
KOD口 Plus口 DNA Polymerase

はじめに :

K O D― Plus―には、Hlgh Fid e l i t y  P C R用酵素 と して ご好評頂 いているKOD DNA p o l y m e「asel,2)

と、これに対する 2種 類のモノクローナル抗体助が混合されています。

これ ら抗体が、常温下でDNA poly m e r a s e活1生と3]-5・exonucl e a s e t t I性(Pr00fr e a d l n g活1生)を

完 全 に抑 え る こ とに よ り、pttmerの特 異 性 が損 なわれ ず 、PCRで の反応 性 が格 段 に 向上

しま した。

内容物 :

200 μl   KOD― Plus―(1.OU/μ l)

l m1   10x PCR bufferfor KOD―Plus―

l m1  25mM MgS04

l m1  2mM dNttPs

PCRプ ロトコール :

1.PCR反 応液の調製

反応液を調製する前に各試薬を良く攪拌 してください。

Components Volume Final Concentration

10x PCR buffe「 for KOD― Plus“     5 μl 1x

0.2 mM each

1mM

0.3 g M each

genomic DNA 10-200 ng
Plasmid DNA 1^.50 ng

1 .0 uni t

2mM dNttPs

25mM MgS04

5 μl

2 μl

Pttme「m� (10 μ M each)     1.5 μl

丁emplate DNA(10pg-200ng)    ≧l μl

KOD― Plus“DNA Polymerase     l μl

Autoclaved,dlstl‖ed water       to 50 μl

*KOD“ Plus―の標準使用量はPCR反 応液50 μlあたりl μl(lU)です。

弊社検討ではKOD―Plus-lU使用でλ DNAを鋳型とした場合 21kbp,genomic DNAを鋳型とし

た場 合 12kbp,R丁反応 液 を鋳型 と した場 合 7.Okbpのtargetが増 幅 で きる ことを確 認

しています。

*全 ての液を添加 した後、反応液をボルテックスなどで良く攪拌 してください。



2.PCRサ イクル条件

サイクリング前に、94°c,2mln.の ステップを加えて丁emplate DNAの 変性を行つてください。

3ス テップ 2ス テップ

Denature : 94"C, 1Ssec.

Anneal : (Tm-s)"C, 30sec.

Extend : 6B'C , 1min. /kb

25-35 cycles

Denature : 94"C, 1Ssec.

Extend : 6Bb , 1min. /kb

25-35 cycles

*伸 長時間は lkb〓l min.で設定 してください。

*通 常は3ス テップのサイクルを行つてください。丁mの 高い(72℃以上)pttmerを用いたPCRで エ

キス トラバン ドが認められた場合は、2ス テップのサイクルをお試 しください。

ご注意 :

1.KOD― Plus申のPCRに は必ず 添イ寸の10X PCR buffe「for KOD―Plus―フ25mM MgS04フ 2mM

dNttPsをご使用ください。従来のKOD,KOD Dash添 付のものとは組成が異なります。

2.PCR産 物の末端形状はblunt endになつています。丁Aク ローニングはお勧めできません。

3.R丁 反応液を鋳型DNAに する場合、R丁反応液の持ち込み量が多いと増幅を阻害することがあ

ります。通常、持ち込み量はPCR反 応液の1/25量～1/10量にしてください (PCR反応液50 μl

で2～5μl程度)。また、この場合、Mg2+ィォンとdNttPsの持ち込みを考慮する必要はありま

せん。標準使用量でご使用 してください (f.C.lmM MgS04,f・Ca O.2mM dNttPs)。

4.targetの 増幅が全 く認め られ ない場合はMgS04濃 度 を上 げる方 向で ご検討 くだ さい

(lmM→ 1・2mM)。 スメアが認め られ る場合にはMgS04濃 度 を下げる方向で ご検討

ください(lmM→ o.8mM)。

5.プ ラスミドを鋳型にしたPCRで 、増幅が認められない場合はMgS04濃 度を上げる方向でご検

討 ください(lmM→ 1.5 or2mM)。結果が改善されることがあります。
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品 名 包装 保存温度 Code No. 価格

ReverTra Ace (100 Ul 1tl)
(Reverse Transcri ptase)

10,000U

50,000U

-20°C
-20℃

丁R丁“101

丁R丁 1̈02

¥15,000

¥60,000


