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DESCRIPCIÓN

Método para la amplificación de ADN en una célula

Referencia de solicitudes relacionadas5

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud de patente japonesa No. 2008-147927 
presentada el 5 de junio, 2008.

Campo de la invención10

La presente invención se refiere a un proceso para amplificar ADN útil para obtener un microorganismo que produce 
una sustancia objetivo en un alto rendimiento en un periodo de tiempo corto.

Antecedentes de la invención15

Las cepas de alta producción usadas para la industria de la fermentación se obtienen por selección repetida y 
mejoras de reproducción durante varias décadas junto con procesos de mutación para obtener una buena cepa que 
tiene variaciones genéticas especiales. Por tanto, estos mutantes de alta producción son indudablemente el 
salvavidas de empresas y se consideran como los productos intensivos de técnicas muy importantes. Sin embargo, 20
la mejora de las cepas por el proceso de mutación tiene defectos tales como que requiere mucho trabajo y tiempo, 
mala reproducibilidad, y baja probabilidad de obtener buenas cepas. Por tanto, la mejora de cepas recientemente ha 
avanzado cada vez más con la tecnología de manipulación génica como una tecnología teórica reproducible.

Los procesos para mejorar la productividad de una sustancia objetivo incluyen el aumento del número de copias por 25
célula de un gen relacionado con la biosíntesis de la sustancia para aumentar su cantidad de expresión. La 
biosíntesis de metabolitos secundarios tal como antibióticos requiere muchos genes, que forman un complejo en un 
cromosoma que tiene una longitud que se extiende hasta varias decenas de kb. En este caso, el desarrollo de la 
tecnología para aumentar el número de copias de genes del complejo entero producirá muchos logros. Un proceso 
para aumentar el número de copias de genes relacionados con la biosíntesis de una sustancia objetivo incluye 30
clonar en un plásmido que puede retener un alto número de copias, pero los plásmidos de tipo alta copia tienen un 
defecto de mantener la estabilidad, lo que hace difícil clonar ADN de una región larga. Además, los vectores 
cósmidos y vectores BAC que se han desarrollado para el fin de clonar el ADN de región larga están actualmente 
limitados en el número de copias para mejorar la estabilidad.

35
Se ha descrito en la patente en EE UU No. 5240858 que una cierta región génica se puede amplificar en tándem en 
el cromosoma en Streotomyces achromogenes. Sin embargo, esta tecnología se describe solo como una técnica 
que puede amplificar la región de ADN cuyo tamaño es 10 kb o menos y podría no ser aplicada a la amplificación en 
tándem de regiones génicas de tamaño gigante en un genoma.

40
Por otra parte, se ha descrito que un complejo génico biosintético de kanamicina se ha clonado por primera vez en 
2002 (Publicación accesible al público de la patente japonesa No. 2004-173537). Se ha descrito además en el 
análisis génico de cepas de alta producción de kanamicina usadas en la industria de la fermentación que el número 
de copias del complejo génico biosintético de kanamicina se ha aumentado (Yanai, K. & Murakami, T., Journal of 
Antibiotics, (Japón), 2004, Vol. 57, p. 351-354). Se ha revelado entonces que la unidad de amplificación que 45
contiene el complejo génico biosintético de kanamicina tiene un tamaño de 145 kb en una cepa de alta producción 
de kanamicina, y la unidad de amplificación se ha amplificado a 36 o más copias (Yanai, K. et al., Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America, (USA), 2006, Vol. 103, p. 9661-9666). Sin embargo, 
la cepa de alta producción que muestra estos fenómenos es la obtenida como resultado de procesos de mutación 
durante un periodo largo de tiempo y selecciones repetidas para mejorar la productividad de kanamicina (Yanai, K. 50
et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, (USA), 2006, Vol. 103, p. 
9661-9666). Por tanto, se ha creído imposible reproducir el fenómeno de amplificación en una región de ADN de 
tamaño gigante encontrada en una cepa de alta producción de kanamicina y encontrar un gen clave relacionado con 
ella.

55
Se ha descrito el uso de un complejo génico de los genes biosintéticos de la síntesis de kanamicina en vectores de 
expresión heterólogos (Laxmi Prasad Thapa at al., Applied Microbiology and Biotechnology, vol. 76, no. 6, 28 de
Julio de 2007). Además, se han descrito vectores de expresión que comprenden genes de un complejo génico 
biosintético, por ejemplo, kanamicina (documento WO 2005/095591 A2).

60
En base a los antecedentes descritos anteriormente, todavía existe una necesidad para un proceso para amplificar 
en tándem una región de ADN de tamaño gigante en un genoma que pueda ser aplicable a un complejo génico 
requerido para la biosíntesis de metabolitos secundarios tal como antibióticos.

Compendio de la invención65
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Los inventores presentes han encontrado ahora que una región de ADN de un tamaño gigante se puede amplificar 
eficazmente en presencia de un polinucleótido que codifica una proteína específica en células. La presente 
invención se basa en tal información.

Por tanto, el objeto de la presente invención es proporcionar un proceso para amplificar la región de ADN de un 5
tamaño gigante eficazmente en células.

Según la presente invención se proporciona un proceso para amplificar ADN como se reivindica en la reivindicación 
1 posteriormente.

10
La presente invención proporciona un proceso para amplificar ADN que comprende:

preparar una célula recombinante que comprende cualquiera de los polinucleótidos seleccionados del grupo que 
consiste en los siguientes (A) a (E) y una unidad de ADN dispuesta en un genoma celular,

15
en donde la unidad de ADN tiene un tamaño de 22 a 154 kb y al menos comprende un primer fragmento de 
ADN seleccionado del grupo que consiste en los siguientes (F) a (H), un gen diana y un segundo fragmento 
de ADN seleccionado de los siguientes (I) a (K),

el gen diana o el polinucleótido es exógeno a un huésped,20

cultivar la célula recombinante en condiciones adecuadas para producir la amplificación génica para amplificar la 
unidad de ADN:

(A) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,25
(B) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene la 

deleción, sustitución, inserción o adición de uno o más aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 1 y que es funcionalmente equivalente a esa que consiste en la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 1,

(C) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una 30
identidad del 90% o más respecto a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y que es 
funcionalmente equivalente a esa que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,

(D) un polinucleótido que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 2,
(E) un polinucleótido que hibrida con el polinucleótido que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID 

NO: 2 en condiciones rigurosas, y que codifica una proteína funcionalmente equivalente a esa que consiste 35
en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,

(F) ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3,
(G) ADN que hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3 en condiciones 

rigurosas,
(H) ADN que tiene una identidad del 90% o más respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3,40
(I) ADN representado por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4,
(J) ADN que hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4 en condiciones 

rigurosas, y
(K) ADN que tiene una identidad del 90% o más respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4.

45
Según el proceso para amplificar ADN según la presente invención, la región de ADN de un tamaño gigante se 
puede amplificar eficazmente en células.

Breve descripción de las figuras
50

La figura 1 representa un fragmento del inserto del cósmido AB501.

La figura 2 representa un fragmento del inserto del cósmido pAB801.

Descripción de formas de realización55

Depósito

El cósmido AB501 (Escherichia coli JM109/cósmido AB501) según la presente invención se ha depositado en el 
International Patent Organism Depositary, National Institute of Avanced Industrial Science and Tecnology, No. 6, 60
Chuo, 1-1, Higashi, Tsukuba, Ibaragi, Japón, código postal: 305-8566 con el número de depósito de FERM BP-
11114 en la fecha de depósito original del 14 de mayo, Heisei 20 (2008).

Además, el cósmido pAB801 (Escherichia coli JM109/pAB801) según la presente invención se ha depositado en el 
International Patent Organism Depositary, National Institute of Avanced Industrial Science and Tecnology, No. 6, 65
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Chuo, 1-1, Higashi, Tsukuba, Ibaragi, Japón, código postal: 305-8566 con el número de depósito de FERM BP-
11121 en la fecha de depósito original del 28 de abril, Heisei 21 (2009).

Definición
5

El término proteínas o polinucleótidos “funcionalmente equivalentes” como se usa en el presente documento 
significa lo siguiente.

En proteínas o polinucleótidos, la variación estructural en sus secuencias puede estar causada por polimorfismo 
genético o mutación, reacción de modificación, y similares. Sin embargo, se sabe que algunas proteínas o10
polinucleótidos, aunque tienen estas variaciones, tienen sustancialmente actividades fisiológicas y biológicas
sustancialmente equivalentes respecto a proteínas y polinucleótidos que no tienen tales variaciones. Por tanto, tales 
proteínas o polinucleótidos, en los que no se observa gran diferencia a pesar de sus diferencias estructurales 
respecto a los que no tienen variaciones, se denominan las proteínas o polinucleótidos “funcionalmente 
equivalentes”.15

La terminología “secuencia de aminoácidos en la que uno o más aminoácidos de la secuencia de aminoácidos se 
han delecionado, sustituido, insertado o añadido” usada en el presente documento significa que se han hecho 
alteraciones por técnicas bien conocidas incluyendo mutagénesis específica de sitio o mediante la sustitución de una 
pluralidad de aminoácidos que es probable que se produzca en la naturaleza.20

Además, el término “identidad” con respecto a secuencias de aminoácidos o secuencias de nucleótidos se usa como 
el significado de que los residuos de nucleótidos o aminoácidos que constituyen las respectivas secuencias 
concuerdan entre sí entre las secuencias que se van a comparar. Los valores de “identidad” descritos en el presente 
documento pueden ser los calculados con un programa de recuperación de identidad que conoce bien el experto en 25
la materia, y se puede calcular fácilmente usando un parámetro por defecto de BLAST y similares.

El término “condición rigurosa” usado en el presente documento significa que la operación de lavado de una 
membrana después de la hibridación se realiza en una solución a baja concentración de sal a una temperatura alta, 
por ejemplo, en la condición de lavado de concentración de SSC 2 x (SSC 1X: citrato trisódico 15 mM, cloruro de 30
sodio 150 mM) en una solución de SDS al 0,5% a 60ºC durante 20 minutos. Además, la hibridación se puede 
realizar según un método bien conocido y por tanto se puede realizar según la instrucción acompañante de una 
genoteca comercialmente disponible.

El término “región RsA” usado en el presente documento significa la secuencia de 94693 a 94726 en la secuencia de 35
nucleótidos registrada como número de acceso AB254080 (número total de nucleótidos 205447 pb) en la base de 
datos de Genbank. Además, el término “región RsB” significa la secuencia de 6177 a 6210 en la secuencia de 
nucleótidos registrada como número de acceso AB254081 (número total de nucleótidos 15046 pb) en la base de 
datos de Genbank.

40
Polinucleótido/proteína de la invención

El proceso para amplificar ADN de la presente invención comprende amplificar ADN como la diana de amplificación 
en células (también denominado de aquí en adelante como “gen diana”) en presencia de un polinucleótido que 
codifica una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 o una proteína funcionalmente 45
equivalente a la misma (denominado de aquí en adelante como “polinucleótido de la invención”).

Es un hecho inesperado que el ADN en un tamaño gigante se pueda amplificar eficazmente en células en presencia 
del polinucleótido de la invención. El polinucleótido de la invención puede estar presente en un genoma celular o en 
una matriz de células siempre que no inhiba la amplificación del ADN en el gen diana. Además, según una forma de 50
realización, el polinucleótido de la invención está presente en el genoma celular.

Además, el polinucleótido de la invención puede ser ADN o ARN, pero preferiblemente ADN.

Según una forma de realización de la presente invención, el polinucleótido descrito anteriormente es un ADN 55
seleccionado de los siguientes (i), (ii) y (iii) (denominado de aquí en adelante como el ADN de la invención):

(i) ADN que codifica una proteína seleccionada de las siguientes 1), 2) y 3):

1) una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,60
2) una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una deleción, sustitución, 

inserción o adición de uno o más aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y 
3) una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 90% o más 

respecto a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,
(ii) ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 2,65
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(iii) ADN que codifica una proteína que hibrida con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 2 en condiciones 
rigurosas y tiene la función de amplificar ADN. 

El ADN de la invención es preferiblemente un ADN que codifica una proteína que consiste en la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y más preferiblemente un ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ 5
ID NO: 2. Además, según una forma de realización, el ADN de la invención también contiene un ADN contenido en 
el cósmido AB501 depositado con el número de acceso FERM BP-11114.

Además, según otra forma de realización preferida, el polinucleótido de la invención incluye los siguientes 
polinucleótidos:10

(A) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,
(B) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una 

deleción, sustitución, inserción o adición de uno o más aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 1 y que es funcionalmente equivalente a esa que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 15
NO: 1,

(C) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una 
identidad del 90% o más respecto a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y que es funcionalmente 
equivalente a esa que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,

(D) un polinucleótido que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 2, y20
(E) un polinucleótido que hibrida con el polinucleótido que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 

2 en condiciones rigurosas, y que codifica una proteína funcionalmente equivalente a esa que consiste en la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1.

Además, la proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 o una proteína funcionalmente 25
equivalente a esa que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 (denominada de aquí en adelante 
como “la proteína de la invención”) tiene una excelente actividad para amplificar ADN y se puede usar 
ventajosamente para la amplificación de ADN en el genoma celular.

La proteína de la invención también se puede añadir, por ejemplo, como una composición junto con un tampón 30
deseado y similar a células que se van a cultivar para amplificar la región de ADN en un genoma celular.

Por tanto, según otra forma de realización de la presente invención se proporciona una composición para amplificar 
ADN, que comprende una proteína seleccionada de las siguientes 1) a 3):

35
1) una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,
2) una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una deleción, sustitución, inserción o 

adición de uno o más aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y 
3) una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 90% o más respecto 

a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1.40

En la proteína de la invención la terminología “uno o más aminoácidos” significa aminoácidos preferiblemente en el 
intervalo de 1 a 50, más preferiblemente de 1 a 30, más preferiblemente de 1 a 10, más preferiblemente de 1 a 5, y 
más preferiblemente de 1 a 2.

45
Además, en la proteína de la invención, la terminología “una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 
90% o más” significa una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de preferiblemente el 95% o más, más 
preferiblemente el 98% o más, y más preferiblemente el 99% o más.

Además, las proteínas de 2) y 3) son preferiblemente las que son funcionalmente equivalentes a la proteína de 1). 50
Con respecto a esto, la identidad funcional de las proteínas 2) y 3) respecto a la proteína 1) se puede confirmar, por 
ejemplo, comparando los casos de aplicar estas proteínas o sus polinucleótidos a una cepa de Streptomyces con 
uso del nivel de amplificación de ADN entre la región RsA y la región RsB en la cepa como un índice. Tal 
experimento de comparación lo puede llevar a cabo fácilmente el experto en la materia, por ejemplo, mediante 
referencia a los ejemplos 8 a 10.55

Región de ADN/unidad de ADN como la diana de amplificación

Además, en el proceso para amplificar ADN de la presente invención, la región de ADN que se va a amplificar es 
preferiblemente la región de ADN entre la región RsA y la región RsB.60

La región RsA y la región RsB son regiones de ADN que contienen un complejo génico biosintético de kanamicina
que está presente en el ADN cromosómico de Streptomyces kanamyceticus. La región RsA y la región RsB se han 
descrito en detalle por Yanai, K. et al., “Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America”, (USA), 2006, Vol. 103, p. 9661-9666 que se incorpora al presente documento mediante referencia.65
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La región de ADN entre la región RsA y la región RsB se puede amplificar eficazmente como una unidad de ADN en 
presencia del polinucleótido de la invención. La unidad de ADN entre la región RsA y la región RsB está
preferiblemente en el intervalo de 22 a 154 kb. Según la presente invención, las unidades de ADN en tal tamaño 
gigante también se pueden amplificar ventajosamente.

5
Además, la región RsA es un ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3, y la región RsB es 
un ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4. Por tanto, según una forma de realización, el 
proceso para amplificar ADN según la presente invención se lleva a cabo en presencia del siguiente ADN de (a) y 
(b):

10
(a) ADN que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3, y
(b) ADN que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4.

El ADN que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3 en (a) puede solo contener la secuencia de 
nucleótidos de SEQ ID NO: 3, y uno o más nucleótidos pueden estar delecionados de la secuencia de nucleótidos 15
de SEQ ID NO: 3 siempre que el proceso para amplificar ADN según la presente invención se produzca en la base 
de la recombinación específica en el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3 y el ADN 
que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4. El ADN que comprende la secuencia de nucleótidos 
de SEQ ID NO: 3 preferiblemente incluye el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3.

20
Además, el ADN que comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4 en (b) puede solo contener la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4, y uno o más nucleótidos pueden estar delecionados de la secuencia de 
nucleótidos de SEQ ID NO: 4 siempre que el proceso para amplificar ADN según la presente invención se produzca 
en la base de la recombinación específica en el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3
y el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4. El ADN que comprende la secuencia de 25
nucleótidos de SEQ ID NO: 4 preferiblemente incluye el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ 
ID NO: 4.

Además, en el proceso para amplificar ADN según la presente invención, el ADN como la diana de amplificación 
puede ser la unidad de ADN insertada entre los ADN que son funcionalmente equivalentes a la región RsA y la 30
región RsB. A este respecto, el término los ADN que son funcionalmente equivalentes a la región RsA y la región 
RsB significa los que se amplifican equivalentemente a la región RsA y la región RsB en el genoma celular en 
presencia del polinucleótido de la invención. La identidad funcional la puede confirmar fácilmente un experto en la 
materia, por ejemplo, mediante referencia a los ejemplos 8 a 10.

35
Además, según la forma de realización preferida de la presente invención, la unidad de ADN comprende un primer 
fragmento de ADN seleccionado del grupo que consiste en los siguientes (F) a (H) y un segundo fragmento de ADN 
seleccionado del grupo que consiste en los siguientes (I) a (K):

(F) ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3,40
(G) ADN que hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3 en condiciones 

rigurosas,
(H) ADN que tiene una identidad del 90% o más respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3,
(I) ADN representado por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4,
(J) ADN que hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4 en condiciones 45

rigurosas, y
(K) ADN que tiene una identidad del 90% o más respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4.

Además, en (H) y (K) descritos anteriormente, el término “ADN que tiene una identidad del 90% o más” significa 
ADN que tiene una identidad de preferiblemente el 95% o más, más preferiblemente el 98% o más, más 50
preferiblemente el 99% o más.

Además, el gen diana que codifica la sustancia objetivo preferiblemente se dispone en una unidad de ADN que tiene 
la región RsA y la región RsB o ADN funcionalmente equivalentes a los mismos. Por tanto, según una forma de 
realización de la presente invención, el gen diana está presente entre los ADN (a) y (b). Además, según otra forma 55
de realización de la presente invención, la unidad de ADN comprende el primer fragmento de ADN, el gen diana, y el 
segundo fragmento de ADN en este orden desde el extremo 5’.

Además, la unidad de ADN preferiblemente se dispone en un genoma celular. Además, según una forma de 
realización, tanto la unidad de ADN como el polipéptido de la presente invención están dispuestos en el genoma 60
celular. En este caso, la disposición y la distancia entre el polinucleótido de la presente invención y la unidad de ADN 
en el genoma celular las determina apropiadamente el experto en la materia en consideración al nivel de expresión 
del gen diana.

Gen diana/sustancia objetivo65
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El gen diana de la presente invención puede ser, pero no está específicamente limitado siempre que se pueda 
introducir en la unidad de ADN, un único gen o un grupo de genes requerido para la biosíntesis de una sustancia 
objetivo. 

Además, la sustancia objetivo codificada por el gen diana no está específicamente limitada siempre que sea una 5
sustancia cuya productividad se puede mejorar aumentando el número de copias del gen diana, pero las sustancias 
objetivo preferidas incluyen antibióticos medica y/o agrícolamente útiles tal como antibióticos aminoglucósidos, 
sustancias fisiológicamente activas, enzimas y similares.

Además, es preferible insertar un gen marcador de selección que incluye un gen de resistencia a un fármaco en el 10
ADN en consideración a seleccionar las células con ADN amplificado. El gen de resistencia a fármaco no está 
limitado específicamente siempre que pueda producir expresión génica en un organismo que tiene amplificación de 
ADN producida en el mismo y el producto génico funcione, pero es preferiblemente un gen de resistencia a 
kanamicina.

15
Transferencia del gen diana o polipéptido de la invención en un huésped/vector

Además, el gen diana o polipéptido de la invención puede ser endógeno o exógeno a un huésped, pero al menos 
uno del gen diana o el polipéptido es preferiblemente exógeno a un huésped.

20
El gen diana o polipéptido de la invención se introduce adecuadamente en una célula huésped con un vector.

En el caso de introducir el polinucleótido de la invención en un huésped, se usa preferiblemente un vector para 
amplificación de ADN que comprende un polinucleótido seleccionado del grupo que consiste en de (A) a (C) en la 
forma funcional:25

(A) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,
(B) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene la 

deleción, sustitución, inserción o adición de uno o más aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 1 y que tiene actividad de amplificación de ADN, y30

(C) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene una 
identidad del 90% o más respecto a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y que tiene actividad de 
amplificación de ADN.

El vector comprende el polinucleótido de la invención en una forma funcional y por tanto puede expresar la proteína 35
de la invención en células. A este respecto, la terminología “comprende en la forma estructural” significa que el 
polinucleótido de la invención se inserta en el vector de tal manera que la proteína de la invención se puede 
expresar bajo el control de elementos requeridos para una expresión adecuada descritos posteriormente.

Además, el gen diana preferiblemente se dispone, como se ha descrito anteriormente, en una unidad de ADN 40
insertada entre la región RsA y la región RsB o entre los ADN funcionalmente equivalentes a los mismos en 
presencia del polipéptido de la invención. Por tanto, cuando el gen diana se introduce en un huésped, 
preferiblemente se usa un vector para amplificar ADN, que comprende una unidad de ADN que comprende un 
primer fragmento de ADN seleccionado del grupo que consiste en (F) a (H), un gen diana, y un segundo fragmento 
de ADN seleccionado del grupo que consiste en (I) a (K), y capaz de introducir la unidad de ADN en un genoma 45
celular.

Además, el gen diana y el polinucleótido de la invención preferiblemente se introducen junto con elementos 
requeridos para la expresión tal como una secuencia promotora y una secuencia señal de terminación de la 
transcripción en una célula huésped. El promotor y la señal de terminación de la transcripción se pueden determinar 50
apropiadamente dependiendo de la especie del organismo de un huésped para fomentar la expresión génica de alta 
eficacia. Además, el promotor y la señal de terminación de la transcripción pueden ser el promotor y la señal de 
terminación de la transcripción originales de un gen que contiene el gen diana y el polinucleótido de la invención.

Los otros elementos requeridos para la expresión además de la secuencia promotora y la secuencia señal de 55
terminación de la transcripción incluyen, por ejemplo, un potenciador para expresar eficazmente un gen objetivo y 
una secuencia IRES (sitio interno de entrada al ribosoma). Los elementos requeridos para la expresión se pueden 
disponer en un sitio adecuado de un vector dependiendo de sus propiedades. Además, los elementos requeridos 
para la expresión se pueden seleccionar en consideración a la combinación con un huésped y la productividad de la 
sustancia objetivo.60

Además, en el caso de introducir el polinucleótido de la invención o la unidad de ADN en el genoma del huésped por 
recombinación homóloga, se dispone en el vector una secuencia homóloga de ADN que tenga la identidad capaz de 
recombinación homóloga con una parte del genoma del huésped. La secuencia homóloga de ADN contenida en el 
vector puede ser individual o plural siempre que la recombinación eficaz y expresión del polipéptido de la presente 65
invención o el gen diana no se prevengan, pero es preferiblemente dos. Además, estas dos secuencias homólogas 
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de ADN preferiblemente se disponen en el extremo 5’ y el extremo 3’ de la unidad de ADN que se va a introducir. 
Por tanto, según una forma de realización de la presente invención, el vector comprende al menos la secuencia 
homóloga de ADN dispuesta en el extremo 5’, la unidad de expresión del gen de la proteína objetivo y la secuencia 
homóloga de ADN dispuesta en el extremo 3’.

5
Además, la secuencia homóloga de ADN tiene la identidad y longitud capaces de recombinación homóloga con el 
genoma del huésped. En consideración a la disponibilidad y probabilidad de la reacción de recombinación homóloga, 
la identidad de la secuencia homóloga de ADN y el genoma del huésped es preferiblemente satisfactoriamente alta, 
y ambas son preferiblemente la misma secuencia. Además, las longitudes de los dos fragmentos homólogos de ADN 
las selecciona apropiadamente el experto en la materia respectivamente en consideración al sitio en que se va a 10
introducir, la eficacia de introducción, y similares.

Los vectores usados en la presente invención no están limitados específicamente, siempre que estos vectores sean 
capaces de introducir el gen diana o el polinucleótido de la invención en el genoma celular, e incluyen, por ejemplo, 
un vector plásmido, un vector cósmido, un vector fago y un vector BAC, preferiblemente un vector cósmido.15

Los vectores descritos anteriormente se pueden construir con uso de métodos estándar bien conocidos en la 
técnica, por ejemplo, el método descrito por Sambrook, J. et al., "Molecular Cloning: a laboratory manual", Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1989).

20
Método para introducir un vector en células

Se pueden usar los métodos bien conocidos en la técnica para la introducción de los vectores en células e incluyen, 
por ejemplo, un método de electroporación, un método de microinyección, un método de fosfato de calcio, un 
método de lipofección y un método de transferencia conjugativa. Estos métodos de transferencia los selecciona 25
apropiadamente un experto en la materia en consideración a las células huésped, tamaños de vectores, eficacias de 
transferencia, y similares.

Cultivo/selección de células
30

En el método para amplificar ADN de la invención, las células en las que se han introducido el gen diana y el 
polinucleótido de la invención se cultivan para amplificar una unidad de ADN en condiciones de producir 
amplificación génica.

Cuando las células tienen el gen marcador de selección descrito anteriormente, se pueden obtener células que tiene 35
una unidad de ADN amplificada cultivando las células una condición de cultivo de selección apropiada. Por ejemplo, 
cuando se usa una cepa que contiene tanto genes biosintéticos de kanamicina como un gen de resistencia a 
kanamicina como huésped, se puede seleccionar una cepa que tiene una unidad de ADN amplificada subcultivando 
la cepa en un medio que contiene kanamicina durante aproximadamente tres pases y aumentando en serie la 
cantidad de kanamicina añadida durante estos pases.40

Además, en la selección de una célula recombinante, se puede seleccionar precisamente la célula recombinante que 
contiene las copias plurales de una unidad de ADN usando secuenciación de ADN genómico, transferencia de 
Southern, y similares.

45
Célula recombinante/microorganismo recombinante

Además, la célula recombinante de la invención se produce por la técnica descrita anteriormente y comprende las 
copias plurales de la unidad de ADN como la diana de amplificación introducida en el genoma. Por tanto, el 
microorganismo obtenido por el proceso de la presente invención comprende una región de ADN de amplificación en 50
la que se han introducido las copias plurales. Tales células y microorganismos recombinantes se pueden usar para 
producir eficazmente la sustancia objetivo.

Además, en las células descritas anteriormente, la unidad de ADN es preferiblemente exógena al huésped. Además, 
el número de copias de la unidad de ADN es 2 o más. Además, según la forma de realización más preferida de la 55
presente invención, el gen diana en la célula recombinante se incorpora en el genoma como la unidad de ADN que 
contiene al menos una secuencia promotora y una secuencia señal de terminación de la transcripción. El gen diana 
o la unida de ADN en la célula recombinante descrita anteriormente también se puede incorporar reiterativamente, 
preferiblemente en tándem.

60
Huéspedes

A continuación, el huésped no está específicamente limitado siempre que no prevenga la práctica de la amplificación 
del ADN de la invención, pero es preferiblemente un microorganismo, más preferiblemente una cepa productora de 
antibióticos, y similares. Más específicamente, el huésped es preferiblemente Actinomycetes, más preferiblemente 65
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una cepa derivada de Streptomyces, más preferiblemente, Streptomyces kanamyceticus, Streptomyces coelicolor o 
Streptomyces lividans, más preferiblemente Streptomyces kanamyceticus.

Producción de sustancias objetivo
5

En la presente invención, se puede producir una sustancia objetivo cultivando una célula recombinante que contiene 
copias plurales del gen diana obtenida por el método descrito anteriormente en un medio. Las condiciones 
detalladas de cultivo de la célula recombinante las determina adecuadamente dependiendo de la propiedad y estado 
de la célula el experto en la materia.

10
La sustancia objetivo también se puede aislar por técnicas bien conocidas tales como centrifugación, filtración en gel 
y filtración a través de un filtro.

Ejemplos
15

La presente invención se describe ahora específicamente con referencia a ejemplos, pero no se limita a los mismos.

Ejemplo 1: Amplificación de los genes biosintéticos de kanamicina de la cepa Streptomyces kanamyceticus JCM 
4775

20
1) Subcultivo y mejora de la productividad de kanamicina de Streptomyces kanamyceticus

Se inoculó la célula liofilizada (tubo L) de la cepa JCM4775 (RIKEN BioResource Center) en un medio de siembra 
(licor de maceración de maíz al 3%, levadura seca al 0,25%, CaCl2 al 0,1%, estaminol (comercializado por Nippon 
Nogyo Shizai Kabushiki Kaisha, fabricado por  Sapporo Breweries Ltd.) al 0,1%, pH 7,5 antes de la esterilización, se 25
cargó un volumen de 40 ml en un matraz Erlenmeyer de 250 ml). El medio se incubó en un agitador rotatorio a 220 
rpm y 28ºC durante 48 horas para dar una cepa A (primera generación). A continuación, se inoculó una porción de 1 
ml del cultivo en dos medios de siembra sin antibiótico y con 250 µg/ml de kanamicina, respectivamente. Estos 
cultivos se incubaron en un agitador rotatorio a 220 rpm y 28ºC durante 48 horas para dar una cepa B que no 
contenía antibiótico y una cepa C que contenía  250 µg/ml de kanamicina (segundas generaciones). Una porción de 30
1 ml del líquido de cultivo B se inoculó después en el medio de siembra que no contenía kanamicina y se incubó en 
un agitador rotatorio a 220 rpm y 28ºC durante 48 horas para dar una cepa D (tercera generación). Una porción de 1 
ml del líquido de cultivo C se inoculó después en medio de siembra que contenía 500 µg/ml y 2000 µg/ml, 
respectivamente, de kanamicina y se incubó en un agitador rotatorio a 220 rpm y 28ºC durante 48 horas para dar 
una cepa E que contenía 500 µg/ml de kanamicina y una cepa F que contenía 2000 µg/ml de kanamicina (terceras 35
generaciones), respectivamente.

Para conservar las cepas obtenidas anteriormente, los líquidos de cultivo de la primera generación (A), la segunda 
generación (B, C), y la tercera generación (D, E, F), respectivamente, se mezclaron con el mismo volumen de leche 
desnatada al 20% al completar la incubación durante 48 horas y se criosonservaron a -80ºC. Una porción de 0,5 ml 40
de cada cepa A, B, C, D, E y F se inoculó en un medio de siembra que no contenía antibiótico y se incubó durante 
48 horas. Después de completar la incubación, una porción de 50 µl de cada líquido de cultivo incubado se extendió 
en un medio agar para la producción (almidón al 1%, glucosa al 0,25%, harina de soja al 0,6%, peptona al 0,15%, 
KCl al 0,0025%, MgSO4·7H2O al 0,025%, K2HPO4 al 0,05%, NaCl al 0,15%, CaCO3 al 0,15%, pH 7,0 antes de la 
esterilización, 20 ml/placa) y se incubó a 28ºC durante 7 días. El medio agar en el que se había crecido 45
Streptomyces  kanamyceticus JCM4775 se perforó con un perforacorchos (diámetro de 5 mm), y el trozo de disco se 
colocó en una placa de agar que contenía B. subtilis ATCC6633 y se cultivo a 37ºC durante 18 horas para formar 
una zona inhibitoria por kanamicina. Como estándar para examinar las cantidades de producción, se prepararon 
medios de agar para la producción a los que se habían añadido 0 µg/ml, 10 µg/ml, 100 µg/ml y 500 µg/ml, 
respectivamente, de kanamicina, y se perforaron con un perforacorchos (diámetro de 5 mm) de la misma manera 50
que se ha descrito anteriormente. Como resultado de comparar las zonas inhibitorias formadas por estos discos con 
la zona inhibitoria obtenida anteriormente, las concentraciones de kanamicina producidas en el medio de agar para 
producción fueron A; 10 µg/ml, B; 10 µg/ml, C; 150 µg/ml, D 10 µg/ml, E; 200 µg/ml, y F; 250 µg/ml, respectivamente. 
Por tanto, la capacidad productora de kanamicina de la primera generación (A) aumento de 20 a 25 veces en las 
terceras generaciones (E, F).55

2) Evidencia de amplificación génica: detección de sitio de unión de recombinación (RsB/RsA) por PCR

Después de completar la incubación de la primera generación, segunda generación y tercera generación, 
respectivamente, durante 48 horas, una porción de 30 ml de cada líquido de cultivo se sometió a centrifugación a 60
7500 rpm durante 10 minutos. Después de decantar el sobrenadante obtenido de esta manera, las células se 
liofilizaron al vacío. Se usó la porción de 1/10 de las células secas para aislar ADN cromosómico en el siguiente 
método. Es decir, la cantidad de 1/10 de las células secas se diluyó con 1 ml de un tampón TE (Tris-HCl 10 mM, 
EDTA 1 mM, pH8) y 50 µl de una solución de lisozima (concentración: 20 mg/ml). Después de la lisis a 37ºC durante 
30 minutos, se añadieron 2 ml de una solución de adsorción de lisis acompañada con un kit de purificación de ADN 65
genómico, MagExtractor™-Genome- (TOYOBO) a la solución de lisis. Después de agitar, se transfirió 1 ml de la 
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mezcla a un tubo Eppendorf y se sometió a centrifugación a 12000 rpm durante 5 minutos. Una porción de 850 µl del 
sobrenadante se transfirió a un tubo Eppendorf sin tapa, y el ADN se separó con un sistema MFX-6000 (TOYOBO) 
según las instrucciones que acompañan al kit. A continuación, se realizó una prueba de amplificación por el método 
de PCR con el ADN cromosómico de cada cepa de A, B, C, D, E y F obtenidas en 1). Los cebadores sintéticos 
usados son KM-16' (5'-CCGGCACTTCCGCTCCAA-3', SEQ ID NO: 5) y KM-17' (5'-GCGGGTTCGCCAACTCCA-3', 5
SEQ ID NO: 6). La reacción de PCR se llevó a cabo con TaKaRa LA TaqR con tampón GC (Takara Bio Inc.) 
mediante la modificación parcial del protocolo acompañante. Es decir, la solución de reacción comprende 0,5 µl de 
TaKaRa LA Taq™ (5 unidades/µl), 25 µl de tampón GC II 2 x, 8 µl de solución de dNTP (cada uno 2,5 mM), 2,5 µl de 
dimetilsulfóxido, 100 pmol (1 µl) de ADN cromosómico, 100 pmol (1 µl) de cebador KM-16’, 100 pmol (1 µl) de 
cebador KM-17’, y agua esterilizada (11 µl), y el volumen final se ajustó a 50 µl. La hibridación se llevó a cabo a una 10
temperatura de 50ºC, la amplificación se realizó durante 25 ciclos, y la extensión se realizó a 72ºC durante 2 
minutos. Cuando se produce la recombinación del ADN en la región RsA (5’-
GAAGTGACGATACCTTGGTCCTCTCAAATCAAGA- 3 ', SEQ ID NO: 3) y la región RsB  (5'-
ACCACGACGACACCCTGGTCCGCGCGGAGGAGGT-3', SEQ ID NO: 4), produce la amplificación de un fragmento 
de ADN de 1,2 kb (Yanai, K. et al., “Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 15
America (USA), 2006, Vol. 103, p. 9661-9666). Como resultado de la electroforesis en gel de agarosa de la solución 
de reacción, no se detectaron fragmentos de ADN que se van a amplificar usando el ADN cromosómico de las cepas 
A, B y D, respectivamente, mientras que se obtuvo un fragmento de amplificación de 1,2 kb usando el ADN 
cromosómico de las cepas C, E y F, respectivamente. La banda de amplificación de C mostró una potencia de 
aproximadamente la mitad de tinción de bromuro de etidio comparada con E y F. Se ha revelado de este resultado20
que la región de ADN entre la región RsA y la región RsB se ha amplificado por subcultivo con la adición de 
kanamicina.

3) Evidencia de amplificación génica: detección de la región de ADN amplificada por análisis de transferencia 
Southern25

El ADN cromosómico (5 µg) de A, B, C, D, E y F, respectivamente, se cortó con BamHI y se sometió a electroforesis 
en gel de agarosa. El ADN en el gel de agarosa se transfirió a Hybond™-N+ (GE Healthcare Bioscience). La 
hibridación se realizó con el sistema de marcaje y detección directa de ácido nucleicos ECL™ (GE Healthcare 
Bioscience) según las instrucciones acompañantes. Como sonda se usó una fragmento SphI de 4,95 kb derivado de 30
pKM92 (Yanai, K. et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America (USA), 
2006, Vol. 103, p. 9661-9666).

Mientras que se detectó un fragmento BamHI de 9,6 kb en las cepas silvestres, un fragmento BamHI de 10,8 kb se 
detectó además tras la recombinación de ADN en la región RsA y la región RsB (Yanai, K. et al., Proceedings of the 35
National Academy of Sciences of the United States of America (USA), 2006, Vol. 103, p. 9661-9666). Como 
resultado de la hibridación, se detectó una banda de 9,6 kb en todas las muestras. También se detectó una banda 
de 10,8 kb en la muestra de F, y las bandas de 9,6 kb y 10,8 kb tenían una densidad casi igual. Mientras que la 
banda de 10,8 kb se detectó también en la muestra de E, tenía una densidad muy débil. Se ha revelado de la 
detección del fragmento BamHI de 10,8 kb en las muestras de E y F que la recombinación de ADN ha ocurrido entre 40
las regiones de RsA y RsB en las cepas E y F y una región de ADN entre estas regiones se ha amplificado.

Ejemplo 2: Preparación del cósmido 203-7 que tiene la región RsA químicamente sintetizada y transferencia en una 
cepa de tipo salvaje

45
Para examinar la presencia de un gen clave que produce la amplificación del ADN en una región de ADN de 106,6 
kb entre las regiones RsC y RsD (secuencia de nucleótidos 28935-135581) entre la secuencia de nucleótidos del 
complejo génico biosintético de kanamicina derivado de Streptomyces kanamyceticus que se ha registrado como el 
número de acceso AB254080 (número total de nucleótidos 205447 pb) en la base de datos de Genbank, se preparó 
una cepa que tiene la región RsA (secuencia de nucleótidos 94693-94726, SEQ ID NO: 3) pero en la que se ha 50
delecionado casi de la región de ADN entre las regiones RsC-RsD en el siguiente método y se examinó la capacidad 
de amplificación del ADN.

1) Preparación del cósmido AB201
55

Se preparó el cósmido AB201 que tiene un gen de resistencia a apramicina y un sitio nuevo de enzima de restricción 
EcoRV insertado en el extremo derecho del fragmento de inserción del cósmido 4-5 (Yanai, K. et al., Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America (USA), 2006, Vol. 103, p. 9661-9666) en el 
siguiente método.

60
El plásmido pIJ773 (Gust, B, et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, (USA), 2003, Vol. 100, p. 1541-1546) se digirió doblemente con HindIII y EcoRI y se sometió a 
electroforesis en gel de agarosa para dar un fragmento de ADN de aprox. 1,3 kb que contenía el gen de resistencia 
a apramicina como el objeto, que se usó como molde para la amplificación de un fragmento de ADN de aprox. 1,4 kb 
por el método de PCR con dos cebadores sintéticos (RsA1U y RsA1L) representados por las siguientes secuencias 65
de nucleótidos.
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RsA1U: 
5’-CACGGCACGGAATACCACTGCGTGCCCGTCGACGACGGTATTCCGGGGATCCGTCGACC-3' (SEQ ID NO: 7)
RsA1L:
5'-CCAGGTCGGGAAGGGTGCTCTCCGCGCGAGCGGAGGTGATATCTTGATTTGAGAGGACCAAGGTATCGTCA 5
CTTCTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3' (SEQ ID NO: 8)

La reacción de PCR se realizó con TaKaRa LA Taq™ con tampón GC (Takara Bio Inc.) en la condición descrita en 
el ejemplo 1-2). El fragmento de ADN de aprox. 1,4 kb que contenía el gen de resistencia a apramicina derivado de 
pIJ773 se purificó de la cantidad total del líquido de reacción con un kit de purificación de PCR QIAquickR (QIAGEN)10
según el protocolo acompañante.

El cósmido 4-5 se transfirió después a E. coli BW25113/pIJ790 (Gust, B, et al., Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the United States of America, (USA), 2003, Vol. 100, p. 1541-1546) para dar una cepa E. coli 
BW25113/pIJ790/cósmido 4-5. Esta cepa se inoculó en 100 ml de un medio líquido LB (bactotriptona al 1%, extracto15
de levadura al 0,5%, cloruro de sodio al 0,5%) que contenía cloranfenicol, kanamicina y ampicilina en una 
concentración de 25 µg/ml, 25 µg/ml y 50 µg/ml, respectivamente, y se incubó a 30ºC durante la noche. En un tubo 
de ensayo con un volumen de 65 ml se cargaron 10 ml de un medio SOB (bactotriptona al 2%, extracto de levadura 
al 0,5%, cloruro de sodio al 0,05%, cloruro de potasio al 0,0186%), y se añadieron cloranfenicol, kanamicina, 
ampicilina y L-arabinosa en una concentración de 25 µg/ml, 25 µg/ml, 50 µg/ml y 10 mM, respectivamente. Al medio 20
se inocularon 100 µl del líquido de cultivo de la cepa E. coli BW25113/pIJ790/cósmido 4-5 que se había incubado 
durante la noche, y la mezcla se incubó con agitación a 30ºC durante 4 horas. La cantidad total del líquido de cultivo 
se centrifugó a 4ºC y 3000 rpm durante 5 minutos para recoger células, que después se resuspendieron en 10 ml de 
una solución de glicerol al 10% helada. Después de repetir el procedimiento, la suspensión se resuspendió otra vez 
en 100 µl de la solución de glicerol al 10% fría. A continuación, a 50 µl de la solución celular en un tubo Eppendorf se 25
añadieron 5 µl de una solución de fragmento de ADN de aprox. 1,4 kb que contenía el gen de resistencia de 
apramicina derivado de pIJ773, y la mezcla se colocó en una cubeta de electroporación de 2 mm de hueco 
previamente enfriada (BM Equipment Co. Ltd.: BM6200). La electroporación se llevó a cabo con Electro Cell 
Manipulator 600 (BM Equipment Co. Ltd.) en la condición de 12,5 kV, 25 µF y 128 Ω. A las células tratadas se 
añadió 1 ml de un medio líquido LB previamente enfriado, y la mezcla se cultivó estáticamente a 37ºC durante 1 30
hora. El cultivó se extendió en un medio LB agar al que se habían añadido 50 µg/ml de ampicilina y apramicina, 
respectivamente, y se cultivó a 37ºC durante la noche para dar una cepa que mostró resistencia tanto a ampicilina 
como a apramicina. Esta cepa se inoculó en un medio líquido LB al que se habían añadido 50 µg/ml de ampicilina y 
apramicina, respectivamente, para aislar el cósmido AB201.

35
2) Preparación del cósmido AB202

Se preparó el cósmido AB202 que tiene un gen de resistencia a estreptomicina y un sitio nuevo de enzima de 
restricción Bsp1407I insertado en el extremo izquierdo del fragmento de inserción del cósmido 5-13 (Yanai, K. et al., 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America (USA), 2006, Vol. 103, p. 9661-40
9666) en el siguiente método.

El plásmido pIJ778 (Gust, B, et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, (USA), 2003, Vol. 100, p. 1541-1546) primero se digirió doblemente con HindIII y EcoRI y se sometió a 
electroforesis en gel de agarosa para dar un fragmento de ADN de aprox. 1,8 kb que contenía el gen de resistencia 45
a estreptomicina como el objeto, que se usó como molde para la amplificación de un fragmento de ADN de aprox. 
1,9 kb por el método de PCR con dos cebadores sintéticos (RsA2U y RsA2L) representados por las siguientes 
secuencias de nucleótidos.

RsA2U:50
5'-CTCGCGCGGGAGCACCCCAGGCTGCCTGCAGAAAACTGTACATTCCGGGGATCCGTCGACC-3' (SEQ ID NO: 
9)
RsA2L:
5'-AGTTCGCATCGCCCATCTAAGGAACTGGTGGGCCTTAGCTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3' (SEQ ID NO: 10)

55
Se purificó un fragmento de ADN de aprox. 1,9 kb que contenía un gen de resistencia a estreptomicina derivado a 
pIJ778 de la cantidad total del líquido de reacción con un kit de purificación de PCR QIAquick™ (QIAGEN). Este 
fragmento se transfirió a E. coli 25113/pIJ792/cósmido 5-13 por el método de electroporación para dar una cepa que 
mostró resistencia tanto a ampicilina como estreptomicina. Esta cepa se incubó en un medio líquido LB al que se 
habían añadido 50 µg/ml de ampicilina y estreptomicina, respectivamente, para aislar el cósmido AB202.60

3) Preparación del cósmido 203-7

Se preparó el cósmido 203-7 insertando un fragmento Bsp1407I-EcoRV de aprox. 16 kb del cósmido AB201 que 
contenía un gen de resistencia a apramicina en el sitio Bsp1407I-EcoRV del cósmido AB202.65
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Primero, el cósmido AB201 se dirigió triplemente con Bsp1407I, EcoRV y SphI y se sometió a electroforesis en gel 
de agarosa, y se purificó un fragmento Bsp1407I-EcoRV de aprox. 16 kb del gel de agarosa con un kit de extracción 
de gel QIAquick™ (QIAGEN). A continuación, el cósmido AB202 se digirió doblemente con Bsp1407I y EcoRV, se 
extrajo del gel de agarosa de la misma manera, y se mezcló con el fragmento de vector purificado derivado del 
cósmido AB201 para la reacción de ligación.5

La solución de ADN ligado se sometió a empaquetamiento in vitro con extractos de empaquetamiento de lambda 
MaxPlax™ (EPICENTRE™ Biotechnologies), se transmitió a una cepa E. coli XL1-BlueMRA y se extendió en un 
medio agar LB que contenía ampicilina (50 µg/ml) y apramicina (20 µg/ml). Las colonias producidas de esta manera 
se incubaron en un medio líquido LB al que se habían añadido 50 µg/ml de ampicilina y apramicina, 10
respectivamente, para aislar el cósmido 203-7. Como resultado de analizar las secuencias de nucleótidos en ambos 
extremos del fragmento de inserción del cósmido 203-7, se ha revelado que el fragmento Bsp1407I (secuencia de 
nucleótidos 123007-123183, 177 pb) derivado del cósmido 5-3 también se ha insertado simultáneamente con la 
inserción de un fragmento BstAUI-EcoRV derivado del cósmido 4-5. Por tanto, el cósmido 203-7 es un cósmido que 
tiene una deleción de la secuencia de nucleótidos 33306-128995 entre la región de ADN entre RsC-RsD (secuencia 15
de nucleótidos 28935-135581) pero contiene 34 pb (secuencia de 94693-94726) y el fragmento Bsp1407I (177 pb) 
como la región RsA.

4) Transferencia del cósmido 203-7 en Streptomyces kanamyceticus
20

El cósmido 203-7 se transfirió a una cepa E. coli ET12567/pUZ8002 (Practical Streptomyces Genetics, The John 
Innes Foundation, (Inglaterra), Norwick, 2000) según el método normal para dar E. coli ET12567/pUZ8002/cósmido 
203-7.

Se conjugó Streptomyces kanamyceticus JCM4775 con E. coli ET12567/pUZ8002/cósmido 203-7 como se describe 25
a continuación. Primero, una cepa Streptomyces kanamyceticus JCM4775 se incubó en un medio de siembra a 28ºC 
durante 48 horas, y 100 µl del líquido de cultivo se extendieron en un medio agar R2 modificado (sacarosa 10,3 g, 
K2SO4 0,025 g, MgCl2·6H2O 1,01 g, glucosa 1 g, casaminoácidos de Difco 0,01 g, agar 2,2 g, extracto de levadura al 
10% esterilizado por separado 5 ml en 95 ml de agua). Después de cultivar a 28ºC durante 7 días, se añadieron 3 ml 
de una solución de glicerol al 20% y se recogieron micelios en medio agar por raspado. Después de recoger las 30
células por centrifugación a 3000 rpm durante 5 minutos, las células se resuspendieron en 3 ml de una solución de 
glicerol al 20%. Por otra parte, después que se incubara la cepa E. coli ET12567/pUZ8002/cósmido 203-7 en un 
medio líquido LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina y apramicina, respectivamente, a 37ºC durante 18 horas, 1 ml 
de líquido de cultivo se trasplantó en 100 ml de un medio líquido LB (50 µg/ml de ampicilina y apramicina, 
respectivamente) para incubación a 37ºC durante 4 horas. El líquido de cultivo (50 ml) se centrifugó a 3000 rpm 35
durante 5 minutos para recoger las células, que se resuspendieron en 20 ml de un medio líquido LB. Después de 
repetir el procedimiento dos veces, las células se resuspendieron en 2 ml de un medio líquido LB.

Se combinaron 100 µl de la suspensión celular de Streptomyces kanamyceticus JCM4775 y 100 µl de la suspensión 
celular de E. coli ET12567/pUZ8002/cósmido 203-7 en un tubo de 1,5 ml de volumen y se centrifugó para recoger 40
las células, que se resuspendieron en 100 µl de una solución de glicerol al 20% y se extendieron en un medio agar 
MS de 20 ml de volumen (agar: 2%, manitol: 2%, polvo de soja: 2%, MgCl2 10 mM). Después de cultivar a 28ºC 
durante 18 horas, se extendió por encima 1 ml de agua esterilizada que contenía 400 µg de apramicina y 1500 µg de 
ácido nalidíxico. Después de cultivar a 28ºC durante 5 días, se recogió 1 cepa de las colonias de Streptomyces 
kanamyceticus, se homogenizó con un homogenizador de vidrio y se extendió en medio agar Nutrient (Difco, 45
Nutrient Broth, que contiene agar al 2%) que contiene 20 µg/ml de apramicina y 10 µg/ml de ácido nalidíxico para 
cultivar a 28ºC durante 4 días. Las colonias desarrolladas se inocularon en un medio de siembra, se cultivaron a 
28ºC durante 48 horas, se mezclaron con la misma cantidad de una solución de leche desnatada al 20%, y después 
se liofilizó para almacenamiento (cepa Streptomyces kanamyceticus RsAcos3).

50
5) Detección del sitio recombinante (RsA/RsB) por el método de PCR

Las células liofilizadas (tubo L) de la cepa Streptomyces kanamyceticus RsAcos3 obtenida en 4) descrito 
anteriormente se inocularon en un medio de siembra, se cultivaron durante 48 horas (1ª generación). Una porción de 
1 ml de las células se trasplantó después en un medio de cultivo que contenía 250 µg/ml de kanamicina y se 55
cultivaron durante 48 horas (2ª generación). Además, una porción de 1 ml de las células se trasplantó en un medio 
de siembra que contenía 2000 µg/ml de kanamicina y se cultivó durante 48 horas (3ª generación). Después de 
completar la incubación de la primera, segunda y tercera generaciones, respectivamente, durante 48 horas, las 
células se recogieron centrifugando una porción de 30 ml de cada líquido de cultivo a 7500 rpm durante 10 minutos y 
se liofilizaron. Se usó una porción de 1/10 de las células secas para preparar ADN cromosómico con un sistema 60
MFX-6000 (TOYOBO) de la misma manera que se ha descrito en el ejemplo 1-2).

A continuación, se llevó a cabo un experimento para detectar la recombinación en la región RsA y la región RsB por 
el método de PCR con los ADN cromosómicos en la 1ª, 2ª y 3ª generaciones, respectivamente. El experimento se 
llevó a cabo de la misma manera que se ha descrito en el ejemplo 1-2), excepto que los cebadores sintéticos usados 65
son KM-18’ (5'-CTCGACAAGGTCTGCAAGCC-3', SEQ ID NO: 11) y M19’L (5'-ATCTTGATTTGAGAGGACCA-3', 
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SEQ ID NO: 12). Como resultado, se ha revelado que el fragmento de ADN de aprox. 0,9 kb como el objeto no se 
amplifica con ningún ADN cromosómico, y la cepa Streptomyces kanamyceticus RsAcos3 no tiene capacidad para 
amplificar la región de ADN entre las regiones RsA y RsB. Por tanto, se ha mostrado que el gen requerido para la 
amplificación de ADN está presente en la secuencia de nucleótidos de 33306 a 128995 en la secuencia de 
nucleótidos de número de acceso AB254080.5

Ejemplo 3: Preparación de la cepa Streptomyces kanamyceticus AB305cura que tiene una deleción de una región de 
ADN de aprox. 37 kb entre las regiones RsC-RsA

Se preparó una cepa Streptomyces kanamyceticus AB305cura que tiene una deleción de una región de ADN entre 10
las regiones RsC-RsA (secuencia de nucleótidos 50603 a 87960 en la secuencia de nucleótidos con número de 
acceso AB254080) en el siguiente método.

1) Construcción de plásmido pAB305
15

Se amplificó un fragmento A de aprox. 3,4 kb (secuencia de nucleótidos 47230-50602) con el cósmido 2-1 
(bibliografía de no patente 2) como molde y AfrU: 5'-GGAGAAGCATGCGAGGACAAGTCGCGGCTTGAAC-3' (SEQ 
ID NO: 13) y AfrLRV: 5'-CAGGCGGATCCCTGCGATATCCGTAGCGCGCATAAACGAAGAA-3' (SEQ ID NO: 14) 
como cebadores por el método de PCR. El fragmento se digirió doblemente con BamHI y SphI y se insertó en el sitio 
BamHI-SphI de pUC118 para dar el plásmido pAB301.20

A continuación, un fragmento B de aprox. 3,9 kb (secuencia 87961-91943) se amplificó con el cósmido 1-3 (Yanai, K. 
et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America (USA), 2006, Vol. 103, p. 
9661-9666) como molde y BfrU: 5'-GCAGATGGATCCAGAGTCTAGATTCAGCTCGTTGATCACCATGTC-3’ (SEQ ID 
NO: 15) y BfrL: 5'-CAGGCGAATTCCGCGTGGAATCGCTCCGCATCTT-3' (SEQ ID NO: 16) como cebadores por el 25
método de PCR. El fragmento se digirió doblemente con BamHI y EcoRI y se insertó en el sitio BamHI-EcoRI de 
pUC118 para dar un plásmido pAB302.

A continuación, el fragmento B derivado de pAB302 (fragmento BamHI-EcoRI) se insertó en el sitio BamHI-EcoRI de 
pAB301 para dar un plásmido pAB303. Además, para transferir un gen de resistencia tioestreptona (tsr) a pAB303, 30
el plásmido pIJ 702 (Practical Streptomyces Genetics, The John Innes Foundation, (Inglaterra), Norwick, 2000) se 
digirió con BclI, y el fragmento BclI de aprox. 1 kb que contenía el gen tsr se insertó en el sitio BamHI de pUC118 
para dar un plásmido pUC118str. El plásmido se digirió doblemente con XbaI y SmaI, y el fragmento XbaI-SmaI que 
contenía el gen tsr se insertó en el sitio EcoRV-XbaI de pAB303 para dar un plásmido pAB304 que contiene 
fragmento A - gen tsr - fragmento B como un fragmento de inserción. Además, pAB304 se digirió doblemente con 35
SphI y EcoRI, y el fragmento A - gen tsr - fragmento B se aisló como un fragmento SphI-EcoRI de aprox. 8,5 kb y se 
insertó en el sitio SphI-EcoRI de pSET152 (Practical Streptomyces Genetics, The John Innes Foundation, 
(Inglaterra), Norwick, 2000) para dar un plásmido pAB305.

2) Preparación de la cepa Streptomyces  kanamyceticus AB305 cura y evaluación de capacidad de amplificación de 40
ADN

El plásmido pAB305 se transfirió en una cepa E. coli ET12567/pUZ8002 según el método normal para dar una cepa 
E. coli ET12567/pUZ8002/pAB305.

45
A continuación, la conjugación de Streptomyces kanamyceticus JCM4775 y E. coli ET12567/pUZ8002/pAB305 se 
llevó a cabo de la misma manera que se ha descrito en ejemplo 2-4). La cepa con resistencia a apramicina obtenida 
de esta manera confirmó de nuevo su resistencia a tioestreptona con un medio agar Nutrient que contenía 20 µg/ml 
de apramicina y 10 µg/ml de tioestreptona y denominada como la cepa Streptomyces kanamyceticus AB305. La 
PCR llevada a cabo con ADN cromosómico preparado de la cepa Streptomyces kanamyceticus AB305 como molde 50
y los cebadores 4tsrU: 5'-ataagcgcctctgttcctcg-3' (SEQ ID NO: 17) y BfrLoutL: 5'-gactcaccctcagccagaat-3' (SEQ ID 
NO: 18) produjo la amplificación de un fragmento de ADN de aprox. 4 kb. Se ha mostrado del resultado que el 
plásmido pAB305 se ha incorporado en el ADN cromosómico de Streptomyces kanamyceticus JCM4775 por la 
recombinación homóloga de la región del fragmento B.

55
A continuación, se separó una cepa sensible a apramicina y resistente a tioestreptona de la cepa Streptomyces 
kanamyceticus AB305 en el siguiente procedimiento. La cepa Streptomyces kanamyceticus AB305 se cultivó en un 
medio de siembra a 28ºC durante 48 horas (1ª generación). Una porción de 1 ml del líquido de cultivo se inoculó en 
un medio de cultivo reciente y se cultivó adicionalmente a 28ºC durante 48 horas (2ª generación). La misma 
operación se repitió hasta la quinta generación, y más y después de la tercera generación, se añadieron cinco bolas 60
de vidrio que tenían un diámetro de 5 mm al medio de siembra de modo que los micelios se pudieran desenmarañar 
fácilmente. El líquido de cultivo de la quinta generación se diluyó de modo que se separara como una única colonia y 
se extendió en un medio agar Nutrient. Después de 72 horas, la colonia crecida se replicó en un medio agar Nutrient
al que se habían añadido tioestreptona (10 µg/ml) y apramicina (20 µg/ml). Como resultado de examinar los 
fenotipos de 5400 cepas, se obtuvieron 48 cepas sensibles a apramicina, y 7 cepas de ellas mostraron resistencia a 65
tioestreptona. Se preparó ADN cromosómico de estas cepas, que se denominó como la cepa Streptomyces 

E09758416
31-03-2015ES 2 534 239 T3

 



14

kanamyceticus AB305cura ya que se ha confirmado por PCR que la secuencia de nucleótidos de 50603 a 87960 
entre la secuencia de nucleótidos de número de acceso AB254080 se había sustituido por el gen tsr.

Para examinar la capacidad de amplificación de ADN de la cepa Streptomyces kanamyceticus AB305cura, la cepa 
se inoculó en un medio de siembra (40 ml). Se cultivó durante 48 horas (1ª generación), y una porción de 1 ml del 5
líquido de cultivo se trasplantó a un medio de siembra que contenía 250 µg/ml de kanamicina y se cultivó durante 48 
horas (2ª generación). Además, una porción de  1 ml del líquido de cultivo se inoculó en un medio de siembra que 
contenía 2000 µg/ml de kanamicina y se cultivó durante 48 horas (3ª generación). Después de completar el cultivo 
de la primera y tercera generaciones, respectivamente, durante 48 horas, las células se recogieron centrifugando 
una porción de 30 ml de cada líquido de cultivo a 7500 rpm durante 10 minutos y se liofilizaron. La porción de 1/10 10
de las células secas se usó para preparar ADN cromosómico con un sistema MFX-6000 (TOYOBO) de la misma que 
se ha descrito en el ejemplo 1-2).

A continuación, se llevó a cabo un experimento para detectar la recombinación en las regiones RsA y RsB con los 
ADN cromosómicos de la primera y tercera generaciones por el método de PCR de la misma que se ha descrito en 15
el ejemplo 1-2). Se ha revelado del resultado que no se detectaron fragmentos de ADN amplificables con el ADN 
cromosómico de la primera generación, mientras que se obtuvo un fragmento de amplificación de 1,2 kb con los 
ADN cromosómicos de las terceras generaciones, respectivamente, y por tanto la cepa Streptomyces kanamyceticus
AB305cura tenía una capacidad de amplificación de la región de ADN entre las regiones RsA y RsB. Por tanto, se ha 
indicado de comparar la región de deleción de la cepa Streptomyces kanamyceticus RsAcos3 que no tenía 20
capacidad de amplificación de la región de ADN entre las regiones RsA y RsB descrita en el ejemplo 2 que el gen 
requerido para la amplificación de ADN está presente entre las secuencias de nucleótidos 33306 a 50602 y 87961 a 
128995 de número de acceso AB254080.

Ejemplo 4: Preparación de una cepa Streptomyces kanamyceticus M27 que tiene deleciones de regiones de ADN de 25
aprox. 37 kb y aprox. 22 kb entre las regiones RsC-RsA y RsA-RsD, respectivamente

Se preparó una cepa Streptomyces kanamyceticus M27 que tiene deleciones en la región RsC-RsA (secuencia de 
nucleótidos 50603 a 87960 de la secuencia de nucleótidos de número de acceso AB254080) y la región RsA-RsD 
(secuencia de nucleótidos 97641 a 120061 de la secuencia de nucleótidos de número de acceso AB254080) en el 30
siguiente método.

1) Preparación del cósmido 3-7::AB402

El cósmido 3-7 (Yanai, K. et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 35
(USA), 2006, Vol. 103, p. 9661-9666) se transfirió a una cepa E. coli BW25113/pIJ790 para dar una cepa E. coli
BW25113/pIJ790/cósmido 3-7. Un fragmento de ADN que contenía un gen de resistencia a apramicina de aprox. 1,4 
kb se amplificó por PCR con un fragmento EcoRI-HindIII de aprox. 1,3 kb descrito en el ejemplo 2-1) como molde y 
los cebadores 97682U (5'-
TCTTCTGTCGTCTCATCCATCGTGCTGGCCTTCGATGACATTCCGGGGATCCGTCGACC-3', SEQ ID NO: 19) y40
120181L (5'-GGGAAAGTACGGGAAAAGATCTCGGTTACTCGCGATCCATGTAGGCTGGATCTGCTTC-3', SEQ ID 
NO: 20). Se preparó la célula competente de la cepa E. coli BW25113/pIJ790/cósmido 3-7 de la misma manera que 
se describe en el ejemplo 2-1), y la transformación se llevó a cabo por electroporación con el fragmento de ADN que 
contenía un gen de resistencia a apramicina de aprox. 1,4 kb descrito anteriormente. Se cultivó un transformante 
que tenía resistencia tanto a apramicina como ampicilina (cepa E. coli BW25113/cósmido 3-7::AB402) para dar el 45
cósmido 3-7::AB402.

2) Preparación de la cepa Streptomyces kanamyceticus M27 y evaluación de la capacidad de amplificación de ADN

A continuación, el cósmido 3-7::AB402 se transfirió a una cepa E. coli ET12567/pUZ8002 para dar E. coli50
ET12567/pUZ8002/cósmido 3-7::AB402. La cepa Streptomyces kanamyceticus AB305cura y la E. coli 
ET12567/pUZ8002/cósmido 3-7::AB402 se conjugaron de la misma manera que se ha descrito en el ejemplo 2-4), y 
la cepa resistente a apramicina obtenida de esta manera se denominó  como la cepa Streptomyces kanamyceticus
M27. Se preparó el ADN cromosómico de la cepa Streptomyces kanamyceticus M27, y se confirmó por PCR con 
una variedad de cebadores que el fragmento de inserción del cósmido 3-7::AB402 se incorporó en el ADN 55
cromosómico de Streptomyces kanamyceticus por recombinación homóloga de doble entrecruzamiento. Por tanto, 
se ha indicado que la cepa Streptomyces kanamyceticus M27 ha delecionado las regiones de las secuencias de 
nucleótidos 50603 a 87960 y 97641 a 120061 en la secuencia de nucleótidos de número de acceso AB254080.

Para examinar la capacidad de amplificación del ADN de la cepa Streptomyces kanamyceticus M27, la cepa se 60
inoculó en un medio de siembra (40 ml) y se cultivó durante 48 horas (1ª generación). A continuación, una porción 
de 1 ml del líquido de cultivo se trasplantó a un medio de siembra que contenía 250 µg/ml de kanamicina y se cultivó 
durante 48 horas (2ª generación). Una porción de 1 ml del líquido de cultivo se trasplantó adicionalmente a un medio 
de siembra que contenía 2000 µg/ml de kanamicina y se cultivó durante 48 horas (3ª generación).

65
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Después completar el cultivo de la primera y tercera generaciones durante 48 horas, las células se recogieron 
centrifugando una porción de 30 ml de cada líquido de cultivo a 7500 rpm durante 10 minutos y se liofilizaron. Una 
porción de 1/10 de las células secas se usó para preparar ADN cromosómico con un sistema MFX-6000 (TOYOBO) 
de la misma que se ha descrito en el ejemplo 1-2).

5
A continuación, se llevó a cabo un experimento para detectar la recombinación en las regiones RsA y RsB por el 
método de PCR con los ADN cromosómicos de la primera y tercera generaciones de la misma manera que se ha 
descrito en el ejemplo 1-2). Se ha revelado del resultado que no se detectaron fragmentos amplificables de ADN con 
el ADN cromosómico de la primera generación, mientras que se obtuvo un fragmento de amplificación de 1,2 kb con 
el ADN cromosómico de la tercera generación y por tanto la cepa Streptomyces kanamyceticus M27 tenía una 10
capacidad de amplificación de la región de ADN entre las regiones RsA y RsB. por tanto, se ha indicado de 
comparar la región de deleción de la cepa Streptomyces kanamyceticus RsAcos3 que no tenía capacidad de 
amplificación de la región de ADN entre las regiones RsA y RsB descrita en el ejemplo 2 que el gen requerido para 
la amplificación de ADN está presente entre las secuencias de nucleótidos 33306 a 50602, 87961 a 97460 y 120062 
a 128995 en la secuencia de nucleótidos de número de acceso AB254080.15

Ejemplo 5: Preparación del cósmido AB501 y la cepa M29

Se preparó el cósmido AB501 para preparar una cepa que tenía delecionadas todas las regiones de las secuencias 
de nucleótidos 29219 a 87960, 97641 a 120061 y 120621 a 139619 en la secuencia de nucleótidos de número de 20
acceso AB254080 por el método descrito a continuación.

1) Preparación y cribado de un genoteca de cósmidos de ADN cromosómico de la cepa Streptomyces 
kanamyceticus M27

25
Después de cultivar la cepa Streptomyces kanamyceticus M27 preparada en el ejemplo 4 en un medio de siembra a 
28ºC durante 48 horas, una porción de 1 ml del líquido de cultivo se trasplantó a 40 ml de un medio líquido YEME 
modificado (extracto de levadura Difco al 0,3%, bactopeptona Difco al 0,5%, extracto de malta Oxoid al 0,3%, 
glucosa al 0,1%, sacarosa al 3,4%, MgCl2·6H2O 5 mM, glicina al 0,5%) cargado en un matraz Erlenmeyer de 250 ml 
y se cultivó a 28ºC durante 24 horas, y las células se recogieron por centrifugación. Las células para cuatro matraces 30
se resuspendieron en 40 ml de un tampón SET (NaCl 75 mM, EDTA 25 mM (pH 8), Tris-HCl 20 mM (pH 7,5)). A la 
suspensión se añadieron 800 µl de una solución de lisozima acuosa 50 mg/ml, y la mezcla se mantuvo a 37ºC 
durante 60 minutos. Se añadieron una porción de 1120 µl de una solución de proteinasa K acuosa 20 mg/ml y 4,8 ml 
de una solución de SDS al 10%, y la mezcla se calentó a 55ºC durante 2 horas. Después de la adición de 16 ml de 
una solución de NaCl 5 M y 40 ml de cloroformo y suficiente mezclado, la mezcla se dejó reposar a temperatura 35
ambiente durante 30 minutos y se centrifugó a 4500 x g y temperatura ambiente durante 15 minutos, y la fase 
acuosa se echó en un tubo nuevo. La mezcla se diluyó con un volumen de 0,6 veces de isopropanol, y después de 3 
minutos el ADN se enrolló alrededor de una pipeta Pasteur con la punta cerrada, se enjuagó con etanol al 70%, se 
sometió a secado natural y se disolvió en 5 ml de un tampón TE. El ADN obtenido de esta manera tenía una 
concentración de 0,75 mg/ml.40

El ADN cromosómico preparado de esta manera se digirió parcialmente con MboI y se desfosforiló con CIAP 
(fosfatasa alcalina intestinal de ternera). Por otra parte, se digirió SuperCos 1 (Strategen) como un vector cósmido 
con XbaI, después se desfosforiló con CIAP y se digirió adicionalmente con BamHI. Estos se mezclaron y 
sometieron a reacción de ligación con Mighty Mix 6023 (Takara Bio Inc.) a 26ºC durante 10 minutos. La solución de 45
ADN ligada se sometió a empaquetamiento in vitro con extractos de empaquetamiento de lambda MaxPlax™ 
(EPICENTRE™ Biotechnologies), se transmitió a una cepa E. coli XL1-BlueMRA, y se extendió en medio agar LB 
que contenía ampicilina (50 µg/ml) y apramicina (20 µg/ml). Las colonias producidas de esta manera se incubaron en 
un medio líquido LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina y apramicina, respectivamente, a 37ºC durante la noche 
para aislar los ADN del cósmido y analizar las secuencias de nucleótidos en ambos extremos del fragmento de 50
inserción de cada cósmido. Se seleccionó el cósmido 1-10 como un clon que contenía NdeI en la posición 29213 y 
AflII en la posición 139611 en la secuencia de nucleótidos de número de acceso AB254080.

2) Preparación del cósmido 203-7::str
55

Para sustituir e insertar el fragmento NdeI-AflII (aprox. 33 kb) del cósmido 1-10 en el sitio NdeI-AflII del cósmido 203-
7 descrito en el ejemplo 2-3), se pretendía sustituir el gen de resistencia a apramicina del cósmido 203-7 con un gen 
de resistencia a estreptomicina. Un fragmento de ADN de aprox. 1,9 kb que contenía el gen de resistencia a 
estreptomicina se amplificó con el fragmento HindIII-EcoRI derivado de pIJ778 descrito en el ejemplo 2-2) como 
molde y los cebadores RsA1Ussp (5'-60
CACGGCACGGAATACCACTGCGTGCCCGTCGACGACAATATTCCGGGGATCCGTCGACC-3', SEQ ID NO: 21) y
RsA1LRV (5'-CAGACTCTGAGTGATATCTTGATTTGAGAGGACCAAGGTTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3', SEQ ID 
NO: 22). Se transformó E. coli BW25113/pIJ790/cósmido 203-7 por el método de electroporación con este fragmento 
de ADN. Se preparó un ADN de cósmido de un transformante que es sensible a apramicina, pero resistente tanto a 
ampicilina como estreptomicina y se denomina cósmido 203-7::str.65
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3) Preparación del cósmido AB501

El producto de triple digestión del cósmido 1-10 con NdeI, DraI y AflII y el producto de doble digestión del cósmido 
203-7::str con NdeI y AflII se mezclaron y sometieron a reacción de ligación con Mighty Mix 6023 (Takara Bio Inc.). 
La solución de ADN después de la reacción se sometió a empaquetamiento in vitro con extractos de 5
empaquetamiento de lambda MaxPlax™ (EPICENTRE™ Biotechnologies), se transmitió a una cepa E. coli XL1-
BlueMRA, y se extendió en medio agar LB que contenía ampicilina (50 µg/ml) y apramicina (20 µg/ml). La 
sensibilidad a apramicina y resistencia a estreptomicina de las colonias se confirmó, y se seleccionaron clones 
confirmando la recombinación en el sitio NdeI por PCR con KM37 (5'-TCTGCTCACCTCTGCGTCAG-3', SEQ ID NO: 
23) y tsrL (5'-TGACGAATCGAGGTCGAGGA-3', SEQ ID NO: 24) derivados de un gen de resistencia a tioestreptona 10
para preparar el cósmido AB501.

Se ha confirmado de la detección de un fragmento de aprox. 8 kb que no se corresponde con el mapa de enzimas 
de restricción teórico al digerir el cósmido AB501 con KpnI que un fragmento NdeI-AflII derivado del cósmido 1-10 
como el fragmento de inserción se delecionó durante el curso de la construcción del cósmido 501. Por tanto, el 15
fragmento XbaI-KpnI de aprox. 4 kb que se estima que contiene la región de deleción se subclonó del cósmido 
AB501 en pUC19 para analizar la secuencia de nucleótidos. Como resultado, se ha revelado que el nucleótido (T) en 
120620 y el nucleótido (T) en 139620 en la secuencia de nucleótidos de número de acceso AB254080 se ligaron y 
por tanto la secuencia de nucleótidos 120621 a 139619 se ha delecionado. En consecuencia, el cósmido AB501 está 
compuesto de las secuencias de nucleótidos 16650 a 29218, 87961 a 97640, 120062 a 120620 y 139620 a 146821 20
en la secuencia de nucleótidos de número de acceso AB254080. A este respecto, la secuencia de nucleótidos 
114645 a 114723 derivada del cósmido 5-13, que no afecta la preparación de una cepa Streptomyces 
kanamyceticus M29 descrita a continuación, se añadió en 5’ del nucleótido en la posición 16650.

4) Preparación de la cepa Streptomyces kanamyceticus M29 y evaluación de la capacidad de amplificación de ADN25

Se transfirió el cósmido AB501 a una cepa E. coli ET12567/pUZ8002 para dar E. coli ET12567/pUZ8002/cósmido 
AB501. La cepa Streptomyces kanamyceticus JCM4775 y la E. coli ET12567/pUZ8002/cósmido AB501 se 
conjugaron de la misma manera que se ha descrito en el ejemplo 2-4), y 100 cepas resistentes a apramicina 
obtenidas de esta manera se extendieron en un medio agar Nutrient que contenía apramicina (20 µg/ml) y 30
tioestreptona (10 µg/ml) para examinar sus sensibilidades a tioestreptona. Las 98 cepas eran sensibles a 
tioestreptona y se estimó que se generaban por recombinación homóloga de doble entrecruzamiento en las regiones 
de secuencia de nucleótidos 87961 a 97640 y 139620 a 146821, y por tanto se ha indicado que estas cepas no son 
la cepa objetivo. Por otra parte, 2 cepas son resistentes a tioestreptona y se estima que se generan por 
recombinación homóloga con doble entrecruzamiento en las regiones de secuencia de nucleótidos 16650 a 29218 y 35
139620 a 146821. Además, el análisis por PCR de los ADN cromosómicos de estas dos cepas reveló que la parte 
del vector del cósmido no estaba insertada en el cromosoma y estas cepas eran las cepas de recombinación 
homóloga de doble entrecruzamiento, de modo que esta cepa de denominó cepa Streptomyces kanamyceticus M29.
La cepa Streptomyces kanamyceticus M29 es una cepa que ha delecionado las regiones de las secuencias de 
nucleótidos 29219 a 87960, 97641 a 120061 y 120621 a 139619 en la secuencia de nucleótidos de número de 40
acceso AB254080.

Para examinar la capacidad de amplificación de ADN de la cepa Streptomyces kanamyceticus M29, la cepa se 
inoculó en un medio de siembra (40 ml) y se cultivó durante 48 horas (1ª generación). A continuación, una porción 
de 1 ml del líquido de cultivo se trasplantó en un medio de siembra que contenía 250 µg/ml de kanamicina y se 45
cultivó durante 48 horas (2ª generación). Una porción de 1 ml del líquido de cultivo se trasplantó adicionalmente en 
un medio de siembra que contenía 2000 µg/ml de kanamicina y se cultivó durante 48 horas (3ª generación).

Después completar el cultivo de la primera y tercera generaciones durante 48 horas, las células se recogieron 
centrifugando una porción de 30 ml de cada líquido de cultivo a 7500 rpm durante 10 minutos y se liofilizaron. Una 50
porción de 1/10 de las células secas se usó para preparar ADN cromosómico con un sistema MFX-6000 (TOYOBO) 
de la misma que se ha descrito en el ejemplo 1-2).

A continuación, se llevó a cabo un experimento para detectar la recombinación en las regiones RsA y RsB con los 
ADN cromosómicos de la primera y tercera generaciones por el método de PCR de la misma manera que se ha 55
descrito en el ejemplo 1-2). Se ha revelado del resultado que no se detectaron fragmentos amplificables de ADN con 
el ADN cromosómico de la primera generación, mientras que se obtuvo un fragmento de amplificación de 1,2 kb con 
el ADN cromosómico de la tercera generación y por tanto la cepa Streptomyces kanamyceticus M29 tenía una 
capacidad de amplificación de la región de ADN entre las regiones RsA y RsB. Por tanto, se ha indicado de 
comparar la región de deleción de la cepa Streptomyces kanamyceticus RsAcos3 que no tenía capacidad de 60
amplificación de la región de ADN entre las regiones RsA y RsB descrita en el ejemplo 2 que el gen requerido para 
la amplificación de ADN está presente entre las secuencias de nucleótidos 87961 a 97460 y 120062 a 120620 en la 
secuencia de nucleótidos de número de acceso AB254080.

Ejemplo 6: Preparación de la cepa Streptomyces kanamyceticus AB113-2 y evaluación de la capacidad de 65
amplificación de ADN
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1) Preparación del cósmido 5-13::AB113

Un fragmento de ADN de aprox. 1,4 kb se amplificó por PCR con un fragmento EcoRI-HindIII derivado de pIJ773 
como molde y los cebadores M13U (5'-5
GGAGCACTTGCCGGTCTGGCCCAGAACGCGGACGCCGTCATTCCGGGGATCCGTCGACC-3', SEQ ID NO: 25) y
M13L (5'-AGAGCAGTCAGGCTGGCAACCGCACATCCACGCGATCGTTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3', SEQ ID 
NO: 26) según el método descrito en el ejemplo 2-1). Se transformó E. coli BW25113/pIJ7907cósmido 5-13 por el 
método de electroporación con este fragmento de ADN, y se obtuvo el cósmido 5-13::AB113 del transformante 
resistente a apramicina producido de esta manera.10

2) Preparación de la cepa Streptomyces kanamyceticus AB113-2 y evaluación de la capacidad de amplificación de 
ADN

Se transfirió el cósmido 5-13::AB113 a la cepa E. coli ET12567/pUZ8002 para dar E. coli15
ET12567/pUZ8002/cósmido 5-13::AB113. La cepa Streptomyces kanamyceticus JCM4775 y la E. coli
ET12567/pUZ8002/cósmido 5-13::AB113 se conjugaron de la misma manera que se ha descrito en el ejemplo 2-4) 
para dar una cepa resistente a apramicina. El análisis por PCR del ADN cromosómico de la cepa resistente a 
apramicina obtenida de esta manera reveló que el cósmido 5-13::AB113 se incorporó en el ADN cromosómico por 
recombinación homóloga de doble entrecruzamiento por las regiones de ADN derivadas de Streptomyces 20
kanamyceticus en ambos lados del gen de resistencia a apramicina, y esta cepa se denominó como cepa 
Streptomyces kanamyceticus AB113-2. La cepa Streptomyces kanamyceticus AB113-2 es la cepa que tiene 
delecionada la secuencia de nucleótidos 118626 a 130558 en la secuencia de nucleótidos de número de acceso 
AB254080.

25
Para examinar la capacidad de amplificación de ADN de la cepa Streptomyces kanamyceticus AB113-2, la cepa se 
inoculó en un medio de siembra (40 ml) y se cultivó durante 48 horas (1ª generación). A continuación, una porción 
de 1 ml del líquido de cultivo se trasplantó en un medio de siembra que contenía 250 µg/ml de kanamicina y se 
cultivó durante 48 horas (2ª generación). Una porción de 1 ml del líquido de cultivo se trasplantó adicionalmente en 
un medio de siembra que contenía 2000 µg/ml de kanamicina y se cultivó durante 48 horas (3ª generación). 30
Después de completar el cultivo de la primera y tercera generaciones durante 48 horas, las células se recogieron 
centrifugando una porción de 30 ml de cada líquido de cultivo a 7500 rpm durante 10 minutos y se liofilizaron. Una 
porción de 1/10 de las células secas se usó para preparar ADN cromosómico con un sistema MFX-6000 (TOYOBO) 
de la misma que se ha descrito en el ejemplo 1-2).

35
A continuación, se llevó a cabo un experimento para detectar la recombinación en las regiones RsA y RsB por el 
método de PCR con los ADN cromosómicos de la primera y tercera generaciones de la misma manera que se ha 
descrito en el ejemplo 1-2). Se ha revelado del resultado que no se detectaron fragmentos amplificables de ADN con 
el ADN cromosómico de la primera generación, mientras que se obtuvo un fragmento de amplificación de 1,2 kb con 
el ADN cromosómico de la tercera generación y por tanto la cepa Streptomyces kanamyceticus AB113-2 tenía una 40
capacidad de amplificación de la región de ADN entre las regiones RsA y RsB. Por tanto, se ha indicado en 
combinación con los resultados descritos en los ejemplos 2 y 5 que el gen requerido para la amplificación de ADN 
está presente entre las secuencias de nucleótidos 87961 a 97460 en la secuencia de nucleótidos de número de 
acceso AB254080.

45
Ejemplo 7: Preparación de una cepa con interrupción del gen orf1082 y evaluación de la capacidad de amplificación 
de ADN

Los genes presentes en la secuencia de nucleótidos 87961 a 97640 en la secuencia de nucleótidos de número de 
acceso AB254080 son 8 genes de orf1079 a orf1086. Entre ellos, el producto del gen orf1082 (SEQ ID NO: 1) 50
mostró identidad con una proteína relevante de ADN, de modo que se preparó el gen orf1082 interrumpido de la 
manera que se describe a continuación y se evaluó su capacidad de amplificación de ADN.

Un fragmento de aprox. 1,4 kb se amplificó por PCR con un fragmento EcoRI-HindIII derivado de pIJ773 como 
molde y los cebadores M8U (5'-55
TCAAGACCTCCGATACGGGCTTCTGTGCCGTTCAGTCGAATTCCGGGGATCCGTCGACC-3', SEQ ID NO: 27) y
M8L (5'-CAACGCCGTCGACCTCTACGGCGAGGACACGGTGGAGAATGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3', SEQ ID NO: 
28) de la misma manera que se describe en el ejemplo 2-1). Se transformó E. coli BW25113/pIJ790/cósmido 1-3 
obtenida transfiriendo el cósmido 1-3 a la cepa E. coli BW25113/pIJ790 por el método de electroporación con este 
fragmento de ADN, y se obtuvo el cósmido 1-3::AB108 del transformante resistente a apramicina producido de esta 60
manera.

A continuación se obtuvo E. coli ET12567/pUZ8002/cósmido 1-3::AB108 transfiriendo el cósmido 1-3::AB108 a una 
cepa E. coli ET12567/pUZ8002. La cepa Streptomyces kanamyceticus JCM4775 y E. coli
ET12567/pUZ8002/cósmido 1-3::AB108 se conjugaron de la misma manera que se ha descrito en el ejemplo 2-4) 65
para dar una cepa resistente a apramicina. El análisis por PCR del ADN cromosómico de la cepa Streptomyces 
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kanamyceticus AB1-3(8) entre las cepas resistentes a apramicina obtenidas de esta manera reveló que el cósmido 
1-3::AB108 se incorporó en el ADN cromosómico por recombinación homóloga de doble entrecruzamiento por las 
regiones de ADN derivadas de Streptomyces kanamyceticus en ambos lados del gen de resistencia a apramicina, y
que la cepa Streptomyces kanamyceticus AB1-3(8) tenía interrumpido del gen orf1082.

5
La cepa Streptomyces kanamyceticus AB1-3(8) se inoculó en un medio de siembra (40 ml). Después de cultivar 
durante 48 horas (1ª generación), una porción de 1 ml del líquido de cultivo se trasplantó después en un medio de 
siembra que contenía 250 µg/ml de kanamicina y se cultivó durante 48 horas (2ª generación). Una porción de 1 ml 
del líquido de cultivo se trasplantó adicionalmente en un medio de siembra que contenía 2000 µg/ml de kanamicina y 
se cultivó durante 48 horas (3ª generación). 10

Después completar el cultivo de la primera y tercera generaciones durante 48 horas, las células se recogieron 
centrifugando una porción de 30 ml de cada líquido de cultivo a 7500 rpm durante 10 minutos y se liofilizaron. Una 
porción de 1/10 de las células secas se usó para preparar ADN cromosómico con un sistema MFX-6000 (TOYOBO) 
de la misma que se ha descrito en el ejemplo 1-2).15

A continuación, se llevó a cabo un experimento para detectar la recombinación en la región RsA y la región RsB por 
el método de PCR con los ADN cromosómicos de la 1ª, 2ª y 3ª generaciones, respectivamente. Como resultado se 
ha revelado que el fragmento de ADN de aprox. 1,2 kb como el objeto no se amplifica con ninguno de los ADN 
cromosómicos y la cepa Streptomyces kanamyceticus AB1-3(8) no tiene capacidad de amplificación de la región de 20
ADN entre las regiones RsA y RsB. Por tanto, se ha mostrado que el gen orf1082 (SEQ ID NO: 2) es el gen esencial 
para amplificar la región de ADN entre las regiones RsA y RsB.

Ejemplo 8: Expresión del gen de melanina insertado en los genes biosintéticos de kanamicina
25

Los genes biosintéticos de melanina consisten en los genes melC1 y meC2 como los genes derivados de una cepa 
heteróloga (Bernan, V. et al., Gene, 37, 101-110 (1985): The nucleotide sequence of the tyrosinase gene from 
Streptomyces antibioticus and characterization of the gene product) registrado como el número de acceso M11582 
en la base de datos de Genbank se insertaron entre las regiones RsA y RsB que estaban presentes en el ADN 
cromosómico de Streptomyces kanamyceticus JCM4775.30

Después de digerir triplemente el plásmido pSET152 con BamHI, SphI y HindIII y someterlo a electroforesis en gel 
de agarosa, un fragmento BamHI-SphI de aprox. 2,8 kb que contenía un gen de resistencia a apramicina se extrajo 
del gel y se purificó. Además, para obtener un fragmento de inserción, después de digerir doblemente pKM95 
(Yanai, K. & Murakami, T., Journal of Antibiotics, (Japón), 2004, Vol. 57, p. 351-354) con BamHI y SphI y someterlo a 35
electroforesis en gel de agarosa, un fragmento BamHI-SphI de 3,25 kb que contenía el gen biosintético de 
kanamicina, gen orf9 se extrajo del gel y se purificó. Después de mezclar ambos fragmentos de ADN y ligar con un 
kit de ligación (Takara Bio Inc.), se transformó E. coli DH5α. Se preparó un plásmido pAB101 de un transformante 
resistente a apramicina.

40
A continuación, después de que el plásmido pIJ702 se digiriera triplemente con BamHI, EcoRV y NdeI y se 
sometiera a electroforesis en gel de agarosa, un fragmento BamHI-EcoRV de 2,97 kb que contenía un gen melC1 y 
un gen melC2 se extrajo del gel y se purificó. Este fragmento se insertó en el sitio BamHI-EcoRV de un plásmido 
pAB101 para dar un plásmido pAB102 (9,02 kb).

45
El plásmido pAB102 se transfirió a una cepa E. coli ET12567/pUZ8002 para dar E. coli ET12567/pUZ8002/AB102. 
La cepa Streptomyces kanamyceticus JCM4775 y la E. coli ET12567/pUZ8002/AB102 se conjugaron de la misma 
manera que se ha descrito en el ejemplo 2-4) para dar cepas resistentes a apramicina. El análisis por PCR del ADN 
cromosómico de la cepa Streptomyces kanamyceticus JCM4775/AB102-4 entre las cepas resistentes a apramicina 
reveló que el plásmido AB102 se incorporó en el ADN cromosómico por recombinación homóloga de 50
entrecruzamiento único por la región de ADN derivada de los genes biosintéticos de kanamicina.

La cepa Streptomyces kanamyceticus JCM4775/AB102-4 se inoculó en un medio de siembra (40 ml). Después de 
cultivar durante 48 horas (1ª generación), una porción de 1 ml del líquido de cultivo se trasplantó después en un 
medio de siembra que contenía 250 µg/ml de kanamicina y se cultivó durante 48 horas (2ª generación). Una porción 55
de 1 ml del líquido de cultivo se trasplantó adicionalmente en un medio de siembra que contenía 2000 µg/ml de 
kanamicina y se cultivó durante 48 horas (3ª generación). 

Después completar el cultivo de la primera, segunda y tercera generaciones durante 48 horas, las células se 
recogieron centrifugando una porción de 30 ml de cada líquido de cultivo a 7500 rpm durante 10 minutos y se 60
liofilizaron. Una porción de 1/10 de las células secas se usó para preparar ADN cromosómico con un sistema MFX-
6000 (TOYOBO) de la misma que se ha descrito en el ejemplo 1-2).

A continuación, se llevó a cabo un experimento para detectar la recombinación en la región RsA y la región RsB por 
el método de PCR con los ADN cromosómicos en la 1ª, 2ª y 3ª generaciones, respectivamente de la misma manera 65
que se describe en el ejemplo 1-2). Se ha revelado del resultado que no se detectaron fragmentos de ADN 
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amplificables con el ADN cromosómico de la primera generación, mientras que se obtuvo un fragmento de 
amplificación de 1,2 kb con los ADN cromosómicos de la segunda y tercera generaciones y que la región de ADN 
entre las regiones RsA y RsB que contenía pAB102 se amplificaba en estas cepas.

A continuación, después de cultivar las cepas de primera y tercera generaciones de Streptomyces kanamyceticus5
JCM4775/AB102-4 en un medio de siembra que contenía casaminoácidos al 1%, tirosina al 0,05% y sulfato de cobre 
al 0,0005% durante 48 horas, y se examinó la cantidad de producción de melanina en el sobrenadante. El examen 
se llevó a cabo según la modificación parcial del método descrito por Mun, Y. et al., Biological and Pharmaceutical 
Bulletin, (Japón), 2004, Vol. 27, p. 806 - 809. Es decir, después de mezclar una solución de hidróxido de sodio 2 N 
que contenía dimetilsulfóxido al 20% y el sobrenadante en una cantidad equivalente y calentar a 80ºC durante 30 10
minutos, se eliminaron flotadores espesos negros para medir la absorbancia de las cepas a 475 nm con un 
espectrofotómetro Hitachi (U-2810). La cepa de la primera generación mostró una absorbancia de 0,42, y la cepa de 
la tercera generación mostró una absorbancia de 0,62. Por tanto, se ha revelado que la cepa de la tercera 
generación produjo una cantidad grande de melanina con el aumento en copias de un gen que produce melanina 
comparado con la cepa de la primera generación.15

Ejemplo 9: Amplificación de ADN en Streptomyces kanamyceticus con la región de ADN entre RsC-RsD delecionada

1) Preparación del plásmido pKM2003
20

Se hibridaron Sma-Stu-1 (5’-GGGAGGCCTA-3', SEQ ID NO: 29) y Sma-Stu-2 (5’-AGCTTAGGCCTCCC-3', SEQ ID 
NO: 30) y se sometieron a ligación con el plásmido pUC119 que preliminarmente se había digerido doblemente con 
HindIII y SmaI para dar el plásmido pUC119-Stu.

A continuación, un fragmento SmaI de aprox. 6,6 kb (secuencia de nucleótidos 88479 a 95063 en la secuencia de 25
nucleótidos de número de acceso AB254080) que contenía la región RsA y el gen orf1082 se preparó a partir del 
cósmido 1-3 y se insertó en el sitio SmaI de pUC119-Stu. El plásmido obtenido se digirió con KpnI, y se examinó la 
orientación de un fragmento del inserto para seleccionar un plásmido en el que el sitio KpnI (94889) presente en el 
fragmento SmaI se insertó en el lado del sitio HindIII de pUC119-Stu, que se designó pKM2001.

30
Un fragmento StuI de aprox. 4,1 kb que consistía en la secuencia de nucleótidos 135493 a 139615 en la secuencia 
de nucleótidos de número de acceso AB254080 se preparó a partir del cósmido 5-13 (Yanai, K. et al., Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the United States of America, (USA), 2006, Vol. 103, p. 9661-9666) y se 
insertó en el sitio StuI de pKM2001, y se seleccionó un plásmido en el que el fragmento StuI se insertó después del 
fragmento SmaI en la dirección de la secuencia de nucleótidos 135493-139615 y se designó pKM2002.35

Se digirió el plásmido de transferencia conjugal de Actinomyces pSET152 (Bierman, M. et al., Gene, (Holanda), 
1992, Vol. 116, p. 43-49) con SphI, se hizo romo con ADN polimerasa de T4, y después se ligó con un enlazador 
HindIII (Takara Shuzo Co., Ltd.) para construir pSET153. Un fragmento HindIII-EcoRI de aprox. 2,8 kb derivado de 
pSET153 y un fragmento HindIII-EcoRI de aprox. 10,7 kb derivado de pKM2002 se ligaron para construir un 40
plásmido de transferencia conjugal pKM2003.

2) Transferencia de pKM2003 a Streptomyces kanamyceticus y evaluación de la capacidad de amplificación del ADN

El plásmido pKM2003 se transfirió a una cepa E. coli ET12567/pUZ8002 (Practical Streptomyces Genetics, The John 45
Innes Foundation, (Inglaterra), Norwick, 2000) según el método normal para dar E. coli
ET12567/pUZ8002/pKM2003.

Como la cepa de Streptomyces kanamyceticus a la que se transfirió pKM2003 se usó la cepa 12-6-4 en la que una 
región de ADN de 106,6 kb entre las regiones RsC y RsD (secuencia de nucleótidos 28935-135581) en la secuencia 50
de nucleótido de número de acceso AB254080 (Yanai, K. et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America, (USA), 2006, Vol. 103, p. 9661-9666). La cepa Streptomyces kanamyceticus 12-6-4 es 
la cepa que tiene delecionadas la región RsA y la región entre RsC y RsD que contiene el gen orf1082 y por tanto no 
tiene capacidad de amplificación de ADN. La cepa Streptomyces kanamyceticus 12-6-4 y E. coli
ET12567/pUZ8002/pKM2003 se conjugaron de la misma manera que se ha descrito en el ejemplo 2-4). Se llevó a 55
cabo PCR con ADN cromosómico preparado de la cepa resistente a apramicina resultante como molde y KM-25: 5’-
CCGCTCTCATTCGGTCAG-3' (SEQ ID NO: 31) y KM-202: 5'-CCCCTGACTTTCGTCGAG-3' (SEQ ID NO: 32) como 
cebadores para amplificar un fragmento de ADN de aprox. 4,6 kb. Se ha revelado de este resultado que el plásmido 
pKM2003 se incorporó en el ADN cromosómico de la cepa Streptomyces kanamyceticus 12-6-4 por la 
recombinación homóloga de la región del fragmento StuI.60

Esta cepa se inoculó en un medio de siembra (40 ml) para examinar la capacidad de amplificación de ADN de la 
cepa y se cultivó durante 48 horas (1ª generación), y después una porción de 1 ml del cultivo se trasplantó en un 
medio de siembra que contenía 500 µg/ml de kanamicina y se cultivó durante 48 horas (2ª generación). Se llevó a 
cabo adicionalmente subcultivo de la misma manera con kanamicina aumentada a concentraciones de 2000 µg/ml, 65
4000 µg/ml y 6000 µg/ml para dar líquidos de cultivo de la tercera, cuarta y quinta generaciones, respectivamente. 
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Una porción de 5 ml del líquido de cultivo de la primera y quinta generaciones, respectivamente, se centrifugó a 
7500 rpm durante 10 minutos para recoger las células. Se preparó el ADN cromosómico de las células resultantes 
por el método de la precipitación salina (Practical Streptomyces Genetics, The John Innes Foundation, (Inglaterra), 
Norwick, 2000).

5
A continuación, se llevó a cabo un experimento para detectar la recombinación en las regiones RsA y RsB por el 
método de PCR con los ADN cromosómicos en las 1ª y 5ª generaciones, respectivamente, de la misma manera que 
se describe en el ejemplo 1-2). A este respecto, KM-201: 5'-CCATCCCGTCGAAGAGCC-3' (SEQ ID NO: 33) se usó 
en lugar de KM-17’ como el cebador de detección de la recombinación. Como resultado, no se detectaron 
fragmentos de ADN amplificables con el ADN cromosómico de la primera generación, mientras que se obtuvo un 10
fragmento de amplificación de 1,0 kb con los ADN cromosómicos de la quinta generación. Se ha confirmado del 
análisis de la secuencia de nucleótidos que el fragmento de ADN amplificado era el fragmento de ADN que consistía 
en la secuencia de nucleótidos anticipada. Se ha revelado del resultado que la cepa Streptomyces kanamyceticus
12-6-4/pKM2003 tenía una capacidad de amplificar la región de ADN entre las regiones RsA y RsB. Por tanto, se ha 
indicado que el gen requerido para la amplificación de ADN está presente en el fragmento SmaI contenido en 15
pKM2003, es decir, entre la secuencia de nucleótidos 88479 a 95063 en la secuencia de nucleótidos con número de 
acceso AB254080.

Ejemplo 10: Amplificación de ADN en Streptomyces coelicor y Streptomyces lividans
20

1) Preparación del cósmido pAB801

La mezcla de dos oligonucleótidos A (5'-AATTC CCTGCAGG TCTAGA ACTAGT A-3', SEQ ID NO: 34) y B (5'-
AGCTT ACTAGT TCTAGA CCTGCAGG G-3', SEQ ID NO: 35) obtenidos por síntesis química de modificar el 
extremo 5’ con un grupo fosfato se hibridaron y ligaron con pUC19 que preliminarmente se había digerido 25
doblemente con EcoRI y HindIII para construir un plásmido pUC119-enlazador. El sitio de clonación múltiple de este 
plásmido es EcoRI-SbfI-XbaI-SpeI-HindIII.

Un fragmento XbaI de aprox. 10 kb (que contenía la secuencia de nucleótidos 87961-97640 en la secuencia de 
nucleótidos con número de acceso AB254080) que contiene la región RsA obtenida del cósmido AB501 descrito en 30
el ejemplo 5 y un gen orf1082 se insertó en el sitio XbaI de pUC119-enlazador para dar el plásmido pAB601. El 
fragmento XbaI se insertó en la dirección de EcoRI-SbfI-XbaI-RsA-orf1082-XbaI-SpeI-HindIII en el sitio de clonación 
múltiple de pUC119-enlazador.

A continuación, un fragmento de gen de resistencia a estreptomicina que tiene los sitios SpeI y SbfI en ambos 35
extremos se transfirió en el cósmido pKM7 (Yanai, K. et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America, (USA), 2006, Vol. 103, p. 9661-9666) de la misma manera que se ha descrito en el 
ejemplo 2. Primero, un fragmento de ADN de aprox. 1,9 kb se amplificó por PCR con un fragmento HindIII-EcoRI 
que contenía un gen de resistencia de estreptomicina obtenido del plásmido pIJ778 como molde y pKM7Δ12U (5'-
GATCCCCGTGCACACCGAGGGCGAGCTCGCCCCGACTAGTATTCCGATCCGTCGACC-3', SEQ ID NO: 36) y40
pKM7Δ12L (5'-GTCGGTCACCGCCCGTACGACGGCCGGTTCCGCCTGCAGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3', 
SEQ ID NO: 37) como cebadores. Este fragmento de ADN se usó para transformar la cepa E. coli
BW25113/pIJ790/pKM7 obtenida transfiriendo pKM7 a una cepa E. coli BW25113/pIJ790 por electroporación para 
dar un clon que es resistente a ampicilina y estreptomicina. El cósmido pKM7::str se aisló de este clon.

45
A continuación, el cósmido pAB701 en el que un fragmento SbfI-SpeI de aprox. 10 kb derivado del plásmido pAB601 
(que contenía la secuencia de nucleótidos 87961-97640 en la secuencia de nucleótidos de número de acceso 
AB254080) se insertó en el sitio SbfI-SpeI del cósmido pKM7::str se preparó en el siguiente método. El plásmido
pAB601 y el cósmido pKM7::str, respectivamente, se digirieron doblemente con SpeI y SbfI, se mezclaron y después 
se sometieron a reacción de ligación con un kit Rapid DNA Dephos and Ligation (Roche: No. de catálogo 50
04898125001) según las instrucciones acompañantes. El reactivo ligado se sometió a empaquetamiento in vitro con 
un kit (kits de empaquetamiento: E. coli XL1-BluMRA y Extractos de empaquetamiento de lambda MaxPlax™ 
(EPICENTRE™ Biotechnologies). La mezcla de reacción empaquetada se transmitió a una cepa E. coli XL1-Blue 
MRA, y se extendió sobre un medio agar LB que contenía ampicilina (100 µg/ml) y kanamicina (100 µg/ml). Después 
de cultivar a 37ºC durante la noche, se pudieron detectar clones que crecían en el medio agar. Estos clones pueden 55
contener dos cósmidos (1) contiene pKM7::str y (2) contiene pAB701. El clon que contiene el cósmido objetivo 
pAB701 es sensible a estreptomicina. Por tanto, cuando cada clon se replicó en un medio agar LB que contenía 
ampicilina (100 µg/ml), kanamicina (100 µg/ml) y estreptomicina (100 µg/ml), 293 cepas entre 369 clones mostraron 
sensibilidad a estreptomicina. Se preparó un cósmido de estos clones, se confirmó que daba un fragmento de ADN 
de aprox. 10 kb por doble digestión con SpeI y SbfI y se designó cósmido AB701.60

A continuación, el cósmido pAB701 se transfirió en una cepa E. coli BW25113/pIJ790 para dar una cepa E. coli
BW25113/pIJ790/pAB701. La cepa BW25113/pIJ790/pAB701 se transformó con el fragmento SspI de 5,2 kb 
derivado del plásmido pMJCOS1 (Yanai, K. et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America, (USA), 2006, Vol. 103, p. 9661-9666) y se cultivó durante la noche en medio agar LB que 65
contenía ampicilina (50 µg/ml) y apramicina (50 µg/ml). Se preparó un cósmido de las colonias desarrolladas, y se 
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designó pAB801 (figura 2). El cósmido pAB801 tenía un fragmento SbfI-SpeI de aprox. 10 kb derivado del plásmido 
pAB601 (que contiene la secuencia de nucleótidos 87961 a 97640 en la secuencia de nucleótidos del número de 
acceso AB254080) y un fragmento de ADN de aprox. 27,8 kb derivado del cósmido pKM7 (que contiene la 
secuencia de nucleótidos 7107 a 19547 en la secuencia de nucleótido del número de acceso AB164642 y una 
secuencia de nucleótidos de 15046 pb de número de acceso AB254081) y además las regiones oriT, attP, int5
derivadas del plásmido pSET152 en la parte del vector, y por tanto es un cósmido transferible conjugal para 
Actinomycetes.

(2) Transferencia de cósmido pB801 a Streptomyces coelicolor y Streptomyces lividans y evaluación de la 
amplificación de ADN10

El cósmido pAB801 se transfirió a una cepa E. coli ET12567/pUZ8002 según el método descrito en el ejemplo 2, 
para dar una cepa E. coli ET12567/pUZ8002/pAB801.

Se propagaron una cepa Streptomyces lividans 1326 y una cepa Streptomyces coelicolor MT1110 en un medio MS 15
(Practical Streptomyces Genetics, The John Innes Foundation, (Inglaterra), Norwick, 2000), se cultivaron a 30ºC 
durante 5 días para formar esporas. Las esporas se recogieron y resuspendieron en 3 ml de agua esterilizada para 
conservación. Una porción de 200 µl de la suspensión de esporas se combinó con 400 µl de un medio líquido YT 2 X 
y se trataron calentando a 50ºC durante 10 minutos. Por otra parte, la cepa E. coli ET12567/pUZ8002/pAB801 se 
inoculó en 50 ml de un medio líquido LB que contenía cloranfenicol (25 µg/ml), kanamicina (25µg/ml), ampicilina (50 20
µg/ml) y apramicina (50 µg/ml) y se incubó a 37ºC durante la noche. Una porción de 500 µl de este cultivo se 
trasplantó a un medio líquido LB fresco que contenía cloranfenicol (25 µg/ml), kanamicina (25µg/ml), ampicilina (50 
µg/ml) y apramicina (50 µg/ml) y se incubó a 37ºC durante 4 horas. Las células se recogieron de la cantidad total del 
cultivo, se lavaron dos veces con un medio líquido LB que no contenía antibióticos y se resuspendieron en 1,5 ml de 
un medio líquido LB. Una porción de 500 µl de la suspensión se añadió a la suspensión de esporas tratadas con 25
calor. Después de centrifugar la mezcla, se añadieron 50 µl de LB y 50 µl YT 2x para formar una suspensión. 90 µl y 
10 µl de la suspensión se extendieron en medio MS, respectivamente, y se cultivaron a 30ºC durante la noche, y 
cada placa se cubrió con 1 ml de agua esterilizada que contenía 0,5 mg de ácido nalidíxico y 1,25 mg de apramicina. 
Después de cultivar a 30ºC durante 3 días, la cepa resistente se desarrolló sobre la superficie entera en la sección 
de 90 µl extendidos y aproximadamente 1000 de las cepas resistentes por placa se desarrollaron en la sección de 30
10 µl extendidos. Estas cepas se replicación en medio MS (que contenía ácido nalidíxico 25 µg/ml y apramicina 50 
µg/ml) y se cultivaron a 30ºC durante 3 días. La cepa resistente a apramicina desarrollada se homogenizó, se 
extendió en un medio MS (que contenía ácido nalidíxico 25 µg/ml y apramicina 50 µg/ml) y se cultivó a 37ºC durante 
7 días para tener las esporas adheridas.

35
Estas esporas se inocularon en un medio líquido SOB (que contenía ácido nalidíxico 25 µg/ml) y un medio líquido 
SOB (que contenía ácido nalidíxico 25 µg/ml) al que se añadieron 250 µg/ml de kanamicina y se incubó a 30ºC 
durante 48 horas. Las células se recogieron de cada líquido de cultivo, y se preparó ADN cromosómico por el 
método de la precipitación salina (Practical Streptomyces Genetics, The John Innes Foundation, (Inglaterra), 
Norwick, 2000). La recombinación de ADN se detectó en las regiones RsA y RsB con estos ADN cromosómicos 40
como moldes según el método descrito en el ejemplo 1. Como resultado, no se detectaron fragmentos de 
amplificación de 1,2 kb en la sección de cultivo a la que no se había añadido kanamicina, mientras que el fragmento 
de amplificación de 1,2 kb se pudo detectar en la sección de cultivo a la que añadió kanamicina. Por tanto, se ha 
revelado que la región de ADN entre las regiones RsA y RsB se amplificó en las cepas Streptomyces lividans 1326 y
Streptomyces coelicolor MT1110 a las que se había transferido el cósmido pAB801.45
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<213> Secuencia artificial
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5
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<400> 21
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<211> 58
<212> ADN
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<220>
<223> cebador: M8U

<400> 27

5

<210> 28
<211> 58
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> cebador: M8L
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<210> 29
<211> 10
<212> ADN20
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<220>
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55
<220>
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: KM-201

5
<400> 33

<210> 34
<211> 2610
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: Oligonucleótido A15

<400> 34

<210> 3520
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> cebador: Oligonucleótido B

<400> 35

30
<210> 36
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador: pKM7 12U
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<210> 37
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<213> Secuencia artificial45

<220>
<223> cebador: pKM7 12L

<400> 3750
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para amplificar ADN, que comprende:

preparar una célula recombinante que comprende cualquiera de los polinucleótidos seleccionados del grupo 5
que consiste en los siguientes (A) a (E) y una unidad de ADN dispuesta en el genoma celular,

en donde la unidad de ADN tiene un tamaño de 22 a 154 kb y al menos comprende un primer fragmento 
de ADN seleccionado del grupo que consiste en los siguientes (F) a (H), un gen diana y un segundo 
fragmento de ADN seleccionado de los siguientes (I) a (K),10
el gen diana o polinucleótido es exógeno al huésped,

cultivar la célula recombinante en condiciones adecuadas para producir la amplificación génica para amplificar 
la unidad de ADN,

15
(A) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 

1,
(B) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene la 

deleción, sustitución, inserción o adición de uno o más aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 1 y que es funcionalmente equivalente a esa que consiste en la secuencia de aminoácidos 20
de SEQ ID NO: 1,

(C) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene 
una identidad del 90% o más respecto a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y que es 
funcionalmente equivalente a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,

(D) un polinucleótido que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 2,25
(E) un polinucleótido que hibrida con el polinucleótido que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ 

ID NO: 2 en condiciones rigurosas, y que codifica una proteína funcionalmente equivalente a la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,

(F) ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3,
(G) ADN que hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3 en 30

condiciones rigurosas, y
(H) ADN que tiene una identidad del 90% o más respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3,
(I) ADN representado por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4,
(J) ADN que hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4 en 

condiciones rigurosas, y35
(K) ADN que tiene una identidad del 90% o más respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4.

2. El proceso según la reivindicación 1, en donde la unidad de ADN comprende en orden desde el extremo 5’ el 
primer fragmento de ADN, el gen diana y el segundo fragmento de ADN.

40
3. El proceso según la reivindicación 1, en donde el gen diana consiste en un complejo génico biosintético de 

antibióticos.

4. El proceso según la reivindicación 1, en donde la unidad de ADN comprende además un gen de resistencia a 
un fármaco.45

5. El proceso según la reivindicación 1, en donde el polinucleótido es ADN y está dispuesto en el genoma de la 
célula recombinante.

6. El proceso según la reivindicación 1, en donde el huésped es una cepa productora de antibiótico.50

7. Una célula recombinante, en donde se introducen múltiples copias de la unidad de ADN en un genoma por el 
proceso según la reivindicación 1.

8. La célula recombinante según la reivindicación 7, en donde el gen diana es exógeno a un huésped.55

9. Uso de una composición para amplificar ADN por el proceso según la reivindicación 1, la composición 
comprende una proteína seleccionada de:

1) una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1,60
2) una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una deleción, sustitución, 

inserción o adición de uno o más aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, que 
es funcionalmente equivalente a la que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y

3) una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 90% o más 
respecto a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, que es funcionalmente equivalente a la que 65
consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1.
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10. Uso de un vector para amplificar ADN por el proceso según la reivindicación 1, el vector comprende un 
polinucleótido seleccionado del grupo que consiste en (A) a (C) en una forma operativa:

(A) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 5
NO: 1,

(B) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene 
una deleción, sustitución, inserción o adición de uno o más aminoácidos en la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y que es funcionalmente equivalente a la que consiste en la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y10

(C) un polinucleótido que codifica una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene 
una identidad del 90% o más respecto a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y que es 
funcionalmente equivalente a la que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1.

11. Uso de un vector para amplificar ADN por el proceso según la reivindicación 1, el vector comprende una 15
unidad de ADN que tiene un tamaño de 22 a 154 kb y al menos comprende un primer fragmento de ADN 
seleccionado del grupo que consiste en los siguientes (F) a (H), un gen diana y un segundo fragmento de 
ADN seleccionado del grupo que consiste en los siguientes (I) a (K), y el vector que es capaz de introducir la 
unidad de ADN en un genoma celular:

20
(F) ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3,
(G) ADN que hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3 en 

condiciones rigurosas, y
(H) ADN que tiene una identidad del 90% o más respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3,
(I) ADN representado por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4,25
(J) ADN que hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4 en 

condiciones rigurosas, y
(K) ADN que tiene una identidad del 90% o más respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4.

12. El proceso según la reivindicación 1, en donde la unidad de ADN es exógena al huésped.30
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