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cDNA合成技術の現状

RNA解析の情報量はDNA解析よりも多い．たとえば，
トランスクリプトーム解析では同一個体でも細胞種や外
部刺激が異なれば，結果が異なる．一方，RNA解析の
中核をなすcDNA合成技術は1980年代から進歩してお
らず，モロニーマウス白血病ウイルス（MMLV）ある
いはトリ骨髄芽球症ウイルス（AMV）由来の逆転写酵
素（RT）が使われ続けている．cDNA合成は，鋳型
RNAがつくる二次構造およびRTの不安定性により，感
度あるいは正確性（正しいヌクレオチドを取込む性能）
がDNA合成に及ばない．

逆転写酵素およびDNAポリメラーゼの機能改変

MMLV RTは10分間の熱処理で活性が50％に低下す
る温度が44°Cであり，耐熱性が非常に低い．筆者らは，
MMLV RTの鋳型プライマーとの結合領域に存在し側鎖
が負電荷を有する残基（Glu286, Glu302）および分子
表面に存在する疎水性残基（Leu435）を側鎖が正電荷
を有する残基（LysまたはArg）に，さらにRNase H活
性の触媒残基（Asp524）をAlaに置換し，耐熱型
MMLV RTであるE286R/E302K/L435R/D524A（MM4）
を作製した 1)．
好熱性細菌Thermotoga petrophila K4株由来ファミリー

A DNAポリメラーゼ（K4pol）は高い耐熱性と校正活性
を有する．藤原らは，K4polとRNAの結合でリボース2’
位水酸基と立体障害を起こすと予測されたLeu329をAla
に置換し，逆転写活性を有するK4polであるK4polL329A

を作製した 2)．

DNA/RNAヘリカーゼによるPCRのノイズの軽減

細胞内でのDNA合成においては，ヘリカーゼはDNA
の複製起点からの巻き戻しを行う．藤原らは，超好熱性
アーキア 由来スーパーファミ
リー2のDNA/RNAヘリカーゼであるTk-EshAが，プ
ライマーのミスアニーリングにより生じた2本鎖DNA
をほどくことにより，PCRで見られる非特異的増幅を
軽減することを見いだした 3)．

3酵素の組合せによるcDNA合成

cDNA合成反応をRNAが二次構造を作らず，プライ
マーがミスアニーリングしない条件で行えば，感度およ
び正確性が向上すると期待できる．筆者らは，MM4，
K4polL329A，Tk-EshAを組み合わせればこれが実現され
ると仮説をたてた．
しかし，報告されているcDNA合成反応の条件は，

MM4では 25 mM Tris-HCl，50 mM KCl，2 mM 
dithiothreitol，5 mM MgCl2，pH 8.3であり，K4polL329A

では50 mM Bicine-KOH，1 mM Mn(OCOCH3)2，115 mM 
CH3COOK，pH 8.2であり，両者は異なる．さらに，
Tk-EshAの反応条件もこれらと異なる．これらの3酵素
の組み合わせたcDNA合成を行うためには，反応条件
の最適化が必要である．

cDNA合成反応の最適化

筆者らはタグチメソッドとよばれている品質工学の技
法を用いて反応条件の最適化を試みた．嘔吐型セレウス
菌の毒素であるセレウリド合成遺伝子cesDのmRNA4)

（図1）をモデルRNAとして用いた．まず，13個の要因
を設定し，各要因に対し，3個の水準を設定した（表1）．
そして，27個の実験条件を設定した（表2）．各実験条件
は，13個の要因それぞれについて1個の水準を含む．

27個の実験条件のそれぞれについて，標的RNAの初
期コピー数が異なる条件でcDNA合成反応を行い，そ
の後PCRを行い，反応物をアガロース電気泳動にかけ
るとバンドが検出できるかどうかでcDNAが合成され
たかどうかを判断した．そして，cDNAが合成されたもっ
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図1．cesDのmRNAとプライマーの配列
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とも低い標的RNA濃度に基づき，各実験条件に点数を
つけた．すべての実験条件の点数がついた後，これを本
技法に基づいて解析し，各要因の各水準に点数をつけ，

各要因の各水準に対してS/N比，各要因に対して変動お
よび寄与率を算出した（表2）．ここで，S/N比は低いほど，
その水準が至適であることを意味する．また，変動およ
び寄与率は大きいほど，その要因の水準の違いによって
性能が大きく支配されることを意味する．
第1サイクルの結果（表2）に基づき，新たに13個の
要因および各要因について3個の水準を設定し，27個の
実験条件の感度を調べた．筆者らはこのサイクルを6回
繰り返した．8個の要因について，各サイクルにおける
水準値を図2に示す．最終的に得られた最適条件を表3
に示す．

表1．第1サイクルの要因と水準
要因 水準1 水準2 水準3

1 MM4 (nM)  0.01   0.1   1
2 K4polL329A (nM)  0   1 100
3 Tk-EshA (nM)  0   1  50
4 dNTP (each) (mM)  0.05   0.25   0.5
5 KCl (mM) 10  50 200
6 Tris-HCl (pH 8.3) (mM)  5  25 100

7 Bicine-KOH (pH 8.2) 
(mM) 10  50 200

8 MgCl2 (mM)  1   5  20
9 Mn(OCOCH3)2 (mM)  0.2   1   5

10 CH3COOK (mM) 30 100 300
11 D4R4 primer (μM)  0.1   0.5   1
12 E. coli RNA (μg/ml)  0   1  10
13 glycerol (%, v/v)  0   3   9

表2．第1サイクルの各水準のSN比（S/N）ならびに各要因
の変動（V）と寄与率（P）

要因
S/N1 V2 P (%)3

水準1 水準2 水準3
1 –21.58 –38.17 –65.77 110.7 21.8
2 –50.21 –31.13 –44.19 21.2 4.2
3 –56.23 –28.63 –40.67 42.6 8.4
4 –44.19 –44.19 –37.15 3.7 0.7
5 –50.21 –37.15 –38.17 11.7 2.3
6 –56.23 –34.65 –34.65 34.5 6.8
7 –44.19 –50.21 –31.13 21.2 4.2
8 –38.17 –27.60 –59.75 59.7 11.7
9 –50.21 –31.13 –44.19 21.2 4.2
10 –44.19 –63.28 –18.06 114.5 22.5
11 –44.19 –46.69 –34.65 9.0 1.8
12 –44.19 –56.23 –25.11 54.7 10.8
13 –44.19 –37.15 –44.19 3.7 0.7

(Total) 
508.2

(Total) 
100

1S/Nm = –10 log (sm
2)（smは実験条件mのスコア），S/Nx,i（要

因xの水準 iのS/N）は，水準 iが使われている9個の実験条
件のS/Nmの合計（例：要因1において水準1が使われてい
る実験条件が1，2，3，4，5，6，7，8，9である場合，S/
N1,1 = S/N1 + S/N2 + S/N3 + S/N4 + S/N5 + S/N6 + S/N7 + S/
N8 + S/N9となる．また，要因2において水準1が使われて
いる実験条件が1，2，3，10，11，12，19，20，21である
場合，S/N2,1 = S/N1 + S/N2 + S/N3 + S/N10 + S/N11 + S/N12 + 
S/N19 + S/N20 + S/N21となる）．
2Vx = (S/Nx,12 + S/Nx,2

2 + S/Nx,32)/9 － (S/N1 + S/N2 + …… 
+S/N27)2/27
3Px = Vx / (V1 + V2 + …… + V13)×100

表3．最適反応条件
MM4 (nM) 10 Mn(OCOCH3)2 (mM)   1
K4polL329A (nM) 50 CH3COOK (mM) 100
Tk-EshA (nM) 20 D4R4 primer (M)   0.5
dNTP (each) (mM)  0.2 trehalose (mM) 100
KCl (mM) 50 ATP (mM)   1
Tris-HCl  
(pH 8.3) (mM) 20 E. coli RNA (μg/ml)  10

Bicine-KOH  
(pH 8.2) (mM) 50 glycerol (%, v/v)   0

MgCl2 (mM)  5 温度（°C）  50

図2．各要因の各サイクルでの水準値．●は最適であった水準
値，○はそれ以外の水準値を示す．
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MM4だけを用いる従来のcDNA合成では，cesD 
RNAの初期コピー数が5 × 104の場合，PCR後の電気
泳動で増幅産物のバンドが見られず，リアルタイム
PCRで蛍光が立ち上がらなかった．一方，本検討で得
られた最適条件で3酵素を用いてcDNA合成を行うと，
初期コピー数が5 × 102の場合でも検出された（図3）．
これらの結果は，レトロウイルス由来の逆転写酵素に，
逆転写活性を有する耐熱型DNAポリメラーゼおよび
DNA/RNAヘリカーゼを加えることにより，cDNA合
成の感度が向上したことを示唆する 5)．本cDNA合成系
の正確性については現在検討中である．

品質工学の技法による反応条件の最適化

上述の結果は，PCRチューブを用いて得られたもの
である．筆者らはさらに，移送式マイクロアレイである
MMVチップ上でcDNA合成反応を行い，まったく同様
の技法で6回のサイクルによる反応条件の最適化を行っ
た．MMVチップは縦横2.5 cmの平板のチップで，1枚
のチップは容量が0.5 lである1024個のウエルをもつ．
MMVチップの特徴は，チップからチップへ反応液を移
送できることである 6)．

MMVチップを用いた場合もまったく同様の最適条件
が得られた（データは示さず）5)．このことは，本技法が
複数の酵素による反応の最適化に適していることを示唆
する．

DNA/RNAヘリカーゼの効果

このサイクルを繰り返す中で，Tk-EshAの至適濃度範

囲が狭いことが明らかになった．第2サイクルでTk-EshA
の水準を10，50，200 nMとすると，10 nMが至適であっ
たが，寄与率は41％という高い値であった．他のサイ
クルでも5～45％と高値であった．PCRにおいても，
Tk-EshAは至適濃度ではノイズを低減させるが，高濃度
では反応効率を低下させることが報告されている 3)．こ
れらのことは，DNA/RNAヘリカーゼを核酸増幅反応
に用いる場合，使用濃度の最適化が特に重要であること
を示唆する．

E. coli RNAの効果

酵素反応は一般に，酵素濃度が高いほど反応速度が大
きくなる．しかし，cDNA合成の場合，RTが過剰に存在
すると標的RNAに非特異的に結合し，反応を阻害する．
今回の検討ではMM4とE. coli RNAの最適濃度はそれ
ぞれ10 nMと10 g/mlであった．E. coli RNAは，MM4
やK4polL329Aが標的RNAに非特異的に結合することを
防いでいると考えられる．

おわりに

超好熱性アーキア 由来KOD
ポリメラーゼ（KODpol）は高い耐熱性と校正活性を有
する．2016年，emulsion PCRを用いた進化工学的手法
により，逆転写活性を有する変異型KOD ポリメラーゼ
（reverse transcription xenopolymerase: RTX）が創製さ
れた 7)．今後，筆者らが開発したcDNA合成技術の感度
と正確性を，RTXを含めた他の酵素によるcDNA合成
技術と比較していきたい．
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図3．3酵素によるcDNA合成．50～5 × 105個のcesD RNAか
ら，MM4存在下，K4polL329AおよびTk-EshA非存在下（A, C）
あるいは存在下（B, D）でcDNA合成を行った後，PCRを行い，
反応物をアガロースゲル電気泳動にかけた（A, B）．あるいは
リアルタイムPCRを行った（C, D）．


