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DESCRIPCION
Método para medir B-glucano, y proteina de unién a -glucano para su uso en el método
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un nuevo método para medir -glucano (en lo sucesivo en el presente documento,
abreviado como "BG") usando una nueva proteina de unién a B-glucano y un kit para realizar el método.

Técnica antecedente

En las enfermedades micéticas, hay una superficial que se desarrolla sobre la piel y una profundamente arraigada
que se desarrolla en el 6rgano interno, el sistema sanguineo y el sistema linfatico. La enfermedad micoética
profundamente arraigada es un tipo de enfermedad infecciosa oportunista con la que los pacientes que pierden su
poder de resistencia (estado de inmunodeficiencia) se ven afectados, y conduce a afecciones patoldgicas
extremadamente graves. Un ejemplo representativo de microorganismo causal de la enfermedad micética
profundamente arraigada incluye especies de Candida y Aspergillus, y dado que el BG esta presente cominmente
en las paredes celulares de ambas especies, es Util para determinar el nivel en sangre del BG. En el diagndstico
clinico, la determinacion del nivel de B-glucano en plasma o suero se usa para el diagndéstico precoz de una
infeccidn flngica, la determinacion del efecto terapéutico y el prondstico.

El BG tiene una estructura de unidad de glucosa repetida unida por un enlace 8 (1 — 3) como una cadena principal,
y en algunos casos, tiene una estructura ramificada con un enlace (1—6) o un enlace (1—4), y tiene un alto peso
molecular de aproximadamente varios miles a millones (a este respecto, sin embargo, la distribucion es amplia).
Ademas, el BG tiene una propiedad de unién con el dominio de unién a 3G de la subunidad a del factor G que esta
presente en el extracto de hemaocito (lisado de amebocito) del cangrejo herradura.

El analisis estructural de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura Tachypleus se completa, y su secuencia
de aminoécidos y la secuencia de nucleétidos se han descrito en la base de datos NCBI (National Center for
Biotechnology Information (Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica). Ademas, también se ha logrado la
expresion de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura Tachypleus mediante la técnica de ingenieria
genética (Bibliografia de patente 3).

El factor G es un precursor de serina proteasas, y se activa mediante la uniéon con BG para iniciar una cascada de
proteasas de la serie del factor G. Y el factor G activado activa la enzima de procoagulacion en la enzima de
coagulacion, y finalmente esto da como resultado la formacién de gel. En consecuencia, en el campo de la ciencia
médica, farmacéutica y microbioldgica, los métodos de deteccion de BG se han desarrollado utilizando esta
propiedad del extracto de hemocito de cangrejo herradura.

En cuanto al ejemplo representativo del método de deteccion de BG empleado principalmente en este momento, la
prueba de gelificacion y el método cinético turbidimétrico mediante el uso de la reaccién de gelificacién que surge de
una soluciéon que contiene extracto de hemocito de cangrejo herradura y BG, asi como el método de sustrato
sintético del criterio de valoracidn, el método de sustrato sintético cinético, y similares, estan incluidos.

Por ejemplo, la determinacion de BG mediante el método cinético turbidimétrico se realiza como se indica a
continuacién. Es decir, un reactivo que contiene extracto de hemocito de cangrejo herradura se mezcla con una
muestra que contiene BG, y la mezcla mencionada anteriormente se irradia con luz. Posteriormente, utilizando un
instrumento de medicidn apropiado (por ejemplo, espectrofotometro, lector de microplacas, etc.), se mide la duracién
del cambio 6ptico, tal como cambio en la transmitancia, cambio en la absorbancia, variacién en una relacién de luz
transmitida Rt, variacion en el valor logaritmico de la relacién de luz transmitida Rt, y similares, requeridos para llegar
a un valor predeterminado (tiempo de gelificacion, Tg) después del inicio de la irradiacion con luz para la mezcla
mencionada anteriormente. La concentracion de BG en la muestra se determina ajustando el tiempo mencionado
anteriormente obtenido con respecto a una curva estandar que indica la relacion entre el tiempo de gelificacion y la
concentracion de BG que se ha producido por adelantado usando soluciones de BG de concentraciones conocidas.

Los métodos de medicion que usan extracto de hemocito de cangrejo herradura como se menciona anteriormente,
son un método que permite realizar la medicion de una pequefa cantidad de BG en la sangre con alta sensibilidad.
Sin embargo, estos métodos, por otro lado, tienen problemas tales como que (1) los resultados de la medicién
tienden a variar dependiendo del probador porque el método se realiza manualmente; (2) debido a la medicion
especifica del BG en la sangre, es necesario llevar a cabo la inactivacién de endotoxinas en la sangre o hacer que
los reactivos de ensayo sean insensibles a las endotoxinas; (3) para inactivar los factores interferentes en la sangre
que interfieren con la reaccion en cascada del cangrejo herradura, es necesario realizar un tratamiento previo de la
muestra de ensayo; (4) la medicién requiere un tiempo de medicién largo (aproximadamente 90 minutos); (5) dado
que se utiliza extracto de hemocito de cangrejo herradura, es decir, se usa un material natural (sustancia de origen
natural), existe preocupacion por el agotamiento de los recursos; (6) dado que se usa extracto de hemocito de
cangrejo herradura, es decir, se usa material natural, cuesta mantener la calidad del material estable, etc.
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Y asi, para resolver los problemas descritos anteriormente en los métodos de medicidon que utilizan la cascada de
proteasas, se han desarrollado algunos nuevos métodos de medicién adicionales.

Por ejemplo, hay un método en el que una proteina que consiste Unicamente en el dominio de unién a BG de la
subunidad o del factor G se prepara mediante tecnologia de ingenieria genética y se marca de forma fluorescente, y
usando una molécula de la proteina recombinante marcada de forma fluorescente en lugar de usar extracto de
hemocito de cangrejo herradura que es un material natural, se mide el G mediante la técnica de polarizacion de
fluorescencia (Bibliografia de patente 1). Sin embargo, la sensibilidad de deteccion de este método es de
aproximadamente varios ng/ml al mas alto del valor reducido de paquimano (un tipo de BG), y es insuficiente para
aplicar el método a los ensayos de laboratorio clinico.

Ademas, se ha indicado un método de medicién basado en la técnica Biacore que usa un chip sensor (Bibliografia
no perteneciente a patente 1), un método para medir G usando una proteina de unién a BG que tiene una
propiedad de unirse especificamente a BG y una propiedad de inhibir la activacion del factor G de cangrejo
herradura, y un anticuerpo contra la proteina de unién a BG que estd marcado con una sustancia marcadora
(Bibliografia de patente 2). Se describe en la Bibliografia de patente 2 que la proteina de unién a BG puede
producirse mediante tecnologia de ingenieria genética.

Aungue el método que usa un chip sensor mide principalmente la afinidad entre la proteina de union a BG y BG,
dado que la medicion es cualitativa y la operacion es engorrosa, sigue habiendo un problema al aplicar este método
al campo de las pruebas de laboratorio.

Ademas, dado que la proteina de unién a BG utilizada en el método que usa proteina de unién a G que tiene la
propiedad de inhibir la activacién del factor G de cangrejo herradura y un anticuerpo contra la proteina de unién a G
gue esta marcado con una sustancia marcadora es un producto natural, existe el problema de que puede haber una
gran diferencia. Ademas, aun no se ha estudiado si este método puede aplicarse al campo de las pruebas de
laboratorio. Ademas, este método tiene un problema de sensibilidad.

Aun adicionalmente, también se conoce una invencién que se refiere a "Un kit para detectar hongos, que comprende
un dominio o una pluralidad de dominios derivados de un dominio Z1 y/o un dominio Z2 de una subunidad a del
factor G XIn para cangrejo herradura, cuyo residuo de cisteina se reemplaza por otro aminoacido, y que comprende
una proteina recombinante capaz de unirse a -1, 3-glucano” (Bibliografia de patente 4).

Este método es un método para detectar hongos poniendo en contacto un tipo de proteina recombinante que tiene la
propiedad descrita anteriormente con una muestra que comprende hongos. Sin embargo, no se ha estudiado un
método para medir BG usando la proteina mencionada anteriormente (incluyendo el método sandwich).

Usando dos moléculas de Dectina 1 que se conoce como un receptor de BG, también se conoce un método para
medir BG mediante ELISA, y similares (Bibliografia no perteneciente a patente 2). Sin embargo, este método
tampoco ha alcanzado el nivel de sensibilidad requerido para las pruebas de laboratorio.

Ademas, entre las bacterias tales como la bacteria celulolitica de Fibrobacter succinogenes, se conoce una que
posee proteina de unién a celulosa. Una region en la proteina de union a celulosa donde la proteina se une a la
celulosa se denomina dominio de unién a celulosa (CBD). ElI CBD se clasifica ademas en varias subfamilias (CBD | a
X) segun la caracteristica de una secuencia de aminoacidos (Advances in Microbial Physiology, vol.37, pag. 1-81,
1995). En los CBD, hay unos que tienen un dominio de tipo xilanasa Z que tiene la propiedad de unirse a BG. Sin
embargo, no necesariamente todos los CBD tienen el dominio tipo xilanasa Z. Ademas, la celulosa, que es una
diana de unién por CBD es (1—4)-B-D-glucano, sin embargo, el BG en plasma, que es un objeto de medicién en
ensayos clinicos, es (1—-3)-B-D-glucano. Por lo tanto, no se ha aclarado si el CBD puede utilizarse para medir G en
el campo de las pruebas clinicas, incluso si el que tiene el dominio tipo xilanasa Z esta presente en el CBD.

Como se ha descrito anteriormente, todos estos métodos tenian diversos problemas cuando se pretendia que BG se
midiera especificamente, y particularmente, para utilizar el método para pruebas clinicas.

Lista de referencias

BIBLIOGRAFIA DE PATENTES

Bibliografia de patente 1: JP-A-2003-155298;
Bibliografia de patente 2: JP-B-3793573;
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Bibliografia de patente 4: JP-A-2009-47588.
BIBLIOGRAFIA NO PERTENECIENTE A PATENTES

Bibliografia no perteneciente a patente 1: Takaki Y. et al., J. Biol. Chem., 2002, vol. 277, pag.14281-14287;
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Bibliografia no perteneciente a patente 2: Graham L. M. et. al., J. Immunol. Methods, 2006, vol. 314(1-2), pag.164-
169.

Resumen de la invencion
PROBLEMA A RESOLVER POR LA INVENCION

La presente invencion se realizé en vista de la situacion descrita anteriormente, y un objeto de la presente invencion
es proporcionar un método para medir G que tiene una sensibilidad y especificidad equivalentes al reactivo
convencional con la utilizacion de la cascada de proteasa, y ha resuelto los diversos problemas descritos
anteriormente.

MEDIOS PARA RESOLVER EL PROBLEMA

La presente invencion se realiza con el fin de resolver los problemas descritos anteriormente, y comprende las
siguientes constituciones.

(1) Un método para medir B-glucano (en lo sucesivo en el presente documento, abreviado como "8G"), que
comprende:

(i) poner en contacto una muestra con una proteina 1 que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada
en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 20, o una secuencia de amino&cidos que es un 95 % o mas homéloga
con la secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 20, y que tiene una
activacion de unidén a B-glucano (en lo sucesivo en el presente documento, abreviado como "proteina de union
a BG 1"), y también una proteina 2 que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera
de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 18, o SEQ ID NO: 20, o una secuencia de aminoacidos que es un 95 % o mas homadloga con la secuencia
de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO: 20, y que tiene una actividad de unién a -
glucano (en lo sucesivo en el presente documento, abreviado como "proteina de unién a G 2"), para formar un
complejo de la proteina de unién a BG 1, BG en la muestra y la proteina de unién a G 2;

(ii) medir la cantidad del complejo mencionado anteriormente; y
(iii) determinar la concentracion de BG en la muestra en funcion de la cantidad del complejo obtenido.

(2) Un kit para medir B-glucano que comprende los siguientes como constituyentes. Un kit para medir B-glucano que
comprende los siguientes como constituyentes:

(i) un reactivo que contiene una proteina de union a BG 1 que comprende una secuencia de aminoacidos
mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 20, o una secuencia de aminoacidos que es un 95 % o mas
homologa con la secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO: 20, y que tiene
una actividad de unién a B-glucano, y

(ii) un reactivo que contiene una proteina de unién a BG 2 marcada con una sustancia de marcado que
comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO: 20, 0 una
secuencia de aminoéacidos que tiene un 95 % o mas de homologia con la secuencia de aminoacidos mostrada
en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO: 20, y que tiene una actividad de unién a 3-glucano, en donde

(A) la proteina de unién a BG 1 y la proteina de uniéon a BG 2 tienen una secuencia de aminoacidos
diferente, respectivamente,

(B) la proteina de unioén a BG 1 esta inmovilizada en un vehiculo insoluble, y

la proteina de union a BG 2 no esta inmovilizada en un vehiculo insoluble,

(C) la proteina de unién a BG 1 no esta marcada, y

la proteina de unién a BG 2 se marca con una sustancia marcadora, o

(D) la proteina de unién a BG 1 esta inmovilizada en un vehiculo insoluble y esta sin marcar, y

la proteina de unién a BG 2 estd marcada con una secuencia de marcado.
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(3) Una proteina que tiene una actividad de unioén a -glucano seleccionada de los siguientes puntos (i) o (ii);

(i) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ, o una secuencia de aminoacidos que tiene 95
% o méas de homologia con la secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, o

(i) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO:14 o la SEQ
ID NO:20.

(4) Una molécula de acido nucleico

(i) que comprende una secuencia de nucleétidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9; o una secuencia de nucleétidos que tiene un 95 % o
mas de homologia con la secuencia de nucledtidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9,

(i) que consiste en una secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO:13 o la SEQ ID NO:19, o
(i) que codifica una proteina descrita en el punto (3) anterior.

(5) Una construccién recombinante que incorpora en la misma la molécula de &cido nucleico descrita en el punto (4)
anterior.

(6) Un transformante o un transductor, que se transforma o se transduce por la construccion recombinante descrita
en el punto (5) anterior.

(7) Un proceso para producir una proteina descrita en el punto (3) anterior, caracterizado por que el transformante o
el transductor del punto (6) descrito anteriormente se cultiva, y la proteina se separa del cultivo resultante.

El presente inventor considerd, en el transcurso del extenso estudio con el fin de resolver los problemas descritos
anteriormente, que, tomando nota del dominio de unién a BG que estaba presente en la subunidad o del factor G de
cangrejo herradura, y que era un dimero, podria ser posible medir el G usando el fragmento de la subunidad a que
comprende esta estructura de dominio. Ademas, el presente inventor también consideré que dicho fragmento de
subunidad a podria obtenerse como un producto recombinante (proteina recombinante) mediante técnica de
ingenieria genética, y estudiarse mas a fondo, y como consecuencia, se establecié un sistema de medicién de BG
basado en el método sandwich que usa el fragmento de la subunidad a mencionada anteriormente. Es decir, se
encontré que un fragmento adecuado para la medicidon de BG esta presente en los fragmentos de la subunidad a con
una secuencia de aminoacidos particular y que tiene al menos una estructura monomeérica del dominio de unién a
BG, y, ademas, se establecié un sistema de mediciéon de BG basado en el método sandwich usando dos moléculas
de estos fragmentos de la subunidad o, y asi se complet6 la presente invencion.

Efecto de la invencion

La presente invencion se dirige a proporcionar un método para medir BG usando dos moléculas de proteina de union
a BG que tiene una secuencia de aminoacidos especifica y un reactivo y un kit para su uso en la medicién, asi como
una proteina de unién a BG recombinante, que posee una secuencia de aminodacidos especifica y un método de
produccién de la misma. De acuerdo con el método para medir G de la presente invencién, BG puede medirse con
alta sensibilidad aun con especificidad en comparacion con los métodos convencionales. Ademas, incluso si se trata
de un caso en el que se mide BG en una muestra que contiene proteasa, no es necesario realizar el pretratamiento
para desactivar la proteasa en la muestra con antelacion. Ademas, debido a su alta sensibilidad, el método puede
producir tal efecto que puede emplearse también para pruebas de laboratorio.

Ademas, dado que no es necesario usar material natural si el método de medicidn de la presente invenciéon se
realiza usando proteina recombinante de la presente invencién, no hay diferencia de lote del reactivo a utilizar, y se
realizara el efecto de que la medicion especifica de BG se puede realizar de forma estable en la sensibilidad de
medicion alta.

Aun adicionalmente, el método de medicién de la presente invencién puede aplicarse no solo a procedimientos
manuales, sino también a la medicién que emplea analizadores automaticos.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La Figura 1 muestra un diagrama esquematico de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Limulus polyphemus) y fragmentos de la misma. El panel superior de la Figura 1 muestra el diagrama esquematico
de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus). El panel inferior de la Figura 1 muestra
el diagrama esquematico de los fragmentos derivados de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus
polyphemus), y las posiciones del aminoacido N-terminal y C-terminal de cada fragmento en la subunidad a del
factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus), respectivamente.
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[Figura 2] La Figura 2 muestra un diagrama esquematico de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Tachypleus tridentatus) y fragmentos de la misma. El panel superior de la Figura 2 muestra el diagrama
esquematico de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus). El panel inferior de la
Figura 2 muestra el diagrama esquematico de los fragmentos derivados de la subunidad a del factor G de cangrejo
herradura (Tachypleus tridentatus), y las posiciones del aminoacido N-terminal y C-terminal de cada fragmento en la
subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus), respectivamente.

[Figura 3] La Figura 3 muestra los resultados de la expresion proteica del fragmento a (233-649 aa) derivado de la
subunidad o del factor G de Limulus polyphemus obtenida en el Ejemplo 1. (a) muestra los resultados de la
transferencia Western, (b) muestra los resultados de la tincion con plata del gel después de SDS-PAGE,
respectivamente. Ademas, en la Figura 3 (a) y la Figura 3 (b), se usaron el carril (1) y el carril (2) que muestran los
resultados de los marcadores de peso molecular de proteina y el fragmento a purificado por afinidad a como
muestra, respectivamente.

[Figura 4] La Figura 4 es una curva estandar obtenida en el Ejemplo 5, que muestra la relacion entre la
concentracion de lentinano (valor reducido) en una muestra y la absorbancia a 450 nm de la muestra. Las barras de
error indican el valor de 2 DE.

[Figura 5] La Figura 5 muestra los resultados de la medicién de la actividad de peroxidasa en cada concentracion del
fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus y el fragmento b derivado de la
subunidad o del factor G de Limulus polyphemus, obtenidos en el Ejemplo 6.

[Figura 6] La Figura 6 muestra los resultados de la medicién en presencia o ausencia de un agente quelante de
metal para determinar la actividad de peroxidasa del fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus, obtenidos en el Ejemplo 7.

[Figura 7] La Figura 7 muestra el disefio del chip capilar usado en el Ejemplo 8.

[Figura 8] La Figura 8 muestra una curva estandar obtenida en el Ejemplo 6, que muestra la relacion entre la
concentracion de lentinano (valor reducido) en una muestra y el valor de integracion de tiempo de la intensidad de
fluorescencia del complejo. Las barras de error indican el valor de 2 DE.

[Figura 9] La Figura 9 muestra una correlacion entre las concentraciones de BG obtenidas mediante el método
sandwich de la presente invencion y las concentraciones de BG obtenidas mediante el método de medicion
convencional que emplea extracto de hemocito de cangrejo herradura, que se obtuvo en el Ejemplo 10.

[Figura 10] La Figura 10 muestra una relacién entre la concentracion de lentinano (valor reducido) en una muestra y
la intensidad de luminiscencia (cps: recuento por segundo), que se obtuvo en el Ejemplo 11. Las barras de error
indican el valor de 1 DE.

Realizaciones para realizar la invencion

El BG implicado en la presente invencién no esta particularmente limitado, siempre que sea un polisacarido que
comprenda BG como constituyente. Por ejemplo, se incluyen los que tienen la propiedad de desencadenar una
reaccion enzimatica del extracto de hemocito de cangrejo herradura. Especificamente, por ejemplo, se incluyen
polisacéridos naturales obtenidos de la pared celular, y similares, de diversas bacterias (por ejemplo, el género
Alcaligenes, Agrobacterium, y similares), levadura (por ejemplo, el género Saccharomyces, Candida, Cryptococcus,
Trichosporon, Rhodotorula, y similares), hongos (genus Aspergillus, Mucor, Penicillium, Trichophyton, Sporothrix,
Phialophora, y similares), hongos del rayo (género Actinomyces, Nocardia, y similares), y champifiones (por ejemplo,
Lentinula edodes, Schizophyllum commune, Trametes versicolor, y similares), mas especificamente, por ejemplo,
curdlan, paguimano, esclerotano, lentinano, esquizofilano, coriolano, y similares, o un glucano de almacenamiento
de algas (por ejemplo, algas pardas, euglena, diatomeas, y similares), y aun especificamente, por ejemplo,
laminarano, paramilo y similares.

La "Proteina 1 que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO: 20, o una
secuencia de aminodacidos que tiene 95 % o mas de homologia con la secuencia de aminoacidos mostrada en una
cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO: 20, y que tiene una actividad de union a 3-glucano" (proteina de unién a G 1) y la
"proteina 2 que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 20, o una
secuencia de aminoéacidos que tiene 95 % o mas de homologia con la secuencia de aminoacidos mostrada en una
cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 20, y que tiene una actividad de unién a B-glucano" (proteina de unién a G 2)
pueden ser iguales a o diferentes entre si, y estas pueden ser una proteina sintética.

Ademas, la "proteina de unién a G 1"y la "proteina de unién a BG 2" a veces se ponen juntas y se describen como
"proteina de unién a BG implicada en la presente invencion" o simplemente "proteina de unién a BG", en lo sucesivo.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 655725713

La "proteina de unién a G 1" y la "proteina de unién a G 2" son las Unicas derivadas de la subunidad o del factor
G del hemocito de cangrejo herradura.

La secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) se aclaro
por el presente inventor. Comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 constituida por
aproximadamente 649 aminodcidos, y codificada por una secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1,y
existe un dominio de tipo 3-1,3-glucanasa en el lado N-terminal, dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ) que se
presume que es el dominio de unién a G en el lado C-terminal, y un dominio de tipo xilanasa A en el centro de la
secuencia. En el dominio de tipo xilanasa A, hay dos repeticiones del motivo QQWS (GIn-GIn-Trp-Ser) que son un
motivo estructural.

Ademas, basandose en el conocimiento de la secuencia de aminoéacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo
herradura (Limulus polyphemus) obtenida por el presente inventor, se disefiaron cuatro tipos de fragmentos de la
subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus), cada uno de los cuales comprende el
dominio de tipo xilanasa Z (XInZ) que se supone que es un dominio de unién a BG en la estructura. Es decir, estos
son:

* fragmento a de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) (en lo sucesivo, indicado a
veces simplemente como "fragmento a");

* fragmento b de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) (en lo sucesivo, indicado a
veces simplemente como "fragmento b");

* fragmento c de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) (en lo sucesivo, indicado a
veces simplemente como "fragmento c"); y

* fragmento d de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) (en lo sucesivo, indicado a
veces simplemente como "fragmento d").

El diagrama esquematico de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) que se aclaré
por el presente inventor se muestra en el panel superior de la Figura 1. Ademas, el diagrama esquematico de los
fragmentos derivados de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus), y las posiciones
del aminoacido N-terminal y C-terminal de cada fragmento en la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Limulus polyphemus) se muestran colectivamente en el panel inferior de la Figura 1.

La estructura, etc. de cada fragmento, se explica a continuacién.

El fragmento a consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 que se codifica por una
secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 3. Corresponde a la parte de la secuencia de aminoéacidos del
233 al 649 de N-terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Limulus polyphemus) mostrada en la SEQ ID NO: 2. Tiene un dominio tipo xilanasa A (existen dos motivos QQWS)
y un dominio dimérico tipo xilanasa Z (XInZ).

El fragmento b consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 6 que se codifica por una
secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 5. Corresponde a la parte de la secuencia de aminoéacidos del
387 al 649 de N-terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Limulus polyphemus) mostrada en la SEQ ID NO: 2. Tiene un dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ).

El fragmento ¢ consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 8 que se codifica por una
secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 7. Corresponde a la parte de la secuencia de aminoacidos del
524 al 649 de N-terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Limulus polyphemus) mostrada en la SEQ ID NO: 2. Tiene un dominio de tipo xilanasa Z en el lado C-terminal del
dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ).

El fragmento d consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 10 que se codifica por una
secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 9. Corresponde a la parte de la secuencia de aminoéacidos del
233 al 515 de N-terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Limulus polyphemus) mostrada en la SEQ ID NO: 2. Tiene un dominio de tipo xilanasa A (existen dos motivos
QQWS) y un dominio de tipo xilanasa Z en el lado N-terminal del dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ).

Por otro lado, se completa el andlisis estructural de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus
tridentatus) y la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos se describen en la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Comprende un péptido sefial que consiste en 19 aminoacidos y una
secuencia de aminoacidos que consiste en 673 aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO: 12 y que se codifica
por una secuencia de nucleétidos mostrada en el presente documento por la SEQ ID NO: 11. Existe un dominio de
tipo B-1,3-glucanasa en el lado N-terminal, dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ) que se presume que es el
dominio de unién a BG en el lado C-terminal, y un dominio de tipo xilanasa A en el centro de la secuencia. En el
dominio de tipo xilanasa A, hay una repeticion de tres veces del motivo QQWS (GIn-GIn-Trp-Ser) que son un motivo
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estructural. Ademas, el ADN que codifica el polipéptido de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Tachypleus tridentatus) se describe en el documento JP-B-3781771 (Bibliografia de patente 3). El polipéptido
mencionado anteriormente consiste en 654 aminoacidos, y carece de la parte del péptido sefial de la secuencia de
aminoacidos descrita en la base de datos NCBI.

Ademas, el presente inventor disefié cuatro tipos del fragmento de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Tachypleus tridentatus), cada uno de los cuales comprende el dominio de tipo xilanasa Z (XInZ) que se supone que
es un dominio de uniéon a BG en la estructura de la misma manera que en el disefio de los fragmentos de la
subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus). Es decir, estos son:

* fragmento e de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus) (en lo sucesivo,
indicado a veces simplemente como "fragmento e");

* fragmento f de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus) (en lo sucesivo, indicado
a veces simplemente como "fragmento f");

* fragmento g de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus) (en lo sucesivo,
indicado a veces simplemente como "fragmento g");

* fragmento h de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus) (en lo sucesivo,
indicado a veces simplemente como "fragmento h").

El diagrama esquemético de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus) se muestra
en el panel superior de la Figura 2. Ademas, el diagrama esquemaético de los fragmentos derivados de la subunidad
a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus), y las posiciones de aminoacido N-terminal y C-
terminal de cada fragmento en la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus) se
muestran en conjunto en el panel inferior de la Figura 2. Entre estos, el fragmento e y el fragmento h estan
disefiados por primera vez por el presente inventor. Por el contrario, el fragmento f y el fragmento g se conocen bien,
y existe un caso, por ejemplo, en el que la medicién de BG se realizé usandolos marcados con sustancia marcadora.
Sin embargo, no se conoce la medicion de BG mediante el método sandwich usando dos moléculas de estos
fragmentos o dos moléculas de este fragmento y otro fragmento.

La estructura, y similares de cada fragmento, se explica a continuacion.

El fragmento e consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 14 que se codifica por una
secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 13. Corresponde a la parte de la secuencia de aminoacidos
del 268 al 673 de N-terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Tachypleus tridentatus) mostrada en la SEQ ID NO: 12. Tiene un dominio de tipo xilanasa A (existen tres motivos
QQWS) y un dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ).

El fragmento f consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 16 que se codifica por una
secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 15. Corresponde a la parte de la secuencia de aminoacidos
del 410 al 673 de N-terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Tachypleus tridentatus) mostrada en la SEQ ID NO: 12. Tiene un dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ).

El fragmento g consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 18 que se codifica por una
secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 17. Corresponde a la parte de la secuencia de aminoacidos
del 548 al 673 de N-terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Tachypleus tridentatus) que se muestra en la SEQ ID NO: 12. Tiene un dominio de tipo xilanasa Z en el lado C-
terminal del dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ).

El fragmento h consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 20 que se codifica por una
secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 19. Corresponde a la parte de la secuencia de aminoacidos
del 268 al 547 de N-terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Tachypleus tridentatus) mostrada en la SEQ ID NO: 12. Tiene un dominio de tipo xilanasa A (existen tres motivos
QQWS) y un dominio de tipo xilanasa Z en el lado N-terminal del dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ).

La SEQ ID NO de la secuencia de aminoacidos y la SEQ ID NO de la secuencia de nucleétidos que codifica la
secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) y los
fragmentos de la misma, asi como de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus) y
los fragmentos de la misma, se muestran conjuntamente en la siguiente Tabla 1.
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[Tabla 1]
SEQ ID NO de la secuencia SEQ ID NO de la secuencia Tipo de fragmento de la subunidad o del factor G
de nucledtidos de aminoacidos de cangrejo herradura
1 2 Subunidad a del factor G de Limulus polyphemus
3 4 Fragmento a derivado de la subunidad a del factor
G de Limulus polyphemus
Fragmento b derivado de la subunidad a del factor
5 6 .
G de Limulus polyphemus
Fragmento c derivado de la subunidad a del factor
7 8 )
G de Limulus polyphemus
9 10 Fragmento d derivado de la subunidad a del factor
G de Limulus polyphemus
Subunidad a del factor G de Tachypleus
11 12 .
tridentatus
13 14 Fragmento e derivado de la subunidad a del factor
G de Tachypleus tridentatus
15 16 Fragmento f derivado de la subunidad a del factor
G de Tachypleus tridentatus
17 18 Fragmento g derivado de la subunidad a del factor
G de Tachypleus tridentatus
19 20 Fragmento h derivado de la subunidad a del factor
G de Tachypleus tridentatus

La "proteina que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO: 20, y que
tiene la actividad de union a B-glucano” que se usa en el método de medicion de la presente invencion es,
corresponde a, la subunidad a G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) o los fragmentos respectivos de la
subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus).

Ademas, la "secuencia de aminoacidos que tiene un 95 % o mas de homologia con la secuencia de aminoacidos
mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO: 20" usada en el método de medicion de la presente invencion

es, por ejemplo, una proteina en la que de 1 a 5 (preferiblemente, de 1 a 3) aminoacidos se reemplazan o se
eliminan en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 20, o de 1 a 5 (preferiblemente, de 1 a 3)
aminoacidos se insertan o se afiaden a la secuencia de aminoacidos mencionados anteriormente, y que tiene la
actividad de unién a B-glucano. La posicion que da la sustitucion, delecion, insercion, adicion y similares a la
secuencia de aminoacidos que constituye la proteina mencionada anteriormente es opcional siempre que la afinidad
de la proteina por BG no se vea afectada por la misma.

Ademas, la sustitucién, delecién, insercién y adicion pueden tener lugar en multiples puntos de una Unica secuencia
de aminoacidos, siempre que la afinidad de la proteina mencionada anteriormente por BG no se vea afectada por la
misma.

Los ejemplos preferidos de la proteina de unién a BG 1 y la proteina de unién a BG 2 que se usaran para el método
de medicién de la presente invencion incluyen el fragmento a, el fragmento b, el fragmento c, el fragmento d, el
fragmento e, el fragmento f, el fragmento g, y el fragmento h implicados en la presente invencion. Considerando la
facilidad de adquisicién del producto recombinante, el fragmento a, el fragmento b, el fragmento e y el fragmento f
son particularmente preferibles.

Ademas, en el caso en el que una proteina de unién a BG implicada en la presente invencién se marca con una
sustancia marcadora y la proteina de unién a BG marcada se usa para la medicién de BG, la siguiente proteina de
union a BG es mas preferible. Es decir, es mejor que la proteina de unién BG tenga una longitud suficiente (el
numero de aminoacidos) entre el sitio de la sustancia marcadora que se une y el sitio de unién a BG en la proteina
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de union a BG, de manera que la unién de la proteina de unién a BG a BG no se vea interferida por la sustancia
marcadora. Ademas, cuando la proteina de unidon a BG se usa para el método sandwich, la distancia mas larga
(mayor cantidad de aminoacidos) también puede proporcionar una mayor sensibilidad de medicién. Teniendo en
cuenta el punto anterior, en cuanto a la proteina de unién a BG implicada en la presente invencion, son preferibles el
fragmento a, el fragmento b, el fragmento e y el fragmento f, y el fragmento a o el fragmento b son particularmente
preferibles.

Ademas, aunque la proteina de unién a 3G usada para el método de mediciéon de BG descrito anteriormente de la
presente invencién no tiene un dominio tipo B-glucanasa de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura, el
uso de esta proteina de union a BG para el método de medicion de BG proporciona las siguientes ventajas.

Es decir, como se ha descrito anteriormente, dado que el extracto de hemocito de cangrejo herradura es un producto
natural, incluso si el extracto de hemocito de cangrejo herradura, o el factor G, la subunidad a del factor o el aislado
similar de los mismos esta destinado a usarse para la medicién de BG, la diferencia de lote tiende a aparecer.
Ademas, como es un producto natural, no se puede negar que existe un riesgo de suministro inestable en el futuro.
Por lo tanto, si se obtiene el producto recombinante que posee actividad de union al G, tal problema también puede
resolverse.

Y asi, los presentes inventores han estudiado extensamente cOmo obtener una proteina recombinante que posea
actividad de union al BG. Como resultado, aunque la razén no se ha aclarado, una proteina de uniéon a BG que
carece del dominio tipo glucanasa de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura puede expresarse de
manera eficaz, particularmente cuando la proteina se expresa usando E. coli como huésped.

Como se describira mas adelante, la proteina de unién a BG que se usara para el método de medicién de BG de la
presente invencion puede, por supuesto, expresarse también cuando se usa célula de mamifero, célula de insecto, o
similar como célula huésped. Sin embargo, por ejemplo, cuando se usa levadura como célula huésped, sera
necesario un proceso adicional para eliminar la proteina de union a BG de origen de levadura de la proteina
expresada, porque la célula de levadura tiene proteina de union a BG endégenamente. Ademas, cuando se usa una
célula de insecto como huésped, existe el problema de que la proteina expresada secretada puede estar
contaminada con albumina sérica bovina contenida en el medio con el que se cultivan las células de insecto.

Sin embargo, dado que la célula de E. coli no tiene BG, no hay riesgo de que la proteina expresada por E. coli esté
contaminada con BG enddgeno. Ademas, como se sabe bien, E. coli tiene dichas ventajas en comparacion con otras
células, ya que es facil de manipular; es facil de propagar; la tasa de crecimiento es rapida; el coste de manipulacion
es barato; y no se requiere una instalacion de cultivo especial. Por lo tanto, si se usa E. coli como huésped, existe la
ventaja de que la proteina recombinante puede fabricarse de manera rapida, estable y a bajo coste.

Por lo tanto, la proteina de unién a BG implicada en la presente solicitud que carece del dominio tipo glucanasa de la
subunidad o del factor G de cangrejo herradura también es excelente ya que puede expresarse cuando se usa E.
coli como huésped.

El método para medir G de la presente invencion se logra mediante los siguientes procedimientos:

(1) una muestra se hace reaccionar con la proteina de unién a G 1 y la proteina de unién a 3G 2 para formar
un complejo de la proteina de unién a BG 1, BG en una muestra y la proteina de unién a G 2;

(2) se mide la cantidad del complejo anteriormente mencionado; y
(3) la concentracién de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad del complejo obtenido.

El principio del método de medicion implicado en la presente invencion es la denominada técnica sandwich en la que
la medicién se realiza usando la proteina de unién a G 1 y la proteina de unién a G 2.

Por ejemplo, es la técnica sandwich realizada en el método de inmunocromatografia habitual, un método de latex, y
un método de inmunoensayo enzimatico (método EIA), y es el método que usa la proteina de unién a BG 1y la
proteina de unién a BG 2 en lugar del anticuerpo o el antigeno. Ademas, la aplicacién a Micro-TAS (sistemas de
analisis Micro-Total: u-TAS) también es posible.

El complejo formado puede medirse mediante un método heterogéneo en el que la separacion de BF se realiza
usando un vehiculo insoluble o similar, 0 mediante un método homogéneo en el que no se realiza la separacién de
BF.

En lo sucesivo, se describiran ejemplos de realizacion de la presente invencion. Debe observarse que después de
las operaciones respectivas, se puede realizar una operacion para eliminar la sustancia no deseada (lavado o
similar), si es necesario.

I-1. Método que usa proteina de unién a BG libre (1):
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(i) una muestra se pone en contacto con la proteina de unién a G 1 libre (no inmovilizada en un vehiculo
insoluble) y la proteina de unién a BG 2 libre (no inmovilizada en un vehiculo insoluble), para formar un
complejo de la proteina de unién a BG 1, BG en la muestra y la proteina de unién a G 2;

(ii) se mide la cantidad del complejo mencionado anteriormente; y
(iii) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad del complejo obtenido.
I-2. Método que usa proteina de unién a 3G libre (2):

(i) una muestra se pone en contacto con la proteina de unién a G 1 libre (no inmovilizada en un vehiculo
insoluble) para formar un complejo 1 de BG en la muestra y la proteina de unién a BG 1; después

(ii) el complejo 1 mencionado anteriormente se pone en contacto con la proteina de unién a BG 2 libre (no
inmovilizada en un vehiculo insoluble) para formar un complejo 2 de la proteina de unién a BG 1, BG en la
muestra y la proteina de unién a BG 2; después

(iii) se mide la cantidad del complejo 2 mencionado anteriormente; y

(iv) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad del complejo 2 obtenido
mencionado anteriormente.

II-1. Método que usa una proteina de unién a BG 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble y una proteina de unién a
BG 2 no marcada libre (1):

(i) una muestra se pone en contacto con una proteina de unién a G 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble y
una proteina de union a BG 2 no marcada libre, para formar un complejo de la proteina de unién a BG 1
inmovilizada en un vehiculo insoluble, BG en la muestra y la proteina de unién a G 2 no marcada;

(ii) se mide la cantidad del complejo mencionado anteriormente; y

(iii) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad del complejo obtenido
mencionado anteriormente.

1I-2. Método que usa una proteina de unién a BG 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble y una proteina de unién a
BG 2 no marcada libre (2):

(i) una muestra se pone en contacto con una proteina de unién a G 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble
para formar un complejo 1 de la proteina de unién a BG 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble y BG en la
muestra; después

(i) el complejo 1 mencionado anteriormente se pone en contacto con una proteina de unién a G 2 no marcada
libre, para formar un complejo 2 del complejo 1 y la proteina de unién a G 2 no marcada; después

(iif) se mide la cantidad del complejo 2 mencionado anteriormente; y

(iv) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad del complejo 2 mencionado
anteriormente.

IlI-1. Método que usa una proteina de unién a BG 1 libre y una proteina de unién a BG 2 libre marcada con una
sustancia marcadora (1):

(i) una muestra se pone en contacto con una proteina de union a BG 1 libre y una proteina de unién a G 2 libre
marcada con una sustancia marcadora, para formar un complejo de la proteina de unién a BG 1, BG en la
muestra y la proteina de unién a BG 2 marcada;

(iif) se mide la cantidad de la sustancia marcadora en el complejo mencionado anteriormente; y

(iv) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad de la sustancia marcadora
obtenida.

I1I-2. Método que usa una proteina de unién a BG 1 libre y una proteina de unién a G 2 libre marcada con una
sustancia marcadora (2):

(i) una muestra se pone en contacto con una proteina de unién a BG 1 libre para formar un complejo 1 del G
en la muestra y la proteina de union a BG 1; después

(ii) el complejo 1 mencionado anteriormente se pone en contacto con una proteina de union a G 2 libre
marcada con una sustancia marcadora, para formar un complejo 2 del complejo 1 y la proteina de unién a G 2
marcada; después
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(iii) se mide la cantidad de la sustancia marcadora en el complejo 2 mencionado anteriormente; y

(iv) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad de la sustancia marcadora
obtenida.

IV-1. Método que usa una proteina de union a G 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble y una proteina de unién a
5 BG libre marcada con una sustancia marcadora (1):

(i) una muestra se pone en contacto con una proteina de unién a BG 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble y
una proteina de union a BG libre marcada con una sustancia marcadora, para formar un complejo de la proteina
de union a BG 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble, G en la muestra y la proteina de union a G 2 marcada;

(i) se mide la cantidad de la sustancia marcadora en el complejo mencionado anteriormente; y

10 (iv) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad de la sustancia marcadora
obtenida.

IV-2. Método que usa una proteina de union a 3G 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble y una proteina de unién a
G libre marcada con una sustancia marcadora (2):

(i) una muestra se pone en contacto con una proteina de unién a G 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble para
15 formar un complejo 1 de la proteina de union a BG 1 inmovilizada en el vehiculo insoluble y el BG en la muestra;
después

(ii) el complejo 1 mencionado anteriormente se pone en contacto con una proteina de unién a G 2 libre marcada
con una sustancia marcadora, para formar un complejo 2 del complejo 1y la proteina de unién a G 2 marcada;
después

20 (iii) se mide la cantidad de la sustancia marcadora en el complejo 2 mencionado anteriormente; y

(iv) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad de la sustancia marcadora
obtenida.

V-1. Método que usa una proteina de unién a G 1 libre marcada con una sustancia marcadora, y una proteina de
unién a G 2 libre marcada con una sustancia marcadora (1):

25 (i) una muestra se pone en contacto con una proteina de unién a G 1 marcada con una sustancia marcadora y
una proteina de unién a 3G 2 libre marcada con una sustancia marcadora para formar un complejo de la proteina
de unioén a BG 1, el BG en la muestra y la proteina de unién a G 2 marcada;

(iif) se mide la cantidad de la sustancia marcadora en el complejo mencionado anteriormente; y

(iv) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad de la sustancia marcadora
30 obtenida.

V-2. Método que usa una proteina de unién a G 1 libre marcada con una sustancia marcadora, y una proteina de
union a G 2 libre marcada con una sustancia marcadora (2):

(i) una muestra se pone en contacto con una proteina de uniéon a BG 1 libre marcada con una sustancia
marcadora, para formar un complejo 1 del BG en la muestra y la proteina de unién a G 1 marcada; después

35 (i) el complejo 1 mencionado anteriormente se pone en contacto con una proteina de union a BG 2 libre marcada
con una sustancia marcadora, para formar un complejo 2 del complejo 1y la proteina de unién a BG 2 marcada;
después

(i) se mide la cantidad de la sustancia marcadora en el complejo 2 mencionado anteriormente; y

(iv) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad de la sustancia marcadora
40 obtenida.

VI-1. Método que usa una proteina de unién a BG 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal como una particula de
latex y una proteina de unién a G 2 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal como una particula de latex (1):

(i) una muestra se pone en contacto con una proteina de unién a G 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal
como una particula de latex y una proteina de unién a G 2 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal como una

45 particula de latex, para formar un complejo de la proteina de unién a G 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble
tal como una particula de latex, el BG en la muestra y la proteina de unién a BG 2 inmovilizada en un vehiculo
insoluble tal como una particula de latex;

(iii) se mide la cantidad del complejo mencionado anteriormente; y
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(iv) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad del complejo obtenido
mencionado anteriormente.

VI-2. Método que usa una proteina de unién a BG 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal como una particula de
latex y una proteina de unién a 3G 2 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal como una particula de latex (2):

(i) una muestra se pone en contacto con una proteina de union a BG 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal
como una particula de latex, para formar un complejo 1 de la proteina de unién a BG 1 inmovilizada en un
vehiculo insoluble tal como una particula de latex y el BG en la muestra; después

(i) el complejo 1 mencionado anteriormente se pone en contacto con una proteina de unién a G 2 inmovilizada
en un vehiculo insoluble tal como una particula de latex, para formar un complejo 2 del complejo 1 y la proteina
de unién a BG 2 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal como una particula de latex; después

(iii) se mide la cantidad del complejo 2 mencionado anteriormente; y

(iv) la concentracion de BG en la muestra se determina basandose en la cantidad del complejo obtenido
mencionado anteriormente.

Ademas, también se incluye un método en el que la cantidad del BG en una muestra se mide usando un anticuerpo
contra la proteina de unién a BG 1 o la proteina de unién a G 2 y la proteina de union a G 1 y la proteina de union
a BG 2, formando un complejo del anticuerpo mencionado anteriormente y la proteina de union a BG 1y la proteina
de unién a BG 2 y el BG en la muestra, y midiendo la cantidad del complejo mencionado anteriormente. El anticuerpo
gue se utilizara para este método puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal, sin embargo, debe
ser uno que no interfiera en la formacion del complejo de la proteina de unién a 3G 1, la proteina de union a G 2 y
el BG en la muestra. Ademas, la medicién de BG también se puede realizar mediante un Unico sistema de medicién
usando varios tipos de los anticuerpos mencionados anteriormente. Ademas, como se ha descrito anteriormente, no
hace falta decir que la proteina de unién a BG 1 y la proteina de unién a BG 2 se pueden inmovilizar en un vehiculo
insoluble, o se pueden marcar con una sustancia marcadora.

Ademas, la combinacién de la proteina de unién a BG 1 y la proteina de unién a BG 2 usada para el método de
medicién de la presente invencion pueden ser las mismas o diferentes entre si.

Es decir, la proteina de unién a BG 1 y la proteina de unién a BG 2 en una combinacién pueden ser de un tipo cada
una, o pueden ser de multiples tipos cada una. Ademas, un tipo o multiples tipos de la proteina de unién a BG 1y un
tipo o multiples tipos de la proteina de unién a G 2 a usar pueden ser iguales o diferentes entre si. La combinacién
mas preferible incluye una combinacion en la que la proteina de unién a BG 1 es el fragmento a o el fragmento b y la
proteina de union a BG 2 es el fragmento a o el fragmento b.

Ademas, por ejemplo, en el caso en el que se usan la proteina de union a BG 1 que esta unida a un vehiculo
insoluble y la proteina de unién a BG 2 libre (marcada), una combinacion preferible (una proteina de unién a G 1
inmovilizada en un vehiculo insoluble-proteina de unién a G 2 libre) incluye (fragmento a - fragmento a), (fragmento
a - fragmento f), (fragmento b - fragmento a), (fragmento b - fragmento d), (fragmento b - fragmento f), (fragmento e -
fragmento f) y (fragmento f - fragmento f).

Una combinacion mas preferible incluye (fragmento a - fragmento a), (fragmento a - fragmento b), (fragmento b -
fragmento a), y (fragmento b - fragmento b); y una combinacidn preferible adicional incluye (fragmento a - fragmento
a) y (fragmento b - fragmento a). Una combinacién particularmente preferible incluye (fragmento b - fragmento a).

A continuacion, un método para separar el complejo 1 o el complejo 2 obtenido de la proteina de unién a BG 1 y/o la
proteina de unién a BG 2 que no formaba un complejo incluye los métodos de analisis de separacion bien conocidos
per se y usados comidnmente.

Por ejemplo, en cuanto a un método de separacion en el caso en el que se realiza la medicién que usa la proteina
de unién a BG implicada en la presente invencién que estd inmovilizada en un vehiculo insoluble, se incluye un
método para la separacion mediante la técnica de separacion B/F.

Ademas, un método para la separacion en el caso en el que la medicién se realiza usando una proteina de unién a
BG 1 libre (marcada) y/o una proteina de unién a BG 2 libre (marcada) que no estan inmovilizadas en un vehiculo
insoluble incluye, por ejemplo, cromatografia, cromatografia liquida de alto rendimiento, electroforesis, electroforesis
capilar, electroforesis en chip capilar, y un método que usa un analizador inmunolégico automatizado tal como, por
ejemplo, LiBASys (fabricado por Shimadzu Corp.). Las condiciones especificas de los mismos pueden establecerse
de manera que el complejo 1 o el complejo 2 obtenidos puedan separarse de una proteina de unién a BG 1
(marcada) libre y/o una proteina de unién a BG 2 libre (marcada) que no forma el complejo, y otras condiciones
pueden ser segun los métodos bien conocidos per se. Por ejemplo, cuando la separacion se realiza usando HPLC,
la operacion puede realizarse segun el método descrito en Anal. Chem. 65, 5, 613-616 (1993) o JP-A-9-301995; y en
el caso en el que se usa la electroforesis capilar, puede realizarse segun el método descrito en J. Chromatogr. 593,
253-258 (1992); Anal. Chem. 64, 1926-1932 (1992); y el documento W02007/027495. Ademas, por ejemplo, cuando
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se usa LiBASys como un analizador inmunolégico automatizado, la operacion se realiza segun el método descrito en
Journal of Analytical Bio-Science, 22 N.° 4 303-308 (1999).

En cuanto al vehiculo insoluble que se usa para inmovilizar la proteina de unién a G implicada en la presente
invencion en el método para medir el BG de la presente invencion, se puede usar cualquier vehiculo siempre que se
use, por ejemplo, en los métodos de medicidon inmunolégicos convencionales, y, por ejemplo, se incluyen polimeros
altamente sintéticos tales como, por ejemplo, un poliestireno, un polipropileno, un acido poliacrilico, un acido
polimetacrilico, una poliacrilamida, un metacrilato de poliglicidilo, un cloruro de polivinilo, un polietileno, un
policlorocarbonato, una resina de silicona, y un caucho de silicona, sustancias inorganicas tales como, por ejemplo,
un vidrio poroso, un vidrio esmerilado, ceramica, una alimina, un gel de silice, un carbén activado, y un éxido de
metal. Ademas, estos vehiculos insolubles se pueden usar en una amplia variedad de formas tales como una placa
de microtitulacién, una perla, un tubo, una bandeja dedicada con muchos tubos moldeados integralmente, una pieza
en forma de disco, y particulados (particulas de latex). Entre ellos, son preferibles una microplaca y una perla desde
los puntos de vista, tales como facilidad de lavado y operatividad en el momento del procesamiento de muchas
muestras al mismo tiempo.

El método para inmovilizar la proteina de unidon a BG implicada en la presente invencion en un vehiculo no esta
particularmente limitado, siempre que la proteina de unién a BG pueda inmovilizarse en un vehiculo insoluble. Se
incluyen todos los métodos de inmovilizacion usualmente usados en este campo y bien conocidos per se, por
ejemplo, un método de acoplamiento quimico (método de inmovilizaciéon por enlace covalente), un método por
adsorcion fisica, y similares.

Un ejemplo preferible incluye, por ejemplo, un método para obtener un vehiculo insoluble (fase soélida) unido con la
proteina de unién a BG poniendo en contacto un vehiculo insoluble con una solucidon que contiene la proteina de
union a BG implicada en la presente invencién en un intervalo de 0,1 ug/ml a 20 mg/ml, y preferiblemente 1 yg/mla 5
mg/ml, y haciendo reaccionar a una temperatura apropiada durante un tiempo predeterminado.

En cuanto a un disolvente que se utilizara para preparar una solucion de la proteina de union a G, puede ser uno
que no tenga una propiedad de interferir en la adsorcion o la unién de la proteina de unién a BG implicada en la
presente invencion a un vehiculo insoluble, por ejemplo, son preferibles agua purificada, solucién de tampon fosfato,
soluciéon de tampdén Tris, solucién de tampdn Good, solucion de tampon de glicina, solucion de tampon borato,
solucién de tampén MOPS que tiene una accion tamponante a aproximadamente pH neutro, por ejemplo, de pH 5,0
a pH 10,0, preferiblemente de pH 6,5 a pH 8,5, y similares. Ademas, la concentracion de agente tamponante en
estas soluciones de tampon se selecciona apropiadamente del intervalo de habitualmente 10 mM a 500 mM, y
preferiblemente de 10 mM a 300 mM. Ademas, esta solucién puede comprender, por ejemplo, azlcares, sales tales
como NacCl, agente de superficie activa, conservantes, y similares, siempre que la cantidad de la misma no interfiera
con la adsorcién o la unién de la proteina de uniéon a BG implicada en la presente invencién con un vehiculo
insoluble.

Se debe observar que es deseable realizar un tratamiento de bloqueo normalmente realizado en este campo, es
decir, un tratamiento sumergiendo el vehiculo insoluble que esta unido con la proteina de unién a G implicada en la
presente invencién obtenida como se ha descrito anteriormente en una solucidn que contiene una proteina no
relacionada con la proteina de unién a BG, tal como, por ejemplo, una albumina sérica humana, una albumina sérica
bovino, una proteina de leche tal como leche desnatada, una albimina de huevo, un agente bloqueante
comercialmente disponible (por ejemplo, Blockace (producido por Dainippon Sumitomo Pharma Co. Ltd.)), y
similares, desde el punto de vista de evitar la reaccion inespecifica durante la medicion.

Ademas, la "proteina de union a BG inmovilizada en un vehiculo insoluble" que se ha descrito anteriormente puede
inmovilizarse directamente en un vehiculo insoluble, o puede inmovilizarse en un vehiculo insoluble a través de un
anticuerpo de proteina de union anti-BG que se inmoviliza en un vehiculo insoluble. El anticuerpo de la proteina de
union anti-BG que se utilizara para ello puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal. Ademas, un
ejemplo especifico del vehiculo insoluble en el que se inmoviliza el anticuerpo de la proteina de union anti-BG
incluye el mismo vehiculo insoluble que el utilizado para la inmovilizacién de la proteina de unién a G descrita
anteriormente. Para inmovilizar el anticuerpo de proteina de unién anti-gG, la inmovilizacion se puede realizar segun
el método descrito anteriormente para inmovilizar la proteina de union a G en un vehiculo insoluble.

Se ha de apreciar que también es posible inmovilizar la proteina de unién a BG en un vehiculo insoluble usando una
reaccion de unién muy firme como la reaccion de avidina-biotina cominmente utilizada en este campo.

La sustancia marcadora a usar para marcar la proteina de unién a BG en la presente invencion incluye todas las
sustancias marcadoras utilizadas habitualmente en este campo, por ejemplo, las enzimas utilizadas en los métodos
de inmunoensayo habituales, tal como peroxidasa, microperoxidasa, fosfatasa alcalina, f-galactosidasa, glucosa
oxidasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, acetilcolinesterasa, deshidrogenasa malica, y luciferasa, is6topos
radiactivos como los utilizados en el radioinmunoensayo (RIA), por ejemplo, *™Tc, **I, ?°, *C, *H, *P y
%3 sustancias fluorescentes utilizadas en el fluoroinmunoensayo (FIA), por ejemplo, fluoresceina, dansilo,
fluorescamina, cumarina, naftilamina, isotiocianato de fluoresceina (FITC), rodamina, isotiocianato de rodamina X,
sulforodamina 101, lucifer amarillo, acridina, isotiocianato de acridina, riboflavina, o derivados de los mismos,
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sustancias luminiscentes tal como luciferina, isoluminol, luminol y un bis (2,4,6-trifluorofenil) oxalato, una sustancia
que tiene absorcion en la regién ultravioleta, tal como fenol, naftol, antraceno, o los derivados de los mismos, una
sustancia que tiene una propiedad como agente marcador de espin representado por el compuesto que tiene un
grupo oxilo, por ejemplo, 4-amino-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo, 3-amino-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-1-oxilo y
2,6-di-t-butil-a-(3,5-di-t-butil-4-oxo0-2,5-ciclohexadieno-1-ililiden)-p-tiloiloxilo.

Por otra parte, ademas de la sustancia marcadora mencionada anteriormente, por ejemplo, el colorante de la serie
HiLyte, tal como HiLyte Fluor 647, HiLyte Fluor 488, HiLyte Fluor 555, HiLyte Fluor 680, y HiLyte Fluor 750 (cada uno
de ellos son nombres comerciales de HiLyte Bioscience, Inc.), colorante de la serie Alexa tal como Alexa Fluor Dye
350, Alexa Fluor Dye 430, Alexa Fluor Dye 488, Alexa Fluor Dye 532, Alexa Fluor Dye 546, Alexa Fluor Dye 555,
Alexa Fluor Dye 568, Alexa Fluor Dye 594, Alexa Fluor Dye 633, Alexa Fluor Dye 647, Alexa Fluor Dye 660, Alexa
Fluor Dye 680, Alexa Fluor Dye 700, y Alexa Fluor Dye 750 (cada uno de ellos son nombres comerciales de
Molecular Probes, Inc.), colorante de la serie CyDye tal como Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, y Cy7 (cada uno de ellos son
nombres comerciales de Amersham Biosciences Corp.), y por ejemplo, el colorante tal como Coomassie Brilliant
Blue R250, y también puede usarse naranja de metilo.

Ademas, para unir la sustancia marcadora descrita anteriormente (marcado) a la proteina de union a BG, por
ejemplo, el método de marcado bien conocido per se que se usa cominmente en el método de inmunoensayo (EIA,
RIA, FIA) bien conocido per se (por ejemplo, el método descrito en "Course on Experimental Medical Chemistry”, vol.
8, supervisado por Yuichi Yamamura, 12 edicion, Nakayama Shoten, 1971; "lllustrative Description of Fluorescent
Antibody", Akira Kawaoi, 12 edicion, Soft Science Inc., 1983; "Enzyme Immunoassay", Eiji Ishikawa, Tadashi Kawai,
Kiyoshi Muroi ed, 22 edicion, Igaku Shoin Ltd., 1982; "Molecular Cloning A Laboratory Manual Second Edition", J.
Sambrook, E. F. Frisch, T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press), o puede realizarse apropiadamente un
procedimiento convencional que utiliza la reaccion de avidina (estreptavidina) y biotina, o similares.

Ademas, la proteina de union a BG se puede marcar mediante un método en el que una sustancia marcadora se une
a la proteina de union a BG a través de uno o varios aminoacidos, o uno o varios aminoacidos y enlazadores. La
proteina de uniéon a BG que esta unida a la sustancia marcadora a través de un aminoacido o aminoacido y un
enlazador hace que la distancia entre el sitio de union a BG y la sustancia marcadora en la proteina de unién a G
sea mas larga. Por esta razon, dado que la posibilidad de interferir en la unién de un BG en una muestra al sitio de
unién a BG por la sustancia marcadora se vuelve baja, este método de marcado es mas preferible. Para obtener la
proteina de unién a BG unida con un aminoacido, el amino&cido puede unirse al N-terminal de BG implicado en la
presente invencidon mediante el procedimiento convencional. Ademas, la proteina de unién a BG que estaba unida
con el aminoacido también puede obtenerse realizando la PCR usando el cebador F que se afiade con una
secuencia de nucledtidos que codifica el aminoacido mencionado anteriormente en el N-terminal, el producto de
PCR obtenido se incorpora en un ADN del vector de expresion adecuado y seguido de la obtenciéon de un
transformante por los procedimientos de rutina, entonces se expresa la proteina de unién a G de la presente
invencion.

Ademas, dado que diversos tipos de kit para unir (etiquetar) la sustancia marcadora como se ha descrito
anteriormente a la proteina también estan disponibles en el mercado, el etiquetado puede realizarse utilizdndolos
segun el manual de instrucciones adjunto al kit.

Ademas, la "proteina de unién a BG marcada que estd marcada con una sustancia marcadora" descrita
anteriormente puede ser la que estd marcada indirectamente uniendo un anticuerpo de proteina de union anti-gG
marcado que esta marcado con una sustancia marcadora. El anticuerpo de la proteina de union anti-BG que se
utilizara para ello puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal. Ademas, un ejemplo especifico de
la sustancia marcadora para marcar el anticuerpo de proteina de unién anti-BG y un método para medir el marcador
mencionado anteriormente, son como se menciona en la descripcion con respecto a la proteina de union a G
marcada. Ademas, para marcar el anticuerpo de proteina de union anti-BG con la sustancia de marcado mencionada
anteriormente, el marcado se puede realizar segin el método descrito anteriormente para marcar la proteina de
union a G con una sustancia marcadora.

Ademas, también se puede usar una cadena de acido nucleico como sustancia marcadora.

Una cadena de acido nucleico es un polinucleétido, que comprende un residuo de nucle6tido como una unidad
bésica constituida por una base de purina o una base de pirimidina, un resto de azlcar de pentosa y acido fosférico,
y este acido fosférico conecta cada nucledtido a través de un enlace diéster entre carbono 3' del resto de azlcar de
un nucledtido y carbono 5' del resto de azlcar de otro nucleétido y polimerizado, y por ejemplo, se incluyen ARN
cuya porcion de azlcar es ribosa y/o ADN cuya porcién de azlcar es desoxirribosa. Ademas, la cadena de acido
nucleico mencionada anteriormente puede ser una que consiste en Unica cadena, cadena doble o mas de cadena de
multiples acidos nucleicos.

La longitud de la cadena de &cido nucleico a usar puede ser la que puede alcanzar el objetivo de la presente
invencién, y normalmente es de 1 pb a 1000 kpb, preferiblemente de 5 pb a 100 kpb, y mas preferiblemente de 10
pb a 50 kbp.
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Se debe observar que la cadena de acido nucleico usada en la presente invencién se puede modificar
opcionalmente mediante una sustancia apropiada, dentro de un rango en el que se puede lograr el propésito de la
presente invencion.

El método para unir la proteina de unién a BG implicada en la presente invencion a la cadena de &cido nucleico
incluye, por ejemplo, un método conocido descrito en el documento JP-B-4214779.

Por ejemplo, los respectivos grupos funcionales poseidos por la proteina de unién a BG implicada en la presente
invencion y una cadena de acido nucleico se pueden unir directamente o a través de un enlazador [por ejemplo, N-
(e-maleimidacaproiloxi) succinimida (EMCS) , 4-(p-maleimidofenil)butirato de sulfosuccinimidilo (Sulfo-SMPB), 4-(N-
maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato de sulfosuccinimidilo (Sulfo-SMCC), y similares], y similares.

Ademas, después de introducir un grupo funcional reactivo en una cadena de acido nucleico por adelantado, la
proteina de unién a BG implicada en la presente invencién y la cadena de acido nucleico en la que se introduce un
grupo funcional reactivo pueden unirse entre si segun el método descrito en el documento JP-B-4214779. El método
para introducir un grupo funcional reactivo en la cadena de acido nucleico incluye el método bien conocido per se.

Ademas, en cuanto al método para unir la proteina de unién a BG implicada en la presente invencion a la cadena de
acido nucleico, el grupo funcional reactivo se puede introducir en el extremo 5' del &cido nucleico, por ejemplo,
mediante un método para obtener la cadena de acido nucleico como un producto de PCR donde un grupo funcional
reactivo se introduce en el terminal 5' realizando la PCR usando un cebador de PCR donde un grupo funcional
reactivo se introduce en el terminal 5' ("Molecular Cloning A Laboratory Manual Second Edition", J. Sambrook, E. F.
Frisch, T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, etc.).

Ademas, la "proteina de unién a BG marcada descrita que estad marcada con una sustancia marcadora" descrita
anteriormente puede ser la que se une a una cadena de &cido nucleico marcada con la sustancia marcadora. Un
acido nucleico a usar para ello y un método para unir el acido nucleico a la proteina de unién a BG es como se ha
descrito anteriormente.

El método para unir &cido nucleico a una sustancia marcadora incluye, por ejemplo, un método descrito en el
documento JP-B-4214779.

Debe observarse que la solucién que contiene la proteina de unién a BG que esta marcada con una sustancia
marcadora (proteina de unién a BG marcada) puede comprender una que se usa habitualmente como estabilizante
en este campo, por ejemplo, un azlcar, una proteina, un agente tensioactivo y similares a una concentracion dentro
de un intervalo que se usa habitualmente en este campo.

Ademas, un método para medir una cantidad de marcado en el complejo producido como resultado de la practica del
método de medicion de la presente invencidn puede variar dependiendo de los tipos de sustancias de marcado
utilizadas, sin embargo, el método puede realizarse segun los procedimientos prescritos, cada uno correspondiente
a una propiedad poseida por la sustancia marcadora que puede detectarse mediante algin tipo de método. Por
ejemplo, en el caso en el que la sustancia marcadora sea enzima, la medicion puede realizarse segin el método de
inmunoensayo convencional, por ejemplo, el método descrito en "Enzyme Immunoassay Method" (PROTEIN,
NUCLEIC ACID AND ENZYME, Separate vol. No. 31, Tsunehiro Kitagawa, Toshio Nanbara, Akio Tsuji, y Eiji
Ishikawa ed., pags. 51 - 63, Kyoritsu Shuppan Co., Ltd., 1987), y en el caso en el que la sustancia marcadora sea
una sustancia radioactiva, la medicién puede realizarse, por ejemplo, segin un procedimiento de rutina que se
realiza actualmente en RIA, y utilizando la seleccién apropiadamente y usando un aparato de medicion tal como un
contador GM de inmersién, un contador de centelleo liquido, un contador de centelleo de tipo pocillo, y un contador
de centelleo liquido, un contador de centelleo para HPLC, dependiendo del tipo y la intensidad de la radiacion
generada por la sustancia radiactiva (véase, por ejemplo, "Course on Experimental Medical Chemistry", vol. 8, Yuichi
Yamamura editorial supervision, 1% ediciéon, Nakayama Shoten, 1971). Ademas, en el caso en el que la sustancia
marcadora sea una sustancia fluorescente, la medicién puede llevarse a cabo segun el procedimiento de rutina
realizado en FIA usando un aparato de medicion tal como un espectrofotémetro de fluorescencia, por ejemplo,
segun el método descrito en "lllustrative Description of Fluorescent Antibody", Akira Kawaoi, 12 edicion, Soft Science
Inc., 1983; y en el caso en el que la sustancia marcadora sea una sustancia luminiscente, la medicién puede
realizarse segun el procedimiento de rutina usando un aparato de medicion tal como un contador fotografico, por
ejemplo, segun el método descrito en Enzyme Immunoassay Method" (PROTEIN, NUCLEIC ACID AND ENZYME,
Separate vol. N.° 31, Tsunehiro Kitagawa, Toshio Nanbara, Akio Tsuji, y Eiji Ishikawa ed., pags. 252 - 263, Kyoritsu
Shuppan Co., Ltd., 1987). Ademas, en el caso en el que la sustancia marcadora sea una sustancia que tiene
absorcion en la region ultravioleta, la medicion puede llevarse a cabo mediante un procedimiento de rutina usando
un aparato de medicion tal como un espectrofotémetro; y en el caso de que la sustancia marcadora tenga un
caracter de espin, la medicién puede llevarse a cabo mediante el procedimiento de rutina utilizando un equipo de
resonancia de espin electrénico, por ejemplo, segun un método descrito en "Enzyme Immunoassay Method"
(PROTEIN, NUCLEIC ACID AND ENZYME, Separate vol. N.° 31, Tsunehiro Kitagawa, Toshio Nanbara, Akio Tsuiji, y
Eiji Ishikawa ed., pags. 264 - 271, Kyoritsu Shuppan Co., Ltd., 1987).
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Mas especificamente, por ejemplo, en el caso en el que la sustancia marcadora sea una enzima, se incluyen los
métodos bien conocidos per se como un método en el que la sustancia marcadora se hace reaccionar con un
reactivo colorante para conducir a una reaccién cromogénica, y la intensidad del color generado como resultado se
mide por un espectrofotémetro, o similar.

El reactivo colorante utilizado para tal fin incluye los reactivos colorantes habitualmente utilizados en este campo, por
ejemplo, tetrametilbenzidina (TMB), o-fenilendiamina, o-nitrofenil-B-D-galactésido, 2,2'-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS), N-etil-N-sulfopropil-m-anisidina (ADPS) y fosfato de p-nitrofenilo, etc. Ademas,
las concentraciones de estos reactivos colorantes a utilizar se pueden ajustar de forma apropiada a partir del
intervalo de concentracién usualmente usado en este campo.

Ademas, para terminar la reaccion cromogénica, puede utilizarse el método para terminar la reaccién usualmente
realizada en este campo, por ejemplo, la adicién de un inhibidor enzimatico tal como acido sulfarico 1 N a 6 N, o un
agente de terminacion de la reaccién unido al kit para la solucion de reaccion.

Ademas, un método para medir G usando proteina de unién a BG no etiquetada incluye, por ejemplo, un método de
medicion que utiliza una propiedad derivada de un complejo obtenido, especificamente, un método para medir la
actividad enzimética tal como actividad de proteasa o un grado de deflexion fluorescente poseida por un complejo en
si mismo como absorbancia, o un sistema de inmunoensayo homogéneo tal como resonancia de plasmon
superficial, y similares.

Ademas, el vehiculo, tal como particulas de latex a usar para el método en el que se usan la proteina de union a G
1 inmovilizada en un vehiculo insoluble, tal como particulas de latex, y la proteina de union a BG 2 inmovilizada en
un vehiculo insoluble, tal como particulas de latex, incluye, por ejemplo, el que se usa en el método de
inmunoensayo, por ejemplo, el que se prepara usando un conjunto de molécula tal como liposoma, y micela de
polimero; un compuesto de polimero sintético tal como poliestireno, &cido poliacrilico, &cido polimetacrilico,
poliacrilamida, metacrilato de poliglicidilo, polipropileno, cloruro de polivinilo, polietileno, policlorocarbonato, resina de
silicona, y caucho de silicona; sustancia inorganica tal como vidrio poroso, vidrio esmerilado, alimina, gel de silice,
carbon activado y 6xido de metal; y similares como material. Ademas, entre ellos, la particula de latex es
particularmente preferible desde el punto de vista de que es facil realizar el tratamiento quimico de la superficie del
vehiculo dependiendo del propdsito y la reaccion no especifica no ocurre facilmente, porque es un vehiculo artificial.
Aunque un material del mismo no esta particularmente limitado, se incluyen como preferibles particulas de latex a
base de estireno tales como particulas de latex de poliestireno y particulas de latex a base de &cido acrilico y
similares.

La forma del mismo incluye el que tiene una forma de perla, microparticula y particula de latex. Ademas, el tamafio
de particula no esté particularmente limitado, sin embargo, es preferible el que tiene un tamafio medio de particula
de usualmente 0,05 pum a 0,5 pm, y preferiblemente de 0,1 um a 0,4 pm.

El método para soportar la proteina de unién a BG implicada en la presente invenciéon por el vehiculo descrito
anteriormente no esta particularmente limitado, siempre que la proteina de unién a BG se ponga en contacto con el
vehiculo. El método de soporte incluye el bien conocido en si mismo y usualmente usado en este campo (por
ejemplo, el denominado método de adsorcidn fisica) como un ejemplo representativo.

Ademas, en el caso en el que se usa el vehiculo comercialmente disponible, la proteina de unién a BG implicada en
la presente invencién puede ser soportada por el vehiculo segiin el método de soporte recomendado por el manual
de instrucciones adjunto.

En el método que usa proteina de unién a G 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal como particula de latex, y
proteina de unién a BG 2 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal como una particula de latex, un método para
medir la cantidad de complejo formado por la proteina de union a BG 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal
como la particula de latex, G en una muestra y la proteina de unién a BG 2 inmovilizada en un vehiculo insoluble tal
como particulas de latex, incluye métodos rutinarios tales como, por ejemplo, el llamado método turbidimétrico donde
determinacion del componente objetivo se realiza midiendo el cambio en la turbidez provocado por la generacion del
complejo mencionado anteriormente, la denominada nefelometria, donde la determinacion del componente objetivo
se realiza midiendo el cambio de la intensidad de la luz dispersada, y el método de agregacion del latex, etc.

Para obtener la concentracién de G en una muestra mediante los métodos descritos anteriormente, se prepara una
curva estandar que muestra la relaciéon entre la concentracion de BG y el cambio de turbidez o intensidad de luz
dispersa obtenido de antemano realizando la misma operacion usando las muestras de concentraciones de BG
conocidas, y ajustando el valor de medicion a la curva estandar, se puede determinar la concentracién de G en una
muestra.

En el método para medir G de la presente invencion, las concentraciones de proteina de unién a G 1 y proteina de
unién a BG 2 implicadas en la presente invencidon en cada reaccion varian dependiendo de qué tan amplio alcance
se mide para BG, o en el método de medicidn especifico.
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Por ejemplo, en el caso en el que se mide 0,1 pg a 1 ug de BG y se realiza la medicién utilizando dos moléculas de
proteina de union BG libre, las cantidades de la proteina de unién a BG 1 libre y la proteina de unién a BG 2 libre a
usar son en cada una de 0,1 ng a 0,1 mg, respectivamente.

En el caso en el que la medicidon se realiza usando una proteina de unién a BG 1 inmovilizada en un vehiculo
insoluble y la proteina de unién a BG 2 marcada, y por un método de quimioluminiscencia o un método cromogénico,
la de la proteina de unién a BG 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble a usar es de aproximadamente 0,1 ng a 0,1
mg, Y la cantidad de la proteina de unién a BG 2 marcada a usar es de aproximadamente 0,1 ng a 0,1 mg.

Ademas, por ejemplo, en el caso en el que se mide de 0,1 pg a 1 uyg de BG y se realiza la medicién usando dos
moléculas de la proteina de unién a BG inmovilizada en un vehiculo insoluble, la cantidad de la proteina de unién a
BG 1y la proteina de unién a BG 2 a usar es cada una de aproximadamente 0,1 ng a 0,1 mg, respectivamente.

Cuando se hace reaccionar una muestra que contiene BG y la proteina de unién a BG libre, la cantidad de la
proteina de unién a BG implicada en la presente invencion que se va a usar es normalmente de 1 pl a 1000 pl (Que
contiene de 0,1 ng a 0,1 mg como proteina de unién a BG), preferiblemente de 2 yl a 500 pl, con respecto a la
muestra que contiene BG de 1 pl a 1000 pl, preferiblemente de 10 ul a 100 yl (que contiene de 0,1 pg a 1 ug de BG).

Ademas, la temperatura durante la reaccién es de 25 °C a 40 °C, y preferiblemente de 30 °C a 37 °C, y el tiempo de
reaccion es usualmente de 10 segundos a 30 horas, preferiblemente de 5 minutos a 20 horas, y méas preferiblemente
es de 30 minutos a 10 horas.

La proteina de unién a BG 1 y la proteina de unién a BG 2 pueden hacerse reaccionar con una muestra simultanea o
secuencialmente.

Como ejemplo especifico del método para medir la concentracion de BG de la presente invencion, un método para
medir la concentracion de BG en una muestra derivada de un cuerpo biolégico usando perdxidos (POD) como
sustancia marcadora, y una proteina de unién a BG 1 inmovilizada en un vehiculo insoluble y una proteina de union
a BG 2 marcada con POD se explica como se indica a continuacion.

Es decir, 50 yl de muestra que contiene BG (esta contenido de 0,1 pg a 1 ug de BG) se pone en contacto con una
fase solida donde la proteina de unién a BG 1 implicada en la presente invencion esta inmovilizada en un vehiculo
insoluble (que contiene de 0,1 ng a 0,1 mg de proteina de unién a BG 1), y se hace reaccionar de 4 °C a 40 °C
durante 3 minutos a 20 horas para formar un complejo del BG y la proteina de unién a BG 1 (denominado como
complejo 1) en el vehiculo insoluble. Posteriormente, el complejo 1 se hace reaccionar con 50 pl a 100 pl de una
solucion (que contiene de 0,1 ng a 0,1 mg de proteina de unién a BG 2) que contiene proteina de unién a G 2
marcada con POD implicada en la presente invencién de 4 °C a 40 °C durante 3 minutos a 16 horas para formar un
complejo de proteina de union a BG 1 inmovilizada-BG-proteina de unidon a BG marcada (denominado como
complejo 2) en el vehiculo insoluble. A continuacién, después de afiadir, por ejemplo, una solucién de TMB de una
concentracion apropiada, el complejo 2 se hace reaccionar durante un tiempo predeterminado. Después de eso, la
reaccion se termina afiadiendo una solucién de terminacién de reaccion, tal como acido fosférico 1 M. Se mide la
absorbancia a 450 nm. La concentracion de BG en la muestra puede determinarse ajustando el valor de medicion
obtenido con respecto a una curva estandar que se obtiene de antemano realizando la misma operacién para las
muestras de concentraciones conocidas de BG usando los mismos reactivos, y muestra una relacion entre el valor
de medicion y la concentracion de BG.

Cuando se detecta BG realizando la electroforesis en chip capilar, la detecciéon puede realizarse mediante un
instrumento tal como un detector de refraccion diferencial, detector de fluorescencia, y un detector UV, y el detector
UV y el detector de fluorescencia son preferibles entre ellos, y el detector de fluorescencia es mas preferible.

En el caso en el que se realiza el método para medir BG de la presente invencién, por ejemplo, separando por
electroforesis con chip capilar y midiendo mediante el detector de fluorescencia, la medicién se puede realizar como
se indica a continuacién. La proteina de union a BG 1 y la proteina de unién a BG 2 que se van a usar pueden
marcarse con una sustancia marcadora.

Es decir, se mezclan de 1 pl a 50 yl de muestra de BG con una solucién de reactivo de 20 a 50 ul que contiene,
usualmente de 0,001 uM a 10 uM, y preferiblemente de 0,01 uM a 1 uM de la proteina de unién a BG 1 implicada en
la presente invencion, y usualmente de 0,01 uM a 10 uM, y preferiblemente de 0,01 uM a 1 uM de la proteina de
union a 3G 2 implicada en la presente invencion, y se hace reaccionar con calentamiento de 25 °C a 40 °C durante 5
minutos a 30 minutos, y preferiblemente durante 10 segundos a 15 minutos. Después de eso, la solucion obtenida
se separa por un método de separacion apropiado, por ejemplo, mediante electroforesis en chip capilar, y se mide,
por ejemplo, mediante un detector de fluorescencia y similares. La concentracion de BG en la muestra puede
determinarse ajustando el valor de medicion obtenido con respecto a una curva estandar que se obtiene de
antemano usando soluciones de concentraciones de BG conocidas, y muestra una relacién entre la concentracion de
BG y el valor de medicién mencionado anteriormente.

Se debe observar que la medicién de BG también se puede realizar usando, por ejemplo, la proteina de unién a BG
1 que esta marcada con el tetrafluorofenil éster Alexa Fluor-488 o similar y, por ejemplo, la proteina de unién a G 2
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que esta marcada con succinimidil éster Alexa Fluor-647 o similar, y realizando la denominada espectroscopia de
correlacion de fluorescencia (FCCS) ya conocida.

La muestra implicada en la presente invencion incluye una muestra clinica tal como, por ejemplo, sangre, suero,
plasma, orina, linfa, liquido cefalorraquideo, derrame pleural y fluido de ascitis; farmaco medicinal; dispositivo
médico; alimento; y similares, sin embargo, la muestra no esté limitada a los mismos.

Un ejemplo especifico de solucién de tampén para disolver la proteina de unién a G que se usara en el método de
medicién de la presente invencion incluye todas las soluciones de tampén usualmente usadas para el método de
medicién usando la reaccién antigeno-anticuerpo tal como una solucién de tampén Tris, una solucién de tampon
fosfato, una solucién de tampoén veronal, una solucién de tampén borato, una solucion de tampén de Good, y
similares, y su pH no esta particularmente limitado, siempre que esté en un intervalo en el que la reaccién de la
proteina de la presente invencion BG arido no se inhiba, pero usualmente es preferible un intervalo de pH de 5 a pH
9.

Se debe observar que la presente invencion se puede utilizar suficientemente no solo en el funcionamiento manual
sino también en un sistema de medicion que utiliza un analizador automatizado, y puede realizar la medicion de
manera facil y rapida. Ademas, cuando se realiza la mediciéon en funcionamiento manual o usando un analizador
automatizado, puede seleccionarse y usarse la combinacion de reactivos y similares no esti particularmente
limitada, y la mejor combinaciéon de reactivos y similares segun una circunstancia y un modelo de analizador
automatizado a aplicar, o teniendo en cuenta otros factores.

El reactivo para medir BG incluye "un reactivo para medir BG que contiene una proteina que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene 95 % o méas de homologia con la secuencia de aminoacidos mostrada en una
cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, 0 SEQ ID NO: 20, y
que tiene la actividad de union a B-glucano". La proteina de union a BG puede inmovilizarse en un vehiculo
insoluble. Ademas, la proteina de unidon a BG puede marcarse con una sustancia marcadora. Los aspectos
preferidos y similares del vehiculo insoluble y la sustancia marcadora son como se han descrito anteriormente.
Ademas, el vehiculo insoluble descrito anteriormente en el que se inmoviliza la proteina de unién a BG puede ser
cualquiera de los vehiculos insolubles en los que solo se inmoviliza un tipo de proteina de unién a BG o el vehiculo
insoluble en que se han inmovilizado varios tipos de proteinas de unién a BG.

La concentracion de la proteina de unién a G contenida en el reactivo es usualmente de 0,1 ng/ml a 100 mg/ml, y
preferiblemente de 1 ng/ml a 10 mg/ml.

Ademas, en el reactivo, otros reactivos apropiados habitualmente utilizados en este campo, tales como un agente
tamponante y una sal de metal alcalinotérreo, pueden estar contenidos adicionalmente, y estos reactivos se pueden
seleccionar apropiadamente de los usados en las llamadas reacciones bioquimicas y similares y usarse.
Especificamente, el agente tamponante descrito anteriormente incluye una soluciéon de tampdn usualmente usada
en este campo tal como una solucién de tampon Trishidroxilaminometan, una solucion de tampén fosfato, una
solucién de tampon de borato, una solucién de tampon de Good, y similares, y la concentracion del agente
tamponante mencionado anteriormente en el reactivo puede variar algo dependiendo del reactivo que se use, pero
habitualmente es de 5 mM a 500 mM, y preferiblemente de 20 mM a 200 mM. Debe observarse que la proteina de
unién a BG implicada en la presente invencion puede ser un material liofilizado.

El kit para medir G de la presente invencion incluye uno que consiste en lo siguiente como un constituyente:

(1) un reactivo que comprende la proteina 1 que comprende una secuencia de aminodcidos idéntica o
sustancialmente idéntica a una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 20, y que
tiene la actividad de union a B-glucano (proteina de unién a G 1), y

(2) un reactivo que comprende la proteina 2 que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica o
sustancialmente idéntica a una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO: 20, y que
tiene la actividad de union a B-glucano (proteina de unién a G 2).

La proteina de unién a BG puede soportarse por un vehiculo insoluble. Ademas, la proteina de union a BG puede
marcarse con una sustancia marcadora.

El aspecto preferible y el ejemplo especifico de los constituyentes son como se han descrito anteriormente.

Ademas, la proteina de unién a BG 1y la proteina de unién a BG 2 que constituyen el punto (1) y (2) anteriores del
kit mencionado anteriormente, respectivamente, pueden ser cada una, una de un tipo o una de dos o mas tipos.
Ademas, la proteina de unién a BG 1 que constituye (1) y la proteina de unién a G 2 que constituye (2) pueden ser
iguales o diferentes entre si.
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Ademas, el kit para medir G de la presente invencion puede afadirse, si es necesario, con un reactivo usualmente
usado en este campo, tal como alcoholes de azlicar como manitol y sorbitol, sacarinas como sacarosa y trehalosa,
polisacaridos como dextrano, proteinas como albumina de suero bovino, agentes estabilizantes tales como agente
tensioactivo, y pueden establecerse concentraciones de los mismos y similares dentro del intervalo usualmente
usado en este campo. Ademas, en el reactivo que contiene la proteina de uniéon a BG de la presente invencion,
puede usarse agente tamponante, sal de metal alcalinotérreo, y similares que se describen en la seccién del reactivo
de la presente invencion, y puede usarse una concentracion de los mismos y similares como se puede usar dentro
del mismo rango que se ha descrito anteriormente. Ademas, el kit puede comprender BG estandar para preparar una
curva patrén en combinacién. En cuanto al G estandar mencionado anteriormente, se puede usar cualquier
preparacion estandar disponible comercialmente de BG fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd. o el
fabricado segun el método descrito en JP-B-3652738. Ademas, estos reactivos en el kit de reactivos pueden ser un
material liofilizado

La proteina de unién a BG de la presente invencion es la subunidad a del factor G que es capaz de unirse a BG en el
componente de hemocito de cangrejo herradura y un fragmento derivado de la subunidad a mencionada
anteriormente vy, por lo tanto, una proteina que tiene la actividad de unién a B-glucano.

Por ejemplo, una proteina que es la subunidad a del factor G del componente de hemocito de cangrejo herradura
(Limulus polyphemus) y un fragmento de la misma, y tiene la actividad de unién a B-glucano, y una proteina que es
la subunidad a del factor G del componente de hemocito de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus) y un
fragmento de la misma, y tiene la actividad de union a B-glucano.

Un ejemplo de dicha proteina de uniéon a BG de la presente invencion incluye "una proteina que comprende una
secuencia de aminoacidos idéntica o sustancialmente idéntica a una secuencia de aminoacidos mostrada en una
cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, 0 SEQ ID NO: 20, y
que tiene la actividad de union a B-glucano”.

En la proteina de union a BG de la presente invencion, "una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos
idéntica a una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, o SEQ ID NO: 20, y que tiene actividad de unién a BG" corresponde a cada
fragmento de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus), o cada fragmento de la
subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus), que se ha explicado en el "método para
medir BG" descrito anteriormente.

Ademas, una "secuencia de aminodcidos sustancialmente idéntica a una secuencia de aminoacidos mostrada en
una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, o SEQ ID NO:
20" incluye una secuencia de aminoacidos que tiene aproximadamente un 70 % o mas, preferiblemente
aproximadamente un 80 % o mas, mas preferiblemente aproximadamente un 90 % o mas, adicionalmente
preferiblemente aproximadamente un 95 % o mas de homologia con una secuencia de aminoacidos mostrada en
una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, o SEQ ID NO:
20.

Ademas, "una proteina que tiene una secuencia de amino4cidos sustancialmente idéntica a una secuencia de
aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ
ID NO: 14, o SEQ ID NO: 20" incluye, por ejemplo, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos
sustancialmente idéntica a una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, o SEQ ID NO: 20, y que tiene actividad de union a BG.

Mas especificamente, por ejemplo, es una proteina o similar, que tiene una secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, 0 SEQ ID NO: 20, enlaquede 1 a
5 (preferiblemente, de 1 a 3) aminoacidos se reemplazan o se eliminan, o de 1 a 5 (preferiblemente, de 1 a 3)
aminoacidos se insertan o se afiaden, y que tiene actividad de unién a BG.

El reemplazo, eliminacién, insercion y adicion pueden tener lugar en dos o mas sitios en una secuencia de
aminoacidos, siempre que la actividad de unién a G de esta proteina no se pierda.

La proteina de unién a BG de la presente invencidn se puede producir mediante un proceso de produccién quimica
general segun la secuencia de aminoacidos. La proteina de unién a BG de la presente invencidon se puede obtener
mediante un método de sintesis quimica convencional tal como, por ejemplo, el método de fluorenilmetiloxicarbonilo
(método de Fmoc) y el método de t-butiloxicarbonilo (método de tBoc). Ademas, también se puede obtener mediante
sintesis quimica usando un sintetizador peptidico disponible comercialmente.

Ademas, la proteina de unién a BG de la presente invencion también se puede obtener mediante el método bien
conocido que usa tecnologia de recombinacion génica, donde una molécula de acido nucleico que codifica la
proteina de union a BG de la presente invencién se incorpora en un vector de expresién apropiado tal como
plasmido y fago; la célula huésped se transforma (o se transduce) usando este vector de expresion recombinante; la
célula huésped obtenida se cultiva para secretar la proteina de unién a BG de la presente invencion intracelular o
extracelularmente.
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La molécula de acido nucleico que codifica la proteina de unién a BG de la presente invencién es "una molécula de
acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos idéntica o sustancialmente idéntica a una secuencia de
nucleétidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 13, 0 SEQ ID NO: 19.

"Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos idéntica a una secuencia de
nucleétidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 13, o SEQ ID NO: 19" que codifica la proteina de union a G de la presente invencion, incluye
"una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de nucledtidos idéntica a una secuencia de
nucleétidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 9, 0 SEQ ID NO: 13" y "una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos entera
idéntica a una secuencia de nucle6tidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, 0 SEQ ID NO: 19"

"Una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos sustancialmente idéntica a una
secuencia de nucledtidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, o SEQ ID NO: 19" incluye una molécula de &cido nucleico que tiene una
secuencia de nucledtidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, 0 SEQ ID NO: 19, en la que 1 a varios nucle6tidos se eliminan parcialmente,
se afladen, se reemplazan o se insertan. La delecién, adicion, reemplazo o insercién puede tener lugar en un sitio o
dos 0 més sitios de una molécula de acido nucleico simultaneamente.

Ademas, la molécula de acido nucleico que codifica la proteina de unién a BG de la presente invencién también
incluye "una molécula de &cido nucleico que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos
idéntica o sustancialmente idéntica a una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, o SEQ ID NO: 20, y que tiene
actividad de unién a BG (la proteina de union a BG de la presente invencion)". Un ejemplo especifico de "la proteina
de unién a BG de la presente invencién" mencionado aqui es como se ha descrito en la explicaciéon anterior en "la
proteina de union a BG implicada en la presente invencion".

La molécula de &cido nucleico puede ser ADN o ARN.

Un ejemplo de un método para preparar la proteina de unién a G implicada en la presente invencion (incluyendo la
proteina de union a BG de la presente invencion) por un método genético se explica a continuacion.

1. Preparacién del vector recombinante para la expresion
(1) Preparacion de ADNc

Se extrae el ARN total del hemocito de cangrejos herradura (Limulus polyphemus) por un método convencional, y se
obtiene ARNm purificado utilizando un método convencional, tal como, por ejemplo, extraccion con una cadena poli
(A) poseida por el ARNm. Usando el ARNm purificado obtenido como plantilla, el ADNc se sintetiza mediante un
procedimiento de rutina de reaccion de transcripcion inversa. Este ADNc se usa como plantilla en el caso de la
siguiente PCR como una biblioteca de ADNc que contiene el gen de la subunidad a del factor G de cangrejo
herradura.

(2) Preparacion del vector de expresion recombinante que incorpora una secuencia de nucleétidos para la proteina
de union a BG implicada en la presente invencion

1) Preparacion del vector de expresion recombinante que incorpora una secuencia que comprende el gen de la
subunidad a del factor G de cangrejo herradura

Por ejemplo, por procedimientos rutinarios, un fragmento de ADN objetivo de la secuencia que comprende el gen de
la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (por ejemplo, SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 11) se amplifica por un
método de amplificacion de acido nucleico tal como PCR usando un cebador inverso (cebador R) disefiado a partir
de una posicion arbitraria seleccionada de la region 3'-terminal de la secuencia de nucleétidos de ADNc (SEQ ID
NO: 1 o SEQ ID NO:11) que codifica la subunidad a del factor G del cangrejo herradura, y un cebador directo
(cebador F) disefiado a partir de una posicion arbitraria de la region 5'-terminal al codén de inicio de la SEQ ID NO: 1
o SEQ ID NO: 11, y que usa una biblioteca de ADNc que comprende el gen de la subunidad a del factor G de
cangrejo herradura (la biblioteca de ADNc que se ha descrito anteriormente, y similares) como plantilla. El producto
de PCR obtenido se incorpora en un ADN vectorial apropiado para la expresién segin un procedimiento rutinario
para obtener un vector de expresion recombinante.

Si surge la necesidad, la secuencia de nuclettidos del fragmento de ADN integrado en el vector de expresion
recombinante se analiza para confirmar que la secuencia que comprende el gen objetivo de la subunidad o del factor
G de cangrejo herradura se ha incorporado con seguridad.

2) Preparacion del vector de expresion recombinante que incorpora una secuencia que comprende un gen para un
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fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (1)

En primer lugar, por ejemplo, por procedimientos rutinarios, un fragmento de ADN de la secuencia que comprende el
gen de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (por ejemplo, SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 11) se amplifica
por un método de amplificacién de acido nucleico tal como PCR usando un cebador R disefiado a partir de una
posicién arbitraria seleccionada de la region 3'-terminal de la secuencia de nucleétidos de ADNc (SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 11) que codifica la subunidad a del factor G del cangrejo herradura, y un cebador F disefiado a partir de
una posicion arbitraria de la region 5'-terminal al codén de inicio de la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 11, y una
biblioteca de ADNc que comprende el gen de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (ADNc y similares)
como plantilla. El producto de PCR obtenido se incorpora en un ADN vectorial apropiado para la expresion segun un
procedimiento rutinario para obtener un vector recombinante.

Un vector que se usara aqui incluye, por ejemplo, un vector de clonacién, tal como el vector de clonacion TA. El
procedimiento es sencillo y facil si se usa un vector de clonacién disponible comercialmente. Por ejemplo, se usan
ampliamente pGEM-T Easy (producido por Progema Corp.) y similares.

Si es necesario, se analiza la secuencia de nucle6tidos del fragmento de ADN integrado en el vector recombinante,
para confirmar que la secuencia que comprende un gen derivado de la subunidad o del factor G de cangrejo
herradura se ha incorporado con seguridad.

Posteriormente, un fragmento de ADN de la secuencia que comprende un gen para un fragmento de la subunidad o
del factor G del cangrejo herradura objetivo (por ejemplo, SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 5, SEC ID NO: 7, SEC ID NO:
9, SEC ID NO: 13, SEC ID NO: 15, SEC ID NO: 17, SEC ID NO: 19) o una secuencia que contiene el gen para el
fragmento de la misma, se amplifica por un método de amplificacion de acido nucleico tal como PCR usando un
cebador R disefiado a partir de una posicion arbitraria seleccionada de la regién 3'-terminal de la secuencia de
nucledtidos de ADNc (SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 5, SEC ID NO: 7, SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 13, SEC ID NO: 15,
SEC ID NO: 17, SEC ID NO: 19) que codifica un fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo
herradura, el cebador F disefiado a partir de una posicion arbitraria de la region 5'-terminal al codén de inicio de la
misma secuencia, y una biblioteca de ADNc que comprende el fragmento derivado del gen de la subunidad a del
factor G de cangrejo herradura (ADNc, incorporando el vector recombinante obtenido anteriormente una secuencia
que comprende el gen de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura, y similares) como plantilla. El producto
de PCR obtenido se incorpora en un ADN de vector apropiado para la expresion segun un procedimiento de rutina
para obtener un vector de expresién recombinante que incorpora una secuencia que comprende el gen objetivo para
un fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura.

Si es necesario, se analiza la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN integrado en el vector de expresion
recombinante, para confirmar si una secuencia que comprende el gen objetivo para un fragmento derivado de la
subunidad a del factor G de cangrejo herradura se ha incorporado con seguridad.

3) Preparacion del vector de expresion recombinante que incorpora una secuencia que comprende un gen para un
fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (2)

Por ejemplo, por un procedimiento rutinario, un fragmento de ADN de la secuencia que comprende un gen objetivo
para un fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 5,
SEC ID NO: 7, SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 13, SEC ID NO: 15, SEC ID NO: 17, SEC ID NO: 19) se amplifica por un
método de amplificacion de acido nucleico tal como PCR usando un cebador R disefiado a partir de una posicion
arbitraria seleccionada de la region 3'-terminal de la secuencia de nucleétidos de ADNc (SEC ID NO: 3, SEC ID NO:
5, SEC ID NO: 7, SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 13, SEC ID NO: 15, SEC ID NO: 17, SEC ID NO: 19) que codifica un
fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura, el cebador F disefiado a partir de una
posicion arbitraria de la regién 5'-terminal al codon de inicio de la misma secuencia, y una biblioteca de ADNc que
comprende un gen para un fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (ADNc, y
similares) como plantilla. El producto de PCR obtenido se incorpora en un ADN de vector apropiado para la
expresion segun un procedimiento de rutina para obtener un vector de expresion recombinante que incorpora una
secuencia que comprende el gen objetivo para un fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo
herradura.

Si es necesario, se analiza la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN integrado en el vector de expresion
recombinante, para confirmar si una secuencia que comprende el gen objetivo para un fragmento o una secuencia
que contiene el fragmento de la misma derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura se ha
incorporado con seguridad.

Se ha de apreciar que el fragmento de ADN que se incorpora en un vector recombinante para expresion (que incluye
una secuencia de nucleétidos para la subunidad o del factor G de cangrejo herradura o fragmento de la misma) se
puede usar tal cual, para un proposito dado, o se puede usar después de la digestion con la enzima de restriccion o
después de la adicion de un enlazador, etc., si se desea.
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El vector de expresién que se usara en el método de los puntos 1) a 3) anteriores no esta particularmente limitado,
siempre que exprese la proteina de uniéon a BG implicada en la presente invencién en diversas especies de células
huésped procariotas y/o eucariotas, y tenga la funcién de producir estas proteinas. Por ejemplo, se incluyen el vector
plasmidico, vector de fagos y vector virico.

Especificamente, por ejemplo, se incluyen vectores plasmidicos tales como vector pTrcHis2, vector pcDNA3.1/myc-
His (producido por Invitrogen Corp.), pUC119 (producido por TAKARA SHUZO Co., Ltd.), pBR322 (producido por
TAKARA SHUZO Co., Ltd.), pBluescript Il KS+ (producido por Stratagene Corp.), Pge-tri (producido por Qiagen
Corp.), pET, pGEM-3Z, pGEX, y pMAL, vectores bacteriéfagos tales como A ENBL3 (producido por Stratagene
Corp.), y A DASHII (producido por Funakoshi Co., Ltd.), vectores cosmidos tales como ADN Charomid (producido por
Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), y Lorist6 (producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

Adicionalmente, ademas de los plasmidos derivados de E. coli (por ejemplo, pTrc99A, pKK223, pET3a), se incluyen
plasmidos derivados de Bacillus subtilis (por ejemplo, pUB110, pTP5, pC194), plasmidos derivados de levadura (por
ejemplo, pSH19, pSH15), bacteriéfago tal como fago A, virus animales tales como retrovirus, virus vaccinia, y
baculovirus, pAl-11, pXT1, pRc/CMV, pRc/RSV, pcDNAI/Neo, p3xFLAG-CMV-14, pCAT3, pcDNA3.1, pCMV, y
similares.

Se ha de apreciar que, para facilitar la deteccion y purificacion, la proteina objetivo de unién a BG implicada en la
presente invencién (subunidad o del factor G de cangrejo herradura o un fragmento de la misma) se puede expresar
como una proteina de fusion con otro péptido marcador o proteina. El péptido marcador a fusionar incluye la etiqueta
FLAG, la etiqueta 3xFLAG, la etiqueta His (etiqueta His, por ejemplo, etiqueta 6xHis) y similares; y la proteina incluye
B-galactosidasa (B-Gal), proteina verde fluorescente (GFP), proteina de unién a maltosa (MBP) y similares.

En la practica, la proteina de unién a BG implicada en la presente invencion se expresa como una proteina de fusién
con estos péptidos o proteinas, realizando la subclonacién del producto de PCR como resultado de la reaccion de
PCR usando un cebador disefiado para tener una secuencia que codifique el péptido marcador como se ha descrito
anteriormente en la parte frontal o posterior de un marco de lectura abierto; o insertando un enlazador que tiene una
secuencia que codifica el péptido marcador entre el gen mencionado anteriormente y un vector de expresion; o
usando un vector de expresion que comprende una secuencia que codifica el péptido marcador o la proteina de
antemano. Por ejemplo, usando el vector pTrcHis 2 (producido por Invitrogen Corp.) que incorpora el gen de etiqueta
His como vector de expresion, y si una secuencia que comprende un gen para la proteina de unién a BG se ha
incorporado en la direccién aguas arriba del gen de etiqueta His, expresion del gen de la proteina de union a G en
la region aguas arriba también puede confirmarse confirmando la expresion de esta etiqueta His.

La construccion recombinante de la presente invencion significa un recombinante en el que se incorpora la molécula
de 4cido nucleico de la presente invencién como se ha descrito anteriormente, y se incluye un vector recombinante
para la expresion en la que se incorpora el gen de proteina de union a BG implicada en la presente invencion. El
ejemplo especifico es el mismo que el descrito anteriormente.

2. Preparacion del transformante

El transformante (transductante) de la presente invencion se puede preparar realizando la transformacion
(transduccion) de una célula huésped apropiada usando el vector recombinante obtenido para la expresion.

Una célula huésped que se utilizara para este fin incluye, por ejemplo, microorganismos [bacterias (por ejemplo,
especies de Escherichia y especies de Bacillus), levaduras (por ejemplo, especies de Saccharomyces, etc.), células
animales, células de insectos, etc.]. Ademas, también se puede realizar el sistema de expresion libre de células y el
sistema de células vegetales que se usan usualmente en este campo.

Especificamente, para especies Escherichia, se incluyen coli bacillus (Escherichia coli, por ejemplo, BL21, BL21
(DE3), K-12, DH1, DH5, DH5a, M15, HB101, C600, XL-1 Blue, JIM109, JM105, JM127, XL1-Blue, VCS257, TOP10, y
similares). Para especies Bacillus, se incluyen B. subtilis, B. brevis, B. borstelenis, y similares. También se incluyen
cepas de levadura, tales como S. cerevisiae, Scizo. pombe, A. nidulans, Pichia pastoria, y similares, o bacterias
Aspergillus filamentous tal como Asperigillus nidulans. En cuanto a una célula animal, se incluyen células de mono
COS-7, Vero, célula de ovario de hamster chino CHO, linfocito L de raton, célula Hela humana, célula FL y similares.
En cuanto a la célula de insecto, se incluyen BmN4, Sf9 y similares, pero no se limitan particularmente a las mismas.

Ademas de esto, también se puede usar la célula competente que tiene una eficacia de transduccién mas alta para
el ADN de plasmido o fago. Por ejemplo, se incluyen célula competente de E. coli DH5a, célula competente de E.
coli IM109 (producidas por TAKARABIO Inc.), y similares.

La transformacion (o transduccién) de la célula huésped por el vector de expresidon puede realizarse usando el
método hasta ahora conocido.

Por ejemplo, en el caso en el que la célula huésped es una bacteria (por ejemplo, en el caso de E. coli), la
transformacion (o transduccion) de la célula huésped puede realizarse mediante un procedimiento de rutina tal
como, por ejemplo, el método de Cohen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1972), 9, 2110), el método de
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protoplasto (Mol. Gen. Genet. (1979) 168, 111), el método competente (J. Mol. Biol. (1971), 56, 209), o el método de
M. Morrison (Methods in Enzymology, 68, 326-331, 1979). Ademas, cuando se usa una célula competente
comercialmente disponible, la transformacién (o transduccion) de la célula huésped puede realizarse segun el
protocolo adjunto al producto.

Aqui, se obtiene un método para confirmar si el transformante que se transforma mediante "un vector recombinante
para expresion que incorpora un fragmento que comprende una secuencia genémica que codifica la proteina de
union a BG objetivo" que incluye, por ejemplo, un método en el que mediante la utilizacion de un gen para determinar
la resistencia a farmacos poseida preliminarmente por el vector de expresién que se usa para obtener el vector
recombinante, la resistencia del farmaco del transductor se verifica y se confirma. Por ejemplo, cuando se utiliza el
vector pTrcHis2 como un vector de expresién, el vector mencionado anteriormente tiene un gen para la resistencia a
la ampicilina (amp"). Y asi, este método es aquel en el que el transformante obtenido se cultiva en un medio afiadido
con ampicilina, y se confirma que el transformante cultivado (cepa resistente a ampicilina) es un transformante que
se transforma mediante un vector recombinante para expresion que incorpora una secuencia de nucleétidos que
codifica la proteina de union a G objetivo.

Para asegurarse de que el transformante (transductante) obtenido produzca la proteina objetivo de union a BG
implicada en la presente invencion (en lo sucesivo, denominada a veces "proteina recombinante de union a fG") (se
expresa el gen de la proteina de unién a G), por ejemplo, ademas de un procedimiento rutinario de hibridacion tal
como hibridacién Southern e hibridacion de colonias usando una sonda, existe, por ejemplo, un método como se
describe a continuacion.

En el caso en que la proteina recombinante de unién a BG no se excreta en una soluciéon de cultivo del
transformante, por ejemplo, cuando se expresa como una proteina de tipo transmembrana, el transformante
obtenido se trata mediante un procedimiento de rutina para homogeneizar o lisar la célula (por ejemplo, tratamiento
supersonico, tratamiento con homogeneizador o similar, tratamiento con agente de lisado de membranas tal como
un agente tensioactivo apropiado, y similares), para obtener el lisado del mismo. Y, para el lisado (si es necesario,
después de realizar una purificacién adicional de proteina), por ejemplo, se realiza un método de medicion
inmunolégica usual (método de transferencia de Western blot, método de transferencia de Western, y similares)
usando anticuerpo peptidico anti-etiqueta, y seleccionando el transductante que se confirma que expresa el péptido
marcador en el sobrenadante del cultivo, puede obtenerse el transformante que expresa la proteina de unién a BG
recombinante objetivo.

Ademas, cuando un fragmento recombinante derivado de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura se
excreta en la solucion de cultivo (sobrenadante de cultivo) del transductor anteriormente mencionado, se realiza un
método de medicidon inmunolégico usual para la solucion de cultivo (sobrenadante de cultivo) por el mismo
procedimiento que se realizd para el lisado descrito anteriormente, y el transformante que expresa la proteina de
union a BG recombinante objetivo se puede seleccionar y obtener por el mismo procedimiento.

3. Expresion de la proteina de unién a G

La proteina de unién a BG implicada en la presente invencién se puede obtener cultivando el transformante que se
transforma mediante vector plasmidico para la expresion que incorpora una secuencia que comprende el gen para
proteina de unién a BG obtenida por el modo descrito anteriormente en un medio nutriente, y permitiendo que el
transformante produzca la proteina recombinante de unién a BG.

El medio nutriente preferiblemente contiene una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno inorganico o una fuente
de nitrégeno organico, que se requieren para el crecimiento de la célula huésped (transformante). La fuente de
carbono incluye, por ejemplo, glucosa, dextrano, almidén soluble, sacarosa y similares; la fuente de nitrégeno
inorganico o la fuente de nitrégeno organico incluye, por ejemplo, sales de amonio, sales de nitrato, aminoéacido,
aguas madre de maceracion de maiz, peptona, caseina, extracto de carne, torta de soja, solucidon de extraccion de
patata, y similares. Ademas, a peticion, pueden estar contenidos otros nutrientes (por ejemplo, cloruro de calcio,
dihidrogenofosfato de sodio y cloruro de magnesio), vitaminas, antibiéticos, factor de crecimiento y similares. En
cuanto al pH del medio, es deseable un intervalo de aproximadamente pH 5 a pH 8.

El cultivo se realiza mediante el método conocido en esta industria. Las condiciones culturales tales como, por
ejemplo, la temperatura, el pH del medio, y el tiempo de fermentacién se seleccionan de manera que se pueda
obtener el titulo mas alto de la proteina de unién a G implicada en la presente invencion.

Cuando se cultiva un transformante (transductante) en el que el huésped del transformante es E. coli, el cultivo
puede realizaciones en las condiciones de un procedimiento de rutina para cultivar E. coli en un medio usualmente
utilizado, sin embargo, como el medio que se utilizara para el cultivo, el medio liquido es adecuado.

El medio a usar cuando se cultiva un transformante en el que el huésped es E. coli, puede ser el medio usualmente
utilizado cuando se cultiva E. coli. Por ejemplo, se incluyen medio sintético, tal como D-MEM y RPMI, medio LB,
medio 2xYT, caldo Terrific, medio M9 (Miller, Journal of Experiments in Molecular Genetics, 431-433, Cold Spring
Harbor Laboratory, Nueva York, 1972), y similares. El cultivo puede realizarse usualmente de 14 °C a 42 °C, y
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preferiblemente de 28 °C a 39 °C, durante aproximadamente 3 horas a 24 horas con aireacion y agitacion, si es
necesario. Ademas, segun surge la necesidad, puede afiadirse un farmaco tal como isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido (IPTG), acido 3B-indolilacrilico.

4. Recuperacion de la proteina recombinante de unién a G

La proteina de unién a BG implicada en la presente invencion puede obtenerse a partir del cultivo obtenido como se
ha descrito anteriormente por el siguiente procedimiento.

Es decir, en el caso en el que la proteina de unién a BG implicada en la presente invencion esta presente en el
periplasma o el citoplasma del transformante cultivado, el cultivo se somete a un procedimiento de rutina tal como
separacion por filtracion o centrifugacion para recoger el cuerpo o células bacterianas, y el cuerpo o las células
bacterianas se suspenden en una solucion de tampdn apropiada, y después de homogeneizar la pared celular y/o la
membrana celular de la célula y similares mediante el método, tal como, por ejemplo, tratamiento con agente
tensioactivo, tratamiento supersonico, tratamiento con lisozima, congelacion y descongelacion, se obtiene una
solucién de extraccion en bruto que contiene la proteina de union a BG implicada en la presente invencion por el
método tal como separacion por centrifugacion o filtracion. Y, a partir de la solucion de extraccion en bruto
mencionada anteriormente, la proteina de unioén a G implicada en la presente invencion se purifica y se aisla segun
un procedimiento comuan usado para purificar y aislar una proteina natural o una proteina sintética para que no se
mezcle con BG.

El método para aislar y purificar la proteina de unioén a BG incluye, por ejemplo, un método que usa solubilidad, tal
como el método de precipitacion con disolucion salina; un método que usa una diferencia de peso molecular tal
como didlisis, ultrafiltracion, filtracion en gel, electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida; un
método que usa carga eléctrica tal como cromatografia de intercambio iénico; un método que usa afinidad especifica
tal como cromatografia de afinidad, un método que usa diferencia en hidrofobicidad tal como cromatografia liquida
de alta resolucion de fase inversa; y un método que usa diferencia en el punto isoeléctrico tal como electroforesis de
enfoque isoeléctrico.

Por ejemplo, cuando se usa un vector de expresion tal como el vector pTrcHis2 que comprende preliminarmente una
secuencia que codifica un péptido marcador tal como el péptido marcador de la etiqueta His, la proteina
recombinante de unién a BG tiene una etiqueta His. Por lo tanto, sometiendo una solucién que contiene la proteina
de unién a BG recombinante a cromatografia de afinidad usando un material de relleno de columna que contiene ién
niquel, tal como Ni-NTA (niquel-acido nitrilotriacético), la proteina de uniéon a BG recombinante objetivo puede
refinarse.

Ademas, una solucion que contiene la proteina de unién a BG recombinante purificada mediante el método descrito
anteriormente puede someterse adicionalmente a cromatografia de afinidad usando un material de relleno de
columna unido con la proteina de unién a B implicada en la presente invencién. Especialmente, cuando la célula
huésped utilizada para la expresion de la proteina recombinante de unién a G es un organismo eucariota, tal como
una levadura, el BG producido por el huésped también puede estar contenido en el producto de la célula huésped.
Por lo tanto, para eliminar el BG derivado de la célula huésped y para obtener la proteina de union a BG
recombinante objetivo, es preferible afiadir este proceso de cromatografia de afinidad al proceso de purificacion
descrito anteriormente.

La existencia de .la proteina de unién a BG implicada en la presente invencion que se aisla y se purifica de esta
manera puede medirse y determinarse, por ejemplo, por ELISA y similares, usando anticuerpo anti-His.

En lo sucesivo, la presente invencién se explicara con mas detalle haciendo referencia a los siguientes Ejemplos.
EJEMPLOS

Ejemplo 1

(1) Recuperacion de ARN

Usando un reactivo para extraer ARN, ISOGEN (producido por Nippon Gene Co., Ltd.), y segin un protocolo adjunto
al producto, se recuper6 el ARN total del hemocito de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) como se indica a
continuacion.

Primero, se afiadieron 640 mg de hemocito de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) (cultivado en Estados
Unidos) en un tubo en el que se colocaron 7 ml de ISOGEN previamente, y se homogeneizé el hemocito usando el
homogeneizador POLYTRON (fabricado por Kinematica AG).

Después de incubar el homogeneizado de hemocitos obtenido a temperatura ambiente durante 5 minutos, se
afadieron al mismo 1,4 ml de cloroformo, y se agité durante 15 segundos, y se incub6 adicionalmente a temperatura
ambiente durante 3 minutos. Después de esto, se realizd la separacion por centrifugacion del homogeneizado a
12000G a 4 °C durante 15 minutos, luego la fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo y se afadieron 3,5 ml de
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isopropanol y se agitd, seguido de incubacion a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, la
separacion por centrifugacion del homogeneizado se realizé a 4 °C y 12000G durante 10 minutos, y se obtuvo un
precipitado. El precipitado obtenido se lavd con 7 ml de etanol al 70 %, y luego se secd, y se obtuvo el precipitado de
ARN. El precipitado de ARN obtenido se disolvié en 800 pl de agua estéril. Se midi6 la absorbancia de la solucion de
ARN obtenida y se determiné la cantidad de ARN total obtenido. Se obtuvieron 779 ug de ARN total a partir de 640
mg del hemocito de cangrejo herradura (Limulus polyphemus).

(2) Purificacion ARNm
Usando Oligotex™-dT30<Super> (producido por TAKARABIO Inc.), se purific6 ARNm mediante el siguiente método.

Primero, a 250 yl de una solucion acuosa de ARN total (aproximadamente 243 ug como ARN total) obtenida en el
punto (1) anterior, se le afadieron 250 pl de una solucién de tampén (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, SDS al 0,1 %,
pH 7,5), y se afiadieron 500 yl mas de Oligotex™-dT30, y después la mezcla se hizo reaccionar por incubacion a 65
°C durante 5 minutos. La solucién de reaccién se dej6 en hielo durante 3 minutos. Posteriormente, a la solucion de
reaccion se le afiadieron 0,1 ml de NaCl 5 My se incubé a 37 °C durante 10 minutos. Después de eso, la solucién de
reaccion se sometié a separacion por centrifugacién a 15000 rpm durante 3 minutos para eliminar la soluciéon de
sobrenadante, y el sedimento se disolvi6 en 450 yl de TE (tampén Tris-EDTA, pH 8,0). Después de incubar la
solucion de sedimentos a 65 °C durante 5 minutos, la solucién se dejé en hielo durante 3 minutos. Después de eso,
la solucién de sedimentos se centrifug6 a 20000 G durante 3 minutos; y se recuperd una porcion de 400 pl de
sobrenadante. Después de que el sobrenadante se tratd mediante el proceso habitual de precipitacion con etanol, el
precipitado obtenido se disolvié en 10 ul de TE para obtener una solucién de ARNm purificada.

(3) Produccion y clonacion por PCR de ADNc
1) ADNc

Usando el ARNm purificado obtenido en el punto (2) anterior como plantilla, se realiz6é una reaccién de transcripcion
inversa habitual usando Oligo (dT)i2-1s (producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) y Reverscript Il
(producido por Nippon Gene Co., Ltd.) para sintetizar ADNc.

2) PCR

No se ha determinado la secuencia genémica que codifica la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus. Por
lo tanto, considerando que los cebadores que amplifican la secuencia gendmica que codifica la subunidad o del
factor G de Tachypleus tridentatus se disefiaron a partir de la secuencia de nucleétidos que codifica la subunidad a
del factor G de Tachypleus tridentatus, y si la PCR se realiz6 usando este cebador, la secuencia de nucleétidos que
codifica la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus podria amplificarse, la idea se puso en practica como se
describe a continuacion.

En primer lugar, sobre la base de la secuencia gendémica de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus
(mostrada en la SEQ ID NO: 11) descrita en la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information),
la secuencia de cebador descrita a continuacion se disefio y se sintetiz6 por Sigma-Aldrich Corp. en consignacion.

Secuencia de cebador:
cebador F1: 5'-gcaatgttggtgttgc-3' (SEQ ID NO: 21)
cebador R1: 5'-gaagaaacaacagctgttgacc-3' (SEQ ID NO: 22)

El cebador F1 entre los cebadores descritos anteriormente corresponde a una secuencia de 16 nucleétidos que
comprende 3 nucledtidos (gca: la parte de la secuencia que se considera que codifica la secuencia sefial) en el lado
5' del codoén de inicio y una secuencia del coddn de inicio posterior con respecto al 13° nucleétido del lado 3' del
genoma que codifica la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus descrita en la base de datos NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Ademas, el cebador R1 codifica varios aminoacidos en el lado C-
terminal de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus descrita anteriormente.

El andlisis por PCR se realiz6 usando este par de cebadores y usando el ADNc obtenido en el punto (3)-1) anterior
como plantilla, en las condiciones de reaccion descritas a continuacion. Después del calentamiento a 98 °C durante
2 minutos, la reaccién se repitié en 30 ciclos de un ciclo de reaccion compuesto por calentamiento a 95 °C durante
15 segundos, 50 °C durante 30 segundos y 68 °C durante 2 minutos y en cada ciclo, y finalmente, la reaccion se
realiz6 a 68 °C durante 5 minutos.

Condiciones de reaccion de la PCR:
agua estéril: 12 pl;

ADNc: 2 ul;
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cebador F1: 1 pl;

cebador R1: 1 pl;

dNTP 0,2 mM (mezcla de dATP, dGTP, dCTP, y dTTP) (producido por Nippon Gene Co., Ltd.): 2 pl;

Tampoén de amplificacion 2xTOPOTAQ con MgCl, 6 mM (producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.): 20 pl;
ADN polimerasa TOPOTAQ (producida por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.): 2 pl.

El producto de PCR obtenido se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 1 % que contenia 1 pg/ml de bromuro
de etidio, y se cort6 una porcidon de gel de aproximadamente 1,2 Kbp de banda. El producto de PCR se purifico a
partir del corte de gel utilizando el kit de extraccién de gel QIAquick (producido por Qiagen GmbH).

(4) Preparacion del vector recombinante y determinacion de la secuencia de nucleotidos

Después de mezclar 0,1 pg de pGEM-T Easy (producido por Promega Corp.) con aproximadamente 5 pg del
producto de PCR obtenido en el punto (3)-2) anterior y 5 pl de solucion del kit de ligacion de ADN Ver.2, | (producido
por TAKARABIO Inc.), se hizo un volumen total a 10 pl con agua destilada estéril. Posteriormente, la reaccion de
ligacion se realizé a 16 °C durante 1 hora para obtener el vector recombinante. En el vector recombinante obtenido,
se insertd la misma secuencia de nucledtidos que el ADNc obtenido en el punto (3)-1) anterior, es decir, la secuencia
de nucleétidos que codifica la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus. Por lo tanto, el vector recombinante
obtenido se denominé "factor G a de Limulus polyphemus/pGEM-T".

Utilizando 200 ng del vector recombinante obtenido factor G a de Limulus polyphemus/pGEM-T como plantilla, y
utilizando el mismo par de cebadores que se utilizéd en el punto (3)-2) anterior, la reaccién de secuenciacion se
realizé usando el kit DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing (producido por GE Healthcare Bio-Science AB)
segun el método proporcionado en un manual suministrado.

(5) Bisqueda de homologia de la secuencia de nucleétidos

La decodificacion de la secuencia de nucledtidos del producto de reaccién de secuenciacion obtenido [que tiene la
misma secuencia de nucledtidos que el ADNc obtenido en el punto (3)-1) anterior] se realiz6 usando BaseStation
(Bio-Rad Laboratories, Inc.). La secuencia de nucledtidos que codifica la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus obtenida mediante decodificacion se muestra en SEQ ID NO: 1, y la secuencia de aminoacidos que se
deduce de la secuencia de nucledtidos y esta codificada por esta secuencia de nucledtidos, se muestra en SEQ ID
NO: 2, respectivamente.

Posteriormente, usando la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information), se realizé la
busqueda de homologia (BLAST) en la secuencia de nucleétidos del producto de PCR insertado en el vector. Como
resultado, quedo claro que la secuencia de nucleétidos del producto de PCR insertado en el vector, es decir, la
secuencia de nucledtidos del ADNc, mostré una alta homologia con la secuencia gendmica conocida de la
subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus, sin embargo, fueron diferentes entre si. Es decir, la homologia
entre la secuencia gendmica conocida de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus y la secuencia
genodmica correspondiente a la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus (se excluyeron el péptido sefial y la
secuencia parcial del lado N-terminal, y el codén de parada) fue del 85,6 %. Ademas, a partir de la comparacion de
las secuencias de aminoacidos deducidas de las respectivas secuencias de nucleodtidos, la homologia de ambas
secuencias fue del 79,5 %.

Ademas, sobre la base de la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 2) que se deduce de la secuencia de
nucleotidos obtenida de ADNc y codificada por esta secuencia de nucleétidos, se analizé en detalle la estructura de
la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus. En consecuencia, quedd claro que en la subunidad a del factor
G de Limulus polyphemus, existia un dominio de tipo B-1,3-glucanasa en el lado N-terminal, un dominio de tipo
xilanasa dimera Z (XInZ) que se suponia que era un dominio de unién a BG. en el lado C-terminal, y un dominio de
tipo xilanasa A (XInA) en el centro. Los puntos de diferencia de la secuencia de aminoacidos conocida de la
subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus fueron: (i) una secuencia enlazadora entre las secuencias
diméricas del dominio de unién a BG presente en el lado C-terminal era completamente diferente; (ii) el motivo
QQES que era un motivo estructural presente en el dominio tipo xilanasa A en el centro de la secuencia se repiti6 3
veces en la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus, mientras que en la subunidad o del factor G de
Limulus polyphemus se repitié dos veces.

Basandose en los resultados analiticos descritos anteriormente, se compararon la secuencia de nucleétidos, la
secuencia de aminoacidos y las estructuras de proteinas entre la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus y
la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus. Los resultados se muestran colectivamente en la Tabla 2 a
continuacion.
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[Tabla 2]
Subunidad a del factor G
Limulus polyphemus Tachypleus tridentatus
Numero de aminoacido 649 654
Numero de aminoacido en la estructura de hueco 5
Longitud completa 72,5 KDa 73,9 KDa

Masa molecular deducida Dominio de tipo XInZ

. 28,6 KDa 29,2 KDa
(dimero)
Longitud completa 5,20 5,94
Punto isoeléctrico deducido — -
Dominio de tipo XInZ 857 6,10

(dimero)

Secuencia de aminoéacidos: 79,5 % (secuencia de

Longitud completa nucledtidos: 85,6 %)

Dominio de tipo XInZ | Secuencia de amino4cidos: 83,3 % (secuencia de

Homologia entre Limulus polyphemus y (dimero) nucledtidos: 85,9 %)

Tachypleus tridentatus Secuencia de aminoacidos: 78,8 % (secuencia de

Dominio de tipo XinZ nucle6tidos: 87,4 %)

Dominio de tipo Secuencia de aminoécidos: 77,2 % (secuencia de
glucanasa nucleétidos: 85,1 %)
Motivo QQWS Repeticién dos veces Repeticion tres veces

Ademas, el diagrama esquemdtico de la estructura de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus predicho
a partir del andlisis mencionado anteriormente se muestra en la Figura 1, y se muestra un diagrama esquematico de
la estructura conocida de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus en la Figura 2, respectivamente.

(6) Preparacion del vector de expresién

En primer lugar, se realizd un analisis por PCR usando el vector recombinante factor Ga de Limulus
polyphemus/pGEM-T obtenido en el punto (4) anterior como plantilla. En cuanto al cebador, se usaron las
secuencias de cebador descritas a continuacion que se disefiaron a partir de la secuencia de nucleotidos aclarada
en el punto (5) anterior (SEQ ID NO: 1) y se sintetizaron mediante un método de sintesis de rutina de Sigma-Aldrich
Corp. Mediante el andlisis por PCR usando estos cebadores, puede amplificarse una secuencia de nucleétidos del
696 al 1947 del 5'-terminal en la secuencia de nucledtidos aclarada en el punto (5) anterior y mostrada en la SEQ ID
NO: 1 que codifica la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus, es decir, una secuencia de nucleétidos que
codifica "una secuencia de aminoacidos desde 233 (asparagina) hasta 649 (valina) en la secuencia de aminoacidos
de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus mostrada en la SEQ ID NO: 1".

Secuencia de cebador:
cebador F2: 5'-aatacaccttctcctgttgacg-3' (SEQ ID NO: 23);
cebador R2: 5'-ctggattaagattacaaaggtt-3' (SEQ ID NO: 24).

Se ha de apreciar que el péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de 233 a 649 de la subunidad « del factor G
de Limulus polyphemus se denomind "fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus".
Es decir, el "fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus" tiene una secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 4. Ademas, la secuencia de aminoacidos del fragmento a mencionado
anteriormente se codifica por la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 3.

Se muestra un diagrama esquematico del fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus en el dibujo inferior de la Figura 1 de manera que pueda compararse con el diagrama esquematico de la
subunidad o del factor G de Limulus polyphemus. Es decir, el fragmento a derivado de la subunidad o del factor G
de Limulus polyphemus posee el dominio de tipo xilanasa A (existiendo dos motivos QQWS en el mismo) y un
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dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ) que se supone que es el dominio de unién a BG de la subunidad o del
factor G de Limulus polyphemus.

La PCR se realizé en las condiciones de reaccion descritas a continuacion. Después del calentamiento a 98 °C
durante 2 minutos, se repitié 30 veces un calentamiento secuencial a 95 °C durante 15 segundos, a 63 °C durante
30 segundos y a 68 °C durante 1 minuto, y finalmente se calenté a 68 °C durante 5 minutos.

Condiciones de reaccion de la PCR:

agua estéril: 12 pl;

Factor G a de Limulus polyphemus/pGEM-T: 2 ul;

cebador F2: 1 pl;

cebador R2: 1 pl;

dNTP 0,2 mM (mezcla de dATP, dGTP, dCTP, y dTTP) (producido por Nippon Gene Co., Ltd.): 2 pl;

Tampoén de amplificacion 2xTOPOTAQ con MgCl, 6 mM (producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.): 20 pl;
ADN polimerasa TOPOTAQ (producida por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.): 2 pl.

El producto de PCR obtenido se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 1 % que contenia 1 pyg/ml de bromuro
de etidio, y se cortd una porciéon de gel de aproximadamente 1,3 Kbp de banda. El producto de PCR se purifico a
partir del corte de gel utilizando el kit de extraccion de gel QIAquick (producido por Qiagen GmbH).

Posteriormente, se mezclaron una porcién de 1 pl del vector pTrcHis2 (producido por Invitrogen Corp.) y 4 pl del
producto de PCR obtenido, y el volumen total se ajustd a 5 pl con agua estéril. Posteriormente, la reaccién de
ligacion se realiz6 por incubacién a 25 °C durante 5 minutos para preparar un vector recombinante. Usando este
vector recombinante, la linea de células competentes DH5a derivada de la cepa K de E. coli (producida por Nippon
Gene Co., Ltd.) se transform6 por un procedimiento de rutina. Este transformante se cultivo en un medio de agar LB
que contenia ampicilina (producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 100 pg/ml) a 37 °C durante 1 dia, y se
dej6 que crecieran colonias.

Del transformante de cada colonia, se extrajo ADN, respectivamente, mediante un procedimiento de rutina, y la
secuencia de nucledtidos se confirmd usando BaseStation (producido por Bio-Rad Laboratories, Inc.). VY, el
transformante que tenia una secuencia de nuclettidos como un marco de lectura que codificaba una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4 se denomin¢ "fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus (233-649 aa)/DH5a".

(7) Expresion del fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus (233-649 aa)

El transformante del fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus (233-649
aa)/DH5a seleccionado en el punto (6) anterior se cultivo durante una noche. La solucion de cultivo (5 ml) se inoculd
en 1| de medio LB que contenia 100 mg/l de ampicilina, y se cultivd a 37 °C durante 4 horas. En el momento en que
la DOgoo nm del caldo de cultivo alcanzé 0,8, se afiadi6 una concentracion final 1 mM de isopropil-p-
tiogalactopiranésido (IPTG) (producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) al medio de cultivo, y se cultivo
adicionalmente con agitacion a 20 °C durante 48 horas.

Después del cultivo, la solucién de cultivo se sometié a separacion por centrifugacion, y el precipitado resultante
(cuerpo bacteriano) se recogid. Después de lavar el precipitado con agua destilada (producida por Otsuka
Pharmaceutical Co., Ltd.), el cuerpo bacteriano se homogeneiz6 por onda ultrasénica, después se sometié a
separacion por centrifugacion (5000g x 10 minutos) para obtener una fraccion de sobrenadante.

La proteina expresada tiene seis de His que se obtienen del vector pTrcHis2 que se une en el lado C-terminal. Y asi,
usando Ni-agarosa (producida por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), la proteina se purifico a partir de la fraccion
de sobrenadante obtenida como se ha descrito anteriormente realizando la purificacion por afinidad con Ni-agarosa
segun el método descrito en el manual suministrado.

(8) Confirmacion de la expresion del fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus
(233-649 aa)

En primer lugar, después de que la proteina expresada purificada en el punto (7) anterior (fragmento a recombinante
derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus) se sometiera a SDS-PAGE usando gel de
poliacrilamida (producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), la proteina se transfirié a la membrana de PVDF
usando iBlot (producido por Invitrogen Corp.). Después de someter la membrana de PVDF a un proceso de bloqueo
con Blockace al 1 %, la membrana se hizo reaccionar con anticuerpo anti-His marcado con peroxidasa (producido
por GE Healthcare Bio-Science AB) a temperatura ambiente durante 1 hora. La membrana de PVDF después de la
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reaccion se lavé 3 veces con PBS-T (que contenia monolaurato de polioxietilen (20) sorbitan al 0,05 %) (producido
por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), después se dejé emitir luz usando ECLplus (producido por GE Healthcare
Bio -Science AB), que se mostr6 en una pelicula de rayos X (producida por GE Healthcare Bio-Science AB).

Por separado, el gel después de SDS-PAGE se tifi6 usando un kit de tincion de plata (producido por Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.) segun el método proporcionado en el manual suministrado.

Los resultados se muestran en la Figura 3(a) y (b). La Figura 3 (a) muestra los resultados de la transferencia
Western, y la Figura 3 (b) muestra los resultados de la tincién con plata del gel después de la SDS-PAGE,
respectivamente.

Ademas, en la Figura 3 (a), el carril (1) es un resultado cuando se usé el marcador de peso molecular Dr. Western
(producido por Oriental Yeast Co., Ltd.) como muestra, y carril (2) es un resultado cuando se utilizé el fragmento a
purificado por afinidad como muestra.

En la Figura 3 (b), el carril (1) es un resultado cuando se usé el marcador de peso molecular de proteina Precision
Plus Protein Standards (producido por Bio-Rad Laboratories, Inc.) como muestra, y el carril (2) es un resultado
cuando el fragmento a purificado por afinidad se us6 como muestra.

Como es evidente a partir de los resultados mostrados en la Figura 3 (a), se pudo detectar una banda que mostraba
la proteina expresada que reaccion6 con el anticuerpo anti-His marcado con peroxidasa (indicado por la flecha).

Ademas, el peso molecular del fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus
supuesto a partir de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 es de aproximadamente 48 kDa.
Como queda claro a partir de los resultados mostrados en la Figura 3 (b), el tamafio de la proteina de la banda
(Figura 3 (a)) identificado por SDS-PAGE, y en reaccién con el anticuerpo anti-His marcado con peroxidasa es de
aproximadamente 48 kDa, y la banda se confirmo6 en la misma posicion que el peso molecular del fragmento a
derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus.

Por lo tanto, se confirmé que el fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus (233-
649 aa) podria expresarse mediante el método descrito anteriormente, y podria obtenerse un fragmento a
recombinante derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus.

Ejemplo 2: Medicién de BG por diversas proteinas de unién a G
(1) Preparacién de diversas proteinas de unién a G
1) Fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus)

Se uso el fragmento a recombinante derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus obtenido en el
Ejemplo 1.

2) Preparacion de la proteina de reconocimiento 8 (1-479 aa) derivada de gusano de seda

En la Figura 3 de Ochiai M. et al., J. Biol. Chem., vol. 275, N.° 7, pag. 4995-5002 (2000), se ha descrito la secuencia
de aminoacidos de la proteina de reconocimiento de B-1,3-glucano derivada de gusano de seda, y la secuencia de
nucleétidos del gen que la codifica. La proteina mencionada anteriormente es una proteina que consiste en 479
aminoacidos, que esta codificada por una secuencia de nucleétidos de 1575 pb. Segun el método descrito en la
bibliografia descrita anteriormente y un método dado en el Ejemplo 1 descrito anteriormente, se obtuvo una proteina
de reconocimiento de -1,3-glucano derivada de gusano de seda descrita en la Figura 3 de la bibliografia descrita
anteriormente (en lo sucesivo en el presente documento, denominada como "proteina de reconocimiento de BG (1-
479 aa) derivada de gusano de seda" en la presente descripcion).

Es decir, ARNm se purificéd de un extracto obtenido a partir de hemocito de larva de gusano de seda, y el ADNc se
obtuvo por una reaccion de transcripcion inversa. Usando el ADNc obtenido como plantilla, y usando 5'-
tacgaggcaccaccg-3' (SEQ ID NO: 39) como cebador F y 5'-gttaaagtttttgcaata-3' (SEQ ID NO: 40) como cebador R, la
PCR se realizd en las condiciones descritas en la bibliografia mencionada anteriormente. El producto de PCR
obtenido se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 1 % en presencia de 1 pg/ml de bromuro de etidio, y se
corté una porcion de gel de la banda de aproximadamente 1,5 kbp. El producto de PCR se purificd a partir de la
porcion de gel usando el kit de extraccion de gel QlAquick.

Posteriormente, se realizaron la preparacion del vector de expresion usando el mismo vector de expresion (vector
pTrcHis2) que en el Ejemplo 1 (6), y la transformacion de la linea de células competentes DH5a derivada de la cepa
K de E. coli. Después, por el mismo método que en el Ejemplo 1 (7), el transformante se cultivd y se expreso la
"proteina de reconocimiento de BG (1-479 aa) derivada de gusano de seda". Después del cultivo, la proteina se
purificé de la solucion de cultivo mediante el mismo método que en el Ejemplo 1 (7).

3) Preparacion de la proteina de unidn de reconocimiento de BG (1-454 aa) derivada de gusano de seda
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Se han descrito una secuencia de aminoacidos de proteina de unién a bacterias Gran negativas derivada de gusano
de seda y una secuencia de nucle6tidos que codifica la proteina en la Figura 3 de Proc. Natl. Acad. Sci. USA vol. 93,
pag. 7888-7893 (1996). La proteina mencionada anteriormente es la que consiste en 467 aminoacidos y esta
codificada por una secuencia de nucledtidos de 2257 pb. Dado que se describe en la bibliografia descrita
anteriormente que la estructura de la proteina mencionada anteriormente "comprende un dominio de tipo glucanasa
y tiene un parecido con el dominio o del factor G", se supone que esta proteina tiene una propiedad para unirse con
BG.

Y asi, segun el método descrito en la bibliografia descrita anteriormente y un método dado en el Ejemplo 1 descrito
anteriormente, se obtuvo la proteina de union a bacterias Gram-negativas derivada de gusanos de seda descrita en
la Figura 3 de Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol.93, pag.7888-7893 (1996) (en lo sucesivo en el presente documento,
denominada "proteina de union al reconocimiento de BG (1-454 aa) derivada de gusano de seda" en la presente
descripcion).

Es decir, ARNm se purificé de un extracto obtenido a partir de hemocito de larva de gusano de seda, y el ADNc se
obtuvo por una reaccién de transcripcién inversa. Usando el ADNc obtenido como plantilla, y usando 5'-
atatcgtacgctcaaatgcec-3' (SEQ ID NO: 41) como cebador F y 5'-ctttgtcaaagttatcgectta-3' (SEQ ID NO: 42) como
cebador R, la PCR se realiz6 en las condiciones descritas en la bibliografia mencionada anteriormente. El producto
de PCR obtenido se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 1 % en presencia de 1 pg/ml de bromuro de etidio,
y se corté una porcién de gel de la banda de aproximadamente 1,5 kbp. El producto de PCR se purificé a partir de la
porcion de gel usando el kit de extraccion de gel QIAquick.

Posteriormente, se realizaron la preparacion del vector de expresion usando el mismo vector de expresion (vector
pTrcHis2) que en el Ejemplo 1 (6), y la transformacioén de la linea de células competentes DH5a derivada de la cepa
K de E. coli. Después, por el mismo método que en el Ejemplo 1 (7), el transformante se cultivd y se expreso la
"proteina de union al reconocimiento de 3G (1-454 aa) derivada de gusano de seda". Después del cultivo, la proteina
se purificod de la solucion de cultivo mediante el mismo método que en el Ejemplo 1 (7).

4) Preparacion de la proteina de reconocimiento BG (181-471 aa) derivada de polilla india de la harina

En la hemolinfa de la polilla india de la harina (Plodia interpunctella), existe la proteina de reconocimiento de G
(proteina de reconocimiento de B-1,3-glucano). En Fabrick J. A., et al., Insect Biochem. Mol. Biol., vol. 33, pag. 579-
594, 2003, se ha descrito una secuencia de aminoacidos de la proteina y una secuencia de nucledtidos de la
proteina. Consiste en 471 aminoacidos y tiene parte de tipo glucanasa (dominio de tipo glucanasa) en el lado C-
terminal (Fabrick J. A., et al., J. Biol. Chem., vol. 279, N.° 25, p4g.26605-26611, 2004, Figura 1).

Y asi, segln el método descrito en Fabrick J. A., et al., Insect Biochem. Mol. Biol., vol. 33, p4g.579-594, 2003 y un
método dado en el Ejemplo 1 descrito anteriormente, se obtuvo la proteina del dominio de tipo glucanasa de la
proteina de reconocimiento de BG que consiste en una secuencia de aminoacidos de 181 a 471 en el lado C-
terminal de esta polilla india de la harina (en lo sucesivo en el presente documento, denominada como "proteina de
reconocimiento de 3G (181-471 aa) derivada de la polilla india de la harina" en la presente descripcion).

Es decir, el ARNm se purificé de un extracto obtenido a partir de hemocito de polilla india de la harina, y el ADNc se
obtuvo por una reaccion de transcripcion inversa. Usando el ADNc obtenido como plantilla, y usando 5'-
gaggtcaagtttcctgaag-3' (SEQ ID NO: 43) como cebador F y 5'-gtcagagtctatgcgctg-3' (SEQ ID NO: 44) como cebador
R, la PCR se realizé en las condiciones descritas en la bibliografia mencionada anteriormente. El producto de PCR
obtenido se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 1 % en presencia de 1 ug/ml de bromuro de etidio, y se
corté una porcion de gel de la banda de aproximadamente 1,5 kbp. El producto de PCR se purific6 a partir de la
porcion de gel usando el kit de extraccién de gel QIAquick.

Posteriormente, se realizaron la preparacion del vector de expresiéon usando el mismo vector de expresién (vector
pTrcHis2) que en el Ejemplo 1-(6), y la transformacién de la linea de células competentes DH5a derivada de la cepa
K de E. coli. Después, por el mismo método que en el Ejemplo 1 (7), el transformante se cultivé y se expresé la
"proteina de reconocimiento de BG (181-471 aa) derivada de polilla india de la harina". Después del cultivo, la
proteina se purificd de la solucion de cultivo mediante el mismo método que se ha descrito en el Ejemplo 1 (7).

5) Preparacion de otra proteina de unién a G

Ademas, se usaron las siguientes como proteina de unién a BG.

* Dectina 1 derivada de ratén (producida por R&D Systems, Inc.);

* Anticuerpo anti-(1, 3) BG de ratén (producido por Biosupplies Australia Pty Ltd.).

(2) Marcado con peroxidasa de la proteina de unién a G

Usando el kit de marcado con peroxidasa-NH2 (producido por Dojindo Laboratories Co., Ltd.), y segun el método

dado en el manual suministrado con el kit, cada proteina de unién a BG preparada en el punto (1) descrito
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anteriormente se marco con peroxidasa.
(3) Medicion sandwich
1) Preparacion de microplaca inmovilizada en proteina de unién a BG para ELISA

Las proteinas de union a BG preparadas en el punto (1) anterior se ajustaron cada una para dar 5 pyg/ml con una
solucion de tampon MOPS 50 mM (pH 7,0), y cada alicuota de 50 pl se puso en cada pocillo de una microplaca para
ELISA (producida por Nunk), y permaneciendo en reposo a 10 °C durante 16 horas, cada proteina de union a BG se
inmovilizé debido a la microplaca mencionada anteriormente (aproximadamente 250 ng/pocillo como proteina de
unioén a BG).

Posteriormente, como una operacién de bloqueo para reducir la adsorcion no especifica, se dispensé un alicuota de
0,2 ml de solucion de Blockace al 1 % (producido por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) disuelta en solucion
salina tamponada con fosfato 50 mM (pH 7,0) en cada pocillo, y después de permanecer en reposo a temperatura
ambiente durante 1 hora, se realizé el lavado de cada pocillo.

2) Preparacion de proteina de union a G marcada con peroxidasa

Cada proteina de union a G marcada con peroxidasa obtenida en el punto (2) anterior se diluyé 8000 veces con
una solucion de Blockace al 1 % disuelta en una solucién salina tamponada con fosfato 50 mM (pH 7,0).

3) Preparacion de la muestra

Se prepardé la "preparacion estandar de B-glucano" de ensayo de B-glucano de Wako (producido por Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.) para dar 1000 pg/ml en el valor reducido de lentinano con una solucion de Blockace al 1 %
disuelta en una solucion salina tamponada con fosfato 50 mM (pH 7,0). Se us6 como una muestra.

4) Medicion

Una muestra de 50 pl (50 pg en el valor reducido de lentinano) preparada en el punto 3) anterior se afiadi6é a cada
pocillo de la microplaca inmovilizada con proteina de union a G para ELISA preparada en el punto 1) anterior, y se
hizo reaccionar a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente, cada pocillo se lavé 3 veces con PBS-T (producido por
Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Se dispersaron 50 pul de la proteina de unién a BG marcada con peroxidasa (2
pg/ml) preparada en el punto 2) anterior en cada pocillo, y se hicieron reaccionar a 37 °C durante 1 hora. Después
de lavar cada pocillo 3 veces con PBS-T y una vez con agua destilada, se afiadieron 50 pl de soluciéon de TMB (3, 3/,
5, 5'-tetrametilbencidina) (producida por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a cada pocillo, y se hizo reaccionar a
25 °C durante 30 minutos. Después, se afiadieron 50 pl de solucién de terminaciéon de reaccion (solucion 1 M de
acido fosfdrico) a cada pocillo para terminar la reaccion. La absorbancia a 450 nm se midié usando Vmax (producido
por Molecular Devices Inc.).

Ha de apreciarse que la medicién se realiz6 de una manera similar usando una muestra de 0 pg/ml en el valor
reducido de lentinano para su uso como un valor en blanco.

(4) Resultados
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.
[Tabla 3]

DO450 nm (x 1000)

Proteina marcada con peroxidasa

i ii iii iv % vi

i| 41| 7 70 51 | 43 | 38

i | 38 | 15 77 61 | 38 | 32

i | 36 6 412 | 24 | 10 | 39
Proteina inmovilizada en una placa

iv| 20|11 8 18 | 17 | 28

v |18 | 7 42 | 31|15 | 31

vi| 31| 8 38 4 | 21 | 42
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Ha de apreciarse que el valor numérico indicado en la Tabla 3 es un valor que se obtiene restando el valor en blanco
de la absorbancia obtenida a 450 nm y multiplicado por 1000.

Ademas, en la Tabla 3, cada simbolo es un resultado cuando se usa la siguiente muestra.
i: Proteina de reconocimiento de 3G derivada de gusano de seda;
5 ii: Proteina de unién a reconocimiento de BG derivada de gusano de seda;
iii: Fragmento a derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus);
iv: Proteina de reconocimiento de BG derivada de polilla india de la harina;
v: Dectina 1 derivada de raton;
vi: Anticuerpo anti-(1, 3) BG de raton.

10 Es decir, en la Tabla 3 anterior, por ejemplo, cuando el valor es "412" para "proteina inmovilizada en la placa: ii" y
"proteina marcada con peroxidasa: iii", significa que la reaccién que se ha descrito anteriormente se realizé usando
"microplaca para ELISA inmovilizado con fragmento a derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Limulus polyphemus)" y "fragmento a marcado con peroxidasa derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo
herradura (Limulus polyphemus)", y el valor del valor de medicion de la absorbancia obtenida a 450 nm multiplicado

15 por 1000 fue "412".

A continuacion, se muestran en la siguiente Tabla 4 las relaciones S/N obtenidas dividiendo cada valor de medicion
de la absorbancia obtenida por el valor en blanco.

[Tabla 4]
SIN
Proteina marcada con peroxidasa
i ii iii v |V vi
Proteina inmovilizada en una placa | i 14112 (11|12 |14 |11
i 1313|1112 (12|11
i (1,311 35|12 (13|12
iv|i12 (12|11 (11|12 |11
v (11 (11 (13|12 |12 |11
vi|13 (12 (13|11 |13 |12
20 Ademas, los resultados de la evaluaciéon obtenida basandose en los resultados de la Tabla 3 y la Tabla 4 se

muestran en la siguiente Tabla 5.
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[Tabla 5]
Evaluacion
Proteina marcada con peroxidasa
i ii iii iv % Vi
i X X A A X X
ii X X A A X X
i | x X © X X X
Proteina inmovilizada en una placa
iv | X X X X X X
vV | X X X X X X
vi| X X X X X X

En la Tabla 5, cada simbolo tiene el siguiente significado.
©: DO450 nm (x 1000) es 200 o mas, y S/N es 3,0 0 mas;
o: DO450 nm (x 1000) es 100 o més, y S/N es 1,5 0 més;
A: DO450 nm (x 1000) es 50-99, o S/N es 1,0 0 més;

X: DO450 nm (x 1000) es 0-49, o S/N es 1,0 o mas.

Ha de apreciarse que en la Tabla 5, el método de medicién usando tanto la placa (v) que esta inmovilizada con
Dectina | de ratén como Dectina | de raton marcada con peroxidasa (v) es un método de medicion por el método
sandwich usando 2 moléculas de Dectina | que se describe en la Bibliografia no perteneciente a patente 1.

Por otro lado, en la Tabla 5, el método para medir G usando la proteina de unién a BG implicada en la presente
invencion es un método que usa tanto placa (iii) que esta inmovilizada con el fragmento a derivado de la subunidad a
del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) como con el fragmento a derivado de la subunidad a del
factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus).

Como resulta evidente a partir de los resultados de la Tabla 5, la combinacién en la que el valor en la Tabla 3 es 100
0 mas y la relacion S/N en la Tabla 4 es 1,5 o méas era un sistema de mediciéon usando la placa (iii) que esta
inmovilizada con el fragmento a derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus
polyphemus) y el fragmento a derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus).

Mediante el método que usaba 2 moléculas de Dectina, que es el sistema de medicion de sandwich ya conocido (el
método que usa tanto una placa inmovilizada con Dectina como con Dectina marcada con peroxidasa), no pudo
obtenerse un resultado favorable.

A partir de los resultados mencionados anteriormente, se mostré que un sistema de medicion sandwich que usaba el
fragmento a (iii) derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) que es una
proteina de unién a BG implicada en la presente invencién, era util para medir el BG.

Ejemplo 3: Medicién sandwich usando un fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Limulus polyphemus) (1)

(1) Designacion de un fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus
polyphemus)

Basandose en la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus
polyphemus) (SEQ ID NO: 2) obtenida en el Ejemplo 1 (5), se disefiaron los siguientes 4 tipos de fragmentos
derivados de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus). Ha de apreciarse que el
diagrama esquematico de cada fragmento se muestra colectivamente en la Figura 1, de manera que puede
compararse con el diagrama esquemético de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura (Limulus
polyphemus).

1) Fragmento a derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus): El fragmento a
obtenido en el Ejemplo 1. Consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 que se codifica
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por una secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 3. Corresponde a una secuencia de aminoacidos de
la parte del 233 al 649 de N-terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo
herradura (Limulus polyphemus) mostrada en la SEQ ID NO: 2. Tiene un dominio tipo xilanasa A (existen dos
motivos QQWS) y un dominio dimérico tipo xilanasa Z (XInZ).

2) Fragmento b derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus): Consiste en
una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 6 que se codifica por una secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 5. Corresponde a una secuencia de aminoacidos de la parte del 387 al 649 de N-
terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus)
mostrada en la SEQ ID NO: 2. Tiene un dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ).

3) Fragmento c derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus): Consiste en
una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 8 que se codifica por una secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 7. Corresponde a una secuencia de aminoacidos de la parte del 524 al 649 de N-
terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus)
mostrada en la SEQ ID NO: 2. Tiene un dominio de tipo xilanasa Z en el lado C-terminal del dominio dimérico de tipo
xilanasa Z (XInZ) poseido por la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus.

4) Fragmento d derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus): Consiste en
una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 10 que se codifica por una secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 9. Corresponde a una secuencia de aminoacidos de la parte del 233 al 515 de N-
terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus)
mostrada en la SEQ ID NO: 2. Tiene un dominio de tipo xilanasa A (existen dos motivos QQWS) y un dominio de tipo
xilanasa Z en el lado N-terminal del dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ) poseido por la subunidad o del factor
G de Limulus polyphemus.

(2) Designacion de un fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus
tridentatus)

Basandose en la secuencia de nucleétidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus
tridentatus) (SEQ ID NO: 11) descrita en la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information), se
disefiaron los siguientes 4 tipos de fragmentos derivados de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Tachypleus tridentatus). Ha de apreciarse que el diagrama esquematico de cada fragmento se muestra
colectivamente en la Figura 2, de manera que puede compararse con el diagrama esquemaético de la subunidad o
del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus).

1) Fragmento e derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus): Consiste en
una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 14 que se codifica por una secuencia de nuclettidos
mostrada en la SEQ ID NO: 13. Corresponde a una secuencia de aminoacidos de la parte del 299 al 673 de N-
terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus
tridentatus) mostrada en la SEQ ID NO: 12. Tiene un dominio de tipo xilanasa A (existen tres motivos QQWS) y un
dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ).

2) Fragmento f derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus): Consiste en
una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 16 que se codifica por una secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 15. Corresponde a una secuencia de aminoacidos de la parte del 410 al 673 de N-
terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus
tridentatus) mostrada en la SEQ ID NO: 12. Tiene un dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ).

3) Fragmento g derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus): Consiste en
una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 18 que se codifica por una secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 17. Corresponde a una secuencia de aminoacidos de la parte del 548 al 673 de N-
terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus
tridentatus) mostrada en la SEQ ID NO: 12. Tiene un dominio de tipo xilanasa Z en el lado C-terminal del dominio
dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ) poseido por la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus.

4) Fragmento h derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus): Consiste en
una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 20 que se codifica por una secuencia de nuclettidos
mostrada en la SEQ ID NO: 19. Corresponde a una secuencia de aminoacidos de la parte del 299 al 547 de N-
terminal de la secuencia de aminoacidos de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus
tridentatus) mostrada en la SEQ ID NO: 12. Tiene un dominio de tipo xilanasa A (existen tres motivos QQWS) y un
dominio de tipo xilanasa Z en el lado N-terminal del dominio dimérico de tipo xilanasa Z (XInZ).

(3) Expresioén del fragmento derivado del fragmento de origen de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura

De cada secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de fragmentos respectivos disefiados
en los puntos (1) y (2) anteriores, se disefiaron cebadores de PCR que amplifican una secuencia de nucleétidos que
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codifica cada fragmento.

La SEQ ID NO de la secuencia de aminoacidos de cada fragmento, la SEQ ID NO de la secuencia de nucleétidos
que codifica la secuencia de aminoacidos, y la secuencia de nucleétidos y su SEQ ID NO del par de cebadores
usados para clonar las secuencias de nucledtidos respectivas se resumen en la siguiente Tabla 6.

[Tabla 6]
Fragmento Cebador usado
Secuencia Secuencia SEQ SEQ
Nombre de de cebador F ID cebador R ID
nucledtidos | aminoé&cidos NO: NO:
a SEQ. ID SEQIDNO: | 5 -aatacacctttl:tcctgttgacg- 23 5'.ctggattaagattacaaaggtt-3' 24
NO:1 4 3
b SNE 8|5D SEQ |6D NO: 5'-tctaaattgattcaggcag-3' 25 5'-ctggattaagattacaaaggtt-3' 26
SEQ ID SEQ ID NO: 5-
c NO:7 8 " | tctagagtaattcaggcagaaag- | 27 5'-ctggattaagattacaaaggtt-3' 28
: 3
d SEQ. ID SEQIDNO: | 5 -aatacacctttl:tcctgttgacg- 29 5'-aatattacaaaagtatccagtcag-3' 30
NO:9 10 3
SEQID | SEQID NO: 5 5
e ) " | ggttactattttgtccaaaacagg- 31 | ggaatatcaattggattagaattacaaaagtg- | 32
NO: 13 14 3 3
SEQ ID SEQ ID NO: 5"
f ) " | 5'-tctaaattaattcaggcag-3' 33 | ggaatatcaattggattagaattacaaaagtg- | 34
NO: 15 16 3
SEQID SEQ ID NO: 5"
g - " | 5'-tctaaattaattcaggcag-3' 35 | ggaatatcaattggattagaattacaaaagtg- | 36
NO: 17 18 3
SEQ ID SEQ ID NO: 5"
h - " | ggttactattttgtccaaaacagg- 37 5'-aatttgaatcaagggcgtcgtaat-3' 38
NO: 19 20 3

Cada cebador que tiene la secuencia de nucleétidos descrita en la Tabla 6 se sintetizd por Sigma-Aldrich Corp. en
consignacion. Posteriormente, la PCR se realizé por el mismo método que en el Ejemplo 1 (6), excepto por el uso
del cebador mencionado anteriormente, usando el vector recombinante factor G a de Limulus polyphemus/pGEM-T
como plantilla. El producto de PCR obtenido se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 1 % en presencia de 1
pg/ml de bromuro de etidio, y se cortd una porcién de gel de la banda de aproximadamente 1,5 kbp. El producto de
PCR se purifico a partir de la porcion de gel usando el kit de extraccion de gel QIAquick.

Posteriormente, se realizaron la preparacion del vector de expresién usando el mismo vector de expresion (vector
pTrcHis2) que en el Ejemplo 1 (6), y la transformacioén de la linea de células competentes DH5a derivada de la cepa
K de E. coli. Después, por el mismo método que en el Ejemplo 1 (7), el transformante se cultivd y se expresé cada
fragmento. Después del cultivo, la proteina se purificd de la solucion de cultivo mediante el mismo método que en el
Ejemplo 1 (7). La produccion en masa de cada fragmento se realizé6 mediante el método descrito anteriormente.

(4) Marcado con peroxidasa del fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura

Usando el kit de marcado con peroxidasa-SH (producido por Dojindo Laboratories Co., Ltd.), y segin el método
dado en el manual adjunto al kit, cada fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura
(Limulus polyphemus) y la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus) se marcaron con
peroxidasa.

(5) Medicion sandwich

1) Preparacién de cada microplaca inmovilizada con el fragmento de la subunidad a del factor G de cangrejo
herradura para ELISA
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Cada microplaca inmovilizada con el fragmento de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura Limulus
polyphemus para ELISA y cada microplaca inmovilizada con el fragmento de la subunidad o del factor G de cangrejo
herradura Tachypleus tridentatus para ELISA se prepard por el mismo método que en el Ejemplo 2 (3)1), excepto
que se uso6 cada fragmento derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus polyphemus) y la
subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Tachypleus tridentatus) como proteina de union a BG.

2) Preparacion de proteina de unién a G marcada con peroxidasa

Cada fragmento marcado con peroxidasa derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo herradura (Limulus
polyphemus) y cada fragmento marcado con peroxidasa derivado de la subunidad a del factor G de cangrejo
herradura (Tachypleus tridentatus) se diluyé 8000 veces con una solucién de Blockace al 1 % disuelta en una
solucion salina tamponada con fosfato 50 mM (pH 7,0).

3) Preparacion de la muestra
La muestra se prepard mediante el mismo método usando los mismos reactivos que en el Ejemplo 2 (3) 3).
4) Medicion

Se afadieron 50 pl de muestra (50 pg en el valor reducido de lentinano) preparada en el punto 3) anterior a cada
pocillo de la microplaca preparada en el punto 1) anterior. En lo sucesivo, se midio la absorbancia a 450 nm usando
Vmax (producido por Molecular Devices Inc.) mediante el mismo método que en el Ejemplo 2(3)4).

Ha de apreciarse que se realiz6 una medicidon similar usando una muestra de 0 pg/ml en el valor reducido de
lentinano para su uso como un valor en blanco.

(6) Resultados
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7.
[Tabla 7]
DO450 nm (x 1000)

Proteina marcada con peroxidasa

a b c d e f g h

a|353| 8 32 | 411 | 211 | 376 | 58 | 168

b|270| 3 | 132|258 | 167 | 430 | 61 | 27

c|114 | 8 24 | 260 | 154 | 217 | 29 | 153

d | NT | NT| NT | 340 | NT | NT | NT | 53
Proteina inmovilizada en una placa

e | 290 | NT | 164 | 197 | 257 | 355 | NT | 237

f 1300 9 50 | 77 | 237 | 429 | 63 | 201

g| 114 | 12 | 38 | 329 | 62 | 118 | 54 | 226

h | NT | NT| NT | 305 | NT | NT | NT | 39

NT: no ensayado

Ha de apreciarse que el valor numérico indicado en la Tabla 7 es un valor que se obtiene restando el valor en blanco
de la absorbancia obtenida a DO 450 nm, y multiplicado por 1000.

Ademas, en la Tabla 7, cada simbolo es un resultado cuando se usan los siguientes fragmentos derivados de la
subunidad o del factor G de cangrejo herradura.

a: fragmento a derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus;
b: fragmento b derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus;
c: fragmento c¢ derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus;

d: fragmento d derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus;
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e: fragmento e derivado de la subunidad a del factor G de Tachypleus tridentatus;
f: fragmento f derivado de la subunidad a del factor G de Tachypleus tridentatus;
g: fragmento g derivado de la subunidad a del factor G de Tachypleus tridentatus;
h: fragmento h derivado de la subunidad a del factor G de Tachypleus tridentatus.
La lectura de los datos en la Tabla 7 es la misma que en el caso de la Tabla 3.

A continuacion, el valor de la relacién S/N obtenida dividiendo cada valor de mediciéon obtenido de absorbancia por
valor en blanco se muestra en la siguiente Tabla 8.

[Tabla 8]
S/N

Proteina marcada con peroxidasa

a b c d e f g h

a|48|12|12(20|16 (38|14 |15

b|31|11|15|32|18|45|11]|19

c|16|14|15|123|18 |32 |12 |17

Proteina inmovilizada enunaplaca | d | NT | NT | NT [ 1,9 | NT | NT | NT | 1,6

e |36 |NT|16 (16|21 |30|NT |15

f133(14(16|11|20|40|13 |21

g|16|15|16 (18|16 |16 |14 |23

h | NT | NT | NT |16 | NT | NT | NT | 1,4

NT: no ensayado

Ademas, los resultados de la evaluacion realizada basandose en los resultados de la Tabla 7 y la Tabla 8 se
muestran en la siguiente Tabla 9.

[Tabla 9]

Evaluacién

Proteina marcada con peroxidasa

a|b|c|d|e | f | g]|lh

a © X X o o © o o

Proteina inmovilizada enunaplaca | d | NT | NT | NT [ o | NT | NT | NT | A

e ® NT o o o ® NT | o
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Ademas, cada simbolo en la Tabla 9 tiene el siguiente significado.
©: DO450 nm (x 1000) es 200 o mas, y S/N es 3,0 0 mas;

o: DO450 nm (x 1000) es 100 o mas, y S/N es 1,5 0 mas;

A: DO450 nm (x 1000) es 50-99, o S/N es 1,0 o mas;

X: DO450 nm (x 1000) es 0-49, o S/N es 1,0 o mas;

NT: no ensayado.

Como resulta evidente a partir de los resultados de la Tabla 9, cuando la combinacién de fragmento inmovilizado en
una placa con fragmento marcado con peroxidasa (fragmento inmovilizado en una placa con fragmento marcado con
peroxidasa) se clasifica por el origen del cangrejo herradura a partir del cual se derivan dichos fragmentos, resulta
que la medicion del BG puede realizarse incluso cuando la medicién se realiza usando cualquier combinacion
de(Limulus polyphemus - Limulus polyphemus), (Limulus polyphemus - Tachypleus tridentatus), (Tachypleus
tridentatus - Limulus polyphemus), y (Tachypleus tridentatus - Tachypleus tridentatus).

Ademas, como resulta evidente a partir de los resultados de la Tabla 9, en el caso en el que BG se mide por el
método del presente Ejemplo, la combinacion de (fragmento inmovilizado en una placa - fragmento marcado con
peroxidasa) fue (fragmento a - fragmento a), (fragmento a - fragmento f), (fragmento b - fragmento a), (fragmento b -
fragmento d), (fragmento b - fragmento f), (fragmento e - fragmento f), y (fragmento f - fragmento f).

Ademas, entre el fragmento usado para la medicién, el fragmento a de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus, el fragmento b de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus, el fragmento e de la subunidad
o del factor G de Tachypleus tridentatus y el fragmento f de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus
tienen dos secuencias repetidas (dimero) del dominio de tipo xilanasa Z.

Por otro lado, cada uno del fragmento c de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus, el fragmento d de la
subunidad o del factor G de Limulus polyphemus, el fragmento g de la subunidad o del factor G de Tachypleus
tridentatus y el fragmento h de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus tienen un dominio de tipo
xilanasa Z (mon6mero).

Y asi, cuando la combinacion del fragmento inmovilizado en una placa con el fragmento marcado con peroxidasa
que se usan para la medicién (fragmento inmovilizado en una placa - fragmento marcado con peroxidasa) se
clasifica por la estructura del dominio de tipo xilanasa Z, resulta que la medicion del BG puede realizarse incluso
cuando la mediciébn se realiza usando cualquier combinacion de (dimero - dimero), (dimero - mondmero),
(mondémero - dimero), y (monémero - monémero).

Ademas, a partir de estos resultados, también se sugiere que la medicion sea posible si se ajustan las condiciones,
incluso para algunas combinaciones de las que no se obtienen buenos resultados en las condiciones de medicion de
este Ejemplo.

A partir de los resultados mencionados anteriormente, resulta que la medicion de BG puede realizarse si el sistema
de medicion sandwich se pone en practica usando una placa inmovilizada con proteina de unioén a BG 1 implicada en
la presente invencion y una proteina de unién a BG 2 implicada en la presente invencién que esta marcada con una
sustancia marcadora, independientemente del cangrejo herradura original a partir del cual se obtiene el fragmento
gue va a usarse para la medicién y la estructura del dominio de tipo xilanasa Z del fragmento que se utilizara para la
medicion.

Ejemplo 4: Medicién sandwich usando un fragmento derivado de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura

&)
(1) Preparacion del fragmento derivado de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura

1) Preparacién del fragmento b derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus y el fragmento g
derivado de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus

El fragmento b derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus y el fragmento g derivado de la
subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus se expresaron y se purificaron realizando el mismo que en el
Ejemplo 3 (3), excepto que se usé BL21 deficiente en proteasa y derivado de la cepa B (DE3) como E. coli para la
transformacion.

2) Preparacion del fragmento g/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus

Se disefio el fragmento g/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus en el que se
introduce un residuo de cisteina en N-terminal de fragmento g (547 aa - 673 aa) derivado de la subunidad o del
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factor G de Tachypleus tridentatus. Posteriormente, el fragmento g/Cys derivado de la subunidad o del factor G de
Tachypleus tridentatus se expresoé y se purificé realizando el mismo método que en el Ejemplo 3 (3), excepto que se
us6 un cebador que tenia una secuencia de nucleétidos (5'-tgttctaaattaattcaggcag-3') descrita en la SEQ ID NO: 45
como cebador F, y un cebador que tenia una secuencia de nucleétidos descrita en la SEQ ID NO: 36 como cebador
R (el cebador F y el cebador R se sintetizaron por Sigma-Aldrich Corp. en consigna).

(2) Medicion sandwich

1) Microplaca inmovilizada en proteina de unién a BG para ELISA
Se uso6 la misma que se preparé en el Ejemplo 3 (5) 1).

2) Preparacion del fragmento de expresién marcado con peroxidasa

Usando el kit de marcado con peroxidasa-SH, se marco cada fragmento obtenido en el punto (1) anterior con
peroxidasa segun el método dado en el manual adjunto.

3) Muestra:
La muestra se prepard mediante el mismo método usando los mismos reactivos que en el Ejemplo 2 (3)3).
4) Medicion

Se afadieron 50 pl de muestra (50 pg en el valor reducido de lentinano) preparada en el punto 3) anterior a cada
pocillo de la microplaca preparada en el punto (2) 1) anterior. En lo sucesivo, se midié la absorbancia a 450 nm
usando Vméx (producido por Molecular Devices Inc.) mediante el mismo método que en el Ejemplo 2 (3) 4).

Ha de apreciarse que se realiz6 una medicion similar usando una muestra de 0 pg/ml en el valor reducido de
lentinano para su uso como un valor en blanco.

(3) Resultados
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10 y la Tabla 11.

La Tabla 10 muestra los resultados en el caso en el que se usa un fragmento b marcado con peroxidasa derivado de
la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus o un fragmento g marcado con peroxidasa derivado de la
subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus que se obtuvieron en el punto (1) 1) anterior, como un fragmento
marcado con peroxidasa.

[Tabla 10]
Fragmento marcado con peroxidasa
Secuencia
Fragmento b Fragmento g
a o X
b o X
C o X
d N.T N.T
Fragmento inmovilizado en una placa
e o} o)
f o X
g o o
h N.T N.T

N.T: no ensayado

Ademas, la Tabla 11 muestra los resultados en el caso en el que se usa un fragmento g marcado con
peroxidasa/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus como un fragmento marcado con
peroxidasa.

[Tabla 11]
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Secuencia Fragmento marcado con peroxidasa (Fragmento g/Cys)
a ¢}
b o
c o
d X
Fragmento inmovilizado en una placa
e X
f X
g X
h o

En comparacion con los resultados de la Tabla 10 y 11 con los resultados de la Tabla 9 obtenidos en el Ejemplo 3,
cuando el fragmento b derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus obtenida en el punto (1) 1)
anterior se usa como un fragmento marcado con peroxidasa, la medicion de BG puede realizarse con suficiente
sensibilidad incluso en los casos de (fragmento a - fragmento b), (fragmento b - fragmento b), (fragmento ¢ -
fragmento b), (fragmento f - fragmento b), y (fragmento g - fragmento b), aunque la medicion de BG no puede
realizarse por la combinacion de (fragmento inmovilizado en una placa - fragmento marcado con peroxidasa) en el
Ejemplo 3.

Ademas, cuando el fragmento g derivado de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus obtenido en el
punto (1) 1) descrito anteriormente se usa como un fragmento marcado con peroxidasa, la medicién de G pudo
realizarse con suficiente sensibilidad, aunque la sensibilidad fue insuficiente por (fragmento g - fragmento g) en el
Ejemplo 3.

Ademas, en el caso del Ejemplo 3, por una combinacion de (fragmento c - fragmento g) como la combinaciéon de
(fragmento inmovilizado en una placa - fragmento marcado con peroxidasa), G no pudo medirse, y, ademas, por
una combinacion de (fragmento b - fragmento g), BG no pudo medirse con la suficiente sensibilidad. Sin embargo,
cuando el fragmento g/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Tachypleus tridentatus obtenido en el punto
(1) 2) anterior se us6 como fragmento marcado con peroxidasa, por la combinaciéon de (fragmento c - fragmento
g/Cys) y (fragmento b - fragmento g/Cys), G pudo medirse con suficiente sensibilidad.

Como una razén para eso, se puede considerar lo siguiente. Es decir, en el Ejemplo 3, la peroxidasa esta unida a
dos restos Cys en el dominio de unién a BG de la subunidad a del factor G. Sin embargo, cuando el fragmento
marcado y la muestra se hacen reaccionar para medir G, se considera que la peroxidasa unida al fragmento
interfiere en la unién entre el fragmento y BG. Y asi, en el presente Ejemplo, el residuo Cys se introdujo en el
extremo N-terminal del fragmento y la peroxidasa se uni6 al mismo. De este modo, la peroxidasa se no llegé a
interferir en la union entre el fragmento y BG, y se considera que la medicion de BG es posible con suficiente
sensibilidad.

Como se ha mencionado anteriormente, resulté que tres tipos de fragmentos marcados con peroxidasa usados en el
presente Ejemplo podian reaccionar también incluso en la combinacién mediante la cual la reaccién no se produjo
en el Ejemplo 3.

Ejemplo 5: Medicién sandwich usando un fragmento derivado de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura

3
(1) Preparacion del fragmento a/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus

Se disefid el fragmento a/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus en el que se introdujo
un residuo de cisteina en el extremo N-terminal del fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus. Posteriormente, el fragmento a/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus se
expreso y purificé realizando el mismo método que en el Ejemplo 1 (6) a (8), excepto que se us6 un cebador que
tenia una secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 46 (5'-tgtctggattaagattacaaagg-3') como cebador F,
y un cebador que tenia una secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 24 como cebador R (el cebador F
y el cebador R se sintetizaron por Sigma-Aldrich Corp. en consigna).

(2) Marcado con peroxidasa del fragmento a/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus

Utilizando el kit de marcado con peroxidasa-SH, y segin el método dado en el manual adjunto al kit, el fragmento a
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recombinante/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus obtenido en el punto (1) anterior
se marcé con peroxidasa.

Este producto marcado se diluyé 8000 veces con una solucién de Blockace al 1 % disuelta en una solucién salina
tamponada con fosfato 50 mM que contenia caseina (pH 7,5) y se us6 para la medicién.

(3) Preparacién de la muestra

Se diluyd "estandar de B-glucano" unido a la prueba de B-glucano Wako que es un kit para la medicion de BG
(producido por Wako Pure Chemical. Industries, Ltd.) con albdmina sérica al 0,5 % disuelta en PBS 50 mM (pH 7,5)
para dar 1000 pg/ml en el valor reducido de lentinano (descrito en las instrucciones adjuntas en el "estandar de BG":
35 pg del valor indicado corresponden a 1 ng de lentinano). Y se diluy6 adicionalmente con albimina sérica al 0,5 %
disuelta en solucion salina tamponada con fosfato 50 mM para dar 0, 20, 50, 100, 250, 400 y 500 pg/ml en el valor
reducido de lentinano. Se usaron como muestra.

(4) Preparacién de una microplaca para ELISA inmovilizada con fragmento b derivado de la subunidad o del factor G
de Limulus polyphemus

El fragmento b recombinante derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus obtenido en el Ejemplo
3 se ajustd con una solucion de tampén MOPS 50 mM (pH 7,0) a 5 ug/ml, y se dispensé una alicuota de 50 pl en
cada pocillo de la microplaca para ELISA, y permaneciendo en reposo a 10 °C durante 16 horas, el fragmento b
derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus se inmoviliz6 en la microplaca mencionada
anteriormente.

Posteriormente, como tratamiento de bloqueo para disminuir la adsorciéon no especifica, se afiadieron a cada pocillo
0,2 ml de albumina sérica al 0,5 % disuelta en una solucién salina tamponada con fosfato 50 mM (pH 7,0); después
de permanecer en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora, cada pocillo se lavo.

(5) Medicion sandwich

Se afiadieron 50 ul de muestra que tenia cada concentracion de lentinano preparada en el punto (3) anterior a cada
pocillo de la microplaca preparada en el punto (4) anterior, y se hizo reaccionar a 37 °C durante 1 hora.
Posteriormente, cada pocillo se lavo 3 veces con PBS-T (producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). A
cada pocillo se le afadieron 50 pl de fragmento a marcado con peroxidasa derivado de la subunidad o del factor G
de Limulus polyphemus preparado en el punto (1) anterior, y se hizo reaccionar a 37 °C durante 1 hora. Cada pocillo
se lavd 3 veces con PBS-T, luego una vez con agua destilada. Posteriormente, se afiadieron 50 ul de una solucion
de TMB (producida por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a cada pocillo, y se hizo reaccionar a 25 °C durante 30
minutos. Después, se afadieron 50 pl de solucién de terminacion de reaccion del kit (solucion 1 M de acido
fosférico) a cada pocillo para terminar la reaccion. La absorbancia a 450 nm se midié usando Vméx (producido por
Molecular Devices Inc.).

En base al valor de medicidn obtenido, se preparé una curva estandar trazando la absorbancia a 450 nm (DO450
nm, eje y) contra la concentracion de lentinano en la muestra (valor reducido, pg/ml, eje x).

(6) Resultados
La curva estandar obtenida se muestra en la Figura 4. En la Figura 4, la barra de error muestra un valor de 2 DE.

Ademas, la férmula de la linea de regresién y el coeficiente de correlacion que se calcularon mediante el método de
minimos cuadrados a partir de los valores de medicion son como se indican a continuacion.

y =0,0013x + 0,1342
R? = 0,9989

Como resulta evidente a partir de la Figura 4, resulta que cuando la medicion de BG se realiza usando la proteina de
uniéon a BG implicada en la presente invencion, se puede obtener una curva estandar favorable en la que la
absorbancia es proporcional a la concentracion de BG (0 a 500 pg/ml en el valor reducido de lentinano) en una
muestra, y puede usarse para la determinacién de BG. En particular, se confirmé que la concentracion de lentinano
podria detectarse significativamente a 20 pg/ml del limite inferior. Ha de apreciarse que, los 20 pg/ml de la
concentracion de lentinano corresponden a 0,7 pg/ml de glucano en sangre (valor de corte: 11 pg/ml o menos)
cuando la medicion se realiza por la prueba de B-glucano Wako que es un kit para la medicion de BG.

Ejemplo 6: Confirmacién de la actividad de tipo peroxidasa del fragmento derivado de la subunidad a del factor G de
cangrejo herradura

(1) Proteina de union a BG

Se usaron el fragmento a recombinante derivado de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura obtenido en
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el Ejemplo 1, y el fragmento b recombinante derivado de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura obtenido
en el Ejemplo 3.

Ha de apreciarse que, como se ha descrito anteriormente, el fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de
Limulus polyphemus tiene una secuencia de aminoacidos del aminoacido 233 a 649 de N-terminal de la subunidad o
del factor G de Limulus polyphemus, y el fragmento b derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus tiene una secuencia de aminoacidos del aminoacido 387 a 649 de N-terminal de la subunidad o del
factor G de Limulus polyphemus. Es decir, el fragmento b derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus carece de la secuencia de aminoacidos del aminoacido 233 a 386 de N-terminal de la subunidad o del
factor G de Limulus polyphemus en comparacion con el fragmento a derivado de la subunidad o del factor G Limulus
polyphemus.

(2) Medicion de la actividad peroxidasa

La proteina de union a BG del punto (1) descrito anteriormente se preparé para dar 0, 3, 4, 5, 6, y 7 yg/ml con una
soluciéon de tampén MOPS 50 mM (pH 7,0), y se pusieron 50 pl en cada pocillo de la microplaca para ELISA.
Permaneciendo en reposo a 10 °C durante 16 horas, cada proteina de union a G se inmovilizé en la microplaca.

Posteriormente, como una operacion de bloqueo para reducir la adsorcion inespecifica, se dispensaron alicuotas de
0,2 ml de una solucién de Blockace al 1 % o albamina sérica al 0,1 % disuelta en una solucion salina tamponada con
fosfato 50 mM (pH 7,0) en cada pocillo, y después de permanecer en reposo a temperatura ambiente durante 1
hora, cada pocillo se lavé.

Posteriormente, se afiadieron 50 pl de una solucion de TMB (producida por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a
cada pocillo, y se hizo reaccionar a 25 °C durante 30 minutos. Después, se afiadieron 50 pl de solucién de
terminacion de reaccion (solucién 1 M de acido fosférico) a cada pocillo para terminar la reaccion. La absorbancia a
450 nm se midi6 usando Vmax (producido por Molecular Devices Inc.).

Ha de apreciarse que usando una muestra de solamente albimina sérica al 0,1 % en lugar de proteina de union a
BG, se realizé una medicidn similar para su uso como un valor en blanco.

(3) Resultados

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5. En la Figura 5, cada barra muestra un resultado obtenido
cuando se usaron las siguientes proteinas de unién a BG.

Fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus

Fragmento b derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus

Como es evidente a partir de la Figura 5, el fragmento b derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus no mostré actividad de peroxidasa dentro del intervalo de concentracién de 0, 3, 4, 5, 6 y 7 pug/ml. Por
otro lado, en cuanto al fragmento a derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus, la actividad de
la peroxidasa dependiente de la concentracion del fragmento se confirmo dentro del intervalo de concentracion de 0,
3,4,5,6y7 pg/ml

A partir de los resultados mencionados anteriormente, se considera que la secuencia de aminoéacidos de 233 a 386
de N-terminal del fragmento derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus es esencial para tener
actividad de peroxidasa.

Ejemplo 7: Participacion del ion metélico en la actividad de la peroxidasa del fragmento a derivado de la subunidad o
del factor G de Limulus polyphemus

(1) Medicion de la actividad peroxidasa

En una solucion de 10 pg/ml (solucion de tampén MOPS 50 mM (pH 7,0)) del fragmento a recombinante derivado de
la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus, se mezcl6 etilendiaminotetraacetato disddico (EDTA) o NaN3
para dar una concentracion final de 70 m o al 0,05 %, respectivamente, y la mezcla se incub6 a 25 °C durante 1
hora. Como referencia, se preparé una solucion de 10 ug/ml de fragmento a derivado de la subunidad o del factor G
de Limulus polyphemus que no contiene estos agentes quelantes de metales.

Posteriormente, cada solucion después de la incubacion se prepard para dar 5 yg/ml de solucién del fragmento a
derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus con una solucién de tampon MOPS 50 mM (pH 7,0),
y se puso una alicuota de 50 pl en cada pocillo de la microplaca para ELISA, y se inmovilizé6 permaneciendo en
reposo a 10 °C durante 12 horas a 20 horas. Como una operacion de bloqueo para reducir la adsorcion inespecifica,
se dispensaron alicuotas de 0,2 ml de una solucién de Blockace al 1 % o albumina sérica al 0,1 % disuelta en una
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solucion salina tamponada con fosfato 50 mM (pH 7,0) en cada pocillo, y después de permanecer en reposo a
temperatura ambiente durante 1 hora, cada pocillo se lavé.

Se afadié una alicuota de 50 pl de una solucién de TMB (producida por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) a
cada pocillo, y se hizo reaccionar a 25 °C durante 30 minutos. Luego, se afiadieron 50 pl de solucion de terminacion
de reaccion (solucion 1 M de &cido fosférico) a cada pocillo, y se midié la absorbancia a 450 nm de longitud de onda
usando Vmax (producido por Molecular Devices Inc.).

(2) Resultados
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.

Como se desprende de la Figura 6, en cuanto al fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus, se confirmé que se habia perdido la actividad de la peroxidasa del fragmento a derivado de la
subunidad o del factor G de Limulus polyphemus cuando existia EDTA o NaNs, que era un agente quelante de
metales. En consecuencia, es concebible que, para que el factor G de Limulus polyphemus ejerza actividad de
peroxidasa, puede estar implicado el ibn metalico.

Ejemplo 8: Medicidon sdndwich usando un fragmento derivado de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura

(4)
(1) Preparacion del fragmento a/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus

Se disefio el fragmento a/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus en el que se introdujo
un residuo de cisteina en el extremo N-terminal del fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus. Posteriormente, el fragmento a/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus se
expreso y purificd realizando el mismo método que en el Ejemplo 1 (6) a (8), excepto que se usod un cebador que
tenia una secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 46 (5'-tgtctggattaagattacaaagg-3') como cebador F,
y un cebador que tenia una secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 24 como cebador R (el cebador F
y el cebador R se sintetizaron por Sigma-Aldrich Corp. en consigna).

(2) Marcado de ADN del fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus
(i) Preparacion de fragmento de ADN de 250 pb para marcado

El cebador 1 (5'-gcctagcaaactcggaagatt-3', SEQ ID NO: 47) y el cebador 2 en el que se habia introducido el
enlazador C6 amino (producido por Sigma-Aldrich Corporation) en 5'-terminal de antemano (secuencia de
nucleétidos: 5'-atctatgactgtacgccaatgtccctag-3', SEQ ID NO: 48) se sintetizaron por Sigma-Aldrich Corp. en
consignacioén. Usando este par de cebadores y usando ADN A (producido por Nippon Gene Co., Ltd.) como plantilla,
se realiz6 la PCR, y se prepard el ADN de 250 pb que tenia un enlazador C6 amino en el otro extremo. Este
producto de PCR se purificé mediante cromatografia de intercambio idnico DEAE y precipitacién con isopropanal, y
se obtuvo el fragmento de ADN de 250 pb para marcado.

(ii) Union del fragmento de ADN de 250 pb al fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus

Después de hacer reaccionar el grupo NH> del enlazador C6 amino introducido en el fragmento de ADN con el
enlazador N-(e-maleimidocaproiloxi) succinimida éster (EMCS) (producido por Thermo Fisher Scientific Inc.)
mediante el método dado en la direccion unida a EMCS, el enlazador de EMCS sin reaccionar se elimind por
tratamiento de filtracion de gel, y se obtuvo el fragmento de ADN unido con el enlazador EMCS. Este fragmento de
ADN unido a un enlazador EMCS vy el fragmento a del punto (1) anterior se hicieron reaccionar mediante el método
dado en la direccién adjunta a EMCS. El producto de reaccion obtenido se purificd por cromatografia de intercambio
ionico DEAE y cromatografia de filtracion en gel, y se obtuvo el fragmento a marcado con ADN derivado de la
subunidad o del factor G de Limulus polyphemus.

(3) Marcado por fluorescencia del fragmento a/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus

Usando HiLyte Fluor 647 C2 maleimida (producida por AnaSpec Inc.) y segin el método descrito en el manual
adjunto, el fragmento a/Cys obtenido en el punto (1) anterior se marco6 por fluorescencia con HiLyte Fluor 647.

(4) Preparacion de la muestra de BG

Se disolvié "estandar de B-glucano” unido a la prueba de B-glucano Wako que es un kit para la medicion de BG
(producido por Wako Pure Chemical. Industries, Ltd.) en la soluciéon de disolucién de estandar de 3-glucano unida al
kit para preparar una solucion estandar (solucién madre). Ademas, la solucién madre se diluy6 con la solucién de
disolucién del estandar de B-glucano unida al kit para proporcionar 0, 25, 50, 100, 200, 400, y 800 pg/ml en el valor
reducido de lentinano. Se usaron como muestra.
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(5) Medicion sandwich por electroforesis capilar
1) Chip capilar

Se preparé un chip capilar que tenia un disefio mostrado en la Figura 7 como se indica a continuacion segun el
método descrito en "Micro Chemical. Chip Technology and Applications”, pags.185-217 [Takehiko Kitamori, et al.,
publicado en 2004 (Maruzen Co., Ltd.)].

Es decir, se formé una pelicula fotorresistente en una placa de cuarzo revestida de Si. Esta pelicula fotorresistente
se expuso a través de una mascara con un disefio (disposicién) capilar que se muestra en la Figura 7, y se
desarrollé. Después de eliminar el Si de la parte donde se elimin6é la fotoproteccion mediante revelado por
deposicion catddica, se realizé un canal capilar (tibulo) sobre la placa de cuarzo realizando un grabado en himedo
usando una solucion de acido fluorhidrico. Después de eliminar el fotoprotector y la pelicula de Si que queda en la
placa de cuarzo, la placa de cuarzo mencionada anteriormente y una placa de cubierta que tiene orificios para
introducir o descargar diversos reactivos en/desde diversos pocillos se pegaron entre si mediante un método de
conexion HF para preparar el chip capilar.

Debe observarse que en la Figura 7, L1 y L2 indican pocillos para introducir el tampon principal; R1 indica el pocillo
para introducir un tampén final; S indica un pocillo para la introduccion de muestra para electroforesis; y W1 y W2
indican pocillos para drenaje, respectivamente. Ademas, en la Figura, la distancia entre L1 a R1 es de 6,3 cm, y de
Ll1al2esde?28cm.

2) Muestra para electroforesis

Usando un fragmento a marcado con ADN/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus
obtenido en el punto (2) anterior y el fragmento a marcado por fluorescencia/Cys derivado de la subunidad o del
factor G de Limulus polyphemus obtenido en el punto (3) anterior, se preparé la solucién de reactivo para la reaccion
de la siguiente composicion.

Fragmento a marcado con ADN 25 nM/Cys derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus;
Fragmento a marcado por fluorescencia 6 nM/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus;
BisTris 150 mM;

cloruro de magnesio 100 mM;

pDMA22 (poli(N,N-dimetillacrilamida)) al 0,56 %;

glicerol al 3,33 %;

Tween20 al 0,056 %;

BSA al 0,01 %;

heparina de litio al 1 %.

El pH se ajust6 a 7,0.

45 pl de esta soluciéon de reactivo para una reaccion y 5 yl de muestra de BG preparada en el punto (4) anterior se
mezclaron a temperatura ambiente durante 1 minuto, y asi, el BG en la muestra y el fragmento a marcado con
ADN/Cys derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus y el fragmento a marcado por
fluorescencia/Cys derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus se hicieron reaccionar para su
uso como una muestra para electroforesis.

3) Reactivos para electroforesis

a) Tampon final: HEPES 125 mM que contenia Tris base 75 mM, pDMA 22 al 0,5 %, Glicerol al 3 %, Tween 20 al
0,05 %, y BSA al 0,01 %;

b) Tampon principal: Tris-HCl 75 mM (pH 8,0) que contiene NaCl 50 mM, pDMA22 al 0,5 %, Glicerol al 3 %,
Tween20 al 0,05 %, BSA al 0,01 %, y Heparina Li al 1 %.

4) Introduccion de muestra para electroforesis y solucién de reactivo

En la figura 7, se afiadieron por goteo 10 ul de muestra para electroforesis obtenida en el punto 2 anterior en el
pocillo S (un pocillo para introducir una muestra para electroforesis), 10 pl de tampdn final en el pocillo R1 (un pocillo
para introducir solucién de reactivo), 10 pl de tampdn principal en el pocillo L1 y el pocillo L2, respectivamente;
después, la muestra para electroforesis y el tampon principal se introdujeron en el canal aplicando -5 psi entre el
pocillo W1 (un pocillo para drenaje) y el pocillo W2 (un pocillo para drenaje) durante 100 segundos.
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5) Concentracién/separacién/deteccion

Se aplico una tension de 2500 V entre el pocillo R1 - el pocillo L1 en la Figura 7, y se realizé la electroforesis en la
direccion R1 — L1 a 30 °C, mientras que la muestra se condens6. Controlando la tension entre el pocillo L1 - pocillo
L2, se verificd el paso sobre el punto de unién del canal L2 y el canal principal. En el momento del paso, aplicando
una tension de 1500 V entre el pocillo L2 y el pocillo L1 durante 120 segundos, se realizé la electroforesis en la
direccién del pocillo L2 — pocillo L1, el fragmento a marcado por fluorescencia sin reaccionar/Cys derivado de la
subunidad o del factor G de Limulus polyphemus en la muestra mencionada anteriormente, y un complejo formado
por BG en la muestra, el producto marcado con ADN del fragmento a/Cys derivado de la subunidad o del factor G de
Limulus polyphemus y el fragmento a-Cys marcado por fluorescencia derivado de la subunidad o del factor G de
Limulus polyphemus se separaron, y se detecté la cantidad del complejo mencionado anteriormente.

Ha de apreciarse que la detecciéon se realiz6 midiendo la intensidad de fluorescencia con el tiempo mediante
excitacion laser a 650 nm usando un microscopio de fluorescencia (BX-50, producido por KS Olympus Co., Ltd.) en
una seccion capilar separada en 2 cm desde el punto de unién de L2 hacia L1.

Basandose en los resultados, se prepar6é una curva estandar, que se realiz6 representando un valor integrado en el
tiempo de la intensidad de fluorescencia del complejo mencionado anteriormente (un valor que se obtuvo al controlar
la intensidad de fluorescencia e integrar la intensidad del pico correspondiente para el tiempo, eje y) frente a una
concentracion de lentinano en la muestra (un valor reducido, pg/ml, eje x).

(6) Resultados
La curva estandar obtenida se muestra en la Figura 8. En la Figura 8, la barra de error muestra 2 DE.

Ademas, la férmula de la linea de regresién y el coeficiente de correlacion que se calcularon mediante el método de
minimos cuadrados a partir de los valores de medicion son como se indican a continuacion.

y =0,0370x + 5,1
R? = 0,9999

Como resulta evidente a partir de la Figura 8, resulta que cuando la medicion de BG se realiza usando la proteina de
unién a BG implicada en la presente invencién, se puede obtener una curva estandar favorable que es proporcional
a la concentracion de G (0 a 800 pg/ml en el valor reducido de lentinano) en una muestra y se puede usar para la
medicién de BG. Particularmente, se confirm6 que la concentracion podria detectarse significativamente hasta el
limite inferior de 50 pg/ml en la concentracién de lentinano. Ha de apreciarse que, los 50 pg/ml en la concentracion
de lentinano corresponden a 1,75 pg/ml de glucano en sangre (valor de corte: 11 pg/ml) cuando la medicién se
realiza usando la prueba de B-glucano Wako que es un kit para la medicion de BG.

Ejemplo 9: Medicién sandwich usando un fragmento derivado de la subunidad o del factor G de cangrejo herradura

®)
(1) Fragmento a/Cys derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus

Se uso el fragmento a/Cys recombinante derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus obtenido
en el Ejemplo 8.

(2) Marcado con peroxidasa del fragmento a/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus

Utilizando el kit de marcado con peroxidasa-SH, y segin el método dado en el manual adjunto al kit, el fragmento a
recombinante/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus del punto (1) anterior se marco
con peroxidasa.

Este producto marcado se diluyé 8000 veces con una solucidon de Blockace al 1 % disuelta en una solucion salina
tamponada con fosfato 50 mM que contenia caseina (pH 7,5) y se us6 para la medicién.

(3) Preparacion de la muestra en plasma

El plasma humano se diluy6 10 veces con PBS 50 mM (pH 7,5, que contenia albumina sérica al 0,5 %), y la mitad de
la solucion se sometié a tratamiento térmico en un bafio de agua caliente a 70 °C durante 10 minutos
(pretratamiento). El plasma pretratado y el plasma que no se pretratd se usaron como una muestra de plasma,
respectivamente.

(4) Preparacion de una microplaca para ELISA inmovilizada con fragmento a derivado de la subunidad o del factor G
de Limulus polyphemus

El fragmento a recombinante derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus obtenido en el Ejemplo
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1 se ajustd con una solucion de tampon MOPS 50 mM (pH 7,0) a 5 pyg/ml, y se dispensé una alicuota de 50 pl en
cada pocillo de la microplaca para ELISA, y permaneciendo en reposo a 10 °C durante 16 horas, el fragmento a
derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus se inmoviliz6 en la microplaca mencionada
anteriormente.

Posteriormente, como tratamiento de bloqueo para disminuir la adsorciéon no especifica, se afiadieron a cada pocillo
0,2 ml de albimina sérica al 0,5 % disuelta en una solucion salina tamponada con fosfato 50 mM (pH 7,0); después
de permanecer en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora, cada pocillo se lavé.

(5) Medicion sandwich

Se afiadieron 50 yl de muestra en plasma preparada en el punto (3) anterior a cada pocillo de la microplaca
preparada en el punto (4) anterior, y se hizo reaccionar a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente, cada pocillo se lavé
3 veces con PBS-T (producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). A cada pocillo se le afiadieron 50 pl de
fragmento a marcado con peroxidasa derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus preparado en
el punto (1) anterior, y se hizo reaccionar a 37 °C durante 1 hora. Cada pocillo se lavé 3 veces con PBS-T, luego una
vez con agua destilada. Posteriormente, se afiadieron 50 pl de una solucion de TMB (producida por Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.) a cada pocillo, y se hizo reaccionar a 25 °C durante 30 minutos. Después, se afiadieron 50
pl de solucion de terminacion de reaccion del kit (solucion 1 M de &cido fosférico) a cada pocillo para terminar la
reaccion. La absorbancia a 450 nm se midi6é usando Vmax (producido por Molecular Devices Inc.).

Aparte de esto, como para el estandar de 3-glucano, se realiz6 una medicion similar usando muestras preparadas
por el método del Ejemplo 5 (3), se prepard una curva estandar.

Ajustando el valor de absorbancia obtenido con el uso de la muestra en plasma con respecto a la curva estandar
mencionada anteriormente, se calculd la cantidad de BG en la muestra en plasma.

Se debe observar que se realiz6 una prueba de recuperacion de adiciéon mediante un procedimiento de rutina para
confirmar el rendimiento del método de medicion de la presente invencion. Es decir, usando una muestra en plasma
que es un plasma negativo para BG afadido con una cierta cantidad de BG, se realizé la medicién de BG mediante
el método del presente Ejemplo. Como resultado, la tasa de recuperacion de adicion fue del 72,8 % al 93,9 %,
mostrando una buena tasa de recuperacion.

Ademas, se confirmé que el método de medicion de BG mediante el método del presente Ejemplo no se vio
influenciado por la heparina contenida en el plasma.

(6) Resultados

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 12.
Ejemplo comparativo 1.

(1) Muestra en plasma

Se us6 la muestra en plasma pretratada en el Ejemplo 9.
(2) Medicion de la concentracion de BG

Utilizando la prueba de B-glucano Wako disponible comercialmente que es un kit para la mediciéon G (producida por
Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), se midi6é la concentracion de BG de la muestra en plasma del punto (1)
anterior seguin el método de operacion descrito en un documento adjunto al kit mencionado anteriormente, y segun
un procedimiento comun de método cinético turbidimétrico, el BG se midié como se indica a continuacion.

Es decir, se afiadieron 200 yl de muestra en plasma pretratada al reactivo Limulus del kit (producto liofilizado: que
contiene extracto de hemocito de Limulus (AL)). Después de agitar durante varios segundos usando el mezclador
vorticial, se midié el tiempo necesario para que la intensidad de luz transmitida a través de la solucion mixta
mencionada anteriormente disminuya en un 5 % desde el inicio de la mediciéon (en lo sucesivo en el presente
documento, abreviado como Tg) bajo calentamiento a 37 °C usando el Toxinometer MT- 5500 (producido por Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.). Aparte de esto, se realizd la misma medicion usando agua destilada y una solucion
de BG de concentracion conocida, y se preparé una curva estdndar que muestra una relacién entre la concentracion
de BG y la Tg. La concentracion de 3G en la muestra se calculé basdndose en esta curva estandar.

(3) Resultados

Los resultados obtenidos se muestran conjuntamente en la Tabla 12.
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[Tabla 12]

Concentracion de BG (pg/ml)

Ejemplo 9 Ejemplo comparativo 1
Pretratado No pretratado Pretratado
Muestra en Por debajo del limite de Por debajo del limite de Por debajo del limite de
plasma 1 deteccién deteccién deteccién
Muestra en Por debajo del limite de Por debajo del limite de Por debajo del limite de
plasma 2 deteccién deteccién deteccién
Muestra en 126,1 129,6 174,5
plasma 3
Muestra en 288,1 287,6 300,1
plasma 4

El método convencional para medir G usando extracto de hemaocito de cangrejo herradura es un método que usa
cascada de proteasa, sin embargo, la cascada se inhibe por proteasas contenidas en una muestra de sangre. Por lo
tanto, para medir el BG mediante el método convencional usando extracto de hemocito de cangrejo herradura, es
indispensable un pretratamiento en el que la enzima en la muestra de sangre se desactive de antemano por
tratamiento térmico de la muestra de sangre.

En el Ejemplo 9, la concentracion de BG en las muestras de plasma pretratadas y no pretratadas se midié mediante
el método de ELISA tipo sandwich de la presente invencion. Como resultado, como resulta evidente a partir de la
Tabla 12, las concentraciones de G medidas usando la muestra de plasma que no se pretratd, se aproximaron a
las concentraciones de BG medidas usando la muestra en plasma pretratada. Ademas, los valores también fueron
cercanos a las concentraciones de BG obtenidas midiendo las concentraciones de BG en la muestra en plasma
pretratada mediante el método de medicion convencional usando extracto de hemocito de cangrejo herradura
(Ejemplo comparativo 1). Del hecho mencionado anteriormente, resulta que, si se realiza el método para medir G
de la presente invencién, se puede medir BG sin volver a tratar una muestra. Ademas, los resultados anteriores
sugieren que el método para medir el G de la presente invencion puede ser un nuevo sistema de deteccion para
detectar BG en una muestra clinica.

Ejemplo 10: Correlacion del valor de BG en plasma entre el método de medicién sandwich de la presente invencion y
el método de medicion convencional que utiliza extracto de hemocito de cangrejo herradura

(1) Medicion sandwich de la presente invencion
1) Fragmento a marcado con peroxidasa/Cys derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus

Se uso el fragmento a marcado con peroxidasa/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus
preparado en el Ejemplo 9.

2) Preparacion de una microplaca para ELISA inmovilizada con fragmento a derivado de la subunidad o del factor G
de Limulus polyphemus

Se uso la microplaca para ELISA inmovilizada con el fragmento a derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus preparado en el Ejemplo 9.

3) Preparacion de la muestra en plasma

El plasma humano (N = 50) en el que se habia confirmado la concentracion de BG como por debajo de un valor de
corte por la medicién usando una prueba de B-glucano Wako disponible en el mercado (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) y pretratada por el mismo método que en el Ejemplo 9 se usé como una muestra en plasma.

4) Medicion sandwich

Usando el mismo equipo que el utilizado en el Ejemplo 9, y realizando la mediciéon en las mismas condiciones de
medicion, se calculé la concentracién de G en una muestra en plasma.

(2) Medicion utilizando extracto de hemocito de cangrejo herradura (método cinético turbidimétrico)

La concentracion de BG en una muestra en plasma se calculé de la misma manera que en el Ejemplo comparativo 1,
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excepto que se us6 la misma muestra que se usoé en el punto (1) 3) anterior como muestra en plasma.
(3) Resultados

Un diagrama de correlacion entre la concentracion de G obtenida por el método de medicion sandwich de la
presente invencion (el método para medir BG de la presente invencion) y la concentracién de BG obtenida usando un
kit comercialmente disponible del método de medicién convencional usando extracto de hemocito de cangrejo
herradura (el método de medicién convencional) se muestran en la Figura 9.

La formula de la linea de regresion y el coeficiente de correlacion que se obtuvieron realizando el andlisis de
regresion para los resultados de la Figura 9 son como se indican a continuacion.

y = 0,506x + 6,248;
R =0,933.

Como resulta evidente a partir de los resultados mencionados anteriormente, resulta que las concentraciones de G
obtenidas por el método para medir BG de la presente invencion muestran una buena correlaciéon con las
concentraciones de G obtenidas por el método de medicidon convencional usando extracto de hemocito de cangrejo
herradura. Los resultados anteriores sugieren que el método para medir el BG de la presente invencion puede ser un
nuevo sistema de deteccion para detectar G en una muestra clinica.

Ejemplo 11: Medicion sandwich usando el fragmento derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus (6)

(1) Fragmento a marcado con peroxidasa/Cys derivado de la subunidad a del factor G de Limulus polyphemus

Se us6 el fragmento a marcado con peroxidasa/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus
preparado en el Ejemplo 9.

(2) Una microplaca para ELISA inmovilizada con fragmento b derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus

Se us6 la microplaca para ELISA inmovilizada con el fragmento b derivado de la subunidad o del factor G de Limulus
polyphemus preparado en el Ejemplo 5 (4).

(3) Preparacion de la muestra de G

Se disolvié "estandar de B-glucano” unido a la prueba de B-glucano Wako que era un kit para la medicion de BG
(producido por Wako Pure Chemical. Industries, Ltd.) en la solucion de disolucion de estandar de 3-glucano unida al
kit para preparar una solucion estandar (solucion madre). Ademas, la solucién madre se diluyd con la solucion de
disolucion del estandar de B-glucano unida al kit para proporcionar 0, 1, 5, 10, 17, 50, y 100 pg en el valor reducido
de lentinano. Se usaron como muestra.

(4) Medicion sandwich

Se afadieron 50 yl de muestra preparada en el punto (3) anterior a cada pocillo de la microplaca del punto (2)
anterior, y se hizo reaccionar a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente, cada pocillo se lavé 3 veces con PBS-T
(producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). A cada pocillo se le afiadieron 50 ul de fragmento a marcado
con peroxidasa/Cys derivado de la subunidad o del factor G de Limulus polyphemus del punto (1) anterior, y se hizo
reaccionar a 37 °C durante 1 hora. Cada pocillo se lavo 3 veces con PBS-T, luego una vez con agua destilada.
Posteriormente, se afiadié sustrato Super Signal ELISA Feta Maximum Sensitivity Substrate (producido por Thermo
Fisher Scientific Inc.), y se hizo reaccionar segun las instrucciones de uso adjuntas al kit.

Se midié la cantidad de luminiscencia (cps, recuentos por segundo) usando Ultra Evolution (fabricado por TECAN
Group Ltd.).

(5) Resultados
Los resultados se muestran en la Figura 10. En la Figura 10, la barra de error muestra un valor de 1 DE.

Como resulta evidente a partir de la Figura 10, se confirmé que cuando la medicion de BG se realizé midiendo la
fluorescencia usando la proteina de unién a BG implicada en la presente invencion, el G podria detectarse
significativamente hasta el limite inferior de 1 pg/ml en concentracién de lentinano.

Ademas, el valor de corte de glucano en sangre es de 11 pg/ml cuando la medicion se realiza mediante la prueba de
B-glucano Wako, que es un kit disponible comercialmente para la medicion BG. Se sabe que 1 pg de lentinano es
equivalente a 0,035 pg de glucano. En el presente ejemplo, resultdé que el limite inferior de concentracion de
lentinano detectable era de 1 pg/ml, e incluso si se tenia en cuenta la velocidad de dilucién de la muestra, se puede
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medir una concentracién inferior al valor de corte del kit comercial para la medicion de BG, es decir, G puede
medirse con una sensibilidad extremadamente alta.

Se considera que, de manera similar al caso del Ejemplo 4, realizando el marcado con peroxidasa del fragmento a
en el que se introduce Cys, se genera una distancia entre la peroxidasa unida al fragmento a y el sitio de unioén a G
en el fragmento a, y, por lo tanto, la peroxidasa no lleva a interferir en la unién del fragmento y G, y la medicién de
BG se puede realizar con suficiente sensibilidad.

Aplicabilidad industrial

El método para medir G de la presente invencion puede utilizar una proteina de unién a BG recombinante y no
necesita usar materiales naturales. Por lo tanto, el método no tiene mucha diferencia causada por el reactivo, y
ejerce un efecto de que se puede realizar una medicion especifica de G con una sensibilidad de medicion
constante y, sin embargo, alta.

Descripcion de los simbolos

L1, L2: pocillo para conducir la introduccion de tampén;
R1: pocillo para seguir la introduccién del tampén;

S: pocillo para introducir una muestra para electroforesis;

W1, W2: pocillo para drenaje.
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130 135 140
aca ctt cat ggc aga gga acc aat act gac tat cac att tat tct gta 480
Thr Leu His Gly Arg Gly Thr Asn Thr Asp Tyr His Ile Tyr Ser Val
145 150 155 160
gag tgg aat tct tecec gtt att aga tgg ttt gtt gat gga aat cag tac 528
Glu Trp Asn Ser Ser Val Ile Arg Trp Phe Val Asp Gly Asn Gln Tyr
165 170 175
ttt gat gtg aat att cag aga gga gca act gga aca aac gca ttt cat 576
Phe Asp Val Asn Ile Gln Arg Gly Ala Thr Gly Thr Asn Ala Phe His
180 185 120
aat aac gtt ttc gtt att tta aac atg gct att ggt gga aac tgg cca 624
Asn Asn Val Phe Val Ile Leu Asn Met Ala Ile Gly Gly Asn Trp Pro
195 200 205
gga ttc aat gtt gct gat gag gect tte cet get aac atg tat gta gat 672
Gly Phe Asn Val Ala Asp Glu Ala Phe Pro Ala Asn Met Tyr Val Asp
210 215 220
tat gtc cgt gta tat cag gat gcc aat aca cct tet cct gttt gac gtt 720
Tyr Val Arg Val Tyr Gln Asp Ala Asn Thr Pro Ser Pro Val Asp Val
225 230 235 240
act cat tta tct ggt tac tat ttt ctt caa aat agg cac agt gaa ctg 768
Thr His Leu Ser Gly Tyr Tyr Phe Leu Gln Asn Arg His Ser Glu Leu
245 250 255
tat ctt gat gte agt ggt tce agt aac gaa gat gga gca ttt cta caa 816
Tyr Leu Asp Val Ser Gly Ser Ser Asn Glu Asp Gly Ala Phe Leu Gln
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caa tgg cct tat age ggt aat get aace caa cag ttt gat ttt gta cat 864
Gln Trp Pro Tyr Ser Gly Asn Ala Asn Gln Gln Phe Asp Phe Val His
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cte gga aat aag gtt tat aaa att ate aat aaa aat agt gga aaa tct 912
Leu Gly Asn Lys Val Tyr Lys Ile Ile Asn Lys Asn Ser Gly Lys Ser
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ctg gat gtt tac gag tta ggg act gat aat ggt gtc aga atc caa cag 960
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280

Ile

Thr

Asn

Phe

Asp

360

Gly

Ala

Asp

ES 2 655725713

Ala

185

Met

Phe

Asn

Leu

Asn

265

Asn

Ile

Asp

Gln

Ala

345

Pro

Gln

Glu

vVal

Thr

Ala

Pro

Thr

G1ln

250

Glu

Gln

Asn

Asn

Gln

330

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly
410

Gly

Ile

Ala

Pro

235

Asn

Asp

Gln

Lys

Gly

315

Phe

Ser

Gly

Lys

Tyr

395

Gly

55

Thr

Gly

Asn

220

Ser

aArg

Gly

Phe

Asn

300

Val

Ile

Thr

Lys

Leu

380

Phe

Gly

Asn

Gly

205

Met

Pro

His

Ala

Asp

285

Ser

Arg

Val

Gly

Ile

365

Ile

Ala

Lys

Ala

190

Asn

Tyr

Val

Ser

Phe

270

Phe

Gly

Ile

Gln

Lys

350

Gln

Arg

Ser

Asn

Phe

Trp

val

Asp

Glu

255

Leu

Val

Lys

Gln

Asp

335

Leu

Gln

Asn

Ser

val
415

His

Pro

Asp

Val

240

Leu

Gln

His

Ser

Gln

320

Vval

vVal

Trp

Lys

Lys

400

Lys



10

Cys

Ser

Gly

Met

465

Ser

Val

Ser

Ala

Asp

545

Met

Glu

Leu

Gly

Ser

625

Ile

Asp

Ser

Gly

450

Leu

His

Gln

Ser

Glu

530

Val

Ala

Tyr

Asn

Gly

&10

Gly

Asn

<210>3
<211> 1251
<212> ADN
<213> Limulus sp.

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1251)

<400> 3

Asn

Gly

435

Met

Asn

Thr

Arg

Gln

515

Ser

Gly

Tyr

Arg

Ala

595

Trp

Thr

Trp

Glu

420

Thr

Leu

Val

val

Pro

500

Leu

Tyr

Gly

Lys

Val

580

Gly

Gln

Tyr

Ile

Gly

Tyr

Ser

Fro

Asn

485

Gly

Lys

Phe

Gly

Asp

565

Ala

Ser

Lys

Asn

Lys
645

Ala

Gln

Leu

Ser

470

Val

Trp

Ser

Asp

Lys

550

Ile

Ser

Ile

Trp

Leu

630

Ile

Trp

Vval

Asp

455

Thr

Ser

Asn

Tle

Ser

535

Asn

Asn

Glu

val

Thr

615

Gly

Thr

Met

Glu

440

Leu

Gly

Ser

Tle

Pro

520

Ser

Val

Phe

Arg

Leu

600

Thr

Tle

Lys
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Ala

425

Tyr

Asn

Gly

Gly

Asn

505

Ser

Lys

Lys

Pro

Ala

585

Gly

Ile

Tyr

Val

Tyr

Arg

Ala

Leu

Thr

490

Trp

Thr

Val

Cys

Ser

570

Gly

Met

Ser

Val

Lys

val

Gly

Gln

475

Tyr

Ile

Asn

Gln

Asp

555

Ser

Gly

Leu

His

Gln
635

56

Asp

Ala

Ser

460

Lys

Asn

Asn

Ser

Leu

540

Thr

Gly

Lys

Asp

Thr

620

Gln

Ile

Ser

445

Ile

Trp

Leu

Ile

Arg

525

Glu

Lys

Ser

Leu

val

605

Val

Pro

Asn

430

Glu

Val

Thr

Gly

Thr

510

Val

Asp

Gly

Tyr

Ser

590

Pro

Lys

Gly

Phe

Arg

Leu

Thr

Ile

495

Lys

Ile

Thr

Ala

Gln

575

Leu

Ser

Val

Trp

Pro

Ala

Gly

Ile

480

Ser

Val

Gln

Ser

Trp

560

Ile

Asp

Thr

Asp

Asn
640



aat
Asn

ctt
Leun

aac
Asn

aac
Asn

ate
Ile
65

gat
Asp

cag
Gln

gca
Ala

cca
Pro

cag
Gln
145

gaa

Glu

gta
Val

aca
Thr

caa
Gln

gaa
Glu

caa
Gln
50

aat
Asn

aat
Asn

cag
Gln

cge
Arg

gga
Gly
130

tgg
Trp

agt

Ser

gga
Gly

cct
Pro

aat
Asn

gat
Asp
35

cag
Gln

aaa
Lys

ggt
Gly

ttt
Phe

age
Ser
115

gga
Gly

aaa
Lys

tat
Tyr

ggc
Gly

tct
Ser

agg
Arg
20

gga
Gly

ttt
Phe

aat
Asn

gtc
val

att
Ile
100

act
Thr

aag
Lys

ctt
Leu

ttt
Phe

gg9g
Gly
180

cct
Pro

cac
His

gca
Ala

gat
Asp

agt
Ser

aga
Arg
85

gta
val

gga
Gly

ata
Ile

att
Ile

gct
Ala
165

aag
Lys

gtt
Val

agt
Ser

ttt
Phe

ttt
Phe

gga
Gly
70

atc
Ile

caa
Gln

aaqg
Lys

caa
Gln

cga
Arg
150

agt

Ser

aat
Asn

gac
Asp

gaa
Glu

cta
Leu

gta
val
55

aaa
Lys

caa
Gln

gat
Asp

tta
Len

caa
Gln
135

aat
Asn

tca
Ser

gtc
Val

gtt
Val

ctg
Leu

caa
Gln
40

cat
His

tet
Ser

cag
Gln

gtt
val

gtg
Val
120

tgg
Trp

aaa
Lys

aaa
Lys

aag
Lys
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act
Thr

tat
Tyr
25

caa
Gln

cte
Leu

ctg
Leu

tag
Trp

gga
Gly
105

gaa
Glu

tet
Ser

gct
Ala

gta
Val

tgt
Cys
185

cat
His
10

ctt
Leu

tag
Trp

gga
Gly

gat
Asp

tcg
Ser
90

gat
Asp

gta
Val

gat
Asp

aat
Asn

caa
Gln
170

gat
Asp

tta
Leu

gat
Asp

cct
Fro

aat
Asn

gtt
Val
75

tat
Tyr

ggt
Gly

gca
Ala

gat
Asp

tct
Serx
155

ttg
Leu

aat
Asn

57

tct
Ser

gte
Val

tat
Tyr

aag
Lys
60

tac
Tyr

gga
Gly

tat
Tyr

gat
Asp

ggc
Gly
140

aaa

Lys

gaa
Glu

gaa
Glu

ggt
Gly

agt
Ser

age
Ser
45

gtt
Val

gag
Glu

ggg9
Gly

tat
Tyr

ttyg
Leu
125

caa
Gln

ttg
Leu

gat
Asp

gga
Gly

tac
Tyr

ggt
Gly
30

ggt
Gly

tat
Tyr

tta
Leu

gge
Gly

aag
Lys
110

aat
Asn

tta
Leu

att
Ile

acc
Thr

gce
Ala
190

tat
Tyr
15

tece
Ser

aat
Asn

aaa
Lys

999
Gly

tac
Tyr
95

ata
Ile

aaa
Lys

tcoe
Ser

cag
Gln

teg
Ser
175

tgg
Trp

ttt
Fhe

agt
Ser

gct
Ala

att
Ile

act
Thr
80

aat
Asn

ttt
Fhe

gac
Asp

gga
Gly

gca
Ala
160

gat
Asp

atg
Met

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



gect
Ala

tac
Tyr

aat
Asn
225

gga
Gly

ggt
Gly

aac
Asn

agt
Ser

aaa
Lys
305

aag
Lys

cece
Pro

gca
Ala

gga
Gly

att
Ile
385

tac

Tyr

gtt
val

tac
Tyr

aga
Arg
210

gca
Ala

ttg
Leu

acg
Thr

tgg
Trp

act
Thr
290

gta
val

tgt
Cys

agt
Ser

gga
Gly

atg
Met
370

tee
Ser

gtt
Val

<210>4

<211> 417

aag
Lys
195

gtg
val

ggt
Gly

cag
Gln

tac
Tyr

att
Ile
275

aat
Asn

caa
Gln

gat
Asp

tea
Ser

gga
Gly
355

ctg
Leu

cat
Hisg

caa
Gln

<212> PRT
<213> Limulus sp.

<400> 4

gat
Asp

gca
Ala

tet
Ser

aaq
Lys

aac
Asn
260

aat
Asn

tect
Ser

ttg
Leu

act
Thr

ggt
Gly
340

aag

Lys

gat
Asp

aca
Thr

caa
Gln

ate
Ile

agt
Ser

ata
Ile

tagg
Trp
245

ttg
Leu

att
Ile

aga
Arg

gaa
Glu

aaa
Lys
325

agt
Ser

ttg
Leu

gtt
val

gta
val

cce
Pro
405

aat
Asn

gaa
Glu

gtg
val
230

acc
Thr

gg9g
Gly

aca
Thr

gta
Val

gac
Asp
310

gga
Gly

tat
Tyr

tct
Ser

cct
Pro

aag
Lys
390

999
Gly

tte
Phe

cgt
Arg
215

ctt
Leu

acc
Thr

atc
Ile

aaa
Lys

att
Ile
295

ace
Thr

gcc
Ala

caa
Gln

ctec
Leu

tca
Ser

375

gtg
Val

tag
Trp

cCca
Pro
200

gca
Ala

gge
Gly

att
Ile

agt
Ser

gta
Val
280

cag
Gln

tecg
Ser

tgg
Trp

ata
Ile

gat
Asp
360

act
Thr

gat
Asp

aat
Asn
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agt
Ser

gga
Gly

atg
Met

tcc
Ser

gtt
Val
265

tce
Ser

gca
Ala

gat
Asp

atg
Met

gag
Glu
345

ttg

Leun

gdqd
Gly

teca
Ser

atc
Ile

tca
Ser

gga
Gly

ctg
Leu

cac
His
250

caa
Gln

agt
Ser

gaa
Glu

gtt
val

gcc
Ala
330

tac
Tyr

aat
Asn

gga
Gly

ggt
Gly

aac
Asn
410

ggt
Gly

atg
Met

aat
Asn
235

aca
Thr

cga
Arg

cag
Gln

agt
Ser

gga
Gly
315

tac

Tyr

aga
Arg

gca
Ala

tgg
Trp

act
Thr
395

tgg
Trp

58

act
Thr

ttg
Leu
220

gtt
val

gtg
Val

cee
Pro

ttg
Leu

tat
Tyr
300

ggc
Gly

aag
Lys

gtg
Val

ggt
Gly

cag
Gln
380

tat
Tyr

att
Ile

tat
Tyr
205

tct
Ser

cct
Pro

aat
Asn

gg9g
Gly

aaa
Lys
285

ttce
Phe

ggg
Gly

gat
Asp

gca
Ala

tct
Ser
365

aaqg

Lys

aac
Asn

aag
Lys

caa
Gln

ctg
Leu

tca
Ser

gta
Val

tgg
Trp
27Q

tct
Ser

gat
Asp

aag
Lys

atc
Ile

agt
Ser
350

ata

Ile

tgg
Trp

ttg
Leu

att
Ile

gta
Val

gat
Asp

act
Thr

agt
Ser
255

aat
Asn

att
Ile

agt
Ser

aat
Asn

aat
Asn
335

gaa
Glu

gtg
Val

acc
Thr

999
Gly

aca
Thr
415

gag
Glu

ttg
Leu

gga
Gly
240

tca
Ser

atc
Ile

cca
Pro

tca
Ser

gtt
vVal
320

ttt
Phe

cgt
Arg

ctt
Leu

ace
Thr

atec
Ile
400

aag
Lys

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1251



Asn

Leu

Asn

Asn

Ile

65

Gln

Ala

Pro

Gln

145

Glu

Val

Ala

Thr

Gln

Glu

Gln

50

Asn

Asn

Gln

Arg

Gly

130

Trp

Ser

Gly

Tyr

Pro

Asn

Asp

Gln

Lys

Gly

Phe

Ser

115

Gly

Lys

Tyr

Gly

Lys
195

Ser

Arg

20

Gly

Phe

Asn

Val

Ile

100

Thr

Lys

Leu

Phe

Gly

180

Asp

Pro

His

Ala

Asp

Ser

Arg

Val

Gly

Ile

Ile

Ala

165

Lys

Ile

Val

Ser

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gln

Lys

Gln

Arg

150

Ser

Asn

Asn

Asp

Glu

Leu

Val

55

Lys

Gln

Asp

Leu

Gln

135

Asn

Ser

vVal

Phe
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Val

Leu

Gln

40

His

Ser

Gln

Val

Val

120

Trp

Lys

Lys

Lys

Pro
200

Thr

Tyr

25

Gln

Leu

Leu

Trp

Gly

105

Glu

Ser

Ala

Vval

Cys

185

Ser

His

10

Leu

Trp

Gly

Asp

Ser

20

Asp

vVal

Asn

Gln

170

Asp

Ser

59

Leu

Asp

Pro

Asn

Val

75

Tyr

Gly

Ala

Asp

Ser

155

Leu

Asn

Ser

Val

Tyxr

Lys

60

Tyr

Gly

Tyr

Asp

Gly

140

Lys

Glu

Glu

Thr

Gly

Ser

Ser

45

Val

Glu

Tyr

Leu

125

Gln

Leu

Asp

Gly

Tyr
205

Tyr

Gly

30

Gly

Tyr

Leu

Gly

Lys

110

Asn

Leu

Ile

Thr

Ala

190

Gln

Tyr

15

Ser

Asn

Lys

Gly

Tyr

95

Ile

Lys

Ser

Gln

Ser

175

Trp

Val

Phe

Ser

Ala

Ile

Thr

80

Asn

Phe

Asp

Gly

Ala

160

Asp

Met

Glu



10

Tyr

Asn

225

Gly

Gly

Asn

Ser

Lys

305

Lys

Pro

Ala

Gly

Ile

385

Tyr

Val

<210>
<211>

<212> ADN
<213> Limulus sp.

<220>

<221> CDS

Arg

210

Ala

Leu

Thr

Trp

Thr

290

Val

Cys

Ser

Gly

Met

370

Ser

Val

5
789

Val

Gly

Gln

Tyr

Ile

275

Asn

Gln

Asp

Ser

Gly

355

Leu

His

Gln

<222> (1)..(789)

<400>

5

Ala

Ser

Lys

Asn

260

Asn

Ser

Leu

Thr

Gly

340

Lys

Asp

Thr

Gln

Ser

Ile

Trp

245

Leu

Ile

Arg

Glu

Lys

325

Ser

Leu

val

val

Pro
405

Glu

Val

230

Thr

Gly

Thr

val

Asp

310

Gly

Tyr

Ser

Pro

Lys

390

Gly

Arg

215

Leu

Thr

Ile

Lys

Ile

295

Thr

Ala

Gln

Leu

Ser

375

vVal

Trp
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Ala

Gly

Ile

Ser

Val

280

Gln

Ser

Trp

Ile

Asp

360

Thr

Asp

Asn

Gly

Met

Ser

Val

265

Ser

Ala

Asp

Met

Glu

345

Leu

Gly

Ser

Ile

Gly

Leu

His

250

Gln

Ser

Glu

val

Ala

330

Asn

Gly

Gly

Asn
410

60

Met

Asn

235

Thr

Gln

Ser

Gly

315

Tyr

Ala

Trp

Thr

395

Trp

Leu

220

Val

Val

Pro

Leu

Tyr

300

Lys

Val

Gly

Gln

380

Tyr

Ile

Ser

Pro

Asn

Gly

Lys

285

Phe

Gly

Asp

Ala

Ser

365

Lys

Asn

Lys

Leu

Ser

Val

Trp

270

Ser

Asp

Lys

Ile

Ser

350

Ile

Trp

Leu

Ile

Asp

Thr

Ser

255

Asn

Ile

Ser

Asn

Asn

335

Glu

val

Thr

Gly

Thr
415

Leu

Gly

240

Ser

Ile

Pro

Ser

Val

320

Phe

Leu

Thr

Ile

400

Lys



tct
Ser

ttg
Leu

aat
Asn

ggt
Gly

atg
Met
65

aat
Asn

aca
Thr

cga
Arg

cag
Gln

agt
Ser
145

gga
Gly

tac
Tyr

aga
Arg

gca
Ala

tgg
Trp
225

act
Thr

tgg
Trp

aaa
Lys

gaa
Glu

gaa
Glu

act
Thr
50

ttg
Leu

gtt
Val

gtg
vVal

cce
Pro

ttg
Leu
130

tat
Tyr

gge
Gly

aaqg
Lys

gtg
Val

ggt
Gly
210

cag
Gln

tat
Tyr

att
Ile

ttg
Leu

gat
Asp

gga
Gly
35

tat
Tyr

tect
Ser

cct
Pro

aat
Asn

999
Gly
115

aaa
Lys

tte
Phe

dg99
Gly

gat
Asp

gca
Ala
195

tct
Ser

aag
Lys

aac
Asn

aag
Lys

att cag
Ile Gln

acc tecg
Thr Ser
20

gee tgg
Ala Trp

caa gta
Gln Val

ctg gat
Leu Asp

tca act
Ser Thr
85

gta agt
Val Ser
100

tgg aat
Trp Asn

tet att
Ser Ile

gat agt
Asp Ser

aag aat
Lys Asn
165

atc aat
Ile Asn
180

agt gaa
Ser Glu

ata gtg
Ile Val

tgg acc
Trp Thr

ttg ggg
Leu Gly

245

att aca
Ile Thr
260

gca
Ala

gat
Asp

atg
Met

gag
Glu

ttg
Leu
70

gga
Gly

tca
Ser

atc
Ile

cca
Pro

teca
Ser
150

gtt
Val

ttt
Phe

cgt
Arg

ctt
Leu

acc
Thr
230

atc
Ile

aaq
Lys

gaa
Glu

gta
val

gct
Ala

tac
Tyr
55

aat
Asn

gga
Gly

ggt
Gly

aac
Asn

agt
Ser
135

aaa
Lys

aag
Lys

cce
Fro

gca
Ala

gga
Gly
215

att
Ile

tac
Tyr

gtt
val

agt
Ser

gga
Gly

tac
Tyxr
40

aga
Arg

geca
Ala

ttg
Leu

acg
Thr

tgg
Trp
120

act
Thr

gta
Vval

tgt
Cys

agt
Ser

gga
Gly
200

atg
Met

tece
Ser

gtt
Val
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tat
Tyr

ggc
Gly
25

aag
Lys

gtg
Val

ggt
Gly

cag
Gln

tac
Tyr
105

att
Ile

aat
Asn

caa
Gln

gat
Asp

tca
Ser
185

gga
Gly

ctg
Leu

cat
His

caa
Gln

ttt
Phe
10

999
Gly

gat
Agp

gca
Ala

tect
Ser

aag
Lys
90

aac
Asn

aat
Asn

tet
Ser

ttg
Leu

act
Thr
170

ggt
Gly

aag
Lys

gat
Asp

aca
Thr

caa
Gln
250

gect
Ala

aag
Lys

ate
Ile

agt
Ser

ata
Ile
75

tgg
Trp

ttg
Leu

att
Ile

aga
Arg

gaa
Glu
155

aaa

Lys

agt
Ser

ttg
Leu

gtt
Val

gta
val
235

cce
Pro

61

agt
Ser

aat
Asn

aat
Asn

gaa
Glu

gtg
val

acc
Thr

999
Gly

aca
Thr

gta
Val
140

gac
Asp

gga
Gly

tat
Tyr

tct
Ser

cct
Pro
220

aag

Lys

g99
Gly

tca
Ser

gtc
Val

tte
Fhe
45

cgt
Arg

ctt
Leu

acc
Thr

atc
Ile

aaa
Lys
125

att
Ile

acc
Thr

gec
Ala

caa
Gln

cte
Leu
205

tca
Ser

gtg
Val

tgg
Trp

aaa
Lys

aag
Lys
30

cca
Pro

gca
Ala

gge
Gly

att
Ile

agt
Ser
110

gta
Val

cag
Gln

tcg
Ser

tgg
Trp

ata
Ile
190

gat
Asp

act
Thr

gat
Asp

aat
Asn

gta
Val
15

tgt
Cys

agt
Ser

dgga
Gly

atg
Met

tcc
Ser
95

gtt
Val

tece
Ser

gca
Ala

gat
Asp

atg
Met
175

gag
Glu

ttg
Leu

ggg
Gly

tca
Ser

atc
Ile
255

caa
Gln

gat
Asp

tca
Ser

gga
Gly

ctg
Leu
80

cac
His

caa
Gln

agt
Ser

gaa
Glu

gtt
val
160

gee
Ala

tac
Tyr

aat
Asn

gga
Gly

ggt
Gly
240

aac
Asn

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

789
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<210> 6

<211> 263
<212> PRT
<213> Limulus sp.

<400> 6

Ser Lys Leu Ile Gln Ala Glu Ser Tyr Phe Ala Ser Ser Lys Val Gln
1 5 10 15

Leu Glu Asp Thr Ser Asp Val Gly Gly Gly Lys Asn Val Lys Cys Asp
20 25 30

Asn Glu Gly Ala Trp Met Ala Tyr Lys Asp Ile Asn Phe Pro Ser Ser
35 40 45

Gly Thr Tyr Gln Val Glu Tyr Arg Val Ala Ser Glu Arg Ala Gly Gly
50 55 60

Met Leu Ser Leu Asp Leu &Asn Ala Gly Ser Ile Val Leu Gly Met Leu
65 70 75 80

Asn Val Pro Ser Thr Gly Gly Leu Gln Lys Trp Thr Thr Ile Ser His
85 90 95

Thr Val Asn Val Ser Ser Gly Thr Tyr Asn Leu Gly Ile Ser Val Gln
100 105 110

Arg Pro Gly Trp Asn Ile Asn Trp Ile Asn Ile Thr Lys Val Ser Ser
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Ile Pro Ser Thr Asn Ser Arg Val Ile Gln Ala Glu
130 135 140

62



10

Ser

145

Gly

Tyr

Arg

Ala

Trp

225

Thr

Trp

Tyr

Gly

Lys

Val

Gly

210

Gln

Tyr

Ile

<210>7
<211> 378
<212> ADN

<213> Limulus sp.

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(378)

<400> 7

tct
Ser
1

ttg
Leu

act
Thr

ggt
Gly

aag

aga
Arg

gaa
Glu

aaa
Lys

agt
Ser

ttg

Phe

Gly

Asp

Ala

195

Ser

Lys

Asn

Lys

gta att
Ile

val

gac acc
Thr

Asp

Asp

Lys

Ile

180

Ser

Ile

Trp

Leu

Ile
260

20

gga gcc
Gly Ala

tat caa
Tyr Gln

tct

ctc

cag
Gln

tcg
Ser

tgg
Trp

ata
Ile

gat

Ser

Asn

165

Asn

Glu

Val

Thr

Gly

245

Thr

Ser

150

Val

Phe

Arg

Leu

Thr

230

Ile

Lys

gca gaa
Ala Glu

gat gtt
Asp Val

atg gcc
Met Ala

gag tac
Glu Tyr

55

ttg aat

Lys

Lys

Pro

Ala

Gly
215

Ile

Tyr

Vval

agt
Ser

gga
Gly

tac
Tyr
40

aga
Arg

gca

ES 2 655725713

Val

Cys

Ser

Gly
200

Met

Ser

Val

tat
Tyr

ggc
Gly
25

aag
Lys

gtg
val

ggt

Gln

Asp

Ser
185

Gly

Leu

His

Gln

tte
Phe
10

ggg
Gly

gat
Asp

gca
Ala

tct

Leu

Thr
170

Gly

Lys

Asp

Thr

Gln
250

gat
Asp

aag
Lys

ate
Ile

agt
Ser

ata

63

Glu

155

Lys

Ser

Leu

Val

Val

235

Prc

agt tca
Ser Ser

aat gtt
Asn Val

aat ttt
Asn Phe

Asp

Gly

Tyr

Ser

Pro

220

Lys

Gly

aaa
Lys

aag
Lys

Thr

Ala

Gln

Leu

205

Ser

Val

Trp

15

30

45

gaa cgt
Glu Arg

gtg ctt

cco
Pro

gca
Ala

gga

gta
Val

tgt
Cys

agt
Ser

gga
Gly

atg

Ser

Trp

Ile

190

Asp

Thr

Asp

Asn

Asp

Met

175

Glu

Leu

Gly

Ser

Ile
255

caa
Gln

gat
Asp

teca
Ser

gga
Gly

ctg

Val
160

Ala

Tyr

Asn

Gly

Gly
240

Asn

48

96

144

192

240



10

15

20

Lys Leu Ser Leu Asp Leu Asn Ala

65 70

gat gtt cct tca act ggg gga tgg

Asp Val Pro Ser Thr Gly Gly Trp

85
aca gta aag gtg gat tca ggt act
Thr Val Lys Val Asp Ser Gly Thr
100

caa ccc ggg tgg aat atc aac tgg

Gln Pro Gly Trp Asn Ile Asn Trp
115 120

<210> 8

<211> 126

<212> PRT

<213> Limulus sp.

<400> 8

Ser Arg Val Ile Gln Ala Glu

1 5

Leu Glu Asp Thr Ser Asp Val

20

Thr Lys Gly Ala Trp Met Ala
35

Gly Ser Tyr Gln Ile Glu Tyr

50 55

Lys Leu Ser Leu Asp Leu Asn

65 70

Asp Val Pro Ser Thr Gly Gly

85
Thr Val Lys Val Asp Ser Gly
100
Gln Pro Gly Trp Asn Ile Asn
115

<210>9

<211> 849

<212> ADN

<213> Limulus sp.

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(849)

<400> 9
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Gly

caqg
Gln

tat
Tyr
105

att
Ile

Ser

Gly

Tyxr

40

Arg

Ala

Trp

Thr

Trp
120

Ser

aag
Lys
90

aac
Asn

aaqg
Lys

Tyr

Gly

Lys

Val

Gly

Gln

Tyr

105

Ile

Ile
75

tgg
Trp

ttg
Leu

att
Ile

Phe

10

Gly

Asp

Ala

Ser

Lys

90

Asn

Lys

64

Val Leu

acec acc
Thr Thr

ggg atc
Gly Ile

aca aag
Thr Lys

Gly

att
Ile

tac
Tyr

95

110

125

Asp

Lys

Ile

Ser

Ile

75

Trp

Leu

Ile

Ser

Asn

Asn

Glu

60

Val

Thr

Gly

Thr

gtt
Val

Ser

Val

Phe

45

Arg

Leu

Thr

Ile

Lys
125

Met

tce
Ser

gtt
Val

Lys

Lys

30

Pro

Ala

Gly

Ile

Tyr

110

Val

Leu
80

cat

His

caa
Gln

Val

15

Cys

Ser

Gly

Met

Ser

95

Val

288

336

378

Gln

Asp

Ser

Gly

Leu

80

His

Gln



aat
Asn

ctt
Leu

aac
Asn

aac
Asn

atc
Ile
65

gat
Asp

cag
Gln

gca
Ala

cca
Pro

cag
Gln
145

gaa

Glu

gta
val

gct
Ala

tac
Tyr

aca
Thr

caa
Gln

gaa
Glu

caa
Gln
50

aat
Asn

aat
Asn

cag
Gln

cge
Arg

gga
Gly
130

tgg
Trp

agt
Ser

gga
Gly

tac
Tyr

aga
Arg

cct
Pro

aat
Asn

gat
Asp
35

cag
Gln

aaa
Lys

ggt
Gly

ttt
Phe

agce
Ser
115

gga
Gly

aaa
Lys

tat
Tyr

dggc
Gly

aag
Lys
195

gtg
Val

tct
Ser

agg
Arg
20

gga
Gly

ttt
Phe

aat
Asn

gte
Val

att
Ile
100

act
Thr

aag
Lys

ctt
Leu

ttt
Phe

g9g
Gly
180

gat
Asp

gca
Ala

cct
Pro

cac
His

geca
Ala

gat
Asp

agt
Ser

aga
Arg

gta
Val

gga
Gly

ata
Ile

att
Ile

get
Ala
165

aag

Lys

atc
Ile

agt
Ser

gtt
Val

agt
Ser

ttt
Phe

ttt
Phe

dgga
Gly

atc
Ile

caa
Gln

aag
Lys

caa
Gln

cga
Arg
150

agt

Ser

aat
Asn

aat
Asn

gaa
Glu

gac
Asp

gaa
Glu

cta
Leu

gta
Val
55

aaa
Lys

caa
Gln

gat
Asp

tta
Leu

caa
Gln
135

aat

Asn

tca
Ser

gtc
Val

tte
Phe

cgt
Arg

gtt
Val

ctg
Leu

caa
Gln
40

cat
His

tct
Ser

cag
Gln

gtt
Val

gtg
Val
120

tgg
Trp

aaa
Lys

aaa
Lys

aag
Lys

cca
Pro
200

gca
Ala
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act
Thr

tat
Tyr
25

caa
Gln

cte
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

gga
Gly
105

gaa
Glu

tct
Ser

gct
Ala

gta
val

tgt
Cys
185

agt

Ser

gga
Gly

cat
His
10

ctt
Leu

tgg
Trp

gga
Gly

gat
Asp

teg
Ser

gat
Asp

gta
Val

gat
Asp

aat
Asn

caa
Gln
170

gat
Asp

tca
Ser

gga
Gly

tta
Leu

gat
Asp

cct
Pro

aat
Asn

gtt
val
75

tat
Tyr

ggt
Gly

gca
Ala

gat
Asp

tct
Ser
155

ttg
Leu

aat
Asn

ggt
Gly

atg
Met

65

tct
Ser

gtc
Val

tat
Tyr

aag
Lys
60

tac
Tyr

gga
Gly

tat
Tyr

gat
Asp

ggc
Gly
140

aaa

Lys

gaa
Glu

gaa
Glu

act
Thr

ttg
Leu

ggt
Gly

agt
Ser

agce
Ser
45

gtt
Val

gag
Glu

g4g9
Gly

tat
Tyr

ttg
Leu
125

caa
Gln

ttg
Leu

gat
Asp

gga
Gly

tat
Tyr
205

tct
Ser

tac
Tyr

ggt
Gly

ggt
Gly

tat
Tyr

tta
Leu

gge
Gly

aag
Lys
110

aat
Asn

tta
Leu

att
Ile

ace
Thr

gcc
Ala
190

caa
Gln

ctg
Leu

tat
Tyr

tce
Ser

aat
Asn

aaa
Lys

ggg
Gly

tac
Tyr
95

ata
Ile

aaa
Lys

tce
Ser

cag
Gln

teg
Ser
175

tgg
Trp

gta
val

gat
Asp

ttt
Phe

agt
Ser

get
Ala

att
Tle

act
Thr
g0

aat
Asn

ttt
Phe

gac
Asp

gga
Gly

gca
Ala
160

gat
Asgp

atg
Met

gag
Glu

ttg
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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210 215
aat gea ggt tet ata gtg ctt gge
Asn Ala Gly Ser Ile Val Leu Gly
225 230
gga ttg cag aag tgg acce ace att
Gly Leu Gln Lys Trp Thr Thr Ile
245
ggt acg tac aac ttg ggg atc agt
Gly Thr Tyr Asn Leu Gly Ile Ser
260
aac tgg att aat att aca aaa gta
Asn Trp Ile Asn Ile Thr Lys Val
275 280
<210>10
<211> 283
<212> PRT
<213> Limulus sp.
<400> 10
Asn Thr Pro Ser Pro Val Asp
1 5
Leu Gln Asn Arg His Ser Glu
20
Asn Glu Asp Gly Ala Phe Leu
35
Asn Gln Gln Phe Asp Phe Val
50 55
Ile Asn Lys Asn Ser Gly Lys
65 70
Asp Asn Gly Val Arg Ile Gln
85
Gln Gln Phe Ile Val Gln Asp
100
Ala Arg Ser Thr Gly Lys Leu
115
Pro Gly Gly Lys Ile Gln Gln
130 135

ES 2 655725713

atg
Met

tece
Ser

gtt
Vval
265

tcec
Ser

Val

Leu

Gln

40

His

Ser

Gln

Val

Val

120

Trp

ctg
Leu

cac
His
250

caa
Gln

agt
Ser

Thr

Tyr

25

Gln

Leu

Leu

Trp

Gly

105

Glu

Ser

aat
Asn
235

aca
Thr

cga
Arg

cag
Gln

His

10

Leu

Trp

Gly

Asp

Ser

90

Asp

Val

Asp

66

220

gtt cct
val Pro

gtg aat
Val Asn

cce ggg
Pro Gly

Leu

Asp

Pro

Asn

Val

75

Tyr

Ala

Asp

tca
Ser

gta
Val

tgg
Trp

act
Thr

agt
Ser

gga
Gly

240

255

270

Ser

Val

Tyr

Lys

60

Tyr

Gly

Tyr

Asp

Gly
140

Gly

Ser

Ser

45

Val

Glu

Gly

Tyr

Leu

125

Gln

aat
Asn

Tyr

Gly

30

Gly

Tyr

Leu

Gly

Lys

110

Asn

Leu

teca
Ser

atc
Tle

Tyr

15

Ser

Asn

Lys

Gly

Tyr

95

Ile

Lys

Ser

720

768

816

849

Phe

Ser

Ala

Ile

Thr

80

Asn

Phe

Asp

Gly
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Gln Trp Lys Leu Ile Arg Asn
145 150
Glu Ser Tyr Phe Ala Ser Ser
165
Val Gly Gly Gly Lys Asn Val
180
Ala Tyr Lys Asp Ile Asn Phe
195
Tyr Arg Val Ala Ser Glu Arg
210 215
Asn Ala Gly Ser Ile Val Leu
225 230
Gly Leu Gln Lys Trp Thr Thr
245
Gly Thr Tyr Asn Leu Gly Ile
260
Asn Trp Ile Asn Ile Thr Lys
275
<210> 11
<211> 2022
<212> ADN
<213> Tachyporus sp.
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(2022)
<400> 11
atg ttg gtg ttg ctg tgt tgt gtt
Met Leu Val Leu Leu Cys Cys Val
1 5
att tge tgt age cac gaa cca aag
Ile Cys Cys Ser His Glu Pro lys
20
ttt acc aat gga ata agt tct gat
Phe Thr Asn Gly Ile Ser Ser Asp
35 40

ES 2 655725713

Lys

Lys

Lys

Pro
200

Ala

Gly

Ile

Ser

Val
280

gtt
Val

tgg
Trp
25

tgg
Trp

Ala

Val

Cys
185

Ser

Gly

Met

Ser

Val
265

Ser

ttg
Leu
10

cag

Gln

gaa
Glu

Asn

Gln
170

Asp

Ser

Gly

Leu

His

250

Gln

Ser

cat
His

cte
Leu

ttt
Phe

67

Ser

155

Leu

Asn

Gly

Met

Asn

235

Thr

Arg

Gln

gtt ggt
Val Gly

gtec tgg
Val Trp

gaa atg
Glu Met

Lys

Glu

Glu

Thr

Leu

220

Val

val

Pro

gtt
Val

teg
Ser

Leu

Asp

Gly

Tyr

205

Ser

Proc

Asn

Gly

15

30

45

ggc
Gly

gca
Ala

gat
Asp

aat
Asn

Ile

Thr

Ala

190

Gln

Leu

Ser

val

Trp
270

Gln

Ser

175

Trp

Val

Asp

Thr

Ser

255

Asn

aga
Arg

gaa
Glu

ggc
Gly

Ala

160

Asp

Met

Glu

Leu

Gly
240

Ser

Ile

48

56

144



cte
Leu

gcc
Ala
65

tat
Tyr

aaa
Lys

ttt
Phe

tat
Tyr

aac
Asn
145

gac
Asp

gat
Asp

ttt
Phe

aat
Asn

gcg
Ala
225

cct
Pro

aca
Thr

caa
Gln

aat
Asn

caa
Gln

gat
Agp

tct
Ser

egg
Arg

gtt
Val
130

act
Thr

ggt
Gly

tat
Tyr

gtt
Val

gg9
Gly
210

att
Ile

get
Ala

tet
Ser

aac
Asn

ggt
Gly

gtt
val

ggc
Gly

tgg
Trp

gga
Gly
115

aga
Arg

aac
Asn

get
Ala

cac
His

aat
Asn
195

aaa
Lys

ggt
Gly

aaa
Lys

tet
Ser

agg
Arg
275

tgg
Trp

gag
Glu

tte
Phe

aag
Lys
100

gte
Val

tgg
Trp

aat
Asn

cat
His

att
Ile
180

gga
Gly

agt
Ser

gga
Gly

atg
Met

cct
Pro
260

cac
His

ggt
Gly

gga
Gly

aaa
Lys
85

tat
Tyr

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

gcg
Ala
165

tat
Tyr

aat
Asn

gca
Ala

aac
Asn

tac
Tyr
245

gtt
Val

agt
Ser

aat
Asn

ggg
Gly
70

tac
Tyr

ggt
Gly

gtg
Val

tct
Ser

aaa
Lys
150

cat
His

tet
Ser

caa
Gln

ttt
Phe

tgg
Trp
230

att
Ile

999
Gly

gaa
Glu

aac
Asn

aaa
Lys

act
Thr

aaa
Lys

atg
Met

tet
Ser
135

gtec
val

cat
His

gta
Val

tac
Tyr

cgt
Arg
215

cca
Pro

gat
Asp

gat
Asp

ttg
Leu

gaa
Glu

ctg
Leu

tct
Ser

att
Ile

tte
Phe
120

ggt
Gly

aga
Arg

aac
Asn

gag
Glu

ttt
Phe
200

aac
Asn

gga
Gly

tat
Tyr

ace
Thr

tat
Tyr
280
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ctyg
Leu

gta
val

gct
Ala

gaa
Glu
105

tgg
Trp

gaa
Glu

gga
Gly

aga
Arg

tgg
Trp
185

gaa
Glu

aaa
Lys

tte
Phe

gtc
Val

tect
Ser
265

ctt
Leu

caa
Gln

att
Ile

agg
Arg
S0

gcc
Ala

atg
Met

att
Ile

act
Thr

gaa
Glu
170

aat
Asn

gtg
VvVal

gtt
vVal

gat
Asp

cgt
Arg
250

tta

Leu

gat
Asp

tat
Tyr

act

tat
Tyr
60

gct

Thr Ala

75

ctg
Leu

aaa

aaa
Lys

atg

Lys Met

teca
Ser

gac
Asp

att
Ile
155

agt

gga
Gly

ttt
Phe
140

cac
His

aat

Ser Asn

tet
Ser

aaa
Lys

tte

tec
Ser

att
Ile

gtt

Phe Val

gtt

220

gct

Val Ala

235

gta
Val

gat
Asp

gtc
Val

68

tac
Tyr

ggt
Gly

act
Thr

agt
Arg

aaa
Lys

acc
Thr

gcg
Ala

gac
Asp
125

att
Ile

tgg
Trp

aca
Thr

att
Ile

cag
Gln
205

att
Ile

gac
Asp

cag
Gln

tac
Tyr

gat
Asp
285

agt
Arg

aga
Arg

cag
Gln

att
Ile
110

aac
Asn

gaa
Glu

tcc
Ser

aat
Asn

gtt
val
180

gga
Gly

tta
Leu

gag
Glu

gat
Asp

tat
Tyr
270

gce
Ala

gaa
Glu

gaa
Glu

ttt
Phe
95

cca
Pro

act
Thr

cat
His

act
Thr

g99
Gly
175

aaa
Lys

gga
Gly

aac
Asn

gct
Ala

gce
Ala
255

ttt
Phe

agt
Ser

aat
Asn

gac
Asp

gat
Asp

tca
Ser

aat
Asn

aga
Arg

cct
Pro
160

att
Ile

tgg
Trp

gta
Val

atg
Met

tte
Phe
240

agt

Ser

gte
Val

aac
Asn

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

8leé

864



gaa
Glu

caa
Gln
305

aat
Agn

aat
Asn

cag
Gln

cgec
Arg

gga
Gly
385

tag
Trp

agt
Ser

gga
Gly

tat
Tyr

aga
Arg
465

geca

Ala

tgg
Trp

aca
Thr

gat
Asp
290

cag
Gln

aaa
Lys

agt
Gly

ttt
Phe

ggc
Gly
370

ggg
Gly

ada
Lys

tat
Tyr

ggt
Gly

aag
Lys
450

gta
Val

ggc
Gly

cag
Gln

tat
Tyr

gga
Gly

ttt
Phe

aaa
Lys

gtt
Val

act
Thr
355

agt
Ser

aag
Lys

ctt
Leu

ttt
Phe

g99
Gly
435

gat
Asp

gca
Ala

tet
Ser

aag
Lys

aac
Asn
515

gca
Ala

gat
Asp

agt
Ser

aga
Arg
340

gta
Val

gga
Gly

ata
Ile

att
Ile

gat
Asp
420

aag
Lys

att
Ile

agt
Ser

ata
Ile

tgg
Trp
500

ttg
Leu

ttt
Phe

Lttt
Phe

gga
Gly
325

atec
Ile

caa
Gln

aag
Lys

caa
Gln

aaa
Lys
405

tee
Ser

aat
Asn

gat
Asp

gaa
Glu

gtt
Val
485

acc

Thr

g9g9
Gly

ctg
Leu

gag
Glu
310

aaa
Lys

caa
Gln

agt
Ser

tta
Leu

caa
Gln
390

agt
Ser

tea
Ser

gtt
Val

tte
Phe

cgt
Arg
470

ctt

Leu

acc
Thr

atc
Ile

caa
Gln
295

cat
His

tct
Ser

cag
Gln

gtt
Val

gtg
Val
375

tgg
Trp

aaa
Lys

aaa
Lys

aaa
Lys

cac
Pro
455

gca

Ala

gge
Gly

att
Ile

tat
Tyr

caa
Gln

ctc
Leu

ttg
Leu

tgg
Trp

ggt
Gly
360

gaa
Glu

tect
Ser

agt
Ser

gta
Val

tgt
Cys
440

agt
Ser

gga
Gly

atg
Met

teac
Ser

gtt
VvVal
520
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tgg
Trp

gaa
Glu

gat
Asp

teca
Ser
345

gat
Asp

gta
val

gat
Asp

tat
Tyr

caa
Gln
425

gat
Asp

teca
Ser

gga
Gly

ctg
Leu

cat
His
505

caa
Gln

tet
Ser

aat
Agn

gtt
Val
330

tat
Tyr

ggt
Gly

gca
Ala

aac
Asn

tect
Ser
410

ttg
Leu

aat
Asn

ggt
Gly

aag
Lys

gat
Asp
490

aca
Thr

cga
Arg

tat
Tyr

aat
Asn
315

tat
Tyr

gga
Gly

tat
Tyr

gat
Asp

aac
Asn
395

aaa
Lys

gaa
Glu

gaa
Glu

aat
Asn

ctg
Leu
475

gtt
Val

gtg
Val

gecc
Ala

agt
Ser
300

gtt
Val

aat
Agn

999
Gly

tat
Tvr

ttt
Phe
380

caa
Gln

tta
Leu

gat
Asp

gga
Gly

tat
Tyr
460

tct
Ser

cct
Pro

aat
Asn

agc
Ser

69

ggt
Gly

tat
Tyr

ttt
Phe

gct
Ala

aag
Lys
365

agt
Ser

tta
Leu

att
Ile

ace
Thr

gece
Ala
445

cga
Arg

ctg
Leu

tca
Ser

gtg
Val

tgg
Trp
525

aat
Asn

aaa
Lys

gg9g
Gly

cge
Arg
350

att
Ile

aaa
Lys

tct
Ser

cag
Gln

tca
Ser
430

tgg
Trp

ata
Ile

gat
Asp

aca
Thr

gat
Asp
510

aat
Asn

gag
Glu

att
Ile

act
Thr
335

aat
Asn

att
Ile

gat
Asp

gga
Gly

gca
Ala
415

gat
Asp

atg
Met

gaa
Glu

ttg
Leu

gga
Gly
495

teca

Ser

atc
Ile

aac
hsn

act
Thr
320

gag
Glu

cag
Gln

cca
Pro

gca
Ala

cag
Gln
400

gaa
Glu

gta
Val

gct
Ala

tac
Tyr

aat
Asn
480

gga
Gly

ggt
Gly

aac
Asn

9212

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584
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tgg
Trp

cgt
Arg
545

gaa
Glu

aaa
Lys

cce
Pro

gca
Ala

ggc
Gly
625

att
Ile

tat
Tyr

gtg
Val

ata
Ile
530

cgt
Arg

gta
Val

tgt
Cys

agt

Ser

gga
Gly
610

atg
Met

tet
Ser

gtt
Val

tag

<210> 12

<211>673

aag
Lys

aat
Asn

caa
Gln

gat
Asp

tea
Ser
595

gga
Gly

ctg
Leu

cat
Hisg

caa
Gln

<212> PRT

<213> Tachyporus sp.

<400> 12
Met Leu Val Leu Leu Cys Cys Val

1

att
Ile

tct
Ser

ctg
Leu

aaa
Lys
580

gga
Gly

aag
Lys

gat
Asp

ata
Ile

aaa
Lys
660

aca
Thr

aaa
Lys

gaa
Glu
565

gaa

Glu

agt
Ser

ctg
Leu

att
Ile

gtg
val
645

gce
Ala

5

aaa
Lys

tta
Leu
550

gat
Asp

999
Gly

tat
Tyr

tee
Ser

cct
Pro
630

aat
Asn

agt
Ser

ata
Ile
535

att
Ile

ace
Thr

gce
Ala

cga
Arg

cta
Leu
615

tca

Ser

gtg
val

tgg
Trp

cct
Pro

cag
Gln

tta
Leu

tgg
Trp

gta
Val
600

gat
Asp

aca
Thr

gat
Asp

aat
Asn

ES 2 655725713

gaa
Glu

gca
Ala

gat
Asp

atg
Met
585

gaa
Glu

ttg
Leu

gga
Gly

tta
Leu

atc
Ile
665

Ile Cys Cys Ser His Glu Pro Lys

20

Phe Thr Asn Gly Ile Ser Ser Asp

35

40

cag tca
Gln Ser

gaa agt
Glu Ser
555

gta gga
Val Gly
570

gct tac
Ala Tyr

tac aga
Tyr Arg

aat gca
Asn Ala

gga ttg
Gly Leu
635

ggt aca
Gly Thr
650

aat tgg
Asn Trp

aat
Asn
540

tat
Tyr

ggt
Gly

aag
Lys

gtg
Val

ggc
Gly
620

cag
Gln

tat
Tyr

att
Ile

ttg
Leu

ttt
Phe

gga
Gly

gat
Asp

gca
Ala
605

tet

Ser

aag
Lys

aac
Asn

aga
Arg

aat
Asn

agt
Ser

aag
Lys

att
Ile
590

agt
Ser

ata
Ile

tgg
Trp

ttg
Leu

att
Ile
670

caa
Gln

tac
Tyr

aat
Asn
575

gat
Asp

gaa
Glu

gtg
Val

acc
Thr

gga
Gly
655

aca
Thr

ggg
Gly

tca
Ser
560

gtt
Val

ttc
Fhe

cgt
Arg

ctt
Leu

acc
Thr
640

att
Ile

aaa
Lys

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1568

2016

2022

Val Leu Hisg Val Gly Val Ala Arg

10

Trp Gln Leu Val Trp Ser Asp Glu
30

25

Trp Glu Phe Glu Met Gly Asn Gly
45

70



Leu

Ala

Tyr

Lys

Phe

Tyr

Asn

145

Asp

Asp

Phe

Asn

Ala

225

Pro

Thr

Gln

Asn

50

Gln

Asp

Ser

Arg

vVal

130

Thr

Gly

Tyr

Val

Gly

210

Ile

Ala

Ser

Asn

Gly

Val

Gly

Trp

Gly

115

Arg

Asn

Ala

His

Asn

195

Lys

Gly

Lys

Ser

Arg
275

Trp

Glu

Phe

Lys

100

Val

Trp

Asn

His

Ile

180

Gly

Ser

Gly

Met

Pro

260

His

Gly

Gly

Lys

85

Tyr

Trp

Pro

Glu

Ala

165

Tyr

Asn

Ala

Asn

Tyr

245

Val

Ser

Asn

Gly

Tyr

Gly

Val

Ser

Lys

150

His

Ser

Gln

Phe

Trp

230

Ile

Gly

Glu

Asn

55

Lys

Thr

Lys

Ser

135

Val

His

val

Tyx

Arg

215

Fro

Asp

Asp

Leu

Glu

Leu

Ser

Ile

Phe

120

Gly

Arg

Agsn

Glu

Phe

200

Asn

Gly

Tyr

Thr

Tyr
280

ES 2 655725713

Leu

Val

Ala

Glu

105

Trp

Glu

Gly

Arg

Trp

185

Glu

Lys

Phe

Val

Ser

265

Leu

Gln

Ile

Arg

90

Ala

Met

Ile

Thr

Glu

170

Asn

val

vVal

Asgp

Arg

250

Leu

Asp

Tyr

Thr

Leu

Lys

Ser

Asp

Ile

155

Ser

Ser

Lys

Phe

val

235

Val

Asp

val

71

Tyr

60

Ala

Lys

Met

Gly

Phe

140

His

Asn

Ser

Ile

Val

220

Ala

Tyr

Gly

Thr

Arg

Lys

Thr

Ala

Asp

125

Ile

Trp

Thr

Ile

Gln

205

Ile

Asp

Gln

Tyr

Asp
285

Arg

Arg

Gln

Ile

110

Asn

Glu

Ser

Asn

Val

190

Gly

Leu

Glu

Asp

Tyr

270

Ala

Glu

Glu

Phe

95

Pro

Thr

His

Thr

Gly

175

Lys

Gly

Asn

Ala

Ala

255

Phe

Ser

Asn

Asp

Asp

Ser

Asn

Arg

Pro

160

Ile

Trp

Val

Met

Phe

240

Ser

Val

Asn



Glu

Gln

305

Asn

Asn

Gln

Arg

Gly

385

Trp

Ser

Gly

Tyr

Arg

465

Ala

Trp

Thr

Asp

290

Gln

Lys

Gly

Phe

Gly

370

Gly

Lys

Tyr

Gly

Lys

450

val

Gly

Gln

Tyr

Gly

Phe

Lys

Val

Thr

355

Ser

Lys

Leu

Phe

Gly

435

Asp

Ala

Ser

Lys

Asn
515

Ala

Asp

Ser

Arg

340

Val

Gly

Ile

Ile

Asp

420

Lys

Ile

Ser

Ile

Trp

500

Leu

Phe

Phe

Gly

325

Ile

Gln

Lys

Gln

Lys

405

Ser

Asn

Asp

Glu

Val

485

Thr

Gly

Leu

Glu

310

Lys

Gln

Ser

Leu

Gln

390

Ser

Ser

Val

Phe

Arg

470

Leu

Thr

Ile

Gln

295

His

Ser

Gln

val

Val

375

Trp

Lys

Lys

Lys

Fro

455

Ala

Gly

Ile

Tyr

Gln

Leu

Leu

Trp

Gly

360

Glu

Ser

Ser

vVal

Cys

440

Ser

Gly

Met

Ser

Val
520
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Trp

Glu

Asp

Ser

345

Asp

vVal

Asp

Tyr

Gln

425

Asp

Ser

Gly

Leu

His

505

Gln

Ser

Asn

Val

330

Tyr

Gly

Ala

Asn

Ser

410

Leu

Asn

Gly

Lys

Asp

490

Thr

Arg

Tyr

Asn

315

Tyr

Gly

Tyr

Asp

Asn

395

Lys

Glu

Glu

Asn

Leu

475

Val

Val

Ala

72

Ser

300

Val

Asn

Gly

Tyr

Phe

380

Gln

Leu

Asp

Gly

Tyr

460

Ser

Pro

Asn

Ser

Gly

Tyr

Phe

Ala

Lys

365

Ser

Leu

Ile

Thr

Ala

445

Arg

Leu

Ser

Val

Trp
525

Asn

Lys

Gly

Arg

350

Ile

Lys

Ser

Gln

Ser

430

Trp

Ile

Asp

Thr

Asp

510

Asn

Glu

Ile

Thr

335

Asn

Ile

Asp

Gly

Ala

415

Asp

Met

Glu

Leu

Gly

495

Ser

Ile

Asn

Thr

320

Glu

Gln

Pro

Ala

Gln

400

Glu

val

Ala

Tyr

Asn

480

Gly

Gly

Asn



10

Trp Ile
530

Lys

Arg Arg Asn

545

Glu Val

Lys Cys

Pro Ser

Gln

Ser
595

Ala Gly Gly

610

Gly Met
625

Ile Ser

Tyr Val

Val

<210> 13

Leu

His

Gln

<211> 1218
<212> ADN
<213> Tachyporus sp.

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1218)

<400> 13
ggt tac
Gly Tyr
1

act gat
Thr Asp

tat ttt gtc caa
Tyr Phe Val Gln

gcc agt aac gaa
Ala Ser Asn Glu

Ile

Ser

Leu

Lys

580

Gly

Lys

Asp

Ile

Lys
660

5

20

Thr

Lys

Glu

565

Glu

Ser

Leu

Ile

Val

645

Ala

Lys

Leu

550

Asp

Gly

Tyr

Ser

Pre

630

Asn

Ser

Ile

535

Ile

Thr

Ala

Arg

Leu

615

Ser

Val

Trp

ES 2 655725713

Pro

Gln

Leu

Trp

Val

600

Asp

Thr

Asp

Asn

aac agg cac
Asn Arg His

gat gga gca
Asp Gly Ala

25

Glu

Ala

Asp

Met
585

Glu

Leu

Gly

Leu

Ile
665

agt
Ser
10

ttt
Phe

Gln

Glu

Val

570

Ala

Tyr

Asn

Gly

Gly

650

Asn

gaa
Glu

ctg
Leu

73

Ser

Ser

555

Gly

Tyr

Arg

Ala

Leu

635

Thr

Trp

ttg tat
Leu Tyr

cda Ccaa
Gln Gln

Asn

540

Tyr

Gly

Lys

val

Gly

620

Gln

Tyr

Ile

30

Leu

Phe

Gly

Asp

Ala

605

Ser

Lys

Asn

Arg

15

Asn

Ser

Lys

Ile

590

Ser

Ile

Trp

Leu

Ile
670

Gln

Tyr

Asn

575

Asp

Glu

Val

Thr

Gly

655

Thr

ctt gat gte
Leu Asp Val

tgg tct tat
Trp Ser Tyr

Gly

Ser

560

Val

Phe

Arg

Leu

Thr

640

Ile

Lys

48

96



agt
Ser

gtt
Val

aat
Asn
65

g99
Gly

tat
Tyr

ttt
Phe

caa
Gln

tta
Leu
145

gat
Asp

gga
Gly

tat
Tyr

tect
Ser

cct
Pro
225

aat

Asn

agc
Ser

ggt
Gly

tat
Tyr
50

ttt
Phe

gct
Ala

aag
Lys

agt
Ser

tta
Leu

130

att
Ile

ace
Thr

gec
Ala

cga
Arg

ctg
Leu
210

tca

Ser

gtg
Val

tgg
Trp

aat
Asgn
35

aaa
Lys

ggg
Gly

cgeo
Arg

att
Ile

aaa
Lys
115

tct
Ser

caqg
Gln

tca
Ser

tgg
Trp

ata
Ile
195

gat
Asp

aca
The

gat
Asp

aat
Asn

gag
Glu

att
Ile

act
Thr

aat
Asn

att
Ile
100

gat
Asp

gga
Gly

gca
Ala

gat
Asp

atg
Met
180

gaa
Glu

ttg
Leu

gga
Gly

tca
Ser

atec
Ile
260

aac
Asn

act
Thr

gag
Glu

cag
Gln
85

cca
Pro

gca
Ala

cag
Gln

gaa
Glu

gta
Val
165

gct
Ala

tac
Tyzr

aat
Asn

gga
Gly

ggt
Gly
245

aac
Asn

caa
Gln

aat
Asn

aat
Asn
70

cag
Gln

cge
Arg

gga
Gly

tgg
Trp

agt
Ser
150

gga
Gly

tat
Tyr

aga
Arg

gca
Ala

tgg
Trp
230

aca

Thr

tgg
Trp

cag
Gln

aaa
Lys
55

ggt
Gly

ttt
Phe

gge
Gly

ggd
Gly

aaa
Lys
135

tat
Tyr

ggt
Gly

aag
Lys

gta
Val

ggec
Gly
215

cag

Gln

tat
Tyr

ata
Ile

ttt
Phe
40

aaa
Lys

gtt
val

act
Thr

agt
Ser

aag
Lys
120

ctt
Leu

ttt
Phe

ggg
Gly

gat
Asp

geca
Ala
200

tet
Ser

aag
Lys

aac
Asn

aag
Lys

ES 2 655725713

gat
Asp

agt
Ser

aga
Arg

gta
val

gga
Gly
105

ata
Ile

att
Ile

gat
Asp

aag
Lys

att
Ile
185

agt
Ser

ata
Ile

tgg
Trp

ttg
Leu

att
Ile
265

ttt
Phe

gga
Gly

atc
Ile

caa
Gln
90

aag
Lys

caa
Gln

aaa
Lys

tece
Ser

aat
Asn
170

gat
Asp

gaa
Glu

gtt
Val

acc
Thr

gg9
Gly
250

aca
Thr

gag
Glu

aaa
Lys

caa
Gln
75

agt

cat
His

tet
Ser
60

cag
Gln

gtt

Ser val

tta

gtg

Leu Val

caa
Gln

agt
Ser

teca
Ser
155

gtt
Val

ttc
Phe

cgt

tag
Trp

aaa
Lys
140

aaa
Lys

aaa
Lys

ccc
Pro

gca

Arg Ala

ctt
Leu

acc
Thr
235

atec
Ile

aaa
Lys

74

gge
Gly
220

att
Ile

tat
Tyr

ata
Ile

cte
Leu
45

ttg
Leu

tgg
Trp

ggt
Gly

gaa
Glu

tet
Ser
125

agt
Ser

gta
Val

tgt
Cys

agt
Ser

gga
Gly
205

atg
Met

tce
Ser

gtt
Val

cct
Pro

gaa
Glu

gat
Asp

tca
Ser

gat
Asp

gta
Val
110

gat
Asp

tat
Tyr

caa
Gln

gat
Asp

tca
Ser
180

gga
Gly

ctg
Leu

cat
His

caa
Gln

gaa
Glu
270

aat
Asn

gtt
val

tat
Tyr

ggt
Gly
95

gea
Ala

aac
Asn

tct
Ser

ttg
Leu

aat
Asn
175

ggt
Gly

aag
Lys

gat
Asp

aca
Thr

cga
Arg
255

cag
Gln

aat
Asn

tat
Tyr

gga
Gly
a0

tat
Tyr

gat
Asp

aac
Asn

aaa
Lys

gaa
Glu
160

gaa
Glu

aat
Asn

ctg
Leu

gtt
Val

gtg
val
240

gce

Ala

tca
Ser

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

g8lé6
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aat ttg aat caa
Asn Leu Asn Gln
275

tat ttt agt tac
Tyr Phe Ser Tyr
290

ggt gga aag aat
Gly Gly Lys Asn
305

aag gat att gat
Lys Asp Ile Asp

gtg gca agt gaa
Val Ala Ser Glu
340

ggc tet ata gtg
Gly Ser Ile Val
355

cag aag tgg ace
Gln Lys Trp Thr
370

tat aac ttg gga
Tyr Asn Leu Gly
385

att aga att aca
Ile Arg Ile Thr

<210> 14
<211> 406
<212> PRT

<213> Tachyporus sp.

<400> 14

Gly Tyr Tyr Phe
1

Thr Asp Ala Ser
20

Ser Gly Asn Glu

35

Val Tyr Lys Ile

50

g9g
Gly

teca
Ser

gtt
val

tte
Phe
325

cgt
Arg

ctt
Leu

ace
Thr

att
Ile

aaa
Lys
405

cgt
Arg

gaa
Glu

aaa
Lys
310

coc
Pro

gca
Ala

ggc
Gly

att
Ile

tat
Tyr
390

gtg
Val

cgt
Arg

gta
Val
295

tgt
Cys

agt
Ser

gga
Gly

atg
Met

tet
Ser
375

gtt
Val

Val Gln

Asn Glu

Asn Gln

Thr Asn

aat
Asn
280

caa
Gln

gat
Asp

teca
Ser

gga
Gly

ctg
Leu
360

cat

His

caa
Gln

ES 2 655725713

tct
Ser

ctg
Leu

aaa
Lys

gga
Gly

aag
Lys
345

gat
Asp

ata
Ile

aaa
Lys

Asn Arg

Asp Gly

Gln Phe

40

Lys Lys

55

aaa
Lys

gaa
Glu

gaa
Glu

agt
Ser
330

ctg

Leu

att
Ile

gtg
val

gce
Ala

His

Ala

25

Asp

Ser

tta
Leu

gat
Asp

g9g
Gly
315

tat
Tyr

tcc
Ser

cct
Pro

aat
Asn

agt
Ser
395

Ser

10

Phe

Phe

Gly

75

att
Ile

acc
Thr
300

gce
Ala

cga
Arg

cta
Leu

tca
Ser

gtg
val
380

tgg
Trp

cag
Gln
285

tta
Leu

tag
Trp

gta
Val

gat
Asp

aca
Thr
365

gat
Asp

aat
Asn

gca gaa agt
Ala Glu Ser

gat gta gga
Asp Val Gly

atg gct tac
Met Ala Tyr

320

gaa tac aga
Glu Tyr Arg
335

ttg aat gca
Leu Asn Ala

350

gga gga ttg
Gly Gly Leu

tta ggt aca
Leu Gly Thr

atec aat tgg
Ile Asn Trp

Glu Leu Tyr

Leu Gln Gln

Glu His Leu

45

Lys Ser Leu

60

400

864

512

%60

1008

1056

1104

1152

1200

1218

Leu Asp Val

15

Trp Ser Tyr

30

Glu Asn Asn

Asp Val Tyr



Asn

65

Gly

Tyr

Phe

Gln

Leu

145

Asp

Gly

Tyr

Ser

Pro

225

Asn

Ser

Asn

Tyr

Phe

Ala

Lys

Ser

Leu

130

Ile

Thr

Ala

Arg

Leu

210

Ser

val

Trp

Leu

Phe
290

Gly

Arg

Ile

Lys

115

Ser

Gln

Ser

Trp

Ile

195

Asp

Thr

Asp

Asn

Asn

275

Ser

Thr

Asn

Ile

100

Asp

Gly

Ala

Asp

Met

180

Glu

Leu

Gly

Ser

Ile

260

Gln

Tyr

Glu

Gln

Pro

Ala

Gln

Glu

Val

165

Ala

Tyr

Asn

Gly

Gly

245

Asn

Gly

Ser

Asn

70

Gln

Arg

Gly

Trp

Ser

150

Gly

Tyr

Arg

Ala

Trp

230

Thr

Trp

Arg

Glu

Gly

Fhe

Gly

Gly

Lys

135

Tyr

Gly

Lys

val

Gly

215

Gln

Tyr

Tle

Arg

val
295

Val

Thr

Ser

Lys

120

Leu

Phe

Gly

Asp

Ala

200

Ser

Lys

Asn

Lys

aAsn

280

Gln

ES 2 655725713

Arg

Val

Gly

105

Ile

Ile

Asp

Lys

Ile

185

Ser

Ile

Trp

Leu

Ile

265

Ser

Leu

Ile

Gln

Lys

Gln

Lys

Ser

Asn

170

Asp

Glu

val

Thr

Gly

250

Thr

Lys

Glu

Gln

75

Ser

Leu

Gln

Ser

Ser

155

Val

Phe

Arg

Leu

Thr

235

Ile

Lys

Leu

Asp

76

Gln

Val

Val

Trp

Lys

140

Lys

Lys

Pro

Ala

Gly

220

Ile

Tyr

Ile

Tle

Thr
300

Trp

Gly

Glu

Ser

125

Ser

Val

Cys

Ser

Gly

205

Met

Ser

val

Pro

Gln

285

Leu

Ser

Asp

val

110

Asp

Tyr

Gln

Asp

Ser

190

Gly

Leu

His

Gln

Glu

270

Ala

Asp

Tyr

Gly

Ala

Asn

Ser

Leu

Asn

175

Gly

Lys

Asp

Thr

Arg

255

Gln

Glu

Val

Gly

80

Tyr

Asp

Asn

Lys

Glu

160

Glu

Asn

Leu

Val

Val

240

Ala

Ser

Ser

Gly
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Gly Gly Lys Asn Val Lys Cys Asp Lys Glu Gly Ala Trp Met Ala Tyr
305 310 315 320

Lys Asp Ile Asp Phe Pro Ser Ser Gly Ser Tyr Arg Val Glu Tyr Arg
325 330 335

Val Ala Ser Glu Arg Ala Gly Gly Lys Leu Ser Leu Asp Leu Asn Ala
340 345 350

Gly Ser Ile Val Leu Gly Met Leu Asp Ile Pro Ser Thr Gly Gly Leu
355 360 365

Gln Lys Trp Thr Thr Ile Ser His Ile Val Asn Val Asp Leu Gly Thr
370 375 380

Tyr Asn Leu Gly Ile Tyr Val Gln Lys Ala Ser Trp Asn Ile Asn Trp
385 390 395 400

Ile Arg Ile Thr Lys Val
405

<210> 15

<211>792

<212> ADN

<213> Tachyporus sp.

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(792)

<400> 15

tet aaa tta att cag gea gaa agt tat ttt gat tce tca aaa gta caa 48
Ser Lys Leu Ile Gln Ala Glu Ser Tyr Phe Asp Ser Ser Lys Val Gln

1 5 10 15

ttg gaa gat ace tca gat gta gga ggt ggg aag aat gtt aaa tgt gat 96
Leu Glu Asp Thr Ser Asp Val Gly Gly Gly Lys Asn Val Lys Cys Asp
20 25 30

aat gaa gga gecc tgg atg get tat aag gat att gat ttec ccec agt tca 144
Asn Glu Gly Ala Trp Met Ala Tyr Lys Asp Ile Asp Phe Pro Ser Ser

ggt aat tat cga ata gaa tac aga gta gca agt gaa cgt gca gga gga 152
Gly Asn Tyr Arg Ile Glu Tyr Arg Val Ala Ser Glu Arg Ala Gly Gly
50 35 60

aag ctg tct ctg gat ttg aat gca ggc tct ata gtt ctt gge atg ctg 240
Lys Leu Ser Leu Asp Leu Asn Ala Gly Ser Ile Val Leu Gly Met Leu
65 70 75 80

gat gtt cct tca aca gga gga tgg cag aag tgg acc acc att tcc cat 288

77
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Asp

aca
Thr

cga
Arg

cag
Gln

gaa
Glu
145

gta
Val

get
Ala

tac
Tyr

aat
Asn

gga
Gly
225

ggt
Gly

aat
Asn

Val

gtg
val

gcc
Ala

tca
Ser
130

agt

Ser

gga
Gly

tac
Tyr

aga
Arg

gca
Ala
210

ttg

Leu

aca
Thr

tgg
Trp

<210> 16

<211> 264

Pro

aat
Asn

agc
Ser
115

aat
Asn

tat
Tyr

agt
Gly

aag
Lys

gtg
Val
195

ggc
Gly

cag
Gln

tat
Tyr

att
Ile

<212> PRT

<213> Tachyporus sp.

<400> 16
Ser Lys Leu Ile Gln Ala Glu Ser Tyr Phe Asp Ser Ser Lys Val Gln

1

Ser

gtg
val
100

tgg
Trp

ttg
Leu

ttt
Phe

gga
Gly

gat
Asp
180

gca
Ala

tct
Ser

aag
Lys

aac
Asn

aga
Arg
260

Thr
85

gat
Asp

aat
Asn

aat
Asn

agt
Ser

aag
Lys
1¢5

att

Ile

agt
Ser

ata
Ile

tgg
Trp

ttg
Leu
245

att
Ile

5

Gly

teca
Ser

atc
Ile

caa
Gln

tac
Tyr
150

aat
Asn

gat
Asp

gaa
Glu

gtg
Val

acc
Thr
230

gga
Gly

aca
Thr

Gly

ggt
Gly

aac
Asn

g9g9
Gly
135

tca
Ser

gtt
Val

tte
Phe

cgt
Arg

ctt
Leu
215

acc
Thr

att
Ile

aaa
Lys

Trp

aca
Thr

tgg
Trp
120

cgt
Arg

gaa
Glu

aaa
Lys

ccce
Pro

gca
Ala
200

ggc
Gly

att
Ile

tat
Tyr

gtg
Val

ES 2 655725713

Gln

tat
Tyr
105

ata
Ile

cgt
Arg

gta
Val

tgt
Cys

agt
Ser
185

gga
Gly

atg
Met

tct
Ser

gtt
Val

Lys
90

aac
Asn

aag
Lys

aat
Asn

caa
Gln

gat
Asp
170

teca
Ser

gga
Gly

ctg
Leu

cat
His

caa
Gln
250

Trp

ttg
Leu

att
Ile

tct
Ser

ctg
Leu
155

aaa

Lys

gga
Gly

aag
Lys

gat
Asp

ata
Ile
235

aaa
Lys

10

Thr

g99
Gly

aca
Thr

aaa
Lys
140

gaa
Glu

gaa
Glu

agt
Ser

ctg
Leu

att
Ile
220

gtg
Val

gcec
Ala

Thr

atec
Tle

aaa
Lys
125

tta
Leu

gat
Asp

999
Gly

tat
Tyr

tcc
Ser
205

cct
Pro

aat
Asn

agt
Ser

Ile

tat
Tyt
11¢Q

ata
Ile

att
Ile

acc
Thr

gcc
Ala

cga
Arg
190

cta
Leu

teca
Ser

gtg
val

tgg
Trp

Ser
95

gtt
Val

cct
Pro

cag
Gln

tta
Leu

tgg
Trp
175

gta
val

gat
Asp

aca
Thr

gat
Asp

aat
Asn
255

His

caa
Gln

gaa
Glu

gca
Ala

gat
Asp
160

atg
Met

gaa
Glu

ttg
Leu

gga
Gly

tta
Leu
240

atc
Ile

15

336

384

432

480

528

578

624

672

720

768

792

Leu Glu Asp Thr Ser Asp Val Gly Gly Gly Lys Asn Val Lys Cys Asp

78
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Asn Glu

Gly Asn
50

Lys Leu
€5

Asp Val

Thr Val

Arg Ala

Gln Ser
130

Glu Ser
145

Vval Gly

Ala Tyr

Tyr Arg

Asn Ala
210

Gly Leu
225

Gly Thr

Asn Trp

260

<210> 17
<211> 378

Gly

35

Tyzr

Ser

Pro

Asn

Ser

115

Asn

Tyr

Gly

Lys

Val

195

Gly

Gln

Tyr

Ile

<212> ADN
<213> Tachyporus sp.

<220>

<221> CDS

20

Ala

Arg

Leu

Ser

Val

100

Trp

Leu

Phe

Gly

Asp

180

Ala

Ser

Lys

Asn

Arg

Trp

Ile

Asp

Thr

Asp

Asn

Asn

Ser

Lys

165

Ile

Ser

Ile

Trp

Leu

245

Ile

Met

Glu

Leu

70

Gly

Ser

Ile

Gln

Tyr

150

Asn

Asp

Glu

vVal

Thr

230

Gly

Thr

Ala

Tyr

55

Asn

Gly

Gly

Asn

Gly

135

Ser

Val

Phe

Arg

Leu

215

Thr

Ile

Lys

Tyr

40

Arg

Ala

Trp

Thr

Trp

120

Arg

Glu

Lys

Pro

Ala

200

Gly

Ile

Tyr

Val

ES 2 655725713

25

Lys

val

Gly

Gln

Tyr

105

Ile

Arg

Val

Cys

Ser

185

Gly

Met

Ser

Val

Asp

Ala

Ser

Lys

90

Asn

Lys

Asn

Gln

Asp

170

Ser

Gly

Leu

His

Gln
250

Tle

Ser

Ile

75

Trp

Leu

Ile

Ser

Leu

155

Lys

Gly

Lys

Asp

Ile

235

Lys

Asp

Glu

60

val

Thr

Gly

Thr

Lys

140

Glu

Glu

Ser

Leu

Ile

220

Val

Ala

79

Phe

45

Arg

Leu

Thr

Ile

Lys

125

Leu

Asp

Gly

Tyr

Ser

205

Pro

Asn

Ser

30

Pro

Ala

Gly

Ile

Tyr

110

Ile

Ile

Thr

Ala

Arqg

190

Leu

Ser

Val

Trp

Ser

Gly

Met

Ser

Val

Pro

Gln

Leu

Trp

175

val

Asp

Thr

Asp

Asn
255

Ser

Gly

Leu

80

His

Gln

Glu

Ala

Asp

160

Met

Glu

Leu

Gly

Leu

240

Ile
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<222> (1)..(378)

<400> 17

tct aaa tta att cag gca gaa agt tat
Ser Lys Leu Ile Gln Ala Glu Ser Tyr
1 5

ctg gaa gat acc tta gat gta gga ggt
Leu Glu Asp Thr Leu Asp Val Gly Gly

aaa gaa ggg gcc tgg atg gct tac aag
Lys Glu Gly Ala Trp Met Ala Tyr Lys

gga agt tat cga gta gaa tac aga gtg
Gly Ser Tyr Arg Val Glu Tyr Arg Val
50 55

aag ctg tcec cta gat ttg aat gca gge
Lys Leu Ser Leu Asp Leu Asn Ala Gly
65 70

gat att cct tca aca gga gga ttg cag
Asp Ile Pro Ser Thr Gly Gly lLeu Gln
85

ata gtg aat gtg gat tta ggt aca tat
Ile Val Asn Val Asp Leu Gly Thr Tyr
100 105

aaa gec agt tgg aat atc aat tgg att
Lys Ala Ser Trp Asn Ile Asn Trp Ile
115 120

<210> 18

<211>126

<212> PRT

<213> Tachyporus sp.

<400> 18
Ser Lys Leu Ile Gln Ala Glu Ser

1 S

Leu Glu Asp Thr Leu Asp Val Gly
20

ttt
Phe
10

gga
Gly

gat
Asp

gca
Ala

tet
Ser

aaqg
Lys
90

aac
Asn

aga
Arg

Tyr

Gly

agt
Ser

aag
Lys

att
Ile

agt
Ser

ata
Ile
75

tgg
Trp

ttg
Leu

att
Ile

tac
Tyr

aat
Asn

gat
Asp

gaa
Glu
60

gtg
val

acc
Thr

gga
Gly

aca
Thr

tca
Ser

gtt
Val

tte
Phe
45

cgt
Arg

ctt
Leu

acc
Thr

att
Tle

aaa
Lys
125

gaa
Glu

aaa
Lys
30

ccoc
Pro

gca
Ala

gge
Gly

att
Ile

tat
Tyr
110

gtg
val

gta caa
Val Gln
15

tgt gat
Cys Asp

agt tca
Ser Ser

gga gga
Gly Gly

atg ctg
Met Leu
80

tct cat
Ser His
95

gtt caa
Val Gln

48

26

144

192

240

288

336

378

Phe Ser Tyr Ser Glu Val Gln

10

15

Gly Lys Asn Val Lys Cys Asp

80

30
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Lys Glu Gly Ala Trp Met Ala
35
Gly Ser Tyr Arg Val Glu Tyr
50 55
Lys Leu Ser Leu Asp Leu Asn
65 70
Asp Ile Pro Ser Thr Gly Gly
85
Ile Val Asn Val Asp Leu Gly
100
Lys Ala Ser Trp Asn Ile Asn
115
<210>19
<211> 840
<212> ADN
<213> Tachyporus sp.
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(840)
<400> 19
ggt tac tat ttt gtc caa aac agg
Gly Tyr Tyr Phe Val Gln Asn Arg
1 5
act gat gcc agt aac gaa gat gga
Thr Asp Ala Ser Asn Glu Asp Gly
20
agt ggt aat gag aac caa cag ttt
Ser Gly Asn Glu Asn Gln Gln Phe
35 40
gtt tat aaa att act aat aaa aaa
Val Tyr Lys Ile Thr Asn Lys Lys
50 55
aat ttt ggg act gag aat ggt gtt
Asn Phe Gly Thr Glu Asn Gly Val
65 70
ggg get cge aat cag cag ttt act
Gly Ala Arg Asn Gln Gln Phe Thr
85

ES 2 655725713

Tyr
40

Arg

Ala

Leu

Thr

Trp
120

cac
His

gca
Ala
25

gat
Asp

agt
Ser

aga
Arg

gta
Val

Lys

Val

Gly

Gln

Tyr
105

Ile

agt
Ser
10

ttt
Phe

ttt
Phe

gga
Gly

atc
Ile

caa
Gln
90

Asp

Ala

Ser

Lys
90

Asn

Arg

gaa
Glu

ctyg
Leu

gag
Glu

aaa
Lys

caa
Gln
75

agt
Ser

81

Ile

Ser

Ile

75

Trp

Leu

Ile

ttg
Leu

caa
Gln

cat
His

tct
Ser
&80

cag
Gln

gtt
Val

tat
Tyr

caa
Gln

cte
Leu
45

ttg

Leu

tgg
Trp

ggt
Gly

Asp

Glu

60

Val

Thr

Gly

Thr

Phe

45

Arg

Leu

Thr

Ile

Lys

Pro Ser

Ala Gly

Gly Met

Ile Ser

95

Tyr Val

110

125

ctt
Leu

tgg
Trp
30

gaa
Glu

gat
Asp

tca
Ser

gat
Asp

gat
Asp
15

tect
Ser

aat
Asn

gtt
Val

tat
Tyr

gagt
Gly
95

vVal

gtc
vVal

tat
Tyr

aat
Asn

tat
Tyr

gga
Gly
80

tat
Tyr

Ser

Gly

Leu
80

His

Gln

48

96

144

192

240

288
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tat
Tyr

ttt
Phe

caa
Gln

tta
Leu
145

gat
Asp

gga
Gly

tat
Tyr

tet
Ser

cct
Pro
225

aat
Asn

agc
Ser

aat
Asn

aag
Lys

agt

Ser

tta
Leu
130

att
Ile

acce
Thr

gcc
Ala

cga
Arg

ctg
Leu
210

tca

Ser

gtg
val

tgg
Trp

ttg
Leu

<210> 20

<211> 280

att
Ile

aaa
Lys
115

tect
Ser

cag
Gln

tca
Ser

tgg
Trp

ata
Ile
195

gat
Asp

aca
Thr

gat
Asp

aat
Asn

aat
Asn
275

<212> PRT

<213> Tachyporus sp.

<400> 20
Gly Tyr Tyr Phe Val Gln Asn Arg His Ser Glu Leu Tyr Leu Asp Val

1

att
Ile
100

gat
Asp

gga
Gly

gca
Ala

gat
Asp

atg
Met
180

gaa
Glu

ttg
Leu

gga
Gly

tca
Ser

atc
Ile
260

caa
Gln

cca
Pro

gca
Ala

cag
Gln

gaa
Glu

gta
Val
165

gct
Ala

tac
Tyr

aat
Asn

gga
Gly

ggt
Gly
245

aac
Asn

g4g9g
Gly

5

cgc
Arg

gga
Gly

tag
Trp

agt
Ser
150

gga
Gly

tat
Tyr

aga
Arg

geca
Ala

tgg
Trp
230

aca

Thr

tgg
Trp

cgt
Arg

ggc
Gly

g9g9
Gly

aaa
Lys
135

tat
Tyr

ggt
Gly

aag
Lys

gta
Val

gge
Gly
215

cag
Gln

tat
Tyr

ata
Ile

cgt
Arg

agt
Ser

aag
Lys
120

ctt
Leu

ttt
Phe

999
Gly

gat
Asp

gca
Ala
200

tet
Ser

aaqg
Lys

aac
Asn

aag
Lys

aat
Asn

280

ES 2 655725713

gga
Gly
105

ata
Ile

att
Ile

gat
Asp

aag
Lys

att
Ile
185

agt
Ser

ata
Ile

tgg
Trp

ttg
Leu

att
Ile
265

aag
Lys

caa
Gln

aaa
Lys

tce
Ser

aat
Asn
170

gat
Asp

gaa
Glu

gtt
Val

acc
Thr

g99
Gly
250

aca
Thr

tta
Leu

caa
Gln

agt
Ser

tca
Serxr
155

gtt
Val

ttc
Phe

cgt
Arg

ctt
Leu

acc
Thr
235

atc
Ile

aaa
Lys

10

82

gtg
val

tgg
Trp

aaa
Lys
140

aaa
Lys

aaa
Lys

cce
Pro

geca
Ala

gge
Gly
220

att
Ile

tat
Tyr

ata
Ile

gaa
Glu

tct
Ser
125

agt
Ser

gta
val

tgt
Cys

agt
Ser

gga
Gly
205

atg
Met

tece
Ser

gtt
Val

cct
Pro

gta
val
110

gat
Asp

tat
Tyr

caa
Gln

gat
Asp

tca
Ser
190

gga
Gly

ctg
Leu

cat
His

caa
Gln

gaa
Glu
270

gca
Ala

aac
Asn

tct
Ser

ttg
Leu

aat
Asn
175

ggt
Gly

aag
Lys

gat
Asp

aca
Thr

cga
Arg
255

cag
Gln

gat
Asp

aac
Asn

aaa
Lys

gaa
Glu
160

gaa
Glu

aat
Asn

ctg
Leu

gtt
Val

gtg
Val
240

gcc
Ala

teca
Ser

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

840
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Thr Asp Ala Ser Asn Glu Asp Gly Ala Phe Leu Gln Gln Trp Ser Tyr
20 25 30

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

Val Tyr Lys Ile Thr Asn Lys Lys Ser Gly Lys Ser Leu Asp Val Tyr
50 55 60

Asn Phe Gly Thr Glu Asn Gly Val Arg Ile Gln Gln Trp Ser Tyr Gly
65 70 75 80

Gly Ala Arg Asn Gln Gln Phe Thr Val Gln Ser Val Gly Asp Gly Tyr
85 90 95

Tyr Lys Ile Ile Pro Arg Gly Ser Gly Lys Leu Val Glu Val Ala Asp
100 105 110

Phe Ser Lys Asp Ala Gly Gly Lys Ile Gln Gln Trp Ser Asp Asn Asn
115 120 125

Gln Leu Ser Gly Gln Trp Lys Leu Ile Lys Ser Lys Ser Tyr Ser Lys
130 135 140

Leu Ile Gln Ala Glu Ser Tyr Phe Asp S8er Ser Lys Val Gln Leu Glu
145 150 155 160

Asp Thr Ser Asp Val Gly Gly Gly Lys Asn Val Lys Cys Asp Asn Glu
165 170 175

Gly Ala Trp Met Ala Tyr Lys Asp Ile Asp Phe Pro Ser Ser Gly Asn
180 185 190

Tyr Arg Ile Glu Tyr Arg Val Ala Ser Glu Arg Ala Gly Gly Lys Leu
195 200 205

Ser Leu Asp Leu Asn Ala Gly Ser Ile Val Leu Gly Met Leu Asp Val
210 215 220

Pro Ser Thr Gly Gly Trp Gln Lys Trp Thr Thr Ile Ser His Thr Val
225 230 235 240

Asn Val Asp Ser Gly Thr Tyr Asn Leu Gly Ile Tyr Val Gln Arg Ala
245 250 255

Ser Trp Asn Ile Asn Trp Ile Lys Ile Thr Lys Ile Pro Glu Gln Ser
260 265 270

Asn Leu Asn Gln Gly Arg Arg Asn
275 280

<210> 21
<211> 16

83
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 21
gcaatgttgg tgttgc 16

<210> 22
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 22
gaagaaacaa cagctgttga cc 22

<210> 23
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 23
aatacacctt ctcctgttga cg 22

<210> 24
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 24
ctggattaag attacaaagg tt 22

<210> 25
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 25
tctaaattga ttcaggcag 19

<210> 26
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 26
ctggattaag attacaaagg tt 22

<210> 27
<211> 23
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 27
tctagagtaa ttcaggcaga aag 23

<210> 28
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 28
ctggattaag attacaaagg tt 22

<210> 29
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 29
aatacacctt ctcctgttga cg 22

<210> 30
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 30
aatattacaa aagtatccag tcag 24

<210> 31
<211>24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 31
ggttactatt ttgtccaaaa cagg 24

<210> 32
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 32
ggaatatcaa ttggattaga attacaaaag tg

<210> 33
<211>19
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 33
tctaaattaa ttcaggcag 19

<210> 34
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 34
ggaatatcaa ttggattaga attacaaaag tg

<210> 35
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 35
tctaaattaa ttcaggcag 19

<210> 36
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 36
ggaatatcaa ttggattaga attacaaaag tg

<210> 37
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 37
ggttactatt ttgtccaaaa cagg 24

<210> 38
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 38
aatttgaatc aagggcgteg taat 24

<210> 39
<211> 15
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 39
tacgaggcac caccg 15

<210> 40
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 40
gttaaagttt ttgcaata 18

<210>41
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotido

<400> 41
atatcgtacg ctcaaatgcc 20

<210> 42
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 42
ctttgtcaaa gttatcgcct ta 22

<210> 43
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 43
gaggtcaagt ttcctgaag 19

<210> 44
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 44
gtcagagtct atgcgctg 18

<210> 45
<211> 22
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 45
tgttctaaat taattcaggc ag 22

<210> 46
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 46
tgtctggatt aagattacaa agg 23

<210> 47
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 47
gcctagcaaa ctcggaagat t 21

<210> 48
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 48
atctatgact gtacgccaat gtccctag 28
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REIVINDICACIONES

1. Un método para medir B-glucano (en lo sucesivo en el presente documento, abreviado como "BG"), que
comprende:

(1) poner en contacto una muestra con una proteina 1 que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada
en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 20, o una secuencia de aminoacidos que es un 95 % o mas homologa
con la secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, o0 SEQ ID NO: 20, y que tiene una activacion
de unién a B-glucano (en lo sucesivo en el presente documento, abreviado como "proteina de union a G 1"), y
también una proteina 2 que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ
ID NO: 20, o una secuencia de aminoacidos que es un 95 % o mas homdloga con la secuencia de aminoacidos
mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 20, y que tiene una actividad de union a B-glucano (en lo
sucesivo en el presente documento, abreviado como "proteina de union a G 2"), para formar un complejo de la
proteina de unién a BG 1, BG en la muestra y la proteina de unién a G 2;

(2) medir la cantidad del complejo mencionado anteriormente; y

(3) determinar la concentracion de BG en la muestra en funcién de la cantidad del complejo obtenido.
El método de medicién segun la reivindicacion 1, en donde

(i) la proteina de union a BG 1 esta inmovilizada en un vehiculo insoluble.

(ii) la proteina de unién a BG 2 se marca con una sustancia marcadora; o

(iii) la proteina de union a BG 1 y la proteina de unidn a BG 2 se usan sin inmovilizarse en un vehiculo insoluble,
preferiblemente después de la formacién del complejo, el complejo mencionado anteriormente se separa de la
proteina de union a BG libre 1y de la proteina de unién a BG libre 2 por electroforesis capilar.

El método de medicién segun la reivindicacion 1, en donde la medicion comprende:

(1) poner en contacto una muestra con la proteina de unién a BG 1 para formar un complejo 1 de BG en la
muestra y la proteina de unién a 3G 1;

(2) poner en contacto el complejo 1 mencionado anteriormente con la proteina de unién a BG 2 para formar un
complejo 2 de la proteina de unién a BG 1, BG en la muestra y la proteina de unién a G 2;

(3) medir la cantidad del complejo 2 mencionado anteriormente; y

(4) determinar la concentracion de BG en la muestra basandose en la cantidad del complejo 2 obtenido que se ha
mencionado anteriormente.

El método de medicion segun la reivindicacion 1, en donde la medicion comprende:

(1) poner en contacto una muestra con la proteina de uniéon a BG 1 que esta inmovilizada en un vehiculo
insoluble, para formar un complejo 1 de BG en la muestra y la proteina de unién a BG 1 inmovilizada en el
vehiculo insoluble;

(2) poner en contacto el complejo 1 mencionado anteriormente con la proteina de unién a BG 2, para formar un
complejo 2 del complejo 1y la proteina de unién a BG 2; después

(3) medir la cantidad del complejo 2 mencionado anteriormente; y

(4) determinar la concentracion de BG en la muestra basandose en la cantidad del complejo 2 obtenido que se ha
mencionado anteriormente.

El método de medicién segun la reivindicacion 1, en donde la medicion comprende:

(1) poner en contacto una muestra con la proteina de unién a BG 1 que estad inmovilizada en un vehiculo
insoluble, para formar un complejo 1 de BG en la muestra y la proteina de unién a BG 1 inmovilizada en el
vehiculo insoluble;

(2) poner en contacto el complejo 1 mencionado anteriormente con la proteina de unién a BG 2 que esta
marcada con una sustancia de marcado, para formar un complejo 2 del complejo 1y la proteina de unién a BG 2
marcada;
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(3) medir la cantidad de la sustancia de marcado en el complejo 2 mencionado anteriormente; y

(4) determinar la concentracion de BG en la muestra basandose en la cantidad obtenida de la sustancia de
marcado.

El método segun la reivindicacién 1 a 5,

en donde una combinacion de la proteina de union a BG 1 y la proteina de unién a BG 2 se selecciona de los
siguientes puntos (1) a (21),

(1) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 4, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 4;

(2) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 4, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 16;

(3) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 6, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 4;

(4) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 6, la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEQ ID NO: 10;

(5) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 6, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 16;

(6) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 14, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 16;

(7) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 16, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 16;

(8) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 4, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 6;

(9) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO:6, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 6;

(10) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 8, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 6;

(11) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 16, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 6;

(12) la proteina de unién a 3G 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 18, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 6;

(13) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 18, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
enla SEQ ID NO: 18;

(14) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 8, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 18;

(15) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ

ID NO: 6, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 18;
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(16) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 14, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 4;

(17) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 16, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
enla SEQ ID NO: 4;

(18) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 14, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 6;

(19) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 14, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 18;

(20) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 4, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 18; 0

(21) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 20, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 18.

Un kit para la medicién de B-glucano que comprende los siguientes como constituyentes:

(1) un reactivo que contiene una proteina de unién a BG 1 que comprende una secuencia de aminoacidos
mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 20, o una secuencia de aminoacidos que es un 95 % o mas
homéloga con la secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, 0 SEQ ID NO: 20, y que tiene
una actividad de unién a B-glucano, y

(2) un reactivo que contiene una proteina de unién a BG 2 que comprende una secuencia de aminoacidos
mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 20, o una secuencia de aminoacidos que es un 95 % o mas
homéloga con la secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, o0 SEQ ID NO: 20, y que tiene
una actividad de unién a 3-glucano,

en donde

(A) la proteina de unién a BG 1 y la proteina de union a BG 2 tienen una secuencia de aminoacidos diferente,
respectivamente,

(B) la proteina de unién a BG 1 estd inmovilizada en un vehiculo insoluble, y la proteina de unién a BG 2 no
esta inmovilizada en un vehiculo insoluble,

(C) la proteina de unién a BG 1 esta sin marcar, y la proteina de unién a BG 2 estd marcada con una
sustancia de marcado, o

(D) la proteina de unién a BG 1 esta inmovilizada en un vehiculo insoluble y esta sin marcar, y la proteina de
union a BG 2 estd marcada con una sustancia de marcado.

El kit segun la reivindicacion 7, en donde
(i) la proteina de unién a 3G 1 esta inmovilizada en un vehiculo insoluble; o

(ii) la proteina de unién a BG 2 estd marcada con una sustancia de marcado.

9. El kit segun la reivindicaciéon 7 u 8,

en donde una combinacién de la proteina de uniéon a BG 1 y la proteina de unién a BG 2 se selecciona de los
siguientes puntos (1) a (21),

(1) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 4, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 4;
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(2) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 4, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 16;

(3) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 6, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 4;

(4) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 6, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 10;

(5) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 6, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 16;

(6) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 14, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 16;

(7) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 16, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 16;

(8) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 4, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 6;

(9) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO:6, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 6;

(10) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 8, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 6;

(11) la proteina de unién a 3G 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 16, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
enla SEQ ID NO: 6;

(12) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 18, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 6;

(13) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 18, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 18;

(14) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 8, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 18;

(15) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 6, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 18;

(16) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 14, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
enla SEQ ID NO: 4;

(17) la proteina de unién a 3G 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 16, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 4;

(18) la proteina de unién a 3G 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 14, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 6;

(19) la proteina de union a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
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ID NO: 14, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 18;

(20) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 4, y la proteina de union a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 18; 0

(21) la proteina de unién a BG 1 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO: 20, y la proteina de unién a BG 2 es la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 18.

10. Una proteina que tiene una actividad de union a B-glucano seleccionada de los siguientes puntos (i) o (ii);

(i) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ, o una secuencia de aminoacidos que es un 95 % o mas
homologa con la secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, 0

(i) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO:14 o la SEQ ID
NO:20.

11. La proteina segun la reivindicacion 10, en donde la proteina comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
un 95 % o mas de homologia con la secuencia de aminoacidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10.

12. Una molécula de acido nucleico

(i) que comprende una secuencia de nucledtidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9; o una secuencia de nucledtidos que es un 95 % o mas homdloga
con la secuencia de nucledtidos mostrada en una cualquiera de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9,

(i) que consiste en una secuencia de nucleotidos mostrada en la SEQ ID NO:13 o la SEQ ID NO:19, o
(iii) que codifica una proteina segun la reivindicacion 10.
13. La molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 12, en donde la molécula de acido nucleico es ADN.

14. Una construccion recombinante que incorpora en la misma la molécula de acido nucleico segun la reivindicacion
12.

15. Un transformante o un transductor, que se transforma o se transduce mediante la construccion recombinante
segun la reivindicacién 14.

16. Un proceso para producir una proteina segun la reivindicacion 10, caracterizado por que el transformante o el
transductor segun la reivindicacion 15 se cultiva y la proteina se separa del cultivo resultante.
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[Fig. 1]
Subunidad del factor G de cangrejo de herradura (Limulus polyhemus)

dominio de tipo xilanasa A dominio de tipo xilanasa Z

A
' ™

Dominio de tipo secuencia secuencia
B-glucanasa repetida 1 repetida 2
w o«

ﬁ.

motivo QQWS secuencia enlazadora

233aa 649aa
fragmento a

fragmento b

fragmento ¢

233aa

fragnento d L

[Fig. 2]
Subunidad del factor G de cangrejo de herradura (Tachypleus tridentatus)
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[Fig 3]
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[Fig. 9]
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