
LightCycler 用反応試薬キット（QIAGEN社）試用実験報告
QIAGEN社のQuantiTectTM SYBR Green PCR キットを試して

　QIAGEN社のご厚意により，QuantiTectTM SYBR Green PCRキットを試す機会を得ました．Roche

キットで使用した実績のある、ﾌﾟﾗｲﾏｰについて QuantiTectTM SYBR Green PCRキットを使用し、
LightCyclerにかけてみました。その結果について簡単に報告いたします。

１．はじめに

【QIAGENキットの特長】

　QIAGEN社のQuantiTectTM SYBR Green PCRキットは下記点を特長としている。

・高特異性／高感度

・ ﾏｽﾀｰﾐｯｸｽにﾃﾝﾌﾟﾚｰﾄとﾌﾟﾗｲﾏｰを加えるだけの簡便さ

・条件検討不要

【リアルタイム PCR用のターゲットについて】

　本来、ﾘｱﾙﾀｲﾑPCRに用いるﾀｰｹﾞｯﾄは 500bpまでとされ、理想的には 100～ 150bpが良いとされてい

るが、Roche試薬を使用している中にはこれまでの実験の流れで、500bp以上をﾀｰｹﾞｯﾄとし、うまく

いったという経験を持つ人も多いと思われる。そこで、今回は、以下の４種類のﾌﾟﾗｲﾏｰｾｯﾄ（A，B，

C，D）について検討した。

　PrimerA:110bp Tm:55℃

　PrimerB:237bp Tm:54℃

　PrimerC:316bp Tm:59℃

　PrimerD:573bp Tm:50℃

【手順における違い】

　Roche試薬ではまず「MgCl
2
濃度条件の

最適化」が必要だが、Q I A G E N 社の

QuantiTectTM SYBR Green PCRキットではこ

の必要がないということで、ﾌﾟﾗｲﾏｰが適し

たものかどうかを見極め、次には本来の目

的である定量の過程に進める（表１）。 　　　　　　表１：手順の違い
【Protocolにおける設定の違い】

　Roche試薬とQIAGEN社のQuantiTectTM SYBR Green PCRキットでのProtocolにおける設定の違いは、

初期活性化ｽﾃｯﾌﾟでの時間が 15分に、PCRの変性での温度が 94℃に、PCRのｱﾆｰﾘﾝｸﾞ時間が 20秒に、

PCRのｴｸｽﾃﾝｼｮﾝの時間が 100bpあたり 5秒に、蛍光ﾊﾟﾗﾒｰﾀｰがChannel1:2:3=15:10:10になるところであ

る（表２）。

　　　　　 表２：ﾌﾟﾛﾄｺｰﾙにおける設定の比較
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　　　　　２．実験について

【手順】　

　ﾃﾝﾌﾟﾚｰﾄ以外を表３の通り混合し、ｷｬﾋﾟﾗﾘｰに分注した後、

それぞれにDNAﾃﾝﾌﾟﾚｰﾄを添加し、遠心してｻﾝﾌﾟﾙをｷｬﾋﾟﾗﾘｰ

先端に落とす。

　ｷｬﾋﾟﾗﾘｰをｶﾛｰｾﾙにｾｯﾄし、装置にかける。QIAGENのﾊﾝﾄﾞ

ﾌﾞｯｸに従いﾌﾟﾛﾄｺｰﾙを設定した後、装置を作動させる。終了

後、5％ﾎﾟﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙにて泳動する。

　LightCyclerでの増幅曲線、融解曲線、PCR産物のｹﾞﾙ泳

動像などをもとに評価する。

２×QuantiTectTM SYBR
Green PCR Master Mix 10

ﾌﾟﾗｲﾏｰA,B,C,D(U) 5μ M                 2

ﾌﾟﾗｲﾏｰA,B,C,D (L) 5μ M                 2

RNaseﾌﾘ  ー水　　　　　　　　　 4

DNAﾃﾝﾌﾟﾚｰﾄ　　　　　　　　　 2

20 （μl）

                 表３：反応液組成
   DNAﾃﾝﾌﾟﾚｰﾄ
     1.genome DNAまたはそのclone
     2.RT産物 2μ l
         (0.5μ g total RNA／ 10～ 20μ l)

【結果１】：PrimerA:110bp Tm:55℃

　ﾌﾟﾛﾄｺｰﾙ通りの設定で，下図のような増幅

曲線、融解曲線、ｹﾞﾙ像を得た。

　増幅曲線（直線表示）

【結果２】　・PrimerB:237bp Tm:54℃

　ｹﾞﾙ像は左側がPCRの extention時間をﾌﾟﾛﾄ

ｺｰﾙ通り設定したもので、右側が設定時間を2

倍に設定したときのものである。併せて、2倍

設定時の増幅曲線を示した。

　増幅曲線（対数表示） 融解曲線

　　　　　　　融解微分曲線

110bp

増幅曲線

237bp

extention time
12sec               24sec

　1　 2 　3　 4　 5　　

M            5   4   3   2   1

Template濃度
　ｻﾝﾌﾟﾙ１～５は、それぞれ105、104、103、102、10ｺﾋﾟｰに対応する。

　1　 2 　3　 4　 5　　



【結果３】・PrimerC:316bp Tm:59℃

　PCRのextention時間を2倍に設定して

得られた結果を示した。

【結果４】・PrimerD:573bp Tm:50℃

　PCRのextention時間を2倍に設定して

も、うまく増幅されなかった（増幅曲線

のY軸の最高値は６。通常は約７０位）。

３．終わりに

【まとめ】

　　　　　　増幅曲線

融解曲線

316bp

primer dimer

　　　　　　増幅曲線

融解曲線

　　　　　　　融解微分曲線

　　　　　　　

表4：結果のまとめ
extention time×1は各ﾒｰｶｰの初期設定値で、Rocheではﾌﾟﾛﾀﾞｸﾄ(bp)／ 25秒、QIAGENではﾌﾟﾛﾀﾞ
ｸﾄ(bp)／ 20秒とした。×2は、各ﾒｰｶｰの初期設定値を2倍設定したものをさす。
○は増幅、ﾌﾟﾛﾀﾞｸﾄができたもの、×は増幅されなかったもの、─は試していないものを各々示し
ている。

表5：1ｻﾝﾌﾟﾙ当たりの消耗品費比較

extention time ×1 ×２ ×1 ×２ ×1 ×２ ×1 ×２

Roche ○ ─ ○ ─ ○ ─ ○ ─

QIAGEN ○ ○ × ○ ─ ○ × ×

primerD(573bp)primerA(110bp) primerB(237bp) primerC(316bp)

ｷｬﾋﾟﾗﾘｰ 試薬 合計

Roche 約70円 約290円 約360円

QIAGEN 約70円 約100円 約170円

消耗品費（1ｻﾝﾌ゚ ﾙ当たり）

コストの比較

異なったTemmplate長についての増幅可能条件の比較

融解微分曲線



・ ﾀｰｹﾞｯﾄが100～150bpの場合はﾌﾟﾛﾄｺｰﾙ通りにPCRの区分３ (extention)の時間を設定する事で良好

な結果が得られた。

・ ﾀｰｹﾞｯﾄが 150～ 500bpの場合はPCRの区分３（extention）の値をﾌﾟﾛﾄｺｰﾙに示された初期設置値の

２倍とすることでうまく増幅された。

・ ﾀｰｹﾞｯﾄが 500bp以上の場合は PCRの区分３（extention）の時間を初期設定値の２倍としてもうま

くいかない。MgCl
2
濃度を変えてみるようにというﾒｰｶｰからの指示に従って検討したが、今回のﾌﾟ

ﾗｲﾏｰではうまくいかなかった。MgCl
2
濃度を変えるのと、設定の時間を２倍，2.5倍に設定した組

合わせを検討する余地があるかもしれない。

・ LightCyclerで増幅測定委後のｻﾝﾌﾟﾙをｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ電気泳動で確認すると、非特異的増幅ﾊﾞﾝﾄﾞの出

現が少ないように思われた。

・ Roche試薬で最適結果を与えたMgCl
2
濃度３mMについて精査した。primerAの実験について2.5

～ 5mMの範囲でMgCl
2
濃度を変えてみたところ、2.5mMが最適濃度だった。

　以上まとめると、ﾀｰｹﾞｯﾄが150bp以下の場合はもちろん、500bpまでであれば時間が従来より少々

長くかかるというところはあるがMgCl
2
濃度を検討しなくてよく、非特異的ﾊﾞﾝﾄﾞも少なくなると

いう利点があり、試薬ｺｽﾄが単純に比較して１／３になるということを考えれば、ｺｽﾄﾊﾟﾎｰﾏﾝｽが高

い。ただし，ｷｬﾋﾟﾗﾘｰのｺｽﾄを加えると約１／２差に縮まる。選択は使用者の判断によるべきでしょ

う。

　今回の結果をみなさまがお使いになるときの参考にしていただけたら幸いです。

　


