
リサイクリング反応の効果
リサイクリング反応を行うことで、データポイントを反応終了させることができ、明確な
クラスターを形成させることで、正確なジェノタイピングを行うことにつながります。図
1はリサイクリング反応の効果をクラスタープロットで表した図です。最初に行ったKASP
の標準的なPCRサイクル後のデータポイントは3つのクラスターを形成し始めていますが、
クラスター内のデータポイントは広がっています（図1A）。これは、同一ジェノタイプの
サンプル間で蛍光強度がかなり異なることを示しています。さらに、全体的に蛍光シグナ
ル強度が低すぎるために、テンプレートなしコントロール（NTC）が増幅しているように
見えてしまいます。

このプレートでリサイクリング反応（3サイクル）を行い、蛍光を再度測定した結果が図
1Bです。この段階で、多くのシグナルが検出され、クラスターもまとまってきています。
さらに、NTCは増幅なしのクラスターを形成しました。さらにこのプレートでリサイクリ
ング反応（3サイクル）を行い、蛍光を再度測定した結果が図1Cです。この段階で明確な
ジェノタイプごとのクラスターが形成され、反応が終了しました。

KASPジェノタイピングガイド 
– リサイクリング反応 –
このガイドはリサイクリング反応のプロセスを解説し、ジェノタイピング結果の改善を図るための
ものです。

イントロダクション
KASPジェノタイピングアッセイの効率はサンプルDNAの濃度、ターゲットSNP周辺の
DNA配列構成などの数多くの要因によって影響されます。DNA配列の構成はプライマー
の結合効率、つまりPCR反応効率に影響します。したがって、異なるKASPアッセイは異
なる速度で反応終了に達するため、明確なジェノタイピングクラスターを得るには追加の
PCRサイクルが必要な場合があります。ここではデータポイントが明確なクラスターを形
成するのに十分な増幅量に達することを反応終了、としています。エンドポイントでの蛍
光強度は増幅量に依存するので、十分な増幅量が必要となります。

KASPの標準的なPCRサイクル（10サイクルのタッチダウンPCRの後に26サイクルの標準
的なPCR）を行っても、データポイントが明確なクラスターを形成しない場合がありま
す。これはKASPジェノタイピングアッセイが機能しなかったのではなく、PCRが反応終
了となるサイクル数に達していなかった可能性があります。このような場合に追加でPCR
サイクルを行う「リサイクリング反応」をご紹介します。

図1.　リサイクリング反応ごとにジェノタイプクラスターが改善しました。(A)はクラスターが
広がっており、リサイクリング反応後ではクラスターが改善し(B)、二度目のリサイクリング反
応後に反応が終了し、明確でスコアリングしやすいクラスターが形成されました(C)。
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サポート
本ガイドについてのご質問はreagents@primetech.co.jpまでお問い合わせください
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KASPリサイクリング反応プログラム
KASPの標準のPCRサイクル終了後に明確なジェノタイピングクラスターが形成され
なかった場合、さらにPCRサイクルを追加します。

KASPリサイクリング反応は表1の条件でPCRを3サイクル追加します。

標準KASPジェノタイピングアッセイと同様に蛍光の測定を行います（KASPジェノタ
イピングマニュアル4.2.7, 4.2.8参照）。

リサイクリング反応のヒントとコツ
• 反応が終了するサイクルはKASPアッセイごとに異なります。

• リサイクリング反応を複数回行う際は、複数回分をまとめて最後に蛍光を計測する
のでなく、一回のリサイクリング反応ごとに計測し、アッセイを最適化することを
推奨します。

• アッセイの最適化を行ったら、KASPの標準的なPCRサイクルに、反応終了に必要
なサイクル数を加えることができます。それにより、次からはリサイクリング反応
なしにアッセイを行うことができます。例えば、SNPアッセイ1が明確なクラス
ター形成に2回のリサイクリング反応（+6PCRサイクル）が必要だった場合、PCR
反応を10サイクルのタッチダウンPCRに続いて32サイクル（26+6）PCRを行いま
す。

• リサイクリング反応（それぞれ3サイクル）は、最大で4回まで行うことができま
す。これは、KASPの標準的なPCRサイクルに12回追加するのと同等です。4回のリ
サイクリング反応を行っても明確なクラスターが形成されなかった場合、KASP
アッセイの再設計やDNA濃度の最適化などの他のトラブルシューティングが必要に
なります。

ステップ 反応 温度 時間
ステップごとの

サイクル数

1 変性 94 °C 20 秒
×3 サイクル

2 アニーリング/
伸長 57 °C 60 秒

表1.　KASPリサイクリング反応条件　*ステップ3はqPCR装置で測定を行う場合のみ必要です。

3 * 蛍光の測定 30 °C 60 秒 ×1 サイクル
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