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プロトコール：リアルタイム定量 PCR用ゲノムDNA
除去と逆転写反応
実験を始める前の重要事項

� これは10 pgから1 µgまでのRNAを用いた場合のプロトコールです。1 µg以
上のRNAを使用する際は、各溶液をRNA量に比例してスケールアップしてく
ださい。

� RNAの分解を最小限に抑えるために反応のセットアップはすべて氷上で行なっ
てください。

� RNase阻害剤とdNTPは既にキットに含まれています。RNase阻害剤とdNTPを
さらに添加しないでください。

� RT Primer Mix（添付）あるいは遺伝子特異的なプライマー（別途準備）を使用
します。RT Primer Mixは、RNA転写物のすべての領域で高収量のcDNAを合成
するために至適化されています。遺伝子特異的なプライマーを使用する際は、
最終濃度を0.7 µMにするか、0.5 µMから1 µMの間で試すことを推奨します。

� RT Primer Mixを常に逆転写反応に使用する場合、RT Primer Mix、5x Quantiscript™
RT Bufferを 1： 4の割合で前もって混和しておくと便利です。この混和物は
–20℃で安定です。

� 逆転写反応を始める前に変性ステップとアニ－リングステップを別々に行なう
必要はありません。

� 逆転写反応の反応容量が200 µlを超える場合は、反応チューブが効率的に加熱
されていることを注意してください（例；ヒートブロックを使用する際は、各
ウェルに水を慎重に充填し、ブロックからチューブへの熱伝導を効率的に
する）。

� 逆転写反応後、95℃、3分間のインキュベーションで反応を不活性化します。

� はじめてRNAを取り扱う際には英語版Handbook 18ページ、Appendix Aをお
読みください。

� 逆転写反応後、リアルタイム PCRを行なう際の詳細に関しては英語版Hand-
book 23ページ、Appendix Cをお読みください。適切なコントロールに関する
詳細は英語版Handbook 24ページ、Appendix Dをお読みください。

� FastLane® Cell cDNA Kitをご使用の方：FastLane Cell cDNA Kitを用いて調製した
サンプルの逆転写反応を行なうためにQuantiTect Reverse Transcription Kitを別途
購入された場合には、FastLane Cell cDNAのHandbookに記載のプロトコール
（日本語版あり）に従ってください。本プロトコールは用いないでください。

実験開始前の準備事項

� gDNA Wipeout Bufferで沈殿物をボルテックスにより溶解します。必要なら、
バッファーを37℃で簡単にインキュベートして沈殿物を溶かします。
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操作手順

1. RNAテンプレートを氷上で解凍する。gDNA Wipeout Buffer、Quantiscript Reverse
Transcriptase、Quantiscript RT Buffer、RT Primer Mix、RNaseフリー水を室温（15
～25℃）で解凍する。

チューブを指で弾いて各溶液を混和します。チューブの壁に残った液体を回収
するためにスピンダウンします。

2. 表1に従って、氷上でゲノムDNA除去反応液を調製する。

混和後氷上で保冷します。

注：2回以上の反応液をセットアップする場合は、反応のトータル数に必要な
量の10％増しでマスターミックスを調製します。その後個々のチューブに適
切な量のマスターミックスとRNAサンプルを添加します。氷上でチューブを
保冷します。

注：これは10 pgから1 µgまでのRNAを用いた逆転写反応用プロトコールで
す。1 µg以上の RNAを使用する際は、各溶液を RNA量に比例してスケール
アップしてください。例えば2 µg RNAを使用する際は、全ての反応成分を2倍
にして最終容量を28 µlにします。

表1. ゲノムDNA除去反応液成分

成分 容量／反応 最終濃度

gDNA Wipeout Buffer、7x 2 µl 1x

RNAテンプレート 適量（最高1 µg*）

RNaseフリー水 適量

トータル容量 14 µl –

* ここで指定のRNA量は反応液中の全RNA（rRNA、mRNA、ウイルスRNAおよびキャリアRNAを含む）
を意味し、使用したプライマー量や合成されたcDNA量は関与しません。

3. 42℃で2分間インキュベートする。すぐに氷上に置く。

注：インキュベーション時間は10分を超えないでください。

4. 表2に従い、氷上で逆転写反応マスターミックスを調製する。

混和後氷上で保冷します。逆転写反応マスターミックスには一本鎖cDNA合成
に必要なすべての成分がRNAテンプレートを除いて含まれています。

注：2回以上の反応液をセットアップする場合は、反応のトータル数に必要な
量の10％増しでマスターミックスを調製します。

注：これは 10 pgから 1 µgまでの RNAを用いた場合のプロトコールです。
1 µg以上のRNAを使用する際は、各溶液をRNA量に比例してスケールアップ
してください。例えば2 µg RNAを使用する際は、全ての反応成分を2倍にし
て最終容量を40 µlにします。
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表2. 逆転写反応液成分

成分 容量／反応 最終濃度

逆転写反応マスターミックス

Quantiscript Reverse Transcriptase* 1 µl

Quantiscript RT Buffer、5x†‡ 4 µl 1x

RT Primer Mix‡ 1 µl

RNAテンプレート

ゲノムDNA除去反応液全量 14 µl
（ステップ3） （ステップ5で添加）

トータル容量 20 µl –

* RNase阻害剤も含む。
† Mg2+およびdNTPを含む。
‡ RT Primer Mixを常に逆転写反応に使用する場合は、RT Primer Mix、5x Quantiscript RT Bufferを1：4の割
合で前もって混和しておくと便利である。この溶液は–20℃で安定。反応液20 µlあたりこの溶液を5 µl
使用する。

5. 逆転写反応マスターミックスを含んだ各チューブにステップ3からのRNAテン
プレート（14 µl）を添加する。

混和後氷上で保冷します。

6. 42℃で15分間インキュベートする。

RT-PCR産物の長さが200 bp以上あるいは非常に高度の二次構造を持つRNAを
解析する場合、インキュベーション時間を30分まで延長すると cDNA収量が
増加することがあります。

7. Quantiscript Reverse Transcriptaseを不活性化するために95℃、3分間インキュ
ベートする。

8. 逆転写反応が終了した各反応液の一部をリアルタイムPCRミックスに添加する
（英語版Handbook 23ページ、Appendix Cを参照）。

逆転写反応液を氷上で保冷して直接リアルタイムPCRに進むか、長期保存の場
合には逆転写反応液を–20℃で保存します。リアルタイムPCRにはRotor-Gene™

Kit、QuantiFast™ Kit、あるいはQuantiTect Kitをお薦めします（英語版Handbook
10ページ参照）。
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トラブルシューティングガイド
コメント

リアルタイムPCRで産物がない、あるいは遅れて検出される（逆転写反応中に問題
が生じている場合）

a） 逆転写反応のセット
アップの際に、ピペッ
ティングエラーまたは
試薬の入れ忘れ

b） 逆転写反応のセット
アップが不適切

c） リアルタイムPCRに
添加した逆転写反応液
量が多すぎる

d） 逆転写反応の温度

e） インキュベーション
時間が短い

実験のセットアップに使用したピペットをチェック
する。解凍後、すべての試薬をよく混和し、逆転写
反応をもう一度行なう。

反応液を必ず氷上で調製する。

PCRミックスに添加する逆転写反応液量が多すぎる
と、増幅効率と反応の直線性が低下することがある。
一般に、逆転写反応液量はPCR最終反応量の10％を
超えないようにする。

逆転写反応は42℃で行なう。ヒートブロックまたは
水浴の温度をチェックする。非常に高度な二次構造を
持つRNAを解析する際に、温度を最高50℃まで上昇
させると好結果が得られることがある。しかし42℃
以上の温度ではQuantiscript Reverse Transcriptaseの活
性が減少するのでcDNA収量に影響する。

標準の逆転写反応ではインキュベーション時間は15
分必要。非常に高度な二次構造を持つRNAを解析す
る場合、またはRT-PCR産物の長さが200 bp以上の場
合、インキュベーション時間を30分に延長すると好
結果が得られることがある。
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f） 逆転写反応に用いた
RNAテンプレートの
品質が悪い、あるいは
量が間違っている

g） RNA濃度が高すぎる、
あるいは低すぎる

h） RNAを変性

i） 逆転写反応用プライ
マーの濃度が不正確
あるいは分解している

j） インキュベーション
温度が高すぎる

FastLane Cell cDNA Kitを利用されている場合

k） プロトコールが
間違っている

プロトコールを始める前に RNAテンプレートの濃
度、純度、分解度をチェックする（英語版Handbook
20ページ、Appendix B）。RNAテンプレートを解凍
後、よく混和する。特に少量の RNAを用いた際に、
微量のRNaseがcDNA合成やRT-PCRの感度に影響す
ることがある。

Quantiscript Reverse Transcriptaseは10 pgから1 µgの
RNAで使用するようにデザインされている。1 µgを
超えるRNAを使用する際は、反応溶液の量をスケー
ルアップする。

RNAテンプレートの変性は不要。RNAの変性を行
なった場合には、RNAが分解することがある。

逆転写反応用の遺伝子特異的プライマーを使用した
際は、プライマーの濃度と分解度をチェックする。
必要なら異なる濃度のプライマーで逆転写反応を行
なうか、あるいは添付のRT Primer Mixを用いる。RT
Primer Mixを用いる際は、反応液 20 µlあたり RT
Primer Mixを1 µl用いる。

逆転写反応は42℃で行なう。これより高い温度で
は cDNA産物の長さが短くなったり、Quantiscript
Reverse Transcriptaseの活性が低下する。ヒートブ
ロックあるいは水浴の温度をチェックする。

FastLane Cell cDNA Kitを用いて調製したサンプル
の逆転写反応を行なうために、QuantiTect Reverse
Transcription Kitを別途購入された場合には、FastLane
Cell cDNAのHandbookに記載のプロトコール（日本
語版あり）に従う。
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コメントコメント

リアルタイムPCRで産物がない、あるいは遅れて検出される、またはプライマー・
ダイマーのみを検出（リアルタイムPCR中に問題が生じている場合）

a） PCRアニ－リング時間
が短すぎる

b） PCRエクステンション
時間が短すぎる

c） PCRのMg2+濃度が最適
でない

d） PCRのセットアップの
際にピペッティング
エラーあるいは試薬の
入れ忘れ

e） Taq DNA Polymerase
がホットスタートで
活性化されていない

f） PCR産物が長過ぎる

g） リアルタイムPCR用
プライマーのデザイン
が最適でない

h） リアルタイムPCRの
プライマー濃度が最適
でない

i） サイクル数が不十分

j） PCRアニ－リング温度
が高すぎる

k） PCRアニ－リング温度
が低すぎる

l） 蛍光取り込みが
設定されていない

使用しているリアルタイム PCRキットのプロトコー
ルに明記されているアニ－リング時間を用いる。

使用しているリアルタイムPCRキットのプロトコール
に明記されているエクステンション時間を用いる。

使用しているリアルタイム PCRキットのプロトコー
ルで推奨されているMg2+濃度で実験をスタートす
る。0.5 mM単位でMg2+濃度を変えてみる。

プライマーや cDNAを含む試薬の濃度や保存条件を
チェックする。

Taq DNA polymeraseのホットスタート活性化ステッ
プをサイクリングプログラムが含んでいることを確
認する。詳細はポリメラーゼに添付されている使用
説明書をチェックする。

最適な結果を得るためには、PCR産物の長さは100
～150 bpで300 bpを超えないようにする。

ゲル電気泳動あるいは融解曲線解析により PCR産物
が存在することを確認する。特異的な PCR産物が検
出されない場合はプライマーデザインを再考する。

使用しているリアルタイム PCRキットのプロトコー
ルで推奨されているプライマー濃度を用いる。

サイクル数を増やす。

アニ－リング温度を3℃ずつ下げる。

アニ－リング温度を2℃ずつ上げる。

サイクリングプログラムで蛍光検出が設定されてい
ることをチェックする。
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m） 間違った検出ステップ

n） リアルタイムPCR用
プライマー／プローブ
が分解

o） 間違った色素
layer/filterを設定

p） テンプレートのスター
ト量が不十分

q） SYBR® Green Iを用いた
リアルタイムPCRで
プライマー・ダイマー
が一緒に増幅される

r） SYBR Green Iを用いた
リアルタイムPCRで
オプションの蛍光取り
込みテップの検出温度
が高すぎる

融解温度曲線解析でピークが複数ある／複数のPCR産物がある

室温で反応をセット
アップ

“No RT”コントロールの反応で強い蛍光強度

ゲノムDNAが混在

蛍光検出が PCRサイクリングプログラムの適切な
ステップで行なわれたか確認する。

変性ポリアクリルアミドゲルでプライマー／プロー
ブが分解している可能性をチェックする。

適切な layer/filterを設定したことを確認する。

可能ならcDNAテンプレート量を増やす。

プライマー・ダイマ－の検出を避けるために、サイ
クリングプログラムに追加の蛍光取り込みステップ
を挿入する。

特異的産物の Tmよりも検出温度が少なくとも3℃低
いことを確認する。新しいプライマー・テンプレー
トシステムを確立する場合は、まずオプションの
4番目のステップを除いた3ステップサイクリングを
常に行なう。

非特異的なプライマーのアニ－リングを避けるため
に、冷却した容器でリアルタイム PCRのセットアッ
プを行なう、あるいはホットスタートが可能な Taq
DNA polymeraseを使用する。

gDNA Wipeout BufferによるゲノムDNA除去ステッ
プが正しく行なわれたことをチェックする。ヒート
ブロックあるいは水浴の温度および反応成分の濃度
をチェックする。

RNA精製にはRNeasy® Plus Kitを推奨。これはゲノム
DNAを除去するための gDNA Eliminatorカラムある
いはプレートを採用している（英語版Handbook 29
ページ、ordering information参照）。
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コメント

テンプレート量の対数値とCT値/crossing pointの相関関係に直線性がない

a） テンプレート量が
多すぎる

b） テンプレート量が
少なすぎる

“No Template”コントロールで強い蛍光強度

a） 試薬の汚染

b） 反応セットアップ中に
汚染

蛍光強度がばらつく

a） リアルタイムサイク
ラ－が汚染されている

b） リアルタイムサイク
ラ－の較正がずれて
いる

推奨されたcDNAテンプレート量の最大量を超えない
ようにする。詳細は使用しているリアルタイム PCR
キットのプロトコールを参照する。

可能なら、RNAテンプレート量を増やす。

反応に使用した試薬を捨てて、新しい試薬でもう一
度繰り返す。

適切な対応策を講じる（例；フィルターチップの
使用）。

使用説明書に従ってリアルタイムサイクラーの汚染
を除去する。

使用説明書に従ってリアルタイムサイクラーのキャ
リブレーションを再度行なう。
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Memo
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Memo
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