
 
Quick Reference Card 
 

TaqMan
®
 Gene Expression Assays 

 安全およびバイオハザード指針については、TaqMan® Gene Expression Assays Protocol (PN 4333458)の「安全」のセクションを参照して下さい。 全ての赤赤赤赤いいいい太字太字太字太字の化学物質についてはMSDSを参照し、取扱説明書に従って下さい。適切な眼の保護具、保護服および保護手袋を着用して下さい。 

 

1 
トータルトータルトータルトータルRNAのののの調製調製調製調製 a. トータルRNAを抽出します。  

b. 抽出されたトータルRNAを評価します。 アプライドバイオシステムズは、RNAサンプルからcDNAを得るためにHigh-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit等の使用を推奨しています。詳細は、High-Capacity cDNA Reverse Transcription Protocol 

(PN 4375575)を参照して下さい。 
2 逆転写逆転写逆転写逆転写反応反応反応反応のののの実行実行実行実行 注記注記注記注記：：：：すぐにPCRする必要がない場合、cDNA試料を-15 to～-25 ℃で保存して下さい。  凍結融解回数を最小限にするためには、試料を小分けにして下さい。 

 

3 cDNAのののの評価評価評価評価 アプライドバイオシステムズは下記条件で使用することを推奨します： •  20-µL反応あたり1～100 ngのcDNA •  全サンプルについて等量のcDNA 

4 PCR反応反応反応反応液液液液のののの調製調製調製調製 a. 各サンプル(4反復分)について滅菌済みの1.5mlマイクロチューブを用意します。 

b. 各チューブに以下を分注します： 
 

20-µL反応反応反応反応(µL)  
PCR反応混合成分反応混合成分反応混合成分反応混合成分 

1反応反応反応反応分分分分 4 反応反応反応反応分分分分 ‡‡‡‡ 
20X TaqMan® Gene Expression Assays 1.0 5.0 

cDNA template§ + RNase-free water 9.0 45.0 

2 X TaqMan® Gene Expression Master Mix# 10.0 50.0 

Total Volume 20.0 100.0 ‡ 分注時のロスを考慮して20％の余剰量を加えています。 § 20ul反応あたり1～100 ngの cDNAテンプレートをRNase-free waterで希釈し、正確な量を加えます。   
#  (オプション)TaqMan® Fast Universal PCR Master Mix (2✕✕✕✕)、またはTaqMan® Universal PCR Master Mixを使用することができます。  

 
c. チューブのキャップを閉め、数回転倒混和します。  

d.  簡単に、遠心します。  

5 プレートプレートプレートプレートセットアップセットアップセットアップセットアップ a. 48-, 96-,または384ウェルプレートおよびプレートカバー（シール、キャップ）を選択します。 

b. リアクションプレートの各ウェルにPCR反応液を20 µLずつ分注します。  

c. 適切なカバーでプレートをシールします。  

d. 簡単にプレートを遠心します。 

 重要重要重要重要!  TaqMan® Fast Universal PCR Master Mix (2✕)を使用する場合、プレートセットアップから2時間以内に反応を開始して下さい。開始できない場合には、プレートを冷蔵、または冷凍して下さい。  

 
e. 機器にプレートをセットします。  

 

6 ランランランラン開始開始開始開始 a. アプライドバイオシステムズリアルタイムPCRシステムのソフトウェアを起動します。 

b.  2ページの表１に示されているパラメータ使用した新規ファイルを作成します。 

c.  ラン開始します。 

 

7 
結果解析結果解析結果解析結果解析 データ解析の詳細は使用するリアルタイムPCR機器によって異なります。 ご使用機器のユーザーガイドを参照して下さい。 
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 表表表表1        TaqMan

®
 Gene Expression Assaysのためののためののためののための実験実験実験実験パラメータパラメータパラメータパラメータ  温度温度温度温度サイクリングサイクリングサイクリングサイクリング条件条件条件条件 システムシステムシステムシステム ランランランランモードモードモードモード リアクシリアクシリアクシリアクションプレートョンプレートョンプレートョンプレート 標準的標準的標準的標準的実験実験実験実験パラメータパラメータパラメータパラメータ ステージステージステージステージ 

温度温度温度温度 

(°C) 

時間時間時間時間        
(mm : ss) ホールド§ 50 2:00 ホールド 95 10:00 

95 0:15 

Applied Biosystems 7300/7500 

Real-Time PCR システム  

 

 

Standard 96-well standard 
・反応液量：20 µL • ランプ速度：Standard‡ サイクル 

(40サイクル） 
60 1:00 ホールド§ 50 2:00 ホールド 95 10:00 

95 0:15 Standard 96-well Fast 
・反応液量：20 µL • ランプ速度：Standard サイクル 

(40サイクル） 60 1:00 ホールド§ 50 2:00 ホールド 95 0:20 

95 0:03 

Applied Biosystems 7500 Fast 
Real-Time PCR システム 

Fast 96-well Fast 
・反応液量：20 µL • ランプ速度：Fast サイクル 

(40サイクル） 60 0:30 ホールド§ 50 2:00 
96-well standard 

・反応液量：20 µL • ランプ速度：Standard ホールド 95 10:00 

95 0:15 
Standard 

384-well standard 
・反応液量：20 µL • ランプ速度：Standard 

サイクル 

(40サイクル） 60 1:00 ホールド§ 50 2:00 
96-well Fast 

・反応液量：20 µL • ランプ速度：Fast ホールド 95 0:20 

95 0:01 

Applied Biosystems 7900HT 
Real-Time PCR システム 

Fast 

384-well standard 
・反応液量：20 µL • ランプ速度：Standard 

サイクル 

(40サイクル） 
60 0:20 ホールド§ 50 2:00 ホールド 95 10:00 

95 0:15 
Standard 48/96-well Fast 

・反応液量：20 µL • ランプ速度：Standard サイクル   (40サイクル） 60 1:00 ホールド§ 50 2:00 ホールド 95 0:20 

95 0:01 

Applied Biosystems StepOne ™ / 

StepOnePlus™ Real-Time PCR システム  

Fast 48/96-well Fast 
・反応液量：20 µL • ランプ速度：Fast サイクル 

(40 サイクル) 
60 0:20 

 ‡   7300のシステムはStandardモードのみになります。 § AmpErase® UNG 活性のためのステージです。UNGが含まれない場合は不要です。 
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