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Download
NEB ARアプリは Appleストア
（iPhone/iPad用）もしくは Google
プレイ（Android用）でダウンロード
できます。

Explore
カタログ内の ARアイコンをかざせ
ば簡単に視聴できます。

Discover
コンテンツは動画、チュートリアル、

科学情報などが満載です。

Want to experience 
the NEB catalog in 
augmented reality?

AR
NEB

1974年の創業以来、ニュー・イングランド・バイオラボは成長をし続
けています。しかしながら創業時に掲げられた会社理念は一切変わっ

ていません。すなわち、科学の発展と環境への配慮を最優先するこ

とです。これに独自の企業文化を加味すれば、「情熱、謙虚、純粋」

という 3つのコアバリューに集約されます。これは創業者であるDon 
Comb博士が最優先としていたことであり、この価値観こそが今日の
私たちの指針となっています。

去る 2020 年 10月 5日、New England Biolabs の創設 者である 
Donald G.Combがマサチューセッツ州イプスウィッチにてその生涯を
閉じました。Donの図り切れない好奇心、無限の熱意、そして環境
への取り組みは、これからも私たち全員にインスピレーションを与え

てくれるでしょう。企業経営に対する彼のビジョンは、型破りでした

が非常に効果的でした。プロセスや利益よりも人材や情熱を重視し、

高品質の試薬を適正な価格で提供し、基礎研究と応用研究を共存さ

せ、地球の保護と科学の発展を優先させることです。彼の寛大さと私

たち一人一人への信頼が、全員が発言権を持ち、すべての従業員が自

身の価値を感じられる家族のような文化を生み出しました。私たちは、

彼の人生の一部を担えたことを光栄に思うと同時に、彼の遺産を引き

継いでいきます。

2020年に起きたすべての出来事ー新型コロナウイルスの世界的感染、
深い政治的偏向、人種的不公平の生々しい映像などーを考えると、こ

の年は私が NEBで過ごした 37年間の中で最も試練に満ち、困難で、
感情的疲弊を伴う年だったと言えるでしょう。皆さんの多くも同じよう

に感じているのではないでしょうか。一方で、科学が中心となり、新

型コロナウイルスワクチンが開発され、人が本来持っている善良さを

信じ、世界中で平和と団結への希望の光が見えたことで、最も健やか

で、無私無欲で、希望に満ちた年でもありました。私たちは、科学は

単なる職業ではないと考えてきました。科学は思いやりのある行動、

輝き、独創性、そして共同体意識を刺激する精神を体現しています。

これからも、お互いを思いやり、支え合い、感謝し合い、いかなる困

難にも立ち向かえるほど強くなることができると信じています。

日頃からのご信頼とご支援に感謝いたします。もし皆様が私たちと異

なる意見をお持ちでしたら是非お聞かせください。皆様の研究のさら

なる成功をお祈りしております。

Jim Ellard 
CEO, New England Biolabs, Inc.
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Learn more about 
our commitment  
to the environment

ニュー・イングランド・バイオラボでは、45 年前の設立時と変わらぬ真理である
一連のコア・バリューによって、モチベーションを高めています。こうした原則

が、企業としても個人としても、常に私たちを導いてくれているのです。

be 
INSPIRED

drive 
DISCOVERY

stay 
GENUINE

*詳細は7ページ参照
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科学の進歩
私たちは、お客様とのつながりを維持し科学の躍進を推進するた

めには、基礎研究と科学的知識の育成が不可欠であると考えてい

ます。NEB では、30 を超える研究室が研究プロジェクトに参加し
ています。こうした研究プロジェクトは、博士課程修了後のフェ

ローや修士・博士課程の学生による支援を受けています。NEB の
研究者は、これまでに 1,300 本を超える出版物を執筆または共同
執筆しており、その大半は査読誌に掲載されています。

環境スチュワードシップ
私たちは、地球の天然資源を保護するべく、地域的にも国際的に

も、生態学的に健全な業務の実践と環境的持続可能性の推進に

継続的に取り組んでいます。さらに、環境への影響を

最小限に抑えるため、業務プロセスを継続的に改善す

ることを目標としています。詳細は下記ウェブページを

ご覧ください。

www.neb.com/environmentalphilosophy

人道主義
私たちは生活の改善に科学を活用できる好機を見出し、より優し

く、より思いやりがあり、より健康的な未来になるよう、社会的

な指標を推し進める研究者たちからインスピレーションを得てい

ます。この哲学は、資金不足で研究が十分に行われていない熱帯

病の理解と治療に貢献する、NEBの寄生虫学研究プログラムへの長
期的なコミットメントを支えています。また、人道的努力に力を

注ぐ基金の設立の支援も行っています。詳細は下記ウェブページ

をご覧ください。

www.neb.com/corporateresponsibility.

最高品質製品の提供
お客様の研究を一層スピーディーに進められるよう、最高級の製

品品質と技術支援を提供することを目標としています。遺伝子組

換え技術を基盤とする当社製品は、米国マサチューセッツ州イプ

スウィッチにある ISO13485:2016および ISO9001:2015 認証施設
で設計・製造されています。私たちは、製品が常に期待通りに

機能することを保障できるよう、品質管理の厳密性と領域を改

善し続けています。また、マサチューセッツ州ロウリーに施設

を開設して製造拠点を拡大しまし

た。ここでは、品質文書やサポー

トの強化を必要とするお客様のた

めに、GMP グレードに準拠した材
料を製造しています

Take a tour of   
New England Biolabs
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NEB の施設
米国マサチューセッツ州イプスウィッチにある当

社の研究・製造施設は LEED®
認証を受けていま

す。この認証は、以下の項目を含む環境に焦点

を当てた基準に基づいて授与されています。

•  水効率化

•  省エネルギー

•  大気保護

•  持続可能な建築資材および資源

•  室内環境品質

•  イノベーションと建築設計

LEED® is a registered trademark of the U.S. Green Building Council Corporation.

多様性、公平性 
および包括性

私たちは、自分たちが成長しなければならない

分野があることを認識し、見過ごされたり過小

評価されてきた不正に対する意識レベルを高め

るための措置を講じています。当社の多様性・

公平性・包括性担当チームは、これらの問題に

取り組むため、以下の 4つのサブグループに分
かれています。

•  社会慈善事業

•  STEM教育（科学、技術、工学、数学）

•  社会的支援活動

•  NEBにける多様性・公平性・包括性

廃水処理に対する 
独自のアプローチ

当社で使用している最新技術の Solar Aquatics 
System ™は、小川や湿地で見られるプロセスを

利用し加速させたもので、構内の廃水を処理し、

十分に浄化して地下水に戻しています。

Solar Aquatics System™ is a trademark of Ecological Engineering Associates.
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ニュー・イングランド・バイオラボとの提携

ライフサイエンス業界で 40年以上にわたって発揮してきたリーダーシップに加え、科学的専門知識や世界的な広がり、革
新的なアイデアを成功する製品に転換する確かな実績によって、NEBは有力なパートナーとして位置づけられています。次
世代シーケンシング、RNA生物学、定量 PCR、タンパク質工学など多様な分野での経験を積んでいる NEBは、お客様のニー
ズに特化したカスタムソリューションを開発し、お客様の技術を市場へと送り出す手助けをするために協力いたします。さら

に、当社の国際流通ネットワークが、お客様の製品を世界中にお届けするお手伝いをします。

カスタムソリューション
開発から商品化まで、NEBは技術的な専門知識や一貫した拡張
可能な製造、品質システム、国際流通ネットワークを提供し、長

期的なパートナーシップを成功させることが可能です。当社の専

任チームはお客様と力を合わせ、お客様のアプリケーションに合

わせた高性能酵素を新たに開発する、お客様のワークフローに

合わせてこれらの酵素を最適化する、大小の規模を問わない生

産を可能にする、品質管理の仕組みを作り上げる、パッケージを

カスタマイズする、などの業務を可能にします。ISO13485およ
び ISO9001認証製造工程、並びに GMPグレードの製品を製造
する能力を備えており、お客様が製品に必要とされる確かな製

造工程、情報管理、リスク軽減を、安心してお任せいただけます。

詳細については、custom@neb.comまでお問い合わせください。

グローバルビジネス開発
NEBの事業開発チームは、戦略的パートナーシップ、ライセンス
供与および新事業を通じて分子技術の革新を可能にするため、

世界規模で事業を展開しています。科学的、商業的および国際

的なリソースなど、弊社の才能と資産を活用することで、こうし

た事業展開を可能にしています。

共同開発事業では、当社の専門知識や独自技術にアクセスする

ことができるため、より短期間でのイノベーション・サイクルにて

商業的成果が得られるようになります。製品は適切に管理された

国際流通ネットワークに入り、当社の特権的な市場ポジションに

より、さらなる成功を得ることができます。

詳細については、busdev@neb.comまでお問い合わせください。

「NEBnow」フリーザー・プログラム・ネットワーク
研究に必要な試薬が届くのをお待ちいただく必要が無くなりま

す。NEBnowの施設内冷凍庫をお使いいただくと、NEBの高品
質試薬をいつでも簡単に、手頃な価格でご利用いただけけるよう

になります。当社の NEBnowフリーザー・プログラム・チームは
お客様の施設と緊密に連絡を取り合い、お客様の研究プログラ

ムに最適な在庫をカスタマイズします。混載便をお使いいただく

と、時間と配送料を節約していただくことが可能です。詳細につ

いては、freezers@neb.comまでお問い合わせください。

イノベーションのための酵素
NEBの製品カタログでは、自然界に存在する酵素や、特定の目
的に合わせて遺伝子操作された酵素など、多様な酵素の機能性

を紹介しています。一方、分子生物学では、新しいツールが新し

い発見につながることが少なくありません。当社の酵素学の専門

知識を活かし、DNA、RNA、タンパク質、グリカンを操作するた
めの興味深い独自の活性を有する新たな酵素を、より一層取り揃

えてご提供しています。こうした酵素の中には、特定の用途がま

だ発見されていないものもあります。私たちは、研究者たちの想

像力をかみ合わせることで、「イノベーションのための酵素」の取

り組みが、新たな分子ツールやワークフローの発見を可能にして

くれることを期待しています。現在入手が難しい酵素機能をお探

しの場合は、www.enzymesforinnovation.comにアクセスして
いただくか、enzymesforinnovation@neb.comまでお問い合わ
せください。

What are Enzymes 
for Innovation?

*詳細は7ページ参照
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The NEBnow freezer program is an amazing 
addition; having 24/7 access to the NGS 
reagents has been extremely helpful. NEB 
allows you to customize the freezer to hold 
the items you use most, saving us valuable 
time by cutting out the ordering process! 

–  Assistant Director, Genomic Sequencing and Analysis Facility,  
University of Texas, Austin

“

”

When it comes time to choose a source of 
enzymes, my first choice is NEB. In addition to 
having a wide selection of enzymes, I’ve been 
impressed with their rigorous test procedures 
and overall quality of their products. The staff 
is responsive, knowledgeable, customer-focused 
and a pleasure to work with.

–  Senior Fellow, Analytics & Knowledge Transfer,  
Molecular Biology Reagents Provider

“

”

科学倫理

NEBは倫理的な科学を実践することを心がけて
います。科学的疑問を常に抱くことが研究者の

重要な仕事であり、その質問に回答することで

生活の質の向上や世界の維持に役立つと信じて

います。ただしこの研究は常に安全で倫理的な

方法で行わなければならないこともしっかりと

認識しています。詳細は以下をご覧ください。

www.neb.com/neb-ethics
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新型コロナウイルス研究支援
NEBは新型コロナウイルスの臨床用ツールとワクチン製造原料を供給するとともに、研究支援も行っています。以下に代
表的なものを紹介します。詳細はウェブサイトをご参照ください。

www.nebj.jp/re/COVID-19_research_support

(1)  Josh Quick 2020. nCoV-2019 sequencing protocol v2 (GunIt). protocols.io https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bdp7i5rn.
*  "GMP-grade"とは、NEBが Rowley工場で製造している試薬を指すブランド名です。Rowley工場は、高い製品仕様と顧客要求を達成するために、より厳格なインフラとプロセス管理の下で試薬を製造するよ
うに設計されています。NEB社の Rowley工場で製造される試薬は、ISO 9001および ISO 13485の品質管理システム規格に準拠して製造されています。しかし、現時点では、NEB社は医薬品有効成分（API）
と呼ばれる製品を製造・販売しておらず、Current Good Manufacturing Practiceのすべての規制に準拠して製品を製造していないことにご留意ください。

RNA抽出
RNAの抽出はウイルス検出アッセイの最初のステップであるこ
とが多く、この世界的なパンデミックの中でますます重要な実

験技術となっています。NEBではウイルス RNA抽出に特化した
キットを提供していませんが、既存の Monarch Total RNA 
Miniprep KitとMonarch RNA Cleanup Kitsは、臨床関連サン
プルからウイルス RNAを含むトータル RNAの抽出に成功して
います。詳しくは 137-138ページをご覧ください。

ウイルス検出
ウイルスの検出には，新型コロナウイルス RNA中の特定の配列
を確認するための核酸増幅法がよく用いられます。特にリアル

タイムでの定量を可能にする RT-qPCRや、単一の反応温度で
安定した増幅を可能にする LAMP（Loop-Mediated Isothermal 
Amplification）が一般的です。NEBにはこれらの研究用製品
（RUO）があり、Luna® qPCRおよび RT-qPCRキットとして販売
しています。これらの製品は緊急使用認可（EUA）プロトコルで
も言及されています。詳細は 72-78ページをご覧ください。

シーケンスと疫学
新型コロナウイルスパンデミックにおいては、シーケンシング

技術が大いに活用され、科学者らの前例のない共同研究を行い、

疫学調査や基礎研究、臨床研究、診断などの分野の急速な進

歩をもたらしました。特に新型コロナウイルス全ゲノムシーケン

スのプロトコルが ARTICネットワーク (1)のオリジナル研究に
基づいて開発され、さらにライブラリー調製キットとして

NEBNext  ARTICキットが開発・販売されました。オックスフォー
ド・ナノポア・テクノロジーズおよびイルミナプラットフォームの

両方でご利用いただけます。詳細は 161-162ページをご参照く
ださい。

ウイルス生物学
新型コロナウイルスの感染においては、宿主表面の受容体にウ

イルスが結合した後、スパイクタンパク質の S1ユニットと S2
ユニットの間のタンパク質の分解がおこる。その後、S2ユニッ
トが切断されると膜融合が引き起こされる。Furinはこの過程
におけるプロテアーゼファミリーの重要な酵素の 1つである。
スパイクタンパク質が Furinの影響を受けやすいことは、ウイ
ルスの生物学的性質だけでなく、新型コロナウイルスの伝達性

を理解する上でも重要である。スパイクタンパク質はまた、広

範囲に渡ってグリコシル化されている。これらの糖鎖は、細胞

の侵入や膜の融合、さらには宿主との関係を調節する上で重要

な意味を持つ。細胞への侵入や膜融合、宿主の免疫反応の調

節に大きな意味を持つ。これらのグリコシル化は、PNGase F、
Trypsin、Endoproteinase LysCで分析し、プロファイリングす
ることができる。詳しくは 256-257ページと 265-269ページを
ご覧ください。

ワクチン開発
mRNAベースのワクチンは、従来のワクチンに代わる新たなワ
クチンです。タンパク質ベースのワクチンとは異なり、mRNAワ
クチンでは、疾患に特異的な抗原をコードするmRNAを使いま
す。細胞内に導入されたmRNAは、細胞内の機構によって翻
訳され、タンパク質抗原が合成されます。そしてこの抗原が免

疫系によって認識され、免疫反応が起こります。新型コロナウ

イルスに対しては、いくつかのmRNAワクチンがすでに投与さ
れています。mRNAワクチンは、mRNAを転写・修飾する酵素
を用いて、in vitro で迅速かつ大規模で製造できる点が最大の
長所です。詳しくは 199-205ページをご覧ください。
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GMPグレード試薬
NEB は 45 年以上にわたってライフサイエンス業
界の試薬の開発と製造の世界的リーダーであり

続けています。特に RNA 研究試薬においては、
高品質な RNA を合成するための試薬とキットを
提供しており、テンプレート作成から転写反応、

さらに RNA 合成後のキャッピングやテーリング、
精製まで、RNA 合成ワークフロー全体をカバー
しています。またこれらの試薬は数十年におよ

ぶ分子生物学研究に基づいてデザインと製造を

されているため、ご希望のアプリケーションを

確実に実現します。

昨今のニーズに対応すべく、NEB 本社のあるマ
サチューセッツ州イプスウィッチから約 15分の
マサチューセッツ州ローリーに、43,000 平方
フィートの最新鋭の GMP グレード製品生産施
設を開設しました。この施設には、品質管理と

製造の機能が備えられ、出荷 /入荷エリアと専
用の倉庫、クローンの前培養、本番の大量培養、

精製、ボトルへのパッキングなど、それぞれの

製造工程が完全に個別の場所で行われていま

す。詳細はウェブサイトをご覧ください。

www.neb.com/GMP

分子診断技術

新型コロナウイルスパンデミックは、臨床検査

室が直面する多くの課題を浮き彫りにし、それ

らに対処するための新しく革新的なソリュー

ションを必要としています。技術開発のスピード

はかつてないほど速くなっており、診断薬のサ

プライチェーンの弱点を露呈し、イノベーション

の必要性が高まり、診断薬の開発、製造、展

開の方法についてこれまでとは異なる考え方が

求められています。

NEBは、多くの科学者が信頼するライフサイエン
ス分野の試薬メーカーとして知られています。

しかしながら私たちが一般試薬のほかにも、幅

広い診断製品やその原料を提供していることは

あまり知られていません。NEBは、分子生物学
や酵素学における豊富な経験をもとに、技術開

発、そして最終的にはスケールアップや商業化

に伴う課題を解決するための支援を行っていま

す。詳細はウェブサイトをご覧ください。

www.neb.com/MDx
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ニュー・イングランド・バイオラボ財団は、景観や海景、そこに見られる生物・文化の多様性をコミュニティベースで保

全することを目的とした民間の独立財団です。この財団は、中米、南米アンデス、西アフリカの特定の国と、マサチュー

セッツ州ノースショアの沿岸地域のプロジェクトを支援しています。詳細はウェブサイト（NEBF.org）をご覧ください。

Creative Action Instituteは、ジェンダー平等を推進し、持続可能な地球を構築するために、コミュニティ主導のソリュ
ーションを促進します。体験型のトレーニング、集会、コーチングを通じて、リーダーシップを育成し、ネットワー

クを構築し、それらの支援運動を行っています。詳細はウェブサイト（CreativeActionInstitute.org）をご覧ください。

ニュー・イングランド・バイオラボのOcean Genome Legacy Centerは、海洋ゲノムの多様性を保全し、世界中の海洋生物
のゲノムDNAのレポジトリを維持することを目的とした非営利の研究センターです。詳細はウェブサイト（northeastern.
edu/ogl）をご覧ください。dedicated to preserving the biological diversity of the sea

www.northeastern.edu/ogl

非営利団体および財団支援

New England Biolabsは、世界的に社会的責任と環境管理を推進している
いくつかの組織の設立に一役買っています。

ニュー・イングランド・
バイオラボ・ジャパン株式会社

〒 130-0022　
東京都墨田区江東橋 2丁目 2-3　倉持ビル第 2
TEL（代表）：03-4545-1422

テクニカルサポート：

　TEL：03-4545-1420
　Email：tech.jp@neb.com

カスタマーサービス：

　TEL：03-4545-1421
　FAX：03-5669-6194
　Email：info.jp@neb.com

ウェブサイト：www.nebj.jp

案内

研究用試薬限定 
弊社の製品はすべて研究用試薬であり、ヒトや動物の治療や診断には使用できません。 

売買の排他条件 
弊社製品の売買に関する一般取引条件は NEB本社のウェブサイト（www.neb.com/support/
terms-of-sale）に記載された条項に準ずるものとし、正当に権限が与えられた弊社の代表者が書
面によって同意した取引条件を除き、他のいかなる取引条件にも同意せず、拘束されません。弊社

の一般的取引条件に記載された保証条件は排他的であり、他のいかなる保証も適用されません。

購入者 / 使用者に対する注意 
本カタログに記された情報は、作成された時点（2022年 1月）において、当社が知りうる限り
正確かつ信頼できるものですが、最新の情報であることを保証するものではありません。あく

までも手引きとしてご使用ください。使用者は自らの責任で使用目的に適した商品であることを

確認し、一部製品には日本国内の法規制における毒物や危険物として指定されている化学物質

や遺伝子組換え生物が含まれていること、また事前の安全対策が必要であることを認識・確認

した上でご使用ください。本カタログに記載された内容は、いかなる特許、法令、あるいは規

則に違反する行為や製品を推奨するものではありません。使用者は自らの責任で、製品の使用

方法が法令や規制、政府の方針に遵守していることを確認し、場合により第三者の知的所有権、

法的認可もしくは承認が必要となることをご理解の上、ご使用ください。
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The employee photo has been a tradition in the catalog for 
over 30 years. Given the current situation, we went with a 
more creative approach to bring the NEB family together.
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BpuEI
BsaI-HFv2
BsaAI
BsaBI
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BsiEI
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BtsIMutI
BtsCI
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ClaI
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DdeI
DpnI
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DraI

DraIII-HF
DrdI
EaeI
EagI-HF
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EciI
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EcoRI
EcoRI-HF
EcoRV
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FauI
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FseI
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HaeIII
HgaI
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HpaI
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Recommended HiScribe Kits by Application 201
T3, T7, SP6 RNA Polymerases 202
Hi-T7 RNA Polymerase (Std. & High Conc.) 202
E. coli Poly(A) Polymerase  202
Poly(U) Polymerase 202
E. coli RNA Polymerase, (Core and Holoenzyme) 203
Pyrophosphatase, Inorganic (E. coli, yeast) 203
Thermostable Inorganic Pyrophosphatase 203
NudC Pyrophosphatase 203
Ribonucleotide Solution Set, Solution Mix 203
Sce Pus1 203
Vaccinia Capping System 204
mRNA Cap 2´-O-Methyltransferase 204
RNA Cap Analog Selection Chart 204
3´-Desthiobiotin-GTP, 3´-Biotin-GTP 205
yDcpS, mRNA Decapping Enzyme 205

cDNA Synthesis, RT-PCR & RT-qPCR
cDNA Synthesis Selection Chart 206
ProtoScript II Reverse Transcriptase 206
LunaScript RT SuperMix Kit 73
LunaScript RT SuperMix Kit (Primer-free)  73
M-MuLV Reverse Transcriptase 207
AMV Reverse Transcriptase 207
WarmStart RTx Reverse Transcriptase 207
Template Switching RT Enzyme Mix 208
Primers for cDNA Synthesis 208
ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis Kit 209
ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit 209
Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit (No ROX) 74
Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG 74
Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit 75
Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit 75
Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit 74
Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit 74
OneTaq One-Step RT-PCR Kit, OneTaq RT-PCR Kit 81
Luna SARS-CoV-2 RT-qPCR Multiplex Assay Kit 76

RNA Ligases & Modifying Enzymes
RNA Ligase Activity Chart 210
RNA Ligase Selection Chart 211
T4 RNA Ligase 1, 2 212
T4 RNA Ligase 2, truncated 212
T4 RNA Ligase 2, truncated K227Q and KQ 213
RtcB Ligase, Thermostable 5´ AppDNA/RNA Ligase 213
5´ DNA Adenylation Kit 214
SplintR Ligase 214
RNA 5´ Pyrophosphohydrolase (RppH) 214
5´ Deadenylase 214
RNase If, RNase H, Thermostable RNase H 215
RNase HII 215
Quick CIP 105
Antarctic Phosphatase 106
Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) 106
T4 Polynucleotide Kinase 104
ShortCut RNase III, XRN-1 216

RNase Control
Exonuclease T, Nucleoside Digestion Mix 217
DNase I (RNase-free) 217
RNase Inhibitor, Murine 217
RNase Inhibitor, Human Placenta 218
Ribonucleoside Vanadyl Complex 218

NEBNext Reagents for RNA Library Preparation
NEBNext Ultra II Directional RNA  Library Prep Kit for Illumina 153
 NEBNext Ultra II Directional RNA Library  
Prep with Sample Purification Beads 153

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for Illumina 153
 NEBNext Ultra II RNA Library Prep  
with Sample Purification Beads 153
NEBNext Single Cell/Low Input RNA  
Library Prep Kit for Illumina 158
NEBNext Single Cell/Low Input cDNA 
Synthesis & Amplification Module  158

RNA Cleanup & Isolation
Magnetic mRNA Isolation Kit 219
Oligo d(T)25 Magnetic Beads 219
Streptavidin Magnetic Beads 219
EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kit 220
Monarch Total RNA Miniprep Kit 137
Monarch RNA Cleanup Kits (10, 50, 500 µg) 138

RNA Markers & Ladders
dsRNA Ladder 221
microRNA Marker 221
ssRNA, Low Range ssRNA Ladder 221
RNA Loading Dye (2X) 221
Universal miRNA Cloning Linker 221

タンパク質発現 & 精製システム
Protein Expression Overview 226

Expression Systems

Cell-free Expression 
NEBExpress Cell-free E. coli Protein Synthesis System 227
NEBExpress GamS Nuclease Inhibitor 227
PURExpress In Vitro Protein Synthesis Kit 228
PURExpress ∆ Ribosome, ∆ (aa, tRNA), ∆ RF123 Kits 228

PURExpress Companion Products:
PURExpress Disulfide Bond Enhancer 228
E. coli Ribosome 228

E. coli 
NEBExpress MBP Fusion and Purification System 229

NEBExpress Companion Products:
Amylose Resin, Anti-MBP Monoclonal Antibody 229
pMAL-c6T Vector, TEV Protease 229

IMPACT Kit, IMPACT Vector Comparison 230

IMPACT Companion Products:
Chitin Resin, Anti-CBD Monoclonal Antibody 230
IMPACT Vectors 230

Yeast 
K. lactis Protein Expression Kit 231

K. lactis Companion Products: 
SacII 231
Yeast Carbon Base Medium Powder 231
K. lactis GG799 Competent Cells 231

Competent Cells 
Competent Cells for Protein Expression 232, 245–249

Purification
Purification Beads, Columns & Resins Selection Chart 233

Polyhistidine-tagged Protein Purification 
NEBExpress Ni-NTA Magnetic Beads 234
NEBExpress Ni Resin, NEBExpress Ni Spin Column 234
TEV Protease 234

Maltose Binding Protein (MBP) Purification 
Amylose Resin, Amylose Resin High Flow 234
Amylose, Anti-MBP Magnetic Beads 234
Anti-MBP Monoclonal Antibody 234

Chitin Binding Domain (CBD) Purification 
Chitin Resin, Chitin Magnetic Beads 234
Anti-CBD Monoclonal Antibody 234

Magnetic Bead Purification Products
Oligo d(T)25 and Streptavidin Magnetic Beads 235
Magnetic mRNA Isolation Kit 235
Hydrophilic Streptavidin Magnetic Beads 235
Protein A, Protein G Magnetic Beads 235
6-Tube, 50 ml, 12-Tube Magnetic Separation Racks 235
96-Well Microtiter Plate Magnetic Separation Rack 235
NEBNext Magnetic Separation Rack 235
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コンピテントセル
Strain Properties Chart 240

Cloning Strains
NEB Cloning Competent E. coli Sampler 242
NEB Turbo Competent E. coli (High Efficiency) 242

NEB 10-beta Competent E. coli (High Efficiency) 243
Electrocompetent 243

NEB 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency) 243
(Subcloning Efficiency) 243
NEB 5-alpha F´l q  Competent E. coli (High Efficiency) 243
NEB Stable Competent E. coli (High Efficiency) 244
dam–/dcm– Competent E. coli 244
NEB Tube Opener 244

Companion Products:
SOC Outgrowth Medium 242
NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium 243

Protein Expression Strains
BL21, BL21(DE3), Lemo21(DE3) Competent E. coli 245
NiCo21(DE3) Competent E. coli 246
NEBExpress Competent E. coli (High Efficiency) 246
NEBExpress l q  Competent E. coli (High Efficiency) 246
T7 Express Competent E. coli (High Efficiency) 247
T7 Express lysY Competent E. coli (High Efficiency) 247
T7 Express lysY/l q  Competent E. coli (High Efficiency) 247
SHuffle Express Competent E. coli 248
SHuffle T7 Express Competent E. coli 248
SHuffle T7 Competent E. coli 249
SHuffle T7 Express lysY Competent E. coli 249
How do I express my protein in SHuffle cells? 249

糖鎖生物学 & プロテインツール
Endoglycosidases
Endo F2, Endo F3 254
Endo D, Endo H, Endo Hf , Endo S 255
PNGase A, PNGase F and PNGase F, recombinant, RNase B 256
Rapid PNGase F and Rapid PNGase F (non-reducing format) 257
Rapid PNGase F Antibody Standard 257
Remove-iT PNGase F 257
O-Glycosidase 258
Protein Deglycosylation Mix II 258
Fetuin 258

Exoglycosidases
α-N-Acetylgalactosaminidase, β-N-Acetylglucosaminidase S 259
β-N-Acetylhexosaminidasef, α1-2 Fucosidase 259
α1-3,4 Fucosidase, α1-2,3,4,6 Fucosidase 260
α1-2,4,6 Fucosidase O, α1-3,6 Galactosidase 260
α1-3,4,6 Galactosidase, β1-3 Galactosidase 261
β1-3,4 Galactosidase, β1-4 Galactosidase S 261
α1-2,3 Mannosidase, α1-2,3,6 Mannosidase 262
α1-6 Mannosidase, α2-3,6,8 Neuraminidase 262
α2-3,6,8,9 Neuraminidase A, α2-3 Neuraminidase S 263

Heparin Lyases
Bacteroides Heparinase I, II, III 264

Proteases 
Endoglycoceramidase I (EGCase I) 265
IdeZ Protease, O-Glycoprotease 265
Trypsin-ultra, Mass Spectrometry Grade 266
α-Lytic Protease 266
Endoproteinase LysC, GluC, AspN 267
Trypsin-digested BSA MS Standard (CAM Modified) 267
Proteinase K, Molecular Biology Grade 268
Thermolabile Proteinase K, TEV Protease 268
Factor Xa Protease 269
Enterokinase, light chain 269
Furin 269

Protein Phosphatases & Kinases
Lambda Protein Phosphatase (Lambda PP) 270
p-Nitrophenylphosphate (PNPP) 270
Sodium Orthovanadate 270
cAMP-dependent Protein Kinase (PKA) 271
Casein Kinase II (CK2) 271
Adenosine 5´ Triphosphate (ATP) 271

Phage Display
Ph.D.-7, -12, -C7C Phage Display Peptide Library Kits 272
Ph.D.-12 Phage Display Peptide Library 272
Ph.D. Peptide Display Cloning System 273

Anti-M13 pIII Monoclonal Antibody 273

エピジェネティクス

Epigenetics

EpiMark 5-hmC and 5-mC Analysis Kit 278
T4 Phage β-glucosyltransferase 278
EpiMark Methylated DNA Enrichment Kit 279
EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kit 220, 279
EpiMark Bisulfite Conversion Kit 279
EpiMark Hot Start Taq DNA Polymerase 71, 279

Methylation-Dependent Restriction Enzymes
AbaSI, FspEI, LpnPI, MspJI 280
McrBC 281

Additional Restriction Enzymes for Epigenetic Analysis
DpnI, DpnII 36
HpaII 40
MspI 43

Histones
EpiMark Nucleosome Assembly Kit 283
Nucleosome Control DNA 283
Histone H3.1/H4 Tetramer Human, Recombinant 283
Histone H2A/H2B Dimer Human, Recombinant 283
Histone H10 Human, Recombinant 283
Histone H2A, H2B, H3.1 Human, Recombinant 284
Histone H3.2, H3.3, H4 Human, Recombinant 285

DNA Methyltransferases
CpG Methyltransferase (M.SssI) 124
GpC Methyltransferase (M.CviPI) 124
AluI, BamHI Methyltransferases 124
dam, EcoGII, EcoRI, HaeIII, HhaI Methyltransferases 125
HpaII, MspI, Taq I Methyltransferases 126

Control DNA
5-methyl-dCTP 287

NEBNext Reagents for ChIP-Seq Library Prep
NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina 149
 NEBNext Ultra II DNA Library Prep 
with Sample Purification Beads 149
NEBNext Multiplex Oligos 160
NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module 150
NEBNext Ultra II Ligation Module 150
NEBNext Ultra II Q5 Master Mix 150
NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit 151, 289
NEBNext Enzymatic Methyl-seq Conversion Module 151, 289
NEBNext Q5U Master Mix 289
NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic 
Methyl-seq (Unique Dual Index Primer Pairs) 289

細胞解析
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Overview of SNAP- and CLIP-tag Technologies 294
Comparison of SNAP-tag/CLIP-tag Technology to GFP 295
Fluorescent Substrates 296
Blocking Agents, SNAP-tag Antibodies, Purified Protein 297
Cloning Vectors, Biotin Labels 298
SNAP-Capture, Building Blocks 299

テクニカルリファレンス
Online Interactive Tools 304
Databases, Mobile Apps & Freezer Program Locator 305

Restriction Endonucleases
Optimizing Restriction Enzyme Reactions 306
Double Digestion 307
Types of Restriction Enzymes 307
Troubleshooting Guide 308

Performance
Performance Chart for Restriction Enzymes 309–314
Activity of Enzymes at 37°C 315

Activity of DNA Modifying Enzymes in CutSmart Buffer 315
Tips for Avoiding Star Activity 316
High-Fidelity (HF) Restriction Enzymes 316

Properties of Restriction Enzymes
Isoschizomers 317
Survival in a Reaction 317–318
Cleavage of Supercoiled DNA 318

Generating New Cleavage Sites
Compatible Cohesive Ends 319–320

Methylation Sensitivity
Dam, Dcm and CpG Methylation 321

PCR, qPCR & RT-qPCR
General Guidelines for PCR Optimization 322
PCR Troubleshooting Guide 323
Optimization Tips for Luna qPCR 324
Optimization Tips for Luna One-Step RT-qPCR 325
Luna qPCR Troubleshooting Guide 326
Luna One-Step RT-qPCR Troubleshooting Guide 327
Cleavage Close to the End of DNA Fragments 328
Activity of Restriction Enzymes in PCR Buffers 329–330

Cloning & DNA Assembly
Getting Started with Molecular Cloning 331
Optimization Tips for Golden Gate Assembly 332
Optimization Tips for NEBuilder HiFi DNA Assembly 333
Traditional Cloning Quick Guide 334–335
Troubleshooting Guide for Cloning 336–339
Optimization Tips for Your Cloning Reactions 339–340

Nucleic Acid Purification
Troubleshooting Guide for DNA Cleanup   
& Plasmid Purification Using Monarch Kits 341
Choosing Sample Input Amounts When Using the  
Monarch Genomic DNA Purification Kit 342
Troubleshooting Guide for Genomic DNA  
Purification Using Monarch Kit 343
Choosing Sample Input Amounts When Using the 
Monarch Total RNA Miniprep Kit 344
Troubleshooting Guide for Total RNA Extraction  
& Purification using Monarch Kits  345
Guidelines for Choosing Sample Input Amounts 
When Using the Monarch HMW DNA  
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Guidelines for Choosing Sample Input Amounts When  
Using the Monarch HMW DNA Extraction Kit for Tissue,  
Bacteria and Other Samples 347

Transformation
Genetic Markers 348–349
Enhancing Transformation Efficiency 350
Protein Expression with T7 Express Strains 351

NGS Library Preparation
Troubleshooting for Guide for NEBNext DNA Lib. Prep Kits 352
Guidelines for NGS Library Prep 353

Protein Expression
Labeling with SNAP-tag Technology Troubleshooting Guide 354
DNA Maps 355–365

Odds and Ends
General Molecular Biology Information 366–369
Index 370
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DNAクローニング
A-tailing 84
Alkaline Elution 118–120
Alkaline Unwinding 118–120
Chromosomal DNA Removal 109–113
Cleavage Close to the Ends 328
Cloning Optimization 339–340
Cloning Plasmids 128
Cloning Quick Guide 334–345
Cloning Troubleshooting Guide  336–339
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DNA Digestion 18–59
DNA Extraction from Agarose 123, 129, 140
DNA Ligase Selection Chart 99-100
DNA Maps 355–365
DNA Markers and Ladders 178–185
DNA Repair
 Enzymes 82, 116–122
 Polymerases 82
 Removal 110, 217
 Repair Mix 82, 152
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 Loading Dye 59, 180
 Markers & Ladders 178–185
End Treatments
 Blunting 83–84, 98, 112–113
 dA-Tailing 84
 Dephosphorylation 105–106
 End Labeling 104
 Phosphorylation 104
Genomic DNA Purification 135–136
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Golden Gate Assembly 96
HMW DNA Extraction 136
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Ligase Chain Reaction 103–104
Ligase Detection Reaction 103–104
Ligation  99–104, 214
 Selection Chart 99–100
Ligation Independent Cloning 92
Methyltransferases 124–126, 286
Nick Repair 101–104
Nicking Endonucleases 19, 55–57
Nucleic Acid Purification 87, 129, 132–141
Padlock Probes 103
PCR Cloning 92, 97
Plasmid Purification 129, 140
Polymerases 66–71
Recombination 123, 127
Recombinational Cloning 92
Restriction Digests 
 Activity in PCR Buffers 329–330
 Double Digestion 307
 High Fidelity Restriction Enzymes 19, 316
 Methylation Dependent 280–281
 Methylation Sensitivity 309–314, 321
 Optimization 306
 Restriction Enzymes 18–59
 Time Saver Qualified Restriction  
 Enzymes 309–314, 306
 Troubleshooting 308
Seamless Cloning 92, 94–97
Single Cell Gel Electrophoresis 119–121
Site Directed Mutagenesis 94, 98, 111

Site Mapping 113
SNP Analysis 82, 106, 109
Synthetic Biology 94–97
T/A Cloning 92, 101–104
Transcriptional Mapping 113
Transformation Tips 350–351
Transformation/Competent cells 129, 238–249
USER Cloning 97
Vectors  128
Vector Maps 355–365

DNA 増幅 & PCR
cDNA Synthesis 86, 206–209
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Colorimetric LAMP 76–78
DNA Polymerases 63–87
Damaged Templates 82, 152
DNA Removal 105–106, 109–115
DNA Repair
 Polymerases 82
 Repair Mix 82, 152
DNA Sequencing 144–175
Genome Amplification 80
Helicase Dependent Amplification 80
Incorporation of Modified Nucleotides 82
Isothermal Amplification 76–80
LAMP  76–78
Lesion Bypass 82
Library Construction 144–175
Molecular Diagnostics-based 64
Next Generation Sequencing 144–175
Nick Translation 82–83
Nucleic Acid Purification 87, 132–141
Nucleotides 85
One-Step RT-PCR 81
PCR  
 AT-Rich Targets 65–68, 71
 Cleanup 87, 139
 Colony PCR 65, 68–69
 Extraction-free PCR 65, 70
 Fast  65, 66–67
 GC-Rich Targets 65, 66, 68, 70
 High-Fidelity 65, 66–67
 High Throughput 65–69, 71
 Long Amplicon 65, 66–67, 70
 Multiplex PCR 65, 66–69
 Optimization 322
 Routine 65–70
 Selection Chart 65
 Troubleshooting 323
Probe Labeling 83
qPCR  72–73
 Optimization 324
 Troubleshooting 326
RT-LAMP 78
RT-PCR  81
RT-qPCR  72, 73-75
 Optimization 325
 Troubleshooting 327
SARS-CoV-2 Detection 76–77
Second Strand cDNA Synthesis 83
SNP Analysis 82, 287
ssDNA Binding Proteins 127
Strand Displacement Amplification 79, 80, 84
 Nicking Enzymes  19, 55–57
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Programmable Nucleases 191

エピジェネティクス
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& Quantitation 278–279, 289
5-hmC Labeling 278
Bisulfite Sequencing 279, 289
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Combined Bisulfide Restriction  
Analysis (COBRA) 287
Control DNA Substrates 287
Glucosylation of 5-hmC 278
HAT Assay 283
Histone Modification Studies 282–285
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m6A Enrichment 220, 279
Methyl-Seq 151, 289
Methylation Dependent Cleavage 280–281
Methylation Sensitive Restriction  
Enzyme Cleavage 280, 309–314, 321
Methylation Sensitive Single Nucleotide  
Primer Extension (Ms-SNuPE) 287
Methylation Specific PCR (MSP) 287
Methyltransferases 124–126, 286
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SNP Analysis  287
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RNA 解析
Adaptor Ligation 210–213
Blunting  217
Capping  24–205
cDNA Synthesis 86, 206–209
Dephosphorylation 105–106, 216
m6A Enrichment 219–220
Gene Silencing 216
In vitro Translation 199–203
Isolation and Enrichment 219–220
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 Activity Chart 210
 Selection Chart 211
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Phosphorylation 104, 216
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Reverse Transcription 86, 206–209
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RNA Cleanup 137–138, 220
RNA Labeling 202
RNA Library Preparation 147, 153, 158, 218
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本誌各章間には、様々な科学的、環境的、あるいはその他の分野のミニレビュ-が掲載されています。さらに今年は、 
創業者であるDonald G. Combへの追悼の意を込めて、彼が情熱を注いだ価値観についても紹介をします。

遺産を守る

RNA Markers and Ladders 184, 221
RNA Miniprep 137, 220
RNA Removal 217–218
RNA Synthesis 199–203
RNase Inhibitors 217–218
RT-PCR   81
RT-qPCR  72, 73–75
Sequencing 147, 153, 158, 218
siRNA  216
Tailing  202

NGS ライブラリー調製
Adaptors & Primers 160
Adenylation of ssDNA Linkers 214
ARTIC Workflow 161
Barcodes  160
Enzymatic Fragmentation 149, 150, 151, 161, 289
Enzymatic Methyl-seq 151, 289
FFPE-treated DNA 152
Library Construction
 Amplification 169
 ChIP-Seq  149–150, 288
 DNA  146, 148–152, 162, 167–171
 dsDNA Fragmentation 149, 150, 161, 168
 mRNA 143, 153–157, 161

 rRNA Depletion 155–157
 Single Cell RNA 158
 Small RNA  159
Library Quantitation 170
Magnetic Separation 159
Microbiome Enrichment 167
Oxford Nanopore Sequencing 162
Sample Preparation 144–175
SARS-CoV-2 Sequencing 161–162
Target Enrichment 163–165

タンパク質発現 & 解析
Expression 224–235
 Bacterial 229–230
 Cell-free 227–228
 Difficult to Express  
 Proteins 227–229, 232, 245–249
 Yeast  231
Glycosylation 252–263
 Endoglycosidases 254–258
 Exoglycosidases 259–263
MS Standards 267
Peptide Ligation 230
Phage Display  272–273

Proteases 265–269
Protein Labeling  236, 292–299
Protein Standards 182
Protein Purification
 Chitin Binding Domain (CBD) Purification 234
 Expression & Purification Kits 226–231
 Magnetic Matrices and Racks 235
 Maltose Binding Protein (MBP) Purification 234
 Polyhistidine-tagged Purification 234
Pull-Down Assays 299
Transformation 
 Competent Cells 232, 245–249
 Troubleshooting & Tips 350–351
 Yeast  231
Strain Properties 240

細胞解析
Protein Labeling (e.g., SNAP-tag) 292–299
Protein Localization 292–299
Pulse Chase 292–299
Receptor Internalization 292–299
Protein Pull-Down Assays 299

View of the moody sky over Thailand at twilight.
Credit: Boy Anupong, Getty images

ミニレビューは、Joanne Gibson氏、Lydia Morrison氏、Deana Martin氏により執筆、吉田直樹氏により翻訳されています。Joanneは NEBのマーケティング・コミュニケーションライターで、オーストラリア
のシドニー大学で分子生物学の博士号を取得しました。Lydiaも同じくNEBのマーケティング・コミュニケーションライターで、ソーシャルメディア・プログラムを管理、ノースカロライナ大学チャペルヒル校医
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の博士号を取得しました。吉田は NEBジャパンのマーケティング＆テクニカ巣レポートマネージャーで、東京大学大学院農学生命科学科で農学の博士号を取得しました。
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設立当時の NEB（マサチューセッツ州、
ビバリー、カボット・ストリート）

NEBグループ写真（2019年）
NEB創設者、Donald Comb博士（1927〜 2020年）

NEB研究施設
（マサチューセッツ州、イプスウィッチ）
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By Scientists for Scientists

In 1974, a scientist named Don Comb left his associate professorship in 
the Biochemistry Department at Harvard Medical School — disenthralled 
with the traditional avenues of securing research funding and the rigidity of 
academia. He left with the goal of bringing together like-minded scientists 
to form a cooperative company — a company that would provide tools for 
molecular biologists. Further, the company would use its revenue to fund 
independent research projects, an idea that was unprecedented at the time. 
And thus, New England Biolabs®, Inc. (NEB®) was founded, with the goal of 
enabling life science research, both within and outside the company.

In the early days, NEB’s focus was to provide high quality restriction 
enzymes at a fair price. Over the years, NEB researchers have discovered 
a wide range of enzyme specificities — as a result NEB now offers >285 
restriction enzymes, the largest commercially-available selection. We 
have also expanded our product offerings into areas related to PCR, gene 
expression, sample preparation for next generation sequencing, synthetic 
biology, glycobiology and RNA analysis.

Don hired scientists who were passionate and curious. He encouraged 
them to explore their own research interests while carrying out their 
job responsibilities. In doing so, NEB scientists became experts in the 
functionality and biophysical properties of a wide range of enzyme activities, 
resulting in an in-depth understanding of product performance. This enabled 
the collegial exchange of ideas, protocols and techniques with customers — 
the beginnings of a more personal approach to technical support that still 
continues today. 

This expertise also enabled NEB to produce recombinant enzymes at 
commercial scale, dramatically improving quality and yield — greatly 
advancing the field of molecular biology. As yields increased, NEB was able 
to lower prices and pass savings on to customers. 

NEB remains committed to research and has maintained an active program 
for over 45 years. Currently, more than 30 labs participate in basic research 
in areas ranging from molecular biology to parasitology, and this work has 
resulted in over 1,300 publications to date. Basic research and publications 
help to ensure that NEB scientists are staying curious, driving discovery 
and thinking like their customers. Additionally, NEB scientists are invited to 
speak at renowned academic institutions and conferences around the world, 
yet equally value the importance of advocating for science at local high 
schools. This emphasis on scientific collaboration and advancement has led 
to the sharing of innovative products and ideas worldwide. 

Don’s aspiration was for NEB to remain a small, private business that 

of science, stewardship of the environment and altruistic philanthropy has 
been a priority since day one. NEB employees are encouraged to pursue 

helping out at a local science fair, sharing ideas to improve the sustainability 
of our business practices, or volunteering at a local food bank — everyone 
feels a responsibility to each other and to the community. NEB’s CEO Jim 
Ellard said “Don’s generosity and the faith that he had in each employee 

employees feel valued.” 

A culture built by scientists, for scientists.
tuobanraeL

NEB and the 
photos shown. 

NEBグループ写真（1997年、マサチューセッツ州、ビバリー、Tozer Road施設で撮影）

NEBグループ写
真第 1号（1980/81年）

NEB研究施設玄関ホール（マサチューセッツ州、イプスウィッチ）

科学者による科学者のための組織

1974年、科学者 Don Comb博士はハーバード大学医学部准教授の職を離
れ、研究費確保のための従来の道と堅苦しい学究的環境から自らを解放さ

せました。彼の目標は、同じ考えを持つ科学者と共に、分子生物学のツー

ルを提供する協力的な企業を立ち上げることでした。さらに、収益を独立

した研究プロジェクトへの資金供給にも使用するという、当時には前例の

なかったアイデアを打ち出しました。

こうして、社内および社外の両方で生命科学研究を推進させることを目標

とした、New England Biolabs®, Inc.（NEB®）が設立されました。

当初、NEBでは品質の高い制限酵素を公正な価格で提供することに焦点
を置いていました。その後、切断特異性の異なるさまざまな制限酵素を

発見し、現在 NEBでは、市販の制限酵素としては最多の 285種類を超
える制限酵素を提供しています。さらに、PCR、遺伝子発現、次世代シー
ケンシングのためのサンプル調製、合成生物学、糖生物学および RNA分
析に関連した領域にも製品提供を拡大させています。

Don Comb博士は情熱と好奇心にあふれる科学者を採用しました。博士
は彼らに、職責を果たしながら、自らの研究的興味も探求することを勧

めました。その結果、NEBの科学者は幅広い種類の酵素活性の機能およ
び生物物理学的特性のエキスパートとなり、製品性能に関する理解が深

まりました。これにより、アイデア、プロトコールおよび技術を顧客とオー

プンに交換することが可能になりました。これが、今日も続いている技

術サポートへのよりパーソナルなアプローチの始まりです。

この深い専門知識により、NEBでは組換え酵素の商業的規模での生産も
可能となり、品質および収率を劇的に改善させ、分子生物学の分野を大

きく前進させました。収率が向上したため、NEBでは価格を下げること
が可能となり、それを顧客に還元することができました。

NEBは基礎研究への支援も継続し、45年以上にわたり活動的なプログラ
ムを維持しています。現在、分子生物学から寄生虫学までの広い分野に

おいて、30を超える研究室が基礎研究に参加しており、これまでに 1,300
を超える論文が発表されています。基礎研究を継続し論文を発表するこ

とで、NEBの科学者は好奇心を持ち続け、研究を推進させ、顧客の立場
に立って考えることができます。NEBの科学者は世界中の著名な学術機
関および学会での講演にも招待されていますが、地元の高校での科学教

育の擁護の重要性も同等に評価しています。このように科学的連携と進

歩に重点を置くことで、革新的な製品とアイデアを世界中で共有すること

が可能となりました。

Don Comb博士は、NEBが持続可能な安定した成長に重点を置いた小規
模な一民間企業であり続けることを望んでいました。博士にとっては、科

学の進歩、環境のスチュワードシップ、利他的な社会的活動への貢献が

NEB設立当初からの優先事項でした。NEBの社員は、画期的な研究に
参加する場合でも、地元の科学展のお手伝いをする場合でも、NEBの持
続可能性改善のためにアイデアを共有する場合でも、地域の食品バンク

でボランティア活動に従事する場合でも、常に情熱を追い求め、全員が

お互いにそして地域に対する責任を感じています。NEBの最高経営責任
者である Jim Ellard氏は「Don Comb博士が社員一人一人に持っていた寛
大さおよび信念により、誰もが自由に意見を述べることができ、全社員

が価値ある存在であると感じられる家族のようなカルチャーが生まれま

した」と語っています。

NEBおよび写真の詳細は
こちらから。
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NEB：制限酵素の開発製造技術のリーダー
NEBは分子生物学の研究に必要な制限酵素を提供し始めて 40年以上、今も尚、最
高の純度と品質の酵素を開発し、製造し続けている。

NEBは既存の製品の改良や新技術の実用化に向けた開発に取り組んでいる。特に制
限酵素製品に対する注力は大きく、遺伝子改変により特異性と性能を向上させた HF
制限酵素やニッキング酵素を世界に先駆けて提供している。最高の性能と利便性を追

求し、世界にリーダーシップを示している。

Featured Tools & Resources

309 制限酵素活性活性チャート 308 制限酵素トラブルシューティング

ガイド

306 制限反応の最適化
オンラインツールや制限酵素の

チュートリアル動画（英語）を配

信中（NEBrestrictionenzymes.
com）

制限酵素
アイコンの説明

n　NEBでクローニング

r　リコンビナント酵素

e　遺伝子改変型制限酵素

t Time–Saver品質酵素：1 µlの酵素を用
いて推奨反応条件下で 1 µgの DNAを 5–15分
間で切断できる。オーバーナイト反応を行って

もスター活性がないことを確認。

@　切断のためには 2箇所以上の認識配列が
必要

7

jkl57
各制限酵素の推奨バッファー。4種類のNEBuffer、
あるいは酵素専用の NEBuffer（NEB U）が付属。
各バッファーのラベルは識別のために色分けして

ある（NEB r1.1 & 1.1：黄、NEB r2.1 & 2.1：青、
NEB r3.1 & 3.1：赤、cCutSmart & CutSmart：緑）。
10 倍濃度の溶液として提供。詳細は 58、306-
314ページを参照

;　エピジェネティックス研究に最適

s　S-adenosylmethionine（SAM）が別バイ
アルで付属。100%の活性を得るために、製品
データカードに記載された終濃度に従って SAM
を 1X 反応混合物に添加

�Iu　dam、dcm、CpGメチル化感
受性。CpGメチル化は真核生物のゲノム DNA
が対象。詳細は 321ページを参照

> q9　熱による不活性化の可否と不

活性化温度。65℃、20分間処理で不活性化試
験を行い、不活性化されなかった場合に 80℃、
20分間処理にて評価

(w)$%^8
至適温度

J K L　制限酵素を希釈する際に最適

な希釈バッファー。詳細は 309–314ページを参照

d　Enzyme for Innovationプログラムで開発

What are 
restriction 
enzymes?
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緑色で記載された酵素は CutSmart バッファーで切断可能（309–314ページを参照）

r  AatII
r  AbaSI
r   AccI
r   Acc65I
r   AciI
r   AclI
r  AcuI
r   AfeI
r   AflII
r   AflIII
r   AgeI
r AgeI-HF
r  AhdI
r  AleI-v2
r   AluI
r   AlwI
r  AlwNI
r  ApaI
r   ApaLI
r   ApeKI
r   ApoI
r ApoI-HF
r   AscI
r   AseI
r   AsiSI
r   AvaI
r   AvaII
r   AvrII
r   BaeI
r   BaeGI
r  BamHI
r   BamHI-HF
r  BanI
r BanII
r BbsI
r  BbsI-HF
r  BbvI
r  BbvCI
r  BccI
r BceAI
r BcgI
r BciVI
r BclI
r BclI-HF
r BcoDI
r   BfaI

r   BfuAI
r BglI
r  BglII
r BlpI
r  BmgBI
r BmrI
r BmtI
r  BmtI-HF
r BpmI
r Bpu10I
r BpuEI
r  BsaI-HFv2
r  BsaAI
r BsaBI
r BsaHI
r  BsaJI
r  BsaWI
 BsaXI
r  BseRI
r BseYI
r   BsgI
r   BsiEI
r   BsiHKAI
r  BsiWI
r   BsiWI-HF
r   BslI
r  BsmI
r  BsmAI
r  BsmBI-v2
r  BsmFI
r  BsoBI
r  Bsp1286I
r  BspCNI
r  BspDI
r  BspEI
r  BspHI
r  BspMI
r  BspQI
 BsrI
r  BsrBI
r  BsrDI
r  BsrFI-v2
r  BsrGI
r  BsrGI-HF
r  BssHII
r  BssSI-v2

 r BstAPI
r BstBI
r  BstEII
r  BstEII-HF
r BstNI
 BstUI
r BstXI
r BstYI
r  BstZ17I-HF
r Bsu36I
r BtgI
r  BtgZI
r BtsI-v2
r BtsIMutI
r BtsCI
 Cac8I
r ClaI
r CspCI
r CviAII
r CviKl-1
r  CviQ1
r DdeI
r DpnI
r  DpnII
r  DraI
r  DraIII-HF
r DrdI
r  EaeI
r EagI-HF
r  EarI
r  EciI
r Eco53kI
r  EcoNI
r  EcoO109I
r  EcoP15I
r  EcoRI
r  EcoRI-HF
r EcoRV
r  EcoRV-HF
r  Esp3I
r FatI
r FauI
r  Fnu4HI
r  FokI
r  FseI

r  FspI
r  FspEI
r  HaeII
r  HaeIII
r  HgaI
r HhaI
r HincII
r HindIII
r HindIII-HF
r HinfI
r  HinP1I
r HpaI
r HpaII
r HphI
r Hpy99I
r Hpy166II
r  Hpy188I
r Hpy188III
r HpyAV
r HpyCH4III
r HpyCH4IV
r  HpyCH4V
r  KasI
r  KpnI
r KpnI-HF
r  LpnPI
r  MboI
r  MboII
r  MfeI
r MfeI-HF
r  MluI
r  MluI-HF
r  MluCI
r MlyI
r  MmeI
r MnlI
r MscI
r MseI
r MslI
r MspI
r MspA1I
r  MspJI
r MwoI
r  NaeI
r NarI

r  NciI
r NcoI
r  NcoI-HF
r  NdeI
r NgoMIV
r  NheI-HF
r NlaIII
r NlaIV
r NmeAIII
r NotI
r NotI-HF
r NruI
r  NruI-HF
r NsiI
r  NsiI-HF
r NspI
r PacI
r PaeR7I
r  PaqCI
r  PciI
 r  PflFI
r  PflMI
r PleI
r PluTI
r PmeI
r PmlI
r PpuMI
r PshAI
r PsiI-v2
r  PspGI
r  PspOMI
r PspXI
r PstI
r PstI-HF
r  PvuI
r PvuI-HF
r PvuII
r PvuII-HF
r  RsaI
r RsrII
r SacI
r  SacI-HF
r SacII
r SalI
r SalI-HF

r  SapI
r Sau3AI
r Sau96I
r SbfI
r SbfI-HF
r ScaI-HF
r  ScrFI
r SexAI
r SfaNI
r SfcI
r SfiI
r  SfoI
r SgrAI
r  SmaI
r SmlI
r SnaBI
r SpeI
r SpeI-HF
r SphI
r  SphI-HF
r SrfI
r SspI
r  SspI-HF
r  StuI
r  StyI-HF
r StyD4I
r SwaI
r TaqI-v2
r TfiI
r TseI
r Tsp45I
 TspMl
r TspRI
r  Tth111I
r XbaI
r XcmI
r  XhoI
r XmaI
r XmnI
r ZraI

HF（ハイフィデリティー）制限酵素
r AgeI-HF, r ApoI-HF, r BamHI-HF, r BbsI-HF, r BclI-HF, r BmtI-HF, r BsaI-HFv2, r BsiWI-HF, r BsrGI-HF, 
r BstEII-HF, r BstZ17I-HF, r DraIII-HF, r EagI-HF, r EcoRI-HF, r EcoRV-HF, r HindIII-HF, r KpnI-HF,  
r MfeI-HF, r NcoI-HF, r NheI-HF, r NotI-HF, r NruI-HF, r NsiI-HF, r PstI-HF, r PvuI-HF, r PvuII-HF,  
r SacI-HF, r SalI-HF, r SbfI-HF, r ScaI-HF, r SpeI-HF, r SphI-HF, r SspI-HF, r StyI-HF 
21, 316

メチル化感受性制限酵素（エピジェネティックス研究用酵素）

r  AbaSI, r  DpnI, r  DpnII, r  FspEI, r  HpaII, r  LpnPI, r  McrBC, r  MspI, r  MspJI 
280–281

ニッキングエンドヌクレアーゼ

r  Nb.BbvCI,  r Nb.BsmI,  r Nb.BsrDI,  r Nb.BssSI,  r Nb.BtsI,  r Nt.AlwI, r Nt.BbvCI,  r Nt.BsmAI,  
r Nt.BspQI,  r Nt.BstNBI, r Nt.CviPII 
55–57

ホーミングエンドヌクレアーゼ

r I-CeuI,  r I-SceI,  r PI-PspI,  r  PI-SceI 
57–58

バッファー、希釈液、ゲル・ローディングダイ、BSA&リコンビナントアルブミン 
58–59

One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not agree 
to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.

*2021年4月より制限酵素反応バッファー中のBSAがリコンビナントアルブミンに変更（順次切り替え）。 
詳細は20ページあるいはウェブサイトを参照（www.nebj.jp）。
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CutSmartバッファーとTime–Saver品質酵素で DNA切断をスピードアップ
CutSmartバッファーは NEB制限酵素 210種類以上の最適バッファーであり、CutSmartバッファーでダブルダイジェスト
を行うことができる制限酵素の組み合わせを格段に増やすことができます。また 190種類以上の酵素は 5–15分間で
DNA切断が可能です。さらにオーバーナイトで切断してもスター活性を生じることはありません。

詳細は 302–303ページ、もしくはウェブサイト（www.neb.com/timesaver）をご覧ください。

Purple Gel Loading Dyeで確実に制限反応を確認
Gel Loading Dye, Purpule（6X）（パープル・ゲルローディング・ダイ）は、DNAサンプル
をゲル電気泳動に供する際に使用する全く新しいプレミックスのローディング・バッ

ファーです。UV照射下で影を生じないトラッキング・ダイを採用することですべてのバン
ドが明確に観察できることに加え、酵素反応をストップし、酵素 -DNA 結合を乖離する
ことで正しい電気泳動を可能とします。

様々なアプリケーションに対応できる 
豊富なラインナップ

NEBは業界最多である 286種類の制限酵素を提供しています。この中には一般的な
制限酵素だけでなく、ニッキング酵素やホーミング酵素、エピジェネティクス研究の

ためのメチル化感受性制限酵素も含まれており、様々な研究に対応しています。

Gel Loading Dye, 
Blue (6X)

Gel Loading Dye, 
Purple (6X)

light blue

red/pink

BPB を使用した一般的なローディング・ダイ（左
レーン）とは異なり、パープルローディング・ダイ（右

レーン）は UV 照射の際に DN A バンドを遮る影を生
じることはない。

UV shadow

1 2

rCutSmart Bufferで 
シンプルに反応を 
セットアップ& 
ダブルダイジェスト

rCutSmartバッファーは 210種類以上の制限
酵素を rCutSmartバッファー中で切断可能で
あるため、ダブルダイジェストを行うことが

できる制限酵素の組み合わせを格段に増や

すことができます。またBSAが予めバッファー
に含まれているため、別途添加の必要はあり

ません。さらに、ホスファターゼを始めとす

る多くの DNA修飾酵素が rCutSmar tバッ
ファー中で 100%の活性を示すため、制限
反応後は精製の必要なく下流の反応をおこ

なうことができます。

詳細はウェブサイト（www.nebj.jp）をご参
照ください。

Looking to bring  
convenience to your workflow?
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Looking to optimize  
performance in your reaction?
ハイフィデリティー（HF）制限酵素： 
次世代型ハイパフォーマンス制限酵素
ハイフィデリティー（HF）制限酵素は遺伝子改変型制限酵素であり、野生型制限酵素よりも特異
性や性能が向上している。下記の特長を兼ね備えた次世代型ハイパフォーマンス制限酵素です。

■ rCutSmartバッファーで切断可能（反応最適バッファー：CutSmartバッファー）
■ 5–15分間で切断可能
■ スター活性を極限まで低減

詳細はウェブサイト（www.nebj.jp）をご参照ください。

最高品質の制限酵素

NEBは最高の純度と最小のロット間誤差を示す制限酵素を提供しています。こうした高
品質の制限酵素を提供するために、業界最高レベルの品質管理を行っています。

詳細はウェブサイト（www.nebj.jp）をご参照ください。

EcoRI-HF（#R3101）は高濃度の酵素を使用してオーバー
ナイト反応を行ってもスター活性を示さない。50 µL
の反応系において、図中に示されている酵素と推奨

バッファーを用いて、1 µgの Lambda DNAを切断した。
37℃でオーバーナイトのインキュベーションを行った。
分子量マーカー（M）は 1 kb DNA Ladder（#N3232）

 0 1 3 5 10 M 0 1 3 5 10 µl
NEB EcoRI-HF Competitor EcoRI

Unwanted 
Cleavage

Single-stranded OverhangDouble-stranded blunt top
Double-stranded blunt bottom

3´ Overhang top 
3´ Overhang bottom 

5´ Overhang top 
5´ Overhang bottom 
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厳密な品質管理により、他社より高品質な制限酵素を提供

各社制限酵素についてヌクレアーゼ夾雑を確認したところ、NEBの制限酵素ではほとんど検出されなかった。試験には蛍光標識した 1本鎖もしくは 2本鎖 DNA（突出および平滑末端を有する）を用いてインキュベーション
と行い、非特異的な切断産物をキャピラリー電気泳動で検出することで、ヌクレアーゼによる分解の割合を求めた。本試験は 1塩基分解が検出できる感度である。

Learn about 
the benefits  

of HF enzymes.
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
制
限
酵
素

or 推奨 
バッファー n

NEBで 
クローニング r

リコンビ 
ナント 
酵素

;
エピジェネ 
ティクス 
研究用酵素

e
遺伝子 
改変型酵素 @

2カ所の 
認識配列が 
必要

t
Time–Saver 
品質 J

希釈 
バッファー w 反応温度 >

熱による 
不活性化 �

メチル化 
感受性

AatII  n r t K w q u

#R0117S 500 units  .............. ¥9,400 
#R0117L 2,500 units  ............ ¥38,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50* 50 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

*NEBuf fer r2.1を使用した場合、
スター活性を生じることがある。

5´. . . G A C G T C . . . 3´
3´. . . C T G C A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：20,000 units/ml

AbaSI  n r ; L ( >

#R0665S 1,000 units  ........ ¥21,000 詳細は 280 ページを参照

AclI  n r t K w 9 u

#R0598S 300 units  .........¥12,700 
#R0598L 1,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . A A C G T T . . . 3´
3´. . . T T G C A A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

AcuI  n r t K w >

#R0641S 300 units  ........ ¥12,200 
#R0641L 1,500 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：本酵素は SAMが必要で
あるが、酵素溶液中に含まれて

いるため、別添加の必要はな

い。グリセロール濃度が 5%以
上の場合、スター活性を生じる

ことがある。

5´. . . C T G A A G (N)16 . . . 3´
3´. . . G A C T T C (N) 14 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

AccI  n r t J w q u

#R0161S 1,000 units  ........ ¥12,500 
#R0161L 5,000 units  ........ ¥50,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G T M K A C . . . 3´
3´. . . C A K M T G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

Acc65I n r t  J w > I u

#R0599S 2,000 units  .........¥12,700 
#R0599L 10,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 75* 100 25

メチル化感受性：dcm メチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム 
DNA は CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

*NEBuf fer r3.1を使用した場合、
スター活性を生じることがあ

る。

5´. . . G G T A C C . . . 3´
3´. . . C C A T G G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：10,000 units/ml

AciI  n r t J w > u

#R0551S 200 units  .........¥12,700 
#R0551L 1,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 25 100 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C C G C . . . 3´
3´. . . G G C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

AfeI  n r K w > u

#R0652S 200 units  .......... ¥5,200 
#R0652L 1,000 units  ........ ¥20,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 25 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . A G C G C T . . . 3´
3´. . . T C G C G A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

AflII  n r t J w >

#R0520S 2,000 units  .........¥11,700 
#R0520L 10,000 units  .........¥47,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。





5´. . . C T T A A G . . . 3´
3´. . . G A A T T C . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間
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AflIII n r  K w q 

#R0541S 250 units  .........¥12,700 
#R0541L 1,250 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 100 50

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . A C R Y G T . . . 3´
3´. . . T G Y R C A . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

AgeI-HF  n r e t J w > u

#R3552S 300 units  .........¥11,400 
#R3552L 1,500 units  ........ ¥45,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）





5´. . . A C C G G T . . . 3´
3´. . . T G G C C A . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

AhdI  n r t J w > u

#R0584S 1,000 units  .........¥13,700 
#R0584L 5,000 units  ........ ¥55,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 25 10 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断が影響を

受ける（321 ページ参照）

5´. . . G A C N N N N N G T C . . . 3´
3´. . . C T G N N N N N C A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：10,000 units/ml

AleI-v2  n r e K w > u

#R0685S 500 units  .........¥11,700 
#R0685L 2,500 units  .........¥47,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断が影響を

受ける（321ページ参照）

5´. . . C A C N N N N G T G . . . 3´
3´. . . G T G N N N N C A C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

AluI  n r t K w q

#R0137S 1,000 units  ........ ¥10,400 
#R0137L 5,000 units  .........¥42,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 50 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . A G C T . . . 3´
3´. . . T C G A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

AlwI  n r J w 9 i

#R0513S 500 units  .........¥12,700 
#R0513L 2,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 10 100

メチル化感受性：dam メチル化
により切断がブロックされる

（321 ページ参照）。

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5% 以上の場合、スター活性を
生じることがある。

5´. . . G G A T C (N)4 . . . 3´
3´. . . C C T A G (N)5 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

AlwNI  n r t J w q I

#R0514S 500 units  .........¥12,700 
#R0514L 2,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 50 100

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。（詳細は 321 
ページを参照）

メモ：低イオン強度、p H8.0 以
上、酵素濃度が高い、グリセロー

ル濃度が 5%以上の場合、ス
ター活性を生じることがある。

5´. . . C A G N N N C T G . . . 3´
3´. . . G T C N N N G A C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

濃度：10,000 units/ml

High-Fidelity

AgeI

代替品：AgeI-HF
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ApaI  n r t J ( > I u

#R0114S 5,000 units  ...........¥5,100 
#R0114L 25,000 units  ........ ¥20,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 25 <10 100

37℃における活性：100%だた
し 37℃での半減期は 30分

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAのは CpGメチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321ページ参照）

5´. . . G G G C C C . . . 3´
3´. . . C C C G G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、25℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：50,000 units/ml

ApaLI  n r t J w 9 u

#R0507S 2,500 units  ........ ¥12,200 
#R0507L 12,500 units  ........ ¥49,500
高濃度品（5X）
#R0507M  12,500 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

濃 度：10,000 uni ts /ml お よび
50,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバ
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）





5´. . . G T G C A C . . . 3´
3´. . . C A C G T G . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

ApeKI n r t  K 8 9 u

#R0643S 250 units  ........ ¥13,200 
#R0643L 1,250 units  ........ ¥53,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 100 10

37℃における活性：10%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G C W G C . . . 3´
3´. . . C G W C G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、75℃

濃度：5,000 units/ml

ApoI n r t  J ) q

#R0566S 1,000 units  ........ ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 75 100 75

37℃における活性：50%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . R A A T T Y . . . 3´
3´. . . Y T T A A R . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、50℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

ApoI-HF  n r e t K w q

#R3566S 1,000 units  .........¥11,400 
#R3566L 5,000 units  ........ ¥45,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . R A A T T Y . . . 3´
3´. . . Y T T A A R . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

AscI  n r t J w q u

#R0558S 500 units  .........¥12,700 
#R0558L 2,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G G C G C G C C . . . 3´
3´. . . C C G C G C G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

AseI n r t  K w >

#R0526S 2,000 units  ........ ¥12,200 
#R0526L 10,000 units  ........ ¥49,500
高濃度品（5X）
#R0526M 10,000 units ......... ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50* 100 10

濃 度：10,000 uni ts /ml お よび
50,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：NEBuf fer r2.1中ではグリ
セロール濃度が 5% 以上の場
合、スター活性を生じることが

ある。

5´. . . A T T A A T . . . 3´
3´. . . T A A T T A . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

AsiSI  n r K w q u

#R0,630S 500 units  ..........¥12700 
#R0630L 2,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

メモ：反応時間が長い場合、ス

ター活性を生じることがある。

5´. . . G C G A T C G C . . . 3´
3´. . . C G C T A G C G . . . 5´



  

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

High-Fidelity



25

制
限
酵
素
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

AvaI  n r t J w q u

#R0152S 2,000 units  ........ ¥10,500 
#R0152L 10,000 units  ........ ¥42,300
高濃度品（5X）
#R0152T 2,000 units  ........ ¥10,500 
#R0152M 10,000 units  ........ ¥42,300

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 25 100

濃 度：10,000 uni ts /ml お よび
50,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C Y C G R G . . . 3´
3´. . . G R G C Y C . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

AvaII  n r t J w q I u

#R0153S 2,000 units  ........ ¥10,500 
#R0153L 10,000 units  ........ ¥42,300
高濃度品（5X）
#R0153M 10,000 units  ........ ¥42,300

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 10 100

濃 度：10,000 uni ts /ml お よび
50,000 units/ml

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G G W C C . . . 3´
3´. . . C C W G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

AvrII  n r t K w 9

#R0174S 100 units  ...........¥7,300 
#R0174L 500 units  ........ ¥12,900

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 50 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。





5´. . . C C T A G G . . . 3´
3´. . . G G A T C C . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

BaeI  n r t s J w > u

#R0613S 250 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

37℃における活性：100%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

本酵素は SAMを必要とするが、
酵素溶液中に含まれているた

め、添加の必要はない。

5´. . 10(N) A C (N)4 G T A Y C (N)12 . .3´
3´. . 15(N) T G (N)4 C A T R G (N)7 . .5´



    

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

BaeGI n r t  J w q

#R0708S 500 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 75 100 25

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . G K G C M C . . . 3´
3´. . . C M C G K G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BamHI n r t  J w 9

#R0136S 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R0136L 50,000 units  ........ ¥26,000
高濃度品 (5X)
#R0136T 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R0136M 50,000 units  ........ ¥26,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75* 100* 100 100*

濃 度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

*これらのバッファー中ではス
ター活性を生じることがある。





5´. . . G G A T C C . . . 3´
3´. . . C C T A G G . . . 5´

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

BamHI-HF  n r e t J w 9

#R3136S 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R3136L 50,000 units  ........ ¥26,000
高濃度品（5X）
#R3136T 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R3136M 50,000 units  ........ ¥26,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

濃 度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。





5´. . . G G A T C C . . . 3´
3´. . . C C T A G G . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

BanI  n r J w > I u

#R0118S 5,000 units  .........¥11,500 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 25 <10 100

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5%以上の場合、スター活性を
生じることがある。

5´. . . G G Y R C C . . . 3´
3´. . . C C R Y G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：20,000 units/ml

High-Fidelity
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BanII  n r J w q

#R0119S 2,000 units  .......... ¥8,900 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 50 100

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：反応時間が長い場合、ス

ター活性を生じることがある。

5´. . . G R G C Y C . . . 3´
3´. . . C Y C G R G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

BbsI n r t  K w >

#R0539S 300 units  .........¥12,700 
#R0539L 1,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 75

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：酵素は –80℃で凍結保存
をする。凍結融解が 10回を超え
ないように小分けして保存する。

BbsI-HF（#R3539）は –20℃保存
ができるために便利である。

5´. . . G A A G A C (N)2 . . . 3´
3´. . . C T T C T G (N)6 . . . 5´





反応条件：NEBuffer r2.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

BbsI-HF  n r e t K w >

#R3539S 300 units  ........ ¥12,400 
#R3539L 1,500 units  ........ ¥49,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 <10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：BbsI（#R0539）と異なり、
–20℃で保存可能である。

5´. . . G A A G A C (N)2 . . . 3´
3´. . . C T T C T G (N)6 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

BbvI  n r @ t K w >

#R0173S 300 units  .........¥11,500 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 100

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . G C A G C (N)8 . . . 3´
3´. . . C G T C G (N)12 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

BbvCI  n r K w 9 u 

#R0601S 100 units  ........ ¥12,200 
#R0601L 500 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 50 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断が影響を受け

る（321ページ参照）

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5%以上の場合、スター活性を
生じることがある。

5´. . . C C T C A G C . . . 3´
3´. . . G G A G T C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：2,000 units/ml

BccI  n r J w > 

#R0704S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0704L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . C C A T C (N)4 . . . 3´
3´. . . G G T A G (N)5 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

BceAI n r  J w > u

#R0623S 50 units  ........ ¥12,200 
#R0623L 250 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100* 100* 100 100*

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断が影響を受ける（334ページ
参照）

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5%以上の場合、スター活性を
生じることがある。

*これらのバッファー中ではス
ター活性を生じることがある。

5´. . . A C G G C (N)12 . . . 3´
3´. . . T G C C G (N)14 . . . 5´ 

 

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：2,000 units/ml

BcgI n r @  J w > i u

#R0545S 250 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 75* 100 50*

メチル化感受性：damメチル化
のオーバーラップにより切断が

影響を受ける。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断が影響を受ける（321ページ
参照）

メモ：NEBuf fer r2.1、rCutSmar t 
Buf fe rを使用した場合、スター
活性を生じることがある。

本酵素は SAMを必要とするが、
酵素溶液中に含まれているた

め、添加の必要はない。

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：2,000 units/ml

High-Fidelity

5´. . . 10(N) C G A (N)6 T G C (N)12 . . . 3´
3´. . . 12(N) G C T (N)6 A C G (N)10 . . . 5´







27

制
限
酵
素

塩基表記：     R = A or G     Y = C or T     M = A or C     K = G or T     S = C or G     W = A or T     H = A or C or T (not G)     B = C or G or T (not A)     V = A or C or G (not T)     D = A or G or T (not C)     N = A or C or G or T

テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

BciVI  n r t L w q

#R0596S 200 units  ........ ¥12,200 
#R0596L 1,000 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 <10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . G T A T C C (N)6 . . . 3´
3´. . . C A T A G G (N)5 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BclI n r t  J ) 9 i

#R0160S 3,000 units  ........ ¥10,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 75

37℃における活性：50%

メチル化感受性：damメチル化
により切断がブロックされる。

（321ページ参照）

5´. . . T G A T C A . . . 3´
3´. . . A C T A G T . . . 5´





反応条件：rNEBuffer 3.1、50℃

濃度：10,000 units/ml

BclI-HF  n r e t K w > i

#R3160S 3,000 units  .......... ¥9,900 
#R3160L 15,000 units  ........ ¥39,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化
により切断がブロックされる

（321ページ参照）

5´. . . T G A T C A . . . 3´
3´. . . A C T A G T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

BcoDI  n r t K w 9 u

#R0542S 1,000 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 75 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断が影響を受ける（321ページ
参照）

5´. . . G T C T C (N)1 . . . 3´
3´. . . C A G A G (N)5 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

BfaI  n r K w q

#R0568S 500 units  ........ ¥10,500 
#R0568L 2,500 units  ........ ¥42,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 <10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：反応時間が長い場合、ス

ター活性を生じることがある。

–80℃で保存。

5´. . . C T A G . . . 3´
3´. . . G A T C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BfuAI n r @ t  K ) > u

#R0701S 250 units  ........ ¥12,200 
#R0701L 1,250 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 25 100 10

37℃における活性：25%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム 
DNAの切断は CpGメチル化に
より切断が影響を受ける（321
ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。切断には 2か所
の認識配列が必要である。



5´. . . A C C T G C (N)4 . . . 3´
3´. . . T G G A C G (N)8 . . . 5´



反応条件：NEBuffer r3.1、50℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

BglI n r t  K w > u

#R0143S 2,000 units  ........ ¥10,000 
#R0143L 10,000 units  ........ ¥40,400

NEBuffer 1.1 2.1 3.1 rCutSmart

% Activity <00 00 000 00

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G C C N N N N N G G C . . . 3´
3´. . . C G G N N N N N C C G . . . 5´





反応条件：rNEBuffer 3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

BglII n r t  J w 9

#R0144S 2,000 units  ...........¥7,400 
#R0144L 10,000 units  ........ ¥32,000
高濃度品（5X）
#R0144M 10,000 units  ........ ¥32,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 100 <10

濃 度：10,000 uni ts /ml お よび
50,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . A G A T C T . . . 3´
3´. . . T C T A G A . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

High-Fidelity
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BlpI  n r t J w 9

#R0585S 500 units  .........¥13,700 
#R0585L 2,500 units  ........ ¥55,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . G C T N A G C . . . 3´
3´. . . C G A N T C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

BmgBI n r t  K w > u

#R0628S 500 units  ........ ¥12,200 
#R0628L 2,500 units  ........ ¥49,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 100 10

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . C A C G T C . . . 3´
3´. . . G T G C A G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

BmrI n r  K w >

#R0600S 100 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 75 100*

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：*rCutSmar t Buf ferを使用
した場合、スター活性を生じる

ことがある。

5´. . . A C T G G G (N)5 . . . 3´
3´. . . T G A C C C (N)4 . . . 5´





反応条件：NEBuffer r2.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

BmtI n r  K w >

#R0658S 300 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100+

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：反応時間が長い場合、ス

ター活性を生じることがある。

5´. . . G C T A G C . . . 3´
3´. . . C G A T C G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

BmtI-HF  n r e t K w >

#R3658S 300 units  ........ ¥10,900 
#R3658L 1,500 units  ........ ¥43,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：–80℃で保存

5´. . . G C T A G C . . . 3´
3´. . . C G A T C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

BpmI n r @  K w >

#R0565S 100 units  ........ ¥12,200 
#R0565L 500 units  ........ ¥49,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100*

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：反応時間が長い場合、ス

ター活性を生じることがある。

*rCutSmar tバッファー中ではス
ター活性を生じることがある。

5´. . . C T G G A G (N)16 . . . 3´
3´. . . G A C C T C (N)14 . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：2,000 units/ml

Bpu10I n r  K w q

#R0649S 200 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 25 100 25

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . C C T N A G C . . . 3´
3´. . . G G A N T C G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

BpuEI  n r t K w >

#R0633S 500 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50* 100 50* 100

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

*NEBuffer 1.1、NEBuffer 3.1を使
用した場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . C T T G A G (N)16 . . . 3´
3´. . . G A A C T C (N)14 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

High-Fidelity
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BsaI

代替品：BsaI-HF v2

BsaAI  n r t L w 9 u

#R0531S 500 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . Y A C G T R . . . 3´
3´. . . R T G C A Y . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

BsaI-HFv2  n r e t K w q I u

#R3733S 1,000 units  .........¥11,400 
#R3733L 5,000 units  ........ ¥45,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100

メチル化感受性：dcm メチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム 
DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321 ページ参照）

5´. . . G G T C T C (N)1 . . . 3´
3´. . . C C A G A G (N)5 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

濃度：20,000 units/ml

BsaBI  n r K % q i u

#R0537S 2,000 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 75 100

メチル化感受性：damメチル化
により切断がブロックされる。

哺乳類ゲノム DNAは CpGメチ
ル化のオーバーラップにより切

断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：反応時間が長い場合、ス

ター活性を生じることがある。

5´. . . G A T N N N N A T C . . . 3´
3´. . . C T A N N N N T A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：25%

BsaHI  n r t L w q I u

#R0556S 2,000 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dcmメチル化
により切断がブロックされる。

哺乳類ゲノム DNAは CpGメチ
ル化により切断がブロックされ

る（321ページ参照）

5´. . . G R C G Y C . . . 3´
3´. . . C Y G C R G . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BsaJI  n r J % q

#R0536S 1,000 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。





5´. . . C C N N G G . . . 3´
3´. . . G G N N C C . . . 5´

反応条件：CutSmart Buffer、60℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BsaWI  n r t J % q

#R0567S 250 units  .........¥13,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 50 100

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：50%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . W C C G G W . . . 3´
3´. . . W G G C C W . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BsaXI  t L w 9

#R0609S 100 units  .........¥12,700 
#R0609L 500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50* 100* 10 100

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：*NEBuf fer r1.1、r2.1を使
用した場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . 9(N) A C (N)5 C T C C (N)10 . . . 3´
3´. . . 12(N) T G (N)5 G A G G (N)7 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：2,000 units/ml

BseRI  n r t J w q

#R0581S 200 units  .........¥13,700 
#R0581L 1,000 units  ........ ¥55,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 75 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . G A G G A G (N)10 . . . 3´
3´. . . C T C C T C (N) 8 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

High-Fidelity
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BseYI n r  K w q u

#R0635S 100 units  .........¥12,700 
#R0635L 500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 100 50

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . C C C A G C . . . 3´
3´. . . G G G T C G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BsgI  n r @ t K w >

#R0559S 50 units  .........¥12,700 
#R0559L 250 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 25 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：本酵素は SAMを必要と
するが、酵素溶液中に含まれて

いるため、添加の必要はない。

5´. . . G T G C A G (N)16 . . . 3´
3´. . . C A C G T C (N)14 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

BsiEI  n r t J % 9 u

#R0554S 1,000 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 <10 100

37℃における活性：10%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C G R Y C G . . . 3´
3´. . . G C Y R G C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

濃度：10,000 units/ml

BsiHKAI  n r t J ^ 9

#R0570S 1,000 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

37℃における活性：10%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . G W G C W C . . . 3´
3´. . . C W C G W G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：10,000 units/ml

BsiWI n r t  K $ > u

#R0553S 300 units  .........¥12,700 
#R0553L 1,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50* 100 25

37℃における活性：25%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：*NEBuffer r2.1を使用した
場合、スター活性を生じること

がある。

5´. . . C G T A C G . . . 3´
3´. . . G C A T G C . . . 5´



反応条件：NEBuffer r3.1、55℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

BsiWI-HF   n r e t K w 9 u

#R3553S 300 units  ........ ¥12,400 
#R3553L 1,500 units  ........ ¥49,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C G T A C G . . . 3´
3´. . . G C A T G C . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

BslI  n r t J $ 9 I u

#R0555S 1,000 units  ........ ¥12,200 
#R0555L 5,000 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 100 100

37℃における活性：50%

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。

哺乳類ゲノム DNAは CpGメチ
ル化のオーバーラップにより切

断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C C N N N N N N N G G . . . 3´
3´. . . G G N N N N N N N C C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、55℃

濃度：10,000 units/ml

BsmI  n r t J ^ q

#R0134S 500 units  .........¥11,500 
#R0134L 2,500 units  ........ ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 <10 100

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . G A A T G C N . . . 3´
3´. . . C T T A C G N . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

熱による不活性化：80℃、20分間

High-Fidelity
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BsmAI  n r t K $ 9 u

#R0529S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0529L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

37℃における活性：50%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G T C T C (N)1 . . . 3´
3´. . . C A G A G (N)5 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、55℃

濃度：5,000 units/ml

BsmBI-v2 n r e t  K $ q u

#R0739S 200 units  ........ ¥13,200 
#R0739L 1,000 units  .........¥53,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 100 25

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C G T C T C (N)1 . . . 3´
3´. . . G C A G A G (N)5 . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、55℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BsmFI  n r J ^ q I u

#R0572S 100 units  ........ ¥13,200 
#R0572L 500 units  ........ ¥53,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 50 100

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5%以上の場合、スター活性を
生じることがある。

5´. . . G G G A C (N)10 . . . 3´
3´. . . C C C T G (N)14 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：2,000 units/ml

37℃における活性：100%

BsoBI  n r t J w q

#R0586S 10,000 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

濃度：10,000 units/ml 

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . C Y C G R G . . . 3´
3´. . . G R G C Y C . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

Bsp1286I  n r t J w >

#R0120S 500 units  .......... ¥9,400 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 25 25 100

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . G D G C H C . . . 3´
3´. . . C H C G D G . . . 5´





反応条件：CutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

BspCNI  n r t J w q

#R0624S 100 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 75 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

and

5´. . . C T C A G (N)10 . . . 3´ 
3´. . . G A G T C (N)8 . . . 5´



    

5´. . . C T C A G (N)9 . . . 3´ 
3´. . . G A G T C (N)7 . . . 5´



   

メモ：BspCNIの切断箇所は DNA
配列によって異なる。ただし、あ

る DNA 配列に対しては決まった
箇所を切断する。

BspDI  n r J w q i u

#R0557S 2,000 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 75 50 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . A T C G A T . . . 3´
3´. . . T A G C T A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BspEI n r t  K w q i u

#R0540S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0540L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 100 <10

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断が影響を受ける（321ページ
参照）





5´. . . T C C G G A . . . 3´
3´. . . A G G C C T . . . 5´

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

NEW

BsmBI

代替品：BsmBI-v2
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BspHI  n r t J w q i

#R0517S 500 units  .........¥12,700 
#R0517L 2,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 25 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化
のオーバーラップにより切断が

影響を受ける（321ページ参照）





5´. . . T C A T G A . . . 3´
3´. . . A G T A C T . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BspMI n r @  K w >

#R0502S 100 units  ........ ¥12,900 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50* 100 10

濃度：2,000 units/m

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：NEBuf fer r2.1を使用した
場合、スター活性を生じること

がある。切断には 2 か所の認
識配列が必要である。

5´. . . A C C T G C (N)4 . . . 3´
3´. . . T G G A C G (N)8 . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

BspQI n r t  K ) q

#R0712S 500 units  ............¥13,200 
#R0712L 2,500 units  ............¥53,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100* 100* 100 100*

37℃における活性：50%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：*これらのバッファーを使
用した場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . G C T C T T C (N)1 . . . 3´
3´. . . C G A G A A G (N)4 . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、50℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

BsrI t  K ^ q

#R0527S 1,000 units  ........ ¥12,200 
#R0527L 5,000 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 100 10

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . A C T G G N . . . 3´
3´. . . T G A C C N . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、65℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BsrBI  n r t J w q u

#R0102S 1,000 units  .........¥11,500 
#R0102L 5,000 units  ........ ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . C C G C T C . . . 3´
3´. . . G G C G A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BsrDI n r t  J ^ q

#R0574S 200 units  ........ ¥12,200 
#R0574L 1,000 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 75 25

37℃における活性：50%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . G C A A T G N N . . . 3´
3´. . . C G T T A C N N . . . 5´





反応条件：NEBuffer r2.1、65℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

BsrFI-v2  n r e t L w 9 u

#R0682S 1,000 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 25 0 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . R C C G G Y . . . 3´
3´. . . Y G G C C R . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

BsrGI n r t  J w q

#R0575S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0575L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 25

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . T G T A C A . . . 3´
3´. . . A C A T G T . . . 5´



反応条件：NEBuffer r2.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間
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BsrGI-HF  n r e t J w q

#R3575S 1,000 units  .........¥11,400 
#R3575L 5,000 units  ........ ¥45,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 100 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . T G T A C A . . . 3´
3´. . . A C A T G T . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BssHII  n r t K ) > u

#R0199S 500 units  ...........¥7,500 
#R0199L 2,500 units  ........ ¥30,600
高濃度品（5X）
#R0199M 2,500 units  .......... 30,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100

濃 度：5,000 uni ts /ml お よ び
25,000 units/ml

37℃における活性：100%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）





5´. . . G C G C G C . . . 3´
3´. . . C G C G C G . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、50℃

熱による不活性化：65℃、20分間

BssSI-v2  n r e t K w 9

#R0680S 200 units  ........ ¥14,800 
#R0680L 1,000 units  ........ ¥60,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 25 <10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . C A C G A G . . . 3´
3´. . . G T G C T C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

BstAPI  n r J % q u

#R0654S 200 units  .........¥17,400 
#R0654L 1,000 units  ........ ¥71,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 25 100

37℃における活性：10%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G C A N N N N N T G C . . . 3´
3´. . . C G T N N N N N A C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

BstBI  n r t J ^ 9 u

#R0519S 2,500 units  .........¥11,700 
#R0519L 12,500 units  .........¥47,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 10 100

37℃における活性：10%

メチル化感受性：哺哺乳類ゲノ

ム DNAは CpGメチル化により
切断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . T T C G A A . . . 3´
3´. . . A A G C T T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：20,000 units/ml

BstEII n r t  J % 9

#R0162S 2,000 units  ........ ¥10,000 
#R0162L 10,000 units  ........ ¥40,300

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 75* 100 75*

37℃における活性：10%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

*これらのバッファーを使用した
場合、スター活性を示すことが

ある。

5´. . . G G T N A C C . . . 3´
3´. . . C C A N T G G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、60℃

濃度：10,000 units/ml

BstEII-HF   n r e t J w 9

#R3162S 2,000 units  .......... ¥9,900 
#R3162L 10,000 units  ........ ¥39,600
高濃度品（5X）
#R3162M 10,000 units  ........ ¥39,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 <10 100

濃 度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . G G T N A C C . . . 3´
3´. . . C C A N T G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

BstNI n r t  J % 9

#R0168S 3,000 units  ........ ¥10,000 
#R0168L 15,000 units  ........ ¥40,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 100 75

37℃における活性：25%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . C C W G G . . . 3´
3´. . . G G W C C . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、60℃

濃度：10,000 units/ml

High-Fidelity

High-Fidelity
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BstUI  t J % 9 u

#R0518S 1,000 units  .........¥11,700 
#R0518L 5,000 units  .........¥47,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 25 100

37℃における活性：25%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C G C G . . . 3´
3´. . . G C G C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

濃度：10,000 units/ml

BstXI n r t  K w q I

#R0113S 1,000 units  .......... ¥9,400 
#R0113L 5,000 units  ........ ¥38,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 100 25

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断がブ

ロックされる。（321ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . C C A N N N N N N T G G . . . 3´
3´. . . G G T N N N N N N A C C . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BstYI n r t  J % 9

#R0523S 2,000 units  .........¥11,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 75 100

37℃における活性：10%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . R G A T C Y . . . 3´
3´. . . Y C T A G R . . . 5´



反応条件：NEBuffer r2.1、60℃

濃度：10,000 units/ml

BstZ17I-HF  n r e t J w 9 u

#R3594S 1,000 units  ........ ¥12,400 
#R3594L 5,000 units  ........ ¥49,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G T A T A C . . . 3´
3´. . . C A T A T G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000 units/ml

Bsu36I  n r t L w q

#R0524S 1,000 units  .........¥11,700 
#R0524L 5,000 units  .........¥47,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。



5´. . . C C T N A G G . . . 3´
3´. . . G G A N T C C . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BtgI  n r t K w q

#R0608S 1,000 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . C C R Y G G . . .3´
3´. . . G G Y R C C . . .5´

   

 

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BtgZI  n r J % q u

#R0703S 100 units  .........¥12,700 
#R0703L 500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 25 <10 100

37℃における活性：75%

メチル化感受性：哺乳類由来ゲ

ノム DNAの切断は CpGメチル
化により切断が影響を受ける

（321ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . G C G A T G (N)10 . . . 3´
3´. . . C G C T A C (N)14 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

BtsI-v2  n r e t J w 9

#R0667S 500 units  .........¥12,700 
#R0667L 2,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 100

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5%以上の場合、スター活性を
生じることがある。

5´. . . G C A G T G N N . . . 3´ 
3´. . . C G T C A C N N . . . 5´

   

 

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

High-Fidelity
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

BtsIMutI  n r e J $ q

#R0664S 100 units  ........ ¥18,900 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

濃度：1,000 units/ml

37℃における活性：50%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . C A G T G N N  . . . 3´ 
3´. . . G T C A C N N  . . . 5´

   

 

反応条件：rCutSmart Buffer、55℃

熱による不活性化：80℃、20分間

BtsCI  n r t K ) q

#R0647S 2,000 units  ........ ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 25 100

濃度：20,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。





5´. . . G G A T G N N . . . 3´
3´. . . C C T A C N N . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、50℃

熱による不活性化：80℃、20分間

Cac8I  t K w > u

#R0579L 500 units  ........ ¥55,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 100 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

メモ：-80℃で保存

5´. . . G C N N G C . . . 3´
3´. . . C G N N C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

ClaI  r t J w > i u

#R0197S 1,000 units  .......... ¥8,700 
#R0197L 5,000 units  ........ ¥35,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 50 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . A T C G A T . . . 3´
3´. . . T A G C T A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

CspCI  n r @ t J w >

#R0645S 500 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：本酵素は SAMを必要と
するが、酵素溶液中に含まれる

ため、添加の必要はない

5´. . . 10-11(N) C A A (N)5 G T G G (N)12-13 . . . 3´
3´. . . 12-13(N) G T T (N)5 C A C C (N)10-11 . . . 5´





メモ：切断部位は認識配列の前

後の配列に依存して 1塩基ずれ
ることがある。配列によって 1つ
の切断部位が優占的となる。詳

細はウェブサイト（w w w.nebj.jp）
を参照

CviAII  n r t L ( >

#R0640S 200 units  ........ ¥12,200 
#R0640L 1,000 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 10 100

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . C A T G . . . 3´
3´. . . G T A C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、25℃

熱による不活性化：65℃、20分間

CviKI-1  n r J w 9

#R0710S 250 units  ........ ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5%以上の場合、スター活性を
生じることがある。

5´. . . R G C Y . . . 3´
3´. . . Y C G R . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：5,000 units/ml

CviQI n r t  L ( 9

#R0639S 2,000 units  .........¥12,700 
#R0639L 10,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100* 100 75*

37℃における活性：25%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：NEBuf fer r2.1、rCutSmar t 
Buf fe rを使用した場合、スター
活性を生じることがある。

5´. . . G T A C . . . 3´
3´. . . C A T G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、25℃

濃度：10,000 units/ml
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DdeI  n r t K w > 

#R0175S 1,000 units  .......... ¥8,900 
#R0175L 5,000 units  ........ ¥35,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . C T N A G . . . 3´
3´. . . G A N T C . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

DpnI  r ; t K w q u

#R0176S 1,000 units  ........ ¥10,500 
#R0176L 5,000 units  ........ ¥42,300

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 75 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：DpnIは認識
部位が damメチル化されている
場合にのみ切断する。一般的な

クローニング用大腸菌株は

dam +であり、そのプラスミド
DNAは DpnIで切断できる。哺
乳類ゲノム DNAは CpGメチル
化により切断がブロックされる

（321ページ参照）





  CH3

5´. . . G A T C . . . 3´
3´. . . C T A G . . . 5´

   CH3

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

DpnII r ; t 7 K w > i

#R0543S 1,000 units  ........ ¥13,200 
#R0543L 5,000 units  ........ ¥53,700
高濃度品（5X）
#R0543T 1,000 units  ........ ¥13,200 
#R0543M 5,000 units  ........ ¥53,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 25 100* 25

濃 度：10,000 uni ts /ml お よび
50,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化
により切断がブロックされる

（321ページ参照）

メモ：*NEBuffer r3.1を使用した
場合、スター活性を生じること

がある。

5´. . . G A T C . . . 3´
3´. . . C T A G . . . 5´





反応条件：NEBuffer DpnII、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

DraI  n r t J w >

#R0129S 2,000 units  .......... ¥5,200 
#R0129L 10,000 units  ........ ¥20,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 75 50 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . T T T A A A . . . 3´
3´. . . A A A T T T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

DraIII-HF  n r e t K w 9 u

#R3510S 1,000 units  .........¥11,400 
#R3510L 5,000 units  ........ ¥45,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 10 100

濃度：20,000 units/ml 

メチル化感受性：哺乳類由来ゲノ

ム DNAの切断はオーバーラップ
する CpGメチル化により切断が
影響を受ける（321ページ参照）

5´. . . C A C N N N G T G . . . 3´
3´. . . G T G N N N C A C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

DrdI  n r t J w > u

#R0530S 300 units  .........¥12,700 
#R0530L 1,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 10 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

EaeI  n r J w > I u

#R0508S 200 units  ...........¥7,600 
#R0508L 1,000 units  ........ ¥31,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 <10 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . Y G G C C R . . . 3´
3´. . . R C C G G Y . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

EagI

代替品：EagI-HF

High-Fidelity

5´. . . G A C N N N N N N G T C . . . 3´
3´. . . C T G N N N N N N C A G . . . 5´
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EagI-HF  n r e t K w > u

#R3505S 500 units  ........ ¥10,400 
#R3505L 2,500 units  ........ ¥41,600
高濃度品（5X）
#R3505M 2,500 units  ........ ¥41,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

濃 度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：–80℃で保存

5´. . . C G G C C G . . . 3´
3´. . . G C C G G C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

EarI  n r t K w > u

#R0528S 500 units  ........ ¥12,200 
#R0528L 2,500 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 10 <10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類由来ゲ

ノム DNAの切断は CpGメチル
化により切断が影響を受ける

（321ページ参照）

5´. . . C T C T T C (N)1 . . . 3´
3´. . . G A G A A G (N)4 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

EciI  n r J w > u

#R0590S 100 units  ........ ¥12,200 
#R0590L 500 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 50 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

メモ：反応時間が長い場合、ス

ター活性を生じることがある。

5´. . . G G C G G A (N)11 . . . 3´
3´. . . C C G C C T (N)9 . . . 5´



 

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：2,000 units/ml

Eco53kI  n r t J w > u

#R0116S 1,000 units  ........ ¥10,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 <10 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . G A G C T C . . . 3´
3´. . . C T C G A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

EcoNI  n r t J w >

#R0521S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0521L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 75 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . C C T N N N N N A G G . . . 3´
3´. . . G G A N N N N N T C C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

EcoO109I  n r t J w > I

#R0503S 2,000 units  .........¥10,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断がブ

ロックされる（321ページ参照）

メモ：長時間反応、酵素濃度が

高い、グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . R G G N C C Y . . . 3´
3´. . . Y C C N G G R . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：20,000 units/ml

EcoP15I r @ t  J w >

#R0646S 500 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：DNAの切断には ATPを必
要とする（製品に付属）。

効率的な切断には CAGCAG．．．
CTGCTG（トップ鎖）の向きで存
在していることが好ましい。

5´. . . C A G C A G (N)25 . . . 3´
3´. . . G T C G T C (N)27 . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1 + ATP、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

EcoRI n r t 7 L w > u

#R0101S 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R0101L 50,000 units  ........ ¥26,000
高濃度品（5X）
#R0101T 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R0101M 50,000 units  ........ ¥26,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100* 50 50*

濃 度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

メモ：*NEBuffer r2.1、rCutSmart 
Buf fe r を使用した場合、スター
活性を生じることがある。

5´. . . G A A T T C . . . 3´
3´. . . C T T A A G . . . 5´





反応条件：NEBuffer EcoRI、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

High-Fidelity
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不活性化 �

メチル化 
感受性

EcoRI-HF  n r e t L w > u

#R3101S 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R3101L 50,000 units  ........ ¥26,000
高濃度品（5X）
#R3101T 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R3101M 50,000 units  ........ ¥26,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 <10 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）
5´. . . G A A T T C . . . 3´
3´. . . C T T A A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

EcoRV n r t  J w q u

#R0195S 4,000 units  .......... ¥8,900 
#R0195L 20,000 units  .........¥36,100
高濃度品（5X）
#R0195T 4,000 units  .......... ¥8,900 
#R0195M 20,000 units  .........¥36,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 100 10

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断が影響を受け

る（321ページ参照）
5´. . . G A T A T C . . . 3´
3´. . . C T A T A G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

EcoRV-HF  n r e t K w > u

#R3195S 4,000 units  .......... ¥8,700 
#R3195L 20,000 units  ........ ¥35,400
高濃度品（5X）
#R3195T 4,000 units  .......... ¥8,700 
#R3195M 20,000 units  ........ ¥35,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断が影響を受け

る（321ページ参照）
5´. . . G A T A T C . . . 3´
3´. . . C T A T A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

Esp3I  n r t K w ^ u

#R0734S 300 units  ........ ¥14,200 
#R0734L 1,500 units  ........ ¥64,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 <10 100

濃度：10,000 units/ml 

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）

5´. . . C G T C T C (N)1 . . . 3´
3´. . . G C A G A G (N) 5 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

FatI n r  J $ q

#R0650S 50 units  .........¥17,400 
#R0650L 250 units  ........ ¥71,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 50 50

濃度：2,000 units/ml

37℃における活性：100%

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . C A T G . . . 3´
3´. . . G T A C . . . 5´





反応条件：NEBuffer r2.1、55℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

FauI  n r J $ > u

#R0651S 200 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

37℃における活性：20%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . C C C G C (N)4 . . . 3´
3´. . . G G G C G (N)6 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、55℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

Fnu4HI  n r t J w 9 u

#R0178S 200 units  .........¥11,500 
#R0178L 1,000 units  ........ ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）


5´. . . G C N G C . . . 3´
3´. . . C G N C G . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

FokI  n r @ J w > I u

#R0109S 1,000 units  ........ ¥10,400 
#R0109L 5,000 units  .........¥42,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 75 100

メチル化感受性：dcm メチル化
のオーバーラップにより切断が

影響を受ける。哺乳類由来ゲノ

ム DNA の切断は CpG メチル化
により切断が影響を受ける（321
ページ参照）

メモ：切断には 2 か所の認識配
列が必要である。長時間反応、

酵素濃度が高い、グリセロール

濃度が 5% 以上の場合、スター
活性を生じることがある。

5´. . . G G A T G (N)9 . . . 3´
3´. . . C C T A C (N)13 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

High-Fidelity

High-Fidelity
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HaeII  n r t J w q u

#R0107S 2,000 units  ........ ¥10,000 
#R0107L 10,000 units  ........ ¥40,300

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）

5´. . . R G C G C Y . . . 3´
3´. . . Y C G C G R . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

FseI  n r t K w > I u

#R0588S 100 units  .........¥13,700 
#R0588L 500 units  ........ ¥55,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 75 <10 100

メチル化感受性：dcm メチル化
のオーバーラップにより切断が

影 響を受ける。哺乳類ゲノム
DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）

メモ：-80℃で保存

5´. . . G G C C G G C C . . . 3´
3´. . . C C G G C C G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：2,000 units/ml

FspI  n r t L w 9 u

#R0135S 500 units  .........¥11,500 
#R0135L 2,500 units  ........ ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）

5´. . . T G C G C A . . . 3´
3´. . . A C G C G T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

HaeIII  n r t J w q

#R0108S 3,000 units  .......... ¥6,900 
#R0108L 15,000 units  .........¥27,600
高濃度品（5X）
#R0108T 3,000 units  ...........¥7,300 
#R0108M 15,000 units  ........ ¥29,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 25 100

濃度：10,000 uni ts /ml および
50,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。5´. . . G G C C . . . 3´

3´. . . C C G G . . . 5´




反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

HgaI n r  J w > u

#R0154S 100 units  .........¥11,500 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 100*

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5% 以上の場合、スター活性を
生じることがある。

*rCutSmart Bufferではスター活
性を生じることがある。

5´. . . G A C G C (N)5 . . . 3´
3´. . . C T G C G (N)10 . . . 5´





反応条件：NEBuffer r1.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：2,000 units/ml

HhaI  n r t J w > u

#R0139S 2,000 units  .......... ¥8,900 
#R0139L 10,000 units  .........¥36,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）

5´. . . G C G C . . . 3´
3´. . . C G C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

HincII n r t  K w > u

#R0103S 1,000 units  .......... ¥8,700 
#R0103L 5,000 units  ........ ¥35,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321ページ参照）

5´. . . G T Y R A C . . . 3´
3´. . . C A R Y T G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

HindIII n r  K w q

#R0104S 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R0104L 50,000 units  ........ ¥26,000
高濃度品（5X）
#R0104T 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R0104M 50,000 units  ........ ¥26,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 50 50

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

メモ：反応時間が長い場合、ス

ター活性を生じることがある。





5´. . . A A G C T T . . . 3´
3´. . . T T C G A A . . . 5´

反応条件：NEBuffer r2.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

FspEI  n r ; K w q

#R0662S 200 units  ........ ¥21,000 280ページを参照
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熱による 
不活性化 �

メチル化 
感受性

HindIII-HF  n r e t K w q

#R3104S 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R3104L 50,000 units  ........ ¥26,000
高濃度品（5X）
#R3104T 10,000 units  .......... ¥6,400 
#R3104M 50,000 units  ........ ¥26,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 10 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。





5´. . . A A G C T T . . . 3´
3´. . . T T C G A A . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

HinfI  n r t J w q u

#R0155S 5,000 units  .......... ¥9,400 
#R0155L 25,000 units  .........¥38,100
高濃度品（5X）
#R0155T 5,000 units  .......... ¥9,400 
#R0155M 25,000 units  .........¥38,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

濃度：10,000 uni ts /ml および
50,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321 ページ参照）
5´. . . G A N T C . . . 3´
3´. . . C T N A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

HinP1I  n r t J w > u

#R0124S 2,000 units  .........¥11,500 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G C G C . . . 3´
3´. . . C G C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

HpaI  n r J w 9 u

#R0105S 500 units  .......... ¥8,900 
#R0105L 2,500 units  ........ ¥36,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 75* 25 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5% 以上の場合、スター活性を
生じることがある。

* NEBuf fer r2.1を使用した場合、
スター活性を生じることがある。

5´. . . G T T A A C . . . 3´
3´. . . C A A T T G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：5,000 units/ml

HpaII  n r ; t J w q u

#R0171S 2,000 units  ........ ¥10,500 
#R0171L 10,000 units  ........ ¥42,300
高濃度品（5X）
#R0171M 10,000 units  ........ ¥42,300

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 <10 100

濃度：10,000 uni ts /ml および
50,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）

5´. . . C C G G . . . 3´
3´. . . G G C C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

HphI  n r t K w > i I

#R0158S 1,000 units  ........ ¥10,500 
#R0158L 5,000 units  ........ ¥42,300

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 <10 100

メチル 化 感 受 性：dam および
dcm メチル化のオーバーラップ
により切断がブロックされる

（321ページ参照）

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5% 以上の場合、スター活性を
生じることがある。

5´. . . G G T G A (N)8 . . . 3´
3´. . . C C A C T (N)7 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

Hpy99I  n r J w > u

#R0615S 100 units  .........¥12,700 
#R0615L 500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 10 <10 100

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C G W C G . . . 3´
3´. . . G C W G C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

Hpy166II  n r t L w > u

#R0616S 1,000 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 50 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）





5´. . . G T N N A C . . . 3´
3´. . . C A N N T G . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

High-Fidelity
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Hpy188I  n r J w > i

#R0617S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0617L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 50 100

メチル化感受性：dam メチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321 ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . T C N G A . . . 3´
3´. . . A G N C T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

Hpy188III  n r K w > i u

#R0622S 500 units  .........¥12,700 
#R0622L 2,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

メチル化感受性：dam メチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321 ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。



5´. . . T C N N G A . . . 3´
3´. . . A G N N C T . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

HpyAV  n r t w > u

#R0621S 100 units  .........¥12,700 
#R0621L 500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム 
DNAは CpG メチル化のオーバー
ラップにより切断が影響を受け

る（321ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。酵素溶液には活

性向上のために Ni が含まれて
いるため、酵素溶液が黄色ー

茶色に観察されることがある

が、活性や品質に影響はない。

5´. . . C C T T C (N)6 . . . 3´
3´. . . G G A A G (N)5 . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：2,000 units/ml

HpyCH4III  n r J w > 

#R0618S 250 units  .........¥12,700 
#R0618L 1,250 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 <10 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . A C N G T . . . 3´
3´. . . T G N C A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

HpyCH4IV  n r t J w > u

#R0619S 500 units  .........¥12,700 
#R0619L 2,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 25 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）

5´. . . A C G T . . . 3´
3´. . . T G C A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

HpyCH4V  n r t J w >

#R0620S 100 units  .........¥12,700 
#R0620L 500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 25 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . T G C A . . . 3´
3´. . . A C G T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

KasI  n r K w > u

#R0544S 250 units  ...........¥8,100 
#R0544L 1,250 units  ........ ¥33,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム 
DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5% 
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。–80℃で保存





5´. . . G G C G C C . . . 3´
3´. . . C C G C G G . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

High-Fidelity

KpnI

代替品：KpnI-HF
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MboI  n r t J w > i u

#R0147S 500 units  .......... ¥4,600 
#R0147L 2,500 units  ........ ¥18,400
高濃度品（5X）
#R0147M 2,500 units  ........ ¥31,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

濃 度：5,000 uni ts /ml お よ び
25,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化
により切断がブロックされる。

哺乳類ゲノム DNA は CpG メチ
ル化のオーバーラップにより切

断が影響を受ける（321 ページ
参照）

5´. . . G A T C . . . 3´
3´. . . C T A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

LpnPI  n r ; K w >

#R0663S 200 units  ........ ¥21,000 詳細は 280ページを参照

KpnI-HF  n r e t J w 9

#R3142S 4,000 units  .......... ¥6,400 
#R3142L 20,000 units  ........ ¥26,000
高濃度品（5X）
#R3142M 20,000 units  ........ ¥26,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 <10 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . G G T A C C . . . 3´
3´. . . C C A T G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

MboII  n r @ t L w > i

#R0148S 300 units  ...........¥7,200 
#R0148L 1,500 units  .........¥29,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100* 100 50 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる（321ページ参照）

メモ：* NEBuf fer 1.1を使用した
場合、スター活性を生じること

がある。

5´. . . G A A G A (N)8 . . . 3´
3´. . . C T T C T (N)7 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

MfeI-HF  n r e t J w 9

#R3589S 500 units  ........ ¥12,400 
#R3589L 2,500 units  ........ ¥49,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 25 <10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。





5´. . . C A A T T G . . . 3´
3´. . . G T T A A C . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

MluI n r t  J w q u

#R0198S 1,000 units  .......... ¥8,900 
#R0198L 5,000 units  ........ ¥36,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 100 25

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）





5´. . . A C G C G T . . . 3´
3´. . . T G C G C A . . . 5´

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

MluI-HF  n r e t J w 9 u

#R3198S 1,000 units  .......... ¥8,700 
#R3198L 5,000 units  ........ ¥35,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）





5´. . . A C G C G T . . . 3´
3´. . . T G C G C A . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

MluCI  n r t J w 9

#R0538S 1,000 units  ...........10,700 
#R0538L 5,000 units  ...........43,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 10 10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . A A T T . . . 3´
3´. . . T T A A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

High-FidelityHigh-Fidelity

High-Fidelity

MfeI

代替品：MfeI-HF
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MlyI  n r t J w >

#R0610S 1,000 units  ........ ¥12,200 
#R0610L 5,000 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . G A G T C (N)5 . . . 3´
3´. . . C T C A G (N)5 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

MmeI  n r @ t K w > u

#R0637S 100 units  .........¥12,700 
#R0637L 500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321 ページ参照）

メモ：本酵素は SAMを必要と
するが、酵素溶液に含まれてい

るため、添加の必要はない

5´. . . T C C R A C (N)20 . . . 3´
3´. . . A G G Y T G (N)18 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

MnlI  r t K w >

#R0163S 500 units  .........¥11,500 
#R0163L 2,500 units  ........ ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 50 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。





5´. . . C C T C (N)7 . . . 3´
3´. . . G G A G (N)6 . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

MscI  n r L w q I

#R0534S 250 units  ........ ¥13,200 
#R0534L 1,250 units  ........ ¥53,700
高濃度品（5X）
#R0534M 1,250 units  ........ ¥53,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

濃 度：5,000 uni ts /ml お よ び
25,000 units/ml

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる（321ページ参照）

5´. . . T G G C C A . . . 3´
3´. . . A C C G G T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

MseI  n r t J w > 

#R0525S 500 units  .........¥11,700 
#R0525L 2,500 units  .........¥47,200
高濃度品（5X）
#R0525M 2,500 units  .........¥47,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 75 100

濃度：10,000 uni ts /ml および
50,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . T T A A . . . 3´
3´. . . A A T T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

MslI  n r t J w q

#R0571S 500 units  ........ ¥13,200 
#R0571L 2,500 units  ........ ¥53,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 <10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . C A Y N N N N R T G . . . 3´
3´. . . G T R N N N N Y A C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

MspI  n r ; t J w 9

#R0106S 5,000 units  ........ ¥10,500 
#R0106L 25,000 units  ........ ¥42,300
高濃度品（5X）
#R0106T 5,000 units  ........ ¥10,500 
#R0106M 25,000 units  ........ ¥42,300

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 50 100

濃 度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。5´. . . C C G G . . . 3´

3´. . . G G C C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

MspA1I  n r t K w > u

#R0577S 500 units  ........ ¥13,200 
#R0577L 2,500 units  ........ ¥53,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . C M G C K G . . . 3´
3´. . . G K C G M C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間
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MwoI  n r t K % 9 u

#R0573S 500 units  ........ ¥13,200 
#R0573L 2,500 units  ........ ¥53,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 100 100

37℃における活性：25%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321 ページ参照）

5´. . . G C N N N N N N N G C . . . 3´
3´. . . C G N N N N N N N C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

濃度：5,000 units/ml

MspJI  n r ; K w >

#R0661S 200 units  ........ ¥21,000 
#R0661L 1,000 units  ........ ¥83,800

詳細は 280ページを参照

NaeI  n r @ J w 9 u

#R0190S 500 units  ........ ¥10,000 
#R0190L 2,500 units  ........ ¥43,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 25 <10 100

濃度：10,000 units/ml 

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：DNAを切断するためには
1分子の DNA 上に 2 か所の
NaeI部位が必要である。

5´. . . G C C G G C . . . 3´
3´. . . C G G C C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

NarI  n r @ J w > u

#R0191S 500 units  .......... ¥9,900 
#R0191L 2,500 units  .........¥40,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

濃度：5,000 units/ml 

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：DNAを切断するためには
1分子の DNA 上に 2 か所の 
NarI部位が必要である。

5´. . . G G C G C C . . . 3´
3´. . . C C G C G G . . . 5´





反応条件：CutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

NciI  n r t J w 9 u

#R0196S 2,000 units  .......... ¥9,900 
#R0196L 10,000 units  .........¥40,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断が影響を受け

る（321ページ参照）

5´. . . C C S G G . . . 3´
3´. . . G G S C C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

NcoI n r t  J w q

#R0193S 1,000 units  .......... ¥9,400 
#R0193L 5,000 units  .........¥38,100
高濃度品（5X）
#R0193T 1,000 units  .......... ¥9,400 
#R0193M 5,000 units  .........¥38,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100+

濃度：10,000 uni ts /ml および
50,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。





5´. . . C C A T G G . . . 3´
3´. . . G G T A C C . . . 5´

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

NcoI-HF  n r e t K w q

#R3193S 1,000 units  .......... ¥9,200 
#R3193L 5,000 units  .........¥37,400
高濃度品（5X）
#R3193M 5,000 units  .........¥37,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。





5´. . . C C A T G G . . . 3´
3´. . . G G T A C C . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

NdeI  n r t J w >

#R0111S 4,000 units  ........ ¥10,400 
#R0111L 20,000 units  ........ ¥41,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。





5´. . . C A T A T G . . . 3´
3´. . . G T A T A C . . . 5´

反応条件：CutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

NgoMIV  r @ t J w 9 u

#R0564S 1,000 units  ........ ¥12,200 
#R0564L 5,000 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5%以上の場合、スター活性を
生じることがある。





5´. . . G C C G G C . . . 3´
3´. . . C G G C C G . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

High-Fidelity
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NheI

代替品：NheI-HF

NheI-HF  n r e t L w q u

#R3131S 1,000 units  ........ ¥10,200 
#R3131L 5,000 units  ........ ¥41,400
高濃度品（5X）
#R3131M 5,000 units  ........ ¥41,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 <10 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）





5´. . . G C T A G C . . . 3´
3´. . . C G A T C G . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

NlaIII  n r t K w >

#R0125S 500 units  .........¥11,500 
#R0125L 2,500 units  ........ ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

濃度：10,000 units/ml 

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：–80℃で保存

5´. . . C A T G . . . 3´
3´. . . G T A C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

NlaIV  n r K w > I u

#R0126S 200 units  .........¥11,500 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 10 100

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G G N N C C . . . 3´
3´. . . C C N N G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

NmeAIII  n r @ K w >

#R0711S 250 units  ........ ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 <10 100

反 応条件：rCutSmar t Buf fe r、
37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：2,000 units/ml 

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

メモ：切断には 2か所の認識配
列が必要である。

5´. . . G C C G A G (N) 20-21 . . . 3´
3´. . . C G G C T C (N) 18-19 . . . 5´

 

 

メモ：認識部位の前後の配列に

よって切断箇所が 1 塩基ずれる
ことがある。また、配列に依存

して優先的な切断箇所が決定さ

れる（サイトプレファランスを有

する）ことがある。詳細はウェブ

サイト（www.nebj.jp）を参照

NotI n r t  L w > u

#R0189S 500 units  .......... ¥9,500 
#R0189L 2,500 units  ........ ¥38,800
高濃度品（5X）
#R0189M 2,500 units  ........ ¥38,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 100 25

濃度：10,000 uni ts /ml および
50,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . G C G G C C G C . . . 3´
3´. . . C G C C G G C G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

NotI-HF  n r e t J w > u

#R3189S 500 units  .......... ¥9,500 
#R3189L 2,500 units  ........ ¥38,800
高濃度品（5X）
#R3189M 2,500 units  ........ ¥38,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 25 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類由来ゲ

ノム DNAの切断は CpGメチル
化により切断が影響を受ける

（321ページ参照）

5´. . . G C G G C C G C . . . 3´
3´. . . C G C C G G C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

NruI n r t  J w 9 i u

#R0192S 1,000 units  .......... ¥8,900 
#R0192L 5,000 units  .........¥36,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 100 10

濃度：10,000 units/ml 

メチル化感受性：damメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . T C G C G A . . . 3´
3´. . . A G C G C T . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

High-Fidelity

High-Fidelity



46

NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
制
限
酵
素

or 推奨 
バッファー n

NEBで 
クローニング r

リコンビ 
ナント 
酵素

;
エピジェネ 
ティクス 
研究用酵素

e
遺伝子 
改変型酵素 @

2カ所の 
認識配列が 
必要

t
Time–Saver 
品質 J

希釈 
バッファー w 反応温度 >

熱による 
不活性化 �

メチル化 
感受性

NruI-HF  n r e t J w 9 i u

#R3192S 1,000 units  .......... ¥8,700 
#R3192L 5,000 units  ........ ¥35,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 0 25 50 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . T C G C G A . . . 3´
3´. . . A G C G C T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

NsiI n r t  K w >

#R0127S 1,000 units  ...........¥7,800 
#R0127L 5,000 units  .........¥31,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 75 100 25

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . A T G C A T . . . 3´
3´. . . T A C G T A . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

NsiI-HF  n r e t K w q

#R3127S 1,000 units  ...........¥5,100 
#R3127L 5,000 units  ........ ¥20,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 20 <10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . A T G C A T . . . 3´
3´. . . T A C G T A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

NspI  n r t J w >

#R0602S 250 units  .........¥12,700 
#R0602L 1,250 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 <10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . R C A T G Y . . . 3´
3´. . . Y G T A C R . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

PacI  n r t J w >

#R0547S 250 units  .........¥12,700 
#R0547L 1,250 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 75 10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . T T A A T T A A . . . 3´
3´. . . A A T T A A T T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

PaeR7I  n r t J w 9 u

#R0177S 2,000 units  ........ ¥10,000 NEBuffer 1.1 2.1 3.1 rCutSmart

% Activity 00 00 <00 000

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）





5´. . . C T C G A G . . . 3´
3´. . . G A G C T C . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

PaqCI™  n r @ K w > u

#R0745S 200 units  ........ ¥18,000 
#R0745L 1,000 units  ........ ¥74,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 10 100

濃度：10,000 units/ml 

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：：反応時間が長い、酵素

濃度が高い、グリセロール濃度

が 5% 以上の場合、スター活性
を生じることがある。反応には

PacCI Activatorを添加する。





5´. . . C A C C T G C (N)4 . . . 3´
3´. . . G T G G A C G (N)8 . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

PciI n r  K w q

#R0655S 200 units  .........¥12,700 
#R0655L 1,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 100 50*

濃度：10,000 units/ml 

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

メモ：* rCutSmart Buffer を使用
した場合、スター活性を生じる

ことがある。

5´. . . A C A T G T . . . 3´
3´. . . T G T A C A . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

NEW

High-Fidelity

High-Fidelity
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Pf lFI  n r t J w >

#R0595S 2,000 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 25 100

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . G A C N N N G T C . . . 3´
3´. . . C T G N N N C A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：10,000 units/ml

Pf lMI n r t  J w > I

#R0509S 1,000 units  ........ ¥12,200 
#R0509L 5,000 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 0 100 100 50

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる（321ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . C C A N N N N N T G G . . . 3´
3´. . . G G T N N N N N A C C . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

PleI  n r @ J w > u

#R0515S 1,000 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 25 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

メモ：切断には 2か所の認識配
列が必要である。

5´. . . G A G T C (N)4 . . . 3´
3´. . . C T C A G (N)5 . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

PluTI  n r @ J w > u

#R0713S 500 units  ........ ¥13,800 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 <10 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：切断には 2か所の認識配
列が必要である。

5´. . . G G C G C C . . . 3´
3´. . . C C G C G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：10,000 units/ml

PmeI  n r t J w > u

#R0560S 500 units  .........¥13,700 
#R0560L 2,500 units  ........ ¥55,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 10 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321ページ参照）

5´. . . G T T T A A A C . . . 3´
3´. . . C A A A T T T G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：10,000 units/ml

PmlI  n r t J w > u

#R0532S 2,000 units  ........ ¥12,200 
#R0532L 10,000 units  ........ ¥49,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 <10 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C A C G T G . . . 3´
3´. . . G T G C A C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：20,000 units/ml

PpuMI  n r t K w 9 I

#R0506S 500 units  .........¥12,700 
#R0506L 2,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

メチル化感受性：dcmメチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる（321ページ参照）
5´. . . R G G W C C Y . . . 3´
3´. . . Y C C W G G R . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

PshAI  n r t J w > u

#R0593S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0593L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 10 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G A C N N N N G T C . . . 3´
3´. . . C T G N N N N C A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：10,000 units/ml
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PsiI-v2  n r e t K w >

#R0744S 400 units  ........ ¥21,800 
#R0744L 2,000 units  .........¥87,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . T T A T A A . . . 3´
3´. . . A A T A T T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

PspGI  n r J 8 9 I

#R0611S 1,000 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 50 100

37℃における活性：25%

メチル化感受性：dcm メチル化
により切断がブロックされる

（321 ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . C C W G G . . . 3´
3´. . . G G W C C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、75℃

濃度：10,000 units/ml

PspOMI  n r K w > I u

#R0653S 1,500 units  .........¥11,200 
#R0653L 7,500 units  ........ ¥45,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 <10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：dcm メチル化
のオーバーラップにより切断が

影 響を受ける。哺乳類ゲノム
DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G G G C C C . . . 3´
3´. . . C C C G G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

PspXI  n r K w 9 u

#R0656S 200 units  .........¥12,700 
#R0656L 1,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 25 100

濃度：5,000 units/ml 

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断が影響を受ける（321ページ
参照）

5´. . . V C T C G A G B . . . 3´
3´. . . B G A G C T C V . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

PstI n r t  L w q

#R0140S 10,000 units  ...........¥7,300 
#R0140L 50,000 units  ........ ¥29,600
高濃度品（5X）
#R0140T 10,000 units  ...........¥7,300 
#R0140M 50,000 units  ........ ¥29,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 75 100 50*

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

メモ：* rCutSmart Buffer を使用
した場合、スター活性を生じる

ことがある。

5´. . . C T G C A G . . . 3´
3´. . . G A C G T C . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

PstI-HF   n r e t L w 9

#R3140S 10,000 units  .......... ¥6,900 
#R3140L 50,000 units  .........¥27,400
高濃度品（5X）
#R3140T 10,000 units  ...........¥7,200 
#R3140M 50,000 units  ........ ¥29,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 75 50 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。5´. . . C T G C A G . . . 3´

3´. . . G A C G T C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

PvuI n r t  K w 9 u

#R0150S 500 units  .......... ¥8,000 
#R0150L 2,500 units  ........ ¥32,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 25 100 <10

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C G A T C G . . . 3´
3´. . . G C T A G C . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

PvuI-HF  n r e t K w 9 u

#R3150S 500 units  .......... ¥8,000 
#R3150L 2,500 units  ........ ¥32,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

濃度：20,000 units/ml 

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C G A T C G . . . 3´
3´. . . G C T A G C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

NEW

High-Fidelity

High-Fidelity

PsiI

代替品：PsiI-HF
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PvuII n r t  K w 9

#R0151S 5,000 units  .......... ¥8,900 
#R0151L 25,000 units  .........¥36,100
高濃度品（5X）
#R0151T 5,000 units  .......... ¥8,900 
#R0151M 25,000 units  .........¥36,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100*

濃度：10,000 uni ts /ml および
50,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

メモ：* rCutSmart Buffer を使用
した場合、スター活性を生じる

ことがある

5´. . . C A G C T G . . . 3´
3´. . . G T C G A C . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

PvuII-HF  n r e t K w 9

#R3151S 5,000 units  .......... ¥8,700 
#R3151L 25,000 units  ........ ¥35,400
高濃度品（5X）
#R3151M 25,000 units  ........ ¥35,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . C A G C T G . . . 3´
3´. . . G T C G A C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

RsaI  n r t J w 9 u

#R0167S 1,000 units  .......... ¥8,900 
#R0167L 5,000 units  .........¥36,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 <10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dcm メチル化
のオーバーラップにより切断が

影 響を受ける。哺乳類ゲノム
DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G T A C . . . 3´
3´. . . C A T G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

RsrII  n r @ L w > u

#R0501S 500 units  ........ ¥10,000 
#R0501L 2,500 units  ........ ¥40,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 75 10 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）

5´. . . C G G W C C G . . . 3´
3´. . . G C C W G G C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

SacI

代替品：SacI-HF

SacI-HF  n r e t J w > u

#R3156S 2,000 units  ...........¥7,500 
#R3156L 10,000 units  ........ ¥30,600
高濃度品（5X）
#R3156M 10,000 units  ........ ¥30,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 <10 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . G A G C T C . . . 3´
3´. . . C T C G A G . . . 5´





反応条件：CutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

SacII  n r @ t J w > u

#R0157S 2,000 units  .......... ¥9,400 
#R0157L 10,000 units  .........¥38,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：切断には認識配列が 2か
所必要である。

5´. . . C C G C G G . . . 3´
3´. . . G G C G C C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

SalI n r t  J w > u

#R0138S 2,000 units  .......... ¥6,500 
#R0138L 10,000 units  ........ ¥26,600

for high (5X) concentration
#R0138T 2,000 units  .......... ¥6,500 
#R0138M 10,000 units  ........ ¥26,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 100 <10

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . G T C G A C . . . 3´
3´. . . C A G C T G . . . 5´



反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

High-Fidelity High-Fidelity



50

NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
制
限
酵
素

or 推奨 
バッファー n

NEBで 
クローニング r

リコンビ 
ナント 
酵素

;
エピジェネ 
ティクス 
研究用酵素

e
遺伝子 
改変型酵素 @

2カ所の 
認識配列が 
必要

t
Time–Saver 
品質 J

希釈 
バッファー w 反応温度 >

熱による 
不活性化 �
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SalI-HF  n r e t J w > u

#R3138S 2,000 units  .......... ¥6,500 
#R3138L 10,000 units  ........ ¥26,600
高濃度品（5X）
#R3138T 2,000 units  .......... ¥6,500 
#R3138M 10,000 units  ........ ¥26,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 100 100

濃 度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . G T C G A C . . . 3´
3´. . . C A G C T G . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

Sau3AI n r  J w > u

#R0169S 200 units  .......... ¥8,900 
#R0169L 1,000 units  ........ ¥36,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100+

メチル化感受性：DpnIIや MboI
とは異なり、damメチル化でブ
ロックされない。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G A T C . . . 3´
3´. . . C T A G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r1.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

Sau96I  n r J w > I u

#R0165S 1,000 units  .......... ¥9,400 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

メチル化感受性：dcm メチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . G G N C C . . . 3´
3´. . . C C N G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

Sbf I-HF  n r e t K w q

#R3642S 500 units  .......... ¥8,900 
#R3642L 2,500 units  ........ ¥36,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 25 <10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . C C T G C A G G . . . 3´ 
3´. . . G G A C G T C C . . . 5´



 

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

ScaI-HF  n r e t K w q

#R3122S 1,000 units  .......... ¥6,700 
#R3122L 5,000 units  ........ ¥26,800
高濃度品（5X）
#R3122M 5,000 units  ........ ¥29,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . A G T A C T . . . 3´
3´. . . T C A T G A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

ScrFI  n r L w > I u

#R0110S 1,000 units  .........¥11,500 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100

メチル化感受性：dcm メチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321ページ参照）

メモ：反応時間が長い場合、ス

ター活性を生じることがある。

5´. . . C C N G G . . . 3´
3´. . . G G N C C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

High-Fidelity

High-Fidelity

High-Fidelity

Sbf I

代替品：SbfI-HF

SapI  n r t K w >

#R0569S 250 units  .........¥12,700 
#R0569L 1,250 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 50 >10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。



5´. . . G C T C T T C (N)1 . . . 3´
3´. . . C G A G A A G (N)4 . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間
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SexAI  n r J w > I

#R0605S 200 units  .........¥12,700 
#R0605L 1,000 units  .......¥511,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 75 50 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：dcm メチル化
により切断がブロックされる

（321 ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . A C C W G G T . . . 3´
3´. . . T G G W C C A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

SfaNI n r  K w > u

#R0172S 300 units  ........ ¥15,800 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 75 100 25

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . G C A T C (N)5 . . . 3´
3´. . . C G T A G (N)9 . . . 5´





反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：2,000 units/ml

SfcI  n r K w >

#R0561S 200 units  ........ ¥12,200 
#R0561L 1,000 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 50 25 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . C T R Y A G . . . 3´
3´. . . G A Y R T C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

SfiI  n r @ t L ) 9 I u

#R0123S 3,000 units  .........¥11,500 
#R0123L 15,000 units  ........ ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 50 100

37℃における活性：10%

メチル化感受性：dcm メチル化
のオーバーラップにより切断が

影 響を受ける。哺乳類ゲノム
DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321ページ参照）

メモ：切断には 2か所の認識配
列が必要である。

5´. . .G G C C N N N N N G G C C . . . 3´
3´. . .C C G G N N N N N C C G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、50℃

濃度：20,000 units/ml

SfoI  n r t K w 9 I u

#R0606S 500 units  ........ ¥12,200 
#R0606L 2,500 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

メチル化感受性：dcm メチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . G G C G C C . . . 3´
3´. . . C C G C G G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

SgrAI  n r @ J w > u

#R0603S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0603L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321 ペー
ジ参照）

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5% 以上の場合、スター活性を
生じることがある。

5´. . . C R C C G G Y G . . . 3´
3´. . . G Y G G C C R C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：10,000 units/ml

SmaI  n r t K ( > u

#R0141S 2,000 units  .......... ¥8,700 
#R0141L 10,000 units  ........ ¥35,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

濃度：20,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：推奨反応温度は 25℃

5´. . . C C C G G G . . . 3´
3´. . . G G G C C C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、25℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

SmlI  n r J $ 9

#R0597S 500 units  .........¥12,700 
#R0597L 2,500 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 75 25 100

37℃における活性：10%

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . C T Y R A G . . . 3´
3´. . . G A R Y T C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、55℃

濃度：10,000 units/ml
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SnaBI  n r J w q u

#R0130S 500 units  ........ ¥10,000 
#R0130L 2,500 units  ........ ¥40,400
高濃度品（5X）
#R0130M 2,500 units  ........ ¥40,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50* 50 10 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

メモ：反応時間が長い、酵素濃

度が高い、グリセロール濃度が

5%以上の場合、スター活性を
生じることがある。

*NEBuffer r1.1中ではスター活性
を生じることがある。





5´. . . T A C G T A . . . 3´
3´. . . A T G C A T . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml および 25,000 
units/ml 

SpeI-HF  n r e t L w q

#R3133S 500 units  .......... ¥8,900 
#R3133L 2,500 units  ........ ¥36,200
高濃度品（5X）
#R3133M 2,500 units  ........ ¥36,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 <10 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . A C T A G T . . . 3´
3´. . . T G A T C A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

SphI n r  K w >

#R0182S 500 units  ...........¥7,400 
#R0182L 2,500 units  ........ ¥30,500
高濃度品（8X）
#R0182M 2,500 units  ........ ¥30,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 50 100+

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

メモ：反応時間が長い場合、ス

ター活性を生じることがある。

5´. . . G C A T G C . . . 3´
3´. . . C G T A C G . . . 5´





反応条件：NEBuffer r2.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：10,000 units/ml および 80,000 
units/ml

SphI-HF  n r e t K w >

#R3182S 500 units  ...........¥7,400 
#R3182L 2,500 units  ........ ¥30,500
高濃度品（5X）
#R3182M 2,500 units  ........ ¥30,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 25 10 100

濃 度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . G C A T G C . . . 3´
3´. . . C G T A C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

Srf I  n r t K w > u

#R0629S 500 units  ........ ¥15,800 
#R0629L 2,500 units  ........ ¥72,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 0 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . G C C C G G G C  . . . 3´
3´. . . C G G G C C C G  . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

SspI n r t 7 L w >

#R0132S 1,000 units  .......... ¥8,900 
#R0132L 5,000 units  ........ ¥36,200
高濃度品（5X）
#R0132M 5,000 units  ........ ¥36,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 50

濃 度：5,000 uni ts /ml お よ び
25,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

メモ：本酵素は専用バッファー

の使用を推奨

5´. . . A A T A T T . . . 3´
3´. . . T T A T A A . . . 5´





反応条件：NEBuf fer EcoRI /SspI、
37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

SspI-HF   n r e t K w >

#R3132S 1,000 units  .......... ¥8,900 
#R3132L 5,000 units  ........ ¥36,200
高濃度品（5X）
#R3132M 5,000 units  ........ ¥36,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 <10 100

濃 度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . A A T A T T . . . 3´
3´. . . T T A T A A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

High-Fidelity

High-Fidelity

High-Fidelity

SpeI

代替品：SpeI-HF
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StuI  n r t J w 9 I

#R0187S 1,000 units  .......... ¥9,400 
#R0187L 5,000 units  .........¥38,100
高濃度品（10X）
#R0187M 5,000 units  .........¥38,100

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

濃度：10,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：：dcmメチル
化のオーバーラップにより切断

がブロックされる（321ページ
参照）。

5´. . . A G G C C T . . . 3´
3´. . . T C C G G A . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

StyI-HF  n r e t J w >

R3500S 3,000 units ........... ¥9,200 
R3500L 15,000 units ..........¥37,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 25 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . C C W W G G . . . 3´
3´. . . G G W W C C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

StyD4I  r t K w > I u

#R0638S 200 units  ........ ¥12,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 100 100

メチル化感受性：dcm メチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる。哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）





5´. . . C C N G G . . . 3´
3´. . . G G N C C . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

SwaI n r t  K ( >

#R0604S 2,000 units  .........¥12,700 
#R0604L 10,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 100 10

37℃における活性：25%

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。



5´. . . A T T T A A A T . . . 3´
3´. . . T A A A T T T A . . . 5´



反応条件：NEBuffer r3.1、25℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：10,000 units/ml

TaqI-v2  n r e t K ^ 9 i

#R0149S 4,000 units  .......... ¥8,900 
#R0149L 20,000 units  ........ ¥36,000
高濃度品（5X）
#R0149T 4,000 units  .......... ¥8,900 
#R0149M 20,000 units  ........ ¥36,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：dam メチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる（321 ページ参
照）

5´. . . T C G A . . . 3´
3´. . . A G C T . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

TfiI  n r t L ^ 9 u

#R0546S 500 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

37℃における活性：10%

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321 ページ参照）

5´. . . G A W T C . . . 3´
3´. . . C T W A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：10,000 units/ml

StyI

代替品：StyI-HF

TseI  n r t K ^ 9 u

#R0591L 500 units  ........ ¥49,500 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化のオー
バーラップにより切断がブロッ

クされる（321 ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。

5´. . . G C W G C . . . 3´
3´. . . C G W C G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

Tsp45I  n r J ^ 9

#R0583S 400 units  ........ ¥13,200 
#R0583L 2,000 units  ........ ¥53,700

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 <10 100

37℃における活性：10%

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . G T S A C . . . 3´
3´. . . C A S T G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：10,000 units/ml

High-Fidelity



54

NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
制
限
酵
素

or 推奨 
バッファー n

NEBで 
クローニング r

リコンビ 
ナント 
酵素

;
エピジェネ 
ティクス 
研究用酵素

e
遺伝子 
改変型酵素 @

2カ所の 
認識配列が 
必要

t
Time–Saver 
品質 J

希釈 
バッファー w 反応温度 >

熱による 
不活性化 �

メチル化 
感受性

TspMI  t K 8 9 u

#R0709S 200 units  ........ ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50* 75* 50* 100

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNA は CpG メチル化により切
断がブロックされる（334 ペー
ジ参照）

メモ；推奨以外のバッファーを

使用した場合、スター活性を生

じることがある。

5´. . . C C C G G G . . . 3´
3´. . . G G G C C C . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、75℃

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：10%

TspRI  n r t K ^ 9

#R0582S 1,000 units  .........¥13,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 25 100

37℃における活性：10%

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . N N C A S T G N N . . . 3´
3´. . . N N G T S A C N N . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：10,000 units/ml

Tth111I  n r t K ^ 9

#R0185S 400 units  ...........¥7,900 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 25 100

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . .G A C N N N G T C . . . 3´
3´. . .C T G N N N C A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

XbaI  n r t J w > i

#R0145S 3,000 units  .......... ¥9,200 
#R0145L 15,000 units  .........¥37,400
高濃度品（5X）
#R0145T 3,000 units  .......... ¥9,200 
#R0145M 15,000 units  .........¥37,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 75 100

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化
のオーバーラップにより切断が

ブロックされる（321ページ参照）




5´. . . T C T A G A . . . 3´
3´. . . A G A T C T . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

XcmI n r  L w >

#R0533S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0533L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 25 100*

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

メモ：反応時間が長い場合、ス

ター活性を生じることがある。

*rCutSmart Buffer中ではスター
活性を生じることがある。

5´. . .C C A N N N N N N N N N T G G . . . 3´
3´. . .G G T N N N N N N N N N A C C . . . 5´





反応条件：NEBuffer r2.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

濃度：5,000 units/ml

XhoI  n r t J w > u

#R0146S 5,000 units  ...........¥7,400 
#R0146L 25,000 units  ........ ¥30,000
高濃度品（5X）
#R0146M 25,000 units  ........ ¥30,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

濃 度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類由来ゲ

ノム DNA の切断は CpGメチル
化により切断が影響を受ける

（321 ページ参照）





5´. . . C T C G A G . . . 3´
3´. . . G A G C T C . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

XmaI  n r t J w > u

#R0180S 500 units  .......... ¥8,900 
#R0180L 2,500 units  ........ ¥35,800
高濃度品（5X）
#R0180M 2,500 units  ........ ¥35,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 <10 100

濃度：10,000 uni ts /ml および
50,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類由来ゲ

ノム DNA の切断は CpG メチル
化により切断が影響を受ける

（321 ページ参照）

メモ：グリセロール濃度が 5%
以上の場合、スター活性を生じ

ることがある。





5´. . . C C C G G G . . . 3´
3´. . . G G G C C C . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

XmnI  n r t J w >

#R0194S 1,000 units  ........ ¥10,500 
#R0194L 5,000 units  ........ ¥42,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 <10 100

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . .G A A N N N N T T C . . . 3´
3´. . .C T T N N N N A A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間
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ZraI  n r K w q u

#R0659S 200 units  ........ ¥12,200 
#R0659L 1,000 units  ........ ¥49,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . G A C G T C . . . 3´
3´. . . C T G C A G . . . 5´





反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

ニッキングエンドヌクレアーゼ

制限酵素はDNA上の認識配列に結合すると、原則として2本鎖を同時に切断する。この時、それぞれのDNA鎖に対して独立した加水分解反応が進行している
が、これが同時に進行するのは、多くの場合、制限酵素内に2つの触媒部位が存在するためである。NEBはこの点に着目し、2本鎖の片方だけを加水分解する
制限酵素、つまりDNA分子を切断するのではなく、「ニック」を導入する酵素：ニッキング・エンドヌクレアーゼ（ニッキング酵素）を開発した。これらの
ニックは一般的な3´-ヒドロキシル、5´-リン酸構造を有しており、置換DNA合成、鎖置換増幅(1)、エキソヌクレティック分解などの反応開始点となる(2)。

ニッキング・エンドヌクレアーゼ（NEase）は、制限酵素と同様に簡単に使用することができる。6塩基または7塩基認識のニッキングエンド・ヌクレアー
ゼが生成するニックはDNAを断片化しないため、その活性はスーパーコイル状のプラスミドをオープンサークルに変換することでアッセイができる。ま
た、2か所の認識配列を近傍に配置することで、2本鎖DNAを切断するという使い方もできる。

ニッキングエンドヌクレアーゼの応用は広がっている。ニックやギャップ導入をしたDNAは、DNAミスマッチ修復の研究や診断の基質となる。またNEaseを
利用して産生した長いオーバーハングは、DNAアッセンブリーに利用することができる。例えばNt.BbvCIは、NEB社のUSERクローニング・プロトコルでXbaI
と併用することにより、長く非相補的なオーバーハングを生成するために使用されている。さらにNEaseは、部位特異的なニックの生成に依存するDNA等温
増幅にも応用されている。例えば、Nt.BstNBIとVent (exo-) DNA Polymerase (NEB #M0257)と組み合わせた等温増幅法： EXPARにより、試料中の特定のDNA配列
を高感度かつ一定温度で検出することが報告されている (3)。また、3塩基切断酵素Nt.CviPIIとBst DNA Polymerase Iを用いた等温増幅法：Nicking Endonuclease 
Mediated- DNA Amplification(NEMDA) (4)が報告されている。あるいは、出現頻度が高いNEaseを使用すれば、ゲノムDNAを断片化して短い2本鎖DNAを作る
ことができ、クローニングに使用したり、ハイブリダイゼーション用プローブとして使用することができる。またゲノムマッピングにも使用できる。

NEBはこれからもニッキング酵素の開発・研究を継続する。

参考文献:
(1) Walker, G.T. et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 392–396.
(2) Wang, H. and Hays, J.B. (2000) Mol. Biotechnol., 15, 97–104.
(3) Van Ness, J. et al. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 4504–4509.
(4) Chan, S.H. et al. (2004) Nucl. Acids Res., 32, 6187–6199.

Nb.BbvCI  n r J w q

#R0631S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0631L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . C C T C A G C . . . 3´
3´. . . G G A G T C G . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

Nb.BsmI n r  J ^ q

#R0706S 1,000 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 100 10

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。



5´. . . G A A T G C N . . . 3´
3´. . . C T T A C G N . . . 5´

反応条件：NEBuffer r3.1、65℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

Nicking Endonucleases
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Nb.BsrDI  n r J ^ q

#R0648S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0648L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：50%

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . G C A A T G N N . . . 3´
3´. . . C G T T A C N N . . . 5´

反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

Nb.BssSI n r  K w 9

#R0681S 1,000 units  .........¥12,700
高濃度品（5X）
#R0681T 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 100 25

濃度：20,000 uni ts /ml および
100,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . C A C G A G  . . . 3´
3´. . . G T G C T C  . . . 5´

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

Nb.BtsI  n r J w q

#R0707S 1,000 units  ........ ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 75 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . G C A G T G N N . . . 3´
3´. . . C G T C A C N N . . . 5´

反応条件：CutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

Nt.AlwI  n r J w q i

#R0627S 500 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 100 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：dam メチル化
により切断がブロックされる

（321ページ参照）

5´. . . G G A T C N N N N N . . . 3´
3´. . . C C T A G N N N N N . . . 5´



反応条件：CutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

Nt.BbvCI  n r J w q u

#R0632S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0632L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化のオーバー
ラップにより切断がブロックさ

れる（321ページ参照）

5´. . . C C T C A G C . . . 3´
3´. . . G G A G T C G . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20 分間

Nt.BsmAI  n r J w > u

#R0121S 500 units  ........ ¥12,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . G T C T C N N . . . 3´
3´. . . C A G A G N N . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

Nt.BspQI n r  K ) q

#R0644S 1,000 units  .........¥12,700 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 25 100 10

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：80%

メチル化感受性：damメチル化、
dcmメチル化、CpGメチル化の
影響を受けない。

5´. . . G C T C T T C N . . . 3´
3´. . . C G A G A A G N . . . 5´



反応条件：NEBuffer r3.1、50℃

熱による不活性化：80℃、20分間

Nt.BstNBI n r  J $ q

#R0607S 1,000 units  .........¥12,700 
#R0607L 5,000 units  ........ ¥51,500

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 0 10 100 10

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：dam メチル化、
dcm メチル化、CpG メチル化の
影響を受けない。

5´. . . G A G T C N N N N N . . . 3´
3´. . . C T C A G N N N N N . . . 5´



反応条件：NEBuffer r3.1、55℃

熱による不活性化：80℃、20 分間
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Nt.CviPII  n r J w > u

#R0626S 40 units  ........ ¥21,400 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 25 100

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：哺乳類ゲノム

DNAは CpGメチル化により切
断がブロックされる（321ペー
ジ参照）

5´. . . C C D . . . 3´
3´. . . G G H . . . 5´



反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

ホーミングエンドヌクレアーゼ

ホーミングエンドヌクレアーゼは、大きな非対称の認識部位（12-40塩基対）とコーディング配列を持ち、通常イントロンまたはインテインのいずれかに
組み込まれている2本鎖特異的DNaseである(1)。イントロンは前駆体RNAからスプライシングされ、インテインは前駆体タンパク質からスプライシングさ
れる(2,3)。ホーミングエンドヌクレアーゼの名称は、制限酵素とほぼ同様であるが、イントロンをコードするエンドヌクレアーゼには "I-"、インテインを
コードするエンドヌクレアーゼには "PI-"という接頭辞をつけて命名されている（1, 7）。

ホーミングエンドヌクレアーゼの認識部位は極めて稀である。例えば、18bpの認識配列の出現頻度は、7 x 1010 bpのランダムな配列に1回だけである。これ
は哺乳類サイズのゲノム20個あたり1箇所しか存在しないことと同じである(4)。しかしながら、標準的な制限酵素とは異なり、ホーミング酵素の認識特異
性は低く、通常10-12bpの範囲にあることが確認されている。

ホーミングエンドヌクレアーゼは、制限酵素のように厳密に定義された認識配列を持っていない。つまり、1塩基の変化で切断ができなくなることはない
が、その効率は様々な程度に低下する。必要な塩基の正確な境界線は一般に知られていない。本誌に記載されている認識配列は、認識・切断されることが

分かっている認識配列の内の1つである。

参考文献:
(1) Belfort, M. and Roberts, R.J. (1997) Nucleic Acids Res., 25, 3379–3388.
(2) Dujon, B. et al. (1989) Gene, 82, 115–118.
(3) Perler, F.B. et al. (1994) Nucleic Acids Res., 22, 1125–1127.
(4) Jasin, M. (1996) Trends in Genetics, 12, 224–228.
(5) Gimble, F.S. and Wang, J. (1996) J. Mol. Biol., 263, 163–180.
(6) Argast, M.G. et al. (1998) J. Mol. Biol., 280, 345–353.
(7) Roberts, R.J. et al. (2003) Nucleic Acids Res., 31, 1805–1812.

I-CeuI  r K w >

#R0699S 500 units  .........¥13,700 
#R0699L 2,500 units  ........ ¥55,700
（5 µgのコントロールプラスミド DNA が付属）

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 <10 100

濃度：5,000 units/ml

メモ：ホーミング酵素は厳密に定

義された認識配列を持たない。反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

特異性：ホーミング / 認識部位を以
下に示す：

I-SceI  r K w >

#R0694S 500 units  .........¥12,700 
#R0694L 2,500 units  ........ ¥51,500
（5 µgのコントロールプラスミド DNA が付属）

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 25 100

濃度：5,000 units/ml

メモ：ホーミング酵素は厳密に定

義された認識配列を持たない。

–80℃で保存。

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

特異性：ホーミング / 認識部位を以
下に示す：

Homing Endonucleases

D = A or G or T (not C)
H = A or C or T (not G)
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
制
限
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素

or 推奨

バッファー n
NEBで
クローニング r

リコンビ

ナント

酵素
;

エピジェネ

ティクス

研究用酵素
e

遺伝子

改変型酵素 @
2カ所の
認識配列が

必要
t

Time–Saver
品質 J

希釈

バッファー w 反応温度 >
熱による

不活性化 �
メチル化

感受性

PI-PspI n r 7 a K ^ 9

#R0695S 500 units  .........¥12,700
（5 µg のコントロールプラスミド DNA が付属）

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 10 10

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：5%

メモ：ホーミング酵素は厳密に定

義された認識配列を持たない。

反応条件：NEBuffer PI-PspI + Recom
binant Albumin、65℃

特異性：ホーミング / 認識部位を以
下に示す：

Recombinant Albumin,
Molecular Biology Grade

#B9200S   12 mg  ...........¥7,700

関連製品：

BSA, Molecular Biology Grade
#B9000S   12 mg  .......... ¥5,400

説明：本製品はリコンビナント・

アルブミンであり、仔ウシから

精製した BSA の代わりに使用
可能である。チューブやピペッ

ト表面への酵素の非特異的吸

着を予防できる。また酵素に

よっては安定化される。BSA 
シーケンスを避ける実験などに

使用する。

Reaction Buff ers

NEBuffer Set (EcoRI/SspI, DpnII)
#B7006S 5.0 ml  .......... ¥3,300

NEBuffer Set (r1.1, r2.1, r3.1 & rCutSmart™ )
#B7030S 1.25 ml of each  .......... ¥3,300

rCutsmart Buffer
#B6004S 4 x 1.25 ml ........... ¥3,300

S-adenosylmethionine (SAM)
#B9003S (32 mM) 0.5 ml  .......... ¥6,400

Nuclease-free Water
#B1500S 25 ml  .......... ¥4,700
#B1500L 100 ml  .........¥11,200

説明：NEBの制限酵素にはそれぞれ最適バッファーが付属している。ごく一部の例外を除き、4種類のバッファー
（NEBuffer r1.1、r2.1、r3.1、rCutmart Buffer）であり、蓋に 4種類の色が付けられている。

以前はバッファー中に BSA が含まれていたが、2021年 4月よりリコンビナントアルブミンに置き換えられている。置
き換えられたバッファーには「r」が付いている。

各バッファー組成はウェブサイトの製品情報ページに掲載されている（www.neb.com）。

PI-SceI r 7 a K w >

#R0696S 250 units  .........¥12,700
（5 µg のコントロールプラスミド DNA が付属）

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 <10

濃度：5,000 units/ml

メモ：ホーミング酵素は厳密に定

義された認識配列を持たない。

反応条件：NEBuffer PI-SceI + Recombinant
Albumin、37℃

熱による不活性化：65℃、20 分間

特異性：ホーミング / 認識部位を以
下に示す：

NEB Tube Opener

#C1008S   2 units  .......... ¥2,900 説明：チューブオープナー。ス

クリューキャップおよびスナッ

プキャップに対応。

TO OPEN SCREW-CAP TUBES:

Push and twist
to loosen cap

Insert tool
onto cap1

2

Insert tool
onto cap

Lift up to
open tube

TO OPEN SNAP-CAP TUBES:

1

2

NEW

NEW
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塩基表記：     R = A or G     Y = C or T     M = A or C     K = G or T     S = C or G     W = A or T     H = A or C or T (not G)     B = C or G or T (not A)     V = A or C or G (not T)     D = A or G or T (not C)     N = A or C or G or T

テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

Diluent Buffers

Diluent A 
#B8001S   5.0 ml  .......... ¥5,600

Diluent B 
#B8002S   5.0 ml  .......... ¥5,600

Diluent C 
#B8003S   5.0 ml  .......... ¥5,600

説明：制限酵素を希釈する場合、各酵素のアイコンに記載されている推奨 Diluent を使用する。希釈濃度は 1,000 
unit/ml 以上とする。各酵素の推奨 Diluentは 309ページを参照

保存温度：–20℃

バッファー組成（1X）：

Diluent A：50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 200 µg/ml BSA, 50% glycerol（pH 7.4@25℃）

Diluent B：300 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 500 µg/ml BSA, 50% glycerol（pH 7.4@25℃）

Diluent C：250 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 0.15% Triton X-100, 200 µg/ml BSA, 50% 
glycerol（pH 7.4@25℃）

Gel Loading Dyes

Gel Loading Dye, Blue (6X) 
#B7021S  4 ml  .......... ¥8,300

Gel Loading Dye, Orange (6X) 
#B7022S  4 ml  .......... ¥8,300

Gel Loading Dye, Purple (6X) 
#B7024S  4 ml  ...........¥7,300

Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS 
#B7025S  4 ml  ...........¥7,300

説明：3 種類の異なるトラッキング・ダイをそれぞれ含む電気泳動用ローディング・ダイを提供している。GelLoading 
Dye, Purpule（6X）に含まれるトラッキング・ダイ（ピンク / 赤）は、UV 照射下で DNA バンドを遮る影を生じないため、
全てのバンドを鮮明に確認することができる。BPB は電気泳動で使用される標準的なトラッキング・ダイである。オ
レンジ G はゲル写真には写らず、ほとんどの制限酵素処理断片より速く移動する。これらのローディングダイ溶液に
は SDS が含まれているため、よりシャープなバンドを検出可能である（B7025S を除く）。また EDTA が含まれている
ことにより、酵素溶液中の 10 mM マグネシウムをキレートし、酵素反応を停止する。

ゲル・ローディングダイ組成（1X）：

1x Gel Loading Dye, Purple： 
2.5% Ficoll-400, 10 mM EDTA, 3.3 mM Tris-HCl（pH 8.0@25℃）, 0.08% SDS and 0.02% Dye 1, 0.0008% Dye 2

1x Gel Loading Dye, Purple, no SDS： 
2.5% Ficoll-400, 10 mM EDTA, 3.3 mM Tris-HCl（pH 8.0@25℃）, 0.02% Dye 1, 0.0008% Dye 2

1x Gel Loading Dye, Blue： 
2.5% Ficoll-400, 11 mM EDTA, 3.3 mM Tris-HCl（pH 8.0）, 0.017% SDS, 0.015% bromophenol blue

1x Gel Loading Dye, Orange： 
2.5% Ficoll-400, 11 mM EDTA, 3.3 mM Tris-HCl（pH 8.0）, 0.017% SDS, 0.15% orange G

Scott has been with NEB for 2 years 
as a Purification Scientist in our Rowley 

Production Facility. He primarily works on 
downstream processing of products, but also 

helps with enzyme purification. In his spare 
time, Scott enjoys cooking and spending time 

with friends and family outdoors.

Buffers

SYBR® is a registered trademark of Molecular Probes, Inc.

GELRED® is a registered trademark of Biotium.
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Aim AR camera at this page 
to see image in motion.
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Aim AR camera at this page 
to see image in motion.

Conserving Biodiversity

Biodiversity is a broad concept that refers to the “web of life”. It describes 
all the organisms on Earth (species diversity), the variety of organisms 
in an ecosystem (ecosystem diversity), and the genetic make-up of those 
organisms (genetic diversity). Biodiversity is responsible for sustaining life 
as we know it — from producing oxygen, to pollinating our food sources and 
cleaning our water supplies.

It is estimated that 80% of the world’s biodiversity exists underwater, within 
the just over 70% of Earth’s surface that is covered by ocean. And, if you have 
had the opportunity to explore a coastline or to gaze underwater, this likely 
comes as no surprise. Teeming with creatures from microscopic to the largest 
known on Earth (the blue whale), ocean life is amazingly diverse. 

It is easy to understand why Don Comb’s curiosity was piqued by the marine 
ecosystems he visited as he pursued his Ph.D. at the University of Michigan. 
His graduate research first took him to the Bermuda Biological Research 
Station, where he studied sea urchin development. Firsthand experience 
observing rich and diverse marine organisms and their interactions within the 
ecosystem inspired Don to make protecting biodiversity a priority. 

In the 1970s, Don supported the Conservation Law Foundation’s efforts to 
stop offshore drilling on George’s Bank, an area recognized for its diverse 
marine biology. Not long after, he helped establish a marine sanctuary in 
the waters off the island of Saint Barthélemy through the New England 
Biolabs Foundation (NEBF), which was established shortly after NEB became 
profitable. This sanctuary protects breeding grounds for local fish, as well as 
a diversely inhabited coral reef ecosystem. 

In 2000 Don read an opinion piece in Science, which asked the question: 

species? Don realized that it wouldn’t require new technology to do so, just 
someone with the initiative. In 2001, he founded The Ocean Genome Legacy 
(OGL), a non-profit environmental research organization and DNA bank 
dedicated to promoting new methods for studying and conserving marine 
species through preservation and genome analysis. As part of its mission, 
OGL created the Ocean Genome Resource Collection, a publicly accessible 
genome biorepository containing samples of DNA from species around the 
world, abundant and rare, who call the ocean home. In 2013, this priceless 
collection was moved to Northeastern University’s Marine Science Center, 
located in Nahant, MA. Here it continues to help uncover some of our 
oceans’ deepest mysteries and reveal genomic information that can help cure 
diseases, improve the sustainability of global food and energy supplies, and 
protect the environment. 

Don challenged everyone to consider their impact on the planet’s biodiversity. 
In the 2002/2003 NEB Catalog, he included a personal note, urging readers 
to “learn to live well on less and remember that small is beautiful. We all 
need to recognize that the earth’s biodiversity is our future.” Through the 
NEBF, Don has encouraged individuals to do just that, all over the world, by 
providing support and funding to communities in biodiversity-rich areas and 
the organizations working to conserve and protect them.

Sea Urchin moving its parts.
Credit: Uw.art, Adobe Stock

View the calming 
motions of the 

sea urchin.

生物多様性の保全

生物多様性とは、「生命体の複雑な関係」を表す幅広い概念です。そこには地球

上のすべての生物（種多様性）、生態系内のさまざまな生物（生態系多様性）お

よびそれらの生物の遺伝子構造（遺伝的多様性）が含まれます。生物多様性は、

酸素の産生から私たちの食糧の起源となる受粉および水源の浄化に至るまで、今

日私たちが享受している生命の維持を可能にしています。

海洋面積は地球表面の 70%を超える程度ですが、世界の生物多様性の 80%は
水中に存在すると推定されています。海岸を散歩したり、水中を眺めて見たりす

れば驚くべき数字ではありません。顕微鏡でしか見えない微小な生物から地球上

の既知の最大生物（シロナガスクジラ）まで、海洋生物は驚くほど多様です。

ミシガン大学での博士課程において、Don Comb博士が海洋生態系に興味をそそ
られた理由は容易に理解できます。

大学院研究は、Bermuda Biological Research Stationでのウニの発生研究から
始まりました。豊かで多様な海洋生物およびそれらと生態系との相互作用を目の

当たりにした博士は、生物多様性の保全に率先して取り組みました。

1970年代には、豊かな海洋生物多様性で知られる George’s Bankにおける海洋
採掘を阻止しようとする Conservation Law Foundationの取り組みを支援しました。
その後間もなく、NEBが収益性を上げ始めた直後に設立された New England 
Biolabs Foundation（NEBF）を通じて、Saint Barthélemy島の沖合海域での海洋
生物保護区の設立に協力しました。この保護区では、地域の魚の繁殖地に加えて、

多様な生物が生息するサンゴ礁生態系も保護されています。

2000年にサイエンス誌に掲載された意見記事で、博士は次のように問いかけて
います。なぜ世界の絶滅危惧種や希少生物の DNAを守らないのですか。新しい
技術ではなく、誰かが第一歩を踏み出すことが必要であるということを博士は理

解していました。そこで 2001年、海洋生物種の研究および保護のための新たな
方法を推進することを目的とした非営利環境研究機関および DNA バンクとして、
Ocean Genome Legacy（OGL）を設立しました。OGLは、その使命の一環として
Ocean Genome Resource Collectionという誰でもアクセス可能なゲノムのバイオ
レポジトリーを設立しましたが、そこには世界中の海洋に生息する豊富な生物種

から稀な生物種まで、すべての種の DNAサンプルが含まれています。2013年、
この貴重なコレクションはマサチューセッツ州ナハントにある Nor theastern 
Universi t yの海洋科学センターに移管されました。現在もこのコレクションは、
海洋に関する最も深い謎の解明および疾患の治癒、世界的な食糧およびエネル

ギーの持続可能性の改善ならびに環境保全に役立つゲノム情報の解明を支援して

います。

Don Comb博士は、地球の生物多様性への影響を考慮するようにすべての人に呼
びかけました。2002/2003年の NEBカタログには「小さいことの美しさを忘れず
に、少ないもので豊かに生きましょう。地球の生物多様性に私たちの未来がかかっ

ていることを認識する必要があります」と読者に語りかける博士の個人的なメモ

が含まれていました。NEBFを通して Don Comb博士は、豊かな生物多様性が存
在する地域と、それらを守ろうとする機関を世界中の人々がサポートするよう呼び

かけていました。

心を落ち着かせる

ウニの動きをご覧ください。

体を動かすウニ。

提供：Uw.art、Adobe Stock



62

NEBのポリメラーゼ： 
25年間におよぶ発見と開発
NEBは様々な DNAポリメラーゼを提供しているだけでなく、基礎研究を通じて PCR
とその他の DNA増幅技術の革新的かつ高品質なツールを開発している。

PCR & qPCR
PCRは分子生物学における最も一般的な技術であり、NEBは豊富な種類の製品を提
供している。NEBは研究業界で初めてTaq DNAポリメラーゼを販売し、また高正確性
ポリメラーゼを世界に先駆けて発見した。また早期より研究開発基金を設立し、信頼

できる製品やツールを開発し提供してきた。現在、一般的な PCRから高正確性 PCR
酵素、さらにダイベースおよびプローブベースの qPCRと RT-qPCRマスターミックス
を提供している。

Q5 High-Fidelity DNA Polymeraseは Taq の 280 倍の正確性を持ち、最小限の最適化
で優れたパフォーマンスを発揮する。OneTaq は、ルーチンの PCRでのロバストな増
幅に最適です。また新規のアプタマーを使った、HotStartタイプも提供している。

Luna qPCR & RT-qPCR製品群には、パフォーマンスに影響しない青いトラッキングダ
イが付属しており、操作が容易で特異性と感度に優れている。

等温増幅 
PCRは最も一般的な研究および診断用技術ですが、常に最適な手法であるとは限ら
ない。配列特異的な等温増幅は温度サイクルが必要ないため、特定の診断分野におい

ては最適な増幅技術である。等温増幅（LAMP/RT-LAMPなど）には、鎖置換活性を
有する Bst DNAポリメラーゼが使用されている。

Featured Products

66 Q5 High-Fidelity  
DNA Polymerase

68 OneTaq  
DNA Polymerase

72 Luna qPCR &  
RT-qPCR Products

78 WarmStart LAMP  
Kit（DNA & RNA）

Featured Tools  
& Resources

65 PCR Polymerase 
Selection Chart

322 Guidelines for  
PCR Optimization

323 PCR Troubleshooting  
Guide

Tm値算出などのオンラインツール、
PCRのチュートリアル動画などを配信
中（www.neb.com/PCR）

ポリメラーゼ&増幅技術

Find an 
overview  
of PCR.
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 Amplification-based Molecular Diagnostics 64
 PCR Polymerase Selection Chart 65

 High Fidelity PCR
r Q5 High-Fidelity DNA Polymerase  66
r Q5 High-Fidelity 2X Master Mix  66
r Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 66
r Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix  66
r Q5U Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase  66
r Q5 High-Fidelity PCR Kit  66
r Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit  98
r Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit  
 (without competent cells) 98
r Phusion High-Fidelity DNA Polymerase  67
r Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (HF/GC) Buffer 67
r Phusion Hot Start Flex DNA Polymerase  67
r Phusion Hot Start Flex 2X Master Mix  67
r Phusion High-Fidelity PCR Kit 67

 Routine PCR
r OneTaq DNA Polymerase (Std., Quick-Load) 68
r OneTaq Master Mixes (Std., Quick-Load) 68
r OneTaq RT-PCR & One-step RT-PCR Kits 68
r OneTaq Hot Start DNA Polymerase 68
r OneTaq Hot Start Master Mixes (Std., Quick-Load) 68
r Taq DNA Polymerase w/ThermoPol Buffer 69
r Taq DNA Polymerase w/Standard Taq Buffer 69
r Taq DNA Polymerase w/Standard Taq (Mg-free) Buffer 69
r Taq Master Mixes (2X, 5X, Quick-Load) 69
r Taq PCR Kit 69
r Multiplex PCR 5X Master Mix 69
r Hot Start Taq DNA Polymerase  69
r Hot Start Taq 2X Master Mix  69

 Specialty PCR
r LongAmp Taq DNA Polymerase  70
r LongAmp Hot Start Taq DNA Polymerase  70
r LongAmp Taq 2X Master Mix  70
r LongAmp Hot Start Taq 2X Master Mix  70
r LongAmp Taq PCR Kit  70
r Hemo KlenTaq 70
r EpiMark Hot Start Taq DNA Polymerase  71

 Other PCR Polymerases
r Vent/Vent (exo–) DNA Polymerase 71
r Deep Vent/Deep Vent (exo–) DNA Polymerase 71

 qPCR & RT-qPCR
	 Luna qPCR & RT-qPCR 72
 Find the Right Luna Product for Your Application 72
r Luna Universal qPCR Master Mix 73
r Luna Universal Probe qPCR Master Mix 73
r LunaScript RT SuperMix Kit 73
r LunaScript RT Master Mix (Primer-free) 73
r Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit (No ROX) 74
r Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG 74
r Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit 74
r Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit 74
r Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit 75
r Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit 75
r Luna Cell Ready Lysis Module 75

 SARS-CoV-2 Detection

r WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit w/UDG 77
r WarmStart Multi-Purpose LAMP/RT-LAMP  
 2X Master Mix (with UDG) 77
 LAMP Fluorescent Dye 77
r Luna SARS-CoV-2 RT-qPCR Multiplex Assay Kit 77

  Isothermal Amplification  
and Strand Displacement

r WarmStart Colorimetric LAMP/RT-LAMP 2X  
 Master Mix 78
r WarmStart Colorimetric LAMP/RT-LAMP 2X  
 Master MIx with UDG 78
r WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit 78
r Bst DNA Polymerase, (Large Frag. and Full-Length) 79
r Bst 2.0 DNA Polymerase 79
r Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase 79
r Bst 3.0 DNA Polymerase 79
r IsoAmp II Universal tHDA Kit 80
r phi29 DNA Polymerase 80

 RT-PCR
r OneTaq One-Step RT-PCR Kit 81
r OneTaq RT-PCR Kit 81

  Polymerases for DNA Manipulation  
 (labeling, blunting, etc.)
r PreCR Repair Mix 82
r Sulfolobus DNA Polymerase IV 82
r Therminator DNA Polymerase 82
r DNA Polymerase I (E. coli) 83
r DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment 83
r Klenow Fragment (3´→5´ exo–) 83
r T4 DNA Polymerase 83
r T7 DNA Polymerase (unmodified) 84
r Bsu DNA Polymerase, Large Fragment 84
r Terminal Transferase  84

 Nucleotide Solutions & Buffers
 Reaction Buffers 85

 Acyclonucleotide Set 85
 Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix/Set 85
 Ribonucleotide Solution Mix/Set 85
 7-deaza-dGTP 85
 Adenosine-5´ Triphosphate (ATP) 85 
 5-methyl-dCTP 85
 dATP/dUTP/dGTP Solutions 85

 cDNA Synthesis
 cDNA Synthesis Selection Chart 86
r LunaScript RT SuperMix Kit 73
r LunaScript RT Master Mix Kit (Primer-free) 73

r ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis Kit 209
r ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit 209
r Template Switching RT Enzyme Mix 208
r ProtoScript II Reverse Transcriptase 206
r M-MuLV Reverse Transcriptase 207 
 AMV Reverse Transcriptase 207
r WarmStart RTx Reverse Transcriptase 207

 PCR Cleanup
 Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 µg) 87
r Exo-CIP Rapid PCR Kit 87

r  リコンビナント酵素

One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not agree 
to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.
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増幅技術を用いた分子診断

NEBは、増幅技術の開発において長い歴史があり、PCR、qPCR、RT-qPCR、および等温増幅用で信頼性が高
い便利製品と幅広い選択肢を提供している。 この分野における豊富な専門知識により、分子診断や、さまざ
まなアプリケーション用に最適化された酵素を開発している。 次の表は、診断アプリケーション用に NEBか
ら入手できる製品をまとめたものである。 バルクおよび /またはカスタムフォーマットはすべての製品で入手
可能、カスタマイズの詳細については、www.neb.com/MDxを参照されたい。

アプリケーション 製品 製品メモ 可能なカスタム

PCR

qPCR/RT-qPCR

DNA, Dye 
   Luna Universal qPCR Master Mix (NEB #M3003)

DNA, Probe 
   Luna® Universal Probe qPCR Master Mix (NEB #M3004)

• 高感度、再現性、信頼性の高いパフォーマンス

• 自動化及び小スケールでの反応が可能

• 室温で24時間以上安定

• ROXフリー

• Blue dyeフリー

• 凍結乾燥対応

RNA (1-step), Dye 
   Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit (NEB #E3005)

RNA (1-step), Probe 
   Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG (NEB #M3019)

   Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit (NEB #E3006)

   Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit (No ROX) (NEB #E3007)

   Luna SARS-CoV-2 RT-qPCR Multiplex Assay Kit (NEB #E3019)

• Luna WarmStart RTとHotStart Taqの組み合わせで 
特異性とロバスト性を向上

• 自動化および小スケール反応が可能

• 室温で24時間以上安定

• 高濃度品はウイルス検出に最適（NEB＃M3019）

• キャリーオーバー防止のためのUDGを含む 
（NEB＃M3019）

• ROXフリー

• Blue dyeフリー

• 凍結乾燥対応

RNA (2-step) 
   LunaScript RT SuperMix Kit (NEB #E3010)

• 新規の耐熱性RT

• 1チューブフォーマット

• 13分のプロトコール

• Blue dyeフリー

PCR/RT-PCR

Master Mixes 
   Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix (NEB #M0494)

   Q5 High-Fidelity 2X Master Mix (NEB #M0492)

Standalone Enzyme & Buffer 
   Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (NEB #M0493)

   Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB #M0491)

• Taqの280倍の正確性

• 高速で信頼性の高いパフォーマンス

• 自動化および小スケール反応が可能

• 室温で24時間以上安定

• 高濃度

• グリセロールフリー

Hemo KlenTaq (NEB #M0332) • 血液からのダイレクトな増幅
• ホットスタートの 
有無

• 高濃度

Hot Start Taq DNA Polymerase (NEB #M0495)

Hot Start Taq 2X Master Mix (NEB #M0496)

• 独自のアプタマーベースのホットスタート化により
迅速なプロトコール

• 自動化および小スケール反応が可能

• 高濃度

• グリセロールフリー

等温増幅

LAMP

WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix  
(DNA & RNA) (NEB #M1800)

WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix  
with UDG (NEB #M1804)

• 目視で増幅を検出（ピンクから黄色への変化）

• 約30分で検出

SARS-CoV-2 Rapid Colorimetric  
LAMP Assay Kit (NEB #E2019)

• シンプルな新型コロナウイルスゲノムの比色検出

• 吸光度プレートリーダーと組み合わせた自動化が
可能

WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit (NEB #E1700)

WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit  
(with UDG) (NEB #E1708)

WarmStart Multi-Purpose LAMP/RT-LAMP 2X Master Mix  
(with UDG) (NEB #M1708)

• LAMPとRT-LAMPワークフローのためのマスター
ミックス

• 蛍光や濁度など、複数の検出方法に使用可能

• 自動化対応

• 凍結乾燥対応

• 高濃度

Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase (NEB #M0538)

Bst 2.0 DNA Polymerase (NEB #M0537)

• 野生型Bst DNAポリメラーゼの反応特性を向上

• dUTP耐性の向上により、キャリーオーバー防止が
可能

• グリセロールフリー

• 高濃度

Bst 3.0 DNA Polymerase (NEB #M0374)

• DNA結合ドメイン融合によりロバストなパフォー
マンス

• 72℃まで対応可能なRT活性により、単一酵素での
RT-LAMPが可能

• グリセロールフリー

• 高濃度

WarmStart RTx Reverse Transcriptase (NEB #M0380)
• RT-LAMP用の逆転写酵素

• in-silicoデザインしたアプタマーにより、40℃以下で
の活性を可逆的に抑制

• グリセロールフリー

• 高濃度

Strand 
Displacement

Nt.BstNBI (NEB #R0607) • 高純度で高品質なニッキングエンドヌクレアーゼ
• グリセロールフリー

• 高濃度

Helicase-
dependent 
Amplification

Tte UvrD Helicase (NEB #M1202)
• 熱安定性ヘリカーゼ

• 蛍光LAMP反応の非特異的増幅を抑制
• 高濃度

IsoAmp II Universal tHDA Kit (NEB #H0110)
• 必要プライマーは2つ

• 短い領域を検出

Other

Bsu DNA Polymerase Large Fragment (NEB #M0330) • 他の方法より低温での等温アプリケーションが 
可能

• 高濃度

T4 Gene 32 Protein (NEB #M0300) • 増幅反応の収量と効率を高めることが可能 • グリセロールフリー

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix (NEB #N0447)
• 高純度

• 個別のミックスも販売
• カスタム濃度

Antarctic Thermolabile UDG (NEB #M0372)
• 熱失活が可能なUDG

• 等温増幅およびRT-qPCRのキャリーオーバー防止
• 高濃度

Proteinase K, Molecular Biology Grade (NEB #P8107) • 分子生物学実験用の高純度ProK • カスタム濃度

Thermolabile Proteinase K (NEB #P8111)
• 熱失活が可能なProK

• 等温増幅およびRT-qPCRの酵素失活
• カスタム濃度
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

PCR Polymerase Selection Chart

NEBはライフサイエンス分野の試薬の製造および開発の世界的リーダーである。その中でも DNAポリメラー
ゼの製品ラインナップは豊富であり、PCRや他のDNA増幅技術に使用できる酵素を提供している。各ポリメラー
ゼの特徴を下記表に示す。

高正確性ポリメラーゼを使用する場合にはアニーリング温度をTm+3℃に設定する。Tm値の計算はオンライン
ツール（TmCalculator.neb.com）の使用を推奨。

★：最適な製品

標準 PCR 高正確 PCR 特殊 PCR

OneTaq/ 
OneTaq  

Hot Start
Taq/ 

Hot Start Taq

正確性：高 正確性：中 ロング PCR dU耐性
血液からの

PCR

Q5/Q5
Hot Start

Phusion
(4)

/
Phusion

(4)

Flex
Vent/  

Deep Vent™

LongAmp/  
LongAmp

Hot Start Taq

Epimark  
Hot Start

Taq Q5U
Hemo 

KlenTaq

特徴

正確性 vs Taq 2X 1X ~ 280X (2) > 50X 5–6X 2X 1X ND ND

増幅サイズ < 6 kb ≤ 5 kb ≤ 20 kb ≤ 20 kb ≤ 6 kb ≤ 30 kb ≤ 1 kb app-specific ≤ 2 kb

伸長速度 1 kb/min 1 kb/min 6 kb/min 4 kb/min 1 kb/min 1.2 kb/min 1 kb/min 2 kb/min 0.5 kb/min

産物の末端形状 3´ A/Blunt 3´ A Blunt Blunt Blunt 3´ A/Blunt 3´ A Blunt 3´ A

3′→ 5′ exo活性 Yes No Yes Yes Yes Yes No Yes No

5′→ 3′ exo活性 Yes Yes No No No Yes Yes No No

Units/50 µl reaction 1.25 1.25 1.0 1.0 0.5–1.0 5.0 1.25 1.0 N/A

アニーリング温度 Tm–5 Tm–5 Tm+3 Tm+3 Tm–5 Tm–5 Tm–5 Tm+3 Tm–5

用途

ルーチン PCR ★ l l l l l

コロニー PCR ★ l

正確性の強化 l ★ l l l

正確性 ★ l

高収量 ★ l ★ l

高速反応 ★ l

長いテンプレートの増幅 ★ l ★

高 GCテンプレートの増幅 ★ ★ l l

高 ATテンプレートの増幅 ★ l ★ l l l ★

ハイスループット l l l l l ★

マルチプル PCR l ★(1) l l

血液からの PCR ★

DNAラベリング ★

部位特異的変異導入 ★ l

バイサルファイトシーケンス l ★

USER Cloning l ★

NGSアプリケーション

NGSライブラリー増幅 ★
(3)

l ★
(5)

仕様

ホットスタート l l l l l l

キット l l l l

マスターミックス l l l l l

ゲルへの直接アプライ l l     

(1) Use Multiplex PCR 5X Master Mix. (NEB#M0284)
(2)  Due to the very low frequency of misincorporation events being measured, the error rate of 

high-fidelity enzymes like Q5 is challenging to measure in a statistically significant manner. We 
continue to investigate improved assays to characterize Q5's very low error rate to ensure that 
we present the most robust accurate fidelity data possible (Popatov, V. and Ong, J.L. (2017) 
PLoS One, 12(1):e0169774. doi 10.1371/journal. pone. 0169774). 

(3) Use NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix. (NEB#M0541)
(4)  Phusion DNA Polymerase was developed by Finnzymes Oy, now a part of Thermo Fisher 

Scientific. This product is manufactured by New England Biolabs, Inc. under agreement 
with, and under the performance specifications of Thermo Fisher Scientific. 

(5)  Use NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit (EM-seq™) for Illumina. (NEB#E7120)

Why choose 
Q5 for your  

PCR?

PCR試薬の選択
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n
NEBで 
クローニング r

リコンビナント 
酵素 0

高正確性 
（ハイフィデリティー） p

PCR 
酵素 h

HotStart/ 
WarmStart a

BSA が 
必要 >

熱による 
不活性化 !

アニーリング 
温度 ;

エピジェネティクス 
研究用酵素 y

血液からの 
PCR

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase n	r	7	0	p	9	#

Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase n	r	7	0	p	h	9	#

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase  
#M0491S 100 units  ..... ¥10,600  
#M0491L 500 units  ....  ¥42,400

Q5 High-Fidelity 2X Master Mix  
#M0492S 100 rxns (50 µl vol)  .....  ¥17,500  
#M0492L 500 rxns (50 µl vol)  ....  ¥70,000 

Q5 Hot Start High-Fidelity DNA 
Polymerase  
#M0493S 100 units (50 µl vol)  ..... ¥13,000  
#M0493L 500 units (50 µl vol)  ....  ¥52,000 

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix  
#M0494S 100 rxns (50 µl vol)  ..... ¥21,000  
#M0494L 500 rxns (50 µl vol)  ....  ¥84,000 
#M0494X 500 rxns (1 x 12.5 ml)  ....  ¥84,000

Q5U Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 
#M0515S 100 units  ......... ¥24,600 
#M0515L 500 units  ........  ¥93,800

Q5 High-Fidelity PCR Kit  
#E0555S 50 rxns (50 µl vol)  ............ ¥9,400 
#E0555L 200 rxns (50 µl vol)  .........  ¥29,000

Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit  
#E0554S 10 rxns  ......... ¥21,500

Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit  
(without competent cells)  
#E0552S 10 rxns  ......... ¥15,500

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを参照

バッファーは 85ページを参照

説明：Q5 DNAポリメラーゼは正確性が Taq の 280
倍以上のハイフィデリティー PCR酵素である。市販
の PCR酵素の中でも最も高い正確性を有すること
に加え、GCリッチや ATリッチ領域を均一かつ力強
く増幅できる。またターゲット領域を速く（10 sec /
kb）長く（〜 20 kb）増幅できるため、PCRクローニン
グに最適である。本酵素は新規のポリメラーゼと

Sso7d DNA 結合ドメインの融合タンパク質である。 

製品には幅広い GC含量の DNAの増幅に対応でき
るバッファーが付属している。ターゲット DNAの
GC含量が 65%までの場合は Q5 Reaction Buf ferを
使用し、GC含量が 65%以上の場合は Q5 High GC 
Enhancerを添加することで GCリッチや ATリッチ
の増幅困難なターゲット領域を力強く増幅できる。

ホットスタート：独自の合成アプタマーにより非特

異的増幅が抑制できる。アプタマーは非共有結合

でポリメラーゼに結合することにより、45℃以下で
のポリメラーゼ活性を抑制している。そのため室温

でのPCR反応セットアップが可能である。アプタマー
は通常のサイクル反応条件下（最初の熱変性ステッ

プ）でポリメラーゼから解離するため、サイクル反

応前の特別な活性化は不要である。

Q5U：ハイフィデリティ PCR酵素である Q5 DNAポ
リメラーゼの変異型酵素であり、dUTPの取り込み
とウラシルを含むテンプレートからの PCRが可能。
Q5Uは USERクローニングに使用でき、また、バイサ
ルファイト変換した DNAの PCRや、FFPE DNAなど
ウラシルを含む損傷 DNAの PCRなどに最適である。

仕様：単品製品（バッファー付属）、マスターミック 
ス、キットの各仕様を提供している。

Q5 High-Fidelity PCR Kit（#E0555S/L）にはヌクレアー
ゼフリー水、ゲルローディング・ダイ、Quick-Load  
1 kb Plus DNA Ladderが付属

Q5 S i t e - D i r e c t e d M u t a g e n e s i s K i t（# E0552S、
#E0554S）の詳細は 92ページを参照

濃度：2,000 units/ml

詳細はウェブサイト 
（www.nebj.jpまたは www.Q5PCR.com）を参照

NGSライブラリー調製に最適化された
NEBNext Ultra II Q5 Master Mixも提供。
169ページ参照。

詳細

伸長速度 6 kb/min
増幅サイズ ≤ 20 kb
正確性 ~ 280X Taq
Units/反応系 50 µl 1 unit
産物の末端形状 Blunt
3′→ 5′ exo活性 Yes
5′→ 3′ exo活性 No
付属バッファー Q5 Reaction 

Buffer
付属エンハンサー Q5 High GC 

Enhancer
仕様

ホットスタート 
　活性化の必要性

Yes 
No

マスターミックス Yes
PCRキット Yes
NGSバージョン Yes
用途

ハイフィデリティー PCR Yes
増幅困難な PCR Yes
GCリッチな PCR Yes
T/A、U/Aクローニング No
コロニー PCR No
平滑末端クローニング Yes
マルチプレックス PCR Yes
USER Yes (Q5U)
キャリーオーバー防止 Yes (Q5U)

23 40 60 67 72 78

Q5 High GC Enhancer

M

4900
2900
1900
1100

700
500

300

bp
4960

630
420
410
370
340

% GC

% GC

A

34 40 60 65 67 78

Q5 High GC Enhancer

M

4900
2900
1900
1100
700
500

300

bp
4960

670
520
450
410
370

% GC

% GC

B

bp bp

Q5 DNA ポリメラーゼは GCリッチや ATリッチの増幅困難なターゲット領域を力強く増幅 
Q5（A）および Q5 Hot Start（B）DNAポリメラーゼはヒトゲノムの様々な GC含有量のターゲット領域を力強く増幅するこ
とが示された。Q5 Hot Startのセットアップは室温で行った。30サイクルの PCRで増幅し、LabChip®で解析した。 

20 40 60 80
Target
% GC Content

Q5 2X Master Mix

Q5/Q5 Buffer Plus 
High GC Enhancer

Best for flexibility
M0491/M0493

Best for convenience
M0492/M0494

Q5/Q5 Buffer Robust coverage
Some coverage

マスターミックス仕様（M0492、M0494）は反応セットアップが容易であり、広域な GC含量のターゲットを力強く増幅
するように最適化されている。単品販売仕様（M0491、M0493）は使用するバッファーを付属のバッファーから選択で
きるため、さらに高い GCリッチや ATリッチ領域の増幅に対応可能である。 

アニーリング温度を Tm+3℃に設定。 
アニーリング温度の計算には 
NEB Tm Calculator 
（TmCalculator.neb.com）を推奨

LABCHIP® is a registered trademark of Caliper Life Sciences, Inc.
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n
NEBで 
クローニング r

リコンビナント 
酵素 0

高正確性 
（ハイフィデリティー） p

PCR 
酵素 h

HotStart/ 
WarmStart a

BSA が 
必要 >

熱による 
不活性化 !

アニーリング 
温度 ;

エピジェネティクス 
研究用酵素 y

血液からの 
PCR

Phusion Hot Start Flex DNAポリメラーゼは高収量の増幅が可能 
異なるホットスタート仕様の DNAポリメラーゼを用いてヒト Jurkat DNA（2.3 kb、3.9 kb）、および C.elegans DNA（1.3 
kb）を増幅した（図中上部に表示）。PCR 反応は各製品推奨の条件に従った。サイクル数はすべて 30 サイクル。 
各々 2回ずつ行い、LabChip®で解析。 

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase r	0	p	9	#

Phusion Hot Start Flex DNA Polymerase r	0	p	h	9	#

Phusion High-Fidelity DNA 
Polymerase  
#M0530S 100 units  ...... ¥16,000  
#M0530L 500 units  .....  ¥72,000 

Phusion High-Fidelity PCR Master Mix 
with HF Buffer  
#M0531S 100 rxns (50 µl vol)  .....  ¥25,500  
#M0531L 500 rxns (50 µl vol)  .... ¥100,000 

Phusion High-Fidelity PCR  
Master Mix with GC Buffer  
#M0532S 100 rxns (50 µl vol)  .....  ¥25,000  
#M0532L 500 rxns (50 µl vol)  ...  ¥102,000 

Phusion Hot Start Flex DNA 
Polymerase  
#M0535S 100 units  ...... ¥19,400  
#M0535L 500 units  ...... ¥81,700 

Phusion Hot Start Flex 2X Master Mix  
#M0536S 100 rxns (50 µl vol)  ...... ¥30,700  
#M0536L 500 rxns (50 µl vol)  ...  ¥122,500 

Phusion High-Fidelity PCR Kit  
#E0553S 50 rxns (50 µl vol)  ......  ¥11,300  
#E0553L 200 rxns (50 µl vol)  .....  ¥38,800 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

バッファーは 85ページを参照

説明：Phusion DNAポリメラーゼは、正確性の高い
DNAポリメラーゼに Sso7d DNA 結合ドメインを融
合することで、Taq の 50倍の正確性、力強い増幅力、
速い伸長スピード（15–30 sec / kb）を実現した高性
能 PCR酵素である。正確性が要求されるPCRクロー
ニングや増幅困難なターゲットの増幅に最適であ

る。様々な DNAターゲットに応じたバッファーが用
意されている他、ホットスタートやマスターミックス

仕様も提供している。本製品はクローニングやロン

グ PCRに適している。

仕様：単品製品（各種バッファー付属）、マスターミッ

クス、キットの各仕様を提供している。単品製品に

は HFバッファーと GCバッファーが付属しており、
増幅困難な GCリッチなターゲットの場合には GC
バッファーを使用する。マスターミックスにはHFバッ
ファー仕様と、GCバッファー仕様がある。キットに
は Phusion DNAポリメラーゼと HFバッファー、GC
バッファー、dNTPs、MgCl2、DMSO、DNAマーカー
が付属している。

濃度：2,000 units/ml 

*  Phusion DNA Polymerase was developed by Finnzymes Oy, now a part of Thermo Fisher 
Scientific. This product is manufactured by New England Biolabs, Inc. under agreement 
with, and under the performance specifications of Thermo Fisher Scientific. Phusion is a 
registered trademark and property of Thermo Fisher Scientific.

詳細

伸長速度 4 kb/min
増幅サイズ ≤ 20 kb
正確性 > 50X Taq 
Units/反応系 50 µl 1 unit
産物の末端形状 Blunt
3′→ 5′ exo活性 Yes
5′→ 3′ exo活性 No
付属バッファー -  5X Phusion  

HF Buffer
-  5X Phusion  

GC Buffer
付属エンハンサー 100% DMSO
仕様

ホットスタート 
　活性化の必要性

Yes 
No

マスターミックス Yes
PCRキット Yes
用途

ハイフィデリティー PCR Yes
T/A、U/Aクローニング No
コロニー PCR No
平滑末端クローニング Yes

Phusion DNAポリメラーゼは短い伸長時間で高収量の増幅が可能 
異なる DNAポリメラーゼを用いて C.elegans DNAの領域（1.2 kb）を増幅。PCR反応は各製品推奨の条件に従った。サ
イクル数はすべて 30サイクル。伸長反応時間は 30 秒または 2分（図中上部に表示）。各々 2回ずつ行い、L abChip ®

で解析。 

 Phusion from NEB High Fidelity Pfu Modified KOD
 30s 2m 30s 2m 30s 2mbp

4,900
2,900
1,900
1,100

700

500

300

100

 M M M

P = Phusion Hot Start Flex

C = Chemical-based  
Hot Start Polymerase

A = Antibody-based  
Hot Start Polymerase

4,900

2,900
1,900

1,100

700

500

300

2.3 kb 3.9 kb1.3 kb

P C A P C A P C A
M MMbp

PCR ポリメラーゼ – 高正確性

アニーリング温度をTm+3℃に設定。アニーリング温
度の計算には NEB Tm Calculator（TmCalculator.
neb.com）の使用を推奨
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血液からの 
PCR

OneTaq DNA Polymerase n	r	7	p	9	!

OneTaq Hot Start DNA Polymerase n	r	7	p	h	9	!

OneTaq Products 

OneTaq DNA Polymerase  
#M0480S 200 units  ........ ¥5,000  
#M0480L 1,000 units  ...... ¥19,800  
#M0480X 5,000 units  .....  ¥79,000 

OneTaq 2X Master Mix with Standard 
Buffer  
#M0482S 100 rxns (50 µl vol)  ........ ¥5,600  
#M0482L 500 rxns (50 µl vol)  ...... ¥24,400 

OneTaq Quick-Load DNA Polymerase  
#M0509S 100 units  ........ ¥3,500  
#M0509L 500 units  ...... ¥12,800  
#M0509X 2,500 units  ...... ¥51,000 

OneTaq Quick-Load 2X Master Mix with 
Standard Buffer  
#M0486S 100 rxns (50 µl vol)  ........ ¥5,600  
#M0486L 500 rxns (50 µl vol)  ...... ¥24,400 

OneTaq RT-PCR Kit  
#E5310S 30 rxns  .....  ¥25,500 

OneTaq One-step RT-PCR Kit  
#E5315S 30 rxns  .....  ¥30,200

OneTaq Hot Start Products 

OneTaq Hot Start DNA Polymerase  
#M0481S 200 units  ...... ¥10,000  
#M0481L 1,000 units  .....  ¥40,000  
#M0481X 5,000 units  .... ¥160,000 

OneTaq Hot Start 2X Master Mix  
with Standard Buffer  
#M0484S 100 rxns (50 µl vol) ......... ¥9,800 
#M0484L 500 rxns (50 µl vol)  ...... ¥41,400

OneTaq Hot Start 2X Master Mix  
with GC Buffer  
#M0485S 100 rxns (50 µl vol)  ........ ¥9,800  
#M0485L 500 rxns (50 µl vol)  ...... ¥41,400

OneTaq Hot Start Quick-Load 2X  
Master Mix  
with Standard Buffer  
#M0488S 100 rxns (50 µl vol)  ........ ¥9,800 
#M0488L 500 rxns (50 µl vol)  ...... ¥41,400

OneTaq Hot Start Quick-Load 2X  
Master Mix with GC Buffer  
#M0489S 100 rxns (50 µl vol)  ........ ¥9,800 
#M0489L 500 rxns (50 µl vol)  ...... ¥41,400

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを参照

バッファー 85ページを参照

説明：力強くDNAを増幅するために、Taq DNAポリ
メラーゼと Deep Vent DNAポリメラーゼが最適な
配合でブレンドされた PCR 酵素である。通常の
PCR酵素では増幅困難な GCリッチや ATリッチな
どの領域を増幅可能である。付属の反応バッファー（2
種類）と高 GC含量用エンハンサーを組み合わせる
ことで、あらゆる GC含量のテンプレートを最小限
の最適化で力強く増幅することが可能である。コロ

ニー PCR、ジェノタイピング、クルードサンプルの
増幅にも適している。また PCR 産物には 3′A が付
加されるため、TAクローニングに使用可能である。
熱変性ステップ不要なホットスタート仕様も提供し

ている。

ホットスタート：独自の合成アプタマーにより非特異

的増幅が抑制できる。アプタマーは非共有結合でポ

リメラーゼに結合することにより、45℃以下でのポ
リメラーゼ活性を抑制している。そのため室温での

PCR反応セットアップが可能である。アプタマーは
通常のサイクル反応条件下（最初の熱変性ステップ）

でポリメラーゼから解離するため、サイクル反応前

の特別な活性化ステップは不要である。

仕様：単品製品（各種バッファー付属）、マスター 
ミックス、Quick-Loadマスターミックス、キットの
各仕様を提供している。単品製品には Standardバッ
ファー（GC含量 65%までの PCR用）、GCバッファー
（GC含量 65%以上の PCR用）、High GC Enhancer
（GC含量が高く増幅困難な場合に使用）が付属。マ
スターミックスには Standard Buf fe r仕様と GC 
Buf fer仕様がある。GC buf fe r仕様には High GC 
Enhancer（GC含量が高く増幅困難な場合に使用）
が付属。Quick-Loadマスターミックスはアガロース
ゲル電気泳動用プレミックス仕様であり、2種類の
トラッキングダイをあらかじめ混合済である。

OneTaq RT-PCR Kitの詳細は 81ページを参照 

濃度：5,000 units/ml 

詳細

伸長速度 1 kb/min
増幅サイズ ≤ 6 kb
正確性 > 2X Taq 
Units/反応系 50 µl 1.25 units
産物の末端形状 3′A/Blunt
3′→ 5′ exo活性 Yes
5′→ 3′ exo活性 Yes
付属バッファー -  OneTaq Std  

Rxn Buffer
-  OneTaq GC  

Rxn Buffer
付属エンハンサー OneTaq High  

GC Enhancer
仕様

ホットスタート 
　活性化の必要性

Yes 
No

マスターミックス Yes
直接ゲルにアプライ Yes
PCRキット Yes
用途

ルーチン PCR Yes
T/A、U/Aクローニング Yes
コロニー PCR Yes

様々な GC含量のヒト及び線虫ゲノム DNAを力強く増幅 
GC含量はゲル画像の上部に表示。 
分子量マーカー（M）は 1 kb DNA Ladder（#N3232）

M 29 37 47 55 65 66 73 79

%GC
%AT

OneTaq Standard 
 Reaction Buffer

OneTaq GC 
Reaction Buffer

Plus High 
GC Enhancer

10.0
8.0
6.0
5.0
4.0
3.0

2.0

1.5

1.0

0.5

kb %GC

AT-rich Standard GC-rich High GC

OneTaqバッファー選択表 

増幅領域の GC含量 推奨バッファー 最適化のメモ

< 50% GC OneTaq Standard Reaction Buffer
必要に応じてアニーリング温度、 
プライマー /テンプレート濃度などを調整 

50–65% GC OneTaq Standard Reaction Buffer
増幅困難な場合は 
OneTaq GC Reaction Bufferを使用 

> 65% GC OneTaq GC Reaction Buffer
OneTaq GC Reaction Bufferに 
10–20% OneTaq High GC Enhancerを 
加えることでさらに増幅性が向上 
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血液からの 
PCR

Taq DNA Polymerase n	r	7	p	9	!

Hot Start Taq DNA Polymerase n	r	7	p	h	9	!

Taq Polymerases 

Taq DNA Polymerase with  
ThermoPol Buffer  
#M0267S 400 units  ........ ¥7,200  
#M0267L 2,000 units  .....  ¥28,600  
#M0267X 4,000 units  .....  ¥52,000  
#M0267E 20,000 units  .... ¥141,000 

Taq DNA Polymerase with Std Taq 
Buffer  
#M0273S 400 units  ........  ¥7,400  
#M0273L 2,000 units  .....  ¥29,200  
#M0273X 4,000 units  .....  ¥53,000  
#M0273E 20,000 units  .... ¥141,000 

Taq DNA Polymerase with Std Taq  
(Mg-free) Buffer  
#M0320S 400 units  ........  ¥7,400  
#M0320L 2,000 units  .....  ¥29,600 

Taq PCR Kit  
#E5000S 200 rxns  ......  ¥17,500 

Taq 2X Master Mix  
#M0270L 500 rxns (50 µl vol)  .....  ¥25,500 

Quick-Load Taq 2X Master Mix  
#M0271L 500 rxns (50 µl vol)  .... ¥36,800

Taq 5X Master Mix  
#M0285L 500 rxns (50 µl vol)  ...  ¥25,500

Multiplex PCR 5X Master Mix  
#M0284S 100 rxns (50 µl vol)  ....  ¥34,700

Hot Start Taq Products 

Hot Start Taq DNA Polymerase  
#M0495S 200 units  ......  ¥7,800  
#M0495L 1,000 units  ......  31,200 

Hot Start Taq 2X Master Mix  
#M0496S 100 rxns (50 µl vol)  ......  ¥7,200  
#M0496L 500 rxns (50 µl vol)  .... ¥28,800

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

バッファーは 85ページを参照

説明：熱安定性ポリメラーゼであり、5′→ 3′ポリメ 
ラーゼ活性および 2本鎖特異的 5′→ 3′エキソヌク
レアーゼ活性を有する最も一般的に使用されている

酵素である。NEBの高純度な Taq ポリメラーゼには
各製品に分かれて異なる反応バッファーが付属して

いる。ThermoPolバッファーは最も高い収量が得ら
れるバッファーであり、PCR反応の安定性を向上さ
せる非イオン性界面活性剤が含まれている。

Standard バッファーは界面活性剤フリーのバッ
ファーであり、増幅産物を DHPLCなどの実験に続
けて使用する場合や界面活性剤が含まれていると好

ましくない場合に使用するバッファーである。また、

Mg2+濃度を調整できるMgフリーのバッファー付属
の製品も提供している。

ホットスタート：独自の合成アプタマーが非共有結合

でポリメラーゼに可逆的に結合することにより 45℃
以下でのポリメラーゼ活性を抑制している。そのた

め室温での PCR反応セットアップが可能である。ア
プタマーは通常のサイクル反応条件下（最初の熱変

性ステップ）でポリメラーゼから解離するため、サイ

クル反応前の高温活性化ステップは不要である。

ホットスタート仕様を用いることでプライマーダイ

マーおよび非特異的産物の増幅を抑制できる上、

サンプルを高温にさらす回数を減らし、反応時間も

短縮できる。

仕様：単品製品（各種バッファー付属）、マスター 
ミックス、Quick-Loadマスターミックス、キットの
各仕様を提供している。

Quick-Loadマスターミックスはアガロースゲル電気
泳動用プレミックス仕様であり、2種類のトラッキン
グダイをあらかじめ混合済である。

Taq PCR Ki tには Taq DNAポリメラーゼ、Standard
バッファー、Standard（Mgフリー）バッファー、
d N T P M i x、M g Cl2、Q u i c k- L o a d 1 k b P l u s D N A 
Ladderが付属している。

濃度：5,000 units/ml

Taqバッファー選択表

バッファーの選択 製品名 製品番号

最適な増幅と 
最高の収量を得る

Taq DNA  
Polymerase with  
ThermoPol Buffer

M0267

界面活性剤を 
含まないため 
様々な実験に 
適応可能

Taq DNA  
Polymerase with  
Standard Taq Buffer

M0273

Taq DNA  
Polymerase with  
Standard Taq  
(Mg-free) Buffer

M0320

詳細

伸長速度 1 kb/min
増幅サイズ ≤ 5 kb
Units/反応系 50 µl 1.25 units
産物の末端形状 3′A
3′→ 5′ exo活性 No
5′→ 3′ exo活性 Yes
付属バッファー 
（製品によって異なる）

-  StdTaq  
Rxn Buffer or

-  ThermoPol  
Rxn Buffer

仕様

ホットスタート 
　活性化の必要性

Yes 
No

マスターミックス Yes
ダイレクトなゲルアプライ Yes
PCRキット Yes
用途

ルーチン PCR Yes
SNP解析 Yes
T/A、U/Aクローニング Yes
コロニー PCR Yes

PCR ポリメラーゼ – ルーチン
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血液からの 
PCR

LongAmp Taq DNA Polymerase n	r	7	p	9	!

LongAmp Hot Start Taq DNA Polymerase n	r	7	p	h	9	!

LongAmp Taq DNA Polymerase  
#M0323S 500 units  ...... ¥15,400  
#M0323L 2,500 units  ...... ¥61,200

LongAmp Hot Start Taq DNA 
Polymerase  
#M0534S 500 units  .....  ¥20,000  
#M0534L 2,500 units  .....  ¥79,600 

LongAmp Taq 2X Master Mix  
#M0287S 100 rxns (50 µl vol)  ...... ¥24,500  
#M0287L 500 rxns (50 µl vol)  .....  ¥98,000 

LongAmp Hot Start Taq 2X Master Mix  
#M0533S 100 rxns (50 µl vol) ....... ¥31,700  
#M0533L 500 rxns (50 µl vol) ..... ¥126,600 

LongAmp Taq PCR Kit  
#E5200S 100 rxns (50 µl vol) .......  ¥23,100 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを参照

バッファー 85ページを参照

説明：LongAmp Taq DNAポリメラーゼは長いター
ゲットを高い正確性で増幅する。テンプレートがl
DNAの場合は 40 kb、ヒトゲノム DNAの場合は 30 
kbの増幅が可能である。正確性はTaqの2倍である。
Taq および Deep Vent DNAポリメラーゼが最適な
配合でブレンドされている。

ホットスタート：独自の合成アプタマーが非共有結合

でポリメラーゼに可逆的に結合することにより 45℃
以下でのポリメラーゼ活性を抑制している。そのた

め室温での PCR反応セットアップが可能である。ア
プタマーは通常のサイクル反応条件下（最初の熱変

性ステップ）でポリメラーゼから解離するため、サイ

クル反応前の高温活性化ステップは不要である。

ホットスタート仕様を用いることでプライマーダイ

マーおよび非特異的産物の増幅を抑制できる上、

サンプルを高温にさらす回数を減らし、反応時間も

短縮できる。 

仕様：単品製品（バッファー付属）、マスターミックス、

キットの各仕様を提供している。 

LongAmp Taq PCR Ki tには LongAmp Taq DNA ポ
リメラーゼ、dNTP Mix、LongAmp Taq バッファー
パック、LongAmp Taq（Mgフリー）バッファーパック、
MgSO4、ヌクレアーゼフリー水が付属している。

濃度：2,500 units/ml 

詳細

伸長速度 1.2 kb/min
増幅サイズ ≤ 30 kb
正確性 2X Taq DNA 

Polymerase
Units/反応系 50 µl 5 units
産物の末端形状 3′A/Blunt
3′→ 5′ exo活性 Yes
5′→ 3′ exo活性 Yes
付属バッファー 
（製品によって異なる）

LongAmp Taq  
Rxn Buffer 

仕様

ホットスタート 
　活性化の必要性

Yes 
No

マスターミックス Yes
ダイレクトなゲルアプライ No
PCRキット Yes
用途

ロング PCR Yes
ルーチン PCR Yes
T/A、U/Aクローニング Yes
コロニー PCR Yes

Hemo KlenTaq r	7	y	9	p	!

#M0332S 200 rxns (25 µl vol)  ....  ¥20,600  
#M0332L 1,000 rxns (25 µl vol)  ..... ¥81,700 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

説明：Hemo KlenTaqは血液サンプルから直接 DNA
を増幅可能な DNAポリメラーゼである。Taq DNA
ポリメラーゼの N末端から 280アミノ酸残基の欠失
と全血中に存在する阻害物質への耐性変異が導入

されている。ヒトおよびマウスの全血濃度が最大

30%の場合でも DNA精製をすることなく PCR反応
を行うことができる（50 µl反応の場合は最大 30%、
25 µl反応の場合は最大 20%）。ヘパリン、クエン酸、
EDTA などの一般的な抗血液凝固剤の存在下でも
DNA増幅が可能であり、また、濾紙保存乾燥血液
サンプルからの DNA増幅も可能である。

由来：N末端の 2 本鎖特異的 5′→ 3′エキソヌクレ 
アーゼドメインの欠失と 3箇所の点変異が導入され
た変異型 Taq DNAポリメラーゼ遺伝子を保有する
大腸菌 

反応バッファー：1X Hemo KlenTaq Reac t ion Buf fer
（60 mM Tricine, 5 mM（NH4）2S04, 3.5 mM MgCl2, 6% 

glycerol）, pH 8.7@25℃
詳細

伸長速度 0.5 kb/min
増幅サイズ ≤ 2 kb
Units/反応系 50 µl 4 units
産物の末端形状 3′A
3′→ 5′ exo活性 No
5′→ 3′ exo活性 No
付属バッファー Hemo 

KlenTaq 
Rxn Buffer

用途

血液からの PCR Yes
T/A、U/Aクローニング Yes
コロニー PCR Yes

LongAmp Taqによる長鎖 DNAの増幅 
ヒトゲノム DNAを鋳型にして、各領域を LongAmp Taq 
DNA Polymeraseで増幅。増幅長はゲル下部に表示。分
子量マーカー（M）は 1 kb DNA Ladder（#N3232）を使用。 

Amplicon Size (kb)
0.5 0.6 2 3 4 8 12 20 30 M

kb
10.0

4.0

2.0

1.0

0.5

Hemo KlenTaqの様々な血液サンプルからの 
力強い DNA増幅
Hemo KlenTaqはヘパリン、クエン酸、EDTA などの抗血
液凝固剤を含む血液サンプル、濾紙に保存された乾燥

血液サンプルより高収量でターゲットを増幅することが

示された。

レーン 1：5% 血液＋ Na-EDTA
レーン 2：5% 血液＋ K-EDTA
レーン 3：5% 血液＋ Na- ヘパリン
レーン 4：5% 血液＋ Na- クエン酸
レーン 5：乾燥ヒト血液を含む FTA Gutherie Card (1 mm2)
レーン 6：乾燥ヒト血液を含む PTA Gutherie Card (1 mm2)
M：分子量マーカー、2-Log DNA Ladder（#N3200）

M 1 2 3 4 5 6

kb
1.5

1.0

0.5

0.3
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血液からの 
PCR

Vent DNA Polymeraseによるヒト Jurkat DNAの増幅。増
幅サイズはゲル下部に示した。分子量マーカー（M）は 1 
kb DNA Ladder（#N3232）

 0.7 1.1 2.0 M

4.0
3.0
2.0
1.5

1

0

kb

EpiMark Hot Start Taq DNA Polymerase n	r	7	;	p	h	9	!

#M0490S 100 rxns (50 µl vol)  ...... ¥12,400  
#M0490L 500 rxns (50 µl vol)  ......  ¥49,100 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

説明：EpiMark Hot Star t Taq DNA Polymeraseはバ
イサルファイト処理された DNAの増幅に最適のポリ
メラーゼである。熱活性化不要なホットスタート仕

様であり、独自の合成アプタマーが非共有結合でポ

リメラーゼに可逆的に結合することにより 45℃以下
でのポリメラーゼ活性を抑制している。そのため室

温での PCR反応セットアップが可能である。

関連製品： 

EpiMark Bisulfite Conversion Kit  
#E3318S 48 reactions  ..........  ¥32,200

由 来：The rmus aqua t i cus Y T-1由 来 の Taq D N A 
Polymerase遺伝子を保有する大腸菌 

濃度：5,000 units/ml 

詳細

伸長速度 1 kb/min
増幅サイズ ≤ 1 kb
Units/反応系 50 µl 1.25 units
産物の末端形状 3′A
3′→ 5′ exo活性 No
5′→ 3′ exo活性 Yes
付属バッファー EpiMark Hot 

Start Taq Rxn 
Buffer

用途

ATリッチターゲット Yes
バイサルファイト DNA Yes
ルーチン PCR Yes
T/A、U/Aクローニング Yes

Vent & Deep Vent DNA Polymerase n	r	7	p	9	!

Vent DNA Polymerase  
#M0254S 200 units  ......... ¥13,400  
#M0254L 1,000 units  .........  ¥53,100 

Vent (exo–) DNA Polymerase  
#M0257S 200 units  ......... ¥13,400  
#M0257L 1,000 units  .........  ¥53,100

Deep Vent DNA Polymerase  
#M0258S 200 units  ......... ¥19,000  
#M0258L 1,000 units  ........  ¥75,600 

Deep Vent (exo–) DNA Polymerase  
#M0259S 200 units  ......... ¥19,000  
#M0259L 1,000 units  ........  ¥75,600 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

説明：Vent DNAポリメラーゼは高い正確性と高い
熱安定性を有する好熱性 DNAポリメラーゼである。
3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性（プルーフリーディン
グ活性）を有し、正確性は Taq の 5倍以上である。
95℃で１時間インキュベーションしても活性を 90%
以上維持している。95℃の半減期は 6.7時間である。

Deep Vent DNAポリメラーゼは Vent DNAポリメー
ラー是と同等のフィデリティーを持ち、かつ 95–
100℃でより高い熱安定性を有する。100℃での半
減期は 8時間である。

Vent（exo –）DNA Polymeraseは、増幅効率の向上
のために 3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性を欠失し
ている。高温（72℃）でのジデオキシ法や高収量の
PCR反応に適している。正確性はTaqの 2倍である。

由来：Vent DNA ポリメラーゼは Thermococcus 
li toralis 由来の Vent DNAポリメラーゼ遺伝子を保
有する大腸菌。 

Vent（exo –）DNA ポリメラーゼは Vent DNA ポリメ
ラーゼの 141番目のアスパラギン酸および 143番目
のグルタミン酸がそれぞれアラニンに置換された変

異型ポリメラーゼ遺伝子を保有する大腸菌

Deep Vent DNAポリメラーゼは Pyrococcus sp.GB-D由
来の Deep Vent DNAポリメラーゼ遺伝子を保有する
大腸菌

濃度：2,000 units/ml

詳細

伸長速度 1 kb/min
増幅サイズ ≤ 6 kb
正確性 5-6X Taq
産物の末端形状 Blunt
3′→ 5′ exo活性 Yes  

(M0254, M0258)
5′→ 3′ exo活性 No
付属バッファー ThermoPol  

Rxn Buffer

PCR ポリメラーゼ – ルーチン、専用
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Luna® qPCR and RT-qPCR

■ 使いやすいマスターミックスおよび
スーパーミックスの仕様

■ ユーザーフレンドリーなプロトコールで、
反応のセットアップを簡略化

■ 実験に影響しない
トラッキング・ダイ入りで、視覚的に
ピペッティングや分注のミスを予防

■ 熱安定性の高い新規な逆転写酵素
（RT）がパフォーマンスを改善

■ アプリケーション別の
製品ラインナップで選びやすい

蛍光ベースの定量的リアルタイム PCR（qPCR）は、その感度および特異性から、核酸の検出および定量にお
けるゴールドスタンダードである。NEB の Luna シリーズは、qPCR または RT-qPCR に最適化されており、イン
ターカレートダイ（色素）またはプローブのどちらかの検出法で利用可能である。Hot Start 仕様の Taqをベース
とした Luna qPCR マスターミックスには独自の補正用ダイ（パッシブリファレンス）が添加されており、ROX の
添加が不要で、様々なサーマルサイクラーに適合している。2- ステップ RT-qPCR の場合、LunaScriptR RT 
SuperMixKit を Luna qPCR 実験の上流における cDNA 合成に利用することで、迅速（15 分未満）にロバストで
感度の高い結果が得られる。

Luna Probe One-Step RT-qPCR Mix with UDGは、4倍の濃度で、より多くのサンプル入力を可能である。これは、
分子診断など、感度を高める必要があるアプリケーションに適している。 マルチプレックスアプリケーション
にも最適化されており、最大 5つのターゲットに対してリニアな検出が得られる。

用途に最適な試薬を選択

Lunaでピペッティングや分注のミスを防ぐ

Find an overview

of qPCR.

Visible tracking dye

Select
your target1

Select your
detection method2

Dye-based

Luna Universal
One-Step RT-qPCR Kit
(NEB #E3005)

Luna Universal Probe
One-Step RT-qPCR:

LunaScript RT
SuperMix Kit 
(NEB #E3010)

+
Luna Universal 
qPCR Master Mix 
(NEB #M3003)

LunaScript RT
SuperMix Kit 
(NEB #E3010)

+
Luna Universal Probe
qPCR Master Mix
(NEB #M3004)

RNA from
cell lysate

Luna Cell Ready
One-Step RT-qPCR Kit
(NEB #E3030)

Luna Cell Ready Probe
One-Step RT-qPCR Kit
(NEB #E3031)

Probe-based

Genomic DNA
or cDNA

Luna Universal Probe
qPCR Master Mix
(NEB #M3004)

Luna® Universal
qPCR Master Mix
(NEB #M3003)

Puri�ed RNA
One-Step
RT-qPCR

Two-Step
RT-qPCR

• Kit (NEB #E3006)
• Kit (no ROX) (NEB #E3007)
• 4X Mix with UDG (NEB #M3019)
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Luna Universal qPCR & Probe qPCR Master Mixes n	r	p	h	9

Luna Universal qPCR Master Mix
#M3003S 200 reactions  ..........¥13,400
#M3003L 500 reactions  ......... ¥30,200
#M3003X 1,000 reactions  ......... ¥52,400
#M3003E 2,500 reactions  ........¥116,000

Luna Universal Probe qPCR Master Mix
#M3004S 200 reactions  ..........¥11,600
#M3004L 500 reactions  ......... ¥25,800
#M3004X 1,000 reactions  ......... ¥44,800
#M3004E 2,500 reactions  ......... ¥99,600

説明：本製品はゲノム DNA & cDNA 定量用リアルタイ
ム PCR の 2x マスターミックス溶 液 である。
LunaUniversal qPCR Master Mix には SYBR Green と同
等のダイ（色素）が使用されており、SYBR/FAM フィ
ルターで検出できる。Luna Universal Probe Master 
Mix はTaqMan などのプローブを使用した解析用ミッ
クスである。それぞれ Hot Start 仕様の Taq の採用に
より、非特異的反応が抑制される上、室温でのセッ

トアップが可能である。

さらにピペッティング、分注ミスを低減する青色のマ

スターミックスであり、分注したウェルが一目で分

かる。補正用ダイが含まれているため ROX の添加
は不要であり、高 / 低 ROX 対応型機器や非対応機
器のいずれにも対応する。溶液には dUTP が含まれ
ているため、Antarctic Thermolabile UDG（#M0372）
を添加することによりキャリーオーバー防止が可能

となる。

SYBR® is a registered trademark of Thermo Fisher Scientific.

関連製品： 

Antarctic Thermolabile UDG
#M0372S 100 units  ............¥15,200
#M0372L 500 units  ............¥61,200 

■ ピペッティング、分注ミスを防ぐ
青色のマスターミックス

■ 非特異的増幅を抑制する
Hot Start 仕様の Taq を使用

■ 用途に最適な 4 種類の試薬より選択

■ 補正用ダイが含まれており、
ROX の添加は不要

LunaScript RT SuperMix Kit & LunaScript RT Master Mix Kit (Primer-free)

LunaScript RT SuperMix Kit
#E3010S 25 reactions  .......... ¥17,900
#E3010L 100 reactions  ..........¥54,100

LunaScript RT Master Mix Kit (Primer-free)
#E3025S 25 reactions  ..........¥14,800
#E3025L 100 reactions  ......... ¥46,000

説明：本製品は、2- ステップ RT-qPCR における第 1 
鎖 cDNA 合成キットである。高温での cDNA 合成を
可能とする耐熱性 Luna 逆転写酵素により RNA から
cDNA を逆転写する。マスターミックス溶液中、逆
転写酵素の他に、テンプレート RNA を分解から保
護するためのマウス由来 RNase Inhibitor、合成のた
めのランダムヘキサマーおよび poly-dT プライマー
が含まれている。そのため簡単に RNA ターゲット
の全長を均一にカバーした cDNA 合成ができる。

LunaS cr ip t RT Ma s te r Mix K i t (P r im e r- f r e e) は、
LunaScript RT SuperMix Kitと試薬は同じで、プライ
マーが含まれていない。 RNAテンプレートとユー
ザー提供のプライマー以外の、第 1鎖 cDNA合成に
必要なすべてのコンポーネントが含まれている。 本
キットでは第 1鎖 cDNA合成にさまざまなプライマー
（dTプライマー、ランダムプライマー、遺伝子特異
的プライマー、修飾プライマーなど）を使用するこ

とができる。

LunaScript RT SuperMix Kitのキット内容：
– LunaScript RT SuperMix
– No-RT Control Mix
– Nuclease-free Water

LunaScript RT SuperMix Kit(Primer-free)の
キット内容：

– LunaScript RT Master Mix (Primer-free)
– No-RT Control Mix (Primer-free)
– Nuclease-free Water

■ 15 分未満で第 1鎖 cDNA を合成

■ Luna qPCR マスターミックスとの組み
合わせでより正確な RT-qPCR が可能

高い特異性と安定した性能　

qPCR & RT-qPCR

How can we ensure
best in class performance

with Luna?

86%

NEB

67%

Bio-Rad®

61%

Roche

47%

QIAGEN®

47%

ABI

14%

Promega®

78%

NEB

47%
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Lunaは広い範囲にいて堅牢性と高い特異を示す。NEBおよび他メーカーの qPCR試薬を
使い、量、長さ、GC含量が異なる 16-18ターゲットについて検証を行った。テンプレート
には Jurkat由来 DNAまたは cDNAを使い、Bio-Rad社リアルタイム PCR機器では、10サン
プルのゲノム DNA、8サンプルの cDNA、Thermo 社リアルタイム PCR機器では 9サンプル
のゲノム DNA、7サンプルの cDNAを使用した。メーカーの推奨プロトコールを使って 2ユー
ザーで行い、PCR 効率、感度、No-templateコントロールにおける増幅について評価を行っ
た（Δ Cq= No-templateコントロールの平均 Cq – 最小テンプレート量の平均 Cq）。さらに、
一貫性、再現性、全体的な曲線の品質も評価した（Quality Score）。棒グラフはパフォーマン
ス基準（ドットプロットの緑色で囲われたもの、かつ Quality Scoreが 3以上）を満たしたター
ゲットの割合を示す。NEBの Luna Universal qPCR Master Mix ではすべての試薬において、
他社試薬より高い性能を示した。

“dots in boxes（2番目の図）”の詳細は www.nebj.jp/products/detail/2044を参照。

n	r	p	h	9

NEW

Luna シリーズの包括的な qPCR/RT-qPCRの
検証や "dots in box"については、
LUNAqPCR.com を参照

A社Q社 A社 P社R社B社 試薬i
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Luna One-Step RT-qPCR Products n	r	p	h	9

Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit (No ROX) 
#E3007E 2,500 reactions  ........¥211,000

Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix  
with UDG 
#M3019S 200 reactions  ......... ¥40,000 
#M3019L 500 reactions  ......... ¥90,000 
#M3019X 1,000 reactions  ........¥160,000 
#M3019E 2,000 reactions  ....... ¥283,000

Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit 
#E3005S 200 reactions  ......... ¥26,900 
#E3005L 500 reactions  ......... ¥60,600 
#E3005X 1,000 reactions  ........¥105,400 
#E3005E 2,500 reactions  ....... ¥234,800

Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit 
#E3006S 200 reactions  ..........¥24,400 
#E3006L 500 reactions  ......... ¥54,800 
#E3006X 1,000 reactions  ......... ¥96,000 
#E3006E 2,500 reactions  ........¥211,000

説明：Luna RT-qPCRキットには、パフォーマンスを
向上させるために設計された、in silico で設計された
新しい逆転写酵素（RT）が含まれている。これらの
キットに含まれている Luna WarmStart逆転写酵素と
HotStart Taq DNAポリメラーゼはどちらも、45℃未満
の活性を阻害する温度感受性の可逆的アプタマーが

利用されている。これにより、室温での反応のセッ

トアップが可能になり、非特異的な活性が防止され

る。さらに、WarmStart RTは熱安定性を高め、より
高い反応温度での性能を向上させている。

Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG (NEB 
#M3019)は、最大 5つのターゲットの検出を高感度
に行える。マスターミックスは 4倍濃度のため、よ
り多くのインプットの入力が可能となっており、病

原体の検出など、少量の RNAインプットを取り扱う
アプリケーションに適している。 One-Step RT PCR
反応に必要な酵素とキャリーオーバーリスク低減の

ための dUTPと UDGは、シングルチューブにマスター
ミックスとして提供され、反応のセットアップを簡

便に行うことができる。

Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit にはSYBR Green
と同等のダイ（色素）が使用されており、SYBR/FAM
フィルターで検出できる。

Luna Universal One-StepRT-qPCR Kit は TaqMan など
のプローブを使用して RT-qPCR ができる。

ROX補正を利用しない機器の場合、ROX色素が含
まれない Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit (No ROX) 
(NEB #E3007)が利用できる。 E3007において ROX
補正が必要になった場合は、後から ROXを追加す
ることも可能である。

他の Luna製品には dUTPが含まれており、Antarctic 
Thermolabile UDG (NEB #M0372)で処理することでキャ
リーオーバーの防止が可能となる。青色の可視色素

は、分注時の試薬のトラッキングに役立つ。Luna 
One-Step RT-qPCR製品に使われる逆転写酵素は、ロ
バストなパフォーマンスと熱安定性の向上のために新

しく設計・開発されたWarmStar t酵素で迅速で高感
度かつ正確なリアルタイム qPCRを実現する。

Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit(No ROX) の 
キット内容 :

 – Luna Universal Probe One-Step Reaction Mix 
(No ROX)

 – Luna WarmStart RT Enzyme Mix
 – Nuclease-free Water

Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit の 
キット内容 :

 – Luna Universal One-Step Reaction Mix
 – Luna WarmStart RT Enzyme Mix
 – Nuclease-free Water

Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit 
(No ROX) のキット内容 :

 – Luna Universal Probe One-Step Reaction Mix
 – Luna WarmStart RT Enzyme Mix
 – Nuclease-free Water

関連製品：

Antarctic Thermolabile UDG 
#M0372S 100 units  ............¥15,200 
#M0372L 500 units  ............¥61,200

 ■ 新規の耐熱性逆転写酵素（RT）で 
パフォーマンスを向上

 ■ ピペッティング、分注ミスを防ぐ 
青色のマスターミックス

 ■ 非特異的増幅を抑制するWarm Start と
Hot Start 仕様の酵素を使用

 ■ 用途に最適な 4 種類の試薬より選択

NEW

NEW

ワンステップ RT-qPCR製品の選択

Luna Universal Probe
One-Step RT-qPCR Kit

(NEB #E3006)

20X RT
Enzyme Mix

2X
Reaction Mix

Luna Probe RT-qPCR
4X Mix with UDG

(NEB #M3019)

4X
Master Mix

Number of tubes

Sample-limiting
concentration

dUTP included

UDG included

Universal ROX
included

 1

4X

2

2X
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Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit n	r	p	h	9

Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit

Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit
#E3030S 100 reactions  ....... ¥122,500

Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit
#E3031S 100 reactions  ........¥116,400

Luna Cell Ready Lysis Module
#E3032S 100 rxns (50 µl vol)  ...........¥62,700

説明：Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kitは、RNA
精製が不要で、色素ベースでの RNA検出と定量に
必要なすべてのコンポーネントが含まれている

Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kitは、RNA
精製が不要で、プローブベースでの RNA検出と定量
に必要なすべてのコンポーネントが含まれている。

細胞培養は、生物の代用として遺伝子発現または

治療反応についての解析によく用いられる。これら

の解析の際に、カラムまたは試薬を使った RNA 精
製が行われている。Luna Cell Ready Lysis Moduleに
は DNaseIと Luna Cell Ready Proteaseが含まれ、15
分間で効果的な細胞溶解、RNA 放出、ゲノム DNA
除去を同時に行われ、そのまま RNA 精製すること
なく RT-qPCRに用いることができる。Lysis Module
による細胞溶解中には RNAの分解を阻害する、独
自の Luna Cell Ready RNA Protection Reagentが含ま
れている。また、50µlの溶解反応で 10〜 100,000
細胞の溶解が可能である。最大 2µlのライセート（0.2
〜 4,000 細胞の RNAに相当）を 20µlの下流の RT-
qPCR反応に移すことができる。他の Luna 製品と
同様に、溶解バッファーには、青色のトラッキング

ダイが含まれ、分注時に視覚的にサポートされる。

Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit の
キット内容 :
– Luna Cell Ready Lysis Module
– Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit 

 (NEB #E3005)

Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit の
キット内容 :
– Luna Cell Ready Lysis Module
– Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit 

 (NEB #E3006)
関連製品： 

Antarctic Thermolabile UDG
#M0372S 100 units  ............¥15,200
#M0372L 500 units  ............¥61,200 

■ 培養細胞から精製なしにダイレクトに
RNA 定量

■ 15分間の迅速な細胞溶解、RNA 放出、
およびゲノム DNA除去

■ 多数の細胞株の 10〜 100,000細胞から
の効果的な細胞溶解

■ LunaWarmStart RTと HotStart Taqの
組み合わせで、熱安定性が向上し、
室温でのセットアップが可能

qPCR & RT-qPCR

NEW

NEW

NEW

Luna® 1-step
RT-qPCR

Adherent cells 
(24/48/96/384)

Suspension cells

Wash & resuspend in 
Cell Resuspension 

Solution

Wash
1

1

Lysis/DNA removal
in Cell Lysis Mix
(37°C for 10 min.)

2

Lysis/DNA removal
in Cell Lysis Mix
(37°C for 10 min.)

2

Addition of 
Stop Solution

(25°C for 5 min.)

3

Addition of 
Stop Solution

(25°C for 5 min.)

3

Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR は培養細胞からの RNA 検出および定量のために必要なすべてのコンポーネン
トを含んでいる（最大 100,000 細胞 /50 µl）。DNase Iと Luna Cell Ready Protease が含まれており、シンプルなワー
クフローにより15 分で細胞溶解、RNA リリース、ゲノムDNA 除去を同時に行う。RT-qPCR へは最大 2 µlのライセー
ト（0.2–4,000 細胞からの RNA 相当）を用いる。

Luna Cell Ready One-Step RT-qPCRワークフロー
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新型コロナウイルスゲノム検出

新型コロナウイルス R N Aの特定の配列を検出するため、核酸増幅は頻繁に利用される。これらの方
法には、リアルタイム定量のための RT-qPCRや、LAMP 法（loop mediated isothermal amplification）が
ある。次項などを含めた本章を参考にする。

ウイルスゲノムシーケンス用製品は 161ページを参照。

View our loop mediated 
isothermal 
amplification tutorial.
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RT-qPCR, LAMP & RT-LAMP

WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit (with UDG)   n	r	^	h

#E1708S 100 reactions  ......... ¥46,500 
#E1708L 500 reactions  ........ ¥187,000

説明：WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit (with 
UDG)は、DNAまたは RNA（RT-LAMP）ターゲットの
Loop-Mediated Isothermal Amplification（LAMP）用の
シンプルなワンステップソリューションを提供するよ

うに設計されている。本キットには、最適化された

バッファーに Bst 2.0 WarmStar t DNA Polymerase、 
WarmStar t RTx Reverse Transcr ip t ase、 An t a rc t ic 
Thermolabile UDG、dUTP が ブ レンド さ れ た
WarmStart Multi-Purpose LAMP/ RT-LAMP 2X Master 
Mix (with UDG)が付属している。

Bst 2.0 WarmStart DNA PolymeraseとWarmStart RTx 
Reverse Transcriptaseはどちらも、LAMPおよび RT-
L AMP反応のパフォーマンスを向上させるように設
計されている。マスターミックスに dUTPと UDGを
含めることで、反応間のキャリーオーバーリスクを

低減することができる。L AMPのリアルタイム蛍光
測定を可能にする蛍光色素も提供されている。 
WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit (with UDG)
は、濁度検出、リアルタイム蛍光検出（L AMP蛍光
色素と併用した場合）、エンドポイント可視化など、

複数の検出方法と互換性がある。

キット内容 :
 – WarmStart Multi-Purpose LAMP/RT-LAMP  
2X Master Mix (with UDG)

 – LAMP Fluorescent Dye
関連製品： 

LAMP Fluorescent Dye 
#B1700S 0.25 ml  ............. ¥8,000

WarmStart Multi-Purpose LAMP/RT-LAMP 
2X Master Mix (with UDG) 
#M1708S 100 reactions  ........... ¥45,000 
#M1708L 500 reactions  ..........¥181,000 

 ■ DNAまたは RNAターゲットの 
LAMP増幅

 ■ マスターミックスに含まれる 
UDGと dUTPによりキャリーオーバー
のリスクを低減

 ■ 最適化されたマスターミックスで
LAMPの特異性と感度を向上

 ■ 独自の dual WarmStartにより室温での
セットアップが可能

 ■ WarmStart Multi-Purpose LAMP/
RT-LAMP 2X Master Mix (with UDG)  
(NEB #M1708)は、 
濁度、視覚的検出、電気泳動などの 
さまざまな検出方法を提供

Luna SARS-CoV-2 RT-qPCR Multiplex Assay Kit n	r	p	h	9

#E3019S 96 reactions  ......... ¥54,000 
#E3019L 480 reactions  ....... ¥240,000

説明：Luna SARS-CoV-2 RT-qPCR Multiplex Assay Kit
は、加水分解プローブを使用した新型コロナウイル

ス核酸のリアルタイム定性検出用に最適化されてお

り、Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG、
新型コロナウイルス N遺伝子の 2つの領域に特異
的な最適化された SARS-CoV-2 Primer/Probe、およ
び陽性コントロールテンプレートが含まれる。プロー

ブは、リアルタイム PCR機器の 2つの異なるチャ
ネルで同時に検出できるよう、異なる蛍光（N1、
HE X；N2、FAM）が使われている。インプットの
RNAや増幅阻害を確認するため、内部コントロール
（IC）としてヒトRNase P遺伝子のプライマー /プロー
ブセットもプライマーミックスで含まれている。

このターゲットのリバースプライマーは、CDC設計
から変更され、エクソン /エクソン境界をターゲッ
トとしており、汚染されている可能性のあるゲノム

DNAからのバックグラウンド増幅を低減している。 
ICの増幅は Cy5で検出される。

キット内容 :
 – Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG  
 (NEB #M3019)

 – SARS-CoV-2 Positive Control (N gene)
 – SARS-CoV-2 Primer/Probe Mix (N1/N2/RP)
 – Nuclease-free Water

関連製品： 

SARS-CoV-2 Positive Control (N gene) 
#N2117S 0.05 ml ............¥13,000 

 ■ N1および N2ターゲットの 
マルチプレックス検出

 ■ 精製された RNAの 
サンプルプーリングが可能

 ■ 内部コントロールとして、 
バックグラウンド増幅を低減するために
再設計された 
RNasePリバースプライマーが含まれる

NEW

NEW

ウイルスRNAの精製には
Mpnarch RNA Purification Kitを推奨。

詳細は137-138ページを参照。
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WarmStart® Colorimetric LAMP/RT-LAMP 2X Master Mix n	r	^	h

WarmStart Colorimetric LAMP/RT-LAMP 2X Master Mix (with UDG) n	r	^	h

WarmStart Colorimetric LAMP/RT-LAMP 
2X Master Mix 
#M1800S 100 reactions  ......... ¥36,900 
#M1800L 500 reactions  ....... ¥146,900

WarmStart Colorimetric LAMP/RT-LAMP 
2X Master Mix (with UDG) 
#M1804S 100 reactions  ..........¥47,000 
#M1804L 500 reactions  ....... ¥188,000

説明：WarmStar t Colorimetric LAMP/ RT-LAMP 2X 
M a s t e r M i x は、L o o p M e d i a t e d I s o t h e r m a l 
Amplification (LAMP) および RT-LAMP反応を迅速か
つ簡単に検出する pHインジケーターを含む Bst 2.0 
WarmStart DNA PolymeraseとWarmStart RTxが最適
化された試薬である。 WarmStar t Color imet r ic 
LAMP/RT-LAMP 2X Master Mix (with UDG)には、マス
ターミックスに dUTPと UDGが含まれており、反応
間のキャリーオーバー可能性を低減する。

このシステムは、LAMP反応時に生成されるプロトン
とそれに伴う pHの低下により、溶液がピンクから
黄色に変化し、視覚的に迅速・明確に増幅が検出

される（LAMPとプライマー設計の概要は、Featured 
Videoのセクションを参照）。本製品はあらゆる
LAMPまたは RT-LAMP反応に使用でき、加熱用の
チャンバーとサンプルのみで、15〜 40分で増幅の
検出が可能である。

Start

30 min. 
65°C

Positive Negative

 ■ Loop-MediIsothermal Amplification 
(LAMP)を使った DNAまたは RNA
（RT-LAMP）検出のためのシンプルな
ワンステップソリューション

 ■ 迅速、明確な可視検出 
（ピンクから黄色への変化）

 ■ WarmStart 機能で、 
室温でのセットアップが可能

 ■ UDGと dUTPによりキャリーオーバー 
リスクを低減（NEB＃M1804）

WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit n	r	^	h

#E1700S 100 reactions  ......... ¥36,900 
#E1700L 500 reactions  ....... ¥146,900

説明：本製品には Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase
とWarmStart RTx 逆転写酵素が含まれている。DNA
または RNA をテンプレートとした等温増幅（L AMP
または RT-LAMP）が可能である。2x マスターミック
ス溶液で提供され、プライマーとテンプレートを入

れるだけで簡単にセットアップができる。また専用

の蛍光色素が含まれており、併用することでリアル

タイム LAMP が可能となる。蛍光、濁度、目視、電
気泳動など各種検出方法に対応可能である。

キット内容 :
 – WarmStart LAMP 2X Master Mix
 – LAMP Fluorescent Dye (50X)

関連製品： 

LAMP Fluorescent Dye 
#B1700S 0.25 ml  ............. ¥8,000

Tte UvrD Helicase 
#M1202S 0.5 µg  ............¥13,200 

 ■ 等温増幅（LAMP）による DNA および
RNA の検出

 ■ ワンステップ検出

 ■ 室温セットアップが可能

 ■ 蛍光、濁度、目視、電気泳動など 
各種検出方法に対応

How is colorimetric 
LAMP used in 
point of care?

NEW



79

ポ
リ
メ
ラ
ー
ゼ

&
増
幅
技
術

テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

n
NEBで 
クローニング r

リコンビナント 
酵素 0

高正確性 
（ハイフィデリティー） p

PCR 
酵素 h

HotStart/ 
WarmStart a

BSA が 
必要 >

熱による 
不活性化 !

アニーリング 
温度 ;

エピジェネティクス 
研究用酵素 y

血液からの 
PCR

LAMP、RT-LAMP & 等温増幅

等温増幅のための Bst DNAポリメラーゼ製品

5′→ 3′ 
エキソヌクレ
アーゼ活性 増幅速度

室温での 
セットアップ

逆転写 
酵素活性 阻害剤耐性 アプリケーション

Bst DNA Polymerase,  
Full Length ★★ N/A N/A N/A ★

• 高温におけるニックトランスレーション反応

• プライマー延長

Bst DNA Polymerase, 
Large Fragment N/A ★ N/A ★ ★ • 一般的な鎖置換反応

Bst 2.0  
DNA Polymerase N/A ★★ N/A ★★ ★

• LAMP、SDA、およびその他の増幅反応の改善

• dUTPによる dTTP置換の影響を最小化

Bst 2.0 WarmStart  
DNA Polymerase N/A ★★ ★★★ ★★ ★★

• 室温でのセットアップが可能

• dUTPによる dTTP置換の影響を最小化

Bst 3.0  
DNA Polymerase N/A ★★★ ★★ ★★★ ★★★

• 新規核酸結合ドメインと融合、パフォーマンスを向上

• 最も速く頑健な LAMP反応および RT-LAMP反応

• 72℃以下での高い逆転写酵素活性

• 鎖置換による DNA合成

Bst DNA Polymerase n	r	7	^	q

Bst DNA Polymerase, Large Fragment 
#M0275S 1,600 units  ..........¥13,400 
#M0275L 8,000 units  ..........¥53,100
高濃度品 (15x)
#M0275M 8,000 units  ..........¥53,100

Bst DNA Polymerase, Full Length 
#M0328S 500 units  ..........¥13,400

Bst 2.0 DNA Polymerase 
#M0537S 1,600 units  ..........¥13,400 
#M0537L 8,000 units  ..........¥53,100
高濃度品 (15x)
#M0537M 8,000 units  ..........¥53,100

Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase 
#M0538S 1,600 units  ..........¥15,400 
#M0538L 8,000 units  ..........¥61,300
高濃度品 (15x)
#M0538M 8,000 units  ..........¥61,300

Bst 3.0 DNA Polymerase 
#M0374S 1,600 units  ..........¥13,400 
#M0374L 8,000 units  ..........¥53,100
高濃度品 (15x)
#M0374M 8,000 units  ..........¥53,100

説 明：Bst DNA Polymerase, Large Fragment は、
Bacillusstearothermophilus 由来の DNA ポリメラーゼ
の一部であり、5′→ 3′ポリメラーゼ活性を有する。
5′→ 3′エキソヌクレアーゼ活性はない。Bst DNA 
Polymerase, Full Length は、Baci l lusstearothermophilus 
由来の完全長 DNA ポリメラーゼである。5′→ 3′ポリ
メラーゼ活性および 2 本鎖特異的 5′→ 3′エキソヌ
クレアーゼ活性を有するが、3′→ 5′エキソヌクレアー
ゼ活性はない。Bst 2.0 DNA Polymeraseは、in silico で
デザインされた、Bst DNA Polymerase I, Large Fragment 
のホモログである。5′→ 3′ DNA ポリメラーゼ活性
および強い鎖置換活性を有するが、5′→ 3′エキソヌ
クレアーゼ活性はない。野生型 Bst DNA Polymerase, 
Large Fragmentと比較して、高い増幅速度、収率、
耐塩性、耐熱性を有する。Bst 2.0 WarmStar t DNA 
Polymerase は、アプタマー技術を利用して、許容範
囲外の温度（50℃未満）での活性を阻害している。
「ホットスタート」仕様の PCRポリメラーゼと同様に、

WarmStar t機能は室温でのセットアップを可能とし、
テンプレート以外へのヌクレオチドの付加を防ぐこと

で、反応効率を高めている。さらに、アプタマーを

酵素から解離させるために個別の活性化ステップを

設ける必要はない。Bst2.0 WarmStart DNA Polymerase 
は 60 〜 72℃での反応が可能である。

Bst 3.0 DNA Polymerase も in silico でデザインされた
ホモログであり新規の核酸結合ドメインと融合さ

れ、性能が向上し、逆転写活性が上昇している。

Bst 3.0 DNA Polymerase は、DNA とRNAの両方のテン
プレートに対する 5′→ 3′ DNA ポリメラーゼ活性を
有するが、5′→ 3′および 3′→ 5′エキソヌクレアーゼ
活性はもたない。阻害剤の存在下であっても頑健

な性能を示し、また、Bst DNAPolymerase と比較し
て逆転写酵素活性が有意に高く、逆転写酵素を併

用することなく、本酵素だけで RT-L AMP が可能で
ある。

濃度：Bst DNA Polymerase, Full Length：5,000 units/ml

その他すべて：8,000または 120,000 units/ml

熱による不活性化：80℃、20 分間

メモ：Bst DNA Polymerase をベースとした製品は、
サーマルサイクルシーケンスや PCR には使用できな
い。Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase は 60〜 72℃
で の 反 応 が 可 能 で あ る。 一 般 に、Bst DNA 
Polymeraseをベースとした製品では 72℃以上の温
度での反応は推奨されない。

関連製品： 

WarmStart RTx Reverse Transcriptase 
#M0380S 50 reactions  ................¥13,600 
#M0380L 250 reactions  ................¥54,200

Tte UvrD Helicase 
#M1202S 0.5 µg  ................¥13,200 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを参照

 ★★★ 最適であり、当該アプリケーションに推奨される製品

 ★★ 当該アプリケーションで良好に使用可能である製品

 ★ 当該アプリケーションに使用可能であるが、推奨されない製品

 N/A 当該アプリケーションには適用できない

Time (minutes)
50 10 15 20 25 30
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Bst 2.0
Bst 2.0 (2 hr. 25°C)
WS Bst 2.0
WS Bst 2.0 (2 hr. 25°C)

Bst 2.0 WarmStart の利点：同一の LAMP 反
応を、一方はセットアップ直後（実線）、他方は

25℃で 2 時間インキュベートした後に実施した。
Bst 2.0 WarmStart 技術による保護がない場合、
室温でインキュベートしたものは LAMP の性能
に変動が生じた。Bst 2.0WarmStart は、より一
貫した増幅反応を実現し、室温における高ス

ループットのセットアップを可能とする。
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IsoAmp II Universal tHDA Kit r

#H0110S 50 reactions  ......... ¥77,000 説明：好熱性ヘリカーゼ依存性増幅（tHDA）は、
PCR反応が熱変性を用いていることとは異なり、ヘ
リカーゼを用いて DNA二本鎖をほどくDNA増幅方
法である。このためサーマルサイクラーは不要であ

り、DNAを等温で増幅できる。増幅ターゲット領域
の決定には PCRと同様に 2つのプライマーを用い
る。また、逆転写酵素や蛍光色素と組み合せるこ

とによりRNA解析やリアルタイム解析が可能である
（別途製品が必要、詳細は製品プロトコールを参

照）。各種反応と組み合わせる際の反応バッファー

には、本キット付属の反応バッファーが使用できる。 

キット内容： 
 – IsoAmp Enzyme Mix
 – IsoAmp dNTP solution
 – 10X Annealing Buffer II
 – 100 mM MgSO4

 – 500 mM NaCl
 – Control template
 – Control amplification primers

 ■ 短い DNA（70–120 bp）の増幅 
 ■ 等温反応 
 ■ シングルコピーのターゲット DNAを 
増幅 

 ■ 逆転写酵素添加により RNA からも 
ターゲット増幅 

 ■ 微生物 DNA、ウイルス DNA、 
プラスミド DNA、cDNA などの 
様々なテンプレートに使用可能

 ■ アッセイ開発が容易 

phi29 DNA Polymerase n	r	7	a	x	>

#M0269S 250 units  ......... ¥13,500  
#M0269L 1,250 units  .........  ¥53,100 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

説明：Bacillus subtilisファージ phi29（φ 29）由来の
複製ポリメラーゼである。本ポリメラーゼは高い鎖

置換活性とプロセッシビティを有しており、3′→ 5′
プルーフリーディング・エキソヌクレアーゼ活性も有

している。 

由来：バクテリオファージ phi29由来の phi29 DNA 
Polymerase遺伝子を有する大腸菌

濃度：10,000 units/ml 

熱による不活性化：65℃、10分間 

 ■ 高いプロセッシビティ 
 ■ 極めて高い鎖置換活性 
 ■ 高度の鎖置換や連続合成を要する 

DNA複製 
 ■ 中程度の温度（30℃）で正確な複製

ヘリカーゼ依存性増幅（HAD） 
ステップ 1：ヘリカーゼが DNA 鎖二本鎖を一本鎖にほ
どいてプライマーが結合、ステップ 2：ポリメラーゼ反応、
ステップ 3：二本鎖 DNAの増幅 

Developed by BioHelix Corporation, now a wholly owned subsidiary of Quidel Corporation.
ISOAMP® is a registered trademark of BioHelix Corporation

As a member of our Marketing Team, 
Michelle provides support to our various 
ordering channels. This can include our 

Freezer Programs, as well as other 
third-party platforms used at various 

academic institutions. Prior to taking this 
role, Michelle was a member of our 

Technical Support Group.
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鎖置換 & RT-PCR

様々なサイズの RNAターゲットを検出
各ターゲットサイズは以下の通り：

レーン 1：0.7 kb
レーン 2：1.1 kb
レーン 3：1.9 kb
レーン 4：2.3 kb
レーン 5：2.5 kb
レーン 6：5.5 kb
レーン 7：7.6 kb
レーン 8：9.3 kb
M：分子量マーカー、Quick-Load 2-log DNA Ladder（#N0469）

M 1 2 3 4 5 6 7 8

1X M-MuLV Enzyme Mixの存在下、0.5 µgのヒト脾臓由
来のトータル RNAを使用して 42℃で第 1鎖 cDNA合成
を行った。プライマーは dT23 VN（レーン 1, 4, 7）あるい
は Random Hexamer Mix（レーン 2, 5, 8）を使用した。
レーン 3, 6, 9はコントロールを示す。OneTaq Hot S t a r t 
Mas ter Mixを用いて 35サイクルでβ-ac t in遺伝子（1.5 
kb）、GAPDH遺伝子（0.6 kb）、p532遺伝子（5.5 kb）を
増幅した。分子量マーカー（M）は 2-Log DNA L adder
（#N3200）。

**   Oligo d(T)23 VNと Random Primer Mixには 1 mMの dNTPs
が含まれている 

3.0

1.0

0.5

kb

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

β-actin GAPDH p532

OneTaq One-Step RT-PCR Kit n	r	p	9

#E5315S 30 reactions  ........  ¥30,200 説明：テンプレート RNAからの cDNA合成と PCRを
同一チューブ内で連続して行うワンステップ RT-PCR
キットである。本キットは 3種類のマスターミックス、
OneTaq One-Step Enzyme Mix、OneTaq One-Step 
Reaction Mix、OneTaq One-Step Quick-Load Reaction 
Mixで構成されている。

酵素ミックスの OneTaq One -S tep Enz yme Mixは
ProtoScript II Reverse Transcriptase、Murine RNase 
Inhibitor、OneTaq Hot Start DNA Polymeraseを含む。
リコンビナントM-MuLV逆転写酵素の ProtoScript II 
Reverse Transcriptaseは RNase H活性が低減され、
耐熱性が向上している。OneTaq Hot S t ar t DNA 
PolymeraseはホットスタートTaq DNAポリメラーゼ
と proof-reading DNAポリメラーゼが最適な配合で
ブレンドされており、最小限の最適化で力強くDNA
を増幅する。

2種類の反応ミックス、OneTaq One-Step Reac t ion 
Mixと Quick-Load OneTaq One-Step Reaction Mixは
cDNA合成と PCRのワンステップ反応に最適化され
ている。Quick-Load OneTaq One-Step Reaction Mixは
電気泳動用トラッキングダイを含んでいるため、反

応産物を直接ゲルにアプライできる。

本キットはトータル RNA、mRNAのどちらにも対応
している。検出感度は、0.1 pgオーダーの GAPDH
転写産物の検出が可能なレベルである。2〜 3種類
の RNAターゲットのマルチプル検出や、9 kbまでの
ルーチン RNA検出に最適である。 

キット内容： 
 – OneTaq One-Step Enzyme Mix
 – OneTaq One-Step Reaction Mix
 – Quick-Load OneTaq One-Step Reaction Mix
 – Nuclease-free Water

関連製品：

ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis 
Kit  
#E6560S 30 reactions  ..........  ¥22,000  
#E6560L 150 reactions  ........... ¥87,800 

ProtoScript II Reverse Transcriptase  
#M0368S 4,000 units  ...........  ¥11,400  
#M0368L 10,000 units  ..........  ¥23,000  
#M0368X 40,000 units  ..........  ¥78,000 

RNase Inhibitor, Murine  
#M0314S 3,000 units  ........... ¥13,400  
#M0314L 15,000 units  ........... ¥53,100 

OneTaq 製品は 68ページを参照

 ■ ワンステップ RT-PCR 
 ■ 0.1 pgの GAPHターゲットを検出

 ■ 100 bpから 9 kbのターゲットを 
力強く増幅

 ■ 簡単なプロトコール

 ■ Quick-Load Reaction Mixは 
直接ゲルにアプライ可能

OneTaq RT-PCR Kit n	r	p	9

#E5310S 30 reactions  ........  ¥25,500 説明：RT-PCRを 2ステップで行うキットである。
cDNA合成には M-MuLV Reverse Transcriptaseを用
い、PCRには OneTaq Hot Start DNA Polymeraseを用
いている。各酵素や反応バッファーはマスターミッ

クスになっているため、反応セットアップが容易で

あり、安定して力強い増幅が可能である。

cDNA合成に使用するマスターミックス、M-MuLV 
Enz yme Mixは M-MuLV Reverse Transcript aseと
RNase Inhibitor, Murineを含む。M-MuLV Reaction Mix
は dNTPsと最適化バッファーを含む。また本キット
には逆転写反応のための 2種類のプライマーとヌク
レアーゼフリー水が付属している。アンカー型オリ

ゴ dTプライマー［d(T)23 VN］はポリ Aテールにアニー
ルする。Random Primer Mixは RNAテンプレート全
体をカバーするようにランダムにアニールするため、

mRNAおよび非ポリAの RNAに使用可能である。

PCRに使用するマスターミックス、OneTaq Hot Star t 
2X Master Mix with Standard Bufferはホットスタート
Taq DNAポリメラーゼとproof-reading DNAポリメラー
ゼが最適な配合でブレンドされており、最小限の最

適化で力強くDNAを増幅する。

キット内容： 
 – 10X M-MuLV Enzyme Mix
 – 2X M-MuLV Reaction Mix
 – OneTaq Hot Start 2X Master Mix with Standard Buffer
 – Random Primer Mix（60 µM）
 – Oligo d(T)23 VN Primer（50 µM）** 
 – Nuclease-free Water

関連製品：

RNase Inhibitor, Murine  
#M0314S 3,000 units  ..... ¥13,400  
#M0314L 15,000 units  ..... ¥53,100 

M-MuLV Reverse Transcriptase  
#M0253S 10,000 units  ..... ¥12,300  
#M0253L 50,000 units  ....  ¥49,000 

OneTaq Hot Start 2X Master Mix with 
Standard Buffer  
#M0484S 100 rxns (50 µl vol)  ....... ¥9,800  
#M0484L 500 rxns (50 µl vol)  ..... ¥41,400 

OneTaq 製品は 68ページを参照

 ■ 力強い RT-PCR反応

 ■ 便利なマスターミックス仕様

 ■ OneTaq DNA Polymeraseは 
様々なテンプレートを力強く増幅

LunaScript Multiplex One-Step RT-PCR Kit n	r	p	9

#1555S 50 reactions ............¥37,000 
#1555L 250 reactions ......... ¥144,000

説明：LunaScript Multiplex One-Step RT-PCR Kitは、
RT-PCR用試薬であり、cDNA 合成と PCR増幅をワン
ステップで行うことができる。また複数のターゲット

を検出できる。Luna WarmStart Reverse Transcriptase
と Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymeraseが含まれ
ており、これらはホット /ワームスタート機能を有す
るため、室温での反応設定が可能であり、かつセッ

トアップ後最大 24時間安定に保存できる。RNAウイ
ルスゲノムシーケンスにおいては、1反応あたり〜 50
アンプリコンを増幅できる。

キット内容： 
 – LunaScript Multiplex One-Step RT-PCR Enzyme Mix
 – LunaScript Multiplex One-Step RT-PCR Reaction Mix
 – Nuclease-free Water

メモ：詳細はウェブサイトを参照

 ■ 0.01 pg RNA から検出

 ■ 〜 50アンプリコンのマルチプレックス

 ■ 増幅サイズは〜 3 kb

NEW
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PreCR Repair Mix n	r	9

#M0309S 30 reactions  ........  ¥30,800  
#M0309L 150 reactions  ....... ¥122,400 

説明：損傷を受けたテンプレート DNAを修復するた
めの酵素ミックスである。脱プリン /脱ピリミジン
部位、チミジンダイマー、ニック、ギャップ、脱アミ

ノ化されたシトシンや 8-オキソ -グアニンなどの修
復が可能であり、水酸基を残した形で様々な 3′末
端修飾も除去できる。反応産物は DNA精製を行う
ことなくPCRに使用できる。また次世代シーケンス、
PCR、マイクロアレイなどの前処理に最適である。
DNA断片を繋げる活性はないため、人工的な DNA
連結産物が生じることはない。 

由来：PreCR Repair Mixに含まれる各酵素をリコンビ
ナントとして保有する大腸菌 

用途： 
• PCRや次世代シーケンスの前処理 DNA修復 

付属試薬： 
• 1X PreCR Repair Mix
• 10X ThermoPol Reaction Buffer
• 100X NAD+ solution
• コントロール DNA（UV損傷l DNA） 
• コントロール反応用プライマー 
• BSA

DNAダメージの種類

DNA 損傷 原因 修復の可否

脱塩基部位 加水分解 yes

ニック

加水分解 
ヌクレアーゼ 
せん断 yes

チミジンダイマー 紫外線照射 yes

3′末端ブロック 様々 yes

酸化グアニン 酸化 yes

酸化ピリミジン 酸化 yes

脱アミノ化シトシン 加水分解 yes

断片化

加水分解 
ヌクレアーゼ 
せん断 no

タンパク質 – 
DNA 架橋

ホルム 
アルデヒド no

関連製品： 

beta-Nicotinamide adenine dinucleotide 
(NAD+)  
#B9007S 0.2 ml  ............. ¥5,600 

 ■ 損傷を受けた DNAを簡単に修復 
 ■ テンプレートとしての DNAを 
損なわない 

 ■ 次世代シーケンスや PCRなどの 
前処理に最適 

次世代シーケンシングに使用する 
FFPE DNAの修復試薬は 152ページを参照 

Sulfolobus DNA Polymerase IV n	r	7	$	9

#M0327S 100 units  ......... ¥21,500 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

説明：Y-ファミリーに属する耐熱性の損傷バイパス
型 DNAポリメラーゼである。様々な損傷をうけた
DNAテンプレートに対して損傷部位を乗り越えて（バ
イパス）DNAを合成する。 

由来：Sulfolobus islandicus 由来の DNA polymerase IV
遺伝子を保有する大腸菌 

濃度：2,000 units/ml 

熱による不活性化：不可 

 ■ 損傷 DNAテンプレートの DNA 増幅 
（損傷バイパス） 
 ■ DNA修復 

Therminator DNA Polymerase n	r	7	9

#M0261S 200 units  ......... ¥19,000  
#M0261L 1,000 units  ........  ¥75,600 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

説明：ジデオキシヌクレオチド（ddNTP）、リボヌク
レオチド（rNTP）、アシクロヌクレオチド（acyNTP）
などの修飾塩基の取り込みを向上させた変異型の 
9°N DNA Polymeraseである。 

由来：Thermococcus sp. 9°N-7の DNAポリメラーゼ
遺伝子を改変した 9°N DNA Polymerase 遺伝子
（D141A/E143A/A485L）を保有する大腸菌 

濃度：2,000 units/ml

 ■ dUTP、dITP、蛍光標識ヌクレオチドの
取り込み 

 ■ 部分的に rNTPが含まれる DNAの 
シークエンシング 

 ■ ddNTPまたは acyNTPターミネーター
を用いた SNP分析やシーケンシング

PreCR Repair Mixによる様々な DNA 損傷の修復 
様々な損傷 DNA を鋳型として PCR で増幅。PreCR 
Repair Mix 未処理（−）、処理（＋）。DNA損傷の種類を
写真上部に記載。PreCR Repair Mix処理によって各 DNA
損傷が修復し PCR増幅されることが示された。分子量
マーカー（M）は 2-log DNA Ladder（#N3200） 

M – +  – + – + – + – + – +
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DNA Polymerase I (E. coli ) n	r	2	w	?

#M0209S 500 units  ......... ¥12,200  
#M0209L 2,500 units  ......... ¥48,700 

説明：3′→ 5′および 5′→ 3′エキソヌクレアーゼ活性
を有する DNA依存性の DNAポリメラーゼである。 
5′→ 3′エキソヌクレアーゼ活性により DNA 鎖が合成
される前にヌクレオチドが取り除かれるため、ニッ

クトランスレーションが可能である。

濃度：10,000 units/ml 

熱による不活性化：75℃、20分間 

メモ：ニックトランスレーションに使用する際は別途

DNase I（#M0303）が必要  ■ DNAのニックトランスレーション 
 ■ 第 2 鎖 cDNA合成 

DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment n	r	2	(	?

#M0210S 200 units  .........  ¥11,700  
#M0210L 1,000 units  ......... ¥46,700 
高濃度品（10X） 
#M0210M 1,000 units  ......... ¥46,700 

説明：DNAポリメラーゼ Iから 5′→ 3′エキソヌクレ 
アーゼ活性を欠如させた DNAポリメラーゼである。
ポリメラーゼ活性および 3′→ 5′エキソヌクレアーゼ
活性を保持している。本酵素は DNAポリメラーゼ I
を分解した C末端断片（Klenow）であり、一般的に
ホロ酵素に見られる高い正確性を保持している。 

由来：E. coli 由来の polA 遺伝子の 5′→ 3′エキソヌ 
クレアーゼドメインを欠如した遺伝子を保有する大

腸菌 

濃度：5,000および 50,000 units/ml 

熱による不活性化：75℃、20分間 

メモ：温度が高い、酵素量が過剰、dNTPを添加し
ていない、反応時間が長い条件の場合、酵素が 3′
→ 5′エキソヌクレアーゼ活性を示し、5′突出末端を
形成することがある。  ■ 平滑末端の作成 

 ■ 5′オーバーハングの埋め込みと 
3′オーバーハングの除去 

 ■ 第 2 鎖 cDNA合成 
 ■ ランダムプライマーを用いた 
プローブ作成 

Klenow Fragment (3′→ 5′ exo–) n	r	2	w	?

#M0212S 200 units  ......... ¥12,200  
#M0212L 1,000 units  ........  ¥48,800 
高濃度品（10X） 
#M0212M 1,000 units  ........  ¥48,800 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

説明：DNAポリメラーゼ Iから 5′→ 3′エキソヌクレ 
アーゼ活性を欠如させ、さらに変異（D355A、
E357A）により 3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性を欠損
させた DNAポリメラーゼである。ポリメラーゼ活性
は保持しているが、5′→ 3′および 3′→ 5′エキソヌク
レアーゼ活性は保持していない。 

由来：E. coli由来の polA 遺伝子（D355A、E357A）の
324コドンから始まる領域を保有する大腸菌 

濃度：5,000および 50,000 units/ml 

熱による不活性化：75℃、20分間 

メモ：3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性を持たないた
め、3′末端に付加されたヌクレオチドを取り除いて
平滑末端を作製する用途には適さない。 

 ■ ランダムプライマーを用いた 
プローブ作成 

 ■ ランダムプライマーによるラベリング 
 ■ 第 2 鎖 cDNA合成 

T4 DNA Polymerase n	r	 	?

#M0203S 150 units  ......... ¥12,200  
#M0203L 750 units  ......... ¥48,700 

説明：大腸菌の DNAポリメラーゼ Iよりはるかに高
い 3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性を有するが、5′→ 
3′エキソヌクレアーゼ活性はない。 

濃度：3,000 units/ml 

熱による不活性化：75℃、20分間 

メモ：温度が高い、酵素量が過剰、dNTPを添加し
ていない、反応時間が長い条件の場合、酵素が 3′
→ 5′エキソヌクレアーゼ活性を示し、5′突出末端を
形成する場合がある。 

メモ：本製品はリコンビナントアルブミンを含むバッ

ファーが同梱されている。詳細は 20ページまたは
www.nebj.jp/re/rAlbuminを参照。

関連製品： 

Quick Blunting Kit  
#E1201S 20 reactions  ...........  ¥12,100  
#E1201L 100 reactions  ..........  ¥49,000

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照 

 ■ 平滑末端の作成 
 ■ 5′オーバーハングの埋め込みと 

3′オーバーハングの除去 
 ■ Replacement合成によるプローブの 
ラベル化 

 ■ 一本鎖 deletionによるサブクローニング 

DNA修復、鎖置換
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T7 DNA Polymerase (unmodified) n	r	7	a	w	?

#M0274S 300 units  ......... ¥13,200  
#M0274L 1,500 units  ........  ¥52,900 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

説明：T7ファージ感染中におけるファージ DNAの
複製を行う酵素である。本酵素は二量体であり、

DNAポリメラーゼ活性と高い 3′→ 5′エキソヌクレ
アーゼ活性の 2種類の機能を有する。低いエラー率
と速い伸長速度を有するため、長い DNA合成に適
している 

由来：T7 DNAポリメラーゼを構成する 2つのサブユ
ニット、T7遺伝子 5タンパク質（84 kDa）と大腸菌
チオレドキシン（12 kDa）の遺伝子を保有する大腸菌 

反応条件：1X T7 DNAポリメラーゼ反応バッファー 
［20 mM Tris-HCl（pH 7.5）、10 mM MgCl2、1 mM ジ
チオスレイトール］、0.05 mg/ml BSA、dNTPs（製品
には付属していない、#N0447）。37℃でインキュベー
ション。

濃度：10,000 units/ml

熱による不活性化：75℃、20分間 

メモ：重合速度が速いため長時間のインキュベー

ションは不要。DNAシーケンシングには適さない。 

 ■ ギャップ埋め込み反応（鎖置換なし） 

Bsu DNA Polymerase, Large Fragment n	r	2	w	?

#M0330S 200 units  ......... ¥12,400  
#M0330L 1,000 units  .........  ¥49,100 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

説明：Bacillus subtil is DN Aポリメラーゼ Iから 5′
→ 3′エキソヌクレアーゼドメインを欠如させた DNA
ポリメラーゼである。5′→ 3′ポリメラーゼ活性を保
持している。3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性は有し
ていない。 

由来：Bacillus subtilis DNA polymerase Iの 5′→ 3′エキ
ソヌクレアーゼドメインを欠如した遺伝子を保有す

る大腸菌 

濃度：5,000 units/ml 

熱による不活性化：75℃、20分間 

メモ：3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性を持たないた
め、3′末端に付加されたヌクレオチドを取り除いて
平滑末端を作製する用途には適さない。 

25℃において 50%の活性を示す。これは 25℃にお
ける Klenow Fragment（3′→ 5′ exo–）の活性の 2倍で
ある。  ■ ランダムプライマーを用いた 

ラベリング反応

 ■ 第 2 鎖 cDNA合成

 ■ シングル dAテーリング

 ■ 鎖置換 DNA合成反応

Terminal Transferase r	7	w	?

#M0315S 500 units  ......... ¥13,400  
#M0315L 2,500 units  .........  ¥53,100 

Deoxynucleotide Solutionは 85ページを 
参照

説明：DNAの 3′ヒドロキシ末端へ dNTPをテンプレー
ト非依存的に付加する反応を触媒する。2 本鎖
DNAの 5′突出末端、3′突出末端、平滑末端、また
は 1本鎖 DNAに対して使用できる。5′→ 3′エキソヌ
クレアーゼ活性、3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性を
持たない。反応液に Co2+を加えることでより効率

的な反応が可能である。

濃度：20,000 units/ml 

熱による不活性化：75℃、20分間 

 ■ DNA3′末端へのホモポリマーテール 
付加

 ■ 修飾ヌクレオチド（例：ddNTP、
DIG-dUTP）による DNA 3′末端の 
ラベル化

 ■ TdT依存性 PCR 
 ■ TUNEL 法によるアポトーシスの検出 
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Polymerase Reaction Buffers

Q5

Q5 Reaction Buffer Pack [Q5 Reaction  
Buffer (5X), Q5 High GC Enhancer (5X)]

#B9027S  6.0 ml  ............¥3,600

Phusion*

Phusion HF Buffer Pack [Phusion HF 
Reaction Buffer (5X), MgCl2 (50 mM), 
DMSO] 
#B0518S 6.0 ml  ............¥3,300

Phusion GC Buffer Pack [Phusion GC  
Reaction Buffer (5X), MgCl2 (50 mM), 
DMSO] 
#B0519S 6.0 ml  ............¥3,300

Taq

Standard Taq Reaction Buffer 
[Standard Taq Reaction Buffer (10X), 
MgCl2 (25 mM)] 
#B9014S  6.0 ml  ............¥3,300

Standard Taq (Mg-free) Reaction Buffer 
Pack [Standard Taq (Mg-free) Reaction 
Buffer (10X), MgCl2 (25 mM)] 
#B9015S  6.0 ml  ............¥3,300

Other

ThermoPol Reaction Buffer Pack 
[ThermoPol Reaction Buffer (10X), MgSO4  
(100 mM)] 
#B9004S 6.0 ml  ............¥3,300

Isothermal Amplification Buffer Pack 
[Isothermal Amplification Buffer (10X)] 
#B0537S  6.0 ml  ............¥5,300

Isothermal Amplification Buffer II Pack 
[Isothermal Amplification Buffer II (10X)] 
#B0374S  6.0 ml  ............¥5,300

*Phusion DNA Polymerase was developed by Finnzymes Oy, now a part of 
Thermo Fisher Scientific. This product is manufactured by New England 
Biolabs, Inc. under agreement with, and under the performance specifications 
of Thermo Fisher Scientific. Phusion® is a registered trademark and property 
of Thermo Fisher Scientific.

説明：Q5 Reaction Buffer および High GC Enhancer は、
Q5 および Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase
に付属

10X ThermoPol Reaction Bufferは、Taq、Ventおよび
Deep VentDNA Polymeraseなどに付属。このバッファー
を 1Xに希釈した場合、2 mMの MgSO4が含まれる。

2 mM以下のマグネシウム濃度が必要な反応の場合
は、Mg2+

フリーの 10X ThermoPol ReactionBufferの使
用を推奨

S t a n d a r d Ta q R e a c t i o n B u f f e r は、T h e r m o P o l 
ReactionBufferの代替品としてTaq DNAポリメラーゼ
に付属

Isothermal Ampli f ica t ion Buf ferは、Bst 2.0 および
Bst2.0 WarmStart DNA Polymeraseに付属

I s o t h e r m a l A m p l i f i c a t i o n B u f f e r I I は、B s t 3.0 
DNAPolymerase に付属 Phusion High-Fidelity DNA 
Polymerase には、5XPhusion HF Buffer、5X Phusion 
GC Buffer、DMSO、50mM MgCl2 が付属

1X ThermoPol Reaction Buffer： 
20 mM Tris-HCl, 10 mM KCl, 10 mM（NH4）2SO4, 
2 mM MgSO4 and 0.1% Triton X-100, pH 8.8@25℃

1X Standard Taq Reaction Buffer： 
10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 
pH 8.3@25℃

1X Isothermal Amplification Buffer： 
20 mM Tris-HCl, 10 mM（NH4）2SO4, 50 mM KCl, 
2 mM MgSO4, 0.1% Tween-20, pH 8.8@25℃

1X Isothermal Amplification Buffer II： 
20 mM Tris-HCl, 10 mM（NH4）2SO4, 150 mM KCl, 
2 mM MgSO4, 0.1% Tween-20, pH 8.8@25℃

Nucleotides

Acyclonucleotide Set 
#N0460S  0.5 µmol of each  ..........¥14,400

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Set 
#N0446S 25 µmol of each  ........  ¥29,200

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix 
#N0447S 8 µmol of each* ...........¥7,000 
#N0447L 40 µmol of each** ........ ¥28,000
* 4 x 0.2 ml（推奨条件 50 µLの系で 800回分）
** 5 x 0.8 ml（推奨条件 50 µLの系で 4,000回分）

Ribonucleotide Solution Set 
#N0450S 10 µmol of each ...........¥13,400 
#N0450L 50 µmol of each ...........¥53,100

Ribonucleotide Solution Mix 
#N0466S 10 µmol of each ...........¥14,400 
#N0466L 50 µmol of each  .......... ¥57,100

7-deaza-dGTP 
#N0445S 0.3 µmol of each ...........¥15,400 
#N0445L 1.5 µmol of each ...........¥61,300

Adenosine 5́ -Triphosphate (ATP) 
#P0756S 1.0 ml  ............¥6,200 
#P0756S 5.0 ml  ..........¥24,500

5-methyl-dCTP 
#N0356S 1 µmol  ..........¥14,400

dATP Solution 
#N0440S 25 µmol  ..........¥10,900

dUTP Solution 
#N0459S 25 µmol  ..........¥10,900

dGTP Solution 
#N0442S 25 µmol  ..........¥11,400

説明： 
Deoxynucleotide Solution Set：
超高純度の 4 種類のデオキシヌクレオチド（dATP、
dCTP、dGTP、dT TP）溶液が各個別のチューブに分
かれているセット（各濃度 100 mM）

Deoxynucleotide Solution Mix：
4 種類のデオキシヌクレオチド（dATP、dCTP、dGTP、
dTTP）の混合溶液（各濃度 10 mM）

Ribonucleotide Solution Set：
4 種類のリボヌクレオチド（ATP、CTP、GTP、UTP）
溶液が各個別のチューブに分かれているセット（ナ

トリウム塩溶液、pH 7.5）

Ribonucleotide Solution Mix：
4 種類のリボヌクレオチド三リン酸（rATP、rCTP、
rGTP、rUTP）の混合溶液（各濃度 25mM、rNTP 合
計の濃度 100 mM）

7-deaza-dGTP： 
ジリチウム塩溶液（濃度 5 mM）

5-methyl-dCTP： 
ナトリウム塩溶液（濃度 10 mM、pH 7.0）

dATP Solution： 
ナトリウム塩溶液（濃度 100 mM、pH 7.4）

dUTP Solution：  
ナトリウム塩溶液（濃度 100ｍ M、pH7.5）

dGTP Solution：  
ナトリウム塩溶液（濃度 100ｍ M、pH7.5）

Acyclonucleotide Set：
4 種類の acyNTP（acyATP、acyCTP、acyGTP、acyT 
TP）が各個別のチューブに分かれているセット（乾
燥粉末）

50 µlの蒸留水または脱イオン水（Milli -Q™）に溶解

すると濃度は 10 mM になる。

Acyclonucleotide（acyNTP）はチェーンターミネーター
として機能する。DNA シーケンシングや SNP 検出
など、通常ジデオキシヌクレオチドを用いる実験に

有用である。特にアーキア DNA ポリメラーゼを使用
する場合に有用で、その中でも Thermina tor 
DNAPolymerase との相性が良い。本ポリメラーゼは、
修飾糖を有する塩基アナログ（リボヌクレオチド、

ジデオキシヌクレオチド、2′デオキシヌクレオチド、
特にアシル基アナログなど）に取り込むことができ

る遺伝子改変されたポリメラーゼである。

RNA Cap アナログ製品は 204ページを参照

MILLI-Q® is a registered trademark of Millipore, Inc.

DNA修復、バッファー & ヌクレオチド

NEW

NEW
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Products for cDNA Synthesis

cDNA合成 特長 容量 希望小売価格 

キット 

LunaScript RT SuperMix Kit

(NEB #E3010)

• 便利な1 液タイプ（逆転写酵素、RNase 阻害剤、ランダム/dTプライマーを含む）

• 分注に便利な青色の溶液

• 13分間で第1 鎖cDNA 合成が完了

• RT-qPCRに最適

25/100 rxns ¥17,900/¥54,100

LunaScript RT Master Mix Kit (Primer-free)

(NEB #E3025)

• 便利な1液タイプ

• マスターミックスにはdNTPs、Murine RNase Inhibitor、Luna Reverse Transcriptaseが 
含まれる

• 分注に便利な青色の溶液

• プライマーをフレキシブルに選択可能

25/100 rxns ¥14,800/¥46,000

ProtoScript® II First Strand  
cDNA Synthesis Kit

(NEB #E6560)

• 2 液タイプProtoScript II Reverse Transcriptase とMurine RNase Inhibitorの酵素ミックス
と、dNTPs と専用バッファーが含まれるバッファーミックス

• ProtoScript II Reverse Transcriptase 付属

• M-MuLV よりも耐熱性が向上（〜50℃）

• RNase H 活性を低減

• ＞ 10 kb のcDNA を合成

• dNTPs、オリゴdT プライマーおよびランダムプライマー付属

30/150 rxns ¥22,000/¥87,800

ProtoScript First Strand  
cDNA Synthesis Kit

(NEB #E6300)

• 2 液タイプ

• M-MuLV Reverse Transcriptase 付属

• ＞ 5 kb のcDNA を合成

• dNTPs、オリゴdT プライマーおよびランダムプライマー付属

30/150 rxns ¥28,200/¥112,300

Template Switching RT Enzyme Mix 

(NEB #M0466)

• シングルセルまたは2 pg トータルRNA の極微量サンプルからRNA ライブラリー
調製が可能

• 酵素ミックスとバッファーはテンプレートスイッチ反応に最適化

• 酵素ミックスには、Murine RNA Inhibitor が添加済み

• 逆転写反応時、3′末端に任意の配列を付加することが可能

• RNA シーケンスまたは5′-RACE のバックグラウンドを低減

• 第2 鎖cDNA 合成（転写産物の5′末端を完全にカバー）

20/100 rxns ¥13,300/¥53,200

逆転写酵素 

ProtoScript II Reverse Transcriptase 

(NEB #M0368) 
An alternative to SuperScript® II

• 耐熱性が向上したRNase H- 型M-MuLV 逆転写酵素

• 37–50℃で反応可能

• RNase H 活性が低減

4,000/10,000/40,000 units
¥11,400/¥23,000/ 
¥78,000

M-MuLV Reverse Transcriptase 

(NEB #M0253)

• 野生型M-MuLV 逆転写酵素

• 様々なテンプレートを力強く逆転写

• 37–45℃の反応温度

10,000/50,000 units ¥12,300/¥49,000

AMV Reverse Transcriptase 

(NEB #M0277)
• 37–52℃の反応温度を有する力強い逆転写酵素

• 高温での反応が必要なテンプレートに最適
200/1,000 units ¥13,400/¥53,100

WarmStart RTx Reverse Transcription 

(NEB #M0380)

• 50–65℃の反応温度

• 室温でのセットアップが可能

• RT-LAMP に最適

50/250 rxns ¥13,600/¥54,200

逆転写酵素および cDNA 合成キットの詳細は 206-209 ページを参照

NEW
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Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 µg)

#T1030S 50 prep  ......... ¥12,000 
#T1030L 250 prep  ........  ¥54,600 

説明：Monarch PCR & DNA Cleanup Kitは PCR産物
や制限反応産物、ライゲーション産物や逆転写産

物などの DNA 精製に最適なキットである。最少 6 
µlでカラムから溶出できるため、高濃度の DNAを
精製できる。40 nt以下のプライマーやヌクレオチド、
DMSOやベタインなども除去できる。

アプリケーション：

• PCR cleanup
• Enzymatic reaction cleanup
• cDNA cleanup
• Labeling cleanup
• Plasmid cleanup
• Oligo cleanup

The Monarch PCR & DNA Cleanup Kit Includes：

– Monarch DNA Cleanup Columns（5 µg）
– Monarch DNA Cleanup Binding Buffer
– Monarch DNA Wash Buffer
– Monarch DNA Elution Buffer
– Monarch Collection Tubes

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit は作業時間わず
か 5分、最少 6µlで DNAを溶出可能
139 ページも併せて参照する。

単品販売： 

Monarch DNA Cleanup Columns (5 µg)
#T1034L 100 columns  ........... ¥16,600 

Monarch DNA Cleanup Binding Buffer
#T1031L 235 ml  ........... ¥12,500 

Monarch DNA Wash Buffer 
#T1032L 25 ml  ............  ¥3,900 

Monarch DNA Elution Buffer 
#T1016L 25 ml  ............  ¥3,900

Monarch Plasmid Miniprep Kit 
#T1010S 50 preps  ........... ¥10,400 
#T1010L 250 preps  ..........  ¥46,400 

■ PCR 産物の精製に最適

■ DNAサイズ：50 bp–25 kb 
■ 一般的な回収率： 

DNA（50 bp–10 kb）：70–90%
DNA（11–25 kb）：50–70%
（カラムには最大 5 µgの DNA が結合）

■ 溶出液量：≧ 6 µl
■ 純度：A 260/280≧ 1.80

Exo-CIP™ Rapid PCR Cleanup Kit r

#E1050S 100 reactions  ......... ¥12,300
#E1050L 400 reactions  ........  ¥40,800 

説明：Exo-CIP Rapid PCR Cleanup Kitは、熱不安定
性のエキソヌクレアーゼ I（E xo I）および熱不安定性
の仔ウシ腸粘膜由来ホスファターゼ（CIP）を最適な
形で配合しており、増幅反応後に残存 PCRプライ
マーの分解および過剰 dNTPsの脱リン酸化を迅速
に行う。37℃ 4分間で分解、80℃ 1分の熱失活、トー
タル反応わずか 5分でクリーンアップが完了する。
クリーンアップされた PCR産物はサンガーシーケン
スや SNP検出、NGS用ライブラリー調製などの解
析に私用することが可能。E xo-CIP Rapid PCR 
Cleanup Kitは、一般的に用いられるすべてのPCRバッ
ファーと併用可能である。

Exo-CIP Rapid PCR Cleanup Kitのキット内容：

– Exo-CIPチューブ A（熱失活可能な Exo I）
– Exo-CIPチューブ B（熱失活可能な CIP）

■ 5分間で PCR 産物をクリーンアップ

■ Exo-CIPを入れて分解・熱失活するだけ

■ ダイレクトシーケンスまでの手間を
削減

PCR product

Cleaned up
PCR product

dNTPs

37°C 4 min

80°C 1 min

+ 1 µl Exo-CIP Tube A
+ 1 µl Exo-CIP Tube B
   (per 5 µl of PCR product)

Primer

Exo-CIP Rapid PCR Cleanup Kitのワークフロー
余分なプライマーおよび dNTPsを分解する目的で、
Exo-CIPチューブ A（熱不安定性 Exo I）1 µlおよび Exo-
CIPチューブ B（熱不安定性 CIP）1 µlを PCR 産物に加
える。この混合物を37℃で 4分間インキュベートした後、
80℃で 1分間インキュベートして、酵素を不可逆的に不
活化する。クリーンアップした PCR産物は下流のアプリ
ケーションや分析に使用可能である。

cDNA 合成 & PCR クリーンアップ
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Ask Big Questions

Voltaire said, “Judge a man by his questions rather than by his answers.” 

Asking questions is easy. What’s for dinner? Where’s the library? But asking 
big questions is much harder. It takes courage to challenge the status quo, 
and to ask questions that take time, energy and exploration to answer. But 
aren’t these questions, the tough ones with no definitive answer, the ones 
worth asking? These are the questions that drive discovery and innovation.   

Questions can be powerful tools. The art of asking impactful questions can 
be innate in curious and emotionally intelligent individuals, but it can also 
be learned. The first step toward asking better questions is to avoid “yes” 
or “no” questions — these often lead to short answers with little detail. 
Anyone with young children knows this well! Instead, ask questions that 
start with “what,” “why,” “how,” or “if” — these types of questions are 
open-ended, and can lead to a more thoughtful discussion and new ideas 
to explore. This brings us to the second step, asking follow-up questions 
that dig deeper. Scientists know that asking one great question can get 
the thought process rolling, and that one great question often leads to two 
more, which can easily lead to four more, and so on. 

Don Comb’s passion was reflected in the intensity of his questions. New 
England Biolabs’ CEO Jim Ellard recalls a dinner some 30 years ago when 
Don leaned across the table and asked, “What if you could come up with a 
way to keep algae, seaweed and barnacles from sticking to the bottom of 
boats? You would reduce drag, conserve fuel and revolutionize the shipping 
industry!” — always the inquisitor! 

Over the years, New England Biolabs’ culture has been shaped by great 
questions that Don asked early on — for example, “How can we run a 
company that does great things without impacting the environment?” A 
company can take responsibility for the inevitable footprint it creates by 
offsetting negative impacts through the use of solar energy, managing 
treatment of its own wastewater, supporting the reforestation of land 
to improve global carbon capture, practicing extensive recycling and 
composting, and investing in conservation efforts around the world. 
Another big question Don asked was, “How can we help underdeveloped 
countries that are struggling with filariasis?” For 40 years, NEB scientists 
have been dedicated to research on neglected tropical diseases caused by 
parasitic worms, such as lymphedema and elephantiasis. These diseases 
are the second leading cause of disability worldwide, and our scientists 
continue to improve understanding and detection, and freely share their 
findings with the research community.

Asking provocative questions has stimulated many exciting conversations 
at NEB, and has helped nurture the curiosity of its employees. In 2012, 
NEB introduced the Innovation Awards to emphasize the importance of 
“blue-sky” thinking, the courage to take risks, and the drive to implement 
new ideas. These awards are given out annually, and recognize employees 
who contribute and bring to fruition novel ideas that help make NEB a better 
place and help to carry on Don’s legacy of provocative curiosity. 

View of the moody sky  
over Thailand at twilight.
Credit: Boy Anupong, Getty Images

Learn more about 
NEB’s Innovation 

Awards.
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Voltaire said, “Judge a man by his questions rather than by his answers.” 

Asking questions is easy. What’s for dinner? Where’s the library? But asking 
big questions is much harder. It takes courage to challenge the status quo, 
and to ask questions that take time, energy and exploration to answer. But 
aren’t these questions, the tough ones with no definitive answer, the ones 
worth asking? These are the questions that drive discovery and innovation.   

Questions can be powerful tools. The art of asking impactful questions can 
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be learned. The first step toward asking better questions is to avoid “yes” 
or “no” questions — these often lead to short answers with little detail. 
Anyone with young children knows this well! Instead, ask questions that 
start with “what,” “why,” “how,” or “if” — these types of questions are 
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more, which can easily lead to four more, and so on. 
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England Biolabs’ CEO Jim Ellard recalls a dinner some 30 years ago when 
Don leaned across the table and asked, “What if you could come up with a 
way to keep algae, seaweed and barnacles from sticking to the bottom of 
boats? You would reduce drag, conserve fuel and revolutionize the shipping 
industry!” — always the inquisitor! 

Over the years, New England Biolabs’ culture has been shaped by great 
questions that Don asked early on — for example, “How can we run a 
company that does great things without impacting the environment?” A 
company can take responsibility for the inevitable footprint it creates by 
offsetting negative impacts through the use of solar energy, managing 
treatment of its own wastewater, supporting the reforestation of land 
to improve global carbon capture, practicing extensive recycling and 
composting, and investing in conservation efforts around the world. 
Another big question Don asked was, “How can we help underdeveloped 
countries that are struggling with filariasis?” For 40 years, NEB scientists 
have been dedicated to research on neglected tropical diseases caused by 
parasitic worms, such as lymphedema and elephantiasis. These diseases 
are the second leading cause of disability worldwide, and our scientists 
continue to improve understanding and detection, and freely share their 
findings with the research community.

Asking provocative questions has stimulated many exciting conversations 
at NEB, and has helped nurture the curiosity of its employees. In 2012, 
NEB introduced the Innovation Awards to emphasize the importance of 
“blue-sky” thinking, the courage to take risks, and the drive to implement 
new ideas. These awards are given out annually, and recognize employees 
who contribute and bring to fruition novel ideas that help make NEB a better 
place and help to carry on Don’s legacy of provocative curiosity. 

View of the moody sky  
over Thailand at twilight.
Credit: Boy Anupong, Getty Images

Learn more about 
NEB’s Innovation 

Awards.

重要な質問

「どのように答えるかではなく、むしろどのような質問をするかで人を判断せよ」

というヴォルテールの名言があります。

質問することは容易です。今日の晩御飯は何ですか。図書館はどこですか。しかし、

重要な質問をすることははるかに困難です。現状を打破し、回答に時間と労力を

要する探究的な質問をするには勇気が必要です。でも、このように困難で絶対的

な回答が存在しない質問こそ問いかける価値があるのではないでしょうか。この

ような質問が発見と革新を推進するのです。

質問は強力なツールになり得ます。インパクトのある質問をするためには、好奇

心が旺盛で、感情的知性が高いという天性の能力が必要かもしれませんが、努力

すればできるようになる可能性もあります。より良い質問をするための最初のス

テップは「はい」または「いいえ」で回答できる質問を避けることです。このよう

な質問では詳細をほとんど含まない短い回答しか得られません。

小さいお子様をお持ちの方ならよくお分かりですね。「はい」または「いいえ」で

回答できる質問ではなく、「何が」「なぜ」「どのように」または「もし」から始ま

る質問をしてみてください。この種の質問の回答には制約がなく、より思慮に満

ちた議論および新たなアイデアの探求につながる可能性があります。このような

質問をすることで、第 2のステップであるより掘り下げたフォローアップの質問に
進むことができます。科学者は、一つの優れた質問により思考過程が軌道に乗り、

一つの優れた質問がさらに二つの質問につながり、そこからさらに四つ以上へと

容易に発展していくことを知っています。

Don Comb博士の情熱は、その鋭い質問によく反映されていました。New 
England Biolabsの CEOである Jim Ellard氏は、30年ほど前にディナーの席で
Don Comb博士がテーブル越しに身を乗り出してこう尋ねたことを覚えています。
「藻類や海藻やフジツボがボートの底に付着しないようにする方法を考えたらどう

だろう。抵抗を減らすことで、燃料を節約でき、海運業に革命をもたらすことが

できる！」本当に多くの質問をされる方でした。

New England Biolabsの文化は、例えば、「環境に悪影響を及ぼすことなく優れ
た業績を上げる企業になるためにはどうすればよいか」というDon Comb博士が
初期に提示した優れた質問の上に長年をかけて培われてきました。 企業は、自
社が与えた不可避の負の影響を、太陽光エネルギーの使用、自社の廃水処理管理、

世界の炭素回収を改善するための地域の森林再生の支援、徹底したリサイクリン

グや堆肥化の実施および世界中の保全活動に投資することなどにより、相殺する

ことでその責任を遂行することができます。

Don Comb博士が投げかけたもう一つの重要な質問は、「フィラリア症に悩む開発
途上国をどうすれば支援できるか」というものでした。40年にわたり、NEBの科
学者たちは寄生虫を病原体とする顧みられない熱帯病である、リンパ浮腫や象皮

病などの研究に取り組んできました。これらの疾患は世界中で障害の第 2位の原
因となっており、NEBの科学者は、これらの疾患の理解および検出を改善させる
研究を続け、研究結果を研究団体のコミュニティーと広く共有しています。

NEBでは、議論を刺激する質問が、多くのエキサイティングな会話につながり、
社員の好奇心の育成に役立っています。2012年に NEBは、「既成概念にとらわ
れない独創的発想」すなわち、リスクを負い新しいアイデアを実行する勇気を持

つことの重要性を強調するために、Innovation Awardsを導入しました。これら
の賞は、NEBをより良い企業とするために役立つ新しいアイデアに貢献し結実さ
せ、Don Comb博士が残してくれた議論を刺激する好奇心という伝統の継承に貢
献してくれた社員を称え、毎年授与されます。

NEBのInnovation Awardsの
詳細はこちらから。

タイの黄昏の空。

提供：Boy Anupong、Getty Images
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DNA修飾酵素とクローニング技術
分子生物学は生命科学における中心分野であり、その技術はクローニングからゲノム

編集や合成生物学にまで広く及ぶ。これらの発展は DNA修飾酵素とクローニング技
術に支えられてきた。DNA修飾酵素としてはキナーゼやリガーゼ、メチラーゼが、新
規クローニング技術としては Gibsonアッセンブリーや NEBuilder HiFi DNAアッセンブ
リーが挙げられるが、NEBはこれらの酵素や技術を 45年以上にわたって提供し続け
ている。

NEBの分子生物学用オンラインツール：
	■ NEBcloner – 一般的なクローニングの各ステップに最適な製品とプロトコールを検索 

	■ NEBioCalculator – DNAの質量からモル数への変換など、便利な計算ツール 

	■ NEBuilder Assembly Tool – DNAアッセンブリのためのプライマー設計 

	■ ExoSelector – 最適なエキソヌクレアーゼを検索

	■ NEB Golden Gate Assembly Tool – Golden Gateアッセンブリのためのコンストラクト
設計

	■ Ligase Fidelity Viewer – Golden Gateアッセンブリに使用するオーバーハングに適した
リガーゼを検索

上記は一部です。他のオンラインツールについては 304ページをご参照ください。

Featured Products

94 NEBuilder HiFi DNA Assembly 
Master Mix & Cloning Kit

111 Exonuclease V 

96 NEB Golden Gate Assembly Kit 
(BsaI-HFv2, BsmBI-v2)

98 Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit

Featured Tools  
& Resources
92 クローニングの概要

331 クローニングを開始する

336 クローニングの 
トラブルシューティング

迅速なクローニング用試薬は 
ウェブサイト（www.neb.com）を参照

各クローニングのワークフローの詳細

はウェブサイト（ClonewithNEB.com）
を参照

DNA修飾酵素 & 
クローニング
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 Cloning & Synthetic Biology
 Cloning Workflow Comparison 92
r NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix 94
r NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit 94
r NEBuilder HiFi DNA Assembly Bundle  
 for Large Fragments 94
r Gibson Assembly Master Mix/Cloning Kit 95
 Synthetic Biology/DNA Assembly Selection Chart 95
r NEB Golden Gate Assembly Kits  
 (BsaI-HFv2, BsmBI-v2) 96
r BioBrick Assembly Kit 97
r NEB PCR Cloning Kit 
 (with and without competent cells) 97
r USER & Thermolabile USER II Enzymes 97
r Q5 Site Directed Mutagenesis Kit 
 (with and without competent cells) 98
r Quick Blunting Kit 98

 DNA Ligases
 DNA Ligase Selection Chart 99
 Substrate-based Ligase Selection Chart 100
r T4 DNA Ligase 101
r Instant Sticky-end Ligase Master Mix 101
r Blunt T/A Ligase Master Mix 101
r Quick Ligation Kit 101
r ElectroLigase 101
r Immobilized T4 DNA Ligase 101
r Hi-T4 DNA Ligase 101
r Salt-T4 DNA Ligase 101
r T3 DNA Ligase 102
r T7 DNA Ligase 102
 E. coli DNA Ligase 102
r HiFi Taq DNA Ligase 103
r Taq DNA Ligase 103
r 9°N DNA Ligase 104
r SplintR Ligase 214

 DNA Kinases
r T4 Polynucleotide Kinase 104
r T4 Polynucleotide Kinase (3´ phosphatase minus) 104
r 5-hydroxymethyluridine Kinase 105

 DNA Phosphatases & Sulfurylases
 Phosphatase Selection Chart 105
r Quick CIP 105
r Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) 106
r Antarctic Phosphatase 106
r Pyrophosphatase, Inorganic (E. coli, yeast) 203
r Thermostable Inorganic Pyrophosphatase 203
r NudC Pyrophosphatase 203
r Apyrase 107
r Tte UvrD Helicase 107

 Nucleases
 Properties of Exonucleases  
 and Non-specific Endonucleases 108
 Common Apps for Exonucleases & Endonucleases 109
r DNase I (RNase-Free) 217
r Lambda Exonuclease 110
r Exonuclease I 110
r Thermolabile Exonuclease I 110
r Exonuclease III 111
r Exonuclease V (RecBCD) 111
r Exonuclease VII 111
r Exonuclease VIII, truncated 112
r Exonuclease T 112
r Thermostable FEN1 112

r Micrococcal Nuclease 113
 Mung Bean Nuclease 113 
 Nuclease BAL-31 113
 Nuclease P1 114
r RecJf 114
r T5 Exonuclease 114
r T7 Exonuclease 115 
 Nucleoside Digestion Mix 115

 DNA Repair Enzymes
 Properties of DNA Repair Enzymes  
 and Structure-specific Endonucleases 116 
 DNA Repair Enzymes on Damaged  
 and Non-Standard Bases 117
r APE 1 118
r Endonuclease IV 118
r Tth Endonuclease IV 118
r Endonuclease III (Nth) 119
r Tma Endonuclease III 119
r Endonuclease V 119
r Endonuclease VIII 120
r Fpg 120
r hAAG 120
r T4 PDG (T4 Endonuclease V) 121
r Uracil-DNA Glycosylase (UDG) 121
r Afu Uracil-DNA Glycosylase (UDG) 121
r Antarctic Thermolabile UDG 122
r hSMUG1 122
r T7 Endonuclease I 122
r PreCR Repair Mix 82

 Other Enzymes
r Cre Recombinase 123
r TelN Protelomerase 123
r Topoisomerase I (E. coli ) 123
r β-Agarase I 123

 DNA Methyltransferases
r CpG Methyltransferase (M.SssI) 124
r GpC Methyltransferase (M.CviPI) 124
r AluI Methyltransferase 124
r BamHI Methyltransferase 124
r dam Methyltransferase 125
r EcoGII Methyltransferase 125
r EcoRI Methyltransferase 125
r HaeIII Methyltransferase 125
r HhaI Methyltransferase 125
r HpaII Methyltransferase 126
r MspI Methyltransferase 126
r Taq I Methyltransferase 126

r Human Dnmt1 Methyltransferase  286

 ssDNA Binding Proteins
r RecA, RecAf 127
r T4 Gene 32 Protein 127
r ET SSB (Extreme Thermostable ssBinding Protein) 127

 Cloning Plasmids & DNAs
r Cloning Plasmids (pBR322, pUC19) 128
r DNAs (M13mp18, Lambda, φX174) 128

 Other
 M13KO7 Helper Phage 128
 Tth Argonaute (TtAgo) 128
 Competent Cell Selection Chart for Cloning 129
 Monarch Nucleic Acid Purification Kits 129

r  リコンビナント酵素

One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not agree 
to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.
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Cloning Workfl ow Comparison

下記図には各種クローニング方法および反応に必要な時間が記載されている。

dsDNA
intermediate 2

DNA Isolation
(Plasmid Purification)

DNA
Analysis

DNA
Preparation

Vector & Insert
Joining

DNA
Processing

DNA End 
Modifications

Traditional Cloning
(RE Digestion & Ligation)

PCR Cloning
(TA  & Blunt-End)

Restriction Enzyme
(RE) Digestion PCRSeamless Cloning

(DNA Assembly)
LIC (Ligation

Independent Cloning)
Recombinational

(Gateway/Creator/Univector)

OR OR

dsDNA
intermediate

+

OR OR OR OR

Starting
Material

Starting
Material

RE Digest Colony PCR Sequencing

Transformation Protein
Expression

Functional
Analysis

Site-Directed
Mutagenesis

DNA End
Modifications

OR OROR OR OR

VECTOR PREPARATIONINSERT PREPARATION

P

P

P

P

OR

OR

Linear vector,
ready for joining

PP

PP
P

P

P

P

P

P

P

P

P

P
P

P

OR OR

OR OR

OR

OR

Assembled vector

Linear vector

Plasmid

Multiple cloning site
(MCS)

A
A

T
T

T
A

A
T

OR

A
A

OR

A
A

OR

A
A

cDNA Synthesis
RNA

Recombination
sites

Estimated total time*

60 min. (Standard)
5–15 min. (Time-Saver)

30 min.

30 min.

15 min.

60 min. (Standard)
5–15 min. (Time-Saver)

90 min. 90 min. 90 min. 90 min. 2 hr.

10 min.

Dephosphorylation
Blunting
(Optional)

Ligation

Phosphorylation
(Optional)

Cohesive-End
Formation by 
5´ → 3´ exo

Annealing

Cohesive-End
Formation by 
3´ → 5´ exo

PCRPCR PCR

Instant – 15 min.

1 hr., 20 min. – 3 hr.

Estimated total time 20 min. – 2 hr., 25 min. 3 hr., 45 min.

15 min.

2 hr. – 2 hr., 30 min. 2 hr. 2 hr., 45 min.

Occurs simultaneously
with previous step

30 min.

3 hr., 15 min. – 5 hr., 20 min. 

75 min.

Gel and Column
Purification

Ligation

Clean Up
15 min.
Clean Up

15 min.

15 min. 30 min.

Clean Up

15 min.
Clean Up

15 min.
Clean Up

15 min.
Clean Up

RE Digest

PCR RE Digestion PCR

Dephosphorylation (Optional)

Clean Up 15 min OR
Gel & Column Purification 75 min. 

1.5 hr.
T-addition

Ligation

RE Digestion

Proteinase K Treatment
10 min.

70 min.**

Site-Specific
Recombination
60 min.

Holding vector
Endpoint vector

PCR productsPlasmid Annealed oligosgDNA cDNA

P

P

60 min. (Standard)
5–15 min. (Time-Saver)

*  プラスミド中の DN Aを他のベクターにクローニングする場合の時間を示す。ゲノム DN A からクローニン
グを行う場合、Tradi t ional Cloningはさらに 2時間長くなる。またこの時間には形質転換やプラスミド
単離、解析時間は含まれない。 

**  Hosting vectorにクローニングした遺伝子を他のベクターに乗換えさせる場合、形質転換の翌日に 70分
間の部位特異的組換え反応をを行う。
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dsDNA
intermediate 2

DNA Isolation
(Plasmid Purification)

DNA
Analysis

DNA
Preparation

Vector & Insert
Joining

DNA
Processing

DNA End 
Modifications

Traditional Cloning
(RE Digestion & Ligation)

PCR Cloning
(TA  & Blunt-End)

Restriction Enzyme
(RE) Digestion PCRSeamless Cloning

(DNA Assembly)
LIC (Ligation

Independent Cloning)
Recombinational

(Gateway/Creator/Univector)

OR OR

dsDNA
intermediate

+

OR OR OR OR

Starting
Material

Starting
Material

RE Digest Colony PCR Sequencing

Transformation Protein
Expression

Functional
Analysis

Site-Directed
Mutagenesis

DNA End
Modifications

OR OROR OR OR

VECTOR PREPARATIONINSERT PREPARATION

P

P

P

P

OR

OR

Linear vector,
ready for joining

PP

PP
P

P

P

P

P

P

P

P

P

P
P

P

OR OR

OR OR

OR

OR

Assembled vector

Linear vector

Plasmid

Multiple cloning site
(MCS)

A
A

T
T

T
A

A
T

OR

A
A

OR

A
A

OR

A
A

cDNA Synthesis
RNA

Recombination
sites

Estimated total time*

60 min. (Standard)
5–15 min. (Time-Saver)

30 min.

30 min.

15 min.

60 min. (Standard)
5–15 min. (Time-Saver)

90 min. 90 min. 90 min. 90 min. 2 hr.

10 min.

Dephosphorylation
Blunting
(Optional)

Ligation

Phosphorylation
(Optional)

Cohesive-End
Formation by 
5´ → 3´ exo

Annealing

Cohesive-End
Formation by 
3´ → 5´ exo

PCRPCR PCR

Instant – 15 min.

1 hr., 20 min. – 3 hr.

Estimated total time 20 min. – 2 hr., 25 min. 3 hr., 45 min.

15 min.

2 hr. – 2 hr., 30 min. 2 hr. 2 hr., 45 min.

Occurs simultaneously
with previous step

30 min.

3 hr., 15 min. – 5 hr., 20 min. 

75 min.

Gel and Column
Purification

Ligation

Clean Up
15 min.
Clean Up

15 min.

15 min. 30 min.

Clean Up

15 min.
Clean Up

15 min.
Clean Up

15 min.
Clean Up

RE Digest

PCR RE Digestion PCR

Dephosphorylation (Optional)

Clean Up 15 min OR
Gel & Column Purification 75 min. 

1.5 hr.
T-addition

Ligation

RE Digestion

Proteinase K Treatment
10 min.

70 min.**

Site-Specific
Recombination
60 min.

Holding vector
Endpoint vector

PCR productsPlasmid Annealed oligosgDNA cDNA

P

P

60 min. (Standard)
5–15 min. (Time-Saver)

クローニングの各反応の最適な製品を NEBcloner 
（NEBcloner.neb.com）で簡単に検索可能

®NEBcloner



94

NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
D

N
A
修
飾
酵
素

&
ク
ロ
ー
ニ
ン
グ

  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント

酵素 a BSA が必要 s SAMが必要

プライマー設計にはオンラインツール

（NEBuilder.neb.com）を推奨 

NEBuilder®

Assembly Tool

NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix & Cloning Kit　　r

NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix
#E2621S 10 reactions  ..........¥18,500
#E2621L 50 reactions  ..........¥74,000
#E2621X 250 reactions  ....... ¥296,000

NEBuilder HiFi DNA Assembly 
Cloning Kit
#E5520S 10 reactions  ......... ¥22,000

NEBuilder HiFi DNA Assembly Bundle 
for Large Fragments
#E2623S 20 reactions  ..........¥57,800

説明：NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mixは
DNA断片を 1ステップ反応で簡単に繋ぎ合わすこと
ができるシステムである。末端に相同配列（15–80 
bp）がある DNA断片とマスターミックスを混合し、
15–60分間インキュベーションするだけの 1ステッ
プ反応で複数の DNA断片をアッセンブルすること
ができる。長鎖 DNA、微量 DNA、複数 DNA断片を
正確かつ高効率でアッセンブルすることが可能であ

る。マスターミックスには複数の酵素が含まれてお

り、同一溶液中で以下の反応が進行する：

• エキソヌクレアーゼが 5'→ 3'に消化、長い 3'突出
を産生

• 3'突出の相同配列がアニーリング
• ポリメラーゼが 5'→ 3'に DNAを伸長してギャップ
修復

• DNAリガーゼがニックをシール

反応産物はニックのない 2本鎖 DNAであり、PCR
や RCAなどのテンプレートに使用可能である。また
精製なしにそのまま大腸菌に形質転換可能できる。

NEBの大腸菌コンピテントセルを使うことで最大の
アッセンブル効率が得られるため、コンピテント

セルが付属した NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning 
K i t（#E5200S）を推奨する。アッセンブル産物が 15 
kb以上の場合には NEB 10-be t aコンピテントセル
（#C3019）もしくは付属キットである NEBuilder HiFi 

DNA Assembly Bundle for Large Fragmentsを使用する
とよい。

キット内容（E2621）：

– NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix
– NEBuilder Positive Control

キット内容（E5520）：

– NEBuilder HiFi Master Mix
– NEB 5-alpha Competent E. coli（High Effi ciency）
– SOC Outgrowth Medium
– NEBuilder Positive Control
– pUC19 Transformation Control Plasmid

キット内容（E2623）：

– NEBuilder HiFi Master Mix
– NEB 10-beta Competent E. coli（High Effi ciency）
– SOC Outgrowth Medium
– NEBuilder Positive Control
– pUC19 Transformation Control Plasmid

■ わずか 15–60分間の
インキュベーションで終了

■ 平滑末端、5′/3′突出末端 DNAを
アッセンブル

■ PCRクローニングに最適
（3′A/平滑末端産物に対応）

■ 6 本以上の複数 DNA断片の
一括アッセンブル

■ 一本鎖オリゴ DNAと
二本鎖 DNAをアッセンブル

■ シームレス（余分な配列を残さず）に
クローニング

詳細はウェブサイト

（NEBuilderHiFi.com）を参照

15-40 bp のオーバーラップを有する
DNA インサート（PCR 産物）

50℃、15-60 分間

形質転換

直鎖状
ベクター

DNA 解析
OR OR

コロニー PCR シーケンス制限反応

DNAの準備

NEBuilder®

アッセンブル

+

1 ステップ反応

• エキソヌクレアーゼが5'→3'に消化、長い
3'突出を産生

• 3'突出の相同配列がアニーリング

• ポリメラーゼが 5'→3'にDNA を伸長して
ギャップ修復

• DNA リガーゼがニックをシール

• PCR

• 制限酵素切断

• 合成DNA (gBlokなど）

• 1本鎖DNA

A
B

C

アッセンブル
産物

A
B

C

NEBuilder HiFi DNAアッセンブリーのワークフローと原理

How does 
NEBuilder HiFi DNA 
Assembly work?
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d
Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

Gibson Assembly Master Mix & Cloning Kit r

Gibson Assembly Master Mix 
#E2611S 10 reactions  ......... ¥18,500  
#E2611L 50 reactions  ......... ¥74,000

Gibson Assembly Cloning Kit 
#E5510S 10 reactions  ........  ¥22,000

説明：Gibson Assemblyは J. Craig Venter Institute
の Gibson博士らによって開発された方法であり、
DNA断片のサイズや末端形状に関わらず、複数の
DNA断片を繋ぎ合せることができる。

末端に 15塩基の相同配列がある DNA断片と Gibson 
Assemblyマスターミックスを混合し、15–60分間イン
キュベーションするだけの 1ステップ反応で複数の
DNA断片を繋ぎ合せることが可能である。マスター
ミックスには複数の酵素が含まれており、同一溶液

中で以下の反応が進行する：

• エキソヌクレアーゼが 5'→ 3'に消化、長い 3'突出
を産生

• 3'突出の相同配列がアニーリング
• ポリメラーゼが 5'→ 3'に DNAを伸長してギャップ
修復

• DNAリガーゼがニックをシール

Gibson Assembly Cloning Kitは、Gibson Assembly 
Master Mixと NEB 5-alpha Competent E. coliを組み合
わせたもので、2時間弱でフラグメントのアセンブ
リと形質転換が可能。最大 6つのフラグメントのア
センブリに最適化されている。

キット内容（E2611）：

 – Gibson Assembly Master Mix
 – NEBuilder Positive Control

キット内容（E5510）：

 – Gibson Assembly Master Mix
 – NEBuilder Positive Control
 – NEB 5-alpha Competent E. coli（High Efficiency）
 – SOC Outgrowth Medium
 – pUC19 Control DNA

Gibson A ssembly ® is a r egis t e red t r ademark o f Syn the t ic Genomic s 
Inc.

	■ わずか 15–60分間の 
インキュベーションで終了

	■ PCRクローニングに最適

	■ 複数 DNA断片（6 本以上）の 
一括クローニング

	■ 面倒なディレクショナルクローニングも 
簡単

DNAアッセンブルキットの選択チャート

NEBuilder HiFi 
DNA Assembly
(NEB #E2621) 
(NEB #E5520) 
(NEB #E2623)

NEB Gibson  
Assembly
(NEB #E5510) 
(NEB #E2611)

NEB Golden Gate 
Assembly Kit
(BsaI-HFv2, 
BsmBI-v2) 
(NEB #E1601) 
(NEB #E1602)

USER® Enzyme
(NEB #M5505)
Thermolabile 
USER II Enzyme
(NEB #M5508)

機能

5′/3′末端のミスマッチの除去 ★★★ ★ N/A N/A

アッセンブル部位の正確性 ★★★ ★★ ★★★ ★★★

リピート配列を含むオーバーラップのアッセンブル ★ ★ ★★★ ★★★

産物中のニック修復 ★★★ ★★★ ★★★ NR

dsDNAと ssDNAのアッセンブル ★★★ ★★ NR NR

微量 DNAの高効率アッセンブル ★★★ ★★ ★★ ★★

オーバーラップ配列の長さの自由度 ★★★ ★★★ ★ ★★

アプリケーション

シンプルなクローニング（1–2断片） ★★★ ★★★ ★★★ ★★★

4–6断片のアッセンブリ ★★★ ★★★ ★★★ ★★★

7–11断片のアッセンブリ ★★★ ★★ ★★★ ★★★

12–24断片のアッセンブリ (1) ★ ★ ★★★ NR

In vitro Transcription用（RNA合成用）のテンプレート合成 ★★★ ★★★ ★★★ ★★★

全ゲノム合成 ★★★ ★ ★ ★

複数の部位特異的変異導入 ★★★ ★★ ★★ ★★

ライブラリー合成 ★★★ ★★★ ★★★ ★★

Metabolic Pathway Engineering ★★★ ★★ ★★★ ★★★

TALENs ★★ ★★ ★★★ ★★

ショートヘアピン RNAのクローニング（shRNA） ★★★ ★★ ★ ★

gRNAライブラリー合成 ★★★ ★★ ★ ★

長い断片（>10 kb）のアッセンブル ★★★ ★★★ ★★★ ★★

短い断片（<100 bp）のアッセンブル ★★★ ★ ★★★ ★★★

制限酵素を利用した再アッセンブリ ★★★ ★ NR ★

(1) 詳細は www.neb.com/GoldenGateを参照

★★★ 最適

★★ 使用可能

★ 使用できるが推奨しない

N/A 使用できない

NR 推奨しない

プライマー設計にはオンラインツール 
（NEBuilder.neb.com）を推奨

Gibsonアッセンブリーの説明動画（英語）を配信中
（NEBGibson.com）

NEBuilder®

Assembly Tool

DNAアッセンブリー &クローニング
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リコンビナント

酵素 a BSA が必要 s SAMが必要

NEB Golden Gate Assembly Kit r

NEB Golden Gate Assembly Kit (BsaI-HFv2)
#E1601S 20 reactions  ......... ¥22,200
#E1601L 100 reactions  ......... ¥59,200

NEB Golden Gate Assembly Kit (BsmBI-v2)
#E1602S 20 reactions  ......... ¥22,200
#E1602L 100 reactions  ......... ¥59,200

説明：NEB Golden Gate Assembly Kit (BsaI- HF v2)に
は、BsaI-HF v2 および T4 DNA リガーゼが最適な状
態で混合されている。これらの酵素を組み合わせる

ことで、方向性を持った状態で、複数のインサート

DNAをベクターにアッセンブルすることができる。
キットにはアッセンブリーの基幹となる pGGA 
Destinationベクターも含まれており、サブクローニン
グに便利な制限サイトおよび in vitro 転写を可能とす
る T7/SP6プロモーターを保有している。

このシームレスなアッセンブリは、Golden Gateと呼
ばれる。個のワークフローにおいてタイプ IS制限
酵素は認識部位に結合した後、配列特異的ではな

く、その部位の下流において位置特異的に DNAを
切断するため、固有のオーバーハングを持つ DNA
断片が生成される。例えば、BsaI は GTCTC（N1/
N5）という認識部位を有するが、GGTCTCは認識・
結合部位の配列を表 し、N1/ N5は切断部位がトッ
プ鎖では認識部位の 1塩基下流、ボトム鎖では 5
塩基下流にあることを表している。断片のアッセン

ブリーは、隣接する断片間での 4塩基の突出末端
の相補性に基づくアニーリングを介して進行する。

DNA断片およびアッセンブル産物には、Type I IS制
限酵素の認識部位は存在しないため、産物の切断

は起こらず、反応時間の経過に伴って産物が蓄積す

る。有するが、GGTCTC は認識・結合部位の配列を
表し、N1/N5は切断部位がトップ鎖では認識部位の
1塩基下流、ボトム鎖では 5塩基下流にあることを
表している。

メモ：最大 24の DNA断片におけるアッセンブリは、
クローニングされたプラスミドおよび PCRアンプリ
コンインサートの両方で成果を得ている。35以上
の DNA断片におけるアッセンブリは、これまで PCR
アンプリコンでのみ成功している。

Golden Gate法は、転写活性化因子様エフェクター
（TALEs）および FokIヌクレアーゼ触媒ドメイン融合

TALEs（TALENs）など、複数の断片のアッセンブリー
に特に有用であるが、単一インサートや多様な集団

から得たインサートのクローニングにも使用でき、

ライブラリー構築に有用である。

リガーゼの正確性と Golden Gateアッセンブリー：
NEBでの研究の結果、突出末端の配列によってアッ
センブルの正確性が異なること、リガーゼの種類に

よって正確性が異なることが発見された。こうした

研究により、複雑な Golden Gateアッセンブリーを
高効率で実現するための推奨突出末端の予測とリ

ガーゼ選択が可能となった。詳細はウェブサイト

（www.neb.com/goldengate）を参照。

キット内容（E1601）：

– NEB Golden Gate Assembly Mix
– T4 DNA Ligase Reaction Buffer（10X）
– pGGA Destination Plasmid

キット内容（E1602）：

– NEB Golden Gate Assembly Mix
– T4 DNA Ligase Reaction Buffer (10X)
– pGGAselect Destination Plasmid

NEB Golden Gate Assembly Tool 
アッセンブリーツール（GoldenGate.neb.com）を
利用して実験の設計をスピードアップ

Ligase Fidelity Tools
Golden Gateの正確なアッセンブリに利用可能

■  Ligase Fidelity Viewer™ (v2)– 突出末端ライゲー
ションを可視化

■ GetSet™ – ライゲーションの優先傾向を予測
■ SplitSet™ – アッセンブリのための DNA分割ツール

これらのツールは NEBeta™ Toolであり、デザインお
よびユーザビリティーに関しては最適化されていな

い。本ツールの利用はウェブサイト（w w w.neb.
com/research/nebeta-tools）からアクセス。

関連製品：

NEBrigde Ligase Master Mix
#M1100S 50 rxns .............¥13,000

NEB 5-alpha Competent E. coli
(High Effi ciency)
#C2987H 20 x 0.05 ml  ........... ¥25,300
#C2987I 6 x 0.2 ml  ........... ¥20,000
#C2987P 1 x 96 well plate  ........... ¥64,300
#C2987R 1 x 384 well plate  ..........¥203,100
#C2987U 96 x 50 µl/tube  ..........¥137,800

NEB 10-beta Competent E. coli
(High Effi ciency)
#C3019H 20 x 0.05 ml  ........... ¥30,300
#C3019I 6 x 0.2 ml  ............¥24,000
#C3019P 1 x 96 well plate .............¥71,000

NEB Cloning Competent E. coli Sampler 
#C1010S 8 tubes  ............ ¥17,700

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix
#M0494S 100 rxns (50 µl vol)  ............¥21,000
#M0494L 500 rxns (50 µl vol)  ........... ¥84,000
#M0494X 500 rxns (50 µl vol)  ........... ¥84,000

■ BsaI-HF v2の採用によるアップデート
（Golden Gateに最適化）

■ シームレスなクローニング – 
余分な配列なくアッセンブル

■ T7/SP6プロモーターを含む
Destinationベクター付属

■ 複数の断片（2〜 20+個）を 1回の
反応でアッセンブリー

■ シングルインサートのクローニング
およびライブラリー調製にも使用可能

■ GCリッチ領域やリピート領域も
効率的にアッセンブル

■ 幅広い断片長に対応
（< 100 bps〜 > 15 kb）

Golden Gateで使用できる
Type IIS制限酵素：

– BbsI (NEB #R0539)
– BbsI-HF (NEB #R3539)
– BsaI-HFv2 (NEB #R3733)
– BsmBI-v2 (NEB #R0739)
– BspQI (NEB #R0712)
– BtgZI (NEB #R0703)
– Esp3I (NEB #R0734)
– PaqCI (NEB #R0745)
– SapI (NEB #R0569)

GGTCTCNNNNN
CCAGAGNNNNN

+Single-tube
reaction
• BsaI-HF v2
  or BsmBI-v2
• DNA ligase

BsaI-HFv2-
digested vector PCR-ampli�ed fragments,

BsaI-HFv2-digested

Assembled
DNA product

Insert
fragment A

5´

3´

3´

5´

Destination
vector

Insert 
fragment B

PCR ampli�cation of fragments

+

+

P2

P1

A B

Can be used in complex
(35+) fragment assemblies

3´ 5´

5´ 3´

BsaI-HFv2 （またはBsmBI-v2）

GGTCTCNNNNN
CCAGAGNNNNN

NNNNNGAGACC
NNNNNCTCTGG

5´

3´

3´

5´

P4

P3

GGTCTCNNNNN
CCAGAGNNNNN

NNNNNGAGACC
NNNNNCTCTGG

NN

NN
NG
AGA

CC

NN

NN
NC
TCT

GG
GGTCTCNNNNN

CCAGAGNNNNN

最も単純な Golden Ga teアッセンブリーの場合、dsDNA 断片の両端に Type I IS制限酵素の認識部位（この例では
BsaI（GGTCTC））を付加しておく必要がある。制限酵素での切断後、これらの部位は残り、各断片にはアッセンブリー
を方向付ける 4塩基の突出末端が生じる。

NEW

How does 
Golden Gate 
Assembly work?
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

d
Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

BioBrick Assembly Kit r

#E0546S 50 reactions  ........  ¥56,200 説明：BioBrick Assembly Kitは BioBrickと呼ばれる
遺伝子パーツをベクターに組み込むための試薬キッ

トである。BioBrickパーツは簡単に他のパーツに置
き換えたり連結することが可能である。

本キットに同梱されている各データカードに従って

適切な保存を行う。

メモ：本製品はリコンビナントアルブミンを含むバッ

ファーが同梱されている。詳細は、20ページを参照。

キット内容：

 – EcoRI-HF
 – XbaI
 – SpeI
 – PstI
 – 10X NEBuffer 2.1
 – T4 DNA Ligase
 – 10X T4 DNA Ligase Buffer

BioBrick Assembly Kitは Ginkgo 
BioWorksとの協力の下、開発された。 
詳細はウェブサイト 
（http：//ginkgobioworks.com/support）
を参照

NEB PCR Cloning Kit (with or without competent cells)　　r

NEB PCR Cloning Kit 
#E1202S 20 reactions  ........  ¥36,600

NEB PCR Cloning Kit 
(without competent cells) 
#E1203S 20 reactions  ......... ¥21,400

説明：NEB PCR Cloning Kitは PCR産物と付属のマ
スターミックスと直鎖状ベクターを混合し、付属コン

ピテントセルに形質転換するだけ（E1202Sの場合）
のクローニングキットである。PCR産物の精製とリン
酸化処理は一切不要である。さらに平滑末端、A突
出末端断片のクローニングに対応しているため、

Q5、Phusion DNAポリメラーゼなどの高正確性の
PCR酵素産物、Taq、OneTaq DNAポリメラーゼな
どのルーチンPCR酵素産物のクローニングが可能で
ある。また独自の方法により、直鎖ベクターのセル

フライゲーション産物が形質転換された大腸菌は死

滅するため、バックグラウンドがなく、プレート上に

コロニーを形成した大腸菌はインサートを含んだベ

クターを保有するポジティブ・クローンだけとなる。

• コロニー PCRおよびシーケンスのためのプライ
マー付属

• 直鎖状ベクター、コンピテントセル付属、検証用
プライマー付属

キット内容：

 – Linearized pMiniT 2.0 Vector
 – Cloning Mix 1
 – Cloning Mix 2
 – Amplicon Cloning Control（1 kb）
 – Cloning Analysis Forward Primer
 – Cloning Analysis Reverse Primer
 – NEB 10-beta Competent E. coli（Cloning 
Efficiency）（NEB #E1202のみ）

 – NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium 
（NEB #E1202のみ）
 – pUC19 Control DNA

	■ 平滑末端および A 突出末端の 
PCR 産物のクローニングが可能

	■ DNAとマスターミックスを混合する 
だけの簡単プロトコール

	■ PCR 産物の精製、リン酸化処理は不要

	■ 低バックグラウンドでポジティブ・ 
クローンを簡単に選別可能

	■ 直鎖状ベクター、コンピテントセル 
付属、検証用プライマー付属

USER® Enzyme  n r w 9

Thermolabile USER II Enzyme  n r w >

USER Enzyme 
#M5505S 50 units  ......... ¥13,200 
#M5505L 250 units  .........  ¥53,100

Thermolabile USER II Enzyme 
#M5508S 50 units .............  ¥17,900 
#M5508L 250 units ............. ¥71,500

説明：USER（Uracil-Specific Excision Reagent）Enzyme
は、ウラシルの位置で 1ヌクレオチドのギャップを
生成する。本酵素は Uracil DNAグリコシラーゼ
（UDG）と DNAグリコシラーゼ・リアーゼ・エンドヌ
クレアーゼ VIIIの混合物である。UDGはウラシル塩
基の切除を触媒して脱塩基（アピリミジン）部位（AP
部位）を形成し、ホスホジエステル骨格はそのまま

残す。エンドヌクレアーゼ VII Iのリアーゼ活性が、
AP部位の 3′側および 5′側の位置でホスホジエステ
ル骨格を切断し、塩基を持たないデオキシリボース

を遊離させる。

T h e r m o l a b i l e U S E R（U r a c i l - S p e c i f i c E x c i s i o n 
Reagent）II Enzymeは、ウラシル残基の位置で 1ヌ
クレオチドのギャップを生成する。65℃以上の温度
で 100%不活性化が可能である。

反応条件：CutSmar t Reac t ion Buf fe r。37℃でイン
キュベーション。

Thermolabile USER II Enzymeの熱不活性化：
65℃、10分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、15分間で、1塩基のウラシルを含む 10 pmol
の 34 merの 2本鎖オリゴヌクレオチドにニックを入
れるために必要な酵素量として定義される。ユニッ

トアッセイ条件はウェブサイト（w w w.neb.com）を
参照。

濃度：1,000 units/ml

メモ：本製品はリコンビナントアルブミンを含むバッ

ファーが同梱されている。詳細は、20ページを参照。

	■ USERクローニング

	■ ディレクショナル RNAシーケンス

	■ NEBNextアダプターの切断

DNAアッセンブリー &クローニング

How does 
the NEB PCR  

Cloning Kit work?
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Q5 Site Directed Mutagenesis Kit (with or without competent cells)　　r

Q5 Site Directed Mutagenesis Kit
#E0554S 10 reactions  ......... ¥21,500

Q5 Site Directed Mutagenesis Kit 
(without competent cells)
#E0552S 10 reactions  ......... ¥15,500

説明：本キットは 2本鎖プラスミド DNAに置換、欠
損、挿入の部位特異的変異を導入するキットである。

高い正確性を有するQ5 High-Fidelity DNA Polymerase
とユニークな酵素ミックス（キナーゼ、リガーゼ、

DpnI）を使った 3ステップのプロトコールを採用して
おり、2時間以内にプラスミド DNAに変異導入する
ことができる。本キットは最長 14.3 kbのプラスミド
DNAを変異導入することが可能である。

アプリケーション：

• プラスミド DNA中に変異、挿入、欠損を導入

キット内容：

– Q5 Hot Start High-Fidelity Master Mix（2X）
– KLD Enzyme Mix（10X）and Reaction Buffer（2X）
– Control Primer Mix（10 µM each）and 

Template DNA（5 ng/µl）
– NEB 5-alpha Competent E. coli（High Effi ciency）
– pUC19 Transformation Control Plasmid（5 pg/µl）
– SOC Outgrowth Medium関連製品：

NEB PCR Cloning Kit
#E1202S 20 reactions  ..........  ¥36,600

NEB PCR Cloning Kit
(without competent cells)
#E1203S 20 reactions  ........... ¥21,400

KLD Enzyme Mix
#M0554S 25 reactions  ..........  ¥40,800

■ 部位特異的な置換、欠損、
挿入変異導入

■ 2時間以内にプラスミド DNAに
変異を導入

■ Q5 DNA Polymeraseの低いエラー率に
よりスクリーニング時間を短縮

■ PCR 産物のリン酸化と環状化、
テンプレート DNAの除去が
5分間のワンステップで完了

■ 一般的なプライマーを使用、リン酸化
あるいは精製オリゴは不要

オンラインツールで簡単に

プライマー設計

（NEBaseChanger.neb.com）

Quick Blunting Kit r / 

#E1201S 20 reactions  .........  ¥12,100
#E1201L 100 reactions  ......... ¥49,000

説明：Quick Blunting Kitは、平滑末端ライゲーション
を行うために、5′もしくは 3′突出末端を持つ DNA
から 5′リン酸化された平滑末端 DNAを作製するた
めのキットである。酵素ミックスに含まれる T4 DNA 
polymerase（NEB #M0203）は、3′→ 5′エキソヌクレ
アーゼ活性と 5′→ 3′ポリメラーゼ活性を共に持つた
め、DNAが平滑末端化される。また T4 Polynucleotide 
Kinase（NEB #M0201）も含まれているため、平滑末
端 DNAの 5′末端がリン酸化される。本キットを使
用すれば、1回の反応で最大 5 µgの DNAを平滑化
およびリン酸化可能である。

アプリケーション：

• 制限酵素で切断した DNAの他、物理的に切断さ
れた DNAを平滑化してプラスミド、コスミド、フォ
スミド、BACベクターへ平滑末端ライゲーション

• PCR産物を平滑化し、高効率的で平滑末端クロー
ニング

キット内容：

– Blunting Enzyme Mix
– 10X Blunting Buffer
– 1 mM deoxynucleotide（dNTP）Solution Mix

熱による不活性化：70℃、10分間

メモ：PCR産物を平滑化する場合、先に市販の精製
キット、フェノール抽出やエタノール沈殿、もしくは

ゲル電気泳動を用いて精製する。制限酵素で消化

された DNAは、精製なしに直接平滑化できる。特別提供品：

Quick Blunting and Quick Ligation Kits
#E0542S 20 reactions  ........... ¥24,400

Quick Ligation Kitの詳細は
101ページを参照

■ 制限酵素で切断した DNA断片を
30分以内に平滑化

■ プレミックス反応液と DNAを
混ぜるだけ、室温下で反応可能

■ 物理的に切断された DNAや
PCR 産物も平滑化

変異導入ワークフロー

各変異に対応するように設計したプライマーを使用してプラスミドを PCRで増幅する（ステップ 1）。続い
てキナーゼ、リガーゼ、DpnIを含む酵素ミックスを増幅産物に加えて室温で 5分間インキュベーションする。
このステップで変異が導入された増幅産物が環状化され、テンプレート DNA だけが切断される（ステップ
2）。最後に反応溶液をそのままコンピテントセル（E0554Sに付属）に形質転換する（ステップ 3）。

*

Deletions

2B. Ligation 2C. Template Removal2A. Phosphorylation
P

Substitutions

• Q5 Hot Start
2X Master Mix

1. Exponential Amplification 
(PCR)

• 10X KLD 
Enzyme Mix

2. Treatment and Enrichment:
Kinase, Ligase and DpnI

• NEB 5-alpha
 Competent Cells
(included in NEB #E0554)

3.  Transformation

Insertions

**

**

**

**

**

**

P

PP

PP

*

* *

*

*

*

*

* *

*

*

*

5 min. at room temp.

Recombinant
vector

Quick Blunting

Ligation

Transform 
& Plate

Restriction Enzyme-
Digested DNA

Purified PCR
Product

Sheared
DNA

OR OR

3´
5´

5´
3´

3´
5´

5´
3´

3´
5´

5´
3´

A
A

3´

5´

5´

3´

3´
5´3´ P

5´ P
HO

OH

Blunted,
dephosphorylated

vector

Learn more about 
the benefits of 
the Q5 SDM Kit.
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DNA Ligase Selection Chart

NEBは一般的な T4 DNA Ligaseだけではなく、様々な DNA/RNAリガーゼを提供している。ここでは DNAリガー
ゼのラインナップとそれらの特性を表にまとめている。

詳細はウェブサイト（NEBStickTogether.com）を参照

変異導入、平滑化＆&ライゲーション

Find an 
 overview of  

ligation.

Blunt/TA 
Ligase 

Master Mix

Instant 
Sticky-end 

Ligase  
Master Mix

Electro 
Ligase

T4 DNA 
Ligase

Quick 
Ligation 

Kit

Salt-T4® 
DNA 

Ligase
Hi-T4 DNA 

Ligase

Immo-
bilized 
T4 DNA 
Ligase

T3 DNA 
Ligase

T7 DNA 
Ligase

 
HiFi Taq 

DNA 
Ligase

E. coli 
DNA 

Ligase

Taq 
DNA 

Ligase
9°N™ DNA 

Ligase
SplintR 
Ligase

一般 DNAアプリケーション
突出末端の 
ライゲーション

«« ««« «« «« ««« «« «« ««« «« «« « « « «

平滑末端の 
ライゲーション

««« « «« «« ««« «« «« « ««

T/Aクローニング ««« « «« «« «« «« «« « «

エレクトロ 
ポレーション

««« «« ««

突出末端だけを 
ライゲーション

«««

2本鎖 DNAの 
ニック修復

«« «« «« ««« «« ««« ««« «« «« «« «« «« «« ««

複雑なライブラリー 
のクローニング

«« «« «« ««« ««

アダプター 
ライゲーション

««« «« «« « «« ▲ «

Ligation-Dependent DNA 
 Sequence  & SNP 
Detection (LCR, LDR & 
related methods)

««« «« ««

Ligation-Dependent RNA  
Sequence & SNP  
Detection

« «««

RNA Splint上の 
隣接する 1本鎖 
DNAのライゲーション

«««

NGSアプリケーション
NGSライブラリー 
調製における 
2本鎖 DNA間の 
ライゲーション

▲ ▲ ▲

特徴

耐塩性（T4 DNA 
Ligaseの 2倍以上）

4 4

15分間以下の 
ライゲーション

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

マスターミックス 
仕様

4 4

熱安定性 4 4 4

耐熱性 4 4 4 4

リコンビナント 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

««« 最適、そのアプリケーションに推奨されるリガーゼ

«« そのアプリケーションで良好に使用可能

« そのアプリケーションに使用できるが、推奨せず

▲ 最適な酵素を選択するためには NGSのプロトコールを参考

オンラインツール：

NEBcloner 
実験に最適なリガーゼを選択（NEBcloner.neb.com）

NEBioCalculator 
 DNAの質量からモルへの変換など、便利な計算ツール（NEBioCalculator.neb.com）

Thermostable Ligase Reaction Temperature Calculator 
耐熱性リガーゼを用いた実験の反応温度の設定（LigaseCalc.neb.com）
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Substrate-based Ligase Selection Chart

ここでは基質の組み合わせ毎の推奨リガ是を表に記した。目的の反応に最適のリガーゼを選択、各製品情報

を参考にして実験を組み立てるとよい。

DNA
RNA

RECOMMENDED LIGASE COMMENTS

Nicked DNA/RNA

5´
3´

3´
5´

pOH T4 RNA Ligase 2

5´
3´

3´
5´

pOH T4 RNA Ligase 2

5´
3´

3´
5´

pOH T4 RNA Ligase 2

5´
3´

3´
5´

pOH T4 DNA Ligase

5´
3´

3´
5´

pOH N/A 本反応を触媒するリガーゼはない

5´
3´

3´
5´

pOH N/A 本反応を触媒するリガーゼはない

5´
3´

3´
5´

pOH SplintR Ligase T4 DNA Ligaseに比べて 100–1,000 倍効率が高い

5´
3´

3´
5´

pOH T4 DNA Ligase
高温で反応を行う場合には Taq DNA Ligaseを推奨 
高正確性には HiFi Taq DNA Ligaseを推奨

ssDNA/RNA

OH p5´ 3´ なし CircLigase™ を参照

pOH5´ 3´ なし 本反応を触媒するリガーゼはない

OH p 3´5´ T4 RNA Ligase 1 ATPが必須

OH p 3´5´ T4 RNA Ligase 1

OH App5´5´ 3´ T4 RNA Ligase 2 Truncated KQ

OH App5´ 3´ T4 RNA Ligase 2 Truncated KQ

OH App5´ 3´ Thermostable 5′ App DNA/RNA Ligase
このリガーゼは DNAと強く結合するため、 
反応後は Proteinase K 処理でリガーゼ分解することを推奨

OH5´ 3´App Thermostable 5′ App DNA/RNA Ligase
このリガーゼは DNAと強く結合するため、 
反応後は Proteinase K 処理でリガーゼ分解することを推奨

5´ 3´p OH RtcB Ligase GTPとMn2+が必須

5´ 3´p OH RtcB Ligase GTPとMn2+が必須

pNp5´ 3´OH T4 RNA Ligase 1

OH pdNp5´ 3´ T4 RNA Ligase 1 報告例があるが効率は低い。pdCpを使うと良い

pNp5´ 3´OH T4 RNA Ligase 1

pdNp5´ 3´OH T4 RNA Ligase 1

dsDNA/RNA
5´
3´

3´
5´

p
p
OH

OH Blunt T/A Ligase Master Mix

A
T

5´
3´

3´
5´

p
p

OH
OH Blunt T/A Ligase Master Mix

5´
3´

3´
5´

p
p

OH
OH

Quick Ligation Kit or Instant Sticky-end  
Ligase Master Mix

高濃度の塩を含む反応系の場合、T3 DNA Ligaseを推奨 
突出末端だけをライゲーションする場合、T7 DNA Ligaseを推奨

5´
3´

3´
5´

p
p

OH
OH

Quick Ligation Kit or Instant Sticky-end  
Ligase Master Mix

高濃度の塩を含む反応系の場合、T3 DNA Ligaseを推奨 
突出末端だけをライゲーションする場合、T7 DNA Ligaseを推奨

CIRCLIGASE™ is a trademark of EpiCentre Technologies Corp.
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T4 DNA Ligase製品

NEBioCaliculator – モル量比の計算に 
便利な換算ツール 
（NEBioCaliculator.neb.com）

T4 DNA Ligaseは 2本鎖 DNA や RNA上の隣接する 5′リン酸末端と 3′ヒドロキシ末端とのホスホジエステル結
合の形成を触媒する。2 本鎖 DNA、2本鎖 RNAもしくは DNA / RNAハイブリッドの平滑末端および突出末端
を結合できる。このほか、一方の鎖に入ったニックも修復可能である。T4 DNAリガーゼには、さまざまな種
類があり、以下の表で、NEBから入手できる製品を示す。

製品 製品番号 特徴 反応条件 容量 希望小売価格

T4 DNA Ligase M0202S/L/T/M

• 幅広いライゲーション反応に使用できる
基本仕様

• ライゲーションは製品付属の専用バッファーの
他、制限酵素用NEBuf fer（1mM ATPを添加）、
T4 PNK Buffer（1mM ATPを添加）中でも可能

1X T4 DNA Ligase Reaction 
Buf ferを使用。16℃でイン
キュベーション

65℃、10分で不活性化

S/L（通常濃度）
(400,000 cohesive end units/ml)
20,000/100,000 units
T/M（高濃度）
(2,000,000 cohesive end units/ml)
20,000/100,000 units

¥11,200/¥44,700/ 
¥11,200/¥44,700

マスターミックス

Instant Sticky-end  
Ligase Master Mix

M0370S/L

• 最適化されたバッファーと独自のライケー
ションエンハンサーによる T4 DNA Ligase
マスターミックス

• 2-4 bpの突出末端を迅速に結合させ、形
質転換効率も向上

1X Instant Sticky-end Ligase 
Master Mixと基質 DNAを
10 µlで反応

50/250 rxns ¥11,500/¥46,000

Blunt/TA Ligase Master Mix M0367S/L

• 最適化されたバッファーと独自のライケー
ションエンハンサーによる T4 DNA Ligase
マスターミックス

• 平滑末端同士または 1bpのオーバーハン
グの末端におけるライゲーションと形質転

換効率の向上

1X Blunt/TA Ligase Master 
Mixと基質 DNAを 10 µlで
反応

50/250 rxns ¥11,500/¥46,000

キット

Quick Ligation Kit M2200S/L • 突出末端または平滑末端 DNAを室温
（25℃）、5分でライゲーション

1X Quick Ligation Reaction 
Bufferを使用。室温（25℃）
でインキュベーション

30/150 rxns ¥17,400/¥68,000

ElectroLigase M0369S

• T4 DNA Ligaseと独自のライゲーション
エンハンサーを含む最適化されたバッ

ファー (PEGを含まない）

• すべての末端タイプ（平滑、突出、A突出）
でライゲーションを促進、脱塩、精製な

しでエレクトロポレーションへ使用可能

1X ElectroLigase Reaction 
Buffer、DNA、1 µl 
ElectroLigaseを 11µl、 
25℃でインキュベーション

50 rxns ¥13,500

Immobilized T4 DNA Ligase M0569S
• 酵素は磁気ビーズに共有結合しており、
反応液から除去し再利用が可能

• ライゲーションごは熱不活性化ステップ不要

1X T4 DNA Ligase Reaction 
Bufferを使用。25℃でイン
キュベーション。除去の際

はマグネットスタンドに 
3分静置する。

1.1 mg ¥50,000

特殊リガーゼ

Hi-T4 DNA Ligase M2622S/L
• 熱安定性が向上

• 50℃以上でも活性あり

1X T4 DNA Ligase Reaction 
Buffer使用。25℃で 
インキュベーション。65℃、
10分で熱不活性化が可能。

20,000/100,000 units ¥11,200/¥44,900

Salt-T4® DNA Ligase M0467S/L
• ライゲーションにおける塩耐性が向上

• 300mM程度の高塩濃度下に置いても活
性あり

1X T4 DNA Ligase Reaction 
Buffer使用。25℃で 
インキュベーション。 
Heat 65℃、10分で熱不活
性化が可能。

20,000/100,000 units ¥11,200/¥44,900
NEW

NEW

NEW

DNAリガーゼ
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T3 DNA Ligase n r 7 ( 9

#M0317S 100,000 units  ......... ¥13,200 
#M0317L 750,000 units  ........  ¥52,900

説明：T3 DNA Ligaseはバクテリオファージ T3由来
の ATP依存性の 2本鎖 DNAリガーゼである。平滑
末端や突出末端のライゲーション、ニック修復を高

効率に行うことができる。平滑末端のライゲー

ションを行う場合、PEG 6000を添加することで効
率が向上できる。T4 DNA Ligaseに比べて、T3 DNA 
Ligaseは高い NaCl耐性（2倍）がある。

反応条件：1X T3 DNA Ligase Reaction Buffer。25℃で
インキュベーション

ユニット定義：ウェブサイト参照

濃度：3,000,000 units/ml

メモ：ATPが必須である。

T3 DNA Ligaseは PEG 6000を含まない 1X T3 DNA 
Ligation Reaction Bufferバッファー中においても活性
を示す。終濃度 1 mMの ATPを添加する。ただしこ
のバッファー中では 1/10以下の活性となることに注
意する。高濃度の NaClを含む条件で反応を行う必
要がある場合、PEG 6000を入れない方が良い。

	■ 突出末端あるいは平滑末端の 
ライゲーション

	■ 高い耐塩性

	■ 2本鎖 DNA中のニック修復

T7 DNA Ligase n r 7 ( 9

#M0318S 100,000 units  ......... ¥13,200 
#M0318L 750,000 units  ........  ¥52,900

説明：T7 DNA Ligaseはバクテリオファージ T7由来
の ATP依存性の 2本鎖 DNAリガーゼである。2本
鎖 DNA中の隣接した 5′リン酸と 3′ヒドロキシル末
端をホスホジエステル結合する。T7 DNA Ligaseは
突出末端のライゲーションおよびニック修復を高効

率で行うことができる。しかしながら、T4や T3 
DNA Ligaseとは異なり、平滑末端のライゲーション
を行うことができない。そのため、平滑末端と突出

末端を有する DNA が混在する中で、突出末端だけ
をライゲーションすることが可能である。

反応条件：1X T7 DNA Ligase Reaction Buffer。25℃で
インキュベーション

ユニット定義：ウェブサイト参照

濃度：3,000,000 units/ml

メモ：ATPが必須である。

T7 DNA Ligaseは PEG 6000を含まない 1X T7 DNA 
Ligation Reaction Bufferバッファー中においても活性
を示す。終濃度 1 mMの ATPを添加する。ただしこ
のバッファー中では 1/10以下の活性となることに注
意する。

	■ 突出末端だけをライゲーション

	■ 2本鎖 DNA中のニック修復

E. coli DNA Ligase r 7 Z >

#M0205S 200 units  .........  ¥11,700 
#M0205L 1,000 units  ......... ¥46,700

説明：隣接した 2本鎖 DNAの突出末端の 5′リン酸
末端と 3′ヒドロキシ末端とのホスホジエステル結合
の形成を触媒する。

反応条件：1X E. coli DNA Ligase Reaction Buffer。ラ
イゲーションの最適温度は 16℃。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 20 µl中、
16℃、30分間で、HindIIIで切断したλ DNA断片（5′
末端 DNA濃度が 0.12 µM、［300 µg/ml］）の 50%を
ライゲーションするために必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

メモ：NAD+を補因子として必要とする。

平滑末端断片のライゲーション効率は極めて低いた

め、その場合は Blunt / TA Ligase Master Mix（NEB 
#M0367）か Quick Ligation Kit（NEB #M2200）の使用
を推奨する。

	■ 末端タイプに関係なく、 
2本鎖 DNA中のニックを修復

	■ cDNA合成
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DNAリガーゼ

HiFi Taq DNA Ligase r 7 9

#M0647S 50 reactions  ........  ¥28,600 説明：本製品は耐熱性リガーゼと添加物（非公開）

の混合物であり、DNA中のニックを修復する。正確
性が高いため、ミスマッチがあるニックは修復しな

い。特殊なバッファーを用いることにより、鋳型

DNAにオリゴ DNA が正しくハイブリダイズした場合
にのみ 5′リン酸末端と 3′ヒドロキシ末端の結合が
行われるため、ミスマッチ・ライゲーションが大き

く低減される。より正確な SNPsやアリル・バリアン
トの検出が可能となる。HiFi Taq DNA Ligaseは 37–
75℃で活性を示す。

反応条件：1X HiFi Taq DNA Ligase Reaction Buf fer。
25℃でインキュベーション

ライゲーション温度はオンラインツールで 
簡単に検索可能（LigaseCalc.neb.com）

	■ LCRや LDRなどの遺伝子検出法に 
おける正確性を向上

	■ 熱サイクル反応を行っても 
活性を保持する耐熱性

	■ 2本鎖 DNA中のニック修復

	■ padlockプローブのライゲーション

Thermus aquaticus (Taq) DNA Ligase r 7 M 9

#M0208S 2,000 units  ......... ¥13,700 
#M0208L 10,000 units  ......... ¥54,700

説明：Taq DNAリガーゼは、相補的なターゲット
DNAにハイブリダイズしている 2つの隣接するオリ
ゴヌクレオチドの 5′リン酸末端と 3′ヒドロキシ末端
をホスホジエステル結合する。オリゴヌクレオチド

が相補的ターゲット DNAと完全に対であり、かつ
ギャップがない時にのみライゲーションが起こる。

この特性を利用して 1塩基置換を検出することが可
能である。Taq DNAリガーゼは高温（37–75℃）で活
性を有する。

由来：Thermus aquaticus HB8由来のリガーゼ遺伝子
を有する大腸菌

反応条件：1X Taq DNA Ligase Reaction Buffer。45℃
でインキュベーション

補因子として NAD+を必要とする。NAD+は 10X Taq 
DNA Ligase Reaction Bufferに含まれている。NAD+の

半減期を延長するため、バッファーは –70℃以下で
保存

ユニット定義（Cohesive End Unit）：1 unitは、全
反応容量 50 µl中、45℃、15分間において、1 µgの 
λ DNAの BstE I I消化産物の 12 塩基対突出末端の
50%をライゲーションするために必要な酵素量とし
て定義

濃度：40,000 units/ml

メモ：4塩基突出末端をライゲーションしないが、 
12塩基突出末端は効率的にライゲーションできる。

	■ 耐熱性リガーゼ

	■ 2本鎖 DNA中のニック修復

	■ LDRおよび LCRによる変異検出

HiFi Taq DNA Ligaseは他の耐熱性リガーゼよりも高い正確性を示す

A.末端塩基の組み合わせによる 3 種類のリガーゼの正確性を評価した。末端塩基が異なるオリゴヌクレオチドを組
み合わせて（A A、AC、AGなど、計 16 種類）反応後、キャピラリー電気泳動にて産物を検出した。各プローブは、末
端塩基の種類に応じてそのサイズが異なっており、3′末端に FAMが標識されているため、ライゲーション産物はサイ
ズに応じて分離・検出が可能である。

B.  Ampligase（Epicentre社）、Taq DNA Ligase、および HiFi Taq DNA Ligaseのライゲーションの正確性を評価、>80%
の正確性を示す組み合わせを緑丸で示した。各反応は 1x 濃度の添付バッファー：50 µl中、1 µlのリガーゼを用いて、
55℃、30 分間のインキュベーションで行った。縦列は反応に使用したプローブの末端配列（連結部分の配列）を示す。
横列は、反応産物の連結部分の配列を示す。左上と右下を結ぶ対角線は Watson-Crick 型のライゲーション産物を表
しており、正しいライゲーション産物であることを示しており、他のすべてのカラムはミスマッチを含むライゲーション

産物を示す。Taq DNA Ligase および Ampligaseは同程度のミスマッチ産物が検出されたが、HiFi Taq DNA Ligaseのミ
スマッチ産物は低かったことから、HiFi Taq DNA Ligaseが高い正確性を有することが示された。
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リコンビナント 
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インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

9°N DNA Ligase r 7 M 9

#M0238S 2,500 units  ......... ¥15,200 説明：9°N DNA Ligaseは相補的なターゲット DNAに
ハイブリダイゼーションしている 2つの隣接するオ
リゴヌクレオチドの 5′リン酸末端と 3′ヒドロキシ末
端とのホスホジエステル結合の形成を触媒する。高

温で活性を示す（45–70℃）。

反応条件：1X 9°N DNA Ligase Reaction Buffer。45℃
でインキュベーション

ユニット定義：（Cohesive End Unit）

1 uni tは、全反応溶液 50 µl中、45℃、15分間で、
1 µgのλ DNAの BstEIIの消化産物の 12塩基突出末
端の 50%をライゲーションするために必要な酵素
量として定義される。なお Cohesive End Uni tは
Nick-closing Unitと同等である。ユニットアッセイ条
件はウェブサイト（www.nebj.jp）を参照

濃度：40,000 units/ml

メモ：4塩基突出末端をライゲーションしないが、 
12塩基突出末端は効率的にライゲーションできる。

	■ 高温下における DNAのニック修復

	■ 高い耐熱性を示すため、 
PCR 条件下でも使用可能

	■ LDRおよび LCRによる変異検出

SplintR Ligase n r ( > 詳細は214ページを参照

#M0375S 1,250 units  ......... ¥18,400 
#M0375L 6,250 units  ......... ¥82,700

説明：SplintR Ligaseは RNA splint上の DNAをライ 
ゲーションする。RNA spilin tとは RNA 鎖に 2本の
DNA 鎖（Acceptorと Donor）が隣り合わせにアニール
したものを指す。本酵素は PBCV-1 DNA Ligaseもし
くは Chorella virus DNA Ligaseとしても知られる。

T4 Polynucleotide Kinase & T4 Polynucleotide Kinase (3′ phosphatase minus)　　n r 7 w >

T4 Polynucleotide Kinase 
#M0201S 500 units  ...........  ¥8,100 
#M0201L 2,500 units  ........  ¥32,200

T4 Polynucleotide Kinase  
(3′ phosphatase minus) 
#M0236S 200 units  ......... ¥21,900 
#M0236L 1,000 units  .........  ¥87,800

説明：T4 Polynucleotide Kinaseは、ATPを基質にし 
て D N A と R N A の 5′末端をリン酸化する。T4 
Polynucleotide Kinase（NEB #M0201）はさらに 3′リン
酸を除去する。改変型酵素（NEB #M0236）は 3′リン
酸を除去しない。

反応条件：1X T4 Polynucleot ide K inase Reac t ion 
Buffer。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

メモ：

至適活性を得るには、反応毎に調製した新鮮なバッ

ファーを使用する（古いバッファーでは DT Tの酸化
により活性が低下することがある）。

RI標識には、1X T4 Polynucleotide Kinase Reaction 
Buf fer、50 pmolのγ -［32P］ATPおよび 20 unitsの
T4 Polynucleot ide K inaseを含む 50 µl反応溶液に
1–50 pmolの 5′末端となるように DNAを加え、37℃
で 30分間インキュベーションする。［32P］ATPの代
わりに［33P］ATPを使用できる。

ATPの代わりに、CTP、GTP、TTP、UTP、dATPもし
くは dTTPもリン酸供与体として使用できる。

DNA/RNAのリン酸化プロトコール（RI標識および非
標識）に関してはウェブサイト（www.nebj.jp）を参照。

平滑および陥没 5′末端のリン酸化効率を高めるには、
70℃で 5分間加熱後、氷上で冷やしてから PEG-8000
を 5%（w/v）加えてからキナーゼを添加する。

T4 Polynucleotide Kinaseは ATPが必須であるが、付
属の反応バッファーには高比活性の RI標識反応が
行えるよう ATPが含まれていない。

キナーゼ反応の後にライゲーション反応を行う場

合、T4 PNK 反応をリガーゼバッファー中で 37℃、
30分間行う。バッファー交換や熱による不活性化を
実施することなく、反応産物をそのままライゲー

ション反応に使用することができる。ただし脱リン

酸化ベクターを使用する場合には、熱による不活性

化が必要である。

濃度：10,000 units/ml

	■ DNA/RNAの 5′リン酸化

	■ DNA/RNA 末端の 32P標識

	■ 3′リン酸の除去（#M0201）

	■ リン酸化モノヌクレオチド（pNp）の作
製（#M0236）

	■ 3′リン酸化オリゴの 5′末端修飾
（M0236）
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DNAリガーゼ、キナーゼ &ホスファターゼ

5-hydroxymethyluridine DNA Kinase n r 7 d w q

#M0659S 1,000 units  .........  ¥14,700 説明：5-hydroxymethyluridine DNA Kinase（5-HMUDK）
は、ATPのγ位リン酸を、DNA中の 5-ヒドロキシメ
チルウリジンのヒドロキシメチル残基に転移させる。

反応条件：1X T4 DNA Ligase Reaction Buffer。37℃で
インキュベーション。

熱による不活性化：80℃、10分間

ユニット定義：1 uni tは、全反応量 20 µlにおいて、
37℃、30分間で、Bacillus subtilisバクテリオファー
ジ SP8のゲノム DNA 1 µgを、その後の NcoI-HF制
限酵素による切断から保護するために必要な酵素

量として定義される。

濃度：20,000 units/ml

本酵素は Enzyme for Innovation（EFI）
の 1つである。EFIは、新しく革新的なア
プリケーションの発見を可能にすることを

期待して、科学界に独自の酵素を届ける

ために NEBが開始したプロジェクトであ
る。詳細なリストについてはウェブサイト

（www.neb.com/EnzymesforInnovation） 
を参照。

O

O

O–

N

NH

O

O

HO

N

NH
5-HMUDK

ATP ADP

5-hydroxymethyluridine 5-phosphomethyluridine

DNA DNA

O– O
P

O

5-HMUDK activity. 

Phosphatase Selection Chart

Quick CIP

Recombinant Shrimp  
Alkaline Phosphatase 

(rSAP) 
Antarctic  

Phosphatase

特徴

熱による不活性化 2 minutes/80°C 5 minutes/65°C 2 minutes/80°C

比活性の強さ l l

安定性 l l

NEBuffer中における活性 l l l

補因子（添加物） l	(Zn2+)

クイック・プロトコール l

Quick CIP r  w q

#M0525S 1,000 units  .........  ¥11,000 
#M0525L 5,000 units  ........  ¥53,000

説明：Quick CIPは熱失活可能なアルカリホスファ 
ターゼである。DNAや RNAの 5′および 3′末端の脱
リン酸化を行う。80℃、2分間で熱失活可能である
ため、精製をすることなく下流の実験ができる。ベ

クターの脱リン酸化によるセルフライゲーションの

防止の他、PCR産物中の未反応の dNTPsも分解で
きる（ダイレクトシーケンスには E xo-CIPを推奨、
81ページ参照）。

由来：大腸菌リコンビナント（仔ウシの腸粘膜から

クローニングした CIP遺伝子）

反応条件：1x rCutSmart Buffer。37℃でインキュベー
ション。

濃度：5,000 units/ml

メモ：本製品はリコンビナントアルブミンを含むバッ

ファーが同梱されている。詳細は、20ページを参照。
	■ DNAと RNAの脱リン酸化

	■ 80℃、2分間で簡単に失活可能

	■ 再環状化防止のためのベクターの 
脱リン酸化

	■ PCR 産物中の dNTPsの除去

Find an 
 overview of  

dephosphorylation.

NEW
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Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP)  r w >

#M0371S 500 units  .........  ¥11,200 
#M0371L 2,500 units  ........  ¥44,900

説明：Shrimp Alkaline Phosphatase（rSAP）はアルカリ
ホスファターゼであり、CIPと異なり熱による不活性
化ができる。タグや修飾が無いリコンビナント酵素

であり、野生型酵素と同じ活性を有する。DNAや
RNAの 5′および 3′末端の脱リン酸化を行うため、
ライゲーション反応時の再環状化防止のためのベク

ターの脱リン酸化や、T4 PNKによる末端標識の前処
理としての脱リン酸化などに使用できる。また NTP
と dNTPも加水分解できるため、シーケンスや SNP
解析前の PCR産物中の未反応の dNTPの除去がで
きる。65℃、5分間で完全に不活性化できるため、
ライゲーションや末端標識前の精製は不要である。

由来：Northern shrimpの Pandaulus borealis 由来の
rSAP遺伝子を有する Pichia pastoris

反応条件：1X rCutSmart Buffer。37℃でインキュベー
ション。

熱による不活性化：65℃、5分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 1 ml中、
37℃、1分間で、1 µmolの p-Nitrophenyl Phosphate, 
PNPP（#P0757）を加水分解するために必要な酵素
量として定義

濃度：1,000 units/ml

メモ：本製品はリコンビナントアルブミンを含むバッ

ファーで提供されている。

	■ DNAと RNAの脱リン酸化

	■ 熱による不活性化が可能

	■ 再環状化防止のためのベクターの 
脱リン酸化

	■ PCR 産物中の dNTPの除去

Antarctic Phosphatase r 7 w q

#M0289S 1,000 units  .........  ¥11,200 
#M0289L 5,000 units  ........  ¥44,900

説明：Antarctic phosphataseは DNAや RNAの 5′およ
び 3′末端の脱リン酸化を行う。突出末端、平滑末端、
陥没末端の脱リン酸化ができる。ライゲーション反

応時の再環状化防止のためのベクターの脱リン酸化

や、T4 PNKによる末端標識の前処理としての脱リン
酸化などに使用できる。また NTPと dNTPも加水分
解できるため、シーケンスや SNP解析前の PCR産
物中の未反応の dNTPの除去ができる。70℃、5分
間で完全に不活性化できるため、ライゲーションや

末端標識前の精製は不要である。

由来：TAB5 AP遺伝子を保有する大腸菌。TAB5 AP
遺伝子は pNIプラスミドにクローニングした後、
pEGTAB7-4.1プラスミドに再クローニングして作製

反応条件：1X Antarctic Phosphatase Reaction Buffer 
［50 mM Bis Tris-Propane HCl、1 mM MgCl2、0.1 mM 

ZnCl2（pH 6.0@25℃）］。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：80℃、5分間

ユニット定義：1 unitは、37℃、30分間で、HindIII 
（5′突出末端）、EcoRV（平滑末端）もしくは PstI（5′
陥没末端）によって切断された 1 µgの pUC19 DNAを
脱リン酸化するために必要な酵素量として定義され

る。脱リン酸化は、セルフライゲーション反応におけ

る再環状化反応の 95%以上が阻害されていること
と定義し、大腸菌への形質転換効率により測定

濃度：5,000 units/ml

	■ DNAと RNAの脱リン酸化

	■ 熱による不活性化が可能

	■ 再環状化防止のためのベクターの 
脱リン酸化

	■ PCR 産物中の dNTPの除去

Jessica serves as a Technician in our  
Production Group, helping to prepare buffers 

for purification processes, assisting with 
enzyme formulation and fermentation as 

needed. When not a work, Jessica spends 
time rollerblading and listening to vinyl 

records.



107

D
N

A
修
飾
酵
素

&
ク
ロ
ー
ニ
ン
グ

テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

Inorganic & Thermostable Inorganic Pyrophosphatases　　r 詳細は 203ページを参照

Pyrophosphatase, Inorganic (E. coli) 
#M0361S 10 units  ......... ¥12,000 
#M0361L 50 units  ........  ¥48,000

Pyrophosphatase Inorganic (Yeast) 
#M2403S 10 units  ......... ¥12,200 
#M2403L 50 units  ........  ¥48,900

Thermostable Inorganic Pyrophosphatase 
#M0296S 250 units  ......... ¥13,200 
#M0296L 1,250 units  .........  ¥53,100

NudC Pyrophosphatase 
#M0607S 250 pmol  ..........¥13,000

Apyrase n r 7 x >

#M0398S 10 units  ......... ¥16,200 
#M0398L 50 units  ........  ¥65,300

説明：Apyraseは ATPジホスフォヒドロラーゼであり、
ATPから ADPを、ADPから AMPを加水分解する。
本製品は幾つかのアイソフォームの 1つのリコンビ
ナント酵素である。またリボヌクレオチドおよびデ

オキシヌクレオチドの 5′三リン酸および二リン酸を
加水分解してモノリン酸を生じる。さらに RNAの 5′
三リン酸からγおよびβリン酸を除去してモノリン酸
を産生する。

反応条件：1X Apyrase Reaction Buffer

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 uni tsは、全反応溶液 50 µl中、
30℃、1分間で、1 µmolの ATP（#P0756）から 1 µM
のリン酸を放出するために必要な酵素量として定義

される。詳細はウェブサイト（www.nebj.jp）を参照。

濃度：500 units/ml

メモ：ATPに対して高い活性を示す（ATP：ADP=14：1）

Apyraseは Ca2+依存性酵素である。Mg2+を用いた

場合には 50%の活性となる。

EGTAおよび EDTAで阻害される。

NEBuffer r1.1、r2.1、r3.1、rCutSmart Buffer中では 30%
の活性を示す。

真核生物 RNAで見られる 5′キャップ構造を除去し 
ない。

	■ ATPを分解して AMPを生成

	■ パイロシーケンス中の 
デオキシヌクレオチドの除去

	■ 5′三リン酸 RNAを 5′モノリン酸に変換

	■ 反応産物はライゲーションおよび 
XRN-1（#M0338）による分解が可能

Tte UvrD Helicase n r 7 d ^ q

#M1202S 0.5 µg  ......... ¥13,200 説明：Tte UvrD Helicaseは、好熱菌 Thermoanaero 
bacter tengcongensisに由来する修復ヘリカーゼであ
る。特定のフラップ構造やオーバーハング構造を必

要とせずに 2本鎖 DNAをほどくことができる。Tte 
UvrD Helicaseは広範囲の DNA基質に対して活性を
有し、その熱安定性（70℃まで活性あり）とともに、
等温増幅反応の特異性を改善する有効な添加剤で

あることが示されている。

反応条件：1X Isothermal Amplification Buffer、1 mM 
ATPを添加。

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：20 µg/ml
本酵素は Enzyme for Innovation（EFI）の
1つである。EFIは、新しく革新的なアプ
リケーションの発見を可能にすることを期

待して、科学界に独自の酵素を届けるた

めに NEBが開始したプロジェクトである。
詳細なリストについてはウェブサイト

（www.neb.com/EnzymesforInnovation）
を参照。

	■ 2本鎖 DNAをほどく

	■ 耐熱性（至適温度：65℃）

	■ 等温増幅（LAMPなど）における 
非特異的産物の生成を抑制

Tte UvrD helicase
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ホスファターゼ

NEW
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Properties of Exonucleases and Non-specific Endonucleases

上表はヌクレアーゼのガイドラインとして使用できる

が、報告されているすべての活性や特性は網羅して

いない。実際には酵素や基質の量、インキュベーション

時間などが実験結果に影響を与えることがある。

表の凡例：:
 + 活性有り；最適な基質
 – 顕著な活性は無し
 +/– 最適な基質と比較して活性が低下
 NA 該当無し
 ss 1本鎖
 ds 2本鎖
 ext 突出末端
 dNMP デオキシリボヌクレオシド一リン酸

注釈 :
1. 短い突出末端と平滑末端に対する活性に基づい
て酵素を分類。これらの末端は制限酵素で切

断して作製。検証に使用した 5′および 3′突出
末端の長さは 4塩基

2. Lambda Exonuclease、T7 Exonuclease お よ び

Exonuclease IIIによる 2 本鎖 DNAの部分的な切
断により、1本鎖突出末端を持つ 2本鎖 DNA が
産生。完全な切断の場合、1本鎖 DNA が産生

3. 最適基質を完全に加水分解したときの産物

4. エキソヌクレアーゼを阻害するには、少なくとも
5連続のホスホロチオエート（pt）結合の使用
を推奨する。これらの結合は、酵素の極性に

対応した DNAの末端に配置する必要がある。 5' 
→ 3’ヌクレアーゼの場合は 5’末端、3’
→ 5’ヌクレアーゼの場合は 3'末端、およびヌ
クレアーゼが両端で開始できない場合は両端に

配置する。 エンドヌクレアーゼは、配列全体が
すべてのヌクレオチド間に pt 結合を持たない限
り、pt 結合によって阻害することはできない。

5. DNA 配列やエキソヌクレアーゼ濃度によって、
RecJf、Exo Iおよび Exo Tは平滑末端から 2、3 
個のヌクレオチドを除去することがある

6. 熱不安定性 ExoI、ExoI は、1本鎖 DNA から
dNMP を放出するが、最後の加水分解ステップ
ではジヌクレオチドが生成

7. ExoTは 3’末端の平滑化に使うこともできるが、
収量は 2-4倍低くなる。

8. EDTA が反応に存在する場合、ExoVIIは環状
ssDNAを消化できない。 Mg ++がない場合、酵
素は純粋なエキソヌクレアーゼとして機能する。

9. T7 Exonuclease による dsDNA の加水分解産物は
初めにジヌクレオチド、続いて dNMP であるこ
とが報告

10. ラムダエキソヌクレアーゼおよび ExoVIIIは、5 '
にリン酸が含まれている場合にのみ ssDNAを
切断する。

11. Lambda Exonuclease には 5′リン酸を含む 2 本
鎖 DNA を優先的に分解する傾向がある。した
がって、一方の末端に 5′リン酸を有し、もう一
方の末端にに 5′リン酸を有さない直鎖状 2本
鎖 DNA を基質とする場合には、リン酸末端か
ら優先的に DNAを分解

12. BAL31は、1本鎖エンドヌクレアーゼ活性なら
びに 3′→ 5′ 2本鎖エキソヌクレアーゼ活性を
有することが報告されているため、どのような

直鎖状 DNAも BAL31の基質となる

13. Micrococcal Nuclease の分解産物は 3′リン酸末
端を産生。また RNAも切断する。（DNaseIは
RNAを切断しない）

14. ExoIIIは、4ntを超えるオーバーハングによって
阻害さる。

15. Rec Jfは 5′突出末端の平滑化には適していな
い。熱不安定性 ExoIおよび Exo Iは 3′突出末
端の平滑化には適していない。これらの酵素で

は、反応を開始するためには、制限酵素によっ

て作製されるものより長い 1本鎖 DNA 突出末
端が必要

16. ExoIII は、線形 dsDNAと比較し線形一本鎖
DNAに対して 5〜 10 倍少ない活性を示す。

17. dsDNA から突出末端を削除する方法について
は、BluntingSelectionチャートを参照する。

ENZYME 方向

SSDNAでの活性 DSDNAでの活性 1

部分的

切断による

１本鎖作製 分解生成物 3

S化 DNA
による

阻害 NOTES直鎖状 環状

LINEAR
5´ext

LINEAR
3´ext

LINEAR 
BLUNT

NICKED 
CIRCULAR/

LINEAR)

CIRCULAR 
(SUPER- 
COILED)

Exonuclease I  
(E. coli)

3´→5´ + – – –15 –5 – – No dNMP, dinucleotide6 Yes 15, 5, 6

Thermolabile 
Exonuclease I

3´→5´ + – – –15 –5 – – No dNMP, dinucleotide6 Yes 15, 5, 6

Exonuclease T
3´→5´ + – – –7 –5 – – No

dNMP, dinucleotide, short 
oligo

Yes 5, 7

Exonuclease VII both + +8 –17 –17 – – – No short oligos No 8
RecJf 5´→3´ + – –16 – –5 – – No dNMP, ssDNA Yes 5, 15
Mung Bean Nuclease endonuclease + + – – – – – No dNMP, dsDNA No
Nuclease P1 endonuclease + + – – – – – No 5´ mononucleotides No
Exonuclease III  
(E. coli)

3´→5´ +/–16 – + +/–14 + + – 5´ dNMP, ssDNA Yes 14

T7 Exonuclease 5´→3´ – – +/– + + + – 3´ dNMP, dinucleotide, ssDNA9 Yes 9
Exonuclease V 
(RecBCD) both + + + + + – – Yes short oligos No

Exonuclease VIII, 
truncated 5´→3´ +/–10 – + + + – – 3´ dNMP, ssDNA No 10

Lambda Exonuclease 5´→3´ +/–10 – +/–11 + + +/–11 – 3´ dNMP, dinucleotide, ssDNA Yes 10, 11
Nuclease BAL-31* both12 + + + + + + – Yes dsDNA, dNMP No 12
T5 Exonuclease 5´→3´ + + + + + + – 3´ dNMP to 6-mer No

DNase I  
(RNase-free)

endonuclease + + + + + + + NA

dinucleotides, 
trinucleotides, 

oligonucleotides,  
ssDNA, dsDNA

No

Micrococcal 
Nuclease

endonuclease + + + + + + + NA
diphosphonucleotides, 

ssDNA, dsDNA 3´- 
monophosphonucleotides13

No 13

*2021年販売終了
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  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

Common Applications for Exonucleases and Endonucleases

アプリケーション 推奨酵素 メモ

3′突出末端の除去 Quick Blunting Kit

5'突出末端の埋め込み Quick Blunting Kit

nested PCR 産物中の 1本鎖 DNAプライマーの除去 Thermolabile Exonuclease I

DNA シーケンスまたは SNP解析の 
実施前の PCR 反応における 1 本鎖プライマーの除去

Exonuclease I

Thermolabile Exonuclease I ExoIよりも熱不活性化が迅速

Exonuclease VII 3'末端に化学修飾のあるプライマーに有効

ゲノム DNAにおけるイントロン位置のマッピング Exonuclease VII

3 'または 5'末端ホスホロチオエート結合の 
有無にかかわらないプライマーの除去

Exonuclease VII

線形 dsDNAからの ssDNA作出

　　5'→ 3'の場合 Lambda Exonuclease 除去の対象となる鎖の 5'末端はリン酸化が
必要

　　3'→ 5'の場合 Exonuclease III 除去の対象の鎖は 5'突出末端、平滑末端、3'
突出末端（4塩基未満）が必要

dsDNAの nested deletions の作製 Exonuclease III (E. coli) plus Exonuclease VII

部位特異的変異 Exonuclease III (E. coli)
T7 Exonuclease

ニックの入った DNA 差を 3'→ 5'で除去
ニックの入った DNA 差を 5'→ 3'で除去

ニック部位の伸長 T7 Exonuclease

アルカリベースのプラスミド精製法による変性 DNAを分解
（DNAクローニングを改善するため）

T5 Exonuclease

プラスミド抽出時における染色体 /線状 DNAの除去 T5 Exonuclease 線形 ssDNA、線形 dsDNA、ニックの入った
DNAの分解

Exonuclease V (RecBCD) 線形 ss + dsDNAを分解 ： Exo Vはニックの
入ったプラスミドを保存するため、特に低コ

ピー数のプラスミド州出でより高い収量を得

るために推奨される

ライゲーションされた環状二本鎖 DNAからの 
ライゲーションされていない産物（線形 dsDNA）の除去

T5 Exonuclease ニックのない環状 2本鎖 DNAのみを残す

Exonuclease V (RecBCD) ニック有無にかかわらず環状二本鎖 DNAを
残す

低コピープラスミド抽出後の残留 gDNAを除去 Exonuclease V (RecBCD)

RNAサンプルからの混入 DNAを除去 DNase I

一本鎖 DNAまたは RNAを 5'-モノヌクレオチドへ変換 Nuclease P1

塩基組成、損傷および修飾核酸の分析 Nuclease P1

dsDNAの両末端からの分解 Nuclease BAL-31*

二本鎖 DNAを切断、5'Pと 3'OH切断面を算出 Micrococcal Nuclease

クルードな無細胞抽出物中の 
核酸（DNAと RNAの両方）の分解

Micrococcal Nuclease

ウサギ網状赤血球の調製 Micrococcal Nuclease

クロマチン免疫沈降（ChIP）解析 Micrococcal Nuclease

What are 
exonucleases and  

their applications?

*2021年販売終了

エキソ - & エンドヌクレアーゼ
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酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

DNase I (RNase-Free) r

#M0303S 1,000 units  ..........¥13,000 
#M0303L 5,000 units  ......... ¥52,000

DNase Iは DNAを非特異的に分解するエンドヌクレ
アーゼである。分解産物は 5′-リン酸ン基と 3′- ヒ
ドロキシ基を持つジヌクレオチド、トリヌクレオチ

ド、ヌクレオチドである。1本鎖 DNA、2 本鎖
DNA、クロマチンおよび DNA：RNA ハイブリッドを
分解する。

メモ：GMPグレード試薬の提供も可能。詳細は 7ペー
ジ参照

	■ RNAサンプルからの混入 DNA除去

	■ IVT反応液からの DNAテンプレート除去

5´
3´

3´
5´

DNase I (RNase-free)

DNA

5´
3´

3´
5´

Starting material
5´
3´

OR OR OR OR

Short oligos

Lambda Exonuclease n r 7 w ?

#M0262S 1,000 units  ..........¥13,200 
#M0262L 5,000 units  ......... ¥52,900

説明：5′→ 3′の方向に 2 本鎖 DNA から 5′モノヌクレ
オチドを除去する。高いプロセッシビティーを有す

る。親和性の高い基質は 5′- リン酸化 2 本鎖 DNA
であるが、1 本鎖およびリン酸化されていない基質
も低い反応速度ながら分解する。ニックやギャップ

からの DNA は分解しない。

反応条件：1X Lambda Exonuclease Reaction Buffer。
37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：75℃、10分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 50 µl中、
37℃、30分間で、10 nmolの酸可溶性デオキシリボ
ヌクレオチドを 2 本鎖基質から生成するために必要
な酵素量として定義

濃度：5,000 units/ml

メモ：5′ヒドロキシ末端の分解速度は、5′リン酸末
端に比べて 20 倍遅い。1本鎖 DNA の分解速度は、
2本鎖 DNAに比べて 100 倍遅い。

	■ 2本鎖 DNAのリン酸化された 5'末端
からの分解

5´
3´

3´
5´

Lambda Exonuclease

DNA

P 5´
3´

3´
5´

Starting material
5´

3´

P P

dNMP

OR OR P

Exonuclease I (E. coli ) r 7 w q 

#M0293S 3,000 units  ..........¥13,200 
#M0293L 15,000 units  ......... ¥52,900

説明：3′→ 5′方向に 1本鎖 DNAからヌクレオチドを
除去する。

反応条件：1X Exonuclease I Reaction Buffer。37℃で
インキュベーション。

熱による不活性化：80℃、20分間

ユニット定義：1 unit は、37℃、30 分間で、10 nmol
の酸可溶性ヌクレオチドを生産する酵素量として定

義

濃度：20,000 units/ml

メモ：熱不安定 ExoIもある（NEB#M0568）
	■ DNAシーケンスまたは SNP 解析の 
実施前の PCR反応における 
1本鎖プライマーの除去

	■ Nested PCR反応における 
1本鎖プライマーの除去

	■ dsDNA からの 1本鎖 DNAの除去

5´ 3´
DNA

5´ 3´

Exonuclease I (E. coli)/
Thermolabile Exonuclease I/
Exonuclease T

Starting material

5´ 3´

dNMP

Thermolabile Exonuclease I r  w q 

#M0568S 3,000 units  ..........¥13,700 
#M0568L 15,000 units  ..........¥55,100

説明：3′から 5′の方向に、1 本鎖 DNA からヌクレオ
チドを除去する反応を触媒する。80℃で 1分間熱
不活化することができます。

反応条件：1X NEBuffer r3.1。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：80℃、1分間

ユニット定義：1 unit は、全反応量 100 µl において、
37℃、6 分間で 2 nmol の酸可溶性ヌクレオチドの
遊離を触媒する酵素量として定義される。ユニット

アッセイ条件はウェブサイト（www.neb.com）を参照。

濃度：20,000 units/ml

メモ：Exo-CIP Rapid PCR Cleanup Kit (NEB #E1050)も
お試しください。

本製品には、リコンビナントアルブミンを含むバッ

ファーが付属。詳細は 20ページまたは w w w.nebj.
jp/re/rAlbuminを参照

	■ DNAシーケンスまたは SNP 解析の 
実施前の PCR 反応における 
1本鎖プライマーの除去

	■ Nested PCR反応における 
1本鎖プライマーの除去

	■ dsDNA からの 1本鎖 DNAの除去

5´ 3´
DNA

5´ 3´

Exonuclease I (E. coli)/
Thermolabile Exonuclease I/
Exonuclease T

Starting material

5´ 3´

dNMP

詳細は 217ページを参照
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Exonuclease III (E. coli ) r 1 w /

#M0206S 5,000 units  .......... ¥11,700 
#M0206L 25,000 units  ..........¥46,700

説明：2 本鎖 DNA の 3′- ヒドロキシ末端から段階的
にモノヌクレオチドを除去する。基質との結合時に

除去できるヌクレオチド数が限られているため、分

解量を調整できる。

5 'のオーバーハングまたは平滑末端、4塩基以下の
3'オーバーハングを持つ線形二本鎖 DNAの 3 '末端
から分解が行われる。

酵素活性は DNA 構造（へリックス）や配列にある程
度依存する（C>A=T>G）。また、反応温度、塩濃度
および酵素 /DNA 比が酵素活性に大きな影響を及
ぼすため、反応条件の最適化が必要である。また

RNase H、3′- ホスファターゼおよび AP- エンドヌク
レアーゼ活性を有することが報告されている。

反応条件：1X NEBuffer 1。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：70℃、20分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 50 µl中、
37℃、30 分間で、1 nmolの酸可溶性ヌクレオチド
を生産する酵素量として定義

濃度：100,000 units/ml

メモ：ホスホロチオエート結合（S 化 DNA）は
Exonuclease IIIによって分解されない。2本鎖 DNA
の片鎖の 3′末端を S化しておくことで、もう一方の
鎖だけを分解することができる。

	■ 部位特異的変異

	■ ジデオキシシーケンシングのための 
1本鎖 DNA 基質の調製

	■ dsDNAの nested deletionsの作製

5´
3´

3´
5´

Exonuclease III (E. coli)

DNA

dNMP

3´ 5´

5´ 3´

Starting material
5´

3´
OR OR

Exonuclease V (RecBCD) n r 4 w /

#M0345S 1,000 units  ..........¥13,200 
#M0345L 5,000 units  ......... ¥53,000

説明：Exonuclease Vは大腸菌由来の RecBCD 複合
体であり、ATP依存性 1本鎖 DNAエンドヌクレアー
ゼ活性や、1本鎖および 2本鎖 DNAエキソヌクレアー
ゼ活性を含む幾つかの異なる活性を有している。そ

れぞれの加水分解は 2方向（3′末端および 5′末端の
両方）から連続的に起こり、オリゴヌクレオチドを

生産する。各活性には 2価のカチオンが必須である。
特にエキソヌクレアーゼ V活性には Mg2+ が必須で
ある。Ca2+はエキソヌクレアーゼ活性を阻害し、加
水分解を起こさずに 2本鎖 DNAをほどく（ヘリカー
ゼ活性）。プラスミドなど環状 DNA 溶液中の直鎖
DNA除去が可能である。

反応条件：1X NEBuffer 4。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：70℃、30 分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 50 µl 中、
37℃、30 分間で、2本鎖 DNA からから 1 nmol の酸
可溶性デオキシリボヌクレオチドを生成するために

必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

	■ プラスミドサンプルにおける 
線形 DNAを分解

	■ 低コピープラスミド精製後、 
残った gDNAを除去

5´
3´

3´
5´

Exonuclease V (RecBCD)

DNA

5´
3´

3´
5´

Short oligos

Starting material
5´
3´

OR OR OR

Exonuclease VII n r 7 w :

#M0379S 200 units  ..........¥32,100 
#M0379L 1,000 units  ........¥128,600

説明：Exonuclease VII は 1 本鎖 DNA エンドヌクレアー
ゼであり、3′末端および 5′末端の両方から DNA 分
解を行う。線形 ssDNAを基質とする

反応条件：1X Exonuclease VII Reaction Buffer。37℃
でインキュベーション。

熱による不活性化：95℃、10 分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 50 µl 中、
37℃、30分間で、1 nmol の酸可溶ヌクレオチドを
放出するために必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml
	■ プライマーの除去

	■ ゲノム DNA中のイントロンの、 
マッピング

	■ 1本鎖 DNAを特異的に除去

5´ 3´
Exonuclease VII

DNA

Starting material
5´ 3´

5´ 3´ Short oligos

エキソヌクレアーゼ
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Exonuclease VIII, truncated n r 4 w /

#M0545S 1,000 units  .......... ¥14,100 説明：本酵素は野生型 Exonuclease VII の遺伝子改
良型酵素である。5′末端から 2 本鎖 DNA 分解を行
う。環状 2 本鎖 DNA は分解しない。

反応条件：1X NEBuffer 4。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：70℃、15 分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 50µl中、
37℃、30分間で、1 nmolの酸可溶ヌクレオチドを
放出するために必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml
	■ 環状 DNAを残し、線形 dsDNAを除去

5´ 3´ Exonuclease VIII, truncated

DNA
3´ 5´

5´
dNMP

3´

3´ 5´

Starting material
5´
3´

OR OR POR

Exonuclease T (RNase T) n r 4 ( >

#M0265S 250 units  ..........¥13,200 
#M0265L 1,250 units  ..........¥53,100

説明：Exonuclease T（Exo T）は、RNase Tとしても知
られる 1本鎖 DNA/RNA 特異的ヌクレアーゼである。
フリーの 3′末端からヌクレオチドを 3′→ 5′の方向に
除去する。3′突出末端を持つ DNAや RNAから平滑
末端を作製することも可能である。

反応条件：1X NEBuffer 4。25℃でインキュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 100 µl中、
25℃、30 分間で、1 nmol の［3H］- 標識ポリチミジン
から 0.1 nmolの TCA 溶解性 DNAを生成するために
必要な酵素量として定義

濃度：5,000 units/ml

メモ：RNA に対する活性は、DNA に対する活性と異
なる。RNA の場合、標準的な反応条件下で 1.0 
pmolの rA20を完全に消化するためには 1 uni tの
Exo Tが必要である。また 1 本鎖 RNAの分解はシト
シンでブロックされるため、シトシンを含む RNA 突
出末端の平滑化はできない。

	■ dsDNAの 3'オーバーハングから 
平滑末端を作成（配列依存的）

	■ DNAシークエンスまたは 
SNP 解析前の PCR反応液より 
プライマーを除去

	■ nested PCR反応における 
プライマーの除去

	■ dsDNAを残し、ssDNAのみを除去

5´ 3´
DNA

5´ 3´

Exonuclease I (E. coli)/
Thermolabile Exonuclease I/
Exonuclease T

Starting material

5´ 3´

dNMP

Thermostable FEN1 n r 7 d ^ 9

#M0645S 1,600 units  ..........¥14,300 説明：Thermostable FEN1（Thermostable F lapEndonuc- 
lease 1）は 2本鎖 DNAの枝分かれ酵素から 5′DNA 
フラップを切断して 5′リン酸化切断面を産生する酵
素である。FEN1 の切断産物は DNAリガーゼでライ
ゲーションできる。

反応条件：1X Thermopol Reaction Buffer。65℃でイン
キュベーション。

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl 中、
65℃、10 分間で、10 pmolの 5′ flapを持つオリゴヌ
クレオチド基質を切断するために必要な酵素量とし

て定義

濃度：32,000 units/ml

本 酵 素 は Enzyme for Innovation（EFI）
の 1つである。EFIは、新しく革新的なア
プリケーションの発見を可能にすることを

期待して、科学界に独自の酵素を届けるた

めに NEBが開始したプロジェクトである。
詳細なリストについてはウェブサイト

（www.neb.com/EnzymesforInnovation）
を参照。

5´
3´

3´
5´

Thermostable FEN1

DNA

OH5´
3´

3´
5´

P

5´
NickOH
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  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント

酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d
Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション

温度 > 熱による不活性化

エキソ&エンドヌクレアーゼ

Micrococcal Nuclease r 7 a w 9

#M0247S 320,000 gel units  ...........¥13,200 説明：Micrococcal Nuclease は DNAおよび RNAエン
ドヌクレアーゼで、2本鎖及び 1本鎖 DNA、RNAを
分解する。DNAと RNAは 3 'ホスホモノヌクレオチ
ドとジヌクレオチドに分解されます。

反応条件：1X Micrococcal Nuclease Reaction Bufferに
100 µg/ml BSA を添加。37℃でインキュベーション。

ユニット定義：（Kunitz ユニット）1 unitは、37℃、30 
分間で、吸光度を O.D. 1.0（260 nm）増加させる酸可
溶性オリゴヌクレオチドの放出に必要な酵素量とし

て定義（アガロースゲルユニット）1ゲルユニットは、
37℃、15分間で、1 µgのλゲノム DNAを分解し、低分
子 DNA断片（100–400 bp）の蓄積が 1.2%アガロー
スゲル上で消失するために必要な酵素量として定義

濃度：2 x 106 gel units/ml

メモ：活性には 1-5 mM Ca2+が必要。100 mM未満
の塩濃度において、pH 7-10で活性を示す。過剰量
の EGTAにより、酵素を不活性化することが可能

■ 5'-OH、3'-リン酸化を持つ
dsDNAを調製

■ クロマチン構造解析

■ 細胞溶解物からの拡散の分解

■ ウサギ網状赤血球の調製

5´
3´

3´
5´

Micrococcal Nuclease

DNA

Starting material
5´
3´

OR OR OR OR

Short oligos
P5´

3´
3´
5´OH

OH

P

Mung Bean Nuclease 7 x 9

#M0250S 1,500 units  ..........¥12,200
#M0250L 7,500 units  ......... ¥48,900

説明：1本鎖 DNA および 1本鎖 RNAに特異的なエン
ドヌクレアーゼである。2本鎖 DNAおよび 2本鎖
RNA中の 1本鎖突出部分を分解して平滑末端を生
成することができる。産物は平滑末端ライゲー

ション可能である。

反応条件：1X Mung Bean Nuclease Reaction Buffer。
30℃でインキュベーション。

ユニット定義：1 uni t は、37℃、1分間で、1 µgの
酸可溶性ヌクレオチドを生成するために必要な酵素

量として定義

濃度：10,000 units/ml

メモ：DNA が非特異的に切断される恐れがあるため、
熱による失活は推奨しない

■ 2本鎖 DNAの突出末端を除去して
平滑末端を作成

■ 1本鎖 DNAおよび 1本鎖 RNAに
特異的なエンドヌクレアーゼ

■ DNAのヘアピンループの切断

■ 転写マッピング

5´ 3´ Mung Bean Nuclease

DNA
3´ 5´

5´Starting material
5´ 3´

dNMP

3´

3´ 5´

STOPSTOP
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  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

Nuclease P1 7 w ?

#M0660S 10,000 units  ............¥7,600 説明：Nuclease P1（Penicillium citrinum 由来）は、亜
鉛依存性の 1 本鎖特異的ヌクレアーゼで、RNA およ
び ssDNA の 3′→ 5′ホスホジエステル結合を加水分
解する。塩基特異性はな。Nuclease P1 は 3′- ホス
ホモノエステラーゼ活性も示す。本酵素は 1 本鎖特
異的ヌクレアーゼであるが、Nuclease P1 Reac t ion 
Buf fer 中では 2 本鎖 DNA（dsDNA）に対しても多少
の活性を示す。dsDNA の存在下で 1 本鎖核酸（ssDNA 
または RNA）を優先的に分解する場合は、dsDNA 
への活性を抑制しつつ 1本鎖ヌクレアーゼ活性を維
持するため、1X NEBuf fer1.1中で使用することを推
奨する。

反応条件：1X Nuclease P1 Reaction Buffer。37℃でイン
キュベーション。

熱による不活性化：75℃、10分間

ユニット定 義：1 ユニットは、1X Nuclease P1 
Reaction Buffer中で、Torula 酵母由来 total RNAから
37℃、1分間に酸可溶性ヌクレオチド 1.0 µgを遊離
させるために必要な酵素量として定義

濃度：100,000 units/ml

メモ：Nuclease P1 の基質特異性は以下のとおりであ
る：3′ AMP > RNA > ssDNA >> dsDNA2′ AMP の加水
分解速度は、3′ AMP の加水分解速度の 3,000分の
1である。

	■ ssDNAまたは RNAの 
5'-モノヌクレオチドへ分解

	■ DNAや RNAの塩基組成解析

	■ DNAの損傷や修飾の検証

5´ 3´
Nuclease P1 Nuclease P1

DNA
5´ 3´

Starting material

5´ 3´

5´ 3´ dNMP

RecJf n r 2 w >

#M0264S 1,000 units  ..........¥13,200 
#M0264L 5,000 units  ......... ¥52,900

説明：Rec J f は 1本鎖 DNA特異的エキソヌクレアー
ゼである。5′→ 3′方向に DNAを分解してデオキシヌ
クレオチドモノリン酸を除去する。溶解性を向上さ

せるためにマルトース結合タンパク質（MBP）タグが
付加している。6塩基以上の 5'オーバーハングを持
つ dsDNAを基質として好む。22 塩基の 5′突出末端
を持つ DNAを分解した場合、平滑末端、5′突出末
端（1-5 塩基）および 5′陥没末端（1-8 塩基）を有す
る DNA 断片の混合物が生成される。なお Rec J fは

5′リン酸を必要としない。

反応条件：1 X NEBuf fe r 2。37 ℃ でインキュベー
ション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 50 µl中、
37℃、30分間で、0.05 nmolの TCA可溶性デオキシ
リボヌクレオチドを生成するために必要な酵素量と

して定義

濃度：30,000 units/ml

	■  5′→ 3′エキソヌクレアーゼ 1本鎖 DNA
に特異的

	■ DNA からジデオキシヌクレオチドモノ
リン酸を除去

5´ 3´ RecJf

DNA
5´ 3´

Starting material

5´ 3´

dNMP

T5 Exonuclease n r 4 w 9

#M0663S 1,000 units  ..........¥11,000 
#M0663L 5,000 units  ......... ¥44,000

説明：T5 E xonucleaseは 2本鎖特異的エキソヌクレ
アーゼであり、1本鎖エンドヌクレアーゼとしても機
能する。線状 DNAの 5'末端および 2本鎖 DNA中
のニックから 5'→ 3'に分解する。プラスミド上の
ギャップおよびニックからも分解を行うが、これら

を持たないスーパーコイル DNAは分解しない。

反応条件：1X NEBuffer 4。37℃でインキュベーション。

ユニット定義：1 unitは 37℃、CutSmart Buffer中で
0.00032 A260 nm/minで基質 DNAを分解する酵素量
として定義

濃度：10,000 units/ml
	■ 不完全なライゲーション産物分解 
（環状 dsDNAを残す）

	■ アルカリ法により精製されたプラスミド
からの変性された DNAを除去し、 
クローニング効率を改善

	■ プラスミド線形およびニックDNAを分解

5´
3´

3´
5´

T5 Exonuclease

DNA

5´
3´

3´
5´

dNMP

Short oligos

Starting material
5´
3´

OR OR OR OR

NEW
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  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

エキソヌクレアーゼ & DNA修復

T7 Exonuclease n r 4 ( 9

#M0263S 1,000 units  ..........¥12,200 
#M0263L 5,000 units  ......... ¥48,900

説明：T7 Exonuclease は 2 本鎖 DNA 特異的エキソヌ
クレアーゼである。5′→ 3′の方向に 2本鎖 DNA か
ら 5′モノヌクレオチドを除去する。2本鎖 DNA中の
ギャップやニックからもヌクレオチドの除去ができ

る。5′リン酸の有無に関係なく DNAを分解する。
また RNA/DNAハイブリッドから RNAおよび DNAを
5′→ 3′方向に分解することも報告されている。2本
鎖 RNAと 1本鎖 RNAは分解しない。

反応条件：1 X NEBuffer 4。25℃でインキュベーション。

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 50 µl中、
25℃、30 分間で、1 nmolの酸可溶性デオキシリボ
ヌクレオチドを 2本鎖 DNA から生成するために必
要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

	■ 部位特異的変異

	■ ニック部位を拡張

3´5´
3´

3´
5´

T7 Exonuclease

DNA

dNMP

Starting material
5´

3´

5´
3´ 5´

OR OR

Nucleoside Digestion Mix w

#M0649S 50 reactions  ..........¥21,400 Nucleoside Digestion Mixは、1ステップで DNA また
は RNAを分解して、個々のヌクレオシドを生成でき
る。核酸中の塩基礎性（各塩基の割合）を調べるこ

とができる。この試薬は液体クロマトグラフィー - 
質量分析（LCMS）による定量分析に最適化されてお
り、メチル化塩基と非メチル化塩基を区別して検出、

定量が可能である。

	■ 便利なワンステッププロトコール

	■ DNAおよび RNAの両方を 
シングルヌクレオシドに分解

	■ グリセロールが低濃度で 
質量分析に用いやすい

Annie has been with NEB for over 12 years as 
a member of our Marketing Communications 

Team. She helps coordinate and ship 
materials for vendor tabletops and 

tradeshows and supports our Sales Team. 
You may have spoken with her directly, as 

she sometimes works at the front desk!

詳細は 217ページを参照
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  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 a BSA が必要 s SAMが必要

ENZYME 基質 切断部位 産生物質

切断後の 
末端形状

主要な活性 熱安定性5'末端 3'末端

APE 1 AP部位 AP部位 5′側の 1 番目のホスホジエス
テル結合

1塩基ギャップ dR5P OH Endonuclease

Endo III AP部位、損傷ピリミジン、
Tg

N-グリコシル結合、AP部位 3′側の 
1 番目のホスホジエステル結合 1塩基ギャップ P PA Glycosylase & AP lyase

Tma Endo III AP部位、損傷ピリミジン、
Tg

N-グリコシル結合、AP部位 3′側の 
1 番目のホスホジエステル結合 1塩基ギャップ P PA Glycosylase & AP lyase Yes

Endo IV AP部位 AP部位 5′側の 1 番目のホスホジエス
テル結合

1塩基ギャップ dR5P OH Endonuclease

Tth Endo IV AP部位 AP部位 5′側の 1 番目のホスホジエス
テル結合

1塩基ギャップ dR5P OH Endonuclease Yes

Endo V dl4、dU、AP部位 Dl 3′側の 2 番目のホスホジエステル 
結合

ニック P OH Endonuclease

Endo VIII AP部位 4 AP部位 3’及び 5'側のホスホジエス
テル結合

1塩基ギャップ P P AP lyase

Fpg 8-オキソグアニン、 
酸化プリン

N-グリコシル結合、AP部位 3′および 5'
のホスホジエステル結合

AP部位、1塩基ギャップ P P Glycosylase & AP lyase

hAAG 3mA, 7mG, dl, dX N-グリコシル結合 AP部位 N/A N/A Glycosylase

hSMUG1 dU4, 5-hmU, 5-hoU, 5fU N-グリコシル結合 AP部位 N/A N/A Glycosylase

RNaseHII dsDNAの rN
リボヌクレオチド 5'側ホスホジエステ
ル結合

ニック P OH Endonuclease

T4 PDG CPD、AP部位 N-グリコシル結合、AP部位 3′側の 
1 番目のホスホジエステル結合 AP部位、1塩基ギャップ P6 Glycosylase & AP lyase

UDG dU4 N-グリコシル結合 AP部位 N/A N/A Glycosylase

Afu UDG dU4 N-グリコシル結合 AP部位 N/A N/A Glycosylase Yes

Antarctic 

Thermolabile 

UDG

dU4 N-グリコシル結合 AP部位 N/A N/A Glycosylase

T7 Endo I
十字型、ホリデイジャン

クション、ミスマッチ、

ヘテロ 2本鎖
構造の 5'側ホスホジエステル結合 ニック P OH Endonuclease

Thermostable 

FEN1
DNA5'フラップ 3 フラップの基部のホスホジエステル

結合
ニック P OH (on flap) Endonuclease Yes

3mA 3-メチルアデニン
5fU 5-ホルミルウリジン
5-hmU 5-hydroxymethyluridine
5-hoU 5-ヒドロキシメチルウリジン
7mG 7-メチルグアニン
8oxoG 8-オキソグアニン、8-ジヒドログアニン
AP アプリン / アピリミジン部位
CPDs シクロブタン型ピリミジン二量体

dl デオキシイノシン

dR5P デオキシリボース -5′- リン酸
dU デオキシウリジン

dX デオキシキサントシン

NA not applicable
OH ヒドロキシル

P リン酸

PA 3′- ホスホ - α、β - 不飽和アルデヒド
rN リボヌクレオチド

Tg チミングリコール

表記： 注釈：

1.  断りのない限り、dsDNAで活性
2.  マイナーな活性、基質、および参考文献は、www.neb.comを参照
3.  長さ 1〜 40ntの 5'フラップが基質として確認されている
4.  酵素は、dsDNAと ssDNAにも強力な活性をもつ。
5.  Antarctic Thermolabile UDGは熱失活が可能
6.  CDPは供給結合したまま

What are  
endonucleases  
and their applications?

Properties of DNA Repair Enzymes and Structure-specific Endonucleases

NEBは様々な DNA修復酵素を提供している。以下表を参考にして目的の反応に最適な酵素を選択するとよい。
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d
Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

DNA 修復

DNA Repair Enzymes on Damaged and Non-standard Bases

NEBでは、様々なアプリケーションに使用できる塩基除去修復（Base-excision repair: BER）用の一連のエンドヌクレアーゼとグリコシラーゼを提供している。
次の表は、さまざまな損傷した非標準的な塩基の二本鎖または一本鎖 DNAオリゴの修復レベルを示す。

2本鎖 DNA オリゴ（34-mer）

ENZYME AP:A DHT:A 5-hmU:A 5-hmU:G I:T 6-MeA:T 8-0G:C 8-0G:G U:A U:G
THYMINE 
GLYCOL:A

修
復
酵
素

APE 1 ++++ + – – – – – – – – –

Endo III ++++ + – – – – – – – – +

Tma Endo III ++++ ++ – – – – + + – – ++

Endo IV ++++ + – – – – – – – – –

Tth Endo IV ++++ + – – – – – + – – –

Endo V* +++ + + + ++++ + ++ + + ++++ ++

Endo VIII ++++ ++ – – – – – – – – +++

Fpg + + – – – – ++++ ++++ – – +

hAAG – – – – ++++ – – – – – –

hNEIL1 ++++ ++ – – – – + + – – ++

hOGG1 ++ – – – – – ++++ + – – –

T4 PDG ++++ – – – – – – – – – –

UDG N/A – – – – – – – ++++ + –

Afu UDG N/A – – – – – – – ++++ + –

hSMUG1 N/A – +++ +++ – – – – ++++ ++++ –

酵素活性の測定は代替塩基を用いて標準的な反応条件下で実施

* ニック導入のみ、損傷を除去しない

1本鎖 DNA オリゴ（34-mer）

ENZYME AP DHT 5-hmU I 6-MeA 8-0G U
THYMINE 
GLYCOL:A

修
復
酵
素

APE 1 ++ – – – – – – –

Endo III ++ – – – – – – –

Tma Endo III ++ + – – – – – –

Endo IV – – – – – – – –

Tth Endo IV – – – – – – – –

Endo V + – – ++++ – + – –

Endo VIII +++ – – – – – – –

Fpg + + – – – + – +

hAAG – – – + – – – –

hNEIL1 + + – – – – – +

hOGG1 ++ – – – – + – –

T4 PDG – – – – – – – –

UDG N/A – – – – – ++++ –

Afu UDG N/A – – – – – ++++ –

hSMUG1 N/A – ++ – – – +++ –

表の凡例：

AP アプリン /アピリミジン部位 
ウラシルを含むオリゴを UDG処理することに
よって AP部位を作成

DHT 5,6-ジヒドロチミン

5-hmU 5-ヒドロキシメチルウラシル

I イノシン

6-MeA 6-メチルアデニン

8-OG 8-オキソグアニン

U ウラシル

AP:A アプリン /アピリミジン部位とアデニンの 
塩基対

DHT:A 5,6-ジヒドロチミンとアデニンの塩基対

5-hmU:A 5-ヒドロキシメチルウラシルとアデニンの 
塩基対

5-hmU:G 5-ヒドロキシメチルウラシルとグアニンの 
塩基対

I:T イノシンとチミンの塩基対

6-MeA:T 6-メチルアデニンとチミンの塩基対

8-OG:C 8-オキソグアニンとシトシンの塩基対

8-OG:G 8-オキソグアニンとグアニンの塩基

U:A ウラシルとアデニンの塩基対

U:G ウラシルとグアニンの塩基対

修復のレベル：

++++ 100%

+++ 50%

++ 10% – 25%

+ <10%

– 検出される酵素活性無し（<0.7%）

N/A 該当無し
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APE 1 n r 4 w >

#M0282S 1,000 units  ......... ¥13,200 
#M0282L 5,000 units  .........  ¥53,100

説明：APE 1はヒト由来アプリン / アピリミジン
（apurinic/apyrimidinic：AP）エンドヌクレアーゼであ
る。HAP 1または Ref-1としても知られており、大
腸菌の Exonuclease IIIタンパク質と相同性を有する。
AP部位の 5′側にあるホスホジエステル骨格を加水
分解して 3′-ヒドロキシ末端および 5′-デオキシリ
ボースリン酸末端を生成する。また弱い DNA3′-ジ
エステラーゼ活性、3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性
および RNaseH活性を持つことも報告されている。

反応条件：1X NEBuffer 4。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間で、1個の AP部位を持つ 20 pmolの
34 mer 2本鎖オリゴヌクレオチドを切断するために
必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

	■ 単細胞ゲル電気泳動 
（コメットアッセイ）

	■ アルカリ溶出

	■ アルカリ巻き戻し

	■ 改良ニックトランスレーション

OHY5´
3´

3´
5´

5´
3´

3´
5´

APE 1

DNA

dRP

1 nt
Gap dRP= deoxyribose phosphateY = AP site

Endonuclease IV n r 3 w Q

#M0304S 1,000 units  ......... ¥13,200 
#M0304L 5,000 units  ........  ¥53,000

説明：Endonuclease IVは様々な DNA酸化的損傷に
作用する。アプリン / アピリミジン（apurinic /
apyr imidinic：AP）エンドヌクレアーゼであり、DNA
のインタクトな AP部位を加水分解する。AP部位の
5′側にある 1番目のホスホジエステル結合を切断し
て、3′末端にヒドロキシル基、5′末端にデオキシリ
ボース -5′-リン酸を残す。また 3′-ジエステラーゼ
活性も有しており、ホスホグリコアルデヒド、イン

タクトなデオキシリボース 5-リン酸およびリン酸を
DNAの 3′末端から遊離する。

反応条件：1X NEBuffer 3。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：85℃、20分間

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間で、1個の AP部位を持つ 1 pmolの 34 
mer 2本鎖オリゴヌクレオチドを切断するために必
要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

	■ 単細胞ゲル電気泳動 
（コメットアッセイ）

	■ アルカリ溶出

	■ アルカリ巻き戻し

3´
5´

Endonuclease IV
Tth Endonuclease IV

Y5´
3´

DNA
Y = AP site

Primary activity

Secondary activity

OH5´
3´

3´
5´

dRP

1 nt
Gap

X5´
3´

3´
5´

dRP

1 nt
Gap

Phosphate α, β-unsaturated aldehyde (UA)X=
dRP= deoxyribose phosphate

Tth Endonuclease IV n r 7 ^ 9

#M0294S 500 units  ......... ¥13,200 説明：耐熱性アプリン / アピリミジン（apurinic /
apyrimidinic：AP）エンドヌクレアーゼである。AP部
位の 5′側にある 1番目のホスホジエステル結合を加
水分解して、3′末端にヒドロキシル基、5′末端にデ
オキシリボース -5′-リン酸を残す。3′-ジエステラー
ゼ活性も有している。

反応条件：1X ThermoPol Reaction Buffer。65℃でイン
キュベーション。

濃度：10,000 units/ml
	■ アルカリ溶出

	■ アルカリ巻き戻し

3´
5´

Endonuclease IV
Tth Endonuclease IV

Y5´
3´

DNA
Y = AP site

Primary activity

Secondary activity

OH5´
3´

3´
5´

dRP

1 nt
Gap

X5´
3´

3´
5´

dRP

1 nt
Gap

Phosphate α, β-unsaturated aldehyde (UA)X=
dRP= deoxyribose phosphate
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  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

DNA 修復酵素

Endonuclease III (Nth) n r 7 w >

#M0268S 1,000 units  ......... ¥13,200 説明：Endonuclease III（Nth）は大腸菌由来のエンド
ヌクレアーゼである。N- グリコシラーゼ活性および
AP-リアーゼ活性を有しており、N- グリコシラーゼ
活性により 2本鎖 DNAから損傷を受けたピリミジン
を除去して AP部位を生成する。また AP-リアーゼ
活性により AP部位の 3′側を切断し、5′リン酸およ
び 3′-ホスホ -α, β -不飽和アルデヒドを生成する。

Endonuclease III（Nth）によって認識・除去される損
傷塩基としては、尿素、5, 6-ジヒドロキシチミン、
チミングリコール、5-ヒドロキシ -5メチルヒダントン、
ウラシルグリコール、6-ヒドロキシ -5, 6-ジヒドロ
チミン、methyltartronylureaなどがある。

由来：nth 遺伝子を有する大腸菌

反応条件：1X Endonuclease III（Nth）Reaction Buffer。
37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：10,000 units/ml

	■ 単細胞ゲル電気泳動 
（コメットアッセイ）

	■ アルカリ溶出

	■ アルカリ巻き戻し

X5´
3´

3´
5´

Endonuclease III (Nth)/
Tma Endonuclease III

Glycosylase AP lyase
DNA

thymine 
glycol urea

X= 5, 6-dihydroxythymine
uracil glycol

Y = AP site P = Phosphate
UA = α,β-unsaturated aldehyde

UA5´
3´

3´
5´

P

1 nt
Gap

Product 2Product 1

Y5´
3´

3´
5´

Endonuclease III (Nth)/
Tma Endonuclease III

Tma Endonuclease III n r 7 > 9

#M0291S 500 units  ..........¥13,200 説明：大腸菌由来 Endonuclease III（Nth）の耐熱性ホ
モログである。N- グリコシラーゼ活性および AP- リ
アーゼ活性を有している。N- グリコシラーゼ活性に
より 2 本鎖 DNA から損傷ピリミジンを除去して AP
部位を作成する。APリアーゼ活性はβ脱離を介して
AP部位を切断し、3'- α、β -不飽和アルデヒドおよ
び 5'-リン酸末端との 1ヌクレオチドギャップを作
成する。

Tma Endonuclease III は DNA 中の abasic 部位、5,6 ジ
ヒドロキシチミン、チミングリコールを認識する。

反応条件：1X ThermoPol Reaction Buffer。65℃でイン
キュベーション

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
65℃、1時間で、1個の AP部位を持つ 1 pmolの 60 
mer 2本鎖オリゴヌクレオチドを切断するために必
要な酵素量として定義

濃度： 10,000 units/ml

	■ アルカリ溶出 10,000 units/ml
	■ アルカリ巻き戻し

X5´
3´

3´
5´

Endonuclease III (Nth)/
Tma Endonuclease III

Glycosylase AP lyase
DNA

thymine 
glycol urea

X= 5, 6-dihydroxythymine
uracil glycol

Y = AP site P = Phosphate
UA = α,β-unsaturated aldehyde

UA5´
3´

3´
5´

P

1 nt
Gap

Product 2Product 1

Y5´
3´

3´
5´

Endonuclease III (Nth)/
Tma Endonuclease III

Endonuclease V n r 4 w >

#M0305S 250 units  ..........¥13,200 説明：大腸菌由来の修復酵素であり、デオキシイノ

シン 3′エンドヌクレアーゼとも呼ばれる。DNA 中の
デオキシアデノシンの脱アミノ反応の産物であるデ

オキシイノシンを認識し、2本鎖 DNAのデオキシイ
ノシン（対または不対）を持つ DNAとデオキシイノ
シンを持つ1本鎖DNAを切断する。効率は下がるが、
AP部位、尿素、塩基ミスマッチ、挿入 /欠失ミスマッ
チ、ヘアピン、対になっていないループ、フラップ

や擬似 Y構造を持つ DNAも切断する。エンドヌク
レアーゼ V自体は、デオキシイノシンや損傷を受け
た塩基を除去しないため、DNAを修復するために
は別のタンパク質が必要と考えられている。

Endonuclease Vは、デオキシイノシンのミスマッチ
の 3′側にある 2番目と 3 番目のホスホジエステル結
合を切断する。2番目の結合は 95%の効率、3 番
目の結合は 5%の効率で切断して 3′-ヒドロキシル
基および 5′-リン酸基となるニックを生成する。

反応条件：1X NEBuffer 4。37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、20 分間

ユニット定義：1 unitは、全反応溶液 10 µl中、37℃、
1時間で、1個のデオキシイノシン部位を持つ 1 pmol
の 34 mer 2本鎖オリゴヌクレオチドを切断するために
必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

	■ デオキシイノシンを含む 
オリゴヌクレオチドを切断

	■ ミスマッチの切断

OHX5´
3´

3´
5´

5´
3´

3´
5´

Endonuclease V

DNA

P

Nick

P= Phosphate

X = Major
Deoxyinosine

Minor
AP site
Urea

Mismatches
Hairpin

X

Minor �aps
Pseudo-Y

Cleaves 2nd phosphodiester bond, 
3´ to modi�cation
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  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

Endonuclease VIII n r 7 w ?

#M0299S 1,000 units  ..........¥13,200 
#M0299L 5,000 units  ......... ¥53,000

説明：Endonuclease VIIIは、N- グリコシラーゼおよ
び AP- リアーゼとして機能する。N- グリコシラーゼ
活性は 2本鎖 DNAから損傷ピリミジンを除去して、
アプリン（AP部位）を生成する。AP-リアーゼ活性
は AP部位の 3′側および 5′側を切断して、5′リン酸
と 3′リン酸を残す。

認識、除去される損傷塩基は、尿素、5, 6-ジヒド
ロキシチミン、チミングリコール、5- ヒドロキシ -5-
メチルヒダントン、ウラシルグリコール、6-ヒドロキ
シ -5, 6-ジヒドロチミンおよびメチルタートロニル
ウレアである。本酵素は Endonuclease IIIに類似し
ているが、Endonuclease VIIIがβおよびδリアーゼ活
性を持つことに対して、本酵素はβリアーゼ活性だ
けを有する。

反応条件：1X Endonuclease VIII Reaction Buffer。37℃
でインキュベーション。

熱による不活性化：75℃、10 分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間で、1個の AP部位を持つ 1 pmol の 34 
merの 2本鎖オリゴヌクレオチドを切断するために
必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

	■ 単細胞ゲル電気泳動 
（コメットアッセイ）

	■ アルカリ溶出

	■ アルカリ巻き戻し

X5´
3´

3´
5´

Endonuclease VIII

Glycosylase

Endonuclease VIII

AP lyase
DNA

Y = AP site P = phosphate

P5´
3´

3´
5´

P

Product 2Product 1

Y5´
3´

3´
5´

urea
thymine glycol
uracil glycol
methyltartronylurea

X= 5, 6-dihydroxythymine
5-hydroxy-5-methylhydanton
6-hydroxy-5,6-dihydrothymine 

1 nt
Gap

Fpg r 1 a w .

#M0240S 500 units  ..........¥13,200 
#M0240L 2,500 units  ......... ¥53,000

説 明：Fpg は formamidopyrimidine［f apy］-DNA 
glycosylaseであり、8-オキソグアニン DNA グリコシ
ラーゼとしても知られる。N- グリコシラーゼおよび
AP-リアーゼとしても機能する。N- グリコシラーゼ
活性は 2本鎖 DNA から損傷プリンを除去してアプ
リン（AP）部位を生成する。一方 AP-リアーゼ活性
は AP 部位の 3′側および 5′側を共に切断して AP 部
位を除去し、5′リン酸および 3′リン酸を持つ 1 塩基
のギャップ部位を生成する。

Fpg によって認識・除去される損傷塩基には、7, 8-
ジヒドロ -8-オキソグアニン（8- オキソグアニン）、
8-オキソアデニン、fapy-グアニン、メチル -fapy-グ
アニン、fapy-アデニン、アフラトキシン B1-fapy-グ
アニン、5-ヒドロキシ -シトシンおよび 5-ヒドロキ
シ -ウラシルが含まれる。

反応条件：1X NEBuf fer 1 + BSA。37℃でインキュベー
ション。

熱による不活性化：60℃、10分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間で、シトシンと塩基対を形成する 1個
の 8-オキソグアニンを持つ 1 pmolの 34merの 2本
鎖オリゴヌクレオチドを切断するために必要な酵素

量として定義

濃度：8,000 units/ml

	■ 単細胞ゲル電気泳動 
（コメットアッセイ）

	■ アルカリ溶出

	■ アルカリ巻き戻し

PX5´
3´

3´
5´

Fpg

Glycosylase

Fpg

AP lyase
DNA

Y = AP site

Product 1

Y5´
3´

3´
5´

8-oxoguanine damaged purinesX =

5´
3´

3´
5´

P

1 nt
Gap

Product 2

hAAG n r 7 w >

#M0313S 500 units  ..........¥13,200 説明：hA AG はヒトアルキルアデニン DNA グリコシ
ラーゼであり、アルキル化もしくは酸化された DNA
の損傷部位を除去する。損傷塩基としては 3- メチ
ルアデニン、7- メチルグアニン、1,N6- エセノアデニン
およびヒポキサンチンが含まれる。hAAG は N- グリ
コシル結合の加水分解を触媒することにより損傷塩

基を解離する。また本酵素はメチルプリン DNA グ
リコシラーゼ（MPG）、または 3- メチルアデニン
DNAグリコシラーゼ（ANPG）としても知られる。

反応条件：1X ThermoPol Buffer。37℃でインキュベー
ション。

熱による不活性化：65℃、20 分間

ユニット定義：1 unitは、全反応溶液 10 µl中、37℃、
1時間で、1塩基のデオキシイノシンを持つ 1 pmolの
34 mer 2本鎖オリゴヌクレオチドから AP部位を作製
するために必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

	■ 単細胞ゲル電気泳動 
（コメットアッセイ）

	■ アルカリ溶出

	■ アルカリ巻き戻し

X5´
3´

3´
5´

hAAG

Glycosylase
DNA

3mA, 7mG, dl, dXX = Y = AP siteY5´
3´

3´
5´
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  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

DNA 修復酵素

T4 PDG (T4 Endonuclease V) r 7 a w 9

#M0308S 2,000 units  ..........¥13,200 説明：T4 PDGはピリミジンダイマーグリコシラーゼ
であり、DNAグリコシラーゼ活性および APリアー
ゼ活性を有する。N- グリコシラーゼ活性により T^T、
T^C、C^Cなどのシス -シン -シクロブタン（cissyn-
cyclobutane）ピリミジンダイマーを認識、塩基が遊
離される。また APリアーゼ活性によりβ -elimination
を介して AP部位を切断、1塩基分の DNAギャップ
を産生する。このギャップは 3'- α , β -不飽和アル
デヒドおよび 5'リン酸末端を有する。

反応条件：1X T4 PDG Reaction Buffer。100 µg/ml BSA
を添加し、37℃でインキュベーション。

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 20 µl 中、
37℃、30 分間で、0.5 µg の紫外線照射したスーパー
コイル状 pUC19 DNA を 95% 以上のニックの入った
プラスミドに変換するために必要な酵素量として定

義される。ニッキングはアガロースゲル電気泳動に

より確認する。照射されたプラスミドは平均で 3–5
個のピリミジンダイマーを含む。

濃度：10,000 units/ml

メモ：反応時間は 30分以内を推奨。

	■ DNA損傷研究

	■ 単細胞ゲル電気泳動 
（コメットアッセイ）

T T5´
3´

3´
5´

T4 PDG

Glycosylase &
 AP LyaseDNA

5´
3´

TT = cyclobutane pyrimidine dimers
UA 3´

5´

1 nt
Gap

P  T

T

Uracil-DNA Glycosylase (UDG) n r 7 w 9

#M0280S 1,000 units  ..........¥13,200 
#M0280L 5,000 units  ......... ¥53,000

Companion Product:：

Uracil Glycosylase Inhibitor (UGI) 
#M0281S 200 units  ............¥13,200 
#M0281L 1,000 units  ............¥53,100

説明：UDGはウラシルを含む DNA からウラシルの
除去を触媒する。1本鎖もしくは 2本鎖 DNA から
ウラシルを加水分解するが、オリゴマー（6塩基以下）
には作用しない。

反応条件：1X UDG Reaction Buffer。37℃でインキュ
ベーション。

ユニット定義：1 uni tは、ウラシルを含む 2 本鎖
DNAから、1分間で 60 pmol のウラシルを放出する
ために必要な酵素量として定義。活性は 37℃、30 
分間で、0.2 µg DNA（104–105 cpm/µg）を含む 50 µl
反応溶液中の［3H］- ウラシル放出量によって測定

濃度：5,000 units/ml

メモ：UDG は pH 8.0を至適とするが幅広い pHで活
性を示す。反応には 2価陽イオンを必要としない。
高イオン強度（>200 mM）で阻害される。

	■ PCR 溶液中のキャリーオーバーの 
コンタミネーションの分解

	■ DNA からウラシルを削除

X5´
3´

3´
5´

Afu UDG / UDG /
Antarctic Thermolabile UDG

Glycosylase
DNA

dUX = Y = AP siteY5´
3´

3´
5´

Afu Uracil-DNA Glycosylase (UDG) n r 7 ^ 9

#M0279S 200 units  ..........¥13,200 説明：Archaeoglobus fulgidus 由来の Uracil -DNA 
Glycosylase（UDG）であり、大腸菌由来 UDGの耐熱
性ホモログである。本酵素はウラシルを含む 1本鎖
DNAおよび 2本鎖 DNAからウラシルを除去する。

反応条件：1X ThermoPol II（Mg-free）Reaction Buffer。
65℃でインキュベーション

ユニット定義：1 uni tは、ウラシルを含む 2 本鎖
DNAから、1 分間で 60 pmolのウラシルを放出する
ために必要な酵素量として定義される。50 µlの反
応溶液中、65℃、30 分間で、0.2 µg DNA（104–105 
cpm/µg）から［3H］- ウラシルの放出量を測定

濃度：2,000 units/ml

メモ：150 mM NaClの存在下で、50%の活性を示す。
30分間の煮沸処理後も標準反応条で 1%未満の活
性が残存する。ウラシルグリコシラーゼ阻害剤

（UGI）は標準反応条件下では Afu UDGを阻害しない。

	■ 耐熱性

	■ 1本鎖 DNA および 2 本鎖 DNA から 
ウラシルを除去

X5´
3´

3´
5´

Afu UDG / UDG /
Antarctic Thermolabile UDG

Glycosylase
DNA

dUX = Y = AP siteY5´
3´

3´
5´
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  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

Antarctic Thermolabile UDG n r 7 w ,

#M0372S 100 units  ..........¥15,200 
#M0372L 500 units  ..........¥61,200

説明：本酵素はウラシルを含む DNA からウラシルの
除去を触媒する。1 本鎖もしくは 2 本鎖 DNA からウ
ラシルを加水分解する。生成された AP 部位は高温
および高 pH で加水分解されやすい。本酵素は熱に
対する感受性が高く、50℃を超える温度で急速か
つ完全に不活性化することができる。

反応条件：1X Standard Taq Reaction Buffer。37℃でイン
キュベーション。

熱による不活性化：50℃、10 分間

ユニット定義：1 uni t は、ウラシルを含む 2 本鎖
DNAから 1 分間当たり 60 pmol のウラシルを遊離す
る酵素量として定義される。活性は 0.2 µg の DNA
（104–105 cpm/µg）を 含 む 50 µl の Standard Taq 

Reaction Buffer 中、37℃、30 分間での［3H］- ウラ
シルの遊離により測定

濃度：1,000 units/ml

	■ PCR溶液中のキャリーオーバーの 
コンタミネーションの分解

	■ DNA からウラシルを削除

	■ Thermolabile User II Enzyme 
(NEB #M5508)に含まれる

X5´
3´

3´
5´

Afu UDG / UDG /
Antarctic Thermolabile UDG

Glycosylase
DNA

dUX = Y = AP siteY5´
3´

3´
5´

hSMUG1 n r 1 a w >

#M0336S 500 units  ..........¥13,200 説明：hSMUG1 はヒト由来の 1 本鎖選択的ウラシル
DNA グリコシラーゼである。1 本鎖および 2 本鎖
DNA 中のデオキシウラシルを除去する。また 5- ヒ
ドロキシウラシル、5- ヒドロキシメチルウラシル、
5-ホルミルウラシルなど、C5 部位が酸化されてい
るデオキシウラシル誘導体も除去する。主な基質に

は、ウラシル、5-ヒドロキシウラシル、5-ヒドロキ
シメチルウラシル、および 5-ホルミルウラシルが含
まれる。

反応条件：1X NEBuffer 1、100 µg/ml BSA。37℃でイン
キュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間で、1 塩基のデオキシウラシルを含む
34 mer 2本鎖オリゴヌクレオチドから 1 pmolのデオ
キシウラシルを除去するために必要な酵素量として

定義

濃度：5,000 units/ml

メモ：基質が 5-ヒドロキシメチルウラシルの場合、
ウラシルと比較して 50% の活性を示す。また 2 本
鎖 DNAと比較して、1本鎖 DNAに対する活性は
50%となる。

	■ DNA 酸化損傷の研究

	■ 単細胞ゲル電気泳動 
（コメットアッセイ）

X5´
3´

3´
5´

hSMUG1

Glycosylase
DNA

Y = AP siteY5´
3´

3´
5´

dU and dU derivativesX =

T7 Endonuclease I n r 2 w 9

#M0302S 250 units  ..........¥13,200 
#M0302L 1,250 units  ......... ¥52,400

説明：T7Endonuclease Iは、ホリデイ構造や十字型
DNA などの DNAミスマッチや非 B型 DNA構造の
切断を触媒し、3'-OHと 5 'リン酸を残す。 すべて
の DNAミスマッチを認識するわけではなく、Cミス
マッチを最も効率よく切断し、ニックの入った 2 本
鎖 DNA は低い速度で切断する。

由来：マルトース結合タンパク質（MBP）を融合した
T7 Endo I 遺伝子を有する大腸菌

反応条件：1X NEBuffer 2。37℃でインキュベーション

濃度：10,000 units/ml

ユニット定義：1 unitは 50 µlの反応中、37℃、1時
間で 1 µgのスーパーコイル -十字構造 pUC (AT)の
>90%を直鎖状に変換するために必要な酵素量とし
て定義される。

メモ：T7 Endonuclease I は構造選択性を有する酵素
である。DNA 基質の種類によって活性が異なるた
め、酵素量や反応時間を最適化する。42℃以上で
反応を行った場合、非特異的ヌクレアーゼ活性が生

じる。また 37℃で非特異的切断が見られる場合、
25℃で反応すると良い。

	■ ゲノム編集効率（変異）検証

	■ ミスマッチ DNAを認識

	■ 十字型もしくは分岐 DNAを分解

	■ ヘテロ 2本鎖およびニックの入った
DNAの検出・切断

	■ ショットガンクローニングのための 
直鎖状 DNAのランダム切断

	■ ゲノム編集効率検出のキー酵素

	■ EnGen® Mutation Detection Kit 
(NEB #E3321)も参照

5´P

OH5´
3´

3´T7 Endonuclease I
X = DNA mismatches

– Best at C mismatches
– Doesn’t recognize all mismatches

XP

OHX

Nick

Nick

X5´
3´

3´
5´

DNA
X

PreCR Repair Mix n r 9

#M0309S 30 reactions  ......... ¥30,800 
#M0309L 150 reactions  ........¥122,400

PreCR Repair Mix は損傷を受けたテンプレート DNA
を修復するための酵素ミックスであり、PCRやマイ
クロアレイ、NGS解析などの前処理として最適であ
る。詳細は 82ページを参照。

詳細は 82ページを参照
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リコンビナント 
酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

修復 & リコンビナーゼ

Cre Recombinase r 7 w /

#M0298S 50 units  ..........¥13,200 
#M0298L 250 units  ......... ¥52,900
高濃度品（15X）
#M0298M 250 units  ......... ¥52,900

説明：Cre Recombinase は、バクテリオファージ P1
に由来する Type I トポイソメラーゼで、loxP 部位間
の DNA の部位特異的組換えを触媒する。本酵素は
エネルギー補因子を必要とせず、Cre を介した組換
えは基質と反応産物の間で速やかに平衡に達する。

loxP 認識エレメントは 34 塩基対（bp）の配列であり、
13 bp の逆方向反復配列 2 つが、方向性を決定する
8 bp のスペーサー領域を挟んでいる。組換えの産物
は、loxP 部位の位置および相対的な向きによって異
なる。2 つの DNA 分子が loxP 部位を 1 つずつ含む
場合、この 2 つは融合される。同一 DNA 中に同じ
向きの loxP 部位が反復して含まれる場合は環状に
なった DNA の切り出しが起こり、逆向きの loxP 部
位が存在する場合は loxP 部位に挟まれた部分が外
部に対して反転する。

反応条件：1X Cre Recombinase Reaction Buffer。37℃
でインキュベーション。

熱による不活性化：70℃、10 分間

ユニット定義：1 ユニットは、全反応溶液 50 µl、
37℃、30 分間で、0.25 µg の pLox2+ コントロール
DNA を部位特異的に組換えるために必要な酵素量
として定義される。組換えはアガロースゲル分析、

および反応生成物による形質転換とアンピシリン含

有プレート上での選択により行う。

濃度：1,000 units/ml および 15,000 units/ml

	■ 2つの loxP部位間の DNAの切除

	■ loxP部位を含む 
2つの DNA分子の融合

	■ loxP 部位間の DNAの反転

TelN Protelomerase n r 7 d x ?

#M0651S 250 units  ..........¥14,200 説明：TelN Prote lomerase は N15 ファージ由来で、
TelN 認識配列（56 bp）で dsDNA を切断し、切断部
位には共有結合して閉鎖した末端を残す。

反応条件：1X ThermoPol Reaction Buffer。30℃でイン
キュベーション。

熱による不活性化：75℃、5 分間

ユニット定義：1 ユニットは、全反応溶液 50 µl、
30℃、30 分間で、1X ThermoPol Reaction Buffer にお
いて、BsaI で線形化されたコントロールプラスミド
pMiniT-TelN（TelN 認識部位として 313 fmol）0.5 µg 
を切断するのに必要な酵素量として定義される。

濃度：5,000 units/ml

本 酵 素 は Enzyme for Innovation（EFI）
の 1つである。EFIは、新しく革新的なア
プリケーションの発見を可能にすることを

期待して、科学界に独自の酵素を届けるた

めに NEBが開始したプロジェクトである。
詳細なリストについてはウェブサイト

（www.neb.com/EnzymesforInnovation）
を参照。

5´...TATCAGCACACAATTGCCCATTATACGCGCGTATAATGGACTATTGTGTGCTGATA...3´
3´...ATAGTCGTGTGTTAACGGGTAATATGCGCGCATATTACCTGATAACACACGACTAT...5´

5´...TATCAGCACACAATTGCCCATTATACGC
3´...ATAGTCGTGTGTTAACGGGTAATATGCG

GCGTATAATGGACTATTGTGTGCTGATA...3´
CGCATATTACCTGATAACACACGACTAT...5´

TelN Protelomerase

Topoisomerase I (E. coli )  r w >

#M0301S 100 units  ..........¥13,200 
#M0301L 500 units  ..........¥53,100

説明：大腸菌由来の Topoisomerase I は、負のスーパー
コイル DNA の緩和を触媒する。また DNA の結び目
を作る、ほどく、相補的な環状 1 本鎖 DNA から環
状 2 本鎖DNA 分子を形成する反応も触媒する。イン
タクトなホロ酵素は 97 kDa のタンパク質である。

反応条件：1X rCutSmart Buffer。37℃でインキュベー
ション。

熱による不活性化：65℃、20 分間

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 25 µl 中、
37℃、15 分間で、0.5 µg の負のスーパーコイル DNA
（pUC19RF I DNA）の 95% 以上を緩和するために必
要な酵素量として定義。緩和効率はエチジウムブロ

マイドを使わないアガロースゲル電気泳動により確

認

濃度：5,000 units/ml

メモ：本製品はリコンビナントアルブミンを含むバッ

ファーが同梱されている。詳細は 20ページまたは
www.nebj.jp/re/rAlbumin を参照。

	■ ミスマッチ DNAを認識

	■ 負のスーパーコイル DNAの緩和

β-Agarase I n r 7 b :

#M0392S 100 units  ..........¥16,400 
#M0392L 500 units  ......... ¥65,200

説明：β -Agarase Iはアガロースのサブユニットであ
る unsubs t i tuted neoagarob iose［3,6-anhydr o - α
-L-galac topyranosyl-1-3-Dgalac tose］を切断して
neoagaro-oligosaccharides（ネオアガロオリゴ糖）に
分解する。アガロースゲルから DNAを抽出すること
ができる。β -Agarase Iおよび分解産物は DNAと相
互作用しないため、抽出した DNAは制限酵素によ
る切断、ライゲーション、形質転換に用いることが

できる。

反応条件：1X β -Agarase I Reaction Buffer。42℃でイン
キュベーション。

ユニット定義：1 unit は、42℃、1 時間で、200 µl の
融解した低融点アガロースもしくはNuSieveアガロー
スを非沈殿性のネオアガロオリゴ糖に分解するため

に必要な酵素量として定義

濃度：1,000 units/ml

熱による不活性化：95℃で 2分間または 65℃で 15
分間のインキュベーションにより、50 uni ts のβ
-Agarase Iが不活性化される。β -Agarase Iは 40–
45℃で数時間活性を保持し、反応液中にアガロー
スが存在することで安定化する。

	■ アガロースゲルから DNAを抽出

	■ DNase、RNaseフリー
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CpG Methyltransferase (M.SssI) r 2 s w >

#M0226S 100 units  ......... ¥13,200 
#M0226L 500 units  .........  ¥53,100
高濃度品（5X）
#M0226M 500 units  .........  ¥53,100

説明：CpG Methyltransferase（M.SssI）は 2本鎖ジヌ
クレオチドの認識配列 5′. . .CG.. .3′のすべてのシト
シン残基（C5）をメチル化する。

反応条件：1X NEBuffer 2 + SAM。160 µM SAMを添
加（製品に付属）。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

メモ：MgCl2は補因子として必要ではない。特定の

条件下では（Mg2+が存在、基質 DNA濃度が高い）、
メチル化は前進的（Processive）ではなく離散的
（Distributive）になり、トポイソメラーゼ活性を示す
ことがある。

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 20 µl中、
37℃、1時間で、1 µgのλ DNAを BstUIによる切断
から保護するために必要な酵素量として定義

濃度：4,000 uni ts /mlまたは 20,000 uni ts /ml（高濃 
度品）

メモ：メチル化反応には SAMが消費期限内である
ことを確認し、常に新しく調製したものを使用する。

一度希釈保存したものは使用しない。

CpGメチル化の詳細は 321ページを参照

 CH3

5´. . . C G . . . 3´
3´. . . G C . . . 5´
        CH3

	■ 制限酵素の切断をブロック

	■ CpGメチル化依存性遺伝子発現の研究

	■ DNA 主溝内の配列特異的結合の検出

	■ DNAの物理的特性を改変

	■ DNAの［ 3H］標識

	■ 制限酵素の切断部位を減少することで 
特異性を向上

GpC Methyltransferase (M.CviPI) r 7 s w >

#M0227S 200 units  ......... ¥13,200 
#M0227L 1,000 units  ........  ¥53,000

説明：GpC Methyltransferase（M.CviPI）は 2本鎖ジヌ
クレオチドの認識配列 5′. . .GC.. .3′のすべてのシト
シン残基（C5）をメチル化する。

反応条件：1X GC Reaction Buffer。160 µM SAMを添
加（製品に付属）。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

メモ：MgCl2は補因子として必要ではない。

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 20 µl中、
37℃、1時間で、1 µgのλ DNAを HaeIIIによる切断
から保護するために必要な酵素量として定義

濃度：4,000 units/ml。λ DNAでアッセイ

メモ：メチル化反応には SAMが消費期限内である
ことを確認し、常に新しく調製したものを使用する。

一度希釈保存したものは使用しない。

DNAメチル化関連製品は 276-289ページを参照

 CH3

5´. . . G C . . . 3´
3´. . . C G . . . 5´
 CH3

	■ 制限酵素の切断をブロック

	■ DNAの物理的特性を改変

	■ DNAの［ 3H］標識

AluI Methyltransferase n r 7 s w >

#M0220S 100 units  ......... ¥13,200 説明：左図の配列中のシトシン残基（C5）をメチル化

反応条件：1X AluI Methyltransferase Reaction Buffer + 
SAM、80 µM SAM（製品に付属）を添加。37℃でイン
キュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間で、1 µgのλ DNAを AluIによる切断か
ら保護するために必要な酵素量として定義

濃度：5,000 units/ml
   CH3

5´. . . A G C T . . . 3´
3´. . . T C G A . . . 5´
  CH3

BamHI Methyltransferase n r 7 s w 9

#M0223S 100 units  ......... ¥13,200 説明：左図の配列中のシトシン残基（N4）をメチル化

反応条件：1X BamHI Methyltransferase Reaction Buffer 
+ SAM、80 µM SAM（製品に付属）を添加。37℃でイン
キュベーション。

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間で、1 µgのλ DNAを BamHIによる切断
から保護するために必要な酵素量として定義

濃度：4,000 units/ml

メモ：メチル化反応には SAMが消費期限内である
ことを確認し、常に新しく調製したものを使用する。

一度希釈保存したものは使用しない。
     CH3

5´. . . G G A T C C . . . 3´
3´. . . C C T A G G . . . 5´
  CH3
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温度 > 熱による不活性化

メチルトランスフェラーゼ

dam Methyltransferase r 7 s w >

#M0222S 500 units  ......... ¥13,200 
#M0222L 2,500 units  ......... ¥52,700

説明：左図の配列中のアデニン残基（N6）をメチル化

反応条件：1X dam Methyltransferase Reaction Buffer + 
SAM、80 µM SAM（製品に付属）を添加。37℃でイン
キュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 uni tは 10 µlの反応溶液中、37℃、
1時間で 1 µgのλ DNAを MboI切断からブロックす
るために必要な酵素量として定義される。

濃度：8,000 units/ml

メモ：メチル化反応には SAMが消費期限内である
ことを確認し、常に新しく調製したものを使用する。

一度希釈保存したものは使用しない。  CH3

5´. . . G A T C . . . 3´
3´. . . C T A G . . . 5´
   CH3

EcoGII Methyltransferase  n r s d w >

#M0603S 200 units  ......... ¥13,700 説明：左図の配列中のアデニン残基（N6）をメチル化

反応条件：1X rCutSmart Buffer + SAM、160 µM SAM 
（製品に付属）を添加。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

ユニット定義：1 uni tは 20 µlの反応溶液中、37℃、
30分間で 100 ngの FAM標識 DNAをMboI切断から
ブロックするために必要な酵素量として定義される。

メモ：メチル化反応には SAMが消費期限内である
ことを確認し、常に新しく調製したものを使用する。

一度希釈保存したものは使用しない。

本酵素は塩で阻害されるため、DNA 溶液は十分精
製したものを使用して、反応系への持ち込みを少な

くする。

本製品はリコンビナントアルブミンを含むバッファー

が同梱されている。詳細は 20ページまたは w w w.
nebj.jp/re/rAlbumin を参照。

 CH3

5´. . . A . . . 3´
3´. . . T . . . 5´

本酵素は Enzyme for Innovation（EFI）
の 1つである。EFIは、新しく革新的なア
プリケーションの発見を可能にすることを

期待して、科学界に独自の酵素を届ける

ために NEBが開始したプロジェクトであ
る。詳細なリストについてはウェブサイト

（www.neb.com/EnzymesforInnovation）
を参照。

EcoRI Methyltransferase n r 7 s w >

#M0211S 10,000 units  .........  ¥11,700 説明：左図の配列中のアデニン残基（N6）をメチル化

反応条件：1X EcoRI Methyltransferase Reaction Buffer 
+ SAM、80 µM SAM（製品に付属）を添加。37℃でイン
キュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 uni tは 10 µlの反応溶液中、37℃、
1時間で 1 µgのλ DNAを EcorI切断からブロックす
るために必要な酵素量として定義される。

濃度：40,000 units/ml

メモ：MgCl2で阻害される。4 mM MgCl2が含まれる

場合、活性は 50%に低下。

   CH3

5´. . . G A A T T C . . . 3´
3´. . . C T T A A G . . . 5´
    CH3

A
A

5´

3´

3´

5´

5´

3´

3´

5´

EcoGII 
Methyltransferase

DNA

CH3

CH3

A
A

HaeIII Methyltransferase n r 7 s w >

#M0224S 500 units  ......... ¥13,200 説明：左図の配列中のシトシン残基（C5）をメチル化

反応条件：1X HaeIII Methyltransferase Reaction Buffer 
+ SAM、80 µM SAM（製品に付属）を添加。37℃でイン
キュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 uni tは 10 µlの反応溶液中、37℃、
1時間で 1 µgのλ DNAを HaeIII切断からブロックす
るために必要な酵素量として定義される。

濃度：10,000 units/ml

メモ：本酵素でメチル化した DNAは Not Iで切断さ
れない。

   CH3

5´. . . G G C C . . . 3´
3´. . . C C G G . . . 5´
  CH3

HhaI Methyltransferase  n r s w 9

#M0217S 1,000 units  ..........¥13,200 説明：左図の配列中のシトシン残基（C5）をメチル化

反応条件：1X rCutSmart Buffer +SAM、80 µM SAM（製
品に付属）を添加。37℃でインキュベーション。

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間で、1 µgのλ DNAを HhaIによる切断
から保護するために必要な酵素量として定義

濃度：25,000 units/ml

メモ：本製品はリコンビナントアルブミンを含むバッ

ファーが同梱されている。詳細は 20 ページまたは
www.nebj.jp/re/rAlbumin を参照。

  CH3

5´. . . G C G C . . . 3´
3´. . . C G C G . . . 5´
   CH3
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For the past 4 years, Greg has worked as 
a Fermentation Scientist, helping to 

produce various enzymes and proteins. 
When not at work, he enjoys reading, 

traveling and attending sporting events.

HpaII Methyltransferase  n r s w >

#M0214S 100 units  ......... ¥12,200 説明：左図の配列中のシトシン残基（C5）をメチル化

する。MspI Methyltransferaseと同じ配列を認識する
が、メチル化位置が異なる。

反応条件：1X rCutSmart Buffer+ SAM、80 µM SAM（製
品に付属）を添加。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間で、1 µgのλ DNAを HpaIIによる切断
から保護するために必要な酵素量として定義

濃度：4,000 units/ml

メモ：本製品はリコンビナントアルブミンを含むバッ

ファーが同梱されている。詳細は 20ページまたは
www.nebj.jp/re/rAlbumin を参照。

  CH3

5´. . . C C G G . . . 3´
3´. . . G G C C . . . 5´
   CH3

MspI Methyltransferase n r 7 s w 9

#M0215S 100 units  ......... ¥13,200 説明：左図の配列中のシトシン残基（C5）をメチル化

する。HpaII Methyltransferaseと同じ配列を認識する
が、メチル化位置が異なる。

反応条件：1X MspI Methyltransferase Reaction Buffer 
+ SAM、80 µM SAM（製品に付属）を添加。37℃でイン
キュベーション

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間で、1 µgのλ DNAを MspIによる切断
から保護するために必要な酵素量として定義

濃度：5,000 units/ml

メモ：メチル化反応には SAMが消費期限内である
ことを確認し、常に新しく調製したものを使用する。

一度希釈保存したものは使用しない。

 CH3

5´. . . C C G G . . . 3´
3´. . . G G C C . . . 5´
    CH3

Taq I Methyltransferase  n r s ^ 9

#M0219S 1,000 units  ......... ¥13,200 説明：左図の配列のアデニン残基（N6）をメチル化

反応条件：1X rCutSmart Buffer + SAM、と 80 µM SAM
（製品に付属）を添加。65℃でインキュベーション。

メモ：推奨反応温度は 65℃。37℃における活性は
25%

ユニット定義：1 unitは、全反応溶液 20 µl中、65℃、
1時間で、1 µgのλ DNAを TaqIによる切断から保護
するために必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

メモ：本製品はリコンビナントアルブミンを含むバッ

ファーが同梱されている。詳細は 20 ページまたは
www.nebj.jp/re/rAlbumin を参照。

    CH3

5´. . . T C G A . . . 3´
3´. . . A G C T . . . 5´
 CH3
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インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

RecA & RecAf r 7 w >

RecA 
#M0249S 200 µg  ..........¥13,200 
#M0249L 1,000 µg  ..........¥53,100

説明：RecAは DNA修復や紫外線による変異導入な
どの遺伝子組換えに必要なタンパク質である。

RecAは lexAリプレッサーや umuDタンパク質、λリ
プレッサーの自己分解を促進する。特に Lex A が分
解されると、20を超える遺伝子の抑制が解除され
る。また in vi tro 研究により、ATPの存在下で 1本
鎖 DNAと相同 2本鎖 DNAとの組換えが促進される
ことが示されている。この反応は 3つのステップに
分けられる。（i）RecA が 1本鎖 DNA上に重合する。
（i i）ヌクレオプロテインフィラメントが 2本鎖 DNA
と結合して相同領域を探索する。（iii）鎖を交換する。

由来：RecAは大腸菌由来の recA 遺伝子を有する大
腸菌から精製（タグなし）。RecAfには 6X His-tagが
付加。

反応条件：1X RecA Reaction Buffer。37℃でインキュ
ベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

分子量：

RecA：37,973 Da
RecAf：38,907 Da

濃度：2 mg/ml

	■ 電子顕微鏡による DNA構造の視覚化

	■ D-ループ変異導入

	■ RecAコーティングプローブを使用した 
ライブラリーのスクリーニング

	■ RecAを利用した affinity captureによる 
完全長 cDNAのクローニング

T4 Gene 32 Protein n r 4 w >

#M0300S 100 µg  ......... ¥13,700 
#M0300L 500 µg  ........  ¥55,000

説明：T4 Gene 32 Proteinは 1本鎖 DNA 結合タンパ
ク質であり、バクテリオファージ T4の複製と修復
に必須である。1本鎖 DNAに結合して安定化する
ことにより、T4ファージの複製に重要な構造的役
割を果たす。この特性を利用して細胞内の DNA構
造を電子顕微鏡で解析する際に、1本鎖 DNA領域
を安定化してマーキングすることができる。最近で

は制限酵素の切断効率の向上や、RT-PCR中の逆転
写反応の収量と効率の向上、T4 DNA Polymerase活
性の促進や PCR産物の収量増加作用を示すことが
報告されている。

反応条件：1X NEBuffer 4。37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：精製タンパク質の質量は OD280によ

り測定（A280=1.184、1 mg/ml、1 cm）

分子量：33,485 Da

濃度：10 mg/ml

	■ RT-PCRにおける逆転写酵素の収量と 
プロセッシビティを向上

	■ 土壌サンプルからの PCR 産物の収量
と 
特異性を向上

	■ 1本鎖 DNA構造の安定化とマーキング

ET SSB (Extreme Thermostable Single-Stranded Binding Protein)　　r

#M2401S 50 µg  .........  ¥33,100 説明：超好熱性微生物から単離された 1本鎖 DNA
結合タンパク質であり、95℃、60分間のインキュベー
ション後も十分な活性を保持する。高い熱安定性

を持つため、核酸増幅やシーケンシングなどの高温

反応に使用することが可能である。

ユニット定義：精製タンパク質の質量は OD280によ

り測定（A280=0.774、1 mg/ml、1 cm）。

濃度：500 µg/ml

分子量：16 kDa

メモ：E T SSBは NEBのすべてのポリメラーゼ反応 
バッファー中において活性を示す。50 µlの反応溶液
に対して 200 ngとなるように ET SSBを加える。

	■ DNAポリメラーゼの 
プロセッシビティの向上

	■ 1本鎖 DNA構造の安定化とマーキング

	■ PCR 産物の収量と特異性の向上

	■ RT-PCRにおける逆転写反応の収量と 
プロセッシビティの向上

	■ 二次構造を伴う領域の 
DNAシーケンシングの向上

メチルトランスフェラーゼ & 1本鎖 DNA 結合タンパク質
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Cloning Plasmids and DNAs

DNA 製品番号  特長 濃度 分子量 /サイズ 容量 希望小売価格

pBR322 Vector N3033S/L • 一般的なクローニングベクター

• Tet、Amp耐性 

1,000 µg/ml 2.83 x 106 Da/4,361 bp 50/250 µg ¥16,400/¥65,700

pUC19 Vector N3041S/L 1,000 µg/ml 1.75 x 106 Da/2,686 bp 50/250 µg ¥16,400/¥65,700

M13mp18 RF I DNA N4018S

• バクテリオファージ M13由来の 
ファージベクター

• 環状 DNA

• 13か所のユニークな制限サイトと 
β -gal遺伝子

• ブルー /ホワイト選択が可能

100 µg/ml 7,249 bp 10 µg ¥18,400

M13mp18  
Single-stranded DNA N4040S 250 µg/ml 7,249 bases 10 µg ¥7,200

Lambda DNA N3011S/L
• 制限酵素やメチラーゼなどの基質

500 µg/ml 31.5 x 106 Da/48,502 bp 250/1,250 µg ¥14,200/¥56,800

Lambda DNA 
(N 6-methyladenine-free) N3013S/L 500 µg/ml 31.5 x 106 Da/48,502 bp 250/1,250 µg ¥12,300/¥49,000

φ X174 RF I DNA N3021S/L
• 制限酵素などの基質

• 環状 DNA
1,000 µg/ml 3.5 x 106 Da/5,386 bp 30/150 µg ¥16,400/¥65,100

φ X174 RF II DNA N3022L
• 制限酵素などの基質

• ニックが入った環状 DNA 
1,000 µg/ml 3.5 x 106 Da/5,386 bp 150 µg ¥66,700

φ X174 Virion DNA N3023S/L • 1本鎖 DNA 1,000 µg/ml 1.7 x 106 Da/5,386 bases 50/250 µg ¥18,400/¥71,700

表は NEBから販売されているクローニング用プラスミドまたは各酵素の基質 DNAである。

M13KO7 Helper Phage

#N0315S 1.8 ml  ..........¥18,200 説明：M13KO7は M13 の派生体であり、gII中に
Met40Ile 変異が導入されている。また、p15A由来
複製起点、Tn903 由来カナマイシン耐性遺伝子を有
しており、これらは M13 複製起点中に挿入されてい
る。M13KO7 はファージミド DNA が存在しなくても
複製を行うことが可能であるが、野生型 M13 もし
くは f1複製起点を有するファージミドが存在する場
合、1本鎖ファージミドが選択的に包まれて培地中
に分泌される。これを利用して 1本鎖ファージミド
DNAを生成し、変異導入やシーケンシングに応用で
きる（プロトコールはデータカードに記載）。

由来：M13KO7 ファージを感染させた大腸菌 ER2738
の培養上清から標準的方法により分離

濃度：1.0 x 1011 pfu/ml

メモ：M13KO7をクローニングベクターとして使用す
ることは推奨されていない。ファージディスプレイラ

イブラリーのクローニングには、Ph.D. PeptideDisplay 
Cloning Systemを使用（273ページを参照）

	■ シーケンスや変異導入のための 
1本鎖ファージミド DNAの生成

プログラム可能ヌクレアーゼ

プログラム可能ヌクレアーゼを使用することで、部位特異的遺伝子改変と特異的 in vi tro 切断が可能となる。
RNAガイド Casヌクレアーゼが有名であるが、Tth Argonaute も DNA ガイド型のプログラム可能なエンドヌクレ
アーゼである。

Tth Argonaute (TtAgo)

#M0665S 50 pmol  ..........¥13,000 説明：Thermus thermophilus argonaute (TtAgo)は、プ
ログラム可能 DNAエンドヌクレアーゼであり、プロ
グラムの活性化に短い 5 'リン酸化一本鎖 DNAガイ
ドが必要。Tt Agoは、DNAガイド鎖の 10番目と 11
番目の間に相補的な基質のホスホジエステル構造を

切断する。

由来：グラム陰性好熱性細菌 Thermus thermophilus
からクローニング、Ｎ末端に 6x Hisタグを付加して
大腸菌で発現、N末端に 6xHis taq 融合タンパクを
持つ。

濃度：1 µM

メモ：使用する際は、w w w.neb.com/M0665にある
usase guidelineを参照する

	■ 1本鎖 DNA（5'リン酸化、16-18 塩基）
をガイドとしたプログラム可能 
エンドヌクレアーゼ

	■ 配列モチーフを必要としないため、 
ガイド /ターゲット配列に制限なし

	■ ssDNAとほとんどの 
dsDNA 基質に対して高い活性 
（dsDNA 基質にニックを生成）、 

ssRNA 基質に対して中程度の活性

NEW



129

D
N

A
修
飾
酵
素

&
ク
ロ
ー
ニ
ン
グ

テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

  or  推奨バッファー n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 a BSA が必要 s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w

インキュベーション 
温度 > 熱による不活性化

Competent Cell Selection Chart for Cloning

NEB 5-alpha 
Competent  

E. coli
(#C2987)

NEB Turbo 
Competent  

E. coli
(#C2984)

NEB 5-Alpha F′I q 
Competent  

E. coli
(#C2992)

NEB 10-Beta  
Competent  

E. coli
(#C3019)

dam–/dcm–  
Competent  

E. coli
(#C2925)

NEB Stable 
Competent  

E. coli
(#C3040)

特長

汎用性 ● ●

8時間以内でコロニー形成 ●

毒性遺伝子のクローニング ● ● ●

大きなプラスミド / 
BACのクローニング

●

Dam/Dcmフリーの 
プラスミド調製

●

レトロウイルス /レンチ 
ウイルスのクローニング

●

recA– ● ● ● ●

endA– ● ● ● ● ● ●

仕様

ケミカルコンピテントセル ● ● ● ● ● ●

エレクトロコンピテントセル ● ● ●

サブクローニング ●

96-well format* ●

384-well format* ●

12 x 8-tube strips* ●

*  Other strains are available upon request. For more information, contact custom@neb.com.

Monarch Nucleic Acid Purification Kits

超高分子 DNA精製については 
136ページを参照

Monarch核酸精製キットは、クラス最高のシリカカラ
ムテクノロジーを使用しており、高品質 DNA /RNAを
迅速かつ確実に精製できる。精製 DNA /RNAは高純
度であり、シーケンシング、クローニング、PCR、そ
の他の酵素操作を含む幅広いアプリケーションでの

使用に適している。Monarchシリーズは、持続可能

性を念頭に置いて設計されており、一般的なカラム

に比べてプラスチックの使用量が低く、さらにリサ

イクル可能な素材で包装されている。また、すべて

の Monarchキットの構成品はカラムも含めてすべて
個別購入が可能である。詳細は 135-141ページを
参照。

プラスミド&DNA、プログラム可能ヌクレアーゼ

製品 製品番号 容量 希望小売価格

Monarch Plasmid Miniprep Kit T1010S/L 50/250 preps ¥10,400/¥46,400

Monarch DNA Gel Extraction Kit T1020S/L 50/250 preps ¥12,000/¥54,600

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 µg) T1030S/L 50/250 preps ¥12,000/¥54,600

Monarch Genomic DNA Purification Kit T3010S/L 50/150 preps ¥20,500/¥53,000

Monarch Total RNA Miniprep Kit T2010S 50 preps ¥32,000

Monarch RNA Cleanup Kit (10 µg) T2030S/L 10/100 preps ¥9,700/¥52,900

Monarch RNA Cleanup Kit (50 µg) T2040S/L 10/100 preps ¥9,300/¥51,900

Monarch RNA Cleanup Kit (500 µg) T2050S/L 10/100 preps ¥10,700/¥87,300

カラム単品

Monarch Plasmid Miniprep Columns T1017L 100 columns + tubes ¥10,700

Monarch DNA Cleanup Columns (5 µg) T1034L 100 columns + tubes ¥16,600

Monarch RNA Purification Columns T2007L 100 columns + tubes ¥19,100

Monarch gDNA Purification Columns T3017L 100 columns + tubes ¥17,300

Monarch RNA Cleanup Columns (10 µg) T2037L 100 columns + tubes ¥37,700

Monarch RNA Cleanup Columns (50 µg) T2047L 100 columns + tubes ¥37,200

Monarch RNA Cleanup Columns (500 µg) T2057L 100 columns + tubes ¥66,300
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Putting Recycling to Practice

New England Biolabs has always placed stewardship of the environment as 
one of our highest priorities. We continuously work to promote ecologically 
sound practices and environmental sustainability, in order to protect our 
natural resources. This was instilled in us by our Founder, Don Comb, who 
believed that all companies should share the responsibility of protecting the 
environment. Don had a passion for ecologically sustainable practices and 
encouraged employees to find ways to make a difference, both on the NEB 
campus and in their personal lives. 

An undeniable burden that results from life science research is the 

nine million tons of plastic have been produced, and it is predicted that only 
9% of that colossal amount is recycled, while 12% is incinerated and 79% 

increase in precision, speed and convenience makes single-use microfuge 

desirable over the alternatives. 

Sustainable solutions focusing on reduction can be more effective than 
relying on the end-user to recycle or reuse. As one example, NEB carefully 
designed its Monarch® nucleic acid purification kits to reduce the amounts of 
plastic used. This was achieved by making the walls of the collection tubes 
thinner and by using appropriately-sized, lighter-weight bottles. 

Cold chain shipping has long been a challenge from an environmental 
standpoint. Many life science reagents require shipment on ice or dry ice, 

commonly referred to as Styrofoam®, has always been the gold standard 
for cold shipping — it is light, durable, and well-known for its insulative 
properties. That said, it is difficult to recycle and often ends up in landfills. For 
over 40 years, NEB has encouraged customers to use the free return label and 
send their shipping box back to NEB. More recently, we introduced a 100% 
recyclable ClimaCell® cooler as an alternative to EPS. The packaging liner is 
made of starch and paper and is designed with thousands of tiny air pockets 
that maintain the required temperature for the duration of product delivery. 

There are other, smaller changes to business practices that can also help. 
In 1975, NEB printed its first catalog on recycled paper, and uses recycled, 
Forest Stewardship Council® (FSC®) certified paper for all its printing needs. 
In 2015, the NEB Catalog became the first carbon neutral-certified catalog 
produced in the U.S. At NEB headquarters, we manage an extensive recycling 
program for paper, plastics, EPS, glass, aluminum, batteries and electronics. 

In order to continue to address these types of challenges, we realize it is 
important to communicate and learn from each other. To that end, NEB 
supports Labconscious (Labconscious.com) — a community of biologists 
interested in sustainable laboratory practices that will protect nature and 
enhance lab productivity. Learn more at Labconscious.com.

Explore the 
ClimaCell Cooler.

NEB shipping boxes being prepared for use.
Credit: Mileidy Rodriguez, NEB

STYROFOAM® is a registered trademark of the Dow Chemical Company. 
CLIMACELL® is a registerd trademark of Temperpack Technologies, Inc. 
FOREST STEWARDSHIP COUNCIL® and FSC® are registered trademarks of 
The Forest Stewardship Council.
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Putting Recycling to Practice

New England Biolabs has always placed stewardship of the environment as 
one of our highest priorities. We continuously work to promote ecologically 
sound practices and environmental sustainability, in order to protect our 
natural resources. This was instilled in us by our Founder, Don Comb, who 
believed that all companies should share the responsibility of protecting the 
environment. Don had a passion for ecologically sustainable practices and 
encouraged employees to find ways to make a difference, both on the NEB 
campus and in their personal lives. 

An undeniable burden that results from life science research is the 

nine million tons of plastic have been produced, and it is predicted that only 
9% of that colossal amount is recycled, while 12% is incinerated and 79% 

increase in precision, speed and convenience makes single-use microfuge 

desirable over the alternatives. 

Sustainable solutions focusing on reduction can be more effective than 
relying on the end-user to recycle or reuse. As one example, NEB carefully 
designed its Monarch® nucleic acid purification kits to reduce the amounts of 
plastic used. This was achieved by making the walls of the collection tubes 
thinner and by using appropriately-sized, lighter-weight bottles. 

Cold chain shipping has long been a challenge from an environmental 
standpoint. Many life science reagents require shipment on ice or dry ice, 

commonly referred to as Styrofoam®, has always been the gold standard 
for cold shipping — it is light, durable, and well-known for its insulative 
properties. That said, it is difficult to recycle and often ends up in landfills. For 
over 40 years, NEB has encouraged customers to use the free return label and 
send their shipping box back to NEB. More recently, we introduced a 100% 
recyclable ClimaCell® cooler as an alternative to EPS. The packaging liner is 
made of starch and paper and is designed with thousands of tiny air pockets 
that maintain the required temperature for the duration of product delivery. 

There are other, smaller changes to business practices that can also help. 
In 1975, NEB printed its first catalog on recycled paper, and uses recycled, 
Forest Stewardship Council® (FSC®) certified paper for all its printing needs. 
In 2015, the NEB Catalog became the first carbon neutral-certified catalog 
produced in the U.S. At NEB headquarters, we manage an extensive recycling 
program for paper, plastics, EPS, glass, aluminum, batteries and electronics. 

In order to continue to address these types of challenges, we realize it is 
important to communicate and learn from each other. To that end, NEB 
supports Labconscious (Labconscious.com) — a community of biologists 
interested in sustainable laboratory practices that will protect nature and 
enhance lab productivity. Learn more at Labconscious.com.

Explore the 
ClimaCell Cooler.

NEB shipping boxes being prepared for use.
Credit: Mileidy Rodriguez, NEB

STYROFOAM® is a registered trademark of the Dow Chemical Company. 
CLIMACELL® is a registerd trademark of Temperpack Technologies, Inc. 
FOREST STEWARDSHIP COUNCIL® and FSC® are registered trademarks of 
The Forest Stewardship Council.

リサイクルの実践

環境スチュワードシップは常に、New England Biolabsの最優先事項の一つです。
NEBでは地球の天然資源を守るために、生態学的に健全な業務の実践と環境的
持続可能性の推進に継続的に取り組んでいます。すべての企業に環境保全の義務

があると信じていた創業者 Don Comb博士の精神が、NEBには今も息づいていま
す。Don Comb博士は生態学的に持続可能な活動に情熱を注ぎ、社員には NEB
キャンパスにおいても個人生活においても改善策を求め続けるよう奨励しました。

生命科学研究で使用する大量のプラスチックが環境に負担をかけていることは否

定できません。その環境への影響は、とりわけ陸上生物および海洋生物に対する

毒性がより明らかになるにつれて、賢い消費者にとっての最大の懸案事項の一つ

となってきています。1950年以降、900万トンという大量のプラスチックが製造
されていますが、リサイクルされているのはそのうちのわずか 9%に留まり、12%
は焼却され、79%は埋立処分されていると考えられます。プラスチック過剰使用
の全責任を研究者が負うというわけではありませんが、研究の精度、スピードお

よび利便性の向上のためには、シングルユースの微量遠心管、コニカルチューブ、

細胞培養皿、ピペットおよび手袋の使用が再利用可能な器具よりもはるかに望ま

しいため、プラスチック過剰使用に研究者が大きく関与していることは否定でき

ません。

プラスチックの使用量の低減に焦点を置いた持続可能なソリューションは、エン

ドユーザーによるリサイクルまたは再使用に依存するよりもはるかに効果的です。

例えば、NEBのMonarch核酸精製キットでは、注意深いデザインによりプラスチッ
クの使用量が低減されています。採血管の壁を薄くし、適切なサイズの軽量ボト

ルを使用することでプラスチックの使用量の低減が達成されています。

コールドチェーンの輸送は、環境面の観点から長い間問題となっていました。生

命科学研究では多くの試薬が氷またはドライアイスを使用した輸送を必要とし、

輸送温度の維持が極めて重要です。低温輸送においては、発砲ポリスチレン

（EPS）、いわゆる Styrofoam®がゴールドスタンダードであり、軽量で耐久性があ

り、断熱性が高いことがよく知られています。しかし、リサイクルが困難であるた

め埋立処分されることがほとんどです。40年以上にわたり、NEBでは顧客に、
無料の返品ラベルを使用して発送ボックスを NEBに返送するよう奨励してきまし
た。最近では、EPSの代替として 100%リサイクル可能な ClimaCellクーラーを
導入しました。包装ライナーはデンプンと紙でできており、数千の小さなエアポケッ

トを含むデザインにより、製品の配送中に必要な温度を維持することができます。

その他のより小さなビジネス慣行の変更も有用です。

1975年、NEBは最初のカタログの印刷に再生紙を使用し、すべての印刷物には
リサイクルされた Forest Stewardship Council® (FSC®)認証紙を使用しています。
（米国において）

2015年、NEBは米国で初のカーボンニュートラル認証カタログを発行しました。
NEB本社では、紙、プラスチック、EPS、ガラス、アルミニウム、電池および電
子機器の徹底したリサイクルプログラムを展開しています。

これらは、環境影響を最小限に抑えるための NEBによる取り組みのごく一部に過
ぎません。

このような課題に継続的に取り組むためには、互いにコミュニケーションを取り、

学び合うことが重要です。そのために、NEBは、自然を守り、研究室の生産性を
高める持続可能な研究室の実践に関心を持つ生物学者のコミュニティーである

Labconscious（Labconscious.com）を支援しています。詳細は Labconscious.
comをご覧ください。

ClimaCell Coolerの
詳細はこちらから。

使用準備済みの NEB発送ボックス。
提供：Mileidy Rodriguez、NEB

STYROFOAM®は Dow Chemical Companyの登録商標です。
CLIMACELL®は Temperpack Technologies, Inc.の登録商標です。
FOREST STEWARDSHIP COUNCIL®および FSC®は

Forest Stewardship Councilの登録商標です。
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変化のとき

核酸精製は、分子生物学のワークフローにおける重要なステップの一つである。さら

に、市販されているソリューションも数多く存在し、選択することが可能である。当

社の研究開発チームは時間をかけてお客様の意見を聞き、現行の核酸精製キットを

改良するために何ができるのか、理解を深めてきた。このフィードバックは、最高の

性能と環境への影響を最小限に抑えるために最適化された、当社の新しいラインであ

るMonarch Nucleic Acid Purificationキットの開発に役立てられている。

モナークキットは、DNAおよび RNA抽出、クリーンアップ、プラスミド精製、ゲル抽
出に利用できる。当キットは独自のカラム形状により、低容量（高濃度）での溶出と、コン

タミネーションのない高純度の核酸精製が可能である。モナークキットは、さまざま

な有効かつ使用しやすいプロトコルによって裏付けられており、複数のワークフロー

やアプリケーションを支援することができる。

無菌性と利便性が最も重要とされる研究室においては、環境への負担を減らすことが

難しい場合があることを私たちは理解している。ときには、持続可能性と作業が互い

に相反するように思われることもある。この問題を完全に解決することはできません

が、より環境に優しい研究室という目標に向かうべく、当社の製品設計を変更してい

くことは可能である。それがまさに、私たちがモナークキットで成し遂げたことなの

である。モナークキットは使われるプラスチックの量が少なくなっており、私たちは責

任を持って原料を調達し、リサイクル可能な包装を用いている。カラムの壁を薄くし、

性能には影響を与えることなくプラスチックの総使用量を削減している。プラスチック

使用量を最小限に抑えるためにすべてのボトルを慎重に選択し、キットの外箱には各

コンポーネントのリサイクル方法について詳細な説明を記載している。

核酸精製の世界が一つずつきれいになるよう、力を合わせよう。

Featured Products

141 Monarch Plasmid  
Miniprep Kit

140 Monarch DNA Gel  
Extration Kit

139 Monarch PCR & DNA  
Cleanup Kit

135 Monarch Genomic DNA  
Purification Kit

137 Monarch Total RNA  
Miniprep Kit

Featured Tools  
& Resources

製品の詳細およびプロトコールは 
ウェブサイト（www.nebj.jp）を参照

核酸精製
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One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not agree 
to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.

プラスミド DNAミニプレップ
キット製品
Monarch Plasmid Miniprep Kit 141

カラム /バッファー単品
Monarch Plasmid Miniprep Columns 141
Monarch Plasmid Resuspension Buffer (B1) 141
Monarch Plasmid Lysis Buffer (B2) 141
Monarch Plasmid Neutralization Buffer (B3) 141
Monarch Plasmid Wash Buffer 1 141
Monarch Plasmid Wash Buffer 2 141
Monarch DNA Elution Buffer 141

DNAクリーンアップ
キット製品
Monarch DNA Gel Extraction Kit 140
Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 µg) 139

カラム /バッファー単品
Monarch DNA Cleanup Columns (5 µg) 139, 140
Monarch Gel Dissolving Buffer 140
Monarch DNA Cleanup Binding Buffer 139
Monarch DNA Wash Buffer 139, 140
Monarch DNA Elution Buffer 139, 140, 141

ゲノム DNA 精製
キット製品
Monarch Genomic DNA Purification Kit 135

カラム /バッファー単品
Monarch gDNA Purification Columns 135
Monarch Collection Tubes II 135, 137, 138

Monarch gDNA Tissue Lysis Buffer 135
Monarch gDNA Cell Lysis Buffer 135
Monarch gDNA Blood Lysis Buffer 135
Monarch gDNA Binding Buffer 135
Monarch gDNA Wash Buffer 135
Monarch gDNA Elution Buffer 135, 136
Monarch RNase A 135
Proteinase K, Molecular Biology 135

RNA精製・クリーンアップ
キット製品
Monarch Total RNA Miniprep Kit 137
Monarch RNA Cleanup Kit (10 µg) 138
Monarch RNA Cleanup Kit (50 µg) 138
Monarch RNA Cleanup Kit (500 µg) 138

カラム /バッファー単品
Monarch RNA Purification Columns 137
Monarch gDNA Removal Columns 137
Monarch DNA/RNA Protection Reagent 137
Monarch RNA Lysis Buffer 137
Monarch Total RNA Miniprep Enzyme Pack 137
Monarch RNA Priming Buffer 137
Monarch RNA Wash Buffer 137
Monarch RNA Cleanup Columns (10 µg) 138
Monarch RNA Cleanup Columns (50 µg) 138
Monarch RNA Cleanup Columns (500 µg) 138
Monarch Collection Tubes II 135, 137, 138
Monarch RNA Cleanup Binding Buffer 138
Monarch RNA Cleanup Wash Buffer 138
Nuclease-free Water 137, 138

アクセサリー

Monarch Microfuge Tube EcoRack 141
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Monarch が選ばれる理由
モナーク核酸精製キットは、様々な分子生物学実験におけるワークフローを完璧に補完する製品です。迅速

かつ簡便なプロトコールと、最適化されたバッファーにより、短時間でインタクトな DNA や RNA が高純度で
回収できるため、核酸精製後の実験に集中できるようになります。

モナーク核酸精製のラインナップには、生物試料からの核酸精製、酵素反応後の DNA や RNA の精製、ゲル
からの DNA 断片抽出、さらにプラスミドの精製があり、研究者の様々なニーズにお応えすることが可能です。

モナークシリーズは環境に配慮したデザインで、カラム形状の工夫により、無駄なプラスチックを最大 44% 
削減でき、また再生利用可能な梱包材量を使用しています。さらに、モナークカラムの製造段階で回収され

たプラスチックは他の NEB 製品にも活用されています。

卓越した性能と合理的なワークフロー

■ 様々なサンプルから高純度な DNAと RNAを精製

■ 特殊なガラスビーズで
メガベース (Mb)レベルのゲノム DNAも精製

■ 簡単に DNAと RNAをクリーンアップ、
低容量でカラムから溶出

■ 独自のカラムとフィルター形状により
液残りを防止

■ 簡単なプロトコール

■ 最適化されたバッファー

ユーザーフレンドリーな製品

■ バッファーとカラムを個別購入可能

■ マーカーでラベルしやすいチューブ素材

■ 多くの吸引装置と互換性あり 

環境に配慮したデザイン

■ カラム形状の工夫により、
無駄なプラスティックを最大 44% 削減 *

■ 年間 140トンのプラスティックを削減可能 **
■ 外箱はリサイクル可能な 100% 再生紙を使用

■ その他の様々な工夫により環境に配慮

*他社製品と比較した場合 
**全世界のカラムが Monarchに置き換えられた場合 

詳細はウェブサイトをご覧ください。

NEBMonarch.com *詳細は、NEBMonarchPackaging.com をご覧ください。

Designed for sustainability – Monarch kits*...

100%
post-consumer

paper

use
boxes made from

use

materials

recyclable
packaging

could eliminate

tons of plastic
each year

>140
have up to

less plastic

44%
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

Monarch Genomic DNA Purification Kit

#T3010S 50 preps ������������¥20,500 
#T3010L 150 preps ������������¥53,000

モナーク・ゲノム DNA精製キットは幅広いサンプル
から高収量でゲノム DNA（gDNA）を精製するための
キットである。動物培養細胞、血液、哺乳類組織

など様々な生物学的試料から、残存 RNA が最小限
でピークサイズが 50 kb以上の長い DNAを精製す
る。さらに、オプションプロトコール（前処理）を行

うことにより、破砕の難しいの細菌や酵母細胞から

も gDNAを精製することが可能である。

臨床的に重要な唾液や口腔スワブからの gDNA 精
製や、抽出済 gDNAのクリーンアップ方法などのオ
プションプロトコールも用意されている。精製した

gDNAの品質基準は高く設定されており、残存 RNA 
は最小限（<1%）であるため、エンドポイント PCR、
qPCR、次世代シーケンス（NGS）用ライブラリー調
製などに最適である。

キット内容：

 – Monarch gDNA Purification Columns
 – Monarch Collection Tubes II
 – Monarch gDNA Tissue Lysis Buffer
 – Monarch gDNA Cell Lysis Buffer
 – Monarch gDNA Blood Lysis Buffer
 – Monarch gDNA Binding Buffer
 – Monarch gDNA Wash Buffer
 – Monarch gDNA Elution Buffer
 – Monarch RNase A
 – Proteinase K, Molecular Biology

単品販売：

Monarch gDNA Purification Columns 
#T3017L 100 columns  ��������������� ¥17,300

Monarch Collection Tubes II 
#T2018L 100 tubes  �����������������¥3,300

Monarch gDNA Tissue Lysis Buffer 
#T3011L 34 ml  �����������������¥5,300

Monarch gDNA Cell Lysis Buffer 
#T3012L 20 ml  �����������������¥5,300

Monarch gDNA Blood Lysis Buffer 
#T3013L 20 ml  �����������������¥5,300

Monarch gDNA Binding Buffer 
#T3014L 65 ml  ��������������� ¥14,800

Monarch gDNA Wash Buffer 
#T3015L 60 ml  �����������������¥4,600

Monarch gDNA Elution Buffer 
#T3016L 34 ml  �����������������¥4,600

Monarch RNase A 
#T3018L 1 ml (2 × 0�5ml)  �����������������¥8,300

Proteinase K, Molecular Biology Grade 
#P8107S 2 ml  ��������������� ¥16,400

	■ 幅広いサンプルに対応 
（342ページ参照）

	■ 難しいサンプルでも高収量 
（脳や筋組織など）

	■ 残存 RNA が最小限（<1%）の 
gDNA 精製

	■ 精製 DNAのピークサイズは >50 kb、 
ロングリードシーケンスに最適

	■ 抽出済の gDNAの 
クリーンアップも可能

	■ 迅速なプロトコール、効率的な 
溶解ステップ、最小限のハンズオン

	■ NGSライブラリー調製、 
PCR、qPCRなどに最適

	■ カラム、バッファーの個別購入が可能

NEBNextライブラリー調製のインプット
DNAの精製にお薦めです。

仕様

サンプル量 • 哺乳類培養細胞：最大 5 x 106 cells
• 哺乳類全血（無核赤血球）：100 µl
• 組織：最大 25 mg（組織により異なる。342ページ参照）
• バクテリア：最大 2 x 109

• 酵母：最大 5 x 107

• 唾液：最大 500 µl
• 口腔スワブ
• 抽出済み gDNAクリーンアップ

結合容量 30 µg gDNA

収量 サンプルにより異なる。 
342ページの“Guidelines for Choosing Sample Input Amounts”参照

精製 gDNAサイズ ピークサイズ >50 kb（唾液や口腔粘膜スワブからの精製 gDNAはやや小さくなる）

残存 RNA 量 <1%（RNase A 処理ステップを入れた場合）

純度 A260/280 ≥ 1�8, A260/230 ≥ 2�0

BIO-RAD® is a registered trademark of Bio-Rad Laboratories, Inc�
AGILENT TECHNOLOGIES®, TAPESTATION® and SCREENTAPE® are registered 
trademarks of Agilent Technologies�
Applied Biosystems® is a registered trademark of Applied Biosystems, LLC�

* 検証済みサンプルの種類や使用量に関する最新情報は www.neb.com/MonarchgDNAInputsを参照

Monarch Genomic DNA Purification Kitはさまざまなサンプルから高品質で高分子量の gDNAを効率よく精製
各サンプルから得られたゲノム DNA 100 ngを 0�75%アガロースゲルにアプライした。血液、培養細胞、組織について
は標準的なプロトコールに従って、口腔スワブ、唾液、グラム陽性菌およびグラム陰性菌についてはオプションプロト

コールに従って gDNAを精製した。スタートサンプル量：1 x 106 cells HeLa 細胞、ヒト血液 100 µl、鳥血液 10 µl、凍結
粉砕組織 10 mg、口腔スワブ 1検体、唾液 500 µl、約 1 x 109バクテリア細胞 最終レーン（M）には、マーカーとしてλ
DNA-Hind III（NEB #N3012）を使用した。精製した gDNAは、Genomic DNA ScreenTape® を用い、Agilent Technologies® 
4200 TapeStationにて解析した。ほとんどのサンプルのピークサイズは 50〜 70 kb、DINは約 9 である。口腔スワブお
よび唾液サンプルに含まれる細胞画分には死細胞が含まれ、低分子量のアポトーシスバンドを伴うスメア様のパ

ターンが生じる。
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•   Resuspend in 
Nuclei Prep Buffer 
& RNase A

•   Lyse in Proteinase K 
& Nuclei Lysis Buffer

Spin for 1 sec. 
in mini centrifuge
to remove residual
wash buffer

Spin at
≥12,000 x g
for 30 sec.

Lyse1 3Wash x 22 Precipitate 4 Dissolve 5 Elute

Agitate at 56°C
at desired speed 
for 10 min.

Incubate 
at 56°C 
for 5 min.

Vertical rotating mixer 
at 10 rpm for 4 min.

HMW
gDNA

Beads

gDNA binds
to beads

+ Precipitation Enhancer

+ Beads

+ Isopropanol

– Liquid

+ Wash Buffer

– Wash Buffer

•   Pour beads into 
bead retainer

•   Pour beads 
into 2 ml tube

+ Elution Buffer

•   Place bead 
retainer into 
1.5 ml tube

•   Pour beads and 
eluate into bead 
retainer

Total protocol: ~30 min.

Yield (µg)

260/280

260/230

DIN

11.3

1.86

9.7

11.6 

1.85

2.28

9.8

11.7

1.87 

2.39

9.9

12.4

1.87 

2.47
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Best-in-class 
yields and purity

Monarch HMW DNA Extraction Kits

Monarch HMW DNA Extraction Kit 
for Tissue
#T3060S 5 preps  �����������¥13,500
#T3060L 50 preps  �����������¥81,000

Monarch HMW DNA Extraction Kit 
for Cells & Blood
#T3050S 5 preps  �����������¥12,600
#T3050L 50 preps  �����������¥72,000

説明 ： Monarch HMW DNA Extraction Kit は、様々な
サンプル（培養細胞、全血、組織、バクテリア、酵母、

昆虫、両生類など）から高分子（High Molecular 
Weight、HMW）のインタクトなゲノム DNA を精製す
るためのキットである。サンプルによってプロトコー

ルが最適化されている。精製 DNA サイズは、標準
プロトコールでは 50〜 500 kbの範囲、軟組織およ
びバクテリアの場合、攪拌速度を低くすることで 
Mb レベルとなる。Lysis Buffer には RNase A が含ま
れているため RNA をほぼ完全に除去することがで
き、高純度かつ高収率でゲノム DNA を精製できる。
本キットで精製した HMW DNA は、ロングリード・
シーケンシング（Oxford Nanopore Technologies® およ
び Pacific Biosciences®）、光学マッピング（Bionano 
Genomics ®）、リンクリードゲノムアセンブリなど、

より長いサイズのゲノムを必要とするアプリケー

ションに適している。

キット内容：

– DNA Capture Beads & Bead Retainers
– 2 ml Tubes & Collection Tubes II
– RNase A
– Proteinase K, Molecular Biology Grade
– RBC Lysis Buffer (NEB #T3050 only)
– gDNA Nuclei Prep & Nuclei Lysis Buffers

(NEB #T3050 only)
– Precipitation Enhancer (NEB #T3050 only)
– Protein Separation Solution (NEB #T3060 only)
– Pestles & Pestle Tubes (NEB #T3060 only)
– HMW gDNA Tissue Lysis Buffer (NEB #T3060 only)
– gDNA Wash Buffer & Elution Buffer II

関連製品：

Monarch Pestle Set
#T3000L 100 sets  ���������������¥20,800

Monarch 2 ml Tubes
#T3003L 100 tubes  ���������������¥10,800

Monarch DNA Capture Beads
#T3005L 200 beads  ���������������¥10,800

Monarch Bead Retainers
#T3004L 100 retainers  �����������������¥5,400

Monarch gDNA Nuclei Prep & Lysis Buffer Pack
#T3054L 1 pack  ��������������� ¥10,000

Monarch RBC Lysis Buffer
#T3051L 160 ml  ��������������� ¥12,600

Monarch gDNA Elution Buffer II
#T3056L 24 ml  �����������������¥6,400

Monarch HMW gDNA Tissue Lysis Buffer
#T3061L 62 ml  ���������������¥10,800

Monarch Protein Separation Solution
#T3062L 36 ml  ���������������¥10,800

Monarch Precipitation Enhancer
#T3055L 10 ml  �����������������¥6,400

■ 様々な組織、生物から
ゲノム DNAを精製（346ページ参照）

■ 軟組織とバクテリアの場合、
メガベース（Mb）の DNA を単離可能

■ 溶解中の攪拌速度を調整するだけで 
DNA サイズを調整

■ 簡単・迅速
（培養細胞：30分、全血：60分、
組織とバクテリア：90 分）

■ 高純度でインタクトな DNA を
高収量で精製

■ RNase A と Proteinase K、
マイクロチューブ乳棒が添付

ロングリード・シーケンス (NEB#E7180)
のインプットDNA調製に最適、詳細は
162ページを参照

溶解中の攪拌速度によりゲノムサイズを調整可能

HEK 293 細胞（1 x 106 cells）とヒト新鮮血（500 µl）から、溶解中の攪拌速度を変えてゲノム DNA を精製した結果、攪
拌速度の調整によりゲノムサイズを調整できることが示された。サンプル種をゲル上部、量と収量、純度を下部に示す。

精製 DNA（細胞由来：500 ng、血液由来：650 ng）を PFGE に供した（1％ アガロースゲル、6 V / cm、13 ℃ で 20 時間、
BioRad CHEF-DR III システム、switch time は 0�5〜 94 秒）。マーカー（M）は Lambda PFG Ladder（NEB#N0341）を使用。

PACBIO® is a registered trademark of Pacifi c Biosciences of California, Inc�
OXFORD NANOPORE TECHNOLOGIES® is a registered trademark of Oxford Nanopore 
Technologies Limited Corporation�

NEW

培養細胞からのゲノム DNA 精製ワークフロー
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Monarch Total RNA Miniprep Kit

#T2010S 50 preps  �����������¥32,000 説明：モナーク・トータル RNA精製キットは様々な
サンプルから高品質なトータル RNAを精製できる
キットである。組織、培養細胞、血液から RNAを
精製できるほか、物理的 / 酵素的な細胞破砕を追
加することにより植物、酵母、バクテリアなどから

も RNA精製ができる。さらに RNAlaterに保存した
サンプルや FFPEサンプル、TRIzol抽出液や RNA反
応溶液からも RNA精製が可能である。

オプションプロトコールによりmiRNAや 5S rRNA、
tRNAを含む Small RNA（＜ 200 nt）を精製可能であ 
る。 ゲノム DNA 除 去 カラムと DNase I 処 理、
Proteinase K 処理により高純度のトータル RNA が精
製でき、NGSライブラリー調製や RT-qPCRなどの
アプリケーションに使用できる。

キット内容：

 – Monarch gDNA Removal Columns
 – Monarch RNA Purification Columns
 – Monarch Collection Tubes II
 – Monarch DNA/RNA Protection Reagent（2X）
 – Monarch RNA Lysis Buffer
 – Monarch Proteinase K
 – Monarch Proteinase K Resuspension Buffer
 – Monarch Proteinase K Reaction Buffer
 – Monarch DNase I
 – Monarch DNase I Reaction Buffer
 – Monarch RNA Priming Buffer
 – Monarch RNA Wash Buffer（5X）
 – Monarch Nuclease-free Water

単品販売：

Monarch RNA Purification Columns  
#T2007L 100 columns  ��������������� ¥19,100 

Monarch gDNA Removal Columns  
#T2017L 100 columns  ��������������  ¥15,900 

Monarch Collection Tubes II  
#T2018L 100 tubes  ����������������  ¥3,300 

Monarch DNA/RNA Protection Reagent  
#T2011L 56 ml  ��������������  ¥11,700 

Monarch RNA Lysis Buffer  
#T2012L 100 ml  ����������������  ¥7,600  

Monarch Total RNA Miniprep Enzyme Pack   
#T2019L 1 pack  ����������������  ¥7,700 

Monarch RNA Priming Buffer  
#T2013L 56 ml  ����������������  ¥7,600 

Monarch RNA Wash Buffer  
#T2014L 50 ml  ����������������  ¥7,600 

Nuclease-free Water  
#B1500S 25 ml  ����������������  ¥4,700  
#B1500L 100 ml  ��������������  ¥11,200

	■ 様々なサンプルに対応 
（344ページを参照）

	■ オプションプロトコールにより 
miRNAや small RNA（>20 nt）を含む 
全 RNAを精製可能

	■ DNase I、gDNA除去カラム、 
Proteinase K、RNA安定化剤が付属

	■ RNAの分画やクリーンアップ 
プロトコール付き

	■ 価格を抑えたオールインワンキットで、 
コストを節約

	■ カラム、バッファーの個別購入が可能

対応サンプルおよび収量については 
344ページの "Guidelines for Choosing 
Sample Input Amounts"を参照

仕様

結合容量 100 µg RNA

RNAサイズ ≥ 20 nt

純度 A260/280、A260/230 usually ≥ 1�8

サンプル量 最大 107細胞または 50 mg組織 *

溶出液量 30–100 µl

収量 サンプルによる *

適したアプリケーション NGSライブラリー調製、RT-qPCR、ノーザンブロット

* 344ページの "RNA 精製時のサンプルインプット量のヒント "を参照

NGSライブラリーや RT-qPCR用などの RNA調製に最適
モナーク・トータル RNA 精製キット（NEB # T2010）で様々なサンプルからトータル RNAを精製したところ、すべてに
おいて分解がなく高品質な RNA が得られた。A（RT-PCR）、B（NGSライブラリープレップ）、C（RT-qPCR）：において
良好な結果が得られることを確認した。精製した RNAは Agilent BioanalyzerR 2100おより Nano 6000 RNA chip（植物
では plant Nano assayを使用）で測定を行った。それぞれで使用した試薬は A：Protoscript II Reverse Transcriptase（NEB 
#M0368）/LongAmp Taq DNA Polymerase（NEB #M0323）により 4 種類の RNAを検出、B：NEBNext Ultra™ II RNA Library 
Prep Kit（NEB #E7760）、C：Luna One-Step RT-qPCR Reagents（NEB #E3005）

A. RT-PCR, HeLa B. RNA library prep, rat liver C. RT-qPCR, Tomato leaf
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View tips for successful 
RNA purification using  

Monarch Total  
RNA Miniprep Kit.
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Monarch RNA Cleanup Kits

Monarch RNA Cleanup Kit (10 µg) 
#T2030S 10 preps  �������������¥9,700 
#T2030L 100 preps  �����������¥52,900

Monarch RNA Cleanup Kit (50 µg) 
#T2040S 10 preps  �������������¥9,300 
#T2040L 100 preps  �����������¥51,900

Monarch RNA Cleanup Kit (500 µg) 
#T2050S 10 preps  ����������� ¥10,700 
#T2050L 100 preps  ����������� ¥87,300

説明：Monarch RNA Cleanup Kitsは、RNAのクリーン
アップおよび濃縮を目的とした、迅速でシンプルな

シリカスピンカラムベースのソリューションであり、

酵素的反応（in vitro 転写、DNase I処理、キャッピン
グ、標識など）やその他の精製法（フェノール／クロ

ロホルム抽出など）のクリーンアップとして利用でき

る。Monarch RNA Cleanup Kitsは結合容量により 3
種類ある（10 µg、50 µg、500 µg）。各キットに含ま
れる独自のカラムは、バッファーの液残りを防ぎ、

夾雑物のキャリーオーバーをなくして、少量で高純

度の RNAを溶出することを可能とするようにデザ
インされている。標準的なプロトコールに従う場合、

本キットでは 25 nt以上の RNA が精製可能である。
また、オプションプロトコールを修正することで、

わずか 15 ntという短い RNA（miRNAを含む）の結合
も可能である。

アプリケーション：

• RNAのクリーンアップおよび濃縮 
（TRIzol処理後の水相からの精製など）

• 酵素反応クリーンアップ
• In vitro 転写のクリーンアップ
• ゲルからの RNA抽出
• RNAの分画

キット内容：

 – Monarch RNA Cleanup Columns（10, 50 or 500 µg）
 – Monarch RNA Cleanup Binding Buffer
 – Monarch RNA Cleanup Wash Buffer
 – Monarch Collection Tubes II
 – Nuclease-free Water

単品販売：

Monarch RNA Cleanup Columns (10 µg) 
#T2037L 100 columns  ��������������  ¥37,700

Monarch RNA Cleanup Columns (50 µg) 
#T2047L 100 column  ��������������  ¥37,200

Monarch RNA Cleanup Columns (500 µg) 
#T2057L 100 columns  �������������� ¥66,300

Monarch Collection Tubes II 
#T2018L 100 tubes  ����������������  ¥3,300

Monarch RNA Cleanup Binding Buffer 
#T2041L 80 ml  ��������������  ¥16,300

Monarch RNA Cleanup Wash Buffer 
#T2042L 40 ml  ����������������  ¥6,200

Nuclease-free Water 
#B1500S 25 ml  ����������������  ¥4,700 
#B1500L 100 ml  ��������������  ¥11,200

	■ クリーンアップする RNA 量に応じた 
3 種類のキットを提供

	■ In vitro転写（IVT）反応から大量の 
高品質 RNAを迅速かつ容易に精製

	■ 未取り込みヌクレオチドを 
RNAサンプルから効率よく除去

HiScribe™ Kitsを用いた in vitro転写後の
RNAクリーンアップに適している
（199-201ページを参照）。
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Recommended minimum elution volume

各溶出液量による RNA 回収率
各モナーク・RNAクリーンアップキット（10 µg用：NEB #T2030、50 µg用：NEB #T2040、500 µg用：
NEB # T2050）でそれぞれ 10 µg、50 µg、500 µgの RNAを精製しヌクレアーゼフリー水で溶出した。
RNA回収率は Tr inean DropSense™ 16による A260の値から算出したところ、各キットでそれぞれ 6 
µl、20 µl、50 µlの溶出液量の時、約 80%の RNA回収が可能であった。

Monarch RNA 
Cleanup Kit

NEB #T2030  
(10 µg)

NEB #T2040  
(50 µg)

NEB #T2050  
(500 µg)

結合容量 10 µg 50 µg 500 µg

RNAサイズ ≥ 25 nt（オプションプロトコールで ≥ 15 ntも可能）

リカバリー率 70–100%

溶出液量 6–20 µl 20–50 µl 50–100 µl

純度 A260/280 > 1�8、A260/230 > 1�8

時間 遠心およびインキュベーションで 5分
遠心および 

インキュベーション 10–15分

View tips for successful  
purification using the 
Monarch RNA Cleanup Kits.
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Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 µg)

#T1030S 50 preps  �����������¥12,000
#T1030L 250 preps  �����������¥54,600 

説明：Monarch PCR & DNA Cleanup Ki t（5 µg）は、
PCRや制限酵素消化、ライゲーション、逆転写など
の酵素的反応物から、最大 5 µgの高品質 2本鎖
DNAを精製・濃縮する、迅速で信頼性の高い手法
である。この手法は結合／洗浄／溶出からなるワー

クフローを採用しており、インキュベーション時間

および遠心時間を最小限としているため、精製は 5
分以内に完了する。DNA Cleanup Binding Bufferは、
サンプルを希釈するとともに、塩濃度の高い条件下

で独自のシリカマトリックスにサンプルをロードでき

る状態にする。DNA Wash Buf ferは、酵素や短いプ
ライマー（40ヌクレオチド以下）、界面活性剤、お
よびその他の低分子量の反応成分（ヌクレオチド、

DMSO、ベタインなど）を確実に除去することで、濃
縮されて高純度の DNAを少量で溶出することを可
能にする。溶出した DNAは、制限酵素消化や DNA
シーケンス、ライゲーション、その他の酵素的操作

にそのまま使用できる。独自のカラムデザインによ

り、バッファーの残液および夾雑物のキャリーオー

バーがないため、わずか 6 µlという少量のサンプル
溶出が可能である。プロトコールを多少変更するこ

とで、短い DNAおよびオリゴヌクレオチドの精製も
可能である。

アプリケーション：

• PCRクリーンアップ
• 酵素反応クリーンアップ
• cDNAクリーンアップ
• 標識クリーンアップ
• プラスミドのクリーンアップ
• オリゴのクリーンアップ

キット内容：

– Monarch DNA Cleanup Columns（5 µg）
– Monarch DNA Cleanup Binding Buffer
– Monarch DNA Wash Buffer
– Monarch DNA Elution Buffer
– Monarch Collection Tubes

仕様

結合容量 5 µg

DNAサイズ範囲 50 bp–25 kb*
* オプションプロトコールで
≧ 15 bp（dsDNA）、
≧ 18 nt（ssDNA）

溶出量 ≥ 6 µl

回収率 70–90% / 50 bp 〜 10 kb DNA
50–70% / 11–25 kb DNA
70–85% / ≧ 18 nt（ssDNA）& 
≧ 15 bp（dsDNA）

純度 A260/280 ≧ 1�80

ハンドリング時間 5分

単品販売：

Monarch DNA Cleanup Columns (5 µg) 
#T1034L 100 columns  ��������������  ¥16,600 

Monarch DNA Cleanup Binding Buffer
#T1031L 235 ml  ��������������  ¥12,500 

Monarch DNA Wash Buffer
#T1032L 25 ml  ����������������  ¥3,900 

Monarch DNA Elution Buffer 
#T1016L 25 ml  ����������������  ¥3,900

■ 溶出量はわずか 6 µl
■ 最適化されたカラムデザインにより
バッファーの残液および塩類の
キャリーオーバーを防止

■ 短い DNAおよびオリゴをわずかな
プロトコール変更で精製

■ 迅速でユーザーフレンドリーな
プロトコールにより時間を節約

■ 利便性を考慮し、
最適なキットフォーマット、バッファー、
カラムを個別に購入可能

Monarch PCR & DNA Cleanup Kitはわず
か 5分間で DNAをクリーンアップ可能

ダイレクトシーケンスのための PCRク
リーンアップ（プライマーと dNTPsの除
去）は Exo-CIP Rapid PCR Cleanup Kit 
（87ページ参照）が推奨

PCR 溶液中のプライマーを完全に除去
3 種類のアンプリコン（267 bp、520 bp、1003 bp）それぞれに、2種類
のオリゴヌクレオチド（16-mer、24-mer）とをスパイクし最終濃度を
1 µMとした。各溶液を等分割し、一方をモナーク・PCR & DNAクリーン
アップキット（5 µg用）でプロトコールに従い精製、他方は未精製のまま、
両者を 20% TBEアクリルアミドゲルで 100 V、1時間電気泳動した後
SYBR Green IIで染色した。

– +M – + – +
267 bp 520 bp 1003 bp

24-mer
16-mer

–  クリーン
アップ前

+  クリーン
アップ後

SYBR® is a registered trademark of Molecular Probes, Inc�
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2 本鎖 DNA だけではなく、1本鎖 DNAもクリーン可能
オリゴ合成で作成した様々なサイズの 2 本鎖 DNA と 1 本鎖 DNA（1 µg を 50 µlの水に溶解）を精製し
て 50 µl の水で溶出した。溶出した DNA は TrineanDropSense™ 16 の A260 測定値から算出、回収率を
求めた。結果、≧ 15 bp の 2 本鎖 DNA あるいは≧ 18 nt の 1 本鎖 DNA を＞ 70% の回収率で精製で
きること、6–12 nt のオリゴ DNA は回収されずに除去できることが示された。

DNAクリーンアップ

View tips for using the 
Monarch PCR & 
DNA Cleanup Kit.
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Monarch DNA Gel Extraction Kit

#T1020S 50 preps  �����������¥12,000
#T1020L 250 preps  �����������¥54,600

説明：Monarch DNA Gel Extraction Kitは、最大 5 µg
の濃縮された高品質 2本鎖 DNAを、アガロースゲ
ルから迅速かつ確実に精製する。結合／洗浄／溶

出からなり、インキュベーション時間および遠心時

間を最小限としているため、精製は 15分以内に完
了する。Monarch Gel Dissolving Bufferは、アガロー
スゲル切片を溶解するとともに、塩濃度の高い条件

下で独自のシリカマトリックスに DNAをロードでき
る状態にする。洗浄バッファーは、微量の DNA 結
合色素、電気泳動用バッファー塩類、およびゲルロー

ディングバッファー成分を確実に除去する。必要溶

出液量が少なく、濃縮された高純度の DNA が得ら
れるため、制限酵素処理や DNAシーケンス、ライ
ゲーション、その他のアプリケーションにそのまま

使用できる。独自のカラムデザインにより、バッ

ファーの残液および夾雑物のキャリーオーバーがな

いため、わずか 6 µlという少量のサンプル溶出が可
能である。

キット内容：

– Monarch DNA Cleanup Columns（5 µg）
– Monarch Gel Dissolving Buffer
– Monarch DNA Wash Buffer
– Monarch DNA Elution Buffer
– Monarch Collection Tubes

仕様

結合容量 5 µg

DNAサイズ範囲 50 bp–25 kb

溶出量 ≥ 6 µl

回収率 DNA 50 bp–10 kb 70–90%
DNA 11–25 kb 50–70%

ハンドリング時間 〜 10分

単品販売：

β-Agarase I
#M0392S 100 units  ��������������� ¥16,400
#M0392L 500 units  ���������������¥65,200

Monarch DNA Cleanup Columns (5 µg)
#T1034L 100 columns + tubes  ��������������� ¥16,600

Monarch Gel Dissolving Buffer
#T1021L 235 ml  ���������������¥12,800

Monarch DNA Wash Buffer
#T1032L 25 ml  �����������������¥3,900

Monarch DNA Elution Buffer
#T1016L 25 ml  �����������������¥3,900

Monarch Plasmid Miniprep Kit
#T1010S 50 preps  ��������������� ¥10,400
#T1010L 250 preps  ���������������¥46,400

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 µg)
#T1030S 50 preps  ��������������� ¥12,000
#T1030L 250 preps  ���������������¥54,600

Monarch Genomic DNA Purification Kit
#T3010S 50 preps  ���������������¥20,500
#T3010L 150 preps  ���������������¥53,000

■ 溶出量はわずか 6 µl
■ 最適化されたカラムデザインにより
バッファーの残液および塩類の
キャリーオーバーを防止

■ 迅速でユーザーフレンドリーな
プロトコールにより時間を節約

■ バッファー、カラムを個別に購入可能

Monarch DNA Cleanup Columnsはわず
か 6 µlで DNAを溶出可能

Ridges provide tight 
fit into collection tube 

for easy handling

Column tip is 
compatible with 
vacuum manifolds

Made with less 
plastic for reduced 
environmental impact

Unique, tapered design 
eliminates buffer 

carryover & allows for 
elution in as little as 6 μl

使いやすい独自のカラム形状 

コレクションチューブに
フィットするリッジ 

液残りを防止、
最少 6 µlで DNAを溶出

カラム形状の工夫により、
無駄なプラスチックを削減 

吸引装置と互換性のある
形状 

50 bp–25 kbの DNAを高収量で回収
50 bp–25 kbの 7 種類の DNA断片を含む溶液（図中、最左レーン：Mixture）を 1%
アガロースゲル電気泳動に供した後、Monarch DNAゲル抽出キットで各バンドを
抽出して、再度電気泳動に供した。すべてのサイズの DNA 断片がシングルバン
ドとして観察されたこと、またそのバンド強度が Mixtureとほぼ同じであること
から、高収量で回収されたことが示された。

 10 kb
 6 kb
 4 kb
 3 kb

 2 kb

 1 kb

 0�5 kb

抽出前 抽出後

View tips for using the 
Monarch Gel
Extraction Kit.
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Monarch Plasmid Miniprep Kit

#T1010S 50 preps  �����������¥10,400
#T1010L 250 preps  �����������¥46,400 

説明：モナーク・プラスミド DNAミニプレップ精製
キットは大腸菌培養液から高品質プラスミド DNA
を迅速かつ確実に精製することができる。プロト

コールは標準的な細胞再懸濁、アルカリ溶解、中

和のステップからなり、さらに各ステップはカラー

インジケーターにより反応をモニターすることがで

きる。独自の洗浄バッファーにより、塩、タンパク質、

RNA、細胞成分などを確実に除去するため、最小溶
出液量は 30 µlで濃縮された高純度 DNAを精製す
ることが可能。得られた DNAは、制限酵素処理、
DNAシーケンシング、PCR反応など、様々なアプリ
ケーションに適している。

キット内容：

– Monarch Plasmid Miniprep Columns
– Monarch Plasmid Resuspension Buffer（B1）
– Monarch Plasmid Lysis Buffer（B2）
– Monarch Plasmid Neutralization Buffer（B3）
– Monarch Plasmid Wash Buffer 1
– Monarch Plasmid Wash Buffer 2（5X）
– Monarch DNA Elution Buffer
– Monarch Collection Tubes

キット構成品はすべて単品販売をしています。

単品販売：

Monarch Plasmid Miniprep Columns  
#T1017L 100 columns  ��������������  ¥10,700 

Monarch Plasmid Resuspension Buffer (B1)   
#T1011L 55 ml  ����������������  ¥4,000 

Monarch Plasmid Lysis Buffer (B2) 
#T1012L 54 ml  ����������������  ¥4,000 

Monarch Plasmid Neutralization Buffer (B3) 
#T1013L 110 ml  ����������������  ¥6,600 

Monarch Plasmid Wash Buffer 1 
#T1014L 54 ml  ����������������  ¥3,900 

Monarch Plasmid Wash Buffer 2 
#T1015L 30 ml  ����������������  ¥3,900 

Monarch DNA Elution Buffer 
#T1016L 25 ml  ����������������  ¥3,900

■ カラムデザインの最適化により
液残りを防止

■ 色付けされたバッファーにより
精製ステップをモニタリング

■ バッファーに RNase A が添加済
■ 独自の形状により低容量（高濃度）で

DNAを溶出
■ カラム、バッファーの個別購入が可能

■ カラム表面のつや消し加工により
ラベリングが容易

モナークは少ない液量で溶出できるため高濃度で DNAを溶出可能
オーバーナイトで培養した同じ大腸菌培養液から、1�5 mlずつを使用し各社のプロトコー
ルに従いプラスミド DNAを精製し、その後 HindIII-HF（NEB #R3104）で消化し直線化した
ベクターを 1% w/vアガローズゲルで電気泳動を行った。

 N Q  N Q  N Q

2�7 kb 5�2 kb 10 kb

334�9 202�2 384�2 216�4 607�6 351�0

10�0 10�1 11�5 10�8 18�2 17�6

1�9 1�9 1�9 1�9 1�9 1�9

2�4 2�3 2�4 2�4 2�3 2�4

10�0
5�2

2�7

A260/280

A260/230

Conc� (ng/µl)

Total yield (µg)

N – NEB
Q – Q社

Monarch Microfuge Tube EcoRack

#T5020S 2 racks  ������������ ¥5,800 Monarch Microfuge Tube EcoRack（NEB #T5020）は
ベンチトップのチューブラックで、モナーク核酸精

製用カラムの製造過程で排出されたプラスチックを

再利用して作られている。通常、成形作業で出た

余剰プラスチックは廃棄されるが、NEBではこれを
回収し、本製品の製造に活用されている。ラボアク

セサリー（片側 48本のチューブラック）の製造に活
用しています。このラックは各側 48本のチューブが
立てられ、表面は 1�5〜 2 mlチューブ用に、裏面で
は 0�5 mlチューブ用となっている。

–

View tips for using the
Monarch Plasmid  

Miniprep Kit.

プラスミド DNAミニプレップ
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Neglected Tropical Diseases

Neglected Tropical Diseases (NTDs) is the term given to 17 understudied 
diseases that are collectively the second leading cause of disability 
worldwide after mental health issues.

Among the NTDs, the diseases caused by filarial nematodes garner the 

yet they threaten the well-being of about 20% of the world’s population. 
Insect vectors harbor eight species of these parasitic worms and transmit 
them to humans. They cause a range of devastating diseases such as 
lymphatic filariasis and onchocerciasis, commonly known as elephantiasis 
and river blindness, respectively. Because they are found in tropical regions 
and do not affect more developed countries, very little funding is dedicated 
to basic research or development of diagnostics, vaccines and drugs to 

Over the years, Don Comb traveled extensively and saw firsthand the 
suffering caused by filariasis. Compelled to find a tangible way to make a 
difference in these burdened communities, he embarked on an altruistic 
research venture that has had a tremendous impact over the course of 40 
years, and continues to forge new ground in an otherwise overlooked health 
crisis. Don used what he knew best to make a difference — science. He 
established the NEB parasitology research program in 1980, funding the 
initiative through profits from NEB’s restriction enzyme sales. 

NEB’s parasitology group is uniquely positioned to identify the gaps needed 
to move the field forward. They have published hundreds of research 
papers shedding light on the biology of filarial parasites and their Wolbachia 
endosymbionts, describing advances in genomics, glycomics, vaccine and 
drug development, and developing diagnostics that can be used in low-
resource settings.

There is a great need for simple tools that empower local agencies to 
perform diagnosis and surveillance, in an effort to control transmission 
of these devastating diseases. One example of NEB’s contribution is the 
development of loop-mediated isothermal amplification (LAMP) tests for 
several filarial diseases. LAMP uses a simplified, single-temperature, robust 
nucleic acid amplification method that does not require sophisticated 
laboratory equipment. Successful amplification of filarial nucleic acid is 
determined by an easily visible, pH-based color change. It is suited for 
use in the field — no specialized lab equipment is required. Researchers 
in Africa are currently using LAMP-based tests for various human filarial 
infections to determine communities at risk, identify people who need 
treatment and provide information on the impact of the drugs used to 
control transmission. The NEB parasitology group also played a significant 
role in developing new antibiotic regimens, in use or in clinical trials, which 
target the Wolbachia endosymbiont of filarial parasites.  

Don was a humanitarian at heart and wanted to see change happen 

bridged the gap between the bench and the field and has made significant 
contributions that continue to help make a difference to those suffering in 
neglected communities.

Parasitic nemotode in motion.
Credit: shoma81, Adobe Stock

View parasitic 
nemotode in 

motion. 

顧みられない熱帯病

顧みられない熱帯病（Neglected Tropical Diseases: NTD）には研究が不十分な
17の疾患が含まれ、精神衛生上の問題に次いで世界で 2番目の障害の原因となっ
ています。

NTDの中でも、フィラリア線虫による疾患は最も注目度が低く、顧みられない疾
患の中でも最も研究が行われていない疾患ですが、世界人口の約 20%の健康を
脅かしています。

媒介者である昆虫（蚊）は 8種のフィラリア線虫寄生虫を保有し、ヒトに伝播さ
せます。これらは、象皮病として知られるリンパ性フィラリア症や河川盲目症とし

て知られる回旋糸状虫症など、さまざまな深刻な疾患を引き起こします。これら

の疾患は熱帯地域で認められ、先進国に影響を及ぼすことがないため、診断薬、

ワクチンおよび治療薬の基礎研究や開発のための資金は非常に限られています。

長年にわたりDon Comb博士はさまざまな地域を訪れ、フィラリア症による苦し
みを目の当たりにしました。これらの疾患に苦しむコミュニティーに変化をもたら

す具体的な方法を見いださなければならないと感じた博士が設立に乗り出した利

他的な研究ベンチャーは、過去 40年間にわたり、それまで見過ごされてきた健
康危機に莫大な影響を与え、今日も新たな基盤を構築し続けています。Don 
Comb博士は、変化をもたらすための最善のツールは科学であると信じていまし
た。1980年には NEBの制限酵素販売による利益を資金として、NEB寄生虫学
研究プログラムを設立しました。

NEBの寄生虫学グループは、この研究領域を推進させるために必要なギャップを
同定するというユニークな立場にあります。彼らは、寄生フィラリアおよびその

Wolbachia内部共生生物の生物学を明らかにする数百の研究論分を発表し、ゲノ
ミクス、グリコミクス、ワクチンおよび治療薬開発の進歩と、開発途上国でも使

用できる診断法の開発を報告しています。

このような深刻な疾患の伝染を制御するためには、地域の機関による診断および

監視を可能にする容易なツールが必要です。一例として、NEBは、いくつかのフィ
ラリア症に対する Loop-mediated isothermal amplification（LAMP）検査を開発
しました。LAMP法では、簡単な単一温度での頑健な核酸増幅法を使用するため、
高度な実験装置は必要ありません。目視で容易に確認できる pHベースの色の変
化によって、フィラリア核酸の増幅を判断できます。特別な研究装置を必要とせず、

どこでも使用できます。アフリカの研究者らは現在、さまざまなヒトフィラリア感

染症に関する L AMP法を用いた検査を実施しており、感染症発生の危険性のある
コミュニティーを特定し、治療が必要な人を見つけ出し、感染制御に使用される薬

剤の影響に関する情報を提供しています。NEB寄生虫学グループは、現在使用さ
れている、または臨床試験が行われている寄生フィラリアのWolbachia内部共生
生物を標的とした新規の抗生物質治療法の開発にも重要な役割を果たしました。

Don Comb博士は真の人道主義者であり、最も必要とされている所に変化を起こ
したいと考えていました。NEBの寄生虫学研究プログラムは、研究室とフィール
ドの間のギャップを埋め、顧みられないコミュニティーで苦しむ人々のために変化

を起こし続けています。

動く寄生性線虫は

こちらから。

動く寄生性線虫。

提供：shoma 81, Adobe Stock
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NEBNext 
次世代シーケンサー用ライブラリー調製試薬

ライブラリー調製は次世代シーケンシング・ワークフローにおける重要な工程である。

シーケンスを成功させるためには、高品質かつ高収量でライブラリーを調製すること

が必要不可欠である。

NGS技術の発展に伴い、そのアプリケーションが多様化している。また解析対象サン
プルも多様化しており、より微量な DNA /RNAからライブラリー調製することや、断
片化が進んだサンプル、あるいは夾雑核酸が含まれたサンプルからのライブラリー調

製が求められている。

NEBはこのようなニーズにお応えできるよう、様々な製品や技術を開発している。特
に個々の酵素反応の効率向上やワークフローの簡略化（精製工程の削減）により、微

量サンプルから高収量でライブラリーを調製することに成功、これを基盤として様々

なアプリケーションやサンプルに対応できるキットを開発している。

現在、DNA、RNA、ChIP、FFPE、Small RNA、シングルセル、マイクロバイオームサンプ
ルなど、様々なサンプルに対応できるキットをそろえている。基本的には Illumina社シー
ケンサー用キットであるが、Oxford Nanopore Technologies®社用キットも提供している。

さらに昨今の社会問題となっている新型コロナウイルス感染症の検出およびモニタリン

グのためのウイルス RNAゲノムライブラリー調製キットも開発・販売をしている。

さらに DNAダメージ修復や rRNA除去などのオプションや、各ワークフローの個別反
応のモジュール化試薬も扱っており、NEBNext製品・技術を基盤とした新規調製方法
の開発にご使用いただくことも可能である。

2021年 10月時点で 15,000報以上の論文（査読付き）に利用されている信頼と実績の
NEBNex tを研究にご利用いただきたい。また NEBNex t製品はバルク、カスタム試薬
としての提供も可能である。ご興味のある方は tech.jp@neb.com までご相談いただ
きたい。
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One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not 
agree to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.

ILLUMINA® is a registered trademark of Illumina, Inc.
ION TORRENT™ is a trademark of Life Technologies, Inc.
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(Unique Dual Index Primer Pairs) 151
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+/ − Sample Purification Beads 153
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+/ − Sample Purification Beads 153

Reagents for RNA Depletion
NEBNext rRNA Depletion Kits v2 (Human/Mouse/Rat) 
+/ − Sample Purification Beads 155
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+/ − Sample Purification Beads 155
NEBNext Globin RNA & rRNA Depletion Kits  
(Human/Mouse/Rat)  
+/ − Sample Purification Beads 156
NEBNext Poly(A) mRNA  
Magnetic Isolation Module 156
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NEBNext RNA Depletion Core Reagent Set with  
RNA Sample Purification Beads 157
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NEBNext Single/Cell Low Input RNA Library  
Prep Kit for Illumina 158
NEBNext Single/Cell Low Input cDNA Synthesis  
& Amplification Module 158
NEBNext Single Cell Lysis Module 158

Small RNA
NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Sets  
for Illumina (Sets 1 & 2) 159
NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Kit  
for Illumina (Index Primers 1-48) 159
NEBNext Small RNA Library Prep Set  
for Illumina (Multiplex Compatible) 159
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NEBNext Ultra II End Repair/ 
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(96 Unique Dual Index Primer Pairs Sets 1-4) 160
NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic 
Methyl-seq (Unique Dual Index Primer Pairs) 160
NEBNext Multiplex Oligos  
(Dual Index Primers Sets 1 & 2) 160
NEBNext Multiplex Oligos (Index Primers Sets 1-4) 160
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Prep Kit (Illumina) 161
NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Companion 
Kit (Oxford Nanopore Technologies) 161

REAGENTS FOR OXFORD NANOPORE 
TECHNOLOGIES SEQUENCING
NEBNext Companion Module for Oxford 
Nanopore Technologies Ligation Sequencing 162
NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Companion Kit 
(Oxford Nanopore Technologies) 162

Target Enrichment
NEBNext Direct Genotyping Solution  
Sample Prep Kits 165

Immune Sequencing Kits (Human & Mouse)
NEBNext Immune Sequencing Kits (Human) 166
NEBNext Immune Sequencing Kits (Mouse) 166

Library Quantitation
NEBNext Library Quant Kit for Illumina 170
NEBNext Library Dilution Buffer 170

REAGENTS FOR ION TORRENT
NEBNext Fast DNA Library Prep Set 
for Ion Torrent 171
NEBNext Fast DNA Fragmentation  
& Library Prep Set for Ion Torrent 171

REAGENTS SUITABLE FOR ANY PLATFORM
DNA Repair
NEBNext FFPE DNA Repair Mix 152

DNA Separation
NEBNext Microbiome DNA Enrichment Kit 167

Modules & Enzymes
NEBNext Magnesium RNA Fragmentation Module 154
NEBNext dsDNA Fragmentase 168
NEBNext dsDNA Fragmentase Reaction Buffer v2 168
NEBNext Ultra II Q5 Master Mix 169

Magnetic Separation
NEBNext Magnetic Separation Rack 159
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Illumina® 用DNAライブラリー調製試薬 選択チャート

* Module と EM-Seq用アダプターオリゴは個別購入可能 
オリジナル Ultra 製品（旧バージョン製品）はオーダーインフォメーションを参照

ILLUMINA® is a registered trademark of Illumina, Inc.

チャートを参考にして最適な DNAライブラリー調製試薬を選択してください。

詳細は www.nebj.jp/re/NEBNEXTをご参照ください。

DNA

Genomic

Integrated
fragmentation

Separate
fragmentation

NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/
 #E7780/#E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7395

Oligos

Modules

ChIP

NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/
 #E7780/#E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7395

Oligos

Kit NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads – #E7645/#E7103

Fragmentase NEBNext dsDNA Fragmentase – #M0348

NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module – #E7546

NEBNext dsDNA Fragmentase – #M0348

NEBNext Ultra II Ligation Module – #E7595

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix – #M0544

NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/
 #E7780/#E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7395

Oligos

Modules

NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/
 #E7780/#E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7395

Oligos

Kit NEBNext Ultra™ II FS DNA Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads – #E7805/#E6177

NEBNext Ultra II FS DNA Module – #E7810

NEBNext Ultra II Ligation Module – #E7595

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix – #M0544

NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/
 #E7780/#E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7395

Oligos

Kit

Modules

NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module – #E7546

NEBNext Ultra II Ligation Module – #E7595

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix – #M0544

NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/
 #E7780/#E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7395

Oligos

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads – #E7645/#E7103

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit – #E7120*Kit
Methylation
analysis



147

N
EBN

EX
T
次
世
代
シ
ー
ケ
ン
サ
ー
用
ラ
イ
ブ
ラ
リ
ー
調
製
試
薬

テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

Illumina用RNAライブラリー調製試薬 選択チャート 

* オリジナル Ultra 製品（旧バージョン製品）はオーダーインフォメーションを参照

Illumina DNA & RNA選択チャート

チャートを参考にして最適な RNAライブラリー調製試薬を選択してください。

ウェブの選択ツール NEBNextSelector.neb.comもご利用ください。

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep (Set 1/Set 2/Index Primers 1-48) – #E7300/#E7580/#E7560

NEBNext Small RNA Library Prep Set (Multiplex Compatible) – #E7330
Small RNA

Oligos

Oligos

Modules

Kits &
required
modules

NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module – #E7490

NEBNext Ultra II RNA First Strand Synthesis Module – #E7771

NEBNext Ultra II Directional RNA Second Strand Synthesis Module – #E7550

NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module – #E7546

NEBNext Ultra II Ligation Module – #E7595

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix – #M0544

NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/#E7780/
 #E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7416

Oligos NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/#E7780/
 #E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7416

NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/#E7780/
 #E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7416

Total RNA
mRNA

Directional

Non-directional

Oligos

Modules

NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module – #E7490

NEBNext Ultra II RNA First Strand Synthesis Module – #E7771

NEBNext Ultra II Non-directional RNA Second Strand Synthesis Module – #E6111

NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module – #E7546

NEBNext Ultra II Ligation Module – #E7595

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix – #M0544

RNA
NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/#E7780/
 #E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7416

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human, Mouse, Rat) +/– Sample Purification Beads – #E7400/#E7405

NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module – #E7490

Kits &
required
modules

Single 
Cell/Low 
Input RNA

Kits &
Oligos

NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library Prep Kit – #E6420

NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/E6609/#E7600/#E7780/
 #E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7416

Module NEBNext Single Cell/Low Input cDNA Synthesis & Amplification Module – #E6421

NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module – #E7490

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit +/– Sample Purification Beads – #E7750/#E7755

NEBNext RNA Depletion Core Reagent Set +/– Sample Purification Beads – #E7865/#E7870

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat) +/– Sample Purification Beads – #E7400/#E7405

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit +/– Sample Purification Beads – #E7750/#E7755

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads – #E7760/#E7765

NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) +/– Sample Purification Beads – #E7850/#E7860

NEBNext rRNA Depletion Core Reagent Set +/– Sample Purification Beads – #E7865/#E7870

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat) +/– Sample Purification Beads – #E7400/#E7405

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit +/– Sample Purification Beads – #E7750/#E7755

NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) +/– Sample Purification Beads – #E7850/#E7860

NEBNext rRNA Depletion Core Reagent Set +/– Sample Purification Beads – #E7865/#E7870

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat) +/– Sample Purification Beads – #E7400/#E7405

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit +/– Sample Purification Beads – #E7750/#E7755

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads – #E7770/#E7775

NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) +/– Sample Purification Beads – #E7850/#E7860

NEBNext rRNA Depletion Core Reagent Set +/– Sample Purification Beads – #E7865/#E7870
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最適化されたNGSライブラリー調製 – NEBNext® Ultra™ II Workflow

End Repair/
dA-Tailing

Adaptor 
Ligation

Clean Up/
Size Selection

PCR 
Enrichment

Clean Up

Module #E7546 Module #E7595 component of #E7103 Module #M0544 component of #E7103

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina (#E7645)

NEBNext Ultra II DNA Library Kit with Purifi cation Beads (#E7103)

End Repair/
dA-Tailing

Ultra II DNA

■ Hands on time: < 15 minutes
■ Total time: ~ 2:30 – 3:00 hrs 

Enzymatic DNA 
Fragmentation

End Repair/ 
dA-Tailing& Clean Up/

Size Selection
PCR 
Enrichment Clean UpAdaptor 

Ligation

Ultra II DNA FS input amounts:
100 pg – 0.5 μg unsheared DNA

■ Hands on time: < 15 minutes
■ Total time: ~ 2:30 hrs 

Module #E7810

NEBNext Ultra II FS Library Prep Kit (#E7805)

NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep with Sample Purifi cation Beads (#E6177)

Ultra II FS DNA 
Library Prep

RNA fragmentation 
and priming

End Repair/ 
dA-Tailing

Second strand 
cDNA synthesis

Ultra II RNA input amounts:
5 ng – 1 μg total RNA (rRNA depletion)
10 ng – 1μg total RNA (poly(A) mRNA)

■ Hands on time: < 30 minutes 
■ Total time: ~ 5:30 – 6:30 hrs 

First strand 
cDNA synthesis

Clean Up/
Size Selection

PCR 
Enrichment Clean UpAdaptor 

Ligation

Poly(A) enrichment

rRNA depletion

Poly(A) enrichment

rRNA depletion

OR
Module #E6150 Module #E7771 Module #E7550 or #E6111

Module #E7490 or 
various depletion kits NEBNext Ultra II Directional or Non-directional RNA Library Prep Kits (#E7760 and #E7770)

NEBNext Ultra II Directional or Non-directional RNA Library Prep Kits with Sample Purifi cation Beads (#E7765 or #E7775)

Ultra II 
Directional RNA 

or Non-directional 
RNA

EM-seq input amounts:
10 ng – 200 ng

■ Total time: 6 hrs – 7 hrs

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit (#E7120) incl. Sample Purifi cation Beads

Genomic DNA
Shearing by 
Sonication

Clean UpDeamination
of C to U

Oxidation of
5mC and
5hmC

End Repair/ 
dA-Tailing

Adaptor 
Ligation

PCR
Amplification

Module #E7125 Module #M0597
not included

Enzymatic 
Methyl-seq
(EM-seq™)

Clean Up

Sample Purifi cation 
Beads not included

Single Cell/Low Input RNA input amounts:
2 pg – 200 ng total RNA

■ Hands on time: < 30 minutes 
■ Total time: 6 hrs – 7 hrs

Reverse
Transcription

Enzymatic 
Fragmentation 
End Repair/ 
dA-Tailing

cDNA
Amplification

Template
Switching

Clean Up/
Size Selection

PCR 
Enrichment

Adaptor 
Ligation

NEBNext Single Cell/Low Input RNA Kit (#E6420)

Module #E5530
Sample Purifi cation 
Beads not included

Single Cell Lysis

Module #E6421

Single Cell/
Low Input RNA

現在、次世代シークエンスは様々な研究分野に広く普及しています。同時に様々なアプリケーション

に対応できる性能と柔軟性が求められていますが、NEBNext はシンプルかつ合理的なワークフロー、
そして微量サンプルからの調製が可能でありながら、高収量かつ高品質なライブラリー調製を実現

します。さらに分解や損傷している DNA や RNAインプットからもライブラリー調製が可能となる前
処理オプション、メチル化解析用キット、マイクロバイオーム DNAの分離・濃縮キット、新型コロ
ナウイルスのゲノム解析キットなども取り揃えています。さらにハイスループット解析に対応すべく、

最大 384 プレックスが可能なインデックス（バーコード）も取り揃えています。

NEBNextのライブラリー調製ワークフローは各ステップ毎にモジュール化されており、ワークフロー
のカスタマイズや各モジュールの個別購入も可能です。

各ワークフローとコア技術（緑ハイライト部分）

■ Ult ra I Iワークフローがコアステップ（緑色）、そ
れをベースに様々なアプリケーションに対応する
フローを公開

■ 簡単・迅速、自動化も可能

■ 最小限の DNA 精製により微量サンプルからのラ
イブラリー調製が可能、それでいて PCRバイア
スは最小限、均一なカバレッジを実現
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NEBNext Ultra II DNA and FS DNA Library Prep Kits for Illumina

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit 
for Illumina
#E7645S 24 reactions  ..........  ¥97,300
#E7645L 96 reactions  ........  ¥311,500

NEBNext Ultra II DNA Library Prep 
with Sample Purification Beads
#E7103S 24 reactions  ........ ¥120,000
#E7103L 96 reactions  ........ ¥425,000

NEBNext Ultra II FS DNA Library Kit 
for Illumina
#E7805S 24 reactions  ........  ¥118,000
#E7805L 96 reactions  .......  ¥398,000

NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep 
with Sample Purification Beads
#E6177S 24 reactions  ........ ¥132,000
#E6177L 96 reactions  ........ ¥459,000

NEBNext Ultra II DNA PCR-Free Library 
Prep Kit for Illumina
#E7410S 24 reactions  ...........¥92,000
#E7410L 96 reactions  ........ ¥300,000

NEBNext Ultra II DNA PCR-Free Library 
Prep with Sample Purification Beads
#E7415S 24 reactions  ......... ¥112,000
#E7415L 96 reactions  ........ ¥404,000

NEBNext Ultra II FS DNA PCR-Free Library 
Prep Kit for Illumina
#E7430S 24 reactions  ......... ¥112,000
#E7430L 96 reactions  ........ ¥380,000

NEBNext Ultra II FS DNA PCR-Free Library 
Prep with Sample Purification Beads
#E7435S 24 reactions  .........¥125,000
#E7435L 96 reactions  ........ ¥438,000

各ステップの試薬はモジュールとして

購入可能（172ページ参照）

説明：NEBNext Ultra II DNAはわずか 500 pg DNAか
らイルミナ用ライブラリーが調製できるキットであ

る。GCリッチ領域など調製困難な領域からも効率
的に増幅、ゲノム全体を均一にカバーするライブラ

リー調製が可能である。さらに専用の PCR酵素に
より、最小限のサイクル数で高収量の増幅ができる

ため、低バイアスかつ低エラーのライブラリーが調

製できる。ゲノム DNAだけではなく、FFPE DNAや
PCRアンプリコンからも調製が可能である。

NEBNext Ultra II FS DNAはわずか 100 pg DNAからイ
ルミナ用ライブラリーが調製できるキットである。

酵素による断片化と End Repair、アダプターライゲー
ションまでを 1チューブで行うため、ハンドリング
が容易かつ DNAのロスを最小限にできる。断片化
は GC含量や溶媒の塩濃度などに影響を受けず、
反応時間の調整により、目的サイズの断片化が可能

である。また酵素反応であるため、高価な機器は

不要で、複数サンプルの調製も容易である。

Ultra II DNAおよび Ultra II FS DNAキットは、それぞ
れ SPRIselec t ビーズが付属したキットも提供して
いる。

■ わずか 100 pg DNA（FSキット）、
500 pg DNA（標準キット）より
ライブラリー調製（FSキット）

■ GCリッチなターゲットや FFPE DNA
サンプルなどからも調製可能

■ エンリッチメントシステムと高い互換性

■ シンプルなワークフローと、
短いハンズオンタイム

■ 自動化が可能

■ 断片化を組み込んだシンプルな
ワークフロー（FSキット）

テクニカルノートおよびプロトコール

ビデオを公開（NEBNextUltraII.com）

MISEQ®, NEXTSEQ® and TRUSEQ® are registered trademarks of Illumina, Inc.
Kapa® is a registered trademark of Kapa Biosystems
SPRISELECT® is a registered trademark of Beckman Coulter, Inc.

A：困難な GCリッチ領域を深い Depthでカバー
各社の試薬で調製したライブラリー（PCRフリー・ライブラリーは NEBNext Ultra IIで調製）のカバー率が低く解析困難
な GCリッチ領域の Depthを比較したところ、NEBNext Ultra IIで調製したライブラリーの Depthが最も深く、PCRフリー・
ライブラリーと近い信頼性の高いデータであった。ライブラリーは 100 ngのヒト NA19240 ゲノム DNAより調製し、
Illumina NextSeq 500でシーケンシングを行った。各ライブラリーのデータの比較はDepthの平均が 10Xとなるように4.2
億リード（75 bp）を無作為に抽出し、hg19レファレンス・シーケンスにマッピングして行った（マッピングは Bowtie 2.2.4、
リード数は bedtools v2.19 で解析）。

B：Coverageが低い領域を深い Depth（>10X）でカバー 
解析困難な領域における 10X 以上の Depthでのカバー率（%）を比較したところ、NEBNext Ultra IIで調製したライブ
ラリーのカバー率が最も高く、PCRフリー・ライブラリーと同等であった。各ライブラリーのデータの比較は Depthが
10Xと予想される 4.2億リード（75 bp）を無作為に抽出して行った。
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B.

PCR-Free

GC 含量に依存せずに均一な Coverageを実現
ライブラリーは 500 pg、1 ng、100 ngのゲノム DNA（3 種類の微生物）より調製、Illumina MiSeq® で解析した。リード
は Bowtie 2.2.4によりマッピング、GC Coverageは Picard’s CollectGCBiasMetrics（v1.117）により算出した。Coverageは
3 種類の微生物ゲノム DNA（GC含量 38、51、65%）において、1.0 付近にプロット（緑線）されており、GCバイアスが
低いことが表されている。

B.

Ultra II
Kapa Hyper
TruSeq Nano

Library
Ultra II 100 ng
Ultra II 1 ng
Ultra II 500 pg

Library

A.

Ultra II DNA（Illumina）

NEW

NEW

NEW

NEW
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NEBNext Reagents for Illumina：DNAライブラリー調製試薬 

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina
• わずか 500 pg DNAよりライブラリーを調製
• 簡単・迅速（3時間のプロトコール）

NEBNext Ultra II FS DNA Library prep Kit for Illumina
• わずか 100 pgの DNAよりライブラリー調製
• 酵素による DNA断片化からライブラリー調製終了まで＜ 3.2時間のプロトコール

NEBNext Adaptors & Primers for Illumina
• 独自のループ構造により高いライゲーション効率とアダプターダイマーの低減を実現
• 最大 384プレックス解析が可能

AGILENT® and BIOANALYZER® are registered trademarks of Agilent Technologies, Inc.

Ultra II DNA Workflow: 500 pg – 1 µg (PCR); 50 ng – 500 ng (PCR-free) Input

Hands-On
(not including
fragmentation)

Total

12 – 13 min

1.7 – 3.2 hrs

Hands-On
(including

fragmentation)

Total

12 – 13 min

1.4 – 3.2 hrs

NEBNext Ultra II
Ligation Module
(NEB #E7595)

• Ultra II End Prep 
Enzyme Mix

• Ultra II End Prep 
Reaction Buffer (10X)

NEBNext dsDNA 
Fragmentase
(NEB #M0348)

• dsDNA 
Fragmentase

• Reaction Buffer v2
• Magnesium 

Chloride

• Ultra II Ligation 
Master Mix

• Ligation Enhancer

NEBNext Ultra II
Q5 Master Mix
(NEB #M0544)

• Ultra II 
Q5 Master Mix

Ul
tra

 II
 D

NA
 L

ib
ra

ry
 P

re
p 

Ki
ts

• Ultra II FS Enzyme Mix
• Ultra II FS Reaction Buffer

End Repair/dA-Tailing Adaptor Ligation
Clean Up/
Size Selection PCR Enrichment Clean Up Total WorkflowFragmentation

• Ultra II FS Enzyme Mix
• Ultra II FS Reaction Buffer

• Ultra II Ligation 
Master Mix

• Ligation Enhancer

NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Library Prep (NEB #E7430) – with Sample Purification Beads (NEB #E7435)

• Ultra II FS Enzyme Mix
• Ultra II FS Reaction Buffer

• Ultra II 
Q5 Master Mix

• Sample Purification 
Beads (SPRIselect) 
(NEB #E6177 only)

• Sample Purification 
Beads (SPRIselect) 
(NEB #E6177 only)

• Ultra II Ligation 
Master Mix

• Ligation Enhancer

NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep (NEB #E7805) – with Sample Purification Beads (NEB #E6177)

• Ultra II Ligation 
Master Mix

• Ligation Enhancer

• Ultra II End Prep 
Enzyme Mix

• Ultra II End Prep 
Reaction Buffer (10X)

NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library Prep (NEB #E7410) – with Sample Purification Beads (NEB #E7415)

• Ultra II End Prep 
Enzyme Mix

• Ultra II End Prep 
Reaction Buffer (10X)

• Ultra II Ligation 
Master Mix

• Ligation Enhancer

• NEBNext Ultra II 
Q5 Master Mix

• Sample Purification 
Beads (SPRIselect) 
(NEB #E7103 only)

• Sample Purification 
Beads (SPRIselect)
(NEB #E7103 only)

NEBNext Ultra II DNA Library Prep (NEB #E7645) – with Sample Purification Beads (NEB #E7103)

NEBNext Ultra II 
End Repair/dA-Tailing
Module (NEB #E7546)

NEBNext Ultra II FS DNA Module (NEB #E7810)

Ul
tra

 II
 D

NA
 M

od
ul

es

Ultra II FS DNA Workflow: 500 pg – 1 µg (PCR); 25 ng – 500 ng (PCR-free)

• Sample Purification 
Beads (SPRIselect)
(NEB #E7415 only)

• Sample Purification 
Beads (SPRIselect)
(NEB #E7435 only)
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NEBNext Enzymatic Methyl-seq

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit 
#E7120S 24 reactions  ........ ¥160,000 
#E7120L 96 reactions  .......  ¥600,000

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Conversion 
Module 
#E7125S 24 reactions  ..........  ¥27,000 
#E7125L 96 reactions  .......... ¥98,000

NEBNext Q5U™ Master Mix 
#M0597S 50 reactions  ..........  ¥19,000 
#M0597L 250 reactions  .......... ¥76,000

NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic 
Methyl-seq  
(Unique Dual Index Primer Pairs)  
#E7140S 24 reactions  ..........  ¥21,600 
#E7140L 96 reactions  .......... ¥85,000

説明：全ゲノムバイサルファイトシーケンス（WGBS）
はメチル化 DNA解析における一般的方法であるが、
バイサルファイト変換の際に DNA 損傷が起こりやす
く、断片化や DNAのロス、不均一な GC Coverage
などを生じる。NEBNex t Enzymatic Methyl-seq Kit 
（EM-seq™）は、WGBSに代わる酵素的手法であり、

I l luminaシーケンスに適した高効率のライブラリー
調製ができる。

NEB の EM-seqでは、酵素を使用したマイルドな条
件下で非メチル化シトシンをウラシルに変換するた

め、DNAダメージを低減することが可能。さらに
NEBNext Ultra II DNAキットとの組み合わせにより、
高収量かつ低バイアスなメチル化 DNAシーケンス
用ライブラリー調製ができ、5-mCと 5-hmCの高感
度検出を可能とする。

	■ メチル化シーケンスのための 
ライブラリー調製キット

	■ 酵素でマイルドに変換、 
DNAダメージを低減

	■ 10 ng DNA から高収量で 
ライブラリー調製

	■ WGBSと同じ解析プログラムが 
使用可能

	■ WGBSより高感度、 
均一な GC Coverage

NEBNext Enzymatic Methyl-seqは、 
バイサルファイト法に代わる、 
優れた性能を有する酵素的手法である。 
詳細な性能データを含む情報については

ウェブサイト（www.nebj.jp）を参照。

EM-seqはWGBSよりも大きなサイズのライブラリーを調製可能
EM-seq法とWGBS法を用いて調製したライブラリーをシーケンスしたところ、EM-seqの
ほうが大きいサイズのライブラリーを調製できることを示された（緑）。このことから EM-
seqのほうが DNAダメージが少ないことが示唆される。サンプルはヒト NA12878 ゲノム
DNA（50 ng）、Covaris ® S2で 300 bpに断片化したものを用いた。WGBSは Z社キットと
NEBNext Ultra II DNA kitを併用した。イルミナ MiSeq（2 x 76 bp）でシーケンス、Picard 2.18.14
でインサートサイズを求め、各インサートサイズの normalized frequency をプロットした。
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COVARIS® is a registered trademark of Covaris, Inc.
NOVASEQ® is a registered trademark of Illumina, Inc.
EZ DNA METHYLATION-GOLD KIT™ is a trademark of Zymo Research.
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EM-seqは低い coverage depthでWGBSよりも多くの CpGを検出、かつ均一な GC coverageを示す

EM-seq法とWGBS法を用いて、異なる量の DNAからメチル化 DNA解析用ライブラリー調製を行った。サン
プルはヒト NA12878 ゲノム DNA（10、50、200 ng）、Covar is ® S2 で 300 bpに断片化したものを用いた。
WGBSは Zymo Research EZ DNA Methylation-Gold™ Kit と NEBNext Ultra II DNA kitを併用した。イルミナ
NovaSeq 6000（2 x 100 bp）でシーケンス、hg38 でアライメントした（bwa-meth 0.2.2）。

A：各 coverage depthにおける CpG 検出数。EM-SeqとWGBSで調製したライブラリーのシーケンスリード 
（3.24億ペアエンドリード）について、検出された CpGをカウントした。トップ鎖とボトム鎖の CpGは個別
にカウントした結果、coverage depth = 1のときに EM-seqで 5,600万、WGBSで 4,300万の CpGサイトが検
出された。coverage depthごとの CpGサイトのプロットから、EM-Seqは低い coverage depthにおいて、
WGBSよりも多くの CpGを検出できることが示された。

B：ゲノムの各領域の GC 含量に対する coverageを解析した（Picard 2.17.2）。EM-Seqは広い GC含量域で
均一な coverageを示した。一方、WGBSは低 GC含量領域の coverageが高く、高 GC領域が低く示された。
これは WGBSライブラリーに一般的に見られる傾向である。

View EM-seq 
workflow.

Ultra II DNA, EM-seq
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NEBNext FFPE DNA Repair Mix

#M6630S 24 reactions  ..........  ¥23,100 
#M6630L 96 reactions  ..........  ¥81,000

説明：NEBNext FFPE DNA Repair Mixは DNA修復に
必要な酵素から構成された酵素ミックスであり、

DNAと混合して 15分インキュベートするだけで、ニッ
ク、ギャップ、シトシンの脱アミノ化（ウラシル化）、

酸化、3′末端ブロックなどのダメージを修復するこ
とができる。FFPE DNA Repair Mixは NGS解析に最
適であるが、その他のアプリケーションにも使用す

ることができる。

機能検証：修復した FFPE DNAを Illuminaシーケン 
サーにより解析することで検証

詳細は NEBJウェブサイト（www.nebj.jp）を参照。

	■ DNAのダメージを修復する 
酵素ミックス

	■ 15分のインキュベーションで DNAを 
修復

	■ エラーなしに損傷箇所を修復

	■ FFPE DNAの NGS解析に最適

	■ NGS以外のアプリケーションにも 
使用可能

ダメージの種類
FFPE DNA Repair Mix 
による修復の可否

Deamination of cytosine to uracil Yes

Nicks and gaps Yes

Oxidized bases Yes

Blocked 3´ ends Yes

DNA fragmentation No

DNA-protein crosslinks No

表１：FFPE DNA Repair Mixにより修復可能なダメージ

図１：FFPE DNA Repiar MixによりNGSライブラリーの収量を向上
FFPE DNA Repair Mix で修復した FFPE DNA（胃がん由来）より作製したライブラリー
の収量を Agilent Bioanalyzer® で検証した。未修復の FFPE DNAと比較した結果、修
復によりライブラリーの収量が大幅に向上することが示された。

– FFPE DNA Repair
+ FFPE DNA Repair

AGILENT® and BIOANALYZER® are registered trademarks of Agilent Technologies, Inc.
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NEBNext Ultra II Library Prep Kits for RNA

NEBNext Ultra II Directional RNA Library 
Prep Kit for Illumina 
#E7760S 24 reactions  ........  ¥161,700 
#E7760L 96 reactions  ........ ¥524,300

NEBNext Ultra II Directional RNA Library 
Prep with Sample Purification Beads 
#E7765S 24 reactions  ........  ¥177,900 
#E7765L 96 reactions  ........ ¥575,900

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for 
Illumina 
#E7770S 24 reactions  ........  ¥147,700 
#E7770L 96 reactions  ........ ¥472,500

NEBNext Ultra II RNA Library Prep with 
Sample Purification Beads 
#E7775S 24 reactions  ........ ¥164,000 
#E7775L 96 reactions  ........ ¥525,000

各ステップの試薬はモジュールとして 
購入可能（174ページ参照）

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kitは、わずか 5 ngの RNAよりイルミナ NGS用ライブラリーを調製できるキッ
トである。従来品の各反応ステップの反応効率を向上することにより、高効率でライブラリーを調製できるよ

うになり、より少量の RNAより高収量でライブラリー調製ができるようになった。更に増幅に必要な PCRサ
イクル数が抑えられるので、ライブラリーのバイアスも低減され、より高品質のライブラリーを調製すること

が可能となった。NEBNext Ultra II RNAはスタンダードなキットの他に、ディレクショナル（ストランド特異的）、
DNA精製ビーズ付属のキットも提供している。

	■ 高いライブラリー収量

	■ 少量の RNA から高品質ライブラリーを 
作製：

 – polyA mRNA 精製：10 ng〜 1 µg

 – rRNA除去サンプル：5 ng〜 1 µg
	■ 最少限の PCR増幅により低バイアスの
ライブラリーを調製

	■ ディレクショナル RNA 
ライブラリー調製試薬も提供

	■ 効率的なワークフローで 
迅速なライブラリー調製

	■ 自動化可能なワークフロー

	■ FFPE など低品質 RNA からも高収量で
ライブラリーを調製

	■ DNA 精製ビーズ付属キットも提供

詳細および性能データについては 
ウェブサイト（UltraIIRNA.com）を参照

微量 RNA から高収量で RNAライブラリーを調製
各社のライブラリー調製試薬と比較すると、NEBNext Ultra IIの収量が最も高く、10 ngの微
量 RNA からでも高収量でライブラリーを調製することができる。ライブラリーは 10 ng、
100 ng、1 µgのヒト・リファレンス RNA（Agilen t #740000）より Poly(A) mRNAを精製して
NEBNext Ultra IIおよび競合他社のキットで調製した。ライブラリー作製はトリプリケートで
行われ、収量は平均値が示されている（Agilent ® Bioanalyzer® で定量、エラーバーは標準偏
差）。Input RNA 量と PCRサイクル数はそれぞれ記載している。
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NEBNext Ultra II Directional RNA
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均一な Coverage
10 ng、100 ng、1 µgの Universal Human Reference RNA（Agilent 社、#740000）から Poly(A)を
含む mRNAを単離し、NEBNext Ultra II Directional RNA kit、各社キットを用いてライブラリー
を作製した。ENST00000369541.3（DAM1）の Coverageを評価するため、transcriptome（Hisat 
2.0.3）に直接マッピングし、また、転写産物の長さに沿って 100 binの bedtools covを用い、
Coverageを評価した。NEBNext Ultra II Directional RNA Kitを用いて調製したライブラリーは、
特にインプット量 100 ngおよび 10 ngにおける転写産物の Coverageに優れていた。
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View the NEBNext 
Ultra II Directional 

RNA Workflow.
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NEBNext Reagents for Illumina：RNAライブラリー調製試薬 

NEBNext Ultra II RNA & Directional RNA Library prep for Illumina
• 5 ng–1 µg Total RNA（rRNA除去サンプル）、

10 ng–1 µg Total RNA（polyA mRNA精製サンプル）よりライブラリーを調製

• 簡単・迅速にスタンダード &ディレクショナル RNAライブラリーを調製

NEBNext Adaptors & Primers for Illumina
• 独自のループ構造により高いライゲーション効率を実現
• 最大 384プレックス解析が可能

Input Poly(A) mRNA Workflow: 10 ng – 1 µg rRNA Depletion Workflow: 5 ng – 1 µg

• First Strand Synthesis 
Reaction Buffer

• First Strand Synthesis Enzyme Mix
• Random Primers
• Strand Specificity Reagent

• Second Strand 
Synthesis Reaction 
Buffer with 
dUTP Mix

• Second Strand 
Synthesis 
Enzyme Mix

• Nuclease-free
Water

• Ultra II Ligation
Master Mix

• Ligation 
Enhancer

• Adaptor 
Dilution Buffer

• Ultra II Q5 
Master Mix

• End Prep 
Enzyme Mix

• End Repair 
Reaction Buffer

• First Strand Synthesis 
Reaction Buffer

• First Strand Synthesis Enzyme Mix
• Random Primers

• Second Strand 
Synthesis 
Reaction Buffer

• Second Strand 
Synthesis 
Enzyme Mix

• Nuclease-free
Water

• Ultra II Ligation
Master Mix

• Ligation 
Enhancer

• Adaptor Dilution 
Buffer

• Ultra II Q5 
Master Mix

• Sample 
Purification 
Beads 
(SPRIselect)  – 
NEB #E7775 only

• Sample 
Purification 
Beads 
(SPRIselect)  – 
NEB #E7775 only

• Sample 
Purification 
Beads 
(SPRIselect)  – 
NEB #E7765 only

• Sample 
Purification 
Beads  
(SPRIselect) – 
NEB #E7765 only

• End Prep 
Enzyme Mix

• End Repair 
Reaction Buffer
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Magnesium RNA 
Fragmentation 
Module 
(NEB #E6150)

• RNA
Fragmentation 
Buffer

• RNA
Fragmentation 
Stop Solution

rRNA Depletion Kit v2 
(Human/Mouse/Rat)
(NEB #E7400, #E7405)

• First Strand Synthesis 
Reaction Buffer

• First Strand Synthesis 
Enzyme Mix

• Random Primers
• Strand Specificity 

Reagent

Ultra II Directional 
RNA Second Strand 
Synthesis Module
(NEB #E7550)

• Second Strand 
Synthesis 
Enzyme Mix

• Second Strand 
Synthesis Reaction 
Buffer with dUTP

Ultra II Non-
directional RNA Second Strand 
Synthesis Module
(NEB #E6111)

• Second Strand Synthesis 
Enzyme Mix

• Second Strand Synthesis 
Reaction Buffer

NEBNext Ultra II 
End Repair/
dA-Tailing Module
(NEB #E7546)

• Ultra II End Prep 
Enzyme Mix

• Ultra II End Prep 
Reaction Buffer

NEBNext Ultra II 
Ligation Module
(NEB #E7595)

• Ultra II Ligation 
Master Mix

• Ligation 
Enhancer

• Ultra II Q5 
Master Mix

Ultra II RNA First Strand 
Synthesis Module
(NEB #E7771)

NEBNext 
Ultra II Q5 
Master Mix
(NEB #M0544)

• RNase H/RNase H 
Reaction Buffer

• rRNA Depletion 
Solution

• Probe Hybridization 
Buffer

• DNase I/DNase I 
Reaction Buffer

• Nuclease-free Water
• RNA Sample 

Purification Beads 
(NEB #E7405 only)

 

Hands-On

Total
27 min

5.5 – 5.7 hrs
6.6 – 6.8 hrs

*
 **

Hands-On

Total
27 min

5.5 – 5.7 hrs
6.6 – 6.8 hrs

*
 **

First Strand 
cDNA Synthesis

Second Strand 
cDNA Synthesis

End Repair/
dA Tailing

Adaptor
Ligation

Size
Selection

Total
Workflow

mRNA
Fragmentation

PCR 
Enrichment Clean Up

mRNA Isolation/
rRNA Depletion

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (NEB #E7760) – with Sample Purification Beads (NEB #7765) 

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for Illumina (NEB #E7770) – with Sample Purification Beads (NEB #E7775)  

* Including poly(A)
mRNA isolation

** Including 
rRNA depletion

• Oligo d(T)25 beads
• RNA Binding Buffer
• Wash Buffer
• Nuclease-free Water

Poly(A) mRNA 
Magnetic Isolation 
Module (NEB #E7490)

• RNase H/RNase H 
Reaction Buffer

• Globin & rRNA Depletion 
Solution

• Probe Hybridization Buffer
• DNase I/DNase I 

Reaction Buffer
• Nuclease-free Water
• RNA Sample Purification 

Beads (NEB #E7775 only)

Globin & rRNA 
Depletion Kit 
(Human/Mouse/Rat) 
(NEB #E7750, #E7755)

mRNA Isolation/rRNA Depletion (continued)

NEBNext RNA Depletion 
Core Reagent Set 
(NEB #E7865, #E7870)

• Probe Hybridization 
Buffer

• Thermostable RNase H
• RNase H & DNase I 

Reaction Buffers
• DNase I
• Nuclease-free Water
• RNA Sample 

Purification Beads 
(NEB #E7870 only)
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat)

NEBNext rRNA Depletion Kit v2  
(Human/Mouse/ Rat) 
#E7400S 6 reactions  ...........¥41,500 
#E7400L 24 reactions  ......... ¥151,200 
#E7400X 96 reactions  ........ ¥544,400

 
NEBNext rRNA Depletion Kit v2  
(Human/Mouse/Rat) with RNA Sample 
Purification Beads 
#E7405S 6 reactions  ...........¥45,000 
#E7405L 24 reactions  .........¥165,000 
#E7405X 96 reactions  .........¥595,000

 
NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) 
#E7850S 6 reactions  ...........¥41,000 
#E7850L 24 reactions  ......... ¥151,000 
#E7850X 96 reactions  ........ ¥544,000

 
NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) with 
RNA Sample Purification Beads 
#E7860S 6 reactions  ...........¥42,000 
#E7860L 24 reactions  .........¥155,000 
#E7860X 96 reactions  ........ ¥560,000

説明：説明：NEBNext rRNA Depletion Kit は DNA プ
ローブのハイブリダイゼーションと RNase H 処理に
よりトータル RNA からリボゾーム RNA（rRNA）を除
去するキットである。

ヒト / マウス /ラット用キットは細胞質 r R N A（5S 
rRNA、5.8S rRNA、18S rRNA、28S rRNA）および
ミトコンドリア r R N A（12S r R N A、16S r R N A）を除
去する。分解が進行した RNA サンプルの rRNA も
高効率で除去することができるので、FFPE 由来な
ど RNA が劣化したサンプルからの rRNA 除去に最
適である。

バクテリアの m R N A はポリ Aを持たないため、オ
リゴ d Tビーズによる濃縮ができない。そのため、
バクテリア用 r R N A 除去キットを用いることができ
る。E7850/ E7560 はグラム陽性 / 陰性菌の 5S 
r R N A、16S r R N A、23S r R N Aを除去することがで
きる。ただし特殊なバクテリアの r R N A 除去には
157ページ記載のカスタムキットを使用するとよい。 

(1) Adiconis, X. et al (2013) Nature Methods, 10, 623–629.
(2) Morlon, J.D. et al (2012) PLoS One, 77 e42882.

	■ リボソーム RNA除去キット

	■ わずか 2時間（作業時間は 8分）で 
終了

	■ NGS解析用 RNAサンプル調製の 
前処理に最適

	■ 細胞質 rRNAおよびミトコンドリア
rRNAを除去

	■ ヒト、マウス、ラットの 
トータル RNAより 95〜 99%の 
rRNAを除去

	■ 10 ng〜 1 µgの広範囲の 
トータル RNA 量に対応

	■ FFPE由来など劣化が進行した 
RNAサンプルの rRNAも高効率で除去

	■ DNAプローブのハイブリダイゼーション
と RNase H処理により rRNAを除去

	■ RNA 精製ビーズ付属キットも提供 リボゾーム RNA除去のワークフロー

AGENCOURT® and RNACLEAN® is a registered trademark of Beckman Coulter, Inc.

NEW

NEW

NEW

NEW

Acinetobacter baumannii

Actinomyces odontolyticus

Bacillus cereus

Bacteroides vulgatus

Bifidobacterium adolescentis

Clostridium beijerinckii

Cutibacterium acnes

Deinococcus radiodurans

Enterococcus faecalis

Escherichia coli

Helicobacter pylori

Lactobacillus gasseri

Neisseria meningitidis

Porphyromonas gingivalis

Pseudomonas aeruginosa

Rhodobacter sphaeroides

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Streptococcus agalactiae

Streptococcus mutans

0 5 10 15 20

Undepleted Depleted Undepleted

100 ng ATCC20 10 ng ATCC20

Depleted

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

rRNA Reads (%)

rRNA Degradation by Ribonuclease H (RNase H) Enzyme

Probe Degradation by DNase I Enzyme & Clean Up

Binding of ssDNA Probes

rRNA

Total RNA

rRNA-depleted RNA

RNase H

ssDNA
probes

DNase I

Total RNA contains greater 
than 80% rRNA (red).

Single-stranded DNA probes 
hybridize specifically to rRNA 
molecules.

RNase H degrades the 
hybridized RNA (rRNA).

DNase I degrades 
the DNA probes.

Non-rRNA species 
(blue) are enriched.

20 種類のバクテリアプールでも高効率で rRNA を除去
20 種類のバクテリアプールの凍結乾燥サンプル（ATCC #MSA-2002）からトータル RNA を抽出し、NEBNext 
rRNA Depletion Kit（Bacteria）を用いて rRNA を除去を行った。rRNA 除去前と除去後で NEBNext Ultra™ II 
Directional RNA Library Prep Kit for Illumina を用いてライブラリー調製を行い、ペアエンドでシーケンスした
（2 x 75 bp）。

NCBI genome database で composite reference genome にアライメントと duplicate の除去後、ht-seq count に
より転写レベルを測定した。

Ultra II RNA, rRNA Depletion
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NEBNext Globin & rRNA Depletion Kits

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit  
(Human/Mouse/Rat) 
#E7750S 6 reactions  .......... ¥50,000 
#E7750L 24 reactions  ........ ¥180,000 
#E7750X 96 reactions  .......  ¥650,000

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit 
(Human/Mouse/Rat) with RNA Sample 
Purification Beads  
#E7755S 6 reactions  ..........  ¥51,000 
#E7755L 24 reactions  ........ ¥190,000 
#E7755X 96 reactions  .......  ¥680,000

説明：血液サンプルに含まれる RNAの多くは、グロ
ビンmRNAや細胞質およびミトコンドリアのリボゾー
ム rRNAである。これらはトータル RNAの中に含ま
れる、低い発現量の生物学的に重要な意味を持つ

発現産物を隠してしまう可能性があるため、効率的

かつ特異的な RNA 除去が必要である。NEBNex t 
RNA Deple t ion K i tsは除去対象の RNAに特異的に 
ハイブリダイズするショートプローブと RNase H法（1, 
2）を用い、対象 RNAはインタクトのまま、以下の
RNAを高効率で除去する。また、分解が進行した
RNAサンプルの対象 RNAも除去可能である。

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit（Human/Mouse/
Rat）は、NEBNext RNase Hをベースとした RNA除去
ワークフローにより、以下の RNAを除去する：

• グロビン mRNA（HBA1/2、HBB、HBD、HBM、
HBG1/2、HBE1、HBQ1、HBZ）

• 細胞質 rRNA（5S、5.8S、18S、28S）

• ミトコンドリア rRNA（12S、16S）

• ヒト、マウス、ラット用
• 除去後、RNAシーケンス、cDNA合成などの RNA
解析に適している

• poly(A) mRNAの濃縮（例えば NEBNex t poly(A) 
mRNA Magnetic Isolation Module（NEB #E7490）を
使用）の後にも使用可能（処理後の RNAはノン
コーディング RNAは含まない）

RNAクリーンアップビーズが付属したキットも提供し
ている。

Globin & rRNA Depletion Kitsキット内容：

 – RNase H
 – RNase H Reaction Buffer（10X）
 – NEBNext Globin & rRNA Depletion Solution
 – NEBNext Probe Hybridization Buffer
 – DNase I（RNase-free）
 – DNase I Reaction Buffer
 – Nuclease-free Water
 – NEBNext RNA Sample Purification Beads（#E7785）

	■ NGS解析用 RNAサンプル調製の 
前処理に最適

	■ 未分解 RNA だけではなく、 
FFPE由来など劣化が進行した 
RNA からも高効率で除去

	■ 10 ng〜 1 µgの広範囲の 
トータル RNA 量に対応

	■ 対象 RNA だけを特異的に除去

	■ わずか 2時間のワークフロー： 
ハンズオンタイムは 8分間

	■ 除去サンプルは NGSの他、 
ランダム cDNA合成などの 
アプリケーションにも使用可能

	■ Agencourt RNAClean XP Beads付き 
キットも提供

NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module

#E7490S 24 reactions  ........... ¥9,700 
#E7490L 96 reactions  ......... ¥34,700

説明：NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module
はトータル RNAから poly(A)+RNA（mRNA）を精製す
るキットであり、NGS解析用 RNAライブラリー調製
の前処理に最適である。本キットは Oligo d(T )25マ

グネティック・ビーズで poly(A)+RNAを精製するた
め作業が簡便であり、多検体の処理や機器による

自動化も容易である。 

分解が進行した RNAサンプル（FFPEなど）や Non-
Coding/Small RNA解析の前処理には rRNA除去キッ
ト（NEBNext rRNA Depletion Kit）の使用を推奨する。

製品内容：

 – NEBNext Oligo d(T)25 Beads
 – NEBNext RNA Binding Buffer（2X）
 – NEBNext Wash Buffer
 – Nuclease-free Water
 – NEBNext Tris Buffer

NEBNext Globin &
rRNA Depletion Kit 
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効率的なグロビン mRNAおよび rRNAの除去
ヒト、マウス、ラットの全血由来 Total RNA（100 ng）から NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit（Human/Mouse/Rat）（NEB 
#E7750）および I 社キットを使い、リボゾーム RNA（rRNA）とグロビン mRNAを除去した。ライブラリー調製は、
NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina（NEB #E7760）を、シーケンスは Illumina社 NextSeq ® 
instrumentを用いた（2 x 75 bp）。サンプルごとに 2憶リードにダウンサンプリングを行い、Mirabait（6以上、25-mers）
で解析し、グロビン mRNA（A）および rRNA（B）を同定した。示されているデータは n =3–4の平均。エラーバーは標
準偏差を表す。

GLOBIN-ZERO® and NEXTSEQ® are registered trademarks of Illumina, Inc.
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

カスタム RNA 除去キット

NEBNext RNA Depletion Core Reagent Set
#E7865S 6 reactions  ........... ¥37,000
#E7865L 24 reactions  .........¥135,000
#E7865X 96 reactions  ........ ¥486,000

NEBNext RNA Depletion Core Reagent Set 
with RNA Sample Purification Beads
#E7870S 6 reactions  ...........¥38,500
#E7870L 24 reactions  .........¥142,000
#E7870X 96 reactions  ........ ¥505,000

説明：一般的にトータル R N A 中にはリボソーム 
R N A が大量に存在する。これをそのままシーケン
スした場合、低発現の重要遺伝子が検出されな

かったり、シーケンスコストが高くなる。したがっ

て R N A シーケンスにおいては、ライブラリー調製
の前処理で r R N A を除去することが望ましい。し
かしながら生物種によって r R N A の配列が異なる
ため、ヒト /マウス /ラット以外の生物においては
市販の除去キットが使用できないことが多い。

そこで NEB は自分で自由に対象の rRNA を除去で
きるカスタム rRNA 除去キットを開発した。除去し
たい r R N A の配列に基づいて複数の約 50 n tの 1 
本鎖 D N A プローブを設計して合成、この合成プ
ローブ・プールを対象の r R N A にハイブリダイズさ
せて RNase H で分解する。除去プローブはオンラ
インの NEBNext Custom RNA Depletion Design Tool 
を使用して簡単に設計できる。

また、除去できる RNA は rRNA に限らず、解析に
必要がない アバンダントな mRNA も除去可能であ
る。

ステップ 1：NEBNext Custom RNA Depletion Design 
Tool に除去対象の RNA 配列を FASTA 形式で入力
してプローブを設計する。複数の RNA を除去する
場合、FASTA 形式で複数の配列を入力する。
ステップ 2：オリゴ合成会社に 1 本鎖 DNA オリゴ
を依頼する。この時、Mixture として合成すること
が良い。

ステップ 3：合成プローブと本製品を用いて RNA 
除去をする。

ステップ 4（オプション、推奨）：除去対象 RNA に
特異的なプライマーを用いて、RT-qPCR で除去効
率を検証する。

ステップ 5：RNA ライブラリー調製を行う

■ 生物種を問わず rRNA を除去

■ rRNA 以外の RNA も除去可能

■ 除去プローブのデザインツールを公開
（NEBNext Custom RNA Depletion Design 

Tool）

■ 10 ng - 1 µg のトータル RNA から 対象 
RNA 除去してライブラリー調製

■ インタクトな RNA（RIN>7）だけではな
く、分解が進んだ RNA（RIN<7）からも
除去可能

カスタムRNA除去プローブのデザインに
はオンラインツールをご使用ください。

https:// depletion-design.neb.com/

RNACLEAN® is a registered trademark of Beckman Coulter, Inc.

rRNA Depletion

NEW

NEW

NEBNext® Custom RNA Depletion
Design Tool
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NEBNext カスタム RNA 除去キットは、様々な生物種の様々な RNA を除去可能
RNA 除去プローブ設計ツールを用いて、Aedes aegypt i（ネッタイシマカ、28S、18S、5.8S、5S、mt16S、および 
mt12S）、Thermococcus kodakarensis（アーキア、23S、16S、5SrRNA1、5SrRNA2）および Pyrococcus furiosus（アーキア、
23S、16S、5SrRNA1、5SrRNA2）に対するプローブを設計した。これら合成プローブと RNA Depletion Core Reagent Set 
を使用して、トータル RNA（1 µg、100 ng、または 10 ng）から RNA 除去をおこなった。イルミナ用の NEBNext Ultra II 
Directional RNA Library Prep Kit（#E7760）でライブラリー調製、ペアエンドシーケンス（2 x 75 bp）をおこなった（N=3）。 
各ライブラリーから 2,000 万リードを取得（seqtk）、mirabait（6 つ以上の共有 25-mer）で対象 RNA リードを検出、対象 
RNA 残存率（ここでは rRNA 残存率）は、クオリティフィルタリング後のトータルリードに対する対象 RNA リード数の
割合として求めた。結果、いずれの種とインプット RNA 量においても高効率で対象 RNA が除去されていることが示
された。
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既存の rRNA 除去キットと併用して使用可能
NEBNext カスタム RNA 除去ツールを使用して、ヒトミトコンドリア RNA に対するプローブを設計した。 合成したプロー
ブと NEBNext rRNA Depletion Kit v2（Human / Mouse / Rat）のプローブをプールして除去プローブとした。このプローブ・
プールを使用して、1 μ g のヒト・トータル RNA（Universal Human Reference RNA、Agilent）から mtRNA と rRNA を除去
した。続いてイルミナ用 NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit を用いて RNA ライブラリーを調製、ペアエンド
シーケンス（2 x 75 bp）をおこなった。 各ライブラリから 2,000 万リードを取得した（seqtk）。

A) mirabait（6 つ以上の共有 25-mer）で mtRNA と rRNA を検出、これらの残存率をクオリティフィルタリング後のトータ
ルリードに対する対象 RNA リード数の割合として求めた。結果、mtRNA と rRNA が高効率で除去されていることが示
された。

B) Integrative Genome Viewer (IGV)でヒト mtRNA 遺伝子のカバレッジを視覚化した。
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NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library Prep

NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library 
Prep Kit for Illumina  
#E6420S 24 reactions  .......  ¥209,800 
#E6420L 96 reactions  .......  ¥693,800

NEBNext Single Cell/Low Input cDNA 
Synthesis & Amplification Module 
#E6421S 24 reactions  ........ ¥135,000 
#E6421L 96 reactions  ........ ¥459,000

NEBNext Single Cell Lysis Module 
#E5530S 96 reactions  ..........  ¥15,800

説明：NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library Prep 
Kitは、シングルセル /2 pg-200 ngの微量 RNA より
イルミナ NGS用ライブラリーを調製できるキットで
ある。本キットはテンプレート・スイッチング法によ

り cDNAを作製するので、高収量で完全長 cDNAラ
イブラリーを作製することができる。

cDNA合成後は酵素で DNAを断片化する NEBNex t 
Ultra II FS DNAキット（#E7805）と同様のプロトコー
ルなので、7時間以内（ハンズオンタイムは 26分）
にライブラリーを調製することができる。ライブラ

リー調製キットの他にも cDNA合成モジュール
（#6421）も提供している。

	■ シングルセル、または微量 RNA 
（2 pg–200 ng）からライブラリー調製

	■ わずか 26分間のハンズオンタイム、 
7時間以内にライブラリー調製

	■ 転写量が少ない RNA からも効率的に 
ライブラリー調製

	■ ライブラリーは完全長の 
mRNA 遺伝子情報を保持

	■ シングルセル（RNA）から cDNA合成 
までのモジュールも別途提供（E6421）

ILLUMINA®, NEXTERA® and NEXTSEQ® are registered trademarks of Illumina, Inc. 
SMART-SEQ®, ULTRA® and clontech® are registered trademarks of Clontech Laboratories, Inc.
THERMO FISHER SCIENTIFIC® is a registered trademark of Thermo Fisher Scientific

転写量が少ない RNAも確実に検出
Jurkatシングルセルからライブラリー調製を行ったところ、NEBNext ® Single Cell/Low Input 
RNAキットでより多くの転写産物が検出された。特に低い TPM区分において検出される転
写産物量の差が大きかった。ライブラリー調製には NEBNex t ® Single Cell / Low Inpu t 
RNALibrary Prep Kit（#E6420）または、T社 cDNA合成キットと I社ライブラリー調製キット
を併用して使用した（N=6）。シーケンスは Illumina NextSeq® 500のペア

エンド（2 x 76 bp）で実施した。異なる実験間での発現量の比較に有効とされる TPM
（Transcripts per Kilobase Million）を 1-5、5-10、10-50、>50の 4つの区分に分けて比較した。
図中のプロットは転写産物の数、緑色 / オレンジ色のボックス中の境界は中央値、ボックス
上部 / 下部は第 1/ 第 3四方位値を示す。リードマッピングには Salmon 0.6、発現量解析に
は GENCODE v25を使用した。

1：NEBNext Kit 2：T 社 cDNA 合成キット / I 社ライブラリー調製キット
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シングルセルまたは微量 RNA から高収量でライブラリー調製
様々なサンプルを用いてライブラリー調製を行ったところ、すべてのサンプルにおいて

NEBNext® Single Cell/Low Input RNAキットで高いライブラリー収量が得られた。サンプルは
Helaシングルセル、Jurkatシングルセル、M1シングルセル、10 pgのヒト・リファレンス RNA
（Agilent® #740000）を使用した。各サンプルには推奨量の ERCC RNA Spike-In Mix I（Thermo 

Fisher Scientic ® #4456740）を添加した。ライブラリー調製には NEBNext ® Single Cell/Low 
Input RNA Library Prep Kit（#E6420）または、T社 cDNA合成キットと I社ライブラリー調製キッ
トを併用して使用した。エラーバーは N =6-11の標準偏差を示す。NEBNex tキットでは合成
した cDNAの〜 80%をライブラリー調製に使用して 8サイクルの PCRを行った。T社 cDNA
合成キット / I社ライブラリー調製キットではプロトコールに従って 125 pgの cDNAをライブ
ラリー調製に使用して 12サイクルの PCRを行った。

NEBNext Kit
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com Single Cell, Low Input, Small RNA

NEBNext Small RNA Library Prep Kits

NEBNext Multiplex Small RNA  
Library Prep Set for Illumina (Set 1) 
#E7300S 24 reactions  ........ ¥205,800 
#E7300L 96 reactions  .........¥699,700

NEBNext Multiplex Small RNA  
Library Prep Set for Illumina (Set 2) 
#E7580S 24 reactions  ........ ¥205,800 
#E7580L 96 reactions  .........¥699,700

NEBNext Multiplex Small RNA  
Library Prep Kit for Illumina  
(Index Primers 1-48) 
#E7560S 96 reactions  .........¥699,700

NEBNext Small RNA Library Prep Set  
for Illumina (Multiplex Compatible) 
#E7330S 24 reactions  .........¥168,000 
#E7330L 96 reactions  .........¥571,200

For adenylation of custom ssDNA  
adaptors, the 5´ DNA Adenylation Kit is 
available (NEB #E2610).

• 独自のプロトコールによりアダプターダイマーを最小限に抑制し、収量を向上
• 100 ngのトータル RNAよりライブラリーを調製可能 *
• 最大 48プレックス解析が可能（Index Primers 1-48使用時）
• アダプター・プライマー付属
* あらかじめ濃縮・精製された Small RN A からもライブラリーが調製できるが、ワークフローや反応の最適化が必要な場合が 
ある

本キットは、各試薬ごとに厳密な QCがなされており、加えて、I l lumina社シーケンサーによる検証もされて
いる。試薬のほとんどはマスターミックスとなっており、キットのバイアル数を減らすとともに、操作時の分

注ステップも少なくなる。

	■ アダプターダイマーが最小限

	■ 高収量

	■ トータル RNA から 
Small RNAライブラリーを調製

	■ piRNA などメチル化された 
Small RNA からも調製可能

NEBNext Magnetic Separation Rack

#S1515S 24 tubes (0.2 ml)  .......... ¥68,000 説明：次世代シーケンス用のライブラリー調製ワー

クフローでは、磁性ビーズを使った精製・サイズセ

レクションのステップがあり、ビーズの分離が効率

よく迅速に行われることは、ライブラリーの収量お

よび品質に重要である。

NEBNext Magnetic Separation Rackはこのアプリケー
ションのためにデザインされており、市販されてい

る中で最も強力であるネオジム・鉄・ホウ素（NdFeB）
希土類磁石がアルマイト製ラックに取り付けられて

いる。本ラックには 0.2 mlチューブを 24本セット可
能であり、シングルチューブとストリップチューブの

両方に適応している。

	■ NGSライブラリー調製における 
ビーズ精製とセレクションに便利

	■ 小スケールのマグネットビーズの吸着

	■ Neodymium Iron Boron（NdFeB）磁石に 
より確実にマグネットビーズを吸着

	■ 24穴

	■ シングル、8-および 12-ストリップ 
0.2 ml PCRチューブ対応

Input 100 ng – 1 µg

Primer
Hybridization 5´ Adaptor Ligation First Strand Synthesis PCR Enrichment Size Selection Total Workflow3´ Adaptor Ligation

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina (Set 1 NEB #E7300, Set 2 NEB #E7580) 

• 3´ Ligation 
Enzyme Mix

• 3´ Ligation Reaction 
Buffer (2X)

• 3´ SR Adaptor

• SR RT Primer • 5´ Ligation 
Enzyme Mix

• 5´ Ligation Reaction 
Buffer (10X)

 • 5´ SR Adaptor
 • Nuclease-Free Water

• RNase Inhibitor, 
Murine

• M-MuLV Reverse 
Transcriptase 
(RNase H–)

• First Strand Synthesis 
Reaction Buffer

• LongAmp Taq 
2X Master Mix

• SR Primer
• Index Primers 1–12 

(Set 1)
• Index Primers 13–24 

(Set 2)

 • Gel Loading Dye, 
Blue (6X)

• Quick-Load pBR322 
DNA-MspI Digest

• DNA Gel Elution 
Buffer (1X)

• Linear Acrylamide
• TE Buffer

NEBNext Small RNA Library Prep Set for Illumina (Multiplex Compatible) (NEB #E7330)

• 3´ Ligation 
Enzyme Mix

• 3´ Ligation Reaction 
Buffer (2X)

• 3´ SR Adaptor

• SR RT Primer • 5´ Ligation Enzyme 
Mix

• 5´ Ligation Reaction 
Buffer (10X)

 • 5´ SR Adaptor
 • Nuclease-Free Water

• RNase Inhibitor, 
Murine

• M-MuLV Reverse 
Transcriptase 
(RNase H–)

• First Strand Synthesis 
Reaction Buffer

 • LongAmp Taq 
2X Master Mix

 • SR Primer
 • Index Primer 1

 • Gel Loading Dye, 
Blue (6X)

• Quick-Load pBR322 
DNA-MspI Digest

• DNA Gel Elution 
Buffer (1X)

• Linear Acrylamide
• TE Buffer

Hands-On Time

Total Time
30 min

6 hrs

Hands-On Time

Total Time
30 min

6 hrs

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Kit for Illumina (Index Primers 1-48) (NEB #E7560)

• 3´ Ligation 
Enzyme Mix

• 3´ Ligation Reaction 
Buffer (2X)

• 3´ SR Adaptor

• SR RT Primer • 5´ Ligation 
Enzyme Mix

• 5´ Ligation Reaction 
Buffer (10X)

 • 5´ SR Adaptor
 • Nuclease-Free Water

• RNase Inhibitor, 
Murine

• M-MuLV Reverse 
Transcriptase 
(RNase H–)

• First Strand Synthesis 
Reaction Buffer

 • LongAmp Taq 
2X Master Mix

 • SR Primer
 • NEBNext Index 1-48 

Primers for Illumina

 • Gel Loading Dye, 
Blue (6X)

• Quick-Load pBR322 
DNA-MspI Digest

• DNA Gel Elution 
Buffer (1X)

• Linear Acrylamide
• TE Buffer

Hands-On Time

Total Time
30 min

6 hrs
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NEBNext アダプター＆インデックスプライマー（Illumina用）

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 1) 
#E7395S 96 rxns (96 indices)  .........¥100,000 
#E7395L 384 rxns (96 indices)  ........ ¥380,000

 
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Unique Dual Index UMI Adaptors RNA Set 1) 
#E7416S 96 rxns (96 indices)  ........... ¥97,000 
#E7416L 384 rxns (96 indices)  .........¥370,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(96 Unique Dual Index Primer Pairs) 
#E6440S 96 rxns (96 indices)  ...........¥77,500 
#E6440L 384 rxns (96 indices)  .........¥278,000

 
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 2) 
#E6442S 96 rxns (96 indices)  ...........¥77,500 
#E6442L 384 rxns (96 indices)  .........¥278,000

 
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 3) 
#E6444S 96 rxns (96 indices)  ...........¥77,500 
#E6444L 384 rxns (96 indices)  .........¥278,000

 
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 4) 
#E6446S 96 rxns (96 indices)  ...........¥77,500 
#E6446L 384 rxns (96 indices)  .........¥278,000

NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic  
Methyl-seq (Unique Dual Index Primer Pairs) 
#E7140S 24 rxns  ...........¥21,600 
#E7140L 96 rxns  ...........¥85,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Dual Index Primers Set 1) 
#E7600S 96 rxns (8 x 12 indices)  ...........¥73,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Dual Index Primers Set 2) 
#E7780S 96 rxns (8 x 12 indices)  ...........¥73,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Index Primers Set 1) 
#E7335S 24 rxns (12 indices)  ...........¥16,800 
#E7335L 96 rxns (12 indices)  ...........¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Index Primers Set 2)

#E7500S 24 rxns (12 indices)  ...........¥16,800 
#E7500L 96 rxns (12 indices)  ...........¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Index Primers Set 3) 
#E7710S 24 rxns (12 indices)  ...........¥16,800 
#E7710L 96 rxns (12 indices)  ...........¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Index Primers Set 4) 
#E7730S 24 rxns (12 indices)  ...........¥16,800 
#E7730L 96 rxns (12 indices)  ...........¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(96 Index Primers) 
#E6609S 96 rxns (96 indices)  .........¥104,000 
#E6609L 384 rxns (96 indices)  .........¥390,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Methylated Adaptor, Index Primers Set 1) 
#E7535S 24 rxns (12 indices)  ...........¥18,400 
#E7535L 96 rxns (12 indices)  ........... ¥67,200

NEBNext Adaptor Dilution Buffer 
#B1430S 1 x 9.6 ml  .............¥4,700

説明：NEBNext Oligo は DNA、ChIP DNA、RNA ライ
ブラリー調製に使用する I l lumina 用アダプターオリ
ゴである（Small RNAは含まない）。NEBNext アダプ
ターは独自のループ構造をとっており、頂点部にウ

ラシル残基を保有する。アダプターライゲーション

後に USER Enz yme で 15 分間処理することにより、
ウラシルが切断されて PCR で増幅可能な形状とな
る。独自のループ構造がアダプターダイマーを低減

すると共に高いアダプターライゲーション効率とラ

イブラリー収量を実現する。

シーケンス条件と機種に応じて、下のチャートを参

照して適切なインデックスを選択する。

	■ 独自のループ構造により 
高いライゲーション効率を実現

	■ 最大 384 プレックス解析が可能

	■ シングル / デュアル・インデックス 
プライマーを提供

	■ シングル・ペアエンド解析に対応

	■ バイサルファイトシーケンス用オリゴを 
提供

	■ インデックスホッピングを低減する 
ユニーク・インデックスを提供

	■ インデックス、P5、P7 配列は 
PCR により付加

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

SINGLE 
INDEX

DUAL 
INDEX

UNIQUE DUAL 
INDEX

UNIQUE DUAL 
INDEX UMIs

NEB PRODUCTS

NEB #E7335
NEB #E7500
NEB #E7710
NEB #E7730
NEB #E6609

NEB #E7600
NEB #E7780

NEB #E6440
NEB #E6442
NEB #E6444
NEB #E6446
NEB #E7140

NEB #E7395
NEB #E7416

UMI（分子バーコード） No No No Yes

インデックスホッピング

の対応
No No Yes Yes

インデックス方法 Index Primer Index Primer Index Primer Index Adaptor

アプリケーション
DNA-seq, RNA-seq 
(except small RNA)

DNA-seq, RNA-seq 
(except small RNA)

DNA-seq, RNA-seq 
(except small RNA)

PCR-free 
DNA-seq, RNA-seq 
(except small RNA)

最大プレックス数 up to 144 up to 384 up to 384 up to 96

EM-Seq対応 Yes* Yes* Yes* No

EpiMark Bisulfite Sequencing
対応

Yes** Yes** Yes** No

セット数; フォーマット、
インデックスタイプ

Five;  
Sets 1-4 (12 indices/set):  

Individual vials
96 Index: premixed plate

Two;  
Individual vials containing  

8 i5 primers and 12 i7 
primers for  

combinitorial mixing

Four;  
96 indices in premixed, 

foil-sealed 96-well plates, 
including a version for 

EM-seq (up to 120 indices, 
either 96-well plate or 24 

vial format)

One; 
96 indices in premixed,  
foil-sealed 96-well plate  
(DNA-seq OR RNA-seq)  

and primers

インデックスプライマー選択チャート

* EM-seq Adaptorが必須。Single、dual、unique dual index Primerが対応可能。ただし NEBはキット内に含まれている Unique 
Dual Index Primersの使用を推奨（NEB #E7120、NEB #E7140)。高プレックスが必要な場合、Unique Dual Index Primers Sets 3 and 
4 (NEB #E6444 and #E6446)を追加購入する。

** NEBNext EM-seq adaptorが必要。これは NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic Methyl-seq (Unique Dual Index Primer Pairs, 
#E7140S/L）、または NEBNext methylated adaptor from NEBNext Multiplex Oligos for Illumina® (Methylated Adaptor, Index Primers Set 
1, #E7535S/L)を使用する。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com Adaptors & Primers, ARTIC Products

* この cDNAをインプットとして、各シーケンスに応じたライブラリーを調製する。

NEBNext ARTIC 新型コロナウイルス全ゲノム解析

NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 FS Library 
Prep Kit (Illumina) 
#E7658S 24 reactions  ...........¥72,000 
#E7658L 96 reactions  ........ ¥288,000

 
NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Library Prep 
Kit (Illumina) 
#E7650S 24 reactions  ...........¥68,000 
#E7650L 96 reactions  .........¥272,000

 
NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Companion 
Kit (Oxford Nanopore Technologies) 
#E7660S 24 reactions  ...........¥34,000 
#E7660L 96 reactions  .........¥136,000

 
NEBNext ARTIC SARS-CoV2 RT-PCR Module 
#E7626S 24 reactions ............¥13,800 
#E7626L 96 reactions ............¥54,800

説明：本製品群は 新型コロナウイルス：SARS-CoV-2 の RNA ゲノムシーケンス用のライブラリー調製キットで
ある。Nanopore と Illumina シーケンサーに対応した製品を提供している。ARTIC Network(1)との共同研究の下、
ARTIC SARS-CoV-2 プロトコール に基づいて開発された。RNA ゲノム全体をカバーするように各領域を逆転写・
増幅して、そのアンプリコンから各社シーケンサーに対応するライブラリーを調製、次世代シーケンスにより

全ゲノム解析を行う。これにより新型コロナウイルスの変異種の特定や新たな変異解析が可能となる。

オリジナルの v3プライマーに加えて、デルタ株やオミクロン株を含む新変異株により対応した VarSkip Shor t 
Primerもキットに含まれている (一部除く )。さらにビーズ精製をスキップした Express/Quickプロトコールも
選択できる。またシーケンス解析パイプラインを公開している（www.nebj.jp）。

	■ 新型コロナウイルスの 
全ゲノムシーケンス解析が可能
（Nanopore / Illumina 対応）

	■ ARTIC Network の協力により 
プロトコール開発およびプライマー改良
（ARTIC Network V3 primers と同じ配列）

	■ ゲノムカバレッジと depth の均一性が
大きく向上

	■ 10〜 10,000 コピーのウイルスゲノム 
RNA から調製

	■ インプット量によらない 
共通したプロトコール、 
cDNA 増幅時のノーマライズも不要

	■ ヒト・コントロールプライマー、 
DNA 精製ビーズが付属

	■ 世界各国のシーケンスセンターや 
感染症研究所で採用

	■ デルタ株やオミクロン株を含む 
新変異株により対応した 
VarSkip Short Primerもキットに付属 
(一部除く ) 

NEW

NEW

NEW

NEW

(1) Josh Quick 2020. nCoV-2019 sequencing protocol v2 (GunIt). 
protocols.io https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bdp7i5rn

DNA

RNAARTIC WORKFLOW

Combination of pools

cDNA synthesis

cDNA amplification

+

AAAAA

Primer Pool 1

Primer Pool 2

cDNA input

Hexamers and dT primers

5´

5´

5´

5´

5´

5´
3´

5´
3´

3´
5´

3´
5´

5´
3´

3´
5´

5´
3´

3´
5´

3´

3´

3´

3´

5´ 3´

3´

5´ 3´

*
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MINION®, GRIDION®, PROMETHION®, FLONGLE® and OXFORD 
NANOPORE TECHNOLOGIES® are registered trademarks of Oxford 
Nanopore Technologies, Inc.

Oxford Nanopore Technologies® Sequencing用試薬

NEBNext Companion Module for Oxford 
Nanopore Technologies Ligation Sequencing 
#E7180S 24 reactions  .........¥133,400

 
NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Companion 
Kit (Oxford Nanopore Technologies) 
#E7660S 24 reactions  ...........¥34,000 
#E7660L 96 reactions  .........¥136,000

NEB試薬および NEBNex tキットの一部は、Ox ford 
Nanopore Technologies社のロングリードシーケンス
用ライブラリー調製ワークフローの中で使用を推奨

されている。

NEB#E7180Sは Oxford Nanopore Technologies SQK-
LSK109 /LSK110と一緒に使用するためのモジュール
であり、NEBNext DNA repair、End repair、ligation 試
薬が含まれている。

The NEBNext Companion Module for Oxford 
Nanopore Technologies Ligation Sequencing 
(#E7180S)の構成品：

 – NEBNext FFPE DNA Repair Mix (0.048 ml)
 – NEBNext FFPE DNA Repair Buffer (0.084 ml)
 – NEBNext Ultra II End Prep Enzyme Mix (0.072 ml)
 – NEBNext Ultra II End Prep Reaction Buffer (0.084 ml)
 – Quick T4 DNA Ligase (0.240 ml)

NEB＃ E7660は新型コロナウイルスの全ゲノム解析
用のライブラリー調製モジュールである。ライブラ

リー調製には別途 Nanopore社試薬などが必要であ
ることに注意する。

• 新型コロナウイルスの全ゲノムシーケンス解析が
可能（Nanopore 全機種対応）

• ARTIC Network の協力によりプロトコール開発およ
びプライマー改良

• ゲノムカバレッジと depth の均一性が大きく向上

• 10〜 10,000 コピーのウイルスゲノム RNA から調製関連製品：

Monarch HMW DNA Extraction Kit  
for Cells & Blood 
#T3050S 5 preps  ............... ¥12,600 
#T3050L 50 preps  ...............¥72,000

Monarch HMW DNA Extraction Kit  
for Tissue 
#T3060S 5 preps  ...............¥13,500 
#T3060L 50 preps  ............... ¥81,000

Monarch Genomic DNA Purification Kit 
#T3010S 50 preps  ...............¥20,500 
#T3010L 150 preps  ...............¥53,000

	■ SQK-LSK109および SQK-LSK110 
ワークフローで使用 (NEB#E7180S)

	■ 個別に注文するよりも簡単

	■ MinION®,GridION®, PromethION™ , 
Flongle®に対応

NEW

NEW

併用推奨製品：

Monarch HMW DNA Extraction Kit
ロングリードシーケンスにおいては、断片化がされていない、できる限りインタクトなゲノム DNAを使用する
ことが望ましい。NEBではメガベースレベルのゲノム DNAを抽出・精製できるキットを開発、ロングリードシー
ケンス用精製として最適であることを検証した。

詳細は 136ページを参照

Yield (µg)

260/280

260/230

11.9

1.87

13.6

1.87

2.49

14.2

1.86

2.38

13.6

1.87

2.49

11.3

1.87

2.51

11.1

1.88

2.42

10.9

1.88

2.47

12.1

1.88

2.45

11.5

1.87

2.51

11.7

1.88

2.46

12.8

1.86

2.47

14.3

1.86

2.48

15.5

1.87

2.56

14.4

1.84

2.47

13.2

1.85

2.45

13.8

1.87

2.57

15.0

1.86

2.41

13.5

1.85

2.41

12.7

1.86

2.40

13.8

1.86

2.51

14.2

1.87

2.32

13.4

1.87

2.49

13.4

1.85

2.52

15.2

1.87

2.492.38

300 RPM
M M M

2,000 RPM 300 RPM 2,000 RPM
HEK293 (1x106 cells) Human blood (500 µl)

727.5

kb

48.5

97

145.5

194

242.5

291

339.5

388
436.5

485
533.5
582.0
630.5

679

高い再現性で細胞と血液から高分子ゲノム DNA を精製
HEK 293 細胞（1 x 106 cells）とヒト新鮮血（500 µl）から推奨標準プロトコールに従ってゲノム DNA を精製した結果、サン
プル間で効率、精製度に違いはほとんどなく、再現性が高く精製できることが示された。また溶解中の攪拌速度を

変えたところ、低速度（300 RPM）では非常に高い分子量のゲノム DNA が、標準速度（2,000 RPM）では 50-250 bpの
ゲノム DNA が精製された。サンプル種と攪拌速度をゲル上部、量と収量、純度を下部に示す。精製 DNA 500 ng を 
PFGE に供した（1％ アガロースゲル、6 V / cm、13 ℃ で 20 時間、BioRad CHEF-DR III システム、switch time は 0.5〜 94 
秒）。マーカー（M）は Lambda PFG Ladder（NEB＃ N0341）を使用。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com ONT, Target Enrichment Reagents

NEBNext New Products

NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library 
Prep Kit for Illumina 
#E7410S 24 rxns 
#E7410L 96 rxns 
#E7415S 24 rxns 
#E7415L 96 rxns

説明：本製品はイルミナ用 DNAライブラリー調製試薬である。PCRで増幅せずにライブラリーを調製するため、
PCR バイアスやエラーを回避できる。最少 250 ng の DNA から調製ができる。インプット DNA としては、あら
かじめ断片化されたゲノム DNAや、断片化の必要がない DNA（ChIP-DNAや FFPE DNA、PCR アンプリコンなど）
である。

E7415S/Lには DNA精製ビーズが付属している。DNAの断片化が必要な場合、コバリスなどの機器や酵素な
どであらかじめ断片化しておく。あるいは酵素的断片化が組み込まれた NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Kit 
(NEB #E7430) を使用する。

NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Library 
Prep Kit for Illumina 
#E7430S 24 rxns 
#E7430L 96 rxns 
#E7435S 24 rxns 
#E7435L 96 rxns

説明：本製品はイルミナ用 DNAライブラリー調製試薬である。PCRで増幅せずにライブラリーを調製するため、
PCR バイアスやエラーを回避できる。最少 50 ng の DNA から調製ができる。断片化酵素が含まれているため、
インプット DNA として断片化が必要なゲノム DNA などを用いる。

E7435S/Lには DNA精製ビーズが付属している。DNA の断片化が不要な場合 (あらかじめコバリスなどの機器
や酵素などで断片化している場合 )、断片なしの NEBNext Ultra II DNA PCR-free Kit (NEB #E7410) を使用する。

価格はウェブサイトを参照

www.nebj.jp

これら製品にアダプターは含まれない。 
NEB#E7430を推奨

NEW

NEW
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View the  
NEBNext Direct 
Workflow.

Target Enrichment for NGS

ターゲットエンリッチメントはゲノム上のある特定領域を濃縮する方法である。

NEBNex t Direc t はハイブリダイゼーション・ベースでゲノム中のターゲット領域を濃縮してライブラ
リー調製を行い、ディープシーケンスを行うための遺伝子パネルである。New England Biolabs と 
Directed Genomics 社が共同して開発した、ターゲット領域に特異的にハイブリダイズするプローブ
を用いた濃縮方法により、低頻度変異の検出が可能となった。

NEBNext Microbiome DNA Enrichment Kitはホスト DNA中の微生物 DNAを単離・濃縮するためのキッ
トである。ヒトなどのホスト DNAはメチル化、微生物 DNAはメチル化されていないことを使用し
て濃縮する。この時、微生物パターンが変わらないため、濃縮後でもインタクトな分布を解析できる。

本製品は B 細胞および T 細胞の免疫レパトアをシーケンスするためのライブラリー調製キットであ
る。トータル RNA から B/T 細胞受容体 (BCR/TCR) の可変領域の完全長 cDNA を濃縮・合成して、
イルミナ用ライブラリーを調製する。

T

T

Target region

Genomic
DNA

Biotin bait

Streptavidin bead

3´ adaptor

5´ UMI
adaptor

Fragmentation

Denaturation & 
bait hybridization

3´ blunting
of DNA

dA-tailing

Ligation of 
3´ adaptor

5´ blunting
of DNA

Ligation of 
5´ UMI adaptor

Adaptor
cleaving

3´
5´

5´
3´

3´
5´

5´

3´ 5´

3´ 5´

3´

5´ 3´

5´ 3´

5´
3´

3´
5´ A

T
A

T
A

3´
5´ A

3´
5´

3´
5´

3´
5´

5´
3´

Sequencing-ready fragment

PCR
amplification

3´
5´

5´
3´

Incorporated
sample index

A

T
A

Biotin baits target both 
strands (shown for 1 strand)

Enzymatic removal 
of off-target sequence

Baits are extended to 
the 5´ end of the randomly 
fragmented molecule, 
creating a variable 5´ end 
of the target read

5´ Unique Molecular 
Identifier (UMI) addition 
improves sensitivity

NEBNext Direct Custom Ready Panels employ a fast hybridization-based workflow that couples capture with library preparation
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com Target Enrichment

NEBNext Direct Genotyping Solution

NEBNext Direct Genotyping Solution  
#E9530B-S 8 reactions 
#E9500B-S 96 reactions

説明：NEBNext NEBNext Direct Genotying Solution は、次世代シーケンスを使った、高度なマルチプレックス化
とキャプチャー法によるエンリッチメントを組み合わせた費用対効果の高い、超ハイスループットジェノタイ

ピングソリューションで、幅広いアプリケーションに対応している。100〜 5,000種類の広範なマーカーで適
用でき、プレキャプチャーフラグメントにおいて最大 96サンプルのサンプルインデックスと最大 8種類のプー
ルインデックスを用いることで、イルミナ社シーケンサーによる 1回のランで 380万を超えるハイスループッ
トジェノタイピングが可能である。

	■ 1 日で完結のワークフロー

	■ 100 〜 5,000 種類のマーカー領域で 
自由に設計可能

	■ ベイトデザインと 
マルチプレックス化により、 
最大 768 サンプルを１ランで解析

	■ 高い特異性と均一の coverage により、 
最小リードで最大の 
ジェノタイピングコール

詳細はウェブサイト（www.nebj.jp）
を参照

本製品のお問い合わせはテクニカル

サポートまで（tech.jp@nebj.jp）

NEW

NEBNext Direct Genotyping Solution workflow.
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サンプルをプールする
前に 5′アダプター
（サンプルインデックス、
UMI : Unique Molecular
Identifier を含む）を付加

DNA フラグメント両鎖に
ビオチン標識ベイトを
ハイブリダイズ（図は
片鎖での反応を示す）

酵素処理により
オフターゲット配列を除去

各 DNA フラグメントは
サンプルインデックス配列
とプールインデックス配列
により識別
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プールされた 96 サンプルにおける Passing Filter リード数
公開されている 使用可能 な SolCAP マーカー 2,309 種類からなるジェノタイピング
パネルを用い、トマトの DNA サンプル 96 種類を NEBNext Direct GenotypingSolution 
によりエンリッチメントを行い、Passing f il ter リードを確認した。各サンプルには 
25 ngの精製 DNA を使用し、サンプルにインデックス配列をタグ付けした後、ハイ
ブリダイゼーション前にプールしてライブラリー調製を行った。ライブラリーサンプ

ルをイルミナ社 MiSeq により、Read 1 を 20 サイクル設定で、12 bp の UMI および 8 
bp のサンプルインデックスをシーケンシング、Read 2 を 75 サイクル設定で、ター
ゲット領域のシーケンシングを行った。

サンプルにおける 2,390 種類のマーカーの mean coverage
使用した SolCAP マーカー 2,309 種類における coverage をヒストグラムで示す。
ターゲットエンリッチメントの均一性と coverage は、ジェノタイピングコール
に充分なレベルであることが示されている。これらのデータは、ハイブリダイ

ゼーション前にプールされた 95 種類のトマトサンプルの内の 1 サンプルであ
る。各サンプルには 25 ng の精製 DNA を使用した。サンプルにインデックス配
列を付加した後、ハイブリダイゼーション前にプールしてライブラリーを調製し

た。ライブラリーサンプルをイルミナ社 MiSeq により、Read 1 を 20 サイクル設
定で、12bp の UMI および 8 bp のサンプルインデックスをシーケンシング、
Read 2 を 75 サイクル設定で、ターゲット領域のシーケンスを行った。
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NEBNext Immune Sequencing Kits (Human & Mouse)

NEBNext Immune Sequencing Kit (Human) 
#E6320S 24 reactions  ........ ¥298,000 
#E6320L 96 reactions  ......¥1,020,000

NEBNext Immune Sequencing Kit (Mouse) 
#E6330S 24 reactions  ........ ¥298,000 
#E6330L 96 reactions  ......¥1,020,000

説明：本製品は B 細胞および T 細胞の免疫レパトア
をシーケンスするためのライブラリー調製キットで

ある。トータル RNA から B/ T 細胞受容体 (BCR /
TCR) の可変領域の完全長 cDNA を濃縮・合成して、
イルミナ用ライブラリーを調製する。関連するすべ

てのコンテクスト (V, D, and J segments および 
isotypes IgM, IgD, IgG, IgA, IgE) における体細胞変異
が高精度でプロファイリングできる。また BCR L 鎖、
BCR H 鎖、TCR α 鎖、TCR β 鎖の解析が可能である。
ライブラリーには分子バーコード (UMIs) が付加され
るため、PCRバイアスを排除した正確な分子カウン
トができる。

免疫レパトアシーケンスは主として免疫応答を解析

するために用いられており、現時点での免疫状態や

経時変化による免疫状態変化をみることができる。

特に自己免疫疾患の特徴づけ、腫瘍学、感染症に

対する中和抗体の検出、腫瘍浸潤リンパ球および

残存病変を研究するためのツールとして使用され

る。

	■ B/T 細胞受容体（BCR/TCR）の可変領域
の完全長 cDNA を同時に濃縮して 
ライブラリー調製

	■ 生体内の免疫状態や疾患・感染による
免疫多様性（レパトア）の変化の解析、
残存病変の検出などに利用

	■ 末梢血単核球（PBMC）や 
組織由来などのトータル RNA から 
ライブラリーを調製

	■ 分子バーコード（UMI) により  
PCR バイアスを低減、 
正確な発現解析が可能

	■ データ解析ガイド（pRESTO, Galaxy）を
公開

NEW

CJDV

Reverse transcription
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NEBNext Immune Sequencing Kit Workflow. 

BCR および TCR の構造と多様性
BCR と TCR の多様性は V (variable) 遺伝子、D (diversity) 遺伝子、J (joining) 遺伝子の組み換えにより生じる。ゲノム上
の複数の遺伝子から、各細胞が 1  遺伝子ずつを選択する。これらの遺伝領域が相補性決定領域 (CDR3) であり、各 
BCR と TCR に特有の CDR3 配列をクロノタイプと呼ぶ。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

Ion Xpress™ is a trademark of Life Technologies, Inc.

レパトア解析、マイクロバイオームエンリッチメント

NEBNext Microbiome DNA Enrichment Kit

#E2612S 6 reactions  ........  ¥38,500
#E2612L 24 reactions  ....... ¥131,300

説明：Microbiome DNA Enrichment Kitはホスト DNA 
（真核生物由来）とマイクロバイオーム DNA（原核生
物由来）の混合物からMethyl-CpG binding Domain
（MBD）を利用してマイクロバイオーム DNAを単離・
濃縮するキットである。ホスト DNAの多くは CpG
メチル化されているため、MBD2-Fcビーズにより捕
捉される。一方 CpGメチル化されていないマイクロ
バイオーム DNAはビーズに捕捉されないので、ホス
ト DNAと分離される。さらに、CpGメチル化ホス
ト DNAはビーズから回収することが可能であるた
め、マイクロバイオーム DNAとは別に解析すること
が可能である。

機能検証：ヒト DNAと大腸菌 DNAの混合物より濃
縮した大腸菌 DNAのライブラリーを作製、Illumina
シーケンサーにより解析することにより検証

製品内容：

– NEBNext MBD2-Fc Protein
– NEBNext Protein A Magnetic Beads
– NEBNext Bind/Wash Buffer（5X）
– 16S RNA Universal Bacteria Control Primers
– RPL30 Human DNA Control Primers

品質管理：エキソヌクレアーゼとエンドヌクレアーゼ

のコンタミネーションが無いことを確認

(1) Feehery, G.R. et al. (2013) PLoS One, 8: e76096.
(2) Chen, T., et al. (2010) Database, Vol. 2010, Article ID baq

013, doi: 10.1093/database/baq013
(3) Langmead, B., et al. (2009) Genome Biol. 10:R25 doi:10.

1186/gb-2009-10-3-r25

■ ホスト DNAより微生物由来 DNAを
濃縮するキット

■ わずか 1時間の簡単なプロトコール

■ NGS、qPCR、マイクロアレイなどの
下流のアプリケーションに対応

■ 様々なサンプルより微生物由来 DNAを
濃縮可能

■ 生細胞以外からも微生物由来 DNAを
濃縮可能

Add NEBNext 
MBD2-Fc to Protein A 
Magnetic Beads.

Add clean, intact, 
genomic DNA 
mixture to beads.

Separate target 
microbial DNA from 
methylated host DNA 
bound to beads.

Methylated host DNA

Magnet

Incubate 10 minutes. 
Wash beads 2x with 
Bind/Wash Buffer.

Incubate 15 minutes to bind  
methylated host DNA to 
magnetic beads.

Microbial DNA 
remains in supernatant

NEBNext MBD2-Fc NEBNext Protein A 
Magnetic Beads

Microbiome DNA Enrichment Kitの実験手順ヒト唾液よりマイクロバイオーム DNAを濃縮
ヒト唾液 DNA（非濃縮 DNAサンプル）および Microbiome DNA Enrichment Kitによりマイクロバイ
オームを濃縮した DNAサンプルを NGSで解析した。得られたリードをヒト・リファレンス DNA
（hg19）と HOMDにマッピングし、DNA 比率を解析した。非濃縮 DNAのマイクロバイオーム

DNAはわずか 5%であったのに対し、濃縮 DNAでは約 95%ものリードがマイクロバイオーム
DNAであった。これらの結果は、Microbiome DNA Enrichment Kit がマイクロバイオーム DNAを
約 20 倍に濃縮したことを示している。
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濃縮によるバイアス無しでマイクロバイオーム DNAを解析
ヒト唾液 DNA（非濃縮 DNA サンプル）および Microbiome DNA 
Enr ichment K i tによりマイクロバイオームを濃縮した DNAサンプルを
NGS で解析した。得られたマイクロバイオーム DNAのリード比率を
HOMDに登録されている微生物種属ごとにプロッティングしたところ
非濃縮 DNA・濃縮 DNAサンプル間で高い相関性があった。これらの
結果は Microbiome DNA EnrichmentKitの濃縮によるバイアスがほとん
どないことを示している。

* Niesseria fl avescensは特殊なメチル化パターンであるため、低頻度でビー
ズに補足される。その他の Niesser ia 属（N. mucosa , N. s icca and N. 
elognata）はビーズに補足されることはない。

0

20

40

60

80

30

10

50

70

90

100

M
ap

pe
d 

R
ea

ds
 (%

)

Unenriched Enriched

Oral microbes 
(HOMD)
Human (hg19)

Saliva 
Replicate 1

Saliva 
Replicate 2

Saliva 
Replicate 1

Saliva 
Replicate 2

0

20

40

60

80

30

10

50

70

90

100

M
ap

pe
d 

R
ea

ds
 (%

)

Unenriched Enriched

Oral microbes 
(HOMD)
Human (hg19)

Saliva 
Replicate 1

Saliva 
Replicate 2

Saliva 
Replicate 1

Saliva 
Replicate 2



168

NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
N

EB
N

EX
T
次
世
代
シ
ー
ケ
ン
サ
ー
用
ラ
イ
ブ
ラ
リ
ー
調
製
試
薬

NEBNext dsDNA Fragmentase w >

#M0348S 50 reactions  ..........  ¥13,800 
#M0348L 250 reactions  ..........  ¥55,100

説明：NEBNext dsDNA Fragmentaseは NGSライブラ
リー調製に最適な DNA 断片化酵素である。
Fragmentaseは 2本鎖 DNAを断片化する酵素ミック
スであり、反応時間を調整することにより 50–1,000 
bp の DNA 断 片 を 産 生 する こ と が で きる。
Fragmentaseは、2本鎖 DNAの片鎖にランダムにニッ
クを入れる酵素と、ニックの入った箇所を認識し、

その反対側の DNA 鎖にニックを入れる酵素より構
成されており、2本鎖 DNAの両鎖にニックを入れる。
その結果、5′リン酸基と 3′ヒドロキシル基を含む短
い突出末端を保有する DNA断片が産生される。

Fragmentaseにより断片化し調製したゲノム DNAラ
イブラリーと物理的断片化により調製したゲノム

DNAライブラリーを NGS解析で比較した結果、両
者の Coverageは同等であり、Fragmentaseによる断
片化はバイアスが生じないことが示されている。

Fragmentaseによる断片化は高価な機器や消耗品が
一切不要であるため、簡便かつ低コストであり、

NGSライブラリー調製に最適な DNA断片化方法で
ある。

由来：E. coliから精製された異なる 2種類のエンド
ヌクレアーゼから構成されている。1種類は E. coli
のマルトース結合タンパク質とVibrio vulnificus のヌ
クレアーゼの変異体タンパク質との融合タンパク質、

もう1種類はマルトース結合タンパク質と T7エンド
ヌクレアーゼ変異体との融合タンパク質である。

反応条件：1X NEBNext dsDNA Fragmentase Reaction 
Buffer v2, 100 µg/ml BSA、37℃でインキュベーション 

1X NEBNext dsDNA Fragmentase  
Reaction Buffer v2：

20 mM Tris-HCl
15 mM MgCl2

50 mM NaCl
0.15% Triton X-100
pH 7.5@25℃

付属試薬：

• 10X NEBNext dsDNA Fragmentase Reaction Buffer v2 
• 200 mM MgCl2

熱による不活性化：50 mM DT T存在下で 65℃、15
分間

関連製品：

NEBNext dsDNA Fragmentase  
Reaction Buffer v2 
#B0349S 6 x 1 ml  ................  ¥4,000

	■ 酵素によりDNAを断片化

	■ NGS解析用の 2本鎖 DNA断片の作製

	■ 高価な機器や消耗品が一切不要

図 1：インキュベート時間を調整することによりDNAを様々なサイズに断片化することができる。

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Digestion Time 
Minutes

10 20 30 10 20 30 10 20 30

1 µg 0.5 µg 0.1 µg DNA Input

Genomic DNA

Chrystel works at our subsidiary office in 
France and has been with the team for 

over 10 years. She spends her time 
working in Accounting and Human 
Resources, and also helps out with 

Customer Service. Chrystel also enjoys 
interior design and staging homes.
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com 断片化 &増幅

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix

#M0544S 50 reactions  .......... ¥13,500
#M0544L 250 reactions  .......... ¥54,000

説明：NEBNext Ultra II Q5 Master Mixは NGSライブラ
リー増幅用に開発されたホットスタート仕様の PCR
マスターミックスであり、広い Coverageと深い
Depthのライブラリー調製に最適な PCRマスター
ミックスである。Ult ra I I Q5マスターミックスは Q5 
DNAポリメラーゼ（Taq の 100 倍以上の正確性）と
特別に配合されたバッファーより構成されており、

ライブラリーを最小限のエラーで正確に増幅するこ

とができる。更に Q5 DNAポリメラーゼには増幅性
を向上する Sso7d（DNA 結合ドメイン）が融合されて
いるため、増幅困難な GCリッチ領域を力強く増幅
することができ、広い Coverageのライブラリーの調
製が可能である。

Ult ra I I Q5マスターミックスはポリメラーゼ、バッ
ファー、dNTPなどが混合されているプレミックス仕
様なので、DNA、プライマーと混合するだけで、
PCR反応をセットアップできる。また、Q5 DNAポリ
メラーゼはホットスタート仕様となっているため、

非特異的増幅を低減することができる上、室温で

の反応セットアップも可能となっている。

由来：リコンビナント酵素（Q5 DNAポリメラーゼ遺
伝子を大腸菌で発現）

反応条件：NEBNext Ultra II Q5 Master Mix、テンプ
レート DNA、プライマーを含む 50 µlの液中で反応

関連製品（従来品）：

NEBNext Q5 HotStart HiFi PCR Master Mix
#M0543S 50 reactions  ..............  ¥11,000
#M0543L 250 reactions  .............. ¥44,000

NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix
#M0541S 50 reactions (50 µl)  ..............  ¥11,000
#M0541L 250 reactions (50 µl)  .............. ¥44,000

■ NGSライブラリー用
PCRマスターミックス

■ 従来品より増幅性が大幅に向上

■ 広い Coverageと深い Depthの
ライブラリーを調製

GC含量依存せずに均一にライブラリーを増幅し均一な Coverageを実現
100 ngのゲノム DNA（3 種類の微生物）を NEBNext Ultra IIでライブラリー調製、NEBNext Ultra II Q5 Master 
Mix で増幅し、I l lumina MiSeq ® で解析した。リードは Bow tie 2.2.4によりマッピング、GC Coverageは
Picard’s CollectGCBiasMetrics（v1.117）により算出した。Coverageは 3 種類の微生物ゲノム DNA（GC含量
38、51、65%）において、1.0 付近にプロット（緑線）されており、GCバイアスが低いことが表されており、
NEBNext Ultra II Q5 Master Mix が GC含量依存せずに均一にライブラリーを増幅してことが示されている。
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NEBNext Ultra II Q5 Master Mixで広い Coverageと深い Depthのライブラリーを増幅

A：困難な GCリッチ領域を深い Depthでカバー
各社の試薬で調製したライブラリー（PCRフリー・ライブラリーは NEBNext Ultra IIで調製）のカバー率が
低く解析困難な GCリッチ領域の Depthを比較したところ、NEBNext Ultra IIで調製し、NEBNext Ultra II Q5 
Master Mixで増幅したライブラリーのDepthが最も深く、PCRフリー・ライブラリーと近い信頼性の高いデー
タであった。ライブラリーは 100 ngのヒトNA19240ゲノムDNAより調製し、Illumina NextSeq 500でシーケン
シングを行った。各ライブラリーのデータの比較は Depthの平均が 10Xとなるように 4.2億リード（75 bp）
を無作為に抽出し、hg19レファレンス・シーケンスにマッピングして行った（マッピングは Bowtie 2.2.4、リー
ド数は bedtools v2.19 で解析）。

B：Coverageが低い領域を深い Depth（>10X）でカバー
解析困難な領域における 10X 以上の Depthでのカバー率（%）を比較したところ、NEBNext Ultra IIで調製し、
NEBNext Ultra II Q5 Master Mix で増幅したライブラリーのカバー率が最も高く、PCRフリー・ライブラリーと
同等であった。各ライブラリーのデータの比較は Depthが 10Xと予想される 4.2億リード（75 bp）を無作
為に抽出して行った。
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NEBNext Library Quant Kit for Illumina

#E7630S 100 reactions  ..........  ¥17,800 
#E7630L 500 reactions  .......... ¥75,500

説明：NEBNext Library Quant Kitはリアルタイム qPCR
により NGSライブラリーを定量するキットである。
Bioanaly zer機器による定量と比較して正確に NGS
ライブラリーの収量を定量することができる上、他

社同等品よりも高い正確性と再現性でライブラリー

を定量することができる。

品質の高い NGSデータを得るためには、最適な量
のライブラリーを NGS機器にアプライすることが必
要不可欠である。本キットはライブラリーの濃度を

正確に定量することができるので、フローセル上で

最適な密度のクラスターを形成させることができ、

品質の高い NGSデータをもたらす。

製品内容：

 – NEBNext Library Quant Master Mix
 – NEBNext Library Quant Primer Mix
 – NEBNext Library Quant DNA Standards 1–4
 – ROX（Low）and ROX（High）
 – NEBNext Library Dilution Buffer

関連製品：

NEBNext Library Dilution Buffer 
#B6118S 7.5 ml  ................  ¥5,200

	■ Illumina NGS用ライブラリー定量キット

	■ qPCRにより正確かつ高い再現性で 
定量

	■ 最適密度のクラスター形成に不可欠な 
定量性

	■ 定量用プライマーミックス付属

	■ スタンダード DNA付属 
（4 種類の濃度）

	■ ROX付属（2種類の濃度）で 
様々な qPCR機器に対応

	■ ライブラリーの幅広いインサートの 
サイズや GC含量にも対応

	■ 便利なツールで、計算も簡単
（NEBioCalculator.neb.com）

5 min. 10 min.
5 min. 10 min.

25 min.
25 min.

1 min.
60 min.

10 min.
10 min.

Reagent
Preparation Set Up qPCR Total Workflow

Data
Analysis

Library
Dilution

Total
51 min.
1 hr. 45 min.

Hands-On
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GC Content: 38% 51% 41% 65% 38% 65% 41% 51% 38%65%

様々な GC含有量とサイズのライブラリーを
Library Quant Kit で定量した後、それぞれを 
8 pMに希釈して MiSeq（v2 chemistry；MCS 
v2.4.1.3）にアプライした。その結果、全ての
ライブラリーは最適な密度のクラスター

（965–1300 k /mm2, ave .=1199）を形成するこ
とが示された。ライブラリー濃度（7–120 
nM）は上段のドット、クラスター密度は下段
のカラムで示している。

様々なライブラリーを NEBNext Library Quant 
K i tと他社同等製品で定量した後にクラス
ター密度を比較した結果、当社製品で定量

した方が、最適な密度のクラスター（900–1300 
k /mm2, ave .=1160（を形成することが示され
た。定量したライブラリー（2–200 nMの濃度）
は 8 pMに希釈して MiSeq（v2 chemis t r y；
MCS v2.4.1.3）にアプライして検証した。 
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NEBNext Reagents for Ion Torrent: 
Ion Torrent用DNAライブラリー調製試薬 

• NEBNext Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for Ion Torrent
DNA断片化酵素（NEBNext dsDNA Fragmentase）を含む DNAライブラリー調製試薬

• NEBNext Fast DNA Library Prep Set for Ion Torrent
スタンダードな DNAライブラリー調製試薬

• アダプターオリゴおよびプライマーが付属（シングルプレックスのみ対応）*

* Life Technologies社の Ion Xpress Barcode Adaptersと組み合わせればマルチプレックス解析が可能です。詳細は弊社テクニカルサポートにお問合せください。

Ion Xpress™ is a trademark of Life Technologies, Inc.

様々な GC 含量の DNAライブラリーを調製
38%、51%、65%の GC含量の異なるゲノム DNA（0.5 µg）よりライブラリー調製した結果、すべて効率的にライブラリーを調製することができた。DNAの断片化は製品
付属の DNA断片化酵素で 200 bpまたは 400 bpに調整した。

Rhodopseudomonas palustris (65% GC)Haemophilus influenzae (38% GC) Escherichia coli DH10b (51% GC)
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* Ion Xpress Barcode Adaptor使用の場合は 100 ng以上の Input DNAを推奨

Fragmentation

Input 10 ng – 1 µg*

Adaptor Ligation/Fill-In PCR Enrichment Total WorkflowEnd Repair 

• End Repair Enzyme Mix
• End Repair Reaction Buffer 

(10X)

• End Repair Enzyme Mix
• End Repair Reaction Buffer 

(10X)

• Adaptors for Ion Torrent
• T4 DNA Ligase
• T4 DNA Ligase Buffer 

for Ion Torrent (10X)
• Bst 2.0 WarmStart 

DNA Polymerase

• Primers for Ion Torrent
• NEBNext Q5 Hot Start HiFi 

PCR Master Mix 

* Note that a minimum of 100 ng is recommended when used in conjunction with Ion Xpress Barcode Adaptors.

• DNA Fragmentation 
Master Mix

• DNA Fragmentation 
Reaction Buffer

• Adaptors for Ion Torrent
• T4 DNA Ligase
• T4 DNA Ligase Buffer 

for Ion Torrent (10X)
• Bst 2.0 WarmStart®

DNA Polymerase

• Primers for Ion Torrent
• NEBNext Q5 Hot Start HiFi 

PCR Master Mix 
Hands-On Time

Total Time
12 min.

110 min. – 133 min.

Hands-On Time

Total Time
12 min.

110 min. – 133 min.

NEBNext Fast DNA Library Prep Set for Ion Torrent (NEB #E6270) 

NEBNext Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for Ion Torrent (NEB #E6285)  

ライブラリー定量、DNAライブラリー調製（Ion Torrent）
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NEBNext Reagents for DNA Library Preparation – 製品価格表

Illumina用：

DNAライブラリー調製キット 製品番号 容量 希望小売価格

DNA & ChIP

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina E7645S/L 24/96 rxns ¥97,300/¥311,500

NEBNext Ultra II DNA Library Prep with Sample Purification Beads E7103S/L 24/96 rxns ¥120,000/¥425,000

NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep Kit for Illumina E7805S/L 24/96 rxns ¥118,000/¥398,000

NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep with Sample Purification Beads E6177S/L 24/96 rxns ¥132,000/¥459,000

NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library Prep Kit for Illumina E7410S/L 24/96 rxns ¥92,000/¥300,000

NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library Prep with Sample Purification Beads E7415S/L 24/96 rxns ¥112,000/¥404,000

NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Library Prep Kit for Illumina E7430S/L 24/96 rxns ¥112,000/¥380,000

NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Library Prep with Sample Purification Beads E7435S/L 24/96 rxns ¥125,000/¥438,000

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit E7120S/L 24/96 rxns ¥160,000/¥600,000

NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit for Illumina E7370L 96 rxns ¥317,700

モジュール 製品番号 容量 希望小売価格

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Conversion Module E7125S/L 24/96 rxns ¥27,000/¥98,000

DNA & ChIP

NEBNext FFPE DNA Repair Mix M6630S/L 24/96 rxns ¥23,100/¥81,000

NEBNext Microbiome DNA Enrichment Kit E2612S/L 6/24 rxns ¥38,500/¥131,300

NEBNext Ultra II FS DNA Module E7810S/L 24/96 rxns ¥51,000/¥178,000

NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module E7546S/L 24/96 rxns ¥36,500/¥116,500

NEBNext Ultra II Ligation Module E7595S/L 24/96 rxns ¥58,000/¥185,600

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix M0544S/L 50/250 rxns ¥13,500/¥54,000

NEBNext Ultra End Repair/dA-Tailing Module E7442L 96 rxns ¥101,800

NEBNext Ultra Ligation Module E7445L 96 rxns ¥161,700

NEBNext dsDNA Fragmentase M0348S/L 50/250 rxns ¥13,800/¥55,100

NEBNext End Repair Module E6050S/L 20/100 rxns ¥12,200/¥48,500

NEBNext dA-Tailing Module E6053S/L 20/100 rxns ¥14,300/¥57,100

NEBNext Quick Ligation Module E6056S/L 20/100 rxns ¥42,800/¥171,200

NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix M0543S/L 50/250 rxns ¥11,000/¥44,000

NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix M0541S/L 50/250 rxns ¥11,000/¥44,000

NEBNext Q5U Master Mix M0597S/L 50/250 rxns ¥19,000/¥76,000

NEBNext dsDNA Fragmentase Reaction Buffer v2 B0349S 6 ml ¥4,000

アダプターオリゴ 製品番号 容量 希望小売価格

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 1) E7395S/L 96/384 rxns ¥100,000/¥380,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs) E6440S/L 96/384 rxns ¥77,500/¥278,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 2) E6442S/L 96/384 rxns ¥77,500/¥278,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 3) E6444S/L 96/384 rxns ¥77,500/¥278,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 4) E6446S/L 96/384 rxns ¥77,500/¥278,000

NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic Methyl-seq (Unique Dual Index Primer Pairs) E7140S/L 24/96 rxns ¥21,600/¥85,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Dual Index Primers Set 1) E7600S 96 rxns ¥73,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Dual Index Primers Set 2) E7780S 96 rxns ¥73,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 1) E7335S/L 24/96 rxns ¥16,800/¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 2) E7500S/L 24/96 rxns ¥16,800/¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 3) E7710S/L 24/96 rxns ¥16,800/¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 4) E7730S/L 24/96 rxns ¥16,800/¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Index Primers) E6609S/L 96/384 rxns ¥104,000/¥390,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Methylated Adaptor, Index Primers Set 1) E7535S/L 24/96 rxns ¥18,400/¥67,200

NEBNext Adaptor Dilution Buffer B1430S 1 x 9.6 ml ¥4,700

ターゲット濃縮 製品番号 容量 希望小売価格

NEBNext Direct Genotyping Solution E9500B-S 96 rxns お問い合わせ

NEBNext Direct Genotyping Solution E9530B-S 8 rxns お問い合わせ

NEBNext Immune Sequencing Kit (Human) E6320S/L 24/96 rxns ¥298,000/¥1,020,000

NEBNext Immune Sequencing Kit (Mouse) E6330S/L 24/96 rxns ¥298,000/¥1,020,000

ライブラリー定量キット 製品番号 容量 希望小売価格

NEBNext Library Quant Kit for Illumina E7630S/L 100/500 rxns ¥17,800/¥75,500

NEBNext Library Dilution Buffer B6118S 7.5 ml ¥5,200
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

Oxford Nanopore Technologies 用 :

DNAライブラリー調製モジュール 製品番号 容量 希望小売価格

DNA NEBNext Companion Module for Oxford Nanopore Technologies Ligation Sequencing E7180S 24 rxns ¥133,400

Ion Torrent 用 :

DNAライブラリー調製キット 製品番号 容量 希望小売価格

DNA
NEBNext Fast DNA Library Prep Set for Ion Torrent E6270L 50 rxns ¥120,000

NEBNext Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for Ion Torrent E6285L 50 rxns ¥142,800

全 NGS 機器に対応 :
マイクロバイオーム DNA 濃縮キット 製品番号 容量 希望小売価格

DNA NEBNext Microbiome DNA Enrichment Kit E2612S/L 6/24 rxns ¥38,500/¥131,300

FFPE DNA 修復試薬 製品番号 容量 希望小売価格

DNA NEBNext FFPE DNA Repair Mix M6630S/L 24/96 rxns ¥23,100/¥81,000

モジュール＆酵素 製品番号 容量 希望小売価格

DNA

NEBNext dsDNA Fragmentase M0348S/L 50/250 rxns ¥13,800/¥55,100

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix M0544S/L 50/250 rxns ¥13,500/¥54,000

NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix M0543S/L 50/250 rxns ¥11,000/¥44,000

NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix M0541S/L 50/250 rxns ¥11,000/¥44,000

NEBNext dsDNA Fragmentase Reaction Buffer v2 B0349S 6 ml ¥4,000

マグネティックラック 製品番号 容量 希望小売価格

NEBNext Magnetic Separation Rack S1515S 24 tubes ¥68,000

NEBNext価格表

Luis has been with NEB for 24 years and 
works in our Shipping Department.  

In addition to making sure NEB orders are 
packed quickly and efficiently, Luis 

enjoys snowboarding, saltwater fishing 
and camping.
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NEBNext Reagents for RNA Library Preparation – 製品価格表

Illumina用：

RNAライブラリー調製キット 製品番号 容量 希望小売価格

Directional  
RNA

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina E7760S/L 24/96 rxns ¥161,700/¥524,300

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep with Sample Purification Beads E7765S/L 24/96 rxns ¥177,900/¥575,900

NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit for Illumina E7420L 96 rxns ¥534,700

Non-
directional 
RNA

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for Illumina E7770S/L 24/96 rxns ¥147,700/¥472,500

NEBNext Ultra II RNA Library Prep with Sample Purification Beads E7775S/L 24/96 rxns ¥164,000/¥525,000

NEBNext Ultra RNA Library Prep Kit for Illumina E7530L 96 rxns ¥482,000

Small RNA

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina (Set 1) E7300S/L 24/96 rxns ¥205,800/¥699,700

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina (Set 2) E7580S/L 24/96 rxns ¥205,800/¥699,700

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Kit for Illumina (Index Primers 1-48) E7560S 96 rxns ¥699,700

NEBNext Small RNA Library Prep Set for Illumina (Multiplex Compatible) E7330S/L 24/96 rxns ¥168,000/¥571,200

Single Cell NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library Prep Kit for Illumina E6420S/L 24/96 rxns ¥209,800/¥693,800

SARS-CoV-2
NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Library Prep Kit (Illumina) E7650S/L 24/96 rxns ¥68,000/¥272,000

NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 FS Library Prep Kit (Illumina) E7658S/L 24/96 rxns ¥72,000/¥288,000

モジュール 製品番号 容量 希望小売価格

RNA

NEBNext RNA Depletion Core Reagent Set E7865S/L/X 6/24/96 rxns ¥37,000/¥135,000/¥486,000

NEBNext RNA Depletion Core Reagent Set with RNA Sample Purification Beads E7870S/L/X 6/24/96 rxns ¥38,500/¥142,000/¥505,000

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit E7750S/L/X 6/24/96 rxns ¥50,000/¥180,000/¥650,000
NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) with RNA Sample Purification 
Beads E7755S/L/X 6/24/96 rxns ¥51,000/¥190,000/¥680,000

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat) E7400S/L/X 6/24/96 rxns ¥41,500/¥151,200/¥544,400

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat) with RNA Sample Purification Beads E7405S/L/X 6/24/96 rxns ¥45,000/¥165,000/¥595,000

NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) E7850S/L/X 6/24/96 rxns ¥41,000/¥151,000/¥544,000

NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) with RNA Sample Purification Beads E7860S/L/X 6/24/96 rxns ¥42,000/¥155,000/¥560,000

NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) E6310S/L/X 6/24/96 rxns ¥41,500/¥151,200/¥544,400

NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) with RNA Sample Purification Beads E6350S/L/X 6/24/96 rxns ¥45,000/¥165,000/¥595,000

NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module E7490S/L 24/96 rxns ¥9,700/¥34,700

NEBNext Magnesium RNA Fragmentation Module E6150S 200 rxns ¥6,400

NEBNext Ultra II RNA First Strand Synthesis Module E7771S/L 24/96 rxns ¥21,000/¥67,200

NEBNext Ultra II Directional RNA Second Strand Synthesis Module E7550S/L 24/96 rxns ¥54,600/¥174,300
NEBNext Ultra II Non-directional RNA Second Strand Synthesis Module E6111S/L 20/100 rxns ¥41,300/¥165,200
NEBNext RNA First Strand Synthesis Module E7525S/L 24/96 rxns ¥21,400/68,600

NEBNext Single Cell/Low Input cDNA Synthesis and Amplification Module E6421S/L 24/96 rxns ¥135,000/459,000

NEBNext Single Cell Lysis Module E5530S 96 rxns ¥15,800

DNA

NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module E7546S/L 24/96 rxns ¥36,500/116,500

NEBNext Ultra II Ligation Module E7595S/L 24/96 rxns ¥58,000/185,600

NEBNext Ultra End Repair/dA-Tailing Module E7442L 96 rxns ¥101,800

NEBNext Ultra Ligation Module E7445L 96 rxns ¥161,700

NEBNext End Repair Module E6050S/L 20/100 rxns ¥12,200/48,500

NEBNext dA-Tailing Module E6053S/L 20/100 rxns ¥14,300/57,100

NEBNext Quick Ligation Module E6056S/L 20/100 rxns ¥42,800/171,200

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix M0544S/L 50/250 rxns ¥13,500/54,000

NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix M0543S/L 50/250 rxns ¥11,000/44,000

NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix M0541S/L 50/250 rxns ¥11,000/44,000

アダプターオリゴ 製品番号 容量 希望小売価格

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Unique Dual Index UMI Adaptors RNA Set 1) E7416S/L 96/384 rxns ¥97,000/¥370,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs) E6440S/L 96/384 rxns ¥77,500/¥278,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 2) E6442S/L 96/384 rxns ¥77,500/¥278,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 3) E6444S/L 96/384 rxns ¥77,500/¥278,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 4) E6446S/L 96/384 rxns ¥77,500/¥278,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Dual Index Primers Set 1) E7600S 96 rxns ¥73,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Dual Index Primers Set 2) E7780S 96 rxns ¥73,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 1) E7335S/L 24/96 rxns ¥16,800/¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 2) E7500S/L 24/96 rxns ¥16,800/¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 3) E7710S/L 24/96 rxns ¥16,800/¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 4) E7730S/L 24/96 rxns ¥16,800/¥61,600

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Index Primers) E6609S/L 96/384 rxns ¥104,000/¥390,000

NEBNext Adaptor Dilution Buffer B1430S 1 x 9.6 ml ¥4,700
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

Illumina用（続き）：

ライブラリー定量キット 製品番号 容量 希望小売価格

NEBNext Library Quant Kit for Illumina E7630S/L 100/500 rxns ¥17,800/¥75,500

NEBNext Library Dilution Buffer B6118S 7.5 ml ¥5,200

Oxford Nanopore Technologies Platform:

PRODUCTS FOR DNA LIBRARY PREPARATION 製品番号 容量 希望小売価格

RNA NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Companion Kit (Oxford Nanopore Technologies) E7660S/L 24/96 rxns ¥34000/¥136000

Suitable for Any Sequencing Platform:

モジュール＆キット 製品番号 容量 希望小売価格

RNA

NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) E6310S/L/X 6/24/96 rxns ¥41,500/¥151,200/¥544,400

NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) with RNA Sample Purification Beads E6350S/L/X 6/24/96 rxns ¥45,000/¥165,000/¥595,000

NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module E7490S/L 24/96 rxns ¥9,700/¥34,700

NEBNext Magnesium RNA Fragmentation Module E6150S 200 rxns ¥6,400

NEBNext Ultra II RNA First Strand Synthesis Module E7771S/L 24/96 rxns ¥21,000/¥67,200

NEBNext Ultra II Non-directional RNA Second Strand Synthesis Module E6111S/L 20/100 rxns ¥41,300/¥165,200

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit E7750S/L/X 6/24/96 rxns ¥50,000/¥180,000/¥650,000
NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) with RNA Sample Purification 
Beads E7755S/L/X 6/24/96 rxns ¥51,000/¥190,000/¥680,000

マグネティックラック 製品番号 容量 希望小売価格

NEBNext Magnetic Separation Rack S1515S 24 tubes ¥68,000

オンラインツール

NEBNext Selector
最適な NEBNextライブラリー調製キットを、簡単に選択するこ
とができる。 
NEBNextSelector.neb.com

NEBNext Custom RNA Depletion Design Tool
カスタム RNA除去キットにおける RNA除去プローブのデザインツール 
https://depletion-design.neb.com/

NEBNext価格表
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Be Adventurous
Nurturing a sense of adventure can take us out of our comfort zone, as 
we embrace new challenges and take risks. It is often easier to choose the 
familiar path, but in doing so we miss the opportunity to explore something 
new. It is our innate curiosity that pushes us to pursue new challenges, which 
can often lead to the most exciting and memorable experiences, and perhaps 
the opportunity to learn something new. 

Don Comb was an adventurer who loved to be outdoors. Trout fishing was 
one of his most passionate pursuits, and entomology one of his greatest 
fascinations. As an adult, he enjoyed sailing with his children. They love to 
regale listeners with stories of their maritime escapades — sailing from St 
Barthélemy Island in the Caribbean to New England, for example, guided only 
by Don’s celestial navigation skills and fearless determination. Don’s family 
embraced his boundless curiosity and enthusiasm when visiting remote 
villages in Papua New Guinea on uncharted trekking expeditions, or traveling 
to the Bermuda Biological Station to snorkel and collect sea urchins for use in 
developmental research in his position at Harvard Medical School.

Don’s wonderment of the world compelled him to question everything. He was 
always the scientist, even when on vacation, and he would often return with 
new questions and a sample or two, asking NEB researchers to investigate a 
specific novelty. A striped Bass that he caught in New England waters was in 
the process of digesting a lobster, so Don asked researchers at NEB to find 
the enzyme capable of breaking down the lobster shell. There are many stories 
like this, and while some of these projects may have seemed outlandish, they 
often resulted in techniques and findings that were subsequently applied to 
other research projects at NEB.

NEB researchers and staff are encouraged to bring their curiosity to work, 
where asking big questions is a vital part of the workplace culture.

In the early 1990s, Chris Taron, now a Scientific Director at NEB, recalls a time 
when Don was inspired to search for samples in the geothermal springs in 
Yellowstone National Park. This was the location where Thermus aquaticus, 
the temperature tolerant bacteria that produces Taq DNA Polymerase, was 
first isolated. Don reasoned that the T. aquaticus ecosystem might also harbor 
a bacteriophage that encodes a polymerase exhibiting equivalent performance 
to Taq. Chris, also an outdoor enthusiast, embraced the offer to hike, cross-
country ski and snowmobile in the middle of winter to the Lower Geiser 
Basin. Using a golf ball retriever jerry-rigged with water sampling equipment, 
he collected samples and transported them back to NEB for analysis. The 
result — researchers identified the bacteriophage, which unfortunately did not 
possess the polymerase they had sought. But finding a marketable product 
was not Don’s primary motivation, he just had a question that he wanted an 
answer to.

The drive behind Don’s desire to be outdoors seeking adventure and his 
endless scientific questioning was the same — a voracious inquisitiveness. 
Scientific inquiry is driven by a desire to better understand the world around 
us, and to embrace the innovation that results from being guided by curiosity.

Exploring your adventurous side doesn’t have to involve scaling rock walls 

It can be anything that feels a little out of your routine — as long as it gets 
you excited! 

Don maneuvers his sailboat while his son 
Michael watches for coral from the bow,  
Exuma Cays, Bahama Islands, 1987.
Credit: Dave Comb

Learn more about 
Don’s adventures 

with his family.
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Be Adventurous
Nurturing a sense of adventure can take us out of our comfort zone, as 
we embrace new challenges and take risks. It is often easier to choose the 
familiar path, but in doing so we miss the opportunity to explore something 
new. It is our innate curiosity that pushes us to pursue new challenges, which 
can often lead to the most exciting and memorable experiences, and perhaps 
the opportunity to learn something new. 

Don Comb was an adventurer who loved to be outdoors. Trout fishing was 
one of his most passionate pursuits, and entomology one of his greatest 
fascinations. As an adult, he enjoyed sailing with his children. They love to 
regale listeners with stories of their maritime escapades — sailing from St 
Barthélemy Island in the Caribbean to New England, for example, guided only 
by Don’s celestial navigation skills and fearless determination. Don’s family 
embraced his boundless curiosity and enthusiasm when visiting remote 
villages in Papua New Guinea on uncharted trekking expeditions, or traveling 
to the Bermuda Biological Station to snorkel and collect sea urchins for use in 
developmental research in his position at Harvard Medical School.

Don’s wonderment of the world compelled him to question everything. He was 
always the scientist, even when on vacation, and he would often return with 
new questions and a sample or two, asking NEB researchers to investigate a 
specific novelty. A striped Bass that he caught in New England waters was in 
the process of digesting a lobster, so Don asked researchers at NEB to find 
the enzyme capable of breaking down the lobster shell. There are many stories 
like this, and while some of these projects may have seemed outlandish, they 
often resulted in techniques and findings that were subsequently applied to 
other research projects at NEB.

NEB researchers and staff are encouraged to bring their curiosity to work, 
where asking big questions is a vital part of the workplace culture.

In the early 1990s, Chris Taron, now a Scientific Director at NEB, recalls a time 
when Don was inspired to search for samples in the geothermal springs in 
Yellowstone National Park. This was the location where Thermus aquaticus, 
the temperature tolerant bacteria that produces Taq DNA Polymerase, was 
first isolated. Don reasoned that the T. aquaticus ecosystem might also harbor 
a bacteriophage that encodes a polymerase exhibiting equivalent performance 
to Taq. Chris, also an outdoor enthusiast, embraced the offer to hike, cross-
country ski and snowmobile in the middle of winter to the Lower Geiser 
Basin. Using a golf ball retriever jerry-rigged with water sampling equipment, 
he collected samples and transported them back to NEB for analysis. The 
result — researchers identified the bacteriophage, which unfortunately did not 
possess the polymerase they had sought. But finding a marketable product 
was not Don’s primary motivation, he just had a question that he wanted an 
answer to.

The drive behind Don’s desire to be outdoors seeking adventure and his 
endless scientific questioning was the same — a voracious inquisitiveness. 
Scientific inquiry is driven by a desire to better understand the world around 
us, and to embrace the innovation that results from being guided by curiosity.

Exploring your adventurous side doesn’t have to involve scaling rock walls 

It can be anything that feels a little out of your routine — as long as it gets 
you excited! 

Don maneuvers his sailboat while his son 
Michael watches for coral from the bow,  
Exuma Cays, Bahama Islands, 1987.
Credit: Dave Comb

Learn more about 
Don’s adventures 

with his family.

冒険心を持つ

危険を冒して新たな課題に取り組むことが必要な時には、冒険心を育むことで自

己の安心領域から踏み出すことができます。多くの場合、慣れ親しんだ道を選ぶ

方が容易ですが、そうすることで新しい何かを探求する機会を逃してしまいます。

私たちを新たな課題に駆り立てるのは私たちの自然な好奇心であり、多くの場合

それによって最もエキサイティングで印象的な経験を得ることができ、時には新

しい何かを学ぶことができます。

Don Comb博士はアウトドアを愛した冒険家でした。マス釣りが大きな楽しみの
一つであり、昆虫学に強い興味を抱いていました。ご家族と共にセーリングも楽

しみました。カリブ海の St Barthélemy Islandからニューイングランドまで、博士
の天測航行スキルと大胆不敵な決意のみを頼りに航海したという向こう見ずな冒

険談で、ご家族は聞く人を楽しませてくれました。Don Comb博士のご家族は、
時には未踏の地を歩き続けて Papua New Guineaの遠隔村を訪問したり、またあ
る時には Bermuda Biological Stationを訪れて Harvard Medical Schoolでの開
発研究に使用するためのウニをシュノーケリングで採集したりという、博士の無限

の好奇心と熱意を尊重していました。

博士の好奇心はすべてのものへの疑問につながりました。休暇中でも常に科学者

であり続けた博士は、NEBの研究者に、休暇から持ち帰った新たな疑問やいくつ
かのサンプルについての検討を依頼することも多々ありました。ある時は、ニュー

イングランドで釣ったシマスズキがロブスターを消化中であったことから、NEBの
研究者にロブスターの殻を消化できる酵素を見つけ出すように依頼しました。この

ような逸話は数多く、これらのプロジェクトの中には異様に思えるものもありまし

たが、結果的に NEBの他の研究プロジェクトに応用される技術や知見につながっ
たものも多数あります。

NEBの研究者およびスタッフには好奇心を仕事に持ち込むことが推奨され、重要
な質問をすることが、職場カルチャーの極めて重要な部分となっています。

NEBの現在の Scientific Directorである Chris Taron氏は、1990年初頭、Don 
Comb博士が Yellowstone National Parkの温泉中のサンプル検索に興味を抱い
ていた時のことを思い出します。そこは、Taq DNAポリメラーゼを産生する温度耐
性菌であるThermus aquaticus が最初に単離された場所でした。Don Comb博士
は、T. aquaticus の生態系には、Taqと同等の性能を示すポリメラーゼをコードす
るバクテリオファージも存在する可能性があると考えました。アウトドア派の

Chris Taron氏は、ハイキング、クロスカントリースキーおよびスノーモービルによ
る、Lower Geiser Basinまでの真冬の旅を快く引き受けました。ゴルフボール回
収器を使って応急的に作った水サンプル回収装置でサンプルを採集し、NEBに持
ち帰り分析しました。その結果、バクテリオファージは同定されましたが、残念

ながら期待していたポリメラーゼは含まれていませんでした。しかし、市場性の

ある製品を見つけ出すことが Don Comb博士の主要な動機ではありません。疑問
がわいたのでその答えを見つけ出したかったのです。

Don Comb博士にとって、冒険を求めて外に出たいという欲求と、終わりのない科
学的疑問提起の背景にある原動力は同一であり、それは貪欲な知的好奇心です。

科学的探究は、私たちを取り巻く世界をより良く理解し、好奇心から生まれる革

新を享受したいという願望により推進されます。

自己の冒険的な側面を探求するために、岩壁を登ったり重大な危険を冒したりす

る必要はありません。自分にとって冒険とは何であるかを理解するだけでよいの

です。

ワクワクさせるものであれば、日常から少し外れているだけの何かでもよいのです。

Don Comb博士の
ご家族との冒険についての

詳細はこちらから。
1987年、バハマ島 Exuma Caysにて、
Don Comb博士が舵を取るボートの船主から
息子のMichaelがサンゴを探す。
提供：Dave Comb
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Featured Products

182 Quick-Load Purple  
1 kb Plus DNA Ladder

185 Color Prestained Protein Standard, 
Broad Range (10–250 kDa)

182 1 kb Plus DNA Ladder  
for Safe Stains

182 TriDye Ultra Low Range 
DNA Ladder

Featured Tools  
& Resources

マーカー / ラダーの詳細は 
ウェブサイト（www.nebj.jp）を 
ご参照ください。

マーカー&ラダー 
（DNA、RNA、プロテイン）

マーカー &ラダー
NEBは、バンドの鮮明さ、間隔、識別しやすいリファレンスバンドなど、電気泳動用マー
カーとして有用な特長を備えた高品質なマーカーとラダーを提供している。

また独自新開発のパープル・ダイ（#B7024S、#B7025S）を採用している。このパープ
ル・ダイは UV照射によって影を生じないため、ブロモフェノールブルー（BPB）とは異
なり、全てのバンドを明瞭に観察することができる。

DNAラダー
各バンドの分子量が分かりやすい DNAラダーである。25 bp〜 48.5 kbの分子範囲に
対応している。

DNAマーカー
Lambda DNAやプラスミドの制限酵素消化産物を利用した DNAマーカーである。10
〜 23,000 bpの分子範囲に対応している。DNA 溶液とローディング・ダイが別チュー
ブで梱包されているスタンダード・タイプ、それに DNAとダイがあらかじめミックスさ
れたプレミックス・タイプの 2種類の仕様を提供している。 

RNAマーカー /ラダー
17〜 9,000 baseの分子範囲に対応して一本鎖 RNAマーカー /ラダーと、21 bp〜
500 bpの範囲に対応した二本鎖 RNAラダーを提供している。

プロテインマーカー

10〜 250 kDaの範囲に対応したプロテインマーカーを提供している。分子量測定に
最適なスタンダード・タイプ（泳動後染色）と、泳動中にバンド確認が可能なプレステ

イン・タイプを提供している。
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One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not 
agree to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.

DNA MARKERS & LADDERS
Size Ranges of DNA Ladders 180
Gel Loading Dye, Purple (6X) 180
Gel Loading Dye, Purple (6X), No SDS 180

DNA Ladders
1 kb DNA Ladder 181
100 bp DNA Ladder 181
1 kb Plus DNA Ladder 181
50 bp DNA Ladder 181
Low Molecular Weight DNA Ladder 181
PCR Marker 181
Supercoiled DNA Ladder 184

Quick-Load Purple Formats
Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder 182
Quick-Load Purple 1 kb DNA Ladder 182
Quick-Load Purple 100 bp DNA Ladder 182
Quick-Load Purple 50 bp DNA Ladder 182
Quick-Load Purple Low Molecular  
Weight DNA Ladder 182

Other Ready-to-Load Formats
1 kb Plus DNA Ladder for Safe Stains 182
Fast DNA Ladder 182

TriDye Formats
TriDye DNA Ladders 182
TriDye Ultra Low Range DNA Ladder 182

Quick-Load Formats

Quick-Load DNA Ladders 182
Quick-Load 1 kb Extend DNA Ladder 182

PFG Ladders
Lambda PFG Ladder 182
MidRange PFG Ladder 182
Lambda DNA-Mono Cut Mix 182

Conventional DNA Markers
Lambda DNA–HindIII Digest 183
Lambda DNA–BstEII Digest 183
φX174 DNA–HaeIII Digest 183
pBR322 DNA–BstNI Digest 183
pBR322 DNA–MspI Digest 183

RNA MARKERS & LADDERS
dsRNA Ladder 184
microRNA Marker 184
ssRNA Ladder 184
Low Range ssRNA Ladder 184

PROTEIN STANDARDS
Unstained Protein Standard,  
Broad Range (10–200 kDa) 185
Color Prestained Protein Standard,  
Broad Range (10–250 kDa) 185
Blue Prestained Protein Standard,  
Broad Range (11–250 kDa) 185
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NEBのDNAラダーのサイズ範囲

Purple Loading Dye

Gel Loading Dye, Purple (6X) 
#B7024S 4.0 ml  ............  ¥7,300 

Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS  
#B7025S 4.0 ml  ............  ¥7,300 

パープルダイは DNAサンプルをゲル電気泳動に供する際に使用する全く新しいプレミックスのローディング・
バッファーであり、従来のゲルローディング・ダイと異なる優れた特徴がある。

UV照射下で影を生じない：パープル・ダイにはピンク /赤と青の二色の色素が含まれている。どちらの色素
も UV照射によって影を生じないため、UV照射によって影を生じるブロモフェノールブルー（BPB）とは異なり、
全てのバンドを鮮明に確認できる。

バンドを鮮明に観察：製品には SDSと Ficollが予め含まれているため DNAのバンドを鮮明に観察できる。
SDSは DNAと結合したままの酵素を変性・解離させる。Ficollはグリセロールよりも効果的にバンドを分離す
る。

酵素反応を停止：製品には EDTA が含まれている。EDTAはマグネシウムイオンをキレートするため、マグネシ
ウムイオンが必要な酵素（制限酵素やポリメラーゼなど）を阻害することで反応を停止できる。

UV照射で影を生じないパープル・ダイ 
レーン 1：パープルダイを含む 1 kb DNA Ladder 
レーン 2：BPBを含む 1 kb DNA Ladder 

Lambda DNA-Mono Cut Mix

MidRange PFG Marker

Lambda DNA-BstEII Digest

Supercoiled DNA Ladder

Lambda PFG Ladder

Quick-Load 1 kb Extend DNA Ladder

1 kb DNA Ladder

Lambda DNA-HindIII Digest

1 kb Plus DNA Ladder

100 bp DNA Ladder

pBR322 DNA-BstNI Digest

φX174 DNA-HaeIII Digest

pBR322 DNA-MspI Digest

50 bp DNA Ladder

Fast DNA Ladder

Low Molecular Weight DNA Ladder

100 1,000 10,000 100,000 1,000,000

Base Pairs

TriDye™ Ultra Low Range DNA Ladder

UV shadow

1 2

Gel Loading Dye, 
Blue (6X)

Gel Loading Dye, 
Purple (6X)

light blue

red/pink

最適のラダーを見つけるためにオンラインツール

もご利用ください。

www.neb.com/DNAMarkersandLadders
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

DNA Ladders（標準仕様、非プレミックス）

1 kb DNA Ladder 
#N3232S 200 gel lanes  .............¥9,200 
#N3232L 1,000 gel lanes  ...........¥36,300

100 bp DNA Ladder 
#N3231S 100 gel lanes  .............¥9,200 
#N3231L 500 gel lanes  ...........¥36,600

1 kb Plus DNA Ladder  
#N3200S 100-200 gel lanes  .............¥9,200 
#N3200L 500-1,000 gel lanes  ...........¥36,600

50 bp DNA Ladder 
#N3236S 100-200 gel lanes  ........... ¥11,300 
#N3236L 500-1,000 gel lanes  ...........¥44,900

Low Molecular Weight DNA Ladder 
#N3233S 100 gel lanes  ........... ¥11,200 
#N3233L 500 gel lanes  ...........¥44,800 

PCR Marker 
#N3234S 100 gel lanes ............ ¥11,200 
#N3234L 500 gel lanes ............¥44,600

10 bp 〜 48.5 kb までの分子範囲に対応した DNA ラ
ダーである。DNA 溶液とパープル・ゲルローディング・
ダイが別チューブに含まれており、混合してからゲ

ルにアプライする。プレミックス仕様は次ページを

参照。

	■ 室温でも安定

	■ シャープなバンド

	■ 識別しやすいレファレンスバンド

	■ Gel Loading Dye, Purple（6X）, no SDS 付属

	■ DNA サンプルのおおまかな定量が可能 
（質量はウェブサイト参照）

DNAラダー

1 kb DNA Ladder
アプライ DNA 量：0.5 µg  
ゲル：0.8% TAE 
アガロースゲル 
染色：エチジウム 
ブロマイド

kb
10.0
8.0
6.0
5.0

4.0

3.0

2.0

1.5

1.0

0.5

100 bp DNA Ladder 
アプライ DNA 量：0.5 µg  
ゲル：1.3% TAE 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

bp
1,517

1,200

1,000

900
800
700
600

500/517

400

300

200

100

1 kb Plus DNA Ladder
アプライ DNA 量：1.0 µg  
ゲル：1.0% TBE 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

kb
10.0
8.0
6.0
5.0
4.0
3.0

2.0

1.5

1.2

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

PCR Marker 
アプライ DNA 量：0.3 µg  
ゲル：1.8% TBE 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

bp
766

500

300

150

50

kb
10.0
5.0
3.0

2.0

1.5

1.0

.766

.500

.300

.150

0.050

Fast DNA Ladder* 
アプライ DNA 量：0.5 µg  
ゲル：1.2% TBE 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド

メモ：希釈の際は DNAの変性を避けるた
め TE バッファーで希釈する。脱イオン水
での希釈は推奨しない。

Quick-Load 1 kb Extend  
DNA Ladder 

アプライ DNA 量：0.5 µg  
ゲル：0.6% TBE 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

48.5
20
15

10
8
6
5
4

3

2

1.5

1

0.5

kb

50 bp DNA Ladder 
アプライ DNA 量：1.0 µg  

ゲル：3% TBE 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

bp
1,350

916
766
700
650
600
550
500
450
400
350

300

250

200

150

100

50

Low Molecµlar Weight  
DNA Ladder 

アプライ DNA 量：0.5 µg  
ゲル：3% TBE 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド

bp
766

500

350
300
250

200

150

100

75

50

25

1 kb Plus DNA Ladder** 
for Safe Stains
ゲル：1% TBE  
アガロースゲル

10.0
8.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.5
1.2
1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4

0.3

0.2

0.1

kb

TriDye Ultra Low Range 
DNA Ladder

アプライ DNA 量：0.5 µg 
ゲル：20% ポリアクリル 

アミドゲル 
染色：エチジウム 
ブロマイド

bp
700
650
400

300

200

150

100
75

50

35

25

15

10

* FAST システム電気泳動装置へも使用可能。ready-to-use 
で、キシレンシアノールが含まれる

** GelRed、GelGreen、SYBRプレキャストゲル用に最適
化されている



182

NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
マ
ー
カ
ー

&
ラ
ダ
ー
（

D
N

A
, R

N
A

, プ
ロ
テ
イ
ン
）

DNA Ladders（プレミックス仕様）

Quick-Load Purple Formats:

Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder* 
#N0550S 125-250 gel lanes  ...........¥12,200 
#N0550L 375-750 gel lanes  ........... ¥27,400

Quick-Load Purple 1 kb DNA Ladder* 
#N0552S 125 gel lanes  ...........¥12,000 
#N0552L 375 gel lanes  ...........¥24,400

Quick-Load Purple 100 bp DNA Ladder* 
#N0551S 125 gel lanes  ...........¥12,300 
#N0551L 375 gel lanes ............¥33,600

Quick-Load Purple 50 bp DNA Ladder* 
#N0556S 125-250 gel lanes  ...........¥13,300

Quick-Load Purple Low Molecular 
Weight DNA Ladder*

#N0557S 125 gel lanes  ...........¥13,300

* Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDSが付属

Other Ready-to-Load Formats：

 
1 kb Plus DNA Ladder for Safe Stains 
#N0559S 125-250 gel lanes  ...........¥12,200

Fast DNA Ladder 
#N3238S 50-200 gel lanes  .............¥9,800 

TriDye™ Formats：

TriDye 1 kb Plus DNA Ladder 
#N3270S 125-250 gel lanes  ...........¥12,300

TriDye 1 kb DNA Ladder 
#N3272S 125 gel lanes  ........... ¥11,300

 
TriDye 100 bp DNA Ladder 
#N3271S 125 gel lanes  ........... ¥11,000

TriDye Ultra Low Range DNA Ladder* 
#N0558S 125-250 gel lanes  ...........¥14,800

* TriDye Ultra Low Range DNA Ladderはネイティブ
PAGEとアガロースゲルに使用可能

Quick-Load Formats：

Quick-Load 1 kb Plus DNA Ladder 
#N0469S 125-250 gel lanes  ...........¥12,200

Quick-Load 1 kb DNA Ladder 
#N0468S 125 gel lanes  ...........¥10,200 
#N0468L 375 gel lanes  ...........¥24,500

Quick-Load 1 kb Extend DNA Ladder 
#N3239S 125 gel lanes  ...........¥12,200

Quick-Load 100 bp DNA Ladder 
#N0467S 125 gel lanes  ...........¥12,300 
#N0467L 375 gel lanes  ...........¥33,600

	■ そのままゲルにアプライ可能なプレミックス

	■ 室温で安定

	■ 鮮明なバンド

	■ 識別しやすいリファレンスバンド

	■ DNA サンプルのおおまかな定量が可能

1 kb Plus、1 kb、100 bp DNA Ladderは 4つの仕様が
ある。

 – 標準：DNAとダイが別付属（前頁参照）
 – Quick-Load Purple：プレミックス、UV照射で影を
生じないパープルダイが使用されている

 – Quick-Load：プレミックス、BPBが使用されている
 – Tr iDye：プレミックス、泳動度が異なる 3種類の
ダイが使用されている

PFG Ladders（パルスフィールド電気泳動用）

Lambda PFG Ladder 
#N0341S 50 gel lanes  ...........¥30,600

MidRange PFG Marker 
#N0342S 50 gel lanes  ...........¥30,600 

Lambda DNA-Mono Cut Mix 
#N3019S 100 gel lanes  ...........¥13,400

PFGマーカーはパルスフィールド電気泳動用マー
カーである。以下 3種類を提供している。

1% LMP アガロースゲル包埋仕様としてシリンジで
提供される。使用時には必要量を押し出してメスな

どでカットする。

Lambda PFG Ladder： lambda DNA (cI857 ind 1 Sam7)
の各コンカテマーから構成。サイズレンジは 48.5–
1,018 kb。1% LMP アガロースゲル包埋仕様としてシ
リンジで提供、必要量を押し出してメスなどでカッ

トして使用する。

MidRange PFG Marker：bacteriophage λ (cI857 ind1 
Sam7)の各コンカテマーから構成。サイズレンジは
15–291 kb。1% LMP アガロースゲル包埋仕様として
シリンジで提供、必要量を押し出してメスなどでカッ

トして使用する。

Lambda DNA-Mono Cut Mix：一般的なラダーと同様
の溶液タイプ。サイズレンジは 1.5–48.5 kb。パルス
フィールド電気泳動に最適化されているが、標準的

な電気泳動でも使用できうる。

NEW

NEW

Gel Loading Dye, 
Blue (6X),  

Quick-Load

Gel Loading Dye, 
Purple (6X),  

Quick-Load Purple

light blue

red/pink

TriDye

Lambda PFG 
Ladder

1% アガロースゲル、0.5X TBE、 
4.5 V/cm、15℃で 48 時間、 
スイッチタイムは 5-120 秒

Kilobases
727.5
679.5
630.5
582.0
533.5
485.0
436.5
388.0
339.5

291.0

242.5

194.0

145.5

97.0

48.5

Kilobases

242.5
227.5
209.0
194.0
179.0

160.5
145.5

130.5

112.0

97.0

82.0

63.5

48.5

33.5

15.0

MidRange PFG 
Marker

1% アガロースゲル、 
6 V/cm、15℃で 26 時間、 
スイッチタイムは 1-25 秒

Lambda DNA- 
Mono Cut Mix

1%アガロースゲル、 
0.5X TBE、6 V/cm、15℃で 20時間、 
スイッチタイムは 0.5-1.5 秒、 

0.5 µgをアプライ

48,502
38,416
33,498
29,946
24,508
23,994

17,053
15,004

10,086

1,503

Base Pairs
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

DNA Markers（クラシックタイプ）

Lambda DNA-HindIII Digest 
#N3012S 150 gel lanes  ...........¥12,200 
#N3012L 750 gel lanes  ...........¥48,400

Lambda DNA-BstEII Digest 
#N3014S 150 gel lanes  ...........¥12,300

fX174 DNA-HaeIII Digest 
#N3026S 50 gel lanes  ...........¥13,300 
#N3026L 250 gel lanes  ...........¥53,000

pBR322 DNA-BstNI Digest 
#N3031L 250 gel lanes  ...........¥53,000

pBR322 DNA-MspI Digest 
#N3032S 50 gel lanes  ...........¥13,300

説明：Lambda DNA やプラスミドの制限酵素消化産
物を利用した DNA マーカーである。10 〜 23,000 bp
の分子範囲に対応している。バンド強度によりある

程度の DNA サンプル定量が可能である。各バンド
の質量はウェブサイト（w w w.nebj.jp）に記載。DNA
溶液とローディングダイが個別のチューブに含まれ

ており、使用時に混合する。

各マーカーの泳動パターンは以下を参照。各バンド

の質量はウェブサイト (www.nebj.jp)を参照。

メモ：メモ：変性を避けるため TE バッファーで希釈
する。脱イオン水での希釈は推奨しない。

Lambda DNA-HindIII Digestと Lambda DNABstEII 
Digest に含まれる Lambda DNA の 5′および 3′末端断
片は 12 塩基の相補的突出末端を有するため、使用
前には 60℃で 3 分間での乖離を行うことを推奨す
る。Lambda DNA-HindIII Digest の 1 番目（23,130 bp）
と 4 番目（4,361 bp）のバンド、Lambda DNABstE I I 
Digest の 1 番目（8,454 bp）と 4 番目（5,686 bp）が該
当する。

DNAラダー &マーカー

Lambda DNA- 
HindIII Digest 
アプライ DNA 量： 

0.5 µg  
ゲル：1.0% 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

Lambda DNA- 
BstEII Digest 

アプライ DNA 量： 
0.5 µg  

ゲル：1.0% 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

φ X174 DNA- 
HaeIII Digest 

アプライ DNA 量： 
0.5 µg  

ゲル：1.7% 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

pBR322 DNA- 
BstNI Digest 

アプライ DNA 量： 
0.5 µg  

ゲル：1.4% 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

pBR322 DNA- 
MspI Digest 

アプライ DNA 量： 
0.5 µg  

ゲル：3.0% 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

23,130

9,416

6,557

4,361

2,322

2,027

Base Pairs

8,454
7,242
6,369
5,686

4,822
4,324

3,675

2,323

1,929

1,371

1,264

Base Pairs

1,857

1,058
929

383

121

Base Pairs

622

527

404

307

238 + 242
217
201
190
180

160 + 160
147 + 147

123
110

90

76

67

Base Pairs

1,353

1,078

872

603

310
281
271
234
194

118

72

Base Pairs
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Supercoiled DNA Ladder

#N0472S 100 gel lanes  ..........  ¥16,300 説明：9 種類のスーパーコイル状プラスミド（2.0〜
10.0 kb）で構成されたスーパーコイル状プラスミドの
電気泳動用分子量スタンダードである。リファレン

スバンドは 5.0 kb。

プレミックスタイプではない。Gel Loading Dye, 
Purple（6X）, no SDS（#B7025S）付属

濃度：500 µg/ml 

注意：ニックやダイマーを生じる場合があるため、

必ず滅菌済みのピペットチップを使用し、凍結融解

の繰り返しを避ける。希釈の際は DNAの変性を避
けるため TEバッファーで希釈する。脱イオン水での
希釈は推奨しない。スーパーコイル状プラスミドの

電気泳動移動度はアガロースゲル濃度、バッファー、

泳動条件で変化する。

サイズの比較や DNA 量の概算に使用する。DNA 量
の正確な定量には適していない。

使用方法：スピンダウンし、穏やかに混合した後、

DNA量 0.5 µg（1 µl）を付属の Gel Loading Dye, Purple
（6X）, no SDSと混合して全量をアプライ。

各 DNAの概算質量（アプライ量：0.5 µg）

Band Base Pairs DNA Mass
1 10,000 45 ng
2 8,000 45 ng
3 6,000 45 ng
4 5,000 136 ng
5 4,000 45 ng
6 3,500 45 ng
7 3,000 45 ng
8 2,500 45 ng
9 2,017 45 ng

RNA Markers & Ladders

dsRNA Ladder  
#N0363S 25 gel lanes  ......... ¥16,300 

microRNA Marker  
#N2102S 100 gel lanes  ......... ¥12,300 

ssRNA Ladder  
#N0362S 25 gel lanes  ......... ¥12,300 

Low Range ssRNA Ladder  
#N0364S 100 gel lanes  ......... ¥12,900 

説明：dsRNA Ladderは 7本の二本鎖 RNA（in vitro
転写産物をアニーリング）で構成されている。80 bp
のバンドがレファレンスバンドである（2倍のバンド
強度）。dsRNAや RNAiの非変性ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動および非変性アガロースゲル電気泳動

用の分子量マーカーである。

microRNA Markerは 3本の合成一本鎖 RNAで構成
されている。5′末端にリン酸基は付加していない。
変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動やノーザンブ

ロット用の分子量マーカーである。染色にはエチジ

ウムブロマイドよりも SYBR ® Goldの使用を推奨す
る。付属の 3′ビオチン化オリゴヌクレオチドプロー
ブ（21 mer）は、γ 32P-ATPや T4 PNKによる標識が可
能（別途 T4 Polynucleotide Kinase, #M0201を使用）。

SYBRR is a registered trademark of Molecular Probes, Inc.

ssRNA Ladderは 7本の一本鎖 RNA（in vitro転写産 
物）で構成されている。3,000 baseのバンドがレファ
レンスバンドである（2倍のバンド強度）。変性およ
び非変性アガロースゲル電気泳動のどちらにも使用

可能。ローディング・ダイ（RNA Loading Dye, 2X） 
付属

Low Range ssRNA Ladderは 6本の一本鎖 RNA（in 
vitro転写産物）で構成されている。300 baseのバン
ドがレファレンスバンドである（2倍のバンド強度）。
変性および非変性アガロースゲル電気泳動のどちら

にも使用可能。ローディング・ダイ（RNA Loading 
Dye, 2X）付属

濃度：

 – dsRNA Ladder：500 µg/ml
 – microRNA Marker：12 ng/µl
 – Low Range ssRNA Ladder：500 µg/ml

10.0
8.0

6.0
5.0

4.0
3.5
3.0
2.5
2.0

KilobasesMass (ng)
45
45

45
136

45
45
45
45
45

Supercoiled DNA Ladder
アプライ DNA 量：0.5 µg  

ゲル：0.8% TAEアガロースゲル  
染色：エチジウムブロマイド 

dsRNA Ladder 
アプライ RNA 量：1.5 µg  
泳動条件：2.0%  

TBEアガロースゲル、10 V/cm  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

dsRNA Ladder 
アプライ RNA 量：1.0 µg  
泳動条件：6.0% 

ポリアクリルアミドゲル、10 V/cm  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

microRNA Marker 
アプライ RNA 量：60 ng  

ゲル：12.0% 
 変性ポリアクリルアミド 

ゲル（尿素）  
染色：SYBR Gold 

ssRNA Ladder 
アプライ RNA 量：1.0 µg 
ゲル：1.0% TBE 
アガロースゲル 
染色：SYBR Gold 

Low Range ssRNA Ladder
アプライ RNA 量：1.0 µg  
ゲル：2.0% TBE 
アガロースゲル  
染色：エチジウム 
ブロマイド 

dsRNA ssRNA

500

300

150

80

50

30

21

Base Pairs

500

300

150

80

50

30

21

Base Pairs

25

21
17

nt

9,000
7,000

5,000

3,000

2,000

1,000

500

nt

1,000

500

300

150

80

50

nt
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

Protein Standards

Unstained Protein Standard, Broad 
Range (10–200 kDa) 
#P7717S 150 gel lanes  ...........¥19,400 
#P7717L 750 gel lanes  ...........¥76,600

Color Prestained Protein Standard, 
Broad Range (10–250 kDa) 
#P7719S 150 gel lanes  ...........¥25,600 
#P7719L 750 gel lanes  .........¥106,200 

Blue Prestained Protein Standard, 
Broad Range (11–250 kDa) 
#P7718S 150 gel lanes  ...........¥22,400 
#P7718L 750 gel lanes  ...........¥94,900

関連製品：

Blue Protein Loading Dye 
3X Blue Loading Buffer (8 ml) 
30X Reducing Agent (1 ml) 
#B7703S  .....................................................¥4,400

説明：10 〜 250 kDa の範囲に対応したプロテイン
マーカーを提供している。未染色仕様と、プレステ

イン仕様を提供している。プレステイン仕様マー

カーは使用前の熱処理は不要であり、ゲルにそのま

まアプライできる。

使用量：3 µl（ゲルやウェルサイズによって異なる）

メモ：分子量の概算には未染色仕様（P7717）の使
用を推奨

マーカー &ラダー（RNA、プロテイン）

Blue Prestained Protein 
Standard, Broad Range 

(11–250 kDa)

10–20% Tris-glycine  
SDS-PAGE Gel

kDa
250
180

130

95

72

55

43

34

26

17

11

kDa
250
180
130

95

72

55

43

34

26

17

10

Color Prestained Protein 
Standard, Broad Range 

(10–250 kDa)

10–20% Tris-glycine  
SDS-PAGE Gel

Unstained Protein 
Standard, Broad Range 

(10–200 kDa)

10–20% Tris-glycine  
SDS-PAGE Gel

kDa
200
150

100
85

70
60

50

40

30

25

20

15

10
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Advancement of Science

Don Comb knew that the cultivation of scientific knowledge was critical 
to driving scientific breakthroughs. He took great joy in watching others 
learn and grow, and prioritized education and the sharing of knowledge and 
resources. While NEB has generously donated to numerous causes over 
the years, Don always felt that sharing science was the purest way to help 
communities and have the most significant impact. 

Supporting the next generation of scientists, both locally and globally, has 
always been central to NEB’s philosophy. This is done through hosting 
molecular biology courses, welcoming international students and scholars 
to the NEB campus, maintaining a rigorous postdoctoral program, and 
managing an active summer student intern program for college students. 
From the very beginning, NEB has donated reagents to support life science 
research in schools, community colleges, public and private universities, 
lab teaching programs, and synthetic biology competitions such as iGEM™ 
and BioBuilder®. From providing answers through technical support and the 
NEB Catalog to the sharing of online tools and educational content on our 
website, NEB has always made access to its scientific information a priority.

In the early days of NEB, Senior Scientist Rick Morgan’s role was to find 
new enzymes in nature with exciting functionality to add to NEB’s growing 
portfolio. In doing this, it occurred to both Don and Rick that the methods 
for screening the new samples involved relatively simple biology and 

would help support research in communities that would otherwise not 
have that opportunity. Researchers from five developing countries came 

allow them to analyze new samples and support their work. NEB also 
helped these researchers establish labs in their own countries — over 
a period of three decades these thriving labs discovered many new 

For over 35 years, NEB has collaborated with Smith College in 
Northampton, MA, to offer a two-week molecular biology program for 
scientists, lawyers, artists, graduate students, medical doctors, and the 
generally curious. In fact, anyone with an interest in molecular biology is 
welcome to participate. NEB provides sponsorships for teachers and people 
from developing countries. Often, the only way to learn is to roll up one’s 
sleeves, and so the course is largely a practical laboratory experience, 
teaching foundational techniques and a big picture understanding of the 
molecular biology toolbox. This course has been attended by over 4,000 
students to date.

More recently, “Kids Science Days” were introduced at NEB headquarters 
in Ipswich, MA. Local students (and teachers) are invited to participate in 
hands on experiments led by NEB scientists and staff. Seeing the curiosity 
in the eyes of the students, and being a part of that “aha” moment reminds 
us all why we are here.

Don’s willingness to share what he had and what he knew has created a 
ripple effect of knowledge throughout research communities, including 
communities with fewer resources. He reminds us that we must all play 

Students participating in a demonstration at 
Ipswich High School, hosted by NEB.
Credit: Mileidy Rodriguez, NEB

BIOBUILDER® is a registered trademark of Biobuilder, Inc.

Learn more about 
NEB’s educational 

course support.

科学の進歩

Don Comb博士は、科学の飛躍的進歩を推進させるためには科学的知識の育成が
不可欠であることを知っていました。他者が学び成長していく姿を見ることに大き

な喜びを感じていた博士は、教育の推進および知識とリソースの共有を一番に考え

ていました。NEBは長年にわたりさまざまな目的に惜しみない寄付を行ってきまし
たが、Don Comb博士は常に、科学を共有することが、コミュニティーを支援し大
きな影響を与えることのできる最も誠実な方法であると感じていました。

NEBでは常に、次世代の科学者を、地元だけでなく世界的にも支援することが重
要であると信じています。NEBではその取り組みの一環として、分子生物学コー
スを主催して世界各国の学生や教員を NEBキャンパスに招き、厳格なポストドク
トラルプログラムを維持し、さらに大学生向けのサマー学生インターンプログラム

にも積極的に取り組んでいます。

NEBは設立当初から、学校、コミュニティー・カレッジ、公立および私立大学、
研究室教育プログラムおよび iGEM ™や BioBuilder®などの合成生物学の競技会

に試薬を寄付し生命科学研究をサポートしてきました。技術サポートや NEBカタ
ログの提供から、当社ウェブサイト上でのオンラインツールや教育コンテンツの共

有まで、NEBでは常に科学情報へのアクセスを可能にすることに重きを置いてき
ました。

NEBの設立当初、Rick Morgan氏の Senior Scientistとしての役割は、興味深い
機能を持つ新しい酵素を自然界から見つけ出し、NEBカタログのポートフォリオを
さらに充実させることでした。その過程で、Don Combと Rick Morganの両博士
には、新しいサンプルのスクリーニング法は生物学的に比較的容易であるため、

資源の少ない国でも実施できるのではないかという考えが浮かびました。このよ

うな機会を提供することが、それらのコミュニティーでの研究の支援につながり

ます。開発途上の 5か国の研究者らが NEB本社を訪れ、新しいサンプルの解析
および研究の継続に必要な分子生物学的技術を学びました。NEBは、これらの
研究者たちによる自国での研究室の設立も支援しました。これらの研究室では 30
年以上にわたり、多くの新たな制限酵素が発見されています。

35年以上にわたり、NEBはマサチューセッツ州ノーサンプトンの Smith College
と共同で、科学者、弁護士、アーティスト、大学院生、医師および好奇心旺盛な

一般人を対象に 2週間の分子生物学プログラムを提供しています。分子生物学に
興味のある人なら誰でも参加できます。NEBは開発途上国の教師や国民も支援し
ています。多くの場合、実際に操作を経験することが分子生物学を学習する唯一

の方法であることから、このコースでは主として実践的な実験を通して、基礎的

技術および分子生物学ツールボックスの全体像を学習できるようにしています。

今日までに 4,000名の生徒が本コースを受講しました。

最近では、マサチューセッツ州イプスウィッチの NEB 本社で「Kids Science 
Days」が開催されました。地域の学生（および教師）を招待して、NEBの科学者
およびスタッフによるハンズオン実験が行われました。学生たちの好奇心に満ち

た目を目の当たりにし、彼らの「なるほど！」の瞬間に立ち会うと、私たちがこの

道を歩み始めたきっかけが思い起こされます。

自分が所有しているものと知識を共有したいというDon Comb博士の意思は、資
源の限られたコミュニティーも含めてすべての研究コミュニティーに知識の波及効

果をもたらしました。Don Comb博士は私たちに、科学の進歩のためには皆が協力
し次世代の科学者を支援することが必要であるということを思い出させてくれます。

NEBの教育コース支援の
詳細はこちらから。

NEB主催のイプスウィッチ高校での
デモ実験に参加した学生。

提供：Bree Hall、NEB

BIOBUILDER®は Biobuilder, Inc.の
登録商標です。
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CRISPR/Cas9ゲノム編集用試薬
DNA 結合タンパク質の配列特異性を自由に設定できることにより、DNA検出や操作
の新規手法が可能となった。特にゲノム編集は生細胞中のゲノムのターゲット部位を

変化させることができ、その鍵となるのが Cas9ヌクレアーゼである（clustered regularly 
interspaced shor t palindromic repeat-associated nuclease）。NEBでは Cas9と
Cas12aを提供しており、いずれも gRNAあるいは crRNA/tracrRNAを使用することで、
2本鎖 DNAのターゲット部位を切断できる。切断部位が生体内で修復される過程で
ノックアウトができる。またドナーを入れることでノックインもできる。Casヌクレアー
ゼによるゲノム編集は非常に簡便であるため、従来の ZFNTALENsに代わる方法になっ
ている。さらにCasヌクレアーゼのバリアントや種類が増えるにつれ、アプリケーション
も広がっている。

Featured Products

192 EnGen Mutation  
Detection Kit

193 EnGen sgRNA  
Synthesis Kit, S. pyogenes

190 EnGen Lba 
Cas12a (Cpf1)

190 EnGen Sau 
Cas9

Featured Tools  
& Resources

ゲノム編集に関する詳細は 
ウェブサイト（www.nebj.jp）に記載

ゲノム編集

Learn  
more about 
genome editing.
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  FEATURED PRODUCTS SUPPORTING  
CRISPR WORKFLOWS

r EnGen Spy Cas9 NLS 190, 191
 EnGen Mutation Detection Kit 190, 192
 EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes 190, 193
r EnGen Spy Cas9 Nickase 190, 191
r EnGen Spy dCas9 (SNAP-tag) 190, 191
r EnGen Lba Cas12a (Cpf1) 190, 191
r EnGen Sau Cas9 190, 191
 Tth Argonaute (TtAgo) 191
r Cas9 Nuclease, S. pyogenes 190, 191
 Monarch Total RNA Miniprep Kit 137
 Monarch RNA Cleanup Kit (50 µg) 138

  

r  Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit  
(with or without competent cells) 98

r Q5 High-Fidelity DNA Polymerases 66
r NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix 94
r NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit 94
r HiScribe T7 ARCA mRNA Kit (with or without tailing) 200
r HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis Kit 199
r HiScribe T7 Quick High Yield RNA Synthesis Kit 199
r T7 Endonuclease I 122

r  リコンビナント酵素

One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not 
agree to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.
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CRIPSRゲノム編集用製品

CRISPR/Cas9ゲノム編集ではわずか 3つの材料、すなわち Cas9、crRNA、trRNAだけを必要とする。このうち、
crRNAと tracrRNAは合成ガイド RNA（sgRNA）として 1つにまとめることができるため、Cas9と sgRNAだけ
で対象のゲノムを特異的に切断できる。この切断は生体内で非相同性末端結合（NHEJ）か相同組換え（HDR）
により修復される。この際、対象領域に相同性を持つドナーテンプレートを使用することで、HDRにより特
異的変異導入が可能となる。ドナーテンプレートがない場合、NHEJにより挿入あるいは欠損を導入できる。

NEBは CRISPR/Cas9ゲノム編集に必要な一連の試薬を提供している。sgRNA合成キット、Cas9タンパク質、
さらにゲノム編集効率（変異）検証キットのラインナップがある。

製品 特長 製品番号 容量 希望小売価格

EnGen® Spy Cas9 NLS 
• in vivoゲノム編集のための 

Cas9ヌクレアーゼ

• in vitro実験にも使用可能
M0646T/M 400/2,000 pmol ¥18,600/¥75,000

EnGen Mutation Detection Kit 
• ゲノム編集効率（変異）を検証

• PCRと T7 Endonuclease Iの 
切断により効率を検証

E3321S 25 rxns ¥26,000

EnGen sgRNA Synthesis Kit,  
S. pyogenes

• ゲノム編集用の sgRNA合成

• 1チューブ、わずか 30分の 
反応でガイド RNAを合成

E3322S 20 rxns ¥52,000

EnGen Spy Cas9 Nickase
• ターゲット DNAの片鎖のみ 
切断する Cas9ニッカーゼ

• オフターゲット切断を低減 
M0650S/T 70/400 pmol ¥8,000/¥18,600

EnGen Spy dCas9 (SNAP-tag®)

• 様々なアプリケーションに 
応用可能な DNA 鎖切断活性 
欠損型 Cas9タンパク質

• N末端の SNAP-tagに融合した 
基質や酵素を DNAに 
デリバリー可能

M0652S/T 70/400 pmol ¥18,000/¥27,000

EnGen Lba Cas12a (Cpf1)

• ATリッチ、イントロン領域の 
ゲノム編集に有用な 
Cas12aヌクレアーゼ

• 16〜 48℃で活性を示す

M0653S/T 70/2,000 pmol ¥9,000/¥31,200

EnGen Sau Cas9

• in vitro dsDNA切断

• sgRNA-Cas9複合体を使用した 
in vivoゲノム編集

• 5′-NNGRRT-3′ PAMを認識

M0654S/T 70/400 pmol ¥8,000/¥20,000

Cas9 Nuclease, S. pyogenes
• in vivoゲノム編集のための 

Cas9ヌクレアーゼ

• in vitro実験にも使用可能
M0386S/T/M 70/400/ 

2,000 pmol
¥9,500/¥25,500/ 

¥102,500

Monarch RNA Cleanup Kit
• in vitro転写反応などの RNA酵素反
応中の RNAクリーンアップが可能

• 精製量に合わせた 3種類のキット

T2030/T2040/
T2050 138ページ参照 138ページ参照

Monarch Total RNA Miniprep Kit • トータル RNAの抽出・精製キット。
カラム結合容量は 100 µg T2010S 50 preps ¥32,000

Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit  
(with or without competent cells)

• Cas9-sgRNAコンストラクトに 
ターゲット配列を挿入

• HDRテンプレートの修飾
E0554S/E0552S 10 rxns each ¥21,500/¥15,500

Q5 High-Fidelity  
DNA Polymerases

• コンストラクト作成などに使用

• 正確な PCRが可能
66ページ参照 66ページ参照 66ページ参照

NEBuilder HiFi DNA 
Assembly Master Mix

• Cas9-sgRNAコンストラクトや 
HDRテンプレートの作成 E2621S/L/X 10/50/250 rxns ¥18,500/¥740,000/ 

¥296,000

NEBuilder HiFi DNA 
Assembly Cloning Kit

• Cas9-sgRNAコンストラクトや 
HDRテンプレートの作成 E5520S 10 rxns ¥22,000

HiScribe T7 ARCA mRNA Kit  
(with or without tailing)

• ARCAキャップを付加した 
Cas9 mRNAの合成 E2060S/E2065S 20 rxns each ¥76,600/¥65,900

HiScribe T7 High Yield  
RNA Synthesis Kit • sgRNAや Cas9 mRNAの合成 E2040S 50 rxns ¥41,400

HiScribe T7 Quick High Yield  
RNA Synthesis Kit • sgRNAや Cas9 mRNAの合成 E2050S 50 rxns ¥50,100

T7 Endonuclease I • ゲノム編集効率（変異）を検証 M0302S/L 250/1,250 units ¥13,200/¥52,400
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Programmable Cas Nucleases

CRISPR/Casヌクレアーゼによるゲノム編集において最も効率のよい戦略は、Cas/gRNA複合体の直
接導入である。

この方法では CRISPR/Casワークフローがさらに簡略化され、オンターゲットの編集活性が増加し、
オフターゲットイベントが減少することが報告されている。

NEBでは、S. pyogenesおよび S. aureusから精製された Cas9ヌクレアーゼ、ならびに Lachnospiraceae
（ラクノスピラ科）細菌 ND2006 株由来の Cas12a（Cpf1）ヌクレアーゼを提供している。

さらに、ニッキングエンドヌクレアーゼおよびエンドヌクレアーゼ活性欠損バージョンなどの S. 
pyogenes由来 Cas9バリアントも提供している。

製品 製品番号 特長 容量 希望小売価格

Cas9 Nuclease, S. pyogenes M0386S/T/M

• dsDNAの in vitro切断

• EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes（製品番号 E3322） 
および EnGen Mutation Detection Kit（E3321）と併用可能

• オリゴデザインについては EnGen sgRNA Template Oligo Designer
（ウェブツール NEBioCalculator Toolに含まれる）を利用可能

70/400/2000 pmol ¥9,500/¥25,500/ 
¥102,500

EnGen Spy Cas9 NLS M0646T/M

• Cas9/sgRNA複合体の生体への直接導入

• 核局在シグナル（NLS）が付加（N/C末端）

• EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes（製品番号 E3322） 
および EnGen Mutation Detection Kit（E3321）と併用可能

400/2,000 pmol ¥18,600/¥75,000

EnGen Spy Cas9 Nickase M0650S/T

• RuvCヌクレアーゼドメインの点突然変異（D10A）による 
Cas9ヌクレアーゼのバリアント

• ニックを生成するが DNAは切断しない

• 近接した 2つの部位を EnGen Cas9 Nickaseがターゲットと 
することにより、オフターゲット切断を減少

• EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes（E3322）と併用可能

70/400 pmol ¥8,000/¥18,600

EnGen Spy dCas9 (SNAP-tag) M0652S/T

• DNA 結合性のみを維持している Cas9ヌクレアーゼの 
不活性型変異体（切断活性なし）

• N末端の SNAPタグにより、蛍光基質やビオチンなど、 
可視化およびターゲット濃縮に有用な多数の分子との 
共有結合が可能

• EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes（E3322）と併用可能

70/400 pmol ¥10,800/¥27,000

EnGen Lba Cas12a (Cpf1) M0653S/T

• T-richな PAM配列（TTTN）によって Cas9とは異なる領域を 
ターゲッティング

• 短い（40〜 44 bp）gRNA

• 核局在シグナル（NLS）が付加（N/C末端）

• 切断産物は 5′-突出末端を有する

• 16〜 48℃で活性を示す

• Acidaminococcus由来のオルソログよりも低温で活性を 
維持するため、ゼブラフィッシュやアフリカツメガエルなどの 
外温動物におけるゲノム編集に効果的

• 高濃度酵素はマイクロインジェクション、 
エレクトロポレーション、リポフェクションに使用可能

70/2,000 pmol ¥9,000/¥31,200

EnGen Sau Cas9 M0654S/T

• 5′-NNGRRT-3′ PAM

• 核局在シグナル（NLS）が付加（N/C末端）

• 高濃度酵素はマイクロインジェクション、 
エレクトロポレーション、リポフェクションに使用可能

• PAM配列の 3塩基上流を切断し、平滑末端を生じる

70/400 pmol ¥8,000/¥20,000

Tth Argonaute (TtAgo) M0665S

• DNAガイドヌクレアーゼ

• 5′リン酸化 ssDNAガイドを使用（16-18 nt）、 
T4 PNKでオリゴをリン酸化して簡単に調製

• ターゲット RNA配列の選択に制限なし

• ssDNAを切断、大部分の dsDNAにニックを導入、 
ssRNAを中程度の活性で切断

• in vitro実験にお薦め

50 pmol ¥13,000

Cas9ヌクレアーゼ 

NEW
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EnGen Mutation Detection Kit

#E3321S 25 reactions  .......... ¥26,000 説明：EnGen Mutation Detection Kitはゲノム編集効率
を検証できるキットである。CRISPR/Cas9、TALENs、
Zinc-finger Nucleaseの各方法に適用できる。初めに
ゲノムを抽出して対象領域を PCRで増幅する。PCR
には正確性が高い Q5 Hot-Star t High-Fideli t y 2X 
Master Mixを使用する。次に PCR増幅産物を変性お
よび再アニーリングして、野生型と変異型のヘテロ 2
本鎖を作成する。この段階で野生型 2本鎖、変異型
2本鎖、野生型 /変異型のヘテロ 2本鎖が PCR産物
プール中に混在する。続いて T7 Endonuclease Iでヘ
テロ 2本鎖を切断して、BioAnaly zerなどで切断パ
ターンを解析、切断ピークの積分値から編集効率を

測定する。T7 Endonuclease Iは 2本鎖 DNAの構造を
認識して切断を行うため、構造変化が大きい欠損、

挿入、2塩基以上の置換が検出できる。1塩基置換
は構造変化が小さく T7 Endonuclease Iで切断されな
いことがある。

本キットには P C R マスターミックスと T7 E n d o
nuclease Iの他、コントロール DNAとそのプライマー
も含まれている。コントロールには 10 塩基の挿入
変異を持つプラスミドが含まれており、その PCR産
物は 600 bp、T7 Endonuclease I切断産物は 200 bp
と 400 bpである。

キット内容：

– Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix
– NEBuffer 2
– EnGen T7 Endonuclease I
– Control Template and Primer Mix
– Proteinase K., Molecular Biology Grade
– Quick-Load Purple 2-Log DNA Ladder（0.1–10.0 kb）
– Gel Loading Dye, Purple（6X）, no SDS

関連製品：

Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS
#B7025S 4 ml  ................  ¥7,300 

Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder
#N0550S 250 gel lanes  ..............  ¥12,200 
#N0550L 750 gel lanes  ..............  ¥27,400 

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix
#M0494S 100 reactions  ..............  ¥21,000 
#M0494L 500 reactions  .............. ¥84,000 

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 µg)
#T1030S 50 preps  ..............  ¥12,000 
#T1030L 250 preps  .............. ¥54,600

EnGen Spy Cas9 NLS
#M0646T 400 pmol  ..............  ¥18,600
#M0646M 2,000 pmol  .............. ¥75,000

EnGen Spy Cas9 Nickase
#M0650S 70 pmol  ................  ¥8,000

高濃度品（20X）
#M0650T 400 pmol  ..............  ¥18,600

EnGen Spy dCas9 (SNAP-tag)
#M0652S 70 pmol  ..............  ¥10,800

高濃度品（20X）
#M0652T 400 pmol  ..............  ¥27,000

Cas9 Nuclease, S. pyogenes
#M0386S 70 pmol  ................  ¥9,500

高濃度品（20X）
#M0386T 400 pmol  .............. ¥25,500

高濃度品（20X）
#M0386M 2,000 pmol  ............ ¥102,500

EnGen Lba Cas12a (Cpf1)
#M0653S 70 pmol  ................  ¥9,000

高濃度品（100X）
#M0653T 2,000 pmol  ..............  ¥31,200

EnGen Sau Cas9
#M0654S 70 pmol  ................  ¥8,000

高濃度品（20X）
#M0654T 400 pmol  .............. ¥20,000

T7 Endonuclease I
#M0302S 250 units  ..............  ¥13,200 
#M0302L 1,250 units  .............. ¥52,400 

■ PCRと T7 Endonuclease Iの切断により
ゲノム編集効率（変異）を検出
（T7E1アッセイ）

ゲノム編集領域を PCRで増幅、PCR 産物を変性 /アニーリングすると 3 種類の 2本鎖 DNA が産生される。1塩基よ
り大きいミスマッチを保有する DNA 鎖は T7 Endonuclease Iにより切断されるため、DNA断片を解析することによる、
ゲノム編集効率（変異）を検証することができる。

Possible re-annealing products

T7 Endonuclease I

Isolation of Genomic DNA

PCR Ampli�cation

Denaturation & Annealing

Digestion of Mismatched Duplexes 

Fragment Analysis

Gel-based Separation

Targeted cells
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Calculate frequency using peak heights
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EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes

#E3322S 20 reactions  .......... ¥52,000 説明：EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenesはゲノム
編集用の sgRNA合成キットであり、1チューブ、わ
ずか 30分間の反応で gRNAを合成できる。DNA、
RNAポリメラーゼ、Cas9 Scaffold Oligoを含むキット
であり、sgRNA収量は平均 10〜 25 µg、最大 45 µg
である。

微生物の免疫システムである CRISPR-Cas9における
外来 DNAの切断は、本来、crRNAと tracrRNAの 2
つの異なる RNAを使用して行われる。crRNAは別
名 CRIPR RNAとも呼ばれる約 20塩基の RNAであり、
2本鎖 DNA中の PAM配列（Protospacer Adjacent 
Motif、NGC）の上流かつその反対側の鎖に相同性を
有する。tracrRNAは Transactive crRNAとも呼ばれ、
crRNAの末端と相同性を有することに加え、Cas9
が認識する二次構造を形成する。ゲノム編集におい

て、これらの 2種類の RNAは 1本に繋げられてガ
イド RNA（sgRNA）として使用することが多い。

本キットには S. pyogenes Scaffold Oligoが含まれて
いる。この 3′末端に相補的なターゲット特異的オリ
ゴ DNAを合成して 1ステップ反応をおこなうだけ
で簡単に sgRNA合成ができる。

キット内容：

– EnGen sgRNA Enzyme Mix
– EnGen 2X sgRNA Reaction Mix, S. pyogenes
– DNase I（RNase-free）
– EnGen sgRNA Control Oligo, S. pyogenes
– DTT（0.1 M）

関連製品：

EnGen Spy Cas9 NLS
#M0646T 400 pmol  ..............  ¥18,600
#M0646M 2,000 pmol  .............. ¥75,000

EnGen Spy Cas9 Nickase
#M0650S 70 pmol  ................  ¥8,000

高濃度品（20X）
#M0650T 400 pmol  ..............  ¥18,600

EnGen Spy dCas9 (SNAP-tag)
#M0652S 70 pmol  ..............  ¥10,800

高濃度品（20X）
#M0652T 400 pmol  ..............  ¥27,000

Cas9 Nuclease, S. pyogenes
#M0386S 70 pmol  ................  ¥9,500

高濃度品（20X）
#M0386T 400 pmol  .............. ¥25,500

高濃度品（20X）
#M0386M 2,000 pmol  ............ ¥102,500

RNA Loading Dye, (2X)
#B0363S 4 ml  ................  ¥9,900 

Monarch RNA Cleanup Kit
138ページ参照

■ 1チューブ、わずか 30分の反応で
sgRNAを合成 

本キットを用いた sgRNA合成は以下の流れで行われる。特にターゲット特異的オリゴ DNAの設計にはオンラインツール
（NEBioCalculator.neb.com）が便利である。

A：ターゲット特異的オリゴ DNA（T7プロモーター配列、20-baseのターゲット特異的配列、14-baseの Cas9 Scaffold 
Oligoの相補配列から形成）と EnGen sgRNA 反応ミックス、酵素ミックスを室温で混合

B：EnGen sgRNA 反応ミックスに含まれている Cas9 Scaffold Oligoとターゲット特異的オリゴ DNAの 14-base 相補配列
がアニーリング

C：EnGen sgRNA 酵素ミックスに含まれている DNA ポリメラーゼが DNAをそれぞれの 3′方向に伸長し 2 本鎖テンプ
レート DNAを産生

D：EnGen sgRNA 酵素ミックスに含まれている RNAポリメラーゼが T7プロモーターより RNAの転写を行いターゲット
特異的 sgRNAを合成

T7
promoter

Target-specific
sequence

Target-specific oligo

Add at room temperature:
• 2X sgRNA Reaction Mix

(contains scaffold oligo)
• sgRNA Enzyme Mix

Transcription

DNA extension

Single-tube reaction
(37°C, 30 min.)

Target-specific
sequence

Overlap

A.

C.

D.

Target-specific sgRNA

5´ 3´

5´ 3´

5´ 3´

3´ 5´

S. pyogenes Cas 9
scaffold oligo

dsDNA template

B. 5´ 3´

3´ 5´

変異検出 & sgRNA合成 

EnGen® sgRNA Template
Oligo Designer

オンラインツールで

sgRNA合成用オリゴを設計、
EnGen sgRNA Synthesis Kitで
簡単に合成可能

sgrna.neb.com
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Recognizing Those  
Making a Difference
In 1974, Don Comb established New England Biolabs with the goal of providing 
research tools for the life science community. His devotion to the advancement 
of science, stewardship of the environment and altruistic philanthropy has 
been a priority since the beginning, and is reflected in NEB’s three core values: 
passion, humility and being genuine. For over 45 years, these values have 
served as our inspiration, and they continue to guide us in both our science 
and our business practices. 

In 2014, NEB was coming upon its 40th anniversary, and had been 

ourselves — rather, we felt it was important to celebrate our customers 
who shared the values we so deeply embrace. This was the inspiration for 
our Passion in Science Awards®. We introduced these awards as a way to 
recognize members of the scientific community who are committed to making 
a difference through their science, service, stewardship or artistic endeavors. 
Based on NEB’s foundational values, the Passion in Science Awards were 
offered in four categories: Scientific Mentorship and Advocacy, Humanitarian 
Duty, Environmental Stewardship, and Arts and Creativity. 

The Passion in Science Awards were first hosted in 2014, and then again in 
2016 and 2019 — with over 40 exceptional scientists being recognized to date. 
Award winners visited NEB’s campus in Ipswich, MA for two days of engaging 
discussions, inspiring presentations, tours of NEB’s facilities and an awards 
celebration. No one anticipated how memorable these events would be.

In 2014, awardee Paul McDonald shared insight into Army policy and practices 
that were resulting in high-risk behavior, including suicide. Also that year, 
Shelly Xie told stories of people affected by neglected tropical diseases through 
a touching sand art presentation. In 2016, Chris Martine described how he is 
sharing his passion for botany with the next generation of scientists, and Lisa 
Anderson taught us how laboratory gloves can be upcycled into new materials. 
In 2019, we learned about new ways science can be shared from several of 
our winners — Sarah Fankhauser established a peer-reviewed publication for 
middle- and high-school students, Sarah McAnulty founded Skype a Scientist, 
Garfield Kwan introduced us to SquidToons, scientifically-accurate comics 
designed to engage a broader audience, and Will Murta told the story of the 
discovery of DNA through a musical. And the list goes on….

These events have been most inspiring and humbling for the NEB community 
— hearing the stories of these “unsung heroes” have taught us how we can 
find ways, big and small, to give back to our communities and the world. 

in us all, and helped to create a true celebration of the principles that guide 

 
www.neb.com/PassionInScience.

E

Science and art come 
together in this sculpture 
displayed outside the NEB 
laboratory facility. 
Sculpture by Dale Rogers.
Credit: Kari Goodwin, NEB.

Learn more about 
the Passion in 

Science Awards.
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変化をもたらす人を称える

1974年、Don Comb博士は生命科学研究コミュニティーに研究ツールを提供する
ことを目的にNew England Biolabsを設立しました。科学の進歩、環境のスチュワー
ドシップ、利他的な社会的活動への貢献が NEB設立当初からの優先事項であり、
これは情熱、謙虚さおよび誠実さというNEBの 3つの基本理念に反映されてい
ます。45年以上にわたり、これらの価値観が私たちのインスピレーションとして、
私たちの科学とビジネスの実践を牽引してきました。

2014年に NEBは 40周年を迎え、このマイルストンを記念する方法が検討されま
した。自らを称賛することには違和感があり、むしろ NEBが大切にしている価値
を共有してくれる顧客を称えることが重要であると感じられました。その結果生

まれたのが Passion in Science Awards®です。これらの賞は、科学、サービス、

スチュワードシップまたは芸術を通して、変化をもたらすことに尽力している科学

コミュニティーのメンバーを称える手段として導入されました。

NEBの基本理念に基づいて、Passion in Science Awardsは Scientific Mentorship 
and Advocacy、Humanitarian Duty、Environmental Stewardshipおよび Arts and 
Creativityの 4つのカテゴリーに提供されました。

Passion in Science Awardsの授与は 2014年に開始され、その後 2016年および
2019年に行われ、今日までに 40名を超える優れた科学者が受賞しています。

受賞者はマサチューセッツ州イプスウィッチの NEBキャンパスを訪れ、2日間に
わたり、白熱した議論、興味深いプレゼンテーション、NEB施設の見学および授
賞式に参加します。誰にとっても忘れられないイベントとなります。

2014年、受賞者の Paul McDonald氏は陸軍の政策および慣行が、自殺を含む高
リスク行動の原因となっているという洞察を共有してくれました。同年、Shel ly 
X ie氏は顧みられない熱帯病に苦しむ人々の物語を感動的なサンドアートのプレ
ゼンテーションにより語ってくれました。2016年、Chris Mar t ine氏は植物学に
対する彼の情熱の次世代科学者たちとの共有について、Lisa Anderson氏は実験
用手袋の新しい素材へのアップサイクルについてそれぞれ説明してくれました。

2019年には、科学を共有するための新しい方法を数名の受賞者から学ぶことが
できました。Sarah Fankhauser氏は中学校や高校の生徒を対象とした査読付き
論文誌を発行し、Sarah McAnul t y氏は Sk ype a Scient is tを設立しました。
Garfield Kwan氏は SquidToonsという正確な科学に基づいたコミックスにより、
科学への興味を幅広い層に広げる方法を紹介してくれました。Will Mur ta氏は
DNA 発見の物語をミュージカルにしました。その他にも多くの興味深い学びがあ
りました。

これらのイベントは、NEBコミュニティーを刺激し、謙虚な気持ちにさせてくれま
した。これらの「陰の英雄」の物語は私たちに、大小を問わずさまざまな方法で

コミュニティーや世界に還元することが可能であることを教えてくれました。

各受賞者の貢献は、Don Comb博士から私たち全員が受け継いだ価値観と同調
するものであり、New England Biolabsの基本理念を心から祝福することのでき
る機会を与えてくれました。

Passion in Science Awards受賞者の詳細は www.neb.com/PassionInScienceを
ご覧ください。

Passion in Science Awardsの
詳細はこちらから。

NEB研究施設の屋外に
設置されているこの彫刻では

科学と芸術が一つとなっています。

Dale Rogers作。

提供：Kari Goodwin、NEB
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様々な RNA研究用試薬を提供
RNA分子はすべての生物界において様々な細胞機能に関与していることから、原始
RNAワールドが存在したという仮説が提唱されている。RNAは遺伝情報の伝達だけ
ではなく、化学反応の触媒や遺伝子発現にも関与している。

近年、制御分子としてのRNAに対する理解が変わっている。低分子 RNAや高分子ノン
コーディング RNA が予測されていなかったような機能を持つことが報告され、RNA
に着目した研究が再び注目を集めるようになっている。

Small RNAは真核生物および原核生物において遺伝子発現の転写後調節に重要な役
割を担っている。また CRISPRシステムの獲得免疫の中心的役割を果たしており、こ
れを利用してゲノム編集が可能となった。

細胞への RNA導入、特にmRNA導入は表現型変化をもたらすため、治療やワクチン
としての利用や様々な研究に使用される。

NEBの RNA研究用試薬は高純度および高品質であり、RNA合成やプロセッシング、
トランスフェクション、単離、解析、増幅、コピー、クローニングなど幅広い目的に使

用できる。

Featured Products

200 HiScribe™ T7 ARCA mRNA Kit (with 
tailing)

199 HiScribe T7 High Yield RNA 
Synthesis Kits

208 Template Switching 
RT Enzyme Mix

205 mRNA Decapping Enzyme

Featured Tools  
& Resources

198 Avoiding Ribonuclease 
Contamination

210 RNA Ligase  
Activity Chart

View our video tutorial describing 
high yield in vitro synthesis of both 
capped and uncapped mRNA.

View our video for avoiding 
ribonuclease contamination.

RNA研究用試薬

Learn more 
about RNA  
modifications.
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 Avoiding Ribonuclease Contamination 198

 RNA Synthesis
r HiScribe T7 Quick High Yield RNA Synthesis Kit 199
r HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis Kit 199
r HiScribe SP6 RNA Synthesis Kit 199
r HiScribe T7 ARCA mRNA Kit 200
r HiScribe T7 ARCA mRNA Kit (with tailing) 200
r EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes 193
 Recommended HiScribe Kits by Application 201
r T3 RNA Polymerase 202
r T7 RNA Polymerase (Std. & High Conc.) 202
r SP6 RNA Polymerase 202
r Hi-T7 RNA Polymerase (Std. & High Conc.) 202
r E. coli Poly(A) Polymerase  202
r Poly(U) Polymerase 202
 E. coli RNA Polymerase, (Core and Holoenzyme) 203
r Pyrophosphatase, Inorganic (E. coli, yeast) 203
r Thermostable Inorganic Pyrophosphatase 203
 NudC Pyrophosphatase 203
 Ribonucleotide Solution Set 203
 Ribonucleotide Solution Mix 203
r Sce Pus1 203
r Vaccinia Capping System 204
r mRNA Cap 2 -́O-Methyltransferase 204
 RNA Cap Analog Selection Chart 204
 3 -́Desthiobiotin-GTP 205
 3 -́Biotin-GTP 205
r yDcpS 205
r mRNA Decapping Enzyme 205

 cDNA Synthesis, RT-PCR & RT-qPCR
 cDNA Synthesis Selection Chart 206
r ProtoScript II Reverse Transcriptase 206
r LunaScript RT SuperMix Kit 73
r LunaScript RT SuperMix Kit (Primer-free)  73
r M-MuLV Reverse Transcriptase 207
 AMV Reverse Transcriptase 207
r WarmStart RTx Reverse Transcriptase 207
r Template Switching RT Enzyme Mix 208
 Primers for cDNA Synthesis 208
r ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis Kit 209
r ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit 209
r Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit (No ROX) 74
r Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG 74
r Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit 75
r Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit 75
r Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit 74
r Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit 74
r OneTaq One-Step RT-PCR Kit 81
r OneTaq RT-PCR Kit 81
r Luna SARS-CoV-2 RT-qPCR Multiplex Assay Kit 76

 RNA Ligases & Modifying Enzymes
 RNA Ligase Activity Chart 210
 RNA Ligase Selection Chart 211
r T4 RNA Ligase 1 212
r T4 RNA Ligase 2 212
r T4 RNA Ligase 2, truncated 212
r T4 RNA Ligase 2, truncated K227Q and KQ 213

r RtcB Ligase 213
r Thermostable  5´ AppDNA/RNA Ligase 213
r 5´ DNA Adenylation Kit 214
r SplintR Ligase 214
r RNA 5´ Pyrophosphohydrolase (RppH) 214
r 5´ Deadenylase 214
r RNase If 215
r RNase H 215
r Thermostable RNase H 215
r RNase HII 215
r Quick CIP 105
r Antarctic Phosphatase 106
r Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) 106
r T4 Polynucleotide Kinase 104
r ShortCut RNase III 216
r XRN-1 216

 RNase Control
r Exonuclease T 217
 Nucleoside Digestion Mix 217
r DNase I (RNase-free) 217
r RNase Inhibitor, Murine 217
r RNase Inhibitor, Human Placenta 218
 Ribonucleoside Vanadyl Complex 218

 NEBNext Reagents for 
 RNA Library Preparation
 NEBNext Ultra II Directional RNA  
 Library Prep Kit for Illumina 153
  NEBNext Ultra II Directional RNA Library  

Prep with Sample Purification Beads 153 
NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for Illumina 153

  NEBNext Ultra II RNA Library Prep  
with Sample Purification Beads 153

 NEBNext Single Cell/Low Input RNA  
 Library Prep Kit for Illumina 158
 NEBNext Single Cell/Low Input cDNA 
 Synthesis & Amplification Module  158

 RNA Cleanup & Isolation
 Magnetic mRNA Isolation Kit 219
 Oligo d(T)25 Magnetic Beads 219
 Streptavidin Magnetic Beads 219
 EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kit 220
 Monarch Total RNA Miniprep Kit 137
 Monarch RNA Cleanup Kit (10 µg) 138
 Monarch RNA Cleanup Kit (50 µg) 138
 Monarch RNA Cleanup Kit (500 µg) 138

 RNA Markers & Ladders
 dsRNA Ladder 221
 microRNA Marker 221
 ssRNA Ladder 221
 Low Range ssRNA Ladder 221
 RNA Loading Dye (2X) 221
 Universal miRNA Cloning Linker 221

r  リコンビナント酵素

One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not 
agree to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.
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Innovation w インキュベーション温度 > 熱による不活性化

Avoiding Ribonuclease Contamination

RNAの完全性を維持すること、つまり RNA分解を防ぐことは、RNAを使用するほぼすべてのアプリケーション
における重要事項である。

RNAは 2′位のヒドロキシ基が求核剤として働くため、DNAよりも分解されやすい。多くの RNaseは 2′位のヒ
ドロキシ基を反応種に利用することで金属イオンを不要としているため、金属キレート剤に耐性がある。ま

た RNase Aファミリー酵素などの一部の RNaseは長時間の煮沸やオートクレーブを行っても活性が低下しな
い。RNase A 型の酵素はヒスチジン残基を酵素活性に用いているため（1）、ヒスチジン特異的なアルキル化
剤であるジエチルピロカーボネート（DEPC）によって不活性化できる。

RNaseコンタミネーションの原因：

RNaseは原核生物から真核生物まで、すべての細胞や組織に存在する。RNaseは一般的に非常に活性が高い
ため、RNAサンプルにわずかにコンタミネーションしただけでも RNAを分解する。RNaseのコンタミネーション
の一般的な原因は以下が挙げられる。

• 水溶液や試薬
• 周辺からの暴露（RNaseは空気中や多くの物の表面、埃の中に存在する）
• 人の手や皮膚との接触

研究室での予防措置（2, 3）：

NEBの RNA実験用酵素は RNaseフリーとなるように精製されている。しかしながら実験中に RNaseがコンタ
ミネーションする可能性がある。以下の注意点に従うことで RNaseのコンタミネーションを防ぐことができる。

• 実験中は常に手袋を着用し、こまめに取り替える。皮膚や髪の毛、ドアノブ、キーボード、動物などに触れ
た後は必ず手袋を取り替える

• RNaseフリーの試薬および使い捨てプラスチック製品やフィルターチップを用いる。
• RNA実験専用の場所を設け、その場所を綺麗に保つ
• ガラス製品は 180℃以上で数時間処理するか、新鮮な 0.1%（v/v）DEPC水またはエタノールに 1時間浸した後、
水分を取り除いてオートクレーブして汚染を除去する。オートクレーブにより未反応 DEPCは分解され、実
験に使用するタンパク質や RNAと反応しなくなる

• ポリカーボネートもしくはポリスチレン素材（電気泳動槽など）は、3%過酸化水素水に 10分間浸して汚染
を除去する。使用前には RNaseフリーの水でよく洗って過酸化水素を洗い流す

試薬の調製（2, 3）：
下記の注意に従って試薬を調製すると RNaseのコンタミネーションを効果的に防ぐことができる。

• DEPCの代わりにミリ Q（Millipore）水を使用することで、完全ではないにしろ酵素反応を十分に抑えること
ができ、ほとんどの RNA実験で十分な RNaseフリーの状態を達成できる

• 溶液を DEPC処理する場合は、まず溶液 1 Lに対して 1 mlの DEPC（Sigma）を加えて 1時間混ぜた後、オー
トクレーブして余分な DEPCを除く（ただし、Trisのような一級アミン基は DEPCと反応するため、DEPC処
理はできない。他の化合物でもオートクレーブ時に不安定となるものは DEPC処理できない）

• 試薬やバッファー（DTT、ヌクレオチド、マンガン塩など）を調製する場合は、純度が最も高い試薬をオート
クレーブ済みの DEPC水もしくはミリ Q水に溶かし、0.22 µMのフィルターに通して滅菌する。

RNaseの阻害剤：
以下に挙げる RNase阻害剤を用いることで RNaseから保護することができる。

• RNase Inhibitor, Murine（NEB #M0314）はマウス由来の RNase阻害剤である。ヒトやブタ由来の RNase阻害
剤と同じ特性を持つが、酸化耐性が高くなるように改良されているため反応系においてより安定である（4）。
阻害剤は低濃度の DT Tでも（< 1 mM）活性を保つため、DT Tを低濃度に保ちたい実験（リアルタイム RT-
PCRなど）に最適である

• RNase Inhibitor, Human P lacenta（NEB #M0307）はヒト胎盤由来の RNase A、B、C特異的な阻害剤である。
マウス由来の RNase阻害剤のように多くの RNA反応（in vitro 転写、RT-PCR、ライゲーション等）に用いる
ことができる

• Ribonucleoside Vanadyl Complex（NEB #S1402）は遷移状態アナログ阻害剤であり、RNase A型を阻害する（Ki 
= 1 X 10-5 M）。多くの RNA精製に使用することができるが、EDTA存在下での使用はできない。また RNA
実験に用いる他の酵素も阻害する（5）。

参考文献：

(1) Fersht, A.R. (1977) Enzyme Structure and Mechanism Freeman, Reading, PA, 325–329.
(2) Blumberg, D.D. (1987) Methods Enzymol., 152, 20–24.
(3) Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. (1989). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (2nd ed.), (pp. 7.3–7.5). 

Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor Laboratory Press.
(4) Kim, B.M. et al. (1999) Protein Science, 8, 430–434.
(5) Berger, S.L. (1987) Methods Enzymol., 152, 227–234.

MILLI-Q® is a registered trademark of Millipore, Inc.

Find tips for 
avoiding RNA  
contamination.
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HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis Kit r

HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis Kit 
#E2040S 50 reactions  ..........  ¥41,400

HiScribe T7 Quick High Yield RNA 
Synthesis Kit 
#E2050S 50 reactions  ..........  ¥50,100

説明：HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis Kitは in 
vitro RNA転写を行うためのキットである。シンプル
な RNA だけではなく、修飾塩基を取り込んだ RNA
や、共転写によるキャップ化 RNAの合成が可能で
ある。少量の DNAテンプレートから反応あたり最
大 180 µgの RNA（非キャップ）あるいは 30–40 µg
のキャップ化 RNA が合成できる。合成した RNAは
様々な下流アプリケーションに使用ができ、構造 /
機能解析、リボザイム生化学解析、RNase protection 
assayやブロッティング用プローブ、アンチセンス
RNAや RNAiを用いた実験などで実績がある。

本キットには 2種類の仕様があり、スタンダードキッ
ト（#E2040S）は NTPが個別に含まれるため、柔軟
なセットアップや修飾塩基の取り込みが可能であ

る。Quickキット（#E2050S）はマスターミックス化さ
れているため、簡単かつ迅速に RNA合成ができる。

キット内容（E2040S）：

 – T7 RNA Polymerase Mix
 – T7 Reaction Buffer（10X）
 – ATP, GTP, UTP, CTP（100 mM）
 – FLuc Control Template

キット内容（E2050S）：

 – T7 RNA Polymerase Mix
 – NTP Buffer Mix
 – FLuc Control Template
 – DNase I（RNase-free）
 – LiCl Solution

	■ 短鎖および長鎖 RNAの合成

	■ 修飾塩基の取り込み

	■ ラベル塩基の取り込み

	■ キャップアナログを用いて 
キャップ化 RNAを作製

	■ RI標識ラベルプローブの合成

HiScribe SP6 RNA Synthesis Kit r

#E2070S 50 reactions  .......... ¥56,700 説明：HiScribe SP6 RNA Synthesis Kitは SP6 RNA 
Polymeraseにより in vitro RNA転写を行うキットであ
る。本キットを使用すれば高効率で Capアナログ
や修飾塩基を取り込んだ RNAを合成することがで
きるので、Cap付加、ビオチン標識、色素標識、RI
標識 RNAなどを合成することができる。

本キットで合成された RNAは RNA構造解析、リボ
ザイム解析、RNaseプロテクション、ゲルシフト解析、
ブロッティング用のプローブ、アンチセンス RNA、
RNAi、マイクロアレイ、マイクロインジェクション、
in vitro 翻訳解析など様々なアプリケーションに使用
することができる。

本キットには 50反応分（25 µlの反応系）の試薬が
含まれており、1 µgの SP6コントロール鋳型 DNA
より≥ 80 µgの RNAを合成することができ、1キット
で≥ 4 mgの RNAを合成することができる。

キット内容：

 – SP6 Reaction Buffer（10X）
 – ATP（Tris）, GTP（Tris）, UTP（Tris）, CTP（Tris）,  
（50 mM）
 – SP6 Control Template
 – SP6 RNA Polymerase Mix
 – DNase I（RNase-free）
 – LiCl Solution

	■ 短鎖および長鎖 RNAの合成

	■ 修飾塩基の取り込み

	■ ラベル塩基の取り込み

	■ キャップアナログを用いて 
キャップ化 RNAを作製

	■ RI標識ラベルプローブの合成

合成 RNAのクリーンアップには 
Monarch RNA Cleanup Kitを推奨 
（137-138ページ参照）。

RNA合成

関連製品：

DNase I (RNase-Free) 
#M0303S 1,000 units  ........... ¥13,000 
#M0303L 5,000 units  ..........  ¥52,000

RNA Loading Dye (2X) 
#B0363S 4 ml  ............. ¥9,900

Vaccinia Capping System 
#M2080S 400 units  ........... ¥27,500

Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 
#M0493S 100 units  ........... ¥13,000 
#M0493L 500 units  ..........  ¥52,000

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit 
#T1030S 50 preps  ........... ¥12,000 
#T1030L 250 preps  ..........  ¥54,600

Monarch RNA Cleanup Kit (10 µg) 
#T2030S 10 preps  ............. ¥9,700 
#T2030L 100 preps  ..........  ¥52,900

Monarch RNA Cleanup Kit (50 µg) 
#T2040S 10 preps  ............. ¥9,300 
#T2040L 100 preps  ........... ¥51,900

Monarch RNA Cleanup Kit (500 µg) 
#T2050S 10 preps  ........... ¥10,700 
#T2050L 100 preps  ........... ¥87,300

Low Range ssRNA Ladder 
#N0364S 100 gel lanes  ........... ¥12,900

E. coli Poly(A) Polymerase 
#M0276S 100 units  ........... ¥13,000 
#M0276L 500 units  ..........  ¥52,000

mRNA Cap 2′-O-Methyltransferase 
#M0366S 2,000 units  ........... ¥11,000

3′-O-Me-m7G(5′)ppp(5′)G RNA 
Cap Structure Analog 
#S1411S 1 µmol  ..........  ¥38,500 
#S1411L 5 µmol  ........  ¥153,200

G(5′)ppp(5′)A RNA Cap Structure Analog 
#S1406S 1 µmol  ..........  ¥25,500 
#S1406L 5 µmol  .........  ¥102,100

G(5′)ppp(5′)G RNA Cap Structure Analog 
#S1407S 1 µmol  ..........  ¥23,600 
#S1407L 5 µmol  ..........  ¥93,900

m7G(5′)ppp(5′)G RNA Cap Structure Analog 
#S1404S 1 µmol  ..........  ¥38,500 
#S1404L 5 µmol  .........  ¥153,100

m7G(5′)ppp(5′)A RNA Cap Structure Analog 
#S1405S 1 µmol  ..........  ¥38,500 
#S1405L 5 µmol  .........  ¥153,100
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HiScribe T7 ARCA mRNA Kit r

HiScribe T7 ARCA mRNA Kit 
#E2065S 20 reactions  .......... ¥65,900

HiScribe T7 ARCA mRNA Kit (with tailing) 
#E2060S 20 reactions  .......... ¥76,600

説明：真核生物の mRNA が翻訳されるためには、
一般的に 5′末端の 7-メチルグアノシン（m7G）ギャッ
プ構造と 3′末端のポリ Aテールが必要である。
HiScribe T7 ARCA mRNA Kitを使用すればポリ Tを有
する DNAをテンプレートとして、キャップ構造とポ
リ Aテールを有する mRNA が合成できる。キャップ
構造はT7 RNA Polymeraseが Anti-Reverse Cap Analog
（ARCA）を共転写することで付加される。ポリAテー
ルは転写反応中に付加される。転写反応は ARCA /
NTP Mixと T7 RNA Polymerase Mix、テンプレートを
混ぜるだけで簡単に行うことができる。また

5mCTPや Psedo-UTPなどの修飾塩基の取り込みも
可能である。合成したmRNAは細胞へのトランスフェ
クションやマイクロインジェクション、in vi troタンパ
ク質合成や RNAワクチンとしてとして使用できる。
キットには DNAテンプレート除去のための DNase I
と mRNA精製のための LiClが添付している。

HiScribe T7 ARCA mRNA Kit（with tailing）を使用すれ
ばポリ Tを持たない DNAテンプレートから、キャッ
プ構造とポリ Aテールを有する mRNA が合成でき
る。キャップ構 造 は T 7 R N A P o l y m e r a s e が
A n t i - Reverse Cap Analog（ARCA）を取り込むことで
付加される。DNAテンプレートがポリ Aを持たない
場合でも、E. coli Poly(A) Polymeraseにより合成
mRNAにポリ A が付加される。

キット内容（E2065S）：

 – T7 RNA Polymerase Mix
 – ARCA/NTP Mix
 – DNase I（RNase-free）
 – LiCl Solution
 – CLuc Control Template

キット内容（E2060S）：

 – T7 RNA Polymerase Mix
 – ARCA/NTP Mix
 – DNase I（RNase-free）
 – E. coli Poly(A) Polymerase
 – Poly(A) Polymerase Reaction Buffer
 – LiCl Solution
 – CLuc Control Template

特長：

• 反応セットアップが容易
• 5mCTP、Psedo-UTP、修飾 CTP/UTPの取り込みが
可能

• キット構成品はすべて RNaseフリー

関連製品：

DNase I (RNase-Free) 
#M0303S 1,000 units  ..............  ¥13,000 
#M0303L 5,000 units  .............. ¥52,000

RNA Loading Dye (2X) 
#B0363S 4 ml  ................  ¥9,900

	■ ポリAテールを持つ DNA から 
mRNAを合成

	■ 合成 mRNAはキャップ構造と 
ポリA が付加

	■ 修飾塩基の取り込みが可能

	■ mRNA 精製試薬が添付

EnGen® sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes � 詳細は179ページを参照

#E3322V 10 reactions  ........... ¥27,000 
#E3322S 20 reactions  .......... ¥52,000

説明：EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes はゲノ
ム編集用の sgRNA合成キットであり、1チューブ、
わずか 30分間の反応でガイド RNAを合成できる。
DNA、RNAポリメラーゼ、Cas9 Scaf fold Oligoを含
むキットであり、sgRNA収量は平均 10〜 25 µg、最
大 45 µgである。

Bijoyita has been with NEB for four years.  
In her role as Senior Scientist, Bijoyita leads 

a research group focused on synthetic  
mRNA synthesis and modification.  

In her spare time, Bijoyita likes to travel and 
try new cuisines.



201

R
N

A
研
究
用
試
薬

n NEBでクローニング r リコンビナント酵素 p PCR酵素 h
HotStart/
WarmStart s SAMが必要 d

Enzymes for 
Innovation w インキュベーション温度 > 熱による不活性化

テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

Recommended HiScribe RNA Synthesis Kits by Application

T7 KITS SP6 KITS

アプリケーション

HiScribe T7  
High Yield RNA  
Synthesis Kit  

(#E2040)

HiScribe T7  
Quick High  
Yield RNA  

Synthesis Kit  
(#E2050)

HiScribe  
T7 ARCA  

mRNA KIT 
(#E2065)

HiScribe  
T7 ARCA  

mRNA 
(with tailing) 

(#E2060)

HiScribe  
SP6 RNA  

Synthesis Kit  
(#E2070)

プローブラベリング

蛍光ラベリング：FAM、シアニン（Cy）など

• 蛍光 in situハイブリダイゼーション（FISH）
4 4

非蛍光ラベリング：ビオチン、ジゴキシゲニン

• In situハイブリダイゼーション
• ブロットハイブリダイゼーション
• マイクロアレイ

4 4

RIラベリング

• ブロットハイブリダイゼーション
• RNAプロテクション

4 4

トランスフェクション

mRNA合成 
（ARCAキャップおよびポリ Aテールが付加）

• 酵素によって転写 RNAにポリ Aを付加
• トランスフェクション
• マイクロインジェクション・ 

In vitroタンパク質翻訳

4

mRNA合成（ARCAキャップが付加）

• ポリ Aを持たない RNAを合成 
（テンプレートにポリ A がある場合は 
合成 RNAにポリ A が付加）

• トランスフェクション
• マイクロインジェクション
• In vitroタンパク質翻訳

4

転写中の ARCA以外のキャップアナログの付加

• トランスフェクション
• マイクロインジェクション
• In vitroタンパク質翻訳

4 4

RNA合成後のキャップ付加 
（Vaccinia mRNA Capping Systemを利用）

• トランスフェクション
• マイクロインジェクション
• In vitroタンパク質翻訳

4 4 4

修飾塩基の取り込み（完全置換）： 
5-mC、pseudouridineなど

• Vaccinia mRNA Capping Systemを利用した 
転写後キャップ付加

4 4

修飾塩基の取り込み（部分置換）： 
5-mC、pseudouridineなど 4 4 4 4

非修飾塩基 4 4

ヘアピン、短い RNA、dsRNA

• 遺伝子ノックダウン
4 4

構造、機能、結合解析

修飾塩基の取り込み（完全置換）

• アプタマーセレクション
• RIラベリング

4 4

修飾塩基の取り込み（部分取り込み）

• アプタマーセレクション
• 構造解析

4 4

非修飾 RNA

• SELEX
• 構造解析

4 4

RNA合成
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RNA Polymerases r�w

T3 RNA Polymerase 
#M0378S 5,000 units  ...........¥15,500

T7 RNA Polymerase 
#M0251S 5,000 units  ...........¥13,000 
#M0251L 25,000 units  ...........¥52,000

SP6 RNA Polymerase 
#M0207S 2,000 units  ...........¥12,000

T7 RNA Polymerase (High Concentration)
高濃度品（20X）
#M0460T 50,000 units  .............¥106,000

Hi-T7 RNA Polymerase 
#M0658S 5,000 units  ...........¥15,500

 
Hi-T7 RNA Polymerase (High Concentration)
高濃度品（20X）
#M0470T 50,000 units  ......... ¥127,000

説明：T3、T7、SP6 RNA Polymerase はそれぞれ T3、
T7、SP6 ファージプロモーターから転写を開始する。
これらのプロモーターを有するクローニングベク

ターを使用すれば、クローニング DNA に対する
RNA を in vitro 合成することができる。

T7 RNA Polymerase (High Concentration)は、スタン
ダードな T7 RNA Polymeraseの 20倍濃度で提供さ
れ、独自に in vi tro 転写反応を設計・最適化を検討
する場合に適している。

Hi-T7 RNA Polymerase は遺伝子改変型酵素であり、
熱耐性を有する T7 RNA ポリメラーゼである。野生
型酵素と同じ T7 プロモーターから転写を開始する。
また、キャッピング効率の向上と合成中の dsRNA 
副産物の抑制ができる。

Hi-T7 RNA Polymerase (High Concentration)はスタン
ダードな Hi-T7 RNA Polymeraseの 20倍濃度で提供
され、独自に in vi tro 転写反応を設計・最適化を検
討する場合に適している。

反応条件：1X RNAPol Reac t ion Buf fer。0.5 mM の
ATP、UTP、GTP、CTP（別途用意）と各プロモーター
を有する DNA テンプレートを添加。37℃（T3/ T7/ 
SP6 RNA Polymerase）または 50 ℃（Hi-T7 RNA 
Polymerase）でインキュベーション高濃度 T7および
Hi-T7RNA Polymeraseを使用する場合プロトコール
は独自に設計および最適化を行う

ユニット定義：1 uni t は、37℃（T3 および T7 RNA 
Polymeraase）または 50℃（SP6 RNA Polymerase）、1 
時間で、1 nmol ATP を酸性不溶物に取り込むことが
できる酵素量と定義

濃度：

T3 RNA Polymerase: 50,000 units/ml

T7 RNA Polymerase: 50,000 units/ml

T7 RNA Polymerase 
(High Concentration): 1,000,000 units/ml

SP6 RNA Polymerase: 20,000 units/ml

Hi-T7 RNA Polymerase: 50,000 units/ml

Hi-T7 RNA Polymerase  
(High Concentration): 1,000,000 units/ml

	■ RI標識 RNAプローブの作製

	■ in vitro 翻訳のための RNA合成

	■ 構造、プロセス、反応解析のための
RNA合成

E. coli Poly(A) Polymerase r�w

#M0276S 100 units  ..........  ¥13,000 
#M0276L 500 units  .......... ¥52,000

説明：E. coli Poly(A) Polymerase はテンプレート非依
存的に RNA の 3′末端にポリ A テールを付加

反応条件：1X Poly(A) Polymerase Reaction Buffer、1 
mM ATP を添加。37℃でインキュベーション。

付属試薬：

• 10X Poly(A) Polymerase Reaction Buffer
• 10 mM ATP

ユニット定義：unit は、37℃、10 分間で、1 nmolの
AMP を RNA に取り込むことができる酵素量として
定義

濃度：5,000 units/ml

関連製品：

Adenosine-5′Triphosphate (ATP) 
#P0756S 1 ml  ............  ¥6,200 
#P0756L 5 ml  ........... ¥24,500

RNase Inhibitor, Murine 
#M0314S 3,000 units  ..............  ¥13,400 
#M0314L 15,000 units  ..............  ¥53,100

	■ ATPまたはコルジセピン 5′三リン酸に 
よる RNAラベリング

	■ RNAのポリAテーリング

	■ 真核生物細胞に導入した RNAの 
翻訳促進

Poly(U) Polymerase r�w�>

#M0337S 60 units  ..........  ¥16,400 説明：Poly(U) Polymerase は、テンプレート非依存的
に RNA の 3′末端へポリ U およびポリ A を付加

反応条件：1X NEBuf fer 2。0.5mM UTP（別途用意）
を添加、37℃でインキュベーション

ユニット定義：1 uni t は 50 µl 、37℃、10 分間で 1 
nmol の UMP を RNA に取り込むことができる酵素量
として定義

濃度：2,000 units/ml

メモ：NEBuffer 2中において UTPから UMPを、ATP
から AMPを RNAに取り込む。ポリ Uテールの長さ
は UTPおよびプライマーの濃度によって異なる。
プライマー濃度が低い（<100 pmol）場合に高いプロ
セッシビティーを示す

関連製品：

RNase Inhibitor, Murine 
#M0314S 3,000 units  ..............  ¥13,400 
#M0314L 15,000 units  ..............  ¥53,100

Ribonucleotide Solution Set 
#N0450S 10 µmol of each  ..............  ¥13,400 
#N0450L 50 µmol of each  ..............  ¥53,100

	■ RNAを UTP でラベリング

	■ RNAへのポリU付加

NEW

NEW
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

E. coli RNA Polymerase, Core Enzyme & Holoenzyme w

E. coli RNA Polymerase, Core Enzyme 
#M0550S 100 units  .......... ¥30,700

E. coli RNA Polymerase, Holoenzyme 
#M0551S 50 units  .......... ¥22,000

説明：E. coli Polymerase Core Enzymeはα、α、β′、 
β、ωの 5つのサブユニットから構成されている。
シグマ因子は含まれていないため、バクテリアおよ

びファージ DNAのプロモーターから特定の転写を
開始しないが、非特異的な転写開始配列から RNA
を転写する。シグマ因子を添加することにより、特

定のバクテリアおよびファージ DNAのプロモーター
から転写開始ができる。Core Enzymeの分子量は約
400 kDaである。

E. coli Polymerase Haloenzymeはシグマ因子 70を有
する。Haloenzymeはシグマ 70に特異的なバクテリ
アおよびファージプロモーターから RNA合成を開始
する。

反応条件：1X E.coli RNA Polymerase Reaction Buffer、 
0.5 mMの rNTPとDNA テンプレート。37℃でインキュ
ベーション

ユニット定義：1ユニットは、37℃、10 分間で 
1 nmolの NTPを RNAに取り込むことができる酵素
量として定義

濃度：1,000 units/ml	■ E. coliプロモーターからの RNA合成

	■ T7非依存性の転写開始点の研究

	■ PURExpressを用いた in vitro 翻訳

Pyrophosphatases r�d�9

Pyrophosphatase, Inorganic (E. coli ) 
#M0361S 10 units  ......... ¥12,000 
#M0361L 50 units  ........  ¥48,000

Pyrophosphatase, Inorganic (yeast) 
#M2403S 10 units  ......... ¥12,200 
#M2403L 50 units  ........  ¥48,900

Thermostable Inorganic Pyrophosphatase 
#M0296S 250 units  ......... ¥13,200 
#M0296L 1,250 units  .........  ¥53,100

 
NudC Pyrophosphatase 
#M0607S 250 pmol  .......... ¥13,000

説明：Inorganic pyrophosphatase（PPase）は無機ピロ
リン酸の加水分解を触媒してオルトリン酸を生成

P207
–4 + H20 → 2HP04

–2

由来：Pyrophosphatase, Inorganic（E. coli）は大腸菌
由来の無機ピロホスファターゼ遺伝子を有する大

腸菌

Pyrophosphatase, Inorganic（yeast）は Saccharomyces 
cerevisiae 由来 ppa 遺伝子とMycobacterium xenopi
由来 GyrAインテイン遺伝子の融合遺伝子を有する
大腸菌。NEBの提携会社である Biohelix Corporation
（Quidel Corporation）が開発

Thermostable Inorganic Pyrophosphataseは、超好熱性
Thermococcus litoralis由来の遺伝子を有する大腸菌

NudCは NUDIXピロホスファターゼであり、NAD +お

よび NADHでキャップされた RNAを効率的に加水分
解し、RNA上にライゲーション可能な 5 '-リン酸を生
成（NAD+デキャッピングまたは deNADding）。nudC
遺伝子の削除することにおり、大腸菌の NAD +で

キャップされた RNAの割合を増加させる

ユニット定義：1単位は、標準反応条件下で無機ピ
ロリン酸塩から 1分あたり 1µmolのリン酸塩を生成
する酵素の量として定義

1µMの NudCは、200µM以上の NAD+を 1XNE Buffer 
r3.1および 5mMDTTで 37℃で 30分間 NMN+および 
AMP に加水分解する

濃度：

• #M0361, #M2403 : 100 units/ml
• #M0296 : 2,000 units/ml
• #M0607 : 10 µM

メモ：本製品は、リコンビナントアルブミンが含まれ

るバッファーが付属、詳細は 20 ページまたは w w w.
nebj.jp/re/rAlbuminを参照

NudC Pyrophosphataseは Enzyme for Innocation
（EFI）である。EFIは新しく革新的なアプリケー
ションの発見を可能にすることを期待し、NEBによ
り開始された独自のプロジェクトである。詳細は、

www.neb.com/EnzymesforInnovationを参照

	■ 転写反応の RNA 収量を向上

	■ DNA複製を促進

Thermostable Inorganic Pyrophosphatase
は 100℃、4時間のインキュベーション後も 
100%の活性を維持

Ribonucleotides

Ribonucleotide Solution Set 
#N0450S 10 µmol of each  ..........  ¥13,400 
#N0450L 50 µmol of each  ..........  ¥53,100

Ribonucleotide Solution Mix 
#N0466S 10 µmol of each  ..........  ¥14,400 
#N0466L 50 µmol of each  ........... ¥57,100

説明：

Ribonucleotide Solution Set：
rATP、rGTP、rCTP、rUTPがそれぞれ別々のチューブ
に含まれている。各濃度は 100 mM

Ribonucleotide Solution Mix：
リボヌクレオチド 3リン酸（rATP、rCTP、rGTP、rUTP）
を含むミックス溶液。各濃度は 25 mM（rNTPの総
濃度は 100 mM）

メモ：長期間保存する場合、少量に分けて–80℃で
保存

Sce Pus1 n�r� �d�x�<�

#M0526S 5,000 pmol  ...........¥13,000 説明：Sce Pseudouridine Synthase I (Sce PUS1)は、
一本鎖 RNAのウリジンをシュードウリジンに変換す
る。二本鎖 RNAのウリジンよりも一本鎖 RNA領域
のウリジンが優先される。最適な基質は、15nt 以
上の長さの非構造化 RNAである
反応条件：1X NEBuf fer r1.1、30℃でインキュベー
ション 

濃度：100 pmol/µll

メモ：本製品は、リコンビナントアルブミンが含まれ

るバッファーが付属、詳細は 20 ページまたは w w w.
nebj.jp/re/rAlbumin を参照

Sce PUS1 は Enzyme for Innocation（EFI）である。
EFIは新しく革新的なアプリケーションの発見を可能
にすることを期待し、NEBにより開始された独自の
プロジェクトである。詳細は、w w w.neb.com/
EnzymesforInnovationを参照

	■ 配列特異的なシュードウリジン修飾 
（RNAポリメラーゼによってランダムに
組み込まれた修飾ヌクレオシドの代替）

RNA合成

NEW

NEW
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Vaccinia Capping System r�w

#M2080S 400 units  ..........  ¥27,500 説明：Vaccinia Capping Systemは、Vacciniaウイルス
のキャップ化酵素を利用したシステムであり、RNA
の 5′末端に 7-methylguanylateキャップ（Cap 0）を付
加できる。キャップ構造は真核生物においてmRNA
の安定化、輸送および翻訳に関与している。酵素

によるキャップ化は in vi tro 翻訳、トランスフェク
ション、マイクロインジェクションに用いる RNAの
安定性と翻訳効率を向上するための簡便な方法で

ある。また標識 GTPを用いれば RNAの 5′末端の三
リン酸を簡単に標識できる。

本酵素は 2つのサブユニット（D1および D12）から
なり、3つの酵素活性を持つ（D1サブユニットによ
る RNAトリホスファターゼおよびグアニリルトラン
スフェラーゼ、D12サブユニットによるグアニンメチ
ルトランスフェラーゼ）。これらは完全な Cap 0 構
造である m7Gppp（5′）Nを付加するために必要であ
る。キャップ化反応は効率が高いため、すべての

キャップ構造は正しい方向に付加され、キャップア

ナログが逆方向に付加されることはない。

反応条件：1X Capping Reaction Buffer、0.5 mM GTP
と 0.1 mM SAMを添加、37℃でインキュベーション

製品内容：

 – Vaccinia Capping Enzyme
 – Capping Buffer（10X）
 – GTP Solution（10 mM）
 – SAM Solution（32 mM）

ユニット定義：1 unitは、37℃、1時間で 10 pmolの 
（α -32P）GTPを 80塩基の転写産物に取り込むため
に必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

関連製品：

RNase Inhibitor, Murine 
#M0314S 3,000 units  ..............  ¥13,400 
#M0314L 15,000 units  ..............  ¥53,100

	■ in vivoおよび in vitro 翻訳前の mRNA
のキャップ化

	■ mRNAの 5′末端の標識

mRNA CAP 2′-O-Methyltransferase n�r�w

#M0366S 2,000 units  ..........  ¥11,000 説明：mRNA CAP 2′-O-Methyltransferaseは RNAの 5
′末端キャップ化塩基の 2′-O部位にメチル基を付加
する。メチル基供与体として S-adenosylmethyonine
（SAM）を使用してキャップ化 RNA（Cap O）をメチル
化することで Cap 1構造を生成する。

反応条件：1X Capping Buf fer。37℃でインキュベー
ション

ユニット定義：1 unitは、37℃、1時間で 80塩基の
長いキャップ化 RNA転写物（10 pmol）をメチル化す
るために必要な酵素量として定義

濃度：50,000 units/ml

	■ RNA翻訳を促進

	■ マイクロインジェクションおよび 
トランスフェクション中の 
mRNA 発現を促進

RNA Cap Analogs Selection Chart

mRNAの 5′末端m7Gキャップ構造は、ほとんどの真核生物に存在し、in vitroでの翻訳開始を促進させる。キャッ
プ構造は mRNAの安定性の向上、エキソヌクレアーゼからの分解の保護、翻訳開始複合体の形成促進をおこ
なう。一部の原核生物の mRNAは 5′末端キャップ構造を付加することで、真核生物の無細胞タンパク質合成
系で翻訳できる。真核生物の RNAの一部ではスプライシングにキャップ構造を必要とすることが報告されて 
いる。

製品 アプリケーション 容量 希望小売価格

Anti-Reverse Cap Analog 
3′-O-Me-m7G(5′)ppp(5′)G
(#S1411S/L)

• 100%翻訳可能なキャップ化 RNA合成
• T7（#M0251）、SP6（#M0207）、T3（#M0378）RNA Polymeraseを使用した 
転写反応中のキャップ付加

• in vitroスプライシングアッセイのための m7Gキャップ RNA合成
• トランスフェクションおよびマイクロインジェクションのための 

m7Gキャップ RNA合成
• 正しい向きでの組み込み

1/5 µmol ¥38,500/¥153,200

標準的なキャップアナログ 
m7G(5′)ppp(5′)G
(#S1404S/L)

• T7、SP6、T3 RNA Polymeraseを使用した転写反応中のキャップ付加
• in vitroスプライシングアッセイのための m7Gキャップ RNA合成
• トランスフェクションおよびマイクロインジェクションのための 

m7Gキャップ RNA合成

1/5 µmol ¥38,500/¥153,100

非メチル化キャップアナログ 
G(5′)ppp(5′)G
(#S1407S/L)

• T7、SP6、T3 RNA Polymeraseを使用した転写反応中のキャップ付加
• 非メチル化 Gキャップ RNA合成

1/5 µmol ¥23,600/¥93,900

A +1サイト用メチル化キャップアナログ 
m7G(5′)ppp(5′)A
(#S1405S/L)

• 転写開始点に Aを含む phi2.5プロモーターからの T7 RNA Polymeraseを 
使用した転写反応中のキャップ付加

• in vitroスプライシングアッセイのための m7Gキャップ RNA合成
• トランスフェクションおよびマイクロインジェクションのための 

m7Gキャップ RNA合成

1/5 µmol ¥38,500/¥153,100

A +1サイト用非メチル化キャップアナログ 
G(5′)ppp(5′)A
(#S1406S/L)

• 転写開始点に Aを含む phi2.5プロモーターからの T7 RNA Polymeraseを 
使用した転写反応中のキャップ付加

• 非メチル化 Gキャップ RNA合成
• Aキャップ RNA合成

1/5 µmol ¥25,500/¥102,100
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

3′-Desthiobiotin-GTP & 3′-Biotin-GTP

3′-Desthiobiotin-GTP 
#N0761S 0.5 µmol  ........  ¥55,200

3′-Biotin-GTP 
#N0760S 0.5 µmol ............. ¥57,200

説明：本製品はグアノシン三リン酸（GTP）アナログ
であり、3′位がデスチオビオチン（#N0761S）または
ビオチン（#N0760S）修飾されている。Vaccinia 
Capping System（#M2080S）と併用することで、RNA
の三リン酸末端のアフィニティータグ付加が可能と

な る。 タグ 化 RNA は Hydrophilic S t rept avidin 
Magnetic Beads（#S1421S）で濃縮・精製ができる。
デスチオビオチンでタグ化した RNAはフリーのビオ
チンで溶出する。

この方法は NEBで開発された Cappable-seqに使用
されており、転写産物の 5′末端を濃縮してシーケン
スするものである (1)。

参考文献：

(1) Ettwiller, L. et al. (2016) BMC Genomics, 17,199.

yDcpS r�7�w�/

#M0463S 4,000 units  ..........  ¥37,400 説明：y DcpS は S.c e rev is ia e由来のデキャッピン
グ酵素であり、m7Gキャップを有するmRNAのγとβ
位のホスホジエステル結合を加水分解して、二

リン酸化 5′末端と m7G M Pを生成する。本酵素は
完全長の m R N A のデキャッピングが可能であり、
その産物は Vaccinia Capping Enz yme でリキャッ
ピングできる。

反応条件：1X yDcpS Reaction Buf fe。37℃でイン
キュベーション

濃度：200,000 units/ml
	■ mRNAをデキャッピングして、 
タグ化 GTPアナログで再キャッピング

	■ 転写産物の 5′末端をビオチン化

	■ Recappable-seq

mRNA Decapping Enzyme r�e�7�w�9

#M0608S 2,000 units  ........... ¥17,000 説明：mRNA Decapping Enzymeは、mRNAの 5′末端
からの 7-methylguanosine cap (m7G)の除去を触媒し、
5′-リン酸を生成して m7GDPを放出する。mRNA 
Decapping Enzymeは、さまざまな長さの mRNAを
decappingすることができ、Cap0と Cap1の両方の
構造を同様の効率で除去する。また、効率は低下

するが、mRNA Decapping Enzymeは、5′三リン酸末
端を 5′-リン酸に変換する

反応条件：1X mRNA Decapping Enzyme Reaction 
Buf fer、37℃でインキュベーション

濃度：100,000 units/ml
	■ タバコ酸ピロホスファターゼの代替品

	■ Cap0と Cap1を同じ効率で削除

	■ 5′RLM-RACEおよび RNA-seqに適する

NEW

Capping & Decapping

Sharon has been the  
Director of Information Technology  

for over 7 years, making sure that all of 
NEB’s IT processes run smoothly, both 

internally and externally. When not at work, 
Sharon enjoys mountain hiking and 

creating fabric art.
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cDNA Synthesis Selection Chart

cDNA合成 特長 容量 希望小売価格

キット

LunaScript RT SuperMix Kit
(#E3010S/L)

• 2-Stepの RT-qPCRの cDNA合成に最適
• マスターミックス（ランダムヘキサマー、オリゴ dTプライマー、

dNTPs、Murine RNA Inhibitor、Luna 逆転写酵素）
• ピペッティング、分注ミスを低減する青色のマスターミックス
• わずか 13分のプロトコール
• プライマーフリーマスターミックスタイプも提供 (NEB #E3025）

25/100 rxns ¥17,900/¥54,100

ProtoScript II First Strand  
cDNA Synthesis Kit
(#E6560S/L)

• 便利な 2液タイプ
• ProtoScript II Reverse Transcriptase付属
• M-MuLVよりも耐熱性が向上（〜 50℃）
• RNase H活性を低減
• ＞ 10 kbの cDNAを合成
• dNTPs、オリゴ dTプライマーおよびランダムプライマー付属

30/150 rxns ¥22,000/¥87,800

ProtoScript First Strand  
cDNA Synthesis Kit
(#E6300S/L)

• 便利な 2液タイプ
• M-MuLV Reverse Transcriptase付属
• ＞ 5 kbの cDNAを合成
• dNTPs、オリゴ dTプライマーおよびランダムプライマー付属

30/150 rxns ¥28,200/¥112,300

Template Switching RT Enzyme Mix
(#M0466S/L)

• 逆転写時に合成 cDNAの 3′末端に universal adaptor sequenceを付加
• テンプレート・スイッチ反応に咲いて以下された酵素とバッファー
• 逆転写酵素ミックスには RNA阻害剤も含有
• 微量 RNAからも高効率で逆転写 –シングルセルまたは 

2 pgヒト・トータル RNAから cDNAを合成
• 5′Rapid Amplification of cDNA Ends（RACE）法に最適
• 第 2鎖 cDNA合成に必要な転写産物の 5′末端を維持

20/100 rxns ¥13,300/¥53,200

逆転写酵素

ProtoScript II Reverse Transcriptase
(#M0368S/L/X)

• RNase H-型 M-MuLV逆転写酵素
• 37-50℃で反応可能
• RNase H活性が低減
• 37-50℃で反応可能

4,000/10,000/ 
40,000 units

¥11,400/¥23,000/
¥78,000

M-MuLV Reverse Transcriptase
(#M0253S/L)

• 野生型 M-MuLV逆転写酵素
• 様々なテンプレートを力強く逆転写
• 37-45℃の反応温度

10,000/50,000 units ¥12,300/¥49,000

AMV Reverse Transcriptase
(#M0277S/L)

• 37-52℃の反応温度を有する力強い逆転写酵素
• 高温での反応が必要なテンプレートに最適

200/1,000 units ¥13,400/¥53,100

WarmStart RTx Reverse Transcriptase
(#M0380S/L)

• 50-65℃の反応温度
• 高い特異性と反応性
• RT-LAMPに最適

50/250 rxns ¥13,600/¥54,200

RT-PCRキットは 81ページを参照　　　RT-qPCRキットは 74ページを参照

ProtoScript II Reverse Transcriptase r�b�>

#M0368S 4,000 units  ..........  ¥11,400 
#M0368L 10,000 units  .......... ¥23,000 
#M0368X 40,000 units  .......... ¥78,000

説明：ProtoScript II Reverse Transcriptaseは、M-MuLV 
reverse transcriptase に変異を加えることで、RNase H
の活性を減少させ、高温での安定性を増した逆転写

酵素である。野生型のM-MuLV reverse transcriptase
より高い反応温度で第一鎖 cDNA合成をすることに
用いることができる。50℃まで活性を有するため、
cDNAを高い特異性と収量で合成し、全長の cDNA
をより多く合成可能できる（12 kbまで）。

反応条件：1X ProtoScript I I Reverse Transcriptase 
Reaction Buffer、10 mM DTT、200 units M-MuLV（RNase 
H –）、0.5 mM dNTPs（ 別売、#N0447）と 5 µM の
dT23VN（別売、#S1327）を添加。42℃、50分間イン
キュベーション。ランダムプライマーを使用する場

合、42℃での反応の前に室温で 10分間のインキュ
ベーションを推奨する。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 50 µl中、
37℃、10分間で、ポリ (rA)・オリゴ (dT)18をテンプレー

トプライマーとして、1 nmolの dT TPを酸不溶物質
に取り込むことができる酵素量として定義

濃度：200,000 units/ml
関連製品：

RNase H 
#M0297S 250 units  ..............  ¥13,400 
#M0297L 1,250 units  ..............  ¥53,100

Monarch Total RNA Miniprep Kit 
#T2010S 50 preps  .............. ¥32,000

	■ 微量 RNAより高効率の逆転写が可能

	■ 〜 50℃で反応可能

	■ >10 kbの cDNA合成が可能

SUPERSCRIPT® is a registered trademark of Thermo Fisher, Inc.
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com cDNA合成

LunaScript RT SuperMix Kit &
LunaScript RT Master Mix Kit (Primer-free) n�r�p�h�9� 詳細は73ページを参照

#E3010S 25 reactions  ..........  ¥17,900 
#E3010L 100 reactions  ..........  ¥54,100

 
LunaScript RT Master Mix Kit(Primer-free) 
#E3025S 25 reactions  ...........¥14,800 
#E3025L 100 reactions  ...........¥46,000

本製品は RT-qPCR用に最適化された cDNA合成キッ
トである。1液タイプのマスターミックス仕様で、わ
ずか 15 分間で cDNA が合成できる。45–65℃で
cDNA合成ができる特別な逆転写酵素が使用されて
いる。またマスターミックス中には Murine RNase 
Inhibitorが含まれているため、RNAテンプレートの
分解が防止できる。さらにランダムヘキサマーとポ

リ dTプライマーが含まれており、RNAターゲット全
領域を逆転写できる。

L u n a S c r ip t R T M a s t e r Mi x K i t (P r im e r- f r e e) は
LunaScript RT SuperMix Kitと試薬は同じで、プライ
マーが含まれていない。RNAテンプレートとプライ
マー以外の、第一鎖 cDNA合成のために必要なコン
ポーネントが含まれる。第一鎖 cDNA合成 に様々な
プライマー (Oligo dTプライマー、ランダムプライ
マー、遺伝子特異的プライマー、修飾プライマーな

ど）を使用することができる (プライマーは別途準
備が必要 )。

M-MuLV Reverse Transcriptase r�>

#M0253S 10,000 units  ..........  ¥12,300 
#M0253L 50,000 units  .......... ¥49,000

説明：Moloney Murine Leukemia Virus（M-MuLV）
Reverse Transcriptaseは RNA依存性 DNAポリメラー
ゼである。本酵素はプライマー存在下において、

RNAまたは ssDNAをテンプレートとして DNA相補
鎖を合成することができる（RNAの場合、cDNA合
成）。3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性は持たない。

反応条件：1X M-MuLV Reverse Transcriptase Reaction 
Buffer。dNTP（別売、#N0447）を添加。37–42℃でイン
キュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 unitは、poly(rA)・oligo(dT)をテンプ
レートプライマーとして、37℃、10分間で、1 nmolの
dTTPを酸性不溶物質に取り込む酵素量として定義

濃度：200,000 units/ml
関連製品：

Monarch Total RNA Miniprep Kit 
#T2010S 50 preps  ............... ¥32000

	■ cDNA合成

	■ RNAシーケンシング

	■ RT-PCR

AMV Reverse Transcriptase Q

#M0277S 200 units  ..........  ¥13,400 
#M0277L 1,000 units  ..........  ¥53,100

説明：Avian Myeloblas tosis V irus（AMV）Reverse 
Transcriptaseは RNA依存性 DNAポリメラーゼであ
る。本酵素はプライマー存在下において、RNAまた
は ssDNAをテンプレートとして相補的 DNA 鎖を合
成することができる（RNAの場合、cDNA合成）。

由来：Avian Myeloblastosis Virus（AMV）

反応条件：1X AMV Reverse Transcriptase Reaction 
Buffer。dNTP（別売、#N0447）を添加。37–42℃でイン
キュベーション

熱による不活性化：85℃、5分間

ユニット定義：1 unitは、poly(rA)・oligo(dT)をテンプ
レートプライマーとして、37℃、10分間で、1 nmolの
dTTPを酸性不溶物質に取り込む酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

保存上の注意：解凍後は –20℃にて保存。凍結融
解を繰り返すと、酵素が失活する。長期間の保存

には、分注後 –70℃での保存を推奨

関連製品：

Monarch Total RNA Miniprep Kit 
#T2010S 50 preps  .............. ¥32,000

	■ cDNA合成

	■ RNAシーケンシング

	■ RT-PCR

WarmStart RTx Reverse Transcriptase n�r�q�h

#M0380S 50 reactions  ..........  ¥13,600  
#M0380L 250 reactions  .......... ¥54,200 

説明：WarmStar t RTx Reverse Transcriptaseは新規
RNA依存性 DNAポリメラーゼである。酵素と可逆
的に結合するアプタマーにより 40℃以下での酵素
活性が抑制されている。本酵素はプライマー存在

下において、RNAまたは ssDNAをテンプレートとし
て相補的 DNA 鎖を合成することができる（RNAの
場合、cDNA合成）。本酵素は LAMP法（loop-mediated 
isothermal amplification）に最適である。WarmStart
仕様により室温での反応セットアップが可能であり、

高い反応特異性を有する。RNase H活性を有する。

反応条件：1X Isothermal Amplification Buffer、テンプ
レート、プライマー、dNTPsと 0.25–0.5 µlの酵素を
含む 25 µlの反応溶液。cDNA合成の場合は 50–
55℃、ワンステップ RT-LAMPの場合は 65℃でイン
キュベーション。

熱による不活性化：80℃、10分間

ユニット定義：1 unitは、poly(rA)・oligo(dT)18をテン

プレートとして、50℃、20分間で、1 nmolの dT TP
を酸性不溶物質に取り込む酵素量として定義

濃度：15,000 units/ml
関連製品：

Monarch Total RNA Miniprep Kit 
#T2010S 50 preps  .............. ¥32,000

	■ RT-LAMP
	■ cDNA合成

	■ 室温での逆転写反応セットアップが 
可能

LAMP法の関連製品は 
76-79ページを参照

NEW
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Template Switching RT Enzyme Mix n�r�q�h

#M0466S 20 reactions  ..........  ¥13,300
#M0466L 100 reactions  .......... ¥53,200

説明：本酵素は逆転写反応の際に、合成した cDNA
の 3′末端にテンプレートに依存しない配列（主に
CCC）を付加する。このテンプレートスイッチング逆
転写（RT）法では、cDNAの 3′末端にユニバーサル
アダプター配列を組み込むことが可能であり、以下

のアプリケーションに使用できる：

• 1チューブ反応による cDNA合成および増幅

• 5′-Rapid Amplifi cation of cDNA Ends（RACE法）

• 転写産物の 5′末端をインタクトのまま保持した第
2鎖 cDNA合成

本製品は、逆転写反応時の効率的なテンプレートス

イッチングに最適化されている。本酵素ミックスは、

特別に配合されたバッファー中に RNase Inhibitorを
含んでおり、反応のセットアップが容易で、添加剤

を他に必要としない。本法は感度および特異性が

高く、バックグラウンドを最小に抑えつつ、わずか

2 pgのヒト total RNAから RNA-seqライブラリーを
作製したり、10 ngの total RNAから 5′-RACE法を実
施することが可能である。

構成品：

Template Switching RT Enzyme Mix（10X）
Template Switching RT Buffer（4X）

関連製品：

NEBNext Single Cell/Low Input RNA 
Library Prep Kit for Illumina
#E6420S 24 reactions  ............ ¥209,800
#E6420L 96 reactions  ............ ¥693,800

NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix
#M0541S 50 reactions  ..............  ¥11,000
#M0541L 250 reactions  .............. ¥44,000

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix
#M0494S 100 rxns (2 x 1.25 ml)  ..............  ¥21,000
#M0494L 500 rxns (10 x 1.25 ml)  .............. ¥84,000
#M0494X 500 rxns (1 x 12.5 ml)  .............. ¥84,000

NEB PCR Cloning Kit
#E1202S 20 reactions  .............. ¥36,600

Monarch Total RNA Miniprep Kit
#T2010S 50 preps  .............. ¥32,000

■ 逆転写反応中の cDNAの 3′末端に
ユニバーサルアダプター配列の
組み込み

■ 高感度の cDNA 増幅：シングルセル、
またはわずか 2 pgのヒト total RNA
からの RNAライブラリー調製に使用

■ 5′-Rapid Amplifi cation of cDNA Ends
（RACE 法）のためのシンプルな
ワークフロー

■ 転写産物の 5′末端を完全な状態で
保持した第 2 鎖 cDNA合成

Primer for cDNA Synthesis

オリゴ d(N)nプライマーは、3′ポリ Aテールが付加し
た mRNAあるいはテーリング cDNAのプライミング
およびシーケンシングに使用する。

メモ：#S1316には 5′リン酸が付加されていない。

製品 製品番号 容量 希望小売価格

Random Primer 6（5′d(N6)3′）  ~14.6 nmol S1230S 1.0 A260 unit ¥19,400

Random Primer 9（5′d(N9)3′）  ~11.6 nmol S1254S 1.0 A260 unit ¥19,400

Oligo d(T)23 VN S1327S 1.0 A260 unit ¥18,900

Random Primer Mix S1330S 100 µl（60 µM） ¥19,400

Oligo d(T)18 mRNA Primer S1316S 5.0 A260 units ¥19,900

mRNA
template

Cap or ppp

cDNA

RT primer

5´ 3´

5´

3´

5´ 3´
5´3´

5´ 3´
5´3´

Template-switching
oligo (TSO)

Non-templated
nucleotides

5´3´

Template switching

Reverse transcription

cDNA with a sequence-of-choice (adaptor, etc.) 
at the 3´ end (5´ end of transcript)

Optional adaptor
at 5´ end

RT primers

Oligo (dT)TTTTTT

Gene-speci�cCCACGA

RandomNNNNNN
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

ProtoScript Kitは高い逆転写効率を有する
2 µgのヒト脾臓トータル RNAを用いて 42℃で RT-PCR
を行った。ネガティブコントロール反応液（-RT）は 1X 
ProtoScript Reaction Mixのみとした。PCRは 3 種類の異
なるプライマーセットを用いて 1 X LongAmp Taq 2X 
MasterMix（NEB #M0287）で増幅した。

レーン 1：ベータアクチン（1.1 kb）
レーン 2：ネガティブコントロール（ベータアクチン）
レーン 3：Xrn -1（4.7 kb）
レーン 4：ネガティブコントロール（Xrn-1）
レーン 5： グアニンヌクレオチドエクスチェンジファク

ター p532（9.8 kb）
レーン 6：ネガティブコントロール（p532）
M：分子量マーカー、1 kb Plus DNA Ladder（NEB #N3200）

1 2 3 4 5 6 M

10.0
8.0
6.0
5.0
4.0
3.0

2.0

1.5

1.2
1.0
0.9
0.8
0.7

kb

ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis Kit r

#E6560S 30 rxns  .......... ¥22,000 
#E6560L 150 rxns  ..........  ¥87,800 

説明：ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis Kitに
は酵素ミックスとバッファーミックスが含まれている。

酵素ミックスは ProtoScript II Reverse Transcriptaseと
Murine RNase Inhibitorの混合液であり、バッファー
ミックスには dNTPsと専用バッファーが含まれてい
る。ProtoScript IIは RNase H活性を低減し、耐熱性
を向上させた改良型 M-MuLV逆転写酵素である。
野生型 M-MuLVよりも高い温度で第 1鎖 cDNA合成
を行うことができる。本酵素は 50℃まで活性を保
つことができるため、より高い特異性と cDNA合成
収量を示す。

本キットには逆転写用プライマー 2 種類とヌクレ
アーゼフリー水が含まれている。アンカーオリゴ dT
プライマー［d(T)23VN］は polyAテールの開始点にア
ニールする。また Random Primer Mixは RNAテンプ
レート（mRNAまたは polyAテールを持たない RNA）
の全体に渡って均一にプライミングすることができ

る。10 kb以上の第 1鎖 cDNA が合成可能である。

製品内容：

 – 10X ProtoScript II Enzyme Mix
 – 2X ProtoScript II Reaction Mix
 – Random Primer Mix（60 µM）、 
Oligo d(T)23 VN Primer（50 µM）** and Nuclease-free 
Water

** Oligo d(T)23 VNと Random Primer Mixは 1 mM dNTPを含む

広い範囲のDNAテンプレート量の頑強な増幅には、
OneTaq® または Q5 High-Fidelity DNA Polymerase
を推奨

関連製品：

Magnetic mRNA Isolation Kit  
#S1550S 25 isolations  ..........  ¥66,400 

RNase Inhibitor, Murine  
#M0314S 3,000 units  ........... ¥13,400  
#M0314L 15,000 units  ........... ¥53,100

Monarch Total RNA Miniprep Kit 
#T2010S 50 preps  ..........  ¥32,000

Random Primer Mix  
#S1330S 100 µl (60 µM)  ........... ¥19,400 

Oligo d(T)23VN*  
#S1327S 1.0 A260 unit  ........... ¥18,900 
* メモ：V = A、G、C、N = A、O、C、T

	■ 酵素ミックスとバッファーミックスに 
より、柔軟な反応のセットアップが 
可能

	■ あらゆる PCR反応との組み合わせが 
可能

	■ 微量 RNAより高効率の逆転写が可能

	■ ＞ 10 kbの cDNA合成が可能

	■ 便利な 2液タイプ

ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit r

#E6300S 30 rxns (20 µl vol)  ........  ¥28,200  
#E6300L 150 rxns (20 µl vol) ........ ¥112,300 

説明：ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kitには
酵素ミックスとバッファーミックスが含まれている。

酵素ミックスは M-MuLV Reverse Transcriptaseと
Murine RNase Inhibitorの混合液であり、バッファー
ミックスにはdNTPsと専用バッファーが含まれている。

本キットには逆転写用プライマー 2 種類とヌクレ
アーゼフリー水が含まれている。アンカーオリゴ dT
プライマー［d(T)23VN］は polyAテールの開始点にア
ニールする。また Random Primer Mixは RNAテンプ
レート（mRNAまたは polyAテールを持たない RNA）
の全体に渡って均一にプライミングすることができ

る。13 kb以上の第 1鎖 cDNA が合成可能である。

製品内容：

 – 10X ProtoScript Enzyme Mix
 – 2X ProtoScript Reaction Mix
 – Random Primer Mix（60 µM）
 – Oligo d(T)23 VN primer（50 µM）** and Nuclease-free 
Water

** Oligo d(T)23 VN Primerと Random Primer Mixは 1mM dNTP
を含む

関連製品：

Magnetic mRNA Isolation Kit  
#S1550S 25 isolations  .............. ¥66,400

Monarch Total RNA Miniprep Kit 
#T2010S 50 preps  .............. ¥32,000

	■ 酵素ミックスとバッファーミックスに 
より、簡単に反応セットアップが可能

	■ あらゆる PCR反応との組み合わせが 
可能

	■ 微量 RNAより高効率の逆転写が可能

	■ ＞ 5 kbの cDNA合成が可能

cDNA合成
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RT-PCR & RT-qPCR Kits r� 詳細は74–77ページを参照

Luna® Probe One-Step RT-qPCR Kit (No ROX) 
#E3007E 2,500 reactions  .........¥211,000

 
Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG 
#M3019S 200 reactions  ...........¥40,000 
#M3019L 500 reactions  ...........¥90,000 
#M3019X 1,000 reactions  .........¥160,000 
#M3019E 2,000 reactions  ........ ¥283,000

 
Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit 
#E3030S 100 reactions  .........¥122,500

 
Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit 
#E3031S 100 reactions  ......... ¥116,400

Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit 
#E3005S 200 reactions  .......... ¥26,900 
#E3005L 500 reactions  .......... ¥60,600 
#E3005X 1,000 reactions  ........ ¥105,400 
#E3005E 2,500 reactions  .......  ¥234,800

Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit 
#E3006S 200 reactions  ..........  ¥24,400 
#E3006L 500 reactions  .......... ¥54,800 
#E3006X 1,000 reactions  .......... ¥96,000 
#E3006E 2,500 reactions  ........  ¥211,000

OneTaq One-Step RT-PCR Kit 
#E5315S 30 reactions  .......... ¥30,200

OneTaq RT-PCR Kit 
#E5310S 30 reactions  .......... ¥25,500

 
Luna SARS-CoV-2 RT-qPCR  
Multiplex Assay Kit 
#E3019S 96 reactions  ...........¥54,000 
#E3019L 480 reactions  .........¥240,000

RNA Ligase Activity Chart

NEBでは様々な DNAと RNA研究用リガーゼを提供している。これらの酵素の多くはリコンビナントタンパク
質であり、他の NEB製品と同様に品質および信頼性が高い。以下の図に各 T4リガーゼの活性をアプリケー
ション別に示している。DNAリガーゼの選択チャートは 100ページにも記載している。

T4リガーゼの活性およびアプリケーション

OH P

T4 RNA Ligase 1

1

OH
pNp

pdNp

2

OH
3

5

App

4

OH

OH P

2

OH P

1

OH P

T4 RNA Ligase 2

3

4

OH P

OH P

T4 RNA Ligase 2 Truncated 
T4 RNA Ligase 2 Truncated K227Q

T4 RNA Ligase 2 Truncated KQ

1

OH
2

OH
App

App

OH
3 App

T4 DNA Ligase

1

2

OH P

OH P

Thermostable 5´ App DNA/RNA Ligase

1

2

3

App

OH
App

OH

OH
App

OH P

T3 DNA Ligase

1

RNA

DNA

SplintR Ligase

1

OH P

2

OH P

RtcB Ligase

1

2

OHP

OHP

5´ Adenylation Kit

1

2

Appss DNA5´ Pss DNA

App RNA5´ P RNA

ssDNA 3´ppAssDNA 3´ p

RNA 2´,3´cyclic pRNA 3´ p

3

4

上記の活性を得るには反応条件の最適化が必要な場合がある。

OH P

T3 DNA Ligase

1

RNA

DNA

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

RNA Ligase Activity Chart

RNAリガーゼ選択チャート

T4 RNA 
Ligase 1

T4 RNA 
Ligase 2

T4 RNA  
Ligase 2 

Truncated

T4 RNA 
Ligase 2, 
Truncated 

K227Q

T4 RNA 
Ligase 2,  

Truncated KQ

Thermostable 
5′ App 

DNA/RNA  
Ligase

5′ Adeny- 
lation Kit

SPLINTR 
Ligase

RtcB  
ligase

RNAアプリケーション

2本鎖 RNA中の 
ニックライゲーション

★★★

RNA3′末端のラベリング ★★★ ★ ★ ★ ★

1本鎖 RNAの 
ライゲーション

★★★

アデニル化アダプターの 
RNAへのライゲーション

★★ ★★ ★★ ★★★ ★★

5′アデニル化 ★★★

3′Pと 5′OH-1本鎖 
RNAのライゲーション

★★★

DNAアプリケーション

アデニル化アダプターの 1本鎖 
DNAへのライゲーション

★★★

DNA/RNAアプリケーション

2本鎖構造における 
DNAおよび RNAの結合

★★

RNAスプリント上で 1本鎖 
DNAのライゲーション

★★ ★★★

3′Pと 5′OH-1本鎖 
DNA/RNAのライゲーション

★★

NGSアプリケーション

NGSライブラリー調製 
1本鎖 RNAと 1本鎖 DNAの 
ライゲーション

▲ ▲ ▲ ▲

NGSライブラリー調製 
1本鎖 RNAと 2本鎖アダプター
のライゲーション

▲

特徴

耐熱性 4 4

リコンビナント 4 4 4 4 4 4 4 4 4

 ★★★ 最適、そのアプリケーションに推奨されるリガーゼ
 ★★ そのアプリケーションで良好に使用可能
 ★ そのアプリケーションに使用できるが、推奨されない
 ▲ 最適な酵素を選択するためには NGSのプロトコールを参考にする

RT-PCR, RT-qPCR & RNAリガーゼ

Michael is a Development Scientist in our 
Organic Synthesis Division, developing and 

producing nucleotides, oligonucleotides and 
beaded resins. When he is not in the lab, 

Michael enjoys the outdoors, fitness, 
reading, and music.
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T4 RNA Ligase 1 (ssRNA Ligase) n�r�(�>

T4 RNA Ligase 1 (ssRNA Ligase) 
#M0204S 1,000 units  ..........  ¥11,900 
#M0204L 5,000 units  ........... ¥47,100

T4 RNA Ligase 1 (ssRNA Ligase)  
High Concentration（高濃度品） 
#M0437M 5,000 units  ........... ¥47,100

説 明：T4 RNA Ligase 1（ssRNA Ligase）は 3′→ 
5′ホスホジエステル結合を形成することにより、核
酸の 5′末端のリン酸基（ドナー）を 3′末端のヒドロ
キシル基（アクセプター）にライゲーションする。そ

の際、ATPが AMPと PPiに加水分解される。基質
として 1本鎖 RNAと 1本鎖 DNA、ジヌクレオシド
ピロリン酸が使用可能である。

反応条件：1X T4 RNA Ligase Reaction Buffer、1 mM 
ATPを加え 25℃でインキュベーション。

熱による不活性化：65℃、15分間、もしくはボイル
で 2分間

メモ：pCpのライゲーションには DMSOを 10%（v/v）
添加

付属試薬：

• 10X T4 RNA Ligase Reaction Buffer
• 10 mM ATP（#M0204に付属）または 100 mM ATP
（#M0437に付属）

• 50% PEG 8000

ユニット定義：1 uni tは、37℃、30分間で、1 nmol
の 5′-［32P］rA16をホスファターゼ耐性型に変換す
るために必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml（#M0204）または 
30,000 units/ml（#M0437）

関連製品：

Adenosine 5′- Triphosphate (ATP) 
#P0756S 1 ml  ............  ¥6,200 
#P0756L 5 ml  ........... ¥24,500

Universal miRNA Cloning Linker 
#S1315S 5 µg  ........... ¥44,100

	■ 1本鎖 RNAおよび 1本鎖 DNAの 
ライゲーション

	■ RNAの 3′-末端を 5′-［ 32P］pCpで標識

	■ RNAと DNAの分子内、分子間連結

	■ 1本鎖オリゴデオキシリボヌクレオチド
の合成

	■ 非天然アミノ酸のタンパク質への 
取り込み

T4 RNA Ligase 2 (dsRNA Ligase) n�r�w�q

#M0239S 150 units  ..........  ¥15,400 
#M0239L 750 units  ..........  ¥16,300

説明：T4 RNA Ligase 2は T4 Rnl-2（gp24.1）とも呼ば 
れ、RNAの分子間および分子内の連結活性を有す
る。T4 RNA Ligase 1（NEB #M0204）とは異なり、T4 
RNA Ligase 2は 1本鎖 RNAの末端を結合する活性
に比べて 2本鎖 RNAのニックを結合する活性が非
常に高い。ライゲーションには 5′リン酸基と 3′ヒド
ロキシ基が隣接している必要がある。また RNAの 
3′ヒドロキシ基を 2本鎖 DNAの 5′リン酸基にライ
ゲーションして DNA/RNAハイブリッドを作製するの
に最適である。

反応条件：1X T4 RNA Ligase 2 Reaction Buffer。37℃
でインキュベーション

熱による不活性化：80℃、5分間

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 20 µl中、
37℃、30分間で、0.4 µgの 23-mer RNAおよび 17-
mer RNAの等モル混合物をライゲーションするため
に必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

	■ 突出末端アダプターライゲーション

	■ 2本鎖 RNA中のニックライゲーション

	■ DNA/RNA ハイブリッドの作製

T4 RNA Ligase 2, truncated n�r�(�>

#M0242S 2,000 units  ..........  ¥12,900 
#M0242L 10,000 units  ........... ¥51,100

説明：T4 RNA Ligase 2, truncated（T4 Rnl2 truncated） 
は、アデニル化された DNAまたは RNAの 5′末端を
RNAの 3′末端に特異的にライゲーションする。ATP
を必要としないが、基質を事前にアデニル化してお

く必要がある。本酵素は T4 RNA Ligase 2の最初の
249アミノ酸をコードするプラスミドを大腸菌内で発
現して精製。完全長のリガーゼと異なり、T4 Rnl2 
t runca tedは基質の 5′末端をアデニル化できないた
め、RNAまたは DNAのリン酸化 5′末端を RNAの 3
′末端にライゲーションできない。Rnl2（1–249）とも
呼ばれる。本酵素でリンカーライゲーションして

microRNAクローニングをすることができる。またア
デニル化されたプライマーだけを基質とするので、

ライゲーションのバックグラウンドを減らすことが可

能である。

反応条件：1X T4 RNA Ligase Reaction Buffer、25℃で
インキュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

付属試薬：

• 10X T4 RNA Ligase Reaction Buffer
• 50% PEG 8000

ユニット定義：200 uni tは、全反応溶液 10 µl中、
25℃、1時間で、31-merの RNAと 17-merのアデニ
ル化末端の 80%をライゲーションするために必要
な酵素量として定義

濃度：200,000 units/ml

関連製品：

Universal miRNA Cloning Linker 
#S1315S 5 µg  ..............  ¥44,100

	■ アデニル化した RNAまたは DNAを 
RNAの 3′末端にライゲーション

	■ 1本鎖アデニル化プライマーを 
Small RNAに結合して 
cDNAライブラリーを作製

	■ 1本鎖アデニル化プライマーを 
RNAに結合して鎖特異的な 
cDNAライブラリーを作製
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T4 RNA Ligase 2, truncated K227Q and truncated KQ　　r�(�>

T4 RNA Ligase 2, truncated K227Q 
#M0351S 2,000 units  ..........  ¥13,400 
#M0351L 10,000 units  ..........  ¥53,100

T4 RNA Ligase 2, truncated KQ 
#M0373S 2,000 units  ..........  ¥13,400 
#M0373L 10,000 units  ..........  ¥53,100

説明：T4 RNA Ligase 2, truncated KQ（T4 Rnl2tr KQ） 
は、アデニル化された DNAまたは RNAの 5′末端を
RNAの 3′ヒドロキシ末端に特異的にライゲーション
する。ATPを必要としないが、基質を事前にアデニ
ル化しておく必要がある。

T4 RNA Ligase 2, truncated（T4 Rnl2tr：NEB #M0242） 
は K227に変異を導入することにより、酵素のリシ
ルアデニル化活性が低減している。T4 Rnl2tr K227Q 
は RNA の 5′リン酸へのアデニル基転移活性が低減
されているため、望ましくないライゲーション産物

（コンカテマーや環状 DNA）を減少させる。T4 Rnl2tr 
KQは T4 Rnl2t r のダブルポイントミュータントでる。
T4 Rnl2tr K227Qの R55K変異体で、酵素のライゲー
ション活性は T4 Rnl2tr と同程度である。

ATPの必要が無いこと、アデニル化したリンカーの
使用、それに酵素のリシルアデニル化活性の低減

によって、ライゲーション反応のバックグラウンドを

最小化できるため、Small RNA用シーケンスライブ
ラリー調製におけるリンカー（アダプター）ライゲー

ションに使用することができる。

由来：T4 RNA Ligase 2の最初の 249 アミノ酸を 
コードするプラスミドからMBP融合タンパク質とし
て大腸菌内で発現。T4 Rnl2t r K227Qは、227番目
の K227Q変異を導入。T4 Rnl2t r KQは、R55Kおよ
び K227Q変異を導入。

反応条件：1X T4 RNA Ligase Reaction Buffer。25℃で
インキュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

付属試薬：

• 10X T4 RNA Ligase Reaction Buffer
• 50% PEG 8000

ユニット定義：200 uni tは、全反応溶液 10 µl中、
25℃、1時間で、31-merの RNAと 17-merのアデニ
ル化 DNA 末端［Universal miRNA Cloning Linker（NEB 
#S1315）］の 80%をライゲーションするために必要
な酵素量として定義

濃度：200,000 units/ml

関連製品：

Universal miRNA Cloning Linker 
#S1315S 5 µg  ..............  ¥44,100 

	■ アデニル化した RNAまたは DNAを 
RNAの 3′末端にライゲーション

	■ 1本鎖アデニル化プライマーを 
Small RNAに結合して 
cDNAライブラリーを作製

	■ 1本鎖アデニル化プライマーを 
RNAに結合して鎖特異的な 
cDNAライブラリーを作製

RtcB Ligase n�r�d�w�

#M0458S 25 reactions  ..........  ¥12,800 説明：RtcB Ligaseは 3′リン酸および 2′, 3′サイク 
リックモノリン酸末端 1本鎖 RNAと 5′ヒドロキシ 
1本鎖 RNAをライゲーションする。ライゲーション
反応には GTPとMgCl2が必要であり、中間体として

グアニル酸を介して触媒される。2′, 3′サイクリック
モノリン酸 RNAは末端が 3′リン酸に加水分解され
た後に 5′ヒドロキシと結合（ライゲーション）される。

由来：Hisタグ融合タンパク質として大腸菌内で発現

反応条件：1X RtcB Reaction Buffer。37℃でインキュ
ベーション

濃度：15 µM

付属品：

• 10X RtcB Reaction Buffer
• MnCl2（10 mM）
• GTP（10 mM）

	■ 3′-phosphate/2′, 3′-cyclic phosphate 
末端 ssRNA/ssDNAと 5′-OH ssRNAを 
ライゲーション

	■ 1本鎖 RNAの環状化

本酵素は Enzyme for Innovation（EFI）の 
1つである。EFIは、新しく革新的なアプリケー
ションの発見を可能にすることを期待して、

科学界に独自の酵素を届けるために NEB が
開始したプロジェクトである。詳細なリスト

についてはウェブサイト（w w w.neb.com/
EnzymesforInnovation）を参照。

Thermostable 5′ AppDNA/RNA Ligase n�r�^�9

#M0319S 10 reactions  ..........  ¥13,400 
#M0319L 50 reactions  .......... ¥ 53,100

説 明：Thermostable 5′AppDNA / RNA Ligase は、
Methanobacterium thermoautotrophicum 由来の RNAリ
ガーゼの触媒リシンのポイントミュータントである。

ATP非依存性である。RNAもしくは 1本鎖 DNAの 
3′ヒドロキシ末端へのライゲーションには、5′アデニ
ル化リンカーを必要とする。2′-O-メチル化 3′末端
を有する RNAを 5′アデニル化リンカーにライゲー
ションすることもできる。ライゲーション反応の至

適温度は 60–65℃である。この変異型リガーゼは
RNAもしくは 1本鎖 DNAの 5′リン酸をアデニル化す
ることはできないため、望ましくないライゲーション

産物（コンカタマーや環状 DNA）を低減できる。

本リガーゼは 65℃でも活性を有するため、RNAラ
イゲーション実験の妨げとなる二次構造形成を低減

できる。

由来：Hisタグ融合タンパク質として大腸菌内で発現

反応条件：1X NEBuffer 1。65℃でインキュベーション

付属品：

• 10X NEBuffer 1
• 10X MnCl2

濃度：20 µM

メモ：1本鎖 DNAをアデニル化リンカーにライゲー
ションするためには、Mn2+を添加した NEBuffer 1の
使用を推奨

関連製品：

Universal miRNA Cloning Linker 
#S1315S 5 µg  ..............  ¥44,100

	■ NGAライブラリー調製において 
アデニル化 DNAリンカーを 
1本鎖 DNAへライゲーション

	■ Small RNA NGAライブラリー調製に 
おいて高い温度でアデニル化 
リンカーを RNAにライゲーション

RNAリガーゼ
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5′ DNA Adenylation Kit r�^

#E2610S 10 reactions  .......... ¥21,500 
#E2610L 50 reactions  .......... ¥85,800

説明：5′DNA Adenylation Kitでは、Mth RNAリガーゼ、
ATP、5′-リン酸化 1本鎖 DNAを用いて、5′アデニル
化オリゴ DNAを簡単かつ効率的に作製できる。3′
ターミネーターの有無に関わらず、アデニル化 DNA
中間体を作製できる。また pDNA から AppDNAを
95%以上の変換効率で作製できるため、ゲル抽出
などの精製は不要である。

製品内容：

 – Mth RNA Ligase（Recombinant）
 – 5′ DNA Adenylation Reaction Buffer（10X）
 – 1 mM ATP

メモ：酵素のターンオーバーが遅いので、酵素とオ

リゴヌクレオチド基質濃度を等モルにすると良い。

アデニル化 DNAリンカーは、NGSの cDNAライブラ
リー調製における RNA 3′末端ライゲーションに用い
ることができる。	■ NGSにおいて、1本鎖 DNAリンカーを 

酵素的に 5′アデニル化

	■ ワンステップで定量的にアデニル化

	■ 既存の化学的、酵素的手法よりも簡単

	■ 反応産物の精製ステップが不要

SplintR Ligase n�r�(�>

#M0375S 1,250 units  ..........  ¥18,400 
#M0375L 6,250 units  .......... ¥82,700

説明：SplintR Ligaseは RNA splint上の 1本鎖 DNA
をライゲーションする。PBCV-1 DNA Ligaseもしくは
Chorella virus DNA Ligaseとしても知られる。miRNA
や mRNA、SNPs解析に使用できる。また NGSワー
クフローや分子診断におけるターゲット濃縮にも使

用できる。RNA splint上の DNAに対する活性が高く
（Km = 1 nM）、サブナノモルレベルで RNAの検出が
できるため、RNA検出技術に使用することが可能
である。

反応条件：1X SplintR Ligase Reaction Buffer。25℃で
インキュベーション

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1ユニットは 20 µlの 1X SplintR Ligase 
Reac t ion Buf fe r 中、25 ℃、15 分 間 で 2 pmol の
tripartite FAM-labeled DNA:RNA hybridの 50％をライ
ゲーションするために必要な酵素量と定義

濃度：25,000 units/ml

	■ RNA スプリントを使用した 
1本鎖 DNAのライゲーション

	■ miRNAとmRNA、SNPの検出

RNA 5′ Pyrophosphohydrolase (RppH) r�w�

#M0356S 200 units  ..........  ¥17,400 説明：バクテリア RNA 5′P yrophosphohydrolase 
（RppH）は RNAの 5′三リン酸からピロリン酸を除去
して、5′モノリン酸 RNAに変換する。RppHタンパ
ク質は NudH/ YgdPとしても知られ、ジアデノシン 5
リン酸を ADPと ATPに分割する。

反応条件：1X NEBuf fer 2、37℃でインキュベー 
ション。

付属試薬：

• 10X NEBuffer 2

ユニット定義：1 unitは 37℃、30分で、1 µgの 300-
mer RNA転写産物を、XRN-1で分解可能な RNAに
するために必要な酵素量と定義

濃度：5,000 unit/ml

	■ 5′三リン酸 RNAを 
5′モノリン酸 RNAに変換

	■ ライゲーションのための 
5′モノリン酸 RNAの作製

	■ RNAの 5′末端の解析

5′ Deadenylase r�x�/�

#M0331S 2,500 units  ..........  ¥13,900 説明：酵母由来の 5′Deadenylaseはヒスチジン三連
構造（HIT）ファミリーの、特に Hintブランチに属す
るタンパク質である。アプラタキシンの酵母オーソ

ログである。ヒトアプラタキシン上に生じた変異は

神経疾患である ataxia oculomotorataxia 1（AOA1）に
関与していることが知られている。ヒトアプラタキ

シンは DNA の 5′末端より AMPを除去すること
（AMP-DNA 加水分解酵素活性）により、不完全なラ
イゲーション中間体を解消する。また、3′-リン酸、
3′-ホスホグリコール酸を除去することにより、3′末
端の DNA損傷を修復する。ヒトアプラタキシンはヌ
クレオチドポリリン酸塩ジアデノシン四リン酸

（AppppA）、lysyl-AMPなどの低分子に活性を示す。

5′Deadenylaseは S. cerevisiae の HNT3 遺伝子にコー
ドされている。NEBは本酵素が DNAおよび RNAの
5′末端を脱アデニル化し、5′リン酸化末端を産生す
ることを証明している。また AppppAを ATPおよび
AMPに切断する。lysyl-AMPに対する活性は検出さ
れない。

反応条件：1X NEBuf fer 2、30℃でインキュベー 
ション。

熱による不活性化：70℃、20分間

ユニット定義：1 unitは、30℃、10分間で、10 pmol
の AMPを 5′-アデニル化 DNAオリゴから切り離す
ために必要な酵素量として定義

濃度：50,000 units/ml

	■ DNAおよび RNAの 5′末端の 
脱アデニル化

	■ アプラタキシン依存性 DNA修復 
アッセイ

	■ ジヌクレオチド四リン酸の解析
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RNase If r�w�/

#M0243S 5,000 units  ..........  ¥12,400 
#M0243L 25,000 units  ..........  ¥49,100

説明：リボヌクレアーゼ If（RNase If）は 1本鎖特異的
RNAエンドヌクレアーゼである。すべての RNAジヌ
クレオチド結合を解裂し、5′ヒドロキシと 2′, 3′サイ
クリックモノリン酸を生じる。RNase I fは大腸菌由

来 RNase Iおよびマルトース結合タンパク質のリコン
ビナント融合タンパク質であり、RNase Iと同一の活
性を有する。

反応条件：1X NEBuf fer 3、37℃でインキュベー 
ション。

熱による不活性化：70℃、20分間

使用上の注意：RNase I f は DNAを切断しない。
RNase I fは、2本鎖 RNAに比べて 1本鎖 RNAに対
する活性が高い。

ユニット定義：1 unitは、1X NEBuffer 3を含む 10 µl
の反応溶液中、15 分間で、1 pmolの合成 1本鎖
RNA 33-merを完全に切断するために必要な酵素量
として定義。SYBR ® Goldで染色した 20%アクリル
アミドゲル（40：1 Bis）で確認。

濃度：50,000 units/ml

SYBR® is a registered trademark of Molecular Probes, Inc.

	■ DNAおよびタンパク質試料から 
RNAを除去

	■ 1本鎖 RNAをモノヌクレオチド、 
ジヌクレオチド、トリヌクレオチドに 
分解

	■ リボヌクレアーゼ・プロテクション 
アッセイ

RNase H r�w�>

#M0297S 250 units  ..........  ¥13,400 
#M0297L 1,250 units  ..........  ¥53,100

説明：リボヌクレアーゼ H（RNase H）は、DNAにハ
イブリダイゼーションした RNAのホスホジエステル
結合を特異的に加水分解するエンドリボヌクレアー

ゼである。1本鎖 DNAまたは 2本鎖 DNAを切断し
ない。

反応条件：1X RNase H Reaction Buffer、37℃でイン 
キュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

ユニット定義：1 unitは、50 µlの反応溶液中、50℃、
20 分間で、20 pmolの 50 塩基の RNA-DNA から 
1 nmolのリボヌクレオチドを産生する酵素量として
定義

濃度：5,000 units/ml

	■ poly(dT)にハイブリダイゼーション 
した mRNAの poly(A)テールを除去

	■ cDNA 第 2 鎖合成時の mRNA除去

Thermostable RNase H r�)�9

#M0523S 250 units  .......... ¥26,600 説明：Thermostable RNase Hは、DNA にハイブリダ
イゼーションした RNAのホスホジエステル結合を特
異的に分解する。DNA 鎖は切断しない。本酵素は
大腸菌由来の RNase Hを同じ切断特異性を有する
が、より高温で活性を示す。

反応条件：1X RNase H Reaction Buffer、37℃でイン 
キュベーション。

ユニット定義：1 uni t は、50 µl の反応溶液中、
50℃、20 分間で、40 pmolの 25塩基の RNA-DNA
から 1 nmolのリボヌクレオチドを産生する酵素量と
して定義

濃度：5,000 units/ml

	■ 厳密な RNA構造マッピングと 
部位特異的 RNA切断

	■ オリゴ dTにハイブリダイズした 
mRNA からポリAを除去

	■ 第 2 鎖 DNA合成中の mRNAの除去

	■ 等温増幅法に使用可能

RNase HII r�w�9

#M0288S 250 units  ..........  ¥11,800 
#M0288L 1,250 units  .......... ¥46,900

説明：Ribonuclease HII（RNase HII）は 2本鎖 DNAの
リボヌクレオチドの 5′側に優先的にニックを入れる
エンドリボヌクレアーゼである。5′リン酸および 3′ヒ
ドロキシ末端を産生する。また岡崎フラグメントの

RNA 鎖側に複数のニックを導入する。

由来：E. coli由来の RNase HII（rnhB）遺伝子とマル 
トース結合タンパク質（MBP）をコードする遺伝子の
融合遺伝子を有する大腸菌。アフィニティークロマ

トグラフィーで精製後、Fac tor XaによりMBPを
RNase HIIから切り離し、さらに MBPおよび Factor 
Xaを除去する。MBPが切り離された RNase HIIの N
末端には 4アミノ酸残基（Ile-Ser-Glu-Phe）が付加し
ている。

反応条件：1X ThermoPol Reaction Buffer、37℃でイン
キュベーション

ユニット定義：1 uni tは、1X ThermoPol Reac t ion 
Buf fer中、37℃、30分間で、100 pmolの合成 2本
鎖 DNA 基質にニックを挿入し、それに相当する蛍
光シグナルを発するために必要な酵素量として定義

される。2本鎖 DNA 基質は蛍光色素分子 /クエン
チャーペアのクエンチャー付近にリボヌクレオチド

を 1塩基含む。

濃度：5,000 units/ml

メモ：0.1% SDSを添加してインキュベーションすれ
ば不活性化が可能

	■ ポリメラーゼ産物のリボヌクレオチド 
取り込み部位をニッキング

	■ T7 Endo Iと共に使用して 
リボヌクレオチド取込み部位で 
2本鎖を切断

	■ 岡崎フラグメント、RNA/DNA 
ハイブリッドの RNA 鎖の分解

RNAリガーゼ & Endonuclease
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Phosphorylation and Dephosphorylation � 詳細は104–106ページを参照

Quick CIP 
#M0525S 1,000 U  ..........  ¥11,000 
#M0525L 5,000 U  .......... ¥53,000

Antarctic Phosphatase 
#M0289S 1,000 units  ..........  ¥11,200 
#M0289L 5,000 units  .......... ¥44,900

Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) 
#M0371S 500 units  ..........  ¥11,200 
#M0371L 2,500 units  .......... ¥44,900

T4 Polynucleotide Kinase 
#M0201S 500 units  ............  ¥8,100 
#M0201L 2,500 units  .......... ¥32,200

ShortCut RNase III r�w�9

#M0245S 200 units  ..........  ¥25,100 
#M0245L 1,000 units  ........  ¥100,100

説明：ShortCut RNase IIIは長い 2本鎖 RNAを分解 
し、哺乳類細胞での RNAiに適した短い（18–25 bp）
干渉 RNA（siRNA）の混合物を生成する。1.5 unit（1 
µl）で 1 µgの 2本鎖 RNAを siRNAに変換すること
ができる。

由来：大腸菌 RNase III遺伝子（rnc）のマルトース結
合タンパク質（MBP）融合遺伝子を有する大腸菌

反応条件：1X ShortCut RNase III Reaction Buffer［50 
mM Tris-HCl、1 mM DTT（pH 7.5@25℃）］、付属の
20 mM MnCl2を添加し、37℃でインキュベーション

品質管理：エキソヌクレアーゼとエンドヌクレアーゼ

とのコンタミネーションが無いことを確認

ユニット定義：1 uni t は、50 µl の反応溶液中、
37℃、20分間で、1 µgの 2本鎖 RNAを siRNAに分
解するために必要な酵素量として定義

濃度：2,000 units/ml

特長：

	■ 標的遺伝子によらず効率的に siRNAを作製
	■ siRNA 混合物を生成するため、標的遺伝子を高
効率でサイレンシング

	■ DNAテンプレートからトランスフェクションまで
の操作がわずか 1日で完了

	■ 合成 siRNAとは異なり、最適化が最小限

	■ RNA干渉のための siRNAの作製

	■ 標的遺伝子のサイレンシング

	■ 標的遺伝子の評価

	■ 長い 2本鎖 RNAの除去

XRN-1 r�w�/

#M0338S 20 units  ..........  ¥16,400 
#M0338L 100 units  .......... ¥65,400 

説明：XRN-1は 5′モノリン酸を持つ RNAを分解する
5′→ 3′エキソリボヌクレアーゼである。5′リン酸化 
1本鎖 DNAにも低い活性を示す。tRNAなど、5′リン
酸が付加していても 5′末端陥没末端である RNAの
切断には適していない。また 5′末端が二リン酸、三
リン酸、OH、またはキャップ構造の 2本鎖 DNA、 
1本鎖 DNA、RNAは切断しない。

反応条件：1X NEBuf fer 3、37℃でインキュベー 
ション。

熱による不活性化：70℃、10分間

ユニット定義：1 unitは、37℃、60分間で、1 µgの 
リン酸化酵母 RNAを消化するために必要な酵素量
として定義

濃度：1,000 units/ml
	■ RNA 混合液から 5′モノリン酸を持つ 

RNAを除去

ShortCut  
RNase III

B

ShortCut RNase IIIは 2 本鎖 DNA から siRNAを作製
A）2 µgの 2本鎖 RNA（500 bp）を異なる量の Shor tCut 
RNase I I Iと 20 分間インキュベーションした。B）異なる
長さの 2 本鎖 RNA（1 kb および 175 bp）を Shor tCut 
RNase IIIで切断した。20% TBEポリアクリルアミドゲル
電気泳動で分析。

 0 0.5 1 2 4 8 16 ShortCut  
RNase III (µl)

– + – + 
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Exonuclease T n�r�(�>

#M0265S 250 units  .......... ¥13,200 
#M0265L 1,250 units  ..........  ¥53,100 

説明：Exonuclease T（Exo T）は、RNaseTとしても知
られ、フリーの 3′末端からヌクレオチドを 3′→ 5′の
方向に除去する 1本鎖 DNAまたは RNA特異的ヌク
レアーゼである。3′突出末端を持つ RNAや DNAか
ら平滑末端を生産することもできる。

由来：C-末端マルトース結合タンパク質（MBP）融
合タンパク質として過剰発現され精製される。続い

て Factor XaによりMBPが切断され、Exonuclease T
が精製される。MBPが切断された Exo Tは、1残基
のアミノ酸が N-末端に追加されており、Metが Phe
に変換されている（すなわち、Met-E xo Tではなく
Glu-Phe-Exo T）。

反応条件：1X NEBuf fer 4、25℃でインキュベー 
ション。

熱による不活性化：70℃、10分間

品質管理：エンドヌクレアーゼとエキソヌクレアーゼ

のコンタミネーションが無いことを確認

ユニット定義：1 uni tは、100 µlの反応全容量中、
25℃、30分で、1 nmolの［3H］標識した poly Tか
ら 0.1 nmolの TCA溶解性 DNAを生成するために必
要な酵素量として定義

濃度：5,000 units/ml

メモ：DNAと比較して、RNAに対する活性は 100分
の 1である。RNAを分解する場合、標準的な反応
条件下で 1.0 pmolの rA20を完全に切断（ゲル電気
泳動で確認）するために 1 unitの Exo Tが必要

	■ DNAおよび RNAの 3′突出末端を 
平滑化

Nucleoside Digestion Mix w

#M0649S 50 reactions  ..........  ¥21,400 説明：Nucleoside Digestion Mixは、DNAまたは RNA
を完全にヌクレオシドまで分解できる酵素ミックス

である。LC-MSによる定量分析に最適であり、複
数の連続的消化反応がワンステップ反応で完了す

る。Nucleoside Digestion Mixは、ssDNA、dsDNA、
DNA/RNAハイブリッド、および RNA（mRNAのキャッ
プ構造を除く）を消化し、エピジェネティックな修飾

（m5C、hm5C、f5C、ca5C、m4C、m6A など）、非
天然塩基、損傷塩基を含む場合でも消化できる。

さらに、低グリセロールの配合（1%未満）により、
質量分析においてグリセロールに起因するイオン化

抑制が有意に軽減されている。

反応条件：1X Nucleoside Diges t ion Mix Reac t ion 
Buffer。37℃でインキュベーション。

	■ 簡便な 1ステップのプロトコール

	■ DNAと RNAの双方を個々の 
ヌクレオシドまで消化

	■ 低グリセロールの配合により、 
質量分析においてグリセロールに起因
するイオン化抑制を軽減

DNase I (RNase-free) n�r�w�?

#M0303S 1,000 units  ..........  ¥13,000 
#M0303L 5,000 units  .......... ¥52,000

説明：DNase I（RNaseフリー）は、DNAを非特異的
に分解するエンドヌクレアーゼである。分解産物は

5′-リン酸基と 3′-ヒドロキシ基末端を持つジヌクレ
オチド、トリヌクレオチド、オリゴヌクレオチドである 
1本鎖および 2本鎖 DNA、クロマチンおよび RNA：
DNAハイブリッドを分解する。

反応条件：1X DNase I Reaction Buf fer、37℃でイン 
キュベート。

熱による不活性化：75℃、10分間

ユニット定義：1 unitは、50 µlの全反応容量中、
37℃、10分間で、1 µgの pBR322 DNAを完全に分
解する酵素量として定義。

「DNAを完全に分解する」とは、DNA断片がテトラ
ヌクレオチド以下に分解されることと定義

濃度：2,000 units/ml

メモ：不活性化反応中に RNA が分解しないように、
EDTAを終濃度が 5 mMとなるように添加すること
を推奨

	■ 転写反応後の DNAテンプレートの分解

	■ RNAサンプルからの 
ゲノム DNAコンタミネーションの除去

	■ DNase Iフットプリンティング

	■ ニックトランスレーション

RNase Inhibitor, Murine r

#M0314S 3,000 units  ..........  ¥13,400 
#M0314L 15,000 units  ..........  ¥53,100

説明：RNase Inhibitor, Murineはマウス由来の 50 kDa
のリコンビナントタンパク質であり、RNase A、B、C
を特異的に阻害する。RNaseと高い親和性で結合 
（1：1の比率で非共有結合）することにより RNase
活性を阻害する。RNase 1、RNase T1、S1 Nuclease、
RNase H、Aspergillus 由来の RNaseに対する阻害効
果は低い。また Taq DNA ポリメラーゼ、AMV、
MMuLV逆転写酵素またはファージ RNAポリメラー
ゼ（SP6、T7、T3）を阻害しないため、共に使用で
きる。

RNase Inhibitor, Murineは、RNase Inhibitor, Human P 
lacentaに存在する 2個のシステインを保有しない。
これらのシステインは非常に酸化に弱く、インヒビ

ターの不活性化の原因となる。そのためヒト /ブタ
由来の RNaseインヒビターと比較して酸化に対する
耐性が高く、DT T濃度が低い条件下（<1 mM）でも
安定である。このような特性は、高濃度の DT Tが
反応を阻害するような反応系（リアルタイム RT-PCR
など）において有用である。

ユニット定義：1 unitは、5 ngの RNase A 活性を
50%阻害するために必要な酵素量として定義。
RNase Aによるシチジン 2, 3′-サイクリックモノリン
酸の加水分解阻害でアッセイ

濃度：40,000 units/ml	■ 一般的な真核生物の RNaseを阻害

	■ Taqポリメラーゼ、AMV、 
M-MuLV逆転写酵素と共に使用可能

	■ cDNA合成および RT-PCRに利用可能

	■ In vitro転写 / 翻訳

	■ 酵素による RNA標識反応

RNase Inhibitor, Murineは 
ヒト /ブタ由来 RNase Inhibitorよりも 
高い酸化耐性を保有

修飾酵素
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RNase Inhibitor, Human P lacenta r

#M0307S 2,000 units  ..........  ¥13,300 
#M0307L 10,000 units  ..........  ¥53,100 

説明：RNase Inhibitor, Human P lacentaは、リボヌク
レアーゼ（RNases）A、B、Cを特異的に阻害するリコン
ビナントのヒト胎盤タンパク質である。RNase 1、
RNase T1、S1 Nuclease、RNase H、または Aspergillus
由来の RNaseに対する阻害効果は低い。また Taq 
DNAポリメラーゼ、AMVまたはM-MuLV逆転写酵素、
ファージ RNAポリメラーゼ（SP6、T7、T3）を阻害し
ないため、共に使用できる。

RNase Inhibitorは 50 kDaタンパク質であり、RNase
と 1：1の比率で非共有結合を形成（結合定数 1014

以上）することによって RNase活性を阻害する。

ユニット定義：1 unitは、5 ngの RNase Aの活性を
50%阻害するために必要な酵素量として定義。
RNase Aによるシチジン 2, 3′-サイクリック一リン酸
の加水分解阻害でアッセイ

濃度：40,000 units/ml	■ 一般的な真核生物の RNaseを阻害

	■ Taqポリメラーゼ、AMV、 
M-MuLV逆転写酵素と共に使用可能

	■ pH 5-8の広い範囲で活性を持つ

	■ cDNA合成および RT-PCRに利用可能

	■ In vitro転写 / 翻訳

Ribonucleoside Vanadyl Complex

#S1402S 10 ml (200 mM)  ..........  ¥14,300 Ribonucleoside Vanadyl Complexはオキソバナジウム
（IV）と 4種類のリボヌクレオシドを錯体化した等モ
ル混合液である。改良 Berger法（1）で作製されて
いる。各ロットはオキソバナジウム（V）の含量と
RNase阻害活性を確認している。

バナジウム錯体は mRNAの精製時に外因性の RNase
インヒビターとして使用する。バナジル錯体は、細

胞溶解液を用いる実験やショ糖密度勾配遠心分離

法による細胞質成分の分離に使用可能である。

参照文献：

(1) Berger, S.L. and Birkenmeier, C.S. (1979) Biochemistry 18, 
5143–5149.

NEBNext Reagents for RNA Library Preparation

NEBNext Ultra II Directional RNA 
Library Prep Kit for Illumina 
#E7760S 24 rxns  .......... ¥34,000 
#E7760L 96 rxns  ........ ¥136,000

NEBNext Ultra II Directional RNA Library 
Prep with Sample Purification Beads 
#E7765S 24 rxns  ........  ¥177,900 
#E7765L 96 rxns  ........ ¥575,900

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for 
Illumina 
#E7770S 24 rxns  ........  ¥147,700 
#E7770L 96 rxns  ........ ¥472,500

NEBNext Ultra II RNA Library Prep with 
Sample Purification Beads 
#E7775S 24 rxns  ........ ¥164,000 
#E7775L 96 rxns  ........ ¥525,000

NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library 
Prep Kit for Illumina 
#E6420S 24 rxns  .......  ¥209,800 
#E6420L 96 rxns  .......  ¥693,800

NEBNext Single Cell/Low Input cDNA 
Synthesis & Amplification Module 
#E6421S 24 rxns  ........ ¥135,000 
#E6421L 96 rxns  ........ ¥459,000

説明：NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit は 5 ng 
RNA より高収量でライブラリー調製ができるイルミ
ナ NGS ライブラリー調製試薬である（rRNA 除去サン
プルの場合は 5 ng、polyA mRNA 精製サンプルの場
合は 10 ng よりライブラリー調製可能）。高感度か
つ高収量なので、FFPE など低品質の RNA よりライ
ブラリー調製を行うこともできる。

NEBNex t Ultra II RNA キットはスタンダード / ディレク
ショナル、精製ビーズ付属 / ビーズ無し、など数種
類のキットを提供しているので、用途に最適なキッ

ト選択することができる。Small RNA Library Prep用
のキットでは、small RNA 以外を除去するための複
数のオプションがあり、またキットにはアダプター

およびプライマーが同梱されている。

NEBNext RNAライブラリー調製試薬の 
詳細は 144–175ページを参照

微量の Input RNAより高収量のライブラリーを調製
各社のライブラリー調製試薬と比較すると、NEBNext Ultra IIの収量が最も高く、微量 RNA
からでも高収量でライブラリーを調製することができる。ライブラリーはヒトリファレンス

RNA（Agilent 社）より rRNAを除去して調製、Input RNA 量と PCRサイクル数は図に記載して
いる。
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KAPA™ is a trademark of Kapa Biosystems.
ILLUMINA® and TRUSEQ® are registered trademarks of Illumina, Inc.
AGILENT® and BIOANALYZER® are registered trademarks of Agilent Technologies, Inc.
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Magnetic mRNA Isolation Kit

#S1550S 25 isolation  .......... ¥66,400 説明：Magnetic mRNA Isolation Kitはフェノールなど
の有機溶媒を使用せず、細胞および組織からイン

タクトなポリ A +RNAを単離できる。オリゴ d(T)25を

結合した直径 1 µmの常磁性ビーズをポリ A +RNAを
直接結合させるための担体として使用している。手

動で行うほか、多数のサンプルを高速に処理する自

動化ハイスループットアプリケーションにも適用で

きる。さらに磁性ビーズでの分離は mRNAを小容量
で溶出できるため、ポリ A +RNAを沈降濃縮する必
要が無い。1時間以内で精製することができ、もと
のサンプル中の mRNAの機能をそのまま残してい
る。オリゴ d(T )25磁性ビーズは 3回まで再使用でき
る。mRNAをビーズから溶出して精製するだけでな
く、ビーズに結合したまま dTプライマーで第 1鎖
cDNA合成することも可能である。

製品内容：

 – Oligo d(T)25 Magnetic Beads
 – Lysis/Binding Buffer
 – Wash Buffer I、II、III、Elution Buffer

単品販売：

Oligo d(T)25 Magnetic Beads 
#S1419S 25 mg  ..............  ¥55,700

関連製品：

6-tube Magnetic Separation Rack 
#S1506S 6 tubes (1.5 ml)  ..............  ¥41,500

12-tube Magnetic Separation Rack 
#S1509S 12 tubes (1.5 ml)  ..............  ¥67,400

	■ 自動化ハイスループット 
アプリケーションに最適

	■ 有機溶媒が不要

	■ ポリA 転写産物の沈降は不要

	■ 1時間以内に精製

	■ ゲノム DNAのコンタミネーションは 
ほとんど無し

Oligo d(T)25 Magnetic Beads

#S1419S 25 mg  .......... ¥55,700 説明：細胞ライセートまたは組織から小スケールで

mRNAを単離するための磁性ビーズである。オリゴ
d(T )25がビーズに共有結合している。ほとんどの真

核生物 mRNAに存在するポリ A領域とハイブリダイ
ゼーションしてmRNAを単離する。細胞溶解液から
の mRNAの直接単離だけでなく、トータル RNAか
らの mRNA 精製に使用できる。磁性ビーズでの分
離は溶出液量を調節して小容量で溶出できるため、

ポリ A+RNAを沈降濃縮する必要が無い。ビーズは 3
回まで再使用できる。mRNAをビーズから溶出して
精製するだけでなく、ビーズに結合したまま dTプ
ライマーで第 1鎖 cDNA合成することも可能である。

サポートマトリックス：1 µmノンポーラス常磁性微
粒子

結合力：1 mgのオリゴ d(T )25ビーズは 10 µgのポリ
A+RNAを結合関連製品：

96-well Microtiter Plate Magnetic  
Separation Rack 
#S1511S 96 well  .............. ¥99,500

Streptavidin Magnetic Beads

#S1420S 5 ml (20 mg)  ..........  ¥57,800 説明：Streptavidin Magnetic Beadsは、高純度のスト
レプトアビジンを共有結合した直径 1 µmの磁性ビー
ズである。ビオチン標識された基質（抗原、抗体、

核酸など）を捕捉するために使用する。強固なビオ

チン -ストレプトアビジン結合とストレプトアビジン
の結合特異性の高さにより、mRNAの単離、一次抗
体、二次抗体の精製などのためのリガンド固定化用

担体として使用可能である。

サポートマトリックス：1 µmノンポーラス磁性微 
粒子

結合力：ビーズ 1 mg当たり、1000 pmol以上の遊離
ビオチンを結合。または 500 pmol以上のビオチン
化 1本鎖オリゴヌクレオチド（20 base）を結合。

関連製品：

6-Tube Magnetic Separation Rack 
#S1506S 6 tubes (1.5 ml)  ..............  ¥41,500

96-well Microtiter Plate Magnetic  
Separation Rack 
#S1511S 96 well  .............. ¥99,500

インヒビター & RNAライブラリー調製
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Magnetic mRNA Isolation Kitは 
幅広い量のポリA+RNAを効率よく精製可能
マイクロタイタープレート上で HEPG2 細胞（5× 105〜 1
× 103個）を直接溶解してmRNAをビーズに結合させた
後、磁気分離した（N =2）。単離された mRNAの 10 分
の 1量をオリゴ d(T)プライマーと ProtoScript M-MuLV 
First Strand cDNA Synthesis Kit（NEB #E6300）を用いて
cDNAを合成した。発現量の少ないハウスキーピング遺
伝子であるペプチジルプロピルイソメラーゼを対象とし

て qPCRを行った。
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EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kit ;

#E1610S 20 reactions  .......... ¥80,200 説明：EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kitは
抗 N6-メチルアデノシン抗体（ウサギ・モノクローナ
ル抗体）で N6-メチルアデノシン（m6A）RNAを濃縮
するキットである。本キットで濃縮された m6A RNA
はNGSやRT-PCRなどにより解析することができる。
キットには m6A修飾 RNA（Gaussia luciferase：20% 
m6ATP、80% ATP）と 非 修 飾 RNA（Cypridina 
luciferase）の 2種類のコントロール RNA が含まれて
おり、反応系・濃縮効率の検証などに使用できる。

製品内容：

 – N6-Methyladenosine Antibody
 – m6A Control RNA（100 nM）
 – Unmodified Control RNA（100 nM）

N6-Methyladenosine Antibody is produced by Cell Signaling Technology, Inc. and 
sold by New England Biolabs, Inc.

	■ 免疫沈降によりN6-メチルアデノシン 
（m6A）RNAを濃縮

	■ 濃縮 RNAは NGSや RT-qPCRで 
解析可能

Monarch Kits for Cleanup & Isolation � 詳細は137-138ページを参照

Monarch Total RNA Miniprep Kit 
#T2010S 50 preps  .......... ¥32,000

Monarch RNA Cleanup Kit (10 µg) 
#T2030S 10 preps  ............  ¥9,700 
#T2030L 100 preps  .......... ¥52,900

Monarch RNA Cleanup Kit (50 µg) 
#T2040S 10 preps  ............ ¥9,300 
#T2040L 100 preps  ..........  ¥51,900

Monarch RNA Cleanup Kit (500 µg) 
#T2050S 10 preps  ..........  ¥10,700 
#T2050L 100 preps  ..........  ¥87,300

Monarch Total RNA Miniprep Kit は、さまざまな種類
の生物学的サンプル（培養細胞、血液、哺乳類組

織など）からの、サンプルの保存、細胞の溶解、

gDNA除去、total RNA の精製を目的とした包括的な
ソリューションである。さらに、細菌、酵母、植物

などの溶解が困難なサンプルについては、溶解を

促進するステップを追加して処理することができ

る。唾液、頬スワブ、鼻咽頭スワブなどの臨床サン

プルから、ウイルスを含むトータル RNAを精製する
こともできる。本キットを利用して、酵素的反応の

クリーンアップ、あるいは TRIzol‐抽出サンプルから
の RNA 精製も可能である。精製された RNA は高品
質で、A260/280 および A260/230 比は 1.8 以上、高い RIN 
スコアを示し残存 gDNA は最小限である。捕捉され
る RNA のサイズ範囲は、全長の rRNA から intact な
miRNA にわたる。さらに、結合条件を変化させるこ
とで、200 ヌクレオチド以下の RNA プール（miRNA、
5S rRNA、tRNAを含む）を選択的に捕捉または排除
することができる。精製 RNA は、RT-qPCR、cDNA 
合成、RNA シーケンス、ノーザンブロット解析など
の下流アプリケーションに適している。

Monarch RNA Cleanup Kitsは、RNAのクリーンアップ
および濃縮を目的とした、迅速でシンプルなシリカ

スピンカラムベースのソリューションであり、あらゆ

る酵素的反応（in vitro 転写、DNase I処理、キャッピン
グ、標識など）やその他の精製法（フェノール／クロ

ロホルム抽出など）の後工程として利用できる。

Monarch RNA Cleanup Kitsの結合量は 3種類ある（10 
µg、50 µg、500 µg）。各キットに含まれる独自のカ
ラムは、バッファーの液残りを防ぎ、夾雑物のキャ

リーオーバーをなくして、少量で高純度の RNAを溶
出することを可能とするようにデザインされている。

標準的なプロトコールに従う場合、本キットでは 25 
nt以上の RNA が精製可能である。オプション・プ
ロトコールを使用することで、わずか 15 ntという短
い RNA（miRNAを含む）の結合も可能である。

Monarch Total RNA Miniprep Kitの製品内容：

 – Monarch gDNA Removal Columns
 – Monarch RNA Purification Columns
 – Monarch Collection Tubes II
 – Monarch DNA/RNA Protection Reagent（2X）
 – Monarch RNA Lysis Buffer
 – Monarch Proteinase K
 – Monarch Proteinase K Resuspension Buffer
 – Monarch Proteinase K Reaction Buffer
 – Monarch DNase I
 – Monarch DNase I Reaction Buffer
 – Monarch RNA Priming Buffer
 – Monarch RNA Wash Buffer（5X）
 – Monarch Nuclease-free Water

Monarch RNA Cleanup Kitsの製品内容：

 – Monarch RNA Cleanup Columns  
（10, 50 or 500 µg）
 – Monarch RNA Cleanup Binding Buffer
 – Monarch RNA Cleanup Wash Buffer
 – Monarch Collection Tubes II
 – Nuclease-free Water

Monarch Total RNA Miniprep Kitによる唾液から合成新型コロナ ウイルス RNA 精製：
キット付属の Proteinase Kと Quick Protocolにより、50-500,000 コピー /µlの範囲で 10 倍シ
リアル希釈をした合成の新型コロナウイルス N-gene RNAを含む唾液サンプルより、トータ
ル RNAを精製。溶出は 100 µlのヌクレアーゼフリー水で行った。検出には Luna Universal 
Probe One-Step RT-qPCR Kit (NEB #E3006)を用い、50コピーを含むすべてのコピー数（5-log
レンジ）においてリニアな検量線が得られた。
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ssRNA Ladder
4 µg/lane. 

1.0% TBE agarose gel.

Low Range  
ssRNA Ladder

1 µg/lane. 
2.0% TBE agarose gel.

microRNA Marker
60 ng/lane. 
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RNA Markers & Ladders

dsRNA Ladder 
#N0363S 25 gel lanes  ..........  ¥16,300

microRNA Marker 
#N2102S 100 gel lanes  ..........  ¥12,300

ssRNA Ladder 
#N0362S 25 gel lanes  ..........  ¥12,300

Low Range ssRNA Ladder 
#N0364S 100 gel lanes  ..........  ¥12,900

NEBは 17–9,000 basesの範囲の各種 RNAマーカー
およびラダーを提供している。ssRNAラダーは変性
ゲルまたはネイティブゲルでの RNA分子量マーカー
として最適である。ラダーには 2X Loading Bufferが
付属している。また 2倍の強度のレファレンスバン
ドを有するのでサイズ確認しやすい。microRNAマー
カーは、すぐにアプライできる変性溶液として提供

され、ポリアクリルアミドゲル泳動、ノーザンブロッ

トなどの分子量マーカーとして最適である。検出に

は SYBR-Gold（Molecular Probes）による染色が最適
である。3′ビオチン化された 21 merのオリゴヌクレ
オチドプローブが付属しており、これをさらに T4 

PNK（NEB #M0201）で［γ -32P］ATP標識が可能であ
る。2本鎖 RNAラダーはポリアクリルアミドゲルや
アガロースゲル上での 2本鎖 RNAおよび RNAiの分
子量マーカーとして最適である。

付属試薬：

• Low Range ssRNA Ladder、dsRNA Ladder : 500 µg/ml

• ssRNA Ladder : 2,000 µg/ml

• MicroRNA Marker : 12 ng/µl

RNA Loading Dye (2X)

#B0363S 4 x 1 ml  ............ ¥9,900 説明：RNA Loading Dyeはプレミックスのローディン 
グ・ダイであり、変性および非変性のPAGEとアガロー
スゲルに使用可能

組成：

1X RNA Loading Dye：
47.5% Formamide、 0.01% SDS、0.01% Bromophenol 
Blue、0.005% xylene cyanol、0.5 mM EDTA

Universal miRNA Cloning Linker

#S1315S 5 µg (0.83 nmol)  ..........  ¥44,100 5′末端がアデニル化、3′末端がブロックされたオリ
ゴリボヌクレオチドである。Bartel（1）の手順に従っ
て短鎖 RNAのクローニングに使用できる。RNAリ
ガーゼはアデニル化によって「活性化」されたオリゴ

を認識し、ATPの非存在下でオリゴの 5′末端を他の 
1本鎖 RNAの 3′ヒドロキシ末端にライゲーションす
る。5′末端がアデニル化され 3′末端がブロックされ
たオリゴヌクレオチドを ATP 非存在下、T4 RNA 
Ligase 2, t runca ted、T4 RNA Ligase 2、t runca ted 
K227Q、もしくは T4 RNA Ligase 1と混合して標的オ
リゴだけをライゲーション可能である。

アデニル化 DNAオリゴの配列：
5′-rAppCTGTAGGCACCATCAAT-NH2 3′

参考文献：

(1) Lau et al. (2001) Science, 294, 858–856.
関連製品：

T4 RNA Ligase 2, truncated KQ 
#M0373S 2,000 units  ..............  ¥13,400 
#M0373L 10,000 units  ..............  ¥53,100

RNA精製、RNAマーカー & ラダー
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Aim AR camera at this page for a slideshow 
of artwork on the NEB campus.
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Aim AR camera at this page for a slideshow 
of artwork on the NEB campus.

The Intersection of Art and Science

Science and art are both driven by curiosity, discovery and a thirst 
for knowledge. They are both attempts to communicate truth and 
understanding of ourselves and the world around us. And, even though 
the preparation and process leading to scientific discovery and artistic 
expression is actually surprisingly similar, they are often viewed as 
separate disciplines.

When we are young, we are both scientists and artists, experimenting and 
creating. We are less likely to think of ourselves as just one or the other. As 
we get older, our formal education directs us down a narrower path — one 
can become either an artist or a scientist, but rarely both. The separation 
in communication between the artistic and scientific cultures has 
become a great chasm since the Industrial Revolution due to intellectual 
specialization. However, there is great potential for both cultures to inform 
and inspire each other. 

Don Comb always felt a strong connection between science and art; he 
once said “Science and art are both trying to say something — science is 
trying to tell you the truth, and artists are trying to present what they feel 
is the truth.” Don celebrated his love of art by filling the NEB campus with 
sculptures, paintings, ceramics and artifacts from all over the world — an 
eclectic collection that was curated over many years. When approaching 
the main building at NEB headquarters, one immediately notices the 
enormous mosaic incorporated into the patina copper exterior, which 
was selected by an international art design competition. The main lobby 
includes access to an art gallery, which in addition to some of the work 
mentioned above, also features revolving art exhibitions from local and 
regional artists. 

NEB also supports many local art-based organizations and schools. One 
example is Raw Art Works (RAW), an art therapy-based organization for 
youth — helping kids share their stories. Teen muralists from Raw Art 
spent time with Don and were treated to his indomitable enthusiasm, 
warmth and joy. After learning about NEB, they brought their artistic 
visions to a painted mural that translated their understanding of the 
company’s science and culture. Additionally, NEB has long supported 
the youth of RAW with scholarships to attend Monserrat College of Art, 
another organization supported by NEB.

Art brings joy and can make you happy — when we are happy, we 
are more creative and productive. Neurobiologist Semir Zeki from the 
University College in London found that looking at a work of art increased 
dopamine levels and heightened activity in the brain’s frontal cortex. He 
concluded that viewing art can give as much pleasure as being in love. Did 
Don realize that by sharing his love of art, he created an environment that 
brought happiness and inspiration to the workplace and instigated lively 
conversations, especially around his more provocatively chosen pieces? 

When we allow science to inspire art and art to inform science, we 
can approach a challenge with a diverse set of intellectual and creative 
problem-solving skills. It is in this space, where the lines between 

groundbreaking discoveries.

Mural created by students at 
Raw Art Works (RAW).
Credit: Mileidy Rodriguez, NEB

View a slideshow 
of artwork on the 

NEB campus.

芸術と科学の交差点

科学と芸術はいずれも、好奇心、発見および知識への情熱によって推進されます。

科学も芸術も、私たち自身と私たちを取り巻く世界の真実と理解を伝えようとす

る試みです。科学的発見につながる準備および過程は、芸術的表現につながる

準備および過程と実際には驚くほど類似していますが、多くの場合科学と芸術は

全く異なる領域であると見なされます。

若い時には誰もが科学者であると同時に芸術家であり、実験と創造を繰り返しま

す。自分が科学者か芸術家のいずれかであるとはあまり考えません。しかし成長

の過程で、正式な教育により道が狭められ、科学者か芸術家のいずれかとなり、

両方であり続けることはほとんどありません。産業革命以来の知的な専門化によ

り、芸術界と科学界の間のコミュニケーションには大きな隔たりが生まれました。

しかし、芸術界と科学界は、情報を共有し互いに影響し合っていくことで大きな

可能性を実現することができます。

科学と芸術の間の強い関連性を常に感じていた Don Comb博士は、「科学と芸術
はともに何かを語ろうとしている。科学は真実を語ろうとし、芸術家は彼らが真

実だと感じることを表現しようとしている」と語っていました。芸術を愛する Don 
Comb博士は、長年かけて収集したさまざまな彫刻、絵画、陶器および世界の工
芸品で NEBキャンパスを埋め尽くしました。NEB本社の本館に近づくと、国際芸
術デザインコンテストで選ばれた、緑青の外装に組み込まれた巨大なモザイクに

すぐに気付きます。メインロビーにはアートギャラリーへのアクセスがあり、先に

述べた Don Comb博士のコレクションの一部に加えて、地元や地方のさまざまな
アーティストによる作品が入れ替わり展示されています。

NEBは、地元の芸術組織や芸術学校も多数サポートしています。その一例である
Raw Art Works（RAW）は若者向けの芸術療法をベースとした組織であり、子供
たちが体験談を分かち合うことを支援しています。Raw Ar t Worksの 10代の壁
画家達は、Don Comb博士の不屈の熱意、温かさと喜びに心を動かされました。
NEBのことを知った彼らは、NEBの科学とカルチャーに関する彼らの理解を、芸
術的ビジョンを通して壁画に表現しました。NEBは長年にわたり、NEBが支援し
ている機関の一つであるMonserrat College of Artで RAWの若者が学ぶための
奨学金を提供するサポートも行っています。

芸術は喜びをもたらし、私たちを幸せにしてくれます。私たちは幸せな時に、よ

り創造的で生産的になります。ロンドンの University Collegeの神経生物学者で
ある Semir Zeki博士は、芸術作品を鑑賞するとドーパミンレベルが上昇し、脳の
前頭葉の活動が亢進することを見いだしました。芸術を鑑賞することで、恋をす

るのと同等の喜びが得られると結論付けています。芸術に対する愛を共有するこ

とで、幸福とインスピレーションにあふれた環境を職場に作り出し、特に刺激的

な作品の周りでは活気のある会話を引き出すことができるということを、Don 
Comb博士は知っていたのかもしれません。

科学が芸術を呼び起こし、芸術が科学に情報を提供することを可能にすれば、知

的で創造的な多様な問題解決スキルにより困難な課題を解決していくことができ

ます。技術と科学の境界が曖昧であるところから、ユニークで画期的な発見につ

ながるイノベーションが生まれる可能性があります。

NEBキャンパスの
アートワークのスライドショーは

こちらから。Raw Art Works（RAW）の
学生による壁画。

提供：Mileidy Rodriguez、NEB
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NEBのタンパク質発現 &精製システム
リコンビナントタンパク質発現は一見するとシンプルに見えますが、タンパク質ごとに

特長や性質が異なるため、プロモーターやベクターの選定、タグの種類、ホストの選

定や発現条件の最適化など、そのタンパク質に応じた発現の工夫をする必要がある。 

NEBでは様々な発現 &精製システムを提供しており、細胞質タンパク質から膜タンパ
ク質まで、また S-S結合でフォールディングしたタンパク質など、多くのタンパク質発
現に対応している。発現タンパク質の種類や用途に合わせて最適な発現 &精製製品
を選択することができる。 

Featured Products

228 PURExpress In Vitro  
Protein Synthesis Kit

227 NEBExpress Cell-free E. coli  
Protein Synthesis System

234 NEBExpress  
Ni Spin Columns

229 TEV Protease

Featured Tools  
& Resources

233 Purification Beads,  
Columns & Resins

350 Enhancing 
Efficiency

351 Protein Expression  
with T7 Express Strains

製品の詳細やタンパク質発現のヒント

などの情報はウェブサイト 
（www.nebj.jp）を参照

タンパク質発現 & 
精製システム
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Protein Expression Overview 226

EXPRESSION SYSTEMS
Cell-free Expression 
NEBExpress Cell-free E. coli Protein Synthesis System 227
NEBExpress GamS Nuclease Inhibitor 227
PURExpress In Vitro Protein Synthesis Kit 228
PURExpress ∆ Ribosome Kit 228
PURExpress ∆ (aa, tRNA) Kit 228
PURExpress ∆ RF123 Kit 228

PURExpress Companion Products:
PURExpress Disulfide Bond Enhancer 228
E. coli Ribosome 228

E. coli 
NEBExpress MBP Fusion and Purification System 229

NEBExpress Companion Products:
Amylose Resin 229
Anti-MBP Monoclonal Antibody 229
pMAL-c6T Vector 229
TEV Protease 229

IMPACT Kit 230
IMPACT Vector Comparison 230

IMPACT Companion Products:
Chitin Resin 230
Anti-CBD Monoclonal Antibody 230
IMPACT Vectors 230

Yeast 
K. lactis Protein Expression Kit 231

K. lactis Companion Products: 
SacII 231
Yeast Carbon Base Medium Powder 231
K. lactis GG799 Competent Cells 231

Competent Cells 
Competent Cells for Protein Expression 232, 245–249

PURIFICATION
Purification Beads, Columns & Resins  
Selection Chart 233

Polyhistidine-tagged Protein 
Purification 
NEBExpress Ni-NTA Magnetic Beads 234
NEBExpress Ni Resin 234
NEBExpress Ni Spin Column 234
TEV Protease 234

Maltose Binding Protein (MBP) 
Purification 
Amylose Resin 234
Amylose Resin High Flow 234
Amylose Magnetic Beads 234
Anti-MBP Magnetic Beads 234
Anti-MBP Monoclonal Antibody 234

Chitin Binding Domain (CBD) 
Purification 
Chitin Resin 234
Chitin Magnetic Beads 234
Anti-CBD Monoclonal Antibody 234

MAGNETIC BEAD PURIFICATION PRODUCTS
Oligo d(T)25 Magnetic Beads 235
Magnetic mRNA Isolation Kit 235
Streptavidin Magnetic Beads 235
Hydrophilic Streptavidin Magnetic Beads 235
Protein A Magnetic Beads 235
Protein G Magnetic Beads 235
6-Tube Magnetic Separation Rack 235
50 ml Magnetic Separation Rack 235
12-Tube Magnetic Separation Rack 235
96-Well Microtiter Plate Magnetic Separation Rack 235
NEBNext Magnetic Separation Rack 235

One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not 
agree to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.
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NEBのタンパク質発現と精製システム
タンパク質の発現には様々な方法があり、非常に複雑な多因子のプロセスを含んでいる。それぞれのタンパ

ク質は、二次および三次構造を正しく形成するために特定の細胞内環境を必要とする。また、正しく機能す

るためには翻訳後修飾または細胞膜への挿入を必要とする場合もある。あるいは、ある種のタンパク質は、

発現すると宿主に毒性を示す可能性がある。これらの理由から、すべてのタンパク質を発現させるための単

一の解決策は存在せず、それぞれに最適なは t現方法を用いる必要があり、幅広い発現ツールが求められて
いる。

NEBのタンパク質発現製品 ： NEBExpressシリーズは、発現と精製のための製品であり、大腸菌での組換えタン
パク質技術の開発と使用に 40年以上の経験を持つ科学者らによって作られている。これらの製品は販売し
ているだけではなく、自社の研究および製品製造に使用されており、その品質と性能が裏づけられている。

以下は代表的な製品である。

無細胞タンパク質合成システム

	■ PURExpress In Vitro Protein Synthesis Kit：2時間で遺伝子発現が可能な無細胞タンパク質合成キットであり、
大腸菌由来の翻訳因子を個別に調製・精製したものを再構成した In vitro転写 / 翻訳システム

	■ NEBExpress Cell-free E. coli Protein Synthesis System：大腸菌ライセートを使用した無細胞タンパク質合成キッ
トであり、T7 RNA Polymerase プロモーターの制御下で、DNA テンプレートのコード配列を転写・翻訳してタン
パク質を合成

大腸菌によるリコンビナントタンパク質発現

	■ NEBExpress MBP Fusion and Purification System：マルトース結合タンパク質のアフィニティクロマトグラフィー
を利用した発現・精製システム

	■ IMPACT Kit：スプライシング因子（インテイン）を利用した発現とシングル精製

	■ プロテインマーカー：様々な仕様のマーカー

ユニークな発現用大腸菌コンピテントセル

	■ BL21&BL21(DE3)：一般的な BL21株

	■ Lemo21(DE3)：超厳密な発現制御により発現困難なタンパク質にも対応

	■ NiCo21（DE3）：Hisタグタンパク質の高純度精製が可能

	■ SHuffle：S-S結合を有するタンパク質を正しくフォールディング

精製用ビーズ等

	■ Hisタグタンパク質精製用の Niスピンカラム、磁性ビーズ、レジン

	■ MBPタグタンパク質精製用のアミロースビーズ

	■ CBDタグタンパク質精製用のキチンビーズ

	■ タグ切断用の TEV Protease
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NEBExpress® Cell-free E. coli Protein Synthesis System

#E5360S 10 reactions  ...........¥30,000 
#E5360L 100 reactions  .........¥242,000 

説明：NEBExpress Cell-free E. coli Protein Synthesis 
System は大腸菌ライセートを使用した無細胞タンパ
ク質合成キットであり、T7 RNA Polymerase プロモー
ターの制御下で、DNAテンプレートのコード配列を
転写・翻訳してタンパク質を合成できる。2-4 時間で
平均 0.5 mg/mlのタンパク質を合成でき、かつ 230 
kDa までの高分子タンパク質も合成できる。大腸菌
発現と比べて短時間かつハイスループットなタンパ

ク質合成が可能であるため、タンパク質改変や変異

導入のスクリーニング・解析などに便利である。合

成量も多いため、構造解析などにも活用できる。

本キットにはタンパク質合成に必要な成分がすべて

含まれており、DNA テンプレートを加えるだけで簡
単に合成ができる。遺伝子改変された大腸菌株の

ライセートをベースとして、反応バッファーと T7 
RNA Polymeraseが添加されている。

合成したタンパク質は、精製することなく SDS-
PAGE やウェスタンブロットにアプライできる。また、
そのまま機能アッセイもできうる。面倒なアセトン

沈殿や TCA 沈殿は不要である。精製が必要な場合、
IMAC カラム（Ni カラム）で簡単に精製ができる。

アプリケーション：

• ハイスループットなタンパク質の機能解析
• スクリーニング
• エピトープマッピングと 
プロテインフォールディング

• 毒性タンパク質の合成

関連製品：

 
NEBExpress GamS Nuclease Inhibitor 
#P0774S 75 µg  ............... ¥13,000 

	■ 大腸菌ライセートを使用した無細胞
タンパク質合成キット

	■ 2-4 時間で平均 0.5 mg/ml のタンパク質
を合成

	■ 17-230 kDa のタンパク質を合成

	■ テンプレートはプラスミド DNA、直鎖
状 DNA、あるいは mRNA

	■ RNase阻害剤が付属

	■ 柔軟な反応条件によりタンパク質合成
を最適化（37℃で 10時間、低温で 24
時間など）

NEW

NEW

NEBExpress Cell-free E. coli Protein Synthesis Systemは様々なタンパク質を合成可能
分子量や特性が異なるタンパク質を合成したところ、SDS-PAGEでバンド確認できるレベルの
合成が確認された。37℃で 3時間のインキュベーションで合成、Mは Unstained Protein 
Standard, Broad Range (NEB# P7717)、negは DNAテンプレートをいれないネガティブコントロー
ルを示す。

NEBNexpress Gam Nuclease Inhibitorは DNAテンプレートを安定化してタンパク質合成収量を
向上

GamSは Exonuclease V （RecBCD）活性を阻害して直鎖状 DNAテンプレートを安定化する。50 
µlの反応中、100 ngの DNAテンプレートを使用してタンパク質合成を行った際（37℃で 5時間）、
1.5 µgの GamSの添加により合成収量が増加することが示された。

M neg bGalS bGal SP6 FLuc BglA CitS vGFP GMK DHFR CALM
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PURExpress In Vitro Protein Synthesis Kits

PURExpress In Vitro Protein Synthesis Kit  
#E6800S 10 reactions  .......... ¥39,500  
#E6800L 100 reactions  .......  ¥344,500 

PURExpress ∆ Ribosome Kit  
#E3313S 10 reactions  .......... ¥64,900 

PURExpress ∆ (aa, tRNA) Kit  
#E6840S 10 reactions  .......... ¥64,800 

PURExpress ∆ RF123 Kit  
#E6850S 10 reactions  .......... ¥64,900 

説明：短時間で遺伝子発現が可能な無細胞タンパ

ク質合成キットである。大腸菌由来の転写 / 翻訳因
子を個別に調製・精製したものを再構成した In vitro
転写 / 翻訳システムであり、含まれる酵素はすべて
Hisタグ融合酵素である。また、これらの酵素以外
に精製 70Sリボソーム、アミノ酸、rNTP、tRNA が
含まれているが、エキソヌクレアーゼ、RNase、プ
ロテアーゼなどのコンタミネーションを含まないた

め、テンプレート DNAや合成タンパク質が分解さ
れることはほとんどなく、高い収量の合成が可能で

ある。またタンパク質修飾因子も含まれていないた

め、合成タンパク質が翻訳後修飾されることはない。

特長：

• プラスミドあるいは PCR産物をテンプレートに使
用可能

• CBB染色で確認可能な合成レベル
• 2時間でタンパク質合成が完了
• 合成因子はカラムとレジンで除去可能

PURExpress Disulfide Bond Enhancer：各キットと
併用することで合成タンパク質の S-S結合形成と正
しいフォールディングが可能である。生理的活性を

有するタンパク質や可溶性のタンパク質の合成量を

向上できる。弊社キットの他、大腸菌 S30を利用
した無細胞合成システムとも併用可能。

PURExpress Δ Ribosome Kit：大腸菌リボソームが
転写 / 翻訳ミックスに含まれないキット。大腸菌リ
ボソームがコントロール用として 2反応分別チュー
ブで付属している。自身で調整した修飾リボソーム

の機能解析などに使用可能。

PURExpress Δ RF123 Kit：3種類の解離因子（RF1、
RF 2、RF 3）が転写 / 翻訳ミックスに含まれないキッ
ト。3種類の解離因子が個別に別チューブで付属し
ている。解離因子の添加 / 無添加条件でのタンパ
ク質合成やリボソームディスプレイに使用可能。

PURExpress Δ（aa, tRNA）Kit：アミノ酸および tRNA
が転写 / 翻訳ミックスに含まれないキット。アミノ
酸ミックスと大腸菌 tRNAミックスが個別に別チュー
ブで付属している。任意の修飾アミノ酸と対応する

tRNAを用いることで修飾アミノ酸などを取り込んだ
合成が可能。

E. coli Ribosome：大腸菌由来 70Sリボソーム。
PURExpressシステムで使用しているリボソームであ
る。濃度は 13.3 µM（33.3 mg/ml）。

関連製品：

PURExpress Disulfide Bond Enhancer  
#E6820S 50 reactions  ..............  ¥36,700 

E. coli Ribosome  
#P0763S 1 mg  ..............  ¥33,700 

	■ 2時間でタンパク質合成が完了

	■ 鋳型 DNAと 2種類の反応溶液を 
混合するだけのワンステップ反応

	■ T7プロモーター保有の 
鋳型 DNAを使用

	■ PCR 産物およびプラスミドを 
鋳型として使用可能

	■ 高い収量

	■ CBB染色で確認可能な合成レベル

	■ 簡単な精製

	■ カラムとレジンでタグ無しの 
目的タンパク質を簡単に精製

	■ 転写 / 翻訳因子以外が含まれていない 
クリーンなシステム

	■ プロテアーゼなどによるサンプルの 
分解が最小限

	■ 正確な S-S結合の形成が可能 
（別途 PURExpress Disulfide 

Bond Enhancer（E6820S）が必要）

PURExpress is based on the PURE system technology originally 
developed by Dr. Takuya Ueda at the University of Tokyo and 
commercialized as the PURESYSTEM™ by Biocomber (Tokyo, Japan).

PURESYSTEM™ is a trademark of Post Genome Institute.

PURExpressによる無細胞タンパク質合成
様々な遺伝子について、反応溶液 25 µl、250 ngのテン
プレート DNAを用いて 37℃、2時間反応した（RNase 
Inhibitor, Murine（#M0314）20 units存在下）。各反応産
物 2.5 µlを SDS-PAGE（10–20% Tris-glycineゲルを使用）
後 CBB染色した。図中の赤丸は合成されたタンパク質
のバンドを示す。レーン M：Unstained Protein Ladder, 
Broad Range（10-250 kDa）（#P7703）
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PURExpress Disulfide Bond Enhancerによる 
生理活性を有するタンパク質の無細胞合成

PURExpress Disulfide Bond Enhancer（PDBE）の添加によ
り、活性を有する欠損型組織プラスミノーゲン活性化

因子（v tPA）を合成された。v tPA が有する 9 個の S-S
結合が正確に形成され、正しくフォールディングされた

ことが示唆される。v tPA 活性の測定は、無細胞 v tPA
合成産物（37℃、2時間反応）5 µlと発色基質の反応に
よって検出した。
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Enhancer in PURExpress

PURExpress, no template
PURExpress only
PURExpress +PDBE

キット内容

IN VITRO PROTEIN  
SYNTHESIS (E6800S)

∆ RIBOSOME 
(E3313S)

∆ RF 123  
(E6850S)

∆ (aa, tRNA)  
(E6840S)

Solution A Solution A Solution A Solution A  
(minus aa and tRNA)

Solution B Factor Mix Solution B  
(minus RF1, RF2 and RF3)

Solution B

Control (DHFR) template Control (DHFR) 
template

Control (DHFR) template Control (DHFR) template

Control Ribosomes RF1, RF2 and RF3 Amino Acid Mixture

E. coli tRNA
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NEBExpress MBP Fusion and Purification System

#E8201S  ........................................ ¥118,900 説明：マルトース結合タンパク質（MBP）タグを利用
した大腸菌タンパク質発現＆精製システムである。

強力な t ac プロモーターによる高発現、高い可溶性
を有する MBPと融合発現することによる可溶性タン
パク質の発現、高いアフィニティーによる簡単なワン

ステップ精製が可能である。発現ベクターがさらに

改良されており、pMAL-c6Tベクターは発現タンパク
の N末端側に 6xHisタグとMBPタグが融合すると
ともに、TE Vプロテアーゼ認識配列の配置により発
現後のタグ切断が可能である。また C末端側には
3フレームのすべてに対応できるように停止コドン
が挿入されている。また、malE遺伝子の分泌シグ
ナルを欠失させることにより、アミロースへの結合

量が増加、精製度と回収量が向上している。

発現タンパク質をアミロースで精製後、TE Vプロテ
アーゼでタグを切断、余分なアミノ酸が付加しない

タンパク質を精製できる。切断されたタグと TE Vプ
ロテアーゼには 6xHisタグが付加されているため、
Niカラム（NEB #S1428S）で簡単に除去できる。本
システムでの平均収量は 10-40 mg/L、最大 100 mg/
Lである。

キット内容：

 – pMAL-c6T Vector
 – Amylose Resin
 – TEV Protease, TEV Protease Reaction Buffer
 – Anti-MBP Monoclonal Antibody
 – MBP6 Protein
 – MBP6-TEV-paramyosin-∆Sal
 – E. coli ER2523 (NEB Express) (Glycerol Stock) 
（コンピテントセルではない）

関連製品：

Amylose Resin 
#E8021S 15 ml  ...............¥34,600 
#E8021L 100 ml  .............¥176,400

Anti-MBP Monoclonal Antibody 
#E8032S 0.05 ml  ...............¥35,300 
#E8032L 0.25 ml  .............¥140,900

 
pMAL-c6T Vector 
#N0378S  10 µg  ...............¥24,500

TEV Protease 
#P8112S 1,000 units  ............... ¥14,900 

	■ 高収量な大腸菌タンパク質 
発現システム（最大 100 mg/L）

	■ MBPタグの融合により、 
可溶性とフォールディングが向上

	■ アミロースカラムで簡単に MBP融合
タンパク質を精製、マルトースで溶出
するため界面活性剤などは不要

	■ TEVプロテアーゼでタグを切断後、 
Niカラムでタグを除去してインタクトな
タンパク質を精製

図 1：pMALシステム・ワークフロー
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無細胞タンパク質合成、大腸菌タンパク質発現・精製
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IMPACT Kit

#E6901S ...........................................¥65,900 説明：IMPACT（Intein Mediated Purification with an 
Affinity Chitin-binding Tag）キットはインテインタグを
利用したタンパク質発現キットであり、シングルカラ

ムでタグ切断と目的タンパク質の精製ができる（図

1）。融合タグの切断にプロテアーゼは不要であり、
精製した目的タンパク質にはベクター由来の余分な

アミノ酸は含まれない。

本システムでは目的タンパク質にインテインと CBD
（キチン結合ドメイン）タグが融合して発現される。

発現は T7プロモーターにより比較的高い発現制御
下で行う。融合タンパク質はキチンビーズに特異的

に結合するため簡単にアフィニティー精製ができ

る。さらにインテインは DT Tなどのチオール基を有
する基質の存在下で自己切断を行うため、オンカラ

ム切断ができる。

pT XB1ベクターを使用した場合、C末端側にインテ
インと CBDが融合し、切断後は目的タンパク質の 
C末端にチオエステルを産生する。この活性末端は
システインと結合するため、N末端システインを有
する他のタンパク質やペプチドとライゲーション可

能である。

発現の目的によってベクターを選択することがポ

イントである。インテインの自己切断効率は切断面

のアミノ酸残基によって影響をうけるため、表 1に
ある制限サイトを利用して切断効率が高いアミノ酸

残基に設定するとよい。

キット内容： 
 – pTXB1および pTYB21ベクター
 – pMXB10コントロールベクター
 – Chitin Beads（結合能：2 mg/ml）
 – 1, 4-Dithiothreitol（DTT）
 – SDS Loading Buffer
 – Anti-CBD Monoclonal Antibody
 – 大腸菌株 ER2566 
（T7発現用、コンピテントセルではない） 

単品販売：

pTXB1 Vector  
#N6707S  10 µg  ..............  ¥21,500 

pTYB21 Vector  
#N6709S 10 µg  ..............  ¥21,500 

Chitin Beads  
#S6651S 20 ml  ..............  ¥14,000  
#S6651L 100 ml  .............. ¥58,800 

Anti-CBD Monoclonal Antibody  
#E8034S 0.05 ml  ..............  ¥14,400 

pTWIN1 Vector  
#N6951S 10 µg  ..............  ¥21,300 
(not included with the kit)

	■ プロテアーゼ不要のシングルカラム 
精製 

	■ ベクター由来のアミノ酸を含まず、 
目的のタンパク質だけを精製可能

	■ タグの融合は目的タンパク質の 
N末端と C末端を選択可能

	■ 発現タンパク質のライゲーション 
またはラベリング

	■ 目的タンパク質の N末端 Metを 
除去可能

pTXB1、pTYB21のベクターマップは 
363-364ページもしくは 
ウェブサイト（www.nebj.jp）を参照

図 1：マルトース結合タンパク質（MBP）の精製
レーン 1：非誘導大腸菌ライセート
レーン 2：誘導大腸菌ライセート
レーン 3：キチンビーズ精製画分（吸着、インテイン自
己切断、溶出）

レーン 4：精製 MBPとペプチドのライゲーション産物 
レーン M：Protein Ladder
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図 2：IMPACTシステムのワークフロー

表 1：IMPACTベクター選択ガイド

ベクター
タグ融合 
部位 

インテイン 
タグ（kDa）

推奨クローニング 
サイト a

インテイン切断部位に 
適した残基 b 切断方法 c, d 目的 

pTXB1 C末端
Mxe GyrA 
インテイン 
（28 kDa） 

NdeI-SapI 
（or SpeI）

Y, F, O, N, T, K,  
A, H, M 
（適さない残基： 
S, P, D, G） 

DTT 
（or MESNA）、 
pH 8.0-8.5、4℃ 

精製、タンパク質の 
C末端ライゲーション 
や修飾 

pTYB21 N末端
Sce VMA1 
インテイン 
（56 kDa） 

• SapI-PstI 
• BsmI（or NdeI）

-PstI 

A, Q, M, G, L,  
N, W, F, Y 
（適さない残基： 
P, S, C, T, R） 

DTT d、 
pH 8.0-8.5、 
25℃ 

精製 

pTWIN1 C末端 
（Intein 2）

Mxe GyrA 
インテイン 
（28 kDa） 

NdeI-SapI 
（or SpeI）

M, Y, F, LEM 
（適さない残基： 
S, P, E, D）

DTT 
（or MESNA）、 
pH 8.0-8.5、4℃ 

精製、タンパク質の 
C末端ライゲーション 
や修飾 

a  発現コンストラクトの作製には NEBuilderアッセンブリー（#E2621）を推奨
b  切断効率は隣接するアミノ酸残基およびフォールディングに依存
c  タンパク質精製の場合には DT Tを使用。プロテインライゲーションを行う場合、2-メルカプトエタンスルホン酸（MESN A）を使用してチオエステル
末端を産生

d  DTTの代わりにシステインを使用可能
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K. lactis Protein Expression Kit

#E1000S  .......................................  ¥157,600 説明：酵母 Kluyveromyces lactisを使用したタンパク
質発現キットである。発現ベクターである pKL AC2
は、目的遺伝子がα - 接合因子の分泌ドメイン（α
-MF）の下流にクローニングされるようにデザインさ
れており、発現タンパク質は細胞外（培養上清）に

分泌されるため、細胞破砕の必要なく簡単に精製

ができる。本システムは大腸菌発現や他の酵母発

現に比べて様々な利点がある。まず大腸菌に毒性

を示すタンパク質の発現が可能である。また

pKL AC2ベクターにクローニングした遺伝子は K. 
lactisゲノム内に組み込まれるために安定発現株とし
て使用でき、さらに複数種のタンパク質を同時に発

現できる。本株は高密度培養が可能であるため、

発現タンパク質を高収量で得られる。またクローン

選別の際、他の酵母発現に必要とされるメタノール

や抗生物質を必要としない。最後に K. lactis の分泌
経路において発現タンパク質が修飾される。

pKL AC2ベクターで使用している改変型 LAC4プロ
モーターは大腸菌内で転写活性をもたない。その

ため大腸菌において毒性を示す遺伝子のクローニン

グと K. lactis での発現が可能である。

付属の K. lactis GG799コンピテントセルは高い形質
転換効率を有するため、cDNAライブラリーを使用
した発現クローニングのような多数の形質転換株を

必要とする場合にも適している。K. lac tis GG799は
高密度培養が可能なタンパク質発現用株であり、

外来遺伝子の発現に適しているが本株の遺伝子自

体は改変されていない。形質転換株の選択にはア

セトアミド（窒素源）を使用する。抗生物質やメタノー

ルは使用しない。

キット内容：

 – pKLAC2ベクター
 – pKLAC1-malEコントロールベクター
 – SacII
 – Integrationプライマーセット（3種類）
 – K. lactis GG799コンピテントセル
 – NEB Yeast Transformation Reagent
 – Acetamide solution
 – Yeast Medium Pack

メモ：本製品は、リコンビナントアルブミンが含まれ

るバッファーが付属、詳細は 20ページまたは w w w.
nebj.jp/re/rAlbuminを参照

参考文献：本製品の参考文献やアプリケーション

ノートは、www.neb.comを参照

単品販売：

SacII  
#R0157S 2,000 units  ................  ¥9,400  
#R0157L 10,000 units  ..............  ¥38,100 

Yeast Medium Pack  
#B9017S 12 g  ................  ¥6,500

K. lactis GG799 Competent Cells 
#C1001S  5 transformation reactions  .............. ¥62,500

	■ 大腸菌に毒性を示す遺伝子の 
クローニングや発現

	■ 複数コピーの遺伝子の同時発現

	■ 目的タンパク質の細胞外分泌

	■ 抗生物質やメタノールは不要

	■ 酵母初心者でも簡単なプロトコール

	■ 企業ライセンスあり

pKLAC2のベクターマップおよび配列は 
358ページもしくはウェブサイト（www.nebj.jp）
を参照 

発現タンパク質のプロセッシング

細胞核内においてα -MFドメイン（青色）と目的タンパ
ク質（黒色）の融合タンパク質が発現。α -MFドメイン
内のシグナルペプチドにより融合タンパク質が小胞体

（ER）に輸送。シグナルペプチダーゼ（SP）によって切断
され、融合タンパク質はゴルジ体に輸送。α -MFドメイン
はゴルジ体で Kexプロテアーゼにより切断され、目的
タンパク質は細胞外へ分泌される。

Secreted
proteinCOO–

COO–

Golgi

Golgi

ER

Kluyveromyces lactis

Nucleus

Kex

COO–

COO–

NH2

NH2

NH2

NH2

E R

Nucleus

SP

COO–

5’

3’

NH2

NH2

K. lactisにおけるタンパク質発現と細胞外分泌
高ペプトン培地に分泌された大腸菌マルトース結合タン

パク質（MBP）を SDS-PAGE後 CBB染色で検出。
レーン 1：タンパク質分子量マーカー
レーン 2：野生型 K. lactisの培養上清（15 µl）
レーン 3：MBP発現をした K. lactisの培養上清（15 µl） 

MBP 
42.5 kDa

1 2 3

関連製品：

Enterokinase, light chain 
#P8070S 480 units  .............. ¥23,600  
#P8070L 2,560 units  .............. ¥93,900 

BstXI 
#R0113S  1,000 units  ................  ¥9,400  
#R0113L 5,000 units  .............. ¥38,000 

OneTaq DNA Polymerase 
#M0480S 200 units  ................  ¥5,000  
#M0480L 1,000 units  ..............  ¥19,800  
#M0480X 5,000 units  .............. ¥79,000 

OneTaq Hot Start DNA Polymerase 
#M0481S 200 units  ..............  ¥10,000  
#M0481L 1,000 units  .............. ¥40,000  
#M0481X 5,000 units  ............ ¥160,000 

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix 
#N0447S  8 µmol of each*  ................  ¥7,000  
#N0447L  40 µmol of each*  .............. ¥28,000 

*  N0447S：0.8 ml（4 x 0.2 ml）、弊社推奨反応条件 50 µlの系で 800回
分に相当

大腸菌＆酵母発現
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Competent Cell Expression Strain Selection Chart
	■ 動物由来成分は未混入

	■ T1ファージ耐性（fhuA2）

	■ Lon、OmpTプロテアーゼ欠損 
（B由来株）

	■ 用途に応じた様々な仕様

	■ バルク品等のカスタマイズにも対応

多様なタンパク質の発現実験に対応できるように、

高い形質転換効率かつ特長の異なるタンパク質発

現用大腸菌コンピテントセルを提供している。一般

的な BL21株、BL21（DE3）株、それらの改良株で
ある NEB Express株、T7 Express株。各種プロモー
ターに対応できるラインナップを揃えている。さら

に、I q 株は lacI q により非誘導時の基礎レベルの発

現を抑制可能であり、lysY 株は T7 LysYが T7 RNAポ
リメラーゼ活性を阻害することで、非誘導時の T7
プロモーターからの基礎レベルの発現を抑制可能

である。

Lemo21（DE3）株は最も厳密な発現調節が可能な菌
株であり、最適かつ最高の発現制御が可能、発現

困難なタンパク質の発現に最適である。SHuf f le株
は細胞質でのジスルフィド結合形成と正しいフォー

ルディングにより比活性高くタンパク質を発現でき

る。また NiCo21（DE3）株は His-tag融合タンパク質
精製時にコンタミネーションの原因となる大腸菌由

来タンパク質を最小限に抑えられる。 

詳細は 240ページ：コンピテントセルの章を参照。 

タンパク質発現用大腸菌株

特徴 株名（製品名） 製品番号 容量 

• 汎用的な非 T7発現系用

• プロテアーゼ欠損
NEB Express Competent E. coli* C2523H/I 20 x 0.05 ml/6 x 0.2 ml

• 非 T7発現系用

• lacI q により非誘導時の基礎レベルの発現を抑制
NEB Express I q Competent E. coli C3037I 6 x 0.2 ml

• 汎用的な T7発現系用 T7 Express Competent E. coli C2566H/I 20 x 0.05 ml/6 x 0.2 ml

• T7発現系用

• lysYにより非誘導時の基礎レベルの発現を制御
T7 Express lysY Competent E. coli C3010I 6 x 0.2 ml

• T7発現系用

• lacI q と lysYにより非誘導時の基礎レベルの発現を厳密に制御
T7 Express lysY/I q Competent E. coli C3013I 6 x 0.2 ml

• 非 T7発現系用

• 細胞質での S-S結合形成と正確なフォールディング
SHuffles Express Competent E. coli C3028J 12 x 0.05 ml

• T7発現系用

• 細胞質での S-S結合形成と正確なフォールディング
SHuffle T7 Express Competent E. coli C3029J 12 x 0.05 ml

• T7発現系用

• 細胞質での S-S結合形成と正確なフォールディング

• lysYにより非誘導時の基礎レベルの発現を制御

SHuffle T7 Express lysY Competent E. coli C3030J 12 x 0.05 ml

• T7発現系用

• 細胞質での S-S結合形成と正確なフォールディング

• K12由来株

SHuffle T7 Competent E. coli C3026J 12 x 0.05 ml

• 非 T7発現系用の一般的な大腸菌株 BL21 Competent E. coli C2530H 20 x 0.05 ml

• T7発現系用の一般的な大腸菌株 BL21(DE3) Competent E. coli C2527H/I 20 x 0.05 ml/6 x 0.2 ml

• T7発現系用

• T7発現系を最も厳密に制御可能
Lemo21(DE3) Competent E. coli C2528J 12 x 0.05 ml

• T7発現系用

• His-tag融合タンパク質発現と精製
NiCo21(DE3) Competent E. coli C2529H 20 x 0.05 ml

メモ：コンピテントセルは –80℃で保存。一度融解したコンピテントセルの再凍結は行わない。–20℃で保存すると形質転換効率は著しく低下する。たとえ融解しなくても保存温度
が –80℃以上になると形質転換効率は低下する。

* NEB Express 株は pMAL Protein Fusion and Purification System（#E8200S）の使用の際に推奨 
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Purification Beads, Columns and Resins

NEBでは様々なタンパク質精製用、核酸精製用、イムノグロブリン精製用のビーズと磁性ビーズを提供している。
以下表を参考にして最適なビーズを選択するとよい。また、ウェブサイト（www.neb.com/ProteinExpression）を
参考にするとよい。

精製ビーズ選択チャート

* 

タンパク質

精製

ラージ 
スケール 
精製

自動化 
クロマト 
グラフィー

ハイ 
スルー

プット

ビオチン化

サンプルの

精製

タンパク質

プルダウン

核酸 
プルダウン

mRNA 精製、
プルダウン 免疫沈降

細胞選別、

ソーティング

 
NEBExpress Ni-NTA 
Magnetic Beads  
(NEB #S1423)

●	

(His-tag)
● ●

 
NEBExpress  
Ni Spin Columns  
(NEB #S1427)

●	

(His-tag)
● ●

 
NEBExpress Ni Resin 
(NEB #S1428)

●	

(His-tag)
● ● ●

Amylose Resin  
(NEB #E8021)

●	

(MBP)
● ●

Amylose Resin High 
Flow (NEB #E8022)

●	

(MBP)
● ● ●

Amylose Magnetic 
Beads (NEB #E8035)

●	

(MBP)
● ●

Anti-MBP Magnetic 
Beads (NEB #E8037)

●	

(MBP)
● ●

Chitin Resin  
(NEB #S6651)

●	

(intein-CBD tag)
● ●

Chitin Magnetic Beads 
(NEB #E8036)

●	

(intein-CBD tag)
● ●

Oligo d(T)25 Magnetic 
Beads (NEB #S1419)

● ●

Streptavidin Magnetic 
Beads (NEB #S1420)

● ●
●	

(biotinylated bait)
●	

(biotinylated bait)

Hydrophilic Streptavidin 
Magnetic Beads 
(NEB #S1421)

● ●
●	

(biotinylated bait)
●	

(biotinylated bait)

Protein A Magnetic 
Beads (NEB #S1425) 

● ●

Protein G Magnetic 
Beads (NEB #S1430)

● ●

Magnetic mRNA 
Isolation Kit  
(NEB #S1550)

● ●

NEW

NEW

NEW
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Polyhistidine-tagged Protein Purification

NEBExpress Ni-NTA Magnetic Beads 
#S1423S 1 ml  ........... ¥27,500 
#S1423L 5 ml  .........¥130,000

 
NEBExpress Ni Resin 
#S1428S 25 ml  ...........¥46,000

 
NEBExpress Ni Spin Columns 
#S1427S 10 columns  ...........¥14,800 
#S1427L 25 columns  ...........¥29,600

 
TEV Protease 
#P8112S 1,000 units  ...........¥14,900

NEBExpress Ni-NTA Magnetic Beads： Hisタグが
付加したタンパク質の精製に使用するための Ni-
NTA磁性ビーズである。一度の精製で >95%の精製
度の Hisタグ融合タンパク質が得られる。ビーズマ
トリクスは変性アルコールや界面活性剤に耐性があ

るため、様々な条件で精製ができる。また市販の

Lysis bufferも使用できる。吸着後はリガンド交換（イ
ミダゾール）や EDTAなどの強いキレーターによる金
属イオン交換などで溶出できる。

サポートマトリクス :球状、アガロースベースの常磁
性マイクロ粒子、直径 20-100 µm

結合能 : > 7.5 mg His-tagged fusion protein/ml bed 
volume（ターゲットによって異なる）

NEBExpress Ni-Resin： Hisタグが付加したタンパ
ク質の精製に使用するための Niビーズである。自
由落下カラムや低圧クロマトグラフィーに使用する。

一度の精製で >95%の精製度の Hisタグ融合タンパ
ク質が得られる。ビーズの均一性は高く、マトリク

ス表面にニッケルがチャージされている。NaOH、
EDTA、還元剤（TCEP、DTT、b -ME）に耐性がある。
また中性 /イオン性界面活性剤を含むバッファーも
使用できる。

サポートマトリクス :球状、アガロースベースのマイ
クロ粒子、直径 10-100 µm

結合能 :≧ 10 mg His-tagged fusion protein/ml Resin

NEBExpress Ni Spin Columns： 直径 10-100umの
アガロースベースのマイクロ粒子が充填された、小

スケールの Hisタグタンパク質精製用のスピンカラ
ム。Native条件だけではなく、EDTAや DTTが含ま
れた変性条件でも使用できる。

サポートマトリクス :直径 10-100umのアガロース 
ベースの球状マイクロ粒子

結合能 : ≥ 1 mg His-tagged fusion protein per column
（ターゲットにより異なる）

TEV Protease：TEV Proteaseは Tobacco Etch Virus 
(TE V) Proteaseとしても知られたシステインプロテ
アーゼである。Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln-(Gly/Ser) を
認識して、Glnと (Gly/Ser) の間を切断する。タグ切
断用プロテアーゼとして使われることが多く、NEB
の pMALシステムにも採用されている。NEBの TE V 
Proteaseには 7つの Hisタグが付与されているため、
切断後はニッケルカラムで除去できる。また熱安定

が向上されていることに加えて、自己消化しにくく

なっている。

Maltose Binding Protein (MBP) Purification

Amylose Resin 
#E8021S 15 ml  ...........¥34,600 
#E8021L 100 ml  .........¥176,400

Amylose Resin High Flow 
#E8022S 15 ml  ...........¥45,200 
#E8022L 100 ml  ......... ¥252,100

Amylose Magnetic Beads 
#E8035S 25 mg  ...........¥41,400

Anti-MBP Magnetic Beads 
#E8037S 1 ml  ...........¥53,200

Anti-MBP Monoclonal Antibody 
#E8032S 0.05 ml  ...........¥35,300 
#E8032L 0.25 ml  .........¥140,900

Amylose Resinおよび Amylose Resin High Flow：
MBPタグ融合タンパク質の精製に使用するためのア
ミロースビーズ。アミロースとアガロースの複合ビー

ズである。High Flowタイプは高圧クロマトグラ
フィー用である。

結合能 :
> 4 mg MBP5-paramyosin ∆ Sal fusion protein/ml of 
bed volume

Amylose Magnetic Beadsおよび Anti-MBP Magnetic 
Beads：MBPタグ融合タンパク質の小スケール精製用
の磁性ビーズである。アミロースあるいは抗 MBPモ
ノクローナル抗体が常磁性粒子に共有結合でカップ

リングされているため、非常に安定かつ様々な pH
でもリークが少ない。

サポートマトリクス :
・Amylose Magnetic Beads – 10 µMの超常磁性粒子

・Anti-MBP Magnetic Beads –1 µMの非孔性の超常磁
性粒子

結合能 :
・Amylose Magnetic Beads: ≥ 10 µg of MBP-fusion 
protein/mg

・Anti-MBP Magnetic Beads:5 µg of MBP-paramyosin 
∆Sal fusion protein/mg

Anti-MBP Monoclonal Antibody： マウスの抗 MBP
抗体、アイソタイプ IgG2aである。Protein Aアフィ
ニティークロマトグラフィーにより組織培養上清か

ら精製されたものである。

Chitin Binding Domain (CBD) Purification

Chitin Resin 
#S6651S 20 ml  ...........¥14,000 
#S6651L 100 ml  ...........¥58,800

Chitin Magnetic Beads 
#E8036S 5 ml  ...........¥22,000

Anti-CBD Monoclonal Antibody 
#E8034S 0.05 ml  ...........¥14,400

Chitin Resin：キチン結合ドメイン（CBD）融合タン
パク質の小スケールでの分離・精製用ビーズである。

サポートマトリクス :約 50-70 µm。キチンを固めて
作成しているのでコアマトリクスはない。

結合能 : 2 mg CBD 融合タンパク質 /ml bed volume
（pMYB5から発現した CBD融合タンパク質を結合、
切断して溶出したマルトース結合タンパク質を測定）

Chitin Magnetic Beads：キチン結合ドメイン（CBD）
融合タンパク質の小スケールでの分離・精製用磁性

ビーズである。キチンが磁鉄鉱から作成した常磁性

ビーズと結合している。細胞培養上清からの CBD
融合タンパク質の分離が可能である。

サポートマトリクス :約 50-70 µmの常磁性マイクロ
粒子

結合能 : 2 mg CBD 融合タンパク質 /ml bed volume

Anti-CBD Monoclonal Antibody： マウスの抗 CBD
抗体、アイソタイプ IgG1である。ウェスタンブロッ
トや ELISAで使用できることを確認している。

NEW

NEW

NEW

NEW
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Magnetic Bead Purification Products

Oligo d(T)25 Magnetic Beads 
#S1419S 25 mg  ...........¥55,700

Magnetic mRNA Isolation Kit 
#S1550S 25 isolations  ...........¥66,400

Streptavidin Magnetic Beads 
#S1420S 5 ml  ........... ¥57,800

Hydrophilic Streptavidin Magnetic Beads 
#S1421S 5 ml  ........... ¥57,800

Protein A Magnetic Beads 
#S1425S 1 ml  ...........¥35,300

Protein G Magnetic Beads 
#S1430S 1 ml  ........... ¥11,500

Oligo d(T)25 Magetic Beads： PolyA-mRNAを精製
するためのオリゴ dTビーズ。in vitro transcription産
物やトータル RNA、クルード細胞溶解液などから精
製可能。大部分の真核生物の mRNAはポリ Aを有
する。

サポートマトリクス：直径 1 µmの非孔性の超常磁性
マイクロ粒子

結合能：≥ 5 µg rA30 per mg of beads

Magnetic mRNA Isolation Kit：培養細胞や組織か
ら PolyA-RNAを精製するためのキット。フェノール
や有機溶媒は使用しない。1 µmの常磁性ビーズの
表面にオリゴ d(T)25がカップリングされている。

Streptavidin Magnetic Beads：ビオチンラベル基質
（DNA、RNA、ペプチド、抗原、抗体など）を補足す
ることができる。特にタンパク質の非特異的吸着が

低いため、ビオチン化タンパク質の吸着にお薦めで

ある。

サポートマトリクス：直径 1 µmの非孔性の超常磁性
マイクロ粒子

結合能： 
≥ 30 µg biotinylated antibody per mg of beads

> 500 pmol o f s ingle -s t r anded 25 bp bio t iny la ted 
oligonucleotide per mg of beads

Hydrophilic Streptavidin Magnetic Beads： ビオ
チンラベル基質（DNA、RNA、ペプチド、抗原、抗
体など）を補足することができる。特に核酸の非特

異的吸着が低いため、ビオチン化 DNA/RNAの吸着
にお薦めである。

サポートマトリクス：直径 2 µmの非孔性の超常磁性
マイクロ粒子

結合能：> 400 pmol of single-stranded 25 bp biotinylated 
oligonucleotide per mg of beadss

Protein A and Protein G Magnetic Beads：多くの
イムノグロブリン（IgGs）の精製と免疫沈降に使用で
きる。ビーズ上で IgGの Fab領域がビーズの外側に
向くように結合するため、抗原の結合効率も高い。

また本ビーズはプライマリー抗体を使用することに

より、クルードな細胞溶解液からも目的タンパク質

を免疫沈降できる。加えて、別の特異的抗体をビー

ズにクロスリンクさせて、再使用可能な免疫沈降

ビーズを作ることも可能である。

サポートマトリクス：直径 2 µmの非孔性の超常磁性
マイクロ粒子

結合能：> 280 µg of Human IgG per ml of beads

	■ 小スケール精製および IgGの免疫沈降

	■ 遠心は不要

	■ 結合能の低下なく 
マトリクスの再生可能

Magnetic Separation Racks

アプリケーション 磁石 規格 特長 希望価格

6-Tube Magnetic  
Separation Rack 
(NEB #S1506)

小スケールの磁性ビーズ精製 ネオジウム希土類磁石
6 tubes  
(1.5 ml)

磁性ビーズを用いたアフィニティー精製 ¥41,500

50 ml Magnetic  
Separation Rack 
(NEB #S1507)

小スケールの磁性ビーズ精製 ネオジウム希土類磁石
4 tubes  
(50 ml)

磁性ビーズを用いたアフィニティー精製 ¥60,200

12-Tube Magnetic  
Separation Rack 
(NEB #S1509)

小スケールの磁性ビーズ精製 ネオジウム希土類磁石
12 tubes  
(1.5 ml)

磁性ビーズを用いたアフィニティー精製 ¥67,400

96-Well Microtiter Plate 
Magnetic Separation 
Rack (NEB #S1511) 

96穴プレートでの磁性ビーズ
精製。ウェルは平底で 100 
-300 µlのプレートに対応

24本のピン状磁石。ウェル内のビーズ
はウェル壁面に吸着

96-well

磁場の向きが一定になっているため、

ウェル間のビーズ吸着の様子が一定であ

るため、ウェル間の精製のばらつきが最

小限。またサンプルロスを最小限。

¥99,500

NEBNext® Magnetic  
Separation Rack 
(NEB #S1515) 

小スケールの磁性ビーズ精製

ネオジウムー鉄ーボロン希土類磁石

（NdFeB）。ラック自体は陽極酸化アル
ミニウム。

24 tubes  
(0.2 ml)

次世代シーケンス用ライブラリー調製に

おけるビーズ精製の際、ハンドリングと

乾燥確認がしやすい。

¥68,000

精製、精製用磁性ビーズ＆磁性ラック
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Sustainable Growth

What does “sustainable growth” mean? Originally conceptualized 
by Robert C. Higgins, sustainable growth rate refers to the growth 
rate that can be supported by the financial means of the entity itself, 
without additional equity or debt. Don Comb was a firm believer in the 

Biolabs has grown steadily and sustainably, at times purposefully 
tempering growth to maintain the company for future generations. And 
over 45 years later, employees remain confident that the company will be 
there to support them for years to come — as well as its customers and 
the scientific community.  

Sustainable growth applies to more than just companies and institutions 
though, it also applies to the populations. In 1972, scientists and 
economists at MIT published Limits to Growth, which outlined that the 
fate of humanity depends on the preservation of biodiversity and the 
slowing of economic and population growth. Economic growth means 
greater industrial output: more consumer goods, factories, oil wells, mines 
and agricultural clearing — and thus less protection of natural resources 
and ecosystems. While striving for greater economic growth may lead to 
wealth, it does not necessarily lead to a better world. 

So how do we bring the world’s populations onto a more sustainable path? 
The first step is to curb wasteful resource consumption and reduce the 
disparity in living standards between nations. NEB has supported these 
efforts through contributions to non-profit organizations dedicated to 
improving lives by helping communities protect, conserve and manage 
the natural resources upon which their long-term well-being depends. 
One such organization is Trees, Water & People, which works with 
communities across Central America to practice watershed protection, 
sustainable agriculture and reforestation, as well as to distribute clean 
cookstoves — all in an effort to protect natural resources.

In addition to supporting efforts like Trees, Water & People, NEB 
houses the Creative Action Institute (CAI), whose mission is to “catalyze 
community-driven solutions that advance gender equality and build a 
sustainable planet.” CAI is working around the world to build the capacity 
of leaders and organizations for innovation, collaboration and resilience to 
advance conservation, health and human rights. 

NEB has always embraced a “small is beautiful” approach, continuing to 
make scientific and technological advances — while growing sustainably. 
Additionally, NEB operates its manufacturing facilities and headquarters 
efficiently, minimizes waste, subsidizes energy usage with solar panels, 
and recycles aggressively to protect natural resources. But no company 
can save the world alone, it will take many companies and individuals 
adopting similar practices. With the combined efforts of many to protect 
and preserve natural resources, and to slow the growth rate, we can all 
enjoy this planet for centuries to come.   

Sprout spruce seedling emerging 
from the ground.
Credit: Олег Копьёв, Adobe Stock

Learn more about 
sustainability at 

NEB.
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持続可能な成長

「持続可能な成長」は何を意味するのでしょうか。もともと Robert C. Higgins氏
により概念化された持続的成長率とは、追加の資本または負債なしで、定義され

た財務方針と一致する成長率を意味します。Don Comb博士は、持続可能な成長
の原理を固く信じていました。New England Biolabsはその歴史を通して、着実
かつ持続的に成長してきていますが、会社を将来世代のために持続させることが

できるよう、時には意図的に成長を緩めてきました。そして 45年以上が経過し
た今、社員はもちろん、顧客も科学コミュニティーも、NEBがこの先何年も彼ら
をサポートしてくれると確信しています。

持続可能な成長は企業や団体だけではなく、個人にとっても重要です。1972年
にMITの科学者および経済学者により発表された Limits to Growthには、人類
の運命が生物学的多様性の維持と、経済および人口増加の減速にかかっているこ

とが概説されています。経済成長は工業生産高の増加、すなわち消費財、工場、

石油井戸、鉱山および農地開墾の増大を意味し、結果として天然資源や生態系

の保護が犠牲となります。より大きな経済成長を求めて努力することで富を得る

ことはできるかもしれませんが、それが必ずしもより良い世界につながるとは限り

ません。

では、より持続可能な世界を実現するためにはどうすればよいのでしょうか。

まずできることは、資源の無駄遣いを抑え、先進国と開発途上国の間の生活水

準の差を縮めることです。そのために、コミュニティーの長期的健全性の維持に

必要な天然資源の保護、節約および管理に取り組むことで人々の生活を向上させ

ようと努力している非営利団体を NEBは支援してきました。

その一例が、中央アメリカ全域のコミュニティーと協力して、流域の保護、持続

可能な農業および森林再生を実践することに加えてクリーンな調理用レンジを提

供することで、天然資源を守ろうとしている Trees, Water & Peopleへの支援です。

Trees, Water & Peopleのような団体の取り組みの支援に加え、NEBでは Creative 
Action Institute（CAI）を設立し「男女平等を推進させ、持続可能な地球環境を
構築するための地域密着型のソリューションを提供する」ことに取り組んでいます。

CAIは世界中で、環境保全、健康および人権擁護を推進するために必要なイノベー
ション、協調性および粘り強さを備えたリーダーや組織の構築を支援しています。

NEBでは常に、「小さいことの美しさを忘れない」をモットーに、持続可能な成
長を続けながら、科学技術の進歩に貢献しています。

NEBの造施設や本社では、廃棄物を最小限に抑え、使用エネルギーの一部をソー
ラーパネルで産生し、積極的に再利用を行い、天然資源の保護に考慮した効率

的な運営を行っています。しかし、単独で世界を救うことができる企業は存在し

ません。多くの企業と個人が同様のアプローチをとることが必要です。多くの人

が協力して天然資源を守り、成長速度を遅くすれば、今後何世紀にもわたり、す

べての人がこの地球上での生活を楽しむことが可能になります。

NEBでの持続可能性の
詳細はこちらから。

トウヒの発芽。

提供：Олег Копьёв、Adobe Stock
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Featured Products

242 NEB Cloning 
Competent E. coli Sampler

244 NEB Stable 
Competent E. coli

245 BL21 Competent E. coli

248 SHuffle Express 
Competent E. coli

Featured Tools  
& Resources

350 Enhancing  
Transformation Efficiency

351 Protein Expression with  
T7 Express Strains

336 Troubleshooting Guide  
for Cloning

コンピテントセル選択ツールや 
比較ツールなどをオンライン配信中 
（www.neb.com）

コンピテントセル 

Find tips 
for successful  
transformation.

コンピテントセル： 
クローニング用からタンパク質発現用まで、 
さまざまな用途に対応するコンピテントセルを
提供

クローニング用コンピテントセル

NEB のコンピテントセルは、高い形質転換効率かつ、高い収量でプラスミドを調製で
きるように最適化されている。一般的な NEB 5-alpha 株（DH5 α™ 派生株）、一般的
なサイズのプラスミドから大きなサイズまで幅広く、高い形質転換効率を有する NEB 
10-beta 株（DH10B™ 派生株）、生育速度が速く実験の所要時間を短縮できる NEB 
Turbo 株、メチル化されていないプラスミドクローニング用の dam –/dcm – 株、

CRISPR/Cas9 プラスミド、レトロウイルス / レンチウイルス・ベクター、反復配列を含
む不安定な配列のクローニング用の NEB Stable 株などを提供している。

タンパク質発現用コンピテントセル

多様なタンパク質の発現実験に対応できるように、高い形質転換効率かつ特長の異な

る大腸菌コンピテントセルを提供している。一般的なタンパク質発現用の NEB 
Express株、T7 Express株。毒性や可溶性の問題から発現が困難なタンパク質の発
現用の lacIq 株、lysY株、さらに発現量の同調が可能な Lemo21（DE3）株。細胞質で
のジスルフィド結合形成と正しいフォールディングにより比活性高くタンパク質を発現

できる SHuffle株。His タグ精製用の融合タンパク質発現用の NiCo21（DE3）株など
を提供している。
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One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not 
agree to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.
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Strain Properties

下記チャートはコンピテントセルの特徴をまとめたものである。チャートを参考にして最適なコンピテントセ

ルを選択する。

説明：ケミカルコンピテントセルには DMSOが含まれている。安全データシート（SDS)を参照すること（www.
nebj.jp)

タンパク質発現用コンピテントセルの特徴

大腸菌 特徴

形質転換効率

（CFU/ΜG、 
ケミカル） 仕様 (7)

培地およびコントロール

プラスミドの付属 由来

ライブラリー 
調製実験の 
適合性 lacI q lysY endA–

プロテアーゼ

欠損 (3) F´
T7 RNA 

POLYMERASE

サイトプラズム

内での 
S-S結合形成 (4) 薬剤耐性 (5) メチル化フェノタイプ

NEBExpress •   非T7発現の汎用株
・プロテアーゼ欠損

0.6-1 x 109 50, 200 l B l – – l l – – – nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

BL21(DE3) •   T7発現の汎用株 1-5 x 107 50, 200 l B – – – l – l – none Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

Lemo21(DE3) •   T7発現制御・調整により難しい発現が可能 1-3 x 107 50   l (1) B – l – l – l – cam Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

NiCo21(DE3) •   Hisタグタンパク質の高純度精製が可能 1-5 x 107 50 l B – – – l – l – none Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

BL21 •   一般的な非T7発現株 1-5 x 107 50 l B – – – l – – – none Dam +, Dcm–, M. EcoKI–

T7 Express •   最も使用されているT7発現株
•   プロテアーゼ欠損

0.6-1 x 109 50, 200 l B l – – l l – l – nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

T7 Express lysY
•   T7発現株
・プロテアーゼ欠損

・ベーサル発現を低減

0.6-1 x 109 200 – B l – l l l – l – cam, nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

T7 Express lysY/I q

•   T7発現株
•   プロテアーゼ欠損
•   高レベルの発現制御

0.6-1 x 109 200 – B l l l l l – l – cam, nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

SHuffle T7
•   T7発現株（K12系統）
•   S-S結合をサイトプラズム内で形成して 
正しくフォールディング

1 x 106 50 – K12 l – – – l l l str, spec, nit Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

SHuffle Express
•   非T7発現株（B系統）
•   S-S結合をサイトプラズム内で形成して 
正しくフォールディング

1 x 107 50 – B l – l l – – l spec(6), nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

SHuffle  
T7 Express

•   T7発現株（B系統）
•   プロテアーゼ欠損
•   S-S結合をサイトプラズム内で形成して 
正しくフォールディング

1 x 107 50 – B l – l l – l l spec(6), nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

SHuffle T7  
Express lysY

•   T7発現株（B系統）
•   プロテアーゼ欠損
•   発現制御による毒性遺伝子の発現が可能
•   S-S結合をサイトプラズム内で形成して 
正しくフォールディング

1 x 107 50 – B l l l l – l l cam, spec(6), nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

NEBExpress I q •   Plac, Ptac, Ptrc、T5lacからIPTGで誘導・発現 
•   プロテアーゼ欠損

0.6-1 x 109 200 – B l l – l l – – – cam, nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

大腸菌 特徴

形質転換効率

（CFU/ΜG、 
ケミカル）

形質転換効率

（CFU/ΜG、 
エレクトロ 
ポレーション） 仕様 (7)

培地およびコント

ロールプラスミド

の付属 由来

ライブラリー 
調製実験の 
適合性 青 /白スクリーニング lacI q endA– (2) F´ recA– 薬剤耐性 (5) メチル化フェノタイプ

dam –/dcm – •   Dam/Dcmメチル化フリーのプラスミドの調製が可能 1-3 x 106 n/a 50, 200 l K12 – – l – – cam, str, nit Dam –, Dcm –, M. EcoKI+

NEB Turbo  
(High Efficiency)

•   早い成長速度ー6.5時間でコロニーが観察可能

•   4時間でプラスミド調製が可能
1-3 x 109 n/a 50, 200 l K12 l l l l l – nit Dam +, Dcm +, M. EcoKI–

NEB 5-alpha  
(High Efficiency)

•   クローニングに汎用的に使用可能

•   DH5α派生株
1-3 x 109 (8) n/a

50, 200, 96, 
384, Strips

l K12 l l – l – l none Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

NEB 5-alpha F´ I q 
(High Efficiency)

•   毒性遺伝子のクローニングが可能

•   F'因子を持ちながら高い形質転換効率
1-3 x 109 n/a 50, 200 l K12 l l l l l l tet Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

NEB 10-beta  
(High Efficiency)

•   大きなサイズのプラスミドの形質転換

•   DH10B派生株
1-3 x 109 (9) > 2 x 1010 50, 200, 96 l K12 l l – l – l str Dam +, Dcm +, M. EcoKI–

NEB Stable 
(High Efficiency)

•   リピート配列など不安定な遺伝子のクローニング

•   レトロ/レンチウイルスベクターのクローニング
1-3 x 109 n/a 50, 200 l K12 l l l l l l tet, str Dam +, Dcm +, M. EcoKI–

NEB 5-alpha 
(Subcloning 
Efficiency)

•   価格がリーズナブルなサブクローニング用株 > 1 x 106 n/a 400 – K12 l – l – l none Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

クローニング用コンピテントセルの特徴

*注釈については次ページを参照
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

発現用大腸菌株の特徴

Selection Chart 

(1) Rhamnoseが付属、SOCは付属しない、コントロール DNAが
付属

(2) 高品質のプラスミドを調製可能
(3) Lon、OmpTプロテアーゼ欠損
(4) 本来ペリプラズムに存在するジスルフィド結合イソメラーゼ
（DsbC）が細胞質で恒常発現するように改良

(5)  nit：ニトロフラントイン、tet：テトラサイクリン、 
cam：クロラムフェニコール、str：ストレプトマイシン、
spec：スペクチノマイシン

(6) 低濃度のストレプトマイシンに耐性を示すことがある。
(7) 50 = 50 µl tubes; 200 = 200 µl tubes; 96 = 96 well plate;  

384 = 384 well plate; strips = 96 tube strips (50 µl/tube);  
400 = 400 µl tubes

(8) 1-5 x 108 for R-format.
(9) 1-3 x 108 for P-format.

コンピテントセルの選択にはオンライン

ツール：NEBclonerをご利用ください。  
NEBcloner.neb.com

®NEBcloner

Learn how 
to perform  

a transformation.

大腸菌 特徴

形質転換効率

（CFU/ΜG、 
ケミカル） 仕様 (7)

培地およびコントロール

プラスミドの付属 由来

ライブラリー 
調製実験の 
適合性 lacI q lysY endA–

プロテアーゼ

欠損 (3) F´
T7 RNA 

POLYMERASE

サイトプラズム

内での 
S-S結合形成 (4) 薬剤耐性 (5) メチル化フェノタイプ

NEBExpress •   非T7発現の汎用株
・プロテアーゼ欠損

0.6-1 x 109 50, 200 l B l – – l l – – – nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

BL21(DE3) •   T7発現の汎用株 1-5 x 107 50, 200 l B – – – l – l – none Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

Lemo21(DE3) •   T7発現制御・調整により難しい発現が可能 1-3 x 107 50   l (1) B – l – l – l – cam Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

NiCo21(DE3) •   Hisタグタンパク質の高純度精製が可能 1-5 x 107 50 l B – – – l – l – none Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

BL21 •   一般的な非T7発現株 1-5 x 107 50 l B – – – l – – – none Dam +, Dcm–, M. EcoKI–

T7 Express •   最も使用されているT7発現株
•   プロテアーゼ欠損

0.6-1 x 109 50, 200 l B l – – l l – l – nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

T7 Express lysY
•   T7発現株
・プロテアーゼ欠損

・ベーサル発現を低減

0.6-1 x 109 200 – B l – l l l – l – cam, nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

T7 Express lysY/I q

•   T7発現株
•   プロテアーゼ欠損
•   高レベルの発現制御

0.6-1 x 109 200 – B l l l l l – l – cam, nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

SHuffle T7
•   T7発現株（K12系統）
•   S-S結合をサイトプラズム内で形成して 
正しくフォールディング

1 x 106 50 – K12 l – – – l l l str, spec, nit Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

SHuffle Express
•   非T7発現株（B系統）
•   S-S結合をサイトプラズム内で形成して 
正しくフォールディング

1 x 107 50 – B l – l l – – l spec(6), nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

SHuffle  
T7 Express

•   T7発現株（B系統）
•   プロテアーゼ欠損
•   S-S結合をサイトプラズム内で形成して 
正しくフォールディング

1 x 107 50 – B l – l l – l l spec(6), nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

SHuffle T7  
Express lysY

•   T7発現株（B系統）
•   プロテアーゼ欠損
•   発現制御による毒性遺伝子の発現が可能
•   S-S結合をサイトプラズム内で形成して 
正しくフォールディング

1 x 107 50 – B l l l l – l l cam, spec(6), nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

NEBExpress I q •   Plac, Ptac, Ptrc、T5lacからIPTGで誘導・発現 
•   プロテアーゼ欠損

0.6-1 x 109 200 – B l l – l l – – – cam, nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

大腸菌 特徴

形質転換効率

（CFU/ΜG、 
ケミカル）

形質転換効率

（CFU/ΜG、 
エレクトロ 
ポレーション） 仕様 (7)

培地およびコント

ロールプラスミド

の付属 由来

ライブラリー 
調製実験の 
適合性 青 /白スクリーニング lacI q endA– (2) F´ recA– 薬剤耐性 (5) メチル化フェノタイプ

dam –/dcm – •   Dam/Dcmメチル化フリーのプラスミドの調製が可能 1-3 x 106 n/a 50, 200 l K12 – – l – – cam, str, nit Dam –, Dcm –, M. EcoKI+

NEB Turbo  
(High Efficiency)

•   早い成長速度ー6.5時間でコロニーが観察可能

•   4時間でプラスミド調製が可能
1-3 x 109 n/a 50, 200 l K12 l l l l l – nit Dam +, Dcm +, M. EcoKI–

NEB 5-alpha  
(High Efficiency)

•   クローニングに汎用的に使用可能

•   DH5α派生株
1-3 x 109 (8) n/a

50, 200, 96, 
384, Strips

l K12 l l – l – l none Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

NEB 5-alpha F´ I q 
(High Efficiency)

•   毒性遺伝子のクローニングが可能

•   F'因子を持ちながら高い形質転換効率
1-3 x 109 n/a 50, 200 l K12 l l l l l l tet Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

NEB 10-beta  
(High Efficiency)

•   大きなサイズのプラスミドの形質転換

•   DH10B派生株
1-3 x 109 (9) > 2 x 1010 50, 200, 96 l K12 l l – l – l str Dam +, Dcm +, M. EcoKI–

NEB Stable 
(High Efficiency)

•   リピート配列など不安定な遺伝子のクローニング

•   レトロ/レンチウイルスベクターのクローニング
1-3 x 109 n/a 50, 200 l K12 l l l l l l tet, str Dam +, Dcm +, M. EcoKI–

NEB 5-alpha 
(Subcloning 
Efficiency)

•   価格がリーズナブルなサブクローニング用株 > 1 x 106 n/a 400 – K12 l – l – l none Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

現在お使いの大腸菌株の同等品が簡単に検索できます。

www.nebj.jp > NEBツール

Competitor Cross Reference

クローニング用株の特徴
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NEB Cloning Competent E. coli Sampler

#C1010S 8 tubes  ........... ¥17,700 説明：4 種類のクローニング用コンピテントセルの
セット品である。各株の特性は該当する製品ページ

もしくは製品付属のデータカードを参照する。

形質転換効率：

1–3 x 109 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）

内容：

– NEB Turbo Competent E. coli（High Effi ciency）
– NEB 5-alpha Competent E. coli（High Effi ciency）
– NEB 10-beta Competent E. coli（High Effi ciency）
– NEB Stable Competent E. coli（High Effi ciency）
– SOC Outgrowth Medium
– NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium
– pUC19 Vector

別売：

SOC Outgrowth Medium 
#B9020S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,200 

■ 4 種類の株のセット品

■ Outgrowth培地とコントロール DNA が
付属

■ 動物由来成分は未混入

NEB Turbo Competent E. coli

NEB Turbo Competent E. coli
(High Efficiency) 
#C2984H 20 x 0.05 ml  .......... ¥35,900 
#C2984I 6 x 0.2 ml  ..........  ¥27,700 

説明：増殖が極めて速いクローニング用コンピテン

トセルである。寒天培地でわずか 6.5時間でコロ
ニー形成をする。lacI q により厳密な発現制御が可能

であり、毒性遺伝子のクローニングにも適している。

遺伝子型：F′ proA+B+ lacI q ΔlacZM15/fhuA2 Δ(lacproAB) 
glnV galK16 galE15 R(zgb-210::Tn10)Tet S endA1 thi-1 
Δ(hsdS-mcrB)5

特長：

• ブルー /ホワイトスクリーニングに対応
• 最高品質のプラスミドを調製可能な endA1欠損株 

形質転換効率：

High Effi ciency：
1–3 x 109 cfu/µg pUC19 DNA
Electrocompetent：
> 1 x 1010 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Nit

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Spec, Strep, Tet
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単一コロニーをわずか 3時間液体培養するだけでミニ
プレップによりプラスミドを調製できる。さらに 1時間
長く培養（計 4時間）することにより、DNAの収量は 2
倍になる。

付属試薬：

• SOC培地
• pUC19コントロールプラスミド

別売：

SOC Outgrowth Medium 
#B9020S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,200 

■ lacI qによる厳密な発現制御により毒性
遺伝子をクローニング可能

■ わずか 6.5時間でコロニーを確認

■ わずか 4時間でプラスミド調製可能

■ 5分間プロトコールによる形質転換が
可能

■ 動物由来成分は未混入
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NEBのコンピテントセルは高い形質転換効率を示す：
各社推奨条件に従って形質転換効率を求めた（n = 3）ところ、4 種
類の株について NEBのコンピテントセルが同等品よりも高い形質
転換効率を示した。

ライゲーション産物を50 µlのNEB Turbo competent E. coliに形質転換した後、LB/Amp上にプレーティングした。各プレー
トは各々 37℃で培養して経時観察した。NEB Turboのコロニー形成速度は非常に速く、クローニングに要する時間を
短縮することができる。

8 hours 10 hours 12 hours

NEW

What is the difference
between chemical transformation 
and electroporation?
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NEB 10-beta Competent E. coli

NEB 10-beta Competent E. coli  
(High Efficiency)  
#C3019H 20 x 0.05 ml  .......... ¥30,300  
#C3019I 6 x 0.2 ml  ..........  ¥24,000 

#C3019P 1 x 96well plate ............¥71,000

NEB 10-beta Electrocompetent E. coli  
#C3020K 6 x 0.1 ml  .......... ¥28,600 

説明：大きなサイズのプラスミドの形質転換に最適

なクローニング用コンピテントセルである。DH10B
派生株であり、制限システムを欠損しているため、

メチル化ゲノムDNAのクローニングにも最適である。
エレクトロポレーション用仕様も提供（#C3020K）

遺伝子型：Δ(a ra- leu) 7697 a raD139 fhuA Δ l a cX74 
galK16 galE15 e14-φ80dlacZΔM15 recA1 relA1 endA1 
nupG rpsL (StrR) rph spoT1 Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC)

特長：

• 真核生物由来のメチル化 DNAの他、PCR産物や
cDNA などの非メチル化 DNAを効率的に形質転
換可能

• IPTGを使用しないブルー /ホワイトスクリーニン
グが可能

• 最高品質のプラスミドを調製可能な endA1欠損株 
• 相同組換えを低減する recA1欠損株

形質転換効率：

High Efficiency： 
1–3 x 109 cfu/µg pUC19 DNA
Electrocompetent： 
> 2 x 1010 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Strep

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Nit, Spec, Tet

付属試薬：

• NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium
• pUC19コントロールプラスミド

別売：

NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium  
#B9035S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,400 

	■ 大きなサイズのプラスミドの 
クローニング

	■ DH10B派生株

	■ 動物由来成分は未混入

NEB 5-alpha Competent E. coli

NEB 5-alpha Competent E. coli   
(High Efficiency)  
#C2987H 20 x 0.05 ml  .......... ¥25,300  
#C2987I 6 x 0.2 ml  .......... ¥20,000  
#C2987P  1 x 96 well plate  .......... ¥64,300 
#C2987R 1 x 384 well plate  ........  ¥203,100 
#C2987U 96 x 50 µl/tube  ........  ¥137,800 

NEB 5-alpha Competent E. coli   
(Subcloning Efficiency)*  
#C2988J 6 x 0.4 ml  ............ ¥9,600  

説明：最も一般的なクローニング用コンピテントセ

ルである。DH5 α派生株であり、高効率グレード
（#C2987）に加えて、低コストのサブクローニンググ
レード（#C2988J）を提供している。

遺伝子型：f h u A2Δ(a rg F - l a cZ) U169 p h o A g l nV44 
f80Δ(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 

特長： 
• PCR産物や cDNAなどの非メチル化 DNAを効率
的に形質転換可能

• ブルー /ホワイトスクリーニングに最適
• 最高品質のプラスミドを調製可能な endA1欠損株 
• 相同組換えを低減する recA1欠損株

形質転換効率： 
High Efficiency： 
1–3 x 109 cfu/µg pUC19 DNA
Subcloning Efficiency： 
> 1–3 x 106 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Strep

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Nit, Spec, Tet

付属試薬：

• SOC培地
• pUC19コントロールプラスミド

* NEB 5-alpha Competent E. coli（subcloning Efficiency）には
SOC培地およびコントロールプラスミドは付属しない。

別売： 

SOC Outgrowth Medium  
#B9020S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,200 

	■ 一般的なクローニング用途に最適

	■ DH5 α派生株

	■ 動物由来成分は未混入

NEB 5-alpha F′I q Competent E. coli

NEB 5-alpha F′l q Competent E. coli  
(High Efficiency)  
#C2992H 20 x 0.05 ml  .......... ¥25,500  
#C2992I 6 x 0.2 ml  .......... ¥20,400 

説明：毒性遺伝子のクローニングに適したコンピテン

トセルである。

遺伝子型：F′ proA+B+ lacI q Δ(lacZ)M15 zzf::Tn10 (TetR) / 
fhuA2Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 f80 Δ(lacZ)M15 
gyrA96 recA1 endA1 thi-1 hsdR17

特長：

• Lacリプレッサーの過剰発現により、lacプロモー
ターからの発現を抑制することで、毒性遺伝子の

クローニングが可能

• PCR産物や cDNAなどの非メチル化 DNAを効率
的に形質転換可能

• ブルー /ホワイトスクリーニングに対応
• 最高品質のプラスミドを調製可能な endA1欠損株 
• 相同組換えを低減する recA1欠損

形質転換効率： 
High Efficiency： 
1–3 x 109 cfu/µg pUC19 DNA 

耐性：T1 phage（fhuA2）, Tet

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Nit, Spec, Strep

付属試薬：

• SOC培地
• pUC19コントロールプラスミド

別売：

SOC Outgrowth Medium  
#B9020S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,200 

	■ DH5 α派生株

	■ 発現抑制（lacI q）による毒性遺伝子の 
クローニング

	■ F′因子保有

	■ 動物由来成分は未混入
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NEB 10-betaは大きなプラスミドも形質転換可能
NEB 10-be t a コンピテントセルは NEB 5-alphaに比べ、
大きいサイズのプラスミドの形質転換効率に適してい

る。プラスミドのサイズが大きくなるとともに、2つの
株の形質転換効率の差が大きくなる。

クローニング用株 
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NEB Stable Competent E. coli

NEB Stable Competent E. coli
(High Efficiency) 
#C3040H 20 x 0.05 ml  .......... ¥43,200 
#C3040I  6 x 0.2 ml  .......... ¥33,900

説明：リピート配列など不安定な遺伝子のクローニン

グに最適なコンピテントセルである。レトロウイル

ス /レンチウイルス・ベクターのクローニングにも適
している。

遺伝子型：F′ proA+B+ lacI q Δ(lacZ)M15 zzf::Tn10 (TetR) 
/Δ(ara-leu) 7697 araD139 fhuA ΔlacX74 galK16 galE15 e14- 
φ 80dlacZΔM15 recA1 relA1 endA1 nupG rpsL (StrR) rph 
spoT1 Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC)

特長：

• リピート配列など不安定な遺伝子のクローニング
に最適

• レトロウイルス /レンチウイルス・ベクターのクロー
ニングに最適

• ライゲーション反応や Gibson/NEBuilder Assembly
と併用可能

形質転換効率：

1–5 x 108 cfu/µg pUC19 DNA（#C3040H）

> 1 x 109 cfu/µg pUC19 DNA（#C3040I）

耐性：T1 phage（fhuA）, Strep, Tet

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Nit, Spec

付属試薬：

• NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium
• pUC19コントロールプラスミド

別売：

NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium 
#B9035S  4 x 25 ml  ..............  ¥15,400 

■ リピート配列など不安定な遺伝子の
クローニング

■ レトロウイルス /レンチウイルス・
ベクターのクローニング

■ 動物由来成分は未混入

dam–/dcm– Competent E. coli

#C2925H 20 x 0.05 ml  .......... ¥32,700 
#C2925I  6 x 0.2 ml  .......... ¥25,400 

説明：非メチル化プラスミドの調製のためのコンピ

テントセルである。dam/dcmメチル化でブロックさ
れる制限酵素でプラスミド切断を行う場合には、本

株で非メチル化プラスミドを調製する必要がある。

遺伝子型：ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 glnV44 
galK2 galT22 mcrA dcm-6 hisG4 rfbD1 R(zgb210::Tn10) 
TetS endA1 rspL136 (StrR) dam13::Tn9 (CamR) xylA-5 mtl-1 
thi-1 mcrB1 hsdR2

特長：

• メチルトランスフェラーゼ欠損株であり、dam/dcm
非メチル化プラスミドを調製可能

• 最高品質のプラスミドを調製可能な endA1欠損株 

形質転換効率：

1–3 x 106 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA31）, Cam, Nit, Strep

薬剤感受性：Amp, Kan, Spec, Tet

付属試薬：

• SOC培地
• pUC19コントロールプラスミド

別売：

SOC Outgrowth Medium 
#B9020S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,200 

■ dam/dcm非メチル化プラスミドの調製 
■ 動物由来成分は未混入

NEB Tube Opener

#C1008S  2 units  ............ ¥2,900 説明：マイクロチューブの蓋を開けるためのオープナー。通常の蓋とスクリューキャップの両方に対応。

GIBSON ASSEMBLY® is a registered trademark of Synthetic Genomics Inc.

TO OPEN SCREW-CAP TUBES:

Push and twist
to loosen cap

Insert tool
onto cap1

2

Insert tool
onto cap

Lift up to
open tube

TO OPEN SNAP-CAP TUBES:

1

2

TO OPEN SCREW-CAP TUBES:

Push and twist
to loosen cap

Insert tool
onto cap1

2

Insert tool
onto cap

Lift up to
open tube

TO OPEN SNAP-CAP TUBES:

1

2
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BL21 Competent E. coli

#C2530H 20 x 0.05 ml  .......... ¥28,700 説明：一般的な非 T7発現系用タンパク質発現コン
ピテントセルである。tac、lac、trc、ParaBADプロモー
タなどを有するベクターを使用できる。T7 RNAポリ
メラーゼを発現しないため、T7発現系には使用で
きない。

遺伝子型：fhuA2 [lon] ompT gal [dcm] ΔhsdS

特長：

• Plac、Ptac、Ptrc、ParaBAD 発現用 
• Lon、OmpTプロテアーゼ欠損株 

形質転換効率：

1–5 x 107 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Nit, Spec, Strep, Tet

付属試薬：

• SOC培地
• pUC19コントロールプラスミド

別売：

SOC Outgrowth Medium  
#B9020S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,200 

	■ 一般的なタンパク質発現用株

	■ BL21株

	■ 非 T7発現

	■ Lon、OmpTプロテアーゼ欠損株

	■ 動物由来成分は未混入

BL21(DE3) Competent E. coli

#C2527H 20 x 0.05 ml  .......... ¥28,700  
#C2527I 6 x 0.2 ml  .......... ¥21,500 

説明：一般的な T7発現用コンピテントセルである。 

遺伝子型：fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] ΔhsdS λ 
DE3 = λ sBamHIo ΔEcoRI-B int::(lacI::P lacUV5::T7 gene1) 
i21 Δnin5

特長：

• T7発現用
• Lon、OmpTプロテアーゼ欠損株

形質転換効率：

1–5 x 107 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Nit, Spec, Strep, Tet

付属試薬：

• SOC培地
• pUC19コントロールプラスミド

別売：

SOC Outgrowth Medium  
#B9020S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,200 

	■ 一般的なタンパク質発現用株

	■ BL21(DE3) 株

	■ T7発現

	■ Lon、OmpTプロテアーゼ欠損株

	■ 動物由来成分は未混入

Lemo21(DE3) Competent E. coli

#C2528J 12 x 0.05 ml  .......... ¥40,700 説明：最高レベルの制御システムにより発現困難な

タンパク質の発現を可能とするコンピテントセルで

ある。Lemo21(DE3) 株は、T7 RNAポリメラーゼ阻
害作用を有する T7 lysozyme（T7 LysY）をプラスミド
pLemo上の PrhaBAD下流に保持している。T7 LysY
の発現は L-rhamnoseの添加量で調節可能である。
Lemo21(DE3)株は、目的タンパク質の発現量（T7発
現系）を IPTGの添加量で調節できるだけでなく、
L-rhamnose添加によって発現が誘導される T7 LysY
が T7 RNAポリメラーゼ活性を阻害するという 2つ
の方法で制御できる。Lemo21(DE3)株はタンパク質
発現用大腸菌の中で最も厳密な発現制御が可能で

あり、最適かつ最高の発現量に同調可能である。

膜タンパク質、不溶性タンパク質、毒性タンパク質

などの発現困難なタンパク質発現に最適である。

遺伝子型：fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] ΔhsdS/ 
pLemo(CamR) λ DE3 = λ sBamHIo ΔEcoRI-B int::(lacI::P 
l a c UV5::T7 g e n e1) i21 Δn in5 p Le m o = p ACYC184-
PrhaBAD-lysY

特長：

• 培地中のラムノース濃度による最高レベルの発現
制御

• BL21(DE3)派生株
• 発現量を最大限調節可能
• 封入体の低減

形質転換効率：

1–3 x 107 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Cam

薬剤感受性：Amp, Kan, Nit, Spec, Strep, Tet

付属試薬：

• L-rhamnose溶液
• pUC19コントロールプラスミド

	■ 発現困難なタンパク質発現

	■ 膜タンパク質の発現

	■ 毒性タンパク質の発現

	■ 不溶性タンパク質の発現

クローニング用株 &タンパク質発現用株
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NiCo21(DE3) Competent E. coli

#C2529H 20 x 0.05 ml  .......... ¥49,000 説明：His-tag融合タンパク質用のコンピテントセル
である。His-tag融合タンパク質を固定化金属イオン
アフィニティクロマトグラフィー（IMAC）で精製する
際に大腸菌由来タンパク質のコンタミネーションを

最少にできる。GlmS（67 kDa）には IMACレシンに
結合できない変異を導入し、SlyD、ArnA、Canには
キチン結合ドメイン（CBD）を融合させているため、
キチンアフィニティークロマトグラフィーによって除

去できる。

遺伝子型：can::CBD fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] 
arnA::CBD slyD::CBD glmS6Ala ΔhsdS λ DE3 = λ 
sBamHIo ΔEcoRI-B int::(lacI::P lacUV5::T7 gene1) i21 Δnin5

特長：

• 生育特性は BL21(DE3)と同じ
• Lon、OmpTプロテアーゼ欠損株

形質転換効率：

1–5 x 107 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Nit, Spec, Strep, Tet

付属試薬：

• SOC培地
• pUC19コントロールプラスミド

別売：

SOC Outgrowth Medium  
#B9020S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,200

関連製品：

Ni-NTA Magnetic Beads 
#S1423S 1 ml  ..............  ¥27,500 
#S1423L 5 ml  ............  ¥130,000

	■ 夾雑物のない Hisタグタンパク質の 
精製が可能

	■ BL21(DE3)派生株

	■ 動物由来成分は未混入

NEB Express Competent E. coli

NEB Express Competent E. coli  
(High Efficiency)  
#C2523 H 20 x 0.05 ml  ............  28,700  
#C2523I 6 x 0.2 ml  ............  21,500 

説明：汎用性の高い一般的な非 T7発現系タンパク
質発現用コンピテントセルである。BL21株よりも高
い形質転換効率を有する。

遺伝子型：fhuA2 [lon] ompT gal sulA11 R(mcr- 73::mini 
Tn10--TetS)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10--TetS) endA/Δ(mcrC-
mrr)114::IS10

特長：

• Lon、OmpTプロテアーゼ欠損株
• メチル化 DNAを消化しない

形質転換効率：

0.6–1 x 109 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Nit

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Tet, Spec, Strep

付属試薬：

• SOC培地
• pUC19コントロールプラスミド

別売：

SOC Outgrowth Medium  
#B9020S 4 x 25 ml  ................  15,200

	■ 一般的な非 T7発現系タンパク質発現

	■ 高い形質転換効率

	■ BL21派生株

	■ 動物由来成分は未混入

NEB Express I q Competent E. coli

NEB Express l q Competent E. coli  
(High Efficiency)  
#C3037I 6 x 0.2 ml  ..........  ¥24,600 

説明：非 T7発現用コンピテントセル。lacI q によって 
ベーサルレベルの発現を抑制できるため、毒性遺

伝子にも有効である。BL21株よりも高い形質転換
効率を有する。

遺伝子型：MiniF lacI q (CamR) / fhuA2 [lon] ompT gal 
sulA11 R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10-
-TetS) endA/Δ(mcrC-mrr)114::IS10

特長：

• Lon、OmpTプロテアーゼ欠損株 
• メチル化 DNAを消化しない 

形質転換効率：

0.6–1 x 109 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Cam, Nit

薬剤感受性：Amp, Kan, Spec, Strep, Tet

付属試薬：

• SOC培地
• pUC19コントロールプラスミド

別売：

SOC Outgrowth Medium  
#B9020S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,200 

	■ 非 T7発現用

	■ ベーサルレベルの発現抑制（lacI q）に 
よる毒性タンパク質の発現

	■ 高い形質転換効率

	■ BL21派生株

	■ 動物由来成分は未混入



247

コ
ン
ピ
テ
ン
ト
セ
ル

テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

T7 Express Competent E. coli

T7 Express Competent E. coli  
(High Efficiency)  
#C2566H 20 x 0.05 ml  .......... ¥28,700  
#C2566I 6 x 0.2 ml  .......... ¥21,500 

説明：汎用性の高い一般的な T7発現系タンパク質
発現用コンピテントセル。BL21派生株であり、高い
形質転換効率を有することが特徴である。

遺伝子型：fhuA2 lacZ::T7 gene1 [lon] ompT gal sulA11 
R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10--TetS) 
endA1 Δ(mcrC-mrr)114::IS10

特長： 
• lacオペロン中に T7 RNAポリメラーゼを保有 
（λプロファージフリー）

• Lon、OmpTプロテアーゼ欠損株
• メチル化 DNAを消化しない

形質転換効率：

0.6–1 x 109 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Nit

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Spec, Strep, Tet

付属試薬：

• SOC培地
• pUC19コントロールプラスミド

別売：

SOC Outgrowth Medium  
#B9020S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,200 

	■ 一般的な T7発現用

	■ 高い形質転換効率

	■ BL21派生株

	■ 動物由来成分は未混入

T7 Express lysY Competent E. coli

T7 Express lysY Competent E. coli   
(High Efficiency)  
#C3010I 6 x 0.2 ml  ..........  ¥24,600 

説明：T7発現用コンピテントセル。BL21派生株。
miniF上の T7リゾチーム（LysY）が T7プロモーターか
らのベーサルレベルの発現を抑制するため、毒性遺

伝子の発現が可能である。また、LysYにはアミ 
ダーゼ活性欠損変異が導入されており、目的タンパク

質の発現誘導中における宿主の溶菌を低減している。

遺伝子型：MiniF lysY (CamR) / fhuA2 lacZ::T7 gene1 
[lon] ompT gal sulA11 R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 [dcm] 
R(zgb-210::Tn10--TetS) endA1 Δ(mcrC-mrr)114::IS10

特長： 
• 毒性遺伝子の発現が可能 
• lacオペロン中に T7 RNAポリメラーゼを保有 
（λプロファージフリー）

• Lon、OmpTプロテアーゼ欠損株
• メチル化 DNAを消化しない

形質転換効率： 
0.6–1 x 109 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage （fhuA2）, Cam, Nit

薬剤感受性：Amp, Kan, Spec, Strep, Tet
別売：

SOC Outgrowth Medium  
#B9020S 4 x 25 ml  ..............  ¥15,200 

	■ T7発現用

	■ Lysozymeによる発現制御

	■ 高い形質転換効率

	■ BL21派生株

	■ 動物由来成分は未混入

T7 Express lysY/Iq Competent E. coli

T7 Express lysY/l q Competent E. coli  
(High Efficiency)  
#C3013I 6 x 0.2 ml  ......... ¥24,600 

説明：T7発現用コンピテントセル。BL21派生株。
lacl q と LysYによりベーサル発現レベルを最小限に
できる。また厳密な発現制御が可能であるため、

毒性遺伝子の発現に最適である。

特長：

• lacオペロン中に T7 RNAポリメラーゼが挿入 
（λプロファージではない）

• lacI q による厳密な発現制御：毒性遺伝子の発現

が可能

• LysYによる T7 RNAポリメラーゼ活性の抑制によ
る基礎レベルの発現抑制

• LysYはアミダーゼ活性を欠損した T7リゾチームで
あるため、発現誘導時の溶菌を減少

• Lon、OmpTプロテアーゼ欠損株
• メチル化 DNAを消化しない
• Mini-Fプラスミドの保持にクロラムフェニコール
は不要

遺伝子型：MiniF lysY lacI q(CamR) / fhuA2 lacZ::T7 gene1 
[lon] ompT gal sulA11 R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 [dcm] 
R(zgb-210::Tn10--TetS) endA1 Δ(mcrCmrr) 114::IS10

形質転換効率： 
0.6–1 x 109 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Cam, Nit

薬剤感受性：Amp, Kan, Spec, Strep, Tet

別売：

SOC Outgrowth Medium  
#B9020S 4 x 25 ml  ........... ¥15,200 

	■ T7発現用

	■ 毒性遺伝子のクローニング

	■ 厳密な発現制御

	■ 高い形質転換効率

	■ BL21派生株

	■ 動物由来成分は未混入

タンパク質発現用株
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Disulfide Bonds

特長：

• ジスルフィド結合の形成が可能
• タンパク質のフォールディングを促進
• ほとんどの発現ベクターを使用可能

SHuffleコンピテントセルは発現させた目的のタンパ
ク質が細胞質においてジスルフィド結合を形成し正

しくフォールディングできる大腸菌である。本来ペ

リプラズムに存在するジスルフィド結合イソメラーゼ

（DsbC）が細胞質で発現している上に、ジスルフィ
ド結合を妨げるグルタチオンリダクターゼ（Gor）と

チオレドキシンリダクターゼ（Tr xB）が不活性化して
いるため、細胞質での正しいジスルフィド結合の形

成が可能である。さらに DsbCのシャペロン機能に
よってタンパク質のフォールディングも促進される。

SHu�e Express Competent E. coli

#C3028J 12 x 0.05 ml  .......... ¥40,700 説明：細胞質でのジスルフィド結合形成と正しい

フォールディングが可能な非 T7発現用株である。

遺伝子型：fhuA2 [Ion] ompT ahpC gal λatt::pNEB3-
r1-cDsbC (SpecR, laclq) ΔtrxB sulA11 R(mcr-73-::miniTn10-
-TetS)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10--TetS) endA1 Δgor Δ(mcrC-
mrr)114::IS10

形質転換効率： 
1 x 107 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Nit, Str*, Spec

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Strep, Tet

* 低濃度のストレプトマイシンに耐性を示す場合がある

	■ 細胞質でのジスルフィド結合形成

	■ 非 T7発現用

	■ BL21派生株

	■ 動物由来成分は未混入

SHu�e T7 Express Competent E. coli

#C3029J 12 x 0.05 ml  .......... ¥40,700 説明：細胞質でのジスルフィド結合形成と正しい

フォールディングが可能な T7発現用株である。

遺伝子型：fhuA2 lacZ::T7 gene1 [Ion] ompT ahpC 
gal λatt::pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, lacl q) ΔtrxB sulA11 
R(mcr-73-::miniTn10--TetS)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10--TetS) 
endA1 Δgor Δ(mcrC-mrr)114::IS10

形質転換効率： 
1 x 107 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Nit, Strep*, Spec

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Tet

* 低濃度のストレプトマイシンに耐性を示す場合がある

	■ 細胞質でのジスルフィド結合形成

	■ T7発現用

	■ BL21派生株

	■ 動物由来成分は未混入

Wild Type 
E. coli Cytoplasm

Incorrect folding

SHuffle Cytoplasm

Proteins are 
folded in the 
cytoplasm

DsbC enhances
capacity for
correct folding

強い還元条件下にある野

生型大腸菌の細胞質内で

はジスルフィド結合の形成

と正しいフォールディング

が不可能であるが、Shuffle
大腸菌株は細胞質でのジ

スルフィド結合の形成と正

しいフォールディングが可

能である。

What is 
a disulfide  
bond?



249

コ
ン
ピ
テ
ン
ト
セ
ル

テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

SHu�e T7 Competent E. coli

#C3026J 12 x 0.05 ml  .......... ¥40,700 説明：細胞質でのジスルフィド結合形成と正しい

フォールディングが可能な T7発現用株である。K12
派生株である。K12株は主にクローニング用株とし
て使用されるが、タンパク質の種類によって BL21
株よりも効果的にタンパク質発現（フォールディン

グ）できる場合がある。

遺伝子型：F′ lac, pro, lacIq/Δ(ara-leu)7697 araD13 fhuA2 
lacZ::T7 gene1 Δ(phoA)Pvull phoR ahpC* galE (or U) galK 
λatt::pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, laclq) ΔtrxB rpsL150(StrR) 
Δgor Δ(malF)3

形質転換効率： 
1 x 106 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Nit, Spec, Str*

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Tet

* 低濃度のストレプトマイシンに耐性を示す場合がある

	■ 細胞質でのジスルフィド結合形成

	■ T7発現用

	■ K12派生株

	■ 動物由来成分は未混入

SHu�e T7 Express lysY Competent E. coli

#C3030J 12 x 0.05 ml  .......... ¥40,700 説明：細胞質でのジスルフィド結合形成と正しい

フォールディングが可能な T7 発現用株である。
BL21派生株。厳密な発現制御による毒性遺伝子の
発現が可能である。

遺伝子型：MiniF lysY (CamR) / fhuA2 lacZ::T7 gene1 
[Ion] ompT ahpC gal λatt::pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, lacl q) 
ΔtrxB sulA11 R(mcr-73-::miniTn10--TetS)2 [dcm] R(zgb-
210::Tn10--TetS) endA1 Δgor Δ(mcrCmrr) 114::IS10

形質転換効率： 
1 x 107 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Cam, Nit, Str*, Spec

薬剤感受性：Amp, Kan, Tet

* 低濃度のストレプトマイシンに耐性を示す場合がある

	■ 毒性遺伝子の発現用

	■ 細胞質でのジスルフィド結合形成

	■ T7発現用

	■ BL21派生株

	■ 動物由来成分は未混入

How do I express my protein in SHu�e cells?

SHuffleコンピテントセルには、K12系統株（#C3026）
と B 系統株（#C3028、#C3029、#C3030）がある。
系統によって発現タンパク質の溶解度は異なるため

（表 1）、NEBでは、まず #C3026（K12系統株）と
#C3029（B系統株）の双方の使用を推奨する。

また目的の発現タンパク質が毒性である場合は、

基礎レベルの発現を抑制できる #C3030の使用を
推奨する。

SHuffle株でのタンパク質発現の詳細は 
ウェブサイト（www.nebj.jp）を参照

表 1：SHuffleコンピテントセルの系統 
（K12株または B株）による 
発現タンパク質の溶解度

RELATIVE % SOLUBLE

PROTEIN K12 B # CYSTEINES

Gluc 65 100 10

Urokinase 60 100 24

vtPA 5 100 12

BSA 100 0 35

Polymerase 100 0 0

Nuclease 100 10 4

溶解度は SDS-PAGE 上の発現レベルから決定

参考文献： 
(1) Ke, N. and Berkmen, M. (2014) Current Protocols 

Molecular Biology 16.1B.21.

タンパク質発現用株 
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Aim AR camera at this page 
for a musical 3D experience.
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Aim AR camera at this page 
for a musical 3D experience.

Mostly Mozart

It is often said that music is good for the soul. It has a powerful effect on 
the mind and can influence our moods and emotions. Music can be social 
and shared collectively with our peers, or it can be deeply personal. In a 
diverse world, music provides us with a universal language; while musical 
interpretations can be culture-specific, around the globe people of all ages 
embrace and are unified with music. And it is well known that musical 
education has a long-lasting positive impact on children’s social and cognitive 
development. Music activates the region in the frontal cortex that is also 
activated when performing cooperative altruistic tasks.

“Listening to Mozart makes you smarter,” or so the saying goes. As it 

well-being and creativity. But research indicates that listening to Mozart 
can improve spatial reasoning skills. Studies have shown that exposure to 

levels and serotonin release — hormones associated with happiness and 
positive feelings.

Don Comb was a big fan of Mozart, and he was never happier than when he 
was working at the lab bench with Mozart playing in the background. This 
became a familiar soundtrack at NEB for those passing by Don’s lab or office. 

Don’s love of Mozart was the inspiration behind an annual “Mostly Mozart” 
concert — arranged in his honor as a birthday gift from the NEB community. 
It was so named for two reasons: the program was composed solely of 
Mozart arrangements, and the concert was held in Mostly Hall — the historic 
Jacobean summer mansion located on NEB’s campus in Ipswich, MA, which 
was lovingly restored to its original glory and houses NEB’s IT, Finance and 
Marketing Departments. Legend has it, the manor was named Mostly Hall in 
1895: When Mattina Riker, the bride of the original estate owner, James Howe 
Proctor, entered the large hall through the main entry she remarked, “why, it 
is mostly hall!” — the name has affectionately endured ever since.

Organized through Rockport Music, a Gloucester, MA-based music 
organization, these concerts have been held annually for more than ten years. 
As Mozart’s music filled the hall, friends and employees in attendance could 
witness the joy that music brought to Don’s life — he would sit in the front 
row, with his eyes closed, and enjoy the music with a big smile on his face.

We store musical memories in our implicit memory; they do not require 
conscious retrieval. This is why we sometimes conjure memories from 
decades gone by upon hearing just one refrain from a particular song that we 
attribute to a certain period of our life. Not only do memories come flooding 
back, but the emotions we associate with those memories can also resurface. 
For many at NEB, Mozart’s music will forever bring a memory of Don Comb 
and a smile as we go about our day, honoring his legacy and working to 
continue the prodigious work that he began.

Piano keyboard in the 
golden light.
Credit: furtseff, Adobe Stock

Experience 
Mozart’s Sonata 
for Two Pianos. 

モーツァルト

音楽は心を豊かにしてくれると言われます。音楽は心に強い影響を与え、私たち

の気分や感情に変化をもたらします。音楽には、仲間と共有する社会的側面と、

深く個人的な側面があります。多様な世界では、音楽の解釈は文化により異なり

ますが、音楽は世界中で年齢を問わず誰もが楽しめる共通の言語です。音楽教

育が、子供の社会的および知的発達に長期にわたってよい影響を与えることもよ

く知られています。協調的な利他的活動を行うときに活性化される脳の前頭葉が、

音楽活動によっても活性化されます。

「モーツァルトを聴くと頭がよくなる」などと言われます。実際には、すべてのジャン

ルの音楽が、脳、精神的安定性および創造性によい影響を与えることが明らかに

されています。しかし、モーツァルトを聴くと、空間認識能力が向上する可能性

があるとする研究もあります。特にモーツァルトの Sonata for Two Pianosのよう
な美しい旋律の音楽を聴くことで、幸福感と肯定的感情に関連するドーパミンの

濃度とセロトニンの放出が増大することが研究で明らかにされています。

モーツァルトの大ファンであったDon Comb博士は、モーツァルトがバックグラウン
ドミュージックとして流れている研究室で実験を行うことにこの上ない幸せを感じ

ていました。Don Comb博士の研究室の前を通ると聞こえてくるモーツァルトが
NEBではお馴染みのサウンドトラックとなっていました。

Don Comb博士のこのモーツァルト好きが、博士の誕生日を祝うNEBコミュニ
ティー主催の年に一度の「Mostly Mozar t」コンサートのインスピレーションとな
りました。

このコンサートの名前には二つの由来があります。一つは、プログラムがほぼす

べてモーツァルトの曲であること、もう一つはコンサートの会場の名前が Most ly 
Hal lであることです。マサチューセッツ州イプスウィッチの NEBキャンパスには、
往年の荘厳さが見事に復元された歴史的な Jacobean様式の邸宅があり、現在は
NEBの IT、経理およびマーケティング部門が使用しています。言い伝えによると、
邸宅は 1895年にMostly Hall と呼ばれるようになりました。当時の所有者であっ
た James Howe ProctorのMattina Riker夫人が表玄関から入り、「まるでホール
のようだわ（it is mostly hall!）」と言ったことがその名の由来であると言われてい
ます。

マサチューセッツ州グロスターを拠点とする Rockport Musicが主催するこのコン
サートは 10年以上にわたり毎年開催されています。

モーツァルトの音楽がホールを満たすと、参加者である友人や社員は音楽が Don 
Comb博士にもたらす喜びを感じることができました。博士は最前列で、目を閉じ、
笑みを浮かべて音楽を楽しんでいました。

音楽は潜在記憶として保持され、意識的検索を必要としません。人生のある時期

に聞いた特定の歌のたった一つのメロディーを聞くだけで、何十年も前の記憶が

よみがえることがあるのはそのためです。記憶だけではなく、その記憶と結びつ

いた感情もよみがえります。

NEBの多くの社員は、日々の生活の中でモーツァルトの音楽を聞くと Don Comb
博士とその笑顔を思い出し、博士の意思を受け継ぎ、博士が始めた素晴らしい仕

事を継続していく決意を新たにします。

モーツァルトの

Sonata for Two Pianosは
こちらから。

黄金に光るピアノの鍵盤。

提供：furtseff、Adobe Stock
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糖鎖生物学の研究に必要不可欠な 
ツールを提供

糖鎖生物学

真核生物の生体内においては、多くのタンパク質がグリコシル化などの翻訳後修飾さ

れることが知られている（1）。グリコシル化（糖鎖付加）とは主に複合糖鎖がタンパク
質に付加されることであり、細胞間、細胞と病原体間の接着に関与するなど、細胞の

生存に必須な重要な翻訳後修飾と考えられている。

グライコミクスとは糖鎖構造（その全体像）を網羅的に解析する研究分野であり、糖

鎖は細胞や組織の分化、代謝、遺伝子発現制御、タンパク質活性、タンパク質の輸

送や分解などの多くの生体内プロセスを調整していること（2-9）、さらに、近年では
抗体医療・医薬においても糖鎖が重要な役割を担っていることが明らかになってきた

ことから、グライコミクスの研究は急速に成長している。NEBは本研究に必須なエンド /
エキソグリコシダーゼを提供している。

プロテインツール

生体内のタンパク質は主な構造因子であるだけでなく、エフェクター分子としても機

能している。エフェクタータンパク質の状態によって代謝下流の活性が決定されるた

め、細胞内のタンパク質を解析することは環境に対する細胞応答機構を明らかにする

ことに繋がっている。タンパク質解析を行うためのツールや方法は数多く存在するが、

特定のタンパク質の解析を成功させるためには、最適なツールや方法を選択すること

が重要である。

NEBは糖鎖生物学の研究に必要不可欠なツールであるエンドグリコシダーゼ、エキソ
グリコシダーゼ、タンパク質の解析に使用するプロテアーゼ、ホスファターゼ、キナー

ゼ、その他にターゲット分子（抗体、酵素、細胞表面受容体など）に対するリガンド

分子をスクリーニングするためのツールである Ph.D.ファージディスプレイシステムを
提供している。

Featured Products
257 Rapid™ PNGase F

268 Thermolabile Proteinase K

Featured Tools  
& Resources

Protein Analysis Tools &  
Glycomics Overview

PNGase F Overview & 
Selection Chart

糖タンパク質・糖鎖の 
チュートリアルはウェブサイトを参照 
www.NEBglycosidase.com

糖鎖生物学 & 
プロテインツール
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One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not 
agree to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.
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r  リコンビナント酵素
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Glycosidases
	■ 革新的なツールを提供

	■ 様々な特異性のグリコシダーゼ

	■ 高品質

	■ 高純度

NEB は糖鎖生物学のための様々なエンドグリコシ
ダーゼ、エキソグリコシダーゼを提供している。グ

リコシダーゼの多くはリコンビナント酵素であるた

め、高純度かつロット間のばらつきが少なく、コス

トパフォーマンスが高いことが特長である。

全てのグリコシダーゼは厳密に品質管理を行ってお

り、コンタミネーションがないことを確認している。

p-nitrophenyl-glycosides（PNP）を加水分解しないグ
リコシダーゼが存在することから、従来使用されて

いた PNPではなく、蛍光標識オリゴ糖を基質とし
てコンタミネーションの検証を行っている。

全てのグリコシダーゼには最適バッファーが付属し

ているため、常に至適条件で実験を行うことがで

きる。最適なバッファーを使用すれば、2 種類以上
のグリコシダーゼを同時に反応させることができ、

実験時間を短縮することができるので便利である。

最適バッファーはカタログ、データカード、ウェブサ

イト（www.nebj.jp）の情報を確認して選択する。

各酵素の詳細やバッファー組成は 
ウェブサイトを参照： 
www.NEBGlycosidase.com

Endo F2 n r w >

#P0772S 480 units  .......... ¥39,200 説明：Endo F2は、糖タンパク質から N 結合型糖鎖
のキトビオースコアを切断するエンドグリコシダー

ゼである。二分岐糖鎖および高マンノースオリゴ糖

を切断するが、高マンノースオリゴ糖よりも 20 倍以
上高い特異性で二分岐糖鎖を切断する。アスパラ

ギンに結合した GlcNAcへのフコース付加に関わら
ず切断を行う。三分岐・四分岐糖鎖およびハイブリッ

ドオリゴ糖は切断しない。Endo F2にはキチン結合
ドメインが融合しているため、脱グリコシル化反応

後にキチンビーズを使用して除去が可能である。ま

た酵素溶液にはグリセロールが含まれていないた

め、HPLCや質量分析解析が可能である。

由来：リコンビナント酵素：Elizabethkingia miricola
（Flavobacterium meningosepticum）由来の Endo F2遺
伝子を大腸菌で発現

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 4

分子量：39,800 Da

品質管理：エキソグリコシダーゼやタンパク分解活

性のコンタミネーションが検出されないことを確認

ユニット定義：1 uni tは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、10 µgのブタ・フィブリノゲンから
95%以上の糖を除去するために必要な酵素量とし
て定義

濃度：8,000 units/ml

熱による不活性化：65℃、10分間

X

( )

	■ 糖タンパク質や糖ペプチドから 
二分岐 N結合型糖鎖を除去

	■ N-グリコシル化部位の同定に最適

Endo F3 n r w >

#P0771S 240 units  .......... ¥33,200 説明：Endo F3は、糖タンパク質から N 結合型糖鎖
を切断するエンドグリコシダーゼである。アスパラ

ギンに結合した GlcNAcにフコースが結合している
二分岐（図、上）と、三分岐糖鎖（図、下）を切断

する。Endo F3にはキチン結合ドメインが融合して
いるため、脱グリコシル化反応後にキチンビーズを

使用して除去が可能である。また酵素溶液にはグ

リセロールが含まれていないため、HPLCや質量分
析解析が可能である。

由来：リコンビナント酵素：Elizabethkingia miricola
（Flavobacterium meningosepticum）由来の Endo F3遺
伝子を大腸菌で発現

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 4

分子量：38,800 Da

ユニット定義：1 uni tは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、10 µgのブタ・フィブリノゲンから
95%以上の糖を除去するために必要な酵素量とし
て定義

濃度：8,000 units/ml

熱による不活性化：65℃、10分間

X

X

	■ 糖タンパク質や糖ペプチドから二分岐・
三分岐 N結合型糖鎖を除去

	■ N-グリコシル化部位の同定に最適

Find an 
overview of  
glycobiology.
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β(1–4) β(1–2)

β(1–4)

β(1–4) β(1–2)

α(1–6)

α(1–3)β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–3) -α-O-Ser/Thr

α(2–6)

or
β(1–4) β(1–2) α(1–6)

α(1–3)

α(2–6) β(1–4) β(1–2) α(1–3)

α(1–3) β(1–4) β(1–4)

α(1–3) β(1–4) β(1–6)

β(1–4) β(1–4) β(1–N) Asn

α(1–6)

α(1–3) α(1–3)

α(1–2) α(1–2) R = any sugar

Endo D n r w >

#P0742S 1,500 units  .......... ¥40,800  
#P0742L 7,500 units  ........ ¥163,200 

説明：Endo Dは Endoglycosidase Dとして知られてお
り、枝分かれの長さに関わらず、パウチマンノース

型の N 結合型糖鎖を切断するエンドグリコシダーゼ
である。Endo Dにキチン結合ドメイン（CBD）が融
合されているため、キチンビーズを使用して脱グリ

コシル化反応液中の Endo Dを除去することができ
る。また、本酵素はグリセロールフリーであるため、

HPLCや質量分析などに最適である。

由来：リコンビナント酵素（Streptococcus pneumoniae
由来の欠損型 Endo D遺伝子を CBD融合タンパク質
として大腸菌で発現）

付属試薬：

• 10X DTT
• 10X GlycoBuffer 2

分子量：140,000 Da

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間で、グリコシダーゼでトリミング（トリマン
ノシルコア）した 10 µgの Fetuinから 95%以上の糖
を除去するために必要な酵素量として定義

濃度：50,000 units/ml

熱による不活性化：65℃、10分間

Asn

x

x

X=（Hまたはオリゴサッカライド）

	■ 糖タンパク質や糖ペプチドから 
パウチマンノース型 N結合型糖鎖を 
除去

	■ N-グリコシル化部位の同定に最適

Endoglycosidase H (Endo H) r w >

Endo H 
#P0702S 10,000 units  ..........  ¥13,400  
#P0702L 50,000 units  ..........  ¥53,100 

Endo Hf 
#P0703S 100,000 units  ..........  ¥13,400  
#P0703L 500,000 units  ..........  ¥53,100 

説明：Endoglycosidase H（Endo H）は、高マンノース
のキトビオースコア内部や N 結合型糖タンパク質の
ハイブリッドオリゴ糖内部で糖鎖を切断するグリコ

シダーゼである。

Endo Hはタンパク質に単糖を残して糖鎖を切断する
ので、切断後にタンパク質の糖鎖修飾部位（アミノ

酸残基）を解析することができる。

Endo Hfは、EndoHとマルトース結合タンパク質との
融合タンパク質であり、Endo Hと同一の活性を有 
する。

由来：リコンビナント酵素（Streptomyces plicatus 由
来の遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：糖タンパク質を 1X Glycoprotein Denaturing 
Buf fer（0.5% SDS、40 mM DT T）中で 100℃、10分
間変性、1X GlycoBuffer 3中で、37℃でインキュベー
ション

熱による不活性化：65℃、10分間

付属試薬：

• 10X Glycoprotein Denaturing Buffer
• 10X GlycoBuffer 3

分子量：

Endo H：29,000 Da 
Endo Hf：70,000 Da

ユニット定義：1 uni tは全反応溶液 10 µl中、37℃、
1時間で変性させた 10 µgの RNase Bから 95%以上
の糖を除去するために必要な酵素量として定義（10 
NEB units = 1 IUB milliunit）

濃度：

Endo H濃度：500,000 units/ml 
Endo Hf濃度：1,000,000 units/ml

メモ：Endo H、Endo Hfの酵素活性は SDSの影響を
受けない。

非変性の糖タンパク質を脱グリコシル化するために

は、過剰量の酵素を添加し、通常より長い時間イン

キュベートする必要がある。

n

X

Asn

Y

( )

Endo H、Endo Hfは高マンノース構造 
（n = 2-150、x=（Man）1-2、y = H）および 
ハイブリッド構造（n = 2、x and/or y = AcNeu-Gal-
GlcNAc）のみを切断

	■ 糖タンパク質から高マンノース型 
N結合型糖鎖を除去

	■ タンパク質に単糖を残して糖鎖を切断

	■ タンパク質の糖鎖修飾部位を解析可能

Endo S n r w <

#P0741S 6,000 units  .......... ¥40,800 
#P0741L 30,000 units  ........  ¥163,100

説明：Endo Sはネイティブ IgGの重鎖のキトビオー
スコアから N 結合型糖鎖を切断するエンドグリコシ
ダーゼである。Endo Sにキチン結合ドメイン（CBD）
が融合されているため、キチンビーズを使用して脱

グリコシル化反応液中の Endo Sを除去することが
できる。また、本酵素はグリセロールフリーである

ため、HPLCや質量分析などに最適である。

由来：リコンビナント酵素（Streptococcus pyogenes
由来の遺伝子を CBD融合タンパク質として大腸菌
で発現）

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1

分子量：136,000 Da

ユニット定義：1 unitは、全反応溶液 10 µl中、37℃、
1時間で、5 µgの IgGから 95%以上の糖を除去す
るために必要な酵素量として定義し、脱グリコシル

化は SDS-PAGEで確認

濃度：200,000 units/ml

熱による不活性化：55℃、10分間

α(1–6)

β(1–4) β(1–4) β(1–4)

α(
1–

3)

α(2–6) β(1–4) β(1–2)

α(2–6) β(1–4) β(1–2)

α(1–6)

X[ ]

( )

	■ ネイティブ IgGから N結合型糖鎖を 
除去

	■ N-グリコシル化部位の解析が可能

エンドグリコシダーゼ
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PNGase A w >

#P0707S 150 units  .......... ¥46,000  
#P0707L 750 units  ........ ¥183,600 

説明：PNGase Aは糖タンパク質から短い N 結合型
糖鎖を GlcNAcとアスパラギンの間で切断するアミ
ダーゼである。PNGase Aはα（1-3）結合のフコース
があっても切断できる点が PNGase Fと異なる
（PNGase Fはα（1-3）結合のフコースがあった場合
に切断しない）。このような糖鎖構造は主に植物お

よび昆虫の糖タンパク質に見られる。

由来：Oryza sative（r ice）からクローニング、Pichia 
pastoris で発現

反応条件：アビジンを 1X Glycoprotein Denatur ing 
Buf fe r（0.5% SDS、40 mM DT T）中で、100℃で 10
分間変性。NP-40、GlycoBuf fer 3および PNGase A
を添加して 37℃で 1時間インキュベーション。

熱による不活性化：65℃、10分間

付属試薬：

• 10X Glycoprotein Denaturing Buffer
• 10X GlycoBuffer 2
• 10% NP-40

分子量：63,800 Da

ユニット定義：1 uni tは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、変性させた 10 µgのアビジンから
95%以上の糖を除去するために必要な酵素量とし
て定義

濃度：5,000 units/ml

メモ：PNGase Aは糖タンパク質および糖ペプチドを
脱グリコシル化できる。

PNGase Aは大きな N 結合型糖鎖（Fetuin、Fibrinogen、
IgG、Lactoferrin、Transferirnなど）は切断できない。

PNGase Aは高マンノース構造（Man 3-9）の N 結合
型糖鎖を切断できる。

X

X

Asn
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PNGase Aはグリコペプチド / 糖タンパク質から、
N 結合型糖鎖を加水分解［x = Hまたは Man, 
GlcNAc］。PNGase Fと異なりフコースやキシロー
スが結合していても切断できる。

	■ 糖タンパク質から N結合型糖鎖を 
脱グリコシル化

PNGase F & PNGase F, Recombinant r w ?

PNGase F 
#P0704S 15,000 units  .......... ¥29,500 
#P0704L 75,000 units  ........  ¥117,600

PNGase F (Glycerol Free) 
#P0705S 15,000 units  .......... ¥29,500 
#P0705L 75,000 units  ........  ¥117,600

PNGase F, Recombinant 
#P0708S 15,000 units  .......... ¥29,000 
#P0708L 75,000 units  ........  ¥116,300

PNGase F (Glycerol Free), Recombinant  
#P0709S 15,000 units  .......... ¥29,000 
#P0709L 75,000 units  ........  ¥116,300

説明：PNGase Fは Peptide-N- Glycosidase Fとしても
知られ、N 結合型糖タンパク質から高マンノース、
ハイブリッド型オリゴ糖、複合型オリゴ糖の一番内

側の GlcNAc残基とアスパラギン残基の間を切断す
るアミダーゼである。HPLCや質量分析などに最適
なグリセロールフリーの PNGase Fも提供している。

由来：Flavobacterium meningosepticum から精製
（#P0704、#P0705）

E l i z a b e t h k i n g i a  m i r i c o l a（F l a v o b a c t e r i u m 
meningosepticum）由来の遺伝子を大腸菌で発現
（#P0708、#P0709）

反応条件：糖タンパク質を 1X Glycoprotein Denaturing 
Buf fe r（0.5% SDS、40 mM DT T）中で、100℃で 10
分間変性、1X GlycoBuffer 2に 1% NP-40を添加し、
37℃でインキュベーション

熱による不活性化：75℃、10分間

付属試薬：

• 10X Glycoprotein Denaturing Buffer
• 10X GlycoBuffer 2
• 10% NP-40

分子量：36,000 Da

ユニット定義：1 uni tは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、変性させた 10 µgの RNaseB から
95%以上の糖を除去するために必要な酵素量とし
て定義

濃度：500,000 units/ml

メモ：PNGase F活性は SDSによって阻害されるため、
反応液中に NP-40を添加することが必要

非変性の糖タンパク質を脱グリコシル化するために

は、過剰量の酵素を添加し、通常より長い時間イン

キュベートする必要がある。

X

X

Asn

PNGase Fはグリコペプチド / 糖タンパク質から、
ほぼすべてのタイプの N結合型糖鎖を加水分解 
［x = Hまたは糖（鎖）］

	■ 糖タンパク質から N結合型糖鎖を 
脱グリコシル化

関連製品：

RNase B (control substrate) 
#P7817S 250 µg  ..............  ¥12,400

Endoglycosidase Reaction Buffer Pack 
10X GlycoBuffer 2, 10X GlycoBuffer 3,  
10X Glycoprotein Denaturing Buffer,  
10% NP-40 (1 ml of each)  
#B0701S ......................................................¥3,300 
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α(2–6) β(1–4) β(1–2) α(1–3)

α(1–3) β(1–4) β(1–4)
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β(1–4) β(1–4) β(1–N) Asn

α(1–6)

α(1–3) α(1–3)

α(1–2) α(1–2) R = any sugar

Rapid PNGase F & Rapid PNGase F (non-reducing format) n r ) ?

Rapid PNGase F 
#P0710S 50 reactions  ..........  ¥81,100 

Rapid PNGase F (non-reducing format)  
#P0711S 50 reactions  ..........  ¥81,100 

説明：Rapid PNGase Fはわずか 10分のインキュベー
ションで抗体などの様々なタンパク質より N 結合型
糖鎖を脱グリコシル化するアミダーゼである。基本

的な特性は PNGase Fと同じであり、N 結合型糖タン
パク質から高マンノース、ハイブリッド型オリゴ糖、

複合型オリゴ糖の一番内側の GlcNAc残基とアスパ
ラギン残基の間を切断する。Rapid PNGase Fを使用
すれば、高い脱グリコシル化活性や再現性を維持

したまま、脱グリコシル化に要する時間を大幅に削

減することができる。また、本酵素はグリセロール 
フリーであるため、HPLCや質量分析などに最適で
ある。

熱による不活性化：75℃、10分間

付属試薬：

• Rapid PNGase F 
• Rapid PNGase F Reaction Buffer（5X）
• Rapid PNGase F（non-reducing format）
• Rapid PNGase F（non-reducing format）Buffer（5X）

特異性：Rapid PNGase Fは抗体やタンパク質から高
マンノース、ハイブリッド型オリゴ糖、複合型オリ

ゴ糖を切断する。植物や昆虫細胞のイムノグロビン

などに存在するα 1-3フルコシル化タンパク質の糖
鎖は PNGase Fや Rapid PNGase Fで切断することが
できない。

関連製品：

Rapid PNGase F Antibody Standard  
#P6043S 250 ng  .............. ¥62,300 
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	■ わずか 10分で N結合型糖鎖を 
脱グリコシル化

	■ 抗体の脱グリコシル化などに最適

	■ グリセロールフリー

	■ 純度 95%以上

Remove-iT PNGase F w ?

#P0706S 6,750 units  ..........  ¥41,300 
#P0706L 33,750 units  ........ ¥165,400

説明：Remove-iT PNGase Fは N 結合型糖タンパク質
から高マンノース、ハイブリッド型オリゴ糖、複合

型オリゴ糖の一番内側の GlcNAc残基とアスパラ
ギン残基の間を切断するアミダーゼである。PNGase 
Fにキチン結合ドメイン（CBD）が融合されているた
め、キチンビーズを使用して脱グリコシル化反応液

中の PNGase Fを除去することができる。また、本
酵素はグリセロールフリーであるため、HPLCや質
量分析などに最適である。

由来：Flavobacterium meningosepticum から精製

反応条件：糖タンパク質を 1X DT T（40 mM）中で、
55℃で 10 分間変性、1X GlycoBuf fer 2中で 37℃、 
1時間インキュベーション

熱による不活性化：75℃、10分間

付属試薬：

• 10X DTT
• 10X GlycoBuffer 2

分子量：41,000 Da

ユニット定義：1 uni tは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、DT Tで変性させた 5 µgの RNaseB
から 95%以上の糖を除去するために必要な酵素量
として定義

濃度：225,000 units/ml

メモ：Glycoprotein Denaturing Buffer（SDSと DTTを
含む変性条件下）中で RNase Bを変性させると、脱
グリコシル化効率が向上する。

Remove-iT PNGase Fは SDSにより活性が阻害され
るため、SDSと DTTを含む Glycoprotein Denaturing 
Buf fe rを使用して糖タンパク質を変性させた場合、
反応液中に NP-40を添加する必要がある。非イオン
性界面活性剤が SDSの阻害を打ち消す理由は不明
である。

Remove-iT PNGase Fの使用量を増量して反応をス
ケールアップした場合でも、キチンビーズ量を相対

的に増量すれば、PNGase Fを除去することができる。

関連製品：

Chitin Magnetic Beads 
#E8036S 5 ml  .............. ¥22,000

6-Tube Magnetic Separation Rack 
#S1506S 6 tubes  ..............  ¥41,500 

12-Tube Magnetic Separation Rack 
#S1509S 12 tubes  ..............  ¥67,400 

X

X

Asn

Remove-iT PNGase Fは、グリコペプチド / 糖タン
パク質から、ほぼすべてのタイプの N 結合型糖
鎖を加水分解する。［x = Hまたは糖（鎖）］

	■ 糖タンパク質から N結合型糖鎖を 
脱グリコシル化

	■ 反応液中の PNGase Fを簡単に除去

Rapid PNGase F（non-reducing format）による抗体の脱グリコシル化の ESI-TOFによる解析

Intact lgG glycoforms

147,245.50

147,569.31

147,076.70
147,407.98

Rapid PNGase F (non-reducing):
deglycosylated intact lgG144,203.19

141,000 143,000 145,000 147,000 149,000

Deconvoluted Mass

141,000 143,000 145,000 147,000 149,000

Deconvoluted Mass

Rapid PNGase F: 
extensive deglycosylation 
in 10 minutes

48750 49250 49750 50250 50750

Glycosylated 
lgG Heavy chain

48750 49250 49750 50250 50750
Deconvoluted MassDeconvoluted Mass

Rapid PNGase Fによる抗体の脱グリコシル化の ESI-TOFによる解析

エンドグリコシダーゼ
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O-Glycosidase n r w >

#P0733S 2,000,000 units  .......... ¥23,500  
#P0733L 10,000,000 units  .......... ¥93,800 

説 明：O- Glycosidase は Endo-α-N- Acet y lgala 
ctosaminidaseとしても知られており、糖タンパク質
から O 結合型ジサッカライドを Core 1および Core 
3で切断する。

由来：リコンビナント酵素（Enterococcus faecalis 由
来の遺伝子を大腸菌で発現）

付属試薬：

• 10X Glycoprotein Denaturing Buffer
• 10X GlycoBuffer 2
• 10% NP-40

分子量：147,000 Da

ユニット定義：1 unitは、全反応液 100 µl中、37℃、
1時間において、5 mgの neuraminidase分解済み
Fetuin（非変性）から 0.68 nmolの O 結合性ジサッカ
ライドを除去するために必要な酵素量として定義 
（1 unitの O- glycosidaseと PNGase Fはそれぞれ等
モルの O 結合型ジサッカライドと N 結合型オリゴ
糖を切断）

濃度：40,000,000 units/ml

熱による不活性化：65℃、10分間

メモ：ジサッカライドに他の糖が付加している場合

は切断しない。多くの O 結合型糖鎖にはシアル酸
が付加している為、α 2-3,6,8 Neuraminidase（#P0720）
などを併用することを推奨する。

関連製品：

O-Glycosidase & Neuraminidase Bundle  
#E0540S 1 bundle  .............. ¥35,200

α 2-3,6,8 Neuraminidase 
#P0720S 2,000 units  ..............  ¥12,300 
#P0720L 10,000 units  ..............  ¥49,000

β(1–3)
-α-O-Ser/Thr

β(1–3)
-α-O-Ser/Thr

	■ 糖タンパク質から O結合型ジサッカ 
ライドを Core1および Core3で切断

Protein Deglycosylation Mix II r w

#P6044S 20 reactions  .......... ¥94,000 説明：Protein Deglycosylation Mix IIは 5種類のグリ
コシダーゼから構成された酵素ミックスである。本

酵素ミックスを使用すれば、N 結合型糖鎖、単純な
O 結合型糖鎖、O 結合型複合糖鎖を 1反応で脱グリ
コシル化を行うことができる。また、変性 /非変性
条件（変性タンパク質 /ネイティブタンパク質）のい
ずれにおいても脱グリコシル化行うことができる。

本酵素ミックスには 2 mgの糖タンパク質（20反応分）
の脱グリコシル化に必要な酵素が含まれている。

従来品の（Protein Deglycosylation Mix, P6039S）よ
りも脱グリコシル化効率が向上している。

付属試薬：

• Deglycosylation Mix Buffer 1（10X）
• Deglycosylation Mix Buffer 2（10X）

Deglycosylation Enzyme Mix II：

PNGase F (Glycerol-free), Recombinant： 
10,000 units/vial  
O -Glycosidase：80,000 units/vial 
α 2-3,6,8,9 Neuraminidase A：400 units/vial 
b 1-4 Galactosidase S：960 units/vial 
b -N -acetylhexosaminidasef：300 units/vial

1 2 3 4 5
b1-4 Galactosidase S
O-Glycosidase

b-N-Acetylhexosaminidasef & 
α2-3,6,8,9 Neuraminidase A

Untreated Fetuin

Deglycosylated Fetuin
PNGase F (Glycerol-free) 
Recombinant

ウシ Fetuinの脱グリコシル化：
100 µgのウシ Fetuin（#6042S）の変性条件下での脱グリ
コシル化を 10〜 20% SDS-PAGEゲルで解析した。
レーン 1：マーカー（#P7712）
レーン 2：非変性 Fetuinコントロール（20 µg）
レーン 3：脱グリコシル化 Fetuin（20 µg、未変性条件）
レーン 4：脱グリコシル化 Fetuin（20 µg、変性条件）
レーン 5：Deglycosylation Enzyme Mix IIのみ（5 µl）

	■ 5種類のグリコシダーゼから 
構成された酵素ミックス

	■ 1反応で N結合型 /O結合型の糖鎖を
脱グリコシル化

	■ 変性 /非変性条件での脱グリコシル化
が可能

	■ 糖鎖への損傷が最小で、 
脱グリコシル化した糖鎖の分析に最適

Fetuin

#P6042S 500 µg  ..........  ¥15,400 説明：Fetuinはシアル化 N 結合型 /O 結合型糖鎖を
含む糖タンパク質であり、各種エンドグリコシダー

ゼのポジティブコントロールとして最適である。

由来：ウシ胎児血清

分子量：64 kDa

濃度：10 mg/ml

メモ：本製品は約 20回のコントロール反応に使用
可能な量である。グリコシル化が不均一であるた

め、SDS-PAGE上では 2本のバンドとして検出され
る。
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α-N-Acetyl-galactosaminidase n r a w >

#P0734S 3,000 units  .......... ¥25,000 説明：α-N- Acetylgalactosaminidaseは、タンパク質
に結合しているオリゴ糖と N 結合型糖鎖からα結
合型 D-N-アセチルガラクトサミン残基を高い特異性
で切断するエキソグリコシダーゼである。

由来：リコンビナント酵素（Chryseobacterium 
meningosepticum 由来の遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuffer 1、100 µg/ml BSAを添加 
し、37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1
• 100X BSA

分子量：47,000 Da

ユニット定義：1 unitは、37℃、1時間において、全
反応液 10 µl中、1 nmolの（GalNAc α 1-3）（Fuc α
1-2）Gal b 1-4Glc-AMCから 95%以上のα -D-N-アセ
チルガラクトサミン末端を切断するために必要な酵

素量と定義

濃度：20,000 units/ml

α(1–2)
α(1–3)
α(1–4)
α(1–6)

R

b-N-Acetyl-glucosaminidase S n r w 9

#P0744S 100 units  ..........  ¥26,100  
#P0744L 500 units  ........  ¥104,100 

説明：b-N-Acetylglucosaminidaseは、オリゴ糖から
末端の非還元状態のb -N-アセチルグルコサミン残
基を高い特異性で切断するエキソグリコシダーゼで

ある。

由来：リコンビナント酵素（Streptococcus pneumoniae
由来の遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuf fer 1、37℃でインキュベー
ション

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1

分子量：125,000 Da

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 10 µl中、
37 ℃、1 時 間 に お い て、1 nmol の GlcNAc b
1-4GlcNAc b 1-4GlcNAc-AMCから 95%以上の末端
を切断して非還元型b -N-アセチルグルコサミン残
基を切断するために必要な酵素量として定義

濃度：4,000 units/ml

β(1–2)
β(1–3)
β(1–4)
β(1–6)

R

	■ 分岐構造末端のb-GlcNAcを除去

b-N-Acetyl-hexosaminidasef r w ?

#P0721S 500 units  ..........  ¥12,400 説明：b-N- Acetylhexosaminidasefは、b-N- Acetyl 
hexosaminidaseにマルトース結合タンパク質を融合
したリコンビナントタンパク質であり、野生型と同

一の活性を有する。本酵素はオリゴ糖からb - D -N-
アセチルガラクトサミン末端とオリゴ糖のグルコサ

ミン残基を高い特異性で切断する。

由来：リコンビナント酵素（Streptomyces plicatus 由
来遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuf fer 1、37℃でインキュベー
ション

熱による不活性化：75℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1

分子量：100,000 Da

ユニット定義：1 uni tは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時 間に おいて、1 nmol の GalNAc b 1-4Gal b
1-4Glc-AMCから 95%以上のb -D-N-アセチルガラク
トサミン末端を切断するために必要な酵素量として

定義

濃度：5,000 units/ml

 β(1–3)
β(1–4)
β(1–6)

R

β(1–4)
R

	■ 直鎖状基質にのみ活性を示す

α1-2 Fucosidase n r a w >

#P0724S 1,000 units  ..........  ¥25,100 説明：α 1-2 Fucosidaseは、オリゴ糖から非分岐 
α 1-2結合型 L-Fucopyranosyl残基を高い特異性で 
切断するエキソグリコシダーゼである。基質は分岐

構造を持たない直鎖状基質に対してのみ切断活性

を示す。

由来：リコンビナント酵素（Xanthomonas manihotis
由来遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuffer 1、100 µg/ml BSAを添加 
し、37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1
• 100X BSA

分子量：70,000 Da

ユニット定義：1 uni tは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、1 nmolの Fuc α 1-2Gal b 1-4Glc-
AMCから 95%以上のα -L-Fucoseを切断するために
必要な酵素量として定義

濃度：20,000 units/ml

 α(1–2)
R

	■ 直鎖状基質にのみ活性を示す

エンド&エキソグリコシダーゼ
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α1-3,4 Fucosidase n r a w >

#P0769S 200 units  ..........  ¥26,100 説明：α 1-3,4 Fucosidaseは、オリゴ糖からα 1-3 
とα 1-4結合型フコース残基を特異的に切断するエ
キソグリコシダーゼである。

由来：リコンビナント酵素：アーモンド（Prunus 
dulcis）由来のα 1-3,4 Fucosidase遺伝子を Pichia 
pastoris で発現

反応条件：1X GlycoBuffer 1中、100 µg/ml BSAを添
加し、37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1
• 100X BSA

分子量：56,000 Da

ユニット定義：1 uni tは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、1 nmolの Gal b 1-4GlcNAc b 1-3（Fuc 
α 1-3）Gal b 1-4Glc-7-amino-4-methyl- coumarin
（AMC）から 95%以上のα -Fucoseを切断するため
に必要な酵素量として定義

濃度：4,000 units/ml

α(1–3)
α(1–4)

R

α1-2,3,4,6 Fucosidase n r a w "

#P0748S 400 units  .......... ¥26,800  
#P0748L 2,000 units  ......... ¥107,100 

説明：α 1-2,3,4,6 Fucosidaseは、オリゴ糖からα 1-2, 
α 1-3, α 1-4, α 1-6結合型 L-Fucopyranosyl残基を高
い特異性で切断するエキソグリコシダーゼである。

由来：リコンビナント酵素（ウシ腎臓由来の遺伝子を

大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuf fer 1、37℃でインキュベー
ション

熱による不活性化：100℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1
• 100X BSA

分子量：51,800 Da

ユニット定義：ウェブサイト参照

濃度：8,000 units/mlR

α(1–2)
α(1–6)
α(1–4)
α(1–3)

<
<<
<<<

α 1-2,4,6 Fucosidase O n r w >

#P0749S 80 units  ..........  ¥26,100  
#P0749L 400 units  ........ ¥104,200 

説明：α 1-2,4,6 Fucosidase Oは、オリゴ糖からα
1-2、α 1-4、α 1-6 結合型フコースを加水分解する
エキソグリコシダーゼである。特にα 1-6 結合型フ
コースの切断特異性が高い。

由来：リコンビナント酵素（Omnitrophica bacterium
からクローニング、大腸菌で発現）

反応条件：1X Glycobuf fer 1、37℃でインキュベー
ション

熱による不活性化：65℃で 10分間

付属試薬：

• 10X Glycobuffer 1

分子量：49,000 Da

ユニット定義：1 uni tは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、1 nmolのヒト IgG [GlcNAc b 1-2Man 
α 1-6(GlcNAc b 1-2Man α 1-3)Man b 1-4GlcNAc b1-
4GlcNAc(Fuc α 1-6)-AMAC]の GOFから 95%以上の
Fucoseを切断するために必要な酵素量として定義

濃度：2,000 units/ml

α(1–6)
α(1–2)
α(1–4)

R

<
<<

α1-3,6 Galactosidase n r a w >

#P0731S 100 units  .......... ¥23,500 説明：α 1-3,6 Galac tosidaseは、オリゴ糖からα
1-3,6 結合型 D -ガラクトピラノシル残基を高い特異
性で切断するエキソグリコシダーゼである。

由来：リコンビナント酵素（Xanthomonas manihotis
由来遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuffer 1、100 µg/ml BSAを添加し、
37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、10分間

至適反応時間および酵素濃度は基質に応じて最適

化する必要がある。

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1
• 100X BSA

分子量：70,000 Da

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間において、1 nmolの Gal α 1-3Gal b
1-4Gal-AMCから 95%以上のα - D -ガラクトース末
端を切断するために必要な酵素量として定義

濃度：4,000 units/ml

α(1–3)
α(1–6)

R
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β(1–4) β(1–2)

β(1–4)

β(1–4) β(1–2)

α(1–6)

α(1–3)β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–3) -α-O-Ser/Thr

α(2–6)

or
β(1–4) β(1–2) α(1–6)

α(1–3)

α(2–6) β(1–4) β(1–2) α(1–3)

α(1–3) β(1–4) β(1–4)

α(1–3) β(1–4) β(1–6)

β(1–4) β(1–4) β(1–N) Asn

α(1–6)

α(1–3) α(1–3)

α(1–2) α(1–2) R = any sugar

α1-3,4,6 Galactosidase n r a w >

#P0747S 200 units  .......... ¥26,600  
#P0747L 1,000 units  ........ ¥106,200 

説明：α 1-3,4,6 Galac tosidase は、オリゴ糖から 
α 1-3, α 1-4, α 1-6 結合型 D -ガラクトピラノシル残
基を高い特異性で切断するエキソグリコシダーゼで

ある。

由来：リコンビナント酵素（コーヒー豆由来遺伝子を

大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuffer 1、100 µg/ml BSAを添加 
し、37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1
• 100X BSA

分子量：39,700 Da

ユニット定義：1 unit は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間において、1 nmolの Gal α 1-3Gal b
1-4Gal-AMCから 95%以上のα - D -ガラクトース末
端を切断するために必要な酵素量として定義

濃度：8,000 units/ml
R

 α(1–6)
 α(1–4)
 α(1–3)

b1-3 Galactosidase n r a w >

#P0726S 500 units  ..........  ¥25,100 説明：b 1-3 Galactosidaseは、オリゴ糖からb 1-3結
合型 D-ガラクトピラノシル残基を高い特異性で切断
するエキソグリコシダーゼである。b 1-6 結合型 D -
ガラクトピラノシル残基を切断するが効率は非常に

低い。本酵素はb 1-6 結合より 100 倍以上、b 1-4
結合より 500 倍以上の高い効率でb 1-3結合を切断
する。

由来：リコンビナント酵素（Xanthomonas manihotis
由来遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuffer 1、100 µg/ml BSAを添加 
し、37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1
• 100X BSA

分子量：66,000 Da

ユニット定義：1 unitは、全反応溶液 10 µl中、37℃、
1 時 間 に お い て、1 nmol の Gal b 1-3GlcNAc b
1-3Galb1-4Glc-AMCから95%以上のb -D-ガラクトー
ス末端を切断するために必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

 β(1–3)
β(1–6)
β(1–4)

R

<
<<

b1-3,4 Galactosidase n r w >

#P0746S 400 units  .......... ¥23,000 説明：b 1-3,4 Galactosidaseは、オリゴ糖の末端のb
1-3およびb 1-4 結合型ガラクトース残基を特異的
に切断するエキソグリコシダーゼである。BTGとも
呼ばれる。

由来：リコンビナント酵素（ウシ精巣由来のb 1-3,4 
Galactosidase遺伝子を Pichia pastoris で発現）

反応条件：1X GlycoBuffer 4中、100 µg/ml BSAを添
加し、37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、10分間

添付試薬：10X GlycoBuffer 4

分子量：71,000 Da

ユニット定義：1 unitは、全反応溶液 10 µ中、37℃、
1 時 間 に お い て、1 nmol の Gal b 1-4GlcNAc b
1-3Galb1-4Glc-AMCから95%以上のb -D-ガラクトー
ス末端を切断するために必要な酵素量として定義

濃度：8,000 units/ml

β(1–3)
β(1–4)

R

Gal  R = any sugar

b1-4 Galactosidase S n r w ?

#P0745S 400 units  ..........  ¥26,100  
#P0745L 2,000 units  ........  ¥104,100 

説明：b 1-4 Galactosidase Sは、オリゴ糖からb 1-4
結合型 D-ガラクトピラノシル残基を高い特異性で切
断するエキソグリコシダーゼである。

由来：リコンビナント酵素（Streptococcus pneumoniae
由来遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuf fer 1、37℃でインキュベー
ション

熱による不活性化：75℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1

分子量：231,000 Da

ユニット定義：1 uniは、全反応溶液 10 µl中、37℃、
1 時 間 に お い て、1 nmol の Gal b 1-4GlcNAc b
1-3Galb1-4Glc-AMCから95%以上のb -D-ガラクトー
ス末端を切断するために必要な酵素量として定義

濃度：8,000 units/ml

β(1–4)
R

エキソグリコシダーゼ
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α1-2,3 Mannosidase n r a w <

#P0729S 640 units  ..........  ¥25,100 説明：α 1-2,3 Mannosidaseは、オリゴ糖からα 1-2
結合型およびα 1-3結合型 D -マンノピラノシル残基
を高い特異性で切断するエキソグリコシダーゼで 
ある。

由来：リコンビナント酵素（Xanthomonas manihotis
由来の遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuffer 1、100 µg/ml BSAを添加 
し、37℃でインキュベーション

熱による不活性化：55℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1
• 100X BSA

分子量：90,000 Da

ユニット定義：1 unitは、全反応容液 10 µl中、37℃、
1時間において、1 nmolの Man α 1-3Man b 1-4Glc 
NAc-AMCから 95%以上のα -D-マンノース末端を切
断するために必要な酵素量として定義

濃度：32,000 units/ml

α(1–2)
α(1–3)

R

α1-2,3,6 Mannosidase n r w :

#P0768S 80 units  .......... ¥23,000 説明：α 1-2,3,6 Mannosidaseはオリゴ糖の末端の 
α 1-2、α 1-3、α 1-6結合型マンノース残基を特異的
に切断するエキソグリコシダーゼである。JBMとも
呼ばれる。α1-3とα1-6よりも、α1-2結合型マンノー
スに対する特異性がやや高い。

由来：リコンビナント酵素（Canavalia ensiformis（Jack 
Bean）由来のα 1-2,3,6 Mannosidase遺伝子を Pichia 
pastoris で発現）

反応条件：1X GlycoBuf fer 4、1X Zinc、37℃でイン 
キュベーション

熱による不活性化：95℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 4
• 10X Zinc

分子量：110,000 Da

ユニット定義：1 unitは、37℃、1時間において、全
反応溶液 10 µl中、1 nmolのMan（α 1,3）-Man（b 1,4）- 
GlcNAc-AMCから 95%以上の末端マンノースを切断
するために必要な酵素量として定義

濃度：2,000 units/ml

α(1–2)
α(1–3)
α(1–6)

R

α1-6 Mannosidase n r a w >

#P0727S 800 units  ..........  ¥25,100 説明：α 1-6 Mannosidaseは、オリゴ糖からの非分岐α
1-6 結合型 D -マンノピラノシル残基を高い特異性で
切断するエキソグリコシダーゼである。α 1-2,3 
Mannosidaseと併用することによって、分岐構造を
有する糖鎖からα 1-6マンノース残基を切断するこ
とができる。

由来：リコンビナント酵素（Xanthomonas manihotis
由来の遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuffer 1、100 µg/ml BSAを添加し、
37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1
• 100X BSA

分子量：58,000 Da

ユニット定義：1 unitは、37℃、1時間において、全
反応溶液 10 µl中、1 nmolの Man α 1-6Man α 1-6 
Man-AMから 95%以上のα - D -マンノース末端を切
断するために必要な酵素量として定義

濃度：40,000 units/ml

メモ：p-ニトロフェニル - α - D -マンノピラノシドは
本酵素の基質ではない。

α(1–6)
R

α2-3,6,8 Neuraminidase r w >

#P0720S 2,000 units  ..........  v12,300  
#P0720L 10,000 units  .......... ¥49,000 

説明：Neuraminidaseはアセチルノイラミン酸ヒドラー
ゼ（シアリダーゼ）の一般名であり、本酵素は糖タン

パク質とオリゴ糖からα 2-3、α 2-6、α 2-8結合型
N-アセチルノイラミン酸残基を高い特異性で切断す
る。α 2-8 結合の切断効率はα 2-3結合、α 2-6 結
合と比較して低い。

由来：リコンビナント酵素（Clostridium perfringens 由
来の遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuffer 1中、37℃でインキュベー
ション

熱による不活性化：65℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1

分子量：43,000 Da

ユニット定義：1 unitは、全反応溶液 10 µl中、5分 
間、37℃において、1 nmolの Neu5Ac α 2-3Gal b
1-3GlcNAc b 1-3Gal b 1-4Glc-AMCから末端の α
-Neu5Acの 95%以上を切断するために必要な酵素
量として定義

濃度：50,000 units/ml

メモ：本酵素のα 2-8結合の切断効率はα 2-3結合、α
2-6結合と比較して低い。

α(2–3)
α(2–6)
α(2–8)

R

<<

	■ pH4.5-8.5において活性を示す
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β(1–4) β(1–2)

β(1–4)

β(1–4) β(1–2)

α(1–6)

α(1–3)β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–3) -α-O-Ser/Thr

α(2–6)

or
β(1–4) β(1–2) α(1–6)

α(1–3)

α(2–6) β(1–4) β(1–2) α(1–3)

α(1–3) β(1–4) β(1–4)

α(1–3) β(1–4) β(1–6)

β(1–4) β(1–4) β(1–N) Asn

α(1–6)

α(1–3) α(1–3)

α(1–2) α(1–2) R = any sugar

α2-3,6,8,9 Neuraminidase A r w >

#P0722S 800 units  ..........  ¥13,900  
#P0722L 4,000 units  .......... ¥55,200 

説明：Neuraminidaseはアセチルノイラミン酸ヒドラー
ゼ（シアリダーゼ）の一般名であり、本酵素は糖タン

パク質とオリゴ糖から直鎖状や分岐構造を持つ非

還元型α 2-3、α 2-6、α 2-8、α 2-9結合型 N-アセ
チルノイラミン酸残基を特異性に切断する。α
2-3、α 2-6 結合の切断効率はα 2-8、α 2-9と比較
して若干高い。

由来：リコンビナント酵素（Arthrobacter ureafaciens
由来の遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuf fer 1、37℃でインキュベー
ション

熱による不活性化：65℃、10分間

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1

分子量：100,000 Da

ユニット定義：1 unitは、全反応溶液 10 µl中、5分 
間、37℃において、1 nmolの Neu5Ac α 2-3Gal b
1-3GlcNAc b 1-3Gal b 1-4Glc-AMCから末端の α
-Neu5Acの 95%以上を切断するために必要な酵素
量として定義

濃度：20,000 units/ml

α(2–3)
α(2–6)

>α(2–8)
>α(2–9)

R

	■ 直鎖状や分岐構造を持つシアル酸を 
切断

α2-3 Neuraminidase S r w ?

#P0743S 400 units  ..........  v13,400  
#P0743L 2,000 units  .......... ¥55,200 

説明：Neuraminidaseはアセチルノイラミン酸ヒドラー
ゼ（シアリダーゼ）の一般名であり、本酵素は糖タン

パク質とオリゴ糖からα 2-3結合型 N-アセチルノイ
ラミン酸残基を高い特異性で切断する。α 2-8 結合
の切断効率はα 2-3結合、α 2-6結合と比較して低い。

由来：リコンビナント酵素（Streptococcus pneumoniae
由来の遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：1X GlycoBuf fer 1、37℃でインキュベー
ション

熱による不活性化：75℃、10分

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 1

分子量：74,000 Da

ユニット定義：1 unitは、全反応溶液 10 µl中、1時 
間、37℃において、1 nmolの Neu5Ac α 2-3Gal b
1-3GlcNAc b 1-3Gal b 1-4Glc-AMCからα -Neu5Acを
95%以上切断するために必要な酵素量として定義

濃度：8,000 units/ml

α(2–3)
R

エキソグリコシダーゼ

Ann-Marie has been with NEB for 5 years as a  
Technical Account Manager for our subsidiary office  
in the UK. She enjoys working with customers across 
the south of London in both industry and academia.  
In her spare time, Ann-Marie likes to travel and 
spend time exploring the outdoors with her family.
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Bacteroides Heparinase I n r x "

#P0735S 240 units  ..........  ¥31,300 
#P0735L 600 units  .......... ¥62,400

説明：Bacteroides Haparinase Iは Bacteroides eggerthii
由来のヘパリンリアーゼ Iとも呼ばれる酵素であり、
ヘパリンおよびヘパラン硫酸中の高度硫酸化ドメ

インに対して作用する。反応により飽和していない

ウロン酸を含むオリゴ糖産物を産生し、UV吸光度
計の 232 nmで検出できる。

由来：リコンビナント酵素（Bacteroides eggerthii由来
の遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：全反応溶液 100 µl中、10 µgのヘパリン
基質と 10 µl の Bacteroides Hepar inase Reac t ion 
Buffer、30℃でインキュベーション

熱による不活性化：100℃、1分間

付属試薬：

• 10X Bacteroides Heparinase Reaction Buffer

分子量：42,000 Da

ユニット定義：1 unitは、全反応液 100 µl中、30℃、
pH 7.0において、ブタ粘膜由来のヘパリンから 1.0 
µmolの飽和していないオリゴ糖を遊離するために
必要な酵素量として定義

濃度：12,000 units/mlグルクロン酸およびイズロン酸でも良い

酵素特異性のための決定要因は赤字で表示

	■ ヘパリン、ヘパラン硫酸の 
グリコサミノ糖を分解

Bacteroides Heparinase II n r x "

#P0736S 80 units  ..........  ¥47,000 
#P0736L 200 units  .......... ¥94,000

説明：Bacteroides Haparinase IIは Bacteroides eggerthii
由来のヘパリンリアーゼ IIとも呼ばれる酵素であり、
ヘパリンおよびヘパラン硫酸中の高度硫酸化ドメ

インに対して作用する。反応により飽和していない

ウロン酸を含むオリゴ糖産物を産生し、UV吸光度
計の 232 nmで検出できる。

由来：リコンビナント酵素（Bacteroides eggerthii由来
の遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：全反応溶液 100 µl中、10 µgのヘパリン
基質と 10 µl の Bacteroides Hepar inase Reac t ion 
Buffer、30℃でインキュベーション

熱による不活性化：100℃、1分間

付属試薬：

• 10X Bacteroides Heparinase Reaction Buffer

分子量：86,000 Da

ユニット定義：1 unitは、全反応液 100 µl中、30℃、
pH 7.0において、ブタ粘膜由来のヘパリンから 1.0 
µmolの飽和していないオリゴ糖を遊離するために
必要な酵素量として定義

濃度：4,000 units/ml

グルクロン酸およびイズロン酸でも良い

酵素特異性のための決定要因は赤字で表示

	■ ヘパリン、ヘパラン硫酸の 
グリコサミノ糖を分解

Bacteroides Heparinase III n r x "

#P0737S 14 units  .......... ¥63,900 
#P0737L 35 units  ........  ¥127,600

説 明：Bacteroides Hapar inase I I I は Bacteroides 
eggerthii由来のヘパリンリアーゼ IIとも呼ばれる酵
素であり、ヘパリンおよびヘパラン硫酸中の高度硫

酸化ドメインに対して作用する。反応により飽和し

ていないウロン酸を含むオリゴ糖産物を産生し、

UV吸光度計で 232 nmで検出できる。

由来：リコンビナント酵素（Bacteroides eggerthii由来
の遺伝子を大腸菌で発現）

反応条件：全反応溶液 100 µl中、10 µgのヘパリン
基質（1 mg/ml）と 10 µlの Bacteroides Heparinase 
Reaction Buffer、30℃でインキュベーション

熱による不活性化：100℃、1分間

付属試薬：

• 10X Bacteroides Heparinase Reaction Buffer

分子量：75,000 Da

ユニット定義：全反応液 100 µl中、30℃において、
2倍希釈した Bacteroides HeparinaseIIIと 1 mg/mlの
ブタ粘膜由来のヘパリン硫酸をインキュベート。飽

和していないオリゴ糖の遊離をリアルタイム UV吸
光度計を用いて 232 nmで検出

濃度：700 units/ml
グルクロン酸およびイズロン酸でも良い

酵素特異性のための決定要因は赤字で表示

	■ ヘパリン、ヘパラン硫酸の 
グリコサミノ糖を分解
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β(1–4) β(1–2)

β(1–4)

β(1–4) β(1–2)

α(1–6)

α(1–3)β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–3) -α-O-Ser/Thr

α(2–6)

or
β(1–4) β(1–2) α(1–6)

α(1–3)

α(2–6) β(1–4) β(1–2) α(1–3)

α(1–3) β(1–4) β(1–4)

α(1–3) β(1–4) β(1–6)

β(1–4) β(1–4) β(1–N) Asn

α(1–6)

α(1–3) α(1–3)

α(1–2) α(1–2)R = any sugar

へパリナーゼ＆プロテアーゼ

Endoglycoceramidase I (EGCase I) n r d w >

#P0773S 150 mU  ..........  ¥14,400 説明：Endoglycoceramidase I（EGCase I）は、種々の
スフィンゴ糖脂質において、オリゴ糖とセラミドの

間にあるb -グリコシド結合の加水分解を触媒する。
R. triatomea 由来 EGCase Iの 1 unitは、37℃で 1分
間に 1 µmolのガングリオシド GM1aを加水分解する
のに必要な酵素量として定義される。

由来：リコンビナント酵素（Rhodococcus triatomea か
らクローニング、大腸菌で発現）

反応条件：1X EGCase I Reaction Buffer。37℃でイン
キュベーション。

熱による不活性化：65℃、20分間

キットに含まれる試薬：

10X EGCase I Reaction Buffer

分子量：50 kDa

ユニット定義：1 unitは、37℃で 1分間に 1 µmolの
ガングリオシド GM1aを加水分解するのに必要な酵
素量として定義される。

濃度：6 units/ml

Ceramide

Gal Glc GalNAc NeuAc  β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–3) -α-O-Ser/Thr

α(2–6)

α(2–6)
 

本酵素は Enzyme for Innovation（EFI）の
1つである。EFIは、新しく革新的な
アプリケーションの発見を可能にするこ

とを期待して、科学界に独自の酵素を

届けるために NEBが開始した
プロジェクトである。詳細なリストに

ついてはウェブサイト（www.neb.com/ 
EnzymesforInnovation）を参照。

IdeZ Protease (lgG-specifi c) n r w >

#P0770S 4,000 units  ......... ¥80,700 説明：IdeZ Proteaseは IgGを特異的に分解するイム
ノグロブリン・プロテアーゼであり、ヒト、ヒツジ、

サル、ウサギの IgGのヒンジ領域の下部を一箇所切
断し、F（ab'）2と Fc断片を生じる。IdeSと比較す
るとマウス IgG2aの分解効率が向上している。

由来：リコンビナント酵素（Streptococcus equi
subspecies zooepidemicus 由来の遺伝子を大腸菌で
発現）

反応条件：1X GlycoBuf fer 2、37℃でインキュベー
ション

熱による不活性化：65℃、10分

付属試薬：

• 10X GlycoBuffer 2

分子量：35,578 Da

ユニット定義：1 unitは、全反応溶液 10 µl中、15分
間、37℃において、1 µgのヒト IgGを 95%以上切断
するために必要な酵素量として定義

濃度：80,000 units/ml

				human lgG1, lgG3, lgG4: CPAPELLG  GPSVF

human lgG2: CPAPPVA  GPSVF

murine lgG2a: CPAPNLLG  GPSVF

murine lgG3: CPPGNILG  GPSVF

				

				

				

■ わずか 30分、非変性条件下、
抗体やイムノグロブリン融合
タンパク質を断片化

variable region:
murine antibody to CD20

Rituximab
chimeric antibody

human

IdeZ Protease (lgG-specific DTT

Denature

Fc/2 x 2
(~25 kDa)

Fc
(50 kDa)

F(ab´)2

(100 kDa)

Fd´x 2
(25 kDa)

LC x 2
(25 kDa)

IdeZ Proteaseが lgGのヒンジ領域の下部を切断し、F（ab'）2と Fc断片を産生

O-Glycoprotease n r w :

#P0761S 200 reactions  ......... ¥116,000 説明：O- Glycoprotease は ムチンタイプの O 結合型
糖鎖が付加したセリンあるいはスレオニン残基の N
末端側のペプチド結合を切断する酵素である。本

酵素には 6x His-tag が付加しているため、反応後は
ニッケルカラムで除去できる。

由来：Pseudomonas aeruginosa からクローニング、
大腸菌リコンビナントとして精製

反応条件：反応条件：20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、
37℃でインキュベーション

熱による不活性化：95℃、10分間

分子量：96,727 Da

ユニット定義：20 µlの溶液中、37℃、2時間で 2 
µM FAM-labelled O-glycopeptideの 90%以上を切断
する酵素量を 1ユニットと定義

濃度：1,000 units/ml

Gal GlcNAc GalNAc NeuAc  β(1–4) β(1–6)

β(1–4)β(1–3) β(1–3)

β(1–3) -α-O-Ser/Thr

α(2–6)

α(2–6)
 

–    S/T –

■ シアル酸の付加に関わらず切断、
他の酵素 (Neuraminidase) は不要

■ 200 reactionで最大 2 mgの
糖タンパク質の切断が可能

NEW
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Proteases

自然界に見られるタンパク質のサイズは、5 kDaから 400 kDaを超えるまで大きく異なる。 質量分析
によってインタクトなタンパク質とその修飾を解析することは可能だが、最も一般的なプロテオミク

スのアプローチは、最初にペプチドと呼ばれる小さなフラグメントを生成することから始まる。この

時に部位特異的プロテアーゼによる分解を利用、その分解産物であるペプチドを C18などの逆相マ
トリクスを使用して高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分離。さらにタンデム質量分析と組み合
わせた HPLCにより、個々のペプチドのフラグメンテーションデータが取得可能である。

Trypsin-ultra™, Mass Spectrometry Grade

#P8101S 100 µg  ..........  ¥16,400 説明：Tr ypsin-ul t raは、リシン残基やアルギニン残
基 C末端側のペプチド結合を切断するセリンエンド
ペプチダーゼである。本酵素はキモトリプシン活性

を不活性させるために、L- (tosylamido-2-phenyl) 
ethylchloromethyl ketone（TPCK）で処理されている。
さらに自己分解を防ぐために、リシン残基のε -アミ
ノグループをアセチル化している。Lys-Pro、Arg-Pro
残基の切断速度は他のアミノ酸残基に比べて非常

に遅いという特性をもっている。

由来：ウシ（Bos taurus）膵臓から単離

反応条件：1X Modified Trypsin Reaction Buf fer ［50 
mM Tris-HCl、20 mM CaCl2（pH 8.0 @25℃）］、25℃
でインキュベーション

付属試薬：

• 2X Modified Trypsin Reaction Buffer

分子量：23,675 Da

使用方法：凍結乾燥品であるため、20〜 200 µlの
高純度水で溶解して使用する。酵素濃度が高いと

自己消化がおこるため、注意が必要である。

メモ：酵素溶液を凍結した場合、–20℃で最大 2週
間まで保存可能である。酵素溶液のままで保存す

ると活性の低下が見られるため、必要量を常時調

製することを推奨する。

Lys/Arg XXX

	■ 質量分析によるプロテオーム解析の 
ためのタンパク質分解

	■ タンパク質およびペプチドの同定

	■ TPCK 処理によりキモトリプシン活性を 
除去

	■ プロテアーゼフリー

α-Lytic Protease n w :

#P8113S 20 µg  ...........¥12,800 
#P8113L 100 µg  ...........¥49,000

説明：本酵素はスレオニン（T）、アラニン（A)、セリン
（S）、バリン（V）残基の下流を切断するプロテアー
ゼである。トリプシンやキモトリプシンなどの代替

として使用できる。また本酵素で生じるペプチドは

これら酵素の切断産物を同じ程度の長さとなる。

由来：Lysobacter enzymogenesから精製

分子量：19,800 Da

濃度：0.4 mg/ml 

メモ：本酵素は -20℃で最低 2年間は安定に保存で
きる。また少なくとも 10回の凍結融解の繰り返し
で酵素活性は低下しない。自己消化を防止するため

には、10 mM Sodium Acetate (pH 5.0)で保存する。

XX-T/A/S/V 	XX

	■ プロテオーム解析

	■ 溶液中およびゲル内分解が可能

	■ 24カ月間安定

	■ 切断産物は質量分析解析が可能

John has been with NEB for 10 years, and 
serves as Packaging Supervisor for NEB’s 
OEM and Customized Solutions Team. His 
strict attention to detail ensures that your 
custom product will be packaged quickly 

and according to your requirements. 
When not at work, John enjoys boating 

and coaching youth sports.

NEW
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β(1–4) β(1–2)

β(1–4)

β(1–4) β(1–2)

α(1–6)

α(1–3)β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–3) -α-O-Ser/Thr

α(2–6)

or
β(1–4) β(1–2) α(1–6)

α(1–3)

α(2–6) β(1–4) β(1–2) α(1–3)

α(1–3) β(1–4) β(1–4)

α(1–3) β(1–4) β(1–6)

β(1–4) β(1–4) β(1–N) Asn

α(1–6)

α(1–3) α(1–3)

α(1–2) α(1–2) R = any sugar

Endoproteinase LysC w

#P8109S 20 µg  .......... ¥26,800 説明：LysC（Lysobacter enzymogenes Protease V8）は
リジン酸残基の C末端側のペプチド結合を切断す
るセリンプロテアーゼである。本酵素は高品質であ

り、プロテオームや糖鎖解析に最適である。

由来：Lysobacter enzymogenesより単離

分子量：30,000 Da

使用方法：凍結乾燥品であるため、200 µlの高純度
水で溶解、最終濃度が 100 ng/µl（10 mM Tris-HCl, 
pH 8.0）となるように酵素溶液を調製する。酵素濃
度が高いと自己消化がおこるため、注意が必要で

ある。酵素溶液は 4℃で数日間保存できる。–20℃
では数か月間保存可能であるが、凍結融解を防ぐ

ために一回の使用量ずつ小分けに分注して保存する

ことを推奨する。

				XX-Lys  XXX

	■ 質量分析によるプロテオーム解析に 
最適

	■ プロテアーゼのコンタミネーション 
フリー

	■ ペプチド分析に最適

Endoproteinase GluC n r w

#P8100S 50 µg  ..........  ¥14,700 説明：Endoproteinase GluC（Staphylococcus aureus 
Protease V8）はグルタミン酸残基の C末端側のペプ
チド結合を切断するセリンプロテアーゼである。本

酵素は、グルタミン酸残基よりも 100〜 300 倍遅
い速度ではあるがアスパラギン酸残基も切断する

という特性をもっている。

由来：プロテアーゼ欠損型 Bacillus subtilis でリコン
ビナント酵素として発現（Staphylococcus aureus 
Protease V8遺伝子）

反応条件：1X GluC Reaction Buffer［50 mM Tris-HCl、 
0.5 mM Glu-Glu（pH 8.0@25℃）］、37℃でインキュ 
ベーション

付属試薬：

• 2X GluC Reaction Buffer

分子量：29,849 Da

使用方法：凍結乾燥品であるため、50〜 500 µlの
高純度水で溶解して使用する。酵素濃度が高いと

自己消化がおこるため、注意が必要である。

メモ：酵素溶液を凍結した場合、–20℃で最大 2週
間まで保存可能である。酵素溶液のままで保存す

ると活性の低下が見られるため、溶解後は使い切る

ことを推奨する。

XX-Glu	XX

	■ 質量分析によるプロテオーム解析の 
ためのタンパク質分解

	■ タンパク質およびペプチドの同定

	■ プロテアーゼフリー 
（Bacillus subtilisプロテアーゼ 
欠損株により生産）

Endoproteinase AspN n r w

#P8104S 50 µg  ..........  ¥14,200 説明：Endoproteinase AspN（flavastacin）は、アスパ
ラギン酸残基の N末端側のペプチド結合を切断す
る亜鉛メタロエンドペプチダーゼである。

由来：Flavobacterium menigosepticum

反応条件：1X AspN Reaction Buffer［50 mM Tris-HCl 
（pH 8.0@37℃）、2.5 mM Zinc Sulfate］、37℃でイン
キュベーション

付属試薬：

• 2X AspN Reaction Buffer

分子量：40,089.9 Da

使用方法：凍結乾燥品であるため、50〜 500 µlの
高純度水で溶解して使用する。酵素濃度が高いと

自己消化がおこるため、注意が必要である。

メモ：酵素溶液を凍結した場合、–20℃で最大 2週
間まで保存可能である。酵素溶液のままで保存す

ると活性の低下が見られるため、溶解後は使い切る

ことを推奨する。

Endoproteinase AspNはペプチド消化への使用を推奨
している。タンパク質を消化する場合は消化速度が

大きく低下するため、注意が必要である。

XXAsp-XXX

	■ 質量分析によるプロテオーム解析に 
最適

	■ プロテアーゼのコンタミネーション 
フリー

	■ ペプチド分析に最適

Trypsin-digested BSA MS Standards (CAM Modified)

#P8108S 500 pmol  ..........  ¥16,400 説明：本製品は Bovine Serum Albumin（BSA）をトリ
プ シン 消 化 し たペ プ チド 混 合 物 で あり、

Iodoacetamideで還元およびアルキル化されている
（CAM修飾）。本製品はマトリクス支援レーザー脱
離イオン化 -飛行時間型質量分析（MALDI-TOF）ま
たはエレクトロスプレーイオン化（ESI）質量分析
（TOF、Q-TOF、Ion Trap）の検証用として使用するこ
とができる。

由 来：B S A（G E N B A N K P02769）をトリプシン
（Trypsin-ultra, Mass Spectrometry Grade、#P8101S）
で消化して調製
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BSA 消化物の MALDI 分析：
BSA 消化物溶液を 100 fmol /µlに希釈した後、マトリッ
クスであるα -cyano-4-hydroxycinnamic acid（10 mg/µl、
0.1%トリフルオロ酢酸を含む 50：50＝アセトニトリル：
水）と混合した。2 µlの消化物 /マトリックス混合液を
MALDI用プレート上にスポットし、MALDI micro MX 
Mass Spec t rometer（Waters co.）で測定した（L aser 
energy;150）。

	■ 分子量範囲：500–2,400 Da

プロテアーゼ
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Proteinase K, Molecular Biology Grade

#P8107S 2 ml  ..........  ¥16,400 説明：Proteinase Kはサブチリン型セリンプロテ 
アーゼであり、非特異的にペプチド結合を切断する。

本プロテアーゼは 20〜 60℃、pH 7.5〜 12.0と幅広
い条件下でペプチド結合を切断することができる

上、2% SDS、4 M尿酸の存在下においても十分な
ペプチド結合切断活性を示す。Ca2+は本プロテアー

ゼの温度安定性には重要な因子ではあるが、酵素

活性には必須の因子ではないため、反応液中に

EDTA などのキレート剤が存在しても酵素活性が低
下することはない。

由来：Engyodontium album（Tritirachium album）

反応条件：Proteinase Kは広範囲のバッファー（pH 7.5
〜 12.0）、広範囲の温度（20〜 60℃）で活性を示す。
さらに、2% SDS、4 M尿酸、EDTAなどのキレート
剤の存在下においても活性を示す。

分子量：28.9 kDa

品質管理：エキソヌクレアーゼやエンドヌクレアーゼ

が検出されないことを確認

ユニット定義：1 unitは、37℃（pH 7.5）、1分間にお
いて、尿素変性ヘモグロビンより 1 µmolのチロシン
を遊離するのに必要な酵素量として定義

濃度：800 Units/ml

	■ RNase、DNaseなどの酵素の不活性化

	■ プラスミドおよびゲノム DNAの単離

	■ RNAの単離

Thermolabile Proteinase K n r ( <

#P8111S 30 units  .......... ¥22,600 説明：Thermolabile Proteinase Kは、遺伝子組換えで
作られたサブチリシン型セリンプロテアーゼの一種

で、さまざまなペプチド結合を加水分解する。

由来：リコンビナント酵素（Engyodon t iu m a lb u m
（Tritirachium album）からクローニング、変異型遺伝
子を K. lactis で発現）

分子量：29 kDa

熱による不活性化：55℃、10分間

反応条件：Thermolabile Proteinase Kは広範囲のバッ
ファーで活性を示す。pH 7.0 〜 9.5、温度 20 〜
40℃で高い活性を有する。EDTA などのキレート剤
存在下でも活性を示し、SDSは活性を促進する（最
大 1%）。

ユニット定義：1 uni tは、総反応液量 105 µl、25℃
において、N-スクシニル -Ala-Ala-Pro-Phe-p-ニトロ
アニリドから 1分間に 1.0 µmolの 4-ニトロアニリン
を遊離させるのに必要な酵素量として定義

濃度：120 units/ml

	■ プラスミドおよびゲノム DNAの単離

	■ RNAの単離

	■ 反応における RNase、DNaseなど 
酵素類の不活化

	■ クローニング効率向上を目的とした
DNA 反応溶液中の酵素除去

	■ PCR後の精製

TEV Protease n r x >

#P8112S 1,000 units  ..........  ¥14,900 説明：TE V Protease、別名タバコエッチ病ウイルス
（TE V）プロテアーゼは、特異性の高いシステインプ
ロテアーゼで、アミノ酸配列 Glu- Asn-Leu-Tyr-Phe-
Gln-(Gly/Ser)を認識し、Glnと Gly/Serの間を切断す
る。本酵素は、マルトース結合タンパク質（MBP）
やポリヒスチジンなどのアフィニティー精製用タグ

を融合タンパク質から除去する目的で使用される。

TEV Proteaseは 7xHis-タグを有するため、ニッケル
カラムで簡単に除去できる。

由来：リコンビナント酵素（タバコエッチ病ウイルス

からクローニング、大腸菌で発現）

分子量：28 kDa

ユニット定義：1 unitは、総反応液量 10 µl、50 mM 
Tris-HCl（25℃における pH 7.5）、0.5 mM EDTA、1 
mM DTTにおいて、30℃で 1時間に 2 µgの MBP融
合タンパク質（MBP5-TEV-paramyosin ΔSal）を 95%
切断するのに必要な酵素量である。

濃度：10,000 units/ml

熱による不活性化：65℃、10分間

ENLYFQ(G/S)
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プロテアーゼ

Factor Xa Protease

#P8010S 50 µg  ..........  ¥15,400 
#P8010L 250 µg  ..........  ¥61,400

説明：Factor Xaは Ile-(Glu/Asp)-Gly-Arg配列のアル
ギニン残基の C末端側で切断するプロテアーゼで
ある。タンパク質の構造によっては、他の塩基性ア

ミノ酸を認識して切断することもあり、Gly-Arg配列
を認識・切断することが広く知られている。大腸菌

で不安定なタンパク質の多くは Gly-Arg配列で切断
されることから、不安定なタンパク質が部分的に

フォールディングされていない状態にあると考える

研究者もいる。Factor Xaは認識配列 C末端側の次
のアミノ酸残基がプロリンやアルギニンの場合は、

切断することができない。

由来：ウシ血漿から精製したプロテアーゼをラッセ

ルクサリヘビ毒液由来の活性化酵素で処理するこ

とによって活性化

分子量：約 43 kDa（27 kDaと 16 kDaの 2つのサブ
ユニットから構成されており、2つのジスルフィド結
合により結合されている。各サブユニットは SDS-
PAGEでは 30 kDaと 20 kDaとして検出される。）

ユニット定義：1 µgの Fac tor Xaは、6時間以下で
50 µgの検証用基質の 95%を分解、ユニットアッセ
イ条件はウェブサイトを参照（www.nebj.jp）

濃度：1 mg/ml

除去方法：ベンズアミジン -アガロース（GE Li fe 
Sciences #17-5143-02など）に吸着するため除去が
可能

Ile-Glu/Asp-Gly-Arg

Enterokinase, light chain r

#P8070S 0.063 µg  .......... ¥23,600 
#P8070L 0.32 µg  .......... ¥93,900

説明：Enterokinaseは Asp-Asp-Asp-Asp-Lys配列の
リシン残基の C末端側を切断するプロテアーゼであ
る。タンパク質の構造によっては、リシン残基以外

の塩基性アミノを認識して切断することもある。認

識配列 C末端側の次のアミノ酸残基がプロリンの
場合は、切断することができない。

由来：K. lactis でリコンビナント酵素として発現（ウ
シ由来エンテロキナーゼ軽鎖遺伝子）

分子量：26.3 kDa（SDS-PAGEでは 31 kDaとして検
出される。）

ユニット定義：1 uni tは、25℃、16時間において、
25 µgの検証用基質（MBP-EK-paramyosin-ΔSal）を
95%切断するのに必要な酵素量として定義

濃度：16,000 U/ml

除去方法：トリプシンインヒビター・アガロース（Sigma 
T-0637など）に吸着するため除去が可能

Asp-Asp-Asp-Asp-Lys

Furin r

#P8077S 50 units  ..........  ¥27,600 
#P8077L 250 units  ........  ¥110,200

説明：Furinはサブチリシン型プロタンパク質転換酵
素である。分泌経路における主要なプロセシング酵

素であり、生体内ではトランス・ゴルジネットワーク

に局在している。血液凝固因子、血清タンパク質、

インスリン様成長因子受容体などの成長因子受容体

も Furinの基質である。最小切断部位は Arg-X-X-
Arg▼であるが、特に Arg-X-(Lys/Arg)-Arg▼に対する
特異性が高い。また P6 位（認識配列 C末端から 2
残基目の C末端側の位置）にアルギニンが存在する
場合、特に切断効率が高い。Furin の活性は
EGTA、α 1-Antitrypsin Portlandおよびポリアルギニン
化合物によって阻害される。

メモ：基質の三次構造および切断部位に隣接するア

ミノ酸の種類により、切断効率が変化する。

由来：ヒト由来の欠損型 Furin遺伝子保有のバキュ
ロウイルスを感染させた Spodoptera frugiperda（Sf9）
細胞から単離（R. Fuller氏提供）

分子量：52.7 kDa（SDS-PAGEでは 57 kDaとして検
出される。）

ユニット定義：1 uni tは、30℃で蛍光ペプチド BOC 
-RVRR-AMC（Bachem #I-1645）から 1分間に 1 pmol
の AMCを放出（1 pmol AMC/min）するために必要な
酵素量として定義、ユニットアッセイ条件はウェブ

サイトを参照（www.nebj.jp）

濃度：2,000 units/ml

Arg-X-X-Arg
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Lambda Protein Phosphatase (Lambda PP) r x >

#P0753S 20,000 units  .......... ¥26,300 
#P0753L 100,000 units  ........ ¥105,000

説明：Lambda Protein Phosphatase（λ -PPase）は
Mn2+依存性プロテインホスファターゼであり、リン

酸化セリン、スレオニン、チロシン残基を脱リン酸

化する。また、リン酸化ヒスチジン残基に対しても

脱リン酸化活性を示す。

由来：大腸菌リコンビナント酵素（バクテリオファー

ジ ORF221由来、D. Barford博士提供）

反応条件：1X NEBuffer for Protein Metallo Phosphatase、
1 mM MnCl2添加、30℃でインキュベーション

熱による不活性化：50 mM EDTAの存在下、65℃、
1時間

付属試薬：

• 10X NEBuffer for Protein MetalloPhosphatase（PMP）
• 10X MnCl2（10 mM）

分子量：25 kDa

ユニット定義：1 uni tは、１分間、30℃において、
全 反 応 溶 液 50 µl 中、1 nmol の p -Ni t rophenyl 
Phosphate（PNPP、50 mM、NEB #P0757）を加水分
解する酵素量として定義

濃度：400,000 units/ml

関連製品：

p-Nitrophenylphosphate (PNPP) 
Non-specific substrate for protein, alkaline and 
acid phosphatases 
#P0757S 1 ml  ................  ¥5,500 
#P0757L 5 ml  ..............  ¥21,900

Sodium Orthovanadate (Vanadate) 
General inhibitor for protein phosphotyrosyl 
specific phosphatases 
#P0758S 1 ml  ................  ¥5,500 
#P0758L 5 ml  ..............  ¥21,800

Lea has been with NEB for 6 years as a 
Production Scientist in our DNA Polymerase 

Group. She is involved in all facets of the 
manufacturing process for some of our 

most popular products. From planning to 
production and functional testing, Lea helps 

to make sure these products are always 
available for our customers.
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ホスファターゼ＆キナーゼ

Protein Kinases

タンパク質への可逆的リン酸化は、真核細胞におけるシグナル伝達におい

て重要な役割を果たしており、タンパク質のリン酸化および脱リン酸化に

よって様々な細胞変化を制御している。近年、新規プロテインキナーゼの

報告例が飛躍的に増加しているが、それらが細胞内のどの基質と反応して

いるのかを決定することは困難であった。現在では、既知のキナーゼ基質

のアミノ酸のコンセンサス配列情報より、リン酸化部位のモチーフを決定す

ることができるようになり、特定のプロテインキナーゼのリン酸化部位を予

測することができるようになっている。

プロテインキナーゼの特異性を決定するためには複雑な三次元的相互作用

解析も必要となる。キナーゼのモチーフによる特異性決定は簡単に行うこ

とができるが、アミノ残基周辺の短い配列であり、あくまでも一次構造だ

けを考慮したものである。二次あるいは三次構造は考慮されておらず、他

のポリペプチド鎖や同鎖中の他の残基による影響も考慮されていない。さ

らに、キナーゼによる認識とリン酸化において、モチーフ中のアミノ酸残基

全てが特異性に影響を与えるわけではないため（表中の Xなど）、モチーフ
による特異性を決定する際には注意が必要である。

一方、これらコンセンサス配列中のある特定のアミノ残基が認識に必要で

あることも明らかになっており、そのモチーフが単純であることから、プロ

テインキナーゼや基質の研究に使用されている。また、こうしたリン酸化

部位の特定に加え、コンセンサス配列に基づいて短い合成オリゴペプチド

を作製することによって、プロテインキナーゼの基質として活性測定に利用

されている。

下記の表に NEBが提供しているプロテインキナーゼとその特異性を記載し
ている。リン酸化されるアミノ残基は赤字、互換性があるアミノ残基はスラッ

シュ（/）、認識特異性に大きく影響を及ぼさないアミノ残基は Xで示してい
る。

CKIや GSK-3などのように認識配列中にリン酸化されたアミノ残基を必要
とするプロテインキナーゼが存在し、“hierarchical”プロテインキナーゼと
呼ばれている。これらのキナーゼは認識配列付近のアミノ残基が他のキ

ナーゼによって予めリン酸化されている必要がある。表中の pSおよび pT
はこのようなリン酸化残基を示している。

プロテインキナーゼの詳細はウェブサイト（www.nebj.jp）を参照

プロテインキナーゼ 製品番号 認識配列 容量 希望小売価格

cAMP-dependent Protein Kinase 
(PKA), Catalytic Subunit P6000S/L

R-R-X-S / T Y 
Y= hydrophobic residue

100,000/500,000 units ¥27,900/¥111,300

Casein Kinase II (CK2) P6010S/L S-X-X-E/D 10,000/50,000 units ¥27,900/¥111,300

D = aspartic acid,  E = glutamic acid,  R = arginine,  S = serine,  T = threonine,  Y = tyrosine,  X = any amino acid

メモ：各キナーゼの認識配列に関する詳細はウェブサイト（www.nebj.jp）を参照

関連製品：

Adenosine-5′Triphosphate (ATP) 
#P0756S 1.0 ml  ................  ¥6,200 
#P0756L 5.0 ml  ..............  ¥24,500
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Ph.D. Phage Display Peptide Library Kits

Ph.D.-7 Kit 
10 Panning Experiments 
#E8100S  ......................................... ¥84,300

Ph.D.-12 Kit 
10 Panning Experiments 
#E8110S  ..........................................¥84,300

Ph.D.-C7C Kit 
10 Panning Experiments 
#E8120S  ..........................................¥99,500

説明：Ph.Dファージディスプレイ・キットは、ター 
ゲット分子（抗体、酵素、細胞表面受容体など）に

対するリガンド分子をスクリーニングするための

キットである。ファージディスプレイ・ライブラリー

では、ペプチドやタンパク質がファージ粒子表面に

提示（発現）される。パニングと呼ばれる in vitroス
クリーニング法を使用すると、ターゲット分子に結

合親和性のあるペプチドを提示するファージ粒子を

簡単に選別することができる（図 1）。ファージ粒子
表面に提示されているペプチドの遺伝子はファージ

粒子内に存在するため、ペプチドをコードする DNA
を簡単に同定することができる。

パニングでは、まずターゲット分子が固定されたプ

レートやビーズとファージペプチド・ライブラリーを

インキュベートし、未結合のファージを洗浄した後

に、特異的に結合したファージを溶出する。さらに

溶出したファージを増幅し、結合・洗浄・増幅を繰

り返すことによって、ターゲット分子に結合するリ

ガンド分子を提示するファージを濃縮することがで

きる。パニングを 3〜 4回繰り返した後に、DNAシー
ケンシングや ELISA 法によりリガンド分子の解析を
行う（図 1）。

NEBはカスタムライブラリー作製用の M13KEクロー
ニングベクターを提供しているが、ヘプタペプチド

（Ph.D.-7）、ドデカペプチド（Ph.D.-12）、ヘプタペプ
チド（Ph.D.-C7C）の 3種類のプリメイド・ランダムペ
プチド・ライブラリーも提供している（各プリメイド・

ライブラリーには 20 億種類以上のクローンが含ま
れている）。Ph.D.-7と Ph.D.-12ライブラリーでは、
直鎖状のペプチドがファージ粒子表面に提示される

が、Ph.D.-C7Cライブラリーでは、ループ状のペプ
チドがファージ粒子表面に提示される。

Ph.D.-C7Cライブラリーのペプチドの両末端にはシト
シン残基が付加されており、ファージ構築の際に酸

化されてジスルフィド結合が形成されるためである。

3種類のライブラリーのペプチド配列は、pIIIコート
タンパク質の N末端側に発現され、ファージ粒子当
たり 5コピーのペプチドが提示される。Ph.D.-7ライ
ブラリーおよび Ph.D.-12ライブラリーでは、ランダ
ムペプチド配列が pII Iコートタンパク質の N末端に
発現されるが、Ph.D.-C7Cライブラリーではランダム
ペプチドの N末端側に Ala-Cys付加された形で発
現される。なお、すべてのライブラリーは提示され

るペプチドと pIIIの間に短いリンカー配列（Gly-Gly-
Gly-Ser）が含まれる。

Ph.D.ライブラリーは、エピトープマッピング、タン
パク質 - タンパク質結合、酵素阻害剤の同定、
GroEL、HIV、半導体表面、小分子フルオロフォアに
対するペプチドリガンドのスクリーニング、薬剤開

発など多くのアプリケーションで使用されている。

また、精製された受容体およびインタクトな細胞を

ターゲット分子としたパニングによって、受容体に

対して生物活性を有するリガンドも同定されている。

さらに in vitroパニングにより特定の細胞をターゲッ
トにするペプチドも単離されており、単離されたペ

プチドは細胞特異的な遺伝子デリバリーなどに応用

されている。in vitroと in vivoによりカビ胞子や細菌
に対するリガンド、炭疽毒素を特異的に阻害するペ

プチドなども、本システムを使用して同定されてい

る。また、ファージを動物に注入した後に器官を収

集し、各組織からファージを単離することによる in 
vivoパニングによって、組織特異的ペプチドも単離
されている。

単品販売：

Ph.D.-12 Library 
50 Panning Experiments 
#E8111L  ................................................. ¥336,700

製品内容：

 – Library：パニング実験 10回分、 
約 109種類のランダムペプチドを提示 
するファージディスプレイ・ライブラリー

 – 28 gIII Sequencing Primer 
（100 pmol）
 – 96 gIII Sequencing Primer 
（100 pmol）
 – E. coli  strain ER2738
 – Streptavidin、Biotin
 – Detailed Protocols

図 1：パニング実験のワークフロー
プレート /ビーズに固定されたターゲット分子にファージペプチド・ライブラリーを添加してインキュベーション、洗浄
して未結合のファージを除去、ターゲット分子に結合したファージを溶出、ファージを大腸菌で増幅、同様のパニン

グを 2–3回繰り返した後、各クローンを単離してシーケンンシング /phage-ELISAで解析

Wash

Bind

Elute

Unbound
phage

Bound
phage

Phage library 

Repeat
2–3 times

Sequence after 2–3 rounds

Amplify
in E. coli

Target-coated surface or bead 
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com
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n NEBでクローニング r リコンビナント酵素 a BSA が必要 d Enzymes for Innovation > 熱による不活性化 Gal Glc Man GalNAc GlcNAc Fuc NeuAc

β(1–4) β(1–2)

β(1–4)

β(1–4) β(1–2)

α(1–6)

α(1–3)β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–4) β(1–6)

β(1–4)

β(1–3) β(1–3)

β(1–3) -α-O-Ser/Thr

α(2–6)

or
β(1–4) β(1–2) α(1–6)

α(1–3)

α(2–6) β(1–4) β(1–2) α(1–3)

α(1–3) β(1–4) β(1–4)

α(1–3) β(1–4) β(1–6)

β(1–4) β(1–4) β(1–N) Asn

α(1–6)

α(1–3) α(1–3)

α(1–2) α(1–2) R = any sugar

b-endorphin:
Y G G F M T S E K Q T P …

1st round sequences: 2nd round sequences: 3rd round sequences:

Y G W I S P P L H L P T Y G G F L I G L Q D A S Y G G F M T T P S H V P

Y Q P D N P S R Q I A N Y G G F H Y K E T G A L Y G G F M T T P S H V P

Y W P A H I R A V P M I Y Q P D N P S R Q I A N Y G G F I S Q T Q H Y S

R L D D I K N T L A F S V Y C Y I N Q S M I G N Y G G F I S Q T Q H Y S

S S D V Y S L Y P F I M H H D T E Y R T T Q L S Y G G F G N S L V M P V

E F F P H P M L H N S R N L K F P T N P K A M W Y G G F S M P F L P A L

D N W P Y R P S F S L S L P N L T W A L M P R A Y G A F D V T T G V T S

S H N T Y S A P R P S A D N W P Y R P S F S L S Y G V F N P H Y L P S L

S L L H Y A S S L S L M S H N T Y S A P R P S A A P S T D K Q A T M P L

F N Q N A E P F S S R P S L L H Y A S S L S L M A S V A V S S R Q D A A

H P R Q L L H H P L S P V T M N T K T P G P M P

図 2：Ph.D.-12ライブラリーによる抗b-エンドルフィンモノクローナル抗体のエピトープマッピング
10 nMの抗b -エンドルフィン抗体 3-E7に対して Ph.D.-12ライブラリーをパニングし、抗体 -ファージ複合
体を Protein A-アガロース（1回目と 3回目）、Protein G-アガロース（2回目）にアフィニティー結合させた後に、
ファージを 0.2M Glycine -HCl（pH 2.2）で溶出した。各パニングで得られたペプチド配列の最初の 12残基 
およびb -エンドルフィン配列と相同配列（囲み）を上図に表示している。パニングの結果、抗体のエピトー
プはb -エンドルフィンの最初の 7 残基であることが示唆された。さらにb -エンドルフィンの最初の 4 残基
（YGGF）が抗原抗体結合に大きく寄与しているが、3 番目のアミノ残基は他に置き換わりうること、N末端
チロシンのフリーα -アミノ基がエピトープの一部であることも示唆された。

関連製品：

Anti-M13 pIII Monoclonal Antibody
抗 M13 pIIIモノクローナル抗体（マウス ア
イソタイプ IgG2a）は、M13コートタンパ
ク質 I I Iの C末端側（259–406 残基）で免
疫された BALB/cマウスの骨髄腫細胞と
脾細胞のハイブリドーマ A23由来のモノ
クローナル抗体である。本モノクローナ

ル抗体は非還状態、還元・変性状態の

pII Iを認識し、ウェスタンブロッティンブ
や ELISAに使用することができる。

メモ：M13ファージのエピトープは、本モ
ノクローナル抗体が物理的に認識できな

い位置に提示されるため、ファージを抗

原とした ELISAへの使用は推奨しない。

#E8033S 0.1 ml  ..............  ¥56,700

Ph.D. Peptide Display Cloning System

Ph.D. Peptide Display Cloning System 
20 µg M13KE glll Cloning Vector 
16 µg Extension Primer 
#E8101S  ..........................................¥30,600

説明：Ph.D. Peptide Display Cloning Systemは、カス
タムのファージディスプレイ・ライブラリーを作製す

るシステムである。ファージディスプレイ・ライブラ

リーでは、ペプチドやタンパク質がファージ粒子表

面に提示（発現）される。パニングと呼ばれる in 
vi troスクリーニング法を使用すると、ターゲット分
子に結合親和性のあるペプチドを提示するファージ

粒子を簡単に選別することができる。ファージ粒子

表面に提示されているペプチドの遺伝子はファージ

粒子内に存在するため、ペプチドをコードする DNA
を簡単に同定することができる。（ファージディスプ

レイの詳細は 250ページを参照）

付属の M13KEクローニングベクターは M13誘導体
であり、pII Iの N末端のクローニング部位が改良さ
れ、各ファージ当たり 5コピーのペプチドが提示さ
れる。

ファージミドではなくファージベクターを使うことに

より、抗生物質による選別やヘルパーファージの共

感染の必要性がなく、ファージを簡単に増幅するこ

とができる。20-30アミノ酸残基より長いタンパク
質はベクターにコードされている pII Iの感染機能を
低下させるため、M13KEベクターは短いペプチドの
ディスプレイにのみ使用可能である。

M13KE

gene IIIM13 ori

lacZα
Acc65I

EagI

ファージディスプレイ
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Promoting Environmental 
Sustainability
Don Comb was certainly a lover of nature. Growing up, one of his hobbies 
was entomology, and a formative insect-related observation contributed to his 
life-long commitment to protecting nature. As a child, Don noticed his parent’s 
car windshield splattered with insects at the end of a journey. However, as 
an adult, he saw a marked reduction in the insect population, and knew 
this was a reflection of the health of entire ecosystems. Don was not one to 
passively make note of a less-than-ideal situation — instead he was a person 
who would ask big questions, and then search for solutions that he could 
implement. He did this in both his personal and professional life.

When Don selected a new location for NEB’s headquarters in Ipswich, MA, 

had on the environment. As such, the company implemented sustainable 
solutions in every aspect of its operations. The campus lies on a historic 
property comprised of an idyllic 160-acre expanse of mixed forest, wetlands 
and agricultural land. The beautiful grounds include public trails for hiking, 
skiing, bird-watching and horseback riding, and is home to a vast array of 
wildlife species. 

In 2003, NEB hosted a competition, inviting architects to submit innovative 
designs for a 140,000 sq. ft state-of-the-art laboratory facility. The only rule 
was that they had to design the building around three Copper Beech trees. 
In fact, NEB installed underground retaining walls to protect the Copper 
Beech tree’s root system to prevent compaction of surrounding soil by heavy 
construction machinery as the facility was being built.

The laboratory facility is LEED® (Leadership in Energy and Environmental 
Design) and ISO 14001 certified, which dictates a framework of strict, 
environmentally sound regulations, including a specific percentage of recycled 
materials used in construction and limits as to how far those materials should 
be transferred. No exotic woods were used — only common, local wood 
such as Maple, White Oak and domestic Ash. The main hallway is mostly 
constructed of glass, optimizing use of natural light and enabling a view of the 
majestic surroundings from almost anywhere.  

The campus is situated within the Ipswich River Watershed, a complex 
and sensitive ecosystem that provides drinking water to 350,000 people 
and thousands of businesses in 14 communities. All of NEB’s water needs 
are pulled from the Ipswich River, and we felt it was important to protect 
this resource. For this reason, another pioneering sustainable feature was 
installed on campus — a Solar Aquatics Wastewater System® that processes 
wastewater through a series of physical and biological filters, essentially 
utilizing and accelerating processes found naturally in streams and wetlands. 
Water is discharged from the facility back into the groundwater cleaner than 
when it came in.

Don believed that all companies should be responsible for protecting the 
environment. This commitment helped to make NEB a pioneer in eco-friendly 
building and operating practices, and set a precedent for other biotechnology 
companies to follow. As NEB continues to expand, we choose to make 
decisions with the mindset of protecting the planet for future generations.

View of the Copper Beech Tree  
adjacent to NEB’s laboratory facility.
Credit: Mileidy Rodriguez, NEB

Take a tour of the 
NEB campus.
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Promoting Environmental 
Sustainability
Don Comb was certainly a lover of nature. Growing up, one of his hobbies 
was entomology, and a formative insect-related observation contributed to his 
life-long commitment to protecting nature. As a child, Don noticed his parent’s 
car windshield splattered with insects at the end of a journey. However, as 
an adult, he saw a marked reduction in the insect population, and knew 
this was a reflection of the health of entire ecosystems. Don was not one to 
passively make note of a less-than-ideal situation — instead he was a person 
who would ask big questions, and then search for solutions that he could 
implement. He did this in both his personal and professional life.

When Don selected a new location for NEB’s headquarters in Ipswich, MA, 

had on the environment. As such, the company implemented sustainable 
solutions in every aspect of its operations. The campus lies on a historic 
property comprised of an idyllic 160-acre expanse of mixed forest, wetlands 
and agricultural land. The beautiful grounds include public trails for hiking, 
skiing, bird-watching and horseback riding, and is home to a vast array of 
wildlife species. 

In 2003, NEB hosted a competition, inviting architects to submit innovative 
designs for a 140,000 sq. ft state-of-the-art laboratory facility. The only rule 
was that they had to design the building around three Copper Beech trees. 
In fact, NEB installed underground retaining walls to protect the Copper 
Beech tree’s root system to prevent compaction of surrounding soil by heavy 
construction machinery as the facility was being built.

The laboratory facility is LEED® (Leadership in Energy and Environmental 
Design) and ISO 14001 certified, which dictates a framework of strict, 
environmentally sound regulations, including a specific percentage of recycled 
materials used in construction and limits as to how far those materials should 
be transferred. No exotic woods were used — only common, local wood 
such as Maple, White Oak and domestic Ash. The main hallway is mostly 
constructed of glass, optimizing use of natural light and enabling a view of the 
majestic surroundings from almost anywhere.  

The campus is situated within the Ipswich River Watershed, a complex 
and sensitive ecosystem that provides drinking water to 350,000 people 
and thousands of businesses in 14 communities. All of NEB’s water needs 
are pulled from the Ipswich River, and we felt it was important to protect 
this resource. For this reason, another pioneering sustainable feature was 
installed on campus — a Solar Aquatics Wastewater System® that processes 
wastewater through a series of physical and biological filters, essentially 
utilizing and accelerating processes found naturally in streams and wetlands. 
Water is discharged from the facility back into the groundwater cleaner than 
when it came in.

Don believed that all companies should be responsible for protecting the 
environment. This commitment helped to make NEB a pioneer in eco-friendly 
building and operating practices, and set a precedent for other biotechnology 
companies to follow. As NEB continues to expand, we choose to make 
decisions with the mindset of protecting the planet for future generations.

View of the Copper Beech Tree  
adjacent to NEB’s laboratory facility.
Credit: Mileidy Rodriguez, NEB

Take a tour of the 
NEB campus.

環境持続可能性の促進

Don Comb博士は自然を心から愛していました。少年時代からの趣味の一つが昆
虫学であり、その時の昆虫観察の経験が、博士の生涯を通した自然保護へのコミッ

トメントにつながっています。Don Comb博士の子供時代、両親の車で旅行する
と多くの昆虫が窓に飛び散ってきました。しかし、成人となってからは昆虫の数

が大きく減少し、生態系全体の健康が反映されていると思われました。Don 
Comb博士は、理想的でない状況を放置しておくことができる人ではなく、むし
ろ大きな疑問を持ち、実行可能な解決策を模索する人でした。それは個人生活に

おいても仕事においても同様でした。

マサチューセッツ州イプスウィッチに NEBの本社を建設することを決定した時に
は、環境に対する NEBの影響を最小限に抑え、できる限り影響を軽減すること
を最優先事項としました。そのため、NEBは事業のあらゆる側面において持続可
能な解決策を実施しています。キャンパスは、混交林、湿地および農地から成る

160エーカーののどかな歴史的敷地にあります。この美しい敷地内には、ハイキン
グ、スキー、バードウォッチングおよび乗馬を楽しめる公共のトレイルがあり、多

種多様な野生動物が生息しています。

2003年、NEBは14万平方フィートの最先端の研究施設のための革新的なデザイン
を建築家に募るコンペを開催しました。3本の Copper Beechの木を活かした建
物をデザインすることが唯一の条件でした。

実際、NEBは、Copper Beechの木の根系を保護するために、建設用の大型機器
による周辺土壌の圧縮を防止するための地下擁壁を設置しました。

研究施設は LEED®（Leadership in Energy and Environmental Design）および
ISO 14001の認証を受けていますが、これらの規格では建築に使用する再生材料
の割合およびこれらの材料の移送距離の制限を含む、環境の健全性を守るため

の厳格な規制枠組が設定されています。希少な樹木の使用は許されず、Maple、
White Oakおよび国産 Ashなどの一般的な地元の木材しか使用できません。中
央廊下はほぼ全体がガラス張りで、自然光を最大限に活用し、どこからでも周辺

の素晴らしい景観を眺めることができます。

キャンパスは、14のコミュニティーの 35万人の人々および数千もの企業に飲料水
を提供している複雑で繊細な生態系である Ipswich River Watershed内にありま
す。NEBで使用する水はすべて Ipswich Riverの水ですので、この水源を守るこ
とは重要です。このため、キャンパスには、一連の物理的および生物学的フィルター

を使用することで、川や湿地帯で自然に行われているプロセスを実質的に加速さ

せて廃水を処理する、Solar Aquatics Wastewater System®という持続可能で先

駆的な設備が設置されています。

施設からは、取水時よりクリーンな水が廃水として地下水に還元されています。

すべての企業には環境を守る責任があると Don Comb博士は信じていました。そ
の信念により、NEBは環境に優しい建築および運営方針を実践する企業のパイオ
ニアとなり、他のバイオテクノロジー企業に先例を示しています。NEBは拡大を
続けますが、将来の世代のために地球を守ることを考慮に入れた意思決定をして

いきたいと考えています。

NEBキャンパス見学は
こちらから。

NEB研究施設の Copper Beechの木。
提供：Mileidy Rodriguez、NEB
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EpiMark品質の製品で 
エピジェネティクス研究をシンプルに

エピジェネティクスとは、ゲノム DNAにコードされていない遺伝子発現調節機構に関
する研究を指す。エピジェネティックな変化は、DNAとその結合タンパク質であるヒ
ストンおよびクロマチンへの化学基の共有結合によって引き起こされる。こうした修

飾には、メチル化、アセチル化、リン酸化等がある。これらの修飾は遺伝子発現パターン

の変化を引き起こし、最終的に細胞の運命に影響を与える。

現在のエピジェネティクス研究の主要なテーマは、生物学的プロセスにおける DNAメ
チル化と複数のヒストン修飾の役割と、その遺伝子発現に対する作用である。ヒストン

の N末端は、アセチル化、リン酸化、メチル化、ユビキチン化、および ADPリボシ
ル化など、多様な翻訳後修飾を受けると考えられている。タンパク質の翻訳後修飾は、

遺伝子発現調節、細胞ストレス、老化および DNA修復に関連している。リシン、ア
ルギニン、ヒスチジン残基への修飾は、タンパク質のリン酸化のようなシグナル伝達

プロセスに関与する。遺伝子のエピジェネティックな修飾の重要な構成成分は、ヒス

トン脱アセチラーゼ（HDAC）、ヒストンメチルトランスフェラーゼ、脱メチラーゼ、メ
チル化シトシン結合タンパク質、DNAメチルトランスフェラーゼ、および低分子 RNA
（RNAi、ノンコーディング RNA、アンチセンス RNAなど）である。

さらに、ゲノムにおけるクロマチン修飾も最近注目されている研究領域である。クロマ

チンのメチル化が真菌類、植物および動物に広く認められることから、クロマチン修

飾と遺伝子発現調節というダイナミックなプロセスは、現在の我々の理解を超える広

がりをもっていると思われる。未知の課題が多いため、多くの科学者がエピジェネティ

クスに強い関心を持っている。今後、生物に不可欠かつエレガントな新しい遺伝子制

御経路が明らかになるだろう。

Featured Products

278 EpiMark 5-hmC and  
5-mC Analysis Kit

279 EpiMark Methylated  
DNA Enrichment Kit

283 EpiMark Nucleosome 
Assembly Kit

289 NEBNext Enzymatic  
Methyl-seq

Featured Tools & 
Resources

Videos of NEB Scientists  
Discussing Epigenetics

Epigenetics-related FAQs

Feature Articles

分子レベルのエピジェネティクスの 
詳細とチュートリアルは 
ウェブサイトを参照 
www.EpiMark.com

エピジェネティクス

Find an 
interactive tutorial  
on epigenetics.
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 Epigenetics
r EpiMark 5-hmC and 5-mC Analysis Kit 278
r T4 Phage β-glucosyltransferase 278
r EpiMark Methylated DNA Enrichment Kit 279
r EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kit 220, 279
r EpiMark Bisulfite Conversion Kit 279
r EpiMark Hot Start Taq DNA Polymerase 71, 279

  Methylation-Dependent  
Restriction Enzymes

r AbaSI 280
r FspEI 280
r LpnPI 280
r MspJI 280
r McrBC 281

  Additional Restriction Enzymes 
for Epigenetic Analysis

r DpnI 36
r DpnII 36
r HpaII 40
r MspI 43

 Histones
r EpiMark Nucleosome Assembly Kit 283
r Nucleosome Control DNA 283
r Histone H3.1/H4 Tetramer Human, Recombinant 283
r Histone H2A/H2B Dimer Human, Recombinant 283
r Histone H10 Human, Recombinant 283
r Histone H2A Human, Recombinant 284
r Histone H2B Human, Recombinant 284
r Histone H3.1 Human, Recombinant 284
r Histone H3.2 Human, Recombinant 285
r Histone H3.3 Human, Recombinant 285
r Histone H4 Human, Recombinant 285

 DNA Methyltransferases
r CpG Methyltransferase (M.SssI) 124
r GpC Methyltransferase (M.CviPI) 124
r AluI Methyltransferase 124
r BamHI Methyltransferase 124
r dam Methyltransferase 125
r EcoGII Methyltransferase 125
r EcoRI Methyltransferase 125
r HaeIII Methyltransferase 125
r HhaI Methyltransferase 125
r HpaII Methyltransferase 126
r MspI Methyltransferase 126
r Taq I Methyltransferase 126

 Control DNA
 5-methyl-dCTP 287

  NEBNext Reagents for ChIP-Seq  
Library Prep

 NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit  
 for Illumina 149
  NEBNext Ultra II DNA Library Prep 

with Sample Purification Beads 149
 NEBNext Multiplex Oligos 160
 NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module 150
 NEBNext Ultra II Ligation Module 150
 NEBNext Ultra II Q5 Master Mix 150

 NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit 151, 289
 NEBNext Enzymatic Methyl-seq  
 Conversion Module 151, 289
 NEBNext Q5U Master Mix 289
 NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic 
 Methyl-seq (Unique Dual Index Primer Pairs) 289

r  リコンビナント酵素

One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not 
agree to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
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n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 ;

EpiMark品質酵素 
（エピジェネティクス研究用酵素） 4 最適バッファー a BSA が必要 w

インキュベーション 
温度 J 希釈バッファー > 熱による不活性化

EpiMark 5-hmC and 5-mC Analysis Kit n r ; 4

#E3317S 20 reactions  .......... ¥50,200 説明：本キットは特定の DNA 座における 5-ヒドロ
キシメチルシトシン（5-hmC）と 5-メチルシトシン
（5-mC）を、簡単かつ高感度に同定、定量すること
ができる。異なるメチル化感受性を有するイソシゾ

マーであるMspIとHpaIIを使ったシンプルな3ステッ
プのプロトコールを採用している。

プロトコールの概要：ゲノム DNAをT4 phage β -glucosyl 
transferaseと UDP-グルコースで処理すると、5-hmC
がすべてグルコシル化される。次に異なるメチル化

感受性を有する 2つのイソジソマーである MspIと
HpaIIで DNAを切断する。最後にエンドポイント
PCRやリアルタイム PCRを用いて、メチル化状態の
違いを同定、定量する。メチル化解析をシンプルに

するこのキットによって、新たなバイオマーカーの

発見が可能になる。

キット内容：

 – T4 Phage β -glucosyltransferase
 – UDP-Glucose
 – MspI
 – HpaII
 – Proteinase K
 – Control DNA（unmodified 5-mC、5-hmC）
 – Forward and reverse control primer mix
 – NEBuffer 4

	■ 5-hmCと 5-mCを再現性よく定量

	■ 簡単なプロトコール

	■ 解析に PCRを利用

	■ ハイスループットにも適応可能

チュートリアル動画公開中 
（EpiMark.com）

T4 Phage β-glucosyltransferase n r ; 4 K w >

#M0357S 500 units  ..........  ¥16,900 
#M0357L 2,500 units  ........... ¥67,100

説明：T4 Phage β -glucosyltransferaseはウリジンジ
ホスホグルコース（UDP-Glc）のグルコースを 2本鎖
DNAのヒドロキシメチルシトシン（5-hmC）残基に特
異的に転移させ、β -グリコシル -5-ヒドロキシメチ
ルシトシンを産生する。

反応条件：1X NEBuffer 4および 40 µM UDP Glucose。
37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、20分間

付属試薬：

• 10X NEBuffer 4
• 50X UDP-Glucose（2 mM）

ユニット定義：1 unitは 0.5 µgの T4gt-DNAが MfeIの
切断から保護されるために必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

	■ DNA中の 5-ヒドロキシメチル 
シトシンのグルコシル化

	■ DNA中の 5-ヒドロキシメチル 
シトシンの免疫検出

	■［ 3H］-もしくは［ 14C］-グルコースを
5-hmCが含まれる 
DNAアクセプターに組み込む 
（［ 3H］-もしくは［ 14C］-UDP-Glcと 
一緒にインキュベーションを行う） 
ことで、5-ヒドロキシメチルシトシン
残基を標識

	■ 制限酵素を用いた 5-ヒドロキシ 
メチルシトシンの検出

100

80

60

40

20

0
Brain Liver SpleenHeart

% 5-hmC

% 5-mC

% Unmethylated C

B.A.

T4-BGT – + – + – +
MspI + + – – – –
HpaII – – + + – –

T4-BGT – + – + – +
MspI + + – – – –
HpaII – – + + – –

T4-BGT – + – + – +
MspI + + – – – –
HpaII – – + + – –

T4-BGT – + – + – +
MspI + + – – – –
HpaII – – + + – –

Brain Liver

Heart Spleen

EpiMark 5-hmC and 5-mC Analysis Kitを用いた Balb/Cマウス組織（locus 12）のメチル化状態の違いの解析
A）メチル化解析に必要な 6つの異なる反応のエンドポイント PCRの結果。赤枠で示したレーンが 5-hmCの存在を示
している。B）リアルタイム PCRを用いた 5-hmCと 5-mCの定量結果。各組織での 5-hmCの割合の変化を示している。

Learn about 5-hmC 
detection in  
Balb/C brain tissue.
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EpiMark Methylated DNA Enrichment Kit ;

#E2600S 25 reactions  ..........  ¥87,600 説明：本キットは 2本鎖 CpGメチル化 DNAを濃縮
するキットである。MBD2a-Fc/Protein Aマグネティッ
ク・ビーズにより 2本鎖 CpGメチル化 DNAを選択
的に捕捉する（Fcドメインはヒト IgG1、CpGメチル
化 DNA結合ドメインはヒトMBD2aタンパク質由来）
（下図参照）。MBD2a-Fc/Protein A複合体は非常に
安定であり、高い親和性で 2 本鎖 CpGメチル化
DNAに結合するため、高感度かつ高純度でメチル
化DNAを濃縮することができる。本キットは4ステッ
プ、2時間の簡単なプロトコールであり、濃縮に必
要な試薬が全て含まれている（マグネティックラッ

クは含まない）。

キット内容：

 – MBD2-Fc protein
 – Protein A Magnetic Beads
 – Bind/wash buffer
 – High-salt elution buffer
 – Fragmented HeLa DNA
 – Line element primers for methylated-locus controls
 – RPL30 primers for unmethylated locus contols
 – MirA locus control primers

	■ 高い親和性により高感度で 
メチル化 DNAを濃縮

	■ 簡単なプロトコール 
（＜ 2時間、わずか４ステップ）

	■ 少容量に溶出するため下流の 
アプリケーションへの使用が容易

	■ NGS解析に対応

	■ 幅広い濃度の DNAサンプルより 
高純度のメチル化 DNAを濃縮

EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kit ; 詳細は220ページを参照

#E1610S 20 rxns  .......... ¥80,200 説明：EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kitは
抗 N6-メチルアデノシン抗体（ウサギ・モノクローナ
ル抗体）で N6-メチルアデノシン（m6A）RNAを濃縮
するキットである。本キットで濃縮された m6A RNA
はNGSやRT-PCRなどにより解析することができる。
キットには m6A修飾 RNA（Gaussia luciferase：20% 
m6ATP、80% ATP）と 非 修 飾 RNA（Cypridina 
luciferase）の 2種類のコントロール RNA が含まれて
おり、反応系・濃縮効率の検証などに使用できる。

キット内容：

 – N6-Methyladenosine Antibody
 – m6A Control RNA（100 nM）
 – Unmodied Control RNA（100 nM）

EpiMark Bisulfite Conversion Kit ;

#E3318S 48 reactions  .......... ¥32,200 説明：本キットはシトシンをウラシルに変換（バイサ

ルファイト変換）するキットである。非修飾のシト

シンは選択的にウラシルに変換されるが、5-mCや
5-hmcは変換されない。変換後の DNAは NGSで
解析可能である。精製カラムおよびバイサルファイ

ト変換に必要な試薬が全て含まれている。またバ

イサルファイト変換された DNAは EpiMark Hot Start 
Taq DNA Polymerase（NEB #M0490）を使用して高収
量で増幅できる。

キット内容：

 – Sodium metabisulfite
 – Solubilization buffer
 – Desulphonation reaction buffer
 – EpiMark spin columns with 2 ml collection tubes
 – Binding buffer
 – Wash buffer
 – Elution buffer 

	■ シトシン（非修飾）をウラシルに変換

	■ 簡単なプロトコール

	■ 高い信頼性と再現性

	■ 精製カラム付属

EpiMark Hot Start Taq DNA Polymerase r ; 詳細は71ページを参照

#M0490S 100 reactions  ..........  ¥12,400 
#M0490L 500 reactions  ..........  ¥49,100

説明：EpiMark Hot Start Taq DNA Polymeraseはバイサ
ルファイト処理された DNAの増幅に最適のポリメ
ラーゼである。熱変性不要なホットスタート仕様で

あり、独自の合成アプタマーが非共有結合でポリメ

ラーゼに可逆的に結合することにより 45℃以下で
のポリメラーゼ活性を抑制している。そのため室温

での PCR反応セットアップが可能である。

濃度：5,000 units/ml

MBD

Fc Fragment

Protein A

Hydrophilic 
Magnetic 
Bead

65°C

Fragmented 
Genomic DNA 
containing 
Methyl CpG

Capture Methyl 
CpG DNA

Elute Enriched 
Methyl CpG DNA

Analyze DNA by Bisulfite Conversion, 
MSP PCR, PCR/qPCR, Sequencing, 
RE Enzymes or other assays

メチル化 DNAの濃縮手順

エピジェネティクス
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Methylation-Dependent Restriction Enzymes
	■ エピジェネティクスに関連した 

DNA修飾（5-mCおよび 5-hmC）に 
特異的

	■ 簡単なプロトコール

	■ バイサルファイト変換より穏やかな 
反応条件

	■ データ解析が簡単

多くの制限酵素は、DNAのメチル化に対して感受性
を示す。認識配列の特定の塩基が修飾されている

と、切断が阻害または影響を受ける。MspJIファミ
リーの制限酵素はメチル化、もしくはヒドロキシル

メチル化された認識配列を特異的に切断する（1）。
これらの酵素は、中央に 5-hmCもしくは 5-mC修
飾塩基を含む 32 bpの断片を切り出す。この断片は
抽出してシーケンスすることができる。このエピジェ

ネティックな修飾の位置が自明なため、配列解析の

前にバイサルファイト変換を必要としない。

下記の EpiMark品質のメチル化依存性 DNA切断酵
素はエピジェネティック修飾のマッピングを可能に

し、DNAメチル化解析をシンプルにできる。加えて
5-hmCの役割の解明に役立つ。

参考文献：

(1) Cohen-Katni, D. et al. (2011) PNAS, 108, 
11040-11045.

EpiMarkシンボルが付いている製品は 
エピジェネティクス研究用に 
最適化されています。 
詳細は EpiMark.comをご覧ください。

AbaSI  n r ; L ( >

R0665S 1,000 units  ..........  ¥21,000 説明：AbaSIは修飾依存的なエンドヌクレアーゼで 
あり、2本鎖 DNAの 5-glucosylhydroxymethylcytosine
（ghmC）を認識して切断する。AbaSIは修飾を受けた
シトシンの 3′側の 11–13塩基下流を切断し、2–3塩
基の 3′突出末端 DNAを産生する（修飾シトシンの 
3′側の 20–23 塩基下流がグアニンの時のみ切断活
性を示す）。5-hydroxymethylcytosine（hmC）も低頻度
で認識するが、5-methylcytosine（mC）および非修飾
シトシンは認識しない。

反応条件：1X rCutSmart Buffer、25℃でインキュベー
ション

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：10,000 units/ml
x C = ghmC, hmC, mC or C

5´. . . ghm C N11-13 N9-10  G. . . 3´
3´. . .  . . G N9-10 N11-13 

x C. . .   5´

▼	

▼	

FspEI  n r ; K w q

#R0662S 200 units  ..........  ¥21,000 説明：FspEIは修飾依存的なエンドヌクレアーゼであ
り、CmCサイトを認識して、修飾を受けたシトシン
から 3′方向に N12/ N16の位置で 2本鎖 DNAを切断
する。認識するシトシン修飾は C5-methyla t ion（5-
mC）、及び C5-hydroxymethylation（5-hmC）である。

反応条件：1X rCutSmart Buffer + 1X Enzyme Activator 
Solution、37℃でインキュベーション

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

メモ：長時間インキュベートするとスター活性を示

す場合がある

5´. . . C mC (N)12 . . . 3´
3´. . . G G (N)16 . . . 5´

▼	

▼	

LpnPI  n r ; K w >

#R0663S 200 units  ...........¥21,000 説明：LpnPIは修飾依存的なエンドヌクレアーゼであ
り、CmCDGサイトを認識して、修飾を受けたシトシン
から 3′方向に N10/ N14 の位置で 2本鎖 DNAを切断
する。認識するシトシン修飾は C5-methyla t ion（5-
mC）、及び C5-hydroxymethylation（5-hmC）である。

反応条件：1X rCutSmart Buffer + 1X Enzyme Activator 
Solution、37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

メモ：長時間インキュベートするとスター活性を示

す場合がある

5´. . . C mC D G (N)10 . . . 3´
3´. . . G mG H C (N)14 . . . 5´

▼	

▼	

MspJI  n r ; K w >

#R0661S 200 units  ..........  ¥21,000 
#R0661L 1,000 units  .......... ¥83,800

説明：MspJIは修飾依存的なエンドヌクレアーゼで
あり、mCNNRサイトを認識して、修飾を受けたシト
シンから 3′方向に N9/ N13の位置で 2本鎖 DNAを切
断する。認識するシトシン修飾は C5-methylation（5-
mC）、及び C5-hydroxymethylation（5-hmC）である。

反応条件：1X rCutSmart Buffer + 1X Enzyme Activator 
Solution、37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：5,000 units/ml

メモ：長時間インキュベートするとスター活性を示

す場合がある

5´. . . mC N N R (N)9 . . . 3´
3´. . . G N N Y (N)13 . . . 5´

▼	

▼	
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McrBC n r ; 2 a K w >

#M0272S 500 units  ..........  ¥13,600 
#M0272L 2,500 units  .......... ¥54,900

説明：McrBCは、メチルシトシン *を片鎖または両
鎖に含む DNAを切断するエンドヌクレアーゼであ
る。非メチル化 DNAには作用しない。認識する
DNA配列は、2カ所の（G/A）mCである。これら 2カ
所の部位は最大 3 kb離れていても認識されるが、
最適な間隔は、55-103 bpである。切断に GTPを必
要とするが、GTPの非加水分解アナログの存在下で
はメチル化 DNAと特異的に結合するだけで切断は
起こらない。McrBCは Pu mCG配列のペアに作用す
るため、メチル化された CpG配列の多くを検出する
が、HpaII/MspIサイト（CCGG。内側の Cがメチル化）
は認識しない。

* 5-メチルシトシンまたは 5-ヒドロキシメチルシトシンまた
は N4-メチルシトシン

反応条件：1X NEBuffer 2 + 200 µg/ml BSA +1 mM GTP、
37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、20分間

付属試薬：

• 10X NEBuffer 2
• 100X BSA
• 100X GTP（100 mM）
• Control Plasmid DNA

ユニット定義：1 uni tは、反応容量 50 µl、37℃、 
1時間で、複数個所の McrBC部位を含むプラスミド
1 µgを切断するために必要な酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

メモ：McrBCの切断箇所は 2カ所の（G/A）mCの間で
ある。どちらか一方の（G/A）mCのメチル化シトシン
から約 30 bp離れた位置で切断する。したがって複
数の（G/A）mCが存在する DNA（シトシンメチル化さ
れたゲノムDNAなど）を切断した場合、スメアなバン
ドが観察される。

5´... PumC (N40–3000) PumC... 3´

	■ CpGジヌクレオチドのメチル化解析

	■ シトシンメチル化 DNAの検出

Additional Restriction Enzymes for Epigenetic Analysis  詳細は36, 40, 43ページを参照

メチル化感受性制限酵素リストは 
321ページを参照

メチル化感受性制限酵素で切断した断片は、さら

なる解析に使用できる。同じ認識配列を持つがメチ

ル化感受性の無いイソジソマーと組み合わせれば、

メチル化状態に関する情報を得ることができる。

DpnI 
#R0176S 1,000 units  .......... ¥10,500 
#R0176L 5,000 units  .......... ¥42,300

DpnII 
#R0543S 1,000 units  .......... ¥13,200 
#R0543L 5,000 units  .......... ¥53,700

高濃度品（5X） 

#R0543T 1,000 units  .......... ¥13,200 
#R0543M 5,000 units  .......... ¥53,700

HpaII 
#R0171S 2,000 units  .......... ¥10,500 
#R0171L 10,000 units  .......... ¥42,300

高濃度品（5X） 

#R0171M 10,000 units  .......... ¥42,300

MspI 
#R0106S 5,000 units  .......... ¥10,500 
#R0106L 25,000 units  .......... ¥42,300

高濃度品（5X） 

#R0106T 5,000 units  .......... ¥10,500 
#R0106M 25,000 units  .......... ¥42,300

R = A or G Y = C or T M = A or C K = G or T S = C or G W = A or T H = A or C or T (not G) B = C or G or T (not A)
V = A or C or G (not T) D = A or G or T (not C) N = A or C or G or T

塩基表記：

メチル化依存制限酵素
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ヒストン

	■ ヒストン修飾酵素の精製および解析

	■ オクタマーおよびヌクレオソームの 
修飾解析

	■ Carrier chromatin immunoprecipitation
（CChiP）

	■ ハイスループット解析

真核生物において、核 DNAは核タンパク質複合体
によってクロマチンとして格納されている。クロマ

チンの基本単位であるヌクレオソームコア粒子

（NCP）は、それぞれ 2 つずつのヒストン H2A、
H2B、H3、H4と約 147 bpの核 DNAからなるオクタ
マー複合体である。ヒストン H1は NCPの間のリン
カーの部分に結合することによって DNAをより凝集
させる（1, 2）。ヒストンは、アセチル化、リン酸化、
モノ、ジ、トリメチル化、ユビキチン化、異性化、

ADPリボシル化等、様々な翻訳後修飾を受ける。
修飾が様々な組み合わせで起こり、またこれらの修

飾が可逆的であることから考えると、これらの修飾

がクロマチン上に多くの他のタンパク質やタンパク

複合体を動的に引き寄せたり、遠ざけたりすること

が考えられる（3）。遺伝子制御（4）、細胞ストレス（4）、
老化と DNA修復（5）にこれらの修飾が果たす役割
の研究により、細胞の運命の決定にヒストンの修飾

が様々な役割を担っていることが明らかになった。

さらにヒストンバリアントがこの系を多様化してい

る。単独でも複数でもヒストン修飾やヒストンバリ

アントが DNA修飾と同時に生じることで、エピジェ
ネティックコードもしくはエピジェネティックな遺伝

子制御を確立していると考えられている（3）。

NEBでは 3種の H3のバリアント（下記の配列比較
を参照）を含めて全部で 7 種類のヒトヒストンを、
それぞれ大腸菌に発現させて高純度に精製した。

質量分析の結果、これらのリコンビナントヒストン

は翻訳後修飾を受けていないことが確かめられて

いる。これらのヒストンはヒストン修飾酵素を精製

および解析するうえで理想的な基質となる。

インタクトなヌクレオソームの研究をサポートする

ため、新たに EpiMark Nucleosome Assembly Kitを提
供する。ヒストン H2A / H2Bダイマーと H3.1/ H4テト
ラマーを 2：1の割合で正確に混合することによって、
リコンビナントのヒトヒストンオクタマーを形成し、

DNA存在下でヌクレオソームを形成する（7, 8）。単
独のヒストンや DNAを修飾できない酵素も、ヌク
レオソームコア粒子や、ヒストンダイマー、ヒストン

テトラマーには活性を持つことがある（9, 10）。ヌク
レオソームコア粒子はまた Carr ie r chromat in 
immunoprecipitation（CChIP）にも用いられる（11）。
リコンビナントのヒトヒストンダイマー、テトラマー

は、それぞれ単品でも提供している。

参考文献：

(1) Kornberg, R.D. (1977) Annu. Rev. Biochem., 46, 
931–954.

(2) van Holde, K.E. (1989) Chromatin, 1–497.
(3) Kim, J.K., Samaranayake, M. and Pradhan, S. 

(2009) Cell. Mol. Life Sci., 66, 596–612.
(4) Huang, J. et al. (2006) Nature, 444, 629–632.
(5) Pahlich, S., Zakaryan, R.P. and Gehring, H. (2006) 

Biochim. Biophys. Acta., 1764, 1890–1903.
(6) Hake, S.B. et al. (2006) J. Biol. Chem., 281, 

559–568.
(7) Luger et al. (1999) Methods in Mol. Biol., 119, 

1–16.
(8) Comb, D. and Mersha, F. unpublished observations.
(9) Li, Yan et al. (2009) J. Biol. Chem., 284,  

34283–34295.
(10) Fung, J. et al. (2002) Current Biology, 12, 

1086–1099.
(11) O'Neill et al. (2006) Nature Genetics, 38, 835–841.
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NEBのヒストンは高純度で精製
NEBが提供するヒストンを SDS-PAGEで解析した。

1: Histone H1°（NEB #M2501）1 µg
2: Histone H2A（NEB #M2502）1 µg
3: Histone H2B（NEB #M2505）1 µg
4: Histone H3.1（NEB #M2503）1 µg
5: Histone H3.2（NEB #M2506）1 µg
6: Histone H3.3（NEB #M2507）1 µg
7: Histone H4（NEB #M2504）1 µg
8: Histone H2A/H2B Dimer（NEB #M2508）2 µg
9: Histone H3.1/H4 Tetramer（NEB #M2509）2 µg
10: NEB Protein Ladder（NEB #P7703）

ヒトヒストンバリアントH3.1、H3.2、H3.3の配列比較
ヒトヒストン H3.1、3.2、3.3は数アミノ酸（赤で示されている）違うだけだが、異なる生物学的機能を持つ（6）。

       10        20         30        40        50        60         70 
ARTKQTARKS TGGKAPRKQL ATKAARKSAP ATGGVKKPHR YRPGTVALRE IRRYQKSTEL LIRKLPFQRL   histone H3.1
ARTKQTARKS TGGKAPRKQL ATKAARKSAP ATGGVKKPHR YRPGTVALRE IRRYQKSTEL LIRKLPFQRL   histone H3.2
ARTKQTARKS TGGKAPRKQL ATKAARKSAP STGGVKKPHR YRPGTVALRE IRRYQKSTEL LIRKLPFQRL   histone H3.3
       80         90       100       110        120       130
VREIAQDFKT DLRFQSSAVM ALQEACEAYL VGLFEDTNLC AIHAKRVTIM PKDIQLARRI RGERA histone H3.1
VREIAQDFKT DLRFQSSAVM ALQEASEAYL VGLFEDTNLC AIHAKRVTIM PKDIQLARRI RGERA histone H3.2
VREIAQDFKT DLRFQSAAIG ALQEASEAYL VGLFEDTNLC AIHAKRVTIM PKDIQLARRI RGERA histone H3.3
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n NEBでクローニング r
リコンビナント 
酵素 ;

EpiMark品質酵素 
（エピジェネティクス研究用酵素） 4 最適バッファー a BSA が必要 w

インキュベーション 
温度 J 希釈バッファー > 熱による不活性化

テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

EpiMark Nucleosome Assembly Kit n r ;

#E5350S 20 reactions  ........  ¥118,600 説明：本キットは、特定のターゲット DNAもしくは 
キット付属のコントロール DNAを用いて、修飾を受
けていないリコンビナントのヒトヌクレオソームを形

成するために必要な試薬が含まれている。すでに

形成および精製されているリコンビナントヒトヒス

トン H2A / H2Bダイマーと H3.1/ H4テトラマーを高塩
濃度下で DNAとともに混合し、その後透析によっ
て塩濃度を下げることでヌクレオソーム形成を行う。

1つのテトラマーと 2つのダイマーが DNA 上で結合
して、ヒストンオクタマーとなり、ヌクレオソームを

形成する。ヌクレオソームの形成はゲルシフトアッ

セイで確認できる（プロトコール付属）。これらのヌ

クレオソームは DNA単体あるいはコアヒストン単体
に対して活性を示さない酵素に最適な基質になる。

このキットの 1反応では、約 50 pmolの 208 bp DNA
からヌクレオソームが形成されるが、実験に応じて

スケールアップも可能である。

Histone H2A/H2B Dimer Human, Recombinantは変性
および精製された H2Aおよび H2Bサブユニットを
リフォールディングした後、ゲルろ過で精製して作

製されている。His tone H3.1/ H4 Te t ramer Human, 
Recombinantも同様の方法で精製されている。それ
ぞれのダイマー、テトラマーヒストンは高純度で、

ヒストン修飾の研究用に個別販売も行っている。

ヌクレオソームのコントロール DNAは Lytechinus 
variegatus の 5SrDNA由来の 208 bpの断片で、モノ
ヌクレオソームを形成するために用いることができ

る。

キット内容：

 – Histone H2A/H2B Dimer
 – Histone H3.1/H4 Tetramer
 – Control DNA

単品販売：

Histone H3.1/H4 Tetramer Human, Recombinant 
#M2509S 1 nmol  .............. ¥50,000

Histone H2A/H2B Dimer Human, Recombinant 
#M2508S 2 nmol  .............. ¥50,000

Nucleosome Control DNA 
#N1202S 0.2 nmol  .............. ¥23,800

	■ 高純度のリコンビナントタンパク質

	■ ヒストンダイマー、テトラマーの 
事前形成によりオクタマー形成を 
簡便化

	■ 1年間安定に保存可能

	■ ChIPアッセイ、HATアッセイ、 
修飾酵素（メチル化など）アッセイに 
最適

Histone H10 Human, Recombinant n r ;

#M2501S 100 µg  ..........  ¥12,400 説明：ヒストン H1は、ポリヌクレオソーム DNAの 
リンカー領域に作用し、約 30 nmに凝縮したクロマ
チン構造を形成する。ヒストン H1は、オクタマー
またはヌクレオソームコア粒子形成には必要とされ

ない。8種類の異なるヒストン H1タンパク質がヒト
ゲノム中で同定されている。ヒストン H10は、複製

非依存的なヒストンであり、最終的に分化した細胞

で高い発現が認められる。

別名：Histone H1.0、Histone H1（0）、Histone H1′

濃度：1 mg/ml

17,000 19,000 21,000 23,000 25,000
Deconvoluted Mass (Da)

20,731.85

20,862.87
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Histone H10 Human, Recombinantの質量分析結果（一次
配列から計算された平均質量は 20731.53 Da）
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ゲルシフトアッセイによるヌクレオソーム形成の可視化

ヌクレオソーム形成反応液のサンプルを 6%ポリアクリ
ルアミドゲル、0.5% TBEで電気泳動した。

レーン1： Low Molecular Weight DNA Ladder 
（NEB #N3233）

レーン2：ヌクレオソームコントロール DNA
レーン3：0.5：1の割合で混合したオクタマー *と DNA
レーン4：等量のオクタマー *と DNA

* オクタマー = ヒストン H2A / H2Bダイマーとヒストン H3.1/
H4テトラマーの 2：1の混合物

ヒストン & ヌクレオソームアッセンブリ
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Histone H2A Human, Recombinant n r ;

#M2502S 100 µg  ..........  ¥12,400 説明：ヒストン H2A は、ヒストン H2Bと結合し、
H2A-H2B のヘテロダイマーを形成する。2 つの
H2A / H2Bヘテロダイマーは、H3/ H4テトラマーと反
応し、ヒストンオクタマーを形成する。ヒストン

H2Aも様々な酵素で修飾され、それらの酵素の基
質として作用する。これらの修飾は遺伝子制御にお

いて重要であることが示されている。

濃度：1 mg/ml

13,990.27

14,032.72
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Histone H2A Human, Recombinantの質量分析結果（一次
配列から計算された平均質量は 13990.28 Da）

Histone H2B Human, Recombinant n r ;

#M2505S 100 µg  ..........  ¥12,400 説明：ヒストン H2Bは、ヒストン H2Aと結合し、
H2A-H2B のヘテロダイマーを形成する。2 つの
H2A / H2Bヘテロダイマーは、H3/ H4テトラマーと反
応し、ヒストンオクタマーを形成する。ヒストン

H2Bも様々な酵素で修飾され、それらの酵素の基
質として作用する。これらの修飾は、遺伝子制御に

おいて重要であることが示されている。

別名：Histone H2B/8、Histone H2B.1、 
Histone H2BGL105

濃度：1 mg/ml

13,788.50
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Histone H2B Human, Recombinantの質量分析結果（一次
配列から計算された平均質量は 13788.97 Da）

Histone H3.1 Human, Recombinant n r ;

#M2503S 100 µg  ..........  ¥12,400 説明：ヒストン H3は、ヒストン H4と結合し、H3/
H4テトラマーを形成する。2つの H2A / H2Bヘテロ
ダイマーは、H3/ H4テトラマーと反応し、ヒストン
オクタマーを形成する。ヒストンオクタマーも様々

な酵素で修飾され、それらの酵素の基質として作用

する。これらの修飾は、遺伝子制御において重要

であることが示されている。ヒストン H3.1は H3バ
リアントであり、これまでに哺乳類でのみ確認され

ている。複製に依存しており、遺伝子の活性化およ

びサイレンシングに関与している。

別名：Histone H3/a

%
 In

te
ns

ity

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

15,273.20

10,000 12,000 14,000 16,000 18,000
Mass, Da

0
20,000

Histone H3.1 Human, Recombinantの質量分析結果（一次
配列から計算された平均質量は 15272.89 Da）
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Histone H3.2 Human, Recombinant n r ;

#M2506S 100 µg  ..........  ¥12,400 説明：ヒストン H3は、ヒストン H4と結合し、H3/ 
H4テトラマーを形成する。2つの H2A / H2Bヘテロ
ダイマーは、H3/ H4テトラマーと反応し、ヒストン
オクタマーを形成する。ヒストンオクタマーも様々

な酵素で修飾され、それらの酵素の基質として作用

する。これらの修飾は遺伝子制御において重要で

あることが示されている。ヒストン H3.2は H3バリ
アントであり、出芽酵母を除くすべての真核生物に

存在する。複製に依存しており、遺伝子のサイレン

シングに関与している。

由来：American Type Culture Collection（Genbank 
Accession#：BC130637）のゲノム DNAからクローニン
グしたヒトヒストン H3.2遺伝子、HIST2H3Aあるい
は HIST2H3Cを有する大腸菌

別名：Histone H3/m、H3/o

品質管理：プロテアーゼ、エキソヌクレアーゼ、エン

ドヌクレアーゼのコンタミネーションが無いことを

確認
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Histone H3.2 Human, Recombinantリコンビナント組換え
型ヒトヒストン H3.2の質量分析結果（一次配列から計
算された平均質量は 15,257 Da）

Histone H3.3 Human, Recombinant n r ;

#M2507S 100 µg  ..........  ¥12,400 説明：ヒストン H3は、ヒストン H4と結合し、H3/ 
H4テトラマーを形成する。2つの H2A / H2Bヘテロ
ダイマーは、H3/ H4テトラマーと反応し、ヒストン
オクタマーを形成する。ヒストンオクタマーも様々

な酵素で修飾され、それらの酵素の基質として作用

する。これらの修飾は、遺伝子制御において重要

であることが示されている。ヒストン H3.3は H3バ
リアントであり、酵母からヒトまであらゆる真核生

物に存在する。複製および細胞周期に依存せず、

非分裂細胞で最も普遍的に存在するヒストン H3で
ある。遺伝子活性化に関与する共有結合修飾の際

に高発現することが示されている。

別名：Histone H3.3A、H3F3、H3.3B
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Histone H3.3 Human, Recombinantリコンビナント組換え
型ヒトヒストン H3.3の質量分析結果（一次配列から計
算された平均質量は 15176.96 Da）

Histone H4 Human, Recombinant n r ;

#M2504S 100 µg  ..........  ¥12,400 説明：ヒストン H3は、ヒストン H4と結合し、H3/
H4テトラマーを形成する。2つの H2A / H2Bヘテロ
ダイマーは、H3/ H4テトラマーと反応し、ヒストン
オクタマーを形成する。ヒストン H4も様々な酵素
で修飾され、それらの酵素の基質として作用する。

これらの修飾は、遺伝子制御において重要である

ことが示されている。

別名：HIST2H4遺伝子：H4/N、H4F2、H4FN

濃度：1 mg/ml

Mass, Da
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Histone H4 Human, Recombinantの質量分析結果（一次
配列から計算された平均質量は 11236.15 Da）

ヒストン
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DNA Methyltransferases r 詳細は124-126ページを参照

CpG Methyltransferase (M.SssI) 
#M0226S 100 units  ......... ¥13,200 
#M0226L 500 units  .........  ¥53,100
高濃度品（5X）
#M0226M 500 units  .........  ¥53,100

GpC Methyltransferase (M.CviPI) 
#M0227S 200 units  ......... ¥13,200 
#M0227L 1,000 units  ........  ¥53,000

AluI Methyltransferase 
#M0220S 100 units  ......... ¥13,200

BamHI Methyltransferase 
#M0223S 100 units  ......... ¥13,200

dam Methyltransferase 
#M0222S 500 units  ......... ¥13,200 
#M0222L 2,500 units  ......... ¥52,700

EcoGII Methyltransferase 
#M0603S 200 units  ......... ¥13,700

EcoRI Methyltransferase 
#M0211S 10,000 units  .........  ¥11,700

HaeIII Methyltransferase 
#M0224S 500 units  ......... ¥13,200

HhaI Methyltransferase 
#M0217S 1,000 units  ......... ¥13,200

HpaII Methyltransferase 
#M0214S 100 units  ......... ¥12,200

MspI Methyltransferase 
#M0215S 100 units  ......... ¥13,200

Taq I Methyltransferase 
#M0219S 1,000 units  ......... ¥13,200
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5-Methyl-dCTP (dm5CTP)

#N0356S 1 µmol in 0.1 ml  ..........  ¥14,400 説明：メチル化シトシン（C5）は生体内で重要なエピ
ジェネティクスな修飾であり、酸化経路および Ten-
Eleven Translocation（TET）ファミリーの最初の基質
であると考えられている。5-methyl-dCTP（2′-deoxy-
5-methylcytidine5′-triphosphate）を使用すれば、エピ
ジェネティクスな修飾研究に有用であるメチル化シ

トシンを取り込んだ DNAを作製することができる。

5-methyl-dCTPは 10 mM溶液（pH 7.0）として提供し
ており、濃度は A260 nmの吸光度で測定している。

構造式：C10H15N3O13P3（free acid）

濃度：10 mM

分子量：481.1（acid form）

希釈条件：滅菌済み蒸留水（Milli -Q ®水を推奨）あ

るいは滅菌済み TE［10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA（pH 
7.5）］で希釈

MILLI-Q® is a registered trademark of Millipore, Inc.

	■ メチルシトシンを取り込んだ 
DNAの作製に最適

メチルトランスフェラーゼ & DNA

R = A or G Y = C or T M = A or C K = G or T S = C or G W = A or T H = A or C or T (not G) B = C or G or T (not A)
V = A or C or G (not T) D = A or G or T (not C) N = A or C or G or T

塩基表記：

 As Supply Chain Manager, Dan is 
responsible for making sure that NEB has 

uninterrupted access to the critical 
components needed to manufacture all its 

products. His attention to detail ensures 
that our products are ready to ship when 

your order is placed.  
In his spare time, Dan spends as much time 

as possible mountain biking.
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NEBNext® Reagents for ChIP-Seq Library Preparation ;

NEBNex t シリーズは、次世代シーケンスや発現ライ
ブラリー構築などの下流アプリケーションに向け

て、DNA または RNA のライブラリー調製を支援す
る高純度試薬である。これらの試薬は厳格な品質

管理と性能バリデーションを受けており、最大の収

量、利便性、価値を確保している。

ChIP-Seq DNA ライブラリーのサンプル調製用とし
て、標準ワークフローまたは高速ワークフローをサ

ポートするためのキット、オリゴ、およびモジュー

ルを提供している。製品選択に際しては、下記の

選択チャートに従うことが推奨される。ライブラリー

調製用の NEBNex t 試薬に関する詳細は 146 〜 175
ページを参照。

ChIP

NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/
 #E7780/#E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7395/#E7416

Oligos

Kit

Modules

NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module – #E7546

NEBNext Ultra II Ligation Module – #E7595

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix – #M0544

NEBNext Multiplex Oligos – #E7335/#E7500/#E7710/#E7730/#E6609/#E7600/
 #E7780/#E6440/#E6442/#E6444/#E6446/#E7395/#E7416

Oligos

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit – #E7645

NEBNext Ultra II DNA Library Prep with Sample Purification Beads – #E7103

Katherine is a Development Associate  
for our Organic Synthesis Team. In this 
role, she works to develop, process and 
purify oligos for our products that help 

support ongoing research in genetic 
sequencing and screening.  

When not at work, Katherine spends time 
enjoying local trails and beaches in the 

summer and skiing in the winter.
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NEBNext Enzymatic Methyl-seq

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit 
#E7120S 24 reactions  ........ ¥160,000 
#E7120L 96 reactions  .......  ¥600,000

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Conversion 
Module 
#E7125S 24 reactions  ..........  ¥27,000 
#E7125L 96 reactions  .......... ¥98,000

NEBNext Q5U™ Master Mix 
#M0597S 50 reactions  ..........  ¥19,000 
#M0597L 250 reactions  .......... ¥76,000

NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic 
Methyl-seq  
(Unique Dual Index Primer Pairs)  
#E7140S 24 reactions  ..........  ¥21,600 
#E7140L 96 reactions  .......... ¥85,600

説明：全ゲノムバイサルファイトシーケンス（WGBS）
はメチル化 DNA解析における一般的方法であるが、
バイサルファイト変換の際に DNA損傷が起こりやす
く、断片化や DNAのロス、不均一な GCカバレッジ
などを生じることが問題となっている。

NEBの EM-seqでは、酵素を使用したマイルドな条
件下で非メチル化シトシンをウラシルに変換するた

め、DNAダメージを低減することが可能である。さ
らに NEBNext Ultra II DNAキットとの組み合わせによ
り、高収量かつ低バイアスなメチル化 DNAシーケン
ス用ライブラリー調製ができ、5-mCと 5-hmCの高
感度検出を可能とする。

	■ メチル化シーケンスのための 
ライブラリー調製キット

	■ 酵素でマイルドに変換、 
DNAダメージを低減

	■ 10 ng DNA から高収量で 
ライブラリー調製

	■ WGBSと同じ解析プログラムが 
使用可能

	■ WGBSより高感度、 
均一な GCカバレッジ

NEBNext Enzymatic Methyl-seqは、 
バイサルファイト法に代わる、 
新規メチル化 DNAシーケンス法である。
詳細はウェブサイト（www.nebj.jp）を参照。

EM-seqはWGBSよりも大きなサイズのライブラリーを調製可能
EM-seq法とWGBS法を用いて調製したライブラリーをシーケンスしたところ、EM-seqの
ほうが大きいサイズのライブラリーを調製できることを示された（緑）。このことから EM-
seqのほうが DNAダメージが少ないことが示唆される。サンプルはヒト NA12878 ゲノム 
DNA（50 ng）、Covaris® S2で 300 bpに断片化したものを用いた。WGBSは Zymo Research 
EZ DNA Methylation-Gold™ Kitと NEBNext Ultra II DNA kitを併用した。イルミナ MiSeq（2 x 
76 bp）でシーケンス、Picard 2.18.14でインサートサイズを求め、各インサートサイズの
normalized frequency をプロットした。

COVARIS® is a registered trademark of Covaris, Inc.
NOVASEQ® is a registered trademark of Illumina, Inc.
EZ DNA METHYLATION-GOLD KIT™ is a trademark of Zymo Research.

EM-seq

WGBS
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EM-seqはWGBSよりも均一な GC coverageを示す

EM-seq法とWGBS法を用いて、異なる量の DNA からメチル化 DNA解析用ライブラリー調製を行った。サン
プルはヒト NA12878 ゲノム DNA（10、50、200 ng）、Covar is ® S2 で 300 bpに断片化したものを用いた。
WGBSは Zymo Research EZ DNA Methylation-Gold™ Kitと NEBNext Ultra II DNA kitを併用した。イルミナ
NovaSeq 6000（2 x 100 bp）でシーケンス、hg38でアライメントした（bwa-meth 0.2.2）。

A：各 coverage depthにおける CpG検出数。EM-SeqとWGBSで調製したライブラリーのシーケンスリード 
（3.24億ペアエンドリード）について、検出された CpGをカウントした。トップ鎖とボトム鎖の CpGは個別
にカウントした結果、coverage depth = 1のときに EM-seqで 5,600万、WGBSで 4,300万の CpGサイトが検
出された。coverage depthごとの CpGサイトのプロットから、EM-Seqは低い coverage depthにおいて、
WGBSよりも多くの CpGを検出できることが示された。

B：EM-seq法とWGBS法を用いて、異なる量の DNA からメチル化 DNA 解析用ライブラリー調製を行い、ゲ
ノムの各領域の GC含量に対する coverageを解析した（Picard 2.17.2）。EM-Seqは広い GC含量域で均一
な coverageを示した。一方、WGBSは低 GC含量領域の coverageが高く、高 GC領域が低く示された。こ
れは WGBSライブラリーに一般的に見られる傾向である。

ChIP-Seq, Methyl-seq, ライブラリー調製
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Giving Back

In these times of uncertainty, it is vital to think of others and to help when we 
can. Philanthropy, through foundation and corporate giving, offers a way to 
marshal resources to help address the broad array of challenges facing our 
planet. Don Comb’s love of the natural world and his philanthropic impulse 
compelled him to establish or support many organizations over the years. 
NEB continues these efforts, supporting organizations throughout the world 
that help advance science, protect the environment, promote education, and 
help the less fortunate. NEB creates many opportunities for employees to 
give back, which, in turn, has created a generous culture throughout.

In 1982, inspired by his deep love of nature and fascination with the arts 
and diverse cultures, Don created the New England Biolabs Foundation 
(NEBF) as a private, charitable foundation to address problems including 
loss of biodiversity and public health challenges in many regions of the 
world. Today, NEBF’s mission is to foster community-based conservation 
of landscapes and seascapes and the biocultural diversity found in these 
places, working in countries of Central America, Andean South America 
and West Africa, and also locally on the North Shore of Massachusetts. 
NEBF provides small grants to grassroots organizations in these regions for 
projects such as coral reef conservation, watershed restoration, supporting 
food sovereignty through agroecology, and helping communities sustain 
their traditional ecological knowledge and linguistic diversity. 

Don believed in a simple but powerful premise that was well ahead of its 
time: “if you put small amounts of money in the hands of the people closest 
to the biodiversity, you can make a big impact.” His commitment to invest 
in small and grassroots organizations working to protect their landscapes, 
livelihoods and biodiversity shaped the foundation’s approach early on and 
remains its touchstone to this day.

In the early days of the foundation, Don felt it was essential to get out in the 
field and visit the communities and projects that NEBF supported in many 
different parts of the world. He was intrigued by Papua New Guinea (PNG) 
and listened to the local people when they expressed concern for conserving 
their environment and maintaining their traditions. In response, NEBF funded 
various innovative projects in PNG, including a forest-friendly means for 
communities to build housing and canoes, and the establishment of the 
Wau Biological Station, which aimed to protect local plants and trees and 
establish a butterfly range. Don’s commitment to visiting projects in the field 
laid the groundwork for NEBF’s approach to the present day in which the 
foundation’s staff and board make an effort to visit projects and spend time 
in the field with NEBF’s partners.

Building on these early roots, today NEBF’s grant-making extends to places 
as diverse as Peru, Ghana and Belize. NEBF continues to fund in areas 
that are central to the crucible of threats facing our planet and humanity 
today: the intersection of climate change, biodiversity loss, extinction of 
cultures and languages, social injustice and food insecurity. The foundation 
complements its grant-making with capacity-building opportunities, such 
as workshops, enabling grantees to develop new skills and strategies and 
build relationships with each other – as a result, a growing network of NEBF 
grantees and partners work closely together to tackle these problems.

Don Comb crosses a shaky vine bridge 
in the Southern Highlands of Papua 
New Guinea, 1985.
Credit: Dave Comb

Learn more 
about the New 

England Biolabs 
Foundation.
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還元する

現在のような不確実性の時代には、他者を思いやり、可能であれば援助すること

が極めて重要です。基金や企業を通した社会的貢献活動は、私たちの地球が直

面しているさまざまな課題への対処に役立つリソースを調達するための方法を提

供します。Don Comb博士は、自然界への愛と社会的貢献活動への強い思いに突
き動かされ、長年にわたって多くの組織の設立および支援を行ってきました。

NEBではその思いを受け継ぎ、科学を進歩させ、環境を守り、教育を推進し、恵
まれない人々を援助する世界中の組織を支援しています。NEBは社会に貢献でき
る多くの機会を社員に提供していますが、それによって会社全体に豊かなカル

チャーが生み出されています。

1982年、自然を深く愛し、芸術および多様な文化に魅了された Don Comb博士は、
世界の多くの地域における生物多様性の損失および公衆衛生の課題に対処するた

めの私的な慈善団体として New England Biolabs Foundation（NEBF）を設立しま
した。今日、NEBFの使命は、陸と海の景観を守りその生物多様性を維持するた
めの地域社会を拠点とした活動を、中央アメリカ、南米アンデスおよび西アフリ

カの国々において、また地元マサチューセッツ州の Nor th Shoreにおいても促進
することです。

NEBFは、サンゴ礁保全、流域の再生、農業生態学を通じた食料主権の支援およ
び地域社会による伝統的な生態学的知識と言語学的多様性の維持の支援などの

プロジェクトのために、各地域の多数の草の根団体に対し少額ずつですが補助金

を提供しています。

Don Comb博士は、「生物多様性に最も近い人々の手に少額の資金を提供するこ
とで、大きな影響を与えることができる」という、時代の先を行く、単純ですが

力強い信念を持っていました。地域の景観、生活および生物多様性を守ろうと努

力している小規模な草の根団体に投資するというDon Comb博士の献身的な考え
が、設立当初からの NEBFの基本理念であり、その基準は今日も健在です。

NEBFが設立されて間もないころ、Don Comb博士は NEBFが支援している世界
中のさまざまなコミュニティーやプロジェクトの現場を実際に訪問することが極め

て重要であると考えました。パプアニューギニア（PNG）に興味を持っていた
Don Comb博士は、環境保全および伝統維持への懸念を表明する地元の人々の声
に耳を傾けました。これを受けて NEBFは、森林に優しい方法を使用した家およ
びカヌーの建設や、地元の植物や木を保護することを目的としたWau Biological 
S tat ionの設立など、PNGにおけるさまざまな革新的プロジェクトに資金を提供
しました。プロジェクトの現場を訪問することへの Don Comb博士のコミットメン
トが、現在の NEBFのアプローチの基礎となり、NEBFのスタッフおよび役員は、
プロジェクトの現場を実際に訪問してパートナーと現地で時間を共有する機会を

持つように努めています。

初期に築かれたこれらの基盤の上に立ち、今日の NEBFはペルー、ガーナ、ベリー
ズなど多くの地域に資金援助の輪を広げています。NEBFは、気候変動、生物多
様性の損失、文化や言語の消滅、社会的不公正および食料不安など、現代の地

球と人類が直面している脅威のるつぼの中核となる領域に資金提供を続けていま

す。NEBFでは、資金援助と共にワークショップなどの能力強化の機会も提供し、
助成対象者による新たなスキルおよび戦略の開発と相互関係の構築を可能にして

います。その結果、NEBFの助成対象者とパートナーのネットワークが広がり、緊
密な連携による問題解決が行われています。

New England Biolabs Foundationの
詳細はこちらから。

1985年、Don Comb博士が渡った
パプアニューギニアの不安定な蔓橋。

提供：Dave Comb
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細胞イメージングと解析

NEBの SNAP-tagテクノロジーは、融合タンパク質に合成プローブを特異的にラベリン
グするテクノロジーで、生細胞や細胞溶解液中のタンパク質の機能を様々な角度から

検討することができる。SNAP-tag、CLIP-tagは簡便性および拡張性が高いシステム
であり、生細胞や固定細胞でのイメージング解析のみならず in vi troでのタンパク質
解析も行うことができる。単一の遺伝子コンストラクトから生成されたタグ融合タンパ

ク質は、蛍光色素分子（フルオロフォア）、ビオチン、ビーズなどの多様な基質と共有

結合することによりラベルされる。単一の DNAコンストラクトを構築すれば、あとは
異なる基質を使用するだけで蛍光色素によるラベリングなど多様なアプリケーション

に利用することができる。

Featured Products
296 SNAP-Cell 647-SiR

296 SNAP-Surface 649

Featured Tools  
& Resources

354 Troubleshooting Guide  
for SNAP-tag Technology

Application Notes

Videos and Tutorials:  
SNAP-tag Technology

細胞解析
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One or more of these products are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc. For more information, 
please email us at gbd@neb.com. The use of these products may require you to obtain additional third party intellectual property rights for certain applications.
Your purchase, acceptance, and/or payment of and for NEB’s products is pursuant to NEB’s Terms of Sale at https://www.neb.com/support/terms-of-sale. NEB does not 
agree to and is not bound by any other terms or conditions, unless those terms and conditions have been expressly agreed to in writing by a duly authorized officer of NEB.

 Cellular Imaging & Analysis
 Overview of SNAP- and CLIP-tag Technologies 294
  Comparison of SNAP-tag/CLIP-tag  

Technology to GFP 295
 Fluorescent Substrates 296
 Blocking Agents 297
 Anti-SNAP-tag Antibody, Polyclonal 297
 SNAP-tag Purified Protein 297
 Cloning Vectors 298
 Biotin Labels 298
 SNAP-Capture 299
 Building Blocks 299
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細胞イメージングと解析

NEBが提供する革新的なタグテクノロジーは生細胞
や固定細胞におけるタンパク質の機能と局在の解析

に最適である。共有結合によるタンパク質のラベル

を利用、簡便性および拡張性が高いシステムであり、

in vivoでのイメージング解析のみならず in vitroでの
タンパク質解析にも使用することができる。融合タン

パク質をつくる単一のコンストラクトを構築すれば、

様々な蛍光色素分子（フルオロフォア）、ビオチン、

ビーズなどの多様な基質を共有結合することができ

るため、タンパク質研究の多様なアプリケーション

に利用することができる。NEBは 2種類のタグシス
テムを提供している。SNAP-tag & CLIP-tagシステム
では、タグ融合タンパク質は自己ラベルによりラベ

ルされる。

SNAP-tagとCLIP-tagの特徴：

	● 1つのコンストラクトを	
複数のアプリケーションに使用可能

	● 生細胞に対して無毒

	● 蛍光基質、ビオチン化基質など	
多数の基質より選択

	● 特異性の高い共有結合による	
ラベリング

	● 二重ラベル

SNAP-tagとCLIP-tagの 
アプリケーション：

	■ 生細胞におけるタンパク質 
二重ラベリング

	■ タンパク質局在と動的解析

	■ パルスチェイスアッセイ

	■ 受容体の内在化

	■ 細胞表面の選択的ラベリング

	■ タンパク質プルダウンアッセイ

	■ SDS-PAGE上のタンパク質の検出

	■ フローサイトメトリー

	■ マイクロタイタープレートを使用した 
ハイスループット結合アッセイ

	■ バイオセンサー相互作用の検証

	■ FRETを利用した結合アッセイ

	■ 一分子イメージング

	■ 超高解像度顕微鏡

SNAP-tag & CLIP-tag – 
Self-Labeling Tag Technology

SNAP-tag & CLIP-tagは目的のタンパク質に、あらゆ
る分子を特異的な共有結合によりラベルすることが

できる革新的なタグシステムである。本システムは

2ステップから構成される。まず、SNAP-tagを目的
のタンパク質との融合タンパク質として発現させ、

その後、用途に最適な SNAP-tagを基質としてラベ
ルする。SNAP-tagは DNA修復酵素である O6-alkyl 
guanine-DNAalkyltransferase（hAGT）の変異体（20 
kDa）であり、benzylguanine（BG）誘導体と特異的に
共有結合する。SNAP-tagには蛍光色素基質など多
数の基質があり、多様なアプリケーションに使用可

能である。また、SNAP-tagと基質の共有結合反応
は基質の種類や反応条件に左右されないので、安

定したラベリングが可能となる。CLIP- t ag は
benzylcytosine（BC）誘導体と特異的に反応するよう
遺伝子改変されたタグである。SNAP- tagと CLIP-
t agは異なる基質特異性を示すため、SNAP- tagと
CLIP-tag融合タンパク質を共発現させ異なる蛍光基
質でラベル（2色でラベル）すれば、生細胞内で 2
種類の目的タンパク質を同時に解析することが可能

となる。

SNAP-Cell：細胞透過性の基質であり、生細胞、固
定細胞の細胞内、細胞表面、および in vi troにおい
て SNAP-tag融合タンパク質をラベルする用途に最
適である。青色から赤色の様々な蛍光基質、それに

蛍光色素が結合していないブロッキング基質を提供

している。

SNAP-Surface：非膜透過性の基質であり、生細胞の
表面、固定細胞、および in vitroにおいて SNAP-tag
融合タンパク質をラベルする用途にルーチンに使用

できる。AlexaFluor® 色素を含む青色から赤色の様々
な蛍光基質、それに蛍光色素が結合していないブ

ロッキング試薬を提供している。

CLIP-Cell：細胞透過性の基質であり、生細胞、固
定細胞の細胞内、細胞表面、および in vi troにおい
て CLIP-tag融合タンパク質をラベルする用途に最適
である。SNAP-tagと併用すれば、2種類の目的タン
パク質を同時にラベルすることができる。青色から

赤色の様々な蛍光基質、それに蛍光色素が結合し

ていないブロッキング基質を提供している。

CLIP-Surface：非膜透過性の基質であり、生細胞の
表面、固定細胞、および in vitroにおいて CLIP-tag 
融合タンパク質をラベルする用途にルーチンに使用

できる。SNAP-tagと併用すれば、2種類の目的タン
パク質を同時にラベルすることができる。488、
547、647 nmの蛍光基質およびブロッキング基質を
提供している。

pSNAPf-tubulinと pCLIPf-Cox8A（mitochondrial 
cy tochrome oxidase 8A）をトランスフェク
ションした HeL a 細胞のライブイメージ。細
胞を 3 µM SNAPCell TMR-Star（赤）と 5 µM 
CLIP-Cell 505（緑）で 25分間標識して、核を
Hoechst 33342（青）で染色

SNAP-tag（黄色）および CLIP-tag（赤茶色）融合タンパク質のラベリング
SNAP および CLIP-tagは目的のタンパク質に融合され、基質（緑色）と共有結合によりラベリングされる。その際にグ
アニンまたはシトシンが放出される。

X

X

S- S

Protein of Interest

SNAP-tag

CLIP-tag

Benzylguanine

SNAP-tag

Labeled SNAP-tag
Fusion Protein

Labeled CLIP-tag
Fusion Protein

Label

Label

X

XS- S

Benzylcytosine

CLIP-tag

Guanine

Cytosine

Find an overview 
of SNAP-tag  
labeling.
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SNAP-tag/CLIP-tagと GFPとの比較
SNAP/CLIP-tagは GFPの機能を補完するとともに、GFPでは不可能なアプリケーションを可能にする。

アプリケーション SNAP-tagとCLIP-tag GFPおよびその他の蛍光タンパク質

発光時期の制御
基質の添加により発光が開始されるため、 
発光時期を制御可能である。

発現と共に常に発光し制御不可能である。 
光活性化型蛍光タンパク質の発光には高強度のレーザー照射が必要で、 
アポトーシスなどの細胞シグナルを誘発する恐れがある。

パルスチェイス
新たに発現したタンパク質は 
SNAP-Cell Block等のブロッキング試薬により 
遮断可能である。

新たに発現したタンパク質の発光を遮断することはできないので、 
細胞内での動態解析は困難である。

蛍光色の変更
1種類のプラスミドのみで基質の交換により 
様々な蛍光色に変更できる。

蛍光色を変更するには新たなプラスミドが必要になり、 
複数回のクローニングが必要である。

細胞表面特異的なラベリング
非膜透過性基質でラベルすることにより 
細胞表面に発現するタンパク質だけを 
可視化することが可能である。

細胞表面に発現するタンパク質のみを可視化することは 
不可能である。

一分子イメージング 高量子収量で安定な蛍光色素で標識できる。 有機体の蛍光色素に比べて一般に暗く、退光しやすい。

固定細胞のラベリング 固定化反応に強く、強い蛍光強度を維持する。 固定化反応に弱く、蛍光強度が減衰する。

プルダウン解析
「ベイト」タンパク質をBGビーズに 
共有結合で固定することが可能である。

「ベイト」タンパク質は抗GFP抗体により 
非共有結合的に固定されるため、下流の解析が複雑になる。

生動物のイメージング解析
遠赤外光の基質の使用により、 
深部組織のイメージングが可能である。

シグナルは固定により簡単に消失する。

可視波長に限定され、蛍光が弱い

細胞イメージング &解析

Sam Brown works as a Production 
Technician at our Rowley Production 
Facility. In this role, he helps with 
fermentation of several of the GMP-grade* 
enzymes. In his spare time, Sam enjoys 
skiing, sailing and reading about history.

*Learn more about GMP-grade enzymes on page 7.
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SN A P - C ell：p S N A P f - E R（e n d o p l a s m i c 
reticulum）および pCLIP f -tubulinを HeLa cell
に共発現させた生細胞イメージ。細胞を 3 
µM SNAP-Cell TMR-Star（赤）、5 µM CLIP-Cell 
505（緑）で 25 分間標識し、核を Hoechst 
33342（青）で対比染色

タンパク質ラベリング用の蛍光基質

NEBは SNAP-tag、CLIP-tag融合タンパク質をラベル
するための様々な蛍光基質を用意している。SNAP-
tag基質は、色素がベンジルリンカーを介してグア
ニンまたはクロロピリミジン脱離基に結合している

のに対して、CLIP-tag基質は色素がベンジルリンカー
を介してシトシン脱離基に結合している。これらの

基質はタグの自己反応により SNAP-tagまたは CLIP-

tagに特異的にラベルされる。ラベリングにはその他
の酵素を必要としない。細胞透過性の基質（SNAP-
Cell、CLIP-Cell）は細胞内および細胞表面に発現し
ているタグのラベル化に使用できるが、非細胞透過

性の基質（SNAPSurface、CLIP-Surface）は細胞表面
に発現しているタグのラベルにのみ使用できる。

	■ 蛍光ラベルにより SNAP-tag、 
CLIP-ta融合タンパク質を 
イメージング解析

	■ 各波長の蛍光基質より選択可能

	■ 細胞透過性基質および 
細胞非透過性基質を提供

ALEXA FLOUR® and OREGON GREEN® are registered trademarks of Life Technologies, Inc.

SELF-LABELING TAG

SNAP-tag

アプリケーション 製品番号 励起波長 * 蛍光波長 *（1） 容量 希望価格

Cell-Permeable

SNAP-Cell 430 S9109S 421 444,484 50 nmol ¥62,600

SNAP-Cell 505-Star S9103S 504 532 50 nmol ¥62,600

SNAP-Cell Oregon Green® S9104S 490 514 50 nmol ¥69,900

SNAP-Cell TMR-Star S9105S 554 580 30 nmol ¥62,600

SNAP-Cell 647-SiR S9102S 645 661 30 nmol ¥62,600

Non-cell-permeable

SNAP-Surface Alexa Fluor® 488 S9129S 496 520 50 nmol ¥70,700

SNAP-Surface 488 S9124S 506 526 50 nmol ¥62,600

SNAP-Surface Alexa Fluor® 546 S9132S 558 574 50 nmol ¥70,700

SNAP-Surface 549 S9112S 560 575 50 nmol ¥62,600

SNAP-Surface 594 S9134S 606 626 50 nmol ¥62,600

SNAP-Surface Alexa Fluor® 647 S9136S 652 670 50 nmol ¥70,700

SNAP-Surface 649 S9159S 655 676 50 nmol ¥62,600

CLIP-tag

アプリケーション 製品番号 励起波長 * 蛍光波長† 容量 希望価格

Cell-Permeable

CLIP-Cell 505 S9217S 504 532 50 nmol ¥62,600

CLIP-Cell TMR-Star S9219S 554 580 30 nmol ¥62,600

Non-cell-permeable

CLIP-Surface 488 S9232S 506 526 50 nmol ¥62,600

CLIP-Surface 547 S9233S 554 568 50 nmol ¥62,600

CLIP-Surface 647 S9234S 660 673 50 nmol ¥62,600

* 励起波長および蛍光波長はタグにラベルされた状態で検証
（1）色は電磁スペクトルに基づくため、実際に視覚化される色は異なる場合がある。
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Blocking Agents
	■ タグを非可逆的にブロック

	■ パルスチェイスアッセイに最適

Blocking agent（ブロッキング基質）は非蛍光色素化
合物であり、細胞内（SNAP-Cell Block、CLIP-Cell 
Block）または細胞表面（SNAP-Sur face Block）の
SNAP-tag、CLIP-tagに結合し、他の基質との反応を
ブロックする基質である。これらのブロッキング基

質は、生細胞でのラベリング実験の SNAP- tag、
CLIP-tag融合タンパク質の不活性型コントロールの
作製に有用である。

SNAP-Cell Blockおよび CLIP-Cell Blockは膜透過性
が非常に高く、細胞内の SNAP-tag/CLIP-tagに結合
し、その後のタグのラベリングを非可逆的にブロッ

クする。

SNAP-Surface Blockも同様に SNAP-tagに非可逆的
に結合し、その後のラベリングをブロックする。こ

のブロッキング基質は膜非透過性であり、細胞表面

で発現する SNAP-tagのみを特異的にブロックする。
これらを使用することにより、タンパク質の動的解

析や細胞表面のレセプターの内在化解析が可能で

ある。

製品名 製品番号 アプリケーション 容量 希望価格

SNAP-Cell Block S9106S
生細胞内、in vitroの 
SNAP-tagのブロッキング 100 nmol ¥26,100

CLIP-Cell Block S9220S
生細胞内、生細胞表面、 
in vitroのCLIP-tagの 
ブロッキング

100 nmol ¥26,100

SNAP-Surface Block S9143S
生細胞表面、in vitroの 
SNAP-tagのブロッキング 200 nmol ¥25,700

Anti-SNAP-tag Antibody, Polyclonal

#P9310S 100 µl  .......... ¥50,800 説明：Anti-SNAP-tag Antibody（Polyclonal）は SNAP-
tag、および CLIP-tagタンパク質のウエスタンブロッ
トに用いることができる。このポリクローナル抗体

は、精製されたリコンビナント SNAP-tagタンパク質
をウサギに免疫して、その血清から SNAP-Capture 
resinを使ってアフィニィティー精製をして作成して
いる。

感度：5 ngの SNAP- tagタンパク質をウエスタンブ 
ロットで検出することができる。

推奨希釈率：1：1000

SNAP-tag Purified Protein

#P9312S 50 µg  ..........  ¥19,600 説明：SNAP-tag Purified Proteinは in vitroラベリン
グのポジティブコントロールとして使用できる。各

種蛍光基質と結合できる。本製品は SNAP-tagコー
ド配列を pT X B1ベクター（T7 発現ベクター）にク 
ローニング、IMPACT Kit（#E6901）を用いて大腸菌
で発現したリコンビナントタンパク質である。

1Xphosphate buf fered saline（PBS）中、1 mM DTT
を添加して 1 mg/ml（50 µM）の濃度で提供される。
–80℃で保存する。

分子量：19,694 Da

細胞イメージング &解析

Lovely works at our subsidiary office in 
Australia. As a member of Customer 

Service, she oversees shipments to New 
Zealand. Lovey also enjoys baking and is 

a budding organist.



298

NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
細
胞
解
析

pSNAPf-tubulinおよび pCLIPf-H2Bを HeLa cell
に共発現させた生細胞イメージ。細胞を 3 µM 
SNAP-Cell TMR-Star（赤）、5 µM CLIP-Cell 505
（緑）で 25分間標識し、核を Hoechst 33342
（青）で対比染色

Cloning Vectors

NEBは哺乳類および細菌用の SNAP-tag、CLIP-tag
融合タンパク質発現ベクターを提供している。哺乳

類用 SNAPfおよび CLIPfベクターは、従来品よりも

基質と迅速に反応できる変異体である。タグの上

流および下流のポリリンカー配列の改良によって、

CMVプロモータの制御下で目的のタンパク質の末
端のいずれか一方にタグを融合して発現できる。

SNAPf-tagおよび CLIPf-tag発現ベクターは安定発現
株の選別に使用できるネオマイシン耐性遺伝子

（NeoR）を保有している。この NeoRは、IRES因子
の作用により、タグ融合タンパク質と共に効率的に

発現する。タグ遺伝子のコドン使用頻度は哺乳類

細胞での発現に最適化されている。また Star ter Kit
には核（H2B）、細胞表面（ADR β 2、NK1R）での局
在性が確認されている融合タンパク質をコードする

コントロール用プラスミドが付属している。

細菌用発現ベクターである pSNAP- tag（T7）-2は
SNAP- tagの上流および下流にクローニング部位を
保有し、発現は T7プロモーターにより制御される。
また、SNAP-tag遺伝子のコドン使用頻度は大腸菌
での発現に最適化されている。

由来：標準的なプラスミド精製方法で大腸菌から 
調製。トランスフェクションが効率的であるため、

精製されたプラスミドにはエンドトキシンが含まれ

ない。

濃度：500 µg/ml

制限酵素マップ：pSNAPf-tagベクターの詳細および
制限酵素マップは 389ページを参照。全ての発現
およびコントロールベクターの塩基配列および詳細

は www.nebj.jpに記載。

	■ 哺乳類および細菌用発現ベクターを 
提供

製品名 製品番号 特徴 容量 希望価格

pSNAPf Vector N9183S
哺乳類細胞での安定発現 
および一過性発現

20 µg ¥34,700

pSNAP-tag (T7)-2 Vector N9181S 細菌におけるT7制御下での発現 20 µg ¥34,700

pCLIPf Vector N9215S
哺乳類細胞での安定発現 
および一過性発現

20 µg ¥34,700

Biotin Labels

SNAP-Biotin 
#S9110S 50 nmol  ..........  ¥50,100

CLIP-Biotin 
#S9221S 50 nmol  ..........  ¥50,100

ビオチン化基質はストレプトアビジンを利用したア

プリケーションに最適である。細胞透過性基質

（SNAP-Biotin、CLIP-Biotin）はアミドカプロイルリン
カーとビオチンに基づく基質である。ビオチン化基

質はストレプトアビジンの蛍光標識による融合タン

パク質の検出や、SDS-PAGEやウエスタンブロッ
ティングでビオチン化融合タンパク質を検出するの

に最適である。その他、ビオチン化タンパク質をス

トレプトアビジンに固定して行う相互作用解析にも

使用できる。

M – + – + 

 SNAP-tag CLIP-tag 

biotin 
substrate

ウエスタンブロッティングによるビオチンラベル化タン

パク質の解析。SNAP-tag、CLIP-tag（5 µM）をビオチン
化基質（10 µM）でラベルし、anti-Biotin Antibody（CST 
#7075）で検出した。マーカー Mは Biotinylated protein 
ladder（CST #7727）

	■ SNAP-tag、CLIP-tagをビオチンで標識

	■ 様々なストレプトアビジン標識に対応

	■ マイクロタイタープレートに固定された
ストレプトアビジンと結合
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SNAP-Capture
	■ 溶液中から SNAP-tag 
融合タンパク質を特異的に捕捉

	■ タンパク質プルダウンアッセイや 
プロテオミクス解析に最適

SNAP-Captureはベンジルグアニン基質に磁性セル
ロースまたはアガロースビーズが結合しているビーズ

であり、溶液中から SNAP- tag融合タンパク質を選
択的に捕捉することができる。SNAP-Captureは
SNAP- tag融合タンパク質との結合性が高い上、細
胞溶解液中の非特異的なタンパク質吸着が非常に

少ないことから、プルダウンアッセイに最適である。

製品名 製品番号 容量 希望価格

SNAP-Capture Pull-Down Resin S9144S 2 ml ¥42,200

SNAP-Capture Magnetic Beads S9145S 2 ml ¥44,100

Building Blocks
	■ 独自の SNAP-tagおよび 

CLIP-tagの基質を合成

	■ タンパク質の固定化

	■ 分子やリガンドをタンパク質に結合

	■ タンパク質標識のための 
新規基質の作成

Building Blockは更に幅広いアプリケーションへの応
用を求める研究者向けの製品である。ベンジルグア

ニン（BG）、ベンジルシトシン（BC）、CoA部位を活
性化エステル、第 1級アミン、チオール基に結合す
ることができる。様々な活性型部位を有する基質を

用意しているので、Building Blockを分子やチップ表
面などに結合することができる。Building Blockを使
用すれば独自の SNAP-、CLIP-tag基質を作製するこ
とが可能となり、特定のタンパク質を Biacore® chip

やマイクロアレイに固定することもできる。さらに、

タグ融合タンパク質へのペプチドや DNAオリゴマー
の結合、新規の蛍光分素分子や親和性試薬の結合

によるラベリングも可能となる。ラベリング反応は

穏和、正確かつ多用途である。生物学的条件下に

おいて単一の基質を特異的な部位に共有結合する

ことができる。

製品の詳細やカスタム基質の作製方法は 
ウェブサイト（www.nebj.jp）を参照

SNAP-Capture Pull- 
Down Resinの構造

製品 製品番号 構造 アプリケーション 容量 希望価格

BG-NH 2 S9148S

SNAP-tag基質 
NHSエステルなどの 
活性化カルボン酸 
エステルとの結合に 
最適

2 mg ¥76,400

BG-PEG-NH 2 S9150S

SNAP-tag基質 
PEGリンカーにより 
優れた柔軟性を保有 
表面固定に最適

2 mg ¥76,400

BG-GLA-NHS S9151S

SNAP-tag基質 
活性型はNHS 
エステル1級 
アミンと反応

2 mg ¥77,200

BG-Maleimide S9153S
SNAP-tag基質 
活性型はマレイミド 
チオールと反応

2 mg ¥76,400

BC-NH 2 S9236S

CLIP-tag基質 
NHSエステルなどの 
活性型カルボン酸 
エステルとの結合に 
最適

2 mg ¥73,700

BIACORE® is a registered trademark of GE Healthcare Life Sciences.

細胞イメージング &解析
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And the NEB Catalog

When one thinks of a catalog, they might think of a list of products that 

particular product, or just to see what is new from their favorite brand.  
But to NEB, the catalog is so much more — it is a reflection of who we  
are, the products we offer, and the resources we can provide to help 
advance science.

In 1975, the first NEB catalog was released, featuring 7 restriction 
enzymes, 7 DNA or RNA modifying enzymes and 6 transfer RNAs — 
meager in content but with promise for more. Over the next few years, 
NEB contemplated how to add value to this list of products, and the 
answer was simple — share the science. In the early 1980s, NEB began 
curating technical information related to restriction enzymes and released 
the first Technical Reference section. This included information on how 
enzymes behaved and how to set up reactions properly — information 
that is now easily accessible through the internet, but back then was 
found mostly in books. Over time, this content expanded to include other 
cloning-related applications. This idea of a “Benchtop Reference Tool” 
was unique at the time, and as a result, the NEB Catalog and Technical 
Reference became a mainstay on the lab benches of undergraduate 
and graduate researchers around the world. It was the beginning of a 
collaborative relationship between scientists and NEB. 

The catalog also provides an opportunity to share ideas that Don Comb 
and NEB felt passionate about. Each edition focuses on a theme and 
contains a collection of minireviews that addresses various scientific, 
environmental and/or humanitarian challenges facing the world. This 
represents a unique opportunity to reflect on ideas that are important to 
NEB, and to think about how we can do better as scientists, and in life. 

Over the years, the catalog has expanded to thousands of products, 
supporting a wide variety of applications. There are even products that 
may not have an application yet — Don always loved to make unique 
enzymes available to scientists, with hopes that they would find new 
applications for them. Sir Richard Roberts, Nobel Laureate and NEB’s Chief 
Scientific Officer, took this a step further and spearheaded the “Enzymes 
for Innovation” initiative — sharing enzymes with unique activities that 
have the potential to lead to new discoveries. 

Is it possible to build a relationship through a catalog? And are catalogs 
even necessary in this digital age? We think so! A catalog can be much 
more than a transactional exercise — it can be part of a sustainable 
relationship based on the sharing of knowledge. Sure, your device can 
give you instant answers, but there is something comforting about flipping 
through a book, complete with earmarks and notes in the sidebar about 
how you modified an experiment, or flagged products to look at later. We 
have often heard scientists recall their first NEB Catalog, or which cover 
was their favorite — in fact, some have even saved them! 

In our minds, the NEB Catalog is more than a book — it embodies the 
ethos of NEB. The passion that our scientists put into developing our 
products, the humility in the way the products and data are presented, and 
the genuine way the stories reflect who we are as a company and what we 
feel is important — empowering science, preserving the environment, and 
collaborating with our peers.

A collection of past  
NEB Catalog covers. 

Can you guess  
what year these 

catalog cover images 
came from?
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are, the products we offer, and the resources we can provide to help 
advance science.

In 1975, the first NEB catalog was released, featuring 7 restriction 
enzymes, 7 DNA or RNA modifying enzymes and 6 transfer RNAs — 
meager in content but with promise for more. Over the next few years, 
NEB contemplated how to add value to this list of products, and the 
answer was simple — share the science. In the early 1980s, NEB began 
curating technical information related to restriction enzymes and released 
the first Technical Reference section. This included information on how 
enzymes behaved and how to set up reactions properly — information 
that is now easily accessible through the internet, but back then was 
found mostly in books. Over time, this content expanded to include other 
cloning-related applications. This idea of a “Benchtop Reference Tool” 
was unique at the time, and as a result, the NEB Catalog and Technical 
Reference became a mainstay on the lab benches of undergraduate 
and graduate researchers around the world. It was the beginning of a 
collaborative relationship between scientists and NEB. 

The catalog also provides an opportunity to share ideas that Don Comb 
and NEB felt passionate about. Each edition focuses on a theme and 
contains a collection of minireviews that addresses various scientific, 
environmental and/or humanitarian challenges facing the world. This 
represents a unique opportunity to reflect on ideas that are important to 
NEB, and to think about how we can do better as scientists, and in life. 

Over the years, the catalog has expanded to thousands of products, 
supporting a wide variety of applications. There are even products that 
may not have an application yet — Don always loved to make unique 
enzymes available to scientists, with hopes that they would find new 
applications for them. Sir Richard Roberts, Nobel Laureate and NEB’s Chief 
Scientific Officer, took this a step further and spearheaded the “Enzymes 
for Innovation” initiative — sharing enzymes with unique activities that 
have the potential to lead to new discoveries. 

Is it possible to build a relationship through a catalog? And are catalogs 
even necessary in this digital age? We think so! A catalog can be much 
more than a transactional exercise — it can be part of a sustainable 
relationship based on the sharing of knowledge. Sure, your device can 
give you instant answers, but there is something comforting about flipping 
through a book, complete with earmarks and notes in the sidebar about 
how you modified an experiment, or flagged products to look at later. We 
have often heard scientists recall their first NEB Catalog, or which cover 
was their favorite — in fact, some have even saved them! 

In our minds, the NEB Catalog is more than a book — it embodies the 
ethos of NEB. The passion that our scientists put into developing our 
products, the humility in the way the products and data are presented, and 
the genuine way the stories reflect who we are as a company and what we 
feel is important — empowering science, preserving the environment, and 
collaborating with our peers.

A collection of past  
NEB Catalog covers. 

Can you guess  
what year these 

catalog cover images 
came from?

NEBカタログ

カタログと聞いて思い浮かぶのは、恐らく販売されている製品を紹介するリストで

しょう。特定の製品を見つけるためにカタログを見る場合もあれば、お気に入り

のブランドの新製品をチェックするするために見る場合もあります。

しかし、NEBにとっては、カタログはそれ以上の存在です。NEBのカタログは、
NEBのカルチャーを反映し、提供する製品を紹介するだけではなく、科学の進歩
に役立つリソースを提供するためのものでもあります。

1975年に発行された最初のカタログで提供したのは 7種類の制限酵素、7種類
の DNAまたは RNA修飾酵素、6種類の転移 RNAのみで、製品数としてはわず
かでしたが、以後その数は増加すると期待されました。それから数年後、NEBで
はどうすればこの製品リストの価値をより高められるかと考え、科学を共有する

という簡単な答えに至りました。1980年初頭、NEBは制限酵素に関する技術情
報の精査を開始し、最初の「Technical Reference」セクションを発表しました。
このセクションには、酵素の作用機序および正しい反応設定方法に関する情報が

含まれていました。現在ではインターネットを使用してこれらの情報を容易に入

手することができますが、当時はほとんどの場合テキストを参照する必要があり

ました。その後、このセクションの内容はその他のクローニング関係のアプリケー

ションを含めるまでに拡大しました。この「Benchtop Reference Tool」というアイ
デアは当時としてはユニークで、その結果、NEBカタログとその Technical 
Referenceセクションは、世界中の学部学生および大学院研究員にとって、研究
室になくてはならない存在となりました。これが、科学者と NEBの協力関係の始
まりでした。

カタログは、Don Comb博士と NEBが特に興味を抱いているアイデアを共有する
場ともなりました。各版のカタログにはそれぞれのテーマがあり、世界が直面し

ているさまざまな科学的、環境的および人道的な課題に関する一連の概説が含

まれています。これは、NEBにとって重要なアイデアをじっくりと検討し、科学者
として、そして人生において改善できることについて考えるためのユニークな機会

を提供してくれます。

長年にわたり、カタログに含まれる製品数は数千以上に拡大し、さまざまなアプ

リケーションをサポートしています。中にはまだアプリケーションが見つけられて

いない製品もあります。Don Comb博士は、ユニークな酵素を科学者に利用可能
にしておくことを常に楽しみとし、新しいアプリケーションが科学者によって見い

だされることを期待していました。ノーベル賞受賞者であり NEBの Chief 
Scientific Officerを務める Richard Roberts卿はこの取り組みをさらに一歩進め、
「Enzymes for Innovation」イニシアチブの先頭に立ち、新しい発見につながる可
能性のあるユニークな活性の酵素の共有を進めています。

カタログを通して関係を築くことは可能でしょうか。そもそもこのデジタル時代に

カタログは必要でしょうか。私たちは必要であると考えます。カタログは製品購

入のためだけに存在するのではありません。カタログが、知識の共有に基づいた

持続可能な関係構築のための一助となる可能性もあります。確かに、デバイスを

使用すればすぐに答えが見つかります。しかし、サイドバーに実験修正の目印やメ

モを記入した、あるいは後から見るための製品に印を付けたカタログのページを

実際にめくることには安心感のようなものがあります。多くの科学者には最初の

NEBカタログの思い出があり、お気に入りのカバーを覚えている人も、中にはカ
タログをまだ所有している人もいると聞いています。

私たちにとって NEBカタログは単なる本以上の存在であり、NEBの精神を具体
化するものです。それは NEBの科学者が製品開発に注ぐ情熱、製品およびデー
タの謙虚な提示、そして企業として私たちが目指しているものおよび重要と感じ

ているものを忠実に反映する物語であり、科学の強化、環境の保全および協力を

可能にしています。

何年のカタログか

分かりますか。

過去の NEBカタログカバー。
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テクニカルサポート 
– 研究者による研究者のためのサポート
NEBは科学分野の一パートナーとしての理念を抱き、最高品質の製品と専門知識を提
供しています。この理念は創立から現在に至るまで変わらず、多くの科学者との長期

的協力関係が築かれています。また NEB製品の購入如何に関わらず科学者への協力
は変わることなく、NEBのカタログやウェブサイト、それに専門研究員によって科学
者の研究を支えます。

NEBには 200名以上の研究者が在籍しており、製品に関するお問い合わせは製造担
当者や開発担当者、それに研修を受けた専門スタッフがお答えします。科学的に最も

正確な情報を迅速にお届けすることをお約束します。

テクニカルサポートへのお問い合わせ：

	■ フリーダイヤル：03-4545-1420

	■ ホームページ：www.nebj.jp

	■ E–mail：tech.jp@neb.com

	■ 日本以外の方は各国の NEB支店あるいは販売店にお問い合わせください。 
詳細はカタログ裏表紙をご覧ください。

Featured Tools  
& Resources

306 Optimizing Restriction  
Enzyme Reactions

309 Performance Chart for Restriction 
Enzymes

336 Troubleshooting Guide  
for Cloning

322 Guidelines for  
PCR Optimization

328 Cleavage Close to the End of DNA 
Fragments

304 Online Interactive Tools 

 Visit the Tools & Resources 
tab at www.neb.com to find 
additional online tools, video 
tech tips and tutorials to help 
you in your research.

テクニカルリファレンス

Learn more  
about NEB's tech  
support program.
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編集注記：

以前のカタログに掲載されていた項目の中で、本カタログには掲載されていない項目がありますが、これら

はすべてウェブサイト（www.nebj.jp）から参照できます。

オンラインツール 304
データベース、モバイルアプリ 305

制限酵素反応

制限酵素反応の最適化 306
ダブルダイジェスト 307
制限酵素のタイプ 307
制限酵素トラブルシューティングガイド 308

各種性能

制限酵素活性チャート 309–314
37℃における酵素活性 315
CutSmart バッファー中の DNA 修飾酵素活性 315
スター活性（非特異的切断） 316
ハイフィデリティー（HF）制限酵素 316

イソシゾマー / 制限酵素の特徴
イソシゾマー 317
長時間反応における制限酵素活性 317–318
スーパーコイル状 DNAの切断 318

新しい制限部位の作成

ライゲーション可能な突出末端を生じる 
制限酵素 319–320

メチル化感受性

Dam（GmATC）、Dcm（CmCWGG） 
および CpG（mCG）メチル化 321

PCR ガイドライン
PCR最適化のガイドライン 322
PCRのトラブルシューティングガイド 323
Luna qPCRの最適化のガイドライン 324
Luna OneStep RT-qPCRの 
最適化のガイドライン 325
Luna qPCRマスターミックスの 
トラブルシューティングガイド 326
Luna OneStep RT-qPCRの 
トラブルシューティングガイド 327
DNA断片の末端付近における制限処理 328
PCR溶液中における制限酵素の活性 329–330

クローニングおよび DNAアッセンブリ
クローニングガイド 331
Golden Gateアッセンブリの最適化のガイドライン 332
NEBuider および Gibson アッセンブリの 
最適化のガイドライン 333
典型的なクローニングガイド 334–335
トラブルシューティングガイド 336–339
クローニングの最適化のヒント 339–340

核酸精製

モナーク核酸精製キットの 
トラブルシューティングガイド 341

Monarch Genomic DNA Purification Kit 
使用時のサンプルインプット量の選択のヒント 342

Monarchキットを用いたゲノムDNA精製の 
トラブルシューティングガイド 343

サンプルインプット量の選択のヒント 
Monarch Total RNA Miniprepキットを使用する場合 344

Monarchキットを用いたtotal RNAの 
抽出・精製に関するトラブルシューティングガイド 345

ゲノムDNA 精製時のサンプルインプット量のヒント 
（Monarch HMW DNA Extraction Kit  
for Cells & Bloods）  346

ゲノムDNA 精製時のサンプルインプット量のヒント
（Monarch HMW DNA Extraction Kit 
for Tissues, Bacteria and Other Samples） 347

形質転換

遺伝子マーカー 348–349
形質転換効率向上のヒント 350
T7 Express株（T7発現用大腸菌）による 
タンパク質発現 351

NGSライブラリー調製
トラブルシューティングガイド： 
NEBNext DNA ライブラリー調製 352
NGS ライブラリー調製のための 
DNA/RNAインプットのガイドライン 353

タンパク質発現

SNAP-tagラベリングの 
トラブルシューティングガイド 354
制限地図 355–365

その他

分子生物学基礎データ 366–369
Index 370
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オンラインツール

ウェブサイト上の「NEB ツール」より各種オンラインツールが利用できる （www.neb.com/nebtools）。

また NEBの科学者は、研究に役立つオンラインツールの開発に関与することがよくある。現在、これらのツールとそのソースコードを評価できるようにベータ
ツールも公開している。 www.neb.com/NEBetaTools

オンラインツール

Competitor Cross-Reference Tool NEB Golden Gate Assembly Tool
他社コンピテントセルとの同等品を検索するためのツー

ルである。製品名や製品番号を選択すればそれと同等

の NEBコンピテントセルが表示される。

Golden Gateアッセンブリーを行う際の in silico DNAコン
ストラクトを設計できる。実験に使用する Type I Is制限
酵素とオーバーラップを選択してプライマーを設計する。

DNA Sequences and Maps Tool NEB LAMP Primer
NEBのベクターの他、プラスミド、ウイルスおよびバク
テリオファージベクターなどの一般的に使用される DNA
の配列と地図が掲載されている。

等温増幅法：Loop-media ted Isothermal Ampli f ic a t ion
（L AMP）のプライマーをデザインできる。検出領域を設
定すれば、LAMP primersと Loop primersの候補が表示
される。

Double Digest Finder NEBaseChanger
ダブルダイジェストを行う際の最適バッファーと推奨反

応条件を簡単に検索できる。最適バッファーを使用する

ことにより、スター活性やサンプルの分解を防ぐことが

可能である。 

Q5 Site – Directed Mutagenesis Kit（E0554）を使用して変
異導入を行う際のプライマーの設計を行うためのツール

である。アニーリング温度の最適条件の検索も可能で 
ある。

EnGen sgRNA Template Oligo Designer NEBcloner
ゲノム編集 CRIPPRにおける sgRNA Template Oligoを設計
できる。設計したオリゴを使用して EnGen sgRNA 
Synthesis Kit, S. pyogenes (NEB #E3322)で簡単に sgRNA
が合成できる。

目的に合致したクローニング各ステップ（DNA切断、末
端修飾、ライゲーション、形質転換）のプロトコールおよ

び推奨製品を検索できる。

Enzyme Finder NEBcutter V2.1
制限酵素の名称や認識配列、オーバーハングや特長か

ら制限酵素を検索できる。配列を入力することで目的に

適した制限酵素を簡単に検索することができる。

調べたい DNA配列をペーストまたはインポートして制限
部位を表示、検索できる。Type IIあるいは Type III酵素
を選択することで絞り込み検索も可能である。さらに各

酵素の制限部位数やメチル化感受性情報も表示できる。

Exo Selector NEBioCalculator
現在と目的の DNAサンプルの形状を選択するだけで、
簡単に推奨ヌクレアーゼ候補をリストアップできる。

DNAおよび RNAの濃度などを簡単に計算できる。質量
からモルへの変換や、A260吸光度からの核酸濃度変換、
さらにリアルタイム PCR用の検量線作成や濃度計算が
できる。

Glycan Analyzer NEBNext  Custom RNA Depletion Design Tool
N結合型糖鎖をエキソグリコシダーゼで切断した際の液
体クロマトグラフィー（UPLC/ HPLC）のプロファイリング
ができる。

NEBNext RNA Depletion Core Reagent Setを使用して不要
な RNAを除去するときのプローブを設計できる。非モデ
ル生物の rRNA除去などに使用できる。

Ligase Fidelity Tools NEBNext Selector
Golden Gateアッセンブリのデザインツール。各オーバー
ハングのライゲーション正確性を可視化（Ligase Fidelit y 
V iewer™）、そのデータに基づいて推奨結合部を提案

（GetSet™）、アッセンブル配列をデザインする（SplitSet™）。

目的やサンプルの種類に応じた最適な NGSライブラリー
調製キットが簡単に調べられる。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

オンラインツール（続き）

NEBuilder Assembly Tool Read Coverage Calculator
NEBuilder HiFi Assemblyおよび Gibson Assemblyを行うた
めのプライマー設計ツールである。アッセンブルしたい

配列と使用するポリメラーゼを入力することで、最適な

プライマーがデザインできる。

NGSにおける read coverageを簡単に計算することがで 
きる。

PCR Fidelity Estimator Thermostable Ligase Reaction Temperature Calculator
DNAポリメラーゼの PCRサイクルごとの理論上の正確性
（エラーなく増幅された産物の割合）を示すことができ

る。

好熱性リガーゼを使用して変異検出を行う際の反応最適

温度が計算できる。

PCR Selection Tool Tm Calculator
目的の PCRに最適なポリメラーゼを検索できる。増幅
領域の長さ、複雑性、GC含量やシングルコピー中の存
在から目的に合致したポリメラーゼが選択できる。

プライマー配列、濃度、それに使用する PCR酵素を入
力することで、簡単に Tm値およびアニーリング温度を
求めることができる。

データベース

PolBase REBASE
DNAポリメラーゼのデータベースであり、生化学的特性
や遺伝子情報、構造などの情報が掲載されている。

制限酵素データベースである。REBASE（Rest r ic t ion 
Enzyme DataBASE）には全ての制限酵素および関連する
タンパク質の情報が集約されている。

モバイルアプリ

iPhone、iPadまたはAndroid用NEBアプリ
最も人気があるオンラインツールは iPhone、iPadまたは Androidでも使用することができる。

• 制限酵素の名称や認識配列、オーバーハングや特長から制限酵素を検索できる。検索した制限酵素は Eメール配信できる他、ウェブサイト
（www.nebj.jp）から詳細な情報を閲覧できる。

• 2種類の制限酵素を使用してダブルダイジェストを行う際の最適バッファーと推奨反応条件を検索できる。

これらのツールで制限酵素を選ぶ場合、実験を容易にするために rCutSmartバッファー、HF制限酵素、それに Time–Saver酵素を選択する
ことを推奨する。NEBツールは迅速かつ簡単に制限酵素の情報が入手でき、どこにいても実験を組み立てることが可能である。

NEB AR

AR
NEB

NEB ARアプリをダウンロードすれば、本誌内の ARコー
ドから有益情報にアクセスできる。Apple ® App S tore
（iPhone or iPad）、または Google Play™（Android）から無
料で入手可能。

オンラインツール
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制限酵素反応の最適化

以下表に一般的な制限酵素反応の推奨条件を示しているが、使用する制限酵素とDNAの種類に応じて、
DNA 量、インキュベーション時間、反応温度などを最適化する。Time –Saver品質酵素である場合、
Time–Saverプロトコールを使用して 5–15分間で DNAを切断できる。

典型的な制限反応条件

標準プロトコール Time–Saverプロトコール

DNA 最大 1 µg 最大 1 µg

10X NEBuffer 5 µl（1X） 5 µl（1X）

制限酵素 10 units* 1 µl

全反応容量 50 µl 50 µl

反応温度 酵素による 酵素による

反応時間 60分間 5–15分間 **

* 各種 DNAを切断するために十分な量
** Time–Saver酵素はスター活性を生じることなくオーバーナイト反応も可能

酵素

• フリーザーから酵素を出したら、常に氷上
で保持する。

• 酵素は最後に加える。

• 混合はピペット操作かタッピングにて行い、
微量遠心分離機でチューブ内の溶液をス

ピンダウンさせる。ボルテックスによる混合

は控える。

• 通常は 1時間の反応において、1 µgの DNA
に対して 5–10 uni tsの酵素の使用を推奨す
る。ゲノム DNAの場合には 10–20 uni tsを
使用する。

スター活性

• 以下のような条件下ではスター活性（非特
異的切断）を生じることがある：

– 酵素量が過剰

– 長時間反応

– 最適バッファー以外を使用

– 5%以上のグリセロール濃度

• ハイフィデリティー制限酵素を使用すれば
スター活性を低減できる。あるいは反応時

間の短縮、Time –Saver品質酵素の使用、
全反応溶液を増やすことで低減できる。

DNA
• DNAは、フェノール、クロロホルム、アルコー
ル、EDTA、界面活性剤、過剰な塩などが
混入していないものを用いる。DNAサンプ
ル調製時に追加の洗浄作業を行うことを推

奨する。

• 制限酵素によっては DNAメチル化により切
断がブロックされるため、制限酵素のメチ

ル化感受性と DNAのメチル化状況を確認す
る。

• 50 µL反応溶液あたり、1 µgを超える DNA
を切断する場合には切断効率が低下するこ

とがある。この場合、1 µg DNA /50 µLとな
るようにスケールアップをして反応を行う。

バッファー

• 各制限酵素には 10倍濃度の最適バッファー
が付属しているが、反応時には 1X 濃度に
希釈して使用する。

• NEBuf fer 1.1, 2.1, 3.1および CutSmar t バッ
ファーには既に BSA が含まれているので、
反応セットアップ時に BSA 添加は不要であ
る。

• 至適活性に BSA が不要な制限酵素でも、
BSA が存在しても影響を受けない。

反応容量

• 1 µgの基質 DNAを分解する場合、50 µLの
反応容量を推奨する。容量が少ない場合に

はミニプレップ DNA中に残存している塩が
影響を与える場合がある。

• 添加する酵素量は全反応容量の 10%とす
る。これはスター活性を防ぐために、グリ

セロール濃度を 5%未満にするためである。

• 反応容量が少ない場合（50 µL 未満）、酵素
溶液中に含まれる塩やグリセロール、ある

いはサンプル DNA 溶液中に含まれる EDTA
や残存アルコールなどが酵素活性の低下や

スター活性の増加などを引き起こす可能性

があるため、注意する。小スケールにおけ

る反応条件では、目安として下記表を参考

にされたい。

各容量における制限反応条件

制限

  酵素 * DNA
10X

NEBuffer

10 µl rxn** 1 unit 0.1 µg 1 µl

25 µl rxn 5 units 0.5 µg 2.5 µl

50 µl rxn 10 units 1 µg 5 µl

* 小スケールの場合、予め制限酵素を推奨希釈バッ
ファーで希釈してもよい。

** 反応溶液が 10 µLの場合、溶液の蒸発を防ぐため、
1時間以上のインキュベーションは控える。

反応時間

• 通常は 1時間で行う。Time–Saver酵素を用
いる場合、5–15分間で行う。

• Time-Saver酵素については www.neb.com/
timesaverを参照

• 多くの酵素においては、酵素量を少なくし
て 16時間まで反応時間を延長できる。

保存

• 大半の制限酵素は、–20℃で保存する。た
だし一部の酵素については、30日以上保存
する場合、–70℃で保存することが推奨さ
れている。酵素の保存条件に関しては、製

品に同封されているデータシートまたは本

カタログの各製品の情報を参照。

• 10X NEBufferについても –20℃で保存する。

• 消費期限はチューブラベル上に印字されて
いる。

• –20℃以上における酵素の保存は最大限控
える。

最適化のヒント

TIPS FOR SETTING UP RE DIGESTS

弊社ウェブサイト

（NEBRestrictionEnzymes.com）には
様々な情報が掲載されています：

• 制限酵素反応の
オンライン・チュートリアル

• スター活性を防ぐヒント

• 制限酵素活性チャート

• トラブルシューティング・ガイド

• Enzyme Finder（酵素検索）や
Double Digest Finderなどの
オンライン・ツール

TOOLS & RESOURCES
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ダブルダイジェスト

2種類の制限酵素を同時に用いて DNAを切断す
ること（ダブルダイジェスト）は、反応時間を節

約するための一般的な方法である。210種類以
上の制限酵素が rCutSmar tバッファーで切断可
能であるため、ダブルダイジェストを簡便に行

うことができる。rCutSmar tバッファーが付属し
ていない制限酵素を用いる場合、活性チャート

（293–298 ページ）に記載されている各バッ
ファー中における相対活性を参考にダブルダイ

ジェストの最適化をする。

ダブルダイジェストの最適化方法

• rCutSmartバッファーが付属している制限酵素
を用いる場合、これを用いてセットアップを行

う。rCutSmar tバッファーが付属していない制
限酵素を用いる場合、両酵素の最大活性を与

える NEBuf ferを使用する。HF酵素があれば
それを使用する。

• 反応は 290ページに記載の推奨条件に従って
設定する。スター活性を避けるために、反応

液中のグリセロール濃度は 5%を超えないよ
うにする。例えば、50 µLの反応系では、酵
素が 5 µLを超えないようにする。

• 用いる制限酵素の至適温度が異なる場合、
最適バッファーを選び、順次制限反応を行う。

まずは最適バッファー中に 1種類の酵素のみ
を加え、その至適温度にて制限反応をおこな

い、熱失活化を行った後、もう一方の酵素を

加えて至適温度にて制限反応を行う。

• 最適な NEBuf fer以外を用いる場合、切断効
率の低下を補うため、相対活性に応じて酵素

のユニット数を増やすか反応時間を延長す

る。

Unique NEBufferを用いた時の
ダブルダイジェストの最適化方法

• EcoRI、SspIまたは DpnIIには Unique Bufferが
付属している。多くの場合、DpnIIはダブルダ
イジェストには不向きであるため、順次（シー

ケンシャルな）反応をおこなう（後述）。EcoRI
には HFバージョンがあり、rCutSmartバッファー
が付属するため便利である。

段階的な制限反応方法
（Sequencial digestion）

• 2つの酵素の活性が >50%を満たすバッファー
が NEBuf ferが見つからない場合は、反応を順
次行う。

• 最初に塩濃度が低いバッファーを最適とする
制限酵素で切断する。

• 反応液の塩濃度を高くして（少量の高濃度塩
溶液を添加する）、2番目の制限酵素の最適反
応条件に近づける。

• 2番目の酵素を添加して反応を行う。

• 別の方法としては、2番目の反応の前にスピン
カラム等を使用して DNAを精製することもで
きる。モナーク DNAクリーンアップキット
（#T1030）を推奨する。

制限酵素のタイプ

これまで、制限酵素はサブユニットの組成、切

断位置、配列特異性、コファクターの有無により、

4つに分類されていた。しかし、アミノ酸配列
が決定されることで、分子レベルにおいて 4種
類以上の多様性があることが判明した。

Type I型酵素と修飾酵素の組み合わさったマルチ
サブユニットで、認識配列からはなれたランダム

な部位を切断する。この Type I型酵素は、生化
学的には重要ですが、固有のフラグメントや泳動

パターンがないため実用的ではない。

Type II型酵素は認識部位の近傍または決められ
た位置で DNAを切断する。これらは固有のフラ
グメントや泳動パターンがあり、DNA解析やク
ローニングを行うラボで使用される、唯一の型

である。Type II酵素は、関連するタンパク質の単
一のファミリーを形成するのではなく、多くの異

なる無関係なタンパク質の集まりです。Type II酵
素は、アミノ酸配列が他と異なることが多く、宿

主 -寄生生物の相互作用への関与が示唆される。

Type III型酵素もまた、制限酵素と修飾酵素の組
み合わせである。認識配列の外側で切断をし、

切断するための認識配列は同じ DNA分子内にお
いてそれぞれ逆方向となる 2つの配列が必要と
なる。そのため、完全な切断をすることはほとん

どない。

Type IV型酵素は、修飾された（一般的にはメチル
化された）DNAを認識し、大腸菌のMcrBCおよび
Mrr修飾システムにより例示される。

Visit the video library at 
www.neb.com to fi nd:

• Tutor ia ls on Type I , I I and I I I res t r ic t ion 
enzymes

TOOLS & RESOURCES

TYPE I, II AND III RESTRICTION ENZYMES

TIPS FOR SETTING UP DOUBLE DIGESTS

弊社ウェブサイト

（NEBRestrictionEnzymes.com）には
ダブルダイジェストに関する情報が

掲載されています：

• ダブルダイジェスト反応のチュートリアル

• Double Digest Finderや
NEBclonerなどのオンライン・ツール

TOOLS & RESOURCES

制限酵素反応

View
double digest 

protocol.
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制限酵素トラブルシューティングガイド

問題 原因 改善方法

形質転換後に 
コロニーが 
得られない

DNA が切断されていない

• 制限酵素のメチル化感受性を確認する
• 制限酵素付属の最適バッファーを用いる
• DNAを再精製する
• 認識配列の外側に最低 6塩基を付加する

ゲル上の 
バンドが 
スメアになる

酵素が DNAに強く結合
• 酵素量を減らす
• 終濃度 0.1–0.5%となるように SDSを加える、またはパープルゲルローディングダイ（B7024S）を用い
て電気泳動を行う

ヌクレアーゼの混入
• 新しく調製した泳動バッファーおよびゲルを使用する
• DNAを再精製する

DNAが 
切断されない、 
切れ残りがある

メチル化により 
切断がブロック

• 一部の制限酵素はメチル化でブロックされるため、メチル化感受性を確認する
• 大腸菌で調製したプラスミドは Dam、Dcmメチル化されているため、dam–/dcm–株（NEB #C2925）で

DNAを調製する
• 哺乳類ゲノム DNAは CpGメチル化されているため、目的遺伝子をバクテリアホストにクローニングす
る

塩による阻害
• NEBuffer 3.1での活性が低い制限酵素は塩で阻害されやすいため、DNAを再精製する
• 制限反応中に加える DNA溶液を 25%以下にする

PCR溶液成分による阻害 • PCR産物を精製してから切断する。モナーク DNAクリーンアップキット（#T1030）を推奨

バッファー • 酵素付属の最適バッファーを使用する

酵素濃度が低い
• DNA 1 µgあたり 3–5 unitsを使用する。プラスミド DNAやゲノム DNAを切断する場合、10–20 unitsを
使用する

反応時間が短い • 一部の酵素はある特定の認識配列に対して低い切断効率を示すため、反応時間を長くする

DNA がスーパーコイルを
形成

• 酵素量を増やす

サイトプレファランス • 制限酵素によっては切断速度が遅い配列があるため、反応時間を延長する

2箇所の認識配列が必要 • 制限酵素によっては 2箇所の認識配列を必要とする（SfiIなど）

DNAに阻害物質が混入

• コントロール DNAと基質 DNAを混ぜて反応を行う。基質 DNA中に阻害物質が含まれている場合、コン
トロール DNAも切断されない

• Miniprep DNAの場合には不純物が含まれやすいため、特に注意する。
• スピンカラムやフェノール /クロロホルム法、drop dialysis法により DNAを精製する

非特異的な 
切断バンドが 
見られる

酵素が DNAに強く結合
• 酵素量を少なくする
• 終濃度 0.1–0.5%となるように SDSを加える、またはパープルゲルローディングダイ（B7024S）を用い
て電気泳動を行う

スター活性

• 酵素付属の最適バッファーを使用する
• 酵素量を減らす
• グリセロール濃度が 5%以下となるように、全反応容量の 10%以下の酵素量を用いる
• 反応時間を短縮する
• HF酵素を使用する

部分的切断

• NEBuffer 3.1での活性が低い制限酵素は塩で阻害されやすいため、DNAを再精製する
• 制限反応中に加える DNA溶液を 25%以下にする
• 制限反応前に DNAを精製する
• 酵素付属の最適バッファーを使用する
• DNA 1 µgあたり 3–5 unitsを使用する。プラスミド DNAやゲノム DNAを切断する場合、10–20 unitsを
使用する
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制限酵素活性チャート

NEBの 210種類以上の制限酵素を rCutSmartバッファー中で切断できる。このため簡単にダブルダイジェ
ストが可能である。

下記の制限酵素活性チャートには制限酵素の活性が記されている。ダブルダイジェストの最適反応条

件を決定する際には本表を参考にする。本表にはそれぞれの最適バッファーの表示だけではなく、そ

れ以外のバッファー中における相対活性が示されている。なお、現在ではすべてのバッファーに既に

BSA が含まれているため、反応セットアップ時の BSAの添加は不要である。また本表には至適温度や
熱による不活性化温度、推奨希釈バッファー、メチル化感受性、Time –Saver品質（推奨条件下におい
て基質 DNAを 5–15分間で切断できる品質）に関する情報も記載されている。

アイコンの説明

U 4種類の標準 NEBufferとは異なる 
専用バッファーが付属

SAM S-adenosylmethionine（SAM）が別バイアル
で付属。100%の活性を得るために、製品
データカードに記載された終濃度に従っ

て、SAMを 1X反応混合物に添加r リコンビナント酵素

e 次世代型ハイパフォーマンス制限酵素 I dcmメチル化感受性

t Time–Saver品質酵素 � damメチル化感受性

@ 切断には 2か所の認識配列が必要 u CpGメチル化感受性

メモ：2021年４月より NEBuffer中の BSAをリコンビナントアルブミンに変更。それに伴いバッファー名
称を変更（初めに "r"がつく )。 
この変更による性能の違いは一切ないことを検証済み。

メモ

スター活性

1.  反応時間が長い、酵素濃度が高い、グリセ
ロール濃度が>5%の場合、スター活性を生
じることがある

2.  反応時間が長い場合、スター活性を生じる
ことがある

3.  グリセロール濃度が>5%の場合、スター活
性を生じることがある

* スター活性を生じることがある

ライゲーションおよびリカット

a.  ライゲーション効率は 10%以下

b.  ライゲーション効率は 25–75%

c.  ライゲーション後のリカット効率は 5%以下

d.  ライゲーション後のリカット効率は 50–
75%

e. これらの酵素はニッキング酵素、メチル化
依存性 DNA切断酵素あるいは複数の認識
配列を有する酵素であるため、一般的に
クローニングには適していない

制限酵素活性チャート

r t AatII rCutSmart < 10 50* 50 100 37° 80° B Lambda u

r AbaSI rCutSmart + DTT 25 50 50 100 25° 65° C T4 wt Phage e

r t AccI rCutSmart 50 50 10 100 37° 80° A Lambda u

r t Acc65I r3.1 10 75* 100 25 37° 65° A pBC4 I u

r t AciI rCutSmart < 10 25 100 100 37° 65° A Lambda u d

r t AclI rCutSmart < 10 < 10 < 10 100 37° No B Lambda u

r t AcuI rCutSmart 50 100 50 100 37° 65° B Lambda 1, b, d

r AfeI rCutSmart 25 100 25 100 37° 65° B pXba u

r t AflII rCutSmart 50 100 10 100 37° 65° A phiX174

r AflIII r3.1 10 50 100 50 37° 80° B Lambda

r AgeI r1.1 100 75 25 75 37° 65° C Lambda u

r t e AgeI-HF rCutSmart 100 50 10 100 37° 65° A Lambda u

r t AhdI rCutSmart 25 25 10 100 37° 65° A Lambda u a

r AleI-v2 rCutSmart < 10 < 10 < 10 100 37° 65° B Lambda u

r t AluI rCutSmart 25 100 50 100 37° 80° B Lambda b

r AlwI rCutSmart 50 50 10 100 37° No A Lambda dam- i 1, b, d

r t AlwNI rCutSmart 10 100 50 100 37° 80° A Lambda I

r t ApaI rCutSmart 25 25 < 10 100 25° 65° A pXba I u

r t ApaLI rCutSmart 100 100 10 100 37° No A Lambda HindIII u

r t ApeKI r3.1 25 50 100 10 75° No B Lambda u

r t ApoI r3.1 10 75 100 75 50° 80° A Lambda

r t e ApoI-HF rCutSmart 10 100 10 100 37° 80° B Lambda

r t AscI rCutSmart < 10 10 10 100 37° 80° A Lambda u

r t AseI r3.1 < 10 50* 100 10 37° 65° B Lambda 3

r AsiSI rCutSmart 100 100 25 100 37° 80° B pXba (Xho digested) u 2, b

r t AvaI rCutSmart < 10 100 25 100 37° 80° A Lambda u

r t AvaII rCutSmart 50 75 10 100 37° 80° A Lambda I u

r t AvrII rCutSmart 100 50 50 100 37° No B Lambda HindIII

r t BaeI rCutSmart + SAM 50 100 50 100 25° 65° A Lambda u e

r t BaeGI r3.1 75 75 100 25 37° 80° A Lambda

r t BamHI r3.1 75* 100* 100 100* 37° No A Lambda 3

r t e BamHI-HF rCutSmart 100 50 10 100 37° No A Lambda

r BanI rCutSmart 10 25 < 10 100 37° 65° A Lambda I u 1

ENZYME
SUPPLIED
NEBUFFER

% ACTIVITY IN NEBUFFERS INCUB.
TEMP.
(°C)

INACTIV.
TEMP.
(°C) DIL.

UNIT
SUBSTRATE

METHYLATION
SENSITIVITY NOTE(S)

r1.1
1.1

r2.1
2.1

r3.1
3.1

rCutSmart
CutSmart
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制限酵素活性チャート（続き）

a. ライゲーション効率は 10%以下
b. ライゲーション効率は 25-75%

c. ライゲーション後のリカット効率は 5%以下
d. ライゲーション後のリカット効率は 50-75%

e.  これらの酵素はニッキング酵素、メチル化依存性 DNA切断酵素あるいは 
複数の認識配列を有する酵素であるため、一般的にクローニングには適していない

r BanII rCutSmart 100 100 50 100 37° 80° A Lambda 2

r t BbsI r2.1 100 100 25 75 37° 65° B Lambda

r t e BbsI-HF rCutSmart 10 10 < 10 100 37° 65° B Lambda

r t @ BbvI rCutSmart 100 100 25 100 37° 65° B pBR322 3

r BbvCI rCutSmart 10 100 50 100 37° No B Lambda u 1, a

r BccI rCutSmart 100 50 10 100 37° 65° A pXba 3, b

r BceAI r3.1 100* 100* 100 100* 37° 65° A pBR322 u 1

r @ BcgI r3.1 10 75* 100 50* 37° 65° A Lambda i u e

r t BciVI rCutSmart 100 25 < 10 100 37° 80° C Lambda b

r t BclI r3.1 50 100 100 75 50° No A Lambda dam- i

r t e BclI-HF rCutSmart 100 100 10 100 37° 65° B Lambda dam- i

r t BcoDI rCutSmart 50 75 75 100 37° No B Lambda u

r BfaI rCutSmart < 10 10 < 10 100 37° 80° B Lambda 2, b

r t @ BfuAI r3.1 < 10 25 100 10 50° 65° B Lambda u 3

r t BglI r3.1 10 25 100 10 37° 65° B Lambda u

r t BglII r3.1 10 10 100 < 10 37° No A Lambda

r t BlpI rCutSmart 50 100 10 100 37° No A Lambda d

r t BmgBI r3.1 < 10 10 100 10 37° 65° B Lambda u 3, b, d

r BmrI r2.1 75 100 75 100* 37° 65° B Lambda HindIII b

r BmtI r3.1 100 100 100 100+ 37° 65° B pXba 2

r t e BmtI-HF rCutSmart 50 100 10 100 37° 65° B pXba

r @ BpmI r3.1 75 100 100 100* 37° 65° B Lambda 2, d

r Bpu10I r3.1 10 25 100 25 37° 80° B Lambda 3, b, d

r t BpuEI rCutSmart 50* 100 50* 100 37° 65° B Lambda d

r t e BsaI-HFv2 rCutSmart 100 100 100 100 37° 80° B pXba I u

r t BsaAI rCutSmart 100 100 100 100 37° No C Lambda u

r BsaBI rCutSmart 50 100 75 100 60° 80° B Lambda dam- i u 2

r t BsaHI rCutSmart 50 100 100 100 37° 80° C Lambda I  u

r BsaJI rCutSmart 50 100 100 100 60° 80° A Lambda

r t BsaWI rCutSmart 10 100 50 100 60° 80° A Lambda

t BsaXI rCutSmart 50* 100* 10 100 37° No C Lambda e

r t BseRI rCutSmart 100 100 75 100 37° 80° A Lambda d

r BseYI r3.1 10 50 100 50 37° 80° B Lambda u d

r t @ BsgI rCutSmart 25 50 25 100 37° 65° B Lambda d

r t BsiEI rCutSmart 25 50 < 10 100 60° No A Lambda u

r t BsiHKAI rCutSmart 25 100 100 100 65° No A Lambda

r t BsiWI r3.1 25 50* 100 25 55° 65° B phiX174 u

r t e BsiWI-HF rCutSmart 50 100 10 100 37° No B phiX174 u

r t BslI rCutSmart 50 75 100 100 55° No A Lambda I u b

r t BsmI rCutSmart 25 100 < 10 100 65° 80° A Lambda

r t BsmAI rCutSmart 50 100 100 100 55° No B Lambda u

r t e BsmBI-v2 r3.1 < 10 50 100 25 55° 80° B Lambda u

r BsmFI rCutSmart 25 50 50 100 65° 80° A pBR322 I u 1

r t BsoBI rCutSmart 25 100 100 100 37° 80° A Lambda

r t Bsp1286I rCutSmart 25 25 25 100 37° 65° A Lambda 3

r t BspCNI rCutSmart 100 75 10 100 37° 80° A Lambda b

r BspDI rCutSmart 25 75 50 100 37° 80° A Lambda i u

r t BspEI r3.1 < 10 10 100 < 10 37° 80° B Lambda dam- i u

r t BspHI rCutSmart 10 50 25 100 37° 80° A Lambda i

r @ BspMI r3.1 10 50* 100 10 37° 65° B Lambda

r t BspQI r3.1 100* 100* 100 100* 50° 80° B Lambda 3

ENZYME
SUPPLIED
NEBUFFER

% ACTIVITY IN NEBUFFERS INCUB.
TEMP.
(°C)

INACTIV.
TEMP.
(°C) DIL.

UNIT
SUBSTRATE

METHYLATION
SENSITIVITY NOTE(S)

r1.1
1.1

r2.1
2.1

r3.1
3.1

rCutSmart
CutSmart



311

テ
ク
ニ
カ
ル
リ
フ
ァ
レ
ン
ス

テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

1.  反応時間が長い、酵素濃度が高い、グリセロール濃度が
>5%の場合、スター活性を生じることがある

2. 反応時間が長い場合、スター活性を生じることがある
3.  グリセロール濃度が >5%の場合、スター活性を生じる 
ことがある

* このバッファー中ではスター活性を生じることが
ある

制限酵素活性チャート

t BsrI r3.1 < 10 50 100 10 65° 80° B phiX174 b

r t BsrBI rCutSmart 50 100 100 100 37° 80° A Lambda u d

r t BsrDI r2.1 10 100 75 25 65° 80° A Lambda 3, d

r t e BsrFI-v2 rCutSmart 25 25 0 100 37° No C pBR322 u

r t BsrGI r2.1 25 100 100 25 37° 80° A Lambda

r t e BsrGI-HF rCutSmart 10 100 100 100 37° 80° A Lambda

r t BssHII rCutSmart 100 100 100 100 50° 65° B Lambda u

r t e BssSI-v2 rCutSmart 10 25 < 10 100 37° No B Lambda

r BstAPI rCutSmart 50 100 25 100 60° 80° A Lambda u b

r t BstBI rCutSmart 75 100 10 100 65° No A Lambda u

r t BstEII r3.1 10 75* 100 75* 60° No A Lambda 3

r t e BstEII-HF rCutSmart < 10 10 < 10 100 37° No A Lambda

r t BstNI r3.1 10 100 100 75 60° No A Lambda a

t BstUI rCutSmart 50 100 25 100 60° No A Lambda u b

r t BstXI r3.1 < 10 50 100 25 37° 80° B Lambda I 3

r t BstYI r2.1 25 100 75 100 60° No A Lambda

r t e BstZ17I-HF rCutSmart 100 100 10 100 37° No A Lambda u b

r t Bsu36I rCutSmart 25 100 100 100 37° 80° C Lambda HindIII b

r t BtgI rCutSmart 50 100 100 100 37° 80° B pBR322

r BtgZI rCutSmart 10 25 < 10 100 60° 80° A Lambda u 3, b, d

r t e Btsl-v2 rCutSmart 100 100 25 100 37° No A Lambda 1

r e BtsIMutI rCutSmart 100 50 10 100 55° 80° A pUC19 b

r t BtsCI rCutSmart 10 100 25 100 50° 80° B Lambda

t Cac8I rCutSmart 50 75 100 100 37° 65° B Lambda u b

r t ClaI rCutSmart 10 50 50 100 37° 65° A Lambda dam- i u

r t @ CspCI rCutSmart 10 100 10 100 37° 65° A Lambda e

r t CviAII rCutSmart 50 50 10 100 25° 65° C Lambda

r CviKI-1 rCutSmart 25 100 100 100 37° No A pBR322 1, b

r t CviQI r3.1 75 100* 100 75* 25° No C Lambda b

r t DdeI rCutSmart 75 100 100 100 37° 65° B Lambda

r t DpnI rCutSmart 100 100 75 100 37° 80° B pBR322 u b

r t DpnII U 25 25 100* 25 37° 65° B Lambda dam- i

r t DraI rCutSmart 75 75 50 100 37° 65° A Lambda

r t e DraIII-HF rCutSmart < 10 50 10 100 37° No B Lambda u b

r t DrdI rCutSmart 25 50 10 100 37° 65° A pUC19 u 3

r EaeI rCutSmart 10 50 < 10 100 37° 65° A Lambda I u b

r t EagI r3.1 10 25 100 10 37° 65° B pXba u

r t e EagI-HF rCutSmart 25 100 100 100 37° 65° B pXba u

r t EarI rCutSmart 50 10 < 10 100 37° 65° B Lambda u b, d

r EciI rCutSmart 100 50 50 100 37° 65° A Lambda u 2

r t Eco53kI rCutSmart 100 100 < 10 100 37° 65° A pXba u 3, b

r t EcoNI rCutSmart 50 100 75 100 37° 65° A Lambda b

r t EcoO109I rCutSmart 50 100 50 100 37° 65° A Lambda HindIII I 3

r t @ EcoP15I r3.1 + ATP 75 100 100 100 37° 65° A pUC19 e

r t EcoRI U 25 100* 50 50* 37° 65° C Lambda u

r t e EcoRI-HF rCutSmart 10 100 < 10 100 37° 65° C Lambda u

r t EcoRV r3.1 10 50 100 10 37° 80° A Lambda u

r t e EcoRV-HF rCutSmart 25 100 100 100 37° 65° B Lambda u

r t Esp3I rCutSmart 100 100 < 10 100 37° 65° B Lambda u

r FatI r2.1 10 100 50 50 55° 80° A pUC19

r FauI rCutSmart 100 50 10 100 55° 65° A Lambda u 3, b, d
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a. ライゲーション効率は 10%以下
b. ライゲーション効率は 25-75%

c. ライゲーション後のリカット効率は 5%以下
d. ライゲーション後のリカット効率は 50-75%

e.  これらの酵素はニッキング酵素、メチル化依存性 DNA切断酵素あるいは 
複数の認識配列を有する酵素であるため、一般的にクローニングには適していない

制限酵素活性チャート（続き）

r t Fnu4HI rCutSmart < 10 < 10 < 10 100 37° No A Lambda u a

r @ FokI rCutSmart 100 100 75 100 37° 65° A Lambda I u 3, b, d

r t FseI rCutSmart 100 75 < 10 100 37° 65° B pBC4 I u

r t FspI rCutSmart 10 100 10 100 37° No C Lambda u b

r FspEI rCutSmart + Enz. Activ. < 10 < 10 < 10 100 37° 80° B pBR322 I 1, e

r t HaeII rCutSmart 25 100 10 100 37° 80° A Lambda u

r t HaeIII rCutSmart 50 100 25 100 37° 80° A Lambda

r HgaI r1.1 100 100 25 100* 37° 65° A phiX174 u 1

r t HhaI rCutSmart 25 100 100 100 37° 65° A Lambda u

r t HincII r3.1 25 100 100 100 37° 65° B Lambda u

r HindIII r2.1 25 100 50 50 37° 80° B Lambda 2

r t e HindIII-HF rCutSmart 10 100 10 100 37° 80° B Lambda

r t HinfI rCutSmart 50 100 100 100 37° 80° A Lambda u

r t HinP1I rCutSmart 100 100 100 100 37° 65° A Lambda u

r HpaI rCutSmart < 10 75* 25 100 37° No A Lambda u 1

r t HpaII rCutSmart 100 50 < 10 100 37° 80° A Lambda u

r t HphI rCutSmart 50 50 < 10 100 37° 65° B Lambda i u 1, b, d

r Hpy99I rCutSmart 50 10 < 10 100 37° 65° A Lambda u

r t Hpy166II rCutSmart 100 100 50 100 37° 65° C pBR322 u

r Hpy188I rCutSmart 25 100 50 100 37° 65° A pBR322 i 1, b

r Hpy188III rCutSmart 100 100 10 100 37° 65° B pUC19 i u 3, b

r t HpyAV rCutSmart 100 100 25 100 37° 65° Lambda u 3, b, d

r HpyCH4III rCutSmart 100 25 < 10 100 37° 65° A Lambda b

r t HpyCH4IV rCutSmart 100 50 25 100 37° 65° A pUC19 u

r t HpyCH4V rCutSmart 50 50 25 100 37° 65° A Lambda

r I-CeuI rCutSmart 10 10 10 100 37° 65° B pBHS ScaI-linearized

r I-SceI rCutSmart 10 50 25 100 37° 65° B pGPS2 NotI-linearized

r KasI rCutSmart 50 100 50 100 37° 65° B pBR322 u 3

r KpnI r1.1 100 75 < 10 50 37° No A pXba 1

r t e KpnI-HF rCutSmart 100 25 < 10 100 37° No A pXba

r LpnPI rCutSmart + Enz. Activ. < 10 < 10 < 10 100 37° 65° B pBR322 1, e

r t MboI rCutSmart 75 100 100 100 37° 65° A Lambda dam- i u

r t @ MboII rCutSmart 100* 100 50 100 37° 65° C Lambda dam- i b

r MfeI rCutSmart 75 50 10 100 37° No A Lambda 2

r t e MfeI-HF rCutSmart 75 25 < 10 100 37° No A Lambda

r t MluI r3.1 10 50 100 25 37° 80° A Lambda u

r t e MluI-HF rCutSmart 25 100 100 100 37° No A Lambda u

r t MluCI rCutSmart 100 10 10 100 37° No A Lambda

r t MlyI rCutSmart 50 50 10 100 37° 65° A Lambda b, d

r t @ MmeI rCutSmart 50 100 50 100 37° 65° B phiX174 u b, c

r t MnlI rCutSmart 75 100 50 100 37° 65° B Lambda b

r MscI rCutSmart 25 100 100 100 37° 80° C Lambda I

r t MseI rCutSmart 75 100 75 100 37° 65° A Lambda

r t MslI rCutSmart 50 50 < 10 100 37° 80° A Lambda

r t MspI rCutSmart 75 100 50 100 37° No A Lambda

r t MspA1I rCutSmart 10 50 10 100 37° 65° B Lambda u

r MspJI rCutSmart + Enz. Activ. < 10 < 10 < 10 100 37° 65° B pBR322 1, e

r t MwoI rCutSmart < 10 100 100 100 60° No B Lambda u

r @ NaeI rCutSmart 25 25 < 10 100 37° No A pXba u b

r @ NarI rCutSmart 100 100 10 100 37° 65° A pXba u

r Nb.BbvCI rCutSmart 25 100 100 100 37° 80° A pUB e
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

1.  反応時間が長い、酵素濃度が高い、グリセロール濃度が
>5%の場合、スター活性を生じることがある

2. 反応時間が長い場合、スター活性を生じることがある
3.  グリセロール濃度が >5%の場合、スター活性を生じる 
ことがある

* このバッファー中ではスター活性を生じることが
ある

制限酵素活性チャート

r Nb.BsmI r3.1 < 10 50 100 10 65° 80° A pBR322 e

r Nb.BsrDI rCutSmart 25 100 100 100 65° 80° A pUC19 e

r Nb.BssSI r3.1 10 100 100 25 37° No B pUC19 e

r Nb.BtsI rCutSmart 75 100 75 100 37° 80° A phiX174 e

r t NciI rCutSmart 100 25 10 100 37° No A Lambda u b

r t NcoI r3.1 100 100 100 100+ 37° 80° A Lambda

r t e NcoI-HF rCutSmart 50 100 10 100 37° 80° B Lambda

r t NdeI rCutSmart 75 100 100 100 37° 65° A Lambda

r t @ NgoMIV rCutSmart 100 50 10 100 37° No A pXba u 1

r t NheI r2.1 100 100 10 100+ 37° 65° C Lambda HindIII u

r t e NheI-HF rCutSmart 100 25 < 10 100 37° 80° C Lambda HindIII u

r t NlaIII rCutSmart < 10 < 10 < 10 100 37° 65° B phiX174

r NlaIV rCutSmart 10 10 10 100 37° 65° B pBR322 I u

r @ NmeAIII rCutSmart 10 10 < 10 100 37° 65° B phiX174 c

r t NotI r3.1 < 10 50 100 25 37° 65° C pBC4 u

r t e NotI-HF rCutSmart 25 100 25 100 37° 65° A pBC4 u

r t NruI r3.1 < 10 10 100 10 37° No A Lambda i u b

r t e NruI-HF rCutSmart 0 25 50 100 37° No A Lambda i u

r t NsiI r3.1 10 75 100 25 37° 65° B Lambda

r t e NsiI-HF rCutSmart < 10 20 < 10 100 37° 80° B Lambda

r t NspI rCutSmart 100 100 < 10 100 37° 65° A Lambda

r Nt.AlwI rCutSmart 10 100 100 100 37° 80° A pUC101 dam-dcm- i e

r Nt.BbvCI rCutSmart 50 100 10 100 37° 80° A pUB u e

r Nt.BsmAI rCutSmart 100 50 10 100 37 65° A pBR322 u e

r Nt.BspQI r3.1 < 10 25 100 10 50° 80° B pUC19 e

r Nt.BstNBI r3.1 0 10 100 10 55° 80° A T7 e

r Nt.CviPII rCutSmart 10 100 25 100 37° 65° A pUC19 u e

r t PacI rCutSmart 100 75 10 100 37° 65° A pNEB193

r t PaeR7I rCutSmart 25 100 10 100 37° No A Lambda HindIII u

r @ PaqCI rCutSmart < 10 100 10 100 37° 65° B Lambda u 1

r PciI r3.1 50 75 100 50* 37° 80° B pXba

r t PflFI rCutSmart 25 100 25 100 37° 65° A pBC4 b

r t PflMI r3.1 0 100 100 50 37° 65° A Lambda I 3, b, d

r PI-PspI U 10 10 10 10 65° No B pAKR XmnI

r PI-SceI U 10 10 10 10 37° 65° B pBSvdeX XmnI

r @ PleI rCutSmart 25 50 25 100 37° 65° A Lambda u b, d

r @ PluTI rCutSmart 100 25 < 10 100 37° 65° A pXba u

r t PmeI rCutSmart < 10 50 10 100 37° 65° A Lambda u

r t PmlI rCutSmart 100 50 < 10 100 37° 65° A Lambda HindIII u

r t PpuMI rCutSmart < 10 < 10 < 10 100 37° No B Lambda HindIII I

r t PshAI rCutSmart 25 50 10 100 37° 65° A Lambda u

r t e PsiI-v2 rCutSmart 25 50 10 100 37° 65° B Lambda 3

r PspGI rCutSmart 25 100 50 100 75° No A T7 I 3

r PspOMI rCutSmart 10 10 < 10 100 37° 65° B pXba I u

r PspXI rCutSmart < 10 100 25 100 37° No B Lambda HindIII u

r t PstI r3.1 75 75 100 50* 37° 80° C Lambda

r t e PstI-HF rCutSmart 10 75 50 100 37° No C Lambda

r t PvuI r3.1 < 10 25 100 < 10 37° No B pXba u

r t e PvuI-HF rCutSmart 25 100 100 100 37° No B pXba u

r t PvuII r3.1 50 100 100 100* 37° No B Lambda

r t e PvuII-HF rCutSmart < 10 < 10 < 10 100 37° No B Lambda
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a. ライゲーション効率は 10%以下
b. ライゲーション効率は 25-75%

c. ライゲーション後のリカット効率は 5%以下
d. ライゲーション後のリカット効率は 50-75%

e.  これらの酵素はニッキング酵素、メチル化依存性 DNA切断酵素あるいは 
複数の認識配列を有する酵素であるため、一般的にクローニングには適していない

制限酵素活性チャート（続き）

r t RsaI rCutSmart 25 50 < 10 100 37° No A Lambda u

r @ RsrII rCutSmart 25 75 10 100 37° 65° C Lambda u

r t SacI r1.1 100 50 10 100+ 37° 65° A Lambda HindIII

r t e SacI-HF rCutSmart 10 50 < 10 100 37° 65° A Lambda HindIII u

r t @ SacII rCutSmart 10 100 10 100 37° 65° A pXba u

r t SalI r3.1 < 10 < 10 100 < 10 37° 65° A Lambda HindIII u

r t e SalI-HF rCutSmart 10 100 100 100 37° 65° A Lambda HindIII u

r t SapI rCutSmart 75 50 < 10 100 37° 65° B Lambda

r Sau3AI r1.1 100 50 10 100+ 37° 65° A Lambda u b

r Sau96I rCutSmart 50 100 100 100 37° 65° A Lambda I u

r t SbfI rCutSmart 50 25 < 10 100 37° 80° A Lambda 3

r t e SbfI-HF rCutSmart 50 25 < 10 100 37° 80° B Lambda

r t e ScaI-HF rCutSmart 100 100 10 100 37° 80° B Lambda

r ScrFI rCutSmart 100 100 100 100 37° 65° C Lambda I u 2, a

r SexAI rCutSmart 100 75 50 100 37° 65° A pBC4 dcm- I 3, b, d

r SfaNI r3.1 < 10 75 100 25 37° 65° B phiX174 u 3, b

r SfcI rCutSmart 75 50 25 100 37° 65° B Lambda 3

r t @ SfiI rCutSmart 25 100 50 100 50° No C pXba I u

r t SfoI rCutSmart 50 100 100 100 37° No B Lambda HindIII I u

r @ SgrAI rCutSmart 100 100 10 100 37° 65° A Lambda u 1

r t SmaI rCutSmart < 10 < 10 < 10 100 25° 65° B Lambda HindIII u b

r SmlI rCutSmart 25 75 25 100 55° No A Lambda b

r SnaBI rCutSmart 50* 50 10 100 37° 80° A T7 u 1

r t SpeI rCutSmart 75 100 25 100 37° 80° C Adenovirus-2

r t e SpeI-HF rCutSmart 25 50 10 100 37° 80° C pXba

r SphI r2.1 100 100 50 100+ 37° 65° B Lambda 2

r t e SphI-HF rCutSmart 50 25 10 100 37° 65° B Lambda

r t SrfI rCutSmart 10 50 0 100 37° 65° B pNEB193-SrFI u

r t SspI U 50 100 50 50 37° 65° C Lambda

r t e SspI-HF rCutSmart 25 100 < 10 100 37° 65° B Lambda

r t StuI rCutSmart 50 100 50 100 37° No A Lambda I

r t StyD4I rCutSmart 10 100 100 100 37° 65° B Lambda I u

r t StyI r3.1 10 25 100 10 37° 65° A Lambda b

r t e StyI-HF rCutSmart 25 100 25 100 37° 65° A Lambda

r t SwaI r3.1 10 10 100 10 25° 65° B pXba b, d

r t e TaqI-v2 rCutSmart 50 100 50 100 65° No B Lambda i

r t TfiI rCutSmart 50 100 100 100 65° No C Lambda u

r t TseI rCutSmart 75 100 100 100 65° No B Lambda u 3

r Tsp45I rCutSmart 100 50 < 10 100 65° No A Lambda

t TspMI rCutSmart 50* 75* 50* 100 75° No B pUCAdeno u d

r t TspRI rCutSmart 25 50 25 100 65° No B Lambda

r t Tth111I rCutSmart 25 100 25 100 65° No B pBC4 b

r t XbaI rCutSmart < 10 100 75 100 37° 65° A Lambda HindIII dam- i

r XcmI r2.1 10 100 25 100* 37° 65° C Lambda 2

r t XhoI rCutSmart 75 100 100 100 37° 65° A Lambda HindIII b

r t XmaI rCutSmart 25 50 < 10 100 37° 65° A pXba u 3

r t XmnI rCutSmart 50 75 < 10 100 37° 65° A Lambda b

r ZraI rCutSmart 100 25 10 100 37° 80° B Lambda u
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

37℃における酵素活性

下表に至適温度が 37℃以外の酵素における 37℃での活性を示す。

CutSmartバッファー中のDNA修飾酵素活性

クローニングに使用される一連の DNA 修飾酵素の活性を付属バッファーを CutSmar t バッファーに置き換えて測定した時の活性を示す。多くの修飾酵素が
rCutSmart Buffer中でも活性を示すことがわかる。

* ApaIは 37℃で 100%の活性を示すが、半減期は 30分である。

DNA修飾酵素

CutSmart 
バッファー中の 

活性 必須因子

Alkaline Phosphatase (CIP) + + +

Antarctic Phosphatase + + + Requires Zn2+

Bst DNA Polymerase + + +

CpG Methyltransferase (M. SssI) + + +

DNA Polymerase I + + +

DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment + + +

DNA Polymerase Klenow Exo– + + +

DNase I (RNase-free) + + + Requires Ca2+

E. coli DNA Ligase + + + Requires NAD

Endonuclease III (Nth), recombinant + + +

Endonuclease VIII + + +

Exonuclease I + + +

Exonuclease III + + +

Exonuclease VII + + +

Exonuclease V (Rec BCD) + + + Requires ATP

GpC Methyltransferase (M. CviPI) + Requires DTT

Lambda Exonuclease  + + 

McrBC + + +

DNA修飾酵素

CutSmart 
バッファー中の 

活性 必須因子

Micrococcal Nuclease + + + Requires Ca2+

Nuclease Bal-31 + + +

phi29 DNA Polymerase + + +

Quick Dephosphorylation Kit + + +

RecJf + + +

Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) + + +

T3 DNA Ligase + + + Requires ATP + PEG

T4 DNA Ligase + + + Requires ATP

T4 DNA Polymerase + + +

T4 Phage β-glucosyltransferase (T4-BGT) + + +

T4 Polynucleotide Kinase + + + Requires ATP + DTT

T4 PNK (3´ phosphatase minus) + + + Requires ATP + DTT

T5 Exonuclease + + +

T7 DNA Ligase + + + Requires ATP + PEG

T7 DNA Polymerase (unmodified) + + +

T7 Exonuclease + + +

Thermolabile ExoI + + +

USER Enzyme, recombinant + + +

＋＋＋　100%
＋＋　50–100%
+　0–50%

制限酵素活性チャート

制限酵素 至適温度
37℃における 
活性（%）

AbaSI 25° 0
ApaI 25° 100*
ApeKI 75° 10
ApoI 50° 50
BaeI 25° 100
BclI 50° 50
BfuAI 50° 25
BsaBI 60° 25
BsaJI 60° 25
BsaWI 60° 50
BsiEI 60° 10
BsiHKAI 65° 10
BsiWI 55° 25
BslI 55° 50
BsmAI 55° 50
BsmBI-v2 55° 10
BsmFI 65° 100
BsmI 65° 10

制限酵素 至適温度
37℃における 
活性（%）

Nb.BsmI 65° 100
Nb.BsrDI 65° 50
Nt.BspQI 50° 50
Nt.BstNBI 55° 50
PI-PspI 65° 10
PspGI 75° 25
SfiI 50° 10
SmaI 25° 25
SmlI 55° 10
SwaI 25° 25
TaqI-v2 65° 10
TfiI 65° 10
TseI 65° 10
Tsp45I 65° 10 
TspMI 75° 10
TspRI 65° 10
Tth111I 65° 10

制限酵素 至適温度
37℃における 
活性（%）

BspQI 50° 50
BsrI 65° 10
BsrDI 65° 50
BssHII 50° 100
BstAPI 60° 25
BstBI 65° 10
BstEII 60° 10
BstNI 60° 25
BstUI 60° 10
BstYI 60° 10
BtgZI 60° 50
BtsCI 50° 25
BtsIMutI 55° 50
CviAII 25° 10
CviQI 25° 25
FatI 55° 100
FauI 55° 50
MwoI 60° 25
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スター活性（非特異的切断）

制限酵素は、標準的な反応条件とは異なる条件下において、認識配列に似ているが異なる配列を切断

することがある。この特異性変化は「スター活性」と呼ばれている。スター活性は制限酵素の一般的

な特性であり（1）、どのような制限酵素でも下記表に記載されている条件下ではスター活性を示すこ
とがある。ただし NEBの制限酵素の大部分は、付属の最適 NEBuf ferを用いて推奨条件下で反応を行
えば、スター活性を生じないことが確認されている。スター活性が報告されて制限酵素については、

カタログ、データカードもしくはウェブサイト上に記載されている。

スター活性は酵素の種類や反応条件に依存して変化するが、一般には認識配列と 1塩基だけ異なる配
列を切断するタイプ、または認識配列の外側塩基（異なった切断部位）を切断するタイプ、もしくは

1本鎖をニッキングするタイプに大別される（2）。また、ある酵素では標準反応条件下でも認識特異性
が低くなる場合があり、似通った配列を二次切断部位として切断する場合もある（3）。

スター活性を生じる要因 改善方法

グリセロール濃度が高い

（>5% v/v）

制限酵素は 50%グリセロール中に保存されているため、全反
応溶液の 10%を超える酵素を添加しない。

反応中の溶液の蒸発を押さえるため、反応容量を 50 µLにす
る。

DNAに対する酵素量が多い
（通常は 100 units/µgが上限）

酵素量を減らす。過剰消化を防ぐほか、反応溶液中のグリセ

ロール濃度を減少する。

最適バッファーを使用していない
推奨バッファーを使用する。異なるバッファーを使用した場合、

イオン強度や pHがスター活性の原因となる。

反応時間が長い
反応時間を短くする。長時間反応の場合、反応溶液の蒸発に

よりスター活性が生じることがある。

有機溶媒が混入している [DMSO、
ethanol（4）, ethylene glycol, 
dimethylacetamide,
dimethylformamide, 
sulphalane（5）]

DNA調製時にアルコールなどの有機溶媒が残留していること
があるため、再精製をおこなう。

Mg2+が含まれていない

（他の 2価イオンに置換されている；
Mn2+, Cu2+, Co2+, Zn2+）

Mg2+が含まれたバッファーを使用する。他の金属イオンは制

限酵素の活性部位を正しく活性化せず、特異性を低下させる。

メモ：制限酵素ごとにスター活性の原因が異なる。

NEBは 50 µLの反応容量で制限反応を行うことを推奨している。しかしながら少ない容量で反応を行う
場合には、スター活性を避けるために上図を参照して調製する。またスター活性を低減させたハイフィ

デリティー（HF）制限酵素を使用すると良い。HF制限酵素の詳細および最新リストはウェブサイト（www.
nebj.jp）を参照する。

参考文献：

(1) Nasri, M. and Thomas, D. (1986) Nucleic Acids Res. 14, 811.

RESTRICTION ENZYME STAR ACTIVITY

弊社ウェブサイト

（NEBRestrictionEnzymes.com）には
スター活性に関する情報が

掲載されています：

• スター活性を防ぐヒント

• HF制限酵素リスト

• トラブルシューティング・ガイド

TOOLS & RESOURCES

ハイフィデリティー（HF）制限酵素

NEBは「ハイフィデリティー（HF）制限酵素」を提供している。HF制限酵素は従来の野生型酵素と同じ
特異性を有しており、すべて rCutSmar tバッファーで切断可能、5–15分間で切断可能、スター活性が
極限まで低減、の特徴を兼ね備えた次世代型制限酵素である。スター活性とは非特異的切断であり、

制限酵素に内在する特性である。大部分の制限酵素は、推奨条件下であればスター活性を示すことは

ない。しかしながら、スター活性の報告のある制限酵素を使用する場合には注意が必要であり、非特

異的切断を防ぐために厳密に推奨条件に従う必要がある。

クローニング、ジェノタイピング、変異解析、マッピング、プローブ作製、シーケンスやメチル化検出な

どの実験で制限酵素を使用する場合、反応条件の幅が広く、最適条件とは異なる条件で反応を行うこ

とがある。このような場合にはスター活性が低減されている HF制限酵素が便利であり、幅広い条件
でスター活性を生じることなく反応が可能である。

HF制限酵素はすべて rCutSmar tバッファーで切断できる。210種類以上の制限酵素が rCutSmar tバッ
ファーで切断可能であり、ダブルダイジェストが容易である。また HF制限酵素はすべて Time –Saver
品質酵素であり、わずか 5–15分間で DNAを切断することが可能である。

HF制限酵素に関する詳細はウェブサイト（www.nebj.jp）を参照。

WHAT IS A HIGH-FIDELITY ENZYME?

弊社ウェブサイト

（NEBRestrictionEnzymes.com）には
HF酵素に関する情報が
掲載されています：

• HF制限酵素リスト
• スター活性を防ぐヒントと Time–Saverプ
ロトコールのチュートリアル

TOOLS & RESOURCES

Learn how star
activity is reduced
with HF enzymes.
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イソシゾマー

同じ配列を認識する制限酵素はイソシゾマーと呼ばれる。ある配列を認識

する制限酵素のうち、最初に発見されたものはプロトタイプと呼ばれ、そ

の後発見された同じ配列を認識する酵素はすべてプロトタイプのイソシゾ

マーとされる。下記表では、市販されている制限酵素のイソシゾマーを記

載している。また NEBから購入できる酵素も示されている。

すべての認識配列は 1文字塩基表記によって 5′→ 3′方向に記載し、切断箇
所は“/”で示されている。

括弧内の数値は、非パリンドローム酵素の切断箇所を示す。例えば、 
GGTCTC（1/5）は次の箇所での切断を示す。 5′ ...GGTCTCN/...3′ 

3′ ...CCAGAGNNNNN/...5′

切断部位が異なるイソシゾマー（ネオシゾマー）は、“^”と表記されている。
現在市販されていない酵素は“⊗”で表記されている。

ネオシゾマーはイソシゾマーの一種で、同じ配列を認識するがプロトタイプ

とは異なる箇所で切断する。例えば AatII（認識配列：GACGT↓C）と ZraI（認
識配列：GAC↓GTC）は互いにネオシゾマーであり、一方 HpaII（認識配列：
C↓CGG）とMspI（認識配列：C↓CGG）はイソシゾマーである。なおメチル
トランスフェラーゼについては酵素同士の違いが不明瞭で特性が十分に解

明されていないため、同様の表記法は適していない。

長時間反応における制限酵素活性

制限酵素の種類により、長時間反応時の活性が異なる。

+ + + 8時間以上でも活性を有する　　　　N/A　Not Available 
+ + 4–8時間でも活性を有する 
+ 2–4時間でも活性を有する 
– 1時間以上の反応は適していない

通常、制限反応は 1時間以内に終了するが、1 unit/µg DNA以下の酵素を使
用して 1時間以上の反応を行う場合には、下記表を参照の上、反応条件を
最適化する。

例えば1 unitのAatIIを用いて8 µgのDNAを16時間で切断できる（+++）。

長時間反応における酵素活性はユニットアッセイの反応時間を 1時間から
16時間に変更して測定した。16時間で基質 DNAを完全に切断するために
必要な酵素量が 0.13 unitのものを +++、0.25 unitを ++、0.50 unitを＋、1 
unitを –とした。

酵素

長時間反応

の活性

AatII + + +
AbaSI @25°C N/A
AccI + + +
Acc65I +
AciI –
AclI +
AcuI – 
AfeI + +
AflII + + +
AflIII + + +
AgeI + 
AgeI-HF + +
AhdI + + +
AleI-v2 N/A
AluI + +
AlwI  +
AlwNI + + +
ApaI @25°C + + +
ApaLI + + +
ApeKI @75°C + + +
ApoI @50°C + + +
ApoI-HF + + +
AscI + + +
AseI + + +
AsiSI + + +
AvaI + +
AvaII + +
AvrII + + +
BaeI @25°C +
BaeGI  +
BamHI +
BamHI-HF +
BanI + + +
BanII  +
BbsI + +
BbsI-HF –

酵素

長時間反応

の活性

BsmI @65°C  +
BsmAI @55°C + +
BsmBI-v2 @55°C + 
BsmFI @65°C + + +
BsoBI + + +
Bsp1286I +
BspCNI @25°C –
BspDI + +
BspEI + + +
BspHI + + +
BspMI + +
BspQI @50°C –
BsrI @65°C + +
BsrBI + 
BsrDI @65°C +
BsrFI-v2 + + +
BsrGI + + +
BsrGI-HF + + +
BssHII @50°C + 
BssSI-v2 + + +
BstAPI @60°C + +
BstBI @65°C + + +
BstEII @60°C –
BstEII-HF –
BstNI @60°C –
BstUI @60°C + + +
BstXI @55°C + + +
BstYI @60°C + + + 
BstZ17I-HF + +
Bsu36I + + +
BtgI +
BtgZI @60°C –
BtsI-v2 @55°C + + +
BtsMutI @55°C +
BtsCI @50°C  + 
Cac8I + +

酵素

長時間反応

の活性

BbvI – 
BbvCI + + +
BccI +
BceAI + + +
BcgI  + 
BciVI – 
BclI @50°C +
BcII-HF N/A
BcoDI + + +
BfaI  + 
BfuAI @50°C + +
BglI + + +
BglII + +
BlpI +
BmgBI –
BmrI – 
BmtI +
BmtI-HF + + +
BpmI –
Bpu10I  + 
BpuEI  – 
BsaI-HFv2 + + +
BsaAI + +
BsaBI @60°C  +
BsaHI + + +
BsaJI @60°C + + +
BsaWI @60°C + + +
BsaXI + +
BseRI + 
BseYI  + +
BsgI + 
BsiEI @60°C + +
BsiHKAI @65°C –
BsiWI @55°C + + +
BsiWI-HF + + +
BslI @55°C  + + + 

酵素

長時間反応

の活性

ClaI +
CspCI  +
CviAII @25°C –
CviKI-1 – 
CviQI @25°C + +
DdeI + + +
DpnI + + +
DpnII + + +
DraI  + +
DraIII-HF + + +
DrdI + + +
EaeI + + +
EagI + + +
EagI-HF + + +
EarI + + + 
EciI –
Eco53kI + +
EcoNI + + +
EcoO109I + + +
EcoP15I –
EcoRI + + +
EcoRI-HF + + + 
EcoRV +
EcoRV-HF  +
Esp3I + + +
FatI @55°C  +
FauI @55°C –
Fnu4HI  + +
FokI – 
FseI –
FspI + + +
FspEI + + +
HaeII –
HaeIII + +
HgaI –
HhaI + +
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スーパーコイルDNAの切断

制限酵素は基質 DNA の種類によって異なる切断効率を示す。標準的な反応条件下において pBR322、
pUC19 および pLITMUS を完全に切断するために必要な酵素量を測定した。

各 DNA ベクターの切断部位を 1つずつ試験したが、複数のデータがあった場合には平均値を示している。
コントロールとして Lambda DNA を用いた（ほとんどの酵素が 1 unit で切断できる）。

長時間反応における制限酵素活性（続き）

酵素

プラスミド切断に

必要なユニット数

AatII 3
AccI 4
Acc65I 1
AflII 2
AflIII 1
AgeI 1
AhdI 1
AlwNI 2
ApaI 1
ApoI 1
AseI 0.3
AvaI 10
AvrII 1
BaeI 3
BamHI 3
BanII 1
BglII 8

酵素

プラスミド切断に

必要なユニット数

BpmI 1
BsaAI 20
BsgWI 3
BsaWI 3
BsaXI 2
BsgI 1
BsmI 1
BspDI 1
BspEI 1
BspMI **
BspQI 3
BsrGI 1
BssHI 4
BstZ17I-HF 1
BtgI 5
ClaI 5
EagI 10

酵素

プラスミド切断に

必要なユニット数

EcoNI 3
EcoO109I 8
EcoRI 3
EcoRV 1
HincII 4
HindIII 5
KasI 4
KpnI 2
MluI 2
NarI 10
NcoI 1
NdeI 3
NheI 5
NmeAIII **
NruI 1
NsiI 1
PaqCI 1
PciI 3

** BspMIと NmeAIIIは切断のために 2か所の認識配列が必要である。1か所しかない場合、切断が起こらない。推奨の 100 倍の BspMIを使用しても切断効率は 50％未満、推奨の
10 倍の NmeAIIIを使用しても 50％未満である。

酵素

プラスミド切断に

必要なユニット数

PsiI-v2 0.25
PstI 1
PvuI 2
PvuII 2
SacI 5
SalI 10
SapI 1
SmaI 1
SnaBI 1
SpeI 1
SphI 3
SspI 4
StuI 3
TspMI 1
Tth111I 2
XbaI 2
XhoI 10
XmnI 5

酵素

長時間反応

の活性

HincII + + +
HindIII + + +
HindIII-HF + + +
HinfI + +
HinP1I + +
HpaI + +
HpaII + +
HphI  + +
Hpy99I –
Hpy166II  + + 
Hpy188I –
Hpy188III + +
HpyAV –
HpyCH4III + + +
HpyCH4IV + +
HpyCH4V + +
I-CeuI + +
I-SceI + +
KasI –
KpnI + +
KpnI-HF  + 
LpnPI –
MboI +
MboII  – 
MfeI + +
MfeI-HF + +
MluI + + +
MluI-HF + + +
MluCI –
MlyI –
MmeI –
MnlI + +
MscI +
MseI + + +
MslI – 

酵素

長時間反応

の活性

MspI –
MspA1I + +
MspJI + + +
MwoI @60°C + + +
NaeI  +
NarI –
Nb.BbvCI + + +
Nb.BsmI @65°C + +
Nb.BsrDI @65°C + +
Nb.BssSI + + +
Nb.BtsI + +
NciI +
NcoI  + +
NcoI-HF  + +
NdeI + + +
NgoMIV + + +
NheI + +
NheI-HF + + +
NlaIII +
NlaIV +
NmeAIII –
NotI + +
NotI-HF + + +
NruI + + +
NruI-HF + + +
NsiI  + +
NsiI-HF N/A
NspI + +
Nt.AlwI + + +
Nt.BbvCI + + +
Nt.BsmAI + + +
Nt.BspQI @50°C + +
Nt.BstNBI @55°C +
Nt.CviPII –
PacI + + +

酵素

長時間反応

の活性

PaeR7I + + +
PaqCI N/A
PciI + +
PflFI + + +
PflMI +
PI-PspI @65°C + + +
Pl-Scel + + +
PleI +
PluTI +
PmeI –
PmlI +
PpuMI + + +
PshAI –
PsiI-v2 + + +
PspGI @75°C + +
PspOMI + + +
PspXI + + +
PstI +
PstI-HF  +
PvuI + + +
PvuI-HF + + +
PvuII + + +
PvuII-HF –
Rsal + +
RsrII + +
SacI + + +
SacI-HF + + +
SacII + + +
SalI + + +
SalI-HF + +
SapI –
Sau3AI +
Sau96I + +
SbfI  + 
SbfI-HF –

酵素

長時間反応

の活性

ScaI-HF + +
ScrFI + +
SexAI + +
SfaNI + 
SfcI –
SfiI @50°C + +
SfoI –
SgrAI –
SmaI @25°C + + +
SmlI @55°C + +
SnaBI +
SpeI + +
SpeI-HF  +
SphI + + +
SphI-HF  – 
SrfI + + +
SspI + +
SspI-HF  +
StuI + +
StyI-HF + +
StyD4I + + +
SwaI @25°C + +
TaqI-v2 @65°C +
TfiI @65°C + +
TseI @65°C +
Tsp45I @65°C +
TspMI @75°C + + + 
TspRI @65°C + + +
Tth111I @65°C + +
XbaI + + +
XcmI + + +
XhoI + + +
XmaI  +
XmnI + +
ZraI +
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ライゲーション可能な突出末端を生じる制限酵素

突出末端を生じる制限酵素は、異なる組み合わせでライゲーションできる

ものがある。さらにその結合部位は別の制限酵素の切断部位となりえる。

これらの組み合わせリストを以下表に記す。

イソシゾマーがある場合にはそのうちの 1 つだけを記載した。

複数の配列を認識するなど、認識特異性が損なわれる制限酵素は、酵素

名の後に特異的配列が括弧内に示されており、その配列を認識する酵素が

存在しない場合にのみ記載されている。複数の配列を認識する制限酵素は、

記載された配列以外の配列も切断することに注意する。

酵素 組み合わせ可能な酵素 再切断できる酵素

Acc65I
(G/GTACC)

BanI (G/GTACC)
BsiWI, BsrGI

Acc65I, BanI, KpnI, NlaIV, RsaI
RsaI

AccI
(GT/CGAC)

(GT/CGAC)

AciI, AclI, BsaHI (GR/CGYC), HinP1I,
HpaII, NarI
ClaI, BstBI, TaqI

—
TaqI

AciI
(C/CGC)

AccI (GT/CGAC), AclI, ClaI, BstBI, TaqI
BsaHI (GR/CGCC), HinP1I, NarI
HpaII

—
AciI
HpaII

AclI
(AA/CGTT)

AccI (GT/CGAC), AciI, ClaI, BstBI,
HinP1I, HpaII, NarI, TaqI —

AgeI
(A/CCGGT)

AvaI (C/CCGGG), XmaI
BsaWI, BspEI
BsrFI (A/CCGGT), SgrAI (CA/CCGGTG)
NgoMIV

HpaII, NciI, ScrFI
BsaWI, HpaII
AgeI, BsaWI, BsrFI, HpaII
BsrFI, HpaII

ApaI
(GGGCC/C)

BanII (GGGCC/C), Bsp1286I (GGGCC/C) ApaI, BanII, Bsp120I, Bsp1286I, 
HaeIII, NlaIV, Sau96I

ApaLI
(G/TGCAC)

SfcI (C/TGCAG) BsgI

ApoI
(A/AATTY)
(G/AATTY)
(R/AATTY)

EcoRI
EcoRI
MfeI, MluCI

ApoI, MluCI
ApoI, EcoRI, MluCI
MluCI

AscI
(GG/CGCGCC)

MluI
BssHII

BstUI, HhaI
BssHII, BstUI, Cac8I, HhaI

AseI
(AT/TAAT)

BfaI, Csp6I, NdeI
MseI

—
MseI

AsiSI
(GCGAT/CGC)

BsiEI (CGAT/CG)
PacI
PvuI

DpnII, PvuI
MseI
DpnII, PvuI

AvaI
(C/CCGGG)

(C/TCGAG)
(C/TCGAG)
(C/CCGGG)

AgeI, BsaWI, BspEI, BsrFI (R/CCGGY), 
NgoMIV, SgrAI (CR/CCGGYG)
XhoI
SalI
XmaI

HpaII, NciI, ScrFI
AvaI, TaqI, XhoI
TaqI
AvaI, BsaJI, HpaII, NciI, 
ScrFI, SmaI

AvaII
(G/GWCC)

PpuMI (RG/GACCY)
RsrII
PpuMI (RG/GTCCY)

AvaII, NlaIV, Sau96I
AvaII, Sau96I
AvaII, BsmFI, NlaIV, Sau96I

AvrII
(C/CTAGG)

NheI, SpeI, XbaI
StyI (C/CTAGG)

BfaI
AvrII, BfaI, BsaJI, StyI

BamHI
(G/GATCC)

BclI, DpnII
BglII, BstYI (R/GATCY)
BstYI (G/GATCC)

AlwI, DpnII
AlwI, BstYI, DpnII
AlwI, BamHI, BstYI, DpnII, NlaIV

BanI
(G/GTACC)
(G/GCGCC)

(G/GTACC)

Acc65I
KasI

BsiWI, BsrGI

Acc65I, BanI, KpnI, NlaIV, RsaI
BanI, BsaHI, HaeII, HhaI, 
KasI, NarI, NlaIV
RsaI

BanII
(GGGCC/C)

(GAGCT/C)

ApaI, Bsp1286I (GGGCC/C)

Bsp1286I (GAGCT/C), SacI

ApaI, BanII, Bsp1286I, HaeIII, 
NlaIV, Sau96I
AluI, BanII, BsiHKAI, 
Bsp1286I, SacI

BclI
(T/GATCA)

BamHI, BstYI (R/GATCY)
BglII, MboI

AlwI, DpnII
DpnII

酵素 組み合わせ可能な酵素 再切断できる酵素

BfaI
(C/TAG) AseI, Csp6I, MseI, NdeI —

BglII
(A/GATCT)

BamHI, BstYI (R/GATCY)
BclI, DpnII

AlwI, BstYI, DpnII
DpnII

BsaHI
(GR/CGYC)
(GA/CGYC)
(GG/CGYC)
(GG/CGYC)
(GA/CGYC)
(GG/CGYC)

AccI (GT/CGAC), ClaI, BstBI, TaqI
AciI, HinP1I
AciI, HinP1I
HpaII
NarI
NarI

—
HgaI
HhaI
AciI
BsaHI, HgaI
BanI, BsaHI, HaeII, HhaI, 
NarI, NlaIV

BsaWI
(W/CCGGW)

AgeI, BsrFI (R/CCGGY), SgrAI (CR/
CCGGYG)
AvaI (C/CCGGG), XmaI
BspEI
BsrFI (R/CCGGY), NgoMIV
NgoMIV

AgeI, BsaWI, BsrFI, HpaII
HpaII, NciI, ScrFI
BsaWI, BspEI, HpaII
BsrFI, HpaII
HpaII

BsiEI
(CGAT/CG)
(CGAT/CG)
(CGGC/CG)

PacI
PvuI
SacII

MseI
BsiEI, DpnII, PvuI
AciI

BsiHKAI
(GTGCA/C)

Bsp1286I (GTGCA/C)
Bsp1286I (GAGCA/C)
Bsp1286I (GAGCT/C), SacI

NsiI
PstI, SbfI

BsiHKAI, Bsp1286I
BsiHKAI, Bsp1286I
AluI, BanII, BsiHKAI, 
Bsp1286I, SacI
—
BsgI

BsiWI
(C/GTACG) Acc65I, BanI (G/GTACC), BsrGI RsaI

Bsp1286I
(GGGCC/C)

(GTGCA/C)
(GGGCC/C)
(GAGCT/C)

(GWGCW/C)
(GTGCA/C)
(GTGCA/C)

ApaI, BanII (GGGCC/C)

BsiHKAI
BanII (GGGCC/C)
BanII (GAGCT/C), BsiHKAI, SacI

BsiHKAI
NsiI
PstI, SbfI

ApaI, BanII, Bsp1286I, HaeIII, 
NlaIV, Sau96I
ApaLI, BsiHKAI, Bsp1286I
BanII, Bsp1286I
AluI, BanII, BsiHKAI, 
Bsp1286I, SacI
BsiHKAI, Bsp1286I
—
BsgI

BspEI
(T/CCGGA)

AgeI, BsaWI, BsrFI (R/CCGGY), 
SgrAI (CR/CCGGYG)
AvaI (C/CCGGG), XmaI
BsaWI
BsrFI (R/CCGGY), NgoMIV

BsaWI, HpaII
HpaII, NciI, ScrFI
BsaWI, BspEI, HpaII
HpaII

BspHI
(T/CATGA) FatI, NcoI, PciI FatI, NlaIII

BsrFI
(A/CCGGY)
(G/CCGGY)
(R/CCGGY)
(A/CCGGY)
(R/CCGGY)
(G/CCGGY)
(CR/CCGGYG)

AgeI, BsaWI
AgeI, BsaWI, NgoMIV
AvaI (C/CCGGG), XmaI
BsaWI, BspEI
BsaWI, BspEI
NgoMIV
SgrAI

AgeI, BsaWI, BsrFI, HpaII
BsrFI, HpaII
HpaII, NciI, ScrFI
BsaWI, HpaII
HpaII
BsrFI, Cac8I, HpaII, NaeI
BsrFI, HpaII

BsrGI
(T/GTACA) Acc65I, BanI (G/GTACC), BsiWI RsaI

BssHII
(G/CGCGC)

MluI
AscI

BstUI, HhaI
BssHII, BstUI, Cac8I, HhaI

BstBI
(TT/CGAA)

AccI (GT/CGAC), ClaI, TaqI
AciI, AclI, BsaHI (GR/CGYC), 
HinP1I, HpaII, NarI

TaqI

—
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酵素 組み合わせ可能な酵素 再切断できる酵素

BstYI
(A/GATCY)
(G/GATCY)
(R/GATCY)
(G/GATCY)
(A/GATCY)

BamHI, BglII
BamHI
BclI, DpnII
BclI, DpnII
BglII

AlwI, BstYI, DpnII
AlwI, BamHI, BstYI, DpnII, NlaIV
DpnII
AlwI, DpnII
BglII, BstYI, DpnII

ClaI
(AT/CGAT)

AccI (GT/CGAC), BstBI, TaqI
AciI, AclI, BsaHI (GR/CGYC), HinP1I,
HpaII, NarI

TaqI

—

DpnII/MboI/
Sau3AI (/GATC)

BamHI, BstYI (R/GATCC)
BclI, BglII, BstYI (R/GATCY)

AlwI, DpnII
DpnII

EaeI
(Y/GGCCR)
(C/GGCCR)
(T/GGCCR)
(C/GGCCR)
(T/GGCCR)

PspOMI
EagI
EagI
NotI
NotI

HaeIII, Sau96I
BsiEI, EaeI, EagI, HaeIII
EaeI, HaeIII
AciI, BsiEI, EaeI, EagI, Fnu4HI, 
HaeIII
AciI, EaeI, Fnu4HI, HaeIII

EagI
(C/GGCCG)

PspOMI
EaeI (Y/GGCCR)
EaeI (C/GGCCG)
NotI

HaeIII, Sau96I
EaeI, HaeIII
BsiEI, EaeI, EagI, HaeIII
AciI, BsiEI, EaeI, EagI, 
Fnu4HI, HaeIII

EcoRI
(G/AATTC)

ApoI (G/AATTC)
ApoI (R/AATTY)
MfeI, MluCI

ApoI, EcoRI, MluCI
ApoI, MluCI
MluCI

FatI
(/CATG) BspHI, NcoI, PciI FatI, NlaIII

HinP1I
(G/CGC)

AccI (GT/CGAC), AclI, ClaI, BstBI, TaqI
AciI, BsaHI (GR/CGCC), NarI
BsaHI (GR/CGTC)
HpaII

—
HhaI
HgaI
AciI

HpaII/MspI
(C/CGG)

AccI (GT/CGAC), AclI, ClaI, BstBI, TaqI
AciI, BsaHI (GR/CGCC), HinP1I, NarI

—
AciI

KasI
(G/GCGCC)

BanI (G/GCGCC) BanI, BsaHI, HaeII, HhaI, 
KasI, NarI, NlaIV

MfeI
(C/AATTG) ApoI (R/ATTTY), EcoRI, MluCI MluCI

MluI
(A/CGCGT) AscI, BssHII BstUI, HhaI

MluCI
(/AATT) ApoI (R/AATTY), EcoRI, MfeI MluCI

MseI
(T/TAA)

AseI
BfaI, Csp6I, NdeI

MseI
—

NarI
(GG/CGCC)

AccI (GT/CGAC), AclI, ClaI, BstBI, TaqI
AciI, HinP1I
BsaHI (GR/CGCC)

BsaHI (GR/CGTC)
HpaII

—
HhaI
BanI, BsaHI, HaeII, HhaI, 
NarI, NlaIV
BsaHI, HgaI
AciI

NcoI
(C/CATGG) BspHI, FatI, PciI FatI, NlaIII

NdeI
(CA/TATG) AseI, BfaI, Csp6I, MseI —

NgoMIV
(G/CCGGC)

AgeI, BsaWI, BsrFI (R/CCGGY), SgrAI
AvaI (C/CCGGG), XmaI
BsaWI, BspEI
BsrFI (R/CCGGC), SgrAI

BsrFI, HpaII
HpaII, NciI, ScrFI
HpaII
BsrFI, Cac8I, HpaII, NaeI

NheI
(G/CTAGC) AvrII, SpeI, StyI (C/CTAGG), XbaI BfaI

NlaIII
(CATG/) SphI, NspI NlaIII

NotI
(GC/GGCCGC)

PspOMI
EagI

EaeI (Y/GGCCR)

AciI, EaeI, Fnu4HI, HaeIII
AciI, BsiEI, EaeI, EagI,  
Fnu4HI, HaeIII
AciI, BsiEI, EaeI, Fnu4HI, HaeIII

酵素 組み合わせ可能な酵素 再切断できる酵素

NsiI
(ATGCA/T)

BsiHKAI (GTGCA/C), Bsp1286I (GTGCA/C),
PstI, SbfI —

NspI
(RCATG/Y) NlaIII, SphI NlaIII, NspI

PacI
(TTAAT/TAA)

AsiSI
BsiEI (CGAT/CG), PvuI MseI

PciI
(A/CATGT) BspHI, FatI, NcoI FatI, NlaIII

PluTI
(GGCGC/C) HaeII HaeII

PpuMI
(RG/GWCCY)
(GG/GTCCY)
(GG/GACCY)

AvaII, RsrII
AvaII, RsrII
AvaII, RsrII

AvaII, Sau96I
AvaII, BsmFI, NlaIV, Sau96I
AvaII, NlaIV, Sau96I

PspOMI
(G/GGCCC)

EaeI (Y/GGCCR), EagI
NotI

HaeIII, Sau96I
AciI, Fnu4HI, HaeIII, Sau96I

PspXI
(VC/TCGAGB)

XhoI, TliI
SalI

XhoI, TliI
TaqI

PstI
(CTGCA/G)

BsiHKAI, Bsp1286I (GTGCA/C)
NsiI
SbfI

BsgI
—
PstI

PvuI
(CGAT/CG)

AsiSI
PacI
BsiEI (CGAT/CG)

DpnII, PvuI
MseI
BsiEI, DpnII, PvuI

RsrII
(CG/GWCCG)

AvaII, PpuMI (RG/GACCY)
PpuMI (RG/GACCY)
PpuMI (RG/GTCCY)

AvaII, Sau96I
AvaII, NlaIV, Sau96I
AvaII, BsmFI, NlaIV, Sau96I

SacI
(GAGCT/C)

BanII (GAGCT/C), BsiHKAI, Bsp1286I (GAGCT/C)AluI, BanII, BsiHKAI, 
Bsp1286I, SacI

SacII
(CCGC/GG) BsiEI (CGGC/CG) AciI

SalI
(G/TCGAC) PspXI, XhoI TaqI

SbfI
(CCTGCA/GG)

BsiHKAI, Bsp1286I (GTGCA/C)
NsiI
PstI

BsgI
—
PstI

SfcI
(C/TGCAG) ApaLI BsgI

SgrAI
(CR/CCGGYG) See BsrFI

SpeI
(A/CTAGT) AvrII, NheI, StyI (C/CTAGG), XbaI BfaI

SphI
(GCATG/C) NlaIII, NspI NlaIII, NspI

StyI
(C/CTAGG)
(C/CATGG)

AvrII
NheI, SpeI, XbaI
BspHI
NcoI

AvrII, BfaI, BsaJI, StyI
BfaI
NlaIII
BsaJI, NcoI, NlaIII, StyI

TaqI
(T/CGA)

AccI (GT/CGAC), ClaI, BstBI
AciI, AclI, BsaHI (GR/CGYC), HinP1I,
HpaII, NarI

TaqI

—

XbaI
(T/CTAGA) AvrII, NheI, SpeI, StyI (C/CTAGG) BfaI

XhoI (TliI)
(C/TCGAG)

PspXI
SalI

XhoI, TliI
TaqI

XmaI
(C/CCGGG)

AgeI, BsaWI, BspEI, BsrFI, NgoMIV, SgrAI
AvaI (C/CCGGG)

HpaII, NciI, ScrFI
AvaI, BsaJI, HpaII, NciI,
ScrFI, SmaI, XmaI

ライゲーション可能な突出末端を生じる制限酵素（続き）
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com ライゲーション可能な突出末端、メチル化感受性

Kelly works as a Production Technician at 
our Rowley Production Facility, helping with 
the formulation of enzymes for catalog and 
custom products. In her spare time, Kelly 
enjoys surfing, playing soccer and hiking.

Dam（GmATC）、Dcm（CmCWGG）および CpG（mCG）メチル化

DNAメチルトランスフェラーゼ（MTase）は、S –
アデノシルメチオニンのメチル基をアデニン残基

またはシトシン残基に転移する酵素であり、多

くの原核生物および真核生物に見られる。制限

酵素の認識部位中の特定の塩基がメチル化され

ることにより、切断がブロックされるたり影響

を受けるため、制限酵素で DNAを切断する場
合にはメチル化の影響を考慮する必要がある。

原核生物におけるメチル化

原核生物において、MTaseはほとんどの場合、
制限酵素による切断から自己 DNAを保護する作
用を持つ制限 /修飾システムの構成要素となっ
ている。研究室で使用されている大腸菌株の多

くは、以下の 3種類の部位特異的 DNAメチラー
ゼを有している。

• Damメチラーゼ – GATC配列中のアデニンの
N6位のメチル化（1,2）

• Dcmメチラーゼ – CCAGGおよび CCTGG配列
中のシトシンの C5位のメチル化（1,3）

• EcoKIメチラーゼ – A AC（N6A）GTGCおよび
GCAC（N6A）GTT配列中のアデニンのメチル化

メチラーゼと制限酵素の認識部位がオーバー

ラップする場合、Damメチラーゼまたは Dcmメ
チラーゼを発現する菌株から単離した DNAの
認識部位の一部または全部が切断されないこと

がある。例えば、dam+大腸菌から単離したプラ

スミド DNAは、GATCで切断を行うMboIでは
切断できない。

大腸菌から単離されたすべての DNA が同程度
にメチル化されるわけではない。pBR322 DNA
は完全にメチル化されている（したがって MboI
では切断されない）が、λ DNAの Dam部位は約
50%しかメチル化されない。これはλ DNA がメ
チラーゼによって完全にメチル化される前に

ファージ頭部にパッケージングされるためと考

えられる。結果、Dam修飾または Dcm修飾によっ
てブロックされる制限酵素でλ DNAを切断した
場合、部分的に切断される。

Damメチル化またはDcmメチル化によってブロッ
クされる制限部位は、dam–/dcm–Competent E. coli
（NEB #C2925）のような dam–/dcm–大腸菌株でク

ローニングすることにより非メチル化 DNAを調
製して制限処理を行うことができる。

制限酵素の認識部位とメチル化部位がオーバー

ラップして存在する場合にも、制限酵素の切断

がブロックされる。この場合、Dam配列または
Dcm配列の一部は、制限酵素の認識配列とそれ
に隣接する配列からなる。制限酵素により切断

を実施する場合、この点も考慮する必要がある。

真核生物におけるメチル化

高等真核生物で発見された CpGメチルトランス
フェラーゼ（Dnmt1など）は、シトシン残基の C5

位にメチル基を転移する。CpGメチル化のパ
ターンは遺伝性かつ組織特異的で、遺伝子発現

に関連している。これらのことから、CpGメチル
化は分化と遺伝子発現に関与すると推定されて

いる（4）。

メモ：CpGメチル化の影響は主に真核生物のゲノ
ム DNAを切断する場合に問題となる。ただし
DNAを細菌宿主にクローニングすれば、CpGメ
チル化パターンは維持されない。

メチル化感受性

NEB制限酵素のメチル化感受性は 309-314ペー
ジに示されている。

詳細な情報や具体的事例に関しては、REBASE 
<http：//rebase.neb.com/rebase/>（制限酵素 
データベース）を参照する。
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PCR最適化のガイドライン

NEBは様々な PCR用 DNAポリメラーゼを提供しており、個々の最適化については製品データカードお
よびウェブサイトに記載されている。ここでは一般的な PCR最適化のガイドラインを示す。

DNAテンプレート
• 高品質の精製済み DNAテンプレートを使
用する。非精製 DNAをテンプレートとして
PCRを行う場合（コロニー PCRやダイレク
ト PCRなど）は各製品情報を参照する。

• 複雑性の低いテンプレート（プラスミド、
ラムダ、BAC DNAなど）を使用する場合に
は、反応容量 50 µLあたり 1 pg –10 ngの
DNAを使用する。

• 複雑性の高いテンプレート（ゲノム DNA な
ど）を使用する場合には、反応容量 50 µL
あたり 1 ng–1 µgの DNAを使用する。

• DNAテンプレートの濃度が高くなると、増
幅産物の特異性が低下する。特にサイクル

数が多いほど顕著となる。

プライマー

• 通常 20–40 ntのプライマーを用いる。

• 理想的な GC含量は 40–60%である。

• Tm値は NEBの Tm Calculatorを用いて計算
する（TmCalculator.neb.com）。

• アニーリング温度は使用する酵素の推奨条
件に従う。Q5および Phusion*の推奨アニー
リング温度は特殊（Tm + 3℃）であることに
注意する。

• プライマーペアの Tm値の差は 5℃以内と
する。

• 各プライマーが 2次構造（ヘアピン構造な
ど）を形成しない、およびプライマー同士

が二量体を形成しないように設計する。

• 反応液中のプライマーの終濃度を 0.05– 
1 µMとする。詳細は使用する酵素の推奨
条件に従う。

• プライマー濃度が高くなると、2次的なプ
ライミングが増大し、非特異的増幅産物が

生成される可能性が高くなる。

• 増幅サイズが 20 kb以上の場合には、長さ
が 24 bp 以上で、GC 含量が 50% 以上、
Tm値が 60℃以上のプライマーを使用する。

• プライマー末端に制限酵素切断部位を入
れる場合には、切断部位の外側に 6 塩基
を付加する。

• プライマーの分解や非特異的増幅をなくす
ためには、ホットスタート仕様の酵素

（OneTaq Hot Start DNA Polymeraseや Q5 Hot 
Start High–Fidelity DNA Polymerase）を使用
する。

マグネシウム濃度

• 大部分の PCRポリメラーゼの至適 Mg2+濃

度は 1.5–2.0 mMである。

• NEBの PCRバッファーの多くには、1X 濃
度において十分な量の Mg2+が含まれてい

る。各バッファーに含まれるMg2+濃度は個

別の製品情報を参照する。

• NEBは Mg2+を含まない反応バッファーも

用意している。Mg2+濃度を完全に制御す

る必要のあるアプリケーションでは、これ

らのバッファーに、別途 Mg2+を添加するこ

とで濃度調整が可能となる。

• Mg2+濃度をさらに最適化する必要がある

場合は、0.2–1 mMずつ増加させる。アプ
リケーションによっては、6 mMの Mg2+濃

度を必要とする酵素もある。

• 過剰量の Mg2+濃度は、目的以外の増幅を

引き起こすことがある。

• Mg2+濃度が十分でない場合、反応がうま

くいかないことがある。

デオキシヌクレオチド

• 理想的な dNTP濃度は通常各 200 µMであ
るが、酵素によっては 400 µMを用いるも
のもある。詳細は各製品情報を参照する。

• 過剰量の dNTPは、Mg2+をキレートし、ポ

リメラーゼを阻害することがある。

• dNTP濃度が低いと正確性は向上するが、
収量が低下することが多い。

• プライマーやテンプレート、デオキシヌク
レオチド溶液中にウラシルが存在する場

合、アーキア由来の PCRポリメラーゼの活
性が阻害されることがあるため、バクテリ

ア由来の OneTaq DNA Polymeraseもしくは
Taq DNA Polymeraseを使用する。

酵素濃度

• 反応液中の最適酵素濃度は各ポリメラーゼ
によって異なる。詳細は各製品情報を参

照する。

• 一般的に酵素量が過剰の場合、増幅が失
敗しやすい。特に長い領域の増幅を行う

場合に顕著である。

反応のセットアップ

• 反応成分はすべて氷上で調製する。ホット
スタート酵素に関してはこの必要がない

（OneTaq Hot Start DNA Polymeraseあるいは
Q 5  H o t  S t a r t  H i g h – F i d e l i t y  D N A 
Polymerase）。

• 可能な限り、ポリメラーゼを最後に加える。

• サーマルサイクラーを予め変性温度に加熱
しておく。なおホットスタート酵素に関し

てはこの必要はない（OneTaq Hot Start DNA 
Polymeraseあるいは Q5 Hot S t ar t High –
Fidelity DNA Polymerase）。

変性

• DNA 変性の最適温度は 94–98℃であ
り、反応に用いるポリメラーゼによって

異なる。詳細は各製品情報を参照する。

• 高 GC含量のテンプレートを用いる場
合を除き、長時間または高温でのイン

キュベーションを避ける。

• 大部分の PCRポリメラーゼにおいて、
サイクル中の推奨変性時間は 5–30 秒
間である。

• NEBのホットスタート仕様の酵素はアプ
タマーに基づいているため、酵素活性

化のための変性ステップは必要ない。

アニーリング

• プライマーの Tm値は NEBの Tm 
Calculatorを用いて計算する 
（TmCalculator.neb.com）。

• Q5 High–Fidelity DNA Polymeraseあるい
は P h u s i o n  H i g h – F i d e l i t y  D N A 
Polymerase* 以外の PCRポリメラーゼ
を使用する場合、アニーリング温度は

通常プライマーペアの Tm最低値より
2–5℃低く設定する。

• Q5 High–Fidelity DNA Polymeraseあるい
は P h u s i o n  H i g h – F i d e l i t y  D N A 
Polymerase*を使用する場合、アニー
リング温度はプライマーペアの Tm最低
値より 0–3℃高く設定する。詳細は製
品情報を参照する。

• 非特異的な増幅産物が見られる場合は、
アニーリング温度を最適化するか、ホッ

トスタート酵素（OneTaq Hot Star t DNA 
Polymeraseあるいは Q5 Hot Start High–
Fidelity DNA Polymerase）を使用する。

• アニーリング温度を最適化する場合
は、グラジエントPCRを行う。このとき、
プライマーペアの Tm最低値より 5℃低
い温度から開始する。

• プライマーの Tm値は伸長反応温度よ
りも低いことが望ましい。ただし、算

出された Tm値が伸長反応温度よりも
高い場合には、2ステップ PCR（アニー
リング反応と伸長反応を 1ステップで
行う）プログラムを適用できる。

伸長

• 伸長温度は 65–72℃の範囲を推奨する
が、PCRポリメラーゼによって異なる。
詳細は各製品情報を参照する。

• 伸長速度は PCRポリメラーゼによって異
なる。一般的には 1 kbあたり15–60秒
である。詳細は各製品情報を参照する。

• 伸長反応を推奨時間よりも長く行った
場合、エラー率が上がり、非特異的増

幅が増え、増幅収量が低下することが

ある。

セットアップ PCRサイクルガイドライン

*  Phusion® DNA Polymerase was developed by Finnzymes Oy, now a par t of Thermo Fisher Scientific. This product is 
manufactured by New England Biolabs, Inc. under agreement with, and under the performance specifications of Thermo Fisher 
Scientific.PHUSION® is a registered trademark and property of Thermo Fisher Scientific.
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com PCR ガイドライン、トラブルシューティング

PCRのトラブルシューティングガイド

下記表に PCR反応におけるトラブルシューティングを示す。反応最適化に関する他のヒントについては、NEBウェブサイト（www.nebj.jp）を参照する。

問題 推定される原因 改善方法

シーケンス 
エラー

ポリメラーゼの正確性が低い
• 正確性の高いポリメラーゼを用いる。Q5 High–Fidelity DNA Polymerase（NEB #M0491）あるいは Phusion 

High–Fidelity DNA Polymerase（NEB #M0530）*が良い

反応条件の最適化が不十分
• サイクル数を減らす
• 伸長時間を短縮する

ヌクレオチド濃度の偏り • dNTP溶液を新たに調製する

テンプレート DNA が損傷

• テンプレート DNAを新たに調製する
• PreCR Repair Mix（NEB #M0309）または NEBNext FFPE DNA Repair Mix（NEB #M6630）を用いてテンプレート

DNAを修復する
• PCR産物の解析やゲルからの切り出しを行う際、紫外線照射時間を短縮する

クローニングした遺伝子が 
ホストに毒性を示す

• 非発現用ベクターを使用する
• 低コピー数のクローニングベクターを使用する

増幅産物の 
サイズが 
正しくない

アニーリング温度が不適切 • NEB Tm Calculator（TmCalculator.neb.com）を用いてプライマーの Tm値を再計算する

ミスプライミング • テンプレート DNA 上に他の相補的部位がないことを確認する

Mg2+濃度が不適切 • Mg2+濃度を 0.2–1 mM毎に増加させながら最適化する

ヌクレアーゼによる 
コンタミネーション

• 新しく調製した溶液を用いて PCR反応をおこなう

増幅産物が 
得られない

アニーリング温度が不適切
• NEB Tm Calculator（TmCalculator.neb.com）を用いてプライマーの Tm値を再計算する
• アニーリング温度グラジエントを行うプライマーペアの Tm最低値より 5℃低い温度から開始する

プライマーの設計が不適切

• プライマーの推奨設計について製品情報を確認する
• プライマー内部とプライマー同士に相補的な配列がないことを確認する
• プライマー長を長くする

プライマーの特異性が低い • プライマーが目的配列と相補的であることを確認する

プライマー濃度が低い • プライマー濃度を 0.05–1 µMの範囲で調節する。詳細は各製品情報を参照する

反応液の成分が欠如 • 反応のセットアップをやり直す

反応条件の最適化が不十分

• Mg2+濃度を 0.2–1 mM毎に増加させながら最適化する
• Mg2+溶液とバッファーを十分に混合してから反応液へ添加する

• アニーリング温度を最適化するアニーリング温度グラジエント PCRを、プライマーペアのTm最低値より5℃
低い温度から行う

テンプレートの品質が低い
• Mg2+を添加してインキュベーションする前後に、ゲル電気泳動で DNA 解析を行う
• DNAテンプレートの 260/280比を確認する

反応液中に阻害剤が混在
• アルコール精製、液滴透析（drop dialysis）、市販の精製キットなどを用いて DNAテンプレートを精製する
• サンプル量を減らす

サイクル数が少ない • サイクル数を増やす

サーマルサイクラーの 
プログラムが不適切

• プログラムを確認し、時間や温度の設定に問題がないことを確認する

サーマルサイクラーの 
ヒートブロック温度が一定でない

• ヒートブロックのキャリブレーションを行う

反応チューブもしくは 
溶液への阻害剤の混入

• 生物学的阻害剤を排除するため、使用前に反応チューブをオートクレーブする
• 溶液を新たに調製する、もしくは新しい試薬を使用する

テンプレートが複雑である

• OneTaq DNA Polymeraseを使用する
• GCリッチなテンプレートの増幅には、OneTaq DNA Polymerase（NEB #M0480）を OneTaq GC Reaction Buffer
と組み合わせて（必要であれば OneTaq High GC Enhancerも加える）、もしくは Q5 High – Fideli t y DNA 
Polymerase（NEB #0491）と High GC Enhancerを組み合わせて使用する

• より長いテンプレートの増幅には、LongAmp Taq DNA Polymeraseを推奨する

複数の産物、 
または 
非特異的な 
増幅産物が 
得られる

サイクル反応前の非特異的増幅

• Q5 Hot Start High–Fidelity DNA Polymerase（NEB #M0492）あるいは OneTaq Hot Start DNA Polymerase（NEB 
#M0482）のホットスタートポリメラーゼを使用する

• 氷上で反応溶液をセットアップし、予め変性温度に加熱しておいたサーマルサイクラーにサンプルを添加
する

プライマーアニーリング温度が 
低い

• NEB Tm Calculator（TmCalculator.neb.com）を用いてプライマーの Tm値を再計算する
• アニーリング温度を上げる

Mg2+濃度が不適切 • Mg2+濃度を 0.2–1 mM毎に増加して調整する

プライマーの設計が不適切

• プライマーの推奨設計について製品情報を確認する
• プライマー内部とプライマー同士に相補的な配列がないことを確認する
• プライマー長を長くする
• プライマーの 3′末端が GCリッチにならないようにする

プライマー濃度が高い • プライマー濃度を 0.05–1 µMの範囲内で調整する詳細は各製品情報を参照する

外因性 DNA が混入
• ポジティブディスプレイスメント方式のピペットもしくはエアロゾルが形成されないチップを使用する
• 反応のセットアップには PCR専用の作業場所やピペッターを用意する
• 反応のセットアップ時はグローブを着用する

テンプレート濃度が不適切
• 複雑性が低いテンプレート（プラスミド、ラムダ、BAC DNAなど）には、反応容量 50 µLあたり 1 pg–10 ng
の DNAを使用する

• 複雑性が高いテンプレート（ゲノム DNAなど）には、反応容量 50 µLあたり 1 ng–1 µgの DNAを使用する

*  Phusion® DNA Polymerase was developed by Finnzymes Oy, now a part of Thermo Fisher Scientific. This product is manufactured by New England Biolabs, Inc. under agreement with, and under 
the performance specifications of Thermo Fisher Scientific.PHUSION® is a registered trademark and property of Thermo Fisher Scientific.
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QUANTSTUDIO® is a registered trademark of Thermo Fisher Scientific

Luna qPCRマスターミックスの最適化のガイドライン

NEBは qPCRおよび RT–qPCRに最適な Luna
リアルタイム PCR試薬を提供している。詳細
はウェブサイト（www.nebj.jp）を参照。

ターゲットの選択

• PCR効率を最大にするため、70–200 bpと
なるように増幅ターゲットを選択する。

• 増幅ターゲットのGC含量は40–60%が良い。

• 可能であればリピート配列を避ける。

DNAテンプレート
• 可能な限り高純度の精製済み DNAを使用
する。Luna qPCRマスターミックスは一般的
な核酸精製方法で精製された DNAテンプ
レートを使用できる。

• テンプレートは反応直前に TE バッファーも
しくは水で段階希釈する。

• 標準的なスタンダートおよび測定サンプル
の濃度は 1コピーから106コピーである。シン

グルコピーターゲットの場合、サンプル中に

シングル、マルチ、コピーなしとなるように

希釈することで、増幅および非増幅の割合

がポワゾン分布に従うことを示すことによっ

て確認ができる。

• cDNA合成を行う場合、LunaScript RT Super 
Mix Kit（#E3010）を推奨する。RNAテンプレー
トが 0.1 pg–1 µgとなるように使用する。

• cDNAは必ずしも精製する必要はないが、
Luna反応には最低 10 倍希釈してから使用
する。

プライマー

• プライマーは通常 15–30 ntとなるように設
計する。

• 40–60%の GC含量となることが望ましい。

• Tm値は約 60℃とする。

• オンライン Tm計算ソフト（Tmcalculator.neb 
.com）を使用して Tm値を計算する。

• プライマーペアの Tm値の差が 3℃以内とな
ることが望ましい。

• プライマーが二次構造を形成、あるいはプラ
イマー間でアニールしないように設計する。

• 4個以上のグアニンホモポリマーは避ける。

• ダイベース（SYBRなど）の qPCRの最適プラ
イマー濃度は 250 nMである。プローブベー
ス（TaqManなど）の場合は 400 nMである。
場合によっては 100–500 nM、あるいは
200–900 nMで最適化する。

• プライマー濃度が高すぎる場合には非特異
的増幅が起こる。

• プライマーを設計した場合、その配列が他
の領域にアニールすることがないことを確

認するとよい。

• cDNAをテンプレートとする場合、ゲノム
DNAからの増幅を抑えるため、既知のエキ
ソンジャンクションを跨ぐように設計すると

よい。

• イントロン領域を挟むエクソン領域上にそ
れぞれのプライマーを設計することで、ゲノ

ムからの増幅を抑制できる。

プローブ

• 十分なクエンチング効果のために 15–30 nt
がよい。

• 200 nMが良いが、場合によっては 100–500 
nMで最適化する。

• シングルおよびダブルクエンチャープローブ
が使用できる。

• 一般的に非蛍光クエンチャーは蛍光クエン
チャーよりも S/N比が高い。

• プローブは 40–60%の GC含量となるよう
に設計する。

• プローブの Tm値はプライマーよりも 5–10℃
高くなるようにする。

• プローブはセンス鎖とアンチセンス鎖の両方
にアニールするように設計したほうが良い。

• プローブのアニール部位はプライマー近傍
がよい。ただしオーバーラップしないこと。

• 5′–Gは避ける。

マルチプレックス

• Complementar yな配列を含まないようにプ
ライマーを設計する。また増幅領域がオー

バーラップしないようにする。

• 各領域に対して異なる蛍光を使用する。

• リアルタイム PCR機種に応じた蛍光を選択
する。

• 各蛍光プローブの蛍光波長がオーバーラッ
プしないようにする。

• それぞれのプライマーとプローブを使用して
シングルプレックス qPCRを行う。この際の
Cqとマルチプレックス時の Cqが近いことを

確認する。

• 発現量が多いターゲットには Pair dim蛍光
色素、少ないものには bright色素を使うと
よい。

• ターゲットの発現量とコピー数に応じてプ
ライマー /プローブ濃度を最適化する。

サイクル条件

• 基本的には製品マニュアルのサイクル条件
を使用する。

• 長い領域（>400 bp）をターゲットとする場
合、伸長時間を最適化する。

• Luna製品のポリメラーゼは HotStar t性能で
あり、反応開始前の非特異的増幅を抑制で

きるため、qPCR機器をプレヒートする必要
はない。

• Applied Biosystems QuantStudioなどの機器
で FASTモードがある場合にはそれを選択
する。

• 通常は 40サイクルで十分だが、発現量が少
ない場合には 45サイクルにする。

反応セットアップ

• 氷上でセットアップする。

• 96ウェルプレートの場合には 20 µL、384
ウェルプレートの場合には 10 µLの反応系
がよい。

• 各サンプルについてn = 3以上の測定をする。

• サンプルを入れないネガティブコントロール
を設ける。

• キャリーオーバー防止のためには、qPCRの
前に 0.2 units/µLの Antarctic Thermolabile 
UDG（M0372）を加えて室温で 10 分間イン
キュベートする。

• ルナ・リファレンスダイは High–ROX、Low–
ROX、非 ROXタイプの機器に対応している。
別途 ROXの添加は必要ない。

アッセイ評価

• PCR 効率が 90–110%となることを確認す
る。この場合、少なくとも 3系列の 10 倍希
釈サンプルを測定する。

• R2が >0.99であることを確認する。

• 目的領域の増幅はサイズ、シーケンス、
Melting Curveなどで確認する。

最適化のポイント
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Luna One–Step RT–qPCRの最適化のガイドライン

NEBは qPCRおよび RT–qPCRに最適な Luna
リアルタイム PCR試薬を提供している。詳細
はウェブサイト（www.nebj.jp）を参照。

ターゲットの選択

• PCR効率を最大にするため、70–200 bpと
なるように増幅ターゲットを選択する。

• 増幅ターゲットのGC含量は40–60%が良い。

• 可能であればリピート配列を避ける。

• 二次構造を形成しない領域を選択する。

RNAテンプレート
• 可能な限り高純度の精製済み RNAを使用
する。一般的な核酸精製方法で精製された

RNAテンプレートを使用できる。

• 1X TE バッファーなどの EDTAを含むバッ
ファーに保存しておく。

• 希釈系列作成の際、TE バッファーもしくは
水を使用して反応直前に調製する。

• RNAテンプレートを DNase Iで処理すること
で、ゲノム DNAからの増幅を最小限にできる。

• 標準的なスタンダートおよび測定サンプル
の濃度は 10–108コピーである。シングルコ

ピーターゲットの場合、サンプル中にシング

ル、マルチ、コピーなしとなるように希釈す

ることで、増幅および非増幅の割合がポワ

ゾン分布に従うことを示すことによって確

認ができる。トータル RNAの場合、Luna 
One–Step Kitでは 0.1 pg–1 µgから増幅でき
るが、10 pg –100 ngを推奨する。mRNAの
場合、100 ng以下を推奨する。In vitro 転写
産物の場合、109コピー以下を推奨する。

プライマー

• プライマーは通常 15–30 ntとなるように設
計する。

• 40–60%の GC含量となることが望ましい。

• Tm値は約 60℃とする。

• オンライン Tm計算ソフト（Tmcalculator.neb 
.com）を使用して Tm値を計算する。

• プライマーペアの Tm値の差が 3℃以内とな
ることが望ましい。

• プライマーが二次構造を形成、あるいはプラ
イマー間でアニールしないように設計する。

• 4個以上のグアニンホモポリマーは避ける。

• ダイベース（SYBRなど）の qPCRの最適プラ
イマー濃度は 400 nMである。プローブベー
ス（TaqManなど）の場合も 400 nMである。
場合によっては 100–900 nMで最適化する。

• プライマー濃度が高すぎる場合には非特異
的増幅が起こる。

• プライマーを設計した場合、その配列が他
の領域にアニールすることがないことを確

認するとよい。

• cDNAをテンプレートとする場合、ゲノム
DNAからの増幅を抑えるため、既知のエキ
ソンジャンクションを跨ぐように設計すると

よい。

• イントロン領域を挟むエクソン上にそれぞれ
のプライマーを設計することで、ゲノムから

の増幅を抑制できる。

プローブ

• 十分なクエンチング効果のために 15–30 nt
がよい。

• 200 nMが良いが、場合によっては 100–500 
nMで最適化する。

• シングルおよびダブルクエンチャープローブ
が使用できる。

• 一般的に非蛍光クエンチャーは蛍光クエン
チャーよりも S/N比が高い。

• プローブは 40–60%の GC含量となるよう
に設計する。

• プローブの Tm値はプライマーよりも 5–10℃
高くなるようにする。

• プローブはセンス鎖とアンチセンス鎖の両方
にアニールするように設計したほうが良い。

• プローブのアニール部位はプライマー近傍
がよい。ただしオーバーラップしないこと。

• 5′–Gは避ける。

マルチプレックス

• Complementar yな配列を含まないようにプ
ライマーを設計する。また増幅領域がオー

バーラップしないようにする。

• 各領域に対して異なる蛍光を使用する。

• リアルタイム PCR機種に応じた蛍光を選択
する。

• 各蛍光プローブの蛍光波長がオーバーラッ
プしないようにする。

• それぞれのプライマーとプローブを使用して
シングルプレックス qPCRを行う。この際の
Cqとマルチプレックス時の Cqが近いことを

確認する。

• 発現量が多いターゲットには Pair dim蛍光
色素、少ないものには bright色素を使うと
よい。

• ターゲットの発現量とコピー数に応じてプ
ライマー /プローブ濃度を最適化する。

逆転写反応

• 通常 55℃で逆転写反応をおこなう。

• 検出が難しい場合には 60℃、10 分間の反
応を行う。

• Luna 逆転写酵素は WarmStart仕様であるた
め、50℃以下の反応を推奨しない。

サイクル条件

• 基本的には製品マニュアルのサイクル条件
を使用する。

• 長い領域（>400 bp）をターゲットとする場
合、伸長時間を最適化する。

• Luna製品のポリメラーゼは HotStar t、逆転
写酵素は WarmStar t性能であり、反応開始
前の非特異的増幅を抑制できるため、qPCR
機器をプレヒートする必要はない。

• Applied Biosystems QuantStudioなどの機器
で FASTモードがある場合にはそれを選択
する。

• 通常は 40サイクルで十分だが、発現量が少
ない場合には 45サイクルにする。

反応セットアップ

• 氷上でセットアップする。

• 96ウェルプレートの場合には 20 µL、384
ウェルプレートの場合には 10 µLの反応系
がよい。

• 各サンプルについてn = 3以上の測定をする。

• サンプルを入れないネガティブコントロール
を設ける。

• Luna 逆転写酵素を入れない系を測定するこ
とにより、混入しているゲノム DNA からの
増幅量を測定してノーマライズできる。

• キャリーオーバー防止のためには、qPCRの
前に 0.2 units/µLの Antarctic Thermolabile 
UDG（M0372）を加えて室温で 10 分間イン
キュベートする。

• ルナ・リファレンスダイは High–ROX、Low–
ROX、非 ROXタイプの機器に対応している。
別途 ROXの添加は必要ない。

アッセイ評価

• PCR 効率が 90–110%となることを確認す
る。この場合、少なくとも 3系列の 10 倍希
釈サンプルを測定する。

• R2が >0.99であることを確認する。

• 目的領域の増幅はサイズ、シーケンス、
Melting Curveなどで確認する。

最適化のポイント
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Luna qPCRのトラブルシューティングガイド

問題 考えられる原因 改善方法

増幅しない、 
または 
増幅曲線の 
立ち上がりが遅い

試薬やプライマーを入れ忘れた 
添加量が正しくない

• プロトコールを再確認する

サイクル条件が正しくない • 製品マニュアルに記載されているサイクル条件で反応を行う

機器の検出チャンネルが 
正しく設定されていない

• 機器の設定を確認して適切なチャンネルを使う

DNAテンプレートや試薬が 
分解またはコンタミしていた

• 試薬の有効期限を確認する
• 試薬が適切な温度で保管されているかを確認する
• 新しい試薬を用いて反応を行う
• テンプレート量の最適化をする
• テンプレートの純度などを確認する

3連測定の値がばらつく

セットアップ時に適切に 
ピペッティングされていない

• ピペッティング操作を再確認する

プレートのフィルムが反応中に 
剥がれて反応溶液が蒸発した

• フィルムが適切にシールされていることを確認する
• 極端に値が外れている場合にはそのデータを除外する

セットアップ時に反応溶液を 
十分に混合していない

• 試薬は完全に融解してから十分に混合して使用する。
• 反応溶液はピペッティングで十分混合する

反応溶液中に気泡が混入

• 気泡の混入に注意する
• 反応前に遠心する
• 極端に値が外れている場合にはそのデータを除外する

DNA スタンダードカーブの 
R2値が低い 
または増幅効率が 
90–110%でない

1点のみ増幅が失敗したデータが
ある

• フィルムの剥がれや気泡混入などで極端に値が外れている場合にはそのデータを
削除する

セットアップ時に反応溶液を 
十分に混合しなかった

• ピペッティング操作を再確認する

反応条件が適切でなかった • プロトコールを再確認して推奨反応条件に従う

反応溶液中に気泡がはいっていた
• 気泡の混入に注意する
• 反応前に遠心する

試薬を十分混合しないで使用した • 試薬は完全に融解してから十分に混合して使用する。

閾値が適正に設定されていない
• 増幅曲線の対数増幅領域内で閾値を設定する
• 必要であれば自動設定から手動設定にする

低インプットの 
メルトカーブが 
異なる波形を示す

非特異的増幅が起きた

通常は 1つの増幅産物は 
1つのピークを示すが、 
まれに 2つのピークを 
示すことがある

• テンプレートを入れないネガティブコントロールのメルトカーブと比較する
• プライマーの Tm値が 60℃以下になるように再設計する。Tm値の計算には NEB 

calculator（TmCalculator.neb.com）を利用する
• プライマー濃度を最適化する

非テンプレートが増幅する、

またその Cqが低インプット

と近い

直前に実施した qPCRの 
キャリーオーバーがあった 
（非テンプレートと高インプットの

メルトカーブが一致していること

で確認可能）

• すべての試薬を新しくする
• qPCR機器を洗浄して、実験台も 10% chlorine bleachで洗浄する
• キャリーオーバー防止のために 0.2 U/µLの Antarctic Thermolabile UDGを反応液に
添加する

プライマー設計が適切でなかった

（非テンプレートと高インプットの

メルトカーブが一致していない）
• Tm値が 60℃となるようにプライマーを再設計する

Brian is a member of our Digital Marketing 
Team. He is responsible for uploading content 

to the many pages found on our website. When 
not working in his home office, Brian can be 

found tending to his farm and his pet pig.
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Luna One–Step RT–qPCRのトラブルシューティングガイド

問題 考えられる原因 改善方法

増幅しない、 
または 
増幅曲線の 
立ち上がりが遅い

逆転写反応の温度が適切でない、

または反応が行われていない
• 逆転写反応温度を 55℃にする

サイクル条件が正しくない • 製品マニュアルに記載されているサイクル条件で反応を行う

試薬やプライマーを入れ忘れた

添加量が正しくなかった
• プロトコールを再確認する

機器の検出チャンネルが正しく 
設定されていなかった

• 機器の設定を確認して適切なチャンネルを使う

RNAテンプレートや試薬が分解 
またはコンタミしていた

• RNase/DNaseの混入がないテンプレートを準備する
• テンプレートを定量する
• 試薬の有効期限を確認する
• 試薬が適切な温度で保管されているかを確認する
• 新しい試薬を用いて反応を行う

3連測定の値がばらつく

セットアップ時に適切に 
ピペッティングされていない

• ピペッティング操作を再確認する

プレートのフィルムが反応中に 
剥がれて反応溶液が蒸発した

• フィルムが適切にシールされていることを確認する
• 極端に値が外れている場合にはそのデータを除外する

セットアップ時に反応溶液を 
十分に混合していない

• 試薬は完全に融解してから十分に混合して使用する。
• 反応溶液はピペッティングで十分混合する

反応溶液中に気泡が混入

• 気泡の混入に注意する
• 反応前に遠心する
• 極端に値が外れている場合にはそのデータを除外する

DNA スタンダードカーブの 
R2値が低い、 
または 
増幅効率が 
90–110%でない

サイクル条件が適切でない

• マニュアルに記載のサイクル条件を使用する
• 逆転写反応は 55℃で実施する
• ABIの機器の場合、アニーリング /伸長反応に 60℃、1分間を使用する

1点のみ増幅が失敗したデータが
ある

• フィルムの剥がれや気泡混入などで極端に値が外れている場合にはそのデータを
削除する

セットアップ時に反応溶液を 
十分に混合していない

• ピペッティング操作を再確認する

反応条件が適切でない • プロトコールを再確認して推奨反応条件に従う

反応溶液中に気泡が混入
• 気泡の混入に注意する
• 反応前に遠心する

試薬を十分混合しないで使用した • 試薬は完全に融解してから十分に混合して使用する。

閾値が適正に設定されていない
• 増幅曲線の対数増幅領域内で閾値を設定する
• 必要であれば自動設定から手動設定にする

低インプットの 
メルトカーブが 
異なる波形を示す

非特異的増幅が起きた

通常は 1つの増幅産物は 
1つのピークを示すが、 
まれに 2つのピークを 
示すことがある

• テンプレートを入れないネガティブコントロールのメルトカーブと比較する
• プライマーの Tm値が 60℃以下になるように再設計する。Tm値の計算には NEB 

calculatorを利用する
• プライマー濃度を最適化する

非テンプレートが増幅する、

またその Cqが 
低インプットと近い

直前に実施した qPCRの 
キャリーオーバーがあった 
（非テンプレートと高インプットの

メルトカーブが一致していること

で確認可能）

• すべての試薬を新しくする
• qPCR機器を洗浄して、実験台も 10% chlorine bleachで洗浄する
• キャリーオーバー防止のために 0.2 U/µLの Antarctic Thermolabile UDGを反応液に
添加する

プライマー設計が適切でなかった

（非テンプレートと高インプットの

メルトカーブが一致していない）
• Tm値が 60℃となるようにプライマーを再設計する

逆転写反応をしていない 
区分で増幅が見られる

RNAテンプレート中に 
ゲノム DNA が夾雑している

• RNAテンプレートを DNase I処理する
• イントロン領域を挟むエクソン上にそれぞれのプライマーを設計する

qPCR & RT–qPCR
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DNA断片の末端付近における制限反応

制限部位をプライマーなどに組み込む場合など、DNA 末端付近で制限反応
を行う場合、ほとんどの制限酵素は制限部位の外側に数塩基を必要とする。

下記表は、5′FAM標識オリゴ DNAをアニールした 2本鎖 DNAに対して、
各種制限酵素（10 units/1 pmolオリゴ）を添加し、推奨条件下で 60分間イン
キュベーションしたときの切断効率を示す。切断効率は、TBEアクリルアミド
ゲルを用いた電気泳動と蛍光イメージ検出によって評価した。2本鎖 DNA
は各認識配列の上流に 1–5 bp、下流に 12 bpを付加してある。非対称な切
断が観察される場合があるが、その場合は切断されないものとして扱った。

非対称な切断は付加する塩基数を増やすほど減少する傾向にあった。

メモ：表中に記載がない制限酵素の場合、効率的に切断するためには認識

部位の末端のいずれか一方に 6塩基対付加する必要がある。

付加する塩基配列はパリンドローム配列やプライマーダイマーを形成しない

ように設計する。多くの場合、特定の配列を付加する必要はない。

表の凡例：

– 0% + 0-20%  
++ 20-50% +++ 50-100% 
nt not tested

末端への付加塩基数

酵素 1 bp 2 bp 3 bp 4 bp 5 bp

AccI* – – – – –
AciI – + + + + + + +
AgeI + + + + + + + + + + + + + + +
AgeI-HF + + + + + + + + + + + + + +
AleI-v2 + + + + + + + + + + + + + + +
AluI – + + + + + + + + + + + +
ApaI + + + + + + + + + + + + + + +
AscI + + + + + + + + + + + + + + +
AvrII + + + + + + + + + + + + +
BamHI + + + + + + + + + + + +
BamHI-HF + + + + + + + + + + +
BbsI-HF + + + + + + + + + + + + + + +
BclI-HF – – + + + + + + + + +
BglII + + + + + + + + + + + + + +
BmtI + + + + + + + + + + + + + + +
BmtI-HF + + + + + + + + + + + + + + +
BsaI-HFv2 + + + + + + + + + + + + + + +
BsiWI + + + + + + + + + + + + + +
BsiWI-HF + + + + + + + + + + + + + + +
BsmBI-v2 + + + + + + + + + + + + + + +
BsrGI + + + + + + + + + + + + + + +
BssHII + + + + + + + + + + + + +
BstZ17I-HF + + + + + + + + + + + + +
ClaI – – + + + + + + +
DdeI + + + + + + + + + + + + + + +
DpnI – + + + + NT NT

DraIII-HF + + + + + + + + + + + + + + +
EagI + + + + + + + + + + + + + +
EagI-HF + + + + + + + + + + + + +
EcoRI + + + + + + + + +
EcoRI-HF + + + + + + + + + +
EcoRV + + + + + + + + + + +
EcoRV-HF + + + + + + + + + +
Esp3I + + + + + + + + + + + + + + +
FseI + + + + + + + + + + + +
HindIII – + + + + + + + + + +
HindIII-HF – + + + + + + + + + +
HpaI + + + + + + + + + + + + + + +
KpnI + + + + + + + + + + + + +
KpnI-HF + + + + + + + + + + + + +
MfeI + + + + + + + + + + + +
MfeI-HF + + + + + + + + + + + +
MluI + + + + + + + + + + + +

末端への付加塩基数

酵素 1 bp 2 bp 3 bp 4 bp 5 bp

MseI + + + + + + + + + + + + + + +
NcoI – + + + + + + + + + + +
NcoI-HF + + + + + + + + + + + +
NdeI + + + + + + + + + + +
NheI + + + + + + + + + + + +
NheI-HF + + + + + + + + + + + + +
NlaIII + + + + + + + + + + + + + +
NotI + + + + + + + + + +
NotI-HF + + + + + + + + + +
NsiI + + + + + + + + + + +
NspI – – + + + + +
PacI + + + + + + + + + + + + + + +
PaqCI + + + + + – – –
PciI + + + + + + + + + + + + + + +
PmeI + + + + + + + + + + + + + + +
PstI + + + + + + + + + + + + +
PstI-HF + + + + + + + + + + + + + +
PvuI + + + + + + + + + + + + + + +
PvuI-HF + + + + + + + + + + + + + + +
PvuII + + + + + + + + + + + +
PvuII-HF – + + + + + + + + + +
RsaI + + + + + + + + + + + + +
SacI – + + + + + + + + + + +
SacI-HF – + + + + + + + + + +
SacII + + + + + + + + + + + + + + +
SalI – + + + + + + + + + + +
SalI-HF – + + + + + + + + + + +
SapI + + + + + + + + + + + + + + +
Sau3AI + + + + + + + + + + + + + + +
SbfI + + + + + + + + + + + + + +
SbfI-HF + + + + + + + + + + + + + +
ScaI-HF + + + + + + + + + + + + +
SfiI + + + + + + + + + + + + + + +
SmaI + + + + + + + + + + + + + + +
SpeI + + + + + + + + +
SpeI-HF + + + + + + + + +
SphI + + + + + + + + + + + + + + +
SphI-HF + + + + + + + + + + + + +
SspI + + + + + + + + + + + + +
SspI-HF + + + + + + + + + + + + +
StuI + + + + + + + + + + + + + + +
StyI-HF + + + + + + + + + + + + +
XbaI + + + + + + + + + +
XhoI + + + + + + + + + + + +
XmaI + + + + + + + + + + + + + + +* AccIには認識配列の外側に最低 13 bpを付加した方がよい
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PCR溶液中における制限酵素の活性

PCR産物を制限処理する機会は多い。この時、PCR産物を精製してから制
限反応を行うことが最も確実であるが、ステップ簡略化のため、PCR産物
を精製せずに PCR溶液中で直接制限反応を行う場合もある。下記表は
Taq、Q5、Phusion*、OneTaq、LongAmp Taq の PCR溶液中における制限酵
素活性を示したものである。1X PCRバッファーをそれぞれ含む全反応溶液
50 µL 中、1 unitの各 DNAポリメラーゼおよび 200 µMの dNTPs共存下、5 
unitの制限酵素を用いて、1時間、至適反応温度で 1 µgの DNAを切断した
ときの結果を示している。PCR バッファーにはそれぞれ、Thermopol 
Reaction Buf fer、Q5 Reaction Buf fer、Phusion HF Buffer、OneTaq Standard 
Reaction Bufferまたは LongAmp Taq Reaction Bufferを用いた。制限活性はゲ
ル電気泳動により評価した。

メモ：ポリメラーゼ活性が残存しているため、切断後の DNA断片の末端が
修飾され、その後のライゲーションに影響する場合がある。また制限酵素

の認識配列を含むプライマーが競合的に切断反応を阻害することがある。

最適条件以外で制限酵素を使用すると、スター活性の可能性が増加する。

問題が生じた場合、スピンカラムを用いるかフェノール /クロロホルム抽出
とアルコール沈殿を用いて DNAを精製してから制限酵素による切断を行う
ことを推奨する。

* Phusion® DNA Polymerase was developed by Finnzymes Oy, now a part of Thermo Fisher 
Scientific. This product is manufactured by New England Biolabs, Inc. under agreement with, 
and under the per formance specifications of Thermo Fisher Scientific.PHUSION® is a 
registered trademark and property of Thermo Fisher Scientific.

表の凡例：

PCR反応溶液中で 5 unitの酵素を用いて切断： 
+ + + 完全に切断 + + ~ 50%切断 
+ ~ 25%切断 – 切断されない

** 1X制限酵素バッファーを加えると効率が向上することがある。

末端付近の切断、PCR溶液中における制限酵素の活性

酵素

Taq IN  
THERMOPOL 
RXN BUFFER

Q5 IN  
Q5 

BUFFER**

PHUSION  
IN PHUSION 
HF BUFFER

ONETaq  
IN ONETaq  

RXN BUFFER

LONGAMP Taq  
IN LONGAMP 

Taq RXN BUFFER

AatII < + + < + + + + +
AccI < + + < + < + + + + + + +
Acc65I + + + < + < + < + +
AciI + + + + + + + + + + + + +
AclI + + + < + < + + + + + + +
AcuI + + + < + + + + + + + + +
AfeI + + + < + + + + + + + + +
AflII + < + < + + < +
AflIII < + + + + + < + < +
AgeI + + + + + + + + + + < +
AgeI-HF + + + < + + + + + + + + +
AhdI < + – – < + < +
AleI-v2 – – –  +  +
AluI + + + + + + + + + + + + +
AlwI – < + < + < + < +
AlwNI < + + + + + + < + +
ApaI + + + < + < + < + –
ApaLI + + + < + < + + + + + + +
ApeKI < + + + + + + + < + +
ApoI + + + + + + + + + + + + +
ApoI-HF + + + + + + + + + + + +
AscI + + + < + < + < + –
AseI + + + < + + + + + +
AsiSI + + + < + + + + + + + + +
AvaI + + + < + + + + + + + +
AvaII + + + < + + + + + + + + +
AvrII + + + < + < + + + + + + +
BaeGI + + + < + + + + + + + + + +
BaeI – < + + + < + < +
BamHI + + + < + + + + + + + + + +
BamHI-HF + + + < + – < + + +
BanI + + + < + + + + + + + + + +
BanII + + + < + + + + + + + + + +
BbsI + + + < + < + + + + + + +
BbsI-HF + – – – +
BbvCI + + + − − < + < +
BbvI + + + < + + + + + + + + +
BccI < + < + < + < + < +
BceAI < + < + + + + < +
BcgI < + < + + + + + +
BciVI – – – < + –
BclI + + + + + + + + + + + + + +
BclI-HF + + + – – + +
BcoDI < + < + + + < +
BfaI – < + – – –
BfuAI < + + – + < + –
BglI < + + + + < + < +
BglII < + + + + < + < +
BlpI < + + < + < + < + –
BmgBI – + + + < + < +
BmrI < + + < + + + + + + + + + +
BmtI + + + < + + + + + + + + +
BmtI-HF + + < + + + + + + +
BpmI < + < + + + + < + + < + +
BpuEI + + + – + + < + + < + +
Bpu10I < + < + + + + + + + + +
BsaAI + + + + + + + + + + + + + +
BsaBI + < + + + + + + + +

酵素

Taq IN  
THERMOPOL 
RXN BUFFER

Q5 IN  
Q5 

BUFFER**

PHUSION  
IN PHUSION 
HF BUFFER

ONETaq  
IN ONETaq  

RXN BUFFER

LONGAMP Taq  
IN LONGAMP 

Taq RXN BUFFER

BsaHI + + + + + + + + + + + + +
BsaI-HFv2 + < + + + + +
BsaJI + + + < + + + + + + + + +
BsaWI < + + < + + + + +
BsaXI < + + < + < + < + < +
BseRI + + + < + + + + + +
BseYI + + + + + + + + + + + + +
BsgI < + < + + < + < +
BsiEI + + + < + + + + + + +
BsiHKAI – + + + – –
BsiWI + + + < + + + + + + + + + +
BsiWI-HF – – – – –
BslI + + + + + + + + + + + + + +
BsmAI + + + + + + + + < + < +
BsmBI < + + + + + < + < +
BsmFI < + + + + + + + +
BsmI + + + + < + + + + +
BsoBI + + + + + + + + + + + + + +
BspCNI < + < + + – –
BspDI < + + < + + + + + + + + +
BspEI – < + < + – –
BspHI + + + < + + + + + + + + + +
Bsp1286I < + < + < + < + < +
BspMI + + + < + + + < + < +
BspQI + + + + + + + + + + + +
BsrBI + + + < + + + + + + + +
BsrDI < + < + + < + < +
BsrFI-v2 < + – – – –
BsrGI < + + + + + < + + + +
BsrI + + + < + + + + + + + + +
BssHII + + + < + + + + + + + +
BssSI-v2 + + + – + + + + + + +
BstAPI + + + < + + + + + + + + +
BstBI + + + + + + + + + + + + + +
BstEII + + + < + < + + + + + + +
BstEII-HF + + + < + < + + + + +
BstNI + + + < + < + < + < +
BstUI + + + < + < + + + + +
BstXI < + + + + + < +
BstYI + + + < + < + + + +
BstZ17I-HF + + + – + + + + + + +
Bsu36I < + < + < + < + +
BtgI + + + < + + < + < +
BtgZI + + + + + + + + + +
BtsI-v2 + + + –  + + + + + + +
BtsCI + + + < + < + + + + + + +
Cac8I + + + < + < + + + + + +
ClaI + + < + < + < + + +
CspCI < + – + < + < +
CviAII + + + < + + + + + + + +
CviKI-1 + + + < + + + + + + + + +
CviQI + + + + + + + + + + + +
DdeI + + + + + + + + + + + +
DpnI + + + + + + + + + + + +
DpnII + + + + + + + + + + + + +
DraI + + + < + + + + + + + + + +
DraIII-HF + + + + + + + + + + +
DrdI + + + < + + + + + + + + + +
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酵素

Taq IN  
THERMOPOL 
RXN BUFFER

Q5 IN  
Q5 

BUFFER**

PHUSION  
IN PHUSION 
HF BUFFER

ONETaq  
IN ONETaq  

RXN BUFFER

LONGAMP Taq  
IN LONGAMP 

Taq RXN BUFFER

EaeI + + + < + – < + < +
EagI < + + + + + + + + + + + + +
EagI-HF + < + + + + + +
EarI + + + < + + + + + < +
EciI < + + + + + + < + + < + +
Eco53kI + + + < + < + + + + + + +
EcoNI + + + < + + + + + + + +
EcoO109I + + + < + – < + +
EcoP15I < + < + + < + +
EcoRI + < + + + + – –
EcoRI-HF + + + < + + + + + + + +
EcoRV < + < + + – < +
EcoRV-HF + < + < + + + +
Esp3I + + + - + + + + + + +
FatI + + < + + + + < + + + +
FauI + < + + + + + + + +
Fnu4HI + + + < + < + + + +
FokI + + + + + + + + + + +
FseI + < + + + + + + –
FspI < + + < + + + +
HaeII + + + < + + + + + + + + + +
HaeIII + + + < + + + + + + + + + +
HgaI < + < + + < + + < + +
HhaI + + + < + + + + + + + + + +
HincII + + + < + < + + + + + + +
HindIII + + + < + + + + + + +
HindIII-HF + + + < + < + + + + + + +
HinfI + + + + + + + + + + + + +
HinP1I + + + + + + + + + + + + +
HpaI + + + < + + + + + + + + + +
HpaII + + + < + < + < + < +
HphI < + + < + < + < + < +
HpyAV + + + – + + + + +
HpyCH4III < + + < + + < + + < + +
HpyCH4IV + + + < + < + + + + + + +
HpyCH4V + + + < + < + + + + + + +
Hpy99I + + + – + < + < +
Hpy188I + + + < + + + + + +
Hpy166II + + + + + + + + + + + +
Hpy188III + < + < + + < +
KasI + + + < + + + + + + + –
KpnI + + + + + + + + < +
KpnI-HF + + – + + < + < +
MboI + + + < + + + + + + + + + +
MboII + + + + + + + +
MfeI + + + < + < + + + + +
MfeI-HF + – – + + + < +
MluCI + < + < + + + +
MluI + + + + + + + + + + +
MluI-HF + + – + + + + + +
MlyI + + + + + + < + +
MmeI < + – + + < + < +
MnlI + + + + + + +
MscI < + < + + < + < +
MseI < + < + < + < + < +
MslI + + + < + + + + + + +
MspA1I + + + < + + + + + + + + +
MspI + + + < + + + + + + + + +
MwoI + + + + + + + + + + + + + +
NaeI < + < + + < + < +
NarI – < + + + + + + + + +
NciI + + + < + < + + < +
NcoI + + + < + + + + + +
NcoI-HF + + + < + – + + +
NdeI < + + + + + + + + + < +
NgoMIV – < + + < + < +
NheI + + + < + < + + + + + + +
NheI-HF + + + < + – + + + +
NlaIII < + < + + + + < +
NlaIV + + + < + + + + + + + + + +
NmeAIII < + – + + + < + < +
NotI + + < + + < + < +
NotI-HF + + + < + < + < + +

酵素

Taq IN  
THERMOPOL 
RXN BUFFER

Q5 IN  
Q5 

BUFFER**

PHUSION  
IN PHUSION 
HF BUFFER

ONETaq  
IN ONETaq  

RXN BUFFER

LONGAMP Taq  
IN LONGAMP 

Taq RXN BUFFER

NruI + + + + + + + +
NruI-HF + + – – + –
NsiI + + + + + + + + + +
NsiI-HF + + + + + + + + + + + + + +
NspI + + + < + < + + + + + +
PacI + + + < + < + + + + + +
PaeR7I + + + < + < + + + + + + +
PaqCI – – – + + + + +
PciI < + < + – – –
PflFI + + + < + < + < + +
PflMI + < + + + + + + + + +
PleI + + + < + < + < + < +
PluTI + + + < + + + + + + + +
PmeI + + + < + < + + + + + + +
PmlI – – – + < +
PpuMI + + + < + + + + + + + + + +
PshAI + + + < + < + < + < +
PsiI-v2 + + + – – + + + + + +
PspGI + + + + + + + + + + + + + + +
PspOMI + + + < + + + + + + + +
PspXI + + + < + + + + + + + + +
PstI + + + + < + < +
PstI-HF + + + < + + + + + +
PvuI < + < + + + + – < +
PvuI-HF + + + < + + + + + + + + +
PvuII + + + < + + + + + + + +
PvuII-HF + – – < + < +
RsaI + + + < + + + + + + + + +
RsrII < + + – – < + < +
SacI + + + < + + + + + +
SacI-HF + + + < + < + < + + +
SacII + + + < + + + + + + +
SalI < + + + + – –
SalI-HF + < + + + + + + + +
SapI < + + < + + + + + + +
Sau3AI + + + < + < + < + < +
Sau96I < + + + + + + + + + +
SbfI < + + < + + < + + + +
SbfI-HF + – – < + < +
ScaI-HF + < + < + – –
ScrFI + + + + + + + + + + + + + + +
SexAI + + + < + + + + + + + + + +
SfaNI – < + + + < + + < + +
SfcI + + + < + < + + +
SfiI + + + – – + + + + + +
SfoI + + + < + + + + + + + +
SgrAI < + + < + + + + + + +
SmaI + + + < + + + + + + + + +
SmlI < + < + + + +
SnaBI < + < + < + + + + + + +
SpeI + + + + < + + + + + + +
SpeI-HF + + + – < + + + + + + +
SphI + + + + + + < + < +
SphI-HF + + + < + + + + + + + +
SrfI < + < + + + + + + +
SspI-HF + + < + + + + + + + +
StuI + + + < + < + + + + + + +
StyD4I < + + < + + < + < +
StyI < + + < + < + < +
StyI-HF + < + < + + + + + +
SwaI < + < + < + < + + + +
TaqI-v2 + + + < + + + + + + + +
TfiI < + + < + < + + + + +
TseI + + + + + + + + + + + + + + +
Tsp45I + + + – – + < +
TspMI + + + < + + + + + + + +
TspRI + < + < + + + + + + +
Tth111I + + + < + + + < + +
XbaI + + + – < + + + + +
XcmI + + + < + + + + + + + +
XhoI < + < + + + + + + + + +
XmaI + + + < + + – –
XmnI + + + < + < + + + + + +
ZraI + + + < + < + + + +
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典型的なクローニングでは制限酵素で DNA断片を作成し、線状ベクター
にライゲーションしてから形質転換を行う。この他、PCRで DNA断片と
線状ベクターを調製することもある。さらに DNAライゲーションには
DNAリガーゼを使用する他、リコンビナーゼやトポイソメラーゼによる
DNAの連結、あるいは相同組み換えを使用できる。

選択するクローニング方法に関わらず、効率向上のためには様々な方法

がある。以下にクローニング効率向上のためのヒントを掲載する。

1. 実験計画
まず連結する DNA 末端や翻訳される配列のリーディング・フレームを考
慮する必要がある。PCRプライマーの設計のため、ベクターとインサー
トの制限部位を確認する（NEBcutter.neb.comを推奨）。またベクター
中の薬剤耐性マーカーがクローニングホストに使用できるかを確認する。

2. DNAの精製および量
使用する DNAを十分に精製し、ヌクレアーゼや非特異的酵素活性が混入
していないことを確認する。一般的には市販されている DNA精製スピン
カラム（NEB #T1030S）を用いる。精製途中で使用したフェノール、クロ
ロホルム、エタノールなどが残存しないように注意する。また制限反応

や PCRの阻害を防ぐため、塩を含まないバッファー中に DNAを保存する。
各反応によって使用するDNA量が異なるため、適切なDNA量を確認する。
制限反応の場合は 0.2–2.0 µgであり、PCRの場合には数 ngで十分である。

3. 制限反応
下流の実験に合わせて反応容量を設定する。例えば電気泳動解析を行う

場合にはアプライ量を基準に設定する。多くのクローニングにおいては

20–50 µlを使用する。反応に使用する制限酵素は全容量の10%以下とし、
スター活性を防ぐためにグリセロール濃度が 5%以下となるようにする。

4. DNA 末端
制限処理した DNA 末端には 5′リン酸、3′OH基が付加されている為、そ
のままライゲーションに使用できる。ただし末端形状があっていない場

合には平滑化などを行う必要がある。

Taq DNA Polymerase（NEB #M0273）の PCR産物は 3′Aである。Q5 DNA 
Polymerase（NEB #M0491）のような高正確性ポリメラーゼの PCR産物は
平滑末端を生じる。一般的に市販されているプライマーはリン酸化され

ていないため、PCR産物は 5′リン酸化されない。脱リン酸化したベクター
にライゲーションする場合、5′リン酸化プライマーを用いて PCRを行うか、
Kinaseで PCR産物をリン酸化する必要がある。

5. ライゲーション前の DNA 精製
ベクターおよびインサートを電気泳動あるいはカラムで精製する。この

操作により未切断のベクターや非特異的 PCR産物などを取り除き、クロー
ニング効率が向上できる。

まず切断した DNAをアガロースゲルで確認する。もし切断 DNA がシング
ルバンドを示すようであれば、カラム精製を行う。複数のバンドを示す

のであれば、モナーク・ゲル抽出キット（NEB #T1020）やβ –Agarase I（NEB 
#M0392）を使用してゲルを切り出して精製を行う。この際、長波長（365 
nm）の紫外線を使用して DNA分解を最小限に留める。

6. DNA 定量
下流の実験に最適な DNA量を使用するため、電気泳動か吸光度系（Nano 
Specm®など）にて定量を行う。

7. ライゲーション
使用するリガーゼのガイドラインに従って反応を行う。もしインサート：

ベクター = 3：1のモル比が推奨されている場合、これを用いると良い。
これはモル比であって質量比でないことに注意する。通常のクローニン

グでは短時間でライゲーション反応が進行するが、ライブラリー作製な

どでは反応時間を延長する。

8. コンピテントセル
自作のコンピテントセルは市販されているものよりも形質転換効率が低

いことが多い。市販されているコンピテントセルを使用することで、結果

として時間短縮、サンプルロスの回避、成功率向上が可能となる。

クローニングガイド

PCR 溶液中における制限酵素の活性、クローニング

NANOSPEC® is a registered trademark of Nanometrics, Inc.
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How does  
Golden Gate  
Assembly work?

Golden Gate アッセンブリの最適化のガイドライン

複数の DNA断片を一括してアッセンブルした
い場合には Golden Gate Assembly (NEB#E1601) 
が便利である。

配列の確認

• 本手法には Type IIS制限酵素を使用するが、
使用予定の酵素の認識配列がベクターおよ

びインサートの内側に存在しないことを確

認する。インサートが 1種類だけの場合、
配列内部に認識配列が存在しても高効率で

Golden Gate アセンブリができるが、インサー
トが複数の場合には効率が低下する。この

場合、別の Type IIS酵素を選択するか、ポイン
トミューテーションで認識配列を除去する。

後者の場合、Q5 Site-Directed Mutagenesis 
Ki t (NEB #E0554) と NEBウェブツール : 
NEBaseChangerを使用するとよい。あるいは、
内部に存在する認識配列にアッセンブルの

ジャンクションポイントを作成してもよい。

プライマーの配向

• インサート調製のための PCRプライマーに
はタイプ I IS制限酵素サイトを導入する必要
がある。この時、認識部位が末端側、切断

部位が内側になるように配向する。つまり

制限酵素で切り出された後は、インサート

には認識配列が残らないようにする。詳細

は Golden Gate Assembly Kitのマニュアルを
参照する。

プラスミドの選択

• AGolden Gate Assemblyでは、pGGAselect 
Destination Plasmidの使用を推奨する。本
プラスミドはすべての Golden Gate Assembly
キット に 含 ま れ て おり、BsaI-HF v2、
BsmBI-v2または BbsIを利用したアッセンブ
リに使用できる。また、アッセンブルサイト

を挟むように T7および SP6プロモーター配
列が存在、内部には BsaI、BsmBI、BbsIサ
イトを持たない。pGGAselectプラスミドは、
一般的なクローニング用大腸菌株に形質転

換することができる。

反応バッファー

• BsaI -HF v2、BsmBI-v2、PaqCI を用いた
Golden Gate Assemblyには T4 DNA Ligase 
Bufferが最適である。ただし、Bsa-HF v2の
場合は NEBuf fer r1.1または 1.1、BsmBI-v2
の場合は NEBuffer r2.1または 2.1、PaqCIの
場合は rCutSmartまたは CutSmart Bufferで、
これらのバッファーに 1mM ATPと 5 〜
10mM DTTを加えたものが代替バッファーと
なる。

反応条件 
（アッセンブルサイクル条件）

• T4 D N A L ig a s e、B s a I - H Fv2、B s m BI - v2、
PaqCIは非常に安定であるため、長時間の
サイクルプロトコルでも活性を維持する。複

雑なアッセンブルでも高い正確性でアッ

センブルをするためには、総サイクル数を

30サイクルから 45〜 65サイクルに増やす
とよい。

RNAフリーの重要性
• プラスミド DNAは RNAフリーであることが
望ましい。これは正確にプラスミドを定量

するためであり、もし RNA が濃度に加算さ
れた場合、アッセンブル効率が低下する。

プライマーダイマーを避ける

• インサートを PCRで調製する場合、目的産
物以外の非特異的増幅、特にプライマーダ

イマーを含まないことを十分確認する。プ

ライマーには Type IIS制限酵素サイトが含ま
れるため、これがアッセンブル反応に持ち

込まれた場合、ミスアッセンブリを引き起

こす。

PCRエラーを避ける
• 必要以上のサイクルを用いない。正確性の高
い PCR酵素を使用する（Q5 DNA Polymerase、
NEB＃M0491を推奨）

インサート量を減らす 
（複雑なアッセンブルの場合）

• ＞ 10断片以上の複雑なアッセンブルの場
合、プレクローンインサートの量を 75 ngか
ら 50 ngに減らすとよい。

各インサートのオーバーハングの 
デザイン

• Golden Gate アッセンブリの接合部は数塩基
のオーバーハングである。NEBの研究によ
り、リガーゼの正確性への理解が深まり、

どのオーバーハングが精度向上につながる

かを予測できるようになった。この情報に

基づいて NEB Golden Gate Assembly K i t s 
(BsaI-HFv2または BsmBI-v2)を使用すれば、
高効率で正確なアッセンブリが可能となる。

オンラインツール : NEB Golden Gate Assembly 
Toolを使用すれば、プライマー設計やオー
バーハングの正確性の予測、長い配列に最

適な Golden Gateジャンクションを見つける
ことが容易である。もし複雑なアッセンブリ

（20 個以上のフラグメント）を扱う場合は、
NEBeta Toolsサイトのリガーゼフィデリティ
ツールを参照するとよい。

シーケンスエラーの確認 
（アッセンブル産物が機能しない場合）

• プレクローンインサートを使用する場合、
大腸菌内でエラーが導入されることがある。

大腸菌内の DNAポリメラーゼエラーによる
同一塩基（A A A A など）のスリップによるフ
レームシフトが原因であることが多い。もし

アッセンブル産物が機能しない場合、プレ

クローンの配列を確認する。

詳細はウェブサイトを参照 
（www.neb.com/GoldenGate）

最適化のポイント
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How does  
NEBuilder HiFi DNA 

Assembly work?

NEBuiderおよびGibsonアッセンブリの最適化のガイドライン

複数の DNA断片を一括してアッセンブルした
い場合には NEBuilderあるいは Gibson Assembly
が便利である。

1）  制限酵素切断 : 増幅が困難な大きいベク
ターに効果的である。ただし未切断ベク

ターがあった場合にはこれがバックグラン

ドとして検出される。

2）  PCR :バックグラウンドが低いことがメリッ
トである。ただし PCRで増幅できるサイ
ズである必要があり、一般的には 10 kb
未満とされる。もし 10 kb以上の場合、ベ
クターを 2断片に分けてもよい。

プライマー設計

• オンラインツール :NEBuilder Assembly 
Tool(NEBuilder.neb.com)を使うとよい。設計
したプライマー内にオーバーラップが含まれ

ること、最終産物が目的に合致しているこ

とを確認する。初めて使用するときには

チュートリアル動画を見ることをお薦めする

（NEBuilderHiFi.com）

• オーバーラップの長さが適切であることを
確認す。アッセンブルする断片数が多いほ

ど、オーバーラップの長さを長くするとよい。

併せて本ページの「適切な DNA 量を使用」
を参照する。

PCR産物のカラム精製
• PCR 産物はスピンカラム精製をすることが
望ましいが、シングルバンドで非特異的増

幅がみられない場合、かつ収量が十分であ

る場合、必ずしも精製をする必要はない。

• もし PCR産物を精製しない場合、アッセン
ブル反応への持ち込みは 20%を上限とする
（20 µl中、4 µlの持ち込み）

• PCR産物が非特異的増幅やスメアなバンド
を生じるときは、PCRを最適化してシング
ルバンドを生じるようにする。もし最適化

が難しい場合、目的バンドを切り出してゲ

ル精製をする。この時、ゲル精製の溶解バッ

ファーに一般的に含まれるグアニジンチオ

シネートが DNAに夾雑しやすく、さらにアッ
センブル効率の低下を招くため、切断する

ゲルはできる限り小さくする（ゲル溶解バッ

ファー使用量を少なくする）。あるいは DNA 
column purification (NEB #T1030) で追加精製
をするとよい。

適切な DNA量を使用する
• 最適なベクター :インサート比を設定する。

DNAは質量ではなくモルを使用、計算には
NEBioCalculator(NEBioCalculator.neb.com)を
使うとよい。

NEBuilder HiFi DNA Assemblyの場合：

2-3 断片：15-20 ntのオーバーラップ、トータ
ル DNA量は 0.03-0.2 pmol、ベクター：インサー
ト＝1：2
4-6 断片：20-30 ntのオーバーラップ、トータ
ル DNA量は 0.2-0.5 pmol、ベクター：インサー
ト＝1：1

NEB Gibson Assemblyの場合：

2-3 断片：15-25 ntのオーバーラップ、トータ
ル DNA量は 0.02-0.5 pmol、ベクター：インサー
ト＝1：2〜 3
4-6 断片 : 20-80 ntのオーバーラップ、トータ
ル DNA量は 0.2-1.0 pmol、ベクター：インサー
ト＝1：1

アッセンブル産物の確認（PCR）
• アッセンブル反応直後にPCRで確認できる。

1 µlの溶液を 3 µlの純水で希釈、そのうち
の 1 µlをテンプレートとして、50 µlの系で
PCRを行う。プライマーはインサートの外
側のベクター部分を使用する。アッセンブ

ル結合面はプライマーに使用しないこと。

もし PCR 産物が確認できて、形質転換後
のコロニーでポジティブクローンが得られな

い場合、形質転換反応に問題があるか、あ

るいはアッセンブル産物が大腸菌に毒性を

示している可能性がある。

高い形質転換効率のコンピテントセルを
使用する（108 -109 cfu/µg）
• NEB 5-alpha High Efficiency Competent E. coli 

(NEB #C2987) ま た は NEB 10-be t a High 
Efficiency Competent E. coli (NEB #C3019)を
推奨。

詳細はウェブサイトを参照 
（NEBuilderHiFi.com）

最適化のポイント
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典型的なクローニングガイド

プラスミドからインサートを調製

• 適切な制限酵素を使用して目的の DNA断片を切り出す。2種類の相
同性がない制限酵素を使用することにより、方向性を維持したクロー

ニングができる。

PCR産物からインサートを調製
• ベクターのクローニングサイトに合った制限部位を付加したプライ
マーを設計する。

• 切断効率を上げるため、認識配列の外側に 6塩基を付加する。

• 正確性が求められる場合、Q5 High–Fidelity DNA Polymerase（#M0491）
のような高正確性 DNAポリメラーゼを使用する。

• PCR最適化のためにウェブサイト（www.NEBPCRPolymerase.com）を参
照する。

• PCR産物をアガロースゲル電気泳動で精製する（モナーク・ゲル抽出 
キット、NEB #T1020）。もし非特異的増幅が無ければスピンカラムで
精製しても良い（モナーク DNAクリーンアップキット、NEB #T1030）。

• 適切な制限酵素で末端を切断する。

標準的な制限反応

DNA 1 µg

10X NEBuffer 5 µl（1X）

制限酵素 10 units（または 1 µl）

ヌクレアーゼフリー水 全容量が 50 µlとなるように加える

反応時間 1時間 *

反応温度 酵素による

* Time–Saver品質酵素を使用すれば 5–15分間

Time–Saver酵素プロトコール
DNA 1 µg

10X NEBuffer 5 µl（1X）

制限酵素 10 units（または 1 µl）

ヌクレアーゼフリー水 全容量が 50 µlとなるように加える

反応時間 5–15分間 *

反応温度 酵素による

* オーバーナイト反応を行ってもスター活性を生じない

アニールオリゴからの調製

• アニールしたオリゴもインサートに使用できる（例：プロモーター、ポ
リリンカーなど）

• 5′もしくは 3′突出末端となるように 2種類の相補的オリゴをアニール
して、適切な制限酵素で切断したベクターにライゲーションする。

• リン酸化していないオリゴは T4 Polynucleotide Kinase（NEB #M0201）で
リン酸化できる。

典型的なアニーリング反応

プライマー 1 µg

10X T4 Ligase Buffer 5 µl

ヌクレアーゼフリー水 全容量が 50 µlとなるように加える

反応
85℃で 10分間、その後 30–60分間 
掛けて温度を低下

ベクター

• 適切な制限酵素でベクターを切断する。2種類の相補的でない制限酵
素を使用することにより、セルフライゲーションを防ぐことができる。

インサートおよびベクターの調製

• セルフライゲーションを防ぐために脱リン酸化は効果的である。NEB
からは複数の脱リン酸化試薬が提供されている。

• Quick CIP（NEB #M0525）、Shrimp Alkaline Phosphatase（rSAP）（NEB 
#M0371）と Antarctic Phosphatase（NEB #M0289）は熱による不活性化
が可能であるため、脱リン酸化後の精製が必要ない。これらはすべ

ての NEBuffer中で活性を示すが、Antarctic Phosphataseは Zn2+を追添

加する必要がある。

Shrimp Alkaline Phosphatase（rSAP）を用いた 
DNAの 5′末端の脱リン酸化反応

DNA 1 pmolの DNA 末端

rSAP Reaction Buffer 2 µl

rSAP（1 unit/µl） 1 µl

ヌクレアーゼフリー水 全容量が 20 µlとなるように加える

反応 37℃で 30分間

熱による不活性化 65℃で 5分間

メモ：スケールアップ可能

脱リン酸化

• 場合によってはインサートもしくはベクターの平滑化が必要である。

• 高正確性 DNA ポリメラーゼの PCR産物は平滑末端を生じる

• T4 DNA Polymerase（NEB #M0203）あるいは Klenow（NEB #M0210）は 
5′突出末端の埋め込みおよび 3′突出末端を削って平滑化する。

• Quick Blunting Kit（NEB #E1201）を使用すればわずか 30分間で平滑化
とリン酸化ができる。

• アガロースゲルで確認する際は、分解を最小限にするために長波長の
紫外線（360 nm）を使用する。

Quick Blunting Kitによる平滑化反応
DNA 最大 5 µg

Blunting Buffer（5X） 2.5 µl

dNTP Mix（1 mM） 2.5 µl

Blunt Enzyme Mix 1 µl

ヌクレアーゼフリー水 全容量が 25 µlとなるように加える

反応

• 制限処理した DNAもしくは断片化 DNA
の場合は 15分間

• nebulized DNAもしくは PCR産物の場合
は 30分間

熱による不活性化 70℃で 10分間

*  PCR 産物を平滑化する場合、市販のスピンカラムかフェノール /クロロホルム精
製、ゲル精製で精製を行う。

平滑化
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典型的なクローニングガイド（続き）

• ライゲーションのためには少なくとも一方の DNA 末端（ベクターもし
くはインサート）が 5′リン酸化されている必要がある。

• プライマーは通常リン酸化されていない。そのため PCR産物は 5′リン
酸化されていない。

• 制限処理した DNAは 5′リン酸化されている。

• DNA断片は T4 Polynucleotide Kinase（NEB #M0201）でリン酸化できる。

T4 PNKによるリン酸化反応
DNA（20 mer） up to 300 pmol of 5́  termini

10X T4 PNK Buffer 5 µl

10 mM ATP 5 µl（1 mM final conc.）

T4 PNK 1 µl（10 units）

ヌクレアーゼフリー水 全容量が 50 µlとなるように加える

反応 37℃で 30分間

リン酸化

• ベクターおよびインサートを電気泳動で確認し、切れ残りや非特異的
バンドが無い場合、スピンカラムで精製する。Monarch DNA Gel Extraction 
Kit or PCR & DNA Cleanup Kit (NEB #T1020 or T1030)

• 切れ残りや非特異的バンドがある場合、アガロースゲルからの DNA抽
出キットや、LMPアガロースとβ –Agarase I（NEB #M0392）を使用して
精製する。

• ゲルの観察や切り出しを行う際、DNAの分解を防ぐために長波長（365 
nm）の紫外線を使用する。

ベクターおよびインサートの精製

• ベクター：インサートのモル比とする。

• T4 DNA Ligase（NEB #M0202）あるいは Quick Ligation Kit（NEB #M2200）
を使用する場合、室温で完全にライゲーションバッファーを融解して

から使用する。Ligase Master Mixは保存温度下で溶液であるため、
融解の必要はない。

• Quick Ligation Kit（NEB #M2200）は突出末端および平滑末端のライゲー
ションに適している。

• Instant Sticky–end Ligase Master Mix（NEB #M0370）は突出末端のライ
ゲーションに特化しており、インキュベーションは不要である。

• Blunt/TA Ligase Master Mix（NEB #M0367）は平滑末端 /TAのライゲー
ションに特化したリガーゼ・ミックスであり、特別な配合によりライゲー

ション効率を飛躍的に向上している。

• ライゲーション後は速やかに氷上に移して形質転換を行う。

• Quick Ligation Kitおよび Ligase Master Mixを使用した場合、熱による
不活性化は形質転換効率を低下させる恐れがあるため、これを控える。

• エレクトロポレーションを行う場合、精製作業は一切不要、ライゲー
ション産物をそのままエレクトロポレーションできる Elec t roLigase
（NEB #M0369）を推奨する。

• 正確性が高い突出末端を使用すれば Golden Gate Assemblyも可能で
ある。[Potapov, V. et al. (2018) ACS Synth. Biol. 7(11), 2665–2674.]

Quick Ligation Kitによるライゲーション反応
ベクター DNA（3 kb） 50 ng

インサート DNA（1 kb） To 50 ng

2X Quick Ligation Buffer 10 µl

Quick T4 DNA Ligase 1 µl

ヌクレアーゼフリー水 全容量が 20 µlとなるように加える

反応 室温で 5分間

Instant Sticky-end Ligase Master Mixによる 
ライゲーション反応

ベクター DNA（3 kb） 50 ng

インサート DNA（1 kb） 50 ng

Master Mix 5 µl

ヌクレアーゼフリー水 全容量が 10 µlとなるように加える

反応 不要

Blunt/TA Ligase Master Mixによるライゲーション反応
ベクター DNA（3 kb） 50 ng

インサート DNA（1 kb） 50 ng

Master Mix 5 µl

ヌクレアーゼフリー水 全容量が 10 µlとなるように加える

反応 室温で 15分間

ベクターとインサートのライゲーション

• NEB Turbo Competent E. coli（NEB #C2984）を使用すれば 8時間でコロ
ニーが得られる。

• 相同組み換えを低減するためには RecA –株である NEB 5–alpha（NEB 
#C2987）もしくは NEB 10–beta Competent E. coli（NEB #C3019）を使用
する。

• 5 kb以上のプラスミドのクローニングには NEB 10–beta Competent E. 
coliを推奨する

• エレクトロポレーションを行う場合、NEB 5–alpha Electrocompetent E. 
coli（NEB #C2989）あるいは NEB 10–beta Electrocompetent E. coli（NEB 
#C3020）を使用する。

• プレーティング前に培地を予め培養温度に温めておく。

• 適切なコロニーを得るため、SOCで 10 倍ずつの希釈系列をプレー
ティングする。

NEB 5–alpha Competent E. coliによる形質転換

DNA 1–5 µl 
（1 pg–100 ng プラスミド DNA含む）

コンピテントセル 50 µl

反応 氷上で 30分間

ヒートショック 42℃で 30秒間

反応

氷上で 5分間
950 µlの室温 SOCを添加
37℃で 60分間の振とう培養

形質転換

クローニングガイド
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クローニングのトラブルシューティングガイド

クローニング時にトラブルがあった場合を想定して、形質転換時にコントロール反応を行うことを推奨する。このコントロール反応により、クローニング中の

どの工程に問題があったかを特定できる。

• 100 pg–1 ngの未切断ベクターを形質転換し、コンピテントセルの状態やベクター状の薬剤耐性能を確認する。

• 切断したベクターを形質転換し、未切断ベクターに由来するバックグラウンドの割合を確認する。この反応では未切断ベクターの形質転換時のコロニー
数に比べて、1%以下となることが好ましい。

• ベクターだけをライゲーションしたもの（インサートなし）を形質転換する。切断面の異なる 2種類の制限酵素で切断している場合、あるいは脱リン
酸化を行っている場合には原理的に再ライゲーションされないはずである。この場合、上記と同様に 1%以下のコロニー出現頻度となる。

• ベクターを 1種類の制限酵素で切断し、ライゲーションしたものを形質転換する。未切断ベクターを形質転換した反応と同様のコロニー数が得られ
ることを確認する。

クローニングにおいては、DNAを正しく定量することも重要であるため、できる限り各工程で DNA定量を行うことを推奨する。

問題 原因 改善方法

形質転換体が 
ほとんど得られない、 
または 
全く得られない

大腸菌が死滅
• pUC19などの未切断ベクターを形質転換し、効率を確認する。もし形質転換効率が 104以

下の場合、コンピテントセルを再調製もしくは購入しなおす

抗生物質の種類または 
濃度が不適切

• 実験に合った抗生物質の種類と濃度を確認する

インサートによる細胞毒性

• やや低温で培養する（25-30℃）
• 発現制御できるコンピテントセルを使用する（NEB 5-alpha F′I q Competent E. coli, NEB #C2992
など）

ヒートショック時の温度が高い
• 使用するコンピテントセルのマニュアルを確認するヒートショック時の温度が推奨よりも高
い場合、細胞の死滅を引き起こす

エレクトロポレーション時に 
PEGが混入

• 形質転換前に DNAを精製する
• 精製不要な ElectroLigase（NEB #M0369）を使用する

エレクトロポレーション時の 
アーキングもしくは電圧不足

• ライゲーション前に DNAを精製する
• キュベットに泡が入らないようにする
• 使用機器のマニュアルに従う

プラスミドサイズが大きい

• 10 kb以上のプラスミドを形質転換する場合、NEB 10–beta Competent E. coli（NEB #C3019）を
使用する

• エレクトロポレーションで形質転換を行う

プラスミドの組換え • NEB 5–alpha（NEB #C2987）や NEB 10–beta（NEB #C3019）などの RecA–株を使用する

哺乳類もしくは植物ゲノムから 
DNAを切断して 
直接ライゲーションに使用

• 哺乳類もしくは植物ゲノム DNAはメチル化シトシンが含まれており、多くの大腸菌内で切断
される

• NEB 10–beta（NEB #C3019）のようなメチル化欠損（McrA、McrBC、Mrr欠損）を使用する

ライゲーション産物の 
使用量が多い

• 形質転換には 5 µl以下のライゲーション産物を使用する

ライゲーションが不十分

• ライゲーションに使用した DNAの 5′末端がリン酸化されていることを確認する
• ベクター：インサートのモル比を 1：1から 1：10の間で最適化する
• DNAを精製してライゲーション反応を行う（NaClや EDTAなどの夾雑物が効率を低下させる）
• バッファー中の ATPが凍結融解による分解されることがあるため、新しいバッファーを用いる
• ライゲーション前に脱リン酸化を行っている場合、熱による不活性化か精製を行う
• 1塩基突出末端のライゲーションには、Blunt/TA Ligase Master Mix（NEB #M0367）か、Quick 

Ligation Kit（NEB #M2200）、高濃度 Ligase （NEB #M0202T）を使用する
• Lambda–HindIII digested DNA（NEB #N3012）を使用してリガーゼ活性を確認する

リン酸化が不十分

• リン酸化の前に DNAを精製する
• DNA が平滑末端あるいは 5′陥没末端の場合、DNAとバッファーを混ぜたものを 70℃で 10
分間インキュベートする。その後速やかに氷上に移し、ATPと酵素を加えてリン酸化反応を
行う

• ATPが含まれていない T4 Polynucleotide Kinase（NEB #M0201）を使用する場合など、ATPを
添加する

• 1X T4 PNKバッファーの代わりに T4 DNA Ligaseバッファーを使用する。本バッファーには ATP
が予め含まれている
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問題 原因 改善方法

形質転換体が 
ほとんど得られない、 
または 
全く得られない

DNA 末端の平滑化が不十分

• 平滑化の前に制限酵素を不活性化あるいは除去する
• 平滑化の前に PCR産物を精製する
• ゲノム DNAを超音波で断片化した場合、多くは突出末端となるため、最低 30分間の平滑化
を行う

• 使用する酵素は最大 1 unit/µg DNAとする
• 15分間以上インキュベートしない
• T4 DNA Polymerase（NEB #M0203）の場合は 12℃以下、Klenow（NEB #M0210）の場合は 24℃
以下でインキュベートする

• 十分な dNTPが含まれていることを確認する。Klenow（NEB #M0210）の場合は 33 µM、T4 
DNA Polymerase（NEB #M0203）の場合は 100 µMを推奨する

• Mung Bean Nuclease（NEB #M0250）を使用する場合、室温で 30 分間以下の反応を行う 
1 unit/µg DNA以上の酵素を使用しない

3′A付加が不十分 • A付加を行う前にPCR産物を精製する。高正確性DNAポリメラーゼは 3′→ 5′エキソヌクレアー
ゼ活性を有するため、十分精製を行う

制限酵素による切断が不十分

• 制限酵素のメチル化感受性およびベクター配列を確認する
• 酵素付属の最適バッファーを用いる
• 制限反応前に DNAを十分に精製する
• 少なくとも 6個のヌクレオチドを制限酵素部位の上流に付加したプライマーを再設計する

形質転換体に 
空ベクターしか 
含まれていない 
（インサートが 
挿入されていない）

抗生物質の濃度が低い
• 抗生物質の濃度を高くする（推奨濃度を用いる）
• 新たに調製したプレートを用いる

サテライトコロニー • 大きく、早くに出現したコロニーを選択する

形質転換体に 
間違った 
プラスミドが 
含まれている

プラスミドの組換え • NEB 5–alpha（NEB #C2987）や NEB 10–beta（NEB #C3019）などの RecA–株を使用する

正しくない PCR産物を使用
• PCR条件を最適化する
• PCR産物をゲル精製する（モナーク・ゲル抽出キット、NEB #T1020）

制限部位が内部に存在 • クローニングに使用した制限部位が内部に存在するかを確認する

インサートによる細胞毒性

• やや低温で培養する（25-30℃）
• 発現制御できるコンピテントセルを使用する（NEB 5– alpha F′I q Competent E. coli , NEB 

#C2992）

変異導入
• 高正確性 DNAポリメラーゼを使用する Q5 DNA Polymerase（NEB #M0491）の使用を推奨する
• シーケンスで配列を再確認する

バックグラウンドが 
多い

脱リン酸化が不十分 • 脱リン酸化前に制限酵素を失活または除去する

キナーゼが残存 • キナーゼの失活が不十分な場合、脱リン酸化ベクターが再リン酸化される

制限酵素による切断が不十分

• 制限酵素のメチル化感受性およびベクター配列を確認する
• 酵素付属の最適バッファーを用いる
• 制限反応前に DNAを十分に精製する

抗生物質の濃度が低い • 抗生物質の濃度を高くする（推奨濃度を用いる）

ライゲーション 
産物を 
電気泳動しても 
バンドが 
観察されない

ライゲーションが不十分

• ライゲーションに使用した DNAの 5′末端がリン酸化されていることを確認する
• ベクター：インサートのモル比を 1：1から 1：10の間で最適化する
• DNAを精製してライゲーション反応を行う（NaClや EDTAなどの夾雑物が効率を低下させる）
• バッファー中の ATPが凍結融解による分解されることがあるため、新しいバッファーを用 
いる

• ライゲーション前に脱リン酸化を行っている場合、夏による不活性化か精製を行う
• 1塩基突出末端のライゲーションには、Blunt/TA Ligase Master Mix（NEB #M0367）か、Quick 

Ligation Kit（NEB #M2200）、高濃度 Ligase（NEB #M0202T）を使用する
• Lambda–HindIII digested DNA（NEB #N0312）を使用してリガーゼ活性を確認する

ライゲーション 
産物が 
電気泳動上で 
スメアになる

リガーゼが DNAに結合
• 電気泳動前に Proteinase K（NEB #P8107）で処理する
• Gel Loading Dye, Purple（NEB #B7024）を使用して泳動する

制限酵素消化産物が

電気泳動上で 
スメアになる

制限酵素が DNAに結合

• 酵素量を減らす
• 制限産物に終濃度 0.1–0.5%の SDSを加えてから電気泳動に供する
• Gel Loading Dye, Purple（NEB #B7024）を使用して泳動する
• モナーク DNAクリーンアップキット（#T1030）で精製してから泳動する

ヌクレアーゼの混入

• 新しい泳動バッファーを使用する
• 新しいゲルを使用する
• DNAを精製する

クローニングのトラブルシューティングガイド（続き）

クローニングガイド
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問題 原因 改善方法

制限酵素切断が 
不十分

メチル化による切断のブロック

• 大腸菌で調製したプラスミドが Dam/Dcmメチル化されている
• 哺乳類ゲノム由来の DNA が CpGメチル化されている
• 使用する制限酵素のメチル化感受性とベクター配列を確認する
• 制限酵素が Dam /Dcmメチル化でブロックされる場合、dam–/dcm–株（NEB #C2925）を使用し
てプラスミドを調製する

塩による阻害

• NEBuffer r3.1で低い活性を示す制限酵素は特に塩で阻害されやすいため、DNAを十分に精
製する

• スピンカラムで DNA 精製を行った場合、塩が残留しやすいそのため、全反応溶液量の
25%未満の DNAを使用する

PCR溶液成分による阻害 • 制限反応前に PCR産物を精製する

不適切なバッファー • 製品付属の最適バッファーを使用する

酵素量が少ない • 酵素量を増やす（1 µg DNAあたり 3–5 units）

反応時間が短い • 反応時間を長くする

スーパーコイル DNAを切断 • 酵素量を増やす（1 µg DNAあたり 10–20 units）

サイトプレファランス
• 酵素によっては特定の配列に対する切断効率が低いため、反応時間を長くする通常は 1–2
時間で十分である

2箇所の認識部位が必要 • 一部の制限酵素は DNA中に 2箇所の制限部位を必要とする。酵素情報を再確認する

サンプル DNA中に阻害剤が混入

• コントロール DNAとサンプル DNAを混ぜて切断する。もし阻害剤が混入していればコント
ロール DNA が切断されない。ミニプレップ DNAには阻害剤が混入しやすい

• スピンカラムなどで DNAを精製する
• 全反応容量を増やして阻害剤を低濃度にする

ゲル上で 
非特異的バンドが 
観察される

高分子バンドが観察される場合、
酵素と DNA が結合

• 酵素量を減らす
• 制限産物に終濃度 0.1–0.5%の SDSを加えてから電気泳動に供する
• Gel Loading Dye, Purple（NEB #B7024）を使用して泳動する

スター活性

• 酵素付属の最適バッファーを使用する
• 酵素量を減らす
• 反応に使用する制限酵素は全容量の 10%以下とし、スター活性を防ぐためにグリセロール
濃度が 5%以下となるようにする

• 反応時間を短くする
• HF制限酵素を使用する

制限酵素消化が不十分

• NEBuffer r3.1で低い活性を示す制限酵素は特に塩で阻害されやすいため、DNAを十分に精
製する

• スピンカラムで DNA 精製を行った場合、塩が残留しやすいそのため、全反応溶液量の
25%未満の DNAを使用する

• 制限反応前に PCR産物を精製する
• 製品付属の最適バッファーを使用する
• 1 µg DNAあたり 3–5 unitsの酵素を使用する
• 1 –2時間反応する

PCR 産物が 
検出されない

プライマーが不適切 • プライマー配列を再確認する

アニーリング温度が不適切 • Tm Calculator（TmCalculator.neb.com）を使用して正しいアニーリング温度を設定する

伸長時間が不適切 • 使用した DNAポリメラーゼの推奨伸長時間を確認する（酵素によって異なる）

ポリメラーゼの量が少ない • 反応系に適切な酵素量を用いる

プライマー濃度が不適切 • ポリメラーゼによって最適プライマー濃度が異なるため、マニュアルを確認する

Mg2+濃度が不適切 • Mg2+濃度を最適化する

テンプレートが複雑 • 異なるポリメラーゼやバッファーを用いる。Q5 DNA Polymerase（NEB #M0491）をお薦めする

PCR 産物が 
ゲル上で 
スメアになる

高分子側にスメアなバンドが 
観察された場合、 
酵素と DNA が結合

• 制限産物に終濃度 0.1–0.5%の SDSを加えてから電気泳動に供する
• Gel Loading Dye, Purple（NEB #B7024）を使用して泳動する

PCR 産物中に 
非特異的バンドが 
ある

アニーリング温度が低い • Tm Calculator（TmCalculator.neb.com）を使用して正しいアニーリング温度を設定する

Mg2+濃度が不適切 • Mg2+濃度を最適化する

プライミングサイトが他に存在 • プライマーおよびテンプレート配列を確認する

プライマーダイマー • プライマー配列を再設計する

ポリメラーゼが不適切 • 異なるポリメラーゼやバッファーを用いる
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クローニングの最適化のヒント

NEBから様々なクローニング用試薬を提供している。詳細はウェブサイト（ClonewithNEB.com）を参照する。以下にクローニングの最適化のヒントを記す。

サンプル

• cDNA合成のために十分精製された RNAを用いる。

• 逆転写反応にはトータル RNAおよび mRNA が使用できる。一般的に
は cDNA合成にはトータル RNAで十分である。ただし mRNAは PolyA 
Spin mRNA isolation Kit（NEB #S1560）か Magnetic Isolation Kit（NEB 
#S1550）で簡単に精製できる。

• cDNA合成に必要な RNA量は、目的とする転写産物の割合によって決
まる。通常、1 ng–1 µgのトータル RNAか、0.1–100 ngの mRNAを使
用する。

逆転写試薬

• ProtoScript II First Strand cDNA Syntheis Kit（NEB #E6560）を使用すれば
簡単に cDNA が合成できる。本キットには耐熱性かつ RNase H活性が
低減された ProtoScript II Reverse Transcriptase（NEB #M0360）と RNase 
Inhibitorの酵素ミックスが含まれている。また dNTPなど反応に必要
なバッファーミックスと、2種類のプライマー（オリゴ dTとランダムヘ
キサマー）が含まれている。

効率

• ProtoScript II Reverse Transcriptaseは最高 48℃の反応温度で、10 kbま
での cDNAを合成できる。一般的な逆転写反応には 42℃を推奨する。

• 長い cDNAを合成する場合、逆転写酵素と dNTPの量を増やす。

備考

• 大部分の RT–PCRにおいて、RNase H処理は不要である。ただし複雑
なアンプリコンや高感度アッセイにおいては、E. coli RNase Hを加えて
37℃で 20分間インキュベートすると良い。

酵素

• 制限反応後に脱リン酸化を行う場合、制限酵素が熱で不活性化でき
る場合に限り、精製なく脱リン酸化できる。制限酵素が熱で不活性

化できない場合、脱リン酸化前に DNA精製を行うことを推奨する（モ
ナーク、NEB #T1030）。

• rSAP（NEB #M0371）および AP（NEB #M0289）は熱による不活性化が
可能なホスファターゼである。これらの酵素を使用する場合、脱リン

酸化および不活性化後の DNA 精製は不要であり、そのままライゲー
ションできる。CIP（NEB #M0290）は熱による不活性化ができないため、
ライゲーション前に必ず DNAを精製する。

備考

• APは Zn2+を必要とするため、NEBuf fer中で脱リン酸化を行う場合、
1X Antarctic Phosphatase Reaction Bufferを加える。

CDNA合成

酵素

• T4 Polynucleotide Kinase（NEB #M0201）および T4 DNA Ligase（NEB 
#M0202）は T4 DNA Ligase Buffer中で同時に使用できる。

• T4 Polynucleotide Kinaseは高濃度の塩で阻害される（150 mM NaClで
50%の阻害）。またリン酸（7 mMリン酸で 50%の阻害）およびアン
モニウム塩［7 mM （NH4）2SO4で 75%の阻害］で阻害される。

• 5′陥没末端をT4 Polynucleotide Kinaseでリン酸化する場合、DNAとバッ
ファーの混合液を 70℃で 10分間インキュベートし、氷上に移す。そ
の後酵素と ATPを加えてから 37℃で反応を行う。

備考

• PEG 8000（最大 5%）の添加によりリン酸化効率を向上できる。

リン酸化

脱リン酸化

酵素

• DNA 末端の平滑には適切な酵素を選択する。Quick Blunting Kit（NEB 
#E1201）または T4 DNA Polymerase（NEB #M0203）、DNA Polymerase I, 
Large （Klenow） Fragment（NEB #M0210）は 5′突出末端を埋め込み、3′
突出末端を削って平滑化する。一方、Mung Bean Nuclease（NEB 
#M0250）は 5′突出末端を削って平滑化する。

• T4 DNA Polymeraseおよび DNA Polymerase I, Large（Klenow） Fragment
はすべての NEBuf fer中で使用できる。この場合、dNTPsを添加して
使用する。

精製

• 制限反応後に平滑化を行う場合、制限酵素が熱で不活性化できる場
合に限り、精製なく平滑化できる。制限酵素が熱で不活性化できな

い場合、平滑化前に DNA精製を行うことを推奨する。

• PCR産物を平滑化する場合、ヌクレオチドとポリメラーゼを除去する
ために DNA精製を行う。

• 平滑化後に脱リン酸化を行う場合、DNA精製を行う。

温度

• Mung Bean Nucleaseで平滑化を行う場合、室温での反応を推奨する。
37℃などで反応を行った場合、DNA 末端がさらに削られて突出末端
となることがある。酵素量とインキュベーション時間を最適化すると 
良い。

熱による不活性化

• Mung Bean Nucleaseは熱による不活性化を推奨しない。不活性化自体
はできるが、不活性化前に DNA 末端がさらに削られて突出末端となっ
たり、非特異的な分解が起こることがあるためである。フェノール /
クロロホルム精製もしくはエタノール精製、スピンカラム精製を推奨

する。

平滑化 / 末端修復

クローニングの最適化
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クローニングの最適化のヒント（続き）

• 高正確性 DNAポリメラーゼでの PCR産物を 3′A付加する場合、必ず
PCR 産物を精製してから 3′A付加を行う。高正確性 DNAポリメラー

ゼが残存している場合、3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性（校正機能）に
より 3′A が除去されることがある。

反応バッファー

• T4 DNA Ligase Buffer（NEB #B0202）は室温または手のひら内で融解す
る。ATPの分解を防ぐため、37℃での融解は推奨しない。

• バッファーを一旦融解したら、氷上で保存する。

• ライゲーションは 4種類の NEBuf ferおよび T4 Polynucleotide Kinase 
Bufffer（NEB #B0201）中で行うことができる。その際は ATPを添加する。

• ATPは ribo–ATP（NEB #P0756）を使用する。Deoxyribo–ATPは使用で
きない。

• ライゲーション前に制限酵素を完全に熱で不活性化しておく。あるい
は制限酵素反応産物を精製しておく。

DNA
• ライゲーションに使用する DNA溶液中には EDTAや高濃度の塩が含ま
れないようにする。

• 脱リン酸化産物をライゲーションに使用する場合、熱で不活性化する
か（APまたは rSAP）、精製して除去しておく（CIP、BAP、SAP）。

• ライゲーションに用いるトータル DNA（ベクター＋インサート）を 1–10 
µg/mlとする。

• インサート：ベクターのモル比は 2：1から 10：1が良い（インサート
が 1種類の場合）。

• 複数のインサートをクローニングする場合は、NEBuilder HiFiDNA Assembly 
Master Mix（NEB＃ E2621）または Cloning Kit（NEB＃ E5520）を推奨
する。

• DNA濃度が未知の場合、様々な比率でライゲーションを行う。

リガーゼ

• ほとんどのライゲーション（平滑・突出）の場合、Quick Ligation Kit（NEB 
#M2200）を推奨する。

• 1塩基突出末端のライゲーション（TAライゲーション）の場合、1 µLの
高濃度 T4 DNA Ligase（NEB #M0202T/M）を使用して 16℃でオーバー
ナイト反応を行う。

• インサートサイズが大きい場合、インサート濃度を下げて高濃度 T4 
DNA Ligaseを使用して 16℃でオーバーナイト反応を行う。

• T4 DNA Ligase（NEB #M0202）は 65℃、20分間で不活性化できる。

• もし反応溶液中に PEGが含まれている場合、熱による不活性化を推
奨しない。行った場合に形質転換効率が低下することがある。なお

Quick Ligation Kitには PEGが含まれている。

形質転換

• 1–5 µlのライゲーション反応溶液を形質転換に使用する。

• PEGを含む溶液中で長時間のライゲーションを行った場合、形質転換
効率が低下することがある。なお Quick Ligation Kitには PEGが含まれ
ている。

• サイズが大きなプラスミドを形質転換する場合（>10,000 bp）、エレク
トロポレーションを推奨する。ライゲーション産物を精製してから使

用する。ElectroLigase（NEB #M0369）は精製なくそのまま形質転換に
使用できる。

融解

• コンピテントセルは氷上で融解する。

• 融解後、速やかに DNAを加える。

• コンピテントセルは手のひら内で融解しても良いが、0℃以上で融解
した場合には形質転換効率が低下する。

DNA
• 5 µlのライゲーション産物をそのまま使用した場合、精製 DNAに比べ
て形質転換効率が 1/2となる。

インキュベーションおよびヒートショック

• 氷上で 30分間インキュベートする。このステップを 10分間短縮する
ごとに形質転換効率が 2倍ずつ低下する。

• ヒートショックの温度および時間は、形質転換の容量および容器によ
り異なる。一般的には 42℃、30秒間を推奨する。

コンピテントセルの予備増殖（outgrowth）
• コンピテントセルの増殖と抗生物質耐性の発現を最大限に高めるに
は 37℃で 1時間の予備増殖を行う。このステップを 15分間短縮する
ごとに形質転換効率が 2倍ずつ低下する。

• SOC培地を使用した場合の形質転換効率は、LB培地の 2倍である。

• チューブを振とうまたは回転により撹拌しながらインキュベーションす
ると、形質転換効率が 2倍になる。

プレーティング

• 選択プレートは、温かくても冷たくても、また湿っていても乾いてい
ても、形質転換効率に影響しない。

• 温かく、乾いたプレートは、細胞を植菌しやすく、コロニー形成まで
の時間を最も短縮できる。

注意すべきコンタミネーション

混入物 除去方法

界面活性剤 エタノール精製

フェノール クロロホルム抽出およびエタノール精製

エタノールまたは 
イソプロパノール

再懸濁前にペレットを乾燥

PEG カラム精製、フェノール / 
クロロホルム抽出およびエタノール精製

A-テーリング

DNAライゲーション

形質転換
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Monarch核酸精製キットのトラブルシューティングガイド

問題 製品 原因 解決策

DNA が 
精製されない

Monarch Plasmid  
Miniprep Kit  
（NEB #T1010）

バッファーの入れ間違い
• 各工程で正しい試薬を使用する
• Plasmid Wash Buffer 2にエタノールを加えたことを確認する

培養中にプラスミドが喪失 • 適切な抗生物質と濃度を使用して適切な時間（12〜 16時間）培養する

Monarch DNA Gel  
Extraction Kit  
（NEB #T1020） 洗浄バッファーに 

エタノールを加えていない
• Monarch DNA Wash Bufferに適量のエタノールを加えたことを確認する

Monarch PCR & DNA  
Cleanup Kit  
（5 µg）（NEB #T1030）

DNA収量が 
低い

Monarch Plasmid  
Miniprep Kit  
（NEB #T1010）

溶解が不十分

• Plasmid Lysis Buffer（B2）を加える前に、ペレットが完全に懸濁（懸濁液が濃いピン
ク色に変化）されていたか確認する

• 大腸菌量を減らす。培養液量が推奨値より多くなる場合はバッファー（B1〜 B3）
の使用量を増やすか、またはカラム 2本に分けて精製を行う

大腸菌数が過剰 • 大腸菌培養液の O.D.値が 15を超えないようにする

培養中にプラスミドが喪失 • 使用する抗生剤の種類と濃度および培養時間が正しいことを確認する

低コピープラスミドを使用 • 処理する大腸菌量を増やし、それに応じてバッファー量も増やす

培養中に大腸菌が溶菌 • 対数増殖期から定常期直前まで（培養時間 12〜 16時間）に培養液を採取する

中和が不完全 • 溶液が均一に黄色になるまでチューブを数回転倒混和する

溶出が不十分

• 溶出液をカラムの中央に添加する
• 溶出液量を増やしインキュベーション時間を延長することで回収率が向上する可
能性がある

• 10 kbを超えるプラスミドの溶出には、あらかじめ 50℃まで温めた DNA Elu t ion 
Bufferを使い、インキュベーション時間を 5分間に延長する

Monarch DNA Gel  
Extraction Kit  
（NEB #T1020）

試薬の入れ間違い • 各工程で正しい試薬を使用する

ゲルの溶解が不十分
• 溶解されずに残ったアガロースゲルはカラムを目詰まりさせて DNA 結合を阻害す
るため、Monarch DNA Dissolving Buf ferを使用し適温で充分な時間インキュベー
ションする

ゲルを 60℃以上の 
温度で溶解

• ゲル切片はプロトコール通りの温度（37〜 55℃）で溶解する。温度が高いと DNA
が変性するので要注意

溶出が不十分

• 溶出液をカラムの中央に添加する
• 溶出液量を増やしインキュベーション時間を延長することで回収率が向上する可
能性がある

• 10 kbを超える DNAの溶出には、あらかじめ 50℃まで温めた DNA Elution Buf fer
を使い、インキュベーション時間を 5分間に延長する

• 溶出を複数回実施することも可能

Monarch PCR & DNA  
Cleanup Kit  
（5 µg）（NEB #T1030）

試薬の入れ間違い • 各工程で正しい試薬を使用する

溶出が不十分

• 溶出液をカラムの中央に添加する
• 溶出液量を増やしインキュベーション時間を延長することで回収率が向上する可
能性がある

• 10 kbを超える DNAの溶出には、あらかじめ 50℃まで温めた DNA Elution Buf fer
を使い、インキュベーション時間を 5分間に延長する

• 溶出を複数回実施することも可能

精製 
プラスミドの 
品質が低い

Monarch Plasmid  
Miniprep Kit  
（NEB #T1010）

プラスミドが分解
• 内因性エンドヌクレアーゼの活性が高い菌株（HB101、JM100など）の場合は要 
注意

プラスミドが変性
• Plasmid Lysis Buf fer（B2）によるインキュベーションは 2分間以内にとどめ、バッ
ファー中の NaOHによるプラスミドの変性を避ける

ゲノム DNA が混入 • 宿主の染色体 DNA が剪断されること避けるため、細胞溶解後の転倒混和は注意
して行い、ボルテックスは避ける

RNA が残存 • サンプルを中和バッファーで 2分間インキュベーションする。大腸菌培養液が >3 
mlの場合、中和後の遠心時間を 5分間に延長する

精製したプラスミドの 
保存が不適当

• DNA Elution Bufferまたはヌクレアーゼフリー水で溶出した精製 DNAは –20℃で保
存する。マグネシウムを含む溶液中には保存しない

精製 DNAの 
純度が低い

Monarch Plasmid  
Miniprep Kit  
（NEB #T1010）

エタノールが残存
• エタノールを完全に除去するために、最後のWash Buffer添加後の遠心を1分間行う
• カラム先端にフロースルー液が付着していないことを確認する

塩が残存 • 洗浄ステップを省かない

糖が残存
• 内因性の糖が多い菌株（HB101、JM100など）は避ける。プロトコールに従い、

Plasmid Wash Bufferのステップを忘れないこと

Monarch DNA Gel  
Extraction Kit  
（NEB #T1020）

グアニジン塩の残存 • アガロース切片はできるだけ小さくし、Gel Dissolving Bufferの使用量を減らす

エタノールが残存
• エタノールを完全に除去するために、最後のWash Buffer添加後の遠心を1分間行う
• カラム先端にフロースルー液が付着していないことを確認する

塩が残存 • カラム先端が溶出用に用意した新しいチューブに触れていないことを確認する

Monarch PCR & DNA  
Cleanup Kit  
（5 µg）（NEB #T1030）

エタノールが残存
• エタノールを完全に除去するために、最後のWash Buffer添加後の遠心を1分間行う
• カラム先端にフロースルー液が付着していないことを確認する

塩が残存 • カラム先端が溶出用に用意した新しいチューブに触れていないことを確認する

核酸精製のトラブルシューティングガイド
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ゲノムDNA精製時のサンプルインプット量のヒント 
（Monarch Genomic DNA Purification Kit）

ゲノム DNAの収量、純度、完全性は、サンプルの種別やインプット量、サンプルの状態によって大きく異なる。以下に、さまざまな種類のサンプルから得
た収量、純度および DINの経験的なデータとともに、Monarch Genomic DNA Purification Kitを使用する際の各サンプルの最大インプット量に関するガイダン
スを示す。DNAの収量、純度、完全性、および長さを損なわないよう、gDNAの抽出・精製時にはカラムおよびバッファー系への過負荷を避けることが重要
である。

サンプルの種類 推奨サンプル量 収量（mg） DIN 最大サンプル量

組織 *

Mouse Tail（マウステール） 10 mg 12–20 8.5–9.5 25 mg

Mouse Ear（マウス、耳） 10 mg 18–21 8.5–9.5 10 mg

Mouse Liver（マウス、肝臓） 10 mg 15–30 8.5–9.5 15 mg

Mouse Kidney（マウス、腎臓） 10 mg 10–25 8.5–9.5 10 mg

Mouse Spleen（マウス、脾臓） 10 mg 30–70 8.5–9.5 10 mg

Mouse Heart（マウス、心臓） 10 mg 9–10 8.5–9.5 25 mg

Mouse Lung（マウス、肺） 10 mg 14–20 8.5–9.5 15 mg

Mouse and Rat Brain（マウスおよびラット、脳） 10 mg 4–10 8.5–9.5 12 mg

Mouse and Rat Muscle（マウスおよびラット、筋肉） 10 mg 4–7 8.5–9.5 25 mg

deer Muscle（シカ、筋肉） 10 mg 5 8.5–9.5 25 mg

血液 **

ヒト全血 100 µl 2.5–4 8.5–9.5 100 µl

Mouse（マウス） 100 µl 1–3 8.5–9.5 100 µl

Rabbit（ウサギ） 100 µl 3–4 8.5–9.5 100 µl

Pig（ブタ） 100 µl 3.5–5 8.5–9.5 100 µl

Guinea pig（モルモット） 100 µl 3–8 8.5–9.5 100 µl

Cow（ウシ） 100 µl 2–3 8.5–9.5 100 µl

Horse（ウマ） 100 µl 4–7 8.5–9.5 100 µl

Dog（イヌ） 100 µl 2–4 8.5–9.5 100 µl

Chicken：nucleated（ニワトリ：有核赤血球） 10 µl 30–45 8.5–9.5 10 µl

培養細胞

HeLa 1 x 106 cells 7–9 9.0–9.5 5 x 106 cells

HEK293 1 x 106 cells 7–9 9.0–9.5 5 x 106 cells

NIH3T3 1 x 106 cells 6–7.5 9.0–9.5 5 x 106 cells

バクテリア

E. coli（大腸菌：グラム陰性菌） 2 x 109 cells 6–10 8.5–9.0 2 x 109 cells

Rhodobacter sp.（紅色細菌：グラム陽性菌） 2 x 109 cells 6–10 8.5–9.0 2 x 109 cells

B. cereus（セレウス菌：グラム陽性菌） 2 x 109 cells 6–9 8.5–9.0 2 x 109 cells

アーキア

T. kodakarensis（好熱性アーキア） 2 x 109 cells 3–5 8.5–9.0 2 x 109 cells

酵母

S. cerevisiae（酵母） 5 x 107 cells 0.5–0.6 8.5–9.0 5 x 107 cells

唾液 /口腔スワブ細胞 ***

Human Saliva（ヒト、唾液） 200 µl 2–3 7.0–8.0 500 µl

Human Buccal swab（ヒト、口腔スワブ） 1 swab 5–7 6.0–7.0 1 swab

*  凍結組織粉末、凍結組織片、および RN Ala te r安定化組織片について、組織 gDN Aの収量を示す。凍結組織粉末では高度にインタクトな gDN A が得られるが、凍結組織片や
RN Ala te r安定化組織片の場合と比べて低収量となることが予想される。組織片に残存するヌクレアーゼ活性が gDN Aを切断するため、断片長は全体にやや短くなるが、この
gDNAはシリカベースの精製には最適である。

**  種々の抗凝固剤（例：EDTA、クエン酸、ヘパリン）およびカウンターイオンで安定化させたヒト全血サンプルを評価したところ、すべての例で結果は同等であった。さらに、上記
の血液サンプルはすべて新鮮血と凍結サンプルの両方で試験を実施し、同等の結果を得た。ヒトサンプルは健常人から提供されたものであった。健康状態が不良のドナーの場
合は収量が異なる可能性がある。

***  口腔スワブサンプルおよび唾液サンプルには、gDNA が分解した死細胞が一部含まれている。そのため、これらのサンプルから得られた精製 gDNAの DIN値は元々低い傾向がある。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

ゲノムDNA 精製のトラブルシューティングガイド 
（Monarch Genomic DNA Purification Kit）

問題 原因 改善方法

低収量

細胞

凍結した細胞ペレットの 
急激な解凍や再懸濁

• 細胞ペレットをゆっくり解凍しながら、時々チューブをタッピングする。底部に付着した細胞ペレットが遊離したら、
冷えた PBSを加えてペレットが溶解するまでピペッティングを 5〜 10回穏やかに繰り返して懸濁する

Cell Lysis Bufferを 
酵素と同時に添加

• サンプルに Cell Lysis Bufferを加える前に Proteinase Kおよび RNase Aを添加し十分に混和させる

血液

血液が解凍したため、 
DNaseが活性化 • 凍結状態の血液サンプルに直接 Proteinase K、RNase Aを加え、続いて Blood Lysis Bufferを添加する

血液サンプルが古い
• 凍結していない全血の場合、採血後 1週間以内のものを使用する。古い血液は gDNAの分解が進行しており
収量の低下を招く

ヘモグロビン沈殿物が形成
• ヘモグロビン含量が高い動物種（モルモットなど）の血液は不溶性のヘモグロビン複合体が蓄積し、メンブレン
を詰まらせる可能性がある。これらのサンプルに対しては 5 分間の Proteinase K 処理を 3分間に短縮する

組織

組織片が大き過ぎる
• スタートサンプルを出来る限り細かくするか、液体窒素で凍結粉砕する。組織片が大きい場合、Proteinase K
が組織を溶解する前にヌクレアーゼにより DNA が分解される

組織繊維による 
メンブレンの目詰まり

• Proteinase Kにより溶解された繊維組織（筋、心臓、皮膚、耳など）、脳組織、さらに RNAlaterに保存した組
織からは溶解されなかった小さなタンパク繊維が遊離し、シリカメンブレンの結合部位をブロックする。この

繊維物質を除去するため、プロトコールに従いライセートを最大速度で 3分間遠心する。耳と脳組織について
はサンプル量が 12〜 15 mgを超えないようにする

サンプルが適切に 
保存されていない

• 室温、4℃または –20℃で長期間保存したサンプルでは gDNA が分解し収量が低下する。組織サンプルは液体
窒素やドライアイスで瞬間凍結し –80℃で保存するか、あるいは安定化剤を使用して gDNAの分解を防ぐよう
にする

gDNA が分解（DNaseを 
多く含む組織サンプルに多い）

• 内臓組織（膵臓、腸、腎臓、肝臓など）のヌクレアーゼ含量は極めて多い。gDNAの分解を防ぐために適切に保
存し、サンプル調製は氷上で行い、スタートサンプルの量や Proteinase Kの使用はプロトコールに準じる

DNAのオーバーロード • gDNA 量が顕著に多い臓器（脾臓、腎臓、肝臓など）組織の場合はサンプル量を減らす。サンプル量が推奨値
を超えると、長鎖 DNA断片のもつれが生じてシリカメンブレンから溶出されなくなる

Proteinase Kの添加量が 
適当でない

• 大半のサンプルは Proteinase Kを 10 µl使用して溶解させるが、脳、腎臓、耳の場合は 3 µlにする

gDNA が断片化している

組織

サンプルの保存が不適切
• 室温、4℃、または –20℃で長期間保存されたサンプルでは gDNA が分解し収量が低下する。組織サンプルは
液体窒素やドライアイスで瞬間凍結し –80℃で保存するか、あるいは安定化剤を使用して gDNAの分解を防ぐ
ようにする

組織片が大き過ぎる
• スタートサンプルを出来る限り細かくするか、液体窒素で凍結粉砕する。組織片が大きい場合、Proteinase K
が組織を溶解する前にヌクレアーゼにより DNA が分解される

サンプルの DNase含量が高い • 臓器組織（膵臓、腸、腎臓、肝臓など）のヌクレアーゼ含量は極めて多い。そのため、分解を防ぐために適切に
保存し、サンプル調製は氷上で行い、スタートサンプルの量や Proteinase Kの使用量はプロトコールに準ずる

血液

血液サンプルが非常に古い
• 凍結していない全血の場合、採血後 1週間以内のものを使用する。古い血液は gDNAの分解が進行しており
収量の低下を招く

血液が溶解したため、 
DNaseが活性化 • 凍結状態の血液サンプルに直接 Proteinase K、RNase Aを加え、さらにそこに Blood Lysis Bufferを添加する

塩の残存

Binding Bufferに含まれる 
グアニジンチオシアネート塩が 
溶出液に残存

• ピペット先端がカラム上部に触れないように注意し、ライセート /Binding Buffer混合液をシリカメンブレンに直
接インプットする

• ライセート中に存在する泡がスピンカラムのキャップ部分に入り込まないよう注意する
• スピンカラムのフタを閉める時は内容液が飛散しないようキャップをやさしく押し込み、また、遠心機への出
し入れの際も注意する

• 塩の混入が疑われる場合は、プロトコールに従い、gDNA Wash Bufferを添加後、カラムを数回転倒する
タンパクの残存

組織

Proteinase K 処理が不十分 • サンプルを出来る限り細かく切り、Lysis Bufferで 30分〜 3時間インキュベーションしてタンパク複合体を分解する

組織繊維によるメンブレンの 
目詰まり

• Proteinase Kにより溶解された繊維組織（筋、心臓、皮膚、耳など）、脳組織、さらに RNAlaterに保存した組
織から溶解されなかった小さなタンパク繊維が遊離し、シリカメンブレンの結合部位をブロックする。この繊

維物質を除去するため、プロトコールに従いライセートを最大速度で 3分間遠心する。耳と脳組織については
サンプル量が 12〜 15 mgを超えないようにする

血液

ヘモグロビン含有量が多い
• ヘモグロビン含有量が多い種（ウマなど）の血液は暗赤色なので識別可能で、これらの血液サンプルに対して
は溶解反応時間を 3〜 5分間延長することで高純度 gDNA が得られる

ヘモグロビン沈殿物が形成
• ヘモグロビン含有量が多い種（モルモットなど）の血液は不溶性ヘモグロビン複合体が蓄積していることがあり、メン
ブレンが目詰まりする可能性がある。これらのサンプルに対しては 5分間の Proteinase K処理を 3分間に短縮する

RNAの残存

組織
サンプル量が過剰

• gDNA量が豊富な組織（脾臓、肝臓、腎臓など）では組織溶解反応中に強い粘性が生じ、RNase Aの活性を阻
害する可能性がある。サンプル量は推奨量を超えないようにする

溶解時間が不十分 • 組織片が完全に溶解した後、さらに反応時間を 30分〜 1時間程度延長する
サンプルの溶解時間が短い

組織片が大き過ぎる • Proteinase K 処理を始める前に、組織片を出来る限り細かく切るか、または液体窒素で凍結粉砕する
組織片が試験管の底に付着 • ボルテックスしてチューブ底部に付着した組織片を遊離させ、迅速に Proteinase Kと Lysisを添加する
スタートサンプル量が過剰 • スタートサンプル量は推奨量に従う

組織ライセートが濁っている

未消化繊維物質の形成

• Proteinase K 処理された繊維組織（筋、心臓、皮膚、耳など）、脳組織、さらに RNAlaterに保存した組織から
は分解されなかった小さなタンパク繊維が遊離し、シリカメンブレンの結合部位をブロックする。この繊維物

質を除去するため、プロトコールに従いライセートを最大速度で 3分間遠心する。耳と脳組織についてはサン
プル量が 12〜 15 mgを超えないようにする

A260/A230 が高すぎる（> 2.5）

溶出液の EDTA濃度の 
微妙な変動

• 溶出バッファー中の EDTAは、gDNA中のカチオン（Mg2+や Ca2+など）と複合体を形成することがあり、A260/
A230値が通常より高くなる場合がある。この比率が 3.0を超えている場合もサンプルは高純度で、その後のア
プリケーションに悪影響を及ぼすことはない

核酸精製のトラブルシューティングガイド
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RNA精製時のサンプルインプット量のヒント 
（Monarch Total RNA Miniprep Kit）

RNAの収量、純度、完全性は、サンプルの種別やインプット量、サンプルの状態によって大きく異なる。以下に、さまざまな種類のサンプルから得た収量、
純度および RINの経験的なデータとともに、Monarch Total RNA Miniprep Kitを使用する際の各サンプルの最大インプット量に関するガイダンスを示す。収量、
純度、および完全性を損なわないよう、RNAの抽出・精製時にカラムへの過負荷を避けることが重要である。

サンプルの種類 (1) サンプル量
平均 RNA収量
（µg） RIN 最大サンプル量

哺乳類培養細胞

HeLa 1 x 106 cells 12–15 9–10 1 x 107 cells

HEK 293 1 x 106 cells 12–14 9–10 1 x 107 cells

NIH3T3 1 x 106 cells 8–12 9–10 1 x 107 cells

哺乳類血液 (2)

Human（ヒト） 新鮮血 200 µl 0.5–1.0 7–8 3 ml

凍結血液 200 µl 0.5–1.0 7–8 3 ml

安定化された血液 200 µl 0.5–1.0 7–8 3 ml

Rat（ラット） 凍結血液 100 µl 5.6 9 1 ml*

血液細胞

PBMC 
（ヒト全血 5 mlから単離された 
末梢血単核細胞）

5 ml 3 7 1 x 107 cells

組織

Rat liver（ラット、肝臓） 凍結組織 10 mg 25 8–9 20 mg

安定化組織 10 mg 50–60 8–9 20 mg

Rat spleen（ラット、脾臓） 安定化およびビーズ破砕 10 mg 40–50 9 20 mg

Rat kidney（ラット、腎臓） 凍結粉砕組織 10 mg 7–10 9 50 mg

Rat brain（ラット、脳） 凍結粉砕組織 10 mg 2–3 8–9 50 mg

安定化組織 10 mg 0.5–1.5 8–9 50 mg

安定化およびビーズ破砕 10 mg 5–8 8–9 50 mg

Rat muscle（ラット、筋肉） 凍結粉砕組織 10 mg 2–3 8–9 50 mg

Mouse muscle（マウス、筋肉） 凍結粉砕組織 10 mg 3 8–9 50 mg

凍結粉砕およびビーズ破砕 10 mg 5 7–8 50 mg

安定化およびビーズ破砕 10 mg 8–10 9 50 mg

Mouse heart（マウス、心臓） 安定化およびビーズ破砕 10 mg 5–6 8–9 50 mg

酵母

S. cerevisiae（酵母） 凍結およびビーズ破砕 1 x 107 cells 50 9–10** 5 x 107 cells

新鮮およびザイモレース処理 1 x 107 cells 60 9** 5 x 107 cells

バクテリア

E. coli（大腸菌 :グラム陰性菌） 凍結 1 x 109 cells 5 10 1 x 109 cells

凍結およびビーズ破砕 1 x 109 cells 10 10 1 x 109 cells

凍結およびリゾチーム処理 1 x 109 cells 70 10 1 x 109 cells

B. cereus（セレウス菌 :グラム陽性菌） 凍結およびリゾチーム処理 1 x 108 cells 20–30 9 1 x 109 cells

凍結およびビーズ破砕 1 x 108 cells 8 9–10 1 x 109 cells

処理

Corn leaf（トウモロコシ、葉） 凍結粉砕およびビーズ破砕 100 mg 45 8 100 mg

Tomato leaf（トマト、葉） 凍結粉砕およびビーズ破砕 100 mg 30 8 100 mg

  (1)  他の血液サンプル（ショウジョウバエ、ゼブラフィッシュ胚／幼生、血漿、血清、唾液、口腔スワブ、有核血液を含む）の RN Aは本キットで正常に精製された。プロトコールは製
品マニュアルに記載されている。

  (2) 有核血液（例：鳥類、爬虫類）用のプロトコールも利用可能である。

* マウス血液も最大インプット量は 1 mlである。
** S. cerevisiae の total RNAは、Agilent® Nano 600 Chipにおいて植物用アッセイを用いて測定した

Find tips for 
RNA purification  
using Monarch.

AGILENT® is a registered trademark of Agilent Technologies, Inc.
ZYMOLASE® is a registered trademark of Kirin Brewery Co. Ltd.
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RNA精製のトラブルシューティングガイド 
（Monarch Total RNA Miniprep Kit）

問題 原因 解決策

カラムの目詰まり

サンプルの溶解やホモジナイズが不十分

• サンプルの溶解 /ホモジナイズの時間を延長する
• サンプルの Proteinase K 処理およびホモジナイズ後、遠心分離により
デブリスを沈殿、上清を使用する

• DNA/RNA Protection Reagent（NEB #T2011）および /または RNA Lysis 
Buffer（NEB #T2012）を多く使用する。各サンプルに対応したプロトコー
ルは www.neb.com/T2010を参照

スタートサンプル量が過剰
• サンプル量を減らす。各サンプルの使用上限量を確認する（10ページ
参照）

RNA回収率が低い

溶出が不完全

• カラムマトリックスに Nuclease-free Water（NEB #B1500）を加え、室温
で 5〜 10分間インキュベーションしてから遠心する

• 溶出を 2回実施する（注：サンプルが希釈される）

サンプルが劣化

• サンプルは使用するまで –80℃で保存する
• サンプルを Monarch DNA/RNA Protection Reagent（NEB #T2011）により
保存し、保存中のRNAの分解を防ぐ。各サンプルに対応したプロトコー
ルは www.neb.com/T2010を参照

サンプルの溶解やホモジナイズが不十分

• サンプルの溶解・ホモジナイズの時間を延長する
• サンプルの Proteinase K 処理やホモジナイズ後、遠心分離によりデブ
リスを沈殿、上清を使用する

• DNA/RNA Protection Reagent（NEB #T2011）および /または RNA Lysis 
Buffer（NEB #T2012）を多く使用する

スタートサンプル量が過剰
• サンプル量を減らす。各サンプルの使用上限量を確認する（10ページ
参照）

RNA が分解

スタートサンプルの取扱いや保存が不適切

• サンプルは使用するまで –80℃で保存する。急速冷凍や保存試薬を
使っていない場合、RNA が劣化する可能性がある。保存中の RNAの
分解を防ぐために、Monarch DNA / RNA Protec t ion Reagent（NEB 
#T2011）を使用する

プロトコールからの逸脱により生じ得る 
RNase活性による影響 • マニュアルの RNA取扱いに関するガイドライン参照

抽出産物やキットバッファーへの 
RNaseのコンタミネーション

• マニュアルの RNA取り扱いに関するガイドライン中にある、コンタミ
ネーションリスク削減部分を参照

OD比が低い

A260/280が低い場合、溶出された RNAに 
タンパク質が残存していることを示す

• Proteinase K 処理時間が推奨通りであること、サンプルにエタノール
を添加し RNA 精製カラムにかける前に、エタノールを添加したサン
プルにデブリスが混在していないことを確認する

A260/230が低い場合、溶出液中に 
グアニジン塩が残存していることを示す

• サンプルを溶出する前にカラムを洗浄し、さらに洗浄後にフロース
ルー液がカラム先端に付着していないことを確認する（必要に応じて

再度遠心を行いフロースルー液を完全除去する）。コレクションチュー

ブを再使用する場合は、カラムに接する部分に残る洗浄バッファーを

キムワイプで完全にふき取る

DNA が残存

gDNA が gDNA Removal Columnで 
除去されていない

• オンカラム DNase処理を行う
• オンカラムまたは溶液中での DNase処理を行う

サンプル量が過剰
• マニュアルを参考にスタートサンプル量を減らしバッファー量を適量
にする（344ページ参照）

下流のアプリケーションで 
RNA がワークしない 塩・エタノールが混入

• カラム洗浄後にフロースルー液がカラムの先端に付着していないこと
を確認し、必要に応じて再度遠心によりフロースルー液を完全に除

去する

• 最後の RNA Wash Buf ferでの洗浄後、RNA精製用カラムを 2分間空
遠心する

• コレクションチューブを再使用する場合は、カラムとの接続部に残存
する洗浄バッファーをキムワイプで完全にふき取る

• 洗浄ステップの追加や遠心時間の延長を行う

分光光度計での 
測定値が異常

RNA濃度が低すぎる
• 溶出液（ヌクレアーゼフリー水）を 30 µlにする
• スタートサンプルを（キットの仕様範囲内で）増量する（10ページ参照）

溶出液中にシリカ微粉が混在
• 溶出液を再度遠心し、上清の A260/230 値に影響がないことを確認
する

分子生物学基礎データ
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細胞

最小量 
（細胞）

最大量 
（細胞）*

推奨量 
（細胞）

1 x 106細胞から
のDNA収量（µg）

純度 RNA 
残存率

ONT 
シーケンスA260/280 A260/230

HEK293 1 x 105 1 x 107 1 x 106 11.5–13 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

HeLa 1 x 105 1 x 107 1 x 106 12.9 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

NIH3T3 1 x 105 1 x 107 1 x 106 9.4 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

Jurkat 1 x 105 1 x 107 1 x 106 13.7 1.86 2.5 ≤ 1% Yes

K562 (suspension cells) 1 x 105 1 x 107 1 x 106 13.7 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

HCT116 1 x 105 1 x 107 1 x 106 16.9 1.86 2.5 ≤ 1% Yes

A549 1 x 105 1 x 107 1 x 106 12.7 1.86 2.3 ≤ 1% Yes

U5Os 1 x 105 1 x 107 1 x 106 10.6 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

HepG2 1 x 105 1 x 107 1 x 106 13.4 1.81 2.2 ≤ 1% Yes

NCI-460 1 x 105 1 x 107 1 x 106 9.5 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

SK-N-SH 1 x 105 1 x 107 1 x 106 9.5 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

Aa23 1 x 105 1 x 107 1 x 106 8.7 1.81 2.3 ≤ 1% Yes

哺乳類血液

最小量
（µl）

最大量
（µl）

推奨量 
（µl）

500µlからの 
DNA収量（µg）**

純度 RNA 
残存率

ONT 
シーケンスA260/280 A260/230

Human*** Fresh 100 2,000 500 12–32 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

Frozen 100 2,000 500 9–30 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

Mouse Fresh 100 2,000 500 7–11 1.88 2.4 ≤ 1% Yes

Frozen 100 2,000 500 16–17 1.88 2.4 ≤ 1% ND

Rat (fresh only) Fresh 100 2,000 500 29–38 1.87 2.4 ≤ 1% Yes

Rabbit Fresh 100 500 200 12–15 1.72 1.9 ≤ 1% Yes

Fresh 100 500 200 200 µl: 4–5 1.89 2.4 ≤ 1% Yes

Frozen 100 500 200 200 µl: 4–5 1.89 2.4 ≤ 1% Yes

Pig Fresh 100 2,000 500 up to 42 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

Frozen 100 2,000 500 up to 40 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

Horse Fresh 100 2,000 500 16 1.86 2.3 ≤ 1% Yes

Frozen 100 2,000 500 22.3 1.86 2.4 ND ND

Cow Fresh 200 2,000 500 7 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

Frozen 200 2,000 500 9.1 1.86 2.4 ND ND

Rhesus monkey Fresh 100 2,000 500 52 1.86 2.4 ≤ 1% Yes

Frozen 100 2,000 500 52.6 1.86 2.5 ND ND

Goat (fresh only) Fresh 100 2,000 500 24 1.87 2.4 ≤ 1% Yes

Sheep (fresh only) Fresh 100 2,000 500 15.3 1.87 2.4 ND ND

非核血液

最小量
（µl）

最大量
（µl）*

推奨量 
（µl）

5 µlからの 
DNA収量（µg）

純度 RNA 
残存率

ONT 
シーケンスA260/280 A260/230

Chicken Fresh 2 20 5 33 1.86 2.5 ND Yes

Frozen 2 20 5 30 1.86 2.5 ND ND

Turkey Fresh 2 20 5 37 1.87 2.4 ND Yes

Frozen 2 20 5 28 1.87 2.5 ND ND

ゲノムDNA精製時のサンプルインプット量のヒント 
（Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells & Bloods）

以下の表は、Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells & Bloodを使用した各種細胞株および血液サンプルの最小、最大、推奨量のデータである。収量、純度、
RNA含有量に関するデータも示す。ここに記載されたサンプルは、Oxford Nanopore Technologies社のシーケンスができたものである。残存 RNA量は、溶出
した 1µgの核酸を Nucleoside Digestion Mix（NEB #M0649）で消化した後、ヌクレオシド含量を HPLCで分析して決定した。血液サンプルからの収量は、白
血球の含有量が異なるためにドナーによって異なり、収量はドナーによって最大 3倍も異なる可能性がある。抗凝固剤を変えても同様の収量と純度の結果
が得られている（例 :EDTA、クエン酸塩、ヘパリン、PAXgene Blood DNAチューブをテスト）。

投入量を推奨最小値以下にすると、収量が大幅に減少することに注意する。最大投入量を超えると、粘性が高く溶解しにくい DNA溶出液となり、単離され
た DNAの純度が低下する。ここに記載する結果は、2,000rpmで撹拌しながら溶解したサンプルの DNA収量である。

ND = Not determined
*  For low agitation speeds, do not exceed 5 x 106 cells
**  Unless otherwise stated
***  Compatible with K2-EDTA, Na-citrate, Na-heparin, PAXgene

®
 Blood DNA
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ND = データなし
*  NaCl処理をしない標準プロトコール
** < 5 mgのインプットを用いる場合、製品マニュアルの「guidance on reducing buffer volumes」を参照
*** ハプロイドとディプロイドの収量はそれぞれ 4-10 µgと 6-12 µgである。収量は株によって大きく異なる。また RNase A 処理をしても RNA が残存することがある点に注意する。
**** Rotor-statorホモジェナイズを推奨
+  Nanodrop Oneで測定：コンテンツプロファイリングにより、より高い値を得ることもある。
++  Unchained Labs Lunatic（旧名 Trinean DropSense16）で測定。 コンテンツプロファイリングがないデバイスの場合、より低い血が得られる可能性がある。
+++  サイズセレクションを推奨

最小量 
(mg)

最大量 
(mg)

推奨量 
 (mg)

推奨量の 
DNA収量 

（mgあたり）

純度

RNA 
残存率

ONT 
シーケンスA260/280 A260/230

哺乳類組織

Mouse brain 
（マウス、脳）

Fresh 2** 20 15 12–21 1.87 2.39 ND YES+++

Frozen 2** 20 15 15–21 (1–1.5) 1.86 2.48 ND YES+++

Mouse liver 
（マウス、肝臓）

Fresh  
(w/NaCl) 2** 15 10 7 1.84 2.10 1.2% YES+++

Frozen  
(w/NaCl) 2** 15 10 17–19 (1.7–1.9) 1.89 2.50 ND YES+++

Fresh* 2** 15 10 20 1.84 1.52+ 8.7% YES+++

Frozen* 2** 15 10 27–31 (2.7–3.1) 1.89 1.93++ ND YES+++

Mouse muscle 
（マウス、筋肉）

Fresh 2** 25 20 8–9 1.87 2.25 2.1% YES+++

Frozen 2** 25 20 12–16 (0.6–0.8) 1.87 2.30 ND YES+++

Mouse kidney 
（マウス、腎臓）

Fresh 2** 15 10 23–34 1.86 2.44 ND YES+++

Frozen 2** 15 10 32–41 (3.2–4.1) 1.86 2.53 0.8% YES+++

Mouse tail 
（マウス、尻尾）

Frozen 2** 25 20 20 (1.8–2.1) 1.86 2.43 ND YES+++

Mouse ear punch 
（マウス、耳）

Fresh 2** 15 10 15–16 (1.5–1.6) 1.86 2.29 ND YES+++

Rat kidney 
（ラット、肝臓）

Frozen 2** 15 10 20–25 1.87 2.40 ND YES+++

バクテリア

E. coli  
(Gram-negative) Frozen 5 x 108 cells 5 x 109 cells 1 x 109 cells 8–9 1.89 2.31 1.7% YES+++

B. cereus  
(Gram-positive) Frozen 2 x 108 cells 4 x 108 cells 2 x 108 cells 4–5 1.86 2.20 3.9% YES+++

M. luteus  
(Gram-positive) Frozen ND ND 1 x 108 cells 2.0 1.89 2.09 ND ND+++

両生類

X. laevis Fresh ND ND 3–4 5 1.86 2.51 2.3% ND+++

酵母

S. cerevisiae Fresh ND ND 20 x 107 cells 3–6*** 1.90 2.01 ND ND+++

昆虫

A. aegypti Frozen ND ND 15 6 1.84 2.53++ 2.7% ND+++

線形動物

C. elegans**** Frozen ND ND 2 plates 8.2 1.91 2.5 ND ND

ゲノムDNA精製時のサンプルインプット量のヒント 
（Monarch HMW DNA Extraction Kit for Tissues, Bacteria and Other Samples）

以下の表は、Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells & Bloodを使用した各種細胞株および血液サンプルの最小、最大、推奨量のデータである。収量、純度、
RNA含有量に関するデータも示す。ここに記載されたサンプルは、Oxford Nanopore Technologies社のシーケンスができたものである。残存 RNA量は、溶出
した 1µgの核酸を Nucleoside Digestion Mix（NEB #M0649）で消化した後、ヌクレオシド含量を HPLCで分析して決定した。
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dam GATC配列を認識する内因性アデ
ニンメチル化活性が欠損している。

dam株は高い頻度で遺伝子組み換
えを起こし、恒常的に DNA修正活
性を発現する。また、Dam修飾プラ
スミドによる形質転換がされにくい。

Damメチル化感受性の制限酵素（例：
BclI）を用いて DNAを切断する場合
に使用する。

dcm CCWGG配列を認識する内因子シト
シンメチル化活性が欠損している。

Dcmメチル化感受性の制限酵素（例：
AvaII）を用いて DNAを切断する場合
に使用する。

dnaJ いくつかある「シャペロニン」の 1つ
が不活性化している。この欠損によ

り、大腸菌で発現される変異タンパ

ク質が安定化されることが示されて

いる。

dut dUTPase活性が欠損している。ung 
と組み合わせることにより、ウラシ

ルを DNAに取り込ませることができ
る。オリゴヌクレオチド変異導入の

操作で使用されることがある。

endA 非特異的エンドヌクレアーゼ I活性
が欠損している。endA株より調製さ
れた DNAは高品質であると考えら
れている。

e14 切り出し可能なプロファージ様因子

であり、K-12株には存在するが多く
の派生株では欠落している。e14は
mcrAなどの遺伝子を保有するため、
e14–株の表現系は McrA–となる。

F 低コピー数の自己伝播性プラスミド

である。F′因子は大腸菌染色体の一
部分を保有し、特筆される遺伝子と

しては F′lac-proA+B+上の lacオペロン
および proABがある。

fhuA 鉄トランスポーター受容体（f e r r ic 
hydroxamate uptake）の変異体を保有
し、T1ファージ感染に対して耐性を
示す。これまでは tonAとして知られ
ていた。

gal ガラクトースの代謝能を欠損してい

る。

glnV supE を参照。

gyrA DNAジャイレースのＡサブユニット
に点変異を保有する。この変異は

抗生物質であるナリジクス酸に対す

る耐性をもたらす。

hflA λによる溶原化（大腸菌染色体への
取り込み）の頻度が高くなる。

hsdR, 
hsdS

特定の配列がメチル化されていない

DNAは、EcoKIまたは EcoBIによっ
て外来 DNAと認識され、制限（切断）
される。これらの酵素は異なる配列

を認識し、hsdRMS遺伝子上の異な
る対立遺伝子によりコードされてい

る。hsdR変異は制限分解を損なうが、
保護的メチル化は損なわない（r–

m +）。一方、hsdS変異体は両方を損
なう（r–m –）。hsdSで作られた DNA
が野生株に形質転換されると、制限

（切断）される。

lacIq lacリプレッサーを過剰産生し、P lac
（lacプロモーター）からの発現をより
完全に抑制する。

lacZ β -ガラクトシダーゼ活性が欠損して
いる。

lacZ:: 
T7gene 1

lacZ遺伝子にファージ由来の T7 RNA
ポリメラーゼ遺伝子（= gene1）が挿
入されている。

lacY ラクトースパーミアーゼ活性が欠損

している。

Δ（lac）=欠損；lacに関連する一般的
な欠損が４箇所ある：

Δ（lacZ）M15は、様々なベクターにコー
ドされている lac α -フラグメントを
補填するフラグメントを発現する。

よって、これらのベクターは宿主がΔ
M15を保有する場合にのみ X-Gal上
で青色を生じる。

Δ U169、Δ X111、Δ X74はいずれも
lacオペロンが染色体から完全に欠
損しており、その周辺の DNAも様々
な長さで欠損している。Δ X111は 
proABも同時に欠損しているので、F′
lac-proA+B+を保有しない限り、大腸

菌株が最少培地で成長するためにプ

ロリンを要求する。

lon 異常タンパク質を分解するプロテ

アーゼ活性を欠損している。ある種

の真核生物タンパク質は lon株内で
安定化する。大腸菌 B株は生来 Lon
を欠損している。

遺伝子マーカー

遺伝子型（genot ype）とは、ある生物個体における遺伝学的な DNAの状態のことである。遺伝子型は
ある株で観察される形質（表現型、phenotype、下記参照）を決定する遺伝子学的状態を表す理論的な
表記法である。大腸菌の遺伝子型では機能が欠損した遺伝子のみが記載される（1）。記載されていな
い遺伝子については、変異 *, **しているかどうか不明である。オリジナルの K-12株中に存在していた
プロファージおよびプラスミド（F、λ、e14、rac）は、欠損している場合にのみ記載されるのが一般的
である。ここでは便宜上、λについては存在する場合にのみ記載し（存在しないときには記載しない）、
Fおよびその変異型については全て記載している。プロファージやプラスミドは（ ）または［ ］で囲ん
で記載している。遺伝子は、その機能を思い起こしやすい小文字 3文字を用いてイタリック体で表記
される（例：dam：DNA adenine methylase）。複数の遺伝子が同じ機能に関与する場合には、イタリック
体の大文字を追加して異なる遺伝子を区別する（例：recA、recB、recC、recD、これらはすべて
recombination［遺伝子組換え］に関与する）。遺伝子型の表記では上付きの +や –は省略されるのが
一般的であるが、遺伝子型を明確にするために重複して使用されることがある（例：F′lac-proA+B+）。欠

損変異体はΔで表記し、それに続いて（ ）内に欠損遺伝子名を表記する［例：Δ（lac-pro）］。名前が表記
された遺伝子の間に存在する遺伝子は全て欠損している。例えば、Δ（lac-pro）の場合は lacと proの
間の遺伝子が全て欠損していることを示す。特定の変異は、イタリック体のアラビア数字により対立遺

伝子番号（例：hsdR17）で表記され、必要に応じて am = アンバー（UAG）変異または ts = 温度感受性（高
温で不活性）変異のように表記される。一般的な対立遺伝子は、この表記ルールに従わないものもあ

る［例：Δ（lac-pro）X111］。2種類の株の遺伝子型に同じ対立遺伝子番号が表記されている場合、それら
は全く同じ変異を有するはずである。

表現型（phenotype）とは、観察可能な挙動（形質）のことである。例えば、Lac– は炭素源がラクトース

のみでは生育することができない。表現型は大文字で始まるローマ体で表記され、文字には常に上付

きの +または –が付く（耐性または感受性を意味する rまたは sが付く場合もある）。厳密に言えば、
表現型は遺伝子型と一緒に記載すべきではないが、遺伝子型から表現型を明確に予想することができ

ない場合には、遺伝子型の後に表現型を記載することがある。［例：rpsL104（Strr）の遺伝子名はリボソー

ムタンパク質小サブユニット（ribosomal protein, small subunit）の S12に由来し、ストレプトマイシン耐
性を与える］。

以下および次ページに一般的な遺伝子型を記載する。遺伝学的に定義されている遺伝子は参考文献 2
に記載されている他、エール大学の E. coli Genetic Stock Center（CGSC）が管理する非常に有用なインター
ネットサイト <http://cgsc.biology.yale.edu/>でも参照することができる。CGSCの詳細については、責任
者であるMary Berlyn氏〈cgsc@yale.edu〉に問い合わせられたい。

*  研究室で使用されているほとんどの大腸菌株は過去 40年以上にわたる研究で多数の変異が導入されてきた。それ
ぞれの株にはこれまでに発見されていない変異が存在する可能性がある。そのような変異が実験結果に影響を及ぼ
すかどうかは不明である。したがって、実験には 1種類以上の株、またはバックグラウンドの異なる株を使用する
ことが効果的である。

**  大腸菌 B 株およびその派生株は、生来 Lon–および Dcm–である。これらの株ではこの表現型が野生型であるが、
ここではあえて括弧内に表記している。

参考文献：

(1) Demerec et al. (1966) Genetics, 54, 61–76.
(2) Berlyn, M.K.B. (1996). In F. C. Niedhardt et al. 

(Ed.), Escherichia coli and Salmonella: cellular 
and molecular biology, (2nd ed.), Vol. 2, (pp. 
1715–1902). ASM Press.

(3) Raleigh, E.A. et al. (1991) J. Bacteriol., 173, 
2707–2709.
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lysY T7バクテリオファージ由来の変異型
リゾチームをコードしている。K128Y
変異はリゾチーム活性を欠失させる

が、変異型タンパク質は T7 RNAポ
リメラーゼに結合し阻害する。

malB malB領域には、遺伝子 malEFGおよ
び malK lamB malMが存在する。Δ
（malB）はこの領域の殆どすべてを欠
損しており、マルトース結合タンパ

ク質（MalE）が発現しない。

mcrA,  
mcrBC

メチルシトシン特異的な制限システ

ムが欠損している。ある配列にメチ

ルシトシンを有する DNAは、Mcr+に

よって切断される。dcm– 修飾された

DNA（シトシンがメチル化されていな
い DNA）は Mcr+によって切断されな

い。 Δ（mcrC-mrr）は mcrC-mcrB-
hsdS-hsdM-hsdR-mrrの 6つの遺伝
子を欠損している。mcrAは e14の欠
損に伴い欠損する。

mrr メチルシトシンあるいはメチルアデ

ニン特異的な制限システムが欠損し

ている。ただし、dam–、dcm–あるい

は EcoKI修飾された DNA（シトシン
あるいはアデニンがメチル化されて

いない DNA９は Mrr+によって切断

されない。メチルシトシン依存性の

活性は McrFとしても知られている
（3）。

mtl 糖アルコールであるマンニトール代

謝能が欠損している。

ompT 外膜プロテアーゼ（プロテアーゼ

VII）活性が欠損している。

phoA アルカリホスファターゼ活性が欠損

している。

prc tsp を参照。

recA 相同組換え活性が欠損している。50 
bpを超える直列反復を含む配列を
クローニングする際には、この遺伝

子型をもつ株が好ましい。

recB,  
recC

エキソヌクレアーゼ Vのエキソヌクレ
アーゼ活性および組換え活性が欠損

している。sbcBまたは sbcAではな
い recB recC株では、相同組換え活
性が大きく低下する。逆位反復配列

の安定性は、recB recC株で向上し、
sbcB sbcC株が同時に sbcB sbcCで
ある場合に特に向上する。プラスミ

ド複製に異常を起こすことがある。

recD E xoVのエキソヌクレアーゼ活性が欠
損しているが、組換え活性は向上し

ている。recD株ではλの逆位反復配
列を複製可能である。プラスミドの

複製に異常を起こすことがある。

recF プラスミド間の相同組換えが欠損し

ている。

recJ プラスミド間の相同組換えが欠損し

ている。

relA1 アミノ酸飢餓に対する応答中の

ppGpp合成能を欠損している。ATP：
GTP 3′-ピロホスフォトランスフェ
ラーゼ（EC2.7.6.5）を欠損している。

rfbD 機能的な TDP-ラムノース合成酵素
が欠損しており、細胞表面 O抗原を
合成することができない。

rpoH lonに加えてこの熱ショック転写因子
の欠損により、ストレスにより誘導

されるプロテアーゼの発現を欠損さ

せる。rpoHam supCts株では、ある
種のタンパク質の高温での安定性が

向上する（htpRとしても知られてい
る）。

sbcB エキソヌクレアーゼ I活性が欠損し
ている。recB recC sbcB株は、通常
sbcCでもある。このような四重突然
変異体は組換え能が高く、λの逆位
反復配列を複製可能である。プラス

ミドの複製に異常を起こすことがあ

る。

sbcC 通常 recB recC sbc Bとともに見出さ
れるが、sbcCのみの株は組換え能が
高く、λおよびプラスミドの逆位反
復配列を安定的に複製可能である。

sulA この遺伝子の変異は細胞分裂を抑

制し、Lon変異株が DNAの損傷か
ら回 復することを可能にする

（suppressor of Lon）。

supC(ts) 温度感受性チロシン挿入オーカー

（UA A）とアンバー（UAG）サプレッ
サーを保有する。ナンセンス変異体

は、低温でのみ抑制される。現在で

は tyrTと呼ばれている。

supE グルタミン挿入アンバー（UAG）サプ
レッサー tRNAを保有する。ある種
のファージベクターの発育に必要で

ある。現在ではglnV と呼ばれてい
る。

supF チロシン挿入アンバー（UAG）サプ
レッサー tRNAを保有する。λ gt11
などの S7または S100 λファージの
溶解的生育に必要である。現在で

は tyrTと呼ばれている。

thi-1 チアミン（ビタミン B1）合成能が欠
損している。

traD F因子の自己伝達能力が大きく低下
している。

tsp 溶菌後に、過剰発現された分泌タン

パク質、または細胞質内タンパク質

を分解すると考えられているぺリプ

ラズム・プロテアーゼ（細胞壁と細

胞膜の間に存在する）が欠損してい

る。現在ではprc と呼ばれている。

tsx T6ファージ感染に対して耐性を示
す。

tyrT supC、supF を参照。

ung ウラシル N-グリコシラーゼ活性が
欠損している。DNAに取り込まれた
ウラシルが、Ung +によって取り除か

れ、塩基欠損部位を生じる。dutを
参照。

xyl キシロースを代謝する能力が欠損し

ている。

(P1) P1プロファージを保因しており、P1
制限システムを発現する。

(P2) P2プロファージを保因しており、
Red+Gam+ λに対する選別（Spi–選択）

が可能となる。

( φ 80) lambdoidプロファージφ 80を保有し
ている。ある種の株は lac M15が欠
損している defec t ive（欠陥）φ 80プ
ロファージを保因している。

(Mu) Muプロファージ。Mudは Muファー
ジが欠損していることを意味する。

遺伝子マーカー（続き）

Carole has been with NEB for over 33 years 
and serves as Director of International 
Business. Carole works closely with our 
subsidiary offices and distributors to make 
sure that our global network runs smoothly. 
In past years, Carole spent much of her 
time traveling to various locations around 
the world – now she is spending more time 
in her home office, which her dog Bonnie 
much appreciates!
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形質転換効率向上のヒント

形質転換効率は、ある容量のコンピテントセルに 1 µgのプラスミドを形質転換することによって生じるコロニー形成単位（c fu）を示す。しかしながら、実際
には 1 µgのプラスミドを形質転換することは稀であり、通常は高純度に精製されたスーパーコイル状プラスミド 100 pg–1 ngを最適条件下で形質転換するこ
とにより、形質転換効率の測定を行う。なお形質転換効率（TE）は以下の計算式により算出される。TE =コロニー数 /µg/希釈率。算出された形質転換効率
を用いて、細胞やライゲーションを比較することができる。ここでは、形質転換効率を最大限に高める当社の推奨プロトコールおよびヒントを示す。

推奨プロトコール

高効率形質転換プロトコール

1. 細胞を氷上で 10分間融解する。

2. 1 pg–100 ngのプラスミド DNA（1–5 µl）を細胞に添加し、ボルテックス
せずに混合する。

3. 氷上に 30分間静置する。

4. 42℃で 10–30秒間、または推奨条件下でヒートショックを行う。

5. 氷上に 5分間静置する。

6. 室温の SOC培地 950 µlを添加する。

7. 37℃で 60分間インキュベーションする。このとき、強い振とう（250 
rpm）または回転により撹拌する。

8. ボルテックスせずに細胞を混合し、SOC培地で 10倍連続希釈を行う。

9. 各希釈液 50–100 µlを予め温めた選択プレート上に植菌し、37℃でオー
バーナイト、または推奨条件下でインキュベーションする（SHuf f le 株
の場合は 30℃）。

5分間形質転換プロトコール

（上記のプロトコールと比較して形質転換効率は 10%となる）

1. 細胞を手で温めて融解する。

2. 1 pg–100 ngのプラスミド DNA（1–5 µl）を細胞に添加し、ボルテックス
せずに混合する。

3. 氷上に 2分間静置する。

4. 42℃で 30秒間、または推奨条件下でヒートショックを行う。

5. 氷上に 2分間静置する。

6. 室温の SOC培地 950 µlを添加後、すぐに 50–100 µlを選択プレート上
に植菌し、37℃、オーバーナイトでインキュベーションする（SHuffle株
の場合は 30℃）。

メモ：アンピシリン以外の抗生物質を用いた選択では、場合によって、

プレーティングを行う前に細胞をある程度予備増殖（outgrowth）させる
必要がある。

プレーティング

• 選択プレートは、温かくても冷たくても、また湿っていても乾いていても、
形質転換の効率に影響しない。

• 温かく、乾いたプレートは、細胞を植菌しやすく、コロニー形成までの
時間が最も短縮できる。

DNA

• DNAは精製後、水または TEバッファーで再懸濁する。

• 最大 10 µlのライゲーション産物を使用できるが、その場合に形質転換
効率が 1/2になる。

• DNAはスピンカラムか、フェノール /クロロホルム抽出とエタノール精製
で精製する。

• 最適な DNA 量は一般に認識されているよりも少ない。精製されたスー
パーコイル状の pUC19を使用する場合、形質転換効率は 100 pg –1 ng
の範囲で最大となる。しかし、1回の形質転換反応で得られるコロニー
総数は、約 100 ngまでの範囲で増加する。

注意すべきコンタミネーション

混入物 除去方法

界面活性剤 エタノール精製

フェノール クロロホルム抽出およびエタノール精製

エタノール / 
イソプロパノール

再懸濁前にペレットを乾燥

PEG カラム精製、もしくはクロロホルム抽出 
およびエタノール精製

DNA 結合タンパク質 
（リガーゼ等）

カラム精製、もしくはクロロホルム抽出 
およびエタノール精製

エレクトロポレーション

NEBからは 2種類のエレクトロコンピテントセルを提供している［NEB 10-
beta (NEB #C3020) Competent E. coli]。以下に形質転換効率を最大にする
ヒントを記す。

• 予めキュベットとマイクロチューブを氷上で冷却しておく

• 氷上でコンピテントセルを融解して、優しくタッピングして均一化する

• DNAを添加したら速やかにエレクトロポレーションを開始する。インキュ
ベーションの必要はない。添加する DNAは最大 2.5 μ lとする。これ以
上多い場合には形質転換効率が低下する

• DNAは精製したもの、純粋もしくは TE バッファーに溶解したものを使
用する。スピンカラム精製を推奨（NEB #T1030)。ライゲーション溶液を
そのまま使用した場合、形質転換効率が 1/10以下になる。もし直接ラ
イゲーション溶液を使用する場合、65℃、20分間の熱失活を行い、純
水で 10倍希釈したものを使用する。

• エレクトロポレーションの条件は装置とキュベットによって異なる。装置
の推奨に従う。もし推奨条件がない場合には最適化する。1 mmギャッ
プのキュベットを推奨（e.g., BTX Model 610/613 and Bio-Rad #165-2089)。
2 mmの場合はより高い電圧が必要となる。

• 塩や気泡が混入していた場合にはアーキングが発生するので十分注意す
る。

• エレクトロポレーションの後は専用の回復培地を速やかに添加する。添
加が 1分間遅れるごとに形質転換効率が 1/3になる。

• 植菌するプレートが冷たく乾いてる場合には形質転換効率が低下するた
め、あらかじめ 37℃に 1時間保存しておいたプレートに植菌する。また
専用培地も 37℃に温めておくとよい。常温の培地に比べて 20%程度効
率が高くなる。

• 再凍結は推奨しないが、もし必要な場合にはドライアイスもしくは -80℃
のエタノールで 5分間の再凍結をする。液体窒素は使わない。再凍結を
した場合、形質転換効率が低下することに注意する。

形質転換のヒント

融解

• コンピテントセルの融解は氷上で行うのが最も良い。

• チューブ内の氷が完全に消えたら直ちに DNAを添加する。

• 細胞は手で温めて融解してもよいが、0℃以上で温めると形質転換効率
が低下する。

DNAとコンピテントセルの氷上におけるインキュベーション

• 氷上で 30分間インキュベートする。このステップを 10分間短縮するご
とに形質転換効率が 2倍ずつ低下する。

ヒートショック

• 温度および時間は、形質転換の容量および容器により異なる。一般的
には 42℃、30秒間を推奨する。

コンピテントセルの予備増殖（outgrowth）

• コンピテントセルの増殖と抗生物質耐性の発現を最大限に高めるには
37℃で 1時間予備増殖を行うとよい。このステップを 15分間短縮する
ごとに形質転換効率が 2倍ずつ低下する。

• SOC培地を使用した場合の形質転換効率は、LB培地の 2倍である。

• チューブを振とうまたは回転により撹拌しながらインキュベーションする
と、形質転換効率が 2倍になる。

Find tips 
for successful  
transformation.
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T7 Express株（T7発現用大腸菌）によるタンパク質発現

T7タンパク質発現
1. T7発現用大腸菌株に発現プラスミドを形質転換する。抗生物質を含
む選択プレートに植菌して 37℃、オーバーナイトでインキュベーション
する（Shuffle大腸菌株の場合は、30℃で 24時間インキュベーション）。

2. シングルコロニーをピックアップし、抗生物質を含む 10 mlの液体培地
に再懸濁する。

3. OD600=0.4–0.6になるまで 37℃でインキュベーションする。

4. 100 mMの IPTGストック溶液を 40 µl加え（終濃度 0.4 mM）、37℃で 2
時間インキュベーションして誘導を行う（SHuf fle株の場合は、30℃で
4時間、もしくは 16℃でオーバーナイト）。

5. Coomassie染色やウェスタンブロット、もしくは活性アッセイにて発現
の確認を行う。全細胞抽出液（可溶性画分＋不溶性画分）および可溶

性画分を使用して確認する。

6. 大量発現の場合には、プレート上に出現して間もないコロニー、もし
くは 10 ml液体培地で生育させた新しい大腸菌を（抗生物質を含む） 
1 Lの液体培地に植菌する。OD600=0.4–0.6になるまで 37℃（SHuf f le
株の場合は 30℃）でインキュベーションする。終濃度が 0.4 mMになる
ように IPTGを添加し、37℃で 2時間、もしくは 15℃でオーバーナイ
トの IPTG誘導を行う（SHuffle大腸菌株の場合は、30℃で 4時間、も
しくは 16℃でオーバーナイト）。

トラブルシューティング

コロニーが得られない、または液体培地中で生育しない

• T7発現は厳密に制御されているが、非誘導下でも T7発現株中で少量
の発現が起こることがある。発現タンパク質による細胞毒性が考えられ

る場合には、より厳密な発現制御が可能な以下の大腸菌株を使用して

発現プラスミドの形質転換を行う。

• l q 株：Lacl qリプレッサーの過剰発現により、T7 RNAポリメラーゼの
非誘導下での発現が低減される。

• lysY株：生産された変異型 T7リゾチームが T7 RNAポリメラーゼに
結合するため、目的タンパク質の非誘導下での発現が低減する。

誘導時には新しく生産された T7 RNAポリメラーゼがリゾチームの
量を上回るため、発現抑制が解除されて、ターゲットタンパクの発

現が開始される。

• 30℃もしくは室温でインキュベートを行うことで細胞毒性を軽減できる
場合がある。

• 抗生物質の濃度を確認する（コントロールプラスミドを用いる）。

電気泳動でタンパク質を確認できない、または活性を確認できない

• 発現タンパク質の毒性を確認する。−発現ホストである大腸菌が自身に
とって毒性を示す発現プラスミド由来の遺伝子を排除した可能性が考え

られる。このような理由で目的タンパク質の発現が確認できない場合は、

非誘導下での発現を抑制するために l q株または lysY株を使用する。

• 発現誘導用の細胞を準備する。誘導する直前に抗生物質を添加したプ
レートと添加しないプレートに分けて植菌する。目的タンパク質による

細胞毒性が原因であれば、抗生物質を添加しないプレートと比較して、

抗生物質を添加したプレート上のコロニー数は極端に少なくなるはずで

ある（これは細胞中のプラスミドが失われたことを示している）。

誘導したタンパク質が不溶性である

T7発現はタンパク質の生産量が非常に多いため、目的タンパク質が不溶
性となる場合がある。このような場合には下記の方法が推奨される。

• 誘導温度を下げる（12–15℃でオーバーナイト）。

• IPTG濃度を 0.01–0.1 mMに下げる。

• 誘導時間を短縮する（最短で 15分間）。

• 誘導開始時間を早くする（OD600=0.3–0.4で誘導開始）。

Ron has worked at NEB for 13 years 
as an Automation Engineer. He is 
responsible for the implementation 
of many of the processes needed to 
package our products. In his spare 
time, Ron enjoys the outdoors and 
riding his motorcycle.
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トラブルシューティングガイド：NEBNext DNA ライブラリー調製

ここでは DNAライブラリー調製のトラブルシューティングを記す。RNAライブラリー調製の場合、ウェブサイト（www.nebj.jp）を参照する。

問題 原因 改善方法

ライブラリーが調製できない

・ BioAnalyzerなどでピークが観察
できない

・ ピークは観察できるが、インプット
ピークとサイズが変わらない

DNAインプットに不純物が混入、
各反応を阻害

• DNAの純度を測定、夾雑物がないことを確認する

• インプット DNAを追加精製する

反応成分の入れ忘れや 
添加量の間違い

• 各ステップの添加成分と量を再確認する

ライブラリー収量が低い

インプット DNAが損傷
• 物理的断片化（Covarisなど）をした場合、ニックや酸化、脱塩基が起こることがある。断片
化後に NEBNext FFPE DNA Repair Mix (NEB #M6630)で DNAを修復してからライブラリー調製
する

アダプターが変性
• アダプターを希釈する場合、必ず 10 mM Tris HCl (pH 7.5-8.0) with 10 mM NaClを使用する

• 使用直前まで氷上で保存する。常温におかない

反応溶液の混合が不十分

• 溶液量の 80-90%に設定したピペッティングでよくまぜる。気泡が入らないように注意する

• 個々の反応のプロトコールに従う（10回ピペッティングするなど、と記載）

• 微量を使用する際には十分注意する

DNA精製ビーズの懸濁が不十分
• DNA精製ビーズは保存中にボトル底面に付着しやすい。しっかりとボルテックスして均一化
したものを使用する

DNA精製中のビーズを過剰乾燥
• 少し湿っている程度の乾燥で十分。ビーズペレットにヒビが入ったり薄い茶色に変色するまで
は乾燥しない

• 動画を参考にする（www.nebj.jp）

DNA精製中のエタノール除去が 
不十分

• 各精製工程の最後のエタノール洗浄の後に軽くスピンダウンする。この際、ビーズペレットが
チューブ壁面から落ちないようにして、p10チップでエタノールを除去する

• 動画を参考にする（www.nebj.jp）

ビーズ精製のロス

• ピペッティング混和中のチップ内残存に注意してゆっくりと操作する。ピペッティングで吸っ
て 1秒後に吐き出すとよい

• ビーズを壁面に吸着した後、それを乱さないように洗浄溶液を破棄する。廃棄上清を別チュー
ブに入れて、その溶液が濁っていたら再度マグネットスタンドで吸着するとよい

調製の中断時間および中断条件が

不適切

• できる限り中断しない。必要がある際はマニュアルの指示に従う

• 特に End Repairの後は中断せずにアダプターライゲーションに速やかに進む

• もし中断をする際は、低吸着チューブを使用する

アダプターのセルフライゲーション

（ダイマー形成）

• アダプターライゲーションのマスターミックスを調製する際、そこにアダプターを入れない

• サンプルに個別にアダプターを入れて混和、そこにライゲーションミックスを入れるのが最も
良い

ライゲーション温度が不適切 
（高すぎた）

• マニュアルの推奨温度に従う。20℃を超えると DNA末端が変化してライゲーション効率が低
下する

インプット DNAに RNAが混入
• RNA除去をしたインプット DNAを用いて再調製する

• インプット DNAの定量に Qubitなどの 2本鎖 DNA特異的測定を用いる

アダプターダイマーがある（127 bp
付近にシャープなピークが観察）

• 0.9xのビーズで再精製する

アダプター濃度が高い
• マニュアルの希釈率に従う。インプットの量、質、純度などによって希釈率を最適化する

• インプットの種類が異なる場合も希釈率を最適化するとよい

アダプターのセルフライゲーション

（ダイマー形成）

• アダプターライゲーションの反応セットアップの際、マスターミックスにアダプターを入れない

• サンプルに個別にアダプターを入れて混和、そこにライゲーションミックスを入れるのが最も
良い

プライマーダイマーがある（85 bp
付近にシャープなピークが観察）

インプット DNA量が少ない 
（相対的に PCR時のプライマー濃
度が高い）

• 0.9xのビーズで再精製する

過剰増幅（PCR Artifactあるいは
Bubbling：PCRサイクル後期にプラ
イマーが枯渇してヘテロ 2本鎖が産
生された）

PCRサイクル数が多い

• マニュアルを参考に、インプット DNA量に応じた適切なサイクル数を設定する。場合によっ
ては最適化する

• サイクル数を減らす

• シーケンスをした場合、データの質が低下する（特に定量性が損なわれる）

PCRプライマーが少ない

• マニュアルを参考に、インプット DNA量に応じた適切なサイクル数を設定する。場合によっ
ては最適化する

• 正しい温度で保存する

• シーケンスをした場合、データの質が低下する（特に定量性が損なわれる）

インプット DNA量が多い
• インプット DNAを減らすか、サイクル数を減らす（ただしサイクル数の最小は 3回）

• アダプターライゲーション後にサイズセレクションを実施する
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NGSライブラリー調製のためのDNA/RNAインプットのガイドライン

DNAの精製度
可能な限り精製度の高いの DNAを使用する。以下などの方法を用いて
DNAの精製度を確認する。

• 電気泳動：ゲル上でシャープなバンドが観察されるレベルが良い。ス
メアな場合には界面活性剤やプローブの混入の可能性、また DNA が
損傷を受けている可能性がある。またゲノム DNAで低分子側にバン
ドが観察された場合、RNA残存の可能性があるため、RNaseによる
RNA除去を行う。

• 吸光度：A260/280=1.8–2.0であることを確認する。ただし吸光度は RNA
や小さい核酸分子の混入の影響を受けるため、スペクトルや他の方法

と合わせて確認するとよい。

DNAの定量
正確に定量をおこなうことでライブラリー調製工程中の PCRサイクル設
定を正しく行うことが可能となり、アダプターダイマーがない高効率な

ライブラリーが調製できる。2本鎖 DNA特異的な定量が可能な Qubi t ®

（Li fe Technologies社）での定量をお薦めする。UV吸光度測定の場合、
RNAや他の因子の影響を受けることに注意する。この場合、実際よりも
高くDNA が定量されるため、ライブラリー収量が低くなることがある。
複数の方法で定量することにより、正確な 2本鎖 DNA定量と純度推測
が可能となる。

DNAサンプル

• 使用直前にビーズをよくボルテックスで懸濁し、均一な懸濁液を形成
する。 ビーズが攪拌されずに長期間沈降した場合、ビーズはペレット
状になりやすいため注意する。 ビーズを長期間（数週間）使用しなかっ
た場合は、十分な時間をかけてビーズのボルテックスと攪拌を行う。

• DNA 溶出前のビーズ風乾をしすぎない。乾燥させすぎた場合には再懸
濁が困難となり、溶出率が低下する。溶出時にビーズがまだ暗褐色で

光沢がある状態で溶出を行う。

• マグネットスタンドに吸着したビーズから上清を回収する場合、ビーズ
ペレットを壊さないようにする。ビーズを誤って吸引してしまった場合

は、すべてチューブ内に戻し、ビーズが落ち着くまで待ってから再度

上清を回収する。

• 結合ステップ後、すべての上清を取り除く。p200ピペットで上清を除
去した後、必要に応じて p10ピペットで残りの液を除去する。 上清の
除去が不完全な場合、アダプターダイマーや PCRプライマーがライブ
ラリーに残る可能性がある。

• NEBNex tライゲーションステップ後のクリーンアップとサイズセレク
ションのビーズ比は、このステップにのみ適しています。 PCR後また
は他のステップでサイズセレクションを行う場合は、異なる比率とな

るため注意する。

• サンプルにビーズを追加する際は、正しい量のビーズを添加する。 ビー
ズをゆっくりと吸引し、チップの外側付着したビーズ液を取り除いた後、

全量をサンプルに添加する。

ビーズ精製およびサイズセレクション

• ライブラリーは Agilent Bioanalyzerや TapeStationなどで定量できる。
ただし qPCRでのより正確な定量を推奨する。

• qPCR定量の場合、NEBNext Library Quant Kit (NEB#E7600)を推奨する。
特に PCRフリー調製ライブラリーの定量に有用である。

ライブラリーの定量

• キットで提供されるインデックスの一部分を使用する場合、または複
数のキットのインデックスを使用する場合は、バランスの取れたシー

ケンスリードを確保するため、インデックスの組み合わせに注意する。 
推奨は NEBNext Multiplex Oligo 製品のマニュアルに記載されている。
イルミナ用の NEBNext Library Quant Kitは、非常に正確なライブラリ定
量のための方法で、PCR-freeで調製したライブラリーの確認で特に有
用である。

• 調製時、1 種類のインデックスだけを開封する。複数を同時に開封し
た場合にはコンタミネーションのリスクが生じる。

• インデックスプライマーごとにピペットチップを必ず交換する。

• 96ウェルプレートフォーマットの NEBNex tインデックスプライマーは、
突き刺して使用できるアルミフォイルで蓋がされた使い捨てプレート

である。 コンタミネーションのリスクを回避するため、ウェルでは 2
回以上のピペッティングしない。

バーコード（インデックス）

RNAの精製度
可能な限り高い精製度の RNAを使用する。以下などの方法を用いて
RNAの精製度を確認する。

• BioAnalyzer（アジレント社）：Total RNAの場合、リボソーム RNAのピー
クから分解度を測定する。RIN（RNA Integrity Number）が 7以上の分解
度が小さい RNAを使用するとよい。

• 電気泳動：リボソーム RNAのバンドが 2：1の強度で 2本観察される
ことで分解度を確認できる。またゲノム DNAの残存がないことを確認
する。あった場合、DNase Iなどで DNA除去を行う。

• 吸光度：A260/280=1.8–2.0であることを確認する。ただし吸光度は DNA
や小さい核酸分子の混入の影響を受けるため、他の方法と合わせて

確認するとよい。

RNAの定量
正確に定量をおこなうことでライブラリー調製工程中の PCRサイクル設
定を正しく行うことが可能となり、アダプターダイマーがない高効率な

ライブラリーが調製できる。1本鎖 RNA特異的な定量が可能な Qubi t ®

（Li fe Technologies社）での定量をお薦めする。UV吸光度測定の場合、
DNAや他の因子の影響を受けることに注意する。この場合、実際より
も高く RNA が定量されるため、ライブラリー収量が低くなることがある。
複数の方法で定量することにより、正確な RNA定量と純度推測が可能
となる。

RNAサンプル

NANODROP® is a registered trademark of Thermo Fisher Scientific, Inc.

QUBIT® is a registered trademark of Molecular Probes, Inc.

AGILENT®, BIOANALYZER® and TAPESTATION® are registered trademarks of Agilent Technologies, Inc.

NGSライブラリー調製
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アプリケーション 問題 推定される原因 改善方法

細胞内 
ラベリング

ラベリング 
されない

融合タンパク質が 
発現していない

• トランスフェクション方法・試薬を変更する
• Western blotまたは SDS-PAGE（Vista Greenを使用）で発現を確認する

ラベリングが 
不十分

融合タンパク質の 
発現量が低い、 
または蛍光基質と 
結合していない

• 蛍光基質の濃度を高くする
• インキュベーション時間を長くする

融合タンパク質の 
ターンオーバーが早い

• ラベリング後、速やかに観察を行うか、細胞を固定化する
• 低温（4℃または 16℃）にてラベリングを行う

バックグラウンドが 
高い

非特異的ラベリングが 
起きている

• 基質濃度を低くする。またはインキュベーション時間を短くする。
• 最後の細胞洗浄を最大で 2時間行う
• ウシ胎児血清か BSAを加えてラベリングする

蛍光強度が 
すぐに減少する

融合タンパク質が不安定
• 細胞を固定化する
• タグの位置を N末端から C末端に、またはその逆にする

退光している

（photobleaching）
• 市販の退色防止試薬を加える
• 観察時の励起時間を短く、強度を低くする

溶液内に 
おける 
ラベリング

沈殿が生じる
不溶性タンパク質として 
発現している

• pH 5.0–10.0を試す
• 塩濃度を最適化する［50–250 mM］
• 0.05–0.1%の Tween 20を加える

ラベリング 
されていない、 
または不十分である

ラベリング反応が 
十分に行われていない

• インキュベーション時間を 2時間（25℃）か、24時間（4℃）に延ばす
• ラベリングしたタンパク質溶液の量を少なくする
• SDS-PAGE（Vista Greenを使用）で発現タンパク質を確認する

活性がない
融合タンパク質が 
不安定である

• ラベリング時間を短くする
• ラベリング温度を低く（4℃または 16℃）する

SNAP-tagラベリングのトラブルシューティングガイド

  

Q. SNAP-tagラベリングと GFP融合タンパク質
の違いは何か ?

A. GFPと SNAP-tagはいずれも生細胞中のタン
パク質の可視化に使用される。GFPはそれ
自体が蛍光を発する Aequorea victoria由来
のタンパク質であるが、SNAP-tagは自家蛍
光を有していないヒト DNA修復酵素（hAGT）
由来のタンパク質である。SNAP-tagでラベ
リングする際には発現後、培地に蛍光基質

を添加することで速やかに結合が可能であ

り、添加時期によりラベリングのコントロー

ルができる。また蛍光基質の種類が豊富で

あり、細胞表面に特異的なラベリングなど、

実験に応じたイメージングができる。さら

に周辺試薬（biotin,magnetic beads, blocking 
agents）も揃っているため、in vitro実験にも
応用できる。この際、新たにクローニング

や発現をし直す必要はなく、1つのコンスト
ラクトから様々な実験への応用ができる。

Q. SNAP-tagと CLIP-tagの違いは何か ?

A. SNAP- tagと CLIP- t agはいずれもヒト由来
DNA修復酵素である O6-alkylguanine-DNA-
alkyltransferase（hAGT）をベースに作られて
いる。SNAP- tagは O6ラベリングされた 
benzylguanineを、CLIP-tagは O2ラベリング

された benzylcytosineをそれぞれ認識する。
いずれのタグも基質からラベルをタグ自身

に転移して、共有結合による特異的なラベ

リングを行う。これらのタグは、DNA 結合
能力を欠如するように作製されており、さ

らに互いの基質や細胞内の他のタンパク質

などと非特異的反応をしないことが確認さ

れている。そのため、これらのタグを同時

に使用することにより、同じ細胞内で 2種
類のタンパク質を同時に異なる基質でラベ

リングすることが可能である。

Q. タグ融合タンパク質を構築する際、N/C末
端のいずれにも融合することが可能か ?

A. 可能である。SNAP/CLIP-tagは発現タンパ
ク質の N/C末端のいずれにも融合すること
ができる。ただし SNAP/CLIP-tagを使用し
て細胞表面のタンパク質をラベルするとき

には、タグが細胞膜の外側に配向する必要

がある。

Q. 基質に細胞毒性はあるか ?

A. 現在までのところ確認されていない。20 
µMの基質を用いて 2時間のインキュベー
ションを行ったところ、細胞の死滅や増殖

の低下などは確認されなかった。また、ほ

とんどの基質について、最大で 20 µMの濃
度で 24時間のインキュベーションを行った
が、顕著な毒性は確認されていない。

Q. 哺乳細胞におけるラベリングタンパク質の 
安定性はどの程度か ?

A. タグを付加したタンパク質の細胞中におけ
る安定性は、そのタンパク質自体の安定性

に依存する。哺乳類細胞では、ラベリング

した SNAP- tag融合タンパク質が最大で 2
日間検出されている。

Q. SNAP-tag基質は固定化しても安定か ?

A. SNAP- tag基質の蛍光は有機蛍光であるた
め、固定化しても安定である。そのため、

SNAP-tag融合タンパク質と基質を結合した
後に固定化作業を行ってもシグナル強度の

減少はほとんどない。一方、GFPは蛍光タン
パク質であるため、固定化により変性して

蛍光が消失するものもある。現在までに

SNAP-tag融合タンパク質でラベル化した細
胞 は、 一 般 的 な 固 定 化 方 法（para-
f o r m a l d e h y d e、e t h a n o l、m e t h a n o l、
methanol/acetoneなど）では蛍光が消失しな
いことを確認している。

Q. in vitroで SNAP-tagのラベリングを行う際の
最適条件は ?

A. SNAP- tagによるラベリング反応は様々な
バッファー中で行うことができる。標的タン

パク質の特性に応じたバッファーを選択す

るとよい。SNAP-tagによるラベリングは pH 
5–10、イオン強度 50–250 mM（NaClの場
合）、1 mM以上の DT Tを推奨する。必要
に応じて 0.5%（v/ v）濃度になるように非イ
オン性界面活性剤を添加してもよいが、イ

オン性界面活性剤（SDSなど）は SNAP-tag
の活性を阻害するため、使用できない。金

属キレート剤（EDTAおよび EGTA など）も
同様に SNAP- tagの活性を阻害するため使
用できない。

細胞イメージング・解析の良くあるお問い合わせ
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Lambda

48,502 base pairs 
GenBank Accession #: NC_001416 
製品の詳細は 128ページを参照

Lambda（λ）は大腸菌テンペレート（溶原性）バクテ
リオファージであり、直鎖状の 2本鎖 DNAゲノムを
有する（1-5）。両末端に 12塩基の突出末端を保有
する。これらの 1本鎖突出末端は相補的であり、
宿主大腸菌に入り込んだ後、アニーリングして cos
部位を形成する。このファージゲノムはアニーリン

グすることにより環状 2本鎖 DNAとなり、ローリン
グサイクル複製の鋳型となる。

多くの研究室で使用されているλ株は、c I857 ind1 
Sam7株の派生株であり、野生型株に 4箇所の点突
然変異が導入されている。cI遺伝子上の ind1変異に
より、野生型には存在しない HindII I部位が 37584
の位置に形成されている。NEBより販売されている
lambda製品はすべて cI857 ind1 Sam7である。

ゲノム配列の番号は、左端（下図の下端）の最初の

塩基（5′末端）から右端方向に、後期遺伝子である
nu1と Aから初期遺伝子の方向に向かって付けられ
ている。下記の遺伝子地図には、200コドン以上の
既知 ORFが示されている。

制限部位が 1箇所存在する酵素は太字で、2 箇所
存在する酵素は標準字体で示してある。下記マップ

には一部の制限部位しか掲載されていないため、

すべての NEB制限酵素の制限部位は NEBウェブ
サイトを参照されたい（www.nebj.jp）。制限部位
の位置は、トップ鎖の各認識配列の 5′末端の塩基
番号で示している。

下記の制限酵素部位は存在しない： 
enzymes: AbsI(x), AsiSI, FseI, MauBI(x), 
MreI(x), NotI, PacI, SfiI, SpeI, SrfI, SwaI

(x) = NEBから販売されていない酵素

PspOMI  10086 - ApaI 10090

 BsiWI   19323

 KasI   45679 - NarI 45680 - SfoI 45681 - PluTI 45683

 NgoMIV  20040 - NaeI 20042

 NheI  34679 - BmtI 34683

 PaeR7I - XhoI   33498

 SnaBI   12190

 XbaI   24508

 Acc65I 17053 - KpnI   17057
 Acc65I 18556 - KpnI   18560

 AfeI   20097

 AfeI   37059

 AscI   3522

 AscI   16649

 AvrII   24322
 AvrII   24396

 BsaI   11418

 BsaI   42709

 Bsu36I   26718

 Bsu36I   34319

 EagI   19944

 EagI   36654

 PciI   628

 PciI   39395

 PflFI - Tth111I   11205

PflFI - Tth111I   36123

 PmeI   8462

 PmeI   16296

  Eco53KI  24774 - SacI 24776
Eco53KI  25879 - SacI 25881

 SalI   32745
 SalI   33244

A  (DNA packaging)

B  (capsid protein)

C  (capsid protein)

E  (capsid protein)

V  (tail protein)

Q  (antiterminator)

P  (DNA replication)
O  (DNA replication)

cl  (lambda repressor)
rexA  (prevents lysogeny)

bet  (Redβ; recombination)
exo  (Redα; lambda exonuclease)

int  (integrase)

ea59  (endonuclease)

ea31  (unknown function)

ea47  (unknown function)

lom  (host membrane-associated protein)

J  (tail:host specificity protein)

I  (tail protein)

L (tail protein)

H  (tail protein)

cos

cos

 PspXI   33498

NEBcutter.com 
オンラインツール：NEBcutterで簡単
に制限サイトを確認可能。サイト数
やメチル化感受性情報も表示。
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M13mp18

GenBank Accession #: X02513 
配列情報は www.nebj.jpより入手可能 
製品の詳細は 128ページを参照

M13は、雄細胞（F因子を保有する）にのみ感染す
る大腸菌の繊維状バクテリオファージである。M13
のゲノムは 6407塩基からなる環状 1本鎖 DNAであ
り、10 個の遺伝子を保有する。2本鎖 DNA（RF）は
DNA複製の中間体として形成される。

M13由来の M13mpファージベクターは、lacZ α遺伝
子を保有し、その中のクローニング部位は M13と
異なる。クローニング部位は lacZ α遺伝子内に位置
しているため、α相補性を利用したブルー /ホワイ
トスクリーニングによるインサートの確認が可能で

ある。なお、下の図にあるM13mp18のマルチクロー
ニングサイト（MCS）が pUC19プラスミドの構築に
使用されている。その他の M13mpベクターの MCS
領域の配列は前ページに記載している。M13mp19
は MCS領域（6231- 628 8）が逆向きであること
以外は M13mp18と同じである。

M13mp18とM13mp19の完全な塩基配列は NEBに
よって決定され（1）、以前の配列データに数塩基の
変更が加えられた（2, 3）。

制限部位が 1箇所だけ存在する酵素は太字で示し
ている。本ベクター上の全制限部位は NEBウェブ
サイトに記載されている（www.nebj.jp）。制限部
位は、トップ鎖の各認識配列の 5′末端の塩基番号
で示している。

オープンリーディングフレーム（ORF）は「翻訳開始
点→翻訳終了点」の方向で示し、位置番号は、転

写方向にかかわらずトップ鎖（時計回り）の位置で

示し、開始コドンおよび終止コドンを含む。M13複
製起点の矢印は、（+）と（–）の両鎖の合成方向を示
す。

記号 位置 由来

gene II replication 6848-831 (cw)
gene X replication 496-831
gene V replication 843-1106
gene VII minor coat protein 1108-1209
gene IX minor coat protein 1206-1304
gene VIII major coat protein 1301-1522
gene III minor coat protein 1578-2852
gene VI minor coat protein 2855-3193
gene I phage assembly 3195-4241
gene XI (I*) phage assembly 3915-4241
gene IV phage assembly 4219-5499 
ori M13 origin (+) of replication 5487-5867
lacZα for α-complementation 6216-6722 
MCS multiple cloning site 6230-6286

(cw) = 時計回り

下記の制限酵素部位は存在しない： 
AatII, AbsI(x), AcuI, AflII, AgeI, AhdI, AjuI(x), 
ApaI, ApaLI, AscI, AsiSI, AvrII, BbsI, BcgI, 
BciVI, BclI, BlpI, BmgBI, BmtI, BplI(x), BsaI, 
BsgI, BsiWI, BspEI, BspQI, BssHII, BssSI, 
BstAPI, BstBI, BstEII, BstXI, BstZ17I, EagI, 
EcoNI, EcoO109I, EcoRV, FseI, FspAI(x), HpaI, 
KflI(x), MauBI(x), MfeI, MluI, MreI(x), MteI(x), 
NcoI, NheI, NmeAIII, NotI, NruI, NsiI, PaeR7I, 
PaqCI, PasI(x), PflFI, PflMI, PfoI(x), PmeI, 
PmlI, PpuMI, PshAI, PspOMI, PspXI, PsrI(x), 
RsrII, SacII, SanDI, SapI, ScaI, SexAI, SfiI, 
SgrAI, SgrDI(x), SpeI, SrfI(x), StuI, StyI, 
Tth111I, XcmI, XhoI, ZraII

(x) = NEBから販売されていない酵素

NEBcutter.com 
オンラインツール：NEBcutterで簡単
に制限サイトを確認可能。サイト数
やメチル化感受性情報も表示。

 AfeI  3040

 AlwNI  2191

 AvaII  5913

 BglI  6436
 BglII  6934

 BaeGI  2091

 BmrI  6326

  SfoI 6002 - PluTI 6004

 BseRI  2002

 Esp3I - BsmBI  5976

 BsmI  1751

 BspHI  1299

 BsrFI 5612 - NgoMIV  5612 - NaeI 5614

 BsrGI  1021

 Bsu36I  6508

 BtsI  6094

 DraIII  5720

 DrdI  5764

 FspI  6426

 MscI  5081

 PacI  4135

 PvuI  6407

 SnaBI  1270

 SwaI  6785
 AleI  6576

MCS
II

X

V

VII
IX
VIII

III

VI

I
XI

IV

lacZ
α

+

–
ori

       SacI          SmaI               XbaI            SbfI
 EcoRI  KpnI  BamHI  SalI PstI        SphI HindIII
atgaccatgattacgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGcact
    .         .         .         .         .         .         .
   622O      623O      624O      625O      626O      627O      628O

 M  T  M  I  T  N  S  S  S  V  P  G  D  P  L  E  S  T  C  R  H  A  S  L  A...

lacZα  translational  start

 CspCI  2997, 3032

 KasI  6000 - NarI 6001 - BsaHI 6001

Acc65I   6242

EcoRI   6230
Eco53KI   6238 - SacI   6240

KpnI - TspMI - XmaI   6246

SalI   6263 - AccI 6264 - HincII 6265

BamHI   6251

HindIII   6281

SbfI -  PstI  6273
SphI   6279

XbaI   6257

SmaI   6248

M13mp18
7,249 bp
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pBR322

GenBank Accession #: J01749 
製品の詳細は 128ページを参照

pBR322は大腸菌クローニングベクターであり、pMB1
（ColE1適合性グループのプラスミド；1-3）の複製起
点を含む。rop遺伝子産物が RNAIと RNAIIの転写物
間の相互作用を安定化させることでプラスミドの複

製を調節し、細胞当たりのコピー数を約 20に維持
する。pBR322はクロラムフェニコールまたはスペク
チノマイシン耐性遺伝子を有する（4）。

制限部位が 1箇所存在する酵素は太字で、2 箇所
存在する酵素は標準字体で示している。本ベクター

上の全制限部位は NEBウェブサイトに記載されて
いる（www.nebj.jp）。制限部位はトップ鎖の各認
識配列の 5′末端の塩基番号で示している。

オープンリーディングフレーム（ORF）は「翻訳開始
点→翻訳終了点」の方向で示し、位置番号は、転

写方向にかかわらずトップ鎖（時計回り）の位置で

示し、開始コドンおよび終止コドンを含む。

複製起点は、RNA II転写の -35プロモーター配列か
ら RNA/DNA切り替え点までを含んでいる。bla（ApR）

遺伝子はシグナル配列を含んでいる。

記号 位置 由来

tet (TcR) 86-1276 pSC101
bla (ApR) 4153-3293 Tn3
rop 1915-2106 pMB1
origin 3122-2534 pMB1

ori = 複製起点
Ap = アンピシリン、Tc = テトラサイクリン

下記の制限酵素部位は存在しない： 
AbsI(x), Acc65I, AflII, AgeI, AjuI(x), AleI, 
AloI(x), ApaI, ArsI(x), AscI, AsiSI, AvrII, BaeI, 
BarI(x), BbvCI, BclI, BglII, BlpI, BmgBI, BplI(x), 
BsaXI, BseRI, BsiWI, BsrGI, BssHII, BstBI, 
BstEII, BstXI, Bsu36I, CspCI, DraIII, Eco53KI, 
FalI(x), FseI, HpaI, KflI(x), KpnI, MauBI(x), 
MfeI, MluI, MreI(x), MteI(x), NcoI, NotI, NsiI, 
PacI, PaeR7I, PaqCI, PasI(x), PmeI, PmlI, PsiI, 
PspOMI, PspXI, PsrI(x), RsrII, SacI, SacII, SbfI, 
SexAI, SfiI, SgrDI(x), SmaI, SnaBI, SpeI, SrfI, 
StuI, SwaI, TspMI, XbaI, XcmI, XhoI, XmaI

(x) = NEBから販売されていない酵素

 ZraI  4286 - AatII 4288

 AhdI  3366

 AlwNI  2889

 AseI  3538

 AvaI - BsoBI  1425

BamHI   375

 BsaAI  2227

 BsaBI  1672

 BsgI  1635

 BsmBI - Esp3I  2116

 BsmI  1359

 BspEI  1664

 BspMI - BfuAI  1054

 AccI  2245 - BstZ17I  2246 

 ClaI-BspDI  24

 EagI  939

 EcoNI  626

 ApoI - EcoRI  4359

 EcoRV  187

HindIII  29

 MscI  1446

 NdeI  2296

 NheI  229 - BmtI 233  

 NruI  974

 PciI - AflIII  2473

 PshAI  716

 PstI  3611

 PvuI  3736

 PvuII  2066

 SalI 651 - AccI 652 - HincII  653

 BspQI - SapI - EarI  2357

 ScaI  3846

 SgrAI  410

 SphI  566

 StyI  1369

 Tth111I - PflFI  2220

 BanII  475
 BanII  489

 BciVI  2676

 BciVI  4203

 BsrBI  2406

 BsrBI  4207

 BsaI - BsrDI  3427

 BsrDI  3601

 BstAPI  1051

 BstAPI  2297

 BtgI  528

 BtgI  1447

 BtsI  3766
 BtsI  3786

 DrdI  2168

 DrdI  2581

 EarI  4161

 HincII  3907

 PflMI  1321

 PflMI  1370

 PpuMI  1439

 PpuMI  1481

 XmnI  2033

 XmnI  3965

 SspI  4170

rop

Ap
R Tc R

ori

 BseYI  949

 BseYI  2777

AcuI  3021

AcuI  4033

 Bpu10I  1581

pBR322
4,361 bp

NEBcutter.com 
オンラインツール：NEBcutterで簡単
に制限サイトを確認可能。サイト数
やメチル化感受性情報も表示。
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pKLAC2

GenBank Accession #: EU196354 
製品の詳細は 231ページを参照

pKLAC2は、酵母 Kluyveromyces lactisのゲノムへ安
定した組込みが可能な発現ベクターであり、大腸菌

でも複製することが可能である（1）。本ベクターは K. 
lactis Protein Expression Kit（#E1000）にも含まれてお
り、K. lactisでリコンビナントタンパク質を高レベル
で発現させるために使用される。pKLAC2は NEBが
提供するあらゆる発現系と使用できるようにマルチ

クローニングサイト（MCS）の汎用性が高められて
いる。

大腸菌において、pBR322由来の pMB1複製起点に
より複製され（rop遺伝子は欠損している）、bla 
（Ap R）マーカーを保有するためにアンピシリンで選

択することが可能である。K. lactis GG799コンピテン
トセル（#C1001）に形質転換した場合、SacI Iまた
は BstXIで直鎖状にされた pKLAC2が K. lactisの染
色体の LAC4遺伝子座に組み込まれる。このように
形質転換された酵母は、酵母 ADH1プロモーターに
より発現されるアセトアミダーゼ選択マーカー

（amdS）により選択可能である。pKL AC2から発現
されるアセトアミダーゼにより、形質転換細胞は限

定培地においてアセトアミドを唯一の窒素源として

利用することが可能になる（2）。

マルチクローニングサイト（MCS）は、K. lactis α -接
合因子の分泌ドメイン（α -MF）の下流に位置してお
り、α -MFは目的リコンビナントタンパク質の N末
端に融合して発現する。このα -MFにより、融合タン
パク質は一般的な分泌経路に誘導され、α -MFドメ
インはゴルジ体内で Kexプロテアーゼにより切断さ
れ、目的リコンビナントタンパク質のみが細胞外へ

分泌される。リコンビナント融合タンパク質は K. 
lactisの LAC4プロモーターにより発現されるが、
LAC4プロモーターは大腸菌内において転写活性を
持たないように改変されている（1）。これにより、
大腸菌に毒性を示すタンパク質のクローニングが可

能となる。LAC4プロモーターは分断されているため、
pKLAC2を SacIIまたは BstXIで切断すると、リコン
ビナントタンパク質と選択マーカーが分断されたプ

ロモーターと連結した配列になる。この末端が K. 
lactis染色体上の LAC4プロモーターと組み換えると、
LAC4遺伝子の上流にリコンビナント融合タンパク質
（LAC4プロモーターにより発現）と amdS（LAC4プロ
モーターのコピーにより発現）が組み込まれる（2）。

制限部位が 1箇所存在する酵素は太字で、2 箇所
存在する酵素は標準字体で示している。本ベクター

上の全制限部位は NEBウェブサイトに記載されて
いる（www.nebj.jp）。制限部位はトップ鎖の各認
識配列の 5′末端の塩基番号で示している。

オープンリーディングフレーム（ORF）は「翻訳開始
点→翻訳終了点」の方向で示し、位置番号は、転

写方向にかかわらずトップ鎖（時計回り）の位置で

示し、開始コドンおよび終止コドンを含む。

pMB1複製起点は、RNA II転写の -35プロモーター
配列から RNA /DNA切り替え点までを含んでいる。
プロモーターおよび転写ターミネーターはクローン

された領域を示しているものであり、必ずしも正確

な機能配列を示しているわけではない。

記号 位置 由来

expression region:
   α-mating factor  
   leader sequence 14-349 K. lactis
   MCS 257-354 –
   LAC4 TT region 371-953 K. lactis
AdH1 promoter region 1010-1712 S. cerevisiae
amdS 1713-3359 A. nidulans
LAC4 promoter  
region (5´ end) 4068-4648 K. lactis
origin 5102-5690 pMB1
bla (ApR) 6721-5861 Tn3
LAC4 promoter  
region (3´ end) 7475-9107 K. lactis (modified)

ori = 複製起点
Ap = アンピシリン
TT = 転写ターミネーター

下記の制限酵素部位は存在しない： 
AatII, AbsI(x), Acc65I, AfeI, AflII, ApaI, AscI, 
AsiSI, AvrII, BbvCI, BlpI, Bpu10I, BsiWI, FseI, 
FspAI(x), KflI(x), KpnI, MauBI(x), MluI, MreI(x), 
MscI, MteI(x), PacI, PaqCI, PasI(x), PmeI, PmlI, 
PspOMI, PspXI, PsrI(x), RsrII, SfiI, SgrAI, SpeI, 
SrfI, SwaI, ZraI

(x) = NEBから販売されていない酵素

PaeR7I - XhoI  257

NdeI   291
NcoI   297
NotI   304
EcoRV   313
SalI   317
BamHI   323
EcoRI   329
SbfI   340

XcmI  515

HindIII  1

BstXI  7539

SacII  7478

SacII  4651

AhdI  5934

EcoO109I - PpuMI  2537

BsrGI  1010

PshAI  2229

KasI  2614 - NarI  2615 
SfoI  2616 - PluTI  2618

AleI  3132

BstXI  4326

PflFI - Tth111I  4369
BmgBI  4259

XbaI  3538
Bsu36I  3404

NruI  3383

TspMI - XmaI  3360

BstEII  3146

AgeI  3257

MCS

am
dS

PADH1

ori

Ap R

αMF

 P 

    

    
P 

    
    

    
  LAC4-PBI 3´

       LAC4-PBI 5´ 

CspCI  957, 992

StuI   356

BaeI  406, 439

BglII  1701
BssHII  1748

BspEI  3236

TT   LAC4

SmaI  3362

SnaBI  8814

pKLAC2
9,107 bp

NEBcutter.com 
オンラインツール：NEBcutterで簡単
に制限サイトを確認可能。サイト数
やメチル化感受性情報も表示。
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参考文献
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(2) Maina, C.V. et al. (1988) Gene, 74, 365–373.
(3) Riggs, P.D. (1992). In F.M. Ausubel, et al. (Eds.), Current  
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pMAL-c6T

配列情報は www.nebj.jpより入手可能 
製品の詳細は 229ページを参照

pMAL-c6Tは NEBExpress MBP Fusion and Purification 
System (NEB #E8201)でリコンビナントタンパク質の
発現と精製を行うための大腸菌プラスミドベクター

である（1-3）。pBR322由来の pMB1複製起点を保
有し、pBR322 と同様のコピー数に維持される。

マルチクローニングサイト（MCS）は、大腸菌マルトー
ス結合タンパク質（MBP；malE 遺伝子によりコード）
が標的タンパク質の N 末端に融合される位置にあ
り、発現タンパク質はサイトプラズムに局在される。

pMAL-c6Tの MCSは NEBの他のベクターと互換性
があるため、簡単に遺伝子を乗せ換えることがで

きる。さらに下流には 3 種類のリーディングフレー
ムで終止コドンが出現するため、終始フレームを気

にする必要はない。さらに malE にも改良が加えら
れており、アミロースと MBP の結合力が向上してい
る。MBPタグ は TEV Protease (NEB #P8112)で切断、
除去できる。

融合遺伝子の転写は、誘導性の t ac プロモーター
（P tac）により制御される。lacI q 遺伝子がコードする

Lac リプレッサーが Ptac のすぐ下流に位置する lac オ
ペレーターに結合することにより、P tac からの非誘
導下での発現は最小限に抑えられる。pKK233-2 ベ
クター由来の 2 つのターミネーターを含む rrnB オペ
ロンの一部は pKK233-2ベクターに由来し、P tac を
起点とする転写によりプラスミドの機能が妨害され

るのを防いでいる。

制限部位が 1箇所存在する酵素は太字で示してい
る。本ベクター上の全制限部位は NEBウェブサイ
トに記載されている（www.nebj.jp）。制限部位は
トップ鎖の各認識配列の 5′末端の塩基番号で示し
ている。

オープンリーディングフレーム（ORF）は「翻訳開始
点→翻訳終了点」の方向で示し、位置番号は、転

写方向にかかわらずトップ鎖（時計回り）の位置で

示し、開始コドンおよび終止コドンを含む。

pMB1複製起点は、RNA II転写の -35プロモーター
配列から RNA/DNA切り替え点まで（ラベリングした
ori）、および RNAII転写の制御を行う rop遺伝子を
含んでいる。bla（ApR）遺伝子はシグナル配列を含ん

でいる。

記号 位置 由来

lacIq 80-1162 E. coli
Ptac 1405-1432 –
expression ORF 1527-2761 –
   malE 1527-2721 E. coli
   MCS 2722-2761 –
bla (ApR) 3101-3961 Tn3
origin 4049-4637 pMB1
rop 5007-5198 pMB1

下記の制限酵素部位は存在しない： 
AatII, AbsI(x), Acc65I, AflII, AgeI, AjuI(x), AleI, 
ArsI(x), AscI, AsiSI, AvrII, BaeI, BarI(x), BbvCI, 
BmtI, BpII(x), BsaAI, BseRI, BsmFI, BspDI, 
BsrGI, BstBI, BstZ17I, ClaI, CspCI, DraIII, 
EcoNI, FalI(x), FseI, FspAI(x), KflI(x), KpnI, 
MauBI(x), MreI(x), MscI, MteI(x), NaeI, NcoI, 
NdeI, NgoMIV, NheI, NruI, NsiI, PacI, PaeR7I, 
PaqCI, PasI(x), PmeI, PmlI, PshAI, PspXI, 
PsrI(x), SacII, SexAI, SfiI, SgrAI, SmaI, SnaBI, 
SpeI, SphI, SrfI, StuI, StyI, SwaI, TspMI, XbaI, 
XhoI, XmaI, XmnI, ZraI

(x) = NEBから販売されていない酵素

NEBcutter.com 
オンラインツール：NEBcutterで簡単
に制限サイトを確認可能。サイト数
やメチル化感受性情報も表示。

 AlwNI NotI/EagI EcoRV Sall BamHl EcoRI PstI/SbfI 
5´ malE...ATG CTG ATG GGC GGC CGC GAT ATC GTC GAC GGA TCC GAA TTC CCT GCA GGT AAT

            HindIII 
TAA ATA AGC TAA ATA AGC TTC AA...

pMAL-c6T Polylinker:

ScaI  3407

BspQI  4810 - SapI  4811
lacl q

malE

bla 

or
i

PspOMI  637 - ApaI  641

BglI  3770

BlpI  2331

Bpu10I  5216

BsaXI  1086

BsiWI  1835

BmgBI  2087

BstEII  611

Bsu36I  4004

DraI  3310

HpaI  936
KasI  1069 - NarI  1070 - 
SfoI  1071 - PluTI  1073

MluI  430

EcoO109I  5225 - PpuMI  5226

PciI  4693

BstAPI  113

PsiI  1897

RsrII  3004

PflFI  4891 - Tth111I  4892

MCS

rop

MfeI  1501

BglII  1904

HindIII  2771

EcoRI  2748
PstI-SbfI  2759

AccI  2737
SalI - SgrDI  2736

BamHI  2742

EagI - NotI  2723
AlwNI 2714

EcoRV  2732

BspHI  3048

BsmI  2165

BspEI  1664

Eco53KI  2653
AfeI  2455

BsaBI  2220 - BtgI  2232

SacI  2655

AvaI - BsoBI  2688

FspI  3665

PflMI  12

6X Histidine tag

pMAL-c6T
5,247 bp
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pMiniT 2.0

配列情報は www.nebj.jpより入手可能 
製品の詳細は 97ページを参照

pMiniT 2.0 は NEB PCR Cloning K i t (NEB #E1202, 
#E1203)に付属しているクローニングベクターであ
る。平滑末端および 3'A 突出末端をもつ PCR 産物
のクローニングに使用できる。本ベクターは T7およ
び SP6プロモーターによる in vitro転写のテンプレー
トとしても使用できる。さらにアンピシリン耐性遺

伝子から BsaIサイトを除去しているため、Golden 
Gate Assemblyの Destination vectorとしても使用で
きる。

大腸菌内においては pMB1複製開始点 （pUC19由
来）から複製を開始、bla (ApR)によりアンピシリンセ
レクションが可能である。pMiniT2.0は毒性ミニ遺
伝子を有しており、恒常的に発現をするため、これ

をもつ大腸菌はタンパク質合成が阻害されるため致

死性を示す（コロニーを作らない）。この毒性ミニ

遺伝子中にクローニングサイトがあるため、ポジティ

ブクローンは毒性ミニ遺伝子が機能せず、通常どお

り成育する（コロニーを形成する）。

制限部位が 1箇所存在する酵素は太字で示してい
る。地図の下のクローニングサイト拡大図中、クロー

ニング用制限サイト、in vitro転写のための直鎖状サ
イト、RNAポリメラーゼのプロモーター配列を示す。
制限部位はトップ鎖の各認識配列の 5′末端の塩基
番号で示している。

記号 位置 由来

Constitutive promoter 1-214 pNK2138
SP6 promoter 479-496 SP6
Toxic minigene 541-549 –
Synthetic T7 promoter 619-602 T7
bla (ApR) 733-1593 Tn3
origin 1764-2352 pUC19

下記の制限酵素部位は存在しない： 
 AbsI(x), Acc65I, AccI, AflII, AgeI, AjuI(x), AleI, 
AloI(x), ApaI, ArsI(x), AscI, AsiSI, AvrII, BaeI, 
BanII, BarI(x), BbsI, BbvCI, BclI, BglII, BlpI(x), 
BmgBI, BmtI, BplI(x), Bpu10I, BsaI, BsaAI, Bsa-
BI, BseRI, BsgI, BsiWI, BsmFI, BsmI, BspDI, 
BspEI, BsrGI, BssHII, BstAPI, BstBI, BstEII, 
BstXI, BstZ17I, Bsu36I, BtgI, ClaI, CspCI, DraIII, 
Eco53kI,  EcoNI, EcoO109I, EcoRV, FalI(x), 
FseI, FspAI(x), HincII, HindIII, HpaI, KasI, 
KflI(x), KpnI, MauBI(x), MfeI, MluI, MreI(x), 
MscI, MteI(x), NaeI, NarI, NcoI, NgoMIV, NheI, 
NsiI, PasI(x), PflFI, PflMI, PfoI(x), PluTI, PmlI, 
PpuMI, PshAI, PsiI, PspOMI, PsrI(x), PvuII, 
RsrII, SacI, SacII, SalI, SexAI, SfiI, SfoI, SgrAI, 
SgrDI(x), SmaI, SnaBI, SpeI, SphI, SrfI, StuI, 
StyI, SwaI, TspMI, Tth111I, XbaI, XcmI, XmaI

(x) = NEBから販売されていない酵素

...ATG AT               C TGA TAA TAA...

...TAC TA               G ACT ATT ATT...

5´ ACC TGC CAA CCA AAG CGA GAA CAA AAC ATA ACA TCA AAC GAA TCG ACC GAT TGT TAG GTA ATC GTC ACC TGC AGG AAG GTT 
3´ TGG ACG GTT GGT TTC GCT CTT GTT TTG TAT TGT AGT TTG CTT AGC TGG CTA ACA ATC CAT TAG CAG TGG ACG TCC TTC CAA 

5´ TTA ATT AAG ACG TCA GAA TTC TCG AGG CGG CCG CAT GTG CGT CTC CCT ATA GTG AGT CGT ATT AAT TTC GCG GGC
3´ AAT TAA TTC TGC AGT CTT AAG AGC TCC GCC GGC GTA CAC GCA GAG GGA TAT CAC TCA GCA TAA TTA AAG CGC CCG

T7 Promoter

5´ TAA ACG CAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA GTG TGT ATC GCT CGA GGG ATC CGA ATT CAG GAG GTA AAA ACC
3´ ATT TGC GTA AAT CCA CTG TGA TAT CTT CAC ACA TAG CGA GCT CCC TAG GCT TAA GTC CTC CAT TTT TGG

PmeI

SbfI/PstI PmeI

SP6 Promoter
PspXI/XhoI BamHI EcoRI

INSERT

Met

Two Amino Acid Toxic Minigene with Cloning Site Shown

Ile (interrupted)

(As diagrammed, minigene inactivated if insert cloned into site)

* * *

5´ GGA ACC CCT ATT TGT TTA TTT TTC TAA ATA CAT TCA AAT ATG TAT CCG CTC ATG AGA CAA TAA CCC TGA 3´
3´ CCT TGG GGA TAA ACA AAT AAA AAG ATT TAT GTA AGT TTA TAC ATA GGC GAG TAC TCT GTT ATT GGG ACT 5´

PacI ZraI/AatII EcoRI/XhoI NotI/EagI BsmBI

 BsaXI  2540, 2570 

 PciI - AflIII  2408

 DrdI  2306
 BsaJI  2248

 BseYI  2104

 BtgZI  99 
 AfeI  143

 NdeI  207  
 NruI  225 

or
i

ApR

Constitutive 
Promoter

 BanI  1567
 AhdI  1520

BmrI  1480
 BpmI 1451

 BglI  1402 
 NmeAIII  1372

FspI  1297   

SbfI - PstI  463
PmeI  472
PspXI - XhoI  509
BamHI  515
EcoRI  521
PacI  560
ZraI  566
AatII  568
EcoRI  571
XhoI  576
NotI - EagI  583
BsmBI - Esp3I  601

 PvuI  1151
 RsaI  1039 ScaI -

 XmnI  920
 BcgI  982, 1016

 SspI  715

 SapI - BspQI  2525 

Sites 
Flanking

Toxic Minigene
Cloning Site

+1

+1

 AlwNI  1999

BsrFI  1436

Cloning Analysis Forward Primer

Cloning Analysis Reverse Primer

 CviQI  1038

Features within Sequence Flanking the Toxic Minigene/Cloning Site:

...ATG AT               C TGA TAA TAA...

...TAC TA               G ACT ATT ATT...

5´ ACC TGC CAA CCA AAG CGA GAA CAA AAC ATA ACA TCA AAC GAA TCG ACC GAT TGT TAG GTA ATC GTC ACC TGC AGG AAG GTT 
3´ TGG ACG GTT GGT TTC GCT CTT GTT TTG TAT TGT AGT TTG CTT AGC TGG CTA ACA ATC CAT TAG CAG TGG ACG TCC TTC CAA 

5´ TTA ATT AAG ACG TCA GAA TTC TCG AGG CGG CCG CAT GTG CGT CTC CCT ATA GTG AGT CGT ATT AAT TTC GCG GGC
3´ AAT TAA TTC TGC AGT CTT AAG AGC TCC GCC GGC GTA CAC GCA GAG GGA TAT CAC TCA GCA TAA TTA AAG CGC CCG

T7 Promoter

5´ TAA ACG CAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA GTG TGT ATC GCT CGA GGG ATC CGA ATT CAG GAG GTA AAA ACC
3´ ATT TGC GTA AAT CCA CTG TGA TAT CTT CAC ACA TAG CGA GCT CCC TAG GCT TAA GTC CTC CAT TTT TGG

PmeI

SbfI/PstI PmeI

SP6 Promoter
PspXI/XhoI BamHI EcoRI

INSERT

Met

Two Amino Acid Toxic Minigene with Cloning Site Shown

Ile (interrupted)

(As diagrammed, minigene inactivated if insert cloned into site)

* * *

5´ GGA ACC CCT ATT TGT TTA TTT TTC TAA ATA CAT TCA AAT ATG TAT CCG CTC ATG AGA CAA TAA CCC TGA 3´
3´ CCT TGG GGA TAA ACA AAT AAA AAG ATT TAT GTA AGT TTA TAC ATA GGC GAG TAC TCT GTT ATT GGG ACT 5´

PacI ZraI/AatII EcoRI/XhoI NotI/EagI BsmBI

 BsaXI  2540, 2570 

 PciI - AflIII  2408

 DrdI  2306
 BsaJI  2248

 BseYI  2104

 BtgZI  99 
 AfeI  143

 NdeI  207  
 NruI  225 

or
i

ApR

Constitutive 
Promoter

 BanI  1567
 AhdI  1520

BmrI  1480
 BpmI 1451

 BglI  1402 
 NmeAIII  1372

FspI  1297   

SbfI - PstI  463
PmeI  472
PspXI - XhoI  509
BamHI  515
EcoRI  521
PacI  560
ZraI  566
AatII  568
EcoRI  571
XhoI  576
NotI - EagI  583
BsmBI - Esp3I  601

 PvuI  1151
 RsaI  1039 ScaI -

 XmnI  920
 BcgI  982, 1016

 SspI  715

 SapI - BspQI  2525 

Sites 
Flanking

Toxic Minigene
Cloning Site

+1

+1

 AlwNI  1999

BsrFI  1436

Cloning Analysis Forward Primer

Cloning Analysis Reverse Primer

 CviQI  1038

pMiniT 2.0
2,588 bp

NEBcutter.com 
オンラインツール：NEBcutterで簡単
に制限サイトを確認可能。サイト数
やメチル化感受性情報も表示。
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pNEB206A

配列情報は www.nebj.jpより入手可能 pNEB206Aは USER Enzyme（#E5505）（1）を使用して
PCR産物を迅速かつ効果的にクローニングするため
の大腸菌プラスミドベクターである。pNEB206Aは
高コピーの pUC19複製起点を保有する pNEB193由
来のプラスミドであり、クローニング部位が lacZ α
遺伝子内に位置するため、α相補性を利用したブ
ルー /ホワイトスクリーニングによりインサートの確
認が可能である（2）。

pNEB206Aは、全長 2,706 bpの直鎖状のプラスミド
（環状プラスミドから 438-453 bp部位が切除されて
いる）として提供され、クローニング部位の両側に 
2つの非相補的な 3′突出末端（8塩基）を保有する。
USER Enzymeを使用したクローニング方法（ウェブ
サイト参照）のプロトコール従い、デオキシウリジン

を含んだプライマーによる PCR増幅を行った後、酵
素処理を行う。その結果、PCR 産物は pNEB206A
に相補的な 5′突出末端を保有する PCR断片となる。
この PCR断片は、制限酵素や DNAリガーゼを使用
することなく、高効率で pNEB206Aに定方向にクロー
ニングされ、その結果、リコンビナント環状 DNA
が形成される。

制限部位が 1箇所存在する酵素は太字で、2 箇所
存在する酵素は標準字体で示している。すべての

NEB制限酵素の制限部位は NEBウェブサイトに記
載されている（w w w.nebj.jp）。制限部位はトップ鎖
の各認識配列の 5′末端の塩基番号で示している。
マップおよび表の座標は、2,722 bpの環状プラスミ
ドに対応しており、相対的な距離を算出することが

できる。

オープンリーディングフレーム（ORF）は「翻訳開始
点→翻訳終了点」の方向で示し、位置番号は、転

写方向にかかわらずトップ鎖（時計回り）の位置で

示し、開始コドンおよび終止コドンを含む。

複製起点は、RNA II t ranscriptの -35プロモーター
配列から RNA /DNA切り替え点までを含んでいる。
bla（Ap R）遺伝子はシグナル配列を含んでいる。提

供される直鎖状のプラスミドでは、クローニング部

位は 1本鎖あるいは欠損している。

記号 位置 由来

lacZα 505-146 –
cloning site 430-461 –
origin 1491-903 pUC19
bla (ApR) 2522-1662 Tn3

ori = 複製起点
Ap = アンピシリン

下記の制限酵素部位は存在しない： 
AbsI(x), Acc65I, AccI, AfeI, AflII, AgeI, AjuI(x), 
AleI, AloI(x), ApaI, ArsI(x), AsiSI, AvaI, AvrII, 
BaeI, BarI(x), BbsI, BclI, BfuAI, BglII, BlpI, 
BmgBI, BmtI, BplI(x), BsaAI, BsaBI, BsgI, 
BsiWI, BsmFI, BsmI, BsoBI, BspDI, BspEI, 
BspMI, BsrGI, BstBI, BstEII, BstXI, BstZ17I, 
Bsu36I, BtgI, BtgZI, ClaI, CspCI, DraIII, EagI, 
EcoNI, EcoRV, FalI(x), FseI, FspAI(x), HincII, 
HpaI, KflI(x), KpnI, MauBI(x), MfeI, MluI, 
MreI(x), MscI, MteI(x), NaeI, NcoI, NgoMIV, 
NheI, NotI, NruI, NsiI, PaeR7I, PaqCI, PasI(x), 
PflFI, PflMI, PmlI, PpuMI, PshAI, PsiI, PspOMI, 
PspXI, PsrI(x), RsrII, SacII, SalI, SexAI, SfiI, 
SgrAI, SgrDI(x), SmaI, SnaBI, SpeI, SphI, SrfI, 
StuI, StyI, SwaI, TspMI, Tth111I, XcmI, XhoI, 
XmaI

(x) = NEBから販売されていない酵素

AatII - ZraI  2657

AflIII - PciI  842

AhdI  1735

AlwNI  1258

BcgI  2240, 2274

BpmI  1805

BsaI  1796

BsaXI  687, 717

BsrFI  1815

BstAPI  185EcoO109I  2711

KasI  235 - NarI  236 - 
SfoI  237 - PluTI  239

NdeI  184

BspQI - SapI  726

ScaI  2215

SspI  2539

XmnI  2334

BseYI  1146

ApoI - EcoRI   396
BanII - SacI   406

BseRI   449

SbfI - PstI   480
HindIII   483

AscI - BssHII   410
PacI   421
BbvCI   425

PmeI   470

BamHI   443

BbvCI   460

Cloning Site

NmeAIII  1884

   SacI   BssHII                                                               SbfI
 EcoRI   AscI     PacI     BbvCI                                BbvCI   PmeI       PstI    HindIII
agtgAATTCGAGCTCAGGCGCGCCTTAATTAAGCTGAGGGAAAGT                        TCAGCGTTTAAACCCTGCAGGAAGCTTGGcgtaatcatggtcat
tcacTTAAGCTCGAGTCCGCGCGGAATTAATTCGACT                        TACAGAGGAGTCGCAAATTTGGGACGTCCTTCGAACCgcattagtaccagta
       .         .         .         .                             .         .         .         .         .     
      4OO       41O       420       430                           46O       47O       48O       490       500

...S  N  S  S  L  R  A  K  I  L  S  L  S  L                    T  E  E  A  N  L  G  Q  L  F  S  P  T  I  M  T  M

lacZα  translational  start

Eco53KI

ori

Ap
R

lacZα

pNEB206A
2,722 bp

AatII - ZraI  2657

AflIII - PciI  842

AhdI  1735

AlwNI  1258

BcgI  2240, 2274

BpmI  1805

BsaI  1796

BsaXI  687, 717

BsrFI  1815

BstAPI  185EcoO109I  2711

KasI  235 - NarI  236 - 
SfoI  237 - PluTI  239

NdeI  184

BspQI - SapI  726

ScaI  2215

SspI  2539

XmnI  2334

BseYI  1146

ApoI - EcoRI   396
BanII - SacI   406

BseRI   449

SbfI - PstI   480
HindIII   483

AscI - BssHII   410
PacI   421
BbvCI   425

PmeI   470

BamHI   443

BbvCI   460

Cloning Site

NmeAIII  1884

   SacI   BssHII                                                               SbfI
 EcoRI   AscI     PacI     BbvCI                                BbvCI   PmeI       PstI    HindIII
agtgAATTCGAGCTCAGGCGCGCCTTAATTAAGCTGAGGGAAAGT                        TCAGCGTTTAAACCCTGCAGGAAGCTTGGcgtaatcatggtcat
tcacTTAAGCTCGAGTCCGCGCGGAATTAATTCGACT                        TACAGAGGAGTCGCAAATTTGGGACGTCCTTCGAACCgcattagtaccagta
       .         .         .         .                             .         .         .         .         .     
      4OO       41O       420       430                           46O       47O       48O       490       500

...S  N  S  S  L  R  A  K  I  L  S  L  S  L                    T  E  E  A  N  L  G  Q  L  F  S  P  T  I  M  T  M

lacZα  translational  start

Eco53KI

ori

Ap
R

lacZα

pNEB206A (linearized form) cloning site:

NEBcutter.com 
オンラインツール：NEBcutterで簡単
に制限サイトを確認可能。サイト数
やメチル化感受性情報も表示。
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pSNAPf

配列情報は www.nebj.jpより入手可能 
製品の詳細は 298ページを参照

pSNAP fベクターは哺乳細胞におけるタンパク質発

現用プラスミドであり、SNAP-tag融合タンパク質の
クローニングおよび安定株 /一過性発現に使用され
る。このプラスミドは SNAP- tagタンパク質である
SNAPfをコードしており、この発現は CMVプロモー
ターにより制御されている。pSNAP f は改良型

SNAP-tagであり、ラベリング反応のキネティックス
が向上している。SNAP- tagはタンパク質解析に有
効な新規ツールであり、目的タンパク質へほぼすべ

ての蛍光基質を特異的に共有結合することができ

る。SNAP-tagはヒト由来の O6-alkylguanine-DNA-
alk yl t rans ferase（hAGT）を基に作製されている。
SNAP- tagはベンジルプリンまたはベンジルピリミ
ジンをベースとした基質と共有結合し、特に基質中

のベンジル基が SNAP- tagとの結合に関わる。
SNAP- tagシステムの大まかな流れとしては 2段階
ある。まず、目的タンパク質をクローニングし、

SNAP-tag融合タンパク質として発現する。次に任意
の蛍光基質を反応させて融合タンパク質をラベリン

グする。詳細は SNAP-Cell Starter Kit（E9100S）およ
び SNAP-Surface Starter Kit（E9120S）の製品説明ペー
ジなどを参照されたい。

各遺伝子のコドン頻度（codon usage）は哺乳細胞の
発現に最適化されている。pSNAP fには 2箇所のク
ローニングサイトが導入されており、それぞれ

SNAP-tagの N末端もしくは C末端に目的タンパク質
が融合するようにクローニングすることが可能であ

る。また本プラスミドには IRES（Internal Ribosome 
Entry Site）およびネオマイシン耐性遺伝子が SNAP-
tagの下流に導入されており、安定発現する株を効
率的に選択することが可能である。

制限部位が 1箇所存在する酵素は太字で示されて
おり、本ベクター上の全制限部位は NEBウェブサイ
トに記載されている（www.nebj.jp）。

制限部位の位置は、トップ鎖の各認識配列の 5′末
端の塩基番号で示している。オープンリーディング

フレーム（ORF）は「翻訳開始点→翻訳終了点」の方
向で示している。位置番号は、転写方向にかかわら

ずトップ鎖（時計回り）の位置で示し、開始コドンお

よび終止コドンを含む。

pUC19複製起点は、RNA II transcriptの -35プロモー
ター配列から RNA /DNA切り替え点までを含んでい
る。bla（ApR）遺伝子はシグナル配列を含んでいる。

記号 位置 由来

CMV promoter 251-818 –
expression region 915-1564 –
MCS1 915-965 –
SNAPf 969-1514 –
MCS2 1515-1564 –
IRES 1910-2500 ECMV
NeoR 2536-3339 Tn5
origin 4094-4682 pUC19
bla (ApR) 4853-5713 Tn3 

ori = 複製起点
Ap = アンピシリン
Neo = ネオマイシン
IRES = internal ribosomal entry site

下記の制限酵素部位は存在しない： 
AbsI(x), AfeI, AflII, AjuI(x), AlfI(x), AloI(x), AsiSI, 
BaeI, BarI(x), BbvCI, BlpI, BplI(x), BsiWI, 
BsmBI, BspDI, BspEI, BstAPI, BstBI, BstEII, 
ClaI, EcoNI, Esp3I, FseI, FspAI(x), KflI(x), 
MauBI(x), MreI(x), MteI(x), PasI(x), PfoI(x), 
PshAI, PsrI(x), SexAI, SgrAI, SrfI, StuI, XcmI

(x) = NEBから販売されていない酵素

NheI  915
EcoRV  923
AscI  928
SwaI  941
BsrGI  947
AgeI - PinAI  954
EcoRI  960

SpeI  249SspI  5730

BcgI  5431, 5465

BstZ17I  3654

SfiI  1326

SnaBI  590

Bsu36I  1186

PpuMI  1512

TspMI - XmaI  2512

AleI  1816
KspI - SacII  1715

NdeI  484

NruI  208

BstXI  1585

MCS2

MCS1

PvuI  52966

BpmI  4996

HpaI  3468

BsaBI  3367

BclI  3362

XbaI  3352

RsrII  3189

SbfI   1520
BamHI   1524
PmeI   1535
XhoI - PaeR7I   1539
PacI   1550
NotI   1558

BbrPI - PmlI  2243

ApaI  2044
AvrII  2078

KasI  2672 - NarI  2673 - PluTI  2676
AspI  2788 - Tth111I - PflFI  2791

or
i

ApR

NeoR

SNAP
f

CMV
P

IR

ES

AhdI  4926

BsaXI  3878, 3908

Ppu10I  1888 - NsiI  1892 

CspCI  626, 661

BmtI  919

SmaI  2514

PspOMI  2040

pSNAPf

5,849 bp

MCS1                        
     NheI                AscI           SwaI       BsrGI                 EcoRI
...GCTAGC GATATCGGCG CGCCAGCATT TAAATCTGTA CAGACCGGTG AATTC
   CGATCG CTATAGCCGC GCGGTCGTAA ATTTAGACAT GTCTGGCCAC TTAAG...

                        
      SbfI        BamHI          PmeI                   PacI              NotI
...CCTGCA GGCGGATCCG CGTTTAAACT CGAGGTTAAT TAATGAGCGG CCGC
   GGACGT CCGCCTAGGC GCAAATTTGA GCTCCAATTA ATTACTCGCC GGCG...

XhoIMCS2

NEBcutter.com 
オンラインツール：NEBcutterで簡単
に制限サイトを確認可能。サイト数
やメチル化感受性情報も表示。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

pTXB1

配列情報は www.nebj.jpより入手可能 
製品の詳細は 230ページを参照

pT XB1は大腸菌クローニングおよび発現ベクターで
あり、IMPACT™ Kit（#E6901）を使用したリコンビナン
トタンパク質の発現、精製、ライゲーションを行う

ために使用される（1, 2）。pT XB1は、pBR322由来
の pMB1複製起点を保有し、pBR322と同様のコピー
数に維持され、さらに M13複製起点も保有する。

マルチクローニングサイト（MCS）は、クローニング
された標的タンパク質の C末端に Mxe GyrAインテ
インタグが融合して発現することが可能な位置に存

在している（2, 3）。B. circulans由来のキチン結合ド
メイン（CBD）がインテインの C末端に融合してい
ることにより、インテイン -標的タンパク質前駆体
を簡単に精製することができる。

融合遺伝子の転写は誘導可能な T7プロモーターに
より制御されるため、発現のためには T7 RNAポリ
メラーゼ遺伝子が組み込まれた大腸菌株［例えば、

C2566、または BL21（DE3）］を使用する必要がある。
lacI遺伝子がコードする LacリプレッサーがＴ7プロ
モーターのすぐ下流に位置する lacオペレーターに
結合することにより、T7プロモーターからの非誘導
下での発現は最小限に抑えられる（4）。融合タンパ
ク質の翻訳には、発現量が高い T7 gene 10 protein（φ
10）由来の翻訳開始シグナル（Shine-Dalgarno配列）
が利用される。

pTXB1と pTXB3は、MCS領域が異なる以外は同一
である。pTXB1は NdeI部位を、pTXB3は NcoI部位
をそれぞれ保有するが、これらの部位はインテイン

融合遺伝子のメチオニン開始コドンとオーバーラッ

プしている。インテインの N末端システイン残基
（“Cys1”）は影付き文字で示されている。

制限部位が 1箇所存在する酵素は太字で示してい
る。本ベクター上の全制限部位は NEBウェブサイ
トに記載されている（www.nebj.jp）。制限部位は
トップ鎖の各認識配列の 5′末端の塩基番号で示し
ている。

オープンリーディングフレーム（ORF）は「翻訳開始
点→翻訳終了点」の方向で示し、位置番号は、転

写方向にかかわらずトップ鎖（時計回り）の位置で

示し、開始コドンおよび終止コドンを含む。

pMB1複製起点は、RNA II transcriptの -35プロモー
ター配列から RNA /DNA切り替え点までを含んでい
る。M13起点に関しては、矢印はファージ粒子内に
パッケージングされる（+）鎖の合成方向を示してい
る。bla（ApR）遺伝子はシグナル配列を含んでいる。

記号 位置 由来

bla (ApR) 140-1000 Tn3 
M13 origin 1042-1555 M13
origin 1666-2254 pMB1
rop 2814-2623 pMB1
lacI 4453-3371 E. coli
T7 promoter 5637-5654 T7
expression ORF 5725-6558 –
   MCS 5722-5775 –
   Mxe GyrA intein 5776-6369 M. xenopi
   CBD 6400-6558 B. circulans

ori = 複製起点
Ap = アンピシリン

下記の制限酵素部位は存在しない： 
Acc65I, AflII, AjuI(x), AleI, ArsI(x), AscI, AsiSI, 
AvrII, BaeI, BbvCI, BglII, BlpI(x), BmgBI, 
Bpu10I, BseRI, BspDI, BstBI, Bsu36I, ClaI, 
CspCI, Eco53KI, FalI(x), FseI, FspAI(x), HindIII, 
KflI(x), KpnI, MauBI(x), MscI, MteI(x), NcoI, 
NsiI, PacI, PaqCI, PasI(x), PmlI, PpuMI, PsrI(x), 
RsrII, SacI, SanDI(x), SbfI, SexAI, SfiI, SgrDI(x), 
SmaI, SnaBI, SrfI, TspMI, XmaI

(x) = NEBから販売されていない酵素

制限酵素地図

ZraI  6019 - AatII  6021

AfeI  3196

AgeI   6379

AlwNI  1901

PspOMI  3891 - ApaI  3895

BamHI  6570

BclI  4084

BlpI  6623

BsaBI   5622

BsiWI   5959

BsmI   6100 BspEI  6700

BsrGI   5948

BssHII  3687

BstEII  3916

BstZ17I  2482

BtgI   6129 - SacII   6132

DraIII  1324

EcoO109I  6650

EcoRV  3652

FspI  704

HpaI  3596
KasI  3459 - NarI  3460 - SfoI  3461 - PluTI  3463

MfeI   6454

PciI  2310

PflFI - Tth111I  2507

PmeI   5609

PshAI  3527

PsiI  1196

PstI  6563

PvuI  558EcoRI   5755

NdeI   5723
NheI  5728 - BmtI  5732

NotI   5748
NruI   5736

PaeR7I - XhoI   5761
BspQI - SapI   5775

ScaI  446

SgrAI   6289

SpeI   5793

StuI   6395

SwaI  1099XbaI   5683

MCS ApR

M
13 ori

+

–

or
i

rop

                                                         XbaI
...CGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATA
                                  .         .         .         .         .         .         .
                                                    568O                57OO                572O

T7 promoter lac operator Shine Dalgarno

  NdeI   NheI   NruI   SalI     NotI   EcoRI   XhoI    SapI
CATATGGCTAGCTCGCGAGTCGACGGCGGCCGCGAATTCCTCGAGGGCTCTTCC TGC...
    M  A  S  S  R  V  D  G  G  R  E  F  L  E  G  S  S   C

  NcoI   NheI   NruI   SalI     NotI   EcoRI   XhoI    SapI
ACCATGGCTAGCTCGCGAGTCGACGGCGGCCGCGAATTCCTCGAGGGCTCTTCC TGC...
    M  A  S  S  R  V  D  G  G  R  E  F  L  E  G  S  S   C

Mxe GyrA intein

              SpeI
ATCACGGGAGATGCACTAGTTGCCCTACCCGAGGGCGAGTCGGTACGCATCGCCGACATCGTGCCG...

  M
xe  in

tein          
   

lacI

PspXI   5761

CBD 

pTXB1
6,706 bp

参考文献

(1) Chong, S. et al. (1997) Gene, 192, 
271–281.

(2) Evans, T.C., Benner and Xu, M.-Q. (1998) 
Protein Sci., 7, 2256–2264.

(3) Southworth, M.W. et al. (1999) Biotech-
niques, 27, 110–120.

(4) Dubendorff, J.W. and Studier, F.W. (1991) 
J. Mol. Biol., 219, 45–59.

pTXB1 MCS

pTXB3 MCS

NEBcutter.com 
オンラインツール：NEBcutterで簡単
に制限サイトを確認可能。サイト数
やメチル化感受性情報も表示。
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pTYB21

配列情報は www.nebj.jpより入手可能 
製品の詳細は 230ページを参照

pT YB21は大腸菌クローニングおよび発現ベクター
であり、IMPACT™ Ki t（#E6901）を使用したリコンビ
ナントタンパク質の発現および精製を行うために使

用される（1, 2）。本ベクターは、pBR322由来の
pMB1複製起点を保有し、pBR322と同様のコピー
数に維持され、さらに M13複製起点も保有する。

マルチクローニングサイト（MCS）は Sce VMAイン
テインタグの下流に位置しており、クローニングさ

れた標的タンパク質の N末端に Sce VMAインテイン
タグが融合して発現する（2）。さらに B. circulans由
来のキチン結合ドメイン（CBD）がインテインの C末
端に融合していることにより、インテイン -標的タン
パク質融合タンパク質前駆体を簡単に精製すること

ができる。

融合遺伝子の転写は誘導可能な T7プロモーターに
より制御されるため、発現のためには T7 RNAポリ
メラーゼ遺伝子が組み込まれた大腸菌株［例えば、

C2566、または BL21（DE3）］を使用する必要がある。
lacI遺伝子がコードする LacリプレッサーがＴ7プロ
モーターのすぐ下流に位置する lacオペレーターに
結合することにより、T7プロモーターからの非誘導
下での発現は最小限に抑えられる（3）。融合タンパ
ク質の翻訳には、発現量が高い T7 gene 10 protein（φ
10）由来の翻訳開始シグナル（Shine-Dalgarno配列）
が利用される。

pTYB21の MCSには SapI認識部位が導入されてお
り、この部位を使用することにより目的タンパク質

に余分なアミノ酸が付加しないように発現できる。

pTYB22は、MCSが異なる以外は pTYB21と同一の
配列を有する（下記参照）。pT YB22の MCS中の
NdeI認識部位は、インテイン融合タンパク質のメチ
オニン開始コドンとオーバーラップしていることが

特徴である。pTYB21と pTYB11は MCSが異なって
おり、pT YB21の MCSは NEBが提供するあらゆる
発現系と使用できるように汎用性が高められてい

る。

制限部位が 1箇所存在する酵素は太字で示してい
る。本ベクター上の全制限部位は NEBウェブサイ
トに記載されている（www.nebj.jp）。制限部位の
位置は、トップ鎖の各認識配列の 5′末端の塩基番
号で示している。

オープンリーディングフレーム（ORF）は「翻訳開始
点→翻訳終了点」の方向で示し、位置番号は、転

写方向にかかわらずトップ鎖（時計回り）上の位置

で示し、開始コドンおよび終止コドンを含む。

pMB1複製起点は、RNA II transcriptの -35プロモー
ター配列から RNA /DNA 切り替え点までを含んでい
る。M13起点に関しては、矢印はファージ粒子内に
パッケージングされる（+）鎖の合成方向を示してい
る。bla（ApR）遺伝子はシグナル配列を含んでいる。

記号 位置 由来

bla (ApR)  140-1000 Tn3 
M13 origin 1042-1555 M13
origin 1666-2254 pMB1 
rop 2814-2623 pMB1
lacI 4453-3371 E. coli
T7 promoter 5637-5654 T7
expression ORF 5725-7368 – 
   MCS 7301-7361 –
   Sce VMA intein 5770-7299 S. cerevisiae
   CBD 6595-6747 B. circulans

ori = 複製起点
Ap = アンピシリン

下記の制限酵素部位は存在しない： 
AatII, AbsI(x), AflII, AgeI, AjuI(x), AscI, AsiSI, 
AvrII, BbvCI, BmgBI, BpII(x), BseRI, BsiWI, 
BsmI, BspDI, Bsu36I, ClaI, CspCI, FalI(x), FseI, 
FspAI(x), KflI(x), MauBI(x), MreI(x), MteI(x), 
NruI, NsiI, PacI, PaeR7I, PaqCI, PasI(x), PpuMI, 
PspXI, PsrI(x), RsrII, SexAI, SfiI, SgrAI, SmaI, 
SnaBI, SrfI, TspMI, XhoI, XmaI, ZraI

(x) = NEBから販売されていない酵素

PvuI  558

FspI  704

BsaI  861

SwaI  1099

PsiI  1196

PciI  2310

BstZ17I  2482

BstEII  3916

PspOMI  3891 - ApaI  3895

KasI  3459 - NarI  3460 - SfoI  3461 - PluTI  3463

AfeI  3196
MluI  4098

EcoNI  4566

PmeI  5609

XbaI  5683

 Acc65I  5782 - KpnI  5786

BaeI  5774, 5807 

HindIII  6224

NheI  6589 - BmtI  6593

MscI  6752

BlpI  7431

SpeI  7372

AvaI - BsoBI  1213

DraIII  1324

BssHII  3687

BstBI  7123

MfeI  6646

BglII  6255

SbfI - PstI   7359
EcoRI   7348
BamHI   7342
SalI   7336
EcoRV   7332
NotI   7323
NcoI   7316
NdeI   7310
SacI   7308 - Eco53KI   7306
BspQI - SapI   7296

BspEI  7508

ApR

M
13 ori

+

-

ori

rop

lacI

MCS

StuI  7152
PmlI  7177

SacII  7188

   
 S

ce
    

    
     

 intein 

CBD

                                                   Sce VMA Intein         . . .   S   D  H  Q   F   L   L   G   S   Q
...TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTG...GAAGACGATTATTATGGGATTACTTTATCTGATGATTCTGATCATCAGTTTTTGCTTGGATCTCAG
      .         .         .        .         .         .         .         .         .         ,
               5650               722O                724O                726O                7280

                        SacI                                                  SbfI
                      SapI     NdeI    NcoI   NotI           SalI   BamHI  EcoRI    PstI
   GTTGTTGTACAGAAC  GGAAGAGCTCATATGTCCATGGGCGGCCGCGATATCGTCGACGGATCCGAATTCCCTGCAGGTAATTAAATAAC...
    V  V  V  Q  N    G  R  A  H  M  S  M  G  G  R  D  I  V  D  G  S  E  F  P  A  G  N  * 

                                                                            SbfI
 BsmI         NdeI    NcoI   NotI           SalI   BamHI  EcoRI    PstI
   GTTGTTGTACAGAAT  GCTGGTCATATGTCCATGGGCGGCCGCGATATCGTCGACGGATCCGAATTCCCTGCAGGTAATTAAATAAC...
    V  V  V  Q  N    A  G  H  M  S  M  G  G  R  D  I  V  D  G  S  E  F  P  A  G  N  *  

Sce VMA Intein

Sce VMA Intein

pTYB21
7,514 bp

PvuI  558

FspI  704

BsaI  861

SwaI  1099

PsiI  1196

PciI  2310

BstZ17I  2482

BstEII  3916

PspOMI  3891 - ApaI  3895

KasI  3459 - NarI  3460 - SfoI  3461 - PluTI  3463

AfeI  3196
MluI  4098

EcoNI  4566

PmeI  5609

XbaI  5683

 Acc65I  5782 - KpnI  5786

BaeI  5774, 5807 

HindIII  6224

NheI  6589 - BmtI  6593

MscI  6752

BlpI  7431

SpeI  7372

AvaI - BsoBI  1213

DraIII  1324

BssHII  3687

BstBI  7123

MfeI  6646

BglII  6255

SbfI - PstI   7359
EcoRI   7348
BamHI   7342
SalI   7336
EcoRV   7332
NotI   7323
NcoI   7316
NdeI   7310
SacI   7308 - Eco53KI   7306
BspQI - SapI   7296

BspEI  7508

ApR

M
13 ori

+

-

ori

rop

lacI

MCS

StuI  7152
PmlI  7177

SacII  7188

   
 S

ce
    

    
     

 intein 

CBD

                                                   Sce VMA Intein         . . .   S   D  H  Q   F   L   L   G   S   Q
...TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTG...GAAGACGATTATTATGGGATTACTTTATCTGATGATTCTGATCATCAGTTTTTGCTTGGATCTCAG
      .         .         .        .         .         .         .         .         .         ,
               5650               722O                724O                726O                7280

                        SacI                                                  SbfI
                      SapI     NdeI    NcoI   NotI           SalI   BamHI  EcoRI    PstI
   GTTGTTGTACAGAAC  GGAAGAGCTCATATGTCCATGGGCGGCCGCGATATCGTCGACGGATCCGAATTCCCTGCAGGTAATTAAATAAC...
    V  V  V  Q  N    G  R  A  H  M  S  M  G  G  R  D  I  V  D  G  S  E  F  P  A  G  N  * 

                                                                            SbfI
 BsmI         NdeI    NcoI   NotI           SalI   BamHI  EcoRI    PstI
   GTTGTTGTACAGAAT  GCTGGTCATATGTCCATGGGCGGCCGCGATATCGTCGACGGATCCGAATTCCCTGCAGGTAATTAAATAAC...
    V  V  V  Q  N    A  G  H  M  S  M  G  G  R  D  I  V  D  G  S  E  F  P  A  G  N  *  

Sce VMA Intein

Sce VMA InteinpTYB21 MCS

pTYB22 MCS

NEBcutter.com 
オンラインツール：NEBcutterで簡単
に制限サイトを確認可能。サイト数
やメチル化感受性情報も表示。

参考文献

(1) Chong et al. (1996) J. Biol. Chem., 271, 
22159–22168

(2) Chong et al. (1998) NAR, 26, 5109–5115.
(3) Dubendorff, J.W. and Studier, F.W. (1991) 

J. Mol. Biol., 219, 45–59.
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pUC19

GenBank Accession #: L09137 
製品の詳細は 128ページを参照

pUC19は pBR322および M13mp19の一部分を含む、
サイズの小さな高コピー数の大腸菌クローニング用

プラスミドベクターである（1）。本ベクターは
pBR322由来の pMB1複製起点を保有しているが、
rop遺伝子を欠損し、RNA I I t r anscr iptに点変異
（pBR322の G2975が pUC19では A1308に変異）（2）
を保有する。これらの変化により、コピー数が温度

依存性になり、37℃では各細胞当たり約 75コピー、
42℃では各細胞当たり >200コピーになる（2, 3）。
マルチクローニングサイト（MCS）は、lacZ α遺伝子
内に位置するため、α相補性を利用したブルー /ホ
ワイトスクリーニングによりインサートの確認が可

能である。

pUC18は、MCS領域（nt 397-454）が逆向きである
こと以外は pUC19と同一である。

pNEB193は、MCSにいくつかの制限酵素部位が追
加されている以外は、pUC19と同一である。ベクター
の全長は 2713 bpである。

制限部位が 1箇所存在する酵素は太字で、2 箇所
存在する酵素は標準字体で示している。本ベクター

上の全制限部位は NEBウェブサイトに記載されて
いる（www.nebj.jp）。制限部位はトップ鎖の各認
識配列の 5′末端の塩基番号で示している。

オープンリーディングフレーム（ORF）は「翻訳開始
点→翻訳終了点」の方向で示し、位置番号は、転

写方向にかかわらずトップ鎖（時計回り）の位置で

示し、また開始コドンおよび終止コドンを含む。

複製起点は、RNA II transcrptの -35プロモーター配
列から RNA /DNA切り替え点までを含んでいる。bla
（ApR）遺伝子はシグナル配列を含んでいる。

参考文献

(1) Yanisch-Perron, C., Vieira, J. and Messing, J. (1985) Gene, 
33, 103–119.

(2) Lin-Chao, S., Chen, W.-T. and Wong, T.-T. (1992) Mol. 
Microbiol., 6, 3385–3393

(3) Miki, T. et al. (1987) Protein Eng., 1, 327–332.

記号 位置 由来

lacZα 469-146 –
origin 1455-867 pMB1 (mutant)
bla (ApR) 2486-1626 Tn3

ori = 複製起点
Ap = アンピシリン

下記の制限酵素部位は存在しない： 
AbsI(x), AfeI, AflII, AgeI, AjuI(x), AleI, AloI(x), 
ApaI, ArsI(x), AscI, AsiSI, AvrII, BaeI, BarI(x), 
BbsI, BbvCI, BclI, BglII, BlpI, BmgBI, BmtI, 
BplI(x), Bpu10I, BsaAI, BsaBI, BseRI, BsgI, 
BsiWI, BsmFI, BsmI, BspDI, BspEI, BsrGI, 
BssHII, BstBI, BstEII, BstXI, BstZ17I, Bsu36I, 
BtgI, BtgZI, ClaI, CspCI, DraIII, EagI, EcoNI, 
EcoRV, FalI(x), FseI, FspAI(x), HpaI, KflI(x), 
MauBI(x), MfeI, MluI, MreI(x), MscI, MteI(x), 
NaeI, NcoI, NgoMIV, NheI, NotI, NruI, NsiI, PacI, 
PaeR7I, PaqCI, PasI(x), PflFI, PflMI, PmeI, PmlI, 
PpuMI, PshAI, PsiI, PspOMI, PspXI, PsrI(x), 
RsrII, SacII, SexAI, SfiI, SgrAI, SgrDI(x), SnaBI, 
SpeI, SrfI, StuI, StyI, SwaI, Tth111I, XcmI, XhoI

(x) = NEBから販売されていない酵素

制限酵素地図

ZraI  2619 - AatII  2621

AflIII - PciI  806

AhdI  1699

AlwNI  1222

BcgI  2204, 2215, 2238  

BpmI  1769
BsaI  1760

BsaXI  651, 659, 681
BsrFI  1779

BstAPI  185

EcoO109I  2675 KasI  235 - NarI  236 - SfoI  237 - PluTI  239
NdeI  184

BspQI - SapI  690

ScaI  2177, 2179 

SspI  2503 

AclI - XmnI  2298 

AclI  1925

AvaII  1837

AvaII  2059

BceAI  403

BceAI  1308

BciVI  1009

BciVI  2536
BglI  251

BglI  1819

BmrI  359

BmrI  1739

BsmBI - Esp3I  45
BsmBI - Esp3I  3

BsrDI  1760

BsrDI  1934

DrdI  97

DrdI  914

FspI  258

FspI  1921

PvuI  279

PvuI  2069

PvuII  308

PvuII  630

TfiI  641

TfiI  781

ApoI - EcoRI   396
Eco53KI  404 - BanII  406 - SacI  406 
Acc65I   408 - KpnI   412
AvaI - BsoBI  -TspMI - XmaI   412 

BamHI   417
XbaI   423
SalI   429 - AccI   430 - HincII   431 

BspMI - BfuAI   442

SbfI   439
PstI   439

SphI   445
HindIII   447

ori

Ap
R

lacZα
MCS

         SacI  SmaI        XbaI         SbfI
    EcoRI  KpnI      BamHI        SalI    PstI   SphI   HindIII
agtgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGcgtaatcatggtcat
       .         .         .         .         .         .         .
      4OO       41O       42O       43O       44O       45O       46O

...S  N  S  S  P  V  R  P  D  E  L  T  S  R  C  A  H  L  S  P  T  I  M  T  M

lacZα  translational  start

BseYI  1110

     SacI  SmaI     BssHII        PacI                            SbfI
    EcoRI  KpnI       AscI     BamHI           XbaI   SalI    PmeI      PstI   SphI   HindIII
agtgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGGCGCGCCGGATCCTTAATTAAGTCTAGAGTCGACTGTTTAAACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGcgtaatcatggtcat
       .         .         .         .         .         .         .         .         .         .
      4OO       41O       42O       43O       44O       45O       46O       47O       48O       49O

...S  N  S  S  P  V  R  P  R  A  P  D  K  I  L  D  L  T  S  Q  K  F  R  C  A  H  L  S  P  T  I  M  T  M

lacZα  translational  start

NmeAIII  1848

SmaI   414 

pUC19
2,686 bp

pUC19 MCS

pNEB193 MCS

NEBcutter.com 
オンラインツール：NEBcutterで簡単
に制限サイトを確認可能。サイト数
やメチル化感受性情報も表示。
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遺伝コード

U

Second Position

U C

UUU
UUC
UUA
UUG

Phe

Leu

CUU
CUC
CUA
CUG

Leu

AUU
AUC
AUA
AUG

Ile

Met

GUU
GUC
GUA
GUG

Val

C

A

G

UCU
UCC
UCA
UCG

Ser

CCU
CCC
CCA
CCG

Pro

ACU
ACC
ACA
ACG

Thr

GCU
GCC
GCA
GCG

Ala

UAU
UAC
UAA
UAG

Tyr
Stop

CAU
CAC
CAA
CAG

His

Gln

AAU
AAC
AAA
AAG

Asn

Lys

GAU
GAC
GAA
GAG

Asp

Glu

UGU
UGC
UGA
UGG

Cys

Trp

CGU
CGC
CGA
CGG

Arg

AGU
AGC
AGA
AGG

Ser

Arg

GGU
GGC
GGA
GGG

Gly

U
C
A
G

U
C
A
G

U
C
A
G

U
C
A
G

Third Position (3´ end)Fi
rs

t P
os

iti
on

 (5
´e

nd
)

A G

Stop
Stop

Termination Signals
UAA (Ochre) 
UAG (Amber)
UGA (Opal)

Single Letter Code
A = adenosine
C = cytidine
G = guanosine
T = thymidine
U = uridine

B = C or G or T
D = A or G or T
H = A or C or T
K = G or T
M = A or C
N = A or C or G or T
R = A or G
S = C or G
V = A or C or G
W = A or T
Y = C or T

アミノ酸構造式

各アミノ酸の 3文字略号、1文字略号、分子量（実際の分子量から水の分子量を引いたもの）、側鎖の pKaが示されている。

Glycine (Gly, G)
MW: 75.07

Alanine (Ala, A)
MW: 89.09

Serine (Ser, S)
MW: 105.09, pKa ~ 16 

Threonine (Thr, T)
MW: 119.1, pKa ~ 16

Cysteine (Cys, C)
MW: 121.2, pKa = 8.18

H2N COOH

OH

H2N COOH

SH

H2N COOH

OH

O

H2N COOH

NH 2

O

H2N COOH

OHO

H2N COOH

H2N COOH

NH +HN

H2N COOH

OH

H2N COOH

NH 2O

H2N COOH

CH 3

H2N COOH

H H

H2N COOH H2N COOH H2N COOH

H2N COOH

NH 3
+

H2N COOH

S

H2N COOH

H
N

H2N COOH

OH

N
H COOH

H2N COOH

NH

H2N NH 2
+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48

H2N COOH

OH

H2N COOH

SH

H2N COOH

OH

O

H2N COOH

NH 2

O

H2N COOH

OHO

H2N COOH

H2N COOH

NH +HN

H2N COOH

OH

H2N COOH

NH 2O

H2N COOH

CH 3

H2N COOH

H H

H2N COOH H2N COOH H2N COOH

H2N COOH

NH 3
+

H2N COOH

S

H2N COOH

H
N

H2N COOH

OH

N
H COOH

H2N COOH

NH

H2N NH 2
+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48

Valine (Val, V)
MW: 117.1

Leucine (Leu, L)
MW: 131.2

Isoleucine (Ile, I)
MW: 131.2

Methionine (Met, M)
MW: 149.2

Proline (Pro, P)
MW: 115.1

H2N COOH

OH

H2N COOH

SH

H2N COOH

OH

O

H2N COOH

NH 2

O

H2N COOH

OHO

H2N COOH

H2N COOH

NH +HN

H2N COOH

OH

H2N COOH

NH 2O

H2N COOH

CH 3

H2N COOH

H H

H2N COOH H2N COOH H2N COOH

H2N COOH

NH 3
+

H2N COOH

S

H2N COOH

H
N

H2N COOH

OH

N
H COOH

H2N COOH

NH

H2N NH 2
+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48

H2N COOH

OH

H2N COOH

SH

H2N COOH

OH

O

H2N COOH

NH 2

O

H2N COOH

OHO

H2N COOH

H2N COOH

NH +HN

H2N COOH

OH

H2N COOH

NH 2O

H2N COOH

CH 3

H2N COOH

H H

H2N COOH H2N COOH H2N COOH

H2N COOH

NH 3
+

H2N COOH

S

H2N COOH

H
N

H2N COOH

OH

N
H COOH

H2N COOH

NH

H2N NH 2
+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48

H2N COOH

OH

H2N COOH

SH

H2N COOH

OH

O

H2N COOH

NH 2

O

H2N COOH

OHO

H2N COOH

H2N COOH

NH +HN

H2N COOH

OH

H2N COOH

NH 2O

H2N COOH

CH 3

H2N COOH

H H

H2N COOH H2N COOH H2N COOH

H2N COOH

NH 3
+

H2N COOH

S

H2N COOH

H
N

H2N COOH

OH

N
H COOH

H2N COOH

NH

H2N NH 2
+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48

Phenylalanine (Phe, F)
MW: 165.2

Tyrosine (Tyr, Y)
MW: 181.2, pKa = 10.46

Tryptophan (Trp, W)
MW: 204.2

Aspartic Acid (Asp, D)
MW: 133.1, pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
MW: 147.1, pKa = 4.07

H2N COOH

OH

H2N COOH

SH

H2N COOH

OH

O

H2N COOH
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O
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OHO
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H2N COOH
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+
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S

H2N COOH

H
N
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OH

N
H COOH

H2N COOH
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H2N NH 2
+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48

H2N COOH

OH

H2N COOH

SH

H2N COOH

OH

O

H2N COOH
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OHO
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S
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H
N
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OH

N
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H2N NH 2
+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48

H2N COOH

OH

H2N COOH

SH
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OH

O
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H
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N
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H2N NH 2
+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48

Asparagine (Asn, N)
MW: 132.1

Glutamine (Gln, Q)
MW: 146.1

Histidine (His, H)
MW: 155.2, pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
MW: 146.2, pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
MW: 174.2, pKa = 12.48
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O
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H2N COOH

NH
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+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48
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OH

H2N COOH
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H2N COOH
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O

H2N COOH

NH 2

O
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S
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H
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N
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H2N NH 2
+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48

低
分
子

疎
水
性

芳
香
族

ア
ミ
ド
型

塩
基
性

酸
性

求
核
性
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S
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H
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N
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H2N NH 2
+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48
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H
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N
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H2N COOH
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H2N NH 2
+

Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48

H2N COOH

OH
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H2N COOH
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Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48
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Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48

H2N COOH
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Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48
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Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48
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Small

Hydrophobic

Secondary
α-amine

Aromatic

Small nucleophilic

Acidic Amide

Basic

Glycine (Gly, G)
57.05

Alanine (Ala, A)
71.09

Serine (Ser, S)
87.08

pKa  ~ 16

Threonine (Thr, T)
101.11

pKa  ~ 16

Cysteine (Cys, C)
103.15

pKa = 8.35

Proline (Pro, P)
97.12

Phenylalanine (Phe, F)
147.18

Tyrosine (Tyr, Y)
163.18

Tryptophan (Trp, W)
186.21

Valine (Val, V)
99.14

Leucine (Leu, L)
113.16

Isoleucine (Ile, I)
113.16

Methionine (Met, M)
131.19

Aspartic Acid (Asp, D)
115.09

pKa = 3.9

Glutamic Acid (Glu, E)
129.12

pKa = 4.07

Asparagine (Asn, N)
114.11

Glutamine (Gln, Q)
128.14

Histidine (His, H)
137.14

pKa = 6.04

Lysine (Lys, K)
128.17

pKa = 10.79

Arginine (Arg, R)
156.19

pKa = 12.48
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A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V
Ala Arg Asn Asp Cys Gln Glu Gly His Ile Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

  GCA CGA AAC GAC UGC CAA GAA GGA CAC AUA CUA AAA AUG UUC CCA UCA ACA UGG UAC GUA  3
C C U U U G G C U C C G U C C C U C
G G G U GG G G G
U U U U U

or or or
AGA UUA

GG U

5´ 3´
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核酸に関するデータ

アイソトープに関するデータ

DNA塩基構造

アデノシン：チミジンおよびグアノシン：シチジン塩基対の構造をリボース・ホスホジエステル骨格として示している。 
図中にはリボース部分およびヌクレオチド部分の番号が付いている。矢印は 5′側側から 3′側へ向かう側までの各鎖の極性を示している。

アイソトープ 放射線 半減期
14C β 5,730 years
3H β 12.3 years
125I γ 60 days
32P β 14.3 days
33P β 25 days
35S β 87.4 days

 1 Ci = 1,000 mCi
 1 mCi = 1,000 µCi
 1 µCi = 2.2 x 106 disintegrations/minute
 1 Becquerel = 1 disintegration/second
 1 µCi = 3.7 x 10 4 Becquerels
 1 Becquerel = 2.7 x 10–5 µCi

Average weight of a DNA basepair (sodium salt) = 650 daltons

1.0 A260 unit ds DNA = 50 µg/ml = 0.15 mM (in nucleotides)
1.0 A260 unit ss DNA = 33 µg/ml = 0.10 mM (in nucleotides)
1.0 A260 unit ss RNA = 40 µg/ml = 0.11 mM (in nucleotides)

MW of a double-stranded DNA molecule = (# of base pairs) x (650 daltons/base pair)
Moles of ends of a double-stranded DNA molecule = 2 x (grams of DNA) / (MW in daltons)
Moles of ends generated by restriction endonuclease cleavage:

a) circular DNA molecule:  2 x (moles of DNA) x (number of sites)
b) linear DNA molecule:  2 x (moles of DNA) x (number of sites) + 2 x (moles of DNA)

1 µg of 1000 bp DNA = 1.52 pmol = 9.1 x 1011 molecules
1 µg of pUC18/19 DNA (2686 bp) = 0.57 pmol = 3.4 x 1011 molecules
1 µg of pBR322 DNA (4361 bp) = 0.35 pmol = 2.1 x 1011 molecules
1 µg of M13mp18/19 DNA (7249 bp) = 0.21 pmol = 1.3 x 1011 molecules
1 µg of λ DNA (48502 bp) = 0.03 pmol = 1.8 x 1010 molecules

1 pmol of 1000 bp DNA = 0.66 µg
1 pmol of pUC18/19 DNA (2686 bp) = 1.77 µg
1 pmol of pBR322 DNA (4361 bp) = 2.88 µg
1 pmol of M13mp18/19 DNA (7249 bp) = 4.78 µg
1 pmol of λ DNA (48502 bp) = 32.01 µg

1.0 kb DNA = coding capacity for 333 amino acids ≈ 37,000 dalton protein
10,000 dalton protein ≈ 270 bp DNA
50,000 dalton protein ≈ 1.35 kb DNA
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Cap
5´

Poly(A) tail

3´
UTR

Start

Stop

UTR AAA(n)

ac4C
m3C hm5C

Ψ

Ψ
m5C

Nm
m1A

m6A

m6A
m6A

Ψ
m6Am

1-methyladenosine (m1A) [1A] N 6-methyladenosine (m6A) [6A] N 6,2´-O-dimethyladenosine (m6Am) [06A]

inosine (I) [9A] 2´-O-methylnucleoside (Nm) [ON] N 4-acetylcytidine (ac4C) [42C]

3-methylcytidine (m3C) [3C] 5-methylcytidine (m5C) [5C] 5-hydroxymethylcytidine (hm5C) [51C]

pseudouridine (Y) (9U)
Nucleoside Name (short name) 
[new nomenclature]

Key:

メッセンジャーRNA修飾

生体内において RNAは化学修飾されていることが多く、機能と安定性に寄与している。以下に mRNAに一般的に見られる修飾を示す。
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化合物 化学式 分子量 比重 重量 % モル濃度

氷酢酸 CH3COOH 60.0 1.05 99.5 17.4
ギ酸 HCOOH 46.0 1.20 90 23.4
塩酸 HCl 36.5 1.18 36 11.6
硝酸 HNO3 63.0 1.42 71 16.0
過塩素酸 HClO4 100.5 1.67 70 11.6
リン酸 H3PO4 98.0 1.70 85 18.1
硫酸 H2SO4 98.1 1.84 96 18.0
水酸化アンモニウム NH4OH 35.0 0.90 28 14.8
水酸化カリウム KOH 56.1 1.52 50 13.5
水酸化ナトリウム NaOH 40.0 1.53 50 19.1
β-メルカプトエタノール  HSCH2CH2OH 78.1 1.11 100 14.3

 Tris バッファー（0.05 M）の pH
 5°C 25°C 37°C

7.76 7.20 6.91
7.89 7.30 7.02
7.97 7.40 7.12
8.07 7.50 7.22
8.18 7.60 7.30
8.26 7.70 7.40
8.37 7.80 7.52
8.48 7.90 7.62
8.58 8.00 7.71
8.68 8.10 7.80
8.78 8.20 7.91
8.88 8.30 8.01
8.98 8.40 8.10
9.09 8.50 8.22
9.18 8.60 8.31
9.28 8.70 8.42

アガロースゲルの分離範囲

  分子量 
遺伝子 アミノ酸残基数 （daltons）
tet (pBR322) 401 43,267
amp (pBR322, bla) 286 31,515
kan (pACYC177, nptI) 264 29,047
cam (pACYC184, cat) 219 25,663
lacZα (pUC19) 107 12,232
lacZ 1,023 116,351

化合物 分子量 λ max 1 M溶液（pH 7.0）の  
  （pH 7.0） λ maxにおける吸光度

 ATP 507.2 259 15,400
 CTP 483.2 271 9,000
 GTP 523.2 253 13,700
 UTP 484.2 262 10,000
 dATP 491.2 259 15,200
 dCTP 467.2 271 9,300
 dGTP 507.2 253 13,700
 dTTP 482.2 267 9,600

 直鎖状DNA（kb）の
%ゲル 最適分離範囲

 0.5 30 to 1.0
 0.7 12 to 0.8
 1.0 10 to 0.5
 1.2 7 to 0.4
 1.5 3 to 0.2

タンパク質に関するデータ

一般的なプラスミドの 
遺伝子産物 

ヌクレオチドの 
物理的性質 

Trisバッファーの 
pHと温度の関係

細菌細胞：E. coliまたは Salmonella typhimurium
  109 cells/mlで 
細胞データ 細胞当たり 1 L当たり

湿重量 9.5 x 10–13 g 0.95 g
乾燥重量 2.8 x 10–13 g 0.28 g
総タンパク質量 1.55 x 10–13 g 0.15 g
容量  1.15 µm3 = 1 femtoliter
細胞内のタンパク質濃度：135 mg/ml

目的タンパク質が占める割合が以下の

場合に 1Lの培養（109 cells/ml）で理論
的に得られる最大収量 :

全タンパク質の 0.1%：150 µg/liter
全タンパク質の 2.0%：3 mg/liter
全タンパク質の 50.0%：75 mg/liter

酸とアルカリ

分子生物学基礎データ
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Library Quantitation .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .170
Ligases
 9°N DNA Ligase   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .104
 E. coli DNA Ligase   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .102
 ElectroLigase   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .99, 101
 HiFi Taq DNA Ligase   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .103
 Hi-T4 DNA Ligase  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .99, 101
 Immobilized T4 DNA Ligase  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .99, 101
 NEBNext Ultra II Ligation Module  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 145, 146, 150, 154
 RtcB Ligase   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 211, 213
 Salt-T4 DNA Ligase  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .99, 101
 SplintR Ligase  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 104, 211, 214
 T3 DNA Ligase   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .102
 T4 DNA Ligase   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .99, 100, 101
 T7 DNA Ligase   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .102
 T4 RNA Ligase 1  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 210, 211, 212 
 T4 RNA Ligase 2  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 210, 211, 212
 T4 RNA Ligase 2, truncated  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 210, 211, 212
 T4 RNA Ligase 2, truncated K227Q  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 210, 211, 213
 T4 RNA Ligase 2, truncated KQ  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 210, 211, 213
 Taq DNA Ligase  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .103
 Thermostable 5´ App DNA/RNA  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 211, 213
Ligase Fidelity Tools   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .304
Ligase Master Mixes
 Blunt/TA Ligase Master Mix .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .99, 100, 101
 Instant Sticky-end Ligase Master Mix  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .99, 100, 101
Ligase Selection Chart, DNA  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 99
Ligase Selection Chart, RNA  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .211
Ligation
 DNA  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 99-104
  Protein  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .230
 RNA   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 210-214
Ligation Kit, Quick  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .99, 100, 101
Loading Dye, Blue   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 59
Loading Dye, Orange   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 59
Loading Dye, Purple   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 59
LongAmp Hot Start Taq 2X (Polymerase, Master Mix)  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 65, 70
LongAmp Taq (Polymerase, Master Mix, Kit)  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 65, 70

Long PCR
 LongAmp Taq  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 65, 70
 LongAmp Hot Start Taq .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 65, 70
 Phusion High-Fidelity DNA Polymerase .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 65, 67
 Phusion Hot Start Flex DNA Polymerase  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 65, 67
 Q5 High-Fidelity DNA Polymerase  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 65, 66
 Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 65, 66
Low Range ssRNA Ladder .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 184, 221
Low Molecular Weight DNA Ladder  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .181
LpnPI  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .280 
Luna Cell Ready Lysis Module .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 75 
Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .75, 210 
Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .75, 210
Luna Probe One-Step RT-pPCR 4X Mix with UDG  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .64, 74, 210
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Misión Tiburón Planeta Océano Bird’s Head Leatherback Program

Nature Conservation Foundation 

Planeta Océano

45年以上にわたって、New England Biolabs

のカタログは世界中の科学者にとってのリソース

となっています。各章には様々な科学的、環境的ある

いは人道的なトピックを取り上げたミニレビュー集を掲

載しています。本誌では創業者であるDonald G. 

Combに哀悼の意を示し、ここにカタログを捧げると

ともに、その価値観の一端をエッセイにてご紹介しま

す。またその一環として、NEBは世界の生物多様性保

全に取り組む団体を支援します。

グアナカステ乾燥林 
保全基金
ニューイングランド水族館の海洋保全活動基金（MCAF）は、
重要な海洋研究と保全のニーズに取り組む保全リーダーを

支援することで、海の未来への希望を紡ぎます。MCAFは
1999年の設立以来、60カ国以上で 170以上のプロジェクト
を支援し、地域社会に根ざした緊急の取り組みへの資金援

助から、指導、ネットワーク構築、専門家の育成まで行って

います。このプログラムは、生物多様性が見られながらも保

全活動財源が少ない中低所得国の科学者やリーダーを中心

に支援を行っています。MCAF は水族館のアンダーソン・キャ
ボット海洋生物センター内にあり、ニューイングランド・バイ

オラボ財団の助成を受けています。その上で先駆的な科学

研究、アウトリーチ、地元の関係者との協力を通じて、画期

的な保全に取り組む地域リーダーを支援しています。これら

の画期的な成功には、ペルーにおける巨大マンタの完全な

法的保護、イランにおける初の海洋哺乳類座礁ネットワーク

の立ち上げ、ガーナにおける地元漁師との協力による数百匹

の漁網に絡まったウミガメの救出、コスタリカ、バングラデ

シュ、フィリピン、インドネシア、パナマなどにおける海洋

保護区（MPA）の指定または強化などがあります。MCAFは、
自然保護活動のリーダーたちと持続的な双方向の関係を築

き、彼らを支援するグローバル・コミュニティと結びつけ、

長期的な自然保護活動のインパクトを確保するための支援

を行っています。私たちは、地域のリーダーとそのコミュニ

ティによって管理される健康で活気のある海が何世代にもわ

たって続くというビジョンに向けて、共に努力しています。

詳細はウェブサイトをご覧ください
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The NEB Catalog & Technical Reference is printed with  
sustainability in mind. 
•  The cover is printed on Forest Stewardship Council® (FSC®) 

Certified paper
•  The interior pages are printed on Forest Stewardship Council®  

(FSC®) Certified, 30% recycled paper
•  The printing facility is FSC® Certified
•  The printing facility uses environmentally-friendly inks and coatings

Once again, NEB has neutralized the carbon emissions associated with 
producing and delivering this catalog by working with Carbonfund.org, 
a world-leading provider of carbon reduction solutions. This means that 
the negative environmental impact of the unavoidable CO2 generated by 
printing and distributing this catalog has been mitigated through verified 
carbon offset projects. Offsets will be used to support the Blandin Improved 
Forestry Management Project in Minnesota, which has undertaken an 
approach that combines reduced impact logging with the establishment 
of conservation easements. In 2015, the NEB catalog was the first carbon 
neutral-certified catalog produced in the United States. More information 
can be found at Carbonfund.org.

Because the catalog pages, excluding the cover, use 30%  
post-consumer fiber instead of virgin fiber, the following  
savings were incurred:
• 1,270 trees saved
• 5,000 lbs of solid waste not generated
• 280,000 gallons of water conserved
• 720,000 pounds of greenhouse gas emissions avoided
• 570,000,000 British Thermal Units (BTUs) of energy not consumed

Environmental Philosophy & the NEB Catalog.

Note: Statistics and calculations are based on the Environmental Paper Network Paper Calculator 
v3.2. For more information, visit www.papercalculator.org.

FOREST STEWARDSHIP COUNCIL® is a registered trademark of The Forest Stewardship Council. 

*米国版カタログの説明になります。

最先端のトピックやトレンドの動画。分子生物学における 
NEBの科学者のインタビューを中心に、最近の出版物のハ
イライト、新製品の紹介、オンラインツールの紹介を行

う。基本的技術の勉強にも役立つ。

日本語字幕付き動画も配信中

www.nebj.jp/re/NEBTVJapan

動画で分子生物学トピックやテクニックの紹介、それ

らに対する様々な科学者の議論が視聴できる。リアル

タイムで発表者に質問もできる。オンデマンドでいつ

でも視聴も可能。 

www.neb.com/NEBTVwebinars

サイエンスブログは、科学的な視点に基づいた情熱的

情報を提供することを目的とする。ライフサイエンス

のトレンドや、ラボで役立つ情報などをご紹介、実験

や研究の役に立つだけではなく、人生の教訓を振り返

ることができる。 

www.neb.com/NEBinspired

ポッドキャスト・シリーズでは科学者との会話をお届けす

る。科学、キャリア、そしてその背景を語る同僚たち、そ

の人生を振り返る。特に新型コロナウイルスに関する世界

中の出版物、プロトコール、検出方法について議論をして

る研究者スポットライトシリーズは必見。

www.neb.com/nebpodcast

webinar
series Lessons

from Lab & Life

NEBの科学トレンド



USA
New England Biolabs, Inc.
240 County Road
Ipswich, MA 01938-2723
Telephone (978) 927-5054
Toll Free (USA Orders) 1-800-632-5227
Toll Free (USA Tech) 1-800-632-7799
Fax (978) 921-1350
email: info@neb.com
www.neb.com

AUSTRALIA/NEW ZEALAND
New England Biolabs (Australia) PTY 
Telephone: 1800 934 218
info.au@neb.com
NEB New Zealand Ltd 
Telephone: 0800 437 209
info.nz@neb.com

CANADA
New England Biolabs, Ltd.
Telephone (905) 665-4632
Toll Free 1-800-387-1095
Fax (905) 665-4630
Fax Toll Free 1-800-563-3789
email: info.ca@neb.com
www.neb.ca

CHINA
New England Biolabs (Beijing), Ltd.
Telephone 010-82378265/82378266
Free Call 400-811-2220 
Free Call 400-690-3366
Fax 010-82378262
email: info@neb-china.com
www.neb-china.com

FRANCE
New England Biolabs France
Telephone +33 (0) 1 69 90 87 15
Free Call 0800 100 632 
Free Fax 0800 100 610 
email: info.fr@neb.com 
www.neb-online.fr

GERMANY/AUSTRIA
New England Biolabs GmbH
Telephone +49 (0) 69/305 23140
Free Call 0800/246 5227 (Germany) 
Free Call 00800/246 52277 (Austria)
Fax +49 (0) 69/305 23149
Free Fax 0800/246 5229 (Germany) 
email: info.de@neb.com
www.neb-online.de

JAPAN
New England Biolabs Japan, Inc.
Telephone +81 (0) 3 4545-1422
Fax +81 (0) 3 5669 6192
email: info.jp@neb.com
www.nebj.jp

SINGAPORE
New England Biolabs Pte Ltd.
Telephone +65 638 59623
Fax +65 638 59617
email: sales.sg@neb.com
www.neb.sg

UNITED KINGDOM
New England Biolabs (UK), Ltd.
Telephone +44 (0) 1462 420616
Free Call 0800 318486
Fax +44  (0) 1462 421057
Free Fax 0800 435682
email: info.uk@neb.com
www.neb.uk.com

* NEB also works with additional agents and 
customers globally. For more information 
contact info@neb.com.

NEB支社8
NEB代理店*>60

NEBの国際ネットワーク

各国の情報はウェブサイトを参照  www.neb.com/ international-support
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カスタマーサービス
電話：03-4545-1421
fax：03-5669-6194
email：cs.jp@neb.com

テクニカルサポート
電話：03-4545-1420
email：tech.jp@neb.com
オンライン：www.nebj.jp/e/techsupport

ウェブサイト
www.nebj.jp

USA
New England Biolabs, Inc.
240 County Road
Ipswich, MA 01938-2723
Telephone (978) 927-5054
Toll Free (USA Orders) 1-800-632-5227
Toll Free (USA Tech) 1-800-632-7799
Fax (978) 921-1350
email: info@neb.com
www.neb.com

AUSTRALIA
New England Biolabs (Australia) PTY
Telephone: +61 (1800) 934218
email: info.au@neb.com
www.nebiolabs.com.au

CANADA
New England Biolabs, Ltd.
Telephone (905) 665-4632
Toll Free 1-800-387-1095
Fax (905) 665-4630
Fax Toll Free 1-800-563-3789
email: info.ca@neb.com
www.neb.ca

CHINA
New England Biolabs (Beijing), Ltd.
Telephone 010-82378265/82378266
Fax 010-82378262
email: info@neb-china.com
www.neb-china.com

FRANCE
New England Biolabs France
Telephone +33 (0) 1 69 90 87 15
Free Call 0800 100 632
Free Fax 0800 100 610
email: info.fr@neb.com
www.neb-online.fr

GERMANY/AUSTRIA
New England Biolabs GmbH
Telephone +49 (0) 69/305 23140
Free Call 0800/246 5227 (Germany)
Free Call 00800/246 52277 (Austria)
Fax +49 (0) 69/305 23149
Free Fax 0800/246 5229 (Germany) 
email: info.de@neb.com
www.neb-online.de

JAPAN
New England Biolabs Japan, Inc.
Telephone +81 (0) 3 4545-1422
Fax +81 (0) 3 5669 6192
email: info.jp@neb.com
www.nebj.jp

SINGAPORE
New England Biolabs, Pte. Ltd.
Telephone +65 638 59623
Fax +65 638 59617
email: sales.sg@neb.com
www.neb.sg

UNITED KINGDOM
New England Biolabs (UK), Ltd.
Telephone (01462) 420616
Call Free 0800 318486
Fax (01462) 421057
Fax Free 0800 435682
email: info.uk@neb.com
www.neb.uk.com

DOWNLOAD
NEB ARアプリはAppleストア
（iPhone/ iPad用）もしくは
Googleプレイ（Android用）
でダウンロードできます。

iPhone®, iPad® and Apple® are registered trademarks of Apple Computer, Inc. 
Android™ and Google Play™ are trademarks of Google, Inc.

EXPLORE
カタログ内のARアイコン
をかざせば簡単に視聴で

きます。

DISCOVER
コンテンツは動画、チュー

トリアル、科学情報などが

満載です。

NEBカタログはAR（拡張空間）でも体験できます。

AR
NEB
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