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(54) 식물조직의 간질액으로부터 단백질을 추출하는 방법

요약

본 발명은 식물의 세포간극으로부터 단백질을 추출하는 방법에 관한 것으로서,

상기 방법은 식물세포에 의해 합성된 많은 목적 활성 단백질들을 대규모로 분리하는데 사용할 수 있으며, 식물숙주로부
터 재조합생성된 단백질을 추출하기 위해 상업용으로 사용되며, 실시가능한 재조합 단백질 생성을 위한 소스로서 식물
을 대규모로 사용할 수 있게 하는 것을 특징으로 한다.

대표도
도 1

명세서

    기술분야

본 발명은 단백질의 제조 및 정제분야에 관한 것이다. 특히, 본 발명은 식물재료로부터 이차 단백질 추출을 허용하면서, 
식물재료를 손상시키지 않는 진공 및 원심분리법에 의해 식물의 세포간 물질로부터 고농축된 활성단백질을 상업적인 
규모의 양으로 분리하는 방법에 관한 것이다.

    배경기술

    
약학적 및 산업적인 용도에 사용가능한 유용한 단백질의 예는 많다. 종종, 상기 분자들은 생성물의 품질 및 성능을 유지
하기 위해 일부 또는 고도로 정제된 다량의 배합물을 필요로 한다. 식물들은 재조합 단백질을 포함하는 단백질의 저렴
한 소스이다. 식물내에서 단백질을 다량으로 제조하기 위한 바람직한 방법들이 많이 제안되어 있다. 그러나, 재조합 단
백질 생성물을 정제 및 추출하는 것 뿐만 아니라 균질화 식물조직으로부터 생성물을 추출 및 처리하는 것과 연관된 문
제들이 실질적으로 인식되어왔다. Austin 외 다수의 Annals New York Academy of Science, 721:234-244(1994). 
상기 문제들은 식물에서 재조합 단백질을 상업적인 대규모로 성공적으로 생성하기 위한 주요 방해물이 된다.
    

 - 2 -



공개특허 특2001-0072372

 
    
식물세포들은 소포체 막상에서 단백질을 합성하고, 합성된 단백질을 골지체에서 형성된 분비소포내 세포표면으로 수송
한다고 생각된다. 주 논의는 Jones 외 다수의 New Phytology, 111:567-597(1989)에 제시되어 있다. 특정 식물조
직 또는 세포배양액에서 여러개의 특정 단백질들에 대한 단백질 분비에 관한 특정 기작들을 해명하기 위해 여러 연구들
이 진행되어왔다. 상기 노력들의 예로는 Herbers 외 다수의 Biotechonolgy 13:63-66(1995), Denecke 외 다수의 
The Plant Cell 2:51-59(1990), Melchers 외 다수의 Plant Molecular Biology 21:583-593(1993) 및 Sato 외 
다수의 Biochemical and Research Communications 211(3):909-913(1995)가 있다. 단백질이 식물세포 아포플
라즘(apoplasm) 또는 세포간극으로 분비되지 않는 경우, 단백질을 방출 및 포획하기 위해 식물세포벽을 분해하는 기
작이 사용되어야 한다. 세포간 함유물을 방출시키는 세포막을 분해하고, 세포벽을 파괴하기 위해, 식물세포는 매우 큰 
전단력에 노출되어야 한다. 모 식물에 의해 재조합 제조되거나 또는 자연 제조되는, 목적 단백질은 비우호적인 화학환
경에 노출되고, 조직 균질화전에 구획화된 효소와 소분자에 생성물을 노출시킴에 의해 산화적 및 단백질 분해된다. 그
리고, 상기 세포분해과정이 수행된다면, 대부분의 다른 전체 세포단백질은 처리하기 어려운 정제문제를 일으키는 목적 
단백질과 혼합된다. 신뢰할 수 있는 단백질 제조를 위한 식물의 생합성능력을 사용하기 위해, 식물조직의 세포간극(아
포플라즘)으로 분비될 수 있는 특정 단백질을 얻기 위한 방법이 필요하다. 상기 방법은 균질화를 위해 필요하다. 상기 
방법이 수행된다면, 하나 이상의 목적 단백질을 함유하는 식물재료의 프랙션이 균질화없이 얻어질 수 있다. 그러므로, 
상기 방법은 식물추출액이 특정 단백질에 풍부해지고, 그 단백질을 일부 화학적 및 효소적 분해로부터 보호해준다.
    

    
목적하는 다양한 단백질 및 생성물은 간극에 분배 또는 분비되기 때문에, 진공압력은 침윤배지를 세포간극에 도입하는 
것을 용이하게 한다. 유사하게, 보존액을 제거하기 위해 여러 힘들이 가해질 수 있다. 1,000×G의 원심분리력이 효과
적이다. 중력을 사용하여, 보존액이 진공하의 트랩내에 수집될 수 있다. 완충액의 진공침윤에 의해 또는 진공침윤없이, 
효소는 조직을 동결시키고, 녹이고, 상기 유액을 추출하기 위한 물리적인 압력을 가함으로써 추출될 수 있다. 그러나, 
상기 과정으로 인해 바람직하지 않은 세포분해가 증가한다.
    

    
유전적으로 변형된 식물은 신뢰할 수 있는 재조합 단백질 제조원이 된다. 생물학적 생성물은 무균 성장조건하에서 축적
되고, 상기 생성물은 비교적 저렴한 방법으로 소망하는 양까지 중량을 잴 수 있기 때문에, 목적 단백질을 산업적인 규모
로 추출하기 위한 소스로서, 간질액 프랙션과 같은 농축 소스외에 희석액을 사용하는 것이 적당하다. 여러 목적 단백질
들은 재조합 식물원으로부터 추출될 수 있지만, 고활성의 약학적 효소, 시토킨 및 항체가 상기 방법에 의해 개발될 수 
있는 특히 유용한 생성물들이다.
    

본 발명의 요약

    
본 발명은 식물의 세포간극으로부터 고농축 활성단백질을 추출하는 방법을 특징으로 한다. 세포간극은 유액 기질, 단백
질 및 세포벽 탄수화물로 구성된다. 상기 방법은 자연적으로 발생하거나, 또는 재조합 기술에 의해 제조된, 식물세포로
부터 소망하는 단백질을 산업적인 대규모로 분리하는데 적용될 수 있다. 하기 설명되는 바와 같이, 진공 및 원심분리법
은 식물재료를 파괴하지 않고 식물의 간질액으로부터 단백질을 추출하게 하고, 또한 식물재료로부터 소망하는 단백질을 
추가로 추출하게 한다.
    

    
넓은 관점에서, 상기 방법은 침수 식물잎을 실제 진공환경에 놓음으로써, 식물잎을 완충액에 의해 침윤시키는 단계, 실
제 진공환경에 상기 잎을 노출시킨 후에 식물잎으로부터 과량의 액체를 제거하는 단계 및 상기 잎을 원심분리하여 간질
액을 얻는 단계로 이루어진다. 상기 결과, 다량의 원하는 단백질이 식물의 세포간극으로부터 제거됨으로써, 자연발생하
는 단백질을 식물잎으로부터 분리시키기에 용이하게 하고, 식물내에서 소망하는 단백질을 재조합 제조하고, 식물잎을 
균질화하거나, 또는 그렇지 않으면 식물세포 자체를 분해하지 않고도 상업적으로 사용가능한 양으로 단백질을 추출할 
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수 있게 한다. 상기 물질은 간질액, 이하 " IF" , IF 추출액이라고 언급한다.
    

    
한 구체예에서, 본 발명의 식물잎은 이들을 완충액에 노출시키기 전에, 완전히 또는 실제로 주맥을(실제로 반으로) 자
른다. 다른 바람직한 구체예에서, 상기 잎들과 완충액을 약 200 내지 1000㎜Hg의 진공압력하에 두었다. 보다 바람직
하게는, 상기 잎들과 완충액을 약 400 내지 760㎜Hg의 진공압력하에 두었다. 그리고, 가장 바람직하게는 상기 잎들과 
완충액을 약 760㎜Hg의 진공압력하에 두었다. 다른 바람직한 구체예에서, 과량의 완충액이 제거되기 전에, 약 50 내지 
5,000×G 이하의 중력(G-force)범위를 갖는 저속으로 상기 잎들을 원심분리하였다. 가장 바람직하게는, 상기 잎들을 
약 2,000×G 이하의 중력범위로 상기 잎들을 원심분리하였다.
    

    도면의 간단한 설명

도 1은 IF 추출과정의 일반적인 개략도이며,

도 2는 일괄식 물관침윤을 도시한 것이며,

도 3은 연속식 진공침윤을 도시한 것이며,

도 4는 TT01A 103L의 플라스미드 지도를 도시한 것이며,

도 5는 플라스미드 TT01A 103L의 바이러스 cDNA 서열을 도시한 것이다.

    발명의 상세한 설명

    
본 발명은 식물의 세포간극으로부터 단백질을 추출하는 방법에 관한 것이다. 상기 방법은 식물세포로부터 원하는 고농
축 활성 단백질을 대규모의 상업적으로 분리하기 위해 적용될 수 있으며, 상기 단백질은 자연발생하거나 ,또는 식물바
이러스 벡터를 사용하거나 또는 유전자도입 식물을 사용하는 재조합 기술에 의해 제조된다. 본 발명의 진공 및 원심분
리법은 식물재료를 파괴하지 않고 세포간극으로부터 단백질을 추출할 수 있게 함으로써, 식물재료로부터 원하는 단백질
을 추가로 2차 추출할 수 있게 한다. 상기 이차 추출과정으로부터 얻은 단백질은 IF 유액으로부터 정제된 단백질과 같
거나 또는 다를 수 있다.
    

    
상기 방법은 보통, 실제 진공환경에 침수 식물잎을 둠으로써 식물잎을 완충액에 의해 침윤하는 단계, 잎을 실제 진공환
경에 노출시킨후 식물잎으로부터 과량의 액체를 제거하는 단계 및 상기 식물잎을 원심분리하는 단계로 구성된다. 상기 
과정의 결과로서, 다량의 원하는 단백질들이 식물의 세포간극으로부터 제거됨으로써 식물세포를 균질화하지 않고 상업
적인 규모의 양으로 식물잎으로부터 자연발생된 단백질 및 재조합 제조된 단백질을 분리하는 것이 용이해지며, 식물세
포물질로부터 원하는 단백질을 이차 추출할 수 있게 한다.
    

    
본 발명자들은 식물숙주내에서 외부 DNA를 발현하기 위해 적당한 벡터를 개발하는 연구를 진행하였다. Ahlquist의 미
국특허 제4,885,248호 및 미국특허 제5,173,410호에는 외부 유전물질을 식물숙주내에서 발현하기 위해 식물숙주내로 
전달시키는데 사용가능한 전달벡터를 개발하기 위한 예비작업이 기술되어 있다. 하이브리드 RNA 바이러스 및 RNA 형
질전환 벡터에 대한 추가설명은 Ahlquist외 다수의 미국특허 제5,466,788호 및 제5,602,242호 제5,627,060호 및 제
5,500,360호에 기술되어 있으며, 이는 이후에 참고문헌을 통합된다. Donson외 다수의 미국특허 제5,316,931호 및 미
국특허 제5,589,367호에는 식물내에서 외부 유전물질을 조직발현하기에 적당한 식물 바이러스 벡터가 처음으로 명시
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되어 있으며, 이는 이후에 참고문헌으로 통합된다. Donson외 다수의 문헌에는 외부 유전자를 안정하게 조직발현하기 
위한 이종 서브게놈 프로모터를 갖는 식물 바이러스 벡터가 기술되어 있다. 따라서, 이제 상업적인 규모로 재조합 단백
질을 제조하기 위해 식물을 사용할 수 있다. 본 발명은 식물잎의 간질액으로부터 목적 단백질을 추출하는 문제를 해결
한다.
    

식물내 단백질 분비는 기본적으로 완전히 규명되지 않은 과정이다. 분비된 단백질이 조면 소포체 막상에서 합성되어 골
지체상에서 합성된 분비소포에 의해 세포표면으로 수송된다는 것은 알려져 있다. 그리고, 분비된 단백질이 소포체를 통
과하여 전위하기 위해서는 시그널펩티드가 필요하다는 것도 알려져 있다. 소포체의 세포내강으로 수송된 단백질은 그후 
간극으로 분비될 수 있으며, 이들은 세포에 의해 액포와 같은 다른 구획물로 분류되지 않는다.

상기 과정에 대한 지식이 많아짐에 따라, 제조되는 식물세포의 간질극으로 분비하기 위해 특별 고안된 재조합 단백질을 
제조할 수 있다.

    
전체 생성물의 다량(약 10% 이상)이 분비되면, 그후 식물의 세포간극으로부터 목적 단백질을 분리하는 것이 바람직하
다. 그렇지 않으면, 목적 단백질을 방출 및 포획하기 위해서는 식물세포벽을 분해하는 기작이 사용되어야한다. 식물세
포는 세포벽을 파괴하고, 세포막을 분해하여 세포내 함유물을 방출시키기 위해 매우 높은 전단력에 노출되어야 한다. 
모 식물에 의해 재조합제조 또는 자연발생된 목적 단백질은 적대적인 화학적 환경에 노출됨으로써, 종종 효소적으로 촉
매되는 산화적 및 단백질 분해 손상을 입는다. 그리고, 대부분의 다른 전체 세포단백질은 상기 세포분해과정이 수행된
다면 처리하기 어려운 정제문제를 갖는 단백질과 혼합된다.
    

    
세포 간액 추출액은 여러 실험목적을 위해 진공침윤된 잎으로부터 미리 제조되었다. 상기 추출액은 네이티브 및 비네이
티브 단백질 뿐만 아니라 다른 분자들도 포함한다. Klement, Z.의 (1965)Phytopathological Notes: 1033-1034에
서, 추출액의 성장촉진특성은 식물병리학적 세균종을 사용하여 입증되었다. Rathmell 및 Sequera의 (1974) Plant P
hysiol. 53:317-318에는, 식물 잎세포의 IF 및 세포기질 구획을 위한 마커 효소를 사용하여, 특이적으로 분비된 단백
질 프랙션의 풍부가 확인되어 있으며, 생화학적 및 생리학적 조사에 관한 기초적인 연구에서 상기 추출액의 유용성이 
보고되어 있다. Parent 및 Asselin의 (1984) Can. J. Bot. 62:564-569는 병원균 스트레스에 의해 유도되고, IF(발
병원인-관련 또는 PR 단백질)내에서 분비된 여러 단백질들 및 아세포 구획에 효소적 활성 및 단백질을 집중시키기 위
해 적용된 방법을 특징으로 한다. Van den Blucke외 다수의 (1989) PNAS 86:2673-2677; Heitz외 다수의 (1991) 
Plant Physiol. 97:651-656. Regalado 및 Ricardo의 (1996) Plant Physiol. 110:227-232에는 특정 IF 단백질이 
구성발현됨이 보고되어 있다.
    

완충조성물 및 처리에 따라, 예를 들어 조면 소포체 및 골면 소포체, 골지체, 핵, 액포, 원형질 관통막, 세포질, 미토콘
드리아, 엽록체, 퍼옥시좀, 관련세포막 및 세포기관으로부터 기원하는 성분들을 포함하는 IF 추출액내 여러 추가성분들
이 있다.

    
유전변형된 식물에서, IF 추출방법 뿐만 아니라 다른 방법들도 재조합 생성물의 일부를 아세포로 국한시키는 것을 입증
하는데 사용되었다. Sijomns 외 다수의 (1990) Bio/Technology 8:217-221; Firek 외 다수의 (1993) Plant Mol
ecular Biology 23:861-870; Voss 외 다수의 (1995) Molecular Breeding 1:39-50; De Wilde 외 다수의 (199
6) Plant Science 114:233-241. IF 추출액은 생화학적 특징화를 위해 소량의 식물 또는 식물 병소-유도성 단백질을 
정제하기 위한 출발물질로서 사용되어 왔다. Melchers 외 다수의 (1993) Plant Molecular Biology 21:583-593; 
Sato외 다수의 (1995) BBRC 211:909-913; Kinai 외 다수의 (1995) Plant Cell 7:677-688; Liu외 다수의 (199
6) Plant Science 121:123-131; Maggio외 다수의 (1996) Plant Molecular Biology Reporter 14:249-259.
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그러므로, 보다 특이적인 활성의 유효물질을 갖는 추출액질(활성(U)/단백질(㎎))을 분리할 필요가 있으므로, IF 성분
들을 상업적인 규모로 제조하는 방법을 제공한다.

    
IF 추출액이 인간치료제 재료로서 사용할 수 있는 고활성의 잠재 생화학물질을 대규모로 정제하기 위한 출발물질로서 
보통 사용가능하다는 것이 종래에는 알려져 있지 않다. 생성물이 분비되는 것으로 나타나는 경우에도 종종, 다른 정제
방법들이 사용된다(Herbers 외 다수, 1995, 상기). 재조합 단백질 생성물의 상업용으로 사용가능한 소스로서 IF 방법
을 개발하는데 실패한데는 하기와 같은 요소들이 원인이 된다: 1)추출액의 불완전한 특징화, 즉 수준이 높아진 IF 방법
에 의해 얻어질 수 있는 전체 재조합 단백질의 불완전한 비율 측정, 2)고도로 정제된 형태의 생성물의 적당한 활성을 
다른 것에 의해 입증하는데 실패, 및 3)상기 목적을 위한 일정량의 생물량을 처리하기 위한 산업적-규모의 장비 설명 
부족.
    

    
본 발명은 식물로부터 단백질을 상업적-규모로 추출하기 위한 진공 및 원심분리법을 포함한다. 본 발명의 결과로서, 다
량의 목적하는 활성단백질이 식물의 세포간극으로부터 제거되고, 추가 정제를 위해 농축됨으로써, 식물잎으로부터 자연
발생 단백질 및 재조합-생성 단백질을 상업적으로 사용가능한 양으로 분리할 수 있게 한다. 상기 방법은 IF 추출후 결
과 식물조직이 파괴되지 않고, 다른 방법에 의해 다른 사용가능한 성분들을 추출하기 위해 사용된다는 추가의 잇점을 
가지고 있다.
    

상기 잎은 편리한 방법에 의해 수확될 수 있다. 바람직한 구체예에서, 식물잎은 식물로부터 제거되어, 여러 큰 곁엽의 
끝이 노출되도록 이들을 완충액에 노출시키기 전에 완전히 또는실질적으로 주맥에 평행하게 세로로 자른다.

    
일단, 잎을 절단하면 이들을 완충액에 노출시킨다. 어떤 완충액이 주어진 식물 또는 목적 단백질에 다소 적당한지는 당
업자들이 잘 알겠지만, 정해진 EDTA 또는 Tris 완충액이 적당하다. 일부 경우에, 물이 용액으로서 바람직할 수 있다. 
완충액의 성질, 특정 pH 또는 온도가 본 발명의 범주내 구체예에서 중요하다는 것은 의도되지 않는다. 그러나, 하나 이
상의 목적 단백질의 산화, 침전, 단백질분해를 피하는 조건을 유지하는 것이 보통 권고된다. 따라서, pH, 온도 및 기타 
상기 변수들이 측정되고, 필요에 따라 변경되어야 한다.
    

    
일단, 식물잎이 완충액내에 넣어지면, 이들은 실질적으로 진공환경에 놓이게 된다. 진공압력은 잎에 의한 완충액의 침
적을 촉진시킨다. 일부 구체예에서, 진공압력은 약 200 내지 760㎜Hg이다. 가장 바람직하게는, 잎 및 완충액이 약 40
0 내지 760㎜Hg의 진공압력하에 놓인다. 진공압력의 양은 본 발명의 범주내에서 다양할 수 있다. 그러나, 본 발명의 
범주내에서 다양하게 지속될 수 있지만, 진공환경에 몇초 내지 10분동안 지속해서 노출시키는 것이 특히 효과적이다. 
본 발명의 일부 구체예에서, 완충액내 잎이 진공환경에 반복적으로 노출된다. 1 내지 3회의 분할 노출이 특히 효과적이
라고 생각한다. 그러나, 노출횟수, 노출지속량 및 진공의 세기는 기술자에 의해 조정될 수 있으며, 특정 식물 및 목적 단
백질에 적용되는 방법의 가장 유효한 구체예를 계획한다. 추가로, 당업자는 펩티드 및 단백질과 다른 목적 생성물 또는 
분자들이 본 발명에 보통 기술된 방법을 사용하여 간질액으로부터 추출될 수 있었다는 것을 알 수 있다. 예를 들어, 본 
발명에 기술된 방법은 지질, 탄수화물, 지단백질, 당, 다당류, 지방산, 핵산 및 폴리뉴클레오티드을 추출하기 위해 사용
될 수 있다.
    

    
그후, 식물조직은 완충액으로부터 제거된다. 이들은 필요 또는 소망하는 바에 따라, 완충액을 제거하기 위한 건조단계
에 들어가거나, 또는 들어가지 않는다. 그후 상기 잎들은 원심분리하기 위해 적당한 기하학적인 어레이로 놓였다. 바람
직한 구체예에서, 상기 잎들을 불연속적인 송출 바스켓 원심분리기 로터에 의해 원심분리기로부터 옮겨진다. 불연속적
인 송출 바스켓 원심분리기 로터가 사용될때, 초기 스핀은 로터의 벽에 생물량을 이동시키기 위해 수행되며, 그후 완전
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한 속도의 스핀이 수행된다. 특히 바람직한 구체예에서, 다량의 잎들을 진공 및 원심분리장치에 동시에 넣을 것이 계획
되어 있다. 따라서, Heine(상표명), Ketna(상표명) 또는 Sandborn(상표명)과 같은 대규모 상업용으로 이용가능한 진
공펌프 및 바스켓 원심분리기가 본 발명의 방법에 사용될 것이다. 바스켓 원심분리기용 백에 잎들을 모아넣는 것이 특
히 바람직하다.
    

그후, 과량의 완충액을 실제로 제거한후에, 상기 잎들을 원심분리하였다. 바람직한 구체예에서, 저속 원심분리가 적당
하다. 저속 원심분리라는 용어는 약 5,000×G 이하를 의미한다. 원심분리 과정에 의해, 간질액이 식물로부터 제거된다. 
간질액은 편리한 수집장치, 예를 들어 탱크로 수집되거나, 또는 추가의 정제장치, 예를 들어 크로마토그래피 및 한외 여
과된다.

    
일단, 간질액이 식물잎으로부터 수집되면, 하나 이상의 목적 단백질들이 적당한 정제과정에 따라 농축 및 정제된다. 상
기 과정들로는 단백질 침전, 광역층 크로마토그래피, 한외 여과법, 음이온교환 크로마토그래피, 양이온교환 크로마토그
래피, 소수성-상호작용 크로마토그래피, HPLC, FPLC 및 친화도 크로마토그래피가 있지만, 이에 대해 제한되지는 않
는다. 일부 단백질 정제방법에 대한 일반적인 논의는 Jervis 외 다수의 Journal of Biotechnology 11:161-198(198
9)에 개시되어 있으며, 이는 이후에 참고문헌으로 통합된다.
    

    
본 발명의 방법은 진공침윤후 포화된 고체로서 처리된 특정 및 모든 식물조직(가령, 잎, 뿌리, 어린 줄기, 줄기, 꽃, 과
실, 씨눈, 묘목)에 의해 사용가능하다는 것이 일반적이다. 예를 들어, 상기는 발아 배 및 묘목을 포함할 수 있다. 그러나, 
주맥을 갖는 실제로 대칭인 잎을 갖는 식물들은 간질액이 매우 적당한 형태학의 결과로서 상기 잎들로부터 얻기가 보다 
쉽기 때문에 본 발명의 방법에 특히 사용할 수 있다. 특히 바람직한 구체예에서, 사용된 식물은 담배이며, 그 이유는 담
배가 대규모로 재조합 단백질을 생성하는데 특히 유용한 것으로 입증되었기 때문이다. 그러나, 본 발명이 특정 식물종 
또는 조직에 국한되는 것을 의미하는 것은 아니다.
    

하기 정의들은 본 발명을 명확하게 하기 위해 제공된다.

" 진공환경" 이라는 용어는 대기압력이 해수면에서 정상적인 조건하 압력보다 실제로 감소된, 제조기작과 무관하거나 
같은 것을 의미하는 제한과 무관한 환경을 의미한다.

    
" 목적 단백질" 이라는 용어는 세포내에서 자연발생하거나, 또는 재조합 방법에 의해 생성된 완전한 단백질 또는 펩티
드 또는 그의 단편을 의미한다. 상기 용어는 글리코실화된 아미노산 서열 뿐만 아니라 글리코실화되지 않은 아미노산 
서열도 포함한다. 상기 용어는 또한, 자연발생한 서열 또는 변형 또는 돌연변이된 야생형 서열을 포함하며, 상기 변형은 
단백질이 세포내 특정 구획에 들어가게 하는 시그널펩티드 서열을 포함한다. 상기 용어는 또한, 단백질 융합을 포함하
여 의미한다.
    

" 간질액" 이라는 용어는 세포 표면막과 같은 원형질막에 포함되지 않는 식물 전체로부터 얻은 추출액을 의미한다. 상
기 용어는 심각한 세포분해없이 상기 처리에 의해 원형질막으로부터 방출된 분자들을 포함하는 세포간(세포간이란, 세
포내와 유사하다)에 있지 않는 유액, 물질, 식물공간 모두를 포함하여 의미한다. 상기 용어에 대한 유사어는 외세포질 
또는 아포플라즘 또는 세포내액 또는 세포외액이다. 본 발명에서 간질액의 약자는 IF이다.

바람직한 구체예

하기의 실시예가 추가로 본 발명을 설명한다. 하기 실시예는 본 발명을 단지 설명할 뿐이지 한정하지는 않는다.
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이 실험들은 잎의 전체 단백질의 상당 부분이 순도를 향상시키면서 간질 프랙션으로부터 간단하게 추출될 수 있다는 것
을 보여준다. 이 실험들은 고활성 생성물을 매우 큰 규모로 분리하기 위한 방법이 사용될 수 있다는 것을 또한 보여준다. 
당업자들은 각 단백질에 대한 매우 다양한 특성들, 가령 완충액 조성 및 온도 등에 대한 방법을 최적화할 수 있다.

    실시예

실시예 1

α-트리코산틴 단백질의 추출

α-트리코산틴(α-TCS)은 28S rRNA에 N-글리코시드 결합을 제거하는 진핵 리보솜-비활성화 효소이다. α-TC
S 뿐만 아니라 다른 리보솜-비활성화 단백질 및 결합체는 세포-관련 죽음에 대한 치료제로서 평가된다. 종래 공정에
서 독점 RNA 바이러스 벡터에 의해 형질감염된 식물이 전체 가용성 잎 단백질의 2%에 대해 재조합 α-TCS를 매우 
똑같이 생성한다는 것을 보여준다(쿠마가이(Kumagai)외 다수, PNAS 90:427-430(1993)).

    
벡터 TB2(ATCC 기탁 제 75280호)에 의해 형질감염된 식물로부터 얻은 잎을 잎자루에서 제거하고, 주맥을 잘라 두개
의 반쪽을 만들었다. 전체 세포 균질액을 얻기 위해, 반쪽잎의 한 그룹은 액체 질소내에서 조직을 동결시킨 후 막자와 
막자사발로 4배 부피의 제제 추출 완충액(100mM 인산 칼륨, pH 6.5, 5mM EDTA, 10mM α-메르캅토에탄올 및 0.
5%w/v 타우로콜산 나트륨(sodium taurocholate))에서 갈았다. 간질액(IF)을 추출하기 위해, 상기 조직을 함침시키
고, 중간 진공(500mmHg)을 펌핑함으로써, 같은 효소 추출 완충액은 반쪽잎의 반대 그룹을 침윤시켰다. 과량의 완충
액을 배출시킨 후, 분쇄되지 않은 반쪽잎은 파라필름으로 조심스럽게 말아, 사용하기 쉬운 시험관에 넣고, 간질액을 5
-15분동안 저속 원심분리(1,000 × G)에 의해 수집하였다. 침윤된 잎 조직으로부터 추출된 완충액의 중량을 기록하
고, 이는 잎의 원래 중량에 대략 1/2에서부터 일치하는 것까지 다양하다. IF 추출액내 α-TCS 발현은 웨스턴(Weste
rn) 분석에 의해 확인되고, 수준은 쿠마시(Coomassie)- 착색 겔의 흔적을 밝히는 농도계를 사용하여 정량화였다. 전
체 단백질은 Bradford. Bradford, Anal. Biochem 72:248 1976에 개시된 방법으로 측정되었다.
    

표 1에 개시된 하기 데이타는 전체 효소 활성을 유지하는 이전 공정에서 보여진 재조합 α-TCS는 본 방법을 이용하여 
식물 잎의 간질액으로부터 성공적으로 추출되어지는 것을 입증한다. IF 방법이 균질화(H)에 의해 추출액에 대해 6배 
농축되어 잎의 전체 α-TCS의 9% 추출율을 얻는다. α-TCS 생성은 바이러스 벡터에 의해 후-접종 시간을 최적화
하고, 및 간질 프랙션내 바이러스 코트 단백질의 오염을 최소화함으로 향상된다.

[표 1]

시료 생체중
(gr)

전체 용적
(㎖)

단백질 농도
(mg/㎖)

전체단백질
(mg)

단배질수율(
mg/gr)

R단백질 농도
(mg/㎖)

전체 R단백
질(mg)

IR단백질 수율 
(mg/gr)

IF에서 R단백질 
추출율%

X-배 정
화

TB2/IF 8.00 7.8 0.13 1.03 0.13 ND ND ND ND ND
TB2/TC
S/IF

8.00 8.3 0.14 1.20 0.15 0.017 0.143 0.018 9 6

* TB2/T
CS/H

ND ND ND 80.00 ND ND 1.600 ND ND ND

* PNAS 90:427-430(1993)으로부터 측정됨

IF ="간질액" 추출

H ="균질화" 추출

ND ="측정되지" 않음
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실시예 2

아밀라제 단백질의 추출

    
아밀라제(AMY)는 전분을 분해하는데 사용되는 중요한 산업용 효소이다. 벡터 TT01A 103L에 형질감염된 식물의 잎
을 잎자루에서 제거하고, 주맥을 잘라 두개의 반쪽을 제조하였다. TT01A 103L의 플라스미드 지도는 도 4에서 보여진
다. 플라스미드 TT01A 103L의 바이러스 cDNA 서열은 도 5의 SEQ ID NO:1에서 나타나있다. 전체 세포 균질액을 
얻기 위해, 반쪽잎의 한 그룹을 액체 질소에서 조직을 동결시킨 후 막자와 막자사발에 의해 4배 부피의 제제 추출 완충
액(100mM 인산칼륨 pH 6.5, 5mM EDTA, 10mM α-메르캅토에탄올 및 0.5% w/v 타우로콜산 나트륨)에서 갈았다. 
간질액(IF)을 추출하기 위해, 상기 조직을 함침시키고, 중간 진공(500mm Hg)을 펌핑함으로써, 같은 효소 추출 완충
액은 반쪽잎의 반대 그룹을 침윤시켰다. 과량의 완충액을 배출시킨 후, 분쇄되지 않은 반쪽잎은 파라필름으로 조심스럽
게 말아, 사용하기 쉬운 시험관에 넣고, 간질액(IF)을 저속 원심분리(1,000 × G, 15분 동안)에 의해 수집하였다. 침
윤된 잎 조직으로부터 추출된 완충액의 중량을 기록하고, 이는 잎의 원래 중량에 대략 1/2에서부터 일치하는 것까지 다
양하다. IF 추출액내 AMY 발현은 상업적으로 유용한 효소 분석 시약과 프로토콜을 사용하여 정량화하였다. 전체 단백
질은 Bradford, Anal. Biochem 72:248 1976에 개시된 방법으로 측정된다. AMY 효소 분석은 시그마 방법(Sigma P
rocedure) 제 577호에 개시되어 있다.
    

표 2에 개시된 하기 데이타는 활성 재조합 AMY가 본 방법을 사용하여 식물 잎의 간질액으로부터 성공적으로 추출된다
는 것을 입증한다. IF 방법은 균질화(H)에 의해 추출액에 대해 27배 농축되어 잎의 전체 AMY 활성의 34% 추출율을 
얻는다. AMY 생성은 바이러스 벡터에 의해 후-접종 시간을 최적화 및 간질 프랙션으로부터 바이러스 코트 단백질의 
오염을 최소화함으로써 향상된다.

실시예 3

글루코세레브로시다아제 단백질의 추출

    
인간의 태반 조직 또는 중국산 햄스터 난소 세포(CHO)로부터 얻은 재조합 종으로부터 유도된 글루코세레브로시다아제
(GCB)는 현재 고셔(Gaucher) 병으로 알려진 유전적 대사저장 장해의 효과적이지만 비싼 치료법에 사용된다. 본 발명
자들은 플라스미드 pBSG638을 제조하기 위해 꽃양배추 모자이크 바이러스(35S)로부터 얻은 이중 프로모터, 토바코 
에칭(Tobacco Etch) 바이러스로부터 얻은 해독가능한 증폭제 및 네이티브 인간의 GCB cDNA를 갖는 아그로박테리움 
튬파시엔스(Agrobacterium tumefaciens)의 노팔린(nopaline) 합성효소 유전자로부터 얻은 폴리아데닐화 영역을 조
합하였다. 상기 발현 요소들은 식물에서 핵-인코딩된 유전자의 가장 높게 가능한 구성 발현을 제공하는데 널리 사용된
다.
    

    
표준 아그로박테리움-매개된 형질전환 방법을 사용하여, 네개의 다른 담배 재배 변종(TO 생성)의 잎반(leaf disc)으
로부터 93개의 비의존성 카나마이신-내성 형질전환체를 재생했다. 전체 단백질 추출액의 웨스턴 블롯에서 교차-반응 
항원은 인간의 글루코세레브로시다아제에 대해 생성되는 항체를 갖은 상기 TO 개체중 46에서 감응되었다. 식물-발현 
재조합 효소의 특이성은 14C-방사성 동위 원소로 표시된 글루코실세라미드의 가수분해에 의해 확인되었다. 상기 발현 
결과에 따라 rGCB 양성의 형질전환체는 보통(A), 낮은(B) 및 무시할 수 있는 양(C)의 활성 그룹으로 분류되었다.
    

    
본 발명자들은 또한, 자살 기질 콘듀리톨(conduritol) B-에폭시드(CBE)를 사용하여 식물 글루코시다아제의 존재하에
서 rGCB 효소 활성을 우선적으로 억제하는 반응 조건을 알았다. 전체 글루코시다아제 활성 및 rGCB 활성은 CBE를 가
진 것과 가지지 않은 형광 기질 4-메틸룸벨리페릴 글루코피라노시드(4-MUG)의 가수분해에 의해 측정하였다. 유전
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자 도입 식물의 잎을 입자루에서 제거하고, 사용되는 장치에 맞는 크기의 잎 재료를 만들기 위해 주맥을 잘라 두개의 같
은 반쪽으로 나눴다. 전체 세포 균질액을 얻기 위해 반쪽잎의 한 그룹을 액체 질소에서 조직을 동결시킨 후 막자와 막자
사발에 의해 4배 부피의 제제 추출액 완충액(100mM 인산 칼륨 pH 6.5 5mM EDTA, 10mM α-메르캅토에탄올 및 
0.5% w/v 타우로콜산 나트륨)의 존재하에서 갈았다. 당업자중 한명은 EDTA가 EGTA 및 시트레이트와 같은 기타 킬
레이트제에 의해 치환된 완충액을 쉽게 고려할 것이다. 당업자 중 한명은 아스코르브산염, 소듐 메타비설파이트 및 디
티오트레이톨을 포함하는 다른 산화방지제에 의해 α-메르캅토 에탄올이 치환된 완충액을 쉽게 고려한다.
    

[표 2]

시료 생체중
(gr)

전체 용
적(㎖)

단백질 농도
(mg/㎖)

전체 단백
질(mg)

단백질 수율
(mg/gr)

R단백질 농
도(U㎖)

전체 R단
백질(U)

2특정 수
율(U/gr)

3R단백질 수
율(U/gr)

IF에서 R단백질 
추출율(%)

X배 정
화

아밀라아
제/IF

1.76 1.8 0.22 0.39 0.22 0.319 0.57 0.33 1.463 34 27

아밀라아
제/H

1.76 5.8 5.40 31.33 17.80 0.290 1.68 0.96 0.054 ND 1

IF ="간질액" 추출

H ="균질화" 추출

ND ="측정되지" 않음

    
당업자중 한명은 완충액이 타우로콜산 나트륨을 SDS, 트리톤, Tween(상표명), 인지질, 담즙산염, 소듐 데옥시콜레이
트 및 소듐 라우릴설페이트를 포함하는 다른 제제로 대체한다는 것을 쉽게 고려할 것이다. 간질액(IF)을 추출하기 위해, 
조직을 함침시키고 중간 진공(500 mm Hg)을 펌핑함으로써 같은 효소 추출 완충액을 반쪽잎의 반대 그룹에 침윤시켰
다. 과량의 완충액을 배출시킨 후, 분쇄되지 않은 반쪽잎은 파라필름에 조심스럽게 말아, 사용하기 쉬운 시험관에 넣고, 
간질액을 15분동안 저속 원심분리(1,000 × G)에 의해 수집하였다. 침윤된 잎 조직으로부터 추출된 완충액의 중량을 
기록하고, 이는 잎의 원래 중량에 대략 1/2에서부터 일치하는 것까지 다양하다. 자살 기질, 콘듀리톨 β-에폭시드(CB
E)를 사용하여, 식물 글루코시다아제의 존재하에서 재조합 글루코세레브로시다아제(rGCB) 활성의 억제를 이루었다. 
효소 활성은 CBE에 의해 또는 없이 5 mM 메틸룸벨리페릴 β-D 글루코시드, 0.1 M 인산 칼륨, 0.15% 트리톤-X10
0, 0.125% 타우로콜산 나트륨, 0.1% 소혈청 알부민, pH 5.9를 함유하는 반응 혼합물에서 37℃에서 측정하였다. 전체 
글루코시다아제 활성 및 rGCB 활성은 형광 기질 4-메틸룸벨리페릴 글루코피라노시드의 가수분해에 의해 측정되었다. 
활성의 한 유닛은 시간당 1nmol의 기질의 가수분해를 촉매하는데 필요한 효소의 양으로 정의된다. 전체 단백질은 Bra
dford의 (Bradford, M., Anal. Biochem. 72:248;1976) 방법에 기초한 Bio-Rad 단백질 분석(상표명)을 사용하여 
측정하였다.
    

도 3에 개시된 하기 데이타는 활성 재조합 GCB가 본 방법을 사용하여 식물 잎의 간질액으로부터 성공적으로 추출된다
는 것을 입증한다. IF 방법은 균질화에 의해 얻는 추출액에 대해 18배 농축한 잎의 전체 GCB 활성의 22%의 추출율을 
얻는다.

실시예 4

조류의 인터페론 타입 Ⅱ(감마) 추출

조류(닭)의 인터페론 타입 Ⅱ(감마)를 발현하고, 활성 효소는 니코티아나 벤타미아나(Nicotiana benthamiana) 및 니
코티아나 타마쿰(Nicotiana tabacum)의 간극으로부터 추출하였다. 인터페론은 식물 조직의 그램(벤치-규모 추출) 또
는 킬로그램(중간시험-규모 추출) 정량을 이용하여 들판 또는 온실에서 키운 식물로부터 효과적으로 추출될 수 있다.
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활발하게 자란 N. 벤타미아나 또는 N. 타바쿰을 닭의 인터페론 감마 유전자를 포함하는 Donson외 다수의 상기 문헌에 
기술된 바와 같이 재조합 식물 구조물의 감염성 전사물 또는 비리온에 의해 접종하였다. 조류의 인터페론은 접종 후 1
0 일 내지 3 주후에 조직 감염된 잎으로부터 추출하였다.

실시예 4a

벤치-규모 추출을 위해, 조직 감염된 잎(3-80g)은 엽저에서 식물로부터 분리시켜 중량재고 적당한 크기의 비이커에 
넣었다. 잎 재료를 완충액(5 mM MgCl 2 및 2 mM EDTA를 포함한 100 mM 트리스-HCl pH 7.5 완충액)에 의해 완
전히 담궜다. 잠긴 잎은 날진(Nalgene) 진공 병으로 덮고 진공을 (720 mm Hg) 펌프하고 2분 동안 유지시킨 후 신속
하게 해제하였다. 그후, 상기 진공 침윤은 전체 2주기 반복하였다. 진공 침윤 후에, 잎을 비이커에서 제거하고, 표면 완
충액을 흡수지 사이에서 흡수함으로써 잎 표면으로부터 제거하였다. 잎 재료로부터 IF를 분리하고 추출하게 하는 지지
된 메시(mesh)를 포함하는 250 ㎖ 병에 잎을 넣었다. 간질액(IF)은 원심분리(3,000 × G, 15분)에 의해 진공 침윤된 
잎으로부터 추출하였다.

실시예 4b

중간시험-규모 추출을 위해, 들판에서 재배된 식물로부터 조직 감염된 잎을 손으로 길게 자르고 중량을 쟀다. 잎 5kg
을 폴리에스테르 메시 백(Filtra-Spec(상표명), 12-2-1053)에 넣고, 잎 5kg 2개를 금속 바스켓에 넣었다. 잎 재료
를 포함하는 금속 바스켓을 50 리터 이하의 완충액(5mM MgCl 2 및 2mM EDTA를 포함한 100mM 트리스-HCl pH 7.
5 완충액)을 포함하는 200L Mueller(상표명) 진공 탱크에 넣었다.

[표 3]

시료 생체중
(g)

전체 용적
(㎖)

단백질 농도
(mg/㎖)

전체 단백질
(mg)

단백질 수율
(mg/㎖)

R단백질 농
도(U㎖)

전체 R단
백질(U)

특정 수율
(U/g)

R단백질 수
율(U/g)

IF에서 R단백질 
추출율(%)

X배 정
화

GCB
/IF

2.48 1.9 0.24 0.45 0.18 720 1368 552 3007 22 18

GCB
/H

2/08 8.1 3.89 31.48 15.13 653 5289 2543 168 ND 1

IF ="간질액" 추출

H ="균질화" 추출

ND ="측정되지" 않음

    
70lb. 스테인레스 스틸 플레이트를 잎/백 위에 놓아 완전히 함침시킨다. 진공은 27 인치 Hg까지 펌핑하고, 1분동안 유
지한 후 신속하게 해제하였다. 그후 상기 진공 침윤을 전체 2주기 반복하였다. 진공 침윤후에, 잎과 바스켓을 진공 탱크
로부터 제거하였다. 진공 침윤된 잎을 포함한 백은 원심분리하기 전에 ∼10분동안 표면 완충액을 중력 배출시켰다. 간
질액(IF)은 Heine(상표명) 바스켓 원심분리기(볼 치수 직경 28.0 인치 × 16.5 인치)를 사용하여 원심분리(1,800 × 
G, 30분)에 의해 진공 침윤된 잎으로부터 추출되었다. 수집된 IF는 25 ㎛, Rosedale(상표명) 소크(sock) 필터 및 5 
㎛, Campbell Waterfilter(상표명) 카트리지 필터를 통해 여과하고 분석전에 4℃에서 저장하였다.
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IF 추출액내 인터페론 단백질 양은 조류 타입 Ⅱ 인터페론 및 알려진 표준량에서 E. coli 제조 타입 Ⅱ 인터페론에 대한 
특정 항혈청을 사용하는 정량 면역흡수 방법에 의해 측정하였다. 정량 면역흡수 및 부분 정화를 기초로 하여, 본 발명자
들은 네이티브 소스로부터 분리된 인터페론과 거의 같은 정확히 또는 거의 107 U/mg에서 N. 벤타미아나 IF내 인테페
론의 특정 활성을 추정한다. 생물학적 활성은 Lowenthal, J.W., Digby,M.R. 및 York, J.J.의 Production of Interfe
ron-y by Chicken T Cells, J.Interferon and Cytokine Res.(1995) 15:933-938에서 기술된 바와 같이 아산화 질
소(NO) 방출 분석에 의해 측정하였다. 활성의 특이성은 IF 유액을 중화 항체와 함께 사전 배양하고, 아산화 질소 방출 
분석에서 활성을 측정함으로써 측정하였다.

[표 4]

온실:
식물종류 Av. 조직 Amt. 인터페론 단백질 수율1 수율 활성2

N. 벤타미아나 3-60g 1mg/100g fresh wt ∼30,000 U/㎖ IF
N. 타바쿰 cv. MD609 20g 0.1mg/100g fresh wt ∼3,000 U/㎖ IF
니타바쿰 TI231 20g 0.1mg/100g fresh wt ∼3,000 U/㎖ IF

[표 5]

들판:
온실 식물 종류 Av. 조직 Amt. 인터페론 단백질 수율1 수율 활성2

N. 타바쿰 cv TI264 80g 0.05mg/100g fresh wt ND*

N. 타바쿰 cv TI264 10kg 0.01mg/100g fresh wt ∼200 U/㎖ IF**

1 인터페론 단백질 수율은 정량 면역흡수에 의해 추정된다.

2 인터페론 활성은 상기 Lowenthal외 다수에 의해 기술된 바와 같이 아산화 질소 방출 분석에 의해 측정된다.

* 측정되지 않음

** 활성 추정은 아산화 질소 방출 분석에서 특이성의 결여(특정 항체에 의해 중화되지 않는 활성)를 포함한다.

실시예 5

마우스 scFv 단백질의 추출

38C13 마우스 림프종으로부터 얻은 scFv 단백질을 포함하는 Donson외 다수의 상기 문헌에 기술된 바와 같은 재조합 
식물 구조물의 감염성 전사물을 활발하게 성장한 N. 벤타미아나에 접종하였다. 마우스 38C13 scFv 단백질은 접종후 
11-14 일후에, 조직 감염된 잎으로부터 추출하였다.

조직 감염된 잎(3-80그램)을 엽저에서 식물로부터 분리하고, 중량을 재고, 적당한 크기의 비이커에 넣었다. 잎 재료를 
완충액(10mM MgCl2 및 2mM EDTA를 포함한 100mM 트리스-HCl pH 7.5의 완충액)으로 덮었다. 함침된 잎을 날
진 진공 병으로 덮고 진공을 700mmHg로 하고, 2분간 유지한 후 신속하게 해제하였다. 상기 진공 침윤을 전체 2주기
를 반복하였다. 진공 침윤후에, 잎을 비이커에서 제거하고, 흡수지 사이에서 흡수함으로써 표면 완충액을 잎의 표면에
서 제거하였다. 원심분리(3,000 × G, 15분)에 의해 진공 침윤된 잎으로부터 간질액(IF)을 제거하였다. 잎 재료로부
터 IF의 분리 및 추출시키는 지지된 메시를 포함한 250 ㎖ 병에서 잎을 원심분리하였다. scFv 단백질을 포함하는 IF 
유액은 0.2㎛ 막을 통해 여과시키고 -80℃에서 저장하였다.

식물 IF 유액으로부터 얻은 38C13 scFv 단백질의 제조 및 정화는 네이티브 38C13 IgM 단백질을 인식하는 S1C5, 모
노클론 항-이디오타입 항체를 사용하는 웨스턴 분석에 의해 측정하였다. S1C5 항체는 scFv 이량체를 자발적으로 조
합하기에 알맞은 크기의 38C13 scFv 및 60 KD 단백질을 예상되는 크기의 30 KD 단백질과 교차 반응한다. 통제 감염
된 식물로부터 제조한 IF 추출액내 식물 단백질에 대해서는 교차 반응성이 관찰되지 않았다.
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IF 추출액으로부터 추출된 식물-생성된 38C13 scFv 단백질의 양은 S1C5 ELISA에 의해 측정하였다. 잎 IF 추출액은 
38C13 scFv 단백질 20-60㎍/IF 액체(㎖) 또는 38C13 scFv 단백질 11-30g/생체중(g)을 포함하는 것으로 측정되
었다. ELISA 조건이 용액에서 항-이디오타입을 더 잘 인식하기 때문에 식물 IF 유액으로부터 분리된 38C13 scFv의 
주된 프랙션이 가용성이고 적당히 겹쳐지는 것으로 결론지었다.

실시예 6

유전자도입 담배로부터 분비 면역글로불린의 추출

N. 타바쿰(tabacum)을 발현하는 유전자도입 SIgA-G(Science, 268:716,1995)로부터 얻은 잎(15g)을 엽저에서 식
물로부터 분리하고, 중량을 재고, 적당한 크기의 비이커에 넣었다. 10mM MgCl 2 , 2mM EDTA 및 14.3mM 2-메르캅
토에탄올, 또는 100mM 인산 칼륨, pH 6.0, 5mM EDTA, 10.0mM 2-메르캅토에탄올 및 0.5% 타우로콜산을 포함하
는 100mM 트리스-HCl pH 7.5의 완충액에 잎 재료를 완전히 담궜다. 함침된 잎을 날진(상표명) 진공 병에 덮고 진공
은 750mmHg로 하고, 1분간 유지한후 신속하게 해제하였다. 진공 침윤후에, 잎을 비이커에서 제거하고, 흡수지 사이에 
흡수함으로써 잎의 표면에서 표면 완충액을 제거하였다. 간질액(IF)은 원심분리 (1500 × G, 15분)에 의해 진공 침윤
된 잎으로부터 추출하였다. 잎은 잎 재료로부터 IF를 분리 및 추출하기 위해 지지 메시를 포함하는 250㎖ 병에서 원심
분리하였다.

IF 추출액의 단백질 면역블롯은 환원 조건하에서 제조하였다. Ig는 서양고추냉이 퍼옥시다아제에 결합된 염소 안티-마
우스 IgA를 사용하는 면역 블롯에서 검출되었다. 식물에 존재하는 IgA중 대략 10%가 IF 추출액에서 검출되었다. 상기
에 기술된 다른 완충액을 사용하여 제조된 IF 프랙션내 Ig의 양에는 별 차이를 볼 수 없었다. 대조군 식물로부터 제조
된 IF 추출액내에서는 식물 단백질에 대한 교차 반응성이 관찰되지 않았다.

실시예 7

담배의 세포내액으로부터 글루코세레브로시다아제의 중간시험 규모 정화

리소좀 효소 글루코세레브로시다아제를 발현하는 유전자도입 담배의 MD609 잎 조직(1-2kg)을 수확하고, 주맥을 제
거하고, 조직의 중량을 쟀다. 조직은 한번에 수 kg의 잎조직을 수용하는 침윤 용기를 사용하여 완충액(0.1M KPO 4 완
충액, pH 6.0, 5mM EDTA, 0.5% 타우로콜산, 10mM 2-메르캅토에탄올)의 2-4배 용적에 의해 함침시켰다. 조직의 
중량을 줄이기 위해 조직의 위에 구멍 뚫린 금속 플레이트를 놓고 진공은 1-2분간 3회 620-695mmHg로 하였다. 진
공은 다음 사용 사이에 해제하였다. 조직을 회전시키고, 진공을 다시 가해 완벽한 침윤을 이뤘다. 간질액을 분리하지 않
으면서 진공을 여러번 가하는데는 단일 침윤 과정이 포함된다. 완벽한 침윤은 잎 조직의 밑바닥의 색이 어두워지는 것
으로 알 수 있다. 조직상 과량의 완충액을 배출시켰다. 바스켓 로터(10 인치 × 4.25 인치, InterTest Equipment Se
rvices, San Jose, CA/Biosource Design 25-0611000)에서 4200RPM(2500×G)으로 10분간 조직을 원심분리함
으로 조직으로부터 간질액을 방출하였다. 간질액은 흡인법(IF-1)에 의해 수집하였다. 선택적으로, 잎 조직은 상기 사
용된 것과 같은 완충액 및 반복된 방법(IF-2)으로 침윤 용기에 잎을 다시 넣음으로써 재침윤할 수 있다. 두번째 침윤
은 진공 침윤 및 진공 해제의 여러 순환이 요구되지 않는다. 또한 완충액을 침윤 용기(소모성 완충액)로부터 배출시키
고 1차 및 2차 IF 프랙션에 의해 풀(pool)되었다. 그 결과, IF-1, IF-2 및 소모된 완충액이 IF 풀을 구성한다. 침윤
된 잎 조직으로부터 수집된 간질액의 용적은 실시된 침윤횟수에 따라 잎 조직 50-100 중량%이었다.

    
재조합 GCB는 페닐 스트림라인(Phenyl Streamline, 상표명) 수지를 포함하는 파마시아 스트림라인(Pharmacia Str
eamline) 25(상표명) 컬럼에 직접적으로 희석 IF(공급물 스트림)를 송출함으로써 정제하였다. 확장층 크로마토그래
피는 원심분리 및/또는 미세여과 단계의 필요없이 한번의 단계에서 목적 단백질을 포획하고, 구체화하고, 농축할 수 있
게 한다. 컬럼을 평형화하고, 기록기의 UV-시그널이 25mM 시트레이트, 20% 에틸렌 글리콜, pH 5.0의 기준선으로 
복귀할 때까지 세척하고; 결합된 효소는 25mM 시트레이트, 70% 에틸렌 글리콜에 의해 용출하였다. 용출된 물질은 2
5mM 시트레이트, 75 mM NaCl, pH 5.0에서 평형화된 양이온 교환 수지, SP Big Beads(상표명)(파마시아)상에서 
추가로 정제되었다. GCB는 25mM 시트레이트, 0.5M NaCl, 10% 에틸렌 글리콜, pH 5.0의 단계 구배 또는 25mM 시
트레이트와, pH 5.0에서 75mM-0.4M NaCl의 선형 구배로 추출된다. 모든 크로마토그래피 과정은 실온에서 실시되었
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다.
    

    
자살 기질, 콘듀리톨 β-에폭시드(CBE)를 사용하여, 식물 글루코시다아제의 존재하에 재조합 글루코세레브로시다아
제(rGCB) 활성 억제가 이루어진다. 효소 활성은 CBE와 함께 또는 없이 5mM 메틸룸벨리페릴 β-D 글루코시드, 0.1
M 인산 칼륨, 0.15% 트리톤-X100, 0.125% 타우로콜산 나트륨, 0.1% 소혈청 알부민, pH 5.9를 포함한 반응 혼합물
에 37℃에서 측정되었다. 전체 글루코시다아제 활성과 rGCB 활성은 형광 기질 4-메틸룸벨리페릴 글루코피라노시드의 
가수분해에 의해 측정하였다. 활성의 한 유닛은 시간당 1nmol의 기질의 가수분해를 촉매 작용하는데 필요한 효소의 양
을 의미한다. 전체 단백질은 브라드포드(Bradford, M. Anal. Biochem. 72:248;1976) 방법에 기초한 Bio-Rad 단백
질 분석을 사용하여 측정하였다.
    

IF-1만 수집된 잎 1㎏으로부터 전형적으로 20,000의 특정 활성에서 GCB의 4백만 유닛을 얻었다. IF 풀이 수집될 때
(IF-1, IF-2 및 소모된 완충액) 유닛/kg은 10,000의 낮은 특정 활성의 6백만으로 증가한다.

하기 표 6은 여러 실험예를 나타내는 데이타를 포함한다.

실시예 8

글루코세레브로시다아제로 발현하는 담배로부터 세포내액의 한외 여과/농축

리소좀 효소 글루코세레브로시다아제를 발현하는 유전자도입 담배로부터 MD609 잎 조직의 2.3킬로그램을 얻고, 주맥
을 제거하여 조직의 중량을 쟀다. 조직은 한번에 수 킬로그램의 잎조직을 수용하는 침윤 용기내 완충액(0.1M KPO 4 완
충액, pH 6.0, 5mM EDTA, 0.5% 타우로콜산, 10mM 2-메르캅토에탄올)의 2-4배 용적에 함침된다. 조직의 중량을 
줄이기 위해 구멍 뚫린 금속 플레이트를 조직 위에 놓았다. 진공은 1-2분 3회 동안 620-695mmHg로 하였다. 진공은 
다음 사용 사이에 해제되었다. 조직을 회전시키고, 진공을 다시 가해 완벽한 침윤을 얻었다. 조직상 과량의 완충액을 배
출시켰다. 4200RPM(2500 × G)으로 10분동안 바스켓 로터(10인치 × 4.25 인치, Intertest Equipment Services, 
San Jose, CA/Biosource Design 25-0611000)에서 조직을 원심분리함으로 조직으로부터 간질액을 방출시켰다. 간
질액은 흡인법(IF-1)에 의해 수집되었다. 잎 조직은 상기 사용된 것과 같은 완충액 및 반복된 과정(IF-2)에서 침윤 
용기에 잎을 다시 넣음으로써 재침윤시켰다. 완충액은 침윤 용기(소모성 완충액)로부터 배출시키고, 1차 및 2차 IF 프
랙션에 의해 풀되었다. 그 결과, IF-1, IF-2 및 소모성 완충액이 IF 풀을 구성한다. IF 풀을 미라클로드(Miracloth)
를 통해 여과시키고 LP-1 펌프가 구비된 Amicon RA 2000(상표명) 농축기를 사용하여 1 sq. ft. 나선형 막(30K 분
자량 차단)을 통해 IF 풀을 통과하여 6배로 농축시켰다.

[표 6]
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자살 기질, 콘듀리톨 β-에폭시드(CBE)를 사용하여, 식물 글루코시다아제의 존재하에 재조합 글루코세레브로시다아
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제(rGCB) 활성의 억제가 이루어졌다. 효소 활성은 CBE에 의해 또는 없이 5mM 메틸룸벨리페릴 β-D 글루코시드, 0.
1M 인산 칼륨, 0.15% 트리톤-X100, 0.125% 타우로콜산 나트륨, 0.1% 소 혈청 알부민, pH 5.9를 함유하는 반응 혼
합물에서 37℃에서 측정하였다. 전체 글루코시다아제 활성 및 rGCB 활성이 형광 기질 4-메틸룸벨리페릴 글루코피라
노시드의 가수분해에 의해 측정되었다. 활성의 한 유닛은 시간당 1nmol의 기질의 가수분해를 촉매 작용하는데 필요로
하는 효소의 양으로 정의된다. 전체 단백질은 브라드포드(Bradford, M. Anal. Biochem. 72:248;1976)의 방법에 기
초한 Bio-Rad 단백질 분석(상표명)를 사용하여 측정하였다. 하기 표 7을 참조한다.
    

실시예 9

들판에서 재배한 담배의 세포내액으로부터 얻은 글루코세레브로시다아제의 중간실험규모 정화

리소좀 효소 글루코세레브로시다아제를 발현하는 유전자도입 담배로부터 얻은 MD609 잎 조직 100㎏을 2주간 매일 
들판으로부터 수확하였다. 조직을 줄기로부터 손으로 떼어내 중량을 쟀다. 잎 5㎏을 폴리에스테르 백(Filtra-Spec(상
표명), 12-2-1053)에 넣고 4개의 5kg 백을 금속 바스켓에 넣었다. 잎 재료를 포함한 금속 바스켓을 ∼100 리터의 
완충액(0.1 KPO 4 완충액, pH 6.0, 5mM EDTA, 0.5% 타우로콜산, 10mM 2-메르캅토에탄올)을 포함하는 200 리터 
뮬러(Mueller) 진공 탱크에 넣었다. 완전히 함침시키기 위해 70lb. 스테인레스 스틸 플레이트를 잎/백 위에 놓았다. 진
공은 695mmHg까지 펌핑하고 1분동안 유지한 후 신속하게 해제하였다. 상기 진공 침윤은 전체 2주기 반복하였다. 간
질액의 분리없이 진공을 여러회 사용하는데는 단일 침윤 과정이 포함된다. 완벽한 침윤의 표시는 잎 조직의 밑바닥 색
이 어두워지는 것이다. 진공 침윤후에, 잎과 바스켓은 진공 탱크에서 제거하였다. 진공 침윤된 잎을 포함한 백을 원심분
리 전에 ∼10분 동안 표면 완충액을 중력 배출하였다. 간질액(IF)은 Heine(상표명) 바스켓 원심분리기(볼 치수 직경 
28.0 인치 × 16.5 인치)를 사용하여 원심분리(1,800 × G, 30분)에 의해 진공 침윤된 잎으로부터 추출하였다.

[표 7]
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수집된 IF는 50μ 카트리지 필터를 통해 여과하고 조직의 전체 100㎏이 침윤될 때까지 4℃에서 저장하였다. 상기 방법
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은 모든 조직이 침윤될 때까지 5kg 백(5 × 20kg 전체 주기) 네개의 다음 세트로 반복하였다. 조직을 완전히 함침시키
기 위해 각 침윤주기 동안 완충액을 추가로 첨가하였다. 선택적으로, 잎 조직은 상기 사용된 것과 같은 완충액 및 반복
되는 방법(IF-2)에서 침윤 용기에 잎을 다시 넣음으로써 재침윤할 수 있다. 또한, 완충액은 침윤 용기(소모성 완충액)
로부터 배출되고, 1차 및 2차 IF 프랙션에 의해 풀되었다.
    

그 결과, IF-1, IF-2 및 소모된 완충액이 IF 풀을 구성한다. 침윤된 잎 조직으로부터 수집된 간질액의 부피는 실시된 
침윤횟수에 따라 잎 조직의 42-170중량%였다.

    
재조합 GCB는 페닐 스트림라인(상표명) 수지를 포함하는 파마시아 스트림라인 200(상표명) 컬럼에 직접 희석 IF(원
료 스트림)를 송출함으로써 정제되었다. 확장층 크로마토그래피는 원심분리 및/또는 미세여과 과정의 필요없이 한번의 
과정에서 본 발명의 단백질을 포획하고, 구체화하고 수집할 수 있게 한다. 컬럼을 평형화하고, 기록기의 UV-시그널이 
25mM 시트레이트, 20% 에틸렌 글리콜, pH 5.0의 기준선에 복귀할 때까지 세척하고; 결합된 효소는 25mM 시트레이
트, 70% 에틸렌 글리콜에 의해 용출된다. 용출된 물질은 1 sq. ft. 0.8um 사토클린 지에프(Sartoclean GF, 상표명) 
캡슐 후에 1 sq. ft. 0.2um 사토브란 피(Sartobran P, 상표명) 무균 필터를 통해 용출된 물질을 통과시킴으로 무균 여
과하고 다음 크로마토그래피 과정때까지 4℃에서 저장하였다. 4-5일간 페닐 스트림라인(상표명) 크로마토그래피 실시
로부터 용출된 물질이 함께 풀이 되고 25mM 시트레이트, 75mM NaCl, pH 5.0에 평형화된 양이온 교환 수지, SP Bi
g Beads(상표명)(파마시아)상에서 추가로 정제되었다. GCB는 25mM 시트레이트, 0.4M NaCl, 10% 에틸렌 글리콜, 
pH 5.0의 과정 구배에 의해 용출되었다. 모든 크로마토그래피 과정이 실온에서 실시되었다. 용출된 물질은 1 sq. ft. 
0.8um Sartoclean GF(상표명) 캡슐 후에, 1 sq. ft. 0.2um Sartobran P(상표명) 무균 필터(Sartorius, Corp.)를 
통해 용출된 물질을 통과시킴으로 무균 여과되고 4℃에서 저장하였다.
    

    
자살 기질, 콘듀리톨 β-에폭시드(CBE)를 사용하여, 식물 글루코시다아제의 존재하에 재조합 글루코세레브로시다아
제(rGCB) 활성의 억제가 이루어졌다. 효소 활성은 CBE에 의해 또는 없이 5mM 메틸룸벨리페릴 β-D 글루코시드, 0.
1M 인산 칼륨, 0.15% 트리톤-X100, 0.125% 타우로콜산 나트륨, 0.1% 소 혈청 알부민, pH 5.9를 함유하는 반응 혼
합물에서 37℃에서 측정하였다. 전체 글루코시다아제 활성 및 rGCB 활성은 형광 기질 4-메틸룸벨리페릴 글루코피라
노시드의 가수분해에 의해 측정되었다. 전체 단백질은 브라드포드(Bradford, M. Anal. Biochem.72:248;1976)의 방
법에 기초한 Bio-Rad 단백질 분석(상표명)를 사용하여 측정하였다.
    

IF-1만 수집된 GCB를 발현하는 전형적으로 들판에서 재배한 담배 1㎏으로부터 2,745 유닛의 특정 활성에서 GCB의 
435,000 유닛을 얻었다. IF 풀이 수집될(IF-1, IF-2 및 소모성 완충액)때 유닛/kg은 3,400의 특정 활성의 755,00
0까지 증가하였다.

하기 표 8은 1주간 실험을 나타내는 데이타를 포함한다.

[표 8]
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절단된 조직 실험예

상기 실험은 리소좀 효소 글루코세레브로시다아제를 발현하는 유전자도입 담배의 MD609 잎조직 100㎏을 줄기에서 
손으로 수확하고, 중량재고, 완충액 침윤을 위해 표면적을 증가시키기 위해 작은 조각으로 자름으로써 실시하였다. 잎 
5㎏을 폴리에스테르 백(Filtra-Spec(상표명), 12-2-1053)에 넣고, 잎 4 ×5㎏ 백을 금속제 바스켓에 넣었다. 잎재
료를 함유하는 금속제 바스켓을 완충액 100ℓ 이하(0.1 KPO 4 완충액, pH 6.0, 5mM EDTA, 0.5% 타우로콜산, 10m
M 2-메르캅토에탄올)를 함유하는 200ℓ Mueller(상표명) 진공탱크에 넣었다. 완전한 함침을 위해 잎/백위에 70lb. 
스테인레스 스틸 판을 올려놓았다. 진공을 695㎜Hg로 조절하고, 1분동안 유지한후 신속하게 해제한다. 상기 진공침윤
을 전체 2주기 반복하였다. 진공침윤후, 잎과 바스켓을 진공탱크로부터 꺼낸다. 진공침윤된 잎들을 함유하는 백을 원심
분리하기 전체 10분 이하동안 중력 드레인 표면 완충액에 넣었다. Heine(상표명) 바스켓 원심분리기(볼 치수, 직경 2
8.0인치×16.5인치)를 사용하여 원심분리(1,800×G, 30분)함으로써 진공침윤된 잎들로부터 간질액(IF)을 추출하였
다. 수집된 IF를 50μ 카트리지 필터를 통해 여과한후, 조직 전체 100㎏이 침윤될때까지 4℃에서 저장하였다. 모든 조
직이 침윤될때까지, 상기 방법을 다음 셋트의 4개의 5㎏ 백(5주기×20㎏ 전체주기)에 의해 반복하였다. 조직을 완전히 
함침시키기 위해, 각 침윤주기동안 추가의 완충액을 첨가하였다. 간질액내에서 얼마나 많은 효소가 추출되는 지를 평가
하기 위해, 간질액이 분리되는 조직을 상기와 같은 침윤완충액 4부피와 함께 와링(Waring(상표명)) 혼합기내에서 균
질화하고, 원심분리하고, 효소활성에 대해 상층액 분석하였다.

    
페닐 스트림라인(Phenyl Streamline, 상표명) 수지를 함유하는 파마시아 스트림라인(Pharmacia Streamline)) 200
(상표명) 컬럼상에 희석 간질액(공급스트림)을 직접 가함으로써 재조합 GCB를 정제하였다. 상기 컬럼을 평형화하고, 
레코더상의 UV-시그널이 25mM 시트레이트, 20% 에틸렌 글리콜, pH 5.0에 의해 기준선으로 복귀하고 25mM 시트
레이트, 70% 에틸렌 글리콜에 의해 희석될때까지 세척하였다. 모든 크로마토그래피 단계들을 실온에서 실시하였다. 하
기의 표 9는 절단실험 데이터를 포함한다.
    

[표 9]
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니코티아나 벤타미아나의 간질액으로부터 알파 갈락토시다아제의 실험실규모 정제

    
활발하게 성장하는 니코티아나 벤타미아나 식물에 리소좀 효소 α 갈락토시다아제 유전자를 함유하는 재조합 식물 바
이러스 구조물의 감염성 전사물을 접종하였으며, 상기 α-갈락토시다아제 유전자는 간극에 분비할 수 있는 뉴클레오티
드 서열로의 카르복시-말단 변형물을 포함한다. 접종후 14일후 α 갈락토시다아제를 발현하는 니코티아나 벤타미아나
로부터 조직감염된 잎조직(1-2㎏)을 수확하였다. 상기 조직의 중량을 재고, 1회에 수 ㎏의 잎조직을 축적할 수 있는 
침윤용기내 2-4용적의 완충액(25mM 비스 트리스 프로판 완충액, pH 6.0, 5mM EDTA, 0.1mM 2-메르캅토에탄올)
에 함침하였다. 조직 하부의 중량을 재기 위해, 조직상부에 구멍난 금속판을 놓았다. 진공을 30초동안 620-695㎜Hg
로 펌프시키고, 신속하게 해제하였다. 조직을 회전시키고, 진공을 다시 가해 완전한 침윤을 얻었으며, 이는 원하지 않는 
쪽의 잎조직의 색상을 명확하게 어둡게 함으로써 확인되었다. 조직상 과량의 완충액을 빼냈다. 바스켓 로터에서 10-1
5분동안 3800RPM(2100×G)으로 조직을 원심분리(깊이 10인치×4.25인치, InterTest Equipment Services, San 
Jose, CA/Biosource Design 25-0611000)함으로써, 조직으로부터 방출되었다. 흡인법에 의해 간질액을 수집했다. 
일부 경우에, 감염된 잎조직만 수확하였다. 선택적으는, 침윤을 위한 잎조직에서 잎병과 줄기를 수확하였다. 침윤하기
전에 조직으로부터 주맥은 제거하지 않았다.
    

부틸 스트림라인(상표명) 수지를 함유하는 파마시아 스트림라인 25(상표명) 컬럼상에 희석 세포간 (공급 스트림)을 
부하함으로써 α 갈락토시다아제를 정제하였다. 확장층 크로마토그래피는 원심분리 및/또는 미세여과단계가 필요없이 
단백질을 한단계에서 포획, 정화 및 농축시킬 수 있다. 상기 컬럼을 평형화하고, 레코더상의 UV-시그널이 25mM 비스 
트리스 프로판 pH 6.0 20% (NH 4 )2 SO4 에 의한 기준선으로 복귀할때까지, 세정하고, 그후 25mM 비스 트리스프로판 
pH 6.0에 의해 용출시켰다. 용출된 물질을 1mM NaPO 4 완충액, 5% 글리세롤, pH 6.0에 의해 수산화인회석상에서 상
기 용출된 물질을 추가정제하고, 1-250mM NaPO 4 완충액, 5% 글리세롤, pH 6.0 선형구배 또는 단계 구배에 의해 용
출시켰다. 모든 크로마토그래피 단계들은 실온에서 수행하였다.

    
α 갈락토시다아제 활성은 형광 기질 4-메틸룸벨리페릴 α-D 갈락토피라노시드를 가수분해함으로써 측정하였다. 효
소활성은 5mM 메틸룸벨리페릴 α-D 갈락토피라노시드, 0.1M 인산칼륨, 0.15% 트리톤-X100(상표명), 0.125% 소
듐 타우로콜레이트, 0.1% 소혈청 알부민, pH 5.9를 함유하는 반응혼합물내에서 37℃에서 측정하였다. 전체 단백질은 
Bradford(Bradford, M. Anal. Biochem. 72:248; 1976)의 방법에 기초한 Bio-Rad Protein Assay(상표명)을 사용
하여 측정하였다.
    

잎 1㎏에서, 본 발명자들은 단일 침윤과정(IF-1)후에 800,000개의 유닛의 특정활성에서 α 갈락토시다아제의 1억 4
천만 - 1억 6천만개의 유닛을 얻었다.

하기 표 10은 여러 실험예를 나타내는 데이터를 포함한다.

[표 10]
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목초지 재배 담배의 잎 간질액으로부터의 글루코세레브로시다아제 및 잎 균질화액으로부터의 재조합 바이러스의 중간
시험규모 정제

    
리소좀 효소 글루코세레브로시다아제를 발현하는 유전자도입 담배(MD609)에 코트 단백질 루프 융합을 함유하는 담배
모자이크 바이러스 유도체 TMV291을 기계접종하였다(Turpen외 다수, 1995, Bio/Technology 13:23-57). 접종하
고 5주후에 유전자도입, 형질도입된 잎조직 100㎏ 전체를 목초지로부터 수확하였다. 상기 조직을 손으로 조직으로부터 
벗겨내고, 중량재었다. 폴리에스테르 백(Filtra-Spec(상표명), 12-2-1053)에 잎 5㎏을 넣고, 4개의 잎 5㎏ 백을 
금속 바스켓에 넣었다. 잎재료를 함유하는 금속바스켓을 100ℓ 이하의 완충액(0.1 KPO4 완충액, pH 6.0, 5mM EDT
A, 0.5% 타우로콜산, 10mM 2-메르캅토에탄올)을 함유하는 200ℓ 뮐러(Mueller, 상표명) 진공탱크내에 넣었다. 완
전한 함침을 위해 잎/백위에 70lb. 스테인레스 스틸 판을 올려놓았다. 진공을 695㎜Hg로 조절하고, 1분동안 유지한후 
신속하게 해제한다. 상기 진공침윤을 전체 2주기 반복하였다. 간질액을 분리하지 않으면서 진공을 여러번 사용하는 것
은 단일 침윤과정을 구성한다. 완전한 침윤의 표시는 잎조직의 밑바닥 색이 어두워지는 것이다. 진공침윤후, 잎과 바스
켓을 진공탱크로부터 꺼낸다. 진공침윤된 잎들을 함유하는 백을 원심분리하기 전체 10분 이하동안 중력 드레인 표면 완
충액에 넣었다. Heine(상표명) 바스켓 원심분리기(볼 치수, 직경 28.0인치×16.5인치)를 사용하여 원심분리(1,800×
G, 30분)함으로써 진공침윤된 잎들로부터 간질액(IF)을 추출하였다. 수집된 IF를 50μ 카트리지 필터를 통해 여과한
후, 조직 전체 100㎏이 침윤될때까지 4℃에서 저장하였다. 모든 조직이 침윤될때까지, 상기 방법을 다음 셋트의 4개의 
5㎏ 백(5주기×20㎏ 전체주기)에 의해 반복하였다. 조직을 완전히 함침시키기 위해, 각 침윤주기동안 추가의 완충액을 
첨가하였다.
    

    
페닐 스트림라인(상표명) 수지를 함유하는 파마시아 스트림라인 200(상표명) 컬럼상에 희석 세포간액(공급스트림)을 
직접 가함으로써 재조합 GCB를 정제하였다. 확장층 크로마토그래피는 원심분리단계 및/또는 미량여과단계의 필요없이 
단백질을 한단계로 포획, 정화 및 농축할 수 있게 한다. 상기 컬럼을 평형화하고, 레코더상의 UV-시그널이 25mM 시
트레이트, 20% 에틸렌 글리콜, pH 5.0에 의해 기준선으로 복귀하고 결합효소가 25mM 시트레이트, 70% 에틸렌 글리
콜에 의해 희석될때까지 세척하였다. 용출된 물질을 1sq.ft.0.8㎛ Sartoclean GF(상표명) 캡슐 및 1sq.ft.0.2㎛ Sar
tobran P(상표명)을 통해 통과시킴으로써 멸균여과하고, 다음 크로마토그래피 단계까지 저장하였다. 4-5일 진행한 페
닐 스트림라인(상표명) 크로마토그래피로부터 용출된 물질을 함께 진행하고, 양이온 교환수지인 SP 빅 비드(상표명)
상에서 추가로 정제하고, 25mM 시트레이트, 75mM NaCl, pH 5.0. 25mM 시트레이트, 0.4M NaCl, 10% 에틸렌 글
리콜, pH 5.0의 단계 구배에 의해 GCB를 용출하였다. 모든 크로마토그래피 단계들은 실온에서 실시하였다. 용출된 물
질은 1sq.ft.0.8㎛ Sartoclean GF(상표명), 1sq.ft. 0.2㎛ Sartobran P(상표명) 멸균필터(Sartorius, Corp.)을 통해 
용출된 물질들을 통과시킴으로써 멸균여과하고, 4℃에서 저장하였다.
    

    
자살기질인 콘듀리톨(conduritol) β-에폭시드(CBE)를 사용하여, 식물 글루코시다아제의 존재하에서 재조합 글루코
세레브로시다아제(rGCB) 활성의 억제가 얻어졌다. 효소활성은 CBE와 함께 및 없이, 5mM 메틸룸벨리페릴 β-D 글루
코시드, 0.1M 인산칼륨, 0.15% 트리톤-X100(상표명), 0.125% 소듐 타우로콜레이트, 0.1% 소혈청 알부민, pH 5.
9를 함유하는 반응혼합물내에서 37℃에서 측정하였다. 전체 글루코시다아제 활성 및 rGCB 활성은 형광 기질 4-메틸
룸벨리페릴 글루코피라노시드의 가수분해에 의해 측정하였다. 전체 단백질은 Bradford의 방법(Bradford, M. Anal. 
Biochem. 72:248(1976))에 기초한 Bio-Rad Protein Assay(상표명)을 사용하여 측정하였다.
    

IF 추출된 잎조직내에 남은 바이러스 양은 균질화 및 폴리에틸렌 글리콜 침전법을 사용하여 측정하였다. 그리고, 포합
된 간질액내에 존재하는 바이러스의 양은 폴리에틸렌 글리콜 침전에 의해 직접 측정되었다. 침전된 시료로부터의 최종 
바이러스 수율은 260㎚ 흡광도에 의해 분광광도적으로 측정하였다(표 11 참조)

[표 11]
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시료 바이러스 역가
풀된 IF 바이러스 0.004㎎/생체중(g), 바이러스 0.010㎎/IF(㎎)
IF 추출후 균질화된 잎조직 바이러스 0.206㎎/생체중(g)

표 12에는 TMV 형질도입 식물조직으로부터의 GCB 추출데이터가 포함되어 있다.

본 실시예는 특이적인 표적생성물을 아포플라스트 및 세포질내에 위치시키는 추출과정에 기초한 같은 잎조직으로부터 
2개의 다른 생성물을 추출할 수 있는 능력을 입증한다.

본 발명의 상세한 설명이 본 발명의 바람직한 구체예를 참고로 하여 개시되는 반면, 본 상세한 설명을 제한한다기 보다 
상술한다는 의미로 이해하여야 한다. 당업자는 본 발명의 정신 및 청구의 범위내에서 쉽게 변형할 수 있을 것이다. 또한, 
본 발명은 제조된 모든 단백질 또는 식물내에서 재조합생성될 수 있는 단백질에 적용되며, 본 명세서에 기술된 단백질
에만 국한되는 것이 아니라는 것도 이해될 것이다.

[표 12]
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실시예 13
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IF 프랙션의 대규모 원심분리

본 실시예에는 다운스트림 처리를 위해 IF 추출액의 일정한 스트림을 형성할 불연속적인 일련의 방법을 사용하여 IF 추
출액을 제조하기 위한 규모-향상 과정이 설명되어 있다. 상기 과정은 하기의 요소들로 구성된다:

1. 자동화된 전체 잎 수확.

2. 대규모 연속식 침윤.

3. 대규모 바스켓 원심분리.

    
적어도 2개의 사용가능한 전체-규모의 전체 잎 수확기 디자인이 있다. 1개는 R.J.Reynolds Company에 의해 개발되
었으며, 노스캐롤라이나주의 아보카장치로 사용되고 있다. 다른 1개는 켄터기 대학의 농업공학부에 의해 개발되었으며, 
데비어스 카운티 켄터키의 상업용 담배농장에서 3계절동안 증명되었다. 상기 수확기들은 온전한 식물을 자를 수 있고, 
전체 잎을 벗길 수 있고, 잎 및 줄기 조직을 시간당 수 에이커에서 일정한 속도로 분리할 수 있는 능력을 나타냈다. 그
후, 잎들은 트레일러내 추출장치로 수송될 것이다.
    

    
그후, 상기 잎들을 기계적 컨베이어 및 중량 벨트 공급기에 의해 진공침윤 시스템으로 내려질 것이다. 2가지 시스템이 
디자인된다. 시스템 1(도 1)은 벌크 탱크이다. 상기 탱크는 완전한 진공을 위해 구성되며, 모든 잎들이 침윤매질내에 
함침되도록 저속(50이하)의 rpm으로 회전가능하다. 종래의 기계적 진공펌프 또는 21인치의 물 컬럼 압력과 동일한 진
공으로의 증기 배출기에 의해 형성된다. 그후, 상기 진공은 조직을 침윤시킨다. 그후, 완충액 재사용을 위해 제2 탱크로 
용기를 배출하고, 잎조직을 탱크의 바닥내 오거를 통해 컨베이어상에서 용기로부터 배출포트로 배출하였다. 상기 컨베
이어는 중량벨트를 통해 바스켓 원심분리기로 상기 잎들을 수송하였다. 중량벨트는 측정량의 물질이 각 원심분리 주기
를 위한 원심분리기에 첨가되도록 한다. 시스템 2는 연속식 진공침윤시스템이다. 상기 시스템은 내부 오거 컨베이어를 
갖는 대형 원통형 튜브로 구성된다(도 2). 실린더가 각을 형성하며 위치되어 있다. 실린더는 침윤액에 의해 일부 채워
진다. 종래의 진공펌프 또는 증기 배출기에 의해 대략 21인치의 물 컬럼 압력으로 제공된 진공하에 실린더를 둔다. 잎
조직을 회전밸브를 통해 첨가하고, 조직을 첨가함에 따라 진공을 유지한다. 그후 튜브위로 완충액이 이동하고, 오거에 
의해 수송되는 시간동안 잎조직을 함침시킨다. 침윤된 잎들을 다른 회전밸브를 통해 오거의 높아진 끝에서 배출된다. 
상기 지점에서 진공이 해제된다. 회전밸브 및 오거 수송 플라이트를 구비한 상기 종류의 압력용기는 증기압력을 사용하
여 쌀 및 다른 물질들을 연속요리하기 위해 사용되는 크리스티안 엔지니어링(샌프란시스코)에 의해 설계된 압력용기로
부터 개작된다. 일단 배출되면, 잎은 중량벨트를 구비한 컨베이어를 통해 바스켓 원심분리기에 수송된다. 중량벨트는 
상기 기술된 바와 같이, 바스켓 원심분리기의 각 주기에 물질을 적당히 배출시키도록 기능한다.
    

    
바스켓 원심분리기는 세척후 샐러드 그린을 탈수하기 위한 채소산업용 기본 Sanborn(UPE) 디자인의 변형예이다. 원
심분리기는 바스켓의 내부상에 원뿔형 스핀들을 구비한 바스켓 디자인이다. 상기 바스켓은 수압 피스톤을 통해 실린더
로부터 바닥면을 분리하도록 하는 2구획 디자인이다. 원심분리기는 원뿔형 스핀들을 구비한 바스켓의 중앙위에 위치되
어 있는 컨베이어를 통해 매우 느린 속도(예를 들어, 낮은 RPM 또는 낮은 G력)로 부하된다. 컨베이어로부터 물질이 
떨어질때, 뚫린 바스켓의 측면에서 원뿔에 의해 전형된다. 잎이 완전히 채워졌을때, 오거는 정지하고, 바스켓은 대략 6
-50분동안 2000-2500×G로 가속화된다. IF 유액이 원심분리기로부터 추출된다. 원심분리 종반에, 바스켓은 낮은 r
pm으로 감속된다. 바스켓의 바닥이 수압 피스톤의 작용에 의해 측면(실린더)로부터 분리된다. 잎조직이 컨베이어로 배
출되고, 원심분리기의 바닥이 닫히고, 상기 주기가 반복된다. 상기 디자인은 보다 높은 G력에 대해 평가될 수 있는 로터 
및 드라이브가 설계될 필요가 있다. 보통, Sanborn형 기계는 600 내지 800G에서만 작동한다. 그러나, 상기 유일한 용
도를 위한 개선된 기계를 구조하기 위해 정상적인 엔지니어링 변수내에 있다.
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(57) 청구의 범위

청구항 1.

(a)완충액에 의해 식물 잎을 침윤시키는 단계;

(b)식물조직과 완충액을 진공환경에 넣는 단계;

(c)완충액으로부터 조직을 제거하는 단계;

(d)조직을 원심분리하여 간질액을 제거하는 단계; 및

(e)간질액으로부터 목적 단백질을 농축시키는 단계로 구성된, 식물조직의 간질액으로부터 목적하는 농축된 활성 단백
질을 대규모로 추출하는 방법.

청구항 2.

제 1 항에 있어서,

상기 조직은 바스켓 원심분리기에 의해 원심분리되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 3.

제 1 항에 있어서,

상기 단백질은 한외 여과법에 의해 농축되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 4.

제 1 항에 있어서,

상기 단백질은 확장층 크로마토그래피에 의해 농축되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 5.

제 1 항에 있어서,

상기 식물조직은 잎, 줄기, 어린 가지, 꽃, 과실 및 뿌리로 구성된 군에서 선택되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 6.

제 1 항에 있어서,

완충액에 의해 식물 잎을 침윤시키기 전에, 주맥을 따라 식물 잎을 자르는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는 
방법.

청구항 7.

제 1 항에 있어서,
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상기 완충액은 시트레이트, 인산염 및 트리스로 구성된 군에서 선택되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 8.

제 7 항에 있어서,

상기 완충액은 라우로콜산 나트륨, SDS, 트리톤, Tween(상표명)s, 인지질, 담즙산염, 소듐 디옥시콜레이트 및 소듐 
라우릴 설페이트로 구성된 군에서 선택되는 제제를 함유하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 9.

제 7 항에 있어서,

상기 완충액은 EDTA, EGTA 및 시트레이트로 구성된 군에서 선택되는 킬레이터를 추가로 함유하는 것을 특징으로 하
는 방법.

청구항 10.

제 7 항에 있어서,

상기 완충액은 α-메르캅토 에탄올, 아스코르브산염, 소듐 메타비설페이트 및 디티오트레이톨로 구성된 군에서 선택되
는 산화방지제를 함유하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 11.

제 1 항에 있어서,

상기 식물 잎 및 완충액은 200-760㎜Hg의 진공압력으로 가해지는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 12.

제 11 항에 있어서,

상기 진공압력은 400-760㎜Hg인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 13.

제 11 항에 있어서,

상기 진공압력은 740-760㎜Hg인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 14.

제 11 항에 있어서,

상기 진공압력은 760㎜Hg인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 15.

제 1 항에 있어서,
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상기 원심분리는 50-5,000×G의 중력 범위에서 진행되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 16.

제 1 항에 있어서,

상기 원심분리는 약 2,000×G의 중력 범위에서 진행되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 17.

제 1 항에 있어서,

상기 목적 단백질은 재조합 식물 바이러스 벡터에 의해 식물내에서 생성되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 18.

제 1 항에 있어서,

상기 목적 단백질은 유전자도입 식물에 의해 생성되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 19.

제 1 항에 있어서,

상기 목적 단백질은 식물내에서 자연적으로 생성되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 20.

제 1 항에 있어서,

원심분리하기 전에, 조직으로부터 과량의 완충액을 배출시키거나 또는 흡수하는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징으로 
하는 방법.

청구항 21.

제 1 항에 있어서,

불연속적인 일련의 방법에 의해 완충액으로부터의 조직을 원심분리기로 이동시키는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징
으로 하는 방법.

청구항 22.

제 1 항에 있어서,

원심분리에 의해 간질액을 제거한 후에 남은 조직으로부터 목적 단백질을 정제하는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징
으로 하는 방법.

청구항 23.

제 1 항에 있어서,
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상기 단백질은 원형질 관통막, 페록시좀, 관련 세포막, 기타 세포기관, 핵, 골지체, 세포기질, 조면 및 활면 소포체, 미
토콘드리아, 액포 및 엽록체로 구성된 군에서 선택되는 세포성분으로부터 유도되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 24.

제 1 항에 있어서,

목적 단백질은 리보솜 불활성 단백질인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 25.

제 1 항에 있어서,

목적 단백질은 인간의 리소좀 효소인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 26.

제 1 항에 있어서,

목적 단백질은 산업용 효소인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 27.

제 1 항에 있어서,

목적 단백질은 시토킨인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 28.

제 1 항에 있어서,

목적 단백질은 항체 또는 항체 단편인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 29.

제 1 항에 있어서,

목적 단백질은 α-갈락토시다아제 또는 α-갈락토시다아제의 아이소자임인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 30.

제 1 항에 있어서,

목적 단백질은 글루코세레브로시다아제 또는 글루코세레브로시다아제의 아이소자임인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 31.

제 1 항에 있어서,

목적 단백질은 세포내 특정 구획으로 단백질을 안내하는 시그널 펩티드를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 32.

제 1 항에 있어서,

한 종류 이상의 단백질이 동시에 정제될 수 있는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 33.

(a)완충액에 의해 식물 조직을 침윤시키는 단계;

(b)식물 조직과 완충액을 진공환경에 넣는 단계;

(c)완충액으로부터 조직을 제거하는 단계;

(d)조직을 원심분리하여 간질액을 제거하는 단계; 및

(e)간질액으로부터 단백질을 농축시키는 단계로 구성된, 식물 조직의 간질액으로부터 추출된, 식물로부터 얻은 단백질.

청구항 34.

제 33 항에 있어서,

목적 단백질은 α-갈락토시다아제 또는 α-갈락토시다아제의 아이소자임인 것을 특징으로 하는 단백질.

청구항 35.

제 33 항에 있어서,

목적 단백질은 글루코세레브로시다아제 또는 글루코세레브로시다아제의 아이소자임인 것을 특징으로 하는 단백질.

청구항 36.

제 33 항에 있어서,

목적 단백질은 리보솜 불활성 단백질인 것을 특징으로 하는 단백질.

청구항 37.

제 33 항에 있어서,

목적 단백질은 인간의 리소좀 효소인 것을 특징으로 하는 단백질.

청구항 38.

제 33 항에 있어서,

목적 단백질은 산업용 효소인 것을 특징으로 하는 단백질.

청구항 39.
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제 33 항에 있어서,

목적 단백질은 시토킨인 것을 특징으로 하는 단백질.

청구항 40.

제 33 항에 있어서,

목적 단백질은 항체 또는 항체 단편인 것을 특징으로 하는 단백질.

청구항 41.

제 1 항에 있어서,

상기 식물조직은 벌크 회전식 진공침윤 탱크에 의해 상기 식물조직에 완충액을 불연속적으로 운반함으로써 상기 완충
액에 의해 침윤되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 42.

제 1 항에 있어서,

상기 침윤은 회전식 입구 및 회전식 배출 밸브를 구비한 내부 오거를 포함하는 원통형 압력용기에 의한 연속식 침윤인 
것을 특징으로 하는 방법.

청구항 43.

제 2 항에 있어서,

상기 바스켓 원심분리기는 약 2000-2500×G에서 간질액을 추출하기 위해, 저속으로 부하 또는 배출되고, 가속화될 
수 있으며, 잎재료는 스플릿 로터 디자인을 통해 배출되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 44.

(a)완충액에 의해 식물조직을 침윤시키는 단계;

(b)식물조직과 완충액을 진공환경으로 넣는 단계;

(c)완충액으로부터 조직을 제거하는 단계;

(d)조직을 원심분리하여 간질액을 제거하는 단계; 및

(e)간질액으로부터 생체 분자를 농축시키는 단계로 구성된, 지질, 탄수화물, 지단백질, 다당류, 당, 지방산, 핵산 및 폴
리뉴클레오티드로 구성된 군에서 선택된 목적하는 농축된 생체분자를 대규모로 추출하는 방법.

청구항 45.

제 44 항에 있어서,

조직은 바스켓 원심분리기에 의해 원심분리되는 것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 46.

제 44 항에 있어서,

상기 생체분자는 한외 여과법에 의해 농축되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 47.

제 44 항에 있어서,

상기 생체분자는 확장층 크로마토그래피에 의해 농축되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 48.

제 44 항에 있어서,

상기 식물조직은 잎, 줄기, 어린 가지, 꽃, 과실 및 뿌리로 구성된 군에서 선택되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 49.

제 44 항에 있어서,

완충액에 의해 식물 잎을 침윤시키기 전에, 식물 잎을 주맥을 따라 자르는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는 
방법.

청구항 50.

제 44 항에 있어서,

상기 완충액은 시트레이트, 인산염 및 트리스로 구성된 군에서 선택되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 51.

제 50 항에 있어서,

상기 완충액은 라우로콜산 나트륨, SDS 트리톤, Tween(상표명)s, 인지질, 담즙산염, 소듐 데옥시콜레이트 및 소듐 라
우릴 설페이트로 구성된 군에서 선택된 제제를 함유하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 52.

제 50 항에 있어서,

상기 완충액은 EDTA, EGTA 및 시트레이트로 구성된 군에서 선택된 킬레이터를 추가로 함유하는 것을 특징으로 하는 
방법.

청구항 53.

제 50 항에 있어서,

상기 완충액은 α-메르캅토 에탄올, 아스코르브산염, 소듐 메타비설페이트 및 디티오트레이톨로 구성된 군에서 선택되
는 산화방지제를 함유하는 것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 54.

제 44 항에 있어서,

식물 잎 및 완충액은 200-760㎜Hg의 진공압력으로 가해지는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 55.

제 54 항에 있어서,

상기 진공압력은 400-760㎜Hg인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 56.

제 54 항에 있어서,

상기 진공압력은 740-760㎜Hg인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 57.

제 54 항에 있어서,

상기 진공압력은 760㎜Hg인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 58.

제 44 항에 있어서,

상기 원심분리는 50-5,000×G의 중력 범위에서 진행되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 59.

제 44 항에 있어서,

상기 원심분리는 약 2,000×G의 중력 범위에서 진행되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 60.

제 44항에 있어서,

상기 목적 단백질은 재조합 식물 바이러스 벡터에 의해 식물내에서 생성되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 61.

제 44 항에 있어서,

상기 목적 단백질은 유전자도입 식물에 의해 생성되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 62.
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제 44 항에 있어서,

상기 목적 단백질은 식물내에서 자연적으로 생성되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 63.

제 44 항에 있어서,

원심분리하기 전에, 조직으로부터 과량의 완충액을 배출시키거나 또는 흡수하는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징으로 
하는 방법.

청구항 64.

제 44 항에 있어서,

불연속적인 일련의 방법에 의해 완충액으로부터의 조직을 원심분리기로 이동시키는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징
으로 하는 방법.

청구항 65.

제 44 항에 있어서,

원심분리에 의해 간질액을 제거한 후에 남은 조직으로부터 단백질을 정제하는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징으로 
하는 방법.

청구항 66.

제 44 항에 있어서,

상기 단백질은 원형질 관통막, 페록시좀, 관련 세포막, 기타 세포기관, 핵, 골지체, 세포기질, 조면 및 활면 소포체, 미
토콘드리아, 액포 및 엽록체로 구성된 군에서 선택되는 세포성분으로부터 유도되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 67.

(a)완충액에 의해 식물 조직을 침윤시키는 단계;

(b)식물 조직과 완충액을 진공환경에 넣는 단계;

(c)완충액으로부터 조직을 제거하는 단계;

(d)조직을 원심분리하여 간질액을 제거하는 단계; 및

(e)간질액으로부터 단백질을 농축시키는 단계로 구성된, 지질, 탄수화물, 지단백질, 다당류, 당, 지방산, 핵산 및 폴리
뉴클레오티드로 구성된 군에서 선택되며, 식물로부터 얻은 생체분자.

청구항 68.

제 44 항에 있어서,

식물조직은 벌크 회전식 진공침윤 탱크에 의해 상기 식물조직에 완충액을 불연속적으로 운반함으로써 상기 완충액에 
의해 침윤되는 것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 69.

제 44 항에 있어서,

상기 침윤은 회전식 입구 및 회전식 배출 밸브를 구비한 내부 오거를 포함하는 원통형 압력용기에 의한 연속식 침윤인 
것을 특징으로 하는 방법.

청구항 70.

제 45 항에 있어서,

상기 바스켓 원심분리기는 약 2000-2500×6에서 IF를 추출하기 위해, 저속으로 송출 또는 배출되고, 가속화될 수 있
으며, 잎재료는 스플릿 로터 디자인을 통해 배출되는 것을 특징으로 하는 방법.

도면
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도면 1
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도면 2
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도면 3
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도면 4
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도면 5A
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도면 5B
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도면 5C

 - 44 -



공개특허 특2001-0072372

 
도면 5D
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< SEQUENCE LISTING
< 110> BIOSOURCE TECHNOLOGIES, INC.
< 120> METHOD FOR RECOVERING PROTEINS FROM THE INTERSTITIAL FLUID OF PLANT TISSUES
< 130> 008010135PC00
< 150> PCT/US 99/18161
< 151> 1998-08-11
< 160> 1
< 170> FastSEQ for Windows Version 3.0
< 210> 1
< 211> 7926
< 212> DNA
< 213> VIRAL
< 400> 1
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