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PCRを用いたロングリードシーケンスにおけるPCR酵素の選択の重要性
Impact of DNA Polymerase Choice in PCR-Based Long-Read Sequencing Performance
〇北嶋友人、鳥居昇平、木村剛隆
タカラバイオ株式会社 製品開発センター

Introduction

Conclusion

ロングリードシーケンスは、リピート領域や構造変異の解析に優れ、がんゲノムや希少疾患研究での利用が拡大している。特に、特定領域をコスト効率よく解析する実務では、多領域（マルチプ
レックス）アンプリコン増幅を用いたターゲットロングリード解析の重要性が高まっている。一方、PCRを用いたロングリードシーケンスでは、アンプリコン長の制限や、配列依存の増幅バイア
ス、エラーの蓄積といった課題がある。これらを軽減するために、ロングリード向けに最適化したDNAポリメラーゼ「PrimeSTAR LongSeq DNA Polymerase」（TakaraBio Inc.）を開発した。
本報告では、 同ポリメラーゼの推奨反応条件とワークフロー、ならびに10kb以上の20ターゲットマルチプレックスPCRを用いたロングリードNGS解析やPCRを用いたロングリードシーケンスに
おける実用性を示す。

ヒトゲノムDNAを鋳型に、高い正確性を特徴とするDNA Polymeraseを用いて超
長鎖（52~53kb)の増幅を行った。増幅産物は磁気ビーズで精製後、精製サンプル
100pgをFemto Pulse System（Agilent）で解析した。PrimeSTAR LongSeq
DNA Polymeraseを用いることで、 52~53kbの超長鎖増幅を確認された。

1. PUM1 52 kb

2. SLC30A9 53 kb

M. Agilent 165kb DNA Ladder

M 1 2 M

PCR条件：
94℃ 1 min.

98℃ 10 sec.
68℃ 30 sec./kb

35 cycles
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各polymeraseは、メーカー推奨PCR条件に
従って実施しています。
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PCR条件：
 PrimeSTAR LongSeq DNA Polymerase

94℃ 1 min.

98℃ 10 sec.
68℃ 30 sec./kb 

30 cycles

各polymeraseは、メーカー推奨PCR条件に従い、
実験はレプリケートで実施

20ターゲットマルチプレックスPCR
鋳型：ヒトゲノムDNA（100 ng/50 µl反応系）
増幅鎖長：10~12 kb, GC含量：35~60 %

マルチプレックスPCR産物を精製後、4200 TapeStation System（Agilent
Technologies）で解析した。PrimeSTAR LongSeq DNA Polymeraseによる増幅産
物は、目的サイズである10～12 kb付近に特異的な増幅が確認された。(a) 各PCR酵
素によるマルチプレックスPCR産物に、20ターゲット配列が含まれているか確認し
た。他社PCR酵素では複数のターゲットでまったくデプスが得られていない、もしく
は極端に少ないデプスしか得られなかったのに対し、 PrimeSTAR LongSeq DNA
Polymeraseではバイアスの少ない均一なデプスが得られた。(ｂ)各酵素による増幅
産物に、20ターゲットの配列が全長含まれているかをIntegrative Genomics
Viewer（IGV）で確認したところ、PrimeSTAR LongSeq DNA Polymeraseは20
ターゲットすべてで全長増幅を達成した。一方で、他社のPCR酵素では一部領域が欠
落し、全長配列を取得できたのは68～78％のターゲットにとどまった。（C）

プロトコル
PCR 反応時間

(min)
Total reads

Mapping 
(%)

Read 
length
N50(b)

Coverage

Oxford 
Nanopore 

Technologies
オリジナル 100

878,307 99.96 3,784 0.966x

878,151 99.95 3,516 0.897x

Takara Bio
時短 60

878,323 99.94 3,733 0.939x
878,900 99.95 4,185 1.051x

長鎖伸長 150
878,063 99.95 4,738 1.179x
878,256 99.95 4,869 1.210x

Oxford Nanopore Technologies社の次世代シーケンサーは、
長鎖DNAやRNAの塩基配列を高精度に解析できることが特長
である。Rapid PCR Barcoding Kit 24 V14（Oxford 
Nanopore Technologies）は、1～5 ngといった少量の
gDNAからPCRによる増幅を行い、2 kb以上の長鎖リードを
得ることが可能である。ただし、このキットにはPCR酵素が
含まれておらず、別途PCR酵素を準備する必要がある。本研
究では、Rapid PCR Barcoding Kit 24 V14のオリジナルプ
ロトコル（RPB_9191_v114_revF_11Dec2024）に使用す
るPCR用ポリメラーゼをPrimeSTAR LongSeq DNA
Polymeraseに置き換えたプロトコールを比較した。(a)得ら
れたシーケンスリードから88万リードにダウンサンプリング
し、各プロトコルのマッピング率、リード長（N50）、カバ
レッジを評価した。（b）オリジナルプロトコルと比較して、
時短プロトコルではPCR反応時間を短縮したにもかかわらず、
同等以上のN50が得られた。さらに、長鎖伸長プロトコルで
は、N50が約30%延長し、カバレッジも向上した。（C)増幅
の均一性を確認するためにGC bias plotを作成したところ、
PrimeSTAR LongSeq DNA Polymerase を用いたプロトコ
ルでは、オリジナルプロトコルに比べ、GC含量による増幅の
偏りが軽減さえることが示された。
PrimeSTAR LongSeq DNA Polymeraseの適用は、長鎖リー
ド取得および増幅均一性の改善に有効であることが示唆され
た。

F-Primer Tm(℃)
M： E-Gel  1 Kb Plus

DNA Ladder
(Invitrogen)

M 48 55 62 69 74 78 M M 48 55 62 69 74 78 M

2 Step PCR 3 Step PCR

2 Step PCR Conditions ：
94℃ 1 min.

98℃ 10 sec.

68℃ 30 sec./kb
30 cycles

3 Step PCR Conditions ：
94℃ 1 min.

98℃ 10 sec.

57℃ 15 sec.

68℃ 30 sec./kb

30 cycles

Low HighLow High
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GC High GC Low

PrimeSTAR LongSeq DNA Polymeraseの特性
1．約53 kbの超長鎖増幅が可能である。
2．GCリッチおよびATリッチ領域においても長鎖増幅が可能である。
3．PCR反応液を室温で１時間、4℃で17時間放置しても、非特異的増幅なく増幅が可能である。
4．10 kb以上の20ターゲットマルチプレックスPCRにおいて、全長増幅が可能である。

ロングリードシーケンスへの応用
PrimeSTAR LongSeq DNA PolymeraseとRapid PCR Barcoding Kit 24 V14を組み合わせることで、
以下の結果が得られた。

• 時短プロトコル：PCR反応時間を約40分短縮しながらも、リード長はオリジナルプロトコルと
同等であり、GCバイアスが軽減された。

• 長鎖伸長プロトコル：リード長（N50）を約30%伸ばし、カバレッジも向上、さらにGCバイア
スが軽減された。

本検証により、PCRを用いたロングリード解析においてPCR酵素の選択が重要であることが示唆され
た。 PrimeSTAR LongSeq DNA Polymeraseを用いることで、より長鎖かつ均一なゲノム解析が可
能となる。

プライマー設計の推奨条件
・35 mer程度（Tm値>70℃）を強く推奨する。
・Tm値が70℃以下の場合：プライマーのTm値より5℃以上低いアニーリング温度を設定した

3 Step PCRを提案する。

Application 1: 50 kb超の超長鎖PCR増幅 Application 2: 長鎖増幅PCR反応液の温度安定性

4℃ 4℃ 4℃

1 hr 3 hr 17 hr

Room temperature Room temperature Room temperature

レーン3-4, 14-15: 17 kb(GC: 66%)
レーン5-6, 16-17: 20 kb (GC: 65%)
レーン8-9, 19-20: 16 kb (AT: 66%)
レーン10-11, 21-22: 21 kb (AT: 65%)

鋳型およびプライマーを含めたPCR反応液の安定性を評価した。PCR反応液を調製後、4℃および室
温で0、1、3、17時間放置し、その後PCRを実施した。PCR産物を電気泳動で確認したところ、4℃
で17時間、室温で1時間放置した場合でも、非特異的増幅を抑え、特異的増幅が認められた。また、
長鎖増幅難易度の高いGCリッチ領域であっても良好な増幅が得られた。

Experiment 1: 10 kb以上の長鎖マルチプレックスPCRを用いたロングリードNGS解析

NGSライブラリー作製
Native Barcoding Kit 96 V14（Oxford Nanopore Technologies）

シーケンス
GridION (Oxford Nanopore Technologies)
R10.4.1 flow cells (Oxford Nanopore Technologies)
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Experiment 2: PCR酵素選択がNanoporeシーケンスの長鎖塩基配列取得に与える効果

PCR Enzyme:

  PrimeSTAR LongSeq DNA Polymerase 

PCR Conditions: 
94℃ 1 min.

↓

98℃ 10 sec.

56℃ 15 sec.

68℃ 9 min.

↓

68℃ 9 min.

PCR Enzyme:

PrimeSTAR LongSeq DNA Polymerase 

PCR Conditions: 
94℃ 1 min.

↓

98℃ 10 sec.

56℃ 15 sec.

68℃ 3 min.

↓

68℃ 3 min.

Protocol:

RPB_9191_v114_revF_11Dec2024

PCR Conditions:
95℃ 3 min.

↓

95℃ 15 sec.

56℃ 15 sec.

65℃ 6 min.

↓

65℃ 6 min.

Cleavage and addition of transposase adapters

オリジナルプロトコル Takara 時短プロトコル Takara 長鎖伸長プロトコル

Attachment of rapid sequencing adapterd

Information Analysis

Nanopore Sequencing

14 cycles 14 cycles 14 cycles

100

min

60

min

150

min

5 ng gDNA

Experiment 3: 長鎖増幅に最適な推奨プライマー設計

Fowerd Primer Reverse Primer

Sequence Length(mer) Tm (℃) Sequence Length(mer) Tm (℃)

TACTGGTTGCCGATT 15 48 GCTTAGGAGTTGGACT 16 44

GCTACTGGTTGCCGATT 17 55 GGCTTAGGAGTTGGACT 17 50

GGGCTACTGGTTGCCGATT 19 62 GCACTGGCTTAGGAGTTGGACT 22 62

GCAAGGGCTACTGGTTGCCGATT 23 69 TGGCACTGGCTTAGGAGTTGGACT 24 67

AGTAGACGCAAGGGCTACTGGTTGCCGATT 30 74 CTCTTCTGGCACTGGCTTAGGAGTTGGACT 30 72

GCAGAGTAGACGCAAGGGCTACTGGTTGCCGATT 34 78 TTGGCTCTTCTGGCACTGGCTTAGGAGTTGGACT 34 77

(a) 20ターゲットのマルチプレックスPCR

(b) 20ターゲットのデプスの均一性

(C) ターゲット領域の全長の増幅確認
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(b) 各プロトコールのマッピング率(％)、リード長（N50）、カバレッジ

(c) 各プロトコールのGC bias plot

(a) PCR酵素別のNanoporeシーケンス解析フロー

(a) プライマー配列とTm値

(b) PCR条件と電気泳動結果 プライマー推奨設計方法
・35 mer程度（Tm値>70℃）を強く推奨
・Tm値が70℃以下の場合：プライマーのTm値より5℃以上低

いアニーリング温度を設定した3 Step PCRを提案

PrimeSTAR LongSeq DNA Polymeraseを用いた長鎖増幅にお
いて高い特異性を得るためには、プライマー設計が重要である。
Tｍ値の低いプライマーの5’末端を延長し、Tm値44~77℃の範
囲でプライマーを設計した。（a）ヒトゲノムDNAを鋳型とし
て、2 Step PCRまたは3 Step PCR（アニーリング温度57℃）
により約24kbの長鎖伸長PCRを行った。2 Step PCRでは、Tm
値が69℃以上のプライマーを用いた場合に特異的な24 kb以上
の長鎖増幅が確認された。一方、3 Step PCRでは、短いプラ
イマーでは24 kbの長鎖増幅は確認できなかったが、アニーリ
ング温度を57℃に設定し、Tm値が62℃以上のプライマーを使
用することで特異的な24 kbの長鎖増幅を確認された。（b）適
切なTm値を有するプライマーの設計は、特異性の高い長鎖増
幅の成功率向上に寄与すると考えられる。

PCR条件：
94℃ 1 min.

98℃ 10 sec.
68℃ 30 sec./kb

30 cycles
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