JP 4663631 B2 2011.4.6

(19) B FEREFT () @i F & B2 (1) s ES
ETIR46636315
(P4663631)
(45) 31TH FR23E4F6H (2011.4.6) (24) B8FH FH23F1A148 (2011.1.14)
(51) Int.CI. F1
C12N 9/78 {2006.01) Cl2N 9/78
A23L 1/28 {2006.01) A23L  1/28 A
A23L 1/221  (2006.01) A23L 1/221 H
c12P 19/3 (2006. 01} Cl12P 19/30
C12N 1509 {2006.01) Cl2N 15/00 ZNAA
ERIFEO® 11 (#£ 33B H BEERRES
R BEES 15 /E2006-512784 (P2006-512784) (|(73) $EaFHEE 000216162
(86) (22) i BEE SERITE4A 268 (2005. 4. 26) FRELHA LRAEMT
(86) EREHEEES  PCI/JP2005/007892 BHREHMERTHRRB]I TE2ETS
87 EREAHMESR  W02005/105991 (74) I A 100114362
87 EEAHAE FEZITEILAL0E (2005.11.10) #E+ HEF HiE
EHMRA FRI0EI2AI8H (2007.12.18)  (|(72) BEAF KO BWF
B EBEETRSES SHE2004-134464 (P2004-134464) BERREN\BRI3I22 - 18
(32) %R FEL165E4A 288 (2004. 4. 28) 27— hAB
(33) Bt RE BAE (JP) (TORMAE F ®H
BNMREALEMHIRE—-THZ2E7E X
B H1 Lksiatt
(72) BEAE WA
KERBEHEMAKAMNTHEL79&35
RELHFA LAt RBRWRFTFRRA
BRI

54) [REAOEH BRHEEROAMPF7 3+—ERUE DA

(G7HO0Ooooooood

Do0o0o0ao

0000000000000 000000000000000AWOOOCOO0OO
Doooao

000000000000005"00000000000005° 000000000000
0Do0o00oO0o0oOooOn

Dooooooo

000000000000005°00000000005"AMPO 5 dAMPO ADPO ATPO 3°5°
cyclic AMWPO OOOOOOOS"AMPO OO ODOOODOOO

0oooooo
D400075000000000050000000000006500000000000
Dool1000 0000000

Dooooooo

Des0000000000

00000 pH

000pHO 5.60 0 OO

0O00pHO OO

OpHe.00 8.50 000000

Do0o0o0a0

000D0O048,000+ 2,0000 000000000 60,000+ 3,0000 SDS-PAGED 0 0 00 OO



(2) JP 4663631 B2 2011.4.6

oooobOoooos"obooooobooos™oboobo0oooboooOooi1bon
oo0ooooooooooOoOoAwPODOO0OononoDao

oodoobOooooooogooooooooooocooAWPOOOOoOnoOnoDoOnn

O

O
O
O
O
O

I e e e R e sy e A B

gboobooooonn

O
O
O
O

gbooooboobobobooooooboobonb

ooooOocooos"ocooooobobooooboocdoooboooooooog
OAWODODOOOOooODOOOOoOoOoOsScooobbooooDoon

ooooooooogoooooooooooooooooooooooan
goooooooooAawPOO0oOoOoOoooboDoooobDoooo

Iy s e e e s o

Oooooooo0ooooooo0D o0 oo ooo0o oo oooo0ooooDoDooo0oooDoDojoooomboooogogol|ooOoo
Oo0ooooo4ogoooDoDoooooooogogoao

0

Ooooog|oonboo|ooooooo|gogo
Ooooogooobooooo0oooog oo

O Oooo

Ooo0o0oooioinoooi;|d
O
O
O
OJ

O oOooo
O 0Oooo
O o0Ooo
O 0Oooo

AvPO O OOO4OooDOooooan

ooooDoooooboDooaAavwoODOOoOOoono
ooooooooooooooan
ooobOooooooocooooboooooboooooobooooao
goobooooooOooAavwoOOOOoOoobOOoOOooobDoOooo

gooooAawOOOOOoOoOoOooOoooOooOoOOoooOooood

ooodobooooooooooooooooogoogooooooooooao

O O
[ |
O O
O O
[ |
|
O O
O O
O O

gboobooooonn
u

O O
O O
O O
O O
O O
O
O
O

OOoo0ooodg

I:II:II:I‘I:II:I
I s |
I s [ [ |
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo

OOo0oo0ooooooooooao
I o R

DDDDDDDDlDD'DDDDDDDDD

O

O
g

goo

0

O

O

gbooooobooooboboboon
oboobooooboobooboboobooobooboboobooao
AvPO O O4OobOobodoooouobuobobobooooobd

gboooobobobobooobobobao

gAMPO D OODO0OOO0oobOobOoboobooon

gbooooogan

gbooooooogonon

ooAavwOOoOOoooooooooano
ooooboooooboooooooboooooao

good

OAMPO ODODOOOOO0OODODODODODOOOODOOOAaMPOOOODODODODO

oono
uo
od

AvPO OO ODOOO0OOOODOOobOOoDbOOoObODOoOOoDoOAaPOOOOOODOODODODOOO

10

20

30

40

50



3) JP 4663631 B2 2011.4.6

gooooooboobb oo oooooooboobobboobod
OO0O0DAMPO O 00000000 OOO0OODOOODOOODOOODOOOODOODOOOOOO
0000000000000 00O0000O0 ,Amino AcidO Nucleic Acid,O 160 ,pp45-550
19670 0 0 00O 0O 0O O O O Magdale®na Rosinova®™ 00 , Collection Czechoslov. Chem. Co
mmun.0 O O 0 ,pp2324-2329(19780 )0 00 D00 O00DO0DOODOOODODOODOOD
0000000000000 00000o00o0o0oo0o0ooo0oooAMPOOOOOOOO
0o0oooooooooboboD b b0 o0 0AMPODODDDODDDDODODODOoOoOOOOn
O0Do00oOooOo0oOoo0oodanAspergillus melleusO O OOAVWPO ODOOODOODOOAM
POO0OO0OOODOODODOODOOODUOOODOOUODOOUOOODODOODODOODOOOOD
dooooooooooano

googd

gogoooobooobobbbbbboooo

000000000000 000 ,Amino Acidd Nucleic Acid,O 160 ,pp45-550 1967

O

od

od

od

Ood

0000000 OdMagdale®na Rosinova®™ [0, Collection Czechoslov. Chem. Commun.[
OO0 ,pp2324-2329(19780 )

oooooogaog

Joooooooooooooao

oooooao

00000000 oDoDo0o0ooDoo000oDoODo000o0DoDoO0o0o0DoDoOOoOOAVWPOOOO
0000000 o0oDooDooDo0oDooDoo0oDooDooDOooDoes0 0o ooDooDooooad
00000000 o0oDOoOO0oO0oO0O0O0O0dAspergillus melleusUOOODAMPO OODOODOO
ooooooso00oDoOoO0oU0oDooO0oooDoOoOoU0oDoDoo0ooDoDooooOooDooO
0000000000000 U0DAWWOOOOODOoODOoOOoOOoUOOoDOoOOoOOoOoDoODoOOO
o000 UooooUoooooAaMWOODODOOOODDOOOUOODOODOODOoODOOO
ooodooo0ouoooDoooUooooO0oooDoDoOOoOoUooDoDoOOoooOoDoDoODoOoOooOoDoOoOO
0000000000000 o0o0oO0o0oUooDoO0oOoUDODo0oo0O0O0ooUooDoOoOoOooUDOoOOOd

AvVPO O ODDODOOODOOOODOOS0OODOO0oOooDoOOoooobDooOoobDoDoDoboOon

uybdooooouobouobobouoouoboboboboooouobobobaAavP oo
ooboooooobOooooboooooboooobooOooobooboooOoo
gbooboooboooooboobao

ugboogood
ooobOoooobooocoooboAavwd00OOOoOO0oOoOoOOO0OO0OO0ODbOOOOO0ODbODOOOn
gboobooooobobobobooooboobobobobooobobobOobavPhoOD
ooooboooooobOooooboooooboooobOoboooOoOoboOoOoOon0naDstrept
omyces murinusD O O0O0ODAWOOOOOOOOOOODDOOOODOOOOODOODOODO
gobooboooooogoobgobobobooooboboboboboooobobobao

AvPO OO OOOobOOoDbOOoOOooOooobOobOoboboobooooboboboobooonn

ugbdoooooobouobobobooboooobuoboboboobooobouobobobaa
ooooboooooobooooobooooooobooooobobooooboboooobooo
gbobooooobooboboboooooboobobobobooobonn
gbobooooooobobobobooooboboboboooooooboan
ooobOooooobOoooAaWwODOOOOonoOano

(D5°-000000H00 -05"-000000Nz00000D0ODDOO

@es0 000000000 OODDDODO0OO0OOOOpHS.60000

(3000 048,000 + 2,000(00000O0OO)060,000 £ 3,0000 SDS-PAGED O O OO DO
od

@O oOpHOS.60 0000000000000 OMcIlvaineD DD DOOOO
ooooboooooobOoooooooooAPODOOOODOO

(D5"-000000H00 -05"-000000Nz0000C00D0DDOO

10

20

30

40

50



4) JP 4663631 B2 2011.4.6

@es0 000000000 OO0ODDODO0OO0O0OOOpHS.60000
goooboooooobOoooooboooooboboooooboobocooobOooOoobDbObAaM
pPOOOOOOO

OoOooogogoo0ogao

O0oo0ogao

Oooooooooooogooao
O Ooooo

0

0

[ e I B
OO oO0ooog

OooooooooooQgg

O0Oo0ooodg
OoOoo0ooog
OoOoo0oooo
I B
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

Oooooogg
O oo oOooQgQgoadg

O

O

OoOoo0oooaog
OOoo0oooao

O0Ooo0oooao

@0
oDooo
©@@EU
0000
oDooo
0000
0000
oDooo
(HOOO0O0O000000O0000000O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0OO0OO0OONOOn
00000O000000000

(HLO0D0000O00O0O0OOOoOoOOod

Oooo0oooogoao
Ooooogogoao

0000000000000 000D0OO0OO0Streptomyces murinusd O O
000000000 dSstreptmyces celluloflavus0 OO0 00O 0OOO
O00O0OStreptmyces griseus 0 000 O0DODOOOODOODOODODO
AMPO D OO OQODO
gooooooooooooAWoOOoOOooooDoooooDooooooo
oooooooooo

0000000000000 o0oDoo0o0o0oDoDoAVWODOOoOOoOGoOooOo
odoo0DooooooDoooooDoooooooooao
gooooo0dgooooOo0ooooo0ooUooDoogoooooooooao

AMPOOOOOOOODODOOOODOOOO0OODODOOOODODOOOAMPDOOOODOOO

000000000000 O0O0O0D0O000dDaddaO Streptomyces murinusl O 0O
O0000O0D00DO0ODOdStreptmyces celluloflavus0 OO0 OO0 OO0 ODOO
OOO0ODStreptmyces griseus0 OO0 0 O00D0O0OO0OOOODOOOODOO
ooooood

Oo0@oouuooooooooaAavkdoooood

@oO0oO0o0000000oo0ooooobODbb0O0b000on
GHoooooooooooooooooooooooooooooooAawPODOO0QOOd
ubooooboobooaobado
oooooOoooobooaAawoOOOOOoOOoOoODODOOOO0OOOOOOODOO
ooooood @Yo @e)uooooooooooooooboooooooooooboooo
ooaoaao
(@obooobooooo0ooooooooobooboobooo

gboooobobobobooooobobobobAawOoboooonoo
gbooooooboboood
o@ooooooooooooooooooooooooooooboooOoo
oooobOooooooOoAawOODODOOOODODOOOOODODOOOODODO
oono
gbooooboobobobooooobouoboboboobooooan
oooobOooooobooooobobOoboooobobocOooobboooobooog
ooo@Quoo@uobooooooboaAavoobooooboogoo

g
u

O

AMPO O OOOOODODOOOO0OODODOOOODODOOOO0ODODOOOO0ODbODOOOO
gboooooboboboooobobobobooooboboboboo
ugbobooooobooboobobooooobooboboboooobonn

O
O

O
O

O

O

oooobOooooobooocooobobooooboooooobooooao

O000D0000D0ODOAspergillus melleusD OO O0O0O0DODO
O Streptomyces murinusD O OO0 OO AMPO O DO O OODODOOOO
0000000000000 oODDoDoODoDoDOoDOoDOoooowoooao

O000D0O000D0ODOdAspergillus melleusD OO0 OO0ODODO

10

20

30

40

50



OoOooooaog
O Ooo0ooo

O

OO oO0ooo
O Ooooo
OoOoo0oooao

0

O

5) JP 4663631 B2 2011.4.6

00000 Streptomyces murinusO O OO0 0O AMPO OO0 ODOOCOOODOODO
ooo/00000O0DOOCOP/ADODOOOOODDOOO
OO0O0O0DDOO0OO0OO0OD0ODOOOO0ODAspergillus melleusD OO OO0ODOO
00000 Streptomyces murinusO OO OO ODAMPO OO0 DOOOOODOO IMP
oooooooooao
oooO0oDbDOoOO0o0o0obOOoOOoO0OobODoOOoOoUobOooOO0oOobDboOOoOooOnDaostre

ptomyces murinusO O OAMPO OO0 00D ODODOODOOOOIIMPODOODODODODODO
0d@GoooooooooooboodoooDoooooDoogoooDooooobooood
goooOoo0oooooOooo@uoUuooooooooobooooooogoobooodg
0o0ooooooooo

0000000000000 O0DoDoOO0O0O0DD0OOddaOstreptomyces murinust O O AMPO
0ooo0oO0o00oo0ooOQoOoOoU0oooOoU0UobObOoOoOgUoDoOOoOOobODOOoOOOgO@GoHIP
rep™16/10 ButylFFO D0 D 0000000 O0O0O0DOD O (b)D Superose 120 0 O O

O

OoOoo0oooogdg
O 0Ooo0ooao

O

O

OoooooooooogQgoQg
Oooooooooooogod

Oooo0ogogood

O

Oo0oo0oooogd
I B

0
4
O
0

g
u
O
g

1o

0

O

O

u
O
g
a
O

ooooDoooooo

0@GUIIDODODOO0DO0OODDODOD0DODODO Streptomyces murinust O O AMP
000000000000 oooDoDO0D0o0ooDOoo0oooooooDooooog
OO0o0o0o@MUDODDDODOOSDS-PAGEOCBBO D D 00 ODDOODOODDODOO
000000000000 oooDoDo0oDoDoDoo0oooDooDoDoDooood
0000000000000 o0ooDDoDO000O0dbM.w. 97,400) 000000

OM.W. 66,267) 0 000000 W.wW. 42,400) 0000000000 0O0O0O0OM.w.
30,000 )0 0000COODODOOOW.W. 20,100)000000W.W. 14,400)00000

O

O Oood
O oOoo O

a
u

O
O
O
O

a
g

O@QUOOD00000000000000D0 Streptomyces murinus O 0O AMP
0000000000000 oo0ooDoooU0UoDoDoDOoooesc00o0oood
gloou0 0 00000000 @OoODoDoDo0Dooo@Gooooooooood
O Streptomyces murinusO O OAMPO O OO0 OD0OODODODOOOODOODOO

0@UIODDDODOD0DO0ODDDOOOO0ODDODOOO Streptomyces murinusC O O AMP
O00DD0D0OD0pHOOOOODOOODODDDOOOOOpHS. 6000000000

g ooooooOOoOoOoooDoOOoOoooD@Gmuuooboooooooooono
Streptomyces murinusO O OAMPO OO0 OO0 0OpHO OO ODDODOODOODODDOO
0000000000000 O00000ORD0OdStreptomyces murinust O O AMPO
ooobDOoOO0o0oobooOoO0ooDoOOoUdAaPODOOOODOOOI0DOOO0OD
oooooood

000000000000 D0DO000000D0OdRDOddStreptomyces murinust O O AM
pOOOOOO0OODOOOO0ODODOOOUOODOOUOUODOOUOUODbODDOOOT
00000000 o0DOO0oO0o0oDOO0OO0oO0ob0DOO0OOgaoaoD streptomyces murinusO O O AM
pPOOOOOO0OO0ODOOOO0OODODODOOODOODOUODDODODOOODOODOODODOOO
O Penicillium citrinum)J 00000000 OCOCOO0ODODOCOOODOODOOAspergillus
meleus)D D AMPO O OO DOOOOOpHOOOOODO

0000000000000 o0Doo0D0o0oDoDoO000 DoODO0DO0O0D0D ODOOOoaostre
ptomyces griseus subsp. griseus0 0 00 0000ODO0OOO0OODOODOO Streptomyces
griseus) I 00000000 DOOOOODOODOOODOQOJ (Streptomyces celluloflavus)d O
OAVPO ODDOOO0DO0DDDOOOO0DDDOOOO0ODOOOODOOOOd
0000000000000 O00DOOdStreptomyces murinusd O O AMPO O 0O O
ONOOODOOOO0OO0ODOOoOOooboboOoobobboogoboogo
0000000000 DOO0O0O0O0OD0ODOdStreptomyces murinusd O 0O AMPO OO O
Oo0ooooooooao

OOo0OoO0opooOOoOooDoopsVlOOOOOOODOOOODO
OOODAWOOOOODOOOOODOpSVSADODOOOOODOOOODDOO

10

20

30

40

50



OoOoooooo0oooooo0 oo oooo0 oo ooo4ooooooogoQgg

Oooooogoogdg

O

o ooOoooOhoooO oo o oo o0 o oo oD o0 oo =--0000080$0a.
ey I .. A A Iy

Oo0ooooooooooogoooooogdg
Ooo0oooooooooooooooooogdg
Oooooooooooooogoooaoo

O

O

OO0 ooooogogooooogogdg
Oo0ooooooooooogoQgg
Ooo0ooooooooooogooQodg
O0o0Doooogogao

O Oooo

O
O

O

O

O

0

Oo0oo0ogao

O Ooo0oooao

O oOooo
O 0Oooo

(6) JP 4663631 B2 2011.4.6

OAMPO 0O OOODOCOODOCOOOCOOOOOOODOSAD-100000AMPO OO0
0000000000000 O00O0O00ONOOOOOOOOOOOO
000000000 O0O0SAD-1000000AMWOOO0O0O0O0O0O0O00O0O00
0000000000000 O00000000000%I 0000
0000000000 O0O0SAD-100O0AMPOOOOCOOOCOOOOOOOOOO
OAMPO OO OOOO0ODOD100%00000000000000000
000000000000 SAD-100 0AMPO O 0O O O O SDS-PAGED CBBO O O
0000000000 NOO0O00O0O00O0O00O0O00O0O000O000O0ooon
0000000000000 O0O0O0OO0O0D0OO0O0O0OO0OO0O0OO0O0O0OO0OOOOOOoOoan
0000000000000 0000000000000000bM.W. 97,000)0
00000 (MW. 66,000)00 0000000 (M.W. 45,0000)00 0000000000
(M.W. 30,000)0 00000000000 (M.W. 20,100)00 0000000

oooooOoAawOOOOOOOoOOOoOOooooDOOoOOoooDbon
oooooo0ooooobooooobooooooooooao

O
oooooOoAawOOOOOOOoOOOOoOOoooDOOoOOoOooDbonn

gbobobooAawhOooooooboobooooboooobaonb

oooobOAawOOOOOCOOOooOOOOooobOOoOooooonn
ooooooooo

oooobOAawOOODOOCOOODODOOOO0ODODOOOO0ODOODO

O
O
O
O
O
OJ

AvVPO O OOOOODODOOOODODOOOODO
AvPO O ODODOCOOODODOOOODODOOOODOOO

O
O
O
O
]
O

oobooooag

UooAWOOOoooOooooooOooooAawooooooooonoao
OO0AWOOOoOooDOoOOoooboOoooooboooobooooooo

000000000000 00000000000OD0OaO0a0Streptomyces murin

us)D OO O0DD0DODODODO0ODODODO0OO0OD0ODODOODOOD streptmyces celluloflavusO O
00000000 o0DOO0OO00DnaoOstreptmyces griseusD D O000D0OAMPOOODDODOO
oooooooooboboooooon

O

ooooao

OCoO0oOoOAMPOOOOOOODOOODOOOS"-000000H00 -05"-000000NH
s 00000000 @QuoooocooocooooAawoO0OoOooOoOs*-000000AMP
ooo0ooDoDO0o0o0oO0oO0ooooooODDoODO0oDOoDOooDOooooooooDOoOaOn
0 O Streptomyces murinus)D O O AMPO 00D OO0 O0O5 -dAMPO 5°-0 O
OOADPO DO O0OOS-000000ATPOODOOOS"-0000000
OOoOO0O0DDAWO OO ODOO0OoOoOoOoOODODDODODOoDO0DOoDOoOoooooooaD
ooo0oo0DDoDOoODAWOOOOOOoOOoOODODDDODOOODOOOO

OAVPO OO OOODOOOO0ODODODOBS000000D00O0O0O0DOODD
@QQUUOoDoogUoes0 000000000 DDU0DOU0DDO0ODO0DOUOODOpPHS. 600000
O00Des0 030000 00000ODDDODOON0DODOOODOOODODDOAI00%0 000 5%
Oo0o00oDoO0o01000000000DO0o30w000oooooooosowdOddon
oooooeowd 000000 OooDoDOo0oOoooDoes0 oo ooooDooooooano
0o00D0Do0ODO0O0000O0o0oo0o0o0o0DDODO0D0D0DO0O0o0oo0DooDoDoDoODDODOoOOoDOooOOg
00000000 AWOOODODODODODDOOODODOOeOODOG6S00700 0000000

u
O
g
a
O
g
a
O
O
g
u
O

u
O
g
g
O
g

O 0Ooo0oooo

OO oO0ooog
O Ooo0goooo
O 0Oo0oooao

O

u
O
g
t
O
g

10

20

30

40

50



gboooooooonn

ooobooooooboOoooooon
oooboooooobOoooooon
oooooooooobobooooooo
oooobooooooobooboooooon

O@OODD0OO0ODO000O0O0DD48,000 £
000+ 3,0000 O O O

0 (4)0
0 (5G)0
0 (6)0
0 (7)0
0 (8)0
0 (90
000

Ooo0ooOo0oo0ood
Oooo0oo0oogoood

O
O
O
O
O
O

OooooogQg-g

uono

) JP 4663631 B2 2011.4.6

ooooDDoDoODOoOoooOooAMPOOOODOOOO
0 O Streptomyces murinus)D 0 00 0O 0O 0O0OO
OCOO0OO0DAMWPO OO OODODOOoOoOOoOOoOOoODDoODOOOO
ooooao

2,000000000SDS-PAGED 0 O OO DO O O 60,

OoOoo0o0oogood
Ooo0oo0Oo0oood

yces murinus)D O O AMPO OO OO OO 3

gbobooobcAMPODODODOOODODOSZ,
-AMPO adenine0 OO OO0 0OO5
ooooooooos
gboooobooooboosy

21

oo oooogogoo
OooooooQgogoo

O

O

oooooaon
gooooo
gooooad

inus)0 O O AMPO

oooooao
ogooooao
O OO AMPO
ogdn a
0o
oo
00
0o
a)d
b)O
00
0o

Oooooooogdg
Oo0ooogoQgogao
Ooo0o0o0oooodg

OoOoo0Ooood
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo

go

O

O Oooo

O

O Oooo

OooooooQgogoo
OO0 oooogogaog
Ooooooogogoo
OooooooQgogoo

-GMPO 5’

OpHO 5,60 000 O0O0O0O0OCOODOOOOMcIlvaineD O ODODODO
OpHO O 4.5008.500000
OpHO O 6.0008.500000
oooob40000 700000
oooboesooboooOooOoan
oooboboesoobonooOooOoan
pHO 0 0O 00 0O 0O pHDO O AMPO O
sowb D0oooooooood

0O00O0OMcllvaineD D 0000
000O0OMcllvaineD D 0000
0000pHs.60 00

0 pH5.60 O O

000D00O0pHs.60 00
DOooOoO0O0oOolo0wD0 00O O00DO0O000
OpHOOODODOODODOODODOpHD OAMPO O O

O
g
a
u
O
a

ocooDq@@oowy)y D O ooooooooDDsowO 0 O0O0O0O0Oooooao
gboboooboobDobgobpks.60000000O0O00OeO0O30O0D00000
ooobooODoooobDooonoicowooooooeod DO oooooooono
o0 000ooDocOooosswooooooooonoan
ooobooOoooobOooooAWOOOOoOoOOoOOCOoOooDOl100%000000
ooorvowo oooooDooooon
ooobooOooobobOocoobobooooobboooOoobOOooOnOnnanstreptom

-AMPO 5’
5
-uMPO O O 5

-dAMPO ADPO ATPO Adenosined O O
-00o0oobooboboooogan
-cvpOOOOOODODOOOO

-dAMPO ADPO ATPO OO0 00 O0OOOOCOOODOOOOOO

0dos"-AMPO

00O0O0O0Oo
0oooooao
0oooooao
0 (3)0 (8)0
0oo0ooo
0000

Dooooao
afsgalslalls

-AMPO O O0DODOO1/17000000000
oo0od0ooDoo0oo0ooooOooooDoO0ooo0oDoDoO0ooDoDoooooDoDooooan
Aspergillus melleus)D 000 ODODOCOAMPODOOOOODOOOODODDODOOODO
ooooobOoooooooOoooDbDoOoOooDbooOoobooboOoOooDbDoooooDoao
000000000 00D00OO0OO0D Streptomyces murinus)D O OAMPO O OO 0O 0O O
OAMVPO ODODOOOODODOOOODODOO

OAawPOOOOOODODOOOOODDOOOOD
Oo0oooDooooooDoooooooooao
O00D000D0O0O0OD0OO0OO0dO Streptomyces mur
oooo
Oo0oo0oDooooooDoooooooooao
000000000000 Streptomyces murinus

OAvVPO OOOOOoOOOoOOoOoooOoooonn
oooooooooooooao

AwWOOOoOOooooOoooobooooooboooooboooao

g
t

O

O

oooooooooboobooooooboooonon
oooooooAawOOOoOoooOOoOoooboooooooo

ab00O0OoobOoooobooooboboAavPO00OOoOOoOooOoDODOOOOOO
oooooboooooooooobobooooobooboooobboooobooboo

Streptomyces murinus)J 0D 000000 OOOOOO0OODOOADO Streptmyces cellulofl
awusO0 0000000 ODODODOODOOODORD Streptmyces griseus0 000000000

10

20

30

40

50



ey e Y Iy
e e ey ) [y Ry

) e A Iy [y

O oOoooo
O oOoooo

OO0 o ooooggg
Ooooogogoao
Ooooooogogooao
oo oooooogg

25

O

Ooooogogoao

Oooooogdg
Oooo0oooQgdg

150

350 0O

g
0
0
U
U
0
U
u
0
U

OOooooogogdg
OooooooQgdg

a
o
O

O

O

oo oooooog-g
OO0 ooooooggog

OOoooooaoo
OOoo0oo0oooao

OO0 oo oooggg
OO0 o ooooogoQgog
OO0 oooooogogoQgog
OO oo oooogoogoao

pHO

O
O

O
O

~
oo
o/

gbobooooobooboobobooooonn
ooooooooobooooooboooooao
gooboooooobOoooooooooao
gbobooooobobobobooooonn
gbdoboooobobaobobooooonn
goooooooobOoooooboooooao
gbobooooboboboboooonn
.ogs.onbooooos.s07. 50000000
goobzo0040000000000000
gbobooooobobob1ooobsgn

JP 4663631 B2 2011.4.6

stbooogobooboboboooooboobooboboboooobobobonn
uboooaooaao
gooboooobooOooobooooooboocoon0bAvPO O
gbobooooobobobobooooboogonn

Oo0ooDooogoooooooUoooDoDoooo oo oDoooogoooodg

O

Oo0oooooo0 oo ooo0 oD oDoDooo0 oo oDoo4go0oooodg

O

O

O
O

Oo0ooooogogQgoooao
OoooooQgoooao

OO0 oooooggogooao
Ooooooogooooaog

Oooo0ooogoogoao
OO0 oooogogdg
OooooogoQgdg
OooooogooQgQg
I [ |

O
g
u
O
g
g
O
O
g
u
O
g
g
O
O
O
U
O
O
0
O
O
O
O
O
O
0

0

ooao

O

O

OooooooogoQgogoao
OO0 oooooggogo
O Ooo0oooao
O Ooo0ooo

a
u

0

g
U

gooboooooooocooboAawPoOOo0onoOOoOooobDOOOn
gbobooooooobobobooboooooboboboboog
gbobooooobooboobobooooooobooboboobooao
AvPO O ODODOOOOOOOOOOODOOOOODODOOOODOOO
ooobooooobobOocooooboobood
goboobooooboobooboboobooobooboboobooao
ugboboooboobuobaAawhobOoboboooooboaa
ooobOooooboocoooobooooboooooao
gboooobooao

gAPO ODOoOoboOoooooOoboobobooooonboaa

O

o0
go
uo
OO
oo
ao

gbooboooooAawoOoooooobobobooooonbdAvPd
AvPD OO Oooouoobuobobobooouobobobooboooad
melleusO O OOOO0ODAMWOOOOOOOOOODODDOO

Aspergillus

0

O

O

O

Oooooogogoao
Oooooogogoao

oo

OoOoo0ooood

U
0
g
t
0
g
U]

gbobooooobobobobooobobobao
ugbooogoooboboboboouoboboabada
AvPO O ODODOOOODODOOOODODOOOODOOO
gbobooooobobobobooobobobo
gboobooooobavoooboobooooon
ooooooooooOocaAawoOoOOOoOOoOoooon
gobobooooAawO00onooooboboono
ugbooboooooboboboboooboobobao

AMPO O OOOOODODOOOO0OODODOOOODODOOOO0ODODOOOO0ODbODOOOO

gboooobooboboboboooonn
gbooooboobooboboboooonn

00
OO
00
OO0
OO
OO

O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

0
0
0
0
0
0

OoOoo0ooog
I B

OO0
OO
o0
OO0
OO
OO

00
OO
o0
00
OO
00

g
a
O
O
g
u
O

OooOoo0oooogod

o ooooooocooooOoodoaDnpH7.00
OYL-NLO O OO D DO DO YL-150

g
g
O
O
g
u
O

obAawDOOoODOooOoooonoo

uoboooobooboboobooao

oooooooooboooooao
gbobooooboboboboooognon
gboboooobooboobobooooonn
gooooooooooooooboooooao
gooboooooobOoooooooooao

UAMPO D ODODO0DOOoOOoooooboobonb
ugbobooooobobobdobdddb AP
gdoboeocoos8o O OOO0OOOeESOO700

10

20

30

40

50



€))

JP 4663631 B2 2011.4.6

gbooooboboboboooboboboboooobobobobAvP
ubooouobobobooouobuobobobooooboboboobooo
OooAwWOOoooooOooooooOoooooboooooooboboooooao

gboboooobogobobobobooobooooDobAavPOODoooboboono

oooooooovobOboOOoOoooDOO

oooooao

gooooooAawoOoOOoOoooano

gboooad

ugbodaod

goooao

gooo

uond

ooo

goo

go

ugboogood

gooboooooboooooooooao

gboboooooooboboboboao

ugboobooooobooboobobaobooao

gooboooooobOoooobooooobooo

gbobooooobobobobooobobobao

ugbooboooooboobobobooobobobao

oooAaMPOOOO0OOOOOODODOOOOOS-00

0000000000 boo0coo0oAMPOOOnOnOan
gbobooooobooboboboobooa
ugboboooooboboboboooda
ooobooooobooz20000000

OOoooooo0ooooo4o0ooDooooooooogg
OoOoooooooooooo0oooDooooooooooQgg

Oo0o0oDooggUdoDoDooUUUooDooogogooooaog
OOoooooooooooooooDooo4ooooooggg

Oo0ooooo4o0oooooo0ooDooooooooodg

|

x 1000
gooao
ugbodaao
ogooano

gbobooobooboboboooonn

O

OO0 ooDooogogogogoooogod
Oooooooooooogodg
Oooooooooooodg
OO0 ooDooggogooao
OO0 ooooogogogogooQg
OooooooooQgooao
OooooooooQgoooao
Oooooooggogooao
OooooooogoQgooao
OooooooooQgooao
OO0 oooooggogooao
OoooooogogQgooao
Ooooooooogooao
OooooooooOooOooao
Oooooooggooao
OooooooogogoQgooao
Ooooooooogoogoo
OoDooooggogooao

Oooooooooooooooooogoogogooao

Oo0o0ooogQgogao
Oo0oooQgogoao
Ooo0oooOoogoao
Oo0o0ooogo-gogao
Ooo0ooogoQgogoao
Ooo0oooQgogoao
OooOooooOoogoao
Oo0ooogQgogao
Oo0ooogoQgoao
Ooo0ooooOooao
Oo0ooogQgogaog
Ooo0oooQgoao
Ooo0oooQgoao
OooOoo0oooOoogoao
Oo0ooogogQgoao
Oo0oooQgoao
OooOooooOoogoao
Oo0ooogQgogao
Oo0oooogogoao
Ooo0oooOooao
Oo0ooogo-gogaog
Oo0ooogoQgogao
Ooo0oooQgoao
OooOooooOooOoao
Oo0ooogQgogao
Oo0oooQgogao
Ooo0oooOoogoao
Oo0o0ooog-gogao
Ooo0ooogoQgogoao
Ooo0oooQgogoao
OooOooooOooOoao
Oo0ooogogQgoao
Oo0ooogoQgoao

O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O
O
OJ
O
O
O
O
O

OOo0ooogogogao
OoooooQgogao
OoooooQoogoao
OO0 o0ooogo-gogao

ooooooao
ooooooao
ooooooao
H,0O - O 57-0
goooooao
ooooooao
ooooooao
ooooooao

O
O
O
O
O
O
O
O

O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooOoo0oao

300
oo

O
O
O
O
O
O
O
O

AvPO OO OoOOooOooOobOobOoboooobooooobobobobooooboooboao
goobOooooooocooooobooooboooooooooAavPDOOOOnO
gobobooooooobogoboboboboobobobobobobooooboonon

ooooboooooooooooboooooao
gboooobobobobooobobobao
gbAawhDooOoooobooboaoboobooonn

od
oo
od
O NH
od
od
od
100

5000000000000000000
ibooboboobooboobdobobooooobooboboboboobooboao
goooocogeocoboooan

O

O
O
O
O
OJ
O

gvoxO O O0O0O0OD0OOO0sowd O
o5 DO DO0OD0OO0O0ODnODn 99%d

Oooooooooooodg
Oooooooooooodg
OO0 Too4dgoooood
OoooooogogQgoooao
Ooooooogogoo
Oooooooogoo

|

gbooooag

O

OO0 oooooggogog
OO0 ooooogoogogooQg
Oooooooogoogoo
OO0 oooooggogog

OO0 oooogogoQg
oo ooooogogoQg
Oooooooogoogoo
O oo ooogogog
oo ooooogogooQg
Oooooooogogo

AvPO OO ODOOOOO0OO0

O Ooo0oo0ooao

uboooobobobad

0 Karlind O O Altschul (19

10

20

30

40

50



(10) JP 4663631 B2 2011.4.6

90) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-680 0 O O O O KarlinO O O Altschul (1993)
Acad. Sci. USA 90:5873-770 0 U OO0 UOO0DO0OO0O0OO0OOOOODOOOOOO
Oo0ooooooao

Proc. Natl.

ol.

u
O
g

ore

O
g
u
O
t
u
O
g
a
O
O

O

>
0
O

OOooooo4o0ooooooooooDoooooooooogg

215:403-100 O

Oo0ooooooao
000 0 0 score
Oo0o0oooooao

O0DDOO0OO0000O000O0O0OO0DDAItschuld (1990) J. Mol. Bi
OONBLASTO O ODODOOXBLASTU DO ODOODODODOOO?2.000
OooooOOoOooo0obOOoboOooboOoOoOoooOO0OO0oO00DaoOONBLAST
= 1000 wordlength 120 00BLASTOD O OOOOO0OOOOOOOO
Ub0o0o0D0Do0obobO0obO0ob0o0obDO0obOoDbOXBLASTO OO ODOOsc

= 500 wordlength = 30 0 0BLASTO OO OOOOODOOOOOOOOOOQOOOO

0000000000 DOO0O0O0O0OO0AItschuld (1997) Amino Acids Research 25(17):
3389-34020 0O O O Gapped BLASTO 0 O O O O O 0O O BLASTO O O Gapped BLASTO O 0O O O
0000000000000 0D00OXBLASTOOONBLASTO DO OO OODOODOOOOOO
0000000000000 htep:z//www_ncbi_nlm_nih.govD 0000000 O0OO0O
0000000000000 00OD0ODD0D0OO0O000O0OOdMyersOO0OMiller (1988) Compu
Appl Biosci. 4:11-170 0 0 000000000 OO0OODOOOODOOOODOOOO
GENESTREAMO 0 0 OO DO ODODODDOIGH MontpellierO O OO DODOOO O ISRECO OO O
OOALIGNOD OO O OOOODOOODDDODOODODOOOOOOODOALIGNDDO OO
00000000 OoPAMI20 0000000000 0O0OD0O0OO0O0ODODOI1200
ooooD400000000000
Oo00D0DDODO0o0o0oooooeccOooDOoOoOoUoDOoOoOooGAPODODDODDODOOOO

oodod
oood
ooo
ooo

Blossom
g6l OO

uono

OO
0
g
O
go
O

O

Oo0ooooooo0ooDooo oD ooDooooooooao
OO0 oDooo0oUoooDoogogogoooao

O
Oo0ooooo4o0oooooogogogooao

20 0000000 OPAMZSOD 00O O0DOOOOOODOOOOODDGOOI120 100
4000000000203 004o00000D0O0O00ODOOOODDODOO

doooooecco0ooonoonDOdDOOhtep://www.gcg.comd OO0 O000O0OG
Oo00D0DDODOoOO00o0oOoOoooos00D0DDODO000D0DOo3UOOoDODoODoODDODOOO

g o

OoAWWOOoooooooooboooobooooooboooooooooono

gbobooooooboobobobooooboobooboboboooobobobo

Ooo0ooooooooooooogodg

OO0Ooo0oooogd
OoOoo0oooogod

Oooooooooooogooao
I I B

O

OOooooogdg
Ooooooogdg
OooooooQgodg

gboboooooobobobobobooobooboboboboooooobonn
AvPO O OOoobooouobuobobotbouooobouobobooooboobobonon
AMPO O OOOOOODODODOOODNADOOOOODOOOOO

ooooooao
ooooobogaon
goooobogan
DNAOD OO OO
0oodnoAvp
gbooooboogan
ooooooao
goooogno

oboboooooooboboboo
ugboboooooboobooboabaado
OAVPO OO OOO0ODODOOOOODNAD
gboboooooooboboboo
uoboboooooboobooboaobaoaao
ooooooooobooooooon
gboboooooooobooboboo
oboboooooooboobobaoao

OO0 oooogdg
Ooooooogg
OooooooQgogoo
Oooooooogoo
Oooooogogao
O oo oooogodg
Ooooooodg

AMPO O OOOOOODODOOOODODOOOOODODOOOODOOOOO
gboooobobobobooooboobobobobobooobonn
gbooobooboboboboooboboobobooad

AMPO O OOOOOODODOOOODODOOOOODODOOOODbOOOOO
gbooobDNAD ODODOoOoooooboboboooobobobonb
gbooooboobobooooooooboboAaPO0onoOn
oooobOooooboooogsow ooooooo4090 00000

gwo ooooooOooobo2% 00000

oo

AMPO ODODOOOODOOOODODOOOO
oooboooooooooAawoODOOOOooDbOOoOOoOoooboOoooobooo

10

30

40

50



oo

I I I O
I Iy

O 0O oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0ooo

Oo0ooooooo0 oo oooooOooooogdg
OO0 Do ooogooooogdg
OOo0ooooo0oooooo4gogooooogdg

Oooooooooooogodg

570

OoOooooo4o0ooooo4o00 oo ooooD oo oDoooDoooDoDoogoooooaog

goo

ooogd

O

OoooooQgoooao
OooooooQgooao
OO0 oODooogodgoooao
Oo0oooogoQgoooao
Oo0ooooQgoooao
Oo0ooooogoOoooao

OOoo0ooog
OoOoo0ooog
O0Ooo0oooao
O0Oo0ooog
OoOoo0ooog
I B

O Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao

O 0o oo

O

(11) JP 4663631 B2 2011.4.6

OO000D0O0OO0O00DOOO0OO0ODDODNAD eDNAD O O O O DNAO O O O O RNAO mRNAO O
OODNAD O OOOORNAOOODOOOOODOOOODOOOODODOOOODOI0O
2000000000 CO000DODOCOO0OO0D200DNADDODOOOODOOOODOOD

gboooogoobobobooboooobobobobooooboboboboo
uono

O

OoooooooQgoao

O O oo

O
O
O
O
O
O

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo

O Oooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O OoOgoo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooOoo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooo

O

O Oooo

O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo

O 0o oo

I Y o [

O Oooo

O Oooo

O 0o oo
O O oo

O
O

O
O

O
O

O Oooo

O

gboboobobao
gboobooaoboad
ooooood
DNAO OO OO

O 0o oo
I Y o [
O 0o oo
O Oooo
O 0o oo
O 0o oo
O 0o oo
O 0o oo
O O ogo
O Oooo
O 0o oo
I Y o [
I [ i [
O Oooo
O 0o oo
O O oo
O Oooo
O 0o oo

oooooOoooobooooboooooooooano
goo
gbooooboboboboboooooboboaobad

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

ooo
ogoo
dNTPO
ooo

(]
O
O
O
O
O
O
(]
O
O
O
O
O
O
O
O
O
(]
O
O
O
O

ogoo
go
gboooobobooboboboooooboboba

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

AvPO OODOOOOOoOOoOOobOOoDbOobOOooboooao

gbobdoooooobuobobobooooobogann
Uoob0OO0OO0o0oo0obOoO0o0oO0oo0obOOoO000n0DnoODNA
gboAMPO D ODOO0OO0OD0OO0OOO0OD0ODDNAD OO
goog3scooooboocoooboooooooooan

DNAODOOOoooOooooboooooboooobooooboooooonno
gboooobobobOoDNAODODbOODUOAWWOOOOoonogoboboboo
gbooooboobobobooboobaAavPbO00obOobOoboOoOoooonbOao

goboboooobooobooboboboobooobobosy oboboobobooo
gbobobooooobooboboboboooboboaobNAD O OobOobonbao
DNAU O OoboOoobouobobuoboooobuobobooboooobNAObOOoonbobobad
goobOOoODNAODDODOOOODOOAWODOOOOODODOOOO
gboooobDobobobooobNAD ODOobOOoonoDonoo
obNAOD D ODOOobOoobAawoOoonooboobobooobonn
OooobOOoOOoO0oO0ObOOOoOdgDNAD DO OO

O 0Oooo

O
(]
O

ooao

g
a

g
a

g
u

g
a
O

O

O

OO0
OO
o0
OO0
OO
OO

gbooooboboobobobooooobobobao
oooooOocooobooooboooooooooan
O
gbooooboboobobobooooobobobao
gboooobobobaoobNAODObOOobobooonn
oooooOocoooboooooboooooooooan

10

20

30

40

50



(12)

JP 4663631 B2 2011.4.6

10

20

I A A A A o o 0 A O Y Y =04 ¢
Oo000DDDOD0O0oO0oOoOooObDNADDODODODDODODDODODODO0OoOoOoODODODDDODOOO0DOoDOOn
oooooOoOOoOO000oU0oOoooooOOoO0ODODDODO0DO00DU0DO0O0oOooDoOooDoODDOoDOoOOoDOooOg
OO0O0ODNAOODDODODOODODDODODODDODDODODODODOOOoOoOO
oo0o0oo0oDoDDoODO0OO000O0O0ooo0o0Ooo0DDDODO0DO00DU0DO0O0OoDOoDoODoOoDoODoODDOoODOoOOoDoOg
000000000000 DODODOOO0OO0ODOOdDOOdMolecular Cloning, Third Edition,C
old Spring Harbor Laboratory Press, New YorkD OO O OO OODODODODODODOOOOO
oo0o0oo0DoDDoDOoOO000O0O0o0ooo0o0OooODDoDDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoDoDoODoDoODoOooOog
oo0oo0oDoDoODO0OO000O0O00ooOoOoOoO0DDDODO0D00DO0DO0o0OooDoODoOoODoODDOoDOOoDOoOg
oooo0oo0ooOO0O000oO0O0oooOoOoo0OoDOoODO0O0U0ODO0o0ooooDooDooDoODOoooOOg
0000000 ooooooooDoooo0ooDoDoooooDoOooPCcRODOODDOOO
oo0ooDDoODOoO0DO0o0oOoo0ooooooDDDODOoOOoOoDoDoOOo
oooooDDoODOoOO0O0O0oOoOoooooOooODODDODO0DO00DO0DO0o0ooDoDoOoOooODoODDOoDOoOooOg
0Oo0o000oDD0D0000000oo0o0o0o0o0Do0DDOoODO0D00DU0D00o0oooDooDoODDoDoODOoOooOg
ooooDDoDoDoODOo000oDO0oOooooooooDOoOOan

oooooao
0oo0o0o00oD0OD00000O0ooo0o0O0oo0o0DOoODO0DO0U0D0DO0DOooooDooDoODoDoOoDOoOOooOg
ooo0ooDoODoO000O0Oo0oooooo0DoDDODOo0O00O00o0ooDoDoDoDoOoDoDoOoDoOooOg
oo0oo0oDoDoODO0OO000O0O00ooOoOoOoO0DDDODO0D00DO0DO0o0OooDoODoOoODoODDOoDOOoDOoOg
oooooOoOOoOO000oU0oOoooooOOoO0ODODDODO0DO00DU0DO0O0oOooDoOooDoODDOoDOoOOoDOooOg
O000D0DDO0O000O0DAMPOODOOODODODOOODODOOOOOOODDODOODNADOO
oo0o0oo0oDoDDoODO0OO000O0O0ooo0o0Ooo0DDDODO0DO00DU0DO0O0OoDOoDoODoOoDoODoODDOoODOoOOoDoOg
oooo0oooODO0OO000oO0OoooooO0oO0ODDODO0DO00DU0DO0o0oOoDOoDoODoOooODoODDODOoOOoDOoOg
0Oo0o000oDD0D0000000oo0o0o0o0o0Do0DDOoODO0D00DU0D00o0oooDooDoODDoDoODOoOooOg
oooooooood
oooo0DoDDODO0o000O0O00oo0o0o0O0DDoODO0D0DU0DO0DOoOoooooODoODDODAWPOODOOOO
0oo0o0o00oD0OD00000O0ooo0o0O0oo0o0DOoODO0DO0U0D0DO0DOooooDooDoODoDoOoDOoOOooOg
ooooao
Oo00DoDDoDoODOo0o0ooOooosSNOOoOODODO0D0DoDo0ooooooODoODDDODOoDO0DoDoooon
oooooDoOoOooooooooooo

oooooao
Oo000DDD0OD000000000O00DD0DO0OD00D00O0O0O0O0O0OODDOODNADOOOO
00000000000 O0ODODOOO0DOMolecular Cloning, Third Edition, Chapter 13

,Cold Spring Harbor Laboratory Press, New YorkD D O OO OODOOOUOODODO Molec
ular Cloning, Third Edition, Chapter 13 ,Cold Spring Harbor Laboratory Press, Ne
YorkDODOOOOOOQOQOOODODDDODOODODOoOooooooooDoDoooooooooao
0 OCo0o0o0oDoDoODO0o0oO0oo0OooooAMPOOODOOODODOOOOOOOOOD
Oo0o00DD0D0OD00000o0oooo0oDDoDO0oooo0oooooooooDoOaOn
oooooDoooooooog

O Oooo

gbobooboooooogobobobobooooooboobobobobooo
DNAUODODOOooOooboOoboboboooobooboboboooonboao
O oooooODNAOODODDODCOOOOOOO0OOoOoDbODOoOO0ooonoon
gbooooboDobOobOoboobDNAODbODbOoboonogonoDoao
gboooobogoobNADODOOobOoboboboooooao
Oooo0oO0OCOcO0oO0oO0obOOoO0o0oO0obOOoOO0oO0oO0obODOO0OOODNADD
oooobOoooooooooooboooooooboboooooao

O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooo0oao
O Oo0ooogoao
O Oooooao

O o0Ooooo

OO0 oooDoOooDooogoooog s
O Ooooo

OoooooooooooQgoao
OO0 oDoogogoooooogdg
OoooooooooogQgoao
OoooooooooogogQgoao
OooooooooooQgoao

goooocoooooooooobobooooboocooboboboooobooo



Ooooogogooao

Oooo0oooQgdg
OOo0Dooo-gogoao
Ooooogogoao

O

pring
Laboratory Press, New York)O Current

protocols in molecular biologyd edited

by Frederick M. Ausubel et al., 19870 0 000000000000 O0O00O

Ooooooo0ooooooooDooogogogoooao

_|
>
. s [ |

OoooooooooogoQgdg

O

OoOo0oooooooooDooooooooooogoaog
OoooooooooooooooooooooQgoao

o

OO0 oDoogogoooooogdg
Ooooooooooogogg
OoooooooooooQgg
Oo0oooooooooQgdg

Harbor

O

m
o

OooooooQgdg
OoOoo0ooodgadg

O

O

= 0 00O oOooO0o0oooooo0ooooogoQgooao
= OO0 O0oOooo0o0ooooooooooogooao

t

O

O

(13) JP 4663631 B2 2011.4.6

O
ooooooDoOOoO0o0oOoOooooooOoDODDOoODOoO0oO0oOoDOoOoooooooDoOaOn
OO0O0OO0OD0ODDOO0O0Oe0%d 70%0 80%0 90%0 95%0 99%0 O O O 99.9%0 O O
oo0oo0oooDoODO0o00oU0O0o0ooooo0oDoDDoODOoO0o0o0O0oooo
oooooDoDoOO0oO0oO0oOoOoooOoooODODDOoODOoDOoDO0DoDOoOoooooooDOO
oooooOoDOoOO0oO0oO0oO0oO0OoooooOoDODDODOoDOoO0ooDOoOoooooooDOoOO
ooooooDoOOoO0oO0ooo0ooooooDoDoDoOoo0ooDoo0oooooooOaOn
ooooooDoOOoO0o0oDoo0ooooooODDoODOoOoo0ooDoooooooooOan
O00O0D0OOO0OO0O00O0ODdDOdMolecular Cloning Third Edition, Cold S

goooocoooooooooobobooooboocooboboboooobooo
gobobooooooogobobobobooobooobooboboboboo
gbooooaooboaoaao
goooocooooboooooooboboooobooooboboboooobooo
UDNADOOOOoobOoOoooboboObooobobooooobobooobobonn
gboobooooooooobooboboboooooobooboboboboo
ugbobdooboooooouobobobdoboooooboboboboooo
o

gboobobooobooboboAawOobobooooobobobooon
goooODNAOOODODOOOOoOOOOOOoOobOOoOOoOooboDbOboOooboDon
gobobooooooogobobobobooobooobooboboboboo
gbAavO OoOobobobooooboboobobooooonoag

gbobdooooooouobuobobdoooooboobuoboboboobooo
goooocoooooooooobobooooboooooboboooobooo
gbobooboooooogobobobobooooooboobobobobooo
gbobooboooooouobobobdoobooooboobuoboboboobooo
goooocoooooooooobobooooboocooboboboooobooo
gboboboooobgoobogoboboooooboboboboooboobao

gbobooooboooooboobobobooooobooboboboobooao
Oo0OO0O0ODOO0OO0OO0O0O0O0O0D0ODNAD OOOOOOMolecular Cloning,

on, 1.84, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New YorkD O OO OO 0O

gboooobDNAODOOOOOoOobOobobobbooboboboboonn
gbobooaobNabOobooooboboboboboooobNAaObOOo
goobOooooooOOoODNAD DO OOODOOOOODbODODOOOODOn
gbobooboooooogobobobobooooooboobobobobooo
gbobooooboooooboobobobooooobooboboboobooao
gooooooooboooooooboobooooboocooobooooboodo
gobobooooooogobobobobooobooobooboboboboo
god
goooocooooboooooooboboooobooooboboboooobooo
goobOooooobooooooobooooboooobooboobooo
gbobodaoad
goooocoooooooooobobooooboocooboboboooobooo

10

20

30

40

50



(14) JP 4663631 B2 2011.4.6

ooooooogoooDoooooDooooobOoDoooooDoogoooooooao
goooooOdogoobooooooogogooboobooogoUoboo0ogoboDboogugbooo
IFO148020 D0 00 DOO0DOO0DDODOOOODODOOTKM4OODODODODODOODOODDODOO
000 ODDOO0OO0O0OD0 0O0O000D Streptomyces griseus subsp. griseusd 00O 0 OO
O0000O0O0O0O0D00ODOOStreptomyces griseus)J 00000000 OOODOODOORDO
O (Streptomyces celluloflavus)D 0 00000 O0O0OODOO0OODO O Streptomyces coe
licolorDOOO0O0ODODOO0OOO0DODODOOOODOODOQOO Streptomyces mobaraensist O O O
000000000 000D00O0ODOOStreptomyces avermitilisOU OO OO0 OO0OOO0OODOO
00000000 O0DOO0o0o0bDOO0OO0O0obODOOO0DOaDdEscherichia coliD OO
OD0DO0O0O0O0000Bacillus subtilisODODODOOOODOODODODOOAO Saccharomyc
es cerevisiael 000000 OOODDOOOO Saccharomyces pombed O OO OO 0ODOO
goooooooooo

oooDoo
0o00o0Doo0doooDooouooooooooDoooo0oDooDo0ooDoDoooooDooOd
0000000 0O0DOoOO0oO0O0oo0O0OO0OdddDb.A. Hopwoodd O O O O PRACTICAL STREPTOMYC
ES GENETICS P.229-2520 The John Innes FoundationOd 20000 0 O OO OOODOOOOO

oAavPO OOoOoOoooOOoOOoooooOoooooboooooboobooooooboon
od oooboooooooocooAWwWoOOOooooooono
OAvOOOOOoooDOoOOooobboOooooooooonon
ooobooooobooocoobooooooobooooooao
ooobOooooboocoooobooooboooooao
oooooood

O Ooogoo
O Oooo

O 0Oooo

OO ogoo
O Ooogooo
O 0Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoao

AMPO OO OOGOOGOO
O

O
oo
oo
uo
od
oo
uo
O

OOoo0oooog

Ooooooogod
OooOoo0ooooOod
OoOoo0oooogd
OoOoo0oooogdg
Oooo0oood
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogd
Ooooooogod
OooOoo0ooood

O
AvPO OO ODODOOOO
g o

OOo0oooooggogo
OOo0ooooogQgoo
OoOooooooQgoogoao
OO0 oooooggogog
OoooooogogQgoo
OooooooogoQgoo
OoOooooooOoogoao
OOooooooggogoao
OooooooogQgoo
OoOooooooQoogoo
OO0 oooooggogog
OooooooogogQgogoo
OoOoooooogooQgoo
OO0 ooDoooggogog
OOo0ooooogQgogoo
OooooooogQgoo
OoOooooooQoogoo
OO0 oooooggogo
OoooooogQgoo
OoOoooooogoQgoo
OO0 ooDoooggogog
OOoooooogQgogoo

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

gboooooboobobo

gbobooooboobooAawognoobonoao

I s [y
|
|
]
]

OOooooooooooo4o0ooDooo oo oooogogg
OoOooooo4ooooooo0ooDooooooooogogoQgg
Oooooooooooooooooooooooooogdg

gooooooooboooooooboobooooboocooobooooboodo

Ooo0oooooo o0 oo ooo0o oD oDoDooo0o oo ooogooao

googad

0000000000 0O00D0DODODO Streptomyces murinusO 1F0148020 0 0O OO0 0 O O
0000000000 DO0ODOO0O00O0O0O0D0OORDOOdStreptomyces griseus subspl griseus
JCM46810 0 0 D O D ODODOODOODODOOD Streptomyces griseus 1F03355(NBRC335
5000000000000 000D0OO0O0OO0OD0O Streptomyces celluloflavusd 1FO13780(N
BRC13780) 0 00D D000 ODOO0OOODOODODDODOOOOO Streptomyces murinus)lF

oo ooOooooo0 oo ooo0o oD oo oDoUo0o oo oDoDoooooooogdg

10

20

30

40

50



(15) JP 4663631 B2 2011.4.6

oi4g8020 OO OODOODOODOOODOOOODODOO

ooooooaod
goobooooooboooooooboooooboooooobooooao
gboobgasos-8sec D000 OoooDobOobobooboooobDgnn
0000020040 30 290

0o0o000d0dFERM BP-08673

gboooog

gboobooooooad

(DO OODDODODODODOODOAspergillus melleus)D OO OO

OO0O0O0DAMPO 00 OO0OO0OOOODDOOOODOOOSB0,000wmg0O0O0OCO0O0OO0DODOO
0o0ooooOooooDoooooooooooao

QU OO0DO0DO0D0O0D0O0DOOD0OOODOOStreptomyces murinus)d 00O 0O 0O

OOOO0ODONY 290 00 0O O P1G 0.5%0 NaCl 0.3%0 KH,PO, 0.1%0 O O MgSO, 0.05%0 O O
00000 wWODoDOoOpHs.70 000012100300 0000000000000 0O0O0O
00000000 Streptomyces murinus)lF0148020 D O 0D 0270 0 000 O00O0DOODO
gooboooooboboooooobobooo

Oo@Guooooooao

OoOoooOO0Oo0OA 2%0 NaCl 0.3% O KH,PO, 0.1%0 O O MgSO,, 0.05%0 0 O OO OOO 3
wWO OOOpHs.70 000012100300 000000000ODO0O0O270D00O0O00ODOO
oooooooobooooboooboooono

oooooaod

goooooooooo

bDbavwo Oooooboooogo

O0000O0D,gs0 D OODODODOOOOOODOOODOODBDDOO.017MO 5 AWMP-2Nal 1/15M0
O0ooOoOo(Hs5.6)01:200000000001.5mI0000O0oOo.5MIDODODOOOO
oooo3r0gilkooDoooooooo2xwcogoobooogooooogouobooo
OO100p 1IDO0O0O0OCOOOCOOOOSBMIOOOOD,gsgD O O0OO0OOOOOOOOODOO
00000000 ooDoO0oooDooOoo0ooDoOoOoooeo0 0 0ODOOOo.00100O0
ooooioooooao

@QUuooobooooooboobooao

00.025MO 5 IMP-2Na 0.036MO D 000 DD O0OO0ODOOOOOODO(pH 5.6)01:200
gooooooOgi1smiCO0O0O0ODo5mMID0DOOCOOODOOOOO370DO30O0DOOOO
goooOoOOoOdOoz2o0p IDOODOOCOSMIOBWO OOODODOOOODOOOO.O5MOOO
oooooo2miD 00 00OoOoOoOoOooOoDo.067MOI DO 0D O0ONDDOOOODDOGOODO.
2emlD0000COO00DOOOOo25mMOdd0DODOO0OODODODODOUOODOIO00nO
ooooob,ss0000000O0DO0OOOCMODODODOODODODOODODOODODODDODDODOOOO
ooooDoogo3oDoooooooo.00ol0 00000 DiI00O0O0DaO

oooooo

oooooo

Do ooo

00000000 ooDoOgooAspergillus melleusD D00 000OD0OO0DOODODOOO
00O 0O Streptomyces murinus OO0 OO0 OOAVMPO ODODODOOOODOODODODODODOODOO
OO00D0OO0OO0OO0OO00DROAspergillus melleusD DO O0O00ODOOCOOODOOOODODOGO)O
Streptomyces murinus0 0O 0 0000000000000 1wWOOOOODODODODOOOOOO
000000 AVWODOOOO0ODDODOOOODOpHS5.600000000003000400
gso00eo0desOOv7o00OooO7s0d0dbOOOOODOOO3OOO0OOoOO
Oo0o0oOOoO0oO00oo0oDOO0oO0o0obDOO0oO0OobDDbDObOOoO0oO0ODOD0OODaD streptomyces mur
inusDOOO0DAWO O OOODODODODOODOoDOoDOoOOoOoooDoooooooooan
oooooo

@Uuuoooooooao

10

20

30

40

50



(16) JP 4663631 B2 2011.4.6

00000000000 Asperugillus melleusD 0000 O0OO0OODODOOOOOO
Streptomyces murinus0 0 000000 QOCOO0ODOOOOOODOOOODODODOO
goooooooooobvsoOoOoboDbDOOoOOOP/OOOODOOOODDDOOOO
O00000Aspergillus melleus)D 000000 O0O0ODDODODOOODODDODOOO
000000000 0D00O0ODOStreptomyces murinusO OO0 00 O00ODOODOO
0000000000 DOO0ODOO0OO0O0O0D0ODODQOdADO Streptomyces murinus O
AVPO OODDODOOO0DDODODODOODODDOODOODDODODOOODOODOODODODOO
ood

ooooao

G)IVPO OO O

00000000 ooDOoOgooAspergillus melleusD OO0 O0O00O0OOO0OOODODOOO
0 O 0O Streptomyces murinusO O OO OOAMWO OO OODOOCOOODOHPLCO OO IMPO O
oooooOo0oooDOowisvOoDOOoOOoOoOoDoDpH7.OOODOO1.1%AMPOODO0ODODODO1L1.1
WAMPO O 5mID 00 O0DOOOOGMIDOOODOS00040000000000O0O1000010
gooooo0oooDoDoOogooooo45pmbOO0OHPLCOOOOODDOOOO
0o00oOO0oO00oo0DbDOoOO0oO0o0obOOOoO0O0obDbDOOoOoO0oDbDO0OOODnaD streptomyces mur
inusDOODO0ODODAMPOO0OOOOOIWPOOOOODODDOODOODDOODOODODODOOO
O O Aspergillus melleusO OO AMPO O 00O QOOOODOOOOODOOOODOOO
00000000 0DOOOStreptomyces urinusd 0000 O0O0O0ODODOCOOODOOO
goooooooobooooooogoQoobobooOoobooOoooDbDbooguobooo
O
O
O

OoooOo0ooooOod
Oooo0ogogood

Ooooogogooao
OoOoo0oooogd

000000000000 00Aspergillus melleusD OO0 OOO0ODOOOOODOOD
oooooao
ocoooao
@Hooood
OO000DDDOD00000000000ODDO0OO0000O0O0O000ODODADO Streptomyces mur
inusU O OO0OAMWPOOOODOODODODODODODODOODODDODOODODODODO0DODODDODODODDODOOO
ocoooooooog
a)yod
ooooDoDoODOoOO00o0oOo0o0oooooOoo0DDODDODO0DO00DO0O0OoooDoODoOoDoODoODDOoDOoOOoDOoOg
oooooDoOO0O0oO0ooOoooooooODODOoODOoWWPOOOOODODOOODDOOOOO(CYL-
500.2 %900 000000D0O0O0O0OODOOOODOOOODNOO.1% w/w yeast solidl )

goooovoodpHbOO00OO030O000ODODO0OO0OODOOOODODODOODODDOOO
O000Aspergillus melleus) D OO AMPO O OO OOODOOOODDOGOCOS0,000 u/mg
00000000 o0oDOO0o0oO0oDbDOO0O0Oo.0100.04% w/w yeast solid)D 000 DOOO
0000000 0D0OdStreptomyces murinusd D00 O00ODO0OO0OO0OO0OOODOODOQOS500
OpH60O000OS0D0C000DOOOODODOOUOODOHPLCOODOOOODDDOOO
OO00D0O0OO0OO00D0D0OOOOStreptomyces murinusDO O OAMPO O DO OOODDOOOO
ocooooDoOoO0oO0oOoOogooeGo,00uwmgd) DO OoOOODDODODOODODOOO
goooooooooooooao

b)O OO
0o00o0Doo0doooDooouooooooooDoooo0oDooDo0ooDoDoooooDooOd
oooooooooommMPOODOOOOODOOOODDOO(CYL-1500.2%00000
Oo000OOO0o0o0obDDoOoOO0Oob0DD 00D0O0.1% ww yeast solidD OO0 OODODODOOO
OO00D0O0OO0OO00D0D0OGOAspergillus melleus)DOODAMPOOOODOOOOODODOOOO
goso,0000 0 000O0OOO0QCOOODODDOOOOOO.010 0.04% w/w yeast solid)d
00000000 O0DOO0OO0O0ODOADOStreptomyces murinus 00 00O OOO0ODOOOO
ooooov7wodpH0000O0OOOO3O0OOSBODOOOODODOOOODODOO
ooOoOHPLCO OO OODOOODDOOODODDDODOOOOOOODDDODOD Streptomyces murinus
oooAaMPO OOOOOOOOODOOOODOOOODODOOOS0,000wmdOOOd
goooooooooobooooao

10

20

30

40

50



O
O
O
O
mgl]
00

Ooooogogooao

17 JP 4663631 B2 2011.4.6

ooooao
Oo00D0DDoOD0O000@UIOID0D0DD0D@GLIOODDDoDoooDooDooDooDooooog
O 00D Streptomyces murinusO OO AMPO 0 000 O0O0QOOCO0ODDODOOODOOOO
Aspergillus melleus) D O OAVPO O 00O DO O OODODODOOBSBO0,000u/mgd 0000
IMPODODDODOOOOO

00000000000 @GooooboooooOshrsOOOODODDDODOOOOOOO
0 O Streptomyces murinusO O OAMPO O 0D O00O0ODOOD30DO0DO0OO0O0OO0DOOO
Oo0o0O0O0OshwsO0 00000000000 00000OCCODODDODOOOOOOO
O0D0DOAspergillus melleus)DOODAMWPO O OO OOOOOODDODOAOS0,000 u/
Oooo0obOOoOO0o0oOo3oooooboosoooboboooooDboOoOooDbDOo0OvPOD
OooDoOO0o0o0ooooo@GoooooooooooooooooDoooooooo
O Streptomyces murinusd O O AMPO OO DO O0O0O0OOOOOCOCOODDOOOOOOOO
ocooooOoOOoOoOoOoOommMPOODOOODOOOODODOODODDOOODODDDOOOOOOO
OO0OD0D Streptomyces murinusU OO D AMPO O OO0 OOOOCOODDODOOOOOOO
ocoooooOoOooooooooooooo

ocooooao

G)UODOoDOOoOoO0DbDOoOO0OOO0DbDDstreptomyces murinusb O OAMPO OO ODDODOO

O
0000000000 DO0O0OD0OADO Streptomyces murinusC O O O AMPO
0000000000 D000b0O00O0DDbO0OU0OD0DDbOO0ODaOaOg Streptomyces mur

IFo148020 D 000 DOOO0DO0O0OODODOO0DODOO0OO0DO0ODOODOoOoDODODDbODOOn

200000o0ooooooooooooooooobobDbOoOoooOooooobooo
Ooo0DDOOO0O00000o0o0OoOOoOODDOO0OO0DOoO48OOO0ODODDODOOn
OO0O20mMO KPB(pH7.O) D OO OO DOOOODODOOOODOOOS30% OO0
KPB(pH7.0)O 0 0O O 0O O O O HiPrep™16/10 ButylFFO O D O D OO0 00O 0O O
O0D0D030%0 0% 0 O 20mM KPB pH7.00 O 0 30%0 0D O O OOOOOOOO0
OO0O00DOO0OO0O0D0DOSuperose 12 columnD OO0 OOODOCOOODODOO
150mMO NaCIO O O 50mM KPB pH7.O0D D OO ODOOOOOOOOOOOOODO
OD00D0O000D00O0D0HIPrep™16/10 BUtylIFFO DD 0D 000000 ODO
(@O0D0O00Superose 1200 0000000000000 000GODOODO
oo0oDoOoO0o00oO0ooooooooODoDOoOoOooOoOoooooooDDoD @O0
OCo0oDDoODOoOO0O0O0O0oO0ooooooboeennnOOOn

O SDS-PAGED CBBO 0 0O ODOODODODOOOOOOODODODDO SDS-PAGED O

GHooooooonooooobooooboboooobboogoooboooo

uboooooobobooboooboboboboooobooboboobooao

0000000000000 oO0OODODDOO0OO00O0O00bWM.W. 97,4000 000000

ooooao
ooooao
ooooao
inusd O
ooooao
ooooao
ooooao
0 O 20mMmO
ooooao
ooooao
ooooao
ooooao
ooooao
ooooao
ooooao
ooooao
oooo
ooooao
od

Od

O
O

O0Ooo0oooaoo

u
O
g
a
O
g
a
O
O

OMWw. 66,267) 0 000000 MW.wW. 42,4000 000000 00O00D0O0O0OMW.w.
30,000 )00 00OCOODODOOOW.W. 20,100)000000W.W. 14,400)00000

O

oooao
oooooboooooooO0oooboboooobooOooooDooooboo@Oono
0000 @UIODODODOO0Ooes00D00000O0DOOOoOoCOO100 0000000
GHoooOoooo@UoooooooboOoOooooo4000v70000DOO0OO0O0OO
gbooooboboboooysboboobobooooosoxwoooooobonob
gbooobooboobooboooobobobooboooooobooboboobooog
oooooOoooboboooooobobobooooboz8pgOO0OOOOOOOOO

Do.15miD00pHS.O000O00C0ODODDODOOOpPHS.600000000000O0400065

oboOeodOesCOvo0 O 7sC 030 0OO0O0OODOOOODOODOODODOOOOD
oo oOOoODOoOOoOoOoOoooooooO@Gooooes0oooooDoDDoOO0OOoeowd o
ooobOooooboocoovvooboooobooooosswyD oooooooooooan

10

20

30

40

50



(18) JP 4663631 B2 2011.4.6

gbobooooooboobobobooboooobooboboao
ocoooOoOoOOO00ooOoOoopHOOODOOOOO0OO0DOOOODOODODDDODEGODOODOODO
OO0@LODODODO0DO00O0OpRS.6000000DOO0O00O00O00O1I0000000D0D000000
gbdpHO 045008 500000000000 000b00000O05.0008.0000000
grou OOO0OoOoDOOoOoO0ODbDOOoOOO0OpHO.OOO0O0O0O0OO0OO0O0DO400 0000000
ooooooood

gboobooooobopdbODbO0ODbDODOOO0DODO2.8pug OO0 O0O0O0ODOODODO
co.15miD 00 pH3080 0 O0O0COCOODODOMellvained OO O OpHEO 10000000
OOO0O0ODDOO0OAtkins-pantin0 0000000 0OpROOOOOS3000300000000
OOo0bOO0OO0OpH7.OODOOOODOOOODODOO®YOODOODOOOODODOOOODDO MO
OO00OpHOO6.0008.500000000000000DOO0OO0Oe6.5008.000000080
woooooDoooooboooooooooo

oooDoo

G OODOD0DODODODO0DO0DDO0OOODDOOSstreptomyces murinusD O OAWO OO0 O O0O0QOO
goono

0D0D000000D00DO0ODOO0OO0O0ODOODOdStreptomyces aureofaciensd 00O 0O OO

O O
000o0DooooooDoAMWODOOOO0Oo0DoDOoOO0o0ooDoOOooo0oDooDoooDoDoog
gooooodgoooDoooooooOooooDoogoo0oDooooooDoooooDoodd
O0D0DO0O0O0O0D0OdOStreptomyces murinus0 0D 00 O00OOOO0OAMPOO OO OO O AMP-dea
minasel D 00D OO0OO0ODOODOOODODAdenosine-deaminaseD OO0 O0O00OOOOOODO
0o0o0ooo0ooooDooo0o0ooDooOooooDoooo0oDooDOooooDsS AavPODOOOO
goobDilood D ODOOO0DO00OOOO00oOoDOoOOoOouUoDOoOoOyY AvWOOOoOouobood
oooooOo0oO0d3 AMPO 5 dAMPO ADPO ATPO O O DO DO O O Adenosined O O 3"5"-cyc
lic AMPO OO O0DODDOOOODODO?2 AVPO ODOOOOadenine0 000 O0OO0ODDODOOO
00000005 dAMPO ADPOOATPOOODODOOOODODOOOODOOODOODODOOO
00000000 O0DOO0O0O0DbOOO0O0O0ODbODDOOstreptomyces murinusd J 00000
OOODAMPO 00000000 O0ODOOOO0ODOOOOOS dAMPO ADPO OATPO DO O O O
ooooDooogoooDoooooDoooooooooooood

oooooo

(HOODODDOOOODDOOOO0ODODDstreptomyces murinusb O O0AMPO OO ODDODOO
ooooooaod

0000000000000 0D0O0D000000O0D0dDOOdStreptomyces murinusdd O O
AVPO OODOOOODOOOODODOOOOODOOOODOOOODDODOOMonoPO OO
0000000000000 o00oDO0o0O0O0DDO0OsStart Bufferd 00.075M 0O OO OO
OO00O0O0pHO.30000O0O00OD0OOC (Poly buffer 96)0 00 0dpH4.0O0C0 0 OODODODOO
ioomlDOOOOODOCOOO0ODOOOOODODOPre-gradientCO3mIDOO0OOOODOOOOO
gradient eluent0 O 30mID O 0 JeluentD O30MID O 00 0D0OO0DOOODODOOOODO

00000000 o0oDo0o0o0o0Doo0oooDoo0ooo0oDooDOoooDOD2d el 8.1207
02000000 oboo0og0oooo0oooDoogs.120odgooooouobood
00000000 O0DOO0o0o0ooDOO0OO0OO0Ob0DOO0OOgaOstreptomyces murinusd O O AMP
0o00o0Doo0doooDooouooooooooDoooo0oDooDo0ooDoDoooooDooOd
000000000 0dStreptomyces murinusi O OAMPO OO D OOOODOOOODOODO
00000 48,000+ 2,0000 SDS-PAGED O 0 O O O O 60,000 + 3,0000 00O O pHO O 5.60
0000006500000 08.120 Kmd O 0.95mMO Vmaxd 3.5x 107y mol/min/mgd O O O
O

oooDooo

GuooooooobooooAawoOoooooooooDoo

0o0o0o0DooodoooDoooooooooooDoooooDooDo0ooDoDooooooodd
00000000 Streptomyces murinusO O OO OAMPOODODOOOODOODOODOODO
gooobooooooboo0oobooboboooobooooobooAavwOODOODOOoDbDDDOOO

10

20

30

40

50



(19) JP 4663631 B2 2011.4.6

o000 oo b0 oo b oo b oo boDooooOood
OCOO0OAMPOOOOOODOUOUOUOODOOOOODODUODUOODOOOUODOOOAMPOOOOOOO
0Oo0000D0OD0000000O0O0O00000000 ODOO0O0OO0O0O OO00000Streptom
yces griseus subsp. griseus0 D 00000000 DOOOOOOODO Streptomyces gris

eus)
O

cC OoOoooogd

OO0 o0oooogd
Oo0ooogoQgogao

Ooo0oooooe oooogoao
Oo0ooooQg=-000004d
O 0Ooo0oooao

od

S

O

O Ooo0oooao

0000000000000 O0O0000D0aadstreptomyces celluloflavuysO 0O 30
oo0o0D0oDoOOoOo3o0ooooAMPODDODODODODODODODODOOODDODODOOOO
oo00o0D0000o0o0oo0oooooDoDoDoo0DoooooooDooDoDoDooooog
00000000 oOoes0O030 00000000000 OoOD0ODIoo%n 000
Oo000DD0OD0O0000000oo0OooOo0oDDDODOoDOoUoDoDOoOoooDoOoAPOODOOO
ooooooOoioowOooooooDoOoooooo

00000000 o0DoO0o3o0o0Do0000DoDo00o0oooDoO0OnODnDaonOaoOAsper

melleus)D 0 O000ODOOOOO0OOOOOOOOODOOOOOOOOOOOODOO

0148020

uod

O

oo0ooDoOOo0o0oo0DOoo0oooooODoDoDOoDOoD0oOoOoooooDoooDoDooooOog
0000003000000 ooDoo0o0o0oDooDo0oooDoDoDAWPODODOOOOO
AMPOODODDDOOODODODOOODODOOODOO

O

O

000000000 o0oooAMPODODOOOOOOO

ooooao

000000000000 00000DODOODOdStreptomyces murinusd IF
00000000000 D0O000O0DOHiIPrep™16/10 ButylFFO O OO O O 0O
O Butyl Sepharose0l 0 000000000 O0OO0DO0ODOOOODODOODOPAG Mini

“ DAINICHI” 10/200 00000000000SDS-PAGED 000 O0O0O0O0OCOODODOO.01%

O 0O Towbin O O 0O O Tris 25mMO glycine 192mMO 0000050 0000 OO

gpPpvOFOO0OOOODOCOOUODODODOODODOOUOODDODOOODODOOOOZ20
BOODOODOUODDODOOOODODOCecBBOODODOUOUOODOOOODOR2500000
00000000 o0oDoooo0ooDoOo0ooNDOCOo0oooDooooooDood
oobobooobogoogoceceBO0O0boDOobOOobUobUOoooooDOoboDUobUOoboonO
goooooOdgooooogoooooOgogoboooUoguoboogoooooogao
ooooano

ood

0000000000000 O Streptomyces murinus 1F0148020 O O O O O DN

Oo0o0o00O0o0oboDbDOoOO0oO0oO0oDbDOO0OO0O0DbDDODOOOd Streptomyces murinusd IF
gcooooOoOoOoOoOoOooooooOoOoboDOoOoOooOoooooooooDooooo
1g04mg/ml DO DODOODOODOOOOOCOCOODOOOOOOOO2mg/ml ODOO
00000000 0DOOTED 10mM Tris-HCI (pH8.0)O 1mM EDTAO O O 10mlOd

300010 0000C0O0O0.5mM EDTAO O 24miD O 0O 10mg/ml OO OO OEC OO

260p 1D 0 O0O0OCO300OS00000000010% sbsOO01.4mi0O0O0C0O0OD0O
Jrd02000000000000O0.MNaCID OO TEDDDOOOOO12mIO0 0O O

SDSO O
goaoaao
vO 40 O
gooo
gooao
ugoduo
gooao
gobooao
gbodaao
AO OO
googo
0148020
gooano
gooo
gooao
uod
ooao
gobooao
goaoaao
od
oo
go
O

goosooooobo1zzzni00b0bb00ooobobooosoooooooooao
i,500g0 000500000000 000D0O0O00O0D2000000000000

10mg/ml RNase AD 0 0000 O0O0OCOCOODOOO72p 100003700100000
OO0OoO0ODOSBMNaCID4.5mIDO00DOO0OO30% OO0O00O0D0O0OO0OO0ODO®e000OODOAO
Oo0D1na2smid000O040000000000000000O0DNADOOOOOO
OCo0oDoODoOO00O0O0Ov OOODDODOOO0OO0O0O0OO0O0O0O0OO0OTEDDO IMIOO OO O 1Img

/mIODO0D0ODNAD OO OOO

ooobDoo

oooooooooboood
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo

10

20

30

40

50



(20)

ooOooee0 030000000 D0Oo9sd 045000660010 00 720
ogos3sboooooobooor20bioc0ooooooobooooooan
GENECLEAN™I1110B101010 0 0 0000000 00 O O O 240bpd DNAO O
OODODNADO OO pPGEM™-T EasyDd 00D 0 0DO0DO0DOO0DODOODO
CoOOO0ODODOODIGHIgh Prime0 00000000 OOODOOODODDOO

JP 4663631 B2 2011.4.6

GCI
-cO O
CTG CGlI
-cO O

CGI CAY MG -3 O OOOOOOano

CTC AA -5 O0DOOoobooood

0o0oooooooDoDooooooooao
0 O O Streptomyces murinusd 1F0148020
TaKaRa LA Taq™ with GC bufferd 0 O O
ooo
0 30

goo
ooo
DNAD

ooo

2 MODOOOO0OODOODODNA 50ngdd

Ooob0OO0oOO0oOoOoooOODNADIDODOOO0Ob0DepguOOOOOoOoOooOonOanO
OoOO0OO0ODDOO0OD0o025NHCIDDOD O30 DODDODODOO0OO0OO0OO0oOooooOOD
J0.4N NeOHO DO D DODODOO0DODODDOOD O Zeta-Probe™O
Uoo0obOooO0o0oobobOOoO0oO0oO0obO0OO0O0n0?2016 VacuGeneD D OO ODODOL
goobooogoooboosoemOH0D 900000000000 O0O00O0DO?2 X

gbooooaoao

gooooogias-F5 - TTC GGI GAG GT1 ACI
oooobooOo0od NODOD-FGEVTARHRG
gbooogoirs-R 3 - CTY CGlI CTR CTG CCI
oooooOod NOO-EADDGDAEFR
oooooao
gboboooobobobobooboobo
gboboooooboobobobooboooboao
goooobDNAOOOOOoOOoPCRODOOOOODO
gbobooooboobobonirs-FO 1s-rRO
ogoooad

ugbodaod

gooao

gobooao

gbooao

piIcDOO0O0AVWO O OOODOOOOOOOOOODD
gbooogd
gbooooooooboobobao
ooooooao

goooooagd

gbooooan

ugbooogaoan

KBOOOOOO

SSCONaCl O.3MO OO0 DO DOOOODODO 33.3mMO

op00ooooOoOoOooobDNACDOOn0ODaO

O

0000000000 DOo0ogDason
o000 uooDoooooooooao
O00O0O0O0O0OO0ODODIG Nucleic Acid Detecti
Jo0o0oDo0o0o0ooooooooooooao
O

0000000000000 O0O00O00O0
0O O 0O O GENECLEAN™1110 BIO 1010 0 O

O
oooooooooboooooooooooan
onKitUOJoODODOOOoooDoo4oooooodod
gbooboooooboobooboboooooboooboaonnb
uboogood
oooboooooobOoooooon
OODOODNA 120 g OO ODONot 100000
OOO0OD0ODODNAOO3.8kbpODNAD DD DO DODOO
Ooo00OD0ODOO0OO00000000O0O0ODDOOO00O0O0000D0DDODpBluescriptll KS(+)O
OO00DoOOO0oO0oO0ONet 1IDO0DOOOO0ODODOOODODDODOAIKaline Phosphatasel O
ugboooooobooboobobooboboooboboboboobooooobobobaa
OOO0OO0ODDOOLigation Kit ver. 200000000000 0COCODODODOOOODRSO DO
gooo

0000000000 HanahanO OO O J Mol Biol. 1983 Jun 5;166(4):557-80,

Hanahan D., Studies on transformation of Escherichia coli with plasmidsO O O 0O

ocooooooo
O0OO0O0D)ioou
oooooooo
anes for Colony

00
and

oooooooooaon
oooooooooo
oooooooooon
oooooooooaon
oooooooooaon
ooooboooooboooonon
oooooo
goAWOoOooooOoooobooooano

O00D0DoODO000000dLLAO0O0DODODDDODOoOoDOoD@OoOoOooOoOOoOD
g/mli0 0 00Q0OOs000 000000000 OODDDOOO370 000
00000000 o0oDooOooooooe,500000000Nylon Membr
Plaque HybridizationD O 00D 00O O0ODODOODOOOODOOO
ODNAOODDODDODDODODOoooooOOoOOoODDDODOoOoDoDoooooooaDo
O DIG Nucleic Acid Detection KitO OO D OO ODODODOOOOO
oo0o0oo0oDoDDoDOoOO0000O0o0oo0o0o0Do0DDDDOoDO0DO0O0DO0O0ooODO
O000DD0O0000O0O0O0Qo0OoOO0oDODDDOOOpPSADDOOOOO
00 0O 0O O Streptomyces murinus 1F0148020 O AVPO O O O O O

10

20

30

40

50



(1)

JP 4663631 B2 2011.4.6

000000ML3 Primer MAO M13 Primer RVOO OO ODDODODOOODOODOODODODOO
Oo000DD0ODD0OD000000000O00OD0D0ODO00D0O0DO0oO0oooOoOoODNADDOODODOOOn

oooooOoOOoOO000oU0oOoooooOOoO0ODODDODO0DO00DU0DO0O0oOooDoOooDoODDOoDOoOOoDOooOg
oo0o0oo0ooDoODO0oO000O0O0o0ooo0o0o0o0DoDDOoODO0D00D0D00Ooo0DoDoDoODoODDOoDOoOOooOOOg
O0000000O0ODNADODODODODODODODODODODODDODOBigDye™ Terminator v3.1 Cycl
e Sequencing KitO O dGTP BigDye™ Terminator v3.0 Cycle Sequencing Ready Reactio
NKitl0DODODO0OODDODO0O0ODO0OO0O0ODOD0DO00O0D0O000ODOABI PRISM™ 310 Genetic
AnalyzerD0 00000 O0O0QOO0OO0ODDDOOODODOOOOOOODDOOOODOOOO

oooo0oDoODOoOOooooooo

MAD-F1: 5 -AAGCAACTCGCCGACCAG-3' U OO DOODOO

MAD-F2: 5 -TGGTCCATGCAGGACTTC-3' D OO OODODOADO

MAD-F3: 5 -CTGGAGAACTACAGCCTC-3' OO OOODOOOO

MAD-F4: 5 -CAGATCCTCGGCGTCAAG-3' DO UOOODOOOO

MAD-F5: 5 -CTCCAGTACGCCTTCCTG-3* OO0 ODOODOODOO

MAD-F6: 5 -GTCGGGTCCTGGACACCG-3' DO OOODOOOO

MAD-F7: 5 -TATACCGTCCGGTAGGTC-3' DO UOOODOOOO

MAD-F8: 5 -GGACAGGAAGACGGACAC-3' O OO DODOODOO

MAD-F9: 5 -GATTGGCCGAGAAGTACG-3' DO OOODOOOO

MAD-R1: 5 -TGGTCGGCGAGTTGCTTG-3' OO UOOODOOOO

MAD-R2: 5 -CAGGGACAGGACACTGAG-3' DO UOOO0ODOOOO

MAD-R3: 5 -GATGTCGACATGGCCCTG-3' DO OOODODOO

MAD-R4: 5 -CCCAGTCGATCGCGTGAG-3' OO OOODOOOO

MAD-R5: 5 -TGGTCGTTCCGTGAAGGC-3' OO OOODOOOO

MAD-R6: 5 -CTCGAACGCCGCGAACGC-3' OO0 O DO ODOODOO

MAD-R7: 5 -CTGGGTGTGCGCGATGTC-3' D OO OODOOOO

MAD-R8: 5 -CACCATCATCGCCACCTG-3' DO UOOODOOOO

gbooogd
gbooboooooobooboobobobooooboobobobooboooboobobobao
uybdoodoooobouobdoboboobooouobuoboboboboboobouobuobobaa
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
gboobooooooobgobobobooooboboboboobooooboobobobao
ugbdooboogooobouobobobooboooobobobobooboooboobobobaa
ooooboooooobooooobooooooobooooobooooobooboooobooo
gbobooobooooobgooao

gbooood

ooooOoogoooonpld7oz20 00O

Ooo0oooOO0Op7vo20 00000000 OODOOOODODODGDOAOOStreptomyces lividan
s 3131(ATCC 35287)0 000000 O0O3CC20000000

OYEMED DO 0O o0.5%90 000 0O Sopg/mI0000O0O0O0O0OCODODDOO
ooooOooooboods3g

gboboooooboDbdbsg

oooobODoooooboods3g

ooooOooooboodig

gbobooboooognbdiog

Ooo0obDOoOO0o0oo0oDO0od340g

ooooOooooDbOoodsg

OObsomg/ml ODO0O0O0O0O0O0OCOCOODDOOOOOOOOOCODOImIDO L OpH7.00
gboooao

ocoooooOzoomiOO0O0O0O0O12,0000040 01000000000 00O0O0OTE-Sucros

ed 50mM Tris-HCI(pH8.0)O 10mM EDTAO 250 Sucrosel 10mIO O 0 O O O O O 30mg/mld

10

20

30

40

50



(22) JP 4663631 B2 2011.4.6

Oo0o0ODDOOO00O0O0O0O0oooOoODDOOO0OOOdTE-Sucrose 2ml0O O 0.25mM EDTAO O
AMiD 0000003700300 00000000000C00ODDOO0O0O0O200 sbshO 2m

I000000D5M
ood
60000

O

e e e e e e e [ [ Iy

OO0 oooooOooooodg

Oooooooooooooooooo.o
OO0 oDoo4o0DUoooDoogogoooao

O

Oooooogg
OooooooQgdg

_|

I'I'I
O
OoooooooQgooao

Ooooooggoao

Ooooooogoggoo

O OO

od

g o

O

t
u
O
g
a
O

OoooooQgogoao

NaCIO O GmiCO00D0DODOOOOOOOODOoOOO1I0DDOO00O00O00O0O0
0 100,000 40 D400 000 O0DOOOOOODOSoD ODOoOODOO
oooobOoooobiloccooboboboooobobo45000000O
Oo0DDOO0Oo9o0gd 4005000000 0OOS0OMM NaCIO OO TED O
O0O0o0DbD0O16.8g0010mg/mID D0 000DOOOOODODOOTEOD
Oo00D12miO0 00000 DO0O1,3000g0 0001500000000
OO0o0oo00O0230,000g0 20001200 00000000000000
DNAODOODOODOOTEOOOOODOOoDbOOoDboboooooboobobonob
OoooDODOoOO0oooboos3aoo0obOo0o0o0oooDbDOo0oO0oO0oDbDODbDOnDNA
I e = A A I A N R O e
Ooo0DDO0OO000000020000000000001710000 3M

(pH5.2) 0002000000000 OODOD-800O0300O0ODOOD
012,000g0 40 015000000000 O0DOOOOOOY0O0 OODOOO
oooOoOoODDOOTEDDO 2000 IDCOOCODODODOOOOOOOOODOODOODO
DNAO OO 10p g OO OO

oooooopsvioOo
goobooOogOpuCiocooonoOoOooO0oDOBam HIODOOOODNAD OO OOO

O O plJd7o20 Bel

INogooooobobooooooobooboboooooonoao

tsr0 00 ODNAO OO OOODODDOODNA Ligation Kit Ver.20 0 OO OOOO0DOO
OCOO0ODDOOpUCTSROEOOOOOODPpPUCTSROKpn 1I0CI2a ID000ODODOOOOOO
OODNAD O OOODOOOPpJ7020Kpn 10 CIa 10000000 DODOOOODDNAO
OOO0OD0OD0ODOO0OO000O0O0OQDOODNA Ligation Kit Ver 20 OO OOOODDOOOOOO
ooobHsOoooooocOooboboOoooobOoooobooOoOoobDbObOgageuciotd
plJ7o20 000000000000 DO0ODbDOO0OOOODpSVAIOUDODODODOODOODODOD

oo

O

ocoooao
OOO0ODDOOOpSVSADO O O
AMPO O DOOOODOOOODODOpSADDODOOONot IDOOOODOODOODDODOO
OCoOO0O0OD0ODDOOO0OO0O0O0OpsVIDOOOOXba ID0O0O0O0OOOOODODO

DNA Blunting KitD O O OO OO0OO0ODOOOODDOOODOOOODODOO
OO0o0Do0O0oOO0OOdpsviDOOOODODOOOOOAIKkaline Phosphatasel O O

O

Ooo0oooooogoogog

O

OoooooggQg
OooooogQgQg
OoOoo0ooodgQd

g
u

D. A. HopwoodO John

O
O

g o

O Ooogooao

g
t

ao

oo

O000O00000O000Q0CCOO0ODDDO.ODNA Ligation Kit Ver.2
ooobOooooobooobkSObODOOoOoooOooOoooobOoooooboon
googbopSVSADODODODOODOODOODODODLDOOO

OCOO0OO0OD0DOO0O0O00O0sStreptomyces lividansd TK24 OO O0O0D0O0OO

OO00D00000D0D Sstreptomyces lividansO TK240 0O OO0 0000 0O
O Streptomyces lividans 660 0D 0 0000 O0DO0OOO0OD0OOODOOO

gbobooboobooonn
s TK240 YEMED O O 0.50 O
0oo001,30000 0001000

gboooooooobognn
gbooooooooobgann

O
O
gooboooooboooonn
O
O
O

ooooooooboooao

O

O
O
O
O
O
1

Innes

O0Ooo0oo0ooao

w

Instituted Colney Laned Norwich NR4 7UHO U. K.
000DOO0O0O00D0O0D00O0ODO Streptomyces lividan
gog3o0o020000000000000200mI000
goooopoo3sMOOOooOoooo7zmi0DOOnO

1,300g0 0001000000000 1mg/mIO 0000
goopPOODOeOmIDOOOODOOOO30002.500
oooooDDoDoOoOooOoOoooooooDoooooog
oogl 0 dgl1o0OoOoOoDOoOoOOoPOOO2smICD OO DO

10

20

30

40

50



O
O
O

OoOOoooooo0oooooo0o oo oDoooo0o oo oDoooooDooogogg

(23) JP 4663631 B2 2011.4.6

0ooooo20000000o00ooPODO MO0 OO0OODODODOOOODODODOO
ooooao

PO OO

O TES[N-Tris(hydroxymethl)methyl-2-aminoethane sulphonic acid] 5.73g

0 A O A e K0 1< o |

O0o0o0oDOoOOooo0ooooOoo2.03g

goboooboobbO0oUDbo.sg

I I A 0 A I JY G35 o

0 Trace element solutionO O 2mld L (pH7.4)

0010 00000000000 o0bOo0o0boDbOOo0oooOOoooOoO1oomiPO OO DOOO Iml
agoaod

Trace element solution

O00D0DD0OD0O00000O00O0D 40mg

000O0DoD0oO0O0oo0ooogg200mg

0000000000000 0D0 10mg

0000000000000 D 10mg

o A o o A e 0 o

0000000000000 DO10mgO L

ooooao

0000000000 DODO0OO0O0OD Streptomyces lividansd TK24 0O 0O 0O 0O
0000000000000 122p 1000 O

OCAMPO OO OO0 OOODOOODOPRPSVSADMUp QU OOTEOODDODDODOO 1P 1
0000000000000 Q0O0OD0O TKA000DO0DO0DO0DO0DOoOoOOoODODOOo0u 1
go3sM OO0 000D OoDO0oO0U0OoDOoDOoOoUooDoDoDOooooDooooon?2oul
gopoz20000000000001000000PO0 00Ol GmMIDOOODOOOOOOO
oo0oDoDoOO000D0o0d2000000D0D0D0000O0O0O0OOOa,70000 00 01000
0000000000000 O0O0oo0oo0oo0oDoDOoODO0oOoo0DOoOooPOODOO200000000
goooooo3mlOPOOOODDODODOOODODIOON IDOR-200000000O000
55000 000R-20000000000000CODODDOO3mIDO0O0O0O0OOOODDOO
oo0o00D0O0000O0o0oooo0oo0ooDOoOD0o0DU0DUoDO0oooooDooODDDODOoDO0D2000000
O0000oDo0ooooDooOoo30ols0oooooooz20pg/miDO0O000O0OO
OO0R20000000000C3mI000000O0DOOOOOOD20000000000

A0 000000300 b0bOobcO0oOoo0obOOoOoOoobOoOo0oOooOobOOoOoO0O0n0OnaoOsSAD-100
00O
ooooao

OR-2000000D0C0O0OR-2ZA00R-2/BO0O0O0O0D0ODOOCO0OODOOOOODODOOOO
000000 dO0oR-200000000000D00000R-200000000O0ODODOO
OO0O0Oo00OO0O000O0DO0OR-2/A0R-2/B0 00000010 KH,PO,00 00 O0200mIC0O0O1
mliOOOOOOOOao

0 R-2/A

o A o A 0 9 5o

o o o o A 2 2|

00o0ooo0oo0oo0oDoDOoOOO0ob.9g

0000000 o0oo0oDOoOooao?20.0g

0000000 OooDooDOdDnoe.og

o o o o A A 0 2o

0 O Trace element solutiond 4.0ml

000000000000 DOo44.0g0L 0000000O0OS5S.0g0L

0 R-2/B

OOTESOOOOODDOO11.59

10

20

30

40

50



(24) JP 4663631 B2 2011.4.6

0000000 O0oOoDOOo10.0g9

Oo0Oo00ODODDODO0 0O000203g0 L(pH7-.4)

oooooao

ooooooooooo

0000000000000 000DODDODO0O00D0O0O0O0O0O0OOOO0O0ONY 2%00000P16
0.5%0 KH,PO, 0.1%0 MgSO, 0.05%0 0 O OO OO0 3%D O0O0pH5.70 00001210 O
0000000000000 0SAD- 10 0000000000000 0O0ooDoODOoOoOnn
0 O O Streptomyces lividansO TK240 0 0 003000000 020000000500¢0
oooo0DoDoODO0o0o00O0o0ooooooODD0DoDO0D0DAVWOOOOOoOOODODDDODOODODOOOO

gboooaod

ugbooAawPoOonbooaoood
gooboboooooboooooboooooooboooooboobooooboooobooo
OoOO0O0ODDOO0.017MO 5 AMP-2Nall 1/15MO0 0 0 0 0 0 O O pH5.60 0 1:20 0 000 00O
cooOxrsmiDOOO0OooSMIDCOCOODODOOOO3YDOO0O00O0OODODOI000
2900 0000000000000 000000O1100p0 IDDOOOOOOODODODODSMIDO

OO0OO0b,gsD O ODOOODOOOODOOCODODDDODODDODDODODODODOODDOODODODDODDODDOOO
gooooeoOoOOOOOoo.00Ol0lDDOODOIODODODOOODDOOOUODDODOO
goooOoOo0UooDbDOoOOooooDoOoO0OoTKHACODODODDOOODODODDOODOUODDODOO
oooooooooboooooao

0000000000000 bUobOosSAD-1D 0000 oDooDoAPODOODOoOnDOoDO
goooooooooodoAawWoOOoOUoooDoOoUOouooDOoOOoouooDoogouoboood
goooboooooobooooboAawoO OoooDoDOoOUOoooDbOOoOooDbDOoOoOoobDoobooo
od

oooood

Oo00oo0OoOO0oOooDbDsAb-100D0AMPOOODOOOODOO

0000000 SAD-100000D0AMVPO 00O DODODOOOODDODODODODODODO
ooodbosAb-10 000000000 boobuobuoboouooAavPD DD oboobO
OOpHS5.60000000000300040005500060006500700000%750000
goooooooog3pecooooao
ooobo0oo0oo0ooDooD0obOO0obOU0obO0oU00Do0ooODo0ooDUobODU0obODO0oo0oDOoDOooDOooDoOoDbOOnDst
reptomyces murinusO O O OAMPO O OO0 ODOODOODODOODODOOOODOODOODOOO
od

oooooad

000000000 SAD-1000AMPO O OO ODOODOODOOO

000000000000 DOO0O00O0SAD-100000000D00OCAMPODOODOODOAMP-
deaminase0 0D OO0 OO0 D0OOODDOO0ODO O Adenosine-deaminase0d 00 000 O00OO00OO
0odo0oooo0ooooOo0ooDbOO0o0ooDoDOoo0ooDbOOoooDoOoobOOoOoooOsS AMPO OO
ooooooloowC OO0 DoDOo0DOOoODODOoOO0o0DO0DoDOoDoDOoDODOoOO0OOoOO0OS AMPODOODOODOO
0000000003 AMPOS5 dAMPO ADPO ATPO 0 O OO O O Adenosined 0 O3 5 -c
yclic AVPO O OODODOODOODODODO?Z2 AMPODOODOODadenine0 D0DOODOOODOODODO
00000005 dAMPOADPO OATPOO OO ODODODODOOOODODODOODOODO
OD0DO0OSAD-10 000000000000 DO0ODOOO0O0O0DODOODOd Streptomyces muri
nusO OOAMVPO O OODDODOODDODOOODODAMPOODDOODODDODOODOOOODOOOO
0005 dAMPOADPO OATPO O DO DODOODOODODODODOOOODODODOODOODO
oooooono

opoooag

0000000 O0OO0OSAD-1000AVMPO D ODOODODODOODODO

OSAD-10 0000 OdSbs-PAGEO CBBO D OO0 O D ODODOOOODODODODODODODODOO
OD0DO0O0OSbS-PAGCED O D ODODODODOODODODNDODOOOODDODODODODODO

O
a
a
O
g
g

10

20

30

40



(25) JP 4663631 B2 2011.4.6

oooooommoooooobsAb-1000D00ooooooomnooooonooo
oooobooooooboooooboooooobooboooooboboooobobooooobooo
gooobobooooobooooobooooooobooooobooboooobbooooboOooo
oCoooDoDoOoO0O0OdObM.w. 97,0000 00000000 WMW.wW. 66,000)0 000000
OWM.w. 45,000)0 0 00dggooooooooWw.w. 30,000)00ocoooooOooOoOod

(M. W.

OO0 oDooooo0ooooogogogogoooo

OoOoooood

OoooooooooooooooDooooooooooQgogdg
O0o0ooodUoooDooddUoooDoDoDo4dooooogg
OOo0oooooooooooooooDoDoo4gogooooogg

OoooooogQgdg

20,100) 0 0000000

O

Ooooooo0ooooogooao

g

gboooooobooboobooboooooAawO0onoonoo
ooooobOoooooboooooooboooooooboooooao
gbooooboobobotboooooooboboboboo
gbooooboobooboboooooooboboboobooo
ubooouoboobobobooooobouoboboboaobooo
ocoooOoOOoO0oOooooo@ooobooooooooooobooD
@ooooooogooooooooooooogoooooooo
ocoooooOoO0oOoooooo@oooooooooooooo
ocoooboobooOooooooov/so0ODODDOO0OO0DO0DO0OOOODODOD

Ooooogogooao
Oooooogooao
Ooooooogooao
Oo0ooogogoao
OoOoo0ooodg
O Ooo0ooo

g
O
g
g
u
O
g
u
O
g
gobooooad

O
AMPOOODOOOODOOOODODODOOOODODOOOO0ODODOOOODODODOOO
gboooobooboboboooooboboboboooooboobobodd
uybooo" boboboboouobouoboboboboAavPb o0 onOQ
ooooao

AvPO OO ODOOOO0OOO0OOOODOO0ODOODbOObODOOO0OO0ODOobODOoDbOOoObOOn0OnDn

gbooooboobobobooboobobobobooAawwO 0o onoo
oooooooo

g
gboooooboobobooboooboboboboooobooboboobooao
ubouoouobgobobooouobuobobobooouoboboboobooo
oooao
gboooooboboboooobobobobooooboboboboo
gboooobobooboabad

10

20

30



(26) JP 4663631 B2 2011.4.6

oooao oooao
1
20 ) 120
100 T A
L 100 .
=
ﬁ 60 #
i ® 60
R L
w40 a
—— Asp. melleus = 40 —— Asp. melleus
20 il Str. murinus bl Str. murinus
20
0 »
30 40 50 60 70 80 0
RIGRE (°C) 0 10 20 30
RS #EHKU)
gooao
KA 7 7577 2+ —E(mU)
Asp.melleus 0.97
Str.murinus FAT 7 ¥ —EREBRUT
oooao oooao
(a) (a)
3 7000
120 ¥
4 25 F 8000 _
100 =2 5000 5
~ 2% H
£ 80 B 4000 g
B §§ ’ 3000 'T'
&« 60 S 5
'E«( b\ 2000 [
% 40 == Asp. melleus 1000 '*
- e Str. murinus o
20 0 20 4 6 80 100 120
o Fraction number (2ml/fraction)
0 2 4 6 8 —s— 0D280nm -w TS —HEE
’im%iﬁﬁ (kU) .............. miﬁ;ﬁ
Butyl Sepharose 2k 2!
(b) (b)
0025 500
LY 450
120 . 002 A w00 =
100 5 0015 300 H{g
£ go o 0y
W S oo 200 |
60 2 o
o * 0008 100
o 50
= 40 —— 3hrs I ole 0
—o—Shrs XIS 0 5 10 15 20 25 30
20 Fraction number (1ml/fraction)
0 —e— 0D280rm TP —EE
0 10 20 30 Superose 12 (2 X B EI

RIGREME (kU)



27

JP 4663631 B2 2011.4.6

Ooooao Ooodoao
(a) (a)
RIREEEY pHEEME
120
100 120
2 100
4
ﬁ 60 £ 80
é 40 1 ing 60
r
20 & 40
0 3
40 50 60 70 20
BECC) 0
3 5 7 9
pH
(b) BREN
120 b
R 100 4 pHEEME
£ g0
# o 120
ﬁ 40 100
20 € g
0 nig 60
40 50 60 70 *®
B (O & 0
20
0
5 7 9
pH
oooao ooooao
Yy RS (%) 10 40
5AMP 100 9 40
JAMP 18 8
2AMP 0 3 35
: £ 7 )
5'dAMP 42 £ 30 3
ADP 84 % 3
ATP 74 o 2% 5
Adenosine 9 b Y]
- 0 20 |
Adenine 0 w4 +
N 1
F5'cyclic AMP 12 S, 15
5GMP 0 N Ly
5UMP 0 ® 2 10
FCMP ’ 5
0 0
4] 20 40 60
Fraction number (Fraction/1ml)
—4=—0D280 pH —=FF73+—tHh
Ooo0o0ooao
Xy T T/ G 7 LFA A FI L
Penicillium citrinum Aspersillus melleus wees murinus
BTU AT 275.000 418.000
SDS-PAGK 75,000 60.000
Fili pH 5.0 5.6 5.6
TR 70C 50T 65°C
812
1.0mM 0.95mM

Vmax

25X 10%: mol/min/mg

3.5X107 x mol/min/mg




(28)

JP 4663631 B2 2011.4.6

T 65 CAULHR Adenosine 2% 5 PRI Bell Kpnl Bell
%
ARAFIEHE(%) T SE PR 00)™ Kpn ] Aﬁzmlﬂl
a
Streptomyces griseus subsp.griseus 1 13
Streptomyces griseus 6 24
Streptomyces celluloflavus 32 12
Streptomyces murinus 94 9 Amg!
Aspergillus melleus 0 63
Bell
BamHI
Bell frag : tsr
00000 o
Epnl o)
Bell
NAIRT 2/ AT NEHB— APPEEQATDAEERTD —CRHE
2nd candidate T DAGYL PUCTSR PP
Amg 4.0kb
P72/ BERRA fre 14 NAM—- EADDGDAEFR —CR
fre. 18 NA#B— FGEVTARIRG —CKH
Kpnl—Cial
goooao Kpnl
Sac 11 Sae 11 Ampg
Bel | Apa | Clal
Mot | \|‘ ot |
| |
— T 1T —
probe
Tkbp
A Xbal
Lpn! BRLE G BED OBFEIE
Sl S. lividans TK24 ND
Amit pSVSAD ./ S. lividans TK24 (SAD-1) 2912 U/ ul
Amg’
“ooooo
AMP
pSAD deaminase
6.8kb
Xbal 120
Kpn 1 B
Not1 100
Xba ] frag. —
blunt end s 80
Not1 frag. : AMP deaminase el
blunt end W 60
Jliad
Kpnl R 40
SAD-1
20
Amgf
0
Clal 30 40 50 60 70 80
RIGRE(C)
tsr
pSVSAD |
10.1kh

v

AMP

deaminase




(29) JP 4663631 B2 2011.4.6

ogoooad oboood

I 0 o 7 120

R FRHENE (%) G, TICGTE T3 G600 T (6 € (T TR €300t e 668 0 €010

5’AMP 100 [ RO FOIGIAH COCIONeR FFATENY (AT GG T Gt A oo e
3’AMP 16 ot vtondt T GRS 5 ot s CEFTERR S0 o T T € s,
2’AMP 0 NS LGN R AT GO G4 T st roedic s s i

5’dAMP 74 T iR i R G T S T T TR R G ST €T
ADP 101 T T T T AT L S ST T i tH

d B R T 65

ATP 71 G A G S S € s A ir 8 i v
Adenosine 16 et e e s ot el et e e st v e

Adenine ]
3'5'cyclicAMP 10

i e i = P Lt s s o s
i BT, AT T T AT e I 3R 1 TEACTI LA PG

T— T T ST ST v
5'GMP 0 v e v pw i
S AT T TR S 1A v h e (T
y
S’UMP 0 T Y e e
: G e s ol T ot e el s e o e
5’CMP 0 L i .

ot Vi % B It Lz Jan 1l s 1
G G I, TG CRUETTT IEEAT SARCH G1ETCTL DR T T e T

vz

“ i 1 T it I 15t !
LT T CUTETEAT TR T TGTTGE C0 T T G GaTT T

i e 1 e 1530 [ Ikt

R CTE T A T OC R G5 B G U G0 UL G GO B U6 U W G UCE GO O U5 L 6 3

| < [ e T R | [ T
15 T 15t [ e I 1

B T T T A T T S L G TG £ B TIC T G, G T G 3

[N T I S A 2 A

1oty s
W e G e W e
A Lo

st i s 2 o s o — i
FECCC U WG GO S G G TV R G ORI 0 G T T MG U T 8 G
3 T F S S N R e

ity i s s 2 200 2, 23 :
T TV RMC A T G A T R TN T G e 0 s 0T ETC 66 O T W R S T
i R Y A v EOLE E Ok [ T R
R e o G e T I
PR [ oA [

e o B i « s i 2w
R G G A TR I R GO L BT R R T G GO " e
| Ve [ [ SR U T A Y S

o ) o i e P
L AW L (G T S VU S0 T G0 T ATC O 1 T (L
R T (R R

i s i s E
T G G T e D W i
' B v

s 0
v [

z e 250 5
R T TG e LRIV W EC G G O 5 T
[ i [ R e A [
0 o 27 s 7 = o
V0 G O GG G 1 G T GTC G G S G T G G A G
T B A LI TR S v
e 20 210 e i
M B VST TG G1C M G U0 AT TIE A A0 L
L B A [T T PoE ok
o s e o e a0 "
U T BT I AT G A G TAC S TR A W 0 T e e G T
L T A O T e v

a0 s o
A I G G T 4 s
s L S A

Ee w0
O ATt
N

uboood gboood

GUOGUCGCCETTCGTGCTCAGTGGTGCCCETGGTTCCCCGCGAGUCHGTGCAGGACTGCCCCCGCCATGGCCTCCTCGCC

U fet e TG v
SOV O

ann 1 " iz
R TR UIE UL GG O A G RO Ta (6L T O
3 L S

15
G e (TG G T6s 16
VR oL e

CCOGHCGTTGEROGTECGCCEGGGCCOCGGECGCEGCCGOCTCEAGCGGCTCCATCCAGCGGTCCGCGGGCOCCTTRCACA

i o w10 ) e sy ey s
4656 1€ TG TIC 106 0 T 656 0 G UG G0 € G T 1 RIS Gt e
R N TGTCGTGOCCCACGETCGEACCETATCTGTCCACGTACTCGGUGCGETTGLGCCCCECCACCETELGCAGCATCAGGTTC
o G e ma
Y LTS CMUCHITG TR EIAGE T 00 TCTGORT T T AGCCGCTTCTCRGTETCCCGL: SAAGTCGCCCTGTOCAAGGGEACCTCOECEANGCAGCCCACCCCETCRTC
A ST Rl TP ST s T e e 3T 1

GGOCAGCAGATCGGGGTAGUCGACGACCACGACCOGGGORTGCGGCGCOCCCGUETCCACGHCCCGCAGCACCTCRGTOA

6 IR, K7

0 w0 i
I GICRC ST

s . s i
CBOTHRC COCGGT. Y GUITCCCHRG SEATRATC JCCTATe A6

CCTTCOGEGCRGTCCGCCOTACCOCGAGCGCCACCGCOTCCTCCOCOGACGCCTCRTAGGAGTGC TCOCAGGGACTGCCC
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CACCAGGTCCGTETTCCOTEARMCGECOTCCAGCTEOEGECCE TR TECCCTORECCTGECACATCTGCACGETCGTCG
COOCCCAGCABCTOACGTCRGTGAACG TCOTCGCUCTCOCCUGUCCLGUCACCAGCGACGOGTAATTCLOG TCOUAGLRG
goooao GCOCAGTCHOCATCCACCTEOGTOO6TATOCCCOEECCCEAGGTGTAGGAGTCGU COAGCGCCACGTAGTCCAGRLGETG
GCCGCGHCCCRCCHEATRUGCEECERCCEOAGTORTAEORGCEOC0ACCACGECRCAGCCOCOCACCACCOOCGETAGGA
APPPROATAARARTDAYLRSYKDRPAALRAFFRQLPKGGDLHNHLSGAYNTDYLTELAARDGLC TDATMTAYPSPCGPGT CCRLCGCCCOCCOCCEEECTCTCRCCCCETCCOCCREACGCTCTCOTTCOTCATCETTCLCCCCTGEGACCAETACACG
RPAADARTDRAFIIEATVRAYSMADFPPUENGIIDHFFUTFGKRGEY THRIRGKLLAQY ADTYY ANNQSYLETHYTPASDGA GEGCOGACHOLGLCECCC TS CTCACGCEATCOACTCECTCTOTATACCOTCCGE TAGG TCOCHOCGACCAGA

KQLADQYGWDADLTALHRKLAAGGKLDKLY ADARKEADDGDAEFRATEHCGTAKARPACGLTVRWISQASRGSSPYRVET AGCGEGAGCCCATEAGTTCGGGGEAGAACGEGOCGES

AGCCGCOGGEGGGECECGOTCCCGGLOGCGTGC

QLDLGMRLAEADSREY AVNLYQPED¥DSSLENYSLQMRMVGY LRTYYPKAHYTLHAGELYPGLYKPEALKFHIAEAVD 1A GCOECCCOECCTCAGGCOCUGGACGCGELOACCOCCGOCECGGECTCCTGGAGCAGCOAGTCOTCCTCCRGLCGGHCCCC

HTQRVGHGYDLVIIEDNKQRTARTMAARQTAVRYPFSSNAQTLGVKGARIPFTTYRRYGYPYYLATDDPGYSRIDTSHEYQ

YAAMTYGLGYPELKDLARASLQYAFLPGASLWQGNPTAQGYHPYAA SCTCTCCTCOGCGCCCAGCAGLGLGAGEG TCTCGTACTGGUTCATGAGGTCC

RAERPGQPYHSAACRRLLDGSARARLESRQEAA

FAAFERAHARG® TTCAGCACGGCUGEGTGTGCCATCAGCATCLOETCRCCCTCCTOETETCTCCCCGATCTACGACG TCACAGGCGLTGACTA
CCCGEGCCRGRCGCCCCGCATGECACCCCGETEH TCCCCGRTCCCGLGCGLALCGOCCTTTCCCGACAGGAAGACGGACAC

D D D D D GTCACCCCCACGECTGCTCTCCOOCCGETATCCGCCUEGTCRGGCCCCCCTCROCECCCTCCOTCOCTGATCATGCACCTG
TGAGTCTGOACACCCEAAGTGCCGTACCGUGCCGGATCRTTCCRCCGTGCTCOECACCCTCAGTGTUCTGTCCCTGLTG

TCCOCOCTOCCCRUCGCTGCGCAGCCCOLECETCCCGCGRCTCHGLCCOICECECCGCOGECCCGLCAGGCCACGLCCGT

MLGTLSVLSLLSALPAAAQPARAAARPAAPPPRQATAAEARTDAYLRSVKDRPAALRAFFRQLPKGGDLHNHLSGAYNTI
CGAGGCGCOGACCCACGCCTACCTCCGCTCOETCAAGGACCGGCCCGCEGCCCTGUGGGCCTTCTTCCAGCAGCTCCCCA

YLTELAAEDGLCTDATMTAYPSPCGPGTRPAADARTORAFHDATVRAWSMQDEPPDENGHDHEFDTFGKFGEYTRRIRGK

AGGGEGGAG, [GCACAACCACCTCTCCGGAGCGE AC ACTACC TCGAGCTGGOCGCCRAGGACGGOCTG
LLAQVADTYVANNQSYLETMYTPASDGAKQLADGVGEDADLTALHRKLAAGGKLDKLVADARKEADDGDAEFRATEHCGT TOCATCOACHCGACCATOACCOCCOTCCCCTOOCCTRE GG COLGGCACGUOCCCCOCCGC CCACTICCOCACCRACCE
AKARPACGLTVRY ISQASRGSSPYRVETQLDLGMRLALADSREYAVNLYQPEDRDSSLENY SLQMRMVGYLRTVYPKAHY CECTTCCANGAC AACGOGCACGAC “
TLHAGELYPGLYKPEALKFHIAEAYDI AHTQRYGHGYDL YHEDYKGRTARTHAARQI AYEVPFSSNAQILGYKGAEHPFT ACACCTTCEOCAAGTTCGOCOACGT CACCTEOCEECACCEOEEANGCTGCTCOCGOACETCRCCCACACCETCRTCRCC
TYRRYGYPYYLATDDPGVSRIDISHEYQVAAATYGLGYPELKDLARASLQY AFLPGASLWQGNPTAQGYHPYAACRAERF AACAACCAGTCOTACCTGGAGACGATGG TCACCCOCGCCTCCOACGGOOCCAAGCAACTCGUCOACCAGGTGUUCTGGGA

GQPYISAACRRLLDGSARARLERRQEAAFAAFERAIARG* COCCGATCTGACC

CTGOA AGCT GG

(GCAAGCTGOACAAGCTGGT

ANG(:

Hg

CCOACGACGHC

ACGOCGAGTTCCGOGCCACCGAGCACTGCGGCACCGOGAAGGCLS

CCCGCETGOGGOCTCACGRTC

CGCTGGATCTCCCAGGCGTCCCGOGGCAGTTCACCGETGCGGGTCTTCACCCAGCTEGACCTCOGCATGLUGGC TCOCCGA

GGCGGACTCCCGCTTCOTCGCOGTCAACCTGGTGCAGCL

BAGGACTGGGACAGCTCGCTGGAGAACT!

AGCCTCCAGA
TCCGCATGETCOGCTATCTGOGC

CCGTOTACCOGAAGGCCC

ACCCTG ICGGECEAGTTGTGGOCC

CTG
GTCAAGCCCGAGGCCCTGAAGTTCCATATCOOCGAGGCGGTCOACATCGOGCACACCCAGCGCCTCRACACGGTOTCGA
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CAACTGGCAGCGCACCG AGATCGCCOTCOAGGTOLCCTTCTC A GO HCCGTTCRTGCTCAGTGGTGCCCETRTTCCCCRCGAGCCOETRCAGGATCGOCCCOGCATGGCCTCCTCGCC
GEAACGCCCAGATCCTOOCGTCAAGGGTOCCGAGCACCCCTTCACGACG TACCOCOGCTACGOCGTCCCGETCGTCCTC COG66OGTTGEGETECHOCCHEGCCECEGGCEIGCC06GCTEOAGCEGCTCRATCCAGLGETCCGURGHGOCTTRCACA
GCCACCEACGACCCCGOTGTCTCGCGCATCGACATCAGCCACGAGTACCAGTACGCCGLUGLCACCTACGGCCTCOGLTA TGTCGTGGCCCACGETCCGACCGTATCTGTCCACGTACTCROCGCGGTTGCGCCCGGCCACCGTGCGCAGCATCAGGTTC
COCGGAGCTGAAGGACCTGGOCCGUGCCTCCCTCCAGTACGCC TTCCTGCCCGGCGOGAGCCTRTGRCAGGGCAACCCCA AGCCGCTTCTCCGTETCCCOCAGATAGGCGAAGTCGCCCTOTGCOAAGGGCACCTAOGGOAAGCAGCCCACCCCATCATC
CCGCCCAGGGCTACCACCCEGTCRCOGCCTCOCCGECEAGCGCCOCCOACAGCCCGTGCACAGCGEGECCTGCCGTCRE GGGCAGCAGA GTAGCCGACGACCACG: CRTGCGGOGH
CTCCTCGACGHCAGCOOCCEEECECECCTROACTERCGCCAGGAGGLCGLGTTCHGECGTTCRAGCGOLCGLACGLCCG T SCGGTCCGCCGTACCGCGAGLGCCAGCGOGTOCTGLCCGGACGCC AGGAGCGCTCGCAGG 200

GOEGTGACCCOGTTCCOOCCGCGGCCGTGLGGACGECCGLGGCCEEAA GTACGAGGT GTCGLETCCTCGACACCCAGCUGGOLGCAGGTGGCGATGATCGTCCCGAACCCGACGTCGTTGCCGCCTATTTGGAGCGT

GTCGGGTCTTCGCCATTACCCGGGCTTTGCCACGACGTTTCC CTGGGCCCCGTTEOTGCCCTGGGCCTGCCACATCTCCACGGTCGTCG

CAACCGGATGACCCGATTCCGTCCOGGAG GTA CACCAGGTCCCTGTTCCOTGAAMCGGCGTC

ACCCCACGCACCCCCGTCRTCACGGCCCGTACCGTGCAGGGATGOCTCTCCCTTAAGATCATCACATCGTCATCACATAG CGCCCGAGCAGCTGACGTCOGTCAACGTCGTCGCCCTCLCCCGLCGLGCCACCAGCGACGOGTAATTCCGOTCOGAGUGG:

COTTCACGGAACGACCACTTTCGGCCGATCGCGTTCCOGHTCCTCRTGACGGEGCAGACGCGHTACGCGCCOCGCGCCTA GOGCAGTCGGCATCCACCTOGGTGGGTATGCCCGGOUCCHAGGTCTAGGAGTCGUCEAGCGCCACGTAGTCCAGGLGR TG

GUGATCAC GO

CTTCAGCACCATCG

AGCGCGGA

CCOEACCCGGOCGCCCTCACCTTCAGCACCRACAGCGCCACCACCACCCCOGRTG CCHCOGCCCGOCHCCGGECTCTCGOCCCGTCCN CGCCTGTCOTTCOTCATGGTTCCCCOCTRG

CCGOTACACG

GTTCGGTCAAGCTGTCGATGACGCTGACCAACAACAAGACGTACGACGTCCTGTTCGTGTACCAGACGATCGATCCGACC GCOCGEACGGCGOCGCCCTGOAGCGGCCCTCACGCGATCOACTGGGTCTGTATACCE TCCRGTAGGTCCCGCCGACCAGA

TGGCTGACCACCCAGCGTCCGGACCTGAAGTACAGCTTCGCCOGCTGCACCCTERCGRCCGC SGTGC

ACCCC
GCECCCCGGCCTCAGGCGCCGGACGOGGCGACGGCCGGLGOGGCTCCTERAGCAGCCAGTCGTCCTCCGECCRGGCCCC

GGACAGCCOGTGOCGTGCCGCCATCAGGGCCATCTOGACATCCCGCGTCCCGETRHCCACGCACAGCGTGTACGAGATGT

COGCGAG GTGATGAGGTCC

CTGCTGCGC

GGGETECTCTCCTCGGOGCAGAGE

TTCAGCACGGCGGOGTGTGCCATCAGCATGGGGTCGOCCTCCTGUTCTCTCGCCGATC TACGACCTCACAGGUGCGACTA

CCOGLECCEGCGOCCCRCATGCCACCCUGGTGRTCCCCGATCCCGOGCGCACCGCOCTTTCCGGACAGGAAGACGGACAC
GICACCCGCACGOUTGCTCTCOGGCCGETAT GUGECHG TCHGOCCCCCGTCHCUGCCCTCCGTCGCTGATCATOUACCT G

TGAGTCTGCACACCCGAAGTGCCGTACCGCGCCGGOTCGTTCCGGCC

uboood

GTGCTCGGCACCC

CAGTGTCCTGTCCCTGCTETCCOCCCTRCCCGCCGCCGCGCAGCCCGCHUGTGULGLGGL

CGCCGERCCGCCGLCCCGHCAGGCCACGRLCGLCTAGGCGCGRACCCACGCCTACCTCCOCTCRGTCAAGGACCGGCCOG
CGECCCTGCGOGCCTTCTTCCOGCAGCTCCCCAAGGGCGGGGACCTGCACAACCACCTCTCCGGAGCOGTGAACACGGAC

TACCTCATCGAGCTGGCCHCCCAGGACGGLCTGTGCATCGACGCGACGATGACCGCCGTCCC

CACGCGCCCCOCCGCCGACGCCCOCACCOACCGCGCCTTCCACGACGCGATCOTGCGCGCCTGGTCCATGCAGGACTTCC
CGCCCGACGAGAACGGGCACGACCACTTCTTCGACACCTTCGGCAAGTTCGGCGAGGTCACCTGGCGGCACCCHGOCAAG
CTGCTCGCGCAGGTCGCCCACACCGTCGTCGCCAACAACCAGTCGTACCTGGAGACGATGGTCACCCCUGCCTCCGACGE
CGCCAAGCAACTCGCCGACCAGGTGOECTGGGACCCCCATCTGACCGCCCTGCACCGCAAGCTGGCCOCGHGCOGCAAGC
TGGACAAGCTGGTCGCGGACGCCCGCAAGGAGGCCGACCACGGCGACGCCGAGTTCCGCGCCACCRAGCACTGCGGCACT
GCGAAGGCCCGECCCECCTOCGGECTCACGGTCCOCTCEATCTCCCAGGCGTCCCGGCRCAGTTCACCCETGCGGGTCTT
CACCCAGCTGGACCTCGGCATGCGGCTCGCCGAGGCGCACTCCCGCTTCGTCCCCGTCAACCTGGTGCAGCCGRAGGACT
GGGACAGCTCGCTGCAGAACTACAGCCTCCAGATCCGCATGGTCCGCTATCTGCGCACCG TG TACCCGAAGGCCCATGTC
ACCCTGCACGCGGGCCAGTTGTCGCCCOGACTGGTCAAGCCCCAGGCGCTGAAGTTCCATATCGCCGAGGCGGTGGACAT
CGOGCACACCCAGCGCGTCOGACACGGTGTCGACCTCGTCCACGAGGACAACTGGCAGCGCACCGCCCGCACCATGGOGG
CCOGGCAGATOGCCGTCGAGGTGCCCTTCTCCAGCAACGCCCAGATCCTCGGOG TCAAGGGTGCCOAGCACCCCTTCACK
ACGTACCGCCGCTACGGCGTCCCGETCGTCCTCGCCACCGACGACCCLGOTGTCTCGCGCATCGACATCAGCCACGAGTA

CCAGTACGCCGCOGCCACCTACGGCCTCGGCTACCCGGAGCTOAAGGACCTUGCCOGCGCCTOCCTCCAGTACGLCTTCC

TGCCCGGCGCGAGCCTGTGGCAGGGCAACCCCACCHCCCAGGGCTACCACCCOGTOGCGGCCTGRCCGUGCCGAGCGCOCC

GGACAGCCCUTGCACAGCGCGGCCTGCCGTCRGCTCCTCRACGRCAGCHCCCHGGOGCGCCTRHAGTGHCGCCAGGAGGC

COCGTTCGOGGCGTTCOAGCHGGEGCACGCCCOGOOGTGA
CCCOGTTCCOGCCGOGECCGTGLOGACGHRCCGLGGCCHEANTCCATCGATTRGCCGAGAAGT ! GGTCATACAACCGG
ATGACCCGATTCCGTGCGGEAGCGCGEG TCRGGTCTTCGCCATTACCCGGGCTTTCCCACGACGTTTCCGG TAACCTCAC

GCACCCCCGTCGTCACGGCCCGTACCOTOCAGGGATGCCTCTCCCTTAAGATCATCACATCG TCATCACATAGCCTTCAC

GGAACGACCACTTTOGGCCGATCGCGTTCCGGGTCCTOG TEACGGEGCAGACGCGOTACGCGCCOCGCGCCTAGCCTCCC
GGGCCATGCGATCACCTCTG

GACGCCTCGGTCTCACCGCOGTCCTCGCOG TCGTCCTCRCCGTCTTCGGCTTCAGC

ACCATCGCCAGCOCLUGACCCOUACCCGGUCGLCCTCACCTTCAGCACCGACAGUGCCACCACCACCCCLGRTGGTTCOLT

CAAGS GAC ACCAGACG

CCACCCAGCGTCCGGEACCTCAAGTACAGCTTCGCCGGC TGCACCCTCGUGGCCGE
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