHttncat HtgttocHtB RC3CBCg232. Taaa C33aaa 33.c3c33.tcc hhoschshch 5100

ccccaaacaa aataacactatatatatcct cgtatgagga ^gaggcacgtt cagtgactcg 5160

acgattcccg agcaaaaaaa gtctccccgt cacacatata gtgggtgacg caattatctt 5220

caaagtaatc cttctgttga cttgtcattg ataacatcca gtcttcgtca ggattgcaaa 5280

gaattataga agggatccca ccttttattt .tcttcttttt tccatattta gggttgacag 5340

tgsaatcaga ctggcaacct attaattgct tccacaatgg gacgaacttg aaggggatgt 5400

cgtcgatgat attataggtg gcgtgttcat cgtagttggt gaagtcgatg gtcccgttcc 5460

agtagttgtg tcgcccgaga cttctagccc aggtggtctt tccggtacga gttggtccgc 5520

agatgtagag gctggggtgt ctgaccccag tccttccctc atcctggtta gatcggccat 5580

ccactcaagg tcagattgtg cttgatcgta ggagacagga tgtatgaaag tgtaggcatc 5640

gatgcttaca tgatataggt gcgtctctct ccagttgtgc agatcttcgt ggcagcggag 5700

atctgattct gtgaagggcg acacgtactg ctcaggttgt ggaggaaata atttgttggc 5760

tgaatattcc agccattgaa gctttgttgc ccattcatga gggaattctt ctttgatcat 5820

gtcaagatac tcctccttag acgttgcagt ctggataata gttcgccatc gtgcgtcaga 5880

165



1526539

tttgcgagga gagaccttat ^atctcggaa atctcctctg gttttaatat ctccgtcctt 5940

理 atatgtaa icaaggactt ^tttagagtt Ictagctggc^gatattag ggtgatttcc 6000

ttcaaaatcg aaaaaagaag gatccctaat acaaggtttt ttatcaagct ggataagagc -6060 

atgatagtgg gtagtgccat cttgatgaag ctcagaagca acaccaagga agaaaataag 6120 

aaaaggtgtg agtttctccc ag^aaactg gaataaatca tctctttgag atgagcactt 6180

£gggtaggta卫ggaaaacatatttqgattg ^agtctgaag Itcttgctag .cagaaggcat 6240

Jgttgttgtga Otccgagggg Itgcctcaaactctatctta laaccggcgt £gaggcatgg 6300

:aggcaagggc attttggtaatttaagtagt tagtggaaaa-tgacgtcatttacttaaaga 6360

xgaagtcttg Ogacaagggg jggcccacgcc gaattttaat attaccggcg tggccccacc 6420

ItatQgcg 迎 tgctttagca/cgagcggtcc agatttaaag iagaaaagtt .cccgcccact -6480

agggttaaag gtgttcacactataaaagcalatacgatgt .gatggtattt gatggagcgt 6540 

atattgtatc aggtatttcc gtcggatacg aattattcgt ac^gccggcc actagtggca 6600

ctggccgtcg ttttacaacg tcgtgactgg gaaaaccctg ^cgttaccca：acttaatcgc 6660 

cttgcagcac atcccccttt cgccagctgg cgtaatagcg aagaggcccg caccgatcgc 6720 

ccttcccaac agttgcgcag cctgaatggc gaatgctaga gcagcttgag cttggatcag 6780 

.attgtcgttt cccgccttca.gtttaaacta tcagtgtttg acaggatata ttggcgggta 6840

aacctaagag aaaagagcgt tta 6863

<210> 40
<211> 5279
<212> DNA
<213> 人工序列
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<220>
<223>表現卡匣編號1094

<400> 40

ctagcagaag gcatgttgtt gtgactccga ggggttgcct caaactctat cttataaccg 60

gcgtggaggc atggaggcaa gggcattttg gtaatttaag tagttagtgg aaaatgacgt 120

catttactta aagacgaagt cttgcgacaa ggggggccca cgccgaattt taatattacc 180

:ggpgtggccc caccttatcg cgagtgcttt agcacgagcg gtccagattt aaagtagaaa 240

agttcccgcc cactagggtt aaaggtgttc acactataaa agcatatacg atgtgatggt 300

atttgataaagcgtatattg iatcaggtat ttccgtcggatacgaattat tcgtacaagc 360

ttcttaagcc ggtcaacatg gtggagcacg acacacttgt ctactccaaa：aatatcaaag 420

atacagtctc agaagaccaa agggcaattg agacttttca acaaagggta atatccggaa 480

acctcctcgg attccattgc ccagctatct gtcactttat tgtgaagata gtggaaaagg 540

■gggtggctc ctacaaatgc catcattgcg ataaaggaaa ggccatcgtt gaagatgcct 600

ctgccgacag tggtcccaaa gatggacccc cacccacgag gagcatcgtg gaaaaagaag 660

^cgttccaac cacgtcttca aagcaagtgg attgatgtga taacatggtg gagcacgaca 720

cacttgtcta ctccaaaaat atcaaagata cagtctcaga agaccaaagg gcaattgaga 780

cttttcaaca aagggtaata tccggaaacc tcctcggatt ccattgccca gctatctgtc 840

actttattgt gaagatagtg gaaaaggaag gtggctccta caaatgccat cattgcgata 900

aaggaaaggc catcgttgaa gatgcctctg ccgacagtgg tcccaaagat ggacccccac 960

ccacgaggag catcgtggaa aaagaagacg ttccaaccac gtcttcaaag caagtggatt 1020

gatgtgatat ctccactgac gtaagggatg acgcacaatc ccactatcct tcgcaagacc 1080

cttcctctat ataaggaagt tcatttcatt tggagaggta ttaaaatctt aatagstttt 1140
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^ataaaagcg aacgtgggga aacccgaacc aaaccttctt ctaaactctc Ictcatctct 1200

cttaaagcaa acttctctct Igtctttctt gcgtgagcgatcttcaac^tl^tcagatcg 1260

tgcttcggca ccagtacaac gttttctttc actgaagcga aatcaaagat Otctttgtgg 1320

acacgtagtg i^gcgccatt aaataacgtg iacttgtcct:attcttgtcg gtgtggtctt 1380

gggaaaagaa agctt^ctgg:aggctgctgt tcagccccat acattacttg Itacgattct 1440

:gctgactttc ggcgggtgcaatatctctacttctgcttga .cgaggtattg ttgcctgtac 1500

ttctttcttc ttcttcttgc igattggttc lataagaaat ctagtatttt:ctttgaaaca 1560

gagttttccc gtggttttcg aacttggaga aagattgtta agcttctgta tattctgccc 1-620

；aaatttgtcg ggcccatggc:gaaaaacgtt:gcgattttcg ^cttattgtt ttctcttctt 1680

Stgttggttc cttctcagat ^ttcgccaaa itccctattt acacgatacc ^gacaagctt 1740

ggtccctgga gcccgattga catacatcac mcagctgcc caaacaattt ggtagtggag 1800

gacgaaggat gcaccaacct gtcagggttctcctacatgg aacttaaagt tggatacatc 1860

ttagccataa aaatgaacgg ;gttcacttgc acaggcgttg tgacggaggc tgaaacctac 1920

actaacttcg ttggttatgt cacaaccacg ttcaaaagaa.agcatttccg cccaacacca 1980

gatgcatgta gagccgcgta caactggaag atggccggtg accccagata tgaagagtct 2040

ctacacaatc cgtaccctga ctaccgctgg cttcgaactg taaaaaccac caaggagtct 2100

ctcgttatca latctccaag tgtggcagat ttggacccat atgacagatc ccttcactcg 2160

agggtcttcc ctagcgggaa gtgctcagga gtagcggtgt cttctaccta ctgctccact 2220

aaccacgatt acaccatttg gatgcccgag aatccgagac tagggatgtc ttgtgacatt 2280

tttaccaata gtagagggaa gagagcatcc aaagggagtg agacttgcgg ctttgtagat 2340
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gaaagaggcc tatataagtc tttaaaagga gcatgcaaac tcaagttatg tggagttcta 2400

ggacttagac ttatggatgg aacatgggtc gcgatgcaaa catcaaatga aaccaaatgg 2460

tgccctcccg aicagttggt gaacctgcac gactttcgct cagacgaaat tgagcacctt 2520

gttgtegagg agttggtcag gaagagagag gagtgtctgg atgcactaga gtccatcatg 2580

acaaccaagt cagtgagttt cagacgtctc agtcatttaa gaaaacttgt ccctgggttt 2640

ggaaaagcat ataccatatt caacaagacc ttgatggaag ccgatgctca ctacaagtca 2700

^tcagaactt ggaatgagat cctcccttca aaagggtgtt taagagttgg ggggaggtgt 2760

catcctcatg tgaacggggt gtttttcaat ggtataatatlaggacctga cggcaatgtc 2820

ttaatcccag agatgcaatc atccctcctc cagcaacata tggagttgtt ggaatcctcg 2880

gttatccccc ttgtgcaccc cctggcagac ccgtctaccg ttttcaagga cggtgacgag 2940

gctgaggatt ttgttgaagt tcaccttccc gatgtgcaca atcaggtctc aggagttgac 3000

ttgggtctcc cgaactgggg gaagtatcaa atactgtcaa tttattcaac agtggcgagt 3060

tccctagcac tggcaatcat gatggctggt ctatctttat ggatgtgctc caatggatcg 3120

ttacaatgca gaatttgcat ttaaaggcct attttcttta gtttgaattt actgttattc 3180

ggtgtgcatt tctatgtttg gtgagcggtt ttctgtgctc agagtgtgtt tattttatgt 3240

aatttaattt ctttgtgagc tcctgtttag caggtcgtcc cttcagcaag gacacaaaaa 3300

gattttaatt ttattaaaaa aaaaaaaaaa aaagaccggg aattcgatat caagcttatc 3360

gacctgcaga tcgttcaaac atttggcaat aaagtttctt aagattgaat cctgttgccg 3420

gtcttgcgat gattatcata taatttctgt tgaattacgt taagcatgta 2饶成心 3480

tgtaatgcat gacgttattt atgagatggg tttttatgat tagagtcccg caattataca 3540

tttaatacgc gatagaaaac aaaatatagc gcgcaaacta ggataaatta tcgcgcgcgg 3600
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tgtcatctat gttactagat ctctagagtc tcaagcttgg cgcggggtac cgagctcgaa 3660 

ttccgagtgt acttcaagtc agttggaaat xaataaaatg attattttat gaatatattt 3720

cattgtgcaa jgtagatagaa attacatatg ttacataaca capgaaataa acaaaaaaac 3780

:acaatccaaa acaaacaccc .caaacaaaat:aacactatat atatcctcgt atgaggagag 3840

.gcacgttcag tgactcgacg attcccgagc aaaaaaagtc tccccgtcac acatatagtg 3900

tgglgacgcaa ttatcttcaaragtaatcctt:ctgttgactt -gtcattgata acatccagtc 3960

Itcgtcagga ttgcaaagaa itatagaagg ,gatcccacct Ittatittct icttttttcc 4020

atatttaggg ttgacagtgaaatcagactg -gcaacctatt aattgcttcc acaatgggac 4080 

:gaacttgaag igggatgtc^t ：cgatgatattataggtggcg Igttcatcgt agttggtgaa 4140

;gtcgatggtc ccgttccagt agttgtgtcg cccgagactt ctagcccagg tggtctttcc -4200

ggtacgagtt .ggtccgcaga tgtagaggct ggggtgtctg accccagtcc Itccctcatc 4260

.ctggttagat cggccatcca ctcaaggtca gattgtgctt gatcgtagga gacaggatgt 4320 

atgaaagtgt aggcatcgat ^cttacatga tataggtgcg tctctctcca gttgtgcaga 4380 

tcttcgtggc agcggagatc tgattctgtg aagggcgaca cgtactgctc aggttgtgga 4440 

ggaaataatt tgttggctga atattccagc cattgaagct ttgttgccca ttcatgaggg 4500

aattcttctt tgatcatgtc aagatactcc tccttagacg ttgcagtctg gaiaatagtt 4560

cgccatcgtg cgtcagattt gcgaggagag accttatgat ctcggaaatc tcctctggtt 4620 

ttaatatctc cgtcctttga tatgtaatca aggacttgtt tagagtttct agctggctgg 4680 

atattagggt gatttccttc aaaatcgaaa aaagaaggat ccctaataca aggtttttta 4740 

tcaagctgga taagagcatg atagtgggta gtgccatctt gatgaagctc agaagcaaca 4800
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ccaaggaaga aaataagaaa^ggtgtgagt ttctcccaga gaaactggaa taaatcatct 4860

ctttgagatg agcacttggg gtaggtaagg aaaacatatt tagattggag tctgaagttc 4920

ttgctagcag aaggcatgtt gttgtgactc cgaggggttg cctcaaactctatcttataa 4980

sggcgtgga ggcatggagg caagggcattttggtaattt aagtagttag tggaaaatga 5040

cgtcatttac ttaaagacga agtcttgcga caaggggggc ccacgccgaa ttttaatatt 5100

accggcgtgg ccccacctta tcgcgagtgc tttagcacga gcggtccaga tttaaagtag 5160

aaaagttccc gcccactagg gttaaaggtg ttcacactat aaaagcatat acgatgtgat 5220

ggtatttgat ggagcgtatattgtatcagg tatttccgtc ggatacgaat tattcgtac 5279

<210> 
<211> 
<212> 
<213>

41
38
PRT
人工序列

<220>
<223> H5 （A/印尼/05/2005） TM/CT

<400> 41

Gin Ue Leu Ser IlelyrSerThr Vai Ala Ser Ser Leu Ala Leu Ala
1 5 10 15

He Met Met Ala Gly Leu Ser Leu Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu

25 3020

Glu Cys Arg De Cys De
35

<210> 42
<211> 38
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<212> PRT
<213> 人工序列

<220>
<223> 丑3 （3布利斯班/10/2007） TM/CT

<400> 42

Asp Trp lie Leu Trp He Ser Phe Ala De.Ser Cys Phe Leu Leu Cys
1 5 10 15

WalAla Leu Leu Gly Phe He Met Tip Ala Cys Gin Lys Gly Asn Le
20 25 30

Arg Cys Asn He Cys lie
35

<210> 43
<211 > 45
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> 3F-QpjEboGRs2+4c

<400> 43
tctcagatct tcgccatccc tctgggagtg atccacaatt cgact 45

<210> 44
<211 > 48
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223> H5iTMCT+Opt_EboGP.r

<400> 44
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48

<210> 45
<211> 2031
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223>優化合成之GP基因（對於野生型基因序列與來.自Genbank登錄號AY354458 
之nt 6039-8069相對應）。

<400> 45

atgggggtga ccggaatcct tcagctccct cgcgataggttcaaacggac gtccttcttt 60

ctctgggtga tcatcctgtt tcagcgcacc ttctcaatcc ctctgggagt .gatccacaat 17.0

tcgactctcc aggtgagcga ggtcgacaaa ctcgtgtgcc gcgataagtt gtccagcacc ] 8 0

aatcagctca gaagtgttgg cctcaacctg gaggggaatg gggtcgccac agacgtgcca 240

tccgcgacca agcgctgggg ctttcggtcg ggtgttcccc ctaaagtcgt gaattacgag 300

gccggggagt gggctgaaaa ctgcta.ca3c ctggaaatca agaaacccga .cggcagcgag 360

tgtctgcccg cggccccaga cgggatcagg ggtttcccga ggtgccggta cgtgcacaag 420

gtctcgggaa ccggcccgtg cgccggcgat tttgccttcc ataaggaggg cgcattcttt 480

ctctacgata gactggcctc cacggtcatc tatcgcggca ccaccttcgc ggagggggtg 540

gtggcattcc tcatcctgcc gcaggctaag aaagatttct tcagctccca ccctctcagg 600

gaaccagtca acgccacaga ggatccctcc tcgggatatt acagcaccac aattcggtac 660

caggccacag gcttcgggac caatgagact gagtacctgt tcgaggtgga caacctaaca 720

tacgtgcagc tcgaatcgcg gtttaccccg cagttccttt tgcaacttaa cgagacgatc 780

tataccagtg gtaaacggag caacacgacc gggaagctca tctggaaagt aaacccggag 840
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•attatggcct cggagaattc ctctgcaatg gtccaggtgc atagccaggg gcgcgaagct 1080

atcgacacca cgattggaga gtgggctttc igggaaaccaagaaaaacct gacccggaag 900

atcaggtcgg aggagttgag xitcactgcc gtctccaata ^agcaaaaaa catcagcggc 960

cagagccctg cccggacttc cagc^accca ggtaccaaca ccacgacaga ^gaccacaag 1020

gccgtctcgc acctgacaac cttggcaacg atttccacca gcccacaaccacccacgaca 1140

aagcccgggc ccgacaactc cacccataat accccggtct ataagctgga .catttccgaa 1200

gctacgcagg tggagcagca ccaccggagg accgacaac^ actcaacagc lagcgatacc 1260

cctcccgcca ccacggcagc gggcccaccc aaggctgaga acaccaatac gagcaagggc 1320 

acc^acctcc l^gacccc^c gactaccacg agcccccaga atcacagcga aacggcgggc 1380 

aacaacaaca cacaccatca ggatactggg gaggagtcgg .cctccagcgg aaaactgggc 1440 

ctgatcacaa acaccatagc cggggtcgcc gggctgatca ctggaggccg gagggcacgc 1500

agagaggcca -ttgtgaacgc ccagcccaaa tgcaacccaa acctccacta Otggaccacg 1560

caggacgagg gggccgctat cggcctggcc tggatcccat actttgggcc qgccgctgag 1620 

ggcatataca cggagggcct catgcacaat caggacggac tgatctgcgg actccgccag 1680 

cttgccaacg agaccactca ggcgttgcag ctgtttctgc gggccactac cgagctcagg 1740 

acgttcagca ttctgaatcg gaaggcaatc gatttcctac tccagcggtg gggcgggaca 1800

tgccacatcc tgggacccga ttgttgcatc gagccccacg actggaccaa gaacattaca I860

gataaaatcg accagatcat teatgatttc gtggacaaga cactgccgga ccagggggac 1920 

aacgataact ggtggaccgg atggcgccag tggatcccag ccgggattgg cgtgacaggt 1980

gtcattatcg ccgtgatcgc cctgttttgc atttgcaaat tcgttttcta g 2031
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<210> 46
<211> 45
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223> Opt_EboGP+H5iTMCT.c

<400> 46
ggatggcgcc agatactgtc aatttattca acagtggcga gttcc

<210> 47
<211 > 4897
<212> DNA
<213> 人工序列

<220>
<223> 基因構築體1192

<400> 47
tggcaggata tattgtggtg taaacaaatt gacgcttaga caacttaata acacattgcg 60

aagaataaat tatttttaaa attaaaagtt gagtcatttg attaaacatg tgattattta 600

gacgttttta atgtactgaa ttaacgccga atcccgggct ggtatattta tatgttgtca 120

aataactcaa aaaccataaa agtttaagtt agcaagtgtg iacattttta cttgaacaaa 180

次mttcacc tactactgtt atenntcatt Htt333C3tt agagtaaaga 羽tatggatg 240

ataagaacaa gagtagtgat attttgacaa caattttgtt gcaacatttg agaaaatttt 300

gttgttctct ctttlcattg gtca333aca. atagagagag asaaaggaag agggagaata 360

aaaacataat gtgagtatga gagagaaagt tgtacaaaag ttgtaccaaa atagttgtac 420

aaatatcatt gaggaatttg acaaaagcta cacaaataag ggttaattgc tgtaaataaa 480

taaggatgac gcattagaga gatgtaccat tagagaattt ttggcaagtc attaaaaaga 540
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atgaattgat gaaagagttg .gattaaagtt gtettagtaa itagaatttg:gtgtcaaatt 660

iaatttgaca tttgatcttt tcctatatat ^ccccatag agtcagttaa Otcattttta 720 

tatttcatag atcaaataag.agaaataacg gtatattaat ccctccaaaaaaaaaaaacg 780 

gtatatttac taaaaaatct aagccacgta ggaggaiaac aggatccccg iaggaggata 840

acatccaatc caaccaatca caacaatcct gaigagataa cccactttaa .gcccacgcat 900 

ctgtggcaca tctacattat ctaaatcaca cattcttcca cacatc^ag ccacacaaaa 960

^ccaatccac.atctttatca .cccattctat aaaaaatcac actttgtgag Ictacacttt 1020

:gattcccttc aaacacatac aaagagaaga gactaattaa ttaattaatc atcttgagag 1080

aaaatggaac gagctataca aggaaacgac .gctagggaac aagctaacag ^aacgttgg 1140

:gatggaggat caggaggtac .cacttctccc ttcaaacttc Otgacgaaag iccgagttgg 1200 

^ctgagtggc ggctacataa cgatgagacg aattcgaatc aagataatcc ccttggtttc 1260

aaggaaagct ggggtttcgg gaaagttgta tttaagagat atctcagata cgacaggacg 1320

gaagcttcac Igcacagagt ccttggatct Iggacgggag attcggttaa ctatgcagca 1380

tctcgatttt tcggtttcga ccagatcgga tgtacctata gtattcggtt tcgaggagtt 1440

agtatcaccg tttctggagg gtcgcgaact cttcagcatc tctgtgagat ggcaattcgg 1500 

tctaagcaag aactgctaca gcttgcccca atcgaagtgg aaagtaatgt atcaagagga 15 60

tgccctgaag gtactcaaac cttcgaaaaa gaaagcgagt aagttaaaat gcttcttcgt 1620 

ctcctattta taatatggtt tgttattgtt aattttgttc ttgtagaaga gcttaattaa 1680 

tcgttgttgt tatgaaatac tatttgtatg agatgaactg gtgtaatgta attcatttac 1740 

ataagtggag tcagaatcag aatgtttcct ccataactaa ctagacatga agacctgccg 1800 

cgtacaattg tcttatattt gaacaactaa aattgaacat cttttgccac aactttataa 1860
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1920

tatcgaaatt cattaacaat caacttaacg ttattaacta ctaattttat atcatcccct 1980

tgccgacagt ggtcccaaag atggaccccc acccacgagg agcatcgtgg aaaaagaaga 2760

ttgataaatg atagtacacc aattaggaag gagcatgctc gcctaggaga ttgtcgtttc 2040

ccgccttcag tttgcaagct gctctagccg tgtagccaat acgcaaaccg cctctccccg 2100

cgcgttggga attactagcg cgtgtcgaca agcttgcatg ccggtcaaca tggtggagca 2160

cgacacactt ..gtctactcca -2333.ta.tca3 'agatacagtc tcagaagacc aaagggcaat 2220

tgagactttt caacaaaggg taatatccgg aaacctcctc ggattccatt gcccagctat 2280

ctgtcacttt attgtgaaga tagtggaaaa ggaaggtggc tcctacaaat gccatcattg 2340

cgataaagga aaggccatcg ttgaagatgc ctctgccgac agtggtccca aagatggacc 2400

cccacccacg -aggagcatcg tggaaaaaga agacgttcca accacgtctt caaagcaagt 2460

ggattgatgt gataacatgg tggagcacga cacacttgtc tactccaaaa.atatcaaaga 2520

tacagtctca gaagaccaaa gggcaattga gacttttcaa caaagggtaa tatccggaaa 2580

cctcctcgga ttccattgcc cagctatctg tcactttatt gtgaagatag tggaaaagga 2640

aggtggctcc tacaaatgcc atcattgcga taaaggaaag gccatcgttg aagatgcctc 2700

cgttccaacc acgtcttcaa agcaagtgga ttgatgtgat atctccactg acgtaaggga 2820 

tgacgcacaa tcccactatc cttcgcaaga cccttcctct atataaggaa gttcatttca 2880 

tttggagagg tattaaaatc ttaataggtt ttgataaaag cgaacgtggg gaaacccgaa 2940

ccaaaccttc ttctaaactc tctctcatct ctcttaaagc aaacttctct cttgtctttc 3000

ttgcgtgagc gatcttcaac gttgtcagat cgtgcttcgg caccagtaca acgttttctt 3060
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tcactgaagcgaaatcaaag atctctttgt ggacacgtaglgcggcgccattaaataacg 3120 

tgtacttgtc ctattcttgt pggtgtggtc ttgggaaaag aaagcttgct ^gaggctgct 3180

gttcagcccc atacattactlgttacgatt Otgctgactt Icggcgggtg caatatctct 3240 

acttctgctt gacgaggtat tgttgcctgt acttctttct tcttcttctt gctgattggt 3300 

tctataagaa atctagtatt itctttgaaa cagagttttc ccgtggtttt cgaacttgga 3360 

:gaaagattgt laagcttctglatattctgc ccaaatttgt cgggcccatg gcgaaaaacg 3420

ttgcgatttt ；cggcttattg ttttctcttc Itgtgttggt tccttctcag atcttcgcqg 3480

cggctcctca £ccaaaaqga cacccccatc tgtctatcca xlggcccctg gatctgctgc 3540

ccaaactaac tccatggtga Occtgggatg cctggtcaag ggctatttcc .ctgagccagt 3600

gacagtgacc tggaactctg gatccctgtc cagcggtgtg cacaccttcc cagctgtcct 3660

gcagtctgac ctctacactc tgagcagctc agtgactgtc sctccagca cctggcccag 3720 

cgagaccgtc acctgcaacg ttgcccaccc ggccagcagc accaaggtgg acaagaaaat 3780

tgtgcccagg gattgtggtt ^taagccttg catatgtaca jgtcccagaag tatcatctgt 3 840

cttcatcttc cccccaaagc ccaaggatgt gctcaccatt actctgactc ctaaggtcac 3900 

gtgtgttgtg gtagacatca gcaaggatga tcccgaggtc cagttc^ct ggtttgtaga 3960

tgatgtggag gtgcacacag ctcagacgca accccgggag gagcagttca acagcacttt 4020 

ccgctcagtc agtgaacttc ccatcatgca ccaggactgg ctcaatggca aggagcgatc 4080 

gctcaccatc accatcacca tcaccatcac cattaaaggc ctattttctt tagtttgaat 4140

ttactgttat tcggtgtgca tttctatgtt tggtgagcgg ttttctgtgc tcagagtgtg 4200

tttattttat gtaatttaat ttctttgtga gctcctgttt agcaggtcgt cccttcagca 4260

aggacacaaa aagattttaa ttttattaaa aaaaaaaaaa aaaaagaccg ggaattcgat 4320
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.atcaagctta tc^acctgca gatcgttcaa acatttggca ataaagtttc ttaagattga 4380

atcctgttgc cggtcttgcg atgattatca tataatttct gttgaattac gttaagcatg 4440

taataattaa catgtaatgcatgacgttat ttatgagatg ggtttttatg attagagtcc 4500

cgcsHttstn catttuHtuc gcgatagaaa.acaaaatats gcgcgcaaac taggataaat 4560

tatcgcgcgc ggtgtcatct atgttactag atctctagag tctcaagctt ggcgcgccca 4620

cgtgactagt ggcactggcc gtcgttttac aacgtcgtga ctgggaaaac cctggcgtta 4680

cccaacttaatcgccttgca gcacatcccc .ctttcgccag ctggcgtaat agcgaagagg 4740

cccgcaccga tcgcccttcc caacagttgc gcagcctgaa ^gcgaatgc tagagcagct 4800

tgagcttggalcagattgtc .gtttcccgcc ttcagtttaa^ctatcagtg ittgacagga 4860

iatattggcg ggtaaaccta agagaaaaga gcgttta 4897

<210> 
<211> 
<212> 
<213>

48
3780
DNA 
人工序列

<220>
<223> 表現卡厘編號1366

<400> 

gtcaacatgg tggagcacga cacacttgtc tactccaaaa atatcaaaga tacagtctca
48

60

gaagaccaaa gggcaattga gacttttcaa caaagggtaa tatccggaaa cctcctcgga 120

ttccattgcc cagctatctg tcactttatt gtgaagatag tggaaaag sa aggtggctcc 180

tacaaatgcc atcattgcga taaaggaaag gccatcgttg aagatgcctc tgccgacagt 240

ggtcccaaag atggaccccc acccacgagg agcatcgtgg aaaaagaaga cgttccaacc 300

179



1526539

apgtcttcaa ^caagtggaltgatgtgat aacatggtgg agcacgacac acttgtctac 360

Iccaaaaata tcaaagatac agtctcagaa gaccaaaggg caattg超ac ttttcaacaa 420

空 ggtaatat ccggaaacct Octcggattc cattgcccag Otatctgtcaxtttattgtg 480

a^atagtgg .aaaagga^g ^gctcctac aaatgccatc attgcgataa aggaaaggcc 540

atcgttgaag atgcctctgc jcgacagtggt cccaaagatg jgacccccacc £acgaggagc -600

atcgtggaaa aagaagacgt tccaaccacg tcttcaaagc aagtggattg atgtgatatc 660

Iccactgacg laagggatga cgcacaatcc xiactatcctt cgcaagaccc Itcctctata 720 

taaggaagtt catttcattt ggagaggtat iaaaatctta ataggttttg ataaaagcga 780

acgtggggaaacccgaaccaaaccttcttciaaactctct ctcatctctcttaaagcaaa 840

cttctctcttigtctttcttgcgtgagcgatcttcaacgtt-gtcagatcgt^cttcggcac 900

Oagtacaacg Itttctttca ctgaagcgaa atcaaagatc Ictttgtgga Oacgtagtgc 960

ggcgccatta aataacgtgt acttgtccta ttcttgtcgg tgtggtcttg ^gaaaagaaa 1020

^cttgctgga ^gctgctgtt cagccccata cattacttgttacgattctg ctgactttcg 1080

gcgggtgcaa tatctctact tctgcttgac gaggtattgt tgcctgtact Ictttcttct 1140

tcttcttgct ^attggttct ataagaaatc tagtattttc tttgaaacag agttttcccg 1200

tggttttcga acttggagaa agattgttaa gcttctgtat attctgccca aatttgtcgg 1260 

gcccatggcg aaaaacgttg cgattttcgg cttattgttttctcttcttg tgttggttcc 1320 

ttctcagaic ttcgccatcc ctctgggagt gatccacaat tcgactctcx aggtgagcga 1380 

ggtcgacaaa ctcgtgtgcc gcgataagtt gtccagcacc aatcagctca gaagtgttgg 1440

cctcaacctg gaggggaatg gggtcgccac agacgtgcca tccgcgacca agcgctgggg 1500

ctttcggtcg ggtgttcccc ctaaagtcgt gaattacgag gccggggagt gggctgaaaa 1560
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ctgctacaac ctggaaaica agaaacccga cggcagcgagl^tctgcccg cggccccaga

cgggatcagg ^gtttcccga ggtgccggta cgtgcacaag gtctcgggaa ccggcccgtg

cgccggcgat tttgccttcc ataaggaggg cgcattcttt ctctacgata gactggcctc

cacggtcatc tatcgcggca ccaccttcgc ggagggggtg gtggcattcc tcatcctgcc

gcaggctaag aaagatttct tcagctccca ccctctcagg ^aaccagtca acgccacaga

.ggatccctcc tcgggatatt -acagcaccac aattcggtac caggccacag gcttqgggac

caatgagact .gagtacctgt tcgaggtgga caacctaaca tacgtgcagc tcgaatcgcg

gtttaccccg cagttccttt tgcaacttaa cgagacgatc tataccagtg gtaaacggag

.caacapgacc gggaagctca tctggaaagt aaacccggag atcgacacca cgattggaga

gtgggctttc tgggaaacca agaaaaacct gacccggaag atcaggtcgg -aggagttgag

cttcactgcc gtctccaata gagcaaaaaa catcagcggc cagagccctg cccggacttc

cagcgaccca ggtaccaaca ccacgacaga ggaccacaag attatggcct cggagaattc

ctctgcaatg ^gtccaggtgc atagccaggg gcgcgaagct gccgtctcgc acctgacaac

cttggcaacg atttccacca gcccacaacc acccacgaca aagcccgggc ccgacaactc

cacccataat accccggtct ataagctgga catttccgaa gctacgcagg tggagcagca

ccaccggagg accgacaacg actcaacagc tagcgatacc cctcccgcca ccacggcagc

gggcccaccc aaggctgaga acaccaatac gagcaagggc accgacctcc tggaccccgc

gactaccacg agcccccaga atcacagcga aacggcgggc aacaacaaca cacaccatca

ggatactggg gaggagtcgg cctccagcgg aaaactgggc ctgatcacaa acaccatagc

cggggtcgcc gggctgatca ctggaggccg gagggcacgc agagaggcca ttgtgaacgc

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760
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ccagcccaaa 理 caacccaa acctccacta 砸 gaccaqg caggacgagg gggccgctat 2820

cggcctggcc i^gatcccat acttt^ggcc cgccgctgag ggcatataca cggagggcct 2880

catgcacaat .caggacggac Igatctgcgg actcqgccag ct^ccaacg agaccactca 2940

ggcgttgcag ctgtttctgc:gggccactac cgagctcagg acgttcagcaltctgaatcg 3000

^aaggcaatc gatttcctac tccagcggtg gggc^ggaca tgccacatcc tgggacccga 3060

ttgttgcatc gagccccacg actggaccaa ；gaacattaca gataaaatcg accagatcat 3120

Icatgatttc ..gtggacaaga cactgccgga ccagggggac aacgataact ^gtggaccgg 3180

atggcgccag atactgtcaalttattcaac agtggcgagt Iccctagcac^gcaatcat 3240

gatggdggt .ctatctttat .ggatgtgctc caatggatcg ttacaatgca gaatttgcat 3300

ttaaaggcct attttcttta .gtttgaatttactgttattc ggtgtgcatttctatgtttg 3360

.gtgagcggttttctgtgctc agagtgtgtt iattttatgtraatttaattt ctttgtgagc 3420

tcctgtttag caggtcgtccxttcagcaag gacacaaaaaigattttaatt ttattaaaaa 3480

aaaaaaaaaaaaagaccggg aattcgatat caagcttatc gacctgcaga tcgttcaaac 3540 

atttggcaat:aaagtttctt:aagattgaat cctgttgccg ^tcttgcgat gattatcata 3600

iaatttctgt tgaattacgt iaagcatgta ataattaaca tgtaatgcat gacgttattt 3660

atgagatggg tttttatgat lagagtcccg caattataca tttaatacgc gatagaaaac 3720

aaaatatagc gcgcaaactaggataaattatcgcgcgcgg tgtcatctat gttactagat 3780

<210> 49
<211 > 679
<212> PRT
<213> 人工序列

<220> .
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*^223〉來自隨伊95伊.波拉病毒之PDISP-GP -H5 TM+來自A/印尼/5/2005之CY之 

胺基酸序列

<400> 49

Met Ala Lys Asn Val Ala De Phe Gly Leu Leu Phe Ser Leu Leu Val 

1 5 10 15

Leu Val Pro Ser Gin He Phe Ala Be Pro Leu Gly Val He His Asn

20 '25 30

Ser Thr Leu GbiVal Ser Glu Val Asp Lys Leu Val Cys Arg Asp Lys
35 40 45

Leu Ser Ser Thr Asn Gin Leu Arg Ser Val Gly Leu Asn Leu Glu Gly
50 55 60

Asn Gly Val AlaThr Asp Val Pro Ser Ala Thr Lys Arg Trp Gly Phe
65 70 75 80

Arg Ser Gly Val Pro Pro Lys Val Val Asn Tyr Glu Ala Gly Glu Trp 
85 90 95

Ala Glu Asn Cys Tyr Asn Leu Glu De Lys Lys Pro Asp Gly Ser Glu
10。 105 no

Cys Leu Pro Ala Ala Pro Asp Gly Re Arg Gly Phe Pro Arg Cys Arg
115 120 125

Tyr Val His Lys Val Ser Gly Thr Gly Pro Cys Ala Gly Asp Phe Ala
130 135 ho
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Phe His Lys Glu Gly Ala PhePhe Leu Tyr Asp Arg Leu Ala Ser Thr
145 150 155 160

Vai He Tyr Arg Gly lir Thr Phe Ala Glu Gly "Vai ~Val Ala Phe Leu
165 170 175

He Leu Pro Gin Ala Lys Lys Asp Phe Phe Ser Ser His Pro Leu Arg
.180 185 190

Glu Pro "Vai Asn AlaThr Ghi Asp Έγο :Ser :Ser Gly TyrΊ3Τ Ser Thr
195 200 205

ThrHe Arg 写rGln Ala Thr Gly Phe Gly Thr Asn Glu Thr Glu Tyr
210 215 220

Leu Phe Glu Aial Asp Asn Leu Thr Tyr Ύϋ Gin Leu Glu Ser Aig Phe
225 230 235 240

Thr Pro Gin Phe Leu Leu Gin Leu Asn Glu Thr He lyr Thr Ser Gly
245 250 255

Lys Arg Ser Asn Thr Tbr Gly Lys Leu lie Trp Lys Vai Asn Pro Glu
260 265 270

He Asp Thr Thr De Gly Glu Trp Ala Phe Trp Glu Thr Lys Lys Asn
275 280 285

Leu Thr Arg Lys He Arg Ser Glu Glu Leu Ser Phe Thr Ala Vai Ser
290 295 300
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Asn Arg Ala Lys Asn De Ser Gly Gin Ser Pro Ala Arg Thr Ser Ser
305 310 315 320

Asp Pro Gly Tbr Asn Ήπ Thr Thr Glu Asp His Lys lie Met Ala Ser
325 330 335

Glu Asn Ser Ser Ala Met Val Gin Val His Ser Gin Gly Arg Glu Ala
340 345 350

AlaWal Ser His Leu Thr Thr Leu Ala Thr lie Ser Thr Ser Pro Gin
355 360 365

Pro Pro ThrTbr Lys Pro Gly Pro Asp Asn Ser ThrHis Asn Thr Pro
370 375 380

Val Tyr Lys Leu Asp He Ser Glu Ala Thr Glu Val Glu Gin His His
385 390 395 400

Arg Arg Thr Asp Asn Asp Ser Thr Ala Ser Asp Thr Pro Pro Ala Thr
405 410 415

Thr Ala Ala Gly Pro Pro Lys Ala Glu Asn Thr Asn Thr Ser Lys Gly
420 425 430

Thr Asp Leu Leu Asp Pro Ala Thr Thr Thr Ser Pro Gin Asn His Ser
435 440 445

Glu Thr Ala Gly Asn Asn Asn Thr His His Gin Asp Thr Gly Glu Glu
450 455 460

Ser Ala Ser Ser Gly Lys Leu Gly Leu He Thr Asn Thr He Ala Gly
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-465 470 475 480

"Val Ala Gly Leu He Thr Gly Gly Arg Arg Ala Arg Arg Glu Ala He
485 490 495

Val Asn Ala Gin Tro Lys Cys Asn Pro Asn Leu His Tyr Trp Thr Thr
500 505 510

Gin Asp Glu Gly Ala Ala He Gly Leu Ala Trp He Pro Phe Gly
515 520 525

Pro Ala Ala Glu Gly lie "Tyr Thr Glu Gly Leu Met His A sn Gin Asp
530 535 540

Gly Leu He Cys Gly ieu Arg Gin Leu Ala Asn Glu Thr Thr Gin Ala
545 550 555 560

Leu Gin Leu Phe Leu Arg Ala Thr Thr Glu Leu Arg Thr Phe Ser Be
565 570 575

Leu Asn Arg Lys Ala lie Asp Phe Leu Leu Gin Arg Tip Gly Gly Thr
580 585 590

Cys His He Leu Gly Pro Asp Cys Cys He Glu Pro His Asp Trp Thr
595 600 605

Lys Asn De Thr Asp Lys He Asp Gin He De His Asp Phe Val Asp
610 615 620

Lys Thr Leu Pro Asp Gin Gly Asp Asn Asp Asn Trp Trp Thr Gly Trp 
625 630 635 640

1S6
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四、指定代表圖：

（一） 本案指定代表圖為：第（μ ）圖。

（二） 本代表圖之元件符號簡單說明：：

HEV '·人類免疫缺陷病毒

五、本案若有化學式時·，請揭示最能顯示發明特徵的化學式 

無。
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Arg Gin lie Leu Ser He Tyr Ser Thr Vai Ala Ser Ser Leu Ala Leu
645 650 655

Ala He Met Met Ala Gly Leu Ser Leu Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser
660 665 670

Leu Gin Cys Arg He Cys He
675
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' L厶 由 令J /衅/0豚日怯酔換頁 104年10月26日替換頁

> '~~~~1 __. 新成幻 -------------------------

發明專利說明書
_ (本說明書格式、順序及粗體字，請勿任意更動，※記號部分請勿填寫)

※申請案號：/知大)方。 C/2A/ 〃。4(2。決。)

※申請日期：例※註。分類：CI2A/(20。&.况丿

一、發明名稱：(中文/英文) 隼服15/脖(2006.Οί)

植物中生產類病毒顆粒(VLP)的方法及以該方法生產之VLP/ 
Method Of Producing Virus-like Particles (VLPs) In Plants And 
VLP Produced By Such Method

二、中文發明摘要：

提供一種在植物中生產一類病毒顆粒(VLP)的方法以 

及包含VLP的組成物。該方法涉及將包含在植物中具活性 

且操作性地連結至連續地編碼來自病毒三聚表面蛋白質 

(trimeric surface protein)或其片段而融合至流感穿膜區域 

以及胞質尾之膜外區域的調控區域的一嵌合核普酸序列之 

核酸引至植物或植物的部分，胞外區域係來自非流感病毒三 

聚表面蛋白質並且相關於流感穿膜區域以及胞質尾為異源 

性的。將植物或植物的部分於允許核酸表現的條件下培養， 

從而生產VLP。亦提供由此方法生產的一 VLP。
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三、英文發明摘要：
A method of producing a virus like particle (VLP) in a plant, and 

compositions comprising VLPs, are provided. The method involves 
introducing a nucleic acid comprising a regulatory region active in the plant 
and operatively linked to a chimeric nucleotide sequence encoding, in series, 
an ectodomain from a virus trimeric surface protein or fragment thereof, 
fused to an influenza transmembrane domain and cytoplasmic tail, into the 
plant, or portion of the plant, the ectodomain is from a non-influenza virus 
trimeric surface protein and heterologous with respect to the influenza 
transmembrane domain, and the cytoplasmic tail. The plant or portion of the 
plant are incubated under conditions that permit the expression of the nuclei 
acid, thereby producing the VLP. A LP produced by this method are also 
provided.
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七、申請專利範圍：

1. 一種在一植物中生產一類病毒顆粒(VLP)的方法， 

其包含，

a) 將包含在該植物中具活性的一調節區域並且連續地

操作性連結至編碼來自一病毒三聚表面蛋白質的一膜外區 

域、融合至一流感穿膜區域以及胞質尾區域(TM/CT)之一嵌 

合核音酸序列的一核酸引入該植物或該植物的部分，其中該 

TM/CT由一流感血球凝集素TM/CT所組成，且該膜外區域 】

係來自一非流感病毒三聚表面蛋白質並且相關於該流感穿

膜區域以及該胞質尾區域為異源性的，以及

b) 於允許該核酸表現的條件下培養該植物或該植物 

的部分，從而生產該VLP，該VLP包括複數個病毒蛋白， 

其中該等病毒蛋白由複數個嵌合病毒表面蛋白所組成。

2. 如申請專利範圍第1項中所述之方法，其中來自該病 

毒三聚表面蛋白質之該膜外區域係衍生自反轉錄病毒、桿狀 

病毒、疱疹病毒、冠狀病毒、副黏液病毒、痘病毒或絲狀病 

毒科的一病毒。

3. 如申請專利範圍第1項中所述之方法，其中來自該病 

毒三聚表面蛋白質之該膜外區域係衍生自慢病毒、狂犬病病 

毒、水痘病毒、冠狀病毒或伊波拉病毒屬。

4. 如申請專利範圍第1項中所述之方法，其中來自該病 

毒三聚表面蛋白質之該膜外區域係衍生自人類免疫缺陷病
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毒（HIV）、狂犬病病毒、水痘帶狀疱疹病毒（VZV）、嚴 

重急性呼吸道症候群（SARS）病毒、伊波拉病毒、麻疹、 

腮腺炎、水痘、巨細胞病毒、伊波拉/絲狀病毒、疱疹病毒、 

艾巴氏病毒或天花病毒。

5. 如申請專利範圍第1項中所述之方法，其中來自該病 

毒三聚表面蛋白質之該膜外區域係衍生自F蛋白質、S蛋白 

質、env蛋白質、G蛋白質、E套膜醺蛋白、B套膜醺蛋白、 

C套膜醺蛋白、1套膜醺蛋白、Η套膜醺蛋白、GP醺蛋白或 

血球凝集素。

6. 如申請專利範圍第1項中所述之方法，其中在引入的 

該步驟（步驟a）中，該核酸係於該植物中暫時地表現。

7. 如申請專利範圍第1項中所述之方法，其中在引入的 

該步驟（步驟a）中，該核酸係於該植物中穩定地表現。

8. 如申請專利範圍第1項中所述之方法，其進一步包含：

c）收穫該植物並且純化該VLP的一步驟。

9. 如申請專利範圍第1項中所述之方法，其中在引入的 

該步驟（步驟a）中，將選自編碼一或多於一的帶位子蛋白 

質、質子通道蛋白質、蛋白酶抑制劑或其結合物之核昔酸序 

列之群組的一或多於一個額外核酸引入該植物中。

10. 如申請專利範圍第1項中所述之方法，其中該VLP 

不包含一病毒基質或一核心蛋白質。

11. 如申請專利範圍第1項中所述之方法，其中在引入 

的該步驟（步驟a）中，該流感穿膜區域以及胞質尾區域為
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一 H5穿膜區域以及胞質尾區域、一 H1穿膜區域以及胞質 

尾區域或一 H3穿膜區域以及胞質尾區域。

12. 如申請專利範圍第1項中所述之方法，其中該流感 

穿膜區域以及該胞質尾區域從H5 （A/印尼/05/2005）獲得且 

包括SEQ IDNO:41所定義的核酸序列，或該流感穿膜區域 

以及該胞質尾區域從H3 （A/布利斯班/10/2007）獲得且包括 

SEQ ID NO:42所定義的序列。

13. —種經由申請專利範圍第11項中所述之方法生產之 

VLP。

14. 如申請專利範圍第13項中所述之VLP，其包含帶有 

植物特異之N-聚醺或經修飾之N-聚醵的一嵌合病毒蛋白 

質。

15. 如申請專利範圍第13項中所述之VLP，其包含一或 

多於一衍生自該植物的脂質。

16. —種包含一有效劑量之如同申請專利範圍第13項中 

所述之誘導一免疫反應的VLP以及一藥學上可接受之載體 

的組成物。
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