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DESCRIPCION
Cepa productora de transglutaminasa
CAMPO TECNICO
[0001] La presente invencién 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 TECNICA

[0002] La transglutaminasa es una enzima que cataliza una reaccién de transferencia de acilo de un
grupo y-carboxamida de un resto de glutamina en una cadena peptidica. En particular, la transglutaminasa induce la
formacion intramolecular o intermolecular de entrecruzamiento e-(y-Gln)-Lys a un grupo e-amino de un resto de
lisina en una proteina. La enzima ha sido ampliamente utilizada para el procesamiento de proteinas usando esta
propiedad en los campos de la alimentacion 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 higado de cobayas y en 6rganos y en la
sangre de mamiferos (Connellan y col., Journal of Biological Chemistry, vol. 246, N.° 4, pag. 1093-1098 (1971)), Folk
y col., Advances in Enzymology, vol. 38, pag. 109-191 (1973)) y Folk y col., Advances in Protein Chemistry, vol. 31,
pag. 1-133 (1977)) y se han estudiado sus propiedades enzimaticas. 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. Especificamente, se ha aislado e identificado
una transglutaminasa de Streptomyces mobaraensis [nombre anterior: Sireptoverticillium mobaraense] IFO 13819
(publicacién de patente japonesa sin examinar N.° S64-27471), de Streptomyces griseocarneus [nombre
anterior: Streptoverticillium  griseocarneum)] IFO 12776 y de Streptomyces cinnamoneus) [nombre
anterior: Streptoverticillium cinnamoneum)] IFO 12852 (publicacién de patente japonesa sin examinar N.° 2001-
186884), etc.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0004] Convencionalmente, puesto que la transglutaminasa se ha producido mediante extracciéon y
aislamiento, etc., a partir de animales, microorganismos y similares, que estan presentes en la naturaleza, hay
muchos problemas que resolver como un bajo rendimiento de produccién y un coste de produccién caro, etc. Entre
tanto, para la transglutaminasa derivada de microorganismos se ha estudiado intensamente el proceso de
produccién usando recombinacion genética. Por ejemplo, en la solicitud de patente europea EP 1 225 217 Al se
describe un procedimiento de produccién secretora de transglutaminasa mediante un microorganismo usando un
plasmido de expresion 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 clonacion del gen
de la transglutaminasa a partir de Streptoverticillium sp., y la expresién recombinante de la enzima en un huésped
microbiano. Sin embargo, segun la primera publicacién de un proceso usando recombinacién genética (Biosci.
Biotech. Biochem., 58,82-87 (1994), publicacién de patente japonesa sin examinar N.° His-199883), la cantidad de
produccién fue de aproximadamente 0,1 mg/l, lo que estaba lejos del nivel de produccién industrial. Ademas, segun
la notificacién reciente (publicacion de patente japonesa sin examinar N.°© 2001-186884) aunque el nivel de
produccién se mejor6 en cierto grado, el cultivo microbiano de dos semanas dio lugar a una productividad de s6lo
aproximadamente 40 a 50 mg/l. En este caso, tampoco puede decirse que se obtuviera una productividad suficiente.

[0005] La presente invencién se hizo en base a los antecedentes mencionados anteriormente y el objeto
de la presente invencién es proporcionar una cepa capaz de producir transglutaminasa con una alta eficacia y un
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 combinacion de un gen estructural de la transglutaminasa, un promotor, un
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
invencion. Por consiguiente, la presente invencion 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 actian sobre el gen estructural los cuales
se introducen de forma externa.

[2] El transformante de Streptomyces mobaraensis segun [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.

[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.° 1 o una secuencia obtenida modificando una parte
de la secuencia, codificando la secuencia la transglutaminasa.

[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.° 2 o una secuencia obtenida modificando una parte de la
secuencia, codificando la secuencia la transglutaminasa.

[6] EI transformante de Streptomyces mobaraensis descrito en cualquiera de los puntos [1] a [5], que es un
transformante de Streptomyces mobaraensis S-8112 o una cepa mutante del mismo.

[7] Un proceso para la produccion de transglutaminasa que comprende las etapas de:

cultivar el transformante de Streptomyces mobaraensis que comprende un gen estructural de transglutaminasa
derivado de Streptomyces mobaraensis y un promotor y un terminador que actdan 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 segin [7], en el que el promotor es un promotor de
transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis.

[9] El proceso para la produccion de transglutaminasa descrito en los puntos [7] u [8], en el que el terminador es un
terminador de transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis.

[10] El proceso para la produccion 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.° 1 o una secuencia obtenida modificando una parte
de la secuencia, codificando la secuencia la transglutaminasa.

[11] EI proceso para la produccion de transglutaminasa descrito en cualquiera de los puntos [7] a [9], en el que el
transformante de Streptomyces mobaraensis comprende un fragmento de ADN que tiene una secuencia introducida
de forma externa mostrada en la SEC ID N.° 2 o una secuencia obtenida modificando una parte de la secuencia,
codificando la secuencia la transglutaminasa.

[12] El proceso para la produccion de transglutaminasa descrito en cualquiera de los puntos [7] a [11], en el que el
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 actGan sobre el gen estructural los cuales se
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.

[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] EI 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.° 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.° 2 o una secuencia obtenida modificando una parte de la
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.

[19] Un proceso para la produccién 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 actdan 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.

[20] El proceso para la produccion de transglutaminasa descrito en el punto [19], en el que el promotor es un
promotor de transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis.

[20] El proceso para la produccion 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 produccién 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.° 1 o una secuencia obtenida modificando una
parte de la secuencia, codificando la secuencia la transglutaminasa.

[23] El proceso para la produccion 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.° 2 o una secuencia obtenida modificando una parte de la secuencia,
codificando la secuencia la transglutaminasa.

[24] El proceso para la produccion 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.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0007]

En la Figura 1 se muestra el procedimiento de construccion de un vector lanzadera pSV1 de los Ejemplos.

En la Figura 2 se muestra el procedimiento de construccién de un plasmido de expresion para secrecion pUJ51BD
gue contiene un gen de transglutaminasa.

En la Figura 3 se muestra una secuencia de bases de una regién promotora de un gen de transglutaminasa (BTG)
determinado en los Ejemplos.

En la Figura 4 se muestra una secuencia de bases de una region promotora y una parte de un gen estructural de un
gen de transglutaminasa (BTG).

En la Figura 5 se muestra una secuencia de bases de una parte de un gen estructural y una regién terminadora de
un gen de transglutaminasa (BTG).

La Figura 6 es una tabla en la que se resumen los resultados de la medicién de la cantidad de BTG en el
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 tincion 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 INVENCION

[0008] A partir de aqui en este documento se describira la configuracion detallada de la presente
invencién. La presente invencion 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 actlan sobre el gen estructural los cuales se introducen de forma
externa.

[0009] En este documento, la clase de gen estructural de la transglutaminasa no esta 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 especifico del gen estructural puede
incluir un ADN compuesto por una secuencia de bases mostrada en la SEC ID N.° 1. Observe aqui que
Streptomyces mobaraensis S-8112 esta depositado (niUmero de acceso: FERM P-18980) en la siguiente agencia de
deposito.

Agencia de depdésito
[0010]

Nombre: Instituto Nacional de Ciencia Industrial y Tecnologia avanzada, Organismo Internacional Depositario de
Patentes,

Direccion: Chuo No. 6, 1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japén
Fecha de depésito: 20 de agosto de 2002

[0011] El gen estructural de la transglutaminasa puede obtenerse del siguiente modo, por ejemplo. Es
decir, se construye una biblioteca de ADN gendmico de Streptomyces mobaraensis y esta biblioteca se analiza
usando una sonda especifica para el gen estructural de la transglutaminasa. A continuacion se obtiene el fragmento
de ADN insertado mediante tratamiento con una enzima de restriccion a partir del clon seleccionado. Observe aqui
que el gen estructural de la transglutaminasa puede prepararse también mediante un procedimiento sintético bien
conocido usando un método de PCR, etc.

[0012] El ADN obtenido mediante modificacion de una parte del ADN mostrado en la SEC ID N.° 1
(denominado también a partir de ahora en este documento «ADN modificado») también puede usarse como el gen
estructural de la presente invencion siempre que la proteina codificada por este tenga actividad transglutaminasa.
Observe aqui que es preferible que el nivel de actividad transglutaminasa sea lo mas alto posible. Por ejemplo, es
preferible que la actividad transglutaminasa esté al mismo nivel que la actividad transglutaminasa de una proteina
codificada por el ADN compuesto por la secuencia mostrada en SEC ID N.° 1.

[0013] Un ejemplo especifico del ADN modificado puede incluir un ADN que hibrida con el ADN que tiene
la secuencia mostrada en la SEC ID N.° 1 en condiciones rigurosas y que codifica una proteina que tiene actividad
transglutaminasa. Observe aqui que «condiciones rigurosas» en este documento indica condiciones en las que se
forma un hibrido denominado especifico y no se forma un hibrido no especifico Por ejemplo, entre las condiciones
rigurosas se incluyen cuando la incubacion se lleva a cabo usando una solucién de hibridacion (formamida al 50%,
SSC 10x (NaCl 0,15 M, citrato sodico 15 mM, pH 7,0), solucién Denhardt 5x, SDS al 1%, sulfato de dextrano al 10%,
ADN de esperma de salmén desnaturalizado 10 pug/ml y tampoén de acido fosférico 50 mM (pH 7,5)) a 42°C, seguido
de lavado con SSC 0,1x y SDS al 0,1% a 68°C. Entre las condiciones rigurosas adicionales preferidas pueden
incluirse condiciones en las que se usa una solucién de hibridacién (formamida al 50%, SSC 5x (NaCl 0,15 M, citrato
sédico 15 mM, pH 7,0), solucién de Denhardt 1x, SDS al 1%, sulfato de dextrano al 10%, ADN de esperma de
salmon desnaturalizado 10 pg/ml y tamp6én de acido fosférico 50 mM (pH 7,5).

[0014] Otro ejemplo del ADN modificado puede incluir ADN compuesto por una secuencia de bases que

incluye sustitucion, delecién, insercion, adicién o inversién de una o varias bases en una secuencia de bases
mostrada en la SEC ID N.° 1 y que codifica una proteina que tiene actividad transglutaminasa. La mutacién como
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sustitucion de una base puede estar en diversos sitios. En este documento, «diversidad» indica de 2 a 40,
preferiblemente de 2 a 20 y, mas preferiblemente, de 2 a 10 aunque es diferente dependiendo de las clases o
posiciones de aminoéacidos codificados por las bases que se van a mutar. Observe aqui que esta modificacién
incluye la introduccién de un sitio de restriccion en el extremo 5', en el extremo 3’ 0 en otros sitios o la adiciéon de una
secuencia que codifica un péptido sefal.

[0015] El ADN modificado mencionado anteriormente puede obtenerse modificando genéticamente ADN
gue tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.° 1 de modo que los restos de aminoacidos en una cita determinada
incluye sustitucion, delecion, insercién, adicion o inversion mediante el uso de, por ejemplo, un procedimiento de
mutacion especifico de sitio. Asimismo, el ADN modificado mencionado anteriormente puede obtenerse usando un
proceso de mutacion bien conocido que incluye el procesamiento de Streptomyces mobaraensis portador de un gen
de transglutaminasa con luz ultravioleta y, a continuacién, el aislamiento del gen estructural de la transglutaminasa
modificada y similar.

[0016] Observe aqui que la mutacién mencionada anteriormente, como sustitucion, insercion, adicion,
inversién o similares, de bases incluye una mutacién natural, por ejemplo, mutacién basada en una diferencia
individual de Streptomyces mobaraensis.

[0017] Por ejemplo, cuando el Streptomyces mobaraensis natural tiene dicho ADN modificado, se extrae
el ADN gendmico (cromosoma) de la cepa y se procesa con una enzima de restriccion apropiada, seguido de la
seleccidn y aislamiento del ADN que hibrida en condiciones rigurosas en una seleccion con el uso del ADN de SEC
ID N.° 1 o una parte del ADN como sonda. De este modo, puede obtenerse un ADN modificado.

[0018] Puede emplearse un promotor que actla sobre el gen estructural mencionado anteriormente.
Preferiblemente, se emplea un promotor de transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis.
Preferiblemente ademas 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 ademas una regién promotora del
mismo ademas del gen estructural y puede usarse este fragmento de ADN como el gen estructural y el promotor de
la presente invencion.

[0019] También como terminador se emplea un terminador que actla sobre el gen estructural
mencionado anteriormente. Preferiblemente, se emplea un terminador de transglutaminasa derivado de
Streptomyces mobaraensis. Preferiblemente ademas 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
de Streptomyces mobaraensis como se menciona anteriormente, se obtiene un fragmento de ADN que incluye
ademas una regién terminadora del mismo ademas del gen estructural y puede usarse este fragmento de ADN como
el gen estructural y el terminador de la presente invencion.

[0020] En este documento es especialmente preferible que tanto el promotor, el gen estructural como el
terminador deriven del mismo Streptomyces mobaraensis. Un ejemplo de esta realizacién 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.° 2. Puede prepararse este fragmento de ADN de modo que incluya las regiones promotora y terminadora
ademas del gen estructural cuando el gen estructural de la transglutaminasa se obtiene a partir de Streptomyces
mobaraensis como se menciond anteriormente.

[0021] En este documento, incluso si el ADN que consta de la secuencia mostrada en SEC ID N.° 2 es un
ADN obtenido modificando una parte de la secuencia (ADN modificado), dicho ADN puede usarse siempre que la
proteina codificada por el mismo tenga actividad transglutaminasa. Observe aqui que es preferible que el nivel de
actividad transglutaminasa sea lo mas alto posible. Por ejemplo, es preferible que la actividad transglutaminasa esté
al mismo nivel que la actividad transglutaminasa de una proteina codificada por el ADN compuesto por la secuencia
mostrada en SEC ID N.° 2.

[0022] Como en el caso del ADN de SEC ID N.° 1, un ejemplo especifico del ADN modificado puede
incluir un ADN que hibrida con el ADN que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.° 2 en condiciones rigurosas
y codifica una proteina que tiene la actividad transglutaminasa, y ADN compuesto por la secuencia de bases que
incluye sustitucion, delecion, insercién, adicion o inversion de una o varias bases en la secuencia de bases mostrada
en la SEC ID N.° 2 y que codifica una proteina que tiene actividad transglutaminasa. Ademas, el intervalo capaz de
ser modificado, el procedimiento de preparacion del ADN modificado y similares son los mismos que los del ADN
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mostrado en la SEC ID N.° 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  transformacion de un  actinomiceto  (Streptomyces
mobaraensis o Streptomyces lividans) huésped con el uso de un vector de expresion que contiene el gen
estructural, etc.

[0024] Como el Streptomyces mobaraensis utilizado para la transformacion puede usarse, por ejemplo,
Streptomyces mobaraensis S-8112 (nimero de acceso: FERM P-18980) o la cepa mutante del mismo. Por otro lado,
como Streptomyces lividans puede usarse, por ejemplo, Streptomyces lividans 3131 (ATCC 35287) o la cepa
mutante del mismo. Para la produccion de la cepa mutante, por ejemplo, puede usarse un procedimiento bien
conocido como la radiacion ultravioleta.

[0025] Para la construccion del vector de expresién, puede usarse un vector bien conocido como un
vector disponible en el mercado que puede usarse para la transformacion de actinomicetos. Por ejemplo, puede
construirse un vector de expresion combinando un plasmido, pUC19, pBR322, pBluescript, etc., usando Escherichia
coli como huésped y un plasmido, plJ702, etc., portado por Streptomyces lividans 3131, usando actinomicetos como
huésped. A continuacidon se muestran ejemplos especificos del plasmido de expresién. En primer lugar, se construye
un vector lanzadera que tiene tanto el origen de replicacion de Escherichia coli como el origen de replicacion de los
actinomicetos usando pUC19 y plJ702. Por otro lado, el fragmento de ADN que contiene un promotor, un gen
estructural y un terminador de la transglutaminasa se aisla a partir de Streptomyces mobaraensis y se inserta en un
sitio de restricciébn apropiado de pUC19. A continuacion se usa plJ702 y el vector lanzadera mencionado
anteriormente para insertar un gen tsr (resistencia a tioestreptén) dentro de este plasmido. Por tanto, se obtiene un
vector de expresion que contiene un origen de replicacion de Escherichia coli, un gen Amp’ (resistencia a
ampicilina), un origen de replicacion de actinomicetos y un gen tsr (resistencia a tioestreptdén) asi como un promotor,
un gen estructural y un terminador de transglutaminasa.

[0026] El tratamiento con la enzima de restriccion, la inserciéon de un fragmento de ADN y similares, para
la construccién de un vector pueden llevarse a cabo mediante un procedimiento rutinario.

[0027] Observe aqui que un vector de expresion que incluye un gen estructural de transglutaminasa
derivado de Streptomyces mobaraensis y un promotor y terminador que actian sobre el gen estructural pueden
usarse para la transformacién de microorganismos pertenecientes al género Streptomyces distintos a Streptomyces
mobaraensis.

[0028] La transformacion de actinomicetos (Streptomyces mobaraensis o Streptomyces lividans) usando
el vector de expresién construido como se menciona anteriormente puede llevarse a cabo mediante un
procedimiento de introduccién de un vector de expresion en un protoplasto del actinomiceto huésped. Es preferible
gue esta transformacion se lleve a cabo en condiciones en las que los actinomicetos como huésped puedan crecer.
Segun la investigacion de los presentes inventores, la eficacia de transformacién 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 solucién de reaccion contiene los nutrientes
necesarios para el crecimiento del actinomiceto. Entre los ejemplos especificos de dichas condiciones se incluyen
condiciones en las que una solucién de reaccion contiene extracto de carne, extracto de levadura y/o peptona
(incluyendo polipeptona, tripeptona, peptona de caseina y similares). Para conseguir una eficacia de transformacion
superior, es preferible ademas 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.

[0029] La seleccidn del transformante puede llevarse a cabo usando un marcador de seleccion como el
gen tsr, el cual se incorpor6 con antelacion al vector de expresion.

[0030] La transglutaminasa puede producirse cultivando el transformante seleccionado, es decir, un
actinomiceto huésped (Streptomyces mobaraensis 0 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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nitrégeno y un cloro inorganico (ién inorganico) si es apropiado. Para promover el crecimiento del transformante,
puede usarse un medio al cual se afiaden vitaminas, aminoacidos y similares. Entre los ejemplos de fuente de
carbono pueden incluirse, por ejemplo, glucosa, almidon, dextrina y similares. Entre los ejemplos de fuente de
nitrégeno pueden incluirse, por ejemplo, polipeptona, extractos de levadura, extractos de carne y similares. Entre los
ejemplos de cloro inorganico pueden incluirse fosfato dipotasico, sulfato de magnesio, cloruro sédico, cloruro
potasico y similares.

[0031] La temperatura de cultivo para cultivar el transformante esté, por ejemplo, en el intervalo de 15 a
37°C y, preferiblemente, en el intervalo de 25 a 35°C. Ademas, el pH del medio se ajusta a, por ejemplo, de 5,0 a 8,0
y, preferiblemente, de 6,0 a 7,5.

[0032] La transglutaminasa puede recogerse de una solucion de cultivo en la que se cultivo el
transformante durante un tiempo predeterminado o del cuerpo celular. Cuando la transglutaminasa se recoge a partir
de la solucion de cultivo, la transglutaminasa puede obtenerse eliminando sustancias insolubles mediante filtracion y
centrifugacion del sobrenadante del cultivo, seguido de aislamiento y purificacion mediante la combinacion de
eliminacion de sales como por ejemplo mediante precipitacion con sulfato amonico, didlisis, diversas cromatografias
y similares. Por otro lado, si la transglutaminasa se recoge a partir del cuerpo celular, por ejemplo, dicha enzima
puede obtenerse mediante aislamiento y purificacion como se menciona anteriormente después de triturar los
cuerpos celulares mediante tratamiento a presién, tratamiento con ultrasonidos, etc. Observe aqui que tras recoger
el cuerpo celular de la solucién de cultivo por adelantado mediante filtracién, centrifugacion y similar, puede llevarse
a cabo la serie de pasos mencionados anteriormente (triturado, aislamiento y purificacién del cuerpo celular).

Ejemplos

[0033] En los Ejemplos de la presente invencion, siempre que no se indique otra cosa, se usaran como
enzimas de restriccion y otras enzimas para los procedimientos génicos productos de Takara Shuzo Co., Ltd. o
TOYOBO CO LTD. Observe aqui que las condiciones de reaccién de las enzimas, etc. siguen el manual de
instrucciones adjunto.

[Ejemplo 1] Obtencién del vector plJ702 de actinomic  etos
[0034] Streptomyces lividans 3131 (ATCC 35287) que contenia un plasmido plJ702 se cultivé en las

siguientes condiciones de medio a 30°C durante dos dias.
Medio YEME + glicina al 0,5% + 50 yg/ml de tioestreptdn

[0035]

Extracto de levadura 39

Peptona 59

Extracto de malta 39

Cloruro de magnesio 1g

Glucosa 10g

Sacarosa 3409

Glicina 5g

Solucion de tioestrepton a 50 mg/ml (SIGMA: solucion de dimetilsulféxido)
1 ml/l (pH 7,0)

[0036] Los 200 ml de medio de cultivo se centrifugaron (12.000 g a 4°C durante 10 minutos) y el cuerpo

celular obtenido se resuspendié en 10 ml de solucién compuesta por Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), EDTA 10 mM y
sacarosa al 25% (denominada a partir de ahora «TE-sacarosa»). A continuacion se afiadieron a la suspension 2 ml
de TE-sacarosa que contenian 30 mg/ml de lisozima (Sigma Aldrich Japan K.K.) y 4 ml de EDTA 0,25 mM, la cual se
incub6 a 37° C durante 30 minutos. Tras la incubacién, se afiadieron 20 ml de SDS al 20%, después se afiadieron 5
ml de NaCl 5M y se agité suavemente tras lo cual se incub6 a 0 °C durante la noche.

[0037] A continuacion, se afiadié polietilenglicol 6000 al 30% al sobrenadante obtenido mediante
centrifugacion (100.000 g a 4°C durante 40 minutos) de manera que la concentracion final fuera del 10% y se incubd
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a 0°C durante 4,5 horas. Después de esto, se centrifugd (900 g a 4°C durante 5 minutos) y el precipitado obtenido de
este modo se disolvi6 en una solucién compuesta por Tris-HClI 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM y NaCl 50 mM.
Posteriormente se afiadieron a esta 16,8 g de cloruro de cesio y 1,2 ml de una solucion compuesta por Tris-HCI 10
mM (pH 8,0) y EDTA 1 mM (denominada a partir de ahora «TE») en la que se habia disuelto bromuro de etidio a la
concentracion de 10 mg/ml. La mezcla resultante se centrifugé (1.300 g a temperatura ambiente durante 15 minutos)
para eliminar los residuos y, a continuacion, se centrifugd de nuevo (230.000 g a 20°C durante 12 horas). Tras la
centrifugacion, con irradiacion ultravioleta se obtuvo una capa de ADN plasmidico. A continuacion, se llevé a cabo
una extraccion con butanol saturado con TE para eliminar de este modo el bromuro de etidio. La extraccion se repitio
tres veces. La solucién de ADN plasmidico obtenido se someti6 a didlisis durante la noche a 4°C usando TE como
solucion externa de didlisis. Después, se realiz6 el tratamiento de extraccién una vez mas con fenol saturado con TE
y dos veces con cloroformo y alcohol isoamilico. A este se afiadié 1/10 de volumen de solucién de acetato sédico 3
M (pH 5,2) y 2 volumenes de etanol. Después de 30 minutos a -80°C, la mezcla resultante se centrifugé (12.000 g a
4°C durante 15 minutos) para recoger el precipitado. El precipitado se lavé con etanol al 70% y se sec6. Este se
disolvié en 200 pl de TE. Mediante el procedimiento mencionado anteriormente, la cantidad final de ADN fue de
aproximadamente 10 pg.

[Ejemplo 2] Obtenciéon de una cepa de  Streptomyces lividans 3131 (ATCC 35287) sensible a tioestreptén
portadora de plJ702

[0038] Streptomyces lividans 3131 (ATCC 35287) que contenia plJ702 se cultivd a 30°C durante siete
dias usando un medio YEME. A continuacién, una solucion de cultivo se diluy6é de 10° a 10° veces con el medio
YEME. Se inocularon 100 pl por placa de la solucién diluida en cada una de las cinco placas que contenian medio
de agar YEME (medio YEME suplementado con 1,5% de agar). Tras el cultivo a 30°C durante una semana, el medio
de cultivo se replicé en el medio de agar YEME que contenia 200 pug/ml de tioestrepton usando una almohadilla de
transferencia de colonias RepliPlate™ (Takara Shuzo Co., Ltd.) y se cultivd de nuevo a 30°C durante una semana.
Se seleccioné una cepa, de la que se perdi6 el plasmido plJ702 para convertirse en una cepa sensible a tioestreptén
para obtener Streptomyces lividans 3131-TS. Esta cepa se us6 como huésped para la transformacion posterior.

[Ejemplo 3] Obtencién del vector lanzadera pSV1

[0039] El vector lanzadera pSV1 se construyé mediante el procedimiento mostrado en la Figura 1. En
primer lugar, se preparé un fragmento de ADN obtenido mediante digestion del vector de E. coli pUC19 (Takara
Shuzo Co., Ltd.) con una enzima de restriccion Bam HI y un fragmento de ADN que contenia tsr obtenido mediante
digestion del vector plJ702 de actinomicetos con Bcl | (Takara Shuzo Co., Ltd). Estos fragmentos de ADN se ligaron
entre si usando un kit de ligacion de ADN (Takara Shuzo Co., Ltd.) para producir pUCTSR. A continuacion, se
prepararon un fragmento de ADN (fragmento largo) obtenido mediante digestion de pUCTSR con Kpn | y Cla |
(Takara Shuzo Co., Ltd.) y un fragmento de ADN (fragmento corto) obtenido mediante digestion de plJ702 con Kpn |
y Cla | (Takara Shuzo Co., Ltd.) y estos fragmentos de ADN se ligaron entre si usando un kit de ligacion de ADN
(Takara Shuzo Co., Ltd) para transformar la cepa de E. coli DH5 (TOYOBO Co., Ltd). Se obtuvo un plasmido ligando
el fragmento pUC19 y el fragmento plJ702 que son portados por el transformante obtenido de este modo para
obtener un vector lanzadera pSV1. El vector lanzadera pSV1 se utilizé para los procedimientos posteriores.

[Ejemplo 4] Fabricacion del vector de expresion de s ecrecion de transglutaminasa pUJ51BD

[0040] Se construyd un plasmido de expresién de secrecién pUJ51BD que contenia el gen de la
transglutaminasa mediante el procedimiento de la Figura 2. En primer lugar, se fabricé un plasmido pBTG-BB
cortando aproximadamente 6,6 kb del fragmento Bgl 1I-Bam Il a partir de un ADN de fago (ABTG, publicacion de
patente japonesa sin examinar N.° 5-199883) que contenia un fragmento Bam HI del gen de transglutaminasa
(denominada también a partir de ahora «BTG») aislado a partir de Streptomyces mobaraensis S-8112 (niumero de
acceso: FIRM P-18980) e insertando el fragmento en un sitio Bam HI de pUC19. Se delecioné una regién 3' no
necesario a partir de pBTG-BB usando el kit de delecién Kilo-Secuence (Takara Shuzo Co., Ltd.) para fabricar un
plasmido pU51B que contenia aproximadamente 3,9 kb del gen BTG. A continuacién, se fabric6 un plasmido
pUJ51B insertando un fragmento de ADN digerido con Pst-I del vector de actinomicetos pU702 dentro de un sitio
Pstl de pU51B. Cortando el fragmento Xba I-Cla | de pUJ51B vy sustituyéndolo por un fragmento Xba I-Cla | del
vector lanzadera de E. coli-actinomicetos obtenido en el ejemplo 3, se construy6 el plasmido de expresion de
secrecién de BTG pUJ51BD a partir del cual se eliminé el gen mel (tirosinasa) de plJ702.

[Ejemplo 5] Andlisis de la secuencia de bases de la region promotora



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2432536713

[0041] Se sintetiz6 un cebador sintético BB-23 [Invitrogen Corporation] 5'-
ACACCGCACTCATAGTGGCG-3' (SEC ID N.° 3) para analizar una secuencia de bases a partir de una secuencia
(SEC ID N.° 1) de un gen estructural de BTG. La secuencia de bases del plasmido pBTG-BB se analiz6 usando un
cebador BB-23 desde el extremo 3' de la regién promotora y usando un M13-RV (Takara Shuzo Co., Ltd.) del
extremo 5’ de la regidon promotora. A partir de los resultados del andlisis de la secuencia de bases resultante, se
sintetizaron los cebadores adicionales BB-19 5-TCCGTGCGAGTGGAAGAACG-3' (SEC ID N.° 4) y SP6-20 5'-
GACGGCCTCCGAATAAC-3' (SEC ID N.° 5). Mediante el procedimiento de desplazamiento del cebador usando
estas secuencias, se determiné la secuencia de bases completa de aproximadamente 700 pb de la region promotora
(Figura 3). De forma similar, la secuencia de bases de aproximadamente 500 pb de la regién terminadora se
determiné mediante el procedimiento de desplazamiento del cebador usando los cebadores sintéticos SP6-32 5'-
ATGTCGAGGGACAGGAAC-3' (SEC ID N.° 6) y SP6-36 5-CACCACGAAAGTCGCTAC-3' (SEC ID N.° 7). Como
resultado, se identific6 una secuencia de bases (SEC ID N.° 2) compuesta por una region promotora, un gen
estructural y una region terminadora (Figuras 4 y 5). Para la reaccién de secuencia, se uso el BigDye™ Terminator
Cycle Sequencing FS Ready Kit (Applied Biosystems) y para el analisis, se usé ABI PRISM 310 Sequencer (Applied
Biosystems).

[Ejemplo 6] Preparacion del protoplasto de  Streptomyces lividans 3131-TS

[0042] Streptomyces lividans 3131-TS que se habia obtenido en el Ejemplo 2 se cultivé usando un medio
YEME (glicina al 0,5%) a 30°C durante dos dias. Los 200 ml de medio de cultivo se centrifugaron (1.300 g a
temperatura ambiente durante 10 minutos). El cuerpo celular obtenido se resuspendié en 72 ml de solucién de
sacarosa 0,35 M. A continuacién, esta suspension se centrifugd (1.300 g a temperatura ambiente durante 10
minutos) y el cuerpo celular se resuspendié de nuevo en 60 ml de solucién tampén P que contenia 1 mg/ml de
lisozima (Sigma Aldrich Japan K.K.) y la suspension se incubé a 30° C durante 2,5 horas. La suspension tras la
incubacién se filtré con algodén absorbente para eliminar los residuos. A continuacion, el filtrado resultante se
centrifugé (1.300 g a temperatura ambiente durante 10 minutos) y el sedimento se lavé con 25 ml de solucion
tampon P. Este lavado se repitié dos veces y la precipitacion se resuspendié en 1 ml de solucién tampén P para
obtener una suspension de protoplasto.

Solucién tampén P

[0043]

TES [acido N-tris(hidroximetil)metil-2-aminoetano sulfénico]
5,739

Sacarosa 103g

Cloruro de magnesio 2,03¢g

Sulfato de potasio 0,59

Cloruro calcico 3,689

Solucién de oligoelementos 2ml/l (pH 7,4)

[0044] Observe aqui que la solucién de fosfato potasico monobasico al 1% se prepard por separado que
se afiadio en la cantidad de 1ml por cada 100 ml de soluciéon tampon P inmediatamente antes de su uso.
Solucién de oligoelementos

[0045]

Cloruro de cinc 40 mg
Cloruro férrico 200 mg
Cloruro cuprico 10 mg
Cloruro de manganesio 10 mg
Tetraborato sédico 10 mg
Molibdato aménico 10 mgl/l

[Ejemplo 7] Transformacién de  Streptomyces lividans 3131-TS

Cada una de las siguientes soluciones se mezcl6 hasta la cantidad total 140 pl
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Solucion de ADN del plasmido de expresion de secrecion de BTG pUJ51D 20 pl

Protoplasto de Streptomyces lividans 3131-TS 100 pl

Solucion de sacarosa 0,35 M 20 pl

[0047] A continuacion, se afiadieron 1,5 ml de solucion tampdn P que contenia polietilenglicol 1000 al

20% a la mezcla de reaccion y se agitd suavemente mediante pipeteo. Se dejé que la mezcla resultante siguiera
durante dos minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd (1.700 g a temperatura ambiente durante 10
minutos) para recoger el precipitado. El protoplasto obtenido como precipitado se lavé dos veces con solucién
tampon P. El sedimento precipitado lavado se resuspendié en 1 ml de solucion tampén P y se aplicaron 200 pl en
cada de la suspension en un medio R-2.

[0048] Por otro lado, se prepararon R-2/A y R-2/B como se muestra a continuacion.
R-2/A

Sulfato de potasio 0,549

Cloruro de magnesio 20,29

Cloruro caélcico 59¢9

Glucosa 20,09

Prolina 6,09

Acido casamino 0,29

Solucién de oligoelementos 4 ml

Agar 44,0 g/l

R-2/B

TES 1159

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 mezclé adicionalmente

una solucion de KH2PO4 al 1% en la cantidad de 1 ml por cada 200 ml de volumen final. La mezcla se incub6 a 30°C
durante 18 horas. La superficie del medio en placa se cubrié con 1 ml de solucién tampén P compuesta por 200
pg/ml de tioestreptén y 400 pg/ml de tirosina. Las placas resultantes se incubaron adicionalmente a 30°C durante 7
dias para obtener un transformante resistente a tioestrepton (ABL-1).

[Ejemplo 8] Preparacion de protoplastos de  Streptomyces mobaraensis

[0052] Como precultivo, se cultivd Streptomyces mobaraensis S-8112 usando un medio YEME + glucosa
al 1% + cloruro de magnesio 25 mM (pH 7,0) a 27°C durante tres dias. A continuacion, la solucién de cultivo
precultivada al 0,5% se inocul6é en un medio YEME + glucosa al 1% + cloruro de magnesio 4 mM + glicina (pH 7,0) y
se cultivd a 27°C durante tres dias. El medio de cultivo se centrifugd (3.000 g a 4° C durante 10 minutos) y se
determind el peso humedo del cuerpo celular obtenido. Se lavaron 0,6 g de cuerpo celular humedo con 10 ml de
solucion de sacarosa 0,3 M y se centrifugé de nuevo (3.000 g a 4°C durante 10 minutos). El cuerpo celular se
resuspendié en 4 ml de solucion tampén 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 agit6 suavemente a 30°C durante 30 minutos. A
continuacion se afiadieron 5 ml de solucién tampén BS-P en hielo y se filtraron con algodén absorbente mientras
gue se lavaron con 3 ml de solucién tampdén BS-P como cuando se llevé a cabo la filtracion. La suspension obtenida
se centrifugd (1.500 g a 4°C durante 5 minutos), se resuspendid en 10 ml de solucién tampén BS-P y, a
continuacién, se centrifugé de nuevo (1.500 g a 4°C durante 5 minutos). El precipitado obtenido se resuspendié en
0,5 ml de solucion tampdn BS-P para obtener una suspension de protoplasto, que se usé para la transformacion
mencionada a continuacion.

Solucién tampén BS-L
Extracto de carne al 10% 10 ml

Extracto de levadura 1g
Peptona 29
Glucosa 10g
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Sacarosa 171,159

Cloruro célcico 0,277g

Cloruro de magnesio 0,508 g/l (pH 7,0)

Solucién tampén BS-P

Extracto de carne al 10% 10 ml

Extracto de levadura lg

Peptona 29

Glucosa 10g

Sacarosa 171,159

Cloruro caélcico 2,779

Cloruro de magnesio 2,03 g/l (pH 7,0)

[Ejemplo 9] Transformacion de  Streptomyces mobaraensis

[0055] Después se mezclaron 100 pl de la suspension de protoplasto (concentracion de protoplasto:
1x109/ml) obtenida en el ejemplo 8 y 10 ul de solucién de sacarosa 2M que contenia 1 ug de plasmido de expresion
de secrecion de BTG pUJ51D obtenido en el ejemplo 4, inmediatamente se dejo que siguiera la mezcla durante 10
segundos. A continuacion, después se afadieron 0,5 ml de soluciéon tampdn P que contenia polietilenglicol 1000 al
25% (Sigma Aldrich Japan K.K.) a la mezcla, ésta se dejé inmediatamente en hielo durante un minuto. Luego,
después se anadieron 2 ml de solucion tampén BS-P a la mezcla la cual se centrifugd inmediatamente (1.500 g a
4°C durante 10 minutos). El precipitado resultante se resuspendio en 0,5 ml de solucién tampén BS-P y 0,1 ml por
placa de la suspension se dispensaron superpuestos sobre un medio de agar SBS usando 3 ml de medio agar SBS
con agitacion. Después de retirar la tapa, el agar se sec6 durante exactamente dos horas y, a continuacién, se
cultivé durante exactamente 24 horas a 27°C. Adicionalmente, se superpusieron 3 ml de medio de agar blando SBS
que contenian 200 ug/ml de tioestreptén y se cultivd a 27° C. El transformante obtenido tras la operacion
mencionada anteriormente se defini6 como ABM-1.

Medio agar SBS (pH 7,0)

Extracto de carne 10¢g

Extracto de levadura 7549

Peptona triptica 1lg

Glucosa 10g

Sacarosa 308,07 g

Agar 25 g/l (pH 7,0)

Medio agar blando SBS (pH 7.0)

Extracto de carne 10g

Extracto de levadura 7549

Peptona triptica 1lg

Glucosa 10g

Sacarosa 308,07 g

Agarosa Sea Plaque 25 g/l (pH 7,0)

[Ejemplo 10] Cultivo del transformante en que el que se incorpor6 el gen BTG

[0058] El transformante ABL-1 obtenido en el ejemplo 7 y el transformante ABM-1 obtenido en el ejemplo
9 se cultivaron a 30° C durante 7 dias en las siguientes condiciones, respectivamente.

Polipeptona 209

Almidén soluble 209

Extracto de levadura 29
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Fosfato dipotasico 29

Sulfato de magnesio 1g

Adekanol LG126 05¢

Solucion de tioestrepton a 50 mg/mi 0,5 ml/l (pH 7,0)

[0059] El medio de cultivo en las condiciones mencionadas anteriormente se centrifugd (12.000 g a 4°C

durante 10 minutos) y el sobrenadante obtenido se sometié a un procedimiento de ELISA.
[Ejemplo 11] Medicién de la cantidad de produccion d e BTG (procedimiento de ELISA)

[0060] A partir del sobrenadante del cultivo de Streptomyces mobaraensis S-8112 se midi6 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 inmunizacién de un conejo usando como antigeno un antigeno BTG
purificado mediante cromatografia de afinidad en Blue Sepharose CL-6B (Pharmacia).

[0061] En primer lugar, a cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos se dispensaron 100 pl por pocillo
de solucién de anticuerpo anti-BTG que se habia diluido con tampon PBS, se incub6 durante una hora a 37°C y se
inmovilizé sobre la placa. Tras retirar la solucién de anticuerpo, cada pocillo se lavé con 200 pl de solucion de Block
Ace (Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd) diluida 10 veces que contenia Tween20 al 0,1% (denominada a partir de
ahora en este documento «solucion de lavado»). El lavado se realiz6 tres veces sucesivas. A continuacion, se
dispensaron 200 pl de una solucién de Block Ace diluida 4 veces en cada pocillo y se incub6 a 37°C durante una
hora para que se bloquease. Tras retirar la solucién de Block Ace diluia 4 veces, se lavd cada pocillo tres veces con
la solucidon de lavado. Después, la muestra de medida, es decir, el sobrenadante de cultivo (sobrenadante de cultivo
de ABL-1 o ABM-1) se diluyé apropiadamente con soluciéon de Block Ace diluia 10 veces, se dispensaron en cada
pocillo 50 pl de la solucién diluida y se incubé a 37°C durante una hora. Observe aqui que como patrones se preparo
BTG purificado que habia sido diluido con solucion de Block Ace diluida 10 veces a diferentes concentraciones. De
forma similar a las muestras de medida, los patrones también se afiadieron al pocillo que se habia sometido al
tratamiento de bloqueo.

[0062] Después de retirar la solucidon de la muestra de cada pocillo, estos se lavaron tres veces con
solucion de lavado. A continuacion, se dispensaron 100 ul de solucién de Block Ace diluida 10 veces que contenia
Fab’-HRP obtenido mediante entrecruzamiento de peroxidasa de rdbano picante (HRP) con el fragmento Fab' de
anticuerpo anti-BTG en cada pocillo y se incubd a 37°C durante una hora. Después, tras retirar la solucién de Fab'-
HRP, se lavé cada pocillo tres veces con solucion de lavado. Posteriormente, se dispensaron 150 pl por pocillo de
solucién de citrato soédico 50 mM (pH 4,5) que contenia ortofenilendiamina (0-PDA) al 0,04% y solucién de peréxido
a 0,42% en cada pocillo y se incubd a 37° C para permitir que la 0-PDA y el peréxido reaccionaran con HRP para la
formacion de color. Exactamente después de 20 minutos del inicio de la reaccion, se dispensaron 50 ul por pocillo de
solucion de acido sulfirico 3M como solucion de parada en cada pocillo y se midié la absorbancia a 492 nm. A
continuacién, usando una curva de calibracién calculada a partir de la absorbancia del patrén, se calculé 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
cantidad de BTG por cada sobrenadante de cultivo. Como se muestra en esta tabla, BTG se producia en la cantidad
de 0,7 g/l para ABL-1y de 0,5 g/l para ABM-1. Cuando se comparé con la productividad ya notificada (40 a 50 mg/l),
se obtuvieron diez veces o mas de ABL-1 y aproximadamente 10 veces de AMB-1. Por tanto, se confirmo la
productividad de BTG con una eficacia extremadamente alta.

Solucién tampén PBS

Cloruro sédico 8,0g
Fosfato dipotasico 11g
Cloruro de potasio 0,2g
Fosfato de potasio monobasico 0,2 g/l (pH 7,4)

[Ejemplo 12] PAGE-SDS

[0064] Los sobrenadantes de los cultivos del transformante ABL-1 y del transformante ABM-1 se mezclan
con solucion tampén SDS para electroforesis 2x en una relacion 1:1, repetidamente y se permite que se obtengan
muestras para PAGE-SDS. Observe aqui que como control se us6é un sobrenadante de cultivo de Streptomyces
lividans 3131-TS, BTG purificado con una solucién tampon y se prepar6 un sobrenadante de cultivo de
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Streptomyces mobaraensis S-8112. Cada muestra se sometié a PAGE-SDS usando un gel al 12,5%. Para el PAGE-
SDS, se utilizé un Fast-System (Pharmacia Biotech) y para la tincion se llevé a cabo una tincion con plata. En la
figura 7 se muestran fotografias del gel tras la tincion con plata. En la figura 7, en los pocillos 1, 2, 3, 4y 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
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 concentracién. Por otro lado, en el sobrenadante de cultivo de Streptomyces lividans (S.
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
especificamente en ABL-1y en ABM-1.

Solucién tampén 2xSDS

Tris-HCI 2,42 ¢

EDTA 0,744 g

SDS 50 g
B-mercaptoetanol 100 ml (pH 8.0)

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

[0067] La presente invencién 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.

LISTADO DE SECUENCIAS

[0068]

<110> AMANO ENZYME INC. YUUKI, Kensuke WASHIZU, Kinya
<120> Hongo que produce transglutaminasa
<130> P0201101

<150> JP P2002-263834

<151> 10/09/2002

<160> 7

<170> Patentin version 3.1

<210> 1

<211> 1.224

<212> ADN

<213> Streptomyces mobaraensis

<220>

<221> fuente

<222> (2).. (1.224)

<223> gen de transglutaminasa

<400> 1
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algcgcatac gecggagage icicgtetic geeactatga gteceetgit
ggattcalge cglegecege cgaggeogee gecgacaatg gegegeggesa
tcctacgces aaacctaceg ccicacggeg gatgacglcg cgaacaicaa
gaaagcgele cegecgetlc gagegecege cegteglice gEgecocega
agegteacce cleccgeccga gecgelegae agghtgcccglacccgtaccg

gecagggcce agacggicel caacaaclac alacgcaagt gecagcaget

atgcacegee
agagacgaag
cgegelcaac
cliccgacgac
fccelegtac

clacagccac

cgcgacggea ggaageagea galgaccgag gageageegg aetgecigte ctacgacliege

gleggigtca ceiggglcaa tlcggptcag laccegacga acagactgege clicpcglee

l{icpacgagg acaggllcaa gaacgagcig aagaacgeca ggccccggic
cgegcgeagl lcgagggccg cglcgegaag gagageticyg acgaggagaa
cgggcgerly aggigscgic cglealgaac agggeecige agaacgccca
gettaceleg acaacclcaa gaaggaaclg gegaacggca acgacgecet
gacgcccgii ccecglicla cleggegelg cggaacacge cglecticaa
geaggeadic acgacccelc caggalgaag geeglealcl acicgaagea
ggccaggace ggtegaglic ggccgacaag aggaaglacg gegaccegga
cecgeeccgg gcaccggcect gglcgacaig tcpagggaca ggaacaltce
accagecccg glgageggatt cgtcaatitc gactacgget pgtteggcge
geggacgecg acaagacegl ciggacccac ggaaalcact alcacgegee
ctgggigeca tegcatgteta cgagapcaag ticcgcaact ggiccegagge
l{cgaccgeg gagcctatgl galeacelte atcccocaaga getggaacae
aaggtaaagc 2gascigece gtea

2

2.393

ADN

Streptomyces mobaraensis
2

15

cggegagacg
gegcliicecag
tgacgagage
gcgcaacgag
ggagcggaac
ctictegage
cgceticege
gcgeagecee
ccagacggaa
caalgecage
tlactcgeac

CgCcCcCEac

60
120
180
240
300
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gatcttccgg gacatclgag gegecggagg cgalcecgagg cgeccgagee gictececea
agegegecge cgigecelee ateceeglce gegicgacee gegccEEgag EEEEiBCERT
gecegeccile ggcletzlgg acgaagegtc gzgtcggage ggcggecgga {alcglectt
gapgeegegl gEecgeaall gecgecalpg lgtigeegge gaalegacee gaagacalga

tcacttetez talccaceeg alcacgtalc cgggaglcega gaaglgllac geeglgcece
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Igtcczegle clocacceelg legeegigac
geecccacag gacct ticge coegeecleg

acgeggeege ceggeccliceg geepet lgac

cgeccacgle cgglelecgee cegecegaca

teecgeeice cgecegeglit titecgecae

cticatcgeg acgleclice gcacggccae

caggllitcca tpegcatacg ccgzagaget

tgcacegecg galtcalgee gtegaccege

gagacgaagl cclacgeeega aacclaccge

gegetcaacg aaagegetee geecgctice

lccgacgaca gggicaccec fcccgecgag

cecteplacg gcagggeega gacgglicgte
tacagccace gegacgecag gaageageag
tacggclgeg lcggigicac clggelicaat
itcgegleel tegacgagea cagellcaag

gacgagacge gegcggagtit cgaggeccac

gectlceage ggacgcgtiga ggtescelce

gacgagageg ctlacelcga caaccleaag

cgcaacgagg acgecegtic cecelictac

gapeggaacg gaggcaatca cgacecgice

agegacecge gllellccac legcacggac
cceegeegee leggtgacgg celecgaata
cgalcegegl cacgegecee BCCEERCREE
tcggctgega clgecttcge tcgeacttcd
cgaaggigeg gcgacgegta ccgaatcece
gilcaacgat gliccacgac aaaggagiig
clcgtetlcg ccactaigag lgegglgtia
gaggcceccg ctgacaalgg cgegggegaa
cicacggcgg algacgicge gaacaicaac
agceccgece cgtegllceg ggeccecgae
ccgctegaca ggatgececga cecglaccgd
aacaactaca tacgcaaglg gcagcagetc
atgaccgagg agcagcgeEga gtggclgléc
tcggegicagt acccegacszaa cagaclggee
aacgagciga agaacggcag gccccgglee
glcgegaage agagelicga cgaggagaag
glcalgaaca gggccclgga gaacgnccéc
aaggaacigg cgaacggeaa cgacgeeclg
tcagcgetge gpaacacgce glecltcaag

apgegalgaagg ccgtcatecta clcgaageoac

ttctggageg gocaggaceg gicgaglicg gecgacaaga ggaagtacge cgacccggac

geettecgee ccgeecegeg caccggecig

gicgacatgl cgageggacag gaacatlceg
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cgeageecca ceagecccgg (gagegatle glcaallteg aclacggelg gticggegee
cagacggaag cggacgcecga caagaccgic lggacccacg gaaalcacla lcacgegcee
aatggcagee tggglgecat geaigictac gagageaagl lcegeaactg glccgagget
tacicggacl lcgacceoegg agectaigig atcacellca lcceccaagag clggaacace
geeecegaca agglaaagea gzgctgsceg igatglgage gegetgmags geageeggit
gecegeetee cotecaccet cfeccecegee accacgaaag tcgetacage tegtgteece
icglectgte gacgtgegee pggagllcge cctcglgeeg giegecigic gteggegtiae
ccgtegegtic gaacalgage alzgaggege ccggegagga cggcliatgt tcgmtgecct
lgggcaccac gaagetgtcg cecitgtgea ggegcaccgl gtgitceglt cocglegeant
cgcggagege cacglcgaag cgaccegleca ggacgaggaa gaactcglcg giatectegt
ggacglgcca gacglgeteg colcgegtel zggcpacece gacgleglag tcgltealge
gegegacgatl gogceggcetg tapacglegl cgaagpagee gageecctig gogaggtiea

caggeteegt plegticalg giecgagtel cgecgRRage cegeegegge gle

<210 3
<211> 20
5 <212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador
<400> 3
10
acaccgcact catagtggog 20
<210> 4
<211> 20
15 <212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador
<400> 4
20
tcogtgegag tggaagaacg 20
<210> 5
<211> 17
25 <212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador
<400> 5
gacggocdoc gaataac 17
<210> 6
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador
<400> 6
atgtcgaggg acaggaac 18
<210> 7
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador
<400> 7
caccacgaaa glogctac 18
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REIVINDICACIONES

1. Un transformante de Streptomyces mobaraensis o Streptomyces lividans, que comprende un vector de
expresion que contiene un ADN seleccionado entre el grupo compuesto por:

(a) Un ADN que tiene una secuencia mostrada en SEC ID N.° 1 y esta 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.° 1 en condiciones rigurosas y
codifica una proteina que tiene actividad transglutaminasa y este esta unido de forma operativa a un promotor y un
terminador del gen de la transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis.

(c) Un ADN que comprende una secuencia de bases que incluye sustitucién, delecién, insercion, adicion o inversion
de una o 2 a 40 bases en la secuencia de bases mostrada en la SEC ID N.° 1 y que codifica una proteina que tiene
la actividad transglutaminasa y este estd unido de forma operativa a un promotor y un terminador del gen de la
transglutaminasa derivado de Streptomyces mobaraensis.

(d) Un ADN que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.° 2;

2. El transformante segun la reivindicacion 1, el cual es

(a) un transformante de Streptomyces mobaraensis S-8112 o

(b) un transformante de Streptomyces lividans 3131.

3. Un proceso para la produccion de transglutaminasa que comprende las etapas de:

(a) cultivar el transformante segun la reivindicacion 1 o 2 en las condiciones en que el gen estructural que codifica la
transglutaminasa pueda expresarse y

(b) recoger la transglutaminasa producida.

20



ES 2432536713

Fig.1
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Fig.2
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Intervalo de secuencia: 1 a 698

10 20 30 40 50 60
GATCTTCCGG GACATCTGAG GCGCCGGAGE CGATCCGAGG CGCCCGAGGC GTCTGCGCGA

70 8a 90 100 110 120
AGGGCGCCGE CGTGCCGTCC ATCCCCGICC GCGICGACGC GGGCCGGGAG GGGGTGLGGC

130 140 150 180 170 180
GGCGCCCTTC GOCTGTGTGG ACGAAGCGTC GGGTCGGAGG GGCGGCCGGA TATCGTCCTT

190 200 210 220 230 240
GGGGCGGLGT GGCCGGAATT GCCGCCATGG TGTTGCCGGG GAATCGACCC GAAGACATGA

250 260 270 280 290 300
TCACTTCTCG TATCCACCCG ATCACGTATC CGGGAGTCGA GAAGTGTTAC GCCGTGLCCC

310 320 330 340 350 360
TGTCCGCGTC CTCACCCCTG TCGCCGTGAC AGCGACCLGL GTTCTTCCAC TCGCACGGAC

310 380 390 400 410 420
GGCCCCACAG GACCTTTCGG CCCGGGCTCG CCCCGCCGCE TCGGTGACGG CCTCCGAATA

4390 440 430 460 470 480
ACGCGGLCGC CGGGGLCTCG GCCGGTTGAC CGATCCGGGT CACGCGCCCC GCCGGGCGGE

190 500 510 520 530 540
CGGCCACGTC CGGTCTCGCC COGCCCGACA TCGGCTGLGA CTGLCTTCGC TCGCACTTCT

550 560 370 580 590 600
TCCCECCTCC COGCCGCGTT TTTCCGCCGE CGAAGGTGCG GCGACGCGTA CCGAATCCCC

610 620 630 640 650 660

CTTCATCGEG ACGTGCTTCC GCACGGCCGC GTTCAACGAT GTTCCACGAC AAAGGAGTIG

CAGGTTTCC
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GATCTTCCGG GACATCTGAG GCGCCGGAGG CGATCCGAGG CGCUCGAGGL GTCTGCLGCGA
AGGGCGCCGC CGTGCLGTCC ATCLCCGTCC GCGTCGACGE GEGLLGGEAG GGGGTGLGLC
GGCOCCCTTC GGCTGTGTGE ACGAAGCGTC GGGTCGGAGE GGCGGCCCGA TATCGTCCTT
GGGGCGGOGET GGCCGGAATT GCCGCCATGG TGTTGCCGGE GAATCGACCC GAAGACATGA
TCACTTCTCG TATCCACCCG ATCACGTATC CGOGAGTCGA GAAGTGTTAC GCCGIGCCCC
TGTCCGCGTC CTCACCCCTG TCGOCGTGAC AGCGACCCGC GTTCTTCCAC TCGCACGGAC
GGCCCCACAG GACCTTTCGG CCCGGGLTCE CCOCGCCGCC TCOGTGACGG CCTCCGAATA
ACGCGGCCEL CGGGGLCTCG GCCGGTTGAC CGATCCGGGT CACGLGCLCC GCCOGGLGGE

. CGGCCACGTC CGGTCTCGCC CCGCCCGACA TCGGCTGCGA CTGCCTTCGL TCGCACTTCT

TCCCGECTEC CGGLCGCOTT TTTCCGCLGE CGRAGGTGG GLGACGLGTA CCGAATCCCC
CTTCATCGCG ACGTGCTTCC GCACGGCCGC GTTCAACGAT GTTCCACGAC AAAGGAGTTG

CAGGTTTCC ATG €GC ATA CGC CGG AGA GCT CTC GTC TTC GCC ACT ATG ACT
Me; Arg e Arg Arg Arg Ala Leu Yal P?ﬁ Ala Thr ¥et Ser>

720
GCG GTG TTA TGC ACC GCC GGA TTC ATG CCG TCG GCC GGC GAG GCC GCC
Ala Val Leu Cys Thr Ala Giy Phe Met Pro Ser Ala Gly Glu Als Alad

180
GCC GAC AAT GGC GCG GGG GAA GAG ACG AAG TCC TAC GCC GAA ACC TAC
Ala Asp Asn Gly Ala Gly Glu Glu Thr Lys Ser Tyr Ala Glu Thr Ty

840
CGL CTC ACG GCG GAT GAC GTC GCG AAC ATC AAC GOG CTC AAC GAA AGC
Arg Leu Thr Ala Asp Asp Yai Ala Asn lle Asn Ala Leu Asn Glu Ser>

900
GCT €C6 6CC GCT TCG AGLC GCC GGC CCG TCG TTC €66 GCC CCC GAC TCC
Ala Pro Ala Ala Ser Ser Ala Gly Pro Ser Phe Arg Alz Fro Asp Ser)

GAC GAC AGG 6TC ACC CCT CCC GCC GAG CCG CTC GAC AGG ATG CCC CacC
Asp Asp Arg Val Thr Pro Pro Ala Glu Pro Leu Asp Arg Mel Pro Asp)

944 .
€CG TAC CET CCC TCG TAC GGC AGG GCC GAG ACG GTC GTC AAC AAC TAC
‘Pro Tyr Arg Pro Ser Tyr Gly Arg Ala Glu Thr Val Yal Asn Asn Tyr>

ATA CGC AAG TGG CAG

1620
CAG GTC TAC AGC CAC CGC GAC GGC AGG AAG_CAG
[3e Arg Lys Trp Gln Gln ¥

at Tyr Ser His Arg Asp Gly Arg Lys Gin?

1080
CAG ATG ACC GAG GAG CAG CGG GAG TGG CTG TCC TAC GGC TGC GTC GGT
Gln Mel Thr Glu Glu Gln Arg Glu Trp Leu Ser Tyr Gly Cys Val Gly>

1140
GTC ACC TGG GTC AAT TCG GGT CAG TAC CCG ACG AAC AGA CTG6 GCC TTC
¥al Thr Trp Yal Asn Ser Gly GIn Tyr Pra Thr Asn Arg Leu Ala Phe)>

GCG TCC TIC GAC GAG GAC AGG TTC AAG AAC GAG CTG AAG AAC GGC AGG
Ala Ser Phe Asp Glu Asp Arg Phe Lys Asn Glu Leu Lys Asn Gly Arp>

1200
LCC CGG TCC GGC GAG ACG CGG GCG GAG TTC GAG GGC CGC GTC GCG AAG
Pro Arg Ser Gly Giu Thr Arg Ala Glu Phe Glu Gly Arg Val Ala Lys)

1260
GAG AGC TTC GAC GAG GAG AAG CGC TTC CAG CGG GCG CGT GAG CTG GCG
Glu Ser Phe Asp Glu Glu Lys Gly Phe Gin Arg Ala Arg Glu Val Afad>
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1324
TCC GTC ATG AAC AGG GCC CTG GAG AAC GCT CAC GAC GAG AGC GCT TAC
Ser val Met Asn Arg Ala Leu Glu Asn Ala His Asp Glu Ser ala Ty

1380
CTC GAC AAC CTC AAG AAG GAA CTG GCG AAC GGC AAC GAC GCC CTG CGC
Leut Asp Asn Lew Lys Lys Glu Lev Ala Asn Gly Asn Asp Ala Lep Arg>
AAC GAG GAC GCC CGT TCC CCG TTC TAC TCG GCG CTG CGG AAC ACG CCG
Asn Glu Asp Ala Arg Ser Pro Phe Tyr Ser Ala Lev Arg Asn Thr Pro}

1440
TCC TIC AAG GAG COG AAC GGA GGL AAT CAC GAC CCG TCC AGG ATG AAG
Ser Phe Lys Glu Arg Asn Gly Gly Asn His Asp Pro Ser Arg ¥el Lys>

1500
GCC GTC ATC TAC TCG AAG CAC TTC TGG AGC GGC CAG GAC GG TCG AGT
Ala Yal [Fe Tyr Ser Lys His Phe Trp Ser Gly Gln Asp Arg Ser Ser>

1550
TCG GCC GAC AAG AGG AAG TAC GGC GAC CCG GAC GCC TTC CGC CCC GCC
Ser Ala Asp Lys Arg Lys Tyr Gly Asp Pro Asp Alz Phe Arg Pro Ala}

1620
CCG GGC ACC GGC CTG GTC GAC ATG TCG AGG GAC AGG AAC ATT CCG CGE
Pro Gly Thr Gly Leu Yal Asp Mel Ser Arg Asp Arg Asn Ile Pro Ar>

AGC CLC ACC AGC CCC GGT GAG GGA TTC GIC AAT TTC GAC TAC GGC TGG

Ser Pro Thr Ser Pro Gly Glu Gly Fhe Val Asn Phe Asp Tyr Gly Trp>
1630

TTC GGC GCC CAG ACG GAA GCG GAC GCC GAC AAG ACC GTC TGG ACC CAC

Phe Gly Ala Glo Thr Glu Ala Asp Ala Asp Lys Thr ¥al Tra Thr His>

1740
GGA AAT CAC TAT CAC GCG CCC AAT GGL AGC CTG GGT GCC ATG CAT GTC
Gly Asn His Tyr His Ala Prog Asn Gly Ser Leu Gly Ala Mel His Vald>

1800
TAC GAG AGC AAG TTC CGC AAC THG TCC GAG GGT TAC TCG GAC TTC GAC
Tyr Glu Ser Lys Phe Arg Asn Trp Ser Glu Gly Tyr Ser Asp Phe Asp>

1860

CGC GGA GCC TAT GTG ATC ACC TTC ATC CCC AAG AGC TGG AAC ACC GCC

Arg Gly Ala Tyr ¥al lle Thr Phe lle Pro Lys Ser Trp Asn Thr Ala)

CCC GAC AAG GTA AAG CAG GOC T6G CCG TGA TGTGAGC GGGGTGGAGG

Pro Asp Lys Val Lys GIn Gly Trp Pro ##8)
1920

GGAGLCGGTT GCCCLGCTCC CCTCCACCCT CTCCCCCGLC ACCACGAAAG TCGCTACAGC
1980

TCGTGTCCCG TCGTGLTGTC GACGTGOGCC GGEAGTTCGC CCTCGTGGLG GTCGCLCGTC
2040

GTCGCGOTGE CCOTGGGTIC GAACATGAGG ATGCAGGCGC CCGGGGAGGA COGCTTGTGT
2100

TCOGTGCCCT TGGGCACCAC GAAGGTGTLG CCCTTGTGCA GGCGCACCGT GTETTCCGTT
2160

CCGTCGGAGT COCGGAGCGC CACGTCGAAG CGGCCGTCCA GGACGAGGAA GAACTCGTCG
2220

GTGTCCTCGT GGACGIGCCA GACGTGLTCE CCTCGGGTGT GGGLGACGLG GACGTCOTAG
2280

TCGYTCATGC GGGLGACGAT GCGLGGGCTC TAGACGTCGT CGAAGGAGLC GAGGGCLTTG

2340
GCGAGGTTGA COGELTCGGT GTCGTTCATC GTCCGAGTCT CGGCGGGAGC CCGCCEGGL
GrL
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Fig.6

Cantidad de BTG en el sobr

4

te de culti

ABL-1:pUJS1BD.~ S./ividans 3131TS

ABM-1:pUJ51BD.~ S.mobarasnsis 5-8112

0,7 &/L
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1  Siividans

2 ABL-1:pUJS1BD./ S.hvidans

3 BTG purificada

4  Smobarasnsis

S ABM-1:pUJ51BD./ S mobaraensis
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