
HotStarTaq® Plus PCR
プロトコールとトラブルシューティング

HotStarTaq Plus DNA Polymerase
HotStarTaq Plus Master Mix Kit

至適化不要で特異性の高いホットスタートPCR

目次 ページ

プロトコール

HotStarTaq Plus DNA Polymeraseを用いたPCR 2

HotStarTaq Plus DNA Polymeraseと
Q-Solutionを用いたPCRプロトコール 6

HotStarTaq Plus DNA Polymeraseを用いたシングルセルPCR 11

HotStarTaq Plus Master Mixを用いたPCR 15

トラブルシューティング 18

英語版February 2008に対応

Sample & Assay Technologies



2 HotStarTaq Plus PCRプロトコールとトラブルシューティング 02/2008

プロトコール：HotStarTaq Plus DNA Polymeraseを用い
たPCR
実験を始める前の重要事項

� HotStarTaq Plus DNA Polymeraseは95℃で5分間の活性化ステップが必要です
（本プロトコールのステップ6参照）。

� DNAを調製する場所あるいはPCR産物を解析する場所から離れたところで反
応液のセットアップを行なってください。

� クロスコンタミを最小限に抑えるために、疎水性フィルターを装着したチップ
を使用してください。

� PCR産物の精製（例えばQIAquick® PCR Purification KitあるいはMinElute® PCR
Purification Kitを使用）を行なわずに、蛍光強度や吸光度の測定が必要なダウン
ストリーム・アプリケーションでは、CoralLoad® PCR Bufferの使用はお薦めし
ません。

実験を始める前の準備事項

� 必要に応じて各 dNTPが 10 mM入った dNTPミックスを調製し、少量ずつ
–20℃で保存します。QIAGENでは PCRグレードの高品質なdNTPミックス
（10 mM）をお届けしています（Cat. no. 201900）。

操作手順

1. 10x CoralLoad PCR Bufferあるいは10x PCR Buffer、dNTPミックス、プライマー
溶液、25 mM MgCl2（必要な場合）を室温あるいは氷上で融解する。

塩濃度が均一になるように使用前に各溶液を完全に混和することが重要です。

2. 表1に従ってマスターミックスを調製する。

HotStarTaq Plus DNA Polymeraseは室温で不活性なので、反応容器を氷上で保
存する必要はありません。

マスターミックスにはテンプレートDNA以外のPCRに必要な成分が全て含ま
れています。PCR反応の回数に必要なマスターミックス量よりも10％増しで
調製します。ネガティブコントロール（テンプレートDNAなし）は必ず同時
に行ないます。

注：最適なMg2+濃度は、ほとんどの場合、1x PCR Bufferおよび1x CoralLoad
PCR Bufferに含まれている濃度で良好な結果が得られます。しかし、表2に従っ
てMg2+濃度を増加することにより、反応が改善されることもあります。
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表1. HotStarTaq Plus DNA Polymeraseを用いた反応成分

成分 容量／反応 最終濃度

マスターミックス

10x CoralLoad PCR Buffer* 10 µl 1x
あるいは10x PCR Buffer*

25 mM MgCl2 適量、表2参照 表2参照

dNTPミックス（各10 mM） 2 µl 200 µM各dNTP

プライマーA 適量 0.1～0.5 µM†｠

プライマーB 適量 0.1～0.5 µM†｠

HotStarTaq Plus DNA 0.5 µl 反応当たり2.5ユニット
Polymerase

RNaseフリー水 適量 –

テンプレートDNA

テンプレートDNA、 適量 反応当たり1 µg以下
ステップ4で添加

トータル容量 100 µl –

注：反応容量を少なくする場合は、各成分を適宜減らします。

* 15 mM MgCl2含有。
† 英語版Handbook 36ページ、Table 16を用いてモル換算を行ないます。

表2. 最終Mg2+濃度

反応液中の
最終Mg2+濃度
（mM）： 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

反応当たり必要な
25 mM MgCl2
（µl）： 0 2 4 6 8 10 12 14

注：最適なMg2+濃度は実験ごとに決定すべきですが、ほとんどのケースでは、1x PCR Bufferおよび 1x
CoralLoad PCR Bufferに入っている1.5 mMで満足できる結果が得られます。
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3. マスターミックスをよく混和し、適切な量をPCRチューブに分注する。

ピペットでマスターミックスを数回アップダウンするなどして、静かに混和し
ます。PCRチューブを氷上に保存する必要はありません。HotStarTaq Plus DNA
Polymeraseは不活性状態なので、室温では非特異的なDNA合成は起こりま
せん。

4. マスターミックスの入った個々のチューブにテンプレートDNA（反応当たり
1 µg以下）を添加する。

RT-PCRの場合には、逆転写反応溶液の一部を添加します。この溶液量は最終
PCR溶液量の 10％を超えないようにします（英語版Handbook 40ページ、
Appendix E参照）。

5. 加熱蓋付きサーマルサイクラーを使用する場合は、ミネラルオイルを使用しな
い。直ぐにステップ6に進む。それ以外はミネラルオイル約100 µlを溶液の上
に重層する。

6. サーマルサイクラーをメーカーの指示に従ってプログラムする。

注：熱活性化のために95℃で5分間インキュベートした後に各PCRを始めま
す。5分以上は加熱しないでください。

一般的なサイクリングプログラムを下記に掲載します。収量および特異性を最
大にするには、新しいテンプレートあるいはプライマー・ペア毎に温度、サイ
クル時間を至適化する必要があります。

表3. 最適なPCRサイクリング・プロトコール

コメント

初期活性化ステップ 5分 95℃ HotStarTaq Plus DNA Polymerase
はこのヒーティングステップで
活性化される。

3ステップのサイクリング

変性： 0.5～1分 94℃

アニーリング： 0.5～1分 50～68℃ プライマーのTmより約5℃低い
温度（英語版Handbook 36ペー
ジ、Appendix B参照）。

エクステンション： 1分 72℃ 1 kb以上のPCR産物では1 kbの
DNA当たり約1分間のエクステ
ンション時間を使用

サイクル数： 25～35 英語版Handbook 39ページ、
Appendix C参照。

最終エクステンション： 10分 72℃
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7. サーマルサイクラーにPCRチューブをセットし、サイクリングプログラムを
スタートする。

注：増幅後、サンプルは2～8℃で一晩、–20℃で長期間保存できます。

8.  CoralLoad PCR Bufferを用いた際は、PCR反応液を直接アガロースゲルにロード
できる。ゲルローディング・バッファーおよびマーカー色素を前もって添加す
る必要がない。

CoralLoad PCR Bufferにはゲルローディング試薬とマーカー色素が入っていま
す。色素の移動距離、アガロースゲルの濃度および泳動バッファーとの相関関
係は表4を参照にしてください。

注：溶液の粘度が高い場合には、アガロースゲルの壁に沿って溶液をアプライ
します。

表4. マーカー色素の移動距離

%TAE（TBE）
アガロースゲル 赤色の色素 オレンジ色の色素

0.8 500 bp（270 bp） ～80 bp（<10 bp）

1.0 300 bp（220 bp） ～40 bp（<10 bp）

1.5 250 bp（120 bp） ～20 bp（<10 bp）

2.0 100 bp（110 bp） <10 bp（<10 bp）

3.0 50 bp（100 bp） <10 bp（<10 bp）
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プロトコール： HotStarTaq Plus DNA Polymeraseと
Q-Solution™を用いたPCRプロトコール
本プロトコールは PCRアッセイでQ-Solutionを使用するために作製されました。
Q-Solutionは、DNAの変性環境を変え、スタンダードな条件では増幅されないPCR
システムに有用です。Q-Solutionを特定のプライマーとテンプレートの組み合わせ
に初めて使用する際には、常にQ-Solutionを添加と未添加の反応を同時に行なって
ください。特定のプライマーとテンプレートの組み合わせに以前DMSOのような他
のPCR添加物を使用していた場合にも、同様に実験することを推奨します。

Q-Solutionを使用する場合、それぞれのPCRアッセイにより以下のような影響が観
察されます：

ケースA：Q-Solutionによって以前には得られなかった産物が増幅可能になった。

ケースB：Q-Solutionはある種のプライマー・テンプレートシステムでPCRの特異
性を高めた。

ケースC：Q-SolutionはPCRパフォーマンスに関与しなかった。

ケースD：Q-Solutionによって成功した増幅反応が失敗したり、増幅効率が減少し
た。このようにQ-Solutionの添加が適切なプライマー・テンプレート
アニーリングを妨害することもある。従ってQ-Solutionを特定のプライ
マーとテンプレートの組み合わせに初めて使用する際には、Q-Solution
を常に使用と未使用の反応を同時に行なってください。

M – – + + M – – + +

M – – + + M – – + +

A B

C D

– ：Q-Solution未添加
+ ：Q-Solution添加
M：マーカー

– 1.5 kb

– 0.32 kb

– 2 kb

– 0.5 kb
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実験を始める前の重要事項

� HotStarTaq Plus DNA Polymeraseは95℃で5分間の活性化ステップが必要です
（本プロトコールのステップ6参照）。

� 初めてのプライマーテンプレート・システムにQ-Solutionを使用する場合に
は、必ずQ-Solutionを添加および未添加の増幅反応を同時に行ないます。

� DNAを調製する場所あるいはPCR産物を解析する場所から離れたところで反
応液のセットアップを行なってください。

� クロスコンタミを最小限に抑えるために、疎水性フィルターを装着したチップ
を使用してください。

� PCR産物の精製（例えばQIAquick PCR Purification KitあるいはMinElute PCR
Purification Kitを使用）を行なわずに、蛍光強度や吸光度の測定が必要なダウン
ストリーム・アプリケーションでは、CoralLoad PCR Bufferの使用はお薦めし
ません。

実験を始める前の準備事項

� 必要に応じて各 dNTPが 10 mM入った dNTPミックスを調製し、少量ずつ
–20℃で保存します。QIAGENでは PCRグレードの高品質なdNTPミックス
（10 mM）をお届けしています（Cat. no. 201900）。

操作手順

1. 10x CoralLoad PCR Bufferあるいは10x PCR Buffer、dNTPミックス、プライマー
溶液、Q-Solutionを室温あるいは氷上で融解する。

塩濃度が均一になるように使用前に各溶液を完全に混和します。Q-Solutionを
使用する際は、通常MgCl2を添加する必要はありません。

2. 8ページ、表5に従って反応ミックスを調製する。

HotStarTaq Plus DNA Polymeraseは室温で不活性なので、反応容器を氷上で保
存する必要はありません。

マスターミックスにはテンプレートDNA以外のPCRに必要な成分を全て含ま
れています。PCR反応の回数に必要なマスターミックス量よりも10％増しで
調製します。ネガティブコントロール（テンプレートDNAなし）は必ず同時
に行ないます。
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表5. HotStarTaq Plus DNA PolymeraseとQ-Solutionを用いた反応成分

成分 容量／反応 最終濃度

マスターミックス

10x CoralLoad PCR Buffer* 10 µl 1x
あるいは10x PCR Buffer*

5x Q-Solution 20 µl 1x

dNTPミックス 2 µl 200 µM各dNTP
（各10 mM）

プライマーA 適量 0.1～0.5 µM†

プライマーB 適量 0.1～0.5 µM†

HotStarTaq Plus 0.5 µl 反応当たり2.5ユニット
DNA Polymerase

RNaseフリー水 適量 –

テンプレートDNA

テンプレートDNA、 適量 反応当たり1 µg以下
ステップ4で添加

トータル容量 100 µl –

注：反応容量を増減する場合は、各成分を適宜調節します。

* 15 mM MgCl2含有。
† 英語版Handbook 36ページ、Table 16を用いてモル換算を行ないます。

3. マスターミックスをよく混和し、適切な量をPCRチューブに分注する。

ピペットでマスターミックスを数回アップダウンするなどして、静かに混和し
ます。PCRチューブを氷上に保存する必要はありません。HotStarTaq Plus DNA
Polymeraseは不活性状態なので、室温では非特異的なDNA合成は起こりま
せん。

4. マスターミックスの入った個々のチューブにテンプレートDNA（反応当たり
1 µg以下）を添加する。

RT-PCRの場合には、逆転写反応溶液の一部を添加します。この溶液量は最終
PCR溶液量の 10％を超えないようにします（英語版Handbook 40ページ、
Appendix E参照）。
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5. 加熱蓋付きサーマルサイクラーを使用する場合は、ミネラルオイルを使用しな
い。それ以外はミネラルオイル約100 µlを溶液の上に重層する。

6. サーマルサイクラーをメーカーの指示に従ってプログラムする。

注：熱活性化のために95℃で5分間インキュベートした後に各PCRを始めま
す。5分を超えないようにします。

一般的なPCRサイクリングプログラムを表6に掲載します。収量および特異性
を最大にするには、新しいテンプレートあるいはプライマー・ペア毎に温度、
サイクル時間を至適化する必要があります。

表6. 最適なPCRサイクリング・プロトコール

コメント

初期活性化 5分 95℃ HotStarTaq Plus DNA Polymerase 
ステップ： はこのヒーティングステップで

活性化される。

3ステップのサイクリング

変性： 0.5～1分 94℃

アニーリング： 0.5～1分 50～68℃ プライマーのTmより約5℃低い
温度（英語版Handbook 36ペー
ジ、Appendix B参照）。

エクステンション： 1分 72℃ 1 kb以上のPCR産物では1 kbの
DNA当たり約1分間のエクス
テンション時間を使用

サイクル数： 25～35 英語版Handbook 39ページ、
Appendix C参照。

最終エクス
テンション： 10分 72℃

7. サーマルサイクラーにPCRチューブをセットし、サイクリングプログラムを
スタートする。

注：増幅後、サンプルは2～8℃で一晩、–20℃で長期間保存できます。
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8. CoralLoad PCR Bufferを用いた際は、PCR反応液を直接アガロースゲルにロード
できます。ゲルローディング・バッファーおよびマーカー色素を前もって添加
する必要がありません。

CoralLoad PCR Bufferにはゲルローディング試薬とマーカー色素が入っていま
す。色素の移動距離、アガロースゲルの濃度および泳動バッファーとの相関関
係は表7を参照にしてください。

注：溶液の粘度が高い場合には、アガロースゲルの壁に沿って溶液をアプライ
します。

表7. マーカー色素の移動距離

%TAE（TBE）
アガロースゲル 赤色の色素 オレンジ色の色素

0.8 500 bp（270 bp） ～80 bp（<10 bp）

1.0 300 bp（220 bp） ～40 bp（<10 bp）

1.5 250 bp（120 bp） ～20 bp（<10 bp）

2.0 100 bp（110 bp） <10 bp（<10 bp）

3.0 50 bp（100 bp） <10 bp（<10 bp）
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プロトコール：HotStarTaq Plus DNA Polymeraseを用い
たシングルセルPCR
本プロトコールは、単一細胞からのシングルコピーのDNA配列を増幅するために
デザインされています。

実験を始める前の重要事項

� HotStarTaq Plus DNA Polymeraseは95℃で5分間の活性化ステップが必要です
（本プロトコールのステップ5参照）。

� キャリア核酸が通常必要です（例；E. coli 5S rRNA）。

� ポリアクリルアミド・ゲルあるいはHPLCで精製したプライマーのみを使用し
ます。

� DNAを調製する場所あるいは PCR産物を解析する場所から離れたところで
反応液のセットアップを行なってください。

� クロスコンタミを最小限に抑えるために、疎水性フィルターを装着したチップ
を使用してください。

� PCR産物の精製（例えばQIAquick PCR Purification KitあるいはMinElute PCR
Purification Kitを使用）を行なわずに、蛍光強度や吸光度の測定が必要なダウン
ストリーム・アプリケーションでは、CoralLoad PCR Bufferの使用はお薦めし
ません。

細胞を取り扱う際の注意事項

� 単一細胞は様々な方法（フローサイトメトリーあるいはマイクロマニピュレー
ションなど）により分離されます。

� DNA分解を避けるために、細胞分離操作中はサンプルを冷却保存します。

� 20 µlの1x PCR Bufferが入ったPCRチューブに単一細胞を移します。サンプル
は迅速にドライアイスで凍結します。

� PCR解析まで–80℃で保存します。

実験を始める前の準備事項

� 必要に応じて各 dNTPが 10 mM入った dNTPミックスを調製し、少量ずつ
–20℃で保存します。QIAGENでは PCRグレードの高品質なdNTPミックス
（10 mM）をお届けしています（Cat. no. 201900）。
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操作手順

1. 10x CoralLoad PCR Bufferあるいは10x PCR Buffer、dNTPミックス、プライマー
溶液、25 mM MgCl2（必要な場合）を室温あるいは氷上で解凍する。PCRチュー
ブ中の細胞を氷上で解凍する。

塩濃度が均一になるように使用前に各溶液を完全に混和します。

2. 表8に従ってマスターミックスを調製する。

マスターミックスにはテンプレートDNA（単一細胞）以外のPCRに必要な成
分が全て含まれています。PCR反応の回数に必要なマスターミックス量よりも
10％増しで調製します。ネガティブコントロール（テンプレートDNAなし）
は必ず同時に行ないます。

注：最適なMg2+濃度は、ほとんどの場合、1x PCR Bufferおよび1x CoralLoad
PCR Bufferに含まれている濃度で良好な結果が得られます。しかし、表9に
従ってMg2+濃度を増加することにより、反応が改善されることもあります。

表8. HotStarTaq Plus DNA Polymeraseを用いた反応成分

成分 容量／反応 最終濃度

マスターミックス

10x CoralLoad PCR Buffer* 5 µl 1x
あるいは10x PCR Buffer*

25 mM MgCl2 適量、表9参照 表9参照

dNTPミックス 1 µl 200 µM各dNTP
（各10 mM）

プライマーA 適量 0.2 µM†

プライマーB 適量 0.2 µM†

キャリアRNA 適量 （各反応当たり50 ng）

HotStarTaq Plus 1 µl 反応当たり5ユニット
DNA Polymerase 

RNaseフリー水 適量 –

テンプレート

1 x PCR Buffer 20 µl
にシングル細胞

トータル容量 50 µl –

* 15 mM MgCl2含有
† 英語版Handbook 36ページ、Table 16を用いてモル換算を行ないます。
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表9. 最終Mg2+濃度

反応液中の最終
Mg2+濃度（mM）： 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

反応当たり必要な
25 mM MgCl2（µl）： 0 2 4 6 8 10 12 14

注：最適なMg2+濃度は実験ごとに決定すべきですが、ほとんどのケースでは、1x PCR Bufferおよび 1x
CoralLoad PCR Bufferに入っている1.5 mMで満足できる結果が得られます。

3. マスターミックスをよく混和し、30 µlをPCRチューブに分注する。

ピペットでマスターミックスを数回アップダウンするなどして、静かに混和し
ます。

4. 加熱蓋付きサーマルサイクラーを使用する場合は、ミネラルオイルを使用しな
い。直ぐにステップ5に進む。それ以外はミネラルオイル約50 µlを溶液の上に
重層する。

5. サーマルサイクラーをメーカーの指示に従ってプログラムする。

注：熱活性化のために95℃で5分間インキュベートした後に各PCRを始めま
す。5分以上は加熱しないでください。

一般的なサイクリングプログラムを下記に掲載します。収量および特異性を最
大にするには、新しいテンプレートあるいはプライマー・ペア毎に温度、サイ
クル時間を至適化する必要があります。

表10. 最適なPCRサイクリング・プロトコール

コメント

初期活性化ステップ 5分 95℃ HotStarTaq Plus DNA Polymerase
はこのヒーティングステップで
活性化される。

3ステップのサイクリング

変性： 0.5～1分 94℃

アニーリング： 0.5～1分 50～68℃ プライマーのTmより約5℃低い
温度（英語版Handbook 36ペー
ジ、Appendix B参照）。

エクステンション： 1分 72℃ 1 kb以上のPCR産物では1 kbの
DNA当たり約1分間のエクス
テンション時間を使用

サイクル数： 45～50 英語版Handbook 39ページ、
Appendix C参照。

最終エクステンション： 10分 72℃
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6. サーマルサイクラーにPCRチューブをセットし、サイクリングプログラムを
スタートする。

注：増幅後、サンプルは2～8℃で一晩、–20℃で長期間保存できます。

7.  CoralLoad PCR Bufferを用いた際は、PCR反応液を直接アガロースゲルにロード
できる。ゲルローディング・バッファーおよびマーカー色素を前もって添加す
る必要がない。

CoralLoad PCR Bufferにはゲルローディング試薬とマーカー色素が入っていま
す。色素の移動距離、アガロースゲルの濃度および泳動バッファーとの相関関
係は表11を参照にしてください。

注：溶液の粘度が高い場合には、アガロースゲルの壁に沿って溶液をアプライ
します。

表11. マーカー色素の移動距離

%TAE（TBE）
アガロースゲル 赤色の色素 オレンジ色の色素

0.8 500 bp（270 bp） ～80 bp（<10 bp）

1.0 300 bp（220 bp） ～40 bp（<10 bp）

1.5 250 bp（120 bp） ～20 bp（<10 bp）

2.0 100 bp（110 bp） <10 bp（<10 bp）

3.0 50 bp（100 bp） <10 bp（<10 bp）
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プロトコール：HotStarTaq Plus Master Mixを用いたPCR
実験を始める前の重要事項

� HotStarTaq Plus Master Mixは95℃で5分間の活性化ステップが必要です（本プ
ロトコールのステップ6参照）。

� HotStarTaq Plus Master Mixでは、最終反応ミックスのMgCl2の最終濃度は
1.5 mMです。これによりほとんどのケースで満足できる結果が得られます。
より高濃度のMg2+が必要な場合は、25 mMのMgCl2を含むストック溶液を準
備してください。

� PCR産物の精製（例えばQIAquick PCR Purification KitあるいはMinElute PCR
Purification Kitを使用）を行なわずに、蛍光強度や吸光度の測定が必要なダウン
ストリーム・アプリケーションでは、CoralLoad Concentrateの使用はお薦めし
ません。

� DNAを調製する場所あるいはPCR産物を解析する場所から離れたところで反
応液のセットアップを行なってください。

� クロスコンタミを最小限に抑えるために、疎水性フィルターを装着したチップ
を使用してください。

操作手順

1. プライマー溶液とテンプレート核酸を解凍する。

使用前によく混和します。

2. HotStarTaq Plus Master Mixをボルテックスにより簡単に混和し、表12に従って
各PCRチューブに10 µlずつ分注する。

塩濃度が均一になるように使用前にHotStarTaq Plus Master Mixを完全に混和し
ます。HotStarTaq Plus DNA Polymeraseは室温で不活性なので、反応容器を氷
上で保存する必要はありません。

3. Master Mixが入ったPCRチューブに、希釈した適切な量のプライマー・ミックス
を分注する。

4. 各PCRチューブにテンプレートDNA（20 µl反応液当たり200 ng以下）を添加
する。

RT-PCRの場合には、逆転写反応溶液の一部を添加します。この溶液量は最終
PCR溶液量の 10％を超えないようにします（英語版Handbook 40ページ、
Appendix E参照）。
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表12. HotStarTaq Plus Master Mixを用いた反応成分

成分 容量／反応 最終濃度

HotStarTaq Plus Master Mix、2 x 10 µl 1 unit HotStarTaq Plus
DNA Polymerase 
1 x PCR Buffer* 
200 µM各dNTP

希釈したプライマーミックス

プライマーA 適量 0.1～0.5 µM 

プライマーB 適量 0.1～0.5 µM 

オプション：CoralLoad 2 µl 1x CoralLoad 
Concentrate、10x Concentrate

RNaseフリー水 適量 – 

テンプレートDNA

テンプレートDNA、 適量 20 µl反応液あたり
ステップ4で添加 200 ng以下

トータル容量 20 µl –

注：反応容量を増減する場合は、各成分を適宜調節します。

* 1.5 mM MgCl2含有

5. 加熱蓋付きサーマルサイクラーを使用する場合は、ミネラルオイルを使用しな
い。ステップ6に進む。それ以外のサーマルサイクラーでは、約50 µlのミネラ
ルオイルを重層する。

6. サーマルサイクラーをメーカーの指示に従ってプログラムする。

注：熱活性化のために95℃で5分間インキュベートした後に各 PCRを始め
ます。5分以上は加熱しないでください。

一般的なサイクリング条件を表13（17ページ）に掲載します。収量および特
異性を最大にするには、新しいテンプレートあるいはプライマー・ペア毎に温
度、サイクル時間を至適化する必要があります。
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表13. 最適なPCRサイクリング・プロトコール

コメント

初期活性化 5分 95℃ HotStarTaq Plus DNA Polymerase
ステップ： はこのヒーティングステップで

活性化される。

3ステップのサイクリング
変性： 0.5～1分 94℃

アニーリング： 0.5～1分 50～68℃ プライマーのTmより約5℃低い温
度（英語版Handbook 36ページ、
Appendix B参照）。

エクステンション：1分 72℃ 1 kb以上のPCR産物では1 kbの
DNA当たり約1分間のエクステ
ンション時間を使用。

サイクル数： 25～35 英語版Handbook 39ページ、
Appendix C参照。

最終エクス
テンション： 10分 72℃

7. サーマルサイクラーにPCRチューブをセットし、サイクリングプログラムを
スタートする。

注：増幅後、サンプルは2～8℃で一晩、–20℃で長期間保存できます。
8. CoralLoad Concentrateを用いた際は、PCR反応液を直接アガロースゲルにロー

ドできる。ゲルローディング・バッファーおよびマーカー色素を前もって添加
する必要がない。

CoralLoad PCR Bufferにはゲルローディング試薬とマーカー色素が入っていま
す。色素の移動距離、アガロースゲルの濃度および泳動バッファーとの相関関
係は表14を参照にしてください。
注：溶液の粘度が高い場合には、アガロースゲルの壁に沿って溶液をアプライ
します。

表14. マーカー色素の移動距離

%TAE（TBE）
アガロースゲル 赤色の色素 オレンジ色の色素

0.8 500 bp（270 bp） ～80 bp（<10 bp）

1.0 300 bp（220 bp） ～40 bp（<10 bp）

1.5 250 bp（120 bp） ～20 bp（<10 bp）

2.0 100 bp（110 bp） <10 bp（<10 bp）

3.0 50 bp（100 bp） <10 bp（<10 bp）
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トラブルシューティングガイド
コメント

増幅産物が皆無あるいは少ない

a） HotStarTaq Plus DNA
Polymeraseが活性化さ
れていない

b） ピペッティング・
エラー、あるいは
試薬の入れ忘れ

c） PCR条件が最適でない

d） プライマー濃度が
最適でない、あるいは
プライマーが分解

e） スタートテンプレート
に問題

f） Mg2+濃度が最適でない

g） 酵素濃度が低すぎる

h） サイクル数が少ない

95℃で5分間の初期活性化を行ないPCRを開始した
かチェックする。

15分間活性化するとプライマー・ダイマー形成や複
数のバンドを持つ産物が生じることがある。

PCRをもう一度行なう。プライマーやdNTPs試薬を
含む試薬の濃度および保存条件をチェックする。Hot-
starTaq Plus Master Mixを使用した際は、HotStarTaq
Plus Master Mixとプライマー・テンプレート溶液の比
率が1：1であることを確認する。

同じサイクリング条件でQ-Solutionを用いてPCRを再
度行なう。6ページのプロトコールに従って行なう。

各プライマー濃度を0.1～0.5 µM（0.1 µMずつ）で
PCRを再度行なう。特に高感度なPCRを行なう際は、
変性ポリアクリルアミドゲル*でプライマーが分解
していないかをチェックする。

濃度、保存条件、スタート・テンプレートの品質を
チェックする（英語版Handbook 35ページ、Appen-
dix A参照）。ストック溶液からテンプレート核酸の
連続希釈溶液を調製する。これを用いて PCRを再度
行なう。

シングルセルPCRでは、nested PCR法を用いて2回目
の PCRを実施する。（英語版 Handbook 39ページ、
Appendix D参照）

添付の25 mM MgCl2溶液を用いて0.5 mM間隔で1.5
～5.0 mMまでのMg2+最終濃度の範囲で PCRを行な
う（3ページの表2参照）。

100 µl反応液当たり 2.5ユニットのHotStarTaq Plus
DNA Polymeraseを使用する。必要な場合は、0.5ユ
ニット単位でHotStarTaq Plus DNA Polymeraseの量を
増加する。HotStarTaq Plus Master Mixを用いた際は
20 µl反応液当たり10 µlを使用する。

5サイクルずつサイクル数を増加する（英語版Hand-
book 39ページ、Appendix C参照）

* 化学薬品を取り扱う際には、適切な実験着と使い捨て手袋、保護用眼鏡を着用してください。詳細は製品
メーカーの相当するMSDS（material safety data sheet）をご覧ください。
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コメント

i） アニーリング温度
あるいは時間が正確で
はない

j） 変性温度あるいは時間
が正確でない

k） エクステンション時間
が短い

l） 最初のテンプレート量
が不十分

m） プライマー・デザイン
が適切でない

n） RT反応が間違っている

o） ゲノムDNAからの
ロングフラグメントの
PCR

p） 加熱蓋付きサーマル
サイクラーを使用し、
ミネラルオイルを重層
してPCRを行なった

q） サーマルサイクラーに
問題がある

2℃ずつアニーリング温度を下げる。アニーリング時
間は30～60秒の間にする。最適なアニーリング温
度の決定は難しいが、タッチダウン PCRにより多く
の場合には解決できる（英語版Handbook 42ページ、
Appendix Fを参照）。

変性は94℃で30～60秒間行なう。PCRプロトコー
ルのステップ6（4、9ページ）あるいはシングルセ
ル・プロトコールのステップ5（13ページ）に記載
されているように、最初に95℃で5分間のインキュ
ベーションを行なう。

エクステンション時間を1分単位で延長する。ゲノ
ムDNAを用いたPCRには、下の“o）ゲノムDNAか
らのロングフラグメントのPCR”を参照する。

Nested PCRを用いて2回目の PCRを行なう（英語版
Handbook 39ページ、Appendix D参照）。

プライマー・デザインを再考する（英語版Handbook
36ページ、Appendix B参照）。

RT-PCRでは逆転写反応効率の平均値が10～30％で
あることを考慮しなければならない。逆転写反応液
の添加量は最終PCR溶液量の10％を超えてはならな
い（英語版Handbook 40ページ、Appendix E）。

ゲノムDNAから4 kb以上の産物を増幅する際は、反
応液中のゲノムDNA量を増やす（英語版Handbook
35ページ、Appendix A参照）。あるいはQIAGEN Taq
DNA PolymeraseとHotStar HiFidelity Polymeraseを用い
てロング PCR産物の増幅用プロトコールを用いる
（英語版Taq PCR HandbookあるいはHotStar HiFidelity
PCR Handbook参照）。または、QIAGEN Long Range
PCR Kitを使用する。

加熱蓋付きサーマルサイクラーを使用する際には、
PCR産物の収量が減少するので PCRサンプルの上に
ミネラルオイルを重層しない。

サーマルサイクラーのスイッチがオンになっている
か、正しくプログラムされていたかチェックする。
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増幅産物が多数検出

a） HotStarTaq Plus DNA
Polymeraseの活性時間
が長過ぎる

b） PCRサイクリング条件
が最適でない

c） アニーリング温度が
低すぎる

d） プライマー濃度が
最適でない、あるいは
プライマーが分解

e） プライマー・デザイン
が適切でない

スメア状の産物

a） 最初のテンプレート量
が多すぎる

b） コンタミネーションが
ある

95℃で5分間のみ最初の活性化を行なったことを確
認する。

同じサイクリング条件でQ-Solutionを用いてPCRを再
度行なう。6ページのプロトコールに従って行なう。

2℃ごとにアニーリング温度を上げる。アニーリング
時間は30～60秒の間にする。最適なアニーリング
温度の決定は難しいが、タッチダウン PCRにより多
くの場合には解決できる（英語版Handbook 42ペー
ジ、Appendix Fを参照）。

各プライマー濃度を0.1～0.5 µM（0.1 µMずつ）で
PCRを再度行なう。特に高感度 PCRを行なう際は、
変性ポリアクリルアミドゲル*でプライマーが分解
していないかをチェックする。

プライマー・デザインを再考する（英語版Handbook
36ページ、Appendix B参照）。

スタートテンプレートの濃度と保存温度を確認する
（英語版 Handbook 35ページ、Appendix A参照）。
ストック溶液からテンプレート核酸の連続希釈溶液
を調製する。

この連続希釈溶液を用いて PCRを行なう。PCR産物
を再増幅する際は、最初のPCR産物を103～104倍に
希釈、1 µlを再増幅反応に用いる。Nested PCRを用
いると高い感度と特異性のある再増幅結果が得られ
ることが多い（英語版Handbook 39ページ、Appen-
dix D参照）。

ネガティブコントロールのPCR（テンプレートDNA
なし）で PCR産物あるいはスメア状が観察される場
合には試薬をすべて交換する。クロスコンタミを最
小限に抑えるために、疎水性フィルターを装着した
チップを使用。DNAを調製する場所あるいはPCR産
物を解析する場所から離れたところで反応液のセッ
トアップを行なう。

* 化学薬品を取り扱う際には、適切な実験着と使い捨て手袋、保護用眼鏡を着用してください。詳細は製品
メーカーの相当するMSDS（material safety data sheet）をご覧ください。



HotStarTaq Plus PCRプロトコールとトラブルシューティング 02/2008 21

コメント

c） 酵素濃度が高すぎる

d） HotStarTaq Plus DNA
Polymeraseの活性時間
が長過ぎる

e） サイクル数が多すぎる

f） Mg2+濃度が最適でない

g） プライマー濃度が
最適でない、あるいは
プライマーが分解

h） プライマー・デザイン
が最適でない

100 µl反応液当たり 2.5ユニットのHotStarTaq Plus
DNA Polymeraseを使用する。HotStarTaq Plus Master
Mixを用いる際は 20 µl反応液当たり 10 µlを使用
する。

95℃で5分間のみ最初の活性化を行なったことを確
認する。

3サイクルずつサイクル数を減らす。

添付の25 mM MgCl2溶液を用いて0.5 mM間隔で1.5
～5.0 mMまでのMgCl2最終濃度でPCRを行なう（3
ページ、表2）。

各プライマー濃度を0.1～0.5 µM（0.1 µMずつ）で
PCRを再度行なう。特に、高感度PCRを行なう際は、
変性ポリアクリルアミドゲルでプライマーが分解し
ていないかをチェックする。

プライマー・デザインを再考する（英語版Handbook
36ページ、Appendix B参照）。
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Memo
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