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DESCRIPCION
Transglutaminasa estabilizada y procedimiento para la produccion de la misma
CAMPO TECNICO

[0001] La presente invencion se refiere a una transglutaminasa, y mas particularmente a una transglutaminasa
estabilizada que tiene una excelente estabilidad frente a la oxidacién, estabilidad con la temperatura, y similares.

TECNICA ANTERIOR

[0002] Las transglutaminasas son enzimas que catalizan una reaccién de transferencia de acilo de un grupo y-
carboxil amida de un residuo de glutamina en una cadena peptidica. La reaccién conduce a la formacion de la
reticulacién de e-(y-GIn)-Lys en la parte intramolecular o intermolecular de moléculas de proteina cuando un grupo ¢-
amino de un residuo de lisina en la proteina actia como un receptor de acilo. Por lo tanto, dado que el uso de la
accién de una transglutaminasa permite la mejora de la proteina o péptido, se utiliza una transglutaminasa de una
enzima microbiana derivada del género Streptomyces en la union de carne y en la fabricacion de salchichas, tofu,
pan, y fideos (véase el documento de patente 1).

[0003] La transglutaminasa es una enzima con tiol que tiene cisteina como un residuo de centro activo, y se
convierte en una forma madura a través de una proforma en un procedimiento de fermentacion. Por lo tanto, una
transglutaminasa tiene poca estabilidad y requiere la adicién de un estabilizador con el fin de suprimir la inactivacion
durante la fabricacién o almacenamiento de productos.

[0004] Como procedimiento para mejorar la estabilidad de una transglutaminasa durante el almacenamiento, se ha
propuesto la adicién de un acido orgéanico, acido inorganico, polifenol, tiol y alcohol de azlcar (véase el documento
de patente 1). Ademas, se ha desarrollado un procedimiento para mejorar la estabilidad mediante la adicion de
proteina (proteina de trigo, proteina de soja, y similares), o un hidrolizado parcial de proteina (véase el documento
de patente 2). Ademas, se ha desarrollado una técnica de estabilizacion utilizando trehalosa (documento de patente
3).

[Documento de patente 1] Publicacion de patente japonesa no examinada No. H4-207194
[Documento de patente 2] Patente No. 3651003
[Documento de patente 3] Publicacion de patente japonesa no examinada No. 2004-305010

DESCRIPCION DE LA INVENCION
[Problemas a resolver por la invencién]

[0005] Aunque se han propuesto diversas técnicas de estabilizacion, las necesidades de estabilizacion de
transglutaminasas todavia son altas. Tal como se ha mencionado anteriormente, las transglutaminasas han sido
ampliamente utilizadas en los campos de alimentos. Por lo tanto, con el fin de evitar circunstancias inesperadas, es
deseable que los componentes adicionales se afiadan tan poco como sea posible.

[0006] Bajo el marco mencionado anteriormente, un objetivo de la presente invencién es proporcionar una
transglutaminasa que tiene una excelente estabilidad, un procedimiento para producir la misma y el uso de la misma.

[Medios para resolver el problema]

[0007] Bajo las circunstancias mencionadas anteriormente, los presentes inventores han investigado profundamente.
Como resultado, los presentes inventores han encontrado que una forma intermedia de la transglutaminasa esta
presente en una solucion de cultivo de una cepa productora de transglutaminasa y pudieron recuperar la forma
intermedia. En el nuevo estudio, se ha aclarado que la forma intermedia recuperada tiene una estructura en la que el
péptido pro-secuencia esta unido a la transglutaminasa madura (TGasa madura). Por otra parte, como resultado de
la evaluacion de la estabilidad de la forma intermedia, se ha encontrado que la forma intermedia es mas excelente
gque la TGasa madura con respecto a la estabilidad con el pH, estabilidad con la temperatura, estabilidad frente a la
oxidacion y estabilidad con el almacenamiento.

[0008] La presente invencion se realizd basandose en los hallazgos mencionados anteriormente, y se relaciona con
lo mencionado a continuacion.

[1] Una transglutaminasa estabilizada, incluyendo el péptido pro-secuencia de la transglutaminasa y una
transglutaminasa madura, en la que el péptido pro-secuencia de la transglutaminasa esta unido a la
transglutaminasa madura y la transglutaminasa estabilizada tiene una estabilidad superior a la transglutaminasa
madura a la que no esta unido el péptido pro-secuencia de la transglutaminasa, y la estabilidad es al menos una
estabilidad seleccionada del grupo que consiste en la estabilidad con el pH, estabilidad con la temperatura, la
estabilidad frente a la oxidacion y la estabilidad con el almacenamiento.
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[2] La transglutaminasa estabilizada descrita en [1], en la que la transglutaminasa madura deriva de un
microorganismo.

[3] La transglutaminasa estabilizada descrita en [2], en la que el microorganismo es un microorganismo del género
Streptomyces.

[4] La transglutaminasa estabilizada descrita en [2], en la que el microorganismo es Streptomyces mobaraensis.

[5] La transglutaminasa estabilizada descrita en [1], en la que la transglutaminasa madura incluye una secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 6.

[6] La transglutaminasa estabilizada descrita en [1], en la que el péptido pro-secuencia deriva de un microorganismo.
[7] La transglutaminasa estabilizada descrita en [6], en la que el microorganismo es un microorganismo del género
Streptomyces.

[8] La transglutaminasa estabilizada descrita en [6], en la que el microorganismo es Streptomyces mobaraensis.

[9] La transglutaminasa estabilizada descrita en [1], en la que el péptido pro-secuencia incluye cualquier secuencia
de las siguientes (1) a (3):

(1) DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAA (SEQ ID NO: 1);

(2) DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAAS (SEQ ID NO: 2); y

(3) DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAASS (SEQ ID NO: 3).

[10] Un procedimiento para producir una transglutaminasa estabilizada, incluyendo el procedimiento las etapas de:
cultivar un microorganismo capaz de producir la transglutaminasa en las condiciones en las que la transglutaminasa
se puede producir; y

separar y recuperar una transglutaminasa madura a la que el péptido pro-secuencia esta unido de una solucion de
cultivo.

[11] EI procedimiento para producir una transglutaminasa estabilizada descrita en [10], en el que el microorganismo
es un microorganismo del género Streptomyces.

[12] El procedimiento para producir transglutaminasa estabilizada descrita en [10], en el que el microorganismo es
Streptomyces mobaraensis.

[BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS]

[0009]

La figura 1 es un grafico que muestra la comparacion de la estabilidad con el pH entre TGasa estabilizada (P-TGasa)
y TGasa madura (M-TGasa), en el que la abscisa muestra el pH y la ordenada muestra la actividad restante (%).

La figura 2 es un gréafico que muestra la comparacién de la estabilidad con la temperatura entre la TGasa
estabilizada (P-TGasa) y TGasa madura (M-TGasa), en el que la abscisa muestra el tiempo de tratamiento (minutos)
y la ordenada muestra la actividad restante (%).

La figura 3 es un grafico que muestra la comparacion de la estabilidad frente a la oxidacion entre la TGasa
estabilizada (P-TGasa) y TGasa madura (M-TGasa), en el que la abscisa muestra la concentracion de peréxido de
hidrégeno (%) y la ordenada muestra la actividad restante (%).

La figura 4 es un grafico que muestra la comparacién de la estabilidad con el almacenamiento entre la TGasa
estabilizada (P-TGasa) y TGasa madura (M-TGasa), en el que la abscisa muestra el tiempo de almacenamiento
(meses) y la ordenada muestra la actividad restante (%).

La figura 5 es un gréafico que muestra la comparacién de la estabilidad con la temperatura entre la TGasa
estabilizada (P-TGasa) y TGasa madura (M-TGasa), en el que la abscisa muestra el tiempo de tratamiento (min) y la
ordenada muestra la actividad restante (%).

La figura 6 es un grafico que muestra la comparacion de la estabilidad frente a la oxidacion entre la TGasa
estabilizada (P-TGasa) y TGasa madura (M-TGasa), en el que la abscisa muestra la concentracion de peréxido de
hidrégeno (%) y la ordenada muestra la actividad restante (%).

La figura 7 es un grafico que muestra la comparacién de la estabilidad con la temperatura entre la TGasa
estabilizada (P-TGasa) y TGasa madura (M-TGasa), en el que la abscisa muestra el tiempo de tratamiento (min) y la
ordenada muestra la actividad restante (%).

[MEJOR MODO DE LLEVAR A CABO LA INVENCION]
(TGasa estabilizada)

[0010] Una transglutaminasa estabilizada (TGasa estabilizada) de la presente invencion tiene una estructura en la
que el péptido pro-secuencia de la transglutaminasa estd unido a la TGasa madura estabilizada. Es decir, la
transglutaminasa estabilizada se caracteriza porque el péptido pro-secuencia de la transglutaminasa y TGasa
madura se incluyen como elementos esenciales, y estos elementos estan unidos entre si. Con las caracteristicas, la
TGasa estabilizada de la presente invencion presenta una estabilidad superior a la de la TGasa madura. El término
"estabilidad" utilizado en el presente documento pretende incluir la estabilidad con el pH, estabilidad con la
temperatura, estabilidad frente a la oxidacion y la estabilidad con el almacenamiento. Por lo tanto, la TGasa
estabilizada de la presente invencion es mas excelente que la TGasa madura en términos de al menos una
estabilidad seleccionada del grupo que consiste en la estabilidad con el pH, estabilidad con la temperatura,
estabilidad frente a la oxidacién y estabilidad con el almacenamiento. La TGasa estabilizada en una realizacién
preferible es mas excelente que la TGasa madura en la estabilidad con el pH, la estabilidad con la temperatura, la
estabilidad frente a la oxidacién y la estabilidad con el almacenamiento.
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[0011] Por cierto, una transglutaminasa como proteina secretora es traducida como una pre-pro-transglutaminasa en
la que estan unidas una secuencia sefial (pre-secuencia) y una pro-secuencia; a continuacion, la secuencia sefial se
escinde para convertirse en pro-transglutaminasa; y posteriormente, el péptido pro-secuencia se escinde para
transformarse en una transglutaminasa madura (TGasa madura). Como se muestra en los Ejemplos mencionados a
continuacion, los presentes inventores han descubierto la presencia de una forma intermedia que tiene una
estructura en la que el péptido pro-secuencia escindido estd unido a la transglutaminasa madura en la serie del
procedimiento, y también se ha aclarado que la forma intermedio tiene una excelente estabilidad. La TGasa
estabilizada de la presente invencién se obtiene habitualmente como una forma intermedia generada en el
procedimiento mencionado anteriormente. Sin embargo, un procedimiento de produccion (un procedimiento de
obtencién) no esta particularmente limitado, siempre que una forma intermedia tenga una estructura en la que el
péptido pro-secuencia estd unido a TGasa madura y tenga una estabilidad mejor mas que la de la TGasa madura.
Por lo tanto, la TGasa estabilizada producida mediante la preparacion del péptido pro-secuencia y la TGasa madura
por separado y la union entre si se incluye en la TGasa estabilizada de la presente invencién, siempre que se
observe una mejora de la estabilidad.

[0012] El "péptido pro-secuencia" en esta memoria descriptiva indica una parte o la totalidad del péptido que
constituye una pro-secuencia (es decir, una secuencia proporcionada entre una pre-secuencia y una secuencia de la
proteina madura). Tres tipos de péptido se muestran como ejemplos del péptido pro-secuencia.

[0013]

Péptido pro-secuencia ejemplo 1: péptido que consiste en la secuencia de
DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAA (SEQ ID NO 1).

Péptido pro-secuencia ejemplo 2: péptido que consiste en la secuencia de
DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAAS (SEQ ID NO 2)

Péptido pro-secuencia ejemplo 3: péptido que consiste en la secuencia de

DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAASS (SEQ ID NO 3).

[0014] La derivacion (origen) del péptido pro-secuencia no esta particularmente limitada. Preferiblemente, el péptido
pro-secuencia deriva de microorganismos. El "péptido pro-secuencia derivado de microorganismos" incluye el
péptido pro-secuencia de transglutaminasa producida por un microorganismo de, por ejemplo, el género
Streptomyces (véase, por ejemplo, la patente japonesa no examinada de No. de publicacion S64-27471), y ademas,
el péptido que incluye una secuencia de aminoacidos que es la misma que la del péptido pro-secuencia (es decir,
una parte o toda una parte de la pro-secuencia de la transglutaminasa producida por microorganismos). Entre los
ejemplos de las secuencias de aminoacidos de la pro-secuencia de longitud completa de la transglutaminasa
producida por microorganismos se muestran la SEQ ID NO: 4 (Streptomyces mobaraensis) y la SEQ ID NO: 5
(Streptomyces cinnamoneus).

[0015] Ademas, la derivacion (origen) de la TGasa madura como uno de los elementos de la TGasa estabilizada de
la presente invencion no esta particularmente limitada. Por ejemplo, se pueden utilizar la TGasa madura producida
por un microorganismo de, por ejemplo, el género Streptomyces (véase, por ejemplo, la patente japonesa no
examinada de No. de publicacion S64-27471), la TGasa madura producida por mamiferos (véase, por ejemplo, la
patente japonesa examinada de No. de publicacibn H1-50382), TGasa madura recombinante (tipo de
recombinacion) obtenida mediante la utilizacion de la tecnologia de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la
patente japonesa no examinada de No. de publicacion H5-199883 y 2004-97099), y similares. Preferiblemente, la
TGasa madura deriva de microorganismos. Los ejemplos de "TGasa madura derivada de microorganismos" incluyen
TGasa madura natural producida por microorganismos del género Streptomyces y similares (véase, por ejemplo, la
patente japonesa no examinada de No. de publicacién S64-27471), la TGasa madura recombinante obtenida
mediante el cultivo de un transformante en el que se introduce un gen de la transglutaminasa producida por
microorganismos. Entre los ejemplos de las secuencias de aminoacidos de la TGasa madura derivada de
microorganismos se muestran la SEQ ID NO: 6 (Streptomyces mobaraensis) y la SEQ ID NO: 7 (Streptomyces
cinnamoneus).

[0016] Preferiblemente, los microorganismos como origenes del péptido pro-secuencia y/o la TGasa madura son
microorganismos que pertenecen al género Streptomyces. Entre los ejemplos de microorganismos que pertenecen
al género Streptomyces se incluyen Streptomyces mobaraensis (nombre antiguo: Streptoverticillium mobaraense),
cepa No. 140226 (véase la patente japonesa no examinada de No. de publicacion 2005-73628), Streptomyces
lavendulae, cepa No. 466 (véase la patente No. 2.849.773, documento de patente 1), Streptomyces sp., No0.83
(véase la patente No. 2.849.773, documento de patente 1), y similares. Ademas, es posible utilizar cepas mutantes,
tales como una cepa cuya productividad se mejora mediante el uso de procedimientos comunes, tales como la
radiacion ultravioleta y NTG (N-metil-N'-nitrosoguanidina), una cepa en la que la generacion de la proteina
contaminada, tal como la proteasa y amilasa, se reduce, y una cepa en la que las sustancias fisiolégicamente
activas, tales como antibiéticos, se suprimen o se eliminan. Ademas, se pueden utilizar cepas genéticamente
recombinantes.
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[0017] Cuando se utiliza la tecnologia de ADN recombinante (es decir, cuando se utiliza una cepa genéticamente
recombinante), es posible obtener un TGasa estabilizada en la que el origen de péptido pro-secuencia y el origen de
la TGasa madura son diferentes entre si. Preferiblemente, sin embargo, el origen del péptido pro-secuencia y el
origen de la TGasa madura son los mismos entre si. La TGasa estabilizada en dicha forma se obtiene como una
forma intermedia habitualmente mediante el cultivo de una cepa productora de transglutaminasa (una cepa que tiene
originalmente una capacidad de produccién o una cepa recombinante en la que se introduce un gen de la
transglutaminasa). En lo sucesivo, se describe un ejemplo del procedimiento de produccién de la TGasa estabilizada
en dicha forma.

(Procedimiento de produccién de la TGasa estabilizada)

[0018] En primer lugar, se prepara un microorganismo del género Streptomyces que tiene una capacidad de
produccion de transglutaminasa (por ejemplo, Streptomyces mobaraensis, cepa No. 140226) y se cultiva bajo las
condiciones en las que una transglutaminasa se pueden producir. Las condiciones de cultivo no estan
particularmente limitadas, siempre y cuando se pueda producir una transglutaminasa. Los ejemplos especificos de la
condicion de cultivo se describen en los Ejemplos mencionados a continuacién. Una persona experta en la materia
puede cambiar apropiadamente las condiciones de cultivo.

[0019] Entre los ejemplos de un medio se incluyen materiales de medios utilizados habitualmente incluyendo una
fuente de carbono, tal como almidén, sacarosa, lactosa, glicerol, y glucosa; una fuente de nitrégeno, tal como
peptona, extractos de carne, extractos de levadura, licor de maiz fermentado, nitrato de amonio, cloruro de amonio,
y sulfato de amonio; y una pequefia cantidad de sales de metal de, por ejemplo, fosfato de potasio monobasico,
fosfato de potasio dibasico, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso y carbonato de calcio. Ademas, con el fin de
suprimir la formaciéon de espuma, se pueden afiadir agentes antiespumantes si es necesario. La temperatura de
cultivo esta generalmente en el intervalo de 25°C a 35°C. Ademas, el cultivo puede llevarse a cabo mediante el uso
de varios recipientes de fermentacion. Generalmente, la agitacion con aireacion se lleva a cabo en dos a seis dias.
Dependiendo de los tipos de cepas y medios de fermentacion que se utilizan, el cultivo no se lleva a cabo
necesariamente en estas condiciones. Por ejemplo, cuando se lleva a cabo la alimentacion de materiales del medio,
o0 esta contenido un material del medio con alta concentracion, por lo general, el tiempo de cultivo puede aumentar
aun mas. Ademas, se controla el pH del medio, si es necesario.

[0020] Después de completar el cultivo, se extrae un cuerpo celular y similares de una mezcla de fermentacion
mediante filtracion o centrifugacién. Como filtracion, se prefiere la filtracion de presurizacion con tierra de diatomeas
afiadida. Ademas, es preferible que la filtracion se lleve a cabo a una temperatura no superior a la temperatura
ambiente. El filtrado obtenido, es decir, una solucion de enzima en bruto de la transglutaminasa se enfria si es
necesario. Cabe indicar aqui que tal como se describe en Eur. J. Biochem., 257, 570-576 (1998), se conoce que la
transglutaminasa se produce como un precursor. Por lo tanto, con el fin de convertir la transglutaminasa en la TGasa
estabilizada, puede tratarse una mezcla de fermentacion mediante la adicién de una enzima, tal como proteasa y
peptidasa, durante un cierto periodo de tiempo. Ademads, algunas transglutaminasas son conocidas por estar
presentes como una enzima de oxidacion sin tener una actividad enzimatica. Por lo tanto, también es deseable que
dichas transglutaminasas se conviertan en una enzima activa mediante la adicion de una enzima, tal como cisteina y
glutatién, o sustancias que las contengan. Dichas operaciones de activacion no se llevan a cabo necesariamente
solamente en el procedimiento de purificacion, sino preferiblemente se llevan a cabo en la etapa temprana de
purificacion.

[0021] La solucion de enzima en bruto se concentra si es necesario. El procedimiento de concentracion no esta
particularmente limitado, pero se prefiere la ultrafiltracion capaz de llevar a cabo la concentracion y la purificacion
simultaneamente. En general, la solucién de enzima en bruto se puede concentrar hasta aproximadamente de 10
veces a 100 veces. El grado de concentracion no esta particularmente limitado, siempre y cuando la solucién se
concentre hasta una concentracion tal que el siguiente procedimiento puede llevarse a cabo. Como membrana de
ultrafiltracion, teniendo en cuenta el peso molecular de la TGasa (aproximadamente 38.000), se prefiere una
membrana de ultrafiltracién que tiene un tamafo de poro medio con un peso molecular de corte de 13.000. Por
ejemplo, se usa preferiblemente ACP-13000 (Asahi Kasei Corporation). Sin embargo, incluso si se utiliza una
membrana que tiene un tamafio de poro medio con un peso molecular de corte de 50.000, apenas se escapa una
enzima. Por lo tanto, mediante la selecciéon de membranas, segin sea necesario, el grado de purificacion puede
aumentarse. Aunque se pueden generar precipitados durante la desalinizacion y la concentracion, dichos
precipitados se pueden disolver mediante la adicion de una solucién tampoén o una solucion de sal apropiados.
Ademas, la temperatura en el momento de la concentraciéon no esta particularmente limitada, pero la temperatura
esta preferiblemente en el intervalo de 10°C a 30°C. A medida que la temperatura es mas alta, la concentracion
puede llevarse a cabo de manera mas eficiente. Por el contrario, se puede producir la inactivacion.

[0022] La solucién concentrada incluye la TGasa estabilizada diana (TGasa madura a la que esta unida el péptido
pro-secuencia) y la TGasa madura. A continuacion, la TGasa estabilizada diana se recupera de la solucion
concentrada. En lo sucesivo, se describe un ejemplo de la recuperacion de la TGasa estabilizada. En primer lugar,
con el fin de extraer la proteina contaminada, y similares, la solucién concentrada se purifica parcialmente mediante
pretratamiento usando etanol, polietilenglicol, y similares. Los precipitados recuperados mediante el pretratamiento
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se disuelven en una solucién tampon apropiada y, a continuacion, la solucién se somete a didlisis. Después de la
didlisis, se lleva a cabo la precipitacion salina mediante la adicion de sales, tales como sulfato de amonio y cloruro
de sodio. De este modo, precipita la TGasa madura. Después de recuperar el sobrenadante, la TGasa estabilizada
en el sobrenadante se separa y se purifica mediante el uso de precipitacién salina, cromatografia en columna,
centrifugacion, y similares. Si es necesario, se lleva a cabo una desalinizacién, concentracién, o similares.

(Preparacién de enzima que contiene TGasa estabilizada)

[0023] Puede producirse una preparacién de enzima mediante el uso de TGasa estabilizada. La forma de la
preparacion de enzima no esta particularmente limitada. Entre los ejemplos de la forma se incluyen polvo, granulo,
liquido, cépsula y similares. La presente solicitud describe una preparacion enzimatica que contiene TGasa
estabilizada como componente activo esencial. Los otros componentes se afiaden de forma arbitraria. Entre los
ejemplos de componentes que pueden estar contenidos en la preparacion de enzima se incluyen excipiente de
alimentos, diversas proteinas, diversos productos de degradacion de proteinas, diversos extractos, diversas sales,
diversos antioxidantes, cisteina, glutatiéon, glutamato sddico, inosinato de sodio, guanilato de sodio, calcio calcinado
shell y diéxido de silicio. Cabe indicar aqui que los ejemplos del excipiente de alimentos incluyen dextrina, dextrina
ramificada, ciclodextrina, glucosa, lactosa, sacarosa, trehalosa, maltitol, manitol, sorbitol, polisacarido, almidén
(almidén de patata, almidén de maiz y similares), dextrina indigestible, resinas, agentes emulsionantes (éster de
acido graso de sacarosa, lecitina y similares), pectina, y grasas y aceites. Entre los ejemplos de la proteina se
incluyen la proteina de soja, proteina de trigo, proteina de maiz, proteina de la leche, proteinas de origen animal y
similares. Entre los ejemplos de los extractos se incluyen extractos de carne, extractos de plantas, extractos de
levadura y similares. Entre los ejemplos de las sales se incluyen sal de cloruro, fosfato, polifosfato, pirofosfato,
citrato, lactato, carbonato y similares. Entre los ejemplos del antioxidante se incluyen L-ascorbato, hidrogenosulfito
de sodio y similares.

[Ejemplo]
1. Purificacién de la TGasa estabilizada

[0024] Se utiliz6 un medio que incluia 2% de almiddn soluble, 5% de sacarosa, 2% de polipeptona, 0,2% extracto de
levadura, 0,1% de sulfato de magnesio, 0,2% de fosfato de potasio dibasico y 0,05% Adecanol. Se cultivo
Streptomyces mobaraensis, cepa N0.140226, como cepa productora de transglutaminasa (véase la patente
japonesa no examinada de No. de publicacion 2005-73628) mediante agitacion a 30°C durante dos dias para
obtener 4000 ml de solucién de enzima en bruto. A menos que se indique especificamente, % significa % en peso
(esto es cierto para cada Ejemplo que se menciona a continuacién).

[0025] A continuacién, la solucién de enzima en bruto se sometié a desalinizacion y concentracion utilizando una
membrana de ultrafiltracion (ACP1010, Asahi Kasei Corporation) para obtener 200 ml de solucién concentrada. Se
afnadid solucién tampon de Mcllvaine (pH 6,0) y se mezclé a la solucion concentrada de modo que la concentracion
final se convirti6 en 1/10, seguido del fraccionamiento con etanol frio al 50%. Los precipitados recuperados se
disolvieron en solucién tampén de Mcllvaine a una concentracion 1/10 (pH 6,0) que contenia cloruro de sodio 0,1 M
y, a continuacion, la solucién se sometié a didlisis. A continuacion, se afiadio cloruro de sodio al dializado hasta que
se consiguio la concentracion de una solucion saturada, se dejo reposar a una temperatura baja durante tres dias y,
a continuacion, se recuperd el sobrenadante. Los precipitados fueron cristales de TGasa madura (M-TGasa).
Cuando los precipitados se sometieron a recristalizacién con una solucién salina saturada, se obtuvo la enzima M-
TGasa purificada. La actividad especifica de la enzima M-TGasa purificada (u/Abs 280 nm) fue de 19,1. Cabe indicar
aqui que la secuencia de aminoacidos de la M-TGasa se muestra en SEQ ID NO: 6.

[0026] Por otra parte, se afiadié sulfato de amonio al sobrenadante recuperado hasta que se alcanzé la
concentracion de una solucién saturada, y se recuperaron los precipitados. Los precipitados recuperados se
disolvieron en solucion de tampoén fosfato 20 mM (KPB; pH 7,2), y a continuacion se dializaron frente a la misma
solucion tampon. A continuacion, se afiadié sulfato de amonio al dializado de modo que se obtuvo sulfato de amonio
1,7 M, que se sometié a Fenil-Sepharose 6 Fast Flow equilibrada con solucién de tampén fosfato 20 mM (KPB; pH
7,2) que contenia sulfato de amonio 1,7 M, se lavo con sulfato de amonio 1,7 M y se eluyé con sulfato de amonio 1,0
M. De este modo, la TGasa estabilizada diana (P-TGasa) se eluyé en la fraccion eluida. La actividad especifica de la
P-TGasa obtenida de este modo (u/Abs 280 nm) fue de 7,9. Los patrones de elucién de la filtracion en gel
(Sephacryl S-100) se comparé entre el caso en el que se afadié SDS (dodecil sulfato de sodio) y el caso en el que
no se afiadié SDS. El resultado de la comparacion mostré que la P-TGasa tenia una estructura en la que el péptido
pro-secuencia estaba unido a TGasa madura.

[0027] La actividad de la transglutaminasa se midié de acuerdo con el procedimiento descrito en la patente japonesa
no examinada de No. de publicacién S64-27471. Es decir, la reaccion se lleva a cabo mediante el uso de
benciloxicarbonil-L-glutaminil-glicina e hidroxilamina como un sustrato en ausencia de Ca?*, se forma &cido
hidroxamico generado en un complejo de hierro bajo la coexistencia de acido tricloroacético. Posteriormente, se
mide la absorbancia a 525 nm, se obtiene una cantidad de acido hidroxamico a partir de una curva de calibracion y
se calcula la actividad de la transglutaminasa. En lo sucesivo, se describe en detalle del procedimiento de medicion.
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En primer lugar, se preparan los siguientes reactivos Ay B.

Reactivo A: soluciéon tampoén &cido Tris-HCI 0,2 M (pH 6,0), hidroxilamina 0,1 M, glutation reducido 0,01 M,
benciloxicarbonil-L-glutaminil-glicina 0,03 M

Reactivo B: solucién de mezcla 1:1:1 de acido clorhidrico 3 N, acido tricloroacético al 12%, FeCls 3-6H20 (disuelto
en HCI 0,1 N).

[0028] Se afiade el reactivo A (0,5 ml) a 0,05 ml de solucién de enzima, y se mezcla. La mezcla se hace reaccionar a
37°C durante 10 minutos. Se afiade el reactivo B a la reaccion con el fin de detener la reaccién y formar un complejo
de Fe. Por lo tanto, se mide la absorbancia a 525 nm. Se prepara un control mediante la misma reaccién mediante el
uso de una solucién de enzima inactivada por calor y se mide la absorbancia del control. Se calcula la diferencia de
absorbancia entre la solucién de enzima y el control. Ademas, en lugar de la solucién de enzima, se utiliza acido L-
glutamico-acido y-monohidroxamico a fin de formar una curva de calibracion, y la cantidad del acido hidroxamico
generado a partir de la diferencia de absorbancia. La actividad enzimatica para la generacién de 1 umol de acido
hidroxamico durante un minuto se define como una unidad. A menos que se indique lo contrario, la actividad de la
transglutaminasa se mide mediante el mismo procedimiento de medicién en los siguientes ensayos.

2. Purificacion del péptido pro-secuencia

[0029] Se afadi6é carbonato de sodio (5,0 mg) y se disolvié en 1,8 ml de solucion de P-TGasa obtenida en el punto
anterior "1", y se mezclaron a la misma 0,2 ml de una solucién al 10% (p/v) de SDS (dodecil sulfato de sodio), y la
mezcla se tratd a 37°C durante 30 minutos. La solucién de tratamiento (2,0 ml) se sometié6 a Sephacryl S-100
(volumen de la columna: 160 ml) equilibrada con KPB 20 mM (pH 7,2) que contenia SDS al 0,1%. La absorbancia a
280 nm se control6 para recuperar picos hallados alrededor de los 123 ml de la cantidad de fase movil. La solucién
recuperada se concentrd por centrifugacion usando Amicon Ultra (Ultracel-5K) a 4°C. La solucion concentrada
obtenida (muestra) se sometié a andlisis de la secuencia de aminoacidos N-terminal y espectrometria de masas. A
partir del resultado del analisis de secuencia de aminoacidos N-terminal, estaba claro que el extremo N terminal del
péptido fue DNGAGEETKS. Por otra parte, como resultado de la espectrometria de masas, se observaron cinco
picos, m/z (1) 3623,938, (2) 3640,903, (3) 3710,780, (4) 3727,845, y (5) 3813,735. Se penso que el (1) y (3) eran
productos de desamidacion de (2) y (4). A partir de los resultados del andlisis de la secuencia de aminoacidos N-
terminal y la espectrometria de masas, se identificaron que las secuencias de aminoéacidos de los otros tres picos
eran:

(1) DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAA (SEQ ID NO: 1),

(2) DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAAS (SEQ ID NO: 2),y

(3) DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAASS (SEQ ID NO: 3).

[0030] Cabe indicar aqui que estas secuencias corresponden a una parte de la longitud total del péptido pro-
secuencia (SEQ ID NO: 4).

3. Prueba de estabilidad 1 de P-TGasa

[0031] Se llevo a cabo la comparacion de la estabilidad con el pH entre P-TGasa y M-TGasa. Cada diluyente de
enzima se prepar6 usando una solucion tampdén de acido citrico-HCI con respecto a pH de 2 a 4 y solucién tampén
universal (Britton-Robinson) con respecto a pH de 4 a 11. Cada diluyente de enzima se traté a 50°C durante una
hora, seguido por la medicion de la actividad de transglutaminasa. Como resultado, la P-TGasa mostré un 93% de
actividad restante incluso a pH 4, mientras que la actividad restante de M-TGasa bajo la misma condicion fue del 2%
(Figura 1). Por lo tanto, la P-TGasa mostré una alta estabilidad en la condicién acida.

[0032] Por otra parte, se llevé a cabo la comparacion de la estabilidad con la temperatura entre P-TGasa y M-TGasa.
Cada diluyente de enzima se prepar6 con solucién tampon Tris-HCI 0,2 M (pH 6,0) y se traté térmicamente a cada
temperatura, seguido de la medicién de la actividad de transglutaminasa. Como resultado, la actividad restante en el
tratamiento a 50°C durante 80 minutos fue del 33% en M-TGasa y del 64% en P-TGasa (Figura 2). De este modo, la
P-TGasa mostré una mayor estabilidad térmica que la M-TGasa.

4., Prueba de estabilidad 2 de P-TGasa

[0033] Con el fin de evaluar la estabilidad a la oxidacion en una solucién (resistencia a la inactivacion por oxidacion),
se llevé a cabo una prueba de inhibicién (frente al peréxido de hidrégeno). Se diluy6é apropiadamente perdxido de
hidrégeno acuoso (reactivo, 30% (p/v)) con una solucion tampdén Tris-HCI 0,2 (pH 6,0), se afiadié a una solucion de
enzima y se traté a 37°C durante 30 minutos. A continuacion, se midieron las actividades de transglutaminasa.
Cuando la concentracién del tratamiento fue del 0,03% (p/v), la actividad restante fue del 3% para M-TGasa y del
54% para P-TGasa (Figura 3). De este modo, la P-TGasa mostré una alta estabilidad frente a la oxidaciéon en una
solucion.

5. Prueba de estabilidad 3 de P-TGasa
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[0034] Se evalud la estabilidad en forma de polvo. P-TGasa y M-TGasa se liofilizaron en polvo. Al polvo de M-
TGasa, se mezcl6 dextrina, de manera que la actividad de transglutaminasa por peso era la misma que la del polvo
de P-TGasa. La temperatura de almacenamiento fue de 44°C. La actividad restante después de dos meses fue del
79% para M-TGasa, y por otra parte, del 85% para P-TGasa (Figura 4). De este modo, en el caso de un estado de
polvo, la P-TGasa mostré una alta estabilidad.

6. Purificacion de P-TGasa (cepa N0.466 de Streptomyces lavendulae)

[0035] Se utilizé un medio que incluia 2% de almidén soluble, 5% de sacarosa, 2% de polipeptona, 0,2% extracto de
levadura, 0,1% de sulfato de magnesio, 0,2% de fosfato de potasio dibasico, y 0,05% de Adecanol. Se cultivé la
cepa No. 466 de Streptomyces lavendulae como una cepa productora de transglutaminasa (véase la Patente No.
2.849.773, la patente japonesa no examinada de No. de publicacion H4-207194) por agitaciéon a 30°C durante tres
dias para obtener 1500 ml de solucion de enzima en bruto.

[0036] A continuacién, la solucion de enzima en bruto se concentrd utilizando una membrana de ultrafiltracion
(ACP1010, Asahi Kasei Corporation) y se obtuvieron 300 ml de solucion concentrada. La solucién concentrada se
precipitd con 80% de solucion saturada de sulfato de amonio, se recuperaron los precipitados. Los precipitados
recuperados se disolvieron en solucién de tampén de fosfato 20 mM (KPB; pH 7,2), y se dializaron adicionalmente
frente a la misma solucién tampon. Las materias insolubles se extrajeron de la muestra dializada y el sobrenadante
se someti6 de manera similar a Blue-Sepharose 6 Fast Flow equilibrada con soluciéon de tampén fosfato 20 mM
(KPB; pH 7,2). La fraccion de lavado en la solucion tampon se recuperd y se dializd frente a solucién de tampon
fosfato 20 mM (KPB; pH 6,8) que contenias sulfato de amonio 1,7 M. Las muestras dializadas se sometieron de
manera similar a Fenil-Sepharose 6 Fast Flow equilibrada con solucion de tampdn de fosfato 20 mM (KPB; pH 6,8)
gue contenia sulfato de amonio 1,7 M. La muestra se lavo con la misma solucién tampon y se eluyé usando un
gradiente de concentracién lineal de 1,7 - 0 M de sulfato de amonio. La P-TGasa se eluyd a la concentracion de
sulfato de amonio alrededor de 1,0 M. Ademas, la M-TGasa se eluyd a una concentracién de sulfato de amonio
alrededor de 0,8 M.

7. Prueba de estabilidad 1 de P-TGasa (cepa No0.466 de Streptomyces lavendulae)

[0037] Se llevé a cabo la comparacion de la estabilidad con la temperatura entre P-TGasa y M-TGasa. Cada
diluyente de enzima se preparé con una solucién de tampdén Tris-HCI 0,2 M (pH 6,0) y se trato térmicamente a cada
temperatura. A continuacion, se midié cada actividad de transglutaminasa. Como resultado, cuando se lleva a cabo
el tratamiento a 50°C durante 20 minutos, la actividad restante fue del 12% para M-TGasa y, por otra parte, del 29%
para P-TGasa (Figura 5). De este modo, la P-TGasa derivada de la cepa No. 466 de Streptomyces lavendulae
mostré una mayor estabilidad térmica que la de M-TGasa derivada de la misma cepa.

8. Prueba de estabilidad 2 de P-TGasa (cepa No0.466 de Streptomyces lavendulae)

[0038] Con el fin de evaluar la estabilidad a la oxidacion en una solucion (resistencia a la inactivacion por oxidacion),
se llevé a cabo una prueba de inhibicién (frente a perdxido de hidrogeno). Se diluyd apropiadamente peréxido de
hidrégeno acuoso (reactivo, 30% (p/v)) con una solucién tampén Tris-HCI 0,2 (pH 6,0) y la solucién diluida se afiadié
a una solucién de enzima y se trat6 a 37°C durante 15 minutos. A continuacién, se midieron las actividades de
transglutaminasa. Cuando la concentracion del tratamiento fue del 0,06% (p/v), la actividad restante fue del 35%
para M-TGasa y del 62% para P-TGasa (Figura 6). De este modo, la P-TGasa derivada de la cepa No. 466 de
Streptomyces lavendulae mostré una alta estabilidad frente a la oxidacion en una solucion.

9. Preparacion de pro-transglutaminasa

[0039] Se utiliz6 un medio que incluia 2% de almidén soluble, 5% de sacarosa, 2% de polipeptona, 0,2% extractos
de levadura, 0,1% de sulfato de magnesio, 0,2% de fosfato de potasio dibasico, y 0,05% de Adecanol. Se cultivo la
cepa No. 140226 de Streptomyces mobaraensis como una cepa productora de transglutaminasa (véase la patente
japonesa no examinada de No. de publicacidon 2005-73628) por agitacién a 30°C durante dos dias para obtener 1500
ml de soluciéon de enzima en bruto. A continuacion, la solucién de enzima en bruto se concentré utilizando una
membrana de ultrafiltraciéon (ACP1010, Asahi Kasei Corporation) para obtener 150 ml de solucién concentrada. La
solucién concentrada se purificd de acuerdo con el procedimiento basado en la informacion del documento (Eur. J.
Biochem., 257, 570-576 (1998)) y se obtuvo de este modo la pro-transglutaminasa.

10. Preparacién de P-TGasa (conversion de pro-transglutaminasa mediante el tratamiento con proteasas)

[0040] Se someti6 a dialisis una solucién de pro-transglutaminasa frente a solucién tampén Hepes 50 mM (pH 7,4)
gue contenia cloruro de sodio 150 mM para obtener la muestra de dialisis (Abs. 280 nm = 1,8). Se afiadio dispasa Il
(Roche) a la muestra de didlisis, de manera que la concentracion final de la soluciéon tratada fue de 0,08 u/ml y se
traté a 30°C durante 60 minutos. De este modo, se preparé la P-TGasa. La reaccion se detuvo mediante la dilucion
de la soluciéon de reaccion con una solucién tampoén Tris-HCI 0,2 M (pH 6,0) que contenia EDTA 5 mM a la
concentracion de trabajo descrita en el siguiente punto "11." Por otra parte, similar a P-TGasa, como la M-TGasa
que se utilizara en el siguiente punto "11", se utilizd una muestra que habia sido tratada con dispasa |l.
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11. Prueba de estabilidad de P-TGasa (producto tratado con proteasa)

[0041] Se llevé a cabo la comparacion de la estabilidad con la temperatura entre P-TGasa y M-TGasa. Cada
diluyente de enzima se preparé con soluciéon tampon Tris-HCI 0,2 M (pH 6,0) y se tratd térmicamente a cada
temperatura. Se midio la actividad de cada transglutaminasa. Como resultado, cuando el tratamiento se llevé a cabo
a 50°C durante 60 minutos, la actividad restante fue del 41% para M-TGasa y, por otra parte, del 76% para P-TGasa
(Figura 7). De este modo, la P-TGasa obtenida mediante el tratamiento con proteasa también mostré6 una mayor
estabilidad térmica que la de M-TGasa. En consecuencia, se pensé que la P-TGasa del punto anterior "10" obtenido
por tratamiento con proteasa era la misma sustancia que P-TGasa en el punto anterior "1"

[Aplicabilidad industrial]

[0042] Una transglutaminasa estabilizada de la presente invencion tiene una estabilidad con el pH, estabilidad con la
temperatura, y similares mas excelentes, en comparaciéon con una transglutaminasa madura. La transglutaminasa
estabilizada de la presente invencion se puede utilizar en la unién de carne, y en la fabricacion de salchichas, tofu,
pan vy fideos.
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Leu Thr Ala Asp Asp
20

Pro Ala Ala Ser

35
<210> 3
<211> 37
<212> PRT
<213> Streptomyces
<400> 3

Asp Asn Gly Ala Gly

1 5

Leu Thr Ala Asp Asp
20

Pro Ala Ala Ser Ser

35
<210> 4
<211> 45
<212> PRT
<213> Streptomyces
<400> 4

Asp Asn Gly Ala Gly

1 5

Leu Thr Ala Asp Asp
20

Pro Ala Ala Ser Ser

<210> 5

<211> 54

<212> PRT

<213> Streptomyces
<400> 5

Gly Asp Gly Glu Glu
1 5
Ala Asp Asp val Glu
20
Leu Gly GIn Pro Gly
35

Ala Pro Ser Arg Ala
50
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val Ala Asn

mobaraensis

ITe Asn Ala Leu Asn Glu Ser Ala

25

30

Glu Glu Thr Lys Ser Tyr Ala Glu Thr Tyr Arg
10 15

val Ala Asn

mobaraensis
Glu Glu Thr
val Ala Asn

Ala Gly Pro
40

cinnamoneus
Lys Gly Ser
Ser Ile Asn
Lys Pro Pro

40

Pro

Ile Asn Ala Leu Asn Glu Ser Ala

25

Lys

Ile
25

Ser

Tyr

Ala
25

Lys

Ser
10

Asn

Phe

Ala
10

Leu

Glu

10

Tyr

Ala

Arg

Glu

Asn

Leu

Ala

Leu

Ala

Thr

Glu

Pro

30

Glu Thr Tyr Arg
15

Asn Glu Ser Ala
30

Pro
45

His Gly Leu Thr
15

Arg Ala Leu Thr
30

Pro Ser Ala Ser
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

6
3
P

31
RT

Streptomyces

6

Asp Ser Asp Asp
1

Pro

Asn

Lys

val

65

Ala

Gly

Ala

val

Ala

145

Leu

Thr

Met

Ser

Pro
225

Asp

Tyr

Gln

50

Gly

Phe

Arg

Lys

Ala

130

Tyr

Arg

Pro

Lys

ser

210

Ala

Pro

Ile

35

Gln

val

Ala

Pro

Glu

115

Ser

Leu

Asn

Ser

Ala

195

Ser

Pro

Tyr

20

Arg

Met

Thr

Ser

Arg

Ser

val

Asp

Glu

Phe

180

val

Ala

Gly

Arg
5
Arg
Lys
Thr
Trp
Phe
85
Ser
Phe

Met

Asn

Lys
Ile
Asp

Thr
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mobaraensis

val Thr Pro

Pro

Trp

Glu

val

70

Asp

Gly

Asp

Asn

Leu

150

Ala

Glu

Tyr

Lys

Gly

Ser

Gln

Glu

55

Asn

Glu

Glu

Glu

Arg

Lys

Arg

Arg

Ser

Arg

Leu

Tyr

Gln

40

Gln

Ser

Asp

Thr

Glu

120

Ala

Lys

Ser

Asn

Lys

Lys

val

Pro

Gly

25

val

Arg

Gly

Arg

Arg

Lys

Leu

Glu

Pro

Gly

His

Tyr

Asp

Ala

10

Arg

Tyr

Glu

Gln

Phe

90

Ala

Gly

Glu

Leu

Phe

170

Gly

Phe

Gly

Met

11

Glu

Ala

Ser

Trp

Tyr

75

Lys

Glu

Phe

Asn

Ala

155

Tyr

Asn

Trp

Asp

ser
235

Pro

Glu

His

Leu
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Pro

Asn

Phe

Gln

Ala

140

Asn

Ser

His

Ser

Pro

220

Arg

Leu

Thr

Arg

45

Ser

Thr

Glu

Glu

Arg

His

Gly

Ala

Asp

Gly

Asp

Asp

Asp

val

30

Asp

Tyr

Asn

Leu

Gly

Ala

Asp

Asn

Leu

Pro

190

Gln

Ala

Arg

Arg

15

val

Gly

Gly

Arg

Lys

Arg

Arg

Glu

Asp

Arg

Ser

Asp

Phe

Asn

Met

Asn

Arg

Cys

Leu

80

Asn

val

Ser

Ala

160

Asn

Arg

Arg

Arg

Ile
240
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Pro Arg

Gly Trp

Thr His

His val
290

Phe Asp
305

Thr Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser
Phe
Gly
Tyr
Arg

Pro

7
330
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REIVINDICACIONES

1. Transglutaminasa estabilizada, que comprende un péptido pro-secuencia de la transglutaminasa y una
transglutaminasa madura, en la que el péptido pro-secuencia de la transglutaminasa esta unido a la
transglutaminasa madura y la transglutaminasa estabilizada tiene una estabilidad superior a la transglutaminasa
madura a la que no esta unido el péptido pro-secuencia, y la estabilidad es al menos una estabilidad seleccionada
del grupo que consiste en la estabilidad con el pH, estabilidad con la temperatura, la estabilidad frente a la oxidacién
y la estabilidad con el almacenamiento.

2. Transglutaminasa estabilizada, segun la reivindicacion 1, en la que la transglutaminasa madura deriva de un
microorganismo.

3. Transglutaminasa estabilizada, segun la reivindicacion 2, en la que el microorganismo es un microorganismo del
género Streptomyces.

4. Transglutaminasa estabilizada, segun la reivindicacion 2, en la que el microorganismo es Streptomyces
mobaraensis.

5. Transglutaminasa estabilizada, segun la reivindicacién 1, en la que la transglutaminasa madura incluye una
secuencia de aminodcidos establecida en la SEQ ID NO: 6.

6. Transglutaminasa estabilizada, segun la reivindicacion 1, en la que el péptido pro-secuencia deriva de un
microorganismo.

7. Transglutaminasa estabilizada, segun la reivindicacion 6, en la que el microorganismo es un microorganismo del
género Streptomyces.

8. Transglutaminasa estabilizada, segun la reivindicacién 6, en la que el microorganismo es Streptomyces
mobaraensis.

9. Transglutaminasa estabilizada, segin la reivindicacion 1, en la que el péptido pro-secuencia incluye cualquier
secuencia de las siguientes (1) a (3):

(1) DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAA (SEQ ID NO: 1);

(2) DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAAS (SEQ ID NO: 2); y

(3) DNGAGEETKSYAETYRLTADDVANINALNESAPAASS (SEQ ID NO: 3).

10. Procedimiento para producir una transglutaminasa estabilizada, comprendiendo el procedimiento las etapas de:
cultivar un microorganismo capaz de producir transglutaminasa en las condiciones en las que la transglutaminasa se
puede producir; y

separar y recuperar una transglutaminasa madura a la que el péptido pro-secuencia esta unido de una solucién de
cultivo.

11. Procedimiento para producir una transglutaminasa estabilizada, segun la reivindicacion 10, en el que el
microorganismo es un microorganismo del género Streptomyces.

12. Procedimiento para producir una transglutaminasa estabilizada, segun la reivindicacion 10, en el que el
microorganismo es Streptomyces mobaraensis.

13. Utilizacién de la transglutaminasa estabilizada, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para la unién de
carne, la fabricacién de salchichas, tofu, pan o fideos.
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Figura 1

Estabilidad con el pH
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Figura 2

Estabilidad con la temperatura
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Figura 3

actividad restante (%)
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Figura 4

Estabilidad con el
almacenamiento
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Figura 5

actividad restante (%)

ES 2616020 T3

Estabilidad con la temperatura
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Figura 6

Estabilidad frente a la oxidacién
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Figura 7

actividad restante (%)
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