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バイオよも

pUC プラス ミ ドにまつ わるエ トセ トラ

橋本 義輝

　プ ラ ス ミ ドは
‘
細 胞内で宿主染色体と は別に 自律複製 ・

増殖 し，かつ 細胞分裂に際 し子孫の細胞に受け渡され安

定に維持される遺伝因ヂ
’

と定義され，遺伝子組換え実

験に は必要不可欠な ツ
ー

ル で ある 1）．研究者 ・技術者
・

学生が口常的に使用して い るさまざまなプ ラ ス ミ ドの 中

で も，
“
pUC19fpUC18（以下，pUC プラス ミ ド）

”
　2｝は

“
pET

系プラ ス ミ ド
”
3）と並び，誰 しも一度はそ の名 を聞い た

こ とがある と思 う，こ の よ うに有名な pUC プラス ミ ド

で あるが，意外と知られて い ない 点が多い ように感 じる．

今回は，覚え て お い て損の な い pUC プ ラ ス ミ ドに まつ

わ る 豆知識 ・トリ ビ ア をい くつ か紹介す る．

　pUC プラス ミ ド2＞は，挿入DNA 断片の有無を コ ロ ニ
ー

の色の変化で判別で きる．DNA 断片が挿入 されれば白

コ ロ ニ ー．挿入されなければ青 コ ロ ニ ーとなる の で ，形

質転換後白コ ロ ニ ーをつ つ い て培養すれば目的プラス ミ

ドが調製で きる．pUC プ ラ ス ミ ドは 1細胞当た り500−

700 の プ ラ ス ミ ドが保持され る多コ ピー
プ ラ ス ミドで あ

り，大腸菌の 通常培養温度37°C で培養する と 15ml の

培養液か らで もか な りの 量 の プ ラ ス ミ ドが調製で きる．

その特徴を利用して通常の サブク ロ ーニ ン グ実験や プラ

ス ミ ドの大量調製に利用されて い る，一
方，pET系プラ

ス ミ ド3＞は，T7 プロ モ ーター支配下に 目的遺伝子 を連

結し，T7　RNA 　poly皿 erase に よ る T7 プロ モーター
か ら

の特異的転写 を利用 した誘導型高発現 プラス ミドとして

主 に 利用 され る．pET 系 プ ラ ス ミ ドは 1細胞 当た り

15−20 コ ピー
の プ ラ ス ミ ドしか保持 されず，1．5　ml の 大

腸菌培養液か らだ とわずかな量の プ ラ ス ミ ドしか調製で

きな い ．こ の よ うに pUC プ ラ ス ミ ドとpET 系プ ラ ス ミ

ドの コ ピー数は まっ た く（1オ
ーダー以上）異なるが，

両者は ともに ColEl 型 レ プ リコ ン の プ ラス ミ ドで あ り，

その複製機構は同一で ある．

ColEl型プラス ミ ドの複製機構

ColE1型プラス ミ ドの 複製機構 1）は，以下 の 通 りで ある．

（1＞複製起点 （ori）の 550塩基上流 の プ ロ モ
ーター

から

　　複製起点の 約 150塩基下流まで RNA 　II前駆体が転写

　　される （図 1）．RNA 　ll前駆体の 5’

側 は複雑な二 次構

　　造を形成 （図2）するが，そ の 3’末端側 は複製開始部

　　　　　　　　　　 DNA 複製方 向

　　　　　　　　　　匚 コ

驫 1講靉 1讌 覊購 覊 讖 1灘 讒・

図 LColEl 型プ ラ ス ミ ドの 複製領域 （全体）お よび pUC プ ラ

ス ミ ドの 複製領域 （グ レー部分）

RNA 　I3

’

RNA 　II前駆体

↓
　 RNA 　IとRNAII 前．駆体の

　RNA ／RNA ハ イブリッ ド形 成

図2．Co 肥 1型 プ ラ ス ミ ドの 複製調節機構，　 RNAI と RNAII前
駆体が ハ イ ブ リ ッ ドを形成する と，RNAII 前駆体の 2次構造が

変化す る．その ため，RNaseH に よ り切 断を受けず，プ ラ ス ミ

ド複 製 の プ ラ イマ ーと して 機 能す る 成 熟型 RNAII が 生 成 さ れ

ない ため，プラス ミ ド複製は抑制 され る．
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　　位 と相補鎖形成 （RNA ／DNA ハ イブリ ッ ト）で きる．

（2）RNA 　II前駆体は RNaseH に よ りい くつ か切断され成

　　熟型RNA 　IIとなり，生じた 3’末端にDNA 　polymerase

　　Iが 結合 し，成熟型 RNAII をプ ラ ・イマ
ー

として複製

　　起点か らプラス ミ ドの リ
ー

デ ィ ン グ鎖合成を開始す

　　る．こ の 時，成熟型 RNA 　IIより下流 に存在 しDNA

　　上 に残 っ て い る （RNA 　II前駆体に由来する）RNA は，

　　DNA 　polymerase　1が保持する 5’−3’
エ キソ ヌ ク レア

ー

　　ゼ活性に よ り除去され なが らDNA 合成が進む．

（3）DNA 伸長反応の 途中で，酵素はDNA 　poly】皿 erase 　I

　　からDNA 　polymerase　lIIに変わり，なお もリーデ ィ

　　ン グ鎖合成 は進む，

（4）伸長 に伴 い ，ラ ギ ン グ鎖の 不連続合 成に関わ る

　　DNA 部分が出現する が，成熟型 RNA 　IIに邪魔 され

　　ラ ギ ン グ鎖合成 は途中で 遮断 される．その 結果．

　　DNA 複製が
一方向に しか進行 しな い 0型 の プ ラス

　　ミ ド複製となる，

　ColEl型 の プ ラ ス ミ ド複製機構に お い て，　 RNA 　IIはプ

ラ ス ミ ドの DNA 合成開始頻度に影響を与える ため，正

の 制御因子として機能する．一方tColEl 型の プラ ス ミ

ド複製開始は，複製起点 の 上流 455塩基か ら逆向きに転

写 される RNA 　Iに よっ て抑制され る （図 1），　 RNA 　Iは

108塩基か らなる RNA 　IIの ア ン チ セ ン ス RNA で ，　 RNA

IIの 5’

末端側 と完全に相補的な配列で あ るため，　 RNA 　l

は RNA 　II前駆体 と二 本鎖形成する こ とが可能で あ る．

RNA 　IとRNAIRNA ハ イブリ ッ ド形成したRNA 　II前駆

体は，転写後調節によ りそ の 立体構造が変化 （図2）し

て （プ ラ ス ミ ド複製の プ ラ イマ
ー

として機能 し得る〉成

熟型 RNA 　IIとな る こ とが で きない ．それ故，　 RNA 　Iは

ColEl 型 プ ラ ス ミ ドDNA 合成開始の負の制御 （複製抑

制効果〉因子として機能する，また，細胞内に存在する

RNA 　I量に よ りプラス ミ ド複製の ONfOFF がコ ン トロ ー

ル されるため ， プラス ミ ドの コ ピー数を制御する役割を

担 う．

　さ らに，ColEl型 プラス ミ ドの複製開始地 点か ら400

塩基下流 に，Rom （gNA 　gne 璽 odul3tor ）あるい は Rop

（【epressor 　gf　primer）と呼ばれるタ ン パ ク質が存在する

（図 D．Rom1Rop は わ ずか 63 ア ミ ノ酸か ら な る タ ン パ

ク質 で あるが，ホモ 2量体を形成し，さらに RNA 　Iおよ

び RNA 　IIに結合する こ とで T

“kissing　complex ”
と呼ば

れ る，より安定な RNA 　IIRNA 　II前駆体 ハ イブリ ッ ドを

形成する，そ の ため，Rom ！Rop はRNA 　Iによ る複製抑

制効果を増強する因子として機能する．

　後述する初期型 クu 一ニ ン グベ ク ターpBR322 や pET

系 プ ラ ス ミ ドは，こ の ColEl 型 プ ラ ス ミ ドの 複製機構

に よ り複製 され るた め，プ ラ ス ミ ドは 1細胞あた り

15−20の コ ピー数となる （コ ピー数の 値は論文に よ っ て

異なるが，本稿で は Molecular　Cloningの 数値を記載）1＞．

Co1EI 型プラス ミ ドの コ ピー数増加

　ColE1 型 プ ラ ス ミ ド複製 に関わ る正 の 制御因 子は

RNA 分子 で あ り，プ ラス ミ ドヒに コ
ー

ドされ る複製タ

ンパ ク質を必要 としな い ．そ の かわ り，宿主か ら供給さ

れる R［NaseHt　 DNA 　polymerase　I，　 DNA 　polymerase　III

などの 酵素 ・タン パ ク質を利用する．これらの 酵素 ・
タ

ンパ ク質はすべ て長寿命で あ り，宿主細胞の 新たなタ ン

パ ク質合成が 阻害さ れ て もプ ラス ミ ド複製を続ける こ と

が で きる．・．・方，宿主細胞の 染色体 DNA 複製は新たな

タ ン パ ク質合成が阻害され た場合には ス トッ プ して しま

う．こ の 仕組み を利用しT 少な い コ ピー
数を増加させ る

方法としてク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー

ル添加がある．ColE1 型

プ ラ ス ミ ドを持つ 大腸菌を培養時の対数増殖期中期に ク

ロ ラム フ ェ ニ コ ール を高濃度 （170 μgfml）で添加，さ

らに 8時問培養 し，その後プラ ス ミ ドを調製する方法で

ある．添加したク ロ ラム フ ェ ニ コ
ール は宿主大腸菌内の

新たな タ ン パ ク質合成を阻害し，結果 として宿主大腸菌

の 染色体複製は ス トッ プす る．しか し，プ ラ ス ミ ドの複

製は継続 し，さらに はプ ラ ス ミ ド複製抑制効果を増強す

る RomfRop タ ン パ ク質の 合成 も阻害される こ とに よ り，

1細胞当た りの プ ラ ス ミ ドコ ピー数は増加し続け．プ ラ

ス ミ ドの収率は飛躍的に増加する D．pET 系プ ラス ミ ド

の 大量調製に利用可能で あり，知 っ て おい て損の ない 効

果的な方法である．

pUC191pUC18 の誕生

　 1977年，初期型ク ロ ーニ ン グ ベ ク ター最終形 として

pBR322が構築された 4）．サ イズの 小さい プ ラ ス ミ ドで

ある に も関わ らず，ア ン ピ シ リ ン あるい は テ トラサイ ク

リ ン 耐性遺伝予内部の制限酵素サイ トを利用して 目的遺

伝子 の ク ロ
ーニ ン グが可能である，2 つ の抗生物質耐性

遺伝子 を持 つ た め，目的遺伝子 を導入 した後も抗生 物質

耐性が残る （ア ン ピ シ リ ン耐性遺伝子内部に 目的遺伝子

を ク ロ ーニ ン グ し た場合 に は，テ トラ サ イ ク リ ン耐性 ・

ア ン ピ シ リ ン 感受性 の 表現型 で選抜）こ とか ら，使 い 勝

手の よい ク ロ ーニ ン グベ ク タ
ー

と して 1970年代後半世

界 中の 研究室で使用 されてい た．しか し，pBR322 の複

製機構は ColEl 型 で ある た め，そ の コ ピー数は （ク ロ ラ

ム フ ェ ニ コ ール を添加 した時は増加するが）1細胞当た

り15−20の ままで あっ た，

　pBR322 出現以 降 もプ ラ ス ミ ドの 改良は 重ね られ，
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1980年代前半，革命的なクロ
ー

ニ ン グベ クタ
ー

（pUC 系

プラス ミ ド）が誕生しs），その最終版 とも言える pUCI9
が 198S年に構築された 2）．　 pUCI9 の マ ル チ ク ロ ーニ ン

グサ イ ト内には，Hindlll，
　Sphl，　Pstl，　Sall，　Accl，

　HincIl
，

Xbal，　BamHI ，　S皿 al，　Xmal，　Kpnl，　Sacl，　EcoRI の 13 も

の制限酵素サ イ トが整列し，マ ル チ クロ
ーニ ン グサ イト

はβ・ガラ ク トシ ダーゼ の α フ ラ グ メ ン トに埋 め込まれ て

い る．目的遺伝子がマ ル チク ロ ーニ ングサ イ ト内に導入

されない ままだと，β
一ガ ラク トシ ダ

ーゼ の α フ ラ グ メ ン

トが生成 し，（染色体DNA に組み込まれたlacZAM15

に由来する〉β
一ガ ラク トシ ダ

ーゼ の ω フ ラ グ メ ン トと複

合体を形成す る．β
一ガ ラク トシ ダ

ーゼ の α フ ラ グ メ ン ト，

ω フ ラグ メ ン トはそれぞれ単独では餅ガ ラク トシダ
ーゼ

活性を示 さな い が，複合体はβ一ガ ラ ク トシ ダ
ーゼ活性

を示す （β・ガ ラ ク トシ ダーゼの α 相補性）ため，X −ga1＋

IPTG存 在下で青色 コ ロ ニ ーとなる．目的遺伝子がマ ル

チク ロ
ーニ ン グサイ ト内に導入 され る と，β

一ガ ラク トシ

ダ
ーゼ の α フ ラグ メ ン トが生成せ ず，複合体がで きない

ため，β一ガ ラ ク トシ ダ
ーゼ 活性を示さず，X −gal＋ IPTG

存在下で白色 コ ロ ニ
ー

とな る．pUC19 は ア ン ピシ リ ン

耐性遺伝子 しか持 っ て い ない が，目的遺伝子 を （ア ン ピ

シ リ ン 耐性遣伝子内部で はな く）マ ル チ ク ロ ーニ ングサ

イ ト内に導入する ため，ク ロ ーニ ン グ後 もア ン ピ シ リ ン

耐性で 選抜で きる．pBR322 の ようにク ロ ーニ ン グ で き

たかどうか を調べ るために，2つ の 抗生物質耐性 を調べ

る必要 もない ．

pUC191pUCI8 の ：1ピー数

　pBR322 の プ ラ ス ミ ド複製領域 を利用して構築された

pUC19 は，　 pBR322 と同じCoiEl 型 レ プ リ コ ン に も関

わらず，37°C で培養する と コ ピー数は 1細胞 当た り数

百以上 とpBR322 とは比べ もの にならな い くらい の 多コ

ピー
プラ ス ミドである．よっ て ，プ ラ ス ミ ドの収率を増

やすために，クロ ラ ム フ ェ ニ コ ール を添加する必要は な

くなる．

　pUC19 の プラス ミ ド複製領域は，（1）Rom 〆Rop タ ン

パ ク質の 欠失，（2）RNA 　II転写産物内で，　 RNA 　l転写開

始地点のす ぐ上流 （− 1地点）の 位置に 1塩基 の 点変異

（C → T，RNAII 転写産物 と し て は C → U ），の 2点が

pBR322 の プ ラ ス ミ ド複製領域 とは 異なっ て い る （図 1

グ レ
ー部分）．37℃ 培養で コ ピー

数が増加する た め に は，

（1）R．om ／Ropタ ン パ ク質の 欠失 t （2）点変異の どち らか

片方だけで は不十分で，両方がそろっ て い る必要があ る 6）．

興味深 い こ とに，改変され た ColEl型 レ プ リ コ ン を持

つ pUC 　19は，培養温 度 を ドげ た 場合 （30° C培養 ）に

pBR322 と同程度までそ の コ ピー数が減少 して しまう．

逆に，培養温度を上げた場合 （42°C 培養）37°C で培養

した時以上 に多 コ ピー化す る，改変前の Co1El 型 レ プ

リコ ン を持…つ pBR322で は，培養温度に よる コ ピー数変

化は み られない ．こ の pUC プ ラス ミ ド （正確に言えば

改変された ColEI型レ プリ コ ン ）の 特徴は い くつ かの

実験に応用で きる．（1）培養温度を42°C にするだ けで プ

ラ ス ミ ドの 収率 を飛躍的に増加 させ る こ とがで きる．

（2）日的遺伝子をpUC プラス ミ ドに ク ロ ーニ ン グする場

合，通常の 形質転換を行 っ て も目的プラス ミ ドが構築で

きない ケ
ースがまれ にある．多 コ ピー

が原因 （目的遺伝

子が宿主に毒性を付与して しまう可能性な ど）と考えら

れる場合には，形質転換後 30°C で培養する こ とで コ ピー

数を下げ，目的プ ラ ス ミ ドが構築で きる場合もある，

異なるプラス ミ ドの共存

　pUC プ ラ ス ミ ド とpET 系 プ ラ ス ミ ドは ど ち ら も

ColE1型レ プリ コ ン を有す ると前述したが，両者の よう

に複製機構が同
一 ・類似 して い るプ ラ ス ミ ド同士は，選

択圧 がなければ同
一

宿主内で多世代にわた っ て安定的に

共存する こ とが で きない （こ れを不和合性と呼ぶ），2種

の同
一

レ プ リコ ン の プラス ミ ドが同一細胞内に導入され

た場合で もコ ピー数は変わらず （コ ピー数N の プラス ミ

ドで あれば，1細胞あた り2種の プ ラ ス ミ ドの総数が N ）

［図 3（A）］，細胞分裂直前には コ ピー数が 2倍に なる ま

で プ ラ ス ミ ドが複製 （1細胞あた り2種の プラ ス ミ ドの

総数が 2N ＞し ［図3（C）］，分裂時に 2 つ の娘細胞に 通常

の コ ピー数になるようにラ ン ダム かつ 均等に分配される
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〔B）

（C）
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図3．2種の 不 和合性 レ プ リ コ ン プ ラ ス ミ ドの 複製 と分配．コ

ピー
数2 の 場合 を想定 し．単純化 した．2回 の 複製 で 2N （コ ピー

数4）に達 する とする．（A）分裂直後の 細胞 （B）1回 目の 複製

直後の 細胞，（C）2回 目の 複 製 直後 （二分 裂直前 ）の 細胞，（D ）
1世 代分裂直後 の細胞．
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匚図 3（D）］．こ こ で プ ラ ス ミ ドが 1種類 の場合 （図 3左 ）

は．それが唯
一

の 鋳型 とな り複製 ・分裂を繰 り返 して 1

種類の プ ラ ス ミ ドを持 つ 細胞の みが増殖する．一・方，2

種の 同一・レプリ コ ンの プラ ス ミドが
一・

つ の 細胞に導入 さ

れ た場合 （図 3右）には，2種の プ ラ ス ミ ドか ら ラ ン ダ

ム に選ばれた 1つ の プ ラ ス ミ ドを鋳型 として 複製が起こ

る ［図3（B ）］．次の 複製で 2N に なるが ［図3（C）］，細胞

が分裂する とき に は
一

方の プ ラ ス ミ ドが除去された細胞

が現れる ［図3（D ）ユ．こ の （2種類0）プ ラス ミ ドを持つ 親

細胞か ら生 まれた）1種の プラ ス ミ ドの み を有する娘細

胞は，その プラス ミ ドの み を有する孫細胞しか残さな い ．

2N にな っ た細胞が分裂する時に，2種の プ ラ ス ミ ドが

共存した細胞 も現れるが ［図3（D ）］，細胞分裂を繰 り返

す うちに，その割合は減少 して い くこ とになる，よ っ て，

コ ロ ニ ーが生 じる くらい まで分裂 を繰 り返すと，iつ の

プラス ミ ドしか残 っ て い ない 細胞が残る こ とになる，不

和合性を 「同
一 ・類似 した複製機構 を持つ プ ラ ス ミ ド同

士 は，
一

つ の宿主内で複製 できな い ため，どち らかの プ

ラ ス ミ ドが残 っ た細胞に なる」と勘違い して しまうこ と

が しば しば見受けられる が，「同
一 ・類似 した複製機構

を持つ プラス ミ ド同士は，
一

つ の 宿主内で複製で きる が，

子孫には安定して受け継が れない ため，結果と して どち

らか の プ ラ ス ミ ドが残 っ た細胞になる」とい うの が正 し

い 解釈であろ う．実際に，同
一

の レ プ リ コ ン をもつ 2種の

プラ ス ミ ドが導入された細胞を培養する と，そ の数はわ

ずか である が，ある確率で，2種の プ ラス ミ ドが共存 し

て い る細胞が 出現す る．特に 選択圧 を整えれば，そ の よ

うな細胞を選抜する こ とも可能であ る．pUC19 ！pUC18

（ア ン ピ シ リ ン 耐 性 ） と 同 じ レ プ リ コ ン を 持 つ

pHSG3991398　（ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー

ル 耐性）7），

pHSG2991298 （カ ナ マ イシ ン耐性）7）の 3種の プ ラ ス ミ

ド （表D を使 っ て 大腸菌を形質転換する と，1種の プ

ラ ス ミドの み保持 して い る大腸菌，2種 の プ ラス ミ ドが

共存 して い る大腸菌，3種 の プ ラ ス ミ ドが共存する大腸

菌が出現するが，ア ン ピシリ ン ＋ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ール

＋ カ ナ マ イ シ ン含有培地 で 選択す れば，3種 の プ ラ ス ミ

ドが共存す る大腸菌を単離 で きる．3種 の プ ラ ス ミ ドの

存在比をコ ン トロ ール する こ とは難 しい と思 われるが，

1細胞あた り500−700コ ピー
で 3種の プ ラ ス ミ ドを導入

で きる実験系は可能で ある （ただ し，安定な方法で はな

い ため．筆者の知る限りこ れ に類似した方法を論文など

で 見た こ とは な い ），

　
一

方，複製機構が異なるプラス ミ ド同士は同一宿主内

で 共存する こ とが可 能である （こ れを和合性 と呼ぶ）．

ColEl 型 レプリ コ ン と和合性 を示す複製機構と して，

pACYC 系プラス ミ ドの p15A レプリ コ ン s），　 pSCIO1 系

プ ラ ス ミ ドの pSCIOI レ プ リ コ ン 9）な どが あ る （表 1）．

よっ て ，大腸菌内で ColEl 型 レ プ リ コ ン を持つ プラ ス

ミ ドとp15A レ プリ コ ン を持つ プラ ス ミ ドを共存させ る

こ とが可能である．pET系プラス ミ ドを利用 して異種タ

ンパ ク質発現を行う時，目的遺伝子が大腸 菌で使用頻度

の 低 い コ ドン を多用 し て い る場合 に は通 常 の 大腸 菌

［BL21（DE3）な ど］を宿主とするとT 発現しない あるい

は発現が非常に弱い こ とが よ くある．こ の ようなケース

で は，大 腸菌で の 使用頻度 の低 い コ ドン に対応 する

tRNA を増強した大腸菌 ［BL21 −CodonPlus（DE3）
−RILie）

や Rosetta（DE3 ）
H ）など］ に宿主 を変更する と，目的遺

伝 子 産 物 の 発 現 に 成 功 す る 場 合 が 多 い ，BL21−

CodonPlus（DE3）−R．ILや Rosetta（DE3 ）は，大腸菌 で使

用頻度 の低い コ ドン に対応するtRNA をpACYC 系プラ

ス ミ ド （pl5A レ プ リ コ ン ： ク ロ ラム フ ェ ニ コ ール 耐性）

に組み込み，大腸菌に導入した株で あ り，こ れに pET

系プ ラ ス ミ ド （ColE1 型 レプ リコ ン ： ア ン ピ シ リ ンある

い は カ ナ マ イ シ ン耐性）を導入する た め，形質転換体内

では 2つ の プラ ス ミ ドが安定的に共存して い る．こ の 実

験系で は，ColE1型 レ プ リ コ ン を持つ プ ラ ス ミ ドと

p15A レ プリ コ ン を持つ プ ラ ス ミ ドの和合性を利用 して

い る．

　さ ら に，pSCIOI レ プ リ コ ン を持つ プ ラ ス ミ ドは，

CQIEI型 レブ リコ ンを持つ プラ ス ミ ドと和合性を示すだ

け で な く，pl5A レ プ リコ ン を持つ プ ラス ミ ドとも和合

性を示す，pUCIgfpUCI8 （ア ン ピ シ リン 耐性） と同じ

マ ル チク ロ ー
ニ ン グ サ イ トを持 つ pl5A レ プ リ コ ン の

プ ラス ミ ドpSTV29！pSTV28 （ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ール 耐

表 1，各種プ ラ ス ミ ドの 特徴

抗生 物質耐性

レ プ リコ ン コ ピ・一
数 ア ン ピ シ リ ン耐性 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ール 耐性 カ ナマ イ シ ン 耐性

改 変 Co1El型

　 pl5A

　 pSCIO1

500−70018
−22

　〜5

pUCl9！18 pHSG3991398

pSTV29128
pHSG2991298

pMW219 〆218
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性）12）や pSCIO】レ プ リ コ ン の プラ ス ミ ドpMW2191

pMW218 （カナマ イシ ン 耐性）13）が構築されてい る （表 1）．

い ずれ もβ一ガ ラ ク トシ ダ
ーゼ の α 相補性を利用 して 目

的 DNA 断片の 挿入 を容易に判別で き，　 IPTG で誘導発

現がで きる便利な プラ ス ミ ドである．こ れ らを使用すれ

ば，大腸菌内で 3 つ の プ ラ ス ミ ドを安定的に共存させ る

こ とが可能となる．た とえば，1つ め の プ ラ ス ミ ドに発

現させ た い 目的遺伝子，2 つ め の プ ラ ス ミ ドに大腸菌で

使用頻度の低 い コ ドン に対応する tRNA ，3つ め の プ ラ

ス ミ ドに シ ャベ ロ ン タ ンパ ク質を乗せ る，など工 夫次第

で さまざまな実験系 を創り出すこ とがで きる．

おわりに

　本稿で執筆した内容は，Molecular　Cloningや，い ろ い

ろなカ タ ロ グ （特に，巻末にあるAppendix）か らの情

報が ほ とん どである．本稿を執筆する にあた り，手元に

あるMolecUlar　Cloningの最新版 （Third　edition ）を再度

読み直 し，筆者が 学生時代に購入 した Second　edition と

比較 してみ ると，古典的な内容にも関わらず詳細か つ 豊

富な内容が追加されて い た，本稿で はそれ らの
一

部しか

紹介で きなか っ たが，プ ラ ス ミ ドに関する知識を持て ば

持つ ほ ど，実験系の 選択肢が増える の は間違い ない ，本

稿が，読者の遺伝子組換え実験 （特に，トラプル シ ュ
ー

テ ィ ン グ）にい くらかでも貢献で きれ ば幸い である．
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