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プロトコール：Applied Biosystems® Cyclerおよびその
他のサイクラーでのリアルタイム1ステップRT-PCR
本プロトコールは、Applied Biosystems、Bio-Rad®/MJ Research、Cepheid®、Corbett、
Eppendorf®、Roche®、Stratagene®社などほとんどのリアルタイム用サーマルサイク
ラーで使用可能です。LightCycler® 1.xあるいは LightCycler 2.0を使用される場合は、
7ページのプロトコールに従ってください。

反応容量

ほとんどのリアルタイム用サーマルサイクラーで50 µlの反応容量を使用します。
しかし、Applied Biosystems 7500 Fast SystemあるいはSmartCycler® systemを使用し
た場合は25 µlに、LightCycler 480を使用する場合は10 µlに減らします。

反応容量を減らす場合は、反応で使用するマスターミックスおよびRTミックスの量
も減らします：2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mixの容量は常に最終反応
容量の半分にし、QuantiTect RT Mixの量は最終反応容量の1/100にします。さらに、
プライマー、テンプレート、UNGの濃度は表1に記載しているものと同じにします
（しかし、SmartCyclerシステムを使用する場合は、プライマー濃度を1 µMに増やし
ます）。

実験を始める前の重要事項

� SYBR Green Iを用いた効率的なリアルタイムRT-PCR Kitには、ターゲットの長さ
を100～150 bpにするのが理想です。

� 逆転写反応の後、RT-PCRのPCRステップはまず、95℃で15分のインキュベー
ションを行ないHotStarTaq® DNA Polymeraseを活性化させます。

� 不完全なcDNA合成を防ぐために、全ての反応液セットアップは氷上で行ない
ます。

� 本キットは50 µlの最終容量で最適化されています。他の反応液量を用いる場
合は、2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master MixおよびQuantiTect RT Mixの
量を調整して、これらの溶液の割合が一定になるようにしてください。

� 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix中に既に含有されている2.5 mM
Mg2+溶液で実験を始めることを推奨します。より高濃度のMg2+濃度が必要な
場合は至適化のためにMgCl2ストック溶液を用いてください。

� 毎回ランの解析ごとに threshold値を調整します。

� 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master MixはdUTPを含んでいるので、uracil-
N-glycosylase（UNG）を使用する前処理が可能です。しかしその際は熱感受
性UNGのみを使用してください。

� ABI PRISM® 7000を使用する際にはoptical adhesive coverでPCRプレートを密封
することをお薦めします。この機器を使用する際には、最終量が25 µl以下に
ならないようにします。
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� QuantiTect Primer Assaysを使用する際は、QuantiTect Primer Assay Handbookの
プロトコールに従ってください。日本語版のプロトコールとトラブルシュー
ティングも入手可能です。www.qiagen.com/HB/PrimerAssayからダウンロー
ドが可能です。

� iCycler iQ®、iQ5またはMyiQを使用する際は、ウェルファクターは各実験の初め
に収集します。システムやピペッティングによるばらつきを補正する際にウェ
ルファクターを使用します。詳細は英語版Handbook 26ページ、Appendix A
あるいは機器に付属しているユーザーマニュアルをご覧ください。

� SmartCycler systemを使用する場合は、逆転写反応ステップを20分に短縮し
ます。

� Applied Biosystems 7500を使用する際は、初期設定値の threshold値を低く調節
します。詳細は英語版Handbook 27ページ、Appendix Bをご覧ください。

操作手順

1. 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix（–20℃で保存の場合）、テンプレー
トRNA、プライマー、RNaseフリー水を解凍する。個々の溶液を混和し、氷上
に置く。QuantiTect RT Mixは使用直前に–20℃から取り出し、氷上に置き、使
用後はすぐに–20℃に戻す。

2. 表1に従って反応ミックスを調製する。

反応ミックス調製中はサンプルを氷上に置いておきます。

最終反応容量が50 µlでない場合、2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix
およびQuantiTect RT Mixの割合が一定になるように調整してください。

注： 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix中に既に含有されている
2.5 mM Mg2+溶液で実験を始めることを推奨します。いくつかのターゲットで
はMg2+濃度を4 mMまで増やすことで、反応が改良されることがあります。
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表1. 反応セットアップ

成分 容量／反応 最終濃度

2x QuantiTect SYBR 25 µl† 1x
Green RT-PCR Master Mix*

プライマーA 適量 0.5 µM‡

プライマーB 適量 0.5 µM‡

QuantiTect RT Mix 0.5 µl§

RNAテンプレート（ステップ4で添加） 適量 ≤500 ng／反応

RNaseフリー水 適量

オプション： 適量 1～2 units／反応
Uracil-N-glycosylase（UNG）、熱感受性

トータル反応容量 50 µl

* 最終濃度2.5 mMのMgCl2含有
† 50 µl以外の反応量を使用する場合には、この式を使って2x master mixの量を計算してください：2x master

mixの容量（µl）= 0.5 x［トータルの反応容量（µl）］
‡ 通常は、最終プライマー濃度は0.5 µMが最適です。しかし、各々に最適なプライマー濃度は、0.4 µMか
ら1 µMのプライマー濃度で決定してください。SmartCycler systemを使用する際は、最終プライマー濃度
は1 µMが必要です。

§ 50 µl以外のトータル反応量を使用する場合には、この式を使ってRT mixの量を計算してください：RT mix
の容量（µl）= 0.01 x［トータルの反応容量（µl）］

3. 反応ミックスを完全に混和してPCRチューブあるいはプレートに適切な量を分
注する。

PCRチューブあるいはプレートは氷上で保冷します。

4. テンプレートRNA（≤500 ng／反応）を反応ミックスの入った個々のPCRチュー
ブあるいはウェルに添加する。

オプションのUNG処理を行なう場合には、サンプルを10分間以上氷上でイン
キュベートしてください。

5. 表2に記載したプログラムのアウトラインに従って、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。
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表2. リアルタイム用サーマルサイクラー条件

ステップ 時間 温度 コメント

逆転写反応* 30分 50℃

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

3（4）ステップサイクリング

変性*： 15秒 94℃

アニーリング： 30秒 50～60℃ プライマーのTmより約5～8℃
低い温度

エクステンション： 30秒 72℃ 追加データの収集を行なうオプ
ションステップを行なわない場
合には蛍光データの収集が行な
われる

オプション： 15秒 x℃ Tmダイマー < x < Tm産物：
データ収集 詳細はステップ8と9を参照

サイクル数： 35～45 サイクル数はテンプレートRNA
と転写物の量に依存

* SmartCyclerを用いる場合はこのサイクラ－の特性を利用して、逆転写反応時間を20分に、変性時間を
1秒間に短縮することが可能です。

6. PCRチューブあるいはプレートをリアルタイム用サーマルサイクラーにセット
してサイクリングプログラムをスタートする。

Applied Biosystems 7500を使用される場合は、0.2に設定されているデフォル
トの“Manual Ct”threshold値をさらに低く設定（例；0.02）することでデータ
解析が適切に行なわれます。詳細は英語版Handbook 27ページ、Appendix Bを
ご覧ください。

7. RT-PCR産物の融解曲線解析を行なう。

RT-PCR産物の同定と特異性の確認のためにこの融解曲線解析をルーチンに行な
うことを推奨します。融解曲線解析はリアルタイム用サーマルサイクラーのソ
フトに組み込まれている解析ステップです。メーカーの説明書に従ってくださ
い。一般的には、融解曲線のデータは65～95℃の間で得られます。

注：RT-PCR産物のTm値は、バッファー組成と塩濃度に依存します。QuantiTect
SYBR Green RT-PCR Kitを用いて得られたTm値は、その他の試薬を用いて得られ
る値とは異なることがあります。

プライマーのデザインやターゲットのコピー数によって、プライマー・ダイマー
が生じることがあります。これらの融解点は低いので、特異的な産物と区別す
ることができます。
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8. オプション：追加のデータ収集ステップのためのオプションステップを含んだ
一連の操作を繰り返す。

プライマー・ダイマー形成によって起きる蛍光光度を抑えるために、3ステップ
のサイクリング・プロトコールにオプションのステップを入れて、追加のデー
タを収集することが可能です（5ページ、表2）。温度はプライマー・ダイマー
のTmより高く、特異的なPCR産物のTmより約3℃低くします。プライマー・ダ
イマーが同時に増幅する場合には、この方法により、10の数乗の単位でダイナ
ミックレンジおよび定量の信頼性が増加します。

9. オプション：アガロースゲル電気泳動によってRT-PCR産物の特異性を調べる。
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プロトコール： LightCycler 1.xおよび2.0を用いた
リアルタイム1ステップRT-PCR
本プロトコールは LightCycler 1.xおよび LightCycler 2.0のみで使用可能です。その他
のサイクラーに関しては、2ページのプロトコールに従って行なってください。

実験を始める前の重要事項

� 既に確立されたプライマー・テンプレートシステムを用いる場合でも、この
プロトコールで決められているサイクリング条件で実験を始めてください。

� SYBR Green Iを用いた効率的なリアルタイムRT-PCR Kitには、ターゲットの長さ
を100～150 bpにするのが理想です。

� 逆転写反応の後、RT-PCRのPCRステップはまず、95℃で15分のインキュベー
ションを行ないHotStarTaq DNA Polymerase を活性化させます。

� 不完全なcDNA合成を防ぐために、すべての反応セットアップは冷却したキャ
ピラリ－中で行ないます。

� 本キットは20 µlの最終容量で最適化されています。他の反応液量を用いる場
合は、2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master MixおよびQuantiTect RT Mixの
量を調整して、これらの溶液の割合が一定になるようにしてください。

� 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix中に既に含有されている2.5 mM
Mg2+溶液で実験を始めることを推奨します。

� データ解析に“fit-point”法を使用する際には、毎回ランの解析ごとに noise
bandを調節します。

� 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master MixはdUTPを含んでいるので、uracil-
N-glycosylase（UNG）を使用する前処理が可能です。しかしその際は熱感受
性UNGのみを使用してください。

� QuantiTect Primer Assaysを使用する際は、QuantiTect Primer Assay Handbookの
プロトコールに従ってください。日本語版のプロトコールとトラブルシュー
ティングも入手可能です。www.qiagen.com/HB/PrimerAssayからダウンロー
ドが可能です。

操作手順

1. 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix（–20℃で保存の場合）、テンプレー
トRNA、プライマー、RNaseフリー水を解凍する。個々の溶液を混和し、氷上
に置く。QuantiTect RT Mixは使用直前に–20℃から取り出し、氷上に置き、使
用後はすぐに–20℃に戻す。
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2. 表3に従って反応ミックスを調製する。

反応ミックス調製中はキャピラリーを保冷してください。

最終反応容量が20 µlでない場合、2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix
およびQuantiTect RT Mixの割合が一定になるように調整してください。

注： 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix中に既に含有されている
2.5 mM Mg2+溶液で実験を始めることを推奨します。いくつかのターゲットで
はMg2+濃度を4 mMまで増やすことで、反応が改良されることがあります。

表3. 反応セットアップ

成分 容量／反応 最終濃度

2x QuantiTect SYBR 10 µl 1x
Green RT-PCR Master Mix*

プライマーA 適量 1 µM†

プライマーB 適量 1 µM†

QuantiTect RT Mix 0.2 µl

RNAテンプレート（ステップ4で添加） 適量 ≤500 ng／反応

RNaseフリー水 適量

オプション： 適量 1～2 units／反応
Uracil-N-glycosylase（UNG）、熱感受性

トータル反応容量 20 µl

* 最終濃度2.5 mMのMgCl2含有
† 通常は、最終プライマー濃度は1 µMが最適です。しかし、各々に最適なプライマー濃度は、0.5 µMから

2 µMのプライマー濃度で決定してください。

3. 反応ミックスを完全に混和し、PCRキャピラリーに適切な量を分注する。

キャピラリーは保冷してください。

4. テンプレートRNA（≤500 ng／反応）を反応ミックスの入った個々のPCRキャ
ピラリーに添加する。

オプションのUNG処理を行なう場合には、冷却したキャピラリーにサンプル
を少なくと10分間インキュベートする。

5. 表4に記載したプログラムのアウトラインに従って、LightCyclerのプログラミ
ングを行なう。表 5に記載されているように fluorescence gainをセットする
（LightCyclerソフトウェアのバージョンが3.5より古いものを使用の場合）。
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表4. リアルタイム用サーマルサイクラー条件

ステップ 時間 温度 ランプ速度 コメント

逆転写反応 20分 50℃ 20℃/秒

PCR初期活性化 15分 95℃ 20℃/秒 HotStarTaq DNA 
Polymeraseはこの加熱
ステップにより活性化

3（4）ステップサイクリング

変性： 15秒 94℃ 20℃/秒

アニーリング： 20～30秒 50～60℃ 20℃/秒 プライマーのTmより
約5～8℃低い温度

エクステンション： 30秒 72℃ 2℃/秒 追加データの収集オプ
ションステップを行な
わない場合には蛍光
データの収集が行なわ
れる。エクステンショ
ン時間は産物の長さに
依存する。100 bpあた
り5秒、最低エクステ
ンション時間は10秒に
する。

オプション： 5秒 x℃ 20℃/秒 Tmダイマー < x < Tm

データ収集 産物：詳細はステップ8
と9を参照

サイクル数： 35～55 サイクル数はテンプ
レートRNA量に依存
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表5. 蛍光パラメーター

Fluorimeter gain Value

Channel 1（F1） 15

Channel 2（F2） 10

Channel 3（F3） 10

Display mode： fluorescence channel 1/1（F1/1）

LightCyclerソフトウェアバージョン3.5またはそれ以降のものは fluorescence
channels用の fluorimeter gainが自動的に調節されます。ユーザーによるセッティ
ングの必要はありません。

6. PCRキャピラリーをLightCyclerにセットして、サイクリングプログラムをスター
トする。

“seek sample”操作時の温度を50℃にセットします。

7. RT-PCR産物の融解曲線解析を行なう。

RT-PCR産物の同定と特異性の確認のためにこの融解曲線解析をルーチンに行な
うことを推奨します。融解曲線解析の解析ステップは、LightCyclerのソフトに
組み込まれています。メーカーの説明書に従ってください。一般的には、融解
曲線のデータは65℃～95℃の間で得られます。

注：RT-PCR産物のTm値は、バッファー組成と塩濃度に依存します。QuantiTect
SYBR Green RT-PCR Kitを用いて得られたTm値は、その他の試薬を用いて得られ
る値とは異なることがあります。

プライマーのデザインやターゲットのコピー数によって、プライマー・ダイマー
が生じることがあります。これらの融解点は低いので、特異的な産物と区別す
ることができます。

8. オプション：追加のデータ収集ステップのためのオプションステップを含んだ
一連の操作を繰り返す。

プライマー・ダイマー形成によって起きる蛍光光度を抑えるために、3ステップ
のサイクリング・プロトコールにオプションのステップを入れて、追加の
データを収集することが可能です（9ページ、表4）。温度はプライマー・ダイ
マーのTmより高く、特異的なPCR産物のTmより約3℃低くします。プライマー・
ダイマーが同時に増幅する場合には、この方法により、10の数乗の単位でダイ
ナミックレンジおよび定量の信頼性が増加します。

9. オプション：アガロースゲル電気泳動によってRT-PCR産物の特異性を調べる。
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トラブルシューティングガイド
コメント

RT-PCR産物がない、RT-PCR産物の検出が遅れる、プライマーダイマーのみを検出

a） アニーリング時間が
短すぎる

b） エクステンション時間
が短すぎる

c） Mg2+濃度が最適では
ない

d） ピペット操作ミスある
いは試薬の入れ忘れ

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

f） HotStarTaq DNA 
Polyeraseの活性化が
早すぎる

g） 逆転写反応の温度が
適切でない

推奨するアニーリング時間を用いる。

LightCycler 1.xおよび2.0：アニーリング時間は20～
30秒。

その他のサイクラー：アニーリング時間は30秒。

常にプロトコールに記載されているエクステンショ
ン時間を用いる。

LightCycler 1.xおよび2.0：エクステンション時間は
RT-PCR産物100 bpあたり5秒、最低エクステンショ
ン時間は10秒にする。

その他のサイクラー：エクステンション時間は500 bp
までのRT-PCR産物で30秒

いつもQuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mixに既
に含まれているMg2+濃度でスタートする（最終濃度
2.5 mM）。いくつかのターゲットではMg2+濃度を
4 mMまで増加して効果がある。0.5 mM間隔の異な
る濃度でテストする。

プライマーやRNA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*。RT-PCRをやり直す。

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 DNA Polymerase活性化ステッ
プ（95℃、15分）が含まれていることを確認する。

サイクリングプログラムをチェック。HotStarTaq DNA
Polymeraseを活性化する前に逆転写反応が完了してい
ることを確認する。

LightCycler 1.xおよび2.0：50℃で20分間

その他のサイクラー：50℃で30分間

逆転写反応は50℃を推奨する。しかし50℃で満足
できる結果が得られない場合には反応温度を48～
55℃で変更してみる。

* 詳細はwww.qiagen.com/resources/infoの“リアルタイムPCRのガイドライン”を参照にしてください。
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h） QuantiTect RT Mixの
濃度が適正でない

i） QuantiTect RT Mixと
QuantiTect SYBR Green
RT-PCR Master Mixの
割合が正しくない

j） RT-PCR産物が長すぎる

k） プライマー・デザイン
が最適でない

l） プライマー濃度が
最適でない

m） スタートテンプレート
に問題

n） スタートテンプレート
量が不十分

正確な量のQuantiTect RT Mixを使用。

LightCycler 480：反応あたり0.1 µlのRT Mix

LightCycler 1.xおよび2.0：反応あたり0.2 µlのRT Mix

SmartCyclerおよびApplied Biosystems 7500 Fast Sys-
tem：反応あたり0.25 µlのRT Mix

その他のサイクラー：反応あたり0.5 µlのRT Mix

標準の反応容量を変更した場合は、QuantiTect RT Mix
とQuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mixの割合が
一定になるようにQuantiTect RT Mixの量を変えたこ
とを調節する。

最適な結果を得るには、RT-PCR産物を100～150 bp
の長さにする。RT-PCR産物の長さは500 bp以上にな
らないようにする。

融解曲線解析*あるいはゲル電気泳動でRT-PCR産物
をチェックする。特異的RT-PCR産物が検出されない
場合は、“アッセイデザインおよびプライマーの取り
扱い”を再考する*。または、リアルタイムRT-PCR用
のデザイン済みプライマーセット、QuantiTect Primer
Assayを使用する（英語版 Handbook 28ページの
ordering information参照）。

適切なプライマー濃度を用いる。

LightCycler 1.x、2.0およびSmartCycler：各プライマー
の濃度は1 µM。

その他のサイクラー：各プライマーの濃度は0.5 µM。
分光光度計でプライマー濃度をチェックする*。

スタートのテンプレートRNA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、RNAテンプレートのストック溶液
を段階的に希釈する。新しい希釈液を用いてRT-PCR
を繰り返す。

可能な場合はテンプレート量を増やす。十分なコピー
数のターゲットRNAがサンプル中に存在しているこ
とを確認する。

* 詳細はwww.qiagen.com/resources/infoの“リアルタイムPCRのガイドライン”を参照にしてください。
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o） サイクル数が足りない

p） アニーリング温度が
高い

q） 検出が活性化されて
いない

r） 検出ステップが
間違っている

s） プライマーが分解

t） ターゲット転写物が
発現していない

u） 熱感受性UNGを使用
していない

v） オプションのデータ収
集ステップを行なって
いる場合：検出温度が
高すぎる

LightCycler1.x および2.0以外のリアルタイム用サーマルサイクラー

w） 間違った検出チャンネ
ル／フィルターを選択
した

LightCycler 1.xおよび2.0のみ：

x） 選択した fluorescence
gainが低すぎる

サイクル数を増やす。

アニーリング温度を3℃ずつ下げる。

サイクリングプログラムで蛍光検出が有効かをチェッ
クする。

蛍光検出がサイクリングプログラムのエクステンショ
ンステップで行なわれたか確認する。

変性ポリアクリルアミドゲルでプライマー分解の可
能性をチェックする。

RT-PCR産物が存在しないのは逆転写反応や増幅、検
出に問題があるためではないことを確認するために、
RT-PCRを繰り返して行ない、ポジティブコントロー
ルも含める*。

RT-PCRを開始する前にオプションのUNG処理を行な
う際は、熱感受性UNGのみを使用する。大腸菌の
UNGは温度が上がっても安定で、50℃の逆転写反
応中に合成されたcDNAを壊すことがある。

データ収集ステップの温度を特異的な産物の Tmより
3℃低くする。新しいプライマー／テンプレート系を
使用する際に、最初からオプションのデータ収集
（プロトコールのステップ8）は行なわず、プロトコー
ル通りの通常の3ステップ・サイクリングで反応を行
なう。

正しい検出チャンネルが有効か、またはSYBR Green I
に正しいフィルターを選択しているかを確認する。

3.5以前のソフトウエアバージョンを用いている場合
には channnel 1の fluorescence gainが“15”にセッ
トしてあることを確認する。

* 詳細はwww.qiagen.com/resources/infoの“リアルタイムPCRのガイドライン”を参照にしてください。
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プライマー・ダイマーおよび／あるいは非特異的RT-PCR産物

a） 室温で反応をセット
アップした

b） 逆転写反応のスタート
条件が適切でない

c） Mg2+濃度が最適では
ない

d） アニーリング温度が
低すぎる

e） プライマー・デザイン
が最適でない

f） ゲノムDNAがRNA
サンプルに混入

g） RT-PCR産物が長すぎる

h） プライマー・ダイマー
が一緒に増幅

冷却した反応容器の中にRT-PCRをセットして、非特
異的なプライマーアニーリングからの cDNA合成が
起きないようにする。

リアルタイム用サーマルサイクラーにサンプルを
セットした直後にRT-PCRプログラムが開始したこと
を確認する。

いつもQuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mixに既
に含まれているMg2+濃度でスタートする（最終濃度
2.5 mM）。いくつかのターゲットではMg2+濃度を
4 mMまで増加して効果がある。0.5 mM間隔で濃度
を増やしてみる。

アニーリング温度を2℃ずつ増やす。

プライマーをデザインし直す*。プライマーの再デザ
インが不可能な場合はプライマー・ダイマーの Tmよ
り高い温度でのデータ収集ステップを加える（プロト
コールのステップ5）。または、リアルタイムRT-PCR用
のデザイン済みプライマーセット、QuantiTect Primer
Assayを使用する（英語版 Handbook 28ページの
ordering information参照）。

cDNAターゲットのみを増幅・検出するために、エキ
ソン／エキソン境界にかかるプライマーをデザイン
する。あるいは、ゲノムDNAの増幅を回避するように
デザインされたプライマーセット、QuantiTect Primer
Assayを使用する（英語版 Handbook 28ページの
ordering information参照）。

あるいはコンタミしているゲノムDNAを分解するた
めにRNAサンプルをDNase処理する。

最適な結果を得るには、RT-PCR産物を100～150 bp
の長さにする。RT-PCR 産物の長さは500 bp以上にな
らないようにする。

プロトコールに掲載されているように（6、10ペー
ジのステップ8）、サイクリングプログラムに追加の
検出ステップを挿入し、プライマー・ダイマーの検
出を避ける。

* 詳細はwww.qiagen.com/resources/infoの“リアルタイムPCRのガイドライン”を参照にしてください。
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i） 逆転写反応の温度が
低すぎる

j） プライマーが分解

テンプレート量のログ値とCT値／Crossing point間の相関関係に直線性がない

a） テンプレート量が
多すぎる

b） テンプレートの量が
低すぎる

c） プライマー・ダイマー
が一緒に増幅

d） QuantiTect RT Mixの量
が適正でない

“No Template”コントロールで強い蛍光強度

a） 試薬のコンタミ

b） 反応セットアップ中に
コンタミネーション

逆転写反応の温度は50℃を推奨。満足する結果が得
られない場合には反応温度を55℃まで上げることが
可能。

変性ポリアクリルアミドゲルでプライマー分解の可
能性をチェックする。

反応あたり500 ng以上の RNAテンプレートを使わ
ない。

可能な場合はテンプレート量を増やす。

プロトコールに掲載されているように（6、10ページ
のステップ8）、サイクリングプログラムに追加の検
出ステップを挿入し、プライマー・ダイマーの検出を
避ける。

正確な量のQuantiTect RT Mixを使用。

LightCycler 480：反応あたり0.1 µlのRT Mix

LightCycler 1.xおよび2.0：反応あたり0.2 µlのRT Mix

SmartCyclerおよびApplied Biosystems 7500 Fast Sys-
tem：反応あたり0.25 µlのRT Mix

その他のサイクラー：反応あたり0.5 µlのRT Mix

反応に使用した試薬を捨てて、新しい試薬でもう一
度RT-PCRを繰り返す。

適切な対応策を講じる（例；フィルターチップを
使用）。

前の反応液からのキャリーオーバーを防ぐために、
熱感受性uracil-N-glycosylaseを用いる。
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“No Reverse Transcription”コントロールで蛍光強度が増加した

RNAサンプル中に
ゲノムDNAが混在

蛍光強度がバラつく

a） リアルタイム用サーマ
ルサイクラーの汚染

b） リアルタイム用サーマ
ルサイクラーの較正が
できていない

Applied Biosystems、Bio-Rad、Stratageneシステムのサイクラーのみ：

c） 高濃度のテンプレート
で波状のカーブ

LightCycler 1.xおよび2.0のみ：

d） RT-PCRミックスが
キャピラリーチップに
入ってない

e） キャピラリーが完全に
押し込まれてない

f） LightCycler 1.xのみ：
Detection channelが
間違っている

cDNAターゲットのみを増幅・検出するために、エキ
ソン／エキソン境界にかかるプライマーをデザイン
する。あるいは、ゲノムDNAの増幅を回避するように
デザインされたプライマーセット、QuantiTect Primer
Assayを使用する（英語版 Handbook 28ページの
ordering information参照）。

あるいはコンタミしているゲノムDNAを分解するた
めにRNAサンプルをDNase処理する。

使用説明書に従って、リアルタイム用サーマルサイ
クラーの汚染を除去する。

使用説明書に従って、リアルタイム用サーマルサイ
クラーのキャリブレーションを再度行なう。

ベースラインを計算するために使用したサイクル数
を減らす。

キャピラリーチップにRT-PCRミックスを入れるため
に、キャピラリーを遠心する。

キャピラリーが完全に LightCyclerカローセルに押し
込まれていることを確認する。

Channel 1を選んだことを確認する。
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The buyer cannot use this product or its components or materials made using this product or its components for therapeutic, diagnostic or prophylactic pur-
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