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Ⅰ．緒言

　ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）は、DNAと
RNAのシークエンシング、遺伝子解析、そし
て遺伝子操作に幅広く用いられ、必須の技術と
なっている。DNAとRNAシークエンシング、
遺伝子解析、そして遺伝子操作でPCRを行う場

合、PCR産物の解析は、必須である1-2）。PCR産
物の解析には、直接的、もしくは非直接的な方
法など数多くの方法があるが、それぞれに利点
と欠点がある3）。その中でPCR産物のダイレク
トシークエンシングを行う場合、高いクオリテ
ィのDNAシークエンスデータを得るためには
高い純度と収率のPCR産物が前提となる。しか
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し、PCR反応系・反応条件が標準化されている
にもかかわらず、シークエンシングの検体とな
るPCR産物間でかなりのばらつきが生じうる。
そのため、シークエンシング前にはPCR産物の
量と精製度をアガロース電気泳動などで確認す
る必要がある。さらに2本鎖DNA PCR産物のシ
ークエンシングには特異的PCR産物のみが必要
であり、PCR反応液中の余剰プライマー、不完
全産物や非特異的産物の除去が、増幅用プライ
マーをシークエンシングプライマーとして用い
る際は特に重要である。
　そこで非特異的な増幅産物も除去可能で、特
異的PCR産物を得るためのPCR反応液の精製と
して、一般的にアガロースゲル電気泳動による
分離後、ゲル切り出し操作による抽出が行われ
る4）。しかし、PCR産物の損失が生じ、そのゲ
ル切り出し操作による抽出の精製度と収率は、
実験者の経験に依存するところが大きく、時間
と手間がかかり、煩雑な手技である。そのため、
できる限り検体のロスを抑え、迅速簡便にシー
クエンシング反応を行うために鋳型としての
PCR産物の調製・クリーンアップを行う必要が
ある。
　さらにPCR産物の精製のための必要操作とし
ては、シークエンシングに影響を与えるPCR反
応液中の未反応のデオキシヌクレオチド三リン
酸 （dNTPs）とプライマーといった余剰コンポ
ーネントの除去がある。それらの不純物が含ま
れる中から必要なPCR産物を精製する方法が、
考案されている。その方法においてエビアルカ
リフォスファターゼ （SAP）とエクソヌクレア
ーゼI （ExoI）消化は、PCR反応後、反応に使わ
れなかった余剰プライマーとdNTPsや反応液中
の一本鎖DNAを除去する行程として汎用され
ているが、これら酵素は同時に存在しうるプラ
イマーダイマーや非特異的PCR産物の除去はで
きず、有用性に限界がある。また、DNAシー
クエンシング前に反応に使われなかったdNTP

やプライマーを除去する方法としてのカラム精
製ではプライマーダイマーは除去できるが、非
特異的増副産物の除去はできない5）。
　たとえ少量であっても非特異的増副産物やプ
ライマー （ダイマー）の混在によりDNAシーク
エンシングのバックグラウンドが高く出る可能
性がある。大量の非特異的増幅副産物は簡単に

アガロースゲル電気泳動により検出できるが、
少量のコンタミネーションはDNAシークエン
シング後までわからないことが多い。
　今回、高精度のダイレクトシークエンシング
を行うために、できる限り検体のロスを抑え、
迅速簡便にシークエンシング反応の鋳型として
のPCR産物の調製・クリーンアップが可能な方
法を考案したので報告する。

Ⅱ．材料と方法

1. 菌株
　遺伝子検出には大腸菌CFT073 （ATCC700928） 
を用いた。　

2. 鋳型調製
　トリスEDTA緩衝液 0.45 mLに一晩、普通ブ
イヨンで培養した大腸菌培養液 50μLを懸濁
し、95℃ 10分間加温し、12000 rpmで遠心した。
その上清を100倍希釈し、1μLを鋳型DNAとし
て20μL反応系に用いた。5病原因子遺伝子：
aer （aerobactin）、hly （alpha hemolysin）、iha 

（iron-regulated gene A homologue adhesin）、PAI 

（pathogenic island marker of CFT073）、 sfa/foc （S/

FIC fimbriae） （Table 1）6）についてPCR反応を行
った。

3. PCR増幅反応
　PCR増副反応はKOD FX neo （Toyobo）のコン
ポーネントを用いて行い、メーカー推奨の反応
系を用いた。増幅反応は鋳型DNA 1μL、0.2μ
mol/L プライマー、0.4 mmol/L dNTPs、2x PCR 

buffer 10μL, そして、KOD FX neo 0.2 Uを含む
計20μLの反応系で行った。用いたプライマー
は、Table 1の 通 り で あ る。Thermal Cycler 

（ASTEC）を用いたPCRの反応条件は、以下の
通りである：2ステップの場合、プレヒーティ
ング 94℃ 2分を行った後、変性 98℃ 10秒、ア
ニーリング、兼、伸長反応 68℃ 1分を30サイク
ル行い、最後に伸長反応を68℃ 7分、3ステッ
プの場合、プレヒーティング 94℃ 2分を行った
後、変性 98℃ 10秒、アニーリング 55-65℃ 30秒、
伸長反応 68℃ 1分を30サイクル行い、最後に伸
長反応を68℃ 7分行う。PCR産物は2.5％ アガ
ロースゲルで電気泳動を行い、エチジウムプロ
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マイドにより染色し、UVトランスイルミネー
ション下に撮影を行った。100 bp ladder 分子量
マーカー （GeneDirex）は、1ウェル当たり0.5

μg/5μLを用いた。アニーリング温度を設定す
るためのTmの計算は、最近接塩基対法 （nearest 

neighbor method）により求めた （Table 1）。
　シークエンシングに際してPCR産物を精製す
るために反応に使われなかった余剰プライマー
とdNTPsや反応液中の一本鎖DNAの除去を目的
として、PCR産物反応液中にSAPとExoI酵素液 

（ExoSAP-IT、Thermofisher scientific） 2μL/PCR

産物 5μLを添加し、37℃ 15分処理後、80℃ 15

分処理 （メーカー推奨条件） を行った。
　酵素反応後、PCR産物のシークエンシングは、
外部受託により行った （マクロジェンジャパ
ン） 。シークエンス反応は、機器　BioRad 

DNA Engine Dyad PTC-220 Peltier Thermal 

Cycler、試薬　ABI PRISM® BigDye® Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kits （Applied Biosystems）
を用いて、メーカーが提供するプロトコールに
従い、行われた。

Ⅲ．結果と考察

　まず、遺伝子aer、hlyA、iha、PAI、そして
sfa/focに関して、一般的な実験条件としてTm

値より低いアニーリング温度 55℃で反応を行
い、電気泳動でPCR産物を確認した。その結果、
iha、PAIに関しては非特異的バンド1-2本認め
られたが、他のaer、hlyA、sfa/focに関しては目
的の位置に1バンドのみが観察された （Fig. 

1A）。いずれも分子量マーカー （100 bp ladder）
との比較からaer,、hlyA、iha、PAI、sfa/foc、そ
れぞれ約30、30、50、30、40μg/μLの濃度と
推測された。それらのPCR産物が、目的遺伝子
が増幅されたものかを確かめるためにPCR産物
の遺伝子配列のシークエンシングを行ったが、
確定することはできなかった （Fig. 2A）。現象
としては、いずれもmulti peakの状態であり、
この現象が生じた原因としては、シークエンシ
ング反応液中のプライマーが、本来シークエン
スプライマーが結合すべき目的のPCR産物の末
端（目的領域）とは異なる部位に反応してしま
ったことが考えられる。目的領域と異なる部位
に反応したプライマーとしては、反応液中の①
シークエンスプライマーが反応している場合と
②シークエンスプライマーではないプライマー
が反応している場合が考えられた。②の場合、
PCR反応に使われなかった余剰プライマーの残
存の可能性があるが、SAPとExo I消化処理によ
り余剰プライマーは除去されていると考えられ
るため、①の場合の解決法について考える。シ
ークエンスプライマーが反応する場合には、目
的のPCR産物との反応の場合と、非特異的PCR

産物との反応の場合の二通りが考えられる。ま
ず、目的のPCR産物と反応している場合は、目
的領域ではない別の領域に結合していることに
なるが、このような非特異的結合がないように
プライマーのTm値が高く設計されているため、
この問題に対してはプライマーを設計し直さな
いと改善できない。次に非特異的PCR産物と反
応している場合は、非特異的PCR産物が産生さ

Table 1    Primer pairs used for detection of virulence genes. （Primer sets for PCR）
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れないようにアニーリング温度を上げてPCRを
行う必要がある。また、たとえ電気泳動上、目
視で1バンドであったとしても見えない非特異
的バンドが存在しうることも考えられる。そこ
で、非特異的PCR産物の存在の可能性を減らす
ためアニーリング温度をTm値 （Table 1）近く
に設定し、PCRを行った。iha、PAI、sfa/focに
関してはアニーリング温度が68℃以上のため、
2ステップPCR反応を行い、aer、hlyAに関して
はアニーリング温度を65℃にし、3ステップ
PCR反応を行った。その結果、hlyA、iha、PAI

に関しては目的の大きさの1バンドのPCR産物
が得られたが、sfa/foc、aerに関してはPCR産物
が得られなかった（Fig. 1B 1-5）。PCR産物が得
られなかったsfa/foc、aerに関して、1ステップ
アニーリング温度を下げてそれぞれ65℃、60℃
でPCR反応を行った。その結果、aerでは目的
の大きさの1バンドのPCR産物が得られたが、
sfa/focに関してはPCR産物が得られなかった 

（Fig. 1B 6,7）。sfa/focに関しては更にアニーリ
ング温度を下げて60℃でPCR反応を行ったとこ
ろ、目的の大きさの1バンドのPCR産物が得ら
れた （Fig. 1B 8）。いずれも分子量マーカー （100 

bp ladder）との比較から、iha、PAI、hlyA、aer、sfa/

focそれぞれ約20、30、20、10、40μg/μLの濃度

と推測された。PCR産物が得られたhly、iha、
PAI、aer、sfa/focのPCR反応液をSAPとExo I消
化によって処理後、シークエンシングを行った。
その結果、今回は全検体についてバックグラウ
ンドが見られず、前回のようなmulti peakを示
さない、良好な波形データが得られた （Fig. 

2B）。
　今回の一連の実験から、PCR産物のダイレク
トシークエンシングによるDNAシークエンスを
良好なクオリティにするためには、純度の高い
PCR産物を得ることが必要であることが確認さ
れた。PCR産物の精製にはアガロースゲルによ
るPCR産物の分離、切り出しが望ましいのかも
しれないが、こうした精製を行わない場合、PCR

条件の最適化がDNAシークエンシングの成功に
必須、かつ、重要な条件となる。もしPCR条件
の最適化を行わなければ、PCR副産物などの影
響により良好な解析結果が得られない可能性が
ある。本研究では、PCR産物のダイレクトシー
クエンシングにおいて良好な波形のクロマトグ
ラムを得るためには、できる限りTm値に近い
アニーリング温度を用いたPCR反応を行うこと
が必要で、それによって得られた特異性の高い
PCR産物の有用性について明らかにした。

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of the PCR products of Escherichia coli （E. coli） genes. （A） 
The PCR products of aer, hly, iha, PAI, and sfa/foc genes using 55℃ annealing 

temperature. Lanes: 1, aer; 2, hly; 3, iha; 4, PAI; 5, sfa/foc; M, 100 bp ladder molecular 

weight marker.  （B） The PCR products of aer, hly, iha, PAI, and sfa/foc genes using 68, 

65, or 60 ℃ annealing temperature. Lane: 1, iha; 2, PAI; 3, sfa/foc; 4, aer; 5, hly; M, 100 

bp ladder molecular weight marker; 6, sfa/foc; 7, aer; 8, sfa/foc.
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Ⅳ．結語

　PCR産物のDNAダイレクトシークエンシン
グを行う際の有用なPCR産物の調製方法につい
て検討した。本研究で解析した方法は、検体の
ロスを抑え、迅速簡便にシークエンシング反応
の鋳型を調製できる方法であると考える。
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