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はじめに

DNAクローニングはバイオ研究，生命科学研究にお
ける基幹技術の一つであり，農芸化学分野でも頻繁に利
用されている．DNAクローニングが行われるように
なって以降かなりの期間，制限酵素で切断してリガーゼ
で結合するという方法が用いられてきた．適切な制限酵
素を選んで洗練されたクローニング戦略を考え出すのは
パズルを解くようで楽しい面もあるが，日常的にこなす
ためには，容易に戦略がたてられ，簡単で確実にクロー
ニングできる方法が望ましい．
詳細は解説書(1)を参照していただきたいが，植物の形

質転換で最も広く使われているのはアグロバクテリウム
とバイナリベクターを用いる方法で，筆者も長年にわ
たってバイナリベクターを取り扱ってきた．通常の大腸
菌ベクターと比較するとバイナリベクターでは使用可能
な制限酵素が少なく，また大腸菌の形質転換効率も低い
ため，制限酵素とリガーゼを用いる伝統的な手法ではコ
ンストラクト構築に困難を伴うことが多かった．当時
（2000年初頭）を振り返ってみると，クローニングの失

敗が続き時間だけが過ぎていく毎日に苦悩していたこと
が思い出される．そのような時にGatewayクローニン
グに出会い，バイナリベクターへの利用を進めた．自作
のGatewayバイナリベクターを初めて使用してみて，
こんなにうまくクローニングができるのかと感動したこ
とを今でも憶えている．本稿では筆者らが開発してきた
様々な植物形質転換用Gatewayバイナリベクターにつ
いて紹介する．

Gatewayクローニング

Gatewayクローニングはλファージゲノムが大腸菌ゲ
ノムに組み込まれる反応とその逆の切り出だされる反応
を利用したクローニング技術で，組換え配列と組換え酵
素を用いてインビトロでベクターへのクローニングを行
うシステムである．attP （233 bp）＋attB （25 bp）→attL 
（100 bp）＋attR（124 bp）の反応をBP反応と呼び，BP
クロナーゼが用いられる．逆のattL＋attR→attP＋attB
をLR反応と呼び，LRクロナーゼが用いられる．Gate-
wayクローニングでは天然のatt配列を改変した6組の
att配列（att1～att6）が用意されており，これらはattP1
＋attB1→attL1＋attR1, attP2＋attB2→attL2＋attR2のよ
うに同じ番号のatt配列の組み合わせでのみ組換え反応
がおこる．この特異性を利用して方向性を維持したク
ローニングが可能である(2)．
Gatewayクローニングを用いてcDNAを組み込む方
法を図1に示す．まず，attL1-cDNA-attL2の構造を持つ
エントリークローンを作製する．通常，アダプター
PCRでattB1-cDNA-attB2を増幅し，attP1-attP2を持つ
pDONRベクターにBP反応で組み込む方法が用いられ
る．次いでエントリークローンと，attR1-attR2を持つデ
スティネーションベクターでLR反応を行い，attB1-cD-
NA-attB2の形で組み込まれた最終構築体を得る．過剰
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発現用，発現誘導用，タグ融合体構築用など様々なデス
ティネーションベクターが作られており，目的に応じた
デスティネーションベクターを選んでコンストラクショ
ンを行う．GatewayクローニングではattB配列を介し
てタグとの融合（cDNA-attB2-GFPなど）を行うが，
attB配列に対するフレームの合わせ方が統一されている
（統一することになっている）ため，どのデスティネー
ションベクターを用いてもインフレームの融合体とな
る．以上のようにGatewayクローニングでは制限酵素・
リガーゼを使用することなく，柔軟で多彩なクローニン
グが可能である(3)．

植物形質転換用Gatewayバイナリベクター

筆者らは，制限酵素サイトを気にせず簡単な操作で確
実にコンストラクト構築が可能なGatewayクローニン
グ対応型バイナリベクターの構築を進めてきた．最初に
目指したのは，各種タグ融合体を過剰発現させるベク
ターを構築するためのシリーズで，エピトープや蛍光タ
ンパク質など12種類のタグをN末端またはC末端に融
合できるベクターシステムを開発した(4)．また，蛍光タ
ンパク質の種類を増やし，植物選択にカナマイシン，ハ

イグロマイシン，バスタ，ツニカマイシンをそれぞれ使
用できるベクターシステムも開発した(5～7)．これら
pGWBと名付けたベクターはスタンダードなattR1-at-
tR2の受容部位を持ち，cDNAなどの目的DNAを1個ク
ローニングするシンプルなタイプである．形質転換効率
も高く非常に使いやすいベクターとなっている（図2）．
次にプロモーター交換用としてattR4-attR2の受容部
位を持つR4pGWBベクターの開発を行った．Gateway
クローニングではプロモーターのクローニングにattL4-
promoter-attR1の構造を持つプロモーターエントリーク
ローンが使われる．図2のようにattL4-promoter-attR1, 
attL1-cDNA-attL2, R4pGWBの3者でLR反応を行うこと
で，プロモーターとcDNAを連結してクローニングす
ることができる．各種タグ融合用R4pGWBシリーズも
揃え，プロモーター，cDNA，タグを自由に組み合わせ
たコンストラクト（attB4-promoter-attB1-cDNA-attB2-
GFPなど）が構築可能なシステムになっている(6～8)．
以上解説したpGWBは，プロモーターとcDNAの2断
片を連結して組み込むものも含め，目的DNA（cDNA
やpromoter:cDNAなど）を1個だけクローニングする
タイプである．実験によっては，目的DNAを2個導入
することが望まれるため，att5とatt6配列も活用して2

図1 ■ Gatewayクローニングの概要   
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図2 ■ pGWBとR4pGWBを用いた植物用コンストラクト構築   

図3 ■ DS Gatewayクローニングシステムの概要   
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個の目的DNAを組み込むDual Site Gateway（DS Gate-
way）クローニングシステム(9)およびプロモーターを交
換して2個の目的DNAを組み込むR4 Dual Site Gate-
way（R4DS Gateway）クローニングシステム(10)を開発
した．これらのシステムでは目的DNA1（cDNA1）は
直接バイナリベクターに，目的DNA2（cDNA2）は
pDDベクターを介してバイナリベクターに組み込まれ
る．図3に示すように，DS Gatewayクローニングシス
テムではまずcDNA2のエントリークローンとpDDで
LR反応を行うことにより，attL5-attB1-cDNA2-attB2-at-
tL6の中間ベクターを作製する．次いでcDNA1のエン
トリークローン，作製した中間ベクター，DSpGWBの
3者 でLR反 応を行い，2個 の 目的DNA（cDNA1と
cDNA2）が組み込まれたバイナリコンストラクトを得
る．R4DS Gatewayクローニングシステムでは，pro-
moter2のエントリークローン，cDNA2のエントリーク
ローン，R4pDDの3者でLR反応を行うことにより，at-
tL5-attB4-promoter2-attB1-cDNA2-attB2-attL6の中間ベ
クターを作製する．次にpromoter1のエントリークロー
ン，cDNA1のエントリークローン，作製した中間ベク

ター，R4DSpGWBの4者でLR反応を行い，2個の目的
DNA（promoter1: cDNA1とpromoter2: cDNA2）が組
み込まれた最終構築体を得る（図4）．いずれのシステ
ムでも各種タグ融合用のpDD（R4pDD）シリーズおよ
びDSpGWB（R4DSpGWB）シリーズが揃っており，2
個の目的DNAそれぞれにタグを融合することが可能で
ある．Gatewayクローニングでは，「一度エントリーク
ローンを作製しておけば，それをそのまま環状プラスミ
ドの形で様々なコンストラクションに使い回せる」とい
うことが大きな強みになっている（図2）．そのため筆
者らも「エントリークローン最優先」をポリシーとして
DS（R4DS） Gatewayクローニングシステムの開発を進
めた．図3と4をご覧になって，ややこしいベクターを
作ったな，という印象を持たれた方がおられるかもしれ
ない．まさにその通りで，エントリークローンをそのま
ま利用することが可能な2遺伝子クローニングを実現す
るため，デスティネーションベクター pDD（R4pDD）
およびDSpGWB（R4DSpGWB）はatt配列が何個も配
置された複雑な構造となっている．構造は複雑であるが
実験操作自体は非常にシンプルで，これらベクターの

図4 ■ R4DS Gatewayクローニングシステムの概要   
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LR反応だけで簡単に目的の2遺伝子コンストラクトを
構築することできるユーザーフレンドリーなシステムに
なっている．
以上述べてきたGatewayバイナリベクターは世界中

の多くの研究室で利用され，植物遺伝子研究の発展に大
きく貢献してきている．紹介したベクターの詳細な情報
が島根大学総合科学研究支援センターのウェブサイ
ト(11)に掲載されているのでぜひご覧いただきたい．ま
た大部分のベクターが理研BRC実験植物開発室(12)また
はaddgene(13)に寄託されており，これら機関より入手
することが可能である．

シームレスクローニングとGatewayクローニング

現在ではシームレスクローニングが普及し，Gap-re-
pair cloning(14)，Hot Fusion(15)，TEDA(16)，SLiCE(17)の
ように各研究室で試薬等を調製するもの，iVEC3(18)のよ
うに公的機関から分譲されるもの，Gibson Assembly(19)

やIn Fusion(20)のようにキットが販売されているものな
ど，多くの方法が利用可能である．これらはDNA末端
の相同配列を利用した組換えによりDNA断片を連結す
る方法で，例えばプラスミドをクローニングサイトで切
断（PCRで直鎖状プラスミドを調製しても良い）して
目的DNA断片を組み込む場合，切断部位末端の15‒20
塩基の配列を付加したプライマーで目的DNAをPCR増
幅し，両端にオーバーラップ配列を付加した目的DNA
断片を調製する．次いでオーバーラップ配列付加DNA
断片と切断プラスミドを混合し，上記のシームレスク
ローニング法により連結して組換えプラスミドを得る．
どのような配列でもオーバーラップに使えるため極めて
自由度が高く，文字通り縫い目のないクローニングを行
うことができる．また複数のDNA断片の末端を順次
オーバーラップさせ，正しい順序で連結してクローニン
グすることもできる．筆者らは3断片クローニングまで
の経験しかないが，さらに多数の断片を連結してクロー
ニングすることも可能と言われており，応用範囲が広い
大変有用な技術である．
以上のようなシームレスクローニングと比較して，

Gatewayクローニングではatt1～att6の6種類の配列の
みが組換え反応に使用可能であり，7種類以上の組換え
配列を必要とするような多数のDNA断片連結クローニ
ングには不適である．またpromoter-attB1-cDNA-attB2-
GFPのように最終構築体に組換え配列attBが存在する
ことになる．attB配列の影響，例えば開始コドン上流の
attB1による翻訳開始への影響やattB2配列のペプチドを

介したレポーター融合による機能への影響はほとんどな
いとされているが，不具合が生じた場合はattBを使用
せずに回避する，といった対応を行うことができない．で
は，シームレスクローニングではなく，あえてGateway
クローニングを用いるメリットはあるのだろうか．大い
にあると筆者は考える．前述したようにGatewayク
ローニングの強みはエントリークローンをそのままプラ
スミドの形で使用できることである．末端の相同配列を
利用するシームレスクローニングではPCRなどにより
直鎖状の目的DNA断片を調製しなければならないのに
対して，Gatewayクローニングでは一度作製したエン
トリークローンを環状プラスミドのまま使用することが
できる．また，多くの場合デスティネーションベクター
も環状プラスミドのままで使用可能（制限酵素切断によ
り直鎖状プラスミドにして組換え反応効率を上げる場合
もある）であり，ストックされているプラスミドをその
まま混ぜて反応させコンストラクト構築を行うことがで
きる．この手軽さは大きな利点である．また，世界中の
研究室で作製されたエントリークローンおよびデスティ
ネーションベクター全てでattB配列のフレームが統一
されているため，これら莫大な数のリソースをそのまま
融合コンストラクト構築に利用することができる．この
ような高い共用性もGatewayクローニングの強みであ
ろう．

おわりに

クローニングやコンストラクト作製は言わば実験のた
めの準備であり，迅速，簡単，確実，そして安価である
ことが望ましい．シームレスクローニングでエントリー
クローンを作製，Gatewayクローニングでバイナリコ
ンストラクトを構築，のようにいくつかの方法を組み合
わせることも最適化に有効であろう．遺伝子合成サービ
スを利用すると配列入力・オーダーでコンストラクトが
納品され大変便利であるが，現時点でのコストを考える
と全てのコンストラクションを遺伝子合成でまかなうの
はまだ難しいと思われる．しばらくは研究室のリソー
ス，スキル，経済状況などに応じて適切なクローニング
方法が用いられて行くのであろう．その選択肢の一つと
して筆者らのGatewayバイナリーベクターシリーズが
お役に立てれば大変光栄である．
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