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Abstract. In the present study, quantitative analysis 
discriminating single nucleotide mutation of KRAS gene 
by allele specific real time PCR using chemically 
modified primers is described. Taq DNA polymerases 
which do not have 3’-exonuclease activity and HiFi taq 
DNA polymerase which has 3’-exonuclease activity, 
namely proof-reading activity were investigated. 
Consequently, PCR using regular phosphate or 
phosphorothioate primers was not specific enough for a 
quantitative analysis discriminating single base mutation. 
On the other hand, PCR using 2’-OMeRNA modified 
primers was highly specific for a quantitative analysis 
discriminating single base mutation between KRASwt, 
KRASG12D, KRASG12A and KRASG12V genes. 

 

   

  

 

 

[Tg] (µM) [Ta] (G12D)(µM) Ct (Tg) Ct (Ta) ?Ct

8.3 x 10-8 8.3 x 10-10 29.04±0.033 36.46±0.24 7.42±0.24

8.3 x 10-8 8.3 x 10-11 29.76±0.52 40.00±0.65 10.24±0.28

[Tg] (µM) [Tc](G12A) (µM) Ct (Tg) Ct (Tc) ?Ct

8.3 x 10-8 8.3 x 10-10 28.82±0.62 36.87±0.50 8.05±0.28

8.3 x 10-8 8.3 x 10-11 28.18±0.28 37.27±0.41 9.09±0.54

[Tg] (µM) [Tt] (G12V)(µM) Ct (Tg) Ct (Tt) ?Ct

8.3 x 10-8 8.3 x 10-10 28.30±0.16 36.44±0.16 7.35±0.21

8.3 x 10-8 8.3 x 10-11 28.88±0.42 35.93±0.88 7.05±0.45

 

[Tg] (µM) [Ta] (G12D)(µM) Ct (Tg) Ct (Ta) ?Ct

8.3 x 10-9 8.3 x 10-12 33.32 ±0.29 39.78 ±0.29 6.45  ±0.41 

8.3 x 10-9 8.3 x 10-13 31.49 ±0.33 42.12 ±0.04 10.64  ±0.36 

8.3 x 10-10 8.3 x 10-13 34.05 ±0.19 37.58 ± 0.29 3.52  ±0.14 

[Tg] (µM) [Tc](G12A) (µM) Ct (Tg) Ct (Tc) ?Ct

8.3 x 10-9 8.3 x 10-12 32.64 ±0.35 37.52 ±0.37 4.89  ±0.44 

8.3 x 10-9 8.3 x 10-13 32.85 ±0.11 41.96 ±0.64 9.1  ±0.57 

8.3 x 10-10 8.3 x 10-13 35.11 ±0.37 37.91 ±0.26 2.80  ±0.63 

[Tg] (µM) [Tt] (G12V)(µM) Ct (Tg) Ct (Tt) ?Ct

8.3 x 10-9 8.3 x 10-12 30.17 ±0.31 37.68 ±0.13 7.50  ±0.41 

8.3 x 10-9 8.3 x 10-13 31.61 ±0.17 41.17 ±0.71 9.55  ± 0.78

8.3 x 10-10 8.3 x 10-13 32.87 ±0.51 37.04 ± 0.51 4.16  ± 0.44

 

KRASG12D(G227A)

3’-ACTTGTGGTAGTTGGAGCTG(G/A)TGGCG-5’

POM2x; 5’-ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGmX-3’

HiFi Taqポリメラーゼ

2’-MeRNA修飾プライマーとプルーフリーディング活性を持つTaKaRa Ex TaqポリメラーゼTMを用いた

PCR反応では一塩基変異を完全に識別して目的遺伝子のみを正確に定量解析することが可能であることが

分かった。全ての変異の組み合わせにおいて極めて正確に高感度で一塩基変異を識別できるので、リキッ

ドバイオプシにおける血液アンプルや不均一な癌組織中に混在している目的の遺伝子を0.1%の精度で検出

できる。癌遺伝子パネル検査やウイルス変異株の高感度検出等に有用なPCR法として期待できる。

POM2+x; 5’-CTTGTGGTAGTTGGAGCTGXmT-3’

結論

  

Primers Ct/Tg (35G) Ct/Ta (35A) Ct/Tc(35C) Ct/Tt(35T) ∆Ct

POM2-1 NA NA - - -

POM2c NA NA 25.95 ± 0.20 NA ∞

POM2a NA 22.67 ± 0.92 NA NA ∞

POM2g 25.41 ± 0.84 NA(G-T) NA NA ∞

POM2t NA NA NA 24.77 ± 0.81 ∞

PSM2c NA NA 25.31±0.30 NA ∞

PSM2a NA 23.63 ± 0.19 NA NA ∞

PSM2g 24.02 ± 0.85 NA(G-T) NA NA ∞

PSM2t NA/ NA NA 24.69 ± 0.15 ∞

POM2+c 21.51± 0.39 23.49± 0.23 - - 1.98

POM2+a 19.74± 0.20 21.06 ± 0.31 - - 1.32

POM2+g 18.44 ± 0.07 21.09 ± 0.25 - - 2.65

POM2+t 20.05 ± 0.32 23.86 ± 0.64 - - 3.81

Table 1. qPCR by TaKaRa Ex Taq Polymerase and 2’-OMeRNA Modified Primers

 

KRASG12D(G227A)

3’-ACTTGTGGTAGTTGGAGCTG(G/A)TGGCG-5’

POM2x; 5’-ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGmX-3’

HiFi Taqポリメラーゼ

プライマーPOM2x, PSM2xは3’-末端がマッチングしているときのみ伸長され、ミスマッチの時には3’-エク

ソヌクレアーゼ活性によりXが削除されて、3’-末端にGmが現れると伸長反応は停止する。

従って、プライマーPOM2x, PSM2xは厳密に3’-末端の1塩基多型を識別して、マッチング配列のみ増幅する。

プライマーPOM2+x, PSM2+xの3’-末端(T)はテンプレートにマッチングしており、プルーフリーディングを

受けずに伸長される。

POM2+x; 5’-CTTGTGGTAGTTGGAGCTGXmT-3’

結論

 

 

 

実験
• PCR条件
• テンプレート（終濃度8.3×10－8μM）
• フォワードプライマー（終濃度0.2μM）
• リバースプライマー（終濃度0.2μM）
• TaKaRa Premix Taq （TaKaRa Ex Taq Version2.0）TM

• dsGreen for real Time PCRTM

• 熱サイクル（98 ℃, 30s→(98 ℃, 10s→55 ℃, 30s→72 ℃, 60s)30-45, →98 ℃,
30s→55 ℃, 30s→98 ℃, 30s. 30-50Cycles）

 

Tg: KRASwt(35G);96bp
acttgtggtagttggagctggtggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaacaataga-3’
Ta: KRASG12D(35G>A);96bp
acttgtggtagttggagctgatggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaacaataga-3’
Tc: KRASG12A(35G>C);96bp
acttgtggtagttggagctgctggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaacaataga-3’
Tt: KRASG12V(35G>T);96bp
acttgtggtagttggagctgttggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcattttgtggacgaatatgatccaacaataga-3’
Reverse Primer; 5’-tctattgttggatcatattcgt-3’
Forward Primers;
POM2-1; 5’-acttgtggtagttggagct(Gm)-3’
POM2c; 5’-acttgtggtagttggagct(Gm)c-3’
POM2a; 5’-acttgtggtagttggagct(Gm)a-3’
POM2g; 5’-acttgtggtagttggagct(Gm)g-3’
POM2t; 5’-acttgtggtagttggagct(Gm)t-3’
PSM2c; 5’-acttgtggtagttggagct(Gm)^c-3’
PSM2a; 5’-acttgtggtagttggagct(Gm)^a-3’
PSM2g; 5’-acttgtggtagttggagct(Gm)^g-3’
PSM2t; 5’-acttgtggtagttggagct(Gm)^t-3’

POM2+c; 5’-cttgtggtagttggagctg(Cm)t-3’
POM2+a; 5’-cttgtggtagttggagctg(Am)t-3’
POM2+g; 5’-cttgtggtagttggagctg(Gm)t-3’
POM2+t; 5’-cttgtggtagttggagctg(Um)t-3’
PSM2+c; 5’-cttgtggtagttggagctg(Cm)^t-3’
PSM2+a; 5’-cttgtggtagttggagctg(Am)^t-3’
PSM2+g; 5’-cttgtggtagttggagctg(Gm)^t-3’
PSM2+t; 5’-cttgtggtagttggagctg(Um)^t-3’


