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活性単位の定義

1 unit は、反応混合液 50 µl中、1 µg のλDNAを、60分間で完全に分解する酵素活性とします。この条件下で活性検査の困難な酵素
については、その旨の記載があります。

品質管理

（1） 夾雑ヌクレアーゼ：20 units の制限酵素と 1 µg の基質DNAを 5時間反応させて（100-fold overdigestion）アガロースゲル電気泳動
を行い、短時間の泳動パターンと同じであることを確認している。

（2） ライゲーション/リカッティング :λDNAを 4倍量の unit の制限酵素で 2時間反応させ切断し、T4 DNA Ligase で結合した後、再
び同じ酵素で切断し、結合の前後で泳動パターンに変化がないことを確認している。

（3） ニッケース：10～ 35 units の制限酵素と 1 µg の適当なスーパーコイルDNA（例えばφX174RF Ⅰ、pBR322）を、5時間反応後、
form ⅡおよびⅢへの転換がほとんどないことを確認している。ただし、このチェックは適当なスーパーコイルDNAがある酵素にだ
け行っている。

（4） ホスファターゼ：20～ 200 units の制限酵素と p-nitrophenyl phosphate を、48 時間反応後、p-nitrophenol が遊離されないことを
確認している。

添付バッファー一覧表

制限酵素反応バッファーは、制限酵素 1本につき 1 ml（1本）添付されています。

添付バッファー ラベルの色 組　　　成 酵　素　名

10× L Buffer 黄色
 100 mmol/l Tris-HCl（pH 7.9 at 25℃）
 100 mmol/l  MgCl2
 10 mmol/l  DTT

Alw44Ⅰ（BSA別添付）＊, ApaⅠ, KpnⅠ, 
MboⅡ, NarⅠ, NciⅠ, NspⅤ, SacⅠ, SacⅡ

10×M Buffer 水色

 500 mmol/l  NaCl
 100 mmol/l  Tris-HCl（pH 7.9 at 25℃）
 100 mmol/l  MgCl2
 10 mmol/l  DTT

AccⅡ, AgeⅠ, AluⅠ, AvaⅠ, AvaⅡ, 
AxyⅠ, DraⅠ, EcoO109Ⅰ, EcoRⅡ, 
EcoT38Ⅰ, FokⅠ, HaeⅡ, HaeⅢ, HincⅡ, 
MspⅠ, NheⅠ, PvuⅡ, RsaⅠ, Sau3AⅠ, 
Sau96Ⅰ, SfiⅠ, SpeⅠ, StuⅠ, XbaⅠ

10× H Buffer 赤色

 1,000 mmol/l  NaCl
 500 mmol/l  Tris-HCl（pH 7.9 at 25℃）
 100 mmol/l  MgCl2
 10 mmol/l  DTT

AseⅠ, BclⅠ, BglⅠ, BglⅡ, BstEⅡ, 
BstXⅠ, EcoRⅠ, EcoR Ⅴ, HinfⅠ, MluⅠ, 
NcoⅠ, NdeⅠ, NotⅠ（Triton X-100別添付）＊, 
NsiⅠ, PstⅠ, SalⅠ, ScrFⅠ, SphⅠ, StyⅠ, 
SwaⅠ（BSA別添付）＊, XhoⅠ

10 × A Buffer 紫色

 500 mmol/l Potassium acetate
 200 mmol/l  Tris-acetate（pH 7.9 at 25℃）
 100 mmol/l  Magnesium acetate
 10 mmol/l  DTT

AccⅠ, AflⅡ, Bsp1286Ⅰ, FspⅠ, SmaⅠ, 
TaqⅠ

10 × B Buffer 灰色

 1,000 mmol/l  NaCl
 100 mmol/l  Tris-HCl（pH 8.5 at 25℃）
 100 mmol/l  MgCl2
 10 mmol/l  DTT

AccⅢ（BSA別添付）＊, AcyⅠ, BamHⅠ, 
BsmⅠ, BssHⅡ, HhaⅠ, HindⅢ, SspⅠ

10 ×専用 Buffer 白色 各制限酵素の酵素反応条件の10倍濃度 BalⅠ, HpaⅠ, NdeⅡ, NruⅠ, ScaⅠ

添付の反応バッファーは酵素反応条件の 10倍濃度になっており、酵素反応に使用する際には、反応容量の 1/10 量（反応容量 50 µl
の場合 5 µl）を添加します。
＊AccⅢ、Alw44ⅠおよびSwaⅠには1 mg/ml BSA、NotⅠには0.1％ Triton X-100が別添付されています。酵素反応の際には、反応バッ
ファーの他にBSAまたは Triton X-100 を反応容量の 1/10 量添加します。
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制限酵素反応バッファー別相対活性一覧表

ニッポンジーンでは、5種類の制限酵素反応バッファー（L、M、H、A、B）の中の 1種類（添付反応バッファー＊1：■）を用いて制限
酵素の活性を測定しています。この酵素活性を 100％とした場合の他の反応バッファーによる酵素活性を以下に示しました。（　）はス
ター活性などの影響を受けやすい反応バッファーを示しています。
なお、Bal Ⅰ、Hpa Ⅰ、Nde Ⅱ、Nru Ⅰ、Sca Ⅰについてはそれぞれの専用バッファー＊1 を使用しました。また、Acc Ⅲ、Alw44 Ⅰ、
SwaⅠについてはBSA＊2 を、Not Ⅰについては Triton X-100＊ 3 を添加せずに反応を行いました。

＊1　添付反応バッファーおよび専用バッファーの組成は、各制限酵素の酵素反応条件の 10倍濃度です。
＊2　反応バッファーとは別添付のBSA溶液を最終濃度 0.1 mg/mlになるように添加して反応を行った場合の相対活性は 100%です。
＊3　反応バッファーとは別添付の Triton X-100 を最終濃度 0.01%になるように添加して反応を行った場合の相対活性は 100%です。

制限酵素  L M  H A  B  専用  制限酵素  L M  H A  B  専用  

Acc Ⅰ  

Acc Ⅱ  

Acc Ⅲ  

Acy Ⅰ  

Afl Ⅱ  

Age Ⅰ  

Alu Ⅰ  

Alw 44 Ⅰ  

Apa Ⅰ  

Ase Ⅰ  

Av a Ⅰ  

Av a Ⅱ  

Axy Ⅰ  

Bal Ⅰ  

Bam H Ⅰ  

Bcl Ⅰ  

Bgl Ⅰ  

Bgl Ⅱ  

Bsm Ⅰ  

Bsp 1286 Ⅰ  

Bss H Ⅱ  

Bst E Ⅱ  

Bst X Ⅰ  

Dr a Ⅰ  

Eco O109 Ⅰ  

Eco R Ⅰ  

Eco R Ⅱ  

Eco R Ⅴ  

Eco T38 Ⅰ  

Fo k Ⅰ  

Fsp Ⅰ  

Hae Ⅱ  

Hae Ⅲ  

Hha Ⅰ  

Hin c Ⅱ  

Hin d Ⅲ  

Hin f Ⅰ  

50  

(75) 

＜ 5  

＜ 5  

50  

(75) 

100  

75  

100  

(10) 

10  

(75) 

(100) 

25  

(75) 

(100) 

(10) 

(10) 

(25) 

75  

(50) 

(25) 

＜ 5  

75  

(100) 

̶   

＜ 5  

(10) 

150  

(200) 

25  

100  

75  

(75) 

50  

( ＜ 5 ) 

10  

75  

100  

10  

10  

50  

100  

100  

50  

10  

(50) 

100  

100  

100  

10  

(100) 

(200) 

(50) 

(75) 

(75) 

50  

50  

(100) 

75  

100  

100  

̶   

100  

75  

100  

100  

100  

100  

100  

75  

100  

75  

75  

＜ 5   

10  

50  

25  

5  

10  

25  

＜ 5  

＜ 5  

100  

10 

5 

50 

＜ 5 

75 

100  

100  

100  

50  

10  

75  

100  

100  

10  

10  

100  

75  

100  

5  

＜ 5  

5  

25  

100  

25  

50  

10  

100  

100  

100  

(5) 

＜ 5  

100 

75  

150  

50  

50  

(25) 

25  

(75) 

(100) 

25  

(75) 

(100) 

(10) 

(50) 

(75) 

100  

(50) 

(75) 

25  

50  

100  

̶   

75  

25  

150  

(200) 

100  

75  

100  

(100) 

100  

(25) 

50  

＜ 5  

50  

75  

100  

25  

25  

25  

25  

＜ 5  

100  

50  

50  

50  

＜ 5  

100  

200  

25  

(150) 

100  

10  

100  

100  

100  

75  

50  

(150) 

100  

150  

75  

100  

50  

50  

100  

100  

50  

100  

150  

̶   

  ̶    

̶   

̶   

̶   

̶   

̶   

̶   

̶   

̶   

̶   

̶   

̶  

100  

̶   

̶   

̶   
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̶   

̶   
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̶   

̶   

̶   
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̶   

̶   

̶   

̶   

̶  

(25) 

100  

100  

10  

100  

100  

100  

(75) 

10  

5  

(150) 

5  

＜ 5  

75  

100  

(200) 

(50) 

200  

100  

100  

＜ 5  

(100) 

75  

(5) 

(75) 

25  

75  

(75) 

(100) 

( ＜ 5) 

100  

(10) 

＜ 5  

25  

50  

10  

(75) 

50  

75  

25  

100 

5  

50  

(100) 

25  

5  

100 

25  

5  

100  

50  

(150) 

100  

100  

75  

50  

＜ 5  

100  

100  

(25) 

(100) 

100  

10  

100  

(200) 

(75) 

100  

(75) 

25  

 50  

100  

50  

25  

＜ 5  

25  

100  

25  

＜ 5  

＜ 5  

100  

100  

25  

5  

50  

75  

100  

＜ 5  

100  

5  

5  

10  

5  

100  

25  

50  

25  

100  

5  

＜ 5  

10  

100  

10  

50  

100  

75  

25  

25  

100  

(50) 

100  

75  

10  

100  

100  

100  

(100) 

25  

5  

(200) 

10  

5  

(75) 

150  

(150) 

(50) 

200  

100  

100  

＜ 5  

150  

75  

(5) 

(100) 

75  

100  

(75) 

(100) 

(50) 

100  

25  

5  

100  

150  

25  

(100) 

＜ 5  

25  

50  

50  

＜ 5  

＜ 5  

(150) 

100  

5  

10  

50  

25  

100  

＜ 5  

50  

5  

50  

10  

5  

5  

50  

150  

(100) 

(150) 

5  

＜ 5  

75  

100  

100  

100  

(75) 

75  

100  

25  

150  

100   

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

100  

̶  

̶  
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̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

100  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

̶  

Hpa Ⅰ  

Kpn Ⅰ  

Mbo Ⅱ  

Mlu Ⅰ  

Msp Ⅰ  

Nar Ⅰ  

Nci Ⅰ  

Nco Ⅰ  

Nde Ⅰ  

Nde Ⅱ  

Nhe Ⅰ  

Not Ⅰ  

Nr u Ⅰ  

Nsi Ⅰ  

Nsp Ⅴ  

Pst Ⅰ  

Pvu Ⅱ  

Rsa Ⅰ  

Sac Ⅰ   

Sac Ⅱ  

Sal Ⅰ  

Sau 3A Ⅰ  

Sau 96 Ⅰ  

Sca Ⅰ  

Scr F Ⅰ   

Sfi Ⅰ   

Sma Ⅰ  

Spe Ⅰ  

Sph Ⅰ  

Ssp Ⅰ   

Stu Ⅰ   

Sty Ⅰ  

Sw a Ⅰ  

Ta q Ⅰ  

Xba Ⅰ  

Xho Ⅰ  
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制限酵素活性に対する塩濃度の影響

制限酵素活性に対する塩濃度（KCI およびNaCl）の影響を、相対活性として以下に示しました。この試験の酵素反応条件は、10 mmol/l 
Tris-HCl （pH 7.5）, 10 mmol/l MgCl2, 1 mmol/l DTT, KClまたはNaClです。ただし、EcoRⅠはこの条件ではスター活性が生じ易いため、
スター活性の生じない反応条件〔100 mmol/l Tris-HCl（pH 7.5）, 7 mmol/l MgCl2, 7 mmol/l 2-Mercaptoethanol, KCl またはNaCl〕を使
用しました。

: 100～ 70% : 70～ 40% : 40～ 0%

濃度（mmol/l）塩制限酵素 180160140120100806040200
KCl

Acc Ⅰ NaCl
KCl

Acc Ⅱ NaCl
KCl

Acc Ⅲ NaCl
KCl

Acy Ⅰ NaCl
KCl

Afl Ⅱ NaCl
KCl

Age Ⅰ NaCl
KCl

Alu Ⅰ NaCl
KCl

Alw 44 Ⅰ NaCl
KCl

Apa Ⅰ NaCl
KCl

Ase Ⅰ NaCl
KCl

Ava Ⅰ NaCl
KCl

Ava Ⅱ NaCl
KCl

Axy Ⅰ NaCl
KCl

Bal Ⅰ NaCl
KCl

Bam H Ⅰ NaCl
KCl

Bcl Ⅰ NaCl
KCl

Bgl Ⅰ NaCl
KCl

Bgl Ⅱ NaCl
KCl

Bsm Ⅰ NaCl
KCl

Bsp 1286 Ⅰ NaCl
KCl

Bss H Ⅱ NaCl
KCl

Bst E Ⅱ NaCl
KCl

Bst X Ⅰ NaCl
KCl

Dra Ⅰ NaCl
KCl

Eco O 109 Ⅰ NaCl
KCl

Eco R Ⅰ NaCl
KCl

Eco R Ⅱ NaCl
KCl

Eco RⅤ NaCl
KCl

EcoT 38 Ⅰ NaCl
KCl

Fok Ⅰ NaCl
KCl

Fsp Ⅰ NaCl
KCl

Hae Ⅱ NaCl
KCl

Hae Ⅲ NaCl
KCl

Hha Ⅰ NaCl
KCl

Hinc Ⅱ NaCl

相対活性表示
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塩制限酵素 180160140120100806040200
KCl

Hind Ⅲ NaCl
KCl

Hin f Ⅰ NaCl
KCl

Hpa Ⅰ NaCl
KCl

Kpn Ⅰ NaCl
KCl

Mbo Ⅱ NaCl
KCl

Mlu Ⅰ NaCl
KCl

Msp Ⅰ NaCl
KCl

Nar Ⅰ NaCl
KCl

Nci Ⅰ NaCl
KCl

Nco Ⅰ NaCl
KCl

Nde Ⅰ NaCl
KCl

Nde Ⅱ NaCl
KCl

Nhe Ⅰ NaCl
KCl

Not Ⅰ NaCl
KCl

Nru Ⅰ NaCl
KCl

Nsi Ⅰ NaCl
KCl

Nsp Ⅴ NaCl
KCl

Pst Ⅰ NaCl
KCl

Pvu Ⅱ NaCl
KCl

Rsa Ⅰ NaCl
KCl

Sac Ⅰ NaCl
KCl

Sac Ⅱ NaCl
KCl

Sal Ⅰ NaCl
KCl

Sau 3A Ⅰ NaCl
KCl

Sau 96 Ⅰ NaCl
KCl

Sca Ⅰ NaCl
KCl

Scr F Ⅰ NaCl
KCl

Sfi Ⅰ NaCl
KCl

Sma Ⅰ NaCl
KCl

Spe Ⅰ NaCl
KCl

Sph Ⅰ NaCl
KCl

Ssp Ⅰ NaCl
KCl

Stu Ⅰ NaCl
KCl

Sty Ⅰ NaCl

KCl
Taq Ⅰ NaCl

KCl
Xba Ⅰ NaCl

KCl
Xho Ⅰ NaCl

KCl
Swa Ⅰ NaCl

濃度（mmol/l）

06_2013_P099-128.indd   10306_2013_P099-128.indd   103 13.2.12   1:45:08 PM13.2.12   1:45:08 PM



06
制
限
酵
素

104

制限酵素

http://www.wako-chem.co.jp http://www.nippongene.com

ライゲーション/リカッティング効率品質規準

ニッポンジーンの制限酵素はライゲーション/リカッティング試験において、以下の表の品質規準を満たしています。ライゲーション
の基質として、λDNAを使用していますが、NarⅠ、SacⅠについてはφ105 DNAを、NotⅠ，Sf iⅠ, SpeⅠについてはAd2 DNAを、Swa
ⅠについてはM13mp19DNAを、また、XbaⅠについてはT7 DNAを使用しています。

制限酵素 ライゲーション
効率（％）

リカッティング
効率（％） 制限酵素 ライゲーション

効率（％）
リカッティング
効率（％） 制限酵素 ライゲーション

効率（％）
リカッティング
効率（％）

AccⅠ 90 100 EcoRⅠ 95 100 NsiⅠ 90 100
AccⅡ 90 100 EcoRⅡ 95 100 NspⅤ 95 100
AccⅢ 95 100 EcoRⅤ 90 100 PstⅠ 95 100
AcyⅠ 90 100 EcoT38Ⅰ 95 100 PvuⅡ 90 100
Afl Ⅱ 60 100 FokⅠ 90 100 RsaⅡ 90 100
AgeⅠ 95 100 FspⅠ 80 100 SacⅠ 90 100
AluⅠ 90 100 HaeⅡ 90 100 SacⅡ 95 100
Alw44Ⅰ 95 100 HaeⅢ 90 100 SalⅠ 80 100
ApaⅠ 95 100 HhaⅠ 90 100 Sau3AⅠ 90 100
AseⅠ 80 100 HincⅡ 80 90 Sau96Ⅰ 90 100
AvaⅠ 90 100 HindⅢ 90 100 ScaⅠ 90 100
AvaⅡ 90 100 HinfⅠ 90 100 ScrFⅠ 60 95
AxyⅠ＊ ── ── HpaⅠ 90 100 Sfi Ⅰ 80 100
BalⅠ 90 100 KpnⅠ 90 100 SmaⅠ 90 100
BamHⅠ 90 100 MboⅡ 95 100 SpeⅠ 80 100
BclⅠ 95 100 MluⅠ 90 100 SphⅠ 95 100
BglⅠ 90 100 MspⅠ 90 100 SspⅠ 90 95
BglⅡ 90 100 NarⅠ 95 100 StuⅠ 80 100
BsmⅠ 90 100 NciⅠ＊ ── ── StyⅠ 95 100
Bsp1286Ⅰ 95 100 NcoⅠ 90 100 SwaⅠ 75 75
BssHⅡ 95 100 NdeⅠ 90 100 TaqⅠ 90 100
BstEⅡ 95 100 NdeⅡ 90 100 XbaⅠ 90 100
BstXⅠ 90 100 NheⅠ 90 100 XhoⅠ 80 100
DraⅠ 90 100 NotⅠ 90 100
EcoO109Ⅰ 80 100 NruⅠ 90 100

＊AxyⅠ, NciⅠ切断フラグメントはT4 DNA Ligase でほとんど結合しない。

制限酵素による染色体DNA（Saccharomyces cerevisiae）の切断条件一覧表

制限酵素でアガロースゲルに包埋された巨大DNAを切断する場合、完全分解には大量の酵素を必要とすることが多くなります。そこ
で、真核生物である酵母（Saccharomyces cerevisiae＊ 1）の染色体DNAを用い、各制限酵素について、酵素量を変えて 5時間および 20
時間反応させ、パルスフィールド電気泳動を行い、完全分解に必要な酵素の最少量を測定しました。反応系は p.453 に従いました。

制限酵素 認識配列＊2 反　応　液 反応温度（℃）
完全分解必要酵素量（unit）

5 時間反応 20 時間反応
BglⅠ ＧＣＣＮＮＮＮＮＧＧＣ H 37 5 5

BssHⅡ ＧＣＧＣＧＣ B 50 5 5

DraⅠ ＴＴＴＡＡＡ M 37 25 25
FspⅠ ＴＧＣＧＣＡ A 37 5 5
MluⅠ ＡＣＧＣＧＴ H 37 5 5
NheⅠ ＧＣＴＡＧＣ M 37 50 10
NotⅠ ＧＣＧＧＣＣＧＣ H＋ Triton＊ 3 37 20 20
NruⅠ ＴＣＧＣＧＡ 専用 37 50 20
NspⅤ ＴＴＣＧＡＡ L 37 5 5
SalⅠ ＧＴＣＧＡＣ H 37 5 5
SmaⅠ ＣＣＣＧＧＧ A 30 ＞ 50 ＞ 50
SpeⅠ ＡＣＴＡＧＴ M 37 100 100
SspⅠ ＡＡＴＡＴＴ B 37 5 5
XbaⅠ ＴＣＴＡＧＡ M 37 50 50
XhoⅠ ＣＴＣＧＡＧ H 37 5 5

＊1 Saccharomyces cerevisiaeの分子量の範囲は245～2,500 kbpである
＊2 NはA,C,G,Tの内のいずれかの塩基であることを表す
＊3 NotⅠは反応液中に0.01％ Triton X-100を添加する
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制限酵素の熱失活条件一覧表

制限酵素の反応を停止する目的で、熱処理がよく行われます。下表は、制限酵素を 65℃で 30分間、または 70℃で 30分間インキュ
ベートした後の残存活性を示したものです。反応液 40 µl中で、適当な基質DNA 2 µg と、制限酵素 30 units とを 1時間反応させた後、
65℃で 30分間、または 70℃で 30分間インキュベートしました。このうち 20 µlのDNA 溶液に 1 µg の DNA を加えて、さらに 150
分間反応させ、アガロースゲル電気泳動にて残存活性を調べました。

－：残存活性＜ 5％　　＋：残存活性≧ 5％

制限酵素 65℃
30分間

70℃
30分間 制限酵素 65℃

30分間
70℃
30分間 制限酵素 65℃

30分間
70℃
30分間

Acc Ⅰ ＋ ＋ EcoR Ⅰ ＋ － Nsi Ⅰ －
Acc Ⅱ ＋ － EcoR Ⅱ － Nsp Ⅴ ＋ ＋
Acc Ⅲ ＋ ＋ EcoR Ⅴ ＋ ＋ Pst Ⅰ ＋ ＋
Acy Ⅰ ＋ － EcoT38 Ⅰ － Pvu Ⅱ ＋ ＋
Afl Ⅱ － Fok Ⅰ － Rsa Ⅰ ＋ ＋
Age Ⅰ － Fsp Ⅰ － Sac Ⅰ －
Alu Ⅰ － Hae Ⅱ － Sac Ⅱ －
Alw44 Ⅰ － Hae Ⅲ ＋ － Sal Ⅰ －
Apa Ⅰ － Hha Ⅰ ＋ － Sau3A Ⅰ －
Ase Ⅰ － Hinc Ⅱ － Sau96 Ⅰ ＋ －
Ava Ⅰ － Hind Ⅲ ＋ ＋ Sca Ⅰ ＋ －
Ava Ⅱ － Hinf Ⅰ ＋ － ScrF Ⅰ －
Axy Ⅰ － Hpa Ⅰ － Sfi Ⅰ ＋ ＋
Bal Ⅰ － Kpn Ⅰ － SmaⅠ －
BamHⅠ － Mbo Ⅱ － Spe Ⅰ ＋ －
Bcl Ⅰ ＋ ＋ Mlu Ⅰ ＋ ＋ Sph Ⅰ －
Bgl Ⅰ － Msp Ⅰ ＋ － Ssp Ⅰ －
Bgl Ⅱ ＋ ＋ Nar Ⅰ － Stu Ⅰ ＋ ＋
BsmⅠ ＋ ＋ Nci Ⅰ － Sty Ⅰ －
Bsp1286 Ⅰ － Nco Ⅰ － SwaⅠ － －
BssHⅡ － Nde Ⅰ － Taq Ⅰ ＋ ＋
BstE Ⅱ ＋ ＋ Nde Ⅱ － Xba Ⅰ －
BstX Ⅰ － Nhe Ⅰ － Xho Ⅰ ＋ ＋
Dra Ⅰ ＋ － Not Ⅰ －
EcoO109 Ⅰ － Nru Ⅰ ＋ －

酵素により耐熱性が異なり、DNA変性温度を考慮すると、熱処理だけでは完全失活できない場合もあります。確実に完全失活させる
ためにはフェノール処理をお奨めします。なお、70℃で 30 分間熱処理を行っても残存活性が 5％以上ある酵素については、熱処理では
不活性化されないため、フェノール処理が必要です。

制限酵素によるプラスミドの切断条件一覧表

制限酵素でスーパーコイルのプラスミドを切断する場合、一般にλDNAのような鎖状のDNAを切断するよりも多量の酵素を必要と
する場合が多くなります。下表は、クローニングによく用いられる制限酵素について、1 µg の pBR322 DNAおよび pUC19 DNAをニッ
ポンジーン制限酵素反応条件にて完全分解するのに必要な unit 数を示しました。

pBR322

制限酵素 切断箇所数 完全分解必要酵素量（unit） 制限酵素 切断箇所数 完全分解必要酵素量（unit） 制限酵素 切断箇所数 完全分解必要酵素量（unit）
Ase Ⅰ 1 1 Nru Ⅰ 1 ＞ 10 Fsp Ⅰ 2 3
Ava Ⅰ 1 1 Pst Ⅰ 1 1 Hinc Ⅱ 2 7
Bal Ⅰ 1 ＞ 10 Pvu Ⅱ 1 1 Alw44 Ⅰ 3 10
BamHⅠ 1 1 Sal Ⅰ 1 6 Bgl Ⅰ 3 2
BsmⅠ 1 1 Sca Ⅰ 1 1 Dra Ⅰ 3 1
EcoR Ⅰ 1 2 Sph Ⅰ 1 1 Rsa Ⅰ 3 2
EcoR Ⅴ 1 2 Ssp Ⅰ 1 1 Nar Ⅰ 4 1
Hind Ⅲ 1 1 Sty Ⅰ 1 5 EcoO109 Ⅰ 4 3
Nde Ⅰ 1 1 Acc Ⅰ 2 1
Nhe Ⅰ 1 2 EcoT38 Ⅰ 2 2

pUC19

制限酵素 切断箇所数 完全分解必要酵素量（unit） 制限酵素 切断箇所数 完全分解必要酵素量（unit） 制限酵素 切断箇所数 完全分解必要酵素量（unit）
Acc Ⅰ 1 1 Nar Ⅰ 1 ＞ 10 Bgl Ⅰ 2 2
Ava Ⅰ 1 2 Nde Ⅰ 1 1 Pvu Ⅱ 2 1
BamHⅠ 1 2 Sac Ⅰ 1 3 Acy Ⅰ 3 1
EcoO109 Ⅰ 1 5 Sal Ⅰ 1 9 Alw44 Ⅰ 3 ＞ 10
EcoR Ⅰ 1 3 Sca Ⅰ 1 2 Ase Ⅰ 3 1
EcoT38 Ⅰ 1 1 Sma Ⅰ 1 2 Dra Ⅰ 3 3
Hinc Ⅱ 1 5 Sph Ⅰ 1 2 Hae Ⅱ 3 2
Hind Ⅲ 1 2 Ssp Ⅰ 1 1 Rsa Ⅰ 3 1
Kpn Ⅰ 1 ＞ 10 Xba Ⅰ 1 1 Fsp Ⅰ 4 10
Pst Ⅰ 1 1 Ava Ⅱ 2 1 Taq Ⅰ 4 1
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認識塩基配列による制限酵素の分類表　

Ⅰ 4、5、6 塩基のパリンドロームを認識するもの

▼ ○○○○ 

○ ▼ ○○○ 

○○ ▼ ○○ 

○○○ ▼ ○ 

○○○○ ▼ 

▼ ○○ N ○○ 

○ ▼ ○ N ○○ 

○○ ▼ N ○○ 

○○ N ▼ ○○ 

○○ N ○ ▼ ○ 

○○ N ○○ ▼ 

▼ ○○  ○○      

○ ▼ ○    ○○  

○○ ▼    ○○  

○○    ▼ ○○  

○○    ○ ▼ ○  

○○    ○○ ▼      

▼ ○○    ○○   

○ ▼ ○    ○○  

○○ ▼     ○○  

○○    ▼ ○○  

○○    ○ ▼ ○  

○○    ○○ ▼ 

A ▼ ○○○○ T 

A ○ ▼ ○○○ T 

A ○○ ▼ ○○ T 

A ○○○ ▼ ○ T  

A ○○○○ ▼ T  

C ▼ ○○○○ G  

C ○ ▼ ○○○ G  

C ○○ ▼ ○○ G  

C ○○○ ▼ ○ G  

C ○○○○ ▼ G  

G ▼ ○○○○ C  

G ○ ▼ ○○○ C  

G ○○ ▼ ○○ C  

G ○○○ ▼ ○ C  

G ○○○○ ▼ C  

T ▼ ○○○○ A  

T ○ ▼ ○○○ A  

T ○○ ▼ ○○ A  

T ○○○ ▼ ○ A  

T ○○○○ ▼ A  

AATT 

Eco R Ⅰ  

（ Acy  Ⅰ）  

Aat  Ⅱ  

Sna BⅠ  Nru Ⅰ  Fsp Ⅰ  

Kpn Ⅰ  

Nsp Ⅴ  

Dra Ⅰ  

Xba Ⅰ  （ Cfr Ⅰ）  Bcl Ⅰ  

Pma C Ⅰ  

Nde Ⅰ  

Sma Ⅰ  

Avr Ⅱ  

Eco 47 Ⅲ  Sca Ⅰ  

Sci Ⅰ  

Ⅱ  

Sal Ⅰ  

（ Acc Ⅰ）  

（ Hin c Ⅱ）  

（ Hgi A Ⅰ）  

（ Acc Ⅰ）  

Pst Ⅰ  

Alw 44 Ⅰ  

Ase Ⅰ  

（ Hae Ⅱ）  

（ Ban Ⅰ）  

Eco R Ⅴ  Nae Ⅰ  

Ssp Ⅰ  

（ Nsp B  Ⅱ）  
Pvu  Ⅱ  

Hin d   Ⅲ  

Mae  Ⅱ  

Alu  Ⅰ  

Nla  Ⅲ  

Acc Ⅱ  Dpn Ⅰ  

Sci N Ⅰ  

Hha Ⅰ  

Hae  Ⅲ  Rsa Ⅰ  

Taq Ⅰ  Mae Ⅰ  

（ Scr F Ⅰ）   

（ Dde Ⅰ）   （ Hin f Ⅰ）   

（ Mae Ⅲ）  

（ Fnu 4H Ⅰ）   

（ Eco R Ⅱ）   

（ Ⅲ）  Age Ⅰ  Spe Ⅰ  

（ Ban Ⅰ）   

（ Nci Ⅰ）  

（ Nsp Ⅰ）   

（ Cfr 10 Ⅰ）   Bss H Ⅱ  Nhe Ⅰ  

（ Nsp B Ⅱ）  

Nco Ⅰ  

ACGT AGCT ATAT CATG CCGG CGCG CTAG GATC GCGC GGCC GTAC TATA TCGA TGCA TTAA 

（ Nsp Ⅰ）  
Sph Ⅰ  

（ Acc  Ⅲ）  
Mro Ⅰ  

（ Ava Ⅰ）  
Xma Ⅰ  

Sac Ⅱ  
Sst Ⅱ  

Pvu Ⅰ  
Xor Ⅱ  

（ Acy Ⅰ）  
Nar Ⅰ  

Asp 718 Ⅰ  
（ Ban Ⅰ）  

（ Hin c Ⅱ）  
Hpa Ⅰ  

（ Ava Ⅰ）  
Xho Ⅰ  

Ban Ⅲ  
Cla Ⅰ  

Bbe Ⅰ  
（ Hae Ⅱ）  

Apa Ⅰ  
（ Eco T38 Ⅰ）  

Bal Ⅰ  
（ Hae Ⅰ）  

（ Ⅲ）  
Mlu Ⅰ  

（ Bgl  Ⅱ）  
（ Xno Ⅱ）  

（ Ava  Ⅱ）  
（ Eco 47 Ⅰ）   

（ Cfr 13 Ⅰ）  
（ Sau 96 Ⅰ）   

（ Bst N Ⅰ）  
（ Mva Ⅰ）  

Msp Ⅰ  
Hpa Ⅱ  

Sau 3A Ⅰ  
Nde Ⅱ  

（Eco T 38Ⅰ）
（HgiAⅠ） 
SacⅠ 

（　 ）内の酵素は複数の塩基配列を認識する。　　　はニッポンジーンで発売している。 

BamHⅠ
BstⅠ 

（ XhoⅡ） 

AatⅠ
HaeⅠ 
StuⅠ 

（CfrⅠ）
Eco52 Ⅰ
Xma Ⅲ 

Ava Ⅲ 
EcoT22 Ⅰ
Nsi Ⅰ 

A 
T 

A 
T 

A 
T 
A 
T 
A 
T 
A 
T 
G 
C 
G 
C 

G 
C 
G 
C 
G 
C 
G 
C 
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Ⅳ パリンドロームでない塩基配列を認識するもの  

Ⅴ 複数の塩基配列を認識するもの  

C C T N A G G  
▼  

C G G  
▼  

C C G  
G C T N A G C  

▼  

G G T N A C C  
▼  

Pu G G  
▼  

C C Py  
Pu G G N C C Py  

▼  

G C G G C C G C  
▼  

C AC NNNGT G  
▼ 

C CNNGG  
▼ 

C C A NNNNNNTGG  
▼ 

G A A N NNNT T C  
▼ 

G A C NNNG TC  
▼ 

G CCNNNNNGGC  
▼ 

G G NNCC  
▼ 

G G CCNNNNNGGCC  
▼ 

A  
T  （   ）  

A  
T  （   ）  

Eco 81 Ⅰ  Axy  Ⅰ  
Rsr  Ⅱ  
Esp  Ⅰ 
Bst E  Ⅱ 
Ppu M Ⅰ 
Eco O109 Ⅰ 
Not Ⅰ 

Dra  Ⅲ  
Sec  Ⅰ  
Bst X Ⅰ 
Xmn Ⅰ 
Tth 111 Ⅰ 
Bgl  Ⅰ 
Nla  Ⅳ  
Ⅰ 

A C C T G C  （ N ） 4 
▼ 

Bsp M  Ⅰ  

Tth 111  Ⅱ  

Mnl  Ⅰ  

T G G A C G  （ N ） 8 
▲   

C A A P  u  C  A  （ N ） 4 
▼   

G T  T P  y  G  T  （ N ） 9 
▲   

C C T C  （ N ） 7 
▼   

G G A G  （ N ） 7 
▲   

C T C C A G  （ N ） 14 
▼ 

Gsu Ⅰ  
G A G G T C  （ N ） 10 

▲   

G A A G A  （ N ） 8 
▼   

C T T C T  （ N ） 7 
▲   

G A A T G C N  
▼   

G A C G C  （ N ） 5 
▼ 

C T G C G  （ N ） 10 
▲   

G C AGC  （ N ） 8 
▼   

C G T C G  （ N ） 12 
▲   

G C A T C  （ N ） 5 
▼   

C G T A G  （ N ） 9 
▲   

C T T A C G N  
▲ 

Mbo Ⅱ  

Bsm  Ⅱ  

Hga Ⅰ  

Bbv Ⅰ  

Sfa N Ⅰ  

G G A T C  （ N ） 4 
▼ 

C C T A G  （ N ） 5 
▲   

G G A T G  （ N ） 9 
▼   

C C T A C  （ N ） 13 
▲   

G G T G A  （ N ） 8 
▼   

C C A C T  （ N ） 7 
▲   

Bin Ⅰ  

Fok Ⅰ  

Hph Ⅰ  

▼ 

Ⅲ 
▼ 

▼ 

Pss Ⅰ  

▼ 

Nsp C  Ⅰ  

▼ 

Xho Ⅱ  

▼ 

▼ 

Hae Ⅰ  

▼ 

Ppu M  Ⅰ  

Hae Ⅱ  

はニッポンジーンで発売している。 

（  Dra  Ⅱ）  
Eco O109  Ⅰ  

▼ 

▼  

Bsp B  Ⅱ  
▼ 

▼ 

▼  

Ban  Ⅰ  

▼  

▼ 

▼  

▼  

Cfr Ⅰ  

▼  

Gdi Ⅱ  

▼ 

▼ 

Hgi A Ⅰ  

（  Ban  Ⅱ）  

Sty Ⅰ  

Ava Ⅰ  

Acy Ⅰ  

Hin c  Ⅱ  

Acc  Ⅰ  

Eco T 38  Ⅰ  

Bsp 1286  Ⅰ  

Ⅱ  7、8 塩基のパリンドロームを認識するもの　　　 Ⅲ  中断したパリンドロームを認識するもの  

ＡＣＡＣＧＴ 
ＡＣＡＴＧＴ 
ＡＣＧＣＧＴ 
ＡＣＧＴＧＴ 
 
ＡＣＡＴＧＣ 
ＡＣＡＴＧＴ 
ＧＣＡＴＧＣ 
ＧＣＡＴＧＴ 
 
ＡＧＡＴＣＣ 
ＡＧＡＴＣＴ 
ＧＧＡＴＣＣ 
ＧＧＡＴＣＴ 
 
ＡＧＣＧＣＣ 
ＡＧＣＧＣＴ 
ＧＧＣＧＣＣ 
ＧＧＣＧＣＴ 
 
ＡＧＧＣＣＡ 
ＡＧＧＣＣＴ 
ＴＧＧＣＣＡ 
ＴＧＧＣＣＴ 
 
ＡＧＧＡＣＣＴ 
ＡＧＧＡＣＣＣ 
ＡＧＧＴＣＣＴ 
ＡＧＧＴＣＣＣ 
ＧＧＧＡＣＣＴ 
ＧＧＧＡＣＣＣ 
ＧＧＧＴＣＣＴ 
ＧＧＧＴＣＣＣ 

ＡＧＧＡＣＣＴ 
ＡＧＧＡＣＣＣ 
ＡＧＧＣＣＣＴ 
ＡＧＧＣＣＣＣ 
ＡＧＧＧＣＣＴ 
ＡＧＧＧＣＣＣ 
ＡＧＧＴＣＣＴ 
ＡＧＧＴＣＣＣ 
ＧＧＧＡＣＣＴ 
ＧＧＧＡＣＣＣ 
ＧＧＧＣＣＣＴ 
ＧＧＧＣＣＣＣ 
ＧＧＧＧＣＣＴ 
ＧＧＧＧＣＣＣ 
ＧＧＧＴＣＣＴ 
ＧＧＧＴＣＣＣ 
 
ＡＧＧＡＣＣＴ 
ＡＧＧＡＣＣＣ 
ＡＧＧＣＣＣＴ 
ＡＧＧＣＣＣＣ 
ＡＧＧＧＣＣＴ 
ＡＧＧＧＣＣＣ 
ＡＧＧＴＣＣＴ 
ＡＧＧＴＣＣＣ 
ＡＧＧＡＣＣＴ 
ＡＧＧＡＣＣＣ 
ＡＧＧＣＣＣＴ 
ＡＧＧＣＣＣＣ 
ＡＧＧＧＣＣＴ 
ＡＧＧＧＣＣＣ 
ＡＧＧＴＣＣＴ 
ＡＧＧＴＣＣＣ 

ＣＡＧＣＧＧ 
ＣＡＧＣＴＧ 
ＣＣＧＣＧＧ 
ＣＣＧＣＴＧ 
 
ＣＣＡＡＧＧ 
ＣＣＡＴＧＧ 
ＣＣＴＡＧＧ 
ＣＣＴＴＧＧ 
 
ＣＣＣＧＡＧ 
ＣＣＣＧＧＧ 
ＣＴＣＧＡＧ 
ＣＴＣＧＧＧ 
 
ＣＧＧＣＣＡ 
ＣＧＧＣＣＧ 
ＴＧＧＣＣＡ 
ＴＧＧＣＣＧ 
 
ＣＧＧＣＣＧ 
ＴＧＧＣＣＧ 
 
ＧＡＣＧＣＣ 
ＧＡＣＧＴＣ 
ＧＧＣＧＣＣ 
ＧＧＣＧＴＣ 
 
ＧＡＧＣＡＣ 
ＧＡＧＣＴＣ 
ＧＴＧＣＡＣ 
ＧＴＧＣＴＣ 

ＧＡＧＣＡＣ 
ＧＡＧＣＣＣ 
ＧＡＧＣＴＣ 
ＧＧＧＣＡＣ 
ＧＧＧＣＣＣ 
ＧＧＧＣＴＣ 
ＧＴＧＣＡＣ 
ＧＴＧＣＣＣ 
ＧＴＧＣＴＣ 
 
ＧＡＧＣＣＣ 
ＧＡＧＣＴＣ 
ＧＧＧＣＣＣ 
ＧＧＧＣＴＣ 
 
ＧＧＣＡＣＣ 
ＧＧＣＧＣＣ 
ＧＧＴＡＣＣ 
ＧＧＴＧＣＣ 
 
ＧＴＡＧＡＣ 
ＧＴＡＴＡＣ 
ＧＴＣＧＡＣ 
ＧＴＣＴＡＣ 
 
ＧＴＣＡＡＣ 
ＧＴＣＧＡＣ 
ＧＴＴＡＡＣ 
ＧＴＴＧＡＣ 
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DNAのメチル化と制限酵素の反応性一覧表

Escherichia coli には、DNAの特異的な部位を認識してメチル化を行うメチラーゼが 2種類存在します。ひとつは damメチラーゼで、
“GATC”を認識してアデニンのN6 をメチル化します。もうひとつは dcmメチラーゼで“CC（A

T）GG”を認識して内側のシトシンのC5 を
メチル化します。従って、Escherichia coli より調製したプラスミドなどのDNAは、この 2種類のメチラーゼによってメチル化されて
います。認識部位がこれらのメチラーゼの認識部位と一致あるいは重なるような制限酵素は、これらのメチラーゼによってメチル化され
たDNAを切断できません。しかしながら、これらのメチル化は完全ではないので、ある程度のDNAは切断されることになり、部分分
解パターンが得られます。
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制限酵素のスター活性一覧表

ある種の制限酵素では、それらの定まった認識塩基配列と似ているが同一でない塩基配列を切断することが知られています。この認識
部位の特異性のゆらぎをスター活性といいます。一般的にスター活性は反応条件の変化、たとえば基質に対して大過剰の酵素の使用、異
なる金属イオンの存在、低い塩濃度、標準より高い pH、Glycerol またはDMSOのような有機溶媒の添加などによって引き起こされます。
比較的よく知られているスター活性について表に示します。
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