FASMAC CO.,LTD

Cloning vector : pUCFa [pUC19 modified] s ci&iR a4

Synthesized gene

lacZa

pUCFa

ori

Vector
(2966 bp)

r—Amp

oO—=—2 59 Ak

TCCCTTAACGACGCTCTTCCGATCTGAT .~ ATCAGATCGGAAGAGCACACGTCTGAAC

Non-cutters

Agel, Apal, BamH]I, Bglll, BsiWI, EcoRI, HindIll, Kpnl, Ncol, Ndel, Nhel, Notl, Pstl, Sacl, Sall, Smal ,Spel, Xbal, Xhol

>pUCFa:Complete_Sequence

gtaaaacgacggccagtgaattgtaatagctctctgagtacggaacactctttcccttaacgacgetcttccgatctgatatcagatcggaagagecacacgtctgaacteccagtcttcaatggtatcgecccagatagettggegtaatcatggtcatggtcatagetgttt
cctgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgageccggaagecataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgagetaactcacattaattgegttgegetcactgecegetttccagtecgggaaacctgtegtgecagetgeattaatgaateg
gccaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegetetteegettectegetcactgactegetgegeteggtegttcggetgecggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgecaggaaagaacatgtgag
caaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggeteccgecccecctgacgagecatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggecgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttccccctggaagetee
ctcgtgegetetectgttccgacectgecgettaccggatacctgtecgectttcteecttcgggaagegtggegetttctcatagetcacgetgtaggtatctcagttecggtgtaggtegttcgetccaagetgggetgtgtgecacgaaccecececegttcagececgace
getgegecttatccggtaactategtettgagtccaacccggtaagacacgacttatcgeccactggecagecagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgetacagagttcttgaagtggtggectaactacggetacactagaagaacagtatt
tggtatctgegetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggcaaacaaaccaccgetggtageggteggttttttigtttgcaagecagecagattacgecgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcectttgatcttttctacggggtctga
cgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctca
gegatctgtctatttegttcatccatagttgectgactccccegtegtgtagataactacgatacgggagggettaccatctggecccagtgetgcaatgataccgegagacccacgetcaccggetccagatttatcagcaataaaccageccagecggaagggecga
gcgoagaagtggtcctgeaactttatccgecteccatccagtctattaattgttgccgggaagetagagtaagtagttcgecagttaatagtttgecgecaacgttgttgecattgetacaggeategtggtgtcacgetegtegtttggtatggettecattcageteeggttee
caacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagetectteggtectecgategttgtcagaagtaagttggccgeagtgttatcactcatggttatggcagecactgeataattctettactgtcatgecatccgtaagatgettttctgtga
ctggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggegaccgagttgetcettgecccggegtcaatacgggataataccgegecacatagecagaactttaaaagtgetcatcattggaaaacgttcttcggggegaaaactctcaaggatcttaccgetgtt

gagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcageatcttttactttcaccagegtttctgggtgage gaaggcaaaatgccgc ggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttoctttttcaatattatt

gaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegeacatttccccgaaaagtgeccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggegtatcacgaggecct
ttcgtctecgegegtttcggtgatgacggtgaaaacctetgacacatgecagetccecggagacggtcacagetigtctgtaageggatgecgggagecagacaagecegtcagggegegtcagegggtgttggegggtgteggggetggettaattaaatgececccaaaaca
tcaggttaatggcgttcttgatgtcattctcgegatgecgacagatccgecaacctcettcgecaattaccgacactggtactgacgecatatcegtggtcatcatacgeccagetttcatccccaatgtggacaaccggatagagttcacgggaaacttigtcgetcagtaa
ccgtgcagaagccaacggaatcaccgtgcgacgaccaggagtatcgatgatgtegetttgcacatccacaaacaggegatagegactttecgegtttgtaggtgtagactttgaactgeggtacgttacagagagegecaactgetgtgacggacgatetgtacgegett

cttcgctattccgeccaactcgcaaacggaggatgtgetgcaaggegattaagttgggtaacgectgggttttcccagtcacgacgtt



FASMAC CO.,LTD

Cloning vector : pUCT9 ek TR 4

Synthesized gene

MCS(Smal)

lacZa
pUC19
Vector ori
(2686 bp)
r—Amp

oa—=—2 YAk

GAATTCGAGCTCGGTACCC | GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGC
EcoRI  Sacl KpnI Smal BamHI Xbal Sall Pstl Sphl HindIII
Xmal HincI
Accl

>pUC19:Complete_Sequence

gtaaaacgacggccagtgaattcgagectcggtacccggggatectctagagtcgacctgecaggeatgecaagettggegtaatcatggtcatagetgtitectgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgageccggaagecataaagtgtaaagect
ggggtgectaatgagtgagetaactcacattaattgegttgegetcactgeccgetttccagtecgggaaacctgtegtgecagetgeattaatgaateggeccaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegetetteecgettectegetcactgactegetgeg
ctcggtegttcggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggeccagcaaaaggeccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggetecge
ccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggecgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttcceccctggaagetecctegtgegetetectgttccgaccotgecgettacecggatacctgteccgectttcteccttecgggaageg
tggegotttctcatagetcacgetgtaggtatctecagttcggtgtaggtegttcgetccaagetgggetgtgtgcacgaaccecccgttcageccecgacecgetgegecttatccggtaactategtettgagtccaacceggtaagacacgacttatcgecactggeage
agccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggetacactagaagaacagtatttggtatctgegetetgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcettgatccggecaaacaa

accaccgctggtageggtggtttttttgtitgcaagcagecagattacgege gatctc tcctttgatcttttctacggggtctgacgetcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctag
atccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgettaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtcetatttegttcatccatagttgectgactcccegtegtgtagataactacgatacgggageg
cttaccatctggccccagtgetgecaatgataccgegagacccacgetcaccggetccagatttatcagcaataaaccageccagecggaagggecgagegeagaagtggtecctgeaactttatccgectccatccagtctattaattgttgeccgggaagetagagtaa
gtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgecattgectacaggeategtggtgtcacgetegtegtttggtatggettcattcageteccggttcccaacgatcaaggegagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagetectteggtectecgat
cgttgtcagaagtaagttggccgecagtgttatcactcatggttatggcagecactgeataattctettactgtcatgeccatcecgtaagatgettttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgecggegaccgagttgctettgeccggegtea
atacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgetcatcattggaaaacgttcttcggggegaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactegtgcacccaactgatcttcageatcttttactttcaccagegttte

tggetgagc aggaaggcaaaatgccgc gaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaatagg

ggttccgegeacatttccccgaaaagtgecacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggegtatcacgaggecctttegtctegegegtttcggtgatgacggtgaaaacctetgacacatgecagetccecggagacggtcacage
ttgtctgtaagcggatgeccgggagecagacaageccgtcagggegegtcagegeggtattggegggtgteggggetggettaactatgeggecatcagageagattgtactgagagtgecaccatatgeggtgtgaaataccgecacagatgegtaaggagaaaataccgeat

caggcgccattcgccattcaggotgegecaactgttgggaagggegateggtgegggectettegotattacgeccagetggegaaagggggatgtgctgcaaggegattaagtigggtaacgecagggttttcccagtcacgacgtt



FASMAC CO.,LTD

Cloning vector : pUCFk [pUC19 modified] s c#@iRara:

Synthesized gene

lacZa

pUCFk

ori

Vector
(2915 bp)

r—Kan

H0—=27 58

TCCCTTAACGACGCTCTTCCGATCTGAT .~ ATCAGATCGGAAGAGCACACGTCTGAAC

Non-cutters

Agel, Apal, BamHI, Bglll, BsiWI, EcoRI, HindIll, Kpnl, Ncol, Ndel, Nhel, Notl, Pstl, Sacl, Sall, Smal ,Spel, Xbal, Xhol

>pUCFk:Complete_Sequence

gtaaaacgacggccagtgaattgtaatagctctctgagtacggaacactctttcccttaacgacgetcttccgatctgatatcagatcggaagagcacacgtctgaactccagtcttcaatggtatcgecccagatagettggegtaatcatggtcatggtcatagetgt
ttcotgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagecggaagecataaagtgtaaagectggggtgcctaatgagtgagetaactcacattaattgegttgegetcactgeccgetttccagtecgggaaacctgtegtgeccagetgeattaatgaa
tcggccaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegetottecegettectegetcactgactegetgegeteggtegttcggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgecaggaaagaacat
gtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggeteccgeccececctgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttccecctgga
agctccctegtgegeteteotgttccgaccctgecgettaccggatacctgtecgecttteteccticgggaagegtggegetttctcatagetcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttcgeteccaagetgggetgtgtgecacgaacceccecgttcag
cccgaccgetgegecttatccggtaactategtottgagtccaacccggtaagacacgacttatcgecactggcagecagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactacggetacactagaa
gaacagtatttggtatctgegetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggcaaacaaaccaccgetggtageggtggtttttttgtttgcaagecageagattacgege ggatctc tcctttgateottttct

acggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatecttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttagaaaaactcatcgageat
caaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttccataggatggcaagatcctggtatcggtetgegattccgactcgtccaacatcaatacaacctattaattte

ccctegtc taaggttatcaagt tcaccatgagtgacgactgaatccggtgagaatggcaaaagtttatgecatttctttccagacttgttcaacaggeccagecattacgetegtcatcaaaatcactcgecatcaaccaaaccgttattcattegtgat

tgcgectgagegagacgaaatacgegatcgetgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggegeaggaacactgccagegeatcaacaatattttcacctgaatcaggatattettctaatacctggaatgetgtttttccggggatcgeagtggt
gagtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgcttgatggtcggaagaggcataaattcecgtcagecagtttagtctgaccatctcatctgtaacatcattggcaacgetacctttgecatgtttcagaaacaactctggegeategggettcccatacaageg
atagattgtcgcacctgattgcccgacattatcgegageccatttatacccatataaatcagcatccatgttggaatttaatcgeggectegacgtttccegttgaatatggetcatactcttectttttcaatattattgaageatttatcagggttattgtctcatgage

ggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegeacatttcccc gtgccacctgacgtct: cattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggcecctttegtctcgegegtttcggtgatgacggte
aaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagettgtctgtaageggatgecgggagecagacaagecegtcagggegegtcagegggtgttggegggtgtecggggctggettaattaaatgccccaaaacatcaggttaatggegttettgatgteatte
tcgcegatgegacagatccgcaacctcttcgeccaattaccgacactggtactgacgecatatcegtggtcatcatacgeccagetttcatccccaatgtggacaaccggatagagttcacgggaaactttgtcgetcagtaaccgtgcagaageccaacggaatcace
gtgcgacgaccaggagtatcgatgatgtcgetttgcacatccacaaacaggegatagegactticgegttigtaggtgtagactttgaactgeggtacgttacagagagegecaactgetgtgacggacgatctgtacgegettettcgetattccgecaactcgeaaa

cggaggatgtgctgcaaggegattaagttgggtaacgectgggttttcccagtcacgacgtt



FASMAC CO.,LTD

Cloning vector : pUC19kan X TRIRATHE

Synthesized gene

MCS(Smal)
lacZa

pUC19kan
Vector
(2635 bp)

ori

r—Kan

oa—=2JH Ak

GAATTCGAGCTCGGTACCC | GGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGC

EcoRI  Sacl Kpnl Smal BamHI Xbal Sall Pstl Sphl HindIII
Xmal HincI
Accl

>pUC19kan:Complete_Sequence

gtaaaacgacggccagtgaattcgagctcggtacccggggatcctctagagtcgacctgecaggcatgecaagettggegtaatcatggtcatagetgtttcctgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagecggaagecataaagtgtaaagect

ggggtgcctaatgagtgagetaactcacattaattgegttgegetcactgeccgetttccagtegggaaacctgtegtgeccagetgeattaatgaatecggecaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegetettecgettectegetcactgactegetgege

tcggtegttcggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacge atgtgage cagc caggaaccgt cgegttgetggegtttttccataggetecgece

ccctgacgagcatcacaaaaatcgacgectcaagtcagaggtggegaaacccgacaggactataaagataccaggegtttccccctggaageteectegtgegetetectgttccgaccctgecgettaccggatacctgtecgectttcteccttecgggaagegteg
cgctttctcatagetcacgeotgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttcgeteccaagetgggetgtgtgcacgaacceccecgttcageccecgacecgetgegecttatcecggtaactategtettgagtccaaccecggtaagacacgacttatcgecactggeageage
cactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggeggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactacggectacactagaagaacagtatttggtatctgegetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggecaaacaaacca
ccgctggtageggtggtttttttgtttgcaagcagecagattacgecgcagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatettttctacggggtctgacgetcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatectt
ttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaaaagecgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgag
gcagttccataggatggcaagatcctggtatcggtetgegattccgactegtccaacatcaatacaacctattaatttcccctegtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatcecggtgagaatggcaaaagtttatgeatttctttcca
gacttgttcaacaggccagccattacgetcgtcatcaaaatcactcgecatcaaccaaaccgttattcattegtgattgegectgagecgagacgaaatacgegategetgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggegecaggaacactgecageg
catcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaatgctgtttttccggggatcgcagtggtgagtaaccatgecatcatcaggagtacggataaaatgcttgatggtcggaagaggeataaattcegtcagecagtttagtctgaccatctcatctgta
acatcattggcaacgctacctttgecatgtttcagaaacaactctggegeatecgggettcccatacaagegatagattgtcgecacctgattgecccgacattatcgegageccatttatacccatataaatcageatccatgttggaatttaatcgeggectegacgtttce
cgttgaatatggctcatactcttectttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegecacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatg
acattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctegegegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagetceccggagacggtcacagettgtetgtaageggatgecgggagecagacaageccgtcagggegegtcagegggtgttgge
gggtgtcggggcotggettaactatgeggecatcagageagattgtactgagagtgecaccatatgeggtgtgaaataccgecacagatgegtaaggagaaaataccgecatcaggegecattcgecattcaggetgegecaactgttgggaagggegateggtgegggectett

cgctattacgccagcetggcgaaagggggatgtgctgcaaggegattaagtigggtaacgecagggttttcccagtcacgacgtt



FASMAC CO.,LTD

E. coli expression vector : pEFa

Synthesized gene

T7P Ndel T7T

pEFa

Vector
lacl

(3790 bp)

lacl
r—Amp q

on—=2JH 4k

ori

T7 promoter primer

v

M13 primer lac O3 operator T7 promoter

»
»

GTAAAACGACGGCCAGTGGCAGTGAGCGCAACGCAATTCCAGGCTTTACACTAATACGACTCACTATAGGGA

Symmetric lac operator rbs
GAAATGTGTGGAATTGTGAGCGCTCACAATTTTCACATCGATTTAACTTTAAAAGAAACAATAAGGAGATAT
Afel Clal

ACATATGTAATGACGTACCATGGTAAAGTCTACACCTACAAACGCGAAAGTCGCTATCGCCTGTTT
Ndel Ncol

start stop

T7 terminator primer

CCGCTGAGCAATAACTAGCGAAAGCCCCCGGAAGATGCATCTTCCGGGGGCTTTTTTTTTGTGGATGTGCAAAGC
Blpl Nsil

T7 terminator

GACATCATCGGCGTGCAAGATTCCCTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTG



FASMAC CO.,LTD

>pEFa:Complete_Sequence

gtaaaacgacggccagtggcagtgagcgcaacgcaattccaggcetttacactaatacgactcactatagggagaaatgtgtggaattgtgagegetcacaattttcacatcgatttaactttaaaagaaacaataaggagatatacatatgtaatgacgtaccatggta
aagtctacacctacaaacgcgaaagtcgctatcgectgtttccgetgagcaataactagecgaaageccccggaagatgeatettcegggggctttttttttgtggatgtgcaaagegacatcateggegtgecaagattccctagecataaccecttggggectctaaac
gegtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactatatceggattggecgaatgggacgegecctgtageggegeattaagegegaaaaggecatecegtcaggatggecttcttcaagggeateggtegagateceggtgectaaattgegttgegetcactgeccget
ttccagtcgggaaacctgtegtgeccagetgeattaatgaatcggeccaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegecagggtggtttticttttcaccagtgagacgggcaacagetgattgeccttcaccgectggecctgagagagttgcagecaageggtee
acgctggtttgccccageaggegaaaatectgtttgatggtggttaacggegggatataacatgagetgtetteggtategtegtatcccactaccgagatatccgecaccaacgegeageccggacteggtaatggegegeattgegeccagegecatetgategttg
gcaaccagcatcgcagtgggaacgatgecctcattcageatttgeatggtttgttgaaaaccggacatggecactccagtegecttececcgttccgetatecggetgaatttgattgegagtgagatatttatgeccageccagecagacgecagacgegecgagacagaactt
aatgggcccgcetaacagegegatttgetggtgacccaatgegaccagatgetccacgeccagtegegtaccegtcttcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgecggaacattagtgecaggeagettccacageaat
ggcatcctggtcatccageggatagttaatgatcageccactgacgegttgecgegagaagattgtgcaccgecgetttacaggettecgacgecgettegttctaccatcgacaccaccacgetggecacccagttgatcggegegagatttaatcgecgegacaattt
gcgacggegegtgecagggecagactggaggtggecaacgecaatcagecaacgactgtttgecccgecagttgttgtgeccacgeggttgggaatgtaattcageteccgecategecgettecactttttccegegttttcgcagaaacgtggetggectggttcaccacge
gggaaacggtctgataagagacaccggecatactctgegacatcgtataacgttactggtttcacattcaccaccctgaattgactctettccgggegetatcatgecataccgegaaaggttttgcaccattegatggtgtccgggatetegacgetcteccttatgeg
actcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggecegttgagcaccgecgecgectcactgactegetgegeteggtegttcggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgecaggaaagaac
atgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggeteccgecccectgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggecgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttcccectgga
agctccctegtgegetctectgttccgacectgecgettaccggatacctgtecgectttcteccttcgggaagegtggegetttctcatagetcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttcgetccaagetgggetgtgtgecacgaacceccegttcage
ccgaccgetgegecttatcecggtaactategtettgagtccaacceggtaagacacgacttatcgeccactggcageagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgetacagagttcttgaagtggtggectaactacggetacactagaagaa
cagtatttggtatctgcgetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggcaaacaaaccaccgetggtageggtggtttttttgtitgcaagcagecagattacgecgcagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatcttttctacgg
ggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgettaatcagtgaggeace
tatctcagcgatctgtctatttegttcatccatagttgectgactccecgtegtgtagataactacgatacgggagggettaccatctggececcagtgetgecaatgataccgegagacccacgetcaccggetccagatttatcagcaataaaccagecagecggaag

ggccgagegeagaagtggtcctgecaactttatccgecteccatccagtctattaattgttgccgggaagetagagtaagtagticgecagttaatagtttgecgecaacgttgttgecattgetacaggeategtggtgtcacgetegtegtttggtatggettcattcagetee

ggttcccaacgatcaaggegagttacatgatcceccatgttgtgc ggttagctcctteggtectecgategttgtcagaagtaagttggecgeagtgttatcactcatggttatggecageactgeataattctettactgtecatgecatcegtaagatgetttt
ctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggegaccgagttgetcttgecccggegtcaatacgggataataccgegecacatagcagaactttaaaagtgetcatcattggaaaacgttcttcggggecgaaaactctcaaggatettace
getgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcageatcttttactttcaccagegtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgeccgcaaaaaagggaataagggegacacggaaatgttgaatactcatactettectttttcaat

attattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegeacatttccce gtgccacctgacgtct cattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacga

ggccctttegtctegegegtttcggtgatgacggtgaaaacctetgacacatgecagetccecggagacggtcacat
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E. coli expression vector : pEFk

Synthesized gene

T7P Ndel T7T

pEFk

Vector
lacl

(3739 bp)

lacl
r—Kan q

on—=2JH 4k

ori

T7 promoter primer

v

M13 primer lac O3 operator T7 promoter

»
»

GTAAAACGACGGCCAGTGGCAGTGAGCGCAACGCAATTCCAGGCTTTACACTAATACGACTCACTATAGGGA

Symmetric lac operator rbs
GAAATGTGTGGAATTGTGAGCGCTCACAATTTTCACATCGATTTAACTTTAAAAGAAACAATAAGGAGATAT
Afel Clal

ACATATGTAATGACGTACCATGGTAAAGTCTACACCTACAAACGCGAAAGTCGCTATCGCCTGTTT
Ndel Ncol

start stop

T7 terminator primer

CCGCTGAGCAATAACTAGCGAAAGCCCCCGGAAGATGCATCTTCCGGGGGCTTTTTTTTTGTGGATGTGCAAAGC
Blpl Nsil

T7 terminator

GACATCATCGGCGTGCAAGATTCCCTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTG
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>pEFk:Complete_Sequence

gtaaaacgacggccagtggcagtgagecgcaacgcaattccaggetttacactaatacgactcactatagggagaaatgtgtggaattgtgagegectcacaattttcacatcgatttaactttaaaagaaacaataaggagatatacatatgtaatgacgtaccatggta
aagtctacacctacaaacgcgaaagtcgctatcgectgtttccgetgagcaataactagecgaaageccccggaagatgeatettcegggggctttttttttgtggatgtgcaaagegacatcatcggegtgecaagattcecctagecataaccecttggggectectaaac
gegtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactatatccggattggegaatgggacgegecctgtageggegeattaagegegaaaaggecatecegtcaggatggecttcttcaagggeateggtegagateceggtgectaaattgegttgegetcactgeccget
ttccagtcgggaaacctgtegtgeccagetgeattaatgaatcggeccaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegecagggtgstttticttttcaccagtgagacgggcaacagetgattgeccttcaccgectggecctgagagagttgcagecaageggtee
acgctggtttgccccageaggegaaaatectgtttgatggtggttaacggegggatataacatgagetgtetteggtategtegtatcccactaccgagatatccgecaccaacgegeageccggacteggtaatggegegeattgegeccagegecatetgategttg
gcaaccagcatcgcagtgggaacgatgecctcattcageatttgeatggtttgttgaaaaccggacatggecactccagtegecttececegttccgetatcggetgaatttgattgecgagtgagatatttatgeccageccagecagacgecagacgegecgagacagaactt
aatgggcccgcetaacagegegatttgetggtgacccaatgegaccagatgetccacgeccagtegegtaccegtcttcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgecggaacattagtgecaggeagettccacageaat
ggcatcctggtcatccageggatagttaatgatcageccactgacgegttgecgegagaagattgtgcaccgecgetttacaggettcgacgecgettegttctaccatcgacaccaccacgetggecacccagttgatcggegegagatttaatcgecgegacaattt
gcgacggegegtgecagggecagactggaggtggecaacgecaatcagecaacgactgtttgeccegecagttgttgtgeccacgeggttgggaatgtaattcageteccgecategecgettecactttttccegegttttcgcagaaacgtggetggectggttcaccacge
gggaaacggtctgataagagacaccggecatactctgegacatcgtataacgttactggtttcacattcaccaccctgaattgactctettccgggegetatcatgecataccgegaaaggttttgcaccattegatggtgtccgggatetegacgetcteccttatgeg
actcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggecegttgagcaccgecgecgectcactgactegetgegeteggtegttcggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgecaggaaagaac
atgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggetecgecccectgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggecgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttccecectgga
agctccctegtgegetctectgttccgacectgecgettaccggatacctgteecgectttcteecttcgggaagegtggegetttctcatagetcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttcgetccaagetgggetgtgtgecacgaaccecccegttcage
ccgaccgetgegecttatcecggtaactategtettgagtccaacccggtaagacacgacttatcgeccactggcageagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgetacagagttcttgaagtggtggectaactacggetacactagaagaa
cagtatttggtatctgcgetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggcaaacaaaccaccgetggtageggtggtttttttgtitgcaagcagecagattacgecgcagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatcttttctacgg
getctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttagaaaaactcatcgagcatcaaatg
aaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaaaagccegtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttccataggatggcaagatectggtatcggtcetgegattccgactegtccaacatcaatacaacctattaatttccectegte
aaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatccggtgagaatggcaaaagtttatgecatttctttccagacttgttcaacaggccagecattacgetcgtcatcaaaatcactcgecatcaaccaaaccgttattcattegtgattgegectgag
cgagacgaaatacgcgatcgcetgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggegcaggaacactgeccagegeatcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaatgetgtttttccggggatcgecagtggtgagtaaccatg
catcatcaggagtacggataaaatgcttgatggtcggaagaggcataaattccgtcagecagtttagtctgaccatctcatctgtaacatcattggcaacgetacctttgecatgtttcagaaacaactctggegeatcgggettcccatacaagegatagattgtcgea
cctgattgcccgacattatcgegageccatttatacccatataaatcagecatccatgttggaatttaatcgeggectegacgtttccegttgaatatggetcatactettectttttcaatattattgaageatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaa
tgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegecacatttccccgaaaagtgeccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggegtatcacgaggecctttegtctegegegtitcggtgatgacggtgaaaacctcetgacaca

tgcagctccecggagacggtcacat



