
Protocol for construction of conditional targeting vector 
by using BAC recombineering

　本プロトコールでは、National cancer institute の Neal G. Copeland らにより開発された defective λ prophage
を使った Red system による BAC recombineering を使い、簡便に conditional targeting vector 作製を行う方法を
解説しています。Francis Stewart による Red/ET system はすでにフナコシから購入可能ですが、実際に使用し
たことがないので効率や使用上の感覚の比較はできません。
　二つの方法で大きく異なるのは、
	 Red/ET system : 組換えタンパク発現 plasmid を BAC ホスト菌株に導入し、recombineering を行う。
	 prophage system : BAC を、専用大腸菌株に移しかえて recombineering を行う。
と言う点です。

	 reference: 	 Nature Reviews Genetics. 2001. 2: 769-779 --- ET system, Red system を含めた総説

	 	 	 	 Genomics. 2001. 73: 56-65 --- defective prophage λ-Red system の最初の論文

	 	 	 　	 Genome Res. 2003. 13: 476-84 --- defective prophage λ-Red system を用いた conditional targeting vector 作製の論文

- ここに紹介する defective prophage λ-Red recombineering system は、Neal G. Copeland (NCI) から MTA 手続きの後 free で

入手可能です。system の詳細、分与に関する情報は、Recombineering website    http://recombineering.ncifcrf.gov/    を参

照してください。MTA では、Recombineering の使用は BAC の改変や targeting vector 他の作製に限定されているようで

す。大腸菌ゲノムの改変に使用する場合は別途手続きが必要です。

- Protocol 内の URL は web リンクを張ってますのでご利用ください。

- 15-16 ページに記載されている plasmid のうち、PL451 と PL452 を除く plasmid に関しては、大阪大学大学院医学系研究

科竹田先生から分与可能です（e-mail: takeda@mr-envi.med.osaka-u.ac.jp）。

- 本プロトコールに関する質問は、遊佐まで（e-mail: yusa@mr-envi.med.osaka-u.ac.jp ).

目次：
	 1	 Red system を使ってできること

	 2	 conditional targeting vector 作製の全体の流れ

	 3-4	 modification vector, retrieving vector 作製

� 4� 実験スケジュール例

	 5-9	 BAC clone の探し方（Ensembl と NCBI を使った方法）

	 10	 BAC clone 購入方法と購入後

	 11	 PROTOCOL: BAC DNA mini-preparation
	 12	 PROTOCOL: BAC DNA transfer
	 13	 PROTOCOL: BAC modification & retrieving
	 14	 PROTOCOL: Ara-Cre, Ara-Flpe -mediated neo deletion
	 15	 plasmid map
	 16	 BAC backbone map & loxZeo map

作製：遊佐宏介
version: 050507

http://recombineering.ncifcrf.gov/


defective prophage λ - Red recombination system

❶ BAC の modification 1  (homologous recombination)

❷ BAC の modification 2  (loxP, FRT 落とし )

❸ BAC 断片のプラスミドへの retrieve
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EL250, EL350 では、培養液中にアラビノースを添加することで、各々 Flpe, Cre を発現させることが
できる。targeting によって導入した FRT, loxP の間をこれらの菌株で、欠失させることができる。
＜注意＞ loxP 落としをする場合は、BAC backbone にもともと loxP サイト（赤三角）があるので、
Cre の発現に先立って Zeo カセットをターゲットさせて、loxP サイトを消しておくこと。deletion
効率は非常によい（~100%）。PCR にて欠失したことを確認する。

retrieve は、BAC のある領域をプラスミドに recombineering を用いて大腸菌内でサブクローニング
すること。homology arm として、50-500 bp の間が使用できる。50 bp arm の場合は、homology 
arm をつけたプライマーを用いてプラスミド (pBluescript など）を鋳型に PCR でフラグメントを作
製する。長い arm の時は、一度プラスミドを構築した後、制限酵素でリニアライズする。どちら
でもうまくいってます。目的に応じて、使い分けを。プラスミドなので、electroporation の後は
amp で選択してくる。retreive できる大きさは、プラスミドに入るサイズならできるはず。15kb く
らいは余裕。長い homology arm の方が効率は良いが、retrieve する配列に大きく影響されるよう
で、20~ 数 % の効率で幅がある。時には、全く retieve されないこともあるので、この場合は場所
を変えてみるとうまくいくこともある。

1 2 3 4

1

使用する大腸菌菌株
	 DY380: DH10B [λc/857(cro-bioA)<>tet]
	 　　ーーー homologous recombination と retrieve ができる

	 EL250: DH10B [λc/857(cro-bioA)<>araC-PBADflpe]
	 　　ーーー homologous recombination と retrieve に加え、アラビノースで Flpe 発現を誘導できる

	 EL350: DH10B [λc/857(cro-bioA)<>araC-PBADcre]
	 　　ーーー homologous recombination と retrieve に加え、アラビノースで Cre 発現を誘導できる

� ＊いづれの菌株も通常 32 °C で培養する。組換えタンパクは 42 °C, 13-15min で発現誘導する。

全ての作業に先立って、BAC を DH10B (general host) から DY380, EL250, EL350 に transfer しておく。
homologous recombination では、right arm と left arm に挟まれた領域を BAC に target できる。こ
の時の、arm は 300-500bp で十分。neo などの薬剤マーカーで選択することにより、ほぼ 100% の
効率で組換え体を取得できる。target させるフラグメントはプラスミド上に構築し、制限酵素処
理、切り出しによって作製する。また、homology arm を 50bp とし PCR primer に持たせておいて、
PCR によって targeting fragment を作ることも可能（この時は、DpnI 処理による template の除去
が必要）。ただし、PCR 時に入る変異の考慮を忘れずに。

本システムを使ってできること
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BAC recombineeringを利用した conditional targeting vector作製法
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<1> Conditional knock outを行う時に登場する allele
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41. BAC DNA transfer
(E. coli strain EL350)

neo
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2. loxP-neo targeting
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<2> 全体の流れ

　　ここには BACに加えるmodificationを図解しました。Genome Res.に解説された方法では、まず retrieveを行い、続
いてmodificationを加えていくという手順になっていますが、plasmid DNAへのmodificationは試したことがなく、うま
く行かないと言うことも聞いたことがあります。BACへmodificationを行い、最後に retrieveするのが無難な手順で、こ
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(1) Construction of loxP-neo targeting vector

(2) Construction of FRT-loxP-neo targeting vector

conditonal targeting vectorを作製するときには、
　　(1) loxP-neo cassette targeting vector
　　(2) FRT-loxP-neo cassette targeting vector
　　(3) retrieving vector
の３種類のプラスミドが必要となるので、予め作製しておく。

Note: targeting fragmentに短い homology arm (~50bp)をつけた PCR産物を使うこともできるが、PCR
時のmutationを考えると避けた方が無難だと思います。

neo

2

2

このステップに使用するプラスミド

32このステップに使用するプラスミド

32

neo

<3> modification vectorと retrieve vectorの作製

pL452
(2196 bp)

loxP loxPEM7 neoMt bGHpAPGKpro

KpnI ApaI SalI EcoRI BamHI NotI BstXISacII

pPE7neoW-F2LR
(4569 bp)

amp
loxP

FRT

FRT

PGK pro

pA

EM7 pro

neoWt

oligo: PGK4
oligo: PGK2

oligo: PGK1

oligo: POL1
oligo: POL2

SacI (657)

BstXI (665)
SacII (664)

NotI (670)
BamHI (689)

EcoRI (2315)
EcoRV (2323)
HindIII (2327)

ClaI (2334)
SalI (2342)

KpnI (2367)

1, loxPを挿入するところを決め、両側約 400bpを制限酵素サイト（全て異なる酵素を使用）を付
けたプライマーにて増幅する。templateは B6 tail DNAや BAC DNAを。

2, PCR断片、pL452、pBluescriptを制限酵素処理。
3, 4分子いっぺんにライゲーション。
4, PCR増幅した arm部分を sequence。database (B6 genome)の配列と比較し確認。
5, armの両端の酵素で neo fragmentを切り出す。QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)を使い精製を
行えば、最後の elutionで 1mM Hepes, 30-50ulを使い、そのまま electroporationに持っていける
ので便利。他のメーカーのカラムは試したことがない。ビーズ方式 (e.g. QIAEXII Gel Extraction 
Kit)  はどうしても塩が混入してしまい、electroporationの時火花が出るので注意。この場合は、
エタ沈による脱塩が必須。electroporationに 300-1000ngを使えば、充分当たりクローンを拾う
ことができる。

1, もう一つの loxPを挿入するところを決め、両側約 400bpを制限酵素サイト（全て異なる酵素 )
を使用）を付けたプライマーにて増幅する。templateは B6 tail DNAや BAC DNAを。
　　　【注意】loxPの向きを最初に挿入した向きに合わすこと。必須！
　　　【注意】neoの向きを遺伝子の読み枠と逆に走らせるのが無難。
2, PCR断片、pPE7neoW-F2L(F or R)、pBluescriptを制限酵素処理。
3, 4分子いっぺんにライゲーション。
4, PCR増幅した arm部分を sequence。database (B6 genome)の配列と比較し確認。
5, armの両端の酵素で neo fragmentを切り出す。(1)参照のこと。

- 3 -



(3) Construction of retrieveing vector

このステップに使用するプラスミド

1

Cam

32 4
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Cam

32 4
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neo

a b b c

pMCS-DTA
(4524 bp)

DT

amp oligo: M13F-97

oligo: DTA-L2

SacI (652)
PmeI (658)
AscI (666)
KpnI (674)
PacI (680)
XbaI (699)
SpeI (705)
SmaI (717)
HindIII (741)
ClaI (747)
SalI (756)
XhoI (762)

a

b

b

c

retrieveできたそのものが、ESへの targeting 
vectorとなる。ESに導入する前に linearizeで
きるよう 8-base cutterを残しておくこと。

1, targeting vectorの両端を決め、両側約 400bpを制限酵素サイトを付けたプライマーにて増幅する。
2, PCR断片、pMCS-DTAを制限酵素処理。
3, 3分子いっぺんにライゲーション。
4, PCR増幅した arm部分を sequence。database (B6 genome)の配列と比較し確認。
5, bの制限酵素で linearizeし、ゲル精製を行う。このとき、切り残りがあると amp resistant の

backgroundとなるので、完全消化と、切り出し時の切れ残りのコンタミに気をつける。retreiveは
targetingと違い効率が良くて 10%程度（悪いと数%)で、約 1ugの DNAを electroporationに使用す
る。

day 1

day 2

day 3

day 4

day 5

day 6

day 7

day 8

day 9

day 10

day 11

day 12

day 13

day 14

EL350 culture DH10B (BAC) culture

mini-prepelectroporation

stock, PCR check, electroporation <lox-neo>

stock, PCR check, electroporation <zeo>

stock, PCR check, arabinose culture  <neo deletion>

plate (cam)

plate (cam)

plate (kan)

plate (kan)

plate (zeo)

culture (cam)

stock, PCR check, electroporation <FRT-lox-neo>

culture (cam)

stock, PCR check, electroporation <retrieve>

colony PCR screening

mini-prep, restriction analysis
retransformation into DH5α, JM109 etc.

culture (cam)

plate (amp)

culture (amp)

culture (cam)

culture (cam)

** BAC transferで BACの再編成が起こることは滅多にないので、3, 4個を 5ml 
cultureし、翌日ストックするとともに PCRで欠失がないことを確認しておく。チ
ェックが終わったら、余った培養液で 50ml cultureをし、最初の electroporationを
行う。

* DH10B (BAC)は 37 °C clutureだが、32 °Cでも充分増える。
EL350は 32 °Cを超えると組換えタンパクが発現しだし、余計
な組換えを誘導してしまう恐れがあるので、温度管理は厳密
に。

*** targeting効率は非常に良いので、8個を 5ml cultureし、翌日ストックするとと
もに PCRで homologous recombinationを確認する。両方のアームで確認すること。
チェックが終わったら、余った培養液で 50ml cultureをし、次の操作を行う。

****retrieve効率はあまりよくないので、colony PCRでスクリーニングする。まず
は 48個ほどスクリーニングする。自動ミニプレップを使うなら、ミニプレップ後
の電気泳動でも良いかも。当たりクローンが出たら、1.5ml culture (この時の大腸
菌はまだ EL350なので、32 °Cでの培養です！）し、ミニプレップ、制限酵素パタ
ーンを確認して完成とする。最後に、DH5αなどラボで通常使用の大腸菌に移して
（ここからは、37 °C）ラージプレップする。

<4> かなり急いだ場合の実験スケジュール
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BAC clone の探し方 - Ensemblを利用した方法 -

① Blm (Bloom's sydrome gene) を検索。正しい遺伝子名
を入力しないと検索されない時がある。このときは、
Mouse Genome Infromaticsで正しい遺伝子名を調べる
と良い。

② 検索結果。ENSMUS...をクリック。

③ 遺伝子の詳細情報ページが表示される。

④ View gene in genomic locationの位置情報を
クリック。

　Ensemblを利用すると、ブラウザー上に遺伝子構造、位置情報、BACのマップ等の情報を一度に表示でき、グ
ラフィック的にもわかりやすい。配列のダウンロードも簡単。やや表示に時間がかかります。

　　Ensembl Mouse Gnome Server 　http://www.ensembl.org/Mus_musculus/
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  T
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P6

BAC end
sequence

BAC end
sequence

BAC, ~200kb

　backbone (10kb) に T7, SP6 promoter, Camr, ori, loxP, lox511 他を、イン
サートとしてマウスのゲノムフラグメント約 200kb を保持している。
大腸菌内では、1 molecule/cell で維持されている。ホスト菌株として
DH10B が使用されている。
　backbone にも様々なベクタ－があるので詳細な情報は、下記 HP 参
照のこと    http://bacpac.chori.org/vectorsdet.htm    

　mouse BAC library に関しては、RP23 と RP24 シリーズ ( いづれも
C57BL/6J) の BAC end sequence project が大分進み、genome sequence
上に貼付けられている。よって実験無しで web 上で簡単に検索するこ
とができる。発注も web 上で OK。web 上で検索できる 129 ライブラリ
ーは、129S7/SvEvBrd-Hprtb-m2 ライブラリー（AB2.2 ES より作製）が
Ensembl で検索ができ Sanger institute から利用可能。その他にも BAC 
library はあるが、end sequence されてないので、PCR などによるスク
リーニングを要する。CalTech の 129S1/Sv-+p+Tyr-cKitlSl-J/+ ライブラリー 
(CitbCJ7, CJ7 ES より作製 ) は Invitrogen からスクリーニングキットが購
入可能。

Ensembl か NCBI を利用して、求める BAC clone を探す。NCBI の Clone 
Finder を使うのが最も簡単。

BAC, bacterial artificial chromosome　<clone の探し方、入手法＞

Mouse Genome Informatics   
	 http://www.informatics.jax.org/
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Contig view
BAC endが見えやすいように Zoomを
調整して幅 500kbくらいにする

DNAより上部分は転写の向きが右方向
の遺伝子について表示されている。

DNAより下部分は転写の向きが左方向
の遺伝子について表示されている。

129S7/AB2.2の BAC libraly

C57Bl/6Jの BAC libraly

Acc clonesは、BAC insertの
sequencingが完了またはほぼ
完了し、accession numberを持
っている Cloneが表示されてい
る。

選んだクローンについて、更に詳細な情報を得るため、BAC number
をひかえて、NCBIの clone registroyに行く。

⑤ Contig Viewが表示される。

⑥ FeaturesやDAS sourcesから表示させたい
項目にチェックを入れ、popup menuを閉じ
る。(BAC情報はDAS sources > BAC endsにチ
ェック。)

BAC endsで表示されるBACはRP23やRP24と
言ったC57Bl/6Jのライブラリーである。
129S7/AB2.2 clonesからはSanger instituteから
利用可能な129のBAC endsが表示される。
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BAC clone の探し方 - NCBIを利用した方法 -

NCBIのwebでは、テキストサーチにより簡単にBACを探すことができる。またそのBACの完全sequenceのダウン
ロードが簡単に行える。

　　NCBI Mouse Genome Resources 　http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/mouse/

Clone Finder: 遺伝子名ある
いはゲノムポジションから該
当するBACを探してくれる。

Clone Registry: 各BACの詳
細情報を検索することができ
る。

遺伝子名を入力し、search 開
始。

CloneFinder 　http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/clone/clonefinder/CloneFinder.html
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Clone Finder の検索結果

水色の縦線で挟まれた間が検索に使用された
regionである。

実線は BAC sequenceが完全に終了したもの（あ
るいは accessioned clone）で、点線は BAC end
の seuquence dataをもとにマウスゲノムにアラ
イメントされているものである。よって、実線
の BACを選ぶのが一番良い。

両端の矢頭にはそれぞれ意味がある。
> : unique, hit in the gneome
> : multiple hits
> : doesn't hit genome, and is repetitive
> : doesn't hit genome, and isn't repetitive
> : hasn't been sequenced
- : end on another chromosome

詳細は、legend参照。

下には、それぞれの BAC clone numberが表示
されていて、Clone Registryの BAC 詳細情報へ
リンクが張られている。

完全、あるいはほぼ sequenceを終了したもの
については、accession numberがついており、
sequenceがダウンロードできる。

Clone Registry      http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/clone/index.html

Clone Registry では、BAC clone numberから
その詳細情報を得ることができる。
Ensemblから cloneを検索した時は、ここか
ら更に情報を得る。

clone numberを入力して、go。
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Accessioned:  clone with sequence submitted to the 
public sequence databases. (UCSC Genome 
Infomatics Terminologyより )
よって、BAC insertの sequencingがかけられた clone。

Free: Accessioned cloneに対して、insert 
sequencingがなされていない clone。end 
sequenceの情報をもとに genomic sequence
に貼付けられている

CurrStateが Freeでも BAC end sequenceがき
ちんとわかれば、genome sequenceから間
を埋めることで、便宜的に完全な BACの配
列を作ることは可能。ただし、個々の clone
の deletion, insertionなどが予測不能なので
注意が必要。

finished: BAC insert sequenceが完了している。未
完の場合、unfinishedと出る。この場合、Nがある。
ただし、Genome databaseから sequenceをダウ
ンロードすることでNを埋められる可能性はある。

RP23と RP24シリーズの BAC cloneの注文は、
BACPACより購入する。web上での発注で、約 1
週間で到着する。

BAC end sequenceがリンクされている。

FingerPrint Infromation : Yesの時は、HindIII 
digestion patternの gel imageが入手可能。ただし、
少し面倒。

Clone Registry の検索結果 -例 1

Clone Registry の検索結果 -例 2
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BACを発注する前に。。。
Emsembl等の情報から BACを選んでも、これが 100%正しいかどうかはわからない。送付されて来る紙にもよく間違いがある
ので、、、といういいわけが書いてある。一つの遺伝子に対して二つは注文することをすすめる。受け取ったらまずグリセロー
ルストックを作って、PCRで目的遺伝子が乗っていることを確認する（必須！！）。

BACの発注
BAC cloneが決まれば、RP23と RP24シリーズの場合は BACPAC ( http://bacpac.chori.org/ )のweb上で発注する。129S7 BAC clone
は、Sanger instituteへ分与依頼を行う。詳細は   http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/teams/team38/CloneRequest/CloneRequest

BACの配送方法
BACを持った大腸菌は、BACPACに発注した場合 FeDexにてスラントの状態で送られてくる。Invitogenからはグリセロールス
トックで来る。Sangerからは不明。いずれにせよ、到着したらすぐに起こせるように、LB+Cam(final. 12.5ug/ml、濃度注意。通
常より薄め )プレートを作っておくこと。

BAC取り扱い心得。。。
BACの取り扱いには、少々注意が必要です。以下の三点は守った方が良い。

　　- BAC DNAは大腸菌内で保存。つまり、大腸菌のグリセロールストック保存が基本。
　　- プラスミドのように DNAにして保存し、それを再形質転換するのは厳禁。PCRの鋳型くらいならOK。
　　- BACを持った大腸菌をクローン化する時には、必ず PCR診断を行う。欠失クローンを拾うのを防ぐ。

o
ri

   
Ca

m
r

loxP

  T
7

 S
P6

BAC end
sequence

BAC end
sequence

目的遺伝子

診断❶ T7

診断❷遺伝子上

診断❸ SP6

BAC診断
① PCR

各 BACに対し左の 3箇所に PCRプライマーを各々設定する。サイズは 300-600 bp
でよい。positiceならOKという方法で診断を行う。どんな BACも BAC end-
sequenceはあるからその配列内に PCRをセットする。しかし、リピート配列とマ
ッチしている場合には、ゲノムデータベースから内側の配列を抽出してリピート
のないところに PCRを設定する。遺伝子上の PCRは、後で neoに置き換えるとこ
ろには作らないように。

② Finger print
FingerPrintInformationが "Yes"の時は、HindIII digest gel imageがダウンロードでき
る。ただし、専用アプリケーションをダウンロードして使用するので少々面倒。
またラダーパターンがMupidの泳動程度ではみえにくい。ただし、欠失を調べる
には有効な方法。

BAC受け取り

LB + Cam (12.5 ug/ml)プレートに
画線培養（singleになるように）

37 °C, overnight *

5ml LB + Cam (12.5 ug/ml)培養 **

37 °C, overnight

グリセロールストック作製 ミニプレップにて DNA精製
PCR診断（培養液を 20-50倍に水
で希釈し、5ulを total 25ul PCRにて）　

BACを受け取った後の作業

経験から言うとは、ほとんど欠失を見たことはありませんが、油断禁物。

* ここでの菌体は DH10Bなので、
37 °Cで培養できる。

** 複数クローンストックすること。

- 10 -

http://bacpac.chori.org/
http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/teams/team38/CloneRequest/CloneRequest


BAC DNA mini-preparation

LB+Cam(12.5ug/ml), 5ml culture in 50ml tube
	 overnight at 37 °C (DH10B) or 32 °C (DY380, EL250, EL350)

suspend in 300ul Buffer P1 (Qiagen)

add in 300ul Buffer P2 (Qiagen)

add in 300ul Buffer P3 (Qiagen)

add 900ul isopropanol, place for 5min.

resuspend in 30ul sdH2O with gentle tapping (Don't voltex)

5000 rpm, 5min

15000 rpm, 10min
transfer sup. 900ul to a new 2ml tube

1000ul 80% EtOH

air dry for 5min

15000 rpm, 5min

15000 rpm, 5min

transfer to 2ml tube

mix by inversion
place for a few min.

- LB media 
- Chloramphenical (Cam) stock: 12.5 mg/ml in 100% EtOH, stored at -20 °C
- Buffers from Qiagen large-prep kit (Maxi etc.) (Buffer P1 containing RNase)

- 11 -



BAC DNA transfer

E. coli strain(DY380, EL250, EL350), 5ml LB culture in 50ml tube

inoculate 2.5 ml o/n culture into 50ml LB in 500ml flask

measure OD (should be 0.5 ± 0.1)

resuspend in 1ml chilled 1mM Hepes by pipetting
transfer chilled 1.5ml tube

resuspend in 1ml chilled 1mM Hepes by pipetting

aliquote 10ml into chilled 50ml tube

suspend with 1mM Hepes in total volume 50ul containing 10ul of BAC DNA solution

transfer exactly 50ul to a chilled electroporation cuvette
ELECTROPORATION (1.75kV, 200Ω, 25µF)
IMMIDIATELY add 1ml SOC into the cuvette

transfer 15ml tube, incubate for 1hr at 32 °C

resuspend in 100ul SOC, plate onto LB+Cam (12.5 ug/ml) plate
incubate overnight at 32 °C 

Culture 3~4 colonies in 5ml LB+Cam (12.5 ug/ml), store as glycerol stock, and perform PCR check

chill frask in crashed ice box for 10min. with aggitation  

overnight at 32 °C

1hr at 32 °C

- LB media	 	 	 - 32 °C incubator		 	 - electroporation cuvette
- LB plate with Cam(12.5 ug/ml)	 - autoclaved 500ml frask	 	 - electroporation apparatus
- SOC midia	 	 	 - 1M Hepes (Gibco 15630-080)	 	 	 	 	

* To keep cold, all prastic material (pipet tips, tubes)should be pre-chilled at 4 °C

5000 rpm, 5min at 0 °C

10000 rpm, 1min at 0 °C

10000 rpm, 1min

repeat 3 times (total 4 times wash)
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BAC DNA modification & retrieving

E. coli strain(DY380, EL250, EL350) carrying BAC, 5ml LB+Cam(12.5 ug/ml) culture in 50ml tube

inoculate 2.5ml o/n culture into 50ml LB+Cam in 500ml flask

measure OD (should be 0.5 ± 0.1)

resuspend in 1ml chilled 1mM Hepes by pipetting
transfer chilled 1.5ml tube

resuspend in 1ml chilled 1mM Hepes by pipetting

transfer 10ml into chilled 50ml tube

suspend with 1mM Hepes in total volume 50ul, containing 1ug of targeting or retrieving fragment

transfer exactly 50ul to a chilled electroporation cuvette
ELECTROPORATION (1.75kV, 200Ω, 25µF)
IMMIDIATELY add 1ml SOC into the cuvette

transfer 15ml tube, incubate for 1hr at 32 °C

plate 10ul, 100ul or 900ul onto LB+appropriate antibiotics plate (50 ug/ml Kam, 25 ug/ml Zeo)
incubate overnight at 32 °C 

<targeting> Culture 8 colonies in 5ml LB+Cam(12.5 ug/ml), store as glycerol stock and perform PCR check
<retrieving> Perform colony PCR screen, and then culture positive clones in 1.5ml LB+Amp

aliquote 10ml into pre-warmed(42 °C) 100ml frask 

chill 100ml frask in crashed ice for 10min. with aggitation  

overnight at 32 °C

1hr at 32 °C

incubate at 42 °C for 13min.  with aggitation

- LB media	 	 	 - 32 °C incubator		 	 - electroporation cuvette
- LB plate with antibiotics	 	 - 42 °C water bath	 	 - electroporation apparatus
- SOC media	 	 	 - autoclaved 100 and 500 ml flask	 - 1M Hepes (Gibco 15630-080)	

* To keep cold, all prastic material (pipet tips, tubes)should be pre-chilled at 4 °C

5000 rpm, 5min at 0 °C

10000 rpm, 1min at 0 °C
repeat 3 times (total 4 times wash)

- 13 -



Ara-Cre (Ara-Flp)-mediated neo deletion

- LB media 
- Chloramphenical (Cam) stock: 12.5mg/ml in 100% EtOH, stored at -20 °C
- 10% L-arabinose (in water) (L-(+)-arabinose, SIGMA, A3256), stored at -20 °C
- LB+Cam plate

E. coli strain(EL250, EL350) carrying BAC, 5ml LB+Cam(12.5ug/ml) culture in 50ml tube

inoculate 1ml o/n culture into 20ml LB+Cam in 100ml flask

add 0.2ml 10% arabinose

overnight at 32 °C

1hr at 32 °C

dilute 10-4 and 10-5 with SOC and plate 50 ul onto LB+Cam plate

1hr at 32 °C

check neo-deletion by colony PCR and inoculate correct clones in 5ml LB+Cam(12.5 ug/ml) 

overnight at 32 °C

re-check deletion by PCR (and also perform BAC check) and store as glycerol stock

overnight at 32 °C

- 14 -



PL451
(4832 bp)

neoM

amp

FRT

EM7 pro

bGHpA

PGK pro

FRTloxP

oligo: PGKpro-L1

KpnI (654)
XhoI (665)
SalI (671)
ClaI (681)
HindIII (686)
EcoRV (694)
EcoRI (698)

Mutant(T)

BamHI (2590)NotI (2609)SacII (2621)

pPE7neoW-F2LR
(4569 bp)

amp
loxP

FRT

FRT

PGK pro

pA

EM7 pro

neoWt

oligo: POL1
oligo: POL2

oligo: PGKpro-L1

SacI (657)

BstXI (665)
SacII (664)

NotI (670)
BamHI (689)

EcoRI (2315)
EcoRV (2323)
HindIII (2327)

ClaI (2334)
SalI (2342)

KpnI (2367)

pMCS
(2984 bp)

amp oligo: M13F-97

oligo: M13R-84

SacI (652)
PmeI (658)
AscI (666)
PacI (680)
XbaI (699)
SpeI (705)
BamHI (711)
SmaI (717)
PstI (723)
EcoRI (729)
EcoRV (735)
HindIII (741)
ClaI (747)
AccI (756)
SalI (756)
XhoI (762)
ApaI (771)

pMCS-DTA
(4524 bp)

DT-A

amp oligo: M13F-97

oligo: DTA-L2

SacI (652)
PmeI (658)
AscI (666)
KpnI (674)
PacI (680)
XbaI (699)
SpeI (705)
SmaI (717)
HindIII (741)
ClaI (747)
SalI (756)
XhoI (762)

pPE7neoW-F2LF
(4578 bp)

amp loxP

FRT

FRT

PGK pro

pA

EM7 pro

neoWt

oligo: POL1
oligo: POL2

oligo: PGKpro-L1

SacI (657)

BstXI (665)
SacII (664)

NotI (670)
BamHI (689)

EcoRI (2324)
EcoRV (2332)
HindIII (2336)

ClaI (2343)
SalI (2351)

XhoI (2357)
KpnI (2376)

PL452
(4823 bp)

neoM
amp

EM7 pro

PGK pro

bGHpA

loxP

loxP

oligo: PGKpro-L1

KpnI (2652)ApaI (2658)SalI (2669)EcoRI (2691)

Mutant(T)

BamHI (4580) NotI (4599) BstXI (4612)SacII (4611)

Conditional allele 作製用のFRT-loxP-neoカセット

retrieve 用プラスミド (control vector) retrieve 用プラスミド (targeting vector)

Conditional allele 作製用のFRT-loxP-neoカセット
(by  N. Copeland)

loxP site 挿入用のloxP-neoカセット(by  N. Copeland)
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pBACe3.6
(11612 bp)

sacBII

parB

arm

arm

CamR

ampR

lacZ'
repE

parA

loxP

lox511

oligo: Zeo-2324L

oligo: Zeo-23U

SacII (3)
EcoRI (8)
SacI (14)
MluI (20)
PmeI (43)

EcoRI (2726)
SacI (2732)
MluI (2787)
SacI (2793)
EcoRI (2799)
SacII (2804)
BamHI (2808)
NotI (2846)

NheI (4577)

HpaI (4924)

ApaI (5583)

SnaBI (6922)

BsrGI (8771)

XhoI (9538)

AscI (11279)
PacI (11450)
AscI (11468)
NotI (11580)

BamHI (11611)

pTARBAC1
(13463 bp)

His3

parB

armarm

sacBII

CamR

ampR

lacZ'
repE

parA

loxP

lox511

oligo: Zeo-2324L oligo: Zeo-24U

EcoRI (8)
PstI (79)
HindIII (91)
ApaLI (764)

ApaLI (2010)

ApaLI (2507)

EcoRI (2726)
AvaI (2742)
SmaI (2742)
EcoRI (2799)
BamHI (2808)
PstI (3086)

ClaI (3626)

HindIII (3818)

ClaI (4028)

HindIII (4267)

ApaLI (5162)

HindIII (5794)

HindIII (5984)PstI (6172)HindIII (6628)ClaI (6634)NcoI (7215)

AvaI (8285)

PstI (8840)

PstI (10381)

AvaI (10911)
SmaI (10911)

AvaI (11389)

NcoI (12864)
HindIII (13139)

PstI (13151)
ClaI (13311)

BamHI (13462)

p23loxZeo
(4870 bp)

Zeo

amp

oligo: Zeo-AS
oligo: Zeo-S

NotI (667)

EcoRI (705)

SphI (1384)

NotI (2061)
EcoRI (2609)

EcoRI (2615)

p24loxZeo
(4853 bp)

amp

Zeo

oligo: Zeo-AS

oligo: Zeo-S

NotI (668)

EcoRI (694)

NotI (1240)

SphI (1919)

EcoRI (2598)

RP23 BAC のbackbone vector RP24 BAC のbackbone vector
pBACe3.6の EcoRI(8)-EcoRI(2799)の間に、マウ
ス C57BL/6J♀の腎臓または脳の DNAを EcoRI
消化した断片がクローニングされている。

pTARBAC1の BamHI(13462)-BamHI(2808)の間に、
マウス C57BL/6J♂の腎臓または脳の DNAを
MboI消化した断片がクローニングされている。

RP23 BAC のloxP siteをZeoに置換するベクター RP24 BAC のloxP siteをZeoに置換するベクター

EcoRI 消化により 1.9kbの fragmentをゲル精製し、
targetingに使用する。

EcoRI 消化により 1.9kbの fragmentをゲル精製し、
targetingに使用する。

pBACe3.6-loxZeo
(11881 bp)

sacBII

parB

CamR

ampR

lacZ'
repE

parA

lox511

oligo: Zeo-2324L

oligo: Zeo-23U

Zeo

oligo: Zeo-AS

oligo: Zeo-S

pTARBAC1-loxZeo
(13732 bp)

His3

parB

sacBII

CamR

ampR

lacZ'
repE

parA

lox511

oligo: Zeo-2324L
oligo: Zeo-24U

Zeo

oligo: Zeo-AS

oligo: Zeo-S

loxZeo exchange of pBACe3.6 backbone

PCR amplicon size
     upper arm (red): Zeo-23U x Zeo-AS
     	 	       amplicon, 1059 bp
     lower arm (blue): Zeo-S x Zeo2324L 
	 	         amplicon, 1215 bp

loxZeo exchange of pTARBAC1 backbone

PCR amplicon size
     upper arm (red): Zeo-24U x Zeo-AS
     	 	       amplicon, 879 bp
     lower arm (blue): Zeo-S x Zeo2324L 
     	 	         amplicon,  1215 bp- 16 -



Primer Sequence List

Primer name Sequence

POL1 GAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTAC

POL2 CGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAG

PGKpro-L1 GTTGGCGCCTACCGGTGGATGTGGAATGTG

M13F-97 TCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTAC

M13R-84 ACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTAC

DTA-L2 CGCCGCCCCGACTGCATCTGCGTGTTC

Zeo-23U CGGCAAATGGTACTTGTTCACTGATTCACG

Zeo-2324L AGGAATTACTTAAGCAGCAGGCATCTAACC

Zeo-24U TCCACGTTGATTGTCTGCGAGGCAAGAATG

Zeo-S GGACGACGTGACCCTGTTCATCAGCGCGGT

Zeo-AS ACCGCGCTGATGAACAGGGTCACGTCGTCC
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