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In-Fusion クローニング
In-Fusion クローニング（続）

原理と特長

操作方法の概要
 ↓
③インサートDNAをPCR増幅する。
　（Advantage® HD Polymerase Mixを用いた場合）

１．線状化ベクターおよびインサートDNAの調製
①使用するベクターとクローニング部位を決定し、制限酵素処理または
　インバースPCRによりベクターを線状化する。
　　　　　　　　　　　　　　…線状化ベクター溶液［A］
 ↓
②インサートDNAのPCR増幅のためのIn-Fusion Primerを設計する。

 ↓
②インサートDNA溶液［B］とする。

2.アガロースゲル電気泳動でPCR増幅産物を確認

3. In-Fusion Cloning反応

①電気泳動の結果に応じて、以下のようにインサートDNAを処理する。

5.インサートチェックPCR、培養、プラスミド精製
　インサートチェックPCRは5ページを、プラスミド精製は10ページを参照

5 × Advantage HD Buffer（Mg2+） 5 μl
dNTP Mixture（2.5 mM each） 2 μl
FW Primer/RV Primer 各0.2～0.3 μM
Advantage® HD Polymerase（2.5 units/μl） 0.25 μl
Template 200 ng
Sterile deionized H2O up to 25 μl

5 × In-Fusion® HD Enzyme Premix 2 μl
線状化ベクター［A］ x μl
精製済／CE処理済みPCR断片［B］ y μl
dH2O   up to 10 μl

●増幅産物に非特異的な増幅が認められた場合 ：
　目的バンドのみを切り出し、NucleoSpin® Extract IIを用いて
　スピンカラム精製を行う。
　　　　
●増幅産物がシングルバンドの場合はCloning Enhancer
　処理を推奨 ：

PCR反応液 5 μl
Cloning Enhancer 2 μｌ

50℃、15分反応→氷上静置
　

【関連製品リスト】
製品名

In-Fusion® HD Cloning Kit w/Cloning Enhancer※

In-Fusion® HD Cloning Kit w/NucleoSpin®※

In-Fusion® HD Cloning Kit w/Competent Cells※

In-Fusion® HD Cloning System CE※

In-Fusion® HD Cloning System※

In-Fusion® HD Cloning Kit※

In-Fusion® HD EcoDry™ Cloning Kit※

容量

10回

10回

10回

10回

10回

10回

8回

製品コード

639633

639639

639642

639636

639645

639648

639689

価格（税別）

¥22,000

￥24,000

￥36,000

￥37,000

￥39,000

￥21,000

￥21,000

ClontechのIn-Fusion酵素を用いてDNA断片同士の末端15塩基の
相同配列を融合させることでクローニングを行います。使用する任意
のベクターの末端配列を利用してクローニングを行うため、あらゆる
ベクターが使用でき、余分な配列が一切付加されず、しかも定方向
クローニングを行うことができる優れた手法です。

●インサートの種類、クローニング部位、ベクターを選ばずディレクショナルにクローニング
●短鎖から長鎖（50 bp～15 kb）まで効率よくクローニング可能
●１回の反応で、複数DNA断片の同時クローニングも可能
●In-Fusion反応はわずか15分で完了

①In-Fusion酵素は、DNA断片の末端15塩基の相同配列を融合する
ため、ベクター上のクローニングしたい位置の両側15塩基とそれぞれ
相補的な配列を付加したプライマーで目的遺伝子をPCR増幅する。

②制限酵素処理またはインバースPCRにより線状化ベクターを用意し、
①のPCR産物※とIn-Fusion酵素を混合する。
※非特異的な増幅がある場合にはスピンカラム精製を、シングル
バンドの場合はCloning Enhancer処理を行って使用してください。

③50℃15分のIn-Fusion反応によりシームレスかつ定方向にクローニング
が完了

In-Fusion酵素は、各DNA断片の末端15塩基の相同配列を認識して
これを融合させます。このため目的インサートをPCR増幅する場合には、
使用する線状化ベクターの末端配列に相同な15塩基を、配列特異的
プライマーの5’末端に付加することがポイントです。上図のように線状化
ベクターの末端形状に合わせて、In-Fusion Primerを設計してください。
なお、In-Fusion Cloning反応は増幅産物のA-overhangの有無による
影響を受けないため、PCR増幅産物のA-overhangを考慮する必要は
ありません。

（プロトコールの詳細については必ず取扱説明書を確認してください。）

便利なオンラインサポートツール、「In-Fusionプライマー設計サイト
（In-Fusion Primer Design Tool）」をご利用ください。
　　http://bioinfo.clontech.com/infusion/

PCR産物がシングルバンドの場合に増幅産物をそのままIn-Fusion
反応に用いるための前処理試薬。この処理により、PCRに使用した
プライマーや鋳型プラスミド、dNTPの影響を受けず、In-Fusion酵素
が最大のパフォーマンスを示すことができる。

！ プライマー設計用ウェブツール

In-Fusion Cloningならマルチクローニングも効率よく行うことができ
ます。各1 kbのDNA断片をIn-Fusion® HD Cloning Kitを用いて
クローニングし、コロニーPCRによりインサートを確認したところ、
10クローン中7クローンで正しい挿入が確認できました。

！ 複数DNA断片のマルチクローニング
37℃ 15分→80℃ 15分

4.大腸菌への形質転換
Stellar™ Competent Cells（製品コード 636763）やE. coli HST08 
Premium Competent Cells （製品コード 9128）など、形質転換効率が
1×108 cfu/μgプラスミドDNA以上のコンピテントセルの使用を推奨します。
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※プレミックス済み液体タイプのIn-Fusion HDには、上記のほか、50回包装と100回包装があります。

In-Fusion® HD添付製品

Cloning Enhancer

※In-Fusion® HD EcoDryTM Cloning Kitは、凍結乾燥タイプ（室温、デシケーター内保存可能）のIn-Fusion® HDキットです。
マイクロチューブに分注済みのため直ちに使用することができます。24回タイプ（8連チューブ×3本）、96回タイプ
（96ウェルプレート）もあります。

NucleoSpin® Extract II

高い形質転換能を持つコンピテントセル。長鎖プラスミドDNAの形質
転換においても高い効率が得られ、同様の遺伝子型を持つ他の
コンピテントセルと比較してコロニー形成速度が速い。pUC系プラスミド
での形質転換の際には、β-ガラクトシダーゼのα-相補性を利用し、
X-Gal添加による組換え体の青／白選別を行うことができる。
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添付製品

5 × In-Fusion HD Enzyme & dH2O

①

②

③

PCR
線状化
ベクター

目的クローン

形質転換コロニー数 415
正しい形質転換体の割合 7/10

目的クローン

Fragment 1
Fragment 2

線状化ベクター

Fragment 3

In-Fusionキットはクロンテック社の製品です。

98℃ 10 sec.
55℃ 5 sec. または15 sec. 　　30 cycles
72℃ 1 min/kb

ベクター末端が
5’突出の場合

Forward Primer
5’- NNNNNNNNNNNNNNN

5’-… NNNNNNNNNNN3’-… NNNNNNNNNNNNNNN

ベクター末端が
3’突出の場合

Forward Primer
5’- NNNNNNNNNNNNNNN

5’-… NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN3’-… NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

ベクター末端が
平滑の場合

Forward Primer
5’- NNNNNNNNNNNNNNN

5’-… NNNNNNNNNNNNNNN3’-… NNNNNNNNNNNNNNN

…-3’NNNNNNNNNNNNNNN
…-5’NNNNNNNNNNN

-5’NNNNNNNNNNNNNNN
Reverse Primer

…-3’NNNNNNNNNNNNNNN
…-5’NNNNNNNNNNNNNNN

-5’NNNNNNNNNNNNNNN
Reverse Primer

…-3’
…-5’

-5’NNNNNNNNNNNNNNN
Reverse Primer

上述の塩基を15塩基の相同配列として
数えます。

インサートDNAを増幅するための
特異的な配列を追加

PCR産物が複数バンドの場合にゲル精製を行うスピンカラム

Linearized 

Vector

목적 Clone
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In-Fusion Cloning

Clontech의 In-Fusion Cloning 기술은 In-Fusion 효소를 이용해 DNA 단편간의 말단 15 base의 상동서열을 fusion 시켜 cloning 하는 기술이다. 사용하는 

vector의 말단 서열을 이용하여 cloning 하기 때문에 모든 vector를 사용할 수 있으며, 추가로 어떤 서열도 첨가되지 않는다. 양쪽말단의 서열을 인식하므로 

방향성 있는 cloning이 가능하다. 

Cloning

원리와 특징

••�Insert 종류, cloning 부위, vector에 구애받지 않는 directional cloning

••�짧은 단편부터 긴 단편(50 bp~15 kb)까지 효율적으로 cloning 가능 

••�1회의 반응으로 여러 DNA 단편을 동시에 cloning 가능

••�In-Fusion 반응 시간은 불과 15분

 

① �In-Fusion 효소는 DNA 단편의 말단 15 base의 상동서열

을 이용하여 fusion 시키기 때문에 vector의 cloning할 위치

의 양측 15 base와 각각 상보적인 서열을 부가한 primer로 

목적 유전자를 PCR 증폭한다.

② �제한효소 처리 또는 inverse PCR에 의해 linear vector를 

준비하여, ①의 PCR 산물※과 In-Fusion 효소를 혼합한다.
     ※.�비특이적인 증폭이 있는 경우에는 spin column 정제를, 

single band의 경우는 Cloning Enhancer로 처리해서 사

용한다. 

③ In-Fusion 반응(50℃, 15 분): directional cloning 완료

[실험방법]

(상세한 프로토콜은 반드시 사용설명서를 확인해 주세요)

1. Linear Vector 와 Insert DNA의 조제

①.�사용하는 vector와 cloning 부위를 결정해 제한효소 처리 또는 

inverse PCR로 vector를 선형화한다. : linear vector 용액 ［A］

② Insert DNA의 PCR 증폭을 위한 In-Fusion Primer를 설계한다

 

In-Fusion 효소는 각 DNA 단편 말단 15 base의 상동 서열을 인식해 

fusion 시킨다. 그러므로 insert를 PCR로 증폭할 때 사용하는 primer의 5’

말단에 linear vector의 말단 서열과 상동의 15 base를 추가하는 것이 핵

심이다. 위의 그림과 같이 linear vector의 말단 서열에 맞춰서 In-Fusion 

Primer를 설계해야 한다. 덧붙여 In-Fusion Cloning 반응은 TA Cloning

과 달리 증폭 산물의 A-overhang의 유무에 의한 영향을 받지 않기 때문

에, PCR 증폭 산물의 A-overhang을 고려하지 않아도 된다. 

③ Insert DNA를 PCR 증폭한다.

   Advantage HD Polymerase Mix를 이용했을 경우

5 × Advantage HD Buffer（Mg2+）             	 5 ㎕

dNTP Mixture（2.5 mM each）                  	 2 ㎕

FW Primer/RV Primer 	 각 0.2~0.3 μM

Advantage HD Polymerase（2.5 units/㎕）    	 0.25 ㎕

주형                                     	 200 ng

dH2O                     	 up to 25 ㎕

98℃  10 sec.

55℃  5 sec. (또는 15 sec.) 　　     30 cycles

72℃  1 min/kb

タカラバイオ　クローニング実験ハンドブック7 タカラバイオ　クローニング実験ハンドブック 8

In-Fusion クローニング
In-Fusion クローニング（続）

原理と特長

操作方法の概要
 ↓
③インサートDNAをPCR増幅する。
　（Advantage® HD Polymerase Mixを用いた場合）

１．線状化ベクターおよびインサートDNAの調製
①使用するベクターとクローニング部位を決定し、制限酵素処理または
　インバースPCRによりベクターを線状化する。
　　　　　　　　　　　　　　…線状化ベクター溶液［A］
 ↓
②インサートDNAのPCR増幅のためのIn-Fusion Primerを設計する。

 ↓
②インサートDNA溶液［B］とする。

2.アガロースゲル電気泳動でPCR増幅産物を確認

3. In-Fusion Cloning反応

①電気泳動の結果に応じて、以下のようにインサートDNAを処理する。

5.インサートチェックPCR、培養、プラスミド精製
　インサートチェックPCRは5ページを、プラスミド精製は10ページを参照

5 × Advantage HD Buffer（Mg2+） 5 μl
dNTP Mixture（2.5 mM each） 2 μl
FW Primer/RV Primer 各0.2～0.3 μM
Advantage® HD Polymerase（2.5 units/μl） 0.25 μl
Template 200 ng
Sterile deionized H2O up to 25 μl

5 × In-Fusion® HD Enzyme Premix 2 μl
線状化ベクター［A］ x μl
精製済／CE処理済みPCR断片［B］ y μl
dH2O   up to 10 μl

●増幅産物に非特異的な増幅が認められた場合 ：
　目的バンドのみを切り出し、NucleoSpin® Extract IIを用いて
　スピンカラム精製を行う。
　　　　
●増幅産物がシングルバンドの場合はCloning Enhancer
　処理を推奨 ：

PCR反応液 5 μl
Cloning Enhancer 2 μｌ

50℃、15分反応→氷上静置
　

【関連製品リスト】
製品名

In-Fusion® HD Cloning Kit w/Cloning Enhancer※

In-Fusion® HD Cloning Kit w/NucleoSpin®※

In-Fusion® HD Cloning Kit w/Competent Cells※

In-Fusion® HD Cloning System CE※

In-Fusion® HD Cloning System※

In-Fusion® HD Cloning Kit※

In-Fusion® HD EcoDry™ Cloning Kit※

容量

10回

10回

10回

10回

10回

10回

8回

製品コード

639633

639639

639642

639636

639645

639648

639689

価格（税別）

¥22,000

￥24,000

￥36,000

￥37,000

￥39,000

￥21,000

￥21,000

ClontechのIn-Fusion酵素を用いてDNA断片同士の末端15塩基の
相同配列を融合させることでクローニングを行います。使用する任意
のベクターの末端配列を利用してクローニングを行うため、あらゆる
ベクターが使用でき、余分な配列が一切付加されず、しかも定方向
クローニングを行うことができる優れた手法です。

●インサートの種類、クローニング部位、ベクターを選ばずディレクショナルにクローニング
●短鎖から長鎖（50 bp～15 kb）まで効率よくクローニング可能
●１回の反応で、複数DNA断片の同時クローニングも可能
●In-Fusion反応はわずか15分で完了

①In-Fusion酵素は、DNA断片の末端15塩基の相同配列を融合する
ため、ベクター上のクローニングしたい位置の両側15塩基とそれぞれ
相補的な配列を付加したプライマーで目的遺伝子をPCR増幅する。

②制限酵素処理またはインバースPCRにより線状化ベクターを用意し、
①のPCR産物※とIn-Fusion酵素を混合する。
※非特異的な増幅がある場合にはスピンカラム精製を、シングル
バンドの場合はCloning Enhancer処理を行って使用してください。

③50℃15分のIn-Fusion反応によりシームレスかつ定方向にクローニング
が完了

In-Fusion酵素は、各DNA断片の末端15塩基の相同配列を認識して
これを融合させます。このため目的インサートをPCR増幅する場合には、
使用する線状化ベクターの末端配列に相同な15塩基を、配列特異的
プライマーの5’末端に付加することがポイントです。上図のように線状化
ベクターの末端形状に合わせて、In-Fusion Primerを設計してください。
なお、In-Fusion Cloning反応は増幅産物のA-overhangの有無による
影響を受けないため、PCR増幅産物のA-overhangを考慮する必要は
ありません。

（プロトコールの詳細については必ず取扱説明書を確認してください。）

便利なオンラインサポートツール、「In-Fusionプライマー設計サイト
（In-Fusion Primer Design Tool）」をご利用ください。
　　http://bioinfo.clontech.com/infusion/

PCR産物がシングルバンドの場合に増幅産物をそのままIn-Fusion
反応に用いるための前処理試薬。この処理により、PCRに使用した
プライマーや鋳型プラスミド、dNTPの影響を受けず、In-Fusion酵素
が最大のパフォーマンスを示すことができる。

！ プライマー設計用ウェブツール

In-Fusion Cloningならマルチクローニングも効率よく行うことができ
ます。各1 kbのDNA断片をIn-Fusion® HD Cloning Kitを用いて
クローニングし、コロニーPCRによりインサートを確認したところ、
10クローン中7クローンで正しい挿入が確認できました。

！ 複数DNA断片のマルチクローニング
37℃ 15分→80℃ 15分

4.大腸菌への形質転換
Stellar™ Competent Cells（製品コード 636763）やE. coli HST08 
Premium Competent Cells （製品コード 9128）など、形質転換効率が
1×108 cfu/μgプラスミドDNA以上のコンピテントセルの使用を推奨します。
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※プレミックス済み液体タイプのIn-Fusion HDには、上記のほか、50回包装と100回包装があります。

In-Fusion® HD添付製品

Cloning Enhancer

※In-Fusion® HD EcoDryTM Cloning Kitは、凍結乾燥タイプ（室温、デシケーター内保存可能）のIn-Fusion® HDキットです。
マイクロチューブに分注済みのため直ちに使用することができます。24回タイプ（8連チューブ×3本）、96回タイプ
（96ウェルプレート）もあります。

NucleoSpin® Extract II

高い形質転換能を持つコンピテントセル。長鎖プラスミドDNAの形質
転換においても高い効率が得られ、同様の遺伝子型を持つ他の
コンピテントセルと比較してコロニー形成速度が速い。pUC系プラスミド
での形質転換の際には、β-ガラクトシダーゼのα-相補性を利用し、
X-Gal添加による組換え体の青／白選別を行うことができる。

Stellar™ Competent Cells
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5 × In-Fusion HD Enzyme & dH2O

①

②

③

PCR
線状化
ベクター

目的クローン

形質転換コロニー数 415
正しい形質転換体の割合 7/10

目的クローン

Fragment 1
Fragment 2

線状化ベクター

Fragment 3

In-Fusionキットはクロンテック社の製品です。

98℃ 10 sec.
55℃ 5 sec. または15 sec. 　　30 cycles
72℃ 1 min/kb

ベクター末端が
5’突出の場合

Forward Primer
5’- NNNNNNNNNNNNNNN

5’-… NNNNNNNNNNN3’-… NNNNNNNNNNNNNNN

ベクター末端が
3’突出の場合

Forward Primer
5’- NNNNNNNNNNNNNNN

5’-… NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN3’-… NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

ベクター末端が
平滑の場合

Forward Primer
5’- NNNNNNNNNNNNNNN

5’-… NNNNNNNNNNNNNNN3’-… NNNNNNNNNNNNNNN

…-3’NNNNNNNNNNNNNNN
…-5’NNNNNNNNNNN

-5’NNNNNNNNNNNNNNN
Reverse Primer

…-3’NNNNNNNNNNNNNNN
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Reverse Primer

…-3’
…-5’
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Reverse Primer

上述の塩基を15塩基の相同配列として
数えます。

インサートDNAを増幅するための
特異的な配列を追加

PCR産物が複数バンドの場合にゲル精製を行うスピンカラム

Insert DNA을 증폭하기 위해 

목적유전자의 primer 서열추가

Vector 말단이

 5’ 돌출인 경우

Vector 말단이

평활인 경우

Vector 말단이

 3’ 돌출인 경우

위의 염기를 15 개의 상동 염기서열
로 계산합니다.

!
Primer 디자인 온라인 사이트

편리한 In-Fusion primer 디자인 사이트 

(In-Fusion Primer Design Tool)를 이용하십시오.

http://bioinfo.clontech.com/infusion/






