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１　-.

!"#)klmnopqrＰＣＲst(uvwx。
!"#yz{|}~�m����（m���、n��3p��n����）、����;3:;�

�.mnopqr��(��st。

２　/-01234

�����{!��(�z��� ¡(。¢�£¤¥(¦z��，§£¤¥(¨!yz{!�
�。¢��£¤¥(¦z��，©ªR¨!（«¬®(¯°F）yz{!��。

ＧＢ／Ｔ６６８２　±²|}~z³)´3µ}wx

ＧＢ１９４８９　|}~=;¶9·z¸¹

ＧＢ／Ｔ２７４０１　|}~º»¼½)¾　:;s¿
ÀÁÂÀÃ:;ÄÃ>ÅÆ?@)¾　5ÇÈ［２０１７］２５É
ÊÇ|}~=;¶9�Æ)¾（./01234567ËÌÍ３０２É）

３　56789:;<6

３．１　56789

��@Î3kÏyz{!��。

３．１．１

#$%&'(　犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪犺狔狅狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲；犕犎犘
pqrKpqrÐ（犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪）ÑB，�mpqrno（ＭＰＳ）(Ò¸Àqr。
=：mpqrnoÓÔm�ÕÀ，�Ö×ØÙÚÛÜÝ(ÞßÀ，��m6àÑáâãÃ。

３．２　;<6

��äåÎyz{!��。

ＰＣＲ　æçèéêë�（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）

ＰＢＳ　ì�íîï�（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｂｕｆｆｅｒ）

ＴＡＥ　ＴＡＥðñîï�（ｔｒｉｓａｃｅｔａｔｅｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄｂｕｆｆｅｒ）

ＴＢＥ　ＴＢＥðñîï�（ｔｒｉｓｂｏｒａｔｅｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄｂｕｆｆｅｒ）

犜犪狇è　犜犪狇ＤＮＡæçè（犜犪狇ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）

ｄＮＴＰｓ　òó�ô�õöì�（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｓ）

ＤＮＡ　òó�ô��（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ）

ＣＣＵ　÷øù>FG（ｃｏｌｏｒｃｈａｎｇｅｕｎｉｔ）

ＭＰＳ　mpqrno（ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｌｐｎｅｕｍｏｎｉａｏｆｓｗｉｎｅ）
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４　>?@A

４．１　ú�ûüýþÿ。

４．２　��ðñ!。

４．３　"#³$%。

４．４　&'Ñ()*。

４．５　ＰＣＲ+,!。

４．６　³-ðñ.。

４．７　/»0�1（»2：０．５μＬ～１０μＬ；２μＬ～２０μＬ；２０μＬ～２００μＬ；１００μＬ～１０００μＬ）。

４．８　��341。

５　BC7DE

５．１　1F

56¦;：５′ＧＡＧＣＣＴＴＣＡＡＧＣＴＴＣＡＣＣＡＡＧＡ３′
�6¦;：５′ＴＧＴＧＴＴＡＧＴＧＡＣＴＴＴＴＧＣＣＡＣＣ３′

５．２　#$%&'(G0HIJK:L0HIJK

789:;<=１×１０５ＣＣＵ／ｍＬ～１×１０８ＣＣＵ／ｍＬ(mnopqr����;（->kFG8
?），ØＰＣＲst�@mABpqr、mC�pqr3m�pqrDv=Eß�%��，7Ä�FG³
v=Hß�%��。

５．３　BC

５．３．１　IJ®)kK，z=>µLM=±²N，µ}z³OçＧＢ／Ｔ６６８２(¸¹。

５．３．２　犜犪狇è。

５．３．３　ＰＣＲë�îï�（P犜犪狇èQR）。

５．３．４　S>T（ＭｇＣｌ２，２５ｍｍｏｌ／Ｌ）。

５．３．５　ｄＮＴＰｓ（ｄＡＴＰ，ｄＣＴＰ，ｄＧＴＰ，ｄＴＴＰ，U２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）。

５．３．６　V／öSWX／YZ[（r\]２５∶２４∶１）。

５．３．７　öSWX。

５．３．８　Y^[（－２０℃_û）。

５．３．９　`aô。

５．３．１０　ＤＮＡb�±�º»"# ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００。

５．３．１１　０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ�（ｐＨ７．２～ｐＨ７．４）（R½wxcdeＡ）。

５．３．１２　ＤＮＡ8f�（R½wxcdeＡ）。

５．３．１３　７５％g[（R½wxcdeＡ）。

５．３．１４　ＴＥh�（ｐＨ８．０）（R½wxcdeＡ）。

５．３．１５　ðñîï�（１×ＴＢＥi１×ＴＡＥ）（R½wxcdeＡ）。

５．３．１６　j>gkh�（１０ｍｇ／ｍＬ）（R½wxcdeＡ）。

５．３．１７　5�îï�（R½wxcdeＡ）。
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６　MNOP

６．１　JKQR、ST、UV7)*WXFYZ[\

®l=;¶93mnopqÝ(rscdeＢ。

６．２　JKQR7ST

６．２．１　]^$_`JKQR7ST

tsuvwÀÁmiÈÀm，xyz®{|ÀùP}~����Å(n��０．５ｇ～１．０ｇ，�{Ä
����i���1.，{２℃～８℃�２４ｈ��Ñ���v。������Â���|}~，��
{－２０℃7���。

６．２．２　&ab$cdefQR7ST

xyR��t(u��(mn�，��£�５０ｍＬ～１００ｍＬ8�(０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．２～

ｐＨ７．４）h�，��n�３ｍｉｎ～５ｍｉｎ，�0５ｍＬ～１０ｍＬ����Ä��1.，��P��wx�

６．２．１。

６．２．３　ghiQR7ST

x�0B�m�kD，z����� ��¡，¢v£¤，¥¦§B¨©，P�.ª-«w¬ �

２ｃｍ～５ｃｍ，��®����，̄ m'°±²ë³D，��´'���，������µ�{@®１ｍＬ
ＰＢＳh�(8�ýþ�.，��P��wx�６．２．１。

６．３　JKUVj犇犖犃kl

６．３．１　$_`WUVj犇犖犃kl

f０．５ｇ～１．０ｇn����，¶�５ｍＬ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳh�D，·±34，½Ñ０．１ｇ／ｍＬ～０．２ｇ／ｍＬ
(¸�。f¹¸�２００μＬ，¶�７５０μＬＤＮＡ 8f�，６５ ℃#$３０ｍｉｎ，¶V／öSWX／YZ[

５００μＬ，º»¼3，１２０００ｒ／ｍｉｎýþ５ｍｉｎ，Úf5½�¶�¾r\(öSWX，º»¼3，１２０００ｒ／ｍｉｎ
ýþ５ｍｉｎ，Úf５００μＬ5½�P４００μＬ(Y^[·±¼ç，１２０００ｒ／ｍｉｎýþ５ｍｉｎ，７５％g[�¿
ÀÁÖÂ，１２０００ｒ／ｍｉｎýþ５ｍｉｎ，Ã5½，ÀÁÄÅDh{３０μＬＴＥh�.，Æ z{sti��
{－２０℃。

Ç Èz©ÉØ}Ê(ＤＮＡ8fwxi¾Ë(Ì�>ＤＮＡ8fµLÍ，$©ÈzÎÏÐuv。

６．３．２　&ab$cdefWUVj犇犖犃kl

f５ｍＬ～１０ｍＬp��n����，１２０００ｒ／ｍｉｎýþ２０ｍｉｎ，ÃÑ5½，ÀÁz２００μＬ
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳh�â¸D，¶�７５０μＬＤＮＡ8f�8fＤＮＡ，wx�６．３．１。

Ç Èz©ÉØ}Ê(ＤＮＡ8fwxi¾Ë(Ì�>ＤＮＡ8fµLÍ，$%©ÈzÎÏuv。

６．３．３　ghiJKWUVj犇犖犃kl

xz³Òx8fÓsm�����ＤＮＡ。�Ô®���(ýþ�º»５ｓ，２℃～８℃Õ�２ｈ，z
Ä�Ö�f'���，１２０００ｒ／ｍｉｎýþ２０ｍｉｎ，ÃÑ5½。ÀÁz５０μＬ8�³â¸，{１００℃³$

１０ｍｉｎD×ÆÕ��Ø$.ûÙ１０ｍｉｎ，{－２０℃7���v=ＤＮＡÚÛ。
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６．３．４　mnF7G0HIJKWUVj犇犖犃kl

xz³Òx8fÓs��;��3Eß�%��ＤＮＡ。f１ｍＬ����，１２０００ｒ／ｍｉｎýþ

２０ｍｉｎ，ÃÑ5½。©ＤＮＡ8f(uvwx�６．３．３。

６．４　犘犆犚op

６．４．１　犘犆犚op(q

１０×ＰＣＲë�îï�２．５μＬ、ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、S>T（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、¦;（１０μｍｏｌ／Ｌ）
U０．５μＬ、犜犪狇ＤＮＡæçè（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ、ÚÛＤＮＡ２μＬ～５μＬ，z8�(FG³ÜÝë�r\�

２５μＬ。

Ç Èz¾ËÌ�>ＰＣＲë�_¼�。

６．４．２　犘犆犚opOP

９５℃_ùß１２ｍｉｎDÞ�ＰＣＲßà；９４℃ùß２０ｓ，６０℃áâ３０ｓ，７２℃ãä４０ｓ，Þ«３０å
ßà；ªD７２℃ãä７ｍｉｎ；２℃～８℃��ë��;。

６．４．３　犘犆犚rFst

ＰＣＲ+,�;P5�îï�$５∶１]æ¼ç，¶�{ç½èé(１％`aô&'.（cdeＡ），
��±ê¶ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００（０ｂｐ～２０００ｂｐ）、Hß�%3Eß�%，１００Ｖ～１２０Ｖ"ëðñ２０ｍｉｎ～
４０ｍｉｎ，&'Ñ()*ìíîïeðñ。

６．５　uvw8

６．５．１　Bxyzw8

òEß�%��'°６４９ｂｐ(ó"+,ôõ，��Hß�%��Äó"+,ôõ，*µ}Ñ×（ö
cＣ．１）。÷*µ}�Ñ×。

６．５．２　)*uvw8

Oç６．５．１(ô�，�s��+,�;'°６４９ｂｐó(ôõ，*øk=mnopqr��Eß；�
s��u'°６４９ｂｐó(ôõ，*øk=mnopqr��Hß；

òÞÖù}Ê， �ＰＣＲ+,�;Þ«tú，©ó"ú�öcＣ．２。
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{　|　犃
（/-0{|）

}fW~�

犃．１　０．０１犿狅犾／犔犘犅犛}f（狆犎７．２～狆犎７．４）

#ûÔ»�üUµL，¶��８００ｍＬGý³.h�，þÿh�(ｐＨ�７．２～７．４，¶³k��１Ｌ。

±!D"１２１℃8�１５ｍｉｎ～２０ｍｉｎ，i¦#I�，��{~#。

S>$（ＮａＣｌ）　　　　　　　　　　　８．００ｇ
S>%（ＫＣｌ） ０．２０ｇ

ì�&'%（ＫＨ２ＰＯ４） ０．２４ｇ

ì�'&$（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ） ３．６５ｇ

Gý³ ¶�１０００ｍＬ

犃．１　st��fW~�（１×犜犃犈�１×犜犅犈）

犃．１．１　０．５犿狅犾／犔犈犇犜犃（狆犎８．０）W~�

ÔfＮａ２ＥＤＴＡ·２Ｈ２Ｏ１８．６１ｇ，z８０ｍＬGý³·±()，zＮａＯＨ*+þｐＨ,�８．０，-zG

ý³k��１００ｍＬ。

ＥＤＴＡ&$í.¶�ＮａＯＨ�ｐＨþ��/８．０�，0Ch�。

犃．１．２　犜犃犈W~�

±ê#ûÔfＴｒｉｓ1２４２．０ｇ，Øg�５７．１ｍＬ，¶�R½é(０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）１００ｍＬ
h�îþｐＨ�８．０，zGý³ÜÝ�１０００ｍＬ，·±¼3DÆ=５０×ＴＡＥ，４℃��èz；Èz:zG
ý³�©v５０234Æ=１×ＴＡＥ，°z°R。

犃．１．３　犜犅犈W~�

±ê#ûÔfＴｒｉｓ1５４．０ｇ，5�２７．５ｇ，¶�R½é(０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）２０ｍＬ，¶G
ý³８００ｍＬh�îþｐＨ�８．０，zGý³ÜÝ�１０００ｍＬ，·±¼3DÆ=５×ＴＢＥ，２℃～８℃�
�èz；Èz:zGý³�©v５234Æ=１×ＴＢＥ，°z°R。

犃．２　犇犖犃klf

R½6;<±ê=：１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０），２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ （ｐＨ８．０），５００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，１％ＳＤＳ(¼çh�，¼3D４℃��èz。zrRx��：

7�R½：

h�１：５００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）。Ôf１５．１４ｇＴｒｉｓ，¶�１５０ｍＬGý³，¶�ＨＣｌþｐＨ
�８．０，k��２５０ｍＬ。

h�２：１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）。Ôf８．４６ｇＮａ２ＥＤＴＡ·２Ｈ２Ｏ，¶�２００ｍＬGý³，þ

ｐＨ�８．０，k��２５０ｍＬ。
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h�３：５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ。Ôf２９．２２ｇＮａＣｌ，¶�Gý³h�，îk��１００ｍＬ。
h�４．１０％ＳＤＳ。Ôf１０ｇＳＤＳ，¶�Gý³h�，îk��１００ｍＬ。
R½１０００ｍＬＤＮＡ8f�：¶�２００ｍＬh�１，２５０ｍＬh�２，１００ｍＬh�３，１００ｍＬh�４，

zGý³ÜÝ�１０００ｍＬ。
Ç ÈzØ}Ê(¾Ë(Ì�>ＤＮＡ8fµLÍ，zruvö%µLÍÎÏÐÞ«。

犃．３　�J��f（６×）

R½6;<±ê=：０．２５％jV8，０．２５％&W9OＦＦ，４０％:ô(¼çh�，¼3D２℃～８℃�
�èz。

Ç ÈzÌ�>(��&'ðñ5�îï�，zr½èö%ÎÏÐ¸¹Þ«uv。

犃．４　犜犈}f（狆犎８．０）

R½6;<=１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）3１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ （ｐＨ８．０）(¼çh�，úë8
�D，２℃～８℃��èz。zrRx��：

7�R½：
h�１：１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）。ÔfＴｒｉｓ1１２．１２ｇ，¶Gý³８０ｍＬh�，;¶; ＨＣｌþ

ｐＨ�８．０，k��１００ｍＬ。
h�２：０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）。ÔfＮａ２ＥＤＴＡ·２Ｈ２Ｏ１８．６１ｇ，z８０ｍＬGý³·±()，

zＮａＯＨ*+þｐＨ,�８．０，-zGý³k��１００ｍＬ。ＥＤＴＡ&$í.¶�ＮａＯＨ�ｐＨþ��
/８．０�，0Ch�。

R½１００ｍＬＴＥh�（ｐＨ８．０）：¶�１ｍＬh�１，０．２ｍＬh�２，zGý³ÜÝ�１００ｍＬ。

犃．５　����}f（１０犿犵／犿犔）

#û»fj>gk０．１ｇ，¶Gý³１０．０ｍＬ，·±h�DÆ=１０ｍｇ／ｍＬj>gkh�。
Ç ÈzÌ�>(j>gkh�i©É¾ËÌ�>(��ðñÝ<，$%ÎÏÐ¸¹Þ«uv。

犃．６　１％�����
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