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プロトコール：遺伝子変異および微生物の遺伝的差異
をHRMにより解析
本プロトコールはRotor-Gene™ Q、Rotor-Gene 6000、LightCycler® 480を用いた実験
に最適化されています。特殊な装置あるいは新規のHRM装置を用いたHRM解析用
プロトコールはすべてwww.qiagen.com/Products/Type-itHRMPCRKit.aspxで入手い
ただけます。

実験を始める前の重要事項

� 良好な結果を得るために、ハンドブックに記載の至適化プロトコールに必ず
従ってください。

� 0.7 µMのプライマー濃度を常に使用してください。

� Mg2+濃度あるいはアニーリング温度の至適化は必要ありません。

� 本プロトコールに記載のサイクリング条件で常に実験を始めます。

� 正確なジェノタイピング結果を得るためには最適な装置とHRM解析設定が
必須です。詳細に関してはHRM解析機能付きリアルタイムPCR装置に添付の
マニュアルをご覧ください。

操作手順

1. 2x HRM PCR Master Mix、プライマー溶液、RNaseフリー水、DNAテンプレート
およびコントロールDNA（オプション）を解凍する。

塩濃度が偏らないように、使用前に溶液を完全に混和します。

2. 表1（3ページ）に従って反応ミックスを調製する。

実験で必要なトータル容量の10％増しになるように、反応ミックスを調製し
ます。

反応セットアップは室温（15～25℃）で行ないます。ただし、各試薬、サン
プル、コントロールは氷上で保冷することをお奨めします。

3. 反応ミックスを完全に混和し、PCRチューブあるいはPCRプレートのウェルに
適切な量を分注する。

4. 等量のDNAテンプレート（1～50 ngのゲノムDNAあるいは1～50 pgの微生
物DNA、各サンプルの容量を同量にする）を個々のPCRチューブあるいはウェル
に添加し、完全に混和する。

すべてのサンプルのCT値が30以下になるような十分量のDNAを添加します。
CT値が3サイクル以上異なるサンプルは使用しないでください。
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表1. 2x HRM PCR Master Mixを用いる場合の反応成分

容量／10 µl反応
（384ウェル

成分 容量／25 µl反応* プレート） 最終濃度

反応ミックス
2x HRM PCR 12.5 µl 5.0 µl 1x
Master Mix

10 µMプライマー 1.75 µl 0.7 µl 0.7 µM forward 
ミックス† primer

0.7 µM reverse 
primer

RNaseフリー水 適量 適量 –

DNAテンプレート 適量 適量 真核細胞：1～50 ng
（ステップ4で添加） （全ての反応で （全ての反応で DNA／反応

等容量） 等容量） 微生物：1～50 pg
DNA／反応

（各反応で同量を
用いる）

トータル容量／反応 25 µl* 10 µl –

* 使用するリアルタイム用サーマルサイクラーが25 µl以外の最終反応量を必要とする場合には、その量に
応じてマスターミックスとその他の反応液成分の量を調節する。

† 10 µMプライマーミックスは10 µM forward primerと10 µM reverse primerで構成されている。

5. 表2（4ページ）あるいは表3（6ページ）に従ってリアルタイム用サーマルサ
イクラーのプログラミングを行なう。

注：リアルタイム用サーマルサイクラーのユーザーマニュアルをチェックして
装置のセットアップを正しく行なってください。

6. リアルタイム用サーマルサイクラーにPCRチューブあるいはプレートをセット
して、PCRサイクリング・プログラムをスタートし、次にHRM解析を行なう。

7. データ解析を行なう。

リアルタイムPCRおよびHRMのデータ解析を実施する前に、解析用に設定を
行ないます。詳細はリアルタイムPCR装置のマニュアルをご覧ください。

注：本誌に記載されていないリアリタイム用サーマルサイクラーはHRM解析
ができない可能性があります。
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表2. Rotor-Gene QおよびRotor-Gene 6000でのHRM解析用に至適化済みのサイクリ
ングプロトコール

ステップ 時間 温度 コメント

PCR初期活性化 5分 95℃ HotStarTaq® Plus DNA Polymerase
はこの加熱ステップで活性化
される。

3ステップサイクリング： 重要：これらのサイクリング条
件を用いた場合のみ最適な結果
が得られる。

変性 10秒 95℃

アニーリング 30秒 55℃

エクステンション 10秒 72℃ Green channelで蛍光取り込みを
行なう。

350 bpまでのPCR産物に最適。
350 bpを越えるPCR産物では
PCR産物25 bp当たり1秒の
エクステンション時間を追加
する。

サイクル数 40 10～50 ngのDNAテンプレート
または10～50 pgの微生物DNA

45 1～9 ngのDNAテンプレート
または1～9 pgの微生物DNA

HRM 2秒 65～95℃* 蛍光取り込みに関する詳細は
0.1℃間隔 英語版Handbook 10ページを

参照。

* HRM解析する新規のPCR産物ごとに融点をまず決める必要がある。予想される融点を完全にカバーする
65～95℃の温度領域にわたってHRM解析を行なう。Tmが決定後のHRM解析実験からは予想される全
PCR産物の最小 Tm値から5℃低い温度と最大 Tm値よりも5℃高い温度領域でHRMを行なうことが可能。
これによりHRM解析に必要な時間を短縮可能。
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図1. Rotor-Geneシステムでの遺伝子変異解析用サイクリングプロトコールのプログラミング
重要：HotStarTaq Plus DNA Polymeraseを活性化するために“hold”ステップを95℃、5分にセットする
（未提示）。サイクリングステップには95℃で10秒、55℃で30秒、72℃で10秒間を使用し、72℃のステッ
プにおいてgreen channelでCycling Aに蛍光取り込みを行なう。サイクル数を調節する；スタートポイント
として40を使用。詳細は表2を参照。HRMプロトコールのプログラミングを図2に示す。

図2. Rotor-GeneシステムでのHRM解析用プログラミング
図1、表2に記載されているように遺伝子変異解析のためにサイクリングプロトコールをプログラミングす
る。HRM解析に関しては、ランプを65～95℃に、温度上昇は各ステップあたり0.1℃間隔にセットする。
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表3. LightCycler 480でのHRM解析用に至適化済みのサイクリングプロトコール

ステップ 時間 温度 コメント

重要：検出フォーマットを
選択：SYBR® Green I/HRM Dye

PCR初期活性化 5分 95℃ HotStarTaq Plus DNA 
Polymeraseはこの加熱ステップ
で活性化される。

3ステップサイクリング： 重要：これらのサイクリング条
件を用いた場合のみ最適な結果
が得られる。

変性 10秒 95℃

アニーリング 30秒 55℃

エクステンション 10秒 72℃ “single”で蛍光取り込みを
行なう。

350 bpまでのPCR産物に最適。
350 bpを越えるPCR産物では
PCR産物25 bp当たり1秒の
エクステンション時間を追加
する。

サイクル数 45 10～50 ngのDNAテンプレート
または10～50 pgの微生物DNA

50 1～9 ngのDNAテンプレート
または1～9 pgの微生物DNA

HRM 解析モード：Melting curve
1秒 65℃*

95℃* 蛍光取り込みを続ける。

ランプ速度：0.02℃／秒

毎秒25取り込み

冷却 1秒 40℃ HRM終了後サンプルを冷却

注：加熱および冷却に関しては最大のランプ速度を設定する。

* HRM解析する新規のPCR産物ごとに融点をまず決める必要がある。予想される融点を完全にカバーする
65～95℃の温度領域にわたってHRM解析を行なう。Tmが決定後のHRM解析実験からは予想される全
PCR産物の最小 Tm値から5℃低い温度と最大 Tm値よりも5℃高い温度領域でHRMを行なうことが可能。
これによりHRM解析に必要な時間を短縮可能。
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図3. LightCycler 480でのHRM解析用プログラミング
“Detection Format”の選択：SYBR Green I/HRM Dye
注：EvaGreen色素検出用のチャンネルを選択していない場合、蛍光強度の低下が観察されることがある。

図4. LightCycler 480システムでの遺伝子変異解析用サイクリングプロトコールのプログラミング
注：時間はhh:mm:ssのフォーマットでインプットする。重要：HotStarTaq Plus DNA Polymeraseを活性化す
るために最初の活性化ステップを95℃、00:05:00（5分）にセットする（未提示）。サイクリングステップ
は、95℃で00:00:10（10秒）、55℃で00:00:30（30秒）、72℃で00:00:10（10秒）を用いる。72℃の
ステップのみ“Acquisition Mode”は“Single”を選ぶ。サイクル数を調節する；スタートポイントとして
45を使用。詳細は表3を参照。全ステップで加熱／冷却速度を最大に設定する。HRMプロトコールのプロ
グラミングを図5に示す。HRMの後サンプルを冷却したい場合は、最後のサイクルの後に40℃で00:00:01
（1秒）を入れる（未提示）。
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図5. LightCycler 480でのHRM解析用プログラミング
注：時間はhh:mm:ssのフォーマットでインプットする。図4に記載されているサイクリングプロトコール
をプログラミングする。HRM解析に関しては65℃および95℃で00:00:01（1秒）を使用する。“Acquisi-
tion Mode”の“Continuous”で1秒当たり25 acquisitionsにして、ランプ速度を0.02℃/sにする。HRMの
後サンプルを冷却したい場合は、最後のサイクルの後に40℃で00:00:01（1秒）を入れる（未提示）。
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プロトコール：HRMによるSNP解析
本プロトコールはRotor-Gene Q、Rotor-Gene 6000、LightCycler 480を用いた実験に
最適化されています。特殊な装置および新規のHRM装置を用いたHRM解析用プロ
トコールはすべてwww.qiagen.com/Products/Type-itHRMPCRKit.aspxで入手いただ
けます。

実験を始める前の重要事項

� 良好な結果を得るために、ハンドブックに記載の至適化プロトコールに必ず
従ってください。

� 0.7 µMのプライマー濃度を常に使用してください。

� Mg2+濃度あるいはアニーリング温度の至適化は必要ありません。

� 本プロトコールに記載のサイクリング条件で常に実験を始めます。

� 正確なジェノタイピング結果を得るためには最適な装置とHRM解析設定が
必須です。詳細に関してはHRM解析機能付きリアルタイムPCR装置に添付の
マニュアルをご覧ください。

操作手順

1. 2x HRM PCR Master Mix、プライマー溶液、RNaseフリー水、DNAテンプレート
およびコントロールDNA（オプション）を解凍する。

塩濃度が偏らないように、使用前に溶液を完全に混和します。

2. 表4（10ページ）に従って反応ミックスを調製する。

実験で必要なトータル容量の10％増しになるように、反応ミックスを調製し
ます。

反応セットアップは室温（15～25℃）で行ないます。ただし、各試薬、サン
プル、コントロールは氷上で保冷することをお奨めします。

3. 反応ミックスを完全に混和し、PCRチューブあるいはPCRプレートのウェルに
適切な量を分注する。

4. 等量のDNAテンプレート（1～50 ngのゲノムDNAあるいは1～50 pgの微生
物DNA、各サンプルの容量を同量にする）を個々のPCRチューブあるいはウェル
に添加し、完全に混和する。

すべてのサンプルのCT値が30以下になるような十分量のDNAを添加します。
CT値が3サイクル以上異なるサンプルは使用しないでください。
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表4. 2x HRM PCR Master Mixを用いる場合の反応成分

容量／10 µl反応
（384ウェル

成分 容量／25 µl反応* プレート） 最終濃度

反応ミックス
2x HRM PCR 12.5 µl 5.0 µl 1x
Master Mix

10 µMプライマー 1.75 µl 0.7 µl 0.7 µM forward 
ミックス† primer

0.7 µM reverse 
primer

RNaseフリー水 適量 適量 –

DNAテンプレート 適量 適量 真核細胞：1～50 ng
（ステップ4で添加） （すべての （すべての DNA／反応

反応で等量） 反応で等量） 微生物：1～50 pg
DNA／反応

（各反応で同量を
用いる）

トータル容量／反応 25 µl* 10 µl –

* 使用するリアルタイム用サーマルサイクラーが25 µl以外の最終反応量を必要とする場合には、その量に
応じてマスターミックスとその他の反応液成分の量を調節する。

† 10 µMプライマーミックスは10 µM forward primerと10 µM reverse primerで構成されている。

5. 表5（11ページ）あるいは表6（14ページ）に従ってリアルタイム用サーマル
サイクラーのプログラミングを行なう。

注：リアルタイム用サーマルサイクラーのユーザーマニュアルをチェックして
装置のセットアップを正しく行なってください。

6. リアルタイム用サーマルサイクラーにPCRチューブあるいはプレートをセット
して、PCRサイクリング・プログラムをスタートし、次にHRM解析を行なう。

7. データ解析を行なう。

リアルタイムPCRおよびHRMのデータ解析を実施する前に、解析用に設定を
行ないます。詳細はリアルタイムPCR装置のマニュアルをご覧ください。

注：本誌に記載されていないリアリタイム用サーマルサイクラーはHRM解析
ができない可能性があります。
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表5. Rotor-Gene QおよびRotor-Gene 6000での SNPのHRM解析用に至適化済みの
サイクリングプロトコール

ステップ 時間 温度 コメント

PCR初期活性化 5分 95℃ HotStarTaq Plus DNA Polymerase
はこの加熱ステップで活性化
される。

2ステップサイクリング： 重要：これらのサイクリング条
件を用いた場合のみ最適な結果
が得られる。

変性 10秒 95℃

アニーリング／ 30秒 55℃ Green channelで蛍光取り込みを
エクステンション 行なう。200 bpまでのPCR産物

に最適。200 bpを越えるPCR産
物ではPCR産物25 bp当たり
1秒のエクステンション時間を
追加する。

サイクル数 40 10～50 ngのDNAテンプレート
または10～50 pgの微生物DNA

45 1～9 ngのDNAテンプレート
または1～9 pgの微生物DNA

HRM 2秒 65～95℃* 蛍光取り込みを行なう。
0.1℃間隔

* HRM解析する新規のPCR産物ごとに融点をまず決める必要がある。予想される融点を完全にカバーする
65～95℃の温度領域にわたってHRM解析を行なう。Tmが決定後のHRM解析実験からは予想される全
PCR産物の最小 Tm値から5℃低い温度と最大 Tm値よりも5℃高い温度領域でHRMを行なうことが可能。
これによりHRM解析に必要な時間を短縮可能。
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図6. Rotor-GeneシステムでのSNP解析用サイクリングプロトコールのプログラミング
重要：HotStarTaq Plus DNA Polymeraseを活性化するために“hold”ステップを95℃、5分にセットする
（未提示）。サイクリングステップには95℃で10秒、55℃で30秒を使用し、55℃のステップにおいて
green channelでCycling Aに蛍光取り込みを行なう。サイクル数を調節する；スタートポイントとして40を
使用。詳細は表5を参照。HRMプロトコールのプログラミングを図7に示す。
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図7. Rotor-GeneシステムでのHRM解析用プログラミング
図6と表5に記載されているサイクリングプロトコールをプログラミングする。HRM解析に関しては、ラン
プを65～95℃に、温度上昇は各ステップあたり0.1℃間隔にセットする。
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表6. LightCycler480でのSNPのHRM解析用に至適化済みのサイクリングプロトコール

ステップ 時間 温度 コメント

重要：検出フォーマットを
選択：SYBR Green I/HRM Dye

PCR初期活性化 5分 95℃ HotStarTaq Plus DNA 
Polymeraseはこの加熱ステップ
で活性化される。

2ステップサイクリング： 重要：これらのサイクリング条
件を用いた場合のみ最適な結果
が得られる。

変性 10秒 95℃

アニーリング／ 30秒 55℃ “single”蛍光取り込みを
エクステンション 行なう。200 bpまでのPCR産物

に最適。

200 bpを越えるPCR産物では
PCR産物25 bp当たり1秒の
エクステンション時間を使用。

サイクル数 45 10～50 ngのDNAテンプレート
または10～50 pgの微生物DNA

50 1～9 ngのDNAテンプレート
または1～9 pgの微生物DNA

HRM 解析モード：Melting curve
1秒 65℃*

95℃* 蛍光取り込みを続ける。

ランプ速度：0.02℃／秒

毎秒25取り込み

冷却 1秒 40℃ HRM終了後サンプルを冷却

注：加熱および冷却に関しては最大のランプ速度を設定する。

* HRM解析する新規のPCR産物ごとに融点をまず決める必要がある。予想される融点を完全にカバーする
65～95℃の温度領域にわたってHRM解析を行なう。Tmが決定後のHRM解析実験からは予想される全
PCR産物の最小 Tm値から5℃低い温度と最大 Tm値よりも5℃高い温度領域でHRMを行なうことが可能。
これによりHRM解析に必要な時間を短縮可能。
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図8. LightCycler 480でのHRM解析用プログラミング
“Detection Format”の選択：SYBR Green I/HRM Dye
注：EvaGreen色素検出用のチャンネルを選択していない場合、蛍光強度の低下が観察されることがある。

図9. LightCycler 480システムでのSNP解析用サイクリングプロトコールのプログラミング
注：時間はhh:mm:ssのフォーマットでインプットする。重要：HotStarTaq Plus DNA Polymeraseを活性化す
るために最初の活性化ステップを95℃、00:05:00（5分）にセットする（未提示）。サイクリングステップ
には95℃で00:00:10（10秒）および55℃で00:00:30（30秒）を用いる。55℃のステップのみ“Acquisi-
tion Mode”は“Single”を選ぶ。サイクル数を調節する；スタートポイントとして45を使用。詳細は表6を
参照。全ステップで加熱／冷却速度を最大に設定する。HRMプロトコールのプログラミングを図10に示す。
HRMの後サンプルを冷却したい場合は、最後のサイクルの後に40℃で00:00:01（1秒）を入れる（未提示）。
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図10. LightCycler 480でのHRM解析用プログラミング
注：時間はhh:mm:ssのフォーマットでインプットする。図9に記載されているサイクリングプロトコールを
プログラミングする。HRM解析に関しては65℃および95℃で00:00:01（1秒）を使用する。“Acquisition
Mode”の“Continuous”で1秒当たり25 acquisitionsにして、ランプ速度を0.02℃/sにする。HRMの後サ
ンプルを冷却したい場合は、最後のサイクルの後に40℃で00:00:01（1秒）を入れる（未提示）。
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トラブルシューティング
コメント

PCRあるいはHRMでシグナルがない、Rn値が低い、あるいはPCRでシグナルが遅れて
検出される

a） サイクル条件が
間違っている

b） HotStarTaq Plus DNA
Polymeraseが活性化
されていない

c） ピペッティングエラー、
あるいは試薬の入れ
忘れ

d） リアルタイム解析で
検出ステップが間違っ
ている、あるいはない

e） PCR効率が低い

f） スタートのDNA
テンプレートに問題

常にプロトコールに記載されている至適化済みの
サイクリング条件で始める。

プロトコールに記載されているように、サイクリング
プログラムにHotStarTaq Plus DNA Polymerase活性化
ステップ（95℃、5分）が含まれていることを確認
する。

プライマーや核酸テンプレートを含んだ試薬の濃度や
保存条件をチェックする。プライマー濃度を評価する
際の詳細は英語版Handbook 30ページ、Appendix C
を参照する。再度アッセイを行なう。

リアルタイム解析に関して、遺伝子変異プロトコール
では72℃のエクステンション・ステップで、SNPプ
ロトコールではアニーリング／エクステンションを組
み合わせたステップで蛍光取り込みが行なわれている
ことを確認する。

このプロトコールに記載されているプライマー濃度
を使用する。プライマー濃度を決める際の詳細は英
語版Handbook 30ページ、Appendix Cを参照する。

サンプルを繰り返して凍結・融解することを避ける。
凍結・融解の繰り返しを避けるために少量ずつ分注
する。

テンプレートおよびコントロールDNAの濃度、保存
条件、品質についてチェックする。

必要な場合には、ストック溶液を用いてDNAテンプ
レートの段階希釈液を再調製する。新しい希釈液を
用いてアッセイを再度行なう。

最適な結果を得るには PCR阻害物質の効果的な除去
が必須である。適切な精製法を用いてサンプルから
核酸を精製する。

核酸テンプレートの分離および希釈に使用した試薬、
バッファー、溶液のすべてがヌクレアーゼ（RNase/
DNase）フリーでなければならない。
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g） DNAテンプレートが
不十分あるいは分解

“No Template”コントロール（NTC；テンプレート無添加のコントロール）で蛍光
強度あるいはCT値が高い

a） 試薬がコンタミ

b） リアルタイム用
サーマルサイクラーが
コンタミ

Replicatesあるいはサンプル間でシグナルが変動

a） DNAテンプレートに
問題

b） ウェルに気泡

c） 反応成分が適切に
混和されていない

d） リアルタイム用
サーマルサイクラーが
コンタミ

e） リアルタイム用サーマ
ルサイクラーの較正が
ずれている

テンプレート量とPCRサイクル数が本プロトコールに
記載されている範囲にあることをチェックする（表1
～6）。可能ならDNAテンプレート量を増やす。

解析に使用した試薬（例；マスターミックス、プライ
マー）を全て廃棄する。コンタミしていないピペット
とキット、試薬で実験をもう一度繰り返す。

メーカーの説明書に従ってリアルタイム用サーマル
サイクラーのコンタミを除去する。

サンプルのDNA濃度を再チェックする。

すべてのサンプルで等量のDNAを使用し、全サン
プルにおいてCT値に3サイクル以上の差がないこと
を確認する。

サンプル中のゲノムDNAの完全性をチェックするた
めに異なるHRMジェノタイピング・アッセイを使用
する。

非常に微量あるいは新規の遺伝子変異により予想さ
れる領域以外にシグナルが存在することがあること
に注意する。

PCRを開始する前に、プレートをスピンダウンして気
泡を取り除き、プレートカバーから溶液を除去する。

プロトコールの混和操作に従う。

メーカーの説明書に従ってリアルタイム用サーマル
サイクラーのコンタミを除去する。

メーカーの説明書に従ってリアルタイム用サーマル
サイクラーの較正をもう一度行なう。
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