3.1 1
3.1.1 a
Bacillus Al
gene :
TCE assay ( 2.10.5.4)
eediuall, pHIO 100
24, 48 12
10
2534) iV

coaplex  dilution [liait
Bacillus All  CGTase gene

cloning

a pSVi

cloning »

Bacillus All CGTase

» CGTase a  Bacillus All CD-

Bacillus ALl »1 " Horikoshi’s
Loy 37 °

4,000xg 10 !

(

24, 48 12 CD-TCE

2% 2 2 >

» »



Takano  « (1986), Kato Horikoshi (1986), Kiaiura

« (1987 Kaneko  «  (1988) «  CGTase gene
B. sacerans, B. subtilis N0.31L, Bacillus sp.tioil Bacillus SP.
strain No0.38-2 « « «
? SaudAl  « « « CGTase
gene partial digestion « BaceHI
« ? SausAl «

« « «  Bacillus All partial digestion digestion
Bixture « ? « « «
7« « (12 «

€« « 60 ? « « o«
7« « 2 kb (12 1 )«
7« electroelution ( 2.10.1) ?
« ligation

3.1.2 «  CGTase gene

« PBR322 ? BaaHl  digestion
Mixture « ? « ?
« 44 kb (12 10) ? «
? electroelution « 8 5 calf
intestine phosphatase (CIP) ( 2.10.2)
? PBR322 « BavHI 7 « «
Bacillus Ajl SaudAl ( 2.10.3) | E coli

strain HBI01 ] LB-agar 7) ?



12

digestion

10

Bacillus All partial
PBR322 BaaH|

0.7
« standard A-DNA HindllI
Bad 11us Al
4 Bacillus All
SaudAl 15
Bacillus ALl '
Sau3Al 30
8 Bacillus All
Sau3Al 60 >2kh
ligation
PBR322

PBR322 a BaaHl
4.4 kb ligation



0! 3 24
A ! I
PBR322 self ligation
LB-agar
12,450 replica plating (  2.15.5.1)
3,127 «
(Ap Tet*) 9,323 «  ««
(Ap"Tet**) « 1 3,127 «« Ap'Tet"  «
! 9,323
! Ap/Teth PBR322
! PBR322
Bacillus Ajl ! Ap"Tet*
I 25
3.1.3 CGTase gene
3.1.3.1 Afflylolytic Activity /
CGTase aaylolytic activity
«
CGTase gene
3 E. coli HB101,
JM101 DHect 3
aaylolytic activity LB-starch agar |,
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pH 7.4 37" 60 (
2.10.5.2) 3 ?
3 aaylolytic activity (  13A)
« 3121 «
3.1.2 A LB-starch agar, PH7.4
37" 60 «
0 « aaylolytic activity 138
«
«
PBR322
20 inserted DNA fragaent
3.1.3.2 Phenol red inclusion coaplex test (PICT)
20 aaylolytic activity
3.1.3.1 « « CGTase PICT
CDs « CGTase
(specificity) CGTase aaylolytic
activity

PM aediua, PH7.4
37" «

( 2.105.3)
ltfa PM aedium 12 (14

w1 « Svi pSvi



14 a « PBR322
« PH medium « V1 Bacillus k11
PM medium
« A PM - medium
a Sv1
Bacillus Ajl
CGTase gene CGTase
Sv1 Bacillus
AL (14, . 3)
aaylolytic activity Svi
(13
3.1.3.3 Cyclodextrin-trichloroethyiene assay
(CD-TCE assay)
Svi (positive test)
PICT CGTase «
CGTase CD-TCE assay CDs
CGTase « CGTase
CDs HPLC
L()), supernate(S2)
PC) (11 Svi LB-starch agar ,
pH7.4 100 37" 12

CGTase CD-TCE assay ( 2.10.5.4)



13A

agar

3.

1 a
¢ {3
E. coliStrain HBI01
E. coli strain JM101
E. coli strain DHb

N

68

LB-starch
60 if



13B 1" tfa LB-starch

agar 5 150
E. coli strain HBI101 PBR322
E. coli Sstrain HB10L inserted DNVA

fragment Bacillus All  pBR322



14 Phenol red inclusion complex test [

? M PM medium i
50 «» na I 72
Bacillus ktl

E. coli strain SV1 (pSVI)
E. coli strain HBI0L containing pBR322
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N (ST) supernate (S2)
CD-TCE complex dilution limit 2° {
(PC) CD-TCE complex
3.14 CDs run Sv1 HPLC
CD-TCE assay HPLC
( 2.14) A (S])
supernate (S2) VL ( 3.1.33) {
(peak) retention time 1.84 2.75
(15 . 19/ ) retention time
peak standard oCD 766 (15 )
CD-TCE complex P-CD
P-D 1:1
( ) internal standard peak
2 HPLC peak ' peak
2 peak { retention time
1.89 1.71 (% . 1 a)

HLC  &CD



15

33A

3DA

» !
HLC ( 2.14)
Acetonitrile:water

. retentice tiee

glucose, maltose, a-, o,

( 5

VL (pSVI, 20

VL (pSVI)
111 (40

VL (pSVI, 20

VL (pSVI)
111 (40

CDs

Supelco-NHe
75:25 (wv)

20

»-CD
)

0-CD

$2

2
0-CD

Y2



15
glucose
P ! PA147

, 15 . 9"""0]3 1 altose

& ocCD

15.\

7.RRB 9-CD

5. £ 9,495 [-CD

. 1 17 4. 9-CD
STOP

b ‘- 9D

STOP
15 = 75 9-CD
i R
;njg 15 al. C —— -—  9CD
T

Srop



3.2 a ) PSV2, pSV3  PSV4

3.2.1 | aril pSVi
Sv1 CGTase
svi CGTase gene Bacillus Al «
restriction site inserted DNA frageent
pSVI
VI (16 2) (16
2) ADNA « Hindlll
pSVI 23 kb
pSVI CGTase gene
inserted DNA fragaent ( | 20-23 kb) |
restriction aap, CGTase gene
subculture SVl
CGTase
(subcloning)
pSVI Sau3Al partial digestion digestion
mixture pSVI
( 16)
pSVI 15
2-6 kb (16, 34
CGTase gene CGTase gene
1 2-3 kb 9 3-10 CGTase gene

Bacillus Al



©

16 pSVI
partial digestion 0.7 1
1 standard A-DNA Hindi 11
2 PSVL
3 4 pSVI SauSAl
15
6 pSVI Sau3Al
30
1 s pSVI Sau3Al

60



electroelution ( 2.10.1) "
ligation
3.2.2 « (subcloning) CGTase gene
a PBR322
PUC18 pUC18 high copy number plasmid
« a insertion inactivation o
galactosidase replica plating PBR322
PUCI8 BamH digestion
mixture a
2.7 kb (17, 3)
electroelution ©aCIP ( 211
pUC18 a BamH
pSVI 2-6 kb SauAl ( 2.11)
| E. coli strain JM10L A LB-agar
, IPTG X-gal MHNINY 24
A A
PUC18 self ligation  « «
«
o-galactosidase X-gal ! h
PUC18 o-galactosidase

X-gal X-gal 1 ( 2.11)



23.1 kb —a

9.4 —s

6.6 ———

4. ——

2.3 S

2.0 —~——

17 ' PUCI8 « BamHI

1 standard A-DNA Hindi 11
2 PUCIS

3 PUCI8 a  BarHl

2.1 kb ligation
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1,311

139 572 !
PUCL8 pSVI
| 56
3.2.3 CGTase gene
3.2.3.1 Aaylolytic Activity
739 3.2.2
I[ LB-starch agar, pH 7.4 5
IPTG lac promoter T 60
(2.1052)
3 aaylolytic activity
V2, V3 Sv4

0SV2, pSV3  pSv4

18 aaylolytic activity

VL (  13B) a I 1.5
! pUCie
3.2.3.2 Phenol red inclusion complex test (PICT)

V2, SV3 Sv4 aaylolytic activity
3.2.3.1 CGTase PITC



18

agar

60

LB-stareh

IPTG 50 25

. coli strain JM101
. coli strain JM101
. coli strain JM101
. coli strain JM101

37 °

containing pUCI8

containing pSV2(SV2)
containing pSV3(SV3)
containing pSV4(SV4)

79



PM medium
PTG 37 ¢ (
2.10.5.3) MW
PM medium 12 (19
pUCL8 Sv4
| % ( )
19 PICT V2
SV3 PM medium vl
amylolytic activity
VL, S\ W3 (  13B 18 )
W2 SV3 « CGTase Bacillus All
PM medium
3.2.3.3 ! g IPTG CGTase activity
a SY2 SY3 PICT
SV2 SV3 amylolytic activity
CGTase Bacillus Aal
PICT 3.2.3.2 IPTG
IPTG (inducer)  T1ac promotor pUCie
CGTase gene
lac proaotor W2 V3
PM medium IPTG 3 °

IPTG PM  medium
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19 A Phenaol red inclusion complex test
A PM - PM medium ? IPTG
50 2 E. coli
3 12
Bacillus A

E. coli strain HBI0L containing pSVKSVI)
E. coli strain JMI01 containing pSV2(SV2)
E. coli strain JMI101 containing pSV3(SV3)
E. coli strain JM101 containing PUCI8
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1 IPTG PM medium  ( 20)
CGTase gene lac promotor pUC18
3.2.3.4 Cyclodextrin-trichloroethylene assay
(CD-TCE assay)
V2 SV3 (positive test)
PICT CD-TCE assay  (  2.10.5.4)
8 ' LB-starch broth 100
IPTG 3 °
12 lia (S1),
supernate (S2) (PC) (  11)
CGTase Sl S2
V2 SV IPTG
CD-TCE complex  dilution limit 21
(PC) IPTG
CD-TCE complex
IPTG CGTase activity
3.2.4 oSvV2  pov3
M W3 CGTase

«

N2 VB pSv2  psV3



«

2 IPTG ,
$ PM

I 50 25

Bacillus Al
E. coli strain
+ IPTG 50
E. coli strain
E. coli Strain
+ IPTG 50

E. coli Strain

PM medium

1%
I CGTase
7 IPTG
V2
V2 - IPTG
V3
V3 - IPTG

83
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' « a pSV2 pSV3
« Pstl | Kpnl  «
a « « « A-DNA «
Hindi 11 V2 pSV3 o« 195 79 kb
pSV2 pSV3  inserted DNA fragment
l 6.8 5.2 kb (20
3.2.5 pSV3 Restriction
endonuclease
I« pSV2  psV3 3.2.4
pSV3 « isv2 (20
pSV3 | restriction map !
restriction site inserted DNA fragment «
! CGTase gene  inserted
D\A fragment
! pSV3
« EcoRIl, BamHl, Hindill, Pvull, Pstl, Kpnl, Sail Ndel
pUC18 restriction site
digestion mixture («
21) PSV3
« o« o« 100
« 20 reaction mixture
pSV3  « E. coli JM101

HB101 DHoa « ,



I~ OO Lo

123 45 6 7 8 9

[y

1 kb

:

3

' restriction site

pSV2 pSV3 0.8
1 standard ADNA Hindill
2 pucie
3 PUCI8 BamH|
4 PSV2
5 pS\V2 Pstl
6 pSV3
! pSV3 a Pstl
8 pSV3  «  Kpnl
9 pSV3 Pstl Kpnl

5.2 kb ligation



CGTase gene

K «

» pSVo

restriction map

8 Pvull, Pstl Kpnl  «

3.3 ? «
3.3.1

( 3.2.5)

PUCI8 | {(« PSE411

tac promotor  «
« puUC18
CGTase gene

CGTase gene » - PSE41L
restriction  map »
»  tac promotor
»
«
self ligation
«
restriction site Pstl Kpnl

» Pstl

3.2.3.3

« lac promotor

EXDFESSiOH vector

«

86

» pSV3
pSV3

»

strong promotor

lac promotor

3.2.3.4 «

CGTase gene

» » «

pSV3
multiple cloning

«

Kpnl 2

«
« 2
« | «
» Pstl Kpnl
» PSE4LL »
site  «
» PV « >



pSV3 ? Pstl Kpnl
(212 digestion Mixture « ?
? » pSV3
? PUCL8 inserted DNA fragceent
pSV3 ' 8 " »
? 152 kb (21, 9) 9
inserted DNA fragnent CGTase gene
? electroelution (  2.10.1) ? «
ligation
PSE411 ? Pstl Kpnl
digestion Mixture ?
? 4k (22 ?
electroelution
» » 8 Pstl Kpnl »
? { 5.2 kb 8 Pstl Kpnl ? »
pSV3 E. coli Strain HBI01
LB-gar » ? » UNIVEGOI 247 ?
I A lia
ligation  Mixture ? PSE411
! ? PSE411 ?
| ? ? ?
self ligation I Tigation
Mixture »? » ? m 5.2 kb
pSV3 » 359
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m H

1 @

i J Vo

| J

i)
l:8
2 pSE41L Pstl Kpnl
0.8

1 standard /-DNA a  Hindill
2 PSE411
3 PSE411 a Pstl Kpnl

4 kb ligation
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3
1
CGTase
3.3.2 Aaylolytic Activity
« 3.3.1
LB-starch agar, pH 7.4 ? naWw 371
60 (302.10.5.2)
112 |
PSE411
S5 PSV5 (- 23)
3.3.3 Phenol red inclusion coaplex test (PICT)
Vo « CGTase
PICT S\5 PM aedium »
? B WISINY S\V5 3
PH medium 12
! PSE411 3 I
(24
3.3.4 Cyclodexdrin-trichloroethylene assay (CD-TCE assay)
V5 (I LB-starch broth, pH 7.4
? 100 37° 2

(S1), 3 supernate (S2)



23

37 "

90

LB-starch agar

60
E. coli strain HBI0L containing PSE41l
E. coli Strain HBIOL containing pSV5 (SV5)
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24 Phenol red. inclusion complex test 3
A PM PM medium  ru
50 3 ° 12
Bacillus All

E. coli strain HBLOL containing pSE4LL
E. coli strain SV5 (pSv5>



PC) () lia
(aa 2.10.5.4)

complex  dilution limite
complex

3.3.5 CDs

reaction mixture

HPLC (aa 2.14)

(1)

retention time

3

2*

N SV5
1.19

? retention time 8

7.24 ( 5 )
P-CD
standard
peak
7.25 (
HLC  P-CD

peak

HPLC
fa 2

25

peak

(81) |

peak

L1+ )

CGTase CD-TCE assay
Sl S2 CD-TCE
PC CD-TCE

S5 g HPLC
CD-TCE complex

CDs  TCE CDs
CD-TCE complex
supernante (S2)
(a peat
( 251 5 )

standard P-CD

internal
peak
retention time 1.24

% )

reaction mixture
S\h CDs
1:1.4:3.1

CDs

1:1.9:6
TCE



25

.«

.«

HPLC (23 2.14)

Acetonitrile:vater

a

CDs

fia  Supelco-NHE « °
15:25 (VN)

. retention tine

.«

ealtopentaose |
(
S2
)
2
p-CD
)
a
I 1 2
a 20

glucose ,

]

Bialtotriose,

maltohexaose , a- , p-

5

«

«

«l | 20
a S5 (pSV5,
a a
S5 (pSV5)
11

reaction ceixture

«

®altotetraose,
|-CD

« )
1
3 20
S1
( 0
SV5 (pSV5,



25 —
=1 0F glucose
% = et I altose
. Y .
5 . T 1 94 laltotriose
25 o=t N maltotetraose

5 . % I altopentaose
STOP

25 a. > 2.9 I altohexaose
Sme

5 . £ S . A5 Ot-CD

% . % A p— P-CD
2 0) %1 229,35 i-cD



25 fy

25

<
3”" 25 3.

)
EUn 25 al.

25

7,19

——

p-CD

p-CD

glucose

g-CD
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336 aa ? » ? 8 (0
coli strain HB 101), ? a? »R PSE411
pSV5 8 a- ?

E. coli strain  HBIO0L 3 LB-broth
PSE411 pSV5 LB-broth ?
1 3 ° 24
sample buffer 8 - ?
CGTase Bacillus All , {
70 ? ( 2.15)
7% aa  ? - ?
77 ? S\Vb 3
CGTase Bacillus Atl a ! ?
PSE411 ? ? ? 3 a
CGTase gene ? S5
3.3.7 »Ta restriction site 3 ? pSV 5
? aaylolytie activity, PICT, CD-TCE assay ?
s HLC a?  S\b ?
CGTase inserted DNA fragment 8
pSV5 CGTase gene
? 0 ? CGTase gene
Bacillus All X pSV5 » restriction
map aa ? pSV5 ? ? Vo 8

A LB-broth 7 100 ? « 37°



26

30 mm

CGTase (12

CGTase

10
2-3 ( 2.15)
E. coli ( )
V5 (pSVh)
E. coli containing pSE411

)

97
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24 tr alkaline extraction( 2.7.2)
pSV5 1 restriction site
A-DNA Hindill
pSV5 9.2 kb
pSV5 Pstl Kpnl digestion mixture
2 4 5.2 kb
PSE411 inserted DNA fragment
pSV3 ( <2F 6)
pSV5
27-32 restriction site ' inserted DNA fragment

BamHI, Bglll, clal, EcoRl, Pstl, Seal, xbal xhol

BamH| pSV5
restriction site BamHl !
pSV3
28 6 8 Hpal Pvull
1 inserted DNA fragment 29 3, 4 6
Hpal Kpnl 2.2 kb
Pvull downstream Hpal 10.1 kb
32 2 3 Hpal Pstl
Pvull 10.1 kb 13 kb

Pl Kpnl 1 5.2 kb
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21 I Ndel 1 inserted

DNA fragment 29 2 Ndel
Pstl 1.7 kb
Kpnl-Pstl fragment pSV3
PSE411 » I multiple cloning site xbal
Pstl ( pUC18) [ pSV5
Xbal pSVh
Sali pSV5 1 29
3, 30 4 32 5 Ndel
Accl, Accl Hpal Accl Pvull Accl
inserted DNA fragment 3 Accl
Sali Accl
Kpnl 1 0.5, 1.3 3.1 kb
Sali 1 ' pSV5 Accl
inserted DNA fragment Xbal-Pstl
multiple cloning site I [ pSV5
3l 2 7-9) Mlul 3
inserted DNA fragment Kpnl !

0.5, 0.95 3.5 kb



restriction map
17 Accl 11

Accl Kpnl
Accl Mlul
Mlul Ndel
35 kb

restriction map

100

pSV5

Mini

Kpnl !

0SV5 3



21

0S5

O ©o ~N o OO B O w PP

—
o

restriction
1.2
standard A-DNA
PSE411

0SV5
0S5
0SV5
pSV5
0SV5
0SV5
0SV5
PSVh

site

Hindi 11
Pstl

Pstl
Kpnl
Pstl
Ndel
Accl
Sali
BamH|

Kpnl

Kpnl

101
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10

2§é kb
1:2
0.6
28 03 restriction  site
pSV 5 1.0
1 standard A-DNA Hindi 11
2 pSV5
3 pSV5 Hindi 11
Clal
Scal
Pvull
EcoRI
8 « pSV5 Hpal
9 « PSV5 xbal

10 0SV5 Bylll
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12 3 4 5 6 T 8 9

0
— A I

0

restriction site
SV 5 1.2

1 standard A-DNA Hindm
2 PSV5 Ndel Pstl
3 pSV5 Ndel Accl
4 pSV5 Pvull Seal
5 pSV5 Hpal Seal
6 pSV5 Hpal Kpnl
! pSV5 Pvul
8 pSV5 Xhol

9 0SV5



12 3 4
pSV5 a =
a 1 standard A-DNA 8 Hindi 11
2 PSV5
3 PVo 8 Accl
4 PSV5 a Accl

Hpal

104
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49
0.6 @
3l - restriction site
pSV 5 e

1 standard A -DNA Hindi 11
2 pSV5
3 nSV5 MI |
4 pSV5 Mini clal
5 pS\V5 M | Pstl
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restriction site

pSV5 1.2
} 1 standard ADNA Hindill
2 pSV5 Pstl Hpal
y3 pSVo Pstl, Hpal Pvull
4 pSVa Accl
5 pSV5 Accl Pvull
6 standard A-DNA Hindi 11
1 pSV5 Mini
8 pSV5 Mill| Hpal
9 " pSVh M | Ndel
10 pSV5 Ndel



Seal

|
|
g
!

F—(pSE411)

18 o

T [ e o B

S o 2luo G v = ol 3 9 - bt

& = wglos] = ¥ o > S o o I ) =

Moy s = P b & <\=ZZ el =
1 0.5 '0.45'0.35 0.8 0.9 0.4 1.7 . I !
1 0.] 1 1
| 1 1
| : i i
| e == —— (p.‘}l‘f'o']])-——-———.'.

33 Restriction map SV )
5% 9 Bacillus All
riiithi CGTase gene
I'multiple cloning sites

puUC 18

PSE411
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