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DESCRIPCION
Kit de deteccién de SRSV
Campo Técnico

Esta invencion se refiere a un kit para detectar y distinguir uno o mas virus pequefios de estructura redonda
(denominados en adelante "SRSV" por sus siglas en inglés) en un espécimen.

Técnica Anterior

Los SRSV son un grupo de virus causantes de la gastroenteritis viral humana, remontandose el descubrimiento del
primero de los mismos a 1972. Son conocidos por causar la gastroenteritis aguda infantil y también brotes de
intoxicaciones alimentarias o similares entre adultos y nifios de preescolar o de escuela primaria. Debido a la
incapacidad para hacer proliferar estos SRSV mediante cultivo celular y a la carencia de modelos animales capaces
de mostrar sensibilidad a los mismos, apenas se encuentran disponibles antigenos de SRSV y anticuerpos anti-
SRSV, dando como resultado un retraso en el desarrollo de métodos inmunoserolégicos para la deteccion de los
virus.

En tales circunstancias, se logré clonar con éxito el gen del virus de Norwalk, un SRSV, en 1993, conduciendo a la
determinacion de la secuencia de bases de su genoma completo [Patente Japonesa (PCT) 6-506823 A]. Con
posterioridad, se desarrollaron métodos de PCR que son utiles para amplificar una parte de una regiéon de ARN
polimerasa, y hasta la fecha se han encontrado 14 virus relacionados con SRSV. Como resultado de los analisis de
aproximadamente 120 aminoacidos en estas regiones de las ARN polimerasa, se considera que los SRSV estan
diferenciados grosso modo en dos genogrupos, esto es, el Genogrupo | que incluye la cepa del virus de Norwalk
como prototipo y el Genogrupo Il que incluye la cepa del Virus Snow Mountain como prototipo.

A medida que se desarrollaron analisis genéticos de virus relacionados con SRSV, se tuvo conocimiento de que
existia una diversidad sustancial incluso en el mismo genogrupo. Por otra parte, se encontr6 que con un método de
RT-PCR que hacia uso de cebadores para los genes de las cepas de virus de Norwalk y de virus Snow Mountain
como prototipos de los respectivos genogrupos, ninguno de los SRSV es detectable y también que es muy dificil
disefiar cebadores o ajustar las condiciones de la RT-PCT para lograr una amplificacion eficaz de los SRSV.

Mientras tanto, se prepararon antigenos contra algunos de los virus, tales como la cepa del virus de Norwalk y la
cepa del virus Snow Mountain, mediante expresidn genética, se obtuvieron anticuerpos, y también se desarrollaron
métodos de deteccion de SRSV dependientes de ELISA haciendo uso de tales anticuerpos. No obstante, todavia fue
imposible detectar ninguno de los SRSV causantes de la gastroenteritis debido a la diversidad de los SRSV.

En Japén, por otra parte, en 1997 se determin6é que los SRSV eran los factores causantes de las intoxicaciones
alimentarias tal como de definieron en el Food Sanitation Act de manera que, si se desencadena una intoxicacion
alimentaria por SRSV, se requiere la determinacion de su ruta de infecciéon. Por consiguiente se desea un método
que detecte facilmente y de manera segura e identifique los SRSV en las heces de un sujeto o en los alimentos.

El documento de HALE A et al, "Expression and self-assembly of grimsby virus: Antigenic distinction from Norwalk
and Mexico viruses" CLINICAL AND DIAGNOSTIC LABORATORY IMMUNOLOGY, vol. 6, num. 1, Enero 1999,
paginas 142-145 describe la secuencia que codifica la proteina de la capsida de GRV, su uso en la preparacion de
VLP de GRYV, el uso de estas ultimas para preparar antisuero hiperinmunitario anti-GRV, y la especificidad del
serotipo de dichos antisueros hiperinmunitarios anti-GRV, anti-MXV y anti-NV (véase p. ej. la Tabla 2).

Descripcion de la Invencion

Por consiguiente, un objeto de la presente invencidon es proporcionar un kit que puede detectar facilmente de un
espécimen un virus relacionado con SRSV conocido hasta la fecha y pueda discriminar de manera segura su
serotipo y genogrupo.

A la vista de las circunstancias anteriores, los autores de la presente invencion han continuado con una investigacion
genética e inmunoldgica sobre los virus relacionados con SRSV. Como resultado, se ha encontrado que el uso
combinado de anticuerpos obtenidos a partir de péptidos de virus relacionados con SRSV, incluyendo péptidos de
virus novedosos encontrados recientemente, puede detectar la mayor parte de los SRSV en los especimenes y
pueden discriminar de manera segura los Serotipos y los genogrupos de los SRSV, conduciendo a la realizacion de
la presente invencion.

Especificamente, la presente invencién proporciona:
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1. Un kit de deteccion de SRSV que consiste esencialmente en:

(a) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
1 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQIDNO: 1,y

(b) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
2 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQID NO: 2,y

(c) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
3 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQID NO: 3,y

(d) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
4 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQID NO: 4,y

(e) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
5 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQID NO: 5,y

(f) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
6 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQID NO: 6,y

(g9) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
7 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQIDNO: 7,y

(h) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoéacidos representada por el SEQ ID NO:
8 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQID NO: 8,y

(i) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
9 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQIDNO: 9,y

(j) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
10 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQ ID NO: 10,y

(k) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
11 0 un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQ ID NO: 11.

2. Un kit de deteccidon de SRSV de acuerdo con el apartado 1, en donde dichos anticuerpos han sido preparados

mediante inmunizacién con particulas de tipo virus.

3. Un kit de deteccion de SRSV de acuerdo con el apartado 1, para distinguir los serotipos de los SRSV.

4. Un kit de deteccion de SRSV para discriminar el genogrupo de los SRSV, consistiendo el kit esencialmente en
(a) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
1 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQIDNO: 1,y
(b) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
2 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQIDNO: 2,y
(c) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
3 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQID NO: 3,y
(d) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
4 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQ ID NO: 4.

5. Un kit de deteccion de SRSV para discriminar el genogrupo de los SRSV, consistiendo el kit esencialmente en
(e) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
5 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQID NO: 5,y
(f) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
6 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQID NO: 6, y
(9) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
7 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQIDNO: 7,y
(h) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
8 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQID NO: 8,y
(i) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
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9 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQID NO: 9,y
() un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
10 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQ ID NO: 10,y
(k) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO:
11 o un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del
SEQ ID NO: 11.
6. Un kit de deteccion de SRSV de acuerdo con los apartados 1 a 5, en donde los anticuerpos estan inmovilizados
sobre portadores de anticuerpos en fase sélida adecuados para capturar SRSV.
7. Un gen de Hu/NLV/Chiba/407/1987/JP que tiene
(a) una secuencia de bases representada por el SEQ ID NO: 15; o
(b) una secuencia de bases que codifica un péptido con la secuencia de aminoacidos representada por el
SEQ ID NO: 4.
8. Un gen de Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP que tiene
(a) una secuencia de bases representada por el SEQ ID NO: 20; o
(b) una secuencia de bases que codifica un péptido con la secuencia de aminoacidos representada por el
SEQ ID NO: 9.
9. Un gen de Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP que tiene
(a) una secuencia de bases representada por el SEQ ID NO: 21; o
(b) una secuencia de bases que codifica un péptido con la secuencia de aminoacidos representada por el
SEQ ID NO: 10.
10. Un gen de Hu/NLV/Osaka 10-25/1999/JP que tiene
(a) una secuencia de bases representada por el SEQ ID NO: 22; o
(b) una secuencia de bases que codifica un péptido con la secuencia de aminoacidos representada por el
SEQ ID NO: 11.
11. Un anticuerpo anti-SRSV especifico para particulas de tipo virus que consisten en el péptido del SEQ ID NO:
4,el SEQID NO: 9, el SEQ ID NO: 10 0 el SEQ ID NO: 11.

Breve Descripcion de los Dibujos

La FIG. 1 es una micrografia electrénica (x 100.00) de particulas de tipo virus derivadas de la cepa Hu/NLV/Seto
124/1989/JP.

La FIG. 2 es una micrografia electrénica (x 100.00) de particulas de tipo virus derivadas de la cepa
Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP.

La FIG. 3 es una micrografia electrénica (x 100.00) de particulas de tipo virus derivadas de la cepa Hu/NLV/Chiba
407/1987/JP.

La FIG. 4 es una micrografia electrénica (x 100.00) de particulas de tipo virus derivadas de la cepa Hu/NLV/Narita
104/1997/JP.

La FIG. 5 es una micrografia electronica (x 100.00) de particulas de tipo virus derivadas de la cepa Hu/NLV/Sanbu
809/1998/JP.

La FIG. 6 es una micrografia electréonica (x 100.00) de particulas de tipo virus derivadas de la cepa Hu/NLV/Ichikawa
754/1998/JP.

La FIG. 7 es una micrografia electrénica (x 100.00) de particulas de tipo virus derivadas de la cepa Hu/NLV/Chitta
1876/1996/JP.

La FIG. 8 es una micrografia electrénica (x 100.00) de particulas de tipo virus derivadas de la cepa Hu/NLV/Kashiwa
47/1997/JP.

La FIG. 9 es una micrografia electronica (x 100.00) de particulas de tipo virus derivadas de la cepa Hu/NLV/Mie
7k/1994/JP.

La FIG. 10 es una micrografia electrénica (x 100.00) de particulas de tipo virus derivadas de la cepa
Hu/NLV/Kashiwa 645/1999/JP.

La FIG. 11 es una micrografia electrénica (x 100.00) de particulas de tipo virus derivadas de la cepa Hu/NLV/Osaka
10-25/1999/JP.

Mejores Modos de Llevar a Cabo la Invencion
1. Virus relacionados con SRSV

El kit de deteccion de SRSV de acuerdo con la presente invencion se caracteriza por el uso de anticuerpos contra
los péptidos que constituyen los virus relacionados con SRSV que tienen las 11 secuencias de aminoacidos
especificas o al menos 80% de homologias con las secuencias de aminoacidos de los grupos (a) a (k). De estos, los
péptidos pertenecientes al grupo (d), al grupo (i), al grupo (j) y al grupo (k) son péptidos novedosos diferentes de
cualquiera de los virus relacionados con SRSV registrados en el GeneBank hasta la fecha (Tabla 1, que se
describiran con posterioridad en la presente memoria). Debido a la incorporacion de los 11 anticuerpos, incluyendo
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los anticuerpos contra estos péptidos novedosos, en el kit, se pueden detectar sin omisién los virus relacionados con
SRSV.

Los péptidos que constituyen los virus relacionados con SRSV Uutiles en la presente invencién abarcan sus mutantes
en cada uno de los cuales se han suprimido, remplazado o afiadido uno o mas aminoacidos de su secuencia de
aminoacidos correspondiente; y también sus mutantes en cada uno de los cuales se han suprimido, remplazado o
afadido una o varias bases a una secuencia de bases que codifica su correspondiente secuencia de aminoacidos.

Es ilustrativo del péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 1 en el grupo (a)
un péptido que constituye un virus de la cepa Hu/NLV/Kashiwa 645/1999/JP obtenido de las heces de un paciente
infectado con SRSV en Japdén, mientras los ejemplos de los péptidos que tienen cada uno una homologia de al
menos 80% con la secuencia de aminoacidos humana incluyen uno derivado de la cepa Desert Shield/90/SA (Num.
de Acceso Genebank U04469).

Es ilustrativo del péptido que tiene la secuencia de aminoéacidos representada por el SEQ ID NO: 2 en el grupo (b)
un péptido que constituye un virus de la cepa Hu/NLV/Seto 124/1989/JP obtenido de las heces de un paciente
infectado con SRSV en Japén, mientras los ejemplos de los péptidos que tienen cada uno una homologia de al
menos 80% con la secuencia de aminoacidos incluyen aquellos derivados de la cepa KY-89/89J (NUm. de Acceso
Genebank L23828) y la cepa Norwalk/68/US (NUum. de Acceso Genebank M876611).

Es ilustrativo del péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 3 en el grupo (c)
un péptido que constituye un virus de la cepa Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP obtenido de las heces de un paciente
infectado con SRSV en Japodn, mientras los ejemplos de los péptidos que tienen cada uno una homologia de al
menos 80% con la secuencia de aminoacidos incluyen uno derivado de la cepa Southampton/91/UK (Num. de
Acceso Genebank L07418).

Es ilustrativo del péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 4 en el grupo (d)
un péptido que constituye un virus de la cepa Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP obtenido de las heces de un paciente
infectado con SRSV en Japoén.

El péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 4 tiene una homologia de menos
de 75% en el gen estructural (SEQ ID NO: 15) con cualquiera de las cepas de virus relacionados con SRSV (Tabla
1, que se describiran con posterioridad en la presente memoria) registrados en el GeneBank hasta la fecha, y es un
péptido que tiene una secuencia novedosa no referida hasta la fecha hasta la fecha.

Es ilustrativo del péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 5 en el grupo (e)
un péptido que constituye un virus de la cepa Hu/NLV/Narita 104/1997/JP obtenido de las heces de un paciente
infectado con SRSV en Japdn, mientras los ejemplos de los péptidos que tienen cada uno una homologia de al
menos 80% con la secuencia de aminoéacidos incluyen aquellos derivados de la cepa Bristol/93/UK (Num. de Acceso
Genebank X76716), la cepa Lordsdale/93/UK (NUum. de Acceso Genebank X86557), y la cepa Camberwell/94/AU
(NUm. de Acceso Genebank U46500).

Es ilustrativo del péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 6 en el grupo (f) un
péptido que constituye un virus de la cepa Hu/NLV/Sanbu 809/1998/JP obtenido de las heces de un paciente
infectado con SRSV en Japdn, mientras los ejemplos de los péptidos que tienen cada uno una homologia de al
menos 80% con la secuencia de aminoacidos incluyen aquellos derivados de la cepa Mexico/89/MEX (Num. de
Acceso Genebank U22498), la cepa Auckland (NUm. de Acceso Genebank U460391), la cepa Toronto/77/CA (NUm.
de Acceso Genebank U02030), y la cepa OTH-25/89/J (NUum. de Acceso Genebank L23830).

Es ilustrativo del péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 7 en el grupo (g)
un péptido que constituye un virus de la cepa Hu/NLV/Ichikawa 754/1998/JP obtenido de las heces de un paciente
infectado con SRSV en Japoén, mientras los ejemplos de los péptidos que tienen cada uno una homologia de al
menos 80% con la secuencia de aminoacidos incluyen aquellos derivados de la cepa Snow Mountain/76/US (Num.
de Acceso Genebank U70059) y la cepa Melksham/89/UK (NUm. de Acceso Genebank X81879).

Es ilustrativo del péptido que tiene la secuencia de aminoéacidos representada por el SEQ ID NO: 8 en el grupo (h) u
péptido que constituye un virus de la cepa Hu/NLV/Chitta 1876/1996/JP obtenido de las heces de un paciente
infectado con SRSV en Japoén, mientras los ejemplos de los péptidos que tienen cada uno una homologia de al
menos 80% con la secuencia de aminoacidos incluyen uno derivado de la cepa Hawaii/71/US (Num. de Acceso
Genebank U07611).

Es ilustrativo del péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 9 en el grupo (i) un
péptido que constituye un virus de la cepa Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP obtenido de las heces de un paciente
infectado con SRSV en Japoén.
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El péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 9 tiene una homologia de menos
de 75% en el gen estructural (SEQ ID NO: 20) con una cualquiera de las cepas de virus relacionados con SRSV
(Tabla 1, que se describiran con posterioridad en la presente memoria) registrados en el GeneBank hasta la fecha, y
es un péptido que tiene una secuencia novedosa no referida hasta la fecha.

Es ilustrativo del péptido que tiene la secuencia de aminoéacidos representada por el SEQ ID NO: 10 en el grupo (j)
un péptido que constituye un virus de la cepa Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP obtenido de las heces de un paciente
infectado con SRSV en Japon.

El péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 10 tiene una homologia de
secuencia de menos de 70% en el gen estructural (SEQ ID NO: 21) con una cualquiera de las cepas de virus
relacionados con SRSV (Tabla 1, que se describira con posterioridad en la presente memoria) registrados en el
GeneBank hasta la fecha, y es un péptido que tiene una secuencia novedosa no referida hasta la fecha.

Es ilustrativo del péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 11 en el grupo (k)
un péptido que constituye un virus de la cepa Hu/NLV/Osaka 10-25/1999/JP obtenido de las heces de un paciente
infectado con SRSV en Japon.

El péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 11 tiene una homologia de
secuencia de menos del 70% en el gen estructural (SEQ ID NO: 22) con una cualquiera de las cepas de virus
relacionados con SRSV (Tabla 1, que se describiran con posterioridad en la presente memoria) registrados en el
GeneBank hasta la fecha, y es un péptido que tiene una secuencia novedosa no referida hasta la fecha.

Tabla 1
' Cepa de virus NUm. de Acceso Genebank |
' Desert Shield/90/SA U04469 |
' Norwalk/68/US M876611 |
' KY-89/89J L23828 |
' OTH-25/89/J L23830 |
' Southampton/91/UK L07418 |
' Lordsdale/93/UK X86557 |
' Bristol/93/UK X76716 |
' Camberwell/94/AU U46500 |
' Toronto/77/CA U02030 |
' Mexico/89/MEX U22498 |
' Snow Mountain/76/US U70059 |
' Melksham/89/UK X81879 |
' Auckland U460391 |
' Hawaii/71/US uo7611 |

Los péptidos que constituyen virus relacionados con SRSV en estos grupos (a) a (k) incluyen, ademas de los
péptidos anteriormente descritos, péptidos parciales que contienen cada uno una secuencia de aminoacidos
especifica en su correspondiente péptido y tiene una antigenicidad equivalente a la del correspondiente péptido.

De acuerdo con un analisis de homologia de aproximadamente 120 aminoacidos de regiones de la ARN polimerasa
de los péptidos que constituyen virus relacionados con SRSV, estos péptidos que constituyen virus relacionados con
SRSV pueden ser clasificados en dos genogrupos. Descrito de manera especifica, se pueden clasificar en el Tipo |
al cual pertenecen los péptidos de los grupos (a) a (d) y el Tipo Il al cual pertenecen los péptidos de los grupos (e) a

(k).
2. Clonacion de los genes que constituyen los virus relacionados con SRSV

A partir de las heces de un paciente infectado con SRSV, se extrajo ARN viral utilizando el método del bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) o similar, se formé el ADNc por medio de un cebador de oligo-dT y una transcriptasa
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inversa, y utilizando el ADNc y cebadores capaces de amplificar regiones del gen estructural de los virus asociados
con SRSV individuales, se llevé a cabo la PCR para amplificar los fragmentos génicos estructurales.

Dicho fragmento génico estructural se inserta en un plasmido llevando a cabo una vez una clonacién TA con un
vector de clonacion de E. coli.

En cuanto al vector de clonacion utilizable aqui, es posible utilizar un vector de clonacién conocido tal como un
vector derivado de un plasmido obtenido utilizando como anfitrién células procariéticas representadas por E. coli o a
partir de un bacteriéfago representado por el fago €, y se desea utilizar de manera apropiadamente combinada un
vector de clonacion y su célula anfitriona. Los ejemplos especificos del vector de clonacion incluyen pBR322, pUC19
y PCRII. La insercién del ADN se puede llevar a cabo mediante un método conocido per se en la técnica, y tras la
formacion de dicho vector, se desea utilizar células de E. coli ya que permiten una facil manipulacién genética.

3. Expresion del gen estructural y creacion de particulas de tipo virus.

Al disponer de los fragmentos de los genes que constituyen el virus individual obtenido anteriormente de los grupos
(a) a (k) expresados con un sistema de expresion adecuado o al utilizar particulas de tipo virus creadas a partir de
los péptidos que constituyen el virus mediante ingenieria genética, se pueden obtener anticuerpos contra los
respectivos virus. A continuacion se realizara una descripcién sobre la expresion en la que se utiliza E. coli y
también sobre la creacién de las particulas de tipo virus.

(1) Expresion por E. coli

Cada uno de los plasmidos con las regiones génicas estructurales de los respectivos virus relacionados con SRSV
incorporados en ellas, es digerido con una endonucleasa de restriccion que no escinde la regién del gen estructural.
Después, se recoge la region del gen estructural y se incorpora, por ejemplo, en pGEX (vector de expresion de la
proteina de fusion GST; producto de Pharmacia AB), pTrc99A (vector de expresion de E. coli; producto de
Pharmacia AB), pTrxFus (vector de expresion de proteina de fusion de tiorredoxina; producto de Invitrogen
Corporation), pET (vector de expresion que hace uso del promotor pT7RNA; producto de Novagen Inc.), un vector
de expresién de proteina de unién a maltosa, o un vector de expresion de proteina de fusion a galactosidasa. En
este momento, la region del gen estructural que se va a incorporar puede tener toda su longitud o puede ser una
region parcial, prefiriéendose que la regiéon parcial contenga al menos un epitopo antigénico de un SRSV. Los
vectores de expresion génica con las regiones del gen estructural incorporadas como se ha descrito mas arriba son
transformados mediante una cepa de E. coli adaptada para la expresion del gen, por ejemplo, la cepa BL21, la cepa
DH10B, la cepa JM109 o la cepa XL1-Blue. La expresién del gen se puede llevar a cabo cultivando los
transformantes asi obtenidos en un medio de cultivo liquido general, por ejemplo, caldo L. Para la expresion se
prefiere afiadir un promotor de la expresion del gen, por ejemplo, IPTG o, cuando se utiliza un promotor PL, aplicar
un choque térmico.

La purificacion de un péptido expresado de este modo se puede llevar a cabo siguiente un método de purificacion
general para proteinas expresadas, que hace uso de E coli. Si la proteina expresada esta en forma disuelta, por
ejemplo, su purificacion se puede llevar a cabo mediante cromatografia de afinidad haciendo uso de una columna de
GST o una columna para proteinas de uniéon a maltosa. Si la proteina expresada esta en una forma insoluble, su
purificacion se puede lograr llevando a cabo una cromatografia de afinidad haciendo uso de un quelato de Ni.

(2) Creacion de particulas de tipo virus SRSV

Un plasmido con una regiéon de un gen estructural de un virus relacionado con SRSV incorporada en el es digerido
con una endonucleasa de restriccion que no escinde la region del gen estructural. A continuacion, la region del gen
estructural se recoge y se incorpora, por ejemplo, en un vector de transferencia de baculovirus tal como pVL1393. El
vector de transferencia y un ADN de baculovirus lineal, del cual se ha suprimido una region génica esencial para la
proliferacion, se someten a transfeccion en células de insecto de manera que se induce la recombinaciéon homoéloga
para formar el baculovirus recombinante diana.

Infectando con el baculovirus recombinante asi obtenido células de insecto tales como células Sf9 o células Tn5 e
incubando las células de insecto infectadas en condiciones de crecimiento adecuadas de una manera conocida per
se en la técnica, se expresa la proteina estructural de SRSV. Permitiendo que la proteina estructural experimente un
auto-ensamblaje, se pueden producir particulas de tipo virus. El uso de un método de purificacion bioquimico, por
ejemplo, la centrifugacion se hace posible aislar y purificar las particulas de tipo virus. Se puede confirmar si se han
formado o no tales particulas de tipo virus sometiendo el producto auto-ensamblado a tincidon negativa con acetato
de uranilo y examinando el producto auto-ensamblado tefiido al microscopio electrénico.

Las particulas de tipo virus obtenidas como se ha descrito mas arriba no tienen infectividad ya que no contienen
ningun gen internamente. Sin embargo, tienen una antigenicidad equivalente a la de las particulas de virus ya que
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estructuralmente tienen sustancialmente la misma forma que las particulas de virus.
4. Adquisicion de anticuerpos contra virus relacionados con SRSV

Inmunizando un animal con el péptido que constituye el virus asi obtenido o con las particulas de tipo virus, se
puede preparar un anticuerpo anti-virus relacionado con SRSV. Por lo demas, dicho anticuerpo puede ser un
anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal.

La preparaciéon de un anticuerpo inmune haciendo uso de particulas de tipo virus se puede llevar a cabo, por
ejemplo, como se describira a continuacion. De una manera conocida per se en la técnica, se inmuniza un conejo
con particulas de tipo virus de uno de los virus relacionados con SRSV, y a partir del suero separado, se puede
obtener un anticuerpo IgG (anticuerpo anti-SRSV) contra las particulas de tipo virus. Para la separacion y
aislamiento del anticuerpo, se puede utilizar un método tal como la cromatografia en DEAE Sefarosa.

Utilizando los 11 tipos de particulas de tipo virus de los grupos (a) a (k) obtenidos como se ha descrito anteriormente
y sus correspondientes anticuerpos anti-SRSV, se midieron sus reactividades cruzadas. Como se mostrara mas
abajo en la Tabla 2, no se mostré absolutamente ninguna reactividad cruzada entre los virus relacionados con SRSV
individuales. De acuerdo con el método de deteccién de SRSV de la presente invencion, es posible por lo tanto
discriminar simultaneamente los serotipos de los 11 tipos de SRSV. Esto también indica la posibilidad de discriminar
el Genogrupo | y el Genogrupo Il entre si al mismo tiempo.

5. Deteccion de virus relacionados con SRSV

Para la deteccion de uno o mas SRSV en un espécimen por los anticuerpos anti-SRSV individuales obtenidos como
se ha descrito, se pueden utilizar inmunoanalisis empleados convencionalmente que hacen uso de reacciones
antigeno-anticuerpo, por ejemplo, radioinmunoanalisis mediante la técnica sandwich, analisis de inmunoabsorcion
con enzima ligada (ELISA) y similares, siendo particularmente preferido ELISA. Descrito especificamente, los 11
tipos de anticuerpos anti-SRSV se vierten por separado en una microplaca para preparar una placa de escrutinio de
SRSV. Una dilucién de una emulsién fecal, que se ha preparado a partir de heces de un paciente infectado con
SRSV, se afiade a los pocillos de la placa, y después se deja que reaccione. Después de eso se afiaden los
anticuerpos-anti-SRSV marcados con peroxidasa (POD) de los respectivos virus y se dejan reaccionar. Después de
afadir una solucién de sustrato (TMB que contiene peroxido de hidrogeno) y dejar que reaccione, se afade acido
sulfdrico 0,6 N para detener las reacciones. Midiendo la absorbancia (450 nm/630 nm) de cada pocillo por medio de
un lector de placa automatico para ELISA, se puede detectar el SRSV o los SRSV.

Cuando se desea llevar a cabo solamente la deteccion de uno o mas SRSV en un espécimen, se puede preparar un
kit de deteccion utilizando una microplaca con los 11 tipos de anticuerpos anti-SRSV mezclados e inmovilizados en
ella. Para discriminar también los serotipos de los uno o mas SRSV, se puede preparar un kit de deteccion utilizando
microplacas con los 11 tipos de anticuerpos anti-SRSV inmovilizados por separado sobre ellas.

Adicionalmente, la discriminacion de los genogrupos es posible por medio de un kit que hace uso de una microplaca
con anticuerpos contra los péptidos de los grupos (a) a (d) mezclados e inmovilizados sobre ella (placa con Tipo I) o
una microplaca con anticuerpos contra los péptidos de los (e) a (k) mezclados e inmovilizados sobre ella (placa con
Tipo 1I).

Por otra parte, la inmovilizaciéon de los anticuerpos anti-SRSV individuales utiles en la presente invencién con un
portador tal como latex o cuenteas magnéticas hace posible capturar de manera segura uno o mas virus
relacionados con SRSV en un espécimen. El portador con uno o mas virus asociados a SRSV capturados sobre él
puede ser recuperado mediante centrifugacion en el caso del latex o mediante un iman en el caso de las cuentas
magnéticas. Después de la recuperacion, se pueden extraer los ARN del virus y utilizarlos.

Ejemplo

Los kits de deteccion de SRSV de acuerdo con la presente invencion se describiran especificamente mas adelante
en la presente memoria basandose en Ejemplos.

Ejemplo 1 Clonacion de genes estructurales de virus relacionados con SRSV
(1) Sintesis de ADNc
Se afiadieron PBS (9 mL) y "Daiflon" (1 mL) a heces (0,5 a 1,0 g) de un paciente con SRSV, seguido de

homogeneizacion. El producto homogeneizado se centrifugé después a 3.000 rpm durante 20 minutos, y el
sobrenadante se recogié en forma de una emulsion fecal al 10%.
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Utilizando una alicuota de 1 L de la emulsion fecal, se extrajo el ARN del SRSV por medio del método de bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB), y el ARN se suspendié eventualmente en una solucién de pirocarbonato de dietilo al
0,1% (30 pL). Utilizando la suspension, se prepar6 ADNc por medio de transcriptasa inversa derivada del cebador
Oligo-dT(12-18) y AMV (Virus de la Mieloblastosis Aviar) (producto de SEIKAGAKU CORPORATION).

(2) Aislamiento de regiones de genes estructurales

Utilizando el ADNc preparado en el apartado (1) y cebadores para la amplificacion de las regiones de genes
estructurales mostradas mas abajo, se llevd a cabo la PCR. Después de la PCR, se separaron los fragmentos de
genes estructurales amplificados mediante electroforesis en gel de agarosa, y a continuaciéon se recuperaron
utilizando "SuprecTM-01" (TAKARA).

gen Hu/NLV/Kashiwa 645/1999/JP:G1/F2 (SEQ ID NO: 23), Oligo-dT(33) (SEQ ID NO: 24)

gen Hu/NLV/Seto 124/1989/JP:G1/F2 (SEQ ID NO: 23), G1/R0 (SEQ ID NO: 25)

gen Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP:G1/F2 (SEQ ID NO: 23), Oligo-dT(33) (SEQ ID NO: 24)

gen Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP:D5 (SEQ ID NO: 26), CV-U4 (SEQ ID NO: 27)

gen Hu/NLV/Narita104/1997/JP:97k104/F1 (SEQ ID NO: 28), 97k104/R1 (SEQ ID NO: 29)

gen Hu/NLV/Sanbu 809/1998/JP:G2/F3 (SEQ ID NO: 30), MV-R1 (SEQ ID NO: 31)

gen Hu/NLV/Ichikawa 754/1998/JP:G2/F3 (SEQ ID NO: 30), SMV-R1 (SEQ ID NO: 32)

gen Hu/NLV/Chitta 1876/1996/JP:G2/F3 (SEQ ID NO: 30), G2/R0 (SEQ ID NO: 33)

gen Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP: 97k104/F1 (SEQ ID NO: 28), Oligo-dT(33) (SEQ ID NO: 24)

gen Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP:G2/F3 (SEQ ID NO: 30), Oligo-dT(33) (SEQ ID NO: 24)

gen Hu/NLV/Osaka 10-25/1999/JP:GFCR7 (SEQ ID NO: 34), Oligo-dT(33) (SEQ ID NO: 24)

(3) Clonacion de genes estructurales

Se llevo a cabo la clonacion TA de los fragmentos de genes estructurales recuperados en un vector de clonacion de
E. coli, pCRII (producto de Invitrogen Corporation). A partir de estos clones se obtuvieron plasmidos con los genes
estructurales de los virus incorporados, pCRII/645, pCRII/124, pCRII/258, pCRII/Chiba, pCRII/104, pCRII/809,
pCRII/754, pCRII/76, pCRII/47, pCRII/7k, y pCRII/10-25.

Ejemplo 2 Determinacion de las secuencias de bases

La determinacion de las secuencias de bases de los genes estructurales de la cepa Hu/NLV/Kashiwa 645/1999/JP,
la cepa HU/NLV/Seto 124/1989/JP, la cepa Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP, la cepa Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP, la
cepa Hu/NLV/Narita 104/1997/JP, la cepa Hu/NLV/Sanbu 809/1998/JP, la cepa Hu/NLV/Ichikawa 754/1998/JP, la
cepa Hu/NLV/Chitta 1876/1996/JP, la cepa Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP, la cepa Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP, y la cepa
Hu/NLV/Osaka 10-25/1999/JP se llevod a cabo de la manera descrita mas abajo.

En primer lugar, se dispuso en cebador (primer cebador) en las cercanias del promotor de la polihedrina de pVL1393
como vector de transferencia, y mediante el método de terminacién con colorante, se llevoé a cabo una reaccion de
marcaje utilizando un "Cycle Sequencing Kit FS" (producto de Perkin-Elmer Corp.). La concentracion de ADN del
vector de transferencia empleado fue de 0,4 ug/pL, mientras que la concentraciéon del cebador de secuenciacion
utilizado fue de 3,2 pmoles/uL. Después de la reaccion, se eliminé el exceso de pigmento fluorescente utilizando una
columna de centrifugacién Centriprep (fabricada por Perkin-Elmer Corp.). La mezcla de reaccién se seco
completamente por medio de un liofilizador de vacio, y el producto liofilizado se suspendié en un tampon de muestra
especial (20 pL; producto de Perkin-Elmer Corp.). Después de la agitacion, la suspension se sometié a precipitacion
centrifuga. El producto precipitado se secé a 95°C durante 2 minutos. Después de la extincion, se analizé por medio
de un secuenciador automatico ("ABI Genetic Analyzer 310").

Utilizando la secuencia de bases determinada por el primer cebador, se colocé un nuevo cebador de secuenciacion
(segundo cebador) en el lado 3' de la secuencia de bases. Utilizando este segundo cebador, se llevo a cabo una
reaccion de marcaje mediante un kit de secuenciacion ciclica de una manera similar a la mencionada mas arriba.
Después de la reaccion, se llevé a cabo una operacién similar a la mencionada mas arriba, y se analizé la secuencia
de bases por medio de un secuenciador automatico. Como se ha descrito mas arriba, se colocé un cebador se
secuenciacion en el lado 3' de la secuencia de bases determinada en cada ciclo, y se realiz6 la determinacion de la
secuencia de bases. Repitiendo este procedimiento, se determinaron las secuencias de bases de los extremos 5' a
los extremos 3' de los 11 tipos de genes estructurales de virus relacionados con SRSV (SEQ ID NO: 12 a SEQ ID
NO: 22). Entre estas, se confirmé que las secuencias de bases representadas por el SEQ ID NO: 15 (la cepa
Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP), el SEQ ID NO: 20 (la cepa Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP), el SEQ ID NO: 21 (la cepa
Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP) y el SEQ ID NO: 22 (la cepa Hu/NLV/Osaka 10-25/1999/JP) eran secuencias novedosas no
referidas hasta la fecha.
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Ejemplo 3 Creacion de baculovirus recombinante capaz de producir particulas de tipo virus
(1) Construccion de vectores de transferencia

Los plasmidos con las regiones de los genes estructurales incorporadas, que se habian obtenido en el Ejemplo 1(3),
fueron digeridos por medio de una endonucleasa de restriccion que no escinde las regiones de genes estructurales.
Con posterioridad a la separacion mediante electroforesis en gel de agarosa, se recuperaron las regiones de genes
estructurales mediante "SuprecTM01" (TAKARA). Los fragmentos génicos recuperados se incorporaron a vectores
de transferencia de baculovirus pVL1393 (producto de Invitrogen Corporation), que habian sido digeridos con la
misma endonucleasa de restriccion, para preparar los vectores de transferencia.

(2) Creacion de baculovirus recombinantes

Se disolvieron ADN de baculovirus (0,5 pg; "Baculo-Gold") y uno de los vectores de transferencia (1 pg) obtenidos
en el apartado (1) en agua destilada (8 pL). La solucion resultante se mezclé con una dilucion 1/2 de lipofectina
(cantidad equivalente), y la mezcla obtenida de este modo se dejo a la temperatura ambiente durante 15 minutos.
Después se suspendieron células Sf9 (1 x 10° células) en un medio de cultivo para células de insecto, "Ex-cell 400",
se adsorbieron a 26,5°C durante 30 minutos en una placa de Petri de plastico (diametro: 3,5 cm), se afadi6 gota a
gota a las células una mezcla del vector de transferencia y "Baculo-Gold", seguido de incubaciéon a 26,5°C.
Veinticuatro horas mas tarde, el medio de cultivo se remplazdé por "TC100" (producto de GIBCO BRL Life
Technologies; referido mas adelante en la presente memoria como "TC100") que contenia suero bovino fetal al 10%
y BTB al 2% (productos de GIBCO BRL Life Technologies), y se continué la incubacién adicionalmente.

(3) Purificacion de baculovirus recombinantes

Después de que cada uno de los baculovirus recombinantes obtenidos en el apartado (2) fuera incubado durante 5
dias, se diluy6 el sobrenadante de cultivo 1/10 con un medio de cultivo para células de insecto tal como TC100. Se
tomo una alicuota de 0,1 mL del sobrenadante diluido, y se inoculé en 3 x 108 células Sf9 cultivadas en una placa de
Petri de plastico de 3,5 cm de diametro. Después de una adsorcién a 26,5°C durante 60 minutos, se puso encima el
medio de cultivo TC100 (2 mL) que contenia 1% de Agarosa ME (agarosa de bajo punto de fusion), seguido de
incubacién a 26,5°C. A los cuarto dia del inicio de la incubacioén, se afiadio en la parte superior TC100 adicional (1
mL) que contenia 0,005% de rojo neutro, seguido de incubacion a 26,5°C. Al dia siguiente, las placas formadas se
separaron raspando con una micropunta de pipeta, y se suspendieron en medio de cultivo TC100.

(4) Produccion de siembras de baculovirus recombinante y medicion de sus potencias infectivas

Cada una de las suspensiones obtenidas en el apartado (3) se inoculé a 1 x 10’ células Sf9. Con posterioridad a la
adsorcion a 26,5°C durante 60 minutos, se afiadié TC100, seguido de incubacion a 26,5°C durante 3 a 4 dias. El
cultivo se centrifugd a 2.500 rpm durante 10 minutos a 4°C, y se recogio el sobrenadante de cultivo. El sobrenadante
de cultivo recogido se inoculé a 1 x 10" células Sf9. Después de la adsorcion a 26,5°C durante 60 minutos, se
afnadio TC100, seguido de incubacién a 26,5°C durante 3 a 4 dias.

A continuacion, se inoculd el sobrenadante de cultivo a 3 x 107 células Sf9 en una placa de Petri de plastico de 3,5
cm de diametro. Con posterioridad a la adsorcién a 26,5°C durante 60 minutos, se afiadié en la parte superior medio
de cultivo TC100 (2 mL) que contenia 1% de Agarosa ME (agarosa de bajo punto de fusion), seguido de incubacién
a 26,5°C. El cuarto dia después del inicio de la incubacion, se afiadié en la parte superior TC100 (1 mL) que
contenia 0,005% de rojo neutro, seguido de incubacién a 26,5°C. Al dia siguiente, las placas formadas se midieron
para calcular la potencia infectiva del baculovirus recombinante. Esto se registr6 como la potencia infectiva del
baculovirus recombinante.

Ejemplo 4 Creacion de particulas de tipo virus
(1) Expresion de proteinas estructurales utilizando baculovirus recombinantes

Las células Sf9 fueron infectadas con cada uno de los baculovirus recombinantes a una M.O.l. (Multiplicidad de
infeccion) de 1 a 10. Tras la infeccién, se afiadié una suspension del baculovirus recombinante gota a gota a las
células, y el baculovirus recombinante se sometié a adsorcion durante aproximadamente 60 minutos con
sacudimiento suave. Después de eso, se afiadio TC100 como medio de cultivo para células de insecto, seguido de
incubacién a 26,5°C durante 5 a 6 dias.

(2) Identificacion de las proteinas expresadas

Se tomaron muestras del sobrenadante de cultivo de cada una de las infecciones con virus recombinante
periédicamente. Después de la resolucion mediante SDS-PAGE, se detecto la proteina mediante tincion con azul de
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Coomassie, y por medio del peso molecular esperado, se confirmd la validez de la proteina expresada.
Adicionalmente, después de resolver la proteina mediante SDS-PAGE, se transfirié la proteina sobre una membrana
de nitrocelulosa, y por medio de la técnica de transferencia Western, se identificé después la proteina expresada con
suero de convaleciente de SRSV.

(3) Purificacion y recuperacion de las particulas de tipo virus

Las semillas de baculovirus recombinante se infectaron a una M.O.l. de 1 a 10. Después de la adsorcion durante
aproximadamente 60 minutos, se afiadié "Ex-cell 400", seguido de incubacion a 26,5°C durante 3 dias. Después se
afadié un inhibidor de proteasa, por ejemplo, pepstatina A o una leupeptina, al cultivo a una concentracién final 1
mM, seguido de incubacién adicional durante 2 a 3 dias.

Después de la incubacién, el cultivo se centrifugd a 2.500 rpm durante 10 minutos a 4°C para recoger el
sobrenadante de cultivo. El cultivo recogido se centrifugd a 10.000 rpm durante 30 minutos para eliminar el
baculovirus recombinante. El sobrenadante se centrifugé a 25.000 rpm durante 4 horas en un "Beckmann SW28
Rotor" para que las particulas de tipo virus precipiten. A continuacion, el tubo de centrifuga del cual se habia
descartado el sobrenadante se mantuvo boca abajo para eliminar por completo el sobrenadante. Después de eso,
se afiadié tampdn Grace o PBS(-) (0,5 mL) con el inhibidor de proteasa incorporado al tubo de centrifuga, y se dejé
que la centrifuga reposara durante la noche a 4°C.

Después del reposo, las particulas de tipo virus se suspendieron en el tampdn Grace que contenia el inhibidor de
proteasa que se habia afiadido, y se recuperaron. A las particulas de tipo virus recuperadas, se le afiadio el tampdn
Grace que contenia inhibidor de proteasa o PBS(-) con CsCl (3,8 g) afiadido para dar 13 mL. La mezcla resultante
se ultracentrifugé a 16°C y 35.000 rpm durante 24 a 48 horas. Después de la ultracentrifugacion, se recogié una
banda de color palido en la que se acumulaban las particulas de tipo virus. Tras una dilucién 1/5 con tampon Grace
que contenia inhibidor de proteasa, la suspensién resultante se ultracentrifugé a 45.000 rpm durante 3 horas en un
"Beckmann TL100.3 Rotor" para que precipitaran las particulas de tipo virus.

Las particulas de tipo virus precipitadas se solubilizaron con tampén Grace o PBS(-) al cual se habia afiadido
inhibidor de proteasa. Se prepararon soluciones de tampoén Grace que contenia inhibidor de proteasa que contenian
sacarosa del 10% al 50% en un tubo 4PA, al cual se habia afiadido en la parte superior la solucion solubilizada de
las particulas de tipo virus, seguido de centrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa a 35.000 rpm durante 4
horas a 4°C. Después de la centrifugacion, se recogié una banda de color palido de particulas de tipo virus como
particulas de tipo virus SRSV purificadas en una jeringa de 1 mL con una aguja 26G.

Las particulas de tipo virus SRSV purificadas se diluyeron con tampdn Grace segun se necesitara, y se midio la
cantidad de proteina mediante el método Bradford.

Las particulas de tipo virus SRSV purificadas se sometieron a tincion negativa con acetato de uranilo, y a
continuaciéon se examinaron con el microscopio electrénico para averiguar si se habian formado o no particulas de
tipo virus (FIGS. 2 a 12).

Ejemplo 5 Preparacion Anticuerpos Inmunes y Anticuerpos Marcados mediante el Uso de Particulas de Tipo
Virus

(1) Preparacion de anticuerpos inmunes contra particulas de tipo virus

Se mezclaron un tampon de fosfato (pH 7,2, 1 mL) — que contenia particulas de tipo virus SRSV purificadas (500 pg)
obtenidas de una de la cepa Hu/NLV/Kashiwa 645/1999/JP, la cepa Hu/NLV/Seto 124/1989/JP, la cepa
Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP, la cepa Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP, la cepa Hu/NLV/Narita 104/1997/JP, la cepa
Hu/NLV/Sanbu 809/1998/JP, la cepa Hu/NLV/Ichikawa 754/1998/JP, la cepa Hu/NLV/Chitta 1876/1996/JP, la cepa
Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP, la cepa Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP, y la cepa Hu/NLV/Osaka 10-25/1999/JP - y el
coadyuvante incompleto de Freund (1 mL), y a continuacién se inmunizé un conejo blanco New Zealand (3 kg) de
una manera conocida per se en la técnica. Tres semanas mas tarde, el conejo se inmuniz6 adicionalmente con una
mezcla de tampon de fosfato (pH 7,2, 1 mL), que contenia las particulas de tipo virus SRSV (0,25 pg), y el
coadyuvante incompleto de Freund (1 mL) (dosis de refuerzo). Tres semanas mas tarde, se llevdé a cabo la
inmunizacion como en la dosis de refuerzo, y aproximadamente 7 a 10 dias después de la dosis de refuerzo, se llevd
a cabo la exanguinacién, y se separo6 el componente del suero.

Después de someter el suero separado y purificado a fraccionamiento con sulfato de amonio, se sometié a dialisis la
fraccion relevante durante la noche a 4°C frente a Tris-HCI 50 mM (pH 7,6). El producto dializado interno se sometié
después a cromatografia en DEAE Sefarosa que habia sido equilibrada con Tris-HCI 50 mM (pH 7,6). Bajo
supervisién a una longitud de onda UV de 280 nm, se recogié un pico D.O. para obtener un anticuerpo 1gG
purificado en DEAE (anticuerpo anti-SRSV) contra las particulas de tipo virus.
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(2) Preparacion de anticuerpos marcados

Se marco cada uno de los anticuerpo anti-SRSV con POD mediante una técnica mejorada con acido peryddico
['Koso Men-eki Sokuteiho (Enzyme Immunoassay)", 2, 91, 1982]. Descrito de manera especifica, se disolvio POD a
4 mg/mL en agua destilada y se afiadié peryodato de sodio 0,1 M (0,2 mL), seguido de reaccién a la temperatura
ambiente durante aproximadamente 20 minutos. La mezcla de reaccién se sometié a didlisis después durante la
noche frente a tampoén de acetato de sodio 1 mM (pH 4,0). Después de la dialisis, se afiadié tampdn de carbonato de
sodio 0,2 M (pH 9,5, 0,02 mL) para ajustar el pH a 9,5, y al mismo tiempo, se afiadi6 anticuerpo anti-SRSV (8 mg).

Después de dejar que reaccionaran a la temperatura ambiente durante 2 horas, se afiadié borohidréxido de sodio de
4 mg/mL (0,1 mL), seguido de reaccién a 4°C durante aproximadamente 2 horas. Después de la reaccion, se llevé a
cabo la filtracién en gel con "Sephacryl S-200" mientras se utilizaba tampoén de fosfato 10 mM. Bajo supervision a
una longitud de onda UV de 280 nm, se recogi6é una fraccion de anticuerpo anti-SRSV marcado con POD.

(3) Preparacion de una microplaca de anticuerpo anti-SRSV en fase sélida

Los anticuerpos anti-SRSV se diluyeron por separado con un tampén de carbonato (pH 9,5) a una concentracion de
0,5 a 10 pg/mL y después se vertieron a 100 uL/pocillos en una microplaca de fondo plano de poliestireno (fabricada
por Nunc). Después se permitié que la microplaca reposara durante la noche a 4°C. Después de reposar durante 18
horas o mas, la microplaca se lavé de 3 a 4 veces a 200 yL/pocillos con PBS que contenia "Tween 20" a una
concentracion final de 0,05%. A continuacion se afiadié PBS 10 mM (pH 7,2) — que contenia albumina de suero
bovino (BSA) y "Tween 20" a concentraciones finales de 0,5% y 0,05%, respectivamente — a 200 pL/pocillo. Se dejé
reposar la microplaca durante la noche a 4°C para obtener una microplaca con anticuerpo anti-SRSV en fase sdlida.

Ejemplo 6 Reactividad Cruzada
(1) ELISA de Deteccion de Antigeno

Las particulas de tipo virus SRSV purificadas de cada grupo se diluyeron entre 4 ng/mL y 0,04 ng/mL con una
solucion que contenia albumina de suero bovino (BSA) y "Tween 20" a concentraciones finales de 0,2% y 0,05%,
respectivamente, en un tampén (PBS 10 mM, pH 7,2).

A continuacion, se afiadieron cada una de las emulsiones diluidas de las particulas de tipo virus (VLP) a 100
uL/pocillo a los pocillos de la correspondiente microplaca de anticuerpo anti-SRSV en fase soélida, seguido de una
reaccion a la temperatura ambiente durante 60 minutos. Tras la reaccion, las mezclas de reaccidon de los pocillos se
eliminaron mediante succion. Se afiadiéd a los pocillos PBS 10 mM (pH 7,2) que contenia "Tween 20" a una
concentracion final de 0,05% a 200 pL/pocillo, y después se elimind mediante succién del mismo modo. Este
procedimiento se repitid al menos tres veces. Después de lavar, se afiadié el anticuerpo anti-SRSV marcado con
POD del correspondiente serotipo, que se habia diluido 1/20000 con un tampoén, a 100 pL/pocillo, seguido de
reaccion a la temperatura ambiente durante 60 minutos. Después del lavado, se afiadié una soluciéon de TMB con
peroxido de hidrogeno a 100 uL/pocillo, seguido de reaccioén a la temperatura ambiente durante 30 minutos. Tras la
reaccion, se afiadié acido sulfdrico 0,6 N a 100 pL/pocillo, y se midié la absorbancia (450 nm/630 nm) de cada
pocillo por medio de un lector automatico de ELISA. Los resultados se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2 Reactividad cruzada entre Serotipos

Placa de anticuerpo en fase solida x POD (superior: nombre de la cepa, inferior: dilucion de

VLP Concentracion | @nticuerpo marcado con POD)
Purificadas |VLP (ng/mL) 1124 1258 (407 |645 [104 |809 |754  |1876 |47 7k 10-25
20000 |20000 |20000 |20000 (20000 |20000 (20000 |20000 |20000 |20000 |20000
4 1,430 |0,018 (0,013 |0,016 (0,013 |0,007 |0,007 |0,008 0,010 |0,019 |0,009
124 0,4 0,192 0,011 0,010 ({0,011 0,014 |0,007 |0,007 0,008 0,011 {0,018 0,009
0,04 0,030 (0,011 |0,011 {0,011 |0,013 |0,007 |0,007 |0,009 |0,012 |0,018 |0,009
4 0,042 |1,831 |0,114 |0,020 (0,015 |0,009 (0,007 |0,010 0,012 |0,019 |0,010
258 0,4 0,013 (0,270 {0,022 0,013 |0,016 0,009 |0,007 0,009 0,013 (0,019 0,011
0,04 0,008 (0,043 |0,012 (0,011 |0,017 |0,008 |0,007 |0,009 |0,012 |0,018 (0,010
4 0,084 (0,045 |0,974 (0,010 |0,015 |0,007 |0,007 |0,009 |0,011 |0,018 |0,009
407 0,4 0,016 (0,012 {0,134 0,010 {0,013 0,007 |0,008 0,009 0,011 {0,018 0,009
0,04 0,009 (0,010 |0,025 (0,011 |0,014 |0,007 |0,007 |0,008 |0,011 |0,019 |0,009
4 0,149 (0,034 |0,023 (0,320 |0,016 |0,008 |0,008 |0,009 |0,011 |0,020 (0,010
645 0,4 0,024 0,013 {0,012 |0,045 |0,017 0,009 |0,008 0,009 0,012 (0,019 0,011
0,04 0,010 (0,010 |0,011 {0,014 |0,015 {0,009 |0,008 |0,008 |0,012 |0,021 |0,011
4 0,007 (0,009 |0,009 (0,010 |0,708 |0,007 |0,015 |0,025 |0,017 |0,031 |0,009
104 0,4 0,010 0,009 |0,009 |0,010 {0,094 0,008 |0,008 0,011 0,013 {0,020 0,009
0,04 0,009 (0,009 |0,010 (0,011 |0,024 |0,008 |0,007 |0,009 |0,012 |0,020 (0,009
4 0,013 {0,012 0,012 |0,011 0,114 (0,877 0,047 |0,443 |0,046 |0,080 |0,017
809 0,4 0,010 0,010 {0,011 0,011 0,030 (0,134 0,013 0,033 0,018 (0,028 0,013
0,04 0,009 (0,010 |0,010 (0,010 |0,017 0,022 |0,008 |0,011 0,014 |0,020 |0,011
4 0,008 |0,011 0,009 |0,010 (0,038 |0,008 (0,286 |0,068 0,025 |0,027 |0,013
754 0,4 0,008 (0,009 |0,010 0,011 0,017 |0,008 0,038 0,015 0,013 (0,020 0,010
0,04 0,009 (0,009 |0,011 (0,011 |0,016 |0,008 |0,011 |0,010 |0,012 |0,020 (0,009
4 0,010 (0,012 |0,011 {0,011 |0,026 |0,009 |0,013 |0,728 |0,023 |0,025 (0,012
1876 0,4 0,009 (0,014 |0,010 (0,011 |0,017 |0,009 |0,008 |0,089 |0,015 |0,021 (0,013
0,04 0,011 (0,010 |0,010 (0,012 |0,016 {0,010 |0,007 |0,017 |0,014 |0,019 |0,011
4 0,008 (0,009 |0,009 (0,010 |0,017 |0,007 |0,008 |0,011 0,324 |0,021 (0,014
47 0,4 0,008 (0,009 |0,009 (0,011 |0,015 |0,008 |0,008 |0,009 |0,048 |0,020 (0,013
0,04 0,008 (0,009 |0,009 (0,011 |0,014 {0,008 |0,008 |0,008 |0,017 |0,022 |0,011
4 0,009 (0,010 |0,010 (0,011 |0,019 |0,009 |0,010 |0,011 |0,015 |0,160 (0,014
7k 0,4 0,009 (0,011 |0,010 (0,011 |0,016 |0,008 |0,008 |0,008 |0,015 |0,035 (0,016
0,04 0,011 (0,010 |0,010 (0,011 |0,017 |0,009 |0,008 |0,009 |0,014 |0,022 (0,015
4 0,009 (0,010 |0,010 (0,011 |0,098 |0,010 |0,022 |0,069 |0,033 |0,058 (1,050
10-25 0,4 0,007 (0,009 |0,010 (0,011 |0,026 |0,009 |0,009 |0,020 |0,018 |0,026 (0,163
0,04 0,009 (0,009 |0,009 (0,012 |0,016 |0,009 |0,007 |0,011 |0,015 |0,023 (0,029
Blanco 0,009 (0,011 |0,010 (0,011 |0,016 |0,009 |0,008 |0,009 |0,017 |0,022 (0,016

En la tabla, "645" indica la cepa Hu/NLV/Kashiwa 645/1999/JP, "124" la cepa Hu/NLV/Seto 124/1989/JP, "258" la
cepa Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP, "407" la cepa Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP, "104" la cepa Hu/NLV/Narita
104/1997/JP, "809" la cepa Hu/NLV/Sanbu 809/1998/JP, "754" la cepa Hu/NLV/Ichikawa 754/1998/JP, "1876" la
cepa Hu/NLV/Chitta 1876/1996/JP, "47" la cepa Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP, "7k" la cepa Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP,
y "10-25" la cepa Hu/NLV/Osaka 10-25/1999/JP.

Como resultado, no se observo reactividad cruzada entre los virus del mismo genogrupo, por no hablar de la
13
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reactividad cruzada entre virus de los diferentes Genogrupos | y Il. Se confirmd, por lo tanto, que los serotipos de los
11 tipos de cepas de virus utilizados eran diferentes entre si.

Ensayo 1 Discriminacion de los SRSV del Genogrupo

Los anticuerpos anti-SRSV contra los SRSV pertenecientes al Genogrupo | (la cepa Hu/NLV/Kashiwa 645/1999/JP,
la cepa HU/NLV/Seto 124/1989/JP, la cepa Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP, y la cepa Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP)
se diluyeron con un tampén de carbonato (pH 9,5) a una concentracion de 0,5 a 10 ug/mL y después se mezclaron.
La mezcla asi obtenida se vertié a 100 uL/pocillo en una microplaca de fondo plano de poliestireno (fabricada por
Nunc). La microplaca se dej6é reposar durante la noche a 4°C. Tras dejar reposar durante 18 horas o mas, la
microplaca se lavo de 3 a 4 veces a 200 pL/pocillo con PBS que contenia "Tween 20" a una concentracion final de
0,05%. Después se afiadieron PBS 10 mM (pH 7,2) — que contenia albumina de suero bovino (BSA) y "Tween 20" a
concentraciones finales de 0,5% y 0,05%, respectivamente — a 200 uL/pocillo. Se dej6 reposar la microplaca durante
la noche a 4°C para obtener una microplaca con los anticuerpos IgG anti-SRSV contra los respectivos serotipos del
Genogrupo | portados en una forma en fase sélida mixta (placa de Tipo I).

A continuacion, se formaron de un modo similar los anticuerpos anti-SRSV contra los SRSV pertenecientes al
Genogrupo Il (la cepa Hu/NLV/Narita 104/1997/JP, la cepa Hu/NLV/Sanbu 809/1998/JP, la cepa Hu/NLV/Ichikawa
754/1998/JP, la cepa Hu/NLV/Chitta 1876/1996/JP, la cepa Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP, la cepa Hu/NLV/Mie
7k/1994/JP, y la cepa Hu/NLV/Osaka 10-25/1999/JP) en una fase sélida para obtener una placa de Tipo II.

A las heces (0,5 a 1,0 g) de cada paciente con SRSV, se le afiadieron PBS (9 mL) y "Daiflon" (1 mL), seguido de
homogeneizacién. La suspension preparada de este modo se centrifugé a 19.000 g durante 20 minutos, y el
sobrenadante se recogi6 y se form6 en una emulsion fecal al 10%. La emulsion fecal al 10% se diluy6 1:1 en
volumen con un tampoén. La emulsion diluida se afiadié a 100 pL/pocillo a pocillos de placas de Tipo | y Tipo Il, y se
dejo reaccionar a la temperatura ambiente durante 60 minutos. Tras la reaccion, las mezclas de reaccion se
eliminaron por succion. Se afadié PBS 10 mM (pH 7,2) — que contenia "Tween 20" a una concentracion final de
0,05% - a 200 pL/pocillo a los pocillos, y después se elimind por succion. Este procedimiento se realizé al menos
tres veces. Después de lavar los anticuerpos anti-SRSV marcados con POD de los respectivos serotipos, dichos
anticuerpos que habian sido diluidos 1/20.000 con un tampon, se afiadieron a 100 pL/pocillo, y después se hicieron
reaccionar a la temperatura ambiente durante 60 minutos. Después de lavar, se afiadié una solucion de TMB con
peréxido de hidrégeno a 100 pL/pocillo, y a continuacion se hicieron reaccionar a la temperatura ambiente durante
30 minutos. Después de la reaccion, se afiadié acido sulfurico 0,6 N a 100 pL/pocillo, y se midi6 la absorbancia (450
nm/630 nm) de cada pocillo por medio de un lector automatico de ELISA.

Como resultado, se encontré que entre los 15 especimenes fecales de pacientes infectados con SRSV del
Genogrupo 1, 14 especimenes fecales reaccionaron solamente con la placa de Tipo | y no reaccionaron con la placa
de Tipo Il. Con respecto a los 7 especimenes fecales de pacientes infectados con SRSV del Genogrupo Il, por otra
parte, 6 especimenes fecales no reaccionaron con la placa de Tipo | sino que reaccionaron solamente con la placa
Tipo Il. Se ha confirmado, por lo tanto, que la discriminacién en el genogrupo es realmente factible.

Test 2 Discriminacién de los SRSV en el Serotipo

Se diluyeron cada uno de los anticuerpos anti-SRSV contra los SRSV (la cepa Hu/NLV/Kashiwa 645/1999/JP, la
cepa Hu/NLV/Seto 124/1989/JP, la cepa Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP, la cepa Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP, la
cepa Hu/NLV/Narita 104/1997/JP, la cepa Hu/NLV/Sanbu 809/1998/JP, la cepa Hu/NLV/Ichikawa 754/1998/JP, la
cepa Hu/NLV/Chitta 1876/1996/JP, la cepa Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP, la cepa Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP, y la cepa
Hu/NLV/Osaka 10-25/1999/JP) independientemente con un tampén de carbonato (pH 9,5) a una concentracion de
0,5 a 10 pyg/mL. Las diluciones asi obtenidas se vertieron a 100 pL/pocillo en una microplaca de fondo plano de
poliestireno (fabricada por Nunc). La microplaca se dejoé reposar durante la noche a 4°C. Después de haber dejado
reposar durante 18 horas o mas, la microplaca se lavé de 3 a 4 veces a 200 uL/pocillo con PBS que contenia
"Tween 20" a una concentracion final de 0,05%. Después se afiadié PBS 10 mM (pH 7,2) — que contenia albdmina
de suero bovino (BSA) y "Tween 20" a concentraciones finales de 0,5% y 0,05%, respectivamente - a 200 yL/pocillo.
La microplaca se dejo reposar durante la noche a 4°C para obtener una microplaca de anticuerpo anti-SRSV en fase
sdlida (placa de discriminacion de serotipo).

Con respecto a los especimenes fecales de pacientes con SRSV, se llevo a cabo un ELISA de una manera similar a
la del Ensayo 1. Los resultados se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3 Ensayo Clinico

Numero total de especimenes: 41

Serotipo discriminado por el kit de la invencién Numero de especimenes detectados
HU/NLV/Kashiwa 645/1999/JP 1
Hu/NLV/Seto 124/1989/JP 7
Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP 4
Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP 1
HU/NLV/Narita 104/1997/JP 4
Hu/NLV/Sanbu 809/1998/JP 12
Hu/NLV/Ichikawa 754/1998/JP 2
Hu/NLV/Chitta 1876/1996/JP 3
Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP 1
Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP 1
Hu/NLV/Osaka 10-25/1999/JP 2
Numero total de especimenes detectados 38 (93%)

Como resultado, se ha encontrado que de acuerdo con el método de deteccion de SRSV de la presente invencion,
los SRSV se pueden detectar con una probabilidad tal elevada como el 93% y sus serotipos también se pueden
discriminar.

Adicionalmente, los serotipos discriminados por el kit de la presente invencién fueron coincidentes con los
averiguados mediante PCR y un andlisis de sus secuencias de bases (Tabla 4).

Tabla 4 Comprobacion de los Serotipos

Numero total de especimenes: 38

Serotipo discriminado por el kit de la |[Niumero de especimenes discriminados en serotipo
invencion por PCR y analisis de las secuencias de bases
HU/NLV/Kashiwa 1 1
645/1999/JP Especimenes
Hu/NLV/Seto 7 7
124/1989/JP Especimenes
Hu/NLV/Funabashi 4 4
258/1996/JP Especimenes
Hu/NLV/Chiba -
407/1987/JP 1 Espécimen 11
HU/NLV/Narita 4 4
104/1997/JP Especimenes
Hu/NLV/Sanbu 12 12
809/1998/JP Especimenes
Hu/NLV/Ichikawa 2 2
754/1998/JP Especimenes
Hu/NLV/Chitta 3 3
1876/1996/JP Especimenes
Hu/NLV/Kashiwa .
47/1997/JP 1 Espécimen | 1
Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP |1 Espécimen |1
Hu/NLV/Osaka 10- |2 2
25/1999/JP Especimenes
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Los anticuerpos anti-SRSV contra los SRSV (la cepa Hu/NLV/Kashiwa 645/1999/JP, la cepa Hu/NLV/Seto
124/1989/JP, la cepa Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP, la cepa Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP, la cepa Hu/NLV/Narita
104/1997/JP, la cepa Hu/NLV/Sanbu 809/1998/JP, la cepa Hu/NLV/Ichikawa 754/1998/JP, la cepa Hu/NLV/Chitta
1876/1996/JP, la cepa Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP, la cepa Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP, y la cepa Hu/NLV/Osaka 10-
25/1999/JP) fueron diluidos cada uno independientemente con un tampén de carbonato (pH 9,5) a una
concentracion de 0,5 a 10 pg/mL. Todas las diluciones asi obtenidas se mezclaron. Como alternativa, los
anticuerpos anti-SRSV pueden ser diluidos después de mezclarlos entre si. Utilizando la mezcla diluida de este
modo de los anticuerpos anti-SRSV, se produjo del mismo modo una microplaca de anticuerpo anti-SRSV en fase
solida. Con respecto a los 22 especimenes fecales de pacientes infectados con SRSV, se llevé a cabo un ELISA de
una manera similar a la del Ensayo 1. Fue posible detectar SRSV en 20 especimenes.

Aplicabilidad Industrial

De acuerdo con el kit de deteccion de SRSV de la presente invencion, es posible detectar la mayor parte de los virus
relacionados con SRSV descubiertos hasta la fecha y también discriminar sus serotipos y genogrupos. Cuando se
produce un envenenamiento alimentario relacionado con SRSV, el kit de deteccion de SRSV de la presente
invencion es, por lo tanto util para especificar una ruta de infeccion, evitar que la infecciéon se propague, y realizar
una investigacion epidemioldgica.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> DENKA SEIKEN CO., LTD

Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas

<120> Kit de Deteccion para SRSV

<130> DK0001

<150> JP P1999-175928

<151> 1999-06-22

<160> 34

<170> Patentin Ver. 2.1

<210> 1

<211> 545

<212> PRT

<213> Hu/NLV/Kashiwa 645/1999/JP

<400> 1

Met Met Met Ala Ser Lys Asp Ala Pro Thr Asn Met Asp Gly Thr Ser
1 5 10 15

Gly Ala Gly Gln Leu Val Pro Glu Ala Asn Thr Ala Glu Pro Ile Ser
20 25 30

Met Glu Pro Val Ala Gly Ala Ala Thr Ala Ala Ala Thr Ala Gly Gln
35 40 45

Val Asn Met Iie Asp Pro Trp Ile Met Asn Asn Tyr Val Gln Ala Pro
50 55 60

Gin Gly Glu Phe Thr Ile Ser Pro Asn Asn Thr Pro Gly Asp Ile Leu
65 70 75 80

Phe Asp Leu Gln Leu Gly Pro His Lev Asn Pro Phe Leu Ser His Leu
85 90 95

Ala Gln Met Tyr Asn Gly Trp Val Gly Asn Met Lys Val Lys Val Leu
100 105 110

Leu Ala Gly Asn Ala Phe Thr Ala Gly Lys Ile 1le Ile Ser Cys Ile
115 120 125
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Pro Pro Gly Phe Ala Ala GIn Asn Ile Ser Ile Ala Gln

130 135

140

Phe Pro His Val lle Ala Asp Val Arg Val Leu Glu Pro

145 150 155

Pro Leu Glu Asp Val Arg Asn Val Leu Phe His Asn Asn

165 170

Pro Thr Met Arg Leu Val Cys Met Leu Tyr Thr Pro Leu

180 185

Gly Ser Ser Ser Gly Thr Asp Pro Phe Val Ile Ala Gly

195 200

205

Thr Cys Pro Ser Pro Asp Phe Ser Phe Leu Phe Leu Val

210 215

220

Val Glu Gln Lys Thr Lys Pro Phe Ser Val Pro Asn Leu

225 230 235

Thr Leu Ser Asn Ser Arg Val Pro Ser Leu I]e Lys Ser

245 250

Ala Thr Met

[le Glu Val
160

Asp Asn Ala
175

Arg Ala Ser
190

Arg Val Leu
Pro Pro Asn

Pro Leu Asn
240

Met Met Val
255

Se; Arg Asp His Gly Gln Met Val Gln Phe Gln Asn Gly Arg Val Thr

260 265

Leu Asp Gly Gln Leu Gin Gly Thr Thr Pro Thr Ser Ala

275 I

285

Cys Lys 1le Arg Gly Ser Val Phe His Ala Asn Gly Gly

290 295

300

Asn Leu Thr Glu Leu Asp Gly Ser Pro Tyr His Ala Phe

305 310 315

Ala Pro Ile Gly Phe Pro Asp Leu Gly Glu Cys Asp Trp

325 : 330

Ala Ser Pro Thr Thr Gin Phe Asn Thr Giy Asp
340 , 345

T

Val ile

Asn Val Lys Gln Glu Ser Ala Phe Ala Pro His Leu Gly

355 360

365

Ala Asp CGly Leu Ser Asp Val Ser Val Asn Thr Asn Met

18

270

Ser Gln Leu

Asn Gly Tyr

Glu Ser Pro
320

His Met Glu
335

Lys Gin iie
350

Thr Ile Gln

Ile Ala Lys
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370 375 380

) Leu Gly Trp Val Ser Pro Val Ser Asp Gly His Arg Gly Asp Val Asp
385 390 ‘ 395 400

Pro Trp Val Ile Pro Arg Tyr Gly Ser Thr Leu Thr Glu Ala Ala Gln
405 410 415

Leu Ala Pro Pro Ile Tyr Pro Pro Gly Phe Gly Glu Ala Ile Val Phe
420 425 430

Phe Met Ser Asp Phe Pro Ile Ala His Gly Thr Asn Gly Leu Ser Val
435 440 445 -

Pro Cys Thr Ile Pro GIn Glu Phe Val Thr His Phe Val Asn Glu Gln
450 455 460

Ala Pro Thr Arg Gly Glu Ala Ala Leu Leu His Tyr Leu Asp Pro Asp .
465 470 475 480

Thr His Arg Asn Leu Gly Glu Phe Lys Leu Tyr Pro Glu Gly Phe Met
485 490 495

Thr Cis Yal Pro Asn Ser Ser Gly Thr Gly Pro Gln Thr Leu Pro Ile
500 505 510

Asn Gly Val Phe Val Phe Val Ser Trp Val Ser Arg Phe Tyr Gln Leu
515 520 525

Lys Pro Val Gly Thr Ala Gly Pro Ala Cys Arg Leu Gly Ile Arg Arg
530 535 - 540

Ser
545
<210> 2
<211> 530
<212> PRT
<213> Hu/NLV/Seto 129/1989/JP
<400> 2
Met Met Met Ala Ser Lys Asp Ala Thr Ser Ser Val Asp Gly Ala Ser

I 5 10 15

Gly Ala Gly Gln Leu Val Pro Giu Val Asn Ala Ser Asp Pro Leu Ala

19
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20

Met Asp Pro Val Ala Gly Ser Ser
35 40

Val Asn Pro Ile Asp Pro Trp lle
50 55

Gin Gly Glu Phe Thr Ile Ser Pro
65 70

Phe Asp Leu Ser Leu Gly Pro His
85

Ser Gln Met Tyr Asn Gly Trp Val
100

Leu Ala Gly Asn Ala Phe Thr Ala
115 120

Pro Pro Gly Phe Gly Ser His Asn
130 135

Phe Pro His Val Ile Ala Asp Val
145 150

Pro Leu Glu Asp Val Arg Asn Val
165

GIn Gln Thr Met Arg Leu Val Cys
180

Gly Gly Gly Thr Gly Asp Ser Phe
195 200

Cys Pro Ser Pro Asp Phe Asn Phe
210 219

Glu Gln Lys Thr Arg Pro Phe Thr
225 230

Leu Ser Asn Ser Arg Ala Pro Leu
245

Pro Asp Asn Va! Gln Ser Val Gin
260

25 30

Thr Ala Val Ala Thr Ala Gly Gln
45

Ile Asn Asn Phe Val Gln Ala Pro
60

Asn Asn Thr Pro Gly Gly Val Leu
75 80

Leu Asn Pro Phe Leu Leu His Leu
90 95

Met Arg Val Arg Ile Met
110

Gly Asn
105
Gly Lys Ile Ile Val Ser Cys Ile
125
Leu Thr Ile Ala Gln Ala Thr Leu
140 ’

Leu Asp Pro Ile Glu Val
155 160

Arg Thr

Leu Phe
170

His Asn Asn Asp Arg Asn
175

Met Leu
185

Tyr Thr Pro Leu Arg Thr
190
Val Val Ala Gly Arg Val Met Thr
205

Leu Phe Leu Val Pro Pro Thr Val
220

Asn Leu Pro Leu Ser Ser
235 240

Leu Pro

Pro lle Ser Gly Met Gly Ile Ser
250 255

Phe Gln.Asn Gly Arg Cys Thr Leu
265 270

20
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Asp Gly Arg Leu Val Gly Thr Thr Pro Val Ser Leu Ser His Val Ala -
279 280 285

Lys Ile Arg Gly Thr Ser Asn Gly Thr Val 1le Asn Leu Thr Glu Leu
200, : 295 300

Asp Gly Thr Pro Phe His Pro Phe Glu Gly Pro Ala Pro Ile Gly Phe
305 ) 310 _ 315 320

Pro Asp Leu Gly Gly Cys Asp Trp His Ile Asn Met Thr Gln Phe Gly
325 330 335

His Ser Ser Gln Thr Gln Tyr Asp Val Asp Thr Thr Pro Asp Thr Phe
340 345 350

Val Pro His Leu Gly Ser Ile Gin Ala Asn Gly Ile Gly Ser Gly Asn’
355 360 365 -

Tyr Ile Gly Val Leu Ser Trp Val Ser Pro Pro Ser His Pro Ser Gly
370 375 380

Ser Gln Val Asp Leu Trp Lys 1le Pro Asn Tyr Gly Ser Ser lle Thr
385 390 395 400

Glu Ala Thr His Leu Ala Pro Ser Val Tyr Pro Pro Gly Phe Gly Glu
405 - 410 415

Val Leu Val Phe Phe Met Ser Lys Ile Pro Gly Pro Gly Ala Tyr Ser
420 425 430

Leu Pro Cys Leu Leu Pro Gln Glu T?r Ile-Ser His Leu Ala Ser Glu
435 440 445

Gln Ala Pro Thr Val Gly Glu Ala Ala Leu Leu His Tyr Val Asp Pro
450 455 460

Asp Thr Gly Arg Thr Leu Gly Glu Phe Lys Ala Tyr Pro Asp Gly Phe
465 470 475 480

Leu Thr Cys Yal Pro Asn Gly Ala Ser Ser Gly Pro Gln Gln Leu Pro
485 490 ' 495

Ile Asn Gly Val Phe Val Phe Val Ser Trp Val Ser Arg Phe Tyr GlIn
500 505 510

Leu Lys Pro Val Gly Thr Ala Ser Ser Ala Arg Gly Arg Leu Gly Leu
515 520 525 '

Arg Arg
530
<210>3
<211> 546
<212> PRT
<213> Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP
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<400> 3
Met Met Met Ala Ser Lys Asp Ala Pro Gln Ser Ala Asp Gly Ala Ser
1 5 10 15

Gly Ala Gly Gin Leu Val Pro Glu Val Asn Thr Ala Asp Pro Leu Pro
20 25 . 30

Met Glu Pro Val Ala Gly Pro Thr Thr Ala Val Ala Thr Ala Gly Gla
35 40 45

Val Asn Met Ile Asp Pro Trp Ile Val Asn Asn Phe Val Gln Ser Pro
50 55 60

GIn Gly Glu Phe Thr Ile Ser Pro Asn Asn Thr Pro Gly Asp Ile Leu
65 70 75 80

Phe Asp Leu Gin Leu Gly Pro His Leu Asn Pro Phe Leu Ser His Leu
85 90 , 95

Ser Gin Met Tyr Asn Gly Trp Val Gly Asn Met Arg Val Arg Ile Leu
100 105 110

Leu Ala Gly Asn Ala Phe Ser Ala Gly Lys Ile Ile Val Cys Cys Val
115 120 125

Pro Pro Gly Phe Thr Ser Ser Ser Leu Thr Ile Ala Gln Ala Thr Leu
130 136 140

Phe Pro His Val lle Ala Asp Val Arg Thr Leu Glu Pro Ile Glu Met
145 150 155 160

Pro Leu Glu Asp Val Arg Asn Val Leu Tyr His Thr Asn Asp Asn Gln
165 170 175

22
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Pro Thr Met Arg Leu Val Cys Met Leu Tyr Thr Pro Leu Arg Thr Gly
180 185 190

'Gly Gly Ser Gly Asn Ser Asp Ser Phe Val Val Ala Gly Arg Val Leu
195 200 1205

Thr Ala Pro Ser Ser Asp Phe Ser Phe Leu Phe Leu Val Pro Pro Thr
210 215 220

Ile Glu Gln Lys Thr Arg Ala Phe Thr Val Pro Asn Ile Pro Leu Gln
225 230 : 235 240

Thr Leu Ser Asn Ser Arg Phe Pro Ser Leu Ile Gln Gly Met Ile Leu
245 250 255

Ser Pro Asp Ala Ser Gin Val Val Gln Phe Gln Asz Gly Arg Cys Leu
260 265 270

Ile Asp Gly Gln Leu Leu Gly Thr Thr Pro Ala Thr Ser Gly Gln Leu
275 280 285

Phe Arg Val Arg Gly Lys Ile Asn Gln Gly Ala Arg Thr Leu Asn Leu
290 295 300 )

Thr Glu Val Asp Gly Lys Pro Phe Met Ala Phe Asp Ser Pro Ala Pro
305 : 310 315 320

Val Gly Phe Pro Asp Phe Gly Lys Cys Asp Trp His Met Arg Ile Ser
325 330 335

Lys Thr Pro Asn Asn Thr Ser Ser Gly Asp Pro Met Arg Ser Val Ser
340 345 350

Val Gln Thr Asn Val Gin Gly Phe Val Pro His Leu Gly Ser Ile Gln
355 360 365

Phe Asp Glu Val Phe Asn His Pro Thr Gly Asp Tyr Ile Gly Thr Ile
370 375 380

~ N1

Giu Trp iie Ser Gin Pro Ser Thr Pro Pro Gly Thr Asp Ile Asn Leu
385 390 395 400

Trp Glu Ile Pro Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Ser Gln Ala Ala Asn Leu
405 410 - 415

Ala Pro Pro. Val Phe Pro Pro Gly Phe Gly Glu Ala Leu Val Tyr Phe

23
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420 425 430

Val Ser Ala Phe Pro Gly Pro Asn Asn Arg Ser Ala Pro Asn Asp Val
435 o dd0 445

Pro Cys. Leu Leu Pro Gln Glu Tyr Ile Thr His Phe Val Ser Glu Gln
450 455 460

Ala Pro Thr Met Gly-Asp Ala Ala Leu Leu His Tyr Val Asp Pro Asp
465 470 475 4380

Thr Asn Arg Asn Leu Gly Glu Phe Lys Leu Tyr Pro Gly Gly Tyr Leu
485 490 495

Thr Cys Val Pro Asn Gly Val Gly Ala Gly Pro Gln Gln Leu Pro Leu
500 . 505 510

Asn Gly Val Phe Leu Phe Val Ser Trp Val Ser Arg Phe Tyr Gln Leu
515 520 525

Lys Pro Val Gly Thr Ala Ser Thr Ala Arg Ser Arg Leu Gly Val Arg
530 535 540

Arg Ile

545

<210>4

<211> 544

<212> PRT

<213> Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP

<400> 4

Met Met Met Ala Ser Lys Asp Ala Thr Pro Ser Ala Asp Gly Ala Thr

1 5 10 15

AGly Ala Gly Gln Leu Yal Pro Glu Val Asn Thr Ala Asp Pro Ile Pro
20 25 30

Tle Asp Pro Val Aia Giy Ser Ser Thr Aia Leu Aia Thr Aia Gly Gin
35 40 45

Val Asn Leu Ile Asp Pro Trp lle Ile Asn Asn Phe Val Gin Ala Pro
50 59 : 60

Gin Gly Glu Phe Thr Ile Ser Pro Asn Asn Thr Pro Gly Asp Val Leu
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65 70 75 30

Phe Asp Leu Gln Leu Gly Pro His Leu Asn Pro Phe Leu Ser His Leu
85 , - 90 95

Ser Gin Met Tyr Asn Gly Trp Val Gly Asn Met Arg Val Arg Val Val
100 105 110

Leu Ala Gly Asn Ala Phe Thr Ala Gly Lys Val Ile Ile Cys Cys Val
115 120 125

Pro Pro Gly Phe Gin Ser Arg Thr Leu Ser Ile Ala Gln Ala Thr Leu
130 135 . 140

Phe Pro His Val Ile Ala Asp Val Arg Thr Leu Asp Pro Val Glu Val
145 150 155 160

Pro Leu Glu Asp Val Arg Asn Val Leu Tyr His Asn Asn Asp Thr Gln
165 170 175

Pro Thr Met Arg Leu Leu Cys Met Len Tyr Thr Pro Leu Arg Thr Gly
180 i 185 190

Gly Ala Ser Gly Gly Thr Asp Ser Phe Val Val Ala Gly Arg Val Leu
195 200 205 :

Thr Cys Pro Gly Pro Asp Phe Asn Phe Leu Phe Leu Val Pro Pro Thr
210 215 220

Val Glu Gln Lys Thr Arg Pro Phe Thr Val Pro Asn 1le Pro Leu Lys
225 230 235 240

Tyr Leu Ser Asn Ser Arg Ile Pro Asn Pro Ile Glu Gly Met Ser Leu
245 250 255

Ser Pro Asp Gln Thr Gln Asn Val Gln Phe Gln Asn Gly Arg Cys Thr
260 %5 270

Ile Asp Gly Gln Pro Leu Gly Thr Thr Pro Val Ser Val Ser Gin Leu
279 280 285

Cys Lys Phe Arg Gly Arg lle Thr Ser Gly Gln Arg Val Leu Asn Leu
290 ' 295 300 ’

Thr Glu Leu Asp Gly Ser Pro Phe Met Ala Phe Ala Ala Pro Ala Pro
305 310 315 320
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Ala Gly Phe Pro Asp Leu Gly Ser Cys Asp Trp His Ile Glu Met Ser
326 330 335

Lys Ile Pro Asn Ser Ser fhr Gin Asn Asn Pro Ile Val Thr Asn Ser
340 345 350

Val Lys Pro Asn Ser Gln Gln Phe Val Pro His Leu Ser Ser Ile Thr
355 ' 360 365 :

Leu Asp Glu Asn Val Ser Ser Gly Gly Asp Tyr Ile Gly Thr Ile Gln
370 375 380

Trp Thr Ser Pro Pro Ser Asp Ser Gly Gly Ala Asn Thr Asn Phe Trp
385 390 395 400

Lys lle Pro Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Ala Glu Ala Ser Gln Leu Ala“
405 410 415

Pro Ala Val Tyr Pro Pro Gly Phe Asn Glu Val Ile Val Tyr Phe Met
420 425 430

Ala Ser Ile Pro Gly Pro Asn Glin Ser Gly Ser Pro Asp Leu Val Pro
435 440 445

Cys Leu Leu Pro Gln Glu Tyr Ile Thr His Phe Ile Ser Glu Gln Ala
450 455 460

Pro 1le Gln Gly Glu Ala Ala Leu Leu His Tyr Val Asp Pro Asp Thr
465 470 475 ' 480

Asn Arg Asm Leu Gly Glu Phe Lys Leu Tyr Pro Gly Gly Tyr Leu Thr
485 490 495

Cys Val Pro Asn Ser Ser Ser Thr Gly Pro Gln Gln Leu Pro Leu Asp
500 505 510

Gly Val Phe Val Phe Ala Ser Trp Val Ser Arg Phe Tyr Gln Leu Lys
515 520 525

Pro Val Gly Thr Ala Gly Pro Ala Arg Gly Arg Leu Gly Val Arg Arg
530 535 540

<210>5

<211> 539

<212> PRT

<213> Hu/NLV/Narita 104/1997/JP
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<400> 5
Met Lys Met Ala Ser Asn Asp Ala Asn Pro Se; Asp Gly Ser Thr Ala
| 5 10 15

Asn Leu Val Pro Glu Val Asn Asn Glu Val Met Ala Leu Glu Pro Val
20 25 , 30

Val Gly Ala Ala Ile Ala Ala Pro Val Ala Gly Gln Gln Asn Val Ile
35 40 45_

Asp Pro Trp Ile Arg Asn Asn Phe Val Gln Ala Pro Gly Gly Glu Phe
50 55 ) 60

Thr Val Ser Pro Arg Asn Ala Pro Gly Glu Ile Leu Trp Ser Ala Pro
65 70 75 80

Leu Gly Pro Asp Leu Asm Pro Tyr Leu Ser His Leu Ala Arg Met Tyr
85 90 95

Asn Gly Tyr Ala Gly Gly Phe Glu Val Gln Val Ile Leu Ala Gly Asn
100 105 110

Ala Phe Thr Ala Gly Lys Ile Ile Phe Ala Ala Val Pro Pro Asn Phe
115 _ 120 125

Pro Thr Glu Gly Leu Ser Pro Ser Gln Val Thr Met Phe'Pro His Ile
130 135 ’ 140

Ile Val Asp Val .Arg Gln Leu Glu Pro Val Leu Ile Pro Leu Pro Asp
145 150 155 160

Val Arg Asn Asn Phe Tyr His Tyr Asn Gln Ser Asn Asp Ser Thr Ile
165 170 175

Lys Leu Ile Ala Met Leu Tyr Thr Pro Leu Arg Ala Asn Asn Ala Gly
180 185 190

Asp Asp Val Phe Thr Val Ser Cys Arg Val Leu Thr Arg Pro Ser Pro
195 200 205
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Asp Phe Asp Phe Tle Phe Leu Val Pro Pro Thr Val Glu Ser Arg Thr
210 215 220

Lys Pro Phe Thr Val Pro lle Leu Thr Val Glu Glu Met Ser Asn Ser
225 230 235 240

Arg Phé Pro Ile Pro Leu Glu Lys Leu Tyr Thr Gly Pro Ser Ser Ala
245 250 255

Phe Val Val Gln Pro Gln Asn Gly Arg Cys Thr Thr Asp Gly Val Leu
260 ©L 265 270

Leu Gly Thr Thr Gin Leu Ser Ala Val Asn Ile Cys Thr Phe Arg Gly
275 280 285

Asp Val Thr His Ile Ala Gly Ser His Asp Tyr Thr Met Asn leu Ala
290 295 300 '

Ser Gln Asn Trp Ser Asn Tyr Asp Pro Thr Glu Glu Ile Pro Ala Pro
305 310 315 320

Leu Gly Thr Pro Asp Phe Val Gly Lys Ile Glu Gly Met Leu Thr Gln
325 330 335

Thr Thr Arg Glu Asp Gly Ser Thr Arg Ala His Lys Ala Thr Val Ser
340 345 350

Thr Gly Ser Val His Phe Thr Pro Lys Leu Gly Ser Val Gln Tyr Thr
355 360 365

Thr Asp Thr Asn Asn Asp Phe Gln Thr Gly Gin Asn Thr Lys Phe Thr
370 375 380

Pro Val Gly Val Ile Gln Asp Gly Asn Asn His Gln Asn Glu Pro Gln
385 390 395 400

Gln Trp Val Leu Pro Asn Tyr Ser Gly Arg Thr Gly His Asn Val His
405 ‘ 410 415

Leu Ala Pro Ala Val Ala Pro Thr Phe Pro Gly Glu Gin Leu Leu Phe
420 425 430

Phe Arg Ser Thr Met Pro Gly Cys Ser Gly Tyr Pro Asn Met Asn Ley
435 440 : 445

Asp Cys Leu.Leu Pro Gln Glu Trp Val Gin His Phe Cys Gin Glu Ala
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450 45% 460

Ala Pro ALa Gln Ser Asp Val Ala Leu Leu Arg Phe Val Asn Pro Asp
465 470 . 475 480

Thr Gly Arg Val Leu Phe Glu Cys Lys Leu His Lys Ser Gly Tyr Val
: 485 490 495

Thr Val Ala His Thr Gly Pro His Asp Leu Val Ile Pro Pro Asn Gly
500 505 510

Tyr Phe Arg Phe Asp Ser Trp Val Asn Gin Phe Tyr Thr Leu Ala Pro
515 520 525

Met Gly Asn Gly Ala Gly Arg Arg Arg Ala Leu
530 535
<210> 6
<211> 548
<212> PRT
<213> Hu/NLV/Sanbu 809/1998/JP
<400> 6
Met Lys Met Ala Ser Asn Asp Ala Ala Pro Ser Asn Asp Gly Ala Ala
1 5 10 15

Gly Leu Val Pro Glu Ile Asn Asn Glu Ala Met Ala Leu Asp Pro Val

20

Ala Gly Ala Ala Ile Ala Ala Pro
35 40

Asp Pro Trp Ile Met Asn Asn Phe
50 55

Thr Val Ser Pro Arg Asn Ser Pro
65 70

Leu Gly Pro Glu Ile Asn Pro Tyr
85

Asn Gly Tyr Ala Giy Gly Phe Glu
100

Ala Phe Thr Ala Gly Lys lle Ile

25 30

Leu Thr Gly Gin Gln Asn Ile Ile
45

Val Gln Ala Pro Gly Gly Glu Phe
60

Gly Glu Val Leu Leu Asn Leu Glu
75 80

Leu Ala His Leu Ala Arg Met Tyr
90 95

Val Gln Val Val Leu Ala Gly Asn
105 110

Phe Ala Ala Ile Pro Pro Asn Phe

29



Pro

Ile
145

Val

Arg

Asp

Asp

Lys

225

Arg

Ile

Met

Val

Thr

305

Asn

Thr

Leu

ES 2398413 T3

115 120
Ile Asp Asn Leu Ser Ala Ala Gln Ile Thr
130 135

Val Asp Val Arg Gln Leu Glu Pro Val Asn
150 155

Arg Asn Asn Phe Phe His Tyr Asn Gln Gly
165 170

Leu Ile Ala Met Leu Tyr Thr Pro Leu Arg
180 185

Asp Val Phe Thr Val Ser Cys Arg Val Leu
195 200

Phe Ser Phe Asn Phe Leu Val Pro Pro Thr
210 215

Pro Phe Thr Leu Pro Ile Leu Thr Ile Ser
230 235

Phe Pro Val Pro Ile Glu Ser Leu His Thr
245 250

Val Val Gln Cys Gln Asn Gly Arg Val Thr
260 265

Gly Thr Thr Gln Leu Leu Pro Ser Gln Ile
275 280

Leu Thr Arg Ser Thr Ser Arg Ala Ser Asp
290 295

Pro Arg Leu Phe Asn Tyr Tyr Trp His Val
310 315

Gly Thr Pro Tyr Asp Pro Ala Glu Asp lle
330

3ed

Pro Asp Phe Arg Gly Lys Val Phe Gly Val
340 345

Asp Ser Thr Thr Arg Ala His Glu Ala Lys
355 360

125

Met Cys Pro His
140

Val

Leu Pro Met Pro Asp

160

Ser ‘Asp Ser Arg Leu

175

Ala Asn Asn Ser
190

Thr Arg Pro Ser
205

Val Glu Ser Lys
220

Giu Met Ser Asn

Ser Pro Thr Glu

Gly

Pro

Thr

Ser

240

Asn

255

Leu Asp Gly Glu
270

Cys Ala Phe Arg
285

Gln Ala Asp Thr
300

Gln Leu Asp Asn

Pro Gly Pro Leu
335

Ala Ser Gln Arg
350

Yal Asp Thr Thr
365

30

Leu
Gly
Ala
Leu
320
Gly

Asn

Ala



ES 2398413 T3

Gly Arg Phe Thr Pro Lys Leu Gly Ser Leu Glu Ile Ser Thr Asp Ser
370 375 380

Asp Asp Phe Asp Gln Asn Gin Pro Thr Lys Phe Thr Pro Val Gly [le
385 i ‘ 390 395 400

Gly Val Asp Asn Glu Ala Glu Phe Gin Gln Trp Ser Leu Pro Asp Tyr
405 410 415

Ser Gly Gin Phe Thr His Asn Met Asn Leu Ala Pro Ala Val Ala Pro
420 425 430

Asp Phe Pro Gly Glu Gln Leu Leu Phe Phe Arg Ser Gln Leu Pro Ser
435 440 445

Ser Gly Gly Arg Ser Asn Gly Val Leu Asp Cys Leu Val Pro Gin Glu
450 455 460

Trp Val Gln His Phe Tyr Gln Glu Ser Ala Pro Ala Gln Thr Gln Val
465 470 475 480

Ala Leu Val Arg Tyr Val Asn Pro Asp Thr Gly Lys Val Leu Phe Glu
485 490 495

Ala Lys Leu His Lys Leu Gly Phe Met Thr Ile Ala Asm Asn Gly Asp
500 505 510

Ser Pro Ile Thr Val Pro Pro Asn Gly Tyr Phe Arg Phe Glu Ser Trp
515 520 525

Val Asn Pro Phe Tyr Thr Leu Ala Pro Met Gly Thr Gly Asn Gly Arg
530 - 535 540

Arg Arg lle Gln

545

<210> 7

<211> 540

<212> PRT

<213> Hu/NLV/Ichikawa 754/1998/JP

<400> 7

Met Lys Mel Ala Ser Asn Asp Ala Thr Pro Ser Asn Asp Cly Ala Ala

| 5 10 15
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Gly Leu Val Pro Glu Ser Asn Asn Glu Ala Met Ala Leu Glu Pro Val
20 25 30

Val Gly Ala Ser Leu Ala Ala Pro Val Thr Gly Gin Thr Asn Ile lle
.3 40 45

Asp Pro Trp Ile Arg Thr Asn Phe Val Gln Ala Pro Asn Gly Glu Phe
50 55 60

Thr Val Ser Pro Arg Asn Ser Pro Gly Glu Ile Leu Val Asn Leu Glu
65 70 75 80

Leu Gly Pro Glu Leu Asp Pro Tyr Leu Ala His Leu Ala Arg Met Tyr
85 90 . 95

Asn Gly Tyr Ala Gly Gly Met Glu Val Gln Val Met Leu Ala Gly Asn-
100 105 110

Ala Phe Thr Ala Gly Lys Ile Ile Phe Ala Ala Val Pro Pro Tyr Phe
115 120 125

Pro Val Glu Asn Leu Ser Pro Ser GIn Ile Thr Met Phe Pro His Val
130 135 140

Ile Ile Asp Val Arg Thr Leu Glu Pro Val Leu Leu Pro Met Pro Asp
145 150 155 160

Val Arg Ser Thr Leu Phe His Phe Asm Gln Lys Asp Glu Pro Lys Met
165 (170 175

Arg Leu Val Ala Met Leu Tyr Thr Pro Leu Arg Ser Asn Gly Ser Gly
180 185 190

Asp Asp Val Phe Thr Val Ser Cys Arg Ile Leu Thr Arg Pro Ser Pro
195 200 205

Glu Phe Asp Phe Thr Tyr Leu Yal Pro Pro Thr Val Glu Ser Lys Thr
210 215 220 -

Lys Pro Phe Thr Leu Pro Val Leu Thr Leu Gly Glu Leu Ser Asn Ser
225 230 235 240

Arg Phe Pro Leu Ser Ile Asp Glu Met Val Thr Ser Pro Asn Glu Ser
245 250 255
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Ile Val Val Gin Pro Gln Asn Gly Arg Val Thr Leu Asp Gly Glu. Leu
260 265 270

Leu Gly Thr Thr Gln Leu Gin Ala Cys Asn Ile Cys Ser Ile Arg Gly
275 280 285

Lys Val'Thr Gly Gin Val Pro Ser Glu Gln His Met Trp Asn Leu Glu
290 295 300

Ile Thr Asn Leu Asn Gly Thr Gln Phe Asp Pro Thr Asp Asp Val Pro
'305 310 ) 315 320

Ala Pro Leu Gly Val Pro Asp Phe Ala Gly Glu Val Phe Gly Val Leu
325 330 335

Ser Gln Arg Asn Arg Gly Glu Ser Asn Pro Ala Asn Arg Ala His Asp
340 345 350

Ala Val Val Ala Thr Tyr Ser Asp Lys Tyr Thr Pro Lys Leu Gly Leu
355 360 : 365

Val Gln Ile Gly Thr Trp Asn Thr Asn Asp Val Glu Aso Gln Pro Thr
370 375 380

Lys Phe Thr Pro Ile Gly Leu Asn Glu Val Ala Asn Gly His Arg Phe
385 390 395 400

Glu Gln Trp Thr Lew Pro Arg Tyr Ser Gly Ala Lew Thr Leu Asn Met
405 410 415

Asn Leu Ala Pro Ala Val Ala Pro Leu Phe Pro Gly-Glu Arg Leu Leu
420 425 430

Phe Phe Arg Ser Tyr Val Pro Leu Lys Gly Gly Phe Gly Asn Pro Ala
435 440 445

Ile Asp Cys Ser Val Pro Gin Glu Trp Val Gln His Phe Tyr Gln Glu
450 455 460

Ser Ala Pro Ser Leu Gly Asp Val Ala Leu Val Arg Tyr Val Asn Pro
465 470 475 480

Asp Thr Gly Arg Val Leu Phe Glu Ala Lys Leu His Lys Gly Gly Phe
485 490 495

Leu Thr Val Ser Ser Thr Ser Thr Gly Pro Val Val Val Pro Ala Asn
500 505 510

Gly Tyr Phe Lys Phe Asp Ser Trp Val Asn Gin Phe Tyr Ser Leu Ala
515 ’ ~ 520 525

Pro Met Gly Thr Gly Asn Gly Arg Arg Arg Val Gin
530 538 340

33



<210>8
<211> 535
<212> PRT
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<213> Hu/NLV/Chitta 1876/1996/JP

<400> 8

Met Lys Met Ala Ser Asn Asp Ala Ala Pro Ser Asn Asp Gly Ala Ala

1
Gly Leu Val
Ala Gly Ala
35

Asp Pro Trp
50

Thr Val Ser
65

Leu Gly Pro
Asn Gly Tyr

Ala Phe Thr
115

Pro Leu Glu
130

Ite Ile Asp
145

Val Arg Asn

5

Pro Glu Ala Asn
20

Ser Ile Ala Ala
Ile Arg Leu Asn
95

Pro Arg Asn Ser
70

Glu Leu Asn Pro
85

Ala Gly Gly Val
100

Ala Gly Lys Leu

Asn Ile Ser Pr
1

3

o O

Val Arg Thr Leu
150

Asn Phe Phe His

10 15

Asn Glu Thr Met Ala Leu Glu Pro Val
25 .30

Pro Leu Thr Gly Gln Asn Asn Ile Ile
40 45

Phe Val Gin Ala Pro Asn Gly Glu Phe
- 60

Pro Gly Glu Val Leu Leu Asn Leu Glu
75 80

Tyr Leu-Ala His Leu Ser Arg Met Tyr
90 - 95

Glu Yal Gln Val Leu Lev Ala Gly Asn
105 110

Val Phe Ala Ala Val Pro Pro His Phe
120 125

Gly Gln Tle Thr M

hie Pro His Val

~J

Glu Pro Val Leu Leu Pro Leu Pro Asp
155 160

Tyr Asn Gln Gin Asn Glu Pro Arg Met

34
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170 175

Arg Leu Val Ala Met Leu Tyr Thr Pro Leu Arg Ser Asn Gly Ser Gly

180

185

190

Asp Asp Val Phe Thr Val Ser Cys Arg Val Leu Thr Arg Pro Ser Pro

195

200

Asp Phe Asp Phe Asn Tyr Leu Val Pro

210 215

Lys Pro Phe Thr Leu Pro 1le
225 230

Arg Phe Pro Val Pro Ile Asp
245

Leu Val Val Gln Pro Gln Asn
260

Gln Gly Thr Thr Gln Leu Leu
2175

Arg 1le Asn Gln Lys Val Ser
290 295

Val Thr Asn lle Asn Gly Thr
305 310

Ala Pro Leu Gly Thr Pro Asp
325

Ser Gin Arg Asp His Asp Asn
340

Ala Thr Asn Ser Ala Lys Phe
355

Gly Thr Trp Glu Glu Asp Asp Val His Ile Asn Gln Pro Thr Lys

370 375

Thr Pro Val Gly Leu Phe Glu
385 390

Pro Asn Tyr Ser Gly Ala Leu
405

Leu Thr
Glu Leu
Gly Arg

265

Pro Thr

280

Gly Glu

Pro Phe

Phe Ser

Ala Cys
345

Thr Pro
360

Asn Glu

Thr Leu

205

Pro Thr Leu Glu Ser Lys
220

Thr

Ile Gly Glu Leu Thr Asn Ser

235 240
Tyr Thr Ser Pro Asn Glu Ser
250 255
Cys Ala Leu Asp Gly Glu Leu
270

Ala Ile Cys Ser Phe Arg Gly
285 -

Asn His Val Trp Asn Met
300

Gln

Pro
320

Asp Pro Thr Gly Asp Val
315

Gly Lys Leu Phe Gly Val
330 .335

Len

Arg Ser His Asp Ala Val Ile

350

Lys Leu Gly Ala Ile GIn
365

Ile

Phe
380

Gly Phe Asn Gln Trp Thr
395

Leu
400

Asn Met Gly Leu Ala Pro
410 415

Pro
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Val Ala Pro Thr Phe Pro Gly Glu Gin Ile Leu Phe Phe Arg Ser His
420 ' 425 430

Ile Pro Leu Lys Gly Gly Val Ala Asp Pro Val Tie Asp Cys Leu Leu
435 440 445

Pro Gln Glu Trp 1le Gln His Lew Tyr Gln Glu Ser Ala Pro Ser Gin
450 455 460

Ser Asp Val Ala Leu Ile Arg Phe Thr-Asn Pro Asp Thr Gly Arg Val
465 470 475 480

Leu Phe Glu Ala Lys Leu His Arg Ser Gly Tyr Ile Thr Val Ala Asn
' 485 490 495

Thr Gly Ser Arg Pro Ile Val Val Pro Ala Asn Gly Tyr Phe Arg Phe
© 500 505 510

Asp Thr Trp Val Asn Gla Phe Tyr Ser Leu Ala Pro Met Gly Thr Gly
515 520 525

Asn Gly Arg Arg Arg Val Gln
530 535
<210>9
<211> 542
<212> PRT
<213> Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP
<400> 9
Met Lys Met Ala Ser Asn Asp Ala Ala Pro Ser Asn Asp Gly Ala Ala
1 5 10 15

Ser Leu Val Pro Glu Gly Ile Asn Glu Thr Met Pro Leu Glu Pro Val
20 25 30

Ala Gly Ala Ser Ile Ala Ala Pro Val Ala Gly Gin Thr Asn lle lle
35 40 45

Asp Pro Trp Ile Arg Thr Asn Phe Val Gln Ala Pro Asn Gly Glu Phe
50 55 60

Thr Val Ser Pro Arg Asn Ser Pro Gly Glu Ile Leu Leu Asn Leu Glu
69 70 75 80
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Leu Gly Pro Asp Leu Asn Pro Tyr Leu Ala His Leu Ser Arg Met Tyr
85 90 95

Asn Gly Tyr Ala Gly Gly Val Glu Val Gin Val Leu Leu Ala Gly Asn
100 © 105 110

Ala Phe Thr Ala Gly Lys Ile Leu Phe Ala Ala Ile Pro Pro Asn Phe
115 120 125

Leu Val Asp Met Ile Ser Pro Ala Gln Ile Thr Met Leu Pro His Leu
130 135 140

Ile Val Asp Val Arg Thr Leu Glu Pro Ile Met Thr Pro Leu Pro Asp
145 150 155 160

Val Arg Asn Yal Phe Tyr His Phe Asn Asn Gln Pro Gln Pro Arg Met’
165 170 175

Arg Leu Val Ala Met Leu Tyr Thr Pro Leu Arg Ser Asn Gly Ser Gly
180 185 , 190

Asp Asp Val Phe Thr Val Ser Cys Arg Val Leu Thr Arg Pro Thr Pro
195 _ 200 205

Asp Phe Glu Phe 1le Tyr Leu Val Pro Pro Ser Val Glu Ser Lys Thr
210 215 220

Lys Pro Phe Thr Leu Pro Ile Leu Thr Ile Ser Glu Leu Thr Asn Ser
225 230 235 240

Arg Phe Pro Ile Pro Ile Glu Gln Leu Tyr Thr Ala Pro Asn Glu Thr
245 . 250 255

Asn Val Val Gln Cys Gln Asn Gly Arg Cys Thr Leu Asp Giy Glu Leu
260 265 270

Gln Gly Thr Thr Gln Leu Leu Ser Ser Ala Val Cys Phe Leu Gln Gly
275 280 285

Arg Thr Val Ala Asp Asn Gly Asp Asn Trp Asp Glin Asn Leu Leu Gln
290 295 - 300

Leu Thr Tyr Pro Asn Gly Ala Ser Tyr Asp Pro Thr Asp Glu Val Pro
305 310 319 320
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Ala Pro Leu Gly Thr GIn Asp Phe
325

Thr Gln Asp Asn Val Asn Yal Ser
340

Gly Ile Tyr Ile Ser Thr Thr Ser
355 360

Ser Ile Gly Leu His Ser Ile Thr
370 375

Ser Arg Phe Thr Pro Val Gly Val
385 390

Gln Gln Trp Val Leu Pro His Tyr
405

Asn Leu Ala Pro Ala Val Ala Pro
420

Phe Phe Arg Ser Arg Val Pro Cys
435 440

Ala Phe Ile Asp Cys Leu Leu Pro
450 455

Gln Glu Ala Ala Pro.Ser Gin Ala
465 ' 470

Asn Pro Asp Thr Gly Arg Thr Leu
485

Gly Phe 1le Thr Val Ser His Thr
500

Pro Asn Gly His Phe Arg Phe Asp
515 520

Leu Ala Pro Met Gly Thr Gly Asn
530 535

<210> 10

<211> 550

<212> PRT

<213> Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP

Ser Gly Met Leu Tyr Gly Val Leu
330 335 :

Thr Gly Glu Ala Lys Asn Ala Lys
345 350

Gly Lys Phe Thr Pro Lys Ile Gly
365

Glu His Val His Pro Asn Gln Gln
380

Ala Val Asp Glu Asn Thr Pro Phe
395 400

Ala Gly Ser Leu Ala Leu Asn Thr
410 415

Thr Phe Pro Gly Glu Gin Leu Leu
425 430

Yal Gln Gly Leu Gln Gly Gln Asp
445

Gln Glu Trp Val Asn His Phe Tyr
460

Asp Val Ala Leu Ile Arg Tyr Val
475 480

Phe Glu Ala Lys Leu His Arg Ser
490 495

Gly Ala Tyr Pro Les Val Val Pro
505 510

Ser Trp Val Asn Gln Phe Tyr Ser
525

Gly Arg Arg Arg lle Gln
540
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<400> 10
Met Lys Met Ala Ser Asn Asp Ala Ala Pro Ser Asn Asp Gly Ala Ala
] 5 10 _ 15

Asn Leu-Val Pro Glu Ala Asn Asp Glu Val Met Ala Leu Glu Pro Val
20 25 30

Val Gly Ala Ser Ile Ala Ala Pro Val Val Gly Gin Gln Asn Ile Ile
35 40 45

Asp Pro Trp Ile Arg Glu Asn Phe Val Gln Ala Pro Gln Gly Glu Phe
50 55 60 ’

Thr Val Ser Pro Arg Asn Ser Pro Gly Glu.Met Leu Lew Asn Leu Glu
65 70 75 80

Leu Gly Pro Glu Leu Asn Pro Tyr Leu Ser His Leu Ser Arg Met Tvr
85 90 95

Asn Gly Tyr Ala Gly Gly Met Gln Val Gln Val Val Leu Ala Gly Asn
100 105 110

Ala Phe Thr Ala Gly Lys Ile Ile Phe Ala Ala Val Pro Pro His Phe
115 120 Y

Pro Val Glu Asn Ile Ser Ala Ala Gln lle Thr Met Cys Pro His Val
130 135 140

Ile Val Asp Val Arg Gin Leu Glu Pro Val Leu Leu Pro Leu Pro Asp
145 150 155 160

Ile Arg Asn Arg Phe Phe His Tyr Asm Gln Glu Asn Thr Pro Arg Met
165 170 175

Arg Leu Val Ala Met Leu Tyr Thr Pro Leu Arg Ala Asn Ser Gly Glu
180 185 190

Asp Val Phe Thr Val Ser Cys Arg Val Leu Thr Arg Pro Ala Pro Asp
195 200 205

Phe Glu Phe Thr Phe Leu Val Pro Pro Thr Val Glu Ser Lys Thr Lys
210 215 0

Pro Phe Thr Leu Pro Ile Leu Thr Leu Gly Glu Leu Ser Asn Ser Arg
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225 230 235 240

Phe Pro Ala Ala Ile Asp Met Leu Tyr Thr Asp Pro Asn Glu Ser Ile
245 ) 250 255

Val Val Gln Pro Gin Asn Gly Arg Cys Thr Leu Asp Gly Thr Leu Gln
260 - 265 270

Gly Thr Thr Gln Leu Val Pro Thr Gln lie Cys Ala Phe Arg Gly Thr
275 280 _ 285

Leu Ile Ser Gin Thr Ala Arg Ala Ala Asp Ser Thr Asp Ser Pro Gln
290 295 300

Arg Ala Arg Asn His Pro Leu His Val Gln Val Lys Asn Leu Asp Gly
305 310 315 320

Thr Gln Tyr Asp Pro Thr Asp Asp Ile Pro Ala Val Leu Gly Ala Ile
325 _ 330 335

Asp Phe Lys Gly Thr Val Phe Gly Val Ala Ser Gin Arg Asp Val Ser
340 345 . 350

Gly Gln Gln Glu Gln Gly His Tyr Ala Thr Arg Ala His Glu Ala His
355 360 365

1le Asp Thr Thr Asp Pro Lys Tyr Ala Pro Lys Leu Gly Thr Ile Len
370 375 380

Ile Lys Ser Gly Ser Asp Asp Phe Asn Thr Asn Gln Pro Ile Arg Phe
385 390 395 400

Thr Pro Val Gly Met Gly Asp.Asn Asn Trp Arg Gln Trp Glu Leu Pro
405 410 415

Asp Tyr Ser Gly Arg Leu Thr Leu Asn Met Asn Leu Ala Pro Ala Val
420 425 430

Ser Pro Ser Phe Pro Gly Glu Arg Ile Leu Phe Phe Arg Ser Ile Val
435 440 445

Pro Ser Ala Gly Gly Tyr Gly Ser Gly Tyr 1le Asp Cys Leu Ile Pro
450 455 460

Gln Glu Trp Val Gln His Phe Tyr Gln Glu Ala Ala Pro Ser Gln Ser
465 470 475 480
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Ala Val Ala Leu Val Arg Tyr Val Asn Pro Asp Thr Gly Arg Asn Ile

485 490 495
Phe Glu Ala Lys Leu His Arg Glu Gly Phe Leu Thr Val Ala Asn Cys
500 505 510
Gly Asn Asn Pro Ile Val Val Pro Pro Asn Gly Tyr Phe Arg Phe Glu
519 520 529
Ala Trp Gly Asn Gln Phe Tyr Thr Leu Ala Pro Met Gly Ser Gly Gin
530 535 540
Gly Arg Arg Arg Ala Gln
545 550
<210> 11
<211> 541
<212> PRT
<213> Hu/NLY/0Osaka 10-25/1999/JP
<400> 11
Met Lys Met Ala Ser Asn Asp Ala Ala Pro Ser Ser Asp Gly Ala Ala

1 5 10 15

Gly Leu Val Pro Glu Ile Asn Asn Glu Val Met Pro Leu Glu Pro Val
20 25 : 30

Ala Gly Ala Ser Leu Ala Thr Pro Val Val Gly Gln Gln Asn Ile Ile
35 40 45

Asp Pro Trp 1le Arg Asn Asn Phe Val Gin Ala Pro Ala Gly Glu Phe
50 55 : 60

Thr Val Ser Pro Arg Asn Ser Pro Gly Glu Ile Leu Leu Asp Leu Glu
65 70 75 80

Leu Gly Pro Asp Leu Asn Pro Tyr Len Ala His Leu Ala Arg Met Tyr
85 90 95

Asn Gly His Ala Gly Gly Met Glu Val Gin Ile Val Leu Ala Gly Asn
100 105 110

Ala Phe Thr Ala Gly Lys Ile Ile Phe Ala Ala Ile Pro Pro Gly Phe
15 120 125

Y
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Pro Tyr Glu Asn Leu Ser Pro Ser GIn Ile Thr-Met Cys Pro His Val
130 135 140

Ile Ile Asp Val Arg Gln Leu Glu Pro Phe Leu Leu Pro Met Pro Asp
145 . 150 155 160

Ile Trp Asn Asn Phe Phe His Tyr Asn Gln Gly Asn Asp Pro Lys Leu
165 170 175

Arg Leu Val Ala Met Leu Tyr Thr Pro Leu Arg Ala Asn Asn Ser Gly
180 185 190

Asp Asp Val Phe Thr Val Ser Cys Arg Val Leu Thr Lys Pro Ser Pro
195 200 205

Asp Phe Glu Phe Thr Phe Leu Val Pro Pro Thr Val Glu Ser Lys Thr-
210 215 220

Lys Gln Phe Ala Leu Pro Ile Leu Lys Ile Ser G{u Met Thr Asn Ser
225 230 235 240

Arg Phe Pro Val Pro Val Asp Val Met Tyr Thr Ala Arg Asn Glu Asn
245 250 255

Gin Val Val Gln Pro Gln Asn Gly Arg Val Thr Leu Asp Gly Glu Leu
260 265 270

Leu Gly Thr Thr Pro Leu Leu Ala Val Asn Ile Cys Lys Phe Lys Gly
275 280 285

Glu Val Ile Ala Lys Asn Gly Asp Val Arg Ser Tyr Arg Met Asp Met
290 295 300

Glu Ile Thr Asn Thr Asp Gly Thr -Pro Ile Asp Pro Thr Glu Asp Thr
305 310 -315 320

Pro Gly Pro Ile Gly Ser Pro Asp Phé Gin Gly Ile Leu Phe Gly Val
325 : 330 . 335

Ala Ser Gln Arg Asn Lys Asn Glu Gln Asn Pro Ala Thr Arg Ala His
340 345 350

Glu Ala 1le lie Asn Thr Gly Gly Asp His Leu Cys Pro Gin Ile Ser
355 360 365
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Ser Ser Glu 1le Tyr Leu Thr Ser Pro Asn Ile Leu Arg Cys Thr Asn
370 375 380

Pro Gln Pro Leu Pro Gln Ser Gly Leu Arg Gly Thr Ile Leu Ile Arg
385 390 395 400

Ser Asp.Asn Gly His Cys His Asp Met Val Gly Thr Ser Pro Thr Thr
405 410 415

Pro Thr Trp Pro Gln Glo Trp Arg Arg Cys Ser Arg Gly Ser Asn Cys
420 425 430

Cys Ser Ser Gly His Arg Tyr Pro Val Pro Val Val Met Asn Arg Val
435 440 445

Thr Trp Ile Val Leu Ser His Lys Ser Gly Phe Ser Thr Ser Thr Arg
450 455 460 ‘

Lys Leu Pro Gln Leu Asn Leu Arg Trp Pro Leu Ile Arg Phe Ile Asn
465 470 475 480

Pro Asp Thr Gly Arg Val Leu Phe Glu Ala Arg Leu His Lys Gln Gly
485 490 495

Phe Ile Thr Val Ala His Thr Gly Asp Asn Pro Ile Val Met Pro Pro
500 505 510

Asn Gly Tyr Phe Arg Phe Glu Ala Trp Val Asn Gln Phe Tyr Ser Leu
515 520 525

Ala Pro Val Gly Thr Gly Lys Gly Arg Arg Arg Val Gin

530 535 540
<210> 12
<211> 1638
<212> ADN
<213> Hu/NLV/Kashiwa 645/1999/JP
<400> 12
atgatgatgg cglctaagga cgccecaaca aacalggatg geaccagtgg tgecggccag 60
ctggtaccag aggcaaatac agctgagect atatcaatgg agcctgigge tggggeagea 120
acagctgeceg caaccgetgg ccaagttaal atgattgace cetggataat gaataattat 180
gtgcaageee ctcaaggliga atttaccata tcgectaata acacaccagg tgatatittg 240
titgatclac aattaggcce tcatctcaat cctttcttat cccattigge ccaaatgtat 300

aacggltegg ttggcaatat gaaagigaag gicclatteg ctggtaatge cttcacgect 360
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ggtaaaalaa tcattagtlg catacccect
caggccacaa tgticcccca cgttataget
ccaltggaag atgtgaggaa tgtgctgttc
ttggtgtgca tgctctacac ceccctigera
tttgtgattg ctegecglgt tclgacatge
gttccceeca atglagagea aaagactaaa
accctttcaa attcaagagt ccctictcta
ggecagalgg ttcagtitca aaacgglage
acgeccacat cagetageca getgtgeaaa
gggaatggat ataacctaac tgaattggat
gegecaatag ggtttcctga tctaggigaa
acccaattca atactggtga tgttataaaa
gctccccace ttggtaccat acaagcagat
dtgatagcca aattgggatg ggtgtcacce
ccgtgggtca ttccacgata tgggtcgact
atatatccce caggttttgg tgaggecatt
catggtacca atggcttgag tgtgecttgc
gtcaatgaac aggeccctac tagaggggaa
acccatagaa atcttggtga gtttaaatta
aattccagtg gcactggicc acaaaccctc
tgggtticca gattctatca gttaaagect
ggcatcagaa gatcataa

<210> 13

<211> 1593

<212> ADN

<213> Hu/NLY/Seto 124/1989/JP
<400> 13

atgatgatgg cgtctaagga cgctacgica
ttggtaccgg aggttaatge ttctgaccct
acagcagttg caactgctgg gcaagtiaac
gtgcaggete cccaaggtga atttactatt
tttgatttga gtctaggeee tcatcttaat
aatggeteggg ttggcaacat gagagtlagg
ggcaaaatta taglttcttg catacctect
caagcaactc tcticcegea tgtgattget
cccttggaag atgtaaggaa tgttctettt
cgeettgtgt gtatgettta tacccccete
glggttgecag ggegagtlcal gactigtect
cciceccacag tggaacagaa gactaggect
ttgtcaaatt cacgtgetee tctleccaatl
cagaglgtge agtttcaaaa tggecgatgt
ccagttitcce tclcecacgt lgctaagata
ctcaccgaat lggatggecac ccccttccac

ggctitgets
gatgltages
cataacaatg
gccagiggtla
ccaagecclg

ccttttagtg

attaaatcaa
gicaccctgg
atcagaggca
gggageccat
tgtgatiggc
caaattaatg
ggcctgagtg
gtcagtgatg
ttgaccgagg
gtgtttttca
accatacccce
gcageectac
taccctgagg
ccaatcaatg
gtegggaacag

agcgtggatsg
cttgcaatgg
cctattgacc
tctccaaata
cecttcttgt
attatgctgg
gectttgget

gatgttagga.

cataataatg
cgcactgetg
agceccgatt
ttcaccctcee
agtggcatgg
accttagacg
aggggcaclt
cctittgaag

cgcaaaacat
ttttggaace
acaacgcacc
gctealctgg
actttagett
tcccaaatet
tgatggtatc
atgggcaact
gtgtcttcca
accatgettt
acatggaggc
tcaaacaaga
atgtgagtgt
gacatagagg
ccgeccaatt
tgtcagattt
aagaatttgt
tgcattattt
ggttcatgac
gtgtttttgt
CCBBCCCBEC

gcgecagtgs
atcctgtgge
cttggataat
atacccccgg
tacatttgte
ctggtaatge
cccataatct
ctttagacce
atagaaatca
geggtacagg
tcaatftctt
caaatttace
gtatttctlce
ggeglettgt
ctaalggtac
geeetgeece

44

ttctatcget 420
tattgagegteg 480
aaccatgagg 540
aactgaccct 600
cttattctig 660
tccacteaat 720
cagagaccat 780
gcaaggcacc 340
tgctaatggt 900
tgagagceet 960
cteeectace 1020
atcagcattt 1080
caacactaac 1140
agatgtcgat 1200
agceccecca 1260
tcctatagee 1320
cacccattft 1380
agaccctgat 1440
gtgtgtgeet 1500
ttttgtgtce 1560
ttgtaggett 1620
1638

cgctggtcag 60
gggttctica 120
caataacttt 180
tggtgttitg 240
acaaatgtat 300
atttactgea 360
tactatagca 420
aattgaagta 480
acaaaccatg 540
tgattctttt 600
gttcttggtt 660
getgagttct 720
agacaalgtt 780
tggtaccace 840
tgtgatcaat 900
tattggtttt 960
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ccagatcttg gtggctgtga tiggcatatl aalatgacac
actcaatatg atgtagatac cacccccgac accticgtee
‘gcgaatggca ttggtagtgg caactatatt ggtgtictta
catccatctg getclcaagt tgalctctgg aagatcecca
gaggcaacce atctagetcee cteigtetat cctectgset
ttcatgtcaa agatacctgg lcctggtgct tatagtctec
tatatctcac acctcgcaag tgaacaagec cccactgttg
tatgttgacc ctgacacggg ccggaclctt ggggagttta
ctaaccigtg tccctaacgg ggccagcicg ggeccacaac
tttgtctttg tttcatgegt glccagattt tatcagttaa
tcggcaagag gtaggcttgg tttgegeega taa
<210> 14
<211> 1641
<212> ADN
<213> Hu/NLV/Funabashi 258/1996/JP
<400> 14
atgatgatgg cgtctaagga cgeeectcaa agegetgatg
ctggtgeegg aggttaatac agectgaccee ttacccatgg
acagccgtag ccactgetgg gcaagttaat atgattgate
gtccagtcac cacaaggtga gtttacaatt tcccctaata
tttgatttac aattaggtcc acatctaaac cctttettgt
aatggctgge ttggaaacat gagagttagg attctcctig
ggaaagatta tagttigttg tgiccccect ggetttacat
caggctacat tgtttcccca tgtgattget gatgtgagaa
cccctegage atgtacgecaa tgtectctat cacaccaatg
ttggtgtgta tgctgtacac geegeteege actggtegse
tttgtggttyg ctggcagegt getcacggee cctagtagey
gtcecegecta ccatagaaca gaagactcgg gcttttactg
accttgtcca attctagsgtt tecttcecte atccagggga
tctcaagtgg tccaaticca aaatggacgt tgcctcatag
acacccgeta catcaggaca getgttcaga gtaagaggaa
acgctcaacc tcacagaggt ggatggcaaa ccattcatgg
gtegegttee ccgatttige aaaatgtgat tggcacatga
aacacaagct caggtgacce calgegcagt gtcagegtgc
gtgccacacce taggaagtat acagtttgat gaagtgtica
attggcacca ttgaatggatl ttcccageca tctacaccce
tgggagattic. ccgattatgg atcatcectt tcccaageag
ttcceeecty gattlggtga ggctetigtg tactttgttt
aaccgetcag ccccgaalga tgtaccttgt cticteecte
gtcagtgaac aagccccaac galgggtegac geagettige
accaacagaa acctigggga gtlcaagcta taccclggag
aacggggteg gtgccgggee tcaacagelt cctctlaalg
tggglgtctc gittttatca getcaagect gigggaacag

ctteggaglge gecglatata a

<210> 15

<211> 1635

<212> ADN

<213> Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP

aatttegegca
ctcacttagg
gctgggtctc
actatgggtc
ttggagaggt
cclgtttact
glgaggcesge
aggcttacce
aactaccaat
agectgtegge

gcgcaagegsg
aaccegtgge
cctggattgt
atacccecgg
cacatctgtce
cigggaatgc
cttectetet
ccecttgaace
ataatcaacc
ggtctegtaa
acttcagttt
tgectaatat
tgattctgte
alggtcaact
agataaatca
catttgattc
gaatcagcaa
aaaccaatgt
accaccecac
clggaacaga
ctaatctegge
clgettttee
aagagtacat
tgcattatgt
gltacctcac
glgtcttict
ccaglacgec

45

Ltccagtca
ttcaatcca
cceeccalce
tagcatcac
gttagtctt
gecacaaga
cltgcteca
tgatggttt
caatggagt
aactgecag

cgcaggtcaa
tgggccaaca
taataatttt
tgatattttg
ccaaatgtat
at'tctcagct
caccatagct

aatagaaatg

aacaatgcgg
ttctgattet
cttgttectt
ccectigeaa
tcctgacgca
cctaggcact
gggageeegt
ccctgeacct
aaccccaaat
gcagggtttt
aggtgactac
tattaatctg
ccececcagta
aggeeccaac
aacccacttt
cgaccctgat
ctglgtacca
ctitgtctet
aagaagtagg

g 1020
g 1080
a 1140
a 1200
t 1260
a 1320
¢ 1380
c 1440
¢ 1500
t 1560

1593

60
120
180
240
300
360
420
480
940
600
660
720
780
8340
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1641



<400> 15

atgatgatgg
ctggtacege
acagccectte
gtgcaagcee
tttgatttge
aatggttegeg
gggaaggtta
caggctactt
ccccttgaag
ctectttgea
tttgtegtge
gtcectecca
tacctgtcta
acccaaaatg
acacctgtct
gtgctcaact
gcegectttc
tccagcacce
gtcecacact
ggcactatac
aaaatccctg
ccacctggtt
tctgggtcte
agtgagcagg
aatcgcaatt
agttctagta
gtttctagat
ggtgtcegta
<210> 16

<211> 1620
<212> ADN

cgictaagga
aggttaatac
ccacagcagg
cccagggcsa
aattaggacc
tgggcaacat
taatttgtig
tatttccececa
atgttaggaa
tgttgtacac
ctggecgtst
cagtcgagca
attccaggat
ttcaattcca
cagttagtca
tgacagagtt
cagatctigg
agaacaaccc
tgtcaagtat

aatggacctc’

actatgesgtc
tcaatgaggt
ctaatttagt
cccecateca
tgggtgastt
ctggacctica
tttatcaatt
gataa
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cgctacacca
agctgaccce
ccaggttaat
gttcacaata
ccatttaaat
gcgagtgcegt
tgtceeeect
tgtaattget
tgtgtigtat
tecteteesce
actcacttgt
aaagacccge
cccaaatect
gaatggtage
gttatgtaag
ggatggttca
gtcctgtgat
aatagtgacc
cacccttgat
acctecttct
cagcctagea
gattgtgtat
geecatgectg
gggtgagsgct
caaattatat
acaacttect
aaageetgteg

<213> Hu/NLV/Narita 104/1997/JP

<400> 16

algaagatgg cgtcgaalga cgceaaccca

agcgcagatg
atacctattg
ttgattgatc
tccccaaata
cctttecttt
gttgtettgg
ggtttccaat
gatgttagga
cataataatg
accgggegasg
ccgggeectg
ccttttactg
attgaaggta
tgtacaattg
tttagggsgta
ccttttatgg
tggcatattg
aattctgtca
gaaaatgttt
gattctgecg
gaagctticac
tttatggcat
ctceeccagg
gccttactee
cctggtegtt
cttgatggtsg
ggaacagecg

tctgatggst

gcgecactgg
accctgtgge
cctggataat-
atacccecgg
cccaccttte
ciggtaatge
ctcgeacect
cecttgacee
acacccaacc
cgtctesgteg
actttaactt
tgcctaatat
tgtcattgtc

-acggtcaace

ggattacatc
cctttgeege
aaatgagtaa
aacccaatag
ccagtggagg
gggecaatac
aactggeccce
ctatacctgg
aatatataac
actatgtaga
atttaacctg
tatttgtett
gaccggctag

Ccacagecaa

46

cgeeggecag 60
tggctectet 120
caataatttt 180
tgatgtgett 240
tcagatgtat 300
tttcacgget 360
ttctatagee 420
tgtagaagtg 480
caccatgege 540
gactgattct 600
cttattccta 660
ccctttgaag 720
acctgaccag 780
cctigggace 840
tggacagaga 900
ccecegeeeet 960
aatcccaaat 1020
tcaacagttt 1080
tgactatatt 1140
aaatttttgg 1200
cgctgtetat 1260
tcccaatcag 1320
acactttatt 1380
cccagacacc 1440
tgttcctaat 1500
tgcttcttegg 1560
aggtaggctt 1620
1635

cetegteeca 60



atgaggttat
aacaaaatgt
ttacagtatc
atttgaaccc
aagigcagg!l
tcccaccaaa
taatagtaga
actictatca
caccacttag
cgaggeealtc
ctaaaccatt
ttectttgega
gcaggtgeac
gcaccltcag
cttctcaaaa
cagatttcsgt
ccegegeeca
gtgttcaata
ccecagtegs
tcccaaatta
ctttceecegs
ctaacatgaa
cagetecage
ttttgtttea
atgatttgst
acacacttsgce

gagglcaaca
gtagcgggee
gglggagagt
ttgegeeetg
gglegttitg
tttgcagcag
ttcceecata
gttaggaata
atgctgtata
cgagtcctca
gaatcaagaa
agattcccca
ccacaaaatg
‘gtcaacatct
atgaatttigg
ctgggaactc
gatggctcga
aagctgggca
acgaaattca
caatgggtsgce
gttgceccca
agecgggtate
tgccaagaag
acaggtaggg
actgscccgc
aaccagttct
<210> 17

<211> 1647
<212> ADN

gecttiggag
aattgaccce
ccctagaaac

ctacctttct

aatcctcgceg
ttttccaact
tgttaggcaa
ttacaatcaa
ggctaataat
cecegatttt
caccgtccca
aaagttgtac
gactgatggc
aggggatgtc
t tggagcaat
gggaaagatc
caaagctaca
caccactgac
cgtcatccag
ctcaggtaga
tgagcaactt
tctggattge
acaatctgat
gtgcaagcetc
tatcceccece
ccccatgegga

<213> Hu/NLV/Sanbu 809/1998/JP

<400> 17

atgaagaltgg cglcgaatga
gagatcaaca algaggcaal
ctcactggtc agcaaaacat
ggtgglgagt tlacagtgtce
ttgggcccag aaataaacce
gglggatltg aagtgcaget
tttgcagcta taccecctaa
tgceegeatg tgattigtgga
gttcgcaaca atttctttca
atgctgtata cacctcttag
agagtactga ctaggectag
gaalcaaaga caaaacccltl

cgetgeteca
ggcgetagac
aattgatcce

ccctaggaa

ttatttggee

ggtecctgsge
ttttccaat

tgtcagacag

ttacaatca
ggcaaataa
ceclgattt
taccctecee

ES 2398413 T3

gtgcegetat
ataattttgt
agatatlatg
gaalgtacaa
tcaccgeegg
gceccageea
tattgatcce
ctaccattaa
atgtcttecac
tcttggtgee
ttgaggaaat
gcagtgettt
gcactaccca
caggcagica
cagaagaaat
tcacccaaac
ggagtgtcca
attttcaaac
atcatcaaaa
atgtgcacct
getccactat
aggaatggst
tgagatttgt
gcetatgtcac
ttagatttga
EgCECagsCy

ceegttgttg
tggattagaa
geteeggeteg
catttggcca
gggaacgcgt
gaagsgcttga
ttggaacclg
tcaaatgatt
gctgeggatg
gatttcatat
atcttaactg
acgggtccca
gtgctcttag
acccacattg
tatgacccaa
caaggcatgc
gtgagcactg
acaaacaatg
gacggtaata
actggtcata
cttttcttta
ctactccecce
gtggetctge
cataaatcag
aatggttact
aatggagceg

tctaatgatlg
ccaglggcgg
tggattatga
tcceetggteg
catcttgeta
gggaatgegt
gataatciga gegcagcaca
ttggaacceg tcaaccttce
geglclgatt cgegatlgeg
tciggagatg atgttitcac
tcattcaatt tectigteec
altctgacta tctctgaaat

gtgcegeege
gtgcagegat
ataatttigt
aagtgctict
gaatgtataa
tcacagcagg

t

t
t

a
t
t
t

47

tgeggcacct 120
acaageeect 180
gagcgegeee 240
tggttatgeca 300
gaaaatcata 360
ggttactatg 420
cttacctgat 480
attgatagca 540
agtctettgt 600
acccacagtt 660
gtctaactca 720
tgttgtccaa 780
getgtetget 840
tgactataca’'900
cccageeect 960
cacaagagag 1020
cttcactcca 1080

tggccaaaac 1140

tgaaccccaa 1200
agctectgee 1260
geeeggatgt 1320
gcaacacttc 1380
gaatccagac 1440
agtggctcac 1500
cteetgggte 1560
tgcattataa 1620

cctegteeca 60

agcagcgece 120
gcaageacct 180
taatttggaa 240
tggttatgea 300
aaagataatc 360
aatcaclatg 420
gatgcctgac 480
cttaattgea 540
tgtgtctigt 600
acccaccgtleg 660
gtccaattet 720



10
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aggtttccag tgecgaliga gtetttacac
tgccaaaatg ggcecgtcac tctcgatgst
aglcaaaltt gtgctittag gggcgtactc
gcecgatacag caaccectag getgtttaat
aatgggaccc cttatgatcc tgcagaagac
cggggcaagg tcttigecgt ggccagecag
gaagcaaaag tggacacaac agctlggtcst
tctactgatt ccgatgactt tgaccaaaac
ggggttgaca atgaggeaga attticagcaa
acccacaaca tgaacctggc cccagctgtt
ttcttccget cacagttace atcttctget
gtcececagg aatgggteea acacttctac
gceetggtta ggtatgtcaa ccctgacact
aaattaggtt ttatgactat agctaacaat
ggatatttta ggtttgaatc ttgegtgaac

gggaacggse gtagaaggat tcaataa
<210> 18

<211> 1623

<212> ADN

accageccaa
gagltgateg
accagatcaa
tattattgec
ataccaggcc
agaaacctcg
ttcaccccaa
cagccaacaa
tggictttac
gctcecaact
gggegateca
caggaatcgg
ggtaaagtge
ggtgattcte
cecttttata

<213> Hu/NLV/Ichikawa 754/1998/JP

<400> 18

atgaagatgg cgtcgaatga cgctacteca
gaaagtaaca atgaggcaat ggectctggaa
gtcactggee aaactaatat aatagaccce
aatggtgaat ttacagtttc ccctagaaat
ttgggtccag aactgaacce ttatctgsca
ggtggtatgg aggtgeaagt gatgetcgeg
tttgcceccg tgecacctta ctttccagts
ttcccacatg tgatcatcga tgtcagaace
gtcagaagca cccttttcca ctttaatcaa
atgctttaca ccceectteg ttctaatggt
aggatcctca ctaggecctc ccetgaattt
gaatcaaaga ctaagccatt cacactacct
agattccctc tctctattga tgaaatggtc
ccacagaalg gtagggtcac actagalgeg
tgcaacattt getccataag gggeaageta
tggaacctigg agatcacaaa cctaaatggg
gceeceecttg gtgtgeeega cttigeagst
agagglgaaa gcaacccagc aaacaggsct
aagtacaccc claaactagg cttagtgcaa
aaccagccaa caaaattcac cccaattggt
gaacaglgga ctttgeclag gtattctggl
gelgtggeee cgeletttee tggagagest

aadggtggat ttggaaaccc tgctatagat
ttctatcagg aatctgeece ttctctgges
gacaccggge gegtectttt cgaggccaaa
aglactagca cagggeeigt tgtgglicea
gitaatcaat tttactctct tgcccccatg

taa .

<210>19

<211> 1608

<212> ADN

<213> Hu/NLY/Chitta 1876/1996/JP

tctaatgatg
ccegtgeteg
tggattagaa
tceectggag
catttagcta
gggaacgegt
gaaaatctta
ttggaacctg
aaagatgage

tctegtgace

gattttacat
gtgctgacac
accagccecca
gagctgttag
aCaggecage
acgcaatttg
gaggtctttg
calgacgctg
attggaactt
tigaatgagg
gecctgacat
ctecttttet

tgttcgetec
gatgtggect
ctccacaaag
gccaatgget
ggaactggaa

ctgagaatat
gcaccaccca
caagcaggsc
atgtacaatt
ccctagggac
acagcacaac
agttgsgete
agttcaccce
ccgactattc
tceetegtga
acgggglcect
cceeegeecd
tatttgagge
caataactgt
cacttgeeee

gtgccaeegs
gggegtettt
ctaattttgt
agatattggt
ggatgtacaa
tcactgcteg
geeetteeca
tattactcec
ctaagatgag
acgttttcac
atttggtgce
tgggagaact
atgagtccat
gcacaaccca
tccctagiga
accctacaga
gtgtactcag
tcglggctac
ggaacaccaa
tcgccaalgg
taaalatgaa
lecgelctta

ctcaggagte
tagttaggta
gtggettcct
alttcaaatt
atgggegtag

48

tgtigtccag
actcttaccg
cagtlgatcag
ggalaatcta
accagacttc
tagagcacat
attagaaata
agttggcatt
tggtcagttc

geageteett
agactgtctg

aacacaagtg
caagctgeat
tcccccaaat
catgggaact

cctegtgeca
ageegecect
ccaageeecc
caatttggag
tggttatgcg
caagatcatc
aataacaatg
aatgectgat
acttgttecc
cgtctcatgt
accaacagta
gtccaactcet
agttgttcag
actgcaagca
acaacacatg

730
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320

1380
1440
1500
1560
1620
1647

60

120
180
240
300
360
420
430
940
600
660
720
780
840
900

tgatgtceeca 960

ccagagaaal
ctacagtgac
tgatgttgaa
ccalcgatit
tttageeccet
tgtcccatla

ggtccaacat
cgtcaaccca
gaclgtgtct
tgattccteg
aagesgttcag

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

‘1440

1500
1560
1620
1623



<400> 19

atgaagalgg
gaggctaaca
ctcaccggee
aatggagagt
ttaggcceeg
ggtegegtte
tttgccgeag
tttcctcatg
gitaggaata
atgetttata
agggtgetta
gaatctaaaa
aggttccctg
ccccagaacg
acggegattt
tggaatatgc
gctectetag
catgataatg
ccaaaattgg
cctactaagt
cccaattatt
ttcectggtg
gacccagtta
gecectteac
ctatttgaag
ccgatigtgg
tctetegeee
<210> 20

<211> 1629
<212> ADN

cgtcgaatga
atgagaccat
aagacaatat
tcacggtttc
aactaaatcc
aggtgcaagt
ttcceectca
taattattga
atttctttca
ctectettag
ccegacctte
ctaaaccctt
tgcccataga
ggagatgcsc
gcetegttcag
aggtcaccaa
gaaccccaga
cctgtaggag
gegetataca
ttactccasgt
ctggageett
aacaaattct
ttgattgtet
aatcagatgt
caaaattaca
taccagctaa
ccalgggaac

ES 2398413 T3

cgecgetcea
ggcacttgaa
tatagaccce
accccgeaac
atacctagca
actactgget
tttteccatta
tgttaggact
ttataatcag
atctaatggt
ccctgatttt
cacactccct
tgagctctac

gctagatgeg

gegceggate
catcaacggg
tttctctgee
tcatgatgca
aattggcaca
tggettgttt
aacacttaat
ttictttaga
cttgectcaa
agcattgatt
caggagtggt
tggttactic
lggaaalgesg

<213> Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP

tctaatgatg gtscageegg
ccggtggctg gegctteaat
tggattagat taaattttgt
tcacccgggs aagtcctatt
cacctttcta gaatgtataa
gggaatgegt tcacagelgs
gaaaacataa gcecetggtca
ttagaaccag ttttgttgee
cagaatgaac cgaggatgag
tctggtgatg atgtatttac
gattttaatt acttggtcce
atcttgacta taggggagtt
accagcccca atgagagtct
gagctacagg gcacgactca
aatcaaaagg tgagtggaga
accccttttg atccaacagg
aagctcttitg gtgtactaag
gtaattgcaa ccaactctge
tgggaagaag acgatgigeca
gaaaatgaag gtttcaacca
atggggttgg ccectectgt
tcccacattc ctcttazagg
gagtggatcc aacatcttta
aggtlitacaa atccagacac
tacattacag tggccaatac
aggtttgata cltgggicaa
cglagaageg ticagtaa

49

tcttgtacca 60
agcegececa 120
gcaggctece 180
aaatttggaa 240
tggttatgca 300
aaaattggtg 360
gataactatg 420
ccttectgat 480
actcgtagca 540
lgtctectge 600
ccctacectt 660
aaccaactcc 720
getggtgecaa 780
getectecce 840
aaaccatgtt 900
ggatgtccecg 960
ccagagagac 1020
caaattcact 1080
catcaaccaa 1140
gtggacactec 1200
ggcceccace 1260
aggtetgecg 1320
ccaagagtcg 1380
aggacgtgtt 1440
tegtagcaga 1500
tcaattctat 1560
1608



<400> 20
algaagalgg
gagggcatta
gtggcgggac
aatggagagt
ttaggaccag
ggaggtigttg
tttgcagcaa
cttecceatt
gttaggaate
atgctctaca
agagtactaa
gagtccaaaa
cggticceca
tgtcagaatg
agtgcagttt
aatttgctce
gcaccattgg
gtgaatgtga
ggaaaattca
cccaaccaac
cagcaatggg
gcetgttgeee
gttcaaggce
aatcattttt
aaccctigata
gtgtcacata
tctiggstta
attcagtaa
<210> 21
<211> 1653
<212> ADN

cgtcgaatga
atgagactat
aaaccaacat
ttacagtgtc
atcigaatcce
aggtgcaagt
tcccacctaa
tgattgtaga
tgtictatca
ccecattgag
ctaggccaac
ctaaaccatt
ttccaatcsga
geaggtgcac
gettcttaca
agctgaccta
gcactcagga
gcacaggaga
ccccaaaaat
agtcgeggtt
tictgccaca
cgactttcce
tacagggaca
accaagagge
ccggicgeac
ctggtgctta
atcaatttta

ES 2398413 T3

cgeegeteea
gccattggaa
aattgacccc
accaagaaat
ttatttggec
gctecttget
ctttctegta
tgttaggact
ttttaataat
gtctaatggt
tcctgatttt
cacactacca
gcaattgtat
cttagatgga
gggcaggact
tccaaatggt
ttttagtegg
ggccaaaaat
tgggtcaatt
caccceegte
ttatgcagst
tggigagcaa
ggatgegttc
ageeeettee
gctgtttgaa
cectetigta
ctcactcgce

<213> Hu/NLY/Mie 7k/1994/JP

<400> 21

atgaagatge
gaggccaacg
gttgtcggce
caaggtgagt
ttlgggeccag
ggtggcatge
tttececgeeg

cglcgaatga
atgaggttat
agcaaaatat
tcactgttte
aacttaatcc

aggtlcaggt

tgccaccaca

cgetgeteca
ggcactigaa
aalttgacccc
accaaggaat
ctatttaagt
ggtcctaget
ttteccetgta

tcaaatgatg
cecgttgetg
tggataagaa
tcccectggag
catctttcaa
gegaacgegt

‘gatatgatta

ttggaaccta
caacctcaac
tcaggagatg
gaatttattt
atattaacca
acggctccaa
gagctccagg
gtegcteata
gcaagctatg
atgttgtatg
gctaagggaa
ggattgcatt
ggagtcgeeg
agtctcgctc
ttgctgttct
atagattgcece
caagcagacg
gccaaattge
gtceeeccaa
cccatgggaa

tcgaatgatg
ccgetegtes
lggattagag
tcgeetggeg
catttgteec
gggaatgcesgt
gaaaacatca

glgcagetag
gcgeatcetat
caaattttgt
aaattttatt
gaatgtacaa
tcacagcagg
gcccagetea
ttatgacace
ctagaalgag
atgtcttcac
acctggtgcc
tttectgaatt
atgaaaccaa
gcacaaccca
atgggeataa
accccactga
gagtgttgac
tatacatatc
caataactga
tggatgagaa
tcaacaccaa
tcaggteeceg
tcctgeeeca
ttgeecttat
atagatcagg
ateggteattt
ciggcaatgg

gtgctgecaa
gagcclcaat
aaaatttigt
agatgetett
geatgtacaa
tcacageleg
gtgcageeea

50

tctegtacca 60
tgctgececa 120
acaageccce 180
aaattlagaa 240
tggttatget 300
taagatattg 360
aattactatg 420
cttgeetgat 480
gttagtggct 540
tgtgtcttgt 600
cccttetgta 660
gaccaactec 720
tgttgtccag 780
getgttatca 840
ttgeggaccaa 900
tgaagtgeca 960
ccaggacaat 1020
caccactagt 1080
gcatgtgecac 1140
cacccccttc 1200
tttggcacct 1260
tgteccatgt 1320
agagtgggtg 1380
taggtatgtc 1440
ttttattact 1500
caggtttgat 1560
gcgtagaaga 1620
1629

cctegtacca 60
tgcagetect 120
ccaagcacca 180
aaacctteag 240
cggatatget 300
gaaaalcatc 360
aalaactatg 420



ES 2 398

tglccecatg tgattgitga tglgagacaa cttgaaccag
ataaggaata ggitcticca ctacaaccag gagaacacce
atgetctata cacctctaag ggetaaclct ggtgaggatg
gitctgacte gececgecee agattitgag ttcacatttt
tcaaaaacaa aaccctttac tttacctatc tlgactcttg
tttccgeetg ctatagatat gotitatact gaccctaatsg
caaaatggta ggtgcaccct tgatggtaca ttgcaaggca
cagatctgtg cttltagagg caccctgatc agccagaccg
gattccccee agagageecg taatcatcca ctgeacgtce
acacaatatg acccaacgga cgatatacct gcagtcclgsg
acagtctttg gagtggctag tcagagggat gtttctggac
gccacccgag cccatgaage acacatcgac acaactgatce
ggcacaattc tcattaaatc tggttctgat gatttcaata
actccggtgg geatgegtga caacaattgg agacaatggs
agattaacct taaatatgaa cctigetcct getgtttete
atccttttct tcaggtccat agtaccatca gecggagsct
tgtctcatac cccaggaatg ggtgcageac tittaccagg
gcigttgcac tggttaggta tgtcaaccce gatactggsce
ctgcacagag aagggttect caccgtggee aactgtggaa
cccaatggct atttcagatt tgaggcttgg ggtaatcagt
ggatctggac aggegcgtag aagggeecag taa

<210> 22

<211> 1626

<212> ADN

<213> Hu/NLY/Osaka 10-25/1999/JP

<400> 22

atgaagatgg cgtcgaatga cgcageteca tctagtgatg
gagatcaaca atgaggtcat gcccettgaa cccgtgectg
gtcgtcggge aacaaaatat aattgatccc tggataagaa
gcaggtgagt ttactgtitc ccctaggaat tcccctggag
ttgggaccag atttgaatcc ctacctagee catctggece
ggcggcatgg aagtgcaaat tgtgctegget gggaatgesgt
tttgetgeeca tecccccagg gticccatat gaaaatttgt
tgcccacatg ttataatiga tgttaggcaa ttggagecat
atttggaata atltcttcca ttataatcag ggcaatgatc
atgctctata ctectttgag ggctaataat tctggtgatg
aggglgetea caaaacctlc acccgacttt gaattcacat
gaglctaaga ctaagcaatt cgclctgeee attctcaaaa
agaticccag taccagtgga tgtgatgtac acggccagga
ccacagaalg gcagggtcac actcgacggl gaactgtltgs
gltaacatc! gtaaatttaa gggagaagtic atagccaaaa
agaalggala tggaaatcac taacactgat ggaacaccta
cctggtccca tiggetcace agatiticag ggcalacttt

413 T3

“tgcttctgee
cccggatgag
taticactgt
tagticcace
gcgagtiglc
aatcaatagt
caacacaalt
Ccgagageesce
aagttaagaa
gggclaltga
aacaagaaca
caaagtatge
caaaccagee
aaltgeeecga
catctttcce
acgggtcigg
aagcagcace
‘gtaacatctt
acaatcctat
tttatacact

glgcageags
gigcatcget
ataattttgt
aaattttget
gcatgtataa
tcacagcagg
caccttctca
tcctttigee
caaaallgag
atgtgttcac
ttctagltee
talcagagat
acgagaacca
geaccaclce
atggggacst
tlgaccceac
tiegcgttige

51

cclecctgat 480
getigtagee 540
gtcctgcagg 600

‘aactgttgaa 660

taattctege 720
tgtacaaccc 780
ggttcccaca 840
cgattcaaca 900
cctagacggt 960
cttcaaaggt 1020
geggecactat 1080
acccaaatta 1140
cattagattc 1200
ctattctgge 1260
tggtgaacga 1320
ctacatagac 1380
ttcacaatct 1440
tgaggccaaa 1500
tgtagtecee 1560
tgcecccatg 1620
1653

cctegtacca 60

ggcgacacca 120
gcaggctect 180
tgatttggaa 240
tgggcacgct 300
caaaatcata 360
aattacaatg 420
tatgccagac 480
gclagttget 540
agtttcttgt 600
ceecacagte 660
gactaattca 720
ggteglecaa 780
celgtigget 840
gagatcctat 900
agaggacaca 960
cagtcagege 1020
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aataagaatg agcaaaaccc cgecacgagg gctcatgaag
gaccatttat gcccccaaat tagctcaagt gaaatttatc
agglgcacca acccacaacc tttaccccag tcggggttac
tcagacaatg gacactgcca cgatatggtg ggcacctcac
cagcagtgge geegetgtic ccggeggage aattgetgtt
gttccggteg tcatgaatcg cgttacatgg attgtcttgt
acttctacca ggaagctgec acagctcaat ctgaggtgge
ccagacactg gtagggtect ttttgagget aggctacata

gctcataccg gtgacaacce aattgtcatg
tgggtcaate agttttattc acttgcecce

caataa

<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<400> 23

aatgatgatg gcgtctaagg a
<210> 24

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<400> 24

tttttttttt tetttttttt tittttttet ttt t
<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<400> 25

gccattatcg gcgcaracca agcec

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<400> 26

tgacctcgga ttgtggacag
<210> 27

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<400> 27

21

33

24

20

gcgaattctt atctacggac accaagccta c 31

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<400> 28

gtgaatgaag atggcgtcga
<210> 29

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<400> 29

ccattataat gcacgcctge gee
<210> 30

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<400> 30

ttgtgaatga agatggcgtc ga
<210> 31

<211> 24

20

23

22

413 T3

ccataattaa
tcacaagtcc
gggggacaat
caacaacacc
citcaggtca
_cccacaagag

ccctcataag
agcaaggectt

ccaccaaatg ggtatttcag
gtgggaactg ggaaaggecg

52

caclgglgga
caacattttg
tctcateegt
cacctggeec
cagataccca
tgggt tcage
attcatcaac
cataactgtg
gttigaagct
tagaagggtc

1080

1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1626
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20

25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<400> 31

aattattgaa tccttctacg cccg
<210> 32

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<400> 32

aattactgaa cccttctacg cccatttc
<210> 33

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<400> 33

ccataactga acccttctac gcc
<210> 34

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<400> 34

atgaagatgg cgtcgaatga cg

ES 2398413 T3
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REIVINDICACIONES

1. Un kit de deteccion de SRSV que consiste esencialmente en:
(a) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 1 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 1,

(b) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoéacidos representada por el SEQ ID NO: 2 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 2,

(c) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 3 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 3,

y
(d) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 4 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 4,
y
(e) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 5 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 5,
y
(f) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 6 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 6,
y
(g) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 7 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 7,
y
(h) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 8 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 8,
y
(i) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 9 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 9,

(j) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 10 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO:
10,y

(k) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 11 o
un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID
NO: 11.

2. Un kit de deteccion de SRSV de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dichos anticuerpos han sido
preparados mediante la inmunizacién con particulas de tipo virus.

3. Un kit de deteccidon de SRSV de acuerdo con la reivindicacion 1, para distinguir los serotipos de los SRSV.

4. Un kit de deteccidon de SRSV para discriminar el genogrupo de los SRSV, consistiendo esencialmente el kit en
(a) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 1 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 1,

(b) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 2 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 2,

y
(c) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 3 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 3,

y
(d) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 4 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 4.

5. Un kit de deteccion de SRSV para la discriminacion del genogrupo de los SRSV, consistiendo esencialmente el
kit en

(e) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 5 0 un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 5,

y
(f) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 6 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 6,

y
(g) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoéacidos representada por el SEQ ID NO: 7 o un
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anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 7,
y

(h) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 8 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 8,
y

(i) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 9 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO: 9,
y

(j) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 10 o un
anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID NO:
10,y

(k) un anticuerpo contra un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID NO: 11 o
un anticuerpo contra un péptido parcial del mismo que tiene una antigenicidad equivalente al péptido del SEQ ID
NO: 11.

6. Un kit de deteccion de SRSV de acuerdo con las reivindicaciones1 a 5, en donde los anticuerpos se inmovilizan
sobre portadores de anticuerpos en fase solida adecuados para capturar los SRSV.

7. Un gen de Hu/NLV/Chiba/407/1987/JP que tiene

(a) una secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 15; o

(b) una secuencia de bases que codifica un péptido con la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID
NO: 4.

8. Un gen de Hu/NLV/Kashiwa 47/1997/JP que tiene
(a) una secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 20; o

(b) una secuencia de bases que codifica un péptido con la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID
NO: 9.

9. Un gen de Hu/NLV/Mie 7k/1994/JP que tiene

(a) una secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 21; o

(b) una secuencia de bases que codifica un péptido con la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID
NO: 10.

10. Un gen de Hu/NLV/Osaka 10-25/1999/JP que tiene

(a) una secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 22; o

(b) una secuencia de bases que codifica un péptido con la secuencia de aminoacidos representada por el SEQ ID
NO: 11.

11. Un anticuerpo anti-SRSV especifico para particulas de tipo virus que consisten en el péptido del SEQ ID NO: 4,
el SEQ ID NO: 9, el SEQ ID NO: 10 0 el SEQ ID NO: 11.
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