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はじめに～DNAクローニングの今昔～

生命科学分野におけるDNAクローニングは，日常的
に使う手法の一つであろう．このDNAクローニング技
術については，最近10年ほどでずいぶんと変化した．
それまではベクターに存在する制限酵素認識部位に合わ
せて挿入DNA断片を設計し，制限酵素切断したDNA
断片同士をDNAリガーゼで結合させる，ということを
Okayama & Berg法 1)以来，約30年間続けてきた．筆者
が学生だった20年程前は，研究室にさまざまな制限酵
素が揃えられており，代表的な制限酵素認識配列のパリ
ンドローム（回文構造）のいくつかは，覚えてしまうほ
ど頻繁に使用していた．
ところが，制限酵素とDNAリガーゼを用いたDNA

クローニング法に代わり，最近は多くのシームレスク
ローニング法が開発されている．ここで紹介するシーム
レスクローニング法とは，制限酵素部位に依存すること
なく自由自在にプラスミドを構築できる方法のことであ
る．また，シームレスクローニング法では，一つの
DNA断片を効率的にクローニングするのは当たり前で
あり，複数断片を同時にベクターへクローニングできる
方法もある．それまで，DNAワークが研究を進めるう
えでの律速段階となり，必要なプラスミドを作製するの
に，多くの時間を費やし，これが研究の進展を妨げるこ
ともあった．しかし，シームレスクローニング法を使用
すると，DNAワークに必要な時間が格段に減り，その
先の研究に時間を割くことができる．その意味では，やっ
と本来の研究テーマにしっかりと向き合える時代がやっ
て来たと言えるのかもしれない．
この解説では，近年急速に普及しているシームレスク

ローニング法について，導入する際の利点や注意点を紹
介することを目的としている．なお，今回は，クローニ
ングの際にDNA配列を完全に自由設計できるシステム
のみを対象とするので，両端に特定配列が必要となる
Gatewayシステム2)などについては，扱わないことにする．

シームレスクローニング法の開発

初期のシームレスクローニング法としては，Type IIS
制限酵素を用いる方法 3)とsequence- and ligation-
independent cloning（SLIC）法 4)の二つが，よく知ら
れているように思う．

Type IIS制限酵素は，制限酵素のDNA配列認識部位
と切断部位が異なる（図1）．この特徴を利用して，
DNA切断部位に一本鎖突出端を自由に設計できる．
Type IIS制限酵素のDNA認識部位をプラスミドベク
ターの切断部位内側に設計しておけば，DNA切断時に
Type IIS酵素のDNA認識部位が消失するため，Type 
IIS制限酵素を用いたクローニングでは，できあがるプ
ラスミドベクターは余計な配列を含まず完全にシーム
レスに作製できる．しかし，使用するベクターには，
あらかじめType IIS制限酵素認識部位を導入しておか
なければならないのが弱点である．ただし，一度その
ようなベクターを用意すれば便利に使用できるため，
Type IIS制限酵素を用いた方法は，Golden Gate法 5)，
GoldenBraid法 6)，MoClo法 7)などの複数断片のカセッ
ト入れ替え型クローニング法に発展し（図2），合成生物
学などの分野で使われている．
一方，SLIC法は，二本鎖DNAの両端部分に一本鎖

突出端を持つDNAを生成し，二つの一本鎖突出端
DNAをアニーリングすることで，DNAリガーゼに依存
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図1．Type IIS 制限酵素（BsaI）を使用したシームレスクロー
ニング．Type IIS制限酵素であるBsaIは，DNA認識部位
（GAGACC）と切断部位（▼）が異なる．ベクター上のType 
IIS制限酵素のDNA認識部位は，切断により切り取られ，クロー
ニング後の完成したプラスミド上にType IIS制限酵素のDNA
認識配列は残らない．
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せずに二つのDNAをつなぐ技術である4)．この方法では，
T4 DNAポリメラーゼの3'→5'エクソヌクレアーゼ活性
を利用し，DNA末端に5'突出末端の一本鎖DNAを生
成し，二つのDNA間でアニール後，大腸菌を形質転換
する（図3）．大腸菌内に取りこまれたDNAにはニック
やギャップが残されているが，大腸菌の持つシステムに
より修復され，目的のDNA断片を挿入したプラスミド
を回収できる．後に紹介するシームレスクローニング法
のいくつかは，このSLIC法の考え方を基にし，いくつ
かの工夫をこらして，効率や使いやすさを改良している．

シームレスクローニング法導入の利点と注意点

現在用いられている一般的なシームレスクローニング
法の概略を示した（図4）．図のように，二本鎖DNA断

片の末端領域に相同塩基配列を持つDNA断片を用意し，
それをクローニングに用いる．末端DNA相同領域の長
さは，各方法により異なっている．現在，普及している
シームレスクローニング法の多くは，15～50 bp程度の
末端DNA相同領域を持たせることで二つのDNAを特
殊なベクターを使用することなく連結できる．制限酵素
部位に依存せず自由自在にプラスミドを設計できること
に加え，効率が良いため2断片や3断片を同時にクロー
ニングできることも強みである．一見良いことずくめの
シームレスクローニング法だが，ここではそれを導入す
る際の利点だけでなく，利点に隠れて忘れがちな注意点
を述べておきたい．シームレスクローニング法を導入す
る際の利点をまとめると，以下の三つだろう．
1． 制限酵素部位に依存せずにベクターを自由に設計で
きる．

2． 2断片，3断片などの複数DNA断片でも同時にクロー
ニングできる．

3． PCRで増幅した二本鎖DNA断片を制限酵素処理す
る必要がない．
これら三つの特徴により，これまで多くの時間を要し
たプラスミド構築も，短時間で終えることができるよう
になった．また，最近では数百～数千bpの二本鎖DNA
断片を人工遺伝子合成することが身近になっている．
シームレスクローニング法は，この人工遺伝子合成とも
非常に相性が良い．合成DNA断片が到着したら，制限
酵素処理などを一切行うことなく，直鎖化したベクター
と混合し，シームレスクローニング反応を行うだけで，
すぐに大腸菌の形質転換に持っていくことができるの
で，大変便利である．
一方，注意点としては，結合させる末端DNA相同領

図2．カセット入れ替え型ベクターシステムの概念．カセット
入れ替え型ベクターシステムでは，Type IIS制限酵素を使用す
ることにより，各ユニットライブラリーから自由に各ユニッ
トをシームレスに入れ替えることができる．P；プロモーター，
U；5'-UTR，SP；シグナルペプチド，CDS；翻訳領域，T；ター
ミネーター．

図3．SLIC法の原理．DNAの末端にある■部分と□部分は，
二つのDNA断片の相同領域を示している．

図4．一般的なシームレスクローニング．末端相同領域の最適
長は，各方法により異なる（15–50 bp）．詳細は，本文参照．



22 生物工学　第96巻　第1号（2018）

域部分に繰り返し配列がある場合に，正確にDNAを連
結できなかったり，効率が落ちたりすることがあげられ
る．ただし，繰り返し配列の問題については，DNA連
結部の設計を工夫することで回避できる．たとえば，
DNAの連結部分を単純にずらしたり，アミノ酸の翻訳
領域であればコドンを変更したりするなどの方法が有効
である．

さまざまなシームレスクローニング法

では，実際のシームレスクローニング法にはどのよう
なものがあるのだろうか．現在でも新しい方法が次々と
開発されているが，すべてを紹介することはできない．
ここでは，市販品としてよく知られている二つの方法と，
これらとは異なる特徴を持つ三つの方法を紹介したい．

1．ギブソンアッセンブリー　　この方法では，T5エ
クソヌクレアーゼ，Phusion DNAポリメラーゼ，Taq 
DNAリガーゼの三つの酵素の働きを用いて，シームレ
スクローニングを行う 8)．まず，T5エクソヌクレアーゼ
の5'→3'エクソヌクレアーゼ活性により，DNA断片の
末端領域を一本鎖DNAにする．ついで，その末端が他
のDNA断片とアニールしたところをPhusion DNAポ
リメラーゼとTaq DNAリガーゼにより，in vitroでギャッ
プを埋め，ニックをつなぐ．メーカーからは，末端相同
領域として15–20 bpが推奨されている．反応条件は
50°Cで15–60分間である．反応温度が50°Cであるため，
T5ヌクレアーゼは徐々に失活し，必要以上にDNAが分
解されないように工夫されている．これに対して，
DNA合成は熱安定性の高いPhusion DNAポリメラーゼ
を使用しているため，この温度で失活せず働きつづける．
実に巧妙なシステムである．

2．In-Fusion　　PoxvirusのDNAポリメラーゼは，
Mg2+と低濃度dNTPs存在下で二本鎖DNAに対して
3'→5'エクソヌクレアーゼ活性を示し，生成した一本鎖
DNAは，他のDNA断片の相補する一本鎖DNA領域と
アニーリングする．ギャップを含む二本鎖DNAは，大
腸菌を形質転換後，菌体内のシステムで修復される．
In-Fusionの原理は，SLIC法とほぼ同様であるが，
poxvirus DNA ポリメラーゼでは，挿入断片がアニール
したギャップを含む二本鎖DNAに対してポリメラーゼ
の親和性が低く，必要以上にヌクレアーゼ活性が働かな
いところがポイントのようだ 9,10)．In-Fusionキットの場
合，末端相同領域は15 bpで，反応条件は50°C，15分
間が推奨されている．

3．Seamless ligation cloning extract（SLiCE）  
この方法は，大腸菌の粗抽出液を使用するだけで，シー

ムレスクローニングを行う方法である．オリジナルの
SLiCE法では，大腸菌にファージのRed組換えシステム
を発現させ，その粗抽出液を調製すると，シームレスク
ローニング試薬として使うことができる 11)．しかし，こ
の方法はファージのRed組換えシステムを発現するPPY
株という特殊な大腸菌株を必要とした．その後，SLiCE
法は改良され，通常研究室で使用している大腸菌株から
調製した粗抽出液でもシームレスクローニングできるよ
うになった 12)．2015年に発表されたこの方法は，論文
の記述通りに一般的な大腸菌株を培養し，抽出緩衝液で
大腸菌を可溶化後，上清を回収するだけで効率の良い
シームレスクローニング試薬を調製できる 13,14)．必要な
試薬は，大腸菌液体培地，細胞破砕液（市販品，または
Tris/Triton緩衝液），ミリQ水，80％グリセロールの四
つだけである．末端相同領域は15–19 bpで，反応は
37°C，15分間で充分な効率を示す 13)．ただし，この
SLiCE法の作用メカニズムは明らかになっていない 15)．

4．Gap-repair cloning　　これまで紹介した三つの
方法は，複数のDNA断片を in vitroでシームレスクロー
ニング反応させることでDNAを連結させる．これに対
して，これから紹介する二つの方法は，二つの直鎖
DNA断片を混合した後，直接細胞へ導入し，in vivoの
相同組換え活性を利用する方法である．Gap-repair 
cloning法は，二つのDNA断片を酵母に導入し，酵母の
相同組換え活性を使用し，in vivoでDNAを連結する 16)．
In vitroでのDNA連結反応が必要ないため，二つのDNA
を単純に混ぜ合わせて細胞に導入するだけでよい．ただ
し，DNA断片の末端相同領域の長さは，25–30 bp程度
必要である 16,17)．In vivoでDNAの連結反応を行う分，
必要となる相同領域が多少長いのかもしれない．この方
法は，永野らにより詳しく解説されている 17)．

5．In vivo E. coli cloning（iVEC）　　Gap-repair 
cloning法は酵母細胞の in vivo相同組換え活性を用いて
シームレスクローニングを行うが，これと同様なことを
大腸菌で行うのが，iVEC法である．大腸菌を使用した
in vivoクローニング法は，かなり昔に報告されていた
が 18,19)，あまり普及しているとは言えない．これは，酵
母と比較すると，大腸菌の in vivo相同組換え活性が低
いことに原因があるようだ．ただし，最近はこの方法も
注目されるようになっており，その理由については後述
する．

シームレスクローニング法の選択 
～ ｢できる｣ と｢使える｣ は大違い～

数多くあるシームレスクローニング法であるが，どの
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方法を導入するのが良いのだろうか．実際に導入を考え
る際に注意する点をいくつか指摘しておきたい．重要な
メッセージとしては，｢できる｣ と｢使える｣ は大違い，
ということである．現在，シームレスクローニング法に
関する論文が数多く出版されているが，その多くが｢で
きる｣ ことは証明していても，｢使える（または，使い
やすい）｣ ことを示しているわけではない．導入を検討
する際には，クローニングの効率がどの程度か，また使
いやすさ（省ける手間・コスト）はどの程度か，という
二つの観点から検討していただきたい．また，一般にク
ローニング効率を評価する際には，スクリーニングした
クローンの陽性率を気にすることが多い．しかし，それ
と同程度に大切だが忘れがちな点として，一定量の
DNAを形質転換したときに出現するコロニー数がある．
シームレスクローニング法を開発したという論文が発表
されても，クローンの陽性率は示されているが，出現す
るコロニー数が市販品と比較して多いのか，少ないのか，
を示していない論文も多い．クローンの陽性率がいくら
高くとも，そもそも出現するコロニー数が少なくては，
効率の良いクローニングはできない．出版された論文の
手法のなかには，シームレスクローニングができないわ
けではないが，決して使いやすくはない，という方法も
あるので注意していただきたい．
シームレスクローニング法を導入する際に検討すべき

点をまとめると，以下のようになる．
①クローニング効率（出現コロニー数と陽性率）
②準備や反応にかかる時間と手間
③反応コスト
市販品を用いれば，③は高くつくが，①，②について

は考える必要がない．そのため，多くの研究費を稼ぐの
が一番手っ取り早い（学生なら，研究費の潤沢なラボを
選ぶのが良い）．しかし，近年は研究費事情も厳しいため，
各研究室の懐事情と相談のうえ，①～③のバランスで方
法を選択することになるだろう．その際に参考となりそ
うな情報をいくつか提供したい．今回紹介したシームレ
スクローニング法のおよそのコストは以下のようなもの
である．市販品であるギブソンアッセンブリー，
In-Fusionは，約1,800–2,000円 /反応である．ギブソン
アッセンブリーについては，オリジナル論文を参照する
と，自分自身でマスターミックスを調製できる 20)．その
際の反応コストは約400円 /反応程度であるので，だい
ぶ経済的だ．ただし，3種の精製酵素を使うため，初期
投資として約4万円が必要となる．
これに対して，大腸菌の粗抽出液を使用するSLiCE
法は，培地，反応緩衝液に用いる試薬，細胞溶解に用い

る抽出液などすべて含めても，0.4円 /反応である 21)．こ
の方法は，市販品のシームレスクローニングキットと効
率の比較も行われており，その結果によれば，市販品の
In-Fusionほど高くはないが，代替法として充分に使用
できる効率であった 21)．SLiCEの調製に使用できる大
腸菌株は，DH5 ，JM109などの一般的な菌株をはじめ
として，研究室で通常使用する多くの菌株を使うことが
できる 12)．これらの菌株のうち，一つくらいは研究室に
ストックがあるのではないだろうか．また，研究室で日
常使用している大腸菌株から粗抽出液を調製すれば良
く，50 mL培地からSLiCEを一度調製すると，SLiCE
反応を2,000反応以上行うことができる．調製した
SLiCEは，–80°Cで長期保存することができ，5年前に
調製したものでも充分に使用できる 22)．
酵母を使用したgap-repair cloning法や大腸菌の iVEC
法は，挿入DNA断片とベクターDNA断片を酵母や大
腸菌に直接導入するだけなので，in vitroでのDNA連結
反応が必要なく，SLiCEよりさらに安価である．また，
二つのDNA断片を混合して酵母（または大腸菌）へ導
入するだけなので，他の方法と比較すると格段に作業工
程が少ない．

Gap-repair cloning法については，研究室で酵母の取扱
いになれているならば，良い方法だろう．この方法の難
点は酵母用のベクターが必要なことだったが，最近では，
酵母用ベクターを使用せずにヘルパープラスミドを使う
システムも開発されている 23)．手順としては，二本鎖
DNA断片を酵母に遺伝子導入したのちにプラスミドを
回収し，そのプラスミドを大腸菌に形質転換して最終的
なプラスミドを得る．このように，作業は少なくて済む
がプラスミドが完成するまでには4～5日間を要する 16)．

Gap-repair cloning法が酵母の持つ内在性のDNA相同
組換え活性を用いているのに対して，大腸菌の持つ同様
の活性を利用したのが iVEC法である．遺伝子組換え実
験をしている研究室なら，どこでも使用している大腸菌
を使用し，二つのDNA断片を混合して形質転換するだ
けでシームレスクローニングできるため，この方法は大
変簡単である．意外に思われるかもしれないが，iVEC
法はかなり昔から知られていた方法 19)であるにも関わ
らずあまり普及していない．しかし，最近，DNAの末
端相同領域を30–50 bp程度に設定し，効率の高いエレ
クトロコンピテントセルを使用することで，複数断片を
同時にクローニングできることが示された 24)．使用する
プライマーが長くなってもかまわない，コンピテントセ
ルも109（CFU/ g DNA）程度の効率の高いものを準備
できるが，DNAの結合に手間をかけたくない，という
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方々には良い方法であろう．しかし，SLiCE法と iVEC
法のクローニング効率を同じ条件下で比較した報告で
は，効率自体はSLiCE法の方が遙かに高かった25)．また，
JC8679（AQ3625）株と言われる相同組換え因子RecE，
RecTを高発現した大腸菌を使用した iVEC法も古くか
ら知られている 18)．この株を用いた iVEC法は，通常の
大腸菌株を使用した iVEC法よりクローニング効率は高
いのだが，それでもSLiCE法より効率は低かった 25)．
これに加えて，JC8679株はTSS法 26)と呼ばれる特殊な
方法でコンピテントセルを調製する必要がある．また，
得られるプラスミドがマルチマー化する問題もある．プ
ラスミドのマルチマー化はタンパク質発現などに支障は
ないが，モノマー分子に揃えたい時には，通常の大腸菌
株に再度形質転換し，プラスミドをモノマー化する必要
がある．これらもこの方法の弱点かもしれない．ただし，
二つのDNA断片を混合し，形質転換するだけでシーム
レスクローニングできるのはたいへん魅力的ではある．

おわりに

これまで，急速に普及しているシームレスクローニン
グ法のいくつかを紹介してきた．研究室でシームレスク
ローニング法を導入する際には，その方法の利点と弱点
を良く考慮したうえで，自分たちの状況に合った手法を
選択することが大切である．また，今後も新たなシーム
レスクローニング法が開発されてくるであろう．その際
には，クローニングの効率だけでなく，それによって省
ける手間，節約できる費用などを総合的に考え，導入を
決定して欲しい．
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