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Summary　In clinical laboratory tests, the polymerase chain reaction (PCR) method is frequently 

used in the identification of disease-related genes/genomic variants and pathogenic 

microorganisms. Although the PCR method easily and specifically amplifies a target DNA region, 

unexpected non-specific products are sometimes generated depending on factors such as primer 

specificity and annealing temperature. For these unexpected, unknown amplification products, this 

study presents a simple method to identify the extra DNA fragments. Multiple PCR products can 
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Ⅰ．緒言

　PCR（Polymerase Chain Reaction）法は、臨床
検査における目的遺伝子の病原性多型（突然変
異）やゲノム内のコピー数多型、病原性微生物
やウイルス等を検出する際など、様々な場面で
使用される分子生物学的手法である1-3）。簡易に
DNAを増幅させるPCR法は、設計したプライマ
ーが目的の部位にアニーリングするか、他に類
似した配列がゲノムや遺伝子内にあるか、テン
プレートの純度やPCR反応溶液の組成などの諸
条件により、増幅産物が得られないことや、非
特異的産物が生じたりする。非特異的産物が生
じた際の一般的な対処方法は、プライマーの再
設計やPCRの反応条件の再検討などであるが、
結果の確認までさらなる時間とコストがかかる。
非特異的産物を調べる方法に、高価な抽出キッ
トやフェノールなどの劇物試薬を用いて、電気
泳動後のゲル片からPCR産物（DNA断片）を抽
出し、それぞれの塩基配列を知る方法もあるが、
大体は時間とコストがかかるプライマーの再設
計にて対応している。
　本論文は、特別なキットや試薬等を用いずに、
汎用試薬で簡易に複数のPCR産物の由来を同定
できるので、安全かつ比較的短時間で検査や実
験結果の信憑性やその後の対処法を知ることが
できる。つまり非特異的PCR産物の由来を確か
めることで、プライマーの再設計が必要なのか、
それともPCRの反応条件をより厳しくすれば良
いのか等の判断ができ、病原性微生物の確認
PCRではプライマーを再設計することなく、目
的微生物由来の産物であるかを知ることができ
る。対象とした遺伝子の1つは、多くの固形癌で
過剰発現しており、がんの増殖シグナル伝達の
起点となっている上皮成長因子受容体（EGFR：
Epidermal Growth Factor Receptor）を用いた4）。
肺がん患者においてもEGFR遺伝子の病原性多

型（変異）が確認されており、エクソン19と20

がホットスポットになっている5-6）。対象にしたも
う一つの遺伝子は、近年免疫や感染症、がん分
野において注目されているSiglec遺伝子群のうち
のSiglec-E（Sialic acid binding Ig-like lectin E）を
用いた7）。マウスSiglec-Eは、ヒトSIGLEC-9と高
い相同性を示し、肺がん患者の短期生存率、肺
気腫の罹患リスク、慢性閉塞性肺疾患の増悪リ
スクなどに関与している8-10）。
　これより本論文は、「ゲノムDNA由来EGFR遺
伝子」と「cDNA由来Siglec-E遺伝子」を対象に、
複数生じたPCR産物の塩基配列を確認する簡易
法を述べる。

Ⅱ．方法と材料

1. Genomic DNAの抽出と1st strand cDNA合成
　健常人のヒト口腔細胞（日本人、男性、21歳）
より、NucleoSpin® DNA RapidLyse（MACHEREY- 

NAGEL社）を用いて、ゲノムDNAを抽出した。
Aire+細胞株11）由来の1st strand cDNAは、RNAiso 

Plus（TaKaRa Bio.）にてtotal RNAを抽出し、逆
転写酵素 SuperScript IV Reverse Transcriptase 

(Invitrogen) を用いて合成した。

2. プライマーとPCR反応条件
　EGFR （NCBI: NG_007726）のイントロン18

と19上に、それぞれForward（5ʼ-CTGGTAACAT 

CCACCCAGATCA-3ʼ）とReverse（5ʼ-AGGATGT 

GGAGATGAGCAGGGT-3ʼ）プライマーを設計
した。Siglec-E遺伝子のエキソン4と5上に、そ
れぞれForward（5ʼ-GCATCTTAAGCACGGAGG 

AGTGTAT-3ʼ）とReverse（5ʼ-AAAGGTCCCCATC 

ATCATTTCAGA T-3ʼ）プライマーを設計した。
　EGFR遺伝子に対してはゲノムDNA（1 ng）を、
Siglec-E遺伝子に対しては、50 ngのtotal RNAに
相当するcDNAをテンプレートに用い、プライ

be used to analyze the origin of each band by the following procedure: i) separation of each band 

by agarose-gel electrophoresis, ii) picking of the few gel pieces of each band, iii) elution of the 

PCR products in the gel by vortex, iv) re-PCR of the eluted DNA, and v) sequencing analysis of 

the re-PCR products.

Key words:   PCR, Nonspecific products, Sequence, Simple method 
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マー（終濃度：0.3μM、IDT）、各デオキシヌ
ク レ オ チ ド 溶 液（ 終 濃 度：0.2 mM each、
NIPPON GENE）、Hot-Start Gene Taq NT（酵素量：
0.6 U、NIPPON GENE）、Hot Start Taq DNA 

P o l y m e r a s e用バッファー（終濃度： 1 x、
NIPPON GENE）の反応溶液（20μL）を調整し、
ProFlex PCR システム（Applied Biosystems）に
て35サイクルの熱反応を行った。

3.  低電圧アガロースゲル電気泳動とゲル内PCR

産物の溶出
　ゲルピックアップ用の電気泳動は、Midori 

Green（NIPPON Genetics）不含の2％アガロー
スゲル（Agarose Type II：SIGMA Aldrich）を用
い、低電圧（20 V）、オーバーナイト（14時間）
にて行った。泳動後、Midori Greenにて後染色
を行い、マイクロピペットのチップにて各バン
ドのゲル片を少量ピックアップした。ゲル片を
TE溶液（10 mM Tris-HCl, 0.1mM EDTA, pH 7.5）
内 に 浸 し、TWIN MIXER TM-282（AS ONE）
にて2時間ボルテックス（SPEED: 4）し、ゲル
内のPCR産物を溶出させた。

4. 各PCR産物の再増幅とシーケンシング
　ゲル内から溶出させたPCR産物をテンプレー
ト（1μL）に用い、上記PCR反応条件にて各バ
ンドを再増幅させた。電気泳動にて1本バンド
が確認されたPCR産物をテンプレートに、
ForwardもしくはReverse プライマー（終濃度：
1 nM）、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit（Applied Biosystems）を加えた反応溶液（10 

μL）を調整し、96℃ 1分（1サイクル）、96℃ 

10秒＋50℃ 5秒（25サイクル）のサイクルシー
ケンス反応を行なった。反応終了後、ExoSAP 

IT（Thermofisher）を加え37℃ 10分＋80℃ 1分
の熱処理を行ない、SAM溶液（40μL）＋
X-terminator（10μL）を加え20分間ボルテック
スし、Applied Biosystems 3500/3500 xL ジェネ
ティックアナライザにてPCR産物の塩基配列を
決定した。

Ⅲ．結果

1. PCR反応における非特異的産物
　EGFR遺伝子とSiglec-E遺伝子の構造と各プラ

イマーのポジションをFig. 1aに示す。EGFRに
関しては、目的産物（293 bp）以外に600 bp付
近に、Siglec-Eに関しては、目的産物（124 bp）
以外に1,000 bp付近に余分なバンドが確認され
た（Fig. 1b）。EGFR遺伝子については、確認の
ため2回行った。

2.  分離用低電圧アガロースゲル電気泳動とPCR

産物の溶出
　低電圧アガロースゲル電気泳動にて各バンド
を分離し、チップにてゲル片をピックアップし
た（バンド1～4：EGFR、バンド5、6：Siglec-E）
（Fig. 1c）。ゲル片を1.5 mLチューブ内のTE溶液
に浸し、ボルテックスにてPCR産物を溶出させ
た。

3. 各バンドの再増幅PCRと単一バンドの確認
　各バンドのDNA断片を溶出させたTE溶液と
各プライマーセットを用いて再度PCR反応を行
ない、それぞれシングルバンドが確認された
（Fig. 1d）。50 bp付近に見られるバンドは、プ
ライマーダイマーである。

4. シーケンスデータ
1）バンドが混在するPCR産物
　2本のPCRバンドが混在する分離前サンプル
（Siglec-E）のシーケンスデータをFig. 2aに示す。
1つの波形に、2種類のシグナルが検出されてい
る。

2）EGFR

　バンド1由来PCR産物のシーケンスデータ
（Exon 19とIntron 19の境界領域）をFig. 2bに示
す。解読された塩基配列を相同性検索サイト
「NCBI/ nucleotide BLAST Search」にて検索した
結果、ヒト7番染色体に座位するEGFRの
RefseqGeneが抽出され、目的産物であることが
確認された。バンド3も同様に目的産物である
ことが確認された。
　バンド2のシーケンス結果をFig. 2cに示す。
複数の波形が雑多に観察され、BLAST Search

では “No Significant Similarity Found” と相同性
のある配列は検出されなかった。
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Fig. 1 Gene structure and each steps of this method

a. Upper: Genomic structure of EGFR gene on human chromosome 7. The EGFR gene consist of 28 exons 

spanning 192.6 kb of genomic DNA. The position of primers is indicated by arrows above the introns. The PCR 

product is 293 bp. Lower: A schematic representation of the 1.8 kb mouse Siglec-E cDNA. The primers are 

indicated by arrows above the exon 4 and 5. The PCR product is 124 bp.

b. Agarose gel electropherogram of EGFR and Siglec-E gene. Upper: EGFR: target and extra bands, 293 bp and ca. 

600 bp respectively, were observed on Lane S1 and S2. Lower: Siglec-E: target and extra bands, 124 bp and ca. 

1,000 bp respectively, were observed on Lane S3. M: 50 bp Ladder Marker. N: Negative control (no-DNA). 

c. Image of gel pick-up and vortex elution. It is shown the low voltage electropherogram (left image) and removed 

gel with PCR band (right image). Each band were numbered 1-4 (EGFR), 5 and 6 (Sigec E). The collected gel 

piece on tip and microtube with TE solution for vortex elution. 

d. Electropherograms of re-PCR. (EGFR) The band 1, 3 and 2, 4 lanes were observed single band, 293 bp and ca. 

600 bp respectively. (Siglec-E) The band 5 and 6 lanes were observed 124 bp and ca. 1,000 bp. M: 50 bp Ladder 

Marker. N: Negative control (no-DNA).
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Fig. 2 Sequencing analysis and homology search of EGFR gene

a. Sequence data of some PCR products observed in the Siglec-E gene. Two signals were detected in one 

waveform.

b. Upper: Sequence of band 1 “target product of EGFR gene”. The exon 19 and introns 19 are indicated by full and 

dotted line, respectively. Lower: Result of BLAST Search is shown. The sequence exhibits very high homology 

with RefSeqGene of EGFR gene (NG_007726.3).

c. Sequence data of band 2 “extra product of EGFR” . Upper: These waveforms were complicated peak and low 

signal intensity. Lower: Result of BLAST search was no significant similarity for whole human genome and 

recorded genes.
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Fig. 3 Sequencing analysis and homology search of Siglec-E gene

a. Upper: Sequence data of band 5 “target product of Siglec-E gene”. The exon 4 and 5 were indicated by solid line. 

Lower: As a result of the BLAST Search, the sequence exhibits high homology with Siglec-E mRNA reference 

sequence (XM_006541318.3).

b. Upper: Sequence of band 6 “extra product of Siglec-E”. A part of the intron 4 is shown by solid line. Lower: 

Result of BLAST search, the sequence exhibits high homology with genomic sequence of Siglec-E 

(NC_000073.6) on chromosome 7.

c. Direct sequencing data of the eluted PCR products from gel “band 1 of EGFR”. The data of “no re-PCR” product 

was miscellaneous and low signal intensity.  
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3）Siglec-E

　バンド5由来PCR産物のシーケンスデータ
（Exon 4とExon 5の境界領域）をFig. 3aに示す。
解読された塩基配列のBLAST Searchの結果、
Siglec-EのmRNAが抽出され、目的産物である
ことが確認された。
　バンド6由来のシーケンスデータ（Intron 4の
一部）をFig. 3bに示す。BLAST Searchの結果、
マウス７番染色体に座位するSiglec-E遺伝子の
ゲノム配列が検索された。RNA抽出時にコン
タミしたゲノムDNA由来の増幅産物であるこ
とが判明した。

4）溶出直後のPCR産物
　ゲル片から溶出させた直後のDNA断片を、
（再増幅させないで）直接シーケンスしたデー
タをFig. 3cに示す。塩基配列は、シングルピー
クにはならず、雑多な波形が検出された。

Ⅳ．考察

　PCR法における非特異的産物が混在するサン
プルをシーケンスすると、Fig. 2aに示すように
1つの波形に2つ以上のシグナルが検出され、塩
基配列を決定することができない。これに対し
本論文では、複数のPCR産物をシーケンスする
簡易法の手順［①分離　②溶出　③再増幅　④
塩基配列の決定］を述べた。手技的に重要なポ
イントは、分離過程における電気泳動を低電圧・
長時間（20 V、14時間）で行うことである。通
常の電気泳動（100 V、25分）で分離すると、1

本のバンドをピックアップしたはずなのに、再
増幅すると、もう1本のバンドも増えてきてし
まうという結果になった（Data not shown）。こ
れは、肉眼では分離できていても、分子レベル
では分離できていないPCR産物の各バンドへの
混在が原因と考えられ、低電圧で時間をかけて
DNAをゆっくり分離させる必要があった。ま
た、ゲルからPCR産物（DNA断片）を溶出する
際に特殊な試薬は必要なく、ボルテックスまた
は4℃一昼夜放置などの物理的処理で十分であ
った。さらに再増幅過程を経ずに、ゲルから溶
出させたPCR産物を直接シーケンスしたが、塩
基配列の決定には至らなかった（Fig. 3c）。こ
れは、シーケンスするのに十分なテンプレート

量（DNA断片の分子数）ではなかったことが
考えられ、再増幅過程もポイントの一つであっ
た。
　複数生じたPCR産物を安全かつ簡易的に同定
する本法は、日々の検査・実験にかかる時間・
コスト・労力を、最終的に軽減させられる手法
の一つとして考えられる。

Ⅴ．結語

　PCR反応時に複数本のバンドが生じ、それら
バンドの由来を調べたいが、専用のキットや特
殊試薬が準備されていない場合において、簡易
に対応できる手法を検討した。本法は、低電圧・
長時間でのDNA断片の分離操作が必要ではあ
るが、特殊な装置を必要とせず、汎用試薬で複
数のPCRバンドの塩基配列を決定できる。検査
結果や実験データとする場合は、単一の目的バ
ンドとなるようなプライマーの再設計やPCRの
再条件検討等が必要ではあるが、それらを解決
することにも寄与する有用な手法であると考え
る。

　本論文内容に関連する著者 (ら)の利益相反:
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