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サンプル
↓

前培養
(必要な場合)各種目的の菌に標準的な培養条件で前培養を行います。

↓
DNAの調製

PrepMan® Ultra Sample Reagents (商品番号：4318930)

↓
TaqMan® Pathogen Detection PCR反応溶液の調製

↓
リアルタイムPCR

↓
結果の判定

実験手順の概要

TaqMan® Pathogen Detection kit を用いた実験手順のフロー
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製品概要

TaqMan® Pathogen Detection kit は特定の病原菌検出の為の、シンプルで信頼性が高く迅速な手段を
提供します。このキットはPCR法を利用した方法で、目的の微生物特有のターゲット遺伝子配列を増幅し、
TaqMan® Probeにより特定の微生物の有無を蛍光検出します。
全てのターゲットが同一PCR反応条件で反応できるように設計されていますので、いくつかの菌を同時に
反応・判定する事が可能です。

検出感度
PCRにより検出感度は反応あたり、ターゲットDNA1～10コピーです。TaqMan® Pathogen Detection Kit
は前培養したサンプルを用い、25gの食品あたり１CFUまでの感度で検出が可能です。

検出特異性
各キットは高精度のバイオインフォマティクステクノロジーにより近縁菌との交差なく検出できるようにデザ
インされています。各キットの検出特異性に付きましてはそれぞれのプロトコールをご参照下さい。
　　　
キットの内容
TaqMan® Pathogen Detection kitは100反応分の試薬を含みます。

陽性コントロールはキットには含まれていません。陽性コントロールは必須ではありません。
陽性コントロールはクロスコンタミネーションを引き起こす可能性があるため扱いには十分に注意が必要で
す。

インターナルポジティブコントロール（IPC）
アプライドバオシステムズではTaqMan® Pathogen Detection kit にIPCを含めています。IPCによりPCR
の反応を阻害する物質の存在による偽陰性の判定を回避する事ができます。又、PCRに使用試した試薬
が滞りなく正しく働いて増幅が起こっているかどうかを確認することも出来ます。IPCを使用することにより、
ポジティブコントロールを使用する必要がなくなり、測定サンプルのクロスコンタミネーションによるリスクを
減らす事ができます。

試薬の保管
TaqMan® Pathogen Detection kit の保管は以下のガイドラインに従ってください：
•・ 製品が到着したら、10x Target Assay Mix は遮光して、-20℃で保存してください。強い光線に当てると
蛍光色素に影響を与える可能性があります。
•・ Negative Controlと2x Environmental Master Mix は遮光して、2～8℃で保存してください。
•・ 凍結融解を繰り返すことはできるだけ避けてください。

2～8℃1000uLRNaseフリー水Negative Control (1本)

-20℃

遮光

300uLターゲット遺伝子のプライマーとプローブ

IPCの鋳型とプライマーとプローブ

10x Target Assay Mix 
(1本)

2～8℃

遮光

750uL (2
本)

DNAポリメラーゼ、PCRバッファー、リファレンスROX2x Environmental 
Master Mix　(2本)

保存容量内容名称
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商品名

TaqMan® Campylobacter jejuni Detection Kit
TaqMan® E. coli O157:H7 Detection Kit
TaqMan® Listeria Monocytogenes Detection Kit
TaqMan® Salmonella enterica Detection Kit
TaqMan® Pseudomonas aeruginosa Detection Kit
TaqMan® Staphylococcus aureus Detection Kit

PrepMan® Ultra Sample Reagent
PrepMan® Ultra Protocol
PrepMan® Quick Start Card
PrepMan® Quick Starter Package

Rapid FinderTM Software v1.0 for 7300
Rapid FinderTM Software v1.0 for 7300 with RQS
Rapid FinderTM Software v1.0 for 7500

サイズ

100反応分
100反応分
100反応分
100反応分
100反応分
100反応分

100検体分
1冊
1枚
100検体分

商品番号

4368733
4368735
4368734
4368721
4370500
4370568

4318930
4318925
4318924
4322547

4370199
4370200
4370202
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前培養後のDNAサンプルの調製

PrepMan® Ultra Sample Preparation Reagentは広範囲のグラム陽性菌およびグラム陰性菌で有効
です。前培養後の試料からのサンプル調整における検討を行う際の出発点としておすすめしてします。
液体培地や個体培地で培養したバクテリアからサンプルを調整する方法に関する詳細な情報は
PrepMan® Ultra Sample Preparation Reagent Protocolをご覧下さい。

１． １ｍｌの前培養後のサンプルを滅菌した（リード付）スクリューキャップ式マイクロチューブに移し、
キャップを閉めます。

２． 遠心機を用いて、16,000ｇで3分間遠心し内容物を沈殿させます。

３． 上清を捨て、ペレットを残します。上清はバイオハザード廃棄物の廃棄手順に従って処理します。
　　　注：上清を取り除く時にペレットを乱さないようにします。

４． ペレットを100μlのPrepMan® Ultra Sample Preparation Reagentに再懸濁し、内容物を混合す
る為に軽くボルテックスにかけます。

５． ４を95-100℃で10分間加熱した後、軽くボルテックスにかけます。

６． 遠心機を用いて、16,000ｇで3分間遠心し内容物を沈殿させます。

７． 上清50μlを新しいチューブに移しサンプルとします。サンプルは4℃で約1ヶ月保存が可能です。
注：上清を取り除く時にペレットを乱さないようにします。

８． サンプルのうち10μlを新しいチューブに移し、RNase free水を90μl加えます。

９． ８を軽くボルテックスにかけて、これでPCRの為のサンプルDNAの準備は完了です。
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• Rapid Finder ソフトウェアは、病原菌検出の為のグラフィカルで

使いやすいツールです

– 測定サンプル数やコントロールサンプル数、ターゲット遺伝子の種類
などの入力をガイドします

– 反応に必要な各試薬の量を自動計算します

– サンプルやコントロールを分注する最適なウェルを決定します

– 試薬の調製からプレートに分注するまでの各ステップを案内します

– 標準的な反応温度条件を使用して反応を開始します

– 反応後自動的にデータを解析します

– 結果（＋ , －, ！）を表示します

RapidFinderRapidFinder
TMTM

SoftwareSoftware

1. デスクトップにあるRapid Finderソフトウエアをダブルクリックして開きます。

ソフトウエアの起動

2. メインページが表示されます。

Applied Biosystems 7300・7500 Real-Time PCR システムユーザー　
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1. メインページで[Create/Edit a Plate]を選択します。

サンプルシートの作成

2. [Create New Plate]を選択し[Next]ボタンをクリックします。
• Templateが有る場合は、Use Existing Plate Templateから開きます。

3. 必要に応じて、プレートの名前を[Plate Name]変更します。
• オペレーターの名前[Setup Operator]やコメント[Comment]があれば入力します。

4. [Next]ボタンをクリックします。
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5. 対象菌を選択しサンプル数、反応反復数、ネガティブコントロールの反応数を入力します。
• ネガティブコントロールは3反応以上行われることをお勧めいたします。
• 陽性コントロールは特に推奨しません。

6. [Next]ボタンをクリックします。

サンプル数

反応反復数

ネガティブ反応数

トータルの反応ウェ
ル数が緑で示されま
す。

7. サンプルの名前を入力します。
8. [Next]ボタンをクリックします。
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9. 反応に使用するチューブの形状と、分注方向を選びます。
10. [Next]ボタンをクリックします。

11. プレートマップが表示されます。
12. 必要であればプレートマップをプリントアウトできます。
13. 設定を確認して問題なければ[Next]ボタンをクリックします。このときサンプルセットアップ情報が

保存されます。修正したい時にはBackボタンでページを戻って書き換えます。

ネガティブコントロール

13
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1. 引き続き分注を行う場合は、[Pipette Plate]を選択します。終了する場合は[Close]をクリックしま
す。

2. [Next]ボタンをクリックします。

試薬の調製、反応プレートの作成

3. Plate Nameよりプレートを選択します。
4. 分注担当者の名前などを入力します。
5. [Next]ボタンをクリックします。

6. プリントアウトするか、コンピュータを動かしながらウィザードに沿って分注を行うかを選択します。
7. [Next]ボタンをクリックします。

プリントアウト

オンラインステップバイステップ

プリントアウト＆オンライン
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8. 分注でロスする分の試薬の余裕を何％に設定するかを選択します。
9. 各試薬及びサンプルの必要量が示されますので、準備します。
10. 確認したら左下のチェックボックスにチェックを入れ[Next]ボタンをクリックします。

ステップバイステップ

１０

11. 常温に戻した試薬をそれぞれ指示された量ミックスします。
12. 十分に攪拌した後、スピンダウンします。
13. 左下のチェックボックスにチェックを入れ[Next]ボタンをクリックします。

１．全ての試薬を解凍し十分に攪拌し、軽くスピンダウ
ンします
２．ターゲットごとにチューブを準備し、名前を書きます。
３．10xTAMと2xEMMを表に示された量をとります。
EMMとTAMを分主する際は新しいチップを使用します
４．３を十分に攪拌します。
５．スピンダウンします。
６．ターゲットごとに1から5を繰り返します。
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14. 各ウェルに反応プレミックスを１８μｌずつ分注します。
15. 分注できたら対応するターゲットのチェックボックスにチェックします。
16. 分注が終了したら左下のチェックボックスにチェックを入れ[Next]ボタンをクリックします。

１．表中のターゲット名をクリックするとウェ
ルの色が反転します。
２．ハイライトされたウェルに示された量の
プレミックスを分注します。
３．分注したプレミックスのチェックボックス
にチェックを入れ、次のターゲット名をクリッ
クします。

17. 対応するチェックボックスにチェックを入れながら各ウェルにサンプルDNAを１２μｌずつ分注しま
す。このとき１ウェルごとにチップを交換します。

18. 分注が終了したら左下のチェックボックスにチェックを入れ[Next]ボタンをクリックします。
19. 上記の要領でターゲットごとにウィザードの指示に従って分注していきます。

１．表中のウェルナンバーをクリックするとウェル
の色が反転します。ハイライトされたウェルに指示
された量のサンプルを分注します。
２．ピペッティングによってゆっくりと攪拌します。飛
沫が飛んでコンタミしないように十分注意します。
３．分注したチェックボックスにチェックを入ます。
４．チップを変えて、１～３を繰り返します。
５．全ての分注が済んだら、左下のチェックボック
スにチェックをした後、Nextをクリックし次のページ
に進みます。



14

20. ポジティブコントロールを設定した時は、ポジティブサンプルを分注する前に既にサンプルを分注
したウェルにフタをして、コンタミネーション汚染から守ります。（ポジティブコントロールを設定していな
い場合はステップ24.へ）

• オプティカルフィルムを使用している場合は、アルミホイルなどを使ってカバーし、コンタミ
ネーション汚染染から守ります。

21. 対応するチェックボックスにチェックを入れながら各ウェルにポジティブサンプルを１２μｌずつ分注
します。１ウェルごとにチップを交換します。

22. 分注が終了したら左下のチェックボックスにチェックを入れ[Next]ボタンをクリックします。
23. 上記の要領でターゲットごとにウィザードの指示に従って分注します。

１．表中のウェルナンバーをクリックするとウェル
の色が反転します。ハイライトされたウェルに指示
された量のサンプルを分注します。
２．ピペッティングによってゆっくりと攪拌します。
飛沫が飛んでコンタミしないように十分注意します。
３．分注したチェックボックスにチェックを入ます。
４．チップを変えて、１～３を繰り返します。
５．全ての分注が済んだら、左下のチェックボック
スにチェックをした後、Nextをクリックし次のペー
ジに進みます。
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24. 全てのウェルにフタをします。又はオプティカルシールを貼ります。
25. ウェルのそこの泡が無いか確認します。必要に応じて、遠心によりスピンダウンします。（＜１５００

ｇ）
26. 左下のチェックボックスにチェックを入れ[Next]ボタンをクリックします。

27. プレートマップが表示されます。
28. [Next]ボタンをクリックします。
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1. 続けて反応を行う場合は、[Run plate]に進みます。

反応の開始

2. 反応を行うプレートを選択し担当者の名前を入力します。
3. [Next]ボタンをクリックします。
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4. リアルタイムPCRシステムに反応チューブをセットします。
5. サイクル数を４０，４５，５０の中から選択します。
6. [start]をクリックして反応を開始します。終了までの時間が表示されます。（増幅曲線のリアルタイ

ム画像は表示されません）

7. ランが終了したらCloseします。
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1. 各ステップはメイン画面からも進む事ができます。
2. ランが終了した解析データを見るには[View Results]を選択します。

解析結果の確認

3. Plate Nameをクリックすると結果が表示されます。[Results by Well]タブ内で、結果はウェルごと
に[＋]、[－]、[！]で示されます。[！]は、反応に問題があります。再反応を行ってください。（詳細は
各キットプロトコールのAppendixをご参照下さい。）

4. 増幅曲線を見るには[View in SDS]をクリックします。　（注!!：編集を加えると結果レポートを得る
事が出来なくなります。）

4

3



19

5. [Report]タブからデータをエクセルシートフォーマットでエクスポートする事ができます。
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PCR反応溶液の調製

1. 全ての試薬を冷蔵、冷凍庫から出して完全に溶解します。

2. ターゲット毎に以下の表に従い、プレミックス溶液を作成します。(ア)～(ウ)の総和にピペティング
でロスする分を考慮して作成します。
a. サンプルの本数 X 反復反応数
b. ネガティブコントロールウェル数(必須)
c. ポジティブコントロールウェル数（推奨しません）

[注記：アプライドバイオシステムズでは1サンプルあたり、3反復で実験を行うことを推奨しています。
又、各ターゲットに対し少なくとも1つのネガティブコントロールが必要となります。]

(*) ピペティングエラーを考慮して10%増やして（ｘ４．４で）計算しています。

3. 十分に混和します。

4. 使用する反応ウェルの底に18uLづつ静かにプレミックス溶液を分注します。クロスコンタミネーショ
ン防止の為に以下の点等に注意してください。
a. ウェルに余裕のある場合はターゲット毎に列を分けます。
b. 同一ターゲットに対して、同じサンプルの反復は隣同士に配置します。
c. 可能であれば、コントロールと未知サンプルの間は1ウェル以上空けます。
d. 可能であれば、ネガティブコントロールとポジティブコントロールの間は1ウェル空けます。
e. ポジティブコントロールは１番外側に配置します。

[サンプル配置の例]
　
　

79.218.0総容量

66.015.02x Environmental Master Mix (EMM)

13.23.010x Target Assay Mix (TAM)

１反応（30uL）に
必要な容量(uL)

４反応に必要な容量(*) 
(uL)

コンポーネント

UNKN2

B

POS
CTRL

NEG
CTRL

NEG
CTRL

UNKN2UNKN1C

H

F

POS
CTRL

NEG
CTRL

NEG
CTRL

UNKN2UNKN1G

D

POS
CTRL

NEG
CTRL

NEG
CTRL

UNKN1E

POS
CTRL

NEG
CTRL

NEG
CTRL

UNKN2UNKN1A

121110987654321

Rapid Finder™ソフトウエアを使用しない場合
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5. 12uLの未知サンプルを分注します。ピペティングにより静かに混和します。1ウェルごとにチップを
交換します。

6. 12uLのネガティブコントロールを分注します。ピペティングにより静かに混和します。1ウェルごとに
チップを交換します。

7. 全ての未知サンプルとネガティブコントロールにフタをしてから、12uLのポジティブコントロールを
分注します。ピペティングにより静かに混和します。1ウェルごとにチップを交換します。

8. キャップ又はオプティカルシールを貼ります。
• Optical adhesive cover を貼る場合は、アプリケーターの平らなエッジでプレート表面を

縦横方向にこすります。96ウェルの円周に十分にシールがついていることを確認します。

• キャップの場合、toolなどを用いて十分な圧力をかけてください。
　　

9. ウェルの底に気泡が入っていないか確認します。必要に応じてスピンダウンします。
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Applied Biosystems 7900 HT FAST Real-Time PCR Systemを用いた場合
＊PRISM7000をご使用の場合もこちらに準じて行ってください。

 コンピューターを起動します。
 ７９００HTシステム本体の電源を入れます。

新規プレートドキュメントの作成：

1. デスクトップ上の[SDS Software]を、起動します。

2. File メニューより、Newを選択します。[New Document]が表示されます。

3. Assay: のドロップダウンリストよりStandard Curve(AQ)を、 Container:より正しいブロックを選
択しOKをクリックします。

4. Add DetectorをクリックしDetector Managerを表示させます。

5. 使用したいDetectorを選択し、Copy to Plate Documentをクリックします。
a. 使用したいDetectorが無い場合は、左下[New…]より　新しいDetectorを作成します。
b. Detector nameに検出する菌(又はIPC)の名前を入力し、各ターゲットは[Reporter:FAM, 

Quencher:none]、IPCは[Reporter:VIC, Quencher:none]に設定します。

4
5

a
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6. 各ウェルにDetectorとTaskを指定しサンプル名を入力します。
a. 使用するウェルを選択します。（例：リステリア反応のウェルを選択）
b. Detector名のUseにチェックを入れます。　ウェルには各ターゲットとIPCの2つの

Detectorが含まれます。（例：リステリアとIPCのUseにチェックを入れる）
c. 各DetectorのTaskがUnknownになっているか確認します。
d. サンプルごとにSample Name欄に名前を入力します。入力しない場合ウェルの番号がそ

のままサンプル名となります。

a

b

d
c
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サーマルサイクリング条件の指定とランの開始：

1. [Instrument]タブをクリックします。

2. 標準的なPCR 条件がデフォルトで表示されています｡　

3. Mode: はStandardを選択します。

4. ［Sample Volume］を30に変更します。

5. サイクル数を40から45に変更します。

6. ［File］メニューより［Save As］を選び、AQプレートドキュメントの名前をタイプ入力してから、
［Save］をクリックし保存します。

7. Open/Closeボタンを押してトレイを出し、プレートを装置にセットします。

8. ［Start］をクリックします。

 ランが終了すると、ステータス情報とボタンはグレイ表示になり、［Analysis］ボタンが有効になり、
ランが成功したか否かを示すメッセージが表示されます。

 ランの終了後、プレートドキュメントの設定を変更して解析することもできます。

3
4

6
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データ解析：　

 各サンプルのVIC®色素のシグナル（IPC)とFAMTM
色素のシグナル（ターゲットに特異的なシグナル）

を確認します。結果の判定に関する基本的なガイドは以下の表をご参照下さい。

 解析の詳細に関してはご利用機器の取扱説明書をご参照下さい。

1. 　　　又はAnalyzeボタンをクリックします。

2. Well gridのAと１の間のコーナーをクリックして全てのウェルを選択し増幅曲線を表示します。 （選
択しないと、プロットは空白のままになります。）

 IPC増幅の確認

3. ［Detector］ドロップダウンリストでDetectorにIPC選びます。

4. 指数関数的増幅領域（直線的に増えている部分）にThreshold Lineが設定されていることを確認し
ます。Analysis SettingsでManual Ctにチックをすると、直接Threshold Lineを動かす事ができます。

キットプロトコールのAppendixのトラ
ブルシューティングの項をご覧下さい

－－

陽性＋,－＋

陰性＋－

VIC®色素のシグ
ナル

判定FAMTM
色素のシグナル

３
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5. 全てのウェルからIPCが検出されていることを確認します。
a. 画面左下のResult tableを確認します。
b. Taskが[IPC]のカラムのCtを確認します。Undet.と表示されている場合は検出されていま

せん。
重要!　:IPCの増幅が認められない場合や、他のウェルと比較して著しく検出サイクルが遅れる場合は、

PCR反応が正常に行われなかった事が疑われます。そのサンプルについては、反応を始めから
やりなおします。

 NTCの増幅確認

1. ［Detector］ドロップダウンリストからターゲットのDetectorを１つ選びます。 Well gridのAと１の間
のコーナーをクリックして全ての増幅曲線を表示します。
a. PCR増幅している陽性検体の指数関数的増幅領域（直線的に増えている部分）に

Threshold Lineが設定されていることを確認します。
b. IPC確認の要領で今度は、NTCからのPCR増幅が認められないことを確認します。

Undet.と表示されていること。
c. Taskが[NTC]のカラムのCtを確認します。数値が表示されている場合は増幅が認められ

ます。
重要!　:NTCから増幅が認められる場合は、汚染の可能性があるため反応を始めからやり直します。

2. NTCからの増幅が起こっていないことを確認できたら、次ページ「ターゲットの増幅確認」に進みま
す。
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 ターゲットの増幅確認
！！前ページのＮＴＣからの増幅が無い事が確認された場合にのみ対応します。！！

PCR増幅している陽性検体の指数関数的増幅領域（直線的に増えている部分）にThreshold Lineが設定
するか又は、以下の方法でThreshold Lineの設定を行います。

1. マウスを右クリックしDisplay Settingsを表示します。ScaleのY-AxisでLinearにチェックを入れ、
[OK]をクリックします。

2. グラフが表示されます。画面に十分に増幅曲線が見えるようにDisplay Settings からY-Axisのス
ケールを変更します。minは-0.5とします。

3. Threshold Lineがネガティブのバックグラウンドより上に来るように設定します。Analysis 
Settings内でManual Ctにチェックをすると、Threshold　Lineを直接移動させる事ができます。

4. [Analyze]をクリックします。

5. ターゲット毎に「NTCの確認」と「ターゲットの増幅確認」を繰り返します。

ネガティブ

ネガティブ
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結果の表示：　

Report (レポート)：　選択されたウェルのデータが表形式で表示されます。
検出されたウェルにはCtの欄に数値（Ct値）が表示されています。未検出のウェルにはUndet.Resultを表
示されます。

陽性

陰性

偽陰性

解析結果データのエクスポート：

データはテキストファイルにエクスポートしてから、Microsoft Excelなどの表計アプリケーションにインポー
トできます。

1. ［File］メニューから［Export］を選んでから、[ResultsTable]を選びます。
2. エクスポートファイルのファイル名を入力します。
3. ［Save］をクリックします。
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研究用にのみ使用できます。診断目的およびその手続き上での使用は出来ません。

The PCR process and 5' nuclease process are covered by patents owned by Roche 
Molecular Systems, Inc. and F. Hoffmann-La Roche Ltd.

Applied Biosystems, PrepMan and VIC are registered trademarks and AB (Design), Applera, 
FAM and are trademarks of Applera Corporation or its subsidiaries in the US and/or certain 
other countries.

Rapid Finder is a trademark of Applied Biosystems/MDS SCIEX, which is a joint venture 
between Applera Corporation and MDS Inc.

TaqMan is a registered trademark of Roche Molecular Systems, Inc.

記載の社名および製品名は、弊社または各社の商標または登録商標です。

© 2006 Applied Biosystems Japan Ltd.  All rights reserved.
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