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１　./

!"#)���������gＰＣＲL�(����。

!"#�����������L�。

２　0.12345

������!��(�� ¡¢£¤(。¥ ¦§¨(©���，ª¦§¨(«!���!�

�。¥ ¢¦§¨(©���，¬­s«!（®¯W^(°±F）���!��。

ＧＢ／Ｔ６６８２　²³´Mµ�¶)·3¸M��

ＧＢ／Ｔ２５１７２　¹º»¼½=¾¿ÀÁ?@)Â

３　678

��ÃÄÅ���!��。

�gＰＣＲ　�gÆÇÈÉÊË�（ｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）

犆狋Ì　ÍÎË�ÏÐ(�gÑÒÓÔÕÖ�(×ÌØWÙÚ(ÛÜÝ（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）

ＤＮＡ　Þß�à��（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ）

犜犪狇È　犜犪狇ＤＮＡÆÇÈ（犜犪狇ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）

ＴＥáâ½　ＴｒｉｓＥＤＴＡáâ½（ＴｒｉｓＥＤＴＡｂｕｆｆｅｒ）

ＰＲＶ　������（ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ）

４　9:

４．１　�gＰＣＲL�ã。

４．２　äåæÊçèéêë：£ì»í４℃、éêåî£Ô１２０００ｒ／ｍｉｎïH。

４．３　ðñUòóôõUö。

４．４　÷øùú：２℃～８℃。

４．５　÷øùû：－２０℃ï�。

４．６　üý»ùú：£ì»í－７０℃ï�。

４．７　þÓÿ½ó：０．２μＬ～２μＬ、１μＬ～１０μＬ、１０μＬ～１００μＬ、２０μＬ～２００μＬ、１００μＬ～１０００μＬ，!
"#¿ÿ½ó$"(%&。

４．８　ä'()*。

５　;<

５．１　１．５ｍＬéêÏ。

５．２　０．２ｍＬＰＣＲ+,Ïô-.Ï。
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６　=>

６．１　/01^23，4L�.5�(¸678²³9，́ Mµ�¶�:ÇＧＢ／Ｔ６６８２(c;。

６．２　ＤＮＡｚｏｌ，<=>ＤＮＡ>8¸6，�２℃～８℃ÀÁ。

６．３　?¶@A，－２０℃Bç。

６．４　７５％@A，?¶@A3CD¶"E，－２０℃Bç。

６．５　８ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨF½，"EGHIＡ。

６．６　ＰＢＳáâ½，"EGHIＡ。

６．７　犜犪狇ÈJ１０K犜犪狇 ÈË�áâ½：犜犪狇 ÈLî8５Ｕ／μＬ，犜犪狇 ÈË�áâ½. Ｍｇ
２＋ Lî

8１５ｍｍｏｌ／Ｌ。

６．８　ｄＮＴＰｓ：MｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＴＴＰN１０ｍｍｏｌ／Ｌ，－２０℃ÀÁ，OPËQèR。

６．９　©;3ＴａｑＭａｎST，¬U�GHIＢ。

６．１０　������VW�%X=3YW�%X=：VW�%5�(ZN[ôðñ\](Z�，

－２０℃ÀÁ#�；YW�%£^�j_¹(ðñ`a。

６．１１　Ðb%cd：e^0βfghij(cd。

７　?@ABCDE

７．１　A?FG

７．１．１　k@l、ml、no，Ù１６０℃pq()２ｈ。

７．１．２　rsW?)^Xto。

７．１．３　ðñUòóôõUö，Ù１６０℃pq()２ｈ。

７．１．４　uv^wÏ。

７．２　?@AB

７．２．１　w½X=^x：�?)¦yó^xw½，¦JM１／１０４％ ＥＤＴＡF½(?)zó.，{²|}，
~Ò#�。

７．２．２　¼½X=^x：$%ＧＢ／Ｔ２５１７２(��^x3ÀÁ¼½。

７．２．３　�to^x：��to��L:;��²�;，��２ｍＬＰＢＳáâ½.#�。

７．２．４　ðñX=^x：���I�����、.�、��、���Ù�、���、��、����ðñ，�
�?)éêÏÐ，~Ò#�。

７．２．５　��\];：��\];ËQèR�s，�３s�è�， ��\];��１．５ｍＬ?ＤＮＡÈ
(()éêÏÐ，~Ò#�。

７．３　?@HICJK

H¡^x(X=£¢£��L�。¢¤¢£L�(X=，4２℃～８℃�ÀÁ�¢ü¥２４ｈ，

－２０℃±５℃��¢ü¥３Î¦，－７０℃ï�£§¨ÀÁ。X=¨©^�ý»ÀÁª«¨¬，!4)
�»î�(ÀÁ¨Ð©Ô。

７．４　?@DE

７．４．１　w½3¼½X=?­ª«®¯°，±²����8�。

７．４．２　�toX=：{²³´µ¶M^�to(Ïo１ｍｉｎ～３ｍｉｎ，·¸to�２０００ｒ／ｍｉｎéê
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５ｍｉｎ，�Hp����¹(��8�。

７．４．３　ðñX=：�１ｇ�è(ðñ，mº，»J２ｍＬＰＢＳáâ½ª«Uò，E#ðñ}¼，８０００ｒ／ｍｉｎé
ê５ｍｉｎ，�Hp���¹(��8�。

７．４．４　��\];：４０００ｒ／ｍｉｎ，４℃éê１０ｍｉｎ，�Hp���¹(��8�。

８　()犘犆犚LMNO

８．１　犇犖犃PQ

８．１．１　4��8�½��。ＤＮＡ>85�ＤＮＡｚｏｌk¾8�，¿£ï5��À(<=>¸6Á8�。

８．１．２　�狀Î()(１．５ｍＬéêÏ，¬.狀8ÂLX=Ý＋VW�%＋YW�%，�ÍÎéêÏª
«~Ò。

８．１．３　ÍÏÃ»J８００μＬＤＮＡｚｏｌ，Ä²Å»JÆLX=、VW�%、YW�%N２００μＬ，ÇÈ１０s|
}，４℃ôµ»１００００ｒ／ｍｉｎéê１０ｍｉｎ。

８．１．４　�９００μＬHp，�s(１．５ｍＬ()éêÏ.，»J５００μＬ?¶@A，|}，µ»É�３ｍｉｎ；

４℃ôµ»１００００ｒ／ｍｉｎéê５ｍｉｎ。

８．１．５　·Hp，ÊÏ,áá»J０．８ｍＬ～１ｍＬ７５％@A，ÇÈ３s～６s|}，４℃１００００ｒ／ｍｉｎéê

５ｍｉｎ。ËQËÌÍs�， éêÏÈÎ�%¶ÏH，ÐÑÒpô�ÿ½óÿ¸Ó½。

８．１．６　�３０μＬ８ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨF½F�ÔÕ，ＤＮＡ4２℃～８℃ùú£ÀÁÍÎ¦，－２０℃ùû
£Ö�ÀÁÍ×。

８．２　()犘犆犚*+

８．２．１　RSTUVWX

4¸6"E½ª«。Ö´Ø�gＰＣＲË�ÏÝ8狀，狀8ÂLX=Ý＋VWÏÝ＋YWÏÝ，Í
ÎË�(�ØGHIＣ，8�OPÿ½ó�XÙÚ，ÛÜ$狀＋１ÎË�ª«"E。"EË�½4ùÁ
.ª«。

８．２．２　RSYVZ[

 ８．２．１."E(�gＰＣＲË�½{²|}，$%ÍÏ３９．８μＬ²Ý�０．２ｍＬÞ3ＰＣＲÏÐ， 

ＰＣＲÏ��９６ßàH，$áU»X!âã"ä，åÿí��8�½。

８．２．３　\?

4��8�½ª«。4ÍÎＰＣＲË�ÏÐ»J０．２μＬ(Ðb%cd，!²Å»J８．１E#(��

１０μＬＤＮＡF½，æHæo，５００ｒ／ｍｉｎ～１０００ｒ／ｍｉｎéê３０ｓ。åÿíL�½。

８．２．４　]^*+

８．２．４．１　()_`ab

4L�½ª«。 ８．２．３.éê�(ＰＣＲÏÉJ�gＰＣＲL�ãÐ，Ö�ST：５′çèＦＡＭ、

ＨＥＸ3ＲＯＸ�Î�gøé，３′7çè?（Ｎｏｎｅ）�g。

８．２．４．２　cde5abf*+

�rêë，BË�５０℃／２ｍｉｎ；
�ìêë，BíW９５℃／２ｍｉｎ；
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��êë，íW９５℃／１５ｓ，îï、ðñ、�g^x６０℃／３０ｓ，４０ÎÛÜ；
�òêë，çó２５℃／１０ｓ。
L��ô�，ÀÁ�õ，ö÷øx(�gùú3犆狋Ìû��õ。

９　ghij

９．１　klaj

×ÌÖ�ü*ö÷ãóýþÿ!ª«"#，ï×Ìú$ãü¥�ºYWX=%&(­ä'8#。

９．２　mnoX

９．２．１　ＰＲＶYW�%：ＦＡＭ øé?()犆狋Ìô?*+(Ｓ+%&ùú，ＨＥＸøé?()犆狋Ìô?
*+(Ｓ+%&ùú，ＲＯＸøé犆狋Ì≤３６,%&ùú8*+(Ｓ+。

９．２．２　ＰＲＶVW�%：ＦＡＭøé犆狋Ì≤３０，ＨＥＸøé犆狋Ì≤３０，ＲＯＸøé犆狋Ì≤３６，,３Îøé
(%&ùú78*+(Ｓ+。

９．２．３　ïHc;­4-rs´M.-Ø./，0*，!s´M?À，­1sª«。

９．３　ghpqrij

９．３．１　ÆLX!L��õ.ＦＡＭøé犆狋Ì≤３８，ＨＥＸøé犆狋Ì≤３８，,%&ùú78*+(Ｓù
ú，()8ＰＲＶ��VW；３８＜犆狋Ì≤４０，û�8£2，£2X=31QL�。41Q�5Ñ３８＜犆狋
Ì≤４０，,%&ùú78*+(Ｓùú，()8ＰＲＶ��VW。

９．３．２　ÆLX!L��õ.ＦＡＭ øé犆狋Ì≤４０，,%&ùú8*+(Ｓ+%&ùú，ＨＥＸøé?

犆狋Ìôõ?*+(Ｓ+%&ùú，()8ＰＲＶｇＥ6Ú7��VW。

９．３．３　ÆLX!L��õ.ＦＡＭ øé3 ＨＥＸøé7?犆狋Ìô?*+(Ｓ+%&ùú，-ØＲＯＸ
øé犆狋Ì≤３６,%&ùú8*+(Ｓùú，*8X!ü¥!��L�9:îÂ;，()8ＰＲＶ��
YW。

９．３．４　ÆLX!L��õ.ＦＡＭ øé3 ＨＥＸøé7?犆狋Ìô?*+(Ｓ+%&ùú，-ØＲＯＸ
øé犆狋Ì＞３６，*8X!(L��õ?À，�<=!>/üj，!�?X!ª«1Q´M。
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s　t　犃
（0.1st）
u Y W X

犃．１　８犿犿狅犾／犔犖犪犗犎uY

@Ó０．３２ｇＮａＯＨ，F�Õ１０００ｍＬ¸éo¶.，|}，²Ý，º»ÀÁ。

犃．２　vwxyzY（０．０１犿狅犾／犔犘犅犛，狆犎７．４）

�８００ｍＬDA¶F�８ｇＮａＣｌ，０．２ｇＫＣｌ，１．４４ｇＮａ２ＨＰＯ４ 3０．２４ｇＫＨ２ＰＯ４。�ＨＣｌ"�F
½(ｐＨí７．４，»¶í１Ｌ。²Ý�Ù１２１℃、１５ｍｉｎä'()�#�。
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s　t　犅
（0.1st）
2{C|}

　　©;、ST(B@3U�GCＢ．１。

~犅．１　2{、|}V��fO�

B　@ U　�

ｇＨｑＦ ５′ＡＣＧＣＴＣＧＧＣＴＴＣＣＴＣＴＣＣ３′

ｇＨｑＲ ５′ＧＧＴＡＧＴＣＧＴＣＧＣＴＣＴＣＧＴＧ３′

ｇＨＰ（ST） ５′ＦＡＭＴＣＧＣＧＣＡＴＣＧＴＣＴＧＧＴＧＣＡＴＢＨＱ１３′

ｇＥｑＦ ５′ＧＣＴＧＴＡＣＧＴＧＣＴＣＧＴＧＡＴ３′

ｇＥｑＲ ５′ＴＣＡＧＣＴＣＣＴＴＧＡＴＧＡＣＣＧＴＧＡ３′

ｇＥＰ（ST） ５′ＨＥＸＣＡＣＡＡＣＧＧＣＣＡＣＧＴＣＧＣＣＡＣＣＴＧＢＨＱ１３′

ＩＣＦ ５′ＡＡＧＴＧＣＴＣＧＧＴＧＣＣＴＴＴＡＧＴＧ３′

ＩＣＲ ５′ＧＴＣＣＣＡＴＡＧＡＣＴＣＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴ３′

ＩＣＰ（ST） ５′ＲＯＸＣＣＴＧＧＣＴＣＡＣＣＴＧＧＡＣＡＡＣＣＴＣＡＡＧＢＨＱ２３′

　　�：©;3ST£-=;`aÇD，�ＴＥF½F�!EFí１００μｍｏｌ／ＬGÁLî，－２０℃ÀÁ#�，ÀÁ¨8

１×；ö÷­c"ED１０μｍｏｌ／Ｌ¾�½，－２０℃ÀÁHL�5�，4Ùº5�ËQèR，̂ À¨8３Î¦。
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s　t　犆
（0.1st）

()犘犆犚RSTU

　　�gＰＣＲË��ØGCＣ．１。

~犆．１　()犘犆犚RSTU

ð　² １ÎL�Ë�(»JÓ

１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ ５μＬ

ＴａｑÈ （５Ｕ／μＬ） ２μＬ

ｄＮＴＰｓ（１００ｍｍｏｌ／Ｌ） １．５μＬ

Ｍｇ
２＋（１ｍｏｌ／Ｌ） ０．２５μＬ

ｇＨｑＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ｇＨｑＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ｇＨＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ｇＥｑＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ｇＥｑＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ｇＥＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．６μＬ

ＩＣＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５μＬ

ＩＣＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５μＬ

ＩＣＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５μＬ

ｄｄＨ２Ｏ ２３．９５μＬ

ÇI ３９．８μＬ
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