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リアルタイムPCRは，核酸の増幅量をリアルタイムにモニターし解析する方法とし

てmRNA発現解析，SNP解析，感染症診断など様々な目的で広く利用されるように

なっています．本製品特集では，リアルタイムPCR装置の簡単な原理やその有用性

について概論で解説すると共に，協賛企業記事では，関連装置・試薬の新しいアプ

リケーション例，実験のコツやトラブルシューティング等をご紹介します．

製品特集

◆協賛企業◆

◆協賛企業記事◆

2006年9-10月号
掲載記事



620 www.yodosha.co.jp/btjournal/

ご購読のお申し込みは書店，小社営業部（電話，FAX，ホームページ（www.yodosha.co.jp/btjournal/）まで！ 

年間購読なら   10％off＋送料サービス*
 

研究の現場で活 用できる先 端 技 術と実 用 化 の情 報 誌  

＊小社に直接お申し込みか，羊土社書籍常時取扱店にお申し込みの場合に限らせていただきます （海外年間購読料は送料実費をいただきます．詳細は営業部まで） 

1年間 6冊：14,175円（税込）   　　　2年間 12冊 ：28,350円（税込）　　 

 

 

サイエンス・トピックス／バイオニュース／BT

ジャーナルインタビュー／テクノ・トレンド／分子

標的薬開発への挑戦／テクノロジーレポート／最新

蛍光イメージング活用術／特許戦略で失敗しないた

めのバイオ研究実践ガイド 

■ 隔月刊　　　 　■ 奇数月1日発行　　 　　■ A4変型判　 
■ 定価（本体2,500円＋税） 

◆ 先端技術の動向を一望 

◆ すぐに役立つ製品情報や 
　 実験のコツが満載 

◆ バイオ産業・行政の動向も紹介 

 

2006年5-6月号（Vol.6 No.3） 

 ●知って役立つ糖鎖解析 

2006年1-2月号（Vol.6 No.1） 

 ●これで上手くいく！ RNAi実験のTips

2006年9-10月号（Vol.6 No.5） 

 ●研究・診断・治療・ヘルスケアに展開するDDS 
●リアルタイムPCR装置の最新アプリケーション 

2006年11-12月号（Vol.6 No.6）（2006年10月20日発行予定） 

●ヒト細胞材料最新活用法（仮） 
●バイオ研究に役立つ最新顕微鏡とイメージングツールの活用法（仮） 
 

2006年7-8月号（Vol.6 No.4） 

●タンパク質機能解析に役立つデータベースとウェブツール 
●Biacoreによる分子間相互作用解析のさらなる挑戦 

2006年3-4月号（Vol.6 No.2） 

●プロテオーム研究を成功させる試料調製と解析法 
●発光イメージングの突破力 

 2006年特集一覧 

その他充実の連載 

 

年間定期購読のご案内 年間定期購読のご案内 

送料弊社負担 

隔月刊 



2006 9-10 バイオテクノロジージャーナル 621

製
品
特
集
・
リ
ア
ル
タ
イ
ムP

C
R

装
置
の
最
新
ア
プ
リ
ケ
ー
シ
ョ
ン

製
品
特
集
・
リ
ア
ル
タ
イ
ムP

C
R

装
置
の
最
新
ア
プ
リ
ケ
ー
シ
ョ
ン

製品特集 リアルタイムPCR装置の最新アプリケーション

遺伝子の発現とは，ゲノムDNAから転

写され，翻訳過程を経て機能をもったタ

ンパク質（酵素，転写因子など）となる

ことである．この遺伝子発現過程では転

写レベルでの調節がよく研究されてい

て，多くの場合遺伝子発現の律速段階と

考えられている．最近では，タンパク質

の機能に翻訳後修飾が重要な役割を果し

ていることも明らかになりつつあるが，

特定のタンパク質の生理活性などを定量

できない場合，何と言っても遺伝子の発

現量を予測するにはmRNA量を測定する

方法が感度も良く，簡単である．mRNA

は，細胞や組織から抽出され，粗面小胞

体上のリボソームと結合したmRNAを用

いて測定する．mRNAには安定なものと

不安定なものがあり，必ずしも遺伝子の

発現量を反映していないこともあるが，

多くの場合遺伝子の発現量に一致する．

これまでは，ノーザンブロットがよく

用いられていたが，数十μｇもの全RNA

が必要で微量サンプルでの実験が難しか

った．PCRの普及により，mRNAを逆転

写（Reverse Transcriptase reaction）して

PCRを行うRT–PCRが全盛となったが，

RT–PCRでmRNA量を正確に測定するこ

とはなかなか難しかった．なぜなら，ノ

ーザンブロットがmRNAそのものを測定

しているのに対し，RT–PCRは数十サイ

クルの増幅過程後の反応産物を測定して

いる点にある．この増幅過程の効率がサ

ンプルごとに違っていると，数十サイク

ル後には大きな差を生じてしまい正確な

測定ができない．また，全く異なる

mRNA量でも30サイクル後の反応産物は

同じになってしまうこともよく経験す

る．そのため，25サイクル後から2サイ

クルごとにPCRを止めて，一部反応産物

を取り出し，増幅過程を観察しながら測

定したりしていた．

このような苦労を一挙に解決してくれ

たのがリアルタイムPCRである．その名

のごとくPCRの増幅過程がリアルタイム

でモニターに写し出されるため，増幅効

率の違いも早く頭打ちになった反応も一

目瞭然である．このように画期的な方法

であるが条件が決まるまでに色々と苦労

する．しかし，一度条件が決まると安定

した測定が可能となり，細菌・ウイルス

感染のような臨床診断には有効な方法か

と思われる（636頁参照）．

リアルタイムPCRでは，遺伝子が増幅

されている様子がリアルタイムでモニタ

ーに表示される．この装置は，PCRの３

ステップ（熱変性，アニーリング，伸長

反応）のうち，各アニーリング過程，あ

るいは伸長反応の最後で蛍光発光を検出

し表示する．

検出方法には２種類あり，A：インタ

ーカレーション法と，B：ハイブリダイ

ゼーション法がある．インターカレーシ

ョン法では，SYBR®Greenなどの蛍光物

質が伸長反応の終わったPCR産物の２本

鎖DNAに入り込み発光する（図1-A）．

この方法は，最も一般的で手軽にできる

が，PCR産物が目的遺伝子以外の反応産

物を合成してしまう場合には，目的とす

るRNAの定量はできない．その時は，特

異性の高いハイブリダイゼーションプロ

ーブを用いる．ハイブリダイゼーション

法には，①TaqMan®プローブ法と，②

FRETプローブ法とがあり，ほとんどの

装置は設定を変えるだけでどちらのプロ

ーブも利用できる．まず，TaqMan®プロ

ーブは，目的mRNAに特異的なオリゴヌ

クレオチドの５́ 末端が蛍光物質で，３́

末端がクエンチャー（蛍光を消光させる

物質）で修飾されている．これを反応系

に 加 え る と ， ア ニ ー リ ン グ 過 程 で

TaqMan®プローブは，目的とするPCR産

物にハイブリダイズするが，蛍光はクエ

ンチャーにより抑制されている．伸長反

応で，Taq DNAポリメラーゼのもつ５́

３́ エキソヌクレアーゼ活性により，

ハイブリダイズしているTaqMan®プロー

ブが分解され，クエンチャーによる抑制

リアルタイムPCRの
簡単な原理

リアルタイムPCRの
これまでの発展の歴史

＜概論＞

リアルタイムPCR装置の活用法
谷口武利，森澤啓子

リアルタイムPCRは，PCRによる核酸の増幅量をリアルタイムにモニターし解析する方法であり，遺伝子発現

の定量，感染症診断，遺伝子多型（SNP）解析などさまざまな目的で利用されている．ここでは，その原理と応

用を紹介し，起きやすい問題点とその解決策を紹介する．特に，条件が定まらず苦労している方には，便利なサ

イトをご覧いただきたい．



が解除され蛍光を発する（図1-B-①）．

一方，FRET（蛍光共鳴エネルギー転移）

プローブは，目的mRNAに特異的な２本

のオリゴヌクレオチドのうち，一方の３

末́端に蛍光物質Xが，他方の５́ 末端に

蛍光物質Yが修飾されている．両者が

PCR産物に同時にハイブリダイズすると

蛍光物質Xの蛍光で蛍光物質Yが励起さ

れ強い蛍光を発する（図1-B-②）．プロ

ーブ法とインターカレーション法の間の

ような方法としてLUXTM（Light Upon

extension）プライマー法（invitrogen社

から販売）がある．蛍光（LUX）プライ

マーと未標識のプライマーの２本でPCR

を行い，検出する方法で，LUXTMプライ

マーはヘアピン構造を取るように設計し

ておく．プライマーがヘアピン構造を取

っている間は消光能力があるが，プライ

マーが２本鎖PCR産物に取り込まれると

蛍光を発する．プローブ法よりも安価で，

インターカレーション法より，感度が高

い．これらのリアルタイムPCR法で測定

した結果は，多くの国際誌がその信頼性

を認めている（634頁参照）．

リアルタイムPCRは，多くの場合

mRNA量を測定する目的に利用されてお

り，正確な測定が可能である．また，

PCR産物を十分作製し，標準スタンター

利用目的と今後の発展

622 www.yodosha.co.jp/btjournal/

IL-12p40

+ LPS - LPS

GAPDH

サイクル数 

+ LPS

- LPS

図2●リアルタイムPCRによるIL -12
mRNAの定量例

図1●リアルタイムPCRの検出法（本文参照）

A）インターカレーション法．インターカレータ－：SYBRRGreen, EtBrなど．B）ハイブリダイゼーション法，
①TaqManRプローブ法，②FRETプローブ法．C）LUXプライマー法
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図3●リアルタイムPCRを用いたSNPタイピングの原理

A）B）TaqManRプローブを用いたSNPタイピング．既報のSNPを確認するSNPタイピングでは，リアルタイムPCRを用
いて，簡便で短時間に行える．まず，ゲノム上でSNPを含む領域を増幅できるPCR プライマーを1セットとゲノムDNAの
1塩基変異（A/G）に対応したAllele1とAllele2に相補的な配列を有するTaqManRプローブを2種類用意する．これらのプ
ライマーとTaqManRプローブ，ゲノムDNAを混合し，リアルタイムPCRを行うことで，2種類のAlleleのSNPが検出でき
る．SNPタイピングではゲノム上の各AlleleをTaqManRプローブで識別してSNPを検出するので，「A/Aのホモ」の場合は
AというSNPを検出するTaqManRプローブの蛍光（VIC）のみが，G/Gのホモの場合はGというSNPを検出するTaqManR

プローブ（FAMTM）の蛍光のみ検出され，「A/Gのヘテロ」の場合はAとGの両方のSNPを検出する2種類の蛍光が検出され
る．しかし，通常のPCRと同じでサンプルの純度，量などではPCR効率が変わってくる状況がみられ，なかには判定しにく
いサンプルも出てくるので，蛍光強度だけでなく，増幅曲線を確認して判定することが必要な場合もある．C）融解曲線解
析を用いたSNPタイピング．増幅産物の1塩基置換のシングルカラー検出．a：ハイブリプローブのデザインの模式図．b：分
析された配列の異なる遺伝子型の融解曲線解析．aのハイブリプローブを用いてゲノムDNAと共にリアルタイムPCRを行
い，PCR反応が終了したら，分析された配列の異なる遺伝子型の融解曲線分析を行う．蛍光値の一次微分の負の値〔－d
（F2/F1）/dT〕を温度に対してプロットすると，異なるTmにピークが現れる（b）．融解曲線から，ハイブリプローブと完
全に相同な配列（野生型・緑色）ではミスマッチのある配列（変異型・紫色）よりTmが高い．両方の配列が含まれている試
料（ヘテロ接合体）では，2つのピークがそれぞれのホモ接合体のTmと同じ温度で検出される（赤色）．



ドとして保存しておき，スタンダード

PCR産物を10倍希釈で５段階のスタンダ

ードを測定ごとに入れておくと，どのサ

ンプルにも同じスタンダードが利用でき

るので，実験ごとのばらつきを防ぐこと

ができる（625頁参照）．特に，感染症

診断などでは，正確な標準値を置くこと

ができるので，判定が確実である．

図2は，われわれが，ヒトマクロファー

ジ系培養細胞（THP–1 cell）のLPS刺激

によるIL–12の誘導をリアルタイムPCR

で測定した結果である．コントロールと

して測定したGAPDHは，LPS刺激で変化

しないが，IL–12は，600倍にも増加して

いることがわかる．

ヒトゲノムにはさまざまな変異が存在

する．この遺伝子多型の中で１塩基多型

（single nucleotide polymorphism：SNP）

は，時に疾患の発生，進行を左右するこ

とがあり，SNPタイピングによる解析が

行われている．SNPは，塩基配列の測定

をせずに容易にリアルタイムPCRで判定

できるので，その原理を簡単に紹介する．

測定は，①アレル1，アレル2にそれぞれ

異なる配列のTaqManRプローブを使用す

る方法（図3-A）と，②変異がある部分

を挟んだプライマーでハイブリプローブ

を用いてPCRを行い，その融解温度の違

い に よ り 解 析 す る 方 法

（図3-B）などがある．

刺激によりコントロール遺伝子の発現

量が変動したり，臓器，組織によりコン

トロール遺伝子の発現量が異なる場合が

あるので，コントロール遺伝子のなかか

ら変動のない遺伝子を探すことも必要に

なってくる（631頁参照）．

増幅曲線から定量を行うリアルタイム

PCRの場合，サンプル間の増幅効率のば

らつきは正確な定量を行う際に致命的に

なる．サンプルの純度が重要であり，抽

出操作はできるだけすみやかに行い，保

存が必要な場合には分解酵素系が働かな

いよう気をつける．また，精製の際のタ

ンパク質や有機溶媒の混入により，増幅

効率が下がることもあるので，この点に

も注意を払うことが必要である．

発現レベルの低い遺伝子の定量には，

注意が必要である．確かに感度が良くな

ってきており，わずか２コピーでも検出

可能であるというデータもみられるが，

40サイクル以上の検出はわずかなブレが

大きくなり再現性に乏しくなる．

定量性にはピペッティングの技術も大

きくものをいうので，ピペットの検定も

欠かさないようにすることが必要である．

効率的なPCRを行うためには，PCR条

件の最適化が重要である．プレデザイン

されたプローブや至適化サービスを使う

と便利である（629頁参照）．

アプライドバイオシステムズではプレ

デザインプライマー，プローブの検索サ

イトがあり，プログラム条件を変えない

で測定できるプローブキットが多くデザ

インされている（https://products.applied-

biosystems.com/ab/en/US/direct/ab?cmd

=ABGEKeywordSearch&catID=600689）．

ロシュ・ダイアグノスティックスのホ

ームページでは，ユニバーサルTaqManR

プローブライブラリーがあり，自分が測

定したい動物種とアクセション番号を入

れると，すでにデザインされ条件まで決

まったTaqManプローブを購入できる

（Universal Probe Library Assay Design

Center；https://www.roche-applied-

science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp）．

日本遺伝子研究所では，mRNAを逆転

写したcDNAを送ると，プライマー，プ

ローブの設計のみならず至適化条件の設

定まで行ってくれるサービスがある．料

金は，通常合成より高いが条件が決まら

ず実験をし続けるよりは賢明な選択に思

う〔日本遺伝子研究所のプライマー，プ

ロ ー ブ の 設 計 ， 至 適 化 サ ー ビ ス

（http://www.ngrl.co.jp/）〕．

また，自分のサンプルを解析してもら

うリアルタイム解析受託サービス（タカ

ラバイオ社など）やリアルタイムPCRの

技術を習得するテクニカルワークショッ

プ（タカラバイオ社など）も実施されて

おり，設備投資ができない場合や実験に

慣れていない場合は，利用すると便利で

ある．

リアルタイムPCRに関
して現在利用できる製品
やサービス

リアルタイムPCRを行う
際に苦労する点と解決策

624 www.yodosha.co.jp/btjournal/

谷口武利（Taketoshi Taniguchi）
高知大学総合研究センター教授．
ミシガン州立Wayne State University でPh. D. の学位を終え，京
都大学医化学教室早石修教授のもとでポストドクター時代を過ごし
た．その後，再び N I H 国立癌研究所 Ira Pastan 博士の研究室で当
時遺伝子調節部門のチーフだったB. de Crombrugghe博士のもとで
ポストドクター．その後，できたばかりの高知医科大学へ赴任し27
年が過ぎ，今年から高知大学・総合研究センター・生命機能物質部
門・生体機能解析分野となり，現在　部門長．
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協賛企業記事　　リアルタイムPCR装置の最新アプリケーション

リアルタイムPCR装置とはいったい何

で，何をしてくれるものなのでしょう

か？　私は，装置（機械）としては，

「蛍光強度計にPCR装置（温度上げ下げ

装置）が付属したものです」，また，こ

の装置は，「ある蛍光フォーマットを通

して，PCR増幅を観察する時，その装置

の蛍光強度計の閾値に達する（つまり見

えるようになる）には，何サイクルPCR

をすればよいかのサイクル数〔立ち上が

りサイクル数（Cp：Crossing Point値）〕

を与えてくれるもの」と説明しています．

当たり前のように感じられますが，増幅

と共にコンピュータ画面に描かれるシグ

モイドカーブばかり気になって，この本

質が忘れられていることが多いように思

います．したがって「遺伝子を定量する

装置」といった一面的な捉え方をすると，

「リアルタイムPCRは正しいとか，信用

できない」といったような本末転倒な議

論に陥ってしまいす．

本稿では，遺伝子定量を中心にリアル

タイムPCR法の原理について，「質問に

回答する」形式で，できるかぎり具体的

に記載させていただきます．

皆様は，何をご使用になられています

か？「PCR増幅産物を精製して使ってい

ます」，「そのPCR増幅産物をプラスミド

に組み込んで使用しています」，「プラス

ミドは，切断してリニアにしています」，

「存在量もしくは発現量が多い検体から

希釈系列を作成して使用しています」と

いった回答のほか「全く違うPCRで作成

した検量線を使用しているので…」，

「PCRの効率をごちゃごちゃ言ってもナ

ンセンスなので私は１サイクルで２倍に

増えるものと割り切って計算しています

よ」など，さまざまな答えがあるかと思

います．しかしこのなかに完璧な正解は

ありません．逆に考え方次第ですので，

どれも間違ってはいません．リアルタイ

ムPCRで作成される検量線とは，何を意

味しているのでしょうか？　これは，

「使用した標準物質の希釈系列（濃度）

範囲内におけるその標準物質の増幅の平

均的効率を示している」というように説

明できます．つまり，その実験の諸条件

により醸し出される「PCR効率」を示し

て い る に す ぎ な い の で す ．

図1に（RT–）PCRに影響を及ぼすファク

ターを示しますが，われわれがPCR増幅

産物やそれをプラスミドに組み込んで使

用したりしているのは，単に実際の検体

を増幅するプライマーで，同じ配列部位

を増幅すれば，実検体でのPCR効率にニ

アリーイコールになるであろうという考

え方からきているのです．したがって，

もし２つの検体の差が知りたいのであれ

ば，その実験のPCR効率が1.9で，Cp値の

差が3.2サイクルであれば1.9 3.2＝7.8倍違

うと簡単に計算できてしまいます．

では絶対値が欲しい場合はどうでしょ

う？　ゲノムの数などを測定する場合な

どであれば，ある程度は可能ですが，ど

んなケースでも「誰がその１コピーを定

義したの？　顕微鏡を覗いて数えた

の？」という疑問が生ずる為，リアルタ

イムPCRの定量の世界では“いわゆる”

検量線を引くための標準
物質としては何が適切で
しょうか？

はじめに

リアルタイムPCR装置を用いて
遺伝子定量実験を行いましょう！
ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社　小林五月

リアルタイムPCR法は，現在の分子生物学にはなくてはならない手法の１つになっています．しかし，その原

理には，直感的に理解しにくい部分があります．本稿では，弊社（ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社）

に寄せられた質問のなかから，リアルタイムPCR法を理解する上で重要なものをいくつか選んで説明させていた

だきます．本稿が少しでも研究者の皆様のお役に立てれば幸いです．

検体 RNA cDNA  PCR産物 
検体調製 核酸抽出 逆転写反応 PCR増幅 検出 

□  調製方法 □  抽出方法 □  効率 □  効率 □  抽出方法 
□  保存方法 □  精製度 □  酵素の種類 □  酵素の種類 □  アッセイの直線性 
 □  保存方法  

図１●RT-PCRに影響するファクター
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絶対定量は難しいと考えるのが妥当であ

ると思われます．もし数えられるのであ

れば，皆さん数えますよね！　数えられ

ない，もしくは見えないので，増幅をか

けて見えるようにしたり，数えられるよ

うにしているのですから．

遺伝子発現定量では検体濃度の絶対的

数値は重要ではありません．ノーザンブ

ロッティング法など従来の技術では，全

細胞内で比較的安定して発現しているハ

ウスキーピング遺伝子の転写物であるリ

ファレンスに対し標的遺伝子量を比率で

表し，これを複数の検体間で比較します．

同一のコンセプトがリアルタイムPCRを

使用した定量法にも適用できます．それ

では，どのように計算すればよいのでし

ょうか？　まずはそれぞれの遺伝子につ

いて既知濃度（実際は前述の通り，その

数値自体には意味がなくてもよい，つま

り値は希釈倍率の逆数などで可）の外部

スタンダードから作成された検量線に照

らして各遺伝子量を求め，「標的遺伝子

量／リファレンス遺伝子量」を計算する

といった方法が最もオーソドックスです．

ところが既知濃度の外部スタンダード

といっても簡単に手に入りませんし作成

するのも面倒です．また，異なる実験間

でのデータを比較する際，毎回安定した

検量線を引くのは至難の業です．ここで，

思い出して下さい．リアルタイムPCRに

おける検量線とはいったい何を意味して

いたのでしょうか？　もし可能であれ

ば，測定したい各検体について希釈系列

を作成し，“検量線もどき”を作成し，

“その検体群での平均的なPCR効率”を

求めておけばよさそうに思えませんか

（図2）？　つまり，いろいろな意味での

誤差（実験間差，検体間差，日差，ヒト

差など）を含んだ検量線（PCR効率）を

あらかじめ引いておけば，毎回検量線を

引く必要はないというわけです．

しかし，まだ外部スタンダードの入手

については解決していません．お勧めな

のは，その実験で測定したいリファレン

ス遺伝子（ハウスキーピング遺伝子）と

標的遺伝子を両方発現しているような不

死化セルラインから抽出した核酸の使用

です．これはキャリブレータと呼ばれ，

一定の尺度を提示することにより最終結

果を標準化するために使用される一種の

「陽性サンプル」と定義できます．キャ

リブレータは標的，リファレンス遺伝子

の検出間の一定の差異（例えば蛍光プロ

ーブのアニーリング効率，標識蛍光物質

バッチのロット間差やFRET効率）を補

正してくれます．難しくなってきました

が，とにかくキャリブレータは簡単かつ

大量に手に入りますし，cDNAにしてお

けば保存も比較的簡単です．このキャリ

ブレータを使用して，前述のようにいろ

いろな意味で検体数（n数）をかせいで，

各遺伝子について検量線を作成し平均的

なPCR効率を求めておけば，後は毎回の

実験に自分が基準とする濃度のキャリブ

レータを入れて実験を行い，そのキャリ

ブレータ換算で「何個分の発現」といっ

たような表現が可能となります．また共

同実験者にそのキャリブレータを提供す

れば，同じ尺度で計算された値，つまり

場所が違っても比較可能なデータを得る

ことが可能となります．

遺伝子発現の相対定量法
について教えて下さい

626 www.yodosha.co.jp/btjournal/
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Y切片 = 39.48 
誤差 = 0.0432 
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E ＝ 10
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  傾き（絶対値） 

A

B 相対比（検体1に対する検体2の相対比）＝ 

ETCpT（検体1）－CpT（検体2） 
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クロッシングポイント 

A）検量線の傾きからPCR効率（E）を
求める計算式．B）検体間の相対比を求
める計算式．E

T
：目的遺伝子（T）のPCR

効率．E
R
：リファレンス（ハウスキーピ

ング）遺伝子（R）のPCR効率

図3●PCR効率の求め方および相対定量の計算法

図2●複数のサンプルで“検量線もどき”を描いた時のイメージ図
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キャリブレータは必ずしも不死化セル

ラインから抽出した核酸である必要はあ

りません．高発現している検体が手に入

ればそれを使用すればよいですし，よう

は「相対定量において何か基準（モノサ

シ）を決めましょう！」ということなの

です．実際にはすべての検体を適当量入

手することは困難ですし，キャリブレー

タから求められるPCR効率はキャリブレ

ータのPCR効率に過ぎません．すべては

常に，少しでもリアルワールドに近づけ

ようという努力の一端であることを忘れ

てはいけません．

まず検量線からPCR効率を求める方法

を図3-Aに示します．LightCyclerRのソフ

トウェアで表示される検量線の傾きはグ

ラフの軸の取り方から「10倍になるのに

何サイクルかかるか？」というサイクル

数を示しています．したがって傾きの絶

対値が3.32であればPCR効率は約２，つ

まり１サイクルで２倍に増えていること

になります．

次に，相対定量の計算の仕方を示しま

す（図3-B）．一見して非常にややこしく

見えますが，よく式を味わってみて下さ

い．２つの検体間（大きく分母分子間）

で，各検体の「標的遺伝子の差異/リフ

ァレンス遺伝子の差異」（小さな分母分

子間）を計算しているといった単純なも

のです．Cp値の差異とPCR効率がわかっ

ていれば計算できるという原点に返って

この式を眺めてみて下さい．

リアルタイムPCRについてその方法論

が記載された参考書は意外に見当たりま

せん．また学術論文では，本当は知りた

い計算方法などが「Methods」の項に詳

しく記載されないといった現状がありま

す．しかし，複雑で直感的に理解しにく

い部分もありますが，逆にそれほどトリ

ッキーでもないように思います．また機

会がありましたら，その他の事項につい

てもご紹介できればと思います．

参考文献
１）Richie, S. et al.：Clinical Cancer Res., 7：

3423-3429, 2001

おわりに

実際の計算はどのように
するのでしょうか

小林五月（Satsuki Kobayashi）
ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社　AS事業部（研究用試薬・機器）ジ
ェノミクス・システムグループ　マネージャーPh.D. LightCyclerRシステムを

はじめ，研究用機器，システム試薬の日本における製品学術，マーケティングを担当．
お問い合わせ：E-Mail：Tokyo.biochemicals@roche.com

URL：http://www.roche-biochem.jp





2006 9-10 バイオテクノロジージャーナル 629

製
品
特
集
・
リ
ア
ル
タ
イ
ムP

C
R

装
置
の
最
新
ア
プ
リ
ケ
ー
シ
ョ
ン

製
品
特
集
・
リ
ア
ル
タ
イ
ムP

C
R

装
置
の
最
新
ア
プ
リ
ケ
ー
シ
ョ
ン

製品特集
協賛企業記事　　リアルタイムPCR装置の最新アプリケーション

リアルタイムPCRを用いた研究の現状を

どうお考えですか？

現在，リアルタイムPCRを使用されて

いる研究者は増えていますが，間違えた

理解をされている方も少なくないようで

す．当社のHP上では「今だからこそリ

アルタイムPCR」と題したオンラインマ

ガジンを連載しているのですが（図1），

この閲覧者数が非常に多く、基礎的な知

識を求めている方が我々の予想以上に多

いようです．もっとリアルタイムPCRを

理解していただけるよう努力することの

必要性を感じています．

具体的な取り組みとしては？

機器の性能やコストというハード面だ

けに着目するのではなく，サポート面の

充実が非常に重要だと考えています．も

ちろん機器の性能には自信をもっていま

すが，実験系の構築の工程で結果が左右

されることも事実です．そこで当社では，

正しいデータを得るために最も大切な実

験系構築のサポートに力を入れてきまし

た．今日ではプライマーの設計も必要な

い環境になりましたが，ハードとソフト，

両面でのサポート体制をもっと充実させ

ることで，リアルタイムPCRを初めて行

う人でも必ず結果が出せるようなソリュ

ーションを提供しています．

では，御社製品のTLDAについてお聞かせ

ください

１つの遺伝子を追いかけるのではな

く，複数の遺伝子を捉え網羅的に解析を

することが大切であるとわれわれは考え

ています．そしてこのような立場で開発

した究極の技術がTLDA（Taqman® Low

Density Array）です（図2）．

TLDAは複数のサンプルに対して数十

から数百の遺伝子の発現を同時に解析で

きるリアルタイムPCRのカスタムアレイ

で，マイクロアレイがもつ網羅性とリア

ルタイムPCRがもつ定量性という，相反

する２つの強みを併せもつことに成功し

た製品といえます．現在のところ定量性

のあるカスタムアレイはTLDA以外に存

在しません．実際にかなりの研究者の方

から注目いただいており，今後は診断へ

の応用を目指した臨床研究においても貢

献 で き る も の と 期 待 し て お り ま す

（ユーザーVoice）．

再現性に関してはどうでしょうか?

もともと再現性に強みをもつTaqMan®

プローブを採用しているので，マイクロ

アレイとは比べ物にならない優れた再現

性を有しています．また少ないピペッテ

ィング操作でセットアップできるため誤

差を抑えられ，試薬代・時間ともに節約

できます．相対定量ソフトウェアを搭載

しており，このようにハード面だけでな

く，実験操作・解析の労力を軽減するこ

とで本当の意味でのFAST PCRを実現し

ています．

TaqMan® microRNA Assaysとはどのよう

な製品でしょうか？

TaqMan®プローブがもつ１塩基単位で

鋳型を区別する高い認識特異性に注目し

て開発したアプリケーションの１つで

す．これにより非常に近似した配列をも

つmiRNA遺伝子の発現解析を行うことが

できます．現在，Applied Biosystemsで

は論文で発表されているほとんどの

miRNAのリストをもっているので，

miRNAを研究しているすべての研究者に

お使いいただける製品です．

Applied Biosystems社とAmbion社の統合

によって，どのようなことが期待されま

すか？

RNAベースの研究用試薬で業界をリー

ドしているAmbion社との統合により，

RNA抽出などのサンプル調製の段階から

ソリューションを提供することが可能と

なりました．

特に，非常に小さなmiRNAの定量では，

抽出というファーストステップが最も重

拡大するRNA研究への
貢献

もはやマイクロアレイは
いらない

リアルタイムPCRの
普及のために

トータルプロデュースでリアルタイム
PCRをより確実なものに
アプライドバイオシステムズジャパン株式会社　杉本　光
アンビオン株式会社　阿部　誠

FASTリアルタイムPCRという言葉を生み出し，発現プロファイリングの分野で研究者の要望に応え続けてきた

Applied Biosystems社．同社はRNA研究分野で革新的な製品を提供しているAmbion社と合併し，サンプル調製か

ら検出解析までのトータルプロデュースをさらに加速させている．（編集部）

インタビュー
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要です．かつてmiRNAのような200bp以

下の分子はゴミと見なされ，カラムを使

った抽出方法で回収できないことも，そ

れで良しとされていました．Ambion社

ではこの問題を解決するために，10bpの

RNAも効率的に回収できる抽出・精製キ

ットを販売しています．

siRNAに関してはどうでしょうか?

品質管理には絶対の自信をもっていま

す．強制発現した細胞の中でsiRNAの効

率を測っているところが多くあります

が，Ambion社では内在性遺伝子のノッ

クダウンを81％という高い効率で維持し

ています．

最近，目的以外の遺伝子にもRNAiが起

きるという問題点があげられていますが

その点においても抽出・濃縮といった

技術がとても重要です．化学修飾によっ

て影響を抑えるといった方法もあります

が，それでは完璧ではありません．大事

なことはsiRNAをより低濃度で使用する

ことです．100～200nmolという高濃度で

使用すると，どうしても目的のもの以外

もノックダウンされ，インターフェロン

応答も出てきてしまいます．また，どれ

だけ良い配列をもっているかというのも

重要です．Ambion社ではNCBIのデータ

に基づいたほぼすべてのsiRNAのデータ

ベースをもっています．低濃度で高効

率の配列をもつsiRNA，これにより最適

な結果を得ることができます．

しかし，そこまで気を付けてRNAiを

コントロールしたとしても，検証結果

が間違っていたら元も子もありません．

そこでわれわれは，WEB上でAmbion社

のもつsiRNAのデータベースとApplied

BiosystemsのTaqMan®プローブのデータ

ベースを双方向にリンクさせ，RNAi効

果をリアルタイムPCRで検証する際にど

のプローブを使えばよいかを簡単に探せ

るようにし，データ検証の面でのサポー

トにも対応しています．

1996年に弊社がリアルタイムPCRを開

発して10年になりますが，この間に技術

の進歩もあり，より高性能で使いやすく，

かつお求めやすいシステムになりまし

た．Applied Biosystemsはこれまでも研

究者のニーズに応えたソリューションを

提案し続けてきましたが，このたび

Ambion社の優れた商品群が加わったこ

とで真の意味でのトータルソリューショ

ンに近づきました．今後も先進の技術と

皆様に満足いただけるサポートを通じて

リアルタイムPCRを普及させていきたい

と考えています．

おわりに

マイクロアレイは有用なツールですが，情

報量が膨大すぎて臨床には不向きです．臨

床で使うには数を絞り込んだ50から100く

らいの遺伝子が適当なのですが，そのスケ

ールで正確に解析するツールがこれまでは

ありませんでした．

しかしTLDAはこの問題を解決しました．

実際にTLDAを用いることによりマイクロ

アレイの結果を再現性良く確認することが

できました．TLDAによる発現解析の結果

が，今後新しい診断法・治療法の開発につ

ながるものと期待しています．

ユーザーVoice
大阪大学大学院医学系研究科眼科学視覚科

学教室　橋田徳康先生

図1●アプライドバイオシステムズジャパンの
ホームページで連載中のオンラインマガジン

リアルタイムPCRの基本原理からアプリケーションまでをわか
りやすく解説している（http://www.appliedbiosystems.
co.jp/）

図2●Taqman® Low Density Array（TLDA）

8回のピペッティング操作で384ウェル分注できる特徴的なデザイン．
反応容量は1ウェルあたり2μl以下と少ないため，cDNA量が少ない
場合にも有効だ

アプライドバイオシステムズジャパン
株式会社　
テクニカルサービス部
〒104-0022
東京都中央区八丁堀4-5-4
TEL： 03-5566-6100  
FAX：03-5566-6501
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協賛企業記事　　リアルタイムPCR装置の最新アプリケーション

遺伝子発現量の測定は，基礎研究から

臨床まで広範囲に利用されています．特

にサンプル間の発現量の変化は，研究者

の興味の対象としては大きいものではな

いでしょうか．リアルタイムPCRは発現

量のサンプル間比較に最も適した手法で

あり，発現量を求めるための算出方法が

いくつか開発されています．

ある特定の遺伝子の発現量をサンプル

間で比較する場合，絶対的な量を調べる

必要はないので，通常は相対値で示すこ

とになります．また相対的定量では，サ

ンプル間で発現量が一定とされているハ

ウスキーピング遺伝子をリファレンスと

して，その発現量を基準としてサンプル

間での標的遺伝子の発現量比を求めま

す．相対的定量にはいくつかの手法があ

りますが，まずは検量線を用いた算出方

法を示します．

検量線を用いた相対的定量

目的の遺伝子とハウスキーピング遺伝

子それぞれでスタンダードとして既知量

のcDNAやプラスミドなどを用意します．

それらのスタンダードを用いて検量線を

それぞれ作成します．検量線からサンプ

ルごとに標的遺伝子とハウスキーピング

遺伝子の相当量を求め，サンプル間の実

験誤差をハウスキーピング遺伝子の発現

量を基準にNormalization（規格化）して，

標的遺伝子の相対的な発現量比を算出し

ます．検量線を用いるメリットとしては，

毎回PCRが正常に実行されていることが

確認できることですが，デメリットとし

ては毎回検量線のためにスタンダードを

用意する必要があります．スタンダード

にある程度のウェルを必要とするので，

同時に測定できるサンプル数が制限され

てしまいます．

比較Ct法（Livak法）

遺伝子発現解析の相対的定量で，

Livak法は広く用いられており，Ct

（Threshold Cycle）値だけをもとにする

ので，スタンダードを毎回用意する必要

がなく実施が容易です．ただしこの方法

では，標的遺伝子およびハウスキーピン

グ遺伝子はPCR増幅効率がそれぞれ5％

の誤差内で，それぞれほぼ100％である

ことを前提としています．Livak法を適

用する前には，必ず標的遺伝子とハウス

キーピング遺伝子の増幅効率がほぼ

100％に近似していることを確認してお

く必要があります．

比較Ct法（Pfaffl法とVandesompele法）

相対的定量を算定するためのLivak法

は，標的遺伝子とハウスキーピング遺

伝子の増幅効率が近似している場合に

のみ，有効となります．増幅効率が近

似していない場合，検量線法を用いる

か，Livak法とは別の方法を用いなけれ

ばなりません．Pfaffl法は標的遺伝子と

ハウスキーピング遺伝子の増幅効率を

加味して算出することができるので，

より正確な相対的定量結果を得ること

相対的定量を用いた遺伝
子発現解析

リアルタイムPCRの遺伝子発現解析を
より正確に行うために
日本バイオ･ラッドラボラトリーズ株式会社　副島正年，井口潤一

リアルタイムPCRによる遺伝子発現解析では，プライマーデザインやテンプレートとなるRNAの量などが実験

の正確性や再現性を上げる鍵です．しかしこの他にも実験のうえで見落とされがちなものを含め，良い研究成果

を得るために考慮すべき点がいくつかあります．ここでは相対的定量法を用いた発現解析の方法と，RNAの品質

が発現解析に与える影響について紹介します．
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図1●Livak法とPfaffl法による結果比較

ヒト培養細胞に対して薬剤処理を行い，コントロール0時間と処理2時間後のチューブリン遺伝子
発現量比をLivak法（A）とPfaffl法（B）にて算出しました．ハウスキーピング遺伝子としては
β-アクチン遺伝子をリファレンスとしています．Pfaffl法で適用したチューブリン遺伝子の増幅
効率は98.4％，β-アクチン遺伝子の増幅効率は96.9％でした．0時間を1とした場合の処理2時
間後の発現量比はLivak法では19.62でしたが，PCR増幅効率を加味した算出方法のPfaffl法では
18.93でした



ができます（図1）１）．

またPfaffl法を改良したVandesompele

法は，複数のハウスキーピング遺伝子を

リファレンスとして利用することができ

ます．１つのハウスキーピング遺伝子の

みをリファレンスした場合と比べて，よ

り安定した定量結果となります２）．バイ

オ･ラッドのiQ5リアルタイムPCR解析シ

ス テ ム の 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア は

Vandesompele法を採用していますので，

毎回検量線を設定する必要もなく，簡便

かつより正確なデータ解析が可能です．

リアルタイムPCRを用いた遺伝子発現

解析では，抽出されたRNAの量と質が実

験の再現性（データのばらつき）に大き

な影響を与えます．RNAサンプルに問題

があると，最悪の場合には間違った結論

が導き出される可能性があります．一般

的には抽出されたRNAは分光光度計にて

A260とA260/A280の比を測定し濃度・精製度

が確認されます．これに対してRNAの

「品質」，つまりRNAが分解しているか否

かをPCRの前に確認することは少ないよ

うです．

RNAの品質がリアルタイムPCRにどの

ような影響を与えるかを確認するために

下記の実験を行いました．

サンプルとしてGAPDH（glyceralde-

hyde–3–phosphate dehydrogenase）に特異

的なsiRNAとネガティブコントロールと

して特定の遺伝子の発現を抑制しない

siRNA（scrambled control）が導入され

たHeLa細胞からRNAを抽出しました．

このうちコントロールのsiRNAを導入し

た細胞から抽出されたRNAの一部を比較

のために熱をかけて分解させています．

RNA品質確認用の電気泳動は弊社ラボチ

ップ型全自動電気泳動システムExperion

を用いて行いました．Experionは1μlの

RNAサンプルを有機溶媒など使うことな

く泳動～解析まで自動で行う装置です．

図2-A1は完全なRNAをExperionで電気

泳動したElectropherogramで18S rRNA

（中央左），28S rRNA（中央右）にシャー

プなピークが見られ，完全なRNAである

ことを示しています．一方，図2-B1は部

分的に分解したRNAのElectropherogram

です．28Sのピークが埋没しており，分

解が進んでいることを示しています．

A1・B1で分析されたサンプルをリアル

タイムPCRにかけた結果を図2-A2とB2

に示します．図2-A2は分解していない

RNAサンプルでの増幅曲線です．この時

のGAPDHとControlとのCtの差であるΔ

Ct値は6.8でした．これに対し，コントロ

ールの細胞からとったRNAが分解してい

た場合の増幅曲線が図2-B2です．RNA

の分解によりコントロールのCt値が大き

くなり，ΔCt値は4.3でした．この違いを

より直感的にご理解頂くために，両方を

比較Ct法による発現量をグラフ化したも

のを図3に示します．本来，全く同じサ

ンプルを測定していますので同じ数値に

なるはずですが，Aの発現量１に対して

Bでは5.66倍もの大きな差（ばらつき）

がでています．サンプルRNAが分解して

いるだけで，得られる相対定量値に大き

な影響を与えます．

このようにRNAの品質をチェックする

ことは，遺伝子発現解析データの信頼

性・再現性を今までよりも大きく向上さ

せることにつながります．

参考文献
１）Michael, W.：Nucleic Acids Research, 29：

45, 2001

２）Vandesompele, J. et al.：Genome Biology,

3：11, 2002

RNAの品質がリアルタ
イムPCRに与える影響
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図3●比較Ct法による相対定量
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SYBR® GreenⅠの濃度が低すぎるとリ

アルタイムPCRの感度が制限されます

が，逆にSYBR® GreenⅠの濃度が高すぎ

るとPCR反応が阻害されてしまいます．

そのためSYBR® GreenⅠを用いた他社製

品では決定できないターゲットがありま

したが，弊社の新色素SYBR® GreenERTM

はPCR反応への阻害も少なく蛍光も強い

ので，８ターゲットすべてのCt値＊1を決

定できました（表）．Ct値もSYBR® Green

Ⅰと比べ約２サイクル早く高感度でし

た．マニュアルには約10コピーのターゲ

ットを検出するとありますが，1コピー

の特定のターゲットも96％以上という高

い再現性で検出できたという実績があり

ます．その一方，高濃度のターゲットで

も増幅プロットは等間隔で（図1），広い

ダイナミックレンジをもちます．

評価上問題になる非特異的増幅は融解

曲線分析 ＊2により検出できますが，

SYBR® GreenERTM qPCR SuperMixではバ

ッファー系を最適化することにより，非

特異的産物の形成を最小化しているので

（図2），データの信頼性が格段に向上し

ています．

スペクトル特性はSYBR® GreenⅠとほ

とんど同一なので，機器やフィルターの

設定を変える必要はありません．

SYBR® GreenERTM qPCR SuperMixは，

4℃で長期保存できるのも魅力です．さま

ざまな機器に対応したキットがあります．

SYBR® Greenと違い蛍光プライマーは

配列特異的でマルチプレックス検出もで

きます．有名なTaqman®プローブ法では

融解曲線分析ができませんが，LUXTMプ

ラ イ マ ー 法 で は で き ま す （図3 ）．

Taqman®プローブ法では１対のプライ

マーに加えて二重標識プローブが必要

ですが，LUXTMプライマーは１対のプラ

イマーで済みます（図4）．LUXTMプラ

イマーでは，付加させた相補鎖により

へアピンを形成すると，標識した蛍光

が相補鎖により消光されますが，PCR

産物に組み込まれると消光が解かれ，

TaqmanRプローブ法に代
わる蛍光プライマー
D-LUXTM Select（進化し
たLUXTMプライマー）法

SYBR® GreenⅠに代わ
る新色素SYBR®

GreenERTM

リアルタイムPCR法の新技術で
信頼性の高いデータを
インビトロジェン株式会社　神田東作

リアルタイムPCR法の2つの主要な方法であるインターカレーター法と蛍光プライマー法各々の代表的方法で

あるSYBRR GreenⅠ法とTaqmanR法には限界がありました．ここに紹介するSYBRR GreenERTMはSYBRR Green

ⅠよりPCR反応への阻害も少なく蛍光も強く，また最適化されたバッファー系は特異性を高めます．また蛍光プ

ライマー法のD-LUXTM（Select）法はTaqmanR法と違って融解曲線分析ができ，構成がよりシンプルです．信頼

性のより高いデータを得るために，これらの新技術をここに紹介します．

遺伝子名 

ゲノム 
DNA

 AMPD 50pg 27.3 29.1 28.7 30.0 28.1 27.6 

 β-actin 50pg 27.5 Not determined 32.0 31.7 29.9 29.9 

 OXTR 1ng 29.6 Not determined Not determined Not determined 35.6 Not determined 

 DMPK 50pg 31.2 Not determined 36.3 33.9 33.7 35.6 

 ODC 100pg 25 28.8 26.5 26.9 25.9 25.7 

 VEGF 100pg 27.7 Not determined 28.8 30.7 30.8 27.9 

 IL-8 100pg 30.5 32.3 31.4 30.8 30.2 31.4 

 SDHA 100pg 27.2 28.9 28 27.8 Not determined 27.7 

 

cDNA

決定できたPositiveなCt値 

SYBR® GreenERTMに対するCt値の遅れの平均 

インプット量 SYBR® GreenERTM  
qPCR SuperMix

B社 I製品 A社 A製品 E社 Q製品 S1社 S製品 S2社 B製品 

   8中8 8中4 8中7 8中7 8中7 8中7 

    2.3 2.2 2.2 2.1 1.3

表●SYBR Green®Ⅰを用いた他社製品より、SYBR®GreenERTMを用いたキットはCt値が小さく高感度



蛍光が増大します．

さらに改良されたD–LUXTM Designer

（進化したLUXTMプライマー）では，チ

ミン塩基だけでなくシトシン塩基も蛍

光標識できるようになったため，相補

側のグアニン塩基により強く消光でき，

設計の自由度も上がりました．さらに

効果確認済みのCertified LUXTMデータに

よりアルゴリズムが格段によくなりま

した．D–LUXTM Select法では遺伝子名

ごとに最高候補が１～３セットしか表

示 さ れ な い の で 選 択 が 簡 単 で す ．

D–LUXTM Select法の良好な結果をご覧

ください（図3）．

ヒト，マウス，ラット用に13万種あ

ります．ヒットのないものや他の生物

種に対してはD–LUXTM Designerでデザ

インできます．
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図2●新しく最適化したバッファーにより、PCR反応の特異
性が向上

293A細胞からCellsDirect 
キットで得たcDNAの希釈系列： 1

1
10

1
100

1
1000

A B

図1●高濃度での増幅プロットも等間隔

A）SYBRR GreenⅠqPCRキットでは最高濃度（1希釈のサンプルに対
し，上向きに弧を描いたもの）が見られたB）SYBRR Green ERTM qPCR
キットでは等間隔であった

D-LUXTM Select Assay 
HLUX3000651

ABI 7900HT

図3●D-LUXTM Select法で増幅プロットも融解曲線も良好

TaqManR検出 LUXTM検出 

フォワード 
プライマー R

R
R

Q

Q

R

フォワード 
プライマー 
〈単一標識〉 

5́  
3́  5́  

3́  5́  
3́  5́  

3́  

5́  
3́  5́  

3́  5́  
3́  5́  

3́  

リバース 
プライマー 

リバース 
プライマー 
〈未標識〉 

二重蛍光標識 
プロープ 

ヘアピンプライマー状態 
では蛍光は出ない 

プライマーが伸びると光る 

図4●TaqmanRプローブ法とLUXTMプライマー法の比較

神田東作（Tousaku Kanda）
インビトロジェン株式会社　
テクニカルサービス部
〒108-0022
東京都港区海岸3-9-15 LOOP-Xビル
TEL： 03-5730-6511  
FAX：03-5730-6520

＊1：Ct値
増幅曲線で國値を蛍光が通過するサイクル数．Ct値
が低いほど対象が多量であることを示す．

＊2：融解曲線分析
反応後のPCR産物を熱処理，解離し，その後冷却し，
アニールする．その間の蛍光をモニタリングする．
非特異な産物が含まれると複数のピークが生じるの
で，産物の特異性を確認することができる．



636 www.yodosha.co.jp/btjournal/

製品特集
協賛企業記事　　リアルタイムPCR装置の最新アプリケーション

Thermal Cycler DiceTM Real Time

Systemは，タカラバイオ社が今春より発

売を開始したリアルタイムPCR装置で，

コンパクトで低価格ながら非常に高い性

能を実現しています．加熱冷却システム

にはペルチェ素子を使用し，検出には上

方から同時測定するカメラ撮影方式を採

用しているため，反応・検出において96

ウェル間で高い均一性が得られます．ま

た，出荷時には，１台１台の装置につい

てリアルタイムPCRによる精度試験を行

っています（図1）．

性能の高い試薬と組み合わせること

で，2倍の濃度差を確実に検出する高精

度なリアルタイムPCR解析が可能です．

図2では，当社のSYBR® Premix Ex TaqTM

（Perfect Real Time）を用いたSYBR®

G r e e n Ⅰ 検 出 な ら び に

CycleavePCR® Core Kitを用いたサイクリ

ングプローブ検出での２倍差の検出例を

示しています．

サイクリングプローブとはDNAと

RNAからなるキメラプローブで（図3），

非常に特異性の高い検出が可能であり，

SNP解析やファミリー遺伝子の発現解析

などできわめて有効な手法となります．

リアルタイムPCRは発現解析だけでは

なく，その迅速性とコンタミネーション

リスクの低さを活かして，各種の検出実

験にも広く利用されています．以下はそ

の一例です．

サイクリングプローブを用いたVT遺伝子

迅速検出の実施例

従来の腸管出血性大腸菌の検査方法

は，培養法と血清型による検出と判定が

中心であり，結果を得るまでにかなりの

日数を要していましたが，リアルタイム

サイクリングプローブ法

高い解析精度を提供

リアルタイムPCR装置
の新星登場

Thermal Cycler DiceTM Real Time Systemに
よるO157ベロ毒素遺伝子の迅速検出
～食品からの腸管出血性大腸菌O157およびO26の検査法～

タカラバイオ株式会社　吉崎美和，中筋　愛

タカラバイオ株式会社では，Perfect Real TimeシリーズとしてリアルタイムPCR用試薬やプライマーなどを販

売していますが，新たに96ウェルプレート対応のリアルタイムPCR装置Thermal Cycler DiceTM Real Time System

を発売開始しました．本稿では，Thermal Cycler DiceTM Real Time Systemの優れた性能と，O157など腸管出血

性大腸菌（EHEC）食中毒の原因遺伝子（ベロ毒素遺伝子：VT1/VT2遺伝子）を，サイクリングプローブ法を用

いてリアルタイムPCRで検出する方法を紹介します．

図1●96ウェル間の均一性

96ウェルすべてで同一の反応を行い，Threshold
Cycle（Ct値）の変動係数（％CV）を求めるこ
とで，全ウェルでの反応および検出における優
れた均一性を確認しました（N=96）．鋳型：λ
DNA 500 fg．試薬：SYBR® Premix Ex
TaqTM（Perfect Real Time）［製品コード
RR041A/B］．平均Ct値＝23.6．標準偏差＝
0.0931．変動係数（％CV）＝ 0.39

A 

B 

図2●2倍の濃度差の検出

cDNAの2倍希釈系列（6段階）を作製し，2
倍の濃度差の検出を確認しました（N=3）．
A）SYBR® GreenⅠでの検出．鋳型：マウス
total RNA 312.5pg～10ng相当のcDNA．
ターゲット：Gapd遺伝子．B）サイクリング
プローブでの検出．鋳型：ヒトtotal RNA
312.5pg～10ng相当のcDNA．ターゲッ
ト：CYP2E1遺伝子
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PCRを使用することで迅速に検出するこ

とが可能となりました．腸管出血性大腸

菌のベロ毒素遺伝子VT1/VT2を，当社の

CycleavePCR® O–157（ VT gene）

Screening Kitを用いてサイクリングプロ

ーブ法で検出した例を以下に紹介します．

●操作方法

牛挽肉増菌液＊1に純粋培養菌＊2を接種

したサンプルを遠心し，得られた沈渣か

らDNA抽出試薬TaKaRa DEXPAT®を用い

てDNA抽出を行いました．これを鋳型と

して，リアルタイムPCRに使用しました．

●PCRと判定

プロトコールに従ってリアルタイム

PCRを行い，2nd Derivative Maximum法

で増幅を確認しました．レポート結果の

Ct値表示から判定を行いました．

●検出結果

以上の結果より，VT1，VT2，VT1/2

産生株において高感度にVT1/VT2遺伝子

の検出が可能でした．また，反応所要時

間は約１時間であり，迅速性においても

優れていました．

なお，本キットでは，O157だけでな

く，O26やO111など同じ毒素遺伝子

（VT gene）をもつ菌もスクリーニングで

きます．

Thermal Cycler DiceTM Real Time

Systemの性能や使い勝手の良さをお試し

いただけるよう，実機を用いたデモンス

トレーションを承ります（ホームページ

からお申込いただけます）．

参考文献
１）タカラバイオ株式会社ホームページ　http：

//www.takara-bio.co.jp/

２）「検出と定量のコツ」（森山達哉／編），実験

医学別冊：羊土社，2005

SYBRはMolecular Probes Inc.の登録商標です．

終わりに

吉崎美和（Miwa Yoshizaki）

中筋　愛（Ai Nakasuji）
タカラバイオ株式会社　
テクニカルサポートライン
〒520-2193
滋賀県大津市瀬田3丁目4－1
TEL：077-543-6116
FAX：077-543-1977
URL：http：//www.takara-bio.co.jp/

＊1：培地N+mECにて42℃で20時間培養したも
の．

＊2：菌株をTSBにて37℃で18時間培養して菌数
を測定したうえ，PBSで希釈系列を作製した
もの．

RNA
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キメラプローブ 

増幅産物 ハイブリッド形成 RNase Hによる 
RNA部分の切断 
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F Q F Q

F
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図3●サイクリングプローブ法の概略
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図4●サイクリングプローブ法の結果

A）VT遺伝子検出例（FAM）．B）Internal Control検出例（ROX）．C）判定

Thermal Cycler DiceTM Real Time
System
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