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１　45

!"#)��������������kＲＴＰＣＲL�(����。

!"#���������������� ¡�¢£¤L�。

２　64789:;

¥¦§¨©�!§¨(ª�«¬­®¯(。°«±²³(´�§¨，µ±²³(¶!���!§

¨。°«­±²³(´�§¨，·¸w¶!（¹ºW^(»¼F）���!§¨。

ＧＢ／Ｔ６６８２　½¾¿MÀ�Á)Â3ÃM��

ＧＢ／Ｔ２５１７２　�ÄÅÆÇ=È�ÉÊ?@)Ë

３　<=>

¥¦ÌÍÎ���!§¨。

ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ：�kÏÐÑÒ�ÓÔÕÏª（ｒｅａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅ

ａｃｔｉｏｎ）

犆狋Ö：×ØÏªÙÚ(�kÛÜÝÞßà�(áÖâWãä(åæç（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）

ＲＮＡ：£è£¤（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ）

犜犪狇Ó：犜犪狇ＤＮＡÒ�Ó（犜犪狇ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）

ＴＥéêÇ：ＴｒｉｓＥＤＴＡéêÇ（ＴｒｉｓＥＤＴＡｂｕｆｆｅｒ）

ＤＥＰＣ：ëì¤íîï（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ）

ＰＲＲＳＶ：�����������（ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ）

ＰＢＳ：ð¤ñéêÇ（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ）

４　?@

４．１　�kＰＣＲL�ò。

４．２　óôõÕö÷øùú：®ûÅü４℃、øùôý®Þ１２０００ｒ／ｍｉｎþH。

４．３　ÿ!U"#$%U&。

４．４　'()*：２℃～８℃。

４．５　+,Å)*：®ûÅü－７０℃þ¥。

４．６　-Ý.Ç#：０．２μＬ～２μＬ、１μＬ～１０μＬ、１０μＬ～１００μＬ、２０μＬ～２００μＬ、１００μＬ～１０００μＬ，/

01�.Ç#20(�3。

４．７　ó4567。
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５　AB

５．１　１．５ｍＬ8ＲＮＡÓøùÙ。

５．２　０．２ｍＬＰＣＲ9:Ù$;<Ù。

６　CD

６．１　=>?^@A，BL�.C�(ÃDEF½¾G，¿MÀ�ÁªH�ＧＢ／Ｔ６６８２(cI。

６．２　Ｔｒｉｚｏｌ，JK>ＲＮＡL8ÃD，４℃～８℃ÉÊ。

６．３　MN：ÄÅÉÊ。

６．４　OPQ：C�RSöü－２０℃。

６．５　8ÁîQ：－２０℃Sö。

６．６　７５％îQ：8ÁîQ3TUÁ0V，－２０℃Sö。

６．７　ＤＥＰＣÁ：0VWＡ．１，X®YZJK>ＤＥＰＣÁ。

６．８　ＰＢＳ：0VWＡ．２。

６．９　犜犪狇Ó[１０\犜犪狇 ÓÏªéêÇ：犜犪狇 Ó]ýF５Ｕ／μＬ，犜犪狇 ÓÏªéêÇ. Ｍｇ
２＋ ]ý

F１５ｍｍｏｌ／Ｌ。

６．１０　^ÐÑÓ[１０\^ÐÑÓÏªéêÇ：̂ ÐÑÓ]ýF５０Ｕ／μＬ，－２０℃ÉÊ，_`Ïa÷b。

６．１１　ＲＮＡÓcVD（４０Ｕ／μＬ）：－２０℃ÉÊ，_`Ïa÷b。

６．１２　ｄＮＴＰｓ：dｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＴＴＰe１０ｍｍｏｌ／Ｌ，－２０℃ÉÊ，_`Ïa÷b。

６．１３　´;3ＴａｑＭａｎfg，·h¦WiÑＢ。

６．１４　������������jk©%lK3mk©%lK：jk©%F>nokpqÐÑ

ＲＮＡ；mk©%Fgr�(ÿ!st。

６．１５　Úu%vw：x^0βyz{|}(vw。

７　EFGHIJK

７．１　GELM

７．１．１　~@�、��、��，ã１６０℃��56２ｈ。

７．１．２　±�#。

７．１．３　��k86�l��。

７．１．４　ÿ!U"#$%U&，ã１６０℃��56２ｈ。

７．１．５　����Ù。

７．２　EFGH

７．２．１　�plK��：�86±�#L��L����­¯�５ｍＬ，��86øùÙÚ，ÀÅ$%

３７℃��������２０ｍｉｎ～３０ｍｉｎ，２０００ｒ／ｍｉｎ～３０００ｒ／ｍｉｎøù１０ｍｉｎ，��HpÇßw(ø
ùÙÚ1�。

７．２．２　`�ÆÇ：$%ＧＢ／Ｔ２５１７２(����3ÉÊÆÇ。

７．２．３　E���：��C�É�#É�，��®þT~É�，��l����E�½�;，�J86�
lÙ.。

７．２．４　�� Ç：¡¢£��¤／�¥，¦¿MÀ§¨� 。
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７．２．５　ÿ!lK��：��¤、©ª«、¬­p、®¤¯ÿ!，��86øùÙÚ1�。

７．２．６　°±²³;：°±²³;Ïa÷b３�，́ ３�µ÷¶，·°±²³;��１．５ｍＬ8ＲＮＡÓ(
56øùÙÚ，̧ Ü1�。

７．３　EFNOIPQ

７．３．１　H¹��(lK®º»��L�。­¼º»L�(lK，B２℃～８℃¥ÉÊª­+½２４ｈ，

－２０℃±５℃¥ª­+½３Ø¾，－７０℃þ¥®¿³ÉÊ。lKÀ¦��,ÅÉÊ§¨ÀÁ，/B)
�Åý¥(ÉÊ³Ú¦Þ。

７．４　EFJK

７．４．１　�p3ÆÇlK8Â§¨RÃÄ，ÅÆ��£¤8�。

７．４．２　E���lK：ÇJ５００μＬ86 ＰＢＳ，È½ÉÊËÌ１ｍｉｎ，ÏaÍ4��，ÎÏ��¶

３０００ｒ／ｍｉｎøù５ｍｉｎ，�Hp��¶Ð(£¤8�。

７．４．３　�� Ç：ÑÒ�¤／�¥(��，(½�ÙÇJ５ｍＬ～１０ｍＬ86ＰＢＳ，ÏaÓÔ，��� 
Ç，３０００ｒ／ｍｉｎøù５ｍｉｎ，�Hp��£¤8�。

７．４．４　ÿ!lK：�１ｇÿ!，�Õ，ÇJ２ｍＬ=ÄñÁ§¨U"，V1ÿ!Ö×，８０００ｒ／ｍｉｎøù

５ｍｉｎ，�Hp��¶Ð(£¤8�。

７．４．５　°±²³;：４０００ｒ／ｍｉｎ，４℃øù１０ｍｉｎ，�Hp��¶Ð(£¤8�。

８　./犚犜犘犆犚RSTU

８．１　犚犖犃VW

８．１．１　B£¤8�Ø��。ＲＮＡL8C�Ｔｒｉｚｏｌ~Ù8�，X®þC�¯Ú(JK>ÃDÛ。

８．１．２　�狀Ø56(１．５ｍＬ8ＲＮＡÓøùÙ，·.狀FÜLlKç＋jk©%＋mk©%，©×Ø
øùÙ§¨¸Ü。

８．１．３　×ÙÝÇJ６００μＬＴｒｉｚｏｌÞµÇ，ß½àÇJáLlK、jk©%、mk©%e２００μＬ，âã

１０�äÖ，̧ ¶ÇJ２００μＬMN，ÉÊËÌ５ｓ，４℃å¨¥１２０００ｒ／ｍｉｎøù１５ｍｉｎ。

８．１．４　·HæçAÇp（è４００μＬ）Ð.ß�Øw(8ＲＮＡÓ(øùÙ.，ÇJ¯péSö(OPQ，
×ØøùÙ©ª¸Ü。

８．１．５　１２０００ｒ／ｍｉｎøù１５ｍｉｎ，ÎÏHp，êÙ:ééÇJ０．８ｍＬ～１ｍＬ７５％îQ，âã３～６�ä
Ö，１２０００ｒ／ｍｉｎøù１０ｍｉｎ。Ïa ëì�¶，·øùÙãí��ÁîH，��ï�$�.Ç#.Ï
ðÇ。

８．１．６　ÇJ２０μＬＤＥＰＣÁ，ññäÖ，òµＲＮＡ。8�(ＲＮＡªóô§¨ÏÐÑõö$���

－７０℃)*ÉÊ。

８．１．７　8�½÷.c±øùúûo，.Ç½÷×ülKýÂcþÿ�3；­!lKøùÙãíB�Á
îH(­!G�。

８．２　./犘犆犚01

８．２．１　XYZ[\]^

BÃD0VØ§¨。à¿â�kＰＣＲÏªÙçF狀，狀FÜLlKç＋jkÙç＋mkÙç，×
ØÏª(p"WiÑＣ，F�_`.Ç#�l#$，%&$狀＋１ØÏª§¨0V。0VÏªÇB)Û
.§¨。
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８．２．２　XY_\`a

·８．２．１.0V(�kＰＣＲÏªÇÈ½äÖ，$%×Ù４４．８μＬ½'�０．２ｍＬçAＰＣＲÙÚ，·
ＰＣＲÙ��９６()H，$*hÇl/+,"-，Ð.ü£¤8�Ø。

８．２．３　bE

B£¤8�Ø§¨。B×ØＰＣＲÏªÙÚÇJ０．２μＬ(Úu%vw，/½àÇJ８．１V1(£¤
５μＬＲＮＡòÇ，.H.�，５００ｒ／ｍｉｎ～１０００ｒ／ｍｉｎøù３０ｓ。Ð.üL�Ø。

８．２．４　cd01

８．２．４．１　./efgh

BL�Ø§¨。·８．２．３.øù¶(ＰＣＲÙ�J�kＰＣＲL�òÚ，à�fg：５′/0ＦＡＭ、
ＨＥＸ3ＲＯＸ1Ø�k(�，３′E/08（Ｎｏｎｅ）�k。

８．２．４．２　ijk;gh&01

´�23，ÏÐÑ４２℃，３０ｍｉｎ；
´í23，S4k９５℃，１ｍｉｎ；
´123，4k９５℃／１５ｓ，56、78、�k��６０℃／３０ｓ，４０Øåæ；
´923，ö:２５℃，１０ｓ。
L�«;¶，ÉÊ«<，ÑÒ=�(�k>?3犆狋Ö@�«<。

９　lmno

９．１　pqgo

áÖà�A*ÑÒò#BCDE§¨F¢，þáÖ?G,+½�ÄmklKõö(¸óHF#。

９．２　rst^

９．２．１　ＰＲＲＳＶmk©%：ＦＡＭ(�8IJ犆狋Ö$8K¡(Ｓ¡õö>?，ＨＥＸ(�8IJ犆狋Ö$
8K¡(Ｓ¡õö>?，ＲＯＸ(�犆狋Ö≤３６Lõö>?FK¡(Ｓ¡。
９．２．２　ＰＲＲＳＶjk©%：ＦＡＭ(�犆狋Ö≤３０，ＨＥＸ(�犆狋Ö≤３０，ＲＯＸ(�犆狋Ö≤３６，L３Ø(
�(õö>?EFK¡(Ｓ¡。
９．２．３　９．２．１3９．２．２cIÂB!��¿M.!âMN，O*，!�¿M8Ú，ÂPw§¨。

９．３　lmuvwno

９．３．１　áLl!L�«<.ＦＡＭ(�犆狋Ö≤３８，ＨＥＸ(�犆狋Ö≤３８，Lõö>?EFK¡(Ｓ>
?，IJFＰＲＲＳＶ� ¡4O¢£¤jk；３８＜犆狋Ö≤４０，@�F®Q，®QlKªPwL�，RPa
¶S�３８＜犆狋Ö≤４０，Lõö>?EFK¡(Ｓ>?，IJFＰＲＲＳＶ� ¡4O¢£¤jk。
９．３．２　áLl!L�«<.ＦＡＭ (�犆狋Ö≤４０，Lõö>?FK¡(Ｓ¡õö>?，ＨＥＸ(�8
犆狋Ö$%8K¡(Ｓ¡õö>?，IJFＰＲＲＳＶ� ¡ãK¢£¤jk。
９．３．３　áLl!L�«<.ＦＡＭ (�3 ＨＥＸ(�E8犆狋Ö$8K¡(Ｓ¡õö>?，!âＲＯＸ
(�犆狋Ö≤３６Lõö>?FK¡(Ｓ>?，*Tl!+½!��L�UVýËW，IJFＰＲＲＳＶ�
 ¡�¢£¤mk。
９．３．４　áLl!L�«<.ＦＡＭ (�3 ＨＥＸ(�E8犆狋Ö$8K¡(Ｓ¡õö>?，!âＲＯＸ
(�犆狋Ö＞３６，*Tl!(L�«<8Ú，ªXY/Z=A}，/©[l!§¨Pa¿M。
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x　y　犃
（647xy）
z _ ] ^

犃．１　犇犈犘犆{]^

×\Ïø�Á.ÇJ１ｍＬＤＥＰＣ，�]^Ö，CＤＥＰＣÈ½äÖBÁ.，３７℃��１２ｈþH，ßã

１２１℃、１５ｍｉｎó4561�。

犃．２　|}~��_（０．０１犿狅犾／犔犘犅犛，狆犎７．４）

�８００ｍＬU_Áòµ８ｇＮａＣｌ，０．２ｇＫＣｌ，１．４４ｇＮａ２ＨＰＯ４ 3０．２４ｇＫＨ２ＰＯ４。�ＨＣｌF`ò
Ç(ｐＨü７．４，ÇÁü１Ｌ。½'¶ã１２１℃、１５ｍｉｎó456¶1�。
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x　y　犅
（647xy）
8�I��

　　´;、fg(ab3h¦WcＢ．１。

�犅．１　8�、��\��&U�

ab h¦

ＭｑＦ ５′ＴＴＧＣＴＡＧＧＣＣＧＣＡＡＧＴＡＣ３′

ＭｑＲ ５′ＡＣＧＣＣＧＧＡＣＧＡＣＡＡＡＴＧＣ３′

ＭＰ（fg） ５′ＦＡＭＣＴＧＧＣＣＣＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＣＢＨＱ１３′

ＮＳＰ２ｑＦ ５′ＣＡＣＣＧＣＧＴＡＧＡＡＣＴＧＴＧＡＣＡＡ３′

ＮＳＰ２ｑＲ ５′ＴＹＡＴＡＴＴＣＣＧＴＹＴＧＴＧＡＧＧＡＣ３′

ＮＳＰ２Ｐ（fg） ５′ＨＥＸＡＣＧＣＴＧＡＣＧＣＡＣＣＡＧＧＡＴＧＡＧＣＣＴＣＴＢＨＱ１３′

ＩＣＦ ５′ＡＡＧＴＧＣＴＣＧＧＴＧＣＣＴＴＴＡＧＴＧ３′

ＩＣＲ ５′ＧＴＣＣＣＡＴＡＧＡＣＴＣＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴ３′

ＩＣＰ２（fg） ５′ＲＯＸＣＣＴＧＧＣＴＣＡＣＣＴＧＧＡＣＡＡＣＣＴＣＡＡＧＢＨＱ２３′

　　�：́ ;3fg®-=;`a�d，�ＴＥòÇòµ/efü１００μｍｏｌ／ＬgÊ]ý，－２０℃ÉÊ1�；ÑÒÂc0

Vd１０μｍｏｌ／ＬÙ�Ç，－２０℃ÉÊhL�C�。

６

犌犅／犜３５９１２—２０１８



x　y　犆
（647xy）

./犚犜犘犆犚XYZ[

　　�kＲＴＰＣＲÏªp"WcＣ．１。

�犆．１　./犚犜犘犆犚XYZ[

ÿ½ １ØL�Ïª(ÇJÝ

５×ＲＴＰＣＲｂｕｆｆｅｒ １０μＬ

ＭＭＬＶÏÐÑÓ（２００Ｕ／μＬ） ０．３μＬ

犜犪狇ＤＮＡÒ�Ó（５Ｕ／μＬ） １．７μＬ

ＲＮＡÓcVD（４０Ｕ／μＬ） ０．５μＬ

ｄＮＴＰｓ（１００ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．４μＬ

ＭｑＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ＭｑＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ＭＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．６μＬ

ＮＳＰ２ｑＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ＮＳＰ２ｑＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ＮＳＰ２Ｐ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．６μＬ

ＩＣＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５μＬ

ＩＣＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５μＬ

ＩＣＰ２（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５μＬ

ＤＥＰＣÁ ２５．２μＬ

�i ４４．８μＬ
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