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#$%&'(犘犆犚)*+,

１　-.

!"#)efghijklＰＣＲmnop。
!"#qrs:;(ghijtu(mn、STUIvw3'xymzm{。

２　/-01234

|}~��s!~�(�r�����(。�����(�r~�，����(�!qrs!~
�。������(�r~�，����!（��Q�(��F）qrs!~�。

ＧＢ／Ｔ６６８２　���z�r�)�3�zop

ＷＳ／Ｔ２３０—２００２　��� .¡¢£¤¥�（ＰＣＲ）?@(�r

３　567

|}¦§¨qrs!~�。

ＰＣＲ：¡¢£¤l¥�（ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ）。

ＰＢＳ：©ª«¬­®（ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅ）。

ＴＡＥ：Ｔｒｉｓ̄ ª°±¬­®（ＴｒｉｓＡｃｅｔａｔｅＥＤＴＡＢｕｆｆｅｒ）。

ＥＢ：²>¯³（ＥｔｈｉｄｉｕｍＢｒｏｍｉｄｅ）。

ＢＳＡ：́ µ¶·¸·（ＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍＡｌｂｕｍｉｎ）。

４　89、:;<=>

４．１　89

４．１．１　ＰＣＲ¹º»¼½。

４．１．２　¾¿ÀlÁÂÃVÄ。

４．１．３　Å¿ÆÇÈÃVÄ。

４．１．４　ÉÈ�vÊ®Ë：２μＬ、１０μＬ、２０μＬ、２００μＬ、１０００μＬ。

４．１．５　Ìª°±½。

４．１．６　Ìª°±Í。

４．１．７　ÎÏÐÑ��ÒÓ。

４．１．８　=;ÔÕÖ×OØ½。

４．１．９　¾ÙÚÛÜÝË。

４．２　:;

４．２．１　ÞßàáEâ。

４．２．２　ãäi。

４．２．３　ÞßàＰＥåk。
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４．２．４　Ùæçèéê。

４．２．５　ëì：１００ｍＬ。

４．２．６　íî。

４．２．７　ïð。

４．２．８　ñòÀ。

４．２．９　ÃVó：１．５ｍＬ、２．０ｍＬ、１５．０ｍＬ、５０．０ｍＬ。

４．２．１０　２００μＬＰＣＲó。

４．３　=>

４．３．１　©ª«¬­®（ＰＢＳ）（ôõöＡ）。

４．３．２　５％÷øªùú®（ôõöＡ）。

４．３．３　１×ＴＡＥ（ôõöＡ）。

４．３．４　１０ｍｇ／ｍＬ²>¯³（ＥＢ）èûüÌªuý。

４．３．５　þÿ¹º!ＤＮＡ8"�#$：%&'Õ。

４．３．６　�：�z.()ú®(r��*Ú+�è,Ãi�；ＰＣＲr�-¢ ＧＢ／Ｔ６６８２.Þ.�(
)�。

４．３．７　ＤＮＡ¡¢£：%&'Õ。

４．３．８　２×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ：%&'Õ。

４．３．９　２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ（/ ＭｇＣｌ２）：%&'Õ。

４．３．１０　２０ｍｇ／ｍＬ´µ¶·¸·（ＢＳＡ）。

４．３．１１　�;（K、|01�;32�;34�5(Ð１００μｍ／ｍＬ，�;6}ôõöＢ）。

４．３．１２　１００ｂｐＤＮＡ�i×È"#。

４．３．１３　789（°±.）。

４．３．１４　×:"#;<：É=ghij（犆狉狔狆狋狅狊狆狅狉犻犱犻狌犿狆犪狉狏狌犿）Ｉｏｗａ>、?@ghij（犆．犫犪犻犾犲狔犻）、
ABghij（犆．狋狔狕狕犲狉犻）、C@ghij（犆．犪狀犱犲狉狊狅狀犻）è�DEü(ghij;<，34*FGHI

１０５ J;<。Kà×:�%*�/ghij;<(,Ãi�è�DqL(ú®。

５　?@ABCDEFGHIJK

MN;OP3mzQR.STUVWu(XY，$% ＷＳ／Ｔ２３０—２００２.Z６[“Wu(\S3:
)”()e]T（ôõöＣ）。

６　LMINO、PQDRS

６．１　LMINO

rãäi^_ü`abècd^ef:;cghiHI，èrÞßàåkhi�jHIk２０ｇ，l
xÞßàáEâ。hÔQR.�mÞßàåk，hÔQR.Ô!nopUVWu。FqÔÕ"rÔÕ
st、uv、:;wx、:;yz、hÔ{n、hiFGè|W}u~��。

６．２　LMIPQDRS

hi(ÔÕ�２℃～８℃ ��|�����Q７２ｈ，������x���５％÷øªùú®，l
xÜÝÇË2４℃ ��。m'(�àÔÕ，�'���３０ｄo���>OP。

ÔÕ�����ÞJ���、S`ï(ÇË2，���9�á。�K�ÇË�s��、���3S
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`ï(���l.。ÁÂ#�����l ¡，¢ÔÕ�£Å¤，¥�ÔÕ�４８ｈ2�¦�z�。Q
�ÔÕ�õ�Þq§¨，��ÔÕ8U0、ÔÕwx�、:;Eü3yz、R:;�©(Uª、n�X«
¬~­Òol�。

７　LMITBC

７．１　®KS¯°，mKÞßàåk。�±¾ÙÜÝè８０℃～１００℃ ²³２０ｍｉｎ(６０´～１００´µ¶
·�s�Ýïð.，���¸e¹(ñòÀK，ïð|º�s５０ｍＬÃVó.。"１０ｇ»mÔÕ（¼�
Ð½(HI�¾¿；¼HI�®�，¾¿�"１０ｍＬ）�xëì.，�３０ｍＬＰＢＳ，éêèÙæç¾¿�
±６０´～１００´µ¶·QÀÁÃVó.。

７．２　À®rÊ®ËÂ"１．５ｍＬ�x２ｍＬÃVó.，－２０℃ ��，rsＤＮＡ8"。

７．３　ÃÄÀ®１５００犵ÃV１０ｍｉｎ，NK¶。ÅÆ�x���５％÷øªùú®，lxÜÝÇË2４℃
��Çr。

８　UVWX

８．１　犇犖犃YZ

���s２ｍＬÃVó.(ÔÕ¬１５００犵ÃV５ｍｉｎ�，NK¶，ÅÆrsＤＮＡ(8"，$^H
I、þÿ.8"ＤＮＡ(ÈÕ>�#$ÉÊ(ËÌopÍT。

８．２　'(犘犆犚)*

８．２．１　[\]犘犆犚^_

$|}op()５０μＬＰＣＲ»¼¥��Ò：

２×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（/ ＭｇＣｌ２）　　　　　２５μＬ
ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ） ６μＬ

ＢＳＡ（２０ｍｇ／ｍＬ） １．５μＬ

Ｐ１１（１００μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

Ｐ１２（１００μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ＤＮＡ¡¢£（１．０Ｕ／μＬ） １μＬ

ＤＮＡÎç ２μＬ

ＰＣＲr� １２．５μＬ

ZÞÏＰＣＲ»¼ÐÑ：９４℃\Òà３ｍｉｎ；９４℃ Òà４５ｓ，５５℃ÓÔ４５ｓ，７２℃ÕÖ１ｍｉｎ，３５J
×Ø；７２℃ÕÖ７ｍｉｎ。1�;*Ｐ１１3Ｐ１２（ôＢ．１）。�à�%Îç*１０５ J４．３．１４.Q}(gh
ij;<èqL(×:ghij;<�x１０ｇ�/ghij;<(ûE:;�jHI，$%８．１Q}
op8"(、34�１０２ Ù?／μＬ～１０

５ Ù?／μＬ(ghij¹º!ＤＮＡÔÕ；Kà�%Îç*１０ｇ
�/ghij;<(ûE:;�jHI$８．１Q}op8"(ＤＮＡ。

８．２．２　[`]犘犆犚^_

$|}op(�５０μＬＰＣＲ»¼¥��Ò：

２×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（/ ＭｇＣｌ２）　　　　　２５μＬ
ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ） ６μＬ

ＢＳＡ（２０ｍｇ／ｍＬ） １．５μＬ
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Ｐ２１（１００μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

Ｐ２２（１００μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ＤＮＡ¡¢£（１．０Ｕ／μＬ） １μＬ

ZÞÏＰＣＲ»¼'; ２μＬ

ＰＣＲr� １２．５μＬ

ZÚÏＰＣＲ»¼ÐÑ：９４℃\Òà３ｍｉｎ；９４℃Òà４５ｓ，６０℃ÓÔ４５ｓ，７２℃ÕÖ１ｍｉｎ，３５J
×Ø；７２℃ÕÖ７ｍｉｎ。1�;*Ｐ２１3Ｐ２２（ôＢ．２）。�à�%Îç*２μＬZÞÏ�à�%»¼'
;；Kà�%Îç*ZÞÏKà�%ＰＣＲ»¼';。

８．３　abcdefg

r１×ＴＡＥ¬­ú®()１．０％789ÎÏ，"ZÚÏＰＣＲ';５μＬ，�１．０％～１．２％34(7
89ÎÏ.¬１Ｖ／ｃｍ～１０Ｖ／ｃｍÎÏ(°Ù|ÍT°±，F１００ｍＬÎÏ.�x５μＬＥＢèûüÌª
uý，ÎÏÐÑ��ÒÓÛÜ°±�ÝÞß%。

９　hijklmn

９．１　opqr

�à�%'àÞ�Æ=k*８３０ｂｐ�á，Kà�%��á{âe*�z�ã。

９．２　himn

９．２．１　�à：ämÔÕ±å'àÞ�Æ=k*８３０ｂｐ�á{，â*�à，�X{ÍTn6。

９．２．２　Kà：ämÔÕæ�'àÆ=k*８３０ｂｐ(á，±÷ç２ßklＰＣＲmn�èé'à»¼�á
{，â*Kà。

１０　st)*uWvwxyhiwz{|IBC

�smnQR.，-sêëËÌìÐÔÕOP�íèîＤＮＡ8"�í，¬~�Ý'àïð{，�
r��s５％÷øªù.(ÔÕ，ñ�¾¿�"１．５ｍＬ÷�ÍTＤＮＡ8"3ＰＣＲ»¼，¬z��Ý
(�òà。
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}　~　犃
（/-0}~）
=>I��

犃．１　０．０１犿狅犾／犔狆犎７．２������（犘犅犛）

ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ　　　　　　　　０．３９ｇ

Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ １．９３ｇ

ＮａＣｌ ８．５ｇ

�x８００ｍＬÚ+�，rＨＣｌvóú®(ｐＨôÁ７．２，�Ú+�eÇÁ１０００ｍＬ，�１．０３４×１０５Ｐａ
¾Ù|ÚÛÜÝ２０ｍｉｎ，��s�¤。

犃．２　５％������

÷øªù　　　　　　　　　５．０ｇ
�Ú+�eÇÁ１００ｍＬ，�１．０３４×１０５Ｐａ¾Ù|ÚÛÜÝ２０ｍｉｎ，��s�¤。

犃．３　５０×犜犃犈�Q�

Ｔｒｉｓõ　　　　　　　　　　２４２ｇ
ö÷ª ５７．１ｍＬ

ＥＤＴＡ（０．５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０） １００ｍＬ

�Ú+�eÇÁ１０００ｍＬ，�１．０３４×１０５Ｐａ¾Ù|ÚÛÜÝ２０ｍｉｎ，¢r{rÚ+�øùÐ

１×ＴＡＥ。

犃．４　１０犿犵／犿犔����

²>¯³　　　　　　　　　　１ｇ
�Ú+�eÇÁ１００ｍＬ，úûüýÑ={，¥��9úþ，rÿ!"è#$�¹，�¤��。
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}　~　犅
（/-0}~）
1 A X �

犅．１　�1A

Ｐ１１：５′ＴＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＡＴＡＣＡＴＧＣＧ３′

Ｐ１２：５′ＣＣＣＡＴＴＴＣＣＴＴＣＧＡＡＡＣＡＧＧＡ３′。

犅．２　�1A

Ｐ２１：５′ＧＧＡＡＧＧＧＴＴＧＴＡＴＴＴＡＴＴＡＧＡＴＡＡＡＧ３′

Ｐ２２：５′ＣＴＣＡＴＡＡＧＧＴＧＣＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡ３′。
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}　~　犆
（/-0}~）

)*uWvEF��GHIJK

犆．１　�LuW

)Ô%&�¶'()，１．０３４×１０５Ｐａ¾Ù|ÚÛÜÝ２０ｍｉｎ，Þk*)%&+sÞqÔÕ¢r。
��ÔÕ(ÇË�,±Q¶'、¾Ù，è*ÞßàÜÝÇË。

犆．２　)*uW

犆．２．１　ＰＣＲ�z���*ÔÕ)Ç-、.ＰＣＲ-、ＰＣＲ-3�ＰＣＲ-。�Îç8"、ＰＣＲ¥�®(
)、ＰＣＲ×Ø»¼~ＰＣＲ';(/e�01�-è��ÍT。�z�(�Ì�^“*)-”2“Wu
-”F3ÍT。

犆．２．２　�zQR.，�®m�z°3åk，åkX±456。7-X�8r�z°，±4¶'。

犆．２．３　7-Q�(�#、Ë9（:��Ê®Ë）、½Ë;�8r，�<á',-。

犆．２．４　Q�ú®、�、=93Ë&X１．０３４×１０５Ｐａ¾Ù|ÚÛÜÝ２０ｍｉｎ，opÌª3／èÌª£W
u。FEú®�¢r¾×È(Ð�3�Ú+(>Ú�。�２０℃～２５℃?�(�#.，��x０．０２５％
(@AB。Q��#�,¬Æ��()，C��lÐ�DÞß¢r(ÈÍT?�。

犆．２．５　ＤＮＡÎçè�;(ÃVóEFG.，XHIÃV，ÃVó�JrûKF，¬p'=LúÏ。

犆．２．６　.ＰＣＲ-.，��ＰＣＲËÌÀ.�xＰＣＲ¥�7!�。

犆．２．７　�z.�，�z�rM1NOP¬QRST(ＤＮＡ。

犆．２．８　�¢rｄＵＴＰ／ＵＤＧp:)Wu。
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