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従来法

コロニーをピックアップし培養液に加える
▼

上記培養液を～24時間培養する～
▼

ペレットを遠心
▼

上清を除去
▼

TE溶液を添加
▼

NaOH / SDS溶液を添加
▼

酢酸カリウムを添加
▼
遠心
▼

上清を新しいチューブへ移動
▼

塩を添加
▼

エタノールを添加
▼
遠心
▼
風乾
▼

TE溶液に懸濁
▼

シークエンシング反応へ

約2時間の作業時間

約15分の作業時間

TempliPhi 2000反応キット

10 µl Denature bufferにサンプル＊1を添加

▼

95 ℃ にて3分間熱変性

▼

10 µl TempliPhi PreMixを添加

▼

30 ℃ にて18時間＊2反応後65 ℃ にて

10分間熱変性

▼

シークエンシング反応へ

TempliPhi 100 / 500反応キット

5 µl Sample bufferにサンプルを添加
▼

95 ℃ にて3分間熱変性
▼

5 µl Reaction bufferに0.2 µl
Enzyme Mixを加えた溶液を5 µl 添加

▼

30 ℃ にて18時間＊2反応後

65 ℃ にて10分間熱変性
▼

シークエンシング反応へ

＊1　サンプルはコロニーのほかグリセロールストックや液体培地などが使用できます。
＊2　サンプルによっては短縮することも可能です

TempliPhi と従来法（アルカリ－SDS 法によるミニプレップ）によるコロニーからのプラスミド鋳型調製の比較

TempliPhi のプロトコールは非常に簡便なため、 96サンプルのバクテリアコロニーを処理するのに必要な手作業の時間は約 15分です。

━ランダムヘキサマー　　● Phi29 DNA ポリメラーゼ
ランダムヘキサマーが環状 DNAに結合し（A）、Phi29 DNA ポリメラーゼによって伸長反応が行われます（B）。Phi29 DNA ポリメラーゼの鎖置
換活性により合成された鎖を置換しながら合成を進めます（C）。ランダムヘキサマーがアニールする部位が新たに露出し、branching（ブラン
チング）と呼ばれる現象により合成が進行します（D）。

環状DNA

（A） （B） （C） （D）

環状DNAを、バクテリオファージ由来のPhi29 DNA ポリメラーゼにより、指数関数的に増幅させる方法です。この酵素は、ランダムヘキサマー
から合成を開始し、環状DNAの複製起点に達しても、鎖置換能を持っていることにより、その鎖を剥がしながら合成を進めます。出発材料の環
状DNAだけでなく、合成され剥がされた部分からもさらに合成は進むので、指数関数的な増幅が起こることになります。
また、この酵素は、高い忠実度（high-fidelity）と校正活性を持つため、複製時に起こる塩基の取込みエラー率は1 × 10-7で、Taq DNA ポリメ
ラーゼ（1 × 10-5）と比べても非常に低く抑えられています。

RCA（Rolling Circle Amplification）法とは？
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TempliPhi試薬
シークエンシング用鋳型調製試薬


