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Ampdirect®　アプリケーションデータ集　LL--0808粗精製DNA用 Ampdirect® 使用例

　染色組織切片からのPCR 実施例　

PCR阻害物質の中和作用を持つAmpdirect®を使用して、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色組織切片（ヒト肝

臓）からのPCRを行いました。阻害物質によるPCR失敗の可能性を低減できます。

　PCR反応 　　　　　　　　　　 　 　

Preheating      94℃ 3min          

　　　　　 94℃ 30sec     　　
　　　　 　 55℃ 1min　　　 　50ｻｲｸﾙ
　　　　 　 72℃　 1min       

Final Extension   72℃ 7min          

　Ampdirect®反応液（25μl反応系） 　　　　　

5×Ampdirect-D 5μl         

dNTPs 各200μM　

Primer 各0.5μM   

PlatinumTaq DNA polymerase      0.625U     

Distilled Water                    up to 25μl

　溶解液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　

Proteinase K 1mg/ml         

Tween20 1%　

Tris-HCl(pH8.0) 10mM   

EDTA                          1mM     

⇒溶解反応は0.32mm2/μLで56℃一晩行いました。

Primer：PC03/PC04　　ﾀｶﾗﾊﾞｲｵ　βｸﾞﾞﾛﾋﾞﾝ遺伝子検出用（110bp）

PCR反応液：25μL
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*）Tris-HCl(pH8.3)  10mM, KCl 50mM, MgCl21.5mM     

溶解

56℃,一晩

組織切片を溶解液へ

溶解液をPCRへ

プレパラート　　　　　　　
　（組織の厚み5～10μm） 溶解液

Proteinase K

の不活化
90℃、5分
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Ampdirect®　アプリケーションデータ集　LL--0909粗精製DNA用 Ampdirect® 使用例

　糞便中の大腸菌検出 　PCR 実施例　

Ampdirect®を使用して糞便中の大腸菌を検出する目的でPCRを実施しました。

5μl（糞便 5～0.0005 mg

相当）をそのまま PCRへ

（50μl系の反応に対して）

　 　 　Ampdirect®反応液（50μl反応系） 　　　

5×Ampdirect-D 10μl         

5×AmpAddition-3                  10μl        

dNTPs 各200μM　

Primer 各0.5μM   

rTaq DNA polymerase             1.25U     

Distilled Water                up to 50μl

　　　　　 　　 　　　PCR反応　 　 　　　　　　　　

Preheating　　 　 94℃ 4.5min          

　　　　　　　　 　 94℃ 30sec     　　
　　　　　　　　 　 55℃ 1min　　　 　40ｻｲｸﾙ
　　　　　　　　 　 72℃　 1min       

Final Extension     72℃ 7min          

20～0.002 %糞便 （250μl）

（糞便 50 ～0.005mg相当）

軽く vortex

大腸菌 O157（10μl）添加

90 CFU相当
生理食塩水 （250μl）添加 沈殿を吸わない

ように上清除去

2 回洗浄

（10,000 rpm、5 min）

遠心

TE（50μl ）添加

熱処理

95℃、1 min

（10,000 rpm、5 min）

遠心

沈殿を吸わない
ように上清を回収

20～0.002 %糞便 （250μl）

（糞便 50 ～0.005mg相当）

軽く vortex

大腸菌 O157（10μl）添加

90 CFU相当
生理食塩水 （250μl）添加 沈殿を吸わない

ように上清除去

2 回洗浄

（10,000 rpm、5 min）

遠心

20～0.002 %糞便 （250μl）

（糞便 50 ～0.005mg相当）

軽く vortex

大腸菌 O157（10μl）添加

90 CFU相当
生理食塩水 （250μl）添加 沈殿を吸わない

ように上清除去

2 回洗浄

（10,000 rpm、5 min）

遠心

TE（50μl ）添加

熱処理

95℃、1 min

（10,000 rpm、5 min）

遠心

沈殿を吸わない
ように上清を回収

TE（50μl ）添加

熱処理

95℃、1 min

（10,000 rpm、5 min）

遠心

沈殿を吸わない
ように上清を回収

Target：ベロ毒素産生大腸菌（9CFU相当）　VT1,VT2 遺伝子（171 bp）

PCR反応液：50μl

lane1：5mg stool/tube　lane2：0.5mg stool/tube　lane3：0.05mg stool/tube

lane4：0.005mg stool/tube　lane5：0.0005mg stool/tube 

1 2 3 4 5M 1 2 3 4 5M

A)Ampdirect　Mixture B)Standard　Mixture *

*）Tris-HCl(pH8.3)  10mM, KCl 50mM, MgCl21.5mM     
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Ampdirect®　アプリケーションデータ集　LL--1010粗精製DNA用 Ampdirect® 使用例

　牛乳中の大腸菌検出 　PCR 実施例　

Ampdirect®を使用して牛乳中のO157大腸菌を検出する目的でPCRを実施しました。

6,200 rpm、5 min

O157大腸菌を添加した
牛乳（500μl） 20%ｴﾀﾉｰﾙ（500μl）添加

転倒混和

沈澱を吸わないように
上清除去

遠心

蒸留水 B（1,000μl）添加

軽く voltex

蒸留水（10μl）添加
沈澱を吸わないように

上清除去

6,200 rpm、5 min

遠心

6,200 rpm、5 min

O157大腸菌を添加した
牛乳（500μl） 20%ｴﾀﾉｰﾙ（500μl）添加

転倒混和

沈澱を吸わないように
上清除去

遠心

蒸留水 B（1,000μl）添加

軽く voltex

蒸留水（10μl）添加
沈澱を吸わないように

上清除去

6,200 rpm、5 min

遠心

O157大腸菌を添加した
牛乳（500μl） 20%ｴﾀﾉｰﾙ（500μl）添加

転倒混和

沈澱を吸わないように
上清除去

遠心

蒸留水 B（1,000μl）添加

軽く voltex

蒸留水（10μl）添加
沈澱を吸わないように

上清除去

6,200 rpm、5 min

遠心

蒸留水 B（1,000μl）添加

軽く voltex

蒸留水（10μl）添加
沈澱を吸わないように

上清除去

6,200 rpm、5 min

遠心

　　　　　 　　 　　　PCR反応　 　 　　　　　　　　

Preheating　　 　 94℃ 4.5min          

　　　　　　　　 　 94℃ 30sec     　　
　　　　　　　　 　 55℃ 1min　　　 　40ｻｲｸﾙ
　　　　　　　　 　 72℃　 1min       

Final Extension     72℃ 7min          

　 　 　Ampdirect®反応液（50μl反応系） 　　　

5×Ampdirect-D 10μl         

5×AmpAddition-3                  10μl        

dNTPs 各200μM　

Primer 各0.5μM   

rTaq DNA polymerase             1.25U     

Distilled Water                up to 50μl

このうち 5μlをPCRへ
（50μl系の反応に対して）

Target：O157糖鎖合成領域遺伝子

PCR反応液：50μl
lane1： 0個/ml of milk　　lane2：10個/ml of milk　　lane3：102個／ml of milk
lane4：103個／ml of milk　　

1 2 3 4 M 1 2 3 4 M

A)Ampdirect　Mixture B)Standard　Mixture *

*）Tris-HCl(pH8.3)  10mM, KCl 50mM, MgCl21.5mM     
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Ampdirect®　アプリケーションデータ集　LL--1111粗精製DNA用 Ampdirect® 使用例

　臓器からのPCR 実施例　

Ampdirectを使用した牛の凍結保存臓器からのDNA直接増幅例をご紹介します！

Ampdirectを使用して凍結臓器からDNA精製作業なしに直接PCRを行いました。

ウシ臓器からAmpdirectにより直接増幅したDNAのアガロース電気泳動結果
（データ提供；（独） 農業生物資源研究所　動物細胞機能研究チーム　宮下先生）

【サンプル】

牛血液からの精製ＤＮＡ 1μL（5ng） （lane1）

牛凍結血液を融解したもの1μL（lane2）

牛の凍結保存されていた臓器（lane3:心臓, lane4:肺, lane5:肝臓, lane6:脾臓, lane7:腎臓, lane8:骨格筋, 

lane9:皮膚, lane10:乳腺）

【臓器サンプルの調製方法】

　牛各種臓器は凍結している状態でメスの刃を用いてパウダー状に約20mgを削り取って滅菌蒸留水

　100μLに加えてボルテックスで激しく懸濁したもの 1μLを、Ampdirect反応液に穏やかに加えた。

【PCR条件】
80℃　15min 
94℃　4.5min 
94℃　30sec
54℃　1min
72℃ 1min
72℃　7min 

　40サイクル

臓器のパウダー20mg
滅菌蒸留水100μL

懸濁後、1μLをPCRへ！


