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TA Cloning

Taq DNA Polymerase와 같은 PCR 효소로 증폭된 PCR 산물은 3＇말단에 deoxyadenosine(dA)이 1 base 부가된다. TA cloning은 3＇말단에 

deoxythymidine(dT) 1 base를 부가한 T-vector와 PCR 증폭산물의 dA 1 base가 상보적으로 결합하는 것을 이용해, 간편하게 cloning하는 방법이다 (insert 

DNA 5＇말단의 인산화는 불필요하다).

Cloning

[실험방법]

1. Insert DNA 준비 

① PCR에 의한 증폭 (TaKaRa Ex Taq 사용의 경우)

10 × Ex Taq Buffer （Mg2+ plus） 5 ㎕

dNTP Mixture（각 2.5 mM）  4 ㎕  （각 200 μM）

primer 1                        0.2~1 μM  （final conc.）

primer 2                         0.2~1 μM  （final conc.）

주형 DNA                       ＜500 ng

TaKaRa Ex Taq                1.25 U

dH2O                   up to 50 ㎕ (가볍게 탭핑)

98℃ 10 sec.

55℃ 30 sec.            30 cycles

72℃ 1 min./kb

※  PrimeSTAR 와 같은 α형 PCR 효소는 3＇말단에 dA가 부가되지 않

기 때문에 주의가 필요하다,

② Agarose gel에 전기영동하여 증폭산물을 확인한다.

•• 증폭산물이 single band인 경우는 다음단계 「2. T vector와 ligation」

에 따라 진행한다.

•• Primer dimer나 비특이적인 band가 확인되었을 경우에는 전기영

동 후 agarose gel로부터 목적 DNA 단편의 band를 잘라 DNA를 

정제한다.

③ 잘라낸 gel에서 DNA를 정제한다 (필요시 gel extraction kit 사용).

④ 회수한 DNA를 insert DNA 용액으로 한다.

2. T-Vector와 Ligation

Mighty TA-cloning Kit 사용할 경우

① 새로운 tube에 아래 구성물을 준비한다.

dH2O                            3 ㎕

pMD20-T Vector                        1 ㎕  （50 ng）

정제한 PCR산물 （Insert DNA 용액）                1 ㎕

② Ligation Mighty Mix를 5 ㎕ 첨가하여 부드럽게 혼합한다.

③ 16℃에서 30분간 incubation 한다. 

3. 형질전환 (Transformation)

E. coli HST08 Premium Competent Cells 사용할 경우

①  HST08 competent cell 100 ㎕를 사용 직전에 얼음 위에서 융해해 

안정화 시킨 후, 14 ml tube로 옮긴다(vortex 불가).

② Ligation 반응 용액 10 ㎕를 첨가해 얼음속에서 30분간 방치한다.

③ 42℃에서 45초간 heat shock 후, 얼음에서 1~2분간 방치한다.

④ 미리 37℃로 맞춰놓은 SOC media를 최종 1 ㎖이 되도록 첨가한다.

⑤ 37℃ shaking incubator에서 1시간 배양한다 (160 ~ 225 rpm).

⑥  LB plate(LB+Amp+X-Gal)에 적당량을 spreading 한후, 37℃에서 

하루 동안 배양한다.

⑦  Blue/White colony 선별을 통해 white colony를 선택한다.

※  E.coli JM109를 사용하는 경우는 Ampicillin, X-Gal, IPTG를 첨

가한 LB plate에 spreading한다. 37℃에서 하루동안 배양해 Blue/

White colony 선별을 통해 white colony를 선택한다.

4. Insert Check PCR

EmeraldAmp PCR Master Mix 사용할 경우

① PCR 반응액을 준비한다.

EmeraldAmp PCR Master Mix（2 × Premix）     25 ㎕

Forward Primer                                  0.2 μM （ final conc.）

Reverse Primer                                  0.2 μM （ final conc.）

dH2O                     up to 50 ㎕

②  Plate 상의 colony를 tip의 앞쪽으로 극소량 긁어내어 ①의 PCR 반
응액에 현탁하여 증폭한다

98℃ 10 sec.

55℃ 30 sec.             30 cycles

72℃ 1 min./kb

③ PCR 반응액 일부를 agarose gel 전기영동으로 insert를 확인한다.

5. 배양, Plasmid 정제

①  목적 plasmid를 포함하는 colony를 2 ml LB(+Amp)배양액에 접종

하여 하루 동안 배양한다

②  Plasmid DNA를 정제한다(필요에 따라 purification kit를 선택하여 

사용한다).
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PCR 효소 종류와 PCR 산물 말단과의 관계

PCR DNA Polymerase는 크게 2가지 종류로 나눌 수 있다. Taq 

DNA Polymerase로 대표되는 Pol I형(family A) 효소와 Pfu 

DNA Polymerase로 대표되는 α형(family B) 효소이다. 

Pol I 형 DNA polymerase와 Pol I 형 기반의 개량된 PCR 효

소(TaKaRa Ex Taq 등)의 증폭산물 대부분은 3＇말단에 

deoxyadenosine (dA) 1 base가 부가된다. 이것을 이용해 PCR 

산물을 그대로 TA cloning에 사용할 수 있다. 

반면, α형 DNA polymerase를 이용한 PCR 증폭산물 대부분은 

효소의 강력한 3＇→5＇exonuclease 활성에 의해 평활말단이 되므

로, 그대로는 TA cloning에 사용할 수 없다. 평활말단의 PCR 산

물을 TA cloning에 이용할 경우에는 3＇말단에 dA를 별도로 붙

여줘야 한다. 

다카라에서는 TA cloning용 시약 Mighty TA Cloning Kit (Code 

6028)와 같이, α형 DNA Polymerase로 증폭한 산물을 위한 TA 

cloning 시약 Mighty TA-cloning Reagent Set for PrimeSTAR(Code 

6019)를 판매하고 있다. 본 키트에는 평활말단으로 되어 있는 

PCR 증폭산물의 3＇말단에 dA를 부가하기 위한 A-overhang 

mixture가 첨부되어 있어 간단한 과정으로 TA cloning이 가능하다. 

PCR 효소 종류 Pol I 형 α형
 (family A) (family B)

증폭산물의 dA 부가
 3’ 말단 (TA Cloning 가능) 

평활말단

효소명

 TaKaRa Ex Taq

 TaKaRa LA Taq

 TaKaRa Taq PrimeSTAR

 MightyAmp 시리즈 시리즈

 EmeraldAmp

 SapphireAmp

 SpeedSTAR 

T-Vector에 대하여

TA Cloning Kit 외에 2 종류의 T-vector인 T-Vector pMD20 

과 T-Vector pMD19(Simple)를 별도 판매하고 있다. 모두 형질

전환 후 Blue/White 선별이 가능하다.

T-Vector pMD19(Simple)은 pUC19에 유래하는 multicloning 

site의 모든 제한효소 사이트를 제거하였기 때문에, cloning 후 

insert 내의 제한효소 사이트를 이용하는 경우 편리하다. 

5kb 이상의 PCR 산물의 Cloning

긴 단편의 PCR 산물(5 kb 이상)의 경우는 TA cloning 효율이 저

하되기 때문에, 평활말단 cloning을 추천한다. 간편하게 말단 평

활화와 인산화를 할 수 있는 시약을 갖추고 있는 Mighty Cloning 

Reagent Set(Blunt End)(Code 6027)를 사용하면 편리하다. 
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TAクローニング（続）

【 �連製品リスト】

PCR用DNA ポリメラ〡ゼは大きく2つのタイプに分けられます。
DNA PolymeraseをはじめとするPol I型（family A）酵素と、  DNA 
Polymeraseに代表されるα型（family B）酵素です。

Pol I型DNAポリメラ〡ゼおよびPol I型をベ〡スとする改良型PCR
酵素 ®など）の�幅産物のほとんどは、その3'末端に
デオキシアデノシン（dA）が一�基付加されています。これを利用して
PCR産物をそのままTAクローニングに使用可能です。

一方、α型 DNAポリメラ〡ゼによる�幅産物のほとんどは、酵素自身が
もつ�力な3'→5'exonuclease活性により平滑末端となっており、その
ままではTAクロ〡ニングに使用できません。平滑末端のPCR産物をTA
クロ〡ニングに用いる場合には、3'末端にdAを付加する必要があります。

タカラバイオでは、通常のTAクローニング用試�「M ighty TA Cloning 
Kit」に加え、α型DNAポリメラーゼによる�幅産物�用のTAクローニング

PCR酵素の種類と末端形�

製品名

Mighty TA-cloning Kit

Mighty TA-cloning Reagent Set for PrimeSTAR®

T-Vector pMD20

T-Vector pMD19（Simple）

s

α Competent Cells

EmeraldAmp® PCR Master Mix

NucleoSpin® Extract II

NucleoSpin® Plasmid QuickPure

Agarose L03「T AKARA」

100 bp DNA Ladder（Dye Plus）

λ t

容量

20回

20回

1 μg

1 μg

1 Set（100 μl  × 10）

1 Set（100 μl  × 10）

1 Set（100 μl  × 10）

160回

10回

10回

100 g 

500 μ l（100回）

100 μg

TAクロ〡ニングキット
およびTベクター

形質�換用コンピ
テントセル

インサ〡トチェックPCR

DNAクリ〡ンアップ

プラスミド精製

電�泳動

製品コード

6028

6019

3270

3271

9128

9052

9057

RR300A

740609.10

740615.10

5003

3422A

3403

�格（�別）

¥21,000

¥32,000

¥9,500

¥9,500

¥21,000

¥19,000

¥19,000

¥16,000

¥5,300

¥4,200

¥17,000

¥19,000

¥8,500

PCR酵素の
タイプ

�幅産物の
3'末端の形�

酵素名

®

®

MigythAmp®シリ〡ズ
EmeraldAmp®

SapphireAmp®

SpeedSTA R®

PrimeSTAR® シリーズ

dAが付加される
（TAクローニング可） 平滑末端

Pol I型
（family A）

α型
（family B）

用試�「M ighty TA-cloning Reagent Set for PrimeSTAR®」を
ご用意しています。本キットには平滑末端をもつPCR�幅産物の3'末端
にdAを付加するためのA-overhang mixtureが添付されており、簡便な
操作でTAクローニングが可能です。

長鎖のPCR産物（5 kb以上）の場合、TAクロ〡ニング�率が低下する
ため、平滑末端クロ〡ニングをお�めします。末端平滑化およびリン酸化
のための簡便な前�理用試�を含むMighty Cloning Reagent Set

（Blunt End）（製品コ〡ド 6027）の使用が便利です。

PrimeSTAR®シリ〡ズなどα型ポリメラーゼで�幅した平滑末端のPCR産物
をリン酸化して平滑末端クロ〡ニングを行う場合にも、Mighty C loning 
Reagent Set（Blunt End）をご利用ください。

T
TT-Vector pMD20

（2,736 bp） Multi-cloning site

Z

Ori

Ampr

！

Tベクターについて！

5 kb以上のPCR産物のクローニング！

TA Cloning Kitの他に、2種類のTベクター、T-Vector pMD20
および T-Vector pMD19（Simple）を販�しています。いずれも形質
�換�の�／白選�が可能です。
T-Vector pMD19（Simple）ではpUC19に由�するマルチクロ〡ニング
サイト上のすべての制限酵素サイトが除去されているため、クロ〡ニング
後インサ〡ト部分の制限酵素サイトを利用する場合に便利です。

[관련제품리스트]

구분 Code 제품명 용량

TA Cloning Kit 및 T vector

 6028 Mighty TA-Cloning Kit 20 회

 6019 Mighty TA-Cloning Reagent set for PrimeSTAR 20 회

 3270 T-Vector pMD20 1 ㎍

 3271 T-Vector pMD19 (Simple) 1 ㎍

형질전환용 Competent cells

 9128 E. coli HST08 Premium Competent Cells 1 Set (100 ㎕ × 10）

 9052 E. coli JM109 Competent Cells 1 Set (100 ㎕ × 10）

 9057 E. coli DH5α Competent Cells 1 Set (100 ㎕ × 10）

Insert Check PCR RR300A EmeraldAmp PCR Master Mix 160 회

전기영동

 5003 Agarose L03 TAKARA  100 g

 3422A 100 bp DNA Ladder (Dye Plus) 500 ㎕ (100 회)

 3403 λ-Hind III digest 100 ㎍

Cloning




