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�、��、��z{|��}~������.fghijklm(BD�d。

２　#$%&'()*3456

.S��：fghijklm
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�� >：¡¢£\|¤（Ｋｉｎｇｄｏｍ Ｍｏｎｅｒａ），¥�m¦（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），α¥�m§（Ａｌｐｈａｐｒｏ
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Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒ）。
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ＰＣＲä、õ$ä、%&'(�)ä、*ëáz。

４．２　>?@A

+,-)d¼，.-/0èÔ�)ü。ＴｒｉｔｏｎＸ１００、ＰＢＳ123、ＰＣＲ123、ｄＮＴＰｓ（ｄＡＴＰ、
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５．１　CD+E

µô>ó１％～５％（?ô>@¾qABCDE）(ªk、�F3��z®>tºBG。HI�JM
KL�MJMI�>�N(ÔÏÐÑ~ÔÏOPè-Q�。ÐÑËÌÍÎＡ3ÍÎＢ。

５．２　FGH<

５．２．１　IJKLFGH<

{|��rGâäR3StºTUVW，X-ÐÑ({|Nµ３k５k{|ªkR�。H<ÐÑ
({|NI�®>µ５k１０kª�（YZ[\(ªk）R�F。\µÐÑ]^({| _®�tºB
n，̀ fgh��，����z。Htº9µab，Nc��tºdeµô，}fg��Yhij(kl
mno，E`：ªp，ª.q，�'r，Rfgh��klmsz。

５．２．２　MNFGH<

��ô>¾rGtGâ，Å¾rGâáVW，Ruv�wxry�z{。R|råæçèéäVW
}~Gâ。��0VW´(�����+��，���H１∶１０（ｗ／ｖ）０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００.�ð��

３０ｍｉｎ，�３e�Hù.´���。１ｇ２ｇ�����（�４５０�９００�）ô>��５０ｍＬ１００ｍＬ
ＰＢＳ（ＮａＣｌ，８ｇ／Ｌ；ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ，０．４ｇ／Ｌ；Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ，２．７ｇ／Ｌ；ｐＨ７．２）123４℃
ëì��´�；�123，��rGâäGâVW，Gâ��２０ｍＬ４０ｍＬＰＢＳ123，ïð�T，��
R��´�，�3rs9µＤＮＡ。

Å¾rＰＢＳ123 （ＮａＣｌ，８ｇ／Ｌ；ＫＨ２ＰＯ４，０．２４ｇ／Ｌ；Ｎａ２ＨＰＯ４，１．４４ｇ／Ｌ；ＫＣｌ，０．２ｇ／Ｌ；

ｐＨ７．２）。

５．２．３　OPFGH<

µ１０�３０�����Äàl.�qó��3r^ãGâäGâ，R�HGt.��3SGâ
�r。

５．３　犘犆犚QR

５．３．１　FG犇犖犃ST

µ{|noR��VW3´��(�3１ｍＬ２ｍＬ，１００００ｒ／ｍｉｎÄà５ｍｉｎ，��9µＤＮＡ。¾
rê)(ＣＴＡＢ9µop，Å¾r�r ＤＮＡ 9µ/0�。��ô>*��¾r� �/0�9
µＤＮＡ。

５．３．２　UNVWX+Y

!"#|rê)ＰＣＲ、¡çＰＣＲ3¢£"#ＰＣＲBnop，�¤ÌÍÎＣ、Ｄ3Ｅ，¥¦３e。r
fghijklmＤＮＡÚ§¨c%，r©ªfghＤＮＡÚ«¨c%，rþm¬ùÚ®¯c%。

６　Z[\.

?ê)ＰＣＲ、¡çＰＣＲ3¢£"#ＰＣＲ°�Bnop，±MopBnÔ§¨，¾²dB'fgh
ijklm。
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�¦£。¼�ô>f»½?��³Üýþm�o¾VW。

csBn¾¿^ÀÔ§¨(ô>，�cô>tºf»。lôH－２０℃RÁ－８０℃ëì.f»，Â
Ã"µ3´µÙÚ。

８　Z[_`abL]^

ÄÅ(¢CµÎYZ：ô>(ÆÇ、��、ÇÈ£É、¢C(£É、 Ê、op3¾¿z，:N-³¶
03¢C0Ë(·¸。ＰＣＲBnÌ-õ$¾¿%k~nÍ¾¿。
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#$%&'()*efgh56

犃．１　CDij

ijklMNÎÏJM{|(ªk、ÏÐ、¿¢z®>，HI�JMKL�MJMI�>�N(Î
ÏÐÑ~ÎÏOPè-Q�。fgh，vw3²ÈwE{| N®�ÐÑÑ{¢�ÐÑ�Ò，YZ：Ó
�，[ªÔÕ，ªkÖ×ØÙ，ÚÛªkÜNÝÞ，ßÉàá，¥â，�'ãª，ßÉäC，å\^ÏRæ\
��，ªçè，¿¢é�，ójêë^，Øìíî，>éQ。

fgh( _ÐÑYZïð�ñò，klmno¥ó，ô¿õx®no(ö÷i3ø®no(ù
j。hkúû�，üýÐÑþ�]^，hùRhk'ÿ!iRij，Xê"��r#$。¼lÏ%fg
h��N(ijÐÑê&�Ô“ijkl”。

���N(ÐÑÑ{¢�3'í�lÏÐÑ(Ò，YZ：Ýª，)�，ª�ØÙR*+,，-�3�
Óà}~e\�B\。

犃．２　k>12

©b./(JM-wE3��E{|，wEYZ：fgh犛狅犾犪狀狌犿狋狌犫犲狉狅狊狌犿，vw犛．犾狔犮狅狆犲狉狊犻
犮狌犿，xy犆犪狆狊犻犮狌犿犪狀狀狌狌犿，0vw犛．犫犲狋犪犮犲狌犿，1,犖犻犮狅狋犻犪狀犪狋犪犫犪犮狌犿，w�犛．犿犲犾狅狀犵犲狀犪，23
¿犘犺狔狊犪犾犻狊狆犲狉狌狏犻犪狀犪，4ªw犛．犲犾犪犲犪犵狀犻犳狅犾犻狌犿，5o67犛．狆狋狔犮犪狀狋犺狌犿 389犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿
z。��:EYZ：���犇犪狌犮狌狊犮犪狉狅狋犪，��犃狆犻狌犿犵狉犪狏犲狅犾犲狀狊，;<犉狅犲狀犻犮狌犾狌犿狏狌犾犵犪狉犲、��

犘犲狋狉狅狊犲犾犻狀狌犿犮狉犻狊狆狌犿、=>? 犘犪狊狋犻狀犪犮犪狊犪狋犻狏犪、<� 犔犻犫犪狀狅狋犻狊狊犲狊犲犾狅犻犱犲狊 3=@��犘犪狊狋犻狀犪犮犪
狊犪狋犻狏犪z。²@HJMABDCDJMABþEF。

犃．３　Ul

©bÚG¤１７H4I3 JC-./，²��AB½HIKLC，M���(4I3 J`_：
NO@：PQR、O4。
.O@：STUj、Î f�、VW�X、Y��Z。
C[@：[Q\。
=@：]\、p4、̂ _、Q`a、bc、d4、e f、�4。
g@：hiR。
j@：},k。

犃．４　mnop

lm¾³´¹mh�3��zÀÁ��tºÂÃÄ��；UÉ³´lm����。»¼，lm½¾
³´ÆÇ、·l{Û、¹m��3fgh�hztº��3Ln。

©b./(����YZ：fgh��犅犪犮狋犲狉犻犮犲狉犪犮狅犮犽犲狉犲犾犾犻、�����犜狉犻狅狕犪犪狆犻犮犪犾犻狊、��

犅．狋狉犻犵狅狀犻犮犪3��犅．犿犪犮狌犾犻狆犲狀狀犻狊。
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w犅．４　����BCD （ａ．�x=��；ｂ．���x；ｃ．�CD ）

w犅．５　#$%OP���=�� w犅．６　#$%OP��

（ÒＢ．２3ÒＢ．３-[Q\opq ®{|©ªÑsu¢Crs�tuv9w；ÒＢ．４、ÒＢ．５3
ÒＢ．６7xＥＰＰＯ）
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c　`　犆
（�1dc`）
��犘犆犚/0

犆．１　��犘犆犚��

7|ＬｓｏＴＸ１６／２３Ｆ（５’ａａｔｔｔｔａｇｃａａｇｔｔｃｔａａｇｇｇ３’）／ＬｓｏＴＸ１６／２３Ｒ（５’ｇｇｔａｃｃｔｃｃｃａｔａｔｃｇｃ３’）；
y�OÍÔ：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃４０ｓ，４０Hzs；７２℃５ｍｉｎ。{½LBq|Ô

３８３ｂｐ。

�犆．１　犘犆犚��v�

/0�� |P �ôó／μＬ

ＰＣＲ123 １０× ２．５

}�~ ５０ｍｍｏｌ／Ｌ ２．０

ｄＮＴＰ １０ｍｍｏｌ／Ｌ ２．０

N�7| １０μｍｏｌ／Ｌ １．０

_�7| １０μｍｏｌ／Ｌ １．０

犜犪狇ＤＮＡ456 ５Ｕ／μＬ ０．５

��ＤＮＡ ≥１０ｎｇ／μＬ １．０

ｄｄＨ２Ｏ �L２５μＬ

N�y�.èÌ�£Ú§¨c%（fghijklm）、«¨c%（©ªfghªk）3®¯c%（}
¬ù}~��ＤＮＡ）。

犆．２　�������

*�１．５％(���%&，$DE�Tõ$Nô1233ＰＣＲLBq|，rＤＮＡ ＭａｒｋｅｒÚÔ�
�ó"µ，tºõ$�)，õ$¾m�H%&'(ä(Ù¼��#_��±�LB'{½(L�¨

ＤＮＡù¹，:å�µÎ。

犆．３　Z[\.

ＰＣＲLBq|õ$Bn，§¨c%'ÿ{½LBk�，«¨c%�-©"ù¹，�Bô>`'ÿ{
½LBk�Ô§¨，̀ �'ÿ{½LBk�Ô«¨。
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c　`　犇
（�1dc`）
� 犘犆犚/0

犇．１　� 犘犆犚��

7||rfghijklm１６ＳｒＤＮＡ³r7|ＯＡ２／ＯＩ２ｃ3Ｌｉｂ１６Ｓ０１Ｆ／Ｌｉｂ１６Ｓ０１Ｒ。7|Ík
Ì�Ｄ．１。

�犇．１　� 犘犆犚+YB{W

7|�� 7|Ík５′３′ q|／ｂｐ

ＯＡ２

ＯＩ２ｃ

ｇｃｇｃｔｔａｔｔｔｔｔａａｔａｇｇａｇｃｇｇｃａ

ｇｃｃｔｃｇｃｇａｃｔｔｃｇｃａａｃｃｃａｔ

１１６０

Ｌｉｂ１６Ｓ０１Ｆ

Ｌｉｂ１６Ｓ０１Ｒ

ｔｔｃｔａｃｇｇｇａｔａａｃｇｃａｃｇｇ

ｃｇｔｃａｇｔａｔｃａｇｇｃｃａｇｔｇａｇ

５８０

r7|ＯＡ２／ＯＩ２ｃtº�１�ＰＣＲy�。y�ù�Ô：９４℃／５ｍｉｎ；９４℃／３０ｓ，５８℃／３０ｓ，

７２℃／１ｍｉｎ，３０Hzs；７２℃／１０ｍｉｎ。ＰＣＲy���Ì�Ｄ．２。

�犇．２　犘犆犚��v�

/0�� |P �ôó／μＬ

ＰＣＲ123 １０× ２．５

}�~ ５０ｍｍｏｌ／Ｌ ２．０

ｄＮＴＰ １０ｍｍｏｌ／Ｌ ２．０

N�7| １０μｍｏｌ／Ｌ １．０

_�7| １０μｍｏｌ／Ｌ １．０

犜犪狇ＤＮＡ456 ５Ｕ／μＬ ０．５

��ＤＮＡ ≥１０ｎｇ／μＬ １．０

ｄｄＨ２Ｏ �L２５μＬ

µ�M�ＰＣＲq|１μＬÔ��fr³r7|Ｌｉｂ１６Ｓ０１Ｆ／Ｌｉｂ１６Ｓ０１Ｒtº�２�ＰＣＲy�，y�
�� Ì � Ｄ．２。y � ù � Ô：９４ ℃／５ｍｉｎ；９４ ℃／３０ｓ，５８ ℃／３０ｓ，７２ ℃／１ ｍｉｎ，３５ H z
s；７２℃／１０ｍｉｎ。

N�y�.èÌ�£Ú§¨c%（fghijklm）、«¨c%（©ªfghªk）3®¯c%（}
¬ù}~��ＤＮＡ）。

犇．２　�������

*�１．５％(���%&，$DE�Tõ$Nô1233ＰＣＲLBq|，rＤＮＡ ＭａｒｋｅｒÚÔ�
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�ó"µ，tºõ$�)，õ$¾m�H%&'(ä(Ù¼��#_��±�LB'{½(L�¨

ＤＮＡù¹，:å�µÎ。

犇．３　Z[\.

ＰＣＲLBq|Bn，§¨c%'ÿMù５８０ｂｐ(ＤＮＡk�，«¨c%3®¯c%�-¼£�ù
¹，�Bô>`'ÿ５８０ｂｐ(ＤＮＡk�ÔBn¾¿§¨，̀ �'ÿ５８０ｂｐ(ＤＮＡk�ÔBn¾¿
«¨。
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c　`　犈
（�1dc`）

¡¢£¤犘犆犚/0

犈．１　£¤犘犆犚+Y

ＬｓｏＦ（５′ｇｔｃｇａｇｃｇｃｔｔａｔｔｔｔｔａａｔａｇｇａ３′）／ＨＬＢｒ（５′ｇｃｇｔｔａｔｃｃｃｇｔａｇａａａａａｇｇｔａｇ３′）389 ＨＬＢＰ（５′

ＦＡＭａｇａｃｇｇｇｔｇａｇｔａａｃｇｃｇＢＨＱ３′）。ＰＣＲy�OÍ：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，５８℃１ｍｉｎ，zs４０
e。y���Ì�Ｅ．１。

�犈．１　¡¢£¤犘犆犚��v�

/0�� |P �ôó／μＬ

ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（h２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４） １０× ２．５

ｄＮＴＰ �２．５ｍｍｏｌ／Ｌ ２．０

��7| １０μｍｏｌ／Ｌ １．０

y�7| １０μｍｏｌ／Ｌ １．０

犜犪狇ＤＮＡ456 ５Ｕ／μＬ ０．５

89 １０μｍｏｌ／Ｌ １．０

ＤＮＡ�� ≥５０ｎｇ／μＬ １．０

ｄｄＨ２Ｏ �L２５μＬ

犈．２　Z[\.

¢£"#Bn，§¨c%Ｃｔ$≤３０，«¨c%3®¯c%�-LBRＣｔ$＞４０；ô>Ｃｔ$≤３５
Ô§¨；?H３５Ñ４０aÉ，Ì¥¦/C，¥¦¾¿Ｃｔ$�H３５Ñ４０aÉ，²Ô§¨，�*²Ô«¨；
ô><LBRＣｔ$＞４０，Ô«¨。
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