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DESCRIPCIÓN 
 
Cepa productora de transglutaminasa 
 
CAMPO TÉCNICO 5 
 
[0001] La presente invención se refiere a una cepa que produce transglutaminasa derivada de 
actinomicetos y a un proceso para producir la transglutaminasa usando la cepa. 
 
ANTECEDENTES DE LA TÉCNICA 10 
 
[0002] La transglutaminasa es una enzima que cataliza una reacción de transferencia de acilo de un 
grupo γ-carboxamida de un resto de glutamina en una cadena peptídica. En particular, la transglutaminasa induce la 
formación intramolecular o intermolecular de entrecruzamiento e-(γ-Gln)-Lys a un grupo e-amino de un resto de 
lisina en una proteína. La enzima ha sido ampliamente utilizada para el procesamiento de proteínas usando esta 15 
propiedad en los campos de la alimentación y la medicina. 
 
[0003] Desde hace mucho tiempo se conoce la transglutaminasa derivada de animales. Se ha publicado 
que se han encontrado transglutaminasas en animales, por ejemplo, en el hígado de cobayas y en órganos y en la 
sangre de mamíferos (Connellan y col., Journal of Biological Chemistry, vol. 246, N.º 4, pág. 1093-1098 (1971)), Folk 20 
y col., Advances in Enzymology, vol. 38, pág. 109-191 (1973)) y Folk y col., Advances in Protein Chemistry, vol. 31, 
pág. 1-133 (1977)) y se han estudiado sus propiedades enzimáticas. Por otro lado, se ha encontrado un tipo 
diferente de transglutaminasa que no es dependiente de calcio (Ca2+) y es, por tanto, diferente de la 
transglutaminasa derivada de animales mencionada anteriormente. Específicamente, se ha aislado e identificado 
una transglutaminasa de Streptomyces mobaraensis [nombre anterior: Sireptoverticillium mobaraense] IFO 13819 25 
(publicación de patente japonesa sin examinar N.º S64-27471), de Streptomyces griseocarneus [nombre 
anterior: Streptoverticillium griseocarneum)] IFO 12776 y de Streptomyces cinnamoneus) [nombre 
anterior: Streptoverticillium cinnamoneum)] IFO 12852 (publicación de patente japonesa sin examinar N.º 2001-
186884), etc. 
 30 
DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 
 
[0004] Convencionalmente, puesto que la transglutaminasa se ha producido mediante extracción y 
aislamiento, etc., a partir de animales, microorganismos y similares, que están presentes en la naturaleza, hay 
muchos problemas que resolver como un bajo rendimiento de producción y un coste de producción caro, etc. Entre 35 
tanto, para la transglutaminasa derivada de microorganismos se ha estudiado intensamente el proceso de 
producción usando recombinación genética. Por ejemplo, en la solicitud de patente europea EP 1 225 217 A1 se 
describe un procedimiento de producción secretora de transglutaminasa mediante un microorganismo usando un 
plásmido de expresión que contiene un gen de transglutaminasa de una bacteria Streptomyces bajo el control de su 
promotor nativo. De forma similar, en la solicitud de patente europea EP 0 481 504 se describe la clonación del gen 40 
de la transglutaminasa a partir de Streptoverticillium sp., y la expresión recombinante de la enzima en un huésped 
microbiano. Sin embargo, según la primera publicación de un proceso usando recombinación genética (Biosci. 
Biotech. Biochem., 58,82-87 (1994), publicación de patente japonesa sin examinar N.º His-199883), la cantidad de 
producción fue de aproximadamente 0,1 mg/l, lo que estaba lejos del nivel de producción industrial. Además, según 
la notificación reciente (publicación de patente japonesa sin examinar N.º 2001-186884) aunque el nivel de 45 
producción se mejoró en cierto grado, el cultivo microbiano de dos semanas dio lugar a una productividad de sólo 
aproximadamente 40 a 50 mg/l. En este caso, tampoco puede decirse que se obtuviera una productividad suficiente. 
 
[0005] La presente invención se hizo en base a los antecedentes mencionados anteriormente y el objeto 
de la presente invención es proporcionar una cepa capaz de producir transglutaminasa con una alta eficacia y un 50 
proceso para producir la transglutaminasa usando la cepa. 
 
[0006] Para solucionar los problemas mencionados anteriormente, los presentes inventores han 
investigado con avidez. Esto significa que, para expresar la transglutaminasa derivada de actinomicetos, los 
presentes inventores han investigado la combinación de un gen estructural de la transglutaminasa, un promotor, un 55 
vector y un huésped actinomiceto. Como resultado, los presentes inventores han obtenido con éxito un 
transformante que tiene una productividad extremadamente alta de transglutaminasa y han completado la presente 
invención. Por consiguiente, la presente invención se refiere a las realizaciones caracterizadas en las 
reivindicaciones. En esta se describe: 
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[1] Un transformante de Streptomyces mobaraensis, que comprende un gen estructural de transglutaminasa 
derivado de Streptomyces mobaraensis y un promotor y un terminador que actúan sobre el gen estructural los cuales 
se introducen de forma externa. 
 5 
[2] El transformante de Streptomyces mobaraensis según [1], en el que el promotor es un promotor de 
transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis. 
 
[3] El transformante de Streptomyces mobaraensis descrito en [1] o [2], en el que el terminador es un terminador de 
transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis. 10 
 
[4] El transformante de Streptomyces mobaraensis descrito en cualquiera de los puntos [1] a [3], en el que el gen 
estructural comprende una secuencia mostrada en la SEC ID N.º 1 o una secuencia obtenida modificando una parte 
de la secuencia, codificando la secuencia la transglutaminasa. 
 15 
[5] Un transformante de Streptomyces mobaraensis que comprende un fragmento de ADN que tiene una secuencia 
introducida de forma externa mostrada en la SEC ID N.º 2 o una secuencia obtenida modificando una parte de la 
secuencia, codificando la secuencia la transglutaminasa. 
 
[6] El transformante de Streptomyces mobaraensis descrito en cualquiera de los puntos [1] a [5], que es un 20 
transformante de Streptomyces mobaraensis S-8112 o una cepa mutante del mismo. 
 
[7] Un proceso para la producción de transglutaminasa que comprende las etapas de: 
 
cultivar el transformante de Streptomyces mobaraensis que comprende un gen estructural de transglutaminasa 25 
derivado de Streptomyces mobaraensis y un promotor y un terminador que actúan sobre el gen estructural y que se 
introducen de forma externa, en las condiciones en las que el gen estructural puede expresarse y recoger la 
transglutaminasa producida. 
 
[8] El transformante de Streptomyces mobaraensis según [7], en el que el promotor es un promotor de 30 
transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis. 
 
[9] El proceso para la producción de transglutaminasa descrito en los puntos [7] u [8], en el que el terminador es un 
terminador de transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis. 
 35 
[10] El proceso para la producción de transglutaminasa en cualquiera de los puntos [7] a [9], en el que el gen 
estructural comprende una secuencia mostrada en la SEC ID N.º 1 o una secuencia obtenida modificando una parte 
de la secuencia, codificando la secuencia la transglutaminasa. 
 
[11] El proceso para la producción de transglutaminasa descrito en cualquiera de los puntos [7] a [9], en el que el 40 
transformante de Streptomyces mobaraensis comprende un fragmento de ADN que tiene una secuencia introducida 
de forma externa mostrada en la SEC ID N.º 2 o una secuencia obtenida modificando una parte de la secuencia, 
codificando la secuencia la transglutaminasa. 
 
[12] El proceso para la producción de transglutaminasa descrito en cualquiera de los puntos [7] a [11], en el que el 45 
transformante de Streptomyces mobaraensis es un transformante de Streptomyces mobaraensis S-8112 o una cepa 
mutante del mismo. 
 
[13] Un transformante de Streptomyces lividans que comprende un gen estructural de transglutaminasa derivado de 
Streptomyces mobaraensis y un promotor y un terminador que actúan sobre el gen estructural los cuales se 50 
introducen de forma externa. 
 
[14] El transformante de Streptomyces lividans descrito en el punto [13], en el que el promotor es un promotor de 
transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis. 
 55 
[15] El transformante de Streptomyces lividans descrito en el punto [13] o [14], en el que el terminador es un 
terminador de transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis. 
 
[16] El transformante de Streptomyces lividans descrito en cualquier de los puntos [13] a [15], en el que el gen 
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estructural comprende una secuencia mostrada en la SEC ID N.º 1 o una secuencia obtenida modificando una parte 
de la secuencia, codificando la secuencia la transglutaminasa. 
 
[17] Un transformante de Streptomyces lividans que comprende un fragmento de ADN que tiene una secuencia 
introducida de forma externa mostrada en la SEC ID N.º 2 o una secuencia obtenida modificando una parte de la 5 
secuencia, codificando la secuencia la transglutaminasa. 
 
[18] El transformante de Streptomyces lividans descrito en cualquiera de los puntos [13] a [17], que es un 
transformante de Streptomyces lividans 3131 o una cepa mutante del mismo. 
 10 
[19] Un proceso para la producción de transglutaminasa que comprende las etapas de: 
 
cultivar el transformante de Streptomyces lividans que comprende un gen estructural de transglutaminasa derivado 
de Streptomyces mobaraensis y un promotor y un terminador que actúan sobre el gen estructural y que se 
introducen de forma externa, en las condiciones en las que el gen estructural puede expresarse y 15 
recoger la transglutaminasa producida. 
 
[20] El proceso para la producción de transglutaminasa descrito en el punto [19], en el que el promotor es un 
promotor de transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis. 
 20 
[20] El proceso para la producción de transglutaminasa descrito en los puntos [19] o [20], en el que el terminador es 
un terminador de transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis. 
 
[22] El proceso para la producción de transglutaminasa descrito en cualquier de los puntos [19] a [21], en el que el 
gen estructural comprende una secuencia mostrada en la SEC ID N.º 1 o una secuencia obtenida modificando una 25 
parte de la secuencia, codificando la secuencia la transglutaminasa. 
 
[23] El proceso para la producción de transglutaminasa descrito en cualquier de los puntos [19] a [21], en el que el 
gen transformante de Streptomyces lividans comprende un fragmento de ADN que tiene una secuencia introducida 
de forma externa mostrada en la SEC ID N.º 2 o una secuencia obtenida modificando una parte de la secuencia, 30 
codificando la secuencia la transglutaminasa. 
 
[24] El proceso para la producción de transglutaminasa descrito en cualquiera de los puntos [19] a [23], en el que el 
transformante de Streptomyces lividans es un transformante de Streptomyces lividans 3131 o una cepa mutante del 
mismo. 35 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 
[0007]  
 40 
En la Figura 1 se muestra el procedimiento de construcción de un vector lanzadera pSV1 de los Ejemplos. 
 
En la Figura 2 se muestra el procedimiento de construcción de un plásmido de expresión para secreción pUJ51BD 
que contiene un gen de transglutaminasa. 
 45 
En la Figura 3 se muestra una secuencia de bases de una región promotora de un gen de transglutaminasa (BTG) 
determinado en los Ejemplos. 
 
En la Figura 4 se muestra una secuencia de bases de una región promotora y una parte de un gen estructural de un 
gen de transglutaminasa (BTG). 50 
 
En la Figura 5 se muestra una secuencia de bases de una parte de un gen estructural y una región terminadora de 
un gen de transglutaminasa (BTG). 
 
La Figura 6 es una tabla en la que se resumen los resultados de la medición de la cantidad de BTG en el 55 
sobrenadante de cultivo de los transformantes ABL-1 y ABM-1, respectivamente. 
 
En la Figura 7 se muestran los resultados de una electroforesis del sobrenadante del cultivo de los transformantes 
ABL-1 y ABM-1 (gel después de la tinción con plata). En los pocillos 1, 2, 3, 4 y 5 se aplica el sobrenadante de los 
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cultivos de S. lividans 3131-TS, sobrenadante del cultivo de ABL-1, BTG purificada, sobrenadante del cultivo de S. 
mobaraensis S-8112 y sobrenadante del cultivo de ABM-1, respectivamente. En el pocillo M se aplica un marcador 
de peso molecular (Pharmacia). 
 
MEJOR MODO DE REALIZAR LA INVENCIÓN 5 
 
[0008] A partir de aquí en este documento se describirá la configuración detallada de la presente 
invención. La presente invención proporciona un transformante de actinomiceto (Streptomyces mobaraensis o 
Streptomyces lividans) que comprende un gen estructural de transglutaminasa derivado de Streptomyces 
mobaraensis y un promotor y un terminador que actúan sobre el gen estructural los cuales se introducen de forma 10 
externa. 
 
[0009] En este documento, la clase de gen estructural de la transglutaminasa no está limitada 
especialmente siempre que derive de Streptomyces mobaraensis. Por ejemplo, puede usarse un gen estructural de 
transglutaminasa portado por Streptomyces mobaraensis S-8112. Un ejemplo específico del gen estructural puede 15 
incluir un ADN compuesto por una secuencia de bases mostrada en la SEC ID N.º 1. Observe aquí que 
Streptomyces mobaraensis S-8112 está depositado (número de acceso: FERM P-18980) en la siguiente agencia de 
depósito. 
 
Agencia de depósito 20 
 
[0010]  
 
Nombre: Instituto Nacional de Ciencia Industrial y Tecnología avanzada, Organismo Internacional Depositario de 
Patentes, 25 
 
Dirección: Chuo No. 6, 1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japón 
 
Fecha de depósito: 20 de agosto de 2002 
 30 
[0011] El gen estructural de la transglutaminasa puede obtenerse del siguiente modo, por ejemplo. Es 
decir, se construye una biblioteca de ADN genómico de Streptomyces mobaraensis y esta biblioteca se analiza 
usando una sonda específica para el gen estructural de la transglutaminasa. A continuación se obtiene el fragmento 
de ADN insertado mediante tratamiento con una enzima de restricción a partir del clon seleccionado. Observe aquí 
que el gen estructural de la transglutaminasa puede prepararse también mediante un procedimiento sintético bien 35 
conocido usando un método de PCR, etc. 
 
[0012] El ADN obtenido mediante modificación de una parte del ADN mostrado en la SEC ID N.º 1 
(denominado también a partir de ahora en este documento «ADN modificado») también puede usarse como el gen 
estructural de la presente invención siempre que la proteína codificada por este tenga actividad transglutaminasa. 40 
Observe aquí que es preferible que el nivel de actividad transglutaminasa sea lo más alto posible. Por ejemplo, es 
preferible que la actividad transglutaminasa esté al mismo nivel que la actividad transglutaminasa de una proteína 
codificada por el ADN compuesto por la secuencia mostrada en SEC ID N.º 1. 
 
[0013] Un ejemplo específico del ADN modificado puede incluir un ADN que hibrida con el ADN que tiene 45 
la secuencia mostrada en la SEC ID N.º 1 en condiciones rigurosas y que codifica una proteína que tiene actividad 
transglutaminasa. Observe aquí que «condiciones rigurosas» en este documento indica condiciones en las que se 
forma un híbrido denominado específico y no se forma un híbrido no específico  Por ejemplo, entre las condiciones 
rigurosas se incluyen cuando la incubación se lleva a cabo usando una solución de hibridación (formamida al 50%, 
SSC 10x (NaCl 0,15 M, citrato sódico 15 mM, pH 7,0), solución Denhardt 5x, SDS al 1%, sulfato de dextrano al 10%, 50 
ADN de esperma de salmón desnaturalizado 10 µg/ml y tampón de ácido fosfórico 50 mM (pH 7,5)) a 42ºC, seguido 
de lavado con SSC 0,1x y SDS al 0,1% a 68ºC. Entre las condiciones rigurosas adicionales preferidas pueden 
incluirse condiciones en las que se usa una solución de hibridación (formamida al 50%, SSC 5x (NaCl 0,15 M, citrato 
sódico 15 mM, pH 7,0), solución de Denhardt 1x, SDS al 1%, sulfato de dextrano al 10%, ADN de esperma de 
salmón desnaturalizado 10 µg/ml y tampón de ácido fosfórico 50 mM (pH 7,5). 55 
 
[0014] Otro ejemplo del ADN modificado puede incluir ADN compuesto por una secuencia de bases que 
incluye sustitución, deleción, inserción, adición o inversión de una o varias bases en una secuencia de bases 
mostrada en la SEC ID N.º 1 y que codifica una proteína que tiene actividad transglutaminasa. La mutación como 
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sustitución de una base puede estar en diversos sitios. En este documento, «diversidad» indica de 2 a 40, 
preferiblemente de 2 a 20 y, más preferiblemente, de 2 a 10 aunque es diferente dependiendo de las clases o 
posiciones de aminoácidos codificados por las bases que se van a mutar. Observe aquí que esta modificación 
incluye la introducción de un sitio de restricción en el extremo 5’, en el extremo 3’ o en otros sitios o la adición de una 
secuencia que codifica un péptido señal. 5 
 
[0015] El ADN modificado mencionado anteriormente puede obtenerse modificando genéticamente ADN 
que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.º 1 de modo que los restos de aminoácidos en una cita determinada 
incluye sustitución, deleción, inserción, adición o inversión mediante el uso de, por ejemplo, un procedimiento de 
mutación específico de sitio. Asimismo, el ADN modificado mencionado anteriormente puede obtenerse usando un 10 
proceso de mutación bien conocido que incluye el procesamiento de Streptomyces mobaraensis portador de un gen 
de transglutaminasa con luz ultravioleta y, a continuación, el aislamiento del gen estructural de la transglutaminasa 
modificada y similar. 
 
[0016] Observe aquí que la mutación mencionada anteriormente, como sustitución, inserción, adición, 15 
inversión o similares, de bases incluye una mutación natural, por ejemplo, mutación basada en una diferencia 
individual de Streptomyces mobaraensis. 
 
[0017] Por ejemplo, cuando el Streptomyces mobaraensis natural tiene dicho ADN modificado, se extrae 
el ADN genómico (cromosoma) de la cepa y se procesa con una enzima de restricción apropiada, seguido de la 20 
selección y aislamiento del ADN que hibrida en condiciones rigurosas en una selección con el uso del ADN de SEC 
ID N.º 1 o una parte del ADN como sonda. De este modo, puede obtenerse un ADN modificado. 
 
[0018] Puede emplearse un promotor que actúa sobre el gen estructural mencionado anteriormente. 
Preferiblemente, se emplea un promotor de transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis. 25 
Preferiblemente además se emplea un promotor cuyo origen es el mismo que el del gen estructural que se va a usar. 
Por ejemplo, cuando el gen estructural de la transglutaminasa se obtiene a partir de Streptomyces mobaraensis 
como se menciona anteriormente, se obtiene un fragmento de ADN que incluye además una región promotora del 
mismo además del gen estructural y puede usarse este fragmento de ADN como el gen estructural y el promotor de 
la presente invención. 30 
 
[0019] También como terminador se emplea un terminador que actúa sobre el gen estructural 
mencionado anteriormente. Preferiblemente, se emplea un terminador de transglutaminasa derivado de 
Streptomyces mobaraensis. Preferiblemente además se emplea un terminador cuyo origen es el mismo que el del 
gen estructural que se va a usar. Por ejemplo, cuando el gen estructural de la transglutaminasa se obtiene a partir 35 
de Streptomyces mobaraensis como se menciona anteriormente, se obtiene un fragmento de ADN que incluye 
además una región terminadora del mismo además del gen estructural y puede usarse este fragmento de ADN como 
el gen estructural y el terminador de la presente invención. 
 
[0020] En este documento es especialmente preferible que tanto el promotor, el gen estructural como el 40 
terminador deriven del mismo Streptomyces mobaraensis. Un ejemplo de esta realización incluye el caso del uso de 
un Streptomyces mobaraensis huésped que contiene un fragmento de ADN que tiene la secuencia mostrada en la 
SEC ID N.º 2. Puede prepararse este fragmento de ADN de modo que incluya las regiones promotora y terminadora 
además del gen estructural cuando el gen estructural de la transglutaminasa se obtiene a partir de Streptomyces 
mobaraensis como se mencionó anteriormente. 45 
 
[0021] En este documento, incluso si el ADN que consta de la secuencia mostrada en SEC ID N.º 2 es un 
ADN obtenido modificando una parte de la secuencia (ADN modificado), dicho ADN puede usarse siempre que la 
proteína codificada por el mismo tenga actividad transglutaminasa. Observe aquí que es preferible que el nivel de 
actividad transglutaminasa sea lo más alto posible. Por ejemplo, es preferible que la actividad transglutaminasa esté 50 
al mismo nivel que la actividad transglutaminasa de una proteína codificada por el ADN compuesto por la secuencia 
mostrada en SEC ID N.º 2. 
 
[0022] Como en el caso del ADN de SEC ID N.º 1, un ejemplo específico del ADN modificado puede 
incluir un ADN que hibrida con el ADN que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.º 2 en condiciones rigurosas 55 
y codifica una proteína que tiene la actividad transglutaminasa, y ADN compuesto por la secuencia de bases que 
incluye sustitución, deleción, inserción, adición o inversión de una o varias bases en la secuencia de bases mostrada 
en la SEC ID N.º 2 y que codifica una proteína que tiene actividad transglutaminasa. Además, el intervalo capaz de 
ser modificado, el procedimiento de preparación del ADN modificado y similares son los mismos que los del ADN 
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mostrado en la SEC ID N.º 1. 
 
[0023] Se produce Un transformante de actinomiceto (Streptomyces mobaraensis o Streptomyces 
lividans) dentro del cual se introdujo de forma externa el gen estructural, promotor y terminador mencionados 
anteriormente se produce mediante la transformación de un actinomiceto (Streptomyces 5 
mobaraensis o Streptomyces lividans)  huésped con el uso de un vector de expresión que contiene el gen 
estructural, etc. 
 
[0024] Como el Streptomyces mobaraensis utilizado para la transformación puede usarse, por ejemplo, 
Streptomyces mobaraensis S-8112 (número de acceso: FERM P-18980) o la cepa mutante del mismo. Por otro lado, 10 
como Streptomyces lividans puede usarse, por ejemplo, Streptomyces lividans 3131 (ATCC 35287) o la cepa 
mutante del mismo. Para la producción de la cepa mutante, por ejemplo, puede usarse un procedimiento bien 
conocido como la radiación ultravioleta. 
 
[0025] Para la construcción del vector de expresión, puede usarse un vector bien conocido como un 15 
vector disponible en el mercado que puede usarse para la transformación de actinomicetos. Por ejemplo, puede 
construirse un vector de expresión combinando un plásmido, pUC19, pBR322, pBluescript, etc., usando Escherichia 
coli como huésped y un plásmido, pIJ702, etc., portado por Streptomyces lividans 3131, usando actinomicetos como 
huésped. A continuación se muestran ejemplos específicos del plásmido de expresión. En primer lugar, se construye 
un vector lanzadera que tiene tanto el origen de replicación de Escherichia coli como el origen de replicación de los 20 
actinomicetos usando pUC19 y pIJ702. Por otro lado, el fragmento de ADN que contiene un promotor, un gen 
estructural y un terminador de la transglutaminasa se aísla a partir de Streptomyces mobaraensis y se inserta en un 
sitio de restricción apropiado de pUC19. A continuación se usa pIJ702 y el vector lanzadera mencionado 
anteriormente para insertar un gen tsr (resistencia a tioestreptón) dentro de este plásmido. Por tanto, se obtiene un 
vector de expresión que contiene un origen de replicación de Escherichia  coli, un gen Ampr (resistencia a 25 
ampicilina), un origen de replicación de actinomicetos y un gen tsr (resistencia a tioestreptón) así como un promotor, 
un gen estructural y un terminador de transglutaminasa. 
 
[0026] El tratamiento con la enzima de restricción, la inserción de un fragmento de ADN y similares, para 
la construcción de un vector pueden llevarse a cabo mediante un procedimiento rutinario. 30 
 
[0027] Observe aquí que un vector de expresión que incluye un gen estructural de transglutaminasa 
derivado de Streptomyces mobaraensis y un promotor y terminador que actúan sobre el gen estructural pueden 
usarse para la transformación de microorganismos pertenecientes al género Streptomyces distintos a Streptomyces 
mobaraensis. 35 
 
[0028] La transformación de actinomicetos (Streptomyces mobaraensis o Streptomyces lividans) usando 
el vector de expresión construido como se menciona anteriormente puede llevarse a cabo mediante un 
procedimiento de introducción de un vector de expresión en un protoplasto del actinomiceto huésped. Es preferible 
que esta transformación se lleve a cabo en condiciones en las que los actinomicetos como huésped puedan crecer. 40 
Según la investigación de los presentes inventores, la eficacia de transformación aumenta notablemente mediante 
este procedimiento. Pueden llevarse a cabo otras condiciones y procedimientos de trabajo, etc., seleccionado de 
forma apropiada las condiciones y procedimientos empleados en un método rutinario (por ejemplo, el procedimiento 
de Turner y col. (Gene, 36, 321-331(1985)). En este documento, «las condiciones en las que puede crecer un 
actinomiceto como huésped» indica las condiciones en las que una solución de reacción contiene los nutrientes 45 
necesarios para el crecimiento del actinomiceto. Entre los ejemplos específicos de dichas condiciones se incluyen 
condiciones en las que una solución de reacción contiene extracto de carne, extracto de levadura y/o peptona 
(incluyendo polipeptona, tripeptona, peptona de caseína y similares). Para conseguir una eficacia de transformación 
superior, es preferible además que tanto el paso de permitir que el huésped sea un protoplasto como el paso de 
introducir un vector dentro de huésped protoplasto se llevan a cabo en dichas condiciones. 50 
 
[0029] La selección del transformante puede llevarse a cabo usando un marcador de selección como el 
gen tsr, el cual se incorporó con antelación al vector de expresión. 
 
[0030] La transglutaminasa puede producirse cultivando el transformante seleccionado, es decir, un 55 
actinomiceto huésped (Streptomyces mobaraensis o Streptomyces lividans) en el que se ha introducido 
externamente un gen estructural derivado de Streptomyces mobaraensis, un promotor y un terminador de 
transglutaminasa en las condiciones en las que el gen estructural de la transglutaminasa puede expresarse. Como 
medio para cultivar el transformante, puede usarse un medio que contenga una fuente de carbono, una fuente de 
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nitrógeno y un cloro inorgánico (ión inorgánico) si es apropiado. Para promover el crecimiento del transformante, 
puede usarse un medio al cual se añaden vitaminas, aminoácidos y similares. Entre los ejemplos de fuente de 
carbono pueden incluirse, por ejemplo, glucosa, almidón, dextrina y similares. Entre los ejemplos de fuente de 
nitrógeno pueden incluirse, por ejemplo, polipeptona, extractos de levadura, extractos de carne y similares. Entre los 
ejemplos de cloro inorgánico pueden incluirse fosfato dipotásico, sulfato de magnesio, cloruro sódico, cloruro 5 
potásico y similares. 
 
[0031] La temperatura de cultivo para cultivar el transformante está, por ejemplo, en el intervalo de 15 a 
37ºC y, preferiblemente, en el intervalo de 25 a 35ºC. Además, el pH del medio se ajusta a, por ejemplo, de 5,0 a 8,0 
y, preferiblemente, de 6,0 a 7,5. 10 
 
[0032] La transglutaminasa puede recogerse de una solución de cultivo en la que se cultivó el 
transformante durante un tiempo predeterminado o del cuerpo celular. Cuando la transglutaminasa se recoge a partir 
de la solución de cultivo, la transglutaminasa puede obtenerse eliminando sustancias insolubles mediante filtración y 
centrifugación del sobrenadante del cultivo, seguido de aislamiento y purificación mediante la combinación de 15 
eliminación de sales como por ejemplo mediante precipitación con sulfato amónico, diálisis, diversas cromatografías 
y similares. Por otro lado, si la transglutaminasa se recoge a partir del cuerpo celular, por ejemplo, dicha enzima 
puede obtenerse mediante aislamiento y purificación como se menciona anteriormente después de triturar los 
cuerpos celulares mediante tratamiento a presión, tratamiento con ultrasonidos, etc. Observe aquí que tras recoger 
el cuerpo celular de la solución de cultivo por adelantado mediante filtración, centrifugación y similar, puede llevarse 20 
a cabo la serie de pasos mencionados anteriormente (triturado, aislamiento y purificación del cuerpo celular). 
 
Ejemplos 
 
[0033] En los Ejemplos de la presente invención, siempre que no se indique otra cosa, se usarán como 25 
enzimas de restricción y otras enzimas para los procedimientos génicos productos de Takara Shuzo Co., Ltd. o 
TOYOBO CO LTD. Observe aquí que las condiciones de reacción de las enzimas, etc. siguen el manual de 
instrucciones adjunto. 
 
[Ejemplo 1] Obtención del vector pIJ702 de actinomic etos 30 
 
[0034] Streptomyces lividans 3131 (ATCC 35287) que contenía un plásmido pIJ702 se cultivó en las 
siguientes condiciones de medio a 30ºC durante dos días. 
Medio YEME + glicina al 0,5% + 50 µg/ml de tioestreptón 
 35 
[0035]  
 

Extracto de levadura 3g 
Peptona  5g 
Extracto de malta 3g 40 

Cloruro de magnesio 1g 
Glucosa  10g 
Sacarosa  340g 
Glicina  5g 
Solución de tioestreptón a 50 mg/ml (SIGMA: solución de dimetilsulfóxido) 45 

  1 ml/l (pH 7,0) 
 
[0036] Los 200 ml de medio de cultivo se centrifugaron (12.000 g a 4ºC durante 10 minutos) y el cuerpo 
celular obtenido se resuspendió en 10 ml de solución compuesta por Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), EDTA 10 mM y 
sacarosa al 25% (denominada a partir de ahora «TE-sacarosa»). A continuación se añadieron a la suspensión 2 ml 50 
de TE-sacarosa que contenían 30 mg/ml de lisozima (Sigma Aldrich Japan K.K.) y 4 ml de EDTA 0,25 mM, la cual se 
incubó a 37º C durante 30 minutos. Tras la incubación, se añadieron 20 ml de SDS al 20%, después se añadieron 5 
ml de  NaCl 5M y se agitó suavemente tras lo cual se incubó a 0 ºC durante la noche. 
 
[0037] A continuación, se añadió polietilenglicol 6000 al 30% al sobrenadante obtenido mediante 55 
centrifugación (100.000 g a 4ºC durante 40 minutos) de manera que la concentración final fuera del 10% y se incubó 
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a 0ºC durante 4,5 horas. Después de esto, se centrifugó (900 g a 4ºC durante 5 minutos) y el precipitado obtenido de 
este modo se disolvió en una solución compuesta por Tris-HCl 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM y NaCl 50 mM. 
Posteriormente se añadieron a esta 16,8 g de cloruro de cesio y 1,2 ml de una solución compuesta por Tris-HCl 10 
mM (pH 8,0) y EDTA 1 mM (denominada a partir de ahora «TE») en la que se había disuelto bromuro de etidio a la 
concentración de 10 mg/ml. La mezcla resultante se centrifugó (1.300 g a temperatura ambiente durante 15 minutos) 5 
para eliminar los residuos y, a continuación, se centrifugó de nuevo (230.000 g  a 20ºC durante 12 horas). Tras la 
centrifugación, con irradiación ultravioleta se obtuvo una capa de ADN plasmídico. A continuación, se llevó a cabo 
una extracción con butanol saturado con TE para eliminar de este modo el bromuro de etidio. La extracción se repitió 
tres veces. La solución de ADN plasmídico obtenido se sometió a diálisis durante la noche a 4ºC usando TE como 
solución externa de diálisis. Después, se realizó el tratamiento de extracción una vez más con fenol saturado con TE 10 
y dos veces con cloroformo y alcohol isoamílico. A este se añadió 1/10 de volumen de solución de acetato sódico 3 
M (pH 5,2) y 2 volúmenes de etanol. Después de 30 minutos a -80ºC, la mezcla resultante se centrifugó (12.000 g a 
4ºC durante 15 minutos) para recoger el precipitado. El precipitado se lavó con etanol al 70% y se secó. Este se 
disolvió en 200 µl de TE. Mediante el procedimiento mencionado anteriormente, la cantidad final de ADN fue de 
aproximadamente 10 µg. 15 
 
[Ejemplo 2] Obtención de una cepa de Streptomyces lividans 3131 (ATCC 35287) sensible a tioestreptón 
portadora de pIJ702 
 
[0038] Streptomyces lividans 3131 (ATCC 35287) que contenía pIJ702 se cultivó a 30ºC durante siete 20 
días usando un medio YEME. A continuación, una solución de cultivo se diluyó de 105 a 109 veces con el medio 
YEME. Se inocularon 100 µl por placa de la solución diluida en cada una de las cinco placas que contenían medio 
de agar YEME (medio YEME suplementado con 1,5% de agar). Tras el cultivo a 30ºC durante una semana, el medio 
de cultivo se replicó en el medio de agar YEME que contenía 200 µg/ml de tioestreptón usando una almohadilla de 
transferencia de colonias RepliPlate™ (Takara Shuzo Co., Ltd.) y se cultivó de nuevo a 30ºC durante una semana. 25 
Se seleccionó una cepa, de la que se perdió el plásmido pIJ702 para convertirse en una cepa sensible a tioestreptón 
para obtener Streptomyces lividans 3131-TS. Esta cepa se usó como huésped para la transformación posterior. 
 
[Ejemplo 3] Obtención del vector lanzadera pSV1 
 30 
[0039] El vector lanzadera pSV1 se construyó mediante el procedimiento mostrado en la Figura 1. En 
primer lugar, se preparó un fragmento de ADN obtenido mediante digestión del vector de E. coli pUC19 (Takara 
Shuzo Co., Ltd.) con una enzima de restricción Bam HI y un fragmento de ADN que contenía tsr obtenido mediante 
digestión del vector pIJ702 de actinomicetos con Bcl I (Takara Shuzo Co., Ltd). Estos fragmentos de ADN se ligaron 
entre sí usando un kit de ligación de ADN (Takara Shuzo Co., Ltd.) para producir pUCTSR. A continuación, se 35 
prepararon un fragmento de ADN (fragmento largo) obtenido mediante digestión de pUCTSR con Kpn I y Cla I 
(Takara Shuzo Co., Ltd.) y un fragmento de ADN (fragmento corto) obtenido mediante digestión de pIJ702 con Kpn I 
y Cla I (Takara Shuzo Co., Ltd.) y estos fragmentos de ADN se ligaron entre sí usando un kit de ligación de ADN 
(Takara Shuzo Co., Ltd) para transformar la cepa de E. coli DH5 (TOYOBO Co., Ltd). Se obtuvo un plásmido ligando 
el fragmento pUC19 y el fragmento pIJ702 que son portados por el transformante obtenido de este modo para 40 
obtener un vector lanzadera pSV1. El vector lanzadera pSV1 se utilizó para los procedimientos posteriores. 
 
[Ejemplo 4] Fabricación del vector de expresión de s ecreción de transglutaminasa pUJ51BD 
 
[0040] Se construyó un plásmido de expresión de secreción pUJ51BD que contenía el gen de la 45 
transglutaminasa mediante el procedimiento de la Figura 2. En primer lugar, se fabricó un plásmido pBTG-BB 
cortando aproximadamente 6,6 kb del fragmento BgI II-Bam II a partir de un ADN de fago (λBTG, publicación de 
patente japonesa sin examinar N.º 5-199883) que contenía un fragmento Bam HI del gen de transglutaminasa 
(denominada también a partir de ahora «BTG») aislado a partir de Streptomyces mobaraensis S-8112 (número de 
acceso:  FIRM P-18980) e insertando el fragmento en un sitio Bam HI de pUC19. Se delecionó una región 3' no 50 
necesario a partir de pBTG-BB usando el kit de deleción Kilo-Secuence (Takara Shuzo Co., Ltd.) para fabricar un 
plásmido pU51B que contenía aproximadamente 3,9 kb del gen BTG. A continuación, se fabricó un plásmido 
pUJ51B insertando un fragmento de ADN digerido con Pst-I del vector de actinomicetos pU702 dentro de un sitio 
PstI de pU51B. Cortando el fragmento Xba I-Cla I de pUJ51B y sustituyéndolo por un fragmento Xba I-Cla I del 
vector lanzadera de E. coli-actinomicetos obtenido en el ejemplo 3, se construyó el plásmido de expresión de 55 
secreción de BTG pUJ51BD a partir del cual se eliminó el gen mel (tirosinasa) de pIJ702. 
 
[Ejemplo 5] Análisis de la secuencia de bases de la región promotora 
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[0041] Se sintetizó un cebador sintético BB-23 [Invitrogen Corporation] 5′-
ACACCGCACTCATAGTGGCG-3′ (SEC ID N.º 3) para analizar una secuencia de bases a partir de una secuencia 
(SEC ID N.º 1) de un gen estructural de BTG. La secuencia de bases del plásmido pBTG-BB se analizó usando un 
cebador BB-23 desde el extremo 3’ de la región promotora y usando un M13-RV (Takara Shuzo Co., Ltd.) del 
extremo 5’ de la región promotora. A partir de los resultados del análisis de la secuencia de bases resultante, se 5 
sintetizaron los cebadores adicionales BB-19 5′-TCCGTGCGAGTGGAAGAACG-3′ (SEC ID N.º 4) y SP6-20 5′-
GACGGCCTCCGAATAAC-3′ (SEC ID N.º 5). Mediante el procedimiento de desplazamiento del cebador usando 
estas secuencias, se determinó la secuencia de bases completa de aproximadamente 700 pb de la región promotora 
(Figura 3). De forma similar, la secuencia de bases de aproximadamente 500 pb de la región terminadora se 
determinó mediante el procedimiento de desplazamiento del cebador usando los cebadores sintéticos SP6-32 5′-10 
ATGTCGAGGGACAGGAAC-3′ (SEC ID N.º 6) y SP6-36 5′-CACCACGAAAGTCGCTAC-3′ (SEC ID N.º 7). Como 
resultado, se identificó una secuencia de bases (SEC ID N.º 2) compuesta por una región promotora, un gen 
estructural y una región terminadora (Figuras 4 y 5). Para la reacción de secuencia, se usó el BigDye™ Terminator 
Cycle Sequencing FS Ready Kit (Applied Biosystems) y para el análisis, se usó ABI PRISM 310 Sequencer (Applied 
Biosystems). 15 
 
[Ejemplo 6] Preparación del protoplasto de  Streptomyces lividans 3131-TS  
 
[0042] Streptomyces lividans 3131-TS que se había obtenido en el Ejemplo 2 se cultivó usando un medio 
YEME (glicina al 0,5%) a 30ºC durante dos días. Los 200 ml de medio de cultivo se centrifugaron (1.300 g a 20 
temperatura ambiente durante 10 minutos). El cuerpo celular obtenido se resuspendió en 72 ml de solución de 
sacarosa 0,35 M. A continuación, esta suspensión se centrifugó (1.300 g a temperatura ambiente durante 10 
minutos) y el cuerpo celular se resuspendió de nuevo en 60 ml de solución tampón P que contenía 1 mg/ml de 
lisozima (Sigma Aldrich Japan K.K.) y la suspensión se incubó a 30º C durante 2,5 horas. La suspensión tras la 
incubación se filtró con algodón absorbente para eliminar los residuos. A continuación, el filtrado resultante se 25 
centrifugó (1.300 g a temperatura ambiente durante 10 minutos) y el sedimento se lavó con 25 ml de solución 
tampón P. Este lavado se repitió dos veces y la precipitación se resuspendió en 1 ml de solución tampón P para 
obtener una suspensión de protoplasto. 
Solución tampón P 
 30 
[0043]  

TES [ácido N-tris(hidroximetil)metil-2-aminoetano sulfónico] 

  5,73g 

Sacarosa  103g 
Cloruro de magnesio 2,03g 35 

Sulfato de potasio 0,5g 
Cloruro cálcico 3,68g 
Solución de oligoelementos 2ml/l (pH 7,4) 
 
[0044] Observe aquí que la solución de fosfato potásico monobásico al 1% se preparó por separado que 40 
se añadió en la cantidad de 1ml por cada 100 ml de solución tampón P inmediatamente antes de su uso. 
Solución de oligoelementos 
[0045]  

Cloruro de cinc 40 mg 
Cloruro férrico 200 mg 45 

Cloruro cúprico 10 mg 
Cloruro de manganesio 10 mg 
Tetraborato sódico 10 mg 
Molibdato amónico 10 mg/l 
 50 
[Ejemplo 7] Transformación de  Streptomyces lividans 3131-TS  

 

Cada una de las siguientes soluciones se mezcló hasta la cantidad total 140 µl 
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Solución de ADN del plásmido de expresión de secreción de BTG pUJ51D 20 µl 
Protoplasto de Streptomyces lividans 3131-TS   100 µl 
Solución de sacarosa 0,35 M    20 µl 
[0047] A continuación, se añadieron 1,5 ml de solución tampón P que contenía polietilenglicol 1000 al 
20% a la mezcla de reacción y se agitó suavemente mediante pipeteo. Se dejó que la mezcla resultante siguiera 5 
durante dos minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugó (1.700 g a temperatura ambiente durante 10 
minutos) para recoger el precipitado. El protoplasto obtenido como precipitado se lavó dos veces con solución 
tampón P. El sedimento precipitado lavado se resuspendió en 1 ml de solución tampón P y se aplicaron 200 µl en 
cada de la suspensión en un medio R-2. 
 10 
[0048] Por otro lado, se prepararon R-2/A y R-2/B como se muestra a continuación. 
R-2/A 

Sulfato de potasio 0,5 g 
Cloruro de magnesio 20,2 g 
Cloruro cálcico 5,9 g 15 

Glucosa  20,0 g 
Prolina  6,0 g 
Ácido casamino 0,2 g 
Solución de oligoelementos 4 ml 
Agar  44,0 g/l 20 
R-2/B 

TES  11,5 g 
Extracto de levadura 10,0 g 
Sacarosa  203 g/l (pH 7,4) 
[0051] Cuando se produjo un medio en placa, se mezclaron R-2/A y R-2/B y se mezcló adicionalmente 25 
una solución de KH2PO4 al 1% en la cantidad de 1 ml por cada 200 ml de volumen final. La mezcla se incubó a 30ºC 
durante 18 horas. La superficie del medio en placa se cubrió con 1 ml de solución tampón P compuesta por 200 
µg/ml de tioestreptón y 400 µg/ml de tirosina. Las placas resultantes se incubaron adicionalmente a 30ºC durante 7 
días para obtener un transformante resistente a tioestreptón (ABL-1). 
 30 
[Ejemplo 8] Preparación de protoplastos de Streptomyces mobaraensis 
 
[0052] Como precultivo, se cultivó Streptomyces mobaraensis S-8112 usando un medio YEME + glucosa 
al 1% + cloruro de magnesio 25 mM (pH 7,0) a 27ºC durante tres días. A continuación, la solución de cultivo 
precultivada al 0,5% se inoculó en un medio YEME + glucosa al 1% + cloruro de magnesio 4 mM + glicina (pH 7,0) y 35 
se cultivó a 27ºC durante tres días. El medio de cultivo se centrifugó (3.000 g a 4º C durante 10 minutos) y se 
determinó el peso húmedo del cuerpo celular obtenido. Se lavaron 0,6 g de cuerpo celular húmedo con 10 ml de 
solución de sacarosa 0,3 M y se centrifugó de nuevo (3.000 g a 4ºC durante 10 minutos). El cuerpo celular se 
resuspendió en 4 ml de solución tampón BS-L compuesta por 0,4 mg/ml de lisozima (Roche Japan) y 0,1 mg/ml de 
acromopeptidasa (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) y se agitó suavemente a 30ºC durante 30 minutos. A 40 
continuación se añadieron 5 ml de solución tampón BS-P en hielo y se filtraron con algodón absorbente mientras 
que se lavaron con 3 ml de solución tampón BS-P como cuando se llevó a cabo la filtración. La suspensión obtenida 
se centrifugó (1.500 g a 4ºC durante 5 minutos), se resuspendió en 10 ml de solución tampón BS-P y, a 
continuación, se centrifugó de nuevo (1.500 g a 4ºC durante 5 minutos). El precipitado obtenido se resuspendió en 
0,5 ml de solución tampón BS-P para obtener una suspensión de protoplasto, que se usó para la transformación 45 
mencionada a continuación. 
 
Solución tampón BS-L 

Extracto de carne al 10% 10 ml 
Extracto de levadura 1 g 50 

Peptona  2 g 
Glucosa  10 g 
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Sacarosa  171,15 g 
Cloruro cálcico 0,277 g 
Cloruro de magnesio 0,508 g/l (pH 7,0) 
 
Solución tampón BS-P 5 

Extracto de carne al 10% 10 ml 
Extracto de levadura 1 g 
Peptona  2 g 
Glucosa  10 g 
Sacarosa  171,15 g 10 

Cloruro cálcico 2,77 g 
Cloruro de magnesio 2,03 g/l (pH 7,0) 
 
[Ejemplo 9] Transformación de  Streptomyces mobaraensis 
 15 
[0055] Después se mezclaron 100 µl de la suspensión de protoplasto (concentración de protoplasto: 
1x109/ml) obtenida en el ejemplo 8 y 10 µl de solución de sacarosa 2M que contenía 1 µg de plásmido de expresión 
de secreción de BTG pUJ51D obtenido en el ejemplo 4, inmediatamente se dejó que siguiera la mezcla durante 10 
segundos. A continuación, después se añadieron 0,5 ml de solución tampón P que contenía polietilenglicol 1000 al 
25% (Sigma Aldrich Japan K.K.) a la mezcla, ésta se dejó inmediatamente en hielo durante un minuto. Luego, 20 
después se añadieron 2 ml de solución tampón BS-P a la mezcla la cual se centrifugó inmediatamente (1.500 g a 
4ºC durante 10 minutos). El precipitado resultante se resuspendió en 0,5 ml de solución tampón BS-P y 0,1 ml por 
placa de la suspensión se dispensaron superpuestos sobre un medio de agar SBS usando 3 ml de medio agar SBS 
con agitación. Después de retirar la tapa, el agar se secó durante exactamente dos horas y, a continuación, se 
cultivó durante exactamente 24 horas a 27ºC. Adicionalmente, se superpusieron 3 ml de medio de agar blando SBS 25 
que contenían 200 µg/ml de tioestreptón y se cultivó a 27º C. El transformante obtenido tras la operación 
mencionada anteriormente se definió como ABM-1. 
 
Medio agar SBS (pH 7,0) 

Extracto de carne 10 g 30 

Extracto de levadura 7,5 g 
Peptona tríptica 1 g 
Glucosa  10 g 
Sacarosa  308,07 g 
Agar  25 g/l (pH 7,0) 35 
Medio agar blando SBS (pH 7,0) 

Extracto de carne 10 g 
Extracto de levadura 7,5 g 
Peptona tríptica 1 g 
Glucosa  10 g 40 

Sacarosa  308,07 g 
Agarosa Sea Plaque 25 g/l (pH 7,0) 
[Ejemplo 10] Cultivo del transformante en que el que  se incorporó el gen BTG 
 
[0058] El transformante ABL-1 obtenido en el ejemplo 7 y el transformante ABM-1 obtenido en el ejemplo 45 
9 se cultivaron a 30º C durante 7 días en las siguientes condiciones, respectivamente. 
 

Polipeptona   20 g 
Almidón soluble  20 g 
Extracto de levadura  2 g 50 

E03795322
27-08-2013ES 2 432 536 T3

 



 
 

 13

Fosfato dipotásico  2 g 
Sulfato de magnesio  1 g 
Adekanol LG126  0,5 g 
Solución de tioestreptón a 50 mg/ml 0,5 ml/l (pH 7,0) 
 5 
[0059] El medio de cultivo en las condiciones mencionadas anteriormente se centrifugó (12.000 g a 4ºC 
durante 10 minutos) y el sobrenadante obtenido se sometió a un procedimiento de ELISA. 
 
[Ejemplo 11] Medición de la cantidad de producción d e BTG (procedimiento de ELISA) 
 10 
[0060] A partir del sobrenadante del cultivo de Streptomyces mobaraensis S-8112 se midió la cantidad de 
BTG en el sobrenadante del cultivo obtenido en el ejemplo 10 mediante un procedimiento de ELISA usando un 
anticuerpo anti-BTG producido mediante inmunización de un conejo usando como antígeno un antígeno BTG 
purificado mediante cromatografía de afinidad en Blue Sepharose CL-6B (Pharmacia). 
 15 
[0061] En primer lugar, a cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos se dispensaron 100 µl por pocillo 
de solución de anticuerpo anti-BTG que se había diluido con tampón PBS, se incubó durante una hora a 37ºC y se 
inmovilizó sobre la placa. Tras retirar la solución de anticuerpo, cada pocillo se lavó con 200 µl de solución de Block 
Ace (Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd) diluida 10 veces que contenía Tween20 al 0,1% (denominada a partir de 
ahora en este documento «solución de lavado»). El lavado se realizó tres veces sucesivas. A continuación, se 20 
dispensaron 200 µl de una solución de Block Ace diluida 4 veces en cada pocillo y se incubó a 37ºC durante una 
hora para que se bloquease. Tras retirar la solución de Block Ace diluía 4 veces, se lavó cada pocillo tres veces con 
la solución de lavado. Después, la muestra de medida, es decir, el sobrenadante de cultivo (sobrenadante de cultivo 
de ABL-1 o ABM-1) se diluyó apropiadamente con solución de Block Ace diluía 10 veces, se dispensaron en cada 
pocillo 50 µl de la solución diluida y se incubó a 37ºC durante una hora. Observe aquí que como patrones se preparó 25 
BTG purificado que había sido diluido con solución de Block Ace diluida 10 veces a diferentes concentraciones. De 
forma similar a las muestras de medida, los patrones también se añadieron al pocillo que se había sometido al 
tratamiento de bloqueo. 
 
[0062] Después de retirar la solución de la muestra de cada pocillo, estos se lavaron tres veces con 30 
solución de lavado. A continuación, se dispensaron 100 µl de solución de Block Ace diluida 10 veces que contenía 
Fab’-HRP obtenido mediante entrecruzamiento de peroxidasa de rábano picante (HRP) con el fragmento Fab' de 
anticuerpo anti-BTG en cada pocillo y se incubó a 37ºC durante una hora. Después, tras retirar la solución de Fab'-
HRP, se lavó cada pocillo tres veces con solución de lavado. Posteriormente, se dispensaron 150 µl por pocillo de 
solución de citrato sódico 50 mM (pH 4,5) que contenía ortofenilendiamina (o-PDA) al 0,04% y solución de peróxido 35 
a 0,42% en cada pocillo y se incubó a 37º C para permitir que la o-PDA y el peróxido reaccionaran con HRP para la 
formación de color. Exactamente después de 20 minutos del inicio de la reacción, se dispensaron 50 µl por pocillo de 
solución de ácido sulfúrico 3M como solución de parada en cada pocillo y se midió la absorbancia a 492 nm. A 
continuación, usando una curva de calibración calculada a partir de la absorbancia del patrón, se calculó la cantidad 
de BTG en cada sobrenadante de cultivo (ABL-1 o ABM-1). En la figura 6 aparece una tabla en la que se muestra la 40 
cantidad de BTG por cada sobrenadante de cultivo. Como se muestra en esta tabla, BTG se producía en la cantidad 
de 0,7 g/l para ABL-1 y de 0,5 g/l para ABM-1. Cuando se comparó con la productividad ya notificada (40 a 50 mg/l), 
se obtuvieron diez veces o más de ABL-1 y aproximadamente 10 veces de AMB-1. Por tanto, se confirmó la 
productividad de BTG con una eficacia extremadamente alta. 
Solución tampón PBS 45 

Cloruro sódico  8,0 g 
Fosfato dipotásico  1,1 g 
Cloruro de potasio  0,2 g 
Fosfato de potasio monobásico 0,2 g/l (pH 7,4) 
 50 
[Ejemplo 12] PAGE-SDS 
 
[0064] Los sobrenadantes de los cultivos del transformante ABL-1 y del transformante ABM-1 se mezclan 
con solución tampón SDS para electroforesis 2x en una relación 1:1, repetidamente y se permite que se obtengan 
muestras para PAGE-SDS. Observe aquí que como control se usó un sobrenadante de cultivo de Streptomyces 55 
lividans 3131-TS, BTG purificado con una solución tampón y se preparó un sobrenadante de cultivo de 
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Streptomyces mobaraensis S-8112. Cada muestra se sometió a PAGE-SDS usando un gel al 12,5%. Para el PAGE-
SDS, se utilizó un Fast-System (Pharmacia Biotech) y para la tinción se llevó a cabo una tinción con plata. En la 
figura 7 se muestran fotografías del gel tras la tinción con plata. En la figura 7, en los pocillos 1, 2, 3, 4 y 5 se aplica 
el sobrenadante de los cultivos de S. lividans 3131-TS, sobrenadante del cultivo de ABL-1, BTG purificado, 
sobrenadante del cultivo de S. mobaraensis S-8112 y sobrenadante del cultivo de ABM-1, respectivamente. En el 5 
pocillo M se aplica un marcador de peso molecular (Pharmacia). 
 
[0065] Como se muestra en la figura 7, en ABL-1 (pocillo 2) y en ABM-1 (pocillo 5), se observaron bandas 
claras en sustancialmente las mismas posiciones que en el BTG purificado (pocillo 3), lo que muestra que BTG 
estaba presente a alta concentración. Por otro lado, en el sobrenadante de cultivo de Streptomyces lividans (S. 10 
lividans) 3131-TS (pocillo 1) y en el sobrenadante de cultivo de Streptomyces mobaraensis (S. mobaraensis) S-8112 
(pocillo 4), no se observan bandas que muestren la BTG purificada. Esto muestra que BTG se produce 
específicamente en ABL-1 y en ABM-1. 
Solución tampón 2xSDS 

Tris-HCl  2,42 g 15 

EDTA  0,744 g 
SDS  50 g 
β-mercaptoetanol 100 ml (pH 8.0) 
 
APLICABILIDAD INDUSTRIAL 20 
 
[0067] La presente invención proporciona un actinomiceto capaz de producir transglutaminasa con una 
productividad extremadamente alta. El uso de los actinomicetos hace posible producir una transglutaminasa con una 
alta eficacia. 
 25 
LISTADO DE SECUENCIAS 
 
[0068]  
 
<110> AMANO ENZYME INC. YUUKI, Kensuke WASHIZU, Kinya 30 
<120> Hongo que produce transglutaminasa 
<130> P0201101 
<150> JP P2002-263834 
<151> 10/09/2002 
<160> 7 35 
<170> PatentIn versión 3.1 
 
<210> 1 
<211> 1.224 
<212> ADN 40 
<213> Streptomyces mobaraensis 
<220> 
<221> fuente 
<222> (1).. (1.224) 
<223> gen de transglutaminasa 45 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 2.393 
<212> ADN 5 
<213> Streptomyces mobaraensis 
<400> 2 
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<210 3 
<211> 20 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador 
<400> 3 
 10 

 
 
<210> 4 
<211> 20 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador 
<400> 4 
 20 

 
 
<210> 5 
<211> 17 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador 
<400> 5 
 

 5 
 
<210> 6 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador 
<400> 6 
 

 15 
 
<210> 7 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 20 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: cebador 
<400> 7 
 

 25 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un transformante de Streptomyces mobaraensis o Streptomyces lividans, que comprende un vector de 
expresión que contiene un ADN seleccionado entre el grupo compuesto por: 
 5 
(a) Un ADN que tiene una secuencia mostrada en SEC ID N.º 1 y está unido operativamente este al promotor y al 
terminador del gen de la transglutaminasa de Streptomyces mobaraensis; 
 
(b) Un ADN que hibrida con el ADN que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.º 1 en condiciones rigurosas y 
codifica una proteína que tiene actividad transglutaminasa y este está unido de forma operativa a un promotor y un 10 
terminador del gen de la transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis. 
 
(c) Un ADN que comprende una secuencia de bases que incluye sustitución, deleción, inserción, adición o inversión 
de una o 2 a 40 bases en la secuencia de bases mostrada en la SEC ID N.º 1 y que codifica una proteína que tiene 
la actividad transglutaminasa y este está unido de forma operativa a un promotor y un terminador del gen de la 15 
transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis. 
 
(d) Un ADN que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.º 2; 
 
2. El transformante según la reivindicación 1, el cual es 20 
 
(a) un transformante de Streptomyces mobaraensis S-8112 o 
 
(b) un transformante de Streptomyces lividans 3131. 
 25 
3. Un proceso para la producción de transglutaminasa que comprende las etapas de: 
 
(a) cultivar el transformante según la reivindicación 1 o 2 en las condiciones en que el gen estructural que codifica la 
transglutaminasa pueda expresarse y 
 30 
(b) recoger la transglutaminasa producida. 
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