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大腸菌とプラスミド
を用いた実験の基本第 章1

1. 大腸菌とプラスミド
 ■1-1 大腸菌とは
　大腸菌（Escherichia coli，E. coli）は，もともとヒトの大
腸に存在する常在菌（共生細菌）であり，腸内環境の維持
や他の病原菌の定着阻止に寄与している．世の中のほと
んどの細菌が人工培地上での培養が困難であるのに対し，
E. coliは容易に培養でき，増殖速度も速いため，分子生物
学・遺伝学の研究においてモデル生物として広く利用され
てきた．

 ■1-2 プラスミドとは
　プラスミドは，細胞の染色体DNAとは独立して存在す
る小型の環状2本鎖DNA分子であり，大腸菌などの宿主
に組み込まれれば自動的に複製される性質をもつ ．抗生物
質耐性遺伝子や，基質を呈色させる酵素遺伝子などをプラ
スミドに組み込むことで，プラスミドが入った大腸菌のみ
を選別することができるため，人工的な配列を組み込んだ
プラスミドを大量に増やすことができる．分子生物学実験
では，「大腸菌にプラスミドを増やさせる」ことを頻繁に行
う．

所属機関・研究室のルール

　

●PCRでの増幅と違い
　大腸菌によるプラスミドの複製は以下のような利点がある．
・ 単一のコロニー由来の大腸菌を単離することにより，プ
ラスミドを単一クローン（得られるものが全て同じ配列）
にすることができる
・複製エラーが起こらない
・ 大量に増やすことができる（µg単位からmg単位まで増
やすこともできる）
ただし，遺伝子組み換え大腸菌を使った実験は，遺伝子組
み換え実験となるので，特にルールを遵守して行う必要が
ある．
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2. TAクローニングの操作手順

　TAクローニングとは，2本鎖DNAの平滑末端（両端）
の3′端にAが付加された断片をTベクターと呼ばれる3′
端にT突出しているベクターにライゲーションして，プラ
スミドとして単一クローン化することをいう（ 図2 ）．長
くない断片（2〜3kb程度まで）であれば，どのような2本
鎖DNA配列もAを付加してベクターに組み込むことがで
きる．cDNA ＊1等からPCRを用いて遺伝子のクローニン
グをするとき，増幅されたPCR断片にはエラーがランダ
ムに含まれている ＊2．また，RACE（rapid amplifi cation
of cDNA ends）などの場合特に，不均一な増幅産物（複数
の長さや非特異的産物等）ができるため，ダイレクトシー
ケンスでは複数のシーケンスが混ざってまったく読めない
ことがしばしばある．そのため，PCR断片をプラスミド
のバックボーンにライゲーション（ 図3 ）して，同一断片
由来のプラスミドクローンとして大量に増やしてからシー
ケンスすることがある．そのなかで一般的に最もよく用い
られるクローニング方法がTAクローニングである．また，
クローニングしたプラスミドは，in situハイブリダイゼー
ションのプローブのテンプレートに用いたりする．

memo
＊1	 complementary DNA．逆転写の章参照
＊2	 このエラーの発生は，ランダムかつマイナー（高フィデ

リティのものであれば100万塩基につき1個レベル）な
ので，PCR産物のダイレクトシーケンスでは，通常問題
にならない（大きな波形にエラーは埋もれるので）．一
方，クローニングをすると，「クローン化」されるので，
偶然のPCRエラーが固定されてしまうため，注意が必
要（複数のクローンをシーケンスチェックする必要があ
る）

PCR産物

それぞれのコロ
ニーが単一の断片
由来のプラスミド
を含むことになる
（クローン化）

コロニーを
選択して
大腸菌増幅

プラスミドに組み
込み，大腸菌にト
ランスフォーメー
ション

単一クローンの
大腸菌から増幅
したプラスミド
を得る

PCR産物は，均一で
はなく，スプライス
バリアント，SNPや
非特異的増幅を含む，
さまざまな配列が含
まれる
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 図3  TAクローニングにおけるライゲーション反応の模式図
PCR産物のインサートの3′末端に付加されたアデニン（A）塩基と，Tベク
ターの3′末端のチミン（T）塩基を，ライゲーション反応により結合させる
ことで，プラスミドを形成する．

 図2  TAクローニングによる単一断片の増幅（クローン化）
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●プログラム（3ステップPCR）	＊27

□Step1　 95℃　150秒
↓

□Step2 　95℃　10秒
↓

□Step3　 60℃　10秒
↓

□Step4　 72℃　10秒 ※ここで蛍光の測定
↓

□Step5 　Step 2に戻る（44回）
↓

□Step6　メルティングカーブ	＊28を描く

＊27	  試薬によっては「2ステップPCR」が推奨されている（TB 
green® Fast qPCR Mixなど）
2ステップPCRのプログラム
　Step1　95℃ 30秒
　Step2　95℃ 5秒
　Step3　60℃ 10秒
　Step4　Step2に戻る（39回）
　Step5　メルティングカーブを描く

＊28	リアルタイムPCR装置により異なる．60〜65℃あたりから，
＋0.2〜0.5℃ /秒で90〜98℃あたりまで緩やかに上昇させる
ことが多い

リアルタイムPCRの
プログラム

 �ダウンロード 

memo

●手順（プログラム開始から相対発現量を算出するまで）
□Step1 前述のプログラムを走らせる

↓
□Step2  リアルタイムPCR装置のソフトウェア上で

Cq値を算出
↓

□Step3  スタンダードを用いた検量線（p.243）で目的
の遺伝子のコピー数もしくは濃度を算出
↓

□Step4  相対定量の場合は，下記の式により相対発
現量を算出
 相対発現量＝発現量を知りたい遺伝子の濃
度 /ハウスキーピング遺伝子の濃度
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大腸菌を
プレートに撒く

  動画７  

↓
□Step6　 Step5で用意したLB /Amp＋X-galプレート

にSOC入りのコンピテントセルを全量撒く
通常100 µLくらい＊14．

↓

●方法（トランスフォーメーションからPCRまで）
□Step1　トランスフォーメーション

 氷を用意し，1.5 mLチューブを用いる．チュー
ブは氷上で冷やしておく．コンピテントセ
ル（DH5α）を－80℃から出し，温めないよ
うに気をつけながら解凍する（p.28参照）．
15 µL分取し，1.5 µLのライゲーション産物
と混ぜて（やさしく），氷上に30分静置 ＊12．
↓

□Step2　42℃のヒートショック
45秒間行う（15〜60秒の範囲）．
↓

□Step3　氷上で5分間静置
↓

□Step4　 SOCをコンピテントセルの6倍程度（適当）
加え37℃で30分間振とう培養
 アンピシリン耐性のプラスミドをアンピシ
リンで選抜する場合は，この振とうは不要
（pGEM-Tはアンピシリン耐性なので不要）
なので，SOCを入れたらすぐにStep5へ ＊13．
↓

□Step5　 アンピシリン入りLBプレートに，2％X-gal

を40 µL撒く（エタノール＋バーナー等で滅
菌したコンラージ棒を用いる， 動画7 ）

 DH5α，DH10β，Mach1TM等 で は IPTG

添加は不要．JM109等では IPTG添加が青
白スクリーニングに必要．用いる場合には
100 mM IPTGも40 µL加える．
 詳細はp.42参照．

＊12	この時間は15〜60分間の変動で形質転換効率に影響し
ない

＊13	SOCを入れた後は，数分であれば常温に置いて問題ない

2%X－gal
40 µL

アンピシリンプレート

滅菌したコンラージ棒

トランスフォーメー
ションからPCRまで

  ダウンロード  

LB/Amp＋X－gal
プレート

SOC入り
コンピテントセル

＊14	p.64に示した2種類作る撒き方を推奨


