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プロトコール：PyroMark OneStep RT-PCR Master Mix
を用いた 1ステップ RT-PCR
パイロシークエンス解析用テンプレート DNAを作製するための 1ステップ RT-PCR
のガイドラインとしてこのプロトコールを使用します。逆転写反応および PCR反
応は同一チューブ内で逐次的に行なわれます。両方の反応に必要な全ての成分は
セットアップ中に添加するので、一旦反応を開始した後は何も添加する必要はあり
ません。本プロトコールは 1 pg～ 2 µgのトータル RNAに最適です。

実験を始める前の重要事項

■■ パイロシークエンス解析で使用する一本鎖 RT-PCR産物を調製するために、 
プライマーペアの片方の 5'末端がビオチン標識されていなければなりません。
ビオチン標識プライマーの精製には HPLCあるいはこれに相当する操作を推奨
します。

■■ プライマーのデザインには PyroMark Assay Design Software 2.0を推奨します。

■■ パイロシークエンス解析に最適な RT-PCR産物の長さは 80～ 200 bpですが、
最高 500 bpの産物でも良好な結果が得られることがあります。

■■ QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mixに添付の HotStarTaq® DNA Polymerase
は 95℃、15分間の活性化が必要です（5ページ、表 2）。このインキュベー 
ションにより逆転写酵素は不活化されます。逆転写酵素反応が終了するまで
HotStarTaq DNA Polymeraseを加熱により活性化しないでください。

■■ 全ての PCR反応液調製操作は、氷上で行なってください。

■■ サンプルをセットする前にサーマルサイクラーが 50℃に予熱されていること
を確認してください。

■■ QIAGEN OneStep RT-PCR Bufferでは、最終反応ミックスのMgCl2最終濃度は
2.5 mMです。ほとんどの場合、この濃度で満足できる結果が得られます。

■■ RNA分離および反応溶液のセットアップは RNaseフリーの状態で行なってく
ださい。

■■ RNAあるいは DNAの調製や PCR産物の解析を行なう場所から離れたところ
で全ての反応液のセットアップを行ないます。

■■ クロスコンタミを最小限にするため疎水性フィルター付きの使い捨てチップを
使用してください。



PyroMark OneStep RT-PCRプロトコールとトラブルシューティング  05/2010 3

操作手順

1. テンプレート RNA、プライマー溶液、dNTP Mix、QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer、
CoralLoad® Concentrateおよび RNaseフリー水を解凍し、氷上に置く。

塩濃度が均一になるように各溶液を使用直前に十分に混和します。

2. 表 1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 RNA以外の RT-PCRに必要な全ての成分が
入っています。反応ミックスの容量は、実施する全反応数に必要な量の 10％
増で調製します。

注：他の反応容量を使用する場合は、各成分を適宜調節します。

表 1. PyroMark OneStep RT-PCR Master Mixの成分

成分 容量／反応 最終濃度

反応ミックス

QIAGEN OneStep RT-PCR  
Buffer、5x*

5 µl 1x

dNTP Mix 1.0 µl 400 µM each

CoralLoad Concentrate、10x 2.5 µl 1x

QIAGEN OneStep RT-PCR  
Enzyme Mix 

1.0 µl –

プライマー A 適量 0.6 µM†

プライマー B 適量 0.6 µM†

RNaseフリー水 適量 –

RNase Inhibitor‡ 適量 5～ 10 U／反応

テンプレート RNA

テンプレート RNA、 
ステップ 4で添加

適量 1 pg～ 2 µg／反応

トータル容量 25 µl

* 12.5 mM MgCl2含有
†  0.6 µMのプライマー最終濃度は、ほとんどのプライマー／テンプレート系で最適である。しかしその他
のプライマー濃度（例；0.5～ 1.0 µM）で増幅が改善されることがある。

‡ バッファー成分が RNase阻害能をもっているので、RNase阻害剤はオプションで使用する。
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3. 緩和なピペッティングでマスターミックスを完全に混和し、PCRチューブに適
量を分注する。

4. 各 PCRチューブにテンプレート RNA（≤2 µg／反応）を添加する。

PyroMark OneStep RT-PCR Kitはトータル RNA、メッセンジャー RNAあるいは
ウイルス RNAのいずれにも使用可能です。

5. 加熱蓋がないサーマルサイクラーの場合、約 50 µlのミネラルオイルを反応液
に重層する。あるいはステップ 6に進む。

6. サーマルサイクラーを表 2（5ページ）に従ってプログラムする。

7. PCRチューブはまだ氷上に置いたままで RT-PCRプログラムをスタートする。
サーマルサイクラーが 50℃に達するまで待ってからサーマルサイクラーに
PCRチューブをセットする。

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。



PyroMark OneStep RT-PCRプロトコールとトラブルシューティング  05/2010 5

表 2. サーマルサイクリングプログラム

ステップ 時間 温度 コメント

逆転写反応 30分 50℃ 逆転写反応は 50℃を推奨する。
しかし 50℃で満足する結果が 
得られない場合、反応温度を
60℃まで上げてみる。

PCR初期活性化 15分 95℃ HotStarTaq DNA Polymeraseは 
この加熱ステップにより活性化。
Omniscript®および Sensiscript® 
Reverse Transcriptaseは不活化さ
れ、cDNAテンプレートは変性さ
れる。

3ステップサイクリング：

変性 30秒 94℃

アニーリング 30秒 60℃ PyroMark Assay Design Software 
2.0でデザインしたプライマーを
用いる際に推奨するアニーリング
温度。使用するプライマーの 
Tm値より 5℃低い温度でアニーリ
ングする。目的の RT-PCR産物に
特異性の高いアニーリング温度を
使用する。

伸長 30秒 72℃

サイクル数 45

最終伸長 10分 72℃
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8. パイロシークエンス解析には 25 µlの PCR産物のうち 5～ 20 µlを使用する。

PyroMark Q96 MDおよび PyroMark Q24装置を使用する場合は 5～ 10 µl、
PyroMark Q96 ID装置を使用する場合は 10～ 20 µlの RT-PCR産物で、ほとん
どの場合に良好な解析結果が得られます。必要に応じて装置のユーザーマニュ
アル記載の方法に従って RT-PCR産物量を調節します。
パイロシークエンス解析前に、QIAxcel ™ による高速ゲル電気泳動解析あるい
はアガロースゲル解析で PCR産物の品質チェックを推奨します。CoralLoad 
Concentrateを用いた場合、RT-PCR産物を直接アガロースゲルにロードできま
す。ローディング・バッファーおよびマーカー色素を RT-PCR産物に添加する
必要はありません。QIAxcelシステムは、1回の操作で最高 96個までのサン
プルのアプライと解析の完全自動化を実現します。

CoralLoad Concentrate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 3を参照してください。括弧内の数値は TBEアガロースゲルを使用
した場合に相当します。

注：溶液の粘性が高いので、アガロースゲルのウェルにゆっくりと溶液をアプ
ライしてください。

表 3. CoralLoad中の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）



PyroMark OneStep RT-PCRプロトコールとトラブルシューティング  05/2010 7

プロトコール：PyroMark OneStep RT-PCR Master Mix
および Q-Solutionを用いた 1ステップ RT-PCR
本プロトコールはQ-Solutionを使用した 1ステップ RT-PCR用にデザインされてい
ます。Q-Solutionは核酸変性の挙動を変え、標準的な条件では増幅されない RT-PCR
システムに有用です。Q-Solutionを特殊なプライマー／テンプレート系に初めて使
用する場合は、Q-Solutionを使用、未使用の反応を同時に常に並行して行なってく
ださい。特殊なプライマー／テンプレート系で、以前 DMSOのような他の RT-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を使用した場合、それぞれの RT-PCRアッセイにおいて次のような影響が
観察されることがあります（図 1）。
ケース A： Q-Solutionにより、以前成功しなかった増幅反応が可能になる。
ケース B：  Q-Solutionにより、ある種のプライマー／テンプレート DNA系で RT-PCR

の特異性が増大する。

ケース C： Q-Solutionが RT-PCRの結果に影響しない。
ケース D：  Q-Solutionによりこれまで成功した増幅反応が失敗、あるいは増幅効率

が低下する。この場合のようにQ-Solutionの添加がプライマー／テンプ
レート DNAのアニーリングを妨害することもある。そのためQ-Solution
を特定のプライマーとテンプレート DNAの組み合わせで初めて使用す
る際は、Q-Solution添加の反応と未添加の反応を常に並行して行なう。

図 1. Q-Solutionを用いた効果
M：markers；–：without Q-Solution；+：with Q-Solution.

A B M – – + +  M – – + +

C D M – – + +  M – – + +
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実験を始める前の重要事項

■■ 初めてのプライマー／テンプレート系に 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並行して行ないます。

■■ パイロシークエンス解析で使用する一本鎖 RT-PCR産物を調製するために、 
プライマーペアの片方の 5'末端がビオチン標識されていなければなりません。
ビオチン標識プライマーの精製には HPLCあるいはこれに相当する操作を推奨
します。

■■ プライマーのデザインには PyroMark Assay Design Software 2.0を推奨します。

■■ パイロシークエンス解析に最適な RT-PCR産物の長さは 80～ 200 bpですが、
最高 500 bpの産物でも良好な結果が得られることがあります。

■■ QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mixに添付の HotStarTaq DNA Polymerase
は 95℃、15分間の活性化が必要です（9ページ、表 4）。このインキュベー 
ションにより逆転写酵素は不活化されます。逆転写酵素反応が終了するまで
HotStarTaq DNA Polymeraseを加熱により活性化しないでください。

■■ 全ての PCR反応液調製操作は、氷上で行なってください。

■■ サンプルをセットする前にサーマルサイクラーが 50℃に予熱されていること
を確認してください。

■■ QIAGEN OneStep RT-PCR Bufferでは、最終反応ミックスのMgCl2最終濃度は
2.5 mMです。ほとんどの場合、この濃度で満足できる結果が得られます。

■■ RNA分離および反応溶液のセットアップは RNaseフリーの状態で行なってく
ださい。

■■ RNAあるいは DNAの調製や PCR産物の解析を行なう場所から離れたところで
全ての反応液のセットアップを行ないます。

■■ クロスコンタミを最小限にするため疎水性フィルター付きの使い捨てチップを
使用してください。

操作手順

1. テンプレート RNA、プライマー溶液、dNTP Mix、QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer、
CoralLoad Concentrate、Q-Solutionおよび RNaseフリー水を解凍し、氷上に置く。

塩濃度が均一になるように各溶液を使用直前に十分に混和します。

2. 表 4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 RNA以外の RT-PCRに必要な全ての成分が
含まれています。反応ミックスの容量は、実施する全反応数に必要な量の
10％増で調製します。
注：他の反応容量を使用する場合は、各成分を適宜調節します。
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表 4. PyroMark OneStep RT-PCR Master Mixおよび Q-Solutionの成分

成分 容量／反応 最終濃度

マスターミックス

QIAGEN OneStep RT-PCR  
Buffer、5x*

5 µl 1x

dNTP Mix 1.0 µl 400 µM each

Q-Solution、5x 5.0 µl 1x

CoralLoad Concentrate、10x 2.5 µl 1x

QIAGEN OneStep RT-PCR  
Enzyme Mix

1.0 µl –

プライマー A 適量 0.6 µM†

プライマー B 適量 0.6 µM†

RNaseフリー水 適量 –

RNase Inhibitor（オプション）‡ 適量 5～ 10 U／反応

テンプレート RNA

テンプレート RNA、 
ステップ 4で添加

適量 1 pg～ 2 µg／反応

トータル容量 25 µl

* 12.5 mM MgCl2含有
†  0.6 µMのプライマー最終濃度は、ほとんどのプライマー／テンプレート系で最適である。しかしその他
のプライマー濃度（例；0.5～ 1.0 µM）で増幅が改善されることがある。

‡ バッファー成分が RNase阻害能をもっているので、RNase阻害剤はオプションで使用する。

3. 緩和なピペッティングでマスターミックスを完全に混和し、PCRチューブに適
量を分注する。

4. 各 PCRチューブにテンプレート RNA（≤2 µg／反応）を添加する。

PyroMark OneStep RT-PCR Kitはトータル RNA、メッセンジャー RNAあるいは
ウイルス RNAのいずれにも使用可能です。

5. 加熱蓋がないサーマルサイクラーの場合、約 50 µlのミネラルオイルを反応液
に重層する。あるいはステップ 6に進む。

6. サーマルサイクラーを表 5（10ページ）に従ってプログラムする。
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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。サーマルサイクラーが 50℃に達するまで待ってからサーマ
ルサイクラーに PCRチューブをセットする。

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。

表 5. サーマルサイクリングプログラム

ステップ 時間 温度 コメント

逆転写反応 30分 50℃ 逆転写反応は 50℃を推奨する。
しかし 50℃で満足する結果が 
得られない場合、反応温度を
60℃まで上げてみる。

PCR初期活性化 15分 95℃ HotStarTaq DNA Polymeraseは 
この加熱ステップにより活性化。
Omniscriptおよび Sensiscript 
Reverse Transcriptaseは不活化さ
れ、cDNAテンプレートは変性さ
れる。

3ステップサイクリング：

変性 30秒 94℃

アニーリング 30秒 60℃ PyroMark Assay Design Software 
2.0でデザインしたプライマーを
用いる際に推奨するアニーリング
温度。使用するプライマーの 
Tm値より 5℃低い温度でアニーリ
ングする。目的の RT-PCR産物に
特異性の高いアニーリング温度を
使用する。

伸長 30秒 72℃

サイクル数 45

最終伸長 10分 72℃
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8. パイロシークエンス解析には 25 µlの PCR産物のうち 5～ 20 µlを使用する。

PyroMark Q96 MDおよび PyroMark Q24装置を使用する場合は 5～ 10 µl、
PyroMark Q96 ID装置を使用する場合は 10～ 20 µlの RT-PCR産物で、ほとん
どの場合に良好な解析結果が得られます。必要に応じて装置のユーザーマニュ
アル記載の方法に従って RT-PCR産物量を調節します。
パイロシークエンス解析前に、QIAxcelによる高速ゲル電気泳動解析あるいは
アガロースゲル解析で PCR産物の品質チェックを推奨します。CoralLoad  
Concentrateを用いた場合、RT-PCR産物を直接アガロースゲルにロードできま
す。ローディング・バッファーおよびマーカー色素を RT-PCR産物に添加する
必要はありません。QIAxcelシステムは、1回の操作で最高 96個までのサン
プルのアプライと解析の完全自動化を実現します。

CoralLoad Concentrate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 6を参照してください。括弧内の数値は TBEアガロースゲルを使用
した場合に相当します。

注：溶液の粘性が高いので、アガロースゲルのウェルにゆっくりと溶液をアプ
ライしてください。

表 6. CoralLoad中の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
コメント

RT-PCR産物がないか、ほとんどない

a）  ピペッティング 
エラー、あるいは 
試薬の入れ忘れ

プライマーや dNTP Mixを含む試薬の濃度および保
存条件をチェックする。RT-PCRをやり直す。

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

サイクリングプログラムにプロトコールの表2あるい
は表 5（5、10ページ）に記述されている HotStarTaq  
DNA Polymerase活性化ステップ（95° C、15分）が
含まれているかどうか確認する。

c）  HotStarTaq DNA 
Polymerase活性化が 
早すぎる

サイクリングプログラムをチェック。HotStarTaq 
DNA Polymeraseを活性化（95° C、15分）する前に
逆転写反応が完了していること（50° C、30分）を
確認する。

d）  逆転写反応の温度が 
適切でない

逆転写反応は 50℃を推奨する。しかし 50℃で満足
する結果が得られない場合、反応温度を 45～ 60℃
に変更してみる。

e）  プライマー濃度が 
適切でない、あるいは 
プライマーが分解

必ず 0.6 µMのプライマー濃度を用いることを推奨。
しかしこの濃度で良い結果が得られない場合、プラ
イマー濃度を 0.5～ 1.0 µMの間で 0.1 µM間隔の異
なる濃度に変えて RT-PCRを繰り返す。特に高感度の
RT-PCRを行なう際は、変性ポリアクリルアミドゲル *
でプライマーの分解の可能性をチェックする。

f）  RT-PCR条件が最適で 
ない

同じサイクリング条件でQ-Solutionを用いて RT-PCR
を繰り返す。7ページのプロトコールに従う。

g）  ヌクレオチド濃度が 
適切でない

各 dNTPとも 0.4 mMで使用する。ヌクレオチド濃
度が異なると RT-PCR産物量が減少することがある。

h）  スタートテンプレート
に問題

スタートテンプレート RNAの濃度、完全性、純度お
よび保存条件をチェックする（英語版 Handbook 29
ページ、Appendix A参照）。必要な場合には、テン
プレートRNAのストック溶液を新しく段階希釈する。
新しい希釈液を用いて RT-PCRを繰り返す。

*  化学薬品を取り扱う際には適切な実験着、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）  酵素の濃度が低すぎる 25 µl反応液あたり 1 µlのQIAGEN OneStep RT-PCR 
Enzyme Mixを使用したことを確認する。 

j）  PCRアニーリング温度
あるいは時間が不適切

アニーリング温度を 2℃間隔で下げる。アニーリング
時間を 30秒にする。複雑な RT-PCR系の中にはアニー
リング時間を 60秒に延ばすと改善されることがあ
る。最適なアニーリング温度の決定は困難であるが、
アニーリング温度のグラジエント PCRを行なうこと
で多くの場合解決できる。

k）  変性温度あるいは 
時間が不適切

変性は 94℃で 30秒間行なう。複雑な RT-PCR系の中
にはアニーリング時間を 60秒に延ばすと改善される
ことがある。サイクリングプログラムにプロトコー
ルの表 2あるいは表 5（5、10ページ）に記述され
ている HotStarTaq DNA Polymerase活性化ステップ
（95℃、15分）が含まれているかどうか確認する。

l）  スタートテンプレート
量が不十分

テンプレート量を増加する。不可能であれば nested-
PCRを使用して 2回目の PCRを行なう。

m）  プライマーデザインが
適切でない

プライマーデザインを再考する（英語版 Handbook 
31ページ、Appendix B参照）。遺伝子特異的プライ
マーのみを使用する。ランダムオリゴマーあるいは
oligo-dTプライマーを使用しない。プライマーデザイ
ンには、PyroMark Assay Design Software 2.0を使用
することを強く推奨する。

n）  加熱蓋付きサーマル 
サイクラーを使用した
際に、ミネラルオイル
を反応溶液の上に重層
した

加熱蓋付きサーマルサイクラーを使用する際は、
RT-PCR産物の収量が減少するのでミネラルオイルを
反応液に重層しない。

o）  サーマルサイクラーの
問題

サーマルサイクラーが稼動しているか、正しくプロ
グラムされているかチェックする。
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複数の増幅産物が得られる

a）  室温（15～ 25℃）で
反応セットアップした

不完全な cDNA合成を避けるため RT-PCRセットアッ
プは必ず氷上で行なう。

b）  逆転写反応のスタート
条件が不適切

サンプルをサーマルサイクラーに入れる前にサイク
ラーが 50℃に予熱されていることを確認する。

c）  逆転写反応の温度が 
低すぎる

逆転写反応は 50℃を推奨する。しかし 50℃で満足
する結果が得られなかった場合、反応温度を 2℃ず
つ 60℃まで上げてみる。

d）  RT-PCR条件が最適で 
ない

同じサイクリング条件でQ-Solutionを用いて RT-PCR
を繰り返す。7ページのプロトコールに従う。

e）  PCRアニ－リング 
温度が低すぎる

アニーリング温度を 2℃間隔で上げる。最適なアニー
リング温度の決定は困難であるが、アニーリング温度
のグラジエント PCRを行なうことで多くの場合解決
できる。

f）  プライマー濃度が 
適切でない、あるいは 
プライマーが分解

必ず 0.6 µMのプライマー濃度を用いることを推奨。
しかしこの濃度で良い結果が得られない場合、プラ
イマー濃度を 0.5～ 1.0 µMの間で 0.1 µM間隔の異
なる濃度に変えて RT-PCRを繰り返す。特に高感度の
RT-PCRを行なう際は、変性ポリアクリルアミドゲル *
でプライマーの分解の可能性をチェックする。

g）  プライマーデザインが
適切でない

プライマーデザインを再考する（英語版 Handbook 
31ページ、Appendix B参照）。遺伝子特異的プライ
マーのみを使用する。ランダムオリゴマーあるいは
oligo-dTプライマーを使用しない。プライマーデザイ
ンには、PyroMark Assay Design Software 2.0を使用
することを強く推奨する。

h）  ゲノム DNAの 
コンタミ

スタートテンプレート RNAを DNase Iで処理する。
あるいはゲノム DNAからの増幅を避けるためにター
ゲット mRNAのスプライス部位に位置するプライ
マーを使用する。

*  化学薬品を取り扱う際には適切な実験着、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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スメアな増幅産物が得られる

a）  スタートテンプレート
量が多すぎる

スタートテンプレート RNAの濃度をチェックする
（英語版 Handbook 29ページ、Appendix A参照）。
必要な場合には、テンプレート RNAのストック溶
液を新しく段階希釈する。新しい希釈液を用いて
RT-PCRを繰り返す。

b）  キャリーオーバーに 
よるコンタミ

ネガティブコントロール（テンプレート RNAを含ま
ない）が RT-PCR産物あるいはスメアーを示す場合に
は全ての試薬を交換する。クロスコンタミを最小限
にするため疎水性フィルター付きの使い捨てピペッ
トチップを使用する。RNAあるいは DNAの調製や
PCR産物の解析を行なう場所から離れたところで全
ての反応液のセットアップを行なう。

c）  室温（15～ 25℃）で
反応セットアップした

不完全な cDNA合成を避けるため RT-PCRセットアッ
プは必ず氷上で行なう。

d）  逆転写反応のスタート
条件が適切でない

サンプルをサーマルサイクラーにセットする前にサ
イクラーが 50℃に予熱されていることを確認する。

e）  RT-PCR条件が最適で 
ない

同じサイクリング条件でQ-Solutionを用いて RT-PCR
を繰り返す。7ページのプロトコールに従う。

f）  酵素の濃度が高すぎる 25 µl反応液あたり 1 µlのQIAGEN OneStep RT-PCR 
Enzyme Mixを使用したことを確認する。

g）  サイクル数が多すぎる サイクル数を 3サイクルずつ減らす。

h）  プライマーデザインが
適切でない

プライマーデザインを再考する（英語版 Handbook 
31ページ、Appendix B参照）。遺伝子特異的プライ
マーのみを使用する。ランダムオリゴマーあるいは
oligo-dTプライマーを使用しない。プライマーデザイ
ンには、PyroMark Assay Design Software 2.0を使用
することを強く推奨する。

i）  プライマー濃度が 
適切でない、あるいは 
プライマーが分解

必ず 0.6 µMのプライマー濃度を用いることを推奨。
しかしこの濃度で良い結果が得られない場合、プラ
イマー濃度を 0.5～ 1.0 µMの間で 0.1 µM間隔の異
なる濃度に変えて RT-PCRを繰り返す。特に高感度の
RT-PCRを行なう際は、変性ポリアクリルアミドゲル *
でプライマーの分解の可能性をチェックする。

*  化学薬品を取り扱う際には適切な実験着、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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パイロシークエンス解析でピークが低い／ない

a）  プライマーが十分で 
ない、あるいは 
ビオチン標識されて 
いない

RT-PCRプライマーの品質が高いことを確認する（HPLC
精製済みのビオチン標識プライマーを使用）。パイロ
シークエンス解析用の一本鎖テンプレートを調製す
る際ストレプトアビジンでコーティングされたビー
ズに固定化するので、PCRプライマーペアの片方が
ビオチン標識されていなければならない。

b）  シークエンシング用 
プライマーがビオチン
標識したテンプレート
鎖にマッチしていない

シークエンシング用プライマーがビオチン標識した
テンプレート鎖に結合することを確認する。

c）  パイロシークエンス 
解析用テンプレートの
品質が低い

ほとんどの場合、推奨した RT-PCR条件で高品質のパ
イロシークエンス解析用テンプレートが得られる。
必要ならば RT-PCRを至適化する。しかし、アガロー
スゲル解析あるいはQIAxcelによる高速ゲル電気泳
動解析で RT-PCR産物を確認することを推奨。パイロ
シークエンス解析に十分量のシングルバンドのテン
プレートを使用すること。

d）  アッセイデザインが 
最適でない

プライマーのデザインや方向性を正しく設計するた
め、RT-PCRおよびシークエンシング用プライマーの
デザインに PyroMark Assay Design Software 2.0の使
用を強く推奨する。

e）  サンプル調製および 
パイロシークエンス 
解析のワークフローに
関連するエラー

使用している PyroMark装置のユーザーマニュアルを
参照する。
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パイロシークエンス解析結果が良好でない、あるいは失敗

a）  RT-PCRからのコンタミ
がバックグラウンドに
ある

QIAxcelあるいはアガロースゲルで RT-PCR産物を
チェックして、特異的な RT-PCR産物が 1種類しかな
いことを確認する。非特異的なシークエンス・シグ
ナルは次のような様々な事柄が原因になり得る：

■■  シークエンシング用プライマーおよび／あるい
はビオチン標識プライマーがダイマーを形成

■■ ビオチン標識プライマーのヘアピン構造形成 
および／あるいはパイロシークエンス用テンプ
レートでループ構造形成

■■ シークエンシング用プライマーとビオチン標識
PCRプライマー間でのアニーリング

■■ シークエンシング用プライマーがパイロシーク
エンス解析用テンプレートに非特異的にアニー
リング

初めてアッセイを行なう場合は次のコントロール 
実験を必ず行なう：

■■ RNA未添加の RT-PCR

■■ シークエンシング用プライマーのみ

■■ シークエンシング用プライマー未添加のテンプ
レート

詳細は PyroMark装置に添付のユーザーマニュアルを
参照する。

パイロシークエンス解析のための RT-PCRおよびシー
クエンシング用プライマーのデザインには PyroMark 
Assay Design Software 2.0を使用することを推奨。
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