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I��es�ri�tion���es�ri�tion��es�ri�tion��
����.L��.���.���.V��.1.1.��.����������.��.�����v�.������.����.����.��������.���.w���..
������.L��.��� ™.�����w���.��v����.�������������...������.L��.��� ™.��.���.��w��.�����
v�������.��z���.b�.������.��.���.���.���������.��.L��.(.����.����.��������.).���＊...
B�����.��.���.���v������.��.L��.����������,.����.���.��������.��v����.�������������.
��.����.��.�����.�����.��MV.(.��v���.M����b��������.V����.).��v����.�������������.
����.��b�������.�����fi������.��.����.�����.�����..������.L��.��� ™.���.��.�.������.
��b�...�����.b�.�����������.���.���������.����.��.��v����.�������������,.����.���.����w�.
������.����.�ffi�����.��������.��.����.
���.���������.O����.���. ��.���������.������. ��.����������. ��.����w.����.���������.
�����.���������.����.3��.��.�������.��.����.(.��.).+.����...����.���b���.�����fi������.
��.�����w�.3��.��.�������.�����z���.3��.��.�����.������..

＊：U.�.������ 5,43�,149 ��� L�� ���������� �� �w���� b� ��������� BIO I��..U.�.������.5,43�,149.���.L��.����������.��.�w����.b�.���������.BIO.I��..

II�Kit �o��onents ( 1�� rea�tions�Kit �o��onents ( 1�� rea�tionsKit �o��onents ( 1�� rea�tions ＊ ) ��
1���MV ��v���� ������������� XL���MV ��v���� ������������� XL��MV.��v����.�������������.XL ＊＊. (.5.�����./.μ �.). 50.μ �
(.�����������.����.��v���.M����b��������.V����.)

2������ I���b���� ( 40 ����� / μ � ) 25 μ ������� I���b���� ( 40 ����� / μ � ) 25 μ ������.I���b����. (.40.�����./.μ �.). 25.μ �
3�������� 9 ������������ 9 �����������..9.���� ＊＊＊. (.50.����./.μ �.). 50.μ �
4�O���� ��� �� ��������� �������O���� ��� �� ��������� ������O����.���.��.���������.������ ＊＊＊. (.2.5.����./.μ �.). 50.μ �
5������ ���� ����������� ������� ���� ����������� ������.����.�����������.�2O. . 1.��
���������.L��.��� ™. (.5.�����./.μ �.). 25.μ �
7�M13 ������ M4�M13 ������ M4M13.������.M4 ＊＊＊. (.20.����./.μ �.). 50.μ �
8�10� ���� ��� B����� 120 μ ��10� ���� ��� B����� 120 μ �10�.����.���.B�����. . 120.μ �

100.�M����� �� ��� ( �� 8.3 )����� �� ��� ( �� 8.3 )����.��.���.(.��.8.3.).
500.�M�����������

9�10X L�� ��� B����� II ( M��10X L�� ��� B����� II ( M�10X.L��.���.B�����.II.(.M�2+.����.). . 500.μ �
10������ M������ ( ��. 10 �M ) 150 μ ������� M������ ( ��. 10 �M ) 150 μ ������.M������. .(.��..10.�M.).. 150.μ �
11�M����M���M���2. (.25.�M.). 1.��
12�������� � �� 1 �������������� � �� 1 �������������.�.��.1.������ ＊＊＊. (.20.����./.μ �.). 25.μ �

(.���w�������.������.���.������v�.�������.����.)
13�������� � �� 1 �������������� � �� 1 �������������.�.��.1.������ ＊＊＊. (.20.����./.μ �.). 25.μ �

(.��������.������.���.������v�.�������.����.).
14�������v� ������� �����������v� ������� ����������v�.�������.����＊＊＊＊. (.2.�.105.������./.μ �.). 25.μ �

(.��������b���.����.(.��.).+.����.��.������3.��������.)

＊：���� ��� �� ���������� ��� 100 ���������. ( ��� ����� �������� v������� ������.���. ��.����������. ���.100. ���������.. (. ���. �����. ��������.v�������.��.
��������.10.μ �,.���.50.μ �.).I�.���.���v����.��������.��.����.���,.��.w��.
����������.���.50.���������.. (. ���.�����. ��������.v�������.��.��������.20.
μ �,.���.100.μ �.).���.���b��.��.�����.��.��������.��.��������.��.�����
�������.�b�v�.����.����,.b��.���.v�����.��.���.���������.��.����.���.��.
���.��������.
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＊＊：M������������ b� L��� ������� ��.M������������.b�.L���.�������.��.

＊＊＊：������� ���������������.��������
･.�������.9.����： 5�� �� ��������� �� 3��： 5�� �� ��������� �� 3��. 5��.��.���������.��.3��
･.O����.���.��.���������.������：：

���.��������.������. ���������.���.����.�������������. ����
����.��.M13.������.M4.

･.�������.�.��.1.������： 5�� �� ����������������������� �� 3��： 5�� �� ����������������������� �� 3��.. 5��.��.�����������������������.��.3��
･.�������.�.��.1.������： 5�� �� ������������������������ �� 3��： 5�� �� ������������������������ �� 3��. 5��.��.������������������������.��.3��
･.M13.������.M4： 5�� �� �������������������� �� 3��： 5�� �� �������������������� �� 3��. 5��.��.��������������������.��.3��

＊＊＊＊：������v� ������� ����������v�.�������.����
���������.�������.����.��.��.v����.��������b���.����.�����.���.����.
����������.����.��������.������3.���������.w���.����.��������.
(.�������������.1.4.�b.).��v���.������������.���������.����,.�������
������.�����B�322,.��.���.���w�������.��.���.��������.
����.�������.����. ��.�.����. (.��. ).+.����.����������.30.b����.��.
����.(.��.).��.���.����..
W���.����.��. ������.����b��.��.����������.�����.��.��������z���.����.
����.�������.����,. ������������. ���������.��������. ��.�b�������.b�.
���������.����.�����.

Fig. 1�A��li��e�� �NA frag�ents �sing �ontrol RNA an�� se�eral �ri�ers. 1�A��li��e�� �NA frag�ents �sing �ontrol RNA an�� se�eral �ri�ers1�A��li��e�� �NA frag�ents �sing �ontrol RNA an�� se�eral �ri�ers�A��li��e�� �NA frag�ents �sing �ontrol RNA an�� se�eral �ri�ersA��li��e�� �NA frag�ents �sing �ontrol RNA an�� se�eral �ri�ers

��.��.��.��.....

������������.����������.�������.��������

�����.III

����.V

B���.I

���.I

��� .I
�.�.�.�...... M13..M4

O����.���.��.���������.������

M13.������.M4

�.��.1.������
�.��.1.������

4�2.b�

��������������.1.2.�b�

III�Reagents not s���lie�� in t�e �it��Reagents not s���lie�� in t�e �it�Reagents not s���lie�� in t�e �it��
1�M������ O�� ( I� ��������� )�M������ O�� ( I� ��������� )M������.O��.(.I�.���������.).
2��������� ������������ �����������.���.

��..�����v�®.3：1 �������� ( ���b��� B���������� ����. )：1 �������� ( ���b��� B���������� ����. )1.��������.(.���b���.B����������.����..).
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IV����i��ent re��ire�������i��ent re��ire������i��ent re��ire����
1���������z��� ������� ���������������z��� ������� ��������������z���.�������.������

��..������.���.�������.������.���� ™.���������./.����������.(.���.#���00./.
���50.).

2�M�������������� ��b�� ( ����� �� ������������� )�M�������������� ��b�� ( ����� �� ������������� )M��������������.��b��.(.�����.��.�������������.).
3��������� ��� ��������������� ������������������ ��� ��������������� �����������������.���.���������������.���������

��..M�����®.��.2����.(.���.#���110.).
4�M���������������M��������������M��������������
5�M���������� ���� ������� ���� ( �������v��� )�M���������� ���� ������� ���� ( �������v��� )M����������.����.�������.����.(.�������v���.).

V��torage���torage��torage��. � 20�� 20�20.�

VI�Referen�es��Referen�es�Referen�es��
1.).��w�����,.�..�..����.W���,.��..M..(.1989.).���.����������.(.������,.�..��..���..).,.
��������.�����,.89.��.97.

2.).L����,.�.,.����,.�..�.,.L������,.�..��.,.B����������,.J..W..B.,.����.M��������,.�..J..
(.1989.).J..��������� ,.157,.285.��.289.

3.).�������,.M..��.,.����,.M..�.,.M�����,.�..�..(.1988.).����..����..������..���..U���, 
85,.8998.��.9002..
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Fig. �����e�ati� ��iagra� of RNA LA PCR. �����e�ati� ��iagra� of RNA LA PCR�����e�ati� ��iagra� of RNA LA PCR����e�ati� ��iagra� of RNA LA PCR���e�ati� ��iagra� of RNA LA PCR

5’
5’ 3’

3’

5’
5’ 3’

3’

5’
5’ 3’
3’

5’
5’ 3’
3’

5’
5’

3’

3’
�����

5’3’
�����

���������.��.fi���.�������.�����
w���.��v����.�������������（.��MV.）

���.����������.��������：
�������.�������.�����.��������z���.w���
������.L��.��� ™

��������.�����

VII�Prin�i�les��Prin�i�les�Prin�i�les��
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������.����.L��.���.���.V��.1.1.����w�.��v����.�������������.����.����.��.�����.����
���.��MV.�����.����.��b�������.�����fi������.��.���.����.��b�.�����z���.������.
L��.��� ™ .

������.9.����,.O����.���. ��.���������.������,.��.�. ��������.���w�������.������.
w����.���.��.��.����.��.�����.������.��.���.�������.���.b�.�����.���.�����.�����
������...O����.���.��.���������.������.��.�����.���.3��.��.�����.������.

�����

���.��������

�������.�������.���.���������������.��.v�����.���.�����fi���.���������.

�������.��������.�������.b�.���b�����.��MV.�����.����.�����.��������.���������.
���.��v����.�������������.
����������.��.�������.�������：：

(.30.�. 10.���..).＊
42.� �� �0 � 15 �� 30 ���..��.�0 � 15 �� 30 ���.�0.�. 15.��.30.���.
99.�. 5.���.. 1.�����

5.�. 5.���.

＊：������� 9 ���� ������� b� ��v���� ��������b��� �� 30 � , 10 ���., ����� �� ����� ������������.9.����.�������.b�.��v����.��������b���.��.30.� ,.10.���.,.�����.��.�����.�����
�������.��.��v�.������.������.��.b�.�����.���.���������.��.42.��.�0.� .

������.������.L��.��� ™.����.���.����.��b�.����.�����.��������.���������.���.���.��������.
����������.��.�������.�������：：

94.�. 2.���.. 1.�����
94.�. 0.5.���.
�0.�. 0.5.���.. 28.������
72.�. 1.5.���.
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VIII�Feat�res��Feat�res�Feat�res��
��������.���� �������

����. �������. ��. b�. ������
����b���.����.�����.�����fi��� ��.�����.≦ 12.�b�.

��v����.������������� ��MV.��v����.�������������
(.��.���.�����.��.42.�� �0� )��.�0 � )�0.�.)..

����.���������� ������.L��.��� ™
�����.I���b���� ���������.��.���.���

������. ���.1��. �������.�����.
���������

�������.9.����,
��.O����.���.��.���������.������
��.�����fi�.���w�������.���.������

3��.��.�����.������
����.���. ��.�v����b��. ���.3��. ��.�����.������.b�.
�����.O����.���.��.���������.������.��.��,.����.b�.
�����.M13.������.M4.��.���.

�������� ������.��b�.��������
(.�����.��.����.������v�����.�����.��.���.).

. . . .
IX�Pre�aration of RNA sa��le��Pre�aration of RNA sa��le�Pre�aration of RNA sa��le��

������.����.L��.���.���.V��.1.1.��.����������.��.�������.���.��v����.�������������.
��.����.��.�����.����.��b�������.�����fi������.
���.������.��.����.������.w���.������.���.������.��.�����.���������...��.��.��.�������
����.��.����b��.���.����v���.��.�����.��.���.�����.����.����.��.���v���.���.���������
������.��.�����.�����v���.����.����������.����.���������.�����...
�����.�����������.�������.b�.�����.�������.���.������.�������������.���.��.�����.
��������b��.���v��,.����������.�.��b��.��.�������v�.���.���.����.�����������,.����.
�v����.�����������.�����.�������.���.����������.��.���v���.���.�������������.��.
�����.����.�����������.�w���.��.����v�...

�������������������������������
�������b��.�������.����������.�����.b�.�����...I�.����.�����.�����.�����,.�����.
���.�����.�����.w���.����.(.���������������b�����.).�����.��.���.
(.1.).�����.�����.�����.w���.0.1.%.����.��������.��.37.� ,.12.�����.
(.2.).��������v�.��.120� ,.30.���.,.��.����v�.����.

I�. ��. �������������.��.�������.���. ���.����������.��. ���.�������v�.���. ���.
����.�����������.

B�����������������������
��������. ���.����.�����������,. ����������.�����������.w����,. �����.b�.���������.
w���.����.�������z���.�����.�����.(.180.� ,.�0.���..).,.��.��.�����b��.�����.�������
���.w���.0.1.%.����.��������.����.�������v���...��������.����.�����������.w����.
�������.b�.�������v���.�����.���.����.�����������.

������������� ������������������� ������������������.�������
������.����fi������.��������.���.������.������.������.��.����.���.��v����.
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�������������.����.��b�������.���.. .��w�v��,. ��. ��. �������������. ��.���.
������.����fi���.����.�b�������.b�.���.(.����������.�����������.).�������,.���..

������ ������ ������������ ������ �����������.������.�������
��������������.500.��.��.�����.����.��.�����������.���.���.��������.

X. Note��
1.).���.b���.��v����.�������������.����.���.�����fi������,.������.���.��.��������.
(.����������.�����.��. ����.�������z���.�����������.w����,.b������,.�����.��������,.
M���2.��������,.���. ). ���.���. �������.���.b�.���������. �����,. ����.����������.
��. �����v������. ��b��.. .U����.����.��������.w���.����w.��������. ��������.������
�����： ������z� �������� ��������� ������, ���� �v���� ������ �����������： ������z� �������� ��������� ������, ���� �v���� ������ �����������.������z�.��������.���������. ������,.����.�v����.������.�����������.
����.������.��.���.����.�������...����.�����.��.������z�.v��������.��.���.�����.
�����.���.�����������.

2. ).��z����.����.��.�����,.������.L��.��� ™ ,.����.�����. I���b����. �����.b�.
������.������.b�.���������.. .��v����.����������.b�bb���.. .������.����.���w�.
���.��������.�����. ��.������.. .�������.��z����.���������.����.���w��.��. ���.
v��������.��.���.50%.��������.��.���.b�����.���.�����.��.���������.������..

3.).����.��z����.��..� 20 � ����� ���� b����� ��� ���� ������ ���� ��� ����z��� 20 � ����� ���� b����� ��� ���� ������ ���� ��� ����z��.20.�.�����.����.b�����.���.����.������.����.���.����z��.
��������.�����.���.

4.).U��.��w.��������b��.�������.����.��.�v����.�������������.b��w���.�������.

5.).���.����������
O������.���.����������.v�����.�����������.��.��.�����.�������.������...I�.��.
�������������.��.�������.�.�������.����������.��.����������.���.����������.
�����.��.�����.�.������.

�.).������.���������
�������.��.����.�������,.���.������.���.��v����.�������������.�������.b�.����
�������.����.������.��.�������.9.����,.��.O����.���.��.���������.������,.��.�����
��fi�.���w�������.���.������.. .���.�����.������.w���.��.�������.���������,.
���.���.��.���.�b�v�.�����.�������.���.b�.�����.

[.�������.����������.��.���.������.���������.]
･.�������.9.����：：
U��.���.����.�������������.��.����.�����.��.��.����.w���.�������.���������...�����.
���.b�.�����. ��. ��v����. ��������b�.���.����. (. �����,.�����,.����. �����. ). .. .����.
�����.��.���.�������.w���.�������.w���.��.���.��.�����.��������z���.w���.�����
����.9.����.

･.�����fi�.���w�������.������..(.����.��.�����.������.��.���.).
U��.���.���.������.����.w����.��������.��.��������.������������...

･.O����.���.��.���������.������
U��.����.���.������.w���.����.(.��.).�����.(.����： ����������� ����, ����������： ����������� ����, ����������.�����������.����,.����������.
�����.����. �����,.����.����.����������.�����.���.���.��v�.����. (.��. ). �����. ). ...
����.������.w��.����������.����������.b�.������. ���.�ffi�����.�����.���������...
����.������.w���.����w.3��. ��.�����.�������.�����z���.M13.������.M4.w����. ��.
�������������.��.���������.������.�����.��v����.�������������..
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XI�Proto�ol��Proto�ol�Proto�ol��

1�T��i�al RT �� PCR e�a��le�T��i�al RT �� PCR e�a��leT��i�al RT �� PCR e�a��le

A�Re�erse Trans�ri�tion�Re�erse Trans�ri�tionRe�erse Trans�ri�tion
1�������� ��� �������� ������� �� � ��b� b� ���b����� ��� �������� �� ����������� ��� �������� ������� �� � ��b� b� ���b����� ��� �������� �� ����������.���.��������.�������. ��.�. ��b�.b�.���b�����.���.��������. ��. ���.
�����������.���w�...���.������.���.�.�����.���������.�������.b�.������.����.
������.��.�������.9.����,.O����.���.��.���������.������,.��.�����fi�.���w�������.
������...���.���.�������.����������,.���.�.��.1.������...(.���."����.(.5.).������.
���������".���.���������.��.������.��.���..)

�������� V����� �����.�������������
M���2 2.μ � 5.�M
10�.����.���.B����� 1.μ � 1.X
�����.����.�����������.�2O 4.25.μ �
�����.M������ 1.μ � 1.�M
�����.I���b���� 0.25.μ � 1.����./.μ �
��v����.������������� ＊ 1 0.5.μ � 0.25.�����./.μ �
�������.9.���� 2.5.μ M
��
O����.���.��.���������.������ 0.5.μ � 0.125.μ M
��
�����fi�.���w�������.���.������.
(.�.��.1.������.).

1.0.μ M.

������v�.�������.����. [1.�.105.������]
�� 0.5.μ � ��
���������v���.������ [ ≦ 500 �� ����� ����]≦ 500 �� ����� ����].500.��.�����.����]
�����.v����� 10.μ �.���.������

2�Ov���� ������� ��� �� �v���� ��� �v��������� �� ��� �������� �������. ( �����Ov���� ������� ��� �� �v���� ��� �v��������� �� ��� �������� �������. ( ����Ov����.�������.���.��.�v����.���.�v���������.��.���.��������.�������...(.����.
�������.�������.���.���.�������.�������.���..).

3������ ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ��� ��� ���������� b� ��� �����w��������� ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ��� ��� ���������� b� ��� �����w��������.���.��b��.��.�.�������.������.����.���.���.����������.b�.���.�����w���.
����������.
(.30.� ,. 10.���..) ＊ 2

42.�� �0��� �0�.�0�＊ 3. 15.�� 30 ���.��.30 ���.30.���.. 1.�����
99.�. 5.���.
5.�. 5.���.

＊ 1：��MV ����� b����� �� ����� ���� ����b��� ��� �����fi������. ���� �������1：��MV ����� b����� �� ����� ���� ����b��� ��� �����fi������. ���� �������：��MV ����� b����� �� ����� ���� ����b��� ��� �����fi������. ���� ���������MV.�����.b�����.��.�����.����.����b���.���.�����fi������...����.�������
����.��.99.� ,.5.�������. ������v����. ���. ��v����. �������������.����.
����v��. ���. ����b�����.������.��.���.. . I�. ���.�������������.��.��MV.
�����.���������,.������v�����.��.��MV.�����.b������.���ffi����.
���������,. ���. ����.����,. ��. ��.���v���b��. ��. ��������. ���. ����b�����.
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����.�������.��MV.�����. ������. ����. ��������. ���.������.��.��MV.
�����.��������.

＊ 2：W��� ����� ������� 9 ����, ������� ��v���� ������������� �� �����2：W��� ����� ������� 9 ����, ������� ��v���� ������������� �� �����：W��� ����� ������� 9 ����, ������� ��v���� ������������� �� �����W���.�����.�������.9.����,.�������.��v����. �������������. ��.�����
v����.��.30.�.���.10.�������.��.�b����.������.������.��.������.w���.
������.��.42.�� �0� .�� �0� ..�0.� .

＊ 3：��MV ��v���� ������������� ��� w��� �� �0 � . ��w�v��, w��� ����3：��MV ��v���� ������������� ��� w��� �� �0 � . ��w�v��, w��� ����：��MV ��v���� ������������� ��� w��� �� �0 � . ��w�v��, w��� ������MV.��v����.�������������.���.w���.��.�0.� .. .��w�v��,.w���.����
���.����.����.��������.(.≧ 2�b.).,.��.��.���v���b��.��.�������.��v����.
�������������.��.�������.42.� ...W���.������v�.�������.����.��.�����.��.
��������,.��v����.�������������.��.55.�.��.�������������.

B. PCR
1�������� �������� ������� b� ���b����� ��� �����w��� ��������.�������� �������� ������� b� ���b����� ��� �����w��� ��������.�������.��������.�������.b�.���b�����.���.�����w���.��������.
W���.���.��������.�������.��.��������.����.���.��.��������.���.�����b�������.
���,.���.�������.�������.���.�������.w���.�������.���...I�.��.�������������.��.
����.���.�������.w���.�.�������.����.���.�����������.��.�������.���.

�������� V����� �����.�������������
(.���.50.μ �.�������.)

M���2 3.μ � 2.5.�M
10�.L��.���.B�����.II.（ M�（.M�2+.����.） 4.μ � 1�
�������z���.�����������.w����. 31.75.μ �
������.L��.��� ™ 0.25.μ � 1.25.U./.50.μ �

U�������.���.������
(.�.��.1.������.���.�������.����.)

0.5.μ � 0.2.μ M

��w�������.���.������ ＊ 0.5.μ � 0.2.μ M

(.���.�������.����,.�.��.1.������.��.M13.������.M4.w���.O����.���.��.���������.
������.��.�����.��.��v����.�������������.).

�����.v����� 40.μ �.���.������

＊：W��� ���w������� ��� ������ �� ����� �� ��v���� �������������, ����� 0.5μ �W���.���w�������.���.������.��.�����.��.��v����.�������������,.�����.0.5.μ �.
��.�������z���.�����������.w����.��������.��.���w�������.������.

2������� 40μ � �� ��� ������� ���� � ��b� ���������� ��� ����� �b������� �� ��.������� 40μ � �� ��� ������� ���� � ��b� ���������� ��� ����� �b������� �� ��.������.40.μ �.��.���.�������.����.�.��b�.����������.���.�����.�b�������.��.��..

3����� ��� ������������� 10 �������� w��� � ���������������.����� ��� ������������� 10 �������� w��� � ���������������.����.���.�������������.10.��������.w���.�.���������������.

4������ ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ������� ����fi������ ������ ��� ���������� ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ������� ����fi������ ������ ��� ���������.���.��b��.��.�.�������.������.����.�������.����fi������.������.���.����
�����.����������. ＊＊

94.�.,.2.���.. 1.�����
94.�.,.30.���.
�0.�.,.30.���.. 28.������
72.�.,.1.5.���.
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＊＊：����������� ��� ��������������.���.���
1.).����������.�����������：�0 � �� ������� ��� �����fi������ �� �����：�0 � �� ������� ��� �����fi������ �� ������0.�.��.�������.���.�����fi������.��.�����
����.����...I�.���.b�.���������.��.��w��.��.�����.(.w�����.���.�����.��.
37.�.�� �5 � ) ��� ��������� ����������� ��� ���� �������. ( �����.�5 � ) ��� ��������� ����������� ��� ���� �������. ( ����5.�.).���.���������.�����������.���.����.�������...(.���.
�������.�����������.�����.��.b�.������������.�����������.b�.�������.
������������.w�����.���.�����.��.37.�.��.�5.�.)..

2.).���������.����：��� ������ �� ��� ������ �������� w��� ������ ���：��� ������ �� ��� ������ �������� w��� ������ ������.������.��.���.������.��������.w���.������.���.
���������.���������.����...U������,.������.L��.��� ™.��������.1.�b.
���.1.��.2.���.��.72.� .

3.).���b��.��.������： W��� ����� v����� �� ����� �� �����, ��� �����：W��� ����� v����� �� ����� �� �����, ��� �����.W���.�����.v�����.��.�����.��.�����,.���.�����
�������.��.40.�� 50 ������ ��� ��������� ��� ��� �����fi������.�� 50 ������ ��� ��������� ��� ��� �����fi������..50.������.���.���������.���.���.�����fi������.

5������� ��� �����fi������ �� ����������, ����� 5 �� 10 μ � �� ��� �������� ���������� ��� �����fi������ �� ����������, ����� 5 �� 10 μ � �� ��� �������� ���������. ���.�����fi������. ��.����������,.�����.5.�� 10 μ � �� ��� �������� ����� 10 μ � �� ��� �������� ���.10.μ �.��. ���.��������. ���.
�������.���.���������������.��.v�����.���.�����fi���.����.���������. ＊＊＊

＊＊＊：��� ��� �����fi��� �������� ������� ��� b� ������� ���z�� ����� ��b�����.���.�����fi���.��������.�������.���.b�.�������.���z��.�����.��b��
�������.��������.

��A��li�ation e�a��le�A��li�ation e�a��leA��li�ation e�a��le

RT �� PCR of long �RNA frag�ent ( a��ro�. 1� �b )
��������.����： ����� ����� ����� �����： ����� ����� ����� �����. �����.�����.�����.�����
������.����： ����� �����������： ����� �����������. �����.�����������
������fi���.����.��������.��z�： 12 �b�： 12 �b�. 12.�b�

A�Re�erse Trans�ri�tion�Re�erse Trans�ri�tionRe�erse Trans�ri�tion
1�������� ��� �������� ������� �� � ��b� b� ���b����� ��� �������� �� ����������� ��� �������� ������� �� � ��b� b� ���b����� ��� �������� �� ����������. ���. ��������.�������. ��.�. ��b�.b�.���b�����. ���. ��������. ��. ���.
�����������.���w�.��.b���w.
�������� V����� �����.�������������
M���2 2.μ � 5.�M
10�.����.���.B����� 1.μ � 1.X
�����.����.�����������.�2O 4.5.μ �
�����.M������ 0.25.μ � 1.�M
�����.I���b���� 0.5.μ � 1.����./.μ �
��v����.������������� 0.5.μ � 0.25.�����./.μ �
�������.9.���� 0.25.μ � 2.5.μ M
�����.�����.�����.����� 0.25.μ � 0.25.μ �./.10.μ �.��
�����.v����� 10.μ �.���.������
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2������ ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ������� ��� �������� b� ��� �����w�������� ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ������� ��� �������� b� ��� �����w�������.���.��b��.��.�.�������.������.����.�������.���.��������.b�.���.�����w��
���.����������..

30.�.,. 10.���.
42.�.,. 50.���.. 1.�����
70.�.,. 15.���.

B�PCR�PCRPCR
1�������� �������� ������� ��� ��� b� ���b����� ��� �����w��� ��������.�������� �������� ������� ��� ��� b� ���b����� ��� �����w��� ��������.�������.��������.�������.���.���.b�.���b�����.���.�����w���.��������.

�������� V����� �����.�������������
(.���.50.μ �.�������.)

M���2 3.μ � 2.5.�M
10�.L��.���.B�����.II.（ M�（.M�2+.����.） 4.μ � 1�
�������z���.�����������.w����. 31.75.μ �
������.L��.��� ™ 0.25.μ � 1.25.U./.50.μ �
������� 1.μ � ��..0.2.μ M
�����.v����� 40.μ �.���.������

2������� 40μ � �� ��� ������� ���� � ��b� ���������� ��� ����� �b������� �� ��.������� 40μ � �� ��� ������� ���� � ��b� ���������� ��� ����� �b������� �� ��.������.40.μ �.��.���.�������.����.�.��b�.����������.���.�����.�b�������.��.��.

3������ ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ������� ��� ������ ��� �����w��������� ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ������� ��� ������ ��� �����w��������.���.��b��. ��.�.�������.������.����.�������.���.������.���. �����w���.
����������..

94.�.,. 30.���.. 30.������
�5.�.,. 15.���..

4������� ��� �����fi������ �� ����������, ����� 5 μ � �� ��� �������� ��� �������������� ��� �����fi������ �� ����������, ����� 5 μ � �� ��� �������� ��� �������������.���.�����fi������.��.����������,.�����.5.μ �.��.���.��������.���.�������.
���.���������������.��.v�����.���.�����fi���.����.���������...���.������.�����.
��.v���fi���.w���.���.�����fi���.��������.��.12.�b�.
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3�3�� �� RAC� ��ste��3�� �� RAC� ��ste�3�� �� RAC� ��ste�

��������.����： ����� �L�0 ����� ����： ����� �L�0 ����� ����. �����.�L�0.�����.����
������.����： ����������� �������� ( ��� )： ����������� �������� ( ��� ). �����������.��������.(.���.).
������fi���.����.��������.��z�： 1105 b�： 1105 b�. 1105.b�

Fig. 3����e�ati� ��iagra� of RT �� PCR of �L�� total RNA �it� 3�� �� RAC� ��ste�����e�ati� ��iagra� of RT �� PCR of �L�� total RNA �it� 3�� �� RAC� ��ste����e�ati� ��iagra� of RT �� PCR of �L�� total RNA �it� 3�� �� RAC� ��ste�

A�Re�erse Trans�ri�tion�Re�erse Trans�ri�tionRe�erse Trans�ri�tion
1�������� ��� �������� ������� �� � ��b� b� ���b����� ��� �������� �� ����������� ��� �������� ������� �� � ��b� b� ���b����� ��� �������� �� ����������. ���. ��������.�������. ��.�. ��b�.b�.���b�����. ���. ��������. ��. ���.
�����������.���w�.��.b���w..
�������� V����� �����.�������������
M���2 2.μ � 5.�M
10�.����.���.B����� 1.μ � 1.X
�����.����.�����������.�2O 4.25.μ �
�����.M������ 1.μ � 1.�M
�����.I���b���� 0.25.μ � 1.����./.μ �
��v����.������������� 0.5.μ � 0.25.�����./.μ �
O����.���.��.���������.������ 0.5.μ � 0.125.μ M
�L�0.�����.����.(.1.μ �./.μ �.). 0.5.μ � 0.25.μ �./.10.μ �.��
�����.v����� 10.μ �.���.������

5’3’

������������......

�.�.�........ M13�M4

O����.���.��.���������.������

��������.......����

3’5’

5’3’

M13.������.M4���.��.�����fi�.������
(.���.��.1.������.)

1105.b�

���.w���.���.��.1.������.����.M13.������.M4

������fi���.����.��������.��.1105.b

1��.�������.�����.���������.w���.O����.���.��.���������.������

���������

�����

�����
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2������ ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ��� ��� ���������� b� ��� �����w��������� ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ��� ��� ���������� b� ��� �����w��������.���.��b��.��.�.�������.������.����.���.���.����������.b�.���.�����w���.
����������..

30.�.,. 10.���.
50.�.,. 30.���.. 1.�����
95.�.,. 2.���.
5.�.,. 5.���.

B�PCR�PCRPCR
1�������� �������� ������� ��� ��� b� ���b����� ��� �����w��� ��������.�������� �������� ������� ��� ��� b� ���b����� ��� �����w��� ��������.�������.��������.�������.���.���.b�.���b�����.���.�����w���.��������.

�������� V����� �����.�������������
(.���.50.μ �.�������.)

M���2 3.μ � 2.5.�M
10�.L��.���.B�����.II.（ M�（.M�2+.����.） 4.μ � 1�
�������z���.�����������.w����. 31.75.μ �
������.L��.��� ™ 0.25.μ � 1.25.U./.50.μ �
M13.������.M4 0.5.μ � 0.2.μ M
���.��.1.������ 0.5.μ � 0.2.μ M
�����.v����� 40.μ �.���.������

2������� 40μ � �� ��� ������� ���� � ��b� ���������� ��� ����� �b������� �� ��.������� 40μ � �� ��� ������� ���� � ��b� ���������� ��� ����� �b������� �� ��.������.40.μ �.��.���.�������.����.�.��b�.����������.���.�����.�b�������.��.��.

3������ ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ������� ��� ������ ��� �����w��������� ��� ��b�� �� � ������� ������ ���� ������� ��� ������ ��� �����w��������.���.��b��. ��.�.�������.������.����.�������.���.������.���. �����w���.
����������..

..
94.�.,. 30.���.
55.�.,. 30.���.. 30.������
72.�.,. 5.���.

4������� ��� �����fi������ �� ����������, ����� 5 μ � �� ��� �������� ��� �������������� ��� �����fi������ �� ����������, ����� 5 μ � �� ��� �������� ��� �������������.���.�����fi������.��.����������,.�����.5.μ �.��.���.��������.���.�������.
���.���������������.��.v�����.���.�����fi���.����.���������...���.������.�����.
��.v���fi���.w���.���.�����fi���.��������.��.1105.b�.
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XII�Relate�� Pro����ts��Relate�� Pro����ts�Relate�� Pro����ts��
��v����.�������������.XL.(.��MV.).���.��.��.���.(.���.#2�30��.)
��b���������.I���b����.(.���.#2311��./.B.).
������.L��.��� ™.(.���.#��002��./.��002M.).
�������.������.(.���.(.�.).9.)..(.���.#3802.).
������.���.�������.������.���� ™.���������./.����������.(.���.#���00./.���50.).
M�����®.��.2����.(.���.#���110.).

XIII�Note��Note�Note��
����.��������.��.����������.��.b�.�����.���.��������.�������.����...����.���.���.��.
b�.�����.���.�����.��.�����������.��������,.���.���.����.����������.���.�����.���..
����.�����.���.��.b�.�����.���������.��.�����,.���������,.��.��������,.���.
������.���������.���.���.b�.�������.��.�����������,.�����fi���.���.������.��.��������,.
��.�����. ��.�����������.����������.���������.w������.w������.�����v��. ����.
���������.BIO.I��...
I�.���.�������.��������.���.�����.���,.������.����.��.+81.77.543.7247.��..�������.
����.���.w�b����.��..www.��������b��.���..
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�O�I��.�O.�U��������：LIMI��� LI�����：LIMI��� LI�����LIMI���.LI�����

[P1] PCR Noti�e
U��.��.����.��������.��.��v�����.b�.���.��.����.��.���.�����w���.U�.�������.����.��������������.�����
���.������.��������. ���.U�:.5,079,352,.5,789,224,.5,�18,711,.�,127,155.����.������.��������. ���.U�.
��������������.��.U�.������.��..4,889,818..���.��������.��.����.��������.���������.�.��������,.�����
���������b��.��������.����.����.������.���.���������.������.������.���.�����.����.����.������.��.
��������.���.���.������������.�w�.��������.��������..��.�����.������.���.�����.������.�����.(����.��.
���.���������.5��.��������.�������.������.��.U�.�������.���..5,210,015.����.5,487,972),.��.�����.��.
�������.���.���������.�������,.����.��.�����.��.�������.����������.���v����.��.���.�����,.����������.
w������.����������.���������.���.�������.��.������������.����v�����.���.�.���.��.�����.����������.�����
�����������,. ��.���v�����.���������,.b�.�����������,.��.b�.��������..����.��������. ��.���.��������.���.
����..����������.����.������.�����.�������. �������.�.��������. �������. ����.�����..�������. �������
������.��.����������.��������.���.b�.�b�������.b�.����������.���.��������.��.L��������,.���������.
B���������,.850.L������.������.���v�,.������.����,.����������.94404,.U���..

[M57] LA Te��nolog�
����.��������.��.��v�����.b�.���.������.���1�.��.U.�..������.��..5,43�,149.����.���.�������.�����������.
������.������..

�����： +81 �� 77 �� 543 �� 7247 ���： +81 �� 77 �� 543 �� 9254： +81 �� 77 �� 543 �� 7247 ���： +81 �� 77 �� 543 �� 9254.+81.��.77.��.543.��.7247....���： +81 �� 77 �� 543 �� 9254： +81 �� 77 �� 543 �� 9254.+81.��.77.��.543.��.9254
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