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■Abstract

　In the present study, quantitative analysis of single nucleotide mutated genes by allele specific real time PCR using phosphorothioate primers and 

DNA polymerases is described. DNA polymerases involve taq DNA polymerases （TaKaRa Taq PolymeraseTM and HiDi PolymeraseTM） which do 

not have 3’-exonuclease activity and HiFi taq DNA polymerase （TaKaRa Ex Taq PolymeraseTM） which has 3’-exonuclease activity, namely proof-

reading activity. Consequently, accuracy of discrimination of single base mutation was not so high in the PCR using TaKaRa Taq PolymeraseTM and 

TaKaRa Ex Taq PolymeraseTM. On the other hand, HiDi PolymeraseTM showed high accuracy of discrimination of single base mutation between 

KRAS wt and KRASG12D model DNA templates.

	 Key Words; Quantitaive PCR, Single Base Mutation, KRAS wt / KRASG 12D, Phosphorothioate Primer

背景
　その変異によりガン化の原因となる癌ドライバー遺伝

子が多く知られている1）。例えば、KRASは上皮成長因子

受容体（EGFR）からの細胞増殖シグナルを細胞核に伝達

して、細胞増殖を進めるアクセルとしての機能を持って

いる。KRASに変異が生じると恒常的に活性化された状態

となり、EGFRからのシグナルの有無にかかわらず、癌細

胞は増殖を続ける。現在、EGFR阻害薬（TKI）が癌治療

薬として効果を発揮しているが、KRASに変異がある癌で

はEGFRからのシグナルを遮断してもKRASは恒常的に活

性化された状態なので、EGFR阻害薬は効果がない。した

がって、変異KRAS陽性癌に対する有効な治療薬の開発は

喫緊の課題である2）。

　KRAS遺伝子の変異は大腸癌、肺癌、膵臓癌等に高頻

度に見られ、大腸癌の45%、肺癌の20%、膵臓癌の95%に

検出される。その変異はエクソン2、3、4のいずれかに多

く、中でもエクソン2のコドン12とコドン13に頻度高く現

れることが知られており、いずれもG12D、G12V、G13D、

G13Vなどの一塩基変異である。KRAS遺伝子は子宮頸がん

細胞HeLaでは両方のアレルが野生型、膵臓癌細胞PK-45H

では両方のアレルがG12D（227G>A）変異型、膵臓癌細胞

PK-59、大腸癌細胞T3M-10、膵臓癌細胞PK-1では一方のア

レルが野生型、もう一方のアレルがG12D（227G>A）変異

型を有している3）。

　遺伝子発現の定量解析法としてリアルタイムPCR法が

汎用されているが、一塩基変異を認識して特定の遺伝子

を特異的に増幅することは容易ではない。一般には熱水

噴出孔に生息している好熱菌 Thermus aquaticus由来のTaq

ポリメラーゼが用いられるが、3’-エクソヌクレアーゼ活

性（プルーフリーディング活性）を持たないために正確性

（Fidelity）に欠き、9000ヌクレオチドのうち1ヌクレオチ

ドの割合でエラーを起こすと言われている4）。Taq ポリメ

ラーゼの100倍以上の正確さを有するといわれるHiFi Taq 

ポリメラーゼが開発されているが、そのプルーフリーディ

ング活性により、プライマー3’-末端のミスマッチを正しく

修復して増幅するため、プライマーとテンプレート間の一

塩基ミスマッチを識別して、野生型または変異型遺伝子を

特異的に増幅することができない5）。

　アレル特異的検出、SNPsタイピングを目的として一塩

基を識別できるPCR法の開発を目指して多くの研究がなさ

れているが、これまでにCt値の違いにより一塩基変異を識

別して検出できる方法は多く開発されてはいるものの、一
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塩基を識別して定量解析できるPCR法の開発には至ってい

ない6-13）。一塩基を識別して定量解析できるPCR法として

明確な基準があるわけではないが、微量な変異遺伝子を定

量するために40～45サイクルが必要であるとすると標的外

の遺伝子に対しては∆Ct > 40 または検出されないことが

求められる。D. V. Pyshnyi博士らのグループはオリジナ

ルなホスホリルグアニジン骨格を導入したプライマーを用

いて変異遺伝子KRAS G12V、KRAS G12D、KRAS G12A、KRAS G13D 

をKRAS wt 遺伝子と識別することを試みており、KRAS wt と
KRAS G12D の識別において最高で∆Ct = 12.3という非常に良

好な結果を得ているが、変異のタイプ（ミスマッチの組み

合わせ）によって識別の精度にばらつきが大きい10）。その

他、プライマーやTaqManプローブにホスホロチオエート

DNA6-9）、LNA11）、ENA12）、PNA13）などの化学修飾体を組

み入れたPCR法が試みられているが、やはり、同一系内で

一塩基変異を識別して定量解析できるレベルには達してい

ない。

　我々のグループでは変異KRAS遺伝子G12D（227G>A）

に特異的な核酸医薬の開発を目指して、アンチセンス核

酸（ASO）やsiRNAのサイレンシング効果をリアルタイ

ムRT-PCRにより評価した14-15）。その際、膵臓癌細胞PK-

59、大腸癌細胞T3M-10、膵臓癌細胞PK-1などの同一細胞内

で発現している野生型KRAS （227G） mRNAと変異型KRAS （227A） 

mRNAを区別して定量解析することができなかった16）。す

なわち、上述の5種類の細胞、子宮頸がん細胞HeLa、膵

臓癌細胞PK-45H、膵臓癌細胞PK-59、大腸癌細胞T3M-10、

膵臓癌細胞PK-1を用いて野生型KRAS （227G） mRNAと変異型
KRAS （227A） mRNAのRT-PCRによる定量解析を行ったとこ

ろ、一塩基変異を敏感に識別するように改良されたとさ

れるHiDi DNA PolymeraseTMを用いるPCR反応でKRAS遺

伝子の野生型とG12D（227G>A）変異型を十分に識別す

ることはできなかった（図1）。膵臓癌由来PK-45H細胞は

両方のアレルでKRAS G12D （227G>A） のみを発現しているが、図

1では野生型プライマーによっても変異型KRAS G12D （227G>A） 

ｍRNAが増幅されている。

　そこで、本研究では同一細胞内で発現している野生型
KRAS （227G） mRNAと変異型KRAS （227A） mRNAを識別して定

量解析するPCR法を開発することを目的に、各種DNAポ

リメラーゼと化学修飾プライマーを組み合わせたPCR法に

ついて検討した。

　ホスホロチオエート核酸は3’-エクソヌクレアーゼに対し

て耐性であることが知られており、HiFi Taqポリメラー

ゼのプルーフリーディング活性（3’-エクソヌクレアーゼ）

を阻害する可能性がある。もし、ホスホロチオエート核

酸をプライマーとして用いた場合にHiFi Taqポリメラー

ゼのプルーフリーディング活性が阻害されたならば、HiFi 

Taqポリメラーゼはミスマッチ識別に敏感であるためにテ

ンプレートの増幅はそのポイントでストップすることが期

待される。したがって、ホスホロチオエート核酸プライ

マーとHiFi Taqポリメラーゼを組み合わせることにより、

プライマー3’-末端のミスマッチを識別した遺伝子増幅が可

能になると期待できる（図2）。

実験
　使用した実験器具・試薬を以下に記す。

PCR解 析 装 置：AriMx Real-time PCR System Agilent 

Technologies G8830A

小型微量遠心機：HF-120 トミー工業株式会社 ST2023007

およびMicro-Centrifuge BIOMEDIA 12764

ミニミキサー：N-40M-1 日伸理化 N-40M-1

0.1ml EU Fast PCR 用8連チューブ：日本ジェネティクス

株式会社製B77001

下記のPCR用テンプレートおよびプライマーは味の素バイ

オファーマサービス株式会社より購入した。

T227G: 5’-acttgtggtagttggagctggtggcgtaggcaagagtgccttgac

gatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaa-3’

T227A: 5’-acttgtggtagttggagctgatggcgtaggcaagagtgccttg

acgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaa-3’

リバースプライマー：5’-ttggatcatattcgtccacaa-3’

フォワードプライマー：（POG） 5’-acttgtggtagttggagctgg-3’，

（ POA ）5’- a c t t g t g g t a g t t g g a g c t g a - 3’，（ PSG ） 

5 ’- a c t t g t g g t a g t t g g a g c t g ^ g - 3 ’，（ P S A ） 5 ’

-acttgtggtagttggagctg^a-3’（^はホスホロチオエート）

　PCR反 応 に はTaKaRa Premix Taq （TaKaRa Taq 

図１．HiDi DNA polymeraseを用いたKRAS遺伝子発現解析16）

図２．ホスホロチオエートプライマーに対するHiFi Taq Polymeraseの 
プルーフリーディング活性と遺伝子増幅
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Version2.0）TM （ TaKaRa R004A）, TaKaRa Premix Taq 

（ TaKaRa Ex Taq Version2.0）TM （ TaKaRa RR003A）, 

HiDi 2× PCR Master MixTM （Funakoshi 9101S） の3種類

のDNAポリメラーゼを用いた。各試料の希釈にはニッポ

ンジーン株式会社製ヌクレアーゼフリー水 （#312-90103） 

を用い、PCR検出用色素としてdsGreen for real-Time 

PCRTM （Funakoshi 11010） を用いた。

　PCR反応操作は次の順に行った。氷上で0.1ml EU Fast 

PCR 用8連チューブ中にヌクレアーゼフリー水 （3.2 µl）、

3.32 x 10-7 µMテンプレート5µl （終濃度8.3 x 10-8 µM）、10 

µMフォワードプライマー0.4µl （終濃度0.2 µM）、10 µMリ

バースプライマー0.4µl （終濃度0.2 µM）、TaKaRa Premix 

Taq （TaKaRa Taq Version2.0）TM、TaKaRa Premix Taq 

（ TaKaRa Ex Taq Version2.0）TM、HiDi 2× PCR Master 

MixTMのいずれかを10µl、dsGreen for real-Time PCR TM

を1µl混合して全量20 µlとし、各DNAポリメラーゼのメー

カー推奨の熱サイクルによりPCRを行った。各PCRは3回

実施し、その平均値、標準偏差を求めた。

TaKaRa TaqポリメラーゼTM：98 ℃, 30s→（98 ℃, 10s→55 

℃, 30s→72 ℃, 60s）, 30Cycle →98 ℃, 30s→55 ℃, 30s→98 

℃, 30s。

TaKaRa Ex Taq ポリメラーゼTM：98 ℃, 30s→（98 ℃, 

10s→55 ℃, 30s→72 ℃, 60s）, 30Cycle→98 ℃, 30s→55 ℃, 

30s→98 ℃, 30s。

HiDi ポリメラーゼTM：95 ℃, 180s→（95 ℃, 10s→55 ℃, 

15s→72 ℃, 30s）, 30Cycle→95 ℃, 30s→55 ℃, 30s→95 ℃, 

30s。

結果と考察
　本研究ではKRAS wt-KRAS（G12D, 227G>A） 遺伝子（Gene ID: 

3845）の変異点（227）を挟む207-295の89塩基からなるテ

ンプレートとプライマーを用いてPCR反応のCt値および

∆Ct値を算出し増幅効率と相対効率を確認した。各フォ

ワードプライマーの3’-末端が変異点と対合するように設計

されている。また、各PCR生成物の熱解離曲線から特異的

PCR産物と非特異的PCR産物を区別した。用いたテンプ

レートおよびプライマーは下記のとおりである。

テンプレート（KRAS207-295, 89bp）

T227G: 5’-acttgtggtagttggagctggtggcgtaggcaagagtgccttgac

gatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaa-3’

T227A: 5’-acttgtggtagttggagctgatggcgtaggcaagagtgccttga

cgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaa-3’

リバースプライマーRP：5’-ttggatcatattcgtccacaa-3’

フォワードプライマー

POG: 5’-acttgtggtagttggagctgg-3’

POA: 5’-acttgtggtagttggagctga-3’

PSG: 5’-acttgtggtagttggagctg^g-3’

PSA: 5’-acttgtggtagttggagctg^a-3’

^はホスホロチオエート

例えば、TaKaRa Taq ポリメラーゼTMを用いてテンプ

レートT227G （終濃度8.3 x 10-8 µM）、リバースプライ

マー RP （終濃度0.2 µM）、フォワードプライマーPOG（5’

-acttgtggtagttggagctgg-3’） （ 終 濃 度0.2 µM） 存 在 下 に、

PCR （98 ℃, 30s→（98 ℃, 10s→55 ℃, 30s→72 ℃, 60s）, 30 

Cycle →98 ℃, 30s→55 ℃, 30s→98 ℃, 30s） を行うと図3に

示すようなPCR曲線と熱解離曲線が得られた。その結果、

Tm = 82 ℃の標的PCR産物が得られた。Ct = 16.12 ± 0.04

であった。Tm = 76 ℃のPCR産物はプライマーダイマー

形成によるものと考えられる。一方、TaKaRa Taq ポリ

メラーゼTMを用いてテンプレートT227A （終濃度8.3 x 10-8 

µM）、リバースプライマーRP （終濃度0.2 µM）、フォワー

ドプライマーPOG （5’-acttgtggtagttggagctgg-3’） （終濃度

0.2 µM） 存在下に、PCR （98 ℃, 30s→（98 ℃, 10s→55 ℃, 

30s→72 ℃, 60s）, 30 Cycle →98 ℃, 30s→55 ℃, 30s→98 ℃, 

30s） を行うと図4に示すようなPCR曲線と熱解離曲線が

得られた。この場合、Tm = 76 ℃のプライマーダイマー

	 （a）	 （b）

　　　

図３．TaKaRa Taq ポリメラーゼTMによるT227G-POGのPCR　（a） 増幅曲線　（b） 熱解離曲線
[T227G] = 8.3 x 10-8 µM、[POG] = 0.2 µM、[PR] = 0.2 µM、熱サイクル98 ℃, 30s→（98 ℃、10s→55 ℃、30s→72 ℃、60s）、30サ
イクル →98 ℃、30s→55 ℃、30s→98 ℃、30s。
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形成によるPCR産物が主であったが、Tm = 82 ℃の標的

PCR産物も少ないながら生成しており、Ct = 17.52 ± 0.05

であった。すなわち、その差∆Ct = 1.40となり、POGはフ

ルマッチのT227Gと一塩基ミスマッチのT227Aを明確に識

別できたとは言えない結果となった。

　 次 に、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト プ ラ イ マ ーPSG（5’

-acttgtggtagttggagctg^g-3’）を用いて、同様の条件下で

T227GのPCR反応を行うと図5に示すPCR曲線と熱解離曲

線が得られた。その結果、Tm = 82 ℃の標的PCR産物が

得られた。Ct = 15.57 ± 0.01であった。一方、PSGを用

いてテンプレートT227AのPCRを行うと図6に示すような

PCR曲線と熱解離曲線が得られた。Ct = 16.50 ± 0.04で

あった。すなわち、その差∆Ct = 0.93となり、PSGはフル

マッチのT227Gと一塩基ミスマッチのT227Aを明確に識別

できなかった。

　同様に、プライマーPOA（5’-acttgtggtagttggagctga-3’）

を用いてテンプレートT227GおよびT227AのPCR反応を

行ったところ、それぞれ図7、図8に示すPCR曲線と熱解離

	 （a）	 （b）

　　　

図４．TaKaRa Taq ポリメラーゼTMによるT227A-POGのPCR　（a） 増幅曲線　（b） 熱解離曲線
[T227A] = 8.3 x 10-8 µM、[POG] = 0.2 µM、[PR] = 0.2 µM、熱サイクル98 ℃、30s→（98 ℃、10s→55 ℃、30s→72 ℃、60s）、30サ
イクル →98 ℃、30s→55 ℃、30s→98 ℃、30s。

	 （a）	 （b）

　　　

図５．TaKaRa Taq ポリメラーゼTMによるT227G-PSGのPCR　（a） 増幅曲線　（b） 熱解離曲線
[T227G] = 8.3 x 10-8 µM、[PSG] = 0.2 µM、[PR] = 0.2 µM、熱サイクル98 ℃, 30s→（98 ℃、10s→55 ℃、30s→72 ℃、60s）、30サイクル →98 ℃、
30s→55 ℃、30s→98 ℃、30s。

	 （a）	 （b）

　　　

図６．TaKaRa Taq ポリメラーゼTMによるT227A-PSGのPCR　（a） 増幅曲線　（b） 熱解離曲線
[T227A] = 8.3 x 10-8 µM、[PSG] = 0.2 µM、[PR] = 0.2 µM、熱サイクル98 ℃、30s→（98 ℃、10s→55 ℃、30s→72 ℃、60s）、30サ
イクル →98 ℃、30s→55 ℃、30s→98 ℃、30s。



ホスホロチオエート核酸をプライマーとする一塩基変異識別定量PCR法

5

	 （a）	 （b）

　　　

図７．TaKaRa Taq ポリメラーゼTMによるT227G-POAのPCR　（a） 増幅曲線　（b） 熱解離曲線
[T227G] = 8.3 x 10-8 µM、[POA] = 0.2 µM、[PR] = 0.2 µM、熱サイクル98 ℃、30s→（98 ℃、10s→55 ℃、30s→72 ℃、60s）、30サ
イクル →98 ℃、30s→55 ℃、30s→98 ℃、30s。

	 （a）	 （b）

　　　

図10．TaKaRa Taq ポリメラーゼTMによるT227A-PSAのPCR　（a） 増幅曲線　（b） 熱解離曲線
[T227A] = 8.3 x 10-8 µM、[PSA] = 0.2 µM、[PR] = 0.2 µM、熱サイクル98 ℃、30s→（98 ℃、10s→55 ℃、30s→72 ℃、60s）、30サイクル →98 ℃、
30s→55 ℃、30s→98 ℃、30s。

	 （a）	 （b）

　　　

図８．TaKaRa Taq ポリメラーゼTMによるT227A-POAのPCR　（a） 増幅曲線　（b） 熱解離曲線
[T227A] = 8.3 x 10-8 µM、[POA] = 0.2 µM、[PR] = 0.2 µM、熱サイクル98 ℃、30s→（98 ℃、10s→55 ℃、30s→72 ℃、60s）、30サ
イクル →98 ℃、30s→55 ℃、30s→98 ℃、30s。

	 （a）	 （b）

　　　

図９．TaKaRa Taq ポリメラーゼTMによるT227G-PSAのPCR　（a） 増幅曲線　（b） 熱解離曲線
[T227G] = 8.3 x 10-8 µM、[PSA] = 0.2 µM、[PR] = 0.2 µM、熱サイクル98 ℃、30s→（98 ℃、10s→55 ℃、30s→72 ℃、60s）、30サイクル →98 ℃、
30s→55 ℃、30s→98 ℃、30s。
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曲線が得られた。Ct値はそれぞれCt = 20.84 ± 0.21および

Ct = 17.10 ± 0.07となった。すなわち、∆Ct = 3.74であり、

POAはT227GとT227Aをかなり強く識別しているが、両者

を定量解析するためには一方はほとんど増幅しないことが

求められ、それまでの差はないと言える。さらに、プラ

イマーPSA （5’-acttgtggtagttggagctg^a-3’） を用いてテンプ

レートT227GおよびT227AのPCR反応を行ったところ、そ

れぞれ図9、図10に示すPCR曲線と熱解離曲線が得られた。

Ct値はそれぞれCt = 19.48 ± 0.16およびCt = 16.87 ± 0.06

となった。すなわち、∆Ct = 2.61であり、PSAはT227Gと

T227Aを比較的強く識別しているが、やはり、両者を定量

解析するためには一方はほとんど増幅しないことが求めら

れ、それまでの差はないと言える。

　同様の評価をTaKaRa Ex TaqポリメラーゼTMおよ

びHiDi DNAポリメラーゼTMを用いて行い、Ct値と∆Ct

値を求め、その結果を表1にまとめた。表1の結果より、

TaKaRa TaqポリメラーゼTMを用いたPCR反応では、最高

でもプライマーPOAを用いた場合の∆Ct = 3.74であり、高

度な精度で識別できたとは言えない。特に、プライマー

POGおよびPSGを用いた場合はそれぞれ∆Ct = 1.40、∆Ct 

= 0.93であり、一塩基識別精度は低かったと言える。プラ

イマーPOGおよびPSG とテンプレートT227Aの間ではGと

Tはゆらぎ （wobble） 塩基対を形成して安定化するため、

ポリメラーゼのミスマッチ認識能が甘くなったと考えら

れる。同様の傾向は他の2種のポリメラーゼにも見られた。

プライマーPOAおよびPSAを用いた場合はそれぞれ∆Ct = 

3.74、∆Ct = 2.38であり、比較的一塩基識別精度は高くなっ

た。プライマーPOAおよびPSA とテンプレートT227Gの

間ではC-Aミスマッチ塩基対が形成され、ポリメラーゼに

よるDNA伸長反応が遅かったためと考えられる。同様の

傾向は他の2種のポリメラーゼにもみられ、ホスホロチオ

エートプライマーを用いるPCRの特徴として興味深い。

　TaKaRa TaqポリメラーゼTMはプルーフリーディング活

性を持たないので、DNAの伸長はミスマッチのまま進行

したと考えられる。ホスホロチオエートプライマーを用い

ることによる影響はどのケースでも小さく、むしろ、POG

とPSGまたはPOAとPSAのそれぞれのCt値の比較からわ

かるように、テンプレートとプライマーの組み合わせがフ

ルマッチの場合でも、ミスマッチの場合でもホスホロチ

オエートプライマー （PSG, PSA） を用いた方がホスホジ

エステルプライマー （POG, POA） を用いた場合よりも増

幅がわずかに速い傾向が見られた。同様の傾向はTaKaRa 

Ex TaqポリメラーゼTMにも見られた。A. Skerraはプルー

フリーディング活性を持つ2種類のDNAポリメラーゼ、

Vent DNAポリメラーゼ および Pfu DNAポリメラーゼを

用いるPCRにおいてホスホロチオエートプライマーを用い

た方がホスホジエステルプライマーを用いるよりも、増幅

が速かったことを報告しており、今回の結果と一致してい

る17）。一方、HiDi DNAポリメラーゼTMではテンプレート

とプライマーの組み合わせがフルマッチの場合にはホスホ

ロチオエートプライマー （PSG, PSA） を用いた方の増幅

が速く、ミスマッチの場合にはホスホジエステルプライ

マー （POG, POA） を用いた方の増幅が速い傾向が見られ

た。

　TaKaRa Ex TaqポリメラーゼTMを用いたPCR反応でも

上述のTaKaRa TaqポリメラーゼTMを用いたPCR反応とほ

ぼ類似の結果が得られた。プライマーPOGおよびPSGは

一塩基識別精度が低くそれぞれ∆Ct = 0.49、∆Ct = 0.57で

あった。TaKaRa Ex TaqポリメラーゼTMはプルーフリー

ディング機能を有するDNAポリメラーゼである。上述の

とおり、この場合プライマーとテンプレート間にG-Tゆら

ぎ （wobble） 塩基対が形成されるため、ミスマッチを修

復せずにDNA鎖を伸長したのか、ミスマッチを修復して

伸長したのかは確定できない。また、プライマーPOAお

よびPSAを用いた場合はそれぞれ∆Ct = 3.45、∆Ct = 2.78

であり、POGおよびPSGに比較して一塩基識別精度が少

し向上する結果となった。プルーフリーディング機能を

有するTaKaRa Ex TaqポリメラーゼTMがプライマーPOA

およびPSAとテンプレートT227Gの間のミスマッチ塩基対

A-Cを修復したとすれば∆Ctはもっと小さくなるはずであ

るので、この場合はミスマッチ塩基対A-Cを修復しないで

DNA鎖を伸長したと考えるのが妥当かもしれない。プラ

イマーPSAの場合は3’-エクソヌクレアーゼに耐性であった

とも考えられるが、プライマーPOAの場合はプルーフリー

ディングを受けなかった説明がつかないため、化学修飾

核酸プライマー、ミスマッチプライマーに対するTaKaRa 

Ex TaqポリメラーゼTMのミスマッチ認識能とプルーフ

リーディング機能についてさらなる検証が必要であること

が示唆された。

　HiDiポリメラーゼを用いたPCR反応では、いずれのプラ

イマーも比較的高い精度でテンプレートの野生型T227Gと

変異型T227Aを識別していることがわかる。4種のプライ

マーPOG、POA、PSG、PSAを用いた場合の一塩基識別

精度はそれぞれ∆Ct = 6.11、∆Ct = 8.18、∆Ct = 5.38、∆Ct 

= 5.12であった。HiDiポリメラーゼTMはプルーフリーディ

ング機能を持たないため、プライマーとテンプレート間に

ミスマッチ塩基対があっても修復することなくDNA鎖を

伸長したと考えられる。HiDiポリメラーゼTMの高い一塩

基識別精度を証明する結果となったが、この程度の精度

では同一細胞内に発現しているKRAS wt mRNAとKRAS （G12D） 
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mRNAを識別して定量解析できないことは先に述べた

我々のグループのデータより明らかで、さらに高い一塩基

識別精度を有する化学修飾プライマーとDNAポリメラー

ゼの組み合わせを探索する必要がある。

結論
　以上の結果より、TaKaRa TaqポリメラーゼTMおよび

TaKaRa Ex TaqポリメラーゼTMを用いたPCR反応では一

塩基識別精度は低く、特にプライマーとテンプレート間に

T-Gゆらぎ （wobble） 塩基対が形成される場合はフルマッチ

塩基対の場合に近いDNA増幅が進行した。また、プルーフ

リーディング機能を有するTaKaRa Ex TaqポリメラーゼTM

とプルーフリーディング機能を有しないTaKaRa Taqポリ

メラーゼTMの一塩基識別精度に大きな差が見られなかった。

一方、HiDiポリメラーゼTMを用いたPCRでは∆Ct = 5.12～

8.18となり、かなり一塩基識別精度は高いと言える。しかし、

前述のとおり、HiDiポリメラーゼTMを用いても、ヘテロア

レルを有する細胞内で発現するKRAS wt mRNAとKRAS （G12D） 

mRNAを区別して定量的に解析することはできないことは

実証されており、さらに、化学修飾プライマーとDNAポリ

メラーゼの組み合わせを探索する必要があることが示され

た。TaKaRa Ex TaqポリメラーゼTMのホスホロチオエート

プライマーに対するプルーフリーディング活性の有無とミ

スマッチ識別の精度を合わせて、さらに検証する必要があ

ることが示唆された。我々のグループはその検証のための

実験系を設計して、現在検証を進めている。
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