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Code No. LDP-101     

Code No. LDP-101X5   

Code No. LDP-101X10  

保存温度 －２０℃ 

高効率ＰＣＲ酵素 

ＫＯＤ Ｄａｓｈ 

 
proof-reading活性（3'→5'エキソヌクレアーゼ活性）を有さないTaq DNA polymerase などのpolⅠ型ポリメラーゼに

proof reading活性を有するα型ポリメラーゼを微量混合することによって、Long PCRなどの性能が飛躍的に向上する

ことが分かっています。（Barnesらの方法 4)） 
本製品は、proof-reading活性を欠失させたKOD DNA polymeraseをベースに、微量のKOD DNA polymeraseが混合さ

れた混合型 PCR 用酵素です。この技術を用いることで、格段に PCR のパフォーマンスを向上させることができ、長

いターゲット遺伝子などの増幅効率も格段に向上させることが可能です。また、本製品は、KOD DNA polymeraseが

有するポリメラーゼの優れた伸長性を生かしつつ汎用的に様々なPCRに用いることが可能です。 
他の混合型PCR用DNA polymeraseが、Taq DNA polymeraseと超好熱始原菌由来のDNA polymeraseという至適条

件が全く違う２種の酵素系なのに対し、KOD Dash はKOD DNA polymeraseの単一酵素系で構成されることから、至

適条件、保存安定性、熱安定性が同一であり、安定した性能を発揮することができるという利点があります。 
 
・ 優れたDNA増幅効率： 微量の鋳型からも効率よくPCRができるため、一般的なPCRの他コロニーダイレクト

PCRやウィルス／細菌の検出などに適しています。 
・ 速いDNA合成速度： Taq DNA polymeraseの２倍、Pfu DNA polymeraseの約６倍の合成速度を持つため、PCR

の時間を短く設定することができます。 
・ 優れた伸長性： 本酵素はBarnesらの方法 4)をベースに作られた酵素であり、PCRにおける伸長性が向上してい

ます。 
 
 
１． 内容物 

KOD Dash は容量別に次の3種類をご用意しております｡ 

 
LDP-101 

(250U×1本) 
LDP-101X5 

 
LDP-101X10 

 
KOD Dash (2.5U/μl) 100μl×１本

10× Buffer 1200μl×1本

2mM dNTPs 1000μl×1本

(LDP-101)×5 (LDP-101)×10 

    （注）PCR反応時のMg2+最終濃度は1.2mMとなります。 
 
２． 安全上の注意 
本製品は､研究用試薬です｡診断・臨床用試薬として決して使用しないでください｡本製品の使用にあたっては､実験

室での一般の注意事項を厳守し､安全に留意してください｡ 
 

３． 性能･品質 
KOD Dash は､各ロットにおいて､human genome β-globin  8.5kb の増幅とλDNA 12kb の増幅を確認して、出

荷しております｡ 
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４． PCRプロトコール 
（１） PCR反応液の調製 

・凍結している試薬は完全に融解してからご使用ください｡ 
・反応液を調製する前に各試薬を十分混合してからご使用ください｡ 
組成 Volume Final Concentration 
10× PCR Buffer 5 μl 1× 
KOD Dash (2.5U/μl) 0.5 μl 1.25 U/reaction 

1-50 ng Plasmid 
1-50 ng cDNA テンプレート 

10-1000 ng Genomic DNA 
各プライマー (10μM) 1 μl 0.2μM each 
2mM dNTPs 5 μl 0.2mM 
Autoclaved,distilled water to 50 μl  

       全ての液を添加した後､反応液を十分混合してからサーマルサイクラーにセットしてください｡ 
 

（２） PCRサイクル条件 
ターゲットの長さによるサイクル条件例 

Target 
Segment 

～2kb 2kb ～ 4kb 4kb～ 
Number of 

Cycles 

1.Denaturation 
94℃ 

30sec. 
94℃ 

30sec. 
94℃ 

30sec. 

2.Annealing 
Tm-5℃ 
2sec. 

Tm-5℃ 
2sec. 

－ 

3.Extension 
74℃ 

30sec. 
74℃ 

1min/2kb PCR target
68～70℃ 

1min/2kb PCR target 

25～30 

 
 
５． 使用上の注意 

（１） 反応液50μlに対して1.25Uが標準です。それでも増幅し難い場合や、8kb以上のターゲットでは2.5Uを

お薦めします。 
（２） 4kb以上のターゲットではプライマーのTmは72℃以上に設計してください。 
（３） 8kb以上のターゲットはdNTPsを0.35mMにすることによりエキストラバンドが低減することがあります。 
（４） スメアーなバンドが見られる場合には酵素量を減らすことによって解消できる場合があります。 
（５） 伸長反応時間が必要時間以上に長くなると、スメアーなバンドが見られる場合があります。この場合、伸

長時間を短くしてご使用ください。 
（６） コロニーダイレクトPCRを行う場合は菌体の持込が多くならないように気をつけてください。菌体の持込

が多いときには、スメアーなバンドになる傾向があります。菌体は目視で見えない程度でも十分PCRができ

ます。 
（７） 鋳型量及びサイクル数は、プラスミド及びファージは2.5ng,25cycleで、human genome DNAの場合は、

100ng,30cycle を基準としてください。 
（８） 本酵素を用いて増幅したPCR産物のほとんどは3’末端にAが1塩基付加されており、T-vectorによるクロ

ーニング（TAクローニング）が可能です。 
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６． 実施例 
【KOD Dash を用いたコロニーダイレクトPCR】 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
弊社TAクローニングキットTArget CloneTMを用いて、pTA2 Vector に4.5kbのPCRプロダクトをクローニン

グした後、KOD Dash を用いたコロニーダイレクトPCRを行って、インサートの有無を確認しました。なお、

PCR Primerは、クローニングサイトを挟む位置にあるVector上に設計した Primerを用いました。 
 
    Ｍ   １    ２   ３   ４ 

      
 
 
 
 
 
 
 
 

1,3,4 にインサートが確認できました。 
なお、データは示していませんが、PCR産物を精製後、鋳型に用いた場合のシーケンス結果も良好でした。 

1サンプル分の反応組成 
滅菌水 23 μl
10× Buffer 3 μl
2mM dNTPs 3 μl
Forward Primer (10μM) 0.35 μl
Reverse Primer (10μM) 0.35 μl
KOD Dash 0.3 μl
 Total 30 μl
(注意) 

コロニーのピックアップにはクリスタルチップなどを用い、菌体を

PCR溶液に多く持ち込まないことが重要です。 

 
サイクル条件 
温度 時間 サイクル

94℃ 4 min 1 
94℃ 30 sec 
Tm～Tm-5℃ 5 sec 
72℃ 1kb/30 sec 

30 

(注意) 

コロニーダイレクトPCRなので、変性時間を長くしています。 

←4.5kb

M: 1kb Ladder Marker 
1～4: 各コロニー 
1% Agarose Gel 

従来までのインサート確認法

コロニーが出たプレート

コロニーからの液体培養(Overnight)
・培地の準備
・コロニーのPick up
・インキュベーション

Mini Prepによるプラスミド抽出(1.5hr..)
・集菌操作
・溶菌操作
・RNase処理
・除蛋白質操作

制限酵素による切断(0.5～1.5hr..)
・分注操作
・インキュベーション

電気泳動(1hr.)

コロニーダイレクトPCRによる
インサート確認

コロニーが出たプレート

PCR(1～1.5hr.)
・分注操作
・コロニーのPick up
・反応サイクルの実施

電気泳動(1hr.)

従来までのインサート確認法

コロニーが出たプレート

コロニーからの液体培養(Overnight)
・培地の準備
・コロニーのPick up
・インキュベーション

Mini Prepによるプラスミド抽出(1.5hr..)
・集菌操作
・溶菌操作
・RNase処理
・除蛋白質操作

制限酵素による切断(0.5～1.5hr..)
・分注操作
・インキュベーション

電気泳動(1hr.)

コロニーダイレクトPCRによる
インサート確認

コロニーが出たプレート

PCR(1～1.5hr.)
・分注操作
・コロニーのPick up
・反応サイクルの実施

電気泳動(1hr.)
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この他にも、当社のライフサイエンス事業部のウェブページ(http://www.toyobo.co.jp/bio/)で下記の実施例をご覧い

ただけます｡ 
・ Human cDNA を鋳型としたPCR 
・ λDNA を鋳型としたPCR 
・ Nested PCRによるHCVの検出 
・ λファージ粒子からの直接のPCR 
・ 凍結保存したPCR Master MixによるColony Direct-PCR 
・ PCR産物のTAクローニングへの応用 
・ 高GC含有ウサギプリオン遺伝子のRT-PCR 
・ GC含量の高い鋳型でのPCR 
・ RT-PCRとの組み合わせ 
・ Yeast Cell RNAを用いたRT-PCRとの組み合わせ 
・ λプラークからのPCR 
・ Endo-Arabinase geneの増幅効果 
・ Pseudomonas sp.染色体DNA上の16kb DNAの効率的増幅 
・ 皮膚糸状菌のミトコンドリアDNAの増幅 
・インサートチェックPCR 
・ PCRコーナー（UPLOAD Vol.82） 
・ 私にもできたVol.1『PCRを用いる遺伝子クローニング編』 
 
当社では本製品の実施例集を作成しています｡ご希望の際には､当社または代理店までご請求ください｡ 
 
 



取扱説明書                                                    

 

 

＜製品の内容・技術に関するお問合せ＞ 
東洋紡績（株）ライフサイエンス事業部 テクニカルライン 
TEL 06-6348-3888   FAX 06-6348-3833 

                                       開設時間 9:00~12:00, 13:00~17:00 (土､日､祝日を除く) 
E-mail: tech_osaka@toyobo.jp 
[URL] http://www.toyobo.co.jp/bio 

 

７． 関連商品 
 包装 Code.No. 
KOD Dash用 PCR Buffer 1ml LDP-1B 
dNTPs Mixture(2mM) 1 ml NTP-201 
<高効率TAクローニングキット> 
TArget CloneTM  

10回用 TAK-101 

<ReverTra Ace®を用いたcDNA合成キット> 
ReverTra Ace -α-® 

100回用 FSK-101 

<PCR産物の精製キット> 
MagExtractorＴＭ -PCR & Gel Clean up- 

200回用 NPK-601 

＜コロニーダイレクトPCRキット＞ 
InsertCheck -Ready- 

100回用 PIK-101 

＜Dye入りコロニーダイレクトPCRキット＞ 
InsertCheck -Ready- Blue 

100回用 PIK-201 

＜コロニーダイレクトPCRキット＞ 
InsertCheck -Ready- (Primer Free) 

100回用 PIK-151 

＜Dye入りコロニーダイレクトPCRキット＞ 
InsertCheck -Ready- Blue (Primer Free) 

100回用 PIK-251 
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【製造・販売元】 
 

 
                

 
－納期・注文に関するお問い合わせ－ 
 
ライフサイエンス事業部 （大阪） 
〒530-8230 大阪市北区堂島浜二丁目2番8号 
TEL 06-6348-3786 FAX 06-6348-3833 
E-mail : order_lifescience@toyobo.jp 
 
ライフサイエンス事業部 （東京） 
〒103-8530 東京都中央区日本橋小網町17番9号 
TEL 03-3660-4819 FAX 03-3660-4951 
E-mail : order_lifescience@toyobo.jp 
 


