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PCR を介 した菌相解析に誤 りをもた らす

　　　　heteroduplexの 生成 と解消
　 　 　 　 　 の 　だ なおひろ　　　　しらまさゆう　こ　　か ながわた11xひろ

　　　　 野田尚宏、○ 白政優子 、 金川貴博

産総研 ・生物機能工 学

【目的】PCR に基づ い た菌相解析には偏 りや誤 りが しば しば生 じる こ とが知 られ てい る 。

その 誤 りの 原因 として ， ポ リメ ラーゼ の 取 り込み エ ラー
， キ メラの 生成 ，

heteroduplexの 生

成な どが指摘され て い る 。 heteroduplexは 、 相補的でない DNA が 2 本鎖を形成 したもの で、

PCR 後期に多く生 じる 。 相補的な DNA に よる 2 本鎖 （homoduplex） とは 、 電気泳動での 移

動度が異なるため、解析で余分なバ ン ドやピークを生 じる原因になる。 制限酵素で切断で き

な くな るこ ともあ る。本研究で は、PCR サイ クル 数と heteroduplex生成率の 関係を調べ
、

heteroduplexの解消方法 として 、　Reconditioning　 cycle （RC ）を提案する。
　 RC は、　heteroduplex

が homoduplexよ りも Tm 値が少 し低い こ とを利用 して 、　heteroduplexだけ を解離 させ て

homoduplexの 再生 をね らっ た もの で あ る。

【方法】71iiotlV・iX・eikelboomii 　AP −3お よび T．flexilis　EJ2M −B の ゲノ ム DNA を等量混合 し， 16S

rDNA の
一

部を PCR で 増幅 した。プ ライ マ
ー

の
一
方には 5’

末端を蛍光物質 BODIPY 　FL で 修

飾 した もの を用い 、PCR．後に産物を制限酵素　BstUIで 切断 し、断片長を調 べ て 、　heteroduplex

の生成割合を算出 した。PCR 条件は 95℃，130s  → ｛95℃，20s  ＋ 55℃，10sec＋ 72℃ ，45sec｝

× 25−55 サイ クル とした。RC として 、　PCR （35サイクル）の後に熱変性 ス テ ッ プ ｛80　
一
　88℃ ，

60s  ｝と再会合ステ ッ プ ｛74℃ ，15sec｝を繰 り返 した。

【結果】PCR の サイクル 数が増加する とともに heteroduplexの 生成量が増加 し、35cycleに

おい て は PCR 産物の 約 25％が heteroduplexで あ っ た。　RC で は、熱変性温度 が 84℃の とき

に最も効率的に heteroduplexを解消するこ とができた 。 また RC の サイ クル 数が多けれ ば多

い ほ ど heteroduplexが減少するが，5Cycle 程度で 95％以上 の heteroduplexを解消で きた 。 熱

変性の 時間や、再会合の温度や 時間を変えて もあま り効果がなか っ た 。 以上の 結果 よ り，PCR

終了後 に 5cycle程度の RC を行 うこ とで ，　heteroduplexの 大部分を解消するこ とが可能なこ

とがわか っ た 。
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