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謝辞

Don はミシガン大学で生化学の博士号を取

得後、ハーバード大学医学部に配属されま

した。それらの中で科学に対する献身を決

意して 1974 年に New England Biolabs®

（NEB®）を設立しました。そして彼の科学的

ビジョンに基づき、分子生物学研究のリコン

ビナント酵素の発見および製造における

リーダーとしての今の NEB が形成されまし

た。

さらに Don は科学、芸術、環境に対しての

情熱も持ち合わせており、New England 
Biolabs 基金を設立しました。環境意識と

社会的変化を促進するプログラム、それに

海洋生物の絶滅を防ぐための海洋ゲノム

遺産プログラムなどがあります。さらに

NEB の施設は周囲の環境への影響を最小

限に抑えるよう設計された LEED® 認定を

受けており、施設内の廃水処理システム：

Solar Aquatitics System™ も整備しまし

た。

2005 年に CEO を退任し、以降は 2020
年まで会長を務めました。その間も Don
は積極的に研究室を運営しており、実際

に実験を行ったり、科学雑誌を読んだり、

他の研究員らとディスカッションをした

り、一人の研究者であり続けました。

DONALD G. COMB
1974 〜 2005 年、

NEW ENGLAND BIOLABS
創設者兼 CEO

1974 〜 2020 年、

会長

Jim Ellard は 2005 年から 2022 年まで

New England Biolabs の最高経営責任者を

務めました。MIT 3 回生の 1983 年に NEB
サマーインターン生として入社、翌年には

DNA 操作に不可欠な種々の酵素の精製と

最適化に取り組むベンチサイエンティスト

として常勤職に採用されました。1990 年、

NEB のマーケティングコミュニケーション

部を設立し、15 年にわたって率いてきま

した。Jim はこのころからすでに、NEB が
利益よりも人と情熱に対して重きをおくユ

ニークな企業であることを認識していまし

た。

Jim は、CEO としての在任期間中に、ど

のように NEB が成長し、持続し、進化し

たかということを誇りに思っています。

NEB は製品ポートフォリオと技術力を拡大

し、基礎的な研究や実験だけではなく、

JAMES V. ELLARD, JR.
2005 〜 2022 年、

CEO

2022 年〜、

会長

臨床シーケンス、分子診断、核酸ワクチン

や分子治療用の DNA や RNA の製造な

ど、人の健康に関する様々なアプリケー

ションをサポートしました。Jimがリーダー

シップを発揮した17年間に、国内外のフッ

トプリントを拡大し、数百人の社員を新

たに加え、基礎研究、慈善活動に堅調に

取り組みました。さらに役割、在任期間、

部署を問わず、誰もが発言できて支え合

うといった家族のような文化を作り上げま

した。

会長として、これからも研究、科学の進歩、

社員一人ひとりの価値、地球の保護、そ

して情熱、謙虚さ、誠実さのコアバリュー

に忠実であり続けるために、高い目的意

識に NEB が継続的に導かれるよう支援し

ていきます。

表紙
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AR（拡張現実）でカタログを体験

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。

AR
NEB

Discover
アイコンをスキャンして動画や

チュートリアル、没入型体験にア

クセス

1974 年の創業以来、NEW ENGLAND BIOLABS
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、

誠実」という3 つのコアバリューに集約されます。これは当社

の創設者であるDon Comb にとっての優先事項であり、Jim 
Ellard のリーダーシップの下で企業が拡大した際、当社の決

定の指針となり続けました。

当社の歴史の中で 3 番目の CEOとして、コアバリューに忠実

であり続けながら、NEB を次の成長段階へと導くことに私は

感激しています。ここ数年は、世界的な健康、環境、政治の

観点から困難な状況にありました。同時に、科学とイノベー

ションの重要性も強調されており、いずれも今日世界が直面

している最も厳しい問題の多くを克服するために必要です。

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。

当社の製品と専門知識が、この目標を達成できるように、

お客様の科学的創造性をサポートすることを光栄に思いま

す。

NEB が 50 周年を迎え、将来に目を向けていく中で、私たち

と私たちを取り巻く世界に最も近い科学コミュニティを可能

にし、好奇心を育み、還元することに重点を置いた持続可

能な事業を今後も構築していきたいと考えています。皆様

の信頼とご支援に心から感謝し、皆様が研究に邁進される

ことを祈っています。いつものように、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。

SALVATORE RUSSELLO 
CEO、NEW ENGLAND BIOLABS, INC.

BE INSPIRED.



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 1,450 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。詳細はウェブサイト（www.neb.com/
research）をご覧ください。

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。環境への影響を最小限に抑えるために、事業プロ

セスを継続的に改善することが目標です。さらに、NEB は環境研究や

スチュワードシップを推進している他の組織を支援しています。2021
年、NEB は、社会的・環境的パフォーマンス、透明性、および説明責

任に関する最高水準の組織に対する表彰制度である Cer tified B 
Corporation™ になりました。詳細はウェブサイト

（www.neb.com/environmentalphilosophy）をご覧く

ださい。

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に社会的な指標を

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。さらに、私たちは、より公平な社会を構築し、職場の

多様性、公平性およびインクルージョンを改善するために協力しなけ

ればならないことを認識しています。詳細はウェブサイト（www.neb.
com/corporateresponsibility.）をご覧ください。

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。NEB は、米国マサ

チューセッツ州イプスウィッチ、ローリー、ビバリーの製造施設で ISO 
13485:2016 および ISO 9001:2015 の認証を取得しています。マサ

チューセッツ州ロー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。さらに、NEB の完

全子会社であるNEB Lyophilization Sciences™ は、お客様の体外診

断用医療機器のための分子診断用試薬の設計、開発および製造の委

託について、ISO 13485:2016 認定を受けています。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。

ISO 14001
Registered

Environmental
Management

ISO 13485
Registered

Medical Devices

ISO 9001
Registered

Quality
Management

New England Biolabsは今でも50年前の設立当初に設けたコアバリューを掲

げています。そしてこれは企業としてだけではなく、コミュニティーとし

て、また個人として、我々を導いてくれるのです。

be
INSPIRED

drive
DISCOVERY

stay
GENUINE

Learn more about 
our commitment 
to the environment
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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における多様性・公平性・包括性

詳細はウェブサイトをご覧ください。

www.neb.com/corporateresponsibility.

米国の NEB施設
当社の製品ポートフォリオと従業員数の増加に伴い、インフ

ラと設備も充実しています。NEB は現在、当社の製品とサー

ビスのイノベーション、利用可能性および品質の確保に特化

した専門施設を有し、米国マサチューセッツ州のグレーター・

ボストンエリア全体に拡大しています。

NEB 本社はマサチューセッツ州イプスウィッチにあり、

LEED® 認証を受けた最先端の研究・製造施設を特徴として

います。約 15 分離れたマサチューセッツ州ローリーの生産

施設は、規制市場のお客様のニーズに対応するよう設計さ

れており、GMP グレードの材料の製造に使用しています。

一般的なカタログ製品の製造もおこなっています。また、マ

サチューセッツ州ビバリーには 2 つの拠点があり、メイン

キャンパスから約 20 分離れています。当社のビバリー有機

合成工場は、オリゴヌクレオチド、修飾ヌクレオチド、およ

び親和性ビーズ／樹脂の合成と製造を担当する ISO 準拠の

試験室です。ダナム・リッジの研究開発施設には、多くの研究・

応用・製品開発グループがあります。詳細はウェブサイト

（www.neb.com/AboutNEB）をご覧ください。

Take a tour of  
New England Biolabs
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NEBとのパートナーシップ
NEB は、分子生物学用試薬の発見、開発および製造に約 50 年の経験を有しています。これらは、私たちが住む世界、そして

最終的には疾患の診断と治療に対する私たちの理解を継続的に変えていく、広範なゲノムとプロテオミクス技術における不可

欠な要素です。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、ベンチから製造スケールまで、お

客様のニーズに合わせた新しい高性能酵素を開発するため

にお客様と協力いたします。ISO13485 および ISO9001認証

製造工程、ならびに 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

は custom@neb.comまでお問い合わせください。

国際事業
NEB は営利企業としてだけではなく、研究機関としても機能

しており、世界規模で事業を展開しています。オーストラリア、

カナダ、中国、フランス、ドイツ、日本、シンガポール、イギ

リスに支店があり、それらの密なネットワークを通じて、持

続可能な成長が生み出されています。さらに、NEB は 60 を

超える販売パートナーと提携しています。当社の子会社と流

通ネットワークにより、90 か国以上のお客様をサポートする

ことができます。科学的リソースや商業的リソースなど、NEB
の才能と資産を活用することで、当社のお客様が安定した

倫理的かつ積極的なグローバルネットワークでサービスを受

けることが可能となってます。詳細は裏表紙の内側に記載さ

れています。または globaldev@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 で扱う製品の多くは、分子生物学の特定のアプリケー

ションに必要とされる野生型酵素もしくはリコンビナント酵

素です。しかしながら新しい酵素もしくはその機能が新規ア

プリケーションの開発につながる可能性もあります。このよ

うにまだ用途が見つかっていなくとも、DNA、RNA、タンパ

ク質、およびグリカンに対して興味深い固有の活性を持つ新

規 酵 素 も 提 供 し て い ま す。 詳 細 は www.
enzymesforinnovation.com をご覧ください。また新規酵素

をお探しの場合、enzymesforinnovation@neb.comにお問

い合わせください。

What are Enzymes 
for Innovation?
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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。もちろん常に安全で倫理

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。詳細はウェブサイト（www.neb.com/neb-
ethics）をご覧ください。

When it comes time to choose a source 
of enzymes, my fi rst 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

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
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GMPグレード製品の製造
NEBは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（www.neb.com/GMP）をご覧ください。

NEB ではすべての課題を機会と捉えています。皆様が疾患の診断と治療のための革新的なソリューションを開発するため

に、現在の限界を押し広げようとしていることを理解しています。皆様が最初の構築を実施するか多数の中の 1つを実施

するかにかかわらず、革新的かつ重要な素材を選定することが新規アッセイまたは治療法を市場に届けるための重要な

最初のステップとなります。

約 50 年の弊社の酵素学と試薬製造の専門知識に基づいて、皆様のニーズに最適なソリューションを発見することが可能

です。皆様のチームの一員として、評価や検証の段階であろうと、商業化のためのスケールアップ製造の準備段階であろ

うと、私たちは高品質の酵素や試薬を提供します。皆様のニーズを十分に理解すること、それにサポートに重きを置いて

いるため、開発から商業規模まで、柔軟性とカスタマイズに富んだ製品を提供できます。私たちは皆様の成功に全力で

取り組んでいます。

*「GMPグレード」とは、NEBがローリー工場で製造している、または最終加工される試薬を指すブランド名です。ローリー工
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 社のローリー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。

規制市場の支援

Learn about 
our GMP-grade 
capabilities
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New England Biolabs 
Lyophilization Sciencesの
紹介
NEB の完全子会社、New England Biolabs Lyophilization 
Sciences™ Ltd は、研究・応用市場を含むライフサイエン

スおよび体外診断（IVD）部門に凍結乾燥分子生物学用

試薬を提供すると位置付けられています。NEB 凍結乾燥

科学チームは、環境温度で製品を保管するための革新

的なソリューションの設計、開発および製造の専門家で

す。詳細はウェブサイト（www.neb.com/lyosciences）
をご覧ください。

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、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（www.neb.com/MDx）をご覧ください。
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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：cs.jp@neb.com

ウェブサイト：www.nebj.jp

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（2023
年 8 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。

商標登録
Trademarks, service marks, trade dress and logos 
(“Trademarks”) of New England Biolabs, Inc. are 
Trademarks or registered Trademarks of NEB in the 
U.S., and, for certain names, elsewhere. The use of 
Trademark symbols does not necessarily indicate 
that the Trademark is registered in the country 
where it is being read; it indicates where the content 
was originally developed.

案内

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。

dedicated to preserving the biological diversity of the sea
www.northeastern.edu/ogl

New England Biolabs 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。

New England Biolabs 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。
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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.



ポリメラーゼ 
& 増幅技術

Amplification-based Molecular Diagnostics 62
PCR Polymerase Selection Chart 63

High Fidelity PCR
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 64
Q5 High-Fidelity 2X Master Mix 64
Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 64
Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix 64
Q5U Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 64
Q5 High-Fidelity PCR Kit 64
Q5 Blood Direct 2X Master Mix 64
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 65
Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer 65
Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with GC Buffer 65
Phusion Hot Start Flex DNA Polymerase 65
Phusion Hot Start Flex 2X Master Mix 65
Phusion High-Fidelity PCR Kit 65

Routine PCR
OneTaq DNA Polymerase 66
OneTaq Hot Start DNA Polymerase 66
OneTaq 2X Master Mix with Standard Buffer 66
OneTaq Hot Start 2X Master Mix with Standard Buffer 66
OneTaq Hot Start 2X Master Mix with GC Buffer 66
OneTaq Quick-Load 2X Master Mix with Standard Buffer 66
OneTaq Hot Start Quick-Load 2X Master Mix with Standard Buffer 66
OneTaq Hot Start Quick-Load 2X Master Mix with GC Buffer 66
OneTaq Quick-Load DNA Polymerase 66
OneTaq RT-PCR Kit 66
OneTaq One-Step RT-PCR Kit 66
Taq DNA Polymerase with ThermoPol Buffer 67
Taq DNA Polymerase with Standard Taq Buffer 67
Taq DNA Polymerase with Standard Taq (Mg-free) Buffer 67
Taq PCR Kit 67
Taq 2X Master Mix 67
Quick-Load Taq 2X Master Mix 67
Taq 5X Master Mix 67

Multiplex PCR 5X Master Mix 67
Hot Start Taq DNA Polymerase 67
Hot Start Taq 2X Master Mix 67

Specialty PCR
LongAmp Taq DNA Polymerase 68
LongAmp Hot Start Taq DNA Polymerase 68
LongAmp Taq 2X Master Mix 68
LongAmp Hot Start Taq 2X Master Mix 68
LongAmp Taq PCR Kit 68
Hemo KlenTaq 68
EpiMark Hot Start Taq DNA Polymerase 69

Other PCR Polymerases
Vent DNA Polymerase 69
Vent (exo-) DNA Polymerase 69
Deep Vent DNA Polymerase 69
Deep Vent (exo-) DNA Polymerase 69

qPCR & RT-qPCR
Luna Universal qPCR Master Mix 71
Luna Universal Probe qPCR Master Mix 71
LunaScript RT SuperMix 71
LunaScript RT SuperMix Kit 71
LunaScript RT Master Mix Kit (Primer-free) 71
Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG 72
Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG (No ROX) 72
LyoPrime Luna Probe One-Step RT-qPCR Mix with UDG 72
Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit 72
Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit 72
Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit (No ROX)  72
Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit  73
Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit 73
Luna Cell Ready Lysis Module 73

SARS-CoV-2 Detection
SARS-CoV-2 Rapid Colorimetric LAMP Assay Kit  74
Luna SARS-CoV-2 RT-qPCR Multiplex Assay Kit  74

Isothermal Amplification & Strand Displacement
WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit (with UDG)  75
WarmStart LAMP Kit (DNA & RNA) 75
WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix (DNA & RNA) 75
WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix with UDG 75
Bst DNA Polymerase, Large Fragment 76
Bst DNA Polymerase, Full Length 76
Bst 2.0 DNA Polymerase 76
Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase 76
Bst 3.0 DNA Polymerase 76
IsoAmp II Universal tHDA Kit 77
phi29-XT RCA Kit 77
phi29 DNA Polymerase 78

RT-PCR
LunaScript Multiplex One-Step RT-PCR Kit 78
OneTaq One-Step RT-PCR Kit 79
OneTaq RT-PCR Kit 79

Polymerases for DNA Manipulation
PreCR Repair Mix 80
Sulfolobus DNA Polymerase IV 80
Therminator DNA Polymerase 80
DNA Polymerase I (E. coli) 80
DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment 81
Klenow Fragment (3'→5' exo-) 81
T4 DNA Polymerase 81
T7 DNA Polymerase (unmodified) 81
Bsu DNA Polymerase, Large Fragment 82
Terminal Transferase 82

Nucleotide Solutions & Buffers
Q5 Reaction Buffer Pack 82
Phusion HF Buffer Pack 82
Phusion GC Buffer Pack 82
Standard Taq Reaction Buffer Pack 82
Standard Taq (Mg-free) Reaction Buffer Pack 82
ThermoPol Reaction Buffer Pack 82
Isothermal Amplification Buffer Pack 82
Isothermal Amplification Buffer II Pack 82
Acyclonucleotide Set 83

制限酵素

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

BceAI
BcgI
BciVI
BclI
BclI-HF
BcoDI
BfaI
BfuAI
BglI
BglII
BlpI
BmgBI
BmrI
BmtI-HF
BpmI
Bpu10I
BpuEI
BsaI-HFv2
BsaAI
BsaBI
BsaHI
BsaJI
BsaWI
BsaXI
BseRI
BseYI
BsgI
BsiEI
BsiHKAI
BsiWI
BsiWI-HF
BslI
BsmI
BsmAI
BsmBI-v2
BsmFI
BsoBI

Bsp1286I
BspCNI
BspDI
BspEI
BspHI
BspMI
BspQI
BsrI
BsrBI
BsrDI
BsrFI-v2
BsrGI-HF
BssHII
BssSI-v2
BstAPI
BstBI
BstEII-HF
BstNI
BstUI
BstXI
BstYI
BstZ17I-HF
Bsu36I
BtgI
BtgZI
BtsI-v2
BtsIMutI
BtsCI
Cac8I
ClaI
CspCI
CviAII
CviKI-1
CviQI
DdeI
DpnI
DpnII

DraI
DraIII-HF
DrdI
EaeI
EagI-HF
EarI
EciI
Eco53kI
EcoNI
EcoO109I
EcoP15I
EcoRI
EcoRI-HF
EcoRV
EcoRV-HF
Esp3I
FatI
FauI
Fnu4HI
FokI
FseI
FspI
FspEI
HaeII
HaeIII
HgaI
HhaI
HincII
HindIII
HindIII-HF
HinfI
HinP1I
HpaI
HpaII
HphI
Hpy99I
Hpy166II

Hpy188I
Hpy188III
HpyAV
HpyCH4III
HpyCH4IV
HpyCH4V
KasI
KpnI-HF
LpnPI
MboI
MboII
MfeI-HF
MluI-HF
MluCI
MlyI
MmeI
MnlI
MscI
MseI
MslI
MspI
MspA1I
MspJI
MwoI
NaeI
NarI
NciI
NcoI
NcoI-HF
NdeI
NgoMIV
NheI-HF
NlaIII
NlaIV
NmeAIII
NotI
NotI-HF

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-HF
PvuII
PvuII-HF
RsaI
RsrII
SacI-HF
SacII
SalI
SalI-HF
SapI
Sau3AI
Sau96I
SbfI-HF
ScaI-HF
ScrFI

SexAI
SfaNI
SfcI
SfiI
SfoI
SgrAI
SmaI
SmlI
SnaBI
SpeI-HF
SphI
SphI-HF
SrfI
SspI-HF
StuI
StyI-HF
StyD4I
SwaI
TaqI-v2
TfiI
TseI
Tsp45I
TspMI
TspRI
Tth111I
XbaI
XcmI
XhoI
XmaI
XmnI
ZraI

Nicking Endonucleases   54-55
Nb.BbvCI, Nb.BsmI, Nb.BsrDI, Nb.BssSI, Nb.BtsI, Nt.AlwI, Nt.BbvCI, Nt.BsmAI, Nt.BspQI, Nt.BstNBI, WarmStart Nt.BstNBI, Nt.CviPII

Homing Endonucleases   56
I-CeuI, I-SceI, PI-PspI, PI-SceI

Reaction Buffers   57
NEBuffer 1, NEBuffer 2, NEBuffer 3, NEBuffer 4, rCutSmart Buffer, NEBuffer Set (r1.1, r2.1, r3.1 and rCutSmart),  
NEBuffer Set (EcoRI/SspI, DpnII), S-adenosylmethionine (SAM), Nuclease-free Water, NEBuffer r2.1, NEBuffer r3.1

Diluent Buffers   57
Diluent A, Diluent B, Diluent C

Gel Loading Dyes   57
Gel Loading Dye, Blue (6X), Gel Loading Dye, Orange (6X), Gel Loading Dye, Purple (6X), Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS

Other   57
Recombinant Albumin, Molecular Biology Grade, NEB Tube Opener
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Deoxynucleotide (dNTP) Solution Set 83
Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix 83
Ribonucleotide Solution Set 83
Ribonucleotide Solution Mix 83
7-deaza-dGTP 83
Adenosine 5'-Triphosphate (ATP) 83
5-methyl-dCTP 83
dATP Solution 83
dUTP Solution 83
dGTP Solution 83

cDNA Synthesis
cDNA Synthesis Selection Chart 84

PCR Cleanup
Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 μg) 85
Exo-CIP Rapid PCR Cleanup Kit 85

DNA 修飾酵素 
& クローニング

Cloning Workflow Comparison 90

Cloning & Synthetic Biology
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix 92
NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit 92
NEBuilder HiFi DNA Assembly Bundle for Large Fragments 92
Gibson Assembly Master Mix 93
Gibson Assembly Cloning Kit 93
Synthetic Biology/DNA Assembly Selection Chart 93
NEBridge Golden Gate Assembly Kit (BsaI-HF v2) 94
NEBridge Golden Gate Assembly Kit (BsmBI-v2) 94
NEBridge Ligase Master Mix 94, 99
NEB PCR Cloning Kit 95
NEB PCR Cloning Kit (Without Competent Cells) 95
Quick Blunting Kit 95
Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit 96
Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit (Without Competent Cells) 96
KLD Enzyme Mix 96

DNA Ligases
DNA Ligase Selection Chart 97
Substrate-based Ligase Selection Chart 98
T4 DNA Ligase 99
Instant Sticky-end Ligase Master Mix 99
Blunt/TA Ligase Master Mix 99
Quick Ligation Kit 99
ElectroLigase 99
Immobilized T4 DNA Ligase 99
Hi-T4 DNA Ligase 99
Salt-T4 DNA Ligase 99
T3 DNA Ligase 100
T7 DNA Ligase 100
E. coli DNA Ligase 100
HiFi Taq DNA Ligase 101
Taq DNA Ligase 101
9°N DNA Ligase 102
SplintR Ligase 102

DNA Kinases
T4 Polynucleotide Kinase 102
T4 Polynucleotide Kinase (3' phosphatase minus) 102
5-hydroxymethyluridine DNA Kinase 103

DNA Phosphatases & Sulfurylases
Phosphatase Selection Chart 103
Quick CIP 103
Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) 103, 104
Antarctic Phosphatase 103, 104
Pyrophosphatase, Inorganic (E. coli) 104
Pyrophosphatase, Inorganic (yeast) 104
Thermostable Inorganic Pyrophosphatase 104
NudC Pyrophosphatase 104
Apyrase 105
Tte UvrD Helicase 105

Exonucleases & Non-specific Endonucleases
Exonucleases and Non-specific Endonucleases: Properties 106
Exonucleases and Endonucleases: Common Applications 107
DNase I (RNase-free) 108
DNase I-XT 108

Lambda Exonuclease 108
Exonuclease I (E. coli) 108
Thermolabile Exonuclease I 109
Exonuclease III (E. coli) 109
Exonuclease V (RecBCD) 109
Exonuclease VII 110
Exonuclease VIII, truncated 110
Exonuclease T 110
Thermostable FEN1 111
Micrococcal Nuclease 111
Msz Exonuclease I 111
Mung Bean Nuclease 112
Nuclease P1 112
RecJf 112
T5 Exonuclease 113
T7 Exonuclease 113
Nucleoside Digestion Mix 113

DNA Repair Enzymes & Structure-specific Nucleases
DNA Repair Enzymes and Structure-specific Endonucleases:  
Properties 114
DNA Repair Enzymes on Damaged and Non-standard Bases 115
APE 1 116
Mismatch Endonuclease I 116
T7 Endonuclease I 116
Endonuclease III (Nth) 117
Tma Endonuclease III 117
Endonuclease IV 118
Tth Endonuclease IV 118
Endonuclease V 119
T4 PDG (T4 Endonuclease V) 119
Endonuclease VIII 119
Fpg 120
hAAG 120
hSMUG1 120
Uracil-DNA Glycosylase (UDG) 121
Afu Uracil-DNA Glycosylase (UDG) 121
Antarctic Thermolabile UDG 121
PreCR Repair Mix 122
USER Enzyme 122
Thermolabile USER II Enzyme 122
Thermostable USER III Enzyme 122

Other Enzymes
Cre Recombinase 123
TelN Protelomerase 123
Topoisomerase I (E. coli) 123
β-Agarase I 123

DNA Methyltransferases
CpG Methyltransferase (M.SssI) 124
GpC Methyltransferase (M.CviPI) 124
AluI Methyltransferase 124
BamHI Methyltransferase 124
dam Methyltransferase 125
EcoGII Methyltransferase 125
EcoRI Methyltransferase 125
HaeIII Methyltransferase 125
Hhal Methyltransferase 126
HpaII Methyltransferase 126
MspI Methyltransferase 126
TaqI Methyltransferase 126

ssDNA Binding Proteins
RecA 127
T4 Gene 32 Protein 127
ET SSB 127

Cloning Plasmids and DNAs
pBR322 Vector 128
pUC19 Vector 128
M13mp18 RF I DNA 128
M13mp18 Single-stranded DNA 128
Lambda DNA 128
Lambda DNA (dam-) 128
ΦX174 RF I DNA 128
ΦX174 RF II DNA 128
ΦX174 Virion DNA 128

Other
M13KO7 Helper Phage 128
Tth Argonaute (TtAgo) 128

Competent Cells for Cloning
Competent Cell Selection Chart for Cloning 129
NEB 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency) 129
NEB Turbo Competent E. coli (High Efficiency) 129
NEB 5-alpha F'Iq Competent E. coli (High Efficiency) 129
NEB 10-beta Competent E. coli (High Efficiency) 129
dam-/dcm- Competent E. coli 129
NEB Stable Competent E. coli (High Efficiency) 129

Monarch® Nucleic Acid Purification Kits
Monarch Nucleic Acid Purification Kits 129
Monarch Plasmid Miniprep Kit  129
Monarch DNA Gel Extraction Kit 129
Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 μg) 129
Monarch Genomic DNA Purification Kit  129
Monarch HMW DNA Extraction Kit for Tissue 129
Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells & Blood 129
Monarch Total RNA Miniprep Kit 129
Monarch RNA Cleanup Kit (10 μg) 129
Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg) 129
Monarch RNA Cleanup Kit (500 μg) 129

核酸精製

RNA Purification
Monarch RNA Cleanup Kit (10 μg) 135
Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg) 135
Monarch RNA Cleanup Kit (500 μg) 135
Monarch Total RNA Miniprep Kit 136

Genomic DNA Purification
Monarch Genomic DNA Purification Kit  137

HMW DNA Extraction
Monarch HMW DNA Extraction Kit for Tissue 138
Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells & Blood 138

DNA Cleanup
Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 µg) 139
Monarch DNA Gel Extraction Kit 140

Plasmid Purification
Monarch Plasmid Miniprep Kit  141

NEBNext 次世代シーケンサー用 
ライブラリー調製試薬

Illumina DNA Product Selection Chart 146
Illumina RNA Product Selection Chart 147

UltraExpress DNA
NEBNext UltraExpress DNA Library Prep Kit 149

Ultra II DNA
NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina 150
NEBNext Ultra II DNA Library Prep  
with Sample Purification Beads 150
NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library Prep Kit for Illumina 150
NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library Prep  
with Sample Purification Beads 150
NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep Kit for Illumina 150
NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep  
with Sample Purification Beads 150
NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Library Prep Kit  
for Illumina 150
NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Library Prep  
with Sample Purification Beads 150

Methylation Analysis
NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit 152
NEBNext Enzymatic Methyl-seq Conversion Module 152
NEBNext Q5U Master Mix 152
NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic Methyl-seq  
(Unique Dual Index Primer Pairs) 152
NEBNext Enzymatic 5hmC-seq Kit 153
NEBNext Enzymatic 5hmC-seq Conversion Module 153
NEBNext Oligos for Enzymatic 5hmC-seq 153
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FFPE DNA Repair
NEBNext FFPE DNA Library Prep Kit 154
NEBNext UltraShear FFPE DNA Library Prep Kit 154
NEBNext FFPE DNA Repair v2 Module 155
NEBNext UltraShear 156

Modules & Enzymes
NEBNext dsDNA Fragmentase 156

UltraExpress RNA
NEBNext Express RNA Library Prep Kit 157

Ultra II RNA
NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit  
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NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep  
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NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for Illumina 158
NEBNext Ultra II RNA Library Prep  
with Sample Purification Beads 158

Reagents for RNA Depletion
NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat) 160
NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat)  
with RNA Sample Purification Beads 160
NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) 160
NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria)  
with RNA Sample Purification Beads 160
NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) 161
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with RNA Sample Purification Beads 161

Customized RNA Depletion
NEBNext RNA Depletion Core Reagent Set 161
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with RNA Sample Purification Beads 161

mRNA Isolation
NEBNext High Input Poly(A) mRNA Isolation Module 162
NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module 162

Single Cell RNA
NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library Prep Kit  
for Illumina 163
NEBNext Single Cell/Low Input cDNA Synthesis & Amplification 
Module 163
NEBNext Single Cell Lysis Module 163

Small RNA
NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina  
(Set 1) 164
NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina  
(Set 2) 164
NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Kit for Illumina  
(Index Primers 1-48) 164
NEBNext Small RNA Library Prep Set for Illumina  
(Multiplex Compatible) 164

Magnetic Separation
NEBNext Magnetic Separation Rack 164

Adaptors & Primers
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
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NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 2) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 3) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 4) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Unique Dual Index UMI Adaptors RNA Set 1) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(96 Unique Dual Index Primer Pairs) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 2) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 3) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 4) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 5) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic Methyl-seq  
(Unique Dual Index Primer Pairs) 165

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Dual Index Primers Set 1) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Dual Index Primers Set 2) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 1) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 2) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 3) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 4) 165
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Index Primers) 165
NEBNext Adaptor Dilution Buffer 165

NEBNext ARTIC Products for SARS-CoV-2 Sequencing
NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 FS Library Prep Kit (Illumina) 166
NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Library Prep Kit (Illumina) 166
NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 RT-PCR Module 166

Reagents for Oxford Nanopore Technologies Sequencing
NEBNext Companion Module for Oxford Nanopore 
Technologies Ligation Sequencing 167
NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Companion Kit  
(Oxford Nanopore Technologies) 167

Target Enrichment
NEBNext Direct Genotyping Solution 168
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NEBNext Immune Sequencing Kit (Human) 169
NEBNext Immune Sequencing Kit (Mouse) 169
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NEBNext Microbiome DNA Enrichment Kit 170
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NEBNext Library Quant Kit for Illumina 172

Reagents for Ion Torrent
NEBNext Fast DNA Library Prep Set for Ion Torrent 175
NEBNext Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set  
for Ion Torrent 175

マーカー & ラダー 
（DNA、RNA、プロテイン）

Size Ranges of DNA Ladders 182

Purple Loading Dye
Gel Loading Dye, Purple (6X) 182
Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS 182
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1 kb DNA Ladder 183
100 bp DNA Ladder 183
1 kb Plus DNA Ladder 183
50 bp DNA Ladder 183
Low Molecular Weight DNA Ladder 183
PCR Marker 183
Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder 184
Quick-Load Purple 1 kb DNA Ladder 184
Quick-Load Purple 100 bp DNA Ladder 184
Quick-Load Purple 50 bp DNA Ladder 184
Quick-Load Purple Low Molecular Weight DNA Ladder 184
1 kb Plus DNA Ladder for Safe Stains 184
Fast DNA Ladder 184
TriDye 1 kb Plus DNA Ladder 184
TriDye 1 kb DNA Ladder 184
TriDye 100 bp DNA Ladder 184
TriDye Ultra Low Range DNA Ladder 184
Quick-Load 1 kb Plus DNA Ladder 184
Quick-Load 1 kb DNA Ladder 184
Quick-Load 1 kb Extend DNA Ladder 184
Quick-Load 100 bp DNA Ladder 184
Lambda PFG Ladder 184
MidRange PFG Marker 184
λ DNA-Mono Cut Mix 184
λ DNA-HindIII Digest 185
λ DNA-BstEII Digest 185
ΦX174 DNA-HaeIII Digest 185
pBR322 DNA-BstNI Digest 185

pBR322 DNA-MspI Digest 185
Supercoiled DNA Ladder 186

RNA Markers & Ladders
dsRNA Ladder 186
microRNA Marker 186
ssRNA Ladder 186
Low Range ssRNA Ladder 186

Protein Standards
Unstained Protein Standard, Broad Range (10-200 kDa) 187
Color Prestained Protein Standard, Broad Range (10-250 kDa) 187
Blue Prestained Protein Standard, Broad Range (11-250 kDa) 187

ゲノム編集

EnGen Spy Cas9 HF1 192, 193
EnGen Spy Cas9 NLS 192, 193
EnGen Mutation Detection Kit 192, 194
EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes 192, 195
EnGen Spy Cas9 Nickase 192, 193
EnGen Spy dCas9 (SNAP-tag) 192, 193
EnGen Lba Cas12a (Cpf1) 192, 193
EnGen Sau Cas9 192, 193
Cas9 Nuclease, S. pyogenes 192, 193
Monarch Total RNA Miniprep Kit 192
Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg) 192
Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit 
(with or without Competent Cells) 192
Q5 High-Fidelity DNA Polymerases 192
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix 192
NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit 192
HiScribe T7 mRNA Kit with CleanCap Reagent AG 192
HiScribe T7 ARCA mRNA Kit  
(with or without tailing) 192
HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis Kit 192
HiScribe T7 Quick High Yield RNA Synthesis Kit 192
T7 Endonuclease I 192
Tth Argonaute (TtAgo) 193

RNA 研究用試薬

Avoiding Ribonuclease Contamination 200

RNA Synthesis
HiScribe T7 mRNA Kit with CleanCap Reagent AG 201
HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis Kit 201
HiScribe T7 Quick High Yield RNA Synthesis Kit 201
HiScribe SP6 RNA Synthesis Kit 202
HiScribe T7 ARCA mRNA Kit 203
HiScribe T7 ARCA mRNA Kit (with tailing) 203
EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes 203
HiScribe RNA Synthesis Kits by Application 204
T3 RNA Polymerase 205
T7 RNA Polymerase 205
T7 RNA Polymerase (High Concentration) 205
SP6 RNA Polymerase 205
Hi-T7 RNA Polymerase 205
Hi-T7 RNA Polymerase (High Concentration) 205
E. coli Poly(A) Polymerase 205
Poly(U) Polymerase 205
E. coli RNA Polymerase, Core Enzyme 206
E. coli RNA Polymerase, Holoenzyme 206
Pyrophosphatase, Inorganic (E. coli) 206
Pyrophosphatase, Inorganic (yeast) 206
Thermostable Inorganic Pyrophosphatase 206
NudC Pyrophosphatase 206
Ribonucleotide Solution Set 206
Ribonucleotide Solution Mix 206
Sce PUS1 206
Faustovirus Capping Enzyme 207
Vaccinia Capping System 207
mRNA Cap 2'-O-Methyltransferase 207
RNA Cap Analog Selection Chart  208
3´-Desthiobiotin-GTP 208
3´-Biotin-GTP 208
yDcpS 208
mRNA Decapping Enzyme 208

12



cDNA Synthesis, RT-PCR, RT-qPCR
cDNA Synthesis Selection Chart 209
LunaScript RT SuperMix Kit 209, 210
LunaScript RT Master Mix Kit (Primer-free) 209, 210
ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis Kit 209, 212
ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit 209, 212
Template Switching RT Enzyme Mix  209, 211
Induro Reverse Transcriptase 209, 211
ProtoScript II Reverse Transcriptase 209
M-MuLV Reverse Transcriptase 209, 210
AMV Reverse Transcriptase 209, 210
WarmStart RTx Reverse Transcriptase 209, 210
LunaScript RT SuperMix 210
Primers for cDNA Synthesis  212
Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit 213
Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit 213
Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit (No ROX)  213
Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit  213
Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit 213
Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG 213
Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG (No ROX) 213
Luna SARS-CoV-2 RT-qPCR Multiplex Assay Kit  213
LunaScript Multiplex One-Step RT-PCR Kit 213
OneTaq One-Step RT-PCR Kit 213
OneTaq RT-PCR Kit 213

RNA Ligases & Modifying Enzymes
RNA Ligase Activity Chart 213
RNA Ligase Selection Chart 214
T4 RNA Ligase 1 (ssRNA Ligase) 215
T4 RNA Ligase 1 (ssRNA Ligase), High Concentration 215
T4 RNA Ligase 2 (dsRNA Ligase) 215
T4 RNA Ligase 2, truncated 215
T4 RNA Ligase 2, truncated K227Q 216
T4 RNA Ligase 2, truncated KQ 216
RtcB Ligase 216
Thermostable 5´ App DNA/RNA Ligase 216
5´ DNA Adenylation Kit 217
SplintR Ligase 217
RNA 5' Pyrophosphohydrolase (RppH) 217
5´ Deadenylase 218
RNase If 218
RNase H 218
Thermostable RNase H 218
RNase HII 219
Quick CIP 219
Antarctic Phosphatase 219
Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) 219
T4 Polynucleotide Kinase 219
ShortCut RNase III 219
XRN-1 219

RNase Control
Exonuclease T 220
Nucleoside Digestion Mix 220
DNase I (RNase-free) 220
DNase I- XT 220
RNase Inhibitor, Murine 221
RNase Inhibitor, Human Placenta 221
Ribonucleoside Vanadyl Complex 221

NEBNext Reagents for RNA Library Preparation
NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina 222
NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep  
with Sample Purification Beads 222
NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for Illumina 222
NEBNext Ultra II RNA Library Prep  
with Sample Purification Beads 222
NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library Prep Kit  
for Illumina 222
NEBNext Single Cell/Low Input cDNA Synthesis  
& Amplification Module 222

RNA Cleanup & Isolation
Magnetic mRNA Isolation Kit 222, 239
Oligo d(T)25 Magnetic Beads 223, 239
Streptavidin Magnetic Beads 223, 239

EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kit 223, 282
Monarch Total RNA Miniprep Kit 224
Monarch RNA Cleanup Kit (10 μg) 224
Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg) 224
Monarch RNA Cleanup Kit (500 μg) 224

RNA Markers & Ladders
dsRNA Ladder 225
microRNA Marker 225
ssRNA Ladder 225
Low Range ssRNA Ladder 225

Other
RNA Loading Dye, (2X) 225
Universal miRNA Cloning Linker 225

タンパク質発現 & 精製

Protein Expression Overview 230

Cell-Free Expression
NEBExpress Cell-free E. coli Protein Synthesis System 231
PURExpress In Vitro Protein Synthesis Kit 232
PURExpress Δ Ribosome Kit 232
PURExpress Δ (aa, tRNA) Kit 232
PURExpress Δ RF123 Kit 232

E. coli
NEBExpress MBP Fusion and Purification System 233
IMPACT Kit 234
Guide to IMPACT vectors and applications 234

Yeast
K. lactis Protein Expression Kit 235

Competent Cells for Protein Expression
NEBExpress Competent E. coli (High Efficiency) 236
NEBExpress Iq Competent E. coli (High Efficiency) 236
T7 Express Competent E. coli (High Efficiency) 236
T7 Express lysY Competent E. coli (High Efficiency) 236
T7 Express lysY/Iq Competent E. coli (High Efficiency) 236
SHuffle Express Competent E. coli 236
SHuffle T7 Express Competent E. coli 236
SHuffle T7 Express lysY Competent E. coli 236
SHuffle T7 Competent E. coli 236
BL21 Competent E. coli 236
BL21(DE3) Competent E. coli 236
Lemo21(DE3) Competent E. coli 236
NiCo21(DE3) Competent E. coli 236

Cell Lysis
NEBExpress T4 Lysozyme 236
NEBExpress E. coli Lysis Reagent  237

Purification
Purification Beads, Columns and Resin Selection Chart 237

Polyhistidine-tagged Protein Purification
NEBExpress Ni-NTA Magnetic Beads 238
NEBExpress Ni Resin 238
NEBExpress Ni Spin Columns 238
TEV Protease 238, 274

Maltose Binding Protein (MBP) Purification
Amylose Resin 238
Amylose Resin High Flow 238
Amylose Magnetic Beads 238
Anti-MBP Magnetic Beads 238
Anti-MBP Monoclonal Antibody 238

Chitin Binding Domain (CBD) Purification
Chitin Resin 238
Chitin Magnetic Beads 238
Anti-CBD Monoclonal Antibody 238

Magenetic Bead Purification Products
Oligo d(T)25 Magnetic Beads 239
Magnetic mRNA Isolation Kit 239
Streptavidin Magnetic Beads 239
Hydrophilic Streptavidin Magnetic Beads 239
Protein A Magnetic Beads 239
Protein G Magnetic Beads 239
6-Tube Magnetic Separation Rack 239

50 ml Magnetic Separation Rack 239
12-Tube Magnetic Separation Rack 239
96-Well Microtiter Plate Magnetic Separation Rack 239
NEBNext Magnetic Separation Rack 239

コンピテントセル

Competent Cell Strain Properties 244

Cloning Strains
NEB Cloning Competent E. coli Sampler 246
NEB Turbo Competent E. coli (High Efficiency) 246
NEB 10-beta Competent E. coli (High Efficiency) 247
NEB 10-beta Electrocompetent E. coli 247
NEB 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency) 247
NEB 5-alpha Competent E. coli (Subcloning Efficiency) 247
NEB 5-alpha F'Iq Competent E. coli (High Efficiency) 247
NEB Stable Competent E. coli (High Efficiency) 248
dam–/dcm– Competent E. coli 248
NEB Tube Opener 248

Protein Expression Strains
BL21 Competent E. coli 249
BL21(DE3) Competent E. coli 249
Lemo21(DE3) Competent E. coli 249
NiCo21(DE3) Competent E. coli 249
NEBExpress Competent E. coli (High Efficiency) 250
NEBExpress Iq Competent E. coli (High Efficiency) 250
T7 Express Competent E. coli (High Efficiency) 251
T7 Express lysY Competent E. coli (High Efficiency) 251
T7 Express lysY/I q Competent E. coli (High Efficiency) 251
SHuffle Express Competent E. coli 252
SHuffle T7 Express Competent E. coli 252
SHuffle T7 Competent E. coli 253
SHuffle T7 Express lysY Competent E. coli 253

糖鎖生物学 & 
プロテインツール

Endoglycosidases
Endo F2 258
Endo F3 258
Endo D 259
Endo H 259
Endo Hf 259
Endo S 260
PNGase A 260
PNGase F 261
PNGase F (Glycerol-free) 261
PNGase F, Recombinant 261
PNGase F (Glycerol-free), Recombinant 261
Rapid PNGase F 261
Rapid PNGase F (non-reducing format) 261
Remove-iT PNGase F 262
O-Glycosidase 262
Boletopsis grisea Lectin (BGL) 262
Protein Deglycosylation Mix II 263
Fetuin 263

Exoglycosidases
α-N-Acetylgalactosaminidase 264
β-N-Acetylglucosaminidase S 264
β-N-Acetylhexosaminidasef 264
α1-2 Fucosidase 265
α1-3,4 Fucosidase 265
α1-2,4,6 Fucosidase O 265
α1-3,6 Galactosidase 266
α1-3,4,6 Galactosidase 266
β1-3 Galactosidase 266
β1-3,4 Galactosidase 267
β1-4 Galactosidase S 267
α1-2,3 Mannosidase 268
α1-2,3,6 Mannosidase 268
α1-6 Mannosidase 268
α2-3,6,8 Neuraminidase 269
α2-3,6,8,9 Neuraminidase A 269
α2-3 Neuraminidase S 269
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Heparin Lyases
Bacteroides Heparinase I 270
Bacteroides Heparinase II 270
Bacteroides Heparinase III 270

Proteases
Endoglycoceramidase I (EGCase I) 271
IdeZ Protease (IgG-specific) 271
O-Glycoprotease (IMPa) 271
Trypsin-ultra, Mass Spectrometry Grade 272
α-Lytic Protease 272
Endoproteinase LysC 272
Endoproteinase GluC 273
Endoproteinase AspN 273
Trypsin-digested BSA MS Standard (CAM-modified) 273
Proteinase K, Molecular Biology Grade 274
Thermolabile Proteinase K 274
TEV Protease 274
Factor Xa Protease 275
Enterokinase, light chain 275
Furin 275

Protein Phosphatases & Kinases
Lambda Protein Phosphatase (Lambda PP) 276
cAMP-dependent Protein Kinase (PKA), catalytic subunit 276
Casein Kinase II (CK2) 276

Phage Display
Ph.D. Peptide Display Cloning System 276
Ph.D.-7 Phage Display Peptide Library Kit v2 277
Ph.D.-12 Phage Display Peptide Library Kit v2 277
Ph.D.-C7C Phage Display Peptide Library Kit v2 277

エピジェネティクス

Epigenetics
T4 Phage β-glucosyltransferase (T4-BGT) 282
EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kit 282
EpiMark Hot Start Taq DNA Polymerase 282

Control DNA
5-methyl-dCTP 282

Methylation-Dependent Restriction Enzymes
AbaSI 283
FspEI 283
LpnPI 283
MspJI 283
McrBC 284

Additional Restriction Enzymes  
for Epigenetic Analysis
DpnI 284
DpnII 284
HpaII 284
MspI 284

DNA Methyltransferases
CpG Methyltransferase (M.SssI) 284
GpC Methyltransferase (M.CviPI) 284
AluI Methyltransferase 284
BamHI Methyltransferase 284
dam Methyltransferase 284
EcoGII Methyltransferase 284
EcoRI Methyltransferase 284
HaeIII Methyltransferase 284
Hhal Methyltransferase 284
HpaII Methyltransferase 284
MspI Methyltransferase 284
TaqI Methyltransferase 284

NEBNext Reagents for Enzymatic Methyl-seq (EM-seq)
NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit 285
NEBNext Enzymatic Methyl-seq Conversion Module 285
NEBNext Enzymatic 5hmC-seq Kit 285
NEBNext Enzymatic 5hmC-seq Conversion Module 285
NEBNext Q5U Master Mix 285
NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic Methyl-seq  
(Unique Dual Index Primer Pairs) 285
NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic 5hmC-seq  285

細胞解析

SNAP-tag and CLIP-tag – Self-Labeling Tag Technology 290
Comparison of SNAP-tag/CLIP-tag Technologies to GFP 291

Fluorescent Substrates for Protein Labeling
SNAP-Cell 430 291
SNAP-Cell 505-Star 291
SNAP-Cell Oregon Green 291
SNAP-Cell TMR-Star 291
SNAP-Cell 647-SiR 291
SNAP-Surface Alexa Fluor 488 291
SNAP-Surface 488 291
SNAP-Surface Alexa Fluor 546 291
SNAP-Surface 549 291
SNAP-Surface 594 291
SNAP-Surface Alexa Fluor 647 291
SNAP-Surface 649 291
CLIP-Cell 505 291
CLIP-Cell TMR-Star 291
CLIP-Surface 488 291
CLIP-Surface 547 291
CLIP-Surface 647 291

Blocking Agents
SNAP-Cell Block 292
SNAP-Surface Block 292

Antibodies and Proteins
Anti-SNAP-tag Antibody (Polyclonal) 292
SNAP-tag Purified Protein 292

Cloning Vectors
pSNAPf Vector 292
pSNAP-tag (T7)-2 Vector 292
pCLIPf Vector 292

Biotin Labels
SNAP-Biotin 293
CLIP-Biotin 293

Magnetic Beads
SNAP-Capture Magnetic Beads 293

Building Blocks
BG-PEG-NH2 293
BG-GLA-NHS 293
BG-Maleimide 293

テクニカルリファレンス

Online Interactive Tools, Databases & Mobile Apps
Online Tools 298
Additional Databases 299
Freezer Locator 299
Mobile Apps 299

Restriction Endonucleases
Optimizing Restriction Enzyme Reactions 300
Double Digestion 301
Types of Restriction Enzymes 301
Restriction Enzyme Troubleshooting Guide 302

Performance
Performance Chart for Restriction Enzymes 303–309
Activity at 37°C for Restriction Enzymes 310
Activity of DNA Modifying Enzymes in rCutSmart Buffer 310
Tips for Avoiding Star Activity 311
High-Fidelity (HF) Restriction Enzymes 311

Properties of Restriction Enzymes
Isoschizomers 312
Survival in a Reaction 312, 313
Compatible Cohesive Ends and Generation of  
New Restriction Sites 314, 315

Methylation Sensitivity
Dam (GmATC), Dcm (CmCWGG) and CpG (mCG)  
Methylation 316

PCR, qPCR & RT-qPCR
General Guidelines for PCR Optimization 317
PCR Troubleshooting Guide 318
Optimization Tips for Luna qPCR 319
Optimization Tips for Luna One-Step RT-qPCR 320
Luna qPCR Troubleshooting Guide 321
Luna One-Step RT-qPCR Troubleshooting Guide 322
Cleavage Close to the End of DNA Fragments 323
Activity of Restriction Enzymes in PCR Buffers 324, 325

Cloning & DNA Assembly
Getting Started with Molecular Cloning 326
Optimization Tips for Golden Gate Assembly 327
NEBridge Ligase Master Mix Protocol Guidelines 328
Type IIS Restriction Enzymes 329
Optimization Tips for NEBuilder HiFi DNA Assembly  
and NEB Gibson Assembly 330
Traditional Cloning Quick Guide 331, 332
Troubleshooting Guide for Cloning 333–335
Optimization Tips for Your Cloning Reactions 336, 337

Nucleic Acid Purification
Troubleshooting Guide for DNA Cleanup &  
Plasmid Purification Using Monarch Kits 338
Guidelines for Choosing Sample Input Amounts  
When Using the Monarch Genomic Purification Kit 339
Troubleshooting Guide for Genomic DNA Purification  
When Using the Monarch Kit 340, 341
Guidelines for Choosing Sample Input Amounts  
When Using the Monarch Total RNA Miniprep Kit 342
Troubleshooting Guide for Total RNA Extraction &  
Purification Using Monarch Kits 343
Guidelines for Choosing Sample Input Amounts  
When Using the Monarch HMW DNA Extraction Kit  
for Cells & Blood 344
Guidelines for Choosing Sample Input Amounts  
When Using the Monarch HMW DNA Extraction Kit  
for Tissue, Bacteria and Other Samples 345

Transformation
Genetic Markers 346, 347
Enhancing Transformation Efficiency 348
Protein Expression with T7 Express Strains 349

NGS Library Preparation
Troubleshooting Guide for NEBNext DNA Library Prep Kits 350
Guidelines for NGS Library Prep 351

Protein Expression
SNAP-tag Technology-Troubleshooting Guide 352

DNA Maps
Lambda Map 353
M13mp18 Map 354
pBR322 Map 355
pKLAC2 Map 356
pMAL-c6T Map 357
pMiniT 2.0 Map 358
pNEB206A Map 359
pSNAPf Map 360
pTXB1 Map 361
pTYB21 Map 362
pUC19 Map 363

General Molecular Biology Information
Genetic Code 364
Amino Acid Structures 364
DNA Base Pairs 365
Nucleic Acid Data 365
Isotope Data 365
Messenger RNA Modifications 366
Acids and Bases 367
Protein Data 367
Plasmid Gene Products 367
Nucleotide Physical Properties 367
Tris Buffer: pH vs Temperature 367
Agarose Gel Resolution 367

14



New England Biolabs Catalog の各版には、様々な科学的、環境的、あるいは人道的な分野のミニレビューが掲載さ

れています。2023 〜 24 年のカタログのテーマは気候変動です。

ミニレビューは、Joanne Gibson 氏、Nicole Kelesoglu 氏、Lydia Morrison 氏により執筆されています。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す。彼女は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。Nicole は、NEB のマーケティング・コミュ

ニケーション・ライターで、Labconscious の編集者でもあります。彼女はニューハンプシャー州ダーラムにあるニューハンプシャー大学で微生物

学の学士号を取得しました。Lydia はコンテンツ戦略担当者であり、当社のソーシャルメディアマネージャーです。彼女はノースカロライナ大学チャ

ペルヒル校医学部で生化学・生物物理学の修士号を取得しました。

気候変動

16 認識から行動まで：

気候危機を乗り越える

58 温暖化する地球における種の移動

86 マングローブを復元して

その炭素捕捉力を最大限に高める

130 絶滅危惧種：オオカバマダラ

178
温暖化により、ベクター媒介性

疾患がさらに増加するのか？

254 食品輸送と食品選択の比較検討

278 クリーンで再生可能な

地熱エネルギーの利用

188
土壌の復元

– その答えは足元にあるか？

196 直接空気回収 – CO2 排出削減戦略を

強化するための有望な技術

286 ファストファッションのコスト

294 研究室で二酸化炭素排出量を

どのように削減できるか？

226 森林再生による CO2 排出量の相殺

240 風力発電と野生生物保護のバランス

142 世界的な食糧不足を

食い止められるか？

New England Biolabs がスポンサーとなっている Labconscious は、研究室で持続可能な業務を推進するライフサイ

エンスコミュニティのためのオープンな資源およびブログです。研究室の廃棄物を削減する方法、リサイクルと再利

用に関するヒント、水を節約してエネルギーを節約するためのアイデア、グリーンケミストリーや研究室供給品など、

さらに多くのものを見つけます。www.labconscious.com のディスカッションに参加してください。
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動いている地球の

美しい景色を体験

してください。

認識から行動まで： 
気候危機を乗り越える

地球の美しい景色、軌道上の衛星から

のタイムラプス映像。NASA から提供さ

れた画像に基づいています。

提供：fabioderby、Adobe Stock

1970 年代、地球の温度上昇は人間の活動に起因する温室効果ガスの加温効果と

相関することが科学者らによって認識されました。気候変動に対する科学的根拠

を検証するため、1988 年に「気候変動に関する政府間パネル（IPCC）」が発足し、

1990 年に気候変動の科学的理解に関する初めての報告が発表されました。これ

は、地球温暖化の問題に対処するためのより協調的な取り組みの始まりとなりま

した。

2015 年、パリ協定と呼ばれる気候変動に関する国際条約が制定され、産業革命

前と比べて地球の気温上昇を 2℃未満に制限することを目的としています。合意

に達して以来、世界は温室効果ガスの排出量と地球温暖化を減速させてきました

が、私たちは依然としていくつかの重大な閾値、つまり「転換点」の瀬戸際にあり、

それを超えると地球の気候が不可逆的な事態を地球に引き起こす可能性がありま

す。

必要な変更の実施は、多くの再生可能エネルギー技術をサポートするためのイン

フラストラクチャー開発の初期費用など、いくつかの要因により困難です。世界

経済は脱炭素化に向けて動いていますが、化石燃料の燃焼を中心に構築されたシ

ステムの変更は大きな課題であり、経済的利益の相反も進歩を妨げています。再

生可能エネルギー源への移行は、最も有望な気候変動緩和戦略の 1 つであり、

この分野における広範な研究開発により、化石燃料とのコスト競争力はますます

高まっています。環境に害を及ぼすことなく、化石燃料と同等のエネルギーを利

用できる可能性を秘めた再生可能でクリーンなエネルギーの唯一の形態はありま

せんが、未来の持続可能でクリーンな電力はおそらく特定の地域や気候に適応し

た多くの形式の再生可能エネルギー源で構成されるでしょう。

持続可能な土地利用の実践も、気候変動への対応に不可欠な要素です。土壌の

健康に関する知識はここ数十年で劇的に拡大し、農作業の変化は作物収量の増

加や水管理の改善につながっています。また、作物、樹木、家畜を統合すること

で生物多様な生態系を保護することは、気候回復につながります。これらの生態

系内の樹木や土壌は、さらに炭素吸収源としても機能し、過剰な排出を防ぐこと

ができます。

持続可能な未来へ移行するには、集団的な努力と世界的な取り組みが必要です。

最近の最も有望な変化の 1 つは、事業運営の変更や森林再生プロジェクトにカー

ボンクレジットの購入を通じて、ネットゼロの達成に向けた大企業の取り組みが

高まっていることです。個人レベルでも、私たちは日々の考え方や行動を変える

ことで炭素排出量の削減に大きな影響を及ぼしています。これらの変化には、購

入する衣服、食べるもの、研究室、オフィス、家庭での資源の節約方法などがあ

ります。

さらに、炭素税、キャップアンドトレード制度、特定の汚染物質の排出規制を実

施する政策や規制に対する支持も高まっています。個人やコミュニティは、排出量

を削減し、気候変動に対抗するための草の根の取り組みやプロジェクトに参加し

始めています。

この地球の危機に対処するために、多くのプラスの変化が起きています。適切な

政策、行動、意識の高まりにより、私たちは気候変動から予測される悲惨な結果

を回避し、より穣で強靭な未来を創造することができます。



製品およびコンテンツは、New England Biolabs, Inc（NEB）が所有または管理する 1 つ以上の特許、商標および／または著作権が適用されます。商標シンボルの使用は、その

名称が、読まれる国で商標登録されていることを必ずしも示すものではなく、コンテンツが最初に開発された場所を示します。www.neb.com/ trademarks をご覧ください。こ

れらの製品を使用すると、特定のアプリケーションに対して追加の第 3 者知的財産権を取得する必要が生じる場合があります。詳細については、busdev@neb.com に電子メー

ルを送信してください。

NEB 製品の購入、受領および支払いは、NEB の https://www.neb.com/support/terms-of-sale 販売規約に基づきます。NEB は、その他の条件に同意せず、これに拘束されません。

ただし、これらの条件が NEB の正当な権限を有する代表者によって書面で明示的に合意された場合を除きます。

制限酵素トラブル 
シューティングガイド302

制限反応の最適化300

制限酵素

NEB：制限酵素の開発製造技術のリーダー

NEB は約 50 年にわたり酵素テクノロジーのリーダーとして制限酵素を分生生物学の研究コ

ミュニティに提供しており、今もなお最高純度と品質の酵素を開発し、製造し続けています。

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おり、この分野で科

学論文を発表し続けています。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ます。

NEB には特異性と性能を向上し続けている技術確認の歴史があります。この継続的な研究を

通して、最高の性能と利便性を提供するイノベーションの推進に取り組んでいます。

制限酵素活性チャート303
制限酵素反応の設定に役立つその

他のオンラインツール、ビデオ技

術のヒント、チュートリアルについ

ては、NEBrestrictionenzymes.
com をご覧ください。

What are restriction 
enzymes?

Featured Tools 
and Resources

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 分で切断できます。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

W E R T 7
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

めに色分けしてあります（NEB r1.1– 黄、NEB 
r2.1– 青、NEB r3.1– 赤、rCutSmar t– 緑）。

10 倍濃度の溶液として提供。詳細について

は、テクニカルリファレンスのセクションにあ

るパフォーマンスチャートを参照してくださ

い。

; エピジェネティクス研究に最適

s S-adenosylmethionine（SAM）が別バ

イアルで付属。100% の活性を得るために、

必要に応じて SAM を 1 倍反応混合物に加え

る必要があります。必要に応じて、酵素とと

もに SAM の濃縮ストックを供給します。

F 本酵素は別の組換えアルブミン

（rA lbumin）チューブとともに供給されます。

100% の活性を得るためには、1 倍反応混合

液に示された最終濃度まで rAlbumin を加え

る必要があります。

i I u dam、dcm、CpG メチル化

感受性。CpG メチル化は真核生物ゲノム

DNA が対象。詳細については、テクニカル

リファレンスのメチル化感受性のセクション

を参照してください。

> q 9 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

は、80℃で 20 分間処理にて評価。酵素を熱

により不活性化できる場合は、アイコンに温

度が表示されます。

( w ) $ % ^ 8
反応温度

J K L 制限酵素を希釈する際に最

適な希釈バッファー。詳細については、テク

ニカルリファレンスのセクションを参照してく

ださい。
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緑色の酵素には rCutSmart Buffer が付属しています。 Learn about dam, dcm 
and CpG methylation.

r AatII
r AbaSI
r AccI
 Acc65I
r AciI
r AclI
r AcuI
r AfeI
r AflII
r AflIII
r AgeI-HF
r AhdI
r AleI-v2
r AluI
r AlwI
r AlwNI
r ApaI
r ApaLI
r ApeKI
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-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-HF

r BssHII
r BssSI-v2
r BstAPI
r BstBI
r BstEII-HF
r BstNI
r 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 CviKI-1
r CviQI
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-HF
r LpnPI
r MboI
r MboII
r MfeI-HF
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-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-HF
r PvuII
r PvuII-HF
r RsaI
r RsrII
r SacI-HF
r SacII
r SalI

r SalI-HF
r SapI
r Sau3AI
r Sau96I
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-HF
r SphI
r SphI-HF
r SrfI
r SspI-HF
r StuI
r StyI-HF
r StyD4I
r SwaI
r TaqI-v2
r TfiI
r TseI
r Tsp45I
 TspMI
r TspRI
r Tth111I
r XbaI
r XcmI
r XhoI
r XmaI
r XmnI
r ZraI

ニッキングエンドヌクレアーゼ   54
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 WarmStart  Nt.BstNBI
r Nt.CviPII

ホーミングエンドヌクレアーゼ   56
r I-CeuI
r I-SceI
r PI-PspI
r PI-SceI

バッファー   57
NEBuffer 1
NEBuffer 2
NEBuffer 3
NEBuffer 4
rCutSmart Buffer
NEBuffer Set (r1.1, r2.1, r3.1 and rCutSmart)
NEBuffer Set (EcoRI/SspI, DpnII)
S-adenosylmethionine (SAM)
Nuclease-free Water
NEBuffer r2.1
NEBuffer r3.1

希釈液   57
Diluent A
Diluent B
Diluent C

ゲル・ローディングダイ   57
Gel Loading Dye, Blue (6X)
Gel Loading Dye, Orange (6X)
Gel Loading Dye, Purple (6X)
Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS

その他   57
Recombinant Albumin
Molecular Biology Grade
NEB Tube Opener

r リコンビナント酵素
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Looking to bring convenience to your workflow?
CutSmart BufferとTime-Saver™ 品質酵素で 
DNA切断をスピードアップ
NEB の制限酵素の 180 種類以上は、DNA を 5 〜 15 分で切断が可能です。また、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。NEB の制限酵素は、厳密な品質管理によ

り夾雑ヌクレアーゼが最小限で、サンプルの損失の心配がありません。

www.neb.com/timesaver

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は rCutSmart バッファー中で 100%の活性を示し、

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

リコンビナントアルブミンがあらかじめバッファーに含まれているため、別途添加の必要はなく、反

応中の酵素・タンパク質の安定化や、チューブ壁面やピペットチップ表面への非特異的吸着を防ぐこ

とができます。さらに多くの DNA 修飾酵素が rCutSmart Buffer 中で 100％の活性を示すため、制

限反応後の精製が不要になります。

www.NEBCutSmart.com

BSAフリーの反応バッファーで、同じ高性能を実現
近年、BSA フリー試薬に対するニーズが高まっていることから、NEB では反応バッファーに含まれる

BSA をリコンビナントアルブミン（rAlbumin）に切り替えており、また、酵素液を rAlbumin を含むものに

移行する過程にあります。これらの変更については厳密に検証されており、変更による性能の差は認め

られませんでした。

www.neb.com/BSA-free

Purple Gel Loading Dyeで確実に制限反応を確認
大半の NEB 制限酵素と HF 酵素に付属する Gel Loading Dye, Purple（6X）は 2 色の色素で構成され

ており、これらは他の色素で見られるような UV 照射下で影が生じず、DNA バンドを鮮明に確認す

ることができます。制限消化後、酵素が DNA と結合したままになり、電気泳動像が乱れることが

ありますが、Loading Dye, Purple（6X）には SDS が含まれているため、反応液に添加するだけで正

常で鮮明なバンドを確認することができます。

Gel Loading Dye, 
Blue (6X)

Gel Loading Dye, 
Purple (6X)

Light blue

Red/pink

UV shadow

1 2

Quick- Load Purple 1 kb DNA Ladder に含まれる Gel Loading Dye, 
Purple（6X）（レーン 1）は、Gel Loading Dye, Blue（6X）（レーン 2）
とは異なり、UV照射の際に DNA バンドを遮る影を生じない。

Learn about our switch  
to Recombinant Albumin.
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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 
パフォーマンス制限酵素
NEB 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、野生型制限酵素と

同じ特異性を持ち、加えてスター活性の低下、

迅速な消化（5 〜 15 分）および rCutSmar t 
Buf fer での 100% 活性という特長も兼ね備え

ています。

www.neb.com/HF

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。

www.neb.com/quality

EcoRI-HF（NEB#R3101）は、より高濃度で使用した場合でも、一
晩消化物中ではスター活性を示さない。50µLの r xnsを、λ DN A 
1µg、指示された酵素量および推奨される反応バッファーを用い
てセットアップした。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）

各社における EcoRI、Not I、および BamHI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 DN A（突出および平滑末端を有する）を用い、インキュベーション後、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。

Single-stranded OverhangDouble-stranded blunt top
Double-stranded blunt bottom
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3´ Overhang bottom 

5´ Overhang top 
5´ Overhang bottom 

0

20

40

60

80

100

120

D
eg

ra
da

tio
n 

(%
) 

EcoRI EcoRI-HF

NEB EcoRI

A B C D

Competitor EcoRI

0
NotI NotI-HF

NEB NotI

A B C D

Competitor NotI

2

4

6

8

10

12

14

16

D
eg

ra
da

tio
n 

(%
) 

0
BamHI BamHI-HF

NEB BamHI

A B C D

Competitor BamHI

20

40

60

D
eg

ra
da

tio
n 

(%
) 80

100

120

0 1 3 5 10 M 0 1 3 5 10 µl

NEB® EcoRI-HF® Competitor EcoRI

Unwanted
cleavage

 

ヌクレアーゼの混入試験：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

Learn about the benefits 
of HF enzymes.
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or 推奨 
バッファー

T

W
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 i

メチル化 
感受性 F

リコンビナント 
アルブミン

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

メモ：NEBuf fer r2.1中ではスター活
性を生じることがある。

AatII T n r t K w q u

#R0117S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥11,400
#R0117L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

AccI T n r t J w q u

#R0161S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200
#R0161L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥54,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 10 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

メモ：NEBuf fer r2.1中ではスター活
性を生じることがある。

Acc65I R n r t J w > u I

#R0599S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0599L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 75 100 25

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

AciI T n r t J w > u

#R0551S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0551L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 25 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

AclI T n r t K w 9 u

#R0598S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0598L 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃ 

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。

AcuI T n r t K w >

#R0641S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0641L 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

AfeI T n r K w > u

#R0652S 200 units   .  .  .  .  .  .  . ¥6,400
#R0652L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥26,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 25 100

AbaSI
販売終了

代替品：なし
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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

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

AflII T n r t J w >

#R0520S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0520L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

AflIII R n r t K w q

#R0541S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0541L 1,250 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 100 50

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

AgeI-HF®
 T n r e t J w > u

#R3552S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200
#R3552L 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥54,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

AhdI T n r t J w > u

#R0584S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥14,000
#R0584L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥57,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 25 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

AleI-v2 T n r e K w > u

#R0685S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0685L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

AluI T n r t K w q

#R0137S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0137L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥50,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

AlwI T n r J w 9 i

#R0513S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0513L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：メチル化の影響を受けない

AlwNI T n r t J w q I

#R0514S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0514L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 50 100

メチル化感受性：

dam：切断がブロックされる
dcm：メチル化の影響を受けない
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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：50,000 units/ml

25℃における活性：100%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

ApaI T n r t J w > u I

#R0114S 5,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥6,400
#R0114L 25,000 units   .  .  .  .  .  . ¥26,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 25 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

ApaLI T n r t J w 9 u

#R0507S 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0507L 12,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000
高濃度品（5X）
#R0507M 12,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

反応条件：NEBuffer r3.1、75℃

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

ApeKI R n r t K 8 9 u

#R0643S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0643L 1,250 units   .  .  .  .  .  . ¥55,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 100 10

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

ApoI-HF®
 T n r e t K w q

#R3566S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,800
#R3566L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥52,600

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：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

AscI T n r t J w q u

#R0558S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0558L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 10 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない 

メモ：NEBuf fer r2.1中ではスター活
性を生じることがある。グリセロー

ル濃度が 5%を超える場合、スター
活性を生じることがある。

AseI R n r t K w >

#R0526S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600
#R0526L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000
高濃度品（5X）
#R0526M 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 100 10

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる 

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。

AsiSI T n r K w q u

#R0630S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0630L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

AvaI T n r t J w q u

#R0152S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0152L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000
高濃度品（5X）
#R0152T 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0152M 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 25 100
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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

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

AvaII T n r t J w q u I

#R0153S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0153L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000
高濃度品（5X）
#R0153M 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

AvrII T n r t K w 9

#R0174S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥10,000
#R0174L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥15,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

25℃における活性：100%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

BaeI T n r t J w > u

#R0613S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BaeGI R n r t J w q

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

% Activity 75 75 100 25

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メ モ：NEBuf fer r1.1、r2.1 お よ び
rCutSmart Buffer中ではスター活性
を生じることがある。グリセロール

濃度が 5%を超える場合、スター
活性を生じることがある。

BamHI R n r t J w 9

#R0136S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,600
#R0136L 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,200
高濃度品（5X）
#R0136T 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,600
#R0136M 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BamHI-HF®
 T n r e t J w 9

#R3136S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,200
#R3136L 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥33,800
高濃度品（5X）
#R3136T 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,200
#R3136M 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥33,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

BanI T n r J w > u I

#R0118S 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 25 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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。

BanII T n r J w q

#R0119S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 50 100

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。
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反応条件：NEBuffer r2.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BbsI E n r t K w >

#R0539S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0539L 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 75

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BbsI-HF®
 T n r e t K w >

#R3539S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200
#R3539L 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥54,200
高濃度品（2.5X）
#R3539M 1,000 units   .  .ウェブ参照

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

BbvI T n r t @ K w >

#R0173S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。

BbvCI T n r K w 9 u

#R0601S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0601L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

BccI T n r J w >

#R0704S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0704L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

BceAI R n r J w > u

#R0623S 50 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0623L 250 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

メモ：NEBuffer r2.1および rCutSmart 
Buffer中ではスター活性を生じるこ
とがある。

BcgI R n r @ J w > u i

#R0545S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 75 100 50

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BciVI T n r t L w q

#R0596S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0596L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 <10 100

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

メ モ：NEBuf fer r1.1、r2.1 お よ び
rCutSmart Buffer中ではスター活性
を生じることがある。反応時間が

長い、酵素濃度が高い、グリセロー

ル濃度が 5%を超える場合、スター
活性を生じることがある。

26

NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
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

反応条件：NEBuffer r3.1、50℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：50%

メチル化感受性：

dam：切断がブロックされる
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BclI R n r t J ) 9 i

#R0160S 3,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 75

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：切断がブロックされる
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BclI-HF T n r e t K w > i

#R3160S 3,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R3160L 15,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

BcoDI T n r t K w 9 u

#R0542S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 75 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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。

BfaI T n r K w q

#R0568S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200
#R0568L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥54,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 <10 100

反応条件：NEBuffer r3.1、50℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

BfuAI R n r t @ K ) > u

#R0701S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0701L 1,250 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 25 100 10

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

BglI R n r t K w > u

#R0143S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,000
#R0143L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 25 100 10

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BglII R n r t J w 9

#R0144S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥9,600
#R0144L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥39,400
高濃度品（5X）
#R0144M 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥39,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 100 <10

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BlpI T n r t J w 9

#R0585S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥14,000
#R0585L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥57,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100
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反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

BmgBI R n r t K w > u

#R0628S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,800
#R0628L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥52,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 100 10

反応条件：NEBuffer r2.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：rCutSmart Buffer中ではスター
活性を生じることがある。

BmrI E n r K w >

#R0600S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 75 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BmtI-HF®
 T n r e t K w >

#R3658S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R3658L 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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。

BpmI R n r @ K w >

#R0565S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0565L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥50,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

Bpu10I R n r K w q

#R0649S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 25 100 25

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：NEBuffer r1.1および NEBuffer 
r3.1中ではスター活性を生じること
がある。

BpuEI T n r t K w >

#R0633S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

BsaAI T n r t L w 9 u

#R0531S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
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

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

BsaI-HF®v2 T n r e t K w q u I

#R3733S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R3733L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100
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反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：25%

BsaBI T n r K % q u i

#R0537S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 75 100

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

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。

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：切断がブロックされる

BsaHI T n r t L w q u I

#R0556S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BsaJI T n r J % q

#R0536S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：50%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BsaWI T n r t J % q

#R0567S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥14,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：NEBuffer r1.1および NEBuffer 
r2.1中ではスター活性を生じること
がある。

BsaXI T t L w 9

#R0609S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0609L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BseRI T n r t J w q

#R0581S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥14,000
#R0581L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥57,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 75 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

BseYI R n r K w q u

#R0635S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0635L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 100 50

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BsgI T n r t @ K w >

#R0559S 50 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0559L 250 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 25 100
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反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

BsiEI T n r t J % 9 u

#R0554S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BsiHKAI T n r t J ^ 9

#R0570S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

反応条件：NEBuffer r3.1、55℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

メモ：NEBuf fer r2.1中ではスター活
性を生じることがある。

BsiWI R n r t K $ > u

#R0553S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0553L 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 100 25

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

BsiWI-HF®
 T n r e t K w 9 u

#R3553S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R3553L 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、55℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：50%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

BslI T n r t J $ 9 u I

#R0555S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0555L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BsmI T n r t J ^ q

#R0134S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0134L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、55℃

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：50%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

BsmAI T n r t K $ 9 u

#R0529S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200
#R0529L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥54,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

反応条件：NEBuffer r3.1、55℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

CpG：切断がブロックされる

BsmBI-v2 R n r e t K $ q u

#R0739S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥13,800
#R0739L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥56,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 100 25
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反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

37℃における活性：100%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。

BsmFI T n r J ^ q u I

#R0572S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0572L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BsoBI T n r t J w q

#R0586S 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

Bsp1286I T n r t J w >

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

#R0120S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 25 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

25℃における活性：100%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BspCNI T n r t J w q

#R0624S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 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℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

BspDI T n r J w q u i

#R0557S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 75 50 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断が影響を受ける

BspEI R n r t K w q u i

#R0540S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0540L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 100 <10

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BspHI T n r t J w q i

#R0517S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0517L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 25 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：NEBuf fer r2.1中ではスター活
性を生じることがある。

BspMI R n r @ K w >

#R0502S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 100 10
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反応条件：NEBuffer r3.1、50℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：50%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

BspQI R n r t K ) q

#R0712S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200
#R0712L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥54,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100

反応条件：NEBuffer r3.1、65℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BsrI R t K ^ q

#R0527S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600
#R0527L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 100 10

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

BsrBI T n r t J w q u

#R0102S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600
#R0102L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

反応条件：NEBuffer r2.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

65℃における活性：100%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

BsrDI E n r t J w q

#R0574S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0574L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 75 25

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

BsrFI-v2 T 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

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BsrGI-HF®
 T n r e t J w q

#R3575S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R3575L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、50℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000および 25,000 units/ml

37℃における活性：100%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

BssHII T n r t K ) > u

#R0199S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R0199L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥47,600
高濃度品（5X）
#R0199M 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥47,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BssSI-v2 T 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
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反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

BstAPI T n r J % q u

#R0654S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥17,600
#R0654L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥72,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：20,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

BstBI T n r t J ^ 9 u

#R0519S 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0519L 12,500 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BstEII-HF®
 T n r e t J w 9

#R3162S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R3162L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥47,000
高濃度品（5X）
#R3162M 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥47,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 10 <10 100

反応条件：NEBuffer r3.1、60℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BstNI R n r t J % 9

#R0168S 3,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R0168L 15,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 100 75

反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

BstUI T n r t J % 9 u

#R0518S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0518L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 25 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

BstXI R n r t K w q I

#R0113S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0113L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 100 25

反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BstYI T n r t J % 9

#R0523S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 75 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

BstZ17I-HF®
 T n r e t J w 9 u

#R3594S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R3594L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

Bsu36I T n r t L w q

#R0524S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0524L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BtgI T n r t K w q

#R0608S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：50%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断が影響を受ける

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

BtgZI T n r J % q u

#R0703S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0703L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 25 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない

dcm：メチル化の影響を受けない
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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。

BtsI-v2 T n r e t J w 9

#R0667S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0667L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、55℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：1,000 units/ml

37℃における活性：50%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BtsIMutI T n r e J $ q

#R0664S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥19,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、50℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

BtsCI T n r t K ) q

#R0647S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

Cac8I T t K w > u

#R0579L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥57,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

ClaI T r t J w > u i

#R0197S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0197L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 50 100
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：切断の正確な位置は、認識

部位に隣接する DNAの配列および
消化条件に応じて± 1塩基で変化
する可能性がある。

CspCI T n r t @ J w >

#R0645S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 10 100

CviAII
販売終了

代替品：なし

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。

CviKI-1 T n r J w 9

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

% Activity 25 100 100 100

反応条件：NEBuffer r3.1、25℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：NEBuffer r2.1および rCutSmart 
Buffer中ではスター活性を生じるこ
とがある。

CviQI R n r t L ( 9

#R0639S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200
#R0639L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥54,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 75

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

DdeI T n r t K w >

#R0175S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0175L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

DpnI T r t K w q u ;

#R0176S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0176L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 75 100

反応条件：NEBuffer DpnII、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：切断がブロックされる
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：NEBuf fer r3.1中ではスター活
性を生じることがある。NEBuf fer 
DpnIIの使用を推奨。

DpnII 7 r t K w > i ;

#R0543S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0543L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥55,200
高濃度品（5X）
#R0543T 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0543M 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥55,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 25 100 25

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

DraI T n r t J w >

#R0129S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥6,400
#R0129L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥26,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 75 50 100

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

メモ：DpnIは認識部位がメチル化
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 + 株であり、そのプラスミド

DNAは DpnIで切断できる。
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

DraIII-HF®
 T n r e t K w 9 u

#R3510S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R3510L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

DrdI T r t J w > u

#R0530S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0530L 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

EaeI T n r J w > u I

#R0508S 200 units   .  .  .  .  .  .  . ¥9,400
#R0508L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥38,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

EagI-HF®
 T n r e t K w > u

#R3505S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R3505L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000
高濃度品（5X）
#R3505M 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

EarI T n r t K w > u

#R0528S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600
#R0528L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 10 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

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。

EciI T n r J w > u

#R0590S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0590L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

25℃における活性：50%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

Eco53kI T n r t J w > u

#R0116S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

EcoNI T n r t J w >

#R0521S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0521L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥55,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 75 100
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

EcoO109I T n r t J w > I

#R0503S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃＋ ATP

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

EcoP15I R r t @ J w >

#R0646S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

反応条件：NEBuf fer EcoRI /SspI、
37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

メモ：NEBuffer r2.1または rCutSmart 
Buffer中ではスター活性を生じるこ
とがある。

EcoRI 7 n r t L w > u

#R0101S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,600
#R0101L 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,200
高濃度品（5X）
#R0101T 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,600
#R0101M 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 50 50

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

EcoRI-HF®
 T n r e t L w > u

#R3101S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,200
#R3101L 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥33,800
高濃度品（5X）
#R3101T 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,200
#R3101M 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥33,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 <10 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

EcoRV R n r t J w q u

#R0195S 4,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R0195L 20,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,600
高濃度品（5X）
#R0195T 4,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R0195M 20,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 100 10

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

EcoRV-HF®
 T n r e t K w > u

#R3195S 4,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R3195L 20,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,600
高濃度品（5X）
#R3195T 4,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R3195M 20,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

Esp3I T n r t K w > u

#R0734S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥14,600
#R0734L 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥66,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 <10 100

反応条件：NEBuffer r2.1、55℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

37℃における活性：100%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

FatI E n r J $ q

#R0650S 50 units   .  .  .  .  .  . ¥17,800
#R0650L 250 units   .  .  .  .  .  . ¥72,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 50 50
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反応条件：rCutSmart Buffer、55℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：50%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

FauI T n r J $ > u

#R0651S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

Fnu4HI T n r t J w 9 u

#R0178S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0178L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

FokI T n r @ J w > u I

#R0109S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0109L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 75 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

CpG：切断がブロックされる

FseI T n r t K w > u I

#R0588S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥14,000
#R0588L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥57,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 75 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

FspI T n r t L w 9 u

#R0135S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0135L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 10 100

FspEI
販売終了

代替品：なし

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

HaeII T n r t J w q u

#R0107S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R0107L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥47,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

HaeIII T n r t J w q

#R0108S 3,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,600
#R0108L 15,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,200
高濃度品（5X）
#R0108T 3,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,600
#R0108M 15,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 25 100
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

HhaI T n r t J w > u

#R0139S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R0139L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

反応条件：NEBuffer r1.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

HgaI W n r J w > u

#R0154S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

HincII T n r t K w > u

#R0103S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,400
#R0103L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

反応条件：NEBuffer r2.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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。

HindIII E n r K w q

#R0104S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,600
#R0104L 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,200
高濃度品（5X）
#R0104T 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,600
#R0104M 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 50 50

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

HindIII-HF®
 T n r e t K w q

#R3104S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,200
#R3104L 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥33,800
高濃度品（5X）
#R3104T 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,200
#R3104M 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥33,800

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：80℃で 20分間

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

HinfI T n r t J w q u

#R0155S 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,400
#R0155L 25,000 units   .  .  .  .  .  . ¥46,400
高濃度品（5X）
#R0155T 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,400
#R0155M 25,000 units   .  .  .  .  .  . ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

HinP1I T n r t J w > u

#R0124S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：5,000 units/ml

HpaI T n r J w 9 u

#R0105S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R0105L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥47,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 75 25 100

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

メモ：NEBuf fer r2.1中ではスター活
性を生じることがある。反応時間

が長い、酵素濃度が高い、グリセ

ロール濃度が 5%を超える場合、
スター活性を生じることがある。

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

HpaII T n r t J w q u ;

#R0171S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0171L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000
高濃度品（5X）
#R0171M 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：切断がブロックされる

HphI T n r t K w > i I

#R0158S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0158L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

Hpy99I T n r J w > u

#R0615S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0615L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 10 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

Hpy166II T n r t L w > u

#R0616S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

dcm：メチル化の影響を受けない
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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。

Hpy188I T n r J w > i

#R0617S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0617L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

Hpy188III T n r K w > u i

#R0622S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0622L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

HpyAV T n r t w > u

#R0621S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200
#R0621L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥54,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

HpyCH4III T n r J w >

#R0618S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0618L 1,250 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 <10 100

dcm：切断がブロックされる
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：スター活性は消化時間が延長

したこと、酵素濃度が高いこと、

またはグリセロール濃度が 5%を
超えることにより生じると考えられ

る。

40

NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
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

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

HpyCH4IV T n r t J w > u

#R0619S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0619L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

HpyCH4V T n r t J w >

#R0620S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0620L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

KasI T n r K w > u

#R0544S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R0544L 1,250 units   .  .  .  .  .  . ¥47,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

KpnI-HF®
 T n r e t J w 9

#R3142S 4,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥9,400
#R3142L 20,000 units   .  .  .  .  .  . ¥38,400
高濃度品（5X）
#R3142M 20,000 units   .  .  .  .  .  . ¥38,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 <10 100

LpnPI
販売終了

代替品：なし

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000および 25,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：切断がブロックされる
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

メモ：MboIは damメチル化により
切断がブロックされるが、イソシゾ

マーである Sau 3 A Iは damメチル
化の影響を受けない。

MboI T n r t J w > u i

#R0147S 500 units   .  .  .  .  .  .  . ¥5,800
#R0147L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥23,400
高濃度品（5X）
#R0147M 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥35,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：NEBuf fer r1.1中ではスター活
性を生じることがある。

MboII T n r t @ L w > i

#R0148S 300 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,800
#R0148L 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥36,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

MfeI-HF®
 T n r e t J w 9

#R3589S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R3589L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 25 <10 100
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

MluI-HF®
 T n r e t J w 9 u

#R3198S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,000
#R3198L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

MluCI T n r t J w 9

#R0538S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0538L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 10 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

MlyI T n r t J w >

#R0610S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0610L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

MmeI T n r t @ K w > u

#R0637S 100 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0637L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

MnlI T r t K w >

#R0163S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0163L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：5,000および 25,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：pBR322にある MscIの認識
配列は dcmメチル化部位とオー
バーラップしているため、pBR322
をクローニングに用いる際は dcm–

のホストで培養する

MscI T n r L w q I

#R0534S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0534L 1,250 units   .  .  .  .  .  . ¥55,200
高濃度品（5X）
#R0534M 1,250 units   .  .  .  .  .  . ¥55,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

MseI T n r t J w >

#R0525S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0525L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000
高濃度品（5X）
#R0525M 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 75 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

MslI T n r t J w q

#R0571S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0571L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 <10 100
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

MspI T n r t J w 9 ;

#R0106S 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0106L 25,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000
高濃度品（5X）
#R0106T 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0106M 25,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

MspA1I T n r t K w > u

#R0577S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0577L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。

MspJI T n r K w > ;

#R0661S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥21,200
#R0661L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥86,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、60℃

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

MwoI T n r t K % 9 u

#R0573S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0573L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

NaeI T n r @ J w 9 u

#R0190S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥11,400
#R0190L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 25 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

NarI T n r @ J w > u

#R0191S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0191L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

NciI T n r t J w 9 u

#R0196S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0196L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 10 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

NcoI R n r t J w q

#R0193S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R0193L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥47,400
高濃度品（5X）
#R0193T 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R0193M 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥47,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

NcoI-HF®
 T n r e t K w q

#R3193S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R3193L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥47,200
高濃度品（5X）
#R3193M 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥47,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

NdeI T n r t J w >

#R0111S 4,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R0111L 20,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

NgoMIV T r t @ J w 9 u

#R0564S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0564L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

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%
を超える場合、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：80℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

NheI-HF®
 T n r e t L w q u

#R3131S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R3131L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000
高濃度品（5X）
#R3131M 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

NlaIII T n r t K w >

#R0125S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0125L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

NlaIV T n r K w > u I

#R0126S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：2,000 units/ml

NmeAIII T n r @ K w >

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

% Activity 10 10 <10 100

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

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。

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

NotI R n r t L w > u

#R0189S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0189L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000
高濃度品（5X）
#R0189M 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 100 25
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

NotI-HF®
 T n r e t J w > u

#R3189S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R3189L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥47,600
高濃度品（5X）
#R3189M 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥47,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

NruI-HF®
 T n r e t J w 9 u i

#R3192S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥10,600
#R3192L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥43,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 0 25 50 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

NsiI R n r t K w >

#R0127S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥10,400
#R0127L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥42,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 75 100 25

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

NsiI-HF®
 T n r e t K w q

#R3127S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥6,000
#R3127L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥24,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 20 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

NspI T n r t J w >

#R0602S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0602L 1,250 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

PacI T n r t J w >

#R0547S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0547L 1,250 units   .  .  .  .  .  . ¥54,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 75 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

PaeR7I T n r t J w 9 u

#R0177S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。

PaqCI®
 T n r @ K w > u

#R0745S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥18,600
#R0745L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥76,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 10 100
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反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：rCutSmart Buffer中ではスター
活性を生じることがある。

PciI R n r K w q

#R0655S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0655L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 100 50

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

PflFI T n r t J w >

#R0595S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 25 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

PflMI R n r t J w > I

#R0509S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0509L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 0 100 100 50

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

PleI T n r @ J w > u

#R0515S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

PluTI T n r @ J w > u

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

% Activity 100 25 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

PmeI T n r t J w > u

#R0560S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥14,400
#R0560L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥59,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

PmlI T n r t J w > u

#R0532S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0532L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：メチル化の影響を受けない

PpuMI T n r t K w 9 I

#R0506S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0506L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥55,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100
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反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

PshAI T n r t J w > u

#R0593S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0593L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

PsiI-v2 T n r e t K w >

#R0744S 400 units   .  .  .  .  .  . ¥22,000
#R0744L 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥89,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、75℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：25%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：切断がブロックされる
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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

PspGI T n r J 8 9 I

#R0611S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

PspOMI T n r K w > u I

#R0653S 1,500 units   .  .  .  .  .  . ¥11,400
#R0653L 7,500 units   .  .  .  .  .  . ¥46,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断が影響を受ける

PspXI T n r K w 9 u

#R0656S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0656L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 25 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：80℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：rCutSmart Buffer中ではスター
活性を生じることがある。

PstI R n r t L w q

#R0140S 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥10,400
#R0140L 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥42,600
高濃度品（5X）
#R0140T 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥10,400
#R0140M 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥42,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 75 100 50

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

PstI-HF®
 T n r e t L w 9

#R3140S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,200
#R3140L 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥33,600
高濃度品（5X）
#R3140T 10,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,200
#R3140M 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥33,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 75 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

PvuI-HF®
 T n r e t K w 9 u

#R3150S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥11,000
#R3150L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥45,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100
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反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

メモ：rCutSmart Buffer中ではスター
活性を生じることがある。

PvuII R n r t K w 9

#R0151S 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R0151L 25,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,600
高濃度品（5X）
#R0151T 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R0151M 25,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

PvuII-HF®
 T n r e t K w 9

#R3151S 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R3151L 25,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,000
高濃度品（5X）
#R3151M 25,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

RsaI T n r t J w 9 u

#R0167S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R0167L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥45,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：5,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

RsrII T n r @ L w > u

#R0501S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200
#R0501L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥54,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 75 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

SacI-HF®
 T n r e t J w > u

#R3156S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥9,800
#R3156L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥40,000
高濃度品（5X）
#R3156M 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥40,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

SacII T n r t @ J w > u

#R0157S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R0157L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥47,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 10 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

SalI R n r t J w > u

#R0138S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥9,000
#R0138L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥36,800
高濃度品（5X）
#R0138T 2,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥9,000
#R0138M 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥36,800

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 100 <10

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃で 20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

SalI-HF®
 T n r e t J w > u

#R3138S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,600
#R3138L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,400
高濃度品（5X）
#R3138T 2,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,600
#R3138M 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 100 100
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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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

SapI T n r t K w >

#R0569S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0569L 1,250 units   .  .  .  .  .  . ¥55,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 50 <10 100

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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

Sau3AI W n r J w > u

#R0169S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥11,400
#R0169L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 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：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

Sau96I T n r J w > u I

#R0165S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

SbfI-HF®
 T n r e t K w q

#R3642S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R3642L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 25 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

ScaI-HF®
 T n r e t K w q

#R3122S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  . ¥8,600
#R3122L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,200
高濃度品（5X）
#R3122M 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥35,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 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：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

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。

ScrFI T n r L w > u I

#R0110S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 100 100

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：メチル化の影響を受けない
dcm：切断がブロックされる
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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

SexAI T n r J w > I

#R0605S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0605L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 75 50 100

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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

SfaNI R n r K w > u

#R0172S 300 units   .  .  .  .  .  . ¥21,800 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 75 100 25
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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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

SfcI T n r K w >

#R0561S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0561L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 50 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、50℃

濃度：20,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

SfiI T n r t @ L ) 9 u I

#R0123S 3,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,800
#R0123L 15,000 units   .  .  .  .  .  . ¥52,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：切断がブロックされる

SfoI T n r t K w 9 u I

#R0606S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0606L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

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%
を超える場合、スター活性を生じ

ることがある。

SgrAI T n r @ J w > u

#R0603S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0603L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 10 100

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

25℃における活性：100%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

メモ：CpGメチル化により切断がブ
ロックされる。

SmaI T n r t K w > u

#R0141S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,400
#R0141L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥46,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 <10 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、55℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

SmlI T n r J $ 9

#R0597S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0597L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 75 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：5,000および 25,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

メモ：NEBuf fer r1.1中ではスター活
性を生じることがある。反応時間

が長い、酵素濃度が高い、グリセ

ロール濃度が 5%を超える場合、
スター活性を生じることがある。

SnaBI T n r J w q u

#R0130S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R0130L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥45,600
高濃度品（5X）
#R0130M 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥45,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 50 10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

SpeI-HF®
 T n r e t L w q

#R3133S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R3133L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥47,600
高濃度品（5X）
#R3133M 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥47,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 10 100

50

NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
制
限
酵
素
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反応条件：NEBuffer r2.1、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：10,000および 80,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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。

SphI E n r K w >

#R0182S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥11,000
#R0182L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥45,200
高濃度品（8X）
#R0182M 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥45,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

SphI-HF®
 T n r e t K w >

#R3182S 500 units   .  .  .  .  .  .  . ¥9,800
#R3182L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥40,200
高濃度品（5X）
#R3182M 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥40,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 25 10 100

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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

SrfI T n r t K w > u

#R0629S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥16,200
#R0629L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥73,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 0 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

SspI-HF®
 T n r e t K w >

#R3132S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,800
#R3132L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥48,600
高濃度品（5X）
#R3132M 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥48,600

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

濃度：10,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：メチル化の影響を受けない

StuI T n r t J w 9 I

#R0187S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,600
#R0187L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥47,400
高濃度品（10X）
#R0187M 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥47,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

StyI-HF®
 T n r e t J w >

#R3500S 3,000 units   .  .  .  .  .  . ¥12,000
#R3500L 15,000 units   .  .  .  .  .  . ¥49,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 25 100

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：メチル化の影響を受けない
dcm：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

CpG：オーバーラップにより切断が
影響を受ける

StyD4I T r t K w > u I

#R0638S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥12,600 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 100 100

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

37℃における活性：25%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

SwaI R n r t K ( >

#R0604S 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0604L 10,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 100 10
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反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

TaqI-v2 T n r e t K ^ 9 i

#R0149S 4,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,400
#R0149L 20,000 units   .  .  .  .  .  . ¥46,400
高濃度品（5X）
#R0149T 4,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,400
#R0149M 20,000 units   .  .  .  .  .  . ¥46,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

TfiI T n r t L ^ 9 u

#R0546S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

TseI T r t K ^ 9 u

#R0591L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

Tsp45I T r J ^ 9

#R0583S 400 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0583L 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥55,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 <10 100

反応条件：rCutSmart Buffer、75℃

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

メモ：NEBuffer r1.1、NEBuffer r2.1ま
たは NEBuf fer r3.1中ではスター活
性を生じることがある。

TspMI T t K 8 9 u

#R0709S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 50 100

反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：10,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

TspRI T n r t K ^ 9

#R0582S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥14,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：10%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

Tth111I T n r t K ^ 9

#R0185S 400 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

XbaI T n r t J w > i

#R0145S 3,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R0145L 15,000 units   .  .  .  .  .  . ¥46,000
高濃度品（5X）
#R0145T 3,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,200
#R0145M 15,000 units   .  .  .  .  .  . ¥46,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 100 75 100
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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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
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。

XcmI E n r L w >

#R0533S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,400
#R0533L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥55,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 25 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断が影響を受ける

XhoI T n r t J w > u

#R0146S 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥10,000
#R0146L 25,000 units   .  .  .  .  .  . ¥41,200
高濃度品（5X）
#R0146M 25,000 units   .  .  .  .  .  . ¥41,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 100 100

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：65℃、20分間

濃度：10,000および 50,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断が影響を受ける

メモ：グリセロール濃度が 5%を超
える場合、スター活性を生じるこ

とがある。

XmaI T n r t J w > u

#R0180S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0180L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000
高濃度品（5X）
#R0180M 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 50 <10 100

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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

XmnI T n r t J w >

#R0194S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥11,800
#R0194L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥48,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 75 <10 100

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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

ZraI T n r K w q u

#R0659S 200 units   .  .  .  .  .  . ¥12,400
#R0659L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥51,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 25 10 100
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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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

Nb.BbvCI T n r J w q

#R0631S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0631L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

反応条件：NEBuffer r3.1、65℃

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：100%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

Nb.BsmI R n r J ^ q

#R0706S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 50 100 10

反応条件：rCutSmart Buffer、65℃

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：50%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

Nb.BsrDI T n r J ^ q

#R0648S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200
#R0648L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 25 100 100 100

反応条件：NEBuffer r3.1、37℃

濃度：20,000および 
100,000 units/ml

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

Nb.BssSI R n r K w 9

#R0681S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0681T 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 100 25

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 .Bs tNBI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 EndonucleaseMediated- 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 .

ニッキングエンドヌクレアーゼ

Learn about nicking enzymes, 
including WarmStart Nt.BstNBI.
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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

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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

Nb.BtsI T n r J w q

#R0707S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 75 100 75 100

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

メチル化感受性：

dam：切断がブロックされる
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

Nt.AlwI T n r J w q i

#R0627S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 100 100

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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：オーバーラップにより切断が
ブロックされる

Nt.BbvCI T n r J w q u

#R0632S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0632L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,000

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 50 100 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：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

Nt.BsmAI T n r J w > u

#R0121S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥12,800 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 100 50 10 100

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

37℃における活性：50%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

Nt.BspQI R n r K ) q

#R0644S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity <10 25 100 10

反応条件：NEBuffer r3.1、55℃

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：50%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

Nt.BstNBI R n r J $ q

#R0607S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥13,000
#R0607L 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥53,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 0 10 100 10

NEW

反応条件：NEBuffer r3.1、55℃

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：0%

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：メチル化の影響を受けない

WarmStart® Nt.BstNBI R n r J $ q h

#R0725S 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥15,000 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 0 10 100 25

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

メチル化感受性：

dam：メチル化の影響を受けない
dcm：メチル化の影響を受けない
CpG：切断がブロックされる

Nt.CviPII T n r J w > u

#R0626S 40 units   .  .  .  .  .  . ¥23,400 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 100 25 100
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ホーミングエンドヌクレアーゼ

濃度：5,000 units/ml

メモ：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。なお、この酵素は 3時
間のインキュベーション時間を必要とする。

（5 µgのコントロールプラスミドDNAが付属）

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：

#R0699S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥14,000
#R0699L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥57,200

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 10 100

I-CeuI T r K w >

濃度：5,000 units/ml

メモ：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。

（5 µgのコントロールプラスミドDNAが付属）

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：

#R0694S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200
#R0694L 2,500 units   .  .  .  .  .  . ¥54,400

NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 50 25 100

I-SceI T r K w >

濃度：5,000 units/ml

37℃における活性：10%

メモ：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。なお、この酵素は 3時
間のインキュベーション時間を必要とする。

（5 µgのコントロールプラスミドDNAが付属）

反応条件：NEBuffer PI-PspI、65℃ 
リコンビナントアルブミン（Molecular Biology Grade）を添加する。

特異性：ホーミング /認識部位を以下に示す：

#R0695S 500 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 10 10

PI-PspI 7 n r K ^ 9 F

濃度：5,000 units/ml

メモ：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。

（5 µgのコントロールプラスミドDNAが付属）

反応条件：NEBuffer PI-SceI、37℃ 
リコンビナントアルブミン（Molecular Biology Grade）を添加する。

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：

#R0696S 250 units   .  .  .  .  .  . ¥13,200 NEBuffer r1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

% Activity 10 10 10 10

PI-SceI 7 r K w > F

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（5,6）、通常 10-12 bp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 .
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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

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。

NEB Tube Opener
#C1008S 2 Each  . . . . . . . ¥3,800

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

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、カタログ内の Appendixまたは付属の制限酵素ポス
ターに一覧表示されている。

保存条件：–20℃で保存。

Diluentの組成：詳細については、付属の制限酵素ポスターまたは www.neb.comを参照。

Diluent A
#B8001S 5 ml  . . . . . . . . . ¥6,000

Diluent B
#B8002S 5 ml  . . . . . . . . . ¥6,000

Diluent C
#B8003S 5 ml  . . . . . . . . . ¥6,000

Diluent Bu� ers

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。
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、制限酵素が DNA基質に結合したままであっ
ても、シャープなバンドを検出可能である（B7025Sを除く）。プレキャスト・ダイとして SYBR ®または

GelRed®を使用する場合、SDS濃度が高いと DNAの移動度に干渉が見られることがあるため、Gel Loading 
Dye, Purple (6X), no SDS（NEB#B 7025）の使用を推奨する。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。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、標準的な 1％ TBEアガロースゲル上では約 300bpの位置で移動する。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し、標準的な 1％ TBEアガロースゲル上では
約 50bpの位置に移動する。さらに独自のパープル・ダイは BPBと移動度が同程度で、UV照射下に置いて
DNAバンドを遮る影を生じないため、すべてのバンドを鮮明に確認することができる。

組成：詳細は www.neb.comを参照。

メモ：反応液 25 μ Lに対し 5 μ Lまたは反応液 50 μ Lに対し 10 μ Lの Gel Loading Dyeを使用する。ゲルを
ローディングする前によく混和する。室温で保存。

SYBR® is a registered trademark of Molecular Probes, Inc.
GELRED® is a registered trademark of Biotium.

Gel Loading Dye, Blue (6X)
#B7021S 4 ml  . . . . . . . . . ¥9,200

Gel Loading Dye, Orange (6X)
#B7022S 4 ml  . . . . . . . . . ¥9,200

Gel Loading Dye, Purple (6X)
#B7024S 4 ml  . . . . . . . . . ¥8,000

Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS
#B7025S 4 ml  . . . . . . . . . ¥8,000

Gel Loading Dyes

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。

Recombinant Albumin, 
Molecular Biology Grade
#B9200S 12 mg  . . . . . . . ¥8,000

説明：NEBでは、各制限酵素に対しラベルが色分けされた
10 X NEBuf ferを提供最適（100%）な活性を保証している。
大部分の制限酵素には、4つの標準 NEBuf fersのうちの 1
つが同梱されている。標準 NEBuf ferで最適な活性をもた
ないいくつかの制限酵素では、独自の NEBufferが同梱され
ている。

NEBuffer setには、製品名に記されている複数のバッファー
が含まれる。NEBuffer Set （r1.1, r2.1, r3.1 and rCutSmart）に
はリコンビナントアルブミンが含有されている。

Nuclease-free Waterは、試薬の調製や酵素反応での使用に
理想的である。Nuclease-free Waterの製造には、酵素反応
の阻害を避けるために DEPCなどの毒性物質を使用してい
ない。

Reaction Bufferの組成：詳細については、付属の制限酵
素ポスターまたは www.neb.comを参照。

NEBuffer 1
#B7001S 5 ml  . . . . . . . . . ¥4,600

NEBuffer 2
#B7002S 5 ml  . . . . . . . . . ¥4,600

NEBuffer 3
#B7003S 5 ml  . . . . . . . . . ¥4,600

NEBuffer 4
#B7004S 5 ml  . . . . . . . . . ¥4,600

NEW
rCutSmart Buffer
#B6004S 5 ml  . . . . . . . . . ¥4,600

NEW
NEBuffer Set (r1.1, r2.1, r3.1 and rCutSmart)
#B7030S 1.25 ml each  . . . . . . . . . ¥4,600

NEBuffer Set (EcoRI/SspI, DpnII)
#B7006S 1.25 ml each  . . . . . . . . . ¥4,600

S-adenosylmethionine (SAM)
#B9003S 0.5 ml  . . . . . . . . . ¥7,200

Nuclease-free Water
#B1500S 25 ml  . . . . . . . . . ¥5,200
#B1500L 100 ml  . . . . . . . .¥12,200

NEW
NEBuffer r2.1
#B6002S 5 ml  . . . . . . . . . ¥4,600

NEW
NEBuffer r3.1
#B6003S 5 ml  . . . . . . . . . ¥4,600

Reaction Bu� ers

57

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





ノースカロライナ州東部の湿地帯

に生息するコハクチョウ

提供：blackboxguild, Adobe Stock

飛行中のコハク

チョウの姿をご覧

ください。

温暖化する地球における種の移動

気候変動に伴う生態系の乱れに対して、世界の動植物はそれぞれ異なる反応を示

しています。ストレスを受けた種が生き残るためには、適応するか、移動するか、

あるいはしばしばその両方が必要となります。生物が移動するのは、それらの試

みのためです。種の再分布を阻む物理的障壁には、自然発生的なものと、人為的

なものがあります。今日では生態系内部の圧力により、あらゆる種の集団が適応

できなくなっており、6500 万年ぶりの最大規模の気候変動の中で、地球上の生

命の回復力が急速に試されています。

現在、地球上の種の約半数が新たな地域に移っていると推定されています。熱帯

から極地まで、高温、降雨量、日照量、氷や積雪の変化によって生理的耐性が誘

発されています。状態変化に対する感受性は、生物によって大きく異なります。

例えば、わずか 1℃の温暖化が 4 週間続くだけで、サンゴは白化し、共生藻類を

排出して飢餓状態に陥ります。対照的に、高緯度に生息する昆虫類や一部の陸生

脊椎動物の変温動物は、熱帯に生息する同種の動物に比べ、より高い耐熱性を

示し、地球温暖化の恩恵を受ける可能性さえあります。生物が気候変動に対して

どのような耐性を持っていようと、最適な生息地のスペースを確保するためには、

時間との戦いがあります。 

移動できることは利点です。移動できる種は、より容易に移動し、新しい、より

低温の生息地を見つけることができます。例えば、冬の気温の上昇に遭遇した北

米の鳥類は、食料源を確保するためにさらに北上し、海岸から遠ざかっています。

科学者らも、季節性の渡りの時期の変化を観察しています。褐色の羽をもつモン

シロチョウの一種は、降雨量の少ない温かい夏には、南アフリカからモザンビー

クへの移動時期が早まっていることが知られています。

植物や木などの移動が難しい生物は、繁殖や種の分布を通じてゆっくりと移動し

ます。気候変動に適用するために重要な表現型は、樹木種のゲノムに集まる傾向

があります。複数の適応特性を有する種は、潜在的な生息地を拡大することがで

きます。北極圏のツンドラの低木は、気温と降水量の変化により夏が長くなった

ことで大きくなり、テリトリーを広げてきました。花が咲く植物は、繁殖期と花の

生産を、その地域の栄養の利用可能性、気温、共生受粉媒介者に適応させるこ

とで、分布を広げています。この現象は気候追跡として知られています。

急速にであれ、ゆっくりとであれ、新しい生息地への動植物の移動は新たな課題

をもたらします。移動する種は、生存に関する固有の生態学的関係、増殖率、表

現型の可塑性、遺伝的多様性のレベルから始まります。新たな捕食関係を生み出

す動きは、圧倒的なものになる可能性があります。これは、以前は孤立して進化

してきた南極海底の棘皮動物や軟体動物の場合に当てはまりますが、現在はカニ

の急速な侵入に直面しています。人為的な障害は、植物種と動物種の両方におい

て、遺伝的なつながりが減少することで、進化の可能性を妨げる可能性があります。

植物による気候追跡は、野生の哺乳類や鳥類がいなくなったことで、種子を遠く

に運ぶことができなくなってしまいました。このような相互主義的な生態系関係

はしばしば脅威となっており、温暖な地球上での移動には複雑なトレードオフが

関与していることを示しています。

生態学者は、動植物が移動したり適応するために十分な時間があるかどうかを非

常に懸念しています。移動する種の遺伝子フローは地球の生物多様性にどのよう

な影響を及ぼすのでしょうか？多種多様な種や生態系の存続や絶滅は、そのバ

ランスの上に成り立っています。
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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

NEBのポリメラーゼ： 
35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ます。

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

ています。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します。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ます。

蛍光ベースの定量的リアルタイム PCR（qPCR）は、その特異性および感度から、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。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りま

せん。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

は最適な増幅技術となりえます。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ます。

LyoPrime™凍結乾燥製品

ポイントオブケア市場が、従来の病院や検査室以外でも使用でき、ロバストで正確、か

つ費用対効果の高い診断検査の開発に重点を置くようになるにつれ、常温での輸送や保

管に耐える試薬へのニーズが高まっています。凍結乾燥は好ましい解決策であり、多くの

業界で確立された技術です。

酵素の開発、製造、凍結乾燥の専門知識を結集した NEB Lyophilization Sciences™は、

液体製品の高性能を犠牲にすることなく、保存安定性の高い凍結乾燥製品を生み出しま

した。これらの製品の最初の製品には、酵素と阻害剤の混合物が含まれており、加水分

解プローブに基づいた RT-qPCR で RNA を確実に検出します（72 ページ）。複雑でありな

がら使用が簡単な凍結乾燥製品を開発することで、特に分子診断分野の顧客に対してよ

り完全なソリューションを提供できます。
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NEBは PCR、qPCR、RT-qPCRおよび等温増幅等の増幅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。詳細については、www.neb.com/MDxを参照。

アプリケーション 製品 メモ 可能なカスタム

PC
R
ア
プ
リ
ケ
ー
シ
ョ
ン

qPCR/ 
RT-qPCR

DNA, Dye
• Luna Universal qPCR Master Mix (NEB #M3003)
DNA, Probe
• Luna Universal Probe qPCR Master Mix (NEB #M3004)

• 自動化および小スケールでの反応が可能
• 室温で 24時間以上安定

• 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 Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG (No ROX)  

(NEB #M3029)
• 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)
• LyoPrime Luna Probe One-Step RT-qPCR Mix with UDG (NEB #L4001)

• Luna WarmStart RTと Hot Start 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
• 凍結乾燥フォーマット（NEB #L4001）

• Blue dyeフリー
• 凍結乾燥対応
• プライマーと
プローブ（NEB 
#L4001）を添
加

RNA (2-step)
• LunaScript® RT SuperMix (NEB #E3010/#M3010)

• 新規の耐熱性 RT
• 1チューブフォーマット
• 13分間の cDNA合成プロトコール 

• 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

• カスタムミッ
クス

• Q5 Blood Direct 2X Master Mix (NEB #M0500) • 血液からのダイレクトな増幅 

• 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

• 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
• 吸光度プレートリーダーと組み合わせた自動化が可能

• 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

• WarmStart LAMP Kit (DNA & RNA) (NEB #E1700)
• WarmStart Multi-Purpose LAMP/RT-LAMP 2X Master Mix (with UDG)  

(NEB #M1708)
• WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit (with UDG) (NEB #E1708)

• 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

• 凍結乾燥対応
• 高濃度

• Tte UvrD Helicase (NEB #M1202) • 蛍光 LAMP反応の特異性を改善 • 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)
• WarmStart Nt.BstNBI (NEB #R0725)

• 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

• 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) • カスタム濃度

• Nuclease-free Water (NEB #B1500)

• Antarctic Thermolabile UDG (NEB #M0372) • 等温増幅および RT-qPCRワークフローにおいて、完全
な熱失活が可能な UDG

• 高濃度

• Proteinase K, Molecular Biology Grade (NEB #P8107) • カスタム濃度

• Thermolabile Proteinase K (NEB #P8111) • 等温増幅および RT-qPCRワークフローにおいて、完全
な熱失活が可能な ProK

• カスタム濃度

増幅技術を用いた分子診断
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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 Q5U®
EpiMark® 

Hot Start Taq Q5 Blood
Hemo 

KlenTaq®

機能

正確性 vs Taq 2X 1X ~280X (2) > 50X 5–6X 2X ND 1X ND ND

増幅サイズ < 6 kb ≤ 5 kb ≤ 20 kb ≤ 20 kb ≤ 6 kb ≤ 30 kb App-
specific ≤ 1 kb ≤ 7.5 kb ≤ 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 2 kb/min 1 kb/min 2-4 kb/min 0.5 kb/min

産物の末端形状 3´ A/Blunt 3´ A Blunt Blunt Blunt 3´ A/Blunt Blunt 3´ A Blunt 3´ A

3′→ 5′ exo活性 Yes No Yes Yes Yes Yes Yes No Yes No

5′→ 3′ exo活性 Yes Yes No No No Yes No Yes No No

Units/50 µl Reaction 1.25 1.25 1.0 1.0 0.5–1.0 5.0 1.0 1.25 N/A N/A

アニーリング温度 Tm–5 Tm–5 Tm+3 Tm+3 Tm–5 Tm–5 Tm+3 Tm–5 Tm+3 Tm–5

アプリケーション

ルーチン PCR ★ • • • • •

コロニー PCR ★ •

正確性の強化 • ★ • • • •

正確性 ★ • •

高収量 ★ • ★ • •

高速反応 ★ • •

長いテンプレートの増

幅
★ • ★

高 GCテンプレートの
増幅

★ ★ • • •

ATリッチターゲット ★ • ★ • • ★ •

ハイスループット • • • • ★ •

マルチプレックス PCR •  ★(1) • • •

血液からの PCR ★ •

DNAラベリング ★

部位特異的変異導入 ★ •

キャリーオーバー防止 ★ •

USER® Cloning ★ •

NGSアプリケーション

NGSライブラリー増幅 ★(3) • ★(5)

仕様

ホットスタート • • • • • • • •

キット • • • • •

マスターミックス • • • • • • •

ゲルへの直接アプライ • •

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。

(1)  Use Multiplex PCR 5X Master Mix.
(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.
(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.

★：最適な製品

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

Why choose 
Q5 for your  

PCR?
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Q5® High-Fidelity DNA Polymerases n r 7 0 p 9 #

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。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 Bufferを
使用し、GC含量が 65% 以上の場合は Q5 High 
GCEnhancer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：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。

Q5 Blood Direct 2X Master Mix：乾燥血液スポッ
トまたは最大 30%のヒト全血から直接抽出したさ
まざまなターゲットを増幅可能な独自のマスター

ミックス。

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 Ki（t #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 Site-Directed Mutagenesis Kit （with or without 
competent cells） の詳細は 96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

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase
#M0491S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0491L 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,400

Q5 High-Fidelity 2X Master Mix
#M0492S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥23,400
#M0492L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥93,000

Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase
#M0493S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥17,600
#M0493L 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥69,400

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix
#M0494S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,200
#M0494L 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥108,000
#M0494X 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥108,000

Q5U Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase
#M0515S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥30,400
#M0515L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥117,400

Q5 High-Fidelity PCR Kit
#E0555S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,800
#E0555L 200 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥42,000

NEW
Q5 Blood Direct 2X Master Mix
#M0500S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥23,200
#M0500L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥89,000

Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase n r 7 0 p h 9 #

Target % GC Content

Q5 2X Master Mix

Plus High GC Enhancer

Best for �exibility
(NEB #M0491/M0493)

Best for convenience
(NEB #M0492/M0494)

Q5®/Q5 Buffer
Robust coverage

Some coverage

20 30 50 7040 60 80

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。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。

23 40 60 67 72 78

Q5® High GC Enhancer

M % GC

A

34 40 60 65 67 78

Q5 High GC Enhancer

M

4,900
2,900
1,900
1,100

700
500

300

bp

4,960

670

520450
410

370

% GC

B

4,900
2,900
1,900
1,100

700
500

300

bp

4,960

630 420
410

370
340

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 Star t（ 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 Star t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。

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

血液からの PCR Yes

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

目的

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クローニング Yes (Q5U)

キャリーオーバー防止 Yes (Q5U)
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Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase r 7 0 p 9 #  

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.

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
#M0530S 100 units  . . . . . . . .¥19,800
#M0530L 500 units  . . . . . . . .¥80,000

Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with 
HF Buffer
#M0531S 100 reactions  . . . . . . . .¥33,800
#M0531L 500 reactions  . . . . . . ¥130,600

Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with 
GC Buffer
#M0532S 100 reactions  . . . . . . . .¥33,800
#M0532L 500 reactions  . . . . . . ¥130,600

Phusion Hot Start Flex DNA Polymerase
#M0535S 100 units  . . . . . . . .¥25,400
#M0535L 500 units  . . . . . . ¥101,200

Phusion Hot Start Flex 2X Master Mix
#M0536S 100 reactions  . . . . . . . .¥37,600
#M0536L 500 reactions  . . . . . . ¥149,000

Phusion High-Fidelity PCR Kit
#E0553S 50 reactions  . . . . . . . .¥13,200
#E0553L 200 reactions  . . . . . . . .¥45,000

Phusion® Hot Start Flex DNA Polymerase r 7 0 p h 9 #

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

目的

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

bp
4,900

2,900
1,900

1,100

700

500

300

100

Phusion® from NEB High Fidelity Pfu Modi�ed KOD

30 sec. 2 min. 30 sec. 2 min. 30 sec. 2 min.M M M

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（1.2kb）
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、Lab Chipで解析。

4,900

2,900

1,900

1,100

700

500

300

M M

1.3 kb 2.3 kb 3.9 kb

Mbp
P C A P C A P C A

P =
C =  

A=

Phusion® Hot Start Flex
Chemical-based
Hot Start Polymerase 
Antibody-based
Hot Start Polymerase

Phusion Hot Start Flex DNA ポリメラーゼは高収量の増幅が可能
1.3 kb C. elegans由来のものを除くすべての増幅は、ヒト Jurkatテンプレートから得られたものである。増幅
サイズはゲル上部に示した。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。

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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OneTaq® DNA Polymerase n r 7 p 9 !  

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。

ホットスタート：OneTaq Hot Start DNA Polymeraseは、
アプタマーベースの阻害剤を使用している。これに

よりプライマーダイマーと非特異的増幅を抑制でき

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。

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。GC含量（%）に基づく
緩衝液の選択は下記の選択表を参照。

クイックロード仕様は、ゲルに PCR産物を直接ロー
ドすることを可能にし、PCRクリーンアップステッ
プが不要になる。

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。マスターミックスには Standard 
Buffer仕様と GC Buffer仕様がある。GC buffer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キットは、2段階 RT-PCR
アプリケーション用に、M-MuLV Enz yme Mixと
OneTaq Hot Start 2 Xマスターミックスの 2種類の強
力なミックスと標準バッファーを組み合わせたキッ

トである。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。

濃度：5,000 units/ml

OneTaq DNA Polymerase
#M0480S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥7,200
#M0480L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥28,600
#M0480X 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥112,600

OneTaq Hot Start DNA Polymerase
#M0481S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,000
#M0481L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥59,600
#M0481X 5,000 units   .  .  .  .  .  . ¥238,000

OneTaq 2X Master Mix with Standard Buffer
#M0482S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥7,200
#M0482L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥31,600

OneTaq® Hot Start 2X Master Mix with Standard Buffer
#M0484S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#M0484L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,800

OneTaq® Hot Start 2X Master Mix with GC Buffer
#M0485S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#M0485L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,800

OneTaq® Hot Start DNA Polymerase n r 7 p h 9 !

%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

M 29 37 47 55 65 66 73 79

様々な GC 含量のヒトおよび線虫ゲノム 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）。

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

ダイレクトなゲルアプライ Yes

PCRキット Yes

目的

ルーチン PCR Yes

T/A、U/Aクローニング Yes

コロニー PCR Yes

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

OneTaq Quick-Load 2X Master Mix with Standard Buffer
#M0486S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥7,200
#M0486L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥31,600

OneTaq Hot Start Quick-Load 2X Master Mix with 
Standard Buffer
#M0488S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#M0488L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,800

OneTaq Hot Start Quick-Load 2X Master Mix with GC 
Buffer
#M0489S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#M0489L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,800

OneTaq Quick-Load DNA Polymerase
#M0509L 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,000
#M0509X 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,800

OneTaq RT-PCR Kit
#E5310S 30 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥26,600

OneTaq One-Step RT-PCR Kit
#E5315S 30 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥31,400
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

Taq DNA Polymerase n r 7 p 9 !  

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、dNTP Mix、MgCl 2、Quick-Load 1kb Plus 
DNA Ladder が付属している。

濃度：5,000 units/ml

Taq DNA Polymerase with ThermoPol Buffer
#M0267S 400 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,000
#M0267L 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥39,600
#M0267X 4,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥72,200
#M0267E 20,000 units   .  .  .  .  .  . ¥195,000

Taq DNA Polymerase with Standard Taq Buffer
#M0273S 400 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,200
#M0273L 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥40,400
#M0273X 4,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥73,200
#M0273E 20,000 units   .  .  .  .  .  . ¥195,000

Taq DNA Polymerase with Standard Taq (Mg-free) Buffer
#M0320S 400 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,200
#M0320L 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥41,400

Taq PCR Kit
#E5000S 200 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥19,400

Taq 2X Master Mix
#M0270L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥26,200

Quick-Load Taq 2X Master Mix
#M0271L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥42,200

Taq 5X Master Mix
#M0285L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥26,200

Multiplex PCR 5X Master Mix
#M0284S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥43,800

Hot Start Taq DNA Polymerase
#M0495S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,800
#M0495L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥42,600

Hot Start Taq 2X Master Mix
#M0496S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥9,400
#M0496L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥37,000

Hot Start Taq DNA Polymerase n r 7 p h 9 !

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

目的

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

バッファーの選択 製品名

ThermoPol Reaction 
Buffer：
最適な増幅と最高の収量

を得る

Taq DNA Polymerase with 
ThermoPol Buffer (NEB 
#M0267)

Standard Taq Reaction 
Buffer：
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 (NEB 
#M0273)

Taq DNA Polymerase with 
Standard Taq (Mg-free) 
Buffer (NEB #M0320)

Taqバッファー選択表

バッファー単品販売品および dNTPs
は 82/83ページを参照

Kellyと Jenniferは共に研究部門のメンバー
です。Kellyは 2014年にNEBに入社し、アー
キアの核酸維持機構を研究する分子酵素

学部門の新しい研究室のリーダーです。

Jenni ferは 2006年に NEBに入社し、核
酸複製部門の責任者を務めています。

Jenniferは、進化とタンパク質工学により
新しい酵素を生み出す研究室を率いてい

ます。
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LongAmp® Taq DNA Polymerase n r 7 p 9 !  

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λ 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。

LongAmp Hot Start Taq DNA Polymerase： 
LongAmp Hot Start Taq DNA Polymeraseは、独自の
合成アプタマーを使用している。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。

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、MgSO 4、ヌクレアー
ゼフリー水が付属している。

濃度：2,500 units/ml

LongAmp Taq DNA Polymerase
#M0323S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,600
#M0323L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥67,000

LongAmp Hot Start Taq DNA Polymerase
#M0534S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥21,600
#M0534L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥85,800

LongAmp Taq 2X Master Mix
#M0287S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥26,400
#M0287L 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥105,000

LongAmp® Hot Start Taq DNA Polymerase n r 7 p h 9 !

kb
10.0

4.0

2.0

1.0

0.5

Amplicon Size (kb)
0.5 0.6 2 3 4 8 12 20 30 M

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 Ladde（r #N3232）を使用。

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

目的

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

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

目的

血液からの PCR Yes

T/A、U/Aクローニング Yes

コロニー PCR Yes

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%）。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 

熱による不活性化：熱により不活性化されない 

 

#M0332S 200 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥21,400
#M0332L 1,000 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥85,000

Hemo KlenTaq®
 7 r 9 y p !

kb
1.5

1.0

0.5

0.3

M 1 2 3 4 5 6

Hemo KlenTaqの様々な血液サンプルからの力強い DNA
増幅

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 +クエン
酸ナトリウム、レーン 5：乾燥ヒト血液を含む F TA 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、1 kb Plus DNA Ladder 
（#N3200）

LongAmp Hot Start Taq 2X Master Mix
#M0533S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥34,000
#M0533L 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥137,000

LongAmp Taq PCR Kit
#E5200S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥23,200

KLENTAQ® is a registered trademark of Wayne M . Barnes .
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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。

Deep Vent DNAポリメラーゼは、Vent DNAポリメラー
ゼを改変したものである。Vent DNAポリメーラー
ゼ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。正確性はTaqの 2倍である。同様に、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。

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 Deep Vent （exo – ） DNAポリメラーゼは
Deep 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

濃度：2,000 units/ml

Vent® DNA Polymerase
#M0254S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000
#M0254L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,000

Vent (exo-) DNA Polymerase
#M0257S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000
#M0257L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,000

Deep Vent DNA Polymerase
#M0258S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥20,200
#M0258L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥80,800

Deep Vent (exo-) DNA Polymerase
#M0259S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥20,200
#M0259L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥80,800

Vent® & Deep Vent® DNA Polymerases n r 7 p 9 !

4.0
3.0

2.0

1.5

1

0.5

kb0.7 1.1 2.0 M
Amplicon Size (kb)

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）

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

目的

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

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

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。

由 来：Thermus aquaticus Y T-1由 来 の Taq DNA 
Polymerase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：熱により不活性化されない 

#M0490S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,000
#M0490L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥52,600

EpiMark® Hot Start Taq DNA Polymerase 7 n r 9 h p ! ;
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp
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tracking dye

Luna® qPCR and RT-qPCR

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 Star t 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、LunaScript® 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倍濃度溶液であるため、より多くのサンプルを使用できる。
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。

	■ 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とユーザーフレンドリー

なプロトコールにより、反応のセットアップ

を簡略化

	■ 非特異的増幅を抑制するWarm Startと Hot 
Start仕様の酵素を使用

	■ 新規の耐熱性逆転写酵素（RT）でパフォー
マンスを向上

	■ Hot Start Taqと Luna WarmStart RTとの組み
合わせにより反応の特異性とロバスト性を

向上

用途に最適な試薬を選択

Select
your target1

Select your
detection method2

Dye-based

Luna Universal
One-Step RT-qPCR Kit
(NEB #E3005)

LunaScript® RT SuperMix  
(NEB #E3010/M3010)

+
Luna Universal 
qPCR Master Mix 
(NEB #M3003)

LunaScript RT SuperMix  
(NEB #E3010/M3010)

+
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)
• 4X Mix with UDG (No ROX, 
 NEB #M3029)

Luna Universal Probe
One-Step RT-qPCR:

LyoPrime Luna™ Probe One-Step 
RT-qPCR Mix with UDG (NEB #L4001)

* No ROX version available (OEM)
For bulk, lyophilized or custom options, contact us at www.neb.com/CustomContactForm

Learn about “Dots in 
Boxes" visualization 
of qPCR data.

* ROXバージョンなし（OEM）
バルク、凍結乾燥またはカスタムオプションについてのお問い合わせは、テクニカルサポート：03-4545-
1420、 tech.jp@neb.comまで
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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。Luna 
Universal 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。

Hot S t ar t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、Antarc t ic 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。

関連製品：

Antarctic Thermolabile UDG
#M0372S 100 units  . . . . . . . . .¥15,200 
#M0372L 500 units  . . . . . . . . .¥61,800 

■ 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

■ 補正用ダイが含まれており、ROXの添加
は不要

Luna Universal qPCR Master Mix
#M3003S 200 reactions  . . . . . . . .¥16,800 
#M3003L 500 reactions  . . . . . . . .¥38,000 
#M3003X 1,000 reactions  . . . . . . . .¥66,000 
#M3003E 2,500 reactions  . . . . . . ¥146,400 

Luna Universal Probe qPCR Master Mix
#M3004S 200 reactions  . . . . . . . .¥14,600 
#M3004L 500 reactions  . . . . . . . .¥32,600 
#M3004X 1,000 reactions  . . . . . . . .¥56,800 
#M3004E 2,500 reactions  . . . . . . ¥126,000 

Luna Universal qPCR & Probe qPCR Master Mixes n r p h 9
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NEB®
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Lunaは広い範囲にお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。

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。
LunaScript RT SuperMix Kitには、No-RT Control Mix
と Nuclease-free Waterも含まれている。

Luna Scr ipt RT Master Mix K i t（Primer- f ree） 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 1鎖 cDNA合成のために必要なコン
ポーネントが含まれる。第 1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）。 

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

NEW
LunaScript RT SuperMix
#M3010L 100 reactions  . . . . . . . .¥58,200 
#M3010X 500 reactions  . . . . . . ¥234,000 
#M3010E 2,500 reactions  . . . . ¥1,020,000 

LunaScript RT SuperMix Kit
#E3010S 25 reactions  . . . . . . . .¥22,000 
#E3010L 100 reactions  . . . . . . . .¥67,600 

LunaScript RT Master Mix Kit (Primer-free)
#E3025S 25 reactions  . . . . . . . .¥17,800 
#E3025L 100 reactions  . . . . . . . .¥55,200 

LunaScript® RT SuperMix, SuperMix Kit & Master Mix Kit (Primer-free) n r p h 9

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

SYBR® is a registered trademark of Thermo Fisher Scientifi c.
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1

4X

–20°C

Luna® Probe One-Step
RT-qPCR 4X Mix

with UDG

4X
Master Mix

NEB #M3019

 1

2–4X

Room temperature

LyoPrime Luna® Probe
One-Step RT-qPCR Mix

with UDG

Lyophilized
Master Mix

Number of tubes

Sample-limiting
concentration

dUTP included

UDG included

Universal ROX
included

Storage
temperature

NEB #L4001

2

2X

–20°C

Luna Universal Probe
One-Step RT-qPCR Kit

2X
Reaction Mix

20X RT
Enzyme Mix

NEB #E3006

バッファー単品販売品および dNTPs
は 82/83ページを参照

凍結乾燥試薬の新しい

LyoPr ime ポートフォリ

オを参照。

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 WarmStar t 逆転写酵
素と Hot S t ar t 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、WarmStar t 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。ROXパッシブリファ
レンス色素を必要としない機器用に、ROXを含ま
ないキットも用意されている（NEB#M3029）。

UDGと併用する LyoPrime™ Luna Probe 1-Step RT-
qPCRミックスは凍結乾燥した状態で供給され、使
用前にヌクレアーゼフリー水を加えるだけで使用で

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-S tep RT-qPCR Ki t（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。

LunaOne-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WarmStart酵素であ
る。これらの特徴により、LunaOne-Step RT-qPCR
製品は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   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥61,800

	■ 新規の耐熱性逆転写酵素（RT）でパフォー
マンスを向上

	■ Luna WarmStartと Hot Start Taqの組み合
わせで特異性とロバスト性を向上

	■ 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

	■ 凍結乾燥品（NEB#L4001）により、冷蔵
輸送の必要がなくなり、室温での保管、

迅速な再水和が実現する。

Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG
#M3019S 200 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥47,000
#M3019L 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥105,800
#M3019X 1,000 reactions   .  .  .  .  .  . ¥187,600
#M3019E 2,000 reactions   .  .  .  .  .  . ¥331,000

NEW
Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix with UDG 
(No ROX)
#M3029S 200 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥47,000
#M3029L 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥105,600
#M3029E 2,000 reactions   .  .  .  .  .  . ¥331,000

NEW
LyoPrime Luna Probe One-Step RT-qPCR Mix 
with UDG
#L4001S 120 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥40,000

Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit
#E3005S 200 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥34,000
#E3005L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥76,600
#E3005X 1,000 reactions   .  .  .  .  .  . ¥133,000
#E3005E 2,500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥295,200

Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit
#E3006S 200 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥30,800
#E3006L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥69,000
#E3006X 1,000 reactions   .  .  .  .  .  . ¥121,000
#E3006E 2,500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥266,400

Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit (No ROX) 
#E3007E 2,500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥266,400

Luna One-Step RT-qPCR Products n r p h 9
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit  

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  . . . . . . . . .¥61,800 

■ 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〜 10,000 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

Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit
#E3030S 100 reactions  . . . . . . ¥153,800 

Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit
#E3031S 100 reactions  . . . . . . ¥146,000 

Luna Cell Ready Lysis Module
#E3032S 100 reactions  . . . . . . . .¥78,600 

Luna Cell Ready Probe One-Step RT-qPCR Kit

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。

#NEBiographies

Hannahは、マーケティング技術
グループの分析及び検索の専門
家として、2021年にNEBに入社
しました。NEBでのHannahの役
割についてビデオリールで詳し
く知りましょう。
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SARS-CoV-2 Detection

新型コロナウイルス RNA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。

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

• SARS-CoV-2 Positive Control (N gene)

• SARS-CoV-2 Primer/Probe Mix (N1/N2/RP) (10X)

• Nuclease-free Water      

関連製品：

SARS-CoV-2 Positive Control (N gene)
#N2117S 0.05 ml  . . . . . . . . .¥13,800

Tte UvrD Helicase
#M1202S 0.5 µg  . . . . . . . . .¥14,000

	■ N1および N2ターゲットを同時検出

	■ サンプルをプールしての測定も可能

	■ 内部コントロールとして RNase P プライ
マーを採用、バックグラウンド増幅を低

減

#E3019S 96 reactions  . . . . . . . .¥56,800
#E3019L 480 reactions  . . . . . . ¥252,000

Luna® SARS-CoV-2 RT-qPCR Multiplex Assay Kit   
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

WarmStart® Colorimetric LAMP/RT-LAMP 2X Master Mix n r ^ h  

説明：WarmStar t Colorimetric LAMP/ RT-LAMP 2X 
Master Mixは、Loop Mediated Isothermal 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 WarmStar t 
DNA PolymeraseとWarmStart RTxが最適化された
試薬である。WarmStar t Color imet r ic L AMP/ 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。

	■ Loop-Mediated Isothermal 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 Colorimetric LAMP 2X Master Mix 
(DNA & RNA)
#M1800S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥40,600
#M1800L 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥162,000

WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix 
with UDG
#M1804S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥51,600
#M1804L 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥206,000

WarmStart® Colorimetric LAMP/RT-LAMP 2X Master Mix (with UDG) n r ^ h

30 min.at 65°C

NegativePositive

How is colorimetric 
LAMP used in 

point of care 
diagnostics?

WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit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。LAMPおよび RT-LAMPは、LAMP特異的
プライマー（ユーザーが提供）および鎖置換 DNAポ
リメラーゼを用いて標的核酸を迅速に検出する等

温法として一般的に用いられている。

付属のマスターミックスには、Bst 2.0 WarmStart 
DNA PolymeraseとWarmStart RTx Reverseの最適なブ
レンドが含まれている。両酵素は、LAMPおよびRT-
LAMP反応における性能向上のために設計されてい
る。マスターミックスにdUTPとUDGが含まれている
ため（製品名に記載）、反応間のキャリーオーバー

コンタミネーションの可能性が低くなる。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 Multi-Purpose LAMP/RT-LAMP 2X Master 
Mix (with UDG) 

• LAMP Fluorescent Dye  

キット内容：

• WarmStart LAMP 2X Master Mix 

• LAMP Fluorescent Dye (50X) 

関連製品：

WarmStart Multi-Purpose LAMP/RT-LAMP 2X Master 
Mix (with UDG)
#M1708S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥49,000
#M1708L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥197,000

LAMP Fluorescent Dye
#B1700S 0 .25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥8,600

	■ 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

	■ ワンステップ検出

	■ 室温セットアップが可能

	■ WarmStart Multi-Purpose LAMP/RT-LAMP 
2X Master Mix （with UDG）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

NEW
WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit 
(with UDG) 
#E1708S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥51,000
#E1708L 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥202,000

WarmStart LAMP Kit (DNA & RNA)
#E1700S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥41,000
#E1700L 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥164,000

WarmStart Fluorescent LAMP/RT-LAMP Kit (with or without UDG)  
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説 明：Bst DNA Polymerase, Large Fragment は、
Bacillus stearothermophilus 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。

Bs t D N A P o l y m e r a s e , F u l l L e n g t h は、B a c i l l u s 
stearothermophilus 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 WarmStart 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、WarmStart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 DNA Polymerase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-LAMP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および 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。Bst2.0 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   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000
#M0380L 250 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥55,600

Tte UvrD Helicase
#M1202S 0 .5 µg   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000

Bst DNA Polymerase, Large Fragment
#M0275S 1,600 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0275L 8,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,200
#M0275M 8,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,200

Bst DNA Polymerase, Full Length
#M0328S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

Bst 2 .0 DNA Polymerase
#M0537S 1,600 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0537L 8,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,200
#M0537M 8,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,200

Bst 2 .0 WarmStart DNA Polymerase
#M0538S 1,600 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,600
#M0538L 8,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥66,000
#M0538M 8,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥66,000

Bst 3 .0 DNA Polymerase
#M0374S 1,600 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0374L 8,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,200
#M0374M 8,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,200

Bst DNA Polymerases n r 7 ^ q

製品

5′→ 3′ 
エキソヌクレ

アーゼ活性 増幅速度

室温セット

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 DNA合成反応

Time (minutes)
50 10 15 20 25 30
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0

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 WarmStar t 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。

 ★★★ 最適

 ★★ 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

N/A 当該アプリケーションには適用できない

バッファー単品販売品およびdNTPs
は82/83ページを参照

等温増幅のためのBst DNAポリメラーゼ製品
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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。        

■ アッセイ開発が容易

■ ヘリカーゼによりサーマルサイクラーが不

要

■ 等温反応

■ 短い DNA（70 – 120 bp）の増幅

■ 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

■ 最適化したプライマーおよび緩衝液と

tHDAにより、シングルコピーのターゲッ
ト DNAを増幅。

#H0110S 50 reactions  . . . . . . . .¥88,800 

IsoAmp® II Universal tHDA Kit

DNA
helicaseSingle-stranded

DNA binding
protein (SSB)

Primer

3´ 5´
5´ 3´

DNA target

Ampli�ed
DNA targets

3´ 5´

5´ 3´

3´ 5´

5´ 3´
5´

3´

3´

5´

3´ 5´
5´ 3´

5´ 3´
3´ 5´

ヘリカーゼ依存性増幅（HDA）ヘリカーゼ依存性増
幅：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 a NEB-affi liated company, now part of 
Quidel Corporation.
ISOAMP® is a registered trademark of BioHelix Corporation

説明：Rolling Circle Amplification（RCA）は、環状
DNAを連続的に増幅し、環状配列の長い反復コピー
を生成するための頑健で高感度の等温増幅法であ

る。このキットは、野生型 phi29 DNAポリメラーゼ
よりも短時間でより多くの製品を生成する改変ポリ

メラーゼである phi29-X T DNAポリメラーゼを使用
している。また、野生型酵素よりも高い感受性を

有し、RCA用途に理想的な高いプロセッシビリティ、
強力な鎖置換活性、および高い正確性を有する。

また、耐熱性が高く、最適反応温度は 42℃である。
このキットにはエキソヌクレアーゼ耐性を持つラン

ダムヘキサマープライマーが付属しており、環状

DNAを配列によらず増幅することができる。

キット内容：

• phi29-XT DNA Polymerase

• phi29-XT Reaction Buffer

• Exonuclease-resistant Random Primers

• Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix        

■ 高感度：わずか 1 fgのインプットプラスミ
ド DNAを増幅可能

■ ロバストでシンプルなワークフローによ

り、短い反応時間で高い収率を実現

■ 柔軟なインプット：精製した環状 DNA、
バクテリアコロニー、グリセロールストッ

ク、液体培地

■ 最適反応温度 42℃

#E1603S 100 reactions  . . . . . . . .¥60,000
#E1603L 500 reactions  . . . . . . ¥254,000

phi29-XT RCA Kit

Input
materials

Applications

Cell-free DNA enrichmentSequencing Biosensor

Liquid culturePuri�ed plasmid Glycerol stockCultured colony

Random primers

Rolling Circle Ampli�cation (RCA)

Unidirectional primer
(user supplied)

Cell-free protein expression

phi29-XT RCA DNA 増幅キットの概要 phi29-XT RCA DNA Amplification Kit（NEB #E1603）は、ランダムプラ
イマーミックスを使用した Rolling Cycle Amplification（RCA）に必要なすべての成分を含む、迅速で使いや
すく汎用性の高いキットである。このキットにより、精製された環状 DNAや細菌等のさまざまなインプッ
トから DNA 産物が高収率で得られる。DNAシーケンス、無細胞 DNA エンリッチメント、無細胞タンパク
質発現、DNA バイオセンサーなど、さまざまな DNAアプリケーションに最適である。

NEW
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説明：Bacillus subtilis phage phi29（φ29）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。

アプリケーション：

• 鎖置換および伸長性が必要なDNA複製
• 中温での高正確性DNA増幅

キットに含まれる試薬：

• phi29 DNA Polymerase Reaction Buffer

• Recombinant Albumin, Molecular Biology Grade

由来：バクテリオファージΦ 29由来の DNAポリメ
ラーゼ遺伝子を持つ大腸菌

ユニット定義：1 uni t は 30℃で 10 分以内に 0.5 
pmolの dNTPを酸不溶性物質に取り込む酵素量と
して定義

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

#M0269S 250 units  . . . . . . . .¥14,200 
#M0269L 1,250 units  . . . . . . . .¥56,400 

phi29 DNA Polymerase 7 n r x > F

LunaScript Multiplex One-Step RT-PCR Kitは、1回の
反応で cDNA合成および PCR増幅を行うための合
理化されたプロトコールを提供する。5X 反応ミッ
クスには dNTPが含まれており、シンプルなワーク
フローで複数のターゲット検出のために最適化さ

れている。25X酵素ミックスは、Luna WarmStart 逆
転写酵素および Q5 Hot S tar t高正確性 DNAポリメ
ラーゼを含む。アプタマーに基づく阻害による酵素

活性の二重温度制御は室温でのセットアップを可能

にし、事前に組み立てた反応は室温で 24時間まで
安定である。  

キット内容：

• LunaScript® Multiplex One-Step RT-PCR Enzyme Mix

• LunaScript® Multiplex One-Step RT-PCR Reaction 
Mix

• Nuclease-free Water      

■ 0.01 pgの低濃度のヒトトータル RNAを
検出

■ ARTICワークフローでの使用をサポート
するマルチプレキシング能力

■ 室温セットアップが可能

■ 時間とプラスチックを節約し、コンタミ

ネーションを最小限に抑える、ワンステッ

プ RT-PCRプロトコール

#E1555S 50 reactions  . . . . . . . .¥39,000 
#E1555L 250 reactions  . . . . . . ¥152,000 

LunaScript® Multiplex One-Step RT-PCR Kit
NEW

LunaScript® Multiplex One-Step RT-PCR Kit 

NGS library construction
& sequencing

DNA array

• Luna® WarmStart® RT
• RNase inhibitor
• Q5® Hot Start

DNA Polymerase

PrimerRNA

Reaction Mix

• dNTPs/
Mg/Buffer

Enzyme Mix

One-Step RT-PCR

Target detection
& identi�cation

Cloning &
sequencing

Capillary
electrophoresis

Gel
electrophoresis

1回の RT-PCR 反応からマルチプレックス RNAターゲット検出と同定を行う。LunaScript Multiplex One-Step RT-
PCR Ki t（NEB #E1555）は、RNAテンプレートおよび遺伝子特異的プライマーのみを追加することにより、マルチ
プレックス cDNA合成と PCR増幅をワンステップで実施可能である。増幅された cDNA 産物は、次世代シーケン
シング、DNAアレイ、フラグメント解析、電気泳動、および従来のクローニング /シーケンスワークフローなどの
下流アプリケーションによって検出または同定することができる。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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 
OneStep 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 
Enzyme Mixは ProtoScript II Reverse Transcriptase、
Mur ine RN a se Inh ib i to r、OneTaq Ho t S t a r t DN A 
Polymeraseを含む。リコンビナントM-MuLV逆転
写酵素の ProtoScr ipt I I Reverse Transcr ipt aseは
RNase H活性が低減され、耐熱性が向上している。
OneTaq Hot S tar t DNA Polymeraseは、Taqおよび
Deep Vent DNAポリメラーゼとアプタマーベースの阻
害剤を組み合わせた、最適化された混合物である。

OneTaq One-Step RT-PCRキットは、最大 9 kbの長
さの長い転写産物を増幅可能である。

2 種類の反応ミックス、OneTaq One-Step Reaction 
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：

RNase Inhibitor, Murine
#M0314S 3,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0314L 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥56,000

ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis Kit
#E6560S 30 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥28,400
#E6560L 150 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥114,000

ProtoScript II Reverse Transcriptase
#M0368S 4,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400
#M0368L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥28,800
#M0368X 40,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥102,600

	■ ワンステップ RT-PCR

	■ わずか 0.1 pgの GAPDH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

#E5315S 30 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥31,400

OneTaq® One-Step RT-PCR Kit  

M 0.7 1.1 1.9 2.3 2.5 5.5 7.6 9.3
RNA template length (kb)

様々なサイズの RNAターゲットを検出
約 100 ngの Jurkat total RNAを、標準プロトコルに従っ
て 50 μ lの反応に使用した。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 1 kb Plus DNA Ladder
（#N0469）

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 Star t 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 
Enzyme Mix は M-MuLV Reverse Transcriptase 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。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。アンカー型オリゴ dTプラ
イマー［d（T）23VN］はポリ Aテールにアニールする。
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。 

キット内容：

• M-MuLV Enzyme Mix

• M-MuLV Reaction Mix

• OneTaq® Hot Start 2X Master Mix with Standard Buffer

• Random Primer Mix

• Oligo d(T)23 VN

• Nuclease-free Water      

関連製品：

RNase Inhibitor, Murine
#M0314S 3,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0314L 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥56,000

M-MuLV Reverse Transcriptase
#M0253S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400
#M0253L 50,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥53,400

OneTaq® Hot Start 2X Master Mix with Standard Buffer
#M0484S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#M0484L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥54,800

	■ 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

#E5310S 30 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥26,600

OneTaq® RT-PCR Kit  

3.0

1.0

0.5

kb

β-actin GAPDH p532

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

第 1鎖 cDNA合成
1X M-MuLV Enzyme Mixの存在下、0 5 μ gのヒト脾臓
由来のトータル RNAを使用した。プライマーは dT23VN
（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 Start Master Mixを用いて 35サイクルでβ
-actin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
1 kb Plus DNA Ladder（#N3200）。
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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。

アプリケーション：

• PCRテンプレートや、その他の DNAアプリケー
ション用 DNAの前処理（DNA修復）      

関連製品：

β-Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+)
#B9007S 0.2 ml  . . . . . . . . . . ¥6,400

	■ 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

#M0309S 30 reactions  . . . . . . . .¥31,200
#M0309L 150 reactions  . . . . . . ¥124,800

PreCR® Repair Mix  

PreCR treatment
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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。
メモ：加熱処理した DNAは 99℃で 3分間インキュベートした。
分子量マーカー（M）は 2-log DNA Ladder（#N3200）

次世代シーケンスの前に FFPE
処理 DNAを修復する必要がある
場合は ?

NEBNex t FFPE DNA Repair v2モ
ジュールをお試しください（NEB#E 
7360）。

DNAダメージの種類

DNA 損傷
推定される

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

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 
	■ 損傷 DNAテンプレートの DNA 増幅（損
傷バイパス）

	■ DNA修復

#M0327S 100 units  . . . . . . . .¥23,600

Sulfolobus DNA Polymerase IV 7 n r $ 9

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

メモ：拡大領域の増幅には、反応条件の最適化が

必要な場合がある。

	■ 合成 mRNAはキャップ構造とポリA が付
加

	■ 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

#M0261S 200 units  . . . . . . . .¥20,200
#M0261L 1,000 units  . . . . . . . .¥80,800

Therminator™ DNA Polymerase 7 n r 9

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。

由来：ポリ A 遺伝子の過剰発現コピーを保有する
大腸菌

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

#M0209S 500 units  . . . . . . . .¥13,200
#M0209L 2,500 units  . . . . . . . .¥53,000

DNA Polymerase I (E. coli) 2 n r w ?
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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
形成する場合がある。	■ ランダムプライマーを用いたプローブ作成

	■ 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

#M0210S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#M0210L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥48,800
高濃度品（10X）
#M0210M 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥48,800

DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment 2 n r ( ?

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：Klenow Fragment （3′→ 5′ exo-） は、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

#M0212S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#M0212L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥48,800
高濃度品（10X）
#M0212M 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥48,800

Klenow Fragment (3’→5’ exo-) 2 n r w ?

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。

由来：T4 DNAポリメラーゼ遺伝子を保有する大腸
菌

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。

関連製品：

Quick Blunting Kit
#E1201S 20 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥15,200
#E1201L 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥61,000

	■ 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

#M0203S 150 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#M0203L 750 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥48,800

T4 DNA Polymerase E n r ?

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（1、4-7）。各タンパク質は、大腸菌の T7発
現系においてクローン化され、過剰発現する。

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）

#M0274S 300 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600
#M0274L 1,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,600

T7 DNA Polymerase (unmodified) 7 n r w ? F

バッファー単品販売品および dNTPs は

82/83 ページを参照
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説明：Bacillus subtilis DNA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ポリメラーゼ I遺伝子の
遺伝子融合物（コドン 297から開始し、5′→ 3′ エ
キソヌクレアーゼ領域を欠損したもの）と、マルトー

ス結合タンパク質（MBP）をコードする遺伝子を含
有する大腸菌。融合タンパク質はほぼ均一になる

まで精製され、MBP部分は in vitro で切断される。
残りの DNAポリメラーゼは精製され MBPが除去さ

れる。

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

#M0330S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,200
#M0330L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥52,200

Bsu DNA Polymerase, Large Fragment 2 n r w ?

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。

由来：ウシ胸腺由来のターミナルトランスフェラー

ゼ遺伝子を有する大腸菌

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

	■ TUNEL 法によるアポトーシスの検出

	■ TdT依存性 PCR

#M0315S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0315L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,800

Terminal Transferase 7 r w ?

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

Phusion High-Fideli t y DNA Polymeraseには、5X 
Phusion HF Buffer、5X Phusion GC Buffer、DMSO、
50mM MgCl2が付属

Standard Taq Reaction Bufferは、ThermoPol Reaction 
Bufferの代替品として Taq DNAポリメラーゼに付属

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、2mMの MgSO4が含

まれる。

Isothermal Amplification Bufferは、Bst 2.0および Bst 
2.0 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

Q5 Reaction Buffer Pack
#B9027S 6 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,800

Phusion HF Buffer Pack
#B0518S 6 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥4,800

Phusion GC Buffer Pack
#B0519S 6 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥4,800

Standard Taq Reaction Buffer Pack
#B9014S 6 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥4,400

Standard Taq (Mg-free) Reaction Buffer Pack
#B9015S 6 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥4,400

ThermoPol Reaction Buffer Pack
#B9004S 6 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥4,400

Isothermal Amplification Buffer Pack
#B0537S 6 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,800

Isothermal Amplification Buffer II Pack
#B0374S 6 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,400

Polymerase Reaction Buffers  

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

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。各濃度は 25 mM（rNTP 
の総濃度は 100 mM）

7-deaza-dGTP：
ジリチウム塩溶液（濃度 5 mM）

5-methyl-dCTP：
トリエチルアンモニウム塩の Milli-Q ®水溶液として

供給

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 100 mM、pH 7.5）

dGTP Solution：
ナトリウム塩溶液（濃度 100 mM、pH 7.5）

Acycliconucleotide Set：4 種類の acyNTP（acyATP、
acyCTP、acyGTP、acyTTP）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。

Acyclonucleotide Set
#N0460S 0.5 µmol  . . . . . . . .¥14,400

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Set
#N0446S 25 µmol  . . . . . . . .¥31,200

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix
#N0447S 8 µmol  . . . . . . . .¥10,000
#N0447L 40 µmol  . . . . . . . .¥39,800

Ribonucleotide Solution Set
#N0450S 10 µmol  . . . . . . . .¥14,400
#N0450L 50 µmol  . . . . . . . .¥57,600

Ribonucleotide Solution Mix
#N0466S 10 µmol  . . . . . . . .¥15,200
#N0466L 50 µmol  . . . . . . . .¥60,000

7-deaza-dGTP
#N0445S 0.3 µmol  . . . . . . . .¥15,400
#N0445L 1.5 µmol  . . . . . . . .¥61,400

Adenosine 5’-Triphosphate (ATP)
#P0756S 1 ml  . . . . . . . . . ¥6,800
#P0756L 5 ml  . . . . . . . .¥26,400

5-methyl-dCTP
#N0356S 1 µmol  . . . . . . . .¥14,400

dATP Solution
#N0440S 25 µmol  . . . . . . . .¥11,000

dUTP Solution
#N0459S 25 µmol  . . . . . . . .¥12,000

dGTP Solution
#N0442S 25 µmol  . . . . . . . .¥13,000

Nucleotides  

MILLI-Q® is a registered trademark of Millipore, Inc.

Bryan K. と Brian P. は、米国本社のメン

バーで、西海岸の顧客をサポートする

営業チームに所属しています。Br yan 
K. は、2023 年に NEB に Senior Field 
Representa t ive として入社しました。

Br ian P. は 2010 年に NEB に入社し、

カリフォルニア州、ネバダ州およびユタ

州のチームの Regional Manager を務め

ています。
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cDNA合成 製品番号 特長 容量
希望小

売価格

キット

LunaScript® RT SuperMix Kit E3010S
E3010L

• 3 kbまでのターゲットの cDNA合成に最適（2ステップ RT-qPCR、増幅領域のシーケンス）

• 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

25 reactions
100 reactions

 ¥22,000
 ¥67,600

LunaScript® RT Master Mix Kit 
(Primer-free)

E3025S
E3025L

• 便利な 1液タイプ

• ランダムプライマー、オリゴ dTプライマーおよび遺伝子特異的プライマーに適合

• マスターミックスには dNTPs、Murine RNase Inhibitor、Luna Reverse Transcriptaseが含まれる

• 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

25 reactions
100 reactions

 ¥17,800
 ¥55,200

ProtoScript® II First Strand 
cDNA Synthesis Kit

E6560S
E6560L

• ＞ 10 kbの cDNAを合成

• 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

• 便利な 2チューブキット

• dNTP、Oligo-dTプライマーおよび Random Primer Mix付属

30 reactions
150 reactions

 ¥28,400
 ¥114,000

ProtoScript® First Strand 
cDNA Synthesis Kit

E6300S
E6300L

• ＞ 5 kbの cDNAを合成

• M-MuLV Reverse Transcriptase 付属

• 便利な 2チューブキット

• dNTP、Oligo-dTプライマーおよび Random Primer Mix付属

30 reactions
150 reactions

 ¥29,000 
¥116,000

Template Switching 
RT Enzyme Mix

M0466S
M0466L

• 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

• 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

• 逆転写酵素ミックスには RNase inhibitorも含有

• 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 Amplification of cDNA Ends（RACE）法に最適

• 転写産物の 5′末端を完全にカバーした第 2鎖 cDNA合成が可能

20 reactions
100 reactions

 ¥16,000 
¥64,000

逆転写酵素

Induro™ Reverse Transcriptase M0681S
M0681L

• イントロン由来の逆転写酵素、長鎖転写産物を高速かつ効率的に逆転写可能（10分間で＞ 12 kb）

• 50-60℃の反応温度

• 高い阻害剤耐性

4,000 units
10,000 units

 ¥33,000
 ¥66,000

ProtoScript® II 
Reverse Transcriptase
An alternative to SuperScript® II

M0368S
M0368L
M0368X

• RNase H- 型 M-MuLV逆転写酵素

• 37-50℃で反応可能
4,000 units
10,000 units
40,000 units

¥14,400 
¥28,800 
¥102,600

M-MuLV Reverse Transcriptase M0253S
M0253L

• 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 units
50,000 units

 ¥13,400 
¥53,400

AMV Reverse Transcriptase M0277S
M0277L

• 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 units
1,000 units

 ¥14,200
 ¥56,800

WarmStart® RTx 
Reverse Transcriptase

M0380S
M0380L

• 室温でのセットアップが可能

• 50-65℃の反応温度

• RT-LAMPに最適

50 reactions
250 reactions

 ¥14,000
 ¥55,600

逆転写酵素および cDNA合成キットの詳細は RNAの章を参照
SUPERSCRIPT® is a registered trademark of Thermo Fisher Scientific.

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

説明：Monarch PCR & DNA Cleanup Kit（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 Buffer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 cleanup

• Enzymatic reaction cleanup

• cDNA cleanup

• Labeling cleanup

• Plasmid cleanup

• Oligonucleotide cleanup 

キット内容：

• DNA Elution Buffer

• DNA Cleanup Columns (5 μg)

• Collection Tubes (2ml)

• DNA Wash Buffer

• DNA Cleanup Binding Buffer      

関連製品：

Monarch DNA Cleanup Columns (5 μg)
#T1034L 100 columns   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥20,000

Monarch DNA Wash Buffer
#T1032L 25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,400

Monarch Plasmid Miniprep Kit 
#T1010S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥12,400
#T1010L 250 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥52,800

Monarch DNA Cleanup Binding Buffer
#T1031L 175 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥15,200

Monarch DNA Gel Extraction Kit
#T1020S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#T1020L 250 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥66,000

Monarch DNA Elution Buffer
#T1016L 25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,600

	■ 溶出量はわずか 6 µl

	■ カラムデザインの最適化により液残りを

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

	■ カラム、バッファーの個別購入が可能

#T1030S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#T1030L 250 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥66,000

Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (5 μg) t 9

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。Exo-CIP Rapid PCR 
Cleanup K i t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。

キット内容：

• Exo-CIP Tube A

• Exo-CIP Tube B      

 

#E1050S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,600
#E1050L 400 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥52,000

Exo-CIP™ Rapid PCR Cleanup Kit t 9

PCR product

Cleaned up
PCR product

dNTPs

37°C for 4 min.
80°C for 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 μ lおよび Exo-
CIPチューブ B（熱不安定性 CIP）1 μ l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。
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マングローブを復元して 
その炭素捕捉力を最大限に高める

水辺のマングローブ

提供：Raihan、Adobe Stock

Mikoko Pamoja 
Projectについて

詳しくはこちらを

ご覧ください。

マングローブ森林はかつて保護に価値がないとみなされていましたが、これらの

生物多様性のホットスポットは陸生森林の約 5 倍の炭素を捕捉し、沿岸地域社会

の暮らしを支えていることが研究により示されています。

沿岸のマングローブ林は、ブルーカーボン（潮汐湿地、海草、海洋生態系によっ

て貯留された炭素）を貯蔵しています。マングローブ森林は、多くの種の発酵、

灌木、木で構成され、種の組成は炭素捕捉のレベルに影響を及ぼします。大量

の炭素を貯蔵できる豊かで有機的な土壌に固定されています。土壌中の酸素飽和

度が低いと有機物質の減衰が遅くなり、最終的に貯蔵炭素の量が多くなります。

炭素を捕捉する顕著な利益は、マングローブ林を保護し回復させる唯一の重要な

理由であり、これは地球上で最も生産的な生態系の 1 つです。マングローブには

地上の堆積物を安定させ捕捉する広範囲に絡み合った根系があり、これが汚染生

物濾過システムとして作用し、海岸を侵食から保護します。津波のエネルギーを

弱め、デブリによる海岸破壊を防止します。マングローブ森林も、様々な海洋種

の飼育環境および生息地であるため、漁業コミュニティにとって不可欠な資源で

す。

しかし、代替的な土地利用のための空間を作るために、これらの生物多様な湿地

帯は破壊されています。大量の貯蔵炭素を大気中に放出するエビ養殖は、その破

壊の原因の最たるものです。年間最大 10 億トンの CO2 が削減時に放出されると

推定されています。これらの潮間帯林は、熱帯雨林の減少をはるかに上回るペー

スで伐採されており、伐採されると土壌が乾燥し、さらに多くの炭素が放出され

ます。

マングローブ林の回復には、そこで見られる種の多様性の複雑さや、満潮時には

根系が水に浸かり、干潮時には露出して乾燥するという地域の水文学に関する深

い知識が必要です。湿度が高く降雨量の多い東南アジアの気候はマングローブの

生育に理想的で、その結果、世界のマングローブ林の 3 分の 1 がここで見られま

すが、その他にも南・中央アメリカ、西・中央アフリカ、インド北東部、オースト

ラリア北部でも見られます。ケニアのガシ湾では、漁業を主な収入源としている

コミュニティで、2012 年にコミュニティベースのプロジェクト「Mikoko Pamoja」（ス

ワヒリ語で「一緒にマングローブを」という意味）が設立されました。以前は、マン

グローブの伐採によって臨時収入が得られましたが、その結果、魚の利用可能量

に影響が出ることが確認されました。伐採がもたらす悲惨な結果に対する認識が

高まり、コミュニティは行動を起こし、マングローブの植林と保全に乗り出しまし

た。このプロジェクトは、環境意識の高い、主に国際的な企業から補助金を得て

おり、彼らはこの投資を使ってカーボン・オーディットの実施時に、炭素排出量を

相殺しています。この投資は、植林プロジェクト、地域社会の教育、健康、雇用

を支援するものです。Mikoko Pamoja プロジェクトの驚異的な成功は、プロジェ

クトに既得権益を植え付けるために、地元コミュニティに利益をもたらすことの

重要性を示す一例です。Mikoko Pamoja プロジェクトは、次に海草を保護活動に

取り入れる予定です。

マングローブは、かつて考えられていたような蚊の多い湿地帯ではなく、実際には、

マングローブは大気中の炭素を削減する上で重要な役割を担っています。世界各

地の再生プロジェクトは、こうした驚異的な炭素吸収源とそれに関連する生物多

様性の損失を防ぐとともに、地域社会の生計を守るために取り組んでいます。
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迅速なクローニング用試薬は

ウェブサイト（w w w.neb.
com/FastCloning）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

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びます。これらの発展は DNA 修飾酵素とクローニング技

術に支えられてきました。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 NEBuilder ® HiF i DNA Assembly および NEBridge ® 
Golden Gate Assembly が挙げられますが、NEB はこれらの酵素や技術を約 50 年にわ

たって提供し続けています。NEB は、革新的な研究を最初から最後まで遂行するため

のツールを提供することにより、科学界に貢献し続けています。

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工程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

•  Exo Selector – 最適なエキソヌクレアーゼを検索

•  NEBridge™ Golden Gate Assembly Tool – Golden Gate アッセンブリのためのプラ

イマー設計

•  NEBridge Ligase Fidelity Tools – 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

その他のツールの提供。全ツールは、www.neb.com/nebtools を参照。

Featured Tools  
& Resources

NEBuilder HiFi DNA Assembly 
Master Mix & Cloning Kit92

NEBridge® Golden Gate 
Assembly Kit  
(BsaI-HF®v2, BsmBI-v2)

94

クローニング方法の 
一覧と比較90

NEBridge Ligase Master Mix94

クローニングガイド326
クローニングのトラブル

シューティングガイド333

Featured Products
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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。

*  プラスミド中の DNA 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 DNA からクローニングを行う場合、

Traditional 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
組換え反応を行う。
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by 3´➞5´ exo
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P
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Endpoint vector

Recombination sites

+

PCR productsPlasmid Annealed oligosgDNA Synthetic DNA

cDNA Synthesis

RNA

cDNA

クローニングの各反応の最適な製品を

NEBcloner.neb.com で簡単に検索可能

dsDNA
intermediate 2

DNA精製
（プラスミド精製） クローンの確認

DNAの準備

ベクターとインサートの連結

DNAの準備

末端修飾

Traditional Cloning
(RE Digestion & Ligation)

PCR Cloning
(TA & Blunt-End)

Restriction Enzyme (RE)
Digestion

Ligation Independent
Cloning (LIC)

Recombinational
(Gateway/Creator/Univector)

dsDNA
intermediate
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Clean up
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Clean up
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60 min. (standard)

5–15 min. (Time-Saver)
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Dephosphorylation (optional)

Clean up OR
15 min.

Gel & column
puri�cation
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T-addition (optional)
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(Gene Assembly)
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A
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by 5´➞3´ exo
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Simultaneous with
previous step
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Ligation
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Dephosphorylation/
blunting (optional)

Instant – 15 min.

75 min.
Gel & column puri�cation

Ligation

60 min. (standard)
5–15 min. (Time-Saver)

RE digestion

Proteinase K treatment
10 min.

Site-speci�c recombination
60 min.

P

P

OR ORP

P

15 min.

Clean up

RE digestion
60 min. (standard)

5–15 min. (Time-Saver)

Plasmid

Multiple cloning site (MCS)

P
A

A
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

■ 制限酵素を使わないクローニング（もちろん

使用も可能）

■ PCRをして混ぜるだけ、15 - 60分でアッセン
ブル完了

■ Gibsonのアップグレード版

■ 複数断片（> 12）、大きなコンストラクト（20 
kb）にも対応

■ 5′/3′ミスマッチ除去ができるので、シーム
レスクローニングが簡単

■ 1本鎖 DNAとベクターのアッセンブルも可
能

■ 部位特異的変異導入、さらに複数導入が

可能

■ ニックがない完全なプラスミド作成、その

まま PCRなども可能

NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix
#E2621S 10 reactions  . . . . . . . .¥23,000
#E2621L 50 reactions  . . . . . . . .¥91,000
#E2621X 250 reactions  . . . . . . ¥364,000

NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit
#E5520S 10 reactions  . . . . . . . .¥27,200

NEBuilder HiFi DNA Assembly Bundle for 
Large Fragments
#E2623S 20 reactions  . . . . . . . .¥71,400

NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix & Cloning Kit r

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 Kit（#E5200S）を推奨する。アッセンブル産
物が 15kb以上の場合には NEB 10-beta Competent E. 
coli（#C3019）もしくはこれの付属した 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 Efficiency）

– 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 Efficiency）

– SOC Outgrowth Medium

– NEBuilder Positive Control

– pUC19 Transformation Control Plasmid

OR OR

+ A
B

C

A
B

C

DNAの準備

• PCR
• 制限酵素切断

• 合成DNA（gBlokなど）

• 1本鎖DNA

1 ステップ反応

形質転換

DNA解析

直鎖状

ベクター

アッセンブル
産物

50℃、15-60分間

制限反応 コロニーPCR シーケンス

NEBuilder® アッセンブル

• 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

15-30 bp のオーバーラップを有する
DNA インサート（PCR 産物）

NEBuilder HiFi DNAアッセンブリーのワークフローと原理

NEBuilder HiFi の詳細は

NEBuilderHiFi.com を参照。

プライマー設計にはオンラインツール

（NEBuilder.neb.com）を推奨

How does NEBuilder HiFi 
DNA Assembly work?
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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

最大 6つのフラグメントのアッセンブリーに最適化
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 

	■ 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

Gibson Assembly Master Mix
#E2611S 10 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥24,000
#E2611L 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥95,000

Gibson Assembly Cloning Kit
#E5510S 10 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥29,000

Gibson Assembly® Master Mix & Cloning Kit r

 

 

NEBuilder HiFi 
DNA Assembly
NEB #E2621
NEB #E5520
NEB #E2623

NEB Gibson Assembly
NEB #E2611
NEB #E5510

NEBridge Golden Gate Assembly Kits 
(BsaI-HFv2/BsmBI-v2)
NEB #E1601
NEB #E1602

NEBridge Ligase Master Mix
NEB #M1100

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） ★★★ ★★★ ★★★ ★★★

3 – 6断片のアッセンブリ ★★★ ★★★ ★★★ ★★★

7 – 11断片のアッセンブリ ★★★ ★★ ★★★ ★★★

12-50+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（shRNA）のクローニング ★★★ ★★ ★ ★

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

KEY

★★★ 最適

★★ 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

N/A 当該アプリケーションには適用できない

NR 推奨しない

DNAアッセンブルキットの選択チャート

オンラインチュートリアルは、

NEBGibson.com 参照
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

説明：NEBridge 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。

NEBridge Ligase Master Mixは、様々な Type IIS制限酵
素を個別に注文でき、高効率で正確性の高い Golden 
Gateアッセンブリーを実現する。

Golden Gateアッセンブリーは、Type IIS制限酵素と T4 
DNAリガーゼを用いて DNAフラグメントを効率的かつ
シームレスにアッセンブルする方法である。Type IIS制
限酵素は認識部位に結合するが、その部位から下流

の DNAを、配列特異的な切断部位ではなく、位置特
異的に切断する。したがって、1種類の Type I IS制限
酵素により、固有のオーバーハングを有する DNA断
片が生じることがある（下図参照）。断片のアッセン

ブリーは、隣接する断片間で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。アッセンブル

の最終産物には、Type IIS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。

多フラグメントアッセンブリーには特に有用であるが、

ゴールデンゲート法は、ライブラリーを作成するため

に多様な集団からの単一インサートおよびインサート

のクローニングにも使用できる。繰り返しエレメント

（遺伝子回路や CRISPRガイドアレイなど）のアッセン
ブリーにも有用である。

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（w w w.neb.
com/goldengate）を参照。

キット内容（E1601）：
– NEBridge Golden Gate Assembly Mix

– T4 DNA Ligase Reaction Buffer（10X）

– pGGA Destination Plasmid

キット内容（E1602）：
– NEBridge Golden Gate Assembly Mix

– T4 DNA Ligase Reaction Buffer (10X)

– pGGAselect Destination Plasmid

キット内容（M1100）
• NEBridge Ligase Master Mix (3X)

• 別途 NEBの Type IIS制限酵素が必要
* メモ：24断片まではプレクローンとアンプリコンの両方からアッセンブル
可能。35以上の断片はアンプリコンを使用する必要がある。

関連製品：

NEB 10-beta Competent E. coli (High Effi ciency)
#C3019H 20 x 0.05 ml  . . . . . . . . .¥36,000
#C3019I 6 x 0.2 ml  . . . . . . . . .¥27,800
#C3019P 1 x 96-well plate  . . . . . . . . .¥82,400

NEB 5-alpha Competent E. coli (High Effi ciency)
#C2987H 20 x 0.05 ml  . . . . . . . . .¥29,000
#C2987I 6 x 0.2 ml  . . . . . . . . .¥22,400
#C2987P 1 x 96-well plate  . . . . . . . . .¥73,000
#C2987R 1 x 384-well plate  . . . . . . . .¥206,000
#C2987U 96 x 0.05 ml  . . . . . . . .¥140,000

NEB Cloning Competent E. coli Sampler
#C1010S 8 x 0.05 ml  . . . . . . . . .¥21,600

■ 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

■ 複数の断片（2〜 50 + 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）

NEBridge Golden Gate Assembly Kit 
(BsaI-HF v2)
#E1601S 20 reactions  . . . . . . . .¥27,000
#E1601L 100 reactions  . . . . . . . .¥72,200

NEBridge Golden Gate Assembly Kit (BsmBI-v2)
#E1602S 20 reactions  . . . . . . . .¥27,000
#E1602L 100 reactions  . . . . . . . .¥72,200

NEW
NEBridge Ligase Master Mix
#M1100S 50 reactions  . . . . . . . .¥15,400

NEBridge® Golden Gate Assembly Kits r

GGTCTCNNNNN
CCAGAGNNNNN

+Single-tube
reaction
• BsaI-HFv2 
or BsmBI-v2

• DNA ligase

BsaI-HFv2-
digested vector PCR-ampli�ed fragments,

BsaI-HFv2-digested
(or BsmBI-v2-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
(50+) fragment assemblies

3´ 5´

5´ 3´

BsaI-HFv2 (or 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 Gateアッセンブリーの場合、dsDNA 断片の両端に Type IIS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。

正確性の高い Golden Gate アッセンブリーの

設 計 に は、LigaseFideli t y.neb.com の

NEBridge Ligase Fidelity Tools をお試しく

ださい。

– 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™ – アッセンブリーのためのDNA
分割ツール

NEBridge Golden Gate Assembly Tool
（GoldenGate.neb.com）を利用して

実験の設計をスピードアップ

How does Golden Gate 
Assembly work?

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)

*  50以上のフラグメントについて NEB #E1601/1602で、
25以上のフラグメントについてNEB #M1100でテストした。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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 Effi ciency) 
(NEB #E1202 only) 

• NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium 
(NEB #E1202 only) 

• pUC19 Control DNA  
Phusion® is a registered trademark of Thermo Fisher Scientifi c

■ 平滑末端および TA 末端を含むすべての
PCR 産物の容易なクローニング

■ 5分間のライゲーションステップで高速
クローニング

■ コロニーのバックグラウンドが低く /なく、
青 /白の選択が不要な簡易スクリーニング

■ 精製工程を省くことによる時間の節約

■ 2つの単一消化オプションの選択を含め、
サブクローニングを容易にするための隣接

する制限サイトがさらに利用可能

■ Golden Gateモジュールのクローニングを
可能にするため、BsaI部位を除去

NEB PCR Cloning Kit
#E1202S 20 reactions  . . . . . . . .¥48,000

NEB PCR Cloning Kit (Without Competent Cells)
#E1203S 20 reactions  . . . . . . . .¥27,600

NEB® PCR Cloning Kit (with or without competent cells) r

How does the NEB 
PCR Cloning Kit work?

説明：Quick Blunt ing K i t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。

関連製品：

Quick Blunting and Quick Ligation Kits
#E0542S 20 reactions  . . . . . . . . .¥29,000

■ 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

#E1201S 20 reactions  . . . . . . . .¥15,200
#E1201L 100 reactions  . . . . . . . .¥61,000

Quick Blunting™ Kit

Recombinant
vector

Quick Blunting

Ligation

Transform & plate

P

OH 3´

5´3´

5´ P

HO

[blunted,
dephosphorylated]

OR
RE-digested

DNA

A
A

Purified
PCR product

Sheared
DNA

OR

Vector

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

• Deoxynucleotide Solution Mix (1 mM)

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。
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

Learn more about the benefi ts 
of the Q5 SDM Kit.

プライマー設計については、NEBaseChanger.
neb.com を参照

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-Fideli t y 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

Q5 Site-Directed Mutagenesis Kitのキット内容：

• Q5 Hot Start High-Fidelity Master Mix (2X) 

• KLD Enzyme Mix (10X) 

• Control SDM Plasmid 

• Control SDM Primer Mix 

• pUC19 Vector (NEB #E0554 only) 

• SOC Outgrowth Medium (NEB #E0554 only) 

• NEB 5-alpha Competent E. coli (High Effi ciency) 
(NEB #E0554 only)  

KLD Enzyme Mixの内容：

• KLD Enzyme Mix (10X) 

• KLD Reaction Buffer (2X) 

■ 力強い指数関数的増幅により、広範囲の

テンプレートから目的の変異を高収率で

生成する。

■ 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

■ 室温でのセットアップ

■ 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

■ 使いやすいマスターミックス仕様

Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit
#E0554S 10 reactions  . . . . . . . .¥29,200

Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit 
(Without Competent Cells)
#E0552S 10 reactions  . . . . . . . .¥20,200

KLD Enzyme Mix
#M0554S 25 reactions  . . . . . . . .¥52,800

Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (with or without competent cells) r

*

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.

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）。

Shelley は、1993 年にサマー学生プログラ

ムの受講生として NEB でのキャリアをス

タートさせました。彼女は現在、品質管

理試験室の品質管理分析者 II として働い

ています。Shelley は NEB の Engage in 
Giving group の一員であり、その優れた態

度はいつも皆を笑顔にしています。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

 
Blunt/

TA 
Ligase 
Master 

Mix

Instant 
Sticky-

end 
Master 

Mix
Electro- 
Ligase

T4 
DNA 

Ligase

Hi-T4 
DNA 

Ligase

Immo- 
bilized 

T4 
DNA 

Ligase

Salt-T4® 
DNA 

Ligase

Quick 
Ligation 

Kit

NEBridge 
Ligase 
Master 

Mix

T3 
DNA 

Ligase

T7 
DNA 

Ligase

HiFi 
Taq 
DNA 

Ligase

Taq 
DNA 

Ligase

9°N™ 
DNA 

Ligase

NEBNext 
Quick 

Ligation 
Module

SplintR 
Ligase

E. coli 
DNA 

Ligase

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
★★★ ★★ ★★

Golden Gate 
Assembly ★★★ a ★★★ ★

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

★★ ★★ ★★ ★★★ ★★★ ★★★ ★★ ★★ ★★ ★★ ★★ ★★ ★★ ★★

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
★★★ ★★ ★★ ★ ▲ ★★ ★ ▲

リガンド依存性

DNA 配列および
SNP 検出（LCR、
LDRおよび関連
する方法）

★★★ ★★ ★★

リガンド依存性

RNA 配列および
SNP 検出

★ ★★★

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

▲ ▲ ▲ ▲

特長

耐塩性（T4 DNA
リガーゼの 2倍
超）

• •

15分間以下のラ
イゲーション • • • • • • • • • • • • •

マスターミック

ス仕様 • • • •

熱安定性 • • •
耐熱性 • • • •
リコンビナント

酵素 • • • • • • • • • • • • • • • • •

再使用可能 / 
取り外し可能 •

 
KEY

★★★ 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

a 未試験

DNA Ligase Selection Chart

NEBでは様々な DNA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。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

Find an overview 
of ligation.
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

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 
Immobilized 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 T3 DNA Ligase

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 
Immobilized 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´
N/A CircLigase™を参照

pOH5´ 3´
N/A 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 反応後は Proteinase Kでのクリーンアップを推奨

OH5´ 3´App
Thermostable 5´ App DNA/RNA Ligase 反応後は Proteinase Kでのクリーンアップを推奨

= 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

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、Salt-T4 DNA Ligaseを推奨 
50℃までの温度でのライゲーションには、Hi-T4 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、Salt-T4 DNA Ligaseを推奨 
50℃までの温度でのライゲーションには、Hi-T4 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.

Substrate-based Ligase Selection Chart
ここでは基質の組み合わせ毎の推奨リガーゼを表に記した。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
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

T4 DNA Ligase Products

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。

モル量比の計算に便利な換算ツールについては、

NEBioCalculator.neb.com を参照。

製品 製品番号 特長 反応条件 容量 希望小売価格

T4 DNA Ligase 通常濃度：

M0202S
M0202L
高濃度（5X）：

M0202T
M0202M

• 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 NEBuffer（1mM 
ATPを添加）、T4 PNK Buf fer（1mM ATP
を添加）中でも可能

1X T4 DNA Ligase Reaction Buffer
使用。16℃でインキュベーション。
65℃、10分で熱不活性化が可能。

通常濃度：

S: 20,000 units
L: 100,000 units
高濃度（5X）：

T: 20,000 units
M: 100,000 units

¥11,400
¥45,200

¥11,400
¥45,200

マスターミックス

Instant Sticky-end 
Ligase Master Mix

M0370S
M0370L

• 最適化されたバッファーと独自のライ
ゲーションエンハンサーによる 2x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 reactions
250 reactions

¥14,200
¥57,000

Blunt/TA Ligase 
Master Mix

M0367S
M0367L

• 最適化されたバッファーと独自のライ
ゲーションエンハンサーによる 2xマス
ターミックス

• 平滑末端同士または 1b p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 reactions
250 reactions

¥14,600
¥58,200

NEW
NEBridge Ligase 
Master Mix

M1100S • 自分の好きな Type IIS制限酵素と組み合
わせて自由に Golden Gateが可能

• 使いやすい 3x濃度

反応容量 15 µLまたは 30 µL中の
1X NEBridge Ligase Master Mix、
Type IIS制限酵素および DNA断
片

50 reactions ¥15,400

キット

Quick Ligation Kit M2200S
M2200L

• 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 reactions
150 reactions

¥17,800
¥70,000

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 11 µl、
25℃でインキュベーション

50 reactions ¥17,800

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

• ライゲーション後は熱不活性化ステップ
不要

1X T4 DNA Ligase Reaction Buffer
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 mg ¥52,200

特殊リガーゼ

Hi-T4™ DNA Ligase M2622S
M2622L

• 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。
Heat 65℃、10分で熱不活性化
が可能。

20,000 units
100,000 units

¥12,600
¥50,400

Salt-T4® DNA Ligase M0467S
M0467L

• 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 units
100,000 units

¥12,200
¥49,000
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

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と比べて T3 DNA 
Ligaseは高い NaCl耐性（2倍）がある。

反応条件：StikTogether DNA Ligase Buffer、25℃で 
インキュベーション

ユニット定義：1 uni t は、1X S t ickTogether DNA 
Ligase Buffer中で、25℃、1分間で全応溶液 20 µl中、
100 ngの HindIIIで切断したλ DNA断片の 50%ライ
ゲーションをするために必要な酵素量として定義

濃度：3,000,000 units/ml

メモ：ATPが必須である。これは、NADを必要と
する E. Coli DNA Ligaseと対照的である。T3 DNA 
Ligaseは、PEG 6000が有害となる用途向けとして、
T4 DNA Ligase Bufferや NEBufferなど、PEG 6000を
含まないバッファー中においても活性を示す。最終

濃度 1 mMの ATPを必ず添加すること。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

#M0317S 100,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400
#M0317L 750,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥53,800

T3 DNA Ligase 7 n r ( 9

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：StikTogether DNA Ligase Buffer、25℃で 
インキュベーション

ユニット定義：1 uni t は、1X S t ickTogether DNA 
Ligase Buffer中、25℃、30分間で全応溶液 20 µl中、
100 ngの HindIIIで切断したλ DNA断片の 50%ライ
ゲーションをするために必要な酵素量として定義

濃度：3,000,000 units/ml

メモ：ATPが必須である。T7 DNA Ligaseは、PEG 
6000が有害となる用途向けとして、T4 DNA Ligase 
Bufferや NEBuffer r1.1–r4.1など、PEG 6000を含ま
ないバッファー中においても活性を示す。最終濃度

1 mMの ATPを必ず添加すること。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

#M0318S 100,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400
#M0318L 750,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥53,800

T7 DNA Ligase 7 n r ( 9

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：E. coli DNA Ligase Reaction Buffer、16℃
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、全応溶液 20 µl中、16℃、
30分間で HindII Iで切断したλ DNA断片（5′ DNA 

末端濃度が 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：rATPを使用するその他のリガーゼとは対照的
に、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）
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

#M0205S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#M0205L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥48,600

E. coli DNA Ligase 7 r Z >
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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。

反応条件：Taq 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 unit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。

濃度：40,000 units/ml

メモ：1 X Taq DNA Ligase Reaction Bufferは、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+ 
補因子の半減期を延長するため、バッファーは – 
80℃以下で保存。Taq DNA ligaseは 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

	■ 2本鎖 DNA中のニック修復

	■ Gibson Assemblyに使用されているリガー
ゼ

	■ LDRおよび LCRによる変異検出

#M0208S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,600
#M0208L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥62,000

Taq DNA Ligase 7 r M 9

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：HiFi Taq DNA Ligase Reaction Buf ferを
使用。

	■ 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

	■ LCRや LDRなどの遺伝子検出法における
正確性を向上

	■ padlockプローブのライゲーション

#M0647S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥29,600

HiFi Taq DNA Ligase 7 r 9
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Ligation yield

50–80%

10–50%

< 10%

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。

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）
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

説明：SplintR Ligaseは RNA splint上の DNAをライ
ゲーションする。RNA spilint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 Chlorella 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 splin t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：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 Splin tR 
Ligase Reaction Buffer 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

メモ：保存のために酵素の希釈が必要な場合は、

Diluent A（#B8001）の使用を推奨する。

	■ 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

#M0375S 1,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,800
#M0375L 6,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥84,400

SplintR® Ligase 7 n r ( >

説明：T4 Polynucleotide Kinaseは、ATPを基質にして
DNA と RNA 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 Polynucleotide Kinase 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

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）。

ATPの代わりに、CTP、GTP、T TP、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。

ユニット定義：1 unitは 37℃、30分で 1 nmolの酸不
溶性［32P］を取り込むために必要な酵素量として定
義される。

濃度：10,000 units/ml

	■ DNA/RNAの 5′リン酸化

	■ DNA/RNA 末端の 32 P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）

T4 Polynucleotide Kinase
#M0201S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥9,400
#M0201L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥37,600

T4 Polynucleotide Kinase 
(3' phosphatase minus)
#M0236S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥22,000
#M0236L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥87,800

T4 Polynucleotide Kinase & T4 Polynucleotide Kinase (3´ phosphatase minus) n r 7 w >

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：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 unitは、全反応
容液 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 Unitは Nick-closing Unitと同
等である。

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

	■ 耐熱性

	■ LDRおよび LCRによる変異検出

#M0238S 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,600

9°N™ DNA Ligase 7 r M 9
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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：T4 DNA Ligase Reaction Buf fer、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 unitは、全反応溶液 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 

#M0659S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,800

5-hydroxymethyluridine DNA Kinase 7 n r w q

O

O

O–

N

NH

O

ON

NH O– O
P

O

DNA DNA

5-hydroxymethyluridine 5-phosphomethyluridine

ATP ADP

5-HMUDKHO

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 RNA5′および 3′末端の脱リン
酸化を行う。またリボおよびデオキシリボヌクレオ

シド三リン酸（NTPおよび dNTP）を加水分解する。
Quick CIPは、DNAまたは RNA 末端の脱リン酸化
を必要とする多くのアプリケーションに有用であ

る。クローニングでは、脱リン酸化は直鎖化プラス

ミドDNAの再ライゲーションを防止する。本酵素は、
5′突出末端、5′陥没末端および平滑末端をわずか
10分で速やかに脱リン酸化することができる。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。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 Exo-CIPを推奨、
81ページ参照）。

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

熱による不活性化：80℃、2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：5,000 units/ml

	■ DNAと RNAの脱リン酸化

	■ 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

	■ 80℃、2 分間で簡単に失活可能

#M0525S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000
#M0525L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥67,000

Quick CIP T r w q

Quick CIP*
 NEB #M0525

Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP)
NEB #M0371

Antarctic Phosphatase
NEB #M0289

特徴

熱による不活性化 2 minutes at 80°C 5 minutes at 65°C 2 minutes at 80°C

比活性の強さ • •
安定性 • •
NEBuffer中における活性 • • •
補因子（添加物） • (Zn2+)

クイック・プロトコール（10 分） •

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。

Find an overview of 
dephosphorylation.

* メモ：NEBはほとんどのアプリケーションに Quick CIPを推奨する。

Phosphatase Selection Chart
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

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。80℃、2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。

反応条件：1X Antarctic Phosphatase Reaction Buffer、
37℃でインキュベーション

熱による不活性化：80℃、2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 Pst（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

	■ 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

	■ 熱による不活性化が可能

#M0289S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,000
#M0289L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥52,600

Antarctic Phosphatase 7 n r w q

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す

る。

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遺伝子を削除することにより、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 unitは、標準反応条件下で無機ピ
ロリン酸塩から 1分あたり 1 µmolのリン酸塩を生
成する酵素の量として定義。

1 µM の NudC は、200 µM 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：Pyrophosphatase, Inorganic（E. coli）および
Pyrophosphatase, Inorganic（yeast）：100 units/ml
Thermostable Inorganic Pyrophosphatase：2,000 
units/mlNudC Pyrophosphatase：10 µM

	■ 転写反応の RNA 収量を向上

	■ DNA複製を促進

Pyrophosphatase, Inorganic (E. coli )
#M0361S 10 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,600
#M0361L 50 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥50,400

Pyrophosphatase, Inorganic (yeast)
#M2403S 10 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,200
#M2403L 50 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥52,600

Thermostable Inorganic Pyrophosphatase
#M0296S 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0296L 1,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

NudC Pyrophosphatase
#M0607S 250 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200

Pyrophosphatases r 9

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。

反応条件：rCutSmart Buffer、37℃

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

	■ DNAと RNAの脱リン酸化

	■ 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

	■ 熱による不活性化が可能

#M0371S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥11,400
#M0371L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥45,800

Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) T r w >

N u d C P y r o p h o s p h a t a s e は E n z y m e f o r 
Innocat ion（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。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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：Apyrase Reaction Buffer、30℃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、
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。NEBuf fer 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を生成ならびに ADP
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

#M0398S 10 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,200
#M0398L 50 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥65,600

Apyrase 7 n r x >

説 明：T t e  U v r D H e l i c a s e は、 好 熱 菌

Thermoanaerobacter 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することなく、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：Isothermal Ampli f ica t ion Buf fer Pack、
65℃でインキュベーション

熱による不活性化：80℃、5分間

濃度：20 µg/ml

	■ 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

#M1202S 0 .5 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000

Tte UvrD Helicase 7 n r ^ q

Tte UvrD helicase

OR

OR

3´

5´

5´

3´

3´

5´

5´

3´

3´

5´

5´

3´

3´

5´

OR

5´

3´

3´

5´

5´

3´

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。

#NEBiographies

Marcel は NEB Germany に 13
年勤めており、現在は IT マネー

ジャーをしています。彼の詳

細は動画をご覧ください。
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

 

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 2 分解生成物 3

S化 DNA 
による阻害 4 Notes直鎖状 環状

Linear 
5´ Ext

Linear 
3´ Ext

Linear 
Blunt

Nicked 
(Circular/
Linear)

Circular 
(Supercoiled)

Exonuclease I 
(E. coli)

3´ → 5´ + — — — 15 — 5 — — No dNMP, dinucleotide 6 Yes 15, 5, 6

Thermolabile 
Exonuclease I

3´ → 5´ + — — — 15 — 5 — — No dNMP, dinucleotide 6 Yes 15, 5, 6

Msz Exonuclease I 3´ → 5´ + — — — 15 — 5 — — No dNMP, dinucleotide 6 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´ + — — 15 — — 5 — — No dNMP, ssDNA Yes 5, 15

Mung Bean 
Nuclease

Endonuclease + + — — — — — No dNMP, ssDNA 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, 
ssDNA 9

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

T5 Exonuclease 5´ → 3´ + + + + + + — 3´ dNMP to 6 mer No  

DNase I 
(RNase-free)

Endonuclease + + + + + + + NA dinucleotides, 
trinucleotides, 
oligonucleotides, 
ssDNA, dsDNA,

No  

DNase I-XT Endonuclease + + + + + + + NA  dinucleotides, 
trinucleotides, 
oligonucleotides, 
ssDNA, dsDNA, 

NO   

Micrococcal 
Nuclease

Endonuclease + + + + + + + NA diphosphonucleotides, 
ssDNA, dsDNA 
3´-monophospho-
nucleotides 13

No 13

注釈：

Exonucleases and Non-specific Endonucleases: Properties

（7） E xoT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、4 ntを超えるオーバーハングによって阻害される。

（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 DN Aの部分的な切断により、突出末端を持つ 2本鎖 DN A 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 DN A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、Msz Exo 
Iおよび E xo 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、Msz 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

（15） RecJfは 5′突出末端の平滑化には適していない。熱不安定性 Exo I、
E xo Iおよび Msz E xo 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） E xoII Iは、直鎖状 dsDNAと比較し直鎖状 ssDNAに対して 5〜 10
倍少ない活性を示す。

（17） dsDNAから ssDNA 突出末端を削除する方法については、Blunting 
Selectionチャートを参照する。

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

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反応におけるプライマーの除去 • 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

• Exonuclease VII

• Msz Exonuclease I

• ExoIよりも熱不活性化が迅速 
3′末端に化学修飾のあるプライマーに有効

• ExoIよりも熱不活性化が迅速 
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
3′ → 5′の場合

• Lambda Exonuclease

• Exonuclease III

• 除去の対象となる鎖の 5′末端はリン酸化が必要

• 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

• Exonuclease V (RecBCD)

• 線形 ssDNA、線形 dsDNA、ニックの入った DNAの分解

• 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抽出でよ

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

• Exonuclease V (RecBCD)

• ニックのない環状 2本鎖 DNAのみを残す

• 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

• DNase I-XT

IVT反応液からのテンプレート DNAの除去 • DNase I-XT

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

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

Exonucleases and Endonucleases: Common Applications

What are exonucleases and 
their applications?
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

DNase I (RNase-Free) 7 n r w ?  
NEW

説明：DNase Iは DNA特異的エンドヌクレアーゼであ 
り、2本鎖と 1本鎖の DNAを短いオリゴまで分解す 
る。

DNase I-XTは、塩濃度 50-100 mMで最適な活性を示
し、200および 300 mMの塩溶液中でそれぞれ 65%
と〜 40%の活性を保持する、塩耐性酵素である。高
い耐塩性のため、in vi tro 転写（IV T）反応液からの
DNAテンプレート除去に理想的。

いずれの酵素も RNaseフリーであり、RNAの完全性
を維持しながら、RNA調製液から DNAを完全に除去
することができる。

反応条件：1X DNase I Reaction Buffer、37℃でインキュ
ベーション。DNase Iは 75℃、10分間で熱による不
活性化が可能であるが、DNase I-XTは不活性化でき
ない。

付属試薬：

• DNase I Reaction Buffer (NEB #M0303) 

• DNase I-XT Reaction Buffer (NEB #M0570)  

ユニット定義：DNase I – 1 unitは、全反応溶液 50 µl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。DNase I-XT – 1 unitは、210 
µLの反応容量中、30℃、1分間で、35 mer FAM-
BHQ1標識されたヘアピンオリゴヌクレオチドから 50 
pmolの FAMを遊離するために必要な酵素量として
定義。

濃度：2,000 units/ml

メモ：DNase I-XTは最適化された反応バッファーとと
もに供給される。DNase I Reac t ion Buf ferではなく、
付属バッファーとともに使用する。同様に、最適な塩

濃度ではないため、DNase Iとともに DNase I -X T 
Bufferを使用しないこと。DNase Iを使用する場合は、
酵素不活性化中の RNAの分解を防ぐため、EDTAを
最終濃度 5 mMまで添加すること。

	■ RNAサンプルからのゲノム DNAコンタミ
ネーションの除去

	■ IVT反応液からの DNAテンプレート除去

DNase I (RNase-free)
#M0303S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,200
#M0303L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥53,000

NEW
DNase I-XT
#M0570S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,400
#M0570L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥55,800

DNase I-XT 7 n w 9

5´
3´

3´
5´

DNase I
(RNase-free)

DNA

5´
3´

3´
5´ Short oligos

Starting material
5´
3´

OR OR OR OR

説明：プロセッシビティの高い DNA特異的エキソヌ
クレアーゼである。直鎖状の 2本鎖 DNAを 5′→ 3′
の方向に分解する。5′リン酸化 2本鎖 DNAを最も
高効率で分解するが、非リン酸化末端や 1本鎖
DNAも低い反応速度ながら分解する。

反応条件：Lambda E xonuclease Reac t ion Buf fer、
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、1 µgの超音波処理済み 2
本 鎖 [3H] -DNA を 含 む 1X Lambda E xonuclease 
Reaction Bufferの全反応溶液 50 µl中、37℃、30分
間で、2本鎖基質から 10 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：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。

 

#M0262S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600
#M0262L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,400

Lambda Exonuclease 7 n r w ?

5´
3´

3´
5´

Lambda
Exonuclease

DNA

P 5´
3´

3´
5´

Starting material

5´
3´

P P

dNMP

OR OR P

説明：DNA特異的エキソヌクレアーゼである。直鎖
状の 1本鎖 DNAを 3′→ 5′方向に分解する。

反応条件：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、0.17 mg/mlの 1本鎖 [3H]- 
DNAを含む 1X Exonuclease I Reaction Bufferの全反
応溶液 50 µl中、37℃、30 分間で、2本鎖基質か
ら 10 nmolの酸可溶性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：20,000 units/ml

	■ 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反応におけるプライマーの除
去

	■ 2本鎖 DNAサンプル中の 1本鎖 DNAの
除去

#M0293S 3,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600
#M0293L 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,800

Exonuclease I (E. coli) 7 r w q

5´ 3´
DNA

5´ 3´

Exonuclease I (E. coli)/
Thermolabile Exonuclease I/
Exonuclease T

Starting material

5´ 3´

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

説明：DNA特異的エキソヌクレアーゼである。1本
鎖 DNAを 3′→ 5′方向に分解する。本酵素は 80℃、
1分間で熱不活化することができる。

反応条件：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、0.17 mg/mlの 1本鎖 [3H]-E. 
coli DNAを含む 50 mM Tris-HCl（pH 7.9）、100 mM 
NaCl、10 mM MgCl2および 100 µg/ml BSAの全反応
溶液 100 µl中、37℃、6分間で、2 nmolの酸可溶
性ヌクレオチドを放出するための酵素量として定義

濃度：20,000 units/ml

	■ DNAシークエンスまたは SNP 解析前の
PCR反応液中のプライマーを除去

	■ nested PCR反応におけるプライマーの除
去

	■ 2本鎖 DNAサンプル中の 1本鎖 DNAの
除去

#M0568S 3,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0568L 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥59,200

Thermolabile Exonuclease I R r w q

5´ 3´
DNA

5´ 3´

Exonuclease I (E. coli)/
Thermolabile Exonuclease I/
Exonuclease T

Starting material

5´ 3´

dNMP

説明：2本鎖 DNA特異的エキソヌクレアーゼであ 
る。直鎖状の 2本鎖 DNAを 3′→ 5′方向に分解する。
DNA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。

分解は 3′陥没末端、平滑末端、4 塩基以下の 3′突
出末端である。

また本酵素は 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：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、0.15 mMの超音波処理済
み 2本鎖 [3H]-DNAを含む 1X NEBuf fer 1の全反応
溶液 50 µl中、37℃、30分間で、1 nmolの酸可溶
性デオキシ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：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。

	■ 部位特異的変異導入

	■ 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

#M0206S 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#M0206L 25,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥48,600

Exonuclease III (E. coli ) 1 r w /

5´
3´

3´
5´

Exonuclease III
(E. coli)

DNA

dNMP
3´ 5´

5´ 3´

Starting material
5´

3´
OR OR

説明：E xonuclease Vは DNA特異的エキソヌクレ 
アーゼである。また 1本鎖 DNAに対してはエンド
ヌクレアーゼ活性を示す。分解は 5′および 3′の両
末端から連続的に起こる。活性には ATPと 2価の
カチオンが必須である。特に Mg2+によりエキソヌ

クレアーゼ活性が必要である。一方、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）。

反応条件：NEBuf fer 4、37℃でインキュベーション。
1 mMの ATPが必須。

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直鎖状 DNA
を分解

	■ 低コピープラスミド精製後、残った gDNA
を除去

#M0345S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400
#M0345L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,400

Exonuclease V (RecBCD) 4 n r w /

5´
3´

3´
5´

Exonuclease V
(RecBCD)

DNA

5´
3´

3´
5´

Short oligos

Starting material
5´
3´

OR OR OR
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

説明：DNA特異的エキソヌクレアーゼである。直鎖
状の 1本鎖 DNAを 3′末端および 5′末端の両方から
分解する。

反応条件：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（5′リン酸および非 5′
リン酸プライマー）

	■ ゲノムDNA中のイントロン部位のマッピン
グ

	■ 2本鎖 DNA中の 1本鎖 DNAの除去

#M0379S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥32,200
#M0379L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥128,600

Exonuclease VII 7 n r w :

5´ 3´
Exonuclease VII

DNA

Starting material
5´ 3´

5´ 3´ Short oligos

説明：2本鎖 DNA特異的エキソヌクレアーゼであ 
る。直鎖状の 2本鎖 DNAを 5′→ 3′方向に分解する。
環状 2本鎖 DNAと 1本鎖 DNAは分解しない。

反応条件：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、0.15 mMの超音波処理済
み 2本鎖 [3H] DNAを含む 1X NEBuffer 4の全反応溶
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  

	■ 環状 DNAサンプル中の直鎖状の 2本鎖
DNAを分解

#M0545S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200

Exonuclease VIII, truncated 4 n r w /

5´ 3´
Exonuclease VIII,

truncated

DNA
3´ 5´

5´
dNMP

3´

3´ 5´

Starting material
5´
3´

OR OR POR

説明：1本鎖 RNAもしくは DNA特異的エキソヌク
レアーゼである。RNaseTとしても知られる。フリー
の 3′末端から 3′→ 5′方向に分解、ヌクレオチドを
除去する。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。

反応条件：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、25℃、30 分間で、50 
pmolの Fam標識ポリチミジン基質から 1 nmolの
dTヌクレオチドを遊離するの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 Exonuclease Tが必要

	■ dsDNAの 3′オーバーハングから平滑末端
を生成（配列依存的）

	■ SNP 解析の DNAシークエンス前に 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

#M0265S 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0265L 1,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

Exonuclease T 4 n r ( >

5´ 3´
DNA

5´ 3´

Exonuclease I (E. coli)/
Thermolabile Exonuclease I/
Exonuclease T

Starting material
5´ 3´

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

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。

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。

説明：本酵素は耐熱性の DNAおよび RNAエンドヌ
クレアーゼである。2本鎖 DNAの枝分かれ基質か
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。切断産物は DNAリガーゼでライゲー
ションできる。

#M0645S 1,600 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400

Thermostable FEN1 7 n r ^ 9

5´

3´

3´

5´

Thermostable FEN1

DNA

5´
3´

3´

5´

P

5´
NickOH

OH

説明：Micrococcal Nucleaseは DNAおよび RNAエン
ドヌクレアーゼで、2本鎖および 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る。

反応条件：Micrococcal Nuclease Reaction Buf fer、
37℃でインキュベーション。100 µg /mlの精製 BSA
を添加。

ユニット定義：1 unitは、37℃、15分間で、アガロー
スゲル電気泳動により、低分子 DNA断片の蓄積が
400塩基対未満の程度になるまで 1 µgのλ DNAを
消化するために必要な酵素量として定義

濃度：2,000,000 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

	■ 細胞溶解物からの核酸の分解

	■ ウサギ網状赤血球の調製

#M0247S 320,000 gel units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400

Micrococcal Nuclease 7 r w 9 a

5´
3´

3´
5´

Micrococcal
Nuclease

DNA

Starting material
5´
3´

OR OR OR OR

Short oligosP5´
3´

3´
5´OH

OH
P

反応条件：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

説明：Msz Exonuclease Iは DNA特異的エンドヌクレ
アーゼである。直鎖状の 1本鎖 DNAを 3′→ 5′方向
に分解する。45-60℃で至適活性を示す。

反応条件：rCutSmart Buffer、55℃

熱による不活性化：80℃、1分間

ユニット定義：1 uni tは、50 mM酢酸カリウム、20 
mM酢酸トリス、10 mM酢酸マグネシウム、100 µg/
ml Recombinant Albumin（pH 7.9@25℃）の 0.17mg/
ml 1本鎖 [3H]-E. coli DNAの全反応溶液 100 µl中、
55℃、15分間で、2 nmolの酸可溶性ヌクレオチド
を放出するための酵素量として定義

濃度：10,000 units/ml

 

#M0527S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400

Msz Exonuclease I T $ q

NEW
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

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。また 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：Mung Bean Nuclease Reac t ion Buf fe r、
30℃でインキュベーション

ユニット定義：1 uni tは、1X Mung Bean Nuclease 
Reaction Bufferの全反応溶液 80 µl中、37℃、15分
間でインキュベートしたとき、1 µg の M13mp18 

1本鎖 DNAを 1 kb未満の断片まで消化するために
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ヘアピンループの 1本鎖部分の切断

	■ 転写マッピング

#M0250S 1,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,000
#M0250L 7,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥52,400

Mung Bean Nuclease 7 x

5´ 3´
Mung Bean
Nuclease

DNA
3´ 5´

5´

Starting material
5´ 3´

dNMP

3´

3´ 5´

STOP

説明：Nuclease P1（Penicillium citrinum 由来）は、亜
鉛依存性の 1本鎖特異的エンドヌクレアーゼで、
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。塩基特異性はなし。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 fe r 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 
NEBuffer r1.1中で使用することを推奨する。

反応条件：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 unit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 >> dsDNA。2′-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を 5′-モノヌクレオチ
ドまで分解

	■ DNAや RNAの塩基組成解析

	■ DNAの損傷や修飾の検証

#M0660S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥9,800

Nuclease P1 7 w ?

5´ 3´

Nuclease
P1

Nuclease
P1

DNA
5´ 3´

Starting material

5´ 3´

5´ 3´ dNMP

説明：Rec J fは 1本鎖 DNA特異的エキソヌクレアー
ゼであり、5′→ 3′方向に DNAを分解する。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 RecJfは 5′リン酸を必要としない。

反応条件：NEBuffer 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、1.5 µgの超音波処理済み
1本鎖 [3H]-標識 E. coli DNAを含む 1X NEBuffer 2の
全反応溶液 50 µl中、37℃、30分間で、0.05 nmol
の TCA酸可溶性デオキシ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

	■ 1本鎖 DNAを 5′末端から分解

	■ 2本鎖 DNAの 5′突出部分を除去（必ずし
も平滑末端にはならない）

#M0264S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,800
#M0264L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥55,800

RecJf 2 n r w >

5´ 3´
RecJf

DNA
5´ 3´

Starting material
5´ 3´

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

説明：T5 E xonucleaseは 2本鎖 DNA特異的エキソ
ヌクレアーゼであり、1本鎖 DNA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：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

	■ 環状ライゲーション産物中の未反応直鎖

状 DNAの除去

	■ 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

	■ プラスミドサンプル中の直鎖状および

ニック DNAの除去

#M0663S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,800
#M0663L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥51,400

T5 Exonuclease 4 n r w 9

5´
3´

3´
5´

T5 Exonuclease

DNA

5´
3´

3´
5´

dNMP
Short oligos

Starting material

5´
3´

OR OR OR OR

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
を分解する。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：NEBuffer 4、25℃でインキュベーション

ユニット定義：1 uni tは、0.15 mMの超音波処理済
み 2本鎖 [3H]-DNAを含む 1X NEBuf fer 4の全反応
溶液 50 µl中、37℃、30分間で、1 nmolの酸可溶
性デオキシ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

	■ 部位特異的変異

	■ ニック伸長

#M0263S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,600
#M0263L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥50,400

T7 Exonuclease 4 n r ( 9

3´5´
3´

3´
5´

T7 Exonuclease

DNA

dNMP

Starting material
5´

3´

5´
3´ 5´

OR OR

説明：Nucleoside Diges t ion 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。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、c a5C、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：Nucleoside Digestion Mix Reaction 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の両方をヌクレオシドまで
消化

	■ グリセロールが低濃度で質量分析に用い

やすい

#M0649S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥23,000

Nucleoside Digestion Mix 7 w
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T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

DNA Repair Enzymes and Structure-specific Endonucleases: Properties

Enzyme 基質 1,2 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

Mismatch 
Endonuclease I

dsDNAにおける T：T、 
G：Gおよび G：Tミス
マッチ

両鎖におけるミスマッチ塩基の 5′側の 3
番目のホスホジエステル結合

5 bpオーバーハング P OH Endonuclease

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

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

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

Endo VIII AP部位 4 AP部位 3′および 5′側のホスホジエステ
ル結合

1塩基ギャップ P P AP lyase

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

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 rN in dsDNA 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

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

USER Enzyme dU 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

1塩基ギャップ P P Glycosylase 
& AP lyase

No

Thermolabile 
USER II

dU 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

1塩基ギャップ P PA Glycosylase 
& AP lyase

No

Thermostable 
USER III

dU 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

1塩基ギャップ dR5P OH Glycosylase 
& AP lyase

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

8-oxoG 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〜 40 nt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

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。

What are endonucleases 
and their applications?
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2本鎖 DNA オリゴ（34-mer）

Repair 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

APE 1 ++++ + - - - - - - - - -

Endo III ++++ + - - - - - - - - -

Tma Endo III ++++ ++ - - - - + + - - ++

Endo IV ++++ + - - - - - - - - -

Tth Endo IV ++++ + - - - - - + - - -

Endo V* +++ + + + ++++ + ++ + + ++++ ++

Endo VIII ++++ ++ - - - - - - - - ++++

Fpg + + - - - - ++++ ++++ - - +

hAAG - - - - ++++ - - - - - -

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）

Repair Enzyme AP DHT 5-hmU I 6-MeA 8-0G U

APE 1 ++ - - - - - -

Endo III ++ - - - - - -

Tma Endo III ++ + - - - - -

Endo IV - - - - - - -

Tth Endo IV - - - - - - -

Endo V + - - ++++ - + -

Endo VIII +++ - - - - - -

Fpg + + - - - ++++ -

hAAG - - - + - - -

T4 PDG - - - - - - -

UDG N/A - - - - - ++++

Afu UDG N/A - - - - - ++++

hSMUG1 N/A - ++ - - - +++

表記：

AP apurinic/apyrimidinic site. 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

部位を生成 

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

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。

修復のレベル：

++++ 100% 
+++ 50% 
++ 10% –25% 
+ <10% 
–  検出される酵素活性無し（<0.7%） 一部のデータは、オリゴデータと臭
化エチジウム染色を用いたゲル上の可視化に基づいていた。反応条件や

検出感度により、結果が異なる場合がある。酵素が過剰な場合にはデン

プン活性（非特異的切断）が生じる可能性があることに注意すること。

N/A 該当無し
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T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

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：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 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 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

*AP部位は、単一ウラシル残基を含む 20 pmolの
34-mer 2本鎖オリゴヌクレオチドを 1 unitの Uracil-
DNA Glycosylase（UDG）で 37℃、2分間処理するこ
とにより生成する。

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

#M0282S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0282L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

APE 1 4 n r w >

OHY5´
3´

3´
5´

5´
3´

3´
5´

APE 1

DNA

dRP

1 nt gap

dRP= deoxyribose phosphateY = AP site

 

説明：Mismatch Endonuclease Iは、ミスマッチの塩
基対（T:T、G:Gおよび T:Gミスマッチ）を特異的に
切断するMg2+依存性 DNAエンドヌクレアーゼであ
る。両鎖のミスマッチ塩基の 5′側で 3番目のホス
ホジエステル結合を切断し、5 塩基対のオーバー
ハングを残す。T:T、G:Gおよび T:Gのミスマッチを
好むが、T:I、G:Iおよび G:Uの DNAミスマッチも容
易に切断する。

反応条件：NEBuffer r2.1、37℃でインキュベーション

熱による不活性化：70℃、5分間

ユニット定義：1 unitは、1X NEBuffer r2.1の全反応
溶液 20 µl中、37℃、30分間で、1個の T:Tミスマッ
チを含む蛍光標識した 60 mer 2本鎖オリゴヌクレ
オチド（0.2 pmol）の 50%を切断するために必要な
酵素量として定義

濃度：80,000 units/ml

	■ いくつかの DNAミスマッチ（T:T、G:Gお
よび G:T）を切断する

#M0678S 4,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥29,200

Mismatch Endonuclease I E n r w /

NEW

G5´
3´

3´
5´G

P OH

Nick

P OH

Nick

5´P OH

Nick

5´
OH5´

3´
3´

Mismatch
Endonuclease I

TP

T

Nick

5´
OH5´

3´
3´GP

G

Nick

OH5´
3´

3´TP

G

Nick

TNN

NN

5´
3´

3´
5´

DNA
T NN

NN

NN
T5´

3´
3´
5´G

NN

NN

NN

NN

NN

NN
NN

 

説明：T7 Endonuclease 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。

反応条件：NEBuffer 2、37℃でインキュベーション

ユニット定義：1 unitは 50 µlの反応液中、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。

濃度：10,000 units/ml

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。

	■ 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

#M0302S 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600
#M0302L 1,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,200

T7 Endonuclease I 2 n r w 9

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

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β -eliminationを介して AP部位を切断、
1塩基分の DNAギャップを生成する。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。

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。

反応条件：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

ユニット定義：1 unitは、10 pmolの蛍光標識した 2
本鎖オリゴヌクレオチドを含む 1X Endonuclease III 
Reaction Bufferの全反応溶液 10 μ l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

*AP部位は、単一ウラシル残基を含む 10 pmolの
34-mer 2本鎖オリゴヌクレオチドを 1 unitの Uracil-
DNA Glycosylase（UDG）で 37℃、2分間処理するこ
とにより生成する。

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

#M0268S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200

Endonuclease III (Nth) 7 n r w >

UAX5´
3´

3´
5´

Endo III (Nth)/
Tma Endo III

Glycosylase AP lyase
DNA

X= thymine 
glycol urea

5, 6-dihydroxythymine
uracil glycol

Y = AP site P = Phosphate
UA = α,β-unsaturated aldehyde

5´
3´

3´
5´

P

1 nt gap

Product 2Product 1

Y5´
3´

3´
5´

Endo  III (Nth)/
Tma Endo III

 

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： 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

*AP部位は、単一ウラシル残基を含む 10 pmolの
60-mer 2本鎖オリゴヌクレオチドを 1 unitの Uracil-
DNA Glycosylase（UDG）で 37℃、2分間処理するこ
とにより生成する。

濃度：10,000 units/ml

	■ アルカリ溶出

	■ アルカリ巻き戻し

#M0291S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

Tma Endonuclease III 7 n r ^ 9

UAX5´
3´

3´
5´

Endo III (Nth)/
Tma Endo III

Glycosylase AP lyase
DNA

X= thymine 
glycol urea

5, 6-dihydroxythymine
uracil glycol

Y = AP site P = Phosphate
UA = α,β-unsaturated aldehyde

5´
3´

3´
5´

P

1 nt gap

Product 2Product 1

Y5´
3´

3´
5´

Endo  III (Nth)/
Tma Endo III

 

Anuj、Sue、Julio は当社の国際チームのメン

バーです（左から右）。Anuj は 2022 年、イン

ドの顧客サービスを担当するビジネスマ

ネージャーとして NEB に入社しました。

Sue は 2012 年から NEB シンガポールのゼ

ネラルマネージャーを務めています。Julio
は 2022 年、グローバル開発部門のグロー

バルチャネルマネジャーとして NEB に入

社しました。
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

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 /
apyrimidinic：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：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 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 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

*AP部位は、単一ウラシル残基を含む 10 pmolの
34-mer 2本鎖オリゴヌクレオチドを 1 unitの Uracil-
DNA Glycosylase（UDG）で 37℃、2分間処理するこ
とにより生成する。

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

#M0304S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0304L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥59,400

Endonuclease IV 3 n r w Q

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

X = Phosphate α, β-unsaturated aldehyde (UA)
dRP= deoxyribose phosphate

 

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：ThermoPol Reaction Buf fer、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

*AP部位は、単一ウラシル残基を含む 10 pmolの
60-mer 2本鎖オリゴヌクレオチドを 1 unitの Uracil-
DNA Glycosylase（UDG）で 37℃、2分間処理するこ
とにより生成する。

濃度：10,000 units/ml

	■ 耐熱性

	■ アルカリ溶出

	■ アルカリ巻き戻し

#M0294S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

Tth Endonuclease IV 7 n r ^ 9

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

X = Phosphate α, β-unsaturated aldehyde (UA)
dRP= deoxyribose phosphate
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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。

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。

反応条件：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 uni t 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

*デオキシイノシン部位は、34 mer 2本鎖オリゴヌ
クレオチドの 1本鎖の中間の dlで合成的に調製す
る。

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

#M0305S 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

Endonuclease V 4 n r w >

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

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および 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
- elimina t ion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。

反応条件：T4 PDG Reaction Buffer、37℃でインキュ
ベーション。100 µg/ml BSAまたは rAlbuminを添加。

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%超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）

#M0308S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

T4 PDG (T4 Endonuclease V) 7 r w 9 a

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

 

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、Endonuclease IIIはβリアー
ゼ活性だけを有する。

反応条件：Exonuclease VII 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 unitは、10 pmolの蛍光標識した 2
本鎖オリゴヌクレオチドを含む 1X Endonuclease III 
Reaction Buf ferの全反応溶液 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

*AP部位は、単一ウラシル残基を含む 10 pmolの
34-mer 2本鎖オリゴヌクレオチドを 1 unitの Uracil-
DNA Glycosylase（UDG）で 37℃、2分間処理するこ
とにより生成する。

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

#M0299S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0299L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥59,400

Endonuclease VIII 7 n r w ?

X5´
3´

3´
5´

Endo VIII

Glycosylase

Endo 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
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

説 明：Fpg は formamidopyr imidine［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、f apy-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：NEBuf fer 1、37℃でインキュベーション。
100 µg/mlの精製 BSAまたは rAlbuminを添加。

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 10 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：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

#M0240S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400
#M0240L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,400

Fpg 1 r w . a

PX5´
3´

3´
5´

Fpg
Glycosylase

Fpg
AP lyase

DNA

Y = AP site

Product 1

Y5´
3´

3´
5´

X = 8-oxoguanine damaged purines

5´
3´

3´
5´

P

1 nt gap

Product 2

 

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。hA AG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：ThermoPol 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 uni t 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

#M0313S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

hAAG 7 n r w >

X5´
3´

3´
5´

hAAG
Glycosylase

DNA

X = 3mA, 7mG, dl, dX Y = AP site

Y5´
3´

3´
5´

 

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お
よび 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：NEBuf fer 1、37℃でインキュベーション
100 µg/mの Recombinant Albumin（Molecular Biology 
Grade）を添加。

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）

#M0336S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

hSMUG1 1 n r w > F

X5´
3´

3´
5´

hSMUG1

Glycosylase
DNA

Y = AP site

Y5´
3´

3´
5´

X = dU and dU derivatives
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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：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分間当たり 60 pmolのウラシルを遊離す
るための酵素量として定義。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超）で阻害される。

関連製品：

Uracil Glycosylase Inhibitor (UGI)
#M0281S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0281L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

	■ 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

#M0280S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0280L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥59,000

Uracil-DNA Glycosylase (UDG) 7 n r w 9

X5´
3´

3´
5´

Afu UDG / UDG /
Antarctic Thermolabile UDG

Glycosylase
DNA

X = dU Y = AP site

Y5´
3´

3´
5´

 

説明：Archaeoglobus fulgidus 由来の E. coli 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：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。

	■ 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

	■ 耐熱性

	■ 1本鎖 DNAおよび 2本鎖 DNA からウラ
シルを除去

#M0279S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

Afu Uracil-DNA Glycosylase (UDG) 7 n r ^ 9

X5´
3´

3´
5´

Afu UDG / UDG /
Antarctic Thermolabile UDG

Glycosylase
DNA

X = dU Y = AP site

Y5´
3´

3´
5´

 

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：Standard Taq Reaction Buffer Pack、37℃
でインキュベーション

熱による不活性化：50℃、5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

	■ 1本鎖 DNAおよび 2本鎖 DNA からウラ
シルを除去

	■ Thermolabile User II Enzyme（NEB 
#M5508）に使用されている

#M0372S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,200
#M0372L 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥61,800

Antarctic Thermolabile UDG 7 n r w ,

X5´
3´

3´
5´

Afu UDG / UDG /
Antarctic Thermolabile UDG

Glycosylase
DNA

X = dU Y = AP site

Y5´
3´

3´
5´
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

[Endonuclease VIII]
USER Enzyme

[Endonuclease III]
USER II Enzyme

[Endonuclease IV]
USER III Enzyme

* Can be UDG, Antarctic Thermolabile UDG or Afu UDG (Thermostable)
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USER Enzyme、Thermolabile USER II Enzymeおよ
び Thermostable USER IIIは、DNAの切断後に異な
る機能性末端を生成する。それぞれの USER Enz yme 
は、切断後に異なる 3′および 5′末端を生成する。USER 
Enzyme（#M5505）は、エンドヌクレアーゼ VIIIを含み、
切断後に 3′と 5′のリン酸を残す。Thermolabile USER II 
Enzyme（#M5508）は、Endonuclease IIIを含み、切断後
に 3′-リン酸α、β -不飽和アルデヒドおよび 5′リン酸
を残す。Thermostable USER III Enzyme（#M5509）は、
Endonuclease IVを含み、3′-ヒドロキシルおよび 5′-デ
オキシリボースリン酸を残す。

説明：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。関連製品：

β-Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+)
#B9007S 0.2 ml  . . . . . . . . . . ¥6,400

	■ 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

#M0309S 30 reactions  . . . . . . . .¥31,200
#M0309L 150 reactions  . . . . . . ¥124,800

PreCR® Repair Mix  

PreCR treatment
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PreCR Repair Mixによる様々な DNA 損傷の修復。PreCR 
Repair Mix 未処理（−）、処理（＋）。DNA損傷の種類を写真
上部に記載。メモ：Heat treatmentは 99℃で 3分間。分子量
マーカー（M）は 2-log DNA Ladder（#N3200）

USER® Enzyme T n r w 9  

Thermolabile USER® II Enzyme T n r w >  
NEW

説 明：USER（Uracil -Specific E xcision Reagent）
Enz yme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。

Thermolabile USER 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。USER 
Enzymeとは異なる 3′末端を産生する。65℃以上の
温度で 100%不活性化が可能である。

Thermostable USER III 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。Afu 
UDGと DNA glycosylase-lyase Endpnuclease IVの混
合物であり、50-75℃で活性があり、65℃で至適活
性が認められる。

反応条件：USER & Thermolabile USER II: rCutSmart 
Reac t ion Buf fe r、37℃でインキュベーション。
Thermolabile USER II Enzymeは、65℃、10分間で
熱による不活性化が可能であるが、USERはできな
い。Thermostable USER I I I：ThermoPol Reac t ion 
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、
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。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：1,000 units/ml

USER Enzyme
#M5505S 50 units  . . . . . . . .¥14,200
#M5505L 250 units  . . . . . . . .¥57,400

Thermolabile USER II Enzyme
#M5508S 50 units  . . . . . . . .¥18,600
#M5508L 250 units  . . . . . . . .¥75,000

NEW
Thermostable USER III Enzyme
#M5509S 50 units  . . . . . . . .¥18,300

Thermostable USER® III Enzyme 7 ^
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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

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：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 uni t は、全反応溶液 50 µl中、
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を切断するために必要な酵素量として定義され
る。

濃度：5,000 units/ml

#M0651S 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200

TelN Protelomerase 7 x ?

TelN Protelomerase5´

3´

3´

5´

5´

3´

3´

5´

TelN recognition 
sequence (56 bp)

Covalently
closed ends

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：rCutSmart Buffer、37℃

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の（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

	■ ミスマッチ DNAを認識

	■ 負のスーパーコイル DNAの緩和

#M0301S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000
#M0301L 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,800

Topoisomerase I (E. coli ) T r w >

説明：β -Agarase Iはアガロースのサブユニットであ
る unsubst i tu ted neoagarobiose［3,6-anhydro- 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：β -Agarase I Reaction Buffer、42℃でイン
キュベーション

熱による不活性化：65℃、15分間

ユニット定義：1 uni t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

メモ：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 units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

#M0392S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,400
#M0392L 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥65,600

β-Agarase I 7 n r b >

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：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 uni t は、全反応溶液 50 µl中、
37℃、30分間で、0.25 µgの pLox2+ コントロール
DNAを最大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

#M0298S 50 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600
#M0298L 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,800

高濃度品（15X）
#M0298M 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,800

Cre Recombinase 7 r w /
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

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′内のすべてのシト
シン残基（C5）をメチル化する。

反応条件：NEBuf fer 2、37℃でインキュベーション
160 µM SAMを添加。

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、
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および 20,000 units/ml

メモ：MgCl2は補因子として必要ではない。Mg2+の

存在下で、M.Sss Iによるメチル化は前進的
（Processive）ではなく離散的（Distributive）になり、
トポイソメラーゼ活性も示す。

	■ 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

#M0226S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0226L 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,000

高濃度品（5X）
#M0226M 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,000

CpG Methyltransferase (M.SssI) 2 r w > s

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′内のすべてのシ
トシン残基（C5）をメチル化する。

反応条件：GC Reaction Buffer、37℃でインキュベー
ション。160 µM SAMを添加。

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、
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

メモ：MgCl2は補因子として必要ではない。

	■ 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

#M0227S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0227L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥59,000

GpC Methyltransferase (M.CviPI) 7 r w > s

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：AluI Methyltransferase Reaction Buf fer、
37℃でインキュベーション。80 µM SAMを添加。

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 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

#M0220S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

AluI Methyltransferase 7 n r w > s

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：BamHI Methyltransferase Reaction Buffer、
37℃でインキュベーション。80 µM SAMを添加。

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 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

#M0223S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200

BamHI Methyltransferase 7 n r w 9 s
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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。

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：dam Methyltransferase Reaction Buf fer、
37℃でインキュベーション。80 µM SAMを添加。

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 µgの（dam -） λ DNAを MboI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：8,000 units/ml  

#M0222S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,800
#M0222L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥60,000

dam Methyltransferase 7 r w > s

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：rCutSmar t Buf fe r、37℃でインキュベー
ション。160 µM SAMを添加。

熱による不活性化：65℃、10分間

ユニット定義：1 uni t は 20 µlの全反応溶液中、
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。

濃度：5,000 units/ml

メモ：メチル化反応を使用するには、SAMを H2O
中で 1:200に希釈して最終濃度 160 µMとする必要
がある。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。塩が問題の場合は、滴下透析により塩濃

度を下げる。

#M0603S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,800

EcoGII Methyltransferase T n r w > s

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：rCutSmar t Buf fe r、37℃でインキュベー
ション。80 µM SAMを添加。

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 µgのλ DNAを EcoRI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：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。

#M0211S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,000

EcoRI Methyltransferase T n r w > s

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：HaeIII Methyltransferase Reaction Buffer、
37℃でインキュベーション。80 µM SAMを添加。

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 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。

#M0224S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

HaeIII Methyltransferase 7 n r w > s

A
A

5´

3´

3´

5´

5´

3´

3´

5´

EcoGII 
Methyltransferase

DNA

CH3

CH3

A
A
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

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：rCutSmar t Buf fe r、37℃でインキュベー
ション。80 µM SAMを添加。

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

#M0217S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

Hhal Methyltransferase T n r w 9 s

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：rCutSmar t Buf fe r、37℃でインキュベー
ション。80 µM SAMを添加。

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 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

#M0214S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600

HpaII Methyltransferase T n r w > s

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：MspI Methylase Reaction Buffer、37℃で
インキュベーション。80 µM SAMを添加。

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 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

#M0215S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

MspI Methyltransferase 7 n r w 9 s

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：rCutSmar t Buf fe r、65℃でインキュベー
ション。80 µM SAMを添加。

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 20 µl中、
65℃、1時間で、1 µgのλ DNAを Taq I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：37℃における活性は 25%。

#M0219S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

TaqI Methyltransferase T n r ^ 9 s
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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：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

分子量：33,506 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

#M0300S 100 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,200
#M0300L 500 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥61,800

T4 Gene 32 Protein 4 n r w >

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

分子量：16 kDa

濃度：500 µg/ml

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

#M2401S 50 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥33,200

ET SSB r 9

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 LexA 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 vitro 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。（i i i）鎖を交換す
る。

反応条件：Rec A 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：37,973 kDa

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

	■ 単一の所定部位での DNAの切断

	■ RecAを利用した affinity captureによる完全
長 cDNAのクローニング

#M0249S 200 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000
#M0249L 1,000 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,600

RecA 7 r w >

127

D
N

A
修
飾
酵
素

&
ク
ロ
ー
ニ
ン
グ



NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

T or W 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 F
リコンビナント

アルブミン s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

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。

メモ：使用する際は、www.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

#M0665S 50 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200

Tth Argonaute (TtAgo) K 9

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
N3033L

• 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 µg
250 µg

¥17,200
¥68,600

pUC19 Vector N3041S
N3041L

• 一般的なクローニングベクター

• Tet、Amp耐性

1,000 µg/ml 1 .75 x 106 Da
2,686 bp

50 µg
250 µg

¥17,200
¥68,600

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部位と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 ¥19,400

M13mp18 
Single-stranded DNA

N4040S 250 µg/ml 7,249 bp 10 µg ¥7,800

Lambda DNA N3011S
N3011L

• 制限酵素などの基質 500 µg/ml 31 .5 x 106 Da
48,502 bp

250 µg
1,250 µg

¥14,800
¥59,200

Lambda DNA (dam–) N3013S
N3013L

• 制限酵素などの基質 500 µg/ml 31 .5 x 106 Da
48,502 bp

250 µg
1,250 µg

¥13,400
¥52,400

ΦX174 RF I DNA N3021S
N3021L

• 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 µg
150 µg

¥17,000
¥67,000

ΦX174 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 ¥68,000

ΦX174 Virion DNA N3023S
N3023L

• 1本鎖 DNA 1,000 µg/ml 1 .7 x 106 Da
5,386 bp

50 µg
250 µg

¥18,800
¥72,400

Cloning Plasmids and DNAs

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。

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。

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 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.™ Pept ide 
Display Cloning Systemを使用

	■ 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

#N0315S 1 .8 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥20,200

M13KO7 Helper Phage  
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NEB® 5-alpha 
Competent E. coli 

NEB #C2987

NEB Turbo 
Competent E. coli 

NEB #C2984

NEB 5-alpha F'Iq 
Competent E. coli

NEB #C2992

NEB 10-beta 
Competent E. coli

NEB #C3019

dam-/dcm- 
Competent E. coli

NEB #C2925

NEB® Stable 
Competent E. coli

NEB #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が可能 • •
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* •

Competent Cell Selection Chart for Cloning

* マークがない株も本フォーマットでの当別提供が可能。tech.jp@neb.comに連絡

Monarch® Nucleic Acid Purification Kits

製品 製品番号 容量 希望小売価格 

Monarch Plasmid Miniprep Kit T1010S
T1010L

50 preps
250 preps

¥12,400
¥52,800

Monarch DNA Gel Extraction Kit T1020S
T1020L

50 preps
250 preps

¥14,600
¥66,000

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 µg) T1030S
T1030L

50 preps
250 preps

¥14,600
¥66,000

Monarch Genomic DNA Purification Kit T3010S
T3010L

50 preps
150 preps

¥24,200
¥62,400

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Tissue T3060S
T3060L

5 preps
50 preps

¥14,400
¥85,200

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells & Blood T3050S
T3050L

5 preps
50 preps

¥13,400
¥75,600

Monarch Total RNA Miniprep Kit T2010S 50 preps ¥37,800

Monarch RNA Cleanup Kit (10 µg) T2030S
T2030L

10 preps
100 preps

¥10,600
¥56,200

Monarch RNA Cleanup Kit (50 µg) T2040S
T2040L

10 preps
100 preps

¥10,600
¥56,200

Monarch RNA Cleanup Kit (500 µg) T2050S
T2050L

10 preps
100 preps

¥11,600
¥93,000

カラム単品

Monarch Plasmid Miniprep Columns T1017L 100 columns + tubes ¥14,600

Monarch DNA Cleanup Columns (5 µg) T1034L 100 columns + tubes ¥20,000

Monarch RNA Purification Columns T2007L 100 columns + tubes ¥24,800

Monarch gDNA Purification Columns T3017L 100 columns + tubes ¥22,400

Monarch RNA Cleanup Columns (10 µg) T2037L 100 columns + tubes ¥43,200

Monarch RNA Cleanup Columns (50 µg) T2047L 100 columns + tubes ¥43,200

Monarch RNA Cleanup Columns (500 µg) T2057L 100 columns + tubes ¥76,200

Monarch核酸精製キットは、クラス最高のシリカカラムと革新的なガラスビーズ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は純度が高く、IV T RNA合成、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キットは、パフォーマンスと持続可能性を念頭に置いて開発されている。プラスチックの使用量を大幅に削減し、また再生利用可能な梱包材料を使用し
ている。柔軟性を持たせるため、すべての Monarchキットの構成品はすべて個別購入が可能である。詳細はウェブサイト（NEBmonarch.com）を参照。

Monarch キットの構成品は個別購入が可能

である。詳細は、核酸精製の章を参照。
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メキシコの Michoacan に生息するオ

オカバマダラは、毎年何百万匹も渡り

をし、太陽とともに目覚めています。

提供：reisegraf、Adobe Stock

オオカバマダラの

飛翔を 3D でご覧

ください。

絶滅危惧種：オオカバマダラ

オオカバマダラは、おそらく、世界で最もよく知られたチョウです。オオカバマダ

ラの特徴的なオレンジ、白、黒の羽の模様から識別するのは容易ですが、年間約

3,000 マイルにも及ぶ移動パターンはまさに生物学上の神秘といえます。2022 年、

国際自然保護連合（IUCN）はオオカバマダラを絶滅危惧種に分類し、気候変動

による脅威にさらされていると発表しました。

世界自然保護基金は、メキシコで越冬するオオカバマダラのコロニーが占める森

林地域を監視しており、東部の渡りをするオオカバマダラの個体数が過去 30 年

間で 80％以上減少したと報告しています。1980 年以降、カリフォルニアで越冬

する西部の渡りをするオオカバマダラの個体数は、450 万頭から1,914 頭と 99％
以上減少しました。これらの減少は、おそらく複合的な要因によるものと考えら

れます。オオカバマダラが卵を産み付け、孵化後の幼虫の餌となるトウワタの自

生地の減少はその要因の一つであると考えられています。さらに、土地利用の変

化による越冬生息地の変化、メキシコの森林伐採、カリフォルニアの越冬林の不

十分な管理、干ばつ、気候変動など、これらすべてにより、オオカバマダラの生

息地は一年中脅かされています。 

近年、生息地は改善されてきましたが、さらなる改善が必要です。世界自然保護

基金メキシコは、2021-22 年の冬にチョウの占有面積が前年比で約 35% 増加し

たと報告しています。米国カンザス大学の昆虫生態学者 Orley Taylor 氏によると、

トウワタの植生地が増加することで夏の個体群の繁殖を促進し、それが越冬個体

群の規模を拡大する可能性があるそうです。Taylor は Monarch Watch の創設者

でもあり、彼の Bring Back the Monarch Program ではオオカバマダラの生息地

の回復のためにトウワタの種子を配布しています。しかし、Taylor は「その規模は

もっと大きくする必要がある。2010 年にこのプログラムを開始して以来、私たち

は再生のために約 100 万本のトウワタを配布してきました。私たちはこの種の活

動を国内の他のどの組織よりもたくさん行っており、さらに多くのことを行うこと

ができますが、そのためには助成が必要です」と述べています。

また、気象や長期的な気候変動も、オオカバマダラに深刻な影響を与えています。

オオカバマダラの飛翔筋は体温に制御されており、また雨粒により地面に落ちて

しまったオオカバマダラは、他の動物たちの格好の餌となってしまいます。「2002
年以来、越冬地では 4 回の冬に 4 回の大量死が起きています。通常、メキシコ中

部では冬期に雨は降りませんが、これら 4 回の大雨は、個体群に壊滅的な影響

を及ぼし、越冬地のチョウの 70-80% が死滅しました。これは恐ろしいことです」

とTaylor は語ります。

そして、現時点ではオオカバマダラは絶滅危惧種指定されました。Taylor は次の

ように説明しています。「長期的な観点から見ると、気候変動や太平洋沖で起こっ

ているこれらの事象により、このチョウは将来のある時点で絶滅の危機に瀕する

でしょう。ただ、それを予測することはできません」
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製品の詳細および 
プロトコールはウェブサイト

（NEBMonarch.com）を参照。

核酸精製

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す。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す。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、理解を深めてきました。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 Monarch ® Nucle ic Acid 
Purification キットの開発に役立てられています。

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

出に利用できます。高分子量 DNA を抽出するための当社のガラスビーズをベースとし

た新しいソリューションは、ロングリードシーケンスをサポートします。モナークキット

は、数多くの簡便なプロトコルが準備されているため、複数のワークフローやアプリケー

ションに使用することが可能です。

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ます。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ります。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

いくことは可能です。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す。

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

ています。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

ます。

核酸精製の世界が少しずつ環境にやさしくなるよう、力を合わせてまいりましょう。

Featured Tools  
& Resources

Monarch HMW DNA 
Extraction Kits138

Monarch Total RNA  
Miniprep Kit136
Monarch Genomic DNA 
Purification Kit137

Monarch RNA Cleanup Kit135

Featured Products
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Products and content are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc (NEB). The use of trademark symbols does not 
necessarily indicate that the name is trademarked in the country where it is being read; it indicates where the content was originally developed. See www.neb.com/trademarks. The use of 
these products may require you to obtain additional third-party intellectual property rights for certain applications. For more information, please email busdev@neb.com. 
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.

 RNA精製
 Monarch RNA Cleanup Kit (10 μg) 135
 Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg) 135
 Monarch RNA Cleanup Kit (500 μg) 135
 Monarch Total RNA Miniprep Kit 136

 ゲノムDNA精製 
 Monarch Genomic DNA Purification Kit  137

 高分子ゲノムDNA精製
 Monarch HMW DNA Extraction Kit for Tissue 138
 Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells & Blood 138

 DNAクリーンアップ
 Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 μg) 139
 Monarch DNA Gel Extraction Kit 140

 プラスミドDNAミニプレップ 
 Monarch Plasmid Miniprep Kit  141

Monarch Kit構成品 
個別購入可能な構成品については、

各キットの製品ページを参照。
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フレキシブルな購入オプション

持続可能でリサイクル可能な包装

さらに、Monarchキットは高い収量、
純度、パフォーマンスを提供

大手サプライヤーと比較してプラ
スチックが大幅に少ない

性能に影響を与えずに総プラ
スチック量を削減

壁面の薄いカラム

プラスチックの使用を
最小限に抑えるように
設計

バッファーボトル

ラボ廃棄物の削減

必要なもののみを購入し、無駄
な廃棄物を省く

バッファーとカラムを個別購
入可能

個別販売製品は、キットに
含まれるものと同じである

同じ性能、設計および処方

過剰包装なし

Monarchボックスは空きスペース
がないように設計されている。丈
夫で汎用性が高く、再利用可能

丈夫で再利用可能な箱

カードとマニュアルの両方をPDF
としてオンラインで入手可能

簡易プロトコルカード：
マニュアルの印刷は不要

すべての構成品は、意図的にリ
サイクル可能なものを使用

リサイクル可能な素材

製品包装またはオンラインで
確認できる

キット構成品のリサイクル
に関する説明

キットボックス、添付文書
および紙資料の作製に使用

再生紙

風力などの持続可能なグリーン
エネルギーを利用した箱やパッ
ケージの印刷や包装の印刷

環境にやさしい印刷

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。

詳細はウェブサイト（neb.com/monarchsustainability）を参照
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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、

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。これらのキットは、細胞、唾液、スワブ

（口腔、鼻咽頭など）からの全 RNAの抽出にも使用
できる。Monarch RNA Cleanup Kitsの結合量は 3種
類ある（10 μ g、50 μ g、500 μ g）。標準的なプロトコー
ルに従う場合、本キットでは 25nt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。単品販売：

Monarch RNA Cleanup Columns (10 μg)
#T2037L 100 columns   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥43,200

Monarch RNA Cleanup Columns (50 μg)
#T2047L 100 columns   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥43,200

Monarch RNA Cleanup Columns (500 μg)
#T2057L 100 columns   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥76,200

Monarch Collection Tubes II
#T2018L 100 tubes   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥4,800

Monarch RNA Cleanup Binding Buffer
#T2041L 80 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥20,600

Monarch RNA Cleanup Wash Buffer
#T2042L 40 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥7,400

Nuclease-free Water
#B1500S 25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,200
#B1500L 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200

	■ 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

	■ 未反応ヌクレオチドを RNAサンプルから
効率よく除去

Monarch RNA Cleanup Kit (10 μg)
#T2030S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600
#T2030L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,200

Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg)
#T2040S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600
#T2040L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,200

Monarch RNA Cleanup Kit (500 μg)
#T2050S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥11,600
#T2050L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥93,000

Monarch® RNA Cleanup Kits  
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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 Trinean® 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は≥ 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 and 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

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。

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
• 一部サンプルからの全 RNA抽出

• ゲルからの RNA抽出

• RNAの分画

キット内容：

• RNA Cleanup Columns (10, 50 or 500 µg)

• RNA Cleanup Binding Buffer

• RNA Cleanup Wash Buffer

• Collection Tubes II

• Nuclease-free Water

View tips for successful  
purification using the 

Monarch RNA Cleanup Kits.

TRINEAN® and DROPSENSE® are registered trademarks of Trinean NV/SA .
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BIOANALYZER®は、Agilent Technologies, Inc.の登録商標です。
TRIZOL®は、Molecular Research Center, Inc.の登録商標です。

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

効率 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

* テクニカルレファレンスセクションまたはウェブサイト（www.neb.com/
MonarchRNAInputs）の「Guidelines for Choosing Sample Input Amounts（サンプル量の選択に関
するガイドライン）」を参照。

単品販売：

Monarch RNA Purification Columns
#T2007L 100 columns   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥24,800

Monarch gDNA Removal Columns
#T2017L 100 columns   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥20,600

Monarch Collection Tubes II
#T2018L 100 tubes   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥4,800

Monarch DNA/RNA Protection Reagent
#T2011L 56 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥15,400

Monarch RNA Lysis Buffer
#T2012L 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,200

Monarch Total RNA Miniprep Enzyme Pack
#T2019L 1 Pack   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600

Monarch RNA Priming Buffer
#T2013L 56 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,200

Monarch RNA Wash Buffer
#T2014L 50 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,200

Nuclease-free Water
#B1500S 25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,200
#B1500L 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200

	■ 様々なサンプルに対応

	■ 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

	■ ゲノム DNAを効率的に除去

	■ 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

#T2010S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥37,800

Monarch® Total RNA Miniprep Kit 
説明：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）において、サンプルの保存、細胞

の溶解、gDNA除去、to t a l RNAの精製を目的とし
た包括的なキットである。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、物

理的 / 酵素的な細胞破砕を追加して精製すること
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

反応のクリーンアップや TRIzol®抽出からの 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。精製される
RNAのサイズは、全長の rRNAから intactな miRNA
にわたる。さらに、結合条件を変えることで、200
ヌクレオチド以下の RNA（miRNA、5S rRNA、tRNA
を含む）を選択的に精製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。

キット内容：

• gDNA Removal Columns

• RNA Purification Columns

• Collection Tubes II

• DNA/RNA Protection Reagent

• RNA Lysis Buffer

• Proteinase K Reaction Buffer

• DNase I Reaction Buffer

• RNA Priming Buffer

• RNA Wash Buffer

• Nuclease-free Water

• Proteinase K

• Proteinase K Resuspension Buffer

• DNase I

A. RT-PCR, HeLa B. RNA library prep, rat liver C. RT-qPCR, Tomato leaf
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NGSライブラリーや RT-qPCR 用などの RNA 調製に最適
Monarch Total RNA Mini Prep Kit（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 Bioanalyzer ® 2100および 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）

View tips for successful 
RNA purification using  
Monarch Total RNA 
Miniprep Kit.
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関連製品：

Monarch gDNA Purification Columns
#T3017L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥22,400

Monarch gDNA Elution Buffer
#T3016L 34 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥6,200

Monarch gDNA Tissue Lysis Buffer
#T3011L 34 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥7,000

Monarch gDNA Cell Lysis Buffer
#T3012L 20 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥7,000

Monarch gDNA Blood Lysis Buffer
#T3013L 20 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥7,000

Monarch gDNA Binding Buffer
#T3014L 65 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥19,000

Monarch gDNA Wash Buffer
#T3015L 60 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥6,200

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Tissue
#T3060S 5 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400
#T3060L 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥85,200

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells & Blood
#T3050S 5 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400
#T3050L 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥75,600

Monarch Collection Tubes II
#T2018L 100 tubes   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥4,800

Proteinase K, Molecular Biology Grade
#P8107S 2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥17,200

Monarch RNase A
#T3018L 1 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥11,200

	■ 幅広いサンプルから高品質 DNAを精製

	■ 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

	■ 迅速なプロトコール、効率的な溶解ステッ

プ

	■ 抽出済の gDNAのクリーンアップも可能

	■ カラム、バッファーの個別購入が可能

#T3010S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥24,200
#T3010L 150 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥62,400

Monarch® Genomic DNA Purification Kit  
説明：Monarch Genomic DNA Purification Kit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：

• gDNA Tissue Lysis Buffer

• gDNA Cell Lysis Buffer

• gDNA Blood Lysis Buffer

• gDNA Binding Buffer

• gDNA Wash Buffer

• gDNA Elution Buffer

• gDNA Purification Columns

• Collection Tubes II

• Proteinase K, Molecular Biology Grade

• RNase A
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ピークサイズ
 (kb)

DIN
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0.6

M

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 ce lls HeL a 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、Agilen t 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。

AGILENT TECHNOLOGIES®, TAPESTATION® and SCREENTAPE® 
are registered trademarks of Agilent Technologies .

* テクニカルレファレンスセクションまたはwww.neb.com/MonarchgDNAInputsで「Guidelines for 
Choosing Sample Inputs（サンプル投入の選択に関するガイドライン）」を参照。

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：100 µl
• 組織：最大 25 mg（組織により異なる。）
• 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 genomic DNA

効率 サンプルにより異なる *

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

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。
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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   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥24,000

Monarch 2 ml Tubes
#T3003L 100 tubes   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥12,400

Monarch DNA Capture Beads
#T3005L 200 beads   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥12,600

Monarch Bead Retainers
#T3004L 100 sets   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥6,600

Monarch gDNA Nuclei Prep & Lysis Buffer Pack
#T3054L 1 Pack   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥11,600

Monarch RBC Lysis Buffer
#T3051L 160 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,800

Monarch gDNA Elution Buffer II
#T3056L 24 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥7,600

Monarch HMW gDNA Tissue Lysis Buffer
#T3061L 62 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥12,600

Monarch Protein Separation Solution
#T3062L 36 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥12,600

Monarch Precipitation Enhancer
#T3055L 10 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥7,600

	■ 迅速 :（培養細胞：30分、全血：60分、
組織とバクテリア：90分）

	■ 軟組織とバクテリアの場合、メガベース

（Mb）の DNA を精製可能

	■ 溶解中の攪拌速度を調整するだけで DNA
サイズを調整

	■ 高純度でインタクトな DNAを高収量で精
製

	■ 一貫して再現性のある結果が得られる

	■ RNAを効果的に除去

	■ 容易かつ完全に DNAを溶出

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Tissue
#T3060S 5 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400
#T3060L 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥85,200

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Cells & 
Blood
#T3050S 5 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400
#T3050L 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥75,600

Monarch® HMW DNA Extraction Kits  
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Best-in-class 
yields & purity

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）。個々の調製物の収率および純度比を別表に示す。マーカー（M）
は Lambda PFG Ladder（NEB#N0341）を使用。

• 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.

培養細胞からのゲノム DNA 精製ワークフロー

ロングリード・シーケンス
（NEBNext® Companion Module 
for Oxford Nanopore Technologies 
Ligation Sequencing NEB#E7180）の
インプット DNA 調製に最適

PACBIO® is a registered trademark of Pacific Biosciences of California, Inc .
OXFORD NANOPORE TECHNOLOGIES® is a registered trademark of Oxford Nanopore 
Technologies Limited Corporation .
BIORAD® is a registered trademark of Bio-Rad Laboratories Corporation .
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

関連製品：

Monarch DNA Cleanup Columns (5 μg)
#T1034L 100 columns   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥20,000

Monarch DNA Wash Buffer
#T1032L 25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,400

Monarch Plasmid Miniprep Kit 
#T1010S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥12,400
#T1010L 250 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥52,800

Monarch DNA Cleanup Binding Buffer
#T1031L 175 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥15,200

Monarch DNA Gel Extraction Kit
#T1020S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#T1020L 250 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥66,000

Monarch DNA Elution Buffer
#T1016L 25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,600

	■ 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

	■ バッファー、カラムを個別に購入可能

#T1030S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#T1030L 250 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥66,000

Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (5 μg) 
説明：Monarch PCR & DNA Cleanup Kit（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を精製および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 Buffer 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：

• DNA Elution Buffer
• DNA Cleanup Columns (5 μ g)
• Collection Tubes (2 ml)
• DNA Wash Buffer
• DNA Cleanup Binding Buffer

Monarch PCR & DNA Cleanup Kitは
わずか5分間でDNAをクリーンアッ
プ可能

SYBR® is a registered trademark of Molecular Probes, Inc .

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下
記の精製も可能

　　≧ 15 bp–25kb（dsDNA）
　　≧ 18 nt–10kb（ssDNA）

溶出量 ≥ 6 µl

回収率 50 bp–10 kb DNA：70–90%
11–25 kb DNA：50–70%
≧ 18 nt（ssDNA）および≧ 15 bp
（dsDNA）：70–85%

ハンドリング

時間

5分

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（NEB#E1050）が推奨

M

267 bp 520 bp 1,003 bp

24-mer
16-mer

– クリーン
アップ前

+ クリーン
アップ後

– + – + – +

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）を
スパイクし最終濃度を 1 μ gにした。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。
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2 本鎖 DNA だけではなく、1 本鎖 DNA もクリーンアップ可能
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）をクリーンアップして 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。

View tips for using the  
Monarch PCR &  

DNA Cleanup Kit.
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仕様

結合容量 5 µg

DNAサイズ範囲 50 bp–25 kb

溶出液量 ≥ 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 15分

View tips for using the 
Monarch Gel Extraction Kit.

関連製品：

Monarch Gel Dissolving Buffer
#T1021L 235 ml  . . . . . . . . .¥16,000 

Monarch Plasmid Miniprep Kit
#T1010S 50 preps  . . . . . . . . .¥12,400 
#T1010L 250 preps  . . . . . . . . .¥52,800 

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 μg)
#T1030S 50 preps  . . . . . . . . .¥14,600 
#T1030L 250 preps  . . . . . . . . .¥66,000 

Monarch DNA Wash Buffer
#T1032L 25 ml  . . . . . . . . . . ¥5,400 

Monarch DNA Cleanup Columns (5 μg)
#T1034L 100 columns  . . . . . . . . .¥20,000 

β-Agarase I
#M0392S 100 units  . . . . . . . . .¥16,400 
#M0392L 500 units  . . . . . . . . .¥65,600 

Monarch DNA Elution Buffer
#T1016L 25 ml  . . . . . . . . . . ¥5,600 

Monarch Genomic DNA Purifi cation Kit
#T3010S 50 preps  . . . . . . . . .¥24,200 
#T3010L 150 preps  . . . . . . . . .¥62,400 

■ 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

#T1020S 50 preps  . . . . . . . .¥14,600 
#T1020L 250 preps  . . . . . . . .¥66,000 

Monarch® DNA Gel Extraction Kit
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：

• DNA Elution Buffer
• DNA Cleanup Columns (5 μ g)
• Collection Tubes (2 ml)
• DNA Wash Buffer
• Gel Dissolving Buffer
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7種類のDNA断片

1 2 3 4 5 6 7

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：Mix ture）を 1%アガロースゲル電気泳動
に供した後、Monarch DNA Gel Extraction Kit 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 Mix ture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。

コレクションチューブ
にフィットするリッジ

吸引装置と互換性
のある形状

カラム形状の工夫により、
無駄なプラスチックを削減

液残りを防止、最少6µl
でDNAを溶出

使いやすい独自のカラム形状
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

関連製品：

Exonuclease V (RecBCD)
#M0345S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400
#M0345L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥58,400

Monarch DNA Gel Extraction Kit
#T1020S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#T1020L 250 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥66,000

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 μg)
#T1030S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#T1030L 250 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥66,000

Monarch Genomic DNA Purification Kit
#T3010S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥24,200
#T3010L 150 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥62,400

Monarch Plasmid Miniprep Columns
#T1017L 100 columns   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

Monarch Plasmid Resuspension Buffer (B1)
#T1011L 55 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,600

Monarch Plasmid Lysis Buffer (B2)
#T1012L 54 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,600

Monarch Plasmid Neutralization Buffer (B3)
#T1013L 110 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥9,200

Monarch Plasmid Wash Buffer 1
#T1014L 54 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,600

Monarch Plasmid Wash Buffer 2
#T1015L 30 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,600

Monarch DNA Elution Buffer
#T1016L 25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,600

	■ 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

#T1010S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,400
#T1010L 250 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥52,800

Monarch® Plasmid Miniprep Kit 
説明：Monarch Plasmid Miniprep Kit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：

• Plasmid Miniprep Columns
• DNA Elution Buffer
• Plasmid Wash Buffer 2
• Plasmid Wash Buffer 1
• Plasmid Neutralization Buffer (B3)
• Plasmid Lysis Buffer (B2)
• Plasmid Resuspension Buffer (B1)
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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 HindI I I -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。

View tips for using the  
Monarch Plasmid Miniprep Kit.

仕様

培養液量 1-5 ml、15 OD unitsを超えないこと

結合容量 最大 20 μg

プラスミドの 
サイズ

最大 25 kb

リカバリー率 最大 20 μg収量は、プラスミドコピー数、宿主株、培養液量、および増殖条件によって異
なる。

溶出液量 ≥ 30 μl

純度 A260/280 、 A260/230 ≥ 1.8

時間 遠心およびインキュベーション 10.5分

適したアプリ

ケーション

制限酵素反応、その他の反応、形質転換、トランスフェクション、DNAシーケンス、
PCR、標識、無細胞タンパク質合成など
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世界的な食糧不足を食い止められるか？

醸造用大麦の穂に発生する

真菌病。

提供：Oleksandr.Adobe Stock

食糧農業機関につ

いてもっと知る。

食糧不安とは、ヒトの成長、活動および健康に必要な栄養価の高い食品が安定

供給されないことです。現在、世界で約 8 億人が食糧不安に直面しています。気

候変動により、2050 年までにさらに 1 億 8000 万人以上が増加すると予想されて

います。特に熱帯地域の貧しい地域社会では、農場や漁業が脅かされています。

しかし、楽観的な見方もあります。

季節の気温や水循環の地理的な差異は、食糧生産に影響を及ぼす可能性があり

ます。温室効果ガスが地球の大気中に熱を閉じ込めると、水の蒸発が増加します。

気候のパターンは、海洋が熱を吸収するにつれて変化する可能性があります。乾

燥した土地ではより多くの干ばつが発生する可能性があり、洪水が発生しやすい

土地ではより多くの暴風雨が発生する可能性があります。これらが限界点です。

気候変動は、極度の貧困地域における農作物の不作を悪化させる可能性がありま

す。極端な天候はアフリカ諸国における食糧不安の主な要因となっています。マ

ダガスカルは干ばつが発生しやすく、自給自足の農業に依存しています。2021 年

には、マダガスカルの Grand Sud と南西アンゴラの両地域は過去 40 年間で最悪

の干ばつに見舞われ、1 万 4000 人が食糧不安に追い込まれました。

逆説的ですが、温暖な気候とより高い CO2 レベルは、高緯度での作物の成長を

促進しますが、食料安全保障を妨げる可能性があります。穀物はデンプン質が多

くなり、タンパク質、脂質、ビタミン、ミネラルの栄養素が薄れる可能性がありま

す。作物病害の発生は、通常とは異なる時期や場所で発生するので、一般的な

病原体の温度依存性感染リスクが、気候変動下での作物収量を追跡するために

提案されています。温暖な気候での農業は、植物の化学量論の不均衡と、病原

菌の範囲と重大性の変化の両方と関連しています。

漁業は食糧安全保障において重要な役割を果たしていますが、社会経済的に脆

弱な地域ではより大きな打撃を受けています。水産物の生産量は世界的に減少し

ています。魚は熱帯から離れ、極地に向かって移動しています。魚類の個体数分

布の変化は、魚介類の不足とコストの上昇に結びつきます。

心強いことに、食糧安全保障に対する地域的ストレスに直面している地域社会は、

実践的な知識と支援を受けられるようになりました。国連食糧農業機関（FAO）は、

開発途上国での生産とポストハーベスト処理の改善に取り組む一方、下流の消費

と余剰の再分配に重点を置いています。植物育種能力構築のための FAO グロー

バルパートナーシップイニシアチブは、脆弱な国々における食糧と農業のための

遺伝資源、技術およびトレーニングの利用を推進しています。例として、インドネ

シアでは遺伝子組み換えをした干ばつ耐性のあるサトウキビやトウモロコシが栽

培されており、アルゼンチンではリグニンを減らしたアルファルファで家畜の乳生

産を向上させ、土壌被害を軽減しています。必須栄養素を増加させる選択的品種

改良または遺伝子工学のプロセスであるバイオフォーティフィケーションにより、

微量栄養素の欠乏に対処しています。ジンバブエの地域社会では、バイオフォー

ティフィケーションにより農業条件に適したオレンジ色のトウモロコシ、オレンジ

色の果肉のサツマイモ、および亜鉛と鉄が豊富な豆を採用しています。同時に、

FAO は食品廃棄物を対象としたデータ収集リソースを先進国に提供しています。

韓国は、技術的な食品廃棄物測定を用いて、世界で最も先進的な食品廃棄物削

減インフラを開発してきました。食品廃棄物は埋め立てや焼却をする代わりに、

バイオマス、バイオ燃料、堆肥、さらには家畜の飼料（処理および滅菌後）にリ

サイクルされます。

世界的な食糧不安は気候変動によって悪化した緊急の問題ですが、対処すること

はできます。最貧困層の状況はさらに悪化することが予想されており、世界の食

糧価格はかつてないほど高騰しています。しかし、食品の生産性を高めることで

価格の安定化が可能になります。農業生態学的管理や持続可能な漁業を取り入れ

る地域社会では、より回復力が高まっています。こうした努力のペースを気候変

動に合わせることは、共通の利益のために不可欠です。
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NEBNext Ultra II FS DNA 
Library Prep Kits150

Find an 
overview of NGS  
library preparation.

Visit NEBNextSelector.neb.com 
for help with selecting products.

Visit NEBNext.com to keep up 
to date on everything NEBNext.

Visit the NEBNext Custom RNA 
Depletion Design Tool to obtain 
custom probe sequences.

NEBNext®次世
代シーケンサー
用ライブラリー
調製試薬
信頼と実績の NEBNextライブラリー調製キット
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

要不可欠です。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ます。

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ます。

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ます。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ます。

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ます。基本的には I l lumina ® 社

シーケンサー用キットですが、Oxford Nanopore Technologies® 社用キットのラインナッ

プも増えています。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

しています。

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、NEBNex t 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す。

2023 年 7 月時点で 20,000 報以上の論文（査読付き）に利用されている信頼と実績の

NEBNext を研究にご利用いただければと思います。また NEBNext 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 までご相談くだ

さい。
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NEBNext Ultra II Q5 Master Mix (#M0544)

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads (#E7645/#E7103) 

NEBNext Ultra™ II FS DNA Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads (#E7805/#E6177)

NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads (#E7430/#E7435)

Kits

Kits

ChIP

Genomic

Separate
Fragmentation

Methylation
Analysis

Integrated
Fragmentation

Modules

Modules

Kits

Modules

NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module (#E7546)

NEBNext Ultra II Ligation Module (#E7595)

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix (#M0544)

NEBNext dsDNA Fragmentase (#M0348)

NEW! NEBNext UltraExpress™ DNA Library Prep Kit (#E3325)

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads (#E7645/#E7103)

NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads (#E7410/#E7415) 

Kits

NEW! NEBNext UltraShear™ FFPE DNA Library Prep Kit (#E6655)

NEW! NEBNext FFPE DNA Library Prep Kit (#E6650)

NEBNext UltraShear (#M7634)

Kits

FFPE

Modules

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Conversion Module (#E7125)

NEW! NEBNext UltraShear™ (#M7634)

Modules

M
ul

tip
le

x 
Ol

ig
os

Single Index
Set 1 (#E7335), Set 2 (#E7500), 
Set 3 (#E7710), Set 4 (#E7730), 
96 Index Primers (#E6609)

Dual Index
Set 1(#E7600), 
Set 2 (#E7780)

Unique Dual Index
Set 1 (#E6440), Set 2 (#E6442), 
Set 3 (#E6444), Set 4 (#E6446), 
Set 5 (#E6448),
Primer Pairs for EM-seq (#E7140)

Unique Dual Index UMIs
DNA Set 1(#E7395), 
DNA Set 2 (#E7874), 
DNA Set 3 (#E7876), 
DNA Set 4 (#E7878)

ウ ェ ブ の 選 択 ツ ー ル
NEBNextSelector.neb.comもご
利用ください。

NEBNext® Selector V1.0

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。

ILLUMINA® is a registered trademark of Illumina, Inc.

Illumina® 用 DNAライブラリー調製試薬 選択チャート
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set 1 (#E7300) 
NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set 2 (#E7580)

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Kit (Index Primers 1-48) (#E7560)

NEBNext Small RNA Library Prep Set (Multiplex Compatible) (#E7330)

NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library Prep Kit (#E6420)

NEBNext Single Cell/Low Input cDNA Synthesis & Amplification Module (#E6421)

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human, Mouse, Rat) +/– Sample Purification Beads (#E7400/#E7405)

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit +/– Sample Purification Beads (#E7750/#E7755)

NEBNext RNA Depletion Core Reagent Set +/– Sample Purification Beads (#E7865/#E7870)

NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (#E7490)

NEBNext High Input Poly(A) mRNA Isolation (#E3370)

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)

NEW! NEBNext UltraExpress™ RNA Library Prep Kit (#E3330)

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads (#E7760/#E7765)

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 Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (#E7490)

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 Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (#E7490)

NEW! NEBNext High Input Poly(A) mRNA Isolation (#E3370)

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 Ultra II RNA Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads (#E7770/#E7775)

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 Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (#E7490)

RNA

Single Cell/
Low Input RNA

Small
RNA

Kit
Kits & 

Required
Modules

Modules

Kit
Kits & 

Required
Modules

Modules

Kits

Modules

Directional

Non-directional

Immune
Sequencing

Total RNA 
mRNA

NEBNext Immune Sequencing Kit (Human) (#E6320)

NEBNext Immune Sequencing Kit (Mouse) (#E6330)

Kits

M
ul

tip
le

x 
Ol

ig
os

Single Index
Set 1 (#E7335), Set 2 (#E7500), 
Set 3 (#E7710), Set 4 (#E7730), 
96 Index Primers (#E6609)

Dual Index
Set 1(#E7600), 
Set 2 (#E7780)

Unique Dual Index
Set 1 (#E6440), Set 2 (#E6442), 
Set 3 (#E6444), Set 4 (#E6446), 
Set 5 (#E6448),
Primer Pairs for EM-seq (#E7140)

Unique Dual Index UMIs
RNA Set 1 (#E7416)

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。

Illumina® 用 RNAライブラリー調製試薬 選択チャート
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

EM-seq input amounts: 10 ng – 200 ng Total time: 6 – 7 hrs

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

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit (#E7120) incl. Sample Purification Beads

Not included

Enzymatic
Methyl-seq
(EM-seq™)

Clean Up

Sample Purification
Beads not included

Reverse
Transcription

Enzymatic
Fragmentation
End Repair/
dA-Tailing

cDNA
Amplification

Template
Switching

Clean Up/
Size Selection

PCR
Enrichment

Adaptor
Ligation

Sample Purification
Beads not included

Single Cell Lysis

Single Cell/Low Input RNA input amounts:
2 pg – 200 ng total RNA

Hands on time: < 30 min
Total time: 6 – 7 hrs

NEBNext Single Cell/Low Input RNA Kit (#E6420)

Module #E6421

Module #E5530

Single Cell/
Low Input RNA

End Repair/
dA-Tailing

Adaptor
Ligation

Clean Up/
Size Selection

PCR
Enrichment*

Clean UpUltra II DNA

EM-seq input amounts: 10 ng – 200 ng

*PCR-free workflows are also available

Hands on time: < 15 min
Total time: ~ 2:30 – 3:00 hrs

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina (#E7645)

NEBNext Ultra II DNA Library Kit with Purification Beads (#E7103)

Module #E7546 Module #E7595 Component of #E7103 Module #M0544 Component of #E7103

Enzymatic DNA 
Fragmentation  End Repair/

dA-Tailing& Clean Up/
Size Selection

PCR
Enrichment*

Clean UpAdaptor
Ligation

Ultra II FS DNA
Library Prep

Ultra II DNA FS input amounts:
100 pg – 0.5 μg unsheared DNA

Hands on time: < 15 min
Total time: ~ 2:30 hrs

Module #E7810

NEBNext Ultra II FS Library Prep Kit (#E7805)

NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep with Sample Purification Beads (#E6177)

*PCR-free workflows are also available

RNA fragmentation
and priming

End Repair/
dA-Tailing

Second strand
cDNA synthesis

First strand
cDNA synthesis

Clean Up/
Size Selection

PCR
Enrichment 

Clean UpAdaptor
Ligation

Poly(A)
enrichment

rRNA
depletion

OR

Ultra II RNA input amounts:
10 ng – 1 μg total RNA (rRNA depletion)
10 ng – 1μg total RNA (poly(A) mRNA)

Hands on time: < 30 min
Total time: ~ 5:30 – 6:30 hrs

Ultra II
Directional RNA

OR

Non-directional
RNA

Various kits/
modules

Module #E6150 Module #E7771 Module #E7550 or #E6111

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 Purification Beads (#E7765 or #E7775)

最適化されたNGSライブラリー調製 
– NEBNext® Ultra™ II Workflow
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、NEBNex t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。

各ワークフローとコア技術

	■ Ultra II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
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NEB Next Ultra Express DNAは、幅広いインプット範囲にわたり、高収率かつ高品質なライブラリー調製を実現する。
A-B.10~200 ngの Covaris®により断片化した Human NA19240 genomic DNAとNEB Next UltraExpress™ DNA Library Prep Kitを用いて、
それぞれ同じ量のアダプターを加え、同じ PCR 条件下（8サイクル）でライブラリーを調製した。ライブラリーをプールし、
Illumina® MiSeq®で配列決定を行った。

C.140000ペアエンドリードをサンプリング (seq tk v1.3)し、アダプタートリミング (seqprep v0.1)し、GRCh 38リファレンスゲノム 
(bowtie 2 v2.4.5) とアライメントした。ライブラリーの収量は高く、ライブラリープロファイルは均一で、GCのカバレッジも均一で
あった。

Sheared DNA:
10 ng – 200 ng

Adaptor
Ligation

PCR
Enrichment Clean Up

End Repair/
dA-Tailing 

Total
Workflow

110 min.8 cycles

NEB Next UltraExpress DNAワークフロー

NEW

最新の DNAライブラリー調製キットである NEB 
Next UltraExpress DNA Library Prep Kitは、迅速かつ
効率的なワークフローにより、高収率かつ高品質

なライブラリー調製を実現する。反応条件を最適

化することなく、単一のプロトコールで、幅広いイン

プット量の断片化済み DNA からライブラリー調製
が可能である。

■ 迅速なワークフロー（2時間未満）

■ ステップ数と消耗品の使用量の低減

■ クリーンアップ回数の低減

■ 幅広いインプット範囲（10~200 ngの断片化済
み DNA）

■ 単一のプロトコールであらゆるインプットに対

応

■ 自動化が容易

#E3325S 24 reactions ウェブ参照

#E3325L 96 reactions ウェブ参照

NEBNext UltraExpress™ DNA Library Prep Kit

COVARIS® is a registered trademark of Covaris, LLC.
MISEQ® is a registered trademark of Illumia, Inc.

PollyとHarryは、NEBのOEM部門と

カスタマーソリューション部門の

メンバーです。Po l l yは2018年に

NEB生産部門に入社し、その後プ

ログラムマネージャーとして現職

に異動しました。Harryは2020年に

プログラムマネージャーとして

NEBに入社しました。
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

NEXTSEQ® and TRUSEQ® are registered trademarks of Illumina, Inc.
SPRISELECT® is a registered trademark of Beckman Coulter, Inc. 
AGILENT® and BIOANALYZER® are registered trademarks of Agilent Technologies, Inc.

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）

NEBNext® Ultra™ II FS K社キット
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500

600
1,000

2,000 10,380 [bp] 35 100 200 300 400 500 700 2,000 10,380 [bp]
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NEBNext Ultra II FS DNAは、インプット量に左右されず一貫した断片化をもたらす。Human NA19240 genomic DNA
から様々なインプット量を用いてライブラリーを調製した。NEBNext Ultra II FSライブラリー（左）を断片化時間 20 分
で調製した。K社キット（右）では、推奨どおりインプット DNAを 3Xビーズで洗浄後ライブラリーを調製し、20 分
間断片化処理をおこなった。ライブラリーのサイズを Agilent ® Bioanalyzer®を用いて評価した。低インプット（1 ng
以下）ライブラリーを希釈せずにバイオアナライザーにロードした。高インプットライブラリーは 0.1X TEで 5 倍希釈
後にロードした。
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NEBNext Ultra II DNA PCR-free

K社キット

NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library Prep Kit では、収率が高いライブラリーを作製できる。
A.  NEBNext Ultra II DNA PCR-freeと I社 PCR-freeのライブラリー調製キットを使い、NA 19240 genomic 
DNA (Coriell Institute) で PCRフリーライブラリーを調製し、350 bpインサート用にサイズセレクションした。
DNAインプット量は 1 μgであった。
B.  NEBNext Ultra II DNA PCR-freeおよび K社ライブラリー調製キットと Covaris による断片化を併用し、サ
イズセレクションせずに 150~200 bpのインサートのライブラリーを調製した。メーカーの推奨に従い、
NEBNext Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 1、I社 Unique Dual Indexおよび K社 Dual Index Adaptorsを、
それぞれ NEBNext、I社および K社 kitに使用した。

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 Kit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。 

	■ エンリッチメントシステムと高い互換性

	■ 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

	■ シンプルなワークフローと、短いハンズ

オンタイム

	■ 断片化を組み込んだシンプルなワークフ

ロー (FSキット )

	■ 自動化が可能

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit 
for Illumina
#E7645S 24 reactions  . . . . . . ¥102,000
#E7645L 96 reactions  . . . . . . ¥352,000

NEBNext Ultra II DNA Library Prep 
with Sample Purification Beads
#E7103S 24 reactions  . . . . . . ¥123,000
#E7103L 96 reactions  . . . . . . ¥446,000

NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library Prep Kit 
for Illumina
#E7410S 24 reactions  . . . . . . . .¥96,000
#E7410L 96 reactions  . . . . . . ¥331,000

NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library Prep 
with Sample Purification Beads
#E7415S 24 reactions  . . . . . . ¥116,000
#E7415L 96 reactions  . . . . . . ¥420,000

NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep Kit for 
Illumina
#E7805S 24 reactions  . . . . . . ¥121,000
#E7805L 96 reactions  . . . . . . ¥434,000

NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep with 
Sample Purification Beads
#E6177S 24 reactions  . . . . . . ¥134,000
#E6177L 96 reactions  . . . . . . ¥476,000

NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Library Prep 
Kit for Illumina
#E7430S 24 reactions  . . . . . . ¥115,000
#E7430L 96 reactions  . . . . . . ¥410,000

NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Library Prep 
with Sample Purification Beads
#E7435S 24 reactions  . . . . . . ¥127,000
#E7435L 96 reactions  . . . . . . ¥447,000

NEBNext® Ultra™ II DNA, FS and PCR-free DNA Library Prep Kits for Illumina®
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NEBNext® Ultra™ II DNA Reagents for Illumina® Sequencing

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 480プレックス解析が可能

Ultra II DNA Workflow: 500 pg – 1 µg (PCR); 250 ng – 1,000 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); 50 ng – 500 ng (PCR-free)

• Sample Purification 
Beads (SPRIselect)
(NEB #E7415 only)

• Sample Purification 
Beads (SPRIselect)
(NEB #E7435 only)
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

EM-seq

WGBS
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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、50 ngの DNA からメチル化 DNA 解析用ライブラリー
調製を行った。このことからEMseqのほうがDNAダメージが少ないことが示唆される。
WGBSは Zymo Research EZ DNA Methylation-Gold™ Kitと NEBNext Ultra II DNA kitを併用
した。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。
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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。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。このことから EMseqのほうが DNAダメージが少ないことが示唆される。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。

NOVASEQ® is a registered trademark of Illumina, Inc.
EZ DNA METHYLATION-GOLD KIT™ is a trademark of Zymo Research.

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。

View the  
EM-seq 
workflow.

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。NEBNex t 
Enzymatic Methyl-seq Kit (EM-seq™ ) は、WGBSに代
わる酵素的手法であり、Illumina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、5mCと 5hmC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

	■ 10 ng DNA から高収量でライブラ
リー調製

	■ WGBSより高感度、均一な GC 
Coverage

	■ WGBSと同じ解析プログラムが使用
可能

	■ 酵素でマイルドに変換、DNAダメー
ジを低減

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit
#E7120S 24 reactions  . . . . . . ¥160,000
#E7120L 96 reactions  . . . . . . ¥600,000

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Conversion 
Module
#E7125S 24 reactions  . . . . . . . .¥31,000
#E7125L 96 reactions  . . . . . . ¥114,000

NEBNext Q5U Master Mix
#M0597S 50 reactions  . . . . . . . .¥20,200
#M0597L 250 reactions  . . . . . . . .¥79,600

NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic  
Methyl-seq (Unique Dual Index Primer Pairs)
#E7140S 24 reactions  . . . . . . . .¥25,200
#E7140L 96 reactions  . . . . . . ¥100,200

NEBNext® Enzymatic Methyl-seq (EM-seq™)  
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NEW

NEBNext Enzymatic Methyl-seq (EM-seq) は 5mCと
5hmCの両者を検出するが、それらを区別すること
はできない。NEBNex t Enzymatic 5hmC-seq Kit (E 
5hmC-seq™ ) では、5hmC部位のみの特異的な検出
が可能である。このキットには NEBNex t Ultra IIラ
イブラリー調製試薬が含まれており、5hmCは 2段
階の酵素変換ワークフロー（図 1）を用いて検出さ
れるため、DNAへのダメージが最小限に抑えられ、
シーケンス結果から 5hmCを判別できる。E5hmC-
seqデータは EM-seqデータから差し引くこともで
き、個々の 5mCおよび 5hmC部位の正確な位置を
決定することができる。

	■ 酵素を用いたワークフローにより、高収

量で高品質のデータが得られる

	■ 0.1 ng–200 ngのインプット

	■ GCバイアスが最小

	■ E 5hmC-seqと EM-seqデータの組み合わ
せにより、5mCと 5hmCの部位を特定可
能

	■ 変換モジュールも別途提供

NEBNext Enzymatic 5hmC-seq Kit
#E3350S 24 reactions 　ウェブ参照
#E3350L 96 reactions 　ウェブ参照

NEBNext Enzymatic 5hmC-seq Conversion Module
#E3365S 24 reactions 　ウェブ参照
#E3365L 96 reactions 　ウェブ参照

NEBNext Oligos for Enzymatic 5hmC-seq
#E3360S 24 reactions 　ウェブ参照
#E3360L 96 reactions 　ウェブ参照

NEBNext® Enzymatic 5hmC-seq (E5hmC-seq™)  
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E5hmCにより、さまざまなインプットにわたり一貫した全 5hmC 検出が実現可能。0.1 ng
から 200 ngのヒト脳ゲノム DNAを、Covaris ME220を用いて 350 bpに断片化し、E5hmC-
seqワークフローのインプットとして使用した。ライブラリーは Illumina NovaSeq 6000 (2 x 
150 塩基 ) でシーケンスした。bwa-methを用いて、各ライブラリーの約 7億 1500万リード
を TET2ヒトゲノムにアライメントし、MethylDackelを用いてアライメントからメチル化情報
を抽出した。検出された 5hmCレベルは、CpG、CHG、および CHHコンテキストのすべて
のインプット間で同様である。表示した値は 2回の実験の平均値であり、エラーバーは標
準偏差を表す。
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E5hmC-seqは、すべてのインプットに対して高い CpGカバレッジを示す。リード
は、bwa-methを用いて TET2ヒトゲノムにアライメントした。E5hmC-seqによるヒト
ゲノム CpGのカバレッジを、7億 1,500万リードを用いて解析した。トップ鎖とボト
ム鎖の CpGを別々に計数し、T2Tゲノム内に最大 6,780万の CpGサイトを得ること
ができた。E5hmC-seqは常に、0.5 ngから 200 ngのインプットで 5,600万以上の
CpGサイトをカバーし、0.1ngのインプットライブラリーでは約 4,800万の CpGサイ
トをカバーしている。

E5hmC-seq

T4-BGT

APOBEC

CCGTCGGACCGC

CCGTCGGACCGC

hm

T T GTCGGAT T GT

UUGTCGGAUUGT

g m

g

m

E5hmC-seq変換方法
5hmCを特異的に検出するために、まず T4-BGTを用い
て 5hmCをグルコシル化する。5mCおよび非修飾シト
シンは、APOBECによりそれぞれチミンおよびウラシル
に変換されるが、保護された 5hmCは変換されない。
Illuminaシーケンスにおいて、5hmCはシトシン、シトシン
および 5mCはチミンとしてシーケンスされる。
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

NEW

FFPE DNAからのライブラリー調製は難しいことが
多い。なぜなら、インプット量が少ない、または固

定、保存、核酸抽出による多種多様なダメージを

受けているからである。ハイブリッドキャプチャー

をベースとしたターゲット領域の濃縮もしばしば用

いられる。しかし、これらのワークフローには、大

量のインプット DNAを必要とする。

	■ FFPE DNA修復試薬に加え、最適化され
たライブラリー調製試薬とプロトコール

が付属

	■ オプションの NEBNext UltraShear酵素に
よる断片化

	■ ライブラリー収量の増加

	■ シーケンスメトリクスの改善

	■ 体細胞変異の検出感度の向上

	■ 自動化が容易なワークフロー

NEBNext FFPE DNA Library Prep Kit
#E6650S 24 reactions 　ウェブ参照
#E6650L 96 Reactions 　ウェブ参照

NEBNext UltraShear FFPE DNA Library Prep Kit
#E6655S 24 reactions 　ウェブ参照
#E6655L 96 Reactions 　ウェブ参照

NEBNext® FFPE DNA Library Prep & NEBNext UltraShear™ 
FFPE DNA Library Prep Kits  
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With FFPE DNA Repair v2 
No repair

NEBNext UltraShear™

With FFPE DNA Repair v2 
Mechanical Shearing

No repair

NEBNext UltraShear FFPE DNA Library Prep Kitは、あらゆる品質の FFPE DNAサンプルから得られるデー
タの品質を向上させる。NEBNext UltraShear FFPE DNA Library Prep Kit (NEB #E6655)、NEBNext UltraShear Module 
(NEB #M7634)、NEBNext FFPE DNA Library Prep Kit (NEB #E6650) with Covaris-sheared DNA、または NEBNext Ultra 
II DNA Library Prep Kit with Covaris-sheared DNAのいずれかを用いて、DNA Integrity Numbers (DIN) が示された 50 
ngの FFPE DNAを調製した。NEBNext Multiplex Oligos Unique Dual Index Primer Pairs (NEB #E6440) を用いて 10 
PCRサイクルのライブラリーを調製し、Illumina Next Seq 500 でシーケンシングした。データはペアエンドリード
200万個を用いて解析し、Bow tie2 v2.3.2.2エンドツーエンドマッピングを用いてマッピングし、Picard Collec t 
Alignment Summary Metrics v 2.18.2.1を用いて解析した。NEBNext UltraShear FFPE DNA Library Prep Kitと NEB Next 
UltraShear Moduleは、マッピング率を増加させ、キメラの発現率を減少させる。
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NEBNext UltraShear™
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NEBNext UltraShear FFPE DNAライブラリー調製キットは、様々なサンプル品質におい
て収率を向上させる。NEBNext UltraShear FFPE DNA Library Prep Kit (NEB #E6655)、NEBNext 
UltraShear Module (NEB #M7634)、NEBNext FFPE DNA Library Prep Kit (NEB #E6650) with 
Covaris-sheared DNA、または NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit with Covaris-sheared DNA 
のいずれかを用いて、様々な種類の DNA Integrity Numbers (DIN)の 50 ngの FFPE DNA から
ライブラリー調製した。NEBNex t Mul t iplex Oligos Unique Dual Index Primer Pairs (NEB 
#E6440)を用いて 10PCR サイクルでライブラリーを調製し、Agilen t Tapes t a t ion ® High 
Sensitivity D1000アッセイを用いて定量した。NEBNext UltraShear FFPE DNA Library Prep Kit
を使用すると、ライブラリー収量が最大になる。

NEBNext FFPE DNA Library Prep Kitには、FFPE DNA
の修復用に最適化された酵素カクテルである

NEBNext FFPE DNA Repair v2 Mix、新しいポリメラー
ゼマスターミックスを含むライブラリー調製試薬、

および FFPE DNA用に最適化されたプロトコールが
付属している。NEBNext UltraShear FFPE DNA Library 
Prep K i tには、FFPE DNAなど、ライブラリー調製
が難しいサンプルの断片化のために設計された新

しいソリューションである NEBNext UltraShearも付
属。この酵素的断片化用のキットは、ライブラリー

の収量と品質をさらに向上させ、スケーラビリティ

と使いやすさを改善する。

TAPESTATION® is a registered trademark of Agilent Technologies, Inc.
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

ダメージの種類
FFPE DNA Repair v2 
Moduleの修復の可否

シトシンからウラシル
への脱アミノ化

Yes

ニックとギャップ Yes

酸化塩基 Yes

3′末端ブロック Yes

DNA断片化 No

DNA-タンパク質架橋 No

FFPE DNA損傷の種類と、NEBNext FFPE DNA Repair v2 
Moduleによる修復の可否。

Formalin-Fixed、Paraffin-Embedded (FFPE) DNAサン
プルの固定および保存によって DNAはダメージを
受けるため、高品質のシーケンスデータを得ること

は困難である。NEBNext FFPE DNA Repair v2 Module
は、FFPE DNAを修復するために最適に設計された
酵素カクテルであり、NGSライブラリー調製の前処
理に最適な試薬である。

NEBNext FFPE DNA Repair v2 Moduleは、オリジナル
の NEBNext FFPE DNA Repair Mixの性能を改善し、
より高効率で、より効率化されたワークフロー、よ

り便利な反応バッファーが含まれる。NEBNext FFPE 
DNA Repair v2 Moduleで処理したサンプルは、ク
リーンアップなしでそのままライブラリー調整に使

用可能である。

関連製品：

NEBNext FFPE DNA Repair Mix
#M6630S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥29,000
#M6630L 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥100,800

	■ FFPE DNAに対する高い修復効率

	■ 効率的な FFPE DNA修復と下流の末端修
復および dA-tailingの両方に対応する、
使いやすい反応バッファー

	■ Thermolabile Proteinase Kの使用により、
修復とライブラリー調製の間のクリーン

アップが不要

#E7360S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥28,000
#E7360L 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥96,000

NEBNext® FFPE DNA Repair v2 Module  
NEW
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Unrepaired NEBNext® FFPE DNA Repair v2

NEBNext FFPE DNA Repair v2 Moduleは、マッピング率、適切なペアリード、およびキメラリードを含むライ
ブラリー品質を改善する。未処理または NEBNex t FFPE DNA Repair v2 Module (NEB #E7360) で処理した後、
NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit (NEB #E7645) を用いてライブラリー調製を行う前に、3つの異なる品質の正
常肝 FFPE DNAサンプル 50 ngからライブラリーを 3回調製した。Illumina NextSeq 500でライブラリーをシーケン
スした。ペアエンドリードを 100万リードにダウンサンプリングし、Bowtie 2 (v2.3.2) を用いて GRCh 38ヒトリファ
レンス (Ref Seq 884148) にマッピングした。マップしたリードをMark Duplicates (v 1.56.0) および Picard SAM/BAM 
Alignment Summary Metrics (v 1.56.0) で解析した。NEBNext FFPE DNA Repair v2 Moduleで処理すると、マッピング
率が増加し、正しくペアリングされていないキメラリードのレベルが低下する。
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NEBNext® FFPE DNA Repair v2

NEBNext FFPE DNA Repair v2 Moduleは、広範囲の FFPE DNAサンプル品質から頑健なライブラリー調製を可
能にする。異なる品質および組織由来の Covaris acoustic-sheared FFPE DNAサンプル 25 ngを用いてライブラリーを
調製した。NEBNext FFPE DNA Repair v2 Module (NEB #E7360) を使用し、その後 NEBNext Ultra II DNAライブラリー調
製キット (NEB #E7645) を使用し、PCRは 9サイクル実施した。Agilent HS D 1000 Tape Stationを用いてライブラリー
を定量した。NEBNext FFPE DNA Repair v2 Moduleは、インプットDNAに存在する品質および損傷の種類に応じて様々
な程度で FFPEライブラリーの収量を改善する。エラーバーは、各ライブラリーサンプルの 2回の実験結果の標準
偏差を示す。
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

	■ NEBNext® Enzymatic Methyl-seq (EM-seq™) 
を含むメチル化解析ワークフローに適合

	■ FFPE DNA 対応

	■ ハンズオンタイムを最小限に抑えた迅速

なワークフロー

	■ メチル化解析において、CpGカバレッジ
とシーケンスメトリックスを改善

	■ FFPE DNAの場合、使用可能なリードお
よびカバレッジ均一性が向上

NEW

NEBNext Ultra II FS DNA Library Kit for Illumina 
(NEB #E7805, #E6177) は、高品質のゲノムDNA
によるIlluminaライブラリー調製に推奨され、
合理化されたワークフローを提供する。

ライブラリー調製ワークフローにおいて、酵素的

な DNA断片化は、物理的断片化と比較して多くの
利点を有する。しかし、FFPE DNAのような難しい
サンプルや、メチローム解析のためにサンプルの

メチル化状態を維持する必要がある場合には、特

殊な断片化試薬が必要である。

NEBNext UltraShear™は、これらのサンプルのため

に開発された断片化酵素ミックスである。これに

より、ライブラリーの収量と多様性が向上し、従

来の断片化酵素では不可能であった、サンプルの

メチル化状態を維持しつつ断片化を実施すること

が可能である。

#M7634S 24 reactions 　ウェブ参照
#M7634L 96 reactions 　ウェブ参照

NEBNext UltraShear™
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NEBNext UltraShear™ Covaris® shearing

NEBNext UltraShearを用いて生産された EM-seqライブラリーの CpGカバレッジ向上。NEBNext EM-seqワークフローで使用するコントロール DNA （CpG 
methylated pUC19 DNAおよび unmethylated Lambda DNA）をスパイクした NA12878 DNA 200 ng、50 ngおよび 10 ngを、NEBNext UltraShear（37℃で 20 分）
または Covaris ME220（350 bpプロトコール）のいずれかで断片化し、その後 EM-seq kitを用いてライブラリー調製を実施した。各インプット量について 2
回実験を実施した。Illumina NovaSeq 6000（2x 100bp）の同じフローセルですべてのライブラリーの配列を決定した。メチル化解析のために各ライブラリー
から 7億 2,500万リードをサンプリングした (seqtk)。リードは、Methyl Dackelを用いてメチル化解析する前に、アダプタートリミング (fastp)、GRCh38リファ
レンスへのアライメント (bwa-meth)、重複リードの除去 (Picard Mark Duplicates) を行った。NEBNext EM-seqワークフローの前に使用した NEBNext UltraShear
と Covarisによる断片化では、最小 1Xカバレッジで同程度の CpG数（約 5,400万）が得られた。NEBNext UltraShearを使用すると、ライブラリーの多様性
とカバレッジの均一性が向上するため、最小 10 倍のカバレッジで、より多くの CpGが同定される。
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NEBNext UltraShear™

Covaris® shearing

200 ng
gDNA Input

50 ng 10 ng

NEBNext UltraShearは EM-seqライブラリー収量を増
加させる。EM-seqワークフローで使用するコントロール
DNA（CpG methyla ted pUC19 DNAおよび unmethyla ted 
Lambda DNA）をスパイクした NA12878 DNA 200 ng、50 ng
および 10 ngを、NEBNext UltraShear（37℃で 20 分）また
は Covar is ME220（350 bpプロトコール）のいずれかで断
片化し、その後 EM-seq k i tを用いてライブラリー調製を
実施した。ライブラリー収量は、Agilent Tape Station with 
the High Sensitivity D1000 Screen Tapeを用いて定量した。
NEBNext UltraShear で断片化した EM-seqライブラリーは、
各インプットの PCRサイクル数が同じ場合（200 ng = 4サ
イクル、50 ng = 6サイクル、10 ng = 8サイクル）、Covaris
よりも収率が高い。

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。

関連製品：

NEBNext dsDNA Fragmentase Reaction Buffer v2
#B0349S 6 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,800

	■ 酵素によりDNAを断片化

	■ 高価な機器や消耗品が一切不要

	■ NGS解析用の 2本鎖 DNA断片の作製

#M0348S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥17,000
#M0348L 250 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥68,000

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

NEW

NEBNext UltraExpress RNA Library Prep Kitは、迅速
かつ効率化されたワークフローを備えた最新の

NEBNext RNAライブラリー調製キットである。この
キットは、mRNA分離および rRNA除去ワークフロー

および幅広い種類のサンプルに対応可能である。

このキットは、3時間のライブラリー調製プロトコー
ルにより、mRNAまたは rRNA除去キットと併用して、
1日で高品質な RNAライブラリーを調製できる。

	■ 迅速なワークフロー（3時間）

	■ ステップ数と消耗品の使用量の低減

	■ クリーンアップ回数の低減

	■ 単一のプロトコールであらゆるインプット

に対応

	■ 細菌 RNA、ヒト全血、FFPE RNA など、
さまざまな種類のサンプルに対応

	■ 自動化が容易

#E3330S 24 reactions 　Webサイトを参照
#E3330L 96 reactions 　Webサイトを参照

NEBNext UltraExpress™ RNA Library Prep Kit  
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NEBNext UltraExpress RNA Library Prep Kit では、ポリ (A) 精製および rRNA
除去ワークフローにおいて、幅広いインプット量に対して高いライブラリー収量

が得られる

幅広いインプット量のユニバーサルヒトリファレンス RNAを、(A)ポリ (A)mRNAの
精製 (NEB #E7490)、または (B) リボソーム RNAの除去 (NEB Next rRNA Depletion Kit 
v2 (Human/Mouse/Rat) (NEB #E7400)) の後、NEBNex t UltraExpress RNA Library 
Prepara t ion K i tを用いてストランド特異的ライブラリーを作成した。TapeSta t ion ® 
4200を用いてライブラリー収量を評価し、各インプット量について 3回実験した値
を示す。

Poly(A) enrichment rRNA depletion
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NEBNext UltraExpress RNAは、様々なインプット量で転写産物を均一にカバーする。指示されたインプット
量のユニバーサルヒトリファレンス RNAを、(A)ポリ (A)mRNAの精製 (NEB #E7490)、または (B)リボソーム
RNAの除去 (NEB Next rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat) (NEB #E7400)) 後、NEBNext UltraExpress™ RNA 
Library Preparation Kitを用いてストランド特異的ライブラリーを作成した。Illumina NextSeq® 500 (2 x 75 bp) で
ライブラリーの配列を決定した。ライブラリーあたり 900 万リードをサンプルとした。リードは RNA STAR 
v2.7.8aを用いて hg38リファレンスゲノムにマッピングし、CollectRnaSeqMetrics (Picard) ツール v2.18.2.2を用い
て、5′から 3′までの転写産物カバレッジを最初の 1,000 個の転写量の多い転写産物から計算した。

RNA input:
25 ng – 250 ng

Fragmentation
First Strand
Synthesis

Second Strand
Synthesis

NEBNext UltraExpress™ RNA Library Prep Kit

Clean Up
Adaptor
Ligation USER®

PCR
Enrichment Clean Up

End Repair/
dA-Tailing 

mRNA Enrichment

1 – 2 hours

Poly(A) mRNA Isolation Kit
or rRNA Depetion Kit

3 hours

High quality RNA-Seq libraries in a day.
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

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

View the NEBNext 
Ultra II Directional 
RNA Workflow.

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kitは、わずか 10 
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：
10 ng–1 μ gトータル RNA

	■ 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

	■ 自動化可能なワークフロー

	■ ディレクショナル RNAライブラリー調製
試薬も提供

	■ rRNA除去キットや polyA mRNA 精製キッ
トも個別に提供

	■ 効率的なワークフローで迅速なライブラ

リー調製

	■ DNA 精製ビーズ付属キットも提供

	■ FFPE など低品質 RNA からも高収量でラ
イブラリーを調製

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep 
Kit for Illumina
#E7760S 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥168,000
#E7760L 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥570,000

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep 
with Sample Purification Beads
#E7765S 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥186,000
#E7765L 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥630,000

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit 
for Illumina
#E7770S 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥154,000
#E7770L 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥524,000

NEBNext Ultra II RNA Library Prep with  
Sample Purification Beads
#E7775S 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥170,000
#E7775L 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥580,000

NEBNext® Ultra™ II Library Prep Kits for RNA  

5´

3´

3´

5´

Adaptor ligation with
optional NEBNext Adaptor

First strand cDNA synthesis

Second strand cDNA synthesis

End repair and dA-tailing

RNA enrichment
(mRNA Isolation or rRNA depletion)

RNA fragmentation and random priming

Clean up
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Clean up & size selection
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Clean up
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PCR enrichment
P7BC
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RNA

DNA

Random primer

Poly(A) tail

USER
EnzymeUracil

Barcode (BC)

P5 primer

P7 primer

NEBNext
Adaptor

NN
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U

U T

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kitワークフロー
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

NEBNext® Ultra™ II RNA Reagents for Illumina® Sequencing

NEBNext Ultra II RNA & Directional RNA Library prep for Illumina
• 10 ng–1 μg Total RNA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 480プレックス解析が可能

Input Poly(A) mRNA Workflow: 10 ng – 1 µg rRNA Depletion Workflow: 10 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
• Strand Specificity Reagent

• 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)

• RNA Binding Buffer
• Wash Buffer
• Nuclease-free Water
• Tris Buffer
• High Input Oligo 

d(T)25 Beads

High Input Poly(A) 
mRNA Isolation 
(NEB #E3370)

• RNase H/RNase H 
Reaction Buffer

• Globin & rRNA Depletion 
Solution

• NEBNext rRNA Depletion 
Kit (Bacteria)

• 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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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

ATCC® is a registered trademark of ATCC.
AGENCOURT® and RNACLEAN® is a registered trademark of Beckman Coulter, Inc.

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
rRNA(5S rRNA、5.8S rRNA、18S rRNA、28S rRNA)
およびミトコンドリア rRNA(12S rRNA、16S rRNA)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 mRNAはポリ Aを持たないため、オ
リゴ dTビーズによる濃縮ができない。そのため、
バクテリア用 rRNA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 rRNA、
16S rRNA、23S rRNAを除去することができる。た
だし特殊なバクテリアの rRNA 除去にはカスタム
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

■ 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

■ 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

■ わずか 2時間（作業時間は 8分）で終了

■ ヒト、マウス、ラットのトータル RNAよ
り 95〜 99%の rRNAを除去

■ 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

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 
(Human/Mouse/Rat)
#E7400S 6 reactions  . . . . . . . .¥47,600 
#E7400L 24 reactions  . . . . . . ¥173,000 
#E7400X 96 reactions  . . . . . . ¥622,000 

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 
(Human/Mouse/Rat) with RNA 
Sample Purifi cation Beads
#E7405S 6 reactions  . . . . . . . .¥49,000 
#E7405L 24 reactions  . . . . . . ¥180,000 
#E7405X 96 reactions  . . . . . . ¥648,000 

NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria)
#E7850S 6 reactions  . . . . . . . .¥47,600 
#E7850L 24 reactions  . . . . . . ¥173,000 
#E7850X 96 reactions  . . . . . . ¥622,000 

NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) 
with RNA Sample Purifi cation Beads
#E7860S 6 reactions  . . . . . . . .¥48,800 
#E7860L 24 reactions  . . . . . . ¥180,000 
#E7860X 96 reactions  . . . . . . ¥648,000 

NEBNext® rRNA Depletion Kits (Human/Mouse/Rat and Bacteria)

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 (%)

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、NEBNex t 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。

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.

NEBNext rRNA Depletion Kitワークフロー
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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/

NEBNext® Custom RNA Depletion
Design Tool

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 RNA (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。

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 RNA（12Sおよび 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の精製（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。

	■ 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〜 100 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 Globin & rRNA Depletion Kit  
(Human/Mouse/Rat)
#E7750S 6 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,400
#E7750L 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥198,000
#E7750X 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥712,000

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit  
(Human/Mouse/Rat) with RNA  
Sample Purification Beads
#E7755S 6 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,000
#E7755L 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥206,400
#E7755X 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥743,000

NEBNext® Globin & rRNA Depletion Kits  

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit I社 rRNA Removal 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 2億リードに
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。

説明：一般的にトータル RNA中にはリボソーム RNA
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 RNA
シーケンスにおいては、ライブラリー調製の前処理

で rRNA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 rRNA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 rRNAの配列に基づいて複数の約 50 nt
の 1本鎖 DNA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 rRNA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、Mix ture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

	■ 10 ng-1 μ gのトータル RNA から対象 RNA
除去してライブラリー調製

	■ rRNA 以外の RNAも除去可能

	■ 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

	■ 除去プローブのデザインツールを公開

（NEBNext Custom RNA Depletion Design 
Tool）

NEBNext RNA Depletion Core Reagent Set
#E7865S 6 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥40,600
#E7865L 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥148,000
#E7865X 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥532,000

NEBNext RNA Depletion Core Reagent Set with 
RNA Sample Purification Beads
#E7870S 6 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥42,000
#E7870L 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥154,000
#E7870X 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥555,000

カスタムRNA除去キット  

GLOBIN-ZERO® is a registered trademark of Illumina, Inc .
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

NEBNext High Input Poly(A) mRNA Isolation Module
は、Oligo d（T）25マグネティック・ビーズを用いて、

あらかじめ単離した大量のトータル RNA（反応あた
り 5-50 μ g）からインタクトな polyA 型の mRNAを
単離するように設計されている。インタクト mRNA

は約 1時間で得られ、少量で溶出する。5 μg未満
のインプット量については、NEBNext Poly(A) mRNA 
Magnetic Isolation Module（NEB#E7490）を推奨する。関連製品：

NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module
#E7490S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥11,600
#E7490L 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥41,800

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit 
for Illumina
#E7760S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥168,000
#E7760L 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥570,000

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep 
with Sample Purification Beads
#E7765S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥186,000
#E7765L 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥630,000

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat)
#E7400S 6 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥47,600
#E7400L 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥173,000
#E7400X 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥622,000

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat) 
with RNA Sample Purification Beads
#E7405S 6 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥49,000
#E7405L 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥180,000
#E7405X 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥648,000

	■ 高インプット :反応あたりトータル RNA 
5-50 μ g

	■ 低溶出量

	■ 迅速なワークフロー

	■ 自動化対応

#E3370S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥86,000

NEBNext® High Input Poly(A) mRNA Isolation Module  
NEW

T社キットATotal RNA T社キットB NEBNext High Input Poly(A)
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NEBNext® High Input Poly(A) mRNA Isolation Moduleは、サンプルの種類にかかわらず、効率的
に rRNAを除去する。T社キット A、T社キット Bまたは NEBNext High Input Poly(A) mRNA Magnetic 
Isolation Module (50 μ g Universal Human Reference RNA (UHR、Agilent) から取得 )、あるいは Monarch 
Total RNA Miniprep Kit (Monarch Total RNA Miniprep Kit) を用いてマウス腎組織または S.cerevisiae（酵母）
から抽出した RNA からポリ (A)RNAを精製した。トータル RNAまたはポリ (A)を強化した RNAサンプ
ルの rRNAの割合 (%) を、3回の実験（UHRおよびマウスポリ (A)サンプル）または 2回の実験（トー
タル RNAおよび酵母ポリ (A)RNAサンプル）のシーケンシングから標準偏差とともに求めた。NEBNext 
Ultra II Directional RNA Library Prep Kitを使用して、40 ngのポリ (A)を含む RNA からライブラリーを調
製し、Illumina NextSeq 550 装置でシーケンシングした。各ライブラリから 600万リードをサンプリング
した。

B. Read mapping

T社キットA T社キットB NEBNext® High Input Poly(A)
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NEBNext® High Input Poly(A) mRNA Isolation Moduleからの RNAは、良好なリードマッピングとともに、ナノポ
アシーケンスに適した高いライブラリー収量が得られる。記載の方法を用いて精製した 400 ngのポリ (A)を含む
Universal Human Reference (UHR) RNAを、GridION ® Sequencer (Oxford Nanopore Technologies®) 上で Direct RNA 
Sequencing (ONT#SQK-RNA002) 用に調製した。記載の方法を用いて濃縮した 100 ngのポリ (A)を含む UHR RNAを、
GridION Sequencer上で Direct cDNAシーケンシング (ONT SQK-DCS109) のために調製した。

A.ライブラリー収量は Qubit® dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Invitrogen) を用いて評価し、標準偏差と平均値を示し
た。

B.レプリケートの Direct RNAおよび Direct cDNAシーケンスランから得られたリードの平均マッピング率および標準
偏差

説明：NEBNex t Poly(A) mRNA Magnet ic Isola t ion 
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。

 

#E7490S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥11,600
#E7490L 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥41,800

NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module  

INVITROGEN®, QUBIT® are registered trademarks of Thermo Fisher 
Scientific . 
GRIDION® and OXFORD NANOPORE TECHNOLOGIES are registered 
trademarks of Oxford Nanopore Technologies .
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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

	■ 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）

	■ 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

NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library 
Prep Kit for Illumina
#E6420S 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥220,000
#E6420L 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥730,000

NEBNext Single Cell/Low Input cDNA 
Synthesis & Amplification Module
#E6421S 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥140,000
#E6421L 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥475,000

NEBNext Single Cell Lysis Module
#E5530S 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,600

NEBNext® Single Cell/Low Input RNA Library Prep  

1: NEBNext Kit 2: T社/I社キット
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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 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（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。

NEBNext Kit

T社/I社キット
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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、
Jurka t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（Agilen t #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 NEBNex t 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。NEBNext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。
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

• 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 Pr imers 
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 RNA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、Illumina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 Multiplex Small RNA Library Prep Set 
for Illumina (Set 1)
#E7300S 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥250,000
#E7300L 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥850,000

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set 
for Illumina (Set 2)
#E7580S 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥250,000
#E7580L 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥850,000

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Kit 
for Illumina (Index Primers 1-48)
#E7560S 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥850,000

NEBNext Small RNA Library Prep Set for 
Illumina (Multiplex Compatible)
#E7330S 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥204,000
#E7330L 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥693,000

NEBNext® Small RNA Library Prep Kits  

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

 

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チューブまたは個々の 0.2 ml PCR
チューブ対応

#S1515S 24 tubes ¥87,000

NEBNext® Magnetic Separation Rack  
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

* 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。

** NEB Next EM-seqアダプターが必要。NEB Next Multiplex Oligos for Enzymatic Methyl-seq (Unique Dual Index Primer Pairs、
#E7140S/L) を使用する。

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 #E6448
NEB #E7140

NEB #E7395
NEB #E7874
NEB #E7876
NEB #E7878
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

アダプターが付属 NEBNext Adaptor (Loop) NEBNext Adaptor (Loop) NEBNext Adaptor (Loop) Unique Dual Index  
UMI 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)

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  

combinatorial mixing

Five;  
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)

Four sets for DNA,  
One set for RNA;  

Adaptors with 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

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 Enzyme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。

	■ アプリケーションごとに最適なインデックス

を選択する

	■ インデックスプライマーは、増幅ステップを

含む NGSライブラリー調製ワークフローで使
用可能

	■ インデックスアダプターは、PCRフリーのワー
クフローと、エラー訂正 / 重複排除のための
UMIが使用可能

	■ 純度およびライブラリー収率の向上のために

広範囲に及ぶ QCを実施

	■ NEBNextライブラリー調製キットや、その他
の標準、Illumina 互換ライブラリー調製方法
と併用できる柔軟性

	■ インデックス・プーリングのガイドラインとサン

プルシートが付属

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 1)
#E7395S 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥110,000
#E7395L 384 reactions   .  .  .  .  .  . ¥418,000

NEW
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 2)
#E7874S 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥110,000
#E7874L 384 reactions   .  .  .  .  .  . ¥418,000

NEW
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 3)
#E7876S 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥110,000
#E7876L 384 reactions   .  .  .  .  .  . ¥418,000

NEW
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 4)
#E7878S 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥110,000
#E7878L 384 reactions   .  .  .  .  .  . ¥418,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(Unique Dual Index UMI Adaptors RNA Set 1)
#E7416S 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥106,200
#E7416L 384 reactions   .  .  .  .  .  . ¥395,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(96 Unique Dual Index Primer Pairs)
#E6440S 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥87,000
#E6440L 384 reactions   .  .  .  .  .  . ¥313,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 2)
#E6442S 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥87,000
#E6442L 384 reactions   .  .  .  .  .  . ¥313,000

NEBNext® Adaptors & Primers for Illumina  
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 3)
#E6444S 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥87,000
#E6444L 384 reactions   .  .  .  .  .  . ¥313,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 4)
#E6446S 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥87,000
#E6446L 384 reactions   .  .  .  .  .  . ¥313,000

NEW
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 5)
#E6448S 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥87,000
#E6448L 384 reactions   .  .  .  .  .  . ¥313,000

NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic Methyl-seq 
(Unique Dual Index Primer Pairs)
#E7140S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥25,200
#E7140L 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥100,200

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(Dual Index Primers Set 1)
#E7600S 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥82,400

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina  
(Dual Index Primers Set 2)
#E7780S 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥82,400

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(Index Primers Set 1)
#E7335S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,800
#E7335L 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥69,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(Index Primers Set 2)
#E7500S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,800
#E7500L 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥69,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(Index Primers Set 3)
#E7710S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,800
#E7710L 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥69,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(Index Primers Set 4)
#E7730S 24 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,800
#E7730L 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥69,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 
(96 Index Primers)
#E6609S 96 reactions   .  .  .  .  .  . ¥107,000
#E6609L 384 reactions   .  .  .  .  .  . ¥423,000

NEBNext Adaptor Dilution Buffer
#B1430S 9 .6 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥6,200
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

(1)  Josh Quick 2020. nCoV-2019 sequencing protocol v2 (GunIt). 
protocols.io https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bdp7i5rn

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 Short 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）

	■ 10〜 10,000コピーのウイルスゲノム RNA
から調製

	■ ゲノムカバレッジと depthの均一性が大き
く向上

	■ 世界各国のシーケンスセンターや感染症

研究所で採用

	■ ヒト・コントロールプライマー、DNA 精製
ビーズが付属

	■ 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 )

	■ 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

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

NEW
NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 RT-PCR Module
#E7626S 24 reactions  . . . . . . . .¥13,800
#E7626L 96 reactions  . . . . . . . .¥54,800

NEBNext® ARTIC 新型コロナウイルス全ゲノム解析  

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´

DNA

RNA

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

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

9.8

13.2

1.88 

2.49

9.8

12.0

1.87 

2.50

9.7

12.7

1.87 

2.52

9.8

12.9

1.86 

2.53

9.8

12.0

1.87 

2.48

9.8

13.5

1.87 

2.44

9.7

11.1

1.87 

2.36

9.8

12.1

1.87 

2.44

9.8

22.5

1.87 

2.50

9.8

22.5

1.87 

2.57

9.9

24.4

1.87 

2.40

9.7

26.0

1.86 

2.44

9.7

24.7

1.87 

2.35

9.8

23.5

1.86 

2.48

9.7

24.4

1.86 

2.37

9.8

24.9

1.86 

2.37

9.8

24.0

1.86 

2.46

9.8

25.6

1.86

2.38

9.8

22.5

1.87 

2.54

9.8

22.2

1.86 

2.42

9.9

2.31

145.5

97

48.5
23

9.4

Agitation speed
during lysis (RPM)

242.5
291

339.5
388

194

436.5
485

533.5
582

630.5
679

727.5

145.5

97

48.5
23

9.4

242.5
291
339.5
388

194

436.5
485
533.5
582
630.5
679
727.5

Cells (HEK293) Blood (human, fresh)

1 2

300 1100

1 2 1 2

1400

1 2

1700

1 2

2000

1 2

800

1 2

300 1100

1 2 1 2

1400

1 2

1700

1 2

2000

1 2

800

Best-in-class 
yields & purity

溶解中の攪拌速度によりゲノムサイズを調整可能

1 x 106 HEK 293 細胞および 500 μ lの新鮮ヒト血液のについて調製を行った (n = 2)。DNAの断片化を制御するため、溶
解ステップ中に所定の速度でサンプルを撹拌した。DNA（細胞：500 ng、血液：650 ng）は PFGEで分解した（1%アガロー
スゲル、6 V/cm、13℃で 20時間、BioRad CHEF-DR III System、スイッチ時間は 0.5〜 94秒）。個々の調製物の収率お
よび純度比を別表に示す。マーカー（M）は Lambda PFG Ladder（NEB#N0341）を使用。個々の調製物の収率、純度比
および DINを別表に示す。

NEB試薬および NEBNex tキットの一部は、Oxford 
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。

NEBNext Companion Module for 
OxfordNanopore 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  . . . . . . . . .¥13,400
#T3050L 50 preps  . . . . . . . . .¥75,600

Monarch HMW DNA Extraction Kit for Tissue
#T3060S 5 preps  . . . . . . . . .¥14,400
#T3060L 50 preps  . . . . . . . . .¥85,200

Monarch Genomic DNA Purification Kit 
#T3010S 50 preps  . . . . . . . . .¥24,200
#T3010L 150 preps  . . . . . . . . .¥62,400

	■ 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

NEBNext Companion Module for Oxford 
Nanopore Technologies Ligation Sequencing
#E7180S 24 reactions  . . . . . . ¥150,000
#E7180L 96 reactions  . . . . . . ¥570,000

NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Companion Kit 
(Oxford Nanopore Technologies)
#E7660S 24 reactions  . . . . . . . .¥34,000
#E7660L 96 reactions  . . . . . . ¥136,000

Oxford Nanopore Technologies® Sequencing用試薬  

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。

MINION®, PROMETHION® and FLONGLE® are registered trademarks of 
Oxford Nanopore Technologies, Inc.
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

NEBNext Direct Genotyping Solution workflow.

Target marker

Genomic
DNA

Fragmentation, End Repair,
5´ Phosphorylation,
dA-tailing 

Adaptor ligation 
& sample tagging

Sample pooling

Denaturation &
bait hybridization

Bead binding
& 3´ blunting

3´ ligation
and additional
off-target removal

3´
5´

5´
3´

3´
5´

5´
3´

5´
3´

Sample index

PCR
ampli�cation

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、MI:Unique 
Molecular Identifierを含む）
を付加

Biotin bait

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

3´ adaptor

3´

Sequencing-ready fragment

5´
3´

UMI

A

A

3´ 5´
3´

5´ adaptor

Streptavidin
bead

3´

3´
5´

Pool index

A

A
Sample 1

5´
3´5´

3´ A
A

Sample 2
A

A

Sample 96 A
A

A
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詳細はウェブサイト（www.nebj.jp）
を参照

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 NEBNex t Direc t Genot yping 
Solutionによりエンリッチメントを行い、Passing filter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

説明：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
チャー法による濃縮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。

	■ 100〜 5,000 種類のマーカー領域で自由
に設計可能

	■ 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

	■ 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

	■ 1日で完結のワークフロー

#E9530B-S 8 reactions 　ウェブ参照
#E9500B-S 96 reactions 　ウェブ参照

NEBNext Direct® Genotyping Solution  
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

説明：NEBNext Immune Sequencing Kits (Human & 
Mouse) は、完全な抗体鎖発現を介して B細胞およ
び T細胞の完全長免疫遺伝子レパートリーにおけ
る体細胞変異の網羅的プロファイリングを可能にす

る。独自の UMIベースの mRNA バーコードプロセ
スにより、個々の分子から得られた PCRコピーを
コンセンサス配列に変換することが可能。これに

より、シーケンスの精度が向上し、PCRバイアス
が排除される。

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

	■ 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

	■ 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

	■ データ解析ガイド（pRESTO, Galaxy）を公
開

NEBNext Immune Sequencing Kit (Human)
#E6320S 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥304,000
#E6320L 96 reactions   .  .  .  . ¥1,042,000

NEBNext Immune Sequencing Kit (Mouse)
#E6330S 24 reactions   .  .  .  .  .  . ¥304,000
#E6330L 96 reactions   .  .  .  . ¥1,042,000

NEBNext® Immune Sequencing Kits (Human & Mouse)  

Heavy chain/TCRβ chain

Light chain/TCRα chain

V D J C

CDR3

Heavy chain TCRα chain
TCRβ chain

Light chain

CDR3

V J C

V DJ C

V J C

BCR TCR

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。

CJDV

Reverse transcription
& non-templated addition

Template switching

PCR1 (BCR/TCR-speci�c)

PCR2

Cleanup

Cleanup (optional qPCR)

Cleanup (with streptavidin beads)

Final library

RNA

cDNA

Biotin-labeled
RT primer

BCR/TCR-
speci�c primer

P5 index
primer

P7 index
primer

BC1

BC2

5´

3´ 5´

5´

3´
5´3´

CJDV

CJDV

CJDV

CJDV

CJDV

CJDV

CJDV
CJDV

3´

UMI Template switching
oligo (TSO)5´

5´

3´

3´

5´

5´

3´

3´

5´

5´

3´

3´

5´

5´ 3´CJDV

CJDV3´
5´ 3´CJDV

AAAAA

TTTTT

AAAAA

TTTTT

AAAAA
TTTTT

5´TTTTT

NEBNext Immune Sequencing Kit Workflow.
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

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

(1) Feehery, G.R., et al. (2013) PLoS One, 8: e76096
(2) Chen, T., et al. (2010) Database, Vol. 2010, Article ID baq013, doi: 10.1093/database/
baq013
(3) Langmead, B., et al. (2009) Genome Biol. 10:R25 doi: 10.1186/gb-2009-10-3-r25

製品内容：

• NEBNext MBD2-Fc Protein

• NEBNext Bind/wash Buffer

• 16s rRNA Universal Gene Bacteria Control Primers

• RPL30 Human DNA Control Primers

• NEBNext Protein A Magnetic Beads   

#E2612S 6 reactions  . . . . . . . .¥39,800 
#E2612L 24 reactions  . . . . . . ¥135,200 

NEBNext® Microbiome DNA Enrichment Kit
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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 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 Niesseria 属（N. mucosa, N. sicca and N. elognata）はビーズに補足されることはない。
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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。

Separate target microbial DNA from 
methylated host DNA bound to beads.

Incubate 10 min. 
Wash beads 2x with 
Bind/Wash Buffer.

Incubate 15 min. to bind 
methylated host DNA to 
magnetic beads.

NEBNext
MBD2-Fc

NEBNext Protein A 
Magnetic Beads

Magnet

Methylated
host DNA

Microbial DNA 
remains in supernatant

Add NEBNext MBD2-Fc to 
Protein A Magnetic Beads.

Add clean, intact, genomic 
DNA mixture to beads.

1

+

2

3

Microbiome DNA Enrichment Kitの実験手順
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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。

関連製品：

NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix
#M0543S 50 reactions  . . . . . . . . .¥14,400 
#M0543L 250 reactions  . . . . . . . . .¥57,400 

NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix
#M0541S 50 reactions  . . . . . . . . .¥14,400 
#M0541L 250 reactions  . . . . . . . . .¥57,400 

■ 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

#M0544S 50 reactions  . . . . . . . .¥15,600 
#M0544L 250 reactions  . . . . . . . .¥62,200 
#M0544X 500 reactions  . . . . . . ¥118,000 

NEBNext® Ultra™ II Q5® Master Mix
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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、Illumina 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、NEBNex t Ult ra I I 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いること
が示されている。
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NEBNext Q5 Hot
Start HiFi PCR
Master Mix

NEBNext Ultra II
Q5 Master Mix
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Ultra II Q5
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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。

171

N
EBN

EX
T
次
世
代
シ
ー
ケ
ン
サ
ー
用
ラ
イ
ブ
ラ
リ
ー
調
製
試

薬



NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

説明：NEBNex t L ibrar y Quant K i t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 Dilution Buffer

• NEBNext Library Quant DNA Standard 1

• NEBNext Library Quant DNA Standard 2

• NEBNext Library Quant DNA Standard 3

• NEBNext Library Quant DNA Standard 4

• NEBNext Library Quant DNA Standard 5

• NEBNext Library Quant DNA Standard 6

• ROX (High)

• ROX (Low)   

関連製品：

NEBNext Library Dilution Buffer
#B6118S 15 ml ¥6,200

	■ Illumina NGS用ライブラリー定量キット

	■ 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

	■ スタンダード DNA付属（4 種類の濃度）

	■ 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

	■ qPCRにより正確かつ高い再現性で定量

	■ 便利なツールで、計算も簡単（NEBioCalculator.
neb.com）

	■ ROX付属（2種類の濃度）で様々な qPCR機
器に対応

#E7630S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,800
#E7630L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥79,800

NEBNext® Library Quant Kit for Illumina®
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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。
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様々なライブラリーを NEBNext Library Quant Kit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 chemistr y；MCS v2.4.1.3）
にアプライして検証した。

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. 50 min.

Hands-On
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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™: DNA Library Preparation
• 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。

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)  

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 μ g) 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)

~ 
20

0 
bp

  
In

se
rt 

Si
ze

~ 
40

0 
bp

  
In

se
rt 

Si
ze

ION TORRENT™ and ION XPRESS™ are trademarks of Thermo Fisher Scientific.

* Ion Xpress Barcode Adaptor使用の場合は 100 ng以上の Input DNAを推奨
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

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 UltraExpress DNA Library Prep Kit E3325S/L 24/96 rxns ウェブ参照

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina E7645S/L 24/96 rxns ¥102,000/¥352,000
NEBNext Ultra II DNA Library Prep with Sample Purification Beads E7103S/L 24/96 rxns ¥123,000/¥446,000
NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep Kit for Illumina E7805S/L 24/96 rxns ¥121,000/¥434,000
NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep with Sample Purification Beads E6177S/L 24/96 rxns ¥134,000/¥476,000
NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library Prep Kit for Illumina E7410S/L 24/96 rxns ¥96,000/¥331,000
NEBNext Ultra II DNA PCR-free Library Prep with Sample Purification Beads E7415S/L 24/96 rxns ¥116,000/¥420,000
NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Library Prep Kit for Illumina E7430S/L 24/96 rxns ¥115,000/¥410,000
NEBNext Ultra II FS DNA PCR-free Library Prep with Sample Purification Beads E7435S/L 24/96 rxns ¥127,000/¥447,000
NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit E7120S/L 24/96 rxns ¥160,000/¥600,000
NEBNext Enzymatic 5hmC-seq Kit E3350S/L 24/96 rxns ウェブ参照

NEBNext FFPE DNA Library Prep Kit E6650S/L 24/96 rxns ウェブ参照

NEBNext UltraShear FFPE DNA Library Prep Kit E6655S/L 24/96 rxns ウェブ参照

モジュール 製品番号 容量 希望小売価格

DNA & ChIP

NEBNext Enzymatic Methyl-seq Conversion Module E7125S/L 24/96 rxns ¥31,000/¥114,000
NEBNext Enzymatic 5hmC-seq Conversion Module E3365S/L 24/96 rxns ウェブ参照

NEBNext FFPE DNA Repair v2 Module E7360S/L 24/96 rxns ¥28,000/¥96,000
NEBNext Microbiome DNA Enrichment Kit E2612S/L 6/24 rxns ¥39,800/¥135,200
NEBNext UltraShear M7634S/L 24/96 rxns ウェブ参照

NEBNext Ultra II FS DNA Module E7810S/L 24/96 rxns ¥52,000/¥181,600
NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module E7546S/L 24/96 rxns ¥42,000/¥134,000
NEBNext Ultra II Ligation Module E7595S/L 24/96 rxns ¥66,400/¥214,000
NEBNext Ultra II Q5 Master Mix M0544S/L/X 50/250/500 rxns ¥15,600/¥62,200/¥118,000
NEBNext dsDNA Fragmentase M0348S/L 50/250 rxns ¥17,000/¥68,000
NEBNext End Repair Module E6050S/L 20/100 rxns ¥16,200/¥64,600
NEBNext dA-Tailing Module E6053S/L 20/100 rxns ¥18,800/¥75,800
NEBNext Quick Ligation Module E6056S/L 20/100 rxns ¥57,000/¥228,000
NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix M0543S/L 50/250 rxns ¥14,400/¥57,400
NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix M0541S/L 50/250 rxns ¥14,400/¥57,400
NEBNext FFPE DNA Repair Mix M6630S/L 24/96 rxns ¥29,000/¥100,800
NEBNext Q5U Master Mix M0597S/L 50/250 rxns ¥20,200/¥79,600
NEBNext dsDNA Fragmentase Reaction Buffer v2 B0349S 6 ml ¥5,800

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 ¥110,000/¥418,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 2) E7874S/L 96/384 rxns ¥110,000/¥418,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 3) E7876S/L 96/384 rxns ¥110,000/¥418,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Unique Dual Index UMI Adaptors DNA Set 4) E7878S/L 96/384 rxns ¥110,000/¥418,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs) E6440S/L 96/384 rxns ¥87,000/¥313,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 2) E6442S/L 96/384 rxns ¥87,000/¥313,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 3) E6444S/L 96/384 rxns ¥87,000/¥313,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 4) E6446S/L 96/384 rxns ¥87,000/¥313,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 5) E6448S/L 96/384 rxns ¥87,000/¥313,000
NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic Methyl-seq (Unique Dual Index Primer Pairs) E7140S/L 24/96 rxns ¥25,200/¥100,200
NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic 5hmC-seq (Unique Dual Index Primer Pairs) E3360S/L 24/96 rxns ウェブ参照

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Dual Index Primers Set 1) E7600S 96 rxns ¥82,400
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Dual Index Primers Set 2) E7780S 96 rxns ¥82,400
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 1) E7335S/L 24/96 rxns ¥18,800/¥69,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 2 E7500S/L 24/96 rxns ¥18,800/¥69,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 3) E7710S/L 24/96 rxns ¥18,800/¥69,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 4) E7730S/L 24/96 rxns ¥18,800/¥69,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Index Primers) E6609S/L 96/384 rxns ¥107,000/¥423,000
NEBNext Adaptor Dilution Buffer #B1430S 1 x 9.6 ml ¥6,200

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 ¥304,000/¥1,042,000
NEBNext Immune Sequencing Kit (Mouse) E6330S/L 24/96 rxns ¥304,000/¥1,042,000

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 ¥18,800/¥79,800
NEBNext Library Dilution Buffer B6118S 15 ml ¥6,200
NEBNext Library Quant DNA Standards E7642S 500 rxns ¥32,400
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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 ¥39,800/¥135,200
FFPE DNA修復試薬 製品番号 容量 希望小売価格

DNA
NEBNext FFPE DNA Repair v2 Module E7360S/L 24/96 rxns ¥28,000/¥96,000
NEBNext FFPE DNA Repair Mix M6630S/L 24/96 rxns ¥29,000/¥100,800

モジュール＆酵素 製品番号 容量 希望小売価格

DNA

NEBNext UltraShear M7634S/L 24/96 rxns ウェブ参照

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix M0544S/L/X 50/250/500 rxns ¥15,600/¥62,200/¥118,000
NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix M0543S/L 50/250 rxns ¥14,400/¥57,400
NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix M0541S/L 50/250 rxns ¥14,400/¥57,400
NEBNext dsDNA Fragmentase M0348S/L 50/250 rxns ¥17,000/¥68,000
NEBNext dsDNA Fragmentase Reaction Buffer v2 B0349S 6 ml ¥5,800

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 ¥87,000

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 ¥158,000
NEBNext Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for Ion Torrent E6285L 50 rxns ¥188,000

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/L 24/96 rxns ¥150,000/¥570,000

#NEBiographies

KitはNEB入社8年目の次世代シ
ーケンス製品開発グループリ
ーダーです。Kitに関するビデ
オ公開中。
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

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 UltraExpress RNA Library Prep Kit E3330S/L 24/96 rxns ウェブ参照

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina E7760S/L 24/96 rxns ¥168,000/¥570,000

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep with Sample Purification Beads E7765S/L 24/96 rxns ¥186,000/¥630,000

Non-directional 
RNA

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for Illumina E7770S/L 24/96 rxns ¥154,000/¥524,000

NEBNext Ultra II RNA Library Prep with Sample Purification Beads E7775S/L 24/96 rxns ¥170,000/¥580,000

Small RNA

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina (Set 1) E7300S/L 24/96 rxns ¥250,000/¥850,000

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set for Illumina (Set 2) E7580S/L 24/96 rxns ¥250,000/¥850,000

NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Kit for Illumina (Index Primers 1-48) #E7560S 96 rxns ¥850,000

NEBNext Small RNA Library Prep Set for Illumina (Multiplex Compatible) E7330S/L 24/96 rxns ¥204,000/¥693,000

Single Cell NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library Prep Kit for Illumina E6420S/L 24/96 rxns ¥220,000/¥730,000

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 ¥40,600/¥148,000/¥532,000

NEBNext RNA Depletion Core Reagent Set with RNA Sample Purification Beads E7870S/L/X 6/24/96 rxns ¥42,000/¥154,000/¥555,000

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) E7750S/L/X 6/24/96 rxns ¥54,400/¥198,000/¥712,000

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) with RNA Sample Purification Beads E7755S/L/X 6/24/96 rxns ¥56,000/¥206,400/¥743,000

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat) E7400S/L/X 6/24/96 rxns ¥47,600/¥173,000/¥622,000

NEBNext rRNA Depletion Kit v2 (Human/Mouse/Rat) with RNA Sample Purification Beads E7405S/L/X 6/24/96 rxns ¥49,000/¥180,000/¥648,000

NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) E7850S/L/X 6/24/96 rxns ¥47,600/¥173,000/¥622,000

NEBNext rRNA Depletion Kit (Bacteria) with RNA Sample Purification Beads E7860S/L/X 6/24/96 rxns ¥48,800/¥180,000/¥648,000

NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) E6310S/L/X 6/24/96 rxns ¥55,000/¥200,000/¥720,000

NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) with RNA Sample Purification Beads E6350S/L/X 6/24/96 rxns ¥56,800/¥208,000/¥750,000

NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module E7490S/L 24/96 rxns ¥11,600/¥41,800

NEBNext High Input Poly(A) mRNA Isolation Module E3370S 24 rxns ¥86,000

NEBNext Magnesium RNA Fragmentation Module E6150S 200 rxns ¥8,400

NEBNext Ultra II RNA First Strand Synthesis Module E7771S/L 24/96 rxns ¥25,200/¥81,000

NEBNext Ultra II Directional RNA Second Strand Synthesis Module E7550S/L 24/96 rxns ¥65,600/¥210,000

NEBNext Ultra II Non-Directional RNA Second Strand Synthesis Module E6111S/L 20/100 rxns ¥49,800/¥199,200

NEBNext Single Cell/Low Input cDNA Synthesis & Amplification Module E6421S/L 24/96 rxns ¥140,000/¥475,000

NEBNext Single Cell Lysis Module E5530S 96 rxns ¥16,600

DNA

NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module E7546S/L 24/96 rxns ¥42,000/¥134,000

NEBNext Ultra II Ligation Module  E7595S/L 24/96 rxns ¥66,400/¥214,000

NEBNext Ultra Ligation Module E7445L 96 rxns ¥204,000

NEBNext End Repair Module E6050S/L 20/100 rxns ¥16,200/¥64,600

NEBNext dA-Tailing Module E6053S/L 20/100 rxns ¥18,800/¥75,800

NEBNext Quick Ligation Module E6056S/L 20/100 rxns ¥57,000/¥228,000

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix M0544S/L/X 50/250/500 rxns ¥15,600/¥62,200/¥118,000

NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix M0543S/L 50/250 rxns ¥14,400/¥57,400

NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix M0541S/L 50/250 rxns ¥14,400/¥57,400

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 ¥106,200/¥395,000

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs) E6440S/L 96/384 rxns ¥87,000/¥313,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 2) E6442S/L 96/384 rxns ¥87,000/¥313,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 3) E6444S/L 96/384 rxns ¥87,000/¥313,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 4) E6446S/L 96/384 rxns ¥87,000/¥313,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Unique Dual Index Primer Pairs Set 5) E6448S/L 96/384 rxns ¥87,000/¥313,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Dual Index Primers Set 1) E7600S 96 rxns ¥82,400
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Dual Index Primers Set 2) E7780S 96 rxns ¥82,400
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 1) E7335S/L 24/96 rxns ¥18,800/¥69,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 2 E7500S/L 24/96 rxns ¥18,800/¥69,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 3) E7710S/L 24/96 rxns ¥18,800/¥69,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 4) E7730S/L 24/96 rxns ¥18,800/¥69,000
NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (96 Index Primers) E6609S/L 96/384 rxns ¥107,000/¥423,000
NEBNext Adaptor Dilution Buffer B1430S 1 x 9.6 ml ¥6,200

NEBNext Reagents for RNA Library Preparation – 製品価格表
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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 ¥55,000/¥200,000/¥720,000

NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) with RNA Sample Purification Beads E6350S/L/X 6/24/96 rxns ¥56,800/¥208,000/¥750,000

NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module E7490S/L 24/96 rxns ¥11,600/¥41,800

NEBNext High Input Poly(A) mRNA Isolation Module E3370S 24 rxns ¥86,000

NEBNext Magnesium RNA Fragmentation Module E6150S 200 rxns ¥8,400

NEBNext Ultra II RNA First Strand Synthesis Module E7771S/L 24/96 rxns ¥25,200/¥81,000

NEBNext Ultra II Non-Directional RNA Second Strand Synthesis Module E6111S/L 20/100 rxns ¥49,800/¥199,200

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) E7750S/L/X 6/24/96 rxns ¥54,400/¥198,000/¥712,000

NEBNext Globin & rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) with RNA Sample Purification Beads E7755S/L/X 6/24/96 rxns ¥56,000/¥206,400/¥743,000

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 ¥87,000

Oxford Nanopore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

RNA NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Companion Kit (Oxford Nanopore Technologies) E7660S/L 24/96rxns ¥34,000/¥136,000

オンラインツール

最適なNEB Next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。NEB NextSelector.neb.com

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/

Illumia用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 ¥18,800/¥79,800
NEBNext Library Dilution Buffer B6118S 15 ml ¥6,200

NEBNext® Selector V1.0 NEBNext® Custom RNA Depletion
Design Tool

英国支社のセールス・マーケティング・
チームの 3人を紹介します （写真左から
右）。 Dawnは 2003年にチームに加わり、
セールス・マーケティングサポートとし
て働いています。 Amandaは 1998年から
NEBに在籍しており、 英国マーケティン
グ・コミュニケーション・マネージャー
を務めています。 Shuoyaは 2020年入社の
マーケティングスペシャリストです。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

温暖化により、ベクター媒介性 
疾患がさらに増加するのか？

温暖化は、熱帯・亜熱帯地域で一般的な蚊やマダニのような病気を媒介する媒介

虫にとって好ましい条件となります。地理的範囲を広げ、病気の感染シーズンを

延長し、さらには刺咬行動さえも変化させます。様々な気候変動シナリオをモデ

ル化するのは複雑ですが、温暖化した世界では媒介感染症にかかるリスクが高ま

るというのが科学者の間のコンセンサスです。2050 年までには、病気を媒介する

蚊により接触される人は、現在よりも約 5 億人増加する可能性があると言われて

います。

しかし、いくつかのケースでは、要因間に相互作用があり、明確な予測ができま

せん。温度上昇が必ずしも疾患の増加につながるとは限らないのです。ベクター

と疾患の相互作用、標高、湿度および降雨の変化、ならびにベクターのライフサ

イクルなど、多くの要因を考慮しなければなりません。疾患の広がりは、ある地

域では増加し、ある地域では減少するかもしれず、このことは、気候温暖化にお

けるデングウイルスの蔓延が物語っています。デング熱は世界中で最も急速に蔓

延している蚊媒介性疾患であり、世界の人口の 40% がデング熱感染のリスクに

さらされています。人通りの多い都市部でネッタイシマカによって媒介され、発熱、

頭痛、筋肉痛や関節痛を伴うインフルエンザのような重篤な症状を引き起こしま

す。さらに重症になると、出血、持続的な嘔吐などの症状が現れ、死に至ること

もあります。気候変動により、アジア、ヨーロッパ、中南米、サハラ砂漠以南のア

フリカなど現在デング熱が蔓延している地域において流行する季節が長くなり、

また地理的分布が広がることでデング熱感染のリスクが高まると考えられていま

す。

世界中の昆虫の約半数に存在する共生細菌であるボルバキア菌を利用したユニー

クで革新的な方法により、デング熱の蔓延を抑えることに成功しつつあります。

感染により寿命が短くなるため、通常、ネッタイシマカはボルバキア菌を保有して

いません。細胞質不適合性の結果、デングウイルスとボルバキア菌は共存できな

くなり、複製と拡散が阻止されます。World Mosquito Program は、ボルバキア

菌に感染したネッタイシマカを放すことにより、デング熱のアウトブレイクを劇的

に減少させました。

近年、研究者は、気候変動がボルバキア菌の生物制御プログラムに悪影響を及

ぼす可能性があることを指摘しています。気温の変動によってボルバキア菌が繁

殖しにくくなり、次世代の蚊に伝播しにくくなっていることが研究により明らかに

なってきています。熱波は、気温の上昇に一時的な影響しか及ぼしませんが（1）、
暑い気候の集団に放たれたボルバキア感染蚊は時間の経過とともに死滅する可能

性があります。

ネッタイシマカの温度感受性は、デングウイルスとボルバキア菌感染のいずれに

よっても上昇します（2）。どちらも、蚊の寿命を縮める可能性があります。一方、

気温の上昇はデングウイルスの複製を促進させるため、全体的な結果を予測する

のは困難です。

起こりうるシナリオの幅は広く、これは感染の防御戦略を策定するために、さら

なる研究の必要性があることを示しています。特に大きな被害を受け、資源が乏

しい地域においてアウトブレイクを可能な限り早期に発見するために、疾病サー

ベイランスは不可欠となっています。ワクチンの開発と流通の加速化は最重要で

あり、世界的な投資が必要です。湿地など、ベクターの繁殖地は注意深く監視す

る必要があります。影響を受けやすい集団が新たな健康危機に見舞われるのを防

ぐためには、注意深い観察と、予測モデルと適応的対応による備えが必要である

という認識が高まっています。

(1) Ross, P.A., et al. (2020) PLoS Negl. Trop. Dis. PMID: 31971938
(2) Ware-Gilmore, F., et al. (2021) PLoS Negl. Trop. Dis. PMID: 34292940

夕暮れの草原　蚊の大群

提供：vovik_mar、Adobe Stock

NEBの研究者が 
ライム病の拡大に

ついて説明するの

をお聞きください。
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Color Prestained Protein 
Standard, Broad Range 
(10–250 kDa)
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マーカー / ラダーの詳細はウェブ

サイト（www.neb.com/DNAladders）
をご参照ください。

マーカー& 
ラダー（DNA、
RNA、プロテイン）
幅広いサイズ範囲のマーカー＆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ます。

また独自新開発のパープル・ダイ（#B7024S、#B7025S）を採用しています。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ます。

DNAラダー
各バンドの分子量が分かりやすい DNA ラダーです。25 bp 〜 48.5 kb の分子範囲に対

応しています。100 bp DNA Ladder、1 kb DNA Ladder、1 kb Plus DNA Ladder では、

使用時に付属のダイと混ぜる標準タイプ、トラッキングダイとして非蛍光の Purple Dye
または BPB がプレミックスされている Quick-Load®、3 つの色素がトラッキングダイと

してプレミックスされている Tr iDye™があります。特に Purple Dye を使用している

Quick-Load Purple DNA Ladder は、UV による影が生じず、バンドを鮮明に確認する

ことができます。

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 マーカーです。10 〜

23,000 bp の分子範囲に対応しています。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、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ます。

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ます。

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ます。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ます。

Featured Tools  
& Resources

Quick-Load Purple  
1 kb Plus DNA Ladder183
1 kb Plus DNA Ladder  
for Safe Stains184
TriDye Ultra Low Range  
DNA Ladder184

Featured Products
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Products and content are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc (NEB). The use of trademark symbols does not 
necessarily indicate that the name is trademarked in the country where it is being read; it indicates where the content was originally developed. See www.neb.com/trademarks. The use of 
these products may require you to obtain additional third-party intellectual property rights for certain applications. For more information, please email busdev@neb.com. 
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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 Gel Loading Dye, Purple (6X) 182
 Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS 182
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 Low Molecular Weight DNA Ladder 183
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 Quick-Load Purple 100 bp DNA Ladder 184
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 Fast DNA Ladder 184
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 TriDye 100 bp DNA Ladder 184
 TriDye Ultra Low Range DNA Ladder 184
 Quick-Load 1 kb Plus DNA Ladder 184

 Quick-Load 1 kb DNA Ladder 184
 Quick-Load 1 kb Extend DNA Ladder 184
 Quick-Load 100 bp DNA Ladder 184
 Lambda PFG Ladder 184
 MidRange PFG Marker 184
 λ DNA-Mono Cut Mix 184
 λ DNA-HindIII Digest 185
 λ DNA-BstEII Digest 185
 ΦX174 DNA-HaeIII Digest 185
 pBR322 DNA-BstNI Digest 185
 pBR322 DNA-MspI Digest 185
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 microRNA Marker 186
 ssRNA Ladder 186
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 Protein Standards
  Unstained Protein Standard, Broad Range  

(10-200 kDa) 187
   Color Prestained Protein Standard, Broad Range  

(10-250 kDa) 187
  Blue Prestained Protein Standard, Broad Range  

(11-250 kDa) 187

181



NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

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

DNAラダーのサイズ範囲

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

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：Purple Dyeにはピンク /
赤と青の二色の色素が含まれている。ピンク /赤
の色素は、アガロースおよび非変性ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動のトラッキング色素として機能す

る。ピンク /赤と青の色素は電気泳動で分離し、
ピンク /赤の色素がバンドの主要な指標となる。
また、ピンク /赤の色素はアガロースゲル上におい
てブロモフェノールブルー（BPB）と同様の移動を
する。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（NEB #B7024
のみ）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（最
大 10mM）、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。

 

Gel Loading Dye, Purple (6X)
#B7024S 4 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥8,000

Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS
#B7025S 4 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥8,000

Purple Loading Dye  

Gel Loading Dye, 
Blue (6X)

Gel Loading Dye, 
Purple (6X)

Light blue

Red/pink

UV shadow

1 2

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

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 Gel Loading Dye, 
Purple（6X）, no SDS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

• 識別しやすいリファレンスバンド

• 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）

1 kb DNA Ladder
#N3232S 200 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,000
#N3232L 1,000 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥39,200

100 bp DNA Ladder
#N3231S 100 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,400
#N3231L 500 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥41,000

1 kb Plus DNA Ladder
#N3200S 200 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,400
#N3200L 1,000 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥41,200

50 bp DNA Ladder
#N3236S 200 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,800
#N3236L 1,000 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥50,800

Low Molecular Weight DNA Ladder
#N3233S 100 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#N3233L 500 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥48,800

PCR Marker
#N3234S 100 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200
#N3234L 500 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥48,800

DNA Ladders（標準仕様、非プレミックス）  

1 kb DNA Ladder

kb
10.0
8.0
6.0
5.0

4.0

3.0

2.0

1.5

1.0

0.5

1 kb DNA Ladder 
visualized by ethidium 
bromide staining on a 
0.8% TAE agarose gel.

0.5 µg of Ultra Low Range 
DNA Ladder visualized by 

ethidium bromide staining on 
a 20% polyacrylamide gel.

TriDye Ultra Low Range
DNA Ladder

bp
700
650
400

300

200

150

100
75

50

35

25

15

10

100 bp DNA Ladder 
visualized by ethidium 
bromide staining on a 
1.3% TAE agarose gel.

100 bp DNA Ladder

bp
1,517

1,200

1,000
900
800
700

600

500/517

400

300

200

100

1 kb Plus DNA Ladder 
visualized by ethidium 
bromide staining on a 
1.0% TBE agarose gel.

1 kb Plus DNA Ladder

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

1.0 µg of 50 bp 
DNA Ladder visualized 

by ethidium bromide staining 
on a 3% TBE agarose gel.

50 bp DNA Ladder

bp
1,350

916
766
700
650
600
550
500
450
400
350

300

250

200

150

100

50

0.5 µg of LMW DNA Ladder 
visualized by ethidium 

bromide staining on a 3% 
TBE agarose gel.

Low Molecular Weight 
DNA Ladder

bp
766

500

350
300

250

200

150

100

75

50

25

0.3 µg of PCR Marker 
visualized by ethidium 
bromide staining on a 
1.8% TBE agarose gel.

PCR Marker

bp
766

500

300

150

50

0.5 µg of Quick-Load 1 kb 
Extend DNA Ladder visualized 
by ethidium bromide staining 
on a 0.5% TBE agarose gel. 

Quick-Load 1 kb Extend
DNA Ladder

 

48.5
20
15

10
8
6
5
4

3

2

1.5

1

0.5

kb

1 kb Plus DNA Ladder
for Safe Stains**

 

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

1.0% TBE agarose gel. 

** 1 kb Plus DNA Ladder for Safe Stains, 
optimized for use with GelRed®, 
GelGreen® and SYBR® precast gels.

1.2% TBE agarose gel. 

* Fast DNA Ladder can be used for fast 
electrophoresis systems as well as 
standard electrophoresis. It is in a 
ready-to-load format with a xylene 
cyanol dye.

kb
10.0
5.0
3.0

2.0

1.5

1.0

.766

.500

.300

.150

0.050

Fast DNA Ladder*

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。

GELRED® and GELGREEN® are registered trademarks of Biotium . 
SYBR® is a registered trademark of Molecular Probes, Inc .

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

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

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

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

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

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

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

*  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

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

アプライ DNA 量：0.5 µg 
ゲル：0.5% TBE 
アガロースゲル 
染色：エチジウム 
ブロマイド

アプライ DNA 量：0.5 µg 
ゲル：1% TBE  
アガロースゲル

**  GelRed、GelGreen、
SYBR プレキャストゲル
用に最適化されている
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Lambda PFG
Ladder

 

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

1% agarose gel, 4.5 V/cm, 
15°C for 48 hours. Switch times 

ramped from 5–120 seconds.

MidRange PFG
Marker

1% agarose gel, 6 V/cm, 
15°C for 24 hours. Switch times 

ramped from 1–25 seconds.

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

Lambda DNA-
Mono Cut Mix

PFGE separation of 0.5 µg of Lambda DNA-
 Mono Cut Mix. 1% agarose gel, 0.5X TBE, 

6 V/cm, 15°C for 20 hours. Switch times ramped 
from 0.5–1.5 seconds.

48,502

38,416
33,498
29,946

24,508
23,994

17,053
15,004

10,086

1,503

Base Pairs

• そのままゲルにアプライ可能なプレミックス

• 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
 – 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

 – TriDye：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

TriDye Ultra Low Range DNA Ladderは、非変性ポリ
アクリルアミドゲルとアガロースゲルの両方に適して

いる

Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder
#N0550S 250 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,200
#N0550L 750 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥33,000

Quick-Load Purple 1 kb DNA Ladder
#N0552S 125 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥11,400
#N0552L 375 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥24,800

Quick-Load Purple 100 bp DNA Ladder
#N0551S 125 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,400
#N0551L 375 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥38,000

Quick-Load Purple 50 bp DNA Ladder
#N0556S 250 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,800

Quick-Load Purple Low Molecular Weight DNA Ladder
#N0557S 125 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

1 kb Plus DNA Ladder for Safe Stains
#N0559S 1 .25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600

Fast DNA Ladder
#N3238S 1 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥11,200

TriDye 1 kb Plus DNA Ladder
#N3270S 250 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,000

TriDye 1 kb DNA Ladder
#N3272S 125 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,400

TriDye 100 bp DNA Ladder
#N3271S 125 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,800

TriDye Ultra Low Range DNA Ladder
#N0558S 1 .25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,000

Quick-Load 1 kb Plus DNA Ladder
#N0469S 250 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,800

Quick-Load 1 kb DNA Ladder
#N0468S 125 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥11,800
#N0468L 375 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,800

Quick-Load 1 kb Extend DNA Ladder
#N3239S 125 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,200

Quick-Load 100 bp DNA Ladder
#N0467S 125 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,800
#N0467L 375 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥38,600

DNA Ladders（プレミックス仕様）  

Gel Loading Dye,
Blue (6X)

Quick-Load 

Gel Loading Dye,
Purple (6X)

Quick-Load® Purple

Light
blue

Red/
pink

TriDye™

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。

Lambda PFG Ladder： lambda DNA（cI857 ind1 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）の各コンカテマーと XhoI消化したλ DNAの

混合から構成。サイズレンジは 15–291 kb。XhoI消
化λ DNAは 15.0 kbと 33.5 kbの断片を生成。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。

Lambda PFG Ladder
#N0341S 50 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥32,000

MidRange PFG Marker
#N0342S 50 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥32,000

λ DNA-Mono Cut Mix
#N3019S 100 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,000

PFG Ladders（パルスフィールド電気泳動用）  

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

1% アガロースゲル、0.5X TBE 
6 V/cm、15℃で 24 時間、 
スイッチタイムは 1-25 秒

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

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。

推奨される用法：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。

Lambda DNA-HindIII Digestと Lambda DNABst EII 
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 
DNABstEII Digestの 1番目（8,454 bp）と 4番目（5,686 
bp）が該当する。

λ DNA-HindIII Digest
#N3012S 150 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,800
#N3012L 750 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥51,000

λ DNA-BstEII Digest
#N3014S 150 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400

ΦX174 DNA-HaeIII Digest
#N3026S 50 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#N3026L 250 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,400

pBR322 DNA-BstNI Digest
#N3031L 250 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,400

pBR322 DNA-MspI Digest
#N3032S 50 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200

DNA Markers（クラシックタイプ）  

Lambda DNA-
HindIII Digest

23,130

9,416

6,557

4,361

2,322

2,027

Base Pairs

0.5 µg of Lambda 
DNA-HindIII Digest 

visualized by 
ethidium bromide staining. 

1.0% agarose gel.

0.5 µg of Lambda 
DNA-BstEII Digest 

visualized by 
ethidium bromide staining.

1.0% agarose gel.

8,454
7,242
6,369
5,686

4,822
4,324

3,675

2,323

1,929

1,371

1,264

Base Pairs

Lambda DNA-
BstEII Digest

0.5 µg of φX174
DNA-HaeIII Digest 

visualized by ethidium 
bromide staining.
1.7% agarose gel.

φX174 DNA-
HaeIII Digest

1,353

1,078

872

603

310
281
271
234
194

118

72

Base Pairs

0.5 µg of pBR322 
DNA-BstNI Digest 

visualized by ethidium 
bromide staining. 
1.4% agarose gel.

pBR322 DNA-
BstNI Digest

1,857

1,058
929

383

121

Base Pairs

1.0 µg of pBR322 
DNA-MspI Digest 

visualized by ethidium 
bromide staining. 
3% agarose gel.

pBR322 DNA-
MspI Digest

622
527

404

307

238 + 242
217
201
190
180

160 + 160
147 + 147

123
110

90

76

67

Base Pairs

Hunter は NEB に 32 年間勤務し、出荷部門で

2 年間過ごした後、情報技術部門に異動しま

した。Hunter は祝祭日を祝うのが大好きで、

毎年 NEB の従業員によるパンプキン・カー

ビング・コンテストとジンジャーブレッド・

デコレーション・コンテストを開催し、従業

員同士の交流を図っています。

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

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

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

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

アプライ DNA 量： 
1 µg  

ゲル：3.0% 
アガロースゲル 
染色：エチジウム 
ブロマイド
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

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）。

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

 

dsRNA Ladder
#N0363S 25 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,600

microRNA Marker
#N2102S 100 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000

ssRNA Ladder
#N0362S 25 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000

Low Range ssRNA Ladder
#N0364S 100 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

RNA Markers & Ladders  

ssRNA Ladder

9,000
7,000

5,000

3,000

2,000

1,000

500

nt

1.0% TBE agarose gel

1,000

500

300

150

80

50

nt

Low Range
ssRNA Ladder 

2.0% TBE agarose gel

dsRNA Ladder dsRNA Ladder

500

300

150

80

50

30

21

bp

500

300

150

80

50

30

21

bp

2% TBE agarose gel 6% Polyacrylamide gel
microRNA Marker

25

21
17

nt

12% denaturing 
polyacrylamide-urea gel

dsRNA ssRNA

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。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。

#N0472S 100 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥19,000

Supercoiled DNA Ladder

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

0.5 µg/lane.
0.8% TAE agarose gel.

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

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

泳動条件：2.0%  
TBE アガロースゲル、 
染色：エチジウム 
ブロマイド

泳動条件：6.0% 
ポリアクリルアミドゲル、 
染色：エチジウム 
ブロマイド

ゲル：12.0% 
変性ポリアクリル 
アミドゲル（尿素） 
染色：SYBR Gold

ゲル：1.0%  
TBEアガロースゲル ゲル：2.0%  

TBEアガロースゲル
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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

関連製品：

Blue Protein Loading Dye
#B7703S 8 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,600

 

Unstained Protein Standard, Broad Range 
(10-200 kDa)
#P7717S 150 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥23,600
#P7717L 750 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥94,200

Color Prestained Protein Standard, Broad Range 
(10-250 kDa)
#P7719S 150 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥31,000
#P7719L 750 gel lanes   .  .  .  .  .  . ¥130,400

Blue Prestained Protein Standard, Broad Range 
(11-250 kDa)
#P7718S 150 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,200
#P7718L 750 gel lanes   .  .  .  .  .  . ¥116,000

Protein Standards  

kDa
200
150

100
85

70
60

50

40

30

25

20

15

10

Unstained Protein 
Standard, Broad Range 

(10–200 kDa)
10–20% Tris-glycine 

SDS-PAGE Gel

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

kDa
250
180

130

95

72

55

43

34

26

17

11

Blue Prestained Protein 
Standard, Broad Range 

(11–250 kDa)
10–20% Tris-glycine 

SDS-PAGE Gel

フランス支社のセールス・マーケティン

グ・チームの 3 人を紹介します（写真左

から右）。Pierre-Grégoire はビジネス・ア

ナリスト、Muriel はオペレーショナル・

マーケティング・マネージャー、Patrick
はナショナル・セールス＆マーケティン

グ・マネージャーです。
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土壌の復元  
− その答えは足元にあるか？

水による土壌浸食のパノラマ空撮写真。

提供：yelantsevv、Adobe Stock

土壌は生きたダイナミックな生態系であり、土壌−植物−大気のインターフェイス

を介した気候変動に深く根ざしています。ミネラル、水、気体、有機物が組み合

わさり、微生物などの生物の巨大集団を含む培地となっています。目先の利益の

みを追求する農法による土壌の劣化は、負のフィードバックループの中で、長期

的な土壌の生産性と気候に影響を与えます。対して、再生農業は土壌を回復させ、

人間の健康と環境を改善する手法です。

生命維持に不可欠な土壌機能は、微生物バイオマスと生物多様性によって推進さ

れます。植物、菌類および動物の生命は、土壌微生物の構成に直接依存してい

ます。科学者たちは、世界の土壌マイクロバイオームの表面をかすめたに過ぎま

せん。土壌は最大のバイオームであり、地球上の生物多様性の少なくとも 4 分の

1を保持しています。土壌微生物叢には、原虫、真菌、細菌、アーキア、ウイル

スなどがあります。本来、土壌の肥沃度は、鉱物粒子の表面積と、分解に必要

な炭素源の利用可能度によって決まります。植物は大気中の二酸化炭素を吸収し

て炭素固定を行います。その後、炭素は根圏域の微生物に溶出します。細菌と真

菌類群は、炭素、窒素、リン、硫黄、その他の元素のリサイクルを相乗的に制御

しています。微生物は死骸を分解し、植物の成長を促進する有機物の流れを生み

出します。時には、植物を病原体から守る抗生物質を産生することもあります。

真菌や細菌の多糖類や糖タンパク質のバイオフィルムも土壌構造を改善します。

微生物活性は、水や酸素の利用可能性、温度、pH などの気候条件によって変動

します。重要なのは、微生物と植物が協調して自己制御システムで炭素と窒素を

循環させていることです。

気候変動が農業に及ぼす影響は複雑です。主に、農業が土壌−植物−大気のイン

ターフェイスに影響を及ぼし、それは地球全体の遊離または溶解したエネルギー

吸収ガスのレベルに影響を与えます。これらのガスは気候に影響します。集中的

な土地の耕作、大量のエネルギー使用による排出、合成肥料や農薬の広範な影

響により、土壌の栄養分の損失、侵食、圧縮、汚染、排出、生物多様性や有機

炭素の損失がもたらされます。広範囲に作用する合成肥料や殺虫剤は土壌生態系

を混乱させます。化学肥料由来の過剰な窒素は、強力な温室効果ガスである亜

酸化窒素に変換されます。集中的な耕作によって表土が浸食され圧縮されること

でこのガスが放出されます。アンモニアは水路に流出し、無酸素のデッドゾーン

を形成します。窒素固定性の土壌細菌は合成肥料により活動を抑制されます。そ

の結果、食用作物が大気から隔離する二酸化炭素の量が少なくなるのです。合

成肥料を与えた作物は栄養価が低くなり、大気中から二酸化炭素を取り込むこと

ができなくなります。このような一般的な農法が、最終的には地球規模で生態系

を弱体化させることになります。

土壌は、低排出ガスで作物の収穫量を増やしてくれる、持続可能性の大きな機会

です。地球上の居住可能な土地の半分は農地として使われていますが、再生が行

われているのはわずか 15% にすぎません。経済活動に基づくカーボンオフセット

ではこうした損失を完全に補うことはできません。世界的な食糧不足に対処する

ためには、持続可能な土壌管理の普及を促進し、ステークホルダーと調和したカ

スタムソリューションが必要です。深い根を持つ多年生作物は土壌の炭素を回復

させることができます。クローバー、インゲンマメ、エンドウ豆など、窒素を除去

する間作物の年間を通じた輪作は古くから行われてきた方法です。バイオリアク

ター、細菌バイオ接種剤、生物学的抗真菌薬および殺虫剤は、最新のソリュー

ションを提供します。これらの導入は極めて重要ですが、農家が公益のためにす

べての負担を負うことはできません。共通の目標は、栄養価が高く、炭素を除去

する作物を育てる土壌の能力を高めること、つまり地球に逆らうのではなく、地

球と協働することです。

有望な土壌管理

方法である

アグロフォレストリーについて

お聞きください。



NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

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
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りました。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 ヌクレアーゼです（clustered 
regularly interspaced short 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ます。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、またドナーを入れることでノックインも可能です。

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ます。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ます。

Featured Tools  
& Resources

EnGen® Spy Cas9 HF1192

EnGen Lba Cas12a (Cpf1)192

EnGen sgRNA Synthesis Kit, 
S. pyogenes195

EnGen Sau Cas9192

Featured Products

EnGen Mutation  
Detection Kit194
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Products and content are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc (NEB). The use of trademark symbols does not 
necessarily indicate that the name is trademarked in the country where it is being read; it indicates where the content was originally developed. See www.neb.com/trademarks. The use of 
these products may require you to obtain additional third-party intellectual property rights for certain applications. For more information, please email busdev@neb.com. 
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.

r Recombinant Enzyme

r EnGen Spy Cas9 HF1 192, 193
r EnGen Spy Cas9 NLS 192, 193
 EnGen Mutation Detection Kit 192, 194
 EnGen sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes 192, 195
r EnGen Spy Cas9 Nickase 192, 193
r EnGen Spy dCas9 (SNAP-tag) 192, 193
r EnGen Lba Cas12a (Cpf1) 192, 193
r EnGen Sau Cas9 192, 193
r Cas9 Nuclease, S. pyogenes 192, 193
 Monarch Total RNA Miniprep Kit 192
 Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg) 192
  Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit 

(with or without Competent Cells) 192
 Q5 High-Fidelity DNA Polymerases 192
 NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix 192
 NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit 192
 HiScribe T7 mRNA Kit with CleanCap Reagent AG 192
  HiScribe T7 ARCA mRNA Kit  

(with or without tailing) 192
 HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis Kit 192
 HiScribe T7 Quick High Yield RNA Synthesis Kit 192
r T7 Endonuclease I 192
 Tth Argonaute (TtAgo) 193

191



NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

CRISPR/Cas9ゲノム編集ではわずか 3つの材料、すなわち Cas9、crRNA、tracrRNA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。

Featured NEB Products Supporting CRISPR Workflows  

製品 特長 製品番号 容量 希望小売価格

NEW
EnGen Spy Cas9 HF1

• dsDNAの高性能 in vitro 切断
• 活性 RNAタンパク質の直接導入によるゲノムエンジニアリング
• 5′-NGG-3′PAMを認識する

#M0667T
#M0667M

500 pmol
2,500 pmol

 ¥32,600
¥130,000

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
• 5′-NGG-3′PAMを認識する

#M0646T
#M0646M

500 pmol
2,500 pmol

¥26,200 
¥104,000

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 reactions  ¥35,000

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

#E3322V
#E3322S

10 reactions
20 reactions

 ¥36,200 
¥70,000

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
• 5′-NGG-3′PAMを認識する

#M0650S
#M0650T

90 pmol
500 pmol

 ¥10,400 
¥26,200

EnGen Spy dCas9 (SNAP-tag) • 切断活性を欠損させた Cas9（結合活性はある）
• SNAP-tagが付加しているため、基質や酵素を指定 DNA箇所ま
でデリバリー可能

• 5′-NGG-3′PAMを認識する

#M0652S
#M0652T

90 pmol
500 pmol

 ¥11,400 
¥28,600

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
• 5′-TTTN-3′PAMを認識

#M0653S
#M0653T

70 pmol
2,000 pmol

 ¥12,200 
¥43,600

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

#M0654T 500 pmol ¥26,200

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
#M0386T
#M0386M

90 pmol
500 pmol
2,500 pmol

¥10,200
¥27,000 
¥107,800

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  ¥37,800

Monarch RNA Cleanup Kit • sgRNAの精製（最大 50 µg） #T2040S
#T2040L

10 preps
100 preps

 ¥10,600 
¥56,200

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 reactions
10 reactions

 ¥29,200 
¥20,200

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

Multiple Multiple Multiple

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
#E2621L
#E2621X

10 reactions
50 reactions
250 reactions

 ¥23,000 
¥91,000
¥364,000

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 reactions  ¥27,200

HiScribe® T7 mRNA Kit with CleanCap® 
Reagent AG

• クリーンキャップ試薬 AGキャップを付加した Cas9 mRNAの 
合成

#E2080S 20 reactions ¥116,000

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 reactions
20 reactions

 ¥80,400 
¥69,000

HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis Kit • sgRNAや Cas9 mRNAの合成 #E2040S 50 reactions  ¥43,600

HiScribe T7 Quick High Yield 
RNA Synthesis Kit

• sgRNAや Cas9 mRNAの合成 #E2050S 50 reactions  ¥53,200

T7 Endonuclease I • ゲノム編集効率（変異）を検証 #M0302S
#M0302L

250 units
1,250 units

¥13,600 
 ¥54,200
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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バリアントや、プログラム型エンドヌクレアーゼ
である Thermus thermophilus argonaute（TtAgo）を提供している。TtAgoは短い 5′リン酸化 1本鎖 DNAをガイドとしてターゲットを切断する酵素である。

Programmable Nucleases  

製品 製品番号 特長 容量 希望小売価格

NEW
EnGen Spy Cas9 HF1

#M0667T
#M0667M

• オフターゲット切断の減少
• 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

500 pmol
2,500 pmol

 ¥32,600
 ¥130,000

EnGen Spy Cas9 NLS #M0646T
#M0646M

• 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

500 pmol
2,500 pmol

 ¥26,200
 ¥104,000

Cas9 Nuclease, S. pyogenes #M0386S
#M0386T
#M0386M

• 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

90 pmol
500 pmol
2,500 pmol

¥10,200
¥27,000 
¥107,800

EnGen Spy Cas9 Nickase #M0650S
#M0650T

• 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

90 pmol
500 pmol

 ¥10,400 
¥26,200

EnGen Spy dCas9 
(SNAP-tag)

#M0652S
#M0652T

• 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

90 pmol
500 pmol

 ¥11,400 
¥28,600

EnGen Lba Cas12a (Cpf1) #M0653S
#M0653T

• 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 pmol
2,000 pmol

 ¥12,200 
¥43,600

EnGen Sau Cas9 #M0654T • 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

500 pmol ¥26,200

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  ¥14,200

Learn more about 
genome editing.
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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-S tar t High-
Fidelity 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 PCR マ ス ターミックスと T7 
Endonuclease 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

• Control Template and Primer Mix

• Proteinase K, Molecular Biology Grade

• Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder

• Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS

• EnGen T7 Endonuclease I

関連製品：

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix
#M0494S 100 reactions  . . . . . . . . .¥27,200 
#M0494L 500 reactions  . . . . . . . .¥108,000 
#M0494X 500 reactions  . . . . . . . .¥108,000 

Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder
#N0550S 250 gel lanes  . . . . . . . . .¥13,200 
#N0550L 750 gel lanes  . . . . . . . . .¥33,000 

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (5 μg)
#T1030S 50 preps  . . . . . . . . .¥14,600 
#T1030L 250 preps  . . . . . . . . .¥66,000 

EnGen Spy Cas9 NLS
#M0646T 500 pmol  . . . . . . . . .¥26,200 
#M0646M 2,500 pmol  . . . . . . . .¥104,000 

Cas9 Nuclease, S. pyogenes
高濃度品（20X）
#M0386T 500 pmol  . . . . . . . . .¥27,000 
#M0386M 2,500 pmol  . . . . . . . .¥107,800 

#M0386S 90 pmol  . . . . . . . . .¥10,200 

EnGen Sau Cas9
高濃度品（20X）
#M0654T 500 pmol  . . . . . . . . .¥26,200 

T7 Endonuclease I
#M0302S 250 units  . . . . . . . . .¥13,600 
#M0302L 1,250 units  . . . . . . . . .¥54,200 

■ 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）

#E3321S 25 reactions  . . . . . . . .¥35,000 

EnGen® Mutation Detection Kit

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

Modi�ed
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Calculate frequency
using peak heights
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ゲノム編集領域を PCRで増幅、編集領域を特異的に切断
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。
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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 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

• Dithiothreitol (DTT)

関連製品：

EnGen Spy Cas9 NLS
#M0646T 500 pmol  . . . . . . . . .¥26,200 
#M0646M 2,500 pmol  . . . . . . . .¥104,000 

EnGen Spy Cas9 HF1
#M0667T 500 pmol  . . . . . . . . .¥32,600 
#M0667M 2,500 pmol  . . . . . . . .¥130,000 

Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg)
#T2040S 10 preps  . . . . . . . . .¥10,600 
#T2040L 100 preps  . . . . . . . . .¥56,200 

EnGen Spy Cas9 Nickase
#M0650S 90 pmol  . . . . . . . . .¥10,400 

高濃度品（20X）
#M0650T 500 pmol  . . . . . . . . .¥26,200 

EnGen Spy dCas9 (SNAP-tag)
#M0652S 90 pmol  . . . . . . . . .¥11,400 

高濃度品（20X）
#M0652T 500 pmol  . . . . . . . . .¥28,600 

EnGen Mutation Detection Kit
#E3321S 25 reactions  . . . . . . . . .¥35,000 

DNase I (RNase-free)
#M0303S 1,000 units  . . . . . . . . .¥13,200 
#M0303L 5,000 units  . . . . . . . . .¥53,000 

■ 1チューブ、わずか 30分の反応で
sgRNAを合成

#E3322V 10 reactions  . . . . . . . .¥36,200 
#E3322S 20 reactions  . . . . . . . .¥70,000 

EnGen® sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes

T7
promoter

Target-specific
sequence

Target-specific oligo

Add at room temperature:
• 2X sgRNA Reaction Mix

(contains scaffold oligo)
• 0.1 M DTT
• 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´

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

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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直接空気回収 – CO2排出削減戦略を 
強化するための有望な技術

国際的な科学コミュニティーが設定した CO2 排出目標 350ppm を達成するために

は、過去に排出された CO2 を大気中から直接除去する技術を導入する必要があり

ます。我々が CO2 を新たに大気中に新たに排出していることに加え、CO2 は半減

期が長く、何百年も大気中に残留しているためです。

現在、炭素を除去する技術は実用化されており、炭素排出量の約 90% を排出元

で捕捉することができます。例えば、工場では CO2 が高濃度で排出されるため、

煙突からの排出物を効率的に回収することができます。空気直接回収（DAC）の

課題は、大気中にはるかに低濃度で分散している CO2 を回収して分離する必要が

あることです。

DAC は新しい技術ではなく、1940 年代から潜水艦や宇宙船で、内部の空気から

CO2 を除去するために使われてきました。しかし、これらの例においては、捕捉

された炭素は主に大気中に放出されてきました。現在、開発は大気から CO2 を除

去するだけでなく、除去された CO2 のその後に焦点を当てています。

DAC の 1 つの方法は、CO2 吸収液で湿らせた波形シートのシステムに空気を引き

込むもので、CO2 はそこで炭酸塩に変換されます。システム内に乱流が起こるこ

とで CO2 と溶液の接触を最大にします。さらなる研究では、溶液から CO2 を分

離できる膜ベースのシステムに焦点を当てています。回収した CO2 は地下や海底

に貯蔵したり、ガソリンやジェット燃料の原料に使用したりすることができます。

DAC は現在のところ高額な費用が掛かるため、企業には参加する経済的理由があ

りません。税制上の優遇措置やクレジット、あるいは CO2 を競争力のある価格で

取引する市場ができれば、CO2 の再利用技術について、大きな汚染源の一つであ

る大手企業の関心を今後集める可能性が高いと言えます。地下に貯蔵する場合は

大気中に漏出する可能性もあるし、圧力が高まって地震が発生する可能性もあり

ます。別の方法として、回収した CO2 を水素と結合させて炭化水素を製造し、ガ

ソリンやジェット燃料を経済的に作ることもできます。これが燃料として燃焼され、

大気中に放出されたとしても、持続可能な解決策であると考えられています。回

収された CO2 は、その他にも肥料、炭酸飲料、コンクリートなどの建築資材にも

利用することができます。

DAC 拡大によって化石燃料による燃焼を持続可能な低炭素エネルギー源に置き

換えるからと言って、それで終わりではありません。現在、DAC の資金の多くは

石油会社から提供されており、石油会社は CO2 を古い油田の地下に貯蔵していま

す。これによって圧力が高まり、石油から残留炭化水素が除去され、抽出が容易

になるのです（原油増進回収）。現在、DAC テクノロジーで除去された大部分の

CO2 は、より多くの石油を抽出するために使用されています。これは大きな矛盾

です。DAC は実質的に、石油会社が排出する CO2 廃棄物の一部を浄化している

だけであり、DAC はその廃棄物を生み出すことを助長しているのです！

戦略として大切なのは、大気を汚染する前に CO2 排出量を削減することです。

DAC の技術がより強力な足場を築いたとしても、予測される気候変動へのより深

刻な影響を回避するためには、排出量削減の必要性とその対策は維持されるべき

と言えます。

CO2 炭素捕捉プラント – 気候変動 
ソリューション技術、アイスランド。

提供：Adam Sébire/Stocksy, Adobe Stock

直接的な空気捕捉の

詳細はこちらから。
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View our video tutorial 
describing high yield in vitro 
synthesis of both capped 
and uncapped mRNA.

RNA研究用試薬
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ます。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ます。

近年、制御分子としての RNA に対する理解が変わっています。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ます。

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

割を担っています。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りました。

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ます。

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

用できます。
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Products and content are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc (NEB). The use of trademark symbols does not 
necessarily indicate that the name is trademarked in the country where it is being read; it indicates where the content was originally developed. See www.neb.com/trademarks. The use of 
these products may require you to obtain additional third-party intellectual property rights for certain applications. For more information, please email busdev@neb.com. 
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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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）

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., et al. (1989). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (2nd ed.). 

Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor Laboratory Press., 7.3–7.5.
(4)  Kim, B.M. et al. (1999) Protein Science, 8, 430–434.
(5)  Berger, S.L. (1987) Methods Enzymol., 152, 227–234.

研究室での予防措置 （2,3）：
NEBの酵素は、RNaseフリーとなるように生成されている。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。RNaseのコンタミネーションは、以下の注意点に従うことで防ぐことができる。

• 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（DT T、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、DTT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 Placenta（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）

Find tips for avoiding 
RNA contamination.
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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 

• 10X T7 Reaction Buffer 

• ATP, GTP, UTP, CTP (100 mM) 

• FLuc Control Template  

キット内容（E2050S）：

• T7 RNA Polymerase Mix 

• LiCl Solution 

• NTP Buffer Mix 

• FLuc Control Template 

• DNase I (RNase-free) 

	■ 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 T7 High Yield RNA Synthesis Kit
#E2040S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥43,600

HiScribe T7 Quick High Yield RNA Synthesis Kit
#E2050S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥53,200

HiScribe® T7 High Yield RNA Synthesis Kits  

Watch our webinar on tools 
for RNA synthesis.

HiScribe® T7 mRNA Kit with CleanCap® Reagent AG  
本キットは最適化された RNA合成試薬とトリヌク
レオチドキャップアナログ技術により、RNA収量を
損なうことなく、簡便に 1回の反応で Cap-1構造
を持つ mRNAを共転写的にキャッピングすること
が可能である。キットには NTPと CleanCap Reagent 
AGのバイアルが含まれており、修飾 NTPへの部分
的または完全な置換が可能で、1キットで合成でき
る mRNA収量は 1.8 mgである。合成された Cap-1 
mRNAは、トランスフェクション、マイクロインジェ
クション、in vitro 翻訳、前臨床 mRNA治療用 mRNA
研究、および RNA構造・機能解析を含む多くのダ
ウンストリームアプリケーションに適している。

キットに含まれる試薬：

• T7 RNA Polymerase Mix

• LiCl Solution

• DNase I (RNase-free)

• CLuc AG Control Template

• 10X T7 CleanCap Reagent AG Reaction Buffer

• CleanCap Reagent AG

• ATP

• GTP

• CTP

• UTP     

NEW

関連製品：

Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit
#E0554S 10 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥29,200

Monarch RNA Cleanup Kit (500 μg)
#T2050S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥11,600
#T2050L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥93,000

Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg)
#T2040S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600
#T2040L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥56,200

	■ シングルステップ共転写キャッピングによ

る効率的なワークフロー

	■ CleanCap Reagent AGのトリヌクレオチド
キャップアナログ技術により、天然の

Cap-1構造を実現し、翻訳性を最大化し、
合成 mRNA からの免疫反応を最小化す
る

	■ 高いキャッピング効率

	■ 高収率になるよう最適化

	■ 完全または部分的な修飾ヌクレオチド置

換に適している

#E2080S 20 reactions   .  .  .  .  .  . ¥116,000
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HiScribe® SP6 RNA Synthesis Kit  
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 vi tro 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

• SP6 RNA Polymerase Mix

• SP6 Control Template

• ATP (Tris)

• GTP (Tris)

• UTP (Tris)

• CTP (Tris)

• DNase I (RNase-free)

• LiCl Solution     

関連製品：

Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg)
#T2040S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600
#T2040L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥56,200

DNase I-XT
#M0570S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,400
#M0570L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥55,800

DNase I (RNase-free)
#M0303S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥13,200
#M0303L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥53,000

RNA Loading Dye, (2X)
#B0363S 4 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600

Faustovirus Capping Enzyme
#M2081S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥17,400
#M2081L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥69,600

Vaccinia Capping System
#M2080S 400 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥28,800

Monarch RNA Cleanup Kit (10 μg)
#T2030S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600
#T2030L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥56,200

Monarch RNA Cleanup Kit (500 μg)
#T2050S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥11,600
#T2050L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥93,000

E. coli Poly(A) Polymerase
#M0276S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥13,800
#M0276L 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥55,600

mRNA Cap 2'-O-Methyltransferase
#M0366S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥11,600

3´-O-Me-m7G(5')ppp(5')G RNA Cap Structure Analog
#S1411S 1 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥40,000
#S1411L 5 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥154,000

G(5')ppp(5')A RNA Cap Structure Analog
#S1406S 1 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥27,600
#S1406L 5 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥110,600

G(5')ppp(5')G RNA Cap Structure Analog
#S1407S 1 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥25,600
#S1407L 5 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥101,800

m7G(5')ppp(5')G RNA Cap Structure Analog
#S1404S 1 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥40,000
#S1404L 5 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥154,000

m7G(5')ppp(5')A RNA Cap Structure Analog
#S1405S 1 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥40,000
#S1405L 5 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥154,000

 

#E2070S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥59,600

合成 RNA のクリーンアップには

Monarch RNA Cleanup Kit を推奨

#NEBiographies

Andrew は 2016 年に NEB に入

社し、事業開発部門のアソシ

エイトディレクターを務めてい

ます。Andrew の NEB での役割

については、ビデオリールをご

覧ください。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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 Pseudo-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 
vitro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 T7 RNA Polymeraseが Anti - 
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。

関連製品：

DNase I (RNase-free)
#M0303S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥13,200
#M0303L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥53,000

RNA Loading Dye, (2X)
#B0363S 4 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600

	■ ポリAテールを持つ DNA からmRNAを
合成

	■ 修飾塩基の取り込みが可能

	■ テンプレート除去および mRNA 精製試薬
が添付

HiScribe T7 ARCA mRNA Kit
#E2065S 20 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥69,000

HiScribe T7 ARCA mRNA Kit (with tailing)
#E2060S 20 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥80,400

HiScribe® T7 ARCA Kits  

EnGen® sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes  
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 Scaffold Oligoを含むキッ
トであり、sgRNA 収量は平均 10 〜 25µg、最大
45µg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 CRISPR 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

• Dithiothreitol (DTT)     

関連製品：

EnGen Spy Cas9 NLS
#M0646T 500 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥26,200
#M0646M 2,500 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥104,000

EnGen Spy Cas9 HF1
#M0667T 500 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥32,600
#M0667M 2,500 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥130,000

Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg)
#T2040S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600
#T2040L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥56,200

EnGen Spy Cas9 Nickase
#M0650S 90 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,400

高濃度品（20X）
#M0650T 500 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥26,200

EnGen Spy dCas9 (SNAP-tag)
#M0652S 90 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥11,400

高濃度品（20X）
#M0652T 500 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥28,600

EnGen Mutation Detection Kit
#E3321S 25 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥35,000

DNase I (RNase-free)
#M0303S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥13,200
#M0303L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥53,000

	■ 1チューブ、わずか 30分の反応で
sgRNAを合成

#E3322V 10 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥36,200
#E3322S 20 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥70,000

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、Pseudo-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
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

n NEBでクローニング r リコンビナント酵素 p PCR酵素 h Hot Start/WarmStart s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

アプリケーション

T7 Kits SP6 Kits

HiScribe T7 
High Yield RNA 
Synthesis Kit
NEB #E2040S

HiScribe T7 Quick 
High Yield RNA 
Synthesis Kit
NEB #E2050S

HiScribe T7 
ARCA mRNA Kit
NEB #E2065S

HiScribe T7 
ARCA mRNA Kit 

(with tailing)
NEB #E2060S

HiScribe T7 mRNA 
Kit with CleanCap 

Reagent AG
NEB #E2080S

HiScribe SP6 RNA 
Synthesis Kit
NEB #E2070S

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 si tuハイブリダイゼーション
（FISH）

• •

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

• •

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
• •

トランスフェク

ション

高収量の CleanCap Reagent AGキャッ
プ化 RNA合成
• テンプレートにコードされたポリ A
テール

• ポリ Aテールを持たない転写産物
• 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

•

mRNA合成（ARCAキャップおよびポリ
Aテールが付加）
• 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

•

mRNA合成（ARCAキャップが付加）
• テンプレートにコードされたポリ A
テール

• ポリ Aテールを持たない転写産物
• 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

•

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

• • •

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

• • •

修飾塩基の取り込み（完全置換）：

5-mC、pseudouridine など • • •
修飾塩基の取り込み（部分置換）：

5-mC、pseudouridine など • • • • •
非修飾塩基 • • •
ヘアピン、短い RNA、dsRNA
• 遺伝子ノックダウン • •

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
• •

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
• •

非修飾 RNA
• SELEX
• 構造解析

• •

Recommended HiScribe RNA Synthesis Kits by Application
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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 vi tro 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 vitro 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 
Concent ra t ion）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 Reaction 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

T3 RNA Polymerase
#M0378S 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,400

T7 RNA Polymerase
#M0251S 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,800
#M0251L 25,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,600

T7 RNA Polymerase (High Concentration)
#M0460T 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥114,000

SP6 RNA Polymerase
#M0207S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,800

Hi-T7 RNA Polymerase
#M0658S 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,400

Hi-T7 RNA Polymerase (High Concentration)
#M0470T 50,000 units   .  .  .  .  .  . ¥133,400

RNA Polymerases r

E. coli Poly(A) Polymerase 7 r w

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

由来：大腸菌由来の Poly（A）Polymerase遺伝子を
有する大腸菌（1）

反応条件：Poly（A）Polymerase Reaction Buf fer、1 
mM ATPを添加。37℃でインキュベーション。

キットに含まれる試薬：

• Poly(A) Polymerase Reaction Buffer

• Adenosine-5'-Triphosphate (ATP)

ユニット定義：uni t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   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥6,800
#P0756L 5 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥26,400

RNase Inhibitor, Murine
#M0314S 3,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0314L 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥56,000

	■ 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

#M0276S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,800
#M0276L 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥55,600

Poly(U) Polymerase 2 r w >

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

由来：Schizosaccharomyces pombe の Cid1由来の
Poly（U）Polymerase遺伝子を有する大腸菌

反応条件：NEBuf fer 2、37℃でインキュベーション。 
0.5 mMの UTPを添加。

熱による不活性化：65℃、20分間

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中の Poly（U）Polymeraseは、rNTP
からの rNMP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。Poly（U）Polymeraseは、プライマー濃度が低い
（< 100 pmol）場合に非常に高いプロセッシビリ
ティーを示す

関連製品：

Ribonucleotide Solution Set
#N0450S 10 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400
#N0450L 50 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

RNase Inhibitor, Murine
#M0314S 3,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0314L 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥56,000

	■ RNAを UTP でラベリング

	■ RNAへのポリU付加

#M0337S 60 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,000
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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 Enz yme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の各 rNTPおよび 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

E. coli RNA Polymerase, Core Enzyme
#M0550S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥33,400

E. coli RNA Polymerase, Holoenzyme
#M0551S 50 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥25,000

E. coli RNA Polymerase, Core Enzyme & Holoenzyme w

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遺伝子を削除することにより、
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 1 µmolのリン酸塩を生
成する酵素の量として定義

1 µM の NudC は、200 µM 以 上 の NAD + を 1X 
NEBuf fer r3.1および 5mM DT Tで 37℃で 30 分間
NMN+ および AMPに加水分解する

濃度：

#M0361, #M2403：100units/ml 
#M0296：2,000units/ml 
#M0607：10µM

	■ 転写反応の RNA 収量を向上

	■ DNA複製を促進

Pyrophosphatase, Inorganic (E. coli)
#M0361S 10 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,600
#M0361L 50 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥50,400

Pyrophosphatase, Inorganic (yeast)
#M2403S 10 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,200
#M2403L 50 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥52,600

Thermostable Inorganic Pyrophosphatase
#M0296S 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0296L 1,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

NudC Pyrophosphatase
#M0607S 250 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200

Pyrophosphatases r 9

説明：Ribonucleotide Solution Setは、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は、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

Ribonucleotide Solution Set
#N0450S 10 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400
#N0450L 50 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

Ribonucleotide Solution Mix
#N0466S 10 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,200
#N0466L 50 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥60,000

Ribonucleotides  

Sce PUS1 W n r x <

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：NEBuffer r1.1、30℃でインキュベーション

熱による不活性化：55℃

濃度：100 pmol/µl

	■ 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）

#M0526S 5,000 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200 NudCおよび Sce HUS 1は Enzymes for Innovation
（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
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

Vaccinia Capping System 7 r w s

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。

由来：Vaccinia（WR）キャップ化酵素遺伝子を有する
大腸菌株。

反応条件：Capping Buffer、0.5 mMの GTPおよび 0.1 
mMの S-アデノシルメチオニン（SAM）を添加、37℃
でインキュベーション

製品内容：

• Capping Buffer

• S-adenosylmethionine (SAM)

• GTP

ユニット定義：Vaccinia Capping Enzymeの 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/mll   

関連製品：

RNase Inhibitor, Murine
#M0314S 3,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0314L 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥56,000

	■ 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

#M2080S 400 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥28,800

Faustovirus Capping Enzyme 7 w / s

Faustovirus Capping Enzyme （FCE）は、三リン酸化お
よび二リン酸化転写産物の 5′末端への N7-メチルグ
アノシンキャップ（m7G）の付加を触媒し、Cap-0 RNA
を産生する。FCEは、Cap-0の構造を生成するのに
必要なトリホスファターゼ、グアニル酸トランスフェ

ラーゼおよび（グアニン -N7）メチルトランスフェラー
ゼの 3つの活性を 1サブユニットの酵素である。FCE
は低温でも有意なキャッピング活性を保持し、最大

55℃までの反応温度に耐えられる。多くの場合、
FCE 1 µl（25 unit）では、37℃、1時間で 100 µgを超
える RNAをキャップ化できる。

反応条件：FCE Capping Buf fer、0.5 mM GTPおよび 
0.1 mM S-アデノシルメチオニン（SAM）を添加、37℃
でインキュベーション

熱による不活性化：70℃、10分間。RNAの加水分解
を避けるため、EDTAを 5 mM添加することを推奨

ユニット定義：Faustovirus Capping Enzymeの 1 unitは、
37℃、30分間で 20 mer転写産物 75 pmolを Cap-0 
RNAに変換するのに必要な酵素量として定義

濃度：25,000 units/ml

NEW

	■ 難しい基質でもキャッピング効率を改善

	■ 少ない酵素でも頑健なキャッピング

	■ 広い温度範囲での反応

	■ Vaccinia Capping Systemの代替品として選択で
き、最適化は最小限に抑える

	■ mRNA Cap 2′-O-Methyltransferaseと互換性があ
り、ワンポットでの Cap-1合成が可能

	■ ライセンス料が不要

#M2081S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥17,400
#M2081L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥69,600

NOS3 FLuc
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Beta globin PBV FLuc
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Faustovirus Capping Enzyme （FCE）は最適化されたワークフローにより高いキャッピング効率

5′-UTR配列を持つ 200 µg（約 350 pmol）の 1.77 kb転写産物を、A） FCE（50 µl中 25 unit、1 pmol、20 nM）もし
くは VCE（50 µl中 10 unit、1 pmol、20 nM）で 37℃、1時間の処理、または B） FCEに対してのみ 37℃もしくは
42℃で 1時間処理した。（使用しているそれぞれの酵素量は、キャンピング効率比較のために標準プロトコール
よりも少ない。）50µlの反応液には 0.1mM SAM、0.5mM GTP、FCE反応には 1X FCE Capping Buffer、VCE反応に
は 1X Capping Bufferを加えた。mRNAのキャッピングは標的 RNase H切断と LC-MSを用いて測定。

mRNA Cap 2'-O-Methyltransferase 7 n r w s

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。

由来：Vaccinia mRNA Cap 2′-O- Methyltransferaseの
遺伝子を保有する大腸菌

反応条件：Capping Buf fe r、37℃でインキュベー
ション。0.2 mMの S-アデノシルメチオニン（SAM）
を添加。

付属試薬：

• Capping Buffer

• S-adenosylmethionine (SAM)

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

#M0366S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥11,600
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

n NEBでクローニング r リコンビナント酵素 p PCR酵素 h Hot Start/WarmStart s SAMが必要 w 反応温度 > 熱による不活性化

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.

3´-Desthiobiotin-GTP
#N0761S 0.5 µmol  . . . . . . . .¥62,000

3´-Biotin-GTP
#N0760S 0.5 µmol  . . . . . . . .¥62,000

3´-Desthiobiotin-GTP & 3´-Biotin-GTP  

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。

RNA Cap Analog Selection Chart 

製品 製品番号 アプリケーション 容量 希望小売価格

（ARCA）Anti-Reverse Cap Analog 
3′-O-Me-m7G（5′）ppp（5′）G 
RNA Cap Structure Analog

S1411S
S1411L

• 正しい向きでの組み込み

• 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

1 µmol
5 µmol

¥40,000
¥154,000

標準的なキャップアナログ 
m7G（5′）ppp（5′）G RNA 
Cap Structure Analog

S1404S
S1404L

• 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 µmol
5 µmol

 ¥40,000
 ¥154,000

非メチル化キャップアナログ 
G（5′）ppp（5′）G RNA Cap Structure Analog

S1407S
S1407L

• 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 µmol
5 µmol

 ¥25,600
 ¥101,800

A +1サイト用メチル化キャップアナログ 
m7G（5′）ppp（5′）A RNA Cap Structure 
Analog

S1405S
S1405L

• 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 µmol
5 µmol

 ¥40,000
 ¥154,000

A +1サイト用非メチル化キャップアナロ
グ G（5′）ppp（5′）A RNA Cap Structure 
Analog

S1406S
S1406L

• 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 µmol
5 µmol

¥27,600
 ¥110,600

yDcpS 7 r w /

説明：yDcpSは S.cerevisiae 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 m7GMPを生成する。本酵素は完全長
の mRNAのデキャッピングが可能であり、その産
物は Vaccinia Capping Enzyme でリキャッピングでき
る。

由来：プラスミド上に S.cerevisiae 遺伝子 DCS 1 
（yDcpSをコードする）を有する大腸菌

反応条件：yDcpS Reaction Buf fer、37℃でインキュ 
ベーション。

熱による不活性化：70℃

付属試薬：

• yDcpS Reaction Buffer

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 20 µl中、
37℃、1時間で、以下の 25-mer m7Gキャップ化
RNAの 500 nM溶液の 50%を 5′-二リン酸化体に
変換するために必要な yDcpSの量として定義
5′-[m7Gppp]rGrUrArGrArArCrU rUrCrGrUrCrGrArGrUrA
rCrGrCrUrCrArA[3-6FAM]-3′

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

#M0463S 4,000 units  . . . . . . . .¥47,000

mRNA Decapping Enzyme 7 w 9

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

由来：mRNA Decapping Enzymeをコードするプラスミ
ドを有する大腸菌

反応条件：mRNA Decapping Enzyme Reaction Buffer、
37℃でインキュベーション。

付属試薬：

• mRNA Decapping Enzyme Reaction Buffer

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 20 µl中、
37℃、1時間で、500 nM m7G- キャップ化基質の
50%を 5′モノリン酸化体に変換するために必要な
mRNA Decapping Enzymeの量として定義

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

#M0608S 2,000 units  . . . . . . . .¥18,600
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

ProtoScript® II Reverse Transcriptase 7 r b >

説 明：ProtoScr ipt I I Reverse Transcr ipt ase 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 t ranscr ipt ase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）。

由来：変異 M-MuLV Reverse Transcriptase（RNase 
H –）をコードする遺伝子を大腸菌内で発現し、単一

になるまで精製。

反 応 条 件：ProtoScr ipt I I Reverse Transcr ipt ase 
Reaction Buffer、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 uni t 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   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0297L 1,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥58,400

Monarch Total RNA Miniprep Kit
#T2010S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥37,800

	■ 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

#M0368S 4,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400
#M0368L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥28,800
#M0368X 40,000 units   .  .  .  .  .  . ¥102,600

cDNA合成 製品番号 特長 容量 希望小売価格

キット

LunaScript RT SuperMix Kit E3010S
E3010L

• 3 kbまでの標的の cDNA合成に最適 （2ステップ RT-qPCR、アンプリコンシーケンス）
• 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 RN A 

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

25 reactions
100 reactions

¥22,000
 ¥67,600

LunaScript RT Master Mix Kit 
(Primer-free)

E3025S
E3025L

• 第一鎖 cDNA合成に最適
• ランダムプライマー、オリゴ dTプライマーおよび遺伝子特異的プライマーに適合し、最
大限の cDNA合成柔軟性を実現

• 5X Master Mixには dNTP、Murine RNase Inhibitor、Luna 逆転写酵素が含まれる
• 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

25 reactions
100 reactions

 ¥17,800
 ¥55,200

ProtoScript® II First Strand cDNA 
Synthesis Kit

E6560S
E6560L

• ＞ 10 kb の cDNA を合成
• 熱安定性が向上した、RNaseH活性の低い酵素である ProtoScript II Reverse Transcriptase
が含まれる

• 便利な 2液タイプ
• 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 reactions
150 reactions

 ¥28,400
 ¥114,000

ProtoScript® First Strand cDNA 
Synthesis Kit

E6300S
E6300L

• ＞ 5 kbの cDNAを合成
• M-MuLV Reverse Transcriptase付属
• 便利な 2液タイプ
• 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 reactions
150 reactions

 ¥29,000
 ¥116,000

Template Switching RT Enzyme Mix M0466S
M0466L

• 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・スイッチ反応に最適化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 RN A 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 RN A 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 reactions
100 reactions

 ¥16,000
 ¥64,000

逆転写酵素

Induro® Reverse Transcriptase M0681S
M0681L

• イントロン由来の逆転写酵素、長鎖転写産物を高速かつ効率的に逆転写可能（10分間で
> 12 kb）

• 反応温度の上昇（50-60℃）
• 高い阻害剤耐性

4,000 units
10,000 units

 ¥33,000
 ¥66,000

ProtoScript® II Reverse Transcriptase
SuperScript® II の代替

M0368S
M0368L
M0368X

• RNase H- 型 M-MuLV逆転写酵素
• 37-50℃で反応可能

4,000 units
10,000 units
40,000 units

 ¥14,400
 ¥28,800
 ¥102,600

M-MuLV Reverse Transcriptase M0253S
M0253L

• 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 units
50,000 units

 ¥13,400
¥53,400

AMV Reverse Transcriptase M0277S
M0277L

• 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 units
1,000 units

¥14,200
 ¥56,800

WarmStart® RTx Reverse 
Transcriptase

M0380S
M0380L

• 室温でのセットアップが可能

• 50-65℃の反応温度
• RT-LAMPに最適

50 reactions
250 reactions

 ¥14,000
 ¥55,600

RT-PCRおよびRT-qPCRキットについては、DNAポリメラーゼおよび増幅テクノロジーを参照。

cDNA Synthesis Selection Chart
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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 RNaseInhibitor、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。

LunaScr ip t RT Mas te r Mix K i t（Primer- f ree） 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）。

 

NEW
LunaScript RT SuperMix
#M3010L 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,200
#M3010X 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥234,000
#M3010E 2,500 reactions   .  .  .  . ¥1,020,000

LunaScript RT SuperMix Kit
#E3010S 25 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥22,000
#E3010L 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥67,600

LunaScript RT Master Mix Kit (Primer-free)
#E3025S 25 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥17,800
#E3025L 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥55,200

LunaScript® RT SuperMix Kit & LunaScript RT Master Mix Kit (Primer-free)  

M-MuLV Reverse Transcriptase 7 r b >

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。

由来：M-MuLV由来逆転写酵素遺伝子に N末端に
16個のアミノ酸、C末端に 13個のアミノ酸を追加
し、大腸菌で発現。このコンストラクトは、機能

的な RNase Hドメインを有する完全に機能的な逆
転写酵素タンパク質となる。

反応条件：M-MuLV Reverse Transcriptase Reaction 
Buffer、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、0.4 mMポリ（rA）・オリゴ 
（dT）12-18poly(rA)・oligo(dT)をテンプレートプライ
マーとして、50 mMの Tris-HCI（pH 8.3）、6 mMの
MgCl2、10 mMのジチオスレイトール、0.5mM[3H]-
dT TPを使用し、37℃、10 分間、反応液 50µl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：200,000 units/ml

関連製品：

Monarch Total RNA Miniprep Kit
#T2010S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥37,800

	■ cDNA合成

	■ RNAシーケンシング

	■ RT-PCR

#M0253S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400
#M0253L 50,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥53,400

AMV Reverse Transcriptase 7 b Q

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：AMVの pol遺伝子を組み込んだバキュロウイル
スを感染させた昆虫細胞（Sf21）。

反応条件：AMV Reverse Transcriptase Reaction Buffer、
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 dT TP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   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥37,800

	■ cDNA合成

	■ RNAシーケンシング

	■ RT-PCR

#M0277S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0277L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,800

WarmStart® RTx Reverse Transcriptase 7 n r q

説明：WarmStart 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 L AMP 法（loop-media ted 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-L AMP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 dTTP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   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥37,800

	■ RT-LAMP

	■ cDNA合成

	■ 室温での逆転写反応セットアップが可能

#M0380S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000
#M0380L 250 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥55,600
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Template Switching RT Enzyme Mix n r q h

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 Amplification 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 
Inhibi tor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 to t a l 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 Buffer

濃度：10 X

関連製品：

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix
#M0494S 100 reactions  . . . . . . . . .¥27,200 
#M0494L 500 reactions  . . . . . . . .¥108,000 
#M0494X 500 reactions  . . . . . . . .¥108,000 

NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix
#M0541S 50 reactions  . . . . . . . . .¥14,400 
#M0541L 250 reactions  . . . . . . . . .¥57,400 

NEB PCR Cloning Kit
#E1202S 20 reactions  . . . . . . . . .¥48,000 

LongAmp Hot Start Taq 2X Master Mix
#M0533S 100 reactions  . . . . . . . . .¥34,000 
#M0533L 500 reactions  . . . . . . . .¥137,000 

■ 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

#M0466S 20 reactions  . . . . . . . .¥16,000 
#M0466L 100 reactions  . . . . . . . .¥64,000 

テンプレート・スイッチ反応の原理

①  RTプライマーが RNAテンプレートにアニールする。オ
リゴ dTの他、ランダムプライマーもしくは特異的プラ
イマーも使用できる。また 5′末端にアダプター配列を
付加したプライマーも使用できる。

② 逆転写反応により cDNA が合成される。この時、3′末
端にテンプレートに依存しない配列が付加される（主

に CCC）。
③  TSOが cDNAの 3′付加配列にアニールする。さらに

TSOがテンプレートとなり、cDNAが 3′側に合成される。
④ 反応産物として、特定の配列が 3′末端（および 5′末端）
に付加した cDNA が得られる。

Induro® Reverse Transcriptase
説明：Induro Reverse Transcriptaseはグループ IIイン
トロン由来の逆転写酵素である。高いプロセッシ

ビティを有するため、既存のレトロウイルス由来の

逆転写酵素に比べて、長い cDNAを合成できる。
一旦酵素が RNAに結合すれば長い cDNA が合成さ
れるため、阻害剤耐性も高い。さらに 5′領域のシー
ケンスカバレッジも向上できるため、Nanoporeの

ダイレクト RNAシーケンスやロング cDNAシーケン
スに使用できる。

付属試薬：

• Induro RT Reaction Buffer 

濃度：200,000 units/ml

NEW

関連製品：

Oligo d(T)23 VN
#S1327S 1 A260 units  . . . . . . . . .¥20,000 

Random Primer Mix
#S1330S 100 µl  . . . . . . . . .¥19,400 

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix
#N0447S 8 µmol  . . . . . . . . .¥10,000 
#N0447L 40 µmol  . . . . . . . . .¥39,800 

RNase Inhibitor, Murine
#M0314S 3,000 units  . . . . . . . . .¥14,200 
#M0314L 15,000 units  . . . . . . . . .¥56,000 

■ 長い cDNAを迅速に高収量で生成

■ 強力な阻害剤耐性により、頑健な cDNA合
成性能が得られる

■ ダイレクトRNAシーケンスおよびロングリー
ド cDNAシーケンスのワークフローをサポー
ト

■ 困難なサンプルタイプに最適な高温度で

cDNAを生成

■ レトロウイルス RTと同等の正確性を経験

#M0681S 4,000 units  . . . . . . . .¥33,000 
#M0681L 10,000 units  . . . . . . . .¥66,000 

反応時間（分）

4 kb

8 kb

12 kb

1 kb

2 5 10 15 30

55℃、5分以内に完全長
12 kbの二本鎖 cDNA

迅速な cDNA合成
Induro Reverse Transcriptaseは、55℃で 5分以内に全長
12 kbの cDNA産物を合成することができる。テンプレー
トとして、in vitroで転写したポリARNA（1 kb、4 kb、8 kb
または 12kb）を使用。第一鎖 cDNA合成後、NaOH で
RNAを加水分解し、続いて cDNA 産物のアリコートを用
いて、5′特異的プライマーにより完全長の二本鎖 cDNA
を合成。等量の二本鎖 cDNAをアガロースゲル分析した。

Watch our webinar 
on Induro Reverse 

Transcriptase.

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

①

②

③

④
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ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis Kit  
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：

• ProtoScript II Reaction Mix

• ProtoScript II Enzyme Mix

• Random Primer Mix

• Nuclease-free Water

• Oligo d(T)23 VN     

関連製品：

Magnetic mRNA Isolation Kit
#S1550S 25 isolations   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥68,000

RNase Inhibitor, Murine
#M0314S 3,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0314L 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥56,000

Monarch Total RNA Miniprep Kit
#T2010S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥37,800

Random Primer Mix
#S1330S 100 µl   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥19,400

Oligo d(T)23 VN
#S1327S 1 A260 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥20,000

	■ 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

#E6560S 30 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥28,400
#E6560L 150 reactions   .  .  .  .  .  . ¥114,000

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。

Primers for cDNA Synthesis 

ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit  
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 Transcr ipt ase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：

• M-MuLV Enzyme Mix

• M-MuLV Reaction Mix

• Random Primer Mix

• Oligo d(T)23 VN

• Nuclease-free Water     

関連製品：

Magnetic mRNA Isolation Kit
#S1550S 25 isolations   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥68,000

Monarch Total RNA Miniprep Kit
#T2010S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥37,800

	■ 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

#E6300S 30 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥29,000
#E6300L 150 reactions   .  .  .  .  .  . ¥116,000 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

kb1 2 3 4 5 6 M

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）

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 A260 units  ¥19,400

Random Primer 9 (5´d(N9)3´)  ~11 .6 nmol #S1254S 1 A260 units  ¥19,400

Oligo d(T)23 VN #S1327S 1 A260 units  ¥20,000

Random Primer Mix #S1330S 100 µl (60 µM)  ¥19,400

Oligo d(T)18 mRNA Primer #S1316S 5 A260 units  ¥20,000

広い範囲の DNA テンプレートの頑健な増

幅には、OneTaq® または Q5® High-Fidelity 
DNA Polymerases を推奨
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Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit
#E3005S 200 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥34,000
#E3005L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥76,600
#E3005X 1,000 reactions   .  .  .  .  .  . ¥133,000
#E3005E 2,500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥295,200

Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit
#E3006S 200 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥30,800
#E3006L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥69,000
#E3006X 1,000 reactions   .  .  .  .  .  . ¥121,000
#E3006E 2,500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥266,400

Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit (No ROX) 
#E3007E 2,500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥266,400

Luna Cell Ready One-Step RT-qPCR Kit 
#E3030S 100 reactions   .  .  .  .  .  . ¥153,800

RT-PCR & RT-qPCR Kits  

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。報告されている T4リガーゼの活性を以下の図に示す。詳細は、the substrate-based ligase selection 
chart（www.neb.com）を参照。

T4リガーゼの活性およびアプリケーション

SplintR Ligase

T4 DNA Ligase

T4 RNA Ligase 2

H P

T4 RNA Ligase 2 Truncated /
Truncated K227Q / Truncated KQ

OH P

Thermostable 5´ App
DNA / RNA Ligase

OH P OH App

5´ Adenylation KitRtcB Ligase

T4 RNA Ligase 1

OH P OH App

OH POH P OH App

T3 DNA Ligase

OH P AppOH OH P

RNA

DNA
RNA 2´,3´cyclic pRNA 3´ p

App RNA5´ P RNA

OH P Appss DNA5´ Pss DNAOHP

OHP

ssDNA 3´ppAssDNA 3´ p

Luna Cell Ready Probe One-Step 
RT-qPCR Kit
#E3031S 100 reactions   .  .  .  .  .  . ¥146,000

Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix 
with UDG
#M3019S 200 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥47,000
#M3019L 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥105,800
#M3019X 1,000 reactions   .  .  .  .  .  . ¥187,600
#M3019E 2,000 reactions   .  .  .  .  .  . ¥331,000

Luna Probe One-Step RT-qPCR 4X Mix 
with UDG (No ROX)
#M3029S 200 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥47,000
#M3029L 500 reactions   .  .  .  .  .  . ¥105,600
#M3029E 2,000 reactions   .  .  .  .  .  . ¥331,000

Luna SARS-CoV-2 RT-qPCR Multiplex 
Assay Kit 
#E3019S 96 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,800
#E3019L 480 reactions   .  .  .  .  .  . ¥252,000

LunaScript Multiplex One-Step RT-PCR Kit
#E1555S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥39,000
#E1555L 250 reactions   .  .  .  .  .  . ¥152,000

OneTaq One-Step RT-PCR Kit
#E5315S 30 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥31,400

OneTaq RT-PCR Kit
#E5310S 30 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥26,600
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RNA Ligase Selection Chart
 

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' AppDNA/
RNA Ligase

5' Adenylation 
Kit

SplintR® 
Ligase 

RtcB 
Ligase

RNAアプリケーション

dsRNAのニック   ★★★              

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

  ▲              

特長

耐熱性           • •    
リコンビナント • • • • • • • • •

 
凡例

★★★

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

214

R
N

A
研
究

用
試

薬



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

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。

由来：T4 RNA Ligase 1遺伝子を有する大腸菌

反応条件：1X T4 RNA Ligase Reaction Buffer、25℃で
インキュベーション。1 mMの ATP（付属）を添加。

熱による不活性化：65℃、15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 (NEB #M0204に付属) または 100 mM 
ATP (NEB #M0437に付属)

• 50% PEG 8000

ユニット定義：1 unit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   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥6,800
#P0756L 5 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥26,400

Universal miRNA Cloning Linker
#S1315S 5 µg   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥44,200

	■ 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 1 (ssRNA Ligase)
#M0204S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,600
#M0204L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥50,600

T4 RNA Ligase 1 (ssRNA Ligase), High 
Concentration
#M0437M 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥51,200

T4 RNA Ligase 1 (ssRNA Ligase) n r ( >

T4 RNA Ligase 2 (dsRNA Ligase) 7 n r w q

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。

由来：T4 RNA Ligase 2遺伝子を有する大腸菌

反応条件：T4 Rnl2 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

付属試薬：

• T4 Rnl2 Reaction Buffer

ユニット定義：1 uni t 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

#M0239S 150 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,200
#M0239L 750 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥65,000

T4 RNA Ligase 2, truncated 7 n r ( >

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 truncated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。

由来：T4 Rnl2 truncated遺伝子を有する大腸菌

反応条件：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：

• T4 RNA Ligase Reaction Buffer

• PEG 8000

ユニット定義：

200 unitは、全反応溶液 20 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

5´-FAM-rArGrUrCrGrUrArGrCrCrUrUrUrArUrCrCrGrArG
rArUrUrCrArGrCrArArUrA-3´ 

5´-rAppCTGTAGGCACCATCAAT–NH2-3´ 

モル濃度 = 14 µM

濃度：200,000 units/ml

関連製品：

Universal miRNA Cloning Linker
#S1315S 5 µg   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥44,200

	■ 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

#M0242S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000
#M0242L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,000
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RtcB Ligase 7 n r w

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：RtcB Reaction Buffer、37℃でインキュベー
ション。0.1 mM GTPおよび 1 mM MnCl2を添加。

付属品：

• RtcB Reaction Buffer

• MnCl2

• GTP 

濃度：15 µM

	■ 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

#M0458S 25 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200

Thermostable 5´ App DNA/RNA Ligase 1 n r ^ 9

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：NEBuffer 1、65℃でインキュベーション。

付属品：

• NEBuffer 1

• MnCl2 

濃度：20 µM

メモ：1本鎖 DNAをアデニル化 DNAリンカーに最
適にライゲーションするためには、マンガンを添加

した NEBuf fer 1の使用を推奨。1本鎖 RNAをアデ
ニル化 DNAリンカーにライゲーションするために
は、NEBuffer 1のみを使用。

関連製品：

Universal miRNA Cloning Linker
#S1315S 5 µg   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥44,200

	■ 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

#M0319S 10 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0319L 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,400

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。

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 20 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   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥44,200

	■ 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

T4 RNA Ligase 2, truncated K227Q
#M0351S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0351L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

T4 RNA Ligase 2, truncated KQ
#M0373S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0373L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

T4 RNA Ligase 2, truncated K227Q and truncated KQ r ( >
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

5´ DNA Adenylation Kit  
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

• 5' DNA Adenylation Reaction Buffer

• Adenosine 5' Triphosphate 

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 RNA3′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

#E2610S 10 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥23,000
#E2610L 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥91,600

SplintR® Ligase 7 n r ( >

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 v irus 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 splin t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。

由来：PBCV-1 DNA Ligase遺伝子を有する大腸菌

反応条件：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

キットに含まれる試薬：

• SplintR Ligase Reaction Buffer

ユニット定義：1ユニットは 20 µl の 1X Splin tR 
Ligase Reaction Buffer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

#M0375S 1,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,800
#M0375L 6,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥84,400

RNA 5' Pyrophosphohydrolase (RppH) 2 n r w

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。

由来：E. coli の RppH遺伝子を持つ大腸菌

反応条件：NEBuffer 2、37℃でインキュベーション。

付属試薬：

• NEBuffer 2

ユニット定義：1 uni t 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 units/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

#M0356S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥19,000
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RNase If 3 r w /

説明：リボヌクレアーゼ I f（RNase I f）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。

由来：大腸菌 RNase I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

反応条件：NEBuffer 3、37℃でインキュベーション。

熱による不活性化：70℃、20分間

付属試薬：

• NEBuffer 3

ユニット定義：1 unitは、20%アクリルアミドゲル上
で可視化したとき、1X NEBuf fer 3の全反応溶液 10 
µl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

濃度：50,000 units/ml

メモ：RNase Ifは DNAを切断しない。RNase Ifは、2
本鎖RNAに比べて 1本鎖RNAに対する活性が高い。

	■ 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

#M0243S 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600
#M0243L 25,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,000

RNase H 7 r w >

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。

由来：Escherichia coliからクローニングした RNase 
H遺伝子（rnh）を有する大腸菌

反応条件：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

付属試薬：

• RNase H Reaction Buffer

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 50 µl中、
37℃、20分間で、20 pmolの蛍光標識された 50塩
基対の RNA-DNAハイブリッドから 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
 

#M0297S 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0297L 1,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,400

Thermostable RNase H 7 r ) 9

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。

由来：高度好熱性 Thermus thermophilus 由来の
RNase Hをコードし、コドンが最適化されたプラス
ミドを保有する大腸菌

反応条件：RNase H Reaction Buffer、≥ 50℃でインキュ
ベーション。

付属試薬：

• RNase H Reaction Buffer

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

#M0523S 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥28,800

5´ Deadenylase 1 r x /

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。

由来：S. cerevisiae 由来の 5′Deadenylase遺伝子を有
する大腸菌から精製

反応条件：NEBuffer 1、30℃でインキュベーション。

熱による不活性化：70℃、20分間

付属試薬：

• NEBuffer 1

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

#M0331S 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,000
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RNase HII 7 r w 9

説明：Ribonuclease HII（RNase HII）は、2本鎖 DNA
内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：大腸菌由来の 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：ThermoPol Reaction Buffer、37℃でインキュ
ベーション。

付属試薬：

• ThermoPol Reaction Buffer

ユニット定義：1 uni tは、1X ThermoPol Reac t ion 
Buffer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

#M0288S 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600
#M0288L 1,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥55,000

ShortCut® RNase III 7 r w 9

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 uni t（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：ShortCut Reaction Buffer、37℃でインキュ
ベーション。

	■ 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

#M0245S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,000
#M0245L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥108,000

1,000
bp

21

175

21

500
bp

BA

0M

ShortCut RNase III (µl)
ShortCut RNase III

0.5 1 2 4 8 16 – –+ +

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 ShortCut 
RNase III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
ShortCut 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

XRN-1 3 r w

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。

由来：酵母 XRN -1遺伝子を過剰発現するプラスミ
ドを保有する大腸菌から精製（1）

反応条件：NEBuffer 3、37℃でインキュベーション。

付属試薬：

• NEBuffer 3

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

#M0338S 20 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,000
#M0338L 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥70,800

付属試薬：

• ShortCut Reaction Buffer

• 10X EDTA

• MnCl2

• Glycogen RNase-Free

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

NEBは、DNAと RNAのリン酸化およびび脱リン酸
化のための製品を提供している。製品の詳細は、

DNA修飾酵素 &クローニングの章または www.neb.
comを参照。

Quick CIP
#M0525S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000
#M0525L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥67,000

Antarctic Phosphatase
#M0289S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,000
#M0289L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥52,600

Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP)
#M0371S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥11,400
#M0371L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥45,800

T4 Polynucleotide Kinase
#M0201S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥9,400
#M0201L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥37,600

Phosphorylation and Dephosphorylation  
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Exonuclease T 4 n r ( >

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：Exonuclease Tは、マルトース結合タンパク質
（MBP）への C末端融合タンパク質として過剰発現
され精製される。MBPは第 Xa因子の切断により
Exonuclease Tから除去され、その後第 Xa因子およ
び MBPから Exonuclease Tが精製される。MBPか
ら切断された Exonuclease Tは、N末端に追加のア
ミノ酸と、Metの代わりに Pheを有する（すなわち、
Met-Exo Tの代わりに Glu-Phe-Exo T）。

反応条件：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、25℃、30 分間で、50 
pmolの Fam標識ポリチミジン基質から 1 nmolの単
一 dTヌクレオチドを遊離するために必要な酵素量
と定義

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

#M0265S 250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0265L 1,250 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

Nucleoside Digestion Mix 7 w

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：Nucleoside Digestion Mix Reaction 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

#M0649S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥23,000

5´ 3´
DNA

5´ 3´

Exonuclease I (E. coli)/
Thermolabile Exonuclease I/
Exonuclease T

Starting material
5´ 3´

dNMP

DNase I (RNase-Free) 7 n r w ?  
NEW

説明：DNase Iは DNA特異的エンドヌクレアーゼであ
り、dsDNAと ssDNAを分解し、5′リン酸化された末
端と 3′水酸化された末端を有する短いオリゴを遊離
する。

DNase I -X Tは塩耐性酵素であり、塩濃度 50 – 100 
mMで最適な活性を示し、200および 300 mMの塩
溶液中でそれぞれ 65%と約 40%の活性を保持する。
高い耐塩性のため、in vi tro 転写（IV T）反応液からの
DNAテンプレート除去に最適。

いずれの酵素も RNaseフリーであり、RNAの完全性
を維持しながら、RNA調製液から DNAを完全に除
去することができる。

反応条件：1X DNase I 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（NEB #M0303のみ）

付属試薬：

• DNase I Reaction Buffer (NEB #M0303) 

• DNase I-XT Reaction Buffer (NEB #M0570)

	■ RNAサンプルからのゲノム DNAコンタミ
ネーションの除去

	■ 転写反応後の DNA テンプレートの分解

DNase I (RNase-free)
#M0303S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,200
#M0303L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥53,000

NEW
DNase I-XT
#M0570S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,400
#M0570L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥55,800

DNase I-XT 7 n r w 9

5´
3´

3´
5´

DNase I
(RNase-free)

DNA

5´
3´

3´
5´ Short oligos

Starting material
5´
3´

OR OR OR OR

ユニット定義：DNase I – 1 uni tは、全反応溶液 50 
µl中、37℃、10分間で、1 µgの pBR322 DNAを完
全に分解する酵素の量と定義

DNase I-XT – 1 unitは、反応溶液 50 µl中、30℃、1
分間で、35-mer FAM-BHQ1標識されたヘアピンオ
リゴヌクレオチドから 210 pmolの FAMを遊離する
ために必要な酵素量と定義

濃度：2,000 units/ml

メモ：DNase I-XTは最適化された反応バッファーと
共に供給される。DNase I Reaction Bufferではなく、
付属バッファーと共に使用する。同様に、最適な

塩濃度ではないため、DNase Iには DNase I -X T 
Buf ferを使用しないこと。DNase Iを使用する場合
は、酵素不活性化中の RNAの分解を防ぐため、
EDTAを最終濃度 5 mMまで添加すること。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

RNase Inhibitor, Murine r

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。

由来：マウス由来 Ribonuclease Inhibitor遺伝子を有
する大腸菌

ユニット定義：1 uni t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

#M0314S 3,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0314L 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,000

RNase Inhibitor, Human Placenta r

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。

由来：ヒト胎盤由来の RNase Inhibitor遺伝子を有す
る大腸菌

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

#M0307S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,400
#M0307L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥61,800

Ribonucleoside Vanadyl Complex  
説明：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。

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、改良 Berger法で作成されている。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。

由来：このバナジル錯体は、4 種類すべてのリボヌク
レオシドを用いて、Lienhardによる手順を改変して調
製される（4）。

濃度：200 mM

#S1402S 10 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥17,000

RNase Inhibitor, Murine はヒト / ブタ由来

RNase Inhibitorよりも高い酸化耐性を保有

Cathy、Tim および Toby は、NEB 製造

部のメンバーです。彼らの NEB 勤務年

数の合計は 95 年です。彼らの献身が、

お客様が手にする NEB 製品の信頼を生

み出しています。
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NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit は 10 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。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。NEBNext 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。

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.

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep 
Kit for Illumina
#E7760S 24 reactions  . . . . . . ¥168,000
#E7760L 96 reactions  . . . . . . ¥570,000

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep 
with Sample Purification Beads
#E7765S 24 reactions  . . . . . . ¥186,000
#E7765L 96 reactions  . . . . . . ¥630,000

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for 
Illumina
#E7770S 24 reactions  . . . . . . ¥154,000
#E7770L 96 reactions  . . . . . . ¥524,000

NEBNext Ultra II RNA Library Prep with Sample 
Purification Beads
#E7775S 24 reactions  . . . . . . ¥170,000
#E7775L 96 reactions  . . . . . . ¥580,000

NEBNext Single Cell/Low Input RNA Library 
Prep Kit for Illumina
#E6420S 24 reactions  . . . . . . ¥220,000
#E6420L 96 reactions  . . . . . . ¥730,000

NEBNext Single Cell/Low Input cDNA Synthesis 
& Amplification Module
#E6421S 24 reactions  . . . . . . ¥140,000
#E6421L 96 reactions  . . . . . . ¥475,000

NEBNext Reagents for RNA Library Preparation  
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NEBNext Ultra II Directional RNA
K 社スタンダードキット

K 社ハイパーキット

I 社スタンダードキット

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（Agilen t 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。

Magnetic mRNA Isolation Kit  
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。

	■ 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

#S1550S 25 isolations  . . . . . . . .¥68,000

rRNA 除去キットには、ヒト、マウス、ラット、

バクテリア用の他、様々なサンプルに対応

できるカスタムキットも提供している。Small 
RNA ライブラリー調製キットも提供してい

る。NGS ライブラリー調製試薬については、

NEBNEX T 次世代シーケンサー用ライブラ

リー調製試薬の章を参照。
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Magnet ic mRNA Isola t ion K i t 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 ProtoScr ip t 
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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Oligo d(T)25 Magnetic Beads  
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。

ビーズは、0.05% Tween-20と 0.05% NaN3を含むリ 
ン酸緩衝液（PBS）（pH7.4）の懸濁液として供給され
る。

濃度：5 mg/ml

サポートマトリックス：1 µm ノンポーラス超常磁性
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 wells   .  .  .  .  .  .  .  .¥104,000

	■ PolyA mRNAの精製

	■ 遠心は不要

	■ 結合能の低下なくマトリクスの再生可能

#S1419S 5 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥61,000

Streptavidin Magnetic Beads  
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。

ビーズは、0.1% BSA、0.05% Tween-20、0.05% NaN3

を含むリン酸緩衝液（PBS）（pH7.4）の懸濁液として
供給される。

濃度：4 mg/ml

サポートマトリックス：1 µmノンポーラス超常磁性
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   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥43,600

96-Well Microtiter Plate Magnetic Separation Rack
#S1511S 96 wells   .  .  .  .  .  .  .  .¥104,000

 

#S1420S 5 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥62,200

EpiMark® N6-Methyladenosine Enrichment Kit  
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。

本キットは免疫沈降プロトコールによりm6A修飾
RNAを濃縮することができ、その下流のアプリケー
ションでは RNA-seqや RT-qPCRを行うことができ
る。

断片化した RNAサンプルの修飾 RNAは、Protein G 
Magnetic Beadsに固定された N6-Methyladenosine
抗体に結合し、単離される。洗浄、クリーンアップ

後にヌクレアーゼフリー水で溶出されるため、下流

のアプリケーションにそのまま用いることが可能で

す。

製品内容：

• N6-Methyladenosine Antibody

• m6A Control RNA

• Unmodified Control RNA     

	■ 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

#E1610S 20 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥86,000

N6-Methyladenosine Antibody is produced by Cell Signaling Technology, Inc . 
and sold by New England Biolabs, Inc .

Davidは2002年にNEBに入社し、現在はマー

ケティングテクノロジーチームのシニア

ウェブマスターです。David はガーデニング

が趣味で、NEB ガーデニングクラブのメン

バーとして NEB の Ipswitch キャンパスの花

壇の手入れもしています。
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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

クリーンアップや 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、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：

• gDNA Removal Columns

• RNA Purification Columns

• Collection Tubes II

• DNA/RNA Protection Reagent (2X)

• RNA Lysis Buffer

• Proteinase K and associated buffers

• DNase I & associated reaction buffer

• RNA Priming Buffer

• RNA Wash Buffer (5X)

• Nuclease-free Water

Monarch RNA Cleanup Kits の製品内容：

• RNA Cleanup Columns (10, 50 or 500 µg)

• RNA Cleanup Binding Buffer

• RNA Cleanup Wash Buffer (5X)

• Collection Tubes II

• Nuclease-free Water

関連製品：

Monarch RNA Purification Columns
#T2007L 100 columns   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥24,800

Monarch gDNA Removal Columns
#T2017L 100 columns   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥20,600

Monarch Collection Tubes II
#T2018L 100 tubes   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥4,800

Monarch DNA/RNA Protection Reagent
#T2011L 56 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥15,400

Monarch RNA Lysis Buffer
#T2012L 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,200

Monarch Total RNA Miniprep Enzyme Pack
#T2019L 1 Pack   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600

Monarch RNA Priming Buffer
#T2013L 56 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,200

Monarch RNA Wash Buffer
#T2014L 50 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥10,200

Nuclease-free Water
#B1500S 25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥5,200
#B1500L 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥12,200

	■ 様々なサンプルに対応

	■ miRNAおよび small RNAを含む >20 ヌク
レオチドサイズの RNA 精製が可能

	■ DNase I、gDNA除去カラム、Proteinase K、
RNA安定化剤が付属

	■ 効率よく混入したゲノム DNAを除去

	■ 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

Monarch Total RNA Miniprep Kit
#T2010S 50 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥37,800

Monarch RNA Cleanup Kit (10 μg)
#T2030S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600
#T2030L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,200

Monarch RNA Cleanup Kit (50 μg)
#T2040S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600
#T2040L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,200

Monarch RNA Cleanup Kit (500 μg)
#T2050S 10 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥11,600
#T2050L 100 preps   .  .  .  .  .  .  .  .¥93,000

Monarch Kits for Cleanup & Isolation  
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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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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［φ-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。

dsRNA Ladder
#N0363S 25 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,600

microRNA Marker
#N2102S 100 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000

ssRNA Ladder
#N0362S 25 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,000

Low Range ssRNA Ladder
#N0364S 100 gel lanes   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

RNA Markers & Ladders  
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RNA Loading Dye, (2X)  
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 B lue、0.005% x y lene 
cyanol、0.5 mM EDTA

#B0363S 4 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600

Universal miRNA Cloning Linker  
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 R N A L ig a s e 2, t r u n c a t e d、T4 R N A L ig a s e 2、
truncated 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´

(1) Lau et al . (2001) Science, 294, 858–856 .        

関連製品：

T4 RNA Ligase 2, truncated KQ
#M0373S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0373L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

#S1315S 5 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥44,200
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森林再生による CO2排出量の相殺

今昔。

提供：Raihan、Adobe Stock

当社のReforest the 
Tropicsポッドキャスト

からの抜粋をお聴きく

ださい。

私たちが自動車を運転するたびに、ガソリンの燃焼により二酸化炭素（CO2）が大

気中に放出されます。しかし、自動車は世界中のヒトが産生する炭素のわずかな

要因にすぎません。2022 年、米国海洋大気庁（NOA A）は、主に石炭、石油、

ガスの燃焼により 374 億トンの炭素が大気中に放出されたと推定しています。こ

の放出された CO2 の約 10% は大気中に残ることになり、温室効果ガスとして機

能します。つまり、大気は地球から放射される熱を吸収し、時間をかけてこの熱

をゆっくり放出するようになるのです。温室効果ガスは、地球が一定の温度を維

持するのに役立ち、太陽が沈むときに地表が氷点下になるのを防ぎます。しかし、

温室効果ガスの量が増加すると、大気中の熱吸収が増加し、最終的に地表の温

度が上昇します。これが地球温暖化の基本です。

では、炭素排出と、炭素除去、つまり炭素捕捉方法のバランスをどのようにとれ

ばよいのでしょうか？その答えは自然の中にあります。自然界は私たちに、寿命

が無限で、コストがかからない葉の生い茂る天蓋−森林という炭素捕獲技術を供

給してきました。しかし、自動車や工場が大気中に二酸化炭素を排出するように

なる何世紀も前から、私たちは木を伐採してきました。実際、私たちは森林を丸

ごと伐採してきました。時には道路や建物を作るため、時には他の作物を栽培し

たり、牛や他の家畜の放牧地を作ったりするためでした。熱帯林損失の約 80%
は農業によるものと推定されています。

森林再生とは、森林が伐採された場所に木を植えることを指します。森林は、木

材を販売するため、食物を栽培するため、牛の放牧地を作るためなど、様々な理

由で伐採されます。しかし、森林伐採の影響は何でしょうか？注目すべき点がいく

つかあります。生態系と移動パターンが乱され、土地の変化が引き起こされ、木

の伐採によって大気中に CO2 が放出されます。そして当たり前のように、CO2 の

一部が大気中に放出されます。グローバル・カーボン・プロジェクトは、土地利用

の変化が 2022 年に 3.9 GtCO2 に寄与すると予測しました。森林破壊は依然とし

て土地利用による排出量の主な要因となっていますが、現在、森林再生の取り組

みによって森林破壊による排出量の約半分が相殺されているという朗報もありま

す。

森林再生には、炭素クレジットに比べていくつかの利点があります。地温を下げ

る日陰を回復させ、野生動物の生態系を作り、または拡大し、農業者に経済的に

十分な作物をもたらすこともできます。Reforest the Tropics (RTT) は、米国コネ

チカット州ミスティックに拠点を置く非営利団体で、1996 年以来コスタリカで持

続可能な森林の植林活動をしています。RTT は、これらの森林再生の取り組みへ

の資金提供を通じて、米国の CO2 排出者に恒久的な炭素捕捉と貯蔵を提供して

います。熱帯森林管理における 50 年を超える研究により、RT T は成長の早い木

と広葉樹の特殊な混合に成功し、植林後 3 − 5 年間に大量の炭素を捕捉し貯蔵

することができました。重要なことは、森林の維持に必要な間伐過程において、

伐採した木材から農業者が利益を得られるようにする持続可能な森林モデルを作

ることです。

2019 年 8 月、NEB は炭素排出量を相殺するためにコスタリカの熱帯森林 100 ヘ

クタールに植林を行う資金を提供する契約を RT Tと締結しました。そして 2022
年 6 月、このプロジェクトにさらに 100 ヘクタールの森林を追加しました。この

森林は、控えめに見積もっても最初の 25 年間で 10 万トンを超える CO2 を除去し、

その後の 25 年間でさらに 10 万トンを除去できる可能性があります。
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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

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

特徴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りま

す。

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

現に対応しています。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ます。
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Products and content are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc (NEB). The use of trademark symbols does not 
necessarily indicate that the name is trademarked in the country where it is being read; it indicates where the content was originally developed. See www.neb.com/trademarks. The use of 
these products may require you to obtain additional third-party intellectual property rights for certain applications. For more information, please email busdev@neb.com. 
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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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、それぞれに最適な発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

• 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

• 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

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ステップでのイ
ンテイン切断および精製

• プロテインマーカー：様々な仕様のマーカー

NEB のタンパク質発現と精製システム

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

タンパク質発現の概要
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

説明：NEBExpress Cell-free E. coli Protein Synthesis 
Sys tem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：

• スクリーニング

• 突然変異試験：点突然変異、欠失および挿入の
影響、活性ドメインと機能性残基の迅速な同定

• 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   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

	■ 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）

	■ 目的収量に応じてスケールアップが可能

#E5360S 10 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥38,000
#E5360L 100 reactions   .  .  .  .  .  . ¥310,000

NEBExpress® Cell-free E. coli Protein Synthesis System  

M neg βGalS βGal SP6 FLuc BglA CitS vGFP GMK DHFR CALM
200
kDa

100

60

25

15

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。
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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。

Introduction to the 
NEBExpress Cell-free 

Protein Synthesis System.
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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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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   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥44,000

E. coli Ribosome
#P0763S 1 mg   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥36,600

	■ 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 In Vitro Protein Synthesis Kit
#E6800S 10 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥46,800
#E6800L 100 reactions   .  .  .  .  .  . ¥408,000

PURExpress Δ Ribosome Kit
#E3313S 10 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥65,000

PURExpress Δ (aa, tRNA) Kit
#E6840S 10 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥68,600

PURExpress Δ RF123 Kit
#E6850S 10 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥69,600

PURExpress® In Vitro Protein Synthesis Kits  
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Enhancer in PURExpress

PURExpress, no template
PURExpress only
PURExpress +PDBE

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。

PURExpress In Vitro 
Protein Synthesis Kit

NEB #E6800

PURExpress Δ 
Ribosome Kit

NEB #E3313

PURExpress 
Δ (aa, tRNA) Kit

NEB #E6840

PURExpress Δ RF123 Kit

NEB #E6850

• Solution A
• Solution B
• Control (DHFR) template

• Solution A 
• Factor Mix
• Control (DHFR) template
• Control Ribosomes

• Solution A  
(minus aa and tRNA)

• Solution B
• Control (DHFR) template
• Amino Acid Mixture
• E. coli tRNA

• Solution A
• Solution B  

(minus RF1, RF2 and RF3)
• Control (DHFR) template
• RF1, RF2 and RF3

キット内容

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

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 tac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、TEV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 TEV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

• MBP6 Protein

• MBP6-TEV-Paramyosin ΔSal

• TEV Protease

• TEV Protease Reaction Buffer

• Anti-MBP Monoclonal Antibody

• E. coli ER2523 (NEB Express) (Glycerol Stock)

• Amylose Resin  

関連製品：

TEV Protease
#P8112S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥18,200

Amylose Resin
#E8021S 15 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥43,400
#E8021L 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥226,000

Anti-MBP Monoclonal Antibody
#E8032S 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥35,400
#E8032L 0 .25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥142,000

pMAL-c6T Vector
#N0378S 10 µg   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥25,200

	■ 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

#E8201S 1 set   .  .  .  .  .  . ¥126,000

NEBExpress® MBP Fusion and Purification System  

Cloning &
expression

Target

Amylose column: load & wash

Maltose-binding
protein (MBP)

TEV protease
cleavage site

Target
protein

Nickel column: Load TEV protease
reaction to isolate target protein

Cleave with TEV protease

malE MCS6His TEV Stop

His
Amylose column: Elute with maltose

Amylose

6His

Maltose

6His

TEV protease

6His

Nickel

TEV
protease

Ni2+ Ni2+ Ni2+

Ni2+ Ni2+ Ni2+

6His

MBP

Target
protein

Target
protein

MBP

7His

7His

pMALシステム・ワークフロー
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

説明：IMPACT（Intein Mediated Purif ication 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：

• E. coli ER2566

• Blue Protein Loading Dye

• pTXB1 Vector

• pMXB10 Control Plasmid

• pTYB21 Vector

• Anti-CBD Monoclonal Antibody

• DTT

• Chitin Resin  

関連製品：

Anti-CBD Monoclonal Antibody
#E8034S 0.05 ml  . . . . . . . . .¥14,400

pTWIN1 Vector
#N6951S 10 µg  . . . . . . . . .¥23,000

pTXB1 Vector
#N6707S 10 µg  . . . . . . . . .¥24,200

pTYB21 Vector
#N6709S 10 µg  . . . . . . . . .¥24,200

Chitin Resin
#S6651S 20 ml  . . . . . . . . .¥21,400
#S6651L 100 ml  . . . . . . . . .¥86,000

	■ 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、標的

タンパク質を産生

	■ 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

#E6901S 1 set  . . . . . . . .¥77,800

IMPACT™ Kit  

Puri�ed

Fusion Protein
(MBP + intein tag)

MBP ligated
to a peptide

Uninduced

M 1 2 3 4kDa
100

80

60

50

40

30

Induced

MBP

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

Elute & dialyze

C-terminal fusion N-terminal fusion

T7 promoter

Target gene

MCS Intein tag

Target protein

CBD
T7 promoter

MCSIntein tag CBD

Load & wash Load & wash

Inducible cleavage
+ DTT at 4°C

Elute

Inducible cleavage
+ DTT at 4°C

Chitin
Chitin

Target protein

Target geneN C N C

IMPACTシステムのワークフロー

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/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/BsmI/ 
NdeI-PstI

A, Q, M, G, L,  
N, W, F, Y
（適さない残基： 
P, S, C, T, R）

DTTd 
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/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（MESNA）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

pTXB1、pTYB21 のベクターマップは、テクニカル
リファレンスの361と362ページ、またはwww.neb.
comを参照。

IMPACT ベクター選択ガイド
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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. 
lac tis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. lac tis 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. lactis 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。

参考文献：これらの製品の特性および用途に関す

る参考文献は、www.neb.comを参照。

キット内容：

• SacII

• pKLAC1-malE Control Plasmid

• pKLAC2 Vector

• rCutSmart

• Yeast Carbon Base Medium Powder (12 g)

• Acetamide solution (sterile) (10 ml)

• Integration Primer 2

• Integration Primer 1

• Integration Primer 3

• K. lactis GG799 Competent Cells

• NEB Yeast Transformation Reagent (5 ml)  

関連製品：

SacII
#R0157S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥11,600
#R0157L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥47,400

Yeast Carbon Base Medium Powder
#B9017S 12 g   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥9,000

K. lactis GG799 Competent Cells
#C1001S 5 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥71,000

BstXI
#R0113S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥12,400
#R0113L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥51,000

Enterokinase, light chain
#P8070S 480 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥24,800
#P8070L 2,560 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥98,800

	■ 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

	■ 酵母初心者でも簡単なプロトコール

	■ 抗生物質やメタノールは不要

	■ 企業ライセンスあり

#E1000S 1 set   .  .  .  .  .  . ¥168,000

K. lactis Protein Expression Kit  

MBP
(42.5 kDa)

 

1 2 3

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）

Golgi

ER

Nucleus

Golgi

ER

Nucleus

Secreted protein

COO–

COO–

Kluyveromyces
lactis

COO–

COO–NH2

NH2

NH2

NH2

SP

Kex

COO–

5´

3´

NH2

NH2

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

pKLAC2 のベクターマップおよび配列は、テクニカ
ルリファレンスの356ページまたはwww.neb.com
を参照。

JagrutiとGaryはいずれも、NEB人事チー
ムの人材獲得パートナーです。Jagrutiは
2021年にNEBに入社し、余暇に料理や絵
画を楽しんでいます。Garyは2022年に
NEBに入社し、地元のPatriotsやCelticsチ
ームを応援し、家族や友人と時間を過

ごすことを楽しんでいます。
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

NEBは、様々なタンパク質の発現に最適な、多様なコンピテントセルを提供している。様々なジスルフィド結合を有するタンパク質は、SHuf f le ® 株では正確
に酸化され収率が著しく高い。膜タンパク質などの難しい標的に最適な株である Lemo21（DE3）によって T7発現が達成される。NiCo21（DE3）は Hisタグ付
加タンパク質の発現および精製用に設計されている。NEBExpressおよび T7 Expressは、様々な制御レベルで提供される。発現しにくい、または細胞に毒性
を示すタンパク質にとって最適な、lysY 遺伝子による T7発現の並外れた制御をもたらすのは NEBのみである。各株に最適な発現のためのプロトコールが提
供される。

Competent Cells for Protein Expression  

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

株名（製品名） 製品番号 特徴 容量

NEBExpress Competent E. coli 
(High Efficiency)*

C2523H
C2523I

• 汎用的な非 T7発現系用
• プロテアーゼ欠損

20 x 0.05 ml
6 x 0.2 ml

NEBExpress Iq Competent E. coli 
(High Efficiency)

C3037I • 非 T7発現用：Plac、Ptac、Ptrcからの IPTG誘導発現
• プロテアーゼ欠損

6 x 0.2 ml

T7 Express Competent E. coli 
(High Efficiency)

C2566H
C2566I

• 汎用的な T7発現系用
• プロテアーゼ欠損

20 x 0.05 ml
6 x 0.2 ml

T7 Express lysY Competent E. coli 
(High Efficiency)

C3010I • T7発現系用
• プロテアーゼ欠損

• lysYにより非誘導時の基礎レベルの発現を制御

6 x 0.2 ml

T7 Express lysY/Iq Competent E. coli 
(High Efficiency)

C3013I • T7発現系用
• プロテアーゼ欠損

• lacIqと lysYにより非誘導時の基礎レベルの発現を厳密に制御

6 x 0.2 ml

SHuffle Express Competent E. coli C3028J • 細胞質での S-S結合形成と正確なフォールディング
• プロテアーゼ欠損 /非 T7発現系

12 x 0.05 ml

SHuffle T7 Express Competent E. coli C3029J • 細胞質での S-S 結合形成と正確なフォールディング
• T7発現系
• プロテアーゼ欠損

12 x 0.05 ml

SHuffle T7 Express lysY Competent E. coli C3030J • T7発現系用
• プロテアーゼ欠損

• lysYにより非誘導時の基礎レベルの発現を制御
• 細胞質での S-S 結合形成と正確なフォールディング

12 x 0.05 ml

SHuffle T7 Competent E. coli C3026J • 細胞質での S-S 結合形成と正確なフォールディング
• T7 発現系用 /K12由来株

12 x 0.05 ml

BL21 Competent E. coli C2530H • 非 T7発現系用の一般的な大腸菌株
• プロテアーゼ欠損

20 x 0.05 ml

BL21(DE3) Competent E. coli C2527H
C2527I

• T7 発現系用の一般的な大腸菌株
• プロテアーゼ欠損

20 x 0.05 ml
6 x 0.2 ml

Lemo21(DE3) Competent E. coli C2528J • T7 発現系を最も厳密に制御可能
• プロテアーゼ欠損

12 x 0.05 ml

NiCo21(DE3) Competent E. coli C2529H • His-tag 融合タンパク質発現と精製
• T7 発現系用
• プロテアーゼ欠損

20 x 0.05 ml

NEBE xpress E. coli Lysis Reagent の存在下で
NEBExpress T4 Lysozymeを用いた最適なタンパク
質抽出

vGFPを発現している T7 E xpress E .coliを、50 mMの
Tr is-HCl pH 7.5中、または NEBE xpress E . coli Lysis 
Reagent中において、NEBExpress T4 Lysozyme（T4L）で
溶解させた（NEB #P8116S）。4 UOD600の細胞ペレット
を、Tr is バッファーまたは NEBE xpress E . coli Lysis 
Reagent 200 µl中に再懸濁し、細胞懸濁液 1 ml当たり 0、
0.1または 1 µgの NEBExpress T4 Lysozymeの存在下、
室温で 5分間溶解した。可溶性タンパク質を遠心分離
により回収し、SDS-PAGEで分析した。

NEBExpress T4 Lysozymeは、原核細胞（グラム陰性
菌および一部のグラム陽性菌）のペプチドグリカン

に存在する N-アセチルムラミン酸と N-アセチルグ
ルコサミンのβ -1,4結合を加水分解することにより、

バクテリアの細胞壁を分解する遺伝子組換えムレ

インヒドロラーゼである。可溶性タンパク質、膜タン

パク質、DNA、RNAまたは代謝物の抽出に使用で
きる。

	■ ニワトリ卵白リゾチームの 200 倍の活性

	■ 反応スケールを調整可能、希望の Lysis
規模に柔軟に対応

	■ NEBExpress E. coli Lysis Reagent（次項参
照）と併用すると、溶菌効率が 2倍にな
る

	■ 特別な機器は不要、短時間でバクテリア

を溶菌、さらにすぐにアフィニティ精製

可能

	■ リコンビナントでアニマルフリー、 
REACHに準拠

#P8115S 200 µg  . . . . . . . .¥16,400
#P8115L 1000 µg  . . . . . . . .¥66,000

NEBExpress® T4 Lysozyme n r
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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。

Purification Beads, Columns and Resin Selection Chart

製品

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

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)

• •

NEBExpress® E. coli Lysis Reagentは、大腸菌の可溶
性タンパク質を変性することなく溶菌できる化学溶

菌液である。非イオン性および両性イオン性界面

活性剤、Trisベースバッファーの独自の組成となっ
ている。

機械的溶菌操作に脆弱な熱感受性タンパク質の抽

出に最適であり、大腸菌以外にもほとんどのグラ

ム陰性菌細胞を破壊できる。室温で安定に保存、

すぐに使用可能である。
	■ 特別な機器は不要、短時間でバクテリア

を溶菌、さらにすぐにアフィニティ精製

可能

	■ SDS-PAGE、ウェスタンブロット、活性アッ
セイ、免疫沈降、および下流精製などの

分析に対応

#P8116S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,800
#P8116L 500 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥66,000

NEBExpress® E. coli Lysis Reagent (

NEW
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

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 buf fer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、β -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 10-100 um 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 10-100 umのアガロー
スベースの球状マイクロ粒子

• 結合能：≥ 1 mg His- t agged 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。

 

NEBExpress Ni-NTA Magnetic Beads
#S1423S 1 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥33,000
#S1423L 5 ml   .  .  .  .  .  . ¥153,000

NEBExpress Ni Resin
#S1428S 25 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥56,600

NEBExpress Ni Spin Columns
#S1427S 10 Each   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,200
#S1427L 25 Each   .  .  .  .  .  .  .  .¥36,400

TEV Protease
#P8112S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,200

Polyhistidine-tagged Protein Purification  

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 ΔSal fusion 
protein/ml of bed volume

Amylose Magnet ic Beads および Anti -MBP 
MagneticBeads：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 
ΔSal 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。

 

Amylose Resin
#E8021S 15 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥43,400
#E8021L 100 ml   .  .  .  .  .  . ¥226,000

Amylose Resin High Flow
#E8022S 15 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,200
#E8022L 100 ml   .  .  .  .  .  . ¥338,000

Amylose Magnetic Beads
#E8035S 25 mg   .  .  .  .  .  .  .  .¥49,000

Anti-MBP Magnetic Beads
#E8037S 10 mg   .  .  .  .  .  .  .  .¥53,200

Anti-MBP Monoclonal Antibody
#E8032S 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥35,400
#E8032L 0 .25 ml   .  .  .  .  .  . ¥142,000

Maltose Binding Protein (MBP) Purification  

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。

Chitin Resin
#S6651S 20 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥21,400
#S6651L 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥86,000

Chitin Magnetic Beads
#E8036S 5 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥23,000

Anti-CBD Monoclonal Antibody
#E8034S 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400

Chitin Binding Domain (CBD) Purification  
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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 PolyA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 of single -stranded 25 bp biotinylated 
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 beads

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

関連製品：

96-Well Microtiter Plate Magnetic Separation Rack
#S1511S 96 wells   .  .  .  .  .  .  .  .¥104,000

	■ IgG種の小スケール精製および免疫沈降

	■ 遠心は不要

	■ 結合能の低下なくマトリクスの再生可能

Oligo d(T)25 Magnetic Beads
#S1419S 5 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥61,000

Magnetic mRNA Isolation Kit
#S1550S 25 isolations   .  .  .  .  .  .  .  .¥68,000

Streptavidin Magnetic Beads
#S1420S 5 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥62,200

Hydrophilic Streptavidin Magnetic Beads
#S1421S 5 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥62,200

Protein A Magnetic Beads
#S1425S 1 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥37,000

Protein G Magnetic Beads
#S1430S 1 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥43,600

Magenetic Bead Purification Products  

Magnetic Separation Racks  

製品 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 ¥43,600

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 ¥63,000

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 ¥70,000

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。

¥104,000

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。

¥87,000
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風力発電と野生生物保護のバランス

風力タービン。

提供：majeczka、Adobe Stock

風力タービンを

3Dでご覧ください。

風力発電は急速に拡大していますが、クリーンエネルギー生産と野生動物の

保護のバランスを取る必要があります。クリーンエネルギー技術を導入するた

めの環境コストを計るには、炭素排出量を削減するために生態系を破壊しな

いようにするための調査、計画、観測が必要です。

風力発電は再生可能エネルギーの中で最も急速に成長しています。2021 年の

発電量は 2020 年と比べて 55% 増加しましたが、化石燃料の段階的廃止と炭

素排出量の削減に大きな影響を与えるためには、大幅かつ迅速なスケールアッ

プが必要です。現在、115 か国で展開されている陸上風力タービンプロジェク

トの開発には、19 か国のみで実施されている洋上風力発電プロジェクトより

も多額の投資が行われています。陸上風力プロジェクトと洋上風力プロジェク

トはいずれも信じられないほどの可能性を示していますが、課題がないわけで

はありません。

風力タービンが海洋生物や鳥類に及ぼす影響と、その波及効果による生態系

全体への影響は社会的な懸念を引き起こしています。陸上風力タービンが代

替クリーンエネルギー源として適切であるかどうかについては、鳥類の生態に

及ぼす危険性について考慮する必要があります。広範な調査によると、風力

発電所の影響で死亡する鳥の数は、ネコ、通信塔、車、建物の窓や送電線よ

りもはるかに少ないことが明らかになっています。しかし、猛禽類と大型の海

鳥は非常に大きな影響を受けます。なぜならば、これらの鳥類は、風力タービン

と同じ風力資源（上昇気流）を利用して空を飛ぶからです。もう1 つの重要な

要因は、猛禽類は子を産む数が少ないということです。たとえ衝突事故が少

なくても個体数への影響が大きくなります。

風力タービンに関連する騒音も影響します。洋上タービンは大型で高さがあり、

その建設は簡単な作業ではありません。洋上風力発電プロジェクトの建設に

起因する騒音公害は、種の移動を引き起こしています。そして、稼働中のター

ビンの低周波騒音は鳥や他の海洋生物にストレスを与えるだけでなく、獲物

や配偶者を見つけるためのコミュニケーションを妨げる可能性もあります。風

力発電プロジェクトに関連して観察される野生生物への脅威はすべて、地域

社会での議論を巻き起こします。例えば、プリンスエドワード島の風力発電所

は、脆弱な鳥類の営巣地となる湿地にあるため、議論を呼んでいます。オース

トラリアのタスマニアで提案された別のプロジェクトは、絶滅危惧種のアカハ

ラワカバインコを脅かすもので、渡りの期間に該当する年間 5 か月間の長期に

渡り風車を停止するという条件で承認され、プロジェクトの実行可能性に疑問

が生じました。

風力発電所の配置と運営を慎重に計画することで、敏感な生態系への影響を

避けることができます。ブレードの動きが遅ければ、ブレードによる怪我の数

は減り、鳥やコウモリとの衝突を減らすことができます。表面積が大きい設計

のタービンブレードであれば、狭いブレードで高速回転するタービンと同じ電

力量を生成するために、それほど高速回転する必要はありません。洋上風力

プロジェクトには風力の断続性を克服する利点があります。海上の風はより一

定かつ強力で、より安定した電力供給をもたらすからです。洋上風力プロジェ

クトは、水中のプラットホームに付着するムール貝のような種には良い影響を

与える可能性があります。風力発電所の地域では漁業や底引き網漁が禁止さ

れているため、これらのプロジェクトは一部の海洋生物にとって天国となる可

能性があります。

気候変動によりすでに多くの種の移動パターンが変化しており、適切な環境を

見つけることが困難になっています。生態系保護を考慮した戦略的アプローチ

により、風力発電所は、気候変動と闘うための重要なクリーンエネルギー源で

あり続けることができる可能性を秘めています。
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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
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ます。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ます。

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、高い形も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ます。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 lacI q 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ます。

Featured Tools  
& Resources

NEB Cloning Competent  
E. coli Sampler246

BL21 Competent E. coli249

Enhancing Transformation 
Efficiency348

NEB Stable  
Competent E. coli

248

SHuffle Express  
Competent E. coli 252

Protein Expression with 
T7 Express Strains349

Troubleshooting Guide 
for Cloning332

Find tips 
for successful  
transformation.

Featured Products

242



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

Products and content are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc (NEB). The use of trademark symbols does not 
necessarily indicate that the name is trademarked in the country where it is being read; it indicates where the content was originally developed. See www.neb.com/trademarks. The use of 
these products may require you to obtain additional third-party intellectual property rights for certain applications. For more information, please email busdev@neb.com. 
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.

 Competent Cell Strain Properties 244

 Cloning Strains
 NEB Cloning Competent E. coli Sampler 246
 NEB Turbo Competent E. coli (High Efficiency) 246
 NEB 10-beta Competent E. coli (High Efficiency) 247
 NEB 10-beta Electrocompetent E. coli 247
 NEB 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency) 247
  NEB 5-alpha Competent E. coli  

(Subcloning Efficiency) 247
  NEB 5-alpha F'Iq Competent E. coli  

(High Efficiency) 247
 NEB Stable Competent E. coli (High Efficiency) 248
 dam–/dcm– Competent E. coli 248
 NEB Tube Opener 248

 Protein Expression Strains
 BL21 Competent E. coli 249
 BL21(DE3) Competent E. coli 249
 Lemo21(DE3) Competent E. coli 249
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Competent Cell 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）

クローニング用コンピテントセルの特徴

タンパク質発現用コンピテントセルの特徴 

大腸菌 特長

形質転換効率（cfu/µg）

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 F´ endA– (2) recA– 青/白スクリーニング 薬剤耐性 (5)

メチル化 
フェノタイプケミカル

エレクトロ 
ポレーション

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 • K12 • 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
• K12 • • • • •

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 • K12 • • • • none Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

NEB 5-alpha F´ Iq 
(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 • K12 • • • • • • 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 • K12 • • • • 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
ニングに最適

• 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

• K12 • • • • • •

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 • • • none Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

大腸菌 特長
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 F´ endA– lysY

プロテアーゼ
欠損 (3)

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 • B • • • nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

BL21(DE3) • T7発現の汎用株 1-5 x 107 50, 200 • B • • 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  • (1) B • • • 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 • B • • none Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

BL21 • 一般的な非T7発現株 1-5 x 107 50 • B • 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 • B • • • • 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 • • • • •

cam, nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

T7 Express 
lysY/Iq

• 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 • • • • • •

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 • • • •

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 • • • •

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 • • • • •

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 • • • • • •

cam, spec(6), nit Dam +, Dcm –, M. 
EcoKI–

NEBExpress Iq • Plac , Ptac , Ptrc、T5 lacからIPTGで誘導・発現
• プロテアーゼ欠損

0.6-1 x 109 200
B • • • • cam, nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–
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Competent Cell Strain Properties

用途に適したコンピテントセルを

簡単に検索・選択

NEBcloner.neb.com

別の（他社の）コンピテントセ

ルに対応したNEB製品を簡単に検

索：Competitor Cross Reference 
Tool

大腸菌 特長

形質転換効率（cfu/µg）

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 F´ endA– (2) recA– 青/白スクリーニング 薬剤耐性 (5)

メチル化 
フェノタイプケミカル

エレクトロ 
ポレーション

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 • K12 • 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
• K12 • • • • •

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 • K12 • • • • none Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

NEB 5-alpha F´ Iq 
(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 • K12 • • • • • • 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 • K12 • • • • 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
ニングに最適

• 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

• K12 • • • • • •

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 • • • none Dam +, Dcm +, M. EcoKI+

大腸菌 特長
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 F´ endA– lysY

プロテアーゼ
欠損 (3)

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 • B • • • nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

BL21(DE3) • T7発現の汎用株 1-5 x 107 50, 200 • B • • 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  • (1) B • • • 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 • B • • none Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

BL21 • 一般的な非T7発現株 1-5 x 107 50 • B • 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 • B • • • • 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 • • • • •

cam, nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

T7 Express 
lysY/Iq

• 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 • • • • • •

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 • • • •

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 • • • •

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 • • • • •

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 • • • • • •

cam, spec(6), nit Dam +, Dcm –, M. 
EcoKI–

NEBExpress Iq • Plac , Ptac , Ptrc、T5 lacからIPTGで誘導・発現
• プロテアーゼ欠損

0.6-1 x 109 200
B • • • • cam, nit Dam +, Dcm –, M. EcoKI–

(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.

Learn how  
to perform a 

transformation.
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What is the difference between 
chemical transformation  
and electroporation?

別売：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

NEB Cloning Competent E. coli Sampler 

	■ 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

#C1010S 8 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥21,600 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）

感度：Nit、仕様

内容：

• NEB 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency)

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

• NEB Stable Competent E. coli (High Efficiency)

• NEB Turbo Competent E. coli (High Efficiency)

• SOC Outgrowth Medium

• NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium

• pUC19 Vector
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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。

別売：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

NEB® Turbo Competent E. coli (High Efficiency) 

	■ 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

#C2984H 20 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥48,000
#C2984I 6 x 0 .2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥36,000

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 Δ lacZM15 / fhuA2 Δ(lac- 
proAB) glnV galK16 galE15 R(zgb-210::Tn10)TetS endA1 
thi-1 Δ(hsdS-mcrB)5

特長：

• 最高品質のプラスミドを調製可能な endA1欠損
株

• ブルー /ホワイトスクリーニングに対応

形質転換効率：1 - 3 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：

• pUC19 Vector
• SOC培地
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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。

8 時間 10 時間 12 時間

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

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(ara-leu) 
7697 araD139  fhuA Δ lacX74 galK16 galE15 e14-  φ
80dlacZΔM15  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（fhuA）, 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 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

	■ 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 10-beta Competent E. coli (High Efficiency)
#C3019H 20 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥36,000
#C3019I 6 x 0 .2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,800
#C3019P 1 96-well plate   .  .  .  .  .  .  .  .¥82,400

NEB 10-beta Electrocompetent E. coli
#C3020K 6 x 0 .1 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥34,600

NEB 10-beta Competent E. coli  
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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-beta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。

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：fhuA2Δ(argF-lacZ) 
U169 phoA glnV44 φ80Δ(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 x 106 cfu/µg pUC19 DNA

耐性：T1 phage（fhuA2）, Strep

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Nit, Spec, Str, 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 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

	■ 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 Competent E. coli (High Efficiency)
#C2987H 20 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥29,000
#C2987I 6 x 0 .2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥22,400
#C2987P 1 96-well plate   .  .  .  .  .  .  .  .¥73,000
#C2987R 1 384-well plate   .  .  .  .  .  . ¥206,000
#C2987U 96 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  . ¥140,000

NEB 5-alpha Competent E. coli 
(Subcloning Efficiency)
#C2988J 6 x 0 .4 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥10,600

NEB 5-alpha Competent E. coli  

別売：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

NEB® 5-alpha F'Iq Competent E. coli (High Efficiency) 

	■ 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

	■ DH5 α派生株

	■ 動物由来成分は未混入

#C2992H 20 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥31,200
#C2992I 6 x 0 .2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥24,600

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：

• 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
• 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

形質転換効率：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 Vector
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

NEB Tube Opener
#C1008S 2 Each  . . . . . . . . . ¥3,800 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。

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

別売：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml  . . . . . . . . .¥16,000 

dam–/dcm– Competent E. coli

■ 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

#C2925H 20 x 0.05 ml  . . . . . . . .¥44,000 
#C2925I 6 x 0.2 ml  . . . . . . . .¥34,000 

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：

• pUC19 Vector
• SOC培地

別売：

NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium
#B9035S 100 ml  . . . . . . . . .¥16,000 

NEB® Stable Competent E. coli (High E�  ciency)

■ リピート配列など不安定な遺伝子の

クローニング

■ 動物由来成分は未混入

■ 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

■ リピート配列など不安定な遺伝子の

クローニング、ならびにレトロウイルス /
レンチウイルスクローンの単離および

増殖に最適

■ DNAのアセンブル反応および
ライゲーション反応に対応

#C3040H 20 x 0.05 ml  . . . . . . . .¥51,200 
#C3040I 6 x 0.2 ml  . . . . . . . .¥39,400 

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

形質転換効率：1-3 x 109 cfu/µg pUC19 DNA

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

別売：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

BL21 Competent E. coli 

	■ 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

#C2530H 20 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥37,400 説明：一般的な非 T7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：

• pUC19 Vector
• SOC培地

別売：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

BL21(DE3) Competent E. coli 

	■ 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

#C2527H 20 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥37,400
#C2527I 6 x 0 .2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥28,200

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::PlacUV5::T7 
gene1) i21 Δnin5

特長：

• Lon、OmpTプロテアーゼ欠損株
• T7 発現用

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 Vector

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/ 
p L e m o ( C a m R)  λ  D E3 = λ  s B a m H I o Δ E c o R I - B 
in t::(l a c I::Pl a cUV5::T7 g e n e1) i21 Δn in5 p L e m o = 
pACYC184-PrhaBAD-lysY

特長：

• BL21（DE3）派生株
• 発現量を最大限調節可能
• 培地中のラムノース濃度による最高レベルの発現
制御

• 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：

• pUC19 Vector
• L-rhamnos 溶液

別売：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

Lemo21(DE3) Competent E. coli 

	■ 発現困難なタンパク質発現

	■ 膜タンパク質の発現

	■ 不溶性タンパク質の発現

	■ 毒性タンパク質の発現

#C2528J 12 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥45,000
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

別売： 
関連製品：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

NiCo21(DE3) Competent E. coli 

	■ 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

#C2529H 20 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥69,000 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] 
a rnA::CBD s lyD::CBD glmS6Ala ΔhsdS λ  DE3 = λ  
sBamHIo ΔEcoRI-B int::(lacI::PlacUV5::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

耐性：T1 phage（fhuA2）

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Nit, Spec, Strep, Tet

付属試薬：

• pUC19 Vector
• SOC培地

別売：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

NEBExpress® Competent E. coli (High Efficiency) 

	■ 一般的な非 T7発現系タンパク質発現

	■ BL21派生株

	■ 動物由来成分は未混入

	■ 高い形質転換効率

#C2523H 20 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥37,400
#C2523I 6 x 0 .2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥28,200

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::miniTn10 --TetS)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10 --TetS) endA1 
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 Vector

別売：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

NEBExpress® Iq Competent E. coli (High Efficiency) 

	■ BL21派生株

	■ 非 T7発現用

	■ 高い形質転換効率

	■ 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

	■ 動物由来成分は未混入

#C3037I 6 x 0 .2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥31,400 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 
s u lA11 R (m c r-73::m in iTn10 - -Te t S)2 [d c m] R (zg b- 
210::Tn10 --TetS) endA1 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
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

別売：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

T7 Express Competent E. coli (High Efficiency) 

	■ BL21派生株

	■ 一般的な T7発現用

	■ 高い形質転換効率

	■ 動物由来成分は未混入

#C2566H 20 x 0 .05 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥37,400
#C2566I 6 x 0 .2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥28,200

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

耐性：T1 phage（fhuA2）, Nit

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Spec, Strep, Tet

付属試薬：

• pUC19 Vector
• SOC培地

別売：

SOC Outgrowth Medium
#B9020S 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

T7 Express lysY Competent E. coli (High Efficiency) 

	■ BL21派生株

	■ Lysozymeによる発現制御

	■ T7発現用

	■ 高い形質転換効率

	■ 動物由来成分は未混入

#C3010I 6 x 0 .2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥32,000 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：

• 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）

• 毒性遺伝子の発現が可能
• 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 100 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥16,000

T7 Express lysY/Iq Competent E. coli (High Efficiency) 

	■ BL21派生株

	■ T7発現用

	■ 厳密な発現制御

	■ 毒性遺伝子のクローニング

	■ 高い形質転換効率

	■ 動物由来成分は未混入

#C3013I 6 x 0 .2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥32,000 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。

遺伝子型：MiniF lysY lacI q (Cam R) / fhuA2 lacZ::T7 
gene1 [lon] ompT gal sulA11 R(mcr-73::miniTn10-- TetS)2 
[dcm] R(zgb-210::Tn10-- Te t S) endA1 Δ (mcrC- mrr) 
114::IS10

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

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
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Disulfide Bonds

SHuf fle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（TrxB）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。

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。

特長：

• ジスルフィド結合の形成が可能
• ほとんどの発現ベクターを使用可能
• タンパク質のフォールディングを促進

Wild Type E. coli

Protein

SHuffle® E. coli

Incorrectly-folded
proteins

Correctly-folded
protein

DsbC enhances
capacity for

correct folding

DsbC

SHuffle® Express Competent E. coli 

	■ 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

#C3028J 12 x 0.05 ml  . . . . . . . .¥45,000 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 [lon] ompT ahpC gal λ att::pNEB3-r1- 
cDsbC (SpecR, lacI q) ΔtrxB sulA11 R(mcr-73::miniTn10- 
- Te t S)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10 -- Te t S) 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

* 低濃度のストレプトマイシンに耐性を示す場合がある

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Tet

SHuffle® T7 Express Competent E. coli 

	■ 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

#C3029J 12 x 0.05 ml  . . . . . . . .¥45,000 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 [lon] ompT ahpC gal λ
att::pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, lacI 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

* 低濃度のストレプトマイシンに耐性を示す場合がある

薬剤感受性：Amp, Cam, Kan, Tet

What is a  
disulfide bond?
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How do I express my protein in SHuffle 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）、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。

参考文献：

（1） Ke, N. and Berkmen, M.（2014） Current Protocols Molecular Biology 16.1B.21.

Protein

Relative % Soluble

# CysteinesK12 B

Gluc 65 100 10

Urokinase 60 100 24

vtPA 5 100 12

BSA 100 0 35

Polymerase 100 0 0

Nuclease 100 10 4
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

SHuf f le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

溶解度は SDS-PAGE 上の発現レベルから決定

SHuffle® T7 Competent E. coli 

	■ 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

#C3026J 12 x 0.05 ml  . . . . . . . .¥45,000 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, lacI q / Δ(ara-leu)7697 araD139 
fhuA2 lacZ::T7 gene1 Δ(phoA)PvuII phoR ahpC* galE (or 
U) galK λ att::pNEB3-r1-cDsbC ( Spec R, lacI q) Δ trxB 
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

SHuffle® T7 Express lysY Competent E. coli 

	■ 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

	■ 動物由来成分は未混入

	■ BL21派生株

#C3030J 12 x 0.05 ml  . . . . . . . .¥45,000 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 [lon] 
ompT ahpC gal λ att::pNEB3-r1-cDsbC ( SpecR, lacI 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）, Cam, Nit, Str*, Spec

* 低濃度のストレプトマイシンに耐性を示す場合がある

薬剤感受性：Amp, Kan, Tet

#NEBiographies

Memo は上級研究員で、16 年間

NEB に勤務しています。Memo
の NEB での役割とバクテリア

アートについては、彼のビデオ

リールをご覧ください。
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ジャガイモを積んだトラック

提供：Clement、Adobe Stock

食品輸送を 
3Dで探索

食品輸送と食品選択の比較検討

環境に優しい食事とはどのようなものでしょうか？食品の原産地や種類は？食生

活を持続可能にするための科学は、我々の食習慣を環境保全と人間の健康に結

びつけるものです。食品の選択と食品輸送に関する研究報告は、いずれも社会的

に注目されています。残念ながら、意思決定において二者択一の選択肢しかない

とする誤った考えは、持続可能な食生活を取り入れようとする個人を挫折させる

可能性があります。総合的なアプローチは、おそらく食生活を決定する際の最良

の選択です。

「地産地消」というスローガンは、持続可能な食生活におけるフードマイレージを

強調するものですが、それがすべてではありません。フードマイレージとは、食

品が生産者から消費者に届くまでの地理的距離のことです。フードシステム全体

の排出量の 19% は輸送によるものと推定されています。青果物の輸送は通常、

農業そのものよりも大きな排出量を生み出します。しかし、「地産地消」は絶対的

な原則ではありません。一般論として、輸送時間が短ければ短いほど、温室効果

ガス（GHG）の排出量は少なくなります。ですが地元に根ざした食料生産は、時

に環境にとって悪いこともあります。地元の農場で生産された食品が必ずしもカー

ボンフットプリントが少ないわけではありません。地理的に離れた農場では、冬

季の被覆作物栽培や耕作強度の低減などの緩和策によって輸送排出量を補うこ

とができます。バランスから言えば、農場がどのように運営されているかは、フー

ドマイレージよりも重要です。

食品のカーボンフットプリントにおいて、食生活の選択は輸送よりも全体的に大

きな影響力を持っています。食品システムは世界の GHG 排出量の約 34% を生み

出しています。牛肉、牛乳、米、トウモロコシ、小麦、豚肉、鶏肉がこれらの排

出量の 80% を占めると推定されています。牛肉は、農地利用あたりの排出量が

最も多く、カロリーが最も少ないものです。従来の牛肉と牧草飼育牛肉の環境面

での優劣については、相反する研究結果が存在します。

食生活のシフトに関する指針を提供するため、EAT ランセット委員会は、我々が

地球全体でどのように食料を生産し、輸送し、消費し、廃棄しているかについて

報告しました。栄養価の高い食品は持続可能性が高いというポジティブな発見も

ありました。推奨される食品は、精製穀物、高度加工食品、添加糖類を含んでい

ません。乳製品約 250 g、鶏肉約 200 g、魚介類約 200 g、牛肉・羊肉・豚肉約

100 g を 1 週間の目標とします。野菜、果物、穀物、豆類、イモ類、ナッツ類が

毎日の主食となります。こうした食事を摂ることにより、食事のリスクが原因であ

る年間 1,100 万人の成人の死亡を予防できる可能性があります。また、食品関連

の排出量が劇的に減少します。とはいえ、食事の多様性は認識されています。先

進国は食肉の消費量が多いため、炭素排出に対する責任が大きくなります。もし

すべての国が EAT ランセットが推奨する食生活を採用した場合、水の使用量は世

界的に減少するものの、でんぷん質の根菜類を主食とする人口は世界で 40% 近

く増加することになります。食生活の推奨には現地の文化とインフラを統合する

必要があります。EAT ランセットに基づいた食品の選択は出発点となります。

持続可能な食生活には大きな懸念や混乱があるだけでなく、健康と環境に良い

食品を選択するための十分なエビデンスもあります。食品が持続可能性にどのよ

うな影響を与えるかについて、多要素のデータを統合して結論に導くことは困難

です。ニュースソースは、赤身肉が生態系に与える影響から、食品輸送のグリーン

化に関わる困難な課題まで、様々な懸念を私たちに示しています。食品業界は、

低炭素の再生燃料輸送船と農業環境の持続可能性で対応しています。さらなる研

究と議論の必要性はあるにせよ、持続可能な栽培と食生活を今すぐ始めるのに十

分な専門家の指針は存在しています。
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糖鎖生物学 & 
プロテインツール

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ます（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ます。

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ます。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ます（2-9）。

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

能しています。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

ことに繋がっています。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します

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

ことが重要です。

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

提供しています。

Featured Tools  
& Resources

Rapid™ PNGase F261

O-Glycoprotease (IMPa)271

Thermolabile Proteinase K274
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Glycosidases
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

	■ 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

	■ 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解析が可能

Endo F3 7 n r w >

#P0771S 240 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥36,000 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

反応条件：GlycoBuffer 4、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：

• GlycoBuffer 4

ユニット定義：1 unit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

分子量：38 kDa

濃度：8,000 units/ml

Find an overview 
of glycobiology.

	■ 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解析が可能

Endo F2 7 n r w >

#P0772S 480 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥42,400 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

反応条件：GlycoBuffer 4、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：

• GlycoBuffer 4

ユニット定義：1 unit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

分子量：39 kDa

濃度：8,000 units/ml

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

 Gal  Glc  Man  GalNAc  GlcNAc  Fuc  NeuAc R = any sugar

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

Endo D 7 n r w >

#P0742S 1,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥42,800
#P0742L 7,500 units   .  .  .  .  .  . ¥170,000

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）

反応条件：GlycoBuffer 2、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：

• DTT
• GlycoBuffer 2

ユニット定義：1 uni t 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

分子量：140,000 Da

濃度：50,000 units/ml

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 H f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 
Denatur ing Buf fe r（0.5% SDS、40 mM DT T）中で
100℃、10分間変性、1X GlycoBuf fer 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 unit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（10 EB 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。
	■ 糖タンパク質から高マンノース型 N結合
型糖鎖を除去

Endo H
#P0702S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#P0702L 50,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

Endo Hf

#P0703S 100,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#P0703L 500,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,600

Endo H 7 n r w >

n

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

Max と Emily は、NEB の小規模生

産精製部門の新しいメンバーで

す。2022 年、Max は生産科学者

II として NEB でのキャリアを開始

し、2023 年、Emily は生産科学者 I
として NEB に入社しました。
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NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

	■ 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

Endo S 7 n r w <

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

#P0741S 6,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥42,800
#P0741L 30,000 units   .  .  .  .  .  . ¥170,000

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）

反応条件：GlycoBuffer 1、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：

• GlycoBuffer 1

ユニット定義：1 unitは、総反応量 10µl中、37℃で
1時間、5µgのネイティブマウスモノクローナル IgG
から 95%以上の糖を除去するのに必要な酵素量と
して定義

分子量：136,000 Da

濃度：200,000 units/ml

PNGase A 7 n r w >

X

X

Asn

α(1–6)

α(1–3)

β(1–4) β(1–4)

α
(1

–6
)

α
(1

–3
)

β
(1

–2
)

#P0707S 150 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥49,600
#P0707L 750 units   .  .  .  .  .  . ¥197,600

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：GlycoBuffer 3、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：

• GlycoBuffer 3
• Glycoprotein Denaturing Buffer
• NP-40

ユニット定義：1 unitは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、変性させた 1 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

分子量：63 kDa

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。

	■ 糖タンパク質から N結合型糖鎖を脱グリ
コシル化

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。

Tara の NEB でのキャリアは 15 年に及びま

す。グローバル・ビジネス・デベロップメン

ト・コーディネーターとしてスタートし、

現在はプロジェクト管理運営部門のシニア

マネージャーを務めています。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

 Gal  Glc  Man  GalNAc  GlcNAc  Fuc  NeuAc R = any sugar

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：Elizabethkingia miricola（Flavobacterium 
meningosepticum）由来の遺伝子を大腸菌で発現
（#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 fer（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

関連製品：

RNase B
#P7817S 250 µg   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600

Endoglycosidase Reaction Buffer Pack
#B0701S 4 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥4,600

	■ 糖タンパク質から N結合型糖鎖を脱グリ
コシル化

PNGase F
#P0704S 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥35,200
#P0704L 75,000 units   .  .  .  .  .  . ¥140,000

PNGase F (Glycerol-free)
#P0705S 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥35,200
#P0705L 75,000 units   .  .  .  .  .  . ¥140,000

PNGase F, Recombinant
#P0708S 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥31,000
#P0708L 75,000 units   .  .  .  .  .  . ¥125,000

PNGase F (Glycerol-free), Recombinant
#P0709S 15,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥31,000
#P0709L 75,000 units   .  .  .  .  .  . ¥125,000

PNGase F & PNGase F, Recombinant 7 n r w ?

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）］

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。

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

関連製品：

Rapid PNGase F Antibody Standard
#P6043S 250 µg   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥65,600

	■ 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に最適

	■ グリセロールフリー

	■ 純度 95%以上

Rapid PNGase F
#P0710S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥87,200

Rapid PNGase F (non-reducing format)
#P0711S 50 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥87,200

Rapid™ PNGase F & Rapid PNGase F (non-reducing format) 7 n r ) ?

A

B

Deconvoluted Mass Deconvoluted Mass

Deconvoluted Mass Deconvoluted Mass

49,25048,750

141,000 143,000 145,000 147,000 149,000 141,000 143,000 145,000 147,000 149,000

50,362.84 48,756.18

50,363.03

144,203.19

147,076.70

147,245.50
147,407.98

147,569.31

49,750 50,250 50,750 49,25048,750 49,750 50,250 50,750

Extensive deglycosylation
in 10 minutes

Deglycosylated
intact IgG

Intact IgG
glycoforms

Before treatment After treatment

Glycosylated
IgG heavy chain

（A）Rapid PNGase Fおよび（B）
Rapid PNGase F（non- reducing 
format）による処理前後の抗体の
ESI-TOF解析

β(1–2)

β(1–4)

β(1–4)

α(1–6)

α(1–3)

β(1–4)

α
(1

–6
)

β(1–2)

β(1–2)

付属試薬（NEB #P0710）：

• Rapid PNGase F
• Rapid PNGase F Reaction Buffer（5X）

付属試薬（NEB #P0711）：

• 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。

261

糖
鎖

生
物
学

 &
 プ

ロ
テ
イ
ン
ツ
ー
ル



NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

 

関連製品：

Chitin Magnetic Beads
#E8036S 5 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥23,000

6-Tube Magnetic Separation Rack
#S1506S 6 tubes   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥43,600

12-Tube Magnetic Separation Rack
#S1509S 12 tubes   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥70,000

Remove-iT® PNGase F 7 n w ?

X

X

Asn

#P0706S 6,750 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥43,400
#P0706L 33,750 units   .  .  .  .  .  . ¥173,600

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：Elizabethkingia miricola（Flavobacterium 
meningosepticum）由来の遺伝子を大腸菌で発現
（Remove-iT PNGase F）

反応条件：GlycoBuffer 2、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：

• GlycoBuffer 2
• DTT

ユニット定義：1 unitは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、DTT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

分子量：41,000 Da

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 DT T
を含む Glycoprotein Denaturing Buffer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。

	■ 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

関連製品：

O-Glycosidase & Neuraminidase Bundle
#E0540S 1 set   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥37,000

α2-3,6,8 Neuraminidase
#P0720S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400
#P0720L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥53,000

O-Glycosidase 7 n r w >

β(1–3)
-α-O-Ser/Thr

β(1–3)
-α-O-Ser/Thr

#P0733S 2,000,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥25,600
#P0733L 10,000,000 units   .  .  .  .  .  . ¥102,000

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）

反応条件：GlycoBuffer 2、37℃でインキュベーション

付属試薬：

• GlycoBuffer 2
• Glycoprotein Denaturing Buffer
• NP-40

ユニット定義：1 uni t 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）

分子量：147,000 Da

濃度：40,000,000 units/ml

熱による不活性化：65℃、10分間

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。

	■ 少なくとも 1つの末端 GlcNAcを有する N
型糖鎖、および Gal- β 1,3-GalNAc- α - を
含む O結合型糖鎖に結合

	■ GlcNAcでキャップされた N結合型糖鎖
またはムチンタイプの O結合型糖ペプチ
ドを濃縮

Boletopsis grisea Lectin (BGL) n r ( 9

#P0867S 1 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥39,000 Boletopsis grisea Lectin （BGL）は、Boletopsis grisea
キノコ由来の 15 kDaレクチンで、大腸菌で発現さ
せたリコンビナントレクチンである。BGLは、別々
に機能する 2つのリガンド結合部位を有する。第 1
の部位は、Tn抗原（GalNAc- α -Ser/ Thr）または
Thomsen-Friedenreich 抗 原（TF 抗 原；Gal- β
1,3-GalNAc- α -）を有する O型グリカンに結合し、
第 2の部位は、末端 GlcNAc残基を有する N-グリ
カンに結合する。

分子量：15 kDa

濃度：1 mg/ml

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

 Gal  Glc  Man  GalNAc  GlcNAc  Fuc  NeuAc R = any sugar

	■ 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

Protein Deglycosylation Mix II 7 n r w >

#P6044S 20 reactions   .  .  .  .  .  . ¥101,000 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を行うことがで

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 Deglycosyla t ion Mix , 
P6039S）よりも脱グリコシル化効率が向上してい
る。

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
• β 1-4 Galactosidase S:960 units/vial
• β -N-Acetylhexosaminidasef:300 units/vial

付属試薬：

• Deglycosylation Mix Buffer 1
• Deglycosylation Mix Buffer 2
• Fetuin

Fetuin  
#P6042S 500 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,200 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：48 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。

β1-4 Galactosidase S

O-Glycosidase

β-N-Acetylhexosaminidasef &
α2-3,6,8,9 Neuraminidase A

Untreated Fetuin

Deglycosylated Fetuin
PNGase F (Glycerol-free)
Recombinant

1 2 3 4 5

ウシ Fetuinの脱グリコシル化：
100 µgのウシ Fetuin（#P6042S）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）

#NEBiographies

2019 年に NEB に入社した Julie は、NEB オース

トラリアのオペレーション & マーケティング部

門のマネージャーです。

Julie が NEB のどこを一番気に入っているかにつ

いて、彼女のビデオリールで確認してください。
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α-N-Acetylgalactosaminidase 7 n r w > a

α(1–2)
α(1–3)
α(1–4)
α(1–6)

R

#P0734S 3,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,000 説明：α -N-Acetylgalactosaminidaseは、オリゴ糖も
しくはタンパク質に結合している 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：GlycoBuffer 1、100 µg/mlの精製 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：

• GlycoBuffer 1
• Purified BSA

ユニット定義：1 uni t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 β 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

分子量：47 kDa

濃度：20,000 units/ml

	■ 分岐構造末端のβ -GlcNAcを除去

β-N-Acetylglucosaminidase S 7 n r w 9

β(1–2)
β(1–3)
β(1–4)
β(1–6)

R

#P0744S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,600
#P0744L 500 units   .  .  .  .  .  . ¥109,400

説明：β -N- Acetylglucosaminidaseは、オリゴ糖か
ら末端の非還元状態のβ -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：GlycoBuffer 1、37℃でインキュベーション

付属試薬：

• GlycoBuffer 1

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37 ℃、1 時 間 に お い て、1 nmol の GlcNAc β
1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-AMCから 95%以上の非還
元型β -N-アセチルグルコサミン残基の末端を切断
するために必要な酵素量として定義

分子量：125,000 Da

濃度：4,000 units/ml

β-N-Acetylhexosaminidasef 7 n r w ?

 β(1–3)
β(1–4)
β(1–6)

R

β(1–4)
R

#P0721S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600 説明：β -N- Acetylhexosaminidasefは、β -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β -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：GlycoBuffer 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：

• GlycoBuffer 1

ユニット定義：1 uni tは、37℃、1時間において、
全反応液 10 µl中、1 nmolの GalNAc β 1-4Gal β 1- 
4Glc-AMCから 95%以上のβ -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

分子量：100,000 Da

濃度：5,000 units/ml
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

 Gal  Glc  Man  GalNAc  GlcNAc  Fuc  NeuAc R = any sugar

	■ 直鎖状基質にのみ活性を示す

α1-2 Fucosidase 7 n r w > a

 α(1–2)
R

#P0724S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,000 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：GlycoBuffer 1、100 µg/mlの精製 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：

• GlycoBuffer 1
• Purified BSA

ユニット定義：1 unitは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、1 nmolの Fuc α 1-2Gal β 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

分子量：70,000 Da

濃度：20,000 units/ml

 

α1-3,4 Fucosidase 7 n r w > a

#P0769S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,600 説明：α 1-3,4 Fucosidaseは、オリゴ糖もしくは糖タン
パク質から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。AMF
としても知られる。

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：GlycoBuf fer 1、BSA（10 倍）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：

• GlycoBuffer 1
• Purified BSA

ユニット定義：1 unitは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、1 nmolの Gal β 1-4GlcNAc β 1-3 （Fuc 
α 1-3）Gal β 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

分子量：56,000 Da

濃度：4,000 units/ml

 

α1-2,4,6 Fucosidase O 7 n r w >

α(1–6)
α(1–2)
α(1–4)

R

<
<<

#P0749S 80 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,600
#P0749L 400 units   .  .  .  .  .  . ¥109,400

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：GlycoBuffer 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：

• GlycoBuffer 1

ユニット定義：1 unitは、全反応液 10 µl中、37℃、
1時間において、1 nmolのヒト IgG [GlcNAc β 1- 
2M a n α 1-6（G l c N A c β 1-2M a n α 1-3）M a n β
1-4GlcNAc β 1- 4GlcNAc（Fuc α 1-6）-AMAC]の G0F
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

分子量：49 kDa

濃度：2,000 units/ml

α(1–3)
α(1–4)

R
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α1-3,6 Galactosidase 7 n r w > a

α(1–3)
α(1–6)

R

#P0731S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥25,400 α 1-3,6 Galactosidase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：GlycoBuffer 1、100 µg/mlの精製 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：

• GlycoBuffer 1
• Purified BSA

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間において、1 nmolの Gal α 1-3Gal β
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

分子量：70,000 Da

濃度：4,000 units/ml

 

α1-3,4,6 Galactosidase 7 n r w > a

R
 α(1–6)
 α(1–4)
 α(1–3)

#P0747S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥28,000
#P0747L 1,000 units   .  .  .  .  .  . ¥111,600

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：GlycoBuf fer 1、精製 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℃

付属試薬：

• GlycoBuffer 1
• Purified BSA

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間において、1 nmolの Gal α 1-3Gal β
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

分子量：39,700 Da

濃度：8,000 units/ml

 

β1-3 Galactosidase 7 n r w > a

 β(1–3)
β(1–6)
β(1–4)

R

<
<<

#P0726S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,000 説明：β 1-3 Galactosidaseは、オリゴ糖からβ 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。β 1-6 結合型
D-ガラクトピラノシル残基も切断するが効率は非常
に低い。本酵素はβ 1-6 結合より 100 倍以上、β
1-4結合より 500 倍以上の高い効率でβ 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：GlycoBuffer 1、100 µg/mlの精製 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：

• GlycoBuffer 1
• Purified BSA

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間において、1 nmolの Gal β 1-3GlcNAc β
1-3Gal β 1- 4Glc-AMCから 95%以上のβ -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

分子量：66 kDa

濃度：10,000 units/ml
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

 Gal  Glc  Man  GalNAc  GlcNAc  Fuc  NeuAc R = any sugar

 

β1-3,4 Galactosidase 7 n r w >

β(1–3)
β(1–4)

R

#P0746S 400 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,600 説明：β 1-3,4 Galactosidaseは、オリゴ糖の末端のβ
1-3およびβ 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β 1-3,4 
Galactosidase遺伝子を Pichia pastoris で発現）

反応条件：GlycoBuffer 4、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：

• GlycoBuffer 4

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間において、1 nmolの Gal β 1-4GlcNAc β
1-3Gal β 1- 4Glc-AMCから 95%以上のβ -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

分子量：71 kDa

濃度：8,000 units/ml

 

β1-4 Galactosidase S 7 n r w >

β(1–4)
R

#P0745S 400 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,600
#P0745L 2,000 units   .  .  .  .  .  . ¥109,400

説明：β 1-4 Galactosidase Sは、オリゴ糖からβ 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：GlycoBuffer 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：

• GlycoBuffer 1

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間において、1 nmolの Gal β 1-4GlcNAc β
1-3Gal β 1- 4Glc-AMCから 95%以上のβ -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

分子量：231,000 Da

濃度：8,000 units/ml

日本支社のセールス・マーケティング・チーム

の 3 人を紹介します（写真左から右）。Naoki
は 2007 年に NEB に入社し、現在はマーケ

ティング & テクニカルサポートマネージャー

です。Hiroshi は、2022 年にジェネラルマネ

ジャーとしてNEBに入社しました。Kumikoは、

2018 年から NEB に在籍しており、現在はマー

ケティングスペシャリストです。
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α1-2,3 Mannosidase 7 n r w > a

α(1–2)
α(1–3)

R

#P0729S 640 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,000 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：GlycoBuffer 1、100 µg/mlの精製 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：

• GlycoBuffer 1
• Purified BSA

ユニット定義：1 uni t は、全反応溶液 10 µl中、
37℃、1時間において、1 nmolの Man α 1-3Man β
1- 4GlcNAc-AMCから95%以上の非還元型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

分子量：90 kDa

濃度：32,000 units/ml

 

α1-2,3,6 Mannosidase 7 n r w :

α(1–2)
α(1–3)
α(1–6)

R

#P0768S 80 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥25,000 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：GlycoBuffer 4、Zinc（1X）を添加し、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：

• GlycoBuffer 4
• Zinc

ユニット定義：1 uni t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（β
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

分子量：110 kDa

濃度：2,000 units/ml

 

α1-6 Mannosidase 7 n r w > a

α(1–6)
R

#P0727S 800 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,000 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：GlycoBuffer 1、100 µg/mlの精製 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：

• GlycoBuffer 1
• Purified BSA

ユニット定義：1 uni t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
1-6Man-AMCから 95%以上の末端α -D-マンノース
を切断するために必要な酵素量として定義

分子量：51 kDa

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

 Gal  Glc  Man  GalNAc  GlcNAc  Fuc  NeuAc R = any sugar

	■ pH4.5-8.5において活性を示す

α2-3,6,8 Neuraminidase 7 n r w >

α(2–3)
α(2–6)
α(2–8)

R

<<

#P0720S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400
#P0720L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥53,000

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：GlycoBuffer 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：

• GlycoBuffer 1

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 β
1-3GlcNAc β 1- 3Gal β 1-4Glc-AMCから 95%以上の
末端α -Neu5Acを切断するために必要な酵素量と
して定義

分子量：43 kDa

濃度：50,000 units/ml

	■ 直鎖状や分岐構造を持つシアル酸を切断

α2-3,6,8,9 Neuraminidase A 7 n r w >

α(2–3)
α(2–6)

>α(2–8)
>α(2–9)

R

#P0722S 800 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,000
#P0722L 4,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥59,600

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：GlycoBuffer 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：

• GlycoBuffer 1

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 β 1- 
3GlcNAc β 1-3Gal β 1-4Glc-AMCから 95%以上の末
端α -Neu5Acを切断するために必要な酵素量とし
て定義

分子量：100,000 Da

濃度：20,000 units/ml

 

α2-3 Neuraminidase S 7 n r w >

α(2–3)
R

#P0743S 400 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#P0743L 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,000

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：GlycoBuffer 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：

• GlycoBuffer 1

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 β 1- 
3GlcNAc β 1-3Gal β 1-4Glc-AMCから 95%以上の末
端α -Neu5Acを切断するために必要な酵素量とし
て定義

分子量：74,000 Da

濃度：8,000 units/ml
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	■ ヘパリン、ヘパラン硫酸のグリコサミノ

糖を分解

Bacteroides Heparinase I 7 n r x "

#P0735S 240 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥33,000
#P0735L 600 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥65,000

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：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：

• Bacteroides Heparinase Reaction Buffer

ユニット定義：1 uni t は、全反応液 100 µl 中、
30℃、pH 7.0で 1分間に、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

分子量：42 kDa

濃度：12,000 units/ml

	■ ヘパリン、ヘパラン硫酸のグリコサミノ

糖を分解

Bacteroides Heparinase III 7 n r x "

= Glucuronic acid or iduronic acid

O
O

O
O O

Ac

HO
HO

NH SO3H OH

COOH
O

SO3H

H

All structural determinants for enzyme
specificity are displayed in red.

#P0737S 14 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥67,200
#P0737L 35 units   .  .  .  .  .  . ¥134,000

説 明：Bacteroides Hapar inase I I I は Bacteroides 
eggerthii由来のヘパリンリアーゼ I I 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：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：

• Bacteroides Heparinase Reaction Buffer

ユニット定義：1 uni t は、全反応液 100 µl 中、
30℃、pH7.0で 1分間に 1.0 µmolの飽和していない
オリゴ糖をヘパラン硫酸から遊離させる酵素量と

定義

分子量：75 kDa

濃度：700 units/ml

	■ ヘパリン、ヘパラン硫酸のグリコサミノ

糖を分解

Bacteroides Heparinase II 7 n r x "

#P0736S 80 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥49,400
#P0736L 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥98,800

説 明：Bacteroides Hapar inase 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：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：

• Bacteroides Heparinase Reaction Buffer

ユニット定義：1 uni t は、全反応液 100 µl 中、
30℃、pH 7.0で 1分間に、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

分子量：86 kDa

濃度：4,000 units/ml= Glucuronic acid or iduronic acid

All structural determinants for enzyme
specificity are displayed in red.

O
O

O
O O

O

HO
HONHSO3H

SO3H

H

COOH
O

SO3H

H

= Glucuronic acid or iduronic acid

O
O

O
O OHO

HO

OSO3H

NHSO3H

OSO3H

COOH

All structural determinants for enzyme
specificity are displayed in red.
酵素特異性のすべての構造決定因子は赤色で

表示される。

酵素特異性のすべての構造決定因子は赤色で

表示される。

酵素特異性のすべての構造決定因子は赤色で

表示される。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

 Gal  Glc  Man  GalNAc  GlcNAc  Fuc  NeuAc R = any sugar

 

Endoglycoceramidase I (EGCase I) 7 n r w >

Ceramide

#P0773S 150 milliunits   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,200 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β - グリコシド結合の加水分解を触媒す
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：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：

• EGCase I Reaction Buffer

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。

分子量：50 kDa

濃度：6 units/ml

	■ 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

O-Glycoprotease (IMPa) n r w :

–    S/T –

#P0761S 200 reactions   .  .  .  .  .  . ¥125,000 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- t ag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：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

ユニット定義：O-Glycoprotease（IMPa）1 uni tは、
37℃、pH 8.0の 20 mM Tris-HCl中で、2時間に 20 
µlの総反応量で、2 µMの FAM標識 O-グリコペプ
チドの 90%以上を切断する。

分子量：97 kDa

濃度：1,000 units/ml

	■ わずか 30分、非変性条件で、抗体やイ
ムノグロブリン融合タンパク質を断片化

IdeZ Protease (IgG-specific) 7 n r w >

human lgG1, lgG3, lgG4: CPAPELLG  GPSVF

human lgG2: CPAPPVA  GPSVF

murine lgG2a: CPAPNLLG  GPSVF

murine lgG3: CPPGNILG  GPSVF

#P0770S 4,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥87,000 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：GlycoBuffer 2、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：

• GlycoBuffer 2

ユニット定義：1 uni t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

分子量：35,578 Da

濃度：80,000 units/ml

DTT

Denature

IdeZ Protease
(lgG-specific)

Variable region:
murine antibody

to CD20

Human

Rituximab
chimeric antibody

F(ab´)2
(100 kDa)

Fc
(50 kDa)

Fc/2 x 2
(~25 kDa)

Fd´x 2
(25 kDa) LC x 2

(25 kDa)

 

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。
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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。

Proteases

	■ 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

Trypsin-ultra, Mass Spectrometry Grade 7 w

Lys/Arg XXX

#P8101S 100 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥17,200 説明：Trypsin-ultra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：Trypsin-ultra, Reaction Buffer、37℃でイン
キュベーション

付属試薬：

• Trypsin-ultra, 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。

	■ 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

α-Lytic Protease n w :

XX-T/A/S/V XX

#P8113S 20 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥15,400
#P8113L 100 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥58,200

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と同じ程度の長さとな

る。

由来：Lysobacter enzymogenesから精製

分子量：19 kDa

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。

	■ 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 LysC w

XX-Lys XXX

#P8109S 20 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥31,000 説明：LysC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

はシーケンスグレードであり、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。

メモ：保存条件：Tris-HCl緩衝液からドライフォーマッ
トで提供される。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。
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

 Gal  Glc  Man  GalNAc  GlcNAc  Fuc  NeuAc R = any sugar

	■ 質量分析によるプロテオーム解析に最適

	■ 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 GluC 7 n r w

XX-Glu XX

#P8100S 50 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥17,000 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 でヒスチ
ジンタグ付きの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：GluC Reaction Buffer、37℃でインキュベー
ション

付属試薬：

• 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。タッピングで酵素

を完全に再懸濁させる。酵素濃度により急速自己

消化が起こるため、少量で再構成したサンプルは

直ちに使用すること。酵素を最大限に利用するに

は、酵素を 500 µLの水に再懸濁し、各 50 µLを 10
本の試験管に分注する。すぐに使用しないチューブ

は -20℃で最大 2週間凍結保存可能。-80℃で保存
すると、酵素の安定性がさらに約 2〜 4週間延長
する。

	■ 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 AspN 7 n w

XX Asp-XXX

#P8104S 50 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,400 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：Endoproteinase AspN Reaction Buf fer、
37℃でインキュベーション

付属試薬：

• Endoproteinase AspN Reaction Buffer

分子量：40,089 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：保存条件：ドライフォーマットで提供される。

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。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。

Trypsin-digested BSA MS Standard (CAM-modified)  
#P8108S 500 pmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥17,200 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：BSA（GENBANK P02769）をトリプシン（TPCK
処理）で消化して調製

使用方法：再懸濁の推奨量：500 µl溶液中での凍結 /
融解の繰り返しは避けること。
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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 Spectrometer（Waters co.）で測
定した（Laser energy; 150）。
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	■ 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

Proteinase K, Molecular Biology Grade :

#P8107S 2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥17,200 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。

由来：Engyodontium album（Tritirachium album）

ユニット定義：1 uni t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

分子量：28 kDa

濃度：800 units/ml

メモ：NEBuf ferを含む広範囲の緩衝液において有
効である。pH 7.5〜 12、温度 20〜 60℃で高い活
性を有する。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。

	■ 55℃、10分間で熱失活可能

	■ プラスミドおよびゲノム DNA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

Thermolabile Proteinase K n r <

#P8111S 30 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥27,000 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、様々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（Engyodontium album
（Tritirachium album）からクローニング、変異型遺伝
子を K. lactis で発現）

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

分子量：29 kDa

濃度：120 units/ml

メモ：広範囲のバッファーで有効。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%）。

	■ 融合タンパクからMBPや Hisタグなどを
切断・除去

	■ 本酵素にも Hisタグが付加されているた
め、ニッケルカラムで簡単に除去可能

	■ NEBExpress Ni Resin（NEB #S1428）、
NEBExpress NiSpin Columns（NEB 
#S1427）、または NEBExpress Ni-NTA 
Magnetic Beads（NEB #S1423）を推奨

TEV Protease 7 n r x >

ENLYFQ (G/S/M)

#P8112S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,200 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）

ユニット定義：1 unitは、総反応液量 10 µl、0.5 mM 
EDTA、1 mM DTTを含む 50 mM Tris-HCl（25℃にお
いて pH 7.5）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として定義

分子量：28 kDa

濃度：10,000 units/ml
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 Gal  Glc  Man  GalNAc  GlcNAc  Fuc  NeuAc R = any sugar

 

Factor Xa Protease  
#P8010S 50 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥16,200
#P8010L 250 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥64,400

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

ユニット定義：1 µgの Factor Xaは、50 µgの MBP
融合タンパク質試験基質 MBP-ΔSalを、総反応量
50 µl、100 mM NaClと 2 mM CaCl2を含む 20 mM 
Tris-HCl（pH8.0、25℃）中で、23℃、6時間で 95%
切断する。

分子量：43 kDa

濃度：1 mg/ml

除去方法：ベンズアミジン -アガロースに吸着する
ため除去が可能

 

関連製品：

K. lactis Protein Expression Kit
#E1000S 1 set   .  .  .  .  .  .  .  .¥168,000

Enterokinase, light chain r

#P8070S 480 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥24,800
#P8070L 2,560 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥98,800

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）

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

分子量：26 kDa、見かけの分子量：31 kDa

濃度：16,000 units/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

 

Furin r

#P8077S 50 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥30,000
#P8077L 250 units   .  .  .  .  .  . ¥118,800

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

ユニット定義：1 unit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）

分子量：52 kDa

濃度：2,000 units/ml

Ile-Glu/Asp-Gly-Arg
 

Asp-Asp-Asp-Asp-Lys
 

Arg-X-X-Arg
 

275

糖
鎖

生
物
学

 &
 プ

ロ
テ
イ
ン
ツ
ー
ル



NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

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。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。

キット内容：

• M13KE gIII Cloning Vector
• M13 Extension Primer 

Ph.D.™ Peptide Display Cloning System  

M13KE

gene IIIM13 ori

lacZα
Acc65I

EagI

#E8101S 20 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥34,800

D = aspartic acid,  E = glutamic acid,  R = arginine,  S = serine,  T = threonine,  Y = tyrosine/hydrophobic residue,  X = any amino acid

メモ：各キナーゼの認識配列に関する詳細は、関連製品に関するウェブサイト（www.nebj.jp）を参照

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すべてが特異性に影響を与えるわけではないため、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。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。

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
P6000L

R-R-X-S/T Y 100,000 units
500,000 units

¥30,000
¥120,000

Casein Kinase II (CK2) P6010S
P6010L

S-X-X-E/D 10,000 units
50,000 units

¥30,000
¥120,000

Protein Kinases

関連製品：

p-Nitrophenyl Phosphate (PNPP)
#P0757S 1 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥6,800
#P0757L 5 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥26,000

Sodium Orthovanadate (Vanadate)
#P0758S 1 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .  . ¥6,400
#P0758L 5 ml   .  .  .  .  .  .  .  .  .¥24,000

Lambda Protein Phosphatase (Lambda PP) 7 n r x >

#P0753S 20,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥28,400
#P0753L 100,000 units   .  .  .  .  .  . ¥113,000

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：T7発現系の制御下でバクテリオファージλ
ORF221オープンリーディングフレームを持つ大腸
菌株から単離

反 応 条 件：N E B u f f e r  P a c k f o r  P r o t e i n 
MetalloPhosphatases（PMP）、1 mMの MnCl2を添

加し、30℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、60分間

付属試薬：

• NEBuf fer Pack for Protein MetalloPhosphatases 
（PMP）

• MnCl2

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- Nit rophenyl 
Phosphate（PNPP、50 mM、NEB #P0757）を加水分
解する酵素量として定義

分子量：25 kDa

濃度：400,000 units/ml
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7 独自の NEBuffer n NEBでクローニング r リコンビナント酵素 a BSA が必要 > 熱による不活性化



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

 Gal  Glc  Man  GalNAc  GlcNAc  Fuc  NeuAc R = any sugar

説明：Ph.Dファージディスプレイでは、ペプチドま
たはタンパク質変異のライブラリーがファージビリ

オンの外側に発現し、個々の変異をコード化する

遺伝物質が内側に存在する選択方法が説明され

る。これにより、各バリアントタンパク質配列とそ

れをコードする DNAの間に物理的なつながりがで
き、パニングと呼ばれる in vi tro の選択プロセスに
よって、与えられた標的分子（抗体、酵素、細胞

表面レセプターなど）への結合親和性に基づいた

迅速な分割が可能になる。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（図 1）。溶
出されたファージは増幅され、さらに結合 /増幅サ
イクルを経て、結合配列に有利なプールが濃縮され

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）。Ph.D. v2 Kitは、オプションのエピトー
プマッピング実験用の新しいコントロールパニング

ターゲットで更新されている。

NEBは、3種類の既製ランダムペプチドライブラリー
と、カスタムライブラリー構築用のクローニングベ

クターM13KEを提供している。既製ライブラリーは、
直鎖ヘプタペプチド（Ph.D.-7）とドデカペプチド（Ph.

D.-12）、およびジスルフィド結合ヘプタペプチド（Ph.
D.-C7C）ライブラリーからなる。すべてのライブラ
リーには、20 億を超える独立したクローンが存在
する。3つのライブラリーのランダム化されたペプ
チド配列は、マイナーコートタンパク質 pIIIの N末
端で発現され、その結果、1つのウイルス粒子あた
り 5コピーのペプチドが提示される。

Ph.D.ライブラリーは、エピトープマッピング（図 2）、
タンパク質とタンパク質の接触および酵素阻害剤の

同定、GroEL、HIV、半導体表面および低分子蛍光
体や薬剤のためのペプチドリガンドの発見など、多

数のアプリケーションに使用されてきた。

製品内容：

• 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

• - 96 gIII Sequencing Primer （500 pmol）
• Host E. coli K12 strain ER2738
• コントロール実験用のモノクローナル抗体
（DYKDDDDK）およびプロテイン G磁気ビーズ

• 詳細なプロトコール

単品販売：

Ph.D. Peptide Display Cloning System
#E8101S 20 µg  . . . . . . . . .¥34,800

Ph.D.-12 Phage Display Peptide Library
#E8111L 50 panning experiments  . . . . . . . .¥420,000

Protein G Magnetic Beads
#S1430S 1 ml  . . . . . . . . .¥43,600

 

NEW
Ph.D.-7 Phage Display Peptide Library Kit v2
#E8211S 1 set  . . . . . . ¥108,200

NEW
Ph.D.-12 Phage Display Peptide Library Kit v2
#E8210S 1 set  . . . . . . ¥110,000

NEW
Ph.D.-C7C Phage Display Peptide Library Kit v2
#E8212S 1 set  . . . . . . ¥130,000

Ph.D.™ Phage Display Peptide Library Kits  

1st round sequences 2nd round sequences 3rd round sequences

β-endorphin

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。

Wash

Bind

EluteUnbound
phage

Bound
phage

Phage library 

Repeat
2–3 times

Sequence after 2–3 rounds

Amplify
in E. coli

Target-coated surface or bead 

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
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アイスランドの間欠泉噴出

提供：logoboom、Adobe Stock

噴出中の間欠泉を

ご覧ください。

クリーンで再生可能な地熱エネルギーの

利用

熱エネルギーは地球の深部から発生し、数千年間にわたって入浴や調理に使用さ

れてきました。水は地下の貯水層にしみ込み、温泉や間欠泉で蒸気や熱水となっ

て地表を突き破ります。一般的には、地殻プレートが出会う場所で発生し、その

典型的な例としては、アイスランドにあるユーラシアプレートと北米プレートの交

差や、太平洋を囲む「環太平洋火山帯」などが挙げられます。地熱を利用すれば、

風力発電やソーラーパネルのように天候に左右されることなく、一日中持続可能

なエネルギーを供給することができます。排出量が非常に少なく、設置面積も小

さく、廃水を再利用することもできるクリーンなエネルギーです。

地熱エネルギーの生産は、地殻プレートが接する場所に限定されません。世界の

他の地域で、温度が約 316℃（600 ℉）である地中 600 メートル（2,000 フィート）

から 3 キロ（2 マイル）以上の深さまで、井戸を掘削することができます。これら

の井戸からエネルギーを産生する方法には、井戸から蒸気を直接配管する方法（ド

ライ・スチーム）、井戸水を高圧でタンクに送り込み、そこで急速に冷却して蒸気

に変える方法（フラッシュ・スチーム）、あるいは、沸点がはるかに低い中間液体

に隣接する閉ループ配管で水を圧送し、中間液体が冷却して蒸気を放出する間に、

その熱を移動させて地中に戻す方法（バイナリー発電）など様々な方法があります。

いずれの場合も、発生した蒸気がタービンを回転させ、電気を発生させます。

アイスランドでは地熱発電を利用して家庭や企業、温室を暖房することがよく知

られていますが、地熱エネルギー生産国のトップは米国、インドネシア、フィリピン

です。米国は世界最大の地熱発電所を所有しています。カリフォルニアに位置す

る間欠泉では、350 箇所の井戸から蒸気を取り出しています。

とはいえ、地熱技術は風力発電や太陽光発電と同レベルの投資が行われている

わけではありません。世界的に見れば、電力供給の約 1% に過ぎません。これは、

あらゆる形態のエネルギー生産と同様に、長所と短所があるためです。この技術

の主な欠点は、蒸気を発生させるのに十分な高温が、掘削可能な深さのどこにで

もあるわけではないということです。

強化地熱システム（EGS）は、地下の熱水貯留層に頼らない有望なソリューション

です。EGS では、乾燥した高温の岩盤に 2 本の深い井戸を掘削します。冷たい水

が高圧で井戸の間に注入され、高温の岩石内の温度差によって既存の割れ目が再

び開き、貯留層が形成されます。水は井戸から割れ目に汲み入れられ、高温のま

ま地表に戻されます。この技術により、地熱エネルギーをどこでも生成すること

ができ、理論上は世界のエネルギー必要量の 10% を生成することが可能です。

注意点の 1 つは、この「フラッキング」法が地震活動を引き起こす可能性である

ことです。これは 2017 年に韓国で発生したもので、EGS に水を注入した際に未

知の障害が発生し、続いてマグニチード 5.5 の地震が発生しました。もう一つの

欠点は、この方法にはコストがかかり、掘削によって地熱エネルギーの利用に適

した井戸が得られる保証がないことです。

地熱発電は確かに化石燃料の優れた代替技術ですが、技術的課題を克服するに

は、さらなる研究と開発が必要です。それでも、繊細な間欠泉や温泉、既存の断

層を保護するための規制があれば、カーボンニュートラルを目指すための解決策

のひとつとして有効です。
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Methylation-dependent 
Restriction Enzymes283

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
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

する研究を指します。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ます。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ます。

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す。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ます。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 修復に関連しています。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

達プロセスに関与します。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）です。

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す。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ます。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ます。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でしょう。

Featured Tools  
& Resources

Epigenetics-related FAQs

Videos of NEB Scientists 
Discussing Epigenetics

NEBNext Enzymatic  
Methyl-seq Products285

Feature Articles

Featured Products

Find an interactive tutorial 
on epigenetics.

280



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

Products and content are covered by one or more patents, trademarks and/or copyrights owned or controlled by New England Biolabs, Inc (NEB). The use of trademark symbols does not 
necessarily indicate that the name is trademarked in the country where it is being read; it indicates where the content was originally developed. See www.neb.com/trademarks. The use of 
these products may require you to obtain additional third-party intellectual property rights for certain applications. For more information, please email busdev@neb.com. 
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.

r BamHI Methyltransferase 284
r dam Methyltransferase 284
r EcoGII Methyltransferase 284
r EcoRI Methyltransferase 284
r HaeIII Methyltransferase 284
r Hhal Methyltransferase 284
r HpaII Methyltransferase 284
r MspI Methyltransferase 284
r TaqI Methyltransferase 284

 NEBNext Reagents for 
Enzymatic Methyl-seq (EM-seq)

 NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit 285
  NEBNext Enzymatic Methyl-seq  

Conversion Module 285
 NEBNext Enzymatic 5hmC-seq  Kit 285
  NEBNext Enzymatic 5hmC-seq  

Conversion Module 285
 NEBNext Q5U  Master Mix 285
  NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic  

Methyl-seq (Unique Dual Index Primer Pairs) 285
  NEBNext Multiplex Oligos for  

Enzymatic 5hmC-seq 285

 Epigenetics
r T4 Phage β-glucosyltransferase (T4-BGT) 282
 EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kit 282
r EpiMark Hot Start Taq DNA Polymerase 282

 Control DNA
 5-methyl-dCTP 282

 Methylation-Dependent 
Restriction Enzymes

r AbaSI 283
r FspEI 283
r LpnPI 283
r MspJI 283
r McrBC 284

 Additional Restriction Enzymes 
for Epigenetic Analysis

r DpnI 284
r DpnII 284
r HpaII 284
r MspI 284

 DNA Methyltransferases
r CpG Methyltransferase (M.SssI) 284
r GpC Methyltransferase (M.CviPI) 284
r AluI Methyltransferase 284

r リコンビナント酵素

281



NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

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 4 最適バッファー F

リコンビナント 
アルブミン w 反応温度 J 希釈バッファー > 熱による不活性化

説明：T4 Phage β -glucosyltransferaseはウリジンジ
ホスホグルコース（UDP-Glc）のグルコース部分を 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：NEBuffer 4および 40 µMウリジン二リン
酸グルコース。37℃でインキュベーション

熱による不活性化：65℃、10分間

ユニット定義：1 unitは 0.5 µgの T4gt-DNA が MfeI
制限酵素による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

付属試薬：

• NEBuffer 4
• Uridine Diphosphate Glucose

	■ 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]-または [ 14C]-UDP-Glcとインキュベー
トした後、[ 3H]-または [ 14C]-グルコース
を 5-hmC含有 DNAアクセプターに取り
込ませることにより、5-ヒドロキシメチル
シトシン残基を標識

	■ 制限酵素切断のブロックを利用した 
5-ヒドロキシメチルシトシンの検出

#M0357S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥18,000
#M0357L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥71,600

T4 Phage β-glucosyltransferase (T4-BGT) 4 n r K w > ;

説明：EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kitに
は、N6-メチルアデノシン（m6A）に特異的なウサギ
モノクローナル抗体が含まれる。本キットには m6A
修飾 RNA（Gaussia ルシフェラーゼ）と非修飾 RNA
（Cypridina ルシフェラーゼ）の 2種類のコントロー
ル RNAも含まれており、濃縮と減少のモニタリン
グに使用できる。m6A修飾コントロール RNAは、
20% m6ATPおよび 80% ATPの存在下で in vitro 転
写により合成されている。

このキットの免疫沈降により濃縮した m6A修飾
RNAは、次世代 RNAシーケンスまたは RT-qPCRな
どに使用できる。修飾された RNAは、Protein G 
Magnet ic Beadsに結合した N6メチルアデノシン抗
体に結合することにより、断片化 RNAサンプルか
ら単離される。複数回の洗浄およびクリーンアップ

の後、濃縮された RNAはヌクレアーゼフリー水で
溶出され、次の分析の準備が整う。

	■ 免疫沈降によりN6-メチルアデノシン
（m6A）修飾 RNAを濃縮

	■ 濃縮 RNAは NGS や RT-qPCRで解析可能

#E1610S 20 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥86,000

EpiMark® N6-Methyladenosine Enrichment Kit ;

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。

分子量：94,000 Da

ユニット定義：1 uni tは、75℃で 30 分以内に 15 
nmolの dNTPを酸不溶性物質に取り込む酵素量と
定義

濃度：5,000 units/ml

	■ バイサルファイト変換された DNAおよび
ATリッチなテンプレートに最適

	■ 最適化された反応バッファーが付属

#M0490S 100 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,000
#M0490L 500 reactions   .  .  .  .  .  .  .  .¥52,600

EpiMark® Hot Start Taq DNA Polymerase 7 n r 9 h p ! ;

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：C10 H15 N3 O13 P3（free acid）

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

濃度：10 mM

 

#N0356S 1 µmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,400

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

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

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。

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。対して、

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。

(1) Cohen-Karni, D. et al.（2011） PNAS, 108, 
11040–11045.

販売終了

代替品：なし

AbaSI

販売終了

代替品：なし

FspEI

販売終了

代替品：なし

LpnPI

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：rCutSmar t Buf fer + 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

付属試薬：

• rCutSmart Buffer
• Enzyme Activator Solution

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%を超える場合、スター活性を生じる
ことがある

#R0661S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥21,200
#R0661L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥86,000

MspJI T n r K w > ;

Single Letter Code:
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

283

エ
ピ
ジ
ェ
ネ
テ
ィ
ク
ス



NEB Japan ウェブサイト：www.nebj.jp

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 4 最適バッファー F

リコンビナント 
アルブミン w 反応温度 J 希釈バッファー > 熱による不活性化

販売終了

代替品：なし

McrBC

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   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,000
#R0176L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥49,000

DpnII
#R0543S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400
#R0543L 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥55,200

高濃度品（5X）
#R0543T 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,400
#R0543M 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥55,200

Additional Restriction Enzymes for Epigenetic Analysis  

メチル化感受性制限酵素リストは、テクニ

カルリファレンスの章を参照のこと。

HpaII
#R0171S 2,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,000
#R0171L 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥49,000

高濃度品（5X）
#R0171M 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥49,000

MspI
#R0106S 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,000
#R0106L 25,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥49,000

高濃度品（5X）
#R0106T 5,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥12,000
#R0106M 25,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥49,000

NEBはエピジェネティクス研究に使用できる DNA
メチル基転移酵素を提供している。これらの製品

の詳細については、DNA修飾酵素 &クローニング
の章、または www.neb.comを参照。

CpG Methyltransferase (M .SssI)
#M0226S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200
#M0226L 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,000

高濃度品（5X）
#M0226M 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥57,000

GpC Methyltransferase (M .CviPI)
#M0227S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600
#M0227L 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥59,000

AluI Methyltransferase
#M0220S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

BamHI Methyltransferase
#M0223S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,200

dam Methyltransferase
#M0222S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,800
#M0222L 2,500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥60,000

EcoGII Methyltransferase
#M0603S 200 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,800

EcoRI Methyltransferase
#M0211S 10,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,000

HaeIII Methyltransferase
#M0224S 500 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

Hhal Methyltransferase
#M0217S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

HpaII Methyltransferase
#M0214S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥13,600

MspI Methyltransferase
#M0215S 100 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

TaqI Methyltransferase
#M0219S 1,000 units   .  .  .  .  .  .  .  .¥14,600

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

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。詳細は、当社のライブラリー調製用 NEBNext試薬を参照。

NEBNext® Reagents for ChIP-Seq Library Preparation 

NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module (#E7546)

NEBNext Ultra II Ligation Module (#E7595)

NEBNext Ultra II Q5 Master Mix (#M0544)

NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit +/– Sample Purification Beads (#E7645/#E7103) Kits

ChIP

Modules

M
ul

tip
le

x 
Ol

ig
os

Single Index
Set 1 (#E7335), Set 2 (#E7500), 
Set 3 (#E7710), Set 4 (#E7730), 
96 Index Primers (#E6609)

Dual Index
Set 1(#E7600), 
Set 2 (#E7780)

Unique Dual Index
Set 1 (#E6440), Set 2 (#E6442), 
Set 3 (#E6444), Set 4 (#E6446), 
Set 5 (#E6448),
Primer Pairs for EM-seq (#E7140)

Unique Dual Index UMIs
Set 1(#E7395), Set 2 (#E7874), 
Set 3 (#E7876), Set 4 (#E7878)

;

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。

COVARIS® is a registered trademark of Covaris, Inc.

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は 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。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 Kit
#E7120S 24 reactions  . . . . . . ¥160,000
#E7120L 96 reactions  . . . . . . ¥600,000

NEBNext Enzymatic Methyl-seq 
Conversion Module
#E7125S 24 reactions  . . . . . . . .¥31,000
#E7125L 96 reactions  . . . . . . ¥114,000

NEBNext Q5U®  Master Mix
#M0597S 50 reactions  . . . . . . . .¥20,200
#M0597L 250 reactions  . . . . . . . .¥79,600

NEBNext Multiplex Oligos for Enzymatic 
Methyl-seq (Unique Dual Index Primer Pairs)
#E7140S 24 reactions  . . . . . . . .¥25,200
#E7140L 96 reactions  . . . . . . ¥100,200

NEBNext® Enzymatic Methyl-seq (EM-seq™)  

EM-seq

WGBS
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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
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ファストファッションのコスト
私たちの多くは、自らを良心的な食品消費者だと思っています。成分リストを読

むことで、それがどのように製造されたかを把握していますが、私たちが着る衣

服の製造に何が使われているかを考えている人はどれだけいるだろうか？ファスト

ファッション、つまり化石燃料を使用して生産された人工繊維で作られた安価な

衣類の大量生産は、世界の温室効果ガス排出量の 10% を占めています。世界中

で毎年 800 億着の衣類が作られていますが、その 10% は売られることなく、そ

のまま埋め立て処分されています。安価で質の低い衣類であることから、私たち

の購入量は増え、一着あたりの着用回数を減らし、簡単に服を廃棄します。

過去 30 年間に製造された衣類の多くは、ある国で原材料が栽培または製造され、

他の国に送られて加工され、さらに他の国で縫製されて衣類となり、最終的には

販売国に送られるという具合に、販売されるまでに二酸化炭素を大量に消費する

経路を辿ってきました。あらゆるステップで二酸化炭素を排出し、このまま推移

すると、ファストファッション業界は、2030 年には排出量を 60% 増加させること

になります。

技術革新や政策変更が求められる大規模な課題において、個人が気候変動に影

響を及ぼすことなどできないと感じるかもしれませんが、ファストファッションを

やめることは消費者の意思で決めることができます。私たちのワードローブを縮

小し、製品のライフサイクル全体を通して環境に与える影響について情報を得る

ことで、何百万トンもの衣類が埋立地に行き着くのを防ぐことができます。

環境に優しい選択肢として真っ先に思い浮かぶのは、レンタル、寄付、リサイクル

ですが、これらにはすべて欠点があります。最近の分析によると、かつて環境に

優しい選択肢と考えられていたレンタル衣料は、衣料品の大規模な輸送とドライ

クリーニングにより、より多くの温室効果ガスを生み出していることが明らかにな

りました。寄付は、慈善的で環境に配慮した選択肢のように思えるかもしれません

が、古着屋に寄付された衣類の 90% は廃棄され、埋立地や繊維廃棄物工場に送

られ、ガーナやチリなどの国々で大規模な衣類の墓場を作り出しています。そこ

では、合成繊維や染料を焼却することで発生する有害物質が地下水に浸出し、

地域社会がその危険にさらされています。現時点では、リサイクルにも欠点があ

ります。世界では毎年 9,200 万トンを上回る繊維廃棄物が生じていますが、その

うちリサイクルされているのはわずか 1% に過ぎません。ファストファッションの

衣類は通常、コットンやウールのような天然繊維と、石油由来のポリエステルの

ような非分解性の合成繊維を組み合わせて作られています。これらの繊維を分離

するのは複雑で手間のかかるプロセスであるため、リサイクルは経済的に実現不

可能です。しかし、欧州連合（EU）は、リサイクル可能性と使用寿命を延ばすた

めに単繊維で作られた衣類の増加を義務付けるリサイクル決議を採択し、行動を

起こしています。

高品質で長持ちする単繊維の衣類は、誰もが手に入れられる価格ではありません。

ファストファッションの購入は避けられないこともありますが、思慮深く購入する

ことが無駄を減らすことにつながります。委託販売や古着屋にはユニークな掘り

出し物がありますし、服を捨てるのではなく、リメイクも選択肢のひとつです。

大手ファストファッションブランドの中には、2030 年までに大幅な改革を行い、

持続可能な素材の使用に取り組んでいるところもあります。これは大きな前進で

すが、衣類は多くの材質や色素でできており、製造者は、衣類の各部分と工程を、

環境に有害でないものにする必要があります。サプライ・チェーンとプロダクション・

チェーン全体を通じて透明性のあるブランドに注目しましょう。

問題の核心は、過剰消費と過剰生産です。全体的に購入量を減らし、ファストファッ

ションブランドのトレンドに流されないようにしましょう。長い年月の使用に耐え

られるものを購入しましょう。消費者は大手ブランドに影響を与え、変化をもたら

すよう圧力をかけることができます。情報を得ることも大事ですが、何よりも購入

量を減らすことです。

工業用繊維工場。

生産中の糸巻き機。

提供：andreysha74、Adobe Stock

あなたのファッションの選択が 
どのような変化をもたらすかを 

ご覧ください。
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Application Notes

ビデオチュートリアル：

SNAP-tag技術

細胞解析
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ます。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 vitro でのタンパク質

解析も行うことができます。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ます。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ます。

Featured Tools  
& Resources

SNAP-Cell 647-SiR291
SNAP-Surface® 649291

Troubleshooting Guide  
for SNAP-tag Technology

352

Featured Products
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Cellular Imaging & Analysis

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 
vi tro 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

p S N A P f- t u b u l i n と p C L I P f- C o x 8 A
（mitochondrial cytochrome oxidase 8A）を
トランスフェクションした HeLa 細胞のライブ
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

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

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。

Find an overview of 
SNAP-tag labeling.

SNAP-tag and 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-alk yl guanine -DNAalk yl t rans ferase（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-tag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 CLIPtag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 vitro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。

ALEXAFLOUR® is a registered trademark of Life Technologies, Inc.
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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。

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。

SNAP-Cell：pSNAP f -ER（endoplasmic 
reticulum）および pCLIPf-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

Self-Labeling 
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

SNAP-tag

Cell-permeable

SNAP-Cell 430 S9109S 421 444,484 50 nmol ¥67,000

SNAP-Cell 505-Star S9103S 504 532 50 nmol ¥67,000

SNAP-Cell Oregon Green® S9104S 490 514 50 nmol ¥75,000

SNAP-Cell TMR-Star S9105S 554 580 30 nmol ¥67,000

SNAP-Cell 647-SiR S9102S 645 661 30 nmol ¥67,000

Non-cell-permeable

SNAP-Surface Alexa Fluor 488 S9129S 496 520 50 nmol ¥76,000

SNAP-Surface 488 S9124S 506 526 50 nmol ¥67,000

SNAP-Surface Alexa Fluor 546 S9132S 558 574 50 nmol ¥76,000

SNAP-Surface 549 S9112S 560 575 50 nmol ¥67,000

SNAP-Surface 594 S9134S 606 626 50 nmol ¥67,000

SNAP-Surface Alexa Fluor 647 S9136S 652 670 50 nmol ¥76,000

SNAP-Surface 649 S9159S 655 676 50 nmol ¥67,000

CLIP-tag

Cell-permeable

CLIP-Cell 505 S9217S 504 532 50 nmol ¥67,000

CLIP-Cell TMR-Star S9219S 554 580 30 nmol ¥67,000

Non-cell-permeable

CLIP-Surface 488 S9232S 506 526 50 nmol ¥67,000

CLIP-Surface 547 S9233S 554 568 50 nmol ¥67,000

CLIP-Surface 647 S9234S 660 673 50 nmol ¥67,000

* 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。

SNAP-tagおよびCLIP-tag用蛍光基質

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（SNAP-Sur face、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-tag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

タンパク質ラベリング用の蛍光基質  

OREGON GREEN® is a registered trademark of Life Technologies, Inc.
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製品 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、固定細胞内、in vitroのSNAP-tagのブロ
ッキング

100 nmol ¥28,000

SNAP-Surface Block S9143S 生細胞内、固定細胞内、生細胞表面、in vitroの
SNAP-tagのブロッキング

200 nmol ¥28,000

製品 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 ¥37,000

pSNAP-tag (T7)-2 Vector N9181S 細菌におけるT7制御下での発現 20 µg ¥37,000

pCLIPf Vector N9215S 哺乳類細胞での安定発現および

一過性発現
20 µg ¥37,000

pSNAP f-tubulinおよび pCLIP f-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

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）または細胞
表面（SNAP-Surface Block）の SNAP-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は膜透過性が非常に高く、細胞内
の SNAP-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。

	■ 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 Agents  

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 CLIP f -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 Starter 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：pSNAP f - t agベクターの詳細およ
び制限酵素マップはテクニカルリファレンスのセク

ションを参照。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

Cloning Vectors  

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

 

#P9310S 100 µl   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,400

Anti-SNAP-tag® Antibody (Polyclonal)  

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 pTXB1 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 buffered 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 

#P9312S 50 µg   .  .  .  .  .  .  .  .¥21,000

SNAP-tag® Purified Protein  
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テクニカルサポート：03-4545-1420  tech.jp@neb.com

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。

	■ 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

SNAP-Biotin
#S9110S 50 nmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,400

CLIP-Biotin
#S9221S 50 nmol   .  .  .  .  .  .  .  .¥54,400

Biotin Labels  

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- t ag、CLIP- t ag（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）

製品 製品番号 構造 アプリケーション 容量 希望価格

BG-PEG-NH2 S9150S

N

O

O
O

O
O

N N

N

NH2

NH2

H

N
H

N
H

SNAP-tag基質PEG-リンカーは
優れた柔軟性を付与する。固体表

面の固定に特に好適。

2 mg ¥82,000

BG-GLA-NHS S9151S

N

O

O O

N
O

O

O

N N

N

NH2H

N
H

SNAP-tag基質NHSエステルとして
活性化1級アミンと反応する。

2 mg ¥83,000

BG-Maleimide S9153S

N

O

O

N

O

O

N N

N

NH2H

N
H

SNAP-tag基質マレイミドとして
活性化チオールと反応する。

2 mg ¥82,000

SNAPタグ標識技術に興味のある新規プローブを持
つ上級ユーザーのために、コアとなるベンジルグア

ニン（BG）部分を活性化エステル、一級アミン、チ
オール基に連結するためのビルディングブロックが

用意されている。様々な官能基があるため、カッ

プリングさせる分子や表面に合わせて化学的カップ

リングアプローチを選択することができる。

Biacore ®チップやマイクロアレイなどの表面に結合

させ、タンパク質を特異的に固定化する。ペプチド、

タンパク質および DNAオリゴマーと結合する。タン
パク質を特異的にラベリングするために、新しい蛍

光剤やアフィニティー試薬に結合させる。ラベリン

グは穏やかかつ正確で、多用途である。生物学的

条件下で 1つの標識が定義された位置に共有結合
する。

BIACORE ® is a registered trademark of GE Healthcare Life 
Sciences

	■ 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 Blocks  

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。

	■ 溶液中から SNAP-tag融合タンパク質を
選択的に捕捉

	■ 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

#S9145S 2 ml   .  .  .  .  .  .  .  .¥47,200

SNAP-Capture Magnetic Beads  
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科学的背景を持つピペットチップ。

提供：eplisterra、Adobe Stock

MY GREEN LABS® is a registered 
trademark of My Green Labs.

このVirtual Lab 
Scavenger Huntを

使用して持続 
可能性IQをテスト 

しましょう。

研究室で二酸化炭素排出量を 
どのように削減できるか？

科学者は、二酸化炭素排出量を研究室で削減して気候変動を緩和するために、

低コストの、またはコストのかからない手段を取ることができます。My Green 
Lab® や LEAF（Laboratory Efficiency Assessment Framework）などのリソースが、

実施プログラムを提供しています。Labconscious® は、ラボの持続可能性に関す

る最新の課題と、それを克服するために生物学者がどのようなソリューションを

使っているかについての認識を高める上で有用です。

気候変動の加速率は、ヒトの活動に由来する大気中の温室効果ガス（GHG）に関

連する脅威であるというのが科学的なコンセンサスです。古気候データによると、

過去 200 万年の間、生命は、1,000 年ごとに約 1℃の地球温暖化と並行して進化

してきました。しかし、地球温暖化が進み、1981 年以来、10 年ごとに 0.18℃ず

つ上昇しています。千年から百年への時間軸の変化は、厳しい課題を突きつけて

います。気候モデルは、あと 2℃の温暖化により、暑さと降水パターンが大きく

激化すると予測しています。残念ながら、種の適応は、多くの場合それを誘発す

る気候変動よりも遅く、すでに 100 万種以上が絶滅の危機に瀕しています。化石

燃料の燃焼により、大気は熱を吸収する温室効果ガス、主に二酸化炭素（CO2）

で溢れかえっています。植物、土壌、海洋などの自然の炭素吸収源では間に合わ

なくなっています。

気候学者は、2030 年までに炭素排出量を約 50% 削減すれば、最悪の脅威を回

避できると予測しています。先進国は世界の温室効果ガス排出量の 68% を占め

ており、このような社会では個人が大きな影響を受けることになっています。そ

のため、研究室は GHG 排出削減のための資源集約的な空間となっているのです。

二酸化炭素排出量は結果をある程度個別の条件に結びつけることができるため、

有用な指標と言えます。ある活動や事業体から発生する地球温暖化係数を表すも

のとして、二酸化炭素換算量（CO2e）はメートル・トン単位で報告されています。

二酸化炭素排出量計算には、様々なパラメータや方法論が組み込まれています。

近年、二酸化炭素排出量は研究室での作業に応用されています。これらはオープン

ソースで、商用のものであり、また、公開されているサステナビリティフレームワー

クを通じてアクセス可能です。研究室の二酸化炭素排出量の推定は、改善のため

に必要なものではなく、意思決定をサポートするためのものです。

生物学者には、研究室のエネルギーと廃棄物を削減するための低コストの選択肢

が数多くあります。持続可能性の目標は、研究室の会議、研修、手順書で伝達さ

れる必要があります。装置に啓発用のステッカーを貼ることは、研究室のメンバー

に具体的な行動を指示するのに有効なツールです。ドラフトチャンバーに貼られた

「サッシを閉めろ」というステッカーは、エネルギー消費を劇的に削減します。戦

略的に超低温冷凍庫の温度を -70℃まで引き上げたり、在庫を集約したりするの

も同様です。モニター、冷却装置、加熱装置を備えた小型の研究装置では、「電

源を切る」というステッカーを貼ることでエネルギーを節約します。オートクレー

ブはフル稼働させる必要があります。廃棄物転換目標では、オートクレーブ不要

な廃棄物をオートクレーブしないようにして、量を削減することが重要です。ポリ

プロピレンピペットチップボックスには袋詰めしたチップを再充填し、オートクレー

ブ滅菌して再使用することができます。リサイクルされた樹脂を使用することによ

り、新たに樹脂を合成する必要がなくなります。可能な限り、消耗品を再利用可

能な実験器具に置き換えることで、CO2e を削減できます。使い捨てのプラスチッ

ク製フラスコ、プレート、チューブ、チップ、マルチウェルプレートの使用量を限

りなく削減することで、廃棄物を削減できます。研究室の注文をまとめることで、

梱包や輸送を減らすことができます。バーチャルミーティングやカンファレンスで

は移動が不要となり、二酸化炭素排出量が 1,000–3,000 分の 1に抑えられます。

これらの戦略を用いることにより、科学者の一人ひとりやライフサイエンス組織に

おける二酸化炭素排出量削減が促進されるのです。
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テクニカル 
リファレンス
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。
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Guidelines for 
PCR Optimization317
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オンラインツール、データベース、モバイルアプリ

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

Competitor Cross-Reference 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。

Enzyme Finder
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。

Exo Selector
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。

Glycan Analyzer
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。

NEBridge™ Ligase Fidelity Tools
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 Fideli t 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™）。

DNA Sequences and Maps Tool 
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。

Double Digest Finder 
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。 

EnGen sgRNA Template Oligo Designer 
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。

NEBridge® Golden Gate Assembly Tool
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。

NEB LAMP Primer Design Tool
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。

NEBaseChanger®

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。

NEBcloner®

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。

NEBcutter® V3.0 
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 I Iあるいは Type I I I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。

NEBNext Custom RNA Depletion Design Tool
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。

NEBNext Selector 
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。

NEBioCalculator®

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。
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オンラインツール、データベース、モバイルアプリ（続き）

モバイルアプリ

NEBuilder® Assembly Tool 
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。

PCR Fidelity Estimator
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。

PCR Selection Tool
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。

Read Coverage Calculator 
NGSにおける read coverageを簡単に計算することがで 
きる。

Thermostable Ligase Reaction Temperature 
Calculator 
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。

Tm Calculator
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®

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。

REBASE®

制限酵素データベースである。REBASE（Rest r ic t ion 
Enz yme 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。

AR
NEB

NEB AR
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。

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 rCutSmar t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。
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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。

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 Buffer 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 **

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 unitsの酵素の使用を推奨する。ゲノム
DNAの場合には 10–20 unitsを使用する。

• いくつかの制限酵素は効率的に切断するために
複数の認識部位を必要とする。これらは "multi-
site"アイコンで指定されている。これらの酵素を
使用する際の推奨条件については、各制限酵素

の Webサイトを参照。

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。

• 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

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。

• 組換えアルブミンは、NEBuffer r1.1、r2.1、r3.1お
よび rCutSmart ™ Bufferに含まれている。

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。

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。

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。

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

TIPS FOR SETTING UP RE DIGESTS

典型的な制限反応条件

Tools & Resources

最適化のヒント

* 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
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ダブルダイジェスト

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

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 rCutSmart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。

rCutSmart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。

rCutSmart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 NEBuffer
を使用する。HF酵素があればそれを使用する。

• 推奨プロトコールに従って反応を設定する。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と SspIに
は HFバージョンがあり、rCutSmar t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
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型酵素は認識配列からはなれたランダムな部
位を切断する。修飾酵素と組み合わさったマルチサ

ブユニットとして機能する。この Type I型酵素は、
生化学的には重要だが、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内部もしくは近傍位置
を、決まった部分で切断する。認識 /切断の特異性
が高いため、現在の分子生物学実験に使用されて

いる制限酵素のほとんどがこのタイプである。最近

は非回文の認識配列を持ち、外側を切断する Type 
I IS制限酵素が応用的に使用されている。シームレ
スクローニングの 1つである Golde Gateアッセンブ
ルもその 1つである。

Type I I 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ある。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。

動画ライブラリ（www.neb.com）にアクセスして
以下を参照。

• Type I、IIおよび III制限酵素のチュートリアル

View
double digest

protocol.

TIPS FOR SETTING UP DOUBLE DIGESTS

TYPE I, II AND III RESTRICTION ENZYMES

Tools & Resources

Tools & Resources
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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。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）。

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 • 塩の含有量が多いバッファー（NEBuf fe r r3.1）での活性が低い酵素は塩で阻害されやすいため、DNAを
再精製する（NEB # T1030）

• 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当たり 3 – 5 units以上の酵素を使用する

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 • 塩の含有量が多いバッファー（NEBuf fe r r3.1）での活性が低い酵素は塩で阻害されやすい。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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NEBの 210種類以上の制限酵素を rCutSmar t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。この活性チャートは、ダブルダイジェス

トに最適な条件を選択できるようにするために、添付されている NEBuf ferと、それ以外の NEBuf fer中にお
ける相対活性が示されている。さらに、この活性チャートには、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（推奨条件化において基質 DNAを 5-15分で切断できる
品質、またはオーバーナイトでインキュベーションできる品質）さらには切断には 2か所の認識配列が必要か
などが示されている。

U 4種類の標準 NEBufferとは異なる専用バッファーが付属 @ 切断には 2か所の認識配列が必要

r リコンビナント酵素 I dcmメチル化感受性

e 次世代型ハイパフォーマンス制限酵素 i damメチル化感受性

t Time–Saver品質酵素 u CpGメチル化感受性

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

Enzyme
Supplied 
NEBuffer

% Activity in NEBuffers Incub. 
Temp. 
(°C)

Inactiv. 
Temp. 
(°C) Dil. Unit Substrate

Methylation 
Sensitivity Notesr1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

r t AatII rCutSmart <10 50* 50 100 37° 80° B λ DNA u  

r AbaSI rCutSmart + 
DTT 25 50 50 100 25° 65° C T4 wild-type phage DNA 

(fully ghmC-modified) e

r t Acc65I r3.1 10 75* 100 25 37° 65° A pBC4 DNA I u  

r t AccI rCutSmart 50 50 10 100 37° 80° A λ DNA u  

r t AciI rCutSmart <10 25 100 100 37° 65° A λ DNA u  

r t AclI rCutSmart <10 <10 <10 100 37° No B λ DNA u  

r t AcuI rCutSmart 50 100 50 100 37° 65° B λ DNA 1, b, d

r AfeI rCutSmart 25 100 25 100 37° 65° B pXba DNA u  

r t AflII rCutSmart 50 100 10 100 37° 65° A ΦX174 RF I DNA  

r t AflIII r3.1 10 50 100 50 37° 80° B λ DNA  

r t e AgeI-HF rCutSmart 100 50 10 100 37° 65° A λ DNA u  

r t AhdI rCutSmart 25 25 10 100 37° 65° A λ DNA u a

r e AleI-v2 rCutSmart <10 <10 <10 100 37° 65° B λ DNA u  

r t AluI rCutSmart 25 100 50 100 37° 80° B λ DNA b

r AlwI rCutSmart 50 50 10 100 37° No A λ DNA (dam-) i 1, b, d

r t AlwNI rCutSmart 10 100 50 100 37° 80° A λ DNA I  

r t ApaI rCutSmart 25 25 <10 100 37° 65° A pXba DNA I u  

r t ApaLI rCutSmart 100 100 10 100 37° No A λ DNA (HindIII digest) u  

r t ApeKI r3.1 25 50 100 10 75° No B λ DNA u  

r t e ApoI-HF rCutSmart 10 100 10 100 37° 80° B λ DNA  

r t AscI rCutSmart <10 10 10 100 37° 80° A λ DNA u  

r t AseI r3.1 <10 50* 100 10 37° 65° B λ DNA 3

r AsiSI rCutSmart 100 100 25 100 37° 80° B XhoI digested pXba u 2, b

r t AvaI rCutSmart <10 100 25 100 37° 80° A λ DNA u  

r t AvaII rCutSmart 50 75 10 100 37° 80° A λ DNA I u  

r t AvrII rCutSmart 100 50 50 100 37° No B λ DNA (HindIII digest)  

r t BaeGI r3.1 75 75 100 25 37° 80° A λ DNA  

制限酵素活性チャート

アイコンの説明
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Enzyme
Supplied 
NEBuffer

% Activity in NEBuffers Incub. 
Temp. 
(°C)

Inactiv. 
Temp. 
(°C) Dil. Unit Substrate

Methylation 
Sensitivity Notesr1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

r t BaeI rCutSmart 50 100 50 100 37° 65° A λ DNA u e

r t BamHI r3.1 75* 100* 100 100* 37° No A λ DNA 3

r t e BamHI-HF rCutSmart 100 50 10 100 37° No A λ DNA  

r BanI rCutSmart 10 25 <10 100 37° 65° A λ DNA I u 1

r BanII rCutSmart 100 100 50 100 37° 80° A λ DNA 2

r t BbsI r2.1 100 100 25 75 37° 65° B λ DNA  

r t e BbsI-HF rCutSmart 10 10 10 100 37° 65° B λ DNA  

r BbvCI rCutSmart 10 100 50 100 37° No B λ DNA u 1, a

r t @ BbvI rCutSmart 100 100 25 100 37° 65° B pBR322 DNA 3

r BccI rCutSmart 100 50 10 100 37° 65° A pXba DNA 3, b

r BceAI r3.1 100* 100* 100 100* 37° 65° A pBR322 DNA u 1

r @ BcgI r3.1 10 75* 100 50* 37° 65° A λ DNA i u e

r t BciVI rCutSmart 100 25 <10 100 37° 80° C λ DNA b

r t BclI r3.1 50 100 100 75 50° No A λ DNA (dam-) i  

r t e BclI-HF rCutSmart 100 100 10 100 37° 65° B λ DNA (dam-) i  

r t BcoDI rCutSmart 50 75 75 100 37° No B λ DNA u  

r BfaI rCutSmart <10 10 <10 100 37° 80° B λ DNA 2, b

r t @ BfuAI r3.1 <10 25 100 10 50° 65° B λ DNA u 3

r t BglI r3.1 10 25 100 10 37° 65° B λ DNA u  

r t BglII r3.1 10 10 100 <10 37° No A λ DNA  

r t BlpI rCutSmart 50 100 10 100 37° No A λ DNA d

r t BmgBI r3.1 <10 10 100 10 37° 65° B λ DNA u 3, b, d

r BmrI r2.1 75 100 75 100* 37° 65° B λ DNA (HindIII digest) b

r t e BmtI-HF rCutSmart 50 100 10 100 37° 65° B pXba DNA  

r @ BpmI r3.1 75 100 100 100* 37° 65° B λ DNA 2

r Bpu10I r3.1 10 25 100 25 37° 80° B λ DNA 3, b, d

r t BpuEI rCutSmart 50* 100 50* 100 37° 65° B λ DNA d

r t BsaAI rCutSmart 100 100 100 100 37° No C λ DNA u  

r BsaBI rCutSmart 50 100 75 100 60° 80° B λ DNA (dam-) i u 2

r t BsaHI rCutSmart 50 100 100 100 37° 80° C λ DNA I u  

r t e BsaI-HFv2 rCutSmart 100 100 100 100 37° 80° B pXba DNA I u  

r BsaJI rCutSmart 50 100 100 100 60° 80° A λ DNA  

r t BsaWI rCutSmart 10 100 50 100 60° 80° A λ DNA  

t BsaXI rCutSmart 50* 100* 10 100 37° No C λ DNA e

r t BseRI rCutSmart 100 100 75 100 37° 80° A λ DNA d

r BseYI r3.1 10 50 100 50 37° 80° B λ DNA u d

r t @ BsgI rCutSmart 25 50 25 100 37° 65° B λ DNA d

r t BsiEI rCutSmart 25 50 <10 100 60° No A λ DNA u  

r t BsiHKAI rCutSmart 25 100 100 100 65° No A λ DNA  

r t BsiWI r3.1 25 50* 100 25 55° 65° B ΦX174 DNA u  

r t e BsiWI-HF rCutSmart 50 100 10 100 37° No B ΦX174 DNA u  

r t BslI rCutSmart 50 75 100 100 55° No A λ DNA I u b

r t BsmAI rCutSmart 50 100 100 100 55° No B λ DNA u  

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
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Enzyme
Supplied 
NEBuffer

% Activity in NEBuffers Incub. 
Temp. 
(°C)

Inactiv. 
Temp. 
(°C) Dil. Unit Substrate

Methylation 
Sensitivity Notesr1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

r t e BsmBI-v2 r3.1 <10 50 100 25 55° 80° B  λ DNA u  

r BsmFI rCutSmart 25 50 50 100 65° 80° A pBR322 DNA I u 1

r t BsmI rCutSmart 25 100 <10 100 65° 80° A λ DNA  

r t BsoBI rCutSmart 25 100 100 100 37° 80° A λ DNA  

r t Bsp1286I rCutSmart 25 25 25 100 37° 65° A λ DNA 3

r t BspCNI rCutSmart 100 75 10 100 37° 80° A λ DNA b

r BspDI rCutSmart 25 75 50 100 37° 80° A λ DNA i u  

r t BspEI r3.1 <10 10 100 <10 37° 80° B λ DNA (dam-) i u  

r t BspHI rCutSmart 10 50 25 100 37° 80° A λ DNA i  

r @ BspMI r3.1 10 50* 100 10 37° 65° B λ DNA  

r t BspQI r3.1 100* 100* 100 100* 50° 80° B λ DNA 3

r t BsrBI rCutSmart 50 100 100 100 37° 80° A λ DNA u d

r t BsrDI r2.1 10 100 75 25 37° 80° A λ DNA 3, d

r t e BsrFI-v2 rCutSmart 25 25 0 100 37° No C pBR322 DNA u  

r t e BsrGI-HF rCutSmart 10 100 100 100 37° 80° A λ DNA  

t BsrI r3.1 <10 50 100 10 65° 80° B ΦX174 DNA b

r t BssHII rCutSmart 100 100 100 100 50° 65° B λ DNA u  

r t e BssSI-v2 rCutSmart 10 25 <10 100 37° No B λ DNA  

r BstAPI rCutSmart 50 100 25 100 60° 80° A λ DNA u b

r t BstBI rCutSmart 75 100 10 100 65° No A λ DNA u  

r t e BstEII-HF rCutSmart <10 10 <10 100 37° No A λ DNA  

r t BstNI r3.1 10 100 100 75 60° No A λ DNA a

r t BstUI rCutSmart 50 100 25 100 60° No A λ DNA u b

r t BstXI r3.1 <10 50 100 25 37° 80° B λ DNA I 3

r t BstYI rCutSmart 25 100 75 100 60° No A λ DNA  

r t e BstZ17I-HF rCutSmart 100 100 10 100 37° No A λ DNA u  

r t Bsu36I rCutSmart 25 100 100 100 37° 80° C λ DNA (HindIII digest) b

r t BtgI rCutSmart 50 100 100 100 37° 80° B pBR322 DNA  

r BtgZI rCutSmart 10 25 <10 100 60° 80° A λ DNA u 3, b, d

r t BtsCI rCutSmart 10 100 25 100 50° 80° B λ DNA  

r t e BtsI-v2 rCutSmart 100 100 25 100 37° No A λ DNA 1

r e BtsIMutI rCutSmart 100 50 10 100 55° 80° A pUC19 DNA b

t Cac8I rCutSmart 50 75 100 100 37° 65° B λ DNA u b

r t ClaI rCutSmart 10 50 50 100 37° 65° A λ DNA (dam-) i u  

r t @ CspCI rCutSmart 10 100 10 100 37° 65° A λ DNA e

r t CviAII rCutSmart 50 50 10 100 25° 65° C λ DNA  

r CviKI-1 rCutSmart 25 100 100 100 37° No A pBR322 DNA 1, b

r t CviQI r3.1 75 100* 100 75* 25° No C λ DNA b

r t DdeI rCutSmart 75 100 100 100 37° 65° B λ DNA  

r t DpnI rCutSmart 100 100 75 100 37° 80° B pBR322 DNA (dam 
methylated) u b

r t DpnII U 25 25 100* 25 37° 65° B λ DNA (dam-) i  

r t DraI rCutSmart 75 75 50 100 37° 65° A λ DNA  

制限酵素活性チャート（続き）

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
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Enzyme
Supplied 
NEBuffer

% Activity in NEBuffers Incub. 
Temp. 
(°C)

Inactiv. 
Temp. 
(°C) Dil. Unit Substrate

Methylation 
Sensitivity Notesr1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

r t e DraIII-HF rCutSmart <10 50 10 100 37° No B λ DNA u b

r t DrdI rCutSmart 25 50 10 100 37° 65° A pUC19 DNA u 3

r EaeI rCutSmart 10 50 <10 100 37° 65° A λ DNA I u b

r t e EagI-HF rCutSmart 25 100 100 100 37° 65° B pXba DNA u  

r t EarI rCutSmart 50 10 <10 100 37° 65° B λ DNA u b, d

r EciI rCutSmart 100 50 50 100 37° 65° A λ DNA u 2

r t Eco53kI rCutSmart 100 100 <10 100 37° 65° A pXba DNA u 3, b

r t EcoNI rCutSmart 50 100 75 100 37° 65° A λ DNA b

r t EcoO109I rCutSmart 50 100 50 100 37° 65° A λ DNA (HindIII digest) I 3

r t @ EcoP15I r3.1 + ATP 75 100 100 100 37° 65° A pUC19 DNA e

r t EcoRI U 25 100* 50 50* 37° 65° C λ DNA u  

r t e EcoRI-HF rCutSmart 10 100 <10 100 37° 65° C λ DNA u  

r t EcoRV r3.1 10 50 100 10 37° 80° A λ DNA u  

r t e EcoRV-HF rCutSmart 25 100 100 100 37° 65° B λ DNA u  

r t Esp3I rCutSmart 100 100 <10 100 37° 65° B λ DNA u  

r FatI r2.1 10 100 50 50 55° 80° A pUC19 DNA  

r FauI rCutSmart 100 50 10 100 55° 65° A λ DNA u 3, b, d

r t Fnu4HI rCutSmart <10 <10 <10 100 37° No A λ DNA u a

r @ FokI rCutSmart 100 100 75 100 37° 65° A λ DNA I u 3, b, d

r t FseI rCutSmart 100 75 <10 100 37° 65° B pBC4 DNA I u  

r FspEI rCutSmart + 
Enz. Activ. <10 <10 <10 100 37° 80° B pBR322 (dcm+) DNA 1, e

r t FspI rCutSmart 10 100 10 100 37° No C λ DNA u b

r t HaeII rCutSmart 25 100 10 100 37° 80° A λ DNA u  

r t HaeIII rCutSmart 50 100 25 100 37° 80° A λ DNA  

r HgaI r1.1 100 100 25 100* 37° 65° A ΦX174 DNA u 1

r t HhaI rCutSmart 25 100 100 100 37° 65° A λ DNA u  

r t HinP1I rCutSmart 100 100 100 100 37° 65° A λ DNA u  

r t HincII rCutSmart 25 100 100 100 37° 65° B λ DNA u  

r HindIII r2.1 25 100 50 50 37° 80° B λ DNA 2

r t e HindIII-HF rCutSmart 10 100 10 100 37° 80° B λ DNA  

r t HinfI rCutSmart 50 100 100 100 37° 80° A λ DNA u  

r HpaI rCutSmart <10 75* 25 100 37° No A λ DNA u 1

r t HpaII rCutSmart 100 50 <10 100 37° 80° A λ DNA u  

r t HphI rCutSmart 50 50 <10 100 37° 65° B λ DNA I 1, b, d

r t Hpy166II rCutSmart 100 100 50 100 37° 65° C pBR322 DNA u  

r Hpy188I rCutSmart 25 100 50 100 37° 65° A pBR322 DNA i 1, b

r Hpy188III rCutSmart 100 100 10 100 37° 65° B pUC19 DNA i u 3, b

r Hpy99I rCutSmart 50 10 <10 100 37° 65° A λ DNA u  

r t HpyAV rCutSmart 100 100 25 100 37° 65°  λ DNA u 3, b, d

r HpyCH4III rCutSmart 100 25 <10 100 37° 65° A λ DNA b

r t HpyCH4IV rCutSmart 100 50 25 100 37° 65° A pUC19 DNA u  

r t HpyCH4V rCutSmart 50 50 25 100 37° 65° A λ DNA  

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
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Enzyme
Supplied 
NEBuffer

% Activity in NEBuffers Incub. 
Temp. 
(°C)

Inactiv. 
Temp. 
(°C) Dil. Unit Substrate

Methylation 
Sensitivity Notesr1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

r I-CeuI rCutSmart 10 10 10 100 37° 65° B pBHS ScaI-linearized 
Control Plasmid  

r I-SceI rCutSmart 10 50 25 100 37° 65° B pGPS2 NotI-linearized 
Control Plasmid  

r KasI rCutSmart 50 100 50 100 37° 65° B pBR322 DNA u 3

r t e KpnI-HF rCutSmart 100 25 <10 100 37° No A pXba DNA  

r LpnPI rCutSmart + 
Enz. Activ. <10 <10 <10 100 37° 65° B pBR322 (dcm+) DNA 1, e

r t MboI rCutSmart 75 100 100 100 37° 65° A λ DNA (dam-) i u  

r t @ MboII rCutSmart 100* 100 50 100 37° 65° C λ DNA (dam-) i b

r t e MfeI-HF rCutSmart 75 25 <10 100 37° No A λ DNA  

r t MluCI rCutSmart 100 10 10 100 37° No A λ DNA  

r t e MluI-HF rCutSmart 25 100 100 100 37° No A λ DNA u  

r t MlyI rCutSmart 50 50 10 100 37° 65° A λ DNA b, d

r t @ MmeI rCutSmart 50 100 50 100 37° 65° B ΦX174 RF I DNA u b, c

r t MnlI rCutSmart 75 100 50 100 37° 65° B λ DNA b

r MscI rCutSmart 25 100 100 100 37° 80° C λ DNA I  

r t MseI rCutSmart 75 100 75 100 37° 65° A λ DNA  

r t MslI rCutSmart 50 50 <10 100 37° 80° A λ DNA  

r t MspA1I rCutSmart 10 50 10 100 37° 65° B λ DNA u  

r t MspI rCutSmart 75 100 50 100 37° No A λ DNA  

r MspJI rCutSmart + 
Enz. Activ. <10 <10 <10 100 37° 65° B pBR322 (dcm+) DNA 1, e

r t MwoI rCutSmart <10 100 100 100 60° No B λ DNA u  

r @ NaeI rCutSmart 25 25 <10 100 37° No A pXba DNA u b

r @ NarI rCutSmart 100 100 10 100 37° 65° A pXba DNA u  

r Nb.BbvCI rCutSmart 25 100 100 100 37° 80° A supercoiled plasmid DNA e

r Nb.BsmI r3.1 <10 50 100 10 65° 80° A supercoiled plasmid 
pBR322 DNA e

r Nb.BsrDI rCutSmart 25 100 100 100 65° 80° A supercoiled pUC19 DNA e

r Nb.BssSI r3.1 10 100 100 25 37° No B supercoiled pUC19 DNA e

r Nb.BtsI rCutSmart 75 100 75 100 37° 80° A supercoiled pUC101 DNA 
(dam-/dcm-) e

r t NciI rCutSmart 100 25 10 100 37° No A λ DNA u b

r t NcoI r3.1 100 100 100 100 37° 80° A λ DNA  

r t e NcoI-HF rCutSmart 50 100 10 100 37° 80° B λ DNA  

r t NdeI rCutSmart 75 100 100 100 37° 65° A λ DNA  

r t @ NgoMIV rCutSmart 100 50 10 100 37° No A pXba DNA u 1

r t e NheI-HF rCutSmart 100 25 10 100 37° 80° C λ DNA (HindIII digest) u  

r t NlaIII rCutSmart <10 <10 <10 100 37° 65° B ΦX174 RF I DNA  

r NlaIV rCutSmart 10 10 10 100 37° 65° B pBR322 DNA I u  

r @ NmeAIII rCutSmart 10 10 <10 100 37° 65° B ΦX174 RF I DNA c

r t NotI r3.1 <10 50 100 25 37° 65° C pBC4 DNA u  

r t e NotI-HF rCutSmart 25 100 25 100 37° 65° A pBC4 DNA u  

r t e NruI-HF rCutSmart 0 25 50 100 37° No A λ DNA i u  

r t NsiI r3.1 10 75 100 25 37° 65° B λ DNA  

制限酵素活性チャート（続き）

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
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Enzyme
Supplied 
NEBuffer

% Activity in NEBuffers Incub. 
Temp. 
(°C)

Inactiv. 
Temp. 
(°C) Dil. Unit Substrate

Methylation 
Sensitivity Notesr1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

r t e NsiI-HF rCutSmart <10 20 <10 100 37° 80° B λ DNA  

r t NspI rCutSmart 100 100 <10 100 37° 65° A λ DNA  

r Nt.AlwI rCutSmart 10 100 100 100 37° 80° A pUC101 DNA (dam-/dcm-) i e

r Nt.BbvCI rCutSmart 50 100 10 100 37° 80° A supercoiled plasmid DNA u e

r Nt.BsmAI rCutSmart 100 50 10 100 37° 65° A supercoiled plasmid DNA u e

r Nt.BspQI r3.1 <10 25 100 10 50° 80° B supercoiled pUC19 DNA e

r Nt.BstNBI r3.1 0 10 100 10 55° 80° A T7 DNA e

r Nt.CviPII rCutSmart 10 100 25 100 37° 65° A pUC19 DNA u e

r PI-PspI U + rAlbumin 10 10 10 10 65° No B pAKR7 XmnI-linearized 
Control Plasmid  

r PI-SceI U + rAlbumin 10 10 10 10 37° 65° B pBSvdeX XmnI-linearized 
Control Plasmid  

r t PacI rCutSmart 100 75 10 100 37° 65° A pNEB193 DNA  

r t PaeR7I rCutSmart 25 100 10 100 37° No A λ DNA (HindIII digest) u  

r @ PaqCI rCutSmart 
PaqCI Activator 10 100 10 100 37° 65° B λ DNA u 1

r PciI r3.1 50 75 100 50* 37° 80° B pXba DNA  

r t PflFI rCutSmart 25 100 25 100 37° 65° A pBC4 DNA b

r t PflMI r3.1 0 100 100 50 37° 65° A λ DNA I 3, b, d

r @ PleI rCutSmart 25 50 25 100 37° 65° A λ DNA u b, d

r @ PluTI rCutSmart 100 25 <10 100 37° 65° A pXba DNA u b

r t PmeI rCutSmart <10 50 10 100 37° 65° A λ DNA u  

r t PmlI rCutSmart 100 50 <10 100 37° 65° A λ DNA (HindIII digest) DNA u  

r t PpuMI rCutSmart <10 <10 <10 100 37° No B λ DNA (HindIII digest) I  

r t PshAI rCutSmart 25 50 10 100 37° 65° A λ DNA u  

r t e PsiI-v2 rCutSmart 25 50 10 100 37° 65° B λ DNA 3

r PspGI rCutSmart 25 100 50 100 75° No A T7 DNA I 3

r PspOMI rCutSmart 10 10 <10 100 37° 65° B pXba DNA I u  

r PspXI rCutSmart <10 100 25 100 37° No B λ DNA (HindIII digest) u  

r t PstI r3.1 75 75 100 50* 37° 80° C λ DNA  

r t e PstI-HF rCutSmart 10 75 50 100 37° No C λ DNA  

r t e PvuI-HF rCutSmart 25 100 100 100 37° No B pXba DNA u  

r t PvuII r3.1 50 100 100 100* 37° No B λ DNA  

r t e PvuII-HF rCutSmart <10 <10 <10 100 37° No B λ DNA  

r t RsaI rCutSmart 25 50 <10 100 37° No A λ DNA u  

r @ RsrII rCutSmart 25 75 10 100 37° 65° C λ DNA u  

r t e SacI-HF rCutSmart 10 50 <10 100 37° 65° A λ DNA (HindIII digest) u  

r t @ SacII rCutSmart 10 100 10 100 37° 65° A pXba DNA u  

r t SalI r3.1 <10 <10 100 <10 37° 65° A λ DNA (HindIII digest) u  

r t e SalI-HF rCutSmart 10 100 100 100 37° 65° A λ DNA (HindIII digest) u  

r t SapI rCutSmart 75 50 <10 100 37° 65° B λ DNA  

r Sau3AI r1.1 100 50 10 100 37° 65° A λ DNA u b

r Sau96I rCutSmart 50 100 100 100 37° 65° A λ DNA I u  

r t e SbfI-HF rCutSmart 50 25 <10 100 37° 80° B λ DNA  

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
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Enzyme
Supplied 
NEBuffer

% Activity in NEBuffers Incub. 
Temp. 
(°C)

Inactiv. 
Temp. 
(°C) Dil. Unit Substrate

Methylation 
Sensitivity Notesr1.1 r2.1 r3.1 rCutSmart

r t e ScaI-HF rCutSmart 100 100 10 100 37° 80° B λ DNA  

r ScrFI rCutSmart 100 100 100 100 37° 65° C λ DNA I u 2, a

r SexAI rCutSmart 100 75 50 100 37° 65° A pBC4 DNA (dcm-) I 3, b, d

r SfaNI r3.1 <10 75 100 25 37° 65° B ΦX174 RF I DNA u 3, b

r SfcI rCutSmart 75 50 25 100 37° 65° B λ DNA 3

r t @ SfiI rCutSmart 25 100 50 100 50° No C pXba DNA I u  

r t SfoI rCutSmart 50 100 100 100 37° No B λ DNA (HindIII digest) I u  

r @ SgrAI rCutSmart 100 100 10 100 37° 65° A λ DNA u 1

r t SmaI rCutSmart <10 <10 <10 100 37° 65° B λ DNA (HindIII digest) u b

r SmlI rCutSmart 25 75 25 100 55° No A λ DNA b

r SnaBI rCutSmart 50* 50 10 100 37° 80° A T7 DNA u 1

r t e SpeI-HF rCutSmart 25 50 10 100 37° 80° C pXba-XbaI DNA  

r SphI r2.1 100 100 50 100 37° 65° B λ DNA 2

r t e SphI-HF rCutSmart 50 25 10 100 37° 65° B λ DNA  

r t SrfI rCutSmart 10 50 0 100 37° 65° B pNEB193-SrfI DNA u  

r t e SspI-HF rCutSmart 25 100 <10 100 37° 65° B λ DNA  

r t StuI rCutSmart 50 100 50 100 37° No A λ DNA I  

r t StyD4I rCutSmart 10 100 100 100 37° 65° B λ DNA I u  

r t e StyI-HF rCutSmart 25 100 25 100 37° 65° A λ DNA  

r t SwaI r3.1 10 10 100 10 25° 65° B pXba DNA b, d

r t e TaqI-v2 rCutSmart 50 100 50 100 65° No B λ DNA i  

r t TfiI rCutSmart 50 100 100 100 65° No C λ DNA u  

r t TseI rCutSmart 75 100 100 100 65° No B λ DNA u 3

r Tsp45I rCutSmart 100 50 <10 100 65° No A λ DNA  

t TspMI rCutSmart 50* 75* 50* 100 75° No B pBC4 DNA u d

r t TspRI rCutSmart 25 50 25 100 65° No B λ DNA  

r t Tth111I rCutSmart 25 100 25 100 65° No B pBC4 DNA b

r
WarmStart 
Nt.BstNBI r3.1 0 10 100 25 55° 80° A T7 DNA  

r t XbaI rCutSmart <10 100 75 100 37° 65° A λ DNA (dam-/Hind III 
digest) i  

r XcmI r2.1 10 100 25 100* 37° 65° C λ DNA 2

r t XhoI rCutSmart 75 100 100 100 37° 65° A λ DNA (HindIII digest) u b

r t XmaI rCutSmart 25 50 <10 100 37° 65° A pXba DNA u 3

r t XmnI rCutSmart 50 75 <10 100 37° 65° A λ DNA b

r ZraI rCutSmart 100 25 10 100 37° 80° B λ DNA u  

制限酵素活性チャート（続き）

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
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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。原則としてその酵素の至適温度で反応を行うが、中には 37℃でも活性を示すものがあるため、
目的に応じて 37℃を採用しても良い。

制限酵素 至適温度
37℃における 
活性（%）

AbaSI 25° 0

ApeKI 75° 10

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

BspQI 50° 50

BsrI 65° 10

制限酵素 至適温度
37℃における 
活性（%）

Nt.BspQI 50° 50

Nt.BstNBI 55° 50

PI-PspI 65° 10

PspGI 75° 25

SfiI 50° 10

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
WarmStart®  
Nt. BstNBI 55° 0

制限酵素 至適温度
37℃における 
活性（%）

BssHII 50° 100

BstAPI 60° 25

BstBI 65° 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

Nb.BsmI 65° 100

Nb.BsrDI 65° 50

rCutSmartバッファー中のDNA修飾酵素活性

DNA修飾酵素に添付されているバッファーの代わりに、rCutSmart Bufferを用いた場合の活性を示す。多くの修飾酵素が rCutSmart Buffer中でも活性を示すことが
わかる。

 + + +   full functional activity + +   50–100% functional activity +   0–50% functional activity

DNA修飾酵素

rCutSmart 
バッファー中 
の活性 必須因子

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+

DNase I-XT + + + 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

Fpg + + +

GpC Methyltransferase (M.CviPI) + Requires DTT

Hi-T4 DNA Ligase + + + Requires ATP

Lambda Exonuclease  + + 

McrBC + + +

Micrococcal Nuclease + + + Requires Ca2+

DNA修飾酵素

rCutSmart 
バッファー中 
の活性 必須因子

phi29 DNA Polymerase + + + Requires DTT

Quick CIP + + +

RecJf + + +

Salt-T4 DNA Ligase + Requires ATP

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 Exonuclease I + + +

Thermolabile USER II Enzyme + + +

Thermolabile USER III Enzyme + +

Thermostable OGG + + +

USER Enzyme, recombinant + + +
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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

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、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 NEBuffer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。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。

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 rCutSmartバッファーで切断できる。210種類以上の制限酵素が rCutSmart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。

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, e thanol 
（1）, e thylene glycol, dimethylacetamide, 

dimethylformamide, sulphalane （2）］

• 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。

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.
(2) Tikchinenko, T.I. et al (1978) Gene 4, 195–212.

メモ：制限酵素ごとにスター活性の原因が異なる。

ハイフィデリティー（HF）制限酵素

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

Tools & Resources

RESTRICTION ENZYME STAR ACTIVITY

WHAT IS A HIGH-FIDELITY ENZYME?

Learn how star
activity is reduced
with HF enzymes.

スター活性（非特異的切断）
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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′

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 
+ + 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 
N/A Not Available

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。

特に明記がないものは 37℃でアッセイした。

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-HF + +
AhdI + + +
AleI-v2 + + +
AluI + +
AlwI  +
AlwNI + + +
ApaI @25°C + + +
ApaLI + + +
ApeKI @75°C + + +
ApoI-HF + + +
AscI + + +
AseI + + +
AsiSI + + +
AvaI + +
AvaII + +
AvrII + + +
BaeI @25°C +
BaeGI  +
BamHI +
BamHI-HF +
BanI + + +
BanII  +
BbsI + +
BbsI-HF –
BbvI – 
BbvCI + + +

酵素
長時間反応
の活性

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-HF + + +
BssHII @50°C + 
BssSI-v2 + + +
BstAPI @60°C + +
BstBI @65°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 + +
ClaI +
CspCI  +
CviAII @25°C –
CviKI-1 – 
CviQI @25°C + +

酵素
長時間反応
の活性

BccI +
BceAI + + +
BcgI  + 
BciVI – 
BclI @50°C +
BcII-HF N/A
BcoDI + + +
BfaI  + 
BfuAI @50°C + +
BglI + + +
BglII + +
BlpI +
BmgBI –
BmrI – 
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  + + + 
BsmI @65°C  +
BsmAI @55°C + +
BsmBI-v2 @55°C + 

酵素
長時間反応
の活性

DdeI + + +
DpnI + + +
DpnII + + +
DraI  + +
DraIII-HF + + +
DrdI + + +
EaeI + + +
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 + +
HincII + + +
HindIII + + +
HindIII-HF + + +
HinfI + +
HinP1I + +
HpaI + +

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。

イソシゾマーの詳細は REBASE.neb.comを参照

長時間反応における制限酵素活性
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長時間反応における制限酵素活性（続き）

酵素
長時間反応
の活性

HpaII + +
HphI  + +
Hpy99I –
Hpy166II  + + + 
Hpy188I –
Hpy188III + +
HpyAV –
HpyCH4III + + +
HpyCH4IV + +
HpyCH4V + +
I-CeuI + +
I-SceI + +
KasI –
KpnI-HF  + 
LpnPI –
MboI +
MboII  – 
MfeI-HF + +
MluI-HF + + +
MluCI –
MlyI –
MmeI –
MnlI + +
MscI +
MseI + + +
MslI – 
MspI –
MspA1I + +
MspJI + + +
MwoI @60°C + + +
NaeI  +

酵素
長時間反応
の活性

NarI –
Nb.BbvCI + + +
Nb.BsmI @65°C + +
Nb.BsrDI @65°C + +
Nb.BssSI + + +
Nb.BtsI + +
NciI +
NcoI  + +
NcoI-HF  + +
NdeI + + +
NgoMIV + + +
NheI-HF + + +
NlaIII +
NlaIV +
NmeAIII –
NotI + +
NotI-HF + + +
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 + + +
PaeR7I + + +
PaqCI + +
PciI + +

酵素
長時間反応
の活性

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-HF + + +
PvuII + + +
PvuII-HF –
Rsal + +
RsrII + +
SacI-HF + + +
SacII + + +
SalI + + +
SalI-HF + +
SapI –
Sau3AI +
Sau96I + +
SbfI-HF –
ScaI-HF + +
ScrFI + +

酵素
長時間反応
の活性

SexAI + +
SfaNI + 
SfcI –
SfiI @50°C + +
SfoI –
SgrAI –
SmaI @25°C + + +
SmlI @55°C + +
SnaBI +
SpeI-HF  +
SphI + + +
SphI-HF  – 
SrfI + + +
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 + +
WarmStart Nt. BstNBI +
XbaI + + +
XcmI + + +
XhoI + + +
XmaI  +
XmnI + +
ZraI +

Kyle は、2021 年にアプリケーション 
& 製品開発グループの開発サイエン

ティスト I として NEB に入社しまし

た。自由時間では、ハイキング、釣り、

キャンプ、ボードゲームを楽しんで

います。
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ライゲーション可能な突出末端と新しい制限部位の生成

酵素 組み合わせ可能な酵素 再切断できる酵素

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-v2
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-v2
AciI, AclI, BsaHI (GR/CGYC), 
HinP1I, HpaII, NarI

TaqI-v2

—

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-v2

—
TaqI-v2

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, Tsp509I

ApoI, Tsp509I
ApoI, EcoRI, Tsp509I
Tsp509I

AscI
(GG/CGCGCC)

AflIII (A/CGCGT), 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-v2, XhoI
TaqI-v2
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

BfaI
(C/TAG) AseI, Csp6I, MseI, NdeI —

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。
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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-v2
AciI, AclI, BsaHI (GR/CGYC), HinP1I,
HpaII, NarI

TaqI-v2
—

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, Tsp509I

ApoI, EcoRI, Tsp509I
ApoI, Tsp509I
Tsp509I

FatI
(/CATG) BspHI, NcoI, PciI FatI, NlaIII

HinP1I
(G/CGC)

AccI (GT/CGAC), AclI, ClaI, BstBI, TaqI-v2
AciI, BsaHI (GR/CGCC), NarI
BsaHI (GR/CGTC)
HpaII

—
HhaI
HgaI
AciI

HpaII/MspI
(C/CGG)

AccI (GT/CGAC), AclI, ClaI, BstBI, TaqI-v2
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, Tsp509I Tsp509I

MluI
(A/CGCGT) AscI, BssHII BstUI, HhaI

MseI
(T/TAA)

AseI
BfaI, Csp6I, NdeI

MseI
—

NarI
(GG/CGCC)

AccI (GT/CGAC), AclI, ClaI, BstBI, TaqI-v2
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

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-v2

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-v2

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-v2
(T/CGA)

AccI (GT/CGAC), ClaI, BstBI
AciI, AclI, BsaHI (GR/CGYC), HinP1I,
HpaII, NarI

TaqI-v2
—

Tsp509I
(/AATT)

ApoI (R/AATTY), EcoRI, MfeI Tsp509I

XbaI
(T/CTAGA) AvrII, NheI, SpeI, StyI (C/CTAGG) BfaI

XhoI (TliI)
(C/TCGAG)

PspXI
SalI

XhoI, TliI
TaqI-v2

XmaI
(C/CCGGG)

AgeI, BsaWI, BspEI, BsrFI, NgoMIV, SgrAI
AvaI (C/CCGGG)

HpaII, NciI, ScrFI
AvaI, BsaJI, HpaII, NciI,
ScrFI, SmaI, XmaI

*これらの酵素にはHFバージョンがある。

ライゲーション可能な突出末端と新しい制限部位の生成（続き）
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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可能性があるため、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 – AAC（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に関する情報は、
制限酵素活性チャートおよび REBASE.neb.com
に記載している。

参考文献
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(3) May, M.S. and Hattman, S. (1975) J. Bacteriol., 123, 768–770.
(4)  Siegfried, Z. and Cedar, H. (1997) Curr. Biol., 7,  –307.

Dam（GmATC）、Dcm（CmCWGG）および CpG（mCG）メチル化

Learn about dam, 
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PCR最適化のガイドライン

*  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.

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 Phusion 
High–Fidelity DNA 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 Phusion 
High–Fidelity DNA 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。

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）。

• 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。

• 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。

• 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。

• 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。

• 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。

• 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 Q5 Hot Start High–
Fidelity DNA 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 Start High–Fidelity DNA Polymerase）。

セットアップ PCRサイクルガイドライン

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。
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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。

*   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.

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

• 反応液中の Mg2+ 濃度を下げる

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 A260/280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、Q5 High-Fidelity DNA Polymerase（NEB #M0491）を High GC Enhancerと組
み合わせて、または OneTaq DNA Polymerase（NEB #M0480）を OneTaq GC Reaction Buffer（必要に応じて OneTaq 
High GC Enhancerも加える）と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 Star t High–Fidelit y DNA Polymerase（NEB #M0492）あるいは OneTaq Hot Star t 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

318

テ
ク
ニ
カ
ル
リ
フ
ァ
レ
ン
ス



QUANTSTUDIO® is a registered trademark of Thermo Fisher Scientific.

• 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 HotStart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 un i t s / µ L の A n t a r c t i c T h e r m ol a b i l e UD G 
（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、Melt ing 
Curveなどで確認する。

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 SuperMix 
K i t（NEB #M3010/ E3010）の使用を推奨する。
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。

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。
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• 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 WarmStar t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 WarmStart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。Luna
製品（NEB #M3019、M3029、L4001）の一部は、
Thermolabile UDGが含まれているため、処理は必
要ない。

• 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。

• No ROXバージョン（NEB #E3007、M3029）に標準
色素（リファレンスダイ）は含まれておらず、ROX
を必要としない機器に対応している。ROXによる
規格化が必要な場合は、ROXを追加できる。詳
細は、PCR装置の説明書を参照。

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、Melt ing 
Curveなどで確認する。

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。

• 1XTE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 vi tro 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。

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。
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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 • プロトコールを再確認する

添加量が正しくない

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 • 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

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

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 Antarc t ic 
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
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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 • プロトコールを再確認する

添加量が正しくなかった

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
• A BI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 Antarc t ic 
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

Luna® One-Step RT-qPCRのトラブルシューティングガイド
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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。

酵素

末端への付加塩基数

1 bp 2 bp 3 bp 4 bp 5 bp

AccI* – – – – –

AciI – + + + + + + +

AgeI-HF + + + + + + + + + + + + + +

AleI-v2 + + + + + + + + + + + + + + +

AluI – + + + + + + + + + + + +

ApaI + + + + + + + + + + + + + + +

AscI + + + + + + + + + + + + + + +

AvrII + + + + + + + + + + + + +

BamHI + + + + + + + + + + + +

BamHI-HF + + + + + + + + + + +

BbsI-HF + + + + + + + + + + + + + + +

BclI-HF – – + + + + + + + + +

BglII + + + + + + + + + + + + + +

BmtI-HF + + + + + + + + + + + + + + +

BsaI-HFv2 + + + + + + + + + + + + + + +

BsiWI + + + + + + + + + + + + + +

BsiWI-HF + + + + + + + + + + + + + + +

BsmBI-v2 + + + + + + + + + + + + + + +

BsrGI-HF + + + + + + + + + + + + + + +

BssHII + + + + + + + + + + + + +

BstZ17I-HF + + + + + + + + + + + + +

ClaI – – + + + + + + +

DdeI + + + + + + + + + + + + + + +

DpnI – + + + + NT NT

DraIII-HF + + + + + + + + + + + + + + +

EagI-HF + + + + + + + + + + + + +

EcoRI + + + + + + + + +

EcoRI-HF + + + + + + + + + +

EcoRV + + + + + + + + + + +

EcoRV-HF + + + + + + + + + +

Esp3I + + + + + + + + + + + + + + +

FseI + + + + + + + + + + + +

HindIII – + + + + + + + + + +

HindIII-HF – + + + + + + + + + +

HpaI + + + + + + + + + + + + + + +

KpnI-HF + + + + + + + + + + + + +

MfeI-HF + + + + + + + + + + + +

MluI-HF + + + + + + + + + + + +

酵素

末端への付加塩基数

1 bp 2 bp 3 bp 4 bp 5 bp

MseI + + + + + + + + + + + + + + +

NcoI – + + + + + + + + + + +

NcoI-HF + + + + + + + + + + + +

NdeI + + + + + + + + + + +

NheI-HF + + + + + + + + + + + + +

NlaIII + + + + + + + + + + + + + +

NotI + + + + + + + + + +

NotI-HF + + + + + + + + + +

NsiI + + + + + + + + + + +

NspI – – + + + + +

PacI + + + + + + + + + + + + + + +

PaqCI + + + + + – – –

PciI + + + + + + + + + + + + + + +

PmeI + + + + + + + + + + + + + + +

PsiI-v2 + + + + + + + + + + + + +

PstI-HF + + + + + + + + + + + + + +

PvuI-HF + + + + + + + + + + + + + + +

PvuII + + + + + + + + + + + +

PvuII-HF – + + + + + + + + + +

RsaI + + + + + + + + + + + + +

SacI-HF – + + + + + + + + + +

SacII + + + + + + + + + + + + + + +

SalI – + + + + + + + + + + +

SalI-HF – + + + + + + + + + + +

SapI + + + + + + + + + + + + + + +

Sau3AI + + + + + + + + + + + + + + +

SbfI-HF + + + + + + + + + + + + + +

ScaI-HF + + + + + + + + + + + + +

SfiI + + + + + + + + + + + + + + +

SmaI + + + + + + + + + + + + + + +

SpeI-HF + + + + + + + + +

SphI + + + + + + + + + + + + + + +

SphI-HF + + + + + + + + + + + + +

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

– 0% + 0–20% 
+ + 20–50% + + + 50–100%
NT not tested
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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 uni t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 Buffer、Q5 Reaction Buffer、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。

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-HF + + + < + + + + + + + + +
AhdI < + – – < + < +
AleI-v2 – – –  +  +
AluI + + + + + + + + + + + + +
AlwI – < + < + < + < +
AlwNI < + + + + + + < + +
ApaI + + + < + < + < + –
ApaLI + + + < + < + + + + + + +
ApeKI @75°C < + + + + + + + < + +
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 @50°C + + + + + + + + + + + + + +
BclI-HF + + + – – + +
BcoDI < + < + + + < +
BfaI – < + – – –
BfuAI < + + – + < + –
BglI < + + + + < + < +
BglII < + + + + < + < +
BlpI < + + < + < + < + –
BmgBI – + + + < + < +
BmrI < + + < + + + + + + + + + +
BmtI-HF + + < + + + + + + +
BpmI < + < + + + + < + + < + +
BpuEI + + + – + + < + + < + +
Bpu10I < + < + + + + + + + + +
BsaAI + + + + + + + + + + + + + +
BsaBI @60°C + < + + + + + + + +
BsaHI + + + + + + + + + + + + +
BsaI-HFv2 + < + + + + +

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
BsaJI @60°C + + + < + + + + + + + + +
BsaWI @60°C < + + < + + + + +
BsaXI < + + < + < + < + < +
BseRI + + + < + + + + + +
BseYI + + + + + + + + + + + + +
BsgI < + < + + < + < +
BsiEI @60°C + + + < + + + + + + +
BsiHKAI @65°C – + + + – –
BsiWI @55°C + + + < + + + + + + + + + +
BsiWI-HF – – – – –
BslI @55°C + + + + + + + + + + + + + +
BsmAI @55°C + + + + + + + + < + < +
BsmBI-v2 
@55°C

< + + + + + < + < +

BsmFI @65°C < + + + + + + + +
BsmI @65°C + + + + < + + + + +
BsoBI + + + + + + + + + + + + + +
BspCNI < + < + + – –
BspDI < + + < + + + + + + + + +
BspEI – < + < + – –
BspHI + + + < + + + + + + + + + +
Bsp1286I < + < + < + < + < +
BspMI + + + < + + + < + < +
BspQI @50°C + + + + + + + + + + + +
BsrBI + + + < + + + + + + + +
BsrDI < + < + + < + < +
BsrFI-v2 < + – – – –
BsrI + + + < + + + + + + + + +
BssHII + + + < + + + + + + + +
BssSI-v2 + + + – + + + + + + +
BstAPI @60°C + + + < + + + + + + + + +
BstBI @65°C + + + + + + + + + + + + + +
BstEII-HF + + + < + < + + + + +
BstNI @60°C + + + < + < + < + < +
BstUI @60°C + + + < + < + + + + +
BstXI < + + + + + < +
BstYI @60°C + + + < + < + + + +
BstZ17I-HF + + + – + + + + + + +
Bsu36I < + < + < + < + +
BtgI + + + < + + < + < +
BtgZI @60°C + + + + + + + + + +
BtsI-v2 + + + –  + + + + + + +
BtsCI @50°C + + + < + < + + + + + + +
Cac8I + + + < + < + + + + + +
ClaI + + < + < + < + + +
CspCI < + – + < + < +
CviAII @25°C + + + < + + + + + + + +
CviKI-1 + + + < + + + + + + + + +
CviQI + + + + + + + + + + + +
DdeI + + + + + + + + + + + +
DpnI + + + + + + + + + + + +
DpnII + + + + + + + + + + + + +
DraI + + + < + + + + + + + + + +
DraIII-HF + + + + + + + + + + +
DrdI + + + < + + + + + + + + + +
EaeI + + + < + – < + < +
EagI-HF + < + + + + + +

*      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.

**   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。

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

PCR溶液中における制限酵素の活性
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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
EarI + + + < + + + + + < +
EciI < + + + + + + < + + < + +
Eco53kI + + + < + < + + + + + + +
EcoNI + + + < + + + + + + + +
EcoO109I + + + < + – < + +
EcoP15I < + < + + < + +
EcoRI + < + + + + – –
EcoRI-HF + + + < + + + + + + + +
EcoRV < + < + + – < +
EcoRV-HF + < + < + + + +
Esp3I + + + - + + + + + + +
FatI @55°C + + < + + + + < + + + +
FauI @55°C + < + + + + + + + +
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-HF + + – + + < + < +
MboI + + + < + + + + + + + + + +
MboII + + + + + + + +
MfeI-HF + – – + + + < +
MluCI + < + < + + + +
MluI-HF + + – + + + + + +
MlyI + + + + + + < + +
MmeI < + – + + < + < +
MnlI + + + + + + +
MscI < + < + + < + < +
MseI < + < + < + < + < +
MslI + + + < + + + + + + +
MspA1I + + + < + + + + + + + + +
MspI + + + < + + + + + + + + +
MwoI @60°C + + + + + + + + + + + + + +
NaeI < + < + + < + < +
NarI – < + + + + + + + + +
NciI + + + < + < + + < +
NcoI + + + < + + + + + +
NcoI-HF + + + < + – + + +
NdeI < + + + + + + + + + < +
NgoMIV – < + + < + < +
NheI-HF + + + < + – + + + +
NlaIII < + < + + + + < +
NlaIV + + + < + + + + + + + + + +
NmeAIII < + – + + + < + < +
NotI + + < + + < + < +
NotI-HF + + + < + < + < + +
NruI-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
NsiI + + + + + + + + + +
NsiI-HF + + + + + + + + + + + + + +
NspI + + + < + < + + + + + +
PacI + + + < + < + + + + + +
PaeR7I + + + < + < + + + + + + +
PaqCI – – – + + + + +
PciI < + < + – – –
PflFI + + + < + < + < + +
PflMI + < + + + + + + + + +
PleI + + + < + < + < + < +
PluTI + + + < + + + + + + + +
PmeI + + + < + < + + + + + + +
PmlI – – – + < +
PpuMI + + + < + + + + + + + + + +
PshAI + + + < + < + < + < +
PsiI-v2 + + + – – + + + + + +
PspGI @75°C + + + + + + + + + + + + + + +
PspOMI + + + < + + + + + + + +
PspXI + + + < + + + + + + + + +
PstI + + + + < + < +
PstI-HF + + + < + + + + + +
PvuI-HF + + + < + + + + + + + + +
PvuII + + + < + + + + + + + +
PvuII-HF + – – < + < +
RsaI + + + < + + + + + + + + +
RsrII < + + – – < + < +
SacI-HF + + + < + < + < + + +
SacII + + + < + + + + + + +
SalI < + + + + – –
SalI-HF + < + + + + + + + +
SapI < + + < + + + + + + +
Sau3AI + + + < + < + < + < +
Sau96I < + + + + + + + + + +
SbfI-HF + – – < + < +
ScaI-HF + < + < + – –
ScrFI + + + + + + + + + + + + + + +
SexAI + + + < + + + + + + + + + +
SfaNI – < + + + < + + < + +
SfcI + + + < + < + + +
SfiI @50°C + + + – – + + + + + +
SfoI + + + < + + + + + + + +
SgrAI < + + < + + + + + + +
SmaI + + + < + + + + + + + + +
SmlI @55°C < + < + + + +
SnaBI < + < + < + + + + + + +
SpeI-HF + + + – < + + + + + + +
SphI + + + + + + < + < +
SphI-HF + + + < + + + + + + + +
SrfI < + < + + + + + + +
SspI-HF + + < + + + + + + + +
StuI + + + < + < + + + + + + +
StyD4I < + + < + + < + < +
StyI-HF + < + < + + + + + +
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 + + + < + < + + + +

PCR溶液中における制限酵素の活性（続き）
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クローニングガイド

NANOSPEC® is a registered trademark of Nanometrics, Inc.

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。

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（NanoSpec®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。NEBは、ライゲーション速度の
算出に NEBioCalculatorを使用することを推奨して
いる。

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。

Find an 
overview of  
traditional cloning.

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。

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。
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Golden Gate アッセンブリの最適化のガイドライン

1回の反応で様々な DNA断片をアセンブルする ?アセンブリでの使用に最適化した弊社の最新の Type IIS制限酵素であり、配列内の内部部位の順化の必要性を最
小限に抑える 7塩基認識部位を特徴とする BsaI-HFv2（NEB #E1601）または BsmBI-v2（NEB #E1602）、NEBridge Ligase Master Mix（NEB #M1100）、または PaqCI（NEB 
#R0745）用の NEBridge Golden Gate Assembly Kitsのいずれかを 1種類を使用して Golden Gate Assembly実験を計画する際に留意すべきヒントをいくつか以下に示す。

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、これらのバッファーに 1 mM ATP
および 5〜 10 mM DTTを添加した場合、代替バッ
ファーは、Bsa-HFv2の場合は NEBuf fer r1.1、
BsmBI-v2の場合は NEBuf fer r2.1、および PaqCI
の場合は rCutSmartとなる。

反応条件 
（アッセンブルサイクル条件）

• T4 DNA Ligase、BsaI-HFv2、BsmBI-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。このリガーゼの正確性情報を、アセンブ

リを方向づけるために選択した適切な Type IIS制
限酵素と組み合わせることで、効率の高い、正

確で複雑なアセンブリを達成することができる。

無料の NEBridge Golden Gate Assembly Toolを使
用して Golden Gate Assembly反応のプライマーを
設計する。NEBridge Ligase Fidelity Toolsを使用し
て、オーバーハングの正確性を予測したり、長い

配列に最適な Golden Gateジャンクションを見つ
けたりすることができる。

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

How does  
Golden Gate  

Assembly work?

配列の確認

• 本手法には Type I IS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。選択肢としては、アセンブリを誘

導するために異なる Type IIS制限酵素を選択する
ことや、順化を通じて内部部位を除去することな

どがある。Golden Gate Assembly Domesticationに
関するチュートリアル動画では、内部部位の問題

に利用可能な多くの選択肢について詳しく説明

している。PaqCIなどの 7塩基認識部位を持つ
Type IIS制限酵素を使用すると、所定の配列に内
部部位が存在する可能性が低くなることに注意

する。

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。部位の配置および配向に関する詳

細は、NEBridge Golden Gate Assembly Kitマニュ
アルまたはアセンブリ動画を参照。

プラスミドの選択

• AGolden Ga te A s sembly で は、pGG A se le c t 
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。
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この表は、Golden Gate Assemblyに NEB Type IIS制限酵素を用いる NEBridge Ligase Master Mix（MM）のガイダンスを示す。アセンブリするフラグメントの数および
Type IIS制限酵素の選択によって推奨事項は異なる。すべてのインキュベーション後、形質転換前に 60℃、5分間末端浸漬する。形質転換のために直ちに使用し
ない場合は、反応液を -20℃で保存する。

NEBridge® Ligase Master Mix のプロトコールガイド

2フラグメント* 3–6フラグメント 7+ フラグメント**

5 µlの NEBridge Ligase MM
15 µlの rxn容量
37℃で 15–60分間 ***
–または –
42℃ X 1分間、16℃ X 1分間の 15–30サイ
クル **** 
末端浸漬 60℃ X 5分間

5 µlの NEBridge Ligase MM
15 µlの rxn容量
37℃ X 1分間、16℃ X 1分間の 30サイ
クル ***
–または –
42℃ X 1分間、16℃ X 1分間の 30サイ
クル **** 
末端浸漬 60℃ X 5分間

10 µlの NEBridge Ligase MM
30 µlの rxn容量
37℃ X 5分間、16℃ X 5分間の 30–60サイ
クル ***
–または –
42℃ X 5分間、16℃ X 5分間の 30–60サイ
クル **** 
末端浸漬 60℃ X 5分間

BbsI-HF® 1 µl  (20U) 1 µl (20U) 1 µl (50U)a

BsaI-HFv2 1 µl (20U) 1 µl (20U) 1 µl (20U)

BsmBI-v2 3 µlb (30U) 3 µlb (30U) 6 µlb (60U)

BspQI 1 µl (10U) 1 µl (10U) 2 µl (20U)

Esp3I 2 µl (20U) 3 µl (30U) 4 µl (40U)

PaqCI® 1 µlc (10U) 1 µlc (10U) 2.5 µlc (25U)

SapI 1 µl (10U) 1 µl (10U) 2 µl (20U)

* 2フラグメントアセンブリの場合、シングルインサートクロー
ニングには 15分間または 15サイクル、ライブラリー構築
には 60分間または 30サイクル

** 7+ フラグメントアセンブリの場合、7–13フラグメントアセン
ブリには 30サイクル、14+ フラグメントアセンブリには 60
サイクル

*** BbsI-HF、BsaI-HFv 2、Esp 3 I、PaqCIおよび SapIの反応プ
ロトコール

**** BsmBI-v 2および BspQIの反応プロトコール至適反応温度
は 37℃ではなく42℃

a = NEB #R3539Mを使用する必要がある（50 U/µl）
b = 酵素の使用量が少ないと性能が低下する
c = PaqCI Activatorを推奨：PaqCI比は 1:1（pmol:U）である。2お
よび 3–6フラグメントには、0.5 µLの PaqCI Ac t iva tor（20 
µM）を使用、7+ フラグメントには 1.25 µLの PaqCI Activator（20 
µM）を使用

Kerri は、2020 年に管理アシスタントと

して NEB に入社し、現在は国際ビジネ

スコーディネーターとして、世界中の

子会社オフィスや販売パートナーをサ

ポートしています。Kerri は、余暇には

旅行やテニスを楽しんでいます。

328

テ
ク
ニ
カ
ル
リ
フ
ァ
レ
ン
ス



Type IIS制限酵素は非対称の DNA 塩基配列を認識し、認識配列の外側を切断する。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。現在、NEBは 50種類を超える Type IIS制限酵素を提供している。

Type IIS 制限酵素

酵素

熱に 
よる 
不活性 NEBuffer

反応 
温度

37℃に
おける
活性

保存 
温度 認識配列 認識配列の長さ

オーバー
ハングの 
長さ

NEBの 
イソシゾマー

メチル化 
感受性 **

酵素 
Sub-
type

AcuI Y rCutSmart 37°C -20°C CTGAAG(16/14) 6 2   IIC

AlwI N rCutSmart 37°C -20°C GGATC(4/5) 5 1  dam

BaeI s Y rCutSmart 25°C 100%  -20°C  (10/15)ACNNNNGTAYC(12/7) 7 5 & 5  IIC

BbsI * Y NEBuffer r2.1 37°C -80°C GAAGAC(2/6) 6 4  IIT

BbsI-HF * Y rCutSmart 37°C -20°C GAAGAC(2/6) 6 4  IIT

BbvI @ Y rCutSmart 37°C -20°C GCAGC(8/12) 5 4  

BccI Y rCutSmart 37°C -20°C CCATC(4/5) 5 1

BceAI Y NEBuffer r3.1 37°C -20°C ACGGC(12/14) 5 2 CpG

BcgI @ Y NEBuffer r3.1 37°C -20°C (10/12)CGANNNNNNTGC(12/10) 6 2 & 2  dam; CpG IIC

BciVI Y rCutSmart 37°C -20°C GTATCC(6/5) 6 1  

BcoDI N rCutSmart 37°C -20°C GTCTC(1/5) 5 4 BsmAI CpG IIT

BfuAI @ Y NEBuffer r3.1 50°C 50% -20°C ACCTGC(4/8) 6 4 BspMI CpG

BmrI Y NEBuffer r2.1 37°C -20°C ACTGGG(5/4) 6 1  

BpmI @ Y NEBuffer r3.1 37°C -20°C CTGGAG(16/14) 6 2 IIC

BpuEI Y rCutSmart 37°C -20°C CTTGAG(16/14) 6 2  IIC

BsaI-HF®v2 * Y rCutSmart 37°C -20°C GGTCTC(1/5) 6 4  dcm; CpG IIT

BsaXI N rCutSmart 37°C -20°C (9/12)ACNNNNNCTCC(10/7) 6 3 & 3  IIC

BseRI Y rCutSmart 37°C -20°C GAGGAG(10/8) 6 2 IIC

BsgI @ Y rCutSmart 37°C -20°C GTGCAG(16/14) 6 2  IIC

BsmAI N rCutSmart 55°C 50% -20°C GTCTC(1/5) 5 4 BcoDI CpG

BsmBI-v2 * Y NEBuffer r3.1 55°C 10% -20°C CGTCTC(1/5) 6 4 Esp3I CpG IIT

BsmFI Y rCutSmart 65°C 100% -20°C GGGAC(10/14) 5 4  CpG; dcm IIC

BsmI Y rCutSmart 65°C 20% -20°C GAATGC(1/-1) 6 2  IIT

BspCNI Y rCutSmart 37°C  -20°C CTCAG(9/7) 5 2  IIC

BspMI @ Y NEBuffer r3.1 37°C -20°C ACCTGC(4/8) 6 4 BfuAI

BspQI * Y NEBuffer r3.1 50°C 50% -20°C GCTCTTC(1/4) 7 3 SapI IIT

BsrDI Y NEBuffer r2.1 65°C 50% -20°C GCAATG(2/0) 6 2  IIT

BsrI Y NEBuffer r3.1 65°C 10% -20°C ACTGG(1/-1) 5 2  IIT

BtgZI * Y rCutSmart 60°C 50% -20°C GCGATG(10/14) 6 4 CpG IIC

BtsCI Y rCutSmart 50°C 25% -20°C GGATG(2/0) 5 2  

BtsI-v2 Y rCutSmart 37°C -20°C GCAGTG(2/0) 6 2 IIT

BtsIMutI Y rCutSmart 55°C 50% -20°C CAGTG(2/0) 5 2 IIT

CspCI @ Y rCutSmart 37°C -20°C (11/13)CAANNNNNGTGG(12/10) 7 2 & 2   IIC

EarI Y rCutSmart 37°C -20°C CTCTTC(1/4) 6 3  CpG IIT

EciI Y rCutSmart 37°C -20°C GGCGGA(11/9) 6 2 CpG IIC

Esp3I * Y rCutSmart 37°C  -20°C CGTCTC(1/5) 6 4 BsmBI-v2 CpG IIT

FauI Y rCutSmart 55°C 50% -20°C CCCGC(4/6) 5 2 CpG

FokI @ Y rCutSmart 37°C -20°C GGATG(9/13) 5 4 dcm; CpG

HgaI Y NEBuffer r1.1 37°C -20°C GACGC(5/10) 5 5  CpG

HphI Y rCutSmart 37°C -20°C GGTGA(8/7) 5 1  dam; dcm

HpyAV Y rCutSmart 37°C -20°C CCTTC(6/5) 5 1 CpG

MboII @ Y rCutSmart 37°C -20°C GAAGA(8/7) 5 1 dam

MlyI Y rCutSmart 37°C -20°C GAGTC(5/5) 5 0  

MmeI @ Y rCutSmart 37°C -20°C TCCRAC(20/18) 6 2 CpG IIC

MnlI Y rCutSmart 37°C -20°C CCTC(7/6) 4 1

NmeAIII @ Y rCutSmart 37°C -20°C GCCGAG(21/19) 6 2  IIC

PaqCI @ Y rCutSmart 37°C -20°C CACCTGC(4/8) 7 4  CpG

PleI @ Y rCutSmart 37°C -20°C GAGTC(4/5) 5 1  CpG

SapI * Y rCutSmart 37°C -20°C GCTCTTC(1/4) 7 3 BspQI IIT

SfaNI Y NEBuffer r3.1 37°C -20°C GCATC(5/9) 5 4  CpG

* 最新の文献に従って Golden Gate Assembly で使用する
ために引用

** メチル化感受性は認識モチーフにのみ適用される

@  NEBは、抑制実験および公表された報告を通じて、これらの酵素を最適に切断するためには基質上に
複数の認識部位が必要であることを確認した。詳細は、Restriction Enzyme Cleavage：‘single-site’ 酵
素と ‘multi-site’ 酵素を参照。
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How does  
NEBuilder HiFi DNA 
Assembly work?

NEBuilder® 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。

PCR 産物のカラム精製
• 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。

• 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 n t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 Ef f ic iency 
Competent E. coli (NEB #C3019)を推奨。

詳細はウェブサイトを参照 
（NEBuilderHiFi.com）

直鎖状ベクターの生成

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
る。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 量を使用する」を参照する。
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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

オリゴ 1 最終濃度 20 µM
オリゴ 2 最終濃度 20 µM
NEBuffer r2.1 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。

• 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。

Quick CIPを用いた DNA の 5′末端の脱リン酸化反応

DNA 1 pmolの DNA 末端

10X rCutSmart Buffer 2 µl
rSAP（1 unit/µl） 10 units（または 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 80℃で 2分間

メモ：スケールアップ可能

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

10X rCutSmart Buffer 2 µl
rSAP（1 unit/µl） 10 units（または 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℃、5分間

• 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。

インサートおよびベクターの調製 脱リン酸化

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） 最大 300 pmolの 5′termini

10X T4 PNK Buffer 5 µl

10 mM ATP 5 µL（最終濃度 1 mM）

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

• 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 Liga t ion K i t（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.]

• 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

• レンチウイルスコンストラクトのような反復配列を持つコンストラクトの場
合には、NEB Stable Competent E. coli (NEB #C3040) を使用する。

• エレクトロポレーションが必要な場合、NEB 10-beta（NEB #C3020）エレク
トロコンピテントセルを使用する。

• 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のプラスミド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

リン酸化

形質転換

• 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

ベクターとインサートのライゲーション

Quick Ligation Kitによるライゲーション反応

ベクター DNA（4 kb） 50 ng（0.020 pmol）

インサート DNA（1 kb） 37.5 ng（0.060 pmol）

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（0.020 pmol）

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（0.020 pmol）

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
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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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クローニングのトラブルシューティングガイド（続き）

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、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 #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
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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（続き）

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 • 細菌源から単離された DNAは、Damおよび Dcmメチル化によって阻害される可能性がある
• 哺乳類ゲノム由来の DNA が CpGメチル化されている
• 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。制限
酵素切断および増幅のヒントについては、技術参考文献セクションの前半または www.neb.comを参照

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

• T4 Polynucleot ide K inase（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。

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。

酵素

• DNA 末端の平滑には適切な酵素を選択する。Quick Blunt ing K i t（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。

cDNA合成

リン酸化

脱リン酸化

平滑化/末端修復
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• 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 NEBuffer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

クローニングの最適化のヒント（続き）

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

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

• 低コピープラスミドを用いた作業に関するガイダンスを確認する

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 
Elution 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 Buffer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 
Buffer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 
Buffer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 Buffer（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 Elu t ion Buf fe r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 Buf fer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）

ゲルの染色が完全に 
溶解していない

• アガロースが溶解していないと、溶出した DNAに塩類が浸出することが
ある

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 Buf fer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 Buf fer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
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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）

*   凍結組織粉末、凍結組織片、およびRNAlater安定化組織片について、組織gDNAの収量を示す。凍結組織粉末では高度にインタクトなgDNAが得られるが、凍結組織片や
RNAlater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gDNA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。

サンプルの種類 推奨サンプル量 収量（µg） 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

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、様々な種類のサンプルから得たいくつか
の経験的収量および DINデータとともに、Monarch Genomic DNA Purification Kit（NEB #T3010）を使用する際の各サンプルの最大サンプル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。
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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

• Prote inase 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

グアニジン塩は溶出液にキャリーオーバーされた。

• 結合バッファーは、200–230 nmで非常に強い吸
光度を示すチオシアン酸グアニジン（GTC）を含
む。

• 溶出液に塩を導入する最も一般的な方法は、バッ
ファー /ライセート混合液をカラム上部に接触さ
せることである。

• 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
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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）（続き）

問題 原因 改善方法

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

• Prote inase 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
RNAla te r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
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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）

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

植物

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 6000 Chipにおいて植物用アッセイを用いて測定した

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 （NEB #T2010）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。

AGILENT® is a registered trademark of Agilent Technologies, Inc.
ZYMOLASE® is a registered trademark of Kirin Brewery Co. Ltd.

Find tips for 
RNA purification  
using Monarch.
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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。サンプル量の選択に関するガイドラインを参照

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。サンプル量の選択に関するガイドラインを参照

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 
Protection 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。サンプル量
の選択に関するガイドラインを参照

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 Buffer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。サンプル量の選択に関するガイド
ラインを参照

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
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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® 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。

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

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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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。

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Trinean DropSense16）で測定：濁度を区別するデバイスで、コンテンツプロファイリングがない場

合、より低い価値が出る可能性がある。

+++  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、腎臓）

Frozen 2 15 10 20–25 1.87 2.40 ND Yes

バクテリア

E. coli（大腸菌：
グラム陰性菌）

Frozen 5 x 108 cells 5 x 109 cells 1 x 109 cells 8–9 1.89 2.31 1.7% Yes

B. cereus 
（セレウス菌：

グラム陽性菌）

Frozen 2 x 108 cells 4 x 108 cells 2 x 108 cells 4–5 1.86 2.20 3.9% Yes

M. luteus 
（ルテウス菌：

グラム陽性菌）

Frozen ND ND 1 x 108 cells 2.0 1.89 2.09 ND ND

両生類

X. laevis 
（アフリカ 
ツメガエル）

Fresh ND ND 3–4 5 1.86 2.51 2.3% ND

酵母

S. cerevisiae 
（酵母）

Fresh ND ND 20 x 107 cells 3–6*** 1.90 2.01 ND ND

昆虫

A. aegypti 
（ネッタイ 
シマカ）

Frozen ND ND 15 6 1.84 2.53++ 2.7% ND

線形動物

C. elegans 
（カエノラブ

ディティス・エ

レガンス）****

Frozen ND ND 2 plates 8.2 1.91 2.5 ND ND

345

テ
ク
ニ
カ
ル
リ
フ
ァ
レ
ン
ス



遺伝子マーカー

遺伝子型 (g enot ype)とは、ある生物個体における遺伝学的な DN Aの状態のことである。遺伝子型は、ある株で観察される機能（表現型、phenotype、下記参照）
を説明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、r ac)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。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 Genet ic S tock 
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). ASMPress.
(3) Raleigh, E.A. et al. (1991) J. Bacteriol., 173, 2707–2709.

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（ferric 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。

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。
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遺伝子マーカー（続き）

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 ExoV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（UAA）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。

(ϕ80) 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 defective（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。
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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。

形質転換効率向上のヒント

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（SHuf f le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（outgrow th）させる
必要がある。

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。

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 10 β（NEB #C3020）コンピテントセルはエレクトロコンピテントセルとし
て提供している。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。

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（SHuffle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 fle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）。

S a l a mは、2020年にN E Bに入社
し、現在はマサチューセッツ州

ローレーのNEB製造工場の製造サ
イエンティストとして、GMPグ
レードの原材料の製造に携わっ

ています。
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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

例：

•  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

A-テーリング後のサンプル保存 • ライゲーションに移る前にサンプルを長期間保存しない。サンプル量が少ない場合
は、オーバーナイトの保管を避け、エンドプレップからアダプターライゲーションに

直ちに移る。

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

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

COVARIS® is a registered trademark of Covaris, Inc.
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DNAの精製度
可能な限り精製度の高い DNA を使用する。以下の方法を用いて 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 Qubit®（Life 
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。

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。

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.

• 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。

• 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。

DNAサンプル

RNAサンプル

ライブラリーの定量

バーコード（インデックス）

ビーズ精製およびサイズセレクション

• 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。

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
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SNAP-tag®ラベリングのトラブルシューティングガイド

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

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-tag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-formaldehyde、
ethanol、methanol、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 DTT
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 Map

参考文献

(1)  Echols, H. and Murialdo, H. (1978) Microbiol. Rev., 42, 577–591.
(2)  Szybalski, E.H. and Szybalski, W. (1979) Gene, 7, 217–270
(3)  Daniels, D.L., de Wet, J.R. and Blattner, F.R. (1980) J. Virol., 33, 390–400.
(4)  Sanger, F., Coulson, A.R., Hong, G.F., Hill, D.F. and Petersen, G.B. (1982)  

J. Mol. Biol., 162, 729–773.
(5)  Daniels, D.L. et al. (1983). In R.W. Hendrix, J.W. Roberts, F.W. Stahl and R.A. 

Weisberg (Eds.), Lambda II: Appendix, New York: Cold Spring Harbor Press.

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

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。c I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 c I857 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。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)。

48,502 base pairs 
GenBank Accession #: NC_001416

下記の制限酵素部位は存在しない：

AbsI(x), AsiSI, FseI, MauBI(x), MreI(x), NotI, PacI, SfiI, 
SpeI, SrfI, SwaI

DNA配列内の制限部位、切断頻度、お
よびメチル化感受性を特定するには、
NEBcutter.neb.comを参照
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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

lacZα

+

– ori

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

       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

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（6231-6288）が逆向きであ
ること以外は M13mp18と同じである。

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

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）。

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。

参考文献

(1)  Stewart, F.J. (2002) unpublished observations.
(2)  Messing, J. et al. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 

3652–3646.
(3)  Yanisch-Perron, C., Vieira, J. and Messing, J. (1985) Gene, 

33, 103–119.

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, ZraI
(x) = NEBから販売されていない酵素

M13mp18 Map

GenBank Accession #: X02513
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 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

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

参考文献

(1)  Bolivar, F. et al. (1977) Gene, 2, 95–113.
(2)  Sutcliffe, J.G. (1979) Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol., 43, 77–90.
(3)  Watson, N. (1988) Gene, 70, 399–403.
(4)  Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T. (1989). Molecular Cloning: 

A Laboratory Manual, (2nd ed.), Cold Spring Harbor, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press.

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）。

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

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 I I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。

GenBank Accession #: J01749

pBR322 Map

DNA配列内の制限部位、切断頻度、お
よびメチル化感受性を特定するには、
NEBcutter.neb.comを参照
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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

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

参考文献

(1)  Colussi, P.A. and Taron, C.H. (2005) Appl. Environ. 
Microbiol., 71, 7092–7098.

(2)  van Ooyen, A.J. et al. (2006) FEMS Yeast Res., 6, 381–392.

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、pKL AC2
を SacIIまたは Bst XI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）。

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 I I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。

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. lac tis 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。pKL AC2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 
（ApR）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 pKL AC2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。pKLAC2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

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

GenBank Accession #: EU196354

pKLAC2 Map
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ScaI  3407

BspQI  4810 - SapI  4811

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

MfeI  1501

BglII  1904

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

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

HindIII
 CCT GCA GGT AATTAA ATA AGC TAA ATA AGC TTC AA...

pMAL-c6T Polylinker:

lacl q

malE

bla 

or
i

rop

HindIII  2771

EcoRI  2748
PstI-SbfI  2759

AccI  2737
SalI - SgrDI  2736

BamHI  2742

EagI - NotI  2723
AlwNI 2714

EcoRV  2732

参考文献

(1)  Guan, C. et al. (1987) Gene, 67, 21–30.
(2)  Maina, C.V. et al. (1988) Gene, 74, 365–373.
(3)  Riggs, P.D. (1992). In F.M. Ausubel, et al. (Eds.), Current Prot. 

in Molecular Biol. New York: John Wiley & Sons, Inc.

記号 位置 由来

lacI q 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

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）。

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。

pMAL-c6T Map

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

DNA配列内の制限部位、切断頻度、お
よびメチル化感受性を特定するには、
NEBcutter.neb.comを参照
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BsaXI  2540, 2570 

PciI - AflIII  2408

DrdI  2306
BsaJI  2248

BseYI  2104

AfeI  143
BtgZI  99

NdeI  207  
NruI  225 

Constitutive
Promoter

BanI  1567
AhdI  1520

BmrI  1480
BpmI 1451

BglI  1402 
NmeAIII  1372

FspI  1297   
PvuI  1151

 RsaI  1039ScaI -

XmnI  920
BcgI  982, 1016

SspI  715

SapI - BspQI  2525 

Sites
Flanking

AlwNI  1999

BsrFI  1436

CviQI  1038

pMiniT 2.0
2,588 bp

Toxic Minigene
Cloning Site

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´ 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

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

PmeI

SbfI/PstI PmeI

PspXI/XhoI BamHI EcoRI

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

+1

+1

Features within Sequence Flanking the Toxic Minigene/Cloning Site:

Cloning Analysis Forward Primer

SP6 Promoter

Cloning Analysis Reverse Primer

T7 Promoter

...ATG AT               C TGA TAA TAA...

...TAC TA               G ACT ATT ATT...INSERT

Met

As diagrammed, minigene inactivated if insert cloned into site.

Ile (interrupted) * * *

Two-Amino Acid Toxic Minigene with Cloning Site

ApR

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

or
i

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。
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)。

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, BsaBI, 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

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

pMiniT 2.0 Map
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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

ori

Ap
R

lacZα

   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

pNEB206A (linearized form) cloning site:

pNEB206A
2,722 bp

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

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

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（www.nebj.jp）。

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 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（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。

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

参考文献

(1)  Bitinaite, J. and Vaiskunaite, R. (2003) unpublished observations.
(2)  Yanisch-Perron, C. et al. (1985) Gene, 33, 103–119.

pNEB206A Map

配列情報は www.nebj.jpより入手可能

DNA配列内の制限部位、切断頻度、お
よびメチル化感受性を特定するには、
NEBcutter.neb.comを参照
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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 SNAP f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 -アルキルグア
ニン -DNA-アルキルトランスフェラーゼ（hAGT）に
基づく低分子タンパク質である。SNAP-tag基質は、
ベンジルプリンおよびベンジルピリミジンの誘導体

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。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。

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。pSNAPf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）。

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

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  5296

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

IRES
AhdI  4926

BsaXI  3878, 3908

Ppu10I  1888 - NsiI  1892 

CspCI  626, 661

BmtI  919

SmaI  2514

PspOMI  2040

pSNAPf
5,849 bp

                        
     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...

XhoI

MCS1

MCS2

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

pSNAPf Map
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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

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）。pTXB1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。

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

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  1099
XbaI   5683

MCS Ap R

M
13 ori

+

–

or
i

rop

  M
xe  in

tein         
    

lacI

PspXI   5761

CBD 

pTXB1
6,706 bp

                                                         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...

pTXB1 MCS

pTXB3 MCS

pT XB1と pT XB3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）。

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。

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) Biotechniques, 27, 110–120.
(4)  Dubendorff, J.W. and Studier, F.W. (1991) J. Mol. Biol., 219, 45–59.

pTXB1 Map

DNA配列内の制限部位、切断頻度、お
よびメチル化感受性を特定するには、
NEBcutter.neb.comを参照
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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

Ap R

M
13 ori

+

-

ori

rop

lacI

MCS

StuI  7152
PmlI  7177

SacII  7188

   
 S

ce
    

    
     

 intein 

CBD

pTYB21
7,514 bp

                        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         . . .   S   D  H  Q   F   L   L   G   S   Q
...TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTG...GAAGACGATTATTATGGGATTACTTTATCTGATGATTCTGATCATCAGTTTTTGCTTGGATCTCAG
      .         .         .        .         .         .         .         .         .         ,
               5650               722O                724O                726O                7280

Sce VMA Intein

Sce VMA InteinpTYB21 MCS

pTYB22 MCS

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™ Kit（#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

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.

（φ10）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。

pT YB22は、MCSが異なる以外は pT YB21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、
pTYB21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）。

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

pTYB21 Map
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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

BseYI  1110

NmeAIII  1848

SmaI   414 

pUC19
2,686 bp

         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

     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

pUC19 MCS

pNEB193 MCS

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

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

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.

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）。

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 t ranscrpt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。

DNA配列内の制限部位、切断頻度、お
よびメチル化感受性を特定するには、
NEBcutter.neb.comを参照

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

pUC19 Map

GenBank Accession #: L09137
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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。

遺伝コード

Second Position

UUU
UUC
UUA
UUG

Phe

Leu

CUU
CUC
CUA
CUG

Leu

AUU
AUC
AUA
AUG

Ile

Met

GUU
GUC
GUA
GUG

Val

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

T
h

ird
 P

o
sitio

n
 (3´ en

d
)F

ir
st

 P
o

si
ti

o
n

 (
5´

en
d

)

Stop
Stop

U

U

C

C

A

A

G

G

U
C
A
G

U
C
A
G

U
C
A
G

U
C
A
G

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

5´ 3´

Ala

GCA
C
G
U

A

Arg

CGA
C
G
U

OR

AGA
G

R

Asn

AAC
U

N

Asp

GAC
U

D

Cys

UGC
U

C

Gln

CAA
G

Q

Glu

GAA
G

E

Gly

GGA
C

U

G

G

His

CAC
U

H

Ile

AUA
C
U

I

Lys

AAA
G

K

Met

AUG

M

Pro

CCA
C
G
U

P

Thr

ACA
C
G
U

T

Phe

UUC
U

F

Trp

UGG

W

Tyr

UAC
U

Y

Val

GUA
C
G
U

V

Leu

L

CUA
C
G
U

OR

UUA
G

Ser

S

UCA
C
G
U

OR

AGC
U

 
Serine (Ser, S)

MW: 105.09, pKa ~16
Cysteine (Cys, C)
MW: 121.2, pKa = 8

Alanine (Ala, A)
MW: 89.09

Glycine (Gly, G)
MW: 75.07

Threonine (Thr, T)
MW: 119.1, pKa ~16

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

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

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

低分子 求核性

疎水性

芳香族 酸性

アミド型 塩基性
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DNA塩基構造

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

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

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。

核酸に関するデータ

アイソトープに関するデータ

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

A:T
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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。

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]

N4-acetylcytidine
(ac4C) [42C]

N6-methyladenosine
(m6A) [6A] 

3-methylcytidine
(m3C) [3C]

N6,2´-O-dimethyladenosine
(m6Am) [06A] 

5-methylcytidine
(m5C) [5C]

Inosine
(I) [9A]

5-hydroxymethylcytidine
(hm5C) [51C]

Nucleoside name
(Short name)
[New nomenclature]

Pseudouridine
(Ψ) [9U]

2´-O-methylnucleoside
(Nm) [ON]
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TrisバッファーのpHと温度の関係 アガロースゲルの分離範囲

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

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

細胞データ 細胞当たり 109 cells/mlで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 –

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

遺伝子 アミノ酸残基数

分子量 
（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 
(pH 7.0)

1 M溶液（pH 7.0）の 
λmax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

%ゲル
直鎖状DNA（kb）の 
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

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

細菌細胞：E. coliまたはSalmonella typhimurium

細胞内のタンパク質濃度：135 mg/ml

酸とアルカリ

タンパク質に関するデータ
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#
1 kb DNA Ladder  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 183
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NEBの研究者によって書かれてるサイエンスブログは、

ライフサイエンスの動向から実験のヒントまで、その内

容は多岐にわたっています。実験における時間の節約に

役立つだけではなく、じっくり考えるべき人生の教訓を

共有することを意図しています。数週間ごとに新しい記

事が投稿されます。それらの一部を以下に紹介します。

•  神話を捨てる：試薬の凍結乾燥における6つの誤解

を解く

•  教育者への支援：実践的な分子生物学手法の伝授

•  DNA等温増幅：LAMPを始めよう

www.neb.com/NEBinspired

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ます。以下に一

部を紹介します。

•  凍結乾燥試薬—凍結乾燥が必要な理由、分析者目線で

の凍結乾燥化の考慮事項と課題

•  Induro Reverse Transcriptase—完全長DNA合成のため

のイントロン由来の耐熱性逆転写酵素

•  臨床への貢献—個別化医療研究のために最適化された

DNAアセンブリ

www.neb.com/NEBTVwebinars

webinar
series

NEBの科学トレンド

ポッドキャスト・シリーズでは科学者との会話をお届けし

ています。科学、キャリア、そしてその背景を語る同僚た

ち、その人生を振り返ります。ポッドキャストは個別の

トピックスに焦点を当てている場合もあれば、新型コロ

ナウイルス感染症（COVID-19）、合成生物学（Synthetic 
Biology）、次世代シーケンスなどのトピックスを扱って

いるResearcher Spotlight Seriesの一部である場合もあり

ます。ポッドキャストで人気のあるトピックの例には、

以下のものがあります。

•  感染症の把握

•  CRISPR/Cas13を誘導するための化学修飾RNAの使用

•  科学的プロセスにコミュニケーションを取り入れる

www.neb.com/nebpodcastのApple® 
ポッドキャストで聴くか、Stitcherで購読

する

Lessons
from Lab & Life

興味のある分野ごとに豊富な動画を閲覧し、製品の使

用法、トラブルシューティングガイド、動画プロトコ

ール、科学チュートリアルなどに関して役立つヒント

を見つけることができます。人気の動画コンテンツの

一部には以下のものがあります。

•  コンピテントセルによる形質転換の機序

•  qPCRの概要

•  LAMPチュートリアル

www.neb.com/NEBTV 
にアクセス

 SNSで最新情報を発信しています：
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MIKOKO PAMOJA
Mikoko Pamojaは、ケニアのクワレ郡ガジ湾に拠点を置く非営利団体
です。このプロジェクトは、地元のマングローブ生態系を保護し回復

するためのコミュニティ主導の取り組みです。二酸化炭素を除去して

気候変動を緩和するために欠かせない 117ヘクタールのマングローブ
林を保護します。さらに、これらのマングローブにより、海上の暴風

雨の防壁となり、豊かな漁業の安全を確保することで、地元の 2つ
の村の生計を向上させています。

2012年、この組織はブダ森林管理署内の Gazi-Gogoni Communit y 
Forest Association下のユーザーグループとして登録されました。それ
以来、Mikoko Pamojaは世界的に認知され、コミュニティベースのプ
ロジェクトの成功モデルとして称賛されています。2017年には、自然
に基づいたその革新的なソリューションが評価され、UN Equator Prize
（国連赤道賞）を受賞しました。このプロジェクトでは 1万 4,000トン
以上の CO2 を除去し、マングローブの保護とコミュニティの利益のた
めに 12万ドル以上を集めています。

Mikoko Pamojaは、ボランタリー市場での「ブルーカーボン」クレジッ
ト販売を通じてマングローブ林を回復し保護する世界初のコミュニ

ティ型プロジェクトです。これらの販売によって生み出された資金は、

清潔な水源、重要な医療品や学用品、教材、衛生設備を提供するな

ど、コミュニティを支援するために使用されます。

この組織は、ガジ湾の 2つの村の 13人のメンバーからなる委員会と
プロジェクトコーディネーターによって運営されており、環境科学者

と緊密に連携して、マングローブの成長、生物多様性、生態系の健

全性を示すその他の指標をモニタリングしています。Mikoko Pamoja
は、持続可能な開発と責任ある資源管理を教えることで、環境、コミュ

ニティ、および生物多様性に良い影響を与えるよう人々を鼓舞してい

ます。

Mikoko Pamojaは、環境と社会の両方の持続可能性を促進する多面
的なアプローチを取っています。このプロジェクトでは伝統的な知識

と文化的慣習を尊重し、意思決定においてコミュニティの価値観が

確実に考慮されるようにします。Mikoko Pamojaの成功は近隣のコミュ
ニティでも再現されつつあり、人々と、自然にとっても、希望とより

明るい未来をもたらしています。

45年以上にわたって、New England Biolabs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。各版で様々

な科学、環境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。このカタログでは、人為的に起

こされた気候変動について論じたミニレビューを集めていま

す。地球温暖化対策の一環として、NEBは地元のマングロー

ブ生態系を回復し保護する以下の組織を支援します。

詳細は、ウェブサイト 
（www.mikokopamoja.org） 
をご覧ください。 

写真提供：Mikoko Pamoja
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1st PhileKorea Technology www.philekorea.kr
AGITECH SCIENTIFIC www.agitech-eg.com
Al Rayyan International  
Scientific Company https://alrayyan-isc.com/
BCE Vietnam www.bcevietnam.com.vn
BIKO SA. en.biko.com.uy
Bio Products Inc www.bioproducts.net
BioArrow Technology Limited www.bioarrow.com
Bioconcept AG www.bioconcept.ch
Biodiz www.biodiz.com
Bioké www.bioke.com
Bioline Scientific www.bioline.gr
BioNordika (Finland) Oy www.bionordika.fi
BioNordika Denmark A/S www.bionordika.dk
BioNordika Sweden AB www.bionordika.se
Biotech a.s. www.ibiotech.cz
Biotech Concern www.btcn.com.bd
BioTech s.r.o. www.ibiotech.sk
BioZyme www.biozyme.ro
Brennan & Co www.brennanco.ie
Diagnostica Skalpeli d.o.o www.skalpeli.hr
Eka Biolab Teknoloji Kimya  
Ticaret Limited Sirketi www.ekabiolab.com
Elta 90 M Ltd. www.elta90.com
Euroclone S.p.A. Società  
a Socio Unico  https://www.euroclonegroup.it/
Gene X-Press www.genexpress.cl
GenLife Cia. Ltda. https://www.genlife.net/
Hi-Tech Detection Systems 
International (HTDS) http://www.htds.fr/
Infotec S.A. www.infotec.com.py

販売業者

INOS, LLC www.inos.kz
Inqaba Biotec East Africa Ltd www.inqababiotec.co.ke
Inqaba Biotec West Africa Ltd. www.inqababiotec.ng
Inqaba Biotechnical  
Industries (Pty) Ltd. www.inqababiotec.co.za
Kinovett Scientific Solutions Co. www.kinovett.com
Koram Biotech Corp. www.korambiotech.com
Kvalitex Kft. www.kvalitex.hu
Lab-JOT Ltd. Sp.z o.o. Sp. k. www.labjot.com
MEDOR ehf www.medor.is
Migliore Laclaustra S.R.L. www.migliorelaclaustra.com.ar
Mikro+Polo d.o.o. www.mikro-polo.si
Nanodiagnostika, Ltd. www.nanodiagnostika.lt 
Next Gene Scientific Sdn Bhd www.nextgene.my
Ornat Biochemicals and  
Laboratory Equipment Ltd. https://ornat.co.il/
Oxgen-Import, LLC www.oxgenimport.ge
Pakistan Hospital and  
Industrial Laboratory Co.  
(PHILCO) www.philcopak.com
PT. GeneCraft Labs www.genecraftlabs.com
Qatar Scientific Co WLL www.qsneoscience.com
Quimica Valaner S.A. de C.V. www.valaner.com
Scientechnic LLC www.scientechnic.com
Suministros Clinicos ISLA SAS www.islasas.com
Taigen Bioscience Corp. www.taigen.com
Theera Trading Co. Ltd. www.theetrad.com
Uniscience Do Brasil www.uniscience.com.br
Werfen España es.werfen.com
Werfen Portugal pt.werfen.com
Zelle Biotechnology Pvt. Ltd. www.zellebiotech.com

NEBは独占販売業者、代理店および子会社のネットワークを通じて世界中で販売を行っています。最新の販売業者 
リストについては、ウェブサイト（www.neb.com/international-support）をご覧ください。

Trademarks, service marks, trade dress and logos (“Trademarks”) of New England Biolabs, Inc. are Trademarks or registered Trademarks of NEB in the U.S., and, for certain names, elsewhere. The use of Trademark 
symbols does not necessarily indicate that the Trademark is registered in the country where it is being read; it indicates where the content was originally developed.
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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
email: info@neb.com
www.neb.com

Australia/New Zealand
New England Biolabs (Australia) PTY 
Telephone: 1800 934 218
email: info.au@neb.com
NEB New Zealand Ltd 
Telephone: 0800 437 209
email: info.nz@neb.com

Canada
New England Biolabs, Ltd.
Telephone (905) 665-4632
Toll Free 1-800-387-1095
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 SAS
Telephone +33 (0) 1 69 90 87 15
Free Call 0800 100 632
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 6194
email: cs.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: customersupport.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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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
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科学情報などが満載です。

NEBカタログはAR（拡張空間）
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ウェブサイト
www.nebj.jp

表紙

2023-24 NEB 総合カタログ & テクニカルリファレンス

表紙（オモテ）（1,4）


	JP_0_CorporateTOC_2023_24
	JP_1_RestrictionEndonucleases_2023_24
	JP_2_PolymeraseDNAAmplification_2023_24
	JP_3_DNAModifyingEnzymes_2023_24
	JP_4_NucleicAcidPurification_2023_24
	JP_5_NEBNextReagents_2023_24
	JP_6_MarkersLadders_2023_24
	JP_7_GenomeEditing_2023_24
	JP_8_RNAReagents_2023_24
	JP_9_ProteinExpression_2023_24
	JP_10_CompetentCells_2023_24
	JP_11_Glycobiology_2023_24
	JP_12_Epigenetics_2023_24
	JP_13_CellularAnalysis_2023_24
	JP_14A_01_AppendixA_2023_24
	JP_14A_02_AppendixA_2023_24
	JP_14A_03_AppendixA_2023_24
	JP_14B_AppendixB_2023_24
	JP_15_Index_2023_24
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