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競合的 PCR にお け るバ イ ア ス 発生 メ カ ニ ズ ム
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目的　競合的 PCR は 、 同 じ反応容器 中で標的 とな る核酸 （タ
ー

ゲ ッ ト） と同時 に濃

度が既知 の 参照用核酸 （ス タ ン ダー ド）を競合 的 に PCR 増幅 させ 産物量の 比 か ら初

期 ター
ゲ ッ ト濃度 を見 積 もる とい う方 法 で 、極微 量 しか 存在 しない 特 定の 核酸の 定量

をお こ な う際に用い られ る 。 リア ル タ イム PCR の 場合は サイ クル ごとに産物 量 を定
量す る の に対 して 、 競合 的 PCR は最終産物量だ け を定量 すれば よい の で 、必 要な装
置 が簡単 で低 価格 に なる とい う利点 を持 っ て い る 。 しか し 、 条件に よ っ て は タ

ー
ゲ ッ

トとス タ ン ダ
ー

ドの 濃度比 が PCR の 前後で 異な る （バ イア ス が生 じる）こ とが あ る

と報告 され て お り、競合 的 PCR の 定量性は現状で は 疑問視 され て い る 。 こ の 研究の

目的 は、競合 的 PCR に お けるバ イ ア ス 発 生の メ カ ニ ズ ム を第
一

原理 に基づ い て 理論

的に解析 し、その 結果 か ら信頼で き る 定量 性 を持 たせ るための 方策を提案するこ とで

あ る 。

方法 　従来理 論 で は サイ クル ご との 増幅効率 を仮定す る こ とか ら出発 して い るの に

対 して 、こ の 研 究で は化 学反応速度論 に基づ い て 解析をお こ な っ た 。 考慮 した 反応は、

核酸 （タ
ー

グ ッ ト、
ス タ ン ダー ド、プ ライ マ

ー
）の 結合 ・解離 、複製酵素の 結合 ・解

離 、 DNA の 伸長 で ある 。 それ ぞれ の 反応速度を反応物濃度、生成物濃度 、温 度の 関

数 と して あ らわ した 。 これ に よ り時間に 関す る連 立微分方程式 が得 られ た の で 、その

解 を差分法に よ り数値 的 に求 めた 。 Microsoft　Excel　2002　VBA を用い て 計算お よび 結

果の 記 録 ・表 示 をお こ な っ た 。

結果 と考察　従来理 論で は 最大増幅効率 を仮 定 して い たが 、こ の 理論で は速度定数や
温 度サ イ クル の パ ラ メ

ー
タ

ー
か ら決定す る こ とが で きた 。 蔵 田 らが 示 した温 度サイ ク

ル の 条件の 違い がバ イア ス に影響を与 える とい う現象 （論文 準備 中）も説 明す る こ と

が で きた。 さ らに 、 1 サ イ クル の 問の 分子数の 変化 を予想 する こ ともで きた 。 こ れ ら

は 従来の 理論 で は本 質的に説 明 不 可 能な こ とで あ る 。

　 こ の 理 論に よれ ば 、ター
ゲ ッ トとス タン ダ

ー
ドの 濃度が異な る だけで バ イ ア ス が 生

じ る。 した が っ て 、 複数の ス タ ン ダ
ー

ド濃度 に 対 し て 同 じ条件 で競合的 PCR をお こ

ない 、それ らの デ
ー

タか らス タ ン ダー ド濃度 とター ゲ ッ ト濃 度が 等 し くなる点 を回 帰

的に求め 、 初期 ターゲッ ト濃 度を見積 も る とい う方法 を推奨す る 。
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