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マイクロ SSPトラブルシューティング 
 

日付：      /    /      

 

キット名 ： 

ロット No. ：   ドット No.： 

ご施設名 ： 

 

 

 

DNA 検体： 

 

 DNA濃度…メーカー添付文書の範囲内 (25 – 200 ng/µL) にあるか  

※50 - 100 ng/µLが理想 

 DNA 溶液中の EDTA 濃度…滅菌蒸留水 (または Tris) で溶解してあること、EDTA が入っていない溶液

であるか (DNA溶液の EDTA濃度は、0.5 mM以下にする) 

 へパリン加血検体から DNAを抽出していないか…Taq DNAポリメラーゼの反応と相性が悪いため 

 DNA純度…OD260/280＝1.65～1.8の範囲内にあるか 

 Taq ポリメラーゼ…メーカー指定の製品を使用しているか 

 (Life Technologies社の Ampli Taqを使用、Ampli Taq Goldおよび他社製品は使用不可) 

 

 

 

サンプル調製： 
 

 調製前に DNA検体、D-mixを十分にボルテックスしてあるか 

 Taq ポリメラーゼをボルテックスしていないか 

 黄色に変色した D-mixを使っていないか 

 D-mix/Taq溶液をウェルに分注後、十分にボルテックスしてあるか 

 確実にシールをしてあるか…蒸発の原因に 

 
 
 

PCR サーマルサイクラー関連： 
 

 一定の箇所が増幅できない場合、サーマルサイクラーに PCRプレートを載せる際、プレートの向きを逆

さにセットし PCRを実施し、結果を比較する 

 

 

                            または 

 
サーマルサイクラーにセット 

 

       

 サーマルサイクラーにMicro Amp トレーを敷いてあるか (下図の製品) 

   

  

  

  

  

(Life Technologiess社の HPより) 

 

 ヒートブロック部分が汚れていないか…汚れていれば、イソプロパノールを浸した綿棒で掃除 

 PCRプレートの上部にパットを敷いてあるか 

 Gene Amp 9700または Veritiサーマルサイクラーの場合、9600モードで PCRを行っているか 

 Gene Amp 9600、9700または Veritiサーマルサイクラーを使用しているか 
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PCR 終了後: 
 

 溶液が蒸発または減少したウェルがないか…溶液が減少したウェルは増幅が不十分な可能性大 

 

 

 

電気泳動: 
 

 アガロースゲルに添加したエチジウムブロマイドの量は十分か 

(TBE 35 mLあたり、10 mg/mL エチジウムブロマイドを 2 µL添加) 

 アガロースを TBEではなく、水で溶かしていないか 

 アガロースを十分に溶かしてあるか 

 アガロースの溶解時に、ゲル溶液が蒸発しすぎていないか 

※ ゲル溶液が 30 mL以下に減った場合は、作製し直して下さい 

 ゲル板にゲルを注入した後にコームを挿しているか 

 PCR産物をアガロースゲルにアプライする際に、PCR産物がゲルから漏れていないか 

 PCR産物をアガロースゲルにアプライする際に、チップでアガロースゲルを傷つけていないか 

 電気泳動の時間は適切か…150V定電流で 3分程度、バンドがコームの半分程度進んだ位が目安 

 陽性バンドとインターナルコントロールが分離できる程度まで泳動したか (特に陽極側) 

 写真撮影の際、露光時間、絞りは適切か 

 

 
 

解析・その他： 
 

 解析ソフト (HLA Fusion) のバージョンは最新であるか 

 HLA Fusion 用カタログファイルのロット番号は一致しているか 

 ゲル泳動写真のインナーコントロールバンドが増幅しているかどうか確認する 

 ゲル泳動写真の陽性バンド・陰性バンドを正しく読み取っているか 

 陽性バンドと判断する時、増幅産物の長さの情報と一致しているか 

 ソフトウェアへのデータ入力を間違っていないか 

 キットの性能に合わせて、HLA型またはアリル型の解析のどちらかを行うのか 

 多数のアンビギュティーがある場合、どのように報告するか各施設で統一しているか 

 解析する場合、頻度、連鎖不平衡、人種、家族などの情報を網羅して解析しているか 

 DNAがコンタミしていないか 
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